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(57)【要約】
　本発明は目的のポリペプチドを発現するトランスフェクトした細胞の遺伝的スクリーニ
ング法を提供する。この方法は検出およびクローニングを向上するために、蛍光性プロテ
インＡもしくはＧを含んでなるメチルセルロースを使用して、目的のポリペプチドを上昇
したレベルで発現する組換え細胞を高処理量でスクリーニングできるようにする。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　目的とする少なくとも１つのポリペプチドを発現している高発現細胞クローンを選択す
る方法であって、検出のために使用する蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んでなる半固
形培養基中で培養され且つ目的の該ポリペプチドを発現している細胞から、少なくとも１
つの高発現細胞クローンを選択することを含んでなり、ここで該蛍光性プロテインＡもし
くはＧと相互作用する目的の該ポリペプチドを発現している該細胞に関して、結合した蛍
光性プロテインＡもしくはＧの相対的蛍光は、各細胞または細胞群について相対的に高レ
ベルの該蛍光が該ポリペプチドの相対的に高い発現を示す上記方法。
【請求項２】
　上記相互作用が、上記ポリペプチドに結合した上記プロテインＡまたはプロテインＧの
蛍光である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　上記相互作用が検出可能な標識による請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　上記検出可能な標識が蛍光性標識である請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　半固形培養基がセルロースまたは寒天から選択されるゼラチン化剤を含んでなる請求項
１に記載の方法。
【請求項６】
　上記セルロースがメチルセルロースである請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　上記細胞が真核細胞である請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　上記真核細胞が哺乳動物細胞、酵母細胞または昆虫細胞から選択される請求項７に記載
の方法。
【請求項９】
　上記哺乳動物細胞がＣＯＳ－１、ＣＯＳ－７、ＨＥＫ２９３、ＨＫ２１、ＣＨＯ、ＢＳ
Ｃ－１、ＨｅｐＧ２、６５３、ＳＰ２／０、２９３、ＮＳＯ、ＤＧ４４　ＣＨＯ、ＣＨＯ
　Ｋ１、ＨｅＬａ、骨髄腫もしくはリンパ腫細胞、またはそれらの任意の誘導体、不死化
もしくは形質転換細胞から選択される請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　上記細胞が原核細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　上記原核細胞が細菌細胞または藍藻細胞である請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　上記少なくとも１つの目的のポリペプチドが可溶性ポリペプチドである請求項１に記載
の方法。
【請求項１３】
　上記少なくとも１つの目的のポリペプチドが免疫グロブリンまたはその少なくとも１つ
の部分である請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　細胞が骨髄腫細胞であり、上記少なくとも１つの目的のポリペプチドが免疫グロブリン
であり、捕捉分子が免疫グロブリンに対する抗体であり、そして半固形培養基がメチルセ
ルロースに基づく請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　請求項１に記載の方法により生産される高発現細胞クローン。
【請求項１６】
　上記高発現細胞クローンが真核細胞である請求項１５に記載の高発現細胞クローン。
【請求項１７】
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　上記真核細胞が哺乳動物細胞、酵母細胞または昆虫細胞から選択される請求項１６に記
載の高発現細胞クローン。
【請求項１８】
　上記哺乳動物細胞がＣＯＳ－１、ＣＯＳ－７、ＨＥＫ２９３、ＨＫ２１、ＣＨＯ、ＢＳ
Ｃ－１、ＨｅｐＧ２、６５３、ＳＰ２／０、２９３、ＮＳＯ、ＤＧ４４　ＣＨＯ、ＣＨＯ
　Ｋ１、ＨｅＬａ、骨髄腫もしくはリンパ腫細胞、またはそれらの任意の誘導体、不死化
もしくは形質転換細胞から選択される請求項１７に記載の高発現細胞クローン。
【請求項１９】
　上記高発現細胞クローンの上記細胞が原核細胞である請求項１５に記載の高発現細胞ク
ローン。
【請求項２０】
　上記原核細胞が細菌細胞または藍藻細胞である請求項１９に記載の高発現細胞クローン
。
【請求項２１】
　上記少なくとも１つの目的のポリペプチドが可溶性ポリペプチドである請求項１５に記
載の高発現細胞クローン。
【請求項２２】
　上記少なくとも１つの目的のポリペプチドが免疫グロブリンまたは少なくとも１つのそ
の部分である請求項２１に記載の高発現細胞クローン。　
【請求項２３】
　目的のポリペプチドを発現する高発現細胞クローンを同定するために使用される半固形
培養基であって、該培地が細胞増殖培養基および蛍光性プロテインＡもしくはＧをさらに
含んでなるゼラチン化剤を含んでなる、上記半固形培養基。
【請求項２４】
　上記ゼラチン化剤がセルロースまたは寒天から選択される請求項２３に記載の半固形培
養基。
【請求項２５】
　上記セルロースがメチルセルロースである請求項２３に記載の半固形培養基。
【請求項２６】
　上記高発現細胞クローンが、上記高発現細胞株よりも低い上記目的タンパク質の発現を
有する細胞に比べて、結合したプロテインＡもしくはＧの高い相対的蛍光により検出可能
である、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　上記少なくとも１つの目的のポリペプチドが、増殖因子、サイトカイン、血液タンパク
質、神経伝達物質および薬理学的に活性なペプチドまたはそれらの任意の部分もしくは誘
導体の少なくとも１つから選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　上記少なくとも１つの目的のポリペプチドが、増殖因子、サイトカイン、血液タンパク
質、神経伝達物質、薬理学的に活性なペプチドから選択される少なくとも１つのアンタゴ
ニストである請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　上記アンタゴニストが抗体、抗体融合物、抗体フラグメントまたはその部分の少なくと
も１つから選択される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　上記培地が動物性成分を含まない請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　上記培地が動物性成分を含まない請求項２３に記載の半固形培養基。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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発明の背景
　本出願は２００７年３月３０日に出願された米国特許仮出願第６０，９０９０９７号の
優先権を主張し、これは引用により全部、本明細書に編入する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は目的のポリペプチドを発現している哺乳動物細胞クローンの同定に有用な遺伝
的スクリーニング法、関連する細胞およびその培養基に関する。この方法は目的のポリペ
プチドの高レベルの発現に関して、組換え細胞の高処理スクリーニングを可能とする。ま
た本発明は免疫グロブリンを高レベルで発現している哺乳動物細胞クローンのスクリーニ
ングおよび単離に有用なスクリーニング法も提供する。
【背景技術】
【０００３】
関連する背景
　組換えタンパク質（ｒ－タンパク質）は新興している種類の治療薬である。組換えタン
パク質生産のための安定なクローンを得るためには、通常、細胞を目的遺伝子および優性
遺伝子マーカーを含む発現ベクターでトランスフェクションを行うことが必要である。安
定なトランスフェクション体を選択するために、多くは抗生物質耐性遺伝子のような選択
可能なマーカーが目的の標的遺伝子と一緒にトランスフェクトされる。次いで選択は特異
的な抗生物質の存在下で行われる。発現ベクターのＤＮＡを取り込んだ細胞は適切な選択
培地中で生存する。
【０００４】
　現在、安定にトランスフェクトされた細胞のクローニングは、時間がかかりかつ大きな
労力を要する一連の限界希釈法を行うことに依っている。例えば多くの一般的に使用され
てる哺乳動物発現系は、安定にトランスフェクトされたチャイニーズハムスター卵巣（Ｃ
ＨＯ）細胞に基づき、そしてこの系のトランスフェクション効率はベクターＤＮＡを取り
込む細胞の１０～６０％の範囲である。しかしトランスフェクトされた遺伝子の発現をモ
ジュレートする染色体の様々な領域による位置の効果により、外来ＤＮＡをゲノムに安定
に取り込むクローン間で組換え遺伝子発現に広い変動が存在する。典型的には数百または
さらに数千ものトランスフェクトクローンが、組換えタンパク質生産における無作為な変
動による無作為な高生産体（ｈｉｇｈ　ｐｒｏｄｕｃｅｒｓ）についてスクリーニングさ
れる。したがって多くの場合で、高生産体のスクリーニングは、スクリーニングすべき莫
大な量の細胞および行われるべき複雑なアッセイにより、ｒ－タンパク質を発現する細胞
株の開発における律速工程となってきた。
【０００５】
　可溶性タンパク質はそれらの対応する抗体と相互作用して寒天のような固体または半固
形物質に沈殿を形成する。そのような１つの応用がマウスの骨髄腫変異体を検出するため
に使用されるイムノプレートアッセイである。簡単に説明すると、細胞は接触阻害を受け
る支持細胞層（ｆｅｅｄｅｒ　ｌａｙｅｒ）上の軟寒天中にクローン化される。クローン
化された細胞により分泌される免疫グロブリンと反応性の抗体もしくは抗原がプレートに
加えられ、そして寒天を通って拡散し、クローンの周囲に抗原－抗体沈殿を形成する。こ
の沈殿は暗い顆粒の集団として現れ、そして倒立顕微鏡で低もしくは中倍率下にて染みを
つくる。このアッセイはハイブリドーマおよび骨髄腫細胞の変異体を探すためだけでなく
、ハイブリドーマをクローン化し、そして所望の抗体を生産するサブクローンを同定する
ためにも使用された。また高生産体を同定するためにも使用できる。
【０００６】
　しかしこれまでにこの半固形寒天技術を、所望する抗体を生産するクローンのスクリー
ニングに使用した場合、幾つかの難点が報告された。例えば寒天を冷やしながら細胞を播
種するために適切な温度を使用できないことにより、哺乳動物細胞の良くない増殖が引き
起こされる。別のよくある問題は、たとえ顕微鏡下でも寒天培地中の沈殿を観察すること
が難しい点である。また沈殿サイズをタンパク質分泌のレベルに相関させることも難しい
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。
【０００７】
　組換えタンパク質生産には大量の組換えタンパク質を発現するクローン細胞株の生成が
必要である。高生産体クローンの生成は、他のクローンに関するタンパク質を定量的に測
定することができ、そして高生産体クローンを低生産体から効果的に分離できるアッセイ
が必要である。１つのアッセイにこれら２つの重要な特徴を有組み合わせることは困難で
あると認識されている。蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）およびＨａｌｏ（米国特許
出願第２００５０１１８６５２Ａ１号明細書）法は両特徴を合わせているが、ＦＡＣＳに
は分離したクローンの生存率の低下が伴い、そしてＨａｌｏ法はウサギ抗血清を使用し、
これには選択した細胞株についてウサギのウイルスに関するさらなる試験が必要である。
さらにＨａｌｏ法は部分的な予測のみであり、大量のクローンのスクリーニングが必要か
もしれない。別の広く使用されている手法では、クローンが最初に分離され、そして次に
アッセイを使用して組換えタンパク質を定量する。
【０００８】
　したがって、これらおよび当該技術分野で知られている他の問題の１もしくは複数を克
服し、かつ／または実質的に改良する、改善されかつ／または修飾されたスクリーニング
法を提供する必要性が存在する。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１Ａ－Ｂ】図１Ａは代表的なハロー生産細胞の写真である。１Ｂは蛍光性プロテイン
ＡもしくはＧハロー生産細胞を表す代表的な改善の写真である。図１：分泌されたタンパ
ク質の蛍光性プロテインＧに基づく検出アッセイの例。写真は１１日目に取った。Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８プロテインＧの最終濃度は、１６ｕｇ／ｍＬである。左の写真
は蛍光性コロニーを表し、一方、右の影像はすべてのコロニーを表す。非蛍光性コロニー
は丸く囲まれる。
【図２Ａ－Ｂ】図２Ａは代表的なハロー生産細胞の写真である。２Ｂは蛍光性プロテイン
ＡもしくはＧハロー生産細胞を表す代表的な改善の写真である。分泌されたタンパク質の
蛍光性プロテインＡに基づく検出アッセイの例。写真は１１日目に取った。Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ　４８８プロテインＡの最終濃度は、１３ｕｇ／ｍＬである。左の写真は蛍光
性コロニーを表し、一方、右の影像はすべてのコロニーを表す。非蛍光性コロニーは丸く
囲まれる。
【図３】図３はバッチ振盪フラスコの増殖力価（ｏｖｅｒｇｒｏｗｔｈ　ｔｉｔｅｒ）と
全蛍光との間の相関を示すグラフ表示である。
【図４Ａ】図４Ａは、各条件からの４８コロニーのグラフ表示であり、増殖力価の測定に
選択し、そして２４ウェル培養に増幅した最高蛍光強度を示す。
【図４Ｂ】図４Ｂは、実施例２で４５０～６００ｍｇ／Ｌの範囲と測定された上位６つの
サブクローン細胞株に関する２４ウェルの増殖力価のグラフ表示である。
【図５Ａ】図５Ａは、２４ウェル培養に増幅したクローンのグラフ表示である。２４ウェ
ルの増殖力値は０～１８ｍｇ／Ｌの範囲であった。
【図５Ｂ】図５Ｂは、２４ウェルの増殖力価（ｔｉｔｅｒ　ｏｖｅｒｇｒｏｗｔｈ）のグ
ラフ表示であり、ここで上位１０の最高発現クローンを振盪フラスコの増幅に選択した。
振盪フラスコ増殖力価の範囲は０～１２０ｍｇ／Ｌ（ＭＡＣＨ－１）の範囲であった。
【図６Ａ】図６Ａは、０～６５ｍｇ／Ｌ（６５ｍｇ／Ｌを生産するアウトライヤークロー
ンを含む）の範囲の２４ウェル培養に増幅した４８クローンの２４ウェル増殖力価のグラ
フ表示である。
【図６Ｂ】図６Ｂは、０～３３０ｍｇ／Ｌ（（ＭＡＣＨ－１）の範囲の上位１０個の細胞
株について測定されたバッチ振盪フラスコの増殖力価のグラフ表示である。
【発明の概要】
【００１０】
発明の要約
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　本発明は、目的のポリペプチドを発現する哺乳動物細胞のクローンを同定し、かつ／ま
たは特性決定するために有用な改善された遺伝的スクリーニング法、関連する細胞および
その培養基に関する。この方法は蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んでなるメチルセル
ロースを使用して、目的のポリペプチドの高レベル発現について、組換え細胞を高処理で
スクリーニングすることを可能とする。
【００１１】
　高生産性クローン（ｈｉｇｈ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｃｌｏｎｅ）を同定する手順が発
明された。組換えタンパク質（プロテインＡおよび／またはプロテインＧに対する親和性
を持つ）を発現している細胞は、蛍光性プロテインＡもしくはプロテインＧを含有する半
固形培地にまかれた細胞コロニーの表面および周囲に蛍光を生じる。細胞コロニーおよび
その周囲上の全蛍光は、分泌されたタンパク質の量に直接比例する。この手順は高生産体
であるクローンを低生産体または親細胞と効果的に区別する能力を有する。故にこの方法
は結果を損なうことなくスクリーニングの労力を減らす。
【００１２】
　１つの態様では、本発明は目的のポリペプチドを発現している高発現細胞クローンを選
択する方法を提供し、この方法は（ａ）蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んでなり、そ
して目的の該ポリペプチドを発現している半固形培養基中で培養された細胞から、高発現
細胞クローンを選択することを含んでなり、ここで蛍光性プロテインＡもしくはＧからの
蛍光レベルは各細胞または細胞群について該ポリペプチドの相対的発現を示す。加えて本
発明は、さらにそのような方法により同定された細胞クローンに関する。
【００１３】
　細胞は原核および真核細胞を含む任意の型であることができる。原核細胞には、限定す
るわけではないが細菌細胞または藍藻細胞を含むことができる。真核細胞には限定するわ
けではないが哺乳動物細胞、酵母細胞または昆虫細胞を含むことができる。好ましくは細
胞は真核細胞である。好適な態様では、本発明に従い使用することができる適切な細胞株
には、任意の形質転換または不死化哺乳動物細胞株がある。そのような細胞株には骨髄腫
細胞株、例えばＳｐ２／０，ＮＳＯ，ＮＳ１，ＣＨＯ，ＢＨＫ，Ａｇ６５３，Ｐ３Ｘ６３
Ａｇ８．６５３細胞（ＡＴＣＣ寄託番号ＣＲＬ－１５８０）およびＳＰ２／０－Ａｇｌ４
細胞（ＡＴＣＣ寄託番号ＣＲＬ－１８５１）、ＣＯＳ－１（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１
６５０），ＣＯＳ－７（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５１），ＨＥＫ２９３，ＢＨＫ２
１（例えばＡＴＣＣ　ＣＡＬ－１０），ＣＨＯ（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６１０，Ｃ
ＨＯ　ＤＸＢ－ｌｌ，ＣＨＯ　ＤＧ４４），ＢＳＣ－１（例えばＡＴＣＣ　ＣＡＬ－２６
）細胞株、ＨｅｐＧ２細胞，Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３，２９３細胞，ＨｅＬａ細胞，Ｎ
ＩＨ　３Ｔ３，ＣＤＳ－１，ＣＤＳ－７，ＮＩＨ　２７３等、あるいはそれらから誘導さ
れる任意の細胞（Ｂ細胞、抗体生産細胞、単離またはクローン化脾臓細胞もしくはリンパ
節細胞等を初めとするタンパク質生産細胞のような上記の細胞融合物を含む）がある。
【００１４】
　本発明はさらに目的のポリペプチドを単離する方法を提供し、この方法は上で述べた工
程（ａ）に加えて、細胞クローンを回収および培養し；そしてそれらから目的のポリペプ
チドを単離することを含んでなる。さらに本発明はそのような方法により単離された少な
くとも１つの目的のポリペプチドに関する。
【００１５】
　目的のポリペプチドは任意の適切な可溶性または膜結合ポリペプチドでよく、それらに
は例えば限定するわけではないが抗体、増殖因子、ホルモン、生物薬剤、受容体または合
成の目的のポリペプチドまたはそれらの部分を含む。
【００１６】
　好適な態様では、目的のポリペプチドは診断用もしくは治療用タンパク質である。診断
用もしくは治療用タンパク質は免疫グロブリン、サイトカイン、インテグリン、抗原、増
殖因子、受容体またはその融合タンパク質、その任意のフラグメント、またはその任意の
構造的または機能的類似体でよい。また診断用もしくは治療用タンパク質は細胞周期タン
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パク質、ホルモン、神経伝達物質、血液タンパク質、抗微生物剤、その任意のフラグメン
ト、またはその任意の構造的または機能的類似体でよい。
【００１７】
　好適な態様では、本発明の方法を使用して選択された細胞クローンは、齧歯類または霊
長類に由来する免疫グロブリンまたはそのフラグメントを生産することができる。あるい
は免疫グロブリンまたはそのフラグメントはキメラまたは工作されてもよい。実際に、本
発明はさらにヒト化、ＣＤＲ移植化、ファージ提示型、トランスジェニックマウス生産型
、至適化、突然変異化、無作為化または組換えられた免疫グロブリンまたはそのフラグメ
ントを発現する細胞クローンを同定する方法を意図している。
【００１８】
　免疫グロブリンまたはそのフラグメントには、限定するわけではないがＩｇＧｌ，Ｉｇ
Ｇ２，ＩｇＧ３，ＩｇＧ４，ＩｇＡｌ，ＩｇＡ２，ＩｇＤ，ＩｇＥ，ＩｇＭ，およびその
任意の構造的または機能的類似体を含むことができる。具体的態様では、本発明の細胞、
細胞株および細胞カルチャー中に発現される免疫グロブリンは、インフリキシマブ（ｉｎ
ｆｌｉｘｉｍａｂ）、キメラ抗－ＴＮＦアルファ抗体である。さらに本発明の方法を使用
して単離される免疫グロブリンフラグメントには、限定するわけではないがＦ（ａｂ’）

