
(57)【要約】
【課題】細胞表面抗原に結合する抗体のスクリーニング方法の提供。
【解決手段】本発明は、以下の特徴を有する細胞表面抗原に結合する抗体のスクリーニン
グ方法を提供した。
　抗原抗体複合体の低極性溶媒中での洗浄
　既に取得済みの抗体（またはそれが結合する抗原）の存在下での抗原抗体反応
　更に本発明は、抗体のスクリーニングに有用な、細胞表面抗原の可溶性分画の製造方法
を提供する。本発明によって得られた可溶性分画は、抗体が認識する細胞表面抗原の単離
にも有用である。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 取 得 方 法 。
(1)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 と 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と を 水
性 媒 体 中 で 接 触 さ せ る 工 程
(2)(1)の 水 性 媒 体 と 界 面 を 介 し て 接 触 す る 低 極 性 溶 媒 と か ら な る ２ 相 系 を 調 製 す る 工 程 、
(3)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ せ る
工 程 、 お よ び
(4)低 極 性 溶 媒 に 移 動 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 に 結 合 し て い る 抗 体 を 、 細 胞 表 面 抗 原 に
結 合 す る 抗 体 と し て 回 収 す る 工 程
【 請 求 項 ２ 】
工 程 (3)と (4)の 間 に 、 付 加 的 に 次 の 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
(3-a)(3)に お い て 、 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま
た は そ の 分 画 を 、 水 性 媒 体 に 移 動 さ せ る 工 程
(3-b)(3-a)の 水 性 媒 体 と 界 面 を 介 し て 接 触 す る 低 極 性 溶 媒 と か ら な る ２ 相 系 を 調 製 す る 工
程 、 お よ び
(3-c)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ せ
る 工 程
【 請 求 項 ３ 】
工 程 (3-a)に お け る 水 性 媒 体 が 、 (1)の 水 性 媒 体 と は 異 な る 水 性 媒 体 に 接 触 さ せ る 工 程 で あ
る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
工 程 (3-b)に お け る 低 極 性 溶 媒 が 、 (2)の 低 極 性 溶 媒 と 共 通 で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
工 程 (3-b)に お け る 低 極 性 溶 媒 が 、 (2)の 低 極 性 溶 媒 と 置 き 換 え ら れ た 異 な る 低 極 性 溶 媒 で
あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
(3-c)に お い て 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は
そ の 分 画 を 、 (3)に お い て 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細
胞 、 ま た は そ の 分 画 と し て 、 前 記 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 繰 り 返 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 、 １ ～ ５ 回 繰 り 返 す 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 、 ２ ～ ３ 回 繰 り 返 す 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 抗 体 の 可 変 領 域 を 提 示 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
rgdpラ イ ブ ラ リ ー が フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
工 程 (4)に お い て 回 収 さ れ た 抗 体 を 新 た な 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と し て 工 程 (1)-(3)を 繰 り 返 す
工 程 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 の 分 画 が 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 で あ る 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 次 の 工 程 に よ っ て 得 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の
方 法 。
(1) 抗 体 を 取 得 す べ き 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 を 破 砕 す る 工 程 、
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(2) 工 程 (1)の 破 砕 物 か ら 細 胞 膜 分 画 を 回 収 す る 工 程 、
(3) 細 胞 膜 分 画 を 界 面 活 性 剤 混 合 液 に よ っ て 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び
(4) 工 程 (3)の 上 清 を 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と し て 回 収 す る 工 程
【 請 求 項 １ ４ 】
界 面 活 性 剤 混 合 液 を 構 成 す る 界 面 活 性 剤 が 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と 両 性 界 面 活 性 剤 の い
ず れ か 、 ま た は 両 方 で あ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 が 、 NP-40、 Triton X100、 n-Dodecyl β -D-maltoside、 n-Octyl β
-D-glucoside、  n-Octyl β -D-maltopyranoside、 お よ び n-Decyl β -D-maltosideか ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 で あ る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
両 性 界 面 活 性 剤 が 、 Deoxycholic acidで あ る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 が 固 相 に 結 合 さ れ て い る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
固 相 が 磁 性 粒 子 で あ る 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 が 、 固 相 に 固 定 化 さ れ た 細 胞 で あ る 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
固 相 が ガ ラ ス ビ ー ズ で あ る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ガ ラ ス ビ ー ズ が コ ラ ー ゲ ン 処 理 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ で あ る 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
固 相 に 固 定 化 さ れ た 細 胞 が 、 前 記 細 胞 を コ ラ ー ゲ ン 処 理 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ と と も に 培 養
す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 細 胞 で あ る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
水 性 媒 体 が 、 不 活 性 蛋 白 質 を 添 加 し た 細 胞 培 養 液 ま た は 緩 衝 液 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
不 活 性 蛋 白 質 が ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
細 胞 培 養 液 が 、 MEM（ Minimum EssentialMedium） 、  Basal Medium, Eagle（ BME） 、  Eagl
e's Minimum Essential Medium（ EMEM） 、  Dulbecco's Modified Eagle's Medium（ DME）
、 RPMI-1640 Medium（ RPMI1640）  、 お よ び ES Medium（ ES） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い
ず れ か の 細 胞 培 養 液 で あ る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
低 極 性 溶 媒 が 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン お よ び ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル を 含 む 混 合 溶 媒 で あ る 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
シ ク ロ ヘ キ サ ン と ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル の １ ： ９ の 混 合 溶 媒 で あ る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
低 極 性 溶 媒 が 、 次 の ａ お よ び ｂ に 記 載 の 溶 媒 を 含 む 混 合 溶 媒 で あ り 、 か つ 溶 媒 密 度 （ d） 1
.0-1.09を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
ａ ： ヘ キ サ ン 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン 、 イ ソ オ ク タ ン 、 お よ び ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 溶 媒
ｂ ： フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル 、 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン 、 お よ び ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 溶 媒
【 請 求 項 ２ ９ 】
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水 性 媒 体 と し て 、 不 活 性 蛋 白 質 を 添 加 し た 細 胞 培 養 液 ま た は 緩 衝 液 を 組 み 合 わ せ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ ま た は 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 、 抗 体 の 可 変 領 域 を 提 示 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー か ら 目 的 と す る 細 胞 の 表
面 抗 原 に 結 合 す る 活 性 を 有 す る rgdpク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 に お い て 、
rgdpラ イ ブ ラ リ ー と 前 記 抗 原 と を 水 性 媒 体 中 で 接 触 さ せ た 後 に 、 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ
る こ と に よ っ て 抗 原 抗 体 複 合 体 の 水 素 結 合 を 安 定 化 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 。
(1)抗 原 抗 体 反 応 が 可 能 な 条 件 下 で rgdpラ イ ブ ラ リ ー お よ び 、 目 的 と す る 抗 原 と を 接 触 さ
せ る 工 程 、 お よ び
(2)前 記 抗 原 に 結 合 し た rgdpク ロ ー ン を 回 収 す る 工 程
【 請 求 項 ３ １ 】
低 極 性 溶 媒 で 洗 浄 し た 後 に 前 記 抗 原 に 結 合 し た rgdpク ロ ー ン を 回 収 す る 工 程 を 含 む 請 求 項
３ ０ に 記 載 の 方 法
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 細 胞 表 面 抗 原 が 、 細 胞 、 ま た は 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 固 定 し た 固 相 で あ る 請 求
項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
水 性 媒 体 が 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ミ ニ マ ム エ ッ セ ン シ ャ ル メ デ ィ ウ ム で あ る 請 求 項 ３ ０ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
低 極 性 溶 媒 が 以 下 の a-dか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た い ず れ か の 溶 媒 で あ る 請 求 項 ３ ０ に 記
載 の 方 法 。
a.ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒 、
b.イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒 、 お よ び
c.フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒
d.ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒
【 請 求 項 ３ ５ 】
極 性 媒 体 と し て 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ミ ニ マ ム エ ッ セ ン シ ャ ル メ デ ィ ウ ム を 組 み 合 わ せ る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 抗 体 ラ イ ブ ラ
リ ー を 接 触 さ せ 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結
合 す る 抗 体 の 取 得 方 法 に お い て 、 以 下 の a)～ c)の い ず れ か の 工 程 を 含 む 方 法 で あ っ て 、 抗
原 マ ス キ ン グ 剤 と 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 が そ れ ぞ れ 以 下 に 定 義 さ れ る 成 分 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
　 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 ： 取 得 を 望 ま な い 抗 体 を 含 む
　 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 ： 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 遊 離 の 抗 原 を 含 む
a) 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 抗 体 ラ イ
ブ ラ リ ー と が 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 ま た は 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 の い ず れ か の 共 存 下 で 接 触 さ せ
ら れ る 、
b)抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 と の 接 触 後 に 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た
細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 接 触 さ せ る 、 ま た は
c)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 を 抗 原 マ ス キ
ン グ 剤 と 接 触 後 に 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ る
【 請 求 項 ３ ７ 】
取 得 を 目 的 と す る 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 が 癌 細 胞 の 表 面 抗 原 で あ り 、 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が
認 識 す る 抗 原 が 正 常 細 胞 の 表 面 抗 原 で あ る 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
正 常 細 胞 と 前 記 癌 細 胞 が 由 来 す る 組 織 が 共 通 で あ る 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
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取 得 を 目 的 と す る 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 が 、 特 定 の ス テ ー ジ の 癌 細 胞 の 表 面 抗 原 で あ り 、 取
得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 が 前 記 ス テ ー ジ と は 異 な る ス テ ー ジ の 同 種 の 癌 細 胞 の 表
面 抗 原 で あ る 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 特 定 の ス テ ー ジ と 、 特 定 の ス テ ー ジ と は 異 な る ス テ ー ジ の い ず れ か が 、 進 行 癌 で あ り
、 他 方 が 初 期 癌 で あ る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 、 前 記 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 目 的 と す る 抗 体 が 、 取
得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 ま た は 抗 原 決 定 基 と は 異 な る 抗 原 ま た は 抗 原 決 定 基 に 結
合 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 、 前 記 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 結 合 活 性 に よ っ て 予 め 単 離 さ れ た 抗
体 で あ る 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
(1)前 記 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 水 性 媒 体 と 、 こ
の 水 性 媒 体 と 接 触 し た 低 極 性 溶 媒 で 構 成 さ れ る ２ 相 系 を 調 製 す る 工 程 、
(2)標 的 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 を 低 極 性 溶 媒 相
に 移 動 さ せ る 工 程 、 お よ び
(3)低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し て い る 抗 体 を
、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 と し て 回 収 す る 工 程
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 １ 、 ま た は 請 求 項 ３ ６ の い ず れ か の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 抗 体 ま た は そ の
可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
請 求 項 １ 、 ま た は 請 求 項 ３ ６ の い ず れ か の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 抗 体 の 可 変 領 域
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 特 定 の 細 胞 の 表 面 抗 原 に 結 合 し 、 同 じ 条 件 で 類 似 の 細 胞 に 接 触 さ せ た と
き に 類 似 の 細 胞 に は 結 合 し な い 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
(1)請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 体 を 、 前 記 特 定 の 細 胞
ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 、 お よ び 前 記 類 似 の 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に
共 通 の 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)前 記 特 定 の 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し 、 前 記 類 似 の 細 胞 ま た は そ の
分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し な か っ た 抗 体 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ４ ７ 】
特 定 の 細 胞 が 癌 細 胞 で あ り 、 類 似 す る 細 胞 が 当 該 癌 細 胞 と 同 じ 組 織 の 正 常 細 胞 で あ る 請 求
項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
特 定 の 細 胞 が あ る ス テ ー ジ の 癌 細 胞 で あ り 、 類 似 す る 細 胞 が 別 の ス テ ー ジ の 同 種 の 癌 細 胞
で あ る 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
工 程 (1)が 、 前 記 特 定 の 細 胞 お よ び 前 記 類 似 す る 細 胞 の 細 胞 固 定 試 料 に 前 記 抗 体 を 接 触 さ
せ る 工 程 を 含 む 、  請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
工 程 (1)が 、 前 記 特 定 の 細 胞 の 抗 原 分 画 を 保 持 し た 固 相 、 お よ び 前 記 類 似 す る 細 胞 の 抗 原
分 画 を 保 持 し た 固 相 に 前 記 抗 体 を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、  請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 細 胞 、 ま た は 細 胞 の 抗 原 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し た 抗 体 を 、 そ の 抗 体 を 認 識 す る
標 識 抗 体 で 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ ９ ま た は 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 少 な く と も １ ０ 9 種 類 の 抗 体 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 請 求
項 １ ま た は 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 少 な く と も １ ０ 1 0 種 類 の 抗 体 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 請
求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 少 な く と も １ ０ 1 1 種 類 の 抗 体 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 請
求 項 ５ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
次 の 工 程 を 含 む 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 の 同 定 方 法 。
(1)請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 抗 体 と 当 該 抗 体 の 単 離 に 用 い た 細 胞 表 面 抗 原 と を 接 触 さ せ る 工 程
、
(2)前 記 抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 回 収 す る 工 程 、 お よ び
(3)回 収 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程
【 請 求 項 ５ ６ 】
付 加 的 に 、 工 程 (3)で 同 定 さ れ た 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ５ ５ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
抗 原 を 消 化 し 、 消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ っ て 、 抗 原 を 消 化 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
蛋 白 質 分 解 酵 素 が セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ト リ プ シ ン で あ る 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 、 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ５ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 抗 原 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法 。
(1) 目 的 と す る 細 胞 表 面 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 を 破 砕 す る 工 程 、
(2) 工 程 (1)の 破 砕 物 か ら 細 胞 膜 分 画 を 回 収 す る 工 程 、
(3) 細 胞 膜 分 画 を 界 面 活 性 剤 混 合 液 に よ っ て 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び
(4) 工 程 (3)の 上 清 を 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と し て 回 収 す る 工 程
【 請 求 項 ６ ４ 】
界 面 活 性 剤 混 合 液 を 構 成 す る 界 面 活 性 剤 が 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と 両 性 界 面 活 性 剤 の い
ず れ か 、 ま た は 両 方 で あ る 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 が 、 NP-40、 Triton X100、 n-Dodecyl β -D-maltoside、 n-Octyl β
-D-glucoside、  n-Octyl β -D-maltopyranoside、 お よ び n-Decyl β -D-maltosideか ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 で あ る 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
両 性 界 面 活 性 剤 が 、 Deoxycholic acidで あ る 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
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次 の 工 程 を 含 む 、 抗 体 が 認 識 す る 細 胞 表 面 抗 原 を 単 離 す る 方 法 。
(1)請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 抗 体
と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 単 離 す る 工 程
【 請 求 項 ６ ９ 】
抗 体 が 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 体 で あ る 請 求 項 ６
８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
抗 体 が 固 相 に 結 合 さ れ て い る か 、 ま た は 固 相 に 結 合 可 能 な タ グ を 有 し て い る 請 求 項 ６ ８ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 抗 体 に 接 触 さ せ る 工 程 に お い て 、 反 応 液 中 の 界 面 活 性 剤 の 濃
度 を ０ ． ０ １ %w/v－ ５ %w/vに 調 整 す る 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 抗 体 が 認 識 す る
細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
抗 原 を 消 化 し 、 消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ っ て 、 抗 原 を 消 化 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
蛋 白 質 分 解 酵 素 が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ト リ プ シ ン で あ る 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 、 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ７ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 抗 原 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
以 下 の 組 成 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 化 用 界 面 活 性 剤 混 合 液 。
NP-40、
Triton X100、
n-Dodecyl β -D-maltoside、
n-Octyl β -D-glucoside、
n-Octyl β -D-maltopyranoside
n-Decyl β -D-maltoside、 お よ び
Deoxycholic acid
【 請 求 項 ８ ０ 】
各 界 面 活 性 剤 の 使 用 量 が ０ ． ０ １ ～ ５ %w/vで あ る 、 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 細 胞 表 面 抗 原 の 可
溶 化 用 界 面 活 性 剤 混 合 液 。
【 請 求 項 ８ １ 】
細 胞 表 面 抗 原 を 不 完 全 消 化 す る 工 程 と 、 不 完 全 消 化 に よ っ て 細 胞 か ら 切 り 離 さ れ た 細 胞 表
面 抗 原 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
不 完 全 消 化 す る 工 程 が 、 細 胞 に 蛋 白 質 分 解 酵 素 を 作 用 さ せ る 工 程 を 含 む 請 求 項 ８ １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
蛋 白 質 分 解 酵 素 が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ４ 】
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ト リ プ シ ン で あ る 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
請 求 項 ８ １ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 。
(1)細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 と 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と を 接
触 さ せ る 工 程 、
(2)前 記 抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 回 収 す る 工 程 、 お よ び
(3)回 収 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程
【 請 求 項 ８ ７ 】
抗 体 が 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 体 で あ る 請 求 項 ８ ６
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
付 加 的 に 、 工 程 (3)で 同 定 さ れ た 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ８ ７ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
配 列 番 号 ： ８ ２ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
請 求 項 ８ ９ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
配 列 番 号 ： ８ ４ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
請 求 項 ９ １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
請 求 項 ９ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 イ ム
ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ０ 、 配 列 番 号 ： ９ １ 、
お よ び 配 列 番 号 ： ９ ２ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、 ま た は そ
の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ３ 、 配 列 番 号 ： ９ ４ 、
お よ び 配 列 番 号 ： ９ ５ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン L鎖 、 ま た は そ
の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
請 求 項 ９ ４ に 記 載 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、 お よ び 請 求 項 ９ ５ に 記 載 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン L
鎖 を 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
配 列 番 号 ： ８ ６ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩
基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
請 求 項 ９ ７ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
配 列 番 号 ： ８ ８ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ９ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩
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基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
請 求 項 ９ ９ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
請 求 項 ９ ８ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 請 求 項 １ ０ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ６ 、 配 列 番 号 ： ９ ７ 、
お よ び 配 列 番 号 ： ９ ８ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、 ま た は そ
の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ９ 、 配 列 番 号 ： １ ０ ０
、 お よ び 配 列 番 号 ： １ ０ １ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン L鎖 、 ま た
は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
請 求 項 １ ０ ２ に 記 載 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、 お よ び 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン L鎖 を 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
請 求 項 ９ ３ 、 請 求 項 ９ ６ 、 請 求 項 １ ０ １ 、 お よ び 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 さ れ た イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 の 少 な く と も １ 種 類 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 を 含 む 、 肝 臓 癌 の 診 断 ま た は 治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 が 、 放 射 性 同 位 元 素 、 抗 癌 活 性 を
有 す る 薬 物 、 磁 性 金 属 、 蛍 光 色 素 、 発 光 色 素 、 お よ び 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 分 子
の い ず れ か を 結 合 さ れ て い る 請 求 項 １ ０ ５ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
次 の 要 素 を 含 む 、 肝 臓 癌 の 検 査 用 キ ッ ト 。
i)請 求 項 ９ ３ 、 請 求 項 ９ ６ 、 請 求 項 １ ０ １ 、 お よ び 請 求 項 １ ０ ４ に 記 載 さ れ た イ ム ノ グ ロ
ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 の 少 な く と も １ 種 類 、
ii)正 常 な 肝 細 胞 組 織 、 お よ び
iii)肝 臓 癌 の 癌 細 胞 組 織
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 の 細 胞 障 害 作 用 を 検 出 す る 方 法 。
　 (1)前 記 抗 体 断 片 と 、 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体 と 、 そ し て 前 記 抗 体 断 片 が 認 識 す る
抗 原 を 発 現 し た 細 胞 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 (2)細 胞 障 害 作 用 を 検 出 す る 工 程
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 と 、 前 記 抗 体 断 片 が 認 識 す る 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 と を 接 触
さ せ た 後 に 、 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体 と を 接 触 さ せ る 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 が 、 Fab断 片 、 ま た は scFvの い ず れ か で あ る 請 求 項 １ ０ ８
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 が 、 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 と 融 合 し た scFvで あ る 請 求 項 １ １ ０ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
二 次 抗 体 が 前 記 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 １ １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 が 、 次 の iか ら vに 記 載 さ れ た 断 片 お よ び rgdpク ロ ー ン か ら
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な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 断 片 ま た は rgdpク ロ ー ン で あ る 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 方
法 。
　 i : 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 、
　 ii: 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た rgdpク ロ ー ン ；
　 iii: 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た rgdpク ロ ー ン ；
　 iv: 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 ； 、 お
よ び
　 v: 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片
【 請 求 項 １ １ ４ 】
細 胞 障 害 作 用 が 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 で あ る 請 求 項 １ ０ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
請 求 項 １ ０ ８ ～ 請 求 項 １ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 細 胞 障 害 活 性 を 検 出 し 、 細
胞 障 害 活 性 が 検 出 さ れ た 抗 体 断 片 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る 抗 体 の 抗
原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 を 選 択 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 に 、 当 該 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と に
よ っ て 前 記 抗 体 断 片 に 細 胞 障 害 作 用 を 付 与 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 が 、 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 と 融 合 し た scFvで あ り 、 二 次 抗 体 が 前
記 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 取 得 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 動 物 個 体 は 体 液 中 に 侵 入 す る 様 々 な 異 物 に 対 し て 、 そ の 物 質 の 表 面 に 位 置 す る 様 々 な 構
造 （ エ ピ ト ー プ ） を 認 識 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 。 そ の 抗 体 レ
パ ー ト リ ー の 大 き さ （ 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 抗 体 の 種 類 の 総 数 ） は 動 物 個 体 あ た り １
０ ０ 万 種 ～ １ 億 種 と 巨 大 で あ る 。 こ の 巨 大 な レ パ ー ト リ ー を 構 成 す る 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 個
々 の B細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 来 行 わ れ て き た 抗 血 清 調 製 技 術 、 お よ び 細 胞 融 合 に よ る モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 作 製 技 術 は
、 こ の 動 物 の 持 つ 抗 体 産 生 機 構 を 利 用 し て い る 。 す な わ ち 、 抗 原 物 質 を ア ジ ュ バ ン ド と 共
に 動 物 （ ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 等 ） に 一 定 間 隔 を お い て 数 回 注 入 す る 。 動 物 の 免 疫 系 が そ
の 物 質 を 異 物 と 認 識 す る と 、 そ の 抗 原 物 質 に 結 合 す る 抗 体 を 発 現 し た B細 胞 が 増 殖 分 化 刺
激 を 受 け 、 大 量 の 抗 体 の 体 液 中 へ の 分 泌 を 開 始 す る 。 抗 原 物 質 の 表 面 に は 様 々 な 構 造 が 存
在 し 、 精 製 さ れ た 抗 原 と い え ど も そ れ に 結 合 す る 抗 体 は 、 通 常 は 多 種 類 の 抗 体 の 混 合 物 と
し て 分 泌 さ れ る 。 こ の よ う な 抗 体 を 含 む 血 清 （ 抗 血 清 ） は ポ リ ク ロ ー ン 抗 体 と 呼 ば れ る 。
現 在 も ポ リ ク ロ ー ン 抗 体 は 、 研 究 試 薬 と し て 有 効 に 利 用 さ れ て い る 。 し か し ポ リ ク ロ ー ン
抗 体 は 、 目 的 と す る 抗 原 物 質 以 外 に も 、 部 分 的 に （ 抗 体 に と っ て ） 類 似 し た 構 造 を 持 つ 分
子 と も 交 叉 反 応 性 (cross-reactivity)を 示 す こ と が 多 い 。 交 叉 反 応 は 、 ポ リ ク ロ ー ン 抗 体
を 抗 原 検 出 試 薬 と し て 用 い る と き の 問 題 点 と な っ て い た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 細 胞 融 合 技 術 の 確 立 が こ の 状 況 を 一 変 さ せ た 。 抗 原 物 質 で 免 疫 し た 動 物 の 脾 臓 に は 抗 原
と 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る Bリ ン パ 球 は 多 数 存 在 す る 。 し か し そ の 細 胞 を 試 験 管 内 で 長 期
間 維 持 培 養 し 続 け る こ と は 困 難 で あ る 。 そ こ で 永 代 培 養 が 可 能 な よ う に 株 化 し た 腫 瘍 細 胞
と 抗 体 産 生 細 胞 を 融 合 す る こ と に よ り 、 抗 体 を 産 生 し 永 代 培 養 可 能 な 細 胞 を 作 製 す る と い
う ア イ デ ア が 生 ま れ 、 方 法 と し て 確 立 し た 。 こ の よ う に し て 確 立 し た 融 合 株 （ ハ イ ブ リ ド
ー マ ） は １ 個 の 抗 体 産 生 細 胞 と １ 個 の 腫 瘍 細 胞 に 由 来 す る の で 産 生 さ れ る 抗 体 は １ 種 類 で

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-185281 A 2005.7.14



あ り 、 モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 と 呼 ば れ る 。 こ れ は ケ ラ ー と ミ ル ス タ イ ン に よ り 1975年 に 開 発 さ
れ た 技 術 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 は 、 均 一 な 抗 体 分 子 の 集 合 体 で あ る こ と か ら 、 交 叉 反
応 を 生 じ に く い 特 異 性 に 優 れ た 抗 体 と し て 利 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し こ の 方 法 に も 次 の よ う な 問 題 点 が 指 摘 さ れ て い る 。
(1)抗 原 物 質 と し て 必 要 充 分 量 の 精 製 標 品 を 有 し て い る こ と
(2)そ の 物 質 が 免 疫 さ れ る 動 物 に 対 し て 免 疫 原 性 を 示 す 必 要 が あ る こ と
(3)モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 を 得 る ま で に 多 大 な 労 力 と 日 数 を 要 す る こ と
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ポ リ ク ロ ー ン 抗 体 や モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 の 作 製 技 術 の 有 効 性 は 、 多 く の 有 用 な 抗 体 を 提 供
し て き た こ と に よ っ て 証 明 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 方 法 に よ っ て は 解 決 が 困 難 な 多
く の 課 題 が 今 な お 存 在 す る こ と も 事 実 で あ る 。 た と え ば 、 多 種 類 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を
短 期 間 に 得 る こ と 、 あ る い は 特 殊 な 構 造 を し た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 選 択
的 に 得 る こ と 、 と い っ た 要 求 に は 、 こ れ ら の 方 法 で は 応 え る こ と は で き な い 。 希 望 す る 抗
体 を 短 期 間 で 得 る こ と が で き る よ う に 、 多 様 な 抗 体 分 子 で 構 成 さ れ た 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の
作 製 が 望 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の よ う な 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー に 含 ま れ る 抗 体 の 種 類 は 、 理 論 的 に は 動 物 個 体 の 有 す る 抗
体 レ パ ー ト リ ー の 大 き さ に 匹 敵 す る 必 要 が あ る 。 し か し 現 実 に は 、 動 物 細 胞 を 用 い て そ の
よ う な 巨 大 な ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と は 不 可 能 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 の 作 製 は 、
動 物 の 持 つ 抗 体 産 生 細 胞 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 期 待 す る 反 応 性 を 持 つ 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 作 業 に 他 な ら な い 。 し か し 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る レ パ ー ト リ ー は 、 細 胞 融
合 な ど の 操 作 を 通 じ て 大 幅 に 失 わ れ て し ま う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 、 大 腸 菌 に よ る 抗 体 遺 伝 子 の 発 現 系 が 提 案 さ れ た 。 大 腸 菌 中 で 抗 原 結 合 力 の あ る
抗 体 を 発 現 さ せ る の に 初 め て 成 功 し た の は Better et al(1988)(Better M, Chang CP, Rob
inson RR, Horwitz AH Science 1988, 240:4855 1041-3)と Skerraと Plukthun(1988) (Ske
rra A, Plukthun A Science 1988, 240:4855 1038-41)で あ る 。 彼 ら は 大 腸 菌 で 分 泌 シ グ
ナ ル と し て 機 能 す る 配 列 を 抗 体 の N末 端 に 添 加 す る こ と に よ り Fab型 と Fv型 抗 体 を 大 腸 菌 中
で の 産 生 と 、 そ れ に 続 く 分 泌 に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 更 に 、 1988年 の PCRの 開 発 は 、 直 ち に 抗 体 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 増 幅 に 応 用 さ
れ る 。 動 物 （ と り わ け ヒ ト ） 中 で 発 現 さ れ て い る 全 て の VHDJH、 VLJL遺 伝 子 を 増 幅 す る た
め の プ ラ イ マ ー 配 列 が 提 案 さ れ た (Orlandi R et al. Proc Natl Acad Sci USA 1989 86:1
0 3833-7, Sastry L et al. Proc Natl Acad Sci USA 1989 86:15 5728-32)。 そ し て こ れ
ら の プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 し た 抗 体 遺 伝 子 を 利 用 し て 、 大 腸 菌 中 で 抗 体 を 産 生 さ せ る た
め の ベ ク タ ー が 構 築 さ れ た (Huse WD et al.Science 1989 246:4935 1275-81, Ward GE et
 al.J Clin Microbiol 1989 27:12 2717-23)。 こ の 段 階 で 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の レ パ ー ト
リ ー サ イ ズ は 飛 躍 的 に 向 上 し た 。 し か し 、 大 腸 菌 中 で 産 生 さ れ る 微 量 の 抗 体 に つ い て 抗 原
と の 結 合 活 性 を 指 標 と す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と は 、 容 易 な こ と で は な か っ た 。 ス ク
リ ー ニ ン グ を 能 率 的 に 行 う に は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 が 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 作 製 に 応 用
さ れ る の を 待 つ 必 要 が あ っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 は Smithに よ り 1985年 (Smith GP Science 1985 228:4075 1315-
7)に 考 案 さ れ た も の で 、 M13フ ァ ー ジ の よ う な 一 本 鎖 環 状 DNAを 持 つ 線 状 の バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ が 用 い ら れ る 。 フ ァ ー ジ 粒 子 は DNAの 周 囲 を 取 り 囲 ん で フ ァ ー ジ 粒 子 の 大 部 分 を 構 成
す る cp8と い う タ ン パ ク と 、 フ ァ ー ジ が 大 腸 菌 に 感 染 す る 時 に 機 能 す る 5個 の cp3と 呼 ば れ
る タ ン パ ク か ら な っ て い る 。 こ の cp3も し く は cp8と 融 合 し た 形 で ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る よ う に 遺 伝 子 を 構 築 し 、 フ ァ ー ジ 粒 子 表 面 に そ の タ ン パ ク を 発 現 さ せ る シ ス テ ム が フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ ー シ ス テ ム で あ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 結 合 性 の 蛋 白 質 を 表 面 に 保 持 し た フ ァ ー ジ 粒 子 は 、 そ の リ ガ ン ド と の 結 合 活 性 を 利 用 し
て 濃 縮 す る こ と が で き る 。 こ う し て 目 的 と す る DNAを 濃 縮 す る 方 法 は 、 パ ニ ン グ 法 と 呼 ば
れ て い る 。 濃 縮 さ れ た フ ァ ー ジ 粒 子 に は 、 必 要 な 結 合 活 性 を 持 つ 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA
が パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ て い る 。 こ の よ う に 繊 維 状 フ ァ ー ジ の 利 用 に よ っ て 、 結 合 活 性 に 基
づ く ス ク リ ー ニ ン グ と 、 DNAの ク ロ ー ニ ン グ と を き わ め て 効 率 的 に 行 う こ と が で き る シ ス
テ ム が 実 現 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Better M, Chang CP, Robinson RR, Horwitz AH Science 1988, 240:48
55 1041-3
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Skerra A, Plukthun A Science 1988, 240:4855 1038-41
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Orlandi R et al. Proc Natl Acad Sci USA 1989 86:10 3833-7
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Sastry L et al. Proc Natl Acad Sci USA 1989 86:15 5728-32
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Huse WD et al.Science 1989 246:4935 1275-81
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Ward GE et al.J Clin Microbiol 1989 27:12 2717-23
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Smith GP Science 1985 228:4075 1315-7
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 細 胞 表 面 に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の
方 法 の 提 供 を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 現 在 、 生 体 分 子 が 作 る 、 考 え ら れ る 多 様 な 立 体 構 造 の 全 て に 対 し て そ れ ぞ れ 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 の 大 部 分 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 ラ イ ブ
ラ リ ー を 、 本 明 細 書 で は ス ー パ ー ラ イ ブ ラ リ ー と 記 載 す る こ と が あ る 。 抗 原 と し て 認 識 さ
れ る 分 子 の 認 識 部 位 は エ ピ ト ー プ と 呼 ば れ る 。 一 方 、 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 側 の 構 造
は パ ラ ト ー プ と 呼 ば れ る 。 つ ま り ス ー パ ー ラ イ ブ ラ リ ー は 、 存 在 し 得 る エ ピ ト ー プ の 全 て
に 対 す る パ ラ ト ー プ の 全 て を 含 ん で い る と 考 え る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 ス ー パ ー ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 １ ０ ０ ０ 億 （ １ ０ 1 1 ） 種 程 度 の 抗 体 か ら な っ て い る 。 た と え ば 本 発 明 者 ら
が 過 去 に 作 成 し た 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー AIMS4は 、 １ ０ 1 1 オ ー ダ ー の 多 様 性 を 有 す る 抗 体 ラ イ
ブ ラ リ ー で あ る (WO 01/62907)。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し た が っ て 一 定 数 以 上 の 癌 細 胞 と ス ー パ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 混 合 す れ ば 、 癌 細 胞 上 に 存 在
す る 全 て の エ ピ ト ー プ は 、 あ る 頻 度 で 必 ず 抗 原 抗 体 複 合 体 を 作 る 。 エ ピ ト ー プ と 抗 体 の 結
合 頻 度 は 、 両 者 の 平 衡 状 態 に 関 す る 物 理 化 学 法 則 に 従 う 。 た と え ば 細 胞 上 に 数 千 種 の エ ピ
ト ー プ が あ る と 仮 定 す る 。 一 方 、 ス ー パ ー ラ イ ブ ラ リ ー （ １ ０ 1 1 種 ） が 、 そ れ ぞ れ の エ ピ
ト ー プ に 対 応 し て 平 均 １ ０ 個 の 抗 体 を 含 ん で い る と 仮 定 す る と 、 ス ー パ ー ラ イ ブ ラ リ ー の
中 の 数 万 種 の 抗 体 が 、 細 胞 上 の エ ピ ト ー プ と 抗 原 抗 体 反 応 に よ っ て 結 合 す る こ と に な る 。
こ の よ う な 条 件 下 で も １ ０ 1 1 種 の 中 の 数 万 種 、 つ ま り ラ イ ブ ラ リ ー 中 の フ ァ ー ジ 抗 体 数 百
万 個 の 中 に １ 個 の 確 率 で 細 胞 上 に 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く 複 合 体 が 作 ら れ る だ け で あ る 。 こ
こ で 二 つ の 大 き な 問 題 が 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 (1)抗 原 抗 体 反 応 は 平 衡 反 応 で あ る た め に 、 複 合 体 を 形 成 す る か ど う か は 抗 原 濃 度 、 抗
体 濃 度 、 そ し て 結 合 定 数 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 そ の 結 果 、 反 応 条 件 に よ っ て は 抗 原 に 結 合
す る 抗 体 が 存 在 し て も 、 そ の 多 く は 複 合 体 を 作 ら ず に フ リ ー な 状 態 で 存 在 す る 。
　 (2)大 量 の 細 胞 と フ ァ ー ジ 粒 子 を 混 合 し た 場 合 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 非 特 異 的 な 吸 着 が あ る
頻 度 で 必 ず 起 こ る 。 非 特 異 的 な 吸 着 は 、 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ か な い 結 合 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に は 、 数 百 万 個 の 中 に １ 個 の 割 合 で 、 細 胞 上 に 抗 原
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抗 体 複 合 体 を 構 成 す る 抗 体 が 存 在 す る と 考 え る こ と が で き る 。 こ の よ う な 条 件 下 で 、 抗 原
抗 体 反 応 に よ っ て 細 胞 に 結 合 す る は ず の フ ァ ー ジ 粒 子 を 分 離 す る た め に は 、 細 胞 と フ ァ ー
ジ 粒 子 を 混 合 後 、 細 胞 を 洗 浄 し て 非 特 異 的 に 細 胞 に 吸 着 し た フ ァ ー ジ を 取 り 除 か な け れ ば
な ら な い 。 洗 浄 に よ っ て 平 衡 状 態 に あ る フ リ ー の 抗 体 は 取 り 除 か れ る 。 抗 原 抗 体 複 合 体 は
、 複 合 体 と フ リ ー の 抗 体 と の 間 の 平 衡 状 態 に よ っ て 維 持 さ れ て い る 。 し た が っ て フ リ ー の
抗 体 濃 度 が 事 実 上 ゼ ロ と な る 結 果 、 抗 原 抗 体 複 合 体 を 構 成 し て い る 抗 体 が 、 時 間 経 過 と 共
に エ ピ ト ー プ か ら 分 離 す る 可 能 性 が あ る 。 こ う し て 、 細 胞 表 面 か ら フ ァ ー ジ 粒 子 が 除 か れ
て い く 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 洗 浄 に 伴 う 抗 体 の 損 失 を 避 け る た め に は 、 ま ず 、 抗 原 抗 体 反 応 に 基 づ く
抗 体 と 細 胞 表 面 エ ピ ト ー プ と の 結 合 を 安 定 に 維 持 す る こ と が 重 要 で あ る と 考 え た 。 そ し て
こ の 課 題 を 解 決 す る た め に 、 抗 原 抗 体 複 合 体 を 低 極 性 溶 媒 中 に 置 く こ と が 有 効 で あ る こ と
を 見 出 し 本 発 明 を 完 成 し た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 細 胞 表 面 に 結 合 す る 抗 体 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
〔 １ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 取 得 方 法 。
(1)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 と 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と を 水
性 媒 体 中 で 接 触 さ せ る 工 程
(2)(1)の 水 性 媒 体 と 界 面 を 介 し て 接 触 す る 低 極 性 溶 媒 と か ら な る ２ 相 系 を 調 製 す る 工 程 、
(3)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ せ る
工 程 、 お よ び
(4)低 極 性 溶 媒 に 移 動 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 に 結 合 し て い る 抗 体 を 、 細 胞 表 面 抗 原 に
結 合 す る 抗 体 と し て 回 収 す る 工 程
〔 ２ 〕 工 程 (3)と (4)の 間 に 、 付 加 的 に 次 の 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 含 む 、 〔 １ 〕 に 記 載 の 方
法 。
(3-a)(3)に お い て 、 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま
た は そ の 分 画 を 、 水 性 媒 体 に 移 動 さ せ る 工 程
(3-b)(3-a)の 水 性 媒 体 と 界 面 を 介 し て 接 触 す る 低 極 性 溶 媒 と か ら な る ２ 相 系 を 調 製 す る 工
程 、 お よ び
(3-c)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ せ
る 工 程
〔 ３ 〕 工 程 (3-a)に お け る 水 性 媒 体 が 、 (1)の 水 性 媒 体 と は 異 な る 水 性 媒 体 に 接 触 さ せ る 工
程 で あ る 、 〔 ２ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ 〕 工 程 (3-b)に お け る 低 極 性 溶 媒 が 、 (2)の 低 極 性 溶 媒 と 共 通 で あ る 〔 ２ 〕 に 記 載 の 方
法 。
〔 ５ 〕 工 程 (3-b)に お け る 低 極 性 溶 媒 が 、 (2)の 低 極 性 溶 媒 と 置 き 換 え ら れ た 異 な る 低 極 性
溶 媒 で あ る 〔 ２ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ 〕 (3-c)に お い て 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、
ま た は そ の 分 画 を 、 (3)に お い て 低 極 性 溶 媒 に 移 動 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現
し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 と し て 、 前 記 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 繰 り 返 す こ と を 特 徴 と す る
〔 ２ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ 〕 前 記 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 、 １ ～ ５ 回 繰 り 返 す 、 〔 ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ８ 〕 前 記 工 程 (3-a)か ら (3-c)を 、 ２ ～ ３ 回 繰 り 返 す 、 〔 ７ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ９ 〕 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 抗 体 の 可 変 領 域 を 提 示 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー で あ る 〔 １ 〕 に 記
載 の 方 法 。
〔 １ ０ 〕 rgdpラ イ ブ ラ リ ー が フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 〔 ９ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ １ 〕 工 程 (4)に お い て 回 収 さ れ た 抗 体 を 新 た な 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と し て 工 程 (1)-(3)を
繰 り 返 す 工 程 を 含 む 〔 １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ２ 〕 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 の 分 画 が 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 で
あ る 〔 １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ３ 〕 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 次 の 工 程 に よ っ て 得 る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ ２ 〕 に
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記 載 の 方 法 。
(1) 抗 体 を 取 得 す べ き 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 を 破 砕 す る 工 程 、
(2) 工 程 (1)の 破 砕 物 か ら 細 胞 膜 分 画 を 回 収 す る 工 程 、
(3) 細 胞 膜 分 画 を 界 面 活 性 剤 混 合 液 に よ っ て 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び
(4) 工 程 (3)の 上 清 を 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と し て 回 収 す る 工 程
〔 １ ４ 〕 界 面 活 性 剤 混 合 液 を 構 成 す る 界 面 活 性 剤 が 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と 両 性 界 面 活
性 剤 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 で あ る 〔 １ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ５ 〕 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 が 、 NP-40、 Triton X100、 n-Dodecyl β -D-maltoside、 n-
Octyl β -D-glucoside、  n-Octyl β -D-maltopyranoside、 お よ び n-Decyl β -D-maltosid
eか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 で あ る 〔 １ ４ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ６ 〕 両 性 界 面 活 性 剤 が 、 Deoxycholic acidで あ る 〔 １ ４ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ７ 〕 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 が 固 相 に 結 合 さ れ て い る 〔 １ ２ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ８ 〕 固 相 が 磁 性 粒 子 で あ る 〔 １ ７ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ ９ 〕 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 が 、 固 相 に 固 定 化 さ れ た 細 胞 で あ る 〔 １
〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ０ 〕 固 相 が ガ ラ ス ビ ー ズ で あ る 〔 １ ９ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ １ 〕 ガ ラ ス ビ ー ズ が コ ラ ー ゲ ン 処 理 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ で あ る 〔 ２ ０ 〕 に 記 載 の 方 法
。
〔 ２ ２ 〕 固 相 に 固 定 化 さ れ た 細 胞 が 、 前 記 細 胞 を コ ラ ー ゲ ン 処 理 さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ と と
も に 培 養 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 細 胞 で あ る 〔 ２ １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ３ 〕 水 性 媒 体 が 、 不 活 性 蛋 白 質 を 添 加 し た 細 胞 培 養 液 ま た は 緩 衝 液 で あ る 〔 １ 〕 に 記
載 の 方 法 。
〔 ２ ４ 〕 不 活 性 蛋 白 質 が ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で あ る 〔 ２ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ５ 〕 細 胞 培 養 液 が 、 MEM（ Minimum EssentialMedium） 、  Basal Medium, Eagle（ BME
） 、  Eagle's Minimum Essential Medium（ EMEM） 、  Dulbecco's Modified Eagle's Medi
um（ DME） 、 RPMI-1640 Medium（ RPMI1640）  、 お よ び ES Medium（ ES） か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る い ず れ か の 細 胞 培 養 液 で あ る 〔 ２ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ６ 〕 低 極 性 溶 媒 が 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン お よ び ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル を 含 む 混 合 溶 媒 で あ る
〔 １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ７ 〕 シ ク ロ ヘ キ サ ン と ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル の １ ： ９ の 混 合 溶 媒 で あ る 〔 ２ ６ 〕 に 記 載
の 方 法 。
〔 ２ ８ 〕 低 極 性 溶 媒 が 、 次 の ａ お よ び ｂ に 記 載 の 溶 媒 を 含 む 混 合 溶 媒 で あ り 、 か つ 溶 媒 密
度 （ d） 1.0-1.09を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 〔 １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
ａ ： ヘ キ サ ン 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン 、 イ ソ オ ク タ ン 、 お よ び ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 溶 媒
ｂ ： フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル 、 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン 、 お よ び ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 溶 媒
〔 ２ ９ 〕 水 性 媒 体 と し て 、 不 活 性 蛋 白 質 を 添 加 し た 細 胞 培 養 液 ま た は 緩 衝 液 を 組 み 合 わ せ
る こ と を 特 徴 と す る 〔 ２ ６ 〕 ま た は 〔 ２ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 取 得 方 法 は 、 水 性 媒 体 と 低 極 性 溶 媒 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 rgdpク ロ ー
ン の 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 結 合 が 安 定 化 さ れ る こ と に 基 づ い て い る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、
以 下 の 、 抗 原 抗 体 複 合 体 の 水 素 結 合 を 安 定 化 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
〔 ３ ０ 〕 以 下 の 工 程 を 含 む 、 抗 体 の 可 変 領 域 を 提 示 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー か ら 目 的 と す る
細 胞 の 表 面 抗 原 に 結 合 す る 活 性 を 有 す る rgdpク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 に
お い て 、 rgdpラ イ ブ ラ リ ー と 前 記 抗 原 と を 水 性 媒 体 中 で 接 触 さ せ た 後 に 、 低 極 性 溶 媒 相 に
移 動 さ せ る こ と に よ っ て 抗 原 抗 体 複 合 体 の 水 素 結 合 を 安 定 化 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 。
(1)抗 原 抗 体 反 応 が 可 能 な 条 件 下 で rgdpラ イ ブ ラ リ ー お よ び 、 目 的 と す る 抗 原 と を 接 触 さ
せ る 工 程 、 お よ び
(2)前 記 抗 原 に 結 合 し た rgdpク ロ ー ン を 回 収 す る 工 程

