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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１以上の特定のアイソタイプの抗体を分泌する細胞集団を不死化する方法であって、以
下に示す工程：
　ａ）抗体を発現する細胞集団を、１又は２種類以上の生物学的サンプルから、抗原に依
存しない形で、そして少なくとも細胞表面マーカーの発現に基づいて、選別する工程；
　ｂ）前記選別された細胞集団を、少なくとも刺激剤により、細胞培養条件下で刺激する
工程；
　ｃ）前記刺激剤を細胞培養物から除去する工程；
　ｄ）１又は２種類以上のアイソタイプの抗体を発現する刺激された細胞集団を、前記細
胞培養物から選別する工程；
　ｅ）前記選別及び刺激された細胞集団を、細胞培養条件下で不死化剤に曝露する工程；
　ｆ）前記細胞培養物から前記の不死化剤を除去する工程
を順番に含み、ここで前記不死化剤がウイルス性の不死化剤である前記方法。
【請求項２】
　前記工程（ａ）の細胞集団が、ヒトＢ細胞であり、前記細胞表面マーカーがＣＤ２２、
ＣＤ１９、又はＣＤ２７である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記刺激剤が：
　ａ）ＣｐＧに基づくオリゴヌクレオチドとサイトカインとの組み合わせ；
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　ｂ）ＴＮＦ受容体ファミリーである細胞膜受容体のアゴニストとサイトカインとの組み
合わせ
から選択され、前記ウイルス性の不死化剤がエプスタイン－バーウイルスである、請求項
１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記工程ｄ）の細胞集団がＩｇＧ抗体を発現する、請求項１～３のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の方法によって得られる細胞集団。
【請求項６】
　請求項５に記載の細胞集団を含む細胞培養物。
【請求項７】
　所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル抗体を同定し、作製
するための、請求項５に記載の細胞集団、又は請求項６に記載の細胞培養物の使用。
【請求項８】
　個体から提供された抗体分泌細胞から得られた、請求項５に記載の細胞集団、又は請求
項６に記載の細胞培養物の、前記個体における自己抗原若しくは異種抗原、ウイルス、バ
クテリア細胞、トキシン、寄生虫細胞、又はワクチンに対するアイソタイプに特異的な免
疫反応の特徴を特定するための前記使用。
【請求項９】
　所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル抗体を同定し、作製
するためのキットであって、ここで該キットが、請求項５に記載の細胞集団、又は請求項
６に記載の細胞培養物を含む前記キット。
【請求項１０】
　所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル抗体を分泌する細胞
培養物を作製するための方法であって、以下の工程：
　ａ）請求項１～４のいずれか１項に記載の方法によって得られた細胞集団、又は請求項
６に記載の細胞培養物を、各々が統計的に２０個以上の細胞を含む細胞培養物へ分割する
工程；
　ｂ）前記細胞培養物の上清を、所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を示す培養物
を検出するためにスクリーニングする工程；
　ｃ）所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を示す細胞培養物を、細胞培養物又は細
胞集団へ分割する工程；
　ｄ）所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル抗体を各々が細
胞上清中で分泌する１種類以上の細胞培養物が単離されるまで、工程（ｂ）及び（ｃ）を
前記細胞培養物に対して繰り返す工程
を含む前記方法。
【請求項１１】
　所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル抗体を分泌する細胞
培養物を作製するための方法であって、以下の工程：
　ａ）請求項１～４のいずれか１項に記載の方法によって得られた細胞集団、又は請求項
６に記載の細胞培養物を統計的に２０個以下のこのような細胞を含む複数の細胞集団に分
割することによって得られた細胞培養物の上清をスクリーニングして、所望の抗原結合特
異性及び／又は生物活性を有する抗体を分泌する１種類以上の細胞集団を検出するために
スクリーニングする工程；
　ｂ）上清中で前記活性を示す各々の細胞培養物によって分泌された抗体の配列を決定す
る工程；
　ｃ）そのような活性を有するモノクローナル抗体を分泌する細胞培養物を単離する工程
を含む前記方法。
【請求項１２】
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　ａ）請求項１０又は１１に記載の方法によって作製された細胞培養物を増幅する工程；
及び
　ｂ）前記細胞培養物の上清からモノクローナル抗体を精製する工程
を含む、モノクローナル抗体を作製する方法。
【請求項１３】
　所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性が、ヒト、哺乳類、ウイルス、バクテリア、
植物、寄生虫、有機、又は無機の抗原を標的とする、請求項１０～１２のいずれか１項に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本発明は、抗体を分泌する不死化細胞を得る方法、詳細にはヒト由来であって医学的興
味のある抗原に対して高い特異性を有する抗体を分泌する不死化細胞を得る方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　抗体は、感染症と闘い、病原性の因子を除去するために免疫システムによって産生され
る天然のタンパク質である。抗体は、タンパク質抗原又は非タンパク質抗原と結合し、こ
れらを除去するための防御反応を開始させることによってその機能を発揮する。
【０００３】
　近年、ヒト分子及び非ヒト分子の両方を標的とする抗体の抗原結合特性に基づいた包括
的な治療法が構築されてきた（受動免疫療法、又は受動血清療法と称される）。受動免疫
療法は、病原性分子（例えば、トキシン、タンパク質、ウイルス、寄生虫、又は細胞）に
対する特定の抗原特異性を有する治療用抗体を含む医薬組成物を、その病原体の阻止及び
／若しくは除去に必要である量の、並びに／又は特異性のその抗体を免疫システムが産生
することのできない患者に投与することから成る（Ｄｕｎｍａｎ　ＰＭ　ａｎｄ　Ｎｅｓ
ｉｎ　Ｍ，２００３；Ｋｅｌｌｅｒ　ＭＡ　ａｎｄ　Ｓｔｉｅｈｍ　ＥＲ，２０００）。
【０００４】
　この手法は、１９８０年代の初めに診療に取り入れられて成功し、それ以来、治療用抗
体の使用によって、感染症、免疫媒介性疾患、及び癌を含む広範囲にわたる疾患の治療機
会が急速に拡大し、治療用モノクローナル抗体の分野の着実な成長をもたらした（Ｃｈａ
ｔｅｎｏｕｄ　Ｌ，２００５；Ｐａｖｌｏｕ　Ａ　ａｎｄ　Ｂｅｌｓｅｙ　Ｍ，２００５
；Ｌａｆｆｙ　Ｅ　ａｎｄ　Ｓｏｄｏｙｅｒ　Ｒ，２００５）。
【０００５】
　受動免疫療法に適した治療用抗体は、均一で明確化された特異性と活性を有する抗体で
ある。これらの性質は、ポリクローナル抗体（すなわち、抗体分泌細胞の種々のクローン
から分泌される抗体の複雑な混合物）よりも、モノクローナル抗体（すなわち、抗体分泌
細胞の単一のクローンから分泌される抗体）において最も正確で確実に特定することがで
きる。
【０００６】
　１９７０年代以来、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）を分泌する単一のモノクローナル細
胞培養物に各々が由来しており、適切なアッセイを用いた分析によって所望の性質を有す
るものを識別するために用いる、多くの細胞系列を含む群を、単離し、増殖させ、維持す
る種々の技術が開発されてきた。
【０００７】
　これらすべての方法には、二つの重要な技術的問題が共通して存在し、それは：
　ａ）インビボでの実験を実施する前の、抗体の識別及び特性決定に必要な機能アッセイ
を行うのに十分な量の抗体をいかにして得るか；
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　ｂ）治療用抗体が、患者の免疫システムによってそれ自体抗原として認識されてしまい
、治療用抗体の除去及び／又は患者にとって危険であり得る免疫炎症反応を誘発する、と
いうことが起こらないことをいかに保障するか、
である。
【０００８】
　一つ目の問題は、分析に用いる生物学的材料を得るのに十分な時間、天然の抗体分泌細
胞を培養物中で増殖させ、維持することの困難さと関連している。この不都合な点は、抗
体をコードする核酸を最初に産生、発現した一次抗体分泌細胞を培養物中で不死化して維
持するか、又は、組換えＤＮＡ技術を用いて、抗体をコードする核酸をこれらの細胞から
単離し、その発現と維持が可能な不死化細胞中へ移入するかのいずれかによって解決され
た。
【０００９】
　過去には、すでに不死化されている細胞と融合させるか（より容易に維持することがで
きるハイブリッド細胞又はハイブリドーマを形成）、又は、一次抗体分泌細胞の細胞機構
を、細胞がほぼ無限に増殖するように変化させる剤（ウイルスなど）を用いることにより
、一次抗体分泌細胞の細胞培養条件下における不死化が行なわれた。
【００１０】
　患者の安全を保障するという問題は、ヒト由来の細胞及び核酸を利用した抗体の産生、
又は、免疫原性の可能性を有する非ヒト抗体をコードする遺伝子をヒト由来の配列で修飾
する、組換えＤＮＡ技術を用いた「ヒト化」プロセス、によって過去に解決された。
【００１１】
　結論としては、受動免疫療法は、感染症及びその他の病態に対する効果的で迅速な保護
をもたらすことができる。しかし、ヒトの治療に完全に適合するモノクローナル抗体の単
離、スクリーニング、及び産生の各方法は、以下で簡単にレビューするように、異なる種
類の欠点を有する。
【００１２】
　Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（Ｋｏｈｌｅｒ　Ｇ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅ
ｉｎ　Ｃ，１９７５）によって初めて報告されたハイブリドーマ技術により、適切な不死
化された細胞種との融合後に継続して増殖する抗体分泌細胞のクローンの単離が可能とな
った。ハイブリドーマは、ヒト抗体分泌細胞（Ｏｌｓｓｏｎ　Ｌ　ａｎｄ　Ｋａｐｌａｎ
　Ｈ，１９８０）から誘導されたが、ヒトハイブリドーマを産生するプロセスは、適切な
ヒトの骨髄腫又はリンパ芽球腫融合パートナーがないこと、並びにヒト／ヒトホモハイブ
リドーマ及びヒト／マウスへテロハイブリドーマが不安定であることのために、確実なプ
ロセスであるとは言えない。
【００１３】
　マウス抗体のヒト化は、マウスモノクローナル抗体の抗原結合領域をヒト抗体分子のバ
ックボーン上へ移植してキメラ分子を作製し、特定のマウス由来の残基を他のヒト由来の
アミノ酸で置換して抗原性を抑制するという分子的な手法によって達成することができる
（Ｈｗａｎｇ　Ｗ　ａｎｄ　Ｆｏｏｔｅ　Ｊ，２００５；Ｃａｒｔｅｒ　Ｐ，２００６）
。
【００１４】
　現在、多くの「ヒト化」抗体が実際に使用され、又は臨床試験の段階にある。しかし、
これらの抗体は依然として５－１０％のマウス（又は全ヒト由来でない）タンパク質配列
を含有しており、これら薬物の治療効果を限定してしまう免疫反応を誘起する場合がある
。さらに、ヒト化プロセスは手間のかかるプロセスであり、時には抗体結合性が変化して
しまうこともある。
【００１５】
　従って、この方法はほとんどの場合、適切な抗原で免疫したげっ歯類由来の抗体分泌細
胞で用いられてきた。マウス由来の配列がヒトに対して免疫原性であり得る場合、得られ
るｍＡｂｓは、抗体依存性細胞障害活性の障害を伴う有害なヒト抗マウス反応を誘起した
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り、及び／又は、身体から迅速に除去されたりする場合がある。さらに、可変領域が同一
の抗体が、異なる機能や免疫原性を示す場合もある（Ｔｏｒｒｅｓ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，
２００５）。
【００１６】
　全ヒトモノクローナル抗体を作製する主な手法は、組換えＤＮＡ技術を用いたヒト免疫
グロブリン遺伝子のクローニング及び発現に基づいている。
【００１７】
　第一のケースでは、抗原結合領域を含む抗体断片をコードするＤＮＡ配列のライブラリ
ーをヒト組織から増幅してバクテリアファージに挿入することができ、これによってファ
ージ表面上での抗原結合断片の「ディスプレイ」、及びこれに続くスクリーニングが可能
となる。ファージディスプレイ技術を用いてクローン化され、スクリーニングされた患者
由来の大きな抗体レパートリーを出発物質として、ヒト病原体に対するモノクローナル抗
体が作製された（Ｍａｎｃｉｎｉ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。
【００１８】
　しかし、このようなライブラリーは、ほとんどの環境下で使用された場合、一方では免
疫反応を誘起し得るヒト抗体レパートリー中の配列を除去し、他方では親和性成熟から得
られる抗体配列を選択するという、インビボで免疫システムが行なうように抗体遺伝子の
選択が行われないことから、治療用抗体の識別に効果的でない場合がある。従って、時に
は、そのようなライブラリーから得られる抗体を改善するために、複雑なインビトロでの
親和性成熟、及び配列を直接変化させることができるその他の技術が必要である（Ｈｏｅ
ｔ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。
【００１９】
　第二のケースでは、ヒト抗体遺伝子を発現するトランスジェニックマウスを対象である
抗原で免疫し、全ヒト抗体を発現するマウス細胞を産生させることができる（Ｋｅｌｌｅ
ｒｍａｎｎ　Ｓ　ａｎｄ　Ｇｒｅｅｎ　Ｌ，２００２）。この方法は、抗体がインビボで
選択され、親和性の高い抗体を多く含有することができるため、従来のファージディスプ
レイ法に比べて有利である。しかし、マウスの環境下で働くマウスの免疫システムは、効
果的な治療での使用にとって適切な特異性を有するヒト抗体を産生しない場合がある。
【００２０】
　従って、受動免疫療法にとって理想的な治療用抗体は、ヒトの中で成熟したヒト免疫細
胞から得られたヒトモノクローナル抗体である。しかし、そのような抗体の選別及び作製
は、細胞培養条件下で抗体を分泌する生存可能な不死化ヒト細胞の集団を作製し、単離す
る従来の方法が非効率であるため、複雑で時間のかかるプロセスである。
【００２１】
　抗原特異性及びインビボでの長期間の反応へ繋がるヒトＢ細胞の発生と増殖のプロセス
、並びに、免疫システムから得られた細胞を用いてインビトロでそのプロセスを研究する
手段は、広くレビューされている（Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ　Ｊ　ａｎｄ　Ｒｏｕｓｓｅｔ
，Ｆ，１９９２；Ｃｒｏｔｔｙ　Ｓ　ａｎｄ　Ａｈｍｅｄ　Ｒ，２００４；Ｃａｒｓｅｔ
ｔｉ　Ｒ，２００４；ＭｃＨｅｙｚｅｒ－Ｗｉｌｌｉａｍｓ　Ｌ　ａｎｄ　ＭｃＨｅｙｚ
ｅｒ－Ｗｉｌｌｉａｍｓ　Ｍ，２００５）。しかし、対象であるｍＡｂｓを発現するヒト
Ｂ細胞を単離することは、たとえ該当する結合活性又は中和活性を検知することができた
場合でも、安定なヒト抗体分泌細胞系列を作製することが技術的に不可能であることから
、妨げられてきた。
【００２２】
　抗体分泌細胞の多くの異なる集団を、特定の特性（例：無処置、ワクチン接種済み、比
較的最近の感染、及び血清陽性の個体）を有するヒトドナー、並びに、Ｂ細胞が存在して
その活性を作用させる種々の組織（例：血液、扁桃腺、脾臓、リンパ節）から単離するこ
とができる（Ｖｉａｕ　Ｍ　ａｎｄ　Ｚｏｕａｌｉ　Ｍ，２００５）。
【００２３】
　ヒトモノクローナル抗体の識別には、不死化Ｂ細胞集団の広範囲にわたるスクリーニン
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グが必要であり、ここで各細胞は、細胞培養条件下で、特性決定に十分な量の特定のモノ
クローナル抗体を分泌する（Ｃｏｌｅ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４；Ｊａｍｅｓ　Ｋ　
ａｎｄ　Ｂｅｌｌ　Ｇ，１９８７；Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ　Ｃ，１９８９）。しかし、抗
体分泌細胞の選別、活性化、及び不死化の技術は、依然として技術的問題点（抗体の収率
、不死化効率、特定のアイソタイプの過剰出現、細胞の安定性及び増殖）を有し、このた
め、スクリーニングアッセイに用いるには細胞数と分泌抗体数が不十分である。
【００２４】
　ヒト抗体分泌細胞から安定なハイブリドーマを得ることが困難であるということから、
ヒト抗体分泌細胞の作製と単離に広く用いられてきた一つの方法は、エプスタイン－バー
ウイルス（ＥＢＶ）によるヒトＢ細胞の不死化であり、これはポリクローナルＢ細胞の活
性化と増殖を引き起こすことも知られている（Ｓｕｇｉｍｏｔｏ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，２
００４；Ｂｉｓｈｏｐ　Ｇ　ａｎｄ　Ｂｕｓｃｈ　ＬＫ，２００２）。
【００２５】
　抗体分泌細胞は、標識化抗原を用いてあらかじめ選別された健康な対象の末梢血液（Ｃ
ａｓａｌｉ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．１９８６）、患者からのリンパ節、脾臓、若しくは末梢血
液（Ｙａｍａｇｕｃｈｉ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７；Ｐｏｓｎｅｒ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ
．，１９９１；Ｒａｆｆ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８；Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓ　Ｐ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９３；Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４）
、扁桃腺（Ｅｖａｎｓ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８）、又は胸水（Ｗａｌｌｉｓ　Ｒ　
ｅｔ　ａｌ．，１９８９）などの種々のヒトＢ細胞源を用いたＥＢＶによる不死化によっ
て作製されてきた。
【００２６】
　しかし、ＥＢＶ感染ヒトＢ細胞の低い形質転換能、低いクローン化能、並びに元々有す
る不安定性及び異質性のために、貴重な抗体分泌Ｂ細胞がこの手順の間に失われることが
多く（Ｃｈａｎ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６；Ｊａｍｅｓ　Ｋ　ａｎｄ　Ｂｅｌｌ　Ｇ
，１９８７）、ＥＢＶ感染の後にさらに細胞融合の手順を適用せざるを得なくなる（Ｂｒ
ｏｎ　Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４；Ｙａｍａｇｕｃｈｉ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７
；Ｐｏｓｎｅｒ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１）。実際、上述のヒトハイブリドーマ作製
の技術的な困難さにもかかわらず、安定なヒトＩｇＧ抗体分泌ヒトモノクローナル細胞培
養物を作製する最良の方法は、ヒトリンパ球と骨髄腫細胞系列との融合に基づくものであ
ると結論付けた研究者もいる（Ｎｉｅｄｂａｌａ　Ｗ　ａｎｄ　Ｓｔｏｔｔ　Ｄ，１９９
８；Ｌｉ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。
【００２７】
　例えば、単一のプロセスで異なる手法（腫瘍ウイルスによる不死化、発癌遺伝子による
形質転換、ミニ電気融合、マウス－ヒト異種融合）を組み合わせる（ＵＳ４９９７７６４
；Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３；Ｄｅｓｓａｉｎ　ＳＫ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００４）など、不死化プロセスを改善する様々な試みが行われてきた。ヒ
トモノクローナル抗体は、活性化され不死化された（抗原の存在下、又は非存在下で）Ｂ
細胞から、細胞培養中で種々の操作を組み合わせることによって単離された（Ｂｏｒｒｅ
ｂａｅｃｋ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８；Ｄａｖｅｎｐｏｒｔ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，１
９９２；Ｌａｒｏｃｈｅ－Ｔｒａｉｎｅａｕ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４；Ｍｏｒｇｅ
ｎｔｈａｌｅｒ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ｎｉｅｄｂａｌａ　Ｗ　ａｎｄ　Ｋｕｒ
ｐｉｓｚ　Ｍ，１９９３；Ｍｕｌｄｅｒ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３；ＷＯ９１／０９
１１５；Ｈｕｒ　Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，
２００４；Ｔｓｕｃｈｉｙａｍａ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；ＷＯ０４／０７６６７
７；ＷＯ８８／０１６４２；ＷＯ９０／０２７９５；ＷＯ９６／４０２５２；ＷＯ０２／
４６２３３）。
【００２８】
　一般に、抗体を分泌する細胞、特にヒト由来の細胞の単離及び不死化の方法に関する文
献には、生物学的サンプルからの抗体を発現する細胞の精製から始まって細胞培養条件下
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で分泌された抗体のスクリーニングまで、不死化された抗体分泌細胞の最大のレパートリ
ーを得るためのプロセス全体をいかに設計するかについて明確な解釈が示されていない。
【００２９】
　抗原に依存しない形で（しかし、対象である特定のアイソタイプを有する）抗体分泌細
胞の選別と生存率を改善するための細胞培養の特定の手段及び条件を適用することによっ
て、細胞培養条件下で維持される不死化された抗体分泌細胞の可能な限り最大の集団に対
して、分泌抗体の高処理量の分析を実施することができるような、より最適化されたプロ
セスを確立する方法を提供することは明らかに有益であろう。このようなプロセスにより
、対象であるアイソタイプを有する抗体がクローン化されるＢ細胞の集団を、所望の活性
を有する抗体を分泌する細胞を検出するために繰り返し分析したり、今後の分析のために
生存可能な状態で保存したりすることができるため、分子的手法を利用して抗体遺伝子を
クローン化する方法も促進されるであろう。
【発明の開示】
【００３０】
発明の開示
　本発明は、抗体分泌細胞の選別、刺激、及び不死化の条件及び方法を、培養条件下での
細胞の生存率及び不死化剤（ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）への感受性を向
上するために効果的な形で選択したり組み合わせたりした文献が見られないことに基づい
ている。
【００３１】
　実際、そのような条件及び手法の特定の組み合わせが、驚くべきことに、細胞の不死化
を向上させるだけでなく、特定のアイソタイプの抗体を多量に分泌し、生存可能な状態で
保存することができる不死化細胞の集団を、抗原に依存しない形で作製するプロセス全体
の処理量及び再現性を著しく高めることが発見された。
【００３２】
　本発明の方法は、実際は、アイソタイプ特異的な抗体分泌細胞のライブラリーとして使
用し、維持することができる細胞のポリクローナル集団を提供する。本手法を用いること
により、異なる機能的及び／又は結合的活性を有する抗体を細胞培養条件下で分泌する細
胞の特定のオリゴクローナル、又はモノクローナル集団を、いつでも所望する時に検出し
、単離することができる（図１）。
【００３３】
　本発明は、１又は２種類以上の特定のアイソタイプの抗体を分泌する細胞の集団を不死
化する方法を提供し、その方法は以下の工程：
　ａ）１又は２種類以上の生物学的サンプルから、抗体を分泌する細胞集団を抗原に依存
しない形で、少なくとも細胞表面マーカーの発現に基づいて選別する工程；
　ｂ）前記の選別された細胞集団を、細胞培養条件下で、少なくとも刺激剤によって刺激
する工程；
　ｃ）細胞培養物から前記刺激剤を除去する工程；
　ｄ）前記特定のアイソタイプの抗体を発現する刺激された細胞集団を、前記細胞培養物
から選別する工程；
　ｅ）前記の選別され、刺激された細胞集団を、細胞培養条件下で不死化剤に曝露する工
程；
　ｆ）前記不死化剤を前記細胞培養物から除去する工程；
を含み、ここで、不死化剤はウイルス性の不死化剤である。
【００３４】
　さらに、工程（ｆ）の後に、以下の工程を実施することができる：
　ｇ）前記細胞培養物から得られた細胞集団を細胞培養条件下で維持する工程；
　ｈ）前記細胞培養物内の前記特定のアイソタイプの抗体を分泌する細胞集団の数、生存
率、及び／又は増殖活性を測定する工程。
【００３５】
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　この概略的なプロセスは、以下の事項：
　－細胞を単離することができるドナー又は生物学的サンプルの識別；
　－抗体分泌細胞を選別、刺激、及び／又は不死化する具体的な手段；
　－不死化された抗体分泌細胞集団を細胞培養条件下で維持、成長、及び増殖させる細胞
培養条件；
　－前記細胞培養物内の前記特定のアイソタイプの抗体を分泌する細胞集団の数、生存率
、及び／又は増殖活性を測定する手段；
　－抗体の所望の性質及び不死化された抗体分泌細胞をスクリーニングするために選択さ
れた関連するアッセイ、
に関連するさらなる条件及び手段を適用することによって、一体的なものとし、適合させ