２，Ｆａｂ’，Ｆａｂ，Ｆｃ，Ｆａｃｂ，Ｆｃ’，Ｆｄ，Ｆｖおよびその任意の構造的ま
たは機能的類似体を含むことができる。具体的態様では、免疫グロブリンフラグメントは
アブシキシマブである。
【００１９】
　目的のポリペプチドはさらに限定するわけではないが抗原、サイトカイン、インテグリ
ン、抗原、増殖因子、ホルモン、神経伝達物質、受容体またはその融合タンパク質、血液
タンパク質、抗微生物剤、その任意のフラグメント、および前記の任意の構造的または機
能的類似体を含むことができる。
【００２０】
　本発明の一態様では、目的のポリペプチドはインテグリンである。本発明により意図さ
れるインテグリンの例には、限定するわけではないがα１，α２，α３，α４，α５，α
６，α７，α８，α９，αＤ，αＬ，αＭ，αＶ，αＸ，αＩＩｂ，αＩＥＬｂ，β１，
β２，β３，β４，β５，β６，β７，β８，α１β１，α２β１，α３β１，α４β１
，α５β１，α６β１，α７β１，α８β１，α９β１，α４β７，α６β４，αＤβ２
，αＬβ２，αＭβ２，αＶβ１，αＶβ３，αＶβ５，αＶβ６，αＶβ８，αＸβ２
，αＩＩｂβ３，αＩＥＬｂβ７，およびその任意の構造的または機能的類似体を含む。
【００２１】
　本発明の一態様では、目的のポリペプチドは抗原である。抗原は限定するわけではない
がバクテリア、ウイルス、血液タンパク質、ガン細胞マーカー、プリオン、真菌およびそ
の構造的または機能的類似体を含む多くの供給源に由来することができる。
【００２２】
　さらに別の態様では、目的のポリペプチドは増殖因子である。本発明で意図する増殖因
子の例には限定するわけではないが、ヒト成長因子、血小板由来増殖因子、上皮増殖因子
、繊維芽細胞増殖因子、神経成長因子、絨毛性ゴナドトロピン、エリスロポエチン、アク
チビン、インヒビン、骨形成タンパク質、トランスフォーミング増殖因子、インスリン－
様増殖因子、およびその任意の構造的または機能的類似体を含む。
【００２３】
　さらに別の態様では、目的のポリペプチドはサイトカインである。本発明で意図するサ
イトカインの例には限定するわけではないが、インターロイキン、インターフェロン、コ
ロニー刺激因子、腫瘍壊死因子、接着分子、アンギオゲニン、アネキシン、ケモカインお
よびその任意の構造的または機能的類似体を含む。
【００２４】
　さらに別の態様では、目的のポリペプチドは成長ホルモンである。成長ホルモンには限
定するわけではないが、ヒト成長ホルモン、プロラクチン、卵胞刺激ホルモン、絨毛性ゴ
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ナドトロピン、黄体化ホルモン、甲状腺刺激ホルモン、副甲状腺ホルモン、エストロゲン
、プロゲステロン、テストステロン、インスリン、プロインスリンおよびその任意の構造
的または機能的類似体を含むことができる。
【００２５】
　さらに本発明は、本明細書に教示する方法を使用した神経伝達物質の発現に関する。神
経伝達物質の例には限定するわけではないが、エンドロフィン、副腎皮質刺激ホルモン放
出ホルモン、副腎皮質刺激ホルモン、バソプレッシン、ギラクチド、Ｎ－アセチルアスパ
ルチルグルタメート、プレ－オピオメラノコルチン（ｐｒｅ－ｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏ
ｒｔｉｎ）由来ペプチド神経伝達物質、それらのアンタゴニストおよびそれらのアゴニス
トを含む。
【００２６】
　別の態様では、目的のポリペプチドは受容体または融合タンパク質である。受容体また
は融合タンパク質には限定するわけではないが、インターロイキン－１、インターロイキ
ン－１２、腫瘍壊死因子、エリスロポエチン、組織プラスミノーゲンアクチベーター、ト
ロンボポエチン、およびその任意の構造的または機能的類似体を含むことができる。
【００２７】
　あるいは組換え血液タンパク質を本発明の方法により単離することができる。そのよう
な組換えタンパク質には限定するわけではないが、エリスロポエチン、トロンボポエチン
、組織プラスミノーゲンアクチベーター、フィブリノーゲン、ヘモグロビン、トランスフ
ェリン、アルブミン、プロテインｃおよびその任意の構造的または機能的類似体を含むこ
とができる。
【００２８】
　別の態様では、目的のポリペプチドは組換え抗微生物剤である。本発明により意図され
る抗微生物剤の例には、例えばベータ－ラクタム、アミノグリコシド、ポリペプチド抗生
物質およびその任意の構造的または機能的類似体を含むことができる。
【００２９】
　さらに本発明は、細胞増殖培地、蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んでなるゼラチン
化剤を含んでなる半固形の捕捉培地を提供する。ゼラチン化剤は水性の細胞増殖培地に溶
解した時に、細胞を培養するために適する温度下で半固形のゲルを形成する任意のポリマ
ーであることができる。ゼラチン化剤は限定するわけではないが、寒天、アガロース、メ
チルセルロース、マトリゲル、コラーゲン、ゼラチンまたは他の類似物質から選択するこ
とができる。好ましくはゼラチン化剤は、メチルセルロースである。そのような本発明の
培地組成および配合は、目的のポリペプチドと捕捉分子との間に形成される沈殿のハロー
を監視することにより、目的のポリペプチドを発現する細胞の同定を可能とし、この検出
は蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んでなるゼラチン化剤を使用することにより強化さ
れる。したがって本発明は特異的な培地、組成およびその作成および使用法を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
発明の説明
　多くの一般に使用されている哺乳動物発現系では、安定にトランスフェクトされた細胞
のクローニングが時間と労力を要する工程となる。多くの場合、組換えタンパク質生産で
の無作為な変化により、高生産体について数百、あるいは数千ものトランスフェクトされ
たクローンがスクリーニングされる。本発明は目的のポリペプチドを高レベルで生産する
クローンをスクリーニングするための改善された、迅速な方法に関する。この方法は、目
的のポリペプチドに結合した時、蛍光を発する蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んでな
る半固形の検出または捕捉培地中で、結合した蛍光性プロテインＡまたはプロテインＧ、
受容体および／またはリガンドと目的のポリペプチドとの間に形成される蛍光に基づく。
【００３１】
　例えば組換えタンパク質を発現する細胞が、蛍光性プロテインＡもしくはプロテインＧ
を含有するメチルセルロース培地中に播かれた場合、蛍光を細胞コロニー上およびそれら



