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(57)【要約】
　本発明は、抗原特異的な細胞を単離し、そこから抗体
を産生する方法に関連する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単一の抗体産生Ｂ細胞を単離する方法であって、抗原に免疫化または自然曝露された宿
主から獲得したＢ細胞集団を富化する工程を含む改良において、前記富化する工程は、い
ずれかの選択工程に先立ち、少なくとも１つの培養工程を含み、かつ、前記抗原に特異的
な単一のモノクローナル抗体を産生するＢ細胞のクローン集団をもたらす、前記方法。
【請求項２】
　前記富化する工程は、抗原特異的な細胞の頻度を少なくとも２倍に増加する、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　前記富化する工程は、前記抗原に直接的または間接的に付着するビーズを用いたクロマ
トグラフィによる分離を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　宿主の脾臓、リンパ節、骨髄および末梢血単核球のうちの少なくとも１つから、Ｂ細胞
集団を採取する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記宿主は哺乳類である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記宿主は、ウサギ、マウス、またはラットである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ａ．少なくとも１つの抗原特異的Ｂ細胞を含む細胞集団を調製する工程と、
　ｂ．少なくとも１つの抗原特異的Ｂ細胞を含む富化された細胞集団を形成するために、
クロマトグラフィによって前記細胞集団を富化する工程と、
　ｃ．前記富化されたＢ細胞集団から、単一のＢ細胞を単離する工程と、
　ｄ．前記単一のＢ細胞が、前記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程
と、
を含む、方法。
【請求項８】
　前記富化された細胞集団は、１つより多くの抗原特異的Ｂ細胞を含む、請求項７に記載
の方法。
【請求項９】
　前記単一のＢ細胞が前記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程の前に
、前記単一のＢ細胞が単離される、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも１つの細胞集団を、抗原特異的アッセイによって富化する工程をさらに含む
、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　前記単一のＢ細胞が前記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程は、抗
原特異的ハロアッセイを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　前記単一のＢ細胞は、富化された細胞集団、またはそのサブ集団から単離され、単一の
増殖性Ｂ細胞が生存しやすい条件下において培養される、請求項７に記載の方法。
【請求項１３】
　富化された細胞集団、またはそのサブ集団を、抗原認識についてスクリーニングする工
程をさらに含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１４】
　リガンド依存的な抗体機能性アッセイによって、富化された細胞集団、またはそのサブ
集団をスクリーニングする工程をさらに含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１５】
　前記富化する工程は、抗原特異的な細胞の頻度を、少なくとも約５０％まで増加する、



(3) JP 2009-537176 A 2009.10.29

10

20

30

40

50

請求項７に記載の方法。
【請求項１６】
　前記富化する工程は、抗原特異的な細胞の頻度を、少なくとも約７５％まで増加する、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記富化する工程は、抗原特異的な細胞の頻度を、少なくとも約９０％まで増加する、
請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記富化する工程は、抗原特異的な細胞の頻度を、少なくとも約９５％まで増加する、
請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記富化する工程は、抗原特異的な細胞の頻度を、少なくとも約９９％まで増加する、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　ａ．採取された細胞集団を獲得するために、免疫化された宿主から細胞集団を採取する
工程と、
　ｂ．前記採取された細胞集団から、少なくとも１つの単一細胞懸濁液を作製する工程と
、
　ｃ．第１の富化された細胞集団を形成するために、少なくとも１つの単一細胞懸濁液を
富化する工程と、
　ｄ．第２の富化された細胞集団を形成するために、前記第１の富化された細胞集団を富
化する工程と、
　ｅ．第３の富化された細胞集団を形成するために、前記第２の富化された細胞集団を富
化する工程と、
　ｆ．前記第３の富化された細胞集団の抗原特異的な細胞によって産生された抗体を選択
する工程と、を含む方法。
【請求項２１】
　前記少なくとも１つの単一細胞懸濁液を富化する工程は、クロマトグラフィによって行
われる、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記第１の富化された細胞集団を富化する工程は、ＥＬＩＳＡアッセイによって行われ
る、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　前記第２の富化された細胞集団を富化する工程は、ハロアッセイによって行われる、請
求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
　少なくとも１つの細胞集団を、抗体結合強度および抗体機能性の少なくとも１つについ
てスクリーニングする工程をさらに含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２５】
　前記採取された細胞集団は、抗体結合強度および抗体機能性の少なくとも１つについて
スクリーニングされる、請求項２０に記載の方法。
【請求項２６】
　前記選択された抗体、またはその断片をコードする核酸配列の配列を決定する工程をさ
らに含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２７】
　前記選択された抗体の前記配列を用いて、組換え抗体を産生する工程をさらに含む、請
求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　単離された抗原特異的な抗体分泌細胞のコレクションを含む組成物。
【請求項２９】
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　少なくとも１つの形質細胞は、約５×１０－１０Ｍ－１またはそれ以下のＫｄを有する
抗体を産生する、請求項２８の組成物。
【請求項３０】
　前記抗体は、約１×１０－１３～５×１０－１０Ｍ－１のＫｄを有する、請求項２９に
記載の組成物。
【請求項３１】
　前記抗体は、約１×１０－１２～１×１０－１０Ｍ－１のＫｄを有する、請求項３０に
記載の組成物。
【請求項３２】
　前記抗体は、約１×１０－１１～２×１０－１１Ｍ－１のＫｄを有する、請求項３１に
記載の組成物。
【請求項３３】
　少なくとも１つの抗体分泌細胞は、約５０μｇ／ｍｌ未満のＩＣ５０を有する抗体を産
生する、請求項２８に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記抗体は、約３０μｇ／ｍｌ未満のＩＣ５０を有する、請求項３３に記載の組成物。
【請求項３５】
　少なくとも１つの抗体分泌細胞は、ヒト抗体の配列と少なくとも５０％相同である抗体
を産生する、請求項２８に記載の組成物。
【請求項３６】
　前記抗体は、ヒト抗体の配列と少なくとも６０％相同である、請求項３５に記載の組成
物。
【請求項３７】
　前記抗体は、ヒト抗体の配列と少なくとも７０％相同である、請求項３６に記載の組成
物。
【請求項３８】
　前記抗体は、ヒト抗体の配列と少なくとも８０％相同である、請求項３７に記載の組成
物。
【請求項３９】
　前記抗体は、ヒト抗体の配列と少なくとも８５％相同である、請求項３８に記載の組成
物。
【請求項４０】
　ａ．宿主を抗原に対して免疫化する工程と、
　ｂ．前記宿主からＢ細胞を採取する工程と、
　ｃ．抗原特異的な細胞の頻度を増加するために、前記採取したＢ細胞を富化する工程と
、
　ｄ．少なくとも１つの単一細胞懸濁液を作製する工程と、
　ｅ．培養ウェルごとに単一の抗原特異的Ｂ細胞が生存しやすい条件下において、前記単
一細胞懸濁液からサブ集団を培養する工程と、
　ｆ．前記サブ集団から１２個未満のＢ細胞を単離する工程と、
　ｇ．前記単一のＢ細胞が、前記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程
と、を含む方法。
【請求項４１】
　Ｂ細胞は、脾臓、リンパ節、骨髄および末梢血単核球細胞から選択された少なくとも１
つの源から採取される、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　Ｂ細胞は、１つより多くの源から採取されて貯蔵される、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　Ｂ細胞は、免疫化の後約２０～約９０日で前記宿主から採取される、請求項４０に記載
の方法。
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【請求項４４】
　Ｂ細胞は、免疫化の後約５０～約６０日で前記宿主から採取される、請求項４３に記載
の方法。
【請求項４５】
　前記宿主は哺乳類である、請求項４０に記載の方法。
【請求項４６】
　前記宿主は、モルモット、ウサギ、マウス、ラット、ヒト以外の霊長類、ヒト、または
齧歯類である、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記宿主はウサギである、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　前記宿主はヒトである、請求項４６に記載の方法。
【請求項４９】
　富化する工程は、固体マトリックスまたは支持体に、直接的または間接的に付着した抗
原を用いることを含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項５０】
　前記固体マトリックスはカラムである、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記固体マトリックスは磁気ビーズを含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５２】
　前記抗原はビオチン化され、ストレプトアビジン、アビジン、またはニュートラアビジ
ンを介して前記マトリックスまたは支持体に付着する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５３】
　前記サブ集団は、約１０，０００個以下の抗原特異的な抗体分泌細胞を含む、請求項４
０に記載の方法。
【請求項５４】
　前記サブ集団は、約５０～約１０，０００個の抗原特異的な抗体分泌細胞を含む、請求
項５３に記載の方法。
【請求項５５】
　前記サブ集団は、約５０～約５，０００個の抗原特異的な抗体分泌細胞を含む、請求項
５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記サブ集団は、約５０～約１，０００個の抗原特異的な抗体分泌細胞を含む、請求項
５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記サブ集団は、約５０～約５００個の抗原特異的な抗体分泌細胞を含む、請求項５６
に記載の方法。
【請求項５８】
　前記サブ集団は、約５０～約２５０個の抗原特異的な抗体分泌細胞を含む、請求項５７
に記載の方法。
【請求項５９】
