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(57)【要約】
　本発明の目的は、目的とする抗体を効率よく作製できる免疫方法を提供することにある
。
　本発明は、（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程を含む、実験動物を免疫
する方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程を含む、実験動物を免
疫する方法。
【請求項２】
　前記工程（２）が、１０週以上生着させる工程である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記工程（２）が、前記実験動物の脾臓の細胞数を４×１０８細胞以上に増加させる工
程である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記がん細胞が、乳がん細胞である、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗原が、膜タンパク質である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記がん細胞が、ＭＣＦ７－１４、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ３６１、および
ＭＤＡ－ＭＢ４３５からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項１～５のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記移植する部位が、リンパ節の近傍である、請求項１～６のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項８】
　前記移植する部位が、脂肪組織である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記移植する部位が、前記がん細胞が単離されたがんの原発巣が属する器官、および転
移巣が属する器官からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項１～８のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記移植する部位が、前記がん細胞が単離されたがんの原発巣が属する器官である、請
求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記移植する部位が、乳腺である、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記移植する部位が、第４乳腺である、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記実験動物が、齧歯類である、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記実験動物が、免疫不全動物である、請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記実験動物が、ＢＡＬＢ／ｃ－ｎｕ／ｎｕヌードマウスである、請求項１～１４のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記工程（１）で、足場材料を用いて移植する、請求項１～１５のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１７】
　前記足場材料の構成成分が、ラミニン、エンタクチン、コラーゲン、フィブリン、アガ
ロース、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコール、ポリ乳酸、およびポリグリコ
ール酸からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項１６に記載の方法
【請求項１８】
　前記足場材料が、マトリゲルである、請求項１７に記載の方法。



(3) JP WO2010/098471 A1 2010.9.2

10

20

30

40

50

【請求項１９】
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合する工程を含む
、ハイブリドーマ細胞の製造方法。
【請求項２０】
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合してハイブリド
ーマ細胞を作製する工程、
　（４）前記ハイブリドーマ細胞を培養する工程を含む、モノクローナル抗体の製造方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、がん細胞を用いた免疫方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ポリクローナル抗体やモノクロ－ナル抗体は、血液などの混合溶液中に含まれる微量な
タンパク質と特異的に結合できるため、研究や臨床検査における試薬あるいは医薬品など
として、産業上で有用な物質である。
　抗体分子は、細胞膜上に発現している抗原に対して抗原抗体反応を強く引き起こすため
、疾病患者に投与した場合に治療効果が期待できるためには、膜タンパク質を認識する抗
体であることが望ましい。
【０００３】
　現在までに上市されている疾病治療用の抗体は、大部分が膜タンパク質を認識するモノ
クローナル抗体であり（非特許文献１）、（１）標的細胞へ結合し、直接的または間接的
に細胞死を誘導する（特許文献１）、（２）膜レセプターへのリガンドの結合を阻害して
細胞内シグナル伝達を緩和する（特許文献２）、などの作用により治療効果を発揮してい
る。
　これまでに上市された抗体は、一つ一つが創意工夫と膨大な作業を繰り返すことによっ
て得られたものであり、膜タンパク質に対するモノクローナル抗体の製法として簡便な方
法は依然確立されていない。
【０００４】
　膜タンパク質を認識する抗体の取得技術について、これまでのところ、様々な試みがな
されている。
　例えば、細胞膜の表面に露出しているペプチド配列を、大腸菌などでの強制発現や化学
合成により作製し、該ペプチド配列をキャリアータンパク質と結合させて、免疫応答を行
なわせる方法が知られている。
　しかし、斯かる方法では、立体構造の形成や糖鎖などの翻訳後修飾が行われず、膜タン
パク質の本来の構造を認識する抗体を得ることができないという欠点がある。
【０００５】
　膜タンパク質に対するモノクローナル抗体を得るためには、膜タンパク質が本来の立体
構造を保持したまま、実験動物を免疫する必要がある。しかし、細胞膜から膜タンパク質
を抽出する際に、界面活性剤を使用すると膜タンパク質の立体構造が崩れたり、界面活性
剤を使用しないと膜タンパク質が疎水性領域同士で凝集したりするなどの問題があり、抗
原として立体構造を保った膜タンパク質を容易に調製することはできない。
【０００６】
　全長タンパク質を免疫する方法として、マウスに発現用のＤＮＡベクターを直接導入す
る遺伝子免疫法が報告されている（特許文献３）。
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　しかし、斯かる方法では、精製抗原を必要としない、標的分子の立体構造を認識する抗
