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(57)【要約】
　ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイ法の多数の応用が説明される。これらの応用としては、
内在性膜タンパク質プローブへの拡大、細菌細胞からの分泌への拡大、親和性が向上した
抗体の同定、分泌レベルが増加したクローンの同定、及びまれな有効抗体を同定するため
の超並列スクリーニングの使用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タンパク質の機能領域と免疫反応性を示す抗体を同定する方法であって、前記タンパク
質の少なくとも５つの各フラグメントによる免疫から得られた各細胞によって分泌された
抗体の前記機能への効果を検査することを含み、
ここで、前記細胞は、
　前記タンパク質を少なくとも５つのフラグメントに断片化することと；
　前記各フラグメントを免疫原性増強成分と結合させることと；
　前記各結合フラグメントで１以上の被験体を免疫することと；
　前記１以上の被験体から抗体産生細胞を回収することと；
　個々の回収された細胞を、前記各フラグメント及び完全なタンパク質とは免疫反応性を
示すが、残りのフラグメントとは免疫反応性を示さない抗体について検査することと；並
びに、
　前記抗体を産生する細胞を選択し、必要に応じて、前記細胞によって分泌される抗体を
、前記タンパク質の前記機能への効果について検査することによって得られる、方法。
【請求項２】
　細菌細胞からの少なくとも１つの分泌タンパク質の存在又は非存在を検出する方法であ
って、
　前記タンパク質に結合する捕獲試薬を必要に応じて含有する捕獲表面の表面上における
、前記タンパク質に特異的な試薬と結合した微粒子ラベルの存在又は非存在を顕微鏡によ
り観察することを含み、
　ここで、前記捕獲表面は、単一細胞から増殖したミクロコロニーとして細菌細胞を支持
する多孔性膜の下に設置されており、前記膜は、低分子及びタンパク質を通過させること
ができるが、細菌細胞を通過させることができない孔を備える、方法。
【請求項３】
　前記捕獲表面が、捕獲試薬が結合したヒドロゲルで必要に応じて誘導体化された核エッ
チング膜表面を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記少なくとも１つの分泌タンパク質が、少なくとも軽鎖の可変領域及び少なくとも重
鎖の可変領域を発現するように改変された細菌によって産生される抗体又はそのフラグメ
ントである、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　各々が前記可変領域を発現するように改変された単一細胞に由来する多数のミクロコロ
ニーを用い、前記単一細胞が、前記細菌にトランスフェクトしたときに少なくとも１０の
異なる軽鎖可変領域及び少なくとも１０の異なる重鎖可変領域を産生させるヌクレオチド
配列で細菌細胞の培養物を処理することによって得られる、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイにおいて、膜結合タンパク質のエピトープを検出試薬と
して用いる方法であって、
　相補性部分に対する結合パートナーを含む細胞内領域を備える前記タンパク質を必要に
応じて宿主細胞中で発現させることと；
　前記宿主細胞を破壊することと；及び、
　前記結合パートナーと、微粒子ラベルと関連付けられている相補性部分との間の相互作
用によって、前記タンパク質を微粒子ラベルに結合させることを含む方法。
【請求項７】
　前記タンパク質を、無細胞系で産生し、界面活性剤の存在下で回収する、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　前記結合パートナーが前記膜結合タンパク質と異種である、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
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　前記結合パートナーが、ヒスチジンタグ、フラグ（ＦＬＡＧ）エピトープ、又は自己不
活化基質に相補的な酵素である、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　分泌タンパク質の検出試薬として膜結合タンパク質を用いる方法であって、
　前記膜結合タンパク質を所望のレベル産生する細胞を含む捕獲表面を調製することと；
　検出する分泌タンパク質で前記表面を処理することと；及び、
　前記膜結合タンパク質を前記レベルで産生する細胞と相互作用する任意の分泌タンパク
質を検出することを含み、
　それにより、前記タンパク質を前記レベルで産生する細胞と相互作用する分泌タンパク
質を、前記膜結合タンパク質と相互作用する分泌タンパク質として同定し、
　ここで、前記分泌タンパク質は、前記タンパク質の産生が少ない細胞が存在する場合、
当該細胞と相互作用しないか又は相互作用が小さい、方法。
【請求項１１】
　前記相互作用が、結合であるか、又は、固定及び染色による細胞内抗原の露出に基づく
細胞内シグナル伝達を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　第２の細胞種を前記捕獲表面に含み、前記第２の細胞種が前記膜結合タンパク質をほと
んど発現しないか又は全く発現せず、前記第２の細胞種が前記第１の細胞種から識別可能
である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　２０個以下の細胞を要するアッセイ法に適用するための、ヒト末梢血細胞を不死化する
方法であって、前記細胞にエプスタインバーウイルスを感染させること、及び、２０個以
下の子孫細胞が得られた後に前記細胞を回収することを含む方法。
【請求項１４】
　前記アッセイ方法がＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　結合パートナーに対して高い親和性を有するタンパク質を同定する方法であって、
　前記タンパク質に対する結合パートナーを一連の漸減する濃度でその表面上に含む一連
の捕獲表面を前記タンパク質で処理することと；
　前記各表面へのタンパク質の結合を検出し、それにより、低い結合パートナー濃度で前
記表面に結合し続けるタンパク質を、前記結合パートナーに対して高い親和性を有するタ
ンパク質として同定することを含む方法。
【請求項１６】
　分泌タンパク質の所望の分泌レベル及び／又は所望の特異性を有する細胞を同定する方
法であって、
　必要に応じて多孔性膜上で支持された状態で、多数の個々の単一細胞又は個々のミクロ
コロニーを播種することと；
　前記細胞からの分泌タンパク質を、膜が存在する場合にはその下に設置された下層の捕
獲表面と接触させ、前記分泌タンパク質が前記捕獲表面上に捕獲することと；
　前記捕獲表面を露出させるために、存在する場合には前記膜を取り除くことと；
　前記捕獲表面から非結合タンパク質を除去することと；
　前記捕獲表面を、前記タンパク質に特異的な結合パートナー及びシグナル伝達部分を含
む、１つ以上のラベルで処理することと；
　前記捕獲表面を顕微鏡により検査して、前記ラベルによって放出されるシグナルの大き
さ及び／又は強度及び／又は性質を判定することを含み、
　ここで、より大きい又はより強いシグナル伝達領域が、前記タンパク質を高レベルで分
泌する細胞を示し、かつ、
　前記タンパク質に特異的なラベルと関連するシグナルが優勢であることが、所望の特異
性のタンパク質を分泌する細胞であることを示す、方法。
【請求項１７】
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　前記タンパク質が前記細胞に感染するウイルスに含まれ、それにより前記ウイルスに感
染する細胞の割合の判定が可能になる、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　分泌タンパク質をコードするＤＮＡが挿入されることにより所望のタンパク質の高発現
レベルがもたらされる挿入部位を同定する方法であって、
　前記所望のタンパク質をコードするヌクレオチド配列を、細胞群又はミクロコロニー群
のＤＮＡ内の多数の挿入部位に挿入することと；
　トランスフェクトされた各細胞又は各ミクロコロニーのコードされたタンパク質の分泌
割合を個別に評価することと；及び、
　前記タンパク質の分泌レベルを、由来する細胞又はミクロコロニーと相関させ、高レベ
ルの分泌をもたらす細胞又はミクロコロニーを同定し、前記挿入部位の同定を可能にする
ことを含む、方法。
【請求項１９】
　少なくとも１つのタンパク質の所望の分泌レベルを有する個々の細胞を同定する方法で
あって、
　（ａ）１個以上の細胞をビン（ｂｉｎ）の中で培養し、前記細胞を所望の細胞群のレベ
ルまで増やすことと；
　（ｂ）前記細胞の培養物の一部を必要に応じて取り置くことと；
　（ｃ）前記細胞を前記ビンの底部に定着させることと；
　（ｄ）前記細胞がタンパク質を分泌するのに十分な時間培養することと；
　（ｅ）分泌タンパク質をそれぞれの個々の細胞のフットプリントとして残して、前記細
胞を前記ビンから除去することと；及び、
　（ｆ）前記フットプリントを標識化して、各フットプリント中のタンパク質の量を判定
することと；
　それにより、タンパク質を所望のレベルで分泌する個々の細胞を含むビンを同定し、タ
ンパク質を所望のレベルで分泌する個々の細胞を同定することを含む方法。
【請求項２０】
　各ラベルが、１つ以上の蛍光色素、及び特定のタンパク質と結合する検出試薬を含む微
粒子として供給される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　多数の分泌タンパク質が、多数の微粒子ラベルの亜集団によって標識化され、各亜集団
が、前記微粒子と結合した異なる検出試薬及び異なる割合の蛍光色素を含む、請求項２０
に記載の方法。
【請求項２２】
　ステップ（ｂ）において前記培養物の一部分を取り置くこと、並びに、
　前記取り置かれた部分の個々の単一細胞を多孔性膜上に播種することと；
　前記細胞からの分泌タンパク質を、前記膜の下に設置された下層の捕獲表面と接触させ
、前記分泌タンパク質を前記捕獲表面上に捕獲させることと；
　前記膜を除去して前記捕獲表面を露出させることと；
　非結合タンパク質を前記捕獲表面から除去することと；
　前記タンパク質との結合パートナー及びシグナル伝達部分を含むラベルで前記捕獲表面
を処理することと；
　前記捕獲表面を顕微鏡により検査して、前記ラベルによって放出されるシグナルの大き
さ又は強度を判定し、より大きい又はより強いシグナル伝達エリアが、前記タンパク質の
高レベルの放出を有する細胞を示すことを含む方法によって各々の細胞を評価して前記細