　前記サブ集団は、フィーダー細胞を含む培地中で培養される、請求項４０に記載の方法
。
【請求項６０】
　前記培地は、活性化されたＴ細胞馴化培地を含む、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記培地は、約４％活性化したウサギＴ細胞馴化細胞を含む、請求項６０に記載の方法
。
【請求項６２】
　前記フィーダー細胞はＥＬ４Ｂ細胞である、請求項５９に記載の方法。
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【請求項６３】
　前記サブ集団は少なくとも３日間培養される、請求項４０に記載の方法。
【請求項６４】
　前記サブ集団は約３日～約５日間培養される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　前記サブ集団は少なくとも１週間培養される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
　１つより多くのサブ集団が同時に培養される、請求項４０に記載の方法。
【請求項６７】
　抗原結合親和性；抗原‐リガンド間の結合のアゴニズムまたはアンタゴニズム、特定の
標的細胞の型の増殖の誘導または抑制；標的細胞の溶解の誘導または抑制、および前記抗
原に関与する生物学的経路の誘導または抑制、のうちの少なくとも１つのためのサブ集団
からの抗体含有上清をスクリーニングする工程をさらに含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項６８】
　単離する工程は抗原特異的なハロアッセイを含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項６９】
　前記ハロアッセイは、前記Ｂ細胞を、抗原を負荷したビーズと、前記Ｂ細胞を採取する
ために用いられた前記宿主に特異的な標識化した抗宿主抗体と、に接触させる工程を含む
、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　前記標識はフルオロフォアである、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　単一のＢ細胞が単離される、請求項４０に記載の方法。
【請求項７２】
　前記抗体、またはその断片をコードする、前記核酸配列の配列を決定する工程をさらに
含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項７３】
　組換え細胞内で前記核酸配列を発現させる工程をさらに含む、請求項７２に記載の方法
。
【請求項７４】
　前記組換え細胞は、酵母、細菌、昆虫、両生類、または哺乳類の細胞である、請求項７
３に記載の方法。
【請求項７５】
　前記組換え細胞は二倍体酵母である、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
　前記二倍体酵母はピキアである、請求項７５に記載の方法。
【請求項７７】
　ａ．宿主抗体を得るために、宿主を抗原に対して免疫化する工程と、
　ｂ．前記宿主抗体を、抗原特異性および中和についてスクリーニングする工程と、
　ｃ．前記宿主からＢ細胞を採取する工程と、
　ｄ．頻度が増加した抗原特異的な細胞を有する富化された細胞集団を作製するために、
前記Ｂ細胞を富化する工程と、
　ｅ．少なくとも１つの培養ウェル中で、単一のＢ細胞がクローン集団を産生するために
生存しやすい条件下において、前記富化された細胞集団から１つ以上のサブ集団を培養す
る工程と、
　ｆ．前記クローン集団が、前記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程
と、
　ｇ．単一のＢ細胞を単離する工程と、
　ｈ．前記単一のＢ細胞によって産生された前記抗体の核酸配列の配列を決定する工程と
、を含む方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００６年５月１９日に出願された米国仮特許出願第６０／８０１，４１２の
利益を主張するものである。
　（発明の技術分野）
　本発明は、抗原特異的な細胞のクローン集団を獲得するための培養方法に関連する。
【０００２】
　（発明の背景）
　所望の抗原に特異的な抗体を産生するＢ細胞を培養および同定するための方法は、当該
技術分野において周知である。かかるＢ細胞は、抗原特異的抗体の回収や、かかる抗体を
コードする核酸配列の回収において有用である。また、かかるＢ細胞は、抗原特異的な機
能アッセイにも用いることが可能である。
【０００３】
　抗体は、毒素、細菌、およびウイルスのような外来性抗原を同定するために、免疫シス
テムによって用いられる。各抗体は、抗原の特異的エピトープに結合する。特異的エピト
ープを認識して結合する抗体の能力のために、抗体は有用な治療および診断ツールになる
。免疫学的役割の他にも、成長因子、ホルモン、および酵素のような他のタンパク質を含
む、実質的にあらゆる物質を認識するように、抗体を産生させることが可能である。
【０００４】
　モノクローナル抗体を産生する方法としては体細胞雑種形成が挙げられるが、当該方法
では、抗原で動物を免疫化して免疫学的応答を誘導し、該動物のＢ細胞を採取して雑種細
胞を形成するために不死細胞株に融合し、該雑種細胞をスクリーニングして抗原特異性を
有するクローンを同定する。しかし、抗原特異的Ｂ細胞の頻度が低いために、抗原特異的
クローンを単離することが困難である。特定のエピトープ特異性または機能活性も呈する
抗原特異的Ｂ細胞を探そうとする場合には、望ましい候補の頻度はさらに低いものとなる
。
【０００５】
　また、モノクローナル抗体は、所望の抗原に特異的なモノクローナル抗体を産生するＢ
細胞から、抗体をコードする核酸配列をクローニングし、これらの核酸配列またはそこか
ら由来する修飾配列を、哺乳類細胞または細菌発現系のような好適な組換え発現系内で発
現させることにより、産生することができる。所望の抗原特異性を有するモノクローナル
抗体の無限に産生することが可能である一方で、かかる抗体の配列をヒト化またはキメラ
化等修飾することもできるため、かかる方法は雑種細胞技術よりも好まれる。
【０００６】
　本発明は、抗原特異的な細胞のクローン集団を単離するための培養方法を提供する。Ｂ
細胞のクローン集団は、Ｂ細胞の機能アッセイにおいて、また抗原特異的モノクローナル
抗体の回収およびかかる抗体をコードする核酸配列の回収において、潜在的に有用である
。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】図１は、様々な特異的なエピトープが抗体選択プロトコルにより調製された抗Ｉ
Ｌ－６抗体のコレクションによって認識されたことを示す。エピトープの可変性は、抗体
－ＩＬ－６結合競合試験（ＦｏｒｔｅＢｉｏ　Ｏｃｔｅｔ）により確認した。
【図２】図２は、様々な特異的なエピトープが抗体選択プロトコルにより調製された抗Ｔ
ＮＦ－α抗体のコレクションによって認識されたことを示す。エピトープの可変性は、抗
体－ＴＮＦ－α結合競合試験（ＦｏｒｔｅＢｉｏ　Ｏｃｔｅｔ）により確認した。
【図３】図３は、抗－ＴＮＦ－α抗体の結合親和性を表す。
【図４】図４は、抗－ＴＮＦ－α抗体の比較細胞毒性を表す。
【図５】図５は、抗－Ａβ抗体のエピトープ選択性を表す。
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【図６】図６は、例示的なＩＬ－６プロトコルにおける、産生ＩｇＧと抗原特異性との高
い相関関係を示す。１１個の内９個のウェルが、ＩｇＧと抗原認識との特異的な相関関係
を示した。
【図７】図７は、例示的なヒトＴＮＦ－αプロトコルにおける、産生ＩｇＧと抗原特異性
との高い相関関係を示す。２０個の内１８個のウェルが、ＩｇＧと抗原認識との特異的な
相関関係を示した。
【０００８】
　（発明な詳細な説明）
　一実施形態において、本発明は、少なくとも１つの抗原特異的な細胞を単離するために
用いることができる、抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団を単離する方法を提供する。以下
に説明および例示されるように、これらの方法は、別個に、組み合わせて、連続して、繰
り返して、または定期的に用いることができる、一連の培養および選択工程を含む。好ま
しくは、これらの方法は、所望の抗原に特異的なモノクローナル抗体を産生するため、ま
たはかかる抗体に対応する核酸配列を産生するために用いることができる、少なくとも１
つの抗原特異的な細胞を単離するために用いられる。
【０００９】
　一実施形態において、本発明は、
　ａ．少なくとも１つの抗原特異的Ｂ細胞を含む細胞集団を調製する工程と、
　ｂ．少なくとも１つの抗原特異的Ｂ細胞を含む富化された細胞集団を形成するために、
例えば、クロマトグラフィによって、上記細胞集団を富化する工程と
　ｃ．上記富化されたＢ細胞集団から、単一のＢ細胞を単離する工程と、
　ｄ．上記単一のＢ細胞が、上記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程
と、を含む方法を提供する。
【００１０】
　別の実施形態において、本発明は、単一の抗体産生Ｂ細胞を単離する方法に改良を提供
し、当該改良は、抗原に免疫化または自然曝露された宿主から獲得したＢ細胞集団を富化
する工程から成り、上記富化する工程は、少なくとも１つの培養工程を含むいずれかの選
択工程に先立ち、上記抗原に特異的な単一のモノクローナル抗体を産生するＢ細胞のクロ
ーン集団をもたらす。
【００１１】
　本願を通して、「Ｂ細胞のクローン集団」という用語は、所望の抗原に特異的な単一の
抗体のみを分泌するＢ細胞の集団を指す。つまり、これらの細胞は、所望の抗原に特異的
な、一つの型のモノクローナル抗体のみを産生するということである。
【００１２】
　本出願において、細胞集団の細胞を「富化する」ということは、混合細胞集団（例えば
、所望の抗原に対して免疫化された宿主に由来するＢ細胞を含有する単離物）中に含有さ
れる、所望の細胞（典型的には、抗原特異的な細胞）の頻度を増加することを指す。つま
り、富化された細胞集団は、富化工程の結果として抗原特異的な細胞をより高い頻度で有
する細胞集団を包含するが、この細胞の集団は異なる抗体を含有および産生してもよい。
【００１３】
　一般的な用語である「細胞集団」は、富化前および富化後の細胞集団を包含するが、複
数の富化工程が行われる場合は、細胞集団は富化前および富化後の両方である可能性があ
ることを留意されたい。例えば、一実施形態において、本発明は、
　ａ．採取された細胞集団を獲得するために、免疫化された宿主から細胞集団を採取する
工程と、
　ｂ．上記採取された細胞集団から、少なくとも１つの単一細胞懸濁液を作製する工程と
、
　ｃ．第１の富化された細胞集団を形成するために、少なくとも１つの単一細胞懸濁液を
富化する工程と、
　ｄ．第２の富化された細胞集団を形成するために、上記第１の富化された細胞集団を富
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化する工程と、
　ｅ．第３の富化された細胞集団を形成するために、前記第２の富化された細胞集団を富
化する工程と、
　ｆ．上記第３の富化された細胞集団の抗原特異的な細胞によって産生される抗体を選択
する工程と、を含む方法を提供する。
【００１４】
　各細胞集団は、次の工程で使用されてもよく、または後の工程のために、長期または短
期間保存するように部分的にまたは完全に冷凍されてもよい。また、細胞集団からの細胞
は、単一細胞懸濁液を得るために単独で懸濁することもできる。単一細胞懸濁液は、単一
細胞懸濁液が富化前の細胞集団としての役割を果たすように、富化することができる。そ
の後、１つ以上の抗原特異的な単一細胞懸濁液が、富化された細胞集団をともに形成する
；抗原特異的な単一細胞懸濁液は、ともにグループ化されてもよく、例えば、さらなる分
析および／または抗体産生のために再播種されてもよい。
【００１５】
　一実施形態において、約５０％～約１００％、またはその中の増分の抗原特異的な細胞
頻度を有する富化された細胞集団を得るために、細胞集団を富化する方法を提供する。好
ましくは、富化された細胞集団は、約５０％、６０％、７０％、７５％、８０％、９０％
、９５％、９９％、または１００％を上回るか同等である抗原特異的な細胞頻度を有する
。
【００１６】
　別の実施形態において、本発明は、細胞集団を富化する方法を提供し、それにより、抗
原特異的な細胞の頻度は、少なくとも２培、５培、１０培、２０培、５０培、１００培、
