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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　定常領域がＩｇＧ１および／またはＩｇＧ３のみに由来する抗－ＲｈＤ組換えポリクロ
ーナル抗体であって、各個々のメンバーが、以下に示す異なるクローン名により特定でき
るアミノ酸配列の対に対応するＶＨ：ＬＣ対の１つから選択されるＣＤＲ１、ＣＤＲ２及
びＣＤＲ３領域を含む、抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体。
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【表１－１】
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【表１－２】

【請求項２】
　個々のメンバーの少なくとも１つがｅｐＤ３、ｅｐＤ４及びｅｐＤ９（ＲｈＤカテゴリ
ーＶＩ抗原）に特異的に結合し、及びさらなるメンバーが単独又は組み合わせて残りのＲ
ｈＤ抗原エピトープ、ｅｐＤ１、ｅｐＤ２、ｅｐＤ５、ｅｐＤ６／７及びｅｐＤ８に結合
する、請求項１記載の抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体。
【請求項３】
　ＶＨ：ＬＣ対に由来するＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３領域がクローン名ＲｈＤ１５
７．１１９Ｄ１１、ＲｈＤ１５８．１１９Ｂ０６、ＲｈＤ１５９．１１９Ｂ０９、ＲｈＤ
１６１．１１９Ｅ０９、ＲｈＤ１６３．１１９Ａ０２、ＲｈＤ１９０．１１９Ｆ０５、Ｒ
ｈＤ１９１．１１９Ｅ０８、ＲｈＤ１９２．１１９Ｇ０６、ＲｈＤ１９７．１２７Ａ０８
及びＲｈＤ２０４．１２８Ａ０３により特定される、請求項１又は２記載の抗－ＲｈＤ組
換えポリクローナル抗体。
【請求項４】
　ＶＨ：ＬＣ対に由来するＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３領域がクローン名ＲｈＤ１５
７．１１９Ｄ１１、ＲｈＤ１５９．１１９Ｂ０９、ＲｈＤ１６０．１１９Ｃ０７、ＲｈＤ
１６１．１１９Ｅ０９、ＲｈＤ１６２．１１９Ｇ１２、ＲｈＤ１６３．１１９Ａ０２、Ｒ
ｈＤ１８９．１８１Ｅ０７、ＲｈＤ１９１．１１９Ｅ０８、ＲｈＤ１９２．１１９Ｇ０６
、ＲｈＤ１９６．１２６Ｈ１１、ＲｈＤ１９７．１２７Ａ０８、ＲｈＤ１９９．１６４Ｅ
０３、ＲｈＤ２０１．１６４Ｈ１２、ＲｈＤ２０２．１５８Ｅ０７、ＲｈＤ２０３．１７
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９Ｆ０７、ＲｈＤ２０７．１２７Ａ１１、ＲｈＤ２４０．１２５Ａ０９、ＲｈＤ２４１．
１１９Ｂ０５、ＲｈＤ２４４．１５８Ｂ１０、ＲｈＤ２４５．１６４Ｅ０６、ＲｈＤ２９
３．１０９Ａ０９、ＲｈＤ３０１．１６０Ａ０４、ＲｈＤ３０５．１８１Ｅ０６、ＲｈＤ
３０６．２２３Ｅ１１、ＲｈＤ３０７．２３０Ｅ１１、ＲｈＤ３１９．１８７Ａ１１及び
ＲｈＤ３２４．２３１Ｆ０７により特定される、請求項１又は２記載の抗－ＲｈＤ組換え
ポリクローナル抗体フラグメント。
【請求項５】
　新生児溶血性疾患の予防、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）の処置、又はＲｈＤ（
－）の個人にＲｈＤ（＋）の血液を誤って輸血した後のＲｈＤ抗原に対する感作の予防の
ための組成物を調製するための、請求項１～４のいずれか１項に記載の抗－ＲｈＤ組換え
ポリクローナル抗体の使用。
【請求項６】
　活性成分として請求項１～４のいずれか１項に記載の抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル
抗体及び医薬上許容される賦形剤を含有する、医薬組成物。
【請求項７】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体の発現のた
めの製造細胞系統として適切な細胞群を産生するための方法であって、
　ａ）抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリーを提供する段階であって、ここで、前
記ライブラリーの各個々のベクターが、１）抗－ＲｈＤポリクローナル抗体の異なるメン
バーをコードする核酸セグメントの１つの単一コピー、及び２）１つ以上のリコンビナー
ゼ認識配列を含む、段階；
　ｂ）抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターの前記ライブラリーを宿主細胞系統に導入する段階で
あって、ここで、前記宿主細胞系統の各個々の細胞のゲノムは、そのゲノム内で前記ベク
ターのものと整合するリコンビナーゼ認識配列を含む、段階；
　ｃ）段階（ａ）の抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントが宿主細胞系統の細胞内
に部位特異的に組み込まれるように、１つ以上のリコンビナーゼの前記細胞内での存在を
保証する段階であって、ここで、前記１つ以上のリコンビナーゼは、ｉ）前記核酸セグメ
ントが導入される前記細胞により発現されるか；ｉｉ）段階（ａ）のベクターにより操作
可能な形でコードされるか；ｉｉｉ）第２のベクターからの発現を通して提供されるか；
又はｉｖ）１つの蛋白質として前記細胞に提供されるかのいずれかである、段階；及び
　ｄ）抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターの前記ライブラリーから、抗－ＲｈＤ抗体コーディン
グ核酸セグメントの組込まれたコピーを含む細胞を選択する段階：
を含む、方法。
【請求項８】
　抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターの前記ライブラリーが、前記ベクターライブラリーの個々
のメンバーを用いて別々に前記宿主細胞をトランスフェクションすることによって前記宿
主細胞系統内に導入され、及び前記細胞が、段階（ｄ）の選択の後に、組換えポリクロー
ナル抗体製造細胞系統として適切な細胞群を形成するべくプールされる、請求項７記載の
方法。
【請求項９】
　抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターの前記ライブラリーが、前記ベクターライブラリーの５～
５０個の個々のベクターを含むフラクションを用いた前記宿主細胞のアリコートの半バル
クトランスフェクションにより前記宿主細胞系統内に導入され、及び前記細胞が、段階（
ｄ）の選択の後に、組換えポリクローナル抗体製造細胞系統として適切な細胞群を形成す
るべくプールされる、請求項７記載の方法。
【請求項１０】
　抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターの前記ライブラリーが、前記ベクターライブラリーを用い
た前記宿主細胞の一群のバルクトランスフェクションにより前記宿主細胞系統内に導入さ
れる、請求項７記載の方法。
【請求項１１】
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　抗－ＲｈＤポリクローナルの異なるメンバーをコードする核酸セグメントの前記単一コ
ピーが、前記細胞群内の各個々の細胞の単一の所定の遺伝子座内に組み込まれており、前
記遺伝子座が前記組換えポリクローナル抗体の各メンバーの高レベル発現を媒介し得る、
前記請求項７～１０いずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記細胞群が哺乳類細胞系統から誘導される、前記請求項７～１１いずれか１項に記載
の方法。
【請求項１３】
　前記哺乳類細胞系統が、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＣＯＳ細胞、Ｂ
ＨＫ細胞、ＹＢ２／０、ＮＩＨ３Ｔ３、骨髄腫細胞、繊維芽細胞、ＨｅＬａ、ＨＥＫ２９
３、ＰＥＲ．Ｃ６及びそれらから誘導された細胞系統からなる群より選択される、請求項
１２記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体の製造方法
であって、
　ａ）ポリクローナルワーキングセルバンクを提供するか、又は変異体抗－ＲｈＤ抗体コ
ーディング核酸セグメントのライブラリーを含む細胞群を提供する段階であって、ここで
、前記群中の各個々の細胞は、前記抗－ＲｈＤポリクローナル抗体の異なるメンバーをコ
ードする核酸セグメントの単一コピーを含み、前記コピーは、各個々の細胞のゲノムの同
じ部位に組み込まれている、段階；
　ｂ）前記組換えポリクローナル抗体の発現を容易にする条件の下で、前記ポリクローナ
ルワーキングセルバンク又は細胞群を培養する段階；及び
　ｃ）細胞培養物、細胞又は上清から前記発現された組換えポリクローナル抗体を回収す
る段階：
を含む、方法。
【請求項１５】
　回収された組換えポリクローナル抗体をさらなる精製に付す、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体をコードす
る変異体抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの集団を含む、部位特異的組込み用
の抗－ＲｈＤ発現ベクターのライブラリーであって、ここで、前記ベクターの各々は、１
）抗－ＲｈＤポリクローナル抗体の異なるメンバーをコードする核酸セグメントの１つの
コピー、及び２）１つ以上のリコンビナーゼ認識配列を含むものである、ライブラリー。
【請求項１７】
　各セグメントが、以下に示す異なるクローン名により特定できる核酸配列の対に対応す
るＶＨ：ＬＣ対の１つから選択されるＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３領域を含む、請求
項１～４のいずれか１項に記載の抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体をコードする抗－
ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントのライブラリー。
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【表２－２】

【請求項１８】
　請求項１７記載の抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントのライブラリーを用いて
トランスフェクションした細胞群を含む組換えポリクローナル抗体製造細胞系統であって
、ここで、前記群中の各細胞は、ライブラリーの１つのメンバーを発現し得るものであり
、該メンバーは、抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体の異なるメンバーをコードし、及
び前記群中の個々の細胞のゲノム内の同じ部位に位置しており、前記核酸セグメントは群
中の前記細胞に外来ＤＮＡとして導入されているものである、組換えポリクローナル抗体
製造細胞系統。
【請求項１９】
　抗－ＲｈＤポリクローナルの異なるメンバーをコードする前記核酸セグメントが、前記
細胞群中の各個々の細胞の単一の所定の遺伝子座内に組み込まれ、前記遺伝子座は前記組
換えポリクローナル抗体の各メンバーの高レベル発現を媒介し得るものである、請求項１
８記載の組換えポリクローナル抗体製造細胞系統。
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【請求項２０】
　前記細胞群が哺乳類細胞系統から誘導されている、請求項１８又は１９記載の組換えポ
リクローナル抗体製造細胞系統。
【請求項２１】
　前記哺乳類細胞系統が、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＣＯＳ細胞、Ｂ
ＨＫ細胞、ＹＢ２／０、ＮＩＨ３Ｔ３、骨髄腫細胞、繊維芽細胞、ＨｅＬａ、ＨＥＫ２９
３、ＰＥＲ．Ｃ６及びそれらから誘導された細胞系統からなる群より選択される、請求項
２０記載の組換えポリクローナル抗体製造細胞系統。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体（抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ）の産生、並
びに所望のポリクローナル抗体を後で産生するためのポリクローナルワーキングセルバン
クを作成するための一般的なアプローチを記載している。本発明は、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡ
ｂをコードするライブラリー及び抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを産生する細胞系統にも関連する
。さらに、本出願は、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを含有する医薬用及び診断用組成物、並びに
新生児溶血性疾患（ＨＤＮ）の予防、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）の処置、及び
ＲｈＤ（－）の個人へＲｈＤ（＋）の血液を誤って輸血した後のＲｈＤ抗原に対する感作
の予防におけるそれらの使用を記載している。
【背景技術】
【０００２】
　Ｒｈ式血液型抗原は、いわゆるＣ、ｃ、Ｅ、ｅ及びＤ抗原を含む膜貫通型赤血球蛋白質
上に位置している。白人集団の約１６％は遺伝的多型に起因してＲｈＤ陰性（ＲｈＤ（－
））である。加えて、ＲｈＤには複数の遺伝的及び血清学的変異体が存在し（カテゴリー
ＩＩ～ＶＩＩに分類される）、その中で、ＲｈＤＶＩが最も臨床的に関連している。カテ
ゴリーＶＩ陽性赤血球細胞（ＲＢＣ）は他のカテゴリーのＲＢＣに比べて有するＤ蛋白質
の各種エピトープがより少ないので、ＲｈＤＶＩ（＋）の個人は、他のＲｈＤ陽性（Ｒｈ
Ｄ（＋））の個人に由来するＲＢＣに対して同種抗体を形成し得る（Ｉｓｓｉｔｔ，Ｐ．
Ｄ．およびＡｎｓｔｅｅ，Ｄ．Ｊ．，１９９８．　Ｔｈｅ　Ｒｈ　Ｂｌｏｏｄ　Ｇｒｏｕ
ｐ　Ｓｙｓｔｅｍ，Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ，Ｄｕｒｈａｍ，Ｎｏｒｔｈ　Ｃａｒｏｌｉｎａ，ｐｐ．３１５－４２３）。｛Ｉ
ｓｓｉｔｔ＆Ａｎｓｔｅｅ　１９９８　１１８０９／ｉｄ｝
【０００３】
　ＲｈＤ陰性それ自体はいずれの病状にも関連していないが、ＲｈＤ（－）の女性がＲｈ
Ｄ（＋）若しくはＲｈＤＶＩ（＋）の胎児を妊娠するか、又はＲｈＤＶＩ（＋）の女性が
ＲｈＤ（＋）の胎児を妊娠する場合に、重要な医学的意味を有する。通常周産期（分娩時
）に胎児の赤血球が母体循環系に入ると、胎児母体ＲｈＤ同種免疫が生じ、それにより、
母体の抗－ＲｈＤ抗体応答の誘導が惹起される。次の妊娠において、母体に由来するＲｈ
Ｄ－特異的ＩｇＧ－分子は胎盤を通過して胎児の血液に入り、次いで、胎児の赤血球の溶
解を仲介し、それにより、新生児溶血性疾患（ＨＤＮ）を惹起する。２度目にＲｈＤ（＋
）の胎児を妊娠し、及び抗－Ｄ予防を用いて適切に保護されていないＲｈＤ（－）の女性
の平均２０％が抗－ＲｈＤ抗体応答を生じることが推定されている。未処置の場合、新生
児の約３０％は中程度の貧血、黄疸及び肝腫を有し、並びに２０％は重度の貧血及び胎児
水腫を発症し、並びに重度に罹患した新生児は新生児死亡又は永続的な障害の危険性を有
する。
【０００４】
　ＲｈＤに対するポリクローナル免疫グロブリンの調製は、妊娠しているＲｈＤ（－）及
びＲｈＤＶＩ（＋）の女性の同種免疫を防ぎ、それにより新生児溶血性疾患を予防するた
めに世界中で使用されている。ＲｈＤ（抗－Ｄ）に対するポリクローナル免疫グロブリン
の調製は、現在、自然なＲｈＤ同種免疫か又はＲｈＤ陽性赤血球でのＲｈＤ陰性ボランテ
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ィア男性のワクチン接種のいずれかを介して過免疫されたドナーから得た血漿をプールす
ることにより、得られている。ＨＤＮの予防のための抗－ＲｈＤ免疫グロブリン調製物の
能力は十分に確立されており、及び長年日常的に使用されてきた。結果として、この重度
の疾患は希少なものとなっている。
【０００５】
　それにも関わらず、疾患、すなわち、妊娠しているＲｈＤ（－）及びＲｈＤＶＩ（＋）
の女性の同種免疫の根底にある原因はなお存在しており、それ故に、抗－Ｄ免疫グロブリ
ン調製物の絶え間のない供給が必要である。
【０００６】
　ＨＤＮの予防に加えて、抗－Ｄ免疫グロブリンは特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）
の処置において有用であることも示されている（Ｇｅｏｒｇｅ，Ｊ．Ｎ．，２００２．Ｂ
ｌｏｏｄ　Ｒｅｖ．１６，３７－３８）。ＩＴＰは血液疾患であり、ここで、自己抗体は
脾臓及び肝臓における血小板クリアランスの加速をもたらす。症状は、損傷及び出血をも
たらす血小板レベルの減少である。重度の場合、脾臓が摘出される。しかし、これは重度
の副作用のために乳児においては不可能であり、故に、抗－Ｄ免疫グロブリンのごとき代
替的処置が必要である。さらに、ＲｈＤ（－）のレシピエントにＲｈＤ（＋）の血液を誤
って輸血した後にＲｈＤ抗原に対する感作を予防するために抗－Ｄ免疫グロブリンが用い
られる。
【０００７】
　既に記載したように、抗－Ｄを産生するための現行方法は、高力価の抗血清を産生する
ためにドナー集団を繰り返し免疫する必要があり、該ドナーは次第に応答しなくなる。繰
り返し免疫のためのＲｈ陽性ＲＢＣの使用が、ウイルス性疾患、例えば、Ｂ型肝炎、ＡＩ
ＤＳ及び未知ウイルスのごとき他のものへの感染危険性をもたらすといった、関連する危
険因子及び技術的問題もある。さらに、バッチ間差異に関する問題もある。故に、抗－Ｒ
ｈＤ抗体の産生のための代替的方法が必要である。
【０００８】
　抗－ＲｈＤモノクローナル抗体を産生するための細胞的アプローチは、初め、過免疫血
清の代替法として開発された。これらの技法は、Ｂリンパ芽球腫細胞系統を生じるリンパ
球のエプスタイン・バーウイルス（Ｅｐｓｔｅｉｎ　Ｂａｒｒ　Ｖｉｒｕｓ）形質転換を
含んだ（Ｃｒａｗｆｏｒｄら．１９８３．Ｌａｎｃｅｔ　１，３８６－８）。しかし、こ
れらの細胞系統は不安定であり、及び大規模なクローニングを要する。ハイブリドーマ技
法によるヒト抗体の産生は、適切なヒト骨髄腫細胞融合パートナーの欠如によっても制限
された（Ｋｏｚｂｏｒ，Ｄ．及びＲｏｄｅｒ，Ｊ．Ｃ．，１９８３．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔ
ｏｄａｙ．４，７２）。
【０００９】
　これらの技法の代替法として、ＶＨ及びＶＬのレパートリークローニング並びにファー
ジディスプレイライブラリーの構築を含む分子的アプローチが開発された（Ｂａｒｂａｓ
，Ｃ．Ｆ．ら．１９９１．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８，７９
７８－７９８２）。ファージディスプレイ技法もＲｈＤ抗原バインダーの単離のために適
用できた。ＲｈＤ抗原結合特異性を有する多数のモノクローナル抗体（ｍＡｂ）がこの技
法により単離された（ＷＯ　９７／４９８０９及びＳｉｅｇｅｌ，Ｄ．Ｌら．２００２．
Ｔｒａｎｓｆｕｓ．Ｃｌｉｎ．Ｂｉｏｌ．９，８３－９７）。
【００１０】
　組換え抗－ＲｈＤＶＩｍＡｂを用いた最近の臨床試験は、ＲｈＤ（＋）ＲＢＣでの大規
模な攻撃の後にＲｈＤ免疫化の予防が可能であることを示した（Ｍｉｅｓｃｈｅｒ，Ｓ．
，ら．２００４，Ｂｌｏｏｄ　１０３，４０２８－４０３５）。しかし、該試験は、ＲＢ
Ｃのクリアランスに関してｍＡｂは抗－Ｄ免疫グロブリンよりも能力が低いことも示した
。このクリアランス速度減少の原因は知られていない。単一の抗体は抗－Ｄ免疫グロブリ
ン産物中に存在する多様な抗体ほど有効ではないか、又は１以上の免疫グロブリンアイソ
タイプ、すなわち、ＩｇＧ１及びＩｇＧ３の存在はＲＢＣクリアランスを増大すると考え
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られる｛Ｓｉｅｇｅｌ，Ｃｚｅｒｗｉｎｓｋｉ，ら．２００２　１０３２０／ｉｄ｝。
【００１１】
　効果の問題に加えて、ＨＤＮ予防に関する別の問題は、ＲｈＤＶＩ（＋）の女性がＲｈ
Ｄ（＋）の胎児を妊娠する状況である。この状況では、抗－ＲｈＤＶＩｍＡｂは女性の同
種免疫を防ぐことができないだろう。故に、ＲｈＤ（－）及びＲｈＤＶＩ（＋）の女性を
共に保護するために、ＲｈＤカテゴリーＶＩ抗原に対する抗体、及びカテゴリーＶＩ抗原
に結合しないが他の一般的なＲｈＤ抗原には結合する抗体を有する産物が必要である。
【００１２】
　ｍＡｂに関して考えられる別の問題は、それらが免疫原性であり得ることである。ｍＡ
ｂはヒトであるが、初回の処置は、ｍＡｂで処置した女性からの抗体応答をもたらし得る
。理論的には、これは、処置された個人の免疫系によりそれ以前に認識されなかったｍＡ
ｂのＣＤＲ領域が、十分大量に提供されるならば、外来のものとして認識され得るために
、生じ得る。予防的処置を繰り返さない限り、かかる反応は抗－ＲｈＤ　ｍＡｂをもたら
し得る。
【００１３】
　ｍＡｂに関するこれらの潜在的な問題の幾つかはモノクローナル抗体を混合することに
より克服されよう。しかし、これは、不確定な数の抗体を別々に産生及び精製することを
意味し、きわめて費用がかかるだろう。さらに、かかる混合物の個々のモノクローナル抗
体の異なるバッチ特性は最終産物に影響し得る。
【発明の開示】
【００１４】
　本発明は、単一バッチとして抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体（抗－ＲｈＤ　ｒｐ
Ａｂ）を発現し得る製造細胞系統を産生するための方法を提供する。
【００１５】
　発明の記載
　本発明は、抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体（抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ）の一貫した
製造のための方法を提供する。本発明は、新規クラスの予防用及び治療用抗－ＲｈＤ抗体
産物の大規模な製造及び産生のための可能性を開くことが熟慮される。
【００１６】
　本発明の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂは潜在的に、モノクローナル抗－ＲｈＤ抗体より優れた
幾つかの利点を有する。第１に、あらゆる潜在的なＲｈＤエピトープは１以上の抗体で覆
われ、故に、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物は、ＲｈＤ（＋）の子供を産むＲｈＤ（－）及
びＲｈＤＶＩの女性の両方の予防的処置において用いられ得る。故に、十分な予防的効果
を得るために、異なる産生及び精製バッチに由来するｍＡｂを混合する必要はなくなるだ
ろう。
【００１７】
　さらに、高濃度の単一又は数個の分子に起因してｍＡｂが免疫原性であることが判明す
る場合では、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂは優れた代替法となり得る。本発明に記載の抗－Ｒｈ
Ｄ　ｒｐＡｂは５～５６個の変異体抗体分子から構成されているので、それらの個々の濃
度はより低くなり得、及び抗体の１つが免疫原性に起因して枯渇されても、ＲｈＤ抗原を
覆う他のものが多数存在し得、それ故に、予防はなお有効であり得る。
【００１８】
　本発明の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ抗体の産生は単一バッチとして単一細胞系統から行われ
る。抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ産生のためのポリクローナル製造細胞系統の産生は、詳細な記
載及び実施例にて明示されよう。
【００１９】
　定義
　「抗生物質耐性遺伝子」は、細胞に対し抗生物質が有する阻害性又は毒性効果を克服し
、抗生物質の存在下での細胞の生存及び持続的増殖を確保し得る蛋白質をコードする遺伝
子である。
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【００２０】
　用語「抗体」は、血清の１つの機能的成分を表し、多くの場合、分子の一群（抗体若し
くは免疫グロブリン）又は１分子（抗体分子若しくは免疫グロブリン分子）のいずれかを
言う。抗体分子は特異的抗原決定基（抗原若しくは抗原エピトープ）に結合するか又はそ
れと反応し得、順次、免疫作用機序の誘導に至り得る。個々の抗体分子は通常単一特異的
と見なされ、及び抗体分子の組成物はモノクローナル（すなわち、同一の抗体分子から構
成される）又はポリクローナル（すなわち、同一の抗原又さらには別の異なる抗原上で同
一又は異なるエピトープと反応する異なる抗体分子から構成される）であってもよい。各
抗体分子は、その対応する抗原に対する特異的な結合を可能とする特有の構造を有し、及
び全ての自然な抗体分子は、２つの同一の軽鎖及び２つの同一の重鎖から構成される同一
の全体的な基本構造を有する。抗体は集合的に免疫グロブリンとしても知られている。本
明細書中用いられる抗体（単数及び複数）なる用語は、キメラ及び一本鎖抗体、並びに抗
体の結合フラグメント、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’若しくはＦ（ａｂ）２分子、Ｆｖフラ
グメント若しくはｓｃＦｖフラグメント又は任意の他の安定なフラグメント、並びに全長
抗体分子及び多量体形態、例えば、２量体ＩｇＡ分子若しくは５量体ＩｇＭを含むことも
意図される。
【００２１】
　用語「抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメント」は、ＶＨ及びＶＬ遺伝子エレメン
トの対を含む核酸セグメントを表す。該セグメントは、軽鎖及び／又は重鎖定常領域遺伝
子エレメント、例えば、カッパ又はラムダ軽鎖定常領域、及び／又はアイソタイプＩｇＧ
１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＭ、ＩｇＤ及びＩｇＥの
１つから選択された１つ以上の定常領域ドメインＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３又はＣＨ４をさ
らに含んでもよい。好ましいアイソタイプはＩｇＧ１及び／又はＩｇＧ３である。核酸セ
グメントは、ＶＨ及びＶＬコーディング配列の双方向性又は一方向性転写のいずれかを容
易にする１つ以上のプロモーターカセットを含んでもよい。さらなる転写又は翻訳エレメ
ント、例えば、遺伝子産物を分泌経路に誘導する機能的リーダー配列、ポリＡシグナル配
列、ＵＣＯＥ及び／又はＩＲＥＳも該セグメント中に存在してもよい。
【００２２】
　用語「抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体」又は「抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ」は、組換
えにより産生された多様な抗体分子の組成物を表し、ここで、個々のメンバーはＲｈＤ抗
原上の少なくとも１つのエピトープに結合し得る。好ましくは、該組成物は単一の製造細
胞系統から産生される。ポリクローナル抗体の多様性は可変領域（ＶＨ及びＶＬ領域）、
特に、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３領域に位置付けられる。
【００２３】
　用語「偏向」は、組換えポリクローナル抗体産生中の事象を表すために用いられ、ここ
で、発現ライブラリー、ポリクローナル細胞系統又はポリクローナル蛋白質の組成は、無
作為な遺伝子突然変異、個々の細胞間の増殖動態学における差異、異なる発現コンストラ
クト配列間の発現レベルにおける差異、又はＤＮＡのクローニング効果における差異に起
因して経時的に変化する。
【００２４】
　用語「抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの異なるメンバー」は、可変領域内に１つ以上のストレッ
チ（ｓｔｒｅｔｃｈ）を含む組換えポリクローナル抗体組成物の個々の抗体分子を表し、
該ストレッチは、ポリクローナル蛋白質の他の個々のメンバーと比較してアミノ酸配列の
差異により特徴付けられる。特に、これらのストレッチはＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ
３領域に位置する。
【００２５】
　本明細書中用いられる用語「ゲノム」は、細胞内に存在する染色体の通常の相補体とし
て文字通り解釈されるだけではなく、細胞内に導入及び維持され得る染色体外エレメント
でもある。かかる染色体外エレメントは、ミニ－染色体、ＹＡＣ（酵母人工染色体）、Ｍ
ＡＣ（マウス人工染色体）又はＨＡＣ（ヒト人工染色体）を含むが、これらに限定されな
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い。
【００２６】
　用語「頭－頭（ｈｅａｄ－ｔｏ－ｈｅａｄ）プロモーター」は、プロモーターにより駆
動される２つの遺伝子エレメントの転写が反対方向で生じる（双方向性転写）ように、近
接して配置されているプロモーター対を言う。かかる系の構築は米国特許第５，７８９，
２０８号の実施例３に詳細に記載されており、該文献は出典明示により本明細書の一部と
なる。２つのプロモーター間に無関係な核酸からなる詰め込み（ｓｔｕｆｆｅｒ）を有す
る頭－頭プロモーターも構築され得る。かかる詰め込みフラグメントは５００を超えるヌ
クレオチドを容易に含み得る。
【００２７】
　「ホットスポット細胞系統」中のごとき用語「ホットスポット」は、その部位内への発
現ベクターの組込みについて、目的の組込まれた核酸セグメントの高効率の転写のために
選択又は生成及び特徴付けられた、細胞のゲノムの予め確立された遺伝子座を言う。
【００２８】
　一般的に、用語「免疫グロブリン」は、血液又は血清中に見出される抗体の混合物の総
称として用いられるが、他の供給源に由来する抗体の混合物を表すために用いられてもよ
く、又は用語「免疫グロブリン分子」において用いられる。
【００２９】
　用語「内部リボソーム進入部位」又は「ＩＲＥＳ」は、ｍＲＮＡ上の通常の５’キャッ
プ－構造とは異なる構造を表す。両構造はリボソームにより認識され得、翻訳開始のため
にＡＵＧコドンについて走査を開始する。１つのプロモーター配列及び２つの開始ＡＵＧ
を用いることにより、第１及び第２のポリペプチド配列が単一のｍＲＮＡから翻訳され得
る。故に、単一の２シストロン性ｍＲＮＡからの第１及び第２のポリヌクレオチド配列の
同時翻訳を可能とするために、ＩＲＥＳ配列の下流側のポリヌクレオチド配列の翻訳を可
能にするＩＲＥＳ配列を含むリンカー配列を介して、第１及び第２のポリヌクレオチド配
列を転写的に融合できる。この場合、転写された２シストロン性ＲＮＡ分子は、キャッピ
ングされた５’末端及び２シストロン性ＲＮＡ分子の内部ＩＲＥＳ配列の両方から翻訳さ
れ、それにより、第１及び第２のポリペプチドを共に産生できる。
【００３０】
　本明細書中用いられる用語「ライブラリー」は、変異体核酸配列の一群を言う。例えば
、抗体の可変重鎖及び／又は可変軽鎖の多様な集団をコードする核酸配列の一群を言う。
変異体核酸配列のメンバーが２つの変異体遺伝子エレメント、例えば、ＶＨ及びＶＬから
構成される場合、それは多くの場合に核酸セグメントと言われよう。変異体核酸配列／セ
グメントの群は、かかる核酸配列のプール形態であり得るか、又はそれは別個の核酸配列
（例えば、９６ウェルプレートの各ウェル中の特有の一配列）の一群であり得る。典型的
に、本発明のライブラリーは少なくとも３、５、１０、２０、５０、１０００、１０４、
１０５又は１０６の異なるメンバーを有する。「ベクターのライブラリー」では、変異体
核酸配列／セグメントがベクターに挿入されている。しかし、ライブラリー及びベクター
のライブラリーなる用語は同義的にも用いられ得る。
【００３１】
　用語「抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリー」は、抗－ＲｈＤ抗体の転写のため
の調節エレメントを有するベクター内に挿入された変異体抗－ＲｈＤ抗体コーディング核
酸配列の一群を言う。該調節エレメントは、挿入された核酸セグメント内又はベクターフ
レームワーク内のいずれかに位置し得る。好ましくは、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターは少
なくとも１つのリコンビナーゼ認識配列、例えば、ＦＲＴ部位も有し、それは２つの異な
るリコンビナーゼ認識配列、例えば、ＦＲＴ及びＦＲＴ’部位を有してもよい。
【００３２】
　用語「個々の細胞の大部分」は、８０％以上、好ましくは、８５％以上、より好ましく
は、９０％、９５％又はさらには９９％又はそれ以上のごとき細胞のパーセンテージを言
う。
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【００３３】
　用語「大量移入」は、あるベクター集団から別のベクター集団への目的の核酸セグメン
トの移入、及び目的の個々のセグメントの単離を行うことなく各核酸セグメントについて
同時にそれを行うことを表すために用いる。かかるベクター集団は、例えば、目的の可変
領域、プロモーター、リーダー又は増強エレメントを含むライブラリーであり得る。次い
で、これらの配列は事前に単離することなく、例えば、ファージベクターから哺乳類発現
ベクターへ移動され得る。特に抗体配列について、この技法は、例えば、選択ベクター（
例えば、ファージディスプレイベクター）から哺乳類発現ベクターへライブラリーを移動
させる間にＶＨ及びＶＬ多様性の間の連鎖が失われないよう保証している。かくして、Ｖ