胞の高レベルでタンパク質を分泌する能力を評価することを含む、請求項１９に記載の方
法。
【請求項２３】
　更に、所望の細胞群を得るために個々の細胞を培養すること；
　前記細胞群を複製サンプルに分割すること；並びに
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　前記細胞を所望のレベルの子孫細胞に増やすために１個以上の細胞を培養することと；
　前記子孫細胞の複製サンプルをビンに添加することと；
　前記子孫細胞を前記ビンの底面に定着させることと；
　前記子孫細胞がタンパク質を分泌するのに十分な時間培養すること；
　分泌タンパク質を各個別の細胞のフットプリントとして残して、前記子孫細胞を前記ビ
ンから除去することと；及び、
　各フットプリント中のタンパク質の量を判定するために前記フットプリントを標識化す
ることによって前記サンプルを検査することを含み、
　ここで、タンパク質を所望のレベルで分泌する細胞を保持するビンを同定することで、
前記子孫細胞が前記タンパク質を分泌することを確認する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　１つ以上の結合パートナーと結合する能力についてコンビナトリアルライブラリーを解
析する方法であって、
　捕獲表面上の特定の位置に前記コンビナトリアルライブラリーの各メンバーを提示する
ことと；
　前記ライブラリーの前記メンバーを検査する、少なくとも結合パートナーの標識化形態
で前記捕獲表面を処理することと；及び、
　顕微鏡検出を用いて、各位置における前記標識化結合パートナーの存在若しくは非存在
を検出すること；
　ここで、前記ラベルはマルチカラービーズであり、あるいは、
　前記コンビナトリアルライブラリーの各メンバーに特徴的なラベルを提供することと；
　前記所望の結合パートナーを含む捕獲表面を提供することと；
　前記捕獲表面を前記ライブラリーの前記メンバーのミクスチャーで処理することと；及
び、
　結合する任意の標識化メンバーを顕微鏡で検出することを含む方法。
【請求項２５】
　前記処理が、それぞれが特徴的なラベルを有する多数の結合パートナーを用いて行われ
る、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記コンビナトリアルライブラリーの前記メンバーが分泌タンパク質である、請求項２
５に記載の方法。
【請求項２７】
　多重特異性イムノグロブリンを分泌するために不死化する細胞を同定する方法であって
、
　脾臓、リンパ節、粘膜関連リンパ組織若しくは末梢血液由来の個々のＢ細胞、又は抗体
若しくは抗体様結合物質を発現するその他の細胞を、２種類以上の抗原と結合する抗体の
分泌について、前記各Ｂ細胞又は前記Ｂ細胞から分泌される抗体を、第１の抗原を含む第
１の微粒子ラベル、前記第１とは異なる第２の抗原を含む第２の微粒子ラベル、及び必要
に応じて前記第１及び第２の抗原とは異なる追加の抗原を含む追加の微粒子ラベルで処理
することによって検査することと；
　顕微鏡により前記細胞と関連付けられた前記第１、第２、及び任意の追加の微粒子ラベ
ルの数を判定することと；及び、
　ほぼ同数の前記第１、第２、及び任意の追加のラベルと関連付けられた細胞を、前記イ
ムノグロブリンを分泌するために不死化する細胞として同定することを含む方法。
【請求項２８】
　前記各細胞が膜上で支持され、分泌抗体が前記膜の下のサンプル表面において収集され
る、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記膜が、前記細胞を前記膜に固定するためのマトリックスを更に含む、請求項２８に
記載の方法。
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【請求項３０】
　前記マトリックスが、抗原及びエピトープと独立した形でイムノグロブリンと結合する
微粒子ラベルを含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　アッセイ前又は所望のイムノグロブリンを分泌すると同定された後に前記抗体産生細胞
を不死化することを更に含む、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　多重特異性イムノグロブリン又はその多重免疫特異性フラグメントを分泌する細胞を同
定する方法であって、
　分泌イムノグロブリンを通過させ、前記イムノグロブリンに対する捕獲試薬を必要に応
じて含むサンプル表面を覆う膜の上に細胞に提供することと；
　前記細胞を含む前記膜を取り除くことと；
　前記サンプル表面を、識別可能な微粒子ラベルで各々標識化される多数の抗原でプロー
ブすることと；
　２種類以上の抗原と結合する前記表面上の位置を選択することと；
　同定された前記表面上の前記選択された位置を、前記膜上の細胞の位置と相関させるこ
とと；及び、
　多重特異性イムノグロブリン又はその多重免疫特異性フラグメントを分泌する細胞を同
定することを含む方法。
【請求項３３】
　所望の糖鎖付加を有するイムノグロブリン又はイムノグロブリンのフラグメントを分泌
する細胞を同定する方法であって、
　イムノグロブリンに対する捕獲試薬を必要に応じて含むサンプル表面上で分泌抗体の捕
獲を可能な状態で細胞を提供することと；
　前記サンプル表面を、いくつかが望ましい糖鎖付加と結合し、いくつかが望ましくない
糖鎖付加と結合し、それぞれが識別可能な微粒子ラベルで標識化された多数のレクチンで
プローブすることと；
　所望の糖鎖付加と反応するレクチンと結合するが、望ましくない糖鎖付加と反応するレ
クチンとは結合しない抗体を分泌する細胞を選択することと；及び、
　所望の糖鎖付加を有するイムノグロブリン又はイムノグロブリンのフラグメントを分泌
する細胞を同定することを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分泌タンパク質を含むアッセイの効率を高めるための、顕微鏡観察を用いた
、単一細胞のアッセイ又は単一若しくは複数の細胞の多重アッセイに関連する方法及び組
成物に関する。より具体的には、本発明は、実験技術の改善、抗体の相対的親和性の判定
、所望の特性に関する細胞群の解析、及び細菌系へのＥＬＩＳｐｏｔ技術の応用に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　２００５年５月１９日に公開された国際公開公報ＷＯ２００５／０４５３９６号は、慣
用のＥＬＩＳｐｏｔアッセイを、単一細胞のプロファイリンや、例えば、所望の特異性を
有するイムノグロブリン等の所望のタンパク質を分泌する細胞の改良された同定法に適応
させるため、該方法の多重化フォームを使用した本発明者らの研究について記載している
。本ＰＣＴ出願に記載されたＥＬＩＳｐｏｔの適応は、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイと
呼ばれる。ＥＬＩＳｐｏｔシステムにおいて、一般的にはマイクロタイタープレートであ
る表面は、一般的には分泌されるサイトカイン等に対する抗体である捕獲試薬でコーティ
ングされる。タンパク質を分泌することが疑われる細胞を、分泌が起こるために十分な時
間ウェル内で培養する。細胞をウェルから洗い流した後、捕獲抗体に結合した分泌タンパ
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ク質を検出する。
【０００３】
　上述のＰＣＴ公開公報は、単一の捕獲試薬ではなく、異なる分泌タンパク質に対する多
様な捕獲試薬を捕獲表面上で使用し、かつ、顕微鏡で個々に検出可能な固有に標識化され
た微粒子を利用して個々のタンパク質を識別することによって、当該アッセイが多重化さ
れる仕組みを記載している。単一の捕獲試薬を用いる場合であっても、イムノグロブリン
等の共に捕獲されるタンパク質を産生する細胞の中から識別するために、固有に標識化さ
れた微粒子を使用することができる。更に、上述のＰＣＴ公開公報は、個々の細胞からの
分泌フットプリントと関連づけられた微粒子ラベル数を観察することによって、個々の細
胞からの分泌タンパク質を検出し、個々の細胞の分泌レベルを評価することを記載してい
る。本公開公報において更に開示されているように、アッセイを実施できるように分泌タ
ンパク質の捕獲後に取り除くことが可能となっている膜の上に細胞を支持することができ
、所望のフットプリントが得られた場合、所望のフットプリントを有する個々の細胞を回
収、及び培養することができる。次いで、分泌細胞の位置を、捕獲表面上のフットプリン
トの位置と関連付け、それにより、所望の細胞の培養及び更なる研究が可能となる。
【０００４】
　国際公開公報ＷＯ２００５／０４５３９６号に記載されているものと比較してラージス
ケールの検査に対する多少異なるアプローチが最近公開された：Ｌｏｖｅ，Ｊ．Ｃ．，ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．（２００６）２４：７０３－７０７。該ア
プローチは、マイクロリソグラフィー技術に基づいて、ハイブリドーマ細胞を入れる微小
なウェルを作成し、それにより９６ウェルプレートのＥＬＩＳＡ形式を小型化する。分泌
抗体は、ガラススライド上にアレイを反転させて上清をサンプリングすることにより得ら
れる。
【０００５】
　実際には、この形式において細胞はクローン性ではない。記載されているとおり、ウェ
ルの５０～７５％が１～３個の細胞を有し、選択された５０ウェルのうち、わずか１７ウ
ェルがサブクローニング後に陽性と確認されており、クローン性がないことと整合してい
る。このアプローチは、クローン性を確実にするために細胞密度を十分に下げた場合には
実用的でない。更に、細胞の複製物がないため、選択された細胞は、失わないように増殖
させなければならない。これと対照的に、上記参照のＰＣＴ公開公報で記載されるＣｅｌ
ｌＳｐｏｔＴＭアッセイは、クローン性を保証する２～３桁高い密度で利用できる。更に
、上述のＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイは、上清をサンプリングする必要がないため結果
を得るのにより時間がかからず、かつ、マイクロリソグラフィーウェルの複製サンプルよ
りも再現性が高い。
【発明の概要】
【０００６】
　本出願は、これらの技術に関する新たな応用及び改善を記載するものである。
【０００７】
　一の態様において、本発明は、標的タンパク質の特定の所望エピトープと免疫反応性を
示す抗体を得る方法に関する。該特定のエピトープに対する抗体は、所望の機能的効果を
目的として得ようとするものでもよい。例えば、レセプタータンパク質等に対して作製さ
れた抗体が、該レセプターに結合することができるが、その活性を阻害しないという事例
が知られている。そのような事例において、全長タンパク質を用いた免疫によって作製さ
れた抗体は、活性を阻害するために適切なエピトープに結合しない。これは恐らく標的領