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-185281 A 2005.7.14



〔 ３ １ 〕 低 極 性 溶 媒 で 洗 浄 し た 後 に 前 記 抗 原 に 結 合 し た rgdpク ロ ー ン を 回 収 す る 工 程 を 含
む 〔 ３ ０ 〕 に 記 載 の 方 法
〔 ３ ２ 〕 前 記 細 胞 表 面 抗 原 が 、 細 胞 、 ま た は 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 固 定 し た 固 相 で
あ る 〔 ３ ０ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ３ ３ 〕 水 性 媒 体 が 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ミ ニ マ ム エ ッ セ ン シ ャ ル メ デ ィ ウ ム で あ る 〔 ３
０ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ３ ４ 〕 低 極 性 溶 媒 が 以 下 の a-dか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た い ず れ か の 溶 媒 で あ る 〔 ３ ０
〕 に 記 載 の 方 法 。
a.ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒 、
b.イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒 、 お よ び
c.フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒
d.ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒
〔 ３ ５ 〕 極 性 媒 体 と し て 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ミ ニ マ ム エ ッ セ ン シ ャ ル メ デ ィ ウ ム を 組 み
合 わ せ る こ と を 特 徴 と す る 〔 ３ ４ 〕 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 細 胞 表 面 上 に は 多 種 多 様 な 分 子 が 存 在 し て い る 。 細 胞 表 面 の 分 子 は 、 細 胞 間 接 着 や 接 触
に よ る 情 報 交 換 、 液 性 因 子 の 受 容 、 栄 養 素 の 取 り 込 み や 排 出 な ど 様 々 な 生 命 活 動 に 関 与 し
て い る 。 細 胞 は 、 組 織 、 細 胞 の 状 態 、 あ る い は 分 化 段 階 に よ っ て 、 異 な る 分 子 を そ の 表 面
に 有 し て い る 。 あ る 種 の ウ ィ ル ス に 感 染 し た 細 胞 に お い て は 、 そ の ウ ィ ル ス に よ っ て コ ー
ド さ れ て い る 遺 伝 子 の 産 物 が 膜 表 面 タ ン パ ク と し て 発 現 さ れ る 。 ま た 、 癌 化 し た 細 胞 に お
い て は 癌 細 胞 に 特 異 的 な 膜 表 面 タ ン パ ク を 産 生 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 細 胞 表 面 に
存 在 す る 分 子 に は 、 そ の 細 胞 の 機 能 に 密 接 に 関 連 し て い る も の が 少 な く な い 。 ま た 特 定 の
細 胞 の 表 面 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る 分 子 は 、 細 胞 の マ ー カ ー 分 子 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ れ ら の 細 胞 膜 表 面 分 子 を 網 羅 的 に 解 析 し 、 組 織 特 異 的 な 表 面 抗 原 分 子 を 同 定 す る シ ス
テ ム の 開 発 が 必 要 で あ る 。 Wuら は 細 胞 膜 を プ ロ テ ア ー ゼ で 分 解 し 、 そ れ を 質 量 分 析 に よ っ
て 解 析 す る 手 法 を 報 告 し て い る (Nature Biotechnology vol.21, 2003, 532-538, Wu, C.C
., MacCoss, M.,J., Howell, K.,E.,& Yates, J.R.III　 A method for the comprehensiv
e proteomic analysis of membrane proteins)。 こ の 方 法 は 、 蛋 白 質 の 網 羅 的 な 解 析 方 法
と し て 有 力 な 方 法 で あ る が 、 目 的 と す る 抗 原 分 子 の 量 的 な 差 異 、 あ る い は 組 織 内 で の 分 布
を 観 察 す る 手 段 と し て は 不 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 抗 体 は 、 抗 原 分 子 の 量 的 な 差 異 、 あ る い は 抗 原 分 子 の 局 在 を 明 ら か に す る た め の 有 用 な
ツ ー ル で あ る 。 し か し 、 細 胞 表 面 の 全 て の 抗 原 分 子 を 解 析 す る た め に は 、 抗 原 分 子 集 団 を
網 羅 的 に 認 識 で き る 抗 体 セ ッ ト を 取 得 す る 必 要 が あ る 。 一 般 に 抗 体 を 得 る た め に 、 ヒ ト の
癌 細 胞 株 を 動 物 に 免 疫 し て モ ノ ク ロ ー ン 抗 体 を と る 手 法 や 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ し て 抗 体 ク ロ ー ン を 選 択 す る 方 法 が 行 わ れ て き た 。 動 物 に 免 疫 す る 手 法 で は 、 免 疫
源 と な る 抗 原 が 少 数 の も の に 限 定 さ れ る た め 、 網 羅 的 解 析 は 困 難 で あ る 。 従 来 の 抗 体 ラ イ
ブ ラ リ ー を 使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ も 、 そ れ が 応 用 で き る 細 胞 が 限 定 さ れ て い た 。 ま た 、
細 胞 表 面 抗 原 に よ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 一 部 の 限 ら れ た エ ピ ト ー プ
あ る い は 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 に 限 定 さ れ る 傾 向 が 強 い 。 そ の 結 果 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら
取 得 で き る 抗 体 セ ッ ト が 限 定 さ れ る 。 限 ら れ た エ ピ ト ー プ 、 あ る い は 限 ら れ た 抗 原 を 認 識
す る 抗 体 セ ッ ト で 、 網 羅 的 抗 原 解 析 (comprehensive antigen analysis)を 行 う こ と は 困 難
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 多 様 な 抗 体 を 取 得 す る こ と が 難 し い 理
由 と し て 、 次 の よ う な メ カ ニ ズ ム が 考 え ら れ る 。 ま ず 、 抗 体 と し て の 結 合 活 性 の 高 い ク ロ
ー ン が 優 先 的 に 取 得 さ れ る 傾 向 が あ る 。 ま た 細 胞 表 面 の 抗 原 分 子 の 数 に 差 が あ る と 、 抗 体
の 結 合 活 性 が 同 等 で あ っ て も 、 よ り 多 数 の 分 子 に 対 す る 抗 体 の 方 が 優 先 的 に 取 得 さ れ る 。
抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と し て 可 変 領 域 を デ ィ ス プ レ イ し た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
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ン グ す る 場 合 、 取 得 さ れ た フ ァ ー ジ の 増 幅 と 、 ス ク リ ー ニ ン グ が 繰 り 返 さ れ る 。 こ の 繰 り
返 し の 過 程 の 中 で 、 優 先 的 に 取 得 さ れ る 抗 体 は 常 に 回 収 さ れ や す い 一 方 で 、 取 得 が 難 し い
抗 体 は し ば し ば 失 わ れ て し ま う 。 そ の 結 果 、 た と え ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し た と し て も
、 回 収 さ れ な い 抗 体 が で き て し ま う 。 こ れ が 、 あ ら ゆ る 抗 原 の 網 羅 的 な 解 析 を 可 能 と す る
抗 体 セ ッ ト の 取 得 が 困 難 な 理 由 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 先 に 述 べ た よ う に 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と し て ス ー パ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 利 用 す れ ば 、 あ ら
ゆ る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 見 出 す こ と が で き る は ず で あ る 。 と こ ろ が 公 知 の ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 結 合 活 性 の 低 い 抗 体 、 あ る い は 希 少 な 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を
ピ ッ ク ア ッ プ す る こ と は 、 原 理 的 に 難 し い と い わ ざ る を え な か っ た 。 つ ま り 抗 体 ラ イ ブ ラ
リ ー の 有 す る 多 様 性 を 十 分 に 生 か す こ と が で き る 、 新 た な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 提 供 が 望
ま れ て い た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 あ る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 回 収 さ れ た 抗 体 に つ い て は 、 別 の ス ク リ ー
ニ ン グ に お い て 、 回 収 さ れ な い よ う な 仕 組 み を 実 現 す る こ と が で き れ ば 、 取 得 が 困 難 な 抗
体 を 高 い 確 率 で ピ ッ ク ア ッ プ で き る 条 件 を 作 り 出 す こ と が で き る と 考 え た 。 そ し て 、 既 に
回 収 さ れ て い る 抗 体 、 あ る い は そ の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 を 、 抗 原 抗 体 反 応 の 場 に 存 在 さ せ
る こ と に よ っ て 、 容 易 に 未 知 の 抗 体 を ピ ッ ク ア ッ プ で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ
せ た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関
す る 。
〔 ３ ６ 〕 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 抗 体
ラ イ ブ ラ リ ー を 接 触 さ せ 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面
抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 取 得 方 法 に お い て 、 以 下 の a)～ c)の い ず れ か の 工 程 を 含 む 方 法 で あ
っ て 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 が そ れ ぞ れ 以 下 に 定 義 さ れ る 成 分 を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
　 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 ： 取 得 を 望 ま な い 抗 体 を 含 む
　 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 ： 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 遊 離 の 抗 原 を 含 む
a) 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 抗 体 ラ イ
ブ ラ リ ー と が 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 ま た は 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 の い ず れ か の 共 存 下 で 接 触 さ せ
ら れ る 、
b)抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 と の 接 触 後 に 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た
細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 接 触 さ せ る 、 ま た は
c)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 を 抗 原 マ ス キ
ン グ 剤 と 接 触 後 に 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ る
〔 ３ ７ 〕 取 得 を 目 的 と す る 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 が 癌 細 胞 の 表 面 抗 原 で あ り 、 取 得 を 望 ま な
い 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 が 正 常 細 胞 の 表 面 抗 原 で あ る 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ３ ８ 〕 正 常 細 胞 と 前 記 癌 細 胞 が 由 来 す る 組 織 が 共 通 で あ る 〔 ３ ７ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ３ ９ 〕 取 得 を 目 的 と す る 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 が 、 特 定 の ス テ ー ジ の 癌 細 胞 の 表 面 抗 原 で
あ り 、 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 が 前 記 ス テ ー ジ と は 異 な る ス テ ー ジ の 同 種 の 癌
細 胞 の 表 面 抗 原 で あ る 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ０ 〕 前 記 特 定 の ス テ ー ジ と 、 特 定 の ス テ ー ジ と は 異 な る ス テ ー ジ の い ず れ か が 、 進 行
癌 で あ り 、 他 方 が 初 期 癌 で あ る 〔 ３ ９ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ １ 〕 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 、 前 記 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 目 的 と す る 抗
体 が 、 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 ま た は 抗 原 決 定 基 と は 異 な る 抗 原 ま た は 抗 原 決
定 基 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ２ 〕 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 、 前 記 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 結 合 活 性 に よ っ て 予 め 単 離
さ れ た 抗 体 で あ る 〔 ４ １ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ３ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
(1)前 記 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 水 性 媒 体 と 、 こ
の 水 性 媒 体 と 接 触 し た 低 極 性 溶 媒 で 構 成 さ れ る ２ 相 系 を 調 製 す る 工 程 、
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(2)標 的 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 を 低 極 性 溶 媒 相
に 移 動 さ せ る 工 程 、 お よ び
(3)低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し て い る 抗 体 を
、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 と し て 回 収 す る 工 程
〔 ４ ４ 〕 〔 １ 〕 、 ま た は 〔 ３ ６ 〕 の い ず れ か の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 抗 体 ま た は
そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 ４ ５ 〕 〔 １ 〕 、 ま た は 〔 ３ ６ 〕 の い ず れ か の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 抗 体 の 可 変
領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 の 方 法 に し た が っ て 得 ら れ た 抗 体 は 、 更 に 、 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 結 合 活 性 を 指 標
と し て 、 よ り 目 的 と す る 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 対 象 と
す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に
関 す る 。
〔 ４ ６ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 特 定 の 細 胞 の 表 面 抗 原 に 結 合 し 、 同 じ 条 件 で 類 似 の 細 胞 に 接 触
さ せ た と き に 類 似 の 細 胞 に は 結 合 し な い 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
(1)〔 １ 〕 ま た は 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 体 を 、 前 記 特 定 の 細 胞 ま た
は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 、 お よ び 前 記 類 似 の 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 共 通
の 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)前 記 特 定 の 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し 、 前 記 類 似 の 細 胞 ま た は そ の
分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し な か っ た 抗 体 を 選 択 す る 工 程
〔 ４ ７ 〕 特 定 の 細 胞 が 癌 細 胞 で あ り 、 類 似 す る 細 胞 が 当 該 癌 細 胞 と 同 じ 組 織 の 正 常 細 胞 で
あ る 〔 ４ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ８ 〕 特 定 の 細 胞 が あ る ス テ ー ジ の 癌 細 胞 で あ り 、 類 似 す る 細 胞 が 別 の ス テ ー ジ の 同 種
の 癌 細 胞 で あ る 〔 ４ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ９ 〕 工 程 (1)が 、 前 記 特 定 の 細 胞 お よ び 前 記 類 似 す る 細 胞 の 細 胞 固 定 試 料 に 前 記 抗 体
を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、  〔 ４ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ５ ０ 〕 工 程 (1)が 、 前 記 特 定 の 細 胞 の 抗 原 分 画 を 保 持 し た 固 相 、 お よ び 前 記 類 似 す る 細
胞 の 抗 原 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 前 記 抗 体 を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、  〔 ４ ６ 〕 に 記 載 の 方
法 。
〔 ５ １ 〕 前 記 細 胞 、 ま た は 細 胞 の 抗 原 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し た 抗 体 を 、 そ の 抗 体 を
認 識 す る 標 識 抗 体 で 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 〔 ３ ９ 〕 ま た は 〔 ４ ０ 〕 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 特 に 生 体 内 に お け る 抗 体 の 多 様 性 を 維 持 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー に 適 用
す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に
関 す る 。
〔 ５ ２ 〕 前 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 少 な く と も １ ０ 9 種 類 の 抗 体 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー で
あ る 〔 １ 〕 ま た は 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ５ ３ 〕 前 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 少 な く と も １ ０ 1 0 種 類 の 抗 体 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー
で あ る 〔 ５ ２ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ５ ４ 〕 前 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 少 な く と も １ ０ 1 1 種 類 の 抗 体 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー
で あ る 〔 ５ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ っ て 得 ら れ る 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 を 同 定 す る た め の 方 法 に 関
す る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 抗 原 の 同 定 方 法 と 、 こ の 方 法 に 基 づ い て 同 定 さ れ た 抗 原
に 関 す る 。
〔 ５ ５ 〕 次 の 工 程 を 含 む 〔 ４ ４ 〕 に 記 載 の 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 の 同 定 方 法 。
(1)〔 ４ ４ 〕 に 記 載 の 抗 体 と 当 該 抗 体 の 単 離 に 用 い た 細 胞 表 面 抗 原 と を 接 触 さ せ る 工 程 、
(2)前 記 抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 回 収 す る 工 程 、 お よ び
(3)回 収 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程
〔 ５ ６ 〕 付 加 的 に 、 工 程 (3)で 同 定 さ れ た 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 〔 ５
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５ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ５ ７ 〕 抗 原 を 消 化 し 、 消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 〔 ５ ６ 〕 に
記 載 の 方 法 。
〔 ５ ８ 〕 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ っ て 、 抗 原 を 消 化 す る 工 程 を 含 む 〔 ５ ７ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ５ ９ 〕 蛋 白 質 分 解 酵 素 が セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 〔 ５ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ ０ 〕 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ト リ プ シ ン で あ る 〔 ５ ９ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ １ 〕 消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 、 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す る 工 程 を 含 む 〔 ５ ７
〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ ２ 〕 〔 ５ ５ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 抗 原 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ て 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に は 、 細 胞 そ の も の 、 あ
る い は 細 胞 表 面 抗 原 の 抽 出 物 が 必 要 で あ る 。 細 胞 表 面 抗 原 の 抽 出 物 は 、 固 相 に 固 定 し て 抗
体 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 表 面 抗 原 の 中 に は 、 細 胞
膜 に よ っ て そ の 構 造 が 維 持 さ れ て い る も の も あ る 。 し た が っ て 、 細 胞 膜 抗 原 を 可 溶 性 分 画
と し て 取 得 す る こ と は し ば し ば 困 難 を 伴 う 。 本 発 明 者 ら は 、 た と え ば 上 記 の よ う な ス ク リ
ー ニ ン グ に 有 用 な 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 調 製 技 術 を 完 成 し た 。 す な わ ち 本 発 明 は
、 以 下 の 細 胞 膜 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法 、 あ る い は そ の た め の 混 合 液 を 提 供 す る 。
〔 ６ ３ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法 。
(1) 目 的 と す る 細 胞 表 面 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 を 破 砕 す る 工 程 、
(2) 工 程 (1)の 破 砕 物 か ら 細 胞 膜 分 画 を 回 収 す る 工 程 、
(3) 細 胞 膜 分 画 を 界 面 活 性 剤 混 合 液 に よ っ て 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び
(4) 工 程 (3)の 上 清 を 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と し て 回 収 す る 工 程
〔 ６ ４ 〕 界 面 活 性 剤 混 合 液 を 構 成 す る 界 面 活 性 剤 が 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 と 両 性 界 面 活
性 剤 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 で あ る 〔 ６ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ ５ 〕 非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 が 、 NP-40、 Triton X100、 n-Dodecyl β -D-maltoside、 n-
Octyl β -D-glucoside、  n-Octyl β -D-maltopyranoside、 お よ び n-Decyl β -D-maltosid
eか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 で あ る 〔 ６ ４ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ ６ 〕 両 性 界 面 活 性 剤 が 、 Deoxycholic acidで あ る 〔 ６ ４ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ ７ 〕 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 〔 ６ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ６ ８ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 抗 体 が 認 識 す る 細 胞 表 面 抗 原 を 単 離 す る 方 法 。
(1)〔 ６ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 抗 体 と
接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 単 離 す る 工 程
〔 ６ ９ 〕 抗 体 が 、 〔 １ 〕 ま た は 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 体 で あ る 〔 ６
８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ ０ 〕 抗 体 が 固 相 に 結 合 さ れ て い る か 、 ま た は 固 相 に 結 合 可 能 な タ グ を 有 し て い る 〔 ６
８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ １ 〕 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 抗 体 に 接 触 さ せ る 工 程 に お い て 、 反 応 液 中 の 界 面 活
性 剤 の 濃 度 を ０ ． ０ １ %w/v－ ５ %w/vに 調 整 す る 〔 ６ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ ２ 〕 〔 ６ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 抗 体 が 認
識 す る 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 。
〔 ７ ３ 〕 抗 原 を 消 化 し 、 消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る 工 程 を 含 む 〔 ７ ２ 〕 に
記 載 の 方 法 。
〔 ７ ４ 〕 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ っ て 、 抗 原 を 消 化 す る 工 程 を 含 む 〔 ７ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ ５ 〕 蛋 白 質 分 解 酵 素 が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 〔 ７ ４ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ ６ 〕 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ト リ プ シ ン で あ る 〔 ７ ５ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ ７ 〕 消 化 生 成 物 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 を 、 質 量 分 析 に よ っ て 同 定 す る 工 程 を 含 む 〔 ７ ３
〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ７ ８ 〕 〔 ６ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 単 離 さ れ た 抗 原 。
〔 ７ ９ 〕 以 下 の 組 成 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 化 用 界 面 活 性 剤 混 合 液 。
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NP-40、
Triton X100、
n-Dodecyl β -D-maltoside、
n-Octyl β -D-glucoside、
n-Octyl β -D-maltopyranoside
n-Decyl β -D-maltoside、 お よ び
Deoxycholic acid
〔 ８ ０ 〕 各 界 面 活 性 剤 の 使 用 量 が ０ ． ０ １ ～ ５ %w/vで あ る 、 〔 ７ ９ 〕 に 記 載 の 細 胞 表 面 抗
原 の 可 溶 化 用 界 面 活 性 剤 混 合 液 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 細 胞 膜 上 の 表 面 抗 原 は 、 細 胞 を プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 す る こ と に よ っ て も 得 る こ と が
で き る 。 加 え る プ ロ テ ア ー ゼ の 種 類 と 量 を 調 整 す れ ば 、 抗 原 性 を 保 持 し た 膜 抗 原 の 部 分 的
分 解 産 物 を 回 収 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ を 、 調 べ た い 抗 体 と 反 応 さ せ て 回 収 し 、 細 胞
表 面 抗 原 分 子 の 同 定 が 可 能 に な っ た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分
画 の 製 造 方 法 、 並 び に そ れ を 用 い た 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 に 関 す る 。
〔 ８ １ 〕 細 胞 表 面 抗 原 を 不 完 全 消 化 す る 工 程 と 、 不 完 全 消 化 に よ っ て 細 胞 か ら 切 り 離 さ れ
た 細 胞 表 面 抗 原 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法 。
〔 ８ ２ 〕 不 完 全 消 化 す る 工 程 が 、 細 胞 に 蛋 白 質 分 解 酵 素 を 作 用 さ せ る 工 程 を 含 む 〔 ８ １ 〕
に 記 載 の 方 法 。
〔 ８ ３ 〕 蛋 白 質 分 解 酵 素 が 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 〔 ８ ２ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ８ ４ 〕 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ト リ プ シ ン で あ る 〔 ８ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ８ ５ 〕 〔 ８ １ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 。
〔 ８ ６ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 。
(1)細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 と 〔 ８ ５ 〕 に 記 載 の 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と を 接 触
さ せ る 工 程 、
(2)前 記 抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 回 収 す る 工 程 、 お よ び
(3)回 収 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程
〔 ８ ７ 〕 抗 体 が 〔 １ 〕 ま た は 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 体 で あ る 〔 ８ ６
〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ８ ８ 〕 付 加 的 に 、 工 程 (3)で 同 定 さ れ た 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 〔 ８
７ 〕 に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 実 際 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 方 法 に よ っ て 肝 臓 癌 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗
体 と 、 あ る い は そ の 可 変 領 域 の 取 得 に 成 功 し た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 あ る い は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断
片 、 そ し て そ れ ら の 用 途 に 関 す る 。
〔 ８ ９ 〕 配 列 番 号 ： ８ ２ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 ９ ０ 〕 〔 ８ ９ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド 。
〔 ９ １ 〕 配 列 番 号 ： ８ ４ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 ９ ２ 〕 〔 ９ １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド 。
〔 ９ ３ 〕 〔 ９ ０ 〕 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 〔 ９ ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 ９ ４ 〕 CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ０ 、 配 列 番 号
： ９ １ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ９ ２ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、
ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 ９ ５ 〕 CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ３ 、 配 列 番 号
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： ９ ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ９ ５ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン L鎖 、
ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 ９ ６ 〕 〔 ９ ４ 〕 に 記 載 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、 お よ び 〔 ９ ５ 〕 に 記 載 の イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン L鎖 を 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 ９ ７ 〕 配 列 番 号 ： ８ ６ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 ９ ８ 〕 〔 ９ ７ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド 。
〔 ９ ９ 〕 配 列 番 号 ： ８ ８ の 塩 基 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ ９ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド す る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 １ ０ ０ 〕 〔 ９ ９ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
ポ リ ペ プ チ ド 。
〔 １ ０ １ 〕 〔 ９ ８ 〕 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 〔 １ ０ ０ 〕 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含
む 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 １ ０ ２ 〕 CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ６ 、 配 列 番
号 ： ９ ７ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ９ ８ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖
、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 １ ０ ３ 〕 CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ ９ 、 配 列 番
号 ： １ ０ ０ 、 お よ び 配 列 番 号 ： １ ０ １ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン
L鎖 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 １ ０ ４ 〕 〔 １ ０ ２ 〕 に 記 載 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、 お よ び 〔 １ ０ ３ 〕 に 記 載 の イ ム ノ
グ ロ ブ リ ン L鎖 を 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 。
〔 １ ０ ５ 〕 〔 ９ ３ 〕 、 〔 ９ ６ 〕 、 〔 １ ０ １ 〕 、 お よ び 〔 １ ０ ４ 〕 に 記 載 さ れ た イ ム ノ グ ロ
ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 の 少 な く と も １ 種 類 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る
担 体 を 含 む 、 肝 臓 癌 の 診 断 ま た は 治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 。
〔 １ ０ ６ 〕 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 が 、 放 射 性 同 位 元 素 、
抗 癌 活 性 を 有 す る 薬 物 、 磁 性 金 属 、 蛍 光 色 素 、 発 光 色 素 、 お よ び 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 分 子 の い ず れ か を 結 合 さ れ て い る 〔 １ ０ ５ 〕 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
〔 １ ０ ７ 〕 次 の 要 素 を 含 む 、 肝 臓 癌 の 検 査 用 キ ッ ト 。
i)〔 ９ ３ 〕 、 〔 ９ ６ 〕 、 〔 １ ０ １ 〕 、 お よ び 〔 １ ０ ４ 〕 に 記 載 さ れ た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分
子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 の 少 な く と も １ 種 類 、
ii)正 常 な 肝 細 胞 組 織 、 お よ び
iii)肝 臓 癌 の 癌 細 胞 組 織
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 更 に 本 発 明 者 ら は 、 scFvに 融 合 し て い る 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 結 合 さ せ る
こ と に よ っ て 、 ADCC活 性 を 確 認 で き る こ と を 明 ら か に し た 。 抗 原 結 合 部 位 か ら な る 抗 体 断
片 に 依 存 す る 細 胞 障 害 作 用 を 、 二 次 抗 体 の 助 け に よ っ て 検 出 し う る こ と は 、 本 発 明 者 ら が
見 出 し た 新 た な 知 見 で あ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗
体 の 断 片 の 細 胞 障 害 作 用 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
〔 １ ０ ８ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 の 細 胞 障 害 作 用 を 検 出 す る 方
法 。
　 (1)前 記 抗 体 断 片 と 、 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体 と 、 そ し て 前 記 抗 体 断 片 が 認 識 す る
抗 原 を 発 現 し た 細 胞 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 (2)細 胞 障 害 作 用 を 検 出 す る 工 程
〔 １ ０ ９ 〕 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 と 、 前 記 抗 体 断 片 が 認 識 す る 抗 原 を 発 現 し た 細
胞 と を 接 触 さ せ た 後 に 、 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体 と を 接 触 さ せ る 〔 １ ０ ８ 〕 に 記 載 の
方 法 。
〔 １ １ ０ 〕 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 が 、 Fab断 片 、 ま た は scFvの い ず れ か で あ る 〔
１ ０ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ １ １ 〕 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 が 、 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 と 融 合 し た scFvで あ る 〔 １
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１ ０ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ １ ２ 〕 二 次 抗 体 が 前 記 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 〔 １ １ １ 〕 に 記 載 の 方 法
。
〔 １ １ ３ 〕 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 が 、 次 の iか ら vに 記 載 さ れ た 断 片 お よ び rgdpク
ロ ー ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 断 片 ま た は rgdpク ロ ー ン で あ る 〔 １ ０ ８ 〕 に
記 載 の 方 法 。
　 i : 〔 １ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 、
　 ii: 〔 １ ０ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た rgdpク ロ ー ン ；
　 iii: 〔 ３ ０ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た rgdpク ロ ー ン ；
　 iv: 〔 ３ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 ； 、 お よ
び
　 v: 〔 ４ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片
〔 １ １ ４ 〕 細 胞 障 害 作 用 が 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 で あ る 〔 １ ０ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 １ １ ５ 〕 〔 １ ０ ８ 〕 ～ 〔 １ １ ４ 〕 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 細 胞 障 害 活 性 を 検 出
し 、 細 胞 障 害 活 性 が 検 出 さ れ た 抗 体 断 片 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る 抗
体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 を 選 択 す る 方 法 。
〔 １ １ ６ 〕 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 に 、 当 該 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体 を 結 合 さ
せ る こ と に よ っ て 前 記 抗 体 断 片 に 細 胞 障 害 作 用 を 付 与 す る 方 法 。
〔 １ １ ７ 〕 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 が 、 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 と 融 合 し た scFvで あ り 、 二
次 抗 体 が 前 記 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 〔 １ １ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 網 羅 的 に ピ ッ ク ア ッ
プ す る こ と が で き る 方 法 を 提 供 し た 。 ま ず 本 発 明 は 、 低 極 性 溶 媒 中 に 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合
し た 抗 体 を 置 く こ と に よ り 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提
供 し た 。 低 極 性 溶 媒 中 で は 抗 原 抗 体 複 合 体 の 水 素 結 合 が 安 定 化 さ れ る 。 一 方 、 非 特 異 的 に
細 胞 表 面 に 結 合 す る 分 子 は 効 果 的 に 除 去 す る こ と が で き る 。 こ の 条 件 下 で は 、 非 特 異 的 に
混 入 し 、 目 的 と す る 抗 体 の 取 得 を 妨 げ る 因 子 を 効 果 的 に 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 用 い て 、 細 胞 表 面 に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る と き に 有 用 な 低 極 性 溶 媒 と 水 性 溶 媒 の 組 成 を 明 ら か に し た 。 本 発 明 に お い て
見 出 さ れ た 溶 媒 を 用 い て 抗 体 を デ ィ ス プ レ イ し た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と に よ り 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 網 羅 的 に 回 収 す
る こ と が 可 能 と な っ た 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を ス ー パ ー ラ イ ブ ラ リ ー と 組 み 合 わ
せ る こ と に よ っ て 、 あ ら ゆ る 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 取 得 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 既 知 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 回 収 す る こ と が 難 し い 抗 体 の 回 収 を 可 能
と す る 新 た な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 し た 。 す な わ ち 、 既 に 回 収 さ れ て い る 抗 体 、 あ る
い は そ の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 の マ ス キ ン グ に よ っ て 、 未 だ 取 得 さ れ て い な い 抗 体 を 優 先 的
に 回 収 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ っ て 実 現 さ れ た マ ス キ ン グ は 、 特 に フ ァ ー ジ ラ イ ブ
ラ リ ー の よ う な rgdpラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 rgdpラ イ ブ ラ リ ー の ス
ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 先 に 取 得 さ れ た 抗 体 を マ ス キ ン グ と し て 用 い れ ば 、 取 得 済 み の 抗
体 と 同 じ 反 応 性 を 有 す る rgdpク ロ ー ン の 取 得 を 効 果 的 に 妨 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法 を 提 供 し た 。 本 発 明 の 製 造 方 法 に
よ っ て 得 る こ と が で き る 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 免 疫 学 的 性 状 を 高
度 に 維 持 し て い る 。 ま た 抗 原 の 多 様 性 に お い て も 、 本 来 の 細 胞 が 有 す る 細 胞 表 面 抗 原 の 組
成 を 反 映 し て い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 取 得 方 法 に 関 す る 。
(1)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 と 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む
水 性 媒 体 と 、 こ の 水 性 媒 体 と 接 触 し た 低 極 性 溶 媒 で 構 成 さ れ る 2相 系 を 調 製 す る 工 程 、
(2)標 的 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ る 工
程 、 お よ び
(3)低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 に 結 合 し て い る 抗 体 を 、 細 胞 表 面 抗 原
に 結 合 す る 抗 体 と し て 回 収 す る 工 程
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 細 胞 表 面 抗 原 と は 、 細 胞 の 表 面 に 抗 原 決 定 基 を 有 す る あ ら ゆ る 抗 原 を
含 む 。 細 胞 表 面 抗 原 は 、 細 胞 膜 を 膜 貫 す る か 、 あ る い は 細 胞 膜 の 細 胞 外 表 面 に 存 在 す る 分
子 で あ る こ と が で き る 。 あ る い は 細 胞 膜 を 貫 通 し た 分 子 、 ま た は 細 胞 膜 の 細 胞 外 表 面 に 存
在 す る 分 子 と の 結 合 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 表 面 に 存 在 す る 分 子 も 、 細 胞 表 面 抗 原 に 含 ま
れ る 。 た と え ば 、 -SS-結 合 な ど に よ っ て 細 胞 膜 貫 通 ド メ イ ン に 結 合 し た 受 容 体 の 細 胞 外 ド
メ イ ン な ど は 、 本 発 明 に お け る 細 胞 膜 抗 原 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の よ う な 分 子 と し て は 、 細 胞 膜 に 存 在 す る 受 容 体 、 あ る い は ト ラ ン ス ポ ー タ ー が 含 ま
れ る 。 こ れ ら の 分 子 の 多 く は 蛋 白 質 で 構 成 さ れ る 。 し か し そ の 抗 原 決 定 基 は 、 蛋 白 質 の 構
造 の み な ら ず 、 蛋 白 質 の 修 飾 構 造 に よ っ て も 構 成 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 蛋 白 質 は 、 糖 鎖 、
脂 質 、 リ ン 酸 基 、 あ る い は ア セ チ ル 基 な ど の 修 飾 を 受 け 、 修 飾 さ れ た 構 造 に よ っ て 異 な る
抗 原 決 定 基 が 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に お け る 細 胞 は 、 膜 を 有 す る 細 胞 で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 す な わ ち 、 動 物
、 植 物 、 あ る い は 微 生 物 に 由 来 す る 細 胞 な ど を 本 発 明 に 利 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 は 、
天 然 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て も よ い し 、 人 為 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 で あ っ て も 良 い 。 人 為 的
に 改 変 さ れ た 細 胞 に は 、 特 別 な 環 境 で 培 養 さ れ た 細 胞 や 、 外 来 遺 伝 子 を 導 入 さ れ た 細 胞 な
ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に お け る 好 ま し い 細 胞 と し て 、 動 物 細 胞 を 示 す こ と が で き る 。 動 物 細 胞 は 多 様 な
細 胞 表 面 抗 原 を 有 し て い る 。 そ し て 、 こ れ ら の 細 胞 表 面 抗 原 の 多 く は 、 細 胞 が 細 胞 外 と の
シ グ ナ ル の や り と り の た め の イ ン タ ー フ ェ ー ス と し て 機 能 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 し
た が っ て 、 成 体 、 組 織 、 あ る い は 細 胞 の 、 多 様 な 変 化 あ る い は 応 答 の メ カ ニ ズ ム の 解 明 に
お い て 、 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 、 そ し て 機 能 解 析 、 あ る い は 構 造 解 析 は 、 重 要 な 研 究 課 題 で
あ る 。 こ れ ら の 解 析 に お い て 重 要 な ツ ー ル と な る の が 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 細 胞 に 代 え て 、 細 胞 の 分 画 を 用 い る こ と も で き る 。 本 発 明 は
、 細 胞 の 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 取 得 を 目 的 と し て い る 。 し た が っ て 、 細 胞 の 表 面 抗 原
を 含 む 細 胞 の 分 画 は 、 本 発 明 に 利 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 の 表 面 抗 原 を 含 む 分 画 は 、 さ
ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 後 に 述 べ る よ う な 、 各 種 の 界 面 活 性
剤 を 利 用 し て 得 る こ と が で き る 細 胞 膜 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 は 、 本 発 明 に お け る 細 胞 の 分
画 と し て 好 ま し い 。 こ の よ う な 細 胞 の 分 画 に お い て は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 多 く が 、 そ の 構 造