(9) JP 2010-523119 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

の周囲で見ることが可能である。細胞コロニー上およびそれらの周囲での蛍光性プロテイ
ンＡまたはプロテインＧの濃度は、細胞コロニーから分泌されるタンパク質の量に直接比
例する。プロテインＡまたはプロテインＧと分泌されたタンパク質との間の複合体形成は
、組換えタンパク質生産細胞コロニーの周囲の遊離プロテインＡまたはプロテインＧの減
少を導く。平衡は遊離プロテインＡまたはプロテインＧが細胞コロニーの周囲領域に自然
に拡散することにより達成される。全体として、これは組換えタンパク質生産細胞コロニ
ーの上または周囲に大量の蛍光性プロテインＡまたはプロテインＧを生じる。
【００３２】
　当該技術分野ではトランスフェクトされた細胞が長期間連続培養され続けると、あるい
は培養中の細胞が単一細胞クローンから派生しなくなると、それらは再度クローン化され
る必要があるかもしれないことは周知である。本発明はまた、この目的を迅速に達成する
方法も提供する。
【００３３】
　本発明の一つの態様では、目的のポリペプチドを発現している高発現細胞クローンを選
択する方法を提供し、この方法は（ａ）蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んでなり、そ
して目的の該ポリペプチドを発現している半固形培養基中で培養された細胞から高発現細
胞クローンを選択することを含んでなり、ここで該細胞は目的のポリペプチドと相互作用
する蛍光性プロテインＡもしくはＧと接触するので、該蛍光レベルは各細胞または細胞群
について該ポリペプチドの相対的発現を示す。好適な態様では、半固形捕捉培地がメチル
セルロースまたは寒天に基づく。
【００３４】
　別の態様では、本発明は目的のポリペプチドを単離する方法を提供し、この方法は上で
述べた（ａ）に加えて、細胞クローンを回収そして培養し；そしてそれらから目的のポリ
ペプチドを単離する工程を含んでなる。
【００３５】
目的のポリペプチド
　本発明のポリペプチドには限定するわけではないが、免疫グロブリン、インテグリン、
抗原、増殖因子、細胞周期タンパク質、サイトカイン、ホルモン、神経伝達物質、受容体
またはその融合タンパク質、血液タンパク質、抗微生物剤、またはそのフラグメント、ま
たはその構造的もしくは機能的類似体を含む。以下の記載は本発明の範囲を限定するもの
ではなく、むしろ本発明の広さを具体的に説明する。
【００３６】
　例えば、本発明の一つの態様では、免疫グロブリンはヒトまたはヒト以外のポリクロー
ナルまたはモノクローナル抗体に由来するものでよい。具体的にはこれらの免疫グロブリ
ン（抗体）は、組換えおよび／または合成のヒト、霊長類、齧歯類、哺乳動物、キメラ、
ヒト化またはＣＤＲ－移植化抗体、およびそれらに対する抗－イディオタイプ抗体でよい
。またこれらの抗体は、様々な短縮化形態でも生産されることができ、この場合、抗体の
種々の部分が遺伝子工学的技術を使用して一緒に連結される。ここで使用するような「抗
体」、「抗体フラグメント」、「抗体バリアント」、「Ｆａｂ」等は、限定するわけでは
ないが、本発明の細胞培養で発現することができる重もしくは軽鎖のＣＤＲ、またはその
リガンド結合部分、重鎖または軽鎖可変領域、重鎖または軽鎖定常領域、フレイムワーク
領域、あるいはそれらの任意の部分の少なくとも一つのような免疫グロブリン分子の少な
くとも一部分を含んでなる任意のタンパク質－またはペプチド－含有分子である。そのよ
うな抗体は場合によりさらに、限定するわけではないがそのような抗体が少なくとも１つ
の標的活性もしくは結合、または受容体活性もしくは結合をｉｎ　ｖｉｔｒｏ，ｉｎ　ｓ
ｉｔｕおよび／またはｉｎ　ｖｉｖｏでモジュレートし、減少し、増加し、拮抗し、作用
し、和らげ、軽減し、遮断し、阻害し、排除し、かつ／または妨害するような特異的リガ
ンドに影響を及ぼす。
【００３７】
　本発明の一態様では、そのような抗体またはその機能的等価物は「ヒト」由来であるこ
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記載するか、または当該技術分野で周知の方法を介して調製することができる。
【００３８】
　用語「抗体」はさらに抗体、消化フラグメント、特異的部分およびそのバリアント（抗
体模倣物を含むか、または抗体もしくは特異的フラグメントもしくはその部分の構造およ
び／または機能を模する抗体の部分を含んでなり、それらには単鎖抗体およびそのフラグ
メントを含む）を包含することを意図し、それらは本発明の細胞培養で発現される。この
ように本発明は生物学的分子（抗原または受容体のような）またはその部分に結合するこ
とができる抗体フラグメントを包含し、それらには限定するわけではないが、Ｆａｂ（例
えばパパイン消化による）、Ｆａｂ’（例えばペプシン消化および部分的還元による）、
およびＦ（ａｂ’）２（例えばペプシン消化による）、ｆａｃｂ（例えばプラスミン消化
による）、ｐＦｃ’（例えばペプシンもしくはプラスミン消化による）、Ｆｄ（例えばペ
プシン消化、部分的還元および再凝集による）、ＦｖもしくはｓｃＦｖ（例えば分子生物
学技法による）フラグメントがある。例えば免疫学における現在の手法（Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）（Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，ＮＹ，ＮＹ１９９２－２００７を参
照にされたい）。
【００３９】
　本発明の細胞クローンで発現される目的のポリペプチドの性質および供給源は、限定さ
れない。以下ものは、本明細書における教示に従って用いることができる種々のタンパク
質、ペプチドおよび生物学的分子の一般的な考察である。これらの記載は、本発明の範囲
を限定する働きをせず、むしろ本発明の幅を具体的に説明する。
【００４０】
　従って、本発明の一つの態様は、１つもしくは複数の増殖因子を含むことができる。簡
潔に言えば、増殖因子は、細胞増殖および／もしくは分化を活性化するという主要な結果
を有する、細胞表面上の受容体に結合するホルモンもしくはサイトカインタンパク質であ
る。多数の増殖因子は非常に多用途であり、多数の異なる細胞型において細胞分裂を刺激
し；一方、あるものは特定の細胞型に特異的である。以下の表１は幾つかの因子を提示す
るが、包括的もしくは完全であるものではなく、より一般的に既知である因子およびそれ
らの主要活性の幾つかを紹介するものである。
【００４１】
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【表１－１】

【００４２】
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【表１－２】

【００４３】
　本発明に従って製造することができる追加の増殖因子には、アクチビン（Ｖａｌｅ　ｅ
ｔ　ａｌ．，３２１　Ｎａｔｕｒｅ　７７６（１９８６）；Ｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，３
２１　Ｎａｔｕｒｅ　７７９（１９８６））、インヒビン（米国特許第４，７３７，５７
８号；同第４，７４０，５８７号明細書）および骨形成タンパク質（ＢＭＰ）（米国特許
第５，８４６，９３１号明細書；Ｗｏｚｎｅｙ，Ｃｅｌｌｕｌａｒ　＆　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｂｏｎｅ　１３１－１６７（１９９３））を含む。
【００４４】
　上記に説明する増殖因子に加えて、本発明は他のサイトカインを標的とするかもしくは
使用することができる。主として白血球から分泌され、サイトカインは体液性および細胞
性免疫応答の両方、ならびに食細胞の活性化を刺激する。リンパ球から分泌されるサイト
カインはリンホカインと呼ばれ、一方、単球もしくはマクロファージにより分泌されるも
のはモノカインと呼ばれる。サイトカインの多くのファミリーが、体の様々な細胞により
生産される。リンホカインの多くは白血球により分泌されるだけではないので、インター
ロイキン（ＩＬ）としても知られており、造血起源の細胞を標的とする増殖因子である。
同定されたインターロイキンのリストは増え続ける。例えば、米国特許第６，１７４，９
９５号；同第６，１４３，２８９号明細書；Ｓａｌｌｕｓｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，１８　Ａ
ｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．５９３（２０００）；Ｋｕｎｋｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，
５９　Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃｙｔｏ　Ｂｉｏｌ．８１（１９９６）を参照されたい。
【００４５】
　本発明に包含される追加の増殖因子／サイトカインには、ヒト成長ホルモン（ＨＧＨ）
、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ、ＦＳＨαおよびＦＳＨβ）、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（
ＨＣＧ、ＨＣＧα、ＨＣＧβ）、ｕＦＳＨ（尿性卵胞性刺激ホルモン）、ゴナトロピン放
出ホルモン（ＧＲＨ）、成長ホルモン（ＧＨ）、黄体形成ホルモン（ＬＨ、ＬＨα、ＬＨ
β）、ソマトスタチン、プロラクチン、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ、ＴＳＨα、ＴＳＨ
β）、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＴＲＨ）のような下垂体ホルモン、副甲状腺ホ
ルモン、エストロゲン、プロゲステロン、テストステロン、またはその構造もしくは機能
性類似体が包含される。これらのタンパク質およびペプチドの全ては、当該技術分野にお
いて既知である。
【００４６】
　またサイトカインファミリーには、腫瘍壊死因子、コロニー刺激因子およびインターフ
ェロンも包含される。例えば、Ｃｏｓｍａｎ，７　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｌｌ（１９９６）；
Ｇｒｕｓｓ　ｅｔ　ａｌ．，８５　Ｂｌｏｏｄ　３３７８（１９９５）；Ｂｅｕｔｌｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．，７　Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６２５（１９８９）；Ａｇｇ
ａｒｗａｌ　ｅｔ　ａｌ．，２６０　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３４５（１９８５）；
Ｐｅｎｎｉｃａ　ｅｔ　ａｌ．，３１２　Ｎａｔｕｒｅ　７２４（１９８４）；Ｒ＆Ｄ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｍｉｎｉ－Ｒｅｖｉｅｗｓ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ
．ｒｎｄｓｙｓｔｅｍｓ．ｃｏｍを参照されたい。
【００４７】
　いくつかのサイトカインを以下の表２で簡単に紹介する。
【００４８】
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【表２－１】

【００４９】



(14) JP 2010-523119 A 2010.7.15

10

20

30

40

【表２－２】

【００５０】



(15) JP 2010-523119 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

【表２－３】

【００５１】
　本明細書に記述する本発明により製造することができる興味深い他のサイトカインには
、接着分子（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｉ（１９
９６），ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｎｄｓｙｓｔｅｍｓ．ｃｏｍで）；アンギオジェニン
（米国特許第４，７２１，６７２号明細書；Ｍｏｅｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２２６　Ｅｕ
ｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．４８３（１９９４））；アネキシンＶ（Ｃｏｏｋｓｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，２０　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４６３（１９９４）；Ｇｒｕｎｄｍａｎｎ　ｅｔ　
ａｌ．，８５　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　３７０８（１９８８）
；米国特許第５，７６７，２４７号明細書）；カスパーゼ（米国特許第６，２１４，８５
８号明細書；Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，２８１　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１３１２
（１９９８））；ケモカイン（米国特許第６，１７４，９９５号；同第６，１４３，２８
９号明細書；Ｓａｌｌｕｓｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，１８　Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ　５９３（２０００）Ｋｕｎｋｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，５９　Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　
Ｂｉｏｌ．８１（１９９６））；エンドセリン（米国特許第６，２４２，４８５号；同第
５，２９４，５６９号；同第５，２３１，１６６号明細書）；エオタキシン（米国特許第
６，２７１，３４７号明細書；Ｐｏｎａｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，９７（３）Ｊ．Ｃｌｉｎ．
Ｉｎｖｅｓｔ．６０４－６１２（１９９６））；Ｆｌｔ－３（米国特許第６，１９０，６
５５号明細書）；ヘレグリン（米国特許第６，２８４，５３５号明細書；同第６，１４３
，７４０号；同第６，１３６，５５８号；同第５，８５９，２０６号；同第５，８４０，
５２５号明細書）；レプチン（Ｌｅｒｏｙ　ｅｔ　ａｌ．，２７１（５）Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２３６５（１９９６）；Ｍａｆｆｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，９２　Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　６９５７（１９９５）；Ｚｈａｎｇ　Ｙ．ｅｔ　ａｌ
．（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３７２：４２５－４３２）；マクロファージ刺激タンパク
質（ＭＳＰ）（米国特許第６，２４８，５６０号；同第６，０３０，９４９号；同第５，
３１５，０００号明細書）；神経栄養因子（米国特許第６，００５，０８１号；同第５，
２８８，６２２号明細書）；プレイオトロフィン／ミッドカイン（ＰＴＮ／ＭＫ）（Ｐｅ
ｄｒａｚａ　ｅｔ　ａｌ．，１１７　Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．８４５（１９９５）；Ｔａｍ
ｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，３　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　２１（１９９５）；米国特許第５，２
１０，０２６号明細書；Ｋａｄｏｍａｔｓｕ　ｅｔ　ａｌ．，１５１　Ｂｉｏｃｈｅｍ．
Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．１３１２（１９８８））；ＳＴＡＴタンパク質
（米国特許第６，０３０，８０８号；同第６，０３０，７８０号明細書；Ｄａｒｎｅｌｌ
　ｅｔ　ａｌ．，２７７　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１６３０－１６３５（１９９７））；腫瘍壊
死因子ファミリー（Ｃｏｓｍａｎ，７　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｌｌ（１９９６）；Ｇｒｕｓｓ
　ｅｔ　ａｌ．，８５　Ｂｌｏｏｄ　３３７８（１９９５）；Ｂｅｕｔｌｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，７　Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６２５（１９８９）；Ａｇｇａｒｗａｌ
　ｅｔ　ａｌ．，２６０Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２３４５（１９８５）；Ｐｅｎｎｉｃ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，３１２　Ｎａｔｕｒｅ　７２４（１９８４））が包含される。
【００５２】
　本発明はまた、一般に血漿中を循環しそして凝血および血栓溶解を調節するために重要
である膨大な一群のタンパク質の総称である血液タンパク質に影響を及ぼすために用いる
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こともできる。例えば、Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ
．，ＨＴＩ　ＣＡＴＡＬＯＧ、ｗｗｗ．ｈａｅｍｔｅｃｈ．ｃｏｍを参照されたい。表３
は、限定されない様式で本発明により意図される血液タンパク質のいくつかを紹介する。
【００５３】
【表３－１】

【００５４】
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【００５５】
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【表３－３】

