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(57)【要約】
本発明は、標的抗原に特異的な抗体アレイを提供する。
天然ヒト抗体を含む組成物、このような抗体、このよう
な抗体を発現する不死化Ｂ細胞、およびこのような抗体
を発現するＢ細胞を含む非不死化Ｂ細胞ライブラリーを
含むアレイ、ならびにその発見法を提供する。本発明は
、標的細胞表面分子に特異的な抗体レパートリーアレイ
を使用して、受容体などの細胞表面分子に対する機能的
影響に関してモノクローナル抗体をスクリーニングする
ための方法を提供する。標的を対象とする機能性抗体、
およびこのような抗体に由来する治療剤も提供する。潜
在的治療用抗体に関するハイスループットおよびパラレ
ルスクリーニング法を提供する。このような抗体に由来
する標的およびワクチンおよび治療剤に相当する、機能
性エピトープクラスターを対象とする抗体も提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を作成するための方法であって、
　（ａ）有効な数のヒトドナーのそれぞれから少なくとも１０４個の記憶Ｂ細胞を得るス
テップ、
　（ｂ）ヒトＢ細胞の集団を調製するステップであって、前記集団が少なくとも１０５個
の異なる種の天然に存在する抗体を含有し、前記抗体のそれぞれが自然に対形成した重鎖
および軽鎖を有する、ステップ、
　（ｃ）前記Ｂ細胞の集団をＢ細胞の亜集団に分けるステップであって、それぞれの亜集
団が少なくとも１種の異なる抗体を産生する、ステップ、
　（ｄ）Ｂ細胞のそれぞれの亜集団を増殖させて、増殖させたＢ細胞培養物を生成するス
テップ、
　（ｅ）培養培地中で、前記Ｂ細胞が前記培養培地中に抗体を分泌する条件下において、
前記Ｂ細胞培養物のそれぞれを培養するステップ、ならびに
　（ｆ）前記培養培地中に分泌された前記抗体を固体表面上に配置し、それによって抗体
ライブラリーを含む抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を作成するステップ、を含む方法
。
【請求項２】
　（ｇ）標的を用いて前記抗体レパートリーアレイを調べて、前記標的に特異的である抗
体または抗体可変領域またはそれらの一部分を同定するステップをさらに含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　前記Ｂ細胞を不死化して不死化Ｂ細胞培養物を生成する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　（ｈ）どのＢ細胞培養物が前記標的抗体を産生するかを決定するステップ、ならびに
　（ｉ）前記Ｂ細胞培養物から前記標的抗体を産生するＢ細胞を単離するステップをさら
に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗体を前記アレイの表面上に配置し、前記表面がプロテインＡまたはプロテインＧ
を含み、今度は前記プロテインＡまたはプロテインＧが前記抗体のＦｃ領域を捕捉する、
請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　ステップ（ｂ）中の前記Ｂ細胞をマイクロタイタープレート中のウエル中に配する、請
求項１に記載の方法。
【請求項７】
　ステップ（ｂ）中の前記Ｂ細胞の集団が少なくとも１０７個の異なる種の天然に存在す
る抗体を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記ヒトドナーの有効な数が少なくとも１０である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記抗体ライブラリーが自然に対形成したＶＨおよびＶＬ領域を有する少なくとも１０
５個の天然に存在するヒト抗体を含み、前記抗体が十分多様な患者集団から得た不死化ヒ
トＢ細胞から分泌されており、したがって前記ライブラリー中の抗体がヒトイムノーム全
体と実質的に類似した多様な結合活性を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記天然に存在するヒト抗体が少なくとも１０２個の異なる標的を認識するヒトＢ細胞
から発現される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　さらに前記Ｂ細胞が不死化されている、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
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　前記不死化Ｂ細胞がエプスタインバーウイルス抗原を発現する、請求項１１に記載の方
法。
【請求項１３】
　前記不死化Ｂ細胞がＲＮＡウイルス、ＤＮＡウイルス、細菌、酵母、寄生虫、および真
菌からなる群より選択される病原体に対する抗体を分泌する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記不死化Ｂ細胞が悪性または良性腫瘍細胞によって発現される抗原に対する抗体を分
泌する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記不死化Ｂ細胞が神経変性疾患と関係があるポリペプチド、サイトカイン、ケモカイ
ン、増殖因子、接着分子、および共起刺激分子、ならびにそれらの受容体からなる群より
選択される抗原に対する抗体を分泌する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
　自然に対形成した免疫グロブリンを作成するための方法であって、
　（ａ）それぞれが平均して１～１００の異なる種の抗体を発現する非不死化Ｂ細胞集団
からＲＮＡ試料を単離するステップ、
　（ｂ）前記ＲＮＡ試料の複数に逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を実
施するステップ、ならびに
　（ｃ）自然に対形成することができるＶＨおよびＶＬ領域に相当するＤＮＡを単離する
ステップ、
　（ｄ）前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現することができる適切な宿主中のＶＨおよびＶＬ

領域に相当する前記ＤＮＡをクローニングするステップ、ならびに
　（ｅ）自然に対形成した免疫グロブリンが形成されるように、免疫グロブリン重鎖およ
び軽鎖のコンテクストで前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現させるステップ、を含む方法。
【請求項１７】
　それぞれが平均して１～１００の異なる種の抗体を発現する非不死化Ｂ細胞集団を、
　（ａ）有効な数のヒトドナーのそれぞれから少なくとも１０４個の記憶Ｂ細胞を得るス
テップ、
　（ｂ）ヒトＢ細胞の集団を調製するステップであって、前記集団が少なくとも１０５個
の異なる種の天然に存在する抗体を含有し、前記抗体のそれぞれが自然に対形成した重鎖
および軽鎖を有する、ステップ、
　（ｃ）前記Ｂ細胞の集団をＢ細胞の亜集団に分けるステップであって、それぞれの亜集
団が平均して１～１００の異なる種の抗体を産生する、ステップ、
　（ｄ）場合によっては、Ｂ細胞のそれぞれの亜集団を増殖させて、増殖させたＢ細胞培
養物を生成するステップ、ならびに
　（ｅ）そのＲＮＡ内容物を保存するのに適した条件下にそれぞれの亜集団を保管するス
テップを含む方法によって調製し、
　それぞれが平均して１～１００の異なる種の抗体を発現する非不死化Ｂ細胞集団のライ
ブラリーを生成する、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　標的特異的抗体を作成するための方法であって、
　（ａ）標的に事前に曝したヒトドナーからＢ細胞を得るステップであって、前記Ｂ細胞
の集団が自然に対形成した重鎖および軽鎖を有する少なくとも１０５個の異なる種の天然
に存在する抗体を含有する、ステップ、
　（ｂ）前記Ｂ細胞の集団をＢ細胞の亜集団に分けるステップであって、それぞれの亜集
団が平均して１～１００の異なる種の抗体を産生する、ステップ、
　（ｃ）前記Ｂ細胞が前記培養培地中に抗体を分泌する条件下において、Ｂ細胞のそれぞ
れの亜集団を増殖させて、増殖させたＢ細胞培養物を生成するステップ、
　（ｄ）固体表面上の異なる位置に前記Ｂ細胞培養物のそれぞれから培養培地中に分泌さ
れた前記抗体を配置して、抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を作成するステップ、なら
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びに
　（ｅ）天然標的分子を用いて前記抗体レパートリーアレイを調べて、前記標的に特異的
である１つまたは複数の抗体集団を同定するステップ、を含む方法。
【請求項１９】
　（ｆ）前記標的に特異的である抗体集団に対応する前記Ｂ細胞培養物のそれぞれからＲ
ＮＡ試料を調製するステップ、
　（ｇ）前記ＲＮＡ試料の複数に逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を実
施するステップ、
　（ｈ）自然に対形成することができるＶＨおよびＶＬ領域に相当するＤＮＡを単離する
ステップ、
　（ｉ）前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現することができる適切な宿主中のＶＨおよびＶＬ

領域に相当する前記ＤＮＡをクローニングするステップ、ならびに
　（ｊ）自然に対形成した免疫グロブリンが形成されるように、免疫グロブリン重鎖およ
び軽鎖のコンテクストで前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現させるステップをさらに含む、請
求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記標的がウイルス、細菌、酵母、寄生虫、真菌、または他の病原体である、請求項１
９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記標的がヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記天然標的分子がビリオン、ウイルス様粒子、ウイルス感染細胞、ウイルスタンパク
質、またはそれらの断片である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　前記方法が、交差反応性抗体を同定するステップをさらに含み、前記標的が多種の標的
または複数の血清型の同じ標的を含む複数の標的を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２４】
　エピトープクラスタリングに基づいて抗体をスクリーニングするための方法であって、
　（ａ）標的タンパク質の部分を表す遺伝子断片から作成した遺伝子断片ファージディス
プレイ（ＧＦＰＤ）ライブラリーを提供するステップであって、前記ＧＦＰＤライブラリ
ーのメンバーを１つまたは複数のエピトープとの対応に従いクラスタリングするステップ
、
　（ｂ）インタクトな標的タンパク質を提供するステップ、
　（ｃ）免疫応答を高めるのに十分な量の標的に事前に曝した被験体の血液試料から請求
項１に従い作成した抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を提供するステップ、
　（ｄ）前記標的由来のＧＦＰＤライブラリーのメンバーのインタクトな標的および／ま
たはエピトープ特異的クラスターを用いて前記ＡＲＡを調べるステップ、ならびに
　（ｅ）前記インタクトな標的および少なくとも１つのエピトープクラスターに特異的で
ある１つまたは複数の抗体集団を同定するステップ、を含む方法。
【請求項２５】
　（ｆ）前記エピトープクラスターに特異的である抗体集団に対応するＢ細胞培養物のそ
れぞれからＲＮＡ試料を調製するステップ、
　（ｇ）前記ＲＮＡ試料の複数に逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を実
施するステップ、
　（ｈ）自然に対形成することができるＶＨおよびＶＬ領域に相当するＤＮＡを単離する
ステップ、
　（ｉ）前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現することができる適切な宿主中のＶＨおよびＶＬ

領域に相当する前記ＤＮＡをクローニングするステップ、ならびに
　（ｊ）自然に対形成した免疫グロブリンが形成されるように、免疫グロブリン重鎖およ
び軽鎖のコンテクストで前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現させるステップをさらに含む、請
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求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記インタクトな標的および前記ＧＦＰＤライブラリーのメンバーによる前記ＡＲＡの
認識パターンに基づいて新たなエピトープを同定するステップをさらに含む、請求項２４
に記載の方法。
【請求項２７】
　標的タンパク質をコードする遺伝子を提供するステップ、
　前記遺伝子を遺伝子断片に断片化するステップ、
　前記ＧＦＰＤライブラリーのメンバーを含むファージディスプレイライブラリーを調製
するステップ、
　前記標的に特異的な抗体に関して前記ＧＦＰＤライブラリーをパニングするステップ、
ならびに
　１つまたは複数のクラスターとの対応に従いそれぞれのＧＦＰＤライブラリーのメンバ
ーを分類するステップ
を含む方法によって、前記ＧＦＰＤライブラリーのメンバーを１つまたは複数のエピトー
プとの対応に従いクラスタリングする、請求項２４に記載の方法。
【請求項２８】
　前記標的の公知の三次元構造に前記ＧＦＰＤライブラリーのメンバーをオーバーレイし
てＧＦＰＤライブラリーのメンバーを分類するステップをさらに含む、請求項２７に記載
の方法。
【請求項２９】
　エピトープクラスターに特異的である抗体集団から配列決定したＶＨおよびＶＬ領域の
発現によって形成される第一の自然に対形成した免疫グロブリンを調製するステップ、
　異なるエピトープクラスターに特異的である抗体集団から配列決定したＶＨおよびＶＬ