を 維 持 し て い る 。 し た が っ て 、 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 方 、 本 発 明 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 対 象 と な る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と は 、 多 様 な 結
合 活 性 を 有 す る 抗 体 の 集 合 体 を 言 う 。 少 な く と も ２ 以 上 の 異 な る 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 の
混 合 物 は 、 多 様 な 結 合 活 性 を 有 す る 集 合 体 に 含 ま れ る 。 本 発 明 に お け る 好 ま し い 抗 体 の 多
様 性 は 、 取 得 す べ き 抗 体 の 種 類 を 予 め 制 限 し な い 場 合 に は 、 た と え ば １ ０ 5 、 通 常 １ ０ 6 、
あ る い は １ ０ 7 、 好 ま し く は １ ０ 8 の レ パ ー ト リ ー に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。 更 に 、
よ り 高 度 な 多 様 性 を 実 現 す る た め に は 、 本 発 明 者 ら が 作 成 し た 、 １ ０ 9 ～ １ ０ 1 0 、 更 に は
１ ０ 1 1 の レ パ ー ト リ ー サ イ ズ を 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 本 発 明 に お け る ラ イ ブ ラ リ ー と し
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て 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 方 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 あ ら か じ め 故 意 に 偏 り を 持 た せ た レ パ ー ト リ ー
を 有 す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 す る こ と も で き る 。 た と え ば 、 後 に 述 べ る よ う に 、 目 的
と し な い 抗 体 が 結 合 す る 細 胞 を 使 っ て 予 め 目 的 と し な い 抗 体 を 吸 収 （ マ ス キ ン グ ） し て お
く こ と が で き る 。 高 度 に 多 様 性 を 有 す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー も 、 吸 収 に よ っ て そ の レ パ ー ト
リ ー サ イ ズ が 制 限 さ れ る と き に は 、 上 記 の よ う な レ パ ー ト リ ー サ イ ズ は 維 持 で き な い 。 し
か し 、 レ パ ー ト リ ー サ イ ズ が 制 限 さ れ た 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー で あ っ て も 、 本 発 明 の ス ク リ ー
ニ ン グ 対 象 と し て は 、 な ん ら 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る 抗 体 は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン そ の も の に 加 え 、 イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン か ら 誘 導 す る こ と が で き る 改 変 体 を 用 い る こ と が で き る 。 改 変 体 は 、 抗 原 と の 結 合 活
性 を 維 持 し て い る 限 り 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と 同 様 に 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 成 す る こ と が
で き る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 改 変 体 と し て 、 そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 を 示 す こ と が で き る
。 本 発 明 に お い て 可 変 領 域 と は 、 少 な く と も 抗 原 と の 結 合 に 必 要 な 領 域 を 含 む 任 意 の 領 域
と す る こ と が で き る 。 言 い か え れ ば 、 ３ つ の CDRと そ れ を 保 持 す る フ レ ー ム (FR)で 構 成 さ
れ る 領 域 を 含 む 任 意 の 領 域 を 本 発 明 の 可 変 領 域 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 た と え ば 定 常 領 域 を も 含 む 断 片 で あ っ て も 、 抗 原 と の 結 合 に 必 要 な 領 域 を
含 ん で お れ ば 、 本 発 明 の 可 変 領 域 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 可 変 領 域 と し て し
ば し ば 用 い ら れ る 、 Fabや Fab'は 、 も と も と イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 酵 素 的 な 切 断 に よ っ て 得
ら れ る 断 片 に 対 し て 与 え ら れ た 名 称 で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 Fabを 可 変 領 域 を 特 定 す
る た め の 用 語 と し て 理 解 す べ き で は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 可 変 領 域 を 構 成 す る CDRは 、 可 変 領 域 に あ っ て 、 相 補 性 決 定 部 (complementarity-determ
ining region;CDR)と 呼 ば れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の バ リ エ ー シ ョ ン に 富 む 領 域 で あ る 。 イ ム
ノ グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 と 軽 鎖 に は 、 そ れ ぞ れ ３ つ の CDRが 存 在 す る 。 抗 体 の 多 様 な 結 合 活 性
は 、 CDRを 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 多 様 性 に よ っ て も た ら さ れ て い る と い っ て よ い 。 ３ つ
の CDRは 、 フ レ ー ム を 介 し て 配 置 さ れ て い る 。 フ レ ー ム は 、 結 合 性 の 異 な る 抗 体 の 間 で ア
ミ ノ 酸 配 列 が 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 で 構 成 さ れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と し て 、
rgdpラ イ ブ ラ リ ー （ replicable genetic display package library； 複 製 可 能 な 遺 伝 的 表
示 パ ッ ケ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ ー ） を 示 す こ と が で き る 。 rgdpラ イ ブ ラ リ ー と は 、 遺 伝 子 を 保
持 す る と と も に 、 そ の 遺 伝 子 の 発 現 生 成 物 を 表 面 に 提 示 し た も の で 構 成 さ れ る ラ イ ブ ラ リ
ー を 呼 ぶ 。 し た が っ て 、 抗 体 の rgdpラ イ ブ ラ リ ー と は 、 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む と
と も に 、 そ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 体 蛋 白 質 を そ の 表 面 に 提 示 し た パ ッ ケ ー ジ か
ら な る ラ イ ブ ラ リ ー を 言 う 。 た と え ば フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー が 、 抗 体 蛋 白 質 を 表 面 に 発 現
し て い る 場 合 に は 、 rgdpラ イ ブ ラ リ ー に 含 ま れ る 。 rgdpラ イ ブ ラ リ ー に は 、 フ ァ ー ジ ラ イ
ブ ラ リ ー の ほ か 、 外 来 蛋 白 質 を そ の 表 面 に 発 現 し て い る 形 質 転 換 細 胞 や リ ボ ゾ ー ム か ら な
る ラ イ ブ ラ リ ー を 示 す こ と が で き る 。 た と え ば 大 腸 菌 鞭 毛 蛋 白 質 の 融 合 蛋 白 質 と し て 外 来
遺 伝 子 を 発 現 す る シ ス テ ム を 用 い る こ と に よ っ て rgdpラ イ ブ ラ リ ー と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 代 表 的 な rgdpラ イ ブ ラ リ ー と し て 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー が 挙 げ ら れ る 。 上 記 の 抗 体 遺
伝 子 を 提 示 し た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 次 の よ う に し て 得 る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ 表
面 に 外 来 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る に は 、 一 般 に フ ァ ー ジ ミ ド と ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ が 用 い ら れ る
。 例 え ば 、 pTZ19R（ フ ァ ル マ シ ア 製 ） な ど の フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る 。 フ
ァ ー ジ ミ ド に は 、 cp3や cp8等 の フ ァ ー ジ の 構 成 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 、 発 現 さ せ た
い 外 来 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 連 結 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 フ ァ ー ジ ミ ド は 、 大 腸 菌 な ど の 宿 主 に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 増 幅 で き る 。 し か し こ の
状 態 で は フ ァ ー ジ 粒 子 と し て 回 収 す る こ と は で き な い 。 い わ ば 、 一 般 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ
ー と 同 じ 状 態 に あ る 。 フ ァ ー ジ ミ ド が 保 持 す る 外 来 蛋 白 質 を 表 面 に 提 示 し た フ ァ ー ジ 粒 子
と す る に は 、 フ ァ ー ジ ミ ド を 感 染 さ せ た 宿 主 に ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 重 感 染 さ せ る 。 た と え
ば フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー pTZ19Rは 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ M13K07の 重 感 染 に よ っ て フ ァ ー ジ 粒
子 と し て 回 収 す る こ と が で き る 。 こ の と き 利 用 さ れ る フ ァ ー ジ ミ ド の cp3蛋 白 質 が 外 来 蛋
白 質 と 融 合 さ れ て い れ ば 、 完 成 す る フ ァ ー ジ の 表 面 に は 外 来 蛋 白 質 が 提 示 さ れ る こ と に な
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 市 販 の フ ァ ー ジ ミ ド に 抗 体 の 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に 好 適 な 制 限 酵 素 サ イ ト を 導 入 し て
お け ば 、 本 発 明 に よ る 軽 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 重 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ
ー と と も に 組 み 込 む こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー pTZ19Rに 適 当 な 制 限 酵 素 サ イ ト
を 導 入 し 、 PCRで 増 幅 し た 抗 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 組 み 込 む 方 法 が 公 知 で あ る (Gene 194
,35-46,1997)。 以 下 に 述 べ る 実 施 例 に お い て は 、 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー の シ グ ナ ル 配 列 Pe
lBの 下 流 に SfiIサ イ ト と AscIサ イ ト を 導 入 し た 。 一 方 、 軽 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 の 増 幅 に は 、
同 じ サ イ ト を 導 入 し た プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 PCRの 増 幅 生 成 物 を 当 該 制 限 酵 素 で 消 化 し て
こ の サ イ ト に 組 み 込 む こ と に よ り 、 PelBの 下 流 に 抗 体 可 変 領 域 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ 、 更 に そ
の 下 流 に 位 置 す る cp3と の 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー （ pFCAH9-E8d／
図 ２ － Ｄ ; Iba Y. et al., Gene 194 : 35-46, 1997.） と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 あ る い は 、 重 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 を 細 菌 宿 主 発 現 用 の ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と も で き る 。
こ の 場 合 に は 、 ベ ク タ ー を 細 菌 に 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 重 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 を 発 現 さ
せ る 。 得 ら れ た 形 質 転 換 細 胞 に 、 更 に 軽 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 を 保 持 し た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ
ー を 感 染 さ せ る こ と に よ り 、 結 果 的 に 本 発 明 の た め の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー が 完 成 す る 。 大
腸 菌 の 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー と し て は 、 pFK等 を 示 す こ と が で き る 。 な お 細 菌 に 形 質 転 換 す
る に は 、 重 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 を 適 当 な 分 泌 シ グ ナ ル の 下 流 に 連 結 す る こ と に よ っ て 、 重 鎖
可 変 領 域 蛋 白 質 を ペ リ プ ラ ズ ム に 分 泌 さ せ る こ と が で き る 。 pFKは 、 分 泌 シ グ ナ ル と し て p
elBを 備 え た ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 と 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と
が 水 性 媒 体 中 で 接 触 さ せ ら れ る 。 本 発 明 に お け る 水 性 媒 体 と は 、 抗 原 抗 体 反 応 が 可 能 な 任
意 の 水 性 媒 体 で あ る 。 本 発 明 の 水 性 媒 体 は 、 以 下 の 物 理 化 学 的 性 状 を 有 す る 任 意 の 媒 体 を
含 む 。
i)４ ℃ か ら ２ ５ ℃ の 範 囲 で 液 体 で あ り 、 水 と 混 ぜ 合 わ せ た と き に 完 全 に 混 じ り あ い ２ 相  
を 形 成 し な い
ii)２ ５ ℃ に お い て 比 誘 電 率 kε （ =ε /ε 0） が 80以 上 で あ る
　 比 誘 電 率 (relative permittivity)kε （ =ε /ε 0） は 、 溶 媒 に 接 触 さ せ た 電 極 の 間 に 蓄
え ら れ る 電 気 容 量 を 電 気 的 に 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 比 誘
電 率 の 大 き い 溶 媒 は 極 性 溶 媒 と 言 わ れ 、 塩 を 良 く 溶 解 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に お け る
水 性 媒 体 は 、 極 性 溶 媒 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 た と え ば 、 一 般 に 抗 原 抗 体 反 応 用 の 緩 衝 液 と し て 利 用 さ れ る 、 Goodバ ッ フ ァ ー 、 生 理 食
塩 水 、 あ る い は リ ン 酸 緩 衝 液 な ど は 、 本 発 明 の 水 性 媒 体 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 あ
る い は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 各 種 の 基 礎 培 地 成 分 も 、 水 性 媒 体 と し て 利 用 す る こ
と が で き る 。 動 物 細 胞 培 養 用 の 培 地 と し て は 、 MEM（ Minimum EssentialMedium） 、  Basal
 Medium, Eagle（ BME） 、  Eagle's Minimum Essential Medium（ EMEM） 、  Dulbecco's Mo
dified Eagle's Medium（ DME） 、 RPMI-1640 Medium（ RPMI1640）  、 お よ び ES Medium（ ES
） な ど を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 水 性 媒 体 に は 、 非 特 異 的 な 結 合 の 阻 害 を 目 的 と し て 、 種 々 の 不 活 性 蛋 白 質 を 添
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加 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ス キ ム ミ ル ク 、 あ る い は ゼ ラ チ ン な ど は 、
非 特 異 的 な 結 合 の 抑 制 に 有 効 で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ミ ニ マ
ム エ ッ セ ン シ ャ ル メ デ ィ ウ ム (MEM)は 、 好 ま し い 水 性 媒 体 で あ る 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン は
、 た と え ば ０ ． １ － ５ %w/v、 通 常 ０ ． ５ － ２ %w/v、 好 ま し く は ０ ． ８ － １ ． ５ %w/v、 好 ま
し く は １ %w/vと な る よ う に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 水 性 媒 体 と 低 極 性 溶 媒 と の ２ 相 系 を 調 整 す る 工 程 を 含 む 。 ２ 相 系 と は ２ つ の 液
相 が 界 面 を 接 し て 分 離 さ れ た 状 態 を 構 成 す る こ と を 言 う 。 本 発 明 に お い て 、 水 性 媒 体 と し
て 極 性 溶 媒 を 用 い 、 低 極 性 溶 媒 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 ２ 相 系 を 構 成 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に お い て ２ 相 系 を 構 成 す る た め の 低 極 性 溶 媒 に は 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う た め の 水
性 媒 体 と ２ 相 系 を 構 成 す る こ と が で き る 任 意 の 低 極 性 溶 媒 を 用 い る こ と が で き る 。 低 極 性
溶 媒 は 、 ２ 相 系 を 構 成 す る （ す な わ ち 界 面 を 形 成 す る ） 限 り 、 そ の 一 部 が 水 性 溶 媒 と 混 和
す る こ と は 許 容 さ れ る 。 本 発 明 に お け る 好 ま し い 低 極 性 溶 媒 は 、 水 系 媒 体 に 比 較 し て 、 物
質 間 の 水 素 結 合 を 安 定 化 す る こ と が で き る 溶 媒 で あ る 。 こ の よ う な 低 極 性 溶 媒 は 、 以 下 の
物 理 科 学 的 性 状 に よ っ て 定 義 さ れ る 溶 媒 を 含 む 。 本 発 明 に お け る 低 極 性 溶 媒 は 、 好 ま し く
は 有 機 溶 媒 か ら 選 択 さ れ る 。
i)４ ℃ か ら ２ ５ ℃ の 範 囲 で 液 体 で あ り 、 水 と 混 ぜ 合 わ せ た と き に ２ 相 を 形 成 す る
ii)２ ５ ℃ に お い て 比 誘 電 率 kε （ =ε /ε 0） が 20以 下 １ 以 上 で あ る
　 た だ し 、 ε は 誘 電 率 で ε 0は 真 空 中 の 誘 電 率 で あ る
　 特 異 的 抗 原 抗 体 反 応 に は 水 素 結 合 が 積 極 的 に 関 与 し て 行 わ れ て い る 。 水 性 媒 体 中 で は 含
ま れ て い る 水 分 子 の 作 用 に よ っ て 水 素 結 合 が 不 安 定 化 さ れ 、 そ の 結 果 特 異 的 結 合 が 弱 め ら
れ る 。 一 方 低 極 性 溶 媒 中 で は こ の 水 素 結 合 が 安 定 で あ り 、 特 異 的 結 合 が 強 力 に 保 持 さ れ る
た め 、 数 回 の 洗 浄 後 に 特 異 的 結 合 抗 体 の 効 率 的 な 濃 縮 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 に お け る 低 極 性 溶 媒 と し て 、 た と え ば 次 の ａ お よ び ｂ に 記 載 の
溶 媒 を 含 む 混 合 溶 媒 で あ り 、 か つ 溶 媒 密 度 （ d） 1.0-1.09を 有 す る 混 合 溶 媒 を 用 い る こ と
が で き る 。
ａ ： ヘ キ サ ン 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン 、 イ ソ オ ク タ ン 、 お よ び ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 溶 媒
ｂ ： フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル 、 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン 、 お よ び ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 溶 媒
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の よ う な 低 極 性 溶 媒 の 好 ま し い 例 と し て 、 次 の よ う な 混 合 溶 媒 を 示 す こ と が で き る 。
　 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒 、
　 イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒 、
　 フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒 、 お よ び
　 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 溶 媒
　 本 発 明 に お い て ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン の 混 合 比 は 44
:27:33を 示 す こ と が で き る 。 イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル と 1,1,1-ト リ ク ロ ロ エ タ ン と ヘ キ サ ン
の 混 合 比 は 20:50:30を 示 す こ と が で き る 。 ま た フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合
比 は 9:1を 示 す こ と が で き る 。 こ の 割 合 で 混 合 さ れ た 混 合 溶 媒 は 、 1.0-1.09の 溶 媒 密 度 （ d
） を 有 す る 。
　 本 発 明 に お い て は 、 固 相 に 固 定 化 し た 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は
そ の 分 画 を 用 い る こ と が で き る 。 固 相 の 比 重 が 大 き い 場 合 に は 、 上 記 の 比 重 の 範 囲 を 外 れ
る 低 極 性 溶 媒 を 用 い る こ と も で き る 。 た と え ば ガ ラ ス ビ ー ズ を 固 相 と し て 用 い た 場 合 に は
、 よ り 小 さ い 比 重 の 低 極 性 溶 媒 を 組 み 合 わ せ る こ と も で き る 。 た と え ば 、 ジ フ ェ ニ ル エ ー
テ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン か ら な る 混 合 溶 媒 は 、 ガ ラ ス ビ ー ズ と 組 み 合 わ せ る 溶 媒 と し て 好 ま
し い 。 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 物 は フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー
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ニ ン グ に お い て 、 フ ァ ー ジ の 回 収 率 を 改 善 す る 好 ま し い 混 合 溶 媒 で あ る 。 本 発 明 に お い て
、 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル と シ ク ロ ヘ キ サ ン の 混 合 比 は 9:1を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 水 性 媒 体 中 で 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ た 細 胞 ま た
は そ の 分 画 を 前 記 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ る 工 程 を 含 む 。 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶
媒 相 に 移 動 さ せ る た め の 方 法 は 任 意 で あ る 。 た と え ば 、 水 性 媒 体 が ２ 相 系 の 上 相 を 構 成 す
る 場 合 に は 、 遠 心 分 離 に よ っ て 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 相 に 落 と す こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 逆 に 、 低 極 性 溶 媒 相 が 上 層 を 構 成 し て い る 場 合 に は 、 水 性 媒 体 を 除 去 す る こ と に よ っ て
細 胞 ま た は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 相 へ 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 そ の た め に は 、 た と え ば
限 外 ろ 過 膜 を 容 器 の 底 に 有 す る 反 応 容 器 を 用 い る こ と が で き る 。 限 外 ろ 過 膜 は 、 外 部 を 陰
圧 に す る こ と に よ っ て 内 部 の 液 体 を 排 出 す る こ と が で き る 。 こ の と き 、 蛋 白 質 を は じ め と
す る 大 き な 分 子 は 限 外 ろ 過 膜 に 保 持 さ れ 、 容 器 内 に 残 る 。 や が て 容 器 内 の 水 性 媒 体 の 全 て
が 除 去 さ れ る と 、 細 胞 あ る い は そ の 分 画 の 低 極 性 溶 媒 相 へ の 移 動 が 完 了 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 細 胞 あ る い は そ の 分 画 を 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ る た め の 好 ま し い 方
法 と し て 、 磁 性 粒 子 の 利 用 を 示 す こ と が で き る 。 細 胞 あ る い は そ の 分 画 は 、 予 め 磁 性 粒 子
に 固 定 し て お く こ と が で き る 。 あ る い は 磁 性 粒 子 に 固 定 可 能 な 標 識 を 結 合 さ せ て お く こ と
が で き る 。 磁 性 粒 子 は 、 磁 場 に 置 く こ と に よ っ て 、 任 意 の 位 置 に 集 め る こ と が で き る 。 抗
原 抗 体 反 応 の 後 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 が 結 合 し て い る 磁 性 粒 子 を 低 極 性 溶 媒 相 に 集 め る こ
と に よ っ て 、 低 極 性 溶 媒 相 へ の 移 動 が 完 了 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 水 性 媒 体 か ら 低 極 性 溶 媒 へ の 、 抗 原 抗 体 複 合 体 の 移 動 工 程 は 、 抗 体 を
回 収 す る 工 程 の 前 に 、 複 数 回 繰 り 返 す こ と が で き る 。 す な わ ち 、 い っ た ん 低 極 性 溶 媒 へ の
移 動 を 完 了 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 、 再 び 水 性 媒 体 に 戻 し 、 次 い で 低 極 性 媒 体 に 移 動
す る 工 程 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 繰 り 返 し の 数 は 、 通 常 １ ～ ５ 回 、 た と え ば ２ ～ ４ 回 、
好 ま し く は ３ 回 で あ る 。 低 極 性 溶 媒 へ の 移 動 工 程 の 繰 り 返 し に よ っ て 、 細 胞 ま た は そ の 分
画 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 回 収 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 後 に 述 べ る
実 施 例 に お い て も 確 認 さ れ た 。 　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 複 数 の 低 極 性 溶 媒 へ の 移 動 工 程 は 、 水 性 媒 体 お よ び 低 極 性 溶 媒 の 両 方
、 ま た は い ず れ か を 、 １ 回 目 の も の と 置 換 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 全 て の 移 動 サ
イ ク ル に お い て 、 両 者 を 置 換 す る 。 た と え ば 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 す る 場 合 、 １ 回
目 の 洗 浄 サ イ ク ル に 利 用 し た ２ 相 系 を 構 成 す る 水 性 媒 体 と 低 極 性 溶 媒 は 、 低 極 性 媒 体 へ の
細 胞 ま た は そ の 分 画 の 移 動 後 に 、 新 し い ２ 相 系 と 置 換 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 回 収 さ れ た 細
胞 を 新 し い 水 性 媒 体 に 分 散 さ せ 、 新 し い 低 極 性 溶 媒 と の ２ 相 系 を 構 成 す る 。 ３ 回 目 の 洗 浄
サ イ ク ル に お い て も 同 様 に 、 細 胞 の 回 収 と ２ 相 系 の 置 換 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 あ る い は 、 同 じ ２ 相 系 の 間 を 往 復 さ せ る こ と に よ っ て 、 複 数 回 の 洗 浄 サ イ ク ル を 実 施 す
る こ と も で き る 。 た と え ば 、 １ 回 目 の 低 極 性 溶 媒 へ の 移 動 の 後 に 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 を
回 収 す る 。 次 い で 少 な く と も 水 性 媒 体 を 新 し い も の に 置 換 す る 。 こ の と き 、 低 極 性 溶 媒 を
合 わ せ て 置 換 す る こ と も で き る 。 そ し て 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 、 水 性 媒 体 と 低 極 性 溶 媒 の
間 で 往 復 さ せ る こ と に よ っ て 、 複 数 回 の 洗 浄 を 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 こ う し て 低 極 性 溶 媒 相 に 置 か れ た 抗 原 抗 体 複
合 体 の 結 合 が 安 定 化 さ れ る 。 ま た 、 水 性 媒 体 か ら 低 極 性 溶 媒 へ の 移 行 は フ リ ー の 抗 体 の 持
込 み を 最 少 限 に す る 。 そ の 結 果 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 に 結 合 し た 抗 体 と し て 回 収 さ れ た 抗
体 は 、 細 胞 表 面 抗 原 を 免 疫 学 的 に 認 識 し て い る 抗 体 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 こ う し て 、 細 胞
表 面 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 特 異 的 に 回 収 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 抗 原 抗 体 複 合 体 の 水 性 媒 体 か ら 低 極 性 溶 媒 へ の 移 動 に
よ っ て 、 そ の 水 素 結 合 が 安 定 化 さ れ る こ と を 利 用 し て い る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工
程 を 含 む 、 抗 体 の 可 変 領 域 を 提 示 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー か ら 目 的 と す る 細 胞 の 表 面 抗 原 に
結 合 す る 活 性 を 有 す る rgdpク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 に お い て 、 rgdpラ イ
ブ ラ リ ー と 前 記 抗 原 と を 水 性 媒 体 で 接 触 さ せ た 後 に 、 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ る こ と に よ
っ て 抗 原 抗 体 複 合 体 の 水 素 結 合 を 安 定 化 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
　 (1)抗 原 抗 体 反 応 が 可 能 な 条 件 下 で rgdpラ イ ブ ラ リ ー お よ び 、 目 的 と す る 抗 原 と を 接 触
さ せ る 工 程 、 お よ び
　 (2)前 記 抗 原 に 結 合 し た rgdpク ロ ー ン を 回 収 す る 工 程
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 実 施 例 １ ３ － １ 、 １ ３ － ２ 、 お よ び １ ３ － ３ に も 示 し た よ う に 、 単 に ２ 相 を 形 成 す る 溶
媒 、 例 え ば シ ョ 糖 溶 液 の 場 合 、 水 素 結 合 の 安 定 化 に よ る 抗 原 抗 体 結 合 の 保 持 効 果 が 見 込 め
な い 。 こ の 種 の 溶 媒 は 、 回 収 さ れ る フ ァ ー ジ を 減 ら し 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 効 率 化 の 効 果 は
あ ま り な い 。 他 方 、 低 極 性 溶 媒 の 場 合 に は 、 水 素 結 合 安 定 化 に よ り ポ ジ テ イ ブ 抗 体 の 回 収
が 増 大 す る 。 逆 に 、 ネ ガ テ イ ブ 抗 体 の 回 収 は 減 少 す る 。 そ の た め 、 ス ク リ ー ニ ン グ 効 率 が
あ が り 特 異 的 な フ ァ ー ジ 回 収 が で き る 。 抗 体 の 可 変 領 域 を 提 示 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー が 、
対 応 す る 抗 原 と の 反 応 に よ っ て 構 成 さ れ る 抗 原 抗 体 複 合 体 が 、 低 極 性 溶 媒 へ の 移 動 に よ っ
て 、 そ の 水 素 結 合 が 安 定 化 さ れ る こ と は 、 新 規 な 知 見 で あ る 。 本 発 明 は 、 こ の 知 見 に 基 づ
い て 完 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に お け る 低 極 性 溶 媒 に よ る 洗 浄 は 、 好 ま し く は １ ～ ５ 回 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、
特 に ス ク リ ー ニ ン グ の 効 率 を 高 め る 効 果 を 期 待 で き る 。 本 発 明 に お け る 低 極 性 溶 媒 の 洗 浄
の た め の 好 ま し い 回 数 は 、 た と え ば １ ～ ５ 回 、 あ る い は ２ ～ ４ 回 、 よ り 好 ま し く は ３ 回 で
あ る 。 実 施 例 １ ３ （ 表 ４ ） に 示 す よ う に 、 低 極 性 溶 媒 に よ る ３ 回 の 洗 浄 に よ っ て 回 収 さ れ
る 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 数 は 、 水 性 溶 媒 で 洗 浄 す る 場 合 と 比 較 し て 約 ２ 倍 と な る こ と が
確 認 さ れ た 。 つ ま り 特 異 的 な 抗 体 の 回 収 が 増 大 し て い る こ と が わ か っ た 。 こ の 結 果 は 、 特
異 的 な 水 素 結 合 の 安 定 化 に 起 因 し て い る と 考 え ら れ る 。 低 極 性 溶 媒 に よ る 洗 浄 は 、 ３ 回 前
後 の 繰 り 返 し が 効 果 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 細 胞 表 面 に 結 合 す る 抗 体 を 濃 縮 す る た め に 繰 り 返 す こ と が
で き る 。 す な わ ち 、 回 収 さ れ た 抗 体 の 混 合 物 を 、 再 び ス タ ー ト マ テ リ ア ル と し て 、 本 発 明
の ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 す こ と が で き る 。 回 収 さ れ た 抗 体 は 、 ２ ラ ウ ン ド 目 の ス ク リ ー
ニ ン グ に 先 立 っ て 、 必 要 に 応 じ て 増 幅 す る こ と が で き る 。 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が フ ァ ー ジ ラ
イ ブ ラ リ ー で あ れ ば 、 フ ァ ー ジ を 回 収 し 、 大 腸 菌 に 感 染 後 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ の 重 感 染 に
よ っ て フ ァ ー ジ 粒 子 を 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 生 成 さ れ た フ ァ ー ジ 粒 子 は 、 感 染 さ せ た
フ ァ ー ジ の 増 幅 産 物 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固
相 と 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 接 触 さ せ 、 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、
細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 の 取 得 方 法 に お い て 、 以 下 の a)～ c)の い ず れ か の 工 程 を 含 む
方 法 で あ っ て 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 が そ れ ぞ れ 以 下 に 定 義 さ れ る 成 分 を
含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。
　 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 ： 取 得 を 望 ま な い 抗 体 を 含 む
　 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 ： 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 遊 離 の 抗 原 を 含 む
a) 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 抗 体 ラ イ
ブ ラ リ ー と が 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 ま た は 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 の い ず れ か の 共 存 下 で 接 触 さ せ
ら れ る 、
b)抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 と の 接 触 後 に 細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た
細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 と 接 触 さ せ る 、 ま た は
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c)細 胞 表 面 抗 原 を 細 胞 膜 上 に 発 現 し た 細 胞 、 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 を 抗 原 マ ス キ
ン グ 剤 と 接 触 後 に 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ る
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の マ ス キ ン グ 剤 は 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 細 胞 表 面 抗 原 を 取 得 す る と き に 、 目 的
と し な い 抗 体 の 結 合 活 性 を マ ス ク す る た め に 用 い ら れ る 成 分 で あ る 。 マ ス キ ン グ 剤 は 、 抗
原 と 抗 体 の い ず れ か に 対 し て 作 用 す る 。 本 発 明 に お い て は 、 抗 原 に 作 用 す る マ ス キ ン グ 剤
を 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 を 呼 ぶ 。 一 方 、 抗 体 に 作 用 す る マ ス キ ン グ 剤 は 、 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 で
あ る 。
　 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 は 、 取 得 を 望 ま な い 抗 体 を 含 ん で い る 。 上 記 抗 体 の 取 得 方 法 に お い て
は 、 抗 体 に 結 合 し た 抗 体 が 、 目 的 と す る 抗 体 と し て 回 収 さ れ る 。 こ こ で 予 め 取 得 を 望 ま な
い 抗 体 が あ る と き に は 、 そ の 抗 体 を 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 抗 原
マ ス キ ン グ 剤 は 、 そ れ が 認 識 す る 抗 原 に 結 合 す る 。 そ の 結 果 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 取 得 を 望
ま な い 抗 体 は 、 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き な く な る 。 こ う し て 、 抗 原 の マ ス キ ン グ に よ っ
て 、 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 回 収 さ れ な く な る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 は 、 抗 体 に 作 用 す る マ ス キ ン グ 剤 で あ る 。 予 め 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が
あ る と き に は 、 そ の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 を 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る
。 前 記 取 得 方 法 に お い て は 、 抗 原 は 固 相 化 さ れ る か 、 ま た は 固 相 化 が 可 能 な 標 識 を 有 し て
い る 。 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 に 含 ま れ る 遊 離 の 抗 原 は 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 取 得 を 望 ま な い
抗 体 と 結 合 す る 。 遊 離 の 抗 原 は 固 相 に は 結 合 し な い の で 、 結 果 と し て 、 こ の 抗 体 は 回 収 さ
れ な く な る 。 こ う し て 、 抗 体 の マ ス キ ン グ が 成 立 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 マ ス キ ン グ 剤 は 、 特 定 の 細 胞 の 表 面 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 取 得 に お い て 有 用 で
あ る 。 た と え ば 、 細 胞 Xに あ っ て 細 胞 Yに 無 い 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 取 得 を 目 的 と す る
と き 、 細 胞 Yの 表 面 抗 原 は 、 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 で あ る 。 同 様 に 、 細 胞 Yの 表 面 抗 原 を 認 識 す
る 抗 体 は 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と し て 利 用 で き る 。 こ れ ら の マ ス キ ン グ 剤 を 利 用 す る こ と に
よ っ て 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー に 含 ま れ る 細 胞 Yの 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 は 回 収 さ れ な く な
る 。 そ の 結 果 、 細 胞 Xに 特 異 的 に 存 在 す る 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 が 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 マ ス キ ン グ 剤 を 利 用 し た 、 細 胞 特 異 的 な 抗 体 の 取 得 方 法 は 、 特 に 類 似 し た 細 胞 の 間 で 、
特 定 の 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 の 取 得 に 有 用 で あ る 。 類 似 す る 細 胞 の 組
み 合 わ せ と し て は 、 以 下 の よ う な 組 み 合 わ せ を 示 す こ と が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 初 代
培 養 細 胞 で あ っ て も 良 い し 、 株 化 さ れ た 細 胞 で あ っ て も 良 い 。
　 癌 細 胞 と 正 常 細 胞
　 癌 細 胞 と そ の 癌 細 胞 と 同 じ 組 織 の 正 常 細 胞
　 ス テ ー ジ の 異 な る 癌 に 由 来 す る 細 胞
　 進 行 癌 の 細 胞 と 初 期 癌 の 細 胞
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 マ ス キ ン グ 剤 の 具 体 的 な 例 と し て 、 不 死 化 正 常 肝 細 胞 と 、 各 種 の 肝 臓 癌 細 胞 の 組 み 合 わ
せ を 示 す こ と が で き る 。 た と え ば THLE-3な ど の 不 死 化 正 常 肝 細 胞 が 公 知 で あ る 。 し た が っ
て 、 THLE-3の 細 胞 表 面 抗 原 は 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は TH
LE-3の 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 は 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と す る こ と が で き る 。 一 方 、 肝
臓 癌 細 胞 は 、 臨 床 検 体 と し て 得 る こ と が で き る 、 患 者 肝 臓 癌 病 巣 を 組 み 合 わ せ る こ と が で
き る 。 あ る い は 各 種 の 肝 臓 癌 細 胞 株 を 用 い る こ と も で き る 。 株 化 さ れ た 肝 臓 癌 細 胞 と し て
、 HepG2、 HuH-7、 Nuk-1、 OCTH-16、 HT-17、 Li-1、 あ る い は PLC/PRF/5な ど を 示 す こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 の 組 み 合 わ せ に お い て 、 癌 の ス テ ー ジ と は 、 癌 の 浸 潤 の レ ベ ル 、 腫 瘍 の 大 き さ 、 そ
し て 転 移 の 有 無 な ど の 指 標 に 基 づ い て 区 別 さ れ る 。 癌 の ス テ ー ジ ご と に 特 異 的 に 発 現 が 変
化 す る 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 は 、 癌 の 診 断 や 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま た こ の よ う な 抗
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体 を 取 得 す る こ と が で き れ ば 、 そ の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 を 単 離 す る こ と が で き る 。 こ う し
て 単 離 さ れ た 、 癌 の ス テ ー ジ に 特 異 的 に 発 現 す る 抗 原 は 、 癌 の 治 療 標 的 候 補 と し て 重 要 で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 あ る い は 、 あ る 細 胞 の 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 、 網 羅 的 に 取 得 す る 場 合 に も 、 マ ス キ
ン グ 剤 は 有 効 で あ る 。 一 般 に 、 抗 原 に 対 す る 結 合 活 性 を 指 標 と し て 抗 体 を 回 収 す る と き 、
回 収 さ れ や す い 抗 体 が 優 先 的 に 回 収 さ れ 、 回 収 さ れ に く い 抗 体 の 取 得 が 困 難 と な る こ と が
多 い 。 優 先 的 に 回 収 さ れ る 抗 体 と し て は 、 た と え ば 細 胞 表 面 に 多 数 の 抗 原 分 子 が 発 現 し て
い る 場 合 に は 、 こ の 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 は 優 先 的 に 回 収 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 ま た 、 抗 体
ラ イ ブ ラ リ ー の 中 に 、 あ る 抗 原 分 子 に 対 し て 特 に 強 い 結 合 親 和 性 を 示 す 抗 体 が 含 ま れ て い
る と 、 こ の 抗 体 も 他 の 抗 体 よ り も 優 先 的 に 回 収 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 特 に 抗 体 の 可 変 領 域 を 提 示 し た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の よ う な rgdpラ イ ブ ラ リ ー か ら の
抗 体 の 取 得 に お い て は 、 し ば し ば 回 収 さ れ た ク ロ ー ン の 増 幅 と 選 択 が 繰 り 返 さ れ る 。 一 連
の 繰 り 返 し の 過 程 の 中 で 、 優 先 的 に 回 収 さ れ る 抗 体 を 提 示 し た ク ロ ー ン が 、 ポ ピ ュ レ ー シ
ョ ン の 大 部 分 を 占 め る よ う に な る 。 こ の よ う な 取 得 工 程 を 何 度 繰 り 返 し て も 、 け っ き ょ く
、 主 要 な 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 が 優 先 的 に 取 得 さ れ て し ま う 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の よ う な 状 況 に お い て 、 優 先 的 に 回 収 さ れ る 抗 体 に 対 し て 、 マ ス キ ン グ 剤 を 適 用 す る
こ と が で き る 。 す な わ ち 、 優 先 的 に 回 収 さ れ る 抗 体 は 、 そ れ 自 身 が 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と
し て 有 用 で あ る 。 そ し て 、 こ の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 は 、 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 と し て 利 用 で き
る 。 そ の 結 果 、 優 先 的 に 取 得 さ れ る 抗 体 に よ っ て 、 通 常 の 取 得 方 法 に お い て は 取 得 が 妨 げ
ら れ る 抗 体 を 取 得 で き る 可 能 性 が 高 ま る 。 マ ス キ ン グ 剤 が 、 優 先 的 に 回 収 さ れ る 抗 体 の 結
合 と 回 収 を 妨 げ る 結 果 、 取 得 を 妨 げ ら れ て い た 抗 体 の 結 合 と 回 収 が 容 易 と な る た め で あ る
。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 優 先 的 に 回 収 さ れ る 抗 体 に は 、 た と え ば 、 マ ス キ ン グ 剤 の 無 い 条 件 下 で 取 得 さ れ た 抗 体
、 並 び に そ の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 を 利 用 す る こ と が で き る 。 い っ た ん 回 収 さ れ た 抗 体 を 重
複 し て 回 収 す る 意 義 は 小 さ い の で 、 こ れ を マ ス キ ン グ 剤 と し て 利 用 す る 。 次 に マ ス キ ン グ
剤 の 存 在 下 で 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 目 的 の 細 胞 に 結 合 す る 抗 体 の 取 得 を 繰 り 返 す 。 更
に 必 要 に 応 じ て 、 ２ 度 目 の 取 得 工 程 に よ っ て 回 収 さ れ た 抗 体 に つ い て も 同 様 に 、 マ ス キ ン
グ 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 こ う し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 抗 体 の 取 得 工 程 に 、
別 の 取 得 工 程 で 取 得 さ れ た 抗 体 を マ ス キ ン グ 剤 と し て 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 あ る 細
胞 が 有 す る 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 網 羅 的 に 回 収 す る こ と が で き る 。
　 マ ス キ ン グ 剤 を 利 用 し た 抗 体 の 取 得 方 法 に よ れ ば 、 た と え ば 、 同 じ 抗 原 を 認 識 し な が ら
、 異 な る 抗 原 決 定 基 を 認 識 す る 抗 体 な ど が 取 得 で き る 可 能 性 が 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 を 予 め 細 胞 ま た は そ の 分 画 と 接 触 さ せ た 後 に 、 抗 体
ラ イ ブ ラ リ ー と 混 合 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 の 存 在 下 で 、 細 胞 ま
た は そ の 分 画 と 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と を 接 触 さ せ る こ と も で き る 。 同 様 に 、 抗 体 マ ス キ ン
グ 剤 を 予 め 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と 接 触 さ せ た 後 に 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 と 接 触 さ せ る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 マ ス キ ン グ 剤 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 そ し て 細 胞 ま た は そ の 分 画 は 、 水
性 媒 体 中 で 抗 原 抗 体 反 応 が 可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 そ し て 好 ま し く は 、
水 性 媒 体 中 で 構 成 さ れ た 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 と 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る 抗 体 か ら な
る 抗 原 抗 体 複 合 体 を 、 低 極 性 溶 媒 中 に 移 動 さ せ る 。 こ の と き 、 水 性 媒 体 と 低 極 性 溶 媒 の ２
相 系 を 構 成 し て お き 、 相 間 の 移 動 に よ っ て 、 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ る 方 法 は 、 本 発 明 に
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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　 細 胞 ま た は そ の 分 画 は 、 固 相 に 保 持 さ れ て い る か 、 ま た は 固 相 に 結 合 可 能 な 標 識 を 有 し
て い る 。 し た が っ て 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 へ の 結 合 に よ っ て 構 成 さ れ る 抗 原 抗 体 複 合 体 は
、 最 終 的 に は 固 相 上 に 形 成 さ れ る 。 固 相 を 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ る こ と に よ っ て 、 容 易
に 抗 原 抗 体 複 合 体 を 、 低 極 性 溶 媒 相 に 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 更 に 、 低 極 性 溶 媒 相 中 の
固 相 か ら 、 細 胞 ま た は そ の 分 画 に 結 合 し た 抗 体 は 、 取 得 す べ き 抗 体 と し て 回 収 さ れ る 。
　 あ る い は 細 胞 の 場 合 は 固 相 化 し な く て も 、 遠 心 力 を 作 用 さ せ る こ と で 細 胞 自 身 を 沈 降 さ
せ 分 離 す る こ と が で き る 。 分 離 さ れ た 細 胞 か ら は 、 固 相 と 同 様 に 、 抗 体 を 回 収 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 マ ス キ ン グ 剤 は 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と し て rgdpラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る と き に 特 に 有 利 で