ることができる。
【００３６】
　本発明の方法は、細胞培養条件下で不死化細胞集団として維持することができるそのよ
うな細胞の多様性と数を最大化するという目的の下、抗体分泌細胞の選別、刺激、不死化
、及びクローン化を最適化する手段及び条件を提供する。実際、得られた細胞集団は、抗
体を分泌し、本発明の方法に従って作製された後すぐに所望のスクリーニングアッセイに
かけることができる、又はその一部若しくは全部を凍結して後から１種類以上のスクリー
ニングアッセイに用いることができる、不死化細胞のライブラリーとみなすことができる
。
【００３７】
　本発明の方法で得られた細胞集団は、細胞培養条件下で抗体を分泌する、特に所望の抗
原特異性及び／若しくは生物活性を有するモノクローナル抗体を分泌する細胞の複数のオ
リゴクローナル又はモノクローナル集団に分割することができる。実際、これらの細胞培
養物の上清は、このような抗原特異性及び／又は生物活性を有する抗体を含む培養物を検
出するために用いられる。このような抗原結合特異性及び／又は生物活性は、対象である
ヒト、哺乳類、ウイルス、バクテリア、植物、寄生虫、有機、又は無機のいかなる抗原も
標的とすることができる。
【００３８】
　そのような細胞の集団の単離が成功するかどうかは、その細胞の増殖、そのスクリーニ
ングに用いたアッセイ、及び出発物質中（一般的には、ドナー又はドナーのプールからの
末梢血液）の抗原特異的Ｂ細胞の度数に依存する。実際、不死化された抗体分泌細胞は、
細胞の増殖と免疫グロブリンの分泌が最大となり、並びに所望の活性を検出するために細
胞培養物の上清を直接使用することができるような条件下で培養されるべきである。必要
であれば、細胞の集団は、細胞上清中で所望の抗原特異性及び／又は生物活性を有するモ
ノクローナル抗体を各々が分泌する、１種類以上の細胞培養物が単離されるまで、所望の
抗原特異性及び／又は生物活性を示す細胞のプールをスクリーニングするために、さらに
分割することができる。
【００３９】
　所望の抗原特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル抗体は、従って、細胞培
養物を増幅し、この細胞培養物の上清からモノクローナル抗体を精製することによって作
製することができる。さらに、モノクローナル抗体をコードするＤＮＡを続いて単離し、
宿主細胞中での抗体の組換え発現に使用することができる。
【００４０】
　本発明の別の目的は、細胞培養条件下（特に、抗体分泌細胞のポリクローナル、オリゴ
クローナル、又はモノクローナル細胞培養物）で維持され、本発明の方法で得られ、所望
の抗原特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル抗体を識別及び作製するのに用
いることができる、不死化された抗体分泌細胞の集団である。抗体は、細胞培養物から直
接精製することができ、又は組換えタンパク質として、それをコードするＤＮＡ配列を用
いて作製して特定の細胞培養物から単離することができる。さらに、１又は２種類以上の
特定のアイソタイプの抗体配列をコードするＤＮＡ配列を含むＤＮＡライブラリーを、本
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発明の細胞の集団から、特に対象であるいずれかの種類の結合活性及び／又は生物活性を
有する抗体を分泌することが示されている細胞の集団から単離した核酸を用いて調製する
ことができる。
【００４１】
　本発明の他の目的は、モノクローナル抗体の識別及び作製のための、本発明の方法によ
って抗体分泌細胞から得られた細胞の集団、細胞培養物、細胞培養物の上清、及びＤＮＡ
ライブラリーの使用に関する。本発明の方法で得られたこれらの生成物は、所望の抗原結
合特異性及び／若しくは生物活性を有するモノクローナル抗体を識別及び作製するための
キットに含めることもでき、又は、自己抗原若しくは異種抗原、ウイルス、バクテリア細
胞、トキシン、寄生虫細胞、又はワクチンに対する個体の（若しくは個体の集団の）アイ
ソタイプに特異的な免疫反応の特徴を特定するために使用することもできる。
【００４２】
　本発明の方法で得られた細胞の集団及び細胞培養物は、細胞培養物の上清中でモノクロ
ーナル抗体を分泌し、モノクローナル抗体を精製する目的のために増幅することができる
細胞培養物の作製方法に含めることができる。
【００４３】
　実施例により、抗原特異的又はウイルス特異的ヒトＩｇＧ抗体を発現する細胞のモノク
ローナル又はオリゴクローナル集団を同一の生物学的サンプルから得るための、ＥＢＶで
不死化されたヒトＢ細胞の集団を作製する目的で、本発明の方法を適用する手段及び条件
が提供される。
【００４４】
発明の詳細な説明
　本発明は、不死化された抗体分泌細胞を作製し、分泌された抗体の抗原特異性及び／又
は生物活性に基づいてスクリーニングすることができる効率を向上する方法を提供する。
【００４５】
　特に、実施例では、エプスタイン－バーウイルスを用いて不死化されたヒトＢ細胞の細
胞培養条件下での増殖活性、生存率、及び抗体分泌を、ドナーから単離された一次細胞に
手段と条件との適切な組み合わせを適用することによっていかに向上させることができる
かについて示している。
【００４６】
　細胞の選別及び刺激に関連する特定の手段及び条件を選択することにより、生存し増殖
する抗体分泌細胞を得ることに対して思わぬ重要な促進効果がもたらされることが判明し
、このことは、後工程で細胞培養物の上清を直接用いたスクリーニングが可能な不死化さ
れた抗体分泌細胞の多様性と数の増大に寄与する。
【００４７】
　実施例では、さらに、生物学的サンプルからの細胞の最初の選別を、１又は２種類以上
の細胞表面マーカーに基づいて行い、これに続いて細胞を１又は２種類以上の刺激剤に曝
露する刺激フェーズを行うことができることも示す。しかし、刺激剤は、所定の濃度比で
、特定の選別された細胞集団に対して、適切な時間適用された場合にのみ、細胞の生存率
及び増殖に影響を与えることなくその活性を最大限発揮する。さらに、刺激剤と不死化剤
に細胞を同時に曝露することによる悪影響は明らかであるため、刺激工程と不死化工程は
時間的かつ物理的に明確に区別するべきである。
【００４８】
　特に、実施例では、ＥＢＶで不死化されたヒトＩｇＭ陰性（又はＩｇＧ陽性）Ｂ細胞の
ための効率的で再現可能な方法を、これらの要素を組み合わせることでいかに確立するこ
とができるかについて示しており、この細胞は、その細胞培養物の上清を用い、それが産
生する抗体の結合及び／又は機能特性（ヒト細胞へのサイトメガロウイルスの感染の中和
、など）に従って、引き続いてクローン化及びスクリーニングを行うことができ、そして
最終的には、さらなる特性決定及び組換えタンパク質としての抗体の産生のために単離し
、クローン化することができる。
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【００４９】
　不死化の前に細胞の選別及び活性化という別々の工程を含む逐次的（ｓｅｑｕｅｎｔｉ
ａｌ）な手法は、ウイルス性の不死化剤に加えて（又はその代わりに）多くの場合骨髄腫
細胞との融合を用いて、前もってインビトロで免疫された抗原特異的な細胞集団との関連
でのみ文献に開示されてきた。
【００５０】
　従って、最初のＢ細胞集団は、細胞毒性剤を用いて特定の細胞種を除去し、次にサイト
カイン及び増殖因子と組み合わせて抗原に曝露するか（Ｂｏｒｒｅｂａｅｃｋ　Ｃ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８８；Ｄａｖｅｎｐｏｒｔ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２；Ｌａｒｏｃｈ
ｅ－Ｔｒａｉｎｅａｕ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４）、又は抗原特異的なパニング法を
施し、次に選別の前に支持細胞層上で増幅させることが行われた（Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅ
ｒｓ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３；Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，１
９９４）。
【００５１】
　抗体分泌細胞の集団の不死化は、標準的なＥＢＶによる不死化を用いて、又は、ＥＢＶ
及び発癌遺伝子の媒介による形質転換の組み合わせ（ＵＳ４９９７７６４）、ＥＢＶによ
る不死化若しくは非特異的細胞活性とこれに続く骨髄腫細胞系列との融合（Ｎｉｅｄｂａ
ｌａ　Ｗ　ａｎｄ　Ｓｔｏｔｔ　Ｄ，１９９８；ＷＯ０２／４６２３３）、ＥＢＶによる
不死化後の特定のアイソタイプを有する抗体を発現する細胞の選別（Ｍｏｒｇｅｎｔｈａ
ｌｅｒ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６）、若しくは細胞の選別とこれに続くＢ細胞活性化
剤の存在下でのＥＢＶによる不死化の使用（ＷＯ９１／０９１１５；Ｈｕｒ　Ｄ　ｅｔ　
ａｌ．，２００５；Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｔｓｕｃｈｉｙａ
ｍａ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；ＷＯ０４／０７６６７７）、を用いて行われてきた
。
【００５２】
　しかし、これらの文献のいずれにも、不死化の前に細胞を選別し活性化する手段及び条
件に関する、並びに、特に、所望のアイソタイプと生物活性を有する抗体を発現する細胞
のオリゴクローナル又はモノクローナル集団を識別するために広く、直接使用することが
できる細胞のポリクローナル集団を提供するウイルスによる不死化プロセスの効率性に関
連する効果的なプロセスは提供されていない。
【００５３】
　本発明の主な目的は、１種類以上の特定のアイソタイプの抗体を分泌する細胞の集団を
不死化する方法を提供することであり、その方法は以下の工程：
　ａ）１種類以上の生物学的サンプルから、抗体を発現する細胞の集団を抗原に依存しな
い形で、少なくとも細胞表面マーカーに基づいて選別する工程；
　ｂ）前記の選別された細胞の集団を、細胞培養条件下で、少なくとも刺激剤によって刺
激する工程；
　ｃ）細胞培養物から前記の刺激剤を除去する工程；
　ｄ）１種類以上の特定のアイソタイプの抗体を発現する刺激された細胞の集団を、前記
の細胞培養物から選別する工程；
　ｅ）前記の選別され、刺激された細胞の集団を、細胞培養条件下で不死化剤に曝露する
工程；
　ｆ）前記の不死化剤を前記の細胞培養物から除去する工程；
を含み、ここで、不死化剤はウイルス性の不死化剤である。
【００５４】
　この方法には、この方法を適用することで得られた細胞の集団の分析及び使用に関連す
る一連の更なる工程を組み込むことができる（図１）。特に、以下の２工程はこの細胞集
団を含む細胞培養を確立するために重要であるため、これらを工程（ｆ）の後に行うべき
である：
　ｇ）前記の細胞培養物から得られた細胞の集団を細胞培養条件下で維持する工程；
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　ｈ）前記の細胞培養物内の前記の特定のアイソタイプの抗体を分泌する細胞の集団の数
、生存率、及び／又は増殖活性を測定する工程。
【００５５】
　本文及び図面により、本発明の方法を、特に末梢血液サンプルから単離されたヒトＢ細
胞にどのように適用することによって対象である抗体を分泌するモノクローナル細胞培養
物を得ることができるかに関して、さらに詳細に示す。
【００５６】
　実際、本発明の方法により、一方で、個体から採取されてウイルスによる不死化によっ
て捕獲された一次細胞中で発現された所望のアイソタイプの抗体レパートリーの不均一性
を、抗原に依存しない形で効率的に表す細胞集団を得ることが可能となる。
【００５７】
　他方、本発明の方法で得られ、より均一な生存率と高い増殖性を有する不死化された抗
体分泌細胞の集団により、細胞培養条件下で（例：細胞の集団、多量の抗体を含む細胞培
養物の上清）、又はその他の分子的要素（例：細胞のオリゴクローナル集団から抽出され
た核酸を用いて調製されたＤＮＡライブラリー）として得ることができる種々の生物由来
物質を通して、そのような抗体レパートリーのより深い分析が可能となる。
【００５８】
　さらに、本発明の方法は、不死化された抗体分泌細胞のポリクローナル集団（新たに調
製したもの、若しくはあらかじめ調製し、凍結してあったものを解凍したもの）を、統計
的に２０若しくは１９個以下の細胞を含有するプールに分割し、標準条件下で増殖させて
作製した細胞培養物中で直接特性決定するのに十分な抗体及び抗体を分泌する不死化細胞
を得る可能性を提供する。クローン化工程の数が少ない（通常の２若しくは３個以上の工
程ではなく、事実上単一工程）ことによって対象である抗体を分泌する不死化細胞を識別
する時間が短縮され、このことは、サブクローン化工程で抗体が失われるリスクを限定し
、種々のインビボ若しくはインビトロアッセイでの抗体の特性決定を迅速化する。これは
、治療用の標的に特異的な希少な抗体の単離をより迅速かつ正常に行うことができるとい
う点で特に重要である。
【００５９】
　従って、本発明の方法は、本文中（特に実施例３を参照）及び図面中（特に図１、図１
１、及び図１３を参照）にまとめた特定のアイソタイプのモノクローナル抗体を識別、作
製するためのより複雑な方法へ適合、一体化することができる。
【００６０】
　本発明の方法に適用することができる手段と条件に関する定義、並びにさらなる詳細は
、前記方法の実行可能な使用、及び前記方法を使用することで得ることができる産物（細
胞の集団、細胞の培養物、細胞培養物の上清、及び抗体、特にヒトモノクローナル抗体）
の説明と共に、以下の段落に示す。
【００６１】
　細胞の「集団」という用語は、一般に、同じ基準を用いて単離された、又は同じ方法を
用いて作製された細胞（本発明の場合、抗体分泌細胞）のいかなる集団も意味する。例え
ば、細胞の集団は、選別ステップ（例：セルソーティング）、処理（例：刺激剤、若しく
はウイルス性の不死化剤による）、又は細胞の培養物若しくは集団の、統計的に同数の細
胞を有する小プールへの分割（例：細胞培養物をサブクローン化する、若しくは凍結によ
る長期保存のために不死化細胞のバイアルを作製する場合）の結果得られた集団のことで
ある。細胞の集団は生存可能であるべきだが、細胞培養条件下で起こるような特定の生物
活性（例：成長、増殖、又は抗体分泌）を必ずしも起こす必要はない。
【００６２】
　細胞の「培養物」という用語は、細胞が生物活性（例：成長、増殖、若しくは抗体分泌
）を起こすこと、及び／又は細胞を特定の化合物（例：刺激剤、若しくはウイルス性の不
死化剤）で処理することを目的として、容器内（例：プレートのウェル、ペトリ皿、フラ
スコ、ビン）に維持される細胞の集団を意味する。このような実験条件（すなわち、細胞
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培養条件）は、細胞の成長と増殖のために適切に選択された温度と雰囲気に維持されたイ
ンキュベーターの使用（細胞培地の使用と共に）を含む。
【００６３】
　細胞培養物は、従って、細胞培地（血清、増殖因子、サイトカイン、栄養分、などを含
む）と共に細胞の集団、及び、抗体分泌細胞の場合のように、細胞の集団の成長と増殖を
補助するために培養されるさらなる細胞（いわゆる、「支持細胞」）から成る。数日若し
くは数週間の後、細胞培地の組成は、細胞による消費によるだけでなく、細胞が分泌する
、又はアポトーシス若しくは死の段階に入った時に単に放出される多くの種類の分子によ
って変化する。従って、細胞培地は定期的に新しいものに交換するか、又は、一部を採取
して細胞培地の含有物を分析してもよい。使用した細胞培地（文献中において、細胞培養
物の「上清（ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ）」、並びに「使用済み（ｓｐｅｎｔ）」若しくは
「調整（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ）」細胞培地と定義される）を所定の時点で採取し、例
えば、細胞培養条件下で細胞の集団によって分泌された抗体の濃度及び活性を測定するこ
とができる。この情報を、そのような細胞の生存率及び増殖に関するデータと共に使用し
て、細胞培養物の状態及び可能な用途（例：ｍＲＮＡの単離、スクリーニングアッセイ、
モノクローナル抗体の精製、凍結のための細胞の回収、など）を決定するべきである。
【００６４】
　「ポリクローナル」という用語は、数多くの種々の抗体（例：１０3、１０4、１０5、
若しくはそれ以上）を発現する細胞の培養物又は集団を意味し、各々の抗体は培養物若し
くは集団の中の単一の細胞又は細胞のグループによって発現される。特に、（生物学的サ
ンプル中に存在する細胞から抗原に依存しない形で作製されたために）培養物若しくは集
団に分割されない、又は、分割されたとしても、元となるポリクローナル培養物若しくは
集団の希釈に基づいて統計的に決定することができる最初の細胞数が５０個以上（例：２
００、５００、若しくは１０００個以上の細胞）の培養物若しくは集団に分割される程度
である、本発明の方法で得られる細胞の培養物若しくは集団に適用される。
【００６５】
　「オリゴクローナル」という用語は、細胞の培養物又は集団を、元となる培養物又は集
団の希釈に基づいて統計的に決定することができる最初の細胞数が５０若しくは４９個以
下（４０、２０、１０、５、１、若しくは１個未満の細胞）である培養物又は集団に分割
した結果得られた培養物又は集団を意味する。
【００６６】
　細胞の培養物又は集団を、最初の細胞数が２０若しくは１９個以下である培養物又は集
団に分割した結果得られた細胞のオリゴクローナル培養物又は集団が特に重要である。実
際、得られた細胞培養物中で単一の、又は非常に支配的な生物学的特徴が検出された場合
（例：生物学的アッセイを用いて細胞培養物の上清中で分泌されたタンパク質として識別
された抗体、若しくはＲＴ－ＰＣＲを用いて培養物から単離されたｍＲＮＡ中の転写遺伝
子として識別された抗体）、そのような細胞培養物はモノクローナル細胞培養物とみなす
ことができる。
【００６７】
　「モノクローナル細胞培養物」とは、お互いに同一であり、その細胞培養物を選別する
ために用いられた特定の生物学的特徴（例：特定の抗体の分泌）に基づいて少なくとも評
価することができるような単一細胞（クローン）の増殖（及び、任意に分化）に由来する
細胞だけを含む細胞培養物である。従って、そのような培養物から得られる抗体、細胞の
集団、又は細胞培養物は、より正確な形でクローン性を確立するためにさらなる実験操作
を必要とする場合であっても、「モノクローナル」と称することができる。
【００６８】
　「不死化」という用語は、一般に、本発明の方法により、選別され刺激された細胞の集
団をウイルス性の不死化剤に曝露した後に得られる細胞の培養物又は集団を意味する。ウ
イルスによる不死化に特定のウイルス産物（例：タンパク質、転写物）の存在が付随する
場合であっても、細胞培養条件下で成長と増殖を続けていれば、その細胞は不死化された
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と定義される。実施例で示すように、生物学的サンプルから得られ、抗体を発現する一次
ヒトＢ細胞を用いることで、細胞のポリクローナル集団を得ることに成功し、続いてこれ
を用いることで少なくとも１０4個の細胞を含むオリゴクローナル細胞培養物を作製した
。培養を１００個、５０個、２０個、又は５個の細胞で始めた場合、このような全細胞数
は、一般に不死化細胞だけが細胞培養条件下で起こすことができる細胞分裂の回数（１０
若しくは１１回以上の細胞分裂）に対応するだけである。
【００６９】
　「抗体分泌細胞」という用語は、抗体を発現する遺伝子を含み、抗体を細胞外空間（例
：インビボでの血液中、又は、インビトロでの細胞培養物の上清中）で抗体を分泌する能
力を有する一次細胞を意味する。
【００７０】
　「不死化された抗体分泌細胞」という用語は、ウイルス性の不死化剤への曝露の後に、
細胞培養条件下で永久に、又は少なくとも一定の期間及び／若しくはウイルス性の不死化
剤へ曝露されていない一次細胞で観察されるよりも非常に多い細胞分裂回数の間、成長、
増殖、及び抗体の分泌を行う抗体分泌細胞を意味する。特に、本発明の方法で得られた細
胞のポリクローナル集団には、不死化された抗体分泌細胞である生存可能で成長を続ける
リンパ芽球が豊富に含まれ、これは続いて細胞培養条件下で細胞のオリゴクローナル及び
モノクローナル集団を形成することになる。
【００７１】
　「刺激剤」という用語は、抗体分泌細胞によって媒介される刺激反応を起こし、これら
の細胞の増殖する芽細胞の状態を引き起こし、細胞培養条件下でリンパ芽球（大型の生存
細胞、顕微鏡及びＦＡＣＳによる前方／側方散乱によって測定）を形成することができる
、化合物、又は化合物の特定の組み合わせを意味する。
【００７２】
　「刺激フェーズ」という用語は、選別された抗体分泌細胞が刺激剤に曝露される期間を
意味する。
【００７３】
　「ウイルス性の不死化剤」という用語は、生物学的サンプルから単離された一次細胞か
らの不死化細胞の作製を可能にするいかなる種類のウイルスの粒子、ＤＮＡ、又はタンパ
ク質をも意味する。本発明の場合、一次細胞は抗体分泌細胞であり、特には、種々のウイ
ルス性の不死化剤が明らかになっているヒトＢ細胞である。
【００７４】
　「不死化フェーズ」という用語は、選別され、刺激された抗体分泌細胞がウイルス性の
不死化剤に曝露される期間を意味する。
【００７５】
　本発明の方法を実施する前の工程は、抗体分泌細胞を含む生物学的サンプルを単離すべ
き個体又は組織を識別することである。
【００７６】
　発明の背景、に示すように、抗体を発現し、分泌する細胞は、血液、扁桃腺、生物学的
液体（脳脊髄液、又は胸水など）、リンパ節、及びその他のリンパ性器官を含む種々の組
織並びに器官から単離され、不死化されてきた。
【００７７】
　本発明の方法を用いて不死化することができる細胞は、これらの哺乳類の組織及び器官
から抽出するべきである。明らかに、治療又は診断用途を有するヒトモノクローナル抗体
を分泌する細胞培養物を作製するためには、ヒト由来の細胞が好ましい。しかしながら、
この方法は非ヒト抗体分泌細胞（例えば、げっ歯類、又はサル由来の細胞）に適用するこ
ともできる。
【００７８】
　一次抗体分泌細胞の多くの異なる種類の集団を、免疫細胞ドナーの状態、並びに求める
抗体のアイソタイプ及び活性に応じて好ましくなり得る特性を有するヒトドナーから単離
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することができる。
【００７９】
　本発明の方法は、感染病原体に曝露した患者、又は特定の形態の癌若しくは自己免疫疾
患を有する患者などのドナーから選別されたヒトＢ細胞によって発現されたモノクローナ
ル抗体の識別に適用することができる。従って、ドナーは、無処置、ワクチン接種済み、
１若しくは２種類以上の疾患又は感染症にかかっている、特定の治療処置をすでに受けて
いる及び／又はそれに耐性を有する、特定に臨床指標又は状態を示している、誤って病原
体に接触した、などの状態であってよい。
【００８０】
　適応免疫反応の特異性及びそれが長期間にわたって維持（抗原への最後の曝露から何年
という期間でも）されることによってドナーを選択するのに十分な定性的測定が可能とな
るため、ドナーの血清を用いてその抗原に対する血清陽性の初期測定を行うことができる
。最適なドナーを識別するにあたっては、使用するスクリーニングアッセイの特性及び感
度が極めて重要であり、好ましくは、ドナー血清をスクリーニングするのに用いるアッセ
イは、不死化された抗体分泌Ｂ細胞からの上清をスクリーニングするのに用いるアッセイ
と同じであって、所望の機能活性（すなわち、ウイルスの細胞内への進入の阻止、又は腫
瘍関連抗原との結合）を有する抗体を検出するよう設計されているべきである。
【００８１】
　臨床的な観点において、細胞を精製する組織又は器官の選択は、全体のプロセスを実施
するのに十分な量の細胞が入手可能かどうかによって決定することができる。ヒトの臨床
サンプルから少量の細胞が入手される場合、及び／又は、不死化の方法を実施することが
できるのとは異なる場所で細胞が調製される場合は、細胞は、凍結サンプル及び／又は数
多くの個体から採取して十分な出発物質を提供するようにプールされていたサンプルから
得ることができる。
【００８２】
　従って、抗体分泌細胞を含有するサンプル（全末梢血液、又は血清など）を用いて、一
連の候補ドナーに予備スクリーニングを行うことができる。特に、勾配遠心分離などの末
梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）を単離する標準的な分離技術を用いて、血液又はリンパ性組
織から単核細胞を単離することができる。この分離工程の後及び／又は前に、抗体及び抗
体分泌細胞存在を検出する標準的な技術（例：ＥＬＩＳＡ、ＢＩＡＣＯＲＥ、ウエスタン
ブロット、ＦＡＣＳ、ＳＥＲＰＡ、抗原アッセイ、細胞培養システム内でのウイルス感染
の中和、若しくはＥＬＩＳＰＯＴアッセイ）を用いて、血清（若しくは血漿）、細胞培養
物の上清、又は細胞（異なる患者から、異なる組織から、及び／若しくは異なる時点で採
取）のサンプルの予備スクリーニングを行うことができる。
【００８３】
　文献にはこのような技術の例が提供されており、例えば、ＥＬＩＳＰＯＴを用いたワク
チンを接種されたドナーの免疫反応の評価（Ｃｒｏｔｔｙ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００４
）、新規感染患者に対する診断ツールとしての抗原マイクロアッセイの使用（Ｍｅｚｚａ
ｓｏｍａ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）、及び抗原特異的な免疫反応を測定するその他
の技術（Ｋｅｒｎ　Ｆ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）が示されている。ドナーの選択は、特
定のウイルスに対する血清陽性と発癌関連の変異との関連性に基づいて行うこともできる
（Ｂｕｔｅｌ　Ｊ，２０００）。
【００８４】
　このような治療標的に対する抗体反応の予備定性分析（全活性若しくはアイソタイプに
特異的な活性のレベルで評価）により、所望の精製抗原（例：癌若しくは特定のウイルス
タンパク質に関連する特定のヒト組換えタンパク質）、関連抗原の混合物（例：部分的に
精製されたウイルス製剤から得られたもの）、又はバイオアッセイ（例：ウイルス感染性
の中和）に対してより高い抗体価を示すＢ細胞を有するドナーの識別が可能となるはずで
ある。
【００８５】



