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(57)【要約】
【課題】構造認識抗体を産生する細胞を高効率で得られる抗体産生細胞のスクリーニング
用検出プローブ及び抗体産生細胞のスクリーニング方法を提供する。
【解決手段】抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、抗原タンパク質と、前記
抗原タンパク質のＮ末端又はＣ末端に結合している蛍光物質と、を含み、フローサイトメ
トリーによる選抜に用いられる。抗体産生細胞のスクリーニング方法は、抗体産生細胞と
前記抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブとを接触させる標識工程と、前記標識
工程の後に、前記抗体産生細胞をフローサイトメトリーにより選抜する選抜工程と、を備
える方法である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原タンパク質と、前記抗原タンパク質のＮ末端又はＣ末端に結合している蛍光物質と
、を含み、
　フローサイトメトリーによる選抜に用いられることを特徴とする抗体産生細胞のスクリ
ーニング用検出プローブ。
【請求項２】
　前記蛍光物質が蛍光タンパク質である請求項１に記載の抗体産生細胞のスクリーニング
用検出プローブ。
【請求項３】
　前記抗原タンパク質が、硫安沈殿物である請求項１又は２に記載の抗体産生細胞のスク
リーニング用検出プローブ。
【請求項４】
　抗原タンパク質をコードする第１の核酸を挿入するためのクローニングサイトと、
　前記クローニングサイトの上流又は下流に連結された蛍光タンパク質をコードする第２
の核酸と、を含む第１のベクターを備え、
　前記第１のベクターは、前記抗原タンパク質と、前記抗原タンパク質のＮ末端又はＣ末
端に結合している前記蛍光タンパク質と、を含む融合タンパク質を発現させるためのベク
ターであり、
　フローサイトメトリーによる選抜に用いられることを特徴とする抗体産生細胞のスクリ
ーニング用キット。
【請求項５】
　更に、抗原タンパク質をコードする第３の核酸を挿入するためのクローニングサイトを
含む第２のベクターを備え、
　前記第２のベクターは、非ヒト動物免疫用の抗原タンパク質を発現させるためのベクタ
ーである請求項４に記載の抗体産生細胞のスクリーニング用キット。
【請求項６】
　更に、硫酸アンモニウムを備え、
　前記硫酸アンモニウムは、前記融合タンパク質を硫安沈殿法により精製するためのもの
である請求項４又は５に記載の抗体産生細胞のスクリーニング用キット。
【請求項７】
　抗体産生細胞と請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体産生細胞のスクリーニング用
検出プローブとを接触させる標識工程と、
　前記標識工程の後に、前記抗体産生細胞をフローサイトメトリーにより選抜する選抜工
程と、を備えることを特徴とする抗体産生細胞のスクリーニング方法。
【請求項８】
　前記標識工程において、異なる抗原タンパク質に対する抗体を産生する２種類以上の前
記抗体産生細胞と、互いに異なる前記蛍光物質が結合している２種類以上の前記抗原タン
パク質を含む前記抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブとを接触させる請求項７
に記載の抗体産生細胞のスクリーニング方法。
【請求項９】
　請求項７又は８に記載の抗体産生細胞のスクリーニング方法を用いて得られた抗体産生
細胞を１細胞ずつ播種する播種工程を備えることを特徴とするモノクローナル抗体の製造
方法。
【請求項１０】
　モノクローナル抗体のアイソタイプがＩｇＧである請求項１１に記載のモノクローナル
抗体の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ及びその使用に関する。具体
的には、本発明は、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ、抗体産生細胞のスク
リーニング用キット、抗体産生細胞のスクリーニング方法及びモノクローナル抗体の製造
方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　モノクローナル抗体は、高い抗原結合特異性と結合強度とを有する高感度な検出プロー
ブである。モノクローナル抗体は、ポストゲノム時代の生命科学で必須な研究ツールであ
るだけでなく、均一な品質の抗体を大量生産できるため、商業的にも有用な高機能生物素
材である。そのため、現在、抗体を用いた疾患検査薬、診断薬、医薬品等の市場が拡大し
続けている。
【０００３】
　モノクローナル抗体の有用性を判断する最も重要な点は、当該モノクローナル抗体がタ
ンパク質のアミノ酸配列を認識（配列認識）して結合するか、又は、アミノ酸配列だけで
なく、タンパク質の立体構造を含めて認識（構造認識）するかである。特に、生体内に投
与する抗体医薬品の場合、生体内の天然構造を認識する構造認識抗体でなければ薬効は期
待できない。更に、生体物質を被検体とする検査及び診断薬も同様に構造認識抗体でなけ
れば正しい診断ができない。従って、構造認識抗体を取得することが大切である。
【０００４】
　モノクローナル抗体の製造方法には、大きく分けて、以下の２通りの方法がある。
　１）動物に抗原を免疫してハイブリドーマを作製するハイブリドーマ法、
　２）免疫グロブリンの抗原結合領域の遺伝子を遺伝子工学的に発現させるインビトロデ
ィスプレイ法。
【０００５】
　いずれの手法も一長一短あるが、ハイブリドーマ法はシステム導入が容易であるため、
多くの研究所で行われている。しかしながら、ハイブリドーマ法では、手間及び時間がか
かっていた。また、ハイブリドーマ法では抗体産生細胞の選抜をＥＬＩＳＡにより行って
おり、抗原として、一般的に、固相に固着した変性構造のタンパク質を用いる。そのため
、配列認識抗体は比較的簡単に取得できるが、構造認識抗体を取得することが困難であっ
た。
【０００６】
　構造認識抗体を取得する手法として、１９７９年にＨｅｒｚｅｎｂｅｒｇらは、フロー
サイトメーターを使用するハイブリドーマ法を開発した（例えば、非特許文献１参照。）
。ハイブリドーマは分泌型免疫グロブリンと同じ抗原結合特異性を有する膜型免疫グロブ
リン分子が細胞膜上に発現している。このため、抗原は、分泌型免疫グロブリン、すなわ
ち抗体だけでなく、この膜型免疫グロブリンとも結合する。よって、Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒ
ｇらが開発した方法では、抗原を蛍光標識することで、目的のハイブリドーマを蛍光標識
し、スクリーニング及びクローニングを行う。
【０００７】
　また、２００９年にＭｅａｇｈｅｒらは、遺伝工学的に改変したハイブリドーマ及びフ
ローサイトメーターを使用するハイブリドーマ法を開発した（例えば、特許文献１～３、
及び非特許文献２参照。）。具体的には、まず、Ｉｇα遺伝子が導入されたミエローマ細
胞と抗原免疫したマウスから取得したＢ細胞と、又は、ミエローマ細胞と抗原免疫したマ
ウスから取得し、且つＩｇα遺伝子が導入されたＢ細胞と、を細胞融合してハイブリドー
マを得る。このハイブリドーマでは、Ｉｇα分子がハイブリドーマの細胞膜上に高発現し
ており、これにより、膜型免疫グロブリンの発現を増強することができる。次いで、該ハ
イブリドーマと、ビオチン化標識した抗原ペプチドと、Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｅ－Ｐ
Ｅとを接触させて、フローサイトメーターを用いてクローニングを実施する。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【０００８】
【特許文献１】米国特許第７６２９１７１号明細書
【特許文献２】米国特許第７１４８０４０号明細書
【特許文献３】米国特許第８９１２３８５号明細書
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Parks D R et al., “Antigen-specific identification and cloning 
of hybridomas with a fluorescence-activated cell sorter”, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, vol. 76, no. 4, p1962-1966, 1979.