あ る 。 抗 体 を 提 示 し た rgdpラ イ ブ ラ リ ー は 、 回 収 し た 後 に 増 幅 す る こ と が で き る 。 し か し
マ ス キ ン グ 剤 と し て 用 い た 抗 体 は 、 遺 伝 子 を 伴 っ て い な い 。 し た が っ て 、 こ の 段 階 で 、 増
幅 さ れ な い 。 増 幅 後 の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 既 に 、 マ ス キ ン グ 剤 と 同 じ 反 応 性 を 有 す る
抗 体 は 含 ま れ て い な い 、 あ る い は 、 含 ま れ て い た と し て も 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー に 占 め る ポ
ピ ュ レ ー シ ョ ン が 大 き く 低 下 し て い る 。 そ の た め 、 以 降 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 取 得
さ れ る 可 能 性 が 著 し く 低 下 す る 。 そ の 結 果 、 目 的 と す る 抗 体 の 取 得 の 可 能 性 が 高 ま る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 上 記 の 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 、 ま た は そ の 可 変 領 域 に 関 す る 。
本 発 明 に よ っ て 得 る こ と が で き る 抗 体 は 、 こ れ ま で 取 得 が 困 難 で あ っ た 抗 体 で あ る 。 し た
が っ て そ の 抗 体 、 そ の 可 変 領 域 、 そ し て そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 新 規 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 上 記 の よ う な 工 程 を 経 て 取 得 さ れ た 抗 体 は 、 必 要 に 応 じ て 、 更 に そ の
結 合 活 性 を 評 価 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 特 定 の 細 胞 の 表
面 抗 原 に 結 合 し 、 同 じ 条 件 で 類 似 の 細 胞 に 接 触 さ せ た と き に 類 似 の 細 胞 に は 結 合 し な い 抗
体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
　 (1)本 発 明 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 抗 体 を 、 前 記 特 定 の 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固
相 、 お よ び 前 記 類 似 の 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 共 通 の 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工
程 、 お よ び
　 (2)前 記 特 定 の 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し 、 前 記 類 似 の 細 胞 ま た は そ
の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 結 合 し な か っ た 抗 体 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 類 似 す る 細 胞 と は 、 免 疫 学 的 に 類 似 す る 特 徴 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 た
と え ば 、 共 通 の 細 胞 表 面 抗 原 を 有 す る 細 胞 は 、 互 い に 類 似 す る 細 胞 で あ る 。 具 体 的 に は 、
細 胞 組 織 的 由 来 が 同 一 も し く は 極 め て 近 似 の 細 胞 及 び そ の 変 異 細 胞 は 、 類 似 す る 細 胞 で あ
る 。
　 あ る い は 、 あ る 細 胞 を 対 象 と し て 本 発 明 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 を 用 い て 、 別 の 細 胞 を
抗 原 と す る 細 胞 ELISAを 行 っ て 、 陽 性 率 が ９ ０ ％ を 越 え る 場 合 に は 、 両 者 は 類 似 の 細 胞 と
見 な す こ と も で き る 。 通 常 、 両 者 が ま っ た く 異 な る 組 織 に 由 来 す る 場 合 に は 、 細 胞 ELISA
の 陽 性 率 は 、 高 く て も ６ ０ ～ ８ ０ ％ 程 度 で あ る 。 細 胞 ELISAは 、 実 施 例 に 記 載 の 方 法 に よ
っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 す な わ ち 、 結 合 活 性 を 確 認 す る た め の 細 胞 を 適 当 な 容 器 内 に 固 定 す る 。 た と え ば 、 マ イ
ク ロ プ レ ー ト な ど が 細 胞 ELISAの た め の 反 応 容 器 と し て 好 適 で あ る 。 次 い で 、 固 定 さ れ た
細 胞 に 反 応 性 を 確 認 す べ き 抗 体 を 接 触 さ せ る 。 こ の と き 、 細 胞 に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 抗
体 は 、 固 定 化 さ れ た 細 胞 に 捕 捉 さ れ る 。 細 胞 に 捕 捉 さ れ た 抗 体 は 、 当 該 抗 体 を 認 識 す る 第
二 抗 体 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 第 二 抗 体 を 標 識 し て お け ば 、 細 胞 に 結 合 し た 抗 体
を 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 す べ き 抗 体 が IgGで あ れ ば 、 第 二 抗 体 に は 、 た と え
ば 抗 IgG抗 体 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 取 得 さ れ た 抗 体 の 重 複 の 割 合 は 、 た と え ば 、 あ る 細 胞 Xと 細 胞 Yと の 類 似 性 を 評 価 す る 場
合 に は 、 次 の よ う に し て 実 施 す る こ と が で き る 。 ま ず 、 細 胞 Xに 結 合 す る 抗 体 と し て 取 得
さ れ た 抗 体 群 を 細 胞 Xに 接 触 さ せ 、 細 胞 Xに 対 し て 結 合 す る 抗 体 の 総 量 を 決 定 す る 。 次 に 、
同 じ 抗 体 を 細 胞 Yに 結 合 さ せ て 同 様 に 結 合 し た 抗 体 の 総 量 を 決 定 す る 。 ２ つ の 測 定 結 果 を
比 較 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 Xに 結 合 す る 抗 体 に 占 め る 、 細 胞 Yに 結 合 す る 抗 体 の 割 合 を 決
定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 逆 に 、 細 胞 Yに 対 す る 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 と し て 取 得 さ
れ た 抗 体 群 に つ い て 、 細 胞 Yと 細 胞 Xに 結 合 す る 抗 体 の 総 量 を そ れ ぞ れ 求 め れ ば 、 両 者 に 結
合 す る 抗 体 の 割 合 を 決 定 す る こ と が で き る 。
　 更 に 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー が rgdpラ イ ブ ラ リ ー で あ る と き に は 、 取 得 さ れ た ク ロ ー ン が 有
す る 抗 体 可 変 領 域 遺 伝 子 を シ ー ケ ン ス し て 、 共 通 し て 取 得 さ れ た ク ロ ー ン の 割 合 を 決 定 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に お け る 類 似 す る 細 胞 の 組 み 合 わ せ と し て 、 た と え ば 、 特 定 の 細 胞 が 癌 細 胞 で あ
り 、 類 似 す る 細 胞 が 当 該 癌 細 胞 と 同 じ 組 織 の 正 常 細 胞 で あ る 組 み 合 わ せ を 示 す こ と が で き
る 。 あ る い は 、 特 定 の 細 胞 が あ る ス テ ー ジ の 癌 細 胞 で あ り 、 類 似 す る 細 胞 が 別 の ス テ ー ジ
の 同 種 の 癌 細 胞 で あ る 組 み 合 わ せ も 、 類 似 す る 細 胞 の 組 み 合 わ せ で あ る 。
　 更 に あ る 細 胞 と そ の 変 異 細 胞 を 、 類 似 す る 細 胞 の 組 み 合 わ せ と し て 示 す こ と も で き る 。
変 異 細 胞 と は ウ イ ル ス 感 染 細 胞 、 疾 患 特 異 的 な 蛋 白 発 現 変 異 を も っ た 細 胞 、 癌 細 胞 、 外 的
損 傷 細 胞 な ど が あ り 、 そ れ ぞ れ の 病 態 ス テ ー ジ に お い て 相 互 に 蛋 白 発 現 が 変 異 し て い く 場
合 も あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 評 価 方 法 に お い て 、 細 胞 そ の も の に 対 す る 結 合 活 性 を 指 標 と し て 評 価 す
る と き に は 、 免 疫 組 織 学 的 な 手 法 が 利 用 さ れ る 。 す な わ ち 、 特 定 の 細 胞 並 び に 類 似 の 細 胞
の 固 定 標 本 に 対 し て 、 評 価 対 象 抗 体 を 反 応 さ せ 、 固 定 標 本 に 結 合 し た 抗 体 が 検 出 さ れ る 。
固 定 標 本 に 結 合 し た 抗 体 は 、 抗 体 に 対 す る 標 識 抗 体 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
　 一 方 細 胞 ま た は そ の 分 画 を 保 持 し た 固 相 に 対 す る 抗 体 の 結 合 活 性 に 基 づ い て 評 価 す る 場
合 に は 、 た と え ば ELISAの 原 理 を 応 用 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 固 相 に 固 定 さ れ た 細
胞 ま た は 細 胞 分 画 に 、 評 価 す べ き 抗 体 が 結 合 す る 。 次 に 、 抗 体 を 認 識 す る 抗 体 （ 第 ２ 抗 体
） に よ っ て 、 固 相 に 結 合 し た 評 価 す べ き 抗 体 の 量 を 検 出 す る 。 第 ２ 抗 体 を 酵 素 で 標 識 し た
と き に は 、 酵 素 活 性 を 指 標 と し て 、 評 価 す べ き 抗 体 の 結 合 レ ベ ル を 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 に 基 づ い て 、 あ る 細 胞 に 結 合 し 、 類 似 す る 細 胞 に は 結 合 し な い 抗 体 を 選 択 す る こ
と が で き る 。 こ の 抗 体 は 、 あ る 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 抗 原 を 認 識 し て い る と 考 え ら
れ る 。 し た が っ て 、 こ の 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 を 単 離 し 、 同 定 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 に 特
異 的 に 発 現 し て い る 抗 原 を 同 定 す る こ と が で き る 。 つ ま り 本 発 明 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 抗
体 は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 単 離 と 同 定 に 利 用 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 次 の 工 程 を
含 む 、 本 発 明 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 (1)本 発 明 の 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 体 と 当 該 抗 体 の 単 離 に 用 い た 細 胞 表 面 抗 原 と を
接 触 さ せ る 工 程 、
　 (2)前 記 抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 回 収 す る 工 程 、 お よ び
　 (3)回 収 さ れ た 抗 原 を 同 定 す る 工 程
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 に お い て 、 細 胞 表 面 抗 原 は 、 細 胞 か ら 取 得 さ れ た
抗 原 を 含 む 分 画 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 後 に 述 べ る よ う な 、 各 種 の 界 面 活 性 剤
を 利 用 し て 得 る こ と が で き る 細 胞 膜 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 は 、 本 発 明 に お け る 細 胞 の 分 画
と し て 好 ま し い 。 こ の よ う な 細 胞 の 分 画 に お い て は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 多 く が 、 そ の 構 造 を
維 持 し て い る 。 し た が っ て 、 細 胞 表 面 抗 原 の 単 離 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 一 方 、 抗 体 は 、 抗 原 と の 結 合 活 性 を 維 持 し た 任 意 の 抗 体 を 利 用 す る こ と が で き る 。 す な
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わ ち 、 抗 体 は 、 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 で あ っ て も 良 い 。 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 は 、 重
鎖 と 軽 鎖 が -SS-結 合 で 連 結 さ れ て い て も 良 い し 、 scFvの よ う な １ 本 鎖 の ポ リ ペ プ チ ド で あ
っ て も よ い 。 更 に 、 ラ ク ダ 抗 体 の よ う に 軽 鎖 を 伴 わ な い イ ム ノ グ ロ ブ リ ン あ る い は そ の 断
片 を 用 い る こ と も で き る 。
　 抗 体 が rgdpラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た 場 合 に は 、 rgdpラ イ ブ ラ リ ー に パ ッ ケ ー ジ ン グ
さ れ た 抗 体 の 遺 伝 子 を 取 得 し 、 そ れ を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 必 要 な 抗 体 ま た は そ の 断
片 を 再 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 抗 体 と 細 胞 表 面 抗 原 と は 、 抗 原 抗 体 反 応 が 可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ ら
れ る 。 た と え ば 、 生 理 食 塩 水 、 あ る い は 各 種 の 緩 衝 液 な ど の 中 で 、 両 者 を 接 触 さ せ る こ と
が で き る 。 次 い で 抗 体 に 結 合 し た 抗 原 が 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 原 の 回 収 の た め に 、 予 め 抗 体 を 固 相 に 結 合 さ せ て お く か 、 あ る い は 固 相 に 結 合 す る 標
識 を 有 す る 抗 体 を 利 用 す る の が 便 利 で あ る 。 た と え ば 、 シ ア ノ ゲ ン ブ ロ マ イ ド (cyanogen 
bromide)で 活 性 化 し た セ ル ロ ー ス ビ ー ズ に 抗 体 あ る い は そ の 断 片 を 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 を 認 識 す る 抗 体 を 使 っ て 免 疫 学 的 に 固 相 に 捕 捉 す る こ と も で
き る 。 た と え ば 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 が IgGで あ る と き 、 固 相 化 し た 抗 IgG抗 体 を 使 っ て 、 そ
れ を 固 相 に 捕 捉 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ま た 固 相 に 結 合 で き る 標 識 を 有 す る 抗 体 と し て は 、 結 合 性 の タ グ を 有 す る 抗 体 を 示 す こ
と が で き る 。 結 合 性 の タ グ と は 、 他 の 分 子 と の 結 合 親 和 性 を 有 す る 物 質 を 言 う 。 具 体 的 に
は 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 ビ オ チ ン 化 配 列 、 キ チ ン 結 合 ド メ イ ン
、 マ ン ノ ー ス 結 合 ド メ イ ン な ど を 結 合 性 の タ グ と し て 示 す こ と が で き る 。 こ れ ら の タ グ は
、 抗 体 ま た は そ の 断 片 と の 融 合 蛋 白 と し て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 ま ず 、 rg
dpラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 取 得 さ れ る 。 次 い で 、 こ の 遺 伝
子 を 、 こ れ ら の タ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 連 結 し て 、 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 、 結 合 性 の
タ グ を 有 す る 融 合 蛋 白 質 を 得 る こ と が で き る 。 結 合 性 の タ グ を 有 す る 抗 体 あ る い は 抗 体 断
片 は 、 結 合 性 の タ グ に 対 応 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 有 す る 固 相 に 捕 捉 さ れ る 。 そ の 結 果 、 固
相 上 に 、 抗 体 を 介 し て 、 同 定 す べ き 抗 原 が 捕 捉 さ れ る 。 必 要 に 応 じ て 固 相 を 洗 浄 し て 回 収
す れ ば 、 目 的 と す る 抗 原 を 固 相 と し て 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 回 収 さ れ た 抗 原 は 、 任 意 の 方 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 細 胞 由 来 の 物 質 を 同 定
す る た め の 種 々 の 方 法 が 公 知 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 を 駆 使 し て 、 物 質 の 同 定 が 行 わ れ る 。
た と え ば 蛋 白 質 抗 原 の 場 合 に は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 当 該 蛋 白 質 を 同
定 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 方 法 に は 、 任 意 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
本 発 明 に お け る 好 ま し い ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 定 方 法 と し て 、 質 量 分 析 を 応 用 し た 方 法 を 示 す
こ と が で き る 。 以 下 の そ の 原 理 を 簡 単 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 「 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 法 」 (MALDI)や 「 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン
化 法 」 (ESI)な ど の マ イ ル ド な イ オ ン 化 が 実 現 さ れ て か ら は 、 蛋 白 質 や 糖 、 核 酸 な ど の 生
体 物 質 の 質 量 測 定 に も 質 量 分 析 計 （ MS） が 応 用 さ れ る よ う に な っ た 。 MALDI、 ESIと も 飛 行
時 間 型 質 量 分 析 計 （ TOF-MS） 四 重 極 型 、 イ オ ン ト ラ ッ プ 型 、 磁 場 型 な ど の 質 量 分 析 計 が 使
用 で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 TOF-MSの 原 理 は 次 の と お り で あ る 。 物 質 を イ オ ン 化 し て 加 速 し 、 真 空 中 を 飛 行 さ せ る と
き 、 そ の 飛 行 時 間 は 、 物 質 の 電 荷 と 質 量 に よ っ て 変 化 す る 。 こ の 現 象 を 利 用 し 、 イ オ ン 化
さ れ た 物 質 の 飛 行 時 間 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 そ の 質 量 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。
こ れ が TOF-MSの 質 量 分 析 の 測 定 原 理 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ESI方 式 の 特 徴 は 溶 液 中 の ペ プ チ ド を 直 接 イ オ ン 化 で き る こ と で あ り ,HPLC分 離 し た ペ プ
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チ ド を 直 接 質 量 分 析 で き る 。 （ LC-MS） こ の 場 合 、 HPLCは 多 次 元 展 開 す る こ と も 可 能 で あ
る 。
　 質 量 分 析 計 を ２ 台 に 搭 載 し た タ ン デ ム 質 量 分 析 （ MS/MS） を 行 な う こ と で ア ミ ノ 酸 配 列
決 定 す る こ と や MALDI-TOFな ど を 用 い て ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ を す る こ
と が 可 能 で あ る 。 タ ン デ ム MS以 外 で も PSD法 （ ポ ス ト ソ ー ス デ ィ ケ イ 法 ） や プ ロ テ イ ン ラ
ダ ー シ ー ケ ン ス 法 な ど を 用 い れ ば ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た MALDI-TOF
に よ れ ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 断 片 の サ イ ズ の 決 定 の み な ら ず 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 に も 利
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら 分 析 に 際 し て は 、 通 常 、 同 定 す べ き 蛋 白 質 を 、 解 析 に 先 立 っ て 断 片 化 す る 。 蛋 白
質 の 断 片 化 に は 、 酵 素 的 な 方 法 と 、 化 学 的 な 方 法 が あ る 。 酵 素 的 な 方 法 と し て は 、 セ リ ン
プ ロ テ ア ー ゼ に 属 す る 酵 素 な ど が 利 用 さ れ る 。 た と え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、
あ る い は V8プ ロ テ ア ー ゼ な ど も 、 蛋 白 質 の 消 化 に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ロ テ
ア ー ゼ は 、 蛋 白 質 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 認 識 し て 切 断 す る 。 ま
た 蛋 白 質 の 化 学 的 な 消 化 方 法 と し て は 、 た と え ば 臭 化 シ ア ン (CNBr)に よ る 消 化 が 知 ら れ て
い る 。 臭 化 シ ア ン は 、 Met残 基 の C末 端 側 を 切 断 す る 。 蛋 白 質 の 消 化 に よ っ て 生 成 す る 断 片
の 大 き さ は 、 蛋 白 質 に 固 有 の 情 報 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 断 片 の 大 き さ は ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 予 測 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 ア ミ ノ 酸
配 列 が 既 知 の 蛋 白 質 に つ い て は 、 各 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 消 化 に よ っ て 、 ど の よ う な 断 片 が
生 じ る の か を 予 め デ ー タ ベ ー ス 化 し て お く こ と が で き る 。 一 方 、 同 定 す べ き 蛋 白 質 に つ い
て は 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 消 化 に よ っ て 生 成 す る 断 片 の サ イ ズ を 、 た と え ば MALDI-TOFに よ っ
て 網 羅 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た 断 片 の 大 き さ の 組 み 合 わ せ を 、 既 知 の 蛋 白 の
情 報 と 照 合 し 、 も し も 既 知 の 蛋 白 質 と 同 じ パ タ ー ン を 有 し て い れ ば 、 そ の 蛋 白 質 を 同 定 す
る こ と が で き る 。 一 方 、 既 知 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 測 さ れ る 断 片 の パ タ ー ン と 一
致 し な い 場 合 に は 、 そ の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 未 知 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 例 え ば 、 タ ン デ ム 質 量 分 析 （ MS/MS） に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 法 が 公 知 で あ る 。 タ ン デ
ム 質 量 分 析 （ MS/MS） に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 に お い て は 、 MS-1（ 弟 １ の 質 量 分 析 装 置
） で 通 常 の 質 量 分 析 が 行 わ れ る 。 蛋 白 質 の 解 析 に お い て は 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 消 化 断 片 が 、
MS-1で 解 析 さ れ る 。 MS-2（ 第 ２ の 質 量 分 析 装 置 ） に お い て は 、 MS-1で 解 析 さ れ た 特 定 の 分
子 （ 断 片 ） を 、 更 に 解 析 す る 。 こ の と き 、 タ ン デ ム MSに お い て は 、 MS－ １ で 分 離 し た ペ プ
チ ド イ オ ン を MSデ バ イ ス 内 で 不 活 性 ガ ス 粒 子 な ど に 衝 突 さ せ て 分 解 し 、 生 成 す る 娘 イ オ ン
の 質 量 差 か ら 直 接 ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 決 め る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 MS-2の マ ス ス ペ ク ト ル か ら 、 生 成 す る 娘 イ オ ン の 質 量 差 を 明 ら か に で き る 。 そ の 結 果 、
MS-2で 得 ら れ る マ ス ス ペ ク ト ル の ピ ー ク の ズ レ は 、 １ ア ミ ノ 酸 に 相 当 す る 。 ピ ー ク の ズ レ
は そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 の 分 子 量 を 意 味 す る の で 、 マ ス ス ペ ク ト ル か ら 、 あ る 断 片 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 一 義 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 あ る い は 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 エ ド マ ン 分 解 法 な ど に よ っ て 決 定 す る こ と も で き る
。 エ ド マ ン 分 解 法 は 、 蛋 白 質 を そ の 末 端 か ら 分 解 し 、 切 り 出 さ れ る ア ミ ノ 酸 、 あ る い は 残
っ た 断 片 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を １ つ づ つ 決 定 す る 方 法 で あ る 。 ア ミ ノ
酸 あ る い は 断 片 は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー あ る い は MALDI-TOFに よ っ て 解 析 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 蛋 白 質 抗 原 以 外 の 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る こ と も で き る 。 抗 原
と し て 作 用 す る の 蛋 白 質 以 外 の 物 質 が 数 多 く 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 糖 鎖 抗 原 、 脂 質 抗
原 、 あ る い は 薬 物 や 非 ペ プ チ ド ホ ル モ ン な ど の 低 分 子 化 合 物 も 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 。
ま た 、 リ ン 酸 化 や ア セ チ ル 化 に よ っ て 修 飾 を 受 け た 蛋 白 質 に は 、 修 飾 さ れ た 構 造 を 特 異 的
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に 認 識 す る 抗 体 が 結 合 す る 。 こ れ ら の 抗 原 を 抗 体 を 用 い て 取 得 し 、 同 定 す る こ と も で き る
。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ れ ら の 抗 原 分 子 は 、 た と え ば 蛋 白 質 、 核 酸 、 糖 、 脂 質 、 等 の そ れ ぞ れ の 分 子 種 に 固 有
の 検 出 方 法 に よ っ て 、 ど の よ う な 分 子 で あ る の か を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 具 体 的 に
は 、 蛋 白 質 で あ れ ば ニ ン ヒ ド リ ン 反 応 や ビ ュ ー レ ッ ト 反 応 、 糖 で あ れ ば オ ル ト ト ル イ ジ ン
・ ホ ウ 酸 （ OTB） 法 な ど の 検 出 方 法 が 公 知 で あ る 。 あ る い は 、 分 光 学 的 手 法 で 分 子 種 を 予
測 す る こ と も で き る 。 分 光 学 的 手 法 と し て は 、 紫 外 吸 収 ス ペ ク ト ル に よ る 固 有 吸 収 波 長 帯
の 観 測 に よ る 同 定 方 法 が 公 知 で あ る 。 次 い で 、 質 量 分 析 に よ り 得 ら れ る 分 子 量 を 分 子 の 種
類 に 対 応 し た 分 子 量 デ ー タ ベ ー ス の 登 録 デ ー タ に 関 し て 検 索 す る こ と で 、 抗 原 分 子 を 同 定
す る こ と が で き る  
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ う し て 、 本 発 明 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 を 同 定 す る こ と が で き る 。
同 定 さ れ た 抗 原 の 構 造 が 新 規 で あ れ ば 、 新 規 な 細 胞 表 面 抗 原 の 単 離 に 成 功 し た こ と に な る
。 す な わ ち 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た 抗 原 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 あ る い は 抗 原 の 同 定 方 法 に お い て は 、 細 胞 表 面 抗
原 の 可 溶 性 分 画 が 用 い ら れ る 。 細 胞 表 面 抗 原 の 中 に は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 細 胞 膜 に 固 定 さ
れ る こ と に よ っ て そ の 構 造 を 維 持 し て い る も の も 少 な く な い 。 ま た 、 細 胞 膜 か ら 分 離 す る
こ と で 疎 水 性 ド メ イ ン が 露 出 す る 結 果 、 不 溶 化 す る 物 質 も あ る 。 こ の よ う な 物 質 を 可 溶 性
分 画 と し て 、 免 疫 学 的 特 性 を 維 持 し た 状 態 で 回 収 す る こ と は 、 困 難 な 場 合 も 多 い 。 し か し
本 発 明 者 は 、 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ や 細 胞 表 面 抗 原 の 単 離 の た め の 可 溶 性 抗 原 分 画 の 調 製
に 成 功 し た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法
を 提 供 す る 。
　 (1) 目 的 と す る 細 胞 表 面 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 を 破 砕 す る 工 程 、
　 (2) 工 程 (1)の 破 砕 物 か ら 細 胞 膜 分 画 を 回 収 す る 工 程 、
　 (3) 細 胞 膜 分 画 を 界 面 活 性 剤 混 合 液 に よ っ て 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び
　 (4) 工 程 (3)の 上 清 を 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と し て 回 収 す る 工 程
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 界 面 活 性 剤 混 合 液 を 構 成 す る 界 面 活 性 剤 に は 、 非 イ オ ン 性 界 面
活 性 剤 と 両 性 界 面 活 性 剤 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 非 イ
オ ン 系 界 面 活 性 剤 は 、 NP-40、 Triton X100、 n-Dodecyl β -D-maltoside、 n-Octyl β -D-g
lucoside、  n-Octyl β -D-maltopyranoside、 お よ び n-Decyl β -D-maltosideか ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を 利 用 す る こ と が で き る 。 更 に 両 性 界 面 活 性 剤 と
し て は 、 Deoxycholic acidが 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 各 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 た と え ば ０ ．
０ １ ～ ５ %w/v、 通 常 ０ ． １ ～ １ %w/v、 好 ま し く は ０ ． ２ ～ ０ ． ５ %w/vと す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 、 酵 素 的 な 消 化 に よ っ て 得 る こ と も で
き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 抗 原 を 不 完 全 消 化 す る 工 程 と 、 不 完 全 消 化 に よ っ て 細
胞 か ら 切 り 離 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製
造 方 法 を 提 供 す る 。 細 胞 の 不 完 全 消 化 は 、 細 胞 に 蛋 白 質 分 解 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に よ り
実 施 す る こ と が で き る 。 蛋 白 質 分 解 酵 素 と し て は 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 等 を 用 い る こ と が
で き る 。 好 ま し い セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 、 ト リ プ シ ン で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 蛋 白 質 質 分 解 酵 素 を 用 い る 場 合 、 化 学 薬 品 を 用 い る 場 合 の 如 何 を 問 わ ず 、 消 化 /分 解 で
は 特 定 の 条 件 を 満 た す 部 分 （ 結 合 ） が 切 ら れ る が 、 そ の 条 件 を 満 た す 部 分 の 切 断 反 応 が 一
斉 （ 同 時 ） に 進 行 す る わ け で は な い 。 す な わ ち 、 切 断 反 応 を 始 め る と き を 開 始 時 間 （ 時 間
t=0、 切 断 箇 所 n=0） と し 、 ま た 、 条 件 を 満 た す す べ て の 箇 所 で の 切 断 が 終 了 す る と き を 終
了 時 間 （ t=T、 n=N） と す れ ば 、 t=0か ら Tの 各 瞬 間 に は n=0か ら Nの 状 態 が 連 続 的 に 存 在 す る
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。 不 完 全 消 化 と は 、 0<n< Nの 状 態 で あ り 、 そ の 状 態 を 得 る た め に は 、 0<t<Tの 時 間 に 、 な
ん ら か の 方 法 で 反 応 を 止 め れ ば よ い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Tの 値 は 、 基 質 、 使 用 す る 酵 素 /化 学 薬 品 の 種 類 、 反 応 条 件 に よ り 大 き く 変 化 す る 。 し か
し な が ら 、 基 質 を 変 え る こ と は で き な い の で 、 酵 素 /化 学 薬 品 の 種 類 、 反 応 条 件 を 検 討 す
る こ と に な る 。 さ ら に 、 目 的 （ ど う い う 箇 所 で 切 断 し た い か ） に 応 じ て 使 用 す る 酵 素 /化
学 薬 品 の 種 類 は 限 定 さ れ る の で 、 温 度 や 酵 素 /化 学 薬 品 濃 度 な ど の 反 応 条 件 を 変 え る こ と
で 、 目 的 に 適 し た 状 態 を 得 る た め の 検 討 が 行 わ れ る 。
　 消 化 が 完 全 で あ る 場 合 に 得 ら れ る 産 物 は 理 論 的 に 類 推 す る こ と が で き る 。 も し 、 完 全 分
解 物 よ り も 大 き な （ し か し な が ら 、 未 分 解 の 基 質 よ り は 小 さ な ） 分 子 種 が 得 ら れ れ ば 、 消
化 が 完 全 に は 進 行 し て い な い こ と に な る 。 こ の こ と は 、 分 子 量 を 調 べ る 手 法 で あ れ ば 、 電
気 泳 動 で も 質 量 分 析 法 で も 確 認 で き る 。 　
【 ０ １ １ ６ 】
　 ト リ プ シ ン に 限 ら ず 酵 素 に は そ れ ぞ れ 最 適 な 反 応 温 度 や pH、 塩 濃 度 の 条 件 が あ る 。 先 に
述 べ た よ う に 、 不 完 全 消 化 物 を え る に は 、 t=0か ら Tの 間 に 反 応 を 止 め れ ば 良 い 。 し か し な
が ら 、 最 適 な 反 応 条 件 下 で は 、 Tの 値 が 小 さ 過 ぎ て 、 t=0か ら Tの 間 に 反 応 を 止 め る こ と が
で き な い 場 合 が あ る 。 そ こ で 、 わ ざ と 最 適 な 反 応 条 件 を ず ら す こ と で 反 応 速 度 を 遅 く し て
（ Tの 値 を 間 延 び さ せ る ） 、 完 全 消 化 が 起 こ る 前 に 反 応 を 止 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ト リ プ シ ン は 中 性 （ pH8付 近 ） 、 体 内 温 度 （ 37℃ ） が 最 適 条 件 な の で 、 こ れ ら の 条 件 を
ず ら し た 反 応 条 件 、 例 え ば 、 pH4、 反 応 温 度 4℃ を 設 定 す る が 、 実 際 に は こ う い っ た 条 件 を
出 発 点 と し て 、 経 時 的 な サ ン プ リ ン グ に よ る 切 断 状 態 を 確 認 し 、 そ れ に 応 じ て pH、 反 応 温
度 、 反 応 時 間 を 調 整 す る 。 あ る い は 、 反 応 系 に 加 え る 酵 素 量 （ 反 応 時 の 酵 素 濃 度 ） を 調 整
す る こ と で 、 目 的 に 合 っ た 反 応 条 件 を 検 討 す る 場 合 も あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 消 化 産 物 は そ の 大 き さ （ 分 子 量 ） に よ り 、 回 収 方 法 が 異 る 。 ほ と ん ど 分 解 が 進 ん で い な
い 分 子 （ 分 子 量 10,000 以 上 ） の 回 収 の た め に は 、 通 常 の 蛋 白 質 と 同 様 、 カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー や 電 気 泳 動 が 用 い ら れ る 。 そ れ よ り も 低 分 子 を 回 収 す る 場 合 に は 、 シ リ カ ビ ー
ズ へ の 結 合 を 利 用 し た 回 収 方 法 が 用 い ら れ る 。 比 較 的 高 分 子 に 対 し て は C4（ シ リ カ 高 分 子
の 架 橋 度 を 示 し 、 こ の 数 字 が 大 き い ほ ど 、 疎 水 性 が 高 い こ と を 示 す ） や C8、 低 分 子 に 対 し
て は C18と い っ た シ リ カ ビ ー ズ を 使 っ た HPLC（ 逆 相 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） が 使 わ れ る
が 、 最 近 は 、 よ り 簡 便 に 処 理 が 行 え る も の と し て 、 シ リ カ ビ ー ズ を チ ッ プ の 先 端 に つ め た
も の (ミ リ ポ ア  ZipTip） な ど が 製 品 と し て 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 あ ら ゆ る 細 胞 の 可 溶 性 分 画 を 調 製 す る こ と が で き る 。 好 ま し い
細 胞 は 、 動 物 由 来 の 細 胞 で あ る 。 中 で も 、 癌 細 胞 は 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 は 、 抗 体 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 や 、 抗 原 の 単 離 方 法 に 利 用 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を
含 む 、 抗 体 が 認 識 す る 細 胞 表 面 抗 原 を 単 離 す る 方 法 に 関 す る 。
　 (1)本 発 明 に 基 づ く 細 胞 表 面 抗 原 の 製 造 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 細 胞 表 面 抗 原 の
可 溶 性 分 画 を 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 (2)抗 体 に 結 合 し た 抗 原 を 単 離 す る 工 程
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の 方 法 に 用 い る 抗 体 と し て 、 本 発 明 の 方 法 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 抗 体 を 用 い る こ と も
で き る 。 抗 原 の 単 離 に あ た り 、 抗 体 は 、 固 相 に 結 合 し て お く か 、 あ る い は 固 相 に 結 合 が 可
能 な 標 識 を 有 す る こ と が で き る 。 抗 体 を 固 相 に 結 合 す る 方 法 に つ い て は 、 既 に 述 べ た と お
り で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 原 の 単 離 方 法 に お い て 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 と 抗 体 と は 、 免 疫 学
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的 な 反 応 が 可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ ら れ る 。 こ の よ う な 条 件 に つ い て も 先 に 述 べ た と お り
で あ る 。 好 ま し く は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 抗 体 に 接 触 さ せ る 工 程 に お い て 、 反 応
液 中 の 界 面 活 性 剤 の 濃 度 を ０ ． ０ １ %w/v－ ５ %w/vに 調 整 す る こ と が で き る 。 界 面 活 性 剤 の
濃 度 を 、 抗 体 と の 反 応 時 に こ の 範 囲 に 調 整 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 学 的 な 反 応 に 対 す る 阻
害 作 用 を 解 消 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ う し て 単 離 さ れ た 抗 原 は 、 先 に 述 べ た よ う な 方 法 に よ っ て 、 同 定 す る こ と が で き る 。
す な わ ち 本 発 明 は 、 前 記 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 か ら 抗 体 に 結 合 す る 抗 原 を 単 離 し 、 そ
れ を 同 定 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 抗 原 の 同 定 は 、 た と え ば
蛋 白 質 抗 原 に お い て は 、 抗 原 の 消 化 に よ っ て そ の 断 片 の 大 き さ 、 あ る い は 断 片 を 構 成 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 解 析 手 法 も 先 に 述 べ た と お り で あ る 。 本
発 明 は こ の よ う に し て 単 離 さ れ た 抗 原 、 あ る い は 更 に 同 定 さ れ た 抗 原 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 に 有 用 な 各 種 の 界 面 活 性 剤 は 、 予 め 配 合
し て 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 化 用 界 面 活 性 剤 混 合 液 と す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は
、 以 下 の 組 成 を 含 む 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 化 用 界 面 活 性 剤 混 合 液 に 関 す る 。 各 界 面 活 性 剤
の 使 用 量 は 、 た と え ば ０ ． ０ １ ～ ５ %w/v、 通 常 ０ ． ５ ～ ５ %w/v、 好 ま し く は １ ～ ２ ． ５ %w
/vと な る よ う に 調 節 す る こ と が で き る 。
　 NP-40、
　 Triton X100、
　 n-Dodecyl β -D-maltoside、
　 n-Octyl β -D-glucoside、
　 n-Octyl β -D-maltopyranoside
　 n-Decyl β -D-maltoside、 お よ び
　 Deoxycholic acid
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に は 、 細 胞 と し て 、 固 相 担 体 に 保 持 さ れ た 細 胞 を 利
用 す る こ と も で き る 。 固 相 担 体 に 保 持 さ れ た 細 胞 を 利 用 す れ ば 、 担 体 の 回 収 に よ っ て 、 細
胞 に 結 合 し た 抗 体 、 あ る い は rgdpク ロ ー ン を 回 収 す る こ と が で き る 。 細 胞 を 保 持 す る た め
の 担 体 と し て は 、 た と え ば ガ ラ ス ビ ー ズ を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 細 胞 親 和 性 物
質 で コ ー ト さ れ た ガ ラ ス ビ ー ズ と と も に 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 が ガ ラ ス ビ ー
ズ 表 面 に 付 着 す る 。 細 胞 が 付 着 し た ガ ラ ス ビ ー ズ は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ
る 。 細 胞 の 付 着 を 助 け る 細 胞 親 和 性 物 質 に は 、 た と え ば コ ラ ー ゲ ン を 用 い る こ と が で き る
。 ガ ラ ス ビ ー ズ を コ ラ ー ゲ ン 溶 液 に 浸 漬 し イ ン キ ュ ベ ー ト す れ ば 、 ガ ラ ス ビ ー ズ を コ ラ ー
ゲ ン で 処 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ っ
て 取 得 さ れ た 抗 体 は 、 細 胞 あ る い は 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 、 単 離 、 検 出 な ど に 利 用 す る こ と
が で き る 。 更 に 本 発 明 に よ っ て 単 離 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 の を 認 識 す る 抗 体 は 、 細 胞 表 面 抗
原 を 標 的 と す る 疾 患 の 治 療 に 利 用 す る こ と も で き る 。 た と え ば 、 が ん 細 胞 特 異 的 な 細 胞 表
面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 は 、 が ん の 治 療 に 有 用 で あ る 。 た と え ば 、 細 胞 障 害 性 の 物 質 で 標 識
し た 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 が ん の 標 的 治 療 が お こ わ な れ る 。 こ の よ う な 治 療 戦 略
は 、 抗 体 の ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム へ の 応 用 と い え る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 更 に 、 本 発 明 に よ っ て 単 離 さ れ た 抗 体 が 細 胞 障 害 活 性 を 有 し て い る 場 合 に は 、 抗 体 そ の
も の を が ん の 免 疫 学 的 な 治 療 に 利 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 IgG抗 体 に は 、 ADCC（ A
ntibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity、 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 ） 活 性 を 有
す る も の が あ る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 抗 体 自 身 が 、 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 障 害 作 用
を 与 え る 。 抗 体 が ADCC活 性 を 有 す る こ と は 、 in vitroに お い て 確 認 す る こ と が で き る 。 た
と え ば 、 培 養 細 胞 に 抗 体 を 接 触 さ せ て 細 胞 に 対 す る 影 響 を 観 察 す る こ と に よ り 、 抗 体 の 細
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胞 障 害 作 用 を 検 出 す る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 抗 体 が 、 scFvの
よ う に 定 常 領 域 を 欠 く 場 合 に は 、 適 当 な 定 常 領 域 と 接 合 し て か ら 細 胞 障 害 作 用 を 確 認 す る
こ と も で き る 。 あ る い は 、 scFvに 融 合 し て い る 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） を 結 合 さ
せ る こ と に よ っ て 、 ADCC活 性 を 確 認 す る こ と も で き る 。 抗 原 結 合 部 位 か ら な る 抗 体 断 片 に
依 存 す る 細 胞 障 害 作 用 を 、 二 次 抗 体 の 助 け に よ っ て 検 出 し う る こ と は 、 本 発 明 者 ら が 見 出
し た 新 た な 知 見 で あ る 。 以 下 本 発 明 に お い て は 、 二 次 抗 体 の 助 け に よ っ て 抗 体 断 片 が 細 胞
障 害 作 用 を 示 す と き 、 そ の 抗 体 断 片 は 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る と 言 う 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 抗 体 の 細 胞 障 害 作 用 は 、 ADCCで あ れ 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 作 用 (CDC)に し ろ 、 イ ム ノ グ ロ
ブ リ ン の 定 常 領 域 が 必 要 と 考 え ら れ て い た 。 し た が っ て 、 た と え ば scFvの よ う な 定 常 領 域
を 伴 わ な い 抗 体 断 片 は 、 そ の ま ま で は 細 胞 障 害 作 用 を 確 認 す る こ と は で き な い と さ れ て い
た 。 そ の た め 、 遺 伝 子 組 み 換 え な ど に よ っ て 、 定 常 領 域 と 接 合 し た 分 子 を 再 構 成 し て 、 細
胞 障 害 作 用 を 確 認 す る 必 要 が あ っ た 。 一 方 本 発 明 に よ れ ば 、 scFvの よ う な 定 常 領 域 を 伴 わ
な い 抗 体 断 片 で あ っ て も 、 二 次 抗 体 を 利 用 し て 、 そ の 細 胞 障 害 作 用 を 確 認 す る こ と が で き
る 。 つ ま り 本 発 明 よ れ ば 、 scFvを 定 常 領 域 と 接 合 す る こ と な く 、 細 胞 障 害 作 用 を 確 認 で き
る の で あ る 。 本 発 明 は 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ た scFvの 細 胞 障 害 作 用 の 確 認
に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 の 細 胞 障 害 作 用 を
検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
　 (1)前 記 抗 体 断 片 と 、 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体 と 、 そ し て 前 記 抗 体 断 片 が 認 識 す る
抗 原 を 発 現 し た 細 胞 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 (2)細 胞 障 害 作 用 を 検 出 す る 工 程
　 あ る い は 本 発 明 は 、 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 に 、 当 該 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗
体 を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 前 記 抗 体 断 片 に 細 胞 障 害 作 用 を 付 与 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発
明 に お い て 、 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 （ 抗 体 断 片 ） と は 、 抗 体 の 抗 原 と の 結 合 活 性
を 維 持 し た 断 片 を 言 う 。 た と え ば 、 抗 体 の 細 胞 障 害 作 用 に 必 要 な 定 常 領 域 を 欠 い た 断 片 は
、 本 発 明 の 抗 体 断 片 に 含 ま れ る 。 具 体 的 に は 、 scFv、 Fab、 あ る い は Fab'2な ど を 、 抗 体 断
片 と し て 示 す こ と が で き る 。 抗 体 断 片 は 、 抗 原 と の 結 合 活 性 を 維 持 す る 限 り 他 の 蛋 白 質 と
融 合 し て い て も よ い 。 た と え ば 、 scFvは 、 フ ァ ー ジ 抗 体 と し て 発 現 さ せ た と き に は フ ァ ー
ジ 蛋 白 質 と 融 合 し て い る が 、 抗 原 と の 結 合 活 性 は 維 持 し て い る 。 す な わ ち 、 フ ァ ー ジ 抗 体
は 本 発 明 の 抗 体 断 片 に 含 ま れ る 。 た と え ば 、 先 に 述 べ た よ う な 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 取 得
さ れ た 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 、 あ る い は rgdpク ロ ー ン は 、 本 発 明 に お け る 抗 原 結
合 部 位 を 含 む 抗 体 の 断 片 （ 抗 体 断 片 ） と し て 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 一 方 、 本 発 明 に お け る 二 次 抗 体 と し て は 、 前 記 抗 体 断 片 を 認 識 し 、 結 合 す る こ と が で き
る 任 意 の 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 二 次 抗 体 は 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る 定 常 領
域 を 保 持 し た 抗 体 で あ る 。 た と え ば 、 IgG抗 体 は 、 本 発 明 に お け る 二 次 抗 体 と し て 好 ま し
い 。 scFv、 Fab、 あ る い は Fab'2な ど を 認 識 す る IgGは 、 こ れ ら の 抗 体 断 片 を 任 意 の 免 疫 動
物 に 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 更 に 、 抗 体 断 片 が 他 の 蛋 白 質 と 融 合 し て い
る 場 合 に は 、 こ の 融 合 蛋 白 を 認 識 す る 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 利 用 す る こ と も で き る 。 し た
が っ て 、 た と え ば フ ァ ー ジ 蛋 白 質 と 融 合 し た scFvの 細 胞 障 害 作 用 は 、 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 を 認
識 す る 抗 体 を 二 次 抗 体 に 利 用 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。 一 般 的 に は フ ァ ー
ジ 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ 蛋 白 質 で あ る CpIIIと 融 合 し て い る 。 し た が っ て 、 CpIIIを 認 識 す る Ig
G抗 体 は 、 本 発 明 に お け る 二 次 抗 体 と し て 好 ま し い 。 二 次 抗 体 は 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る
定 常 領 域 を 保 持 し た 抗 体 で あ れ ば 、 任 意 の 動 物 に 由 来 す る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン で あ っ て よ い
。 あ る い は 細 胞 障 害 作 用 を 維 持 し て い る 限 り 、 遺 伝 子 工 学 的 に 改 変 さ れ た 抗 体 を 二 次 抗 体
と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う な 抗 体 と し て 、 た と え ば マ ウ ス 可 変 領 域 に ヒ ト 定 常
領 域 を 接 合 し た キ メ ラ 抗 体 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】