(15) JP 5431730 B2 2014.3.5

10

20

30

40

50

　１若しくは２人以上のドナーが選択されると、Ｂ細胞源としては、脾臓、血液、リンパ
節、骨髄、腫瘍浸潤リンパ球、慢性感染症／炎症部位からのリンパ球とすることができる
。しかし、通常は末梢血液を用いると、ドナーからの採取、保存、及び所定の期間にわた
っての抗原に対する血清反応のモニタリングがより容易となる。
【００８６】
　例えば、５－５０ｍｌの末梢血液を出発物質とすると、約１千万～１億個のＰＢＭＣ（
末梢血液単核細胞）を精製することができ、これは、本発明の方法を用いて不死化した後
にスクリーニングするのに十分な数の抗体分泌細胞の集団を得ることができるはずの細胞
の数である。
【００８７】
　生物学的サンプルからＰＢＭＣを単離した後、文献に記載の多くの方法の一つを用いて
、表面上の細胞表面マーカー及び、該当する場合は、その他のタンパク質の発現、並びに
細胞の増殖活性、細胞の代謝的及び／又は形態的な状態に基づいて、抗体分泌細胞の特定
の選別を実施することができる。
【００８８】
　特に、ヒトサンプルから抗体分泌細胞を精製する種々の技術は、ポジティブ及びネガテ
ィブ選別の種々の手段及び条件を利用している。これらの細胞は、抗体を発現、分泌する
細胞（例：ヒトＢ細胞）に特有の細胞表面マーカーを発現する細胞を物理的に分離するこ
とによって、より容易かつ効率的に選別される。具体的なプロトコルは文献中に見ること
ができる（Ｃａｌｌａｒｄ　Ｒ　ａｎｄ　Ｋｏｔｏｗｉｃｚ　Ｋ”Ｈｕｍａｎ　Ｂ－ｃｅ
ｌｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ”ｉｎ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ．Ｂａｌｋｗｉｌｌ
　Ｆ．（ｅｄ．）Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，２０００，ｐｇ．
１７－３１、を参照）。
【００８９】
　選別は、通常、これらの細胞表面タンパク質の一つに特異的に結合し、固体支持体（例
：マイクロビーズ、若しくはプラスチックプレート）と結合することができるか、又は蛍
光活性セルソーター（ＦＡＣＳ）を用いて検出可能な蛍光色素で標識することができる抗
体を使用して行われる。例えば、ヒトＢ細胞は、ＥＢＶによる不死化の前に、ＣＤ１９、
ＣＤ２７、及び／若しくはＣＤ２２マイクロビーズと結合する支持体（マイクロビーズな
ど）への親和性、又は特定のアイソタイプに特有の抗体への結合親和性の欠如に基づいて
選別される（Ｌｉ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｂｅｒｎａｓｃｏｎｉ　Ｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００３；Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。
【００９０】
　しかし、細胞マーカーの選択が、恐らくは、選別プロセスによって誘起され、細胞の成
長及び生存率を変化させる場合がある細胞内シグナルのため、不死化プロセスの効率と関
連するであろう。実際、本特許出願の実施例では、抗原認識及びＢ細胞活性に関連するシ
グナル伝達経路を制御するＢ細胞に限定の膜貫通タンパク質であるＣＤ２２（Ｎｉｔｓｃ
ｈｋｅ　Ｌ，２００５）が、初期のＢ細胞の選別において好ましい分子と考えられること
を示している。ＣＤ２２陽性集団には種々のアイソタイプ及び特異性を有する抗体を発現
する細胞が含まれているので、刺激フェーズの前若しくは後の細胞の選別に、他の表面マ
ーカーを用いてもよい。
【００９１】
　別の選択肢として、又は追加的に、ＣＤ２２に基づく選別に加えてＣＤ２７に基づく選
別も適用することにより、抗体分泌細胞の特定の濃縮物を得ることができる。ＣＤ２７は
、可変領域遺伝子の体細胞変異を有するヒトＢ細胞のマーカーとして知られている（Ｂｏ
ｒｓｔ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。ＣＤ５、ＣＤ２４、ＣＤ２５、ＣＤ８６、ＣＤ
３８、ＣＤ４５、ＣＤ７０、又はＣＤ６９などの追加的なマーカーを用いて、細胞の所望
の集団を除去したり濃縮したりすることもできる。従って、ドナーの抗原（例：ウイルス
、バクテリア、寄生虫など）への曝露歴、抗体価に応じて、全Ｂ細胞、ＣＤ２２濃縮Ｂ細