【非特許文献２】Price P W et al., “Engineered cell surface expression of membra
ne immunoglobulin as a means to identify monoclonal antibody-secreting hybridoma
s”, J. Immunol. Methods, vol. 343, no. 1, p28-41, 2009.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　特許文献１～３及び非特許文献１、２に記載の方法では、構造認識抗体を取得すること
ができる。しかしながら、蛍光標識が容易な短鎖ペプチド抗原を用いており、当該短鎖ペ
プチド抗原が天然タンパク質の構造を再現している場合しか、構造認識抗体を選抜するこ
とができなかった。また、抗体取得効率が低く、改善の余地があった。
【００１１】
　本発明は、上記事情に鑑みてなされたものであって、目的抗原タンパク質に対する構造
認識抗体を産生する細胞を高効率で得られる抗体産生細胞のスクリーニング用検出プロー
ブ、抗体産生細胞のスクリーニング用キット及び抗体産生細胞のスクリーニング方法を提
供する。また、目的抗原タンパク質に対する構造認識抗体を高効率で得られるモノクロー
ナル抗体の製造方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　すなわち、本発明は、以下の態様を含む。
　本発明の第１態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、抗原タンパ
ク質と、前記抗原タンパク質のＮ末端又はＣ末端に結合している蛍光物質と、を含み、フ
ローサイトメトリーによる選抜に用いられる。
【００１３】
　上記第１態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブにおいて、前記蛍光
物質が蛍光タンパク質であってもよい。
【００１４】
　上記第１態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブにおいて、前記抗原
タンパク質が、硫安沈殿物であってもよい。
【００１５】
　本発明の第２態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用キットは、抗原タンパク質を
コードする第１の核酸を挿入するためのクローニングサイトと、前記クローニングサイト
の上流又は下流に連結された蛍光タンパク質をコードする第２の核酸と、を含む第１のベ
クターを備え、前記第１のベクターは、前記抗原タンパク質と、前記抗原タンパク質のＮ
末端又はＣ末端に結合している前記蛍光タンパク質と、を含む融合タンパク質を発現させ
るためのベクターであり、フローサイトメトリーによる選抜に用いられる。
【００１６】
　上記第２態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用キットは、更に、抗原タンパク質
をコードする第３の核酸を挿入するためのクローニングサイトを含む第２のベクターを備
え、前記第２のベクターは、非ヒト動物免疫用の抗原タンパク質を発現させるためのベク
ターであってもよい。
【００１７】
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　上記第２態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用キットは、更に、硫酸アンモニウ
ムを備え、前記硫酸アンモニウムは、前記融合タンパク質を硫安沈殿法により精製するた
めのものであってもよい。
【００１８】
　本発明の第３態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング方法は、抗体産生細胞と上記第
１態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブとを接触させる標識工程と、
前記標識工程の後に、前記抗体産生細胞をフローサイトメトリーにより選抜する選抜工程
と、を備える方法である。
【００１９】
　前記標識工程において、異なる抗原タンパク質に対する抗体を産生する２種類以上の前
記抗体産生細胞と、互いに異なる前記蛍光物質が結合している２種類以上の前記抗原タン
パク質を含む前記抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブとを接触させてもよい。
【００２０】
　本発明の第４態様に係るモノクローナル抗体の製造方法は、上記第３態様に係る抗体産
生細胞のスクリーニング方法を用いて得られた抗体産生細胞を１細胞ずつ播種する播種工
程を備える方法である。
【００２１】
　上記第４態様に係るモノクローナル抗体の製造方法において、モノクローナル抗体のア
イソタイプがＩｇＧであってもよい。
【発明の効果】
【００２２】
　上記態様の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ、抗体産生細胞のスクリーニ
ング用キット及び抗体産生細胞のスクリーニング方法によれば、目的抗原タンパク質に対
する構造認識抗体を産生する細胞を高効率で得られる。また、上記態様のモノクローナル
抗体の製造方法によれば、目的抗原タンパク質に対する構造認識抗体を高効率で得られる
。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】本発明の一実施形態に係る抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブを示す
図である。
【図２】本発明の一実施形態に係るモノクローナル抗体の製造方法を示す概略工程図であ
る。
【図３】製造例１における各飽和度の硫酸アンモニウムを用いて精製した融合タンパク質
１（ＥＧＦＰ＋α－Ｔｕｂｕｌｉｎ部分タンパク質）及び蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）の
ＣＢＢ染色画像である。
【図４Ａ】実施例１における蛍光タンパク質を添加したハイブリドーマ（コントロール群
）、及び、融合タンパク質１を添加したハイブリドーマをフローサイトメーターにより検
出した結果を示すグラフである。
【図４Ｂ】実施例１における蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）又は融合タンパク質１（ＥＧＦ
Ｐ＋α－Ｔｕｂｕｌｉｎ部分タンパク質）を添加したハイブリドーマの蛍光顕微鏡像であ
る。
【図５】試験例１における実施例１で得られた抗体を用いてウエスタンブロッティングを
行った結果を示す画像である。
【図６】試験例１における実施例１で得られた抗体について、配列認識度（ＥＬＩＳＡで
の蛍光強度）を縦軸に、構造認識度（フローサイトメーターでの蛍光強度）を横軸にプロ
ットしたグラフである。
【図７】実施例２における蛍光タンパク質を添加した脾臓細胞（コントロール群）、及び
、融合タンパク質１を添加した脾臓細胞をフローサイトメーターにより検出した結果を示
すグラフである。
【発明を実施するための形態】
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≪抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ≫
　本発明の一実施形態に抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、抗原タンパク
質と、前記抗原タンパク質のＮ末端又はＣ末端に結合している蛍光物質と、を含み、フロ
ーサイトメトリーによる選抜に用いられる。
【００２５】
　本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブを構成する各成分について
、以下に詳細を説明する。
【００２６】
＜抗原タンパク質＞
　本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブに含まれる抗原タンパク質
は、天然状態での立体構造（以下、「天然型立体構造」と称する場合がある）を有するも
のであればよく、特別な限定はない。また、抗原タンパク質は、全長タンパク質であって
もよく、エピトープとなり得る標的部位を含む部分タンパク質であってもよい。
【００２７】
＜蛍光物質＞
　本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブに含まれる蛍光物質は、フ
ローサイトメーターにおいて一般的用いられる公知のモノであれば特別な限定はない。蛍
光物質として具体的には、例えば、以下の表１に示す多環芳香族化合物、又は、以下の表
２及び表３に示す蛍光タンパク質等が挙げられる。
【００２８】
　中でも、蛍光物質としては、蛍光タンパク質であることが好ましい。蛍光物質として蛍
光タンパク質を用いることで、後述のとおり、蛍光タンパク質と抗原タンパク質との融合
タンパク質として抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブを容易に製造できる。ま
た、蛍光物質として蛍光タンパク質を用いることで、抗体産生細胞のスクリーニング用検
出プローブの製造時において、抗原タンパク質のアミノ基又はチオール基等に、蛍光物質
を化学的に修飾する必要がない。そのため、ｐＨ、温度等の変化により、抗原タンパク質
の立体構造が変化して、変性状態となることを防ぐことができる。
【００２９】
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【００３０】
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【表２】

【００３１】
【表３】
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【００３２】
　図１は、本発明の一実施形態に係る抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブを示
す図である。
　図１に示すように、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ１０は、抗原タンパ
ク質１と、蛍光物質２とを含む。蛍光物質２は、抗原タンパク質１に直接的又は間接的に
結合していてよい。
【００３３】
　抗原タンパク質１と蛍光物質２とが直接的に結合している場合、両者の結合様式として
は、例えば、配位結合、共有結合（例えば、ジスルフィド結合、アミド結合、エステル結
合等）、水素結合、イオン結合、疎水性相互作用、物理吸着等であってよい。なお、蛍光
物質２が蛍光タンパク質である場合、抗原タンパク質１と蛍光物質２とは、アミド結合に
より直接的に結合することが好ましい。