【００５６】
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【表３－４】

【００５７】
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【表３－５】

【００５８】
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【表３－６】

【００５９】
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【表３－７】

【００６０】
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【表３－８】

【００６１】
　本明細書において意図される追加の血液タンパク質には、以下のヒト血清タンパク質が
包含され、これらはまたタンパク質の別のカテゴリー（ホルモンもしくは抗原のような）
にも分類され得る：アクチン、アクチニン、アミロイド血清Ｐ、アポリポタンパク質Ｅ、
Ｂ２－ミクログロブリン、Ｃ－反応性タンパク質（ＣＲＰ）、コレステリルエステル転送
タンパク質（ＣＥＴＰ）、補体Ｃ３Ｂ、セルロプラスミン（Ｃｅｒｕｐｌａｓｍｉｎ）、
クレアチンキナーゼ、シスタチン、サイトケラチン８、サイトケラチン１４、サイトケラ
チン１８、サイトケラチン１９、サイトケラチン２０、デスミン、デスモコリン３、ＦＡ
Ｓ（ＣＤ９５）、脂肪酸結合タンパク質、フェリチン、フィラミン、グリア線維酸性タン
パク質、グリコーゲンホスホリラーゼアイソザイムＢＢ（ＧＰＢＢ）、ハプトグロブリン
、ヒトミオグロビン、ミエリン塩基性タンパク質、ニューロフィラメント、胎盤ラクトゲ
ン、ヒトＳＨＢＧ、ヒト甲状腺ペルオキシダーゼ、受容体関連タンパク質、ヒト心筋トロ
ポニンＣ、ヒト心筋トロポニンＩ、ヒト心筋トロポニンＴ、ヒト骨格筋トロポニンＩ、ヒ
ト骨格筋トロポニンＴ、ビメンチン、ビンキュリン、トランスフェリン受容体、プレアル
ブミン、アルブミン、アルファ－１－酸性糖タンパク質、アルファ－１－抗キモトリプシ
ン、アルファ－１－抗トリプシン、アルファ－フェトプロテイン、アルファ－１－ミクロ
グロブリン、ベータ－２－ミクログロブリン、Ｃ－反応性タンパク質、ハプトグロブリン
、ミオグロブリン、プレアルブミン、ＰＳＡ、前立腺酸性ホスファターゼ、レチノール結
合タンパク質、チログロブリン、甲状腺ミクロソーム抗原、チロキシン結合グロブリン、
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ル結合グロブリン（ＲＢＰ）。これらのタンパク質の全ておよびその供給源は、当該技術
分野において既知である。これらのタンパク質の多くは、例えば、リサーチダイアグノス
ティック社（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．）（フランダース、
ニュージャージー州）から市販されている。
【００６２】
　また本発明の細胞クローンは、神経伝達物質もしくはその機能性部分を発現することが
できる。神経伝達物質は、ニューロンにより作られそしてそれらが神経を分布する他のニ
ューロンもしくは非ニューロン細胞（例えば、骨格筋；心筋、松果体細胞）にシグナルを
伝達するためにそれらにより用いられる化学物質である。神経伝達物質は、それらの発生
ニューロンが興奮する（すなわち、脱分極されるようになる）場合にシナプスに放出され
、そして次にシナプス後細胞の膜の受容体に結合することによりそれらの効果を発揮する
。これは、その膜を横切る特定のイオンのフラックスに変化をもたらし、神経伝達物質が
たまたま興奮性である場合には細胞を脱分極するようする可能性が高く、もしくはそれが
抑制性である場合には可能性が低い。神経伝達物質はまた、シナプス後細胞における他の
シグナル伝達分子（「二次メッセンジャー」）の生産を調節することによりそれらの効果
をもたらすこともできる。例えばＣＯＯＰＥＲ，ＢＬＯＯＭ　＆　ＲＯＴＨ，ＴＨＥ　Ｂ
ＩＯＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＢＡＳＩＳ　ＯＦ　ＮＥＵＲＯＰＨＡＲＭＡＣＯＬＯＧＹ（第７
版、オックスフォード大学出版（７ｔｈ　Ｅｄ．Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ．
）ＮＹＣ，１９９６）；ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｉｎｄｓｔａｔｅ．ｅｄｕ／ｔｈｃｍｅ
／ｍｗｋｉｎｇ／ｎｅｒｖｅｓを参照されたい。本発明において意図される神経伝達物質
には、アセチルコリン、セロトニン、γ－アミノ酪酸塩（ＧＡＢＡ）、グルタミン酸塩、
アスパラギン酸塩、グリシン、ヒスタミン、エピネフリン、ノルエピネフリン、ドーパミ
ン、アデノシン、ＡＴＰ、一酸化窒素、およびプレ－オピオメラノコルチン（ＰＯＭＣ）
由来のもののようなペプチド性神経伝達物質のいずれか、ならびに前述のいずれかのアン
タゴニストおよびアゴニストが包含されるがこれらに限定されるものではない。
【００６３】
　多数の他のタンパク質もしくはペプチドは、本明細書に記述するように標的としてもし
くは標的結合部分の供給源として役立つことができる。表４は、本発明の標的として役立
つか、もしくはその機能性誘導体の供給源として役立つことができるいくつかの薬理活性
ペプチドの限定されないリストおよび説明を提示する。
【００６４】



(25) JP 2010-523119 A 2010.7.15

10

20

30

40

【表４－１】

【００６５】
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【表４－２】

【００６６】
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【表４－３】

【００６７】
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【表４－４】

【００６８】



(29) JP 2010-523119 A 2010.7.15

10

20

30

40

【表４－５】

【００６９】
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【表４－６】

【００７０】
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【表４－７】

【００７１】
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【表４－８】

【００７２】
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【表４－９】

【００７３】
　慢性関節リウマチの病因には２つの枢要のサイトカイン、ＩＬ－１およびＴＮＦ－αが
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ある。それらは相乗的に作用して他のサイトカイン、ＣＯＸ－２を互いに誘導する。研究
では、ＩＬ－１が主に慢性関節リウマチ患者の骨および関節の破壊の主要なメディエータ
ーであるのに対し、ＴＮＦ－αは炎症の主要メディエーターと思われることを示唆する。
【００７４】
　本発明の好適な態様では、目的のポリペプチドが腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦα）、
炎症促進性サイトカインに結合する。２００１年８月２１日に発効された米国特許第６，
２７７，９６９号明細書；２０００年７月１０日に発効された米国特許第６，０９０，３
８２号明細書。抗－ＴＮＦα抗体は治療薬として大変有望であることが示された。例えば
セントコール社（モルヴァン、ペンシルバニア州）からＲＥＭＩＣＡＤＥ（商標）として
市販されているインフリキシマブが、クローンおよび慢性関節リウマチのような幾つかの
慢性自己免疫疾患の処置に使用された。Ｔｒｅａｃｙ，１９（４）Ｈｕｍ．Ｅｘｐ．Ｔｏ
ｘｉｃｏｌ．２２６－２８（２０００）；またＣｈａｎｔｒｙ，２（１）Ｃｕｒｒ．Ｏｐ
ｉｎ．Ａｎｔｉ－Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ　Ｉｎ
ｖｅｓｔ．Ｄｒｕｇｓ　３１－３４（２０００）；Ｒａｎｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，３４（
４）Ｂｒｉｔ．Ｊ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ　３３４－４２（１９９５）を参照された
い。好ましくは目的のポリペプチドのＴＮＦα結合部分の露出したアミノ酸は、ヒトのま
たはヒト化アミノ酸配列のようにヒトで最少の抗原性を持つものである。これらのペプチ
ド同一性は、上記のようにライブラリーをスクリーニングすることにより、ヒトのアミノ
酸配列をマウスに由来するパラトープ（Ｓｉｅｇｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，７（１）Ｃｙｔｏ
ｋｉｎｅ　１５－２５（１９９５）；１９９２年７月９日に公開された国際公開第ＷＯ　
９２／１１３８３号パンフレット）、またはサルに由来するパラトープ（１９９３年２月
４日に公開された国際公開第ＷＯ　９３／０２１０８号パンフレット）ヘ移植することに
より、あるいはキセノマウス（ｘｅｎｏｍｉｃｅ）（１９９６年１０月３１日に公開され
た国際公開第ＷＯ　９６／３４０９６号パンフレット）を使用することにより作成するこ
とができる。あるいはマウスに由来する抗－ＴＮＦα抗体が効力を現した。Ｓａｒａｖｏ
ｌａｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，１６９（１）Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．２１４－１７（１９
９４）。
【００７５】
　あるいは抗体から誘導する代わりに、目的のポリペプチドのＴＮＦα結合部分は、ＴＮ
Ｆα受容体から誘導してもよい。例えばエタネルセプトは組換えの可溶性ＴＮＦα受容体
分子であり、皮下に投与され、そして患者血清中のＴＮＦαに結合し、それを生物学的に
不活性にする。エタネルセプトは、ヒトＩｇＧ１のＦｃ部分に結合したヒト７５キロダル
トン（ｐ７５）の腫瘍壊死因子受容体（ＴＮＦＲ）の細胞外リガンド結合部分からなる二
量体の融合タンパク質である。エタネルセプトのＦｃ成分はＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメ
インおよびヒンジ領域を含むが、ＩｇＧ１のＣＨ１ドメインは含まない。エタネルセプト
は組換えＤＮＡ技法によりチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）哺乳動物細胞発現系で
生産される。これは９３４個のアミノ酸からなり、そして約１５０キロダルトンの見かけ
上の分子量を有する。エタネルセプトは、イムネックス社（Ｉｍｍｕｎｅｘ　Ｃｏｒｐ）
（シアトル、ワシントン州）により製造されたＥＮＢＲＥＬ（商標）として得ることがで
きる。エタネルセプトは慢性関節リウマチに効力がある。Ｈｕｇｈｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，
１５（６）ＢＩＯＤＲＵＧＳ　３７９－９３（２００１）。
【００７６】
　ｐ５５と同定されたヒトＴＮＦ受容体の別の形態も存在する。Ｋａｌｉｎｋｏｖｉｃｈ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｎｆｅｒｏｎ　＆　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｒｅｓ．１５７４９－５
７（１９９５）。この受容体も治療での使用に調査されてきた。例えばＱｉａｎ　ｅｔ　
ａｌ．１１８　Ａｒｃｈ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．１６６６－７１（２０００）を参照に
されたい。可溶性ｐ５５ＴＮＦ受容体の以前の製剤は、ポリエチレングリコールと結合さ
れ［ｒ－ｍｅｔＨｕＴＮＦｂｐ　ＰＥＧ化二量体（ＴＮＦｂｐ）］、臨床的効力を示した
が、多回投与での薬剤の排除が増す抗体の発生により慢性的適用には適さなかった。第２
世代の分子はＴＮＦｂｐの抗原性エピトープを除去するように設計され、そして慢性関節