域が十分に免疫原性でないためである。本発明の方法は、多様な候補抗体を複数の特性で
迅速にスクリーニングする機会を提供するため、抗体を作製するために、例えば、破傷風
トキソイド若しくはキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）又はその他の免疫原性
をブーストする成分に結合させることによって免疫原性を高めた複数の個別のタンパク質
フラグメントを用いることができる。それにより、標的タンパク質の任意の領域に対する
抗体を作製することができる。従って、例えば、レセプタータンパク質を５、１０、１５
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、又は２０以上の個々のペプチドフラグメントに分割して、それぞれを免疫原性増強物質
と結合し、免疫に使用してもよい。その後、標的タンパク質の各領域と免疫反応性を示す
抗体を分泌する細胞を同定するために、本発明の技術を使用することができる。当該フラ
グメント及び完全なタンパク質との反応性の基準を満たし、残りのフラグメントとの反応
性の基準を満たさない抗体を分泌すると同定された細胞は、その後、当該標的について所
望の機能的活性を検査することができる。本発明の方法を使用することにより、標準的な
ハイブリドーマスクリーニングと比較して、数桁高い効率でイムノグロブリン分泌細胞を
スクリーニングすることができ、このことが本アプローチを実用的なものとしている。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、細菌によって分泌され、ペリプラズムに分泌され、又は
別の方法で細胞から放出されるタンパク質を、顕微鏡技術を使用した画像化が可能な状態
で表面上に捕獲できるように、細菌を培養する方法に関する。既に開示されているような
真核細胞に適した標準的な培養技術に細菌を使用しても成功しない。本発明の方法におい
ては、大腸菌のような好気性細菌を、単一細胞から生じる個別のコロニーを得られるよう
十分に希釈して、多孔性膜上で培養する。膜の孔は、細菌細胞の通過を防止するには十分
に小さいが、タンパク質及び低分子が通過するには十分な大きさであるため、該膜の下か
ら栄養素を供給することができ、分泌タンパク質も同様に膜を通過することができる。膜
の下には、画像化のための捕獲表面が配置される。該捕獲表面は、下から供給される栄養
素を通過させることができる。該捕獲表面の重要な特徴は、その上に捕獲試薬を結合可能
な平坦な表面を備えていることである。例としては、核飛跡でエッチングされたポリカー
ボネートである。したがって、微粒子ラベルは、それらが捕獲表面と結合していない場合
には、より繊維状の膜で生じるように捕捉表面に微粒子ラベルがはまり込むことがないた
め、適切な時間で洗い流されるが、結合している場合には、表面のみに留まって顕微鏡観
察における単一焦点面をもたらす。細菌に栄養素を簡便に供給する方法として、寒天培地
を捕獲表面の下に設置してもよい。捕獲表面は、所望により、検出する分泌タンパク質に
対する捕獲試薬も含む。大腸菌の場合、捕獲表面での分泌タンパク質の捕獲及び検出に十
分な漏出がペリプラズムから起こり、この漏出は微視的な大きさのコロニーからさえも起
こる。タンパク質放出の他の方法には、細胞のウイルス的若しくは化学的溶解、出芽ウイ
ルスに結合したタンパク質又は細胞内包物の単純な漏出が含まれる。哺乳動物細胞からの
ウイルス放出も同様に検出可能である。
【０００９】
　多くの状況において、検体中に存在するウイルス粒子の数を定量化することは重要であ
る。１つのアプローチは、ウイルス抗原に対する抗体によるＥＬＩＳＡアッセイを使用す
ることである。そのようなアッセイは、しばしば少ないウイルス量を測定するには高すぎ
るノイズレベルを有し、かつ、感染性の生存ウイルスとダメージを受けた又は不完全なウ
イルス粒子とを区別しない。最も信頼性が高く高感度なアッセイはプラークアッセイで、
当該アッセイでは、感受性細胞叢が検体に曝露され、感染性ウイルス粒子の数がプラーク
形成単位（ｐｆｕ）の数として定量化される。しかし、典型的なｐｆｕ判定は、（最初に
感染した細胞の溶解後又はウイルスの出芽後）ウイルスの増殖及び周囲の細胞への感染の
繰り返しを必要とする。それにより、結果として得られた細胞残屑が直接見えるようにな
り、又は免疫組織化学法で検出可能な十分なウイルスタンパク質が存在するようになる。
ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイは、当該細胞叢を支持する膜と共に又は該膜を含むことな
く、（溶解又は出芽のいずれかによる）ウイルス産生及び細胞からの放出に対する高感度
アッセイを提供するものである。
【００１０】
　ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭシステムは、重鎖及び軽鎖の所望の組み合わせのスクリーニング
にも特に有用である。これらは大腸菌によって容易に産生され、ペリプラズム内で構築さ
れる。１０、２０、５０、又は１００の軽鎖をコードする配列のセット、および１０、２
０、５０、又は１００の重鎖をコードする配列のセットを細菌群に導入することにより、
それぞれの数の産物としてその数の重鎖及び軽鎖のアッセンブリの組み合わせが構築可能
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である。本システムを使用して個々のミクロコロニーをモニタリング可能であるように、
これらの組み合わせを評価して十分な細胞をスクリーニングすることが可能である。
【００１１】
　本方法の一つの応用においては、大腸菌を、ヒトＦａｂフラグメントの重鎖及び軽鎖部
分を発現するように改変し、かつ、多孔性膜の役割を果たすニトロセルロース膜上で個々
の細胞希釈レベルで培養する。下方に設置された捕獲表面は、例えば、抗ヒトヤギポリク
ローナル抗体を捕獲試薬として含む。栄養供給寒天は、栄養素が通過できるよう十分に多
孔性である捕獲表面の下に設置される。単一の細菌が小さなコロニーに成長するための十
分な時間が経過し、Ｆａｂタンパク質がペリプラズムに分泌され、次いで培地に漏出し、
更に支持膜を通って捕獲表面に漏出した後、アセンブリの支持膜及び栄養素供給部は取り
除かれ、捕獲表面は捕獲されたＦａｂユニットを検出するために微粒子ラベルで処理され
る。前述のように、複数の異なる色のラベルを使用する。この場合、第１の色（例えば、
赤）は、所望のＦａｂタンパク質に特異的な抗原と結合した微粒子ラベルに関連づけられ
、かつ、異なる色の微粒子ラベル（例えば、緑、紫、オレンジ）は、所望のＦａｂが結合
しない他の抗原と結合している。画像化は、高及び低倍率の両方、並びに両方の色チャネ
ルで可能である。
【００１２】
　低解像度下（１．６×）では、３０℃で一晩培養後、直径０．１～１ｍｍのコロニー分
泌フットプリントが観察され、高倍率画像（４０×）では、個々の粒子を両方の色チャネ
ルに分解可能である。赤ラベルが多数を占めることは、所望の特異性を有するＦａｂタン
パク質が当該細胞により分泌されることを示す。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、分泌抗体又はその他の分泌タンパク質用の検出試薬とし
て、膜結合タンパク質のエピトープを用いる方法に関する。いくつかの場合において、該
膜結合タンパク質は、検出ビーズに結合した可溶性試薬として使用するために十分な細胞
外部位を有する。あるいは、十分な細胞外部位が表面に露出している場合、まだ生存して
いる間に、分泌タンパク質の捕獲試薬として直接用いることができる。捕獲後、該細胞を
固定、染色し、分泌タンパク質に適した、単純に結合させること又はシグナル伝達経路を
刺激することを含む微粒子ラベルにより標識化することができる。
【００１４】
　別のアプローチにおいて、膜結合タンパク質が細胞破壊に耐えうる場合、遊離膜結合タ
ンパク質は、例えば、細胞内領域上のエピトープに対する捕獲抗体等の細胞内領域に対す
る結合のパートナーと相補的な前記微粒子ラベル上の部分によって微粒子ラベルに結合す
ることができる。このようなエピトープの存在を確実にするため、付加的な細胞内部分を
遺伝的にタンパク質に融合させることができ、該不可部分は、微粒子ラベル上の捕獲試薬
（すなわち、前記結合パートナーに補完的な部分）と適合させることができる。これらの
付加的な細胞内領域には、例えば、ヒスチジンタグ、フラグ（ＦＬＡＧ）ラベル、又は微
粒子ラベルへの共有結合のための適合自己不活化基質を有する酵素を含むことができる。
そのような融合タグの１つは、例えば、市販のＣｏｖａｌｙｓ　ＳｎａｐＴａｇシステム
であり、このシステムでの補完的部分は、結合パートナーを構成する酵素の自己不活化基
質である。上述のように、細胞内延長部位に対応する捕獲試薬を微粒子ラベルに結合し、
その対応するパートナーと結合させることによって膜結合タンパク質と微粒子ラベルとの
結合が達成される。天然の細胞内領域が相補的部分の相手となる場合、異種融合タグを付
加する必要はない。
【００１５】
　膜結合タンパク質は、翻訳後修飾が必要ないと仮定すれば、宿主細胞内での組み換え産
生の代わりに、適正な界面活性剤の存在下、無細胞系で産生してもよい。真核又は原核細
胞と関連する、単離された膜結合リボソームを、適切なｔＲＮＡ、ＡＴＰ、及びアミノ酸
と混合し、必要に応じて融合タグを含む膜結合タンパク質をコードするｍＲＮＡを添加す
ることによって合成が行われる。得られたタンパク質は、その後、界面活性剤によって可



(10) JP 2009-544014 A 2009.12.10

10

20

30

40

50

溶化され、上述のように微粒子ラベルに結合することができる。
【００１６】
　上述のように、膜結合タンパク質が細胞破壊に耐えられない場合、上述の細菌性又は真
核性のいずれでもよい分泌細胞の領域のアウトプットをスキャンするためのタンパク質検
出リガンドとして当該タンパク質を使用する上で生じる問題を解決するために、別のアプ
ローチを使用してもよい。いくつかの例において、２つの捕獲細胞群が捕獲表面に供給さ
れる。１群は、膜結合タンパク質を高レベルで発現し、もう一群は低レベルで発現し又は
全く発現しない。第１群及び第２群は重なって染色され、生存していても、死滅していて
もよい。細胞は、例えば、メタノール／ホルムアルデヒド等で固定されていてもよい。染
色は、例えば、１群をＤＮＡ挿入蛍光色素又はその他の任意の染色剤とインキュベートす
ることによって達成される。同様の手順を、もう一方の細胞群の染色に用いることができ
るが、異なる色の色素を用いる。その後、染色された細胞は、例えば、ＥＬＩＳｐｏｔ又
はＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭタイプのアッセイアセンブリの捕獲表面に加えられる。