(16) JP 5431730 B2 2014.3.5

10

20

30

40

50

胞、又はＣＤ２７陽性Ｂ細胞などのさらに濃縮されたＢ細胞の亜集団のいずれを用いるか
を決定することができる。
【００９２】
　細胞の選別に続いて、しかし不死化フェーズの前に、細胞の集団を適切な刺激剤へ曝露
するべきである。本発明の状況において、使用可能な該当する刺激剤として、大きく分け
て３種類の化合物が、特にこれらを組み合わせる形で想定されている。
【００９３】
　刺激剤の第一の群は、Ｂ細胞で発現されるＴｏｌｌ様受容体のアゴニストなど、自然免
疫反応の活性化剤に代表される。Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）はバクテリアオリゴヌクレ
オチドの認識、並びに自然免疫及び獲得免疫の両方に関与する広範囲にわたる種々の細胞
のポリクローナル活性を誘発するその他の化合物の認識において重要な役割を果たしてい
ることが知られている（Ａｋｉｒａ　Ｓ　ａｎｄ　Ｔａｋｅｄａ　Ｋ，２００４；Ｐｅｎ
ｇ　Ｓ，２００５）。部分的にＴｏｌｌ受容体によって媒介されるこの自然免疫反応の経
路は、体の侵入生物体に対する最も早い反応の一つであり、適応免疫反応のＢ細胞及びＴ
細胞によって媒介される強力な特定の反応を誘発するのに必要な適切な環境及びサイトカ
イン環境を作り出すのに重要な役割を果たしている（Ｇａｙ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）
。ヒト細胞系列及び一次細胞のこの反応性は、ある種のＴｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ２、Ｔ
ＬＲ４、ＴＬＲ６、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、ＴＬＲ９、ＴＬＲ１０）に基づくものであり、
これらには各々、特定の発現特性、好ましいリガンド、及び認識必要量がある。
【００９４】
　特に、ヒトＴＬＲ９はオリゴヌクレオチドを、さらに具体的には、ＣｐＧを基にしたオ
リゴヌクレオチドを認識する（Ｈｅｍｍｉ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）。ＣｐＧ２０
０６として知られるものなどのＣｐＧを基にした化合物によるＴＬＲ９媒介活性は、細胞
の酸化還元バランスの変化、並びにマイトジェン活性化プロテインキナーゼ（ＭＡＰＫ）
及びＮＦカッパＢを含む細胞シグナル経路の誘起のきっかけとなり、これに続いて、炎症
誘発性サイトカイン、インターフェロン、及びケモカインを産生する（Ｔａｋｅｓｈｉｔ
ａ　Ｆ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｈａｒｔｍａｎｎ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；Ｈ
ａｒｔｍａｎｎ　Ｇ　ａｎｄ　Ｋｒｉｅｇ　Ａ，２０００；Ｕｌｅｖｉｔｃｈ　Ｒ，２０
０４）。ヒトナイーブＢ細胞とヒトメモリーＢ細胞のサブセットは、ＴＬＲ発現の強い制
御の結果として、ＣｐＧオリゴヌクレオチドなどのポリクローナル刺激に反応する特定の
増殖分化特性を有する（Ｂｅｒｎａｓｃｏｎｉ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｂｅｒｎ
ａｓｃｏｎｉ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｂｏｕｒｋｅ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００
３）。ＣｐＧオリゴヌクレオチドは、自然免疫の活性化を引き起こし、広範囲にわたる種
々の病原体による致死的な攻撃を防ぐことができる（Ｋｒｉｅｇ　Ａ，２００２）。例え
ば、ＣｐＧ－Ｂと呼ばれるモチーフを含むオリゴヌクレオチドは、一次Ｂ細胞の特に強力
な活性化剤である（Ｋｒｉｅｇ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｇｕｒｓｅｌ　Ｍ　ｅｔ
　ａｌ．，２００２；Ｋｌｉｎｍａｎ　Ｄ，２００４；Ｅａｔｏｎ－Ｂａｓｓｉｒｉ　Ａ
　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。
【００９５】
　一つのＴｏｌｌ様受容体に対するアゴニストとして活性ないくつかの種類の化合物が明
らかにされており（Ｃｏｂａｎ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｋａｎｄｉｍａｌｌａ　
ＥＲ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｈａｙａｓｈｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｂｏｕ
ｒｋｅ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ａｍｂａｃｈ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｓ
ｅｎ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）、免疫グロブリンのクラスとサブクラスの産生の差
異を測定するためにも、特定のスクリーニング技術が利用可能である（Ｈｅｎａｕｌｔ　
Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｃｏｇｎａｓｓｅ　Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，２００５）。
【００９６】
　刺激剤の第二の群は、サイトカイン、特に、このような免疫刺激活性を有することが知
られているインターロイキン（ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１３
）に代表され、これらは文献中で比較されてきた（Ｃａｌｌａｒｄ　Ｒ　ａｎｄ　Ｋｏｔ
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ｏｗｉｃｚ　Ｋ　”Ｈｕｍａｎ　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ　ｃｙｔｏｋ
ｉｎｅｓ”ｉｎ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：　Ａ　ｐｒａｃｔｉｃ
ａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ．Ｂａｌｋｗｉｌｌ　Ｆ　（ｅｄ．）Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，２０００，ｐｇ．１７－３１、を参照）。
【００９７】
　刺激剤の第三の群は、ＴＮＦ受容体ファミリーの細胞膜受容体のアゴニスト、特に、Ｎ
Ｆ－κＢ経路及びＢ細胞中での増殖を活性化する、ＡＰＲＩＬ、ＢＡＦＦ、又はＣＤ４０
Ｌなどに代表される（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　Ｐ，２００５；Ｈｅ　Ｂ　ｅｔ　ａｌ．，２
００４；Ｃｒａｘｔｏｎ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｔａｎｇｙｅ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ
．，２００３）。
【００９８】
　刺激剤の種類とその組み合わせ、濃度、並びに刺激フェーズの長さは、細胞の刺激と、
抗体分泌細胞の不死化を可能にする若しくは促進するタンパク質の発現との両方に最適な
効果をもたらすように選択しなければならない。
【００９９】
　実施例では、有用な刺激剤は、特にウイルス性の不死化剤がエプスタイン－バーウイル
スである場合に、以下に示す化合物の組み合わせから選択することができることを示す：
　ａ）ＣｐＧを基にしたオリゴヌクレオチド、及びサイトカインの組み合わせ；
　ｂ）ＴＮＦ受容体ファミリーの細胞膜受容体のアゴニスト、及びサイトカインの組み合
わせ。
【０１００】
　その刺激特性に基づき、ＣｐＧ２００６は、可溶性ＣＤ４０リガンド又はＣＤ４０に対
するアゴニスト抗体と共に使用されてきたのと同様に（ＷＯ９１／０９１１５；ＷＯ９４
／２４１６４；Ｔｓｕｃｈｉｙａｍａ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｉｍａｄｏｍｅ　
Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）、ＥＢＶと共に、不死化ヒトＢ細胞の作製に使用されてき
た（Ｔｒａｇｇｉａｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；ＷＯ０４／７６６７７）。
【０１０１】
　しかし、同様の手法は、ＣｐＧ２００６などのポリクローナル活性化剤が、クローン化
及び／又はそれに続くスクリーニングプロセスの間に細胞培養物中に存在する可能性のあ
る様々な細胞種に強い影響を及ぼすことが知られていることから、不死化Ｂ細胞の維持及
びスクリーニングに悪い影響を与える（Ｈａｒｔｍａｎｎ　Ｇ　ａｎｄ　Ｋｒｉｅｇ　Ａ
，２０００；Ｈａｒｔｍａｎｎ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）。特に、ＣｐＧは、単核
細胞によるＩＬ－１２及びＩＦＮ－ガンマなどのサイトカインの誘導因子であり、続いて
行うバイオアッセイにおいて、特に抗ウイルス抗体をスクリーニングする場合は、そのよ
うなサイトカインの存在は避けるべきである（Ｋｌｉｎｍａｎ　Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９６，Ｆｅａｒｏｎ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ａｂｅｌ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０５）。
【０１０２】
　実施例では、ｐＧ２００６とＩＬ－２との組み合わせに対するヒトＣＤ２２陽性Ｂ細胞
の最適な応答が、化合物の特定の濃度を用いることによっていかにして得られるか、そし
て、その他の多くの公知の刺激剤（例：ＬＰＳ、又はＳＡＣ）はそのような応答をしない
、ということを示している。
【０１０３】
　選別された抗体分泌細胞を刺激剤に曝露する時間の長さは、そのような細胞を不死化す
る効果的な方法を確立するのに非常に重要である。実際、実施例では、刺激剤の組み合わ
せ（ｐＧ２００６とＩＬ－２）が、特に特定の時間枠内で（例えば、約２～約４日間の刺
激）細胞の生存率及び増殖に最大の効果を及ぼすことを示している。しかし、別の選択肢
としての刺激剤の組み合わせと時間枠でも、ＥＢＶによる不死化、又はその他の不死化剤
に同様の効果を与えることができる。
【０１０４】
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　刺激剤の組み合わせの細胞培地への添加は、抗体分泌細胞からの応答を向上させるのに
有用であることが分かっているのであれば、不死化フェーズの前、同時、又はそれに続い
て行うことができる（例：最初の細胞選別の直後に第一の刺激剤を添加し、数時間若しく
は数日後に第二の刺激剤を添加する）。
【０１０５】
　刺激剤は、希釈したストック液から直接細胞培地へ添加してもよく、又は、例えば、リ
ポソーム、若しくは刺激剤の取り込み及び免疫賦活活性を改善することができるその他の
化合物を用いて適切に製剤した後に添加してもよい（Ｇｕｒｓｅｌ　Ｉ　ｅｔ　ａｌ．，
２００１）。刺激剤は固体マトリックスに結合させることもでき（マイクロビーズ、又は
細胞培養プレート上に直接）、これによってより効果的な除去も可能になる。
【０１０６】
　特定の時間、本発明の方法の特定の工程において刺激剤を適用することの重要性に関す
る上述の考察から判断して、後の細胞培養条件下での不死化及び維持に悪影響が及ぶこと
を避けるために、抗体分泌細胞は、従って、刺激剤が効率的に除去されるような形で処理
されるべきである。
【０１０７】
　従って、細胞を新しい培地で１若しくは２回以上洗浄してもよく、そして、さらに希釈
して刺激剤による残存する影響を除去するために任意に通常の細胞培地中に維持してもよ
く（例えば、１日～６日間まで）、この悪影響は細胞培養物へ特定の化合物を添加するこ
とによっても阻害することもできる。
【０１０８】
　本発明の方法は、発現される抗体のアイソタイプに基づいてさらに選別された細胞に適
用され、この選別は細胞を刺激した後であって、該選別され刺激された細胞を不死化剤へ
曝露する前に行われる（すなわち、刺激フェーズと不死化フェーズの間）。
【０１０９】
　細胞のアイソタイプに基づく選別は、ポジティブ選別（特定の細胞が単離される）又は
ネガティブ選別（不要な細胞が除去される）の手段のいずれかを適用することで行うべき
である。例えば、医療用途に認可されているほとんどの治療用抗体がＩｇＧであることか
らして（Ｌａｆｆｙ　Ｅ　ａｎｄ　Ｓｏｄｏｙｅｒ　Ｒ，２００５）、刺激されたＩｇＧ
陽性細胞の集団のみをポジティブ選別するか（ＦＡＣＳ若しくは磁気セルセパレーターに
よる）、又は細胞の集団からＩｇＭを発現する細胞を除去することで選別し、結果として
ＩｇＧを発現する細胞を濃縮することができる。蛍光活性又は磁気セルセパレーターを用
いた抗体分泌細胞の分離技術は文献中で公知である（Ｌｉ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５
；Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。抗体分泌細胞の採取源及びその最
終用途に応じて、ＩｇＤ又はＩｇＡを発現する細胞の除去（若しくは濃縮）も所望される
場合がある。
【０１１０】
　同様の手法は、精密な選別が所望される場合は、特定のサブクラスに基づいた細胞の単
離にも使用することができる（例：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、又はＩｇＧ４抗体を
発現するヒトＢ細胞の区別）。
【０１１１】
　特定のアイソタイプを有する抗体を発現する細胞が選別され、刺激された集団は、ここ
でウイルス性の不死化剤を用いた不死化を行える状態となる。文献によると、不死化され
た抗体分泌細胞を得るために、抗体分泌細胞に対して、種々の不死化剤を、時には単一プ
ロセスにおいて組み合わせて使用することができる。
【０１１２】
　本発明の方法では、ウイルス性の不死化剤の中で、好ましくは、抗体分泌細胞に感染し
これを不死化するウイルスを用いるべきである。そのような好ましいウイルスは一般にリ
ンパ球向性ウイルスとして知られており、ガンマヘルペスウイルスに属する。このファミ
リーに属するウイルスは、種特異的な形でリンパ球に感染し、リンパ球増殖性疾患及びい
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くつかの悪性腫瘍の発生と関連している（Ｎｉｃｈｏｌａｓ　Ｊ，２０００；Ｒｉｃｋｉ
ｎｓｏｎ　Ａ，２００１）。
【０１１３】
　ＥＢＶ（エプスタイン－バーウイルス、ヘルペスウイルス４型としても知られる）、及
びＨＨＶ－８（ヒトヘルペスウイルス８型、ＫＳＨＶ、カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス
としても知られる）はヒトリンパ球に感染しこれを不死化する。お互いにいくつかの共通
の遺伝的特徴を保存し、種々の哺乳類宿主細胞内で類似の病原性の影響をもたらすその他
の発癌性でリンパ球向性のヘルペスウイルスとしては、ＭＨＶ－６８（マウスヘルペスウ
イルス６８型）、ＨＶＳ（リスザルヘルペスウイルス）、ＲＲＶ（アカゲザルラジノウイ
ルス）、ＬＣＶ（霊長類リンフォクリプトウイルス）、ＥＨＶ－２（ウマヘルペスウイル
ス２型）、ＨＶＡ（クモザルヘルペスウイルス（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ　Ａｔｅｌｅｓ
））、及びＡＨＶ－Ｉ（ウシカモシカヘルペスウイルス１型）がある。本発明の方法がそ
のような哺乳類から得られた抗体分泌細胞に適用される場合は、これらのウイルスを使用
することができる。
【０１１４】
　しかし、完全な形のウイルスだけがＢ細胞を不死化できるのではなく、そのような特定
のウイルス及びその他のウイルスから得られた特定のウイルスタンパク質を含む組換えＤ
ＮＡコンストラクトを用いたＢ細胞の不死化も成功している（Ｄａｍａｎｉａ　Ｂ，２０
０４；Ｋｉｌｇｅｒ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８）。ウイルス遺伝子を含む類似のベク
ターを細胞内へ、時にはレトロウイルスシステム又はウイルス様粒子を利用して、そのよ
うな粒子を形成するための形質導入に必要な因子すべてを提供するパッケージング細胞系
列内へ形質導入することができ、これも本発明の方法に使用することができる。
【０１１５】
　不死化フェーズは、実施例では長めの不死化フェーズが細胞の生存率にとって有害とな
り得ることが示されているが、１時間から数時間の間、最大でも２－４日までの間継続す
ることができ、少なくともＥＢＶの場合は、抗体分泌細胞を提供するリンパ芽球のポリク
ローナル集団を確立（大型の生存細胞、顕微鏡及び／又はＦＡＣＳで測定；図９を参照）
するには、４時間が十分な時間であろう。
【０１１６】
　実施例では、ヒトＢ細胞をまずＣＤ２２の発現によって選別し、適切な時間（約２日～
約４日間）、適切な刺激剤の組み合わせ（ＣｐＧ２００６及びＩＬ－２）で刺激し、最後
に好ましいアイソタイプ（ＩｇＧ陽性若しくは濃縮；ＩｇＭ陰性若しくは除去）に基づい
て選別した場合、ＥＢＶの上清を用いることでヒトＢ細胞を効率的に不死化できることを
示している。
【０１１７】
　Ｂ細胞のＥＶＢの媒介による不死化は、主たるＥＢＶ受容体と考えられる細胞表面受容
体ＣＤ２１の発現が必要である。ＣＤ２１はほとんどのＢ細胞亜集団に存在し、ＣＤ１９
及びＢ細胞抗原受容体と複合体を形成することによってＢ細胞の応答を制御している（Ｆ
ｅａｒｏｎ　Ｄ　ａｎｄ　Ｃａｒｒｏｌｌ　Ｍ，２０００）。しかし、ＣＤ２１は、細胞
の著しい活性化に続いて形質細胞へ変換されるに従って、細胞表面から失われる。従って
、ＥＢＶで細胞を変換する能力は、Ｂ細胞刺激剤の添加によって促進することができるが
、ＥＢＶの高い効率での不死化が可能になるよう、ＣＤ２１が細胞表面に維持される条件
としなければならない。
【０１１８】
　本発明は、抗体分泌細胞の不死化された集団をいかに効率よく得ることができるかを示
す。実際、選別され、不死化されたＢ細胞が濃縮された細胞培養集団は、溶解状態ではな
く潜伏状態のＥＢＶウイルスによって不死化された場合に成長する能力を維持しつつ、有
用な治療用抗体を産生する傾向が高い。Ｂ細胞を刺激してＩｇＧを分泌させることができ
る他の方法とは異なり、この不死化のプロセスにより、集団を高い増殖性及びＩｇＧ分泌
能の状態に「捕獲」することができる。不死化Ｂ細胞の集団の上清は、所望の活性を有す
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る抗体の存在について分析することができる。不死化Ｂ細胞の集団は、その後クローン化
して抗体分泌細胞のクローンを単離し、抗体遺伝子を単離する分子的手法にかけるか、又
は今後の分析のために凍結保存することができる。
【０１１９】
　ＥＢＶの媒介による不死化は、ＥＢＶによって発現されたタンパク質によるＢ細胞の不
死化、及びこれに続くＥＢＶと宿主細胞のタンパク質との間の相互作用によって制御され
る不死化が関与する、複雑なプロセスである（Ｓｕｇｉｍｏｔｏ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，２
００４；Ｂｉｓｈｏｐ　Ｇ　ａｎｄ　Ｂｕｓｃｈ　ＬＫ，２００２）。実際、特定のＥＢ
Ｖタンパク質及びＥＢＮＡ２、ＥＢＮＡ１、ＬＭＰ２、ＬＭＰ１、又はＥＢＥＲなどの転
写物の発現を測定することによって、この不死化のプロセスを追跡することができる（Ｔ
ｈｏｒｌｅｙ－Ｌａｗｓｏｎ　ＤＡ，２００１）。これらのタンパク質は、ＰＣＲ、免疫
蛍光法、ウエスタンブロット、又は感染細胞中のＥＢＶのＤＮＡ及びタンパク質を検出で
きるその他の方法によって検出することができる（Ｓｃｈｌｅｅ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，２
００４；Ｐａｒｋ　ＣＨ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｈｕｍｍｅ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，２
００３；Ｋｏｎｉｓｈｉ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｈａａｎ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，
２００１）。
【０１２０】
　細胞培養物へ添加するＥＢＶの上清の量は、文献に一般的に示される量（１０％、２０
％、３０％、若しくはそれ以上）でよいが、ＥＢＶの上清の量は比較的多く（５０％　Ｖ
／Ｖ）しかし曝露時間は比較的短い（約４～約２４時間）という条件下で、この方法を適
切に実施できると思われる。
【０１２１】
　しかし、ウイルス性の不死化剤は、例えば、洗浄及び新しい細胞培地中での細胞の集団
の培養などによって除去することが重要である（刺激剤について述べた内容と同様）。
【０１２２】
　本発明の方法で用いることができるＥＢＶの上清は、一般的な技術を用いて作製するこ
とができ、ヒト若しくはげっ歯類の細胞培養物をＥＢＶの研究用株、部分的に欠失した株
、若しくは組換え株（並びに、ミニＥＢＶ、及びその他のＥＢＶを基にしたベクター）の
いずれかで感染させ、感染した細胞をＥＢＶが濃縮された上清から分離する（Ｓｐｅｃｋ
　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｏｈ　ＨＭ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｂａｓｓ　Ｈ　
ａｎｄ　Ｄａｒｋｅ　Ｃ，２００４；Ｒａｄｏｎｓ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；ＵＳ
５７９８２３０）。
【０１２３】
　実施例に示した実験結果は、他の不死化剤に類似の手法を用いることができることを示
唆している。抗体分泌細胞を生物学的サンプルから及び細胞培養条件下で精製する選別手
段と、上記で明らかにした刺激剤と、何時間から何日という範囲内に維持される刺激フェ
ーズ（しかし、常に不死化フェーズとは区別される）との組み合わせを適切に行うことに
よって、ＥＢＶだけでなく、腫瘍ウイルスによる感染及び／又は癌遺伝子による形質転換
などその他のウイルス性の不死化剤で媒介される不死化も改善することができる。
【０１２４】
　ウイルス性の不死化剤を細胞培養物から除去した後、得られた細胞の集団は、特に、生
存可能で増殖するリンパ芽球が濃縮（その他の方法を比較して）されており（図９参照）
、これには、オリゴクローナル及びモノクローナル細胞培養物を確立するための使用に適
さないだけでなく、選別され、刺激された細胞の成長、繁殖、及び／又は抗体分泌に悪影
響を及ぼすことのある物質（サイトカイン、反応性酸素中間体など）を細胞培地中で放出
する死細胞や分化細胞が含まれていない。
【０１２５】
　この意味で、本発明の方法に従って得られた細胞のポリクローナル集団、並びにそのよ
うなポリクローナル集団を分割することによって得られたオリゴクローナル又はモノクロ
ーナル集団（不死化された抗体分泌細胞を含む）は、特に有用である。
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【０１２６】
　これらの細胞の集団は、特に抗体の単離、特性決定、及び産生に関連する一連の用途に
使用することができる。
【０１２７】
　例えば、１若しくは２種類以上の特定のアイソタイプの抗体をコードするＤＮＡ配列を
含むＤＮＡライブラリーであり、ここで該ライブラリーは、これらの細胞の集団から単離
された核酸を用いて作製される。免疫した動物又はハイブリドーマに関する文献に記載の
ように、一般的な分子生物学的技術を用いて、サンプル中に存在する抗体をコードするす
べての配列の、全体若しくは一部分のみ（例：抗原を結合する可変領域のみ）を、特異的
に（必要であれば）逆転写及び増幅するｍＲＮＡ又はゲノムＤＮＡを、これらの配列をス
クリーニングにかける組換えタンパク質として発現させることを目的として、細胞のサン
プルから抽出することができる（Ｇｉｌｌｉｌａｎｄ　ＬＫ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；
Ｌｉｇｈｔｗｏｏｄ　Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。
【０１２８】
　従って、本発明の方法は、所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノクロ
ーナル抗体を識別し、作製するために用いることができる細胞の集団、細胞の培養物、細
胞培養物の上清、及びＤＮＡライブラリーを提供する。
【０１２９】
　別の選択肢として、そのような生物由来物質は、個体から提供された抗体分泌細胞から
得られた場合、これを用いて、自己抗原若しくは異種抗原、ウイルス、バクテリア細胞、
トキシン、寄生虫、又はワクチンに対するアイソタイプに特異的な特定の個体の免疫反応
の特徴を特定することができる（例えば、個体の中で、一般的に産生される抗体及び／又
は免疫システムによって一般的に認識される抗原の識別）。
【０１３０】
　そのような生物由来物質（すなわち、本発明の、細胞の集団、細胞の培養物、細胞培養
物の上清、及びＤＮＡライブラリー）が広く使用され、安定（凍結サンプルとして）であ
ることから、これを、所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノクローナル
抗体を識別及び作製するためのキットに含めることができる。例えば、キットの使用者は
、実験室において、所望の性質を有するモノクローナル抗体について、細胞培養物の上清
、又はＤＮＡライブラリーのグループのスクリーニングを行うことができる。
【０１３１】
　本発明は、上述の方法で得られる不死化された抗体分泌細胞のポリクローナル集団を提
供する。これらの細胞の集団は、所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有するモノ
クローナル抗体を分泌する細胞培養物を作成する方法に用いることができ、この方法は以
下の工程を有する：
　ａ）請求項５に記載の細胞の集団、又は請求項６に記載の細胞培養物を、各々が５０若
しくは５１個以上の細胞を含む細胞培養物に分割する工程；
　ｂ）前記の細胞培養物の上清をスクリーニングして、所望の抗原結合特異性及び／又は
生物活性を示すものを検出する工程；
　ｃ）所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を示す細胞培養物を、細胞培養物又は集
団に分割する工程；
　ｄ）各々が、細胞培養物の上清中で所望の抗原結合特異性及び／又は生物活性を有する
モノクローナル抗体を分泌する１若しくは２個以上の細胞培養物となるまで、工程（ｂ）
及び（ｃ）を前記細胞培養物に対して繰り返す工程。
【０１３２】
　別の選択肢として、これらの細胞の集団は、所望の抗原特異性及び／又は生物活性を有
するモノクローナル抗体を分泌する細胞培養物を作製するための方法に用いることができ
、この方法は以下の工程を含む：
　ａ）請求項６に記載の複数の集団によって得られた細胞培養物の上清をスクリーニング
して、所望の抗原特異性及び／又は生物活性を有する抗体を分泌する１若しくは２個以上
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の細胞培養物を検出する工程；
　ｂ）上清中で前記の活性を示す各細胞培養物によって分泌された抗体の配列を特定する
工程；
　ｃ）そのような活性を持つ細胞培養物の上清中でモノクローナル抗体を分泌する細胞培
養物を単離する工程。
【０１３３】
　そのような方法を正しく実行するためには、細胞のポリクローナル、オリゴクローナル
、及びモノクローナル集団を、その性質、特に、細胞培養物の上清中で分泌する抗体の抗
原結合活性及び／又は機能活性に関する性質を測定するために、適切な細胞培養条件下で
維持しなければならない。
【０１３４】
　この意味で、不死化された抗体分泌細胞の生存率、増殖、及び抗体分泌を支持するため
に、不死化フェーズ後の細胞培養条件の選択は特に重要である。
【０１３５】
　この点で、細胞培養条件の選択は、オリゴクローナル及びモノクローナル細胞培養物を
確立し、選別し、増殖させる決定要因となり得る。この目的のために、抗体分泌細胞のプ
ールを、１又は２種類以上のＢ細胞の増殖を刺激する剤を含む細胞培地中に維持してもよ
い。
【０１３６】
　ＥＢＶの媒介による不死化の場合、細胞の生存率、増殖性、及びＩｇＧ産生を高めるた
めに、ＥＢＶの感染は潜伏段階で維持するべきである。しかし、過去にレビューされてい
るように（Ｊａｍｅｓ　Ｋ　ａｎｄ　Ｂｅｌｌ　Ｇ，１９８７）、特定の細胞培養条件を
選択することで、クローン化効率を高め、対象であるモノクローナル細胞培養物の選別を
促進することができる。
【０１３７】
　第一の重要な局面は、低密度で細胞が培養される場合に、不死化フェーズに続く抗体分
泌細胞の培養に用いられる支持細胞層である。支持細胞層は、照射非／同種異系末梢血液
細胞製剤、リンパ芽球様若しくは線維芽細胞系列、臍帯血リンパ球、又は様々な種類の胚
性細胞から構築することができる。そのような性質を有する細胞系列の例としては、Ｂ細
胞の成長と増殖を効率的に支持する変異ＥＬ４胸腺種細胞系列である、ＥＬ４－Ｂ５があ
る（Ｉｆｖｅｒｓｅｎ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３；Ｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７
）。
【０１３８】
　第二の重要な局面は、細胞を、容器を用いて培養物中にいかに維持するかである。静置
培養（ウェル、若しくはフラスコ中）、均一懸濁培養（連続撹拌反応器、若しくはローラ
ーボトル中）、又は固定培養（中空繊維、若しくはその他の支持体上）を含む種々の手順
及び物質を使用することができる。
【０１３９】
　第三の重要な局面は、本発明の方法を実施する場合と不死化フェーズ後に細胞を培養す
る場合の両方において、細胞の生存率と増殖を維持するための細胞培地の選択である。特
に、後者の期間おいて、オリゴクローナル細胞培養物のように低細胞密度で播種された場
合でも、細胞培地（ＩＭＤＭ、又はＲＰＭＩ－１６４０など）の選択、及び細胞の栄養分
（例：アミノ酸、血清）の選択は、細胞の集団の増殖及び複製を促進するために重要であ
る。
【０１４０】
　最後に、第四の重要な局面は、上記にまとめたような刺激フェーズに用いられるものの
いずれか（例：ＣｐＧを基にしたオリゴヌクレオチド、インターロイキン）、又は、４－
ヒドロキシノネナール（Ｒａｎｊａｎ　Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）、チオレドキシン
類（Ｗｅｎｄｅｌ－Ｈａｎｓｅｎ　Ｖ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４）、可溶性ＣＤ４０リガ
ンド若しくはＣＤ４０に対するアゴニスト抗体（ＷＯ９１／０９１１５；ＷＯ９４／２４
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１６４；Ｔｓｕｃｈｉｙａｍａ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｉｍａｄｏｍｅ　Ｋ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００３）、若しくはシクロスポリン（Ｔａｎｎｅｒ　ＪＥ　ａｎｄ　Ｍｅ
ｎｅｚｅｓ　Ｊ，１９９４；Ｃｈｅｎ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）などの、特にＥＢ
Ｖによる不死化の後に、不死化された抗体分泌細胞に類似の増殖促進効果を有することが
知られているその他の化合物のいずれか、などの特定のＢ細胞増殖促進剤を細胞培地へ添
加することである。
【０１４１】
　Ｂ細胞増殖促進剤の選択、並びにこの促進剤を適用する期間（例：細胞の不死化直後の
数日のみ）の選択は、後に使用するスクリーニングアッセイの種類にも依存する。このよ
うな促進剤が、細胞に基づくアッセイの場合、標的細胞の応答を変化させることによる妨
害を起こすことがある場合、その特定の促進剤が細胞培地から除去されるか又は置換され
ない限り、細胞培養物の上清を直接アッセイに使用することはできない。別の選択肢とし
て、抗体を、少なくとも部分的に細胞培養物の上清から精製することができる（例：タン
パク質析出、透析、及び／又は親和性精製）。しかし、細胞のプールを播種した後は、で
きるだけ早くスクリーニングアッセイを実施して、スクリーニングアッセイで問題を引き
起こさない適切な条件の確立、細胞の洗浄、又は細胞培地の交換により、Ｂ細胞増殖促進
剤（又は、細胞培養物の上清に存在するその他の要素）を除去する必要がないことが好ま
しい。
【０１４２】
　抗体産生細胞は、本発明の方法に従って単離され、刺激され、そして不死化され、その
後、各々が細胞の集団を代表するいくつかのプールに分離されて別々に培養されるまで（
例：６－、１２－、２４－、３２－、若しくは９６－ウェルプレート中で）、様々な日数
の間（例：１～１０日まで、若しくは２－４週間などのより長い期間）バルク培養物とし
て保存することができる。
【０１４３】
　細胞培養条件下で維持されるこの細胞のバルクポリクローナル集団は、ドナーの選別の
ためにすでに血清に対して実施されたアッセイ、又は細胞の今後の用途に対して適切なそ
の他のアッセイを用いて分析し、細胞の存在を確認することができる。さらに、細胞のポ
リクローナル集団の一定分量をいくつかのバイアルに収容して凍結細胞として保存（樹立
哺乳類細胞系列に対して一般的に行われるように）することができ、これは後に解凍され
、再び培養される。
【０１４４】
　細胞のプールは複数であり、１０から数百まで（若しくは、実施例３に示すように数千
）であってよく、各々が統計的に１０、１０2、１０3、１０4、１０5個、又はそれ以上の
細胞を含有する。実施例では、抗体を分泌する細胞培養物を、統計的に５、２０、５０、
及び１００個の細胞を含有する集団を出発物質として、いかに確立することができるかを
示している。種々の日数の後（例：１～１０日まで、若しくは２－４週間などのより長い
期間）、これらの細胞のプールでは、例えば、細胞培養物の上清を（直接、若しくはそこ
に含まれる抗体を部分的に精製した後）細胞に基づいた、又はその他の結合アッセイに用
いることによる特性決定に十分な量の抗体が分泌されたはずである。
【０１４５】
　少なくとも１０3、１０4、又は１０5個の細胞を含む細胞培養物は、市販のＥＬＩＳＡ
キットで容易に測定することができ、類似のインビトロ分析を実施するのにおおよそ十分
である量の抗体を分泌することができ、抗体は細胞培養物の上清に蓄積される（例：全体
で１～３００μｇ／ｍｌ、若しくはそれ以上）。さらに、１０5、１０4、１０3個、又は
それ未満の細胞があれば、これらの細胞からの関連ｍＲＮＡの抽出、増幅、クローン化、
及び配列決定により、分泌された抗体の配列を得るのに十分である（実施例３に示すよう
に）。
【０１４６】
　従って、段階希釈した培養物の上清、若しくは部分的に精製した抗体製剤（例：タンパ
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ク質Ａカラムによる親和性クロマトグラフィーで得られたもの）の平行実験による用量反
応分析を場合によっては用いて、所望の活性を示す陽性のウェルを識別するために、細胞
培養物の上清の一定分量を、高い処理量でその結合及び／又は機能活性についてスクリー
ニングすることができる。
【０１４７】
　次に、陽性である細胞のプール（すなわち、所望の抗原特異性及び／又は生物活性を示
すもの）を用いて新たに一連の細胞のプールを作製することで、スクリーニングをさらに
細胞培養物のレベルにまで限定し、その結果として、少なくとも最初のスクリーニングア
ッセイのレベルで、所望の特異性と活性を有するモノクローナル抗体を分泌する細胞培養
物を単離することができる。選別されたモノクローナル抗体は、次に、Ｂ細胞に適用可能
な組換えＤＮＡ技術を用いてＥＢＶで不死化された安定なクローンから単離した後、他の
さらに厳しい機能アッセイを用いて再分析し、アイソタイプ及びＶＨ／ＶＬ配列のレベル
での特性決定を行うべきである。
【０１４８】
　この最初の特性決定により、適切なモデル及び臨床実験を用いて得られたさらなるデー
タと組み合わされた場合、前記の上清から精製された（若しくは、組換えタンパク質とし
て後で発現された）モノクローナル抗体が診断及び／又は治療用途を有するかどうかの識
別が可能となる。特に、本発明の方法で不死化された元々の細胞の集団がヒトＢ細胞のＩ
ｇＧ陽性の集団であった場合、このモノクローナル抗体は、ヒトの感染症及び疾患を治療
するために直接使用することができるヒトモノクローナルＩｇＧ抗体である。
【０１４９】
　抗体産生のスケールアップは、選択された抗体の全Ｈ鎖及びＬ鎖（若しくは、それらの
抗原結合領域のみ）をコードするクローン化された配列が、ベクターを用いてクローン化
され、組換えタンパク質として発現される哺乳類、バクテリア、又は植物の細胞システム
を用いて実施することができる。
【０１５０】
　本発明の方法は、例えば、元々の抗体分泌細胞のポリクローナル集団、及び抗体分泌細
胞のオリゴクローナル又はモノクローナル細胞培養物から得られた細胞培養物の上清をス
クリーニングすることによって特定できる所望の抗原特異性及び／若しくは生物活性に基
づいて単離することができる、抗体分泌細胞の不死化されたオリゴクローナル及びモノク
ローナル細胞培養物を提供する。そして、これらの細胞を用いて、所望の抗原特異性及び
／若しくは生物活性を有するモノクローナル抗体を識別し、作製することができる。この
目的のために、特定の技術が自動化に適しており、いくつかのモノクローナル細胞培養物
からの抗体産生の処理量が大幅に高められる（Ｃｈａｍｂｅｒｓ　Ｒ，２００５）。
【０１５１】
　細胞培養物の上清及び精製された製剤に用いるスクリーニングアッセイは、対象である
抗体を可能な限り最も高い精度で検出するように選択し、確立するべきである。スクリー
ニングアッセイは、適切なポジティブ及びネガティブコントロール（例：他のスクリーニ
ング由来の、若しくは市販の他の抗体）を含み、有するべきであり、抗体の所望の用途（
例：診断、治療、若しくは予防用途）にとって適切な濃度範囲での結合及び／又は機能活
性を測定するのに十分な感度も有するべきである。
【０１５２】
　例えば、抗体が治療用化合物として使用されると考えられる場合は、アッセイは、１０
０、１０、又は１μｇ／ｍｌ（若しくはそれ未満）の抗体濃度で重要な活性を検出可能で
あることが示されているものであるべきである。しかしながら、この初期の段階での抗体
の特性決定では、治療に有用な活性をある程度予想するだけであれば、アッセイで測定さ
れた活性の感度で通常は十分である。精製された、又は組換えられたＩｇＧに対するさら
なるアッセイは、治療効果、及びそれに関連する投与される可能性のある投与量に関して
もっと厳密なものである。
【０１５３】
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　スクリーニングアッセイは、抗体に求められる抗原結合特異性及び／又は生物活性を特
定するように確立されるべきであり、精製され、抗原との相互作用の特異性、又は細胞、
組織、ウイルス、若しくは動物モデルへの影響を実証する、細胞に基づいた、又は生化学
的なアッセイに含まれる自己／同種異系抗原（ヒト、哺乳類、バクテリア、ウイルス、寄
生虫、有機、化学的、及びその他の抗原性／アレルゲン性化合物）を利用することができ
る。
【０１５４】
　別の選択肢として、細胞又は組織などの複雑で生物学的な、未精製の標的（例：内皮細
胞内の遊走、腫瘍細胞の増殖、など）に対する抗原結合特異性及び／又は生物活性を特定
するためのアッセイを確立することもできる。
【０１５５】
　細胞のポリクローナル集団、又はより適切にオリゴクローナル集団に対して細胞培養条
件下で実施されるこれらのアッセイの結果を用いて、凍結バイアル中に保存するか、又は
、１若しくは２種類以上の特定のアイソタイプの抗体をコードするＤＮＡ配列を含むＤＮ
Ａライブラリーを構築するのに用いるべき集団を選択することができる。
【０１５６】
　モノクローナル抗体の特定の用途に適切な場合があり、その抗体の正確で処理量の高い
特性決定も可能とするインビボでの抗体のスクリーニング技術がいくつか、文献に記載さ
れている。免疫沈降法、ウエスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、及び免疫蛍光法などのより古
典的な技術と共に、より工夫された手法は、効果的なスクリーニングアッセイのために、
小さい器官細胞／器官培養物、チップ、又は多色のナノ粒子を利用している（Ｂｒａｄｂ
ｕｒｙ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｈａａｂ　ＢＢ，２００５；Ｌａｌ　ＳＰ　ｅｔ
　ａｌ．，２００２；Ｏｌｉｖｏ　Ｐ，１９９６；Ｐｏｔｅｒａ　Ｃ，　２００５；ＷＯ
０５／８２９２６；ＷＯ０５／００３３７９；ＷＯ０５／８３０６４；ＷＯ０５／７６０
１３）。
【０１５７】
　抗体分泌細胞の採取源、及び、特定のモノクローナル細胞培養物の選別とモノクローナ
ル抗体の特性決定に用いられるスクリーニングアッセイに応じて、診断ツール（ウイルス
、バクテリア、若しくは寄生虫感染症、腫瘍、又は細胞分類用）として、予防若しくは治
療ツール（特に、悪性の感染症、免疫媒介若しくは炎症性障害の治療用、又は移植患者の
管理用）としてなど、免疫システム、及び臨床関連の抗原全般の検査のための、これらの
抗体の多くの異なる用途を想定することができる。従って、これらの抗体、特にヒトモノ
クローナル抗体を用いて、患者の治療のための薬物の製造、及びヒトの感染性、腫瘍性、
自己免疫性、又はアレルギー性疾患の診断のための、モノクローナル抗体又は抗体断片、
及び薬理学的に許容される担体を含む医薬組成物を調製することができる。
【０１５８】
　本発明は、モノクローナル抗体を作製する以下の工程を含む方法も提供する：
　ａ）上述の方法で作製された細胞培養物を増幅する工程；及び
　ｂ）前記の細胞培養物の上清からモノクローナル抗体を精製する工程。
【０１５９】
　特に、ＥＢＶによる不死化の明確な利点としては、分泌された抗体の最初の特性決定及
び確認を行った後、細胞培養物を直接用いて、インビトロ又はインビボアッセイ（さらな
る生化学的、組織若しくは細胞に基づくアッセイ、げっ歯類で確立された疾患モデル、親
和性測定のための生物物理学的方法、エピトープマッピング、など）によるさらに広範囲
の抗体の特性決定及び確認を行うのに十分な量の抗体（マイクログラム～ミリグラムの範
囲）を精製できるということである。
【０１６０】
　この目的の下、元々の細胞培養物は、該培養物のクローン性を制御した後、培地及び培
養条件を、細胞の増殖を維持して抗体の発現と分泌を改善するように適合させ、さらに最
適化することができる（Ｌｉｎｇ　Ｎ，２０００）。次に、文献に公知の親和性クロマト
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グラフィーを用いて複雑なタンパク質混合物から抗体を単離する技術を適用して、細胞培
養物の上清から抗体を精製することができる（Ｎｉｓｎｅｖｉｔｃｈ　Ｍ　ａｎｄ　Ｆｉ
ｒｅｒ　ＭＡ，２００１；Ｈｕｓｅ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）。抗体精製のための
これらの方法は、抗原若しくはエピトープに基づく親和性クロマトグラフィー（Ｍｕｒｒ
ａｙ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｓｕｎ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｊｅｎｓｅ
ｎ　ＬＢ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）によるものだけでなく、プロテインＡ、プロテイン
Ｇ、又は合成基質などの基質に対する抗体の一般的な親和性に基づくものとすることがで
きる（Ｖｅｒｄｏｌｉｖａ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｒｏｑｕｅ　ＡＣ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００４；Ｄａｎｃｚｙｋ　Ｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。その他の調製のため
の抗体の分離装置としては、例えば電気泳動に基づくなどによる工夫がされてきた（Ｔｈ
ｏｍａｓ　ＴＭ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。
【０１６１】
　明らかに、モノクローナル細胞培養物を用いて、適切な宿主細胞中での組換え抗体の発
現へ進む前に、ベクター中で増幅し、クローン化することによって、モノクローナル抗体
をコードするＤＮＡ配列を識別することができる。選別されたクローン細胞培養物によっ
て分泌された抗体のタンパク質配列は、これらの抗体をコードする核酸を文献に公知の組
換えＤＮＡ技術（Ｐｏｕｌ　ＭＡ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｊｏｖｅｌｉｎ　Ｆ　ｅｔ
　ａｌ．，１９９５；Ｈｅｉｎｒｉｃｈｓ　Ａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｄａｔｔａｍ
ａｊｕｍｄａｒ　ＡＫ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ｎｏｒｄｅｒｈａｕｇ　Ｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９７；Ｃｈａｒｄｅｓ　Ｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｊａｒｒｉｎ　Ａ　ａ
ｎｄ　Ａｎｄｒｉｅｕｘ　Ａ，１９９９；Ｅｓｓｏｎｏ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）
を用いて単離することによって容易に決定することができる。
【０１６２】
　これらの技術を用いて、さらに治療用抗体の構造及び機能の特性決定、並びに最適化も
行うことができ（Ｋｉｍ　ＳＪ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）、又はモノクローナル抗体の
インビボでの安定な送達を可能にするベクターも作製することができる（Ｆａｎｇ　Ｊ　
ｅｔ　ａｌ．，２００５）。
【０１６３】
　簡単に述べると、ｍＲＮＡを細胞培養物から調製し、全Ｈ鎖及びＬ鎖、又はこれらの一
部のみ（可変領域など）を特異的に増幅するための縮重プライマーを含むポリメラーゼ連
鎖反応法（ＰＣＲ法）の鋳型として用いることができるｃＤＮＡライブラリーへ逆転写す
ることができる。可変領域（抗原結合を担う）のみを単離する場合、これらの配列はベク
ター中でクローン化することができ、これによってこの配列と所望のアイソタイプ（例え
ば、ヒトＩｇＧガンマ１）の定常領域（Ｆｃ）とが融合することができる。ＰＣＲ増幅さ
れたＤＮＡ断片は、組換えタンパク質として抗体を発現するために他のベクターへ適合さ
せ、再度クローン化することができるコード配列を配列するために、アダプター又は制限
酵素部位を用いて、ベクター中へ直接配列又はクローン化することができる。
【０１６４】
　細胞のポリクローナル、又はオリゴクローナル集団のｍＲＮＡを用いて、例えば、ファ
ージディスプレイライブラリー、バクテリアライブラリー、酵母ライブラリー、又はＤＮ
Ａ、特にはタンパク質をコードするＤＮＡの複製及び維持に用いることができるその他の
形の生物学的ライブラリーとして利用可能にすることができる、特定のアイソタイプの抗
体分泌細胞に特異的なｃＤＮＡライブラリーを構築することもできる。例えば、組換え抗
体配列のライブラリーを、１若しくは２種類以上の細胞のオリゴクローナル集団から抽出
されたｍＲＮＡを用いて作製することができ、これを用いてバクテリア又は真核生物の宿
主細胞中で抗体を産生させ、それから、所望の抗原特異性及び／又は生物活性を有する１
若しくは２種類以上の抗体を識別することを目的として、そのような抗体をスクリーニン
グすることができる。
【０１６５】
　クローン化と特性決定を行った後、抗体を原核生物（例：大腸菌；Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　
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Ｈ　ａｎｄ　Ｍｏｒｔｅｎｓｅｎ　Ｋ，２００５；Ｖｅｎｔｕｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０２）、植物（Ｍａ　ＪＫ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）、又は真核細胞、特に、一過性で
あるか安定である形質転換された細胞としての高レベルでの発現を可能にするヒト、げっ
歯類、若しくはその他の真核細胞系列（例：ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨＥＫ２９３）（Ｓｃｈｍ
ｉｄｔ　Ｆ，２００４）の中で組換えタンパク質として発現させることができる。これは
、抗体の特性決定が、インビボアッセイを含むより高度なアッセイを用いて実施しなけれ
ばならない場合に特に必要となるであろう。宿主細胞は、さらにクローン化モノクローナ
ル抗体の組換え発現レベルに基づいて選択することができる。
【０１６６】
　この目的の下に、クローン化抗体の配列を、ＰＣＲ法若しくはその他の組換えＤＮＡ技
術を用いて、ＤＮＡレベルのみ（例：制限酵素部位の除去若しくは添加、コドンの使用の
最適化、転写及び／若しくは翻訳制御配列の適合）、又はＤＮＡとタンパク質の両方のレ
ベル（例：他のタンパク質配列の添加、若しくは内部アミノ酸の修飾）で修飾することが
できる。さらに、これらの抗体に基づく断片（Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）’、若しくはＦ
（ａｂ）’’）、又は融合タンパク質を、組換えＤＮＡ技術を用いて作製することができ
る。
【０１６７】
　例えば、組換え抗体は、可変領域に融合される特定のＦｃ領域を選択することによって
（Ｆｕｒｅｂｒｉｎｇ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）、安定化ペプチド配列を添加する
ことによって（ＷＯ０１／４９７１３）、組換え単鎖抗体断片を生成することによって（
Ｇｉｌｌｉｌａｎｄ　ＬＫ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６）、又は化学修飾された残基に放射
性化学物質若しくはポリマーを添加することによって（Ｃｈａｐｍａｎ　Ａ　ｅｔ　ａｌ
．，１９９９）、構造及び／又は活性のレベルで修飾することもできる。
【０１６８】
　種々のベクター系を用いて、トランスフェクトされた細胞系列の安定なプールを作製す
ることができる（Ａｌｄｒｉｃｈ　ＴＬ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｂｉａｎｃｈｉ　Ａ
　ａｎｄ　ＭｃＧｒｅｗ　ＪＴ，２００３）。細胞培養条件の最適化のおかげで（Ｇｒｕ
ｎｂｅｒｇ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｙｏｏｎ　ＳＫ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）
、そして高レベルの抗体産生を行うクローンを選択し、又は遺伝子操作することによって
（Ｂｏｈｍ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｂｏｒｔｈ　Ｎ，２００２；Ｃｈｅｎ　Ｋ　
ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｂｕｔｌｅｒ　Ｍ，２００５）、組換え抗体の高レベルで最適
化された安定な発現が実現した（Ｓｃｈｌａｔｔｅｒ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｄ
ｉｎｎｉｓ　Ｄ　ａｎｄ　Ｊａｍｅｓ　Ｄ，２００５；Ｋｒｅｔｚｍｅｒ　Ｇ，２００２
）。
【０１６９】
　細胞培養物からの非／組換え抗体の精製は、文献で報告されていたり、簡潔に述べられ
ていたりする技術を用いて実施することができる（Ｈａｌｅ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００
４；Ｈｏｒｅｎｓｔｅｉｎ　ＡＬ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。しかし、臨床的な開発及
び使用は、抗体の薬物動態的及び薬力学的な特性決定（Ｌｏｂｏ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２
００４）、並びに、ヒトの治療及びインビボ診断用途のためのマウス、ヒト、及び遺伝子
操作したモノクローナル抗体の製造と品質管理に関する国際的要求事項（ＥＵＤＲＡ文書
３ＡＢ４ａ）の遵守に基づくべきである。
【０１７０】
　本発明を、これから、以下に示す実施例により説明するが、これらの実施例は、いかな
る意味においても本発明を制限するものとして解釈されるべきではない。
【実施例】
【０１７１】
実施例
実施例１：細胞培養条件下のＢ細胞の生存率及び増殖に対する、細胞を精製及び刺激する
方法の影響