10

20

30

40

50

(37) JP 2005-185281 A 2005.7.14



　 本 発 明 に お い て 、 検 出 す べ き 細 胞 障 害 活 性 と し て は 、 た と え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷
害 (ADCC)を 示 す こ と が で き る 。 細 胞 障 害 作 用 は 、 細 胞 の 障 害 に よ っ て 溶 出 す る 細 胞 内 成 分
を 指 標 と し て 検 出 す る こ と が で き る 。 た と え ば 細 胞 内 に 存 在 す る 酵 素 が 反 応 液 中 に 溶 出 す
る と き 、 反 応 液 中 の 酵 素 活 性 が 検 出 さ れ る 。 し た が っ て 、 二 次 抗 体 を 加 え た 後 に 、 当 該 酵
素 活 性 が 検 出 さ れ れ ば 、 抗 体 断 片 が 障 害 活 性 作 用 を 有 す る 抗 体 の 断 片 で あ る こ と が 確 認 で
き る 。 細 胞 障 害 の 指 標 と す る こ と が で き る 酵 素 と し て は 、 た と え ば 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
(LDH)を 示 す こ と が で き る 。 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の 検 出 方 法 は 公 知 で あ る 。 乳 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ は 、 電 子 受 容 体 (NAD)を 介 し て 、 乳 酸 を 酸 化 し て ピ ル ビ ン 酸 を 生 成 す る 。
こ の 反 応 に 伴 っ て 蓄 積 す る NADHを 発 色 色 素 あ る い は 蛍 光 色 素 な ど で 酵 素 的 に 検 出 す る こ と
が で き る 。 具 体 的 に は 、 ジ ア ホ ラ ー ゼ 等 の 作 用 に よ り テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 を 還 元 し て 生 成 さ
れ る 色 素 を 指 標 と し て 、 NADHを 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る 抗 体 断 片 を 選 択 す る こ と が で き る 。 す
な わ ち 本 発 明 は 、 前 記 の 抗 体 断 片 の 細 胞 障 害 作 用 を 検 出 す る 方 法 に よ っ て 細 胞 障 害 活 性 を
検 出 し 、 細 胞 障 害 活 性 が 検 出 さ れ た 抗 体 断 片 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す
る 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 断 片 を 選 択 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗
体 断 片 は 、 二 次 抗 体 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 あ る い は 定 常 領 域 を 備 え た 抗 体 に 再 構
成 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 障 害 活 性 を 有 す る 抗 体 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 特 に 、 ヒ
ト 定 常 領 域 と の 接 合 に よ っ て 再 構 成 さ れ た 抗 体 断 片 は 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る 抗 体 医 薬 と
し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 に 基 づ く 抗 体 断 片 の 細 胞 障 害 作 用 の 検 出 方 法 、 あ る い は 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る 抗
体 断 片 の 選 択 方 法 に 用 い ら れ る 要 素 は 、 あ ら か じ め 組 み 合 わ せ て キ ッ ト と す る こ と が で き
る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 要 素 を 含 む 、 抗 体 断 片 の 細 胞 障 害 作 用 の 検 出 用 キ ッ ト 、 な
ら び に 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る 抗 体 断 片 の 選 択 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。
　 i) 抗 体 断 片 を 認 識 す る 二 次 抗 体
　 ii)抗 体 断 片 が 結 合 す る 抗 原 を 発 現 し た 細 胞
　 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 細 胞 障 害 作 用 を 有 す る こ と が 明 ら か な 抗 体 断 片 、 あ る い は 有 し な
い こ と が 明 ら か な 抗 体 断 片 を 対 照 試 料 と し て 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 更 に 、 細 胞 障 害
を 検 出 す る た め の 試 薬 を キ ッ ト に 組 み 合 わ せ る こ と も で き る 。 細 胞 障 害 を 検 出 す る た め の
試 薬 と し て は 、 た と え ば 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 測 定 用 試 薬 を 示 す こ と が で き る 。 乳 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 検 出 用 試 薬 と し て は 、 た と え ば ジ ア ホ ラ ー ゼ 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 化 合 物
、 お よ び NADを 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 に 基 づ い て 、 肝 癌 細 胞 の 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 用 い 、 scFvを 提 示 し た フ ァ ー ジ
ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 実 際 に 肝 癌 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 選 択
さ れ た 。 そ し て こ れ ら の 抗 体 は 、 い ず れ も 肝 癌 の 診 断 に 有 用 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 す
な わ ち 本 発 明 は 、 抗 体 可 変 領 域 提 示 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 、 ク ロ ー ン 049-023、 あ
る い は 050-051か ら 取 得 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド 、 並 び に そ の 用 途 に 関 す る 。
　 こ れ ら の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン が 有 す る 抗 体 可 変 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基
配 列 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 配 列 番 号 に 示 し た 。
　 049-023 VH： 配 列 番 号 ： ８ ２ 　 　 　 　 049-023 VL： 配 列 番 号 ： ８ ４
　 050-051 VH： 配 列 番 号 ： ８ ６ 　 　 　 　 050-051 VL： 配 列 番 号 ： ８ ８
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 肝 癌 の 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 製
造 に 有 用 で あ る 。
　 049-023 VH： 配 列 番 号 ： ８ ３ 　 　 　 　 049-023 VL： 配 列 番 号 ： ８ ５
　 050-051 VH： 配 列 番 号 ： ８ ７ 　 　 　 　 050-051 VL： 配 列 番 号 ： ８ ８
　 ま た 本 発 明 は 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る こ と が で き る 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ
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ク レ オ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 肝 癌 の 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体
の 製 造 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 当 業 者 は 、 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 あ る い は そ れ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、
特 定 の 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 可 変 領 域 を 得 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 既 に 取 得 さ れ て い る 別 の 抗 体 の
可 変 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 本 発 明 に よ っ て 開 示 さ れ た 塩 基 配 列 に 基 づ い
て 改 変 す る こ と に よ っ て 、 目 的 と す る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と す る こ と も で
き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 た と え ば 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、 可 変 領 域 に 占 め る CDRの ア ミ ノ
酸 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 同 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 は 、 前 記
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 こ う し て 選 択 さ れ た 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の CDRを コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 、 他 の 抗 体 の CDRと 置 換 す る こ と に よ っ て 、 本 発
明 の 抗 体 と 同 様 の 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 を 高 い 確 率 で 再 構 成 す る こ と が で き る 。 す な わ ち
本 発 明 は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る CDR領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 、 他 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の CDRに 移 植 す る 工 程 を 含 む 、 肝 癌 の 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 あ る い は 本 発 明 は 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る CDRを 有 す る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン H鎖 、 L鎖 、 並 び に 両 者 を 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ま た は
そ れ ら の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
049-023H CDR1 SGYTLTGLSIH　 　 　  （ 配 列 番 号 ： ９ ０ ）
　 　 　 　  CDR2 GFDPEDGETTYSQKFQG （ 配 列 番 号 ： ９ １ ）
　 　 　 　  CDR3 AGGYYYFGLDV　 　 　  （ 配 列 番 号 ： ９ ２ ）
049-023L CDR1 RASQSVSSSYLA　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ９ ３ ）
　 　 　 　  CDR2 GASSRAT　 　 　 　 　  （ 配 列 番 号 ： ９ ４ ）
　 　 　 　  CDR3 QQYGSSPWT　 　 　 　  （ 配 列 番 号 ： ９ ５ ）
050-001H CDR1 SGYTFTSYGIS　 　 　  （ 配 列 番 号 ： ９ ６ ）
　 　 　 　  CDR2 WISAYNGNTNYAQKLQG （ 配 列 番 号 ： ９ ７ ）
　 　 　 　  CDR3 DFSNYAPFDY　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ９ ８ ）
050-001L CDR1 QGDSLRSYYAS　 　 　  （ 配 列 番 号 ： ９ ９ ）
　 　 　 　  CDR2 GKNNRPS　 　 　 　 　  （ 配 列 番 号 ： １ ０ ０ ）
　 　 　 　  CDR3 NSRDSSGNHVV　 　 　  （ 配 列 番 号 ： １ ０ １ ）
【 ０ １ ３ ８ 】
　 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と
に よ っ て 、 抗 体 発 現 ベ ク タ ー と す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 可 変 領 域 の み と す る こ と も で
き る し 、 定 常 領 域 を 融 合 さ せ て 、 イ ン タ ク ト な 抗 体 と し て 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 す な
わ ち 本 発 明 は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 可 能 に 保 持 し た ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 単 離 さ
れ た 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 組 み 込 ん で 、 可 変 領 域 と し て 、 あ る い は 定 常 領 域 を 備
え た キ メ ラ 抗 体 と し て 発 現 す る こ と が で き る ベ ク タ ー は 公 知 で あ る 。 抗 体 を 発 現 す る ベ ク
タ ー に は 、 VHと VLの 両 方 を 組 み 込 み 、 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 構 造 の 可 変 領 域 と し て 発 現 可 能 な 構
造 を 有 す る ベ ク タ ー も 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 適 当 な 宿 主 に 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 あ る い は 抗 体 可 変
領 域 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 即 ち 本 発 明 は 、 肝 癌 の 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 、 あ
る い は そ の 可 変 領 域 を 発 現 す る こ と が で き る 形 質 転 換 細 胞 を 提 供 す る 。 こ の 形 質 転 換 細 胞
の 培 養 物 か ら 、 肝 癌 の 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 可 変 領 域 を 取 得 す る こ と が
で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 本 発 明 の 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 発 現 産 物 を 回 収 す る 工 程 を
含 む 、 肝 癌 の 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 、 あ る い は そ の 可 変 領 域 の 製 造 方 法 を 提 供 す る
。
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【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 に よ っ て 得 ら れ た 肝 癌 の 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 、 あ る い は そ の 可 変 領 域 は
、 肝 臓 癌 の 治 療 あ る い は 診 断 に 有 用 で あ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を 可 変
領 域 と し て 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 の 少 な く と も １ 種
と 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 肝 臓 癌 の 治 療 あ る い は 診 断 用 の 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る
。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 構 成 す る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン あ る い は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 は 、
治 療 あ る い は 診 断 に 有 用 な 種 々 の 分 子 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 た と え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 は 、 癌 病 巣 の 画 像 化 や 治 療 に 有 用 で あ る 。 た と え ば Tc99mな
ど に よ っ て イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 標 識 す る 方 法 が 公 知 で あ る 。 あ る い は 、 各 種 の 磁 性 金 属 や
金 属 を 配 位 し た キ レ ー ト は 、 MRIに よ る 癌 病 巣 の 画 像 化 に 有 用 で あ る 。 更 に 、 癌 の 治 療 用
の 薬 剤 そ の も の 、 あ る い は 薬 剤 を 封 入 し た マ イ ク ロ カ プ セ ル な ど を 本 発 明 の イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン に 結 合 さ せ 、 癌 病 巣 に 集 中 的 に 薬 剤 を 投 与 す る こ と も で き る 。 そ の 他 、 蛍 光 色 素 、 発
光 色 素 、 あ る い は 酵 素 等 の シ グ ナ ル を 生 成 す る 分 子 を 結 合 し た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン は 、 生 体
外 で 、 あ る い は 生 体 内 に お い て 、 癌 組 織 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。
　 あ る い は 本 発 明 は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を 可 変 領 域 と し て 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま
た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 試 料 に 接 触 さ せ 、 試 料 に 結 合 す る
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 肝 臓 癌 の
検 査 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 次 の 要 素 を 含 む 、 肝 臓 癌 の 検 査 用 キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の キ ッ ト に
よ っ て 、 肝 臓 癌 が 疑 わ れ る 病 理 組 織 を 免 疫 染 色 し 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可
変 領 域 を 含 む 断 片 が 結 合 す る 細 胞 が 検 出 さ れ れ ば 、 被 検 試 料 に は 、 肝 臓 癌 が 存 在 し て い る
こ と が 確 認 で き る 。
i)前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を 可 変 領 域 と し て 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 、 ま た は そ の 可 変 領 域 を
含 む 断 片 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 、
ii)正 常 な 肝 細 胞 組 織 、 お よ び
iii)肝 臓 癌 の 癌 細 胞 組 織
【 ０ １ ４ ３ 】
　 前 記 要 素 の う ち 、 ii)正 常 な 肝 細 胞 組 織 、 お よ び iii)肝 臓 癌 の 癌 細 胞 組 織 は 、 検 査 に お
い て 陰 性 対 照 並 び に 陽 性 対 照 と し て 用 い ら れ る 。 対 照 試 料 を 用 い る こ と に よ っ て 、 操 作 の
誤 り に 起 因 す る 誤 判 定 を 防 止 す る こ と が で き る 。 ま た 、 検 査 結 果 の 判 定 の 標 準 化 の た め に
も 、 対 照 試 料 の 検 査 は 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 試 薬 あ る い は キ ッ ト に は 、 免 疫 染 色 の 実 施 に 必 要 な 付 加 的 な 成 分 を 組 み 合 わ せ
る こ と が で き る 。 た と え ば イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 に は 、 予
め 標 識 を 結 合 し て お く こ と が で き る 。 標 識 と し て は 、 蛍 光 色 素 あ る い は 酵 素 な ど を 用 い る
こ と が で き る 。 蛍 光 色 素 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)な ど が 利 用
さ れ る 。 あ る い は 酵 素 に は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ あ る い は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ な ど が
利 用 さ れ る 。 標 識 は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 ま た は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断 片 に 直 接 結 合 す
る こ と が で き る 。 標 識 の 結 合 に は 、 ２ 官 能 性 の リ ン カ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 あ る い
は 、 ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 結 合 を 利 用 し て 間 接 的 に 標 識 を 結 合 す る 技 術 も 公 知 で あ る 。
　 以 下 実 施 例 に 基 づ い て 、 本 発 明 を 更 に 具 体 的 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ ５ 】
１ ． scFv抗 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の ベ ク タ ー の 作 製
1-1 scFv抗 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の ベ ク タ ー の 作 製
　 図 １ に 概 念 的 に 示 す よ う に 、 pTZ19Rフ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー （ フ ァ ル マ シ ア ） に M13フ ァ
ー ジ の pelB(シ グ ナ ル 配 列 )、 His6タ グ 配 列 、 M13フ ァ ー ジ の cp3蛋 白 質 （ Δ cp3（ 198aa-406
aa） N端 欠 失 キ ャ プ シ ド 蛋 白 質 ３ ） 配 列 、 proteinA蛋 白 質 配 列 を 適 当 な 制 限 酵 素 部 位 で 組
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み 込 み ベ ク タ ー pFCAH9-E8dを 作 製 し た (Iba Y. et al., Gene 194 : 35-46, 1997. 参 照 )
。 こ の pFCAH9-E8dか ら 、 さ ら に scFv抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 用 の ベ ク タ ー pscFvCA9-E8VHdVLdを
作 製 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ の ベ ク タ ー の 所 定 の 位 置 に 重 鎖 と 軽 鎖 の 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と に よ り 、 実 際 の 抗 体 蛋
白 質 発 現 ベ ク タ ー が 完 成 す る こ と と な る 。 完 成 し た ベ ク タ ー に よ っ て 発 現 さ れ る 抗 体 の 形
状 は scFv型 で あ り 、 軽 鎖 定 常 領 域 CL遺 伝 子 は 前 述 の cp3遺 伝 子 と 結 合 さ れ て お り 、 結 果 と
し て 発 現 蛋 白 質 は scFv-CL-cp3の 形 状 と な る 。
具 体 的 に は 、 以 下 の よ う な 操 作 を 行 っ た 。
用 い た プ ラ イ マ ー ：
527 Reverse（ 配 列 番 号 ： １ ） ：
5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'
599 E8VHf-PstR:（ 配 列 番 号 ： ２ ）
3'-CGGCTCCAAGTCGACGTCGTCA-5'
544 E8VHf-PstF:（ 配 列 番 号 ： ３ ）
5'-CAGCTGCAGCAGTCTGGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCTCAGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTTCAA
CATTAA-3'
545 E8VHf-XbaR:（ 配 列 番 号 ： ４ ）
3'-AGACCGAAGTTGTAATTTCTGTGGATATACGTGACCCACTTCGTCTCCGGACTTTTCCCAGATCTCACCTAACCTTC
CTAA-5'
546 E8VHf-XbaF:（ 配 列 番 号 ： ５ ）
5'-AAGGGTCTAGAGTGGATTGGAAGGATTGATCCTGCGAGTGGTAATACTAAATATGACCCGAAGGACAAGGCCACTAT
AACAGCA-3'
547 E8VHf-EcoR（ 配 列 番 号 ： ６ ）
3'-TTCCTGTTCCGGTGATATTGTCGTCTGTGTAGGAGGTTGTGTCGGATGGATGTCGACTTAAGGGAC-5'
548 E8VHf-EcoF（ 配 列 番 号 ： ７ ）
5'-CAGCTGAATTCCCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTACTGTGCTGGT-3'
549 E8VHf-BstR（ 配 列 番 号 ： ８ ） :
3'-CAGATAATGACACGACCAATACTAATGCCGTTGAAACTGATGACCCCGGTTCCGTGGTGCCAGTGGCACAAGG-5'
590 His6-SmaR（ 配 列 番 号 ： ９ ） :
3'-GGTTCTCTAACAGTAGTGGTAGTAGTGGTAATTATTCTCGATAGGGCCCTCGAA-5'
542 E8VLf-SacF（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） :
5'-GACATCGAGCTCACCCAGTCTCCAGCCTCCCTTTCTGCGTCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGT-3'
539 E8VLf-KpnR（ 配 列 番 号 ： １ １ ） :
3'-TGACAGTGGTAGTGTACAGCTCGTTCACCCTTATAAGTGTTAATAAATCGTACCATGGTCGTC-5'
542 E8VLf-KpnF（ 配 列 番 号 ： １ ２ ） :
5'-GCATGGTACCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTCAGCTCCTGGTCTAT-3'
543 E8VLf-BamR（ 配 列 番 号 ： １ ３ ） :
3'-GGAGTCGAGGACCAGATATTACGTTTTTGGAATCGTCTACCACACGGTAGTTCCAAGTCACCGTCACCTAGGCCTTG
TGTT-5'
562 E8VLf-XhoR（ 配 列 番 号 ： １ ４ ） :
3'-TCATGAGGCACCTGCAAGCCACCTCCGTGGTTCGAGCTCTAGTTT-5'
563 E8VLf-XhoF（ 配 列 番 号 ： １ ５ ） :
5'-AGTACTCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTCGAGATCAAA-3'
613 NheR（ 配 列 番 号 ： １ ６ ） :
3'-ATCGACAGCT-5'
600 E8VLKpnXhoR（ 配 列 番 号 ： １ ７ ） :
3'-AAGCCACCTCCATGGTTCGAGCTCTAGTTT-5'
LCP3ASC（ 配 列 番 号 ： １ ８ ） :
3'-TCGAAGTTGTCCTTACTCACAAGCCGCGCGGTCAGCTGAGGTAA-5'
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hCH1Bst（ 配 列 番 号 ： １ ９ ） :
5'-ACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGG-3'
hCH1midAS（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） :
3'-GGGAGTCGTCGCAGCACTGGCACGGGAGGTCGTCGAA-5'
hCH1midS（ 配 列 番 号 ： ２ １ ） :
5'-GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTCGTGACCGTGCCC-3'
hCH1H6（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ） :
3'-GGGTCGTTGTGGTTCCACCTGTTCTTTCAACTCGGGTTTAGAACAGTAGTGGTAGTAGTGGTA-5'
hCH1H6Sma（ 配 列 番 号 ： ２ ３ ） :
3'-GGGTTTAGAACAGTAGTGGTAGTAGTGGTAATTATTCTCGATAGGGCCCTCGAACG-5'
702 BstXhoF（ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） :
5'-GGCACCACGGTCACCGTCTCGAGCGCCTCCACC-3'
【 ０ １ ４ ７ 】
＜ pFCAH3-E8T H鎖 部 分 の 作 製 ＞
１ ） pAALFabを 鋳 型 に し て 527-599を 用 い た PCR, 547-590を 用 い た PCRを 行 い DNA断 片 を 作 製
し た 。
２ ） 544-545,546-547,548-549に て PCRを 行 い DNA断 片 を 作 製 し た 。
３ ） １ ） ２ ） を 混 合 し 527,590に よ る PCRを 行 い 、 こ れ を pAALFabの HindIII-SmaI siteに ク
ロ ー ン ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
＜ pFCAH3-E8T L鎖 部 分 ＞
４ ） 542-562, 561-613を 用 い た PCRを 行 い DNA断 片 を 作 製 し た 。
５ ） 538-539,542-543に て PCRを 行 い DNA断 片 を 作 製 し た 。
６ ） ４ ） ５ ） を 混 合 し 538,562に よ る PCRを 行 い 、 こ れ を pAALFabの SacI-NheI siteに ク ロ
ー ン ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
＜ pFCAH9-E8d＞
７ ） VH stuffer部 分 の 作 製
pFCAH3-E8Tを XbaI,EcoRIに て 消 化 、 klenow fragmentを 作 用 さ せ て 平 滑 末 端 に 変 え た 後 sel
f ligationさ せ て VH部 分 の stufferを 作 製 し た 。
８ ） VH stuffer部 分 の 作 製
pFCAH3-E8Tを 鋳 型 に し て 527-600に て PCR。 ７ ） の HindIII-XhoI siteに ク ロ ー ニ ン グ し た
。
９ ） こ れ を KpnIに て 消 化 、 self ligationさ せ て VL部 分 の stufferを 作 製 し た 。
１ ０ ） SfiI,NcoI,SpeI siteの 導 入
pFCAH3-E8Tを 鋳 型 に し て 527-663に て PCR。 １ ） の HindIII-SacI siteに ク ロ ー ニ ン グ し た
。
１ １ ） AscI siteの 導 入
pFCAH3-E8Tを 鋳 型 に し て 527-LCP3ASCに て PCRし 、 そ れ を SacI完 全 消 化 、 SalI部 分 消 化 し た
２ ） に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
１ ２ ） gammaCH1部 分 を ヒ ト 遺 伝 子 に 変 換
ヒ ト gammaCH1部 分 に は BstPI siteが 存 在 す る た め こ れ を な く す 設 計 で ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ
た 。 ヘ ン ト ウ 腺 cDNAを 鋳 型 に し て hCH1Bst-hCH1midS, hCH1midAS-hCH1H6に て PCRし た の ち
、 こ れ を 混 合 し て hCH1Bst-hCH16Smaに て PCRし 、 そ の DNA断 片 を ３ ） の BstPI-Sma siteに ク
ロ ー ニ ン グ し た
１ ３ ） Xho siteの 導 入
１ ２ ） を 鋳 型 に 702-663に て PCRを 行 い 、 こ れ を １ ２ ） の BstPI-SacI siteに ク ロ ー ニ ン グ
し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
＜ pscFvCA9-E8VHdVLdの 作 製 ＞
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　 pFCAH9-E8d 3μ g（ 3μ L） （ 図 １ Ｄ を 参 照 ） を BstPI（ 3U/μ L） 3μ L、 10× H buffer 5μ
L、 DW39μ Lと 混 合 し 、 37℃ で 2時 間 、 制 限 酵 素 処 理 を 行 っ た 。 処 理 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し
て 得 ら れ た 沈 殿 を 10μ Lの TEバ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 。 こ れ に 、 SacI（ 10 U/μ L ） 1μ L、 10
× L buffer 5μ L、 DW34μ Lを 混 合 し て 37℃ で 2時 間 、 制 限 酵 素 処 理 し た 後 、 ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 し て 、 4.7kb断 片 を 回 収 し た 。 回 収 物 を エ タ ノ ー ル 沈 殿 し て 10μ Lと し た （ pFCA
H9-E8d BstPI- SacI断 片 ） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 一 方 、 プ ラ イ マ ー linF(100pmol/μ L)5μ Lと プ ラ イ マ ー linR(100pmol/μ L) 5μ Lを 混 合
し 、 94℃ で 5分 加 熱 し た 後 、 80℃ 5分 、 70℃ 5分 、 室 温 放 置 30分 に よ り ア ニ ー ル さ せ た 。 こ
の う ち 、 2μ Lと 上 記 で 得 ら れ た pFCAH9-E8d BstPI- SacI断 片 1μ L、 10× ligation buffer 
1.5μ L、 DW 9.5μ L、 T4DNAligase 1μ Lを 混 合 し 、 16℃ で 16時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 エ
タ ノ ー ル 沈 殿 し て 3μ Lに 濃 縮 し 、 そ の う ち 1.5μ Lを 用 い て 、 大 腸 菌 DH12Sコ ン ピ テ ン ト セ
ル 20μ Lを エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド
を 抽 出 し 、 塩 基 配 列 を 確 認 し て 、 pscFvCA9-E8VHdVLdと 名 づ け た 。 図 ２ に pscFvCA9-E8VHdV
Ldの 構 造 を 模 式 的 に 示 し た 。 ま た 、 図 ３ － １ ～ 図 ３ － ２ に pscFvCA9-E8VHdVLdの イ ン サ ー
ト 部 の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） 及 び そ れ に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２
６ ） を 示 し た 。
プ ラ イ マ ー linF（ 配 列 番 号 ： ２ ７ ）
GTCACCGTCTCGAGAGGCGGTGGCGGATCAGGTGGCGGTGGAAGTGGCGGTGGTGGGTCCATGGCCGACATCGAGCT
プ ラ イ マ ー linR（ 配 列 番 号 ： ２ ８ ）
CGATGTCGGCCATGGACCCACCACCGCCACTTCCACCGCCACCTGATCCGCCACCGCCTCTCGAGACG
【 ０ １ ５ ２ 】
1-2 重 鎖 可 変 領 域 （ VH） を 一 時 的 に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の ベ ク タ ー の 作 製
　 公 知 の 手 法 (Iba Y. et al., Gene 194:35-46, 1997.参 照 )に 従 っ て 、 ま ず pAALFabベ ク
タ ー （ 図 １ Ａ ） を 作 製 し た 。 pAALFabベ ク タ ー の XbaIか ら EcoRIの 間 を 欠 落 さ せ 、 新 た に 制
限 酵 素 切 断 部 位 Kpn I, Sfi I, Nco I, Spe Iを 付 加 し て 、 pFCAH3-E8T（ 図 １ Ｂ ） を 経 て 、
VH(重 鎖 可 変 領 域 )を ク ロ ー ニ ン グ 可 能 と し た ベ ク タ ー pscFvCA-E8VHd（ 図 １ Ｃ ） を 作 製 し
、 重 鎖 可 変 領 域 を 一 時 的 に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の ベ ク タ ー と し た 。 図 ４ － １ ～ 図 ４ － ２
に pscFvCA-E8VHdの イ ン サ ー ト の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） 及 び 制 限 酵 素 サ イ ト と 塩 基
配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ０ ） を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 primer610と primer611を ア ニ ー ル さ せ 、 そ れ を pFCAH3-E8Tの BstPI-SacI s
iteに ク ロ ー ニ ン グ し て single chainの 作 製 を 行 な っ た 。 さ ら に 、 primer527と primer619
に て PCRを 行 い 、 こ れ を さ ら に HindIII-PstI siteに ク ロ ー ニ ン グ し 、 SfiI,NcoI siteの 導
入 を 行 っ た 。 以 下 に ベ ク タ ー の 作 製 に 用 い た プ ラ イ マ ー 配 列 を 示 す 。
610 scBstSpeSacF（ 配 列 番 号 ： ３ １ ） :
5'-CACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGCGGTGGCGGATCAGGTGGCGGTGGAAGTGGCGGTGGTGGGTCTACTAGTGACA
TCGAGCTCACCCAG-3'
611 scBstSpeSacR（ 配 列 番 号 ： ３ ２ ） :
3'-GTGGTGCCAGTGGCAGAGGAGTCCGCCACCGCCTAGTCCACCGCCACCTTCACCGCCACCACCCAGATGATCACTGT
AGCTCGAGTGGGTC-5'
527 Reverse（ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） :
5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'
619 E8VHf-SfiNcoPstR（ 配 列 番 号 ： ３ ４ ） :
3'-GACGCCGGGTCGGCCGGTACCGGCTCCAAGTCGACGTCGTCA-5'
【 ０ １ ５ ４ 】
２ ． イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
2-1 PCRを 用 い た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 遺 伝 子 の 単 離
　 骨 髄 細 胞 （ 検 体 No.59） 4× 10 7  cells、 お よ び 臍 帯 血 と 末 梢 血 の リ ン パ 球 か ら 、 市 販 の
キ ッ ト （ Pharmacia Biotech社 製  QuickPrep Micro mRNA Purification Kit） を 用 い て 、 2
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.6μ gの mRNAを 得 た 。 こ の mRNAか ら cDNAを 作 製 し た 。 cDNAは 、 GibcoBRL社 製  SuperScript 
Preamplification Systemに よ っ て 作 製 し た 。 プ ラ イ マ ー に は 、 オ リ ゴ dTを 用 い た 。 得 ら
れ た cDNAを 鋳 型 に し て 、 軽 鎖 遺 伝 子 の 取 得 用 ５ ’ プ ラ イ マ ー （ κ 1 ～ κ 6、 λ 1～ λ 6 ） と
3'プ ラ イ マ ー （ hCKASCプ ラ イ マ ー ま た は hCLASCプ ラ イ マ ー ） を 用 い て 、 PCRを 行 っ た 。 PCR
産 物 は 、 フ ェ ノ ー ル 処 理 後 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し て 10μ Lの TEバ ッ フ ァ ー に 懸 濁 し た 。 用 い
た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 と PCRの 条 件 は 以 下 の と お り で あ る 。 軽 鎖 遺 伝 子 取 得 用 プ ラ イ マ
ー の 塩 基 配 列 中 、 下 線 部 は NcoIサ イ ト 、 AscIサ イ ト を 示 す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
5’ -プ ラ イ マ ー κ 1～ κ 6
hVK1a（ 配 列 番 号 ： ３ ５ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC GACATCCAGATGACCCAGTCTCC
hVK2a（ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC GATGTTGTGATGACTCAGTCTCC
hVK3a（ 配 列 番 号 ： ３ ７ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCC
hVK4a（ 配 列 番 号 ： ３ ８ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC GACATCGTGATGACCCAGTCTCC
hVK5a（ 配 列 番 号 ： ３ ９ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC GAAACGACACTCACGCAGTCTCC
hVK6a（ 配 列 番 号 ： ４ ０ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC GAAATTGTGCTGACTCAGTCTCC
5’ -プ ラ イ マ ー λ 1～ λ 6
hVL1（ 配 列 番 号 ： ４ １ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC CAGTCTGTGTTGACGCAGCCGCC
hVL2（ 配 列 番 号 ： ４ ２ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGC
hVK3a（ 配 列 番 号 ： ４ ３ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC TCCTATGTGCTGACTCAGCCACC
hVL3b（ 配 列 番 号 ： ４ ４ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC TCTTCTGAGCTGACTCAGGACCC
hVL4（ 配 列 番 号 ： ４ ５ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC CACGTTATACTGACTCAACCGCC
hVL5（ 配 列 番 号 ： ４ ６ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC CAGGCTGTGCTCACTCAGCCGCC
hVL6（ 配 列 番 号 ： ４ ７ ） :
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGG CC AATTTTATGCTGACTCAGCCCCA
3’ -プ ラ イ マ ー hCKASC（ 配 列 番 号 ： ４ ８ ） :
TCGACT GAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTTTGTG
3’ -プ ラ イ マ ー HCLASC（ 配 列 番 号 ： ４ ９ ） :
TCGACT GAACATTCTGTAGGGGCCACTGTCTTCTC
【 ０ １ ５ ６ 】
PCRの 条 件
　 　  cDNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2μ L
　 　 10×  buffer ♯ 1（ KODに 添 付 ） 　 　 　 10μ L
　 　 dNTP mix(2.0mM)　 　 　 　 　 　 　 　 　  10μ L
　 　 25mM MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 4μ L
　 　 5'側 プ ラ イ マ ー (100pmol/μ L)　 　 　 　 1μ L
　 　 3'側 プ ラ イ マ ー (100pmol/μ L)　 　 　 　 1μ L
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 71μ L
　 　 KOD DNA polymerase(東 洋 紡 2.5U/μ L) 1μ L
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　 　 　 94℃  1分 、 55℃  2分 、 74℃  1分 を 35サ イ ク ル
【 ０ １ ５ ７ 】
2-2-1 軽 鎖 遺 伝 子 の フ ァ ー ジ ミ ド へ の 組 込 み
　 １ で 得 た PCR産 物 を 以 下 の 条 件 で 制 限 酵 素 処 理 し た 。
　 　 PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ L
　 　 10× NEB4（ AscIに 添 付 ） 　 　 　 　 5μ L
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　 　 　 　 　  33μ L
　 　 AscI (NEB社 　 10 U/μ L)　 　 　 　 1μ L
　 　 NcoI (宝 酒 造 社 　 10 U/μ L)　 　  1μ L
【 ０ １ ５ ８ 】
　 37℃ で 1時 間 、 50℃ で 1時 間 反 応 後 、 そ の う ち 10μ L分 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 600bp付
近 の バ ン ド を 切 り 出 し て 、 ジ ー ン ク リ ー ン IIキ ッ ト （ フ ナ コ シ 株 式 会 社 ） で 精 製 し た 。 PC
R産 物 と 同 様 に 制 限 酵 素 処 理 し た pscFvCA9-E8VHdVLdを ジ ー ン ク リ ー ン IIキ ッ ト で 精 製 し 、
制 限 酵 素 処 理 し た PCR産 物 と 以 下 の 条 件 で 16℃ で 4時 間 ～ 一 晩 反 応 さ せ る こ と に よ り ラ イ ゲ
ー シ ョ ン し た 。
　 　 制 限 酵 素 処 理 し た pscFvCA9-E8VHdVLd　 　 2μ L
　 　 制 限 酵 素 処 理 し た PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 1μ L
　 　 10× ligation buffer　 　 　 　 　 　 　 　 1.5μ L
　 　 （ T4 DNA ligaseに 添 付 ）
　 　 10mM ATP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 1.5μ L 
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　  　 　 　 　 　 　 　 　 8μ L
　 　 T4 DNA ligase　 (宝 酒 造  10 U/μ L) 　 　 1μ L
【 ０ １ ５ ９ 】
2-2-2 フ ァ ー ジ ミ ド の 大 腸 菌 へ の 導 入
　 得 ら れ た ligated DNAを 用 い て 以 下 の よ う に 大 腸 菌 DH12Sを 形 質 転 換 し た 。 即 ち 、 ligate
d DNA を 一 旦 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 1/5TE(TEを 滅 菌 済 MilliQで 5倍 希 釈 し た も の )3μ Lに 溶 解
し た 。 そ の う ち 、 1.5μ Lを コ ン ピ テ ン ト セ ル DH12S(GIBCO BRL製 )20μ Lに 懸 濁 し 、 以 下 の
条 件 で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー
　 　 BRL社 Cell-Porator(Cat.series 1600)
　 　 設 定 条 件 ； voltage booster　 　 4kΩ
　 　 　 　 　 　 　 capacitance　 　 　 　 330μ F
　 　 　 　 　 　 　 DC volts　 　 　 　 　  LowΩ
　 　 　 　 　 　 　 charge rate　 　 　 　 Fast
【 ０ １ ６ ０ 】
　 形 質 転 換 し た 上 記 の 大 腸 菌 を 形 質 転 換 用 培 地 （ SOB） 2mLに 植 え 、 37℃ で 1時 間 振 盪 培 養
し た あ と 、 一 部 を 寒 天 培 地 （ Ampプ レ ー ト ） に ま き 、 残 り は 、 0.1%グ ル コ ー ス 、 100μ g/mL
ア ン ピ シ リ ン 含 有 2× TY培 地 で 培 養 し 、 グ リ セ リ ン ス ト ッ ク し た 。 寒 天 培 地 は 30℃ で incub
ateし 、 生 え て き た コ ロ ニ ー を 楊 枝 で つ つ い て 分 離 し 、 そ れ ぞ れ プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 軽
鎖 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 調 べ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 SOB培 地 ： 950mLの 精 製 水 に 次 の 成 分 を 加 え て 振 と う し 、 完 全 に 溶 解 し た 後 250mMの KCl溶
液 10mLを 加 え 、 5N NaOHで pH7.0に 調 製 し た 。 精 製 水 を 加 え て 1000mLに 調 整 し た 後 、 オ ー ト
ク レ ー ブ で ２ ０ 分 間 滅 菌 し 、 使 用 直 前 に 滅 菌 し た 2Mの MgCl 2 を 5mL加 え た 。
　 bacto-tryptone　 　 　 20g
　 bacto-yeast extract　 5g
　 NaCl　 　 　 　 　 　 　  0.5g
2× YT培 地 ： 900mLの 精 製 水 に 次 の 成 分 を 加 え て 振 と う し 、 完 全 に 溶 解 し た 後 5N NaOHで pH
を 7.0に 調 製 し 、 精 製 水 を 加 え て 1000mLと し た 。 オ ー ト ク レ ー ブ で 20分 間 滅 菌 し て 使 用 し
た 。
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　 bacto-tryptone　 　 　 　 16g
　 bacto-yeast extract　  10g
　 NaCl　 　 　 　 　 　 　 　 　  5g
そ の 他 の 試 薬 は 以 下 か ら 購 入 し た 。
メ ー カ ー 　 　 　 　 品 名  
シ グ マ 　 　 　 　 　 ア ン ピ シ リ ン ナ ト リ ウ ム
和 光 純 薬 　 　 　 　 フ ェ ノ ー ル
シ グ マ 　 　 　 　 　 BSA
DIFCO　 　 　 　 　  ２ × YT培 地
和 光 純 薬 　 　 　 　 カ ナ マ イ シ ン 硫 酸 塩
ナ カ ラ イ テ ス ク 　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000
ナ カ ラ イ テ ス ク 　 Tween20
片 山 化 学 　 　 　 　 NaCl
和 光 純 薬 　 　 　 　 IPTG
和 光 純 薬 　 　 　 　 ス キ ム ミ ル ク  
和 光 純 薬 　 　 　 　 ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム
和 光 純 薬 　 　 　 　 ト リ エ チ ル ア ミ ン
和 光 純 薬 　 　 　 　 過 酸 化 水 素  
和 光 純 薬 　 　 　 　 Ｏ Ｐ Ｄ 錠  
和 光 純 薬 　 　 　 　 エ タ ノ ー ル
【 ０ １ ６ ２ 】
　 κ 1、 κ 2、 κ 3、 κ 4、 κ 5、 お よ び κ 6、 並 び に λ 1、 λ 2、 λ 3a、 λ 3b、 λ 4、 λ 5、 λ 6
、 λ 7、 λ 8、 λ 9、 お よ び λ 10の 全 て に つ い て 以 上 の 操 作 を 行 い 、 目 的 の ク ロ ー ン が 得 ら
れ て い る か ど う か 確 認 し た 。 続 い て κ 1、 κ 2な ど の 各 グ ル ー プ の ク ロ ー ン を in vivoで の
使 用 頻 度 に 近 い 比 率 に な る よ う に 混 合 し た 。 こ れ ら 軽 鎖 の 各 グ ル ー プ は 、 そ れ ぞ れ 実 際 の
生 体 内 で ど の よ う な 割 合 で 発 現 し て い る の か が 既 に 知 ら れ て い る 。 PCR法 で 増 幅 し て ベ ク
タ ー に 組 み 込 ん だ こ れ ら の 遺 伝 子 ク ロ ー ン を 、 in vivoで の 使 用 頻 度 に 近 い 比 率 に な る よ
う に 混 合 し VLラ イ ブ ラ リ ー と し た 。 VLラ イ ブ ラ リ ー に お け る 各 familyの 構 成 比 率 を 以 下 に
示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
〔 表 １ 〕
-------------------------------------------------
family in vivoで の    VLラ イ ブ ラ リ ー   KL200で の
       使 用 頻 度 (%)*  で の 構 成 比 率 (%) 構 成 比 率 (%)
 Vκ 1    39               37            30.7
 Vκ 2    12               12            19.8
 Vκ 3    36               35            33.7
 Vκ 4    12               12            10.9
 Vκ 5     1                2             5.0
 Vκ 6   -**              2***            0.0
-------------------------------------------------
* Griffith AD et al. EMBO J. (1994) 13, 3245-60.
**発 表 時 記 載 な し 。
*** プ ラ イ マ ー VK6-2で 作 製 し た cDNAと プ ラ イ マ ー VK6-3で 作 製 し た cDNAを 等 量 混 合 。
【 ０ １ ６ ４ 】
〔 表 ２ 〕
-------------------------------------------------
family in vivoで の    VLラ イ ブ ラ リ ー   KL200で の
       使 用 頻 度 (%)*  で の 構 成 比 率 (%) 構 成 比 率 (%)
Vλ 1     43              41            34.1
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Vλ 2     15              15*3          15.2
Vλ 3     34              32*4          25.3
Vλ 4      0             1.5*5           0.0
Vλ 5      0             1.0*6          11.1
Vλ 6      0             1.0            14.1
Vλ 7      6               6             0.0
Vλ 8      1               1             0.0
Vλ 9      1               1             0.0
Vλ 10   -*2               1             0.0
-------------------------------------------------
* Griffith AD et al. EMBO J. (1994) 13, 3245-60.
*2 発 表 時 記 載 な し 。
*3 プ ラ イ マ ー VL2で 作 製 し た cDNA5%と プ ラ イ マ ー VL2-2で 作 製 し た cDNA10%を 混 合 。
*4 プ ラ イ マ ー VL3a-2で 作 製 し た cDNA17%と プ ラ イ マ ー VL3bで 作 製 し た cDNA15%を 混 合 。
*5 プ ラ イ マ ー VL4aで 作 製 し た cDNA0.5%と プ ラ イ マ ー VL4bで 作 製 し た cDNA0.5%と プ ラ イ マ
ー VL4cで 作 製 し た cDNA0.5%を 混 合 。
*6 プ ラ イ マ ー VL5abdeで 作 製 し た cDNA0.5%と プ ラ イ マ ー VL5cで 作 製 し た cDNA0.5%を 混 合 。
【 ０ １ ６ ５ 】
３ ． 軽 鎖 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー と 重 鎖 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー （ scFv
抗 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー ） の 作 製
3-1-1 PCRを 用 い た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 遺 伝 子 の 単 離
　 2-1と 同 様 の 手 順 を 用 い て 臍 帯 血 、 骨 髄 液 、 お よ び 末 梢 血 の リ ン パ 球 、 並 び に 扁 桃 腺 か
ら human μ  primer（ 以 下 に 示 す プ ラ イ マ ー の ６ ３ ４ ） あ る い は random hexamerを 用 い て c
DNAを 調 製 し 、 こ の cDNAを 鋳 型 に し て 、 以 下 に 示 す ヒ ト 抗 体 重 鎖 遺 伝 子 の 取 得 用 5’ プ ラ イ
マ ー （ VH1～ VH7） と 3’ プ ラ イ マ ー （ human JHプ ラ イ マ ー 4種 を 等 量 混 合 し た も の 、 以 下 に
示 す プ ラ イ マ ー の ６ ９ ７ ～ ７ ０ ０ ） 、 ま た は 、 humanμ プ ラ イ マ ー （ 以 下 に 示 す プ ラ イ マ
ー の ６ ３ ４ ） を 用 い て 、 PCRを 行 っ た 。 表 中 、 下 線 を つ け た 部 分 は SfiIサ イ ト を 示 す 。 hVH
2aは germ line VH2 familyに 対 応 し て い な い た め 、 新 た に VH2a-2を 設 計 し た 。 ま た hVH4a
で は VH4フ ァ ミ リ ー 全 体 に 対 応 し て い な い た め 、 新 た に hVH4a-2を 設 計 し た 。 VH5aも germ l
ine VH5 subfamilyに 対 応 し て い な か っ た た め 新 た に VH5a-2を 設 計 し た 。 ま た VH7に 対 応 す
る primerと し て hVH7を 設 計 し た 。 こ れ ら に つ い て も 遺 伝 子 増 幅 を 行 い 、 pscFvCA-E8VHdに
組 み 込 み 、 ど の よ う な 遺 伝 子 が と れ た の か を 塩 基 配 列 決 定 し た 。 hVH5a-2に つ い て は hVH1a
と 配 列 が 酷 似 し て い る た め 、 hVH1aで 増 幅 さ せ た も の と 同 様 の 遺 伝 子 産 物 が 得 ら れ る こ と
が 予 想 さ れ る た め こ れ に つ い て は 使 用 し な か っ た 。 PCR産 物 は 、 フ ェ ノ ー ル 処 理 後 、 エ タ
ノ ー ル 沈 殿 し て 10μ Lの TEバ ッ フ ァ ー に 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
634 humμ CH1R（ 配 列 番 号 ： ５ ０ ） :
ATGGAGTCGGGAAGGAAGTC
各 VH familyの 増 幅 に 使 用 し た primer
Human VH primer　 SfiI siteを 下 線 で 示 す 。
628 hVH1a（ 配 列 番 号 ： ５ １ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG
629 hVH2a（ 配 列 番 号 ： ５ ２ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGGTCAACTTAAGGGAGTCTGG
630 hVH3a（ 配 列 番 号 ： ５ ３ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
631 hVH4a（ 配 列 番 号 ： ５ ４ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGG
632 hVH5a（ 配 列 番 号 ： ５ ５ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGGTGCAGCTGTTGCAGTCTGC