Ｈ及びＶＬの元々の対が保持される。
【００３４】
　本明細書中用いられる用語「作動可能に連結された」は、他のセグメントと機能的関係
に置かれた場合に、別のセグメントに連結されているセグメントを言う。例えば、シグナ
ル配列をコードするＤＮＡは、それが小胞体へのポリペプチドの移入に関与するリーダー
として発現されるならば、ポリペプチドをコードするＤＮＡに作動可能に連結されている
。同様に、プロモーター又はエンハンサーは、それが該配列の転写を刺激するならば、作
動可能に連結されている。
【００３５】
　用語「ポリクローナル抗体」は、同一又は異なる抗原上で幾つかの異なる特異的抗原決
定基に結合するか又はそれと反応し得る異なる（多様な）抗体分子の組成物を表す。通常
、ポリクローナル抗体の可変性は、ポリクローナル抗体のいわゆる可変領域、特に、ＣＤ
Ｒ領域に位置する。ポリクローナル抗体のメンバーが抗原に結合すると言う場合、本明細
書中では、１ｍＭ未満、好ましくは、１００ｎＭ未満、さらにより好ましくは、１０ｎＭ
未満の結合定数を有する結合が意味される。
【００３６】
　用語「組換えポリクローナル製造細胞系統」は、目的の変異体核酸セグメントのライブ
ラリーを用いてトランスフェクションした蛋白質発現細胞の混合物／集団を言い、ここで
、組換えポリクローナル製造細胞系統を共に構成する各個々の細胞は、別個の目的の核酸
セグメントの、転写活性のあるただ１つのコピーを有し、該コピーは目的の組換えポリク
ローナル抗体の１つのメンバーをコードするものであり、及び各コピーは各細胞のゲノム
の同一の部位内に組込まれている。組換えポリクローナル製造細胞系統を構成する細胞は
、例えば、抗生物質選択により、目的の別個の核酸セグメントの組込まれたコピーを保有
する能力について選択される。かかる製造細胞系統を構成し得る細胞は、例えば、細菌、
菌類、真核細胞、例えば、酵母、昆虫細胞又は哺乳類細胞、特に、不死化哺乳類細胞系統
、例えば、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＢＨＫ細胞、骨髄腫細胞（例えば、Ｓｐ２／０細胞
、ＮＳ０）、ＮＩＨ３Ｔ３、ＹＢ２／０及び不死化ヒト細胞、例えば、ＨｅＬａ細胞、Ｈ
ＥＫ２９３細胞又はＰＥＲ．Ｃ６であり得る。
【００３７】
　用語「組換え抗体」は、細胞と天然においては関連していない蛋白質のコーディング配
列を含む発現ベクターを用いてトランスフェクションした細胞又は細胞系統から発現され
た１つの抗体分子又は幾つかの分子を表すために用いられる。抗体分子が多様であるか又
は異なるならば、用語「組換えポリクローナル抗体」はポリクローナル抗体の定義に従っ
て適用される。
【００３８】
　用語「リコンビナーゼ」は、２つ以上の組換え部位または組換え認識配列の間の組換え
を触媒する酵素を言う。本発明において有用なリコンビナーゼは、特定のリコンビナーゼ
により認識される特異的な核酸配列をもつ特異的な組換え部位において組換えを触媒する
。
【００３９】
　用語「リコンビナーゼ認識部位」又は「組換え部位」は、部位特異的リコンビナーゼ酵
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素による認識及び組換えの両方のための部位として機能する核酸配列を表す。一般的に、
リコンビナーゼ認識部位は、コア配列（６－８ｂｐ長）に隣接する短い逆方向反復エレメ
ント（１１－１３ｂｐ長）から構成される。リコンビナーゼ認識部位は、リコンビナーゼ
標的部位、組換え部位又は組込み部位とも言われ、及び例えば、ＦＬＰ－部位、ｌｏｘＰ
－部位、ａｔｔＰ／ａｔｔＢ－部位、ｓｉｘ－部位、ｇｉｘ－部位、Ｒ－部位及びＲｅｓ
－部位を含む。リコンビナーゼがその間の組込み、除去又は反転事象を触媒し得るリコン
ビナーゼ認識部位は、マッチング（ｍａｔｃｈｉｎｇ）リコンビナーゼ認識部位と言われ
、例えば、該部位は整合すると考えられる２つの野生型ＦＲＴ部位であり、並びにａｔｔ
Ｂ部位及びａｔｔＰ部位はリコンビナーゼ認識部位のマッチング対を構成し、一方で、野
生型のＦＲＴ部位及び突然変異体のＦＲＴ部位はリコンビナーゼ認識部位のマッチング対
を必ずしも構成するとは限らない；これは突然変異に依存し得る。これらの用語は、組込
み部位なる用語と同義的にも用いられ得る。
【００４０】
　用語「ＲＦＬＰ分析」は、「制限フラグメント長多型分析」、すなわち、核酸分子フラ
グメントの移動性のゲルパターンが制限酵素で切断された後に分析される方法を言う。
【００４１】
　用語「スクランブリング」は、各メンバーがＶＨ及びＶＬ鎖のごとき２つの異なるポリ
ペプチド鎖から各々構成される、ポリクローナル蛋白質の２つ以上の異なるメンバーが個
々の細胞から発現される状況を表す。この状況は、個々の細胞がゲノム内に１以上の遺伝
子エレメント対を組込む場合に生じ得、ここで、遺伝子エレメントの各対はポリクローナ
ル蛋白質の異なるメンバーをコードする。かかる状況では、遺伝子エレメントから発現さ
れたポリペプチド鎖の意図せぬ組み合わせが生じ得る。「ＶＨ－ＶＬ鎖スクランブリング
」は上記したスクランブリングの一例である。ＶＨ及びＶＬポリペプチドの意図せぬ組み
合わせが細胞から生じた場合にスクランブリングが起こり、ここで、２つの異なるＶＨ及
びＶＬコーディング核酸セグメントは同一細胞の転写活性部位に組込まれる。スクランブ
ルされたかかる抗体分子が元々の特異性を保持する可能性は低く、それ故に、いかなる治
療効果も有さないだろう。
【００４２】
　用語「選択」は、細胞が特定の特性を獲得し、該特性を獲得していない細胞からの単離
を可能にする方法を表すために用いられる。かかる特性は、細胞毒性物質に対する耐性又
は必須栄養素、酵素又は色の生成であり得る。
【００４３】
　用語「選択可能なマーカー遺伝子」、「選択マーカー遺伝子」、「選択遺伝子」及び「
マーカー遺伝子」は、目的の１または複数の遺伝子と合わせて細胞へ同時導入される、選
択可能なマーカーをコードする遺伝子（例えば、特定の抗生物質のごときある種の細胞毒
性薬に対する耐性を付与する遺伝子、成長培地から枯渇され得る必須栄養素を産生し得る
遺伝子、分析可能な代謝産物を産生する酵素をコードする遺伝子、又は例えばＦＡＣＳに
より選別され得る着色蛋白質をコードする遺伝子）を表すために用いられる。
【００４４】
　本明細書中、用語「トランスフェクション」は、外来性ＤＮＡを１つの細胞内に導入す
るための広義語として用いられる。この用語は、外来性ＤＮＡを１つの細胞内に導入する
ための他の機能的に均等な方法、例えば、ドナー細胞及びアクセプター細胞の形質転換、
感染、形質導入又は融合を含むことも意味される。
【００４５】
　本明細書中用いられる用語「ベクター」は、異なる遺伝的環境間の輸送及び／又は宿主
細胞内での発現のために核酸配列を挿入できる核酸分子を言う。本明細書中、ゲノム内の
所定の特異的遺伝子座において宿主細胞のゲノム内への組込みを行い得るベクターを「部
位特異的組込み用ベクター」と呼ぶ。ベクターがその中に挿入された核酸配列の転写のた
めの調節エレメントを有するならば（少なくとも１つの適切なプロモーター）、本明細書
中、該ベクターを「発現ベクター」と呼ぶ。用語「アイソタイプコーディングベクター」
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は、抗体アイソタイプをコードする核酸配列を有するベクターを言う。本明細書中、「フ
ァージミドベクター」及び「ファージベクター」は同義的に用いられる。用語「プラスミ
ド」及び「ベクター」は同義的に用いられる。本発明は、同等の機能を果たすその他の形
態のベクター、例えば、適切な宿主内で所望の蛋白質の産生を導き得るプラスミド、ファ
ージミド及びウイルスゲノム又は任意の核酸分子を含むことが意図される。
【００４６】
　以下の記載様式「ＶＨ：ＬＣ」及び「ＶＨ：ＶＬ」は、可変重鎖配列および軽鎖又は可
変軽鎖配列の特定の対を示す。ＶＨ及びＶＬ配列のかかる特定の対は、核酸配列又はポリ
ペプチドのいずれかであり得る。本発明において、特定のＶＨ及びＶＬ対はＲｈＤ抗原に
対する結合特異性を付与する。
【００４７】
　省略形：Ａｂ＝抗体。抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ＝抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体。
ＣＡＳＹ＝セルカウンター＋解析システム。ＥＬＩＳＡ＝酵素結合免疫吸着検定法。ＦＲ
Ｔ＝Ｆｌｐリコンビナーゼ標的。ＧＦＰ＝緑色蛍光蛋白質。ＨＤＮ＝新生児溶血性疾患。
ＩＴＰ＝特発性血小板減少性紫斑病。ＬＴＲ＝長い末端反復。ｍＡｂ＝モノクローナル抗
体。ｐＭＣＢ＝ポリクローナルマスターセルバンク。ＰＶＤＦ＝二フッ化ポリビニリデン
。ｐＷＣＢ＝ポリクローナルワーキングセルバンク。ＲＢＣ＝赤血球細胞。ＲｈＤ＝Ｒｈ
ｅｓｕｓ　Ｄ。ＲｈＤ（－）＝ＲｈＤ陰性。ＲｈＤ（＋）＝ＲｈＤ陽性。ＲｈＤＶＩ＝Ｒ
ｈＤカテゴリーＶＩ抗原。抗－Ｄ＝過免疫ドナーに由来するＲｈＤに対するポリクローナ
ル免疫グロブリン調製物。ＳＶ４０ＰｏｌｙＡ＝サルウイルス４０ポリＡシグナル配列。
ＵＣＯＥ＝遍在性（ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓ）クロマチンオープニングエレメント。５’Ｕ
ＴＲ＝ｍＲＮＡの５’非翻訳領域。
【００４８】
　図の説明
　図１Ａは、組換えポリクローナル製造細胞系統の作成及び組換えポリクローナル抗体の
産生を示すフローチャートである。１）はバルクトランスフェクションストラテジーを示
し；２）は半バルクトランスフェクションストラテジーを示し、及び３）は個々のトラン
スフェクションストラテジーを示す。Ａ）は抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリー
を示し（横線）、矢じりはベクターのグループ化を示す。ストラテジー１では、ベクター
はまとめてグループ化され、ストラテジー２では、それらはより小さなフラクション（半
バルク）にグループ化され、一方でストラテジー３では、それらは互いに分離されている
（個別）。Ｂ）はトランスフェクションを示し、ここで、チューブの数はライブラリーを
構成するベクターのグループ化に依存する。Ｃ）は、宿主細胞ゲノム内に抗－ＲｈＤ抗体
コーディング核酸セグメントを部位特異的に組み込んだ細胞の選択を示し、Ｄ）は、ポリ
クローナル抗－ＲｈＤ抗体ライブラリーストックの作成を示し、ここで、組込まれた抗－
ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントを構成する選択された細胞はフリーザー内で貯蔵
される。所望により、個々のクローンを貯蔵するか又は該クローンをプールする。Ｅ）は
製造段階の開始を示し、ここで、ストックからのクローンは解凍される（より小さなフラ
クション又はプールのいずれかから個別に）。Ｆ）は産生段階を示し、ここで、ポリクロ
ーナル細胞系統はより大きなバイオリアクターでの播種のために増殖される（示されてい
ないが、中間播種段階が選択される）。ストラテジー２及び３では、これは、ポリクロー
ナル細胞クローンストックがもはや個々のクローン又は半バルクフラクションとして維持
されないが、細胞群内にプールされ、組換えポリクローナル製造細胞系統（このポリクロ
ーナル製造細胞系統は凍結ストックとして貯蔵されてもよい）を形成する段階である。Ｇ
）はバイオリアクター製造から得られた最終産物を示す。産生段階の後、該産物の精製及
び特徴付けのためにポリクローナル蛋白質組成物を回収した。
【００４９】
　図１Ｂは、個別にトランスフェクトされた宿主細胞に由来するｐＷＣＢ／ｐＭＣＢ及び
サブ－ｐＷＣＢの作成及びポリクローナル製造細胞系統の播種を示すフローチャートであ
る。Ａ）は、可変領域コーディング核酸セグメントから構成されるライブラリーを示し、