またはその中の増分だけ増加する。
【００１７】
　本願を通して、「増分」という用語は、様々な精度における数値、例えば、１０、１、
０．１、０．０１等までの概数を定義するために用いられる。増分は、任意の測定可能な
精度まで四捨五入することができ、また、範囲の両端が同じ精度になるように増分を四捨
五入する必要はない。例えば、１～１００の範囲またはその中の増分は、２０～８０、５
～５０、および０．４～９８等の範囲を含む。範囲に上限がない場合、例えば、１００未
満の範囲である場合は、その中の増分は１００と測定可能な限界値までの間の増分を意味
する。例えば、１００未満またはその中の増分は、例えば、温度等の特性が０で制限され
ない限り、０～１００またはその中の増分を意味する。
【００１８】
　抗原特異性は、いずれの抗原に対して測定されてもよい。抗原は、抗体が結合できるい
ずれの物質であってもよく、ペプチド、タンパク質、またはその断片；炭水化物；有機お
よび無機の分子；動物細胞、細菌細胞、およびウイルスによって産生される受容体；酵素
；生物学的経路のアゴニストおよびアンタゴニスト；ホルモン；およびサイトカインを含
むが、これらには制限されない。例示的な抗原は、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ
－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１８、ＩＦＮ－α，ＩＦＮ－γ、ＢＡＦＦ、Ｃ
ＸＣＬ１３、ＩＰ－１０、ＶＥＧＦ、ＥＰＯ、ＥＧＦ、ＨＲＧ、およびＡβを含むが、こ
れらに制限されない。好ましい抗原は、ＩＬ－６、ＩＬ－１３、ＴＮＦ－αおよびＶＥＧ
Ｆ－αである。１つより多くの富化工程を利用する方法において、各富化工程で用いられ
る抗原は、同一であっても、または互いに異なっていてもよい。同一の抗原を用いる複数
の富化工程は、多量のおよび／または様々な抗原特異的な細胞の集団を得ることができ；
異なる抗原を用いる複数の富化工程は、異なる抗原に対して交差特異性（ｃｒｏｓｓ－ｓ
ｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）を有する富化された細胞集団を得ることができる。
【００１９】
　細胞集団の富化は、抗原特異的な細胞を単離するための、当該技術分野で既知であるい
ずれの細胞選択手段によっても行うことができる。例えば、細胞集団は、例えば、Ｍｉｌ
ｔｅｎｙｉのビーズや磁気ビーズ技術のような、クロマトグラフィ技術を用いて富化され
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てもよい。ビーズは、対象となる抗原に直接または間接的に付着することができる。好ま
しい実施形態において、細胞集団を富化する方法は、少なくとも１つのクロマトグラフィ
富化工程を含む。
【００２０】
　また細胞集団は、例えば、ＥＬＩＳＡアッセイまたはハロアッセイのような、当該技術
分野で既知であるいずれの抗原特異性アッセイ技術を用いて行うことにより富化されても
よい。ＥＬＩＳＡアッセイは、これらに限定されないが、選択的な抗原の固定化（例えば
、ストレプトアビジン、アビジン、またはニュートラアビジンでコーティングしたプレー
トで捕捉されたビオチン化抗原）、非特異的抗原でプレートをコーティングすることを含
み、また抗原堆積ストラテジーを介して（例えば、ヘテロマーのタンパク質‐抗原複合体
を生成するために、選択的な抗原捕捉の後に結合パートナーを添加）行われる。ハロアッ
セイは、抗原を負荷したビーズと、Ｂ細胞を採取するために用いられた宿主に特異的な、
標識化した抗宿主抗体とに、抗原を細胞を接触させることを含む。標識は、例えば、フル
オロフォアであってもよい。一実施形態において、少なくとも１つのアッセイ富化工程は
、少なくとも１つの単一細胞懸濁液上で行われる。別の実施形態において、細胞集団を富
化する方法は、少なくとも１つのクロマトグラフィ富化工程と、少なくとも１つのアッセ
イ富化工程とを含む。
【００２１】
　細胞集団をサイズまたは密度によって「富化する」方法は、当該技術分野において既知
である。例えば、米国特許第５，６２７，０５２号を参照。これらの工程は、抗原特異性
による細胞集団の富化に加えて、本発明において用いることができる。
【００２２】
　本発明の細胞集団は、抗原を認識することができる、少なくとも１つの細胞を含有する
。抗原認識細胞は、これらに限定されないが、Ｂ細胞、形質細胞、およびその子孫を含む
。一実施形態において、本発明は、単一の型の抗原特異的なＢ細胞を含有するクローン細
胞集団を提供し、すなわち、該細胞集団は、所望の抗原に特異的な単一の、モノクローナ
ル抗体を産生する。
【００２３】
　かかる実施形態において、クローン性の抗原特異的Ｂ細胞の集団は、本願で提供する新
しい培養および選択プロトコルによって獲得される、抗原特異的な、抗体分泌細胞から主
に構成されると考えられる。従って、本発明は、少なくとも１つの抗原特異的な、抗体分
泌細胞を含有する、富化された細胞集団を獲得するための方法も提供する。一実施形態に
おいて、本発明は、約５０％～約１００％またはその中の増分、あるいは約６０％、７０
％、８０％、９０％を上回るかそれと同等、または１００％の抗原特異的な抗体分泌細胞
を含有する、富化された細胞集団を提供する。
【００２４】
　一実施形態において、本発明は、いずれかの選択工程（例えば、細胞集団から特定のＢ
細胞を選択する、および／または、特定の細胞によって産生された抗体を選択する）の前
に、宿主から獲得された細胞集団を富化することによって、単一のＢ細胞を単離する方法
を提供する。富化工程は、１つ、２つ、３つ、またはそれ以上の工程として行われてもよ
い。一実施形態において、単一のＢ細胞は、該単一のＢ細胞が抗原特異性および／または
所望の特性を有する抗体を分泌するかどうかを確認する前に、富化された細胞集団から単
離される。
【００２５】
　一実施形態において、細胞集団を富化する方法は、抗体産生および／または抗体選択の
ための方法において用いられる。つまり、本発明は、抗体を選択する前に、細胞集団を富
化する工程を含む方法を提供する。当該方法は、少なくとも１つの抗原特異的な細胞を含
有する細胞集団を調製する工程と；富化された細胞集団を形成するために、少なくとも１
つの抗原特異的な細胞を単離することによって細胞集団を富化する工程と；少なくとも１
つの抗原特異的な細胞から抗体産生を誘導する工程とを含んでもよい。好ましい実施形態
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において、富化された細胞集団は、１つより多くの抗原特異的な細胞を含んでもよい。一
実施形態において、そこから抗体産生細胞を単離する前に、および／または、Ｂ細胞もし
くは抗体に対応する核酸配列を用いてかかる抗体を産生する前に、クローン性の抗原特異
的Ｂ細胞集団が得られる条件下において、富化された集団の各抗原特異的な細胞が培養さ
れる。頻度が低い抗原特異的な細胞を有する細胞集団から抗体が産生される従来の技術と
は対照的に、本発明は、頻度が高い抗原特異的な細胞の中から抗体を選択することを可能
にする。富化工程が抗体選択より前に用いられるので、抗体産生に用いられる大半の細胞
、好ましくは事実上すべての細胞が、抗原特異的である。増加した頻度を有する抗原特異
性の細胞の集団から抗体を産生させることにより、抗体の量および多様性が増加される。
【００２６】
　本発明の抗体選択方法において、好ましくは、富化工程および抗原特異的Ｂ細胞のクロ
ーン集団が得られる培養工程の後で、抗体が選択される。当該方法は、１つ以上の単離さ
れた、抗原特異的な細胞から選択された抗体、またはその一部を配列決定する工程をさら
に含んでもよい。当該技術分野で既知であるいずれの配列決定のための方法が用いられて
もよく、それにはＨ鎖、Ｌ鎖、可変領域、および／または相補性決定領域（ＣＤＲ）の配
列決定が含まれてもよい。
【００２７】
　富化工程に加えて、抗体選択のための方法は、抗体の機能性について細胞集団をスクリ
ーニングする工程を１つ以上含んでもよい。例えば、所望の抗体は、特定のエピトープま
たは特定の構造の類似体への結合；アンタゴニストまたはアゴニスト活性；または中和活
性（例えば、抗原とリガンドとの間の結合を抑制）等、特定の構造特性を有してもよい。
一実施形態において、抗体の機能性スクリーニングはリガンド依存的である。抗体の機能
性についてのスクリーニングは、抗原リガンドと組換え受容体タンパク質との自然の相互
作用再現する体外でのタンパク質間相互作用アッセイ；リガンド依存性かつ容易に監視で
きる細胞に基づく応答（例えば、増殖応答）を含むが、これらに限定されない。一実施形
態において、抗体選択のための方法は、抑制濃度（ＩＣ５０）を測定することにより、細
胞集団を抗体機能性についてスクリーニングする工程を含む。一実施形態において、少な
くとも１つの単離された抗原特異的な細胞は、約１００、５０、３０、２５、１０μｇ／
ｍＬ未満、またはその中の増分のＩＣ５０を有する抗体を産生する。
【００２８】
　富化工程に加えて、抗体選択のための方法は、細胞集団を抗体結合強度についてスクリ
ーニングする工程を１つ以上含んでもよい。抗体結合強度は、当該技術分野で既知である
いずれの方法（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ）によっても測定することができる。一実施形態
において、少なくとも１つの単離された抗原特異的な細胞は、高い抗原親和性、例えば、
約５×１０－１０Ｍ－１未満、好ましくは約１×１０－１３～５×１０－１０、１×１０
－１２～１×１０－１０、１×１０－１２～７．５×１０－１１、１×１０－１１～２×
１０－１１、約１．５×１０－１１未満またはその中の増分の乖離定数（Ｋｄ）を有する
抗体を産生する。この実施形態において、抗体は親和性成熟であると考えられる。好まし
い実施形態において、抗体の親和性は、Ｐａｎｏｒｅｘ（登録商標）（エドレコロマブ）
、Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標）（リツキシマブ）、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）（ト
ラスツズマブ）、Ｍｙｌｏｔａｒｇ（登録商標）（ゲムツズマブ）、Ｃａｍｐａｔｈ（登
録商標）（アレムツズマブ）、ＺｅｖａｌｉｎTM（イブリツモマブ）、ＥｒｂｉｔｕｘTM

（セツキシマブ）、ＡｖａｓｔｉｎTM（ベバシズマブ）、ＲａｐｔｉｖａTM（エファリズ
マブ）、Ｒｅｍｉｃａｄｅ（登録商標）（インフリキシマブ）、ＨｕｍｉｒａTM（アダリ
ムマブ）、およびＸｏｌａｉｒTM（オマリズマブ）のうちのいずれか１つの親和性に相当
するか、またはそれよりも高い。好ましくは、抗体の親和性は、ＨｕｍｉｒａTMの親和性
に相当するか、またはそれよりも高い。また、抗体の親和性は、既知の親和性成熟技術を
用いて増加させることも可能である。好ましい一実施形態において、少なくとも１つの細
胞集団は、抗体機能性および抗体結合強度についてスクリーニングされる。
【００２９】
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　富化工程に加えて、抗体選択のための方法は、抗体の配列相同性、特にヒトとの相同性
について、細胞集団をスクリーニングする工程を１つ以上含んでもよい。別の実施形態に
おいて、少なくとも１つの単離された抗原特異的な細胞は、ヒト抗体に対して約５０％～
約１００％もしくはその中の増分、または約６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、
もしくは９５％以上相同である相同性を有する抗体を産生する。ＣＤＲグラフト技術また
は選択性決定残基グラフト技術（ＳＤＲ）のような、当該技術分野で既知である技術を用
いて、ヒト配列に対する相同性を増加するために抗体をヒト化することが可能である。
【００３０】
　別の実施形態において、ＩＣ５０、Ｋｄ、および／または相同性に関して上述したいず
れの実施形態に従って、本発明は抗体自体も提供する。
　本願で開示する本発明のＢ細胞選択プロトコルは、所望の標的抗原に特異的な抗体分泌
Ｂ細胞およびモノクローナル抗体を獲得するためのその他の方法に対して、固有の利点を
多く有する。これらの利点は、これらに限定されないが、以下を含む：
　第一に、これらの選択手順が、ＩＬ－６またはＴＮＦ－αのような所望の抗原とともに
利用される場合に、当該方法により、実質的に包括的な抗体の補体（すなわち、抗体の様
々な異なるエピトープに結合する抗体）であると思われるものを産生することができる抗