領域の発現によって形成される第二の自然に対形成した免疫グロブリンを調製するステッ
プ、
　第一および第二の自然に対形成した免疫グロブリンの両方を個別または組合せで、前記
インタクトな標的の活性を測定するために試験系に与えるステップ、ならびに
　公知の機能と関連がある新たなエピトープの活性または活性の相乗作用を決定するステ
ップ
によって、２つ以上のエピトープクラスターの機能間の相乗作用を試験するステップをさ
らに含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項３０】
　請求項２４に記載の方法により決定した機能性エピトープクラスターに対して有効な抗
体を含む、ワクチン調製物。
【請求項３１】
　請求項２４に記載の方法により決定した１つまたは複数のエピトープクラスターと関係
がある標的の機能を調節する際に有効な抗体を含む、治療用抗体調製物。
【請求項３２】
　細胞表面上に存在する標的分子と関係がある生物学的機能の存在に関してモノクローナ
ル抗体をスクリーニングするための方法であって、
　請求項１に従い作成した抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を提供するステップであっ
て、前記ＡＲＡが表面上の異なる位置に位置する複数のモノクローナル抗体を含み、前記
抗体が細胞表面上に存在する特異的標的分子に対するものである、ステップ、
　前記細胞表面上に存在する前記特異的標的分子を含む細胞を前記ＡＲＡと接触させるス
テップ、ならびに
　前記細胞表面上に存在する前記特異的標的分子に対する阻害効果または活性化効果を有
するモノクローナル抗体を同定するステップ、を含む方法。
【請求項３３】
　レポーター細胞を前記ＡＲＡと接触させるステップであって、前記レポーター細胞の表
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面上に存在する細胞表面標的分子のアゴニストまたはアンタゴニストと接触させたときに
検出可能なシグナルを発現するように前記レポーター細胞が操作されている、ステップ、
　検出可能なシグナルを生成するのに必要な基質の存在下で前記モノクローナル抗体と前
記レポーター細胞をインキュベートするステップであって、前記検出可能なシグナルのレ
ベルの変化が、前記モノクローナル抗体の細胞表面標的分子のアンタゴニストまたはアゴ
ニスト機能の存在を示す、ステップ
をさらに含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記細胞表面上に存在する前記特異的標的分子が受容体分子である、請求項３２に記載
の方法。
【請求項３５】
　前記受容体が、末梢膜タンパク質受容体、膜貫通型受容体、代謝生成物産性受容体、Ｇ
タンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）、受容体型チロシンキナーゼ、グアニル酸シクラーゼ
受容体、細胞外リガンドに応答性があるイオンチャネル型受容体、受容体型チロシンキナ
ーゼ、サイトカイン受容体、受容体型グアニル酸シクラーゼ、受容体型セリン／スレオニ
ンプロテインキナーゼ、インシュリン受容体、インシュリン様成長因子受容体、ヒト成長
ホルモン受容体、グルコース輸送担体、トランスフェリン受容体、上皮成長因子受容体、
低密度リポタンパク質受容体、レプチン受容体、インターロイキン受容体、ＩＬ－１受容
体、ＩＬ－２受容体、ムスカリン性アセチルコリン受容体、アデノシン受容体、アドレナ
リン受容体、ｇａｂａ受容体、アンギオテンシン受容体、カンナビノイド受容体、コレシ
ストキニン受容体、ドーパミン受容体、グルカゴン受容体、代謝生成物産性グルタミン酸
受容体、ヒスタミン受容体、嗅覚受容体、オピオイド受容体、ロドプシン、セクレチン受
容体、セロトニン受容体、ソマトスタチン受容体、カルシウム感知受容体、成長因子受容
体、共起刺激分子受容体、プロテアーゼ活性化受容体、Ｔ細胞受容体、Ｂ細胞受容体、Ｉ
ＴＩＭ含有受容体、ＩＴＡＭ含有受容体、ＴＮＦＲスーパーファミリーのメンバー、ＴＮ
Ｆスーパーファミリーのメンバー、イオンチャネル、およびケモカイン受容体からなる群
より選択される、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記受容体タンパク質の完全アゴニスト、部分的アゴニスト、アンタゴニストまたは逆
アゴニストとして前記抗体が機能する、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記検出可能なシグナルが、フルオロフォア、化学色素、放射性結合物質、化学発光性
結合物質、電気化学発光性物質、磁性結合物質、常磁性結合物質、プロ磁性結合物質、着
色産物を生成する酵素、化学発光産物を生成する酵素、磁性産物を生成する酵素またはル
テニウムである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３８】
　前記細胞表面分子の活性化が、基質に影響を与えることができる酵素の活性と関連があ
る細胞内シグナル伝達経路と共役している、請求項３２に記載の方法。
【請求項３９】
　前記酵素が、β－ラクタマーゼ、α－ガラクトシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、α－
グルコシダーゼ、β－グルコシダーゼ、α－マンノシダーゼ、β－マンノシダーゼ、酸性
ホスファターゼ、アルカリホスファターゼおよびホスホジエステラーゼＩＩからなる群よ
り選択される、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記基質が、ｐ－アミノフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、ｐ－アミノフェニル
－α－Ｄ－ガラクトピラノシド、ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－グルコピラノシド、ｐ－
アミノフェニル－β－Ｄ－グルコピラノシド、ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－マンノピラ
ノシド、ｐ－アミノフェニル－β－Ｄ－マンノピラノシド、ｐ－アミノフェニルホスフェ
ート、およびｐ－アミノフェニルホスホリルコリンまたはその誘導体からなる群より選択
される、請求項３８に記載の方法。
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【請求項４１】
　前記基質に対する前記酵素の影響が化学反応、発光定量的な反応、比色反応または蛍光
定量的な反応と関連している、請求項３８に記載の方法。
【請求項４２】
　前記ＡＲＡを９６または３８４ウエルプレート中に配置し、それぞれのウエルが単一Ｂ
細胞クローン由来のモノクローナル抗体を含み、さらに前記モノクローナル抗体の濃度が
前記細胞表面標的分子からシグナルを誘導するのに十分である、請求項３２に記載の方法
。
【請求項４３】
　それぞれのウエルと約１０３個を超えるレポーター細胞を接触させる、請求項４２に記
載の方法。
【請求項４４】
　前記検出可能な標識が前記レポーター細胞から分泌されない、請求項４２に記載の方法
。
【請求項４５】
　前記検出可能な標識が前記レポーター細胞から分泌される、請求項４２に記載の方法。
【請求項４６】
　それぞれのウエルをレポーター細胞と接触させ、およそ約１０３個を超えるレポーター
細胞濃度に達するまで細胞増殖に適した条件下でインキュベートする、請求項４２に記載
の方法。
【請求項４７】
　前記スクリーニングがハイスループットスクリーニングである、請求項３２に記載の方
法。
【請求項４８】
　前記スクリーニングがハイコンテントスクリーニングである、請求項３２に記載の方法
。
【請求項４９】
　前記細胞表面標的分子の活性化が、β－ラクタマーゼ発現と関連するシグナル伝達経路
の活性化を含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項５０】
　蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）系基質を使用してβ－ラクタマーゼの発現を定量
化する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記ＡＲＡが、前記細胞表面上に存在する前記特異的標的分子と接触させたときに検出
可能なシグナルを誘導するのに十分な濃度の抗体を、前記表面のそれぞれ異なる位置に含
む、請求項３２に記載の方法。
【請求項５２】
　請求項１に記載の方法によって調製した抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）。
【請求項５３】
　前記ＡＲＡが少なくとも１０２個の異なる標的を認識するヒトＢ細胞から発現される少
なくとも１０４個のヒト天然抗体を含み、異なるＢ細胞から分泌されるそれぞれの抗体が
自然に対形成したＶＨおよびＶＬ鎖を有する、請求項５２に記載の抗体レパートリーアレ
イ（ＡＲＡ）。
【請求項５４】
　前記ＡＲＡ上の抗体が少なくとも１０３個の異なる標的を認識する、請求項５２に記載
の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）。
【請求項５５】
　前記ＡＲＡ上の抗体が少なくとも１０３個の発現したヒト天然抗体を含む、請求項５２
に記載の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）。
【請求項５６】
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　前記ＡＲＡが自然に対形成したＶＨおよびＶＬ領域を有する少なくとも１０５個の天然
に存在するヒト抗体を含み、前記抗体が十分多様な患者集団から得た不死化ヒトＢ細胞か
ら分泌されており、したがって前記ライブラリー中の抗体がヒトイムノーム全体と実質的
に類似した多様な結合活性を有する、請求項５２に記載の抗体レパートリーアレイ（ＡＲ
Ａ）。
【請求項５７】
　前記ＡＲＡがＲＮＡウイルス、ＤＮＡウイルス、細菌、酵母、寄生虫、および真菌から
なる群より選択される病原体に対する天然に存在するヒト抗体を含む、請求項５２に記載
の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）。
【請求項５８】
　前記ＡＲＡが悪性または良性腫瘍細胞によって発現される抗原に対する天然に存在する
ヒト抗体を含む、請求項５２に記載の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）。
【請求項５９】
　前記ＡＲＡが神経変性疾患と関係があるポリペプチド、サイトカイン、ケモカイン、増
殖因子、接着分子、および共起刺激分子、ならびにそれらの受容体からなる群より選択さ
れる抗原に対する天然に存在するヒト抗体を含む、請求項５２に記載の抗体レパートリー
アレイ（ＡＲＡ）。
【請求項６０】
　前記ＡＲＡが標的を表す遺伝子断片ファージディスプレイ（ＧＦＰＤ）ライブラリー由
来のエピトープ特異的クラスターに対する天然に存在するヒト抗体を含む、請求項５２に
記載の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）。
【請求項６１】
　前記ＡＲＡが細胞表面上に存在する標的分子に対する天然に存在するヒト抗体を含む、
請求項５２に記載の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）。
【請求項６２】
　前記細胞表面分子が受容体分子である、請求項６１に記載の抗体レパートリーアレイ（
ＡＲＡ）。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　この出願は、２００８年７月２５日に出願された、表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃ
ｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｔａｒｇｅｔ－Ｓｐｅｃ
ｉｆｉｃ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｒｅｐｅｒｔｏｉｒ
ｅ　Ａｒｒａｙｓ　（ＡＲＡ）」の仮特許出願Ｕ．Ｓ．第６１／０８３，６９６号、２０
０８年１０月２９日に出願された、表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉ
ｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｔａｒｇｅｔ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ　ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ　Ａｒｒａｙｓ
　（ＡＲＡ）」のＵ．Ｓ．第６１／１０９，４１８号、および２００９年３月１２日に出
願された、表題「Ｆｕｎｃｔｉｏｎ－Ｂａｓｅｄ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　Ｔａｒｇ
ｅｔ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｒｅ
ｐｅｒｔｏｉｒｅ　Ａｒｒａｙｓ　（ＡＲＡ）」のＵ．Ｓ．第６１／１５９，７０４号（
これらの内容は、その全体が参考として本明細書に援用される）の優先権を主張する。
【０００２】
　発明の技術分野
　本発明は一般に、標的抗原に特異的な抗体アレイに関する。具体的には本発明は、天然
ヒト抗体を含む組成物、このような抗体およびこのような抗体を発現するヒトＢ細胞を含
むアレイ、ならびにその発見法に関する。本発明はさらに、潜在的治療用抗体のハイスル
ープットおよびパラレルスクリーニング法に関する。本発明はさらに、標的に相当する機
能性エピトープクラスターを対象とする抗体、ならびにこのような抗体に由来するワクチ
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ンおよび治療剤に関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　細胞表面受容体の細胞外ドメインを認識するモノクローナル抗体は、それらの受容体の
アゴニストまたはアンタゴニストとして作用することができる。モノクローナル抗体（Ｍ
Ａｂ）２６３は、成長ホルモン（ＧＨ）受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）を認識する広
く使用されているモノクローナル抗体であり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏとｉｎ　ｖｉｖｏの両方
でＧＨアゴニストとして作用することが示されている（非特許文献１）。
【０００４】
　しかしながら、受容体と結合する全ての抗体が、アゴニストまたはアンタゴニスト活性
を有するのではないようである。追加的な立体配座の変化が、シグナル伝達を誘導するの
に必要とされる可能性がある。ホルモン結合部位を対象としホルモン結合に関する完全競
合剤として作用するモノクローナル抗体でさえ、全てがアゴニストとして作用しシグナル
を誘導することができる訳ではない（非特許文献２）。アゴニズムが狭い範囲のモノクロ
ーナル抗体に限定されていることもエリスロポエチン受容体に関して報告されており、こ
の場合広範囲の研究が、この受容体に対する９６のモノクローナル抗体の中で、わずか４
個がアゴニスト活性を有していたことを示した（非特許文献３）。
【０００５】
　細胞表面受容体を刺激するアゴニスト活性を有する抗体は、長期の半減期が必要とされ
る状況、および低頻度の投与が望まれる状況において、魅力的な治療上の選択肢であり得
る。モノクローナル抗体がどのようにして受容体を活性化できるのかの洞察を得るために
、公知のアゴニストモノクローナル抗体を用いたエピトープマッピングが利用されている
。さらに、アゴニストモノクローナル抗体の細胞表面受容体上の結合部位のマッピングは
、この受容体の構造機能関係に関する本発明者らの理解を向上させ得る。トロンボポイエ
チン（ＴＰＯ）に対する細胞表面受容体（ｃ－Ｍｐｌ）を特異的に認識する、ヒト巨核球
系細胞に対して産生したＢＡＨ－１と呼ばれるマウスモノクローナル抗体は、アゴニスト
活性を示す（非特許文献４）。
【０００６】
　タンパク質を特異的に検出および定量化するための現在の方法には、抗原／抗体ベース
のイムノアッセイがある。これらのアッセイには、（ａ）免疫拡散法、免疫電気泳動法、
凝集作用および免疫沈降アッセイなどの古典的な直接イムノアッセイ、および（ｂ）免疫
蛍光、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）およびウエスタ
ンブロットアッセイなどの、近年開発された方法がある。これらの手法は、抗原－抗体相
互作用の特異性を利用する。しかしながら、これらは１度に１つの作用物質のみを分析す
るように設計されており、したがって１回のアッセイ中で分析することができる分子の数
に関して制限を受ける。
【０００７】
　様々なディスプレイ手法が最適化ヒト抗体の操作に利用される。ファージディスプレイ
は、これらの分子の巨大ライブラリーからの、特異的結合性を有するペプチドおよびタン
パク質の単離に広く使用されている技術である。抗体ライブラリーのファージディスプレ
イは、標的に対する抗体断片を発見するための別の方法であり得る。新規な高親和性リガ
ンドおよびそれらの受容体をスクリーニングする際のファージディスプレイの使用は、機
能ゲノミクスおよびプロテオミクスにおいて必須となっている。ディスプレイ法は、癌、
ＡＩＤＳ、心臓血管疾患、および自己免疫障害を含めた、多くの異なる疾患内の必須成分
および経路の標的化を可能にし得る。
【０００８】
　ファージディスプレイは、これらの分子の巨大ライブラリーからの、特異的結合性を有
するペプチドおよびタンパク質の単離に広く使用されている技術である。抗体ライブラリ
ーのファージディスプレイは、標的に対する抗体断片を発見するための別の方法であり得
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る。新規な高親和性リガンドおよびそれらの受容体をスクリーニングする際のファージデ
ィスプレイの使用は、機能ゲノミクスおよびプロテオミクスにおいて必須となっている。
ディスプレイ法は、癌、ＡＩＤＳ、心臓血管疾患、および自己免疫障害を含めた、多くの
異なる疾患内の必須成分および経路の標的化を可能にし得る。
【０００９】
　一般的なファージミド／ヘルパーファージ系の欠点は、対象のタンパク質を提示しない
が、選択標的に対する非特異的結合のため繁殖するファージの高い感染バックグラウンド
である。これ、および組換えタンパク質を発現しない異常なファージミドを有する細菌の
高い増殖率は、選択効率で重大な低減をもたらす。抗体に適用する場合における、この方
法の重大な欠点は、軽鎖と重鎖の本来の組合せが失われ、多くの偽陽性の組合せが作成さ
れることである。したがって、（本来の免疫系によって生じる）Ｌ鎖とＨ鎖の最適な組合
せを発見する確率は非常に低い。
【００１０】
　ヒト後期胚中心（後期ＧＣ）Ｂ細胞によって発現される親和性成熟抗体は、感染疾患お
よびバイオテロ被爆の治療に関して大きな期待が見込める（非特許文献５）。これらの抗
体の最良の供給源は、特異的感染または予防接種から回復しており、したがって明確な、
防御的抗体応答を生み出している個体であり得る。
【００１１】
　天然ヒト抗体は、完全なヒト免疫系の機能の結果として自然に生じる抗体である。ヒト
ウイルス疾患の治療に関する天然抗体の有用性は、高免疫ヒトグロブリンの経験によって
確立されている。ボツリヌス神経毒に対する親和性成熟ヒトＩｇＧ抗体が非常に豊富であ
る安定したハイブリドーマ集団を生成するための、ヒト末梢血Ｂ細胞を使用する１つの３
ステップ法が記載されている。この方法では、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を（ａ）ＣＤ
２７、後期胚中心Ｂ細胞のマーカーの発現用に選択し、（ｂ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養し
てＢ細胞増殖およびクラス変更を促進し、および（ｃ）遺伝子改変メラノーマ細胞系と融
合する（非特許文献６）。
【００１２】
　天然抗体は、クラスとして、組換えライブラリー法によって得られる抗体といくつかの
点で異なり（ファージまたはトランスジェニックマウス）、それらをヒト疾患に理想的な
治療剤にすることができる異なる性質を有する（Ｄｅｓｓａｉｎら、Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ
　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｖｅ　Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ　ｔｏ
　Ｃｒｅａｔｅ　Ａｎｔｉｖｉｒａｌ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　ｉｎ　Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　
３１７巻：１５５～１８３頁（２００８年）、（著作権）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａ
ｇ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照）。具体的には、原型または天然重鎖：軽鎖対の全てを再現
するためのファージ手法が制約されており、したがって重要な抗体構造がファージ作成ラ
イブラリーに組み込まれるのを妨げるため、ファージ由来抗体に優るヒトＢ細胞から発現
される天然抗体のライブラリーの具体的利点が存在する。したがって、ハイスループット
法による病原体の検出、診断、治療および療法用の、ヒトＢ細胞から発現される高品質の
天然ヒト抗体を得ることが望ましい。
【００１３】
　さらに、病原体のゲノム由来のそれぞれの潜在的エピトープの免疫認識は必要とされな
い可能性がある。感染性病原体由来の抗原およびエピトープのサブセットに対する応答は
、優れた防御に十分である可能性がある。したがって、「イムノーム由来抗ウイルス」は
、（プロテオームまたはゲノムによって示される）生物全体ではなく宿主免疫系（イムノ
ーム）と連結する抗原およびエピトープのサブセットに対する応答は、防御に十分であり
得るという概念に基づく。癌に対する優れた免疫応答も、おそらく新生物によって誘発さ
れるイムノームに限られる。したがって、任意の所与の感染または新生物と関係があるヒ
トイムノーム（ｉｍｍｕｎｏｍｅ）を含む抗体ライブラリーを得ることが望ましい。
【００１４】
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　抗体ライブラリーをスクリーニングするための現在の方法の別の欠点は、得られる情報
が標的と結合する能力にほぼ基づいており、標的との結合時の抗体の機能的効果に基づく
スクリーニングをほとんどまたは全く与えないことである。９０年代後期には、ゲノムお
よびプロテオミクスの技術分野の広がりが見られ、あらゆる新規な標的の発見を約束した
。正常および腫瘍組織由来のヌクレオチドおよびタンパク質アレイの、ハイスループット
スクリーニングおよびコンピュータ支援解析は、理論上癌治療で標的化され得るタンパク
質レベルでの微妙な差の世界を明らかにした。しかしながら、これらはいずれも、臨床上
有用および妥当な標的をもたらしていない。発現パターンの微妙な差はそれほど重要では
ない可能性があり、腫瘍選択的機能がより適切である可能性がある。どれが腫瘍細胞と機
能差があるかを確定するための新たな標的の調査はエピトープ識別のレベルであってよく
、この場合１つのエピトープとの結合はシグナル伝達の変化をもたらし、一方で別のエピ
トープとの結合には異なる性質がある。これは、単剤療法レジメンがその有効性を失って
いる状況において、異なる機能を阻害し相乗的に作用する抗体を用いた併用療法または二
次選択療法を可能にし得る。
【００１５】
　例えば、ＴＲＡＳＴＵＺＵＭＡＢ（登録商標）（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）；Ｇ
ｅｎｅｎｔｅｃｈ、Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）は、ＨＥＲ－２（ヒト上皮成長
因子受容体２；ｅｒｂ－Ｂ２；ｎｅｕ）チロシンキナーゼ受容体の細胞外ドメインを対象
とする組換えヒト化モノクローナル抗体である。臨床試験によって、ＴＲＡＳＴＵＺＵＭ
ＡＢ（登録商標）はＨＥＲ－２過剰発現転移性乳癌に対して活性があることが確定し、米
国食品医薬品局によって１９９８年にその承認に至った（Ｃａｒｔｅｒ　Ｐ、Ｐｒｅｓｔ
ａ　Ｌ、Ｇｏｒｍａｎ　ＣＭら、Ｈｕｍａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ａｎｔｉ－ｐ
１８５ｈｅｒ２　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｏｒ　ｈｕｍａｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｔｈｅｒａｐ
ｙ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ（１９９２年）８９巻：４２８５
～４２８９頁）。別のＨＥＲ－２標的モノクローナル抗体、ＰＥＲＴＵＺＵＭＡＢ（登録
商標）（ＯＭＮＩＴＡＲＧ（登録商標）２Ｃ４；Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ）が、異なる型の固
形腫瘍を有する癌患者において第１相臨床試験で現在試験されている。ＴＲＡＳＴＵＺＵ
ＭＡＢ（登録商標）とは対照的に、ＰＥＲＴＵＺＵＭＡＢ（登録商標）は他のＨＥＲ受容
体とＨＥＲ－２の二量体化を立体的に阻害することにより異なって機能し、ＨＥＲ－２／
ＥＧＦＲおよびＨＥＲ－２／ＨＥＲ－３ヘテロ二量体からのリガンド活性化シグナル伝達
を阻害する（Ａｇｕｓ　ＤＢら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ（２００２年）２巻：１２７～
１３７頁）。ＴＲＡＳＴＵＺＵＭＡＢ（登録商標）に初期応答する乳癌の大部分は１年以
内に再度進行し始めるので（Ｃｏｂｌｅｉｇｈ　ＭＡら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ　１
９９９年；１７巻：２６３９～２６４８頁）、組合せてＴＲＡＳＴＵＺＵＭＡＢ（登録商
標）とＰＥＲＴＵＺＵＭＡＢ（登録商標）を用いる治療は、ＨＥＲ－２過剰発現ＢＴ４７
４乳癌細胞の生存を相乗的に阻害することが分かっている（Ｎａｈｔａ　Ｒら、Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ．　６４巻、２３４３～２３４６頁（２００４年））。したがって、迅速お
よびハイスループット形式で機能性またはエピトープ特異性によって分類した抗体群を含
む抗体ライブラリーを得ることが望ましい。
【００１６】
　ｅｒｂＢ２癌遺伝子は成長因子受容体をコードする。ｅｒｂＢ２の過剰発現はより悪性
の腫瘍および乏しい予後と関係している。この分子を対象とするいくつかの抗体はｉｎ　
ｖｉｖｏで抗腫瘍効果があるが、いくつかの抗体には抗腫瘍効果がない（Ｗａｎｇら、Ｍ
ｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００４年２月；４０巻（１３号）：９６３～９６９頁）。明
らかに、いくつかのエピトープはｅｒｂＢ２の腫瘍増殖関連機能が対応し、一方他のエピ
トープは対応しない。したがって、所与の標的内のエピトープ空間の広範囲の調査が必要
である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１７】
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【非特許文献１】Ｗａｎ　Ｙら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ（２
００３年）１７巻（１１号）：２２４０～２２５０頁
【非特許文献２】Ｒｏｗｌｉｎｓｏｎ　ＳＷら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ（１９９８年）
２７３巻：５３０７～５３１４頁
【非特許文献３】Ｅｌｌｉｏｔｔ　Ｓら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ（１９９６年）２７１
巻：２４６９１～２４６９７頁
【非特許文献４】Ｄｅｎｇ　Ｂら、Ｂｌｏｏｄ（１９９８年）９２巻（６号）：１９８１
～１９８８頁
【非特許文献５】Ｃａｓａｄｅｖａｌｌ、Ａ．、Ｐｉｒｏｆｓｋｉ、Ｌ．Ａ．、Ｅｘｐｅ
ｒｔ　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｒ．（２００５年）５巻、１３５９頁
【非特許文献６】Ａｄｅｋａｒら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．（２００８年
４月２０日）３３３巻（１～２号）：１５６～６６頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　方法、組成物、およびキットの様々な実施形態の以下の記載は、添付の特許請求の範囲
の主題を制限するとは決して解釈すべきでない。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明は、天然ヒト抗体レパートリーから得られる、新規、有力な治療、診断および予
後を生み出すのを容易にするに違いない天然ヒト抗体の発見法に関する。本発明は、それ
らの天然ヒト形状で抗体を含むライブラリーの作成法を提供する。本発明は、特異的抗原
を標的化する天然ヒト抗体を発見するための、天然ヒト抗体のライブラリー由来の抗体を
含む新規な抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）をさらに提供する。本発明は、本発明のＡ
ＲＡの使用によって発見される、特異的抗原を標的化する天然ヒト抗体を含む新規な組成
物およびキットを提供する。
【００２０】
　本発明は、受容体などの特異的標的細胞表面分子を対象とするモノクローナル抗体のプ
ールから、特異的機能を有するモノクローナル抗体を迅速に同定するための方法に関する
。本発明は、本発明の標的特異的抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）の使用によって発見
される、特異的抗原を標的化し特異的機能を有する天然ヒト抗体を含む新規な組成物およ
びキットを提供する。
【００２１】
　本発明は、生物学的機能の存在に関してモノクローナル抗体をスクリーニングするため
の方法であって、細胞表面上に存在する特異的標的分子に対するものである複数のモノク
ローナル抗体を含む抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を提供するステップ、細胞表面上
に存在する特異的標的分子を含む細胞をＡＲＡと接触させるステップ、ならびに細胞表面
上に存在する特異的標的分子に対する阻害効果または活性化効果を有するモノクローナル
抗体を同定するステップを含む方法に関する。
【００２２】
　この方法は、レポーター細胞をＡＲＡと接触させるステップであって、レポーター細胞
の表面上に存在する細胞表面標的分子のアゴニストまたはアンタゴニストと接触させたと
きに検出可能なシグナルを発現するようにレポーター細胞が操作されている、ステップ、
ならびに検出可能なシグナルを生成するのに必要な基質の存在下でモノクローナル抗体と
レポーター細胞をインキュベートするステップであって、検出可能なシグナルのレベルの
変化が、モノクローナル抗体の細胞表面標的分子のアンタゴニストまたはアゴニスト機能
の存在を示す、ステップをさらに含むことができる。
【００２３】
　いくつかの態様では、細胞表面上に存在する特異的標的分子は受容体分子である。
【００２４】
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　いくつかの態様では、受容体は、末梢膜タンパク質受容体、膜貫通型受容体、代謝生成
物産性受容体、Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）、受容体型チロシンキナーゼ、グア
ニル酸シクラーゼ受容体、細胞外リガンドに応答性があるイオンチャネル型受容体、受容
体型チロシンキナーゼ、サイトカイン受容体、受容体型グアニル酸シクラーゼ（ｒｅｃｅ
ｐｔｏｒ　ｇｕａｎｙｌｙｌ　ｃｙｃｌａｓｅ）、受容体型セリン／スレオニンプロテイ
ンキナーゼ、インシュリン受容体、インシュリン様成長因子受容体、ヒト成長ホルモン受
容体、グルコース輸送担体、トランスフェリン受容体、上皮成長因子受容体、低密度リポ
タンパク質受容体、レプチン受容体、インターロイキン受容体、ＩＬ－１受容体、ＩＬ－
２受容体、ＧＰＣＲ、ムスカリン性アセチルコリン受容体、アデノシン受容体、アドレナ
リン受容体、ｇａｂａ受容体、アンギオテンシン受容体、カンナビノイド受容体、コレシ
ストキニン受容体、ドーパミン受容体、グルカゴン受容体、代謝生成物産性グルタミン酸
受容体（ｍｅｔａｂｏｔｒｏｐｉｃ　ｇｌｕｔａｍａｔｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）、ヒスタ
ミン受容体、嗅覚受容体、オピオイド受容体、ロドプシン、セクレチン受容体、セロトニ
ン受容体、ソマトスタチン受容体、カルシウム感知受容体、成長因子受容体、共起刺激分
子受容体、プロテアーゼ活性化受容体、Ｔ細胞受容体、Ｂ細胞受容体、ＩＴＩＭ含有受容
体、ＩＴＡＭ含有受容体、ＴＮＦＲスーパーファミリーのメンバー、ＴＮＦスーパーファ
ミリーのメンバー、イオンチャネル、およびケモカイン受容体からなる群より選択される
。
【００２５】
　いくつかの態様では、受容体タンパク質の完全アゴニスト、部分的アゴニスト、アンタ
ゴニストまたは逆アゴニストとして抗体が機能する。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、検出可能なシグナルは、フルオロフォア、化学色素、放射性
結合物質、化学発光性結合物質、電気化学発光性物質、磁性結合物質、常磁性結合物質、
プロ磁性（ｐｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ）結合物質、着色産物を生成する酵素、化学発光産物
を生成する酵素、磁性産物を生成する酵素またはルテニウムである。
【００２７】
　本発明は、細胞表面分子の活性化が基質に影響を与えることができる酵素の活性と関連
がある細胞内シグナル伝達経路と共役している、スクリーニング法に関する。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、酵素は、β－ラクタマーゼ、α－ガラクトシダーゼ、β－ガ
ラクトシダーゼ、α－グルコシダーゼ、β－グルコシダーゼ、α－マンノシダーゼ、β－
マンノシダーゼ、酸性ホスファターゼ、アルカリホスファターゼおよびホスホジエステラ
ーゼＩＩからなる群より選択される。
【００２９】
　いくつかの実施形態では、基質は、ｐ－アミノフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド
、ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド、ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－グ
ルコピラノシド、ｐ－アミノフェニル－β－Ｄ－グルコピラノシド、ｐ－アミノフェニル
－α－Ｄ－マンノピラノシド、ｐ－アミノフェニル－β－Ｄ－マンノピラノシド、ｐ－ア
ミノフェニルホスフェート、およびｐ－アミノフェニルホスホリルコリンまたはその誘導
体からなる群より選択される。
【００３０】
　いくつかの実施形態では、基質に対する酵素の影響は、化学反応、発光定量的な反応（
ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｒｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）、比色反応または蛍光定量的な反応（ｆ
ｌｕｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）と関連している。
【００３１】
　本発明は、抗体機能の検出前に流体せん断力によって、ＡＲＡの表面から非結合レポー
ター細胞を除去することをさらに含むスクリーニング法に関する。
【００３２】
　いくつかの態様では、ＡＲＡを９６または３８４ウエルプレート中に配置する。それぞ
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れのウエルが単一Ｂ細胞クローン由来のモノクローナル抗体を含み、モノクローナル抗体
の濃度は細胞表面標的分子からシグナルを誘導するのに十分である。それぞれのウエルは
１０３個を超えるレポーター細胞と接触させる。いくつかの実施形態では、それぞれのウ
エルは１０３個未満のレポーター細胞と接触させ、検出可能な標識を観察する前に１０３