(16) JP 4926054 B2 2012.5.9

10

20

30

40

50

矢じりは該ライブラリーの個々のメンバーを示す。Ｂ）はトランスフェクションを示し、
ここで、ライブラリーの個々のメンバー各々を用いて宿主細胞をトランスフェクトする。
トランスフェクションはライブラリーの個々のメンバーを含むだけの数の別個のチューブ
を必要とする。Ｃ）は、それらのゲノム内に可変領域コーディング核酸セグメントを安定
な様式で組込んだ細胞の選択を示し、Ｄ）は、例えば、ＦＡＣＳにより分類された単一細
胞のクローニング及び分析による、同様の増殖速度及び／又は生産性を有する個々の細胞
系統の選択を示す。この段階はｐＷＣＢ／ｐＭＣＢの作成において随意であり、及び段階
Ｅの後に行ってもよい。Ｅ）は、凍結ライブラリーストックの作成を示し、該ストックは
、トランスフェクションのために用いた可変領域コーディング核酸セグメントから構成さ
れるライブラリーの１つのメンバーを各々発現するｎ倍の個々の細胞系統から構成される
。所望により、ｐＷＣＢ／ｐＭＣＢの作成の前に個々のクローンを凍結ライブラリースト
ック内で貯蔵してもよい。Ｆ）は、個々の細胞系統の混合を示し、ここで、個々のライブ
ラリーストックからのアンプルを解凍し、次いで、別個の細胞培養にて増殖し、次いで、
各培養物に由来する所定数の細胞を単一の細胞培養物に混合する。Ｇ）は、Ｆの混合した
細胞培養物からのアリコートを凍結し、それにより、一群のバイアルを作成することによ
る、ｐＷＣＢ／ｐＭＣＢの作成を示す。Ｈ）は、ｐＭＣＢに由来する単一バイアルを増殖
させ、次いで、ｐＭＣＢに由来するバイアル中とほぼ同数の細胞を有するアリコートとし
て凍結することによる、サブ－ｐＷＣＢの作成を示す。Ｉ）は、ｐＷＣＢ又はサブ－ｐＷ
ＣＢのいずれかから開始される播種手順（示されていないが、中間播種段階）からのポリ
クローナル製造細胞系統の作成を示す。
【００５０】
　図２は、ファージディスプレイベクター：Ｅｍ３５１，イー・コリベクターを示し、該
ベクターを用いて、各々ＡｓｃＩ／ＸｈｏＩ及びＮｈｅＩ／ＮｏｔＩ制限部位を表示させ
た、適切なドナーから増幅した重鎖可変領域及び軽鎖フラグメントをベクター内に挿入す
ることにより、抗－ＲｈＤＦａｂファージディスプレイライブラリーを作成する。該ベク
ターは、以下のエレメントを含む：ｐｒｏＡｍｐ及びＡｍｐ＝プロモーター及びアンピシ
リン耐性遺伝子。ｐＵＣ　Ｏｒｉ＝複製起点。ヒトＣＨ１＝ヒト免疫グロブリンガンマ１
重鎖ドメイン１をコードする配列。詰め込み＝重鎖及び軽鎖フラグメントの挿入の間に除
去される無関係な配列インサート。ｐ　ｔａｃ及びｐ　ｌａｃ　Ｚ＝細菌プロモーター。
ＰｅｌＢ＝イー・コリの細胞膜周辺腔に対するＦａｂの発現を標的するための、修飾され
た細菌ＰｅｌＢリーダー。Ｍｙｃｕｔ＝プロテアーゼ認識部位。Ａｍｂｅｒストップ＝ａ
ｍｂｅｒ終止コドン。ｇＩＩＩ＝ファージＭ１３切断遺伝子ＩＩＩ（１９８塩基～Ｃ－末
端）。
【００５１】
　図３Ａ－Ｃは、５６個の選択されたＲｈＤクローンの可変重鎖（ＶＨ）をコードする核
酸配列のアライメントを示す。個々のクローン名をアライメントの右に示し、及びＣＤＲ
領域の位置をアライメントの上に示す。
【００５２】
　図４Ａ－Ｅは、５６個の選択されたＲｈＤクローンの軽鎖全体をコードする核酸配列の
アライメントを示す。個々のクローン名及びカッパ又はラムダ鎖であるかの表示をアライ
メントの右に示し、及びＣＤＲ領域の位置をアライメントの上に示す。
【００５３】
　図５は、５６個の選択されたＲｈＤクローンのＶＨに対応するアミノ酸配列のアライメ
ントを示す。個々のクローン名をアライメントの右に示し、及びＣＤＲ領域の位置をアラ
イメントの上に示す。
【００５４】
　図６Ａ－Ｂは、５６個の選択されたＲｈＤクローンのＶＬに対応するアミノ酸配列のア
ライメントを示し、ここで、（Ａ）はカッパ鎖及び（Ｂ）はラムダ鎖に対応する。個々の
クローン名をアライメントの右に示し、及びＣＤＲ領域の位置をアライメントの上に示す
。
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【００５５】
　図７は、Ｎｅｏ発現ベクター：哺乳類発現ベクターの略図を示し、該ベクターを用いて
、宿主細胞ゲノム内への抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの部位特異的組込み
を容易にする。該ベクターは以下のエレメントを含む：ｐｒｏ　ａｍｐ及びＡＭＰ＝プロ
モーター及びアンピシリン耐性遺伝子。ｐＵＣ起点＝ｐＵＣ複製起点。制限酵素部位：Ｘ
ｈｏＩ、ＡｓｃＩ、ＮｈｅＩ及びＮｏｔＩ。Ｐ１／Ｐ２＝軽鎖及びＩｇＧ重鎖各々の発現
を駆動するプロモーターセット。ＬＨ＝重鎖リーダー配列。ＶＨ＝抗－ＲｈＤ　Ａｂの可
変重鎖に関するコーディング配列。ヒトＩｇＧ１定常重鎖＝ヒト定常ＩｇＧ１重鎖に関す
るコーディング配列。ＲＢＧＰｏｌｙＡ＝ウサギβ－グロビンポリＡシグナル配列。ＢＧ
ＨポリＡ＝ウシ成長ホルモンポリＡシグナル配列。ＬＫ＝カッパ鎖リーダー配列。軽鎖＝
抗－ＲｈＤ　Ａｂの軽鎖に関するコーディング配列。ＦＲＴ部位＝Ｆｌｐリコンビナーゼ
認識配列。ネオマイシン＝ネオマイシン耐性遺伝子。ＳＶ４０ポリＡ＝サルウイルス４０
ポリＡシグナル配列。
【００５６】
　図８は、９週間の培養後のアリコート３９４８及び３９４９に由来する抗－ＲｈＤ　ｒ
ｐＡｂ組成物の陽イオン交換クロマトグラムを示す。下部ダイアグラムはアリコート３９
４９に対応し、及び上部はアリコート３９４８に対応する。下部ダイアグラムと区別する
ために上部ダイアグラムのＹ－軸の位置をずらした。ピークＡ－Ｊは、正味電荷が異なる
抗体及び電荷不均一性を示す個々の抗体を示す。
【００５７】
　図９は、１１週間の培養後の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ産生ポリクローナル細胞系統アリコ
ート３９４８＋及び３９４９＋（ＦＣＷ０６５）に由来するＲＴ－ＰＣＲ産物についての
ＨｉｎｆＩ　ＲＦＬＰ分析を示す、ゲル写真である。特異的クローンに割り当てられ得る
バンドが特定される。
【００５８】
　図１０は、８つの異なる抗－ＲｈＤ抗体に関する、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを発現するポ
リクローナル細胞培養物に由来する抗－ＲｈＤ抗体軽鎖のＴ－ＲＦＬＰパターンを示す。
８つの異なる抗－ＲｈＤクローンは矢印で示されるピークに割り当てられた。
【００５９】
　図１１は、２５個の異なる抗－ＲｈＤ抗体に関する、特定の時間ポイントでの、抗－Ｒ
ｈＤ　ｒｐＡｂを発現するポリクローナル細胞培養物に由来する抗－ＲｈＤ抗体重鎖可変
領域のＴ－ＲＦＬＰパターンを示す。２５個の異なる抗－ＲｈＤクローンは矢印で示され
るピークに割り当てられた。
【００６０】
　図１２は、５週間培養されたポリクローナル細胞培養物に由来する８つの異なる抗－Ｒ
ｈＤ重鎖コーディング配列のＴ－ＲＦＬＰにより評価されたｃＤＮＡ分布を示す。
【００６１】
　図１３は、陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて分析した、８つの異なる抗体に関
する抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの相対的含有量（％）を示す。積分されたクロマトグラフィー
ピークを、同一の条件下で陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて個別に分析された単
一抗体から得られた保持時間及びピークパターンから、個々の抗体に割り当てた。
【００６２】
　図１４は、４週間の培養後に得られた試料に由来する２５個の個々のメンバーに関する
抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの陽イオン交換クロマトグラムを示す。ピークＡＣ１～２５は、正
味電荷が異なる抗体及び電荷不均一性を示す個々の抗体を示す。
【００６３】
　図１５については、（Ａ）は、５Ｌスケールでの流加培養により産生された２５個の個
々のメンバーに関する、抗－ＲｈＤｐＡｂの３つのバッチ、Ｓｙｍ０４：２１、Ｓｙｍ０
４：２３及びＳｙｍ０４：２４の能力の比較を示す。ＲｈＤ－陽性赤血球に対するｐＡｂ
の結合はＦＡＣＳにより測定され、及び平均蛍光強度（ＭＦＩ）はｎｇ／ｍｌ単位でのｐ
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Ａｂ濃度の関数として示される。さらに、複合ＡＤＣＣ／貪食性アッセイにおいて、２５
個の個々のメンバーに関する抗－ＲｈＤｐＡｂの機能活性をＳｙｍ０４：２１及びＳｙｍ
０４：２４において測定した。（Ｂ）は、ｎｇ／ｍｌ単位でのｐＡｂ濃度の関数として、
ＲｈＤ－陽性及びＲｈＤ－陰性赤血球の特異的溶解のパーセンテージとしてのＡＤＣＣ結
果を示す。（ｃ）は、ｎｇ／ｍｌ単位でのｐＡｂ濃度の関数として、ＲｈＤ－陽性及びＲ
ｈＤ－陰性赤血球の貪食性のパーセンテージを示す。
【００６４】
　図１６は、以下の捕獲溶出（ｃａｐｔｕｒｅ　ｅｌｕｔｉｏｎ）（Ａ）、Ｓｅｐｈａｄ
ｅｘ　Ｇ－２５（Ｂ）、ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（Ｃ）及びＭＥＰ　Ｈｙｐｅｒｃ
ｅｌ（Ｄ）の後に収集された物質により示される２５個の個々のメンバーを含む抗－Ｒｈ
Ｄ　ｒｐＡｂ試料の、下流プロセッシングの間の異なる段階で採取された試料に関する、
陽イオン交換クロマトグラフィー特性を示す。
【００６５】
　発明の詳細な記載
　組換えポリクローナル蛋白質発現系
　本発明は、１又は数個の細胞系統からの抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体（抗－Ｒ
ｈＤ　ｒｐＡｂ）の一貫した製造のための組換えポリクローナル抗体発現系を提供する。
【００６６】
　本発明の製造方法の主な利点の１つは、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを構成する全てのメンバ
ーが１つ又は数個のバイオリアクター又はそれらの等価物内で産生され得ることである。
さらに、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物は、該過程中に抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを構成する個
々のメンバーを分離する必要なく、単一の調製物としてリアクターから精製され得る。対
照的に、精製された抗－ＲｈＤモノクローナル抗体（抗－ＲｈＤ　ｍＡｂ）を混合するこ
とにより抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物を模倣したいならば（例えばＷＯ　９７／４９８０
９において提案されているような）、組成物中に含まれるべき各抗－ＲｈＤ　ｍＡｂをバ
イオリアクター内で別々に製造する必要があり、及び恐らくは該抗体も個別に精製されよ
う。抗－ＲｈＤ組換えポリクローナルを産生するための本発明の方法と比較すると、抗－
ＲｈＤ　ｍＡｂ混合物のかかる産生は非常に費用がかかり、並びに時間及び空間を必要と
する。故に、ＷＯ　９７／４９８０９に記載されている方法は必然的に、かかる混合物中
に含まれ得る抗－ＲｈＤ　ｍＡｂの数に対して実際的な限界をもたらし得るが、本明細書
中に記載した技法は、一般的に、所望するだけの個々のメンバーを伴うポリクローナル抗
体を産生し得る。さらに、本発明の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの個々のメンバーは完全に同一
の条件下（同一の製造リアクター中）で産生され、故に、バッチ毎のわずかな産生差異が
産物の特性を変化し得る抗－ＲｈＤ　ｍＡｂの混合物と比較して、均一な翻訳後修飾が確
かなものとなる。
【００６７】
　産生期間中にポリクローナル性を特徴付ける多様性を有意に損なうことなく、抗－Ｒｈ
Ｄ　ｒｐＡｂを発現し得る組換えポリクローナル製造細胞系統を得るために、ポリクロー
ナル製造細胞系統を構成する細胞混合物中の個々の細胞は、可能な限り均一である必要が
あろう。
【００６８】
　無作為な組込みを用いる慣用的なモノクローナル抗体発現技法は組換えポリクローナル
抗体の産生のために望ましいものではなく、というのも、該過程の無作為性は、組み込ま
れた核酸配列の数及び位置を細胞毎に変動させるためである。故に、かかる伝統的プロト
コルにより組換えポリクローナル抗体が産生されるならば、ポリクローナル蛋白質の個々
のメンバーの可変的な発現速度、及び組込まれた核酸セグメントの位置効果に起因する遺
伝的不安定性を伴う不均一な細胞培養物をもたらす確率が高くなり得る。これにより、ポ
リクローナル蛋白質を構成するメンバーの偏向発現がもたらされる確率が最も高くなり得
る。
【００６９】
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　故に、所定のゲノム部位内への抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの導入が望
ましく、これは原則として相同組換えにより成し遂げられ得る。しかし、非正統的組換え
事象が優勢であるために、相同組換えは非常に効率が悪く、及び単一細胞のゲノム内への
変異体抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの幾つかのコピーの導入ももたらし得
る。
【００７０】
　これらの問題を回避するために、本発明の発現系は個々の宿主細胞のゲノム内への部位
特異的組込みを利用する。本発明の系は、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂをコードする変異体核酸
セグメントを含む部位特異的組込み用の抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリーを包
含する。ライブラリーに由来する個々の核酸セグメントは、所定の組換え認識部位での部
位特異的組込み又はリコンビナーゼ介在カセット交換法により、個々の細胞内の同一の予
め確定された染色体位置に挿入され、それにより、個々の細胞が抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの
異なるメンバーを発現する１つの細胞系統が生成される。以下に記載するように、複数の
組込みは、組換えポリクローナル製造細胞系統を構成する細胞の幾つかで生じ得る。しか
し、これは、個々の細胞の大部分が抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの単一の異なるメンバーを発現
する限りは、問題を引き起こすものとは見なされない。好ましくは、これは、個々の細胞
の大部分のゲノム中に単一の組込み体を確認するか、又はより多くの組込み体が存在する
ならばただ１つのものが転写されていることを確認することにより、成し遂げられる。
【００７１】
　Ｃｒｅ、Ｆｌｐ、ベータ－リコンビナーゼ、Ｇｉｎ、Ｐｉｎ、ＰｉｎＢ、ＰｉｎＤ、Ｒ
／ＲＳ、Ｔｎ３リゾルベース、ＸｅｒＣ／Ｄインテグラーゼ／リコンビナーゼ、ラムダイ
ンテグラーゼ又はファージΦＣ３１インテグラーゼのごときリコンビナーゼが用いられ得
る。染色体位置内への組込みのために適切なリコンビナーゼは、（ｉ）前記核酸セグメン
トが導入される細胞自体のゲノムからの発現により、（ｉｉ）細胞内に挿入されたベクタ
ーにより作動可能にコードされることにより、（ｉｉｉ）第２の核酸分子からの発現によ
り、又は（ｉｖ）蛋白質として、提供され得る。好ましい一の実施態様において、ライブ
ラリーの個々のベクター内に含まれた抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントは、抗
－ＲｈＤ抗体核酸セグメントの高レベルの転写及び発現を介する遺伝子座、いわゆる「ホ
ットスポット」内に組込まれる。
【００７２】
　好ましくは、用いられる宿主細胞系統は哺乳類細胞系統であり、生物薬剤学的蛋白質発
現のために典型的に用いられるもの、例えば、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＢＨＫ細胞、骨
髄腫細胞（例えば、Ｓｐ２／０細胞、ＮＳ０）、ＹＢ２／０、ＮＩＨ３Ｔ３及び不死化ヒ
ト細胞、例えば、ＨｅＬａ細胞、ＨＥＫ２９３細胞又はＰＥＲ．Ｃ６を含む。本発明では
ＣＨＯ細胞が使用された。しかし、当業者は、記載された他の哺乳類細胞でＣＨＯ細胞を
容易に置換でき、又はさらには、植物細胞、酵母細胞、昆虫細胞、菌類及び細菌を含む他
の細胞型を利用することができよう。故に、細胞型の選択は本発明に限定されるものでは
ない。好ましい一の実施態様において、予め特徴付けられたホットスポットを含み、抗－
ＲｈＤ　ｒｐＡｂの高発現レベルを介する哺乳類細胞系統が製造のために用いられる。さ
らにより好ましい一の実施態様において、哺乳類細胞系統は、予め特定されたホットスポ
ット内に位置する単一のリコンビナーゼ認識部位を含む。
【００７３】
　本発明のさらなる一の実施態様において、宿主細胞内の同一の染色体組込み部位を利用
する部位特異的な様式で、変異体抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントは組み込ま
れる。単一の特異的部位内へのかかる組込みは、そうでなければ無作為組込み又はゲノム
内の複数の部位内への組込みに関して見られる位置効果を最小限にする。さらに、組込み
のために単一の特異的部位を用いる場合には、ＶＨ及びＶＬ鎖間のスクランブリングが起
こりにくいようだ。
【００７４】
　部位特異的組込み系を含む宿主細胞系統において、トランスフェクトされた個々の宿主
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細胞は、抗体の可変領域において観察される差異は別として、全体的に同一の抗体を発現
する。故に、かかる細胞プール内の細胞の大部分は、生産性及び遺伝的安定性に関して同
様の特性を示すべきであり、それ故に、この技法は抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの制御された産
生の可能性をもたらす。
【００７５】
　ＶＨ及びＶＬ領域、特に、ＣＤＲ領域の可変性に加えて、定常領域もアイソタイプ毎に
異なっていてもよい。これは、ある特定のＶＨ及びＶＬ対が、様々な定常重鎖アイソタイ
プ、例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＤ及びＩｇＥを伴って産生されてもよいことも意味する。故に、抗－ＲｈＤ　ｒ
ｐＡｂは、可変領域（Ｖ領域）及び定常領域内の個々の抗体分子間の配列差異により特徴
付けられた抗体分子を含んでいてもよい。抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物は、上記した任意
の重鎖アイソタイプ又はそれらの組み合わせを有する抗体から構成され得る。好ましい抗
－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物は、ＩｇＧ１定常領域、ＩｇＧ３定常領域又はＩｇＧ１及びＩ
ｇＧ３定常領域を含む。本発明の一の好ましい実施態様において、ＶＨ及びＶＬ対の各々
又は幾つかは、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ３、ＩｇＡ１及び／又はＩｇＡ２定常重鎖を伴って
発現される。
【００７６】
　抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントのライブラリーを提供するために、当該分
野において知られている多数の方法が利用されてもよい。ＶＨ及びＶＬコーディングセグ
メントを含む第１のライブラリーは、コンビナトリアル技法（例えば、ＥＰ　０　３６８
　６８４）又は同族の対合（ｃｏｇｎａｔｅ　ｐａｉｒｉｎｇ）を維持する技法（同一の
細胞に由来する可変領域コーディング配列の対、未公開特許出願ＤＫ２００４００７８２
の優先権を主張するＷＯ　０５／０４２７７４において記載されている）のいずれかによ
り作成されてもよい。さらに、ＶＨ及びＶＬコーディングセグメントライブラリーは、単
離されたＣＤＲ遺伝子フラグメントを適切なフレームワークに挿入するか（例えば、Ｓｏ
ｄｅｒｌｉｎｄ，Ｅ．ら．，２０００．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８，８５２－
８５６）、又は１つ以上の抗－ＲｈＤＶＨ及びＶＬコーディング配列の突然変異により作
成されてもよい。この第１のライブラリーは、ＲｈＤに対して結合特異性を有する抗体又
はフラグメントを産生するＶＨ及びＶＬコーディング核酸セグメントについてスクリーニ
ングされ、それにより、抗－ＲｈＤＡｂコーディング核酸セグメントのライブラリーを作
成する。特にコンビナトリアルライブラリーでは、スクリーニングは濃縮段階、例えば、
いわゆるバイオパニング段階に先行される。知られているバイオパニング技法は、ファー
ジディスプレイ（Ｋａｎｇ，Ａ．Ｓ．ら．１９９１．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　ＵＳＡ　８８，４３６３－４３６６）、リボソームディスプレイ（Ｓｃｈａｆｆｉ
ｔｚｅｌ，Ｃ．ら．１９９９．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２３１，１１９－
１３５）、ＤＮＡディスプレイ（Ｃｕｌｌ，Ｍ．Ｇ．ら．１９９２．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ
　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９，１８６５－１８６９）、ＲＮＡ－ペプチドディスプ
レイ（Ｒｏｂｅｒｔｓ，Ｒ．Ｗ．，Ｓｚｏｓｔａｋ，Ｊ．Ｗ．，１９９７．Ｐｒｏｃ　Ｎ
ａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９４，１２２９７－１２３０２）、コバレントディ
スプレイ（ＷＯ　９８／３７１８６）、細菌表面ディスプレイ（Ｆｕｃｈｓ，Ｐ．ら．１
９９１．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９，１３６９－１３７２）、酵母表面ディスプレ
イ（Ｂｏｄｅｒ，Ｅ．Ｔ．，Ｗｉｔｔｒｕｐ，Ｋ．Ｄ．，１９９７．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ　１５，５５３－５５７）及び真核ウイルスディスプレイ（Ｇｒａｂｈｅｒｒ
，Ｒ．，Ｅｒｎｓｔ，Ｗ．，２００１．Ｃｏｍｂ．Ｃｈｅｍ．Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈ
ｐｕｔ．Ｓｃｒｅｅｎ．４，１８５－１９２）である。ＦＡＣＳ及び磁気ビーズソーティ
ングも、標識された抗原を用いる濃縮（パニング）目的のために適用可能である。一般的
に、ＲｈＤバインダーのためのスクリーニングは、凝集、ＦＡＣＳ、ＥＬＩＳＡ、ＦＬＩ
ＳＡ及び／又はイムノドットアッセイのごとき免疫検出を用いて行われる。
【００７７】
　スクリーニングの後、一般的に、作成されたＶＨ及びＶＬコーディング核酸セグメント
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のサブ－ライブラリーは、スクリーニングベクターから、所望の宿主細胞内での部位特異
的組込み及び発現に適する発現ベクターに移入される必要がある。該移入の間に個々のＶ

Ｈ：ＶＬ対をコードする配列が維持されることが重要である。これは、サブ－ライブラリ
ーの個々のメンバーを分離しておくか、並びにＶＨ及びＶＬコーディング配列を１つずつ
移動させるかのいずれかにより成し遂げられ得る。或いは、サブ－ライブラリーを構成す
るベクターはプールされ、及びＶＨ：ＶＬ対をコードする配列は、移入の間にＶＨ及びＶ