(35) JP 2010-523119 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

リウマチの患者の処置に有用となり得る。Ｄａｖｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｅｕｒｏ
ｐｅａｎ　Ｃｏｎｇ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，Ｎｉｃｅ，Ｆｒａｎｃｅ（Ｊｕｎｅ　
２１－２４　２０００）で報告。
【００７７】
　ＩＬ－１受容体アンタゴニスト（ＩＬ－１Ｒａ）は、慢性関節リウマチにおいてＩＬ－
１αおよびＩＬ－１βの破壊的影響のバランスを取ることにより抗炎症特性を示すが、い
かなる細胞内応答も誘導しない自然に存在するサイトカインアンタゴニストである。した
がって本発明の好適な態様では、目的のポリペプチドはＩＬ－１Ｒａまたはその構造的ま
たは機能的類似体を含んでなる。ＩＬ－１Ｒａの２種の構造的バリアント：単球、マクロ
ファージ、好中球および他の細胞から分泌される１７－ｋＤａ形（ｓＩＬ－１Ｒａ）、な
らびにケラチノサイトおよび他の上皮細胞の細胞質、単球および繊維芽細胞中に留まる１
８－ｋＤａ形（ｉｃＩＬ－１Ｒａ）が存在する。ＩＬ－１Ｒａのさらなる１６－ｋＤａ細
胞内アイソフォームが好中球、単球および肝細胞に存在する。ＩＬ－１Ｒａの両主要アイ
ソフォーム形は、交互に第１エキソンの使用を介して同じ遺伝子から転写される。ＩＬ－
１Ｒａの生産は癒着性ＩｇＧ、他のサイトカインおよび細菌性もしくはウイルス成分を含
む多くの物質により刺激される。マウスでのＩＬ－１Ｒａの組織分布は、ｓＩＬ－１Ｒａ
が主に末梢血細胞、肺、脾臓および肝臓に見いだされ、一方ｉｃＩＬ－１Ｒａは皮膚に大
量に見いだされることを示す。トランスジェニックおよびノックアウトマウスでの実験で
は、ＩＬ－１Ｒａが内毒素誘導型損傷に対する宿主防御に重要であることを示す。ＩＬ－
１Ｒａは肝細胞により生産され、急性期タンパク質の特徴を持つ。内因性ＩＬ－１Ｒａは
ヒト自己免疫および慢性炎症疾患で生産される。中和する抗－ＩＬ－１Ｒａ抗体の使用に
より、内因性ＩＬ－１Ｒａは関節炎、大腸炎および肉芽腫性肺疾患で重要な天然の抗炎症
性タンパク質であることが証明された。ＩＬ－１Ｒａで６カ月間処置された慢性関節リウ
マチの患者は、臨床的パラメーターおよび関節傷害のＸ線撮影結果に改善を表した。Ａｒ
ｅｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，１６　Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２７－５５（１９９８
）。
【００７８】
　本発明の細胞クローンにより発現され得るＩＬ－１Ｒａのさらに別の例は、インターロ
イキン－１１７．３　Ｋｄ　ｍｅｔ－ＩＬ１ｒａと呼ばれる組換えヒトバージョン、また
はアムジェン（Ａｍｇｅｎ：サンフランシスコ、カリフォルニア州）により生産され、そ
してＫＩＮＥＲＥＴ（商標）という名前のＡｎａｋｉｎｒａである。Ａｎａｋｉｎｒａは
、慢性関節リウマチの患者を含む臨床試験でも可能性を示した（ｔｈｅ　６５ｔｈ　Ａｎ
ｎ．Ｓｃｉ．Ｍｅｅｔｉｎｇ　ｏｆ　Ａｍ．Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ
．Ｎｏｖ．１２，２００１で報告された）。
【００７９】
　本発明の別の態様において、本発明の細胞クローンにより発現される目的のポリペプチ
ドはインターロイキン１２（ＩＬ－１２）またはそのアンタゴニストである。ＩＬ－１２
は、ジスルフィド結合した３５および４０ｋＤのグリコシル化ポリペプチド鎖からなるヘ
テロ二量体サイトカインである。このサイトカインは樹状細胞、単球、マクロファージ、
Ｂ細胞、ランゲルハンス細胞およびケラチノサイト、ならびにナチュラルキラー（ＮＫ）
細胞を含む抗原提示細胞により合成、そして分泌される。ＩＬ－１２は様々な生物学的プ
ロセスを媒介し、そしてＮＫ細胞刺激因子（ＮＫＳＦ）、Ｔ細胞刺激因子、細胞傷害性Ｔ
－リンパ球成熟因子およびＥＢＶ－形質転換Ｂ－細胞株因子と呼ばれてきた。Ｃｕｒｆｓ
　ｅｔ　ａｌ．，１０　Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏ．Ｒｅｖ．７４２－８０（１９９７）。イ
ンターロイキン－１２は細胞（例えばＴ細胞、ＮＫ細胞）の形質膜上に発現するＩＬ－１
２受容体に結合することができ、これにより生物学的プロセスを改変する（例えば開始ま
たは防止する）。例えばＩＬ－１２のＩＬ－１２受容体への結合は、前活性化Ｔ細胞およ
びＮＫ細胞の増殖を刺激することができ、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）、ＮＫ細胞および
ＬＡＫ（リンホカイン活性化キラー）細胞の細胞溶解活性を強化し、Ｔ細胞およびＮＫ細
胞によるガンマインターフェロン（ＩＦＮ　ＧＡＭＭＡ）の生産を誘導し、そしてナイー
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ブなＴｈ０細胞のＴｈ１細胞（ＩＦＮ　ＧＡＭＭＡおよびＩＬ－２を生産する）への分化
を誘導する。Ｔｒｉｎｃｈｉｅｒｉ，１３　Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２
５１－７６（１９９５）。特にＩＬ－１２は細胞溶解性細胞（例えばＮＫ，ＣＴＬ）の生
成、および細胞性免疫応答（例えばＴｈ１細胞媒介型の免疫応答）の増大に極めて重要で
ある。このようにＩＬ－１２は防御免疫（例えば感染の根絶）および病理学的免疫応答（
例えば自己免疫）の両方の生成および調節に極めて重要である。Ｈｅｎｄｒｚａｋ　ｅｔ
　ａｌ．，７２　Ｌａｂ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　６１９－３７（１９９５）。し
たがって免疫応答（例えば防御または病理学的）は、例えば抗体によりインビボでＩＬ－
２の生物学的活性を操作することにより強化、抑制または防止することができる。
【００８０】
　本発明の別の態様では、目的のポリペプチドはインテグリンを含んでなるか、またはそ
れを標的とする。インテグリンは脈管形成プロセスと結び付き、これにより腫瘍細胞は腫
瘍に栄養および酸素を提供し、老廃物を運び出す新たな血管を形成し、そして腫瘍細胞の
遠位部位への転移の導管として作用する、Ｇａｓｔｌ　ｅｔ　ａｌ．，５４　Ｏｎｃｏｌ
．（１９９７）。インテグリンはヘテロ二量体の膜貫通タンパク質であり、これは細胞外
マトリックス（ＥＣＭ）への細胞接着に重要な役割を果たし、次いで細胞内シグナリング
を介して細胞の生存、増殖および移動を媒介する。脈管形成中、活性化された内皮細胞の
表面上に発現した多くのインテグリンは、種々のＥＣＭタンパク質との重要な接着性相互
作用を調節して、細胞の移動、増殖および分化といった異なる生物学的出来事を調節する
。具体的には緊密に関連するが異なるインテグリンであるａＶｂ３およびａＶｂ５が脈管
形成プロセスで独立した経路を媒介することが示された。αＶβ３に対して生成された抗
体が、塩基性繊維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）誘導型の新脈管形成を遮断し、一方、αＶ
β５に特異的な抗体は血管内皮増殖因子誘導型（ＶＥＧＦ－誘導型）の新脈管形成を阻害
した。Ｅｌｉｃｅｉｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，１０３　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１２２
７－３０（１９９９）；Ｆｒｉｅｄｌａｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２７０　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　１５００－０２（１９９５）．
【００８１】
　本発明の別の好適な態様では、目的のポリペプチドは少なくとも１つの糖タンパク質Ｉ
Ｉｂ／ＩＩＩａ受容体アンタゴニストを含んでなる。さらに詳細には血小板凝集の最終的
な必須段階は、フィブリノーゲンの活性化膜結合糖タンパク質複合体ＧＰ　ＩＩｂ／ＩＩ
Ｉａへの結合である。トロンビン、コラーゲン、エピネフリンまたはＡＤＰのような血小
板アクチベーターが、組織損傷の結果として生成じる。活性化中、ＧＰ　ＩＩｂ／ＩＩＩ
ａはコンフォメーションに変化を受け、これがフィブリノーゲンへの不顕性の結合部位を
露出させる。フィブリノーゲン中にはＧＰ　ＩＩｂ／ＩＩＩａに対して６つの推定される
認識部位があり、したがってフィブリノーゲンは隣接する血小板上で交差するＧＰ　ＩＩ
ｂ／ＩＩＩａ分子に対する６価のリガンドとして作用する可能性がある。フィブリノーゲ
ンまたはＧＰ　ＩＩｂ／ＩＩＩａのいずれかの欠損は、血小板を活性化するために使用さ
れるアゴニストにかかわらず正常な血小板の凝集を妨げる。フィブリノーゲンのその血小
板受容体への結合は正常な凝集の必須成分であるので、ＧＰ　ＩＩｂ／ＩＩＩａは抗血栓
薬の魅力的な標的である。
【００８２】
　ＧＰ　ＩＩｂ／ＩＩＩａインヒビターの臨床試験からの結果は、この仮説を支持する。
ＧＰ　ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体を遮断するモノクローナル抗体７Ｅ３のＦａｂフラグメン
トは、高リスクの血管形成術集団に効果的な治療となることが示された。これは処置した
冠状動脈が突然閉塞する高いリスクがある患者の急性心虚血性合併症を防ぐために、経皮
経管的冠動脈形成術またはアテレクトミーの補助として使用された。７Ｅ３はＩＩｂ／Ｉ
ＩＩａ受容体およびαｖβ３受容体の両方を遮断するが、それが血小板凝集を阻害する能
力はそのＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体結合インヒビターとしての機能にあるとされてきた。Ｉ
Ｉｂ／ＩＩＩａ受容体アンタゴニストは、限定するわけではないが抗体、抗体のフラグメ
ント、ペプチドまたは有機分子であることができる。例えば標的－結合部分は７Ｅ３（糖
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タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体アンタゴニスト活性を持つ抗体）に由来することがで
きる。７Ｅ３はｃ７Ｅ３（アブシキシマブとして知られているＦａｂフラグメント。ペン
シルバニア州、モルヴァンのセントコール社により生産されているＲＥＯＰＲＯ（商標）
として市販されていることが知られている）の親抗体である。アブシキシマブは接着性受
容体ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａおよびαｖβ３に結合し、そして阻害し、血小板凝集およびト
ロンビン生成の阻害を導き、続いて血栓の形成を防止する。米国特許第５，９７６，５３
２号、同第５，８７７，００６号、同第５，７７０，１９８号明細書；Ｃｏｌｌｅｒ，７
８　Ｔｈｒｏｍ　Ｈａｅｍｏｓｔ．７３０－３５（１９９７）；Ｊｏｒｄａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，ｉｎ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ａｓ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　
Ｔａｒｇｅｔｓ　２８１－３０５（Ｈｏｒｔｏｎ，ｅｄ．ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，１９９６）；Ｊｏｒｄａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ｉｎ　Ｎｅｗ　Ｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ　ｉｎ　Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ　＆　Ｔｈｒｏｍｂｏｌｙｓｉｓ（
Ｓａｓａｈａｒａ　＆　Ｌｏｓｃａｌｚｏ，ｅｄｓ．Ｍａｒｃｅｌ　Ｋｅｋｋｅｒ，Ｉｎ
ｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９７）。
【００８３】
　さらに本発明の細胞クローンにより発現された糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体ア
ンタゴニストは、血栓溶解性物質を含んでなることができる。例えば血栓溶解物質はｔＰ
Ａまたはその機能的変形でよい。セントコール社（モルヴァン、ペンシルバニア州）によ
り生産されるＲＥＴＡＶＡＳＥ（商標）は、延長された半減期を持つバリアントｔＰＡで
ある。マウスでは、ＲｅｔａｖａｓｅとＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体アンタゴニストであるｃ
７Ｅ３　Ｆａｂとの組み合わせが、肺塞栓症の溶解を顕著に増大させた。仮特許出願第６
０／３０４４０９号明細書を参照されたい。
【００８４】
　あるいは本発明の方法は、非ペプチド分子を分泌する細胞クローンを同定するために使
用できる。例えば天然のシグナリング分子は、受容体に化学的な影響を及ぼす内因性化合
物である。多くの薬理学的に活性な薬剤が、自然なシグナル分子の作用を模すること（ア
ゴニスト）、あるいは自然なシグナル分子の作用を遮断すること（アンタゴニスト）のい
ずれかにより細胞受容体レベルに作用する。非限定的例として、チロフィバン（ｔｉｒｏ
ｆｉｂａｎ）塩酸塩は、血小板凝集を阻害する血小板糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容
体の非ペプチドアンタゴニストである。２０００年９月１２日に発効された米国特許第６
，１１７，８４２号明細書を参照にされたい。チロフィバンはメルク社（Ｍｅｒｋ　＆　
Ｃｏ　Ｉｎｃ．）（ホワイトハウス　ステーション、ニュージャージー州）からＡＧＧＲ
ＡＳＴＡＴ（商標）として市販され、バクスターヘルスケア社（Ｂａｘｔｅｒ　Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ　Ｃｏｒｐ）（ディアフィールド、イリノイ州）およびベンヴェーニューラ
ボ（Ｂｅｎ　Ｖｅｎｕｅ　Ｌａｂｓ）（ベッドフォード、オハイオ州）により製造されて
いる。チロフィバンの構造を以下に具体的に説明し、ここでＸはΨＡｂ構造を形成できる
官能基であるか、またはそれを含む。Ｘの位置は、置換が親構造の幾らかの活性を保持す
る分子上のこれら任意の芳香族部位で選択され、そして図に表す位置に限定されない。
【００８５】
【化１】