原特異的Ｂ細胞が、再現性よく得られるということが分かっている。理論に束縛されるこ
となく、包括的な補体は、最初のＢ細胞回収前に行われる抗原富化工程に起因し得ると仮
定する。さらに、これらの特性は、特定の抗体のエピトープ特異性に依存して異なっても
よいため、この利点により、異なる特性を持つ抗体を単離および選択することが可能にな
る。
【００３１】
　第二に、本発明のＢ細胞選択プロトコルは、概して比較的高い結合親和性（すなわち、
ピコモルまたはそれより良好な抗原結合親和性）を有する所望の抗原に結合する、単一の
モノクローナル抗体を分泌する単一のＢ細胞、またはその子孫を含有する、クローン性の
Ｂ細胞培養物が再現性よく得られる、ということが分かっている。反対に、従来の抗体選
択方法は、親和性の高い抗体はごく少数のみ得られる傾向にあり、従って、治療ポテンシ
ャルを有する抗体を単離するための大規模なスクリーニング手順が必要となる。理論に束
縛されることなく、本発明のプロトコルは、インビボでの宿主のＢ細胞免疫化（一次免疫
）と、それに続く２回目のインビトロでのＢ細胞免疫化（第二次抗原プライミング工程）
との両方をもたらし、それにより、回収されたＢ細胞の、抗原標的に特異的な単一の高親
和性モノクローナル抗体を分泌する能力および傾向を強化することができる、と仮定する
。
【００３２】
　第三に、本発明のＢ細胞選択プロトコルは、平均して、所望の標的に対して高度に選択
的（抗原特異的）であるＩｇＧを産生する、富化されたＢ細胞が再現性よく得られる、と
いうことが観察されている（本願においてＩＬ－６特異的Ｂ細胞に示すように）。そのこ
とに一部基づいて、本発明の方法によって回収された抗原添加Ｂ細胞は、上で説明したよ
うに、エピトープ特異性の所望の完全な補体を得ることができるＢ細胞を含有すると考え
られる。
【００３３】
　第四に、本発明のＢ細胞選択プロトコルは、たとえ小さな抗原（すなわち、１００個の
アミノ酸のペプチド、またはより少ない、例えば１０～５０個のアミノ酸長）とともに用
いられた場合でも、その小さな抗原（例えば、ペプチド）に対して、単一の高親和性抗体
を分泌するクローン性のＢ細胞培養物を再現性よく生じさせる、ということが観察されて
いる。これは、概して非常に困難であり、多大な労力を必要とし、また場合によっては、
小さなペプチドに対する高親和性の抗体を産生させることは実現不可能であるため、非常
に驚くべきことである。従って、本発明は、所望のペプチド標的（例えば、ウイルス性、
細菌性、または自己抗原ペプチド）に対する治療抗体を産生するために用いることができ
、それにより、非常に異なる結合特性を有するモノクローナル抗体の産生、または、異な
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るペプチド標的（例えば、異なるウイルス株）に対するモノクローナル抗体のカクテルの
産生さえもが可能になる。この利点は、異なるＨＰＶ株に対する防御免疫を誘導するＨＰ
Ｖワクチンのように、所望の結合価を有する治療または予防ワクチンを産生する際に、特
に有用である可能性がある。
【００３４】
　第五に、本発明のＢ細胞選択プロトコルは、とりわけウサギ由来のＢ細胞とともに用い
られた場合に、内在性ヒト免疫グロブリン（アミノ酸レベルで約９０％相似）に非常に相
似し、ヒト免疫グロブリンに非常に類似する長さを持つＣＤＲを含む、抗原特異的な抗体
の配列が再現性よく得られる傾向にある。従って、免疫原性に関して考えられる問題を取
り除くために、配列修飾を行う必要性は極めて少ないか、または必要ない（典型的には、
多くても、親抗体の配列においてごくわずかなＣＤＲ残基の修飾が行われ、外来性のフレ
ームワーク残基は導入されない）。その結果、本発明のＢ細胞および抗体選択プロトコル
に従って産生された、回収された抗体配列の高い抗原結合親和性は、たとえヒト化を行っ
ても、インタクトまたは実質的にインタクトのままである。
【００３５】
　要するに、本発明の方法は、従来既知であるプロトコルよりも効率的なプロトコルを使
用することで、より多くの異なるエピトープに対して高い結合親和性を呈する抗体を産生
するために用いることができる。
【００３６】
　特定の実施形態において、本発明は、以下の工程を含む処理により、所望の抗原に特異
的な抗体を分泌し、親和性、結合活性、細胞溶解活性等の所望の機能特性を少なくとも１
つ任意選択的に有する、単一のＢ細胞を同定するための方法を提供する：
　ａ．宿主を抗原に対して免疫化する工程
　ｂ．上記宿主からＢ細胞を採取する工程
　ｃ．抗原特異的な細胞の頻度を増加するために、上記採取したＢ細胞を富化する工程
　ｄ．少なくとも１つの単一細胞懸濁液を作製する工程
　ｅ．培養ウェルごとに、単一の抗原特異的なＢ細胞が生存しやすい条件下において、上
記単一細胞懸濁液からサブ集団を培養する工程
　ｆ．上記サブ集団から１２個未満のＢ細胞を単離する工程
　ｇ．上記単一のＢ細胞が、上記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程
。
【００３７】
　典型的には、本発明の方法は、所望の抗体をコードするポリペプチドおよび核酸配列を
、全体的または部分的に、単離および配列決定する付加的工程をさらに含む。これらの配
列、またはその修飾版もしくはその一部は、所望の抗原に対する組換え抗体を産生するた
めに、所望の宿主細胞において発現させることができる。
【００３８】
　上述のように、Ｂ細胞のクローン集団は、所望の抗原に対する抗体を産生する抗体分泌
Ｂ細胞から主に成っていると考えられる。また、いくつかの抗原および異なるＢ細胞集団
を用いて得られた実験結果に基づいて、本発明に従ってクローン的に産生したＢ細胞およ
びそこから由来する単離した抗原特異的Ｂ細胞は、典型的に比較的親和性が高く、その上
、培養された抗原特異的なＢ細胞からモノクローナル抗体を得るその他の方法と比較して
、より高いエピトープ可変性を有する様々なモノクローナル抗体を、効率的および再現性
よく産生することが可能なモノクローナル抗体を分泌する、ということも分かっている。
例示的な実施形態において、かかるＢ細胞選択方法に用いられる免疫細胞の集団は、ウサ
ギ由来である。しかしながら、抗体を産生するその他の宿主（ヒト以外およびヒト宿主を
含む）が、免疫Ｂ細胞の源として代替的に用いられてもよい。Ｂ細胞の源としてウサギを
用いることで、本発明の方法によって得ることのできるモノクローナル抗体の多様性を高
める可能性がある、と考えられる。また、本発明に従ったウサギ由来の抗体配列は、典型
的には、ヒト抗体配列に対して高度に配列相同性を持つ配列を有し、低い抗原性を有する
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ため、ヒトにおいて容易に用いることができる。ヒト化の過程において、最終的なヒト化
抗体は、かなり少量の外来性／宿主残基を含有し、グラフトに用いられるヒト標的配列に
対する性質のために、通常、大幅に異なる宿主ＣＤＲ残基のサブセットに限定される。こ
れにより、ヒト化抗体タンパク質における完全な活性回収の確立が向上する。
【００３９】
　本願に開示する富化工程を用いた抗体選択の方法は、免疫化した宿主から免疫細胞を含
有する細胞集団を獲得する工程を含む。免疫化した宿主から免疫細胞を含有する細胞集団
を獲得する方法は、当該技術分野において既知であり、概して宿主の免疫応答を誘導する
こと、そして、１つ以上の細胞集団を獲得するために．該宿主から細胞を採取することを
含む。応答は、宿主を所望の抗原に対して免疫化することによって誘導することができる
。あるいは、かかる免疫細胞の源として用いられる宿主は、バクテリアもしくはウイルス
のような特定の病原体に感染した個体、または、個体が罹患する癌に対する特定の抗体応
答を開始した個体のような、所望の抗原に自然曝露させてもよい。
【００４０】
　宿主動物は当該技術分野において周知であり、ヒト、ウサギ、マウス、ラット、ニワト
リ、ウシ、ブタ、モルモット、ヤギ、およびヒツジを含むが、これらに限定されない。抗
原に曝露されると、その抗原に対する自然免疫応答の一部として、宿主が抗体を産生する
。上述したように、免疫応答は、疾患の結果として自然に起こることが可能であり、また
は抗原を用いた免疫化によって誘導することも可能である。免疫化は、例えば、完全また
は不完全フロイントアジュバントのような免疫応答を促進するための薬剤を用いてまたは
用いずに、抗原を１回以上注入することにより、当該技術分野において既知であるいずれ
の方法によっても行うことができる。宿主動物をインビボで免疫化する代わりに、当該方
法は、宿主細胞の培養物をインビトロで免疫化する工程を含んでもよい。
【００４１】
　免疫応答する時間を置いてから（例えば、血清抗体の検出によって測定）、１つ以上の
細胞集団を獲得するために、宿主動物細胞を採取する。好ましい実施形態において、採取
された細胞集団は、抗体結合強度および／または抗体機能性についてスクリーニングされ
る。採取された細胞集団は、好ましくは、脾臓、リンパ節、骨髄および／または末梢血単
核球（ＰＢＭＣｓ）のうちの少なくとも１つに由来する。細胞は、１つより多くの源から
採取して貯蔵することができる。ある特定の抗原にはある特定の源が好ましい可能性があ
る。例えば、ＩＬ－６には脾臓、リンパ節、およびＰＢＭＣｓが好ましく；ＴＮＦにはリ
ンパ節が好ましく；Ａβには脾臓およびリンパ節が好ましい。細胞集団は、免疫化から約
２０～約９０日またはその中の増分で採取され、好ましくは約５０～約６０日で採取され
る。採取された細胞集団および／またはその単一細胞懸濁液は、抗体選択のために富化、
スクリーニング、および／または培養することができる。採取された細胞集団の抗原特異
的な細胞頻度は、通常約１％～約５％、またはその中の増分である。
【００４２】
　一実施形態において、採取された細胞集団からの単一細胞懸濁液は、好ましくはＭｉｌ
ｔｅｎｙｉのビーズを用いて富化される。約１％～約５％の抗原特異的な細胞頻度を有す
る採取された細胞集団から、１００％に近い抗原特異的な細胞頻度を有する富化された細
胞集団が得られる。
【００４３】
　富化工程を用いた抗体選択の方法は、富化された細胞集団から、少なくとも１つの抗原
特異的な細胞から抗体を産生する工程を含む。抗体をインビトロで産生する方法は、当該
技術分野で周知であり、いずれの好適な方法を用いてもよい。一実施形態において、採取
された細胞集団からの抗原特異的な単一細胞懸濁液のような富化された細胞集団は、ウェ
ル当たり５０、１００、２５０、５００細胞、または１から１０００細胞までの中の間の
増分等、様々な細胞密度で播種される。好ましくは、サブ集団は、約１０，０００以下の
抗原特異的な抗体分泌細胞を含み、より好ましくは約５０～１０，０００、約５０～５，
０００、約５０～１，０００、約５０～５００、約５０～２５０の抗原特異的な抗体分泌
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細胞、またはその中の増分を含む。その後、これらのサブ集団は、好適な培地を用いてフ
ィーダー層上で、好ましくは、培養ウェル当たり単一の増殖性Ｂ細胞が生存しやすい条件
下において培養される。フィーダー層は、概して照射された細胞物質から成り、細胞集団
の一部は構成しない。細胞は、好適な培地で、抗体産生に十分な時間（例えば約１日～約
２週間、約１日～約１０日、少なくとも約３日、約３日～５日、約５日～７日、またはそ
の他の中の増分）培養される。好ましくは、単一の抗体産生細胞およびその子孫が各ウェ
ル内で生存し、それによって各ウェル内に抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団を提供する。
この段階で、クローン集団によって産生された免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）は、抗原特異
性との相関関係が高い。好ましい実施形態において、ＩｇＧｓは、約５０％を上回る抗原
特異性との相関関係を呈し、より好ましくは７０％、８５％、９０％、９５％、９９％ま
たはその中の増分を上回る相関関係を呈する。ＩＬ－６およびｈｕＴＮＦ－αの例示的な
相関関係をそれぞれ表す、図６および図７を参照。相関関係は、ウェル当たり単一の抗原
特異的な抗体産物を確立するための制限された条件下で、Ｂ細胞培養物を得ることにより
表した。抗原特異的なＩｇＧと一般的なＩｇＧの合成を比較した。単一の構成の抗原（ビ
オチン化および直接コーティング）を認識したＩｇＧ、検出可能なＩｇＧおよび免疫化に
関係のない抗原認識、およびＩｇＧ産生のみ、の３つの集団が観察された。ＩｇＧ産生は