【００１７】
　一の態様において、適切な希釈濃度で支持膜上に培養されたタンパク質分泌細胞は、そ
の下に設置された捕獲表面上に重ねられ、イムノグロブリン等の所望のタンパク質の分泌
に十分な時間インキュベートされる。タンパク質分泌細胞を支持する膜を取り除いた後、
非結合分泌タンパク質を捕獲表面から洗い流し、分泌タンパク質に対する結合パートナー
と結合した適切な検出ラベルで捕獲表面を処理する。膜結合リガンドを高レベルで発現し
ない第２群ではない、膜結合リガンドを発現する細胞群と、該検出ラベルとの関連は、膜
結合リガンドを産生しない細胞群に関連付けられた色ではなく、膜結合リガンドを産生す
る細胞群によって生成される色とラベルとの関連を観察することによって確認することが
できる。観察視野よりも細胞の直径が小さいため、単一の分泌細胞又はミクロコロニーの
分泌タンパク質「フットプリント」中に、両タイプの複数の細胞が存在しうる。適切な画
像レジストレーションによって、支持膜上の分泌細胞の位置を、捕獲表面上の反応性細胞
の位置と関連付けてもよい。
【００１８】
　あるいは、２つの表面上に複製されたタンパク質分泌細胞を有する別のウェル内で２つ
の細胞群を使用することもできる。他の検出法において、分泌タンパク質の結合を可視化
するために細胞内シグナル伝達を使用することができる。本実施の形態において、捕獲表
面は生存細胞で覆われ、分泌のために適切な時間が経過後、捕獲表面は除去され細胞を固
定するように処理される。その後、固定された細胞は透過性にされ、細胞内シグナル伝達
の結果により適切に染色される。
【００１９】
　更に別の態様において、本発明は、上記ＰＣＴ公開公報に記載されているＣｅｌｌＳｐ
ｏｔＴＭシステムの改善に関する。これらの改善のいくつかは、重ねた膜上でフットプリ
ントを生成した細胞に相関させて、捕獲表面上のフットプリントの位置を確認すること（
すなわち、改善された画像レジストレーション）に関する。細胞を含む膜は、フットプリ
ントが解析される前に移動させる必要があるため、一通り解析が終われば該膜を捕獲表面
に対して再配置して、適切な細胞を更なる研究のために採取することができるようにする
必要がある。いくつかの独立した改善によって、より正確な再配置が可能となる。これら
には、１）細胞が置かれる膜をその上に保持するマイクロプレートキャリアの底面に貼り
付けられたグリッドを導入し、粘性の細胞固定化培地によって生じる可変性の光学収差を
補うこと、２）フットプリント表面から膜を取り除く前に、記録可能なパターンを提供す
るために細胞と共に細胞含有膜上に比較的大きな蛍光粒子（直径５～１０μｍ）を散在さ
せ、これらのランドマークビーズの局所形状を一致させることで詳細な画像レジストレー
ションを可能にすること、３）改善された細胞固定化培地、Ｍｅｂｉｏｌ（登録商標）Ｇ
ｅｌ、及び４）ピペットによる垂直方向のアクセスを可能にするために、細胞膜を保持す
るステージを顕微鏡の下から水平方向にスライドさせる手段が含まれる。Ｍｅｂｉｏｌ（
登録商標）Ｇｅｌは、分子レベルで微細なメッシュ構造を有し、低温では液体だが、温め
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るとゲル状になる特性を有する親油性合成ポリマーである。Ｍｅｂｉｏｌ（登録商標）Ｇ
ｅｌは、市販されている。分泌タンパク質をＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイにより解析し
ている間、細胞をＭｅｂｉｏｌ中で増殖させることができることから、更なるソフトウェ
アの向上によって、起源となる単一前駆細胞でミクロコロニーの中心を登録することがで
きる。
【００２０】
　本発明の別の態様は、肉眼で見える培養物が得られる前にヒト末梢血細胞を回収するこ
とによって、ヒト末梢血細胞を不死化するための改良法であり、特には、本発明のＣｅｌ
ｌＳｐｏｔＴＭ法に応用する状態でそれらを提供するための改良法である。イムノグロブ
リンを分泌する不死化細胞を提供する標準的な方法は、抗体分泌細胞と腫瘍細胞株とを融
合させることによるハイブリドーマの産生である。あるいは、アメリカヤマゴボウのよう
な非特異的マイトジェンで刺激することにより、抗体分泌を増強させることができる。本
発明の方法は、細胞にエプスタインバーウイルス（ＥＢＶ）を感染させること、及び、わ
ずか１０～２０のコピーが得られた後に細胞を回収することを含む。本方法の利点は、一
時的でも、全ての休止Ｂリンパ球のかなりの割合が、増殖し、イムノグロブリンを分泌す
るよう誘導できることである。ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法は非常に感度が高いため、解析前
、ＥＢＶ形質転換の後わずかな分割数だけを要し、これにより、十分なイムノグロブリン
分泌細胞が得られる。本方法の１つの応用において、１０～１，０００の親細胞のグルー
プをＥＢＶで形質転換し、１０～２０のコピーが得られるまで培養する。得られた細胞群
を２つに分割し、そのうちの一方は所望のイムノグロブリンの産生について解析し、もう
一方は保存する。解析用の細胞が、所望のイムノグロブリンを分泌する細胞が存在する証
拠を示す場合、保存用の細胞は、イムノグロブリンを十分に分泌する個々のメンバーを同
定するための材料として使用することができる。解析用の細胞が、所望の分泌特性を有す
る細胞を包含する証拠を示さない場合、保存用細胞をそれ以上取り扱う必要はない。
【００２１】
　本発明の更に別の態様は、所望の抗原に対して高い親和性を有する抗体の同定を可能に
する。上述において参照したＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭに関するこれまでに公開された記載に
おいて、単一細胞アッセイを提供し、様々な特異性の微粒子ラベル－１つのラベルはイム
ノグロブリンと広く反応するタンパク質と結合し、かつ、それに対する抗体の特異性が望
まれる抗原と結合する他の微粒子ラベルから色で識別可能である－を利用することによっ
て、細胞数及び全体的なタンパク質濃度を標準化する方法が開示されている。これらの方
法は、特定のＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭに存在する異なる量のイムノグロブリンを補正するこ
とができるが、個々の抗体／抗原の組み合わせの結合親和性と結合活性－すなわち結合パ
ートナー間の多様な相互作用によって増強された結合－とを識別できなかった。多数の抗
原コピーが各粒子上に提示されるため、結合活性の影響は微粒子ラベルに関連した特有の
ものである。
【００２２】
　本発明においては、捕獲表面上の捕獲試薬の適切なスペーシングによって結合活性がコ
ントロールされる。希釈され、かつスペーシングされた捕獲試薬の密度を変化させること
により、非常に低い捕獲試薬密度であっても、捕獲試薬が分泌抗体と結合する能力を維持
することから、高親和性クローンを低親和性のものから識別することができる。本方式で
決定された親和性は、Ｂｉａｃｏｒｅ（登録商標）又はその他の高精度の方法を使用した
評価と相関する。前記方法は、特にＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法を使用して簡便に行われるが
、これは必要条件ではなく、捕獲表面にタンパク質を加える任意の手段、例えば、表面を
タンパク質溶液で処理すること等でも十分である。更に、前述の方法は、イムノグロブリ
ンを例に用いて説明しているが、任意の結合パートナーの相互作用を本方式で調査するこ
とができる。従って、各種融合タグの相補的部分に対する親和性のような既知の標準と比
較することで、例えば、リガンドのそのレセプターに対する親和性を本方式で決定するこ
とができる。別の応用において、ヌクレオチド配列のホモロジーを少なくとも定性的に決
定することができる。
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【００２３】
　更に別の実施態様において、本発明は、例えば、所望のタンパク質の高発現レベルをも
たらす位置への挿入等において、所望のタンパク質を高レベルで分泌する細胞を同定する
ためのＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法の使用に関する。ここで記載する方法においては、所望の
タンパク質をコードするヌクレオチド配列を細胞群にランダムにクローニングし、それぞ
れ個別の細胞又はそのクローン子孫の分泌レベルについて評価する。これまでに開示され
ているように、分泌レベルは、発現タンパク質に対する、単一細胞のフットプリントの強
度及び／又は直径によって容易に判定することができる。ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイ
はハイスループットな特性をもつことから、多くの挿入部位を効率的に評価することがで
き、最も分泌能が高い細胞を回収及び培養することができ、製造用細胞株の選定において
有用である。回収細胞中の挿入部位は遺伝的解析によって決定することも可能であり、こ
れによって、その後の特に好ましい部位への直接的ターゲティングが可能となる。
【００２４】
　異なる成長培地の配合の分泌レベルへの効果を評価するため、及び単純に分泌レベルそ
れ自体を評価するために本方法が用いられてよい。同様に、クローン性増殖を使用して発
現の安定性がモニタリングされる。よって、時間に応じて判定が行われる。
【００２５】
　本発明の別の態様は、１つ以上のタンパク質を高レベルに分泌する、又は正しい特異性
のタンパク質を分泌する細胞を、「ビニング（ｂｉｎｎｉｎｇ）」と呼ばれるプロセスに
よって同定するための効率的な方法に関する。本プロセスにおいては、個々のフットプリ
ントを識別し、個々の細胞と関連付けるために十分な大きさ及び形状の「ビン」の中に、
各個別の細胞によって残された分泌タンパク質のフットプリントを、その内部に含まれる
多数の個々の細胞と対比しながら評価することによって、所望の分泌特性について多数の
細胞を同時に検査する。多数の個々の細胞を同時に評価することによって、高い分泌能を
有する又は適切な細胞を数多く含有するコレクションを、本発明の方法によって個々に同
定するそのような細胞の材料として使用することができる。
【００２６】
　従来技術の方法で複数の細胞からのシグナルをプールすると、その細胞からのシグナル
が希釈されるために好ましい異常値の存在が隠されてしまう。慣用法において、このよう
な平均化効果を回避するための唯一の方法は、解析の前に細胞をクローン化することであ
る。ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭは、単一細胞からの分泌タンパク質を読み取る感度を有するこ
とから、単一細胞の分解能で多クローン性のビンを評価でき、従って好ましい細胞を含有