10

20

30

40

50

(47) JP 2005-185281 A 2005.7.14

GGCC GGCC

GGCC GGCC

GGCC GGCC

GGCC GGCC

GGCC GGCC



633 hVH6a（ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGG
629-2 hVH2a-2（ 配 列 番 号 ： ５ ７ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGRTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCC
631-2 hVH4a-2（ 配 列 番 号 ： ５ ８ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGG
632-2 hVH5a-2（ 配 列 番 号 ： ５ ９ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG
712 hVH7（ 配 列 番 号 ： ６ ０ ） :
GTCCTCGCAACTGC CAGCC ATGGCC CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGT
Human JH primer　 BstPI, XhoI siteを 下 線 で 示 す 。
697 hJH1-2（ 配 列 番 号 ： ６ １ ） :
GGTGGAGGCA AC AGGGTGC
698 hJH3（ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） :
GGTGGAGGCA AC ATTGTCC
699 hJH4-5（ 配 列 番 号 ： ６ ３ ） :
GGTGGAGGCA AC AGGGTTC
700 hJH6（ 配 列 番 号 ： ６ ４ ） :
GGTGGAGGCA AC GTGGTCC
　 　 cDNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2μ L
　 　 10×  buffer　 ♯ 1（ KODに 添 付 ） 　 　 　 10μ L
　 　 dNTP mix(2.0mM)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ L
　 　 25mM MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4μ L
　 　 5'側 プ ラ イ マ ー (100pmol/μ L)　 　 　 　  1μ L
　 　 3'側 プ ラ イ マ ー (100pmol/μ L)　 　 　 　  1μ L
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  71μ L
　 　 KOD DNA polymerase(東 洋 紡 2.5U/μ L)　 1μ L
PCR条 件 ： 94℃  1分 、 55℃  2分 、 74℃  1分 を 35サ イ ク ル
【 ０ １ ６ ７ 】
3-1-2 重 鎖 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
　 3-1-1で 得 た PCR産 物 を 以 下 の 条 件 で 制 限 酵 素 処 理 し た 。
　 　 PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ L
　 　 10× K buffer（ 宝 酒 造 ） 　 　 　 5μ L
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　 　 　 　  33μ L
　 　 SfiI (NEB社 10 U/μ L)　 　 　 　 1μ L
　 　 XhoI (宝 酒 造 12 U/μ L)　 　 　  1μ L
　 37℃ で 2時 間 反 応 後 、 そ の う ち 10μ L分 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 400bp付 近 の バ ン ド を
切 り 出 し て 、 ジ ー ン ク リ ー ン IIキ ッ ト （ フ ナ コ シ 株 式 会 社 ） で 精 製 し た 。 PCR産 物 と 同 様
に 制 限 酵 素 処 理 し た pscFvCA-E8VHdを ジ ー ン ク リ ー ン IIキ ッ ト で 精 製 し 、 制 限 酵 素 処 理 し
た PCR産 物 と 以 下 の 条 件 で 16℃ で 4時 間 ～ 一 晩 反 応 さ せ る こ と に よ り ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。
　 　 制 限 酵 素 処 理 し た pscFvCA-E8VHd　 　 2μ L
　 　 制 限 酵 素 処 理 し た PCR産 物 　 　 　 　 　 1μ L
　 　 10× ligation buffer　 　 　 　 　 　 1.5μ L
　 　 （ T4 DNA ligaseに 添 付 ）
　 　 10mM ATP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1.5μ L 
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　  　 　 　 　 　 　 8μ L
　 　 T4 DNA ligase　 (宝 酒 造  10 U/μ L) 1μ L
【 ０ １ ６ ８ 】
3-1-3 フ ァ ー ジ ミ ド の 大 腸 菌 へ の 導 入
　 得 ら れ た DNAを 大 腸 菌 DH12Sに 形 質 転 換 し た 。 具 体 的 に は  DNA を 一 旦 エ タ ノ ー ル 沈 殿 し
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、 1/5TE(TEを 滅 菌 済 MilliQで 5倍 希 釈 し た も の )3μ Lに 溶 解 す る 。 そ の う ち 、 1.5μ Lを コ ン
ピ テ ン ト セ ル DH12S(GIBCO BRL製 )20μ Lに 懸 濁 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 形 質
転 換 を 行 っ た 。
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー
　 　 BRL社 Cell-Porator(Cat.series 1600)
　 　 設 定 条 件 ； voltage booster　 　 4kΩ
　 　 　 　 　 　 　 capacitance　 　 　 　 330μ F
　 　 　 　 　 　 　 DC volts　 　 　 　 　  LowΩ
　 　 　 　 　 　 　 charge rate　 　 　 　 Fast
【 ０ １ ６ ９ 】
　 形 質 転 換 用 培 地 （ SOB） 2mLに 上 記 操 作 の 終 了 し た 形 質 転 換 大 腸 菌 を 植 え 、 37℃ で 1時 間
振 盪 培 養 し た あ と 、 一 部 を 寒 天 培 地 （ Ampプ レ ー ト ） に ま き 、 残 り は 、 0.1%グ ル コ ー ス 、 1
00μ g/mLア ン ピ シ リ ン 含 有 2× YT培 地 で 培 養 し 、 グ リ セ リ ン ス ト ッ ク し た 。 寒 天 培 地 は 30
℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 生 え て き た コ ロ ニ ー を 楊 枝 で つ つ い て 分 離 し 、 そ れ ぞ れ プ ラ ス ミ
ド を 調 製 し 、 重 鎖 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 調 べ た 。 VH1～ VH7の 全 て に つ い て こ れ ら の こ と を 行
い 、 目 的 の ク ロ ー ン が 得 ら れ て い る か ど う か 確 認 し た 。 こ れ ら の 各 グ ル ー プ （ フ ァ ミ リ ー
） の ク ロ ー ン を in vivoで の 使 用 頻 度 に 近 い 比 率 に な る よ う に 混 合 し て VHラ イ ブ ラ リ ー と
し た 。 VHラ イ ブ ラ リ ー に お け る 各 フ ァ ミ リ ー の 構 成 比 率 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】
〔 表 ３ 〕
-------------------------------------
family in vivoで の    VLラ イ ブ ラ リ ー   
       使 用 頻 度 (%)*  で の 構 成 比 率 (%) 
VH1       25             29**
VH2      6.6              7
VH3       40             40
VH4       19             19***
VH5        5            -  **
VH6      3.8              4
VH7      1.2              2
-------------------------------------
*Griffith AD et al. EMBO J. (1994) 13, 3245-60.
** 実 際 に は VH1と VH5は 同 一 の プ ラ イ マ ー で 増 幅 さ れ る た め 、 分 離 し て 集 計 で き な い 。
***VH4プ ラ イ マ ー で 作 製 し た cDNAと VH4-2プ ラ イ マ ー で 作 製 し た cDNAを 混 合 し て こ の 割 合
と し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
3-2 組 み 合 わ せ 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
　 VHラ イ ブ ラ リ ー 200μ gを 下 記 条 件 で HindIIIと XhoIで 消 化 し 、 重 鎖 遺 伝 子 を 切 り 出 し て
、 ジ ー ン ク リ ー ン IIキ ッ ト で 精 製 し た 。  
　 　 VHラ イ ブ ラ リ ー 200μ g　 　 　  100μ L
　 　 10× K buffer（ 宝 酒 造 ） 　 　 　 40μ L
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　 　 　 　  205μ L
　 　 HindIII (宝 酒 造 40 U/μ L)　 　 30μ L
　 　 XhoI (宝 酒 造 50 U/μ L)　 　 　  25μ L
　 VLラ イ ブ ラ リ ー の 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー pscFvCA9-E8VHdVLdに つ い て も 下 記 条 件 で HindIII
と XhoIで 消 化 し 、 軽 鎖 遺 伝 子 を 含 む 断 片 を 、 ジ ー ン ク リ ー ン IIキ ッ ト で 精 製 し た 。
　 　 VLラ イ ブ ラ リ ー を 挿 入 し た pscFvCA9-E8VHdVLd 　 100μ g 　 100μ L
　 　 10× K buffer（ 宝 酒 造 ） 　 　 　 　 　 　  40μ L
　 　 滅 菌 済 Milli-Q　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  230μ L
　 　 HindIII (宝 酒 造 40 U/μ L)　 　 　 　 　  15μ L
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　 　 XhoI (宝 酒 造 50 U/μ L)　 　 　 　 　 　 　 15μ L
【 ０ １ ７ ２ 】
　 次 に 、 VH遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 断 片 と 軽 鎖 遺 伝 子 の 挿 入 さ れ た pscFvCA9-E8VHdVLdベ ク タ
ー を 、 次 の 条 件 下 、 16℃ で 一 晩 反 応 さ せ て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。
　 　 制 限 酵 素 処 理 し た
　 　 　 　 VHラ イ ブ ラ リ ー 断 片 　 10μ g 　 　 　 50μ L
　 　 制 限 酵 素 処 理 し た
　 　 　 VLラ イ ブ ラ リ ー の 断 片
　 　 　 を 含 む pscFvCA9-E8VHdVLd　 40μ g　 　 50μ L
　 　 10× ligation buffer
　 　 　 （ T4 DNA ligaseに 添 付 ） 　 　 　 　 　 100μ L
　 　 10mM ATP　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  100μ L
　 　 滅 菌 済 MilliQ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  670μ L
　 　 T4 DNA ligase　 (宝 酒 造  10 U/μ L)　 　 30μ L
　 反 応 の 終 了 し た DNAを 用 い て 大 腸 菌 DH12Sを 形 質 転 換 し た 。 具 体 的 に は DNAを 一 旦 エ タ ノ
ー ル 沈 殿 し 、 1/5TE(TEを 滅 菌 済 MilliQで 5倍 希 釈 し た も の )30μ Lに 溶 解 し た 。 こ れ を コ ン
ピ テ ン ト セ ル DH12S(GIBCO BRL製 )500μ Lに 懸 濁 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー タ ー
　 　 BRL社 Cell-Porator(Cat.series 1600)
　 　 設 定 条 件 ； voltage booster　 　 4kΩ
　 　 　 　 　 　 　 capacitance　 　 　 　 330μ F
　 　 　 　 　 　 　 DC volts　 　 　 　 　  LowΩ
　 　 　 　 　 　 　 charge rate　 　 　 　 Fast
【 ０ １ ７ ４ 】
　 形 質 転 換 用 培 地 （ SOB） 12mLに 上 記 操 作 の 終 了 し た 大 腸 菌 を 植 え 、 37℃ で 1時 間 振 盪 培 養
し た あ と 、 一 部 を 寒 天 培 地 （ Ampプ レ ー ト ） に ま き 、 残 り は 、 0.1%グ ル コ ー ス 、 100μ g/mL
ア ン ピ シ リ ン 含 有 2× YT培 地 500 mLで 培 養 し 、 グ リ セ リ ン ス ト ッ ク し た 。 寒 天 培 地 は 30℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 生 え て き た コ ロ ニ ー の 数 か ら 得 ら れ た ク ロ ー ン の 数 を 推 定 し た 。 8.
5× 10 1 0 ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
４ ． 　 scFv-CL抗 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら scFv-CL抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
　 １ ％ グ ル コ ー ス 及 び 100μ g/mL の ア ン ピ シ リ ン を 加 え た 2× YT培 地 300mLを 入 れ た ５ リ ッ
ト ル の フ ラ ス コ 16本 に AIMS-5懸 濁 液 を 2.5mLを 加 え 、 ３ ７ ℃ で 振 と う 培 養 し １ 時 間 お き に
波 長 600nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し な が ら 、 吸 光 度 が 1.0に な る ま で 増 殖 さ せ た 。 培 養 液 に
ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ 液 (M13KO7)を フ ラ ス コ 当 た り 12mL加 え て ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 感 染 さ せ 、
３ ７ ℃ で ２ 時 間 培 養 し 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ 感 染 済 み DH12Sと し た 。
　 5リ ッ ト ル の フ ラ ス コ 24本 に 2× YT培 地 600mLと 100μ g/mLの ア ン ピ シ リ ン 0.6mL、 50μ g/m
Lの カ ナ マ イ シ ン 0.8mL、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ 感 染 済 み DH12S 200mLを 加 え て ３ ７ ℃ で 20時 間
振 と う 培 養 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 菌 体 は ４ ℃ で 8000rpm、 １ ０ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 集 め た 。 上 清 に 20％ の ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル ／ 2.5M NaCl 4Lを 加 え て 約 ２ ０ 分 間 静 か に 攪 拌 し た 後 、 ４ ℃ で 8000rpm、 ２ ０ 分
間 遠 心 、 沈 殿 を 1Lの PBSで 溶 か し 、 20％ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ／ 2.5M NaCl 200mLを 加
え て 約 ２ ０ 分 間 静 か に 攪 拌 し た 後 、 ４ ℃ で 8000rpm、 ２ ０ 分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 捨 て て さ
ら に ４ ℃ で 8000rpm、 ３ 分 間 遠 心 し て 沈 殿 を 回 収 し た 。 沈 殿 は 0.05％  NaN3を 加 え た PBSで
溶 解 し 、 ４ ℃ で 1000rpm、 １ ５ 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 し た 後 、 ４ ℃ で 8000rpm、 ３ 分 間 さ
ら に 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し た 。
　 回 収 し た フ ァ ー ジ 溶 液 の 力 価 は 以 下 の よ う に チ ェ ッ ク し た 。 す な わ ち 、 フ ァ ー ジ 溶 液 を
PBSで 10 6 、 10 7 、 10 8 希 釈 し 、 そ の 10μ Lを DH12S 990μ Lに 感 染 さ せ 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 培 養
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し た 。 こ れ を LBGAプ レ ー ト に 100μ L播 い て ３ ０ ℃ で １ ８ 時 間 培 養 し た 。 コ ロ ニ ー の 数 を カ
ウ ン ト す る こ と に よ り 希 釈 前 の 原 液 の 力 価 を 算 出 し た 。 フ ァ ー ジ 溶 液 原 液 を 0.05％  NaN3
を 含 む PBSに 2× 10 1 4 /mLに な る よ う 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
５ ． 培 養 細 胞 を 使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ 、 癌 組 織 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ
5-1　 培 養 細 胞 を 使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ
　 ま ず 培 養 細 胞 を 15cm デ イ ッ シ ュ で 培 養 し 、 そ れ を 2mg/ml collagenase I(Gibco BRL)/c
ell dissociation buffer(Gibco BRL)で デ イ ッ シ ュ か ら 解 離 さ せ た 。 そ れ を 冷 却 し た PBS
で 洗 い 、 4x10 7 を 使 用 し た 。 こ れ に 2x10 1 3 cfuの ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 混 ぜ 、 反
応 液 の 終 濃 度 を 1%BSA-0.1%NaN 3 /MEM、 容 積 1.6mlと し 、 4℃ に て 4時 間 ゆ っ く り 回 転 さ せ て
反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 反 応 液 を 二 つ に 分 け 、 そ れ ぞ れ を 0.6mlの 有 機 溶 液 (dibutyl ph
talate : cyclohexane = 9:1)の 上 に 重 層 し 、 マ イ ク ロ 遠 心 機 に て 3000rpmの 遠 心 力 を 2分
間 作 用 さ せ 、 細 胞 を チ ュ ー ブ の 底 に 沈 降 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に つ い て 、 溶 液 を 捨
て 、 細 胞 を 0.7mlの 1%BSA/MEMで 懸 濁 、 0.7mlの 低 極 性 溶 媒 の 上 に 重 層 し て 遠 心 し た 。 こ の
操 作 を も う 一 度 繰 り 返 し た の ち 、 溶 液 を 捨 て 、 細 胞 を 0.3mlの PBSで 懸 濁 、 液 体 窒 素 で 凍 結
し 、 37℃ で 融 解 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 こ れ を OD0.5の 大 腸 菌 DH12S 20mlに １ 時 間 感 染 さ せ 、 600mlの 2xYTGA培 地 （ 2xYT, 200μ g
/ml ampicillin sulfate, 1% glucose） に て 30℃ で 通 夜 培 養 し た 。 こ の 通 夜 培 養 10mlを 2x
YTA培 地 （ 2xYT, 200μ g/ml ampicillin sulfate） 200mlと 混 ぜ 、 37℃ に て 1.5時 間 培 養 後
ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ KO7を 1x10 1 1 入 れ 、 37℃ に て 1時 間 培 養 し た の ち 、 800mlの 2xYTGAK(2xYT,
 200μ g/ml ampicillin sulfate, 0.05% glucose, 50μ g/ml kanamycin)を 入 れ て 30℃ に
て 通 夜 培 養 し た 。 こ れ を 8000rpmに て 10分 間 遠 心 し て 上 清 1lを 調 製 、 そ れ に 200mlの PEG液
（ 20% polyetyleneglycol 6000, 2.5M NaCl） を 混 ぜ て よ く か き ま ぜ た の ち 、 8000rpm 10
分 間 の 遠 心 を 行 い フ ァ ー ジ を 沈 殿 さ せ た 。 こ れ を 10mlの PBSに 懸 濁 し 、 そ の 一 部 を 使 用 し
て 大 腸 菌 感 染 数 を 調 べ た 。 こ れ が 1stス ク リ ー ニ ン グ の フ ァ ー ジ で あ る 。
　 2ndス ク リ ー ニ ン グ に は 培 養 細 胞 2x10 7 と 1stフ ァ ー ジ 1x10 1 0 を 使 用 し 、 反 応 液 の 容 積 を 0
.8mlと し た 。 反 応 液 は 1%BSA-0.1%NaN 3 /MEMで 、 全 体 の ス ケ ー ル を 1stス ク リ ー ニ ン グ の 半
分 で 行 っ た 。 3rdス ク リ ー ニ ン グ は 2ndフ ァ ー ジ 1x10 9 を 使 用 す る 以 外 は 2ndス ク リ ー ニ ン グ
と 同 じ 条 件 と し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
5-2　 手 術 組 織 を 使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ
　 手 術 に よ っ て 摘 出 し た 組 織 は 、 ま ず 組 織 染 色 に 用 い る 部 分 を と っ た の ち 、 5mM HEPESを
入 れ た MEMで 灌 流 、 デ イ ス パ ー ゼ ー コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 で 灌 流 し た の ち 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 で 灌
流 し た 。 デ イ ス パ ー ゼ ー コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 と コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 の 組 成 を 以 下 に 示 す 。
　 デ イ ス パ ー ゼ ー コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 ： 8mg/ml NaCl, 0.4mg/ml KCl, 0.56mg/ml CaCl2 , 0.07
8mg/ml NaH 2 PO 4 -2H 2 O, 0.151mg/ml Na 2 HPO 4 -12H 2 O, 2.38mg/ml HEPES, 0.5mg/ml collage
naseI(SIGMA), 0.05mg/ml Tripsin inhibitor(WAKO), 0.35mg/ml NaHCl3 , 112mg/ml Disp
ase(GIBCO)
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 ： 8mg/ml NaCl, 0.4mg/ml KCl, 0.56mg/ml CaCl2 , 0.078mg/ml NaH 2 PO 4 -2
H 2 O, 0.151mg/ml Na 2 HPO 4 -12H 2 O, 2.38mg/ml HEPES, 0.5mg/ml collagenaseI(SIGMA), 0.
05mg/ml Tripsin inhibitor(SIGMA), 0.35mg/ml NaHCl3
【 ０ １ ８ ０ 】
　 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 で 還 流 し た 組 織 を 癌 部 と 非 癌 部 に 分 け 、 細 切 し て コ ラ ゲ ナ ー ゼ 液 に サ ス
ペ ン ド し 、 10,000u の DNaseI（ タ カ ラ 酒 造 ） を 入 れ て 、 酸 素 を 吸 入 し 、 37℃ に て 約 20分 間
、 ゆ っ く り 振 と う し た 。 こ れ を 4℃ に て 600rpm 2分 間 遠 心 し 、 実 質 細 胞 （ 癌 細 胞 、 肝 正 常
細 胞 ） を 回 収 し た 。 細 胞 を セ ル バ ン カ ー に て 3x10 7 ず つ 懸 濁 、 液 体 窒 素 保 存 し た 。 組 織 よ
り 単 離 し た 細 胞 は 膜 が や や 弱 い の で 、 フ ァ ー ジ 反 応 液 に は 終 濃 度 2%に な る よ う 、 ス キ ム ミ
ル ク を 入 れ た 。 以 降 の 操 作 は 培 養 細 胞 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
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６ ． 抗 体 ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 決 定 、 抗 体 発 現 チ ェ ッ ク 、 細 胞 ELISA、 組 織 染 色
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 大 腸 菌 を 希 釈 し て 、 100μ g/mlの ampicillinの 入 っ た
普 通 寒 天 培 地 に 蒔 き 、 得 ら れ る コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し て 2xYTGA培 地 に て 30℃ 通 夜 培 養
、 ク ラ ボ ウ の PI-50に て DNAを 抽 出 、 dideoxy法 で 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 ま た 、 こ の 通 夜 培
養 0.05mlを 1.2mlの 2xYTAI(2xYT, 200μ g/ml ampicillin sulfate,0.5mM IPTG)に 植 え て 30
℃ に て 通 夜 培 養 、 マ イ ク ロ 遠 心 機 に て 15000rpm 5分 間 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 抗 体 は cp3融 合 タ ン パ ク と し て 発 現 さ れ る の で 、 そ れ を 用 い て 検 出 し た 。 す な わ ち 、 ま
ず 得 ら れ た 上 清 を Maxisorp(NUNC)に 37℃ に て 2時 間 反 応 さ せ た の ち 、 液 を 捨 て 、 5%BSAを 37
℃ に て 2時 間 反 応 さ せ て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 液 を 捨 て 、 0.05%Tween/PBSで 2000倍 希 釈 し た
ウ サ ギ 抗 cp3抗 体 （ MBL製 ） を 室 温 に て 1時 間 反 応 さ せ た の ち PBSで 洗 浄 し 、 0.05%Tween/PBS
で 2000倍 希 釈 し た HRP標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ MBL） を 室 温 に て 1時 間 反 応 さ せ た の ち PB
Sで 洗 浄 し 、 100μ lの OPD液 を 室 温 に て 15分 反 応 さ せ 、 2M硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に て 反 応 を 停 止
し 、 SPECTRAmax 340PC（ Molecular Devices） に て 492nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 細 胞 ELISAの 操 作 は 次 の と お り で あ る 。 ま ず 培 養 細 胞 1x10 5 を 96 well plateに 蒔 い て １
日 培 養 し 、 200μ lの 5%ス キ ム ミ ル ク /PBSで 置 き 換 え て 氷 上 に 3時 間 置 い た 後 、 液 を 捨 て 、
上 清 100μ lと 10%ス キ ム ミ ル ク 100μ lを 入 れ て 氷 上 に 一 晩 置 い た 。 氷 冷 し た PBSに て 5回 洗
浄 し た の ち 、 100μ lの 5μ g/mlマ ウ ス 抗 cp3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 -5%skimmilk/PBSを 4℃ に て
2時 間 反 応 さ せ た 。 氷 冷 し た PBSに て 5回 洗 浄 し た の ち 、 25μ lの peroxidase標 識 の ENVISION
+ポ リ マ ー 試 薬 と 75μ lの 5%skimmilk/PBSを 混 ぜ た も の を 作 製 し 、 4℃ に て 2時 間 反 応 さ せ た
。 氷 冷 し た PBSに て 5回 洗 浄 し た の ち 、 100μ lの OPD液 を 室 温 に て 15分 反 応 さ せ 、 2M硫 酸 ア
ン モ ニ ウ ム に て 反 応 を 停 止 し 、 SPECTRAmax 340PC（ Molecular Devices） に て 492nmの 吸 光
度 を 測 定 し た 。
　 組 織 染 色 は 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
(A). 切 片 作 製
　 ま ず 、 摘 出 さ れ た 組 織 を 5mm× 5mm× 10mmほ ど の 大 き さ に し た 。 そ れ を あ ら か じ め 4℃ に
冷 や し て お い た 4%PFA/0.1%グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド /0.1Mカ コ ジ ル 酸 バ ッ フ ァ ー 2mlに 入 れ （
PFAは 和 光 純 薬 、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド は 関 東 化 学 、 カ コ ジ ル 酸 は SIGMA） 、 電 子 レ ン ジ （
SHARP） を 用 い て ， マ イ ク ロ ウ ェ ー ブ 照 射 を 14秒 間 行 い 固 定 し た 。 そ し て 、 30mlの PLP(2%P
FA/0.075M Lysine/0.01M NaIO4 /0.0375PB)に 移 し 、 4℃ に て １ 時 間 再 固 定 し た の ち 、 10%su
crose/PBSに 入 れ て 4℃ に て ４ 時 間 浸 漬 後 、 15%sucrose/PBSに 置 換 し て 4℃ に て 4時 間 浸 漬 し
た の ち 、 20%/sucrose/PBSに 置 換 し て 4℃ に て 一 晩 浸 漬 し 、 OTCコ ン パ ウ ン ド に て 包 埋 し て
急 速 凍 結 し た 。 こ れ を 、 ク リ オ ス タ ッ ト （ Reichert-Jung 2800 FRIGCUT E） に て 5μ mに 薄
切 し ， シ ラ ン コ ー ト ス ラ イ ド ガ ラ ス （ MATSUNAMI） に 貼 り 付 け 、 冷 風 ド ラ イ ヤ ー に て 30分
風 乾 し た 。 こ の ス ラ イ ド ガ ラ ス を １ 枚 ず つ キ ム ワ イ プ に 包 み ， さ ら に そ の 上 か ら ア ル ミ 箔
で 包 み 、 シ リ カ ゲ ル を い れ た 容 器 に 入 れ 、 -80℃ に て 保 存 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
(B). 組 織 染 色
　 ス ラ イ ド ガ ラ ス に 霜 が つ か な い よ う に ゆ っ く り と 室 温 に 戻 し 、 PBSを 5分 間 ず つ 3回 浸 漬
し て 親 水 化 し た 。 次 に 50μ lの 0.3%H 2 O 2 /0.1%NaN 3 を 滴 下 し 、 室 温 に て 10分 間 反 応 さ せ 、 内
因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 そ の 後 、 PBSに て 5分 間 ず つ 3回 洗 浄 し 、 2%BSA
/PBS中 で 室 温 で 10分 間 反 応 さ せ 、 非 特 異 反 応 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 そ し て 、 硫 酸 ア ン モ ニ
ウ ム を 使 用 し て ５ 倍 濃 縮 し た サ ン プ ル 抗 体 50μ lを 滴 下 し ， 室 温 に て 1時 間 反 応 さ せ た の ち
、 2%BSA/PBSで 5分 間 ず つ 3回 の 洗 浄 を 行 っ た 。 次 に 、 50μ lの 抗 CP3ウ サ ギ 抗 体 5μ g/mlを 加
え 、 室 温 に て 45分 間 二 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 そ し て 、 2%BSA/PBSで 5分 間 ず つ 3回 の 洗 浄 後
、 こ れ に 50μ lの パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 デ キ ス ト ラ ン 結 合 抗 ウ サ ギ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ・ ヤ
ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ DAKO） を 滴 下 し て 、 室 温 に て 30分 間 三 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 こ れ
を 2%BSA/PBSに て 5分 間 ず つ 3回 の 洗 浄 し た の ち 、 50μ lの DAB・ H 2 O 2 発 色 液 を 加 え 、 室 温 に
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て 5分 反 応 さ せ て 発 色 し た 。 そ の 後 10分 間 水 洗 し た の ち 、 ヘ マ ト キ シ リ ン に よ る 核 染 後 ，
脱 水 ・ 透 徹 し 、 マ リ ノ ー ル に て 封 入 し 、 鏡 検 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
７ ． CEA, TRAIL-R2に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ
　 PBSに て 0.1mg/mlの 濃 度 に 調 製 し た CEA(Lee Biosolutions)、 TRAIL-R2/Fc chimera(Zene
zyme) 0.1mlを F8 maxisorp looseに 感 作 し 、 室 温 に て 通 夜 静 置 し 、 液 を 捨 て 、 2% skimmil
k/PBSを 入 れ 、 室 温 に て 2時 間 振 と う 、 液 を 捨 て 、 ス ク リ ー ニ ン グ で 得 た フ ァ ー ジ 1x10 6 を
室 温 に て 2時 間 反 応 、 0.1% Tween/PBSに て 20回 洗 浄 し た の ち 、 PBSに て 5回 洗 浄 、 0.1mlの 50
mM Glycine pH2.5に て フ ァ ー ジ を 溶 出 し 、 こ れ を 1M Tris-HCl pH9.0に て 中 和 、 1mlの 大 腸
菌 DH12Sに 感 染 さ せ 、 37℃ に て 1時 間 培 養 、 LBGA寒 天 培 地 に 蒔 き 、 30℃ に て 通 夜 培 養 、 大 腸
菌 コ ロ ニ ー を 得 た 。 こ れ か ら 培 養 上 清 を 得 、 DNAを 調 製 し て 塩 基 配 列 を 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 抗 原 に 対 す る ELISA
　 PBSに て 0.1mg/mlの 濃 度 に 調 製 し た CEA(Lee Biosolutions)、 TRAIL-R2/Fc chimera(Zene
zyme) 0.1mlを F8 maxisorp looseに 感 作 し 、 室 温 に て 通 夜 静 置 し 、 液 を 捨 て 、 5% BSA/PBS
 0.2mlを 入 れ 37℃  2時 間 静 置 、 液 を 捨 て 、 大 腸 菌 培 養 上 清 0.1mlを 加 え 37℃  2時 間 静 置 、 P
BSに て 洗 浄 し 、 6μ g/ml PBS-0.05% Tween20濃 度 の rabbit anti cp3 IgGを 0.1ml加 え 37℃  
1時 間 静 置 、 PBSに て 洗 浄 し 、 PBS-0.05% Tween20に て 2000倍 希 釈 し た goat anti rabbit Ig
G(MBL) 0.1mlを 加 え 37℃  1時 間 静 置 、 PBSに て 洗 浄 し 、 OPD発 色 を 行 い 、 SPECTRAmax 340PC
（ Molecular Devices） に て 492nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
８ ． タ ン パ ク の 可 溶 化 、 マ グ ネ ッ ト ビ ー ズ へ の 結 合 、 回 収 実 験 、 ス ク リ ー ニ ン グ
8-1　 培 養 細 胞 か ら の 膜 タ ン パ ク の 可 溶 化 は 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。
　 細 胞 2x10 8 を collagenaseI/cell dissociation bufferに て 培 養 デ イ ッ シ ュ か ら は が し て
浮 遊 さ せ 、 そ れ を 氷 冷 の PBSで 洗 浄 、 3mlの 0.25M sucroseに 懸 濁 し た の ち 、 ダ ウ ン ス ホ モ
ジ ナ イ ザ ー に よ っ て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 こ れ を 等 量 の 2.5M sucroseと 混 ぜ 、 3mlず つ 2本 の
日 立 13PAチ ュ ー ブ に 入 れ た 。 こ れ に そ れ ぞ れ 4mlの 1.25M sucroseと 3mlの 0.25M sucroseを
重 層 し 、 ス イ ン グ ロ ー タ ー RPS40T（ 日 立 ） に て 4℃ 24000rpm 16時 間 遠 心 し 、 0.25M sucros
eと 1.25M sucroseの 間 に あ る 膜 タ ン パ ク の 層 を ぬ き と っ た 。 こ れ を 10倍 量 の PBSで 希 釈 し
、 4℃ に て 12000rpm 20分 遠 心 し て 沈 さ を と り 、 こ れ を 界 面 活 性 剤 混 合 液 （ NP-40(OIERCE),
 Triton X-100(PIERCE), n-Dodecyl β -D-maltoside(DOJINDO), n-Octyl β -D-glucoside
(SIGMA), n-Octyl β -D-maltopyranoside(CALBIOCHEM), n-Decyl β -D-maltoside(,CALBI
OCHEM), Deoxycholic acid(SIGMA)そ れ ぞ れ 0.25%） に て 4℃  6時 間 ゆ っ く り と 混 ぜ な が ら
懸 濁 し た の ち 、 マ イ ク ロ 遠 心 機 に て 4℃  15000rpm 20分 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し た 。 こ れ が
膜 タ ン パ ク の 可 溶 性 分 画 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
8-2　 手 術 組 織 か ら の 膜 タ ン パ ク 抽 出 は 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。
　 肝 癌 お よ び 肝 正 常 組 織 の 重 量 を 測 定 し 、 約 4gを 使 用 し た 。 こ れ に 20mlの 0.25M sucrose
を 混 ぜ 、 ポ ッ タ ー 型 ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 懸 濁 し た の ち 、 ダ ウ ン ス ホ モ ジ ナ イ ザ ー に て ホ モ ジ
ナ イ ズ 、 等 量 の 2.5M sucroseを 混 ぜ て 3mlず つ 13PAチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。 以 降 の 操 作 は 培
養 細 胞 の 方 法 と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
8-3　 抽 出 し た 膜 タ ン パ ク の 定 量
　 抽 出 し た 膜 タ ン パ ク 10μ lを PIERCEの MICRO BCA 90μ lと 混 ぜ 、 室 温 に て 10分 間 反 応 さ せ
た 。 対 照 と し て は 、 BSAの 希 釈 系 列 を 作 り 、 MICRO BCAと 反 応 さ せ た も の を 作 製 し 、 こ れ を
も と に し た 検 量 線 を 作 製 し た 。 サ ン プ ル の 吸 光 度 に 対 応 す る 検 量 線 の 数 値 が 膜 タ ン パ ク の
タ ン パ ク 濃 度 で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
8-4　 膜 タ ン パ ク の マ グ ネ ッ ト ビ ー ズ へ の 結 合
　 抽 出 し た 膜 タ ン パ ク 0.5mg相 当 と PBSで 洗 浄 し た ダ イ ナ ビ ー ズ を 混 ぜ 、 そ れ に 終 濃 度 0.3M
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に な る よ う 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 加 え 、 PBSに て 全 体 量 を 1mlに し た 。 こ れ を 24℃ に て 24時 間
ゆ っ く り 回 転 さ せ て 反 応 さ せ た の ち 、 マ グ ネ ッ ト で ビ ー ズ を 捕 ら え 、 反 応 液 と 分 離 し た 。
マ グ ネ ッ ト ビ ー ズ は 5%BSA, 0.1%ア ザ イ ド を 加 え て 洗 浄 し 、 同 液 に て 懸 濁 し て 4℃ 保 存 し た
。
　 24時 間 反 応 し た 後 の 反 応 液 の 一 部 を と っ て MICRO BCAと 反 応 さ せ 、 こ れ を BSAを 用 い た 検
量 線 に 対 応 さ せ 、 反 応 し な か っ た 膜 タ ン パ ク 量 を 計 算 し た 。 使 用 し た タ ン パ ク 量 か ら こ の
量 を 引 き 算 し た も の が ビ ー ズ に 結 合 し た 膜 タ ン パ ク 量 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
8-5　 膜 タ ン パ ク を 用 い た フ ァ ー ジ 回 収 実 験 、 膜 タ ン パ ク 共 存 実 験 、 抗 体 共 存 実 験
　 膜 タ ン パ ク 量 10μ gに 相 当 す る マ グ ネ ッ ト ビ ー ズ と フ ァ ー ジ 1x10 8 を 界 面 活 性 剤 混 合 液 と
混 ぜ て 全 量 を 200μ lと し 、 4℃ に て 4時 間 反 応 さ せ た の ち 、 LysisT buffer(50mM Tris-HCl 
pH7.5, 5mM EDTA, 1% NP40, 0.5% Triton X-100, complete） に て 4回 洗 浄 、 そ れ を 1mlの D
H12Sと 混 ぜ て 37℃  1時 間 培 養 、 ア ン ピ シ リ ン 寒 天 プ レ ー ト に ま い て コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ 、
そ の 数 を 数 え た 。
　 膜 タ ン パ ク 共 存 実 験 に お い て は 、 膜 タ ン パ ク 400μ gを 入 れ て 膜 タ ン パ ク 結 合 ビ ー ズ と フ
ァ ー ジ と の 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
8-6　 正 常 膜 タ ン パ ク を 共 存 さ せ て 行 っ た 肝 癌 膜 タ ン パ ク に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ
　 肝 癌 膜 タ ン パ ク 20μ g相 当 の マ グ ネ ッ ト ビ ー ズ と 、 正 常 膜 タ ン パ ク 200μ g相 当 、 ヒ ト 抗
体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー 1x10 1 3 を 使 用 し 、 界 面 活 性 剤 混 合 液 に て 全 量 を 1mlに し 、 4℃ に て
4時 間 反 応 を 行 い 、 マ グ ネ ッ ト で ビ ー ズ を ト ラ ッ プ し て 液 を LysisT bufferに 交 換 、 懸 濁 後
マ グ ネ ッ ト で ビ ー ズ を ト ラ ッ プ し て 同 液 を 交 換 、 こ の 操 作 を あ と 2回 行 っ た の ち 、 PBSで 洗
浄 、 5mlの DH12Sに 感 染 さ せ た 。 以 降 は 細 胞 ス ク リ ー ニ ン グ の 操 作 と 同 じ 。 4回 の ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 っ た の ち 、 抗 体 ク ロ ー ン を 単 離 、 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
９ ． 抗 体 共 存 に よ る 同 一 ク ロ ー ン の 排 除
　 SKOv-3を ス ク リ ー ニ ン グ し て 得 ら れ た 抗 体 ク ロ ー ン 3ま た は pAALSCの フ ァ ー ジ 1x10 7 と 卵
巣 が ん 細 胞 SKOv-3 2x10 6 、 ク ロ ー ン 3抗 体 0, 0.2μ g, 20μ gを ま ぜ 、 1%BSA/MEMで 懸 濁 し 、
全 量 を 0.3mlに し 、 4℃ に て ４ 時 間 ゆ っ く り 回 転 さ せ て 反 応 さ せ た 。 こ れ を 0.5mlの 低 極 性
溶 媒 溶 液 上 に 重 層 し て マ イ ク ロ 遠 心 機 に て 4℃ に て 3000rpm 2分 遠 心 し 、 細 胞 を 沈 降 さ せ た
。 液 を 捨 て 、 細 胞 を 0.3mlの 1%BSA/MEMで 懸 濁 、 0.5mlの 低 極 性 溶 媒 に 重 層 し て 同 様 に 遠 心
し た 。 再 度 同 じ 操 作 を 行 っ た の ち 、 液 を 捨 て 、 細 胞 を 0.2mlの PBSに て 懸 濁 、 液 体 窒 素 に て
凍 結 さ せ た の ち 、 37℃ に て 融 解 さ せ 、 こ れ を 1mlの DH12Sに 感 染 さ せ て 37℃ １ 時 間 培 養 、 ア
ン ピ シ リ ン 寒 天 培 地 に ま い て 大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ 、 回 収 さ れ た フ ァ ー ジ 数 を 計 算 し
た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ク ロ ー ン 3 pp型 抗 体 は 以 下 の よ う に し て 精 製 し た 。 SKOv-3細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ
て 得 ら れ た ク ロ ー ン 3抗 体 ク ロ ー ン は cp3融 合 型 で あ る 。 こ の DNAを 制 限 酵 素 SalIで 消 化 し
、 自 己 再 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 抗 体 の FvCLと ProteinA- ProteinAと が 融 合 し た （ プ ロ テ
イ ン A融 合 型 ） FvCLPP型 に 変 換 す る こ と が で き る 。 そ れ を 用 い て 大 腸 菌 DH12Sを 形 質 転 換 し
、 1lの 2XYTAI培 地 に て ３ ０ ℃ 18時 間 培 養 、 4℃ 8000rpm 10分 間 の 遠 心 を 行 っ て 培 養 上 清 を
回 収 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 291gを ゆ っ く り と 混 ぜ た の ち 、 4℃ 8000rpm 10分 間 の 遠 心 を 行 っ
て 沈 さ を 回 収 、 こ れ を 20mlの PBSに て 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 は 4℃ 12000rpm 20分 間 遠 心 し て 上
清 を 回 収 、 PBSに て 平 衡 化 し た 1mlの IgGセ フ ァ ロ ー ス （ フ ァ ル マ シ ア ） と 4℃ に て 2時 間 反
応 さ せ た 。 セ フ ァ ロ ー ス を カ ラ ム に 充 填 し 、 20mlの PBST(0.1% Tween20/PBS)、 50mlの PBS
に て 洗 浄 し た 。 こ れ を 10mlの 50mMグ リ シ ン pH2.3に て 溶 出 、 3M Trisに て pHを 7.0に 合 わ せ
た の ち 、 PBSに て 透 析 、 吸 光 度 計 に て 280nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、 プ ロ テ イ ン A融 合 型 抗 体 タ
ン パ ク 濃 度 を 計 算 し た 。 タ ン パ ク の 濃 縮 が 必 要 な 場 合 は ア ミ コ ン ウ ル ト ラ （ ミ リ ポ ア ） に
て 4℃  6000rpmで 回 転 さ せ 、 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】

10

20

30

40

50

(54) JP 2005-185281 A 2005.7.14



　 pAALSC3-D1.3HL（ 以 後 pAALSCと す る ） 抗 体 遺 伝 子 は 伊 庭 善 孝 博 士 よ り 提 供 さ れ た も の で
あ る （ GENE 194(1997)35-46） （ 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ ／ 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ６ ５ 、 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ６ ６ に 示 す ） 。 PP融 合 型 抗 体 は 、 上 記 と 同 じ 操 作 に よ り 作 製 し た 。
　 ク ロ ー ン 3及 び pAALSCの フ ァ ー ジ の 調 整 は 以 下 の よ う に し て 行 っ た 。 cp3融 合 型 の 抗 体 遺
伝 子 を 持 っ た プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 を 2mlの 2xYTGAに て 30℃ で 通 夜 前 培 養 し
、 そ の う ち 1mlを 20mlの 2xYTAに 混 ぜ て 37℃ 1.5時 間 培 養 、 KO7 1x10 1 0 を 感 染 さ せ 、 37℃ に
て 1時 間 さ ら に 培 養 、 こ れ に 80mlの 2xYTGAKを 入 れ て 、 30℃ に て 16時 間 培 養 、 4℃ に て 10000
rpm 10分 間 遠 心 を 行 っ て 上 清 を と り 、 こ れ に 20mlの PEG溶 液 を 入 れ て 室 温 で 30分 か き 混 ぜ
た 。 室 温 に て 10000rpm 10分 間 遠 心 を 行 っ て 沈 さ を と り 、 こ れ を 2mlの 0.1%NaN 3 /PBSに て 懸
濁 し た 。 フ ァ ー ジ の 力 価 の 測 定 は 上 記 で 述 べ た と お り で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
１ ０ ． 抗 体 集 団 に つ い て の 抗 体 タ ン パ ク 調 整
　 肝 細 胞 腫 HepG2の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 240個 の ク ロ ー ン を ピ ッ ク ア ッ プ し た 。 そ れ ら
に つ い て cp3型 抗 体 の 発 現 を 調 べ た と こ ろ 、 162個 が 発 現 陽 性 で あ る こ と が わ か っ た の で 、
こ れ ら の DNAを 混 合 し 、 制 限 酵 素 SalIに て 消 化 、 自 己 再 結 合 さ せ て pp formに 変 換 し 、 そ れ
を 用 い て DH12Sを 形 質 転 換 し 、 500mlの 2xYTGAに て 30℃ 通 夜 培 養 し た 。 こ の 培 養 250mlを 5l
の 2xYTAに 混 ぜ て 1.5時 間 培 養 し た の ち 、 2.5mlの 1M IPTGを 加 え て 30℃ 16時 間 培 養 、 4℃ 800
rpm 10分 間 遠 心 し て 上 清 を と り 、 こ れ に 1528gの 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を ゆ っ く り 加 え て 室 温
に て 1時 間 か き 混 ぜ た の ち 、 4℃ 800rpm 10分 間 遠 心 し て 沈 さ を と り 、 こ れ を 100mlの PBSに
て 懸 濁 し た 。 そ れ に つ い て 、 4℃ 12000rpm 20分 間 遠 心 し て 上 清 を と り 、 そ れ を 3mlの IgGセ
フ ァ ロ ー ス （ フ ァ ル マ シ ア ） と 4℃ に て 2時 間 反 応 さ せ た 。 セ フ ァ ロ ー ス を カ ラ ム に 充 填 し
、 50mlの PBST(0.1% Tween20/PBS)、 100mlの PBSに て 洗 浄 し た 。 こ れ を 10mlの 50mMグ リ シ ン
pH2.3に て 溶 出 、 3M Trisに て pHを 7.0に 合 わ せ た の ち 、 PBSに て 透 析 、 ア ミ コ ン ウ ル ト ラ （
ミ リ ポ ア ） に て 4℃ 6000rpm回 転 さ せ 、 濃 縮 し た 。 吸 光 度 計 に て 280nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、
タ ン パ ク 濃 度 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
１ １ ． 抗 体 集 団 共 存 に よ る 集 団 的 排 除
　 ま ず HepG2細 胞 4x10 7 と 上 記 の 抗 体 集 団 2mgを 混 ぜ た の ち 、 ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 2x10 1 3