体が得られるなどの利点も多いが、（１）細胞表面に発現させなければ免疫応答を誘導で
きない、（２）導入遺伝子の発現量の低さが原因で十分な免疫が行われない、（３）細胞
外領域が小さすぎる場合は免疫システムが反応せず、抗体ができない、（４）膜タンパク
質である複数回膜貫通型のタンパク質に対して抗体を得るのが困難である、などの欠点も
多く指摘されている（非特許文献２）。
【０００７】
　バキュロウイルスの膜に機能的な膜タンパク質を再構成させて免疫する方法が報告され
ている（非特許文献３）。
　しかし、標的分子に特異的な抗体誘導を行う場合に免疫応答性が弱いことが文献中に記
載されている。また、斯かる方法では、昆虫細胞でバキュロウイルスを調製するため、翻
訳後修飾（例えば複合型のＮ型糖鎖付加）が哺乳類細胞に見られる翻訳後修飾とは異なる
点や、全ての膜タンパク質がウイルス膜上で機能的な構造を取ることができるのか、とい
う問題とその検証が依然として残されている。
【０００８】
　立体構造の問題を考慮せずに済むよう、増殖させた細胞をそのままマウスの尾静脈や腹
腔へ投与して、免疫応答を行う方法が報告されている（特許文献４～６および非特許文献
４～８）。これらの方法では、通常の抗原量（１００～２００μｇの標的タンパク質）よ
りも多量な１～１０×１０６個の細胞（約４～４０ｍｇのタンパク質に相当）を短期間（
１週間間隔）で投与し、免疫開始から１～６週間後には抗体産生細胞を取り出している。
【０００９】
　細胞投与の手法として改良された方法として、ヒトがん組織をマウスの皮下または性腺
脂肪パッド内へ投与することが報告されている（特許文献７）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特開２００１－０１０９７４号公報
【特許文献２】特開平７－１８８０５６号公報
【特許文献３】特開平７－３１３１８７号公報
【特許文献４】国際公開第２００６／１０９５３３号パンフレット
【特許文献５】特開平６－３２７４９１号公報
【特許文献６】特表２００４－５１７８８５号公報
【特許文献７】特表２００１－５２００１１号公報
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】日薬理誌　２００８　１３１　ｐ．１０２－１０８
【非特許文献２】生物工学　２００８　８６（８）　ｐ．３８４－３８６
【非特許文献３】Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２００７　３２２　（１－
２）　ｐ．１０４－１１７
【非特許文献４】Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔ．　１９７９　５（６）　ｐ．
９５７－９７１
【非特許文献５】Ｊ　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　１９８１　６８（５）　ｐ．１３３
１－１３３７
【非特許文献６】Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　１９８６　４６（１０）　ｐ．５１３７－５
１４３
【非特許文献７】Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　１９８２　４２（２）　ｐ．６０１－６０８
【非特許文献８】Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．ＵＳＡ １９７９　７
６（３）　ｐ．１４３８－１４４２
【非特許文献９】Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
　１９８８　Ｃｈａｐｔｅｒ　５　ｐ．１１４－１１５
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　特許文献４～６および非特許文献４～８に開示された方法では、（１）多種類のタンパ
ク質を同時に免疫するため、特定の物質に対して免疫応答が起こり難い、（２）多量のタ
ンパク質を投与するためにアナフィラキシーショックが引き起こされる、（３）がん細胞
の転移による臓器不全などにより早期に動物が死亡しやすい、という問題がある。
【００１３】
　また、親和性の高い抗体を多種類得るには、ハイパーイミュニゼーション（ｈｙｐｅｒ
ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ）を進行させることが重要であり、従来の方法では、少ない抗
原量で長い期間免疫するほど、ハイパーイミュニゼーションが進みやすいことが知られて
いる。例えば、マウスの場合は３週間以上の間隔で複数回（経験的に５回以上）投与する
ことが好ましいことが知られている（非特許文献９）。ハイパーイミュニゼーションとは
、ＩｇＧへのクラスシフトやアフィニティーマチュレーション、クローナルドミナンス（
アポトーシスによる特異性の低い抗体産生細胞の選択的死滅）の３つの機構をあわせて言
い、親和性の高い抗体が選択的に増殖する機構として知られている（非特許文献９）。
　特許文献４～６および非特許文献４～８に開示された方法では、免疫応答を惹起するた
めに多量の細胞を投与することから、マウスが早期に死亡しやすく、ハイパーイミュニゼ
ーションが進行しにくい。したがって、これら文献に開示された細胞を直接投与する方法
では、効果的な免疫応答を十分誘導する条件を作り出せていない。
【００１４】
　特許文献７に開示された方法では、（１）Ｂ細胞を含むヒト組織を分離する必要がある
、（２）組織に含まれる細胞の種類が異なるため免疫応答の再現性がない、（３）試験管
内での培養が困難であり、遺伝子導入などの技術が利用困難である、という問題がある。
【００１５】
　以上のとおり、膜タンパク質に対する抗体の簡便な製法の確立が求められている。
　そこで、本発明は、上記問題点を克服し、目的とする抗体を効率よく作製できる免疫方
法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意検討した結果、転移性を有するがん細胞
を実験動物に移植して生着させることにより、目的とする抗体を効率的に得ることができ
ることを見出し、本発明を完成した。
【００１７】
　すなわち、本発明は、以下のとおりである。
［１］
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程を含む、実験動物を免
疫する方法。
［２］
　前記工程（２）が、１０週以上生着させる工程である、［１］に記載の方法。
［３］
　前記工程（２）が、前記実験動物の脾臓の細胞数を４×１０８細胞以上に増加させる工
程である、［１］または［２］に記載の方法。
［４］
　前記がん細胞が、乳がん細胞である、［１］～［３］のいずれかに記載の方法。
［５］
　前記抗原が、膜タンパク質である、［１］～［４］のいずれかに記載の方法。
［６］
　前記がん細胞が、ＭＣＦ７－１４、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ３６１、および
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ＭＤＡ－ＭＢ４３５からなる群より選択される少なくとも１種である、［１］～［５］の
いずれかに記載の方法。
［７］
　前記移植する部位が、リンパ節の近傍である、［１］～［６］のいずれかに記載の方法