Ｌコーディング配列を共に維持したままでセグメントとして移動される。この過程は大量
移入とも言われ、及びあるベクターから別のベクターへの選択された全てのＶＨ：ＶＬ対
の容易な移入を可能とする。
【００７８】
　本発明のさらなる一の実施態様において、抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体組成物
は、ＲｈＤ抗原上の少なくとも１つのエピトープ、例えば、ｅｐＤ１、ｅｐＤ２、ｅｐＤ
３、ｅｐＤ４、ｅｐＤ５、ｅｐＤ６／７、ｅｐＤ８及び／又はｅｐＤ９に対して結合を示
すが、ＲｈＣ、ｃ、Ｅ、ｅ抗原に対しては結合を示さないか又は非常に弱い結合しか示さ
ないという共通特性に基づいて定義された個々の抗体のサブセットを含む。好ましくは、
抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物は、ｅｐＤ３、ｅｐＤ４及びｅｐＤ９に結合する少なくとも
１つの抗体（ＲｈＤカテゴリーＶＩ抗原結合抗体）、及びさらには少なくとも併せて残り
のエピトープｅｐＤ１、ｅｐＤ２、ｅｐＤ５、ｅｐＤ６／７及びｅｐＤ８に結合する抗体
、例えば、ＲｈＤカテゴリーＩＩ又はＩＩＩ抗原に対する抗体、又はカテゴリーＶＩＩ抗
原に対する抗体と組み合わさったＲｈＤカテゴリーＩＶ若しくはＶ抗原結合抗体から構成
される。典型的に、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物は少なくとも５、１０、２０、５０、１
００又は５００個の別個の変異体メンバーを有する。変異体メンバーの好ましい数は、５
～１００の範囲であり、さらにより好ましくは、５～５０の範囲、及び最も好ましくは、
１０～２５の範囲である。
【００７９】
　本発明のさらなる一の実施態様は、抗－ＲｈＤポリクローナル抗体コーディング核酸セ
グメントのライブラリーを用いてトランスフェクションされた細胞群を含む、組換えポリ
クローナル製造細胞系統であり、ここで、該群の各細胞はライブラリーの１メンバーを発
現し得るものであり、該セグメントは、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの異なるメンバー又はフラ
グメントをコードし、及び前記群の個々の細胞のゲノム内の同一部位に位置し、前記核酸
セグメントは、該群の前記細胞と天然においては関連していないものである。
【００８０】
　さらなる一の実施態様において、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂをコードする変異体核酸セグメ
ントは全て天然に存在する配列から由来し、例えば、コンビナトリアルＶＨ：ＶＬ対又は
同族対としてドナーから単離されたものであり、及び突然変異に誘導されるものではない
。
【００８１】
　各細胞内のゲノムの単一の特異的部位に位置する変異体核酸を含む細胞の組成物はＷＯ
０２／４４３６１に記載されている。この文献は、所望の特性を有する分子を特定するた
めの細胞の使用を開示しているが、産生系の提供又は抗原に対する特異的結合により特徴
付けられたポリクローナル抗体の提供は扱っていない。
【００８２】
　宿主細胞
　適切な宿主細胞は、そのゲノムの１領域中に１つ以上の適切な組換え部位、すなわち、
１つ以上のリコンビナーゼ酵素により認識可能であり、故に、リコンビナーゼ認識配列と
も言われる核酸配列を含む。組込み体（すなわち、組込み部位内に抗－ＲｈＤ抗体コーデ
ィング核酸セグメントの組込まれたコピーを有する細胞）についての選択を可能とするた
めに、組換え部位は、組換え部位に対して３’側（下流側）に位置する第１の選択遺伝子
（例えば、抗生物質耐性遺伝子）に作動可能に連結される。さらに、弱いプロモーター（
例えば、切断型ＳＶ４０初期プロモーター）及び転写開始コドンが、耐性マーカー－コー
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ディング領域の不可欠な部分を構成する組換え部位に対して５’側（上流側）に位置して
もよい。故に、転写開始コドンは、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂをコードする抗－ＲｈＤ抗体発
現ベクターのライブラリーを用いたトランスフェクションの前に、宿主細胞内の選択遺伝
子の転写開始を先導する。好ましくは、該宿主細胞系統はただ１つの組換え部位を有し、
及びそれが１以上のリコンビナーゼ認識配列を有するならば、「部位特異的組込み用ベク
ター」のセクションで記載したようにこれらは非相同であるはずであり、及びゲノム内へ
の単一組込みのみが可能となる。
【００８３】
　上記した部位特異的組込みのための宿主細胞は、ＤＮＡをその染色体内へ組込み得るか
又はミニ－染色体、ＹＡＣ（酵母人工染色体）、ＭＡＣ（マウス人工染色体）又はＨＡＣ
（ヒト人工染色体）のごとき染色体外エレメントを保持し得る任意の細胞から生成され得
る。ＭＡＣ及びＨＡＣはＷＯ　９７／４０１８３において詳述されており、該文献は出典
明示により本明細書の一部となる。好ましくは、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＢＨＫ細胞、
骨髄腫細胞（例えば、Ｓｐ２／０又はＮＳ０細胞）のごとき哺乳類細胞、ＮＩＨ３Ｔ３の
ごとき繊維芽細胞、及びＨｅＬａ細胞、ＨＥＫ２９３細胞又はＰＥＲ．Ｃ６のごとき不死
化ヒト細胞が用いられる。しかし、植物細胞、昆虫細胞、酵母細胞、菌類、イー・コリな
どのごとき非哺乳類真核又は原核細胞も用いられ得る。
【００８４】
　本発明の一の実施態様において、出発材料として用いられるべき細胞系統は、単一細胞
レベルに至るまで該細胞系統のいわゆる限界希釈法を行うことによりサブ－クローニング
され、次いで、目的のベクターのライブラリーでのトランスフェクションに先立ち、各単
一細胞を新規細胞集団にまで増殖させる。所望により、かかるサブ－クローニングは、適
当な細胞系統を選択する過程において後に実施することも可能である。
【００８５】
　部位特異的組込みのための宿主細胞は、弱いプロモーター（例えば、切断型ＳＶ４０初
期プロモーター）、転写開始コドン、開始コドンの３’側に位置する組換え部位を含む無
作為組込み用プラスミドを用いたトランスフェクションにより得られてもよい。好ましく
は、該組込み用プラスミドは、第１の選択遺伝子にカップリングされたマーカー遺伝子も
含む。かかる組込み用プラスミドの一例は、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，
ＣＡ）からのｐＦＲＴ／ＬａｃＺｅｏ２である。マーカー遺伝子は、目的の核酸配列を挿
入するために用いられるゲノム位置における相対的発現強度を評価するために用いられ得
る。第１の選択遺伝子及びマーカー遺伝子の共発現が生じるように、マーカー遺伝子（例
えば、ベータ－ガラクトシダーゼ（ＬａｃＺ）、緑色蛍光蛋白質（ＧＦＰ）又は細胞表面
マーカー）は遺伝子融合により第１の選択遺伝子に連結され得るか、又はＩＲＥＳ（内部
リボソーム進入部位）により転写的に連結され得る。細胞系統から細胞系統までの相対的
発現レベルの評価を可能にするマーカーと、細胞に対する生存圧力（例えば、薬物耐性又
は栄養枯渇）を確立する選択遺伝子の併用は、ゲノム内に組込まれたプラスミドを維持す
る高産生細胞を確保するために有効な方法である。特に活発な転写を伴うスポットにて挿
入された組換え配列を有する細胞は、マーカー遺伝子、例えば、ＧＦＰ又はＬａｃＺの高
発現に至り得る。高発現体は、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）により選択され、次いで
、クローニングされ得る。この時点で組込み体が単一の組込み体であるか否かも分析すべ
きである。これは、リアルタイムＰＣＲ及びサザンブロッティングにより実施され得る。
ゲノム内の所定の位置にＦＲＴ部位を有する細胞の調製は、例えば、ＵＳ５，６７７，１
７７に記載されていた。
【００８６】
　組込み用プラスミドを用いてトランスフェクションした細胞に由来する相対的発現レベ
ルを評価するための別の方法は、上記のように産生した細胞についてさらなる組込み－除
去段階を行うことである。選択された細胞のこのプールは、組込み用プラスミドの組換え
部位に対応するリコンビナーゼをコードするプラスミドと、及び第１の組込み用プラスミ
ドに同様に対応する組換え配列が先行するコーディング領域、開始コドンなしの第２選択
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マーカーを含む第２のプラスミドを用いて再度トランスフェクトされる。この第２のプラ
スミドは、適切なプロモーターにより駆動される蛍光マーカー蛋白質（例えば、ＧＦＰ（
または等価の蛍光蛋白質）のためのコーディング配列も含む。リコンビナーゼは、同様の
組換え配列が組込み用プラスミドにより予め挿入されている宿主細胞ゲノムへのこのプラ
スミドの組込みを媒介する。特に活発な転写を伴うスポットにて挿入された組換え配列を
有する細胞は、蛍光蛋白質の高発現をもたらし得る。高発現体は蛍光活性化細胞選別（Ｆ
ＡＣＳ）により選択され、次いで、クローニングされる。一貫して高い発現を伴い及び挿
入されたプラスミドの１つのコピーを含むクローンが、リコンビナーゼを用いてトランス
フェクションされ、及び第１の選択マーカーにより選択され、第２のプラスミド配列がリ
コンビナーゼにより除去された細胞を同定し、第１の選択マーカーを再度機能させる。こ
れらの細胞は転写ホットスポットにて挿入された第１の組換え配列をなお含み、及びここ
で目的の遺伝子の発現のために使用され得る。
【００８７】
　プラスミドの単一コピーの組込みの際にマーカー遺伝子の高発現を成し遂げる細胞系統
が、抗－ＲｈＤ抗体発現ライブラリーでのトランスフェクションのために使用される。好
ましくは、宿主細胞内の組換え部位は、遺伝子又は特に活発な発現の領域、すなわち、い
わゆるホットスポットに位置する。
【００８８】
　部位特異的組込み用ベクター
　適切なベクターは、宿主細胞の構築に用いた選択遺伝子と異なる適切な選択遺伝子に連
結された適切な組換え部位を含む。哺乳類細胞発現における使用に適する選択遺伝子は、
栄養的選択性を付与する遺伝子、例えば、チミジンキナーゼ遺伝子（ＴＫ）、グルタミン
シンテターゼ遺伝子（ＧＳ）、トリプトファンシンターゼ遺伝子（ｔｒｐＢ）又はヒスチ
ジノールデヒドロゲナーゼ遺伝子（ｈｉｓＤ）を含むが、これらに限定されない。さらに
、選択マーカーは、薬物耐性を付与する代謝拮抗物質耐性遺伝子、例えば、ヒポキサンチ
ン及びチミジン欠乏培地を用いて選択され得る及びさらにはメトトレキサートを用いて選
択され得るジヒドロ葉酸デヒドロゲナーゼ遺伝子（ｄｈｆｒ）、ミコフェノール酸を用い
て選択され得るキサンチン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子（ｇｐｔ
）、真核細胞ではＧ４１８を用いて及び原核細胞ではネオマイシン又はカナマイシンを用
いて選択され得るネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子（ｎｅｏ）、ハイグロマ
イシンを用いて選択され得るハイグロマイシンＢホスホトランスフェラーゼ（ｈｙｇ、ｈ
ｐｈ、ｈｐｔ）遺伝子、ピューロマイシンを用いて選択され得るピューロマイシンＮ－ア
セチル－トランスフェラーゼ遺伝子（ｐａｃ）、又はブラストサイジンを用いて選択され
得るブラストサイジンＳデアミナーゼ遺伝子（Ｂｓｄ）である。最終的に、例えばフロー
サイトメトリーにより選別を可能とする蛋白質、例えば、緑色蛍光蛋白質（ＧＦＰ）、神
経成長因子受容体（ＮＧＦＲ）又は他の膜蛋白質又はベータ－ガラクトシダーゼ（Ｌａｃ
Ｚ）をコードする遺伝子が選択マーカーとして用いられ得る。
【００８９】
　本発明の一の態様において、選択可能な遺伝子は、プロモーターが先行せず、翻訳開始
コドンを備えてもいない。プロモーター及びＡＴＧコドンは、選択された部位特異的組換
え部位にて提供される。該ベクターが、宿主細胞のゲノム内の選択された組換え部位以外
の位置で組込まれるならば、この第２の選択遺伝子の発現は、プロモーター及び開始コド
ンの欠如に起因して全く生じ得ない。組込みが宿主細胞のゲノム内の選択された組換え部
位にて生じるならば、第２の選択遺伝子は発現され、及び第１の選択遺伝子の発現は欠失
する。
【００９０】
　例えば、組込みは、サッカロマイセス・セレヴィシエ由来のＦｌｐリコンビナーゼ又は
その突然変異体と共に、ゲノム内及び部位特異的組込み用ベクター上のいわゆるＦＲＴ部
位／Ｆｌｐリコンビナーゼ認識配列（５’－ｇａａｇｔｔｃｃｔａｔｔｃｃｇａａｇｔｔ
ｃｃｔａｔｔｃｔｃｔａｇａａａｇｔａｔａｇｇａａｃｔｔｃ－３’（配列番号１）又は
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その変異体）を用いて行ってもよい。しかし、Ｃｒｅリコンビナーゼのものを含む他のリ
コンビナーゼ系も同等に首尾よく用いられてもよく、及びバクテリオファージＰ１又はそ
の変異体又は突然変異体由来のｌｏｘＰのごとき様々なｌｏｘ部位、例えば、ｌｏｘ６６
、ｌｏｘ７１、ｌｏｘ７６、ｌｏｘ７５、ｌｏｘ４３、ｌｏｘ４４及びｌｏｘ５１１が用
いられてもよく（Ｃ．Ｇｏｒｍａｎ及びＣ．Ｂｕｌｌｏｃｋ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ
　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２０００，１１：４５５－４６０）、ａｔｔＰ部
位及びａｔｔＢ部位間の組換えを行うファージインテグラーゼΦＣ３１又はラムダインテ
グラーゼを用いてもよい（Ａ．Ｃ．Ｇｒｏｔｈら．ＰＮＡＳ　２０００，９７：５９９５
－６０００）。本発明において用いられ得るさらなるリコンビナーゼ系は、細菌プラスミ
ドｐＳＭ１９０３５由来のβ－リコンビナーゼ－ｓｉｘ系（Ｒｏｊｏ及びＡｌｏｎｓｏ　
１９９５）、バクテリオファージＭｕ由来のＧｉｎ－ｇｉｘ系(Crisona et al 1994)、Ｚ
ｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　Ｒｏｕｘｉｉ由来のＲ－ＲＳ系(Onouchi et al 199
5)、又はｒｅｓ組換え部位を認識するＴｎ３リゾルベース(Stark et al 1994)又はイー・
コリ由来のＸｅｒＣ／Ｄ系(Blakely and Sherratt 1994)であるが、これらに限定されな
い。
【００９１】
　リコンビナーゼカセット介在交換（ＲＭＣＥ）とも言われる部位特異的組換え系のさら
なる変形形態は、非相同組換え部位を利用する。かかる系において、特異的標的部位を作
成するために、２つの非同一の組換え部位が宿主ゲノム内に導入される。標的隣接部位に
対応する組換え部位は、目的の遺伝子を含むコンストラクトにも隣接する。かかる系はＷ
Ｏ９９／２５８５４に記載されており、該文献は出典明示によりその全てが本明細書の一
部となる。非相同組換え部位の使用は、染色体に由来する目的の遺伝子の除去を抑制する
ことが示された。対応するリコンビナーゼが提供され、及び部位が互いに組み換え可能で
ない限り、非同一の組換え部位は上記した任意の組換え部位から構成され得る。例えば、
非同一の組換え部位は、組込みのためにＦｌｐリコンビナーゼを利用するＦＲＴ部位及び
突然変異体ＦＲＴ部位（Ｓｃｈｌａｋｅ及びＢｏｄｅ　１９９４，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　３３，１２７４６－１２７５１）、Ｃｒｅリコンビナーゼを利用するｌｏｘＰ部位
及び突然変異体非互換性ｌｏｘＰ部位（Ｌａｎｇｅｒら　２００２，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ｒ
ｅｓ．３０，３０６７－３０７７）又は組込みのためにＦｌｐ及びＣｒｅリコンビナーゼ
を利用するＦＲＴ部位及びｌｏｘＰ部位（Ｌａｕｔｈら　２００２，核酸Ｒｅｓ．３０，
２１，ｅ１１５）から構成され得る。
【００９２】
　さらに、２つの異なるＦＲＴ部位を用いる系は、Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら．，Ｈｕｍ．Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２００１　１２，９３３－４４において記載されている。このアプロ
ーチにおいて、組込み用プラスミドはレトロウイルス感染により宿主細胞に移入される。
該プラスミドは、レポーター遺伝子及び第１の選択マーカー遺伝子並びに感染に必要とさ
れるレトロウイルス性エレメントの組み合わせから構成される。レトロウイルス３’ＬＴ
Ｒは２つの異なるＦＲＴ部位を含む。プロモーター及び翻訳開始コドンが欠如した非機能
的な第２の選択マーカー遺伝子は、これらの部位に対して３’側に位置する。レトロウイ
ルス感染の過程の間、３’ＬＴＲ配列は５’ＬＴＲに複写される。これは、各側の２つの
異なるＦＲＴ部位による、レポーター遺伝子及び第１の選択マーカー遺伝子のフランキン
グをもたらす。外側ＦＲＴ部位の間の配列は、強いプロモーターの制御下で抗－ＲｈＤ抗
体コーディング核酸セグメントに対して交換可能である。抗－ＲｈＤ抗体コーディング核
酸セグメントを含むカセットは、ＦＲＴ部位の同一のセットによりフランキングされてい
る。該反応はＦｌｐリコンビナーゼにより触媒される。トランスフェクトされた交換プラ
スミドにおいて、ＩＲＥＳエレメント及び翻訳開始コドンは核酸セグメントのさらに下流
側に位置する。組込まれたカセットの置換の後、ＦＲＴ部位の外側の３’ＬＴＲ配列に位
置する非機能的選択マーカー遺伝子は、抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントを構
成するカセットにより提供される翻訳開始コドンにより活性化される。負の選択マーカー
（例えば、チミジンキナーゼ）が組込み用ベクター内に存在するならば、さらに交換状態
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が高められ得る。
【００９３】
　組込み用ベクターは標準的なトランスフェクションにより宿主細胞に移入され得る。こ
の場合、組込み用カセットは、５’末端をＦＲＴ部位により及び３’末端を異なるＦＲＴ
’部位によりフランキングされている。ＡＴＧ－欠損の第２の耐性マーカー遺伝子は３’
ＦＲＴ’部位のさらに下流側に位置する。抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントに
関する交換は、レトロウイルス系について記載されているように進行する。
【００９４】
　染色体への部位特異的組込み後の抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの除去を
阻害する別の系は、上記されたΦＣ３１インテグラーゼである。この系は、特許出願ＷＯ
　０１／０７５７２及びＷＯ　０２／０８４０９において十分に記載されており、該文献
は出典明示によりその全てが本明細書の一部となる。
【００９５】
　好ましくは、組込み用ベクターはアイソタイプコーディングベクターであり、ここで、
定常領域（好ましくは、イントロンを含む）は、スクリーニングベクターに由来するＶＨ

及びＶＬ含有セグメントの挿入前にベクターに存在する。ベクター内に存在する定常領域
は、全重鎖定常領域（ＣＨ１ないしＣＨ３又はないしＣＨ４）であり得るか又は抗体のＦ
ｃ部分をコードする定常領域（ＣＨ２ないしＣＨ３又はないしＣＨ４）のいずれかであり
得る。軽鎖カッパ又はラムダ定常領域も移入前に存在してもよい。存在する定常領域の数
の選択は、もしあれば、用いるスクリーニング及び移入系に依存する。重鎖定常領域は、
アイソタイプＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２、ＩｇＭ、
ＩｇＤ及びＩｇＥから選択され得る。好ましいアイソタイプはＩｇＧ１及び／又はＩｇＧ
３である。
【００９６】
　さらに、抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの部位特異的組込みのためのベク
ターは、ＶＨ及びＶＬ鎖各々の高レベル発現を導く適切なプロモーター又は等価な配列を
含む。好ましくは、プロモーターは哺乳類起源である。ＶＨ及びＶＬコーディング配列は
組込みのために用いられるベクター内に対として置かれ（ベクター分子あたり１対）、そ
れにより、組込み過程を通してそれらが一緒にあることを確認する。好ましくは、プロモ
ーターは抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメント内に位置する。双方向性発現のため
に、発現ベクター内では頭－頭のプロモーター配置が用いられる（図７）。一方向性発現
のために、一方はＶＨ遺伝子エレメントの前にあり及び他方はＶＬ遺伝子エレメントの前
にある２つのプロモーター、或いは重鎖及び軽鎖遺伝子エレメント間のＩＲＥＳ配列と組
み合わせたＶＨ又はＶＬの前にある１つのプロモーターを用いて発現を成し遂げ得る。
【００９７】
　機能的リーダー配列をコードする核酸配列は、発現ベクター内に含まれ、小胞体又は細
胞小器官のごとき細胞内の特異的位置に遺伝子産物を誘導し得る。強いポリアデニル化シ
グナル配列は重鎖及び軽鎖コーディング配列の３’側に位置し得る。ポリアデニル化シグ
ナルは、新生ＲＮＡ転写産物の終結及びポリアデニル化を確実なものとし、及び伝達安定
性に相関している。
【００９８】
　部位特異的組込みのための発現ベクターは、組込み部位における発現を増大するために
、さらなる転写調節エレメント、例えば、エンハンサー又はＵＣＯＥ（遍在性クロマチン
オープニングエレメント）を有し得る。該エンハンサーは、転写に関与する細胞の蛋白質
と特異的に相互作用する核酸配列である。ＵＣＯＥはクロマチンを開くか又はクロマチン
を開状態に維持し、作動可能に連結された遺伝子の再現可能な発現を容易にする（ＷＯ０
０／０５３９３に詳述されている；該文献は出典明示によりその全てが本明細書の一部と
なる）。上記した調節エレメントの１つ以上が宿主細胞の染色体に組込まれる場合、それ
らは異種調節エレメントと呼ばれる。
【００９９】
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　ポリクローナル蛋白質の高レベル発現のための発現系の確立
　核酸配列を細胞内へ導入するための方法は当該分野において知られている。典型的に、
これらの方法は、目的の配列を細胞、ゲノム又は染色体外エレメント内へ導入するための
ＤＮＡベクターの使用を含む。細胞のトランスフェクションは、リン酸カルシウム沈降、
電気穿孔法、マイクロインジェクション、リポソーム融合、ＲＢＣゴースト融合、原形質
融合などを含む、当業者に知られている多数の方法により達成されてもよい。
【０１００】
　宿主細胞系統のトランスフェクションのために、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブ
ラリーが用いられ、ここで、各個々のベクターは抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの異なるメンバー
をコードする核酸セグメントの１つの単一コピーを含む。抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターの
このライブラリーは集合的に抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂをコードする。部位特異的組込みに適
するベクターは前セクションに記載した。抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの
ライブラリーを構成する個々のベクターは、単一の組成物中に一緒に混合され得るか、又
は抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの個々のメンバーをコードする個々のベクターは、別個の組成物
中か、又は１つの組成物中の約５～５０個の個々のライブラリーのベクターの混合物中に
維持され得る。
【０１０１】
　組換えポリクローナル製造細胞系統の作成及びかかる細胞系統に由来する組換えポリク
ローナル抗体の産生は、幾つかの異なるトランスフェクション及び製造ストラテジーによ
り獲得できる。これらのストラテジーは図１Ａに示されており、及び以下により詳細に記
載されている。
【０１０２】
　組換えポリクローナル製造細胞系統を産生する１つの方法は、宿主細胞系統のトランス
フェクションのために、単一の組成物中に共に混合されたベクターのライブラリーを使用
することである。この方法はバルクトランスフェクション又は大量トランスフェクション
と呼ばれる（該ライブラリーの個々のメンバーの全ては１つのチューブ中で宿主細胞系統
内にトランスフェクトされる）。一般的に、既に記載されたベクター及び宿主細胞の設計
により、確実に、適切な選択によりポリクローナル細胞系統を得ることができよう。かか
る細胞系統において、個々の細胞の大部分は、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリ
ーに由来する抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの異なるメンバーをコードする核酸セグメントの１つ
のコピーをゲノム内に組み込む。核酸セグメントの単一のコピーは細胞群中の各細胞のゲ
ノムの単一の特異的部位内に組み込まれ、それにより、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの個々のメ
ンバーを発現する個々の細胞から構成されるポリクローナル細胞系統を産生する。好まし
くは、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ製造の開始前に、ポリクローナル細胞系統の凍結ストックを
生成する。
【０１０３】
　組換えポリクローナル製造細胞系統を産生する別法は、トランスフェクション前に、抗
－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリーを約５～５０個の個々のライブラリーベクター
を含むフラクションに分割することである。好ましくは、ライブラリーのフラクションは
、１０～１５個の個々のベクターを構成する。次いで、各組成物を宿主細胞のアリコート
にトランスフェクトする。この方法は半バルクトランスフェクションと呼ばれる。トラン
スフェクトされたアリコート数は、ライブラリーのサイズ及び各フラクション中の個々の
ベクターの数に依存し得る。例えば、ライブラリーが５０個の別個の変異体メンバーを構
成し、それが組成物中、１０個の別個の変異体メンバーを含むフラクションに分割される
ならば、宿主細胞の５つのアリコートが、元々のライブラリーの別個のフラクションを構
成するライブラリー組成物を用いてトランスフェクションされる必要があろう。宿主細胞
のアリコートが部位特異的組込みのために選択される。好ましくは、別個のアリコートが
別々に選択される。しかし、それらは選択前にプールされ得る。製造のための所望のポリ
クローナル細胞系統を得るために、凍結ストックを作成する前、ストックから回収された
直後又は短い増殖時間の直後にアリコートが混合され得る。所望により、細胞のアリコー
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トは産生を通じて別々に保たれ、及びポリクローナル抗体組成物は、産生前の細胞のアリ
コートではなくむしろ各アリコートの産物を混合することによりアセンブリされる。
【０１０４】
　組換えポリクローナル製造細胞系統を産生する３番目の方法は、ハイスループット方法
であり、ここで、宿主細胞は、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリーを構成する個
々のベクターを用いて別々にトランスフェクトされる。この方法は個々のトランスフェク
ションと呼ばれる。好ましくは、個別にトランスフェクトされた宿主細胞は部位特異的組
込みのために別々に選択される。しかし、それらはまた選択前に別々にプールされ得る。
選択時に産生された個々の細胞クローンは増殖時間及び組込みパターンに関して分析され
てもよく、及び好ましくは、同様の増殖速度及び単一の部位特異的組込み体を有するもの
が凍結ライブラリーストックを作成するために用いられる。ストックを作成する前、スト
ックから回収した直後又は短い増殖時間の直後に、個々の細胞クローンを混合して、所望
のポリクローナル細胞系統を得ることができる。或いは、個別にトランスフェクトされた
宿主細胞はさらに早期、すなわち、選択が行われる前に混合される。
【０１０５】
　上記した製造ストラテジーにおける共通の特徴は、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを構成する全
ての個々のメンバーが、１個又は約５～最大１０個の限られた数のバイオリアクター中で
産生され得ることである。唯一の差異は、組換えポリクローナル製造細胞系統を構成する
細胞群を産生することを選択する段階である。
【０１０６】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの発現及び産生のために用いられる宿主細胞系統は、リコンビナ
ーゼ酵素により認識可能な少なくとも１つの核酸配列を有する。かかる宿主細胞系統の調
製は「宿主細胞」のセクションに記載した。
【０１０７】
　好ましくは、部位特異的組込みのためのベクターは、高レベル発現を媒介する所定の遺
伝子座、いわゆるホットスポット内に組み込まれる。
【０１０８】
　発現レベルを増大させる必要があるならば、ＤＨＦＲ遺伝子又はグルタミンシンテター
ゼ（ＧＳ）遺伝子に関する選択を用いて遺伝子増幅が実施され得る。これは、かかる選択
マーカーを含むベクターの使用を必要とする。
【０１０９】
　以下の記載は、組換えポリクローナル抗体製造細胞系統の獲得方法の一例であり、ここ
で、鎖スクランブリングは存在するとしても最小限である。
【０１１０】
　可変重鎖及び全カッパ軽鎖に囲まれた頭－頭構築物のごとき、反対の転写方向に配置し
た２つのプロモーターを有する構成的発現用の汎用プロモーターカセットを含む核酸セグ
メントが構築され、ＦＲＴ部位及びネオマイシン耐性遺伝子及び重鎖定常領域を含む部位
特異的組込み用ベクター内への全コンストラクトの移入を可能とする。誘発的発現用プロ
モーターカセットも用いられ得ることが熟慮される。さらに、該プロモーターは、一方向
性転写のために頭ー尾（ｈｅａｄ－ｔｏ－ｔａｉｌ）で配置され得る。安定にｌａｃＺ－
ゼオシン融合遺伝子を発現するＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａ
ｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を実験に用い、細胞に抗生物質ゼオシン耐性を付与する。細胞をゼ
オシン含有の適切な培養培地中に維持する。Ｆｌｐリコンビナーゼを発現するプラスミド
及び抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂをコードする部位特異的組込み用抗－ＲｈＤ抗体発現ベクター
のライブラリー及び異なる選択マーカー（ネオマイシン）を用いて、細胞をまとめて共ト
ランスフェクトする。トランスフェクション後、細胞をネオマイシンの存在下で培養する
。次いで、好ましくは、ネオマイシンに耐性を示す細胞を懸濁液中及び無血清条件下での
増殖に付し、これは１又は２段階で、及び選択圧有り又は無しで行われ得る。或いは、細
胞のトランスフェクション前に、細胞を懸濁液中の無血清条件下での増殖に付す。ポリク
ローナル細胞系統が適切な条件に適応する場合、スケールアップは異なる培養系、例えば
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、慣用的な小型培養フラスコ、Ｎｕｎｃ多層セルファクトリー、小型高収率バイオリアク
ター（ＭｉｎｉＰｅｒｍ、ＩＮＴＥＧＲＡ－ＣＥＬＬｉｎｅ，ｗａｖｅｂａｇｓ，Ｂｅｌ
ｌｏＣｅｌｌ）及びスピナーフラスコないし中空繊維及びバイオリアクターを用いて開始
され得る。適切な産生時間及び最終のバイオリアクターサイズの選択は、所望する、バッ
チからの蛋白質収率及び細胞系統からの発現レベルに依存する。該時間は２～３日から最
高３ヶ月まで様々であってもよい。ＥＬＩＳＡを用いて抗体産生について細胞を試験する
。発現された抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを上清から単離する。抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを精製し
、次いで、特徴付けた。精製及び特徴付け手段の例は以下に示す。
【０１１１】
　クローン多様性／ポリクローナル性
　ポリクローナル抗体の特性の１つは、それが多数の個々の抗体分子から構成されている
ことであり、ここで、各抗体分子はポリクローナル抗体の他の分子と相同であるが、ポリ
クローナル抗体の個々のメンバー間のアミノ酸配列における差異により特徴付けられた可
変性も有する。通常、これらの差異は可変領域、特に、ＣＤＲ領域、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２
及びＣＤＲ３に限定される。ポリクローナル抗体のこの可変性は、機能的レベルにおける
多様性、例えば、１つ以上の標的上に位置する同一又は異なる抗原上の異なる抗原決定基
に関する様々な特異性及び親和性としても説明され得る。組換えポリクローナル抗体にお
いて、該多様性は、ドナー由来の免疫グロブリン産物において観察される多様性のサブセ
ットを構成する。かかるサブセットを慎重に選択し、次いで、所望の標的抗原、この特定
事例においてはＲｈＤ抗原に結合するその能力に関して特徴付けた。
【０１１２】
　組換えポリクローナル抗体の産生に関する１つの関心事は、クローン多様性が最終産物
中で維持されているか否かということであり得る。抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを発現する細胞
に由来する（ＲＴ）－ＰＣＲ産物のＲＦＬＰ又はシークエンスにより、クローン多様性を
分析してもよい。細胞系統により産生された抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂについての機能的試験
（例えば、ＥＬＩＳＡ）、個々のメンバーに対する抗－イディオタイプ抗体、又はクロマ
トグラフィー法により、蛋白質レベルでの多様性を分析できる。
【０１１３】
　クローン偏向性は、もしあるならば、トランスフェクションに用いた初めのライブラリ
ーのクローン多様性を抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを発現する細胞のプール（ポリクローナル細
胞系統）に見出される多様性と比較することにより、評価され得る。
【０１１４】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂのクローン多様性は、ポリクローナル組成物の個々のメンバーの
分布として評価され得る。この分布は、トランスフェクションの間に細胞系統内に最初に
導入された異なるコーディング配列の数と比較した、最終ポリクローナル抗体組成物中の
異なる個々のメンバーの総数として評価され得る。この場合、トランスフェクションにお
いて最初に用いたコーディング配列の少なくとも５０％が最終の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの
異なる個々のメンバーとして特定され得る場合に、十分な多様性が獲得されたと考えられ
る。好ましくは、トランスフェクションに用いた抗－ＲｈＤ抗体コーディング配列の少な
くとも７５％が最終組成物中の抗体として特定され得る。さらにより好ましくは、トラン
スフェクションに用いた抗－ＲｈＤ抗体コーディング配列の少なくとも８５％～９５％、
及び最も好ましくは１００％が、最終組成物中の抗体として特定され得る。
【０１１５】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物の個々のメンバーの分布は、個々のメンバー間の相互分布
に関しても評価され得る。この場合、組成物のどの単一のメンバーも最終抗－ＲｈＤ　ｒ
ｐＡｂ組成物中の個々のメンバーの総数の７５％以上を構成しないならば、十分なクロー
ン多様性が獲得されたと考えられる。好ましくは、どの個々のメンバーも、最終ポリクロ
ーナル組成物中の個々のメンバーの総数の５０％以上、さらにより好ましくは、２５％、
及び最も好ましくは、１０％を超えない。ポリクローナル組成物中の個々のメンバーの分
布に基づくクローン多様性の評価は、ＲＦＬＰ分析、配列分析又は蛋白質分析、例えば、
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ポリクローナル組成物の特徴付けに関して下記するアプローチにより行われ得る。
【０１１６】
　クローン多様性は、ａ）クローニング過程の間、ｂ）細胞増殖における差異の結果とし
て、又はｃ）複数の組込み体のスクランブリングにより生じ得るクローン偏向性の結果と
して減少されてもよい。かかる偏向性が生じるならば、クローン多様性の喪失のこれらの
ソースの各々は、本明細書に記載した方法に若干の修飾を加えることにより容易に改善さ
れる。
【０１１７】
　適切なベクター内への可変ドメインのクローニングにより導入される偏向性を制限する
ために、クローニング偏向性が制限されるように、１つのベクターから別のベクターへの
目的遺伝子の移入が設計されてもよい。大量移入技法及び増幅に用いるイー・コリ株の慎
重な選択はクローニング偏向性を軽減し得る。別の可能性は、スクリーニングベクター及
び部位特異的組込み用ベクター間の、ポリクローナル抗体の個々のメンバーをコードする
各ポリヌクレオチドの個々の移入を行うことである。
【０１１８】
　長期間にわたる細胞系統内の個々の細胞の細胞増殖速度における差異が抗－ＲｈＤ　ｒ
ｐＡｂ発現に偏向性をもたらし、細胞系統により発現された抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの幾つ
かのメンバーの存在を増大又は減少させることが可能である。増殖速度におけるかかる差
異についての１つの理由は、初めのトランスフェクションのために用いられる開始細胞系
統を構成する細胞集団が不均一であることであり得る。細胞系統内の個々の細胞は長期間
にわたって示差的に増殖することが知られている。より均一な出発材料を確保するために
、目的のライブラリーでのトランスフェクションの前に、単一細胞レベルまで細胞系統を
限界希釈し、次いで、各単一細胞を新規細胞集団にまで増殖させることにより、細胞系統
のサブ－クローニングが行われてもよい（いわゆる限界希釈による細胞のサブ－クローニ
ング）。次いで、これらの細胞集団の１つ以上をそれらの増殖及び発現特性に基づいて出
発材料として選択する。
【０１１９】
　さらに、部位特異的組込み体を得た唯一の細胞が生存し得ることを確認するために用い
られる選択圧は、ポリクローナル細胞系統内の個々の細胞の増殖速度に影響してもよい。
これは、選択圧に適応するために特定の遺伝子変化を受ける細胞の嗜好性（ｆａｖｏｒｉ
ｎｇ）に起因してもよい。故に、選択マーカーの選択は、増殖速度により誘導される偏向
性にも影響してもよい。これが生じるならば、異なる選択マーカーが試験されるべきだ。
選択が細胞に毒性のある物質に基づく場合、最適な濃度、及び選択が全産生期間にわたっ
て必要であるか又は初めの段階のみで必要であるか否かが慎重に試験されるべきである。
【０１２０】
　十分に定義された細胞集団を確保するためのさらなるアプローチは、トランスフェクシ
ョン及び選択法の後に蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を用いることである。蛍光標識さ
れた抗体を用いて、ＩｇＧコンストラクトでトランスフェクションした細胞のプールに由
来した高生産性細胞を濃縮することができる（Ｂｒｅｚｉｎｓｋｙら．Ｊ．２００３．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２７７，１４１－１５５）。この方法を用いて、同様の
レベルで免疫グロブリンを発現する細胞を選別し、それにより、生産性に関して同質の細
胞集団を作成できる。同様に、蛍光色素５，６－カルボキシルフルオレセインジアセター
トスクシンイミジルエステル（ＣＦＳＥ）での標識を用いることにより、同様の増殖速度
を示す細胞がＦＡＣＳ法により選択され得る。さらに、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの個々のメ
ンバーの発現レベルにおける差異は、長期間にわたって最終産物へ偏向性をもたらしても
よい。
【０１２１】
　選択後に別々にトランスフェクトされたクローンを混合することによりポリクローナル
細胞系統が産生されるならば（図１Ａの第３アプローチ）、混合前の細胞培養レベルにお
ける個々のクローンに関して以下の選択基準が設定されてもよい：増殖速度は２４～３２
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時間である必要があり、生産性は１細胞１日あたり１．５ｐｇを超えるべきであり、及び
培養物は細胞内染色方法により評価される同質の細胞集団を示すべきである。所望により
、ＦＡＣＳ分析に関連して集団の特定領域をゲート（ｇａｔｉｎｇ）することにより個々
のクローンを混合する前に、Ｂｒｅｚｉｎｓｋｙにより記載された表面染色方法を用いて
、各個々のクローンに関してより同質な細胞集団を得ることができる。
【０１２２】
　増殖速度又は生産性偏向性が存在したとしても、個々のメンバーの欠失又は過剰発現は
、最終抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ産物の多様性要件に応じて、必ずしも決定的でなくともよい
。
【０１２３】
　部位特異的単一組込み体を有する細胞において、該細胞は発現されるべき抗体の可変領
域の配列のみが異なり得る。故に、組込み部位及び遺伝子調節エレメントにおける差異に
より付与される異なる細胞効果が排除され、及び組み込まれたセグメントは細胞増殖速度
に対して最小効果を有する。スクランブリング及び複数の組込みのいずれもがこれらがま
れな事象であるために製造細胞系統の増殖速度における問題を惹起し得ない。一般的に、
無作為組込みは約１０－５の効果を伴って生じ、一方で、部位特異的組込みは約１０－３