(28) JP 5431730 B2 2014.3.5

10

20

30

40

50

材料と方法
ヒトＢ細胞の単離と維持
　新鮮な末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）を、Ｆｉｃｏｌｌ／Ｈｙｐａｑｕｅによる従来の
密度勾配遠心法で精製した。この後、実験によっては、異なる実験条件に対する応答の平
均を調べることと、ドナーの変動による違いを限定するために、単一ドナーからのＰＢＭ
Ｃ又は５名の異なるドナーからプールされたＰＢＭＣを用いて細胞をプロセッシングした
。
【０１７２】
　ヒトＢ細胞を、バリオマックス（ＶａｒｉｏＭＡＣＳ）技術（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉ
ｏｔｅｃ　Ｉｎｃ．）を製造元の説明に従って用い、免疫磁気セルソーティングによって
ＰＢＭＣから単離した。簡単に述べると、ＰＢＭＣを、０．５％のＢＳＡ（ウシ血清アル
ブミン）及び２ｍＭのＥＤＴＡ（エチレンジアミン－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸）を添
加したＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）中に懸濁し、マイクロビーズと抱合体形成した種々の
抗体（ＣＤ１９、ＣＤ２２、又はＣＤ２７に対する）と共にインキュベートした。それか
ら、マイクロビーズが結合した細胞を洗浄し、磁場を印加した状態でカラム（ＬＳカラム
；Ｍｉｌｔｅｎｙｉ、ｃｏｄ．３０－０４２－４０１）に通してポジティブ選別を行った
。次に、製造元（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　Ｉｎｃ．）の説明書に従って、ＭＡ
ＣＳマルチソート（ＭｕｌｔｉＳｏｒｔ）用分離試薬（ｒｅｌｅａｓｉｎｇ　ａｇｅｎｔ
）（２０μｌ／ｍｌ）を４℃で１０分間用い、細胞をマイクロビーズから分離した。
【０１７３】
　セルソーティングによるＩｇＭ陽性細胞のネガティブ選別、又はバリオマックス技術（
Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　Ｉｎｃ．）を用いたＩｇＧ陽性細胞の磁気選別により
、製造元の説明書に従って、ＩｇＧ陽性Ｂ細胞を得た。セルソーティングについては、Ｃ
Ｄ２２陽性Ｂ細胞（あらかじめ刺激を行ったもの、又は行っていないもの）を最適濃度の
抗ヒトＩｇＭ－ＦＩＴＣ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、ｎ．５５５７８２）と共
に、氷上で１時間インキュベートした。細胞はＰＢＳでよく洗浄し、それから、無菌条件
下で高速セルソーター（ＭｏＦｌｏ（登録商標）高速セルソーター（Ｈｉｇｈ－Ｐｅｒｆ
ｏｒｍａｎｃｅ　Ｃｅｌｌ　Ｓｏｒｔｅｒ））を用いて、ＩｇＭ陽性及びＩｇＭ陰性の細
胞へ選別した。
【０１７４】
　選別された細胞を、１０％（ｖ／ｖ）熱失活ＦＣＳ（ウシ胎児血清）、１ｍＭピルビン
酸ナトリウム、１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン、及び１００Ｕ／ｍｌペニシリンを
添加した細胞培地ＲＰＭＩ－１６４０中に懸濁、維持し、２４－ウェルプレート中、３７
℃、５％ＣＯ2の存在下で培養した。
【０１７５】
細胞培養物中のＢ細胞の刺激
　ＣｐＧ２００６（５’－ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴ－３’；
配列番号１）はＣｏｌｅｙ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｇｒｏｕｐより購入した。
組換えヒトインターロイキン２（ＩＬ－２）はＲｏｃｈｅから入手した。組換えヒトイン
ターロイキン４（ＩＬ－４）はＰｅｐｒｏｔｅｃｈから入手した。組換えヒトＣＤ４０リ
ガンド（１０８～２６１個のアミノ酸を含む可溶断片）はＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓより入
手した。スタフィロコッカスアウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
）のコワン株（Ｃｏｗａｎ　ｓｔｒａｉｎ）（ＳＡＣ）及びリポ多糖（ＬＰＳ）はＳｉｇ
ｍａより購入した。
【０１７６】
3Ｈ－チミジンの取り込みによるＢ細胞増殖の測定
　細胞（２×１０6／ｍｌ）を９６－ウェルプレート（５０μｌ／ウェル）に、示した培
養条件下で三つ組のサンプルとして播種し、3Ｈ－チミジン（ＮＥＴ－０２７Ｘ　チミジ
ン、メチル－3Ｈ；比活性２０Ｃｉ／ｍｍｏｌ；ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）を実験終了の
８－１６時間前に添加（０．５μＣｉ／ウェル）して標識した。3Ｈ－チミジンの取り込
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みは、細胞をガラス繊維フィルターに採取し、ベータカウンター（Ｗａｌｌａｃｈ　Ｉｎ
ｓｔｒｕｍｅｎｔ）を用いて計数することで測定した。
【０１７７】
ＦＡＣＳによる表面マーカー発現の分析
　細胞（３×１０5／サンプル）を、０．５％ウシ血清アルブミン含有ＰＢＳに懸濁し、
ＦＩＴＣで標識した、ＣＤ２２に対する選別したモノクローナル抗体と共に４℃で３０分
間インキュベートした。洗浄後、フローサイトメーターＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ及びソフ
トウエアＣｅｌｌＱｕｅｓｔ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を用いて蛍光を分析
した。モノクローナル抗体の結合活性のバックグラウンドは、アイソタイプに対応したネ
ガティブコントロールのモノクローナル抗体により算出した。分析した細胞数は１０００
０個であった。
【０１７８】
ＦＡＣＳに基づくセルソーティング
　細胞のソーティングは、高速セルソーターＭｏＦｌｏ（登録商標）高速セルソーター（
Ｄａｋｏ）を用いて行った。ＩｇＧ発現細胞のネガティブ選別は、抗ヒトモノクローナル
ＩｇＭ－ＦＩＴＣ（１０μｌ／１０6細胞；Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｃａｔ
．Ｎｏ．５５５７８２）、又は抗ヒトポリクローナルＩｇＭ－ＦＩＴＣ（２μｌ／１０6