。
［８］
　前記移植する部位が、脂肪組織である、［１］～［７］のいずれかに記載の方法。
［９］
　前記移植する部位が、前記がん細胞が単離されたがんの原発巣が属する器官、および転
移巣が属する器官からなる群より選択される少なくとも１種である、［１］～［８］のい
ずれかに記載の方法。
［１０］
　前記移植する部位が、前記がん細胞が単離されたがんの原発巣が属する器官である、［
１］～［９］のいずれかに記載の方法。
［１１］
　前記移植する部位が、乳腺である、［１］～［１０］のいずれかに記載の方法。
［１２］
　前記移植する部位が、第４乳腺である、［１］～［１１］のいずれかに記載の方法。
［１３］
　前記実験動物が、齧歯類である、［１］～［１２］のいずれかに記載の方法。
［１４］
　前記実験動物が、免疫不全動物である、［１］～［１３］のいずれかに記載の方法。
［１５］
　前記実験動物が、ＢＡＬＢ／ｃ－ｎｕ／ｎｕヌードマウスである、［１］～［１４］の
いずれかに記載の方法。
［１６］
　前記工程（１）で、足場材料を用いて移植する、［１］～［１５］のいずれかに記載の
方法。
［１７］
　前記足場材料の構成成分が、ラミニン、エンタクチン、コラーゲン、フィブリン、アガ
ロース、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコール、ポリ乳酸、およびポリグリコ
ール酸からなる群より選択される少なくとも１種である、［１６］に記載の方法
［１８］
　前記足場材料が、マトリゲルである、［１７］に記載の方法。
［１９］
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合する工程を含む
、ハイブリドーマ細胞の製造方法。
［２０］
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合してハイブリド
ーマ細胞を作製する工程、
　（４）前記ハイブリドーマ細胞を培養する工程を含む、モノクローナル抗体の製造方法
。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、目的とする抗体を効率的に得ることのできる、新規な免疫方法を提供
することができる。
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【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】血漿中に含まれる抗体の力価を解析した結果を示す。マウス群Ａは、ＭＣＦ７を
移植した群であり、マウス群Ｂは、ＭＣＦ７－１４を移植した群であり、マウス群Ｃは、
免疫を行っていない群である。マウス群ＡおよびＢは、移植した細胞との反応性を示し、
マウス群Ｃは、ＭＣＦ７とＭＣＦ７－１４に対する反応性を示す。
【図２】摘出した脾臓を直径６ｃｍの培養皿上に置いて撮影した写真を示す。免疫を行っ
ていない群の脾臓と、ＭＣＦ７－１４を移植した群の脾臓を示す。
【図３】脾臓細胞数を算出した結果を示し、エラーバーは標準偏差を示す。
【図４】免疫染色の結果を位相差顕微鏡（１）および蛍光顕微鏡（２）下で撮影した像を
示す。
【図５】細胞における抗原タンパク質の発現を確認した結果を示す。縦軸は、Ｆ３遺伝子
を導入した細胞（１～７）、導入していない細胞（Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ）
と、Ｆ３を認識する抗体との反応性を表す。
【図６】ハイブリドーマの培養上清に含まれる抗体および培地のみ（Ｎｅｇａｔｉｖｅ　
ｃｏｎｔｒｏｌ）の力価を解析した結果を示す。縦軸は、各抗体のＦ３タンパク質に対す
る反応性を表す。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　以下、本発明について、その好ましい態様を具体的に説明する。なお。本発明は、以下
の発明を実施するための形態に限定されるものではなく、本発明の要旨の範囲内で種々変
形して実施することができる。
【００２１】
　本発明の免疫方法は、
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程を含む、実験動物を免
疫する方法である。
　本発明において、転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植し生着させ
ることで、効果的に免疫することが可能である。本発明によれば、ハイパーイミュニゼー
ションが十分に進行した多種類の抗体産生細胞を得ることができる。また、本発明により
、従来の免疫方法と比較して高い免疫応答を引き起こすことができる。
【００２２】
　実験動物に移植する細胞は、転移性を有し、抗原を発現するがん細胞であればよく、が
ん細胞が由来する動物種や器官は特に限定されない。
　以下、「転移性を有し、抗原を発現するがん細胞」を、単に、「転移性を有するがん細
胞」と記載する場合がある。
　本発明では転移性を有するがん細胞を生着させて、直接免疫に用いることで、機能的な
立体構造や翻訳後修飾を保持したまま抗原を免疫することが可能であり、これまで取得が
困難であった膜タンパク質に対する抗体を誘導することができる。また、本発明では本来
の（生体環境で有する構造を意味する）立体構造を有する抗原に対する抗体を得ることが
できるため、抗原に対して十分な中和能力を持つ抗体を誘導することができる。さらに、
本発明では膜タンパク質だけでなく細胞質および核内のタンパク質に対しても抗体が誘導
されるため、免疫方法として利用価値が高い。細胞内物質に対する免疫誘導は、マクロフ
ァージなどが移植したがん細胞を貪食して分解し、細胞内物質を抗原提示するという機構
によるものと考えられる。
【００２３】
　本発明において、「転移性を有する」とは、細胞の転移能を評価する方法により、転移
能が認められることを意味する。例えば、がん細胞を実験動物に移植した場合に、遠隔転
移が見られることを、転移性を有するという。
　本発明において、「高転移性を有する」とは、細胞の転移能を評価する方法により、高
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い割合で転移能が認められることを意味する。例えば、がん細胞を実験動物に移植した場
合に、移植した実験動物群において、少なくとも２０％以上、好ましくは４０％以上、よ
り好ましくは６０％以上の個体に遠隔転移が見られることを、高転移性を有するという。
　本発明において、「遠隔転移」とは、原発巣より遠く離れた器官に転移することを意味
する。
【００２４】
　本発明において、「抗原を発現する」とは、免疫応答を引き起こすことが可能な量の抗
原を含むことを意味する。
　本発明において、「抗原」は、免疫応答を引き起こさせる物質を意味し、移植するがん
細胞で発現し、抗原抗体反応を生じる物質であれば特に限定されない。抗原として、タン
パク質、核酸、ペプチド、糖類、および脂質などを使用することができる。抗原としては
、好ましくはタンパク質が挙げられ、タンパク質としては、がん細胞が本来発現している
タンパク質でもよく、任意の遺伝子を細胞に導入して発現させたタンパク質でもよい。任
意の遺伝子を細胞に導入する方法としては、公知の方法、例えば、プラスミドなどベクタ
ーを用いて行うことができる。この場合、タンパク質に付加された糖鎖も抗原となりうる