の効果を伴って生じる。予想外に、複数の組込みが問題を惹起するならば、上記したよう
に該事象が再発する可能性は非常に小さいので、代替法は、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクター
のライブラリーでのトランスフェクションを繰り返すことである。
【０１２４】
　統計を検討すると、多数の細胞のバルクトランスフェクションは、所望でないクローン
偏向性を回避する方法も構成する。このアプローチにおいて、宿主細胞系統は、抗－Ｒｈ
Ｄ抗体発現ベクターのライブラリーを用いてまとめてトランスフェクトされる。かかるラ
イブラリーは、ライブラリーの各異なるメンバーの多数のコピーを構成する。好ましくは
、これらのコピーは多数の宿主細胞内に組込まれるべきである。好ましくは、少なくとも
１００、１０００、１００００又は１０００００個の個々の細胞は、変異体核酸セグメン
トのライブラリーの異なるメンバーのコピーを用いてトランスフェクションされる。故に
、別個の変異体核酸セグメントのライブラリーが、１０００個の個々の細胞に各々組込ま
れる１０００個の異なるメンバーから構成されるならば、部位特異的に組み込まれた抗－
ＲｈＤ抗体コーディングセグメントを含む１０６個のクローンがトランスフェクションか
ら生じるだろう。この様式において、個々の細胞の倍加速度のガウス曲線は、非常にわず
かな程度でのみ一般集団に影響するはずである。たとえ製造細胞の低いパーセンテージが
異常な増殖及び／又は発現特性を示すとしても、これはクローン組成物定常性を維持する
可能性を増大し得る。
【０１２５】
　或いは、既に記載した半バルクトランスフェクション又は個々のトランスフェクション
方法を用いてもよい。
【０１２６】
　ポリクローナルワーキングセルバンク（ｐＷＣＢ）の確立
　セクション「ポリクローナル蛋白質の高レベル発現のための発現系の確立」は、ポリク
ローナル製造細胞系統を確立する３つの代替法を記載する。該セクションは、バルク又は
半バルクトランスフェクションにより得られた細胞群から構成される凍結ライブラリース
トックの作成を記載し、ここで、ライブラリーストック中の各個々の細胞は、抗－ＲｈＤ
抗体発現ベクターのライブラリーに由来する個々のメンバーを発現し得る。好ましくは、
細胞群は、既に記載したクローン多様性要件を満たしており、その結果、ポリクローナル
製造細胞系統を確立するために解凍及び増殖される場合、本質的にライブラリーの全メン
バーが凍結ライブラリーストックアンプルから発現され得る。バルクトランスフェクショ
ン及び半バルクトランスフェクションアプローチにおいて、凍結ライブラリーストックに
由来する単一バイアルが解凍され及びポリクローナル製造細胞系統に増殖され得るという
点で、凍結ライブラリーストックはポリクローナルワーキングセルバンク（ｐＷＣＢ）と
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見なされ得る。
【０１２７】
　或いは、既に記載した組換えポリクローナル製造細胞系統の作成のための３番目のアプ
ローチにおいて、凍結ライブラリーストックは、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラ
リーの個々のメンバーを用いて個別にトランスフェクションされている別個の細胞系統か
ら構成される。トランスフェクタントはそれらのゲノムに由来する組み込まれたベクター
由来の核酸セグメントの安定な発現に関して選択される。好ましくは、核酸セグメントは
トランスフェクタントのゲノム内の１つ以上の部位内に部位特異的に組み込まれ、及びさ
らにより好ましくは、ゲノムの単一部位内に組み込まれる。選択時に例えばクローンコロ
ニーから得られたトランスフェクトされた細胞は、単一クローンとして単離及び維持され
てもよく、又は同一の抗－ＲｈＤ抗体を発現するクローンのプールを作成するためにプー
ルされてもよい。本発明において、細胞の単一クローン及び同一の抗体を発現するクロー
ンのプールは個々の細胞系統と呼ばれる。故に、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラ
リーが２５個の個々のメンバーを構成したならば、この３番目のアプローチにおける凍結
ライブラリーストックは、抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリーに由来する個々の
メンバーを各々発現する２５個の個々の細胞系統（細胞系統の混合物ではない）から構成
されるだろう。故に、このライブラリーストックに由来する１つのバイアルは、製造に用
いられるならば、モノクローナル抗－ＲｈＤ抗体の産生をもたらし得る。
【０１２８】
　本発明は抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリーを例示する。しかし、凍結ライブ
ラリーストックの作成は可変領域コーディング核酸セグメントから構成されるライブラリ
ーから産生されるポリクローナル蛋白質の抗原特異性と無関係であり、並びに抗体ＶＨ及
びＶＬコーディング核酸セグメント、又はＴ細胞受容体（ＴｃＲ）α及びβ－、又はγ及
びδ－コーディング核酸セグメントから構成される任意の他のライブラリーと共に用いら
れてもよい。可変領域コーディング核酸セグメントから構成されるライブラリーは可変領
域に加えて１つ以上の定常領域もコードする。故に、抗体ＶＨ及びＶＬコーディング核酸
セグメントから構成されるライブラリーは、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ分子又は全長抗体分
子をもたらしてもよく、及びＴｃＲ可変領域コーディングセグメントから構成されるライ
ブラリーはＴｃＲ可変ドメインフラグメント、可溶性ＴｃＲｓ又は全長ＴｃＲｓから構成
される分子をもたらしてもよい。
【０１２９】
　凍結ライブラリーストックが個々の細胞系統から構成される状況では、単一アンプルの
内容物を解凍及び増殖することにより、ポリクローナル製造細胞系統の構築に用いられ得
るｐＷＣＢを産生することが適切であり得る。かかるｐＷＣＢを産生するために用いられ
る個々の細胞系統は、ｉ）単一クローン又はｉｉ）クローンのプール（選択後に得られる
単一コロニーのプール）のいずれかから得られる。クローンは個別にトランスフェクショ
ンされた宿主細胞から得られ、及び可変領域コーディング核酸セグメント、例えば、抗体
ＶＨ及びＶＬコーディングセグメント又はＴｃＲα及びβ－、又はγ及びδ－コーディン
グセグメントを含むライブラリーの個々のメンバーの安定な発現に関して選択される。安
定な発現に関する選択は当該分野にて知られている方法、例えば、選択マーカー遺伝子を
用いて行われる。本発明の一の好ましい実施態様において、例えば、ｉ）又はｉｉ）（上
記記載を参照のこと）に由来する細胞系統を限界希釈又は単一細胞ＦＡＣＳ分析及び選択
に付すか、又は例えばＣｌｏｎｅＰｉｘＦＬのごときロボットを用いて高発現クローンを
選択することにより、個々の細胞系統はクローニング又はサブクローニングした細胞から
得られる（以下を参照のこと）。上記したように、ｐＷＣＢを作成するために用いる個々
の細胞系統は、個々の細胞系統の凍結ライブラリーストック中に予め貯蔵されてもよく、
そこから、各個々の細胞系統の１つのアンプルがｐＷＣＢの作成前に解凍及び増殖される
。好ましくは、個々の細胞系統は、ｐＷＢＣの他のメンバーにより産生される抗体の特性
と異なる特性、例えば、異なる抗原特異性、異なる親和性、異なる可変又はＣＤＲ領域及
び／又は異なる定常領域を有する全長抗体を発現する。
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【０１３０】
　ｐＷＣＢを作成するために用いられる各細胞系統は、ポリクローナル蛋白質の異なるメ
ンバーを産生する。好ましくは、ポリクローナル蛋白質の各異なるメンバーは特定の抗原
に結合する。さらには、各異なるメンバーが各宿主細胞のゲノム内の単一特異的部位から
産生されることが好ましい。ｐＷＣＢは各個々の細胞系統に由来する所定の数の細胞を混
合することにより生成される。他の比も所望されてもよいが（以下を参照のこと）、好ま
しくは、細胞は等数（１：１の比）で混合される。細胞の混合物はアリコートとして凍結
され、ここで、該アリコートは各バイアル中に所定の数の細胞を有する多数のバイアルに
分配される。後の製造目的のためにこれらのバイアルをｐＷＣＢとして凍結及び貯蔵する
。好ましくは、ｐＷＣＢを構成するバイアルの数は１０、２５、５０、７５、１００、２
００、５００又は１０００バイアルを超える。ｐＷＣＢの個々のバイアルを異なる時間ポ
イントで解凍し、バッチ間で本質的に同一の組成を有するポリクローナル蛋白質を産生し
得るポリクローナル製造細胞系統の異なるバッチを作成してもよい（実施例５を参照のこ
と）。
【０１３１】
　本発明の代替的アプローチにおいて、ポリクローナル製造細胞系統はｐＷＣＢに由来す
るサブ－ｐＷＣＢから増殖されてもよい。ｐＷＣＢに由来する単一バイアルを解凍し、次
いで、新たな一連のアリコート（サブ－ｐＷＣＢ）として凍結され得る細胞の総数を産生
するのに十分な多世代間にわたって細胞を増殖させることにより、サブ－ｐＷＣＢを生成
し、ここで、各サブ－ｐＷＣＢアリコート中の細胞の数はサブ－ｐＷＣＢを産生するため
に最初に用いたｐＷＣＢバイアル中の数とほぼ同じである。このアプローチの利点は、他
の組換え蛋白質産生プロトコルから知られているように、ｐＷＣＢが直ちにマスターセル
バンクとして役立つことである。故に、このアプローチにおいて、ｐＷＣＢはポリクロー
ナルマスターセルバンク（ｐＭＣＢ）と呼ばれてもよい。サブ－ｐＷＣＢが消耗した場合
、ｐＷＣＢ／ｐＭＣＢのアリコートに由来する新規のサブ－ｐＷＣＢを産生することが可
能である。故に、このアプローチは、凍結ライブラリーストックに由来する個々の細胞系
統を増殖させ及び新規ｐＷＣＢを混合するために必要とされ得るものよりも有意により少
ない作業しか必要としない。さらに、サブ－ｐＷＣＢが消耗する事象において、バッチ間
で本質的に同一の組成を有するポリクローナル蛋白質を産生し得る、ポリクローナル製造
細胞系統のさらなるバッチを産生する機会は増大する。個別にトランスフェクトされた宿
主細胞に由来するｐＷＣＢ／ｐＭＣＢ及びサブ－ｐＷＣＢを産生する原理を図１Ｂに示す
。
【０１３２】
　バルクトランスフェクション又は半バルクトランスフェクションによるｐＭＣＢ又はｐ
ＷＣＢの直接作成と比較して、個々のトランスフェクションにより得られる個々の細胞系
統を混合することによるｐＷＣＢ又はｐＭＣＢの産生の利点は、ｐＷＢＣ又はｐＭＣＢの
作成前に個別にトランスフェクトされた細胞系統のさらなる分析及び選択を行うことがで
きることである。これにより、既に記載した多様性要件を満たすより安定なポリクローナ
ル製造細胞系統を確保してもよい。以下、ｐＷＣＢはｐＷＣＢ又はｐＭＣＢとして理解さ
れるべきである。
【０１３３】
　本発明のさらなる一の実施態様において、上記したような可変領域コーディング核酸セ
グメントのライブラリーの個々のメンバーの安定な発現について選択された個々の細胞系
統は、ｐＷＣＢの作成前にそれらの増殖速度及び／又は生産性に関してさらに特徴付けら
れる。好ましい一の実施態様において、同様の増殖速度又は生産性を有する細胞系統はｐ
ＷＣＢの作成のために選択される。さらにより好ましくは、同様の生産性並びに同様の増
殖速度を有する細胞系統はｐＷＣＢの作成のために選択される。好ましくは、細胞系統は
、増殖速度及び／又は生産性の特徴付けの前に無血清懸濁培養に付される。或いは、トラ
ンスフェクションに用いられる親細胞はトランスフェクション前に無血清懸濁培養に付さ
れる。
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【０１３４】
　増殖速度は当該分野にて知られている方法、例えば、本発明の実施例２に記載のものに
より評価され得る。哺乳類細胞系統に関する増殖速度は１８～１００時間であり得、好ま
しくは、２２～４０時間であり、及び最も好ましくは、２４～３２時間であり得る。生産
性は１細胞１日あたり０．５ｐｇ蛋白質（ｐｇ／（細胞＊日））を超えるべきであり、好
ましくは、それは１、１．５、３、５又は８ｐｇ／（細胞＊日）を超えるべきである。さ
らに、細胞系統は、細胞内染色方法により評価される場合に、発現に関して同質の細胞集
団を示すべきである。所望により、各個々の細胞系統に関してより均一な細胞集団がクロ
ーニング、例えば、以下に記載のＦＡＣＳ選別方法により得られ得る。
【０１３５】
　本発明のさらなる実施態様において、個々の細胞系統は、トランスフェクション及び選
択手順の後に、均一な発現レベルを伴う細胞を特定するためにＦＡＣＳにより分類される
。故に、ＦＡＣＳ分析に関連して集団の特定領域をゲートすることによる、個々の高発現
クローン又は高発現レベルを有する細胞のサブ－プールについての選別可能性は、本発明
のさらなる一の実施態様である。ＦＡＣＳ分析及び選択によるクローン細胞の作成は、個
々の細胞系統がクローンのプールから産生される場合に特に有用である。
【０１３６】
　蛍光標識された抗体は、所望の蛋白質、例えば、抗体又はＴｃＲを高レベルに発現する
細胞を選別するために用いられ得、それにより生産性に関して均一な細胞集団を作成する
。この技法は、分泌された蛋白質がそれらを分泌する細胞表面上で検出され得、及び表面
蛋白質の量が明らかに個々の細胞の発現レベルに対応するという観察に基づく。故に、高
産生細胞は、標識された抗体を用いた染色、次いで、ＦＡＣによる分析に基づき分類され
た単一細胞であり得る。該技法はＢｒｅｚｉｎｓｋｙにより記載されている（Ｂｒｅｚｉ
ｎｓｋｙら．Ｊ．２００３．Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２７７，１４１－１５５
）。
【０１３７】
　代替的な選別技法は、細胞から発現された蛋白質に対して特異性を有するリガンドの細
胞表面へのカップリングに基づく。例えば、抗－Ｆｃ抗体又は抗－イディオタイプ抗体は
ビオチンを介して細胞集団を分泌する蛋白質の表面へカップリングされ得る。次いで、個
々の細胞により分泌された抗体は該細胞の表面上で抗－Ｆｃ抗体により捕獲される。この
後、高産生細胞は、標識された抗体を用いた染色に基づくＦＡＣＳにより分類され得る。
この技法はＥＰ６６７８９６に記載されている。
【０１３８】
　均一な高発現レベルを伴う細胞系統を得るために、高発現レベルを有する単一細胞を記
載した技法の１つにより得られたＦＡＣＳ特性に基づいて分析する。次いで、個々の細胞
クローンを増殖させ、及び上記したように増殖速度及び生産性に関して潜在的に分析する
。或いは、ＦＡＣＳ特性により特定されるような最も高い発現レベルを有する細胞のサブ
－プールを選別により収集する。所望により、個々の細胞系統に由来する細胞のサブ－プ
ールは同様に増殖速度及び生産性に関して分析され得る。
【０１３９】
　本発明の別の一の実施態様において、ＣｌｏｎｅＰｉｘＦＬロボット（Ｇｅｎｅｔｉｘ
，ＵＫ）のごときロボットを用いて、高発現レベル及び／又は同様の増殖特性を示すクロ
ーンを選択する。これは以下のように行う：トランスフェクション及び選択後に得られた
コロニーを半固形培地中で増殖させ、ここで、該培地は、コロニーの直ぐ近くで分泌され
た蛋白質産物を捕獲することにより高産生コロニーの検出を可能とする。各コロニーから
の産生レベルは、細胞により発現された蛋白質の免疫蛍光標識、次いで、発現レベル及び
増殖特性のごとき予め定めた選択基準に基づく最良のクローンのイメージソフトウェアセ
レクションの手段により測定される。さらに、各コロニーの大きさ（細胞増殖速度を反映
する）が光検出イメージングを用いるロボットにより評価され得る。次いで、所望の産生
及び／又は増殖特性を有するコロニーをロボットにより単離し、及びさらなる増殖のため
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に９６－ウェルプレートに移入する。
【０１４０】
　好ましくは、同様の生産性を有する個々の細胞系統はｐＷＣＢの作成のために選択され
る。好ましい一の実施態様において、ｐＷＣＢを構成する個々の細胞系統は、例えば、単
一細胞選別、限界希釈又はロボットピッキングにより得られる、高発現レベルを有するか
又は高発現レベルを有する細胞のプールに由来するクローン細胞から生成される。
【０１４１】
　本発明において、トランスフェクション及び選択後に単離された細胞の単一コロニーか
ら得られた個々の細胞系統並びに例えば単一細胞ＦＡＣＳ選別により得られたクローンか
ら得られた個々の細胞系統の両方がクローン細胞系統と呼ばれる。好ましい一の実施態様
において、かかるクローン細胞系統はｐＷＣＢを産生するために用いられる。
【０１４２】
　本発明のさらなる実施態様において、個々の細胞系統はｐＷＣＢの作成時に異なる比で
混合される。個々の細胞系統は、個々の細胞系統及び／又は前記細胞系統により発現され
た個々の蛋白質メンバーの特性、例えば、特異的生産性又は結合親和性に基づいて予め定
めた基準に従って混合され得る。例えば、特に重大な抗原又はエピトープに結合する特定
の抗体を発現する個々の細胞系統は、ｐＷＣＢの細胞系統の残りのメンバーを超過して、
例えば、２倍、３倍、５倍又は１０倍より多い量で供給され得る。例えば、細胞系統の１
つのメンバーは、他の全てのメンバーに対して２：１の比で加えられてもよく、例えば、
メンバー１は４×１０６細胞で、及び細胞系統の残りのメンバーの各々は２×１０６細胞
で加えられてもよい。
【０１４３】
　本発明の一の好ましい実施態様において、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの産生のためのｐＷＣ
Ｂが生成される。さらにより好ましくは、ＲｈＤカテゴリーＶＩ抗原に対する反応性を有
する抗体を産生する細胞系統がｐＷＣＢに含まれる細胞の全量の少なくとも５％、８％、
１０％、１２％、１５％、２０％又は２５％を構成するように、かかるｐＷＣＢが生成さ
れる。
【０１４４】
　ｐＷＣＢ内の個々の細胞系統のこの分化比（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ　ｒａｔｉ
ｏ）によるアプローチは、特に、個々の細胞系統がこれらの特性における類似性について
選択されていないならば、個々の細胞系統間の増殖速度及び生産性における差異を回避す
るために適用されてもよい。故に、より速い増殖速度により特徴付けられるポリクローナ
ルワーキングセルバンクの他のメンバーと比較して、個々の細胞系統の１つ以上がより遅
い増殖速度、すなわち、より長い倍加時間を有するが、このより遅い増殖速度が特定の高
生産性に関連していないならば、この１又は複数の特定のメンバーはその遅い増殖を補填
するために増大した量でｐＷＣＢに加えられてもよい。例えば、ｐＷＣＢを構成する残り
の細胞系統が２２～３０時間の増殖速度を有するならば、５０時間の増殖速度を有する細
胞系統は２：１の比で加えられてもよい。同様に、短い倍加時間を有する細胞系統の比を
減じて、製造の間にこれらが優勢にならないことを保証してもよい。さらに、ｐＷＣＢ内
の個々の細胞系統の比は、ｐＷＣＢから産生されたポリクローナル製造細胞系統から生成
されたポリクローナル蛋白質産物の分析の際に調整されてもよい。かかる調整は、例えば
、ＩＥＸ特性又は等価な特徴付け手段に基づいて行われてもよい。かかる分析が１つ以上
の特定の蛋白質メンバーが残りのメンバーと比較して増大した量で産生されることを示す
ならば、これらの特定の蛋白質メンバーを産生する細胞系統の比が軽減された新規ｐＷＣ
Ｂが生成されてもよい。及び逆に、特定のメンバーが低量で生成されるならば、このメン
バーを産生する細胞系統を増大した比で有するｐＷＣＢが生成されてもよい。
【０１４５】
　培養物上清からの抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの精製
　培養物上清からの抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの単離は、蛋白質の物理化学特性における差異
、例えば、分子量、正味電荷、疎水性又は特異的リガンド若しくは蛋白質に対する親和性
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における差異を利用する様々なクロマトグラフィー技法を用いて可能である。故に、蛋白
質は、ゲル濾過クロマトグラフィーを用いる分子量に従って或いはイオン交換（陽イオン
／陰イオン）クロマトグラフィー又はクロマト分画を用いる正味電荷にに従って分離され
てもよい。
【０１４６】
　イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用及びゲル濾過のごとき後続する精製段
階と併せたアフィニティークロマトグラフィーは、異なる供給源、例えば、腹水、細胞培
養液上清及び血清に由来するＩｇＧ（ポリクローナル及びモノクローナル）の精製のため
に頻繁に用いられている。抗－ＲｈＤ抗体及びクロマトグラフィーマトリックスにカップ
リングさせた特異的リガンド間の可逆的相互作用に基づいて分離されるアフィニティー精
製は簡便及び迅速な方法であり、該方法は、高選択性、通常は高い処理能力とより少容量
とするための濃縮を提供する。抗－ＲｈＤ抗体に結合し得るペプチド形態の特定リガンド
は、ＥＰ　１　１０６　６２５に記載の方法に従ってペプチドファージディスプレイを用
いて得られてもよい。２つの細菌細胞表面蛋白質である蛋白質Ａ及び蛋白質ＧはＦｃ領域
に高い親和性を有し、及び固定化形態で、ポリクローナルＩｇＧ及び様々な種に由来する
そのサブクラスの精製並びに免疫複合体の吸収及び精製を含む多数の日常的適用のために
用いられている。
【０１４７】
　アフィニティークロマトグラフィーの後、下流クロマトグラフィー段階、例えば、イオ
ン交換及び／又は疎水性相互作用クロマトグラフィーを実施して、宿主細胞蛋白質、漏出
した蛋白質Ａ及びＤＮＡを除去することができる。蛋白質Ａアフィニティー及び陽イオン
交換クロマトグラフィーと共に、５より大きなｐＨ値が抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの沈殿を惹
起し得ることが観察される。故に、バッファーは適切な緩衝化剤、例えば、トリス又は酢
酸を用いて慎重に調節される必要がある。
【０１４８】
　最終精製段階としてのゲル濾過を用いて、二量体及び他の凝集体のごとき汚染分子を除
去し、次いで、貯蔵バッファー中に試料を加えることができる。供給源及び発現条件に応
じて、必要とされる抗体純度レベルを成し遂げるためのさらなる精製段階を含む必要があ
ってもよい。故に、治療用途のための抗体を精製するために、疎水性相互作用クロマトグ
ラフィー又はイオン交換クロマトグラフィーが蛋白質Ａ及びゲル濾過クロマトグラフィー
と併せて頻繁に用いられる。
【０１４９】
　抗体の他のクラスを精製するために、蛋白質Ａ及びＧがＩｇＡ及びＩｇＭに結合しない
ために、代替的アフィニティークロマトグラフィー培地が使用される必要がある。免疫－
アフィニティー精製（固形相にカップリングされた抗－ＩｇＡ又は抗－ＩｇＭモノクロー
ナル抗体）が用いられ得、或いはイオン交換及び疎水性相互作用を含む多段階精製ストラ
テジーが用いられ得る。
【０１５０】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの構造的特徴付け
　ポリクローナル抗体の構造的特徴付けは、混合物の複雑性（クローン多様性、不均一性
及びグリコシル化）に起因して高い分解能を必要とする。ゲル濾過、イオン交換クロマト
グラフィー又は電気泳動のごとき伝統的アプローチは、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ内の個々の
抗体間を区別するのに十分な分解能を有していないかもしれない。複雑な蛋白質混合物の
プロファイリングのために、２次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動（２Ｄ－ＰＡＧＥ）
、次いで、質量分析（ＭＳ）又は液体クロマトグラフィー（ＬＣ）－ＭＳ（例えば、プロ
テオミクス）が用いられている。蛋白質の電荷及び質量に基づく分離を組み合わせる２Ｄ
－ＰＡＧＥは、血清試料中のポリクローナル、オリゴクローナル及びモノクローナル免疫
グロブリン間の区別のために有用であることが証明された。しかし、この方法には幾つか
の制限がある。クロマトグラフィー技法、特に、エレクトロスプレーイオン化ＭＳにカッ
プリングされたキャピラリー及びＬＣは、複雑なペプチド混合物の分析のためにますます
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適用されている。ＬＣ－ＭＳはモノクローナル抗体の特徴付けのために用いられており、
及び最近はポリクローナル抗体軽鎖のプロファイリングにも用いられている。非常に複雑
な試料の分析はより高いクロマトグラフィー系の解像力を必要とし、これは２次元（又は
それ以上）での分離により達成され得る。かかるアプローチは、第一の次元ではイオン交
換に基づき、及び第二の次元では所望によりＭＳにカップリングされた逆相クロマトグラ
フィー（又は疎水性相互作用）に基づく。
【０１５１】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの機能的特徴付け
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ抗体は、例えば、抗－Ｄ免疫グロブリン産物又は抗－ＲｈＤ　ｍ
Ａｂを用いた比較可能性研究により機能的に特徴付けられ得る。かかる研究はインビトロ
及びインビボにて実施され得る。
【０１５２】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂのインビトロ機能的特徴付け方法は、例えば、貪食性アッセイ（
５１Ｃｒに基づく又はＦＡＣＳに基づく）、抗体依存性細胞傷害活性（ＡＤＣＣ）及びロ
ゼット形成アッセイであり得る。簡潔に記載された該アッセイを以下のように実施する：
【０１５３】
　ＡＤＣＣアッセイ（５１Ｃｒに基づく）：
　ヒトＰＢＭＣをエフェクター細胞として用い、並びにＲｈＤ陰性及び陽性ＲＢＣ（ＡＢ
Ｏ式のＯ）を標的として用いる。初め、ＲＢＣ（ＲｈＤ（＋）及びＲｈＤ（－））を５１