細胞；Ｊａｃｋｓｏｎ、Ｃａｔ．Ｎｏ．３０９－０９６－０４３）と共に４℃で１時間イ
ンキュベートした細胞（１０7／ｍｌ）を出発物質として行なった。次に細胞を洗浄し、
ソーティング用のバッファー（５ｍＭのＥＤＴＡ、２５ｍＭのＨｅｐｅｓ、及び１％のＦ
ＣＳを含有するＰＢＳ）中に懸濁した（１０－２０×１０6／ｍｌ）。形態パラメーター
に基づいて細胞をゲートした（Ｒ１）。ＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞は領域Ｒ１内に
選別された。
【０１７９】
結果
　Ｂ細胞の精製及び刺激の種々の手法が細胞培養条件下における細胞の生存率及び増殖に
与える影響に関する比較に基づいた情報は、文献には少ない。
【０１８０】
　インターロイキン２（ＩＬ－２）は、細胞培養物中におけるこのサイトカインの一次ヒ
トＢ細胞に対する増殖促進効果がよく分かっていることから（Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ　Ｊ
　ａｎｄ　Ｒｏｕｓｓｅｔ　Ｆ，１９９２）、対照化合物として使用した。まず、表面上
におけるＣＤ２２の表面発現に基づいてヒトＰＢＭＣから精製し、次に、公知のポリクロ
ーナルＢ細胞刺激剤であるＣｐＧ２００６、リポ多糖（ＬＰＳ）、可溶性ＣＤ４０リガン
ド（ＣＤ４０Ｌ）、及びスタフィロコッカスアウレウスのコワン株（ＳＡＣ）によって共
刺激を施した一次Ｂ細胞を用いて比較を行った。
【０１８１】
　４日間の3Ｈチミジン取り込みアッセイにおいてＩＬ－２と共にＬＰＳ，ＳＡＣ、及び
ＣＤ４０Ｌを添加した場合は、細胞増殖に関して正の用量反応が測定された。しかし、文
献に一般的に記載されている濃度（Ｂｅｒｎａｓｃｏｎｉ　Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３
；Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）で添加したＣｐＧ２００６との組み
合わせでは、この化合物は、ＩＬ－２と組み合わされた場合、細胞培養物中でＢ細胞の増
殖を誘起する著しく高い能力を有することが示された（図２）。ＣｐＧ２００６とＩＬ－
２との組み合わせで得られたのと同様の増殖誘起効果は、このアッセイで可溶性ＣＤ４０
Ｌ（少なくとも０．５μｇ／ｍｌの濃度）を別のサイトカインであるＩＬ－４（少なくと
も２０ｎｇ／ｍｌ）と組み合わせた場合の結果でも得られ、このことは、最適な動態とＩ
ｇＧ分泌への影響が明らかになれば、この化合物の組み合わせを本発明の方法における刺
激剤として使用することができることを示唆している。
【０１８２】
　ＩＬ－２とＣｐＧ２００６との組み合わせで確認された効果の度合いから判断して、０
から２．５μｇ／ｍｌまでのＣｐＧ２００６の濃度範囲を用い、ＩＬ－２の濃度は一定に
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維持した状態で、最適なＢ細胞の増殖と芽球化に対するＣｐＧ２００６の滴定を行った。
【０１８３】
　ＣｐＧ２００６に誘起されるＣＤ２２陽性ヒトＢ細胞の著しい増殖が、０．１５μｇ／
ｍｌという低い濃度において検出され、０．３μｇ／ｍｌで定常状態に達した（図３Ａ）
。生存細胞と芽球細胞（高前方散乱である大型細胞）の割合について同じ細胞の集団をＦ
ＡＣＳで分析したところ、最適なＣｐＧ２００６の濃度はわずかに高め（０．６から１．
２５μｇ／ｍｌの間）と見られ、これは、芽球細胞の割合がこの濃度で高くなるからであ
る（図３Ｂ）。
【０１８４】
　このＣｐＧ２００６／ＩＬ－２の組み合わせに関する結果は、ＣｐＧ２００６によるＢ
細胞の刺激効果を１μｇ／ｍｌよりも低い濃度で得ることができるというこれまでの結果
を確認すると同時に、刺激されたＣＤ２２陽性Ｂ細胞の増殖と芽球化を、ある範囲のＣｐ
Ｇ２００６濃度（０．３－１μｇ／ｍｌ）で得ることができることを示している。
【０１８５】
　これらの実験において、ＩＬ－２は一定の濃度（１０００Ｕ／ｍｌ）で添加したが、Ｃ
ｐＧ２００の濃度を一定として、種々のＩＬ－２濃度での同様の用量反応を行い、ＣｐＧ
２００６の存在下でのヒトＢ細胞の増殖と芽球化を誘起することができるＩＬ－２の最適
濃度をさらに明らかにすることができる。引き続いて行った実験でも、ＩＬ－２を１００
Ｕ／ｍｌ～１０００Ｕ／ｍｌの間の濃度範囲で用いることが可能であることが示された。
【０１８６】
　従って、ポリクローナルＢ細胞の刺激剤の選択に加えて、特定の化合物を（単独で、若
しくは組み合わせて）用いるべき濃度の決定も、細胞の増殖に所望の効果を得るために重
要である。ＣｐＧ２００６に基づく活性化剤とサイトカインとに対するＢ細胞の応答性及
び増殖性が、ＣＤ１９／ＣＤ２７陽性細胞に対して示された（Ｂｅｒｎａｓｃｏｎｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００２；Ｊｕｎｇ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）。しかし、文献に公知
のＢ細胞の生存率に対するＣｐＧ２００６の悪影響（Ｈａｒｔｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，
２０００；Ｋｌｉｎｍａｎｎ　Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ｆｅａｒｏｎ　Ｋ　ｅｔ　
ａｌ．，２００３）の少なくともいくつかは、特定の条件、濃度、及び化合物の組み合わ
せを適用することによって軽減されると考えられる。
【０１８７】
　生物学的サンプルから一次Ｂ細胞を精製する方法は、これらの一次Ｂ細胞の生存率及び
増殖能力が、細胞培養条件及びインビトロでの刺激剤の存在下での処置によって危うくな
ることのないようなプロセスを確立するために考慮すべきさらなる要素となり得る。
【０１８８】
　例えば固体支持体を用いるなどのヒトＢ細胞のポジティブ選別に有用であるとして主に
文献に記載されているのは、２種類の表面マーカー、ＣＤ１９及びＣＤ２２である。ＩＬ
－２とＣｐＧ２００６を組み合わせた刺激プロトコルが、ＣＤ１９又はＣＤ２２に特異的
なマイクロビーズで精製されたヒトＢ細胞に適用された。
【０１８９】
　ＦＡＣＳに基づく細胞の生存率及び芽球化の分析を、刺激の前と後に行った。この細胞
精製に対する二つの手法を比較すると、精製の直後は、細胞のＣＤ２２陽性集団はＣＤ１
９陽性集団よりも均一であることが明らかに示された（図４Ａ）。この精製手法に対する
細胞の反応は刺激の４日後がより明らかであり（図４Ｂ）、ＣＤ２２陽性集団は、ＣＤ１
９陽性集団に比べて生存細胞の度数が高く、大型で活性な細胞の占める割合がかなり大き
い。ＣＤ１９ではなくＣＤ２２に特異的な抗体を担持させたマイクロビーズで精製したＢ
細胞の生存率が高くなったのは、この二つの異なる選別手段によってもたらされた、これ
らの細胞の増殖能力に対する下流効果が異なることが原因であろう。
【０１９０】
　さらに、ＣＤ２２陽性Ｂ細胞は、ＩｇＧ発現細胞、又はＣＤ２７陽性メモリーＢ細胞な
どのその他の適切なＢ細胞サブセットのポジティブ選別のためのマイクロビーズなど、さ
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らなる選別手段を適用することによって、選別し、刺激することができる。
【０１９１】
　細胞の刺激と選別の両方の選択した手段が細胞の生存率及び増殖に影響を及ぼすことが
分かると、関与する可能性のあるさらなる要素は、ＩＬ－２及びＣｐＧ２００６の単独の
又は組み合わせた刺激に対するＣＤ２２陽性ヒトＢ細胞の細胞生存率及び増殖反応の動態
である。
【０１９２】
　細胞生存率及び増殖は、刺激開始後２、４、及び６日後に測定し、ＣｐＧ２００６（１
μｇ／ｍｌ）及びＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）の組み合わせ効果により独特の動態を見
せることが示された。ＣｐＧ２００６単独で誘起された3Ｈ－チミジンの取り込みの最大
は、培養の２日目に早くも観測され、その後は減少している。ＩＬ－２単独に対する細胞
増殖反応の動態はもっとゆっくりしたものであり、培養の６日目まで3Ｈ－チミジンの取
り込みが増加している。しかし、ＣｐＧ２００６とＩＬ－２との組み合わせによる刺激で
は、3Ｈ－チミジン取り込みの動態はＣｐＧ２００６のそれに類似しているが、驚くべき
ことに２日目で高められ、４日目までそれが継続し、培養の６日目までには減少している
（図５）。平行して、ＣｐＧ２００６とＩＬ－２で刺激された培養物中の生存細胞の総数
を測定したが、やはり２日目と４日目で生存細胞の数が多かった。
【０１９３】
　従って、この２種類の刺激剤を組み合わせる利点は、反対方向の動態を有するＩＬ－２
とＣｐＧ２００６によって別々に誘起される効果が互いに平衡に達することができる時、
特に培養の４日目に、明らかにより重要となる。これらのデータにより、この刺激剤を同
時に添加するだけでなく、順に（すなわち、刺激フェーズの最初に一方を、数時間又は数
日後にもう一方）添加することによっても、抗体分泌細胞に対して、細胞の増殖と生存率
に同様の、又はより良い効果を及ぼすことができる可能性も示唆される。
【０１９４】
実施例２：ＥＢＶを用いて不死化されたＢ細胞の生存率、増殖、及び抗体分泌に対する、
細胞を精製及び刺激する方法の影響
材料と方法
選別、及びＢ細胞の増殖と生存率の分析
　ヒトＢ細胞の選別、刺激、及び分析は、特に断りのない限り、実施例１に示したように
実施した。
【０１９５】
表面マーカー発現のＦＡＣＳによる分析
　ＣＤ２１陽性細胞は、ＣＤ２２に対して上記で示すように、抗ＣＤ２１－ＰＥ抱合体（
Ｃａｌｔａｇ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｃａｔ．Ｎｏ．ＭＨＣＤ２１０４、ｂａｔｃ
ｈ　０４０６１２０６）を用いて、免疫蛍光法及びフローサイトメトリーにより検出した
。
【０１９６】
エプスタイン－バーウイルス（ＥＢＶ）上清の調製
　ＥＢＶ産生Ｂ９５－８マーモセットリンパ腫細胞（ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＣＲＬ－１６１２
；５×１０5／ｍｌ）を、１０％ＦＣＳを添加したＲＰＭＩ－１６４０細胞培地中（完全
培地）で４日間増殖させた。
【０１９７】
　急激に増殖するＢ９５－８細胞を１００ｎＭのホルボールエステル（例：ＰＭＡ；Ｓｉ
ｇｍａ）で２時間刺激し（Ｏｈ　ＨＭ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）、それからＨＢＳＳ（
ハンクス平衡塩類溶液（Ｈａｎｋ’ｓ　ｂａｌａｎｃｅｄ　ｓａｌｔ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
）；Ｓｉｇｍａ）でよく洗浄して溶液中のＰＭＡを除去した。ＰＭＡで刺激されたＢ９５
－８細胞を１０％ＦＣＳを添加したＲＰＭＩ－１６４０完全培地中で４８時間培養し、上
清を回収して遠心分離にかけ、０．２２μｍの膜でろ過した。
【０１９８】
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　不死化の効率を、異なる血液ドナーからのＣＤ２２陽性Ｂ細胞の３つの別々の製剤につ
いて評価した。すべての場合において急速な不死化が見られ、速やかな複製を示すポリク
ローナルリンパ芽球様細胞系列が得られた。ＰＭＡ刺激を行わない従来の条件で調製した
ウイルスのバッチを用いた不死化を平行して行ったが、複製の速度はこちらの方が遅かっ
た。
【０１９９】
刺激されたヒトＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞のＥＢＶの媒介による不死化
　ＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）とＣｐＧ２００６（１μｇ／ｍｌ）による４日間の刺激
の後、ＥＢＶの上清に曝露する前にＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性細胞を新しい培地でよく洗
浄し、刺激剤を除去した。
【０２００】
　細胞（１０6／ｍｌ）をＥＢＶの上清中と共に（１０％ＦＣＳ添加ＲＰＭＩ－１６４０
中、５０％　Ｖ／Ｖ）、最短の４時間から１８時間までインキュベートすることで細胞全
体の不死化を行い、それから新しい培地で洗浄した。５０％のＥＢＶの上清で４－１８時
間処理した細胞の増殖と生存率は、３０％のＥＢＶの上清で７日間処理した細胞の増殖と
生存率と同等である。
【０２０１】
　次に、細胞を濃縮し（１０％ＦＣＳ及び１０００Ｕ／ｍｌのＩＬ－２を添加したＲＰＭ
Ｉ－１６４０中１０6／ｍｌ）、２４ウェルプレートの各ウェル中の０．５×１０5個の照
射した（３０００ｒａｄ）同種異系ＰＢＭＣへ８－１６日間播種、増殖した。
【０２０２】
ＥＢＶを用いたヒトＢ細胞の不死化の種々の方法の結果に関する定性的、及び定量的比較
　ヒトＢ細胞は、実施例１に記載の磁気選別により、５人の正常ドナーからプールしたＣ
Ｄ２２陽性末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）として単離し、３つのプールに分離して、各々
にＥＢＶに基づいたＢ細胞不死化の異なる方法を施した。
【０２０３】
　ＢＡＳＩＣ法では、これらの細胞のＩｇＧ陽性分画をＭｏＦｌｏ高速セルソーター（Ｍ
ｏＦｌｏ、　Ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎ）及び抗ヒトＩｇＧＦＩＴＣ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ）を用いたセルソーティングによって選別した。次に、８×１０5個のＣＤ
２２陽性、ＩｇＧ陽性細胞をＥＢＶの上清（上述のようにして調製）と共に１２時間培養
し、洗浄後、Ｌ－グルタミンと、非必須アミノ酸（ＮＥＡＥ）と、１０％ＦＣＳとを添加
したＩＭＤＭ培地（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）中、照射した同種異系ＰＢＭＣの支持細胞層の
存在下、１．５×１０6細胞／ｍｌの密度で、３７℃で１０日間培養した。
【０２０４】
　ＣＯＭＢＩＮＥＤ法では、８×１０5個のＣＤ２２陽性、ＩｇＧ陽性細胞をＢＡＳＩＣ
法と同様にして単離し、それから、Ｌ－グルタミンと、ＮＥＡＥと、１０％ＦＣＳとを添
加したＩＭＤＭ培地（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）中、照射した同種異系ＰＢＭＣの支持細胞層
の存在下、１．５×１０6細胞／ｍｌの密度で、ＣｐＧ２００６（１μｇ／ｍｌ）及びＩ
Ｌ－２（２００Ｕ／ｍｌ）、並びにＥＢＶの上清（上述のようにして調製）と共に、３７
℃で１０日間培養した。
【０２０５】
　ＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法では、ＣＤ２２陽性ＰＢＭＣを、まず、Ｌ－グルタミンと、Ｎ
ＥＡＥと、１０％ＦＣＳとを添加したＩＭＤＭ培地（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ）中、ＣｐＧ２
００６（１μｇ／ｍｌ）及びＩＬ－２（２００Ｕ／ｍｌ）の組み合わせにより、３７℃で
４日間あらかじめ刺激した。次に細胞をＰＢＳで洗浄し、ＩｇＧ陽性細胞を上述のように
磁気選別で濃縮した。そして、あらかじめ刺激された細胞（８×１０5個のＣＤ２２陽性
ＩｇＧ陽性ＰＢＭＣ）を、ＥＢＶの上清により３７℃で１２時間感染させ（ＢＡＳＩＣ法
と同様に）、洗浄後、１．５×１０6／ｍｌでＩＭＤＭ培地中（Ｌ－グルタミン、ＮＥＡ
Ｅ、及び１０％ＦＣＳ添加）、照射した同種異系ＰＢＭＣの支持細胞層の存在下、３７℃
で１０日間培養した。
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【０２０６】
ヨウ化プロピジウムとフローサイトメトリーによる細胞数及び生存率の測定
　Ｂ細胞の総数は顕微鏡で計数することによって測定し、生存率は、ＦＡＣＳＣａｌｉｂ
ｕｒベンチトップ型フローサイトメーター及びソフトウエアＣｅｌｌＱｕｅｓｔ（Ｂｅｃ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて、ＤＮＡ挿入蛍光色素
ヨウ化プロピジウムの排除より測定した。簡単に述べると、細胞を室温でヨウ化プロピジ
ウム（ＰＩ、Ｓｉｇｍａ；ＰＢＳ中、最終濃度２．５μｇ／ｍｌ）に曝露し、３０分以内
にフローサイトメトリーで分析した。前方散乱及び側方散乱が高く、リンパ球及びリンパ
芽球の特徴を有し、ＰＩを排除するものを生存細胞とした。ＰＩで染色され、前方散乱の
低い細胞は、死細胞及び残骸である。
【０２０７】
ＣＤ２３の表面発現の分析
　ＣＤ２３の発現は、実施例１に記載のように、直接免疫蛍光法を用いたＦＡＣＳ及び抗
ヒトＣＤ２３－ＰＥ抱合体（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、カタログ番号５５５７
１１）を用いたフローサイトメトリーによって電気的にゲートした（Ｒ２領域）生存リン
パ芽球中で測定した。
【０２０８】
分泌ＩｇＧの測定
　培養物の上清中の全ヒトＩｇＧの分泌は、ＥＬＩＳＡ（Ｉｍｍｕｎｏ－Ｔｅｋ／Ｚｅｐ
ｔｏｍｅｔｒｉｃｓ、ｃａｔ．ｎｏ．ＺＭＣ０８０１１８２）を用い、製造元の説明書に
従って測定した。簡単に述べると、培養物の上清を培養物から回収し、４℃で保存した。
上清サンプルを段階希釈し、ＥＬＩＳＡキットに含まれる精製ヒトＩｇＧの検量線と比較
した。この測定値は、１０日間の培養期間中に培養物中に蓄積されたＩｇＧの全量を反映
している。
【０２０９】
結果
　このプロセス全体の目的は、不死化された抗体分泌ヒト細胞を最も直接的な方法で作製
することであることため、樹立、及び感染させた細胞の上清を用いた応用が非常に容易で
あるＥＢＶを不死化剤として選択した。しかし、恐らくは、ウイルスが細胞中へ進入する
のに用いる細胞表面に存在する受容体であるＣＤ２１の発現が限定的であることが理由で
、実際に感染しているのはＥＢＶに曝露された細胞のほんの一部であることは公知である
（Ｊｏｎｄａｌ　ａｎｄ　Ｋｌｅｉｎ，１９７３；Ｎｅｍｅｒｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，１９
８５；　Ｂｏｙｄ　ａｎｄ　Ｆｅｃｏｎｄｏ，１９８８）。従って、上述の細胞の刺激と
精製のための選択した手段及び条件によって、ＣＤ２１の発現が正の影響を受けるか負の
影響を受けるかを見極めることは重要であった。
【０２１０】
　この目的の下、ＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）とＣｐＧ２００６（１μｇ／ｍｌ）とに
よる４日間の刺激の後、種々の細胞マーカー（ＣＤ２２陽性のみ、ＣＤ２２陽性及びＣＤ
２７陽性、ＣＤ２２及びＩｇＧ陽性、ＣＤ２２陽性及びＩｇＭ陰性）に基づいて選別され
たＢ細胞集団の増殖の動態、及び異なる時点でのＣＤ２１陽性細胞の割合を測定した。す
べての実験において、ＣＤ２１は生存する増殖細胞の＞９０％で発現され、本発明の方法
の状況において、二重選別の手法を用いることが可能であることも確認された。
【０２１１】
　従って、細胞の刺激と精製に関する選択した手段及び条件が、細胞増殖活性に強い正の
影響を与えることが示された後、この手法がいかにしてＢ細胞の不死化剤に対する反応の
仕方を向上させることができるかを調べた。実際、Ｂ細胞をＥＢＶへ曝露すると、培養か
ら１週間以内に大部分の細胞が成長を止めるか又は死に至り、続いてＥＢＶで不死化され
た細胞によって増殖が再開するということは公知である（Ｊａｍｅｓ　Ｋ　ａｎｄ　Ｂｅ
ｌｌ　Ｇ，１９８７）。従って、十分な割合の適切に刺激され、選別されたヒトＢ細胞を
ＥＢＶで不死化することができるかどうかだけでなく、これらの不死化されたＢ細胞がＥ
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ＢＶ不死化の後の重大な期間を乗り越える能力に関してより優れているかどうかを知るこ
とも、非常に重要になるであろう。
【０２１２】
　ＣｐＧ２００６及びＩＬ－２であらかじめ刺激した、又は刺激していない、ヒトＣＤ２
２陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞を、ＥＢＶの上清に一晩曝露し、洗浄後、照射同種異系ＰＢＭ
Ｃの支持細胞層上に、ＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）を含む培地と共に播種した。この後
何日かにわたってこの細胞の増殖を測定した。この方法により、Ｂ細胞をＣｐＧ２００６
及びＩＬ－２で前処理することによって、ＥＢＶによる不死化に続いて再開するＢ細胞の
増殖の速度と程度が向上するかどうかを実証することができる。これは、ＥＢＶの上清へ
の曝露後の７日目に最も明らかに示されており、あらかじめ刺激されていない細胞と比べ
て、刺激された培養物中にはほぼ５０％多くの細胞が存在する（図６Ａ）。この結果は、
あらかじめ刺激したＣＤ２２陽性Ｂ細胞でさらにＩｇＭ陽性細胞が除去されることがなか
ったことによっても確認された。
【０２１３】
　従来の方法では、ＥＢＶの上清を用いた不死化の最中（前だけでなく）に、ポリクロー
ナルＢ細胞活性化剤を用いることの利点が示されていたが、活性化剤を細胞培養物から除
去する工程は含まれていなかった（ＷＯ９１／０９１１５；Ｈｕｒ　Ｄ　ｅｔ　ａｌ．，
２００５；Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｔｓｕｃｈｉｙａｍａ　Ｌ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；ＷＯ０４／０７６６７７）。従って、ＣｐＧ２００６（１μ
ｇ／ｍｌ）及びＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）の存在下又は非存在下でＥＢＶ上清に７日
間曝露したＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞の培養物中の細胞数を測定した。しかし、顕
微鏡による細胞数の計数で結論付けることができるように、ＥＢＶによる不死化の最中の
ＣｐＧ２００６及びＩＬ－２の存在によって、生存Ｂ細胞の数が減少する結果となった（
図６Ｂ）。この減少は、ＥＢＶの上清単独に曝露した細胞と比較してもすでに重要なもの
であるが、別個にあらかじめ行う刺激フェーズによって得られたデータを考えた場合、さ
らに重要なものとなる（図６Ａ）。
【０２１４】
　これらのデータは、ヒトＢ細胞の培養物を刺激剤（ＣｐＧ２００６及びＩＬ－２など、
単独で若しくは組み合わせて使用される）で処理する別個の刺激フェーズが、Ｂ細胞の選
別及びＥＢＶを用いた不死化のプロセス全体に有利な効果をもたらすことを示している。
このような正の効果は、さらに特定の刺激剤の組み合わせ（例えば、濃度を下げたＣｐＧ
２００６及び／若しくはＩＬ－２）を用いること、並びに／又は、刺激フェーズの期間を
、Ｂ細胞が最適な増殖活性及び該当するマーカー（ＣＤ２１など）の発現を示すように限
定することによって（例えば、２～４日間）、さらに改善することができる。刺激剤がＥ
ＢＶの上清と混合する形で引き続き大量に存在することによってＣＤ２２陽性Ｂ細胞の成
長と生存率が悪影響を受けることから、不死化フェーズの前に刺激剤を除去することは、
この方法で最高の結果を得るのに役立つ。
【０２１５】
　上記で示したデータにより、この方法を、細胞表面マーカーの発現（例えば、ＣＤ２１
、ＣＤ２３、ＣＤ２４、ＣＤ２７、及び／又はＣＤ２２）に基づいて確定された特定のヒ
トＢ細胞のサブセットへ適用する可能性だけでなく、Ｂ細胞によって分泌された抗体に関
連するさらなる選別基準を適用することの実行性も実証される。この場合、不死化へ進む
前に、特定のアイソタイプ（ＩｇＭ）の抗体を発現する細胞を除去する技術を使用するこ
とである。
【０２１６】
　実際、ＣｐＧ２００６／ＩＬ－２で刺激され、ＩｇＭを除去され、ＥＢＶで不死化され
たＣＤ２２陽性Ｂ細胞のＦＡＣＳに基づいた分析をＥＢＶ感染後の１０日目に行ったとこ
ろ、ほとんどすべての生存細胞（高い前方散乱を示したもので、右側の二つの区画内に表
示）が、引き続き、治療用抗体の産生により好ましい表現型であるＩｇＭ陰性（下部右側
の区画）であることが確認された（図７Ａ）。不死化され、アイソタイプに特異的なヒト
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Ｂ細胞の培養物を、本発明の方法を用いて作製し、維持できることが、文献中で行なわれ
た免疫拡散法に従って（Ｍａｎｃｉｎｉ　Ｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９６５）上述のＢ細胞の
上清を免疫拡散アッセイで分析することによってさらに実証され、そのようなＢ細胞が実
質的にＩｇＧ分泌細胞であることが確認された（図７Ｂ）。
【０２１７】
　ＥＢＶによる不死化の前に、Ｂ細胞に特異的な刺激とアイソタイプに基づいたＢ細胞選
別との組み合わせを行なうことによる予想外の正の効果は、その他のＢ細胞選別手段を含
めることでさらに向上させることができる。
【０２１８】
　この手法の効率性は、ＣＤ２２陽性で、ＣｐＧ２００６／ＩＬ－２で刺激され、ＩｇＭ
陰性のＢ細胞のクローン化効率に基づいて測定することができる。得られた細胞は、Ｃｐ
Ｇ２００６及びＩＬ－２の存在下、インビトロで２－４日間増幅させ、ポジティブ選別又
はＩｇＭに基づいたネガティブ選別によってＩｇＧ陽性亜集団の濃縮を行なう。ＣＤ２２
陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞をＥＢＶで感染させ、感染の１－４週間後、９６－ウェルプレー
ト中で限界希釈によってクローン化する。バルク培養物のクローン化効率は、分析に用い
たそのバルク培養物の各希釈率において（例：１：５、１：１０、１：２５、１：５０、
１：１００、１：２００）、又はウェルあたりの各細胞濃度において（例：ウェルあたり
、１、５、１０、２０、２５、５０、１００、２００個、若しくはそれ以上の個数の細胞
）、成長する細胞を含むウェルの数をスコア化することで評価することができる。
【０２１９】
　ＥＢＶによる不死化を実施するにあたって考慮すべき最も重要な事項の一つは、続いて
行なうクローン化に用いる細胞の生存率を維持するということである。このことは、末梢
血液中に非常に低い度数（＜１：１０００）で存在することもある抗原特異的Ｂ細胞を識
別しようとする場合に特に重要である。ＥＢＶはポリクローナルＢ細胞の刺激剤であるが
、Ｂ細胞をＥＢＶに曝露すると、初期の間に培養物中で細胞死が発生する結果となること
はよく証明されている（Ｓｕｇｉｍｏｔｏ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。
【０２２０】
　ＥＢＶの媒介による細胞の不死化の３つの方法を、５人の正常なドナーからプールした
ＣＤ２２陽性末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）に適用し、その結果を比較することにより、
本発明を支持するさらなるデータが得られた（図８Ａ）。
【０２２１】
　ＢＡＳＩＣ法では、ＣＤ２２陽性、ＩｇＧ陽性細胞をＥＢＶ含有上清のみに１２時間曝
露し、洗浄後、支持細胞上、適切な細胞培地中で１０日間培養するという、非常に簡単な
手法を用いた。ＣＯＭＢＩＮＥＤ法では、ＣＤ２２陽性、ＩｇＧ陽性細胞を、ＥＢＶとポ
リクローナル活性剤（ＣｐＧ２００６及びＩＬ－２）に同時に、このような化合物を同時
に使用することに関して文献に記載の方法と同様にして（Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ　ｅｔ　
ａｌ．，２００４；Ｔｓｕｃｈｉｙａｍａ　Ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）、細胞培養物
中で１０日間曝露した。本発明の方法を適用することが可能な方法であるＳＥＱＵＥＮＴ
ＩＡＬ法では、ＣＤ２２陽性細胞をまずＣｐＧ２００６とＩＬ－２との組み合わせに曝露
し、洗浄した。それから、ＩｇＧ陽性細胞を精製し、ＣＤ２２陽性、ＩｇＧ陽性細胞をＥ
ＢＶ含有上清に１２時間曝露し、洗浄後、ここでも適切な細胞培地中、支持細胞上で１０
日間培養した。
【０２２２】
　ＣＤ２２陽性、ＩｇＧ陽性細胞の絶対数は、すべての条件について、ＥＢＶへの曝露開
始時点を基準としたため、１０日間の培養の終了時点で測定した細胞培養物と上清の分析
結果のデータにより、この３つの方法の正確な比較ができるはずである。実際、ＢＡＳＩ
Ｃ法及びＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法の両方において、全細胞数が増加して、最初の細胞数の
ほぼ２倍（２００％）という結果となり、これは１．５倍（１５０％）という結果であっ
たＣＯＭＢＩＮＥＤ法よりも顕著である。さらに重要なことには、生存細胞数を測定する
と、ＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法を用いて得られた細胞の集団が、ＢＡＳＩＣ法と、そしてさ
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らに劇的にはＣＯＭＢＩＮＥＤ法の両方と比べて、生存細胞の数が多かった（図８Ｂ）。
【０２２３】
　そして、３つの方法を用いて得られた細胞の集団の定性分析を、異なる基準を用いてさ
らに行なった。
【０２２４】
　ＦＡＣＳ分析によると、すべてＩｇＧを発現する細胞の集団であることを除いては、全
体として、特に、増殖し、分裂する生存リンパ芽球に対応する領域内（ヨウ化プロピジウ
ム染色に対して陰性であり、高い前方散乱を示す；図９の領域Ｒ２）で、組成が異なって
いることが分かる。ＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法を用いて得られた細胞の集団は、ＢＡＳＩＣ
法を用いて得られた集団と比較して、著しくこの領域内に集まっているのが見られ、ＣＯ
ＭＢＩＮＥＤ法を用いて得られた集団との比較ではそれがさらに際立っている。ヨウ化プ
ロピジウムの蓄積により高い蛍光レベルを有する細胞は、死細胞又は死につつある細胞で
あり、ＢＡＳＩＣ法及びＣＯＭＢＩＮＥＤ法を用いて得られた両集団は、さらなるサブク
ローン化もスクリーニングアッセイも適用できないこの種の細胞をより多く蓄積していた
（図９、左の図）。
【０２２５】
　サンプル中に存在する生存リンパ芽球の集団も、ほとんどの末梢血液Ｂ細胞に低いレベ
ルで存在するが、その発現は一般に活性化によって促進される細胞表面マーカーであるＣ
Ｄ２３（Ａｚｉｍ　Ｔ　ａｎｄ　Ｃｒａｗｆｏｒｄ　Ｄ，１９８８）の発現について分析
を行った。ＣＤ２３の発現とＩｇＧの分泌との間の直接の相関が、ＥＢＶで不死化された
ヒトＢ細胞の集団において実証されたことから（Ｗｒｏｂｌｅｗｓｋｉ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ
．，２００２）、このような指標を証拠として示すことは重要である。ＣＤ２３の発現の
レベルは横軸にログで示し、その量のＣＤ２３を発現する細胞の相対数を縦軸に示す（図
９、右の図）。ＢＡＳＩＣ法及びＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法の両方において、ＣＯＭＢＩＮ
ＥＤ法で得られた細胞の集団での結果と比較して、はるかに高い割合の細胞が高レベルの
ＣＤ２３の発現を誘起することは明らかであり、ＣＯＭＢＩＮＥＤ法では、高レベルのＣ
Ｄ２３を発現する細胞が明らかにほとんど存在せず、ＣＤ２３の発現がないか低い細胞が
蓄積されている。
【０２２６】
　一次Ｂ細胞の同じプールから、上述の３つの方法に従って作製された細胞の集団の定性
分析により、本発明の方法の特定の特長に関する重要な情報が得られる。実際、２種類の
剤を同時に細胞に曝露するのではなく、ＥＢＶによる不死化とポリクローナルによる刺激
とを別にすることにより、細胞の集団の生存率、ＣＤ２３の発現、及び増殖能力が向上す
ることが確認された。さらに、ＦＡＣＳ分析により、本発明の方法が、ある面でＢＡＳＩ
Ｃ法によって得られた細胞の集団に似ているが、生存する芽球様細胞の度数が高い細胞の
集団を提供することが分かる（図９、左の図を参照）。
【０２２７】
　この局面は、異なる方法を比較するための大きな要素：比較的短い細胞培養期間（８－