、抗原特異性との相関関係が高かった。
【００４４】
　抗体を含有する上清は任意選択的に収集され、上述の工程に従って、抗体選択のために
富化、スクリーニング、および／または培養されてもよい。一実施形態において、上清は
、抗体機能性のために富化（好ましくは、抗原特異性アッセイ、特にＥＬＩＳＡアッセイ
によって）および／またはスクリーニングされる。
【００４５】
　別の実施形態において、分泌された所望のモノクローナル抗体の存在を検出するために
、上述の上清が任意選択的にスクリーニングされた、富化された、好ましくはクローン性
の、抗原特異的なＢ細胞集団は、少数のＢ細胞、好ましくは単一のＢ細胞の単離のために
用いられ、次いで、該Ｂ細胞は、クローンＢ細胞集団における単一の抗体産生Ｂ細胞の存
在を確認するために、適切なアッセイにおいてテストされる。一実施形態において、約１
～約２０個の細胞が、クローンＢ細胞集団から単離され、好ましくは、約１５、１２、１
０、５、もしくは３個の細胞、またはその中の増分未満、最も好ましくは、単一の細胞が
単離される。スクリーニングは、好ましくは抗原特異性アッセイ、特にハロアッセイの影
響を受ける。ハロアッセイは、全長タンパク質、またはその断片を用いて行ってもよい。
抗体を含有する上清も、抗原結合親和性；抗原‐リガンド間の結合のアゴニズムまたはア
ンタゴニズム、特定の標的細胞種の増殖の誘導または抑制；標的細胞の溶解の誘導または
抑制、および抗原に関与する生物学的経路の誘導または抑制、のうちの少なくとも１つに
ついて、スクリーニングされてもよい。
【００４６】
　同定された抗原特異的な細胞は、所望のモノクローナル抗体をコードする、対応する核
酸配列を得るために用いられてもよい。（ＡｌｕＩで消化することで、ウェル当たり単一
のモノクローナル抗体種のみが産生されたことが確認可能。）上述したように、これらの
配列は、ヒト用の薬物における使用に好適となるように、ヒト化のように突然変異をさせ
てもよい。
【００４７】
　上述のように、本発明のプロセスに用いられる富化されたＢ細胞集団は、上述した工程
（異なる順序で反復または行われてもよい）に従って、抗体選択のためにさらに富化、ス
クリーニング、および／または培養されてもよい。好ましい実施形態において、富化され
た、好ましくはクローンの、抗原特異的な細胞集団のうちの少なくとも１つの細胞は、抗
体選択のために単離、培養、および用いられてもよい。
【００４８】
　従って、一実施形態において、本発明は、
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　ａ．採取された細胞集団を獲得するために、免疫化された宿主から細胞集団を採取する
工程と、
　ｂ．採取された細胞集団から、少なくとも１つの単一細胞懸濁液を作製する工程と、
　ｃ．好ましくは、クロマトグラフィによって、第１の富化された細胞集団を形成するた
めに、少なくとも１つの単一細胞懸濁液を富化する工程と、
　ｄ．好ましくはクローンである（すなわち、単一の型の抗原特異的なＢ細胞のみを含有
する）第２の富化された細胞集団を形成するために、好ましくはＥＬＩＳＡアッセイによ
って、上記第１の富化された細胞集団を富化する工程と、
　ｅ．単一または数個の、所望の抗原に特異的な抗体を産生するＢ細胞を含有する、第３
の富化された細胞集団を形成するために、好ましくはハロアッセイによって、上記第２の
富化された細胞集団を富化する工程と、
　ｆ．上記第３の富化された細胞集団から単離された抗原特異的な細胞によって、産生さ
れる抗体を選択する工程と、
を含む方法を提供する。
【００４９】
　当該方法は、採取された細胞集団を、抗体結合強度（親和性、結合活性）および／また
は抗体機能性についてスクリーニングする１つ以上の工程を、さらに含んでもよい。好適
なスクリーニングの工程は、これらに限定されないが、同定された抗原特異的なＢ細胞に
よって産生された抗体が、最低限の抗原結合親和性を有する抗体を産生するかどうか；上
記抗体が、所望の抗原のリガンドに対する結合を刺激するかまたは拮抗するか；上記抗体
が、特定の型の細胞種の増殖を誘導するかまたは抑制するかどうか；上記抗体が、標識細
胞に対する細胞溶解反応を誘導または誘発するかどうか；上記抗体が、特定のエピトープ
に結合するかどうか；および、上記抗体が、抗原に関与する特定の生物学的経路を調節す
る（抑制または刺激）かどうか、を検出するアッセイ方法を含む。
【００５０】
　同様に、当該方法は、第２の富化された細胞集団を、抗体結合強度および／または抗体
機能性についてスクリーニングする１つ以上の工程を含んでもよい。
　当該方法は、選択された抗体のポリペプチド配列または対応する核酸配列を配列決定す
る工程をさらに含んでもよい。また当該方法は、配列、その断片、または選択された抗体
の遺伝子改変バージョンを用いて、組換え抗体を産生する工程を含んでもよい。所望の特
性を保持するために抗体の配列を突然変異させるための方法は、当業者には周知であり、
ヒト化、キメラ化、単鎖抗体の産生を含む；これらの突然変異の方法は、所望のエフェク
ター機能、免疫原性、安定性、糖鎖修飾の除去または追加等を有する組換え抗体をもたら
すことができる。組換え抗体は、これらに限定されないが、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＢＨＫ、Ｈ
ＥＫ－２９３等の哺乳類細胞、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、および両生類細胞を含む
、いずれの好適な組換え細胞によって産生されてもよい。一実施形態において、抗体は、
倍数体の酵母細胞（すなわち、二倍体の酵母細胞、特にピキア）において発現させる。
【００５１】
　一実施形態において、当該方法は、
　ａ．宿主抗体を得るために、宿主を抗原に対して免疫化する工程と、
　ｂ．上記宿主抗体を、抗原特異性および中和についてスクリーニングする工程と、
　ｃ．上記宿主からＢ細胞を採取する工程と、
　ｄ．頻度が増加した抗原特異的な細胞を有する富化された細胞集団を作製するために、
上記採取したＢ細胞を富化する工程と、
　ｅ．少なくとも１つの培養ウェル中で、単一のＢ細胞がクローン集団を産生するために
生存しやすい条件下において、上記富化された細胞集団から１つ以上のサブ集団を培養す
る工程と、
　ｆ．上記クローン集団が、上記抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定する工程
と、
　ｇ．単一のＢ細胞を単離する工程と、
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　ｈ．上記単一のＢ細胞によって産生された上記抗体の核酸配列の配列を決定する工程と
、を含む。
【００５２】
　上述した本発明をより明確にするために、以下の制限されない実施例を提供する。
　（実施例）
　実施例１：富化された抗原特異的Ｂ細胞抗体培養物の産生
　対象の標的抗原に対する自然免疫応答を利用するために、従来の抗体宿主動物を免疫化
することにより抗体パネルを得る。典型的には、免疫化に用いられる宿主は、類似する成
熟プロセスを用いて抗体を産生し、同等の多様性（例えば、エピトープの多様性）を有す
る抗体を産生する抗原特異的Ｂ細胞の集団を提供する、ウサギその他の宿主である。最初
の免疫化は、完全フロイントアジュバント（ＣＦＡ）を用いて行ってもよく、後に続く追
加免疫は、不完全アジュバントで達成される。免疫化から約５０～６０日、好ましくは５
５日で、抗体力価を測定し、適切な力価が確立されている場合は抗体選択（ＡＢＳ）プロ
セスを開始する。ＡＢＳを開始するために重要なふたつの判断基準は、強力な抗原認識お
よび多クローン性血清における機能修飾活性である。
【００５３】
　陽性の抗体力価が確立された時点で、動物を屠殺してＢ細胞源を単離する。これらの源
は、脾臓、リンパ節、骨髄、および末梢血単核球（ＰＢＭＣｓ）を含む。単一細胞懸濁液
を生成し、低温長期保存に適合させるために該細胞懸濁液を洗浄する。その後、典型的に
は細胞を冷凍する。
【００５４】
　抗体同定プロセスを開始するために、少量の冷凍細胞懸濁液を解凍し、洗浄して、組織
培養培地に接種する。これらの懸濁液を、動物の免疫応答を生成するために使用したビオ
チン化抗原と混合し、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ磁気ビーズを用いた選択法を用いて抗原特異的な
細胞を回収する。ストレプトアビジンビーズを用いて特異的富化を行う。富化した細胞を
回収し、次の段階である特異的Ｂ細胞の単離において用いた。
【００５５】
　実施例２：クローン性の抗原特異的Ｂ細胞含有培養物の産生
　実施例１に従って産生させた富化Ｂ細胞を、様々なウェル当たりの細胞密度で９６ウェ
ルマイクロタイタープレートに播種する。概して、グループ当たり１０プレート、ウェル
当たり５０、１００、２５０、または５００細胞である。４％活性化ウサギＴ細胞馴化培
地と、冷凍した照射ＥＬ４Ｂフィーダー細胞５０Ｋを、培地に添加する。これらの培養物
を５～７日間放置した後に、上清を含有する分泌抗体を収集し、別個のアッセイ設定にお
いて標的特性について評価する。残りの上清はそのままにして、プレートを－７０°Ｃで
冷凍する。これらの条件下での培養プロセスにより、典型的には、抗原特異的Ｂ細胞のク
ローン集団を含む混合細胞集団を含むウェルが得られる（すなわち、単一のウェルは、所
望の抗原に特異的な単一のモノクローナル抗体のみを含む）。
【００５６】
　実施例３：所望の特異性および／または機能特性を有するモノクローナル抗体について
の抗体上清のスクリーニング
　実施例２に従って産生させた、クローン性の抗原特異的Ｂ細胞集団を含むウェルから得
た抗体を含む上清を、ＥＬＩＳＡ法を用いて、最初に抗原認識についてスクリーニングす
る。これは、選択的な抗原固定化（例えば、ストレプトアビジンでコーティングしたプレ
ートによるビオチン化抗原の捕捉）、非特異的抗原でプレートをコーティングすることを
含み、またあるいは、抗原堆積ストラテジーを介して（例えば、ヘテロマーのタンパク質
‐抗原複合体を生成するために、選択的な抗原捕捉の後に結合パートナーを添加）行われ
る。それから、抗原陽性ウェルの上清を、厳密にリガンド依存的である機能修復アッセイ
において任意選択的に検査する。かかる例のひとつは、抗原リガンドと組換え受容体タン
パク質との自然の相互作用を再現する、インビトロでのタンパク質間相互作用アッセイで
ある。あるいは、リガンド依存性で容易に監視できる、細胞に基づく応答（例えば、増殖
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応答）を利用してもよい。有意な抗原認識および効力を呈する上清を、陽性ウェルである
とみなす。元の陽性ウェルから得られた細胞を、抗体回収段階へと移行させる。
【００５７】
　実施例４：所望の抗原特異性を有する単一の抗体産生Ｂ細胞の回収
　単一の抗体配列を分泌する抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団（実施例２または３に従っ
て産生させた）を含むウェルから、数個の細胞を単離する。単一の、抗体分泌細胞を単離
するために、単離した細胞を検査する。Ｄｙｎａｌストレプトアビジンビーズを、緩衝培
地において、ビオチン化した標的抗原でコーティングし、細胞生存率に適合した抗原コー
ティングマイクロビーズを調製する。次に、抗原負荷ビーズ、陽性ウェルからの抗体産生
細胞、およびフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）で標識した抗宿主Ｈ＆Ｌ　
ＩｇＧ抗体（上に述べたように、宿主は、例えば、ウサギ、マウス、ラット等、いずれの
哺乳類宿主であってもよい）を、ともに３７℃でインキュベートする。この混合物を、各
分割量が平均して単一の抗体産生Ｂ細胞を有するように、スライドガラスにピペットで一
定分量ずつ滴下する。その後、蛍光顕微鏡検査法を用いて、抗原特異的な抗体分泌細胞を
検出する。分泌された抗体は、結合した抗原のために隣接するビーズ上で局所的に富化し
ており、強力な蛍光信号に基づいて局在化情報を提供する。分泌細胞に隣接して形成され
た抗体‐抗原複合体のＦＩＴＣ検出により、抗体分泌細胞を同定する。この複合体の中心
に認められる単一の細胞を、今度はマイクロマニピュレーターを用いて回収する。エッペ
ンドルフＰＣＲチューブ内で細胞を急速冷凍し、抗体配列の回収を開始するまで－８０℃
で保存する。
【００５８】
　実施例５：抗原特異的Ｂ細胞からの抗体配列の単離
　実施例４に従って産生させた単一の単離Ｂ細胞から、組み合わせたＲＴ‐ＰＣＲに基づ