。抗原は、１種類だけでなく、複数種類を用いてもよい。いずれの場合も細胞内でタンパ
ク質が局在する部位は、特に限定されず、核内、細胞質内、細胞膜上が挙げられる。
　また、抗原の大きさも特に限定されない。抗原としてタンパク質を同種の動物に由来す
るがん細胞に発現させて移植した場合、タンパク質の立体構造や糖鎖などの修飾が本来の
形を保ったまま免疫応答を刺激できるため好適である。
【００２５】
　転移性を有するがん細胞としては、例えば、骨、肺、リンパ節、皮膚、肝臓、胸膜、脳
、乳房、乳腺、膀胱、大腸、または結腸から樹立された転移性を有するがん細胞などが挙
げられる。
　転移性を有するがん細胞としては、好ましくは転移性を有する乳がん細胞であり、ＭＣ
Ｆ７が挙げられる。
　転移性を有するがん細胞としては、より好ましくは高転移性を有する乳がん細胞である
。高転移性を有する乳がん細胞としては、具体的には、ヒトの乳がんより樹立されたＭＣ
Ｆ７由来のＭＣＦ７－１４（国際公開第２００８／０９３８８６号公報、受託番号：ＦＥ
ＲＭ　ＢＰ－１０９４４）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ３６１、およびＭＤＡ－
ＭＢ４３５などが挙げられる。乳がん細胞以外の、高転移性を有するがん細胞としては、
ＨＴ－１０８０（繊維肉腫）、ＨｅｐＧ２（肝臓がん）、Ｔ－２４（膀胱がん）、ＳＷ６
２０（大腸がん）、Ａ５４９（肺がん）、ＳＷ４８０（結腸がん）、およびＡ３７５（黒
色腫）などが挙げられる。
　転移性を有するがん細胞の移植部位が乳腺近傍である場合は、エストロゲンレセプター
、プロゲステロンレセプター、およびＨｅｒ－２から選ばれる１つ以上のタンパク質が発
現している乳がん細胞であることが好ましい。これらのタンパク質が発現している乳がん
細胞は、乳腺で増殖しやすく、移植後の生着に効果的である。
【００２６】
　転移性を有するがん細胞として、転移性が細胞に本来備わっているほか、遺伝子を導入
する、ホルモンやサイトカインなどの増殖因子を投与する、紫外線や薬剤で遺伝子変異を
誘発する、および自然突然変異や後天的にクロマチンの修飾が変わった細胞を分離するな
ど、当業者が想到する手段により、転移性を持つよう調製したがん細胞を用いることがで
きる。
　転移性を有するがん細胞としては、単一のがん細胞であってもよく、複数種のがん細胞
であってもよいが、単一のがん細胞を用いることが好ましく、中でも、株化されたがん細
胞を用いることが好ましい。
【００２７】
　転移性を有するがん細胞が移植される実験動物は、移植した細胞が生着して、液性免疫
応答が機能する動物であれば、特に限定されない。
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　実験動物の種類は特に限定されないが、好ましくはマウスやラットなどの齧歯類であり
、より好ましくは免疫不全の齧歯類であり、さらに好ましくは免疫不全のマウスである。
　実験動物としては、近交系やクローズドコロニー系の免疫不全のマウスが利用できる。
免疫不全マウスとして、具体的には、ＢＡＬＢ／ｃやＣ５７ＢＬ／６、ＩＣＲ系統の免疫
不全マウスなどが挙げられ、中でも、ＢＡＬＢ／ｃ－ｎｕ／ｎｕのメスは、Ｔ細胞の機能
が低下しているために移植した細胞が生着しやすく、飼育もしやすいため好適である。
【００２８】
　本発明において、「移植する」とは、がん細胞を実験動物に移し植え付けることを意味
し、血液中または腹腔内にがん細胞を直接投与することは含まない。
【００２９】
　転移性を有するがん細胞を実験動物に移植する工程においては、従来公知の方法により
、がん細胞を実験動物に移植することができる。
　転移性を有するがん細胞の移植を行う方法としては、細胞懸濁液の他、シート状や多層
構造など、二～三次元構造様に培養した細胞を実験動物に注入する方法が挙げられる。
　移植に用いる転移性を有するがん細胞数は特に限定されないが、少なくとも０．１×１
０６個であることが好ましく、免疫応答が効果的に行われる範囲において、より多数の細
胞を用いることが好ましい。
　従来の尾静脈や腹腔内に細胞を投与する免疫方法において用いる細胞数は、初回免疫お
よび追加免疫の各回に、１×１０６個から１×１０７個が必要である。本発明においては
、移植時にのみ、少なくとも０．１×１０６個の細胞を用いればよいため、従来よりも少
ない量で免疫応答を誘導することができる。
【００３０】
　転移性を有するがん細胞の生着を向上させるために、足場材料と混合した細胞懸濁液を
注入することが好ましい。
　足場材料としては、生着させるがん細胞が生育するための足場となる材料であれば特に
限定されず、好ましくはラミニン、エンタクチン、コラーゲン、フィブリン、アガロース
、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコール、ポリ乳酸、およびポリグリコール酸
などを成分として構成されたゲル、ハイドロゲル、および樹脂などが挙げられる。
　足場材料としては、形成されるゲルの硬さや移植後の細胞増殖の良さの観点で、ラミニ
ン／エンタクチンとコラーゲンを主成分とするゲルが好ましく、マトリゲル（Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製）がより好ましい。マトリゲルとしては、好ましくは、Ｊ．
Ｓｔｅｒｏｉｄ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌｅｃ．Ｂｉｏｌ．　１９９３　４４（４－６）
　ｐ．６７１－６７３に開示されたグロースファクターリデューストマトリゲルなどが挙
げられる。
【００３１】
　転移性を有するがん細胞を移植する部位については、移植した細胞が生着しやすい器官
や組織であれば特に限定されない。
【００３２】
　転移性を有するがん細胞を移植する器官としては、当該がん細胞が単離されたがんの原
発巣が属する器官および転移巣が属する器官が挙げられる。本発明において、原発巣が属
する器官への移植を同所移植といい、転移巣が属する器官への移植を異所移植という。
　転移巣が属する器官とは、これまでに当該がん細胞の転移巣形成が報告されている器官
のほか、統計的なデータから、同種のがんにおいて遠隔転移が予測される器官も含む。
　転移性を有するがん細胞として、例えば、乳がん細胞を用いる場合には、乳房への同所
移植が可能であるが、骨、肺、リンパ節、皮膚、肝臓、胸膜、および脳などの転移が頻繁
に発生する器官への異所移植も利用できる。移植する器官としては、好ましくは同所移植
であり、例えば乳がん細胞では乳房である。
　本発明において、がん細胞を単離した動物種と、がん細胞を移植する動物種が異なった
場合でも、同じ機能を有する器官に移植した場合には、同所移植とする。
【００３３】
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　転移性を有するがん細胞を移植する組織としては、原発巣が形成された組織と同じ組織
が好ましく、このほか、リンパ節の近傍の組織、脂肪組織、または脂肪組織に包まれた組
織が好ましい。
　転移性を有するがん細胞を移植する組織としては、原発巣が形成された組織と同じ組織
のように、原発巣が属する器官または転移巣が属する器官の中の、組織であってもよく、
また、転移性を有するがん細胞が生着する組織であれば、原発巣が属する器官または転移
巣が属する器官外にある組織であってもよい。
　本発明において、「リンパ節の近傍」とは、リンパ節の周辺を意味し、リンパ節に隣接