【００３４】
　抗原タンパク質１と蛍光物質２とが間接的に結合している場合、両者がリンカーを介し
て結合していてもよい。前記リンカーとしては、１～数個（例えば１～５個程度等）のア
ミノ酸からなるペプチドリンカー、ポリエチレングリコール等の合成高分子化合物からな
るリンカー等が挙げられ、これらに限定されない。
【００３５】
　又は、抗原タンパク質１と蛍光物質２とが間接的に結合している場合、例えば、ビオチ
ン－アビジン等の相互に結合するタンパク質を活用する方法等が挙げられる。具体的には
、ビオチン標識された抗原タンパク質を調製し、抗体産生細胞とビオチン標識された抗原
タンパク質とを接触させる。更に、蛍光物質が結合したアビジン（例えば、ストレプトア
ビジン）を接触させることで、抗体産生細胞－ビオチン標識された抗原タンパク質－蛍光
物質が結合したアビジンからなる複合体が形成される。これにより、抗体産生細胞は、蛍
光物質により、ビオチン及びアビジンを介して間接的に標識される。
【００３６】
　また、抗原タンパク質１における蛍光物質２の結合位置は、抗原タンパク質の立体構造
が保たれる位置であればよく、抗原タンパク質のＮ末端であってもよく、Ｃ末端であって
もよい。抗原タンパク質１における蛍光物質２の結合位置は、抗原タンパク質中の抗体結
合部位（エピトープ）となり得る標的部位とは反対側であることが好ましい。例えば、エ
ピトープとなり得る標的部位がＮ末端領域側に存在する場合は、蛍光物質２の結合位置は
、Ｃ末端であることが好ましい。一方、エピトープとなり得る標的部位がＣ末端領域側に
存在する場合は、蛍光物質２の結合位置は、Ｎ末端であることが好ましい。また、エピト
ープとなり得る標的部位がタンパク質のアミノ酸配列のうち中心部に存在する場合、蛍光
物質２の結合位置は、Ｎ末端であってもよく、Ｃ末端であってもよい。
【００３７】
　抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ１０において、蛍光物質２が抗原タンパ
ク質１の天然型立体構造を保持するように結合している。そのため、抗体産生細胞のスク
リーニング用検出プローブ１０は、抗体産生細胞のうち、目的抗原タンパク質１に対する
構造認識抗体を産生する抗体産生細胞の細胞膜上に存在する膜型免疫グロブリン分子３に
結合して蛍光標識することができる。よって、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プロ
ーブ１０を用いることで、高効率で目的抗原タンパク質に対する構造認識抗体を産生する
細胞を得ることができる。
【００３８】
　なお、本明細書において、「構造認識抗体」とは、抗原タンパク質中の天然型立体構造
であるエピトープを認識する抗体を意味する。一方、「配列認識抗体」とは、抗原タンパ
ク質中の変性状態での立体構造（以下、「変性型立体構造」と称する場合がある）である
エピトープを認識する抗体を意味する。なお、主に、変性型立体構造は、直鎖状である。
特に、後述の実施例に示すとおり、フローサイトメーターによる検出の際に、蛍光強度が
より高く検出されるものほど、構造認識能の高い抗体を産生する抗体産生細胞であると判
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断できる。また、後述の実施例に示すとおり、ＥＬＩＳＡによる検出の際に、蛍光強度が
より高く検出されるものほど、配列認識能の高い抗体を産生する抗体産生細胞であると判
断できる。
【００３９】
　従来では、主にＥＬＩＳＡを用いて抗体産生細胞が産生するモノクローナル抗体を評価
し、スクリーニングを行う。ＥＬＩＳＡで使用する抗原タンパク質は変性状態であり、配
列認識抗体が得られる。しかしながら、配列認識抗体は、抗原タンパク質中のエピトープ
の天然型立体構造と変性型立体構造とが異なる場合は、抗原タンパク質を認識することが
できず、有用性はあまり高くない。
【００４０】
　これに対し、本実施形態では、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブとフロー
サイトメーターとを用いて抗体産生細胞の細胞膜上に発現している膜型免疫グロブリンと
、構造を保持している抗原との結合により、スクリーニングを行う。よって、構造認識抗
体をスクリーニングすることができる。
【００４１】
　構造を認識する抗体は、生体内の生理活性を保ったタンパク質と結合することが必須で
ある。よって、本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブを用いて得ら
れる抗体産生細胞が産生するモノクローナル抗体は、検査診断薬や医薬品に利用できる有
用な抗体である。また、従来では、スクリーニングにおいて取りこぼしていた構造認識抗
体を確実に取得できるため、有用性が高い。
【００４２】
　本明細書において、「抗体産生細胞」としては、目的抗原タンパク質に対する抗体を産
生する細胞であればよく、特別な限定はない。抗体産生細胞として具体的には、例えば、
脾臓細胞、リンパ節細胞、末梢血細胞等が挙げられる。中でも、抗体産生細胞としては、
脾臓細胞又は局所リンパ節細胞が好ましい。また、抗体産生細胞として、ハイブリドーマ
を用いてもよい。
【００４３】
　本明細書において、「ハイブリドーマ」は、目的抗原タンパク質を免疫した非ヒト動物
由来の抗体産生細胞とミエローマ細胞とを細胞融合することで得られる。又は、目的抗原
タンパク質に対する抗体を産生するヒト由来の抗体産生細胞と、ミエローマ細胞とを細胞
融合することで得られる。
【００４４】
　前記非ヒト動物としては、ヒト以外の哺乳動物（非ヒト哺乳動物）又は鳥類動物が好ま
しい。前記非ヒト哺乳動物しては、例えば、マウス、ラット、ハムスター等の齧歯類、ウ
サギ、ヤギ、サル等が挙げられ、これらに限定されない。また、前記鳥類動物としては、
例えば、ニワトリ等が挙げられ、これらに限定されない。
【００４５】
　ヒト由来の抗体産生細胞は、例えば、ヒトの血液から単離された末梢血単核球等の抗体
産生細胞を用いればよい。又は、免疫されていないヒト由来のリンパ球等の細胞に対して
、抗原タンパク質を培地中で作用させることによって得られたヒト抗体産生細胞を用いれ
ばよい。また、ヒト由来の抗体産生細胞は、ＥＢウイルス等を用いて不死化されていても
よい。
【００４６】
＜抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブの製造方法＞
　本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、蛍光物質が多環芳香族
化合物であり、抗原タンパク質と蛍光物質とが直接的に結合している場合、以下に示す方
法により製造することができる。
【００４７】
　まず、抗原タンパク質をコードする核酸を含む発現ベクターを用いて、宿主を形質転換
する。次いで、当該宿主を培養して抗原タンパク質を発現させる。培地の組成、培養の温
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度、時間、誘導物質の添加等の条件は、形質転換体が生育し、抗原タンパク質が効率よく
産生されるよう、公知の方法に従って当業者が決定できる。また、例えば、選択マーカー
として抗生物質抵抗性遺伝子を発現ベクターに組み込んだ場合、培地に抗生物質を加える
ことにより、形質転換体を選択することができる。次いで、宿主が発現した抗原タンパク
質を適宜の方法により精製することにより、抗原タンパク質が得られる。次いで、得られ
た抗原タンパク質のアミノ基又はチオール基等に、蛍光物質を化学的に修飾して、抗体産
生細胞のスクリーニング用検出プローブを得ることができる。
【００４８】
　又は、本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、蛍光物質が多環
芳香族化合物であり、抗原タンパク質と蛍光物質とが間接的に結合している場合、以下に
示す方法により製造することができる。
　まず、抗原タンパク質をコードする第１の核酸と、該第１の核酸の上流又は下流にＡｖ
ｉＴａｇ（登録商標）をコードする第２の核酸と、を含む発現ベクターを用いて、宿主を
形質転換する。次いで、当該宿主を培養してＡｖｉＴａｇ（登録商標）が付加された抗原
タンパク質を発現させる。培地の組成、培養の温度、時間、誘導物質の添加等の条件は、
形質転換体が生育し、ＡｖｉＴａｇ（登録商標）が付加された抗原タンパク質が効率よく
産生されるよう、公知の方法に従って当業者が決定できる。また、例えば、選択マーカー
として抗生物質抵抗性遺伝子を発現ベクターに組み込んだ場合、培地に抗生物質を加える
ことにより、形質転換体を選択することができる。次いで、宿主が発現したＡｖｉＴａｇ
（登録商標）が付加された抗原タンパク質を適宜の方法により精製することにより、Ａｖ
ｉＴａｇ（登録商標）が付加された抗原タンパク質が得られる。次いで、得られたＡｖｉ
Ｔａｇ（登録商標）が付加された抗原タンパク質に、ビオチンリガーゼを用いて、ビオチ
ンを導入する。更に、ビオチン標識された抗原タンパク質と、蛍光物質が化学的に結合し
たストレプトアビジンとを接触させることで、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プロ
ーブを得ることができる。
【００４９】
　本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、蛍光物質が蛍光タンパ
ク質である場合、以下に示す方法により製造することができる。
　まず、抗原タンパク質をコードする第１の核酸と、該第１の核酸の上流又は下流に蛍光
タンパク質をコードする第２の核酸と、を含む発現ベクターを用いて、宿主を形質転換す
る。このとき、抗原タンパク質と蛍光タンパク質とをペプチドリンカーを介して、間接的
に結合させる場合には、前記第１の核酸と、前記第２の核酸との間に、ペプチドリンカー
をコードする第４の核酸を挿入すればよい。次いで、宿主を培養して、抗原タンパク質及
び蛍光タンパク質が直接的又は間接的に結合した融合タンパク質を発現させる。培地の組
成、培養の温度、時間、誘導物質の添加等の条件は、形質転換体が生育し、融合タンパク
質が効率よく産生されるよう、公知の方法に従って当業者が決定できる。また、例えば、
選択マーカーとして抗生物質抵抗性遺伝子を発現ベクターに組み込んだ場合、培地に抗生
物質を加えることにより、形質転換体を選択することができる。次いで、宿主が発現した
融合タンパク質を精製することにより、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブを
得ることができる。
【００５０】
　融合タンパク質の精製方法としては、融合タンパク質中の抗原タンパク質の立体構造を
維持したまま精製できる方法であればよく、公知のタンパク質精製方法から適宜選択でき
る。中でも、硫安沈殿法により精製することが好ましい。硫安沈殿法を用いることで、融