く方法を用いて、または実施例２に従って獲得したクローンＢ細胞集団から単離した抗原
特異的Ｂ細胞から、抗体の配列を回収する。プライマーは、ウサギ免疫グロブリン配列の
ような標的免疫グロブリン遺伝子の保存された定常領域（Ｈ領域およびＬ領域）でアニー
ルするように設計し、２段階方式のネステッドＰＣＲ法による回収工程を用いて抗体の配
列を獲得する。各ウェルのアンプリコンを、回収およびサイズの完全性について分析する
。得られた断片をＡｌｕＩで消化して、配列のクローン性をフィンガープリント法により
確認する。同一の配列は、電気泳動分析において共通の断片化パターンを呈する。驚くべ
きことに、細胞のクローン性を証明するこの共通する断片化パターンは、初めに１０００
細胞／ウェルまで播種したウェルにさえも概して観察される。元のＨ鎖およびＬ鎖のアン
プリコンの断片を、制限酵素ＨｉｎｄＩＩＩとＸｈｏＩ、またはＨｉｎｄＩＩＩとＢｓｉ
ｗＩで消化し、クローニングのために個々のＤＮＡ断片を調製する。得られた消化断片を
発現ベクター中に連結し、プラスミドの伝播および産生のために細菌の中に形質転換する
。配列の特徴を決定するためにコロニーを選択する。
【００５９】
　実施例６：所望の抗原特異性および／または機能特性を有するモノクローナル抗体の組
換え産生
　単一のモノクローナル抗体を含む各ウェルについて正しい完全長の抗体配列を確立し、
ミニプレップＤＮＡをＱｉａｇｅｎの固相法を用いて調製する。その後、このＤＮＡは、
完全長の組換え抗体を産生するために、哺乳類細胞をトランスフェクトするのに用いられ
る。未処理の抗体産物を抗原認識および機能特性について検査して、組換え抗体タンパク
質中に元の特徴が見られることを確認する。必要に応じて、大規模な哺乳類細胞の一過性
トランスフェクションを完了し、プロテインＡアフィニティークロマトグラフィーによっ
て抗体を精製する。標準的な方法（例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ）および効力アッセイにおい
てＩＣ５０でＫｄを評価する。
【００６０】
　実施例７：ヒトＩＬ－６を結合する抗体の調製
　本願に記載する抗体選択プロトコルを用いることにより、広範囲におよぶ抗体のパネル
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を生成することができる。抗体はＩＬ－６に対する高親和性を有し（１～２桁のｐＭ　Ｋ

ｄ）、複数の細胞に基づくスクリーニングシステムにおいて、ＩＬ－６の強力なアンタゴ
ニズムを示した（Ｔ１１６５およびＨｅｐＧ２）。さらに、抗体のコレクションが、ＩＬ
－６を用いたプロセスに対して異なる機序のアンタゴニズムを示した。
【００６１】
　免疫化ストラテジー
　ウサギをヒトＩＬ－６で免疫化した（Ｒ＆Ｒ）。免疫化は、完全フトイントアジュバン
ト（ＣＦＡ）（Ｓｉｇｍａ）に含ませた最初の皮下（ｓｃ）注射１００μｇに続いて、各
回５０μｇずつ２週間の間を空けて、不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）（Ｓｉｇ
ｍａ）に含ませて２回の追加免疫を行った。５５日目に動物を放血させ、ＥＬＩＳＡ法（
抗原認識）およびＴ１１６５細胞株を用いた非放射性増殖アッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ社）
により、血清力価を決定した。
【００６２】
　抗体選択力価の評価
　Ｉｍｍｕｌｏｎ４プレート（Ｔｈｅｒｍｏ）を、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ、Ｈｙｃｌ
ｏｎ社）中の１μｇ／ｍｌのヒトＩＬ－６（５０ｕｌ／ウェル）で、一晩４°Ｃでコーテ
ィングすることにより、抗原認識を決定した。アッセイ当日に、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ２０
（ＰＢＳＴ錠剤、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）でプレートを３回洗浄した。ＰＢＳ中の０．５
％の魚皮ゼラチン（ＦＳＧ、Ｓｉｇｍａ）２００ｕｌ／ウェルを用いて、プレートを３７
°Ｃで３０分間ブロックした。ブロッキング溶液を除去し、プレートをブロットした。血
清サンプル（放血後および放血前）は、初期希釈率１：１００で作製（すべての希釈液は
ＦＳＧ５０ｕｌ／ウェルで作製）し、プレートに渡って希釈率が１：１０になるようにし
た（カラム１２はバックグラウンドコントロールのために空にした）。プレートを３７°
Ｃで３０分間インキュベートした。プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ２０で３回洗浄した。
１：５０００に希釈したヤギ抗ウサギＦＣ－ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｃｅ）を全ウェルに添加し
（５０ｕｌ／ウェル）、プレートを３７°Ｃで３０分間インキュベートした。プレートを
上述したように洗浄した。ＴＭＢ－Ｓｔａｂｌｅ　Ｓｔｏｐ（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ　Ｉ
ｎｄｕｓｔｒｉｅｓ社）５０ｕｌ／ウェルをプレートに添加し、概ね３～５分間発色させ
た。発色反応を５０ｕｌ／ウェルの０．５Ｍ　ＨＣｌで停止させた。プレートは４５０ｎ
ｍで測定した。光学密度（ＯＤ）対希釈率をＧｒａｐｈ　Ｐａｄ　Ｐｒｉｚｍソフトウェ
アを用いてプロッティングし、力価を決定した。
【００６３】
　機能力価の評価
　サンプルの機能活性をＴ１１６５増殖アッセイによって決定した。ヘペス、ピルビン酸
ナトリウム、重炭酸ナトリウム、Ｌ－グルタミン酸、高グルコース、ペニシリン／ストレ
プトマイシン、１０％の加熱不活性化ＦＢＳ（すべてＨｙｃｌｏｎｅより調達）、２－メ
ルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ）、および１０ｎｇ／ｍｌのヒトＩＬ－６（Ｒ＆Ｄ）を
添加した改変ＲＰＭＩ培地（Ｈｙｃｌｏｎｅ）中で、通常のやり方でＴ１１６５細胞を維
持した。アッセイ当日に、トリパンブルー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて細胞の生
存率を決定し、細胞を２０，０００細胞／ウェルの一定密度で播種した。播種する前に、
細胞を上述の培地（ヒトＩＬ－６は含まず）で２回洗浄（１３０００ｒｐｍ／５分で遠心
分離機にかけて上清を廃棄することにより）した。最後の洗浄後、洗浄に使用したのと同
じ培地（５０μｌ／ウェルに相当する体積）に、細胞を再懸濁させた。細胞は室温で放置
した。
【００６４】
　丸底の９６ウェルプレート（Ｃｏｓｔａｒ）に、血清サンプルを３０μｌ／ウェルずつ
、希釈率１：１００から始めて、プレートに渡って（２～１０列まで）希釈率が１：１０
になるように添加し、これを５回繰り返した（Ｂ～Ｆ行：ヒトＩＬ－６を含まない上述の
培地で希釈）。１１列はＩＬ－６コントロールのために培地のみとした。３０μｌ／ウェ
ルのヒトＩＬ－６を最終ＥＣ５０（以前に決定した濃度）の４倍濃度で全ウェルに添加し
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た（ヒトＩＬ－６は上述した培地中で希釈した）。ウェルを３７℃で１時間インキュベー
トして、抗体結合を発生させた。１時間後、丸底プレートに既定されたプレートマップフ
ォーマットに従って、５０μｌ／ウェルの抗体‐抗原（Ａｂ－Ａｇ）複合体を平底の９６
ウェルプレート（Ｃｏｓｔａｒ）に移した。バックグラウンドコントロールのために、５
０μｌ／ウェルの培地をＧ行の全ウェルに添加した（２～１１列）。放置しておいた５０
μｌ／ウェルの細胞懸濁液を全ウェルに添加した（２～１１列、Ｂ～Ｇ行）。試験ウェル
の蒸発を防ぐため、またエッジ効果を最小限に抑えるために、１および１２列ならびにＡ
およびＨ行に２００μｌ／ウェルの培地を添加した。プレートを３７℃、４％ＣＯ２で７
２時間インキュベートした。７２時間後、２０μｌ／ウェルのＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６（
Ｐｒｏｍｅｇａ）試薬を、製造者のプロトコルに従って全試験ウェルに添加し、プレート
を３７°Ｃで２時間インキュベートした。２時間後、プレートをオービタルシェーカー（
ｏｒｂｉｔａｌ　ｓｈａｋｅｒ）で穏やかに撹拌して細胞を分散させ、試験ウェル内で均
一化させた。プレートは４９０ｎｍの波長で測定した。光学密度（ＯＤ）対希釈率をＧｒ
ａｐｈ　Ｐａｄ　Ｐｒｉｚｍソフトウェアを用いてプロッティングし、機能力価を判定し
た。陽性アッセイコントロールのプレートを、ＭＡＢ２０６１（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
）を用いて、開始濃度１μｇ／ｍｌ（最終濃度）から始めてプレートに渡って希釈率が１
：３になるように、上述のように処理した。
【００６５】
　組織採取
　許容可能な力価が確立されてから、ウサギを屠殺した。脾臓、リンパ節、および全血を
採取して（Ｒ＆Ｒ）、以下の通り処理した。
【００６６】
　脾臓およびリンパ節の組織を分離して、２０ｃｃシリンジのプランジャーを用いて７０
μｍの滅菌ワイヤーメッシュ（Ｆｉｓｈｅｒ）を通して処理することで、単一細胞懸濁液
を作製した。上述の調製改変ＲＰＭＩ培地（ヒトＩＬ－６は含まないが低グルコースを含
む）で細胞を収集した。遠心分離することで細胞を２回洗浄した。最後の洗浄後、トリパ
ンブルーを用いて細胞密度を決定した。細胞を１５００ｒｐｍで１０分間遠心分離機にか
けて、上清を廃棄した。ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）中の適量の１０％ジメチルスルホキシ
ド（ＤＭＳＯ、Ｓｉｇｍａ）に細胞を再懸濁して、１ｍｌ／バイアルで分注した。バイア
ルを－７０°Ｃで２４時間保存した後、長期保存のために液体窒素（ＬＮ２）タンクに収
納した。
【００６７】
　等量の上記低グルコース培地（ＦＢＳは含まない）に全血を混合することにより、末梢
血単核球（ＰＢＭＣｓ）を単離した。４５ｍｌの円錐管（Ｃｏｒｎｉｎｇ）に入ったＬｙ
ｍｐｈｏｌｙｔｅ　Ｒａｂｂｉｔ（Ｃｅｄａｒｌａｎｅ）８ｍｌの上に、全血混合液３５
ｍｌを注意深く載せ、室温で３０分間２５００ｒｐｍで休まず遠心分離した。遠心分離し
た後、ガラス製パスツールピペット（ＶＷＲ）を用いてＰＢＭＣ層を注意深く除去し、合
わせて、無菌５０ｍｌバイアルに注いだ。室温で１０分間遠１５００ｒｐｍで遠心分離す
ることにより上記の調製培地で細胞を２回洗浄し、トリパンブルー染色で細胞密度を決定
した。最後の洗浄後、適量の１０％ＤＭＳＯ／ＦＢＳ培地に細胞を再懸濁させ、上記のよ
うに冷凍した。
【００６８】
　Ｂ細胞の培養
　Ｂ細胞の培養を開始する当日に、ＰＢＭＣ、脾細胞、またはリンパ節のバイアルを使用
するために解凍した。ＬＮ２タンクからバイアルを取り出し、３７°Ｃの水浴中で解凍し
た。円錐形の遠心分離管（１５ｍｌ）（Ｃｏｒｎｉｎｇ社）にバイアルの内容物を移し、
上記の調節ＲＰＭＩ１０ｍｌを徐々に管に添加した。細胞を１．５Ｋｒｐｍで５分間遠心
分離して上清を廃棄した。細胞を新しい１０ｍｌの培地に再懸濁させた。トリパンブルー
を用いて細胞密度および生存率を決定した。再度細胞を洗浄してから１Ｅ０７細胞／８０
μｌ培地に再懸濁させた。ビオチン化ヒトＩＬ－６を最終濃度３μｇ／ｍｌで細胞懸濁液
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に添加し、４°Ｃで３０分間インキュベートした。１０ｍｌのリン酸緩衝フッ化物（ＰＢ
Ｆ）：Ｃａ／ＭｇフリーＰＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）、２ｍＭのエチレンジアミン四酢酸（
ＥＤＴＡ）、０．５％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（Ｓｉｇｍａ－ビオチンフリー）で
２回洗浄して、非結合ＢヒトＩＬ－６を除去した。２回目の洗浄後、１Ｅ０７細胞／８０
μｌのＰＢＦで細胞を再懸濁させた。細胞懸濁液に２０μｌのＭＡＣＳ（登録商標）スト
レプトアビジンビーズ（Ｍｉｌｔｅｎｉ社）／１０Ｅ７細胞を添加した。細胞を４°Ｃで
１５分間インキュベートした。２ｍｌのＰＢＦ／１０Ｅ７細胞で細胞を１度洗浄した。洗
浄後、１Ｅ０８細胞／５００μｌのＰＢＦで再懸濁させて放置した。ＭＡＣＳ（登録商標