【００８６】
　本発明の細胞クローンにより発現される目的のポリペプチドは、受容体またはそのフラ
グメント、および活性化受容体、すなわち対応する受容体に会合するリガンドを模する組
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換えペプチドまたはそのフラグメントも含む。これらの複合体は活性化受容体を模するこ
とができ、したがって特定の生物学的活性に影響を及ぼす。活性化－受容体部分の例は、
エリスロポエチン（Ｅｐｏ）受容体のペプチド模倣物に関係する。背景として、Ｅｐｏの
Ｅｐｏ受容体（ＥｐｏＲ）への結合は、成熟赤血球細胞の生産に重要である。Ｅｐｏに結
合した活性化ＥｐｏＲは二量体である。例えばＣｏｎｓｔａｎｔｉｎｅｓｃｕ　ｅｔ　ａ
ｌ．，９８　ＰＮＡＳ　４３７９－８４（２００１）を参照にされたい。自然な状態では
、二量体中の第１のＥｐｏＲが高親和性でＥｐｏに結合し、一方、第２のＥｐｏＲ分子は
低親和性で複合体に結合する。二価の抗－ＥｐｏＲ抗体は恐らくＥｐｏＲの二量体化によ
りＥｐｏＲを活性化すると報告された。さらにＥｐｏ分子とは何ら配列相同性が無い小さ
い合成ペプチドもＥｐｏの生物学的効果を模することができるが、親和性はより低い。そ
れらの作用メカニズムは、恐らくＥｐｏＲの二量体を生成する能力に基づくのだろう。し
たがって本発明の態様は、活性化ＥｐｏＲ模倣物を発現する細胞クローンの同定法および
特性決定法を提供する。
【００８７】
　別の好適な態様では、本発明の方法は抗微生物剤またはその部分を分泌する細胞クロー
ンを同定するために使用でき、それらには抗バクテリア剤、抗ウイルス剤、抗カビ・菌剤
、抗マイコバクテリア剤（ａｎｔｉｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｇｅｎｔ）および抗
寄生虫剤がある。抗バクテリア剤には限定するわけではないが、ベータラクタム（ペニシ
リンおよびセファロスポリンのような）、アミノグリコシド（ゲンタマイシンのような）
、マクロライド（エリスロマイシンのような）、フルオロキノロン類、メトロニダゾール
、スルホンアミド、テトラサイクリン、トリメトロプリンおよびバンコマイシンがある。
抗カビ・菌剤には限定するわけではないがアンホテリシン、フルコナゾール、フルシトシ
ン、イトラコナゾールおよびケトコナゾールがある。抗寄生虫剤には限定するわけではな
いが、イベルメクチン、メベンダゾール、メフロキン、ペンタミジン、プラジカンテル、
ピリメタミンおよびキニンがある。抗ウイルス剤には限定するわけではないが、アシクロ
ビル、アマンタジン、ジダノシン、ファンシクロビル、フォスカルネット、ガンシクロビ
ル、リマタンジン、スタブジン、ザルシタビンおよびジドブジンがある。抗マイコバクテ
リア剤には限定するわけではないが、イソニアジド、リファンピン、ストレプトマイシン
、ダプソンがある。Ｓａｎｆｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ａｎｔｉｍｉｃ
ｒｏｂｉａｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ（２５ｔｈ　ｅｄ．，Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ，Ｉｎｃ．，Ｄａｌｌａｓ，Ｔｅｘ．１９９５）．
【００８８】
　本発明の方法は特定の抗原を発現する細胞クローンを同定かつ／または特性決定するた
めにも使用できる。抗原とは広い意味で、抗体またはその機能的フラグメントに結合する
任意の分子を含むことができる。そのような抗原は病原体に由来し、そしてＭＨＣクラス
ＩまたはＭＨＣクラスＩＩ反応のいずれかと関連する。これらの抗原はタンパク質様であ
ることができ、または多糖、糖タンパク質のような炭水化物、または脂質を含むことがで
きる。炭水化物および脂質抗原は、正常ヒト血液細胞および外来の細菌細胞壁またはウイ
ルス膜を含むすべての種類の細胞表面上に存在する。核酸もタンパク質と結合した時に抗
原性となり得、したがって本発明に包含される抗原の範囲内に含まれる。オンラインでｈ
ｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｗｈｆｒｅｅｍａｎ．ｃｏｍ／ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙにて見ること
ができるＳｅａｒｓ，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．ａｎ
ｄ　Ｓｕｍａｎａｓ，Ｉｎｃ．，１９９７）を参照にされたい。例えば抗原はウイルス、
バクテリア、マイコプラズマ、菌類、寄生体のような病原体に由来することができ、ある
いは毒素のような他の外来物質に由来することができる。そのようなバクテリア抗原は、
炭疽菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）、バシラス　テタニー（Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｔｅｔａｎｉ）、百日咳菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｉｓ）、ブルセ
ラ属菌（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｓｐｐ．）、ジフテリア菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ）、ボツリヌス菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉ
ｎｕｍ）、ウェリシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、Ｑ熱コ
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クシエラ（Ｃｏｘｉｅｌｌａ　ｂｕｒｎｅｔｉｉ）、野兎病菌（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ
　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ）、癩菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ）、結核
菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、ネズミチフス菌（Ｓａ
ｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、肺炎連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｃｃｕ
ｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、インフル
エンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、シゲラ属菌（Ｓｈｉｇｅ
ｌｌａ　ｓｐｐ．）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）
、淋菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）、髄膜炎菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉ
ａ　ｍｅｎｉｎｇｉｄｉｔｉｓ）、梅毒トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉ
ｄｕｍ）、ペスト菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）、コレラ菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｃ
ｈｏｌｅｒａｅ）を含むか、またはそれらに由来することができる。多くはこれら微生物
の外側細胞壁の多糖構造が優れた防御免疫を可能とするが、その効果のためには適切な担
体に結合しなければならない。
【００８９】
　本発明の範囲内のウイルスおよびウイルス抗原には、限定するわけではないがＨＢｅＡ
ｇ、Ｂ型肝炎コア、Ｂ型肝炎表面抗原、サイトメガロウイルスＢ、ＨＩＶ－１　ｇａｇ、
ＨＩＶ－１　ｎｅｆ、ＨＩＶ－１　ｅｎｖ、ＨＩＶ－１　ｇｐ４１－１、ＨＩＶ－１　ｐ
２４、ＨＩＶ－１　ＭＮ　ｇｐ１２０、ＨＩＶ－２　ｅｎｖ、ＨＩＶ－２　ｇｐ　３６、
ＨＣＶ　コア、ＨＣＶ　ＮＳ４，ＨＣＶ　ＮＳ３，ＨＣＶ　ｐ２２　ヌクレオカプシド、
ＨＰＶ　Ｌ１　カプシド、ＨＳＶ－１　ｇＤ、ＨＳＶ－１　ｇＧ、ＨＳＶ－２　ｇＧ、Ｈ
ＳＶ－ＩＩ、インフルエンザＡ（Ｈ１Ｎ１）、インフルエンザＡ（Ｈ３Ｎ２）、インフル
エンザＢ、パラインフルエンザウイルス１型、エプスタインバーウイルスカプシド抗原、
エプスタインバーウイルス、ポックスウイルス科大痘瘡（Ｐｏｘｖｉｒｉｄａｅ　Ｖａｒ
ｉｏｌａ　ｍａｊｏｒ）、ポックスウイルス科小痘瘡（Ｐｏｘｖｉｒｉｄａｅ　Ｖａｒｉ
ｏｌａ　ｍｉｎｏｒ）、ロタウイルス、風疹ウイルス、ＲＳウイルス、梅毒スピロヘータ
の表面抗原、流行性耳下腺炎ウイルス抗原、水痘－帯状疱疹ウイルス抗原およびフィロウ
イルス科を含む。
【００９０】
　トラコーマクラミジア（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、熱帯熱マラ
リア原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）、およびトキソプラスマ（Ｔ
ｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）のような他の寄生病原体も本発明の範囲に含むこと
ができる。多くの細菌およびウイルス、および他の微生物が生成する抗原は、リサーチダ
イアグノスティック社（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）（フランダース、
ニュージャージー州）のような供給元から市販されている。
【００９１】
　本発明の範囲のトキシン、トキソイドまたはその抗原性部分のいずれかは、ジフテリア
トキシン、破傷風トキシン、ボツリントキシンおよびエンテロトキシンＢのようにバクテ
リアにより生産されるものを含み；トウゴマ（Ｒｉｃｉｎｕｓ　ｃｕｍｍｕｎｉｓ）に由
来するリシントキシンのような植物により生産されるものを含む。真菌により生産される
本発明に役立ち得るマイコトキシンには、ジアセトキシスシルペノール（ＤＡＳ）、ニバ
レノール（Ｎｉｖａｌｅｎｏｌ）、４－デオキシニバレノール（ＤＯＮ）およびＴ－２ト
キシンがある。他の生物により生産されるか、またはそれらに由来する他のトキシンおよ
びトキソイドも本発明の範囲に含むことができる。
【００９２】
ベクター
　好適な態様では、本発明の細胞クローンは少なくとも１つの目的のポリペプチドを検出
可能な量で発現する。様々な哺乳動物発現ベクターを使用して本発明の細胞クローン中に
目的のポリペプチドを発現することができる。発現ベクターは好ましくは、しかし任意に
少なくとも１つの選択可能なマーカーを含む。そのようなマーカーには、真核細胞培養に
は例えば限定するわけではないがメトトレキセート（ＭＴＸ）、ジヒドロ葉酸レダクター
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ゼ（ＤＨＦＲ、米国特許第４，３９９，２１６号；同第４，６３４，６６５号；同第４，
６５６，１３４号；同第４，９５６，２８８号；同第５，１４９，６３６号；同第５，１
７９，０１７号明細書）、アンピシリン、ネオマイシン（Ｇ４１８）、マイコフェノール
酸、またはグルタミンシンセターゼ（ＧＳ、米国特許第５，１２２，４６４号；同第５，
７７０，３５９号；同第５，８２７，７３９号明細書）耐性、ならびに大腸菌（Ｅ．ｃｏ
ｌｉ）および他のバクテリアまたは原核生物を培養するにはテトラサイクリンまたはアン
ピシリン耐性遺伝子を含む（上記特許は全部、引用により本明細書に編入する）。
【００９３】
　適切なベクターは当業者には明白である。例えば本発明に適切となり得る市販の哺乳動
物発現ベクターには、限定するわけではないがｐＭＡＭｎｅｏ（クロンテック、パロアル
ト、カリフォルニア州）、ｐｃＤＮＡ３（インビトロジェン、カールスバッド、カリフォ
ルニア州）、ｐＭＣｌｎｅｏ（ストラタジーン、ラジョラ、カリフォルニア州）、ｐＸＴ
Ｉ（ストラタジーン、ラジョラ、カリフォルニア州）、ｐＳＧ５（ストラタジーン、ラジ
ョラ、カリフォルニア州）、ＥＢＯ－ｐＳＶ２－ｎｅｏ（ＡＴＣＣ，マナッサス、バージ
ニア州、ＡＴＣＣ　Ｎｏ．３７５９３）、ｐＢＰＶ－１（８－２）（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．３
７１１０）、ｐｄＢＰＶ－ＭＭＴｎｅｏ（３４２－１２）（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．３７２２４
）、ｐＲＳＶｇｐｔ（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．］３７１９９）、ｐＲＳＶｎｅｏ（ＡＴＣＣ　Ｎ
ｏ．３７１９８）、ｐＳＶ２－ｄｈｆｒ（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．３７１４６）、ｐＵＣＴａｇ
（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．３７４６０）および１７Ｄ３５（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．３７５６５）があ
る。
【００９４】
　目的の少なくとも１つのポリペプチドをコードする核酸は、当該技術分野で周知な幾つ
かの方法の１つにより導入することができ、その方法には限定するわけではないがリン酸
カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介型トランスフェクション
およびカチオン性脂質媒介型トランスフェクションを含むトランスフェクション、エレク
トロポレーション、超音波、形質導入、形質転換およびウイルス感染があるが、これらに
限定されるわけではない。そのような方法は、当該技術分野で記載されており、例えばＳ
ａｍｓｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂ　Ｍ