１０日）で細胞培養物の上清中に細胞の集団が蓄積するＩｇＧの量、に対して、さらなる
重要で驚くべき効果を有するように思われる。これらの培養物からの上清中のＩｇＧ分泌
レベルの向上は、抗体についてのスクリーニングに良い効果をもたらすことは明らかであ
るが、それはそのような抗体を発現するオリゴクローナル又はモノクローナル細胞培養物
の単離に要する時間を短縮することができるからである。
【０２２８】
　同一の最初の細胞の集団に対して３つの方法を用いて得た細胞培養物中に蓄積された全
ＩｇＧを、やはりＥＢＶへの曝露前を定量的に基準として比較することにより、本発明の
方法に基づくＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法の利点がさらに確認された。実際、ＢＡＳＩＣ法及
びＣＯＭＢＩＮＥＤ法が同様の全ＩｇＧ濃度（８０－１００μｇ／ｍｌ）をもたらす場合
、ＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法から得られた細胞の上清には、分析したすべての希釈率におい
て、ＥＬＩＳＡキットの直線範囲（約１５０μｇ／ｍｌ）を遥かに超えるレベルの全Ｉｇ
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Ｇを発現する細胞が存在した（図１０Ａ）。
【０２２９】
　従って、本発明の方法に従って得られた細胞のポリクローナル集団は、活発に増殖する
、生存細胞から成るというだけでなく、ポリクローナル刺激剤などの化合物によって起こ
り得る妨害がない状態で多くの異なるスクリーニングアッセイを実施するのに十分なレベ
ルの全ＩｇＧを発現し、最終的に、対象であるＩｇＧ抗体を発現する細胞の存在を特定す
るプロセスが加速される。
【０２３０】
実施例３：治療標的に結合又はこれを中和するＩｇＧ抗体を発現するヒトＢ細胞の選別、
刺激、不死化、及びスクリーニング
材料と方法
ＩｇＧ抗体を発現する不死化されたヒトＢ細胞の作製
　手順の概略を図１１に示す。条件及び手段は実施例１及び２に示したものを用いた。
【０２３１】
ＣＭＶマイクロ中和アッセイ
　ヒト胚肺線維芽細胞（ＨＥＬＦ）を、１０％のウシ胎児血清（ＦＣＳ）と、１ｍＭのピ
ルビン酸ナトリウム（ＮａＰ）と、２ｍＭのグルタミンと、１００Ｕ／ｍｌのペニシリン
と、１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン（ＧＰＳ）とを添加したイーグル基礎培地（
ＭＥＭ）１００μｌ中、９６－ウェルプレートの平底ウェル上に蒔き、３７℃で２４時間
培養する。
【０２３２】
　各Ｂ細胞培養物／クローンからの５０μｌの上清を、ＣＭＶ研究用菌株（ＡＤ１６９；
５％ＦＣＳ含有ＭＥＭ５０μｌ中、５００ｐｆｕ；混合物の全体積は１００μｌ）と共に
、９６－ウェルプレートの丸底ウェル中で、３７℃で１時間インキュベートする。ＨＥＬ
Ｆ培養物の培地を廃棄し、このウイルス混合物で置換する。次に、プレートを２０００ｇ
で３０分間遠心分離にかけ、ＣＯ2下、３７℃で９０分間インキュベートする。その後、
培地を廃棄し、１００μｌの増殖培地を添加し、培養物をインキュベーター中でさらに７
２時間維持する。
【０２３３】
　Ｂ細胞の上清のＣＭＶ感染活性に対する影響を、ＨＥＬＦ細胞の間接免疫ペルオキシダ
ーゼ染色によってヒトＣＭＶ前早期抗原（ＩＥＡ）を染色することで測定する。細胞の単
層を５０％アセトン及び５０％メタノール（－２０℃で保存）の溶液で１分間室温（ＲＴ
）で固定し、ＰＢＳで洗浄する。細胞は、１％Ｈ2Ｏ2を含むＰＢＳ中の０．１％トリトン
Ｘ－１００中、氷上で５分間透過処理し、ＰＢＳで洗浄する。内在性ペルオキシダーゼを
、５０％のメタノール及び０．６％のＨ2Ｏ2を含むＰＢＳにより、暗所において、室温で
３０分間ブロックし、ＰＢＳで洗浄する。５０μｌのタンパク質ブロッキング剤（Ｕｌｔ
ｒａ　Ｔｅｃｈ　ＨＲＰ　５００－６００　Ｔｅｓｔ；Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－Ｂｉ
ｏｔｉｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ；ＰＮ　ＩＭ２３９
１）を室温で１０分間添加し、ＰＢＳで洗浄した。最適濃度の一次抗体（抗ヒトＣＭＶ　
ＩＥＡ；Ａｒｇｅｎｅ　Ｂｉｏｓｏｆｔ；Ｒｅｆ　Ｎｏ．１１－００３）を室温で６０分
間添加する。ウェルを洗浄し、ビオチン化二次抗体（Ｕｌｔｒａ　Ｔｅｃｈ　ＨＲＰ　５
００－６００　Ｔｅｓｔ；Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－Ｂｉｏｔｉｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓａ
ｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ；Ｒｅｆ．Ｎｏ．ＰＮ　ＩＭ２３９１）を、室温
で１０分間ウェルに添加する。ウェルをＰＢＳでよく洗浄し、０．１％Ｈ2Ｏ2中のＤＡＢ
基質（ＭＥＲＣＫ；ｒｅｆ．ｎｏ．１．０２９２４．０００１）を、暗所において室温で
３０－４５分添加する。ＰＢＳで希釈することで反応を停止し、ＩＥＡ陽性核を顕微鏡で
計数する。
【０２３４】
　Ｂ細胞の上清の実験は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）及びＣＭＶ臨床株ＶＲ１
８１４を用いても行なった。
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【０２３５】
　ネガティブコントロールとして、非関連のＩｇＧ抗体を含むＢ細胞上清を用いた。ポジ
ティブコントロールとしては、患者の血清由来で、ＣＭＶに特異的な市販のヒトＩｇＧ抗
体の製剤（Ｃｙｔｏｔｅｃｔ；Ｂｉｏｔｅｓｔ）を用いた（１２５μｇ／ｍｌからの段階
希釈を使用）。
【０２３６】
ＥＬＩＳＡに基づくアッセイによるＣＭＶ結合タンパク質の検出
　第一のアッセイでは、市販品による定量的酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）を用
いて、ヒト血清又は血漿中のＣＭＶタンパク質抽出物と結合する特定のＩｇＧ抗体の検出
を行った。市販のＥＬＩＳＡキット（ＢＥＩＡ　ＣＭＶ　ＩｇＧ　Ｑｕａｎｔ　Ｋｉｔ；
Ｂｏｕｔｙ）を製造元の説明書に従って使用し、ＣＭＶに特異的なＩｇＧ抗体の市販混合
物（Ｃｙｔｏｔｅｃｔ；Ｂｉｏｔｅｓｔ）を５０Ｕ／ｍｌで使用して検証を行った。
【０２３７】
　簡単に述べると、不活性ＣＭＶタンパク質混合物（研究用株ＡＤ１６９由来）で被覆さ
れた破壊可能なストリップ（ｂｒｅａｋａｂｌｅ　ｓｔｒｉｐ）をマイクロプレート中に
配置して、１：８１で希釈されたＢ細胞の上清（ＢＥＩＡシステムのサンプル希釈剤８０
０μｌに１０μｌの上清を添加）と共にインキュベートし、そしてプレートを室温で３０
分間インキュベートする。洗浄サイクルの後、あらかじめ希釈した西洋ワサビぺルオキシ
ダーゼと抱合体形成したモノクローナル抗ヒトＩｇＧ抗体（１００μｌ）を添加し、プレ
ートを室温でさらに３０分間インキュベートする。第二の洗浄サイクルの後、あらかじめ
希釈した基質－ＴＭＢ溶液（１００μｌ）を添加し、室温でさらに１５分間インキュベー
トする。停止液（１００μｌ／ウェル）を用いて反応を停止し、光学濃度を４５０／６２
０ナノメートルにおいて二波長（ｂｉｃｈｒｏｍａｔｉｓｍ）で測定する。
【０２３８】
　研究室内で確立したＥＬＩＳＡ及び固体表面に固定された特定のペプチド又は組換えＣ
ＭＶタンパク質を用いてさらなるアッセイを実施した。
【０２３９】
　組換えＣＭＶ抗原ｇＢ免疫優性領域を、グルタチオンＳ－転移酵素（ＧＳＴ）と共に組
換え融合タンパク質として作製して親和性（ＧＳＴ親和性精製；Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ　Ｉ
ｎｔ、ｃａｔ．Ｎｏ．Ｒ１８１０２）によって精製し、又は、ペプチドとして作製した。
組換えＣＭＶ抗原ｇＨ免疫優性領域（ＶＲ１８１４株）も大腸菌内で作製し、ＧＳＴ親和
性に基づいてバクテリア細胞ライセートから精製した。これらのＥＬＩＳＡは、９６－ウ
ェルフォーマットの一般的なＥＬＩＳＡプロトコルを、若干の改良を加えて適用すること
で行なった。簡単に述べると、抗原をＰＢＳで２μｇ／ｍｌに希釈し、このタンパク質溶
液５０μｌを用い、４℃で一晩インキュベートすることにより、ＥＩＡポリスチレンプレ
ート（Ｎｕｎｃ、ｃａｔ．Ｎｏ．４６９９４９）の各ウェルを被覆する。タンパク質溶液
を除去し、ウェルを１００μｌの洗浄用バッファー（Ｔｗｅｅｎ２０を０．０５％含有す
るＰＢＳ）で４回洗浄する。次に、１％のミルクを含有するＰＢＳ１００μｌを各ウェル
に分注し、プレートを３７℃で１時間インキュベートすることによって、非特異的な結合
をブロックするための処理を行なった。１５０μｌの洗浄用バッファーで４回の洗浄サイ
クルを行った後、細胞培養物からの細胞培養物の上清５０μｌを各ウェルへ同量ずつ分注
し、細胞培地５０μｌのウェルをネガティブコントロールとした。３７℃で２時間のイン
キュベーションの後、プレートを１５０μｌの洗浄用バッファーで４回洗浄し、西洋ワサ
ビペルオキシダーゼで標識した抗ヒトＩｇＧ抗体を洗浄用バッファーで１：３００００で
希釈したもの５０μｌ（Ｆｃ－特異的、ヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体；Ｓｉｇｍａ、ｃａｔ．Ｎ
ｏ．Ａ０１７０）を各ウェルへ分注した。室温で１時間のインキュベーションの後、プレ
ートを１５０μｌの洗浄用バッファーで４回洗浄し、５０μｌ／ウェルの基質－ＴＭＢ溶
液（３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン；Ｓｉｇｍａ、ｃａｔ．Ｎｏ．Ｔ０４
４０）を分注した。室温で３０分のインキュベーションの後、１００μｌ／ウェルの停止
液（１Ｎ硫酸）で発色反応を停止し、４５０ｎｍで光学濃度を測定した。
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【０２４０】
ＥＬＩＳＡに基づくＨＳＰ６０結合性アッセイ
　ＨＳＰ－６０と結合する抗体を検出するためのＥＬＩＳＡを、組換えヒトＨＳＰ６０タ
ンパク質（Ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ）を０．１Ｍ、ｐＨ９．６のＮａＨＣＯ3で１μｇ／ｍｌ
に希釈したもの５０ｍｌで被覆したＥＩＡ／ＲＩＡウェルストリップを用いて確立し、室
温で一晩放置した。ストリップを０．０５％のＴｗｅｅｎ－２０を含むｐＨ７．４のＰＢ
Ｓで３回洗浄し、非特異的結合部位を１％のＢＳＡと５％のショ糖とを含むＰＢＳで、室
温で３０分かけてブロックする。４回の洗浄後、一連の一次抗体：抗ヒトＨＳＰ６０（１
％ＢＳＡ含有ＰＢＳで、５又は１０μｇ／ｍｌに希釈；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌｓ）、マウスＩｇＧアイソタイプネガティブコントロール（１％ＢＳＡ含有
ＰＢＳで、５μｇ／ｍｌに希釈）、非関連のヒト組換えＩｇＧ抗体（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ
、５μｇ／ｍｌ）、細胞培地のみ、及びＥＢＶで不死化されたヒトＩｇＧ分泌Ｂ細胞の上
清ストリップ、と共にストリップを室温で３時間インキュベートした。４回の洗浄後、１
％ＢＳＡ含有ＰＢＳで希釈した、西洋ワサビペルオキシダーゼと抱合体形成した抗マウス
ＩｇＧ又は抗ヒトＩｇＧ（Ｄａｋｏ）と共にストリップを室温で１時間インキュベートし
た。４回の洗浄後、基質－ＴＭＢ溶液をストリップに添加し、室温で発色反応を起こさせ
る。プレートを４５０ｎｍで読み取りにかける。
【０２４１】
結果
　本発明の方法は、ヒトウイルス、特に、先天性欠損を起こし、免疫不全患者に対して高
い病原性を有するベータヘルペスウイルスである、ヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）
（Ｌａｎｄｏｌｆｏ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）と結合する及び／又はこれを中和す
る抗体を血液中に含むことが分かっているドナーから得たヒトＢ細胞について実験を行な
った。
【０２４２】
　ＣＭＶは、図１１に簡単にまとめたように、本発明の方法に従って選別、刺激、及び不
死化したヒトＢ細胞が自然に分泌する抗体によって中和することができる臨床上重要な標
的ウイルスのよい例である。さらに、ＣＭＶに対する種々の治療方法の中で、ＣＭＶ免疫
グロブリン（Ｃｙｔｏｔｅｃ又はＣｙｔｏＧａｍの名称で市販されている）の静脈内投与
は、ＣＭＶ感染を阻止するには完全に満足する解決法とは言えず、特に免疫不全患者に対
してそうであり、強力な抗ウイルス剤の共投与がしばしば行なわれる（Ｂｏｎａｒｏｓ　
ＮＥ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｋｏｃｈｅｒ　ＡＡ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｋｒｕ
ｇｅｒ　ＲＭ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。このような製剤は臨床用とされているが、単
に抗ＣＭＶ抗体の力価が高いプールされたヒト血漿から得られたものである。法規制目的
に対して認可された哺乳類細胞中での発現によって得られた精製ヒトモノクローナル抗体
を含むより強力な製剤があれば、ＣＭＶ感染症の治療に役立つであろう。
【０２４３】
　ＣＭＶ中和抗体を発現するヒトＢ細胞は、１若しくは２種類以上の免疫学的スクリーニ
ングアッセイ（免疫ブロット、ＥＬＩＳＡ、若しくはＥＬＩＳＰＯＴなど）に基づいて、
又は市販業者（Ｓｏｒｉｎ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａ、イタリア；ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ、フ
ランス）から入手可能な抗原マイクロアレイで選別されたドナーから得ることができる。
【０２４４】
　ヒトＢ細胞は、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＳＰＯＴ、又は中和アッセイで測定した血中の抗Ｃ
ＭＶ抗体の力価が高い選別されたドナーの臨床サンプルから単離した。その細胞を、次に
本発明の方法にかけた（図１１）。得られたＥＢＶで不死化されたＣＤ２２陽性、ＩｇＭ
陰性ヒトＢ細胞の集団を、元々の集団をサブクローン化することで得られた細胞培養物の
上清を直接に、又は間接的に用いてスクリーニングし、ＣＭＶ中和及び／又はＣＭＶ結合
ＩｇＧ抗体を含む細胞の検出を行なった。そして、これらの抗体を産生する元となるＢ細
胞を、続いて行なわれるサブクローン化工程において、これらの抗体をコードするＤＮＡ
をクローン化し、配列することを目的として、単離することができる。
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【０２４５】
　第一の種類の一次スクリーニングアッセイを、各ウェルに約１００個のＢ細胞を含む９
６－ウェルプレート中、４００を超えるサブカルチャーに適用した。これらのウェルの上
清を、ヒトＣＭＶの研究用株（ＡＤ１６９）又は臨床株（ＶＲ１８１４）によるヒト細胞
の感染を阻止する能力について、ＣＭＶマイクロ中和アッセイでスクリーニングした。ス
クリーニングを行なった４５３個のＢ細胞培養物のうち４個で、研究用ＣＭＶの単離物を
用いた反復実験において著しい中和活性が見られ、特にこのうちの１個では、反復アッセ
イにおいて臨床ＣＭＶの単離物の中和が見られた（図１２Ａ）。
【０２４６】
　第二の種類の一次スクリーニングアッセイを、異なるＣＭＶ血清陽性ドナーから得られ
、やはり本発明の方法にかけられたＢ細胞の集団に適用した。この場合、より感度の高い
市販のＥＬＩＳＡを用いてＣＭＶに特異的な反応性が検出された。上で特性決定されたよ
うなＣＭＶ陽性のサブカルチャーを用いて、一次スクリーニングアッセイで検出されたＣ
ＭＶ中和又は結合活性を担う抗体に対応する細胞培養物及び配列を識別することを目的と
したサブクローン化プロセスを開始することができる。
【０２４７】
　ヒトＢ細胞の上清から精製された製剤としての、又は組換えタンパク質として発現され
たこれらの抗体は、文献に公知の器官又は細胞に基づいたインビトロアッセイを用いてさ
らに確認をすることができる（Ｒｅｉｎｈａｒｄｔ　Ｂ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｆｏ
ｒｔｈａｌ　ＤＮ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｇｏｏｄｒｕｍ　ＦＤ　ｅｔ　ａｌ．，２
００２）。さらに、関連する前臨床試験を、ＣＭＶに感染した動物、特にはヒト宿主細胞
を免疫不全げっ歯類に移植することができる動物モデルにおいて実施することができる（
Ｇｏｓｓｅｌｉｎ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｔｈｏｍｓｅｎ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，
２００５）。これらの抗体によって認識されるＣＭＶ抗原／エピトープは、例えば、ＣＭ
Ｖ特異的切断型タンパク質や合成ペプチドを用いたＥＬＩＳＡ、若しくはウエスタンブロ
ットに基づいた、又は、抗原／エピトープが分かっている他のＣＭＶ特異的抗体との競争
に基づいた種々のインビトロアッセイによって識別することができる（Ｇｒｅｉｊｅｒ　
Ａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｓｃｈｏｐｐｅｌ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ｏｈｌ
ｉｎ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３）。
【０２４８】
　サイトメガロウイルスの中和又は結合について分析された細胞培養物の上清を用いて、
さらなるスクリーニングアッセイを行うことができる。実際、ＩｇＧ分泌細胞の大きなレ
パートリーが使用可能であることにより、ＣＭＶ感染と関連する可能性のある異なるＣＭ
Ｖエピトープ又は抗原に対する結合特異性を有する多くのヒトＩｇＧを識別することが可
能となる。例えば、アテローム硬化症患者の血液中に、ＣＭＶタンパク質に類似のヒト熱
ショックタンパク質６０（ＨＳＰ６０）の断片を認識する抗体が高いレベルで含まれてい
ることは公知である。特に、これらのタンパク質の中でＵＳ２８と呼ばれるものは、内皮
細胞表面で発現し、このタンパク質と結合する抗体は、内皮細胞アポトーシスを引き起こ
すことができ、このことは、ＣＭＶ感染が、アテローム硬化症の発病と結びつけられてい
る自己免疫反応のきっかけとなる可能性があるという考えを示唆している（Ｂａｓｏｎ　
Ｃ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。
【０２４９】
　従って、細胞培養物の上清の６５のプール（各々が、ＣＭＶ血清陽性の個体から得られ
た一次Ｂ細胞を出発物質として作製されたＥＢＶで不死化された細胞の５個のウェルから
の上清を含む）を、組換えヒトＨＳＰ６０を利用したＥＬＩＳＡを用いて、ＨＳＰ６０の
免疫反応性についてスクリーニングした。６個のプールが、ＥＬＩＳＡのバックグランド
の３倍という統計的に有意な反応性を反復実験において示した（図１２Ｂ）。不死化され
た抗体分泌細胞のこれらの培養物は、細胞のプール内でサブクローン化することができ、
スクリーニング及びサブクローン化のプロセスを、ヒトＨＳＰ６０と結合するヒトモノク
ローナルＩｇＧ抗体を分泌する細胞培養物が単離されるまで続けることができる。
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【０２５０】
　第二の種類の一次スクリーニングアッセイを、特定のＣＭＶ血清陽性ドナーから得られ
、やはり本発明の方法にかけられたＢ細胞の集団に適用した。この場合、単一の一次Ｂ細
胞の集団から、各々が別個のＣＭＶ特異的エピトープに対する抗体を発現する不死化細胞
のオリゴクローナル又はモノクローナル集団を選別し、それによって個体のＣＭＶ感染に
対する免疫反応の全体像を提供することを目的として、一連の種々の分析を用い、ＣＭＶ
に特異的な反応性を平行して検出した（図１３）。
【０２５１】
　ＥＢＶで不死化された細胞のポリクローナル集団を、各々が統計的に２０個の細胞を含
む細胞培養物を確立するよう、９６－ウェルプレート中へ約４０００個のプールに分割し
、ここで各ウェルは細胞のオリゴクローナル集団を含む。しかし、所定の抗原に特異的な
抗体を産生する細胞の度数が低いため、ＣＭＶ特異的ＩｇＧが上清中で検出されるこれら
の細胞培養物はいずれも、ヒトモノクローナル抗体を発現するモノクローナル細胞培養物
であると思われる。
【０２５２】
　最初の実験によって、ＣＭＶタンパク質の混合物又はＣＭＶ中和抗体が認識することが
分かっている特定の抗原に対して特異的であるオリゴクローナル／モノクローナル細胞培
養物によって産生された抗体のＣＭＶ結合特性の評価を行った。次に、これらのアッセイ
の少なくとも一つで陽性であったものを、ＣＭＶマイクロ中和アッセイでさらに評価した
。
【０２５３】
　細胞のオリゴクローナル／モノクローナル集団の最初のスクリーニングに、特定の２種
類のＣＭＶ抗原：外被糖タンパク質ｇＢ及びｇＨ、を選択した。ウイルスの結合と融合の
両方で重要な役割を担うこれらのタンパク質は、より詳細な情報が入手可能であるヒトＣ
ＭＶ中和抗体の標的である。血清陽性である個体の血清、並びにこれらの糖たんぱく質を
標的とするモノクローナル抗体は、インビトロでＨＣＭＶの細胞培養物への感染を阻害す
る。ｇＢ及びｇＨを標的とする抗体が効果的に働いてヒト血清のウイルス中和能に寄与し
ていることは、抗ｇＢ及び抗ｇＨの力価と回復期のヒト結成の全体的中和活性との間の相
関、並びにｇＢ及びｇＨ特異抗体の吸着後の血清の中和能の著しい低下によって明確に示
された（Ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓｅｓ．　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．　Ｒｅｄｄｅｈａｓｅ，　Ｍ．　（ｅｄ．）　Ｎｏｒ
ｆｏｌｋ：Ｃａｉｓｔｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　（２００６）、特には、Ｂ
ｏｅｈｍｅ　Ｋ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｔｏｎ　Ｔ　ｐ．１１１－１３０、Ｍａｃｈ　Ｍ　ｐ
ｐ．２６５－２８３、でレビューされている）。
【０２５４】
　図１３にまとめたように、細胞が活発に増殖している（細胞が播種された全ウェルの約
３５％）オリゴクローナル細胞培養物を使用することで、ＣＭＶタンパク質と反応するＩ
ｇＧを含むウェルを、決まったＣＭＶタンパク質に特定のアッセイの（ｇＢ－若しくはｇ
Ｈ－ＥＬＩＳＡ）、又は全ＣＭＶタンパク質抽出物に特定のアッセイの（ＢＥＩＡ　ＣＭ
Ｖ　ＥＬＩＳＡ）少なくとも一つによって識別することが可能であった。特に、ウェルの
中には、ＣＭＶ感染をインビトロで中和するヒトＩｇＧを含むものもあった。
【０２５５】
　ＢＥＩＡ　ＣＭＶ　ＥＬＩＳＡのみで陽性であった８個のオリゴクローナル細胞培養物
のうち、９Ｇ８と呼ぶウェルが、ＣＭＶ反応性に対して高い陽性を示すヒトＩｇＧを含ん
でいた（図１４）。ウェル９Ｇ８からの１００００個の細胞を含むサンプルを用いてｃＤ
ＮＡを作製し、ヒトＩｇＧのＨ鎖とＬ鎖の可変領域の配列を特異的にＰＣＲで増幅した。
増幅反応の産物をクローン化し、配列決定し、９Ｇ８が、ＣＭＶと結合する特定の可変領
域を有する新規なヒトＩｇＧを分泌するモノクローナル細胞培養物であることを確認した
（図１５）。この抗体の可変領域をコードするＤＮＡを用いて、ＣＭＶと結合する抗体を
作製するのに、単独で、又は９Ｇ８によるものと組み合わせて用いることができる特定の
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ＣＤＲ配列も決定した。
【０２５６】
　従って、抗体分泌細胞を不死化する本発明の方法を含むプロセスにより、不死化された
細胞のポリクローナル集団から直接作製されたオリゴクローナル細胞培養物から、新規な
ＶＨ及びＶＬ配列を識別することができる。９Ｇ８などの抗体、又はこの抗体の１若しく
は２種類以上のＣＤＲを含むタンパク質（例：ＨＣＤＲ３のみ；ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２
、及びＨＣＤＲ３；ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、及びＬＣＤＲ３）は、ＣＭＶ関連の臨床へ
の応用、及び実験的な応用に、特には、生物学的サンプル中のＣＭＶの検出に有用であり
得る。
【０２５７】
　本発明の方法を用いて、ＨＩＶ－１、ＨＳＶ－１、及び／又はＨＳＶ－２血清陽性であ
る個体から採取した一次Ｂ細胞も不死化した。
【０２５８】
　例えば、市販のＥＬＩＳＡキット（Ｂｏｕｔｙ　ＢＥＩＡ　ＨＳＶ－１；ｃａｔ　ｎｏ
．２０９２１）を用い、血漿中のＨＳＶ－１タンパク質と結合するＩｇＧ抗体の力価が高
いことから、６人のＨＳＶ－１／ＨＩＶ－１血清陽性である個体を選別した。この個体か
らのＰＢＭＣをプールし、ＣＭＶ５ドナーから採取したＰＢＭＣに対して上で述べたのと
同じ方法を用いて不死化した。
【０２５９】
　最初の７千万個のＰＢＭＣから、ＥＬＩＳＡキットだけでなく、ｇＣをコードする配列
がｌａｃＺ遺伝子で置換されたヌル変異体のウイルスに基づいた、ＨＳＶ－１感染を中和
する抗体を検出するインビトロアッセイ（Ｌａｑｕｅｒｒｅ　Ｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９
８）を用いることによっても細胞培養物の上清中に検出されるのに十分な量のＨＳＶ－１
特異的ＩｇＧ抗体を依然として分泌する、ＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性細胞の１９０万個の
集団を得た。
【０２６０】
　この細胞のポリクローナル集団を一部用いて、各々が統計的に５０－１００個の細胞を
含む何百というオリゴクローナル細胞培養物を細胞培養物の調製の直後に播種することに
より、ＨＳＶ－１中和活性を有する抗体を分泌する細胞を識別するためのスクリーニング
アッセイを行なった。さらに、不死化後に得られた細胞培養物を、樹立哺乳類細胞系列で
一般的に行なわれるように、同量ずつバイアル中に凍結した。数ヶ月後、これらのバイア
ルの一部を解凍し、細胞を、元々のポリクローナル細胞培養物と同様に数日間培養し、そ
して、それを各々が統計的に５個の細胞を含有する何千というオリゴクローナル細胞培養
物を調製するのに用いた。
【０２６１】
　ＨＳＶ－１中和アッセイは、両方の種類のオリゴクローナル細胞培養物（すなわち、１
ウェルあたり５０－１００個の細胞を直接播種することで得たもの、又は、元々の細胞の
ポリクローナル集団を同量含むバイアルを解凍後、１ウェルあたり５個の細胞を播種する
ことで得たもの）に対して実施し、両プロセスともに、インビトロでＨＳＶ－１を中和す
るヒトＩｇＧ抗体を発現するオリゴクローナル細胞培養物が識別された。
【０２６２】
　特に、後者のプロセスで得られたＨＳＶ－１中和抗体を分泌する細胞は、２０個超のこ
のようなオリゴクローナル細胞培養物で識別された。これらの細胞培養物のうちのいくつ
かは同一の抗体であると示すことができるが、陽性であるウェルの数が多いこと、及びＲ
Ｔ－ＰＣＲ技術によってそのような抗体の配列を直接識別できる可能性があることにより
、後工程での選別のために、多くの別のオリゴクローナル細胞培養物（恐らくは異なる速
度で増殖中）の分析を行なう手段が得られる。実際、抗体の配列を識別、特性決定するこ
とができるだけでなく、組換えタンパク質としてクローン化したり発現させたりする必要
なしに、活性の分析のために対象であるモノクローナル抗体を直接精製することができ、
最も重要な対象であるヒトモノクローナル抗体の識別が加速される。
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結論
　実施例で紹介した結果は、本発明の方法の複数の利点、及び従来技術からの著しい改良
点を示すものである。
【０２６４】
　選別、刺激、及び不死化の工程の適切な順序によって、特に有用な細胞のポリクローナ
ル集団が得られ、これは、アイソタイプに基づいて、しかしそれが分泌する抗体の特異的
な抗原結合特性には依存しない形で単離されると、単一のドナー又はドナーのプールから
得られた細胞による種々の特性を有する抗体の検出に用いることができる。
【０２６５】
　実際、本発明の方法は、平行して、又は順に適用される種々の基準を用いてスクリーニ
ングし、選別することができる、細胞のポリクローナル、オリゴクローナル、又はモノク
ローナル集団を提供する。実施例２に示すように、本発明の方法によって、高レベルの抗
体を分泌し、広範囲のスクリーニングアッセイに適した、生存し増殖する細胞が数多く提
供される形で、対象中の抗体レパートリーの多様性が捕捉される。さらに、得られる細胞
の集団の組成物がより均一であることにより、さらなる細胞の選別又はソーティングの必
要なしに、無作為な形でドナーから提供された一連の極めて広い（完全ではないにしても
）抗体の多様性を利用することが可能となる。抗ＣＭＶ及び抗ＨＳＰ６０のための連続し
たスクリーニングで示すように、特定のアッセイを血清に施して不死化する細胞のドナー
を選別した場合、得られた細胞の集団を後に用いて、広範囲の特性を有する抗体の探索の
ための免疫反応の分析を行うことができる。
【０２６６】
　さらに、非常に低い密度で播種した細胞培養物を直接作製し、利用することで、モノク
ローナル抗体を識別することが可能である。得られた細胞培養物は、種々の細胞培養条件
（例：支持細胞、培地、増殖因子）を適用するためか、又は一連の抗原及び生物活性を分
析（ドナーＣＭＶ５から得られた細胞について示すように）するために、しかし常に単一
の細胞の集団を出発として、平行して維持及びスクリーニングを行なうこともできる。
【０２６７】
　最後に、この手法は、不死化された抗体分泌細胞のポリクローナル集団を作製するのに
適しており、それは、何百、何千というオリゴクローナル細胞培養物の選別を自動で行な
うこと、及び、各々が本発明の方法で得られた同量の細胞の集団を含む、凍結用の一式の
バイアルを作製することの両方に用いることができる。
【０２６８】
　特に、これらの細胞は、ＨＳＶ－１血清陽性ドナーから採取した細胞を利用する例で示
したように、不死化細胞の集団を所望の抗体特異性についてより詳細に分析、又は再分析
する目的で、必要に応じて解凍して分析することができる、抗体分泌細胞のライブラリー
とみなすことができる。従って、所望の性質を有するモノクローナル抗体の識別と作製は
、ドナーが選択された時、又は細胞の集団が不死化されて凍結された等量サンプルとして
保存された時には考慮されなかった（若しくは知られてすらいなかった）標的に対してさ
えも、達成することができる。
【０２６９】
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【０２７０】
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【０２７１】
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【０２７２】
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【０２７３】
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【０２７４】
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【０２７５】
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【０２７６】
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【化８】