）ＭＳカラム（Ｍｉｌｔｅｎｉ）を、磁気スタンド（Ｍｉｌｔｅｎｉ）上で５００ｍｌの
ＰＢＦで事前にすすいだ。プレフィルタを通して細胞懸濁液をカラムにかけ、非結合分画
を収集した。ＰＢＦ緩衝液１．５ｍｌでカラムを洗浄した。磁気スタンドからカラムを除
去し、きれいに滅菌した５ｍｌのポリプロピレンのファルコンチューブに移した。カラム
の頂部にＰＢＦ緩衝液１ｍｌを添加し、陽性の選択した細胞を収集した。陽性および陰性
の細胞分画の収率および生存率は、トリパンブルー染色で決定した。陽性選択により平均
１％の初期細胞濃度が得られた。
【００６９】
　培養物の播種レベルに関する情報を提供するために試験的な細胞スクリーニングを確立
した。１０プレートの群３つ（合計３０プレート）を５０、１００、および２００個の富
化Ｂ細胞／ウェルで播種した。また、各ウェルは、最終体積２５０μｌ／ウェルの高グル
コース調製ＲＰＭＩ培地中に、細胞５０Ｋ個／ウェルの照射ＥＬ－４．Ｂ５細胞（５，０
００ラド）および適切なレベルのＴ細胞上清（調製に依存して１～５％の範囲）を含んで
いた。培養物を３７℃、４％ＣＯ２で５～７日間インキュベートした。
【００７０】
　選択的抗体分泌Ｂ細胞の同定
　５日目と７日目の間に、培養物を抗原認識および機能活性について検査した。
　抗原認識スクリーニング
　使用したＥＬＩＳＡフォーマットは、抗体源としてＢ細胞培養物（ＢＣＣ）ウェル（全
３０プレート）からの上清５０μｌを用いたことを除いて、上記の通りであった。馴化培
地を、抗原でコーティングしたプレートに移した。陽性ウェルを同定した後、上清を除去
して９６ウェルのマスタープレートに移した。４０μｌ／ウェルを除くすべての上清を除
去して、６０μｌ／ウェルのＦＢＳ中のＤＭＳＯ（１６％）に加えることにより、元の培
養プレートを冷凍した。冷凍を遅らせるためにプレートをペーパータオルで包んでから－
７０℃の温度下においた。
【００７１】
　機能活性スクリーニング
　上述したように、Ｔ１１６５増殖アッセイにおいてマスタープレートを機能活性につい
てスクリーニングしたが、Ｂ行はバックグラウンドコントロールのために媒体のみ、Ｃ行
は陽性増殖対照のために媒体＋ＩＬ－６、Ｄ～Ｇ行および２～１１列はＢＣＣからのウェ
ル（５０μｌ／ウェル、単一点）であった。媒体の入った行を除く全ウェルに、４０μｌ
のＩＬ－６をアッセイのために決定したＥＣ５０濃度の２．５倍で添加した。１時間イン
キュベートした後、Ａｂ／Ａｇ複合体を、組織培養物（ＴＣ）で処理した９６ウェル平底
プレートに移した。ヒトＩＬ－６を含まない（２０，０００細胞／ウェルのＴ１１６５）
改変ＲＰＭＩ培地中の細胞懸濁液２０μｌを全ウェルに添加した（ウェル当たりの最終体
積は１００μｌ）。バックグラウンドを差し引いて、観察されたＯＤ値を抑制率に変換し
た。
【００７２】
　Ｂ細胞の回収
　対象となるウェルを含むプレートを－７０℃から取り出して、各ウェルの細胞を培地５
～２００μｌ／ウェルの洗浄で回収した。洗浄液を滅菌した１．５ｍｌの遠心分離管に入
れ、２分間１５００ｒｐｍで遠心分離して細胞をペレット状にした。
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【００７３】
　管を反転させて回転を繰り返し、上清を注意深く除去した。細胞を１００μｌ／管の培
地に再懸濁させた。ビオチン化ＩＬ－６でコーティングしたダイナビーズＭ２８０ストレ
プトアビジン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｓ）１００μｌと、培地中に１：１００で希釈した
ヤギ抗ウサギＨ＆Ｌ　ＩｇＧ－ＦＩＴＣ（１６μｌ）を細胞懸濁液に添加した。
【００７４】
　細胞／ビーズ／ＦＩＴＣ懸濁液（２０μｌ）を除去して、事前にシグマコート（Ｓｉｇ
ｍａ）および不浸透性バリア（３５～４０液滴／スライド）で処理したスライドガラス（
Ｃｏｒｎｉｎｇ）に５μｌの液滴を調製した。液滴を浸漬するためにパラフィン油（ＪＴ
　Ｂａｋｅｒ）を添加し、スライドを３７℃、４％ＣＯ２で９０分間暗所でインキュベー
トした。
【００７５】
　抗体を産生する特異的Ｂ細胞は、抗体の分泌、ビーズに関連するビオチン化抗原の認識
、およびそれに続く蛍光‐ＩｇＧ検出試薬を用いた検出により、その周囲を蛍光のリング
により同定することができる。対象細胞が同定されてから、蛍光リングの中心にある細胞
をマイクロマニピュレーター（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）を用いて回収した。抗体を合成して
運搬する単一の細胞を、２５０μｌの微量遠心管に移してドライアイス中に置いた。対象
となる細胞をすべて回収した後で、これらを長期保存のために－７０℃の温度下に置いた
。
【００７６】
　実施例８：ヒトＴＮＦ－αを結合する抗体の調製
　本願に記載する抗体選択プロトコルを用いて、ＴＮＦ－αの強力な機能性アンタゴニズ
ムを呈する抗体のコレクションを生成することができる。抗体は、様々なＴＮＦ－αエピ
トープを明らかにするため、以前に同定されたＴＮＦ－αエピトープを標的とする抗体（
Ｒｅｍｉｃａｄｅ（登録商標）（インフリキシマブ）等）の有用な代替、または補助を提
供する可能性がある。
【００７７】
　有意な機能性アンタゴニズムを保持する一方で、代替のＴＮＦ－αエピトープを結合す
る抗体を同定するためのスクリーニングの方法を採用することができる。一次抗原認識ス
クリーニングの後、ＴＮＦ－αに対する機能性アンタゴニズム、およびエピトープの競合
（インフリキシマブとの競合）について、陽性ＢＣＣウェルを検査した。ＦｏｒｔｅＢｉ
ｏ　Ｏｏｃｔｅｔ抗体‐ＴＮＦ‐α結合競合試験により、独特のエピトープ認識を確立し
た。図２参照。機能活性および競合の欠如を示したＢＣＣウェルを追跡し、これらのウェ
ルに存在する抗体のコード配列を回収した。回収された配列の大半は、元の標的特徴であ
る、強力な抗原認識、機能性アンタゴニズム、および明確なエピトープ認識を示した。従
って、得られた抗体の収集は、強力な機能性アンタゴニズムに関連した複数の新しいエピ
トープ領域を確立した。
【００７８】
　免疫化ストラテジー
　ヒトＩＬ－６について記載したのと同一のプロトコルを用いて、ウサギをＴＮＦ－α（
Ｒ＆Ｄ＃２１０－ＴＡ）で免疫化した。
【００７９】
　ＡＢＳ力価の評価
　ヒトＩＬ－６について記載したプロトコルに（上記濃度のサイトカインでプレートをコ
ーティングした以外は）よって、ＴＮＦ－αについての抗原認識アッセイを決定した。
【００８０】
　機能力価の評価
　サンプルの機能活性を、ＴＮＦ－αで刺激したＬ９２９および／またはＷＥＨＩ細胞毒
性アッセイによって判定した。Ｌ９２９またはＷＥＨＩ細胞を、ヒトＩＬ－６を含まない
上記培地中に通常のやり方で維持した。アッセイ当日に、トリパンブルーを用いて細胞密
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度を決定した。細胞を１Ｅ０６細胞／ｍｌで再懸濁させて、５０μｌ／ウェル（体積はサ
ンプルおよび反復数に応じて調製した）で滅菌した平底９６ウェル組織培養プレートに播
種した。プレートは３７°Ｃで２時間インキュベートした。
【００８１】
　別個に、丸底の９６ウェルプレートに、血清サンプルを５０μｌ／ウェルずつ、１：１
００の希釈率で添加し（上述した培地に）、プレートに渡って（２～１０列、１１列目は
ＴＮＦ－α対照のためのみの培地）１：１０の希釈率になるようにし、それを５回繰り返
した（ＢからＦ行まで。Ｇ行はバックグラウンドコントロールのみの培地）。最終ＥＣ５

０（濃度は各ロットにつき以前決定した）の４倍濃度のＴＮＦ－αを含む培地５０μｌ／
ウェルずつと、アクチノマイシンＤ１μｇ／ｍｌを、Ｆ行を除くすべてのサンプルウェル
に添加した。プレートは３７°Ｃで１時間インキュベートした。
【００８２】
　１時間後、５０μｌの血清／Ａｇ複合体および対照を、５０μｌ／ウェルの応答細胞を
含む９６ウェル平底プレートに一定密度で移し（最終体積＝１００μｌ／ウェル）、３７
°Ｃで２４時間インキュベートした（１および１２列目と、ＡおよびＨ行は、蒸発および
エッジ効果の原因を防ぐために、２００μｌの培地で充填した）。
【００８３】
　２４時間後、２０μｌ／ウェルのＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６試薬（Ｐｒｏｍｅｇａ）を、
製造者のプロトコルに従って全試験ウェルに添加し、プレートを３７°Ｃで２時間インキ
ュベートした。２時間後、プレートを穏やかに振盪させ、試験ウェル内で均一化させた。
プレートは４９０ｎｍの波長で測定した。ＯＤ対希釈率をＧｒａｐｈ　Ｐａｄ　Ｐｒｉｚ
ｍを用いてプロッティングし、（用量／応答の非線形Ｓ字曲線を用いた）機能力価を決定
した。
【００８４】
　組織採取
　ヒトＩＬ－６について上述したように、ウサギの脾臓、リンパ節、および全血を採取、
処理、および冷凍した。
【００８５】
　Ｂ細胞培養物（ＢＣＣ）
　細胞富化は、ビオチン化したヒトＴＮＦ－αを用いて行われたことを除いて、ヒトＩＬ
－６について記述したようにＢ細胞培養物を調製した。
【００８６】
　抗原認識スクリーニング
　抗原認識スクリーニングは、単一点として上述したように実施された。
　機能活性スクリーニング
機能活性スクリーニングは、ＷＥＨＩ細胞毒性アッセイによって行った。マスタープレー
トからの上清をＴＮＦ－αで刺激したＷＥＨＩ細胞毒性アッセイ（上記の通り）で単一点
として測定した。以下のテンプレートに従って、上清が適切であることを検査した：
Ｆ行は背景対照のための培地のみ（５０μｌ／ウェル）
　Ｇ行は陽性細胞毒性対照のための培地＋ＴＮＦ－α
　Ｂ～Ｅ行および２～１１列はＢＣＣからのウェル（４０μｌ／ウェル、単一点）
　４０μｌのＴＮＦ－α＋アクチノマイシンＤを、このアッセイのために決定したＥＣ５

０濃度の４倍濃度で全ウェル（培地の行を除く）に添加した。１時間インキュベーション
した後、Ａｂ／Ａｇ複合体をＴＣ処理した９６ウェル平底プレートに移した。細胞懸濁液
２０μｌ（１Ｅ０６細胞／ｍｌのＷＥＨＩ）を全ウェルに添加し（最終体積：１００μｌ
／ウェル）、プレートを３７０Ｃ℃で２４時間インキュベートした。２４時間後、Ｃｅｌ
ｌＴｉｔｅｒ９６試薬を、製造者のプロトコルに従って添加した。プレートを４９０ｎｍ
の波長で測定して、背景をウェルから減算し、ＯＤ値を抑制率に変換した。
【００８７】
　組換え抗体についての第２次機能活性アッセイ：ＨＵＶＥＣ細胞をヒトＴＮＦ－αで処
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理することによるＩＬ－６発現のブロッキング
　ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣｓ）を、内皮増殖培地（ＥＧＭ）および適切なＨＵ
ＶＥＣサプリメント（Ｃａｍｂｒｅｘ）中に通常のやり方で維持した。アッセイ当日に、
トリパンブルーを用いてＨＵＶＥＣの生存率を決定した。本アッセイに必要な適量の培地
（１００μｌ／ウェル）に細胞を５Ｅ０５／ｍｌで再懸濁した。細胞を９６ウェル平底培
養プレートの中心のウェルに播種し、蒸発を防ぐために２００μｌの培地を外側の全ウェ
ルに添加した。プレートを３７℃で２４時間インキュベートした。
【００８８】
　２４時間後、ＥＧＭ中に所望の最終濃度の４倍の希釈率である適切な抗体希釈物が作製
された（最後の行を除いて、開始Ａｂ濃度＝ｌｕｇ／ｍｌ；１：３の希釈率でプレートを
横断して実施）。ＥＧＭ中の同量のヒトＴＮＦ－α（所望の最終濃度の４倍の希釈率）を
ウェルに添加した。プレートを３７℃で１時間インキュベートして、抗体／抗原複合体を
形成した。１時間後、ＨＵＶＥＣ培養プレートから培地５０μｌを除去して廃棄した。５
０μｌのＡｂ－Ａｇ混合物を添加し、プレートを３７℃で４８時間インキュベートした。
標準の陽性および陰性コントロールを含めた：ヒトＴＮＦ－αのみ（１１列目）、バック
グラウンド増殖（Ｇ行）のために培地のみ（Ａｂ無し／ＴＮＦ無し）。
【００８９】
　４８時間後、馴化培地ＩＬ－６レベルをＥＬＩＳＡ法で評価した。イムロン（Ｉｍｍｕ
ｌｏｎ）プレートを、１ｕｇ／ｍｌのヤギ抗ヒトＩＬ－６を用いて５０μｌ／ウェルずつ
コーティングし、４℃で一晩、または室温で１時間置いた。プレートをＰＢＳ＋０．５％
のＴｗｅｅｎ２０でプレート洗浄機で洗浄した（２００μｌ／ウェル、３回）。プレート
を２００μｌ／ウェルのＦＳＧで１時間室温でブロックした。ブロッキング溶液を吸引し
、プレートをブロットした。ヒトＩＬ－６標準はＡおよびＢ行に設定し（２連）、１ｕｇ
／ｍｌから始めてプレートに渡って希釈率は１：３（すべてＦＳＧ内で希釈）、１２列目