個以上のレポーター細胞がそれぞれのウエルに存在するまで、適切な条件下で細胞増殖が
可能である。
【００３３】
　いくつかの態様では、レポーター細胞から分泌される可能性がある、または可能性がな
い検出可能な標識を、それが生成するウエル内で検出する。
【００３４】
　いくつかの態様では、それぞれのウエルをレポーター細胞と接触させ、それらを約１０
３、１０４、１０５個以上のレポーター細胞濃度に達するまで細胞増殖に適した条件下で
インキュベートする。細胞増殖条件は、検出可能な標識の発現にも適している。
【００３５】
　いくつかの態様では、スクリーニングはハイスループットスクリーニングである。いく
つかの態様では、スクリーニングはハイコンテントスクリーニングである。
【００３６】
　いくつかの態様では、検出可能な標識は細胞表面標的分子の活性化から間接的に生成す
る。
【００３７】
　いくつかの態様では、細胞表面標的分子のシグナル伝達経路の活性化はβ－ラクタマー
ゼ発現と共役し、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）系基質を使用してβ－ラクタマー
ゼの発現を定量化する。
【００３８】
　本発明は、抗体ライブラリーを作成するための方法であって、有効な数のヒトドナーの
それぞれから少なくとも１０４個のＢ細胞を得るステップ、ならびにＢ細胞の集団を形成
するステップであって、前記集団が少なくとも１０５、好ましくは少なくとも１０６、よ
り好ましくは少なくとも１０７個の異なる種の天然に存在する抗体を含有し、抗体のそれ
ぞれがヒトイムノーム全体を実質的に表す自然に対形成した重鎖および軽鎖を有する、ス
テップ、前記Ｂ細胞の集団をＢ細胞の亜集団に分けるステップであって、それぞれの亜集
団が平均して１、５、１０、２０、５０または１００種の異なる抗体を産生する、ステッ
プ、Ｂ細胞のそれぞれの亜集団を増殖させて、増殖させたＢ細胞培養物を生成するステッ
プ、不死化Ｂ細胞培養物を生成するための増殖の前後に、前記Ｂ細胞培養物のそれぞれを
場合によっては不死化するステップ、前記Ｂ細胞が前記培養培地中に抗体を分泌する条件
下において培養培地中で、前記Ｂ細胞培養物のそれぞれを培養するステップ、ならびに前
記抗体のそれぞれを固体表面上の異なる位置に結合または配置させ、それによって抗体ア
レイを作成するステップを含む方法を提供する。
【００３９】
　さらなるステップでは、この方法は、前記標的に特異的である抗体を同定するステップ
を含む。この方法は、どの不死化または非不死化Ｂ細胞培養物が前記標的抗体を産生する
かを決定するステップ、ならびに前記Ｂ細胞培養物から前記標的抗体を産生するＢ細胞を
単離するステップをさらに含むことができる。
【００４０】
　本発明は、１つまたは複数の個体ドナーから抗体を産生するための方法であって、自然
に発現される抗体を有する前記１つまたは複数のドナーから少なくとも１０４個のＢ細胞
を得るステップ、少なくとも１種の抗体を産生する亜集団、好ましくは約１～１００の抗
体を産生する亜集団に前記Ｂ細胞を分けるステップ、Ｂ細胞のそれぞれの亜集団を増殖さ
せて、増殖させたＢ細胞培養物を生成するステップ、不死化Ｂ細胞培養物を生成するため
の増殖の前後に、前記Ｂ細胞培養物のそれぞれを場合によっては不死化するステップ、前
記Ｂ細胞が前記培養培地中に抗体を分泌する条件下において培養培地中で、前記Ｂ細胞培
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養物のそれぞれを培養するステップ、ならびに前記抗体を固体表面上の異なる位置に結合
させるステップを含む方法を提供する。この方法は、標的に対する前記抗体をスクリーニ
ングするステップをさらに含むことができる。
【００４１】
　本発明は、前記ヒトドナーの数が少なくとも１０、５０、１００または５００である方
法を提供する。
【００４２】
　本発明は、前記Ｂ細胞集団を少なくとも１０、２０、５０、１００、１０００、１０４

および最大１０７の亜集団に分ける方法を提供する。
【００４３】
　本発明は、自然に対形成したＶＨおよびＶＬ領域を有する、少なくとも１０５、好まし
くは少なくとも１０６、より好ましくは少なくとも１０７個の天然に存在する抗体を含む
抗体ライブラリーであって、前記抗体が十分多様な患者集団から得たヒトＢ細胞、好まし
くは不死化ヒトＢ細胞から発現されており、したがって前記ライブラリー中の抗体がヒト
イムノーム全体と実質的に類似した多様な結合活性を有する、抗体ライブラリーを提供す
る。
【００４４】
　本発明は、自然に対形成したＶＨおよびＶＬ領域を有する、少なくとも１０５、好まし
くは少なくとも１０６、より好ましくは少なくとも１０７個以上の本来発現されるヒト天
然抗体を含むアレイおよび抗体ライブラリーであって、前記抗体がヒトＢ細胞から発現さ
れているアレイおよび抗体ライブラリーを提供する。いくつかの実施形態では、抗体ライ
ブラリーまたはＡＲＡは、少なくとも１０５個の異なる特有抗原または標的、好ましくは
少なくとも１０６個、およびより好ましくは少なくとも１０７個以上の異なる特有抗原ま
たは標的を認識する。例えば、参照により本明細書に完全に組み込む、米国特許第６，３
１９，６９０号を参照。
【００４５】
　本発明は、少なくとも１０５、好ましくは少なくとも１０６、およびより好ましくは少
なくとも１０７個以上の異なる種の天然に存在する抗体を産生するヒトＢ細胞の集団を含
むライブラリーであって、抗体のそれぞれが自然に対形成したＶＨおよびＶＬ領域を有し
、ヒトＢ細胞の集団がＢ細胞の亜集団に分かれ、それぞれの亜集団が平均して１～１００
種の異なる抗体を産生し、前記ヒトＢ細胞が十分多様な患者集団から得られ、したがって
前記ライブラリー中のＢ細胞により産生される抗体がヒトイムノーム全体と実質的に類似
した多様な結合活性を有する、ライブラリーを提供する。
【００４６】
　本発明は、非不死化Ｂ細胞ライブラリーを作成するための方法であって、有効な数のヒ
トドナーのそれぞれから少なくとも１０４個の記憶Ｂ細胞を得るステップ、ヒトＢ細胞の
集団を調製するステップであって、前記集団が少なくとも１０５、好ましくは少なくとも
１０６、およびより好ましくは少なくとも１０７個の異なる種の天然に存在する抗体を含
有し、抗体のそれぞれが自然に対形成した重鎖および軽鎖を有する、ステップ、前記Ｂ細
胞の集団をＢ細胞の亜集団に分けるステップであって、それぞれの亜集団が平均して１～
１００種の異なる抗体を産生し、場合によっては、Ｂ細胞のそれぞれの亜集団を増殖させ
て、増殖させたＢ細胞培養物を生成するステップ、ならびにそのＲＮＡ内容物を保存する
のに適した条件下にそれぞれの亜集団を保管するステップであって、それぞれが平均して
１～１００の異なる種の抗体を発現する非不死化Ｂ細胞集団のライブラリーを生成するス
テップを含む方法を提供する。この方法は、それぞれの保存したＢ細胞亜集団に対応する
ＲＮＡ試料を調製するステップ、それぞれのＲＮＡ試料に逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反
応（ＲＴ－ＰＣＲ）を実施するステップ、自然に対形成することができるＶＨおよびＶＬ

領域に相当するＤＮＡを単離するステップ、前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現することがで
きる適切な宿主中のＶＨおよびＶＬ領域に相当する前記ＤＮＡをクローニングするステッ
プ、ならびに自然に対形成した免疫グロブリン（Ｉｇ）が形成されるように、免疫グロブ
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リン重鎖および軽鎖のコンテクスト（ｃｏｎｔｅｘｔ）で前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現
させるステップをさらに含むことができる。
【００４７】
　本発明は、標的特異的抗体を単離するための方法であって、標的に事前に曝したヒトド
ナーからＢ細胞を得るステップであって、前記Ｂ細胞の集団が自然に対形成した重鎖およ
び軽鎖を有する少なくとも１０５個の異なる種の天然に存在する抗体を含有する、ステッ
プ、前記Ｂ細胞の集団をＢ細胞の亜集団に分けるステップであって、それぞれの亜集団が
平均して１～１００の異なる種の抗体を産生する、ステップ、前記Ｂ細胞が前記培養培地
中に抗体を分泌する条件下において、Ｂ細胞のそれぞれの亜集団を増殖させて、増殖させ
たＢ細胞培養物を生成するステップ、固体表面上の異なる位置に前記Ｂ細胞培養物のそれ
ぞれから培養培地中に分泌された前記抗体を配置して、抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ
）を作成するステップ、天然標的分子を用いて抗体レパートリーアレイを調べて（ｉｎｔ
ｅｒｒｏｇａｔｅ）、前記標的に特異的である１つまたは複数の抗体集団を同定するステ
ップ、前記標的に特異的である抗体集団に対応する前記Ｂ細胞培養物のそれぞれからＲＮ
Ａ試料を調製するステップ、前記ＲＮＡ試料の複数に逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（
ＲＴ－ＰＣＲ）を実施するステップ、自然に対形成することができるＶＨおよびＶＬ領域
に相当するＤＮＡを単離するステップ、前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現することができる
適切な宿主中のＶＨおよびＶＬ領域に相当する前記ＤＮＡをクローニングするステップ、
ならびに自然に対形成した免疫グロブリンが形成されるように、免疫グロブリン重鎖およ
び軽鎖のコンテクストで前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現させるステップを含む方法を提供
する。いくつかの実施形態では、標的はウイルス、細菌、酵母、寄生虫、真菌、または他
の病原体である。いくつかの実施形態では、天然標的分子はビリオン、ウイルス様粒子、
ウイルス感染細胞、またはウイルスタンパク質である。一実施形態では、標的はヒト免疫
不全ウイルス（ＨＩＶ）である。
【００４８】
　一態様では、方法は、多種の標的または複数の血清型の同じ標的を含む複数の標的を提
供するステップ、ならびに交差反応性抗体を同定するステップをさらに含む。
【００４９】
　本発明は、本明細書に記載する任意の方法によって調製する抗体レパートリーアレイ（
ＡＲＡ）を提供する。
【００５０】
　本発明は、エピトープクラスタリング（ｅｐｉｔｏｐｅ　ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ）に基
づいて抗体をスクリーニングするための方法であって、標的タンパク質の一部分を表す遺
伝子断片から作成した遺伝子断片ファージディスプレイ（ＧＦＰＤ）ライブラリーを提供
するステップであって、ＧＦＰＤライブラリーのメンバーを１つまたは複数のエピトープ
との対応に従いクラスタリングするステップ、インタクトな標的タンパク質を提供するス
テップ、免疫応答を高めるのに十分な量の標的に事前に曝した被験体の血液試料から作成
した抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を提供するステップ、標的由来のＧＦＰＤライブ
ラリーのメンバーのインタクトな標的およびエピトープ特異的クラスターを用いてＡＲＡ
を調べるステップ、前記インタクトな標的および少なくとも１つのエピトープクラスター
に特異的である１つまたは複数の抗体集団を同定するステップ、前記エピトープクラスタ
ーに特異的である抗体集団に対応する前記Ｂ細胞培養物のそれぞれからＲＮＡ試料を調製
するステップ、前記ＲＮＡ試料の複数に逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ
）を実施するステップ、自然に対形成することができるＶＨおよびＶＬ領域に相当するＤ
ＮＡを単離するステップ、前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現することができる適切な宿主中
のＶＨおよびＶＬ領域に相当する前記ＤＮＡをクローニングするステップ、ならびに自然
に対形成した免疫グロブリンが形成されるように、免疫グロブリン重鎖および軽鎖のコン
テクストで前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現させるステップを含む方法を提供する。
【００５１】
　一態様では、この方法は、インタクトな標的およびＧＦＰＤライブラリーのメンバーに
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よるＡＲＡの認識パターンに基づいて、新たなエピトープを同定するステップをさらに含
む。この方法は、新たなエピトープクラスターに特異的である抗体集団に対応する前記Ｂ
細胞培養物のそれぞれからＲＮＡ試料を調製するステップ、前記ＲＮＡ試料の複数に逆転
写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を実施するステップ、自然に対形成するこ
とができるＶＨおよびＶＬ領域に相当するＤＮＡを単離するステップ、前記ＶＨおよびＶ

Ｌ領域を発現することができる適切な宿主中のＶＨおよびＶＬ領域に相当する前記ＤＮＡ
をクローニングするステップ、ならびに自然に対形成した免疫グロブリンが形成されるよ
うに、免疫グロブリン重鎖および軽鎖のコンテクストで前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現さ
せるステップの、追加ステップを含む。
【００５２】
　本発明は、本明細書に記載する方法に従い同定およびクローニングしたＶＨおよびＶＬ

鎖を発現させることによって調製した、治療用抗体に関する。
【００５３】
　本発明は、遺伝子断片ファージディスプレイ（ＧＦＰＤ）ライブラリーの調製法に関す
るものであり、この場合ＧＦＰＤのメンバーは、標的タンパク質をコードする遺伝子を提
供するステップ、前記遺伝子を遺伝子断片に断片化するステップ、ＧＦＰＤライブラリー
のメンバーを含むファージディスプレイライブラリーを調製するステップ、標的に特異的
なヒト抗体に関してＧＦＰＤライブラリーをパニングするステップ、ならびに１つまたは
複数のクラスターとの対応に従いそれぞれのＧＦＰＤを分類するステップを含む方法によ
って、１つまたは複数のエピトープとの対応に従いクラスタリングする。
【００５４】
　この方法は、標的の公知の三次元構造にＧＦＰＤライブラリーのメンバーをオーバーレ
イ（ｏｖｅｒｌａｙ）してＧＦＰＤライブラリーのメンバーを分類することをさらに含み
、この場合標的の機能は、標的の公知の三次元構造の一部分と関係がある。
【００５５】
　本発明は、本明細書に記載する方法により同定した２つ以上のエピトープクラスター間
の相乗機能を試験するための方法に関するものであり、この方法は、エピトープクラスタ
ーに特異的である抗体集団から配列決定したＶＨおよびＶＬ領域の発現によって形成され
る第一の自然に対形成した免疫グロブリンを調製するステップ、異なるエピトープクラス
ターに特異的である抗体集団から配列決定したＶＨおよびＶＬ領域の発現によって形成さ
れる第二の自然に対形成した免疫グロブリンを調製するステップ、第一および第二の自然
に対形成した免疫グロブリンの両方を個別または組合せで、インタクトな標的の活性を測
定するために試験系に与える（ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒ）ステップ、ならびに公知の機能と
関連がある新たなエピトープの活性または活性の相乗作用を決定するステップを含む。
【００５６】
　本発明は、本明細書に記載する方法により決定した１つまたは複数のエピトープクラス
ターと関係がある標的の機能を調節する際に有効である、小分子および治療用抗体調製物
を提供する。本発明は、本明細書に記載する方法により決定した機能性エピトープクラス
ターに対して有効な抗体を含む、ワクチン調製物を提供する。
【００５７】
　本発明は、細胞表面受容体の機能を改変することができる治療用抗体を含むキットを提
供する。
【００５８】
　本発明は、特異的機能を有するモノクローナル抗体をスクリーニングするためのキット
を提供し、このキットは、細胞表表面上に存在する特異的標的分子に対するものである複
数のモノクローナル抗体を含む抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）、および場合によって
は、レポーター細胞の表面上に存在する細胞表面標的分子のアゴニストまたはアンタゴニ
ストと接触させたときに検出可能なシグナルを発現するように操作されているレポーター
細胞を含む。
【００５９】