するごく少量のビンについて、手間及び時間のかかるクローニングステップを行う必要が
ない。
【００２７】
　上述の全ての方法において、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法は、解析前の限界希釈クローニン
グに基づく慣用法と比較して、検査可能な細胞数を数桁増加させるのに有用であり、従っ
て、特に好ましい特性を有する分泌タンパク質をもたらす希少な細胞の選択が可能となる
。
【００２８】
　別の態様において、本発明は、コンビナトリアルライブラリー（低分子化合物又はより
大きな生物由来物質からなる）のメンバーの非常に少量をスクリーニングする方法であっ
て、ライブラリーのメンバーを捕獲表面に加えること、及び、該表面を検出可能な形態の
所望の結合パートナーで処理することを備える方法に関する。所望の結合パートナーは、
例えば、抗体、組み換えによって作成された細胞表面レセプター、レセプターリガンド等
であってよい。アレイ上のそれぞれ個々の位置を照合することができるため、潜在的な結
合パートナーへのライブラリーの個々のメンバーの結合能を判定することができる。
【００２９】
　あるいは、捕獲表面は、表面の照合に使用される特有のラベルでそれぞれ標識化された
所望の結合パートナー及びコンビナトリアルライブラリーの多数のメンバーを含んでいて
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もよい。
【００３０】
　更に別の態様において、本発明は、取り込まれ又は内在化された物質が有する挿入色素
によって生成された核の蛍光発光を評価することによって、エンドサイトーシスを検出す
る方法に関する。
【００３１】
　抗体の結合物質として抗体を使用した、顕微鏡レベルの量の検体を多重プロービングす
る利点がここで例示される。その他の組み換えタンパク質及びペプチドにも同じ利点が当
てはまる。更に、スポッティング、固体表面上でのｉｎ　ｓｉｔｕ合成、又は（例えば、
コンビナトリアルケミストリーのスプリットレジンアプローチから）大きなビーズを表面
に置くことにより固体表面上に配列される合成化合物にも同じ利点が当てはまる。
【００３２】
　本発明の更に他の態様は、多重特異性イムノグロブリン又はその免疫特異的フラグメン
トを分泌するために不死化される細胞を同定するため、及び多重特異性イムノグロブリン
又はその免疫特異的フラグメントを分泌する一般的な細胞を同定するために、ＣｅｌｌＳ
ｐｏｔＴＭ法を用いる。ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ技術は、所望の、好ましくはヒトの糖鎖付
加パターンを有するイムノグロブリン又はそれらの免疫特異的フラグメントを分泌する細
胞を同定するために用いてもよい。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】（Ａ）本発明のＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法を使用して生成されたフットプリントの
強度及び直径を測定することによる、単一細胞の分泌レベルを測定した結果を示す。（Ｂ
）３桁多い数の細胞について、これらの結果と肉眼的技法を使用した確証的データとの比
較を示す。
【図２】ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭの強度及び直径の大きさに基づいて選択された、市販の細
胞株及びそれらの高生産性サブクローンの集団中の、個々の細胞における分泌レベルの分
布を示す。
【図３】（Ａ）高親和性抗体を選別するための本発明の方法による結果を示し、検出可能
なＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭをもたらす細胞の割合は、捕獲試薬濃度の低下と共に減少し、そ
の減少は親和性が低いクローンでより著しい。あるいは、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ中のイム
ノグロブリンの量を標準化することによって相対的親和性を推定することができる（全シ
グナルは、内因性の親和性／結合活性及び存在する全Ｉｇにより生成するため）。（Ｂ）
別の市販の方法と、本順位序列化方法に基づいた結果との比較を示す。
【図４】レセプタータンパク質の全ての露出部分に対する抗体の作成に使用されたフラグ
メントの図であり、図中、丸で囲んだペプチドは、それらに対する少なくとも１つの特異
的抗体が同定されたものを表す。
【図５】図４のレセプタータンパク質のフラグメントから作成された複数のペプチドのそ
れぞれに対して特異的であると検出された抗体産生細胞の数を示す三次元グラフである。
９つのプローブに対して、全部で２百万個の細胞を同時にスクリーニングした。
【図６】細菌細胞に対してＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ解析を実施する際に用いた装置を表す図
であり、図中、ペリプラズムから漏出するタンパク質用の捕獲表面を提供する小さい孔（
ＳＰ）の膜の上に設置された、大きな孔の膜（ＬＰ）上に細胞が支持され、前記小さい孔
の膜は寒天培地層の上に設置されている。
【図７】（Ａ）図６の装置を使用して実施したＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイの結果の低
倍率画像である。（Ｂ）２つのカラーチャネルのうちの１つで画像化された、個々の検出
粒子の高倍率画像である。
【図８】（Ａ）ＴＩをその表面に提示する細胞によって捕獲された抗ＴＩ抗体の２．５倍
画像である。（Ｂ）同５倍の画像である。
【図９Ａ】本明細書で説明するビニング技術で得られる一般的な結果を示す。
【図９Ｂ】本明細書で説明するビニング技術で得られる一般的な結果を示す。
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【図９Ｃ】本明細書で説明するビニング技術で得られる一般的な結果を示す。
【図９Ｄ】本明細書で説明するビニング技術で得られる一般的な結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
　本発明は、例示を目的として、抗体又はイムノグロブリンを使用して説明する。当該技
術分野において十分に理解されるように、語句「抗体」には、全長ＩｇＧ及びその他のク
ラスの抗体だけでなく、一本鎖形態、例えば、ラクダ抗体及びニワトリ抗体が含まれる。
「抗体」は、免疫反応性フラグメント、例えば、Ｆａｂ、一本鎖Ｆｖ等の改変体を含包す
る。キメラ抗体、ヒト化抗体、及びそれらの各種置換も該定義内で発明されている。従っ
て、本明細書で用いられる「抗体」又は「イムノグロブリン」は、特異的な結合特性を示
す多様な種類を示す総称である。
【００３５】
　例示のために抗体を使用するが、本発明の方法は抗体に限定されるものでなく、組み換
えタンパク質及びペプチドを含む種々の結合物質の任意のファミリー、又はコンビナトリ
アルケミストリーライブラリーに適用されうる。
【００３６】
　本出願は、国際公開公報ＷＯ２００５／０４５３９６号で記載された、ＣｅｌｌＳｐｏ
ｔＴＭアッセイの応用における多くの改善点について記載する。便宜上ＣｅｌｌＳｐｏｔ
ＴＭ法を以下で説明し、本明細書で記載される全てのアッセイに共通するステップを繰り
返し説明することなく、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法という省略表現を単純に使用できるよう
にする。
【００３７】
　ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法においては、顕微鏡スケールでの陽性又は陰性の検査結果の空
間的位置を判定可能にする捕獲表面が提供される。従って、該方法は、分散位置において
、表面とミクロ反応混合物との相互作用によって生成された捕獲表面上の「スポット」を
顕微鏡により検査することを含む。捕獲表面は、捕獲試薬で処理してもよく、又は単純な
吸着を用いてもよい。ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法は検出する化合物又は組成物の材料が～５
０－１００ミクロンの大きさに制限されるように実施する。本方法の好ましい応用におい
て、検出する化合物は分泌タンパク質であり、そのタンパク質を分泌する細胞の空間的配
置をコントロールして空間的配置を得る。分泌タンパク質はイムノグロブリンであること
が多いが、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイはこれらに限定されるものではない。任意の分
泌タンパク質、又はペプチドをＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイに用いてもよい。
【００３８】
　本発明の方法における好ましい検出試薬は、参照として本明細書に組み込まれる上述で
引用した国際公開公報ＷＯ２００５／０４５３９６号、及び米国特許第６，６４２，０６
２号で詳しく記載されている「マルチカラービーズ（ｍｕｌｔｉｈｕｅｄ　ｂｅａｄｓ）
」である。簡単に説明すると、マルチカラービーズは微粒子又は「ビーズ」であり、一般
的には直径が５０～１，０００ｎｍであり、好ましくは１００～３００ｎｍの範囲であり
、任意の材料で構成されているが、一般にはラテックス又はその他のポリマーで構成され
る。微粒子支持体に結合しているのは、所望の分析物、例えば、分泌タンパク質等と特異
的に相互作用する試薬、及び特徴付ける色である。この色は、２つ以上のシグナル生成部
分を微粒子に提供することによって得られ、それぞれから放出されるシグナルは個別に判
定可能であり、粒子に結合したシグナル生成部分の量の割合で色を判定する。一般に、シ
グナル生成部分は、独特の発光極大を有し、かつ、個別に判定可能な蛍光色素である。蛍
光色素の割合を変化させることにより、複数の亜集団のそれぞれのビーズ上に特徴的な色
を得ることができる。従って、そのようなビーズを使用することによって、独自の特徴的
色及び特異的な結合試薬を有する各亜集団、多数の分析物を同時に判定してもよい。ある
いは、単一の分析物のみを検出することも可能である。
【００３９】
　ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法は、個々の細胞に関連した分泌タンパク質の個々のフットプリ
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ントを生成する。大きな細胞群の中から所望の分泌レベルを有する個々の細胞を同定する
ために、本発明の方法の１つの応用は、「ビニング」－すなわち、複数の個々の分泌フッ
トプリントを同時に検査することを利用する。本方法において、１つ以上の細胞、一般的