は空にした。ＨＵＶＥＣ培養からのサンプルを、標準曲線の下のウェルに添加し、室温で
１時間インキュベートした。洗浄を繰り返した。１ｕｇ／ｍｌのＡＬＤ５１５ｖ５（抗ヒ
トＩＬ－６）を５０　μｌ／ウェルずつプレートに添加して、室温で１時間インキュベー
トした。洗浄を繰り返した。１：５０００倍に希釈した第２次抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃ　ＨＲ
Ｐを５０μｌ／ウェルずつ添加して、室温で４５分間インキュベートした。洗浄を繰り返
した。５０μｌ／ウェルの３，３’，５，５’テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）を用い
て最長５分でアッセイを展開した。５０μｌ／ウェルのＨＣｌを用いて反応を停止させ、
プレートリーダーを用いてプレートを４５０ｎｍの波長で測定した。Ｇｒａｐｈ　Ｐａｄ
　Ｐｒｉｚｍを用いてデータを分析した。
【００９０】
　Ｂ細胞の回収
　Ｂ‐ヒトＴＮＦ－αを用いたことを除いて、ヒトＩＬ－６について記載した通り、フォ
シ（ｆｏｃｉ）プロトコルを実施した。
【００９１】
　実施例９：Ａβを結合する抗体の調製
　Ａβ１－４０およびＡβ１－４２ペプチドの、２つのＡβ形態を用いてウサギに免疫応
答を生成した。本明細書に記載する抗体選択プロトコルを用いることで、Ｃ末端アミノ酸
配列に特異的なエピトープ構成により、Ａβの各々の形態を選択的に認識する抗体を同定
することができる。また、ペプチドの中心領域およびＮ末端に見られる強力な抗原認識で
抗体を同定することができる。スクリーニングのストラテジーは以下の通りである：（１
）免疫化プロトコルに特異的な抗原を用いて第１次ＢＣＣスクリーニングを実施（２）対
象領域を代表する小さなペプチドを用いて選択性スクリーニングを行う（それぞれ、Ｎ末
端（１－１２）、中心部（１０－３５）、およびＣ末端（３４－４０および３６－４２）
）。所望の第２次スクリーニング選択性で同定された、ウェル内のＢＣＣによって生成さ
れた抗体のコード配列を、回収段階において小さいペプチド種を用いて回収した。このプ
ロセスにおける小さいペプチドの新しい使用法は、非常に効率的であることを証明した。
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特に制限されたエピトープを標的抗原に所望する場合に、細胞の集団（ｆｏｃｉ）回収プ
ロセスにおける小さなペプチド（６ｍｅｒｓまたはそれ以上）の使用を支持し、強力な選
択的抗体の回収を確立した。
【００９２】
　免疫化ストラテジー
　各Ａβペプチドに対する２匹のウサギを、Ａｎａｓｐｅｃ社から入手したペプチドＡβ
１‐４０、Ａβ１‐４２、ＫＬＨ－Ｃｙｓ－Ａβ１‐４０、およびＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｐ
ｅｐｔｉｄｅから入手したＡβ１‐４２－ＫＬＨを用いて免疫化した。免疫化は、ヒトＩ
Ｌ－６について記載した手順に従って行った。
【００９３】
　ＡＢＳ力価の評価
　抗原認識アッセイは、ヒトＩＬ－６について記載したＥＬＩＳＡプロトコルで決定した
が、ストレプトアビジンでコーティングしたプレート（Ｓｉｇｍａ）を採用し、ビオチン
化したペプチドＡβビオチン－１－４０およびＡβビオチン－１－４２を上述の濃度で１
倍のＰＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）中で抗原を室温で１時間固定化した。後続工程は上述の通
りである。市販の特異的ペプチドに対する抗体を対照として用いた。血清サンプルをすべ
てのペプチドについてスクリーニングして力価の特異性を決定した。
【００９４】
　組織採取
　ヒトＩＬ－６について上述した通りに、ウサギの脾臓、リンパ節、骨髄および全血を採
取、処理、および冷凍した。
【００９５】
　Ｂ細胞の培養
　Ｂ細胞培養をヒトＩＬ－６について記載したように設定したが、Ｂ細胞富化には以下の
試薬およびストラテジーを使用した。Ａβ１－４０ペプチドで免疫化した動物には、Ａβ
ｂ－１－４０を用いて富化した。Ａβ１－４２ペプチドで免疫化した動物には、Ａβｂ－
１－４２を用いて初回通過富化を行い、流出した液はＡβｂ－１－４０を用いてさらに富
化した。富化手順に従ってプレートを分類した。
【００９６】
　抗原認識スクリーニング
　プレートは、ビオチン化ペプチドを用いて上述のＥＬＩＳＡプロトコルでスクリーニン
グした。主にＡβ１－４０およびＡβ１－４２ペプチドの両方に対して、プレートをスク
リーニングした。エピトープの所在をより明確にするため、また各ペプチドのＮ末端、中
央領域、およびＣ末端に特異的な抗体を同定するために、これらの各領域を代表するペプ
チド断片を第２次スクリーニングにおいて使用した。陽性ウェルが同定されてから、それ
らをマスタープレート中で混合し、ＥＬＩＳＡサブトラクション法のプロトコルを用いて
さらにペプチドのマッピングを行った。
【００９７】
　ストレプトアビジンでコーティングしたプレートのウェルを、５０μｌ／ウェルずつｌ
ｕｇ／ｍｌの１倍ＰＢＳ中で、以下の各ペプチドを用いてコーティングした（コーティン
グしたウェルの数は、第１次スクリーニングで同定された陽性ウェルの数に依存した）：
Ａβｂ－１０－３５、Ａβｂ－３４－４０、Ａβｂ－３６－４４、Ａβｂ－３８－４２（
すべて注文に応じた特別な合成により調製、Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｐｅｐｔｉｄｅ）。陽性
ウェルからの上清５０μｌ／ウェルを、ウェル上にコーティングされた各ペプチドを用い
て連続的に室温で１時間インキュベートした（連続したインキュベーションの各々で、上
清の無いウェルをＦＳＧで充填した）。残りのＥＬＩＳＡプロトコルは上述の通り行った
。所望の抗体特徴を有するウェルをＢ細胞回収のために選択した。
【００９８】
　Ｂ細胞の回収
　選択したウェルから、上述の通り細胞の集団を回収（ｆｏｃｉｅｄ）したが、ＥＬＩＳ
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Ａサブトラクション法のプロトコルでマッピングされた領域に適切な陽性の特異的を有す
る各領域のためにビオチン化したペプチド試薬を採用した。
【００９９】
　実施例１０：単離Ｂ細胞可変Ｌ鎖およびＨ鎖配列の回収ならびに組換え抗体の発現
　Ｌ鎖およびＨ鎖のコード配列を、以前に－７０℃で保存しておいた単一のＢ細胞から回
収した。２段階方式の逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）プロセスを採用した
。工程１では、標準的なＲＴに基づく方法を用いて対象領域をコードするＲＮＡを回収し
、後に増幅した。発現ベクターへの方向性クローニングに適切なＤＮＡ断片を生成する、
ネステッドプライマーＰＣＲ増幅によって工程２を行った（Ｌ鎖：Ｈｉｎｄｌｌｌ／Ｂｓ
ｉＷＩ、Ｈ鎖：Ｈｉｎｄｌｌｌ／Ｘｈｏｌ）。この回収プロセスのための特異的配列は、
宿主動物のゲノムの配列解析から得た。新しい配列の主な源は、ウサギ、マウス、および
ラットである。プライマー配列は以下の通りである。
【０１００】
【表１】

【０１０１】
　クローン化したｃＤＮＡｓを、組換えＬ鎖およびＨ鎖の発現を可能にする２つの異なる
哺乳類発現ベクターに連結した（カッパＬ鎖定常部およびガンマ１（γ－１）Ｌ鎖定常部
）。これらのコンストラクトはインフレームで作り、配列回収に含まれる自然の信号配列
を組み入れた。各発現プラスミドに対して大規模なＤＮＡ調製を行い、両方のプラスミド
を用いたＨＥＫ２９３細胞へのトランスフェクションによって、完全長のウサギ／ヒトキ
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メラ抗体の一過性の生成を行った。５日間培養した後で、得られた細胞を遠心分離により
除去し、馴化培地を、抗原認識について直接検査するか、またはプロテインＡクロマトグ
ラフィを用いて組換え抗体の親和性精製を行った。
【０１０２】
　次に抗体を、上述のＥＬＩＳＡ法を用いて抗原認識についてテストした。また、精製し
た抗体に関しては、ＦｏｒｔｅＢｉｏ　Ｏｃｔｅｃｔ測定法によってＫｄを確立した。最
後に、回収された配列に関連した特定のウェルに起因する、本来の機能修飾特性を検査し
た。
【０１０３】
　Ｌ鎖およびＨ鎖配列回収の実験方法
　当該方法は、Ｑｉａｇｅｎ　Ｏｎｅ　Ｓｔｅｐ　ＲＴ－ＰＣＲキットについての製造元
の説明に記載される技術に基づく。共通するマスターミックスが調製され、ＲＮＡの分解
を防ぐためにＲＮａｓｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を含む。各工程１プライマー（プライマー
配列認識番号：１、３、５、および７）０．５８μＭを含むＲＴ－ＰＣＲマスターミック
ス５０μＬを、事前に回収された冷凍細胞を含む２５０μＬのエッペンドルフチューブに
添加し、氷上で注意深く混合する。以下のサイクルスキームに従ってＯｎｅ　Ｓｔｅｐ　
ＲＴ－ＰＣＲを行った：（１）５Ｏ℃、３０分；（２）９５°Ｃ、１５分；（３）９４°
Ｃ、３０秒；（４）５４°Ｃ、３０秒；（５）７２℃、１分；（６）工程３に戻る、合計
３５サイクル；（７）７２℃、３分；（８）４℃に保持。
【０１０４】
　これらのサイクルが完了してから、Ｌ鎖およびＨ鎖可変領域を回復するために、第１次
ＲＴ－ＰＣＲ反応液１．５μＬを用いて、別個の反応液で第２次ＰＣＲ増幅を行った。以
下のサイクルスキームに従って、０．４μＭの第２次ネステッドＰＣＲプライマーＬ鎖（
プライマー配列識別番号：２および４）およびＨ鎖（プライマー配列識別番号：６および
８）を用いてＫＯＤポリメラーゼを用いた増幅（Ｎｏｖａｇｅｎ）を行った：（１）９４
℃、２分；（２）９４℃、３０秒；（３）６０℃、３０秒；（４）７２℃、４５秒；（５
）工程２に戻る、合計３５サイクル；（６）７２℃、３分；（７）４℃に保持。
【０１０５】
　第２次増幅が完了した時点で、反応液１０μＬを除去して、２％ＴＡＥアガロースゲル
電気泳動により分析した。残り４０μＬの反応液をＱｉａｇｅｎ　Ｑｉａｑｕｉｃｋ　Ｐ
ＣＲ　Ｃｌｅａｎ－ｕｐキットを用いて精製し、７５μＬで溶出した。
【０１０６】
　後にこれらのアンプリコンを、以下の条件下でＬ鎖の場合はＨｉｎｄｌｌｌ／ＢｓｉＷ
Ｉで、Ｈ鎖の場合はＨｉｎｄｌｌｌ／Ｘｈｏｌで消化した：精製したＰＣＲ産物１０μＬ
、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ１０×制限酵素バッファ２を３μＬ、Ｈｉｎ
ｄＩＩＩ０．５μＬ（５Ｕ）、およびＢｓｉＷＩ０．５μＬ（５Ｕ）またはＸｈｏｌ０．
５ｕＬを３７°Ｃで６０分、その後５５°Ｃで３０分。消化断片をＱｉａｇｅｎ　Ｑｉａ
ｑｕｉｃｋ　ＰＣＲ法を用いて精製した。これらは後に適切な発現ベクターに連結した。
この反応液２μＬを、ＴＯＰ１０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）またはＸＬ－１０（Ｓｔｒａ
ｔａｇｅｎｅ）のいずれかを形質転換するために使用して、形質転換した細胞をＬＢ／カ
ナマイシン（５０μｇ／ｍＬ）上に播種した。
【０１０７】
　得られたコロニーを、以下のプライマーを用いたＰＣＲスクリーニング法を用いてイン
サートについてスクリーニングした。
【０１０８】
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【０１０９】
　コロニーを選択してＬＢ／カナマイシン６０μＬに入れ、３０分間インキュベートする
。３０分経過したところで約１μＬを除去して、２μＭのプライマー対（配列識別番号：
９／１０（Ｈ鎖）および配列識別番号９／１１（Ｌ鎖））を有する標準的な３０μＬＫＯ
Ｄ増幅反応（Ｎｏｖａｇｅｎ）に使用する。増幅スキームは以下の通りである：（１）９
６℃、２分；（２）９６℃、２０秒；（３）６８℃、２５秒；（４）２に戻り、合計４０
サイクルを繰り返す；（５）６８℃、２分。
【０１１０】
　５μＬを除去して２％のアガロース上で分析した。正しい可変領域インサートが確認さ
れた後、最終体積１０μＬで、各反応液５μＬをＮｅｗ　Ｂｉｏｌａｂｓ制限酵素バッフ
ァ２中でＡｌｕｌ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）で消化し、４％ＴＡＥア
ガロースゲル電気泳動で分析した。回収した各ウェルから固有のＡＩｕパターンを同定し
た。これらは、配列の特徴について後に処理した。
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