【図面の簡単な説明】
【０２７７】
【図１】不死化された抗体分泌細胞を得るための本発明の方法を含む、モノクローナル抗
体を単離、発現するプロセスの概略図である。
【図２】ＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）単独、又はＣｐＧ２００６、ＬＰＳ、ＳＡＣ、若
しくはＣＤ４０Ｌとの組み合わせの存在下で培養した一次Ｂ細胞の増殖に対する影響を表
す図である。ヒトＣＤ２２陽性Ｂ細胞は、５名のドナーからプールしたＰＢＭＣを磁気分
離することで精製した。Ｂ細胞は、図に示した濃度の化合物の存在下で４日間培養した。
3Ｈ－チミジンは最終日にのみに培養物に添加し、細胞を標識ヌクレオチドと共に８～１
２時間インキュベートした。すべての実験において、培地のみ、ＩＬ－２を含む培地、又
はＣｐＧ２００６を含む培地で培養したサンプルを含めた。ＩＬ－２と刺激剤であるＬＢ
Ｓ（Ａ）、ＳＡＣ（Ｂ）、及びＣＤ４０Ｌ（Ｃ）との組み合わせの影響を図に示すように
評価した。示したカウント毎分（ｃｐｍ）の値は、三つ組の（ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ）ウ
ェルによるものである。（Ａ）、（Ｂ）、及び（Ｃ）で絶対ｃｐｍ値が異なるのは、各実
験で用いた3Ｈ－チミジンのバッチによる比放射能の違いによるものである。
【図３】ＣｐＧ２００６の投与量によるヒトＣＤ２２陽性Ｂ細胞の増殖への影響を示す図
である。ヒトＣＤ２２陽性Ｂ細胞は、５名のドナーからプールしたＰＢＭＣを磁気分離す
ることで精製した。Ｂ細胞は、図に示した濃度のＣｐＧ２００６及びＩＬ－２（１０００
Ｕ／ｍｌ）と共に２日間培養した。生存細胞の数（Ａ）を、トリパンブルー色素排除試験
により、顕微鏡で測定した。平行して、示した各培養条件からの１００００イベントの細
胞をフローサイトメトリーで分析し（Ｂ）、生存細胞（黒の棒グラフ）及び芽細胞（前方
散乱及び側方散乱が高い細胞、白の棒グラフ）の割合を測定した。
【図４】５名のドナーからプールしたＰＢＭＣの磁気分離によって精製したＣＤ２２若し
くはＣＤ１９陽性Ｂ細胞の生存率及び芽球化の、ＦＡＣＳに基づいた分析を示す図である
。分析は、ＣｐＧ２００６（１μｇ／ｍｌ）とＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）の組み合わ
せで４日間培養する前（Ａ）又は後（Ｂ）に行った。各図において、それぞれサイズ及び
粒度の測定尺度として、１００００イベントを前方散乱（横軸）及び側方散乱（縦軸）で
分析した。生存Ｂ細胞は領域Ｒ１内にゲートした。前方散乱の低い死細胞はＲ１外の縦軸
に沿った位置にある。芽細胞分化を起こしている細胞は前方散乱、側方散乱ともに高い。
【図５】刺激剤（ＣｐＧ２００６とＩＬ－２の組み合わせ）で刺激したＢ細胞の細胞増殖
及び細胞生存率の動態を示す図である。ヒトＣＤ２２陽性Ｂ細胞は、５名のドナーからプ
ールしたＰＢＭＣの磁気分離によって選別した。細胞の培養は、ＣｐＧ２００６（１μｇ
／ｍｌ）及びＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）の存在下で、図示した時間実施した。増殖は
、3Ｈ－チミジンの取り込みによって評価した。
【図６】ＥＢＶの媒介によるヒトＢ細胞の不死化に対するＣｐＧ２００６とＩＬ－２との
組み合わせの影響を示した図である。（Ａ）ＣＤ２２陽性Ｂ細胞は、５名のドナーのプー
ルから磁気ビーズ選別によって精製し、培地のみ（黒の棒グラフ）、又はＣｐＧ２００６
（１μｇ／ｍｌ）及びＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）を含む培地で（白の棒グラフ）２日
間培養した。次に細胞を洗浄し、ＩｇＭ陽性細胞をセルソーティングで除去した。ＣＤ２
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２陽性、ＩｇＭ陰性細胞は、細胞培地中、５０％Ｖ／ＶのＥＢＶ含有上清を用いて一晩培
養することで不死化した。ＥＢＶ含有細胞培地を除去し、細胞をＩＬ－２（１０００Ｕ／
ｍｌ）及び支持細胞層として照射同種異系ＰＢＭＣを含む培地で、示した日数の間培養し
た。（Ｂ）ＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞を、５名のドナーのプールから磁気ビーズ選
別によって精製し、３０％Ｖ／ＶのＥＢＶ含有培地中、支持細胞層として照射同種異系Ｐ
ＢＭＣを用い、ＣｐＧ２００６（１μｇ／ｍｌ）及びＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍｌ）の非
存在下（黒の棒グラフ）又は存在下（白い棒グラフ）で培養することで不死化した。（Ａ
）及び（Ｂ）の両方において、生存リンパ芽球（大型の細胞）の数をトリパンブルー色素
排除試験により顕微鏡で計数した。
【図７】ＣｐＧ２００６及びＩＬ－２による２日間の前刺激、ＥＢＶによる不死化、及び
１０日間の培養（ＥＢＶ及びＣｐＧ２００６の非存在下、ＩＬ－２及び照射同種異系ＰＢ
ＭＣ支持細胞層と共に）の後のＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞の表現型を示した図であ
る。（Ａ）１００００イベントをＦＡＣＳドットプロット法で分析し、図中、縦軸はＩｇ
Ｍ蛍光レベルを表し、横軸は前方散乱（細胞サイズの測定尺度として）を表す。高レベル
の前方散乱を示す生存芽細胞は、すべて右側の区画内に含まれている。ＩｇＭ陰性細胞は
下部の二つの区画内に示されており、ＩｇＭ抗体を発現しない（そしてほとんどの場合Ｉ
ｇＧ抗体を発現する）生存芽細胞は下部の右側の区画内に入っている。（Ｂ）（Ａ）と同
様な刺激及び選別を行い、ＥＢＶで不死化されたＣＤ２２陽性、ＩｇＭ陰性Ｂ細胞の上清
を用いて免疫拡散分析を実施した。使用培地はアッセイ前に５倍に濃縮した。アイソタイ
プ特異的抗体を用いたこのアッセイにより、細胞培養物の上清中のすべての分泌されたヒ
ト免疫グロブリン（αｈＩｇ）、ヒトＩｇＭ（αｈＩｇＭ）、及びヒトＩｇＧ（αｈＩｇ
Ｇ）の存在を調べた。
【図８】ＢＡＳＩＣ法、ＣＯＭＢＩＮＥＤ法、及びＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法によって得ら
れた細胞のポリクローナル集団の比較を示した図であり、（Ａ）ＢＡＳＩＣ法、ＣＯＭＢ
ＩＮＥＤ法、及びＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法によるポリクローナル細胞集団の作製の手順の
概略である。（Ｂ）集団を、全細胞数（フローサイトメトリーで測定）及び生存細胞画分
（材料と方法、に記載のように、ヨウ化プロピジウム色素排除試験、及びフローサイトメ
トリーで測定）について比較した。
【図９】図８及び実施例２に記載のように、ＣＤ２２陽性、ＩｇＧ陽性Ｂ細胞を、ＢＡＳ
ＩＣ法、ＣＯＭＢＩＮＥＤ法、又はＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法のプロトコルを用いて作製し
た図である。得られた細胞の集団はフローサイトメトリー（ヨウ化プロピジウム色素排除
試験；左の図）で分析し、そして特に領域Ｒ２でゲートされた細胞については、１０日間
の培養の最後にＣＤ２３の発現について分析を行った（直接免疫蛍光法；右の図）。実質
的に生存リンパ芽球であるこれらの細胞のＣＤ２３の発現レベルは、横軸（ｈｉｇｈ，ｍ
ｅｄｉｕｍ）に蛍光度のログとして示し、ある量のＣＤ２３を発現する細胞の相対数は縦
軸に示す。ネガティブ（ｎｅｇ）とみなされる蛍光レベルは、標識された、アイソタイプ
に対応したネガティブコントロール抗体を用いて測定したものである。
【図１０】ＢＡＳＩＣ法、ＣＯＭＢＩＮＥＤ法、又はＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ法で作製され
た細胞培養物中のＩｇＧ分泌の分析を示した図である。１０日間の培養後（図８の（Ａ）
を参照）細胞を含有しない上清を採取し、上清の段階希釈中のＩｇＧ濃度を、市販の全ヒ
トＩｇＧ用ＥＬＩＳＡキットにより測定した。各上清中のＩｇＧの絶対量を、ＥＬＩＳＡ
キットの製造元から提供された精製ヒトＩｇＧの検量線との比較によって測定し、ここで
直線範囲が頭打ちの一定状態となるのは約１５０μｇ／ｍｌであった。ＳＥＱＵＥＮＴＩ
ＡＬ法のプロセスでは、上清のすべての希釈物において測定値が検量線の直線範囲を超え
てしまったため、これらの測定値から外挿して、全ＩｇＧが２００μｇ／ｍｌを超えると
推定することしかできない。結果を切れたラインで示しているのはこのためである。
【図１１】ヒトＢ細胞などの抗体分泌細胞を不死化する本発明の方法を含む、ヒトサイト
メガロウイルス（ＣＭＶ）を結合及び／又は中和するＩｇＧ抗体を分泌するヒトＢ細胞を
識別する一般的なプロセスを概略的に示した図である。
【図１２】種々の活性を有するＩｇＧ抗体を単離するための図１１に簡潔に示したプロセ
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スを用いて得られた、ＥＢＶによって不死化されたＩｇＧ分泌ヒトＢ細胞培養物の識別を
示す図である。（Ａ）ＣＭＶ血清陽性ドナーから採取した、ＥＢＶで不死化されたＢ細胞
の培養物の上清を、図に示したヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）の単離物と共にイン
キュベートし、続いて図に示したヒト細胞へ添加した。ＡＤ１６９はヒトＣＭＶの研究用
菌株である。ＶＲ１８１４はヒトＣＭＶの臨床分離株である。ＨＥＬＦはヒト胚肺線維芽
細胞であり、ＨＵＶＥＣはヒト臍帯静脈内皮細胞である。選択されたヒトＩｇＧ抗体含有
細胞培養物の上清の中和活性は、ＣＭＶ感染活性の減少として表される（少なくとも二つ
のアッセイの代表値）。データは、ＣＭＶ前早期抗原（ＩＥＡ）の免疫組織学的染色の測
定によって得た。ネガティブコントロールは細胞培地のみのものであった。（Ｂ）ＥＢＶ
で不死化されたヒトＢ細胞培養の上清をプールし（５個の上清／プール）、ＥＬＩＳＡ法
で分析してヒトＨＳＰ６０タンパク質と結合するヒトＩｇＧ抗体を検出した。データは、
二つ組（ｄｕｐｌｉｃａｔｅ　）のウェルの平均値を表す。グラフ中の線は、基準値（細
胞培地（ＲＰＭＩ－１６４０及び１０％ＦＣＳ）のみで測定されたレベルの３倍）である
。ポジティブコントロールサンプル（図に示した濃度での、ＨＳＰ６０に対する市販のマ
ウス抗ヒト抗体）及びネガティブコントロールサンプル（ｍＩｇＧ、非特異的マウスＩｇ
Ｇ）は、抗マウスＩｇＧと共に観察された。他のすべてのコントロールサンプル（培地の
み、又は非関連のヒトＩｇＧであるｈＩｇＧで、２個のネガティブコントロール）、及び
細胞培養物の上清を含有するサンプルは、市販の抗ヒトＩｇＧ抗体と共に観察された。
【図１３】ＣＭＶ中和活性を示すヒトドナーの血液から始めて、本発明の方法に従って不
死化された抗体分泌細胞の集団を作製する手順の概略を示す図である。不死化細胞のオリ
ゴクローナル及びモノクローナル集団は、細胞培養物の上清中で識別された抗体の性質：
全ＣＭＶタンパク質抽出物と結合する抗体の分泌（ＢＥＩＡ－ＣＭＶ　ＥＬＩＳＡのキッ
トを用いて分析）、特定の抗原と結合する抗体の分泌（ＣＭＶタンパク質の断片、ｇＢ及
びｇＨを用いて分析）、及び／又はインビトロアッセイにおいてＣＭＶ感染を中和する抗
体の分泌、に従って識別された。
【図１４】ＣＭＶタンパク質と結合するＩｇＧ抗体を単離するための図１３に簡潔に示し
たプロセスを用いて得られた、ＥＢＶによって不死化されたＩｇＧ分泌ヒトＢ細胞培養物
の識別を示す図である。血清中に中和活性を示すＣＭＶドナーからのＣＤ２２陽性、Ｉｇ
Ｇ陽性Ｂ細胞は、実施例２に示すようにＳＥＱＵＥＮＴＩＡ法のプロトコルを用いて作製
した。得られた集団を用いて作製された１０日間の細胞培養物（ＣＭＶ５バルク培養物（
ｂｕｌｋ　ｃｕｌｔｕｒｅ））からの上清を回収し、４℃で保存し、材料と方法、に記載
のＢＥＩＡ－ＣＭＶ　ＥＬＩＳＡキットで分析した。次に、細胞培養を、９６－ウェルプ
レートで、２０細胞／ウェルに分割し、照射同種異系ＰＢＭＣ支持細胞、ＣｐＧ２００６
、及びＩＬ－２の存在下で４週間培養した。活発に増殖中の細胞集団を含むウェルから調
製した、細胞を含有しない上清をＢＥＩＡ－ＣＭＶ　ＥＬＩＳＡキットでスクリーニング
した。ＥＬＩＳＡキットにポジティブコントロール（標準物質２、１０ＡＵ／ｍｌ）が含
まれており、製造元の説明書に従って使用した。ネガティブコントロールは培地のみ（Ｌ
－グルタミン、ＮＥＡＥ、１０％ＦＣＳ、ＣｐＧ２００６、及びＩＬ－２を含むＩＭＤＭ
）であった。２０の代表的な細胞培養の結果を示す。横軸に平行な線はアッセイの２倍カ
ットオフ値を示す。
【図１５】９Ｇ８ウェル中の細胞（図１４参照）によって分泌された抗体における、Ｈ鎖
中（Ａ；ＶＨ；配列番号３）及びＬ鎖中（Ｂ；ＶＬ；配列番号８）の可変領域のタンパク
質配列を示す図である。Ｈ鎖に対する（ＨＣＤＲ１、配列番号４；ＨＣＤＲ２、配列番号
５；ＨＣＤＲ３、配列番号６）及びＬ鎖に対する（ＬＣＤＲ１、配列番号９；ＬＣＤＲ２
、配列番号１０；ＬＣＤＲ３、配列番号１１）ＣＤＲ配列は、ＩＭＧＴによって提供され
るＶ－Ｑｕｅｓｔ（Ｇｉｕｄｉｃｅｌｌｉ　Ｖ．　ｅｔ　ａｌ．，２００４；ｈｔｔｐ：
／／ｉｍｇｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ／ＩＭＧＴ　ｖｑｕｅｓｔ／ｓｈａｒｅ／ｔｅｘｔｅｓ
／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌより入手可能）などの、既知の抗体配列を比較する種々の方法に
基づいて推定し、下線を付した。この細胞培養物からの１万個の細胞を用い、標準的なプ
ロトコルによって２個の配列を決定した。細胞をペレット化し、縮重ＶＨ及びＶＬプライ
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マーを用いた５’ＲＡＣＥ増幅によってｃＤＮＡを作製するためにｍＲＮＡを抽出した。
次に、バクテリア細胞の形質転換に使われるプラスミド中で配列をクローン化した。Ｈ鎖
（配列番号２）、及びＬ鎖（配列番号７）の可変領域をコードする共通ＤＮＡ配列を、少
なくとも４種類の独立したバクテリア細胞クローンの配列から決定した。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】
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