を 入 れ 、 1%BSA/MEMで 全 体 の 容 量 を 1.6mlに し 、 4℃ に て 4時 間 ゆ っ く り と 回 転 さ せ て 反 応 さ
せ た 。 以 後 の 操 作 は 上 記 ５ ． と 同 じ 。 2ndと 3rdの ス ク リ ー ニ ン グ 時 に も 抗 体 集 団 1mgを 共
存 反 応 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
１ ２ ． 免 疫 沈 降 、 マ ス ス ペ ク ト ル 解 析
12-1　 ク ロ ー ン の Avi, PPAvi formへ の 変 換
　 ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 抗 体 ク ロ ー ン は Sfi-Ascで DNA断 片 を 切 り 出 し 、 そ
れ を BirA-Aviベ ク タ ー 、 BirA-PPAviベ ク タ ー に 組 替 え る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 抗 体 PP
Avi融 合 型 も し く は 抗 体 Avi融 合 型 の 分 子 が 形 成 さ れ 、 こ れ は ベ ク タ ー 上 の BirA遺 伝 子 に よ
っ て 発 現 さ れ る 分 泌 型 ビ オ チ ン リ ガ ー ゼ 分 子 に よ っ て ビ オ チ ン 化 さ れ る 。 従 っ て ビ オ チ ン
化 し た 抗 体 分 子 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
12-2　 pAviBirAベ ク タ ー 、 pPPAviBirAベ ク タ ー の 構 築
　 ま ず 、 ラ ク ダ 抗 体 ク ロ ー ン pscFvCA-cam167（ 図 ６ － １ ～ 図 ６ － ２ ／ 塩 基 配 列 を 配 列 番 号
： ６ ７ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ６ ８ に 示 す ） を 鋳 型 に し て Reverseプ ラ イ マ ー と 658プ
ラ イ マ ー に て PCRを 行 い 、 HindIIIと EcoRIに て 消 化 し て DNA断 片 を 作 製 し た 。 こ れ を HindII
Iと EcoRIに て 消 化 し た pBluscriptKS+に 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド pBlue-cam167を 作 製 し た 。
次 に INVITROGENよ り 購 入 し た AVB99を 鋳 型 に し て プ ラ イ マ ー 677と プ ラ イ マ ー 678に て PCRを
行 っ た の ち さ ら に プ ラ イ マ ー 676と プ ラ イ マ ー 678に て PCRを 行 い 、 こ れ を 上 記 の pBlue-cam
167の KpnIと HindIIIサ イ ト に 組 み 込 み 、 プ ラ ス ミ ド pBlueBirA-cam167を 得 た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 一 方 pTZ19Rを HindIIIと BamHIで 消 化 し た の ち 、 Klenow enzymeを 作 用 さ せ て 平 滑 末 端 を
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作 製 し 、 こ れ を 自 己 結 合 反 応 さ せ て プ ラ ス ミ ド pTZdelを 作 製 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド pTZdel
を KpnIと EcoRIで 消 化 し て ベ ク タ ー と し 、 こ れ に pBlueBirA-cam167を KpnIと EcoRIで 消 化 し
て 得 た DNA断 片 を 組 み 込 ん で Avi-tag融 合 抗 体 を 発 現 す る pBirAAvi-cam167を 作 製 し た 。 抗
体 15-3に つ い て SfiIと AscIに て 消 化 し て DNA断 片 を 切 り 出 し 、 こ れ を SfiIと AscIに て 消 化
し た pAviBirA-cam167（ 図 ７ － １ ～ 図 ７ － ２ ／ 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ６ ９ 、 ア ミ ノ 酸 配 列
を 配 列 番 号 ： ７ ０ に 示 す ） に 組 替 え た も の が pBirAAvi-15003で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 15-3 pp型 プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 に Reverseプ ラ イ マ ー と プ ラ イ マ ー 697で PCRを 行 い 、 そ れ を
HindIIIと EcoRIで 消 化 し て pBirAAvi-15-3の HindIIIと EcoRIサ イ ト に 組 み 込 ん だ も の が プ
ラ ス ミ ド pPPAviBirA-15003で あ る 。 pPPAviBirA-15003を SfiI と AscIと で 切 断 し て ベ ク タ
ー と し 、 こ れ に pAviBirA-cam167を SfiIと AscIと で 切 断 し て 作 製 し た イ ン サ ー ト を 組 み 込
ん で pPPAviBirA-cam167を 得 た （ 図 ８ － １ ～ 図 ８ － ２ ／ 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ７ １ 、 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ７ ２ に 示 す ） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
12-3　 Avi-tag formの 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 反 応
　 ビ オ チ ン 化 し た 抗 体 分 子 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 結 合 し た セ フ ァ ロ ー ス に 強 固 に ト ラ ッ
プ さ れ る 。 約 50μ g相 当 の サ ン プ ル 抗 体 分 子 を 結 合 さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 セ フ ァ
ロ ー ス と 培 養 細 胞 の 膜 タ ン パ ク 100μ g相 当 を 混 合 し た の ち 、 界 面 活 性 剤 混 合 液 を 足 し て 30
0μ lに し た 反 応 液 に て 4℃  4時 間 反 応 し 、 lysisTに て 4回 洗 浄 し た の ち 、 acetate-lysisT（
50mM acetate pH2.3と lysisTと を 3:1の 割 合 で 混 合 し た も の ） 40μ lに て 溶 出 し た の ち 3M T
risに て 中 和 し て 、 そ れ を 7.5% SDS-PAGEに て 泳 動 し 、 銀 染 色 を 行 っ た 。 こ れ を 細 胞 膜 タ ン
パ ク な し で 行 っ た も の と 比 較 し て 、 抗 原 の 位 置 を 決 定 し 、 そ れ を 切 り 出 し た 。
　 免 疫 沈 降 の 反 応 は 過 剰 量 の 界 面 活 性 剤 の 存 在 に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と も あ り う る 。 そ こ
で 発 明 者 ら は 界 面 活 性 剤 を 希 釈 し た 条 件 で の 免 疫 沈 降 反 応 も 検 討 し た 。 膜 タ ン パ ク 溶 液 を
PBSで 希 釈 し た の ち 、 限 外 ろ 過 に よ っ て 濃 縮 し 、 膜 タ ン パ ク の ロ ス が 起 き る か ど う か を み
た 。 実 験 し た 結 果 、 40倍 希 釈 で も ロ ス は 起 き な か っ た 。 そ こ で 、 こ れ を 使 用 し て 界 面 活 性
剤 濃 度 を 1/40に 下 げ た 条 件 で の 免 疫 沈 降 を 行 い SDS-PAGE泳 動 、 銀 染 MSキ ッ ト （ WAKO） に よ
っ て 調 べ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
12-4　 シ ア ノ ジ ェ ン ブ ロ マ イ ド 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 結 合 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 反 応
　 ９ ． に 示 し た 方 法 に よ り 精 製 し た PP融 合 型 抗 体 を シ ア ノ ジ ェ ン ブ ロ マ イ ド 活 性 化 セ フ ァ
ロ ー ス に 結 合 さ せ 、 そ れ を 用 い て 12-3の 方 法 に よ る 免 疫 沈 降 反 応 を 行 っ た 。 シ ア ノ ジ ェ ン
ブ ロ マ イ ド 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス の 作 製 お よ び そ れ へ の PP融 合 型 抗 体 の 結 合 は 以 下 の よ う に
し て 行 っ た 。 ま ず PP融 合 型 抗 体 を カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 0.1M NaHCO 3 -NaOH pH9） に て
４ ℃ 通 夜 透 析 し た 。 シ ア ノ ジ ェ ン ブ ロ マ イ ド 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 粉 末 （ Amersham Bioscie
nces） 0.2gを 1mM HClに 懸 濁 し た の ち 、 ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 し な が ら 、 液 を カ ッ プ リ ン
グ バ ッ フ ァ ー に 置 換 し 、 セ フ ァ ロ ー ス 上 の シ ア ノ ジ ェ ン ブ ロ マ イ ド 基 を 活 性 化 し た 。 こ れ
に 透 析 を 終 え た PP融 合 型 抗 体 と 混 ぜ 、 室 温 に て ４ 時 間 ゆ っ く り 回 転 し な が ら 攪 拌 し た 。 そ
の 後 、 こ れ を カ ラ ム に 充 填 し 、 カ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー に て 洗 浄 、 結 合 し な か っ た PP融 合
型 抗 体 を 除 去 し た 。 液 を 0.2M Glycine-NaOH(pH8)で 置 換 し 、 室 温 に て ２ 時 間 放 置 、 反 応 し
な か っ た シ ア ノ ジ ェ ン ブ ロ マ イ ド 基 を 不 活 化 し た 。 液 を 0.2M Glycine-NaOH(pH3)で 置 換 、
5分 間 室 温 放 置 し た の ち 、 液 を PBSに 置 換 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
12-5　 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ る 細 胞 表 面 タ ン パ ク の 切 り 出 し 、 そ れ を 用 い た 免 疫 沈 降
　 過 剰 な 界 面 活 性 剤 存 在 下 で は 抗 原 抗 体 反 応 が 阻 害 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 そ こ で 、 膜 タ ン
パ ク を プ ロ テ ア ー ゼ で 切 り 出 し 、 得 ら れ る タ ン パ ク 成 分 を 用 い て の 免 疫 沈 降 が 可 能 か ど う
か を 調 べ る 実 験 を 行 っ た 。
　 ま ず 細 胞 1x10 7 を 300μ lの STN(150mM Tris-HCl pH7.4, 1.25% NP-40, 150mM NaCl)で 懸
濁 し 、 そ れ に 終 濃 度 が 67ng/ml, 1000ng/ml, 33μ g/mlに な る よ う ト リ プ シ ン （ シ グ マ ） を
加 え 、 反 応 温 度 25℃ に て 反 応 時 間 を 30分 、 4時 間 と し た 。 そ の 条 件 に て 反 応 し た の ち 、 氷
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上 に 置 い て 反 応 を 止 め 、 complete（ 最 終 量 1 tablet/50ml） と PMSF（ 最 終 量 20mM） を 加 え
た 。 チ ュ ー ブ よ り 5μ lを と り 、 β -mercapt Ethanolの 入 っ た サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 3μ lを 加
え て 5分 煮 沸 し た の ち 、 10% SDS-PAGE、 銀 染 MSキ ッ ト （ WAKO） に て 得 ら れ る タ ン パ ク が ど
う な っ て い る の か を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 ト リ プ シ ン 濃 度 67ng/ml、 反 応 時 間 30分 に て 反
応 し た も の に お い て 、 十 分 な 膜 タ ン パ ク の 切 り 出 し が 起 こ っ て い る こ と が 観 察 さ れ た 。
　 そ こ で 、 こ れ を 用 い て 免 疫 沈 降 反 応 を 行 っ た 。 使 用 し た 抗 体 と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ ー
ズ は 上 記 ３ ． と 同 じ 。 そ れ に ト リ プ シ ン 処 理 膜 成 分 10μ lを 混 ぜ 、 PBSを 加 え て 終 量 を 300
μ lと し 、 室 温 に て ４ 時 間 反 応 さ せ 、 そ れ を PBSに て 4回 洗 浄 し 、 500μ lの 50mM Glycine pH
2.5て 溶 出 、 1 Tris-HCl pH9.0に て 中 和 し た の ち 、 ア ミ コ ン ウ ル ト ラ （ ミ リ ポ ア ） に よ る
濃 縮 を 行 い 、 β -mercapt Ethanolの 入 っ た サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 加 え て 5分 煮 沸 し た の ち
、 10% SDS-PAGE、 銀 染 MSキ ッ ト （ WAKO） に て 得 ら れ る タ ン パ ク を 検 討 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
12-6　 切 り 出 さ れ た バ ン ド に つ い て の マ ス ス ペ ク ト ル 解 析
12-6-1　 ゲ ル 内 ト リ プ シ ン 消 化
　 Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 を 常 法 に 従 い 行 い 、 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル
ー で 染 色 す る こ と で 得 ら れ た バ ン ド を 切 り 出 し た 。 こ れ を 200mM重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム -50%
ア セ ト ニ ト リ ル 溶 液 に 浸 し 、 37℃ で 45分 間 振 盪 後 、 溶 液 を 廃 棄 し て 、 同 じ 操 作 を 2回 繰 り
返 す こ と で ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー を 除 い た 。 こ の ゲ ル を 減 圧 乾 燥 し 、 そ れ に 40mM重
炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム (pH8.1)-10%ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 か し た ト リ プ シ ン （ 20μ g/ml） を ゲ ル
ス ラ イ ス の 単 位 面 積 （ mm 2 ） あ た り 4μ l加 え て 、 室 温 で 1時 間 置 い て 充 分 に 浸 潤 さ せ た 。 こ
れ に 先 に 加 え た 量 の 2.5倍 量 の ト リ プ シ ン 溶 液 を 加 え て 、 37℃ で 18時 間 静 置 し た 。 こ れ を
ポ ア サ イ ズ が 0.22μ mの フ ィ ル タ ー 付 き チ ュ ー ブ で 濾 過 し て 、 ト リ プ シ ン に よ り 抗 原 が 切
断 さ れ て 生 じ た ペ プ チ ド を 回 収 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
12-6-2　 質 量 分 析 に よ る 抗 原 の 同 定
　 ゲ ル 内 ト リ プ シ ン 消 化 に よ り 得 ら れ た 試 料 を 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 方 式 イ オ ン
ト ラ ッ プ 四 重 極 型 質 量 分 析 装 置 に つ な い だ HPLCに か け た 。 HPLCの 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
カ ラ ム か ら 、 0.1%TFAを 含 む 0%か ら 80%の ア セ ト ニ ト リ ル の 直 線 濃 度 勾 配 変 化 に よ り 、 疎 水
性 の 違 い で 順 次 溶 出 さ れ る 各 ペ プ チ ド を エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 法 で イ オ ン 化 し 、 各 ペ プ チ ド
の 質 量 を 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 同 時 に 、 そ れ ら の イ オ ン の 飛 行 経 路 の 途 中 に 置 い た ヘ リ ウ ム 原 子 と の 衝 突 に よ り 生 じ る
各 ペ プ チ ド の 限 定 分 解 産 物 の 質 量 を 分 析 し た 。 限 定 分 解 に よ り ひ と つ の ア ミ ノ 酸 が は ず れ
る と 、 は ず れ た ア ミ ノ 酸 の 質 量 分 だ け 小 さ い イ オ ン が 観 測 さ れ る の で 、 そ の 質 量 差 に よ り
は ず れ た ア ミ ノ 酸 の 種 類 を 同 定 で き る 。 さ ら に も う ひ と つ ア ミ ノ 酸 が は ず れ る と 、 は ず れ
た ア ミ ノ 酸 の 質 量 分 だ け 小 さ い イ オ ン が 観 測 さ れ る の で 、 そ の 質 量 差 に よ り は ず れ た ア ミ
ノ 酸 の 種 類 を 同 様 に 同 定 で き る 。 同 様 の 実 験 デ ー タ 解 析 を 進 め る こ と で 、 内 部 ア ミ ノ 酸 配
列 を 決 定 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 内 部 配 列 の セ ッ ト を 、 公 開 さ れ て い る ア ミ
ノ 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 検 索 す る こ と に よ り 、 抗 原 の 同 定 を 行 っ た 。 同 定 結 果 は 、
同 定 さ れ た 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 類 推 さ れ る 総 質 量 が 、 ト リ プ シ ン 分 解 を 行 う 前 の 抗
原 の SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 の 結 果 に よ り 得 ら れ る 分 子 量 の 実 験 デ ー タ と 矛 盾 し
な い こ と で 、 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
１ ３ － １ ． 低 極 性 溶 媒 を 用 い た 細 胞 表 面 抗 原 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 効 果
　 本 発 明 で 使 用 し て い る 低 極 性 溶 媒 洗 浄 方 法 の 効 果 を 確 認 し た 。 陽 性 抗 体 フ ァ ー ジ と し て
の ク ロ ー ン 3、 ク ロ ー ン 126は SKOv-3細 胞 に 対 す る 抗 体 フ ァ ー ジ で あ り 、 陰 性 抗 体 フ ァ ー ジ
と し て の pAALSCは 抗 HEL（ hen egg lysozyme） 抗 体 フ ァ ー ジ で あ る 。 SKOv-3細 胞 と 各 ク ロ
ー ン の フ ァ ー ジ を 1%BSA-0.1%NaN 3 /MEM中 で 混 合 後 、 4℃ に て 4時 間 反 応 、 有 機 溶 液 (dibutyl
 phtalate: cyclohexane = 9:1)の 上 に 重 層 し 、 マ イ ク ロ 遠 心 機 に て 3000rpmの 遠 心 力 を 2
分 間 作 用 さ せ 、 細 胞 を チ ュ ー ブ の 底 に 沈 降 さ せ た 。 以 下 同 様 に 上 記 5-1の 記 載 に 準 じ 混 合
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す る フ ァ ー ジ 数 は 1x10 7  phageに 固 定 し 、 1st、 2nd、 3rd、 4th、 5thと 低 極 性 溶 媒 洗 浄 を 繰
り 返 し 回 収 さ れ て く る フ ァ ー ジ の titerを 表 ４ Ａ に 記 載 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 従 来 の 方 法 （ 1%BSA-0.1%NaN 3 /MEM中 で そ の ま ま 遠 心 し て 細 胞 を 沈 降 、 フ ァ ー ジ を 回 収 、
フ ァ ー ジ の titerを 計 測 （ 表 ４ Ｂ ） ） に 比 較 し て 回 収 さ れ る フ ァ ー ジ が 多 い こ と が わ か る
。 3回 の 洗 浄 に お い て 本 法 は 従 来 法 に 比 べ て 約 2倍 の 回 収 が あ り 、 非 特 異 的 な 回 収 は 同 程 度
に 抑 制 さ れ て い る 。 こ れ は 低 極 性 溶 媒 を 使 用 す る こ と に よ っ て 解 離 反 応 を 起 こ し て い る 時
間 を 短 縮 し 、 ま た 低 極 性 溶 媒 の 存 在 に よ っ て 抗 原 抗 体 反 応 に お け る 特 異 的 な 水 素 結 合 を 増
強 さ せ る こ と に よ っ て 行 わ れ た も の と 考 え ら れ る 。 こ の 作 用 に よ り 、 本 発 明 の 方 法 は 取 得
さ れ る 抗 体 の 網 羅 性 を 上 昇 さ せ た こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ １ １ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ２ 】
１ ３ － ２ ． 低 極 性 溶 媒 を 使 用 し た と き の 抗 体 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の 回 収 率 の 検 討
　 pAALSCは ニ ワ ト リ リ ゾ チ ー ム に 対 す る 抗 体 で 、 SKOv-3細 胞 に 対 し て 反 応 し な い 。 一 方  c
lone3は SKOv-3細 胞 に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 さ れ た 抗 体 ク ロ ー ン で SKOv-3細
胞 に 反 応 す る 。
　 pAALSC と clone3の 2種 類 の phage 1x10 7  と SKOv-3細 胞 1x10 7  を 1%BSA 0.05%NaN 3  MEMで
サ ス ペ ン ド し て 全 体 を 0.4mlと し た も の を 4時 間 4℃ に て ゆ っ く り 回 転 さ せ て 反 応 さ せ た 。
こ の 懸 濁 液 を 、 0.6mlの 以 下 の 溶 液 (1)、 (2)、 ま た は (3)の 上 に 重 層 し 、 3000回 転 に て ２ 分
間 遠 心 し た 。
　 (1)1%BSA-MEM
　 (2)Diphenyl Ether: 1.1.1-Trichloroethane: Hexane=44:27:33
　 (3)Isopropyl Ether: 1.1.1-Trichloroethane: Hexane=20:50:30　 、 液 を 吸 い 取 っ た 後
、 回 収 さ れ た 細 胞 を 再 び 0.3mlの 1%BSA-MEMに 懸 濁 し て (1)、 (2)、 ま た は (3)液 0.6mlの 上 に
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重 層 し て 3000回 転 に て ２ 分 間 遠 心 し た 。 液 を 吸 い 取 っ た の ち 、 も う 一 度 0.3mlの 1%BSA-MEM
に 懸 濁 し て (1)、 (2)、 ま た は (3)液 0.6mlの 上 に 重 層 し て 3000回 転 に て ２ 分 間 遠 心 し 、 液 を
吸 い 取 っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 チ ュ ー ブ 内 部 の 液 を を キ ム ワ イ プ で ぬ ぐ い 、 蓋 を 開 け て  ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 放 置 、 0.2ml
の PBSで 懸 濁 し 、 液 体 窒 素 に て 凍 結 、 ３ ７ ℃ に て 融 解 し た 。 こ れ を ３ ７ ℃ に て 培 養 し た DH1
2S 2mlに 感 染 さ せ 、 37℃ に て １ 時 間 培 養 、 一 部 を ア ン ピ シ リ ン プ レ ー ト に 蒔 い て ３ ７ ℃ 一
晩 培 養 、 コ ロ ニ ー 数 を 数 え た 。 (1)、 (2)、 ま た は (3)液 で 洗 浄 を 繰 り 返 し た と き に 回 収 さ
れ た フ ァ ー ジ の 数 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の と お り で あ っ た 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 (1)液 　 　 　  (2)液 　 　 　  (3)液
pAALSCの 回 収 　 　 　 308　 　 　 　  176　 　 　 　 　 198
clone3の 回 収 　 　 8.36x10 5 　 　 1.13x10 6 　 　  1.16x10 6

　 　 　 　 　 　 　  （ x2714） 　 　 （ x6420） 　 　 （ x5858）
　 低 極 性 溶 媒 (2)あ る い は (3)に お い て は 、 ネ ガ テ イ ブ コ ン ト ロ ー ル (pAALSC)の 回 収 が 減 少
し 、 ポ ジ テ イ ブ コ ン ト ロ ー ル の 回 収 が 増 加 し た 。 結 果 と し て 水 性 媒 体 (1)で 洗 浄 し た 場 合
に 比 較 し て ２ 倍 以 上 の 洗 浄 効 果 を 得 た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
１ ３ － ３ ． ２ 相 を 形 成 す る 水 性 溶 媒 を 使 用 し た と き の 抗 体 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の 回 収 率 の 検
討  
　 pAALSC と clone3の 2種 類 の phage 1x10 7  と SKOv-3細 胞 1x10 7  を 1%BSA 0.05%NaN 3  MEMで
サ ス ペ ン ド し て 全 体 を 0.4mlと し た も の を 4時 間 4℃ に て ゆ っ く り 回 転 さ せ て 反 応 さ せ た 。 0
.6mlの 以 下 の 溶 液 (1)ま た は (2)の 上 に 反 応 後 の フ ァ ー ジ 懸 濁 液 を 重 層 し 、 3000回 転 に て ２
分 間 遠 心 し た 。
　 (1)1%BSA-MEM
　 (2)PBSで ４ 倍 希 釈 し た  Ficoll-Paque(Phalmacia Biotech)
　 遠 心 後 、 液 を 吸 い 取 っ た の ち 、 回 収 さ れ た 細 胞 を 再 び 0.3mlの 1%BSA-MEMに 懸 濁 し て (1)
ま た は (2)液 0.6mlの 上 に 重 層 し て 3000回 転 に て  ２ 分 間 遠 心 し た 。 液 を 吸 い 取 っ た の ち 、
も う 一 度 0.3mlの 1%BSA-MEMに 懸 濁 し て (1)ま た は (2)液 0.6mlの 上 に  重 層 し て 3000回 転 に て
２ 分 間 遠 心 し 、 液 を 吸 い 取 っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 チ ュ ー ブ 内 部 の 液 を キ ム ワ イ プ で ぬ ぐ い 、 0.2mlの PBSで 懸 濁 し 、 液 体 窒 素 に て 凍 結 、 ３
７ ℃ に て 融 解 し た 。 こ れ を  ３ ７ ℃ に て 培 養 し た DH12S 1mlに 感 染 さ せ 、 37℃ に て １ 時 間 培
養 、 一 部 を ア ン ピ シ リ ン  プ レ ー ト に 蒔 い て ３ ７ ℃ 一 晩 培 養 、 コ ロ ニ ー 数 を 数 え た 。  (1)
液 あ る い は (2)液 で 洗 浄 を 繰 り 返 し た と き に 回 収 さ れ た フ ァ ー ジ の 数 は 、 以 下 の と お り で
あ っ た 。
　 　 　 　 　 　 　 　 (1)液 　 　 　 　 (2)液
pAALSCの 回 収 　 　 1044　 　 　 　 1044
clone3の 回 収 　 2.17x10 6 　 　 1.51x10 6

　 　 　 　 　 　 　 （ x2078） 　  （ x1443）
　 pAALSCは ニ ワ ト リ リ ゾ チ ー ム に 結 合 す る 抗 体 で 、 SKOv-3細 胞 に は 反 応 し な い 。 し た が っ
て 洗 浄 に よ っ て 除 去 さ れ る べ き 抗 体 で あ る 。 し か し 上 記 の よ う に か な り の 数 の フ ァ ー ジ が
回 収 さ れ て い る 。 こ の 結 果 は 、 ２ 相 を 形 成 す る 水 性 溶 媒 で は 、 洗 浄 効 果 が 認 め ら れ な か っ
た こ と を 示 し て い る 。 表 ４ で 確 認 さ れ た 洗 浄 効 果 は 、 低 極 性 溶 媒 の 効 果 で あ る こ と が 裏 付
け ら れ た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
１ ４ ． 卵 巣 癌 細 胞 株 SKOv-3細 胞 表 面 抗 原 結 合 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
－ 組 織 特 異 性 抗 体 と 抗 HER2抗 体 の 同 定 －
　 本 低 極 性 溶 媒 洗 浄 方 法 を 用 い て ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い 実 施 し た 卵 巣 癌 細
胞 株 SKOv-3の ス ク リ ー ニ ン グ の 経 過 を 表 ５ に 示 す 。 5-1に 記 載 の と お り 、 1st、 2nd、 3rdと
ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し 3回 の ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 回 収 率 が 上 が っ て き た の で 、 SKOv-
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3細 胞 に 対 す る 抗 体 の 濃 縮 が 行 わ れ た と 判 断 し た 。 そ こ で 、 3rdス ク リ ー ニ ン グ よ り 得 た 大
腸 菌 培 養 を LBGA寒 天 培 地 に ま き 、 30℃ に て 通 夜 培 養 し て 大 腸 菌 の コ ロ ニ ー を 得 た 。 こ れ よ
り 528個 の ク ロ ー ン を 拾 い 、 培 養 上 清 と DNAを 調 製 し 、 ま ず cp3発 現 ELISAと SKOv-3細 胞 に 対
す る 細 胞 ELISAを 行 い 、 こ れ ら の 結 果 が 陽 性 と 判 断 さ れ た も の に つ い て 、 塩 基 配 列 の 解 析
を 行 っ た 。 そ の 結 果 は 表 ６ に 示 す と お り 。 528個 の ク ロ ー ン を 調 べ た 結 果 240種 類 の 細 胞 EL
ISA陽 性 の 抗 体 ク ロ ー ン が 得 ら れ 、 98種 で あ っ た こ と か ら 網 羅 的 抗 体 取 得 が で き て い る こ
と が わ か っ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ８ 】
〔 表 ６ 〕
----------------------------
重 複 ク ロ ー ン 数    種 類 数
----------------------------
      41       1(clone 1)
      36       1(clone 3)
      27       1(clone 11)
       8       1
       7       1
       6       2
       4       1
       3       2(clone 126)
       2       11
       1       77
----------------------------
解 析 ： 528
陽 性 ： 240
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種 類 数 ： 98
【 ０ ２ １ ９ 】
　 SKOv-3か ら 得 た 122種 類 の ク ロ ー ン に つ い て 、 組 織 特 異 性 を 調 べ る 目 的 で SKOv-3と HeLa
に 対 す る 細 胞 ELISAを 行 い 、 両 者 で 差 の あ る も の を ピ ッ ク ア ッ プ し た （ 図 ９ ） 。 3つ の ク ロ
ー ン に 差 が 見 ら れ た の で 、 そ れ ら の 上 清 を と り 、 そ れ を ウ サ ギ 抗 cp3抗 体 結 合 セ フ ァ ロ ー
ス と 反 応 さ せ て 洗 浄 し た の ち 、 SKOv-3の 膜 タ ン パ ク を 加 え て 免 疫 沈 降 し 、 SDS-PAGE後 、 ウ
サ ギ 抗 HER2抗 体 を 反 応 さ せ る western blottingを 行 っ た 。 そ の 結 果 126が HER2を 免 疫 沈 降
さ せ る こ と が 判 明 し た （ 図 １ ０ ） 。 他 の ２ ク ロ ー ン に つ い て は HER2の バ ン ド が 検 出 さ れ な
か っ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
１ ５ ． 胃 癌 細 胞 株 MKN-45の 細 胞 表 面 抗 原 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 抗 CEA抗 体 の 同 定
　 本 低 極 性 溶 媒 洗 浄 方 法 を 用 い て ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い 胃 癌 細 胞 株 MKN-45
に つ い て 行 っ た ス ク リ ー ニ ン グ の 経 過 を （ 表 ４ Ｂ ） に 示 す 。 5-1に 記 載 の と お り 、 1st、 2n
d、 3rdと ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し た ス ク リ ー ニ ン グ よ り 何 種 類 の 抗 CEA抗 体 が 得 ら れ る
か 調 べ る 目 的 で 、 抗 原 を 使 用 し た フ ァ ー ジ 回 収 実 験 記 載 の 方 法 に 従 い 、 maxisorp loose(N
UNC)に 固 相 化 し た CEAに 対 し て 3rdフ ァ ー ジ を 用 い た フ ァ ー ジ 回 収 実 験 を 行 っ た 。 ELISA陽
性 の も の ４ ８ 個 を 解 析 し た 結 果 、 抗 CEA抗 体 は ６ 種 類 が 存 在 し て い る こ と が わ か っ た （ 図
１ １ ） 。
【 ０ ２ ２ １ 】
１ ６ ． 肝 細 胞 癌 株 HepG2の 細 胞 表 面 抗 原 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 抗 TRAIL-R2抗 体 の 同 定
　 本 低 極 性 溶 媒 洗 浄 方 法 を 用 い て ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い 肝 細 胞 癌 HepG2に
対 し て 行 っ た ス ク リ ー ニ ン グ の 経 過 を 表 ５ Ｃ に 示 す 。 5-1に 記 載 の と お り 1st、 2nd、 3rdと
ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し た の ち 3rdス ク リ ー ニ ン グ よ り 240個 の ク ロ ー ン を ピ ッ ク ア ッ プ
し 、 SKOv-3と 同 様 の 解 析 を 行 っ た 。 細 胞 ELISA、 cp3発 現 ELISAと も に 陽 性 の ク ロ ー ン は 162
個 で 、 そ れ ら は 83種 類 に 分 類 さ れ た (表 ７ )。 こ れ ら の 抗 体 ク ロ ー ン に つ い て ６ (B)の 記 載
ど お り 組 織 染 色 を 行 っ た 結 果 、 035-112が 癌 細 胞 の 細 胞 質 特 異 的 認 識 を し て い る こ と が 示
さ れ た （ 図 １ ２ ） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
〔 表 ７ 〕
----------------------------
重 複 ク ロ ー ン 数     種 類 数
----------------------------
     20             1
     17             1
      9             1
      5             1
      4             1
      3             5
      2            16
      1            56
----------------------------
解 析 ： 240
陽 性 ： 162
種 類 数 ： 83　 HepG2ス ク リ ー ニ ン グ で 何 種 類 の 抗 TRAIL-R2抗 体 が 得 ら れ る か 調 べ る 目 的 で
、 抗 原 を 使 用 し た フ ァ ー ジ 回 収 実 験 記 載 の 方 法 に 従 い 、 maxisorp loose(NUNC)に 固 相 化 し
た TRAIL-R2に 対 し て 3rdフ ァ ー ジ を 用 い た フ ァ ー ジ 回 収 実 験 を 行 っ た 。 ELISA陽 性 の も の ２
０ 個 を 解 析 し た 結 果 、 抗 TRAIL-R2抗 体 は 3種 類 が 存 在 し て い る こ と が わ か っ た (図 １ ３  Hep
2,5,6ク ロ ー ン )。
【 ０ ２ ２ ３ 】
１ ７ ． 肝 癌 細 胞 株 Nuk-1の 細 胞 表 面 抗 原 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ

10

20

30

40

50

(61) JP 2005-185281 A 2005.7.14



　 本 低 極 性 溶 媒 洗 浄 方 法 を 用 い て ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い Nuk-1（ C型 肝 炎 に
感 染 し た 成 人 由 来 の 肝 癌 細 胞 株 ） に 対 し て 5-1に 記 載 の と お り 細 胞 表 面 抗 原 抗 体 ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 っ た 結 果 得 た 抗 体 の 種 類 数 を 表 ８ に 示 す 。 由 来 の 異 な る 肝 癌 細 胞 を 用 い る と 、
得 ら れ る 抗 体 の 種 類 が 大 き く 異 な る こ と が わ か っ た 。 HepG2は 胎 児 性 肝 細 胞 癌 由 来 の 細 胞
株 で あ り 、 由 来 の 異 な る 肝 癌 細 胞 を 用 い る と そ の 表 面 抗 原 の 組 成 が 大 き く 異 な る こ と が 原
因 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
〔 表 ８ 〕
----------------------------
重 複 ク ロ ー ン 数    種 類 数
----------------------------
     39            1
     15            1
      9            1
      7            1
      3            1
      2            8
      1           45(1)
----------------------------
解 析 ： 144
陽 性 ： 135
種 類 数 ： 58(1)
( )は HepG2共 存 抗 体 同 一
【 ０ ２ ２ ５ 】
１ ８ ． 肝 癌 組 織 よ り 単 離 し た 細 胞 を 用 い た 細 胞 表 面 抗 原 抗 体 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ と 抗 TRAI
L-R2抗 体 の 同 定
　 本 低 極 性 溶 媒 洗 浄 方 法 を 用 い て ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い 肝 癌 組 織 よ り 単 離
し た 細 胞 に 対 し て 5-2に 記 載 の と お り 、 行 っ た ス ク リ ー ニ ン グ の 経 過 を 表 ９ に 示 す 。 こ の
細 胞 は フ ァ ー ジ と の 反 応 の 時 点 で 破 裂 し や す い の で 、 反 応 液 に は 終 濃 度 5%に な る よ う ス キ
ム ミ ル ク を 加 え た 。 こ れ に つ い て は 5回 の ス ク リ ー ニ ン グ で 回 収 率 が 上 が っ た の で 5thス ク
リ ー ニ ン グ よ り 480個 の ク ロ ー ン を ピ ッ ク ア ッ プ し 、 SKOv-3と 同 様 の 解 析 を 行 っ た 。 細 胞 E
LISA、 cp3発 現 ELISAと も に 陽 性 の ク ロ ー ン は 87個 で 、 そ れ ら は 68種 類 に 分 類 さ れ た （ 表 １
０ ） 。 こ れ ら の 抗 体 ク ロ ー ン に つ い て ６ (B)に 示 し た 方 法 に 従 い 、 癌 部 と 非 癌 部 に つ い て
の 組 織 染 色 を 行 っ た 結 果 、 3172-120は 癌 組 織 特 異 的 な 染 色 を 行 う 抗 体 ク ロ ー ン で あ る こ と
が 示 さ れ た （ 図 １ ４ ） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ７ 】
〔 表 １ ０ 〕
----------------------------
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重 複 ク ロ ー ン 数    種 類 数
----------------------------
      59           1(1)
       6           1
       5           1
       3           5
       2           5
       1          55(1)
----------------------------
解 析 ： 480
陽 性 ： 150
種 類 数 ： 68(2)
( )は HepG2共 存 抗 体 同 一
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 肝 癌 組 織 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 た 5thフ ァ ー ジ を 用 い て TRAIL-R2に 対 す る フ ァ ー
ジ 回 収 実 験 を 行 い 、 16個 の ク ロ ー ン を ピ ッ ク ア ッ プ し た と こ ろ 、 2種 類 の 抗 TRAIL-R2抗 体
ク ロ ー ン が 得 ら れ た (図 １ ３  tumor43,53ク ロ ー ン )が 、 そ の う ち tumor53ク ロ ー ン は HepG2
に 対 す る 抗 原 を 使 用 し た フ ァ ー ジ 回 収 実 験 に よ っ て 得 ら れ た Hep5ク ロ ー ン と 一 致 し て い た
（ 表 １ ０ ） 。 こ の こ と は HepG2等 の 癌 細 胞 株 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 得 ら れ る 抗 体 ク ロ ー ン
の レ パ ー ト リ ー が 実 際 の 癌 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 得 ら れ る 抗 体 ク ロ ー ン の レ パ ー ト リ ー と
重 な る こ と を 意 味 し て お り 、 癌 を 認 識 す る 抗 体 ク ロ ー ン を 細 胞 株 ス ク リ ー ニ ン グ か ら 得 ら
れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
１ ９ ． 取 得 し た 抗 体 ク ロ ー ン に よ る マ ス キ ン グ 効 果
　 ク ロ ー ン 3抗 体 は １ ４ ． に よ っ て 単 離 さ れ た 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 ９ ． に
記 載 の と お り ク ロ ー ン 3抗 体 （ ク ロ ー ン プ ロ テ イ ン A融 合 型 ） を 共 存 さ せ た 状 態 で ク ロ ー ン
フ ァ ー ジ と SKOv-3細 胞 と を 反 応 さ せ 、 フ ァ ー ジ を 回 収 す る と 、 ク ロ ー ン 抗 体 を 共 存 さ せ な
か っ た 場 合 に 比 べ 、 フ ァ ー ジ 回 収 が 大 き く 減 少 し た （ 表 １ １ ） 。 そ れ に 対 し て pAALSC抗 体
（ 抗 ニ ワ ト リ リ ゾ チ ー ム 抗 体 、 SKOv-3細 胞 に 結 合 し な い こ と を 確 認 済 み ） を 共 存 さ せ た と
き に は ク ロ ー ン フ ァ ー ジ の 回 収 は 変 化 し な か っ た 。 SKOv-3細 胞 に 対 し て pAALSCフ ァ ー ジ を
用 い て 行 っ た フ ァ ー ジ 回 収 は 低 く 、 ク ロ ー ン 抗 体 を 共 存 さ せ て も ほ ぼ 同 様 で あ っ た 。 従 っ
て 抗 体 共 存 に よ っ て 同 一 ク ロ ー ン 抗 体 フ ァ ー ジ 回 収 が 特 異 的 に 阻 害 さ れ る こ と が 示 さ れ た
。 す な わ ち 、 取 得 を 望 ま な い 抗 体 は 、 当 該 抗 体 と は 異 な る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 取 得
の た め の 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ １ 】
２ ０ ． 取 得 し た 抗 体 ク ロ ー ン に よ る 抗 原 マ ス キ ン グ 効 果 ２
　 SKOv-3に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ で は 3種 類 の も の （ clone1,clone3、 clone11） に つ い て
は 多 数 の 同 一 抗 体 が と れ て き て お り （ 表 ６ ） 、 取 得 ク ロ ー ン に 偏 り が あ る こ と が わ か る 。
そ こ で 、 ９ ． 記 載 に 準 じ て こ の 3種 類 の 抗 体 ク ロ ー ン そ れ ぞ れ に つ い て 、 SalIに て 消 化 し
自 己 再 結 合 を 行 わ せ て プ ロ テ イ ン A融 合 型 の 抗 体 分 子 を 分 泌 さ せ 、 こ れ を 精 製 し 、 そ れ ぞ
れ 100μ gず つ を 加 え て SKOv-3に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 3rdス ク リ ー ニ ン グ よ り 4
8個 の ク ロ ー ン を 単 離 し て 、 上 記 の 手 順 に 従 い 、 解 析 し た 結 果 、 45個 が 陽 性 で 、 そ れ ら は 3
7種 類 に 分 類 さ れ た が 、 こ の な か に は 上 記 3種 類 の ク ロ ー ン は 含 ま れ て い な か っ た 。 こ の 37
種 類 の う ち 5種 類 は 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ で 得 た ク ロ ー ン と 同 一 で あ っ た 。 従 っ て 共 存 さ
せ た 抗 体 ク ロ ー ン は 選 択 的 に 除 去 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 先 に 取 得 さ れ た 抗 体
は 、 よ り 多 様 な 抗 体 の 取 得 の た め の 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 確 認 さ れ
た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
２ １ ． 多 種 類 の 抗 体 集 団 ク ロ ー ン に よ る 抗 原 マ ス キ ン グ 効 果
　 抗 体 ク ロ ー ン に よ る マ ス キ ン グ を 多 種 類 の 抗 体 集 団 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
　 １ ６ で 取 得 し た HepG2の ス ク リ ー ニ ン グ よ り 得 ら れ た 162個 の 陽 性 ク ロ ー ン の DNAを 混 ぜ
た の ち 、 こ れ を ９ ． 記 載 に 準 じ て プ ロ テ イ ン A融 合 型 に 変 換 し て プ ロ テ イ ン A融 合 型 抗 体 と
し て 発 現 さ せ 、 IgGセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム で 精 製 し 、 約 5mgの プ ロ テ イ ン A融 合 型 抗 体 を 得 た
。 こ の う ち 1mgを 共 存 さ せ て 再 度 １ ６ と 同 様 に HepG2に 対 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 3rd
ス ク リ ー ニ ン グ よ り 得 た ク ロ ー ン を 解 析 し た と こ ろ 、 １ ６ で 取 得 し た ク ロ ー ン と は 96種 類
中 1種 類 （ ELISA陽 性 の 128ク ロ ー ン 中 1個 ） が 一 致 し た の み で 、 他 は 違 う ク ロ ー ン だ っ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 抗 体 を 共 存 さ せ な か っ た ス ク リ ー ニ ン グ で は 44種 類 中 8種 類 （ ELISA陽 性 62ク ロ ー ン 中 21
個 ） 一 致 す る ク ロ ー ン が 得 ら れ て い る の で 、 抗 体 共 存 は た い へ ん 効 果 的 だ っ た こ と が わ か
る （ 表 １ ２ ） 。 従 っ て 一 度 と れ た ク ロ ー ン を 共 存 さ せ る こ と に よ っ て 、 そ の 後 と れ て く る
ク ロ ー ン の 網 羅 性 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 先 に 取 得 さ れ た
抗 体 は 、 よ り 多 様 な 抗 体 の 取 得 の た め の 、 抗 原 マ ス キ ン グ 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 確 認
さ れ た 。 ま た そ の 作 用 が 、 複 数 種 類 の 抗 体 を 混 合 し た 場 合 に も 維 持 で き る こ と が 裏 付 け ら
れ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
〔 表 １ ２ 〕
抗 体 共 存 ス ク リ ー ニ ン グ
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----------------------------
重 複 ク ロ ー ン 数    種 類 数
----------------------------
       7           1
       5           1
       4           3
       3           2
       2           9
       1          80(1)
----------------------------
解 析 ： 288
陽 性 ： 128
種 類 数 ： 96(1)
(HepG2同 一 )： (1)
( )は HepG2共 存 抗 体 同 一