合タンパク質中の抗原タンパク質の立体構造を維持したまま、大腸菌等の宿主由来のエン
ドトキシン（例えば、リポ多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＬＰＳ）等）
を高効率で除去することができる。硫安沈殿法に用いられる硫酸アンモニウムの飽和度と
しては、抗原タンパク質の種類及び荷電状態等に応じて適宜調整すればよい。例えば、後
述の実施例に示すように、α－Ｔｕｂｕｌｉｎ及びＥＧＦＰの融合タンパク質を精製する
場合、試料中の硫酸アンモニウムの飽和度としては、４０％以上６０％以下とすることが
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でき、５０％程度であることが好ましい。得られた硫安沈殿物（粗精製物）は、抗体産生
細胞のスクリーニング用検出プローブに含まれる抗原タンパク質として使用できる。この
硫安沈殿物（粗精製物）中には、融合タンパク質以外の宿主由来のタンパク質が含まれる
。そのため、後述するスクリーニング方法において、抗体産生細胞のスクリーニング用検
出プローブの抗原タンパク質として硫安沈殿物（粗精製物）を用いることで、融合タンパ
ク質以外の宿主由来のタンパク質が抗体産生細胞の表面を覆うブロッキング剤として働く
。これにより、抗原タンパク質を介さず蛍光タンパク質が抗体産生細胞の細胞表面に非特
異的に吸着することを防ぐことができ、より高効率で目的抗原タンパク質に対する構造認
識抗体を産生する細胞を蛍光標識することができる。
【００５１】
　また、硫安沈殿法により得られた粗精製物（硫安沈殿物）を、更にゲル濾過カラムに通
すことで、硫酸アンモニウム等の低分子の夾雑物を除去してもよい。ゲル濾過カラムに用
いる担体としては、例えば、ＧＥヘルスケア社製のＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－５０、Ｓｅｐ
ｈａｄｅｘ　Ｇ－７５等が挙げられ、これらに限定されない。
【００５２】
　また、ゲル濾過後の精製物を、更に膜フィルターに通すことで、濾過滅菌してもよい。
膜フィルターの孔径としては、例えば０．１μｍ以上０．５μｍ以下とすることができ、
０．２μｍ以上０．４μｍ以下とすることができる。
【００５３】
＜用途＞
　本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、構造認識抗体を産生す
る細胞を蛍光標識し、スクリーニングするために好適に用いられる。また、後述に示すよ
うに、本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブと接触させた細胞をフ
ローサイトメトリーによる選抜することで、蛍光標識された構造認識抗体を産生する細胞
を１細胞ずつ選抜及び単離することができる。
【００５４】
≪抗体産生細胞のスクリーニング用キット≫
　本発明の一実施形態に係る抗体産生細胞のスクリーニング用キットは、抗原タンパク質
をコードする第１の核酸を挿入するためのクローニングサイトと、前記クローニングサイ
トの上流又は下流に連結された蛍光タンパク質をコードする第２の核酸と、を含む第１の
ベクターを備え、前記第１のベクターは、前記抗原タンパク質と、前記抗原タンパク質の
Ｎ末端又はＣ末端に結合している前記蛍光タンパク質と、を含む融合タンパク質を発現さ
せるためのベクターであり、フローサイトメトリーによる選抜に用いられる。
【００５５】
　本実施形態のキットによれば、立体構造が維持された任意の抗原タンパク質と蛍光タン
パク質との融合タンパク質を容易に作製することができる。また、該融合タンパク質を用
いることで、高効率で任意の抗原タンパク質に対する構造認識抗体を産生する細胞を得る
ことができる。
【００５６】
＜第１のベクター＞
　本実施形態のキットに含まれる第１のベクターは、融合タンパク質を発現するためのベ
クターである。第１のベクターは、抗原タンパク質をコードする第１の核酸を挿入するた
めのクローニングサイトと、前記クローニングサイトの上流又は下流に連結された蛍光タ
ンパク質をコードする第２の核酸と、を含む。
【００５７】
　また、第１のベクターを用いて、抗原タンパク質と蛍光タンパク質とがペプチドリンカ
ーを介して間接的に結合した融合タンパク質を発現させる場合、第１のベクターは、抗原
タンパク質をコードする第１の核酸と蛍光タンパク質をコードする第２の核酸との間に、
ペプチドリンカーをコードする第４の核酸を含むことが好ましい。
【００５８】
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　抗原タンパク質及び蛍光タンパク質としては、特別な限定はなく、上述の「抗体産生細
胞のスクリーニング用検出プローブ」において例示されたものと同様のものが挙げられる
。
【００５９】
　また、第１のベクターの種類としては、発現ベクターであればよく、特別な限定はない
。発現ベクターとしては、例えば、ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＣｏｌｄ（登録商標
）、ｐＵＣ１２、ｐＵＣ１３等の大腸菌由来のプラスミド；ｐＵＢ１１０、ｐＴＰ５、ｐ
Ｃ１９４等の枯草菌由来のプラスミド；ｐＳＨ１９、ｐＳＨ１５等の酵母由来プラスミド
；λファージ等のバクテリオファージ；アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レンチウ
イルス、ワクシニアウイルス、バキュロウイルス等のウイルス；及びこれらを改変したベ
クター等を用いることができる。
【００６０】
　上述の発現ベクターにおいて、融合タンパク質発現用プロモーターとしては特に限定さ
れず、例えば、ＥＦ１αプロモーター、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、Ｌ
ＴＲプロモーター、ＣＭＶ（サイトメガロウィルス）プロモーター、ＨＳＶ－ｔｋプロモ
ーター等の動物細胞を宿主とした発現用のプロモーター、カリフラワーモザイクウイルス
（ＣａＭＶ）の３５Ｓプロモーター、ＲＥＦ（ｒｕｂｂｅｒ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｆ
ａｃｔｏｒ）プロモーター等の植物細胞を宿主とした発現用のプロモーター、ポリヘドリ
ンプロモーター、ｐ１０プロモーター等の昆虫細胞を宿主とした発現用のプロモーター等
を使用することができる。これらプロモーターは、融合タンパク質を発現する宿主に応じ
て、適宜選択することができる。
【００６１】
　上述の発現ベクターは、更に、エンハンサー、スプライシングシグナル、ポリＡ付加シ
グナル、選択マーカー、複製起点等を有していてもよい。
【００６２】
＜第２のベクター＞
　本実施形態のキットは、更に。第２のベクターを備えていてもよい。第２のベクターは
、非ヒト動物免疫用の抗原タンパク質を発現するためのベクターである。また、第２のベ
クターは、抗原タンパク質をコードする第３の核酸を挿入するためのクローニングサイト
を含む。得られた非ヒト動物免疫用の抗原タンパク質を非ヒト動物に免疫することで、当
該動物から目的抗原タンパク質に対する抗体を算出する抗体産生細胞を得ることができる
。
【００６３】
　第２のベクターに含まれる第３の核酸は、第１のベクターの含まれる第１の核酸と同じ
種類の抗原タンパク質をコードする核酸であればよい。また、第２のベクターを発現する
ことで得られる抗原タンパク質は、第１のベクターを発現することで得られる抗原タンパ
ク質におけるエピトープとなり得る標的部位のアミノ酸配列が一致し、全体として異なる
アミノ酸配列からなる部分タンパク質であってもよく、第１のベクターを発現することで
得られる抗原タンパク質と同一のアミノ酸配列からなる部分タンパク質又は全長タンパク
質であってもよい。中でも、第２のベクターを発現することで得られる抗原タンパク質は
、第１のベクターを発現することで得られる抗原タンパク質と同一のアミノ酸配列からな
る部分タンパク質又は全長タンパク質であることが好ましい。これにより、目的とする抗
原タンパク質に対する構造認識抗体を産生する細胞を高効率に得られる。
【００６４】
　また、第１のベクターの種類としては、発現ベクターであればよく、上述の「第１のベ
クター」で例示されたものと同様のものが挙げられる。
【００６５】
＜硫酸アンモニウム＞
　本実施形態のキットは、更に、硫酸アンモニウムを備えていてもよい。硫酸アンモニウ
ムは、上記第１のベクターを用いて発現された融合タンパク質を硫安沈殿法により精製す
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るためのものである。
【００６６】
　後述するスクリーニング方法において、融合タンパク質を硫安沈殿法により精製するこ
とで得られる粗精製物（硫安沈殿物）を用いることで、粗精製物（硫安沈殿物）中に含ま
れる融合タンパク質以外の宿主由来のタンパク質が抗体産生細胞の表面を覆うブロッキン
グ剤として働く。これにより、抗原タンパク質を介さず蛍光タンパク質が抗体産生細胞の
細胞表面に非特異的に吸着することを防ぐことができ、より高効率で目的抗原タンパク質
に対する構造認識抗体を産生する細胞を蛍光標識することができる。
【００６７】
＜その他＞
　本実施形態のキットは、更に、融合タンパク質を精製するためのゲル濾過カラム、滅菌
フィルター等を備えていてもよい。ゲル濾過カラム及び滅菌フィルターとしては、上述の
「抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ」において例示されたものと同様のもの
が挙げられる。また、本実施形態のキットは、更に、融合タンパク質及び非ヒト動物免疫
用の抗原タンパク質を溶解及び保存するためのバッファー等を備えてもよい。
【００６８】
＜用途＞
　本実施形態のキットに含まれる第１のベクター、及び必要に応じて硫酸アンモニウム、
ゲル濾過カラム、滅菌フィルター等の精製手段を用いることで、上述の抗体産生細胞のス
クリーニング用検出プローブを製造することができる。また、本実施形態のキットに含ま
れる第２のベクターを用いることで、非ヒト動物免疫用の抗原タンパク質を製造すること
ができる。更に、当該非ヒト動物免疫用の抗原タンパク質を用いて非ヒト動物を免疫する
ことで、免疫された抗原タンパク質に対する抗体産生細胞を得ることができる。得られた
抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ及び抗体産生細胞は、当該抗体産生細胞中
の構造認識抗体を産生する細胞を蛍光標識し、スクリーニングするために好適に用いられ
る。また、後述に示すように、本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プロー
ブと接触させた細胞をフローサイトメトリーによる選抜することで、蛍光標識された構造