(18) JP 2011-528905 A 2011.12.1

10

20

30

40

50

　本発明、ならびに本発明の他の目的、特徴、および利点は、以下の発明の詳細な説明お
よび添付の図面および実施形態において、さらに明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】図１は、抗体レパートリーアレイを使用する、抗体発見プロセスの概略を示す図
である。
【図２】図２は、ＡＲＡプラットフォームを使用する、ＨＩＶに対するモノクローナル抗
体の発見に関するプロセスの概略を示す図である。
【図３】図３は、ヒト遺伝子に相当するエピトープレパートリーのファージディスプレイ
の作成に関する、プロセスの概略を示す図である。
【図４】図４は、標的として完全タンパク質または病原体およびさらに標的として個々の
エピトープを用いたＡＲＡのスクリーニングに関する、プロセスの概略を示す図である。
【図５】図５は、標的上の個々の機能性エピトープを対象とする特有抗体クラスターの単
離に関する、プロセスの概略を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００６１】
　さらなる詳述なしで、当業者は、以下の説明を使用して、その最大限まで本発明を利用
することができると考えられる。以下の説明は単なる例示的なものであり、決して何であ
れ本開示の残り部分を制限するものではない。
【００６２】
　感染疾患の治療のための受動的抗体療法の有用性および必要性は認められている。（Ｋ
ｅｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｓｔｉｅｈｍ．　Ｃｌｉｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　Ｒｅｖ．　
１３巻：６０２～６１４頁（２０００年）；Ｏｒａｌ　ＨＢら、Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌ．　２１巻：２２５～２３９頁（２００２年）；Ｃａｓａｄｅｖａｌｌら、Ｎａ
ｔ．　Ｒｅｖ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．　２巻：６９５～７０３頁（２００４年）。ウイ
ルス感染から回復した個体または治療予防接種を受けた個体は、ウイルスからの生涯免疫
に貢献する抗体の集団を含有する。これらの「天然抗体」は、機能性ヒト免疫系によって
生成されるのと全く同じ形状で対形成する重鎖および軽鎖を有する。それらは、これらが
ヒト系によって自然に生成する完全長抗体の「野生型」構造を複製しない点で、組換え系
からまたはトランスジェニックマウス系を使用して生成するヒトまたはヒト化抗体と異な
る。
【００６３】
　天然ヒト抗体レパートリーには、新規なモノクローナル抗体療法の開発に関する未開拓
の可能性がある。天然ヒト抗体レパートリーはヒト疾患に対する明確な免疫学的解決を含
有し、ヒト臨床用途に最も安全である可能性がある。静注用免疫グロブリンを使用する（
ＩＶＩＧ；血漿由来の天然ＩｇＧを使用する）ポリクローナル抗体療法は過去に使用され
てきたが、本発明は、クローニングした天然ヒト抗体の治療可能性を一層高い有効性で利
用するための新規な方法に関する。抗体ライブラリーまたはアレイが構築されているが（
例えば、参照により本明細書に完全に組み込む、米国特許第４，８２９，０１０号および
米国特許第４，５９１，５７０号を参照）、しかしながら、本明細書に記載し特許請求す
るような、実質的に全てのヒト天然イムノームを含む天然ヒト抗体のライブラリーまたは
ＡＲＡは存在していない。
【００６４】
　本発明は、抗体発見用の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を提供する。一態様では、
所与のドナーまたはドナープールの抗体レパートリーの包括的調査用の、ハイスループッ
ト、多重および測定可能プラットフォームを提供する。一態様では本発明は、独自の機能
性を有する高品質抗体を同定する確率を高めるための、巨大な候補のプールを提供する。
【００６５】
　本発明は、抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）中に提供されるモノクローナル抗体のプ
ールから、特異的機能を有する抗体を迅速に同定するための方法に関する。一態様では、
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所与のドナーまたはドナープールの抗体レパートリーの包括的調査用の、ハイスループッ
ト、多重および測定可能プラットフォームを提供する。一態様では本発明は、独自の機能
性を有する高品質抗体を同定する確率を高めるための、巨大な候補のプールを提供する。
【００６６】
　受容体は、移動性シグナル伝達（または「シグナル」）分子が結合することができる、
細胞の原形質膜または細胞質のいずれかに埋め込まれたタンパク質分子である。受容体と
結合する分子は「リガンド」と呼ばれ、それはペプチド（神経伝達物質など）、ホルモン
、薬剤、毒素、または抗体であってよく、アゴニストとのこのような結合が生じると、受
容体は立体配座が変化し、これが通常細胞応答を開始させる。いくつかのリガンド（例え
ば、アンタゴニスト）は、いかなる応答も誘導せずに単に受容体を阻害する。受容体のリ
ガンド誘導型変化は、リガンドの生物活性を構成する生理的変化をもたらす。
【００６７】
　本発明による受容体には、末梢膜タンパク質受容体、膜貫通型受容体、代謝生成物産性
受容体、Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）、受容体型チロシンキナーゼ、グアニル酸
シクラーゼ受容体、細胞外リガンドに応答性があるイオンチャネル型受容体などがある。
膜貫通型タンパク質は、１個～数個の膜貫通ドメインを含有することができる。例えば、
受容体型チロシンキナーゼ、特定のサイトカイン受容体、グアニル酸シクラーゼ受容体、
および受容体型セリン／スレオニンプロテインキナーゼは、１個の膜貫通ドメインを含有
する。しかしながら、イオンチャネルおよびアデニル酸シクラーゼを含めた様々な他のタ
ンパク質は、多数の膜貫通ドメインを含有する。多くの重要な細胞表面受容体は「７回膜
貫通ドメイン」（７ＴＭ）タンパク質として分類される。それらは、７個の膜貫通領域を
含有するからである。重要な膜貫通タンパク質受容体には、インシュリン受容体、インシ
ュリン様成長因子受容体、ヒト成長ホルモン受容体、グルコース輸送担体、トランスフェ
リン受容体、上皮成長因子受容体、低密度リポタンパク質受容体、レプチン受容体、イン
ターロイキン受容体、例えば、ＩＬ－１受容体、ＩＬ－２受容体などがあるが、これらだ
けには限られない。ＧＰＣＲには、ムスカリン性アセチルコリン受容体、アデノシン受容
体、アドレナリン受容体（アドレナリン作動受容体としても知られる）、ＧＡＢＡ受容体
、アンギオテンシン受容体、カンナビノイド受容体、コレシストキニン受容体、ドーパミ
ン受容体、グルカゴン受容体、代謝生成物産性グルタミン酸受容体、ヒスタミン受容体、
嗅覚受容体、オピオイド受容体、ロドプシン、セクレチン受容体、セロトニン受容体、ソ
マトスタチン受容体、カルシウム感知受容体、ケモカイン受容体、サイトカイン受容体な
どがある。特定の受容体はシグナル伝達に関与する。
【００６８】
　膜貫通ドメインの特性には、帯電アミノ酸が付随し得る約２０の連続する疎水性アミノ
酸がある。したがって、特定タンパク質のアミノ酸配列の分析によって、タンパク質内の
膜貫通ドメインの局在および数を予想することができる。
【００６９】
　膜貫通タンパク質の細胞外ドメインは多様であるが、しかしながら、保存モチーフは様
々な細胞外ドメイン中で繰り返し見られる。保存構造および／または機能は異なる細胞外
モチーフに起因している。例えば、サイトカイン受容体はシステインおよびＷＳＸＷＳ（
Ｗ＝トリプトファン、Ｓ＝セリン、Ｘ＝任意のアミノ酸）モチーフのクラスターによって
特徴付けられる。免疫グロブリン様ドメインは高度に保存されている。ムチン様ドメイン
は細胞接着と関係がある可能性があり、ロイシンリッチリピートはタンパク質－タンパク
質相互作用に関与する。
【００７０】
　多くの細胞外ドメインは他の分子との結合に関与する。一態様では、細胞外ドメインは
受容体である。受容体ドメインと結合する因子には、ペプチド、タンパク質、またはアデ
ノシンなどの小分子などであってよい循環リガンドがある。例えば、ＥＧＦ、ＦＧＦおよ
びＰＤＧＦなどの成長因子は、それらの同種受容体と結合して様々な細胞応答を開始させ
る、循環成長因子である。他の因子には、サイトカイン、マイトジェン因子、神経栄養因
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子などがある。
【００７１】
　本発明によれば、機能性モノクローナル抗体は細胞表面タンパク質の細胞外ドメインと
相互作用し、直接的または間接的に、生物学的応答を誘導する。
【００７２】
　アゴニストは受容体を活性化することができ、最大の生物学的応答をもたらす。大部分
の天然リガンドは完全アゴニストである。部分的アゴニストが受容体を完全に活性化する
ことはなく、完全アゴニストの応答と比較して部分的である応答を引き起こす。アンタゴ
ニストは受容体と結合するが、それらを活性化しない。これは受容体の阻害をもたらし、
他のアゴニストの結合を阻害する。逆アゴニストは、それらの常時活動を阻害することに
よって受容体の活性を低下させる。受容体と結合するモノクローナル抗体は、任意の１つ
または複数のこれらの影響を有することができる。
【００７３】
　本発明は、個体またはドナー集団における非常にまれな抗体（１０５～１０６分の１）
の高感度の検出を可能にする。迅速な時間枠（３カ月以下）で、標的特異的な天然ヒト抗
体集団を同定および確認するための方法を提供する。
【００７４】
　さらに本発明の方法は、天然軽鎖および重鎖対を有する天然ヒト抗体を用いた天然形状
の標的分子の調査を可能にし、特異的標的に対する高品質抗体を同定するスクリーニング
をもたらす。
【００７５】
　ヒトドナー由来のヒトＩｇＧ＋記憶Ｂ細胞
　ヒト免疫系は、１０９個を超えるコンビナトリアル抗体で個体において１０１２個のＢ
細胞クローン型を含む（Ｊｅｒｎｅ　ＮＫ、Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　３８巻
（１号）：１～９頁（１９９３年））。しかしながら、本明細書で使用するように、少な
くとも１０５、好ましくは少なくとも１０６、より好ましくは少なくとも１０７個の異な
る種のＩｇＧ抗体を含有するＢ細胞の集団は、疾患、障害または感染因子に相当する抗原
（複数可）に応答性があるヒト天然イムノームを表すと考えられる。それぞれのドナーか
ら、少なくとも１０４個のＢ細胞を回収する。本明細書で企図するヒト天然抗体ライブラ
リーおよびアレイは、疾患、障害または感染因子に相当する抗原（複数可）に応答性があ
る、機能的な、完全ヒト免疫系によって生成し得る実質的に全ての考えられる天然ヒト抗
体を含み、少なくとも１０の異なるドナーから回収した、少なくとも１０５、好ましくは
少なくとも１０６、より好ましくは少なくとも１０７個の異なる種のヒト天然抗体を典型
的には含有する。
【００７６】
　静注用免疫グロブリン（ＩＶＩＧ）は血漿から得られる天然ヒトＩｇＧ抗体の精製集団
を含み、それが生成する集団の集合的抗体イムノームを表す。地理的に異なるドナープー
ルは、特異的抗体の力価が異なることは観察されてきている。したがって、本発明の一態
様では、地理的に多様な集団からドナープールを生成して、標的特異的抗体の多様性を高
める。
【００７７】
　本発明の一態様では、ドナー集団は未治療である、または一般的な感染因子による感染
に曝されていない、または一般的な治療予防接種を受けている。
【００７８】
　本発明の別の態様では、特異的感染因子またはヒト疾患を標的化する抗体が望ましい場
合、一般的な疾患に罹患する集団、または一般的な感染因子に感染しているかそれに対す
る予防接種を受けた集団用のドナープールを選択する。
【００７９】
　一実施形態では、インフルエンザウイルス感染、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）感染、単
純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）感染、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）感染、メチシリン
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耐性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ（ＭＲＳＡ）感染、エプスタインバー
ウイルス（ＥＢＶ）感染、呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）感染、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ
ｓ、Ｃａｎｄｉｄａ感染などの感染障害に起因する少なくとも１つの疾患、喘息、アレル
ギー、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、特発性肺線維症（ＩＰＦ）、成人呼吸逼迫症候群
（ＡＲＤＳ）などの呼吸器障害、薄弱性、カヘキシー、サルコペニア、肥満、脂質異常症
、メタボリックシンドローム、心筋梗塞（ＭＩ）、慢性腎不全（ＣＲＦ）骨粗鬆症、消化
系障害、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、クローン病、脂肪肝疾患
、線維症、薬剤誘導型肝疾患などの代謝障害、アルツハイマー病、多発性硬化症（ＭＳ）
、パーキンソン病、牛海綿状脳症（ＢＳＥ、狂牛病）などの神経障害、乳、腎臓、胃、メ
ラノーマ、肺、結腸、グリオーマ、リンパ腫および前立腺癌などの癌などの標的疾患を、
ドナーが発症していることは公知である。
【００８０】
　一実施形態では、Ｂリンパ球を、神経状態と関係があるポリペプチド、サイトカイン、
ケモカイン、成長因子、接着分子、共起刺激分子、腫瘍細胞抗原、悪性腫瘍細胞抗原およ
びそれらの受容体などの治療上関連がある標的に対する抗体の存在に関してスクリーニン
グする。
【００８１】
　ハンチントン病（ＨＤ）、パーキンソン病（ＰＤ）、アルツハイマー病（ＡＤ）、およ
び筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）などの様々な神経変性疾患と関係があるポリペプチドに
は、ハンチングチン、アトロフィン－１、アンドロゲン受容体、アタキシン－１、アタキ
シン－２、アタキシン－３、ＣＡＣＮＡ１Ａ（カルシウムチャネル、電位依存性、Ｐ／Ｑ
型、α１Ａサブユニット）、アタキシン－７、αシヌクレイン、アミロイド前駆体タンパ
ク質（ＡＰＰ）、ｔａｕ、βアミロイドペプチド、低分子量神経フィラメント（ＬＮＦ）
、αインターネキシン、ペリフェリン、Ｎ－Ｃｏｒ、ｍＳｉｎ３ａ、ＣＢＰ（ｃ－ＡＭＰ
－応答エレメント結合タンパク質）、α－アダプチン、α－１－アンチキモトリプシン、
シンフィリン－１、パーキン、ＵＣＨ－Ｌ１（ユビキチンカルボキシル末端エステラーゼ
Ｌ１）、ｈｉｐ－１、カスパーゼ－１、カスパーゼ－２、カスパーゼ－３、カスパーゼ－
６、カスパーゼ－８、カルパイン、アスパルチルプロテアーゼ、ヒストンデアセチラーゼ
２（ＨＤＡＣ２）、トランスグルタミナーゼ、ポリグルタミン結合タンパク質－１（ＰＱ
ＢＰ１）、βシヌクレイン、γシヌクレイン、ＳＯＤ１、アポリポタンパク質Ｅ（ＡＰＯ
Ｅ）、ｈｉｐ－１、プレセニリンＰＳ－１、およびプレセニリンＰＳ－２がある。
【００８２】
　サイトカインは、免疫系および炎症応答を含めた多数の機能の活性化と関係している、
ポリペプチドメディエーターの異種群である。サイトカインファミリーには、インターロ
イキン（ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＩＬＩｒａおよびＩＬ－２～ＩＬ－１８）、腫瘍壊死
因子（ＴＮＦ－αおよびＴＮＦ－β）、インターフェロン（ＩＮＦ－α、βおよびγ）、
コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－３および他のＩＬの
いくつか）、および成長因子（ＥＧＦ、ＦＧＦ、ＰＤＧＦ、ＴＧＦα、ＴＧＦβ、ＢＭＰ
、ＧＤＦ、ＣＴＧＦ、およびＥＣＧＦ）があるが、これらだけには限られない。サイトカ
インには、カルジオトロフィン－１（ＣＴ－１）；ＣＤ２７；ＣＤ２７Ｌ；ＣＤ３０Ｋｉ
－１；ＣＤ３０Ｌ；ＣＤ４０Ｌ（ＴＲＡＰ）；インターフェロンα（ＩＦＮ－α）；イン
ターフェロンβ（ＩＦＮ－β）；インターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）；インターフェロン
ω（ＩＦＮ－ω）；インターフェロン感受性遺伝子１５（ＩＳＧ－１５）；レプチンＯＢ
；白血病抑制因子ＬＩＦ；リンホトキシンＬＴ／ＴＮＦβ；マクロファージコロニー刺激
因子（Ｍ－ＣＳＦ）；マクロファージ刺激タンパク質－α（ＭＳＰ－α）；マクロファー
ジ刺激タンパク質－β（ＭＳＰ－β）；遊走阻止因子（ＭＩＦ）；オンコスタチンＭ（Ｏ
ＳＭ）；ＲＡＮＫＬ；可溶性ＩＬ６Ｒ複合体ｓＩＬ６ＲＣ（ｇｐ１３０＋ｓＩＬ６Ｒ）；
可溶性ＦａｓリガンドｓＣＤ９５Ｌ；ＴＮＦＩ型受容体ＴＮＦ－ＲＩ；ＴＮＦＩＩ型受容
体ＴＮＦ－ＲＩＩ；ＴＮＦＳＦ－１８；腫瘍壊死因子αＴＮＦ－α；およびＴＮＦＳＦ－
１２があるが、これらだけには限られない。
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【００８３】
　ケモカインは、白血球を活性化または化学誘引することができるサイトカインである。
ケモカイン受容体は、Ｇタンパク質共役クラスの受容体に属する。例えば、宿主細胞中へ
のＨＩＶの進入はケモカイン受容体を必要とし、それらのアンタゴニストはＡＩＤＳを治
療するのに有用である。ケモカインには、Ｂリンパ球走化性因子（ＢＬＣ）；ケモカイン
受容体（ＣＣＫ－１）；皮膚Ｔ細胞誘引性ケモカインＣＴＡＣＫ；エオタキシン－１；エ
オタキシン－２ＭＰＩＦ－２；エオタキシン－３ＣＣＬ２６；ニューロタクチン；顆粒球
走化性タンパク質２（ＧＣＰ－２）；ＭＧＳＡ；ＭＩＰ－２α；ＭＩＰ－２β；血液浸潤
ＣＣ１（ＨＣＣ－１）；血液浸潤ＣＣ４（ＨＣＣ－４）；ＩＦＮγ誘導性タンパク質－１
０（ＩＰ－１０）；ＩＦＮ誘導性Ｔ細胞αケモカイン（Ｉ－ＴＡＣ）；インターロイキン
－８（ＩＬ－８）；白血球細胞由来ケモタキシン－２；ラングカイン；リンホタクチン（
ＬＰＴＮ）；マクロファージ炎症タンパク質１α；マクロファージ炎症タンパク質１β；
マクロファージ炎症タンパク質１δ；マクロファージ炎症タンパク質１γ；マクロファー
ジ炎症タンパク質３α；マクロファージ炎症タンパク質３β；マクロファージ由来ケモカ
イン（ＭＤＣ）；単球走化性因子タンパク質－１（ＭＣＰ－１）；単球走化性因子タンパ
ク質－２（ＭＣＰ－２）；単球走化性因子タンパク質－３（ＭＣＰ－３）；単球走化性因
子タンパク質－４（ＭＣＰ－４）；単球走化性因子タンパク質５（ＭＣＰ－５）；ＩＦＮ
γによって誘導されるモノカイン（ＭＩＧ）；骨髄性前駆細胞抑制因子（ＭＰＩＦ）；血
小板塩基性タンパク質（ＰＢＰ）；血小板因子４；肺活性化制御ケモカイン（ＰＡＲＣ）
；ＲＡＮＴＥＳ（発現および分泌されるＴ細胞の活性化によって制御される）；二次リン
パ組織ケモカイン（ＳＬＣ）；間質細胞由来因子１（ＳＤＦ－１）；胸腺活性化制御（Ｔ
ＡＲＣ）；および胸腺発現ケモカイン（ＴＥＣＫ）があるが、これらだけには限られない
。
【００８４】
　増殖因子には、酸性線維芽細胞増殖因子（ａＦＧＦ）；アクチビンβＡ；アゴウチ関連
タンパク質（ＡＧＲＰ）；アンフィレグリンＡＲ；アンギオポイエチン様因子（ＡＬＦ）
；塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）；βセルリン；骨形態形成タンパク質２（ＢＭ
Ｐ２）；骨形態形成タンパク質４（ＢＭＰ４）；骨形態形成タンパク質５（ＢＭＰ５）；
骨形態形成タンパク質６（ＢＭＰ６）；骨形態形成タンパク質７（ＢＭＰ７）；クリプト
－１増殖因子（ＣＲＧＦ）；上皮増殖因子（ＥＧＦ）；エリスロポイエチン（ＥＰＯ）；
線維芽細胞増殖因子１７（ＦＧＦ－１７）；線維芽細胞増殖因子１８（ＦＧＦ－１８）；
線維芽細胞増殖因子１９（ＦＧＦ－１９）；線維芽細胞増殖因子２（ＦＧＦ－２）；線維
芽細胞増殖因子４（ＦＧＦ－４）；線維芽細胞増殖因子６（ＦＧＦ－６）；線維芽細胞増
殖因子７（ＦＧＦ－７）；線維芽細胞増殖因子８（ＦＧＦ－８）；線維芽細胞増殖因子９
（ＦＧＦ－９）；Ｆｌｔ３リガンド（Ｆｌｔ３Ｌ）；フォリスタチン（ＦＳＰ）；顆粒球
コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；顆粒球／マクロファージＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）；増
殖および分化因子１１（ＧＤＦ－１１）；増殖および分化因子１５（ＧＤＦ－１５）；増
殖停止特異的遺伝子６（Ｇａｓ－６）；ヘパリン結合性上皮増殖因子（ＨＢ－ＥＧＦ）；
肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）；ヘパトポイエチンＡ（ＨＰＴＡ）；ニューレグリン；ヘレグ
リンα；ヘレグリンβ；ＩＧＦ結合タンパク質－１（ＩＧＦＢＰ－１）；ＩＧＦ結合タン
パク質－２（ＩＧＦＢＰ－２）；ＩＧＦ結合タンパク質－３（ＩＧＦＢＰ－３）；ＩＧＦ
結合タンパク質－４（ＩＧＦＢＰ－４）；インヒビンＡ；インヒビンＢ；インシュリン様
増殖因子ＩＡ（ＩＧＦ－ＩＡ）；インシュリン様増殖因子ＩＢ（ＩＧＦ－ＩＢ）；インシ
ュリン様増殖因子ＩＩ（ＩＧＦ－ＩＩ）；マクロファージガラクトース特異的レクチン１
（ＭＡＣ－１）；ニューリチン；ニュールツリン；オレキシンＡ；オステオネクチン；オ
ステオプロテグリン；血小板由来増殖因子α（ＰＤＧＦ－Ａ）；血小板由来増殖因子β（
ＰＤＧＦ－Ｂ）；プロラクチン（ＰＲＬ）；感覚および運動ニューロン由来因子（ＳＭＤ
Ｆ）；可溶性ＧＭ－ＣＳＦ受容体（ｓＧＭ－ＣＳＦＲ）；幹細胞因子（ＳＣＦ）；トロン
ボポイエチン（ＴＰＯ）；胸腺間質性リンパ球タンパク質（ＴＳＬＰ）；チモポイエチン
（Ｔｐｏ）；形質転換増殖因子α（ＴＧＦ－α）；形質転換増殖因子β１（ＴＧＦ－β１