抗 体 非 共 存 ス ク リ ー ニ ン グ
----------------------------
重 複 ク ロ ー ン 数    種 類 数
----------------------------
       8           1(1)
       4           1(1)
       3           1(1)
       2           6(1)
       1          35(4)
----------------------------
解 析 ： 192
陽 性 ： 62
種 類 数 ： 44(8)
(HepG2同 一 )： (21)
( )は HepG2共 存 抗 体 同 一
【 ０ ２ ３ ５ 】
２ ２ ． 膜 タ ン パ ク の 可 溶 化 、 ビ ー ズ へ の 結 合
　 8-1～ 8-4に 記 載 の と お り SKOv-3、 肝 癌 組 織 に つ い て 、 膜 タ ン パ ク を 可 溶 化 、 そ れ を ダ イ
ナ ビ ー ズ に 結 合 さ せ た と こ ろ 、 SKOv-3で は 1mgを 反 応 さ せ て 300μ gが 、 肝 癌 組 織 に つ い て
は 1mgを 反 応 さ せ て 350μ gが ダ イ ナ ビ ー ズ に 結 合 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
２ ３ ． 膜 タ ン パ ク 固 定 化 ビ ー ズ を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 系 評 価 と 抗 原 共 存 に よ る マ ス キ ン
グ 効 果
　 卵 巣 が ん SKOv-3に つ い て 、 そ の ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ た ク ロ ー ン 126を 用 い て 回 収
実 験 を 行 っ た 。 膜 タ ン パ ク 10μ g相 当 の ダ イ ナ ビ ー ズ を 126フ ァ ー ジ 1x10 8 cfu(cfu; colony
 forming unit)と を 反 応 さ せ た と こ ろ 、 8.7x10 4 cfuが 回 収 さ れ た 。 一 方 SKOv-3と 反 応 し な
い 同 数 の pAALSCフ ァ ー ジ を 用 い て 行 っ た 実 験 で は 、 回 収 が わ ず か 11cfuで あ っ た 。 し た が
っ て 、 膜 タ ン パ ク を 使 用 し て の ス ク リ ー ニ ン グ は 十 分 可 能 で あ る と 判 断 し た 。 前 者 の 実 験
に お い て SKOv-3由 来 の 膜 タ ン パ ク 400μ g相 当 を 共 存 さ せ る と 回 収 は 2.2x10 3 cfu（ 約 1/40）
に な っ た が 、 HeLa由 来 の 膜 タ ン パ ク 400μ g相 当 を 共 存 さ せ た 場 合 の 回 収 は 5.0x10 4  cfuで
、 ほ と ん ど 変 わ ら な か っ た 。 こ れ ら の こ と は SKOv-3由 来 の 126フ ァ ー ジ に よ っ て 認 識 さ れ
る 抗 原 が 水 溶 液 中 に 大 量 に 存 在 す る こ と に よ っ て 126フ ァ ー ジ の ビ ー ズ に よ る 回 収 を 妨 げ
た た め と 思 わ れ る 。 す な わ ち 、 取 得 を 望 ま な い 抗 体 が 認 識 す る 抗 原 は 、 目 的 と す る 抗 体 を
取 得 す る た め の 抗 体 マ ス キ ン グ 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
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【 ０ ２ ３ ７ 】
２ ４ ． 膜 タ ン パ ク 固 定 化 ビ ー ズ を 用 い た 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ と 単 離 抗 体 に よ る 組 織 染 色
　 [実 施 例 １ １ ]を 参 考 に 、 ８ ． の 記 載 の と お り に 肝 癌 組 織 膜 タ ン パ ク を 結 合 さ せ た ダ イ ナ
ビ ー ズ を 用 い 、 肝 正 常 膜 タ ン パ ク を 共 存 さ せ た ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。 そ の 経 過 は 表
１ ３ に 示 す と お り で あ る 。 4thで 回 収 率 が 上 が っ た の で 、 こ れ よ り ク ロ ー ン 336個 を ピ ッ ク
ア ッ プ し て 解 析 し 、 74種 類 の ク ロ ー ン を 得 た 。 こ れ ら に つ い て 5-2、 ６ (B)の 記 載 ど お り 組
織 染 色 を 行 っ た 結 果 、 049-023が 癌 細 胞 の 細 胞 質 特 異 的 認 識 を し て い る こ と 、 050-001が 癌
組 織 を 部 分 的 に 認 識 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 図 １ ５ ） 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 ク ロ ー ン 049-023お よ び 050-001を 、 肝 癌 組 織 に 特 異 的 に 発 現
し て い る 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 と し て 選 択 し 、 そ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 さ れ た 塩 基 配
列 と 、 そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 の 配 列 番 号 に 示 し た 。
　 　 塩 基 配 列 ：
　 049-023 VH： 配 列 番 号 ： ８ ２ 　 　 　 　 049-023 VL： 配 列 番 号 ： ８ ４
　 050-051 VH： 配 列 番 号 ： ８ ６ 　 　 　 　 050-051 VL： 配 列 番 号 ： ８ ８
　 　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 049-023 VH： 配 列 番 号 ： ８ ３ 　 　 　 　 049-023 VL： 配 列 番 号 ： ８ ５
　 050-051 VH： 配 列 番 号 ： ８ ７ 　 　 　 　 050-051 VL： 配 列 番 号 ： ８ ９
【 ０ ２ ４ ０ 】
２ ５ ． 単 離 抗 体 の 認 識 抗 原 の 同 定
　 １ ４ に よ っ て 単 離 さ れ た ク ロ ー ン 抗 体 を １ ２ ． に 記 載 の と お り PPAvi型 抗 体 に 変 換 し 作
製 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン セ フ ァ ロ ー ス に 結 合 さ せ た 。 こ れ を ８ ． に 記 載 に 準 じ て 得 た SKOv
-3膜 タ ン パ ク 画 分 と 反 応 さ せ 、 12-3～ 12-6に 記 載 の と お り 免 疫 沈 降 さ せ た 結 果 、 図 １ ６ に
示 す よ う に 約 130kDaバ ン ド が 得 ら れ た 。 こ の バ ン ド に つ い て 12-3～ 12-6に 記 載 の と お り バ
ン ド を 切 り 出 し て マ ス ス ペ ク ト ル 分 析 を 行 い 、 得 ら れ た ペ プ チ ド 配 列 が 図 １ ６ に 示 す も の
で あ る 。 こ れ ら を ヒ ト の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 対 応 さ せ た 結 果 、 Integrin alpha-3が 最 も
確 率 の 高 い 抗 原 遺 伝 子 候 補 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
２ ６ ． 界 面 活 性 剤 希 釈 免 疫 沈 降 反 応 に よ る 抗 原 同 定
　 HepG2細 胞 株 に ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 た 035-003抗 体 を 免 疫 沈 降 、 マ ス ス ペ ク ト ル 解
析 　 ク ロ ー ン の Avi, PPAvi formへ の 変 換 記 載 の と お り PPAvi型 抗 体 に 変 換 し 作 製 、 HepG2
膜 タ ン パ ク に 対 し て PPAviを 反 応 さ せ た 免 疫 沈 降 で は 、 28kDa近 辺 に ご く 薄 い バ ン ド が 観 察
さ れ る の み で あ っ た が 、 膜 タ ン パ ク と 035-003抗 体 PPAvi　 form反 応 時 の 界 面 活 性 剤 濃 度 を
1/40に 低 下 さ せ た も の で は 28kDaに 濃 い バ ン ド が 観 察 で き た （ 図 １ ７ レ ー ン 8） 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
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２ ７ ． 膜 蛋 白 ト リ プ シ ン 消 化 法 に よ る 抗 原 の 同 定
　 SKOv-3細 胞 、 HepG2細 胞 を ト リ プ シ ン で 処 理 し て 可 溶 性 膜 タ ン パ ク 成 分 を 調 製 し 、 そ れ
を 上 記 の 抗 体 を 結 合 さ せ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン セ フ ァ ロ ー ス と 反 応 さ せ て 免 疫 沈 降 さ せ る
と 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 に 特 異 的 な バ ン ド が 得 ら れ る 。 SKOv-3細 胞 ト リ プ シ ン 処 理 成 分 と ク ロ
ー ン 抗 体 を 反 応 さ せ て 免 疫 沈 降 し た も の も の に つ い て は 約 130kDaに （ 図 １ ８ レ ー ン 5） 、 H
epG2細 胞 ト リ プ シ ン 処 理 成 分 と 3172-120抗 体 を 反 応 さ せ て 免 疫 沈 降 し た も の に つ い て は 75
kDaに （ 図 １ ８ レ ー ン １ ） 、 そ れ ぞ れ 特 異 的 な バ ン ド が 得 ら れ た 。 3172-120は 肝 癌 に 対 す
る ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 で あ る が 、 そ の 抗 原 が HepG2に も 存 在 し て い る こ
と が 細 胞 ELISAに よ る 結 果 か ら も 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
２ ８ ． 使 用 す る 界 面 活 性 剤 の 決 定
　 膜 タ ン パ ク に つ い て の 免 疫 沈 降 実 験 を す る た め に は 、 膜 タ ン パ ク を 可 溶 化 す る こ と 、 そ
の 溶 液 中 で 抗 原 抗 体 反 応 が 起 こ り 、 抗 原 を 精 製 で き る 、 と い う こ と が 条 件 と な る 。
　 ま ず 、 1x10 8 の 細 胞 を 、 培 養 細 胞 を 使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 回 収
し 、 膜 画 分 を 調 製 し た 。 こ れ を 20個 に 分 注 し 、 300μ lの 0.5%界 面 活 性 剤 , 20mM Tris HCl 
pH8.0, 140mM NaCl, completeの 組 成 の 液 で 4℃ 6時 間 懸 濁 し 、 4℃ 15000rpmに て 10分 間 遠 心
、 上 清 を 次 の チ ュ ー ブ に 移 し 、 そ こ に clone 3 PPAviを 結 合 セ フ ァ ロ ー ス を 30μ l wet vol
ume入 れ 、 4℃ に て 6時 間 ゆ っ く り 振 と う 後 、 免 疫 沈 降 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 洗 浄 し 、 SDS-P
AGEを 行 っ て 銀 染 色 し 、 ど の 界 面 活 性 剤 で 抗 原 の バ ン ド を 検 出 で き る か を 調 べ た 。 用 い た
界 面 活 性 剤 を 以 下 に 示 す 。
　 Tween20(PIERCE)
　 Tween80(PIERCE)
　 TritonX-100(PIERCE)
　 TritonX-114(PIERCE)
　 NP-40(PIERCE)
　 Brij-35(PIERCE)
　 Brij-58(PIERCE)
　 n-Octyl β -D-glucoside(SIGMA)
　 n-Octyl β -D-Thioglucopyranoside (PIERCE)
　 CHAPS(SIGMA)
　 CHAPSO(DOJINDO)
　 n-Dodecyl β -D-maltoside (DOJINDO)
　 n-Dodecyl β -D-glucopyranoside (CALBIOCHEM)
　 SDS(WAKO)
　 Cholic acid(DOJINDO)
　 Deoxycholic acid(SIGMA)
　 sucrose monolaurate(DOJINDO)
　 n-Octyl β -D-maltopyranoside(CALBIOCHEM)
　 n-Decyl β -D-maltoside(,CALBIOCHEM)
　 MEGA-10(DOJINDO)
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 そ の 結 果 、 NP-40(PIERCE), Triton X-100(PIERCE), n-Dodecyl β -D-maltoside(DOJIND
O), n-Octyl β -D-glucoside(SIGMA), n-Octyl β -D-maltopyranoside(CALBIOCHEM), n-D
ecyl β -D-maltoside(CALBIOCHEM), Deoxycholic acid(SIGMA)の 6種 類 に つ い て 、 は っ き
り と し た 抗 原 の バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 6種 類 に つ い て 、 そ れ ぞ れ を 0.25%に な る よ
う 混 ぜ 合 わ せ た 溶 液 に つ い て も 同 様 に ク ロ ー ン 3に 対 応 す る バ ン ド が 得 ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
２ ９ ． ADCC（ Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity、 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞
傷 害 ） 試 験
　 本 発 明 に よ っ て 単 離 さ れ た フ ァ ー ジ 抗 体 ク ロ ー ン が 、 抗 腫 瘍 活 性 を 持 つ か ど う か を 確 認
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す る た め 、 ADCC（ Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity、 抗 体 依 存 性 細 胞 性
細 胞 傷 害 ） 試 験 を 行 っ た 。 試 験 に は 以 下 の 材 料 を 用 い た 。
　 　 BT-474： ヒ ト 乳 が ん 由 来 培 養 細 胞 HER2 過 剰 発 現 株
　 　 ヒ ト リ ン パ 球 ： （ 新 鮮 末 梢 血 単 核 球 画 分 ）
　 　 Herceptin： 市 販 乳 が ん 治 療 薬 （ ヒ ト IgG 抗 体 ）
　 　 015-126： 抗 HER2 抗 体 （ ヒ ト IgG 抗 体 、 実 施 例 １ ４ で 得 ら れ た ク ロ ー ン 126由 来 の Fab
を ヒ ト IgGの 定 常 領 域 と 接 合 し 、 完 全 ヒ ト 型 に し た 抗 体 ）
　 　 HR1-007： 抗 ハ ブ 毒 素 HR1 抗 体 （ ヒ ト IgG 抗 体 ）
　 　 015-126 pIII： 抗 HER2 抗 体 （ フ ァ ー ジ pIII融 合 scFv型 抗 体 、 実 施 例 １ ４ で 得 ら れ た
ク ロ ー ン 126）
　 　 YA14 pIII： 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 抗 体 （ フ ァ ー ジ pIII融 合 scFv型 抗 体 ）
　 　 抗 pIII ウ サ ギ 抗 体 ： フ ァ ー ジ 抗 体 の pIII ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る ウ サ ギ ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体
　 　 CTM 培 地 （ Cytotoxic Medium: RPMI-1640培 地 , 1%ウ シ 胎 児 血 清 , 1% ペ ニ シ リ ン 、 ス
ト レ プ ト マ イ シ ン 混 合 液 , 10 mM HEPES）
　 実 験 に 用 い た 015-126の VHと VLの ア ミ ノ 酸 配 列 と そ れ を コ ー ド す る DNAの 塩 基 配 列 を 、 そ
れ ぞ れ 次 の 配 列 番 号 に 記 載 し た 。
　 　 　 　 　 　 　 　 重 鎖 可 変 領 域 (VH)　 　 軽 鎖 可 変 領 域 (VL)
　 塩 基 配 列 　 　 　 配 列 番 号 ： １ ０ ２ 　 　 配 列 番 号 ： １ ０ ４
　 ア ミ ノ 酸 配 列 　 配 列 番 号 ： １ ０ ３ 　 　 配 列 番 号 ： １ ０ ５
【 ０ ２ ４ ６ 】
＜ ADCC試 験 ＞
１ ） 乳 が ん 由 来 BT-474 細 胞 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処 理 に よ り 回 収 し た 。
２ ） 遠 心 分 離 （ 250 x g、 3分 間 ） に よ り 細 胞 を ペ レ ッ ト に し た 。
３ ） 上 清 を 除 き 、 CTM へ 懸 濁 さ せ た 。
４ ） 1x10 5  細 胞 /ml に な る よ う に CTM へ 希 釈 し 、 100 μ l ず つ V 底 96 ウ ェ ル プ レ ー ト に
分 注 し た （ 1 ウ ェ ル あ た り 1x10 4  細 胞 ） 。
５ ） ヒ ト IgG 抗 体 ま た は フ ァ ー ジ 抗 体 を 1 μ g/ml に な る よ う に 加 え 、 液 量 を 200 μ l と
し 、 氷 上 で 30 分 間 反 応 さ せ た 。
６ ） 遠 心 分 離 （ 350 x g、 2分 間 ） に よ り 細 胞 を ペ レ ッ ト に し た 。
７ ） 上 清 を 除 き 、 CTM へ 懸 濁 さ せ 、 た だ ち に 新 し い U 底 96 ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 注 し た 。
フ ァ ー ジ 抗 体 を 用 い た 系 の み 抗 pIII ウ サ ギ 抗 体 を 5 μ g/ml に な る よ う に 加 え た 。
８ ） 1ウ ェ ル あ た り 100 μ l の ヒ ト リ ン パ 球 懸 濁 液 を 加 え た （ 4x10 6  細 胞 /ml、 1 ウ ェ ル あ
た り 4x10 5  細 胞 、 Effector/Target 比 = 40） 。
９ ） 遠 心 分 離 （ 60 x g、 5 分 間 ） に よ り 細 胞 を 底 に 沈 殿 さ せ た 。
１ ０ ） 37℃ 、 5% CO 2 、 の 条 件 で 4 時 間 反 応 さ せ た 。
１ １ ） 遠 心 分 離 （ 200 x g、 2 分 間 ） に よ り 細 胞 を ペ レ ッ ト に し た 。
１ ２ ） 上 清 を 100 μ l 回 収 し 、 平 底 96 ウ ェ ル プ レ ー ト へ 移 し た 。
１ ３ ） 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 測 定 液 100 μ l を 添 加 し 、 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ た 。
１ ４ ） 吸 光 光 度 計 で OD 4 9 2 nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 OD 4 9 2 の 吸 光 度 は 、 傷 害 を 受 け た 細 胞 か
ら 遊 離 し て き た 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 活 性 に 比 例 し 、 ど れ だ け の 割 合 の 細 胞 が 傷 害 さ れ
た か の 指 標 と な る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 HER2過 剰 発 現 株 BT-474に 対 し て 、 Herceptinお よ び 抗 HER2抗 体 015-126は ADCC活 性 が 見 ら
れ た 。 抗 ハ ブ 毒 素 HR1抗 体 お よ び 抗 体 を 加 え な い 場 合 は 細 胞 傷 害 性 は 見 ら れ な い （ 図 １ ８
） 。 フ ァ ー ジ 抗 体 と 抗 pIIIウ サ ギ 抗 体 を 組 み 合 わ せ た 実 験 で は 、 015-126と 抗 pIIIウ サ ギ
抗 体 の 組 み 合 わ せ で は ADCC活 性 が 見 ら れ 、 YA14（ 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス 抗 体 ） と 抗 pI
IIウ サ ギ 抗 体 、 ま た は 抗 pIIIウ サ ギ 抗 体 の み で は 細 胞 傷 害 性 が 見 ら れ な か っ た （ 図 １ ９ ）
。 本 発 明 に よ っ て 、 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 効 率 的 に 取 得 で き る こ と が 確 認 さ れ た
。 ま た 、 本 発 明 に よ っ て 選 択 さ れ た 015-126由 来 の scFvは 、 HER2を 標 的 と す る 乳 が ん の 治

10

20

30

40

50

(68) JP 2005-185281 A 2005.7.14



療 に 有 用 な 抗 体 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
３ ０ ． 細 胞 の ガ ラ ス ビ ー ズ 接 着 培 養 法
＜ ガ ラ ス ビ ー ズ 上 で の 細 胞 の 培 養 （ 接 着 状 況 の 確 認 ） ＞
用 い た 細 胞 ： ヒ ト 臍 帯 静 脈 血 管 内 皮 細 胞 (HUVEC)
１ ） ガ ラ ス ビ ー ズ （ Sigma, G-8772, 425-600 microns） を PBSで 洗 浄 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ
で 滅 菌 し た 。 滅 菌 後 の ガ ラ ス ビ ー ズ を 、 無 菌 の コ ラ ー ゲ ン 溶 液 （ 機 能 性 ペ プ チ ド 研 究 所 製
、 IFP01111） で 37℃ で 一 晩 処 理 し 、 再 度 PBSで 洗 浄 し た 。
２ ） セ ル ス ト レ ー ナ ー （ BD Falcon, 352340） の 取 っ 手 を 切 り 落 と し 、 35mmの シ ャ ー レ (IW
AKI, 1000-035)の 中 に 置 い た （ 図 ２ ０ Ａ ） 。
３ ） セ ル ス ト レ ー ナ ー の 下 部 フ ィ ル タ ー を 覆 う よ う に 、 乾 燥 し た ビ ー ズ 、 あ る い は PBSに
浸 し た ビ ー ズ を 入 れ た 。 後 者 は 、 約 680μ l（ ビ ー ズ 約 500個 ）  相 当 で 、 PBSは 完 全 に 除 去
し た 。
４ ） 5 x 10 5 細 胞 / 500μ lの 細 胞 懸 濁 液 を 静 か に か け た 。 こ の 時 セ ル ス ト レ ー ナ ー の 下 に
漏 れ 出 さ な い よ う に 注 意 す る 。
５ ） CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で １ 時 間 培 養 後 、 HEC-C1培 地 で 満 た し た 。
６ ） 24時 間 培 養 後 、 セ ル ス ト レ ー ナ ー の 上 か ら PBSを 流 し て 洗 浄 し た （ 図 ２ ０ Ｂ ） 。
７ ） ト リ プ シ ン EDTA溶 液 4.5mlで 細 胞 を 剥 離 し 、 液 を 回 収 、 細 胞 数 を 計 測 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 　 乾 燥 ビ ー ズ 　 　 　 　 　 　 　 8.0 x 10 4  　 　 　 回 収 率 16%
　 　 ウ ェ ッ ト ビ ー ズ 　 　 　 　 　 2.2 x 10 5 　 　 　 　 　 　  44%
　 ウ ェ ッ ト ビ ー ズ で 培 養 を 行 っ た 場 合 は 、 380細 胞 /ビ ー ズ 1個 の 細 胞 が 培 養 さ れ た 。 細 胞
液 が ガ ラ ス ビ ー ズ 上 で う ま く 保 持 さ れ る と 吸 着 率 が 上 が る と 考 え ら れ る 、 細 胞 の 種 類 に よ
っ て は 、 一 部 が 付 着 で き れ ば そ の 後 の 培 養 時 間 を 長 く す る こ と で 、 細 胞 数 を 増 加 さ せ る こ
と は 可 能 だ と 考 え ら れ る 。 ま た 上 記 実 験 で は 、 細 胞 添 加 後 １ 時 間 で 培 養 液 を 加 え て い る が
、 ビ ー ズ 表 面 が 乾 燥 状 態 に な ら な け れ ば 、 数 時 間 ～ 一 夜 お い て 加 え た 方 が 細 胞 を 保 持 で き
効 率 が 上 が る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
３ １ ． 有 機 溶 媒 遠 心 法 に よ る フ ァ ー ジ の 回 収 率
　 有 機 溶 媒 の 組 成 に よ り フ ァ ー ジ の 回 収 率 が 予 想 以 上 に 振 れ る こ と が あ り 、 し か も サ ン プ
ル 数 が 多 い 場 合 、 即 ち 長 い 時 間 を 要 し て い る 時 に 回 収 率 の 低 下 が 起 こ っ た た め 、 有 機 溶 媒
が フ ァ ー ジ に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ た 。
１ ） フ ァ ー ジ 溶 液  5μ l を エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 取 っ た （ 約  2 X 10 6 ） 。
２ ） 有 機 溶 媒  200μ l を 加 え た 。
３ ） 転 倒 混 和
４ ） 室 温 、 10分
５ ） 1ml の PBSを 加 え た 。
６ ） 転 倒 混 和
７ ） 遠 心 　 (10,000rpm、 30秒 間 )
８ ） 水 層 （ 上 層 ） 150μ l を 新 し い チ ュ ー ブ に 移 し た 。
９ ） -80℃ で 凍 結 （ 10分 以 上 ）
１ ０ ） 37℃ で 10分 保 温 し 融 解
１ １ ） 20μ l の 溶 液 を 試 験 管 に 移 し 、 1ml の 大 腸 菌 を 加 え た 。
１ ２ ） 37℃ で  1時 間 培 養
１ ３ ） 0.1mlを LBGAプ レ ー ト に ま き 、 30℃ で 培 養
　 結 果 を 表 １ ４ に 示 す 。
【 ０ ２ ５ １ 】
〔 表 １ ４ 〕
------------------------------------------------------------------
サ ン プ ル
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1.　 コ ン ト ロ ー ル ： 希 釈 は 0.1% BSA/PBSで 行 い 、 そ の ま ま 大 腸 菌 と 感 染
2.　 0.1% BSA/PBSで 凍 結
3.　 PBSで 凍 結
4.　 組 成 Ａ （ フ タ ル 酸 ジ ブ チ ル ＋ シ ク ロ ヘ キ サ ン ） 、 凍 結
5.　 組 成 Ｂ （ ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル ＋ ト リ ク ロ ロ エ タ ン ＋ ヘ キ サ ン ） 、 凍 結
6.　 組 成 Ｃ （ ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル ） 、 凍 結
7.　 組 成 Ｄ （ ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル ： ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル ＝ ９ ： １ ） 、 凍 結
8.　 組 成 Ｅ （ ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル ： シ ク ロ ヘ キ サ ン ＝ ９ ： １ ） 、 凍 結
------------------------------------------------------------------
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  コ ロ ニ ー 数 　 　 ％
1.　 コ ン ト ロ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 　 1489　 　 100
2.　 0.1% BSA/PBS　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　  793　 　  53.3
3.　 PBS　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 　 513　 　  34.5　 　
4.　 組 成 Ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  74　 　 　 5.0
5.　 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 226　 　  15.2
6.　 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル ： ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル 　  21　 　 　 1.4
7.　 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル ： シ ク ロ ヘ キ サ ン 　 　 　 　 　 207　 　  13.9
------------------------------------------------------------------
　 10分 間 有 機 溶 媒 と 混 和 さ せ る と 、 か な り の フ ァ ー ジ が 失 活 す る 。 組 成 Ａ は 5%に 対 し 、 組
成 Ｃ あ る い は 組 成 Ｅ は 13.9-15.2％ で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ま た 、 細 胞 か ら フ ァ ー ジ を 回 収 す る 際 、 PBSを 加 え て -80度 で 凍 結 す る 処 理 を 行 う が 、 回
収 率 に 影 響 を 及 ぼ し て い る と 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 塩 酸 回 収 と 凍 結 回 収 に よ る フ ァ ー ジ の
回 収 率 を 比 較 し た 。 結 果 を 以 下 に 示 す 。
　 No.1 HUVEC 1st & Freeze recovery　 　 　 　 　 　 　 回 収
　 　 100倍 希 釈 　 570　 ==＞  570 x 10 x 100 x 10ml = 5700000 = 5.7 x 106

　 　 1000倍 希 釈  62　  ==＞  62 x 10 x 1000 x 10ml = 6200000 = 6.2 x 106

　 No.2 HUVEC 1st & HCl recovery　 　 　 　 　 　 　 　 　 回 収
　 　 100倍 希 釈 　  -
　 　 1000倍 希 釈  453　 ==＞  453 x 10 x 1000 x 10ml = 45300000 = 4.5 x 107

　 こ の 結 果 、 Freeze : HCl = 1:7.9 と 極 端 に 凍 結 回 収 の 方 が 回 収 率 が 悪 か っ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 現 在 行 わ れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ で も 、 希 望 す る 抗 体 が 取 得 出 来 て お り 機 能 し て い る こ
と は 疑 う 余 地 は な い が 、 操 作 の 過 程 で 手 間 取 っ た り 、 サ ン プ ル 数 が 多 い な ど で 時 間 が か か
っ て し ま う よ う な 場 合 は 、 フ ァ ー ジ を 失 活 さ せ て し ま う 可 能 性 が あ る 。 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ
ル の 回 収 率 が 比 較 的 い い が 、 単 体 だ と 室 温 の 低 下 で 結 晶 化 す る な ど 扱 い に く い 溶 媒 の た め
、 シ ク ロ ヘ キ サ ン と の ９ ： １ 溶 液 を 使 用 す る こ と と し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
３ ２ ． ガ ラ ス ビ ー ズ 培 養 と 有 機 溶 媒 遠 心 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ
＜ ス ク リ ー ニ ン グ １ ＞
　 以 下 の フ ァ ー ジ を 使 用 し た 。
　 　 No.1 HUVEC Library ： 1X10 1 2 フ ァ ー ジ
　 　 No.2 HUVEC Library ： 1X10 1 2 フ ァ ー ジ
　 　 1%BSA, 0.1% NaN 3 , 100μ g/ml Collagen in MEM alpha medium (reaction medium)
１ ） セ ル ス ト レ ー ナ ー が 入 っ て い る シ ャ ー レ か ら 培 地 を 除 き 、 フ ァ ー ジ 液 を 4ml加 え た 。
２ ） シ ー ソ ー 式 の シ ェ ー カ ー に 置 き 、 6時 間 程 度 ４ ℃ で 振 と う し た 。
３ ） ピ ペ ッ ト マ ン を 使 用 し 、 シ ャ ー レ か ら フ ァ ー ジ 液 を 除 い た 。
４ ） キ ム ワ イ プ な ど を 使 い 、 で き る だ け フ ァ ー ジ 液 を 除 去 し た 。
５ ） あ ら か じ め ２ ０ ５ ９ チ ュ ー ブ に 有 機 溶 媒 ミ ッ ク ス を 8ml入 れ て お き 、 そ の チ ュ ー ブ を
さ ら に ブ ル ー キ ャ ッ プ チ ュ ー ブ に 入 れ た （ 図 ２ １ ） 。

10

20

30

40

50

(70) JP 2005-185281 A 2005.7.14



　 　 ＊ 有 機 溶 媒 ミ ッ ク ス 　 　 ジ フ ェ ニ ル エ ー テ ル  : シ ク ロ ヘ キ サ ン  = 9:1
６ ） ２ ０ ５ ９ チ ュ ー ブ に 合 わ せ て 漏 斗 を セ ッ ト し 、 そ の 上 で セ ル ス ト レ ー ナ ー の メ ッ シ ュ
を カ ッ タ ー で 切 っ た 。
７ ） ビ ー ズ の 上 か ら PBSを か け 、 ビ ー ズ を 流 し 入 れ た 。 （ ビ ー ズ の 固 ま り は 、 一 気 に チ ュ
ー ブ 底 に 落 ち る 。 ）
８ ） 水 層 が で き る だ け 少 な く な る よ う に 、 有 機 溶 媒 ミ ッ ク ス を 上 か ら 加 え た 。
9) 2000rpm, 1分 間 遠 心
10) 水 層 を ピ ペ ッ ト マ ン で で き る だ け 除 い た 。 水 層 は 上 部 に 数 100μ l程 度 の 水 滴 状 に 存 在
し て い る 。
11) 水 層 が 残 ら な い よ う に 、 キ ム ワ イ プ で チ ュ ー ブ 内 を 拭 い た 。 (一 緒 に 有 機 溶 媒 層 を 吸
っ て し ま う 感 じ で 行 い 、 絶 対 に 水 層 は 残 さ な い よ う に す る 。 )
12) 静 か に チ ュ ー ブ を 傾 け 、 有 機 溶 媒 を 捨 て た 。 （ ビ ー ズ は し っ か り パ ッ ク し て い る こ と
も あ る が 、 流 れ そ う に な る こ と も あ る 。 ）
13) キ ム ワ イ プ で チ ュ ー ブ 内 を 拭 い た 。
14) ガ ラ ス ビ ー ズ の 近 く は 綿 棒 を 使 っ て で き る だ け ふ き 取 っ た 。
15) ガ ラ ス ビ ー ズ に 500μ lの 0.1M HCl (Glycineで pH2.2に 調 製 )を 加 え 室 温 で 10分 間 放 置
16) 2M Tris 30μ lで 中 和
17) フ ァ ー ジ 感 染 用 大 腸 菌 DH12S 10mlを 加 え た 。
18) ３ ７ ℃ 、 １ 時 間 振 と う 培 養
19) 15ml 遠 心 管 に 移 し 、 5000rpm 5分 間 遠 心 分 離 し 、 上 層 を 捨 て た 。
20) 2xTYGA (1%Glucose, 100ug/ml Amp) 10mlで サ ス ペ ン ド
21) タ イ タ ー チ ェ ッ ク
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 結 果 を 下 記 に 示 す 。
　 　 No.1 HUVEC 1st　 　 　 　 　 　 　 1.7 x 10 8

　 　 No.2 HUVEC 2nd　 　 　 　 　 　 　 1.3 x 10 8

　 存 在 し て い る 1 x 10 6 の 細 胞 に 対 し 、 1 x 10 8  の フ ァ ー ジ が 結 合 し て い る と す る と 、 １
細 胞 か ら 、 100個 の フ ァ ー ジ 、 有 機 溶 媒 処 理 と 回 収 操 作 で フ ァ ー ジ 活 性 が 1/5く ら い に 低 下
し て い る と な る と 、 １ 細 胞 に 、 500個 程 度 の フ ァ ー ジ が 結 合 し て い た と 考 え ら れ る 。 従 来
法 で の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 １ 細 胞 あ た り １ 個 以 下 し か 結 合 し て い な い と い う よ う な
フ ァ ー ジ 回 収 現 象 の 説 明 が し か で き な か っ た が 、 そ れ に 比 べ る と 妥 当 な 数 値 だ と 思 わ れ る
。
　 但 し 、 こ れ ら ス ク リ ー ニ ン グ で 得 ら れ た ク ロ ー ン を 解 析 し た と こ ろ 、 半 分 ほ ど が コ ラ ー
ゲ ン に 結 合 す る こ と が わ か っ た 。 ガ ラ ス ビ ー ズ 表 面 の コ ラ ー ゲ ン に 対 し て フ ァ ー ジ が 結 合
し た と 考 え ら れ る た め 、 ブ ロ ッ キ ン グ が 不 十 分 で あ っ た と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
＜ ス ク リ ー ニ ン グ  ２ ＞
　 ス ク リ ー ニ ン グ １ で 、 ブ ロ ッ キ ン グ が 不 十 分 で あ っ た こ と が 示 唆 さ れ た た め 、 ス ク リ ー
ニ ン グ 溶 液 の 組 成 を 検 討 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ 溶 液 の 組 成 を 以 下 に 示 す 。
　 溶 液 １ 　 Gelatin + BSA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  
　 　 イ ー グ ル MEM培 地 　 （ ニ ッ ス イ 、 粉 末 、 code06900） 　 0.94 g
　 　 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2 g
　 　 BSA fraction V　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1 g
　 　 10% gelatin /PBS　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5 ml
　 　 5% NaN 3 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  2 ml
　 溶 液 ２ 　 Gelatin + Skim milk
　 　 イ ー グ ル MEM培 地 　 （ ニ ッ ス イ 、 粉 末 、 code06900） 　 0.94 g
　 　 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2 g
　 　 ス キ ム ミ ル ク 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2 g
　 　 10% gelatin /PBS　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5 ml
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　 　 5% NaN 3 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  2 ml
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 上 記 溶 液 １ ま た は ２ を 用 い て フ ァ ー ジ 溶 液 を 調 整 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ １ と 同 様 の 方 法 で
ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。
　 フ ァ ー ジ 溶 液 ：
　 　 上 記 溶 液 １  or ２ 　 　 　  4ml
　 　 3mg/ml Collagen　 　 　 　 133μ l
　 　 1stフ ァ ー ジ  Library　 　 1 X 10 1 2 フ ァ ー ジ
結 果 を 以 下 に 示 す 。
　 　 No.1 HUVEC　 Gelatin + BSA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.7 x 10 7

　 　 No.2 HUVEC　 Gelatin + Skim milk　 　 　 　 　 　 　 1.6 x 10 7

　 　 Blank： 細 胞 な し （ コ ラ ー ゲ ン コ ー ト し た ガ ラ ス ビ ー ズ の み ） 　
　 　 　 　 　 　 　 　 Gelatin + Skim milk　 　 　 　 　 　 　 2.3 x 10 6

　 Gelatin添 加 に よ り 、 リ カ バ リ ー が 1/2～ 1/7 少 な く な っ た 。 以 後 、 溶 液 ２ を 使 用 す る こ
と に し た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
＜ 抗 体 を 発 現 し て い る ク ロ ー ン の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗 体 価 ＞
　 ２ 種 の ス ク リ ー ニ ン グ 溶 液 由 来 の ク ロ ー ン を 、 そ れ ぞ れ ２ ４ ク ロ ー ン 選 び 、 コ ラ ー ゲ ン
へ の 反 応 性 を 確 認 し た 。
　 そ の 結 果 、 １ 時 間 の 発 色 で も ほ と ん ど が 0.1以 下 の 値 を 示 し た こ と か ら 、 抗 コ ラ ー ゲ ン
抗 体 ク ロ ー ン は ほ と ん ど 含 ま れ て い な い こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
＜ 細 胞 ELISA＞
　 図 ２ ２ に 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。 HUVECと HeLaを 交 互 に 並 べ た 。 No.14,28は 、 PBSの み
の レ ー ン を 示 す 。 No.1-24が 、 溶 液 １ 由 来 、 No.25-48が 溶 液 ２ 由 来 で あ る 。 反 応 時 間 は ３
０ 分 と し た 。
　 各 ク ロ ー ン に つ い て 、 細 胞 ご と に duplicateで 測 定 し た （ HUVEC, HeLa, HUVEC, HeLaの
順 ） 。
　 陰 性 対 象 ク ロ ー ン
　 　  NC1: 035-029
　 　  NC2: 035-283
　 　  NC3: YA14
　 陽 性 対 象 ク ロ ー ン
　 　  PC1: 048-006
　 　  PC2: 051-144
　 　  PC4: 052-054
　 　  PC5: 35-11
　 Blank
　 　  PC3： PBS
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 ○ で 囲 っ た ク ロ ー ン に 関 し て は 、 顕 微 鏡 観 察 を 行 っ た （ 図 ２ ３ ） 。
　 抗 体 発 現 の 確 認 で き た 57ク ロ ー ン 内 で 、 HUVEC,HeLa 細 胞 を 用 い た 細 胞 ELISAで 陽 性 を 示
し た ク ロ ー ン は 16ク ロ ー ン （ 28%)で あ っ た
　 従 来 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で は 、 少 な く と も ３ 回 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 濃 縮 さ れ て く る
ク ロ ー ン を 取 得 し 、 そ の 解 析 を 行 っ て い る 。 そ の た め 、 濃 縮 さ れ る フ ァ ー ジ 抗 体 は 、 そ の
標 的 分 子 が 多 量 に 発 現 さ れ て い る も の で あ る 可 能 性 が 高 く な る 。 そ れ に 対 し 、 こ こ で 行 っ
た ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 １ 回 の み の ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 で 取 得 し て お り 、 結 合 フ ァ ー ジ の
濃 縮 を 繰 り 返 す 過 程 を 含 ま な い こ と か ら 、 低 発 現 量 の 抗 原 に 対 す る フ ァ ー ジ も 含 ま れ て い
る こ と が 期 待 で き る （ 表 １ ５ ） 。
【 ０ ２ ６ １ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 に よ っ て 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 既 に
あ ら ゆ る 抗 体 を 含 む 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 実 現 し て い る 。 次 の 課 題 は 、 こ の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ
ー か ら 目 的 と す る 抗 体 を 確 実 に 、 迅 速 に 見 出 す こ と で あ る 。 既 知 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で
は 、 特 定 の 反 応 性 を 有 す る 抗 体 が 優 先 的 に 取 得 さ れ る の に 対 し て 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 す
れ ば 、 あ ら ゆ る 反 応 性 を 有 す る 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 一 般 に 結 合 活 性 の 低 い 抗 体 、 細 胞 表 面 に わ ず か し か 存 在 し な い 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 抗
体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら ピ ッ ク ア ッ プ す る の は 、 容 易 で は な い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ の よ う な
希 少 な 抗 体 を 、 よ り 高 い 確 率 で ピ ッ ク ア ッ プ す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 は 、 特 に 、 よ り 高 度 な 多 様 性 を 維 持 し て い る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 有
用 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 希 少 な 抗 体 に は 、 た と え ば 類 似 し た 細 胞 の 間 で 、 あ る 細 胞 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る 細 胞 表
面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。 た と え ば 、 同 じ 臓 器 に 由 来 す る が ん 細 胞 の 間 で 、 悪 性
度 の 高 い 癌 と 、 低 い 癌 の 間 で 比 較 し て 、 い ず れ か の 細 胞 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る 抗 原 を 認 識
す る 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き れ ば 、 癌 の 悪 性 度 の 指 標 と し て 有 用 で あ る 。 更 に こ の よ う
な 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 は 、 悪 性 度 の 高 い 癌 を 治 療 す る た め の 治 療 標 的 と
な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 同 様 に 、 特 定 の 疾 患 を 有 す る 細 胞 と 正 常 の 細 胞 、 ウ イ ル ス な ど の 感 染 性 病 原 体 に 感 染 し
て い る 細 胞 と 正 常 細 胞 、 な ど の 異 な る 細 胞 の 間 で 発 現 状 態 の 異 な る 細 胞 表 面 抗 原 は 、 い ず
れ も 診 断 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。 し た が っ て そ れ を 認 識 し て 結 合 す る 抗 体 は 、 診 断 用
ツ ー ル と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 更 に 、 疾 患 に 関 連 し て 見 出 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 は 、
上 記 の 癌 の 例 と 同 様 に 、 治 療 標 的 分 子 と し て の 可 能 性 を 有 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 目 的 と す る 細 胞 に 固 有 の 細 胞 表 面 抗 原 を 、 網 羅 的 に 取 得
す る こ と が で き る 。 現 在 、 あ る 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 レ ベ ル が 変 化 し て い る 遺 伝 子 を
同 定 す る た め の ツ ー ル と し て 、 DNAチ ッ プ が 広 く 利 用 さ れ て い る 。 DNAチ ッ プ を 用 い れ ば 、
た と え ば ヒ ト の 遺 伝 子 の 大 部 分 に つ い て 、 そ の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を 網 羅 的 に 追 跡 す る こ と
が で き る 。 し か し DNAチ ッ プ に よ っ て 解 析 可 能 な 遺 伝 子 転 写 物 は 、 そ の 原 理 上 、 DNAチ ッ プ
を 構 成 す る プ ロ ー ブ で 検 出 で き る 範 囲 に 限 ら れ る 。 そ の 結 果 、 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト
や 、 エ キ ソ ン の 一 部 を 欠 い た 構 造 を 有 す る 翻 訳 産 物 (truncated protein)を 識 別 で き な い
可 能 性 が あ る 。
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【 ０ ２ ６ ７ 】
　 一 方 、 本 発 明 に 基 づ く 、 細 胞 に 特 異 的 に 見 出 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 の 同 定 方 法 に よ れ ば 、
抗 体 を プ ロ ー ブ と し て 利 用 で き る こ と か ら 、 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 あ る い は trunca
ted proteinを 、 異 な る 蛋 白 質 と し て 明 確 に 区 別 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 を 識
別 す る こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 の 転 写 異 常 に 起 因 す る 疾 患 や 病 態 の 解 明 に お い て 、 重 要 な 情
報 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 の 製 造 方 法 を 提 供 し た 。 本 発 明 に よ っ て 提
供 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 を 用 い て 、 上 記 の よ う な 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を
実 施 す る こ と が で き る 。 ま た は 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 は 、 特 に 、 抗 体 が 認 識 す る 抗 原
分 子 の 単 離 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 に よ っ て 得 る こ と が で き る 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 は
、 細 胞 表 面 抗 原 の 多 様 性 と 免 疫 学 的 特 性 を 高 度 に 維 持 し て い る 。 し た が っ て 、 あ る 抗 体 が
認 識 す る 抗 原 分 子 見 出 す た め の 、 抗 原 ラ イ ブ ラ リ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 可 溶 性 分 画 か ら 抗 体 に よ っ て 選 択 さ れ た 抗 原 分 子 は 、 可 溶 性 で あ る こ と か ら 、 高 度 に 純
粋 な 状 態 で 単 離 さ れ る 。 そ の た め 、 単 離 さ れ た 抗 原 分 子 の 解 析 が 容 易 で あ る 。 た と え ば 質
量 分 析 を 利 用 し た 解 析 に よ っ て 、 容 易 に 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 特 定 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う に 、 本 発 明 の 細 胞 表 面 抗 原 の 可 溶 性 分 画 は 、 細 胞 表 面 抗 原 の 解 析 に お い て 、 研 究 を
助 け る 重 要 な ツ ー ル と な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ０ 】
【 図 １ 】 scFv抗 体 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 用 い た ベ ク タ ー の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 pscFvCA9-E8VHdVLdの 構 造 を 模 式 的 に 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ － １ 】 pscFvCA9-E8VHdVLdの イ ン サ ー ト 部 の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） 及 び そ れ
に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ － ２ 】 図 ３ － １ の 続 き 。
【 図 ４ － １ 】 pscFvCA-E8VHdの イ ン サ ー ト の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ９ ） 及 び 制 限 酵 素 サ
イ ト と 塩 基 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ０ ） を 示 し た 図 で あ る
。
【 図 ４ － ２ 】 図 ４ － １ の 続 き 。
【 図 ５ － １ 】 pAALSCの 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ５ ） 及 び そ れ に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ６ ６ ） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ － ２ 】 図 ５ － １ の 続 き 。
【 図 ６ － １ 】 pscFvCA-cam167の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） 及 び そ れ に コ ー ド さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ８ ） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ６ － ２ 】 図 ６ － １ の 続 き 。
【 図 ７ － １ 】 pAviBirA-cam167の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ９ ） 及 び そ れ に コ ー ド さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ０ ） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ７ － ２ 】 図 ７ － １ の 続 き 。
【 図 ８ － １ 】 pPPAviBirA-cam167の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ １ ） 及 び そ れ に コ ー ド さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ２ ） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ８ － ２ 】 図 ８ － １ の 続 き 。
【 図 ９ 】 得 ら れ た 抗 SKOv-3細 胞 抗 体 ク ロ ー ン の 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 免 疫 沈 降 に よ る 抗 原 分 子 の 同 定 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 抗 HER2抗 体 に よ る west
ern blotに よ っ て 行 な っ た 。
【 図 １ １ 】 固 相 化 CEAに 対 す る ELISAの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 中 、 縦 軸 は ４ ９ ２ nmに
お け る 吸 光 度 を 示 す 。 横 軸 に 記 載 し た 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 以 下 の 抗 体 を 示 す 。 　 Clone 2, 3
, 6, 13, 24, 32； 胃 癌 細 胞 株 MKN-45に 対 す る 抗 体 ク ロ ー ン 　 CEA抗 体 ； マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ
ル 抗 体
【 図 １ ２ 】 単 離 抗 体 に よ る 組 織 染 色 の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 （ １ ０ ０ ０ 倍 ） で あ る 。 ク ロ

10

20

30

40

50

(74) JP 2005-185281 A 2005.7.14



ー ン 035-112は 癌 細 胞 膜 を 染 色 し た 。
【 図 １ ３ 】 固 相 化 TRAIL-R2に 対 す る ELISAの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 ク ロ ー ン 3172-120に よ る 組 織 染 色 の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 （ １ ０ ０ ０ 倍 ） で あ
る 。
【 図 １ ５ 】 単 離 抗 体 049-023、 お よ び 050-001に よ る 組 織 染 色 の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 （ １
０ ０ ０ 倍 ） で あ る 。
【 図 １ ６ 】 未 知 の 抗 原 分 子 の 同 定 過 程 を 示 す 写 真 及 び 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 界 面 活 性 剤 希 釈 免 疫 沈 降 反 応 に よ っ て 同 定 さ れ た 抗 原 の 電 気 泳 動 結 果 を 示 す 写
真 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 膜 蛋 白 ト リ プ シ ン 消 化 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 抗 原 の 電 気 泳 動 結 果 を 示 す 写 真 で
あ る 。
【 図 １ ９ 】 HER2過 剰 発 現 株 BT-474に 対 し て 、 ヒ ト IgG抗 体 を 用 い た 場 合 の ADCC活 性 を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 HER2過 剰 発 現 株 BT-474に 対 し て 、 フ ァ ー ジ 抗 体 と 抗 pIIIウ サ ギ 抗 体 を 組 み 合 わ
せ た 場 合 の ADCC活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 細 胞 の ガ ラ ス ビ ー ズ 接 着 培 養 法 に お け る セ ル ス ト レ ー ナ ー （ Ａ ） と 、 ガ ラ ス ビ
ー ズ に 接 着 し た 細 胞 （ Ｂ ） を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 有 機 溶 媒 遠 心 法 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 、 ガ ラ ス ビ ー ズ の 設 置 方 法 を 示
す 写 真 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 細 胞 ELISAに お い て 取 得 し た ク ロ ー ン を 用 い て 免 疫 染 色 し 顕 微 鏡 観 察 し た 写 真
（ ４ ０ ０ 倍 ） で あ る 。
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【 図 ３ － １ 】 【 図 ３ － ２ 】

【 図 ４ － １ 】 【 図 ４ － ２ 】
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【 図 ５ － １ 】 【 図 ５ － ２ 】

【 図 ６ － １ 】 【 図 ６ － ２ 】
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【 図 ７ － １ 】 【 図 ７ － ２ 】

【 図 ８ － １ 】 【 図 ８ － ２ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ４ 】

【 配 列 表 】
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