することが好適である。
　リンパ節の近傍として、特に限定されるものではないが、例えば、マウスにおいては、
リンパ節から１ｃｍ以内、好ましくは５ｍｍ以内、より好ましくは１ｍｍ以内であること
が挙げられる。リンパ節の近傍では、生着後に細胞がリンパ節へ供給されやすいため、免
疫応答が刺激されやすく好適である。
　本発明において、「脂肪組織」とは、脂肪細胞で構成された組織を意味する。脂肪組織
に包まれた組織は、例えば、乳腺が挙げられる。
　脂肪組織は、外科的に移植作業がしやすく、細胞が生着しやすいため、がん細胞の移植
部位として適している。実験動物としてマウスを用いて乳がん細胞を移植する場合は、第
４乳腺に移植することが好ましい。第４乳腺はリンパ節の近傍に位置し、脂肪組織に包ま
れているうえ、乳腺の中でも特に移植作業が容易であり、かつ長期間にわたり生着しやす
い部位である。
【００３４】
　がん細胞の原発巣や転移巣が属する器官に限らず、移植した転移性を有するがん細胞を
生着させることができる部位であれば、転移性を有するがん細胞を移植することができる
。
【００３５】
　本発明において、「生着する」とは、移植したがん細胞がその部位に留まり増殖し、細
胞塊を作ることを意味する。
　転移性を有するがん細胞を実験動物内に生着させるためには、がん細胞を移植した後は
、当該実験動物を、免疫応答が行われる期間、飼育するだけでよく、通常の免疫で行われ
る追加免疫は不要である。転移性を有するがん細胞を実験動物内に移植した後は、実験動
物内に生着させる際に、追加免疫を行わない方法であることが好適である。
　本発明において、追加免疫を行う工程を含まないのは、移植したがん細胞が転移性を有
することから、生着した部位から、転移性を有するがん細胞がリンパ節や血管内に恒常的
に供給され、免疫応答を継続して刺激することができると考えられるためである。
【００３６】
　抗原に対する親和性や特異性の高いモノクローナル抗体を得るには、ハイパーイミュニ
ゼーションを進行させることが重要であるため、生着させて免疫する工程における実験動
物の飼育期間は、生存可能な範囲で長いほど好ましい。
　ハイパーイミュニゼーションの指標としては、脾臓の大きさおよび細胞数が挙げられる
。脾臓の大きさおよび脾臓の細胞数は、抗体産生細胞の増殖の程度を反映しているため、
脾臓の細胞数が増加するに従い、抗体産生細胞の種類も増加すると考えられている。すな
わち、脾臓の細胞数を多くさせるほど、より優れた性能の抗体を取得できると考えられる
。
　実験動物がマウスである場合、未感作のマウスの脾臓から得られる細胞数は０．５～１
×１０８個であり、アジュバントなどを用いて免疫した場合は、１５週間投与を繰り返す
ことで２～４×１０８個まで増加し、ハイパーイミュニゼーションが進行することが知ら
れている。脾臓の細胞数が３×１０８個以上であると、目的の抗原に対して一定の親和性
および特異性を有する抗体が得られることが分かっている。
【００３７】
　本発明においては、少量の細胞で免疫することができるため、早期に実験動物が死亡し
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にくい。
　細胞を腹腔内や尾静脈へ投与して免疫する従来の方法では、マクロファージなどの貪食
作用により、投与した細胞が早期に消滅しやすい。また、転移性を有するがん細胞をマウ
スの尾静脈に投与した場合、急激に免疫応答が刺激されることにより、短期間（移植後１
～６週間）にマウスは死亡する。実際に、投与後７週間以内には全てのマウスが死亡する
例がある（東亞合成研究年報　ＴＲＥＮＤ　１９９９　第２号　ｐ．３２）。
　本発明においては、移植を行った多くのマウスで、少なくとも１０週以上、大抵は１５
週以上の長期間に渡り生存が確認されている。さらに、本発明においては、がん細胞の供
給が持続することから、免疫応答が刺激され続け、効率よくハイパーイミュニゼーション
が進み、脾臓の細胞数を９～１３×１０８個にまで増やすことができる。
【００３８】
　本発明においては、抗原や移植する細胞の種類、移植する細胞数などによって、短期間
でハイパーイミュニゼーションが進行する場合がある。この場合は、早期に飼育を終了し
て、後述する抗体産生細胞の採取を行うことができる。
【００３９】
　転移性を有するがん細胞に発現させる抗原としては、タンパク質であることが好ましく
、目的タンパク質としては、特に限定されるものではないが、膜タンパク質などが挙げら
れる。
【００４０】
　本発明のハイブリドーマ細胞を製造する方法は、
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合する工程を含む
、方法である。
【００４１】
　本発明のモノクローナル抗体を製造する方法は、
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物に移植する工程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合してハイブリド
ーマ細胞を作製する工程、
　（４）前記ハイブリドーマ細胞を培養する工程を含む、方法である。
【００４２】
　本発明において、転移性を有するがん細胞を実験動物内に生着させ免疫する工程の後に
、当業者周知の方法に従い、モノクローナル抗体を取得することができる。
　免疫した実験動物の脾臓またはリンパ節などより抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細
胞と融合させてハイブリドーマ細胞を作製した後、目的の抗原、好ましくは目的のタンパ
ク質に対して特異的なモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞のスクリーニン
グを行う。
　当該ハイブリドーマ細胞を培養することにより、安定的にモノクローナル抗体を製造す
ることができる。
　本発明によれば、高い免疫応答を引き起こすことができるため、本発明の免疫方法は、
親和性の高い抗体を生産するハイブリドーマ細胞の樹立に非常に有利である。
【実施例】
【００４３】
　以下に、実施例および比較例を挙げて本発明を具体的に説明するが、本発明の技術的範
囲はこれらの実施例に限定されるものではない。
【００４４】
実施例１．膜タンパク質に対する抗体の作製
（１）細胞
　ＭＣＦ７およびＭＤＡ－ＭＢ２３１は、それぞれ東北大学加齢医学研究所（ＴＫＧ　０
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４７９）およびＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（
ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ，ＵＳＡ）から購入した。
　ＭＣＦ７－１４は、受託番号：ＦＥＲＭ　ＢＰ－１０９４４を継代したものを用いた。
　ＭＣＦ７、ＭＣＦ７－１４およびＭＤＡ－ＭＢ２３１は、１０％（ｖ／ｖ）の血清（Ｅ
ＱＵＩＴＥＣＨ－ＢＩＯ社製）を含むＲＰＭＩ１６４０培地（Ｓｉｇｍａ社製）で８０％
コンフルエントを越えないよう３７℃、５％ＣＯ２下で４８～７２時間培養および継代を
行った。
【００４５】
（２）細胞の移植
　増殖した細胞を回収し、ＰＢＳ（－）（０．０１Ｍ　ｓｏｄｉｕｍ－ｐｈｏｓｐｈａｔ
ｅ　ｂｕｆｆｅｒ、０．１３８Ｍ　ＮａＣｌ、０．００２７Ｍ　ＫＣｌ、ｐＨ　７．４）