認識抗体を産生する細胞を１細胞ずつ選抜及び単離することができる。
【００６９】
≪抗体産生細胞のスクリーニング方法≫
　本発明の一実施形態に係る抗体産生細胞のスクリーニング方法は、抗体産生細胞と上記
第１態様に係る抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブとを接触させる標識工程と
、前記標識工程の後に、前記抗体産生細胞をフローサイトメトリーにより選抜する選抜工
程と、を備える方法である。
【００７０】
　本実施形態のスクリーニング方法によれば、高効率で目的抗原タンパク質に対する構造
認識抗体を産生する細胞を得ることができる。
【００７１】
　図２は、後述する本発明の一実施形態に係るモノクローナル抗体の製造方法の概略工程
図である。図２を参照しながら、本実施形態のスクリーニング方法について以下に詳細を
説明する。
【００７２】
＜標識工程＞
　まず、標識部１１において、培地を含む培養容器９ａ中で抗体産生細胞４と抗体産生細
胞のスクリーニング用検出プローブ１０とを接触させる。抗体産生細胞のスクリーニング
用検出プローブ１０は、抗原タンパク質１のＮ末端又はＣ末端に蛍光物質２が結合してい
る。また、培養容器９ａは一般的に細胞培養に用いられる公知の容器を適宜選択して用い
ることができる。
【００７３】
　中でも、抗原タンパク質１のＮ末端又はＣ末端に結合した蛍光物質２としては、蛍光タ
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ンパク質であることが好ましい。蛍光物質として蛍光タンパク質を用いることで、上述の
とおり、蛍光タンパク質と抗原タンパク質との融合タンパク質として抗体産生細胞のスク
リーニング用検出プローブを容易に製造できる。また、蛍光物質として蛍光タンパク質を
用いることで、上述のとおり、抗原タンパク質のアミノ基又はチオール基等に、蛍光物質
を化学的に修飾する必要がない。そのため、ｐＨ、温度等の変化により、抗原タンパク質
の立体構造が変化して、変性状態となることを防ぐことができる。
【００７４】
　また、本実施形態のスクリーニング方法に用いられる抗体産生細胞のスクリーニング用
検出プローブ１０が、抗原タンパク質と蛍光タンパク質とを含む融合タンパク質である場
合、硫安沈殿法により精製された粗精製物であることが好ましい。この粗精製物を用いる
ことで、粗精製物中に含まれる融合タンパク質以外の宿主由来のタンパク質が抗体産生細
胞の表面を覆うブロッキング剤として働く。これにより、抗原タンパク質を介さず蛍光タ
ンパク質が抗体産生細胞の細胞表面に非特異的に吸着することを防ぐことができ、より高
効率で目的抗原タンパク質に対する構造認識抗体を産生する細胞を蛍光標識することがで
きる。
【００７５】
　標識工程において、抗体産生細胞４のうち、目的抗原タンパク質１に対する構造認識抗
体を産生する抗体産生細胞（目的抗体産生細胞）４ａは、細胞膜上に存在する膜型免疫グ
ロブリン３と、抗原タンパク質１とが特異的に結合する。これにより、目的抗体産生細胞
４ａは、抗原タンパク質１を介して、蛍光物質２で標識される。一方、その他の抗体産生
細胞４ｂは、細胞膜上に存在する膜型免疫グロブリンと、抗原タンパク質１とが結合しな
い。そのため、目的抗体産生細胞４ａは、抗原タンパク質１を介して、蛍光物質２で標識
されていない。
【００７６】
　また、標識工程において、異なる抗原タンパク質に対する抗体を産生する２種類以上の
抗体産生細胞と、抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブとを接触させてもよい。
このとき、用いられる抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブは、互いに異なる蛍
光物質が結合している２種類以上の抗原タンパク質を含む。
【００７７】
　また、用いられる抗体産生細胞としては、例えば、２種類以上の異なる目的抗原タンパ
ク質を免疫した１個体の非ヒト動物から得られる抗体産生細胞であってもよい。又は、例
えば、２個体以上の同一種の非ヒト動物において、それぞれ異なる目的抗原タンパク質を
免疫して得られた抗体産生細胞であってもよい。又は、例えば、ヒト由来の抗体産生細胞
である場合、上述のとおり、１個体又は２個体以上のヒトの血液から単離された末梢血単
核球等のヒト由来の抗体産生細胞であってもよい。又は、例えば、免疫されていない１個
体又は２個体以上のヒト由来のリンパ球等の細胞に対して、２種類以上の異なる目的抗原
タンパク質を培地中で作用させることによって得られたヒト由来の抗体産生細胞であって
もよい。いずれの場合においても、複数種類の抗体産生細胞が混在した形で得られる。
【００７８】
　よって、本実施形態における標識工程において、互いに異なる蛍光物質が結合しており
、且つ、免疫抗原タンパク質と対応した種類の抗原タンパク質を含む抗体産生細胞のスク
リーニング用検出プローブを用いることにより、複数の目的抗原タンパク質に対する構造
認識抗体を産生する抗体産生細胞を同時にスクリーニングすることができる。
【００７９】
　また、抗体産生細胞４と蛍光標識された抗原１０とを接触させる時間、すなわち標識時
間は、例えば、３０分以上２４時間以下であればよい。
　標識時間が上記下限値以上であることにより、抗体産生細胞４の細胞膜上の膜型免疫グ
ロブリン３と抗原タンパク質１とが万遍なく接触し、抗原抗体反応を行うことができる。
また、標識時間が上記上限値以下であることにより、短時間で効率的に抗体産生細胞４を
標識することができる。



(16) JP 2019-48794 A 2019.3.28

10

20

30

40

50

【００８０】
　特に、膜型免疫グロブリンのアイソタイプがＩｇＧである抗体産生細胞を得る場合には
、標識時間は、１２時間未満、１０時間以下が好ましく、３０分以上６時間以下がより好
ましく、１時間以上５時間以下が特に好ましく、２時間程度が最も好ましい。
　標識時間が上記上限値以下であることにより、抗体産生細胞４のうち、細胞膜上の膜型
免疫グロブリンのアイソタイプがＩｇＧである抗体産生細胞を優先的に標識することがで
きる。これは、ＩｇＧのほうがＩｇＭよりも構造的に抗原が接触しやすく、標識されやす
いためであると推察される。
　このことは、上述のＨｅｒｚｅｎｂｅｒｇらが開発した方法及びＭｅａｇｈｅｒらが開
発した方法等の従来のフローサイトメーターを用いた方法では、知られておらず、本発明
者らが初めて見出したものである。
　これに対し、本実施形態のスクリーニング方法では、標識時間が上記上限値以下である
ことで、抗体産生細胞４のうち、細胞膜上の膜型免疫グロブリンのアイソタイプがＩｇＧ
である抗体産生細胞を優先的に標識することができる。
【００８１】
　また、標識工程と並行して、又は標識工程の後に、７－Ａｍｉｎｏ－Ａｃｔｉｎｏｍｙ
ｃｉｎ　Ｄ（７－ＡＡＤ）等を用いて、抗体産生細胞４のうち、死細胞を予め染色してお
いてもよい。このとき、抗原タンパク質１に結合している蛍光物質２と、死細胞を判別す
るための蛍光物質とは、両者の最大蛍光波長が異なる組み合わせを適宜選択すればよい。
【００８２】
［選抜工程］
　選抜工程は、標識工程後の抗体産生細胞４のうち、目的抗体産生細胞４ａをフローサイ
トメトリーにより選抜する工程である。選抜結果の評価方法としては、例えば、未標識の
抗体産生細胞４におけるシグナルの最頻値から２倍以上、好ましくは２．５倍以上、より
好ましくは５倍以上の蛍光強度を示す抗体産生細胞４を陽性細胞とすればよい。
【００８３】
　フローサイトメトリーによる選抜は、フローサイトメーター１２を用いて行われる。フ
ローサイトメーター１２は、抗体産生細胞４を１細胞ずつソートさせ、蛍光を検出し、蛍
光が検出された目的抗体産生細胞４ａを選抜することができるものあれば、特別な限定は
なく、公知の装置をそのまま用いればよい。具体的には、例えば、ＭｏＦｌｏ　Ａｓｔｒ
ｉｏｓ　ＥＱ／ＥＱｓ（ベックマンカウンター社製）、ＭｏＦｌｏ　ＸＤＰ（ベックマン
カウンター社製）等が挙げられ、これらに限定されない。
【００８４】
　フローサイトメーター１２は、図２に示すように、例えば、第１の検出器５、第２の検
出器６、励起光源７、エアソーター８等を備えていてもよい。
　前記第１の検出器５は、例えば、蛍光を検出するためのものであって、特別な限定はな
い。また、前記第２の検出器６は、例えば、抗体産生細胞のサイズ等を計測するためのも
のであって、特別な限定はない。また、励起光源７は、抗体産生細胞に結合した蛍光物質
を励起させるためのものであって、特別な限定はない。また、ソーター８は、例えば、空
気；水等の液体等の噴射物質８ａによって、その他の抗体産生細胞４ｂを系外に排出させ
るためのものであって、特別な限定はない。
【００８５】
　本実施形態のスクリーニング方法では、フローサイトメトリーによって選抜するため、
抗体産生細胞のスクリーニングを約１日と短時間で行うことができる。また、本実施形態
のスクリーニング方法では、フローサイトメトリーによる選抜において、抗体産生細胞の
細胞膜上に発現している膜型免疫グロブリンと、構造を保持している抗原との結合により
、スクリーニングを行う。よって、目的抗原タンパク質に対する構造認識抗体をスクリー
ニングすることができる。
【００８６】
　また、細胞のソーティング効率を高めるために、選抜工程の前、又は複数のサンプルを
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用いる場合は、サンプル間において、フローサイトメーターの流路を洗浄する洗浄工程を
備えていてもよい。
　洗浄工程においては、公知の洗浄液を用いて洗浄を行えばよい。具体的には、例えば、
洗浄力が高く、適度な粘度の洗浄液（例えば、次亜塩素酸塩、２％程度の水酸化ナトリウ
ム、及び界面活性剤（例えば、アルキルアミンオキシド等）を含む市販の配管洗浄剤等）
を用いることで流路内に残存するタンパク質等を充分に洗浄することができる。
【００８７】
≪モノクローナル抗体の製造方法≫
　本発明の一実施形態に係るモノクローナル抗体の製造方法は、上記実施形態に係る抗体
産生細胞のスクリーニング方法を用いて得られた抗体産生細胞を１細胞ずつ播種する播種
工程を備える方法である。
【００８８】
　本実施形態の製造方法によれば、高効率で目的抗原タンパク質に対する構造認識抗体を
得ることができる。構造を認識する抗体は、生体内の生理活性を保ったタンパク質と結合
することが必須である。よって、本実施形態の製造方法により得られる抗体は、検査診断
薬や医薬品に利用できる有用な抗体である。また、後述の実施例に示すとおり、従来の製
造方法では、スクリーニングにおいて取りこぼしていた構造認識抗体を確実に取得できる
ため、有用性が高い。
【００８９】
　本明細書において、「モノクローナル抗体」とは、実質的に均一な特異性を持つ抗体を
意味する。
【００９０】
　また、本実施形態の製造方法により得られるモノクローナル抗体のアイソタイプは、特