には１、１０、又は５０以上の個々の細胞が「ビン」に添加される。ここで当該ビンは、
顕微鏡により評価可能で、かつ、上述のマルチカラービーズで標識化後、１００～５，０
００個の細胞の個々のフットプリントが、それらのフットプリントに関連したスポットの
輝度によって個々に識別される直径を備え、一般的にはマイクロタイタープレートウェル
であるが、通常は、一般的に平らである底面を有する任意の容器である。「ビン」の大き
さは、ビンの全底面が迅速に調査でき、個々の細胞のフットプリントが識別されうるよう
なものである必要がある。その後、所望の検査細胞群を得るために、適当な細胞群、一般
的には５～１０分割又は数千個の細胞群を得るために最初に添加された細胞を培養する。
細胞は自然に底に沈み、分泌フットプリントが底面で捕獲される。必要ならば、評価する
タンパク質に適した捕獲試薬が底面に供給されていてもよい。例えば、抗体分泌を測定す
るのであれば、通常イムノグロブリンの定常領域と反応するプロテインＡのような試薬を
用いてもよい。その後、ビンから細胞が除去され、次いで残されたフットプリントは、上
述のマルチカラービーズで標識化することによって解析される。このようにして、格別に
輝度の高いフットプリントを有する複数の細胞を含有するビンを、所望の分泌レベルを有
する個々の細胞を得るための更なる同定における細胞源として使用することができる。
【００４０】
　一の実施形態において、フットプリントを解析する前に細胞群の一部を移動させ、その
後（残りの細胞評価から、高い産生能を有する細胞が存在すると判定された場合）この一
部は、ビンの残りの細胞の中から個々の細胞を更に同定するために、限界希釈法、又は個
々の細胞若しくはミクロコロニーとして膜上にプレーティングする方法のいずれかによっ
て、更なる検査の材料として用いられる。
【００４１】
　所望の分泌レベルを有する単一の細胞が同定されれば、それを培養することもでき、結
果として得られるクローン性細胞群は、同じＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ方式での複製検査用に
適当な部分に分割し、該クローン性細胞群の安定性を確認する。
【００４２】
　図９Ａ～９Ｄは、前述のビニング法において複数の分泌細胞の同時アッセイから得られ
る典型的な結果を示す。図９Ａは、上述のようにアッセイされた各種の個々のビンから得
られた結果を合成した写真を示す。いくつかのビンが高分泌レベルの細胞を高い割合で含
有するが、他はそれほどでないことが明らかである。
【００４３】
　図９Ｂは、ビン由来の個々の細胞を支持膜に置いた結果であり、高、中、及び低産生細
胞から得られたフットプリントを示す。
【００４４】
　図９Ｃは、クローン性細胞群を得るように培養した、個々に同定された細胞のクローン
性子孫細胞のビンをアッセイすることにより得られた結果を示す。図からわかるように、
高産生親細胞は、レプリケート全体にわたって一貫して複数の高産生子孫細胞を産生する
が、中及び低産生細胞は親細胞と同様のパターンを有する子孫細胞を与える。図９Ｃのグ
ラフは、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイを使用して約１００個の細胞のコレクションにつ
いて測定した分泌レベルと、バルク上清を使用して得られた結果との相関関係を示す。
【００４５】
　図９Ｄは、個々の細胞間の分泌レベルの分布を示す。バルク上清から得られた分泌レベ
ルをボックス内に示しており、細胞集群の中から高又は低強度の細胞が確認される頻度と
よく相関している。
【００４６】
　ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法のいくつかの応用において、イムノグロブリン又はそのフラグ
メントは特に重要である。例えば、２つ以上の抗原と結合する能力を有する単一のイムノ
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グロブリンを同定することが望ましいことが多い。そのような「多重特異性」抗体は、２
つ以上、例えば、３、４、又は５つの異なる抗原と結合してよい。そのような抗体は、例
えば、レセプターの対立遺伝子多型等に結合し、又は、ＨＥＲ２及びＨＥＲ３のようなレ
セプターに関連する抗体の能力を高めることで、治療薬の分野において特に有用である。
そのようなイムノグロブリンはまた、複数のサイトカインと結合してよく、２種類以上の
サイトカインが同一のレセプターに結合する場合に役に立つかもしれない。例えば、サイ
トカインＣＣＬ３、ＣＣＬ５、ＣＣＬ７、及びＣＣＬ１３は全てＣＣＲ１レセプター並び
にＣＣＲ２及びＣＣＲ５レセプターのいずれか１つに結合する。従って、例えば、ＣＣＲ
１レセプターは複数のサイトカインを認識することから、同じ結合スペクトルを有する抗
体を見つけることが望ましいかもしれない。不連続性エピトープ、例えば、イオンチャネ
ル等のヘテロダイマーの両方のサブユニット部分から形成されるものと結合することも望
ましい場合が多い。ヒト及び臨床上応用できる可能性があるモノクローナル抗体の評価に
用いられる動物モデル（例えば、霊長類又はげっ歯類）由来の同種タンパク質上の同一エ
ピトープと結合する抗体を提供することも有用である。ヒト及びモデル動物の「同じ」タ
ンパク質を認識する抗体は、臨床用の候補物質の代用として、又は臨床用の候補物質その
ものとして多重特異性抗体を用いた動物モデルにおける毒性及び有効性研究を可能とする
。
【００４７】
　このような多重特異性イムノグロブリンを分泌する細胞の同定へのＣｅｌｌＳｐｏｔＴ

Ｍの応用において２つの基本的なアプローチが用いられる。１つのアプローチでは、げっ
歯類、ウサギ等、又はヒトボランティア等の免疫モデルから単離された細胞を、多数の抗
原を含有する多数のラベルを用いて、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭで用いられる微粒子ラベルと
個々に接触させる。その後、顕微鏡を使用して細胞と関連づけられた複数の微粒子ラベル
数を判定する。ほぼ同数の２つ以上の抗原特異的ラベルと関連づけられた細胞を、所望の
イムノグロブリンを分泌するために不死化する細胞として同定する。
【００４８】
　本発明の重要な実施形態において、各細胞は膜上で支持され、当該膜は細胞を保持する
マトリックスを必要に応じて更に含有していてもよく、以下で更に説明するように、抗体
は膜を通過して捕獲表面に分泌される。
【００４９】
　イムノグロブリン上の糖鎖付加パターンが、細胞殺傷（ＡＤＣＣ）効果及び薬物動態の
両方に影響を与えることが知られている。従って、例えば、ヒトの治療に使用するための
抗体を調製する際、これらの抗体の糖鎖付加パターンがヒトのパターンと可能な限り近い
ことを確保することが重要である。特に、ヒト抗体において糖鎖付加部分にフコースを含
有することは望ましくない。本発明の一の態様において、適切な糖鎖付加パターンを備え
る抗体を分泌する細胞を、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイを用いて同定することができる
。捕獲表面上のある位置において又は単一細胞と関連づけて、最大２０～５０個の個別の
微粒子ラベルを容易に検出することができるため、これらの細胞を同定するために、個々
の炭水化物部分と結合するレクチンを含有する微粒子ラベルを使用することができる。複
数のレクチンは、例えば、キアゲンから実際に市販されており、ここでレクチンは顕微鏡
スライド上に配置されている。
【００５０】
　本発明の方法において、個々のレクチンは、異なる色の微粒子ラベルと関連づけられて
おり、これらの標識化レクチンは分泌抗体の評価に使用される。前述の方法を、所望の特
異性を有する抗体を分泌し通常非ヒト細胞株である組み換え細胞株にあわせて適用する。
その後適切な糖鎖付加を有する抗体を分泌すると同定され得る個々の細胞を得るために、
突然変異生成が必要であってもよい。所望の糖鎖付加パターンを保持していることは、培
養槽内で使用するために細胞株をスケールアップしている間も容易にモニタリングできる
（＞１０１２倍の増殖が一般的であり、好ましい表現型が喪失することが多い）。
【００５１】
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　従って、第二の実施形態において、所望の抗体を分泌する細胞は、イムノグロブリンが
膜を通って捕獲表面に分泌することが可能な膜の上で支持される。所望であれば、捕獲表
面は、非特異的イムノグロブリン捕獲試薬を含んでいてもよい。捕獲表面上の抗体の位置
は、膜上の分泌細胞の位置と対応する。その後、捕獲表面は、微粒子に結合した様々なレ
クチンに対応する各種の色を備える多様なレクチン含有微粒子ラベルでプローブされる。
その後、各分泌抗体と関連する標識化レクチンのパターンは容易に決定することができる
。一般に、標識化レクチンのコレクションは、望ましい糖及び望ましくない糖の両方に結
合するレクチンを含有することになる。十分な糖鎖付加パターンに近づけるために必要な
異なるレクチンはわずか５又は６種類であるため、検出分解能は十分にこの目的に必要な
程度の範囲内である。その後、望ましい炭水化物部分と結合し、望ましくない炭水化物部
分とは結合していないレクチンに関連づけられた抗体は、表面上の位置で選択され、次い
で適切な突然変異細胞と関連付けられる。その後、この細胞は、所望の糖鎖付加を有する
抗体を産生するために増殖させることができる。
【００５２】
　多重特異性を有する抗体を分泌する、一般的には組み換え細胞若しくはハイブリドーマ
又はその他の不死化細胞ではあるがこれらに限定されない細胞を同定するために、同様の
システムを使用し、分泌イムノグロブリン又はフラグメントを捕獲表面へ通過させる膜の
上に細胞を個別に又はミクロコロニーとして支持するような同様の形式を用いることがで
きる。この場合、微粒子ラベルは多様な抗原又はエピトープを含有し、各々が微粒子ラベ
ルによって生成された特定の色と関連づけられている。多数の当該ラベルが検出された膜
上での位置は多重特異性イムノグロブリン又はフラグメントを分泌する細胞と関連づけら
れるように同定される。よって、２、３、４、５個又はそれ以上の抗原又はエピトープと
結合する抗体を同定することができる。
【００５３】
　本発明の各種態様は、具体的に以下を含む：
・タンパク質の機能領域と免疫反応性を示す抗体を得る方法であって、
当該タンパク質を少なくとも５個のフラグメントに断片化することと；
各々の前記フラグメントを免疫原性増強成分と結合させることと；
１以上の被験体を、各々の前記結合フラグメントで免疫することと；
該被験体から抗体産生細胞を回収することと；
個々の回収された細胞を、各々の免疫フラグメント及び完全なタンパク質と免疫反応性を
示すが、残りのフラグメントとは免疫反応性を示さない抗体について検査することと；
当該抗体を産生する細胞を選択することを含む方法、並びに