で２回洗浄した。洗浄後の細胞を最終濃度が８．６×１０７細胞／ｍＬとなるようグロー
スファクターリデューストマトリゲル（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製）に懸濁
し、移植するまで氷上で保存した。
　生理食塩水に３．５％（ｗ／ｖ）となるよう抱水クロラール（Ｓｉｇｍａ社製）を溶解
して、３．５％抱水クロラール生理食塩水溶液を調製した。６～８週齢のヌードマウス（
ＢＡＬＢ／ｃＡＬｃｌ－ｎｕ／ｎｕ系統（日本クレア社製））の腹腔内に３．５％抱水ク
ロラール生理食塩水溶液を０．２ｍＬ投与して麻酔した。マウスの第４乳腺に、マトリゲ
ルに懸濁した細胞を１乳腺あたり１×１０６個、２４Ｇの注射針を用いて乳腺からはみ出
さないよう移植した。１匹のマウスに対して、２箇所の移植となるように、胴体左右両方
の第４乳腺にそれぞれ移植を行った。
　本方法では、通常の免疫で行われるような追加免疫は行わなかった。
【００４６】
（３）血漿の回収
　移植した後１５週間以上飼育した。移植部位にがんが形成されていくことを肉眼および
触診により経時的に確認した。がん細胞を移植したマウスおよび未免疫のマウスの尾静脈
から、２０μＬの血液を採取した。採取した血液を１μＬのヘパリン溶液（味の素ファル
マ社製）と混合した。得られた混合液を３０００×ｇで５分間遠心分離して、細胞を沈殿
させた。血漿溶液として、上清を回収した。
【００４７】
（４）免疫応答の解析
　上記（１）の方法で培養したＭＣＦ７、ＭＣＦ７－１４およびＭＤＡ－ＭＢ２３１それ
ぞれを８０％コンフルエントとなるよう９６ウエルプレートに植え、３７℃、５％ＣＯ２

下で１６時間培養した。
　培養上清を除去後、１０％（ｖ／ｖ）中性緩衝ホルマリン溶液（ＷＡＫＯ社製）を１０
０μＬ添加し、１０分間室温で反応させた。ホルマリン溶液を除去後、ＰＢＳ（－）で３
回洗浄し、風乾させることで各々の細胞を固定化したプレートを作製した。
　上記（３）で回収した血漿をＴＢＳ－Ｔ（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、０．０５％（ｖ／ｖ）　Ｔｗｅｅｎ２０、ｐＨ　７．４）でそれぞれ２万倍希釈した。
一次抗体として血漿の希釈液を固定化プレートへ１ウエルあたり１００μＬ添加し、室温
で１時間反応させた。各ウエルを２００μＬのＴＢＳ－Ｔで３回洗浄した。
　二次抗体として、抗マウスＩｇＧポリクローナル抗体－ＨＲＰ標識（ＢＥＴＨＹＬ社製
）をＴＢＳ－Ｔで５千倍に希釈した。前記抗体の希釈液を１ウエルあたり１００μＬ添加
し、室温で３０分反応させた。各ウエルを２００μＬのＴＢＳ－Ｔで３回洗浄した。
　最終濃度０．５ｍｇ／ｍＬとなるようオルソフェニレンジアミン（Ｓｉｇｍａ社製）を
５０ｍＭの炭酸－クエン酸バッファー（ｐＨ　５．０）に希釈し、この溶液の１万分の１
量の３５％（ｗ／ｗ）過酸化水素水（ＷＡＫＯ社製）を添加した混合液を基質溶液として
各ウエルに１００μＬ入れ、室温で１０分間反応させた。２５μＬの３Ｎ硫酸（ＷＡＫＯ
社製）を添加することで反応を停止させた。４９２ｎｍの吸収をプレートリーダー（Ｓｐ
ｅｃｔｒａＭａｘＰｕｒｅ３８４、モレキュラーデバイス社製）で測定して、血漿中の力
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価を解析した。
　図１に、ＭＣＦ７またはＭＣＦ７－１４を移植したマウス、および免疫していないマウ
スの血漿に含まれる抗体の力価を解析した結果を示す。
　転移性を有するＭＣＦ７を移植したマウスでは、未免疫マウスに比べて抗体産生が確認
され、さらに転移性が向上したＭＣＦ７－１４を移植したマウスでは、明確な抗体産生が
確認された。ＭＤＡ－ＭＢ２３１を移植したマウスでも抗体産生が確認された（データ未
掲載）。
【００４８】
（５）脾臓の大きさおよび脾臓に含まれる白血球細胞数
　脾臓はＢ細胞の増殖と分化を担う臓器であり、異物が個体内に侵入して液性免疫応答が
刺激された際、異物を認識する抗体を作るＢ細胞を特異的に増やす役割を持っている。こ
のことから抗原に対する免疫応答のひとつの指標として、脾臓に含まれる白血球細胞の数
が利用できる。
　上記（２）で細胞を移植したマウスから脾臓組織を取り出し、脾臓の大きさを比較した
。
　免疫していない脾臓に比べ、ＭＣＦ７－１４を移植したマウスの脾臓は明確に肥大化し
ていた（図２）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１を移植したマウスでもＭＣＦ７－１４と同様な脾臓
の肥大化が確認された（データ未掲載）。
【００４９】
　それぞれの細胞数を算出するために脾臓内の細胞を注射針とピンセットを用いてＲＰＭ
Ｉ１６４０培地に取り出して、細胞懸濁液とした。細胞懸濁液１００μＬとチュルク液（
ナカライテスク社製）９００μＬとを混合した。血球計算盤（アズワン社製）を用いて白
血球細胞濃度を測定した。脾臓中の白血球細胞数に換算した結果、未免疫のマウスの脾臓
では０．８～１×１０８細胞であるのに対し、ＭＣＦ７－１４を移植した場合では１０×
１０８細胞と約１０倍細胞数が増加していた。図３に、免疫していないマウス２匹、一般
的な免疫法であるアジュバント（フロイント完全アジュバント（ＰＩＥＲＣＥ社製）、不
完全アジュバント（ＰＩＥＲＣＥ社製）、Ｒｉｂｉアジュバントシステム（フナコシ社製
）、ＧＥＲＢＵアジュバント（ナカライテスク社製）など）を用いたマウス１００匹、Ｍ
ＣＦ７－１４を移植したマウス３匹より得た脾臓細胞数（脾臓中の白血球細胞数）を示す
。アジュバントを用いた方法では、２～４×１０８細胞までしか細胞が得られないことと
比較すると、本発明の方法では従来にない高い免疫応答が確認された。
【００５０】
（６）細胞融合
　ＭＣＦ７－１４由来のマウスの脾臓由来のリンパ球を、５０％（ｖ／ｗ）ポリエチレン
グリコール４０００（Ｓｉｇｍａ社製）を用いて、従来法でマウス骨髄腫株Ｐ３Ｘ６３－
Ａｇ８（ＡＴＣＣ受託番号　ＣＲＬ－１５８０）と融合させた。
　融合後の細胞をＨＡＴ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）に懸濁し、各ウエル１００μ
Ｌとなるよう２０枚の９６ウエルプレートに散布した。途中、ＨＡＴ培地を２００μＬ添
加し、１１～１６日間培養後に顕微鏡下で観察すると、１ウエルあたり３～６個のコロニ
ーが形成された。
【００５１】
（７）ハイブリドーマ細胞の解析
　ハイブリドーマ細胞が成育した９６ウエルプレートから２００μＬの培養上清を回収し
、上記（４）と同様の方法で細胞との反応性を解析して、ＭＣＦ７－１４に反応する抗体
をスクリーニングした。
　得られた抗体からランダムに５つのハイブリドーマ細胞を選び出し、モノクローン化し
た。これらの細胞をＨＴ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）で培養し、上清に含まれる抗
体、およびＦＩＴＣ標識したａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉ
ｎｓｏｎ社製）を用いて、ＭＣＦ７－１４に対する免疫染色を行った。
　図４に、位相差顕微鏡にて細胞の形態を観察した結果（１）、および蛍光顕微鏡にて染
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色された部分を検出した結果（２）を示す。