別な限定はなく、例えば、ＩｇＡ（ＩｇＡ１、ＩｇＡ２）、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ（Ｉ
ｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）、ＩｇＭ等が挙げられる。中で
も、本実施形態の製造方法により得られるモノクローナル抗体のアイソタイプは、最も一
般的に用いられ、病原体の侵入に対して起こる免疫反応の多くに関与していることから、
ＩｇＧであることが好ましい。
【００９１】
　標識工程及び選抜工程までは、上述の「抗体産生細胞のスクリーニング方法」と同様の
方法を用いて、目的抗原タンパク質に対する構造認識抗体を産生する抗体産生細胞をスク
リーニングする。
　本実施形態の製造方法について、図２を参照しながら、以下に詳細を説明する。
【００９２】
［播種工程］
　播種工程は、前記選抜工程において選抜された抗体産生細胞、すなわち、陽性と評価さ
れた抗体産生細胞を１細胞ずつ播種する工程である。本実施形態の製造方法では、フロー
サイトメーター１２を用いることで、陽性と評価された抗体産生細胞４ａを自動的に１細
胞ずつ培養容器９ｂに播種することができるため、クローニングの手間がかからない。
【００９３】
　培養容器９ｂとしては、抗体産生細胞の培養に用いられる公知のものであればよく、材
質及び形状に特別な限定はない。例えば、培養容器９ｂとしては、任意の数のウェルが配
置されたマルチウェルプレート、シャーレ等が挙げられる。ウェルの数としては、プレー
ト１枚当たり、たとえば、６、１２、２４、９６、３８４、１５３６個等が挙げられる。
また、培養容器９ｂの底面は、陽性と評価された抗体産生細胞を播種する際の衝撃が少な
く、細胞生存率をより高く保つことができることから、縦断面の形状がＵ字型である底面
であってもよい。
【００９４】
　また、本実施形態の製造方法は、標識工程の前に、免疫工程、細胞融合工程、及び増殖
工程等を備えていてもよい。また、播種工程の後に、培養工程、評価工程等を備えていて
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もよい。
【００９５】
［免疫工程］
　免疫工程とは、目的抗原タンパク質を非ヒト動物に免疫する工程である。
　目的抗原タンパク質を免疫する非ヒト動物としては、上述の「抗体産生細胞のスクリー
ニング用検出プローブ」において例示されたものと同様のものが挙げられる。
【００９６】
　免疫抗原タンパク質としては、上述の「抗体産生細胞のスクリーニング用キット」にお
いて例示されたものと同様のものが挙げられる。
【００９７】
　免疫感作方法は、例えば、マウスを免疫する場合、皮下、腹腔内、静脈内、筋肉内、皮
膚内等へ抗原タンパク質を注射することにより行なう。接種間隔、接種量等は、接種方法
により異なるが、例えば、マウスの腹腔内に抗原タンパク質を接種し免疫する場合、抗原
タンパク質を１回免疫した後、２週間後に再度免疫し、合計２回間程度免疫を行えばよい
。さらに、最後の免疫から、例えば３日後程度で、免疫感作された動物から、脾臓細胞、
リンパ節細胞（例えば、Ｂ細胞等）、末梢血白血球等の抗体産生細胞を取り出せばよい。
【００９８】
［細胞融合工程］
　細胞融合工程は、ハイブリドーマを用いる場合に必要となる工程である。具体的には、
抗体産生細胞とミエローマ細胞とを細胞融合してハイブリドーマを得る工程である。
【００９９】
　細胞融合に用いられる抗体産生細胞としては、上述の「抗体産生細胞のスクリーニング
用検出プローブ」において例示されたものと同様のものが挙げられる。
【０１００】
　細胞融合に用いられるミエローマ細胞としては、再生経路（サルベージ経路）で必要な
ヒポキサンチン・グアニン・ホスホリボシル・トランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）欠損株
が好ましく用いられる。また、ミエローマ細胞は、Ｉｇα遺伝子等が導入されていないも
のであることが好ましい。すなわち、得られるハイブリドーマにおいて、膜型免疫グロブ
リンの発現が増強されず、抗体産生細胞由来の膜型免疫グロブリンが細胞膜上に自然に発
現していることが好ましい。また、ミエローマ細胞としては、公知の細胞株を使用するこ
とができる。公知の細胞株としては、例えば、ＢＡＬＢ／ｃマウス由来のＨＧＰＲＴ欠損
細胞株であるＰ３Ｘ６３－Ａｇ.８株（ＡＴＣＣ ＴＩＢ９）、Ｐ３Ｘ６３－Ａｇ.８.Ｕ１
株（ＪＣＲＢ９０８５）、Ｐ３／ＮＳＩ／１－Ａｇ４－１株（ＪＣＲＢ０００９）、Ｐ３
ｘ６３Ａｇ８．６５３株（ＪＣＲＢ００２８）、Ｓｐ２／０－Ａｇ１４株（ＪＣＲＢ００
２９）等が挙げられる。
【０１０１】
　ミエローマ細胞は、細胞融合前の準備操作として、通常用いられるイーグル最小基本培
地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改良ＭＥＭ、ＰＲＭＩ１６４０等の基本培地に、１０％ＣＳ（
子ウシ血清）、１０％ＦＣＳ（ウシ胎児血清）等を添加した培地で、予め培養されたもの
を用いればよい。
【０１０２】
　抗体産生細胞及びミエローマ細胞は、それらが融合可能であれば、異なる動物種起源の
ものでもよいが、同一の動物種起源のものであることが好ましい。
【０１０３】
　また、細胞融合の方法としては、例えば、公知のケーラーおよびミルスタインの方法（
例えば、Kohler & Milstein, Nature, 256:495,1975. 参照）等が挙げられる。細胞融合
の方法として具体的には、例えば、血清を含まないＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ－１６４０培地等
の動物細胞培養用培地中で、抗体産生細胞とミエローマ細胞とを１：１～ ２０：１の割
合で混合し、融合反応を行えばよい。また、細胞融合促進剤として、約１０～８０％の濃
度であり、平均分子量１５００～４０００ダルトンのポリエチレングリコール、又は、仙
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台ウイルス等を使用することができる。また、融合効率を高めるために、更に、ジメチル
スルホキシド等の補助剤を併用してもよい。さらに、電気刺激（例えば、エレクトロポレ
ーション）を利用した市販の細胞融合装置を用いて抗体産生細胞とミエローマ細胞とを融
合させることもできる。
【０１０４】
［増殖工程］
　増殖工程は、標識工程前の抗体産生細胞（ハイブリドーマを含む）を増殖させる工程で
ある。ハイブリドーマである場合、ＨＡＴ選択培地で培養することにより、抗体産生細胞
と融合したハイブリドーマだけを増殖させることができる。また、ハイブリドーマ以外の
抗体産生細胞である場合は、通常細胞培養に用いられる培地を用いて、培養することがで
きる。
【０１０５】
　ＨＡＴ選択培地は、ヒポキサンチン（ｈｙｐｏｘａｎｔｉｎ）、アミノプテリン（ａｍ
ｉｎｏｐｔｅｒｉｎ）、チミジン（ｔｈｙｍｉｄｉｎ）を含む培地である。ＤＮＡ合成の
材料となるヌクレオチドを作るために、細胞内には新生経路（ｄｅ　ｎｏｖｏ　ｐａｔｈ
ｗａｙ）と、再生経路（サルベージ経路）とが存在する。アミノプテリンは新生経路を阻
害するため、これが培地に含まれていると、細胞は再生経路だけによってヌクレオチドを
供給しなければならない。よって、サルベージ経路に欠損をもつ細胞は、増殖できず死滅
する。この現象を利用して、サルベージ経路が欠損したミエローマ細胞のみ、又はミエロ
ーマ同士が細胞融合したハイブリドーマでは増殖できず死滅する。また、抗体産生細胞の
み、又は抗体産生細胞同士が細胞融合したハイブリドーマでは、増殖することができるが
不死化されていないため、一定期間の培養の後、死滅する。一方、ミエローマ細胞と抗体
産生細胞とが細胞融合したハイブリドーマは、不死化されているため制限なく増殖しつづ
けることができ、サルベージ経路によりヌクレオチドを作ることができる。そのため、Ｈ
ＡＴ選択培地で培養することで、ミエローマ細胞と抗体産生細胞とが細胞融合したハイブ
リドーマのみを選択的に増殖させることができる。
　前記ＨＡＴ培地は、例えばインターロイキンー６（ＩＬ－６）等の細胞増殖因子を含ん
でいてもよい。
【０１０６】
　増殖期間は、例えば３日以上１０日以下であればよく、例えば５日程度であればよい。
　増殖環境としては、抗体産生細胞（ハイブリドーマを含む）を増殖させるための公知の
環境下であればよい。具体的には、温度は、例えば２０℃以上４０℃以下であればよく、
例えば約５％のＣＯ２条件下であってもよい。
【０１０７】
［培養工程］
　培養工程は、播種工程後の陽性と評価された抗体産生細胞（ハイブリドーマを含む）を
、ＨＡＴ選択培地等を用いて培養することで、モノクローナル抗体を産生させる工程であ
る。培養環境としては、抗体産生細胞（ハイブリドーマを含む）を増殖させるための公知
の環境下であればよい。具体的には、温度は、例えば２０℃以上４０℃以下であればよく
、例えば約５％のＣＯ２条件下であってもよい。
　モノクローナル抗体は、培養液中に含まれ、培養液をそのまま用いてもよく、必要に応
じて精製しても用いてもよい。
【０１０８】
［評価工程］
　評価工程は、培養工程後に得られたモノクローナル抗体は、その抗原特異性を、公知の
評価方法を用いて、評価する工程である。
【０１０９】
　前記評価方法としては、例えば、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕ
ｎｏＳｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ）法、ＣＬＥＩＡ（Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ
　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ａｓｓａｙ）法（化学発光酵素免疫測定法）、ウエスタ
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ンブロッティング法、免疫沈降法、免疫染色法、フローサイトメトリー等が挙げられる。
　上記のいずれの方法においても、得られたモノクローナル抗体と、抗原又は該抗原が固
定化された担体と、による抗体抗原反応を行い、標識された２次抗体等を用いて検出する
ことで、モノクローナル抗体の抗原特異性を評価することができる。
【実施例】
【０１１０】
　以下、実施例により本発明を説明するが、本発明は以下の実施例に限定されるものでは
ない。
【０１１１】
［製造例１］融合タンパク質１の製造
１．ベクター１の構築
　まず、蛍光タンパク質及び抗原タンパク質の融合タンパク質を発現するベクターを作製
した。
【０１１２】
　具体的には、ｐＣｏｌｄ　ＩＩベクター（タカラバイオ社製）のマルチクローニングサ