(23) JP 2011-528905 A 2011.12.1

10

20

30

40

50

）；形質転換増殖因子β２（ＴＧＦ－β２）；形質転換増殖因子β３（ＴＧＦ－β３）；
および血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）があるが、これらだけには限られない。
【００８５】
　白血球の侵出および移動のレギュレーターとしての細胞接着分子およびケモカイン／ケ
モカイン受容体の標的化は、関節リウマチおよび骨関節炎などの慢性炎症障害を治療する
ための手法を与える。Ｖｅｒｇｕｎｓｔ　ＣＥら、Ｓｃａｎｄｉｎａｖｉａｎ　Ｊｏｕｒ
ｎａｌ　ｏｆ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ　３４頁：６巻、４１５～４２５頁。細胞接着
分子（ＣＡＭ）は、細胞接着と呼ばれるプロセスにおいて他の細胞または細胞外マトリク
ス（ＥＣＭ）との結合に関与する、細胞表面上に位置するタンパク質である。大部分のＣ
ＡＭは、４つのタンパク質ファミリー：Ｉｇ（免疫グロブリン）スーパーファミリー（Ｉ
ｇＳＦ　ＣＡＭ）、インテグリン、カドヘリンおよびセレクチンに属する。免疫グロブリ
ンスーパーファミリー（ＣＡＭ）（ＩｇＳＦ　ＣＡＭ）は同種または異種のいずれかであ
り、インテグリンまたは異なるＩｇＳＦ　ＣＡＭと結合する。ＩｇＳＦ　ＣＡＭには、Ｎ
ＣＡＭ（神経細胞接着分子）；ＩＣＡＭ－１（細胞間細胞接着分子）；ＶＣＡＭ－１（血
管細胞接着分子）；ＰＥＣＡＭ－１（血小板－内皮細胞接着分子）；Ｌ１；ＣＨＬ１；Ｍ
ＡＧ；ネクチンおよびネクチン様分子があるが、これらだけには限られない。カドヘリン
ファミリーのメンバーには、Ｅ－カドヘリン（上皮）、Ｐ－カドヘリン（胎盤）およびＮ
－カドヘリン（神経）がある。セレクチンファミリーのメンバーの例は、Ｅ－セレクチン
（内皮）、Ｌ－セレクチン（白血球）およびＰ－セレクチン（胎盤）である。インテグリ
ンは、細胞外マトリクス（ＥＣＭ）と相互作用し様々な細胞内シグナル伝達を仲介する細
胞表面受容体である。細胞接着は感染疾患および神経障害と関係がある。
【００８６】
　共刺激シグナルは、Ｔ細胞活性化中に使用される抗原非特異的シグナルであり、抗原提
示細胞およびＴ細胞の膜上で発現される共起刺激分子間の相互作用によって与えられる（
Ｔａｃｋｅら、Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１９９７年、２７巻：２３９～２４
７頁）。Ｔ細胞によって発現される共起刺激分子の一例は、ＡＰＣの膜上のＣＤ８０およ
びＣＤ８６と相互作用するＣＤ２８である。Ｔ細胞によって発現される他の共刺激受容体
には、ＩＣＯＳ（誘導性共刺激剤）、ＣＴＬＡ－４、およびＰＤ１がある。共刺激シグナ
ルの阻害は、関節リウマチの治療、および腎移植中、およびＴ細胞の共刺激がない疾患、
特にＢ細胞型の慢性リンパ球性白血病（Ｂ－ＣＬＬ）、無γグロブリン血症、選択的Ｉｇ
Ａ欠損症、および共通可変免疫不全（ＣＶＩＤ）などの選択的免疫グロブリン欠損症の治
療に使用される。
【００８７】
　リンパ球を含有する試料を、様々な時間地点で患者ドナーから回収することができる。
一実施形態では、少なくとも１、５、１０、１５、２０、２５日、少なくとも１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０、１１カ月、または少なくとも１、２、３、４、５、６
、７、８、９、１０年で、標的疾患（複数可）から回復した患者からリンパ球を回収する
。別の実施形態では、回収時に標的疾患（複数可）を有する患者、および回収前少なくと
も１、５、１０、１５、２０、２５日、または少なくとも１、２、３、４、５、６、８、
９、１０カ月、または１、２、３、４、または５年でその疾患（複数可）を有すると診断
された患者から、リンパ球を回収する。
【００８８】
　ドナー特異的ヒト抗体ライブラリーを調製するため、Ｂリンパ球を含有する試料を個体
（患者ドナー）から回収する。試料は、例えば、骨髄、血液、脾臓、リンパ節、扁桃腺、
胸腺などに由来してよい。末梢血単核細胞は試料の最も一般的な供給源であるが、骨髄は
個体ドナーの成熟抗体レパートリーの完全な「化石保管所」を表し、脾臓中の単核細胞は
高い割合のＩｇＧ抗体を含有することを記す。初代ヒトＢ細胞の最良の供給源は、脾臓単
核細胞、扁桃腺および末梢血単核細胞である（Ｏｌｓｓｏｎら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　６１巻：１７～３２頁（１９８３年）；Ｋａｒｐａｓ　Ａ．　Ｐｒｏ
ｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９８巻：１７９９～１８０４頁（２
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００１年））。
【００８９】
　その手順は、典型的にはＦｉｃｏｌｌ勾配の使用による、当技術分野で公知であるヒト
血液からの末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）の分離で始まる。ＰＢＭＣは、抗ＣＤ１９などの
Ｂ細胞選択的マーカーで染色する。染色したＢ細胞はフローサイトメトリーによってソー
ティングする。本発明の一態様では、５ｍＬの血液試料当たり約５～１０×１０４個のＢ
細胞を得る。
【００９０】
　抗体産生Ｂ細胞のクローニング
　抗体産生Ｂ細胞はマルチウエルプレート中で培養することができる。一実施形態では、
９６、３８４または１５３６ウエルプレートのそれぞれのウエルはオリゴクローナルであ
り、２つ以上のＢ細胞クローンを含有する。ウエルは少なくとも１、２、５、１０、１５
または２０の異なるＢ細胞クローン、好ましくは１～１００のＢ細胞クローンを含有する
ことができる。ウエルは、約１０の異なるＢ細胞クローンを含有することが好ましい。Ｌ
ｏｖｅら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２４巻、７０３～７０７頁（２
００６年）に従い高密度ライブラリーを構築することができる（「Ｌｏｖｅ」）。Ｂ細胞
は、マイクロタイタープレート、より具体的には９６、３８４または１５３６ウエルのマ
イクロタイタープレート内に配することが好ましい。（例えば、ナノ形式のＬｏｖｅと比
較した）マイクロタイタープレート形式を使用する利点は、Ｂ細胞の検索しやすさである
。マイクロタイタープレートは１つのウエル中に多数のＢ細胞を含むことができ、それぞ
れのウエル中の複数のＢ細胞は異なるヒト天然抗体を産生すると企図される。別の実施形
態では、９６、３８４または１５３６ウエルプレートのそれぞれのウエルはクローナルで
あり、平均してただ１つのＢ細胞クローンを含有し、この実施形態はヒトＢ細胞が不死化
状態でないときが好ましい。
【００９１】
　ウエル当たり約１０細胞の限界希釈でマイクロタイタープレートに細胞をソーティング
するための２つの代替法には、半固体培地からのクローン採取（Ｄａｖｉｓ、Ｊ．Ｍら、
Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　５０巻、１６１～１７１頁（１９８２年）；
Ｒｕｅｄａ、Ａ．Ｚ．＆　Ｃｏｌｌ、Ｊ．Ｍ．　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　１１４巻、２１３～２１７（１９８８年））および蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ；
Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒｇ、Ｌ．Ａら、Ｃｌｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　４８巻、１８１９～１８２
７頁（２００２年）；Ｃａｒｒｏｌｌ、Ｓ．＆　Ａｌ－Ｒｕｂｅａｉ、Ｍ．　Ｅｘｐｅｒ
ｔ　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｒ．　４巻、１８２１～１８２９頁（２００４年）
）がある。
【００９２】
　場合によっては、Ｂ細胞クローンをウエル中で増殖させる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＢ細
胞の刺激は細胞当たりでより多くの免疫グロブリンｍＲＮＡの産生をもたらし、細胞の分
裂はクローン増殖、および培地に放出される可溶性免疫グロブリンの産生の増大をもたら
す。
【００９３】
　初代Ｂ細胞の有効なｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激のための様々な方法が記載されている。Ｚｕ
ｂｌｅｒおよび同僚（Ｗｅｎら、Ｅｕｒ　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１９８７年１７巻：
８８７頁）は、Ｂ細胞培養中の突然変異ＥＬ４サブクローン、刺激剤／フィーダー細胞と
してのＥＬ４－Ｂ５の使用を記載した。Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕおよび同僚（Ｖａｌｌｅら
、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１９８９年１９巻：１４６３頁）は、フィーダー細胞
として使用されるＦｃ－γ受容体発現線維芽細胞上で提示されるアゴニスト抗ＣＤ４０モ
ノクローナルの使用を記載した。さらに近年、刺激剤／フィーダー細胞としてＣＤ４０Ｌ
トランスフェクト細胞系（Ａｒｍｉｔａｇｅら、Ｎａｔｕｒｅ．　１９９２年３５７巻：
８０頁およびＳｐｒｉｇｇｓら、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　１９９２年１７６巻：１５４３
頁）、およびＣＤ４０Ｌの組換え可溶性断片（Ｈｏｌｌｅｎｂａｕｇｈら、ＥＭＢＯ　Ｊ
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．　１９９２年１１巻：４３１３頁およびＭａｚｚｅｉら、Ｊ　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．
　１９９５年２７０巻：７０２５頁）が使用されている。米国特許第５，５４０，９２６
号は、有効濃度の可溶性ｇｐ３９タンパク質にｉｎ　ｖｉｔｒｏで活性化Ｂ細胞を曝すこ
とを含む、Ｂ細胞増殖を促進するための方法を記載する。ヤマゴボウマイトジェンまたは
ＥＢＶとのハイブリドーマ融合前の、増殖刺激による初代Ｂ細胞の処理が記載されている
。（Ｏｌｓｓｏｎら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　６１巻：１７～３２頁
（１９８３年）；Ｂｕｔｌｅｒ　ＪＬら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１３０巻：１６５～
１６８頁（１９８３年））。米国特許第５，８５１，５３１号は、ヤマゴボウ科植物、Ｐ
ｈｙｔｏｌａｃｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａ由来のレクチンを含むヤマゴボウマイトジェン
による、Ｂ細胞刺激のための方法を記載する。特定の塩基含量の非メチル化ＣｐＧデオキ
シヌクレオチド（ＣｐＧモチーフ）を含有するオリゴデオキシヌクレオチドの免疫刺激効
果は、ヒト白血球に対して非常に刺激効果があり、Ｂ細胞増殖を誘導することは公知であ
る。（Ｋｒｉｅｇ、１９９９年Ｂｉｏｃｈｉｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ａｃｔａ　９３３
２１巻：１～１０頁；Ｋｒｉｅｇ、Ａ．Ｍ．、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｏ
ｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、２４巻：４３１～４４８頁（１
９９８年））。
【００９４】
　刺激Ｂ細胞による培地中への可溶性免疫グロブリンの放出は、抗原特異的重鎖抗体の有
無に関してＢ細胞培養物を都合よくスクリーニングすることを可能にする。例えば、細胞
から条件付き培地を除去することによって培養上清を試験することができ、イムノアッセ
イ中で試料の全部または一部を使用して培地中に存在する免疫グロブリン濃度を定量化し
て、どの刺激培養物が刺激Ｂ細胞を首尾よく含有するかを明らかにすることができる。こ
れによって、免疫グロブリン遺伝子クローニング手順の後のステップ中で、刺激に失敗し
たＢ細胞培養物を除外することができる。
【００９５】
　Ｂ細胞クローンの不死化
　天然ヒト抗体を産生する初代ヒトＢ細胞を、ＥＢＶ形質転換、ハイブリドーマ形成、ま
たはこれらの組合せによってｉｎ　ｓｉｔｕで不死化し、そして保存する。これらの抗体
をクローニングするためのハイブリドーマ法には、好都合、高収率の抗体発現、およびそ
れらの本来の形状で抗体を捕捉する能力を含めた、多くの考えられる利点がある。
【００９６】
　当技術分野で公知であり例えばＨａｒｌｏｗら、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、第２版、１９８８年）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇら、Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　５６
３～６８１頁中（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ｎ．Ｙ．、１９８１年）中に教示されている技法を
含むハイブリドーマ技法の使用を含めた、当技術分野で公知の技法によって、Ｂ細胞クロ
ーンを増殖することができる。
【００９７】
　改善されたハイブリドーマ産生法において、Ｄｅｓｓａｉｎら（Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ
．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２９１、１０９巻（２００４年））は、ヒトテロメラーゼ（ｈＴＥ
ＲＴ）およびマウスインターロイキン－６（ｍＩＬ－６）を発現するマウス融合パートナ
ー細胞系（ＭＰＴ）を使用して、安定したヒトＢ細胞ハイブリドーマを生成することがで
きることを実証した。
【００９８】
　ヒトＢ細胞系を増殖するための別の周知の方法は、エプスタインバーウイルス（ＥＢＶ
）を使用する形質転換である。ＥＢＶ形質転換Ｂ細胞系を生成するためのプロトコール、
例えば参照によりその全容が本明細書に組み込まれる、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｃｏｌｉｇａｎら、Ｅｄｓ．、１９９４年、Ｊｏｈ
ｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎ．Ｙ．の７．２２巻中で総説されたプロトコールなど
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は、当技術分野で一般に公知である。組織は一般に、ＥＢＶ形質転換の前に単細胞縣濁液
にする。さらに、（例えば、シクロスポリンＡを用いた処理によって）Ｂ細胞含有試料中
のＴ細胞を物理的に除去する、またはそれらを不活性化するいずれかのために、ステップ
を着手することができる。抗ＥＢＶ抗体に関して血清反応陽性の個体由来のＴ細胞は、Ｅ
ＢＶによるＢ細胞不死化を抑制する可能性があるからである。
【００９９】
　一般に、ヒトＢ細胞を含有する試料にＥＢＶを接種し、３～４週間培養する。ＥＢＶの
典型的な供給源は、Ｂ９５－８細胞系（ＡＴＣＣ＃ＶＲ－１４９２）の培養上清である。
ＥＢＶ形質転換の物理的兆候は、３～４週間の培養期の最後に向かって一般に見ることが
できる。位相差顕微鏡によって、形質転換細胞は大きく、透明で、毛深く見え、固い細胞
集団に凝集する傾向があるようである。当初、ＥＢＶ系は一般にポリクローナルである。
しかしながら、長期の細胞培養で、特定Ｂ細胞クローンの選択的増殖の結果として、ＥＢ
Ｖ系がモノクローナルまたはポリクローナルになる可能性がある。あるいは、ポリクロー
ナルＥＢＶ形質転換系をサブクローニングすることができ（例えば、限界希釈培養によっ
て）、または適切な融合パートナーと融合することができ、限界希釈で平板培養してモノ
クローナルＢ細胞系を得ることができる。ＥＢＶ形質転換細胞系に適した融合パートナー
には、マウス骨髄腫細胞系（例えば、ＳＰ２／０、Ｘ６３－Ａｇ８．６５３）、ヘテロ骨
髄腫細胞系（ヒト×マウス；例えば、ＳＰＡＭ－８、ＳＢＣ－Ｈ２０、およびＣＢ－Ｆ７
）、およびヒト細胞系（例えば、ＧＭ１５００、ＳＫＯ－００７、ＲＰＭＩ８２２６、お
よびＫＲ－４）がある。
【０１００】
　近年改善されたＥＢＶ不死化法では、ヒト初代ＣＤ１９＋ＩｇＧ＋Ｂ細胞を、ＥＢＶ曝
露前にＣｐＧオリゴヌクレオチドで刺激する（Ｈａｒｔｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｋｒｉｅｇ．
　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１６４巻：９４４～９５３頁（２０００年））。
【０１０１】
　この手順は、それぞれ１、２、３、４、５および／または１０の異なるＩｇＧ種を産生
することができるクローン増殖ＩｇＧ＋記憶Ｂ細胞培養物のライブラリーをもたらす。こ
れらのハイブリドーマまたはＥＢＶ不死化細胞は、それぞれのウエル中に示す特異的抗体
種の供給源として保存することができる。
【０１０２】
　抗体の供給源としての非不死化Ｂ細胞ライブラリー
　上清分析前に相当するＢ細胞由来の培養上清を分離し、上清の分析中に全Ｂ細胞培養物
を保存した。最も興味深い抗体に相当するウエルの原型Ｂ細胞培養物中に存在するＢ細胞
を検索することができ、これらを使用して、当技術分野で公知の方法を使用し天然ヒトＩ
ｇＧコードｍＲＮＡをレスキューすることができる。本発明の一態様では、それぞれ特異
的抗原特異性に相当するおよび／またはそれぞれ１、２、５、１０または２０の天然ヒト
ＩｇＧ産生Ｂ細胞クローンを表す、このようなＢ細胞のライブラリーを作成し、（例えば
、凍結ペレット）保管および保存する。
【０１０３】
　そこから培養上清を分析用に除去したＢ細胞ペレットは、生きた哺乳動物細胞を保存す
るのに適した培地（すなわち、１０％のＤＭＳＯを含有する細胞培養培地）を使用して完
全凍結細胞として、ＲＮＡ保護細胞溶解溶液（すなわち、ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）、Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ））を使用した細胞ペレ
ットの溶解によって調製した凍結細胞溶解物として、または細胞を溶解せずに室温以下で
の分解からＲＮＡを保護するように設計したバッファー（すなわち、ＲＮＡｌａｔｅｒ（
登録商標）、Ａｍｂｉｏｎ（Ａｕｓｔｉｎ、Ｔｅｘａｓ））中に、培養上清の分析中に様
々な方法で保存することができる。
【０１０４】
　明確な起源の単一ヒトＢ細胞からの抗体のクローニングおよび発現のための戦略は、当
技術分野で公知である（Ｗａｒｄｅｍａｎｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０１巻：１３７４～
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１３７７頁（２００３年））。本発明の後の態様によれば、保存したＢリンパ球からＲＮ
Ａを単離する。得られるＲＮＡは、既に免疫レパートリーから選択された核酸の集合であ
り、天然ヒト免疫グロブリンをコードするｍＲＮＡを含有する。本発明の一態様では、対
象の抗原との結合用に免疫グロブリンを予め選択する。ＲＮＡを単離するための方法は当
技術分野で公知であり（Ｌｉｅｄｔｋｅら、ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌ．　１９
９４年１２月；４巻（３号）：１８５～１８７頁）、ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）試薬（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含む。十分な量のＲＮＡを、ＲＴ－ＰＣＲによる抗体のレスキュ
ー用に非不死化抗原特異的Ｂリンパ球から得ることができる。
【０１０５】
　抗体遺伝子をコードする核酸配列と隣接する配列とハイブリダイズする種特異的オリゴ
ヌクレオチドを使用して、単細胞逆転写酵素ＰＣＲなどの方法を使用して、可変重鎖およ
び軽鎖核酸配列またはその断片を増幅する（Ｃｏｒｏｎｅｌｌａら、（２０００年）Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２８巻（２０号）：Ｅ８５）。例えば、ヒト可変重
鎖および軽鎖抗体ドメインを、ヒト特異的オリゴヌクレオチドを使用してＰＣＲ増幅する
ことができる（例えば、Ｓｂｌａｔｔｅｒｏ　ａｎｄ　Ｂｒａｄｂｕｒｙ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　３巻：２７１～２７８頁（１９９８年）を参照）。増幅した配列
はＤＮＡ配列決定によって特徴付けすることができ、個々の配列として発現系に直接クロ
ーニングすることができる。個々のＢ細胞から従来型４鎖抗体の免疫グロブリン配列を増
幅するための他の技法は、Ｔａｋａｈａｓｈｉら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　４９巻（１９９６年）、２０１～２１０巻；およびＥｍｂｌｅｔｏｎら
、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２０巻、１５号、３８３１～３８３
７頁中に記載されている。蛍光活性化細胞選別によって単離した単一ヒトＢ細胞クローン