Ｃｒ標識し、洗浄し、次いで、様々な希釈の抗－ＲｈＤ抗体（例えば、抗－ＲｈＤ　ｒｐ
Ａｂ、抗－Ｄ又は抗－ＲｈＤ　ｍＡｂ）を用いて感作した。エフェクター細胞（ＰＭＢＣ
）を感作したＲＢＣに加え（２０：１の比）、次いで、インキュベーションを一晩行う。
細胞をスパンカラムに付し（ｓｐｕｎ　ｄｏｗｎ）、次いで、ウェルの上清をＬｕｍａｐ
ｌａｔｅ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）に移す。自然放出に関する対照（５１Ｃｒのみを有
するＲＢＣ）及び全放出（トリトン－Ｘ－１００ないし５１Ｃｒ－標識ＲＢＣを加えた）
に関する対照が含まれる。Ｌｕｍａｐｌａｔｅを乾燥し、次いで、Ｔｏｐｃｏｕｎｔｅｒ
（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）でカウントする。
【０１５４】
　貪食性アッセイ（５１Ｃｒに基づく）：
　貪食性はＡＤＣＣアッセイと組み合わせて測定され得る。ＡＤＣＣアッセイにおいて上
清を回収した後、残りの上清を除去し、次いで、低張緩衝液を加えることにより赤血球細
胞を溶解する。細胞を洗浄し、次いで、上清を除去する。ＰＢＳ＋１％トリトン－Ｘ－１
００を全ウェルに加え、次いで、一定量をＬｕｍａｐｌａｔｅに移し、乾燥し、次いで、
前記のようにカウントする。
【０１５５】
　貪食性アッセイ（ＦＡＣＳに基づく）：
　このアッセイは食細胞性細胞の粘着性に基づく。ヒト白血病性単芽球細胞系統Ｕ９３７
がこのアッセイに用いられ得る。Ｕ９３７細胞は１０ｎＭのＰＭＡを用いて分化させる。
２日後に、培地の６０％を除去し、次いで、ＰＭＡなしの培地と交換する。赤血球細胞（
ＲｈＤ（＋）及びＲｈＤ（－））の細胞膜を製造元プロトコル（Ｓｉｇｍａ）に従ってＰ
ＫＨ２６（ＰＥ）で染色する。該ＲＢＣの細胞膜を様々な希釈の抗－ＲｈＤ抗体で感作し
、次いで、過剰な抗体を洗浄により除去する。３日目に、非付着細胞Ｕ９３７細胞を洗浄
により除去し、次いで、感作したＲＢＣ（ＲｈＤ（＋）及びＲｈＤ（－））をウェルに加
える。インキュベーター中でプレートを一晩インキュベーションする。貪食されなかった
ＲＢＣを幾つかの段階により洗浄して除去する。低張緩衝液を加えることにより、結合し
たが貪食されなかったＲＢＣを溶解し、次いで、さらに洗浄する。トリプシンとのインキ
ュベーションによりＵ９３７細胞をウェルから剥離する。細胞をＦＡＣＳにて分析する。
【０１５６】
　ロゼット形成アッセイ
　ロゼット形成アッセイは単なるＦｃ受容体結合アッセイである。感作した赤血球細胞を
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上記のように調製した分化型Ｕ９３７細胞と共にインキュベーションする。ＲＢＣ（Ｒｈ
Ｄ（－）及びＲｈＤ（＋））を様々な希釈の抗－ＲｈＤ抗体で感作し、次いで、Ｕ９３７
細胞と混合する前に、過剰な抗体を洗浄により除去する。インキュベーションを１時間行
い、次いで、非結合ＲＢＣを洗浄して除去する。表面に２つ以上のＲＢＣが付着した細胞
のパーセンテージを計数する。
【０１５７】
　抗－ＲｈＤ抗体のインビボ機能的特徴付けはＭｉｅｓｃｈｅｒ（Ｍｉｅｓｃｈｅｒ，Ｓ
．，ら．２００４，Ｂｌｏｏｄ　１０３，４０２８－４０３５）により記載されており、
ＲｈＤ（－）個人へのＲｈＤ（＋）細胞の注入、次いで、抗－ＲｈＤ抗体の投与を含む。
ドナーのＲＢＣクリアランス及び抗－ＲｈＤ抗体感作を分析した。
【０１５８】
　治療用組成物
　本発明の一の実施態様において、活性成分として抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ又は抗－ＲｈＤ
組換えポリクローナルＦａｂ又は別の抗－ＲｈＤ組換えポリクローナルフラグメントを含
有する医薬組成物が、新生児溶血性疾患の予防、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）の
処置、又はＲｈＤ（－）の個人にＲｈＤ（＋）の血液を誤って輸血した後のＲｈＤ抗原に
対する感作の予防ために意図される。
【０１５９】
　医薬組成物はさらに医薬上許容される賦形剤を含有する。
【０１６０】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ又はそのポリクローナルフラグメントは医薬上許容される希釈剤
、担体又は賦形剤中の単位投与形にて投与されてもよい。慣用的な薬務を利用して、母親
又は女性患者に投与するのに適する処方又は組成物を提供してもよい。好ましい一の実施
態様において、投与は予防的である。任意の適切な投与経路が用いられてもよく、例えば
、投与は、非経口、静脈内、動脈内、皮下、筋内、腹腔内、経鼻、エアロゾル、坐剤又は
経口投与であってもよい。例えば、治療用処方は液体溶液又は懸濁液の形態であってもよ
く；経口投与のためには、処方は錠剤又はカプセル剤チューインガム又はパスタの形態で
あってもよく、及び経鼻処方のためには、散剤、点鼻薬又はエアロゾルの形態であっても
よい。
【０１６１】
　本発明の医薬組成物は、それ自体が知られている様式にて、例えば、慣用的な溶解、凍
結乾燥、混合、粒状又は調合過程により処方され得る。医薬組成物は慣用的な薬務（例え
ば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　
Ｐｈａｒｍａｃｙ（２０ｔｈ　ｅｄ．），ｅｄ．Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ，２０００，Ｌ
ｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ＆Ｗｉｌｋｉｎｓ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，
ＰＡ　ａｎｄ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｅｄｓ．Ｊ．Ｓｗａｒｂｒｉｃｋ及びＪ．Ｃ．Ｂｏｙｌａｎ，１９８
８－１９９９，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ）に従って調製さ
れてもよい。
【０１６２】
　好ましくは、活性成分の溶液及び懸濁液、並びに特に等張性水性溶液又は懸濁液が用い
られ、例えば、活性成分単独又はマンニトールのごとき担体を共に含む凍結乾燥された組
成物の場合には、かかる溶液又は懸濁液を使用前に生成することが可能である。医薬組成
物は滅菌されてもよく、及び／又は賦形剤、例えば、防腐剤、安定化剤、湿潤剤及び／又
は乳化剤、可溶化剤、浸透圧調節用の塩及び／又はバッファーを含んでもよく、及びそれ
自体知られている様式、例えば、慣用的な溶解又は凍結乾燥過程により調製される。前記
溶液又は懸濁液は、粘度増加物質、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カ
ルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルピロリドン又はゼラチンを含んで
もよい。
【０１６３】
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　注入用組成物は、滅菌条件下で慣例的な様式にて調製される；同じことは、アンプル又
はバイアル内への組成物の導入及び容器の密封にも当てはまる。
【０１６４】
　経口投与用医薬組成物は、活性成分を固形担体と組み合わせ、所望により、得られた混
合物を造粒し、次いで、所望又は必要とする場合には、適切な賦形剤を加えた後に混合物
を錠剤、ピル又はカプセル剤に加工し、所望により、それをセラック、糖又はその両方で
コーティングすることにより得ることができる。規定された量で活性成分を拡散又は放出
できるようにプラスチック担体内にそれらを含ませることも可能である。
【０１６５】
　医薬組成物は、約１％～約９５％、好ましくは、約２０％～約９０％の活性成分を含有
する。本発明に記載の医薬組成物は、例えば、単位投与形態、例えば、アンプル、バイア
ル、坐剤、錠剤、ピル又はカプセル剤の形態であってもよい。該処方は、疾患又は状態の
ための療法を提供するために治療的又は予防的有効量（例えば、病状を予防、排除又は軽
減する量）でヒト個人に投与され得る。投与されるべき治療剤の好ましい用量は、疾患の
型及び程度、特定患者の全体的な健康状態、化合物賦形剤の処方及びその投与経路のごと
き変数に依存し得る。
【０１６６】
　本発明に記載の組成物の治療用途
　本発明に記載の医薬組成物は、哺乳類における疾患の処置、改善又は予防のために用い
られてもよい。本医薬組成物を用いて処置又は予防され得る状態は、新生児溶血性疾患の
予防、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）の処置、又はＲｈＤ（－）の個人へＲｈＤ（
＋）の血液を誤って輸血した後のＲｈＤ抗原に対する感作の予防を含む。
【０１６７】
　本発明の一の態様は、有効量の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ又はフラグメントが投与される、
動物における疾患の処置、改善又は予防方法である。
【０１６８】
　本発明のさらなる一の実施態様は、新生児溶血性疾患の予防又は特発性血小板減少性紫
斑病（ＩＴＰ）の処置用の組成物を調製するための、抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗
体又はポリクローナル抗体フラグメントの使用である。
【０１６９】
　診断用途及び環境検出用途
　本発明の別の実施態様は診断用キットに関する。本発明に記載のキットは、本発明に従
って調製された抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを含み、該蛋白質は、検出可能標識で標識されてい
てもよく、又は非標識検出用に標識されていなくてもよい。該キットは、ＲｈＤ（＋）の
個人又は特定のＲｈＤカテゴリーを有する個人を特定するために用いられてもよい。後者
の特定は、その特定のＲｈＤカテゴリーのみと反応する抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ組成物を得
ることにより成し遂げられ得る。
【実施例】
【０１７０】
　以下の実施例は、高産生細胞系統内での抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの発現及び産生方法につ
いて記載しており、ここで、ＶＨ及びＶＬ含有核酸セグメント又は１若しくは複数のベク
ターは予め特徴付けられた染色体の「ホットスポット」部位内に部位特異的組込みにより
挿入される。
【０１７１】
　実施例において、ＣＨＯ細胞を宿主細胞として利用した。その利点は、適切な成長培地
の利用可能性、培養液にて効率的に高密度に増殖するそれらの能力、及び生物活性形態で
抗体のごとき哺乳類蛋白質を発現するそれらの能力を含む。
【０１７２】
　一般的に、本発明に記載のイー・コリの形質転換及び哺乳類細胞のトランスフェクショ
ンは慣用的な方法に従って実施され得る。
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【０１７３】
　以下の実施例は本発明を説明するが、本発明の範囲を限定するものと見なされるべきで
はない。
【０１７４】
　実施例１
　抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体の産生
　ドナー
　ドナーはＡａｌｂｏｒｇ　Ｓｙｇｅｈｕｓ　Ｎｏｒｄに登録した。全８人のＲｈＤ（－
）女性をＲｈＤ（＋）個人に由来するＲｈＤ（＋）赤血球で免疫した。ブースト数及び免
疫化のためのＲｈＤ（＋）赤血球の起源に関してドナーは様々な免疫歴を有した。異なる
ドナーの免疫歴を表１に示す。
　表１
【表１】

【０１７５】
　最後のブーストから５～７日後に白血球フェレーシスにより単核細胞を回収した。細胞
をペレット化し、直ちに、市販のＲＮＡ調製キット（ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　ＲＮＡ　Ｌ
，Ｍａｃｈｅｒｙ－Ｎａｇｅｌ，カタログ番号　７４０　９６２．２０）からの細胞溶解
液に移した。細胞の溶解後、さらなる処理の前に懸濁液を凍結した。
【０１７６】
　抗－ＲｈＤ　Ｆａｂディスプレイライブラリーの作製
　ライブラリー作製及びパニング手段を通じて各ドナーから得た材料を別々にしておいた
。細胞溶解物を解凍し、次いで、キット使用説明書（ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　ＲＮＡ　Ｌ
）に従ってＲＮＡを調製した。ＲＮＡの完全性をアガロースゲル電気泳動により分析し、
これにより、１８Ｓ／２８ＳリボソームＲＮＡが分解していないことを確認した。
【０１７７】
　ＲＮＡを、製造元の使用説明書に従ってＴｈｅｒｍｏＳｃｒｉｐｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）を用いる反応において約１０μｇの全ＲＮＡを用いるオリゴ（ｄＴ）プライマー反
応におけるｃＤＮＡ合成に付した。ｃＤＮＡを、以下のプライマーを用いるＰＣＲ反応に
おける鋳型として用いた：
【０１７８】
　ＶＨフォワードプライマー（ＸｈｏＩ部位を太字で示す）：
【表２】

【０１７９】
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　ＶＨリバースプライマー（ＡｓｃＩ部位を太字で示す）：
【表３】

【０１８０】
　Ｃκフォワードプライマー（ＮｏｔＩ部位を太字で示す）：
【表４】

【０１８１】
　Ｖκリバースプライマー（ＮｈｅＩ部位を太字で示す）：
【表５】

【０１８２】
　Ｃλフォワードプライマー（ＮｏｔＩ部位を太字で示す）：
【表６】

【０１８３】
　Ｖλリバースプライマー（ＮｈｅＩを太字で示す）：
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【表７】

【０１８４】
　個々のプライマー対を用いてＰＣＲを行い、合計３６のＶＨ反応、６のカッパ反応及び
２２のラムダ反応を行った。全ＶＨ、カッパ及びラムダＰＣＲ産物を別々にプールし、次
いで、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎカラム（Ｍａｃｈｅｒｙ－Ｎａｇｅｌ，カタログ番号７４０
　５９０．２５０）を用いた精製の後、クローニング前に該産物を消化し（ＶＨ：Ａｓｃ
Ｉ／ＸｈｏＩ，カッパ及びラムダ：ＮｈｅＩ／ＮｏｔＩ）、次いで、目的のバンドのゲル
精製段階（ＰｅｒｆｅｃｔＰｒｅｐ　Ｇｅｌ　Ｃｌｅａｎｕｐ　ｋｉｔ，Ｅｐｐｅｎｄｏ
ｒｆ，カタログ番号００３２　００７．７５９）を続けた。軽鎖（カッパ及びラムダを別
々に）をライゲーションによりＮｈｅＩ／ＮｏｔＩ処理したＥｍ３５１ファージディスプ
レイベクター（図２）に挿入し、次いで、イー・コリ　ＸＬ１　Ｂｌｕｅ（Ｓｔｒａｔａ
ｇｅｎｅ）にて増幅した。軽鎖ライブラリーを構成するプラスミドＤＮＡを、カルベニシ
リン寒天プレート上で一晩選択されたイー・コリ細胞から単離した（各ドナーについて２
ライブラリー，各々カッパ及びラムダ）。このライブラリーＤＮＡをＡｓｃＩ／ＸｈｏＩ
での消化に付し、次いで、ゲル精製した後、ＶＨＰＣＲ産物（同じ酵素での消化に付され
、及びゲル精製された）を、各ドナーに由来する２つの軽鎖ライブラリーにライゲートし
、寒天プレート上でのカルベニシリン選択を用いてイー・コリ　ＴＧ１細胞（Ｓｔｒａｔ
ａｇｅｎｅ）にて増幅した。一晩増殖させた後、細菌をプレートからこすり取り、次いで
、適切なライブラリー貯蔵のためのグリセロールストックを調製した。コンビナトリアル
可変重鎖－軽鎖（ＶＨ：ＬＣ）ライブラリーを含むプラスミドＤＮＡ調製も行い、将来の
ライブラリーを確保した。これで、ＴＧ１細胞に含まれるコンビナトリアルライブラリー
（各ドナーから２つ）はファージディスプレイ及びパニングのための準備が整った。コン
ビナトリアルライブラリー（全１６）のサイズは１０６以上だった。
【０１８５】
　ＲｈＤ抗原結合Ｆａｂフラグメントを提示するファージの濃縮
　その表面にＦａｂを提示するファージを以下のとおり産生した：５０ｍＬの２×ＹＴ／
１％のグルコース／１００μｇ／ｍＬのカルベニシリンに、コンビナトリアルＶＨ：ＶＬ