イトの上流に、ＥＧＦＰをコードする核酸（配列番号１）を挿入したカセットベクター（
以下、「カセットベクター」と称する場合がある）を作製した。次いで、カセットベクタ
ーのマルチクローニングサイトに、抗原タンパク質としてα－Ｔｕｂｕｌｉｎの部分タン
パク質をコードする核酸（配列番号２）を挿入して、蛍光タンパク質及び抗原タンパク質
の融合タンパク質（以下、「融合タンパク質１」と称する場合がある）をコードする核酸
が挿入されたベクター（以下、「ベクター１」と称する場合がある）を構築した。なお、
α－Ｔｕｂｕｌｉｎの部分タンパク質は、アミノ酸配列のうちＮ末端から１６５番目から
４５１番目までのアミノ酸配列からなる部分タンパク質（配列番号３）である。
【０１１３】
２．融合タンパク質１の発現
　次いで、「１．」で得られたカセットベクター及びベクター１をそれぞれ大腸菌に形質
転換した。次いで、タンクローンを取得後、液体培養した。次いで、吸光度（ＯＤ）が０
．４～０．６になった時点で、０．１～１ｍＭのイソプロピル－β－チオガラクトピラノ
シド（Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ　β－Ｄ－１－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ
；ＩＰＴＧ）を加え、１５℃で一晩培養してタンパク質発現を誘導した。次いで、大腸菌
を回収し、ＰＢＳで懸濁した。次いで、懸濁液に超音波をかけて、大腸菌を超音波破砕し
た。次いで、菌体破砕液を遠心分離（条件：４℃、２０分間、８０００ｒｐｍ）し、上清
の可溶画分（蛍光タンパク質又は融合タンパク質１を含む）を回収した。
【０１１４】
３．融合タンパク質１の精製
　次いで、回収した蛍光タンパク質又は融合タンパク質１を含む可溶画分には、大腸菌由
来のリポ多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ＬＰＳ）等のエンドトキシンも
含まれる。そのため、それらエンドトキシンを除去するために、蛍光タンパク質又は融合
タンパク質１を含む可溶画分をそれぞれ硫安沈殿法により精製した。具体的には、まず、
タンパク質濃度が１．０ｍｇ／ｍＬとなるように回収液をＰＢＳで希釈した。次いで、希
釈液に対して、飽和度が０、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０又は９０
％となるまで硫酸アンモニウム溶液を添加し、４℃で１時間撹拌した。次いで、遠心分離
（条件：４℃、２０分間、１２０００ｒｐｍ）して上清を除去した。次いで、沈殿物に対
して、等量及び等濃度の硫酸アンモニウム溶液を添加して、撹拌及び遠心分離する操作を
２回繰り返して、沈殿物を洗浄した。次いで、沈殿をＰＢＳで懸濁した。また、対照とし
て硫安沈殿法を行わない融合タンパク質１（以下、「硫安なし融合タンパク質１」と称す
る場合がある）も準備した。
【０１１５】
　得られた各飽和濃度の硫酸アンモニウムを用いて精製した蛍光タンパク質又は融合タン
パク質１を含む懸濁液を電気泳動し、クマシーブリリアントブルー（ＣＢＢ）染色した結
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果を図３に示す。
【０１１６】
　図３から、融合タンパク質１（ＥＧＦＰ＋α－Ｔｕｂｕｌｉｎ部分タンパク質）につい
ては、飽和度が５０％程度の硫酸アンモニウムを用いることで、高効率で精製することが
できた。また、蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）については、飽和度が７０％程度の硫酸アン
モニウムを用いることで、高効率で精製することができた。
【０１１７】
　次いで、硫酸アンモニウム等の低分子量の夾雑物を除去するために、蛍光タンパク質又
は融合タンパク質１を含む懸濁液を、それぞれゲル濾過カラムを用いて、精製した。具体
的には、蛍光タンパク質又は融合タンパク質１を含む懸濁液をそれぞれＧ７５ゲル濾過カ
ラム又はＧ５０ゲル濾過カラム（いずれも、ＧＥヘルスケア バイオサイエンス社製）に
アプライし、蛍光発色している画分を回収した。次いで、得られた画分を０．２２μｍの
フィルターに通して滅菌して、蛍光タンパク質又は融合タンパク質１を得た。
【０１１８】
［製造例２］融合タンパク質２の製造
１．ベクター２の構築
　まず、蛍光タンパク質及び抗原ペプチドの融合タンパク質を発現するベクターを作製し
た。
【０１１９】
　具体的には、α－Ｔｕｂｕｌｉｎの部分タンパク質をコードする核酸の代わりに、抗原
ペプチドとしてα－Ｔｕｂｕｌｉｎの短鎖ペプチドをコードする核酸（配列番号４）をカ
セットベクターのマルチクローニングサイトに挿入して、蛍光タンパク質及び抗原ペプチ
ドの融合タンパク質（以下、「融合タンパク質２」と称する場合がある）をコードする核
酸が挿入されたベクター（以下、「ベクター２」と称する場合がある）を準備した。挿入
したα－Ｔｕｂｕｌｉｎの短鎖ペプチドは、アミノ酸配列のうちＮ末端から４２７番目か
ら４４１番目までのアミノ酸配列のＮ末端に、ペプチドカップリング用のシステインを付
加したアミノ酸配列からなるペプチド（配列番号５：ＣＡＬＥＫＤＹＥＥＶＧＶＤＳＶＥ
）である。
【０１２０】
２．融合タンパク質２の発現
　次いで、カセットベクター及びベクター１の代わりに、「１．」で得られたベクター２
を用いた以外は、製造例１の「２．」と同様の方法を用いて、融合タンパク質２を発現さ
せて、融合タンパク質２を含む可溶画分を得た。
【０１２１】
３．融合タンパク質２の精製
　融合タンパク質１を含む可溶画分の代わりに、融合タンパク質２を含む可溶画分を用い
た以外は、製造例１の「３．」と同様の方法を用いて、精製した融合タンパク質２を得た
。
【０１２２】
［実施例１］
１．　 免疫抗原の作製
（１）ベクターの構築
　まず、マウスへの免疫抗原タンパク質を発現するためのベクターを作製した。
【０１２３】
　具体的には、ｐＣｏｌｄ　ＩＩベクター（タカラバイオ社製）のマルチクローニングサ
イトに、抗原タンパク質としてα－Ｔｕｂｕｌｉｎの部分タンパク質をコードする核酸（
配列番号２）を挿入して、抗原タンパク質発現用のベクターを構築した。
【０１２４】
（２）免疫抗原の発現
　次いで、製造例１も「２．」～「３．」と同様の方法を用いて、免疫抗原タンパク質を
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得た。
【０１２５】
２．抗体産生細胞のスクリーニング
（１）マウスの免疫
　まず、ＢＡＬＢ／ｃＡマウスの腹腔足底部から抗原、キャリアタンパク質、及び自家調
製アジュバンドの混合液を注入し、６日後にもう一度、抗原液とＰＢＳとの混合液（抗原
液：ＰＢＳ＝１：１）を免疫し、計２回免疫した。抗原については、「１．」で得られた
免疫抗原タンパク質を免疫した。
【０１２６】
（２）脾臓細胞の回収
　次いで、最後の免疫から３日後（最初の免疫から９日後）に、マウスの脾臓を摘出し、
脾臓細胞を回収した。
【０１２７】
（３）細胞融合及びハイブリドーマの増殖
　次いで、脾臓細胞とマウスミエローマ細胞（ＳＰ２／０－Ａｇ１４）（理研ＢＲＣ　Ｒ
ＣＢ０２０９、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８１）とを細胞融合装置（Ｎｅｐａｇｅｎｅ社製
、ＥＣＦＧ２１）を用いた電気融合法で細胞融合させて、ハイブリドーマを得た。次いで
、得られたハイブリドーマをＨＡＴ選択培地（１０％ウシ新生仔血清（ｎｅｗｂｏｒｎ　
ｃａｌｆ　ｓｅｒｕｍ；ＮＣＳ）、１ｎｇ／ｍＬのインターロイキン６（ＩＬ－６）及び
ＨＡＴ含有ＲＰＭＩ１６４０）を用いて、５％ＣＯ２、３７℃の条件で、５日間培養した
。
【０１２８】
（４）ハイブリドーマの標識
　次いで、培養したハイブリドーマを回収し、培養液で希釈した２０ｍＬの１３％Ｏｔｉ
Ｐｒｅｐで懸濁した。次いで、懸濁液の上層に培養液を重層して、遠心分離（条件：２５
℃、２０分間、２０００ｒｐｍ）した。次いで、中間層から生存しているハイブリドーマ
を回収し、２．５×１０５細胞／ウェルとなるように、ハイブリドーマを２４ウェルプレ
ートに播種した。次いで、製造例１で得られた融合タンパク質１（硫安あり）を、１ウェ
ルあたり０．５ｎｍｏｌとなるように添加し、５％ＣＯ２、３７℃の条件で、２時間イン
キュベートした。これにより、ハイブリドーマを蛍光標識した。また、対照として、ＰＢ
Ｓ、０．５ｎｍｏｌ／ウェルの蛍光タンパク質、又は、０．５ｎｍｏｌ／ウェルの硫安な
し融合タンパク質１を添加し、インキュベーションした細胞も準備した。
【０１２９】
（５）フローサイトメーターによるスクリーニング及びクローニング
　次いで、蛍光標識したハイブリドーマをＰＢＳで３回洗浄した、次いで、洗浄後のハイ
ブリドーマを５００μＬの２％ＮＣＳ含有ＲＰＭＩ１６４０に懸濁した。次いで、３μＬ
の７－ＡＡＤ　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　Ｄｙｅ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ社製、Ａ
０７７０４）を添加し、死細胞と生細胞とを染め分けた。
【０１３０】
　次いで、染色した細胞を高速フローサイトメーター（ベクトン・ディッキンソン社製、
ＭｏＦｌｏｗ　Ａｓｔｒｉｏｓ）に導入し、スクリーニングを行った。分画条件は４８８
ｎｍレーザーを使って５１２ｎｍ及び６４４ｎｍの光学フィルターでシグナルを検出し、
６０μｍノズルで細胞を噴出して解析した。解析結果を図４Ａ及び図４Ｂに示す。なお、
図４Ａにおいて、「ＧＦＰ」とは蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）を添加したハイブリドーマ
での結果を示し、「ＧＴ」とは融合タンパク質１（ＥＧＦＰ＋α－Ｔｕｂｕｌｉｎ部分タ
ンパク質）を添加したハイブリドーマでの結果を示す。また、図４Ｂにおいて、「ＧＦＰ
　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ」とは、蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）を添加
したハイブリドーマの蛍光顕微鏡像を示す。「ＧＦＰ－Ｔｕｂｕｌｉｎ」とは、融合タン
パク質１（ＥＧＦＰ＋α－Ｔｕｂｕｌｉｎ部分タンパク質）を添加したハイブリドーマの
蛍光顕微鏡像（Ｃａｒｌｅ　Ｚｅｉｓｓ社製蛍光顕微鏡使用、倍率：４００倍）を示す。
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【０１３１】
　また、融合タンパク質１（硫安あり）、ＰＢＳ又は硫安なし融合タンパク質１を添加し
た細胞での死細胞の割合を以下の表４に示す。
【０１３２】
【表４】

【０１３３】
　表４から、硫安沈殿法により精製することで、精製されたタンパク質中に含まれる大腸