から、重鎖および相当する軽鎖遺伝子転写産物を増幅するためにネストＲＴ－ＰＣＲを使
用する方法は、Ｔｉｌｌｅｒら（Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．　３２９巻（１
～２号）：１１２～１２４頁（２００８年））により記載される。
【０１０６】
　後に、増幅した核酸配列を、保存および後の使用に適した発現系に導入することができ
る。発現系中で抗体などの組換えタンパク質を産生するための方法は、当技術分野で周知
である。一般に、抗体をコードする核酸配列を、宿主細胞中での抗体、またはその断片の
発現に適した形で、組換え発現ベクター中に組み込む。発現に適した形は、組換え発現ベ
クターが、ｍＲＮＡへの核酸の転写およびタンパク質へのｍＲＮＡの翻訳を可能にする形
式で、抗体、またはその断片をコードする核酸に作動可能に連結した１つまたは複数の制
御配列を含むことにつながる。制御配列はプロモーター、エンハンサーおよび他の発現制
御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むことができ、これらは当業者に
は公知である（Ｇｏｅｄｄｅｌ　Ｄ．Ｄ．、ｅｄ．、Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉ
ｆ．（１９９１年））。発現ベクターの設計は、トランスフェクトする宿主細胞の選択お
よび／または必要とされる発現のレベルなどの要因に依存する可能性があることは理解さ
れるはずである。
【０１０７】
　一実施形態では、免疫グロブリンの逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）
レスキュー用に、ＲＴ反応とＰＣＲ反応の両方用に新たに調製したプライマーと酵素のマ
スター混合物／ヌクレオチド混合物を、－８０℃で保存した選別Ｂ細胞を含有する新たに
解凍したＰＣＲストリップの全てのウエルに加える。ｃＤＮＡの逆転写反応とＰＣＲ増幅
の両方を、両反応用の同じまたは異なる適切な３’プライマーを使用して、同じ試験管中
で連続的に実施する。反応は当技術分野で公知の条件下においてサーモサイクラーで実施
する。ＲＴ反応とＰＣＲ反応の両方を実施した後、反応混合物を分析する（例えば、ＳＹ
ＢＲ（登録商標）Ｓａｆｅ染色アガロースゲル上で）。アンプリコンを含有することが分
かったＰＣＲ反応混合物は精製する。例えば、Ｑｉａｇｅｎ　ＰＣＲ精製スピンカラム（
Ｑｉａｇｅｎ）を使用してアンプリコンを精製し、適切な制限酵素を使用して消化し、消
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化産物はＱｉａｑｕｉｃｋ（登録商標）ゲル抽出キット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用しアガロ
ースゲルを介して精製する。天然ヒト免疫グロブリンの軽鎖および重鎖に相当するＤＮＡ
を、標準的な方法を使用して、誘導性プロモーターおよびペリプラズム空間移行リーダー
シグナルを含有する事前消化発現ベクターに次いで結合させる。結合混合物はエレクトロ
ポレーションによってコンピテント細胞に導入し、選択培地で増殖した。個々のコロニー
は、それぞれクローニング部位の５’および３’付近に位置する配列とアニーリングする
２つのプライマーを用いたコロニーＰＣＲを使用して、プラスミド挿入体の存在に関して
スクリーニングし、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｓａｆｅ染色アガロースゲルを使用してＰＣＲ
アンプリコンの長さを検出する。軽鎖および重鎖遺伝子のクローニングは、配列決定によ
って確認することができる。本発明者らは、有効な数のヒトドナーのそれぞれから少なく
とも１０４個の記憶Ｂ細胞を得るステップ、ヒトＢ細胞の集団を調製するステップであっ
て、前記集団が少なくとも１０５個の異なる種の天然に存在する抗体を含有し、抗体のそ
れぞれが自然に対形成した重鎖および軽鎖を有する、ステップ、前記Ｂ細胞の集団をＢ細
胞の亜集団に分けるステップであって、それぞれの亜集団が平均して１～１００種の異な
る抗体を産生する、ステップ、場合によっては、Ｂ細胞のそれぞれの亜集団を増殖させて
、増殖させたＢ細胞培養物を生成するステップ、ならびにそのＲＮＡ内容物を保存するの
に適した条件下にそれぞれの亜集団を保管するステップであって、それぞれが平均して１
～１００の異なる種の抗体を発現する非不死化Ｂ細胞集団のライブラリーを生成するステ
ップを使用するライブラリーの作成法を企図する。さらなるステップで、本発明者らは、
複数の保存したＢ細胞亜集団に対応するＲＮＡ試料を調製するステップ、前記ＲＮＡ試料
の複数に逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を実施するステップ、ならび
に自然に対形成することができるＶＨおよびＶＬ領域に相当するＤＮＡを単離するステッ
プを企図する。他のさらなるステップで、本発明者らは、前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現
することができる適切な宿主中のＶＨおよびＶＬ領域に相当する前記ＤＮＡをクローニン
グするステップ、ならびに自然に対形成した免疫グロブリンが形成されるように、免疫グ
ロブリン重鎖および軽鎖のコンテクストで前記ＶＨおよびＶＬ領域を発現させるステップ
を企図する。
【０１０８】
　クローニングした天然ヒトＩｇＧ遺伝子の抗原反応性のスクリーニングは、配列決定に
使用したのと同じ培養物の複製に実施することができる。培養抽出物は、抗原コーティン
グＥＬＩＳＡプレート上で平行して、結合に関してスクリーニングすることができる。
【０１０９】
　特異的抗原に対する抗体に関するＢ細胞ライブラリーのスクリーニング
　抗原結合免疫グロブリンを検出するように設定したイムノアッセイ中でのＢ細胞培養上
清の使用によって、どのウエルが免疫グロブリン結合抗原をコードする刺激Ｂ細胞を含有
するかを決定することができる。免疫グロブリン選択的イムノアッセイに必要な試薬は、
当業者には利用可能である。例えば、このような試薬は、抗体の軽鎖および／または重鎖
に対して産生したポリクローナルまたはモノクローナル抗体を含むことができるが、これ
らだけには限られない。このようなポリクローナルまたはモノクローナル抗血清を調製お
よび特徴付けするための方法は、当業者には周知である。前に記載したこのようなマーカ
ーを検出するのに適した試薬の非制限的な例は、Ｄａｌｅｙら（Ｃｌｉｎ　Ｄｉａｇ　Ｌ
ａｂ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００５年１２巻：３８０頁）中に与えられる。
【０１１０】
　刺激Ｂ細胞による培地中への可溶性免疫グロブリンの放出は、抗原特異的重鎖抗体の有
無に関してＢ細胞培養物を都合よくスクリーニングすることを可能にする。例えば、細胞
から条件付き培地を除去することによって培養上清を試験することができ、イムノアッセ
イ中で試料の全部または一部を使用して培地中に存在する免疫グロブリン濃度を定量化し
て、どの刺激培養物が刺激Ｂ細胞を首尾よく含有するかを明らかにすることができる。こ
れによって、免疫グロブリン遺伝子クローニング手順の後のステップ中で、刺激に失敗し
たＢ細胞培養物を除外することができる。このようなスクリーニングアッセイを使用する
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ことによって、唯一の関連Ｂ細胞クローン（抗原特異的、天然ヒト免疫グロブリン産生細
胞）を対象とする免疫グロブリン遺伝子の下流クローニングに焦点を当てることができる
。
【０１１１】
　刺激Ｂ細胞の培養上清を利用する機会を得ることによって、いずれか一方が問題の抗原
である場合に受容体／リガンド相互作用を中和することができること、受容体活性化に対
するアゴニストまたはアンタゴニスト効果を有すること、高い抗原結合親和性を有するこ
と、または酵素活性を阻害することができることなどの、望ましい機能特性を有する、免
疫グロブリンを産生するＢ細胞クローンをスクリーニングすることもできる。このような
特性のスクリーニングは、Ｂ細胞培養物から回収した培養上清から単離した抗体に実施す
ることができるが、通常は培養上清自体により都合よく実施することができる。前述の型
の活性に関してＢ細胞培養上清などの抗体含有溶液をスクリーニングするための方法は、
当業者には公知である。不均一法（プレート中、ビーズ上での、発色、蛍光または放射性
読み出しイムノアッセイ、またはマイクロアレイおよびバイオアッセイなど）と均質アッ
セイ（ＬＡＮＣＥ（登録商標）、Ａｌｐｈａｓｃｒｅｅｎ（登録商標）、またはＡＢＩの
ＦＭＡＴ（登録商標）もしくはＥｖｏｔｅｃｈのＯｐｅｒａ（登録商標）などの共焦点イ
メージングシステムの使用など）の両方が、結合および活性アッセイに適している。親和
性決定のための方法として、バイオアッセイ、表面プラズモン共鳴またはカンチレバーＭ
ＥＭＳ系デバイスおよびオフレート選択的イムノアッセイ（Ｆｒｉｇｕｅｔら、Ｊ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．　１９８５年７７：３０５巻）を、包括的な例として述べ
る。
【０１１２】
　一実施形態では、抗体産生Ｂ細胞をクローン増殖前にスクリーニングする。Ｌｏｖｅら
（Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　２４巻（６号）：７０３～７０７頁（２００６年）
は、各細胞により分泌される分子の相当アレイをプリントするために個々の細胞を含有す
るマイクロウエル（それぞれ０．１～１ｎｌ）の高密度アレイを使用する、マイクロエン
グレービング用のソフトリソグラフィ技術を記載する。エングレービング後に細胞は培養
物中に留まり、タンパク質または抗体の市販のマイクロアレイと同様の形式でマイクロア
レイを調べる。この方法は、抗原特異的抗体の分泌などの望ましい性質を示す細胞の迅速
な同定、およびクローン増殖のためのそれらのその後の回収を可能にする。
【０１１３】
　Ｂ細胞培養上清によって産生される任意の抗体は、当技術分野で公知である任意の方法
によって免疫特異的結合に関してアッセイすることができる。使用することができるイム
ノアッセイには、数例を挙げると、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩ
ＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドウィッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッ
セイ、沈降反応、ゲル核酸沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセ
イ、イムノラジオメトリックアッセイ、蛍光イムノアッセイ、およびプロテインＡイムノ
アッセイなどの技法を使用する競合および非競合アッセイ系があるが、これらだけには限
られない。このようなアッセイは一般的であり、当技術分野で周知である（例えば参照に
よりその全容が本明細書に組み込まれる、Ａｕｓｕｂｅｌら、１９９４年、Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、１巻、Ｊｏｈｎ
　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照）。
【０１１４】
　抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）の作成
　ＡＲＡ用の材料は、分泌ＩｇＧ抗体の産生用の不死化クローンを培養することによって
作成する。ヒト免疫グロブリンの分泌は、ＥＬＩＳＡアッセイの標準的な技法を使用して
分析することができる（Ｅ．　Ｈａｒｌｏｗ、Ｄ．　Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：
Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ．（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、１９８８年））。一例
では、標準的な９６ウエルまたは３８４ウエルＥＬＩＳＡプレート中のウエルを、重鎖お
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よび軽鎖抗体に特異的な一次ウサギ抗ヒトＩｇＧでコーティングする。ホースラディッシ
ュペルオキシダーゼと結合した同じ抗体は、リン酸緩衝生理食塩水／０．１％ウシ血清ア
ルブミンに１：３０００希釈で二次抗体として使用する。発色基質を用いた標準的な技法
を使用してアッセイを開発する。
【０１１５】
　それぞれのウエル中の増殖Ｂ細胞培養物から発現されるＢ細胞培養上清を使用して、抗
体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）を作成する。典型的には、１０４～１０５の特徴、好ま
しくは５×１０４の特徴をそれぞれのＡＲＡに二連でプリントする。このようなプリンテ
ィングのいくつかの技法は当技術分野で公知である。
【０１１６】
　ヒトイムノームを表すＡＲＡの形成には、ＥＬＩＳＡマイクロアレイの活性を消失せず
に固形支持体上に抗体を固定することが必要である。タンパク質はＤＮＡより構造上さら
に複雑な分子であり、表面との疎水性またはイオン性相互作用のため、固形支持体上に固
定するとアンフォールディングし活性を失う可能性がある。乾燥プロセス中にタンパク質
が変性する可能性もある。マイクロアレイＥＬＩＳＡ用の捕捉抗体は低体積（０．３～１
ｎＬ）でプリントする。捕捉抗体スポットは低いプリント体積のため非常に早く乾燥し、
長期の保存条件は典型的にはチップが乾燥状態であることを必要とする。抗体は大部分の
タンパク質より安定性があるが、乾燥および保存により活性を失う可能性が依然として存
在する。
【０１１７】
　抗体をスライドガラスに結合させる固定化学の３つの一般的なカテゴリー、（ｉ）物理
的吸着、（ｉｉ）反応基を介した共有結合、および（ｉｉｉ）スライド上の官能基と抗体
の間の親和性ベースの相互作用がある（Ｒｅｖｉｅｗｅｄ　ｉｎ　Ｓｅｕｒｙｎｃｋ－Ｓ
ｅｒｖｏｓｓ　ＳＬら、Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　１２巻：３
９５６～３９６４頁（２００７年）。
【０１１８】
　（ｉ）タンパク質の物理的吸着は、例えばアガロース、ポリアクリルアミド、ニトロセ
ルロース、ポリ－Ｌ－リシン、またはアミノシランでコーティングしたスライド表面とタ
ンパク質の間の疎水性またはイオン性相互作用によって起こる。これは簡単な固定技法で
あるが、それは容易に制御することはできず、高い変動性および表面上の抗体分子の望ま
しくないランダムな配向をもたらす可能性がある。表面上にランダムに固定された抗体は
、いくつかの抗体の抗原結合領域をガラス表面と直接結合させ、したがってアクセス不能
にする可能性がある。
【０１１９】
　（ｉｉ）リシンまたはアルギニン中の第一級アミン、定常（Ｆｃ）領域のＨ２ドメイン
と結合したヒンジ領域、または炭水化物中のシステイン中の反応性チオールを含めた、官
能基によって仲介される共有結合を使用して、表面上に抗体を永久に固定することができ
る。チオールまたは炭水化物を介した結合は抗体の指定配向を可能にするが、結合に関す
るプロトコールはさらに複雑である。具体的には、これらの基に対して反応性がある表面
との結合前に、ジスルフィド結合は還元されなければならず、または炭水化物基は酸化さ
れなければならない。これらの酸化還元反応は抗体構造を不安定な状態にし、活性を低下
させる可能性があり、追加的精製ステップを必要とする可能性がある。
【０１２０】
　抗体の共有結合固定化に最も一般的に使用される表面の化学物質は、エポキシド、アル
デヒド、およびＮ－ヒドロキシスクシニミジルエステルであり、これらは全てタンパク質
表面上の第一級アミンに対して反応性がある。ヒドラジンコーティング表面は炭水化物残
基を介して結合し、マレイミドコーティング表面はチオール残基を介して結合する。
【０１２１】
　（ｉｉｉ）親和性ベースの相互作用を介した抗体の固定は、抗体上の特有官能基または
タンパク質配列を典型的に利用し、抗原結合部位の配向をもたらす。親和性ベースの抗体
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固定に使用するいくつかの現代の技法は、（ｉ）抗体のＦｃ領域に対して高い親和性を有
する、プロテインＡまたはＧコーティングスライド（Ｋｕｓｎｅｚｏｗ、Ｗ．＆　Ｊ．Ｄ
．　Ｈｏｈｅｉｓｅｌ：Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔ
ｉｏｎ、１６巻、１６５～１７６頁（２００３年）；Ａｎｄｅｒｓｏｎ、Ｇ．Ｐら、Ｂｉ
ｏｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ、１２巻、３２９～３３６頁
（１９９７年）、または（ｉｉ）抗体中の特有タグに特異的である親和性スライド（Ｃｈ
ａ、Ｔら、Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ、５巻：４１６～４１９頁（２００５年）；Ｗｉｎｇｒ
ｅｎ、Ｃら、Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ、５巻：１２８１～１２９１頁（２００５年））であ
る。Ｆｃ特異的抗体による固定は魅力的である。市販のモノクローナル抗体は、任意のさ
らなる処理なしで使用することができるからである。プロテインＡおよびＧは特定ＩｇＧ
サブクラスのみに特異的であり、全てのモノクローナル抗体に共通して使用することはで
きない。プロテインＡまたはＧの親和性は、抗体種およびバッファー条件に対して変化す
る。したがって、全ての条件下でプロテインＡまたはＧを使用して全ての抗体を固定する
ことはできない可能性があり、抗ヒトＦｃ抗体をその代わりに使用することができる。
【０１２２】
　ストレプトアビジン－ビオチン相互作用には非常に強い親和性があり、いくつかの試験
は、ストレプトアビジン－またはアビジン－ビオチン相互作用による抗体の固定は、非常
に高感度のアッセイをもたらす可能性があることを示している（Ｄｅｌｅｈａｎｔｙ、Ｊ
．Ｂ．＆　Ｆ．Ｓ．　Ｌｉｇｌｅｒ．　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、７
４巻、５６８１～５６８７頁（２００２年））。しかしながら、ストレプトアビジン－ま
たはアビジン－コーティングスライド上での捕捉用に、ビオチニル化抗体を使用すること
が必要である。ビオチンを化学的に加えることができる。架橋層およびポリ－Ｌ－リシン
コーティンググラス上にスポットした抗体を含むアレイ（Ｈａａｂ、Ｂ．Ｂら、Ｇｅｎｏ
ｍｅ　Ｂｉｏｌ．　２巻、ｒｅｓｅａｒｃｈ　０００４．１～０００４．１２（２００１
年））、および光反応性架橋層（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｂｏｕ
ｌｄｅｒ、Ｃｏｌｏ．）またはポリアクリルアミドベースのハイドロゲル（Ｐａｃｋａｒ
ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、Ｍｅｒｉｄｅｎ、Ｃｏｎｎ．）ガラススライドでポリ－Ｌ－
リシン上の（ＣＥＬ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ、Ｐｅａｒｌａｎｄ、Ｔｅｘ．）ＩｇＧアレ
イが記載されている。（Ｍｉｌｌｅｒ、ＪＣら、Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　３巻、５６～６
３頁（２００３年））。
【０１２３】
　典型的なＡＲＡはそれぞれのウエル中の増殖Ｂ細胞培養物から発現されたＢ細胞培養上
清を含むが、それは試験する標的抗原の陽性対照、およびバーコードおよびＡＲＡの組成
に関する同様の識別情報を含有する可能性もある。
【０１２４】
　一実施形態において、本発明者らは、ＡＲＡ上のスポットまたは部位当たり２つ以上の
特有抗体、好ましくはスポット当たり少なくとも１つの抗体クローン、より好ましくはス
ポット当たり１～５０個の抗体クローン、さらにより好ましくはスポット当たり１０～２
０個の抗体クローンを用いた、ＡＲＡのプリンティングまたはスポッティングを企図する
。
【０１２５】
　標的結合に関するＡＲＡのスクリーニング
　天然タンパク質、ペプチド、または任意の作用物質または疾患状態を含めた任意の抗原
を表す他の分子を用いた調査によって、ＡＲＡをスクリーニングすることができる。スク
リーニングのための方法は、Ｈａａｂ　ＢＢ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　＆　Ｃｅｌｌｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　４巻：３７７～３８３頁（２００５年））によって総説され
ている。タンパク質のハイスループットスクリーニングおよび定量的プロファイリングに
抗体アレイを使用するための方法は、当技術分野では公知である（Ｃｈａｇａ　ＧＳ　４
４１巻：１２９～１５１頁、ｉｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ、Ｂ．Ｃ．－Ｓ
．Ｌｉｕ　ａｎｄ　Ｊ．　Ｒ．Ｅｈｒｌｉｃｈ　ｅｄｓ．、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏ
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ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（２００８年）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ　（Ｎ