・細菌細胞によって分泌される少なくとも１種類のタンパク質の存在又は非存在を検出す
る方法であって、
低分子及びタンパク質を通過させるが、細菌細胞を通過させない孔を備える多孔性膜上の
単一細胞から得られる多数のミクロコロニーを、前記少なくとも１種類のタンパク質が分
泌される条件下で培養することと；
分泌される任意のタンパク質を前記多孔性膜の下に配置された捕獲表面に向けて孔を通過
させることと、
ここで、前記捕獲表面は、少なくとも１種類の所望のタンパク質と結合している捕獲試薬
で必要に応じて処理されていてもよく；
多孔性膜を取り除くことと；
少なくとも１種類の分泌タンパク質と反応する試薬と結合した微粒子ラベルで捕獲表面を
処理することと；
非結合ラベルを除去することと；及び
前記少なくとも１種類の分泌タンパク質の存在又は非存在を示す、任意の結合ラベルの存
在又は非存在を顕微鏡により検出することを含む方法。
・ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイの改良方法であって、ここで前記改良が、
ａ）その底面にグリッドが貼り付けられた、アッセイのための細胞が置かれる膜を保持す
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るマイクロプレートキャリアの使用；
ｂ）散在性の直径５～１０μの蛍光粒子を含有する、アッセイのために細胞が置かれる膜
の使用；
ｃ）アッセイのために細胞が置かれる膜上の細胞の固定化培地としてのＭｅｂｉｏｌＴＭ

ゲルの使用；
ｄ）ピペットによる垂直方向のアクセスを可能にするように、アッセイのために細胞が置
かれる膜を保持するステージを顕微鏡の下から水平方向にスライドさせるための手段の使
用、からなる群から選択される方法。
・分泌レベルに対する培地の組成物の効果を評価する方法であって、
ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイを使用して、前記培地の存在下、個々の細胞又はミクロコ
ロニーの分泌レベルを測定することと、
異なる組成の培地の存在下、同一のアッセイにより得られ、測定されたレベルと、前記レ
ベルを比較することを含む方法。
・単一細胞によって分泌されたタンパク質の期間及び量をモニタリングする方法であって
、
各々の細胞に対してＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイを時間に応じて実施することを含む方
法。
・各物質のエンドサイトーシスの受けやすさを測定する方法であって、
ＤＮＡ挿入色素と結合した検査物質を提供することと、
前記標識化検査物質で１つ以上の細胞を処理することと、
前記細胞の核内部における前記ＤＮＡ挿入色素の存在、非存在、又は量を検出することを
含む方法。一の実施形態において、各々異なる挿入色素で標識化された多様な物質を、前
記細胞を処理する際に用いる。
【００５４】
　以下の実施例は、本発明を説明するために示されるものであり、限定するものではない
。
【実施例】
【００５５】
（実施例１）分泌レベルの決定
　イムノグロブリンを分泌するハイブリドーマ細胞をＡＴＣＣから入手し、抗イムノグロ
ブリンでコーティングされた下層のポリスチレン表面と接触する、０．４μｍの孔を有す
る膜の上に置いた。細胞を１．２％のメチルセルロースに懸濁し、細胞を固定させるため
、プレートを軽く遠心した。分泌されたＩｇＧは、膜を通過してコーティングされたポリ
スチレン表面上に漏出した。細胞を含有する膜を、捕獲表面から取り外し可能なプラスチ
ックホルダー上で支持した。このホルダーは、Ｃｏｓｔａｒ（登録商標）から入手したＴ
ｒａｎｓｗｅｌｌ（登録商標）器具を改良したもので、膜を捕獲表面と接触させるように
特別なホルダーがデザインされた。
【００５６】
　２時間インキュベーション後、膜を取り除き、下層のポリスチレン表面を検出用粒子と
インキュベートし、洗浄した後、低倍率及び高倍率顕微鏡の両方でスキャンした。結果を
図１Ａに示した。高分泌及び低分泌レベルの細胞の対照的なパターンを示している。各「
スポット」は、それぞれにおける単一細胞を表す。スポットの強度及び直径を定量化し、
分泌測定基準を構築するために使用した。これらの分泌レベルは、図１Ａに示したフット
プリントを得るために使用したハイブリドーマ細胞の上清サンプルから個々に肉眼的に測
定した分泌レベルと相関性があった。図１Ｂに示すように、２つの測定基準の間には良好
な相関がある。
【００５７】
　この方法は、トランスフェクトされた細胞のライブラリーに適用してもよく、ここでコ
ーディングＤＮＡの染色体内への組込み部位は、最終的な分泌レベルに影響を与える。従
って、多数のランダムな組込みを効率的に調査することが可能である。
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【００５８】
（実施例２）高分泌クローンの選択
　細胞株ＡＴＣＣ６０５２５を、実施例１の方法を使用して１０，０００個の個別の細胞
アッセイに分離した。３つの単一の細胞をピックアップし、サブクローンとして培養した
。このサブクローンに対して実施例１のＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイを再び行い、各サ
ブクローンについて１，０００個の細胞を解析した。
【００５９】
　図２に示すように、分泌レベルの分布は、３個の選択したサブクローン親細胞のメンバ
ーで高分泌レベルにシフトし、肉眼的な上清解析で測定したところ、最も高い分泌細胞に
ついては全体として９倍の改善がもたらされた。
【００６０】
　同じ手法を、分泌レベルが様々な任意の細胞集団、例えば、形質転換ＣＨＯ細胞のライ
ブラリーに適用することができる。分泌タンパク質のＤＮＡがゲノム内のどこに組み込ま
れるかによって発現レベルは変化する。より確実に高分泌細胞を同定するために、細胞は
、標準的な９６ウェルマイクロプレートの１ウェルにつき１００個の親細胞の「ビン」に
分割することができる。細胞を複製プレートに移した後にＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭフットプ
リントが解析される。次に、１つの親細胞に由来すると思われる、多数の高分泌細胞を含
むウェルを改変Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上へ取り出し、ＣｅｌｌＳｐｏｔの結果の解析によっ
て判定されたそれらの分泌レベルに基づいて単一細胞をピックアップする。
【００６１】
　ランダムな挿入部位をもつ大きなライブラリーをこの方式で容易にスクリーニングする
ことができる。著しく高い分泌量を示すクローンの染色体組込み部位は、挿入遺伝子及び
それに隣接するＤＮＡのＤＮＡ配列を決定することによって判定することができる。次に
、部位特異的遺伝子組み換えを用いて、新たな発現タンパク質の遺伝子を当該部位へ定方
向に挿入することができる。トランスフェクトされた遺伝子が部位特異的リコンビナーゼ
、例えば、Ｃｒｅ－Ｌｏｘ又はｆｒｔシステムの認識配列を含む場合は、将来のトランス
フェクションに利用可能な当該認識配列を残して、発現遺伝子を切り出すことができる。
【００６２】
（実施例３）親和性の判定
　Ｂｉａｃｏｒｅ（登録商標）の市販機器を使用した方法によって、３つのハイブリドー
マ細胞株が、同一の抗原に対する様々な親和性の抗体を分泌すると判定された。捕獲表面
上に様々な濃度の捕獲抗体を使用して実施例１に準じて各細胞株を解析した。図３Ａに示
すように、クローンはインプット細胞の頻度が異なり、それらの既定の親和性に従って検
出可能な抗体を産生した。
【００６３】
　一定の濃度の捕獲抗体を表面に配置し、高い表面抗体濃度で観察されたスポットの数を
カウントし、図３ＡのグラフのＹ軸に示すようにそのスポットの数に１．００の値を割り
当てる（１００％）ことによってアッセイを行った。次に、表面上の捕獲抗体を複製ウェ
ル内で段階的に希釈し、各希釈についてスポットの数を観察した。その後、この数の１．
００の値が割り当てられた濃度において観察された数に対する割合を、図３ＡのＹ軸とし
てプロットした。
【００６４】
　ここで示されるように、低親和性のクローンにおいて、捕獲抗体の濃度が＞２５０ｎｇ
／ｍｌの場合にのみスポットが検出された。中等度の親和性のクローンでは、捕獲抗体の
コーティング濃度が６３ｎｇ／ｍｌを超える場合にスポットが検出でき、高親和性クロー
ンでは、表面にプレートされた捕獲抗体の濃度が８ｎｇ／ｍｌを下回るまでスポットはゼ
ロまで減少しなかった。捕獲試薬濃度が低下するに従い生じたスポットレベルの減少は、
結合活性作用の低下を反映している。
【００６５】
　図３Ｂは、親和性によりクローンを順位付けするための異なるアプローチを示す。この
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例において、ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭは、抗原結合ビーズ及び抗イムノグロブリンと結合し
たビーズの両方でプローブされた。未加工のシグナル（ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭあたりの結
合抗原ビーズ数）は、捕獲された分泌抗体の量及び抗体の抗原に対する内因性親和性（又
は結合活性）の両方に比例するため、抗Ｉｇビーズに対する抗原ビーズの割合が、捕獲抗
体の存在量を標準化させる。図３Ｂに、標準的なＢｉａｃｏｒｅＴＭ親和性アッセイの結
果との比較を示す。相対的親和性について信頼できる指標としてレシオメトリックを構築
する良好な相関関係を示している。
【００６６】
（実施例４）膜レセプターのフラグメントに対する抗体の調製
　図４は、レセプタータンパク質の細胞外ドメイン及び抗体産生に使用したフラグメント
の位置の図を示す。表示された領域はイムノゲン（ＫＬＨ）に結合され、マウスを免疫す
るのに使用した。脾臓細胞を採取し、実施例１に記載したＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ技術に従
って個別に解析した。ほぼ全てのペプチドにおいて、少なくとも１つの細胞が該免疫ペプ
チドと反応する抗体を分泌することが観察された。ペプチドの７０％（２２のうちの１６
）では、これらの抗体は、レセプター上の近傍のペプチドとの比較において、該免疫ペプ
チドに特異的であった。図５は、抗体はイムノゲンとして使用されたフラグメントにのみ
結合する、抗体は完全なタンパク質に結合する、及び、抗体は関連する完全なタンパク質
と結合しない、という免疫フラグメントに対する特異性を示す３つの基準を満たした抗体
を分泌する細胞の頻度を、バーの高さで表している。ペプチドのいくつかにおいては、多
くの細胞がこれらの３つの基準を満たす抗体を分泌したが、他においては、全部で～２百