菌由来のエンドトキシンが除去され、ハイブリドーマへの毒性が低減されることが明らか
となった。
【０１３４】
　また、図４Ａ及び図４Ｂから、蛍光タンパク質を添加したハイブリドーマと比較して、
融合タンパク質１を添加したハイブリドーマでは、強い蛍光が検出されており、その蛍光
強度は約１４倍であった。
【０１３５】
　なお、無染色の細胞の５倍以上の蛍光強度を持つ細胞を、２００μＬのＨＡＴ選択培地
を入れた９６ウェルマイクロプレートに１細胞ずつ陽性細胞をソーティングした。次いで
、ソーティングした細胞を、５％ＣＯ２、３７℃の条件で、１０日間培養した。生じた細
胞コロニーを、目的抗体を産生する単クローン化したハイブリドーマとした。次いで、こ
の陽性であるハイブリドーマの培養上清液に含まれる抗体を用いて、後述の試験例１にお
いて、ＥＬＩＳＡやウエスタンブロッティング等による評価を行った。
【０１３６】
［比較例１］
１．免疫抗原の作製
　マウスへの免疫抗原として、免疫抗原ペプチドを準備した。具体的には、α－Ｔｕｂｕ
ｌｉｎの短鎖ペプチド（配列番号５）を化学合成し、α－Ｔｕｂｕｌｉｎの短鎖ペプチド
にマレイミド法でキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）がカップリングした免疫
抗原ペプチドを作製した。
【０１３７】
２．抗体産生細胞のスクリーニング
（１）マウスの免疫
　免疫抗原タンパク質（α－Ｔｕｂｕｌｉｎの部分タンパク質）の代わりに、「１．」で
得られた免疫抗原ペプチド（α－Ｔｕｂｕｌｉｎの短鎖ペプチド）を用いた以外は、実施
例１の「２．」の（１）と同様の方法を用いて、マウスに免疫した。
【０１３８】
（２）脾臓細胞の回収
　次いで、実施例１の「２．」の（２）と同様の方法を用いて、脾臓細胞を回収した。
【０１３９】
（３）細胞融合及びハイブリドーマの増殖
　次いで、実施例１の「２．」の（３）と同様の方法を用いて、ハイブリドーマを作製し
培養した。
【０１４０】
（４）ハイブリドーマの標識
　次いで、製造例１で得られた融合タンパク質１の代わりに、製造例２で得られた融合タ
ンパク質２を用いた以外は、実施例１の「２．」の（４）と同様の方法を用いて、ハイブ
リドーマを蛍光標識した。
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【０１４１】
（５）フローサイトメーターによるスクリーニング及びクローニング
　次いで、実施例１の「２．」の（５）と同様の方法を用いて、ハイブリドーマをスクリ
ーニング及びクローニングした。次いで、陽性であるハイブリドーマの培養上清液に含ま
れる抗体を用いて、後述の試験例１において、ＥＬＩＳＡやウエスタンブロッティング等
による評価を行った。
【０１４２】
［比較例２］
　従来のＥＬＩＳＡによるハイブリドーマのスクリーニング及び限界希釈法による単一ク
ローンニングにより、モノクローナル抗体を製造した。詳細は、以下に示すとおりである
。
【０１４３】
１．モノクローナル抗体の製造
（１）マウスの免疫
　比較例１の「２．」の（１）と同様の方法を用いて、マウスに免疫抗原ペプチド（α－
Ｔｕｂｕｌｉｎの短鎖ペプチド）を抗原として免疫した。
【０１４４】
（２）脾臓細胞の回収
　次いで、最初の免疫から１７日後に、実施例１の「２．」の（２）と同様の方法を用い
て、脾臓細胞を回収した。
【０１４５】
（３）細胞融合及びハイブリドーマの増殖
　次いで、実施例１の「２．」の（３）と同様の方法を用いて、細胞融合を行い、ハイブ
リドーマを９６ウェルプレートに播種し、ＨＡＴ選択培地を用いて１２日間培養した。
【０１４６】
（４）ＥＬＩＳＡによるスクリーニング
　次いで、ハイブリドーマの培養液中に分泌された抗体を用いて、ＥＬＩＳＡを行った。
具体的には、まず、α－Ｔｕｂｕｌｉｎの短鎖ペプチドが固定化されたプレートにハイブ
リドーマの培養上清を添加し、６０分インキュベートした。次いで、ＨＲＰ結合抗マウス
抗体（ＭＢＬ社製）を含む溶液（１万倍希釈）を滴下し、６０分インキュベートした。次
いで、Ｐｏｗｅｒｓｃａｎ　ＨＴ（ＤＳ－Ｐｈａｒｍａ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ製）を用
いて検出し、陽性であったハイブリドーマを選択した。
【０１４７】
（５）限界希釈法によるクローニング
　次いで、ＥＬＩＳＡにより陽性であったハイブリドーマを限界希釈法で一つのウェルに
理論上１細胞しか入らないように希釈し、９６ウェルプレートに播種し、１２日間培養し
た。各陽性細胞から得られた抗体を用いて、後述の試験例１において、ＥＬＩＳＡやウエ
スタンブロッティング等による評価を行った。
【０１４８】
［試験例１］
１．モノクローナル抗体の評価
（１）ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　ＩｍｍｕｎｏＳｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓ
ａｙ）による評価
　実施例１、比較例１及び比較例２の各陽性細胞から得られた抗体について、固相に各抗
原が固定化されたプレートを用いて、ＥＬＩＳＡを行った。まず、α－Ｔｕｂｕｌｉｎの
短鎖ペプチドが固定化されたプレートに各抗体を含む溶液（各陽性細胞の培養上清）を添
加し、６０分インキュベートした。次いで、ＨＲＰ結合抗マウス抗体（ＭＢＬ社製）を含
む溶液（１万倍希釈）を滴下し、６０分インキュベートした。次いで、Ｐｏｗｅｒｓｃａ
ｎ　ＨＴ（ＤＳ－Ｐｈａｒｍａ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ製）を用いて、検出した。ＥＬＩ
ＳＡにおいても陽性であったサンプルの数を計測し、陽性率（｛（陽性サンプル数／全サ
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ンプル数）×１００｝）を算出した。結果を表５に示す。
【０１４９】
（２）ウエスタンブロッティングによる評価
　実施例１、比較例１及び比較例２の各陽性細胞から得られた抗体について、各抗原（α
－Ｔｕｂｕｌｉｎの部分タンパク質又は短鎖ペプチド）を電気泳動し、転写したメンブレ
ンを用いて、ウエスタンブロッティングを行った。まず、各抗原がブロットされているメ
ンブレンを、スキムミルク溶液を用いて、ブロッキングした。次いで、各抗体を含む溶液
（各陽性細胞の培養上清を２倍希釈したもの）を添加し、１２０分インキュベートした。
次いで、ＨＲＰ結合抗マウス抗体（ＭＢＬ社製）を含む溶液（５万倍希釈）を滴下し、６
０分インキュベートした。次いで、ＬＡＳ－４０００　ｍｉｎｉ（富士フィルム社製）を
用いて、検出した。検出結果を図５に示す。また、図５から、ウエスタンブロッティング
においても陽性であったサンプルの数を計測し、陽性率（｛（陽性サンプル数／全サンプ
ル数）×１００｝）を算出した。また、交差反応性を示さなかったサンプルの数を計測し
、全サンプル数に対する交差反応性を示さなかったサンプルの割合（％）を算出した。結
果を表５に示す。表５において、「ＷＢ」がウエスタンブロッディングによる評価結果で
ある。
【０１５０】
【表５】

【０１５１】
　実施例１で得られた陽性細胞は、比較例１及び比較例２で得られた陽性細胞と比較して
、ＥＬＩＳＡ及びウエスタンブロッティングでの陽性率が大幅に向上していた。中でも、
交差反応性のない抗体、すなわち、抗原を特異的に認識する抗体の割合について、比較例
２での割合に対して、実施例１での割合は、約１５０倍であった。
【０１５２】
　また、実施例１で得られた陽性細胞が産出する抗体について、配列認識度（ＥＬＩＳＡ
での蛍光強度）を縦軸に、構造認識度（フローサイトメーターでの蛍光強度）を横軸にプ
ロットしたグラフを図６に示す。図６において、「配列認識」とはＥＬＩＳＡでの蛍光強
度を示し、「構造認識度」とはフローサイトメーターでの蛍光強度を示す。
【０１５３】
　図６から、多くの抗体では、構造認識と配列認識とに相関がみられ、構造認識及び配列
認識を同程度認識していた。一方、図６の右下において、配列よりも構造を優位に認識す
る抗体が存在した。この抗体では、ＥＬＩＳＡでは抗原と反応せず陽性を示さなかったが
、ウエスタンブロッティングでは抗原と反応し、陽性を示した。なお、構造を認識する抗
体は、生体内の生理活性を保ったタンパク質と結合することができる。
【０１５４】
　以上のことから、実施例１の方法により、構造を認識する抗体を高効率で得られること
が明らかとなった。
【０１５５】
［実施例２］
１．抗体産生細胞のスクリーニング
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（１）マウスの免疫
　実施例１の「２．」の（１）と同様の方法を用いて、マウスに免疫した。
【０１５６】
（２）脾臓細胞の回収
　次いで、実施例１の「２．」の（２）と同様の方法を用いて、脾臓細胞を回収した。
【０１５７】
（３）脾臓細胞の標識
　次いで、ハイブリドーマの代わりに、（２）で得られた脾臓細胞を用いた以外は、実施
例１の「２．」の（４）と同様の方法を用いて、脾臓細胞を蛍光標識した。
【０１５８】
（４）フローサイトメーターによるスクリーニング及びクローニング
　次いで、実施例１の「２．」の（５）と同様の方法を用いて、脾臓細胞をスクリーニン
グした。フローサイトメーターによる解析結果を図７に示す。図７において、「ＧＦＰ」
とは蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）を添加した脾臓細胞での結果を示し、「ＧＴ」とは融合
タンパク質１（ＥＧＦＰ＋α－Ｔｕｂｕｌｉｎ部分タンパク質）を添加した脾臓細胞での
結果を示す。
【０１５９】
　図７から、脾臓細胞についても、ハイブリドーマを用いた場合と同様に、構造認識抗体
を産生する陽性細胞を蛍光標識し、スクリーニングできることが確かめられた。
【産業上の利用可能性】
【０１６０】
　本実施形態の抗体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ、抗体産生細胞のスクリー
ニング用キット及び抗体産生細胞のスクリーニング方法によれば、構造認識抗体を産生す
る細胞を高効率で得られる。また、本実施形態のモノクローナル抗体の製造方法によれば
、構造認識抗体を高効率で得られる。また、得られたモノクローナル抗体は、抗体医薬、
検査及び診断薬等に好適に用いられる。
【符号の説明】
【０１６１】
　１…抗原タンパク質、２…蛍光物質、３…膜型免疫グロブリン、４…抗体産生細胞、４
ａ…目的抗体産生細胞、４ｂ…その他の抗体産生細胞、５…第１の検出器、６…第２の検
出器、７…励起光源、８…ソーター、８ａ…噴射物質、９ａ，９ｂ…培養容器、１０…抗
体産生細胞のスクリーニング用検出プローブ、１１…標識部、１２…フローサイトメータ
ー、１３…細胞播種部。
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