ライブラリーを含むＴＧ１細胞を接種し、約０．０８のＯＤ６００を得た。培養物を１．
５時間振盪し、次いで、ヘルパーファージを加えた（ＶＳＣＭ１３）。該培養物を、振盪
せずに３７℃で１／２時間、及び振盪しながら１／２時間インキュベーションした。細菌
をペレット化し（３２００×ｇ，１０分間，４℃）、次いで、５０ｍＬの２×ＹＴ／１０
０μｇ／ｍＬのカルベニシリン／７０μｇ／ｍＬのカナマイシン中に再懸濁し、次いで、
培養物を３０℃で一晩振盪した。１／５容量の２０％のＰＥＧ／１．５ＭのＮａＣｌを加
え、氷上で３０分間インキュベーションし、次いで、８０００×ｇ、４℃で３０分間遠心
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分離することにより、ファージを培養物上清から沈殿させた。沈殿したファージをＰＢＳ
中に再懸濁し、次いで、パニングに直接用いた。
【０１８６】
　ＲｈＤ抗原結合Ｆａｂフラグメントのためのパニングを２段階の方法で行った。１０８

のＲｈＤ（－）赤血球細胞（ＲＢＣ）をＰＢＳ中で３回洗浄し（２０００×ｇ，４５秒間
の遠心分離）、次いで、１５０μｌのパニングバッファー（０．８５×ＰＢＳ中、２％の
スキムミルク）中に再懸濁した。５０μｌの新たに調製したファージを（パニングバッフ
ァー中に再懸濁した）ＲｈＤ（－）細胞に加え、ネガティブセレクション段階を行い、次
いで、回転ローテーター上、４℃で１時間インキュベーションした。１時間インキュベー
ションした後、遠心分離（２０００×ｇ，４５秒間）により細胞をペレット化し、次いで
、ファージを含む上清を（ＰＢＳで３回洗浄した）２×１０７のＲｈＤ（＋）ＲＢＣと共
にインキュベーションした。ファージ：ＲｈＤ（＋）ＲＢＣミックスを回転ローテーター
上、４℃で１時間インキュベーションした。１ｍＬのパニングバッファーで５回、及びＰ
ＢＳで５回洗浄することにより、非結合ファージを除去した。（細胞を溶解する）２００
μｌのＨ２Ｏを加えることにより、結合ファージ溶出した。１００μｌの溶出液を指数関
数的に増殖するＴＧ１細胞に加え、残りを－８０℃で貯蔵した。溶出したファージを感染
させたＴＧ１細胞をＣａｒｂ／ｇｌｕ寒天ディッシュに置き、次いで、３７℃で一晩イン
キュベーションした。翌日、コロニーをプレートからこすり取り、次いで、２回目のパニ
ング用のファージ調製のために、１０ｍＬの培養培地に接種した。１回目について記載し
たように２回目のパニングを行った。
【０１８７】
　ＲｈＤカテゴリーＶＩ抗原結合Ｆａｂフラグメントを提示するファージの濃縮
　別の一連のパニングにおいて、選択を行い、ＲｈＤカテゴリーＶＩ抗原に対して反応性
を有するクローンを回収した。記載したようにネガティブセレクションをＲｈＤ（－）血
液にて行い、及びポジティブセレクションをＲｈＤＶＩ陽性赤血球にて行った。他の手順
は上記の通りだった。
【０１８８】
　抗－ＲｈＤ結合Ｆａｂについてのスクリーニング
　各回のパニングの後、凝集アッセイにおいて赤血球細胞に対するその結合特性を分析す
るために、単一コロニーを採取した。すなわち、単一コロニーを２×ＹＴ／１００μｇ／
ｍＬカルベニシリン／１％グルコースに接種し、次いで、３７℃で一晩振盪した。翌日、
９００μｌ２×ＹＴ／１００μｇ／ｍＬカルベニシリン／０．１％グルコースを用いてＤ
ｅｅｐＷｅｌｌプレートを接種し、次いで、１０μｌを一晩培養した。そのプレートを３
７℃で２時間振盪し、その後、１ウェルあたり３００μｌの２×ＹＴ／１００μｇ／ｍＬ
カルベニシリン／０．２５ｍＭのＩＰＴＧを加えることでＦａｂ誘導を行った。そのプレ
ートを３０℃で一晩振盪した。翌日、遠心分離（３２００×ｇ，４℃，１０分間）により
細菌をペレット化し、次いで、１００μｌの０．８ＭのＮａＣｌ、０．２×ＰＢＳ、８ｍ
ＭのＥＤＴＡ中で再懸濁し、次いで、氷上で１５分間インキュベーションし、Ｆａｂフラ
グメントのペリプラズム抽出（ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）を行っ
た。そのプレートを－２０℃とし、次いで、最終的に、懸濁液を解凍し、次いで、３２０
０×ｇ、４℃で１０分間、遠心分離を行った。ＥＬＩＳＡアッセイではＦａｂ含有量を分
析するために、及び凝集アッセイでは個々のＦａｂフラグメントの結合能を評価するため
に、ペリプラズム抽出物を用いた。
【０１８９】
　凝集アッセイを以下の通り行った：ＲｈＤ（－）及びＲｈＤ（＋）ＲＢＣを１：１の比
で混合し、ＰＢＳ中で３回洗浄した。最後の洗浄の後、１％の細胞密度で細胞混合物をＰ
ＢＳ中１％ＢＳＡに再懸濁し、５０μｌを９６－プレートの各ウェルに加えた。ペリプラ
ズム抽出物をウェルに加えた。正対照としてＲｈｅｓｏｇａｍｍａ　Ｐ免疫グロブリン（
Ａｖｅｎｔｉｓ）を製造元の使用説明書に従って用いた。そのプレートを穏やかに振盪し
ながら室温で１時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで３回洗浄し、その後、２次
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抗体を１：１００希釈で加えた（ヤギ抗－ヒトＦａｂ／ＦＩＴＣコンジュゲート，Ｓｉｇ
ｍａ　Ｆ５５１２）。凝集のために、そのプレートを振盪せずに室温で１時間放置した。
凝集アッセイにおけるＦａｂフラグメント陽性を目視検査により決定し、次いで、写真撮
影により記録した。Ｆａｂフラグメントの結合活性の量子化を凝集試料のＦＡＣＳ分析に
より行った。
【０１９０】
　ＲｈＤＶＩ＋赤血球に対する反応性を有するクローンについてスクリーニングを行う場
合、その他の点では上記のものと同一である方法において、かかる細胞をＲｈＤ（－）細
胞と併用した。
【０１９１】
　多様な抗－ＲｈＤＦａｂコーディング配列の選択
　全部で１７００個のＲｈＤ抗原結合クローンを同定した。全ての陽性クローンをＤＮＡ
シークエンスに付した。これらの５６個のクローンをそれらの特有の一連の重鎖ＣＤＲ配
列に基づいて選択した。同じ重鎖及び異なる軽鎖を用いた複数のクローンについては、Ｆ
ＡＣＳアッセイにおいて最も高い結合活性を示したクローンを選択した。これにより、高
いＲｈＤ抗原特異性について広範な多様性を示す、可変重鎖（ＶＨ）及び軽鎖（ＬＣ）コ
ーディング配列の対から構成されるサブ－ライブラリーを全ての陽性クローンから選択し
た。
【０１９２】
　これら５６個のクローンの結合活性を凝集アッセイにおいて再度確認し、偽陽性クロー
ンが選択されていないことを確認した。
【０１９３】
　例えばファミリー間クロスプライミングに起因する突然変異に関して、選択されたクロ
ーンをさらに分析した。これは、かかる突然変異が、新規エピトープを生じる可能性のあ
る発現された抗体の全体的な構造変化に至り、及びそれにより最終産物の免疫原性の増大
をもたらし得るからである。ファージミドベクターから哺乳類発現ベクターへのＶＨ：Ｌ
Ｃ移入に関して以下のセクションに記載するように、かかる突然変異を有するクローンを
修復した。
【０１９４】
　ＶＨ及び軽鎖（ＬＣ）についての補正した核酸配列のアライメントを図３～６にそれぞ
れ示す。ＶＨ及びＶＬポリペプチド鎖のさらなるアライメントを図５及び６にそれぞれ示
す。ポリペプチドアライメントを行い、次いで、Ｃｈｏｔｈｉａ（Ｃｈｏｔｈｉａら．１
９９２　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７，７７６－７９８；Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎら．１９
９５ＥＭＢＯ　Ｊ．１４，４６２８－４６３８及びＷｉｌｌｉａｍｓら．１９９６　Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２６４，２２０－２３２）により定義された構造基準に従って番号
付けした。図はさらに可変領域内の３つのＣＤＲ領域の位置を示す。アミノ酸配列中のＣ
ＤＲ領域の位置を表２に要約する。ポリペプチドアライメント中のＣＤＲ３領域の番号（
図５及び６）はＣｈｏｔｈｉａに従っていない（図中アスタリスクで印を付けた移行部分
）。アミノ酸位置に関してＣＤＲ３領域の同定を可能とするために、アスタリスクの後に
も続いて番号を割り当てた。各個々のクローンについてのＣＤＲ３領域配列はこの番号に
基づく図に由来し得る。
【０１９５】
　表２
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【表８】

【０１９６】
　Ｆａｂとしてスクリーンされ、及びＲｈＤ抗原に対する結合能について選択された可変
重鎖及び完全な軽鎖の対は、を同一のクローン番号により同定できる。全５６個のＶＨ：
ＬＣ対のクローン番号、核酸配列番号及びアミノ酸配列番号を表３に記載する。
表３

【表９】
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【表１０】

【０１９７】
　選択されたＶＨ及び軽鎖コーディング配列の哺乳類発現ベクターへの移入
　例えば、ファミリー間クロスプライミングに起因する突然変異のために、選択された多
数の配列を修復する必要があった。これは、ファージディスプレイから哺乳類発現への発
現系の交換に関連して行われた。この理由のために、各個々のクローンについて別々に移
入を行った。
【０１９８】
　移入及び修復を以下の通り行った：初めに、高い忠実度のポリメラーゼ、Ｐｈｕｓｉｏ
ｎ（Ｆｉｎｎｚｙｍｅｓ）及び適切な補正用（ｃｏｒｒｅｃｔｉｎｇ）プライマー対を用
いるＰＣＲにより、Ｅｍ３５１ベクター中に位置するＶＨコーディング配列を再度増幅し
た。ＶＨＰＣＲフラグメントをＡｓｃＩ及びＸｈｏＩで消化し、次いで、ゲル精製に付し
た。Ｎｅｏ発現ベクター（図７）を対応する酵素で消化し、次いで、ゲル精製し、それに
よりリーダー配列及び重鎖定常領域の間に位置する核酸配列を除去した。補正されたＶＨ

フラグメント及びＮｅｏ発現ベクターをライゲートし、次いで、イー・コリ　Ｔｏｐ１０
細胞にて増幅させた。ＶＨ含有Ｎｅｏ発現ベクターのプラスミドＤＮＡをカルベニシリン
で一晩選択したイー・コリ細胞から単離した。
【０１９９】
　ＶＨコーディング配列の移入の後、高い忠実度のポリメラーゼ、Ｐｈｕｓｉｏｎ（Ｆｉ
ｎｎｚｙｍｅｓ）及び適切な補正用プライマーセットを用いるＰＣＲにより、対応するＬ
Ｃ配列を再度増幅した。ＬＣＰＣＲフラグメントをＮｈｅＩ及びＮｏｔＩで消化し、ゲル
精製に付した。ＶＨ含有Ｎｅｏ発現ベクターを対応する酵素で消化し、次いで、ゲル精製
し、それによりカッパリーダー配列及びＢＧＨポリＡシグナル配列の間に位置する核酸配
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列を除去した。補正されたＬＣフラグメント及びＶＨ含有Ｎｅｏ発現ベクターをライゲー
トし、次いで、イー・コリＴｏｐ１０細胞にて増幅させた。グリセロールストックを各個
々のクローン用に調製し、及び哺乳類細胞のトランスフェクションに適する質の高いプラ
スミド調製物も細菌培養物から調製した。
【０２００】
　各クローンについて別々に移入を行うことにより、ファージディスプレイにより最初に
選択されたＶＨ：ＬＣ対を哺乳類発現ベクター中に再生した。修復が必要でない場合は、
適切な制限酵素で消化する前にＰＣＲを行うことなく核酸セグメントを移入した。
【０２０１】
　記載した移入により作製された哺乳類発現ベクターは、全長抗－ＲｈＤ組換えポリクロ
ーナル抗体の発現に適する。この段階でベクターは分離されているが、なお、抗－ＲｈＤ
抗体発現ベクターのライブラリーと見なされる。
【０２０２】
　哺乳類細胞系統のトランスフェクション及び選択
　Ｆｌｐ－Ｉｎ　ＣＨＯ細胞系統（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を組換えポリクローナル製造
細胞系統の構築のための開始細胞系統として用いた。しかし、より同質の細胞系統を得る
ために、親Ｆｌｐ－Ｉｎ　ＣＨＯ細胞系統をサブ－クローニングした。すなわち、親細胞
系統を限界希釈によりサブ－クローニングし、次いで、幾つかのクローンを選択し、増殖
させた。増殖挙動に基づき、１つのクローン、ＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（０１９）を産生細
胞系統として選択した。
【０２０３】
　以下の通り全５６個のプラスミド調製物をＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（０１９）細胞系統に
個々にトランスフェクションした：ＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（０１９）細胞を付着細胞とし
て１０％のウシ胎児血清（ＦＣＳ）含有のＦ１２－ＨＡＭにて培養した。Ｆｕｇｅｎｅ６
（Ｒｏｃｈｅ）を用いて、１つのクローンを示すクローンプラスミドで２．５×１０６の
細胞をトランスフェクションした。トランスフェクションの２４時間後、細胞をトリプシ
ン処理し、次いで、３×Ｔ１７５フラスコに移した。トランスフェクションの４８時間後
、選択圧、この場合では４５０μｇ／ｍｌのネオマイシンを加えた。約２週間後にクロー
ンが出現した。クローンを計数し、次いで、細胞をトリプシン処理し、以下、５６個の特
異的抗－Ｒｈ－Ｄ抗体の１つを発現するクローンのプールとして培養した。
【０２０４】
　無血清懸濁培養に対する適応
　個々の付着抗－Ｒｈ－Ｄ抗体ＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（０１９）細胞培養物をトリプシン
処理し、遠心分離し、次いで、適切な無血清培地（Ｅｘｃｅｌｌ３０２，ＪＲＨ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ）中、８×１０５細胞／ｍｌにて、別の振盪フラスコに移した。
【０２０５】
　増殖及び細胞形態分析（ｃｅｌｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ）を数週間にわたって続けた
。細胞が良好かつ安定な増殖挙動を示し、及び３２時間未満の倍加時間を有する場合、１
０×１０６細胞／チューブを有する各培養物の５０アリコートを凍結した（５６×５０ア
リコート）。
【０２０６】
　細胞系統の特徴付け
　抗体産生及び増殖に関して全ての個々の細胞系統を特徴付けした。以下のアッセイによ
りこれを行った：
【０２０７】
　産生：
　経時的に、カッパ又はラムダ特異的ＥＬＩＳＡの後、個々の培養物中の組換え抗体の産
生を行った。ＥＬＩＳＡプレートを炭酸バッファー、ｐＨ９．６中のヤギ－抗－ヒトカッ
パ（Ｃａｌｔａｇ）又はヤギ－抗－ヒトラムダ（Ｃａｌｔａｇ）抗体でコーティングした
。プレートを洗浄バッファー（１×ＰＢＳ及び０．０５％のＴｗｅｅｎ２０）で６回洗浄
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し、次いで、洗浄バッファー及び２％ミルクで１時間ブロックした。試料をウェルに加え
、次いで、プレートを１時間インキュベーションした。プレートを６回洗浄し、次いで、
２次抗体（ヤギ－抗－ヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰＯ，Ｃａｌｔａｇ）を１時間にわたっ
て加え、次いで、６回洗浄した。ＴＭＢ基質を用いてＥＬＩＳＡを展開し、次いで、Ｈ２

ＳＯ４を加えることにより反応を終了させた。４５０ｎｍでプレートを読み取った。
【０２０８】
　さらに、蛍光標識した抗体を用いる細胞内ＦＡＣＳ染色を用いて、細胞培養系における
組換え抗体の産生を測定した。５×１０５の細胞を冷ＦＡＣＳ　ＰＢＳ（２％ＦＣＳ含有
１×ＰＢＳ）中で洗浄し、次いで、遠心分離した。細胞をＣｅｌｌＦｉｘ（ＢＤ－Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ）にて２０分間固定し、その後、サポニンバッファー（１×ＰＢＳ及び
０．２％サポニン）中で洗浄した。その懸濁液を遠心分離し、次いで、蛍光標識した抗体
（ヤギＦ（ａｂ’）２フラグメント，抗－ヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）－ＰＥ，Ｂｅｃｋｍａｎ
　Ｃｏｕｌｔｅｒ）を２０分間氷上で加えた。細胞をサポニンバッファー中で２回洗浄し
、次いで、ＦＡＣＳバッファー中に再懸濁し、次いで、ＦＡＣＳにより分析した。細胞内
染色を用いて一般的な発現レベルを測定し、及び組換え抗体の発現に関して細胞集団の均
質性も測定した。
【０２０９】
　増殖：
　細胞懸濁液のアリコートを週に３回取り出し、次いで、細胞数、細胞サイズ、クランピ
ングの程度及び死細胞のパーセンテージをＣＡＳＹ（登録商標）（Ｓｃｈａｅｒｆｅ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ　ＧｍｂＨからのＣｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｅｒ＋Ａｎａｌｙｚｅｒ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ）分析により測定した。細胞培養物についての倍加時間をＣＡＳＹ（登録商標）測定に
由来する細胞数により算出した。
【０２１０】
　抗－ＲｈＤ組換えポリクローナル抗体産生のための製造細胞系統の確立
　別個の組換え抗－Ｒｈ－Ｄ抗体（ＲｈＤ１５７．１１９Ｄ１１，ＲｈＤ１５８．１１９
Ｂ０６，ＲｈＤ１５９．１１９Ｂ０９，ＲｈＤ１６１．１１９Ｅ０９，ＲｈＤ１６３．１
１９Ａ０２，ＲｈＤ１９０．１１９Ｆ０５，ＲｈＤ１９１．１１９Ｅ０８，ＲｈＤ１９２
．１１９Ｇ０６，ＲｈＤ１９７．１２７Ａ０８及びＲｈＤ２０４．１２８Ａ０３）を各々
発現する１０個の細胞系統を選択して、組換えポリクローナル製造細胞系統を構成した。
Ｒｈｄ１９７及びＲｈＤ２０４はラムダクローンであったが、他の全てはカッパクローン
だった。
【０２１１】
　個々の抗－Ｒｈ抗体を発現する細胞培養物を振盪フラスコ中の無血清懸濁培養に十分に
適応させた後、それらを等しい細胞数で混合し、それによりポリクローナルＣＨＯ－Ｆｌ
ｐ－Ｉｎ（０１９）細胞系統を産生した。混合された細胞培養物を遠心分離し、次いで、
１０×１０６細胞／チューブのアリコートとして凍結した。
【０２１２】
　２つのチューブ（３９４８ＦＣＷ０６５及び３９４９ＦＣＷ０６５）を解凍し、次いで
ネオマイシン含有の１００ｍｌのＥｘＣｅｌｌ３０２培地を含む１０００ｍｌの振盪フラ
スコ中で個々に１１週間培養した。
【０２１３】
　上清を回収し、次いで、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの精製前に濾過した。
【０２１４】
　クローン多様性
　クローン多様性を蛋白質レベル及びｍＲＮＡレベルの両方についてアッセイした。抗体
組成物を分析するために用いる上清試料を培養の９週間後に取り出し、一方で、ｍＲＮＡ
組成物を分析するために用いる細胞試料は培養の１１週間後に取り出した。
【０２１５】
　抗体組成物：
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　ポリクローナルＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（０１９）細胞系統から発現された抗－ＲｈＤ　
ｒｐＡｂはＩｇＧ１アイソタイプ抗体である。蛋白質Ａが固定されたカラムを用いて抗－
ＲｈＤ　ｒｐＡｂを両アリコート（３９４８及び３９４９）から精製した。個々の抗体は
ｐＨ７．４で固定化蛋白質Ａと相互作用し、一方で、夾雑蛋白質をカラムから洗浄した。
次いで、結合抗体を低いｐＨ値（ｐＨ２．７）でカラムから溶離した。２８０ｎｍでの吸
光度測定から決定される、抗体を含むフラクションをプールし、次いで、ｐＨ５で５ｍＭ
の酢酸ナトリウムに対して透析した。
【０２１６】
　培養の９週間後にアリコート３９４８及び３９４９（ＦＣＷ０６５）から得た抗－Ｒｈ
Ｄ　ｒｐＡｂ組成物を、陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて分析した。２５ｍＭの
酢酸ナトリウム、１５０ｍＭの塩化ナトリウム、ｐＨ５．０中の蛋白質Ａ精製抗－ＲｈＤ
　ｒｐＡｂを、室温、６０ｍｌ／時間の流速でＰｏｌｙＣａｔＡカラム（４．６×１００
ｍｍ）にアプライした。次いで、２５ｍＭの酢酸ナトリウム中の１５０～３５０ｍＭの塩
化ナトリウムからの直線勾配を用いて、ｐＨ５．０、６０ｍｌ／時間の流速で抗体成分を
溶離した。抗体成分を２８０ｎｍにて分光測定的に検出した。次いで、クロマトグラム（
図８）を積分し、次いで、個々のピークＡ－Ｊの面積を用いて、抗体成分を定量化した（
表４）。ピークの全面積を１００％に設定した。２つのアリコートからのクロマトグラム
は同一のピーク分布を示し、及び各ピークにおける成分の濃度は同様であった。これらの
結果から、同一の条件下で増殖した同一のポリクローナル細胞系統のアリコートは同様の
クローン多様性を伴う抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを産生し得ることが結論付けられ得る。
【０２１７】
　抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの個々のメンバーは１つ以上の特定のピークに割り当てられる（
表４に概要を示す）。割り当ては各個々のクローンに由来する抗体産物について得られた
クロマトグラムに基づく。ＲｈＤ１５８．１１９Ｂ０６から産生された抗体について個々
のクロマトグラムは得られず、故に、このクローンはいずれのピークにも割り当てられな
い。しかし、ピークＤはＲｈＤ１５８．１１９Ｂ０６を構成し、該クローンは不均一性に
起因して特定の他のピーク中に示され得ると考えられる。特に、クローンＲｈＤ１９７．
１２７Ａ０８に由来する抗体産物は高度な不均一性を有する。クローンＲｈＤ１９０．１
１９Ｆ０５は１５．３分に可視化されるはずだったが、それは検出できず、このクローン
が組換えポリクローナル製造細胞系統から失われていることを示した。クローンＲｈＤ１
９０．１１９Ｆ０５の欠失は多様性の１０％の減少に対応し、これは、最終抗－ＲｈＤ　
ｒｐＡｂ組成物の多様性に関して許容可能と考えられる。
【０２１８】
　表４
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【表１１】

【０２１９】
　ｍＲＮＡ組成物：
　培養１１週間後のポリクローナルＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（０１９）細胞系統内のクロー
ン多様性をＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ分析により評価した。すなわち、２００個の細胞に対
応する細胞懸濁液を凍結解凍手順に付し、次いで、これらの溶解物を、Ｏｎｅ－ＳＴＥＰ
　ＲＴ－ＰＣＲキット（Ｑｉａｇｅｎ）及び軽鎖増幅プライマーを用いるＲＴ－ＰＣＲの
鋳型として用いた。該プライマー配列は：
　フォワードプライマー　5'-CGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTG（配列番号２５９）
　リバースプライマー　5'-AAGACCGATGGGCCCTTGGTGGA（配列番号２６０）
だった。
　ＲＴ－ＰＣＲ産物をＨｉｎｆＩで消化し、次いで、アガロースゲル電気泳動により分析
し、臭化エチジウム染色で制限産物を可視化した（図９）。
【０２２０】
　ＲＴ－ＰＣＲ増幅軽鎖のＨｉｎｆＩ消化により得られた制限フラグメントの予期される
サイズを各個々のクローンについて表５に示す。特異的ＲｈＤ抗体産生クローンに割り当
てられ得る、ゲル上の６つの特有フラグメントサイズを太字で示す。全てではないが特有
フラグメントがゲル上で同定され得、これらをイタリック体で示した。これは、これらの
クローンが培養物中に示されないことを必ずしも意味していないが、該フラグメントは、
識別可能なほど他のフラグメントから十分に隔たっていないか、又はそれらの濃度はより
強いバンドと比べて弱いかのいずれかであってもよい。これはより短いフラグメントにつ
いてより顕著であり、というのも、それらはより少数の臭化エチジウム分子に結合するた
めに、より見えにくいからである。
【０２２１】
　表５
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【表１２】