ａｎｕａｌ，３ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（
２００１）；Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎ
ｃ．，ＮＹ，ＮＹ（１９８７－２００７）を参照にされたい。
【００９５】
宿主細胞株
　本発明の宿主細胞は原核もしくは真核細胞、それらの融合細胞、例えば限定するわけで
はないがバクテリア細胞、藍藻細胞、酵母細胞、カイコ細胞、植物細胞、昆虫細胞、両生
類細胞、魚類細胞、鳥類細胞、哺乳動物細胞またはそれらの誘導体、不死化または形質転
換細胞から選択される少なくとも１つであることができる。好ましくは細胞は真核細胞で
ある。より詳細には細胞は哺乳動物細胞である。
【００９６】
　好適な態様では、本発明の方法に従い使用できる適切な細胞株には、任意の形質転換し
た、または不死化哺乳動物細胞株である。宿主細胞は場合により、骨髄腫細胞、例えば限
定するわけではないがＳｐ２／０，ＮＳＯ，ＮＳ１，ＣＨＯ，ＢＨＫ，Ａｇ６５３，Ｐ３
Ｘ６３Ａｇ８．６５３（ＡＴＣＣ寄託番号ＣＲＬ－１５８０）およびＳＰ２／０－Ａｇｌ
４（ＡＴＣＣ寄託番号ＣＲＬ－１８５１），ＣＯＳ－１（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６
５０），ＣＯＳ－７（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５１），ＨＥＫ２９３，ＢＨＫ２１
（例えばＡＴＣＣ　ＣＡＬ－１０），ＣＨＯ（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６１０，ＣＨ
Ｏ　ＤＸＢ－ｌ　ｌ，ＣＨＯ　ＤＧ４４），ＢＳＣ－１（例えばＡＴＣＣ　ＣＡＬ－２６
），ＨｅｐＧ２，２９３，ＨｅＬａ，ＮＩＨ　３Ｔ３，ＣＤＳ－１，ＣＤＳ－７，ＮＩＨ
　２７３、またはリンパ腫細胞、あるいはそれらの任意の誘導体、不死化もしくは形質転
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換細胞から選択される少なくとも１つであることができる。好適な細胞株はＣ４６３Ａで
あり、これはＳｐ２／０から誘導され、そしてトランスフェクション用宿主として使用で
きる。引用により全部、本明細書に編入する米国特許出願第６０／３３９４２８号明細書
、国際公開第ＷＯ２００３０５１７２０号および同第ＷＯ９９３０５２９６４号パンフレ
ットを参照にされたい。
【００９７】
　本明細書で使用する用語「コロニー（単数）」または「コロニー（複数）」は、細胞数
または全直径により規定されることができ、これは研究者により測定される。典型的には
コロニーは少なくとも４０または５０個の細胞を有するが、わずか３０個以下の場合もあ
る。所定の細胞型がコロニーと呼ばれる決定的な細胞サイズまたは数に達するために要す
るインキュベーション時間は細胞型間で変動するが、典型的には７～１４日の間のインキ
ュベーション期間を要し、細胞がゆっくり成長する場合はさらに長い期間を要する。直径
が基準を定めるものとして使用される場合、コロニーの多くは１０～２０、２０～３０、
３０～４０、４０～５０ミクロンまたはその範囲またはその中の任意の値のような１０～
５０ミクロンと定められる。
【００９８】
培地
　上記の宿主細胞について適切な培養基および条件は、当該技術分野で知られている。多
くの種類の増殖培地が市販されており、例えば限定するわけではないが、イスコフ改変培
地、ダルベッコ改変イーグル培地、ＲＰＭＩ、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ１０、Ｈａｍ’ｓ　Ｆ１２
、最少必須培地およびアルファ培地などがある。増殖培地に加えて、インビトロでの細胞
培養には、多くの増殖因子が成長を促進または生存能力を維持するために必要である。成
長因子は例えば５～１０％のウシ胎児血清（ＦＢＳ）が細胞の成長およびタンパク質の生
産を促進するために補充される。しかし細胞増殖培地には無血清（０～０．５％の血清を
含む）または血清低減（０．５～５．０％の血清を含む）培地がある。
【００９９】
　哺乳動物細胞の増殖を支持するために、種々の成分、例えば限定するわけではないが、
グルタミン、グルコース、ビタミン、アミノ酸および増殖因子を培養基に加えることがで
きる。亜鉛、鉄、セレン、銅、モリブデンおよびマンガン等の微量元素は、無血清培地の
ストリンジェント条件で哺乳動物細胞のクローニングおよび連続継代に重要である。ある
いは細胞増殖培地には、１もしくは複数の栄養が欠けている欠失培地がある。増殖培地は
、特定の細胞型の成長を促進するように設計された特別培地も含む。
【０１００】
　成長培地は付加的に抗生物質、多くの種類の足場依存性細胞の付着および広がりを促進
するために通常加えられるアタッチメントおよびマトリックス因子を加えることができる
。バッファーもｐＨレベルを維持するために増殖培地に加えることができる。そのような
バッファーには、限定するわけではないがＭＯＰＳ、ＨＥＰＥＳ、リン酸ナトリウム、リ
ン酸カリウム、Ｔｒｉｓまたは他の既知のバッファーがある。
【０１０１】
　さらに化学的に規定された培地（ＣＤＭ）を本発明に使用することができる。ＣＤＭは
特定の化合物、アミノ酸、脂質、炭水化物、微量元素および／またはビタミンを提供し、
そして明らかではない動物由来原料、例えば限定するわけではないがプリマトン（ｐｒｉ
ｍａｔｏｎｅ）、アルブミンおよびＥｘｃｙｔｅ（商標）、ならびに血清に由来する他の
類似物質または他の動物由来タンパク質もしくは生成物の使用を排除する。そのような培
地は細胞を成長させて、工業的に有用な量の所望のタンパク質をそのような細胞培養で発
現させる。ＣＤＭの利点の中には限定するわけではないが、より良いタンパク質生産、工
業的に適し、費用に対して効果が高く、かつ／またはその中で成長する細胞株が生産する
タンパク質に対する規定問題を減ずるという点を含む。ＣＤＭの詳細な組成および配合に
関しては、例えば限定するわけではないが、引用により全部、本明細書に記載する国際公
開第ＷＯ２００２０６６６０３号パンフレットを参照にされたい。
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【０１０２】
　本明細書で使用する用語「半固形培地」とは、細胞が付着する固体支持体を提供せず、
そして半固形培地に加えられた細胞がその中で懸濁されるために十分粘稠であり、そして
これにより細胞が半固形培地を介して沈むこと、および接触すること、および半固形培地
が分配されている容器の内面に付着することを防ぐ細胞増殖培地を指す。半固形培地は細
胞をその場に保持するので、単一細胞または個々のコロニーの連続観察が可能となる。そ
のような半固形培地は、陽性クローンの検出および回収を強化するためにさらに蛍光性プ
ロテインＡもしくはＧを含んでなる。
【０１０３】
　本発明の実施に有用な半固形培地は典型的には、水性媒質中に０．１％～５．０％（重
量／容量）、例えば０．１～０．５％、０．５～１．０％、１．０～１．５％、１．５～
２．０％、２．０～２．５％、２．５～３．０％、３．０～３．５％、３．５～４．０％
、４．０～４．５％、４．５～５．０％またはその範囲もしくはその中の任意の値の量で
溶解されたゼラチン化剤を含む。好適な半固形培地は、細胞の増殖を維持できるものであ
る。ゼラチン化剤の非限定的例は、寒天、アガロース、メチルセルロース、または本発明
の目的に適する任意の他のポリマーを含む。
【０１０４】
　半固形培地の１つの種類は、室温より上または細胞をインキュベーションするために必
要な温度より上で液体を形成し、そして室温または細胞がインキュベーションされる温度
で半固形またはゲルを形成する。例えば寒天は、紅藻類（Ｒｈｏｄｏｐｈｙｃｅａｅ）の
藻のアガロサイト（ａｇａｒｏｃｙｔｅ）から抽出された乾燥した粘滑性物質として一般
に定義される一種の多糖複合体である。寒天を生じる属には限定するわけではないが、テ
ングサ属（Ｇｅｌｉｄｉｕｍ）、オゴノリ属（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ）、ユイキリ属（Ａ
ｃａｎｔｈｏｐｅｌｔｉｓ）、イギス属（Ｃｅｒａｍｉｍ）、オバクサ属（Ｐｔｅｒｏｃ
ｌａｄｉａ）等がある。寒天は約１００℃で融解し、そして約４０℃でゲル固まる。これ
はほとんどのバクテリアにより消化されない。アガロースは修飾された寒天であり、これ
により糖、メチル基および他の化学基は、低ゲル化温度のような望ましい物理的特性を強
化するために、寒天に化学的に結合される。
【０１０５】
　さらにゼラチン化剤には、限定するわけではないが、タンパク質およびそれらの誘導体
を含む広範なポリマーを本発明の半固形マトリックスとして使用できる。Ｍａｔｒｉｇｅ
ｌ（商標）、コラーゲンまたはゼラチン、あるいは他の類似物質も半固形マトリックスと
して使用できる。
【０１０６】
　メチルセルロース（セルロースメチルエーテル）は、セルロースエーテルとして知られ
ている化合物に属する。セルロースエーテルは、塩基、典型的には水酸化ナトリウムおよ
び不活性な希釈剤の存在下で、精製したセルロースとアルキル化剤（メチルクロライド）
の反応により製造される。塩基を水と組み合わせて加えると、結晶構造を破壊し、そして
アルキル化剤への接近を増すことによりセルロースマトリックスを活性化し、そしてエー
テル化反応を促進する。この活性化マトリックスは、アルカリセルロースと呼ばれている
。メチルセルロースは木材パルプまたはケミカルコットン（ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｔｔ
ｏｎ）からアルカリでの処理、そしてメチルエーテル基を付加する塩化メチルでのアルカ
リセルロースのメチル化により調製される。反応は：
　　ＲｃｅｌｌＯＨ：ＮａＯＨ ＋ ＣＨ３Ｃｌ → ＲｃｅｌｌＯＣＨ３ ＋ ＮａＣｌ
により特徴付けることができる。
【０１０７】
　メチルセルロースの１つの重要な特性は、その可逆的な熱によるゲル化である：メチル
セルロースは冷水に溶解性であるが、熱水には不溶性である。水溶液は熱水（しかし沸騰
はしていない）中に細粒を撹拌しながら分散させ、そして＋５℃に冷却することにより最
も良く調製される。無機塩の存在は粘度を上げる。室温でメチルセルロース溶液は安定で
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あり、そして半固形ゲル形に留まる。これは適切な成長培地と混合した時、哺乳動物細胞
の増殖を支持する。メチルセルロースの粘度は細胞の凝集を防止する。一つの態様では、
半固形捕捉培地中のメチルセルロースの最終濃度は１％である。別の態様では、最終濃度
は約０．７％である。培地中のメチルセルロースの量が低いほど、捕捉分子のより良い拡
散が可能となり、したがって検出感度が上がる。
【０１０８】
　あるいはプレミックスしたメチルセルロースに基づく半固形培地が市販されており、そ
れらには限定するわけではないが、ＣｌｏｎａＣｅｌｌ（商標）－ＴＣＳおよびＭｅｔｈ
Ｃｕｌｔ（商標）培地（ステムセル　テクノロジーズ：ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）、Ｓｔｅｍｌｉｎｅ（商標）メチルセルロース培地（シグマ－アルドリッ
チ：Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、セントルイス、ミズーリ州）がある。
【０１０９】
　メチルセルロースの付加は多くは赤血球前駆細胞を培養する時に使用される。抗生物質
耐性クローンをスクリーニングし、そして選択するためのメチルセルロースの応用は記載
され、そして市販されており、例えばテクニカルマニュアルＣｌｏｎａｌＣｅｌｌ（商標
）－ＴＣＳ、トランスフェクトされた細胞の選択キット、ステムセルテクノロジーズを参
照にされたい。
【０１１０】
捕捉分子
　本明細書で使用するように、用語「捕捉分子」は蛍光性プロテインＡまたはプロテイン
Ｇの蛍光を使用した検出を提供するために、場合によっては目的のポリペプチドを標識す
るために使用することができるが、目的のポリペプチドに結合、またはそれと反応するこ
とができ、そして顕微鏡下で見ることができるハロー様の沈殿を形成する分子を称する。
有力な捕捉分子には限定するわけではないが、目的のポリペプチドの受容体もしくはリガ
ンド、目的のポリペプチドに対する抗体もしくは抗原等を含む。したがって、本明細書で
使用する用語「捕捉培地」は、少なくとも１つの捕捉分子が包含される半固形の細胞増殖
培地を指し、そしてこれはさらに検出を強化する蛍光性プロテインＡもしくはＧを含んで
なる。
【０１１１】
　捕捉分子は、培地をプレートに注ぐ前にそれを培地と混合することにより、あるいは捕
捉分子を含有する培地層で孔のあるプレートを重層することにより半固形培地に直接加え
ることができる。捕捉分子はさらに放射標識、蛍光標識または当該技術分野で知られてい
る他の方法により標識されて、沈殿の検出を促進することができる。例えば捕捉抗体は蛍
光標識され、そして半固形分子に加えられる。目的のポリペプチド（すなわち抗原）に結
合すると、抗原－抗体複合体は蛍光顕微鏡下で容易に観察でき、そして目的のポリペプチ
ドを発現している細胞クローンを同定することができる。
【０１１２】
　一つの態様では、捕捉分子は目的のポリペプチドに対する抗体である。使用する捕捉抗
体の最終濃度は、０．０２２５～０．０４５，０．０４５～０．０６７５，０．０６７５
～０．０９，０．０９～０．１１２５，０．１１２５～０．１３５，０．１３５～０．１
５７５，０．１５７５～０．１８，０．１８～０．２０２５，０．２０２５～０．２２５
ｍｇ／ｍｌまたはその間の範囲もしくは値のような０．０２２５～０．２２５ｍｇ／ｍｌ
となり得る。好適な態様では、捕捉抗体の最終濃度は、０．１１２５ｍｇ／ｍｌである。
一般に捕捉分子の濃度が低いほど、目的のポリペプチドを高レベルで発現している細胞ク
ローンを選択することによる検出感度は上昇する。
【０１１３】
　前記方法の一つの変形ではこの方法は、捕捉分子と結合または反応し、そして沈殿を形
成する能力についてスクリーニングされる候補タンパク質分子の集団をコードするｃＤＮ
Ａライブラリーのような核酸ライブラリーをスクリーニングするために使用される。ｃＤ
ＮＡライブラリーはトランスフェクションまたは形質導入のような当該技術分野で周知の