万個のスクリーニングされた細胞のうち一の細胞のみが同定された。この方法で、たとえ
タンパク質の異なる領域が、その免疫原性において著しく異なっていたとしても、その異
なる領域を標的とする抗体の機能的実用性を評価することができる。
【００６７】
（実施例５）内在性膜蛋白抗原
　その細胞内末端でヘマグルチニンタグと融合された内在性膜蛋白、ＴＲ１を発現する細
胞を、標準的な培地で培養した。およそ５百万～１千万個の細胞を、界面活性剤を使用し
てトリス緩衝食塩水中で３０分間可溶化した。適当な界面活性剤には、好ましい選択肢と
してＣＨＡＰＳが含まれ、他にｎ－オクチル－β－Ｄ－グルコピラノシド、ｎ－デシル－
β－Ｄ－マンノピラノシド、及びｎ－ドデシル－β－Ｄ－マルトピラノシドが含まれる。
ＴＲ１に対する第１世代抗体を使用して、ウエスタンブロットで可溶化を確認した。タグ
に対するウサギポリクローナル抗体を、シッフ塩基化学を使用して蛍光粒子に共有結合さ
せた。可溶化後、不溶性物質を遠心分離で除去した。無関係な抗体（抗ｈＩｇＧ）と結合
させたビーズを上清に２０分間添加した後、遠心分離して非特異的結合物質を除去した。
上清を４０μｌの抗ＨＡビーズと混合し、穏やかに混合しながら４℃で４時間インキュベ
ートした。これらのビーズを遠心分離し、可溶化バッファーで３回洗浄した。次にビーズ
を可溶化バッファーに再懸濁し、実施例１に記載したＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭのプローブと
して使用した。陽性のシグナルは第１世代の抗ＴＲ１抗体を分泌するハイブリドーマ細胞
に見られたが、対照のハイブリドーマ株では見られなかった。
【００６８】
（実施例６）細菌由来の分泌フットプリント
　図６は、遺伝子的に改変された大腸菌を、それらが分泌するイムノグロブリンについて
特徴付ける本実施例で使用した装置の図である。示されるように、細胞は、小さなコロニ
ーに増殖することができる、ニトロセルロース膜上に置かれたミクロコロニーである。
【００６９】
　この最上層の膜は、明確にわかる穴、例えば、核孔エッチング（ｎｕｃｌｅａｒ　ｐｏ
ｒｅ　ｅｔｃｈｉｎｇ）によって開けられた穴を有する数マイクロメートルの厚さの、平
坦なプラスチック膜で構成され、捕獲表面の上に設置される。「核孔」プロセスにおいて
、照射によって小さな穴が作られた後、化学エッチングによって拡大される。本実施例に
おける捕獲表面は、表面の１％を占める直径５００ｎｍの穴を有するポリエステルである
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。捕獲用膜は、捕獲試薬を固定化するより多くの部位を提供するため、カルボキシ－デキ
ストラン層で被覆してもよい。次に、図７Ａに示すようにＩｇ分泌細胞が解析される。こ
こで、細菌を含有する最上層の膜は捕獲用膜の上に置かれ、続いてこれが寒天培地層の上
に置かれる。捕獲用膜に結合した捕獲抗体は、抗イムノグロブリン抗体であり；ビーズは
特異的抗原で標識化されて、捕獲用膜上に作成されたＣｅｌｌＳｐｏｔをプローブするた
めに用いられる。図７Ｂに示すように、個々のミクロコロニーは強いＣｅｌｌＳｐｏｔを
もたらし、これは結合しているビーズの種類を判定するそれぞれのカラーチャネルにおい
て高倍率で検査することができる。よってＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイが哺乳類細胞か
ら細菌細胞まで幅広く適用できる。
【００７０】
　従って、ペリプラズム領域から組み換えによって産生されたイムノグロブリンが迅速な
検出に十分な漏出することが示され；よって、検出するのに十分なイムノグロブリンを放
出させるために細胞に浸透圧をかける必要がない。
【００７１】
　このシステムは、ランダムに構築されたイムノグロブリンライブラリーのスクリーニン
グに特に有用である。当該応用において、重鎖及び軽鎖の両方を発現する細胞を選択する
ためにベクター上の２つの選択可能なマーカーを使用しながら、大腸菌培養物を１００種
類の重鎖及び１００種類の軽鎖の発現プラスミドでトランスフェクトする。次に、分泌抗
体を上述に従って解析する。タンパク質の任意の組み換えライブラリーに同じ方法を適用
することができる。
【００７２】
（実施例７）細胞分解能でのウイルスプラークアッセイ
　ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ形式で行ったように、捕獲表面上の放出物質の捕獲を行うため、
ウイルスによる感染が疑われる、又は感染したことが分かっている細胞を、必要に応じて
膜上に、広げる。この場合、捕獲表面に、ウイルスタンパク質に特異的な抗体を備える。
次に、溶解又は出芽のいずれかによって細胞から放出されたウイルス粒子は細胞の領域で
捕獲され、個別の色の微粒子担体で標識化される。例えば株の種類等に関する検出及び分
類の信頼性を高めるために、複数の捕獲抗体を使用してもよい。単一細胞のみから放出さ
れたウイルスを検出することができる。本方法によって、大きな細胞叢を容易にスクリー
ニングすることができる。
【００７３】
（実施例８）ビニングによる高分泌細胞の同定
　２０の不死化された抗体分泌細胞のサンプルをマイクロタイタープレートのウェル内加
え、２，０００個の細胞から成る集団になるまで培養する。次に、培養物の半分を取り分
けておき、残りの１，０００個の細胞は定着させ、抗体を捕獲するためにプロテインＡで
コーティングされたウェルの底面に抗体を分泌させる。その後細胞を洗い流し、所望の抗
体と免疫反応性を示す抗原と結合したマルチカラービーズを使用して、分泌抗体のフット
プリントを照合する。マルチカラービーズは蛍光色素で標識化され、個々のフットプリン
トとして検出用広視野顕微鏡で検出される。その後、著しい数の明るい蛍光を発するフッ
トプリントの存在についてビンを評価する。
【００７４】
　次に、著しい数の明るい蛍光を発するフットプリントを含有するそれらのビンについて
取り分けた方を、個々の細胞の更なる評価のための材料として使用する。その後、取り分
けた方の培養物に存在する細胞を、個々のフットプリントを評価するために、個々の細胞
が回収可能な膜上に置くことによってＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアッセイで検査する。
【００７５】
　次に、回収された高分泌細胞を培養し、それらの子孫群に対してビニング技術を使用し
て複製判定を行うことで、高分泌レベルの維持が保証される。
【００７６】
（実施例９）指標細胞層上での抗体の捕獲
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　ＴＩタンパク質をその表面に提示する生きた３Ｔ１２－ＴＩ－線維芽細胞の単層を細胞
捕獲表面として調製する。
【００７７】
　その後表面を覆う膜上にＴＩで免疫されたマウス由来の不死化脾臓細胞を置き、次いで
分泌を促す。その後膜を除去し、ＴＩ－線維芽細胞捕獲細胞を固定し、蛍光タグ付き抗Ｉ
ｇ抗体を使用して捕獲抗体を染色する。固定によって内部抗原の露出も起こるため、例え
ば、細胞内リン酸化反応を検出してもよい。典型的な結果を、２．５×及び５×の倍率で
図８Ａ及び図８Ｂに示す。ここで示されるように、ＴＩを提示する細胞は、十分な捕獲表
面試薬を形成する。
【００７８】
（実施例１０）抗体内部化アッセイ
　エンドサイトーシスによる、抗体及び結合したタンパク質の細胞内への取り込みを刺激
する抗体を作成することが有用な場合がある。例えば、当該内在化は、細胞表面における
有害なタンパク質の量を減少させるかもしれず、又は細胞の内部への薬の送達に有用であ
るかもしれない。ＤＮＡ挿入色素と抗体を結合させることにより、細胞ＤＮＡと相互作用
した場合にのみ色素が蛍光を発するようになるため、複合体の内在化を高感度で測定でき
るようになる。候補ターゲティング抗体のライブラリーは色素捕獲ドメインと融合してい
る（例えば、ビオチン－色素複合体と結合するアビジン、又はアルブミン結合色素に結合
するアルブミン結合タンパク質）。候補物質を発現する細胞は、必要に応じて誘導体化さ
れ、分泌抗体の色素捕獲ドメインに結合する色素の存在下で指標細胞層を提供する表面に
さらされる。指標細胞内への取り込みは、挿入色素がＤＮＡと結合した時の核蛍光によっ
て評価する。
【００７９】
（実施例１１）その他の足場
　抗体が唯一の結合物質の多様な集団ではない。その他のタンパク質ファミリーも、抗体
の相補性決定領域に類似する容易に改変可能なループを含む。具体例としてグルタチオン
トランスフェラーゼが挙げられる。特定のループを突然変異させると、「ｇｌｕｂｏｄｉ
ｅｓ」というランダム化ライブラリーが得られ、Ｎａｐｏｌｉｔａｎｏ，ｅｔ　ａｌ．，
Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ（１９９６）３（５）：３５９－３６７に開示されるように、そのメ
ンバーは低分子リガンドに対する結合プロファイルにかなりの多様性を示す。
【００８０】
　組み換えタンパク質に加えて、本発明は組み換え小ペプチドにも適用することができる
。国際公開第０１／８１３７５号に記載されるように、トリ脾臓ペプチド（ａＰＰ）は、
フォールディングによって堅固な構造をつくる３６アミノ酸長のペプチドであり、融点は
６５℃である。溶媒露出残基の変化は、フォールディングしたペプチドの安定性に著しい
影響を与えない。ａＰＰをつなぎとなるもの、例えば、抗体のＦｃ領域に融合させると、
ＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭ法を使用したａＰＰバリアントのランダム化ライブラリーのスクリ
ーニングが容易になる。
【００８１】
　より一般的にはＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭの多重解析技術を使用して、リガンドの任意のア
レイをスクリーニングすることができる。例えば、米国特許第５，７４４，３０５号に記
載されているように、コンビナトリアルケミストリーライブラリーを平面上で合成するこ
とができる。この方法において、光感受性保護基の放出をコントロールするためのバイナ
リーマスクを作成するためにフォトリソグラフィーが用いられる。検出感度を高めるため
にＣｅｌｌＳｐｏｔＴＭアプローチを使用すると、スポットのサイズを小さくすることが
できる。更に、標的タンパク質のファミリーに対するリガンドの特異性を評価することが
できる。あるいは、切断可能なリンカーを用いて、ビーズ上で化合物を合成することがで
きる。ビーズからの化合物の放出及び表面上での捕獲により、抗体の分布と同じ方法でプ
ローブ可能な結合パートナーの分布を生成する。抗体を産生した細胞を回収するかわりに
、化合物を産生したビーズを回収する。
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