　５種類のハイブリドーマ細胞から得られた抗体のうち３種類（クローンＡ、Ｃ、Ｄ）は
細胞膜タンパク質を認識し、１種類は核（クローンＢ）、残りの１種類は細胞質（クロー
ンＥ）にそれぞれ存在するタンパク質を認識した。無作為的に選んだ５つのクローンのう
ち、３種類（６０％）が膜タンパク質に対する抗体であったことは、本発明の免疫方法が
作製困難とされている膜タンパク質の抗体を容易に作製できる手法であることを強く示し
ている。
【００５２】
実施例２．膜タンパク質（Ｆ３）に対する抗体の作製
（１）抗原
　膜結合型のタンパク質であるヒト組織因子（Ｔｉｓｓｕｅ　ｆａｃｔｏｒ，ｃｏａｇｕ
ｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＩＩＩ，Ｆ３）は、外因性の血液凝固反応を開始する因子で
ある。この膜タンパク質に対する抗体作製を行った。
【００５３】
（２）発現ベクターの作製
　ＨｅＬａ細胞からＳＶ　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐ
ｒｏｍｅｇａ社製）を用いて抽出したＲＮＡをＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＩＩＩ　ＲＮａｓ
ｅ　Ｈ－Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）を
用いてｃＤＮＡとし、これを鋳型にＰＣＲ法によりＦ３を増幅した。増幅断片をｐＥＦ６
／Ｍｙｃ－ＨｉｓＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）にＴａｇ配列が欠除するようクローニ
ングした。各操作はそれぞれのキットに添付された資料に基づいて行った。
【００５４】
（３）細胞上への遺伝子発現
　実施例１（１）記載のＭＤＡ－ＭＢ２３１へ、上記（２）のプラスミドを、ＦＵＧＥＮ
Ｅ６（ロシュアプライドサイエンス社製）を用いて導入した。操作は当該キットに添付さ
れた資料に基づいて行った。ブラストサイジンＳ塩酸塩が１０μｇ／ｍＬとなるよう添加
した実施例１（１）記載の培地で細胞を培養し、３～５日毎に培地を交換して薬剤耐性を
持つ細胞を選択した。得られた耐性株の中からＦ３を強制発現している細胞を選び出すた
め、実施例１（４）記載の方法と同様に、細胞を用いた酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）に
よりＦ３の発現レベルを確認した。なお、一次抗体としては、抗Ｆ３ポリクローナル抗体
であるＡｎｔｉ　Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ　Ｆａｃｔｏｒ　３／Ｔｉｓｓｕｅ　Ｆａｃｔ
ｏｒ、（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ社製）を１μｇ／ｍＬに希釈したものを用いた。また、
二次抗体としては、Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　ＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ　Ｇｏａｔ　ａｎｔｉ
－ｂｏｖｉｎｅ　ＩｇＧ　（Ｈ＋Ｌ）　（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃ
ｈ社製）を用いた。さらに、ＴＭＢ＋（ＤＡＫＯ社製）を基質溶液として用い、４５０ｎ
ｍの吸収をプレートリーダーで測定して、抗体の力価を解析した。
　図５に、Ｆ３遺伝子を導入した細胞（１～７）、および遺伝子を導入していない細胞（
Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ）に関して、抗Ｆ３ポリクローナル抗体を用いて発現
解析した結果を示す。
　遺伝子を導入した細胞では、導入していない細胞に比べ、Ｆ３の発現が有意に上昇して
いることが確認された。
【００５５】
（４）Ｆ３発現細胞の移植
　これらＦ３の発現が確認された細胞の中から増殖がほぼ均一な５種類の細胞（１～５）
を選択して培養した。増殖した細胞を、トリプシンを用いて回収し、ＰＢＳ（－）で２回
洗浄した。５種類の細胞が均一になるよう混合した後、実施例１（２）記載の方法でマウ
スに移植を行った。本方法では、通常の免疫で行われるような追加免疫は行わなかった。
【００５６】
（５）モノクローナル抗体の取得
　移植７ヶ月後に脾臓細胞を取り出し、実施例１（６）記載の方法でハイブリドーマ細胞
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を作製した。Ｆ３を認識する抗体を選択するために、Ｆ３タンパク質を用いたＥＬＩＳＡ
を以下のように行って、ハイブリドーマ細胞より産生された抗体の力価を解析した。
　組換えタンパク質Ｆ３（Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ　Ｆａｃｔｏｒ　ＩＩＩ／Ｔｉｓｓｕ
ｅ　Ｆａｃｔｏｒ，ｈｕｍａｎ，Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ，Ｃａｒｒｉｅｒ－ｆｒｅｅ、
Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ社製）を２μｇ／ｍＬとなるようＰＢＳ（－）に希釈し、１００
μＬずつ９６穴プレートに分注した。１時間室温で吸着させた後、ＰＢＳ(－)に１％（ｗ
／ｖ）Ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｖｕｍｉｎとなるように調製した溶液でブロッキ
ングを３０分間室温で行った。ＴＢＳ－Ｔで洗浄後、一次抗体としてハイブリドーマ細胞
の培養上清に含まれる抗体を、二次抗体として抗マウスＩｇＧポリクローナル抗体－ＨＲ
Ｐ標識（ＢＥＴＨＹＬ社製）をＴＢＳ－Ｔで５千倍に希釈した溶液を用いて、実施例１（
４）記載の方法と同様に操作を行った。
　図６に、ハイブリドーマ細胞より産生された抗体（クローン番号にて表記）、および培
地のみ（Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ）の力価を解析した結果を示す。
　細胞に発現させた膜タンパク質Ｆ３に対し、クローン１３Ｇ５ａ、１５Ｂ４ａ、１８Ｆ
３ｃ、９Ｃ３ａなどに代表されるような複数のモノクローナル抗体が得られた。
【００５７】
（関連出願の相互参照）
　本出願は、２００９年２月２７日出願の日本特許出願（特願２００９－４６７３０号）
に基づくものであり、その内容はここに参照として取り込まれる。
【産業上の利用可能性】
【００５８】
　本発明によれば、従来の方法では取得が困難であった抗体を製造することができる。ま
た、本発明によれば、抗原が本来有する立体構造に対する抗体を得ることができるため、
抗原に対して十分な中和能力を持つ抗体を得ることができる。
　本発明は、臨床検査や治療用の新規な抗体として、新たな材料を市場へ提供することが
できる。
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【手続補正書】
【提出日】平成22年12月27日(2010.12.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物（ヒトを除く）に移植する工