(44) JP 2010-523119 A 2010.7.15

10

20

30

40

50

手段により細胞に導入される。細胞は半固形培地、好ましくはメチルセルロースに基づく
培地で培養され、ここに捕捉分子が加えられる。回りに沈殿したハローが観察されるコロ
ニーを単離し、そしてさらに試験することができる。沈殿物ハローの形成の原因となった
補足結合／相互作用分子を同定し、そして単離するために、外来ＤＮＡがそのようなコロ
ニーから引き出される。
【０１１４】
目的のポリペプチドの単離
　一つの態様では、細胞クローンが同定された後、このクローンは回収され、そして培養
で増幅され、そして目的のポリペプチドが当該技術分野で確立された技術を使用してそれ
らから単離される。目的のポリペプチドは好ましくは分泌されるポリペプチドとして培養
基から回収される。第１工程として、培養基が遠心されて特定の細胞屑が取り出される。
その後、ポリペプチドは混入している溶解性タンパク質およびポリペプチドから、例示さ
れる以下の適切な精製手順を用いて精製される：イムノアフィニティまたはイオン交換カ
ラムでの分別；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカまたはＤＥＡＥのようなカチオン
交換樹脂でのクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；硫酸ア
ンモニウム沈殿；ゲル濾過等。フェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）のよう
なプロテアーゼインヒビターも精製中にタンパク質溶解的分解を阻害するために有用とな
り得る。さらに目的のポリペプチドは、限定するわけではないがヘキサヒスチジン（ＨＡ
）タグのようなマーカー配列にインフレイムで融合でき、これにより目的のポリペプチド
の精製が可能となる。
【０１１５】
　また本発明の方法は、Ｇ－タンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）および他の膜貫通タンパ
ク質を発現している細胞クローンの同定にも有用である。これらのタンパク質は膜画分の
一部として精製されるか、あるいは当該技術分野で既知の方法により膜から精製されるこ
とができる。
【０１１６】
利点
　本発明では、目的のポリペプチドを生産している細胞が、目的のポリペプチドに結合し
た蛍光性プロテインＡもしくはＧの量の相対的蛍光の形成を参照にすることにより、ある
いは場合によってはポリペプチドに結合し、そして蛍光性プロテインＡもしくはプロテイ
ンＧにも結合するポリペプチド捕捉分子を使用して同定することができる。当業者には本
発明の利点の一つは、この方法がＥＬＩＳＡのような従来のスクリーニング法に通常必要
とされる中間工程を排除する点であることは明らかである。さらに高レべル生産体が蛍光
を参照にして同定できる。したがって本発明は、主として定量的であるＥＬＩＳＡのよう
な通例の方法とは対照的に、簡易ではあるが有力な定量的かつ／または定性的スクリーニ
ング法を提供する。したがって本発明の方法は多数の細胞を調査する主要なスクリーニン
グ法として使用でき、そして使う労力およびかかる時間が少なくて済む。
【０１１７】
　また当業者にはこの方法がロボットスクリーニングに、および高レベルの目的の生産物
を生産している細胞の高処理選択のプロトコールに使用できることが明白であろう。
【０１１８】
　本発明の好適な態様は、以下の実施例に関して記載され、これらは具体的説明として提
供され、そして限定を意図していない。以下に例示するこの態様では、選択はキメラ抗－
ＴＮＦ抗体ｃＡ２と捕捉抗体であるウサギ抗－ヒトＩｇＧ（Ｈ＆Ｌ）との間で形成される
免疫沈殿物（ハロー）により視覚的に監視でき、同時にｃＡ２の生産レベルはハローのサ
イズと相関する。
【実施例】
【０１１９】
実施例１：捕捉抗体を含むメチルセルロースに基づく半固形捕捉培地の調製
　ＩＭＤＭ，ＥＭＤＭ，ＣＤ　ＣＨＯ，ＣＤ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａのような増殖培地中に
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メチルセルロースを含有するプレメイド半固形マトリックス（４０００ｃｐｓ）が市販さ
れている。例えばステムセルテクノロジーズからのＭｅｔｈｏｃｕｌｔが以下の実験で使
用された。
【０１２０】
　半固形捕捉培地は、１ｍｌの捕捉抗体（２ｍｇ／ｍｌ）を１３ｍｌのメチルセルロース
培地に加えることにより調製した。細胞懸濁液をＦＢＳ、Ｌ－グルタミンおよび追加の増
殖培地と一緒に混合物に加えて２０ｍｌの最終容量とした。この実施例では、成分の最終
濃度は１％メチルセルロース、３０％　ＦＢＳおよび２ｍＭ　Ｌ－グルタミンである。具
体的な細胞株に適切な他の濃度は本発明の範囲内にあると容易に理解される。
【０１２１】
　この作業混合物を適切な容器に入れ（５０ｍｌのコニカル遠心管のような）、そして３
０秒間混合、または激しくボルテックス処理した。混合後、試験管を室温に５～１０分間
静置して気泡を消失させた。捕捉培地中の２０ｍｌの細胞を、６ウェルプレートに均一に
分配した。プレートを３７℃のＣＯ２インキュベーター中で撹乱せずに７～１０日間イン
キュベーションした。次いでプレートを検査のために取り出した。
【０１２２】
　このアッセイの感度は、捕捉抗体の濃度および半固形捕捉培地を作成するために使用す
るメチルセルロースの量を変えることにより至適化することができる。より低い捕捉抗体
濃度、およびより少ないメチルセルロースの組み合わせにより、日常的により良い検出感
度がもたらされる。
【０１２３】
実施例２：蛍光性プロテインＡ／Ｇに基づく分泌抗体検出アッセイを使用した抗体生産ク
ローンの同定
　蛍光性プロテインＡ／Ｇに基づく分泌されたタンパク質の検出アッセイは、最初に組換
え抗体（ＳＭ１．１４１．２２４）を発現している安定なＣＨＯ細胞株により例示された
。これらの細胞を１：１の比率で非発現ＣＨＯ宿主細胞と、ステムセルテクノロジーズか
らの通例のＭｅｔｈｏｃｕｌｔ製剤（Ｃａｔ．＃　Ｍ０３９９９）（２．５％のメチルセ
ルロースをダルベッコの改良イーグル培地（ＤＭＥＭ）中に含む）中で混合した。ＣＨＯ
宿主細胞は内部陰性対照として役立てた。Ｍｅｔｈｏｃｕｌｔは以下の表５に示すような
追加の試薬を補充した。
【０１２４】
【表５】

【０１２５】
　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８　プロテインＡ／Ｇの複数の濃度を、最適濃度を決定
するために使用した。Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８　プロテインＡは３，５，７，９
，１１，および１３ｕｇ／ｍＬで使用し、一方Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８　プロテ
インＧは６，８，１０，１２，１４および１６ｕｇ／ｍＬで試験した。すべての試薬を加
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えた後、溶液を３０秒間、激しく撹拌した。混合後、２ｍＬの溶液を６ウェルプレートの
各ウェルに加えた。プレートは静置（ｕｎｄｉｓｔｕｒｂｅｄ）状態で７～１２日間、３
７℃で５％　ＣＯ２にてインキュベーションした。８日間のインキュベーション後、蛍光
顕微鏡を使用して蛍光を視覚化した。蛍光および白色光の像を顕微鏡に連結されたデジタ
ルカメラで取り、蛍光および非蛍光コロニーを記録した。代表的な蛍光および白色光像を
図１および図２に示す。細胞コロニー上または周囲の特異的な明緑色蛍光は、Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ　４８８　プロテインＡ／Ｇの存在下で明らかに見ることができた。幾つか
の細胞はいかなる蛍光も現さなかった。非蛍光コロニーはいかなる抗体も分泌しない親の
ＣＨＯ細胞から生じたと予想される。これを確認するために、６個の蛍光および６個の非
蛍光コロニーをプロテインＡの実験から取り上げ、そして１０個の蛍光および１０個の非
蛍光コロニーをプロテインＧの実験から取り上げた。これらのコロニーはＣＤ　ＣＨＯ　
培地を含有する２４ウェルプレートで増幅させ、そして増殖力価を決定した。ＩＭＭＡＧ
Ｅ装置（ベックマン　コールター：Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）により測定した時
、すべての蛍光コロニーが抗体を生産し、一方、非蛍光コロニーのいずれも抗体を生産し
なかった。
【０１２６】
　選択したコロニーからの蛍光強度と発現したタンパク質量との間の相関を決定するため
に、別の実験を行った。この実験は上記プロトコールを使用して、プロテインＧ（１５ｕ
ｇ／ｍＬ）および組換え抗体（ＳＭ１．１４１）を発現するＣＨＯ細胞株を用いて設定し
た。混合した溶液を４枚の１００ｍｍ丸型培養皿にまいた（１０ｍＬ容量）。プレートを
静置状態で３７℃で５％　ＣＯ２にてインキュベーションした。１３日のインキュベーシ
ョン後、蛍光顕微鏡を使用して蛍光を視覚化した。全部で８０個のコロニーが、２５ｕＭ
　ＭＳＸおよび１Ｘ　ＧＳ補充物を含む１００ｕＬのＣＤ　ＣＨＯ培地を含有する９６ウ
ェルプレート中で増幅した。各コロニーの蛍光写真は顕微鏡に連結したデジタルカメラを
用いて取った。コロニー上または周囲の全蛍光は、国立衛生研究所のＩｍａｇｅＪソフト
ウェアプログラムを使用して定量した。選択したコロニーは、Ｔ２５フラスコ中でバッチ
振盪フラスコ培養で増幅させた。振盪フラスコ中で良好な増殖を示した６４個のクローン
を、１０ｍＬのＣＤ　ＣＨＯ培地（２５ｕＭ　ＭＳＸおよび１Ｘ　ＧＳ補充物を含む）に
０．３Ｘ１０６細胞／ｍＬで接種した。抗体力価は１２日後にＩＭＭＡＧＥ装置を使用し
て測定した。抗体力価および全蛍光は、Ｅｘｃｅｌ（マイクロソフト社：Ｍｉｃｒｏｓｏ
ｆｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を使用してプロットして、相関を決定した（図３）。簡
易定量（Ｒ２）の係数は０．７５である。より低い生産クローン（＜６５０ｍｇ／ＬのＡ
ｂ）を排除すると、簡易定量の係数は０．８８に近づく。これらのデータは全蛍光と力価
との間の強い相関を示す。
【０１２７】
実施例２：細胞株を開発するための、無血清の動物成分を含まない蛍光性プロテインＧス
クリーニング法
　蛍光性プロテインスクリーニング法は、無血清の動物成分を含まない条件を使用して行
った。これらの実験の目的は、いかなる動物由来成分にも暴露せずに組換え治療用タンパ
ク質を発現している候補細胞株を作成することであった。組換えタンパク質を発現するク
ローンは、無血清の動物成分を含まないメチルセルロースプレーティングから、蛍光性プ
ロテインＧ抗体分泌検出アッセイを使用して、初代トランスフェクションおよび高発現親
細胞株のサブクローニングの両方から単離した。
【０１２８】
無血清の動物成分を含まない条件を使用して、高発現サブクローン細胞を単離するための
蛍光性タンパク質スクリーニングの使用
　以前にＧＳ遺伝子発現系（ロンザバイオロジックス：Ｌｏｎｚａ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ
）を使用して作成したＣＮＴＯ３２８（ＫＪ３．４Ｄ４）を発現する親のＣＨＯＫ１ＳＶ
細胞株を、蛍光性プロテインＧ抗体分泌検出アッセイを使用してサブクローン化した。細
胞は１０００または２０００細胞／ｍＬの密度で、２ｘ　ＣＤ－ＣＨＯもしくは２ｘ　Ｍ
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ＡＣＨ－１のいずれかを補充したメチルセルロースにまいた（表６）。まいてからおよそ
８～１２日目に、蛍光強度を顕微鏡により視覚化した。各条件から最高の蛍光強度をもつ
約４８個のコロニーを取り出し、そして増殖力価の測定に２４ウェル培養で増幅させた（
図４Ａ）。最高の２４ウェル力価を有する全部で６個のコロニーを、増殖力価の測定のた
めに振盪フラスコ培養で増幅させた。重要なことは、これらの上位６個のサブクローン細
胞株の力価は４５０～６００ｍｇ／Ｌの範囲と測定された点である（図４Ｂ）。以前に報
告されたデータと比較して、親の細胞株から３０％ウシ胎児血清を使用してウサギの検出
抗体免疫沈降法を使用して作成された最高のサブクローン　ＫＪ３．４Ｄ４は５７０ｍｇ
／Ｌに達した。
【０１２９】
【表６】

【０１３０】
無血清の動物成分を含まない条件を使用して、高発現親細胞株を単離するための蛍光性プ
ロテインＧスクリーニングの使用
　宿主細胞株ＣＨＯＫ１ＳＶは、ＧＳ　ＣＮＴＯ１９６１（試験抗体に対するキメラ抗－
イディオタイプ抗体）二重遺伝子プラスミドを用いてエレクトロポレーションにかけた。
トランスフェクトされた細胞を回収し、そしてウシ胎児血清を含まないＭＡＣＨ－１で選
択した。細胞は２０，０００もしくは４０，０００細胞／ｍＬのいずれかの密度で、蛍光
性プロテインＧ抗体分泌検出アッセイを使用してメチルセルロースにまいた。まいてから
およそ１０～１２日に、蛍光強度を顕微鏡により視覚化した。２０，０００細胞／ｍＬの
密度で～２～５クローン／プレートが生じ、そして４０，０００細胞／ｍＬの密度では～
１０～１５クローン／プレートを生じた。まいてからおよそ１２～１５日に、全部で４８
コロニーが蛍光強度にかかわらず９６ウェルプレートに取り出された。すべのクローンが
２４ウェル培養に増幅された。２４ウェル増殖力価は０～１８ｍｇ／Ｌの範囲であった（
図５Ａ）。２４ウェル力価に基づき、上位１０個の最高発現クローンを振盪フラスコでの
増幅に選択した。振盪フラスコの増殖力価（ｏｖｅｒｇｒｏｗｔｈ　ｔｉｔｅｒ）は０～
１２０ｍｇ／Ｌの範囲であった（図５Ｂ）。同じトランスフェクトおよび選択した細胞を
、３０％のウシ胎児血清を含有するメチルセルロースにまき、そしてウサギの検出抗体免
疫沈降法を使用してスクリーニングした。２４ウェル培養で増幅した４８クローンの力価
は、６５ｍｇ／Ｌを生産するアウトライアークローンを含め０～６５ｍｇ／Ｌの範囲であ
った（図６Ａ）。上位１０個の細胞株に関するバッチの振盪フラスコの増殖力価は、０～
３３０ｍｇ／Ｌの範囲であった（図６Ｂ）。
【０１３１】
まとめ
　これらの実験は、完全に無血清の動物成分を含まない条件を使用して、抗体を生産する
親クローンの同定および単離のために、蛍光性プロテインＧスクリーニングアッセイの有
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用性を証明する。さらに無血清の動物成分を含まない蛍光性プロテインＧ抗体分泌検出ア
ッセイを使用したメチルセルロースでのサブクローニングは、ウサギの検出抗体免疫沈降
法を使用して単離したものに匹敵する力価のサブクローンを生じた。
【０１３２】
利点
　蛍光性プロテインＡ／Ｇに基づく分泌タンパク質検出アッセイは、組換えタンパク質生
産コロニーの上および周囲の蛍光量が分泌したタンパク質に直接比例するので、高生産体
クローンの検出および単離を可能にする。ウサギ抗体を使用する方法に比べて、この方法
は検出試薬として組換えタンパク質を使用し、そして製造する細胞株についてウサギのウ
イルスに関して試験する必要を排除する。加えて、組換えプロテインＡ／Ｇは廉価であり
、そしてロット毎の変動が組換えタンパク質試薬で低くなる。
【０１３３】
　本発明は前記記載および実施例で特別に記載した以外にも実施することができることは
明白である。本発明の多くの修飾および変更が上記教示に照らして可能であり、したがっ
て添付する特許請求の範囲内にある。

【図１Ａ－Ｂ】 【図２Ａ－Ｂ】
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【図３】 【図４Ａ－４Ｂ】

【図５Ａ－Ｂ】 【図６Ａ－６Ｂ】
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