Ｙ）；Ｃａｈｉｌｌ　Ｄ．、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ、２５０巻（１～２号）：８１～９１頁（２００１年）；Ｓａｎｃｈｅｚ－Ｃ
ａｒｂａｙｏ　Ｍ．、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ．　５２巻（９号）：１６５１～１６５９頁（
２００６年））。癌プロテオミクスにおいて抗体アレイを使用するための方法は、Ｓａｎ
ｃｈｅｚ－Ｃａｒｂａｙｏ　Ｍ．、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．　４２８巻：２
６３～８７頁（２００８年）；およびＫｏｐｆら、Ｉｎｔ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｂｉｏｌ．　３９巻（７～８号）：１３０５～１３１７頁（２００７年）中に論じら
れる。
【０１２６】
　ＡＲＡは、マイクロアレイの表面をコーティングする抗体を含むことができる。ＡＲＡ
に加え一定時間インキュベートし、それによって適切な抗体の存在を検出する、蛍光、化
学発光または生物発光タグまたは酵素基質（例えば、ホースラディッシュペルオキシダー
ゼまたはアルカリホスファターゼ）などの検出可能な化合物と結合した対象の抗原を用い
てＡＲＡを調べることができる。検出可能な化合物と結合した第二の抗体を、コーティン
グしたウエルへの対象の抗原の添加後に加えることができる。検出に適した任意の標識ま
たはスクリーニングツールを、調査に使用することができる。当業者は、検出するシグナ
ルを増大するために改変することができるパラメーター、および当技術分野で公知である
他のバリエーションのＥＬＩＳＡに関して精通しているであろう。ＥＬＩＳＡに関するさ
らなる考察に関しては、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ｅｄｓ、（１９９４年）、Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、１巻、Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１１．２．１巻を参照
。
【０１２７】
　いくつかの実施形態では、完全ウイルスまたは細胞を用いてＡＲＡを直接スクリーニン
グすることができ、この場合抗原は細胞表面上で発現される。この実施形態では、ウイル
スまたは細胞をＡＲＡに固定し、前に論じた検出技術を含めた任意の公知の検出技術によ
って検出する。
【０１２８】
　抗原と抗体の結合親和性および抗体－抗原相互作用のオフレートは、競合結合アッセイ
によって決定することができる。競合結合アッセイの一例は、多量の非標識抗原の存在下
での対象の抗体と標識抗原（例えば、３Ｈまたは１２５Ｉ）のインキュベーション、およ
び標識抗原と結合した抗体の検出を含むラジオイムノアッセイである。特定の抗原に対す
る対象の抗体の親和性および結合オフレートは、スキャッチャードプロット解析によるデ
ータから決定することができる。第二抗体との競合も、ラジオイムノアッセイを使用して
決定することができる。この場合、多量の非標識第二抗体の存在下で標識化合物（例えば
、３Ｈまたは１２５Ｉ）と結合した対象の抗体と抗原をインキュベートする。
【０１２９】
　ＡＲＡ「ヒット」に相当するウエルからの抗体産生クローンのレスキュー
　したがって不死化抗体産生クローンは、限界希釈培養、次に逆捕捉ＥＬＩＳＡによる陽
性抗体の検出によって、デコンボリューション処理することができる。特異的抗原に対す
る天然ヒト抗体を産生すると同定したＢ細胞クローンを、ウエル濃度当たり１個のＢ細胞
に連続希釈し、逆ＩｇＧ捕捉ＥＬＩＳＡにより望ましい抗体の産生に関してスクリーニン
グする。したがって、特異的抗原に特異的である個々の抗体産生Ｂ細胞ハイブリドーマを
、同定および単離することができる。
【０１３０】
　一実施形態では、望ましい天然ヒト抗体の「レスキュー」は、適切な宿主中での、その
本来の対形成に相当するクローニングした重鎖および軽鎖の発現を含む。Ｃｏｒｏｎｅｌ
ｌａ（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８巻（２０号）：Ｅ８５（２０００年）
）は、ＦＡＣＳにより単離した一種Ｂリンパ球からヒト免疫グロブリン重鎖および軽鎖を
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増幅するための方法を開示する。ネストＲＴ－ＰＣＲプロトコールを使用して、Ｃｏｒｏ
ｎｅｌｌａ（２０００年）は、多数の細胞からＶＨおよびＶＬ領域の対をｉｎ　ｖｉｖｏ
で再形成するための方法を記載する。Ｔｉｌｌｅｒ（Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ．　３２９巻（１～２号）：１１２～１２４頁（２００８年））も、ネストＲＴ－Ｐ
ＣＲを使用して蛍光活性化細胞選別により単離した単一ヒトＢ細胞クローンから、重鎖お
よび対応する軽鎖遺伝子転写産物を増幅するための方法を記載する。Ｔｉｌｌｅｒ（２０
０８年）は、それらの生殖細胞配列への体細胞変異したＩｇ遺伝子の復帰、真核生物発現
ベクターへの一種ヒトＢ細胞由来の免疫グロブリン遺伝子のクローニング、およびヒト腎
臓細胞系における組換え抗体の産生をさらに記載する。Ｃｏｒｏｎｅｌｌａ（２０００年
）およびＴｉｌｌｅｒ（２００８年）の方法の教示は、それらの全容が参照により本明細
書に明確に組み込まれる。組換え天然対形成ヒト抗体は、ＥＬＩＳＡおよび免疫蛍光アッ
セイなどの方法によってスクリーニングすることができる。この方法によって、組換え天
然対形成ヒト免疫グロブリンを発現する細胞系を得る。本発明は組換えヒトＩｇ、および
天然軽鎖と重鎖の対を含む組換えＩｇを発現する細胞系に関する。
【０１３１】
　抗体の特徴付けおよびリード選択（ｌｅａｄ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）／検証
　Ｂ細胞ハイブリドーマまたはＥＢＶ不死化クローンを、望ましい種のＩｇＧを産生する
として同定した後、当技術分野で公知の標準的な方法により不死化Ｂ細胞系を大規模に産
生して、ミリグラム量のいわゆる「ヒット」抗体を産生することができる（Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ、Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃ
ａｄｅｍｉｅｓ　Ｐｒｅｓｓ（１９９９年）を参照）。
【０１３２】
　このような不死化Ｂ細胞系は、一抗体産生クローンからの相当するＶＨおよびＶＬ遺伝
子のレスキューによって、さらに特徴付けすることができる。当技術分野で公知の方法に
よる、ＶＨおよびＶＬ遺伝子のクローニングおよび配列決定などの追加手順を使用して、
新規な不死化Ｂ細胞系を増殖することができる。
【０１３３】
　ＡＲＡプラットフォームを使用する新たな機能性エピトープの発見
　本発明の抗体レパートリーアレイ（ＡＲＡ）はハイスループットプラットフォームを提
供して、保護対象のＢ細胞からの新たな機能性エピトープおよび対応するヒトモノクロー
ナル抗体（ｍＡｂ）の同定を容易にする。プラットフォームは、その本来の形状で標的と
結合するヒトｍＡｂの発見を可能にする。天然標的または抗原の異なるエピトープが異な
るモノクローナル抗体によって結合した、抗体のライブラリーを作成することができる。
所与のタンパク質または抗原上の異なるエピトープは標的タンパク質の異なる機能特性と
関連し得るので、ＡＲＡプラットフォームはヒト免疫系によって標的化される多数の機能
性エピトープの同定をもたらすことができる。ＡＲＡプラットフォームを典型的に使用し
て、特定の疾患に特異的な抗原に曝露している数百のヒト被験体をスクリーニングするこ
とができる。それぞれの被験体はおよそ約１０５のＩｇＧ種を提供するので、ＡＲＡプラ
ットフォームは、ヒト免疫系によって標的化され得るほぼ全ての機能性エピトープを標的
化するモノクローナル抗体の、ハイスループットライブラリーを作成するのに有用である
。ＡＲＡプラットフォームによって可能となるハイスループットプロセスは、少ない試薬
使用での、小型の、マイクロアレイベースのスクリーニング形式で、数百のドナーからの
試料に基づく迅速なスクリーニングを可能にする。
【０１３４】
　本発明の一態様では、ＡＲＡプラットフォームを使用して、図２中に示すようなヒト免
疫不全ウイルス（ＨＩＶ）などのウイルス標的を対象とする約１０７個の組換えＩｇＧ種
を回収する。この実施例では、ＨＩＶに曝露しＩｇＧ＋記憶Ｂ細胞を含有する被験体由来
の血液試料を提供する。単一Ｂ細胞はマルチウエルプレート中で培養し、クローン増殖お
よび抗体分泌細胞への分化をもたらす。個々のＢ細胞培養物由来のＩｇＧの固定によって
ＡＲＡを形成する。次いでＡＲＡは、ＨＩＶ感染に相当する天然ウイルス標的でスクリー
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ニングする。このような標的は、全ビリオンまたはウイルス様タンパク質、個々のタンパ
ク質（例えば、表面またはエンベロープタンパク質）、またはＨＩＶに感染した細胞から
選択することができる。ＡＲＡの標的結合スポットに相当するＢ細胞培養物を同定し、組
換えＩｇＧはそれぞれの培養物から単離した溶解Ｂ細胞からレスキューする。
【０１３５】
　ＡＲＡプラットフォームを使用して抗ＨＩＶモノクローナル抗体を発見するためのこの
方法は、おそらく防御的な抗ウイルス応答に対応するヒトＩｇＧ＋記憶Ｂ細胞から作成さ
れる保管所を与える。スクリーニングは本来の形状の標的で実施し、したがってより関連
性のある結果をもたらす。
【０１３６】
　本発明の一態様では、ＨＩＶの所与の系統由来の多数の標的または多様な系統由来の同
じ標的タンパク質内におけるパラレルスクリーニングを実施する。これは、広範囲の交差
反応性を有する抗体の同定をもたらす。
【０１３７】
　所与の標的における個々のエピトープクラスターに相当する抗体の発見
　ｅｒｂＢ２癌遺伝子は、その過剰発現がより悪性の腫瘍および乏しい予後と関係がある
、成長因子受容体をコードする。この分子を対象とするいくつかの抗体はｉｎ　ｖｉｖｏ
で抗腫瘍効果があるが、いくつかの抗体には抗腫瘍効果がない。コンピュータ支援のタン
パク質操作および部位特異的突然変異誘発による、阻害性（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商
標））および非阻害性（ＨＦ）抗体に関するｅｒｂＢ２における結合エピトープの分析は
、２つの異なる結合相互作用を明らかにした。（Ｗａｎｇら、Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
　２００４年；４０巻（１３号）：９６３～９６９頁）。非阻害性抗体ＨＦはｅｒｂＢ２
外部ドメイン（ＥＣＤ）のＮ末端部分のみ認識し、一方で阻害性抗体ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ
（登録商標）はそのＣ末端部分のみと結合した。
【０１３８】
　ＡＲＡスクリーニングプラットフォームは、所与の標的上の異なるエピトープを対象と
する抗体の同定および特徴付けに使用することができる。これは、それぞれのエピトープ
クラスターと関係がある特異的機能に対して考えられる活性を有する、抗体の発見を可能
にする。
【０１３９】
　本発明のこの態様では、そのメンバーが所与の標的の遺伝子断片由来タンパク質の一部
分を発現する、ファージディスプレイライブラリーを使用して、その標的に対する所与の
免疫応答の標的の、エピトープレパートリーを同定する。一実施形態では、部位特異的突
然変異誘発などの標準的な技法と併せた標的の機能アッセイを使用して、個々または群の
遺伝子断片と特異的機能を関連付ける。
【０１４０】
　ＡＲＡスクリーニングプラットフォームを使用して、ファージディスプレイによって提
供された遺伝子断片により決定したエピトープの特異性によって、抗標的抗体をクラスタ
リングする。したがって、機能性エピトープクラスター由来の代表的な抗体の試料の詳細
な特徴付け（例えば、配列決定）を使用して、相互作用のさらなる特徴を明らかにするこ
とができ、これを使用してそれぞれのクラスターと肯定的または否定的に機能関連付けす
ることができる。
【０１４１】
　本発明の一態様では、２つ以上のエピトープクラスターを使用するペアワイズ分析を使
用して、おそらく潜在性の機能性エピトープを同定する。このような潜在性エピトープは
相乗的に作用して、公知の機能と関係がある異なるエピトープと関係がある機能を高める
ことができる。この方法は、既存の方法に基づいた文献中の利用可能な調査と比較して、
エピトープ空間の広範囲の調査を可能にする。
【０１４２】
　一実施形態では、遺伝子断片ファージディスプレイ（ＧＦＰＤ）ライブラリーを図３中
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に示すように作成する。遺伝子断片ファージディスプレイ発現ライブラリーは、当技術分
野で公知の方法によって作成することができる（Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ　Ｇ．Ｊ．、２０章
：Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅ　Ｆｒ
ａｇｍｅｎｔ　Ｐｈａｇｅ－Ｄｉｓｐｌａｙ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｌｉｂｒａｒｉｅ
ｓ、ｉｎ　Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　ｂ
ｙ　Ｃａｒｌｏｓ　Ｆ．　Ｂａｒｂａｓ　ＩＩＩ、Ｄｅｎｎｉｓ　Ｒ．Ｂｕｒｔｏｎ、Ｊ
ａｍｉｅ　Ｋ．Ｓｃｏｔｔ、Ｇｒｅｇｇ　Ｊ．Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ、（著作権）ＣＳＨＬ
　Ｐｒｅｓｓ、２００４年を参照）。エンドヌクレアーゼを用いた消化による所与の標的
をコードする遺伝子の消化によって、遺伝子断片を作成する。したがってＧＦＰＤライブ
ラリーは、標的タンパク質の一部分がファージの表面上で発現される形式で、ファージの
ゲノムＤＮＡに遺伝子断片を挿入することによって作成する。標的を対象とするヒト抗体
でＧＦＰＤライブラリーを「パニング」することによって、回収した遺伝子断片を含むヒ
トエピトープレパートリーを得る。異なるエピトープＡ、Ｂ、Ｃなどに相当する遺伝子断
片（ＧＦＰＤライブラリーのメンバー）を同定する。一実施形態では、遺伝子断片を標的
タンパク質の公知の三次元構造にオーバーレイして、どの遺伝子断片が特定のエピトープ
に相当するか決定する。
【０１４３】
　完全タンパク質または病原体標的でのＡＲＡプラットフォームにおけるスクリーニング
は、図４中に示すように多数のヒットを通常もたらす。エピトープＡ、Ｂ、Ｃなどに相当
するＧＰＤＬメンバーでの同一のＡＲＡのさらなるスクリーニングを次いで実施する。典
型的には、エピトープ当たり２～３のＧＰＤＬメンバーをスクリーニングするが、スクリ
ーニングすることができるエピトープ当たりのＧＰＤＬメンバーの数に対する上限はない
。エピトープ特異的遺伝子断片クラスターにより生成したそれと完全タンパク質に関する
「ヒット」パターンの比較によって、以前に同定されていなかった新規なエピトープを明
らかにすることもできる。エピトープ特異的遺伝子断片とインタクトな標的は、いずれも
抗体によって認識されることが好ましい。したがって、特定標的抗原における数千の「ヒ
ット」は、エピトープクラスターに相当する１０、２０、３０、４０以上の抗体「ファミ
リー」に分けることができる。新規なエピトープを認識する抗体のＶＨ領域に相当する遺
伝子の配列決定によって、抗体をさらに特徴付ける。
【０１４４】
　図５は、機能性エピトープを対象とする抗体を同定するための、ＡＲＡプラットフォー
ムの使用に関するステップの概略図を示す。機能関係に関してスクリーニングした公知お
よび新たに同定したエピトープに対する代表的な抗体は、ＶＨ領域で配列決定し、さらな
る開発のためレスキューする。この方法によって、標的と関係がある特異的機能に対して
有効な、治療剤、ならびに能動および受動ワクチンの開発に適した、特有抗体を同定する
ことができる。本発明は、本発明の方法によって得られる抗体由来の特異的標的に対して
有効な、特異的抗体ライブラリー、抗体、ならびに治療剤およびワクチンにも関する。
【０１４５】
　ＡＲＡを使用する抗体の機能ベースのスクリーニング
　喘息は、気道過敏症（ＡＨＲ）、好酸球性炎症、粘液過分泌、上皮下線維症、および高
いＩｇＥレベルによって特徴付けられる肺の複雑な炎症疾患である。インターロイキン－
１３（ＩＬ－１３）は、喘息におけるアレルギー応答のエフェクター段階の重要なメディ
エーターである。（Ｈｕａｎｇ　ＳＫら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９９５年）；１５５
巻（５号）：２６８８～２６９４頁）。喘息を治療する際に有用である抗ＩＬ－１３抗体
は、ＩＬ－１３と関係があるシグナル伝達経路を一般に阻害する。（ＷＯ／２００５／０
６２９６７）。ＩＬ－１３はホジキン病（ＨＤ）とも関係があり、ＨＤ由来細胞系におい
て過剰発現されることが分かっている。（Ｋａｐｐ、Ｕら、Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．、
Ｖｏｌｕｍｅ　１８９、Ｎｕｍｂｅｒ　１２、１９９９年；１９３９～１９４６頁）。ホ
ジキン病において有用である抗ＩＬ－１３抗体は、ＩＬ－１３による受容体の結合に影響
を与える。
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【０１４６】
　モノクローナル抗体（ＭＡｂ）２６３は、成長ホルモン（ＧＨ）受容体の細胞外ドメイ
ン（ＥＣＤ）を認識する広く使用されているモノクローナル抗体であり、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏとｉｎ　ｖｉｖｏの両方でＧＨアゴニストとして作用することが示されている（Ｗａｎ
　Ｙら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　１７巻（１１号）：２２４
０～２２５０頁（２００３年））。トロンボポイエチン（ＴＰＯ）に対する細胞表面受容
体（ｃ－Ｍｐｌ）を特異的に認識する、ヒト巨核球系細胞に対して産生したＢＡＨ－１と
呼ばれるマウスモノクローナル抗体は、アゴニスト活性を示す。（Ｄｅｎｇ　Ｂら、Ｂｌ
ｏｏｄ、９２巻（６号）：１９８１～１９８８頁（１９９８年））。
【０１４７】
　ホルモン結合部位を対象としホルモン結合に関する完全競合剤として作用する全てのモ
ノクローナル抗体が、アゴニストとして作用しシグナルを誘導することができる訳ではな
い（Ｒｏｗｌｉｎｓｏｎ　ＳＷら、１９９８年、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７３巻：５
３０７～５３１４頁）。狭い範囲のモノクローナル抗体に対するアゴニズムの制約もエリ
スロポエチン受容体に関して報告されており、この場合広範囲の研究が、この受容体に対
する９６のモノクローナル抗体の中で、わずか４個がアゴニスト活性を有していたことを
示した（Ｅｌｌｉｏｔｔ　Ｓら、１９９６年、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７１巻：２４
６９１～２４６９７頁）。
【０１４８】
　ｅｒｂＢ２癌遺伝子は成長因子受容体をコードする。ｅｒｂＢ２の過剰発現はより悪性
の腫瘍および乏しい予後と関係している。この分子を対象とするいくつかの抗体はｉｎ　
ｖｉｖｏで抗腫瘍効果があるが、いくつかの抗体には抗腫瘍効果がない（Ｗａｎｇら、Ｍ
ｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００４年２月；４０巻（１３号）：９６３～９６９頁）。
【０１４９】
　腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）の機能を阻害するために使用されるいくつかの抗体は、異なる
機能に影響を与える形式でＴＮＦと結合することによって働く。ＩＮＦＬＩＸＩＭＡＢ（
登録商標）は、可溶性（血液中に浮遊）および膜貫通（Ｔ細胞および同様の免疫細胞の外
膜上に位置する）型のＴＮＦαと高い親和性で結合することによってＴＮＦαの生物活性
を中和し、それらの受容体とＴＮＦαの有効な結合を阻害または予防する。ＲＥＭＩＣＡ
ＤＥ（登録商標）およびＨＵＭＩＲＡ（登録商標）（別のＴＮＦアンタゴニスト）は、「
抗ＴＮＦ抗体」のサブクラス中にあり（それらは天然に存在する抗体の型であり）、全て
の型（細胞外、膜貫通、および受容体結合）のＴＮＦαを中和することができる。（Ｃｈ
ｏｙ　ＥＨら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．　２００１年；３４４巻：９０７～９１６頁
）。ＥＮＢＲＥＬ（登録商標）、第三のＴＮＦアンタゴニストは異なるサブクラス中にあ
り（受容体－構築物融合タンパク質）、かつ、その修飾型のため、受容体結合ＴＮＦαを
中和することができない。
【０１５０】
　ＣＤ２８はＴ細胞の表面上に存在し、それらの活性化において重要な役割を果たす。シ
グナル伝達は、そのリガンドとの結合によってそれが活性化された（誘発された）後にＣ
Ｄ２８を介して起こる。ＣＤ２８の活性化は、その細胞質ドメインのリン酸化に依存する
。ＣＤ２８は内因性リン酸化活性を有していないが、その代わりに外因性キナーゼ、例え
ばｐ５６ｌｃｋに依存する。しかしながら、いくつかの抗体は、受容体の近辺から（キナ
ーゼではなく）ホスファターゼを優先的に除外することによって、ＣＤ２８受容体のスー
パーアゴニストになることができる。
【０１５１】
　本発明のＡＲＡプラットフォームにより可能となった、異なるエピトープに対する天然
抗体のハイスループットの同定および分類は、異なるエピトープクラスターに相当する異