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程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程を含む、実験動物を免
疫する方法。
【請求項２】
　前記工程（２）が、１０週以上生着させる工程である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記工程（２）が、前記実験動物の脾臓の細胞数を４×１０８細胞以上に増加させる工
程である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記がん細胞が、乳がん細胞である、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗原が、膜タンパク質である、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記がん細胞が、ＭＣＦ７－１４、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ３６１、および
ＭＤＡ－ＭＢ４３５からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項１～５のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記移植する部位が、リンパ節の近傍である、請求項１～６のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項８】
　前記移植する部位が、脂肪組織である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記移植する部位が、前記がん細胞が単離されたがんの原発巣が属する器官、および転
移巣が属する器官からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項１～８のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記移植する部位が、前記がん細胞が単離されたがんの原発巣が属する器官である、請
求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記移植する部位が、乳腺である、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記移植する部位が、第４乳腺である、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記実験動物が、齧歯類である、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記実験動物が、免疫不全動物である、請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記実験動物が、ＢＡＬＢ／ｃ－ｎｕ／ｎｕヌードマウスである、請求項１～１４のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記工程（１）で、足場材料を用いて移植する、請求項１～１５のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１７】
　前記足場材料の構成成分が、ラミニン、エンタクチン、コラーゲン、フィブリン、アガ
ロース、ポリビニルアルコール、ポリエチレングリコール、ポリ乳酸、およびポリグリコ
ール酸からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項１６に記載の方法
【請求項１８】
　前記足場材料が、マトリゲルである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物（ヒトを除く）に移植する工
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程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合する工程を含む
、ハイブリドーマ細胞の製造方法。
【請求項２０】
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物（ヒトを除く）に移植する工
程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物より抗体産生細胞を採取し、ミエローマ細胞と融合してハイブリド
ーマ細胞を作製する工程、
　（４）前記ハイブリドーマ細胞を培養する工程
を含む、モノクローナル抗体の製造方法。
【請求項２１】
　（１）転移性を有し、抗原を発現するがん細胞を実験動物（ヒトを除く）に移植する工
程、
　（２）前記がん細胞を前記実験動物内に生着させて免疫する工程、
　（３）前記実験動物から血清を採取する工程を含む、ポリクローナル抗体の製造方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１１】
０８０（繊維肉腫）、ＨｅｐＧ２（肝臓がん）、Ｔ－２４（膀胱がん）、ＳＷ６２０（大
腸がん）、Ａ５４９（肺がん）、ＳＷ４８０（結腸がん）、およびＡ３７５（黒色腫）な
どが挙げられる。
　転移性を有するがん細胞の移植部位が乳腺近傍である場合は、エストロゲンレセプター
、プロゲステロンレセプター、およびＨｅｒ－２から選ばれる１つ以上のタンパク質が発
現している乳がん細胞であることが好ましい。これらのタンパク質が発現している乳がん
細胞は、乳腺で増殖しやすく、移植後の生着に効果的である。
［００２６］
　転移性を有するがん細胞として、転移性が細胞に本来備わっているほか、遺伝子を導入
する、ホルモンやサイトカインなどの増殖因子を投与する、紫外線や薬剤で遺伝子変異を
誘発する、および自然突然変異や後天的にクロマチンの修飾が変わった細胞を分離するな
ど、当業者が想到する手段により、転移性を持つよう調製したがん細胞を用いることがで
きる。
　転移性を有するがん細胞としては、単一のがん細胞であってもよく、複数種のがん細胞
であってもよいが、単一のがん細胞を用いることが好ましく、中でも、株化されたがん細
胞を用いることが好ましい。
［００２７］
　転移性を有するがん細胞が移植される実験動物（ヒトを除く）は、移植した細胞が生着
して、液性免疫応答が機能する動物であれば、特に限定されない。
　実験動物の種類は特に限定されないが、好ましくはマウスやラットなどの齧歯類であり
、より好ましくは免疫不全の齧歯類であり、さらに好ましくは免疫不全のマウスである。
　実験動物としては、近交系やクローズドコロニー系の免疫不全のマウスが利用できる。
免疫不全マウスとして、具体的には、ＢＡＬＢ／ｃやＣ５７ＢＬ／６、ＩＣＲ系統の免疫
不全マウスなどが挙げられ、中でも、ＢＡＬＢ／ｃ－ｎｕ／ｎｕのメスは、Ｔ細胞の機能
が低下しているために移植した細胞が生着しやすく、飼育もしやすいため好適である。
［００２８］
　本発明において、「移植する」とは、がん細胞を実験動物に移し植え付けることを意味
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し、血液中または腹腔内にがん細胞を直接投与することは含ま
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