なる機能を調節する際に有効な、多数の抗体ファミリーの同時の同定を可能にする。この
方法は、潜在性エピトープの同定も可能にする。同定したいくつかの潜在性エピトープの
機能の調節は、公知の機能性エピトープまたは全標的の機能の調節との、相乗作用を示す
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可能性もある。
【０１５２】
　一実施形態では、モノクローナル抗体を固体表面上に配置し、ＡＲＡ中の別個の標的特
異的エレメントにおけるクローンにより分類することができる。いくつかの実施形態では
、マイクロタイターウエル、マイクロタイタープレート、試験管、ペトリ皿、マイクロ流
体チャネル、およびマイクロアレイからなる群より選択される容器の内部表面にモノクロ
ーナル抗体を固定する。次いで抗体は、適切なレポーター細胞からシグナルを誘導する能
力に関してｉｎ　ｓｉｔｕで試験することができる。一般に、本明細書の方法の好ましい
実施形態では、単離試料受入領域を有する不溶性支持体（例えば、マイクロタイタープレ
ート、アレイなど）と抗体を不拡散的に結合させる。不溶性支持体は結合することが可能
である任意の組成で構成されてよく、可溶性材料から容易に分離され、他の場合は全体的
なスクリーニング法と適合性がある。このような支持体の表面は固体または多孔質、およ
び任意の好都合な形状であってよい。適切な不溶性支持体の例には、マイクロタイタープ
レート、アレイ、膜およびビーズがある。これらは、典型的にはガラス、プラスチック（
例えば、ポリスチレン）、多糖、ナイロンまたはニトロセルロース、Ｔｅｆｌｏｎ（登録
商標）などでできている。マイクロタイタープレートおよびアレイは特に好都合である。
少量の試薬および試料を使用して、多数のアッセイを同時に実施することができるからで
ある。組成物の個々の結合形式は、それが試薬および全体的な本発明の方法と適合性があ
り、組成物の活性が維持され、拡散性でない限り重要ではない。
【０１５３】
　細胞表面受容体の活性の調節に応答して、測定可能な「レポーター」物質（検出可能な
標識）を直接的または間接的に発現するように操作した細胞系を使用して、それらの受容
体を活性化または阻害するモノクローナル抗体をスクリーニングすることができる。いく
つかの実施形態では、細胞表面分子（例えば、受容体）の活性化は、基質の共有結合の切
断に影響を与えることができる酵素の活性と共役している。酵素は、β－ラクタマーゼ、
α－ガラクトシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、α－グルコシダーゼ、β－グルコシダー
ゼ、α－マンノシダーゼ、β－マンノシダーゼ、酸性ホスファターゼ、アルカリホスファ
ターゼおよびホスホジエステラーゼＩＩからなる群より選択することができる。基質は、
ｐ－アミノフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－ガラ
クトピラノシド、ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－グルコピラノシド、ｐ－アミノフェニル
－β－Ｄ－グルコピラノシド、ｐ－アミノフェニル－α－Ｄ－マンノピラノシド、ｐ－ア
ミノフェニル－β－Ｄ－マンノピラノシド、ｐ－アミノフェニルホスフェート、およびｐ
－アミノフェニルホスホリルコリンまたはその誘導体からなる群より選択することができ
る。基質の切断は、典型的には検出可能な比色または蛍光反応と関係がある。
【０１５４】
　いくつかの実施形態では、検出可能な標識は、フルオロフォア、化学色素、放射性結合
物質、化学発光性結合物質、電気化学発光性物質、磁性結合物質、常磁性結合物質、プロ
磁性結合物質、着色産物を生成する酵素、化学発光産物を生成する酵素、および磁性産物
を生成する酵素である。非常に特定の実施形態では、検出可能な標識は、ルテニウムまた
は多重ルテニウム標識である。
【０１５５】
　色素および蛍光試薬で処理した細胞のスクリーニングは、当技術分野で周知である。レ
ポーター分子として修飾緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）などの蛍光タンパク質を産生する
ための、細胞の遺伝子工学に関する相当な量の文献が存在する。野生型ＧＦＰのいくつか
の性質は、Ｍｏｒｉｓｅら（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１３巻（１９７４年）、２６５
６～２６６２頁）、およびＷａｒｄら（Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．　３
１巻（１９８０年）、６１１～６１５頁）によって開示される。クラゲＡｅｑｕｏｒｅａ
　ｖｉｃｔｏｒｉａのＧＦＰは３９５ｎｍで最大励起および５１０ｎｍで最大発光を有し
、蛍光活性の外的要因を必要としない。ルシフェラーゼなどの発光性の検出可能な基質も
利用することができる。
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【０１５６】
　米国特許第５，４０１，６２９号および米国特許第５，４３６，１２８は、細胞表面受
容体を発現し、細胞表面受容体の活性に応答性がある転写制御エレメントを含むレポータ
ー遺伝子構築物を含有する組換え細胞を使用して、細胞外シグナルの細胞外伝達を検出お
よび評価するためのアッセイおよび組成物を記載する。
【０１５７】
　標準的なハイスループットスクリーニング（「ＨＴＳ」）は、９６または３８４ウエル
を有する標準的なマイクロタイタープレート中のウエルのアレイに充填した、化合物と生
物試薬およびいくつかの指標化合物の混合物を使用する。それぞれのウエルから測定した
シグナル、蛍光発光、光学濃度、または放射能のいずれかが、ウエル中の全物質からのシ
グナルと統合し、ウエル中の全分子の全集団平均を与える。Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ　（ＳＡＩＣ）
　１３０　Ｆｉｆｔｈ　Ａｖｅｎｕｅ、Ｓｅａｔｔｌｅ、Ｗａｓｈ．　９８１０９）は、
イメージングプレートリーダーを記載する。このシステムはＣＣＤカメラを使用して、９
６ウエルプレートの全領域をイメージングする。イメージを分析して、ウエル中の全物質
に関するウエル当たりの全蛍光を計算する。Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ、Ｉｎ
ｃ．　（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、Ｃａｌｉｆ．）は、低角度レーザースキャン照射を使用す
るシステム（ＦＬＩＰＲ）、および標準９６ウエルプレート中のウエルの約２００ミクロ
ンの底部内の蛍光を選択的に励起して、細胞単層イメージング時のバックグラウンドを低
下させるマスクを記載する。このシステムはＣＣＤカメラを使用して、プレート底部の全
領域をイメージングする。このシステムは、ウエルの底部における細胞単層から生じるシ
グナルを測定するが、測定したシグナルはウエルの領域にわたり平均し、したがって細胞
集団の平均応答の測定値であるとさらに考えられる。イメージを分析して、細胞ベースの
アッセイに関するウエル当たりの全蛍光を計算する。流体送達デバイスを、応答を開始さ
せるために、ＦＬＩＰＲシステムなどの細胞ベースのスクリーニングシステムにさらに組
み込んでおり、したがってこれは、マクロイメージングシステムを使用して全ウエルの集
団の平均応答として観察される。
【０１５８】
　ハイスループットスクリーニングと対照的に、様々なハイコンテントスクリーニング（
「ＨＣＳ」）は、細胞構成成分およびプロセスの時間的－空間的動態に関するより詳細な
情報の必要性に対処するために開発されている。ハイコンテントスクリーニングは、細胞
中に取り込まれた特異的蛍光ベースの試薬から誘導した多色蛍光の情報の抽出を自動化す
る（Ｇｉｕｌｉａｎｏ　ａｎｄ　Ｔａｙｌｏｒ（１９９５年）、Ｃｕｒｒ．　Ｏｐ．　Ｃ
ｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　７：４巻；Ｇｉｕｌｉａｎｏら（１９９５年）Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．
　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｂｉｏｍｏｌ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　２４巻：４０５頁）。空間的、
および時間的動態を測定することができる光学システムを使用して細胞を分析する（Ｆａ
ｒｋａｓら（１９９３年）Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　５５巻：７８５頁；
Ｇｉｕｌｉａｎｏら（１９９０年）Ｉｎ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｆｏ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ．　Ｂ．　Ｈｅｒｍａｎ　ａｎｄ　Ｋ．　Ｊａｃｏｂｓｏｎ　（ｅｄ
ｓ．）、５４３～５５７頁。Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｈａｈｎら（１
９９２年）Ｎａｔｕｒｅ　３５９巻：７３６頁；Ｗａｇｇｏｎｅｒら、（１９９６年）Ｈ
ｕｍ．　Ｐａｔｈｏｌ．　２７巻：４９４頁）。
【０１５９】
　ハイコンテントスクリーニングは、蛍光標識抗体、生物学的リガンド、および／または
核酸ハイブリダイゼーションプローブを使用して固定細胞、または多色蛍光指標および「
バイオセンサー」を使用して生存細胞のいずれかに実施することができる。固定または生
存細胞のスクリーニングの選択は、必要とされる特異的細胞ベースのアッセイに依存する
。
【０１６０】
　固定細胞アッセイは最も簡単である。マイクロタイタープレート形式で当初生存してい
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た細胞のアレイは、様々な化合物で処理し試験することができ、したがって細胞を固定し
、特異的試薬で標識し、測定することができるからである。固定後、細胞の環境調節は必
要とされない。わずか１つの時間地点ではあるが、空間的情報を得る。細胞に適用するこ
とができる数千の抗体、リガンドおよび核酸ハイブリダイゼーションプローブの有用性に
よって、これは多くの型の細胞ベースのスクリーニングに魅力的な手法となる。固定およ
び標識ステップは自動化することができ、アッセイの有効な処理を可能にする。
【０１６１】
　生存細胞アッセイはさらに洗練されており強力である。望ましい試薬を含有する生存細
胞のアレイは、経時的、および空間的にスクリーニングすることができるからである。細
胞の環境調節（温度、湿度、および二酸化炭素）が測定中に必要とされる。細胞の生理学
的健康状態を、経時的な多数回の蛍光測定用に維持しなければならないからである。細胞
内の生化学的および分子活性の変化を報告することができる蛍光の生理的指標および「バ
イオセンサー」の群は増大している（Ｇｉｕｌｉａｎｏら（１９９５年）Ａｎｎ．　Ｒｅ
ｖ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｂｉｏｍｏｌ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　２４巻：４０５頁；Ｈａｈ
ｎら（１９９３年）Ｉｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ａｎｄ　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　
Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ．　Ｗ．Ｔ．　Ｍａｓ
ｏｎ、（ｅｄ．）３４９～３５９頁、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ）。
【０１６２】
　蛍光ベースの試薬の有用性および使用は、固定細胞と生存細胞の両方のハイコンテント
スクリーニングの開発を進める手助けとなっている。多色、ハイコンテントスクリーニン
グの情報を自動的に抽出するための計器の進歩は、ＨＣＳの自動ツールへの発展を近年可
能にしている。Ｔａｙｌｏｒら（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ　８０巻（１９
９２年）、３２２～３３５頁）による論説は、多くのこれらの方法およびそれらの適用例
を記載する。
【０１６３】
　典型的なアッセイでは、標的受容体を発現し受容体の活性化または阻害に敏感である検
出可能なレポーター遺伝子系を含むように操作した細胞を使用して、受容体分子を含むモ
ノクローナル抗体を含むＡＲＡと接触させる。いくつかの実施形態では、ＡＲＡは、それ
ぞれのウエルが公知のモノクローナル抗体を含む、マルチウエル（９６または３８４ウエ
ル）形式を含む。検出可能なシグナルを誘導するのに十分な濃度のモノクローナル抗体が
存在するように、１つのモノクローナル抗体を含む複数の「スポット」を提供することが
、必要である可能性がある。同様に、ウエル当たり最大１０３、１０４、または１０５個
の細胞が、シグナルを誘導するのに必要である可能性がある。いくつかの実施形態では、
米国公開特許出願Ｎｏ．２００７０２７５４３５中に記載されたミクロスケールでの細胞
培養のリアルタイムモニタリング用の細胞培養チップを使用することができる。
【０１６４】
　レポーター細胞をＡＲＡデバイスの表面と接触させた後、デバイス上の個別エレメント
で分類した試験用モノクローナル抗体によって捕捉されない細胞を、流体せん断力を施す
ことによって除去する。捕捉した細胞は、細胞増殖およびレポーター物質の発現を可能に
する形式で、デバイスにおいて次いで培養する。捕捉した細胞中に保持されるレポーター
物質は、（例えば、検出可能な基質の使用によって）ＡＲＡデバイスにおいて次いで直接
測定する。このようにして、受容体－アゴニストまたは受容体－アンタゴニスト活性を有
するモノクローナル抗体は、個々のモノクローナル抗体群を表すＡＲＡデバイスの個別エ
レメントで捕捉した細胞から誘導したレポーターシグナルの有無によって同定することが
できる。
【０１６５】
　例えば、ＮＦ－κＢ（活性化Ｂ細胞の核因子ｋａｐｐａ－軽鎖－エンハンサー）は、転
写因子として作用するタンパク質複合体である。ＮＦ－κＢはほぼ全ての動物細胞型にお
いて見られ、刺激に対する細胞応答に関与する。ＲＡＮＫ、ＴＮＦＲなどの広く様々な細
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胞表面受容体の刺激は、ＮＦ－κＢの活性化および非常に迅速な遺伝子発現の変化を直接
もたらす。ＮＦ－κＢ応答エレメントの制御下でベータ－ラクタマーゼ遺伝子を安定的に
発現するヒト胚腎臓細胞系（ＮＦ－κＢ－ｂｌａ　ＨＥＫ　２９３Ｔ　ＣｅｌｌＳｅｎｓ
ｏｒ　Ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｅ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．、Ｃａｌｉｆ．）は、腫
瘍壊死因子－アルファ（ＴＮＦａ）による刺激に応答し、ＮＦ－κＢシグナル伝達経路の
活性化および後のベータ－ラクタマーゼの発現をもたらす。ベータ－ラクタマーゼの発現
は、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）系基質（ＬｉｖｅＢＬＡｚｅｒ－ＦＲＥＴ　Ｂ
／Ｇ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｉｎｃ．、Ｃａｌｉｆ．）を使用し
て定量化する。この基質は、レポーター細胞系に容易に進入する、親油性、エステル化合
物である。内因性細胞質エステラーゼによる切断によって、この基質は負に帯電した基質
に変換され、サイトゾル中に保持される。ベータ－ラクタマーゼの切断は基質の２つの発
色団を空間的に分離し、ＦＲＥＴを妨害し、（４０９ｎｍでの励起により）４５０ｎｍで
青色蛍光シグナルを生成する。ベータ－ラクタマーゼの切断の不在下では、基質は（４０
９ｎｍでの励起により）５２０ｎｍで緑色蛍光シグナルを生成する。青色蛍光と緑色蛍光
の比は、ベータ－ラクタマーゼ活性の増大と共に増大する。
【０１６６】
　トール様受容体（ＴＬＲ）の刺激はＮＦ－κＢの活性化をもたらす（Ｈａｙｄｅｎ　Ｍ
Ｓ、Ｗｅｓｔ　ＡＰ、Ｇｈｏｓｈ　Ｓ（２００６年１０月）。「ＮＦ－κＢ　ａｎｄ　ｔ
ｈｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ」。Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２５巻（５１号）：６７
５８～６７８０頁）。ＴＬＲに対するモノクローナル抗体における受容体アゴニスト活性
は、ＴＮＦａによる高レベルの内因性ＮＦ－κＢ活性化、およびレポーター細胞系中での
その後の増大したベータ－ラクタマーゼ発現をもたらす可能性がある。逆に、アンタゴニ
スト活性はベータ－ラクタマーゼ発現の低下をもたらす可能性がある。ＴＬＲに対するモ
ノクローナル抗体の存在下でのＴＬＲ調節の程度は、ＦＲＥＴ基質によって生成する青色
蛍光シグナルと緑色蛍光シグナルの比の変化をモニタリングすることによって決定するこ
とができ、例えば、青色蛍光シグナルと緑色蛍光シグナルの比の増大はＴＬＲの活性化を
示し、青色蛍光シグナルと緑色蛍光シグナルの比の低下はＴＬＲ阻害剤を示す。所与のモ
ノクローナル抗体の存在下でのＴＬＲ活性の程度は、対照中のＴＬＲ活性のレベルと比較
することができる（例えば、公知の活性を有する化合物の存在下で）。
【０１６７】
　本発明の方法は、回収したＶ遺伝子配列から産生することができ、標的病原体または抗
原の異なる機能性エピトープを対象とし、または標的受容体に対する機能的影響を有する
治療用抗体にも関する。
【０１６８】
　本発明の方法は、小分子のスクリーニングに適用することもできる。特異的機能と関係
があるエピトープおよびエピトープクラスターを同定することによって、合成および天然
小分子産物を、有効性および本発明の方法により同定した機能性エピトープと結合する能
力に関して試験することができる。
【０１６９】
　本発明の方法は、異なるエピトープクラスターを同定すること、および標的病原体また
は抗原の異なる部分を対象とするワクチンの調製を可能にすることによる、ワクチン設計
にも関する。
【０１７０】
　本発明の方法は、回収したＶ遺伝子配列から産生することができる治療用抗体にも関す
る。
【０１７１】
　キット
　本発明は、前述の方法中で使用することができるキットを提供する。一実施形態では、
キットは、１つまたは複数の容器中に本発明の抗体、好ましくは精製抗体を含むアレイ（
ＡＲＡ）を含む。本発明のキットは、対象のポリペプチドと反応しない対照抗体をさらに
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との抗体の結合を検出するための手段を含有する（例えば、蛍光化合物、酵素基質、放射
性化合物または発光化合物などの検出可能な基質と抗体を結合させることが可能であり、
または、第一の抗体を認識する第二の抗体を検出可能な基質と結合させることが可能であ
る）。
【０１７２】
　キットは、非結合レポーター標識抗ヒト抗体を含むこともできる。この実施形態では、
ポリペプチド抗原と抗体の結合は、前記レポーター標識抗体の結合によって検出すること
ができる。細胞外ドメイン（例えば、受容体）を有するタンパク質の機能と関係があるレ
ポーター系を含む細胞系が、いくつかのキットに含まれる。比色、または蛍光または発光
検出試薬が、いくつかのキットに含まれる。
【０１７３】
　本発明の別の実施形態では、キットは、増殖および／または癌性ポリヌクレオチドおよ
びポリペプチドに特異的な抗体含有血清をスクリーニングする際に使用するための診断キ
ットである。このようなキットは、対象のポリペプチドと反応しない対照抗体を含むこと
ができる。このようなキットは、少なくとも１つの抗ポリペプチド抗原抗体と特異的に免
疫反応するエピトープを含む、実質的に単離したポリペプチド抗原を含むことができる。
さらに、このようなキットは、抗原と前記抗体の結合を検出するための手段を含む（例え
ば、抗体はフルオレセインまたはローダミンなどの蛍光化合物と結合させることが可能で
あり、これはフローサイトメトリーによって検出することができる）。特定の実施形態で
は、キットは、組換えによって生じた、または化学的に合成したポリペプチド抗原を含む
ことができる。キットのポリペプチド抗原は、固形支持体と結合させることも可能である
。
【０１７４】
　一実施形態では、本発明は、本発明のポリペプチドの抗原含有血清をスクリーニングす
る際に使用するための診断キットを含む。この診断キットは、ポリペプチドまたはポリヌ
クレオチド抗原と特異的に免疫反応する実質的に単離した抗体アレイ、抗体とのポリヌク
レオチドまたはポリペプチド抗原の結合を検出するための手段を含む。
【０１７５】
　したがって本発明は、この診断法を実施するためのアッセイ系またはキットを提供する
。キットは一般に、表面結合組換え抗原を有する支持体、および表面結合抗抗原抗体を検
出するためのレポーター標識抗ヒト抗体を含む。
【０１７６】
　本明細書に引用する全ての刊行物および特許出願は、それぞれ個々の刊行物または特許
出願が、参照により組み込まれることが具体的かつ個別に示されるが如く、参照により本
明細書に組み込む。
【０１７７】
　前述の本発明は、明確な理解の目的で例示および実施例によってある程度詳細に記載し
てきたが、本発明の教示を鑑みて、添付の特許請求の範囲の精神または範囲から逸脱せず
に、本発明にある程度の変化および修飾を施すことができることは、当業者には容易に明
らかであろう。
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