【０２２２】
　同一のポリクローナル細胞系統の２つのアリコート（３９４８及び３９４９）はゲル上
で同様の発現パターンを示すが、バンドの強度は完全に同一ではなく、これは、同一の条
件下で増殖した同一のポリクローナル細胞系統のアリコートが同様のクローン多様性を伴
って抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを産生し得ることも示す。
【０２２３】
　概要
　本実験は、５６個の変異体抗－ＲｈＤコーディング核酸セグメントを含む抗－ＲｈＤ抗
体発現ベクターのライブラリーの産生に成功した（表３）。
【０２２４】
　該ライブラリーの個々のメンバーを含むプラスミドを用いて、ＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（
０１９）細胞系統をトランスフェクトし、特異的抗－ＲｈＤ抗体を発現し得る５６個の個
々の細胞系統を産生した。
【０２２５】
　これらの細胞系統の１０個を混合し、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ製造細胞系統を産生し、こ
れは培養の９週間後にもなお初めの多様性の９０％を維持していた。培養の１１週間後、
６つの異なるクローンに由来するｍＲＮＡは明確に同定され得、及び幾つかの他のクロー
ンは約５００ｂｐのバンドで示されているようだ。
【０２２６】
　ポリクローナルＣＨＯ－Ｆｌｐ－Ｉｎ（０１９）細胞系統の２つのアリコートがクロー
ン多様性に関して同様の結果を示したという事実は、再現可能な結果を得ることができる
ことを示した。
【０２２７】
　実施例２
　より大規模な産生のためのワーキングセルバンクの産生
　ポリクローナル細胞系統を構成するために、２７個の細胞培養物を選択した（ＲｈＤ１
５７．１１９Ｄ１１，ＲｈＤ１５９．１１９Ｂ０９，ＲｈＤ１６０．１１９Ｃ０７，Ｒｈ
Ｄ１６１．１１９Ｅ０９，ＲｈＤ１６２．１１９Ｇ１２，ＲｈＤ１６３．１１９Ａ０２，
ＲｈＤ１８９．１８１Ｅ０７，ＲｈＤ１９１．１１９Ｅ０８，ＲｈＤ１９２．１１９Ｇ０
６，ＲｈＤ１９６．１２６Ｈ１１，ＲｈＤ１９７．１２７Ａ０８，ＲｈＤ１９９．１６４
Ｅ０３，ＲｈＤ２０１．１６４Ｈ１２，ＲｈＤ２０２．１５８Ｅ０７，ＲｈＤ２０３．１
７９Ｆ０７，ＲｈＤ２０７．１２７Ａ１１，ＲｈＤ２４０．１２５Ａ０９，ＲｈＤ２４１
．１１９Ｂ０５，ＲｈＤ２４４．１５８Ｂ１０，ＲｈＤ２４５．１６４Ｅ０６，ＲｈＤ２
９３．１０９Ａ０９，ＲｈＤ３０１．１６０Ａ０４，ＲｈＤ３０５．１８１Ｅ０６，Ｒｈ
Ｄ３０６．２２３Ｅ１１，ＲｈＤ３０７．２３０Ｅ１１，ＲｈＤ３１９．１８７Ａ１１及
びＲｈＤ３２４．２３１Ｆ０７）。
【０２２８】
　個々のクローン内の高度な多様性に加えて、クローン選択は、個々の細胞培養物の増殖
及び産生特性に基づいた。
【０２２９】
　細胞培養物レベルでの選択基準には：



(51) JP 4926054 B2 2012.5.9

10

20

30

40

50

　Ｉ．倍加時間；２４～３２時間である必要あり；
　ＩＩ：細胞内染色；同質の細胞集団を示す必要あり；
　ＩＩＩ：生産性；１細胞１日あたり１．５ｐｇを超える必要あり；
が含まれた。
【０２３０】
　２７個の異なる細胞培養物を細胞数に関して等しく混合し、次いで、この混合物は抗－
ＲｈＤ　ｒｐＡｂのパイロットプラント産生のためのワーキングセルバンクを構成し得る
。
【０２３１】
　実施例３
　本実施例は８つのメンバーを伴うポリクローナル細胞培養物の経時の特徴付けを示す。
培養物のクローン多様性を、ＲＦＬＰ分析を用いて遺伝子レベルで、及び一次元クロマト
グラフィー技法を用いて蛋白質レベルで評価した。
【０２３２】
　本実施例のポリクローナル細胞系統は以下の８つのメンバーを構成した：ＲｈＤ１９１
．１１９Ｅ０８，ＲｈＤ１９６．１２６Ｈ１１，ＲｈＤ２０１．１６４Ｈ１２，ＲｈＤ２
０３．１７９Ｆ０７，ＲｈＤ２４４．１５８Ｂ１０，ＲｈＤ３０６．２２３Ｅ１１，Ｒｈ
Ｄ３１９．１８７Ａ１１及びＲｈＤ３２４．２３１Ｆ０７。
【０２３３】
　該実施例において、それらは簡単に以下ＲｈＤ１９１，ＲｈＤ２０１，ＲｈＤ２０３，
ＲｈＤ２４４，ＲｈＤ３０６，ＲｈＤ３１９及びＲｈＤ３２４として記載される。
【０２３４】
　ポリクローナル細胞培養物におけるクローン多様性を評価するためのＲＦＬＰ分析
　８つの異なる抗－ＲｈＤ抗体を発現するポリクローナル細胞培養物における個々のクロ
ーンの分布をポリクローナル細胞系統に由来するＲＴ－ＰＣＲ産物のターミナルＲＦＬＰ
（Ｔ－ＲＦＬＰ）分析により評価した。Ｔ－ＲＦＬＰ法において１又は複数のフォワード
及び／又はリバースプライマーは蛍光標識され、それ故に、単位複製配列から産生される
制限フラグメント部分は標識を含み得る。次いで、標識されたフラグメントはキャピラリ
ー電気泳動により分離され、次いで、蛍光により検出され得る。該分析は用いるプライマ
ーに応じて軽鎖－及び重鎖可変領域－コーディング配列の両方において実行され得る。
【０２３５】
　すなわち、２００個の細胞に対応する細胞懸濁液をＰＢＳで１回洗浄し、次いで、凍結
解凍手順に付し、Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ　ＲＴ－ＰＣＲキット（Ｑｉａｇｅｎ）及び適切なプ
ライマーを用いるＲＴ－ＰＣＲ増幅における鋳型として用いる溶解物を作成する。
【０２３６】
　以下の条件を用いてＲＴ－ＰＣＲを標準的なサーマルサイクラーにて行った：
【表１３】

【０２３７】
　軽鎖の分析のために、以下のプライマーをＲＴ－ＰＣＲ増幅用に用いた。リバースプラ
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イマーは標識された６－カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）であり、そのプライマー配
列は以下：
　ＶＬフォワードプライマー：5'-TCTCTTCCGCATCGCTGTCT
　ＣＬリバースプライマー：5'-FAM-AGGAAAGGACAGTGGGAGTGGCAC
の通りであった。
【０２３８】
　２０μｌのＲＴ－ＰＣＲ産物をＮＥＢ１中、１ＵのＮｈｅＩ、１ＵのＰｓｔＩ及び１Ｕ
のＨｉｎｆＩ（全てＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから）で２時間消化した。
【０２３９】
　Ｓｔａｔｅｎｓ　Ｓｅｒｕｍ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，ＤＫにお
けるＡＢＩ３７００（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）での蛍光キャピラリー電
気泳動により、標識されたフラグメントを検出した。
【０２４０】
　各抗－ＲｈＤ抗体産生細胞クローンについて予期されるフラグメントを表６に示し、及
びＦＡＭ標識されたフラグメントを太字で示す。
【０２４１】
　表６
【表１４】

【０２４２】
　Ｔ－ＲＦＬＰパターンを図１０に示す。８個の抗－ＲｈＤ抗体産生クローンは全て特異
的ピークに割り当てられた。ＲＴ－ＰＣＲの間に鋳型／プライマーの競合がないという想
定の下で、相対的ピーク面積は、ポリクローナル細胞系統中に示された各抗体軽鎖遺伝子
から転写されたｍＲＮＡの相対量に対応し得る。
【０２４３】
　同一のポリクローナル細胞系統内の重鎖可変領域の分析のために、ＶＨ－特異的プライ
マーを用いてＲＴ－ＰＣＲ増幅を行った。該プライマー配列は以下：
　ＶＨフォワードプライマー：5'-FAM CGTAGCTCTTTTAAGAGGTG
　ＶＨリバースプライマー：5'-HEX-ACCGATGGGCCCTTGGTGGA
の通りであった。
【０２４４】
　２０μｌのＲＴ－ＰＣＲ産物をＮＥＢ２中、１ＵのＲｓａＩ及び１ＵのＮｄｅＩ（全て
Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから）で２時間消化した。
【０２４５】
　標識されたフラグメントをＡＢＩ３７００での蛍光キャピラリー電気泳動により検出し
た。該分析はＳｔａｔｅｎｓ　Ｓｅｒｕｍ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ
，ＤＫにより行われた。
【０２４６】
　予期されるＴ－ＲＦＬＰパターンを表７に示す。ここで、ＦＡＭ標識されたフラグメン
トを太字で示し、及びＨＥＸ（６－カルボキシ－２’，４，４’，５，７，７’－ヘキサ
クロロフルオレセインスクシンイミジルエステル）標識されたフラグメントを下線で示す
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。
【０２４７】
　表７
【表１５】

【０２４８】
　ポリクローナル細胞系統を５週間培養し、及びＴ－ＲＦＬＰ分析のために週に１回試料
を採取した。該分析は可変重鎖について行ったが、所望により軽鎖について行ってもよい
。
【０２４９】
　制限フラグメントのキャピラリー電気泳動の後、相対的ピーク面積を積分し、次いで、
ポリクローナル細胞培養物のクローン多様性を評価するために用いた。経時の相対量を図
１２に示す。
【０２５０】
　これらの結果に基づいて、ＲｈＤ１９６は経時で増大するが、ＲｈＤ２０３は減少する
ようだ。他のクローンの量は培養期間中極めて安定であり、及び全８個のｃＤＮＡは培養
の５週間後に検出され得る。
【０２５１】
　軽鎖及び重鎖の両方並びにｍＲＮＡ及びＤＮＡの両方についてＴ－ＲＦＬＰを行うこと
により、例えばインビトロでの細胞齢の限界における又は培養中の任意の特定の時間ポイ
ントにおける細胞において、ポリクローナル細胞培養物内のクローン多様性の正確なフィ
ンガープリントを得ることが可能となろう。
【０２５２】
　故に、該技法を用いて、抗体産生の間、細胞培養物におけるクローン多様性の安定性を
経時でモニターすることができる。該技法を適用して、例えば、同一のｐＷＣＢから凍結
された異なるアンプルの、又は２回以上の製造ラン後に回収された細胞において、バッチ
間の一貫性をモニターすることができる。
【０２５３】
　ポリクローナル細胞培養物におけるクローン多様性を評価するための陽イオン交換クロ
マトグラフィー分析
　上記したＴ－ＲＦＬＰ分析において用いられるような同一のポリクローナル細胞培養か
ら産生されたポリクローナル抗体を、陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて分析した
。２５ｍＭの酢酸ナトリウム、１５０ｍＭの塩化ナトリウム、ｐＨ５．０中の、組換えに
より産生された蛋白質Ａ精製ポリクローナル抗体を、室温、６０ｍｌ／時間の流速でＰｏ
ｌｙＣａｔＡカラム（４．６×１００ｍｍ）にアプライした。次いで、６０ｍｌ／時間の
流速で２５ｍＭの酢酸ナトリウム、ｐＨ５．０中の１５０～３５０ｍＭ塩化ナトリウムか
らの直線勾配を用いて抗体成分を溶離した。抗体成分を２８０ｎｍにおいて分光測定的に
検出し、次いで、クロマトグラムを積分し、次いで、個々のピークの面積を用いて抗体成
分を定量化した。経時の相対量を図１３に示す。
【０２５４】
　概要
　ＲＦＬＰ分析により遺伝子レベルで得られた結果及び陽イオン交換クロマトグラフィー
により蛋白質レベルで得られた結果は類似している。図１２及び１３は、ポリクローナル
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細胞系統の個々のクローン及び細胞系統から発現されたポリクローナル抗体の個々の抗体
大部分が５週間の培養の間に同一の傾向をたどることを明確に示す。故に、遺伝子及び蛋
白質レベルでの分析は、遺伝子レベルでの細胞系統の、及び細胞系統から産生された組換
えポリクローナル蛋白質の組成多様性を評価するための優れた等価物である。
【０２５５】
　実施例４
　本実施例は、２５個のメンバーを伴うポリクローナル細胞培養物の経時の特徴付けを示
す。培養物のクローン多様性は、Ｔ－ＲＦＬＰ分析を用いて遺伝子レベルで、及び一次元
クロマトグラフィー技法を用いて蛋白質レベルで評価した。
【０２５６】
　本実施例のポリクローナル細胞系統は、表８において同定される２５個のメンバーを構
成した。さらに、個々のクローンの増殖特性を表８に示す。
【０２５７】
　表８

【表１６】

ａ　データは２つのＥＬＩＳＡ測定の平均を示す
ｂ　ＲｈＤＶＩ反応性
ｃ　データ利用できず
【０２５８】
　以下、一般的に、クローン名はそれらの最初の３つの数字のみを用いて同定され、例え
ば、ＲｈＤ１５７．１１９Ｄ１１はＲｈＤ１５７として記載される。
【０２５９】
　５週間の培養期間にわたって２５個の異なる抗－ＲｈＤ抗体を発現するポリクローナル
細胞培養物に由来する重鎖遺伝子の可変部分のＴ－ＲＦＬＰ分析
【０２６０】
　本実施例において調べられるポリクローナル細胞培養物は、２５個の異なる抗－ＲｈＤ
抗体（実施例１に記載の通り産生された）を発現する細胞培養物の混合物から構成された
。ポリクローナル細胞培養物を５週間にわたって培養し、及びＴ－ＲＦＬＰ分析のために
週に１回試料を採取した。
【０２６１】
　実施例３に記載したＶＨ－特異的プライマーを用いてＲＴ－ＰＣＲを行い、及び制限断
片化を同様に行った。
【０２６２】
　全遺伝子型が存在するならば、２５個の異なる抗－ＲｈＤコーディング配列のＴ－ＲＦ
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ＬＰは、１７個の異なるＦＡＭ標識されたフラグメントをもたらす。幾つかのフラグメン
トは最高３つの異なる遺伝子型を示すが、他のものは単一遺伝子型を示し得る。ＦＡＭ標
識されたフラグメントの予期されるサイズを、異なるＦＡＭ標識されたフラグメントの経
時的な相対量と共に表９に示す。さらに、Ｔ－ＲＦＬＰ特性の一例を図１１に示す。
【０２６３】
　表９
【表１７】

【表１８】

【０２６４】
　細胞系統を構成する２５個のクローンのうち１２個の個々のクローンに関する情報を獲
得できる程度に制限フラグメントを分離することができた。残りのクローンについてより
多くの情報を得るために、残りのフラクションを潜在的にシークエンスに付すことができ
る。
【０２６５】
　２５個の異なる抗－ＲｈＤ抗体を発現するポリクローナル細胞培養物においてクローン
多様性を評価するための陽イオン交換クロマトグラフィー分析
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【０２６６】
　上記したＴ－ＲＦＬＰ分析において用いたものと同一のポリクローナル細胞培養物から
産生されたポリクローナル抗体を、陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて分析した。
蛋白質Ａ精製した組換えにより産生されたポリクローナル抗体を、２５ｍＭの酢酸ナトリ
ウム、１５０ｍＭの塩化ナトリウム、ｐＨ５．０中、室温、６０ｍｌ／時間の流速でＰｏ
ｌｙＣａｔＡカラム（４．６×１００ｍｍ）にアプライした。次いで、２５ｍＭの酢酸ナ
トリウム、ｐＨ５．０中の１５０～３５０ｍＭの塩化ナトリウムからの直線勾配を用いて
６０ｍｌ／時間の流速で抗体成分を溶離した。抗体成分を２８０ｎｍにおいて分光測定的
に検出し、次いで、クロマトグラムを積分し、次いで、個々のピークの面積を用いて異な
る抗体成分を定量化した。図１４は、４週目に得られた試料から作成されたクロマトグラ
ムを示し、該抗体は番号１～２５のピークを含む。該クロマトグラムは分析されたポリク
ローナル抗体中の個々の抗体の数と同じ数のピークを含むというのが真に一致した見解で
ある。表１０は、全抗体成分のパーセント単位での相対的含有量（ＡＣ１～２５）及び各
抗体成分における個々の抗体の表示（ピーク）を示す。積分したクロマトグラフィーピー
クへの個々の抗体の割り当ては、同一の条件下で陽イオン交換クロマトグラフィーを用い
て分析したモノクローナル抗体から得られた保持時間及びピークパターンに基づいた。
【０２６７】
　表１０
【表１９】
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【表２０】

【０２６８】
　陽イオン交換クロマトグラフィーは、個々のメンバー間の正味電荷における差異に基づ
いてポリクローナル抗体から個々の抗体メンバーを分離し、及びさらには電荷不均一性を
示す個々の抗体の形態を分離する。故に、幾つかの抗体は単一ピーク、例えば、ＲｈＤ２
９３及びＲｈＤ３１９を含むＡＣ１にて示され（表１０を参照のこと）、及び幾つかの個
々の抗体はさらに幾つかのクロマトグラフィーピークにて示され、例えば、ＲｈＤ３１９
はＡＣ１及び５の両方に存在する（表１０を参照のこと）。
【０２６９】
　１以上の個々の抗体を含むピークは、抗－イディオタイプペプチド、蛋白分解性ペプチ
ドマッピング、Ｎ－末端シークエンス又は二次元クロマトグラフィーを用いる定量分析の
ごときさらなる蛋白質の化学的特徴付け技法に付すことができる。
【０２７０】
　概要
　本実施例は、一次転写産物及び抗体成分それぞれの分布を培養期間にわたって評価する
ためのＴ－ＲＦＬＰ分析及び陽イオン交換クロマトグラフィーの併用を記載している。Ｔ
－ＲＦＬＰ分析は、ポリクローナル細胞系統において発現された２５個のクローンのうち
１２個の個々のクローンの一意的同定を可能とし、及び本実施例では、これらの１２個の
クローンがＴ－ＲＦＬＰ分析を用いて４週間の培養の間に検出され得ることが記載されて
いる。潜在的に、より多くのクローンが、１以上のクローンを示すフラグメントの配列分
析により同定され得る。抗体成分の分布は陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて分析
され、及び本実施例では、２５個の分析した成分の分布は培養の間、相対的に安定である
ことが示されている。発現された抗体の固有の電荷不均一性に起因して全ての個々の抗体
の一意的同定は困難であるが、本実施例では、ＲｈＤ１６０、２９３及び１９６クローン
を示す群１３について得られた高いＴ－ＲＦＬＰ値に従って、ＲｈＤ１６０抗体を示す抗
体成分８が培養期間中に最も高い抗体レベルを示すことが実証された。さらに、Ｔ－ＲＦ
ＬＰ及び陽イオン交換クロマトグラフィーにより一意的に同定され得るＲｈＤ２０７成分
は、１０～１１％のＴ－ＲＦＬＰレベル、及び抗体レベルでは若干より低い５．５～１０
％が得られた。概して、２つの技法は共に、ｍＲＮＡ及び抗体レベルでの培養中の相対的
に安定な産生を示すが、２つの技法の間にある潜在的な相違も見られ、これは、抗体レベ
ルで得られた結果と対照的に、培養５週間目において幾つかのクローンの転写が明らかに
減少することにより説明され得る。故に、本実施例は、複雑なポリクローナル蛋白質の安
定な産生が可能な培養期間を定めるための両技法の相補的な使用を証明する。
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【０２７１】
　実施例５
　本実施例は、２５個の個々のメンバーを伴う抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを含むｐＷＣＢの産
生を示し、及びｐＷＣＢに由来する異なるバイアルから精製されたｒｐＡｂ産物の最小の
バッチ間差異を立証する。
【０２７２】
　ｐＷＣＢの産生
　２５個の個々のメンバーを伴う抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを含むｐＷＣＢを産生するために
、２５個の保存されたモノクローナル抗－ＲｈＤ抗体産生細胞系統（ＲｈＤ１５７，１５
９，１６０，１６２，１８９，１９１，１９２，１９６，１９７，１９９，２０１，２０
２，２０３，２０７，２４０，２４１，２４５，２９３，３０１，３０５，３０６，３１
７，３１９，３２１，３２４）各々の１つのバイアルを４ｍＭグルタミン含有ＥｘＣｅｌ
ｌ３０２培地中で解凍し、次いで、５００μｇ／ｍｌのＧ４１８及び１：２５０希釈した
抗クランピング物質を加えた同一の培地中で３週間増殖させた。次いで、各培養物からの
等数の細胞（２×１０６）を慎重に混合し、次いで、標準的な凍結法を用いて液体窒素で
凍結した（５×１０７細胞／バイアル）。
【０２７３】
　バイオリアクターにおける培養
　ｐＷＣＢに由来するバイアルをＴ７５フラスコ（Ｎｕｎｃ，Ｒｏｓｋｉｌｄｅ，Ｄｅｎ
ｍａｒｋ）中で解凍し、次いで、スピナーフラスコ（Ｔｅｃｈｎｅ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ
，ＵＫ）で増殖させた。５Ｌのバイオリアクター（Ａｐｐｌｉｋｏｎ，Ｓｃｈｉｅｄａｍ
，Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）に１．５Ｌ中の０．６×１０６細胞／ｍｌを接種した。リア
クターのラン中、毎日、濃縮フィード溶液、グルタミン及びグルコースを加えたＥｘＣｅ
ｌｌ３０２培地を細胞に与え、最終容量は４．５Ｌだった。バイオリアクターのランを１
６～１７日後に終了した。３つのバッチをＳｙｍ０４：２１、Ｓｙｍ０４：２３及びＳｙ
ｍ０４：２４と名付けた。該バッチを異なる時間ポイントで培養した。
【０２７４】
　バッチ間差異の分析
　ＨｉＴｒａｐ（登録商標）ｒＰｒｏｔｅｉｎ　Ａカラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
，ＵＫ）を用いるアフィニティークロマトグラフィーにより、組換えポリクローナル抗体
試料を精製した。
【０２７５】
　２５ｍＭの酢酸ナトリウム、１５０ｍＭの塩化ナトリウム、ｐＨ５．０中、６０ｍｌ／
時間の流速（室温）で、ＰｏｌｙＣａｔＡカラム（４，６×１００ｍｍ，ＰｏｌｙＬＣ　
Ｉｎｃ．，ＭＡ，ＵＳ）を利用する陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて、精製した
組換えポリクローナル抗体試料を分析した。次いで、２５ｍＭの酢酸ナトリウム、ｐＨ５
．０中、１５０ｍＭ～３５０又は５００ｍＭのＮａＣｌからの直線勾配を用いて６０ｍｌ
／時間の流速で抗体ピークを溶離した。抗体ピークを２８０ｎｍにおいて分光測定的に検
出した。クロマトグラムを積分し、次いで、個々のピークの面積を定量化に用いた。既に
記載したように、幾つかの個々の抗体は電荷不均一性を示し、及び２つの抗体はＩＥＸク
ロマトグラムにおける同一のピークに寄与してもよい。
【０２７６】
　表１１は、全抗体成分（ＡＣ）におけるパーセント単位での相対的含有量を示す。実施
例４では２５個のＡＣについてのみ相対的面積を算出したが、本実施例では、相対的面積
を３５個のＡＣについて算出した。この差異は、クロマトグラムにおけるピークの割り当
ての差異に厳密に起因しており、特性自体における実際的な差異に起因するものではない
。
【０２７７】
　表１１
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【表２１】

【０２７８】
　表１１は、３つのバッチに由来する回収された抗体産物の再現性が高かったことを示す
。個々の抗体ピークのサイズにおける差異は大部分の抗体成分について２０％以内であっ
たが、最も小さいピークの幾つかについての差異は若干大きかった。
【０２７９】
　実施例６
　本実施例は、２５個の個々のメンバー（実施例４のものと同一の組成物）を伴う抗－Ｒ
ｈＤ　ｒｐＡｂの異なるバッチが同様の能力でＲｈＤ－陽性赤血球に結合し、及び関連す
るエフェクター機序に関して同等の生物学的活性：抗体－依存性細胞傷害活性（ＡＤＣＣ
）及び貪食性を示すことを実証している。
【０２８０】
　赤血球細胞の調製
　１％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
含有のＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）中
で血液を３回洗浄することにより、Ａａｌｂｏｒｇ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ＤＫの血液バン
クにおいてインフォームド・コンセント後の健常ドナーから得られた全血液から赤血球細
胞（ＲＢＣ）を調製した。赤血球をＩＤ－Ｃｅｌｌｔａｂ（ＤｉａＭｅｄ，Ｓｗｉｔｚｅ
ｒｌａｎｄ）中の１０％の溶液として再懸濁し、次いで、４℃で貯蔵した。
【０２８１】
　ＰＢＭＣの調製
　健常ドナーに由来する軟膜含有血液をＮａｔｉｏｎａｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｏｐｅ
ｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒｋの血液バンクから得、次いで、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ
）をＬｙｍｐｈｏｐｒｅｐ（Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ，Ｎｏｒｗａｙ）にて精製した。
【０２８２】
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　能力アッセイ
　能力アッセイをヨーロッパ薬局方４（セクション２．７．１３方法Ｃ）から採用した。
２５個の個々のメンバーと抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの結合能を、ＰＢＳ、１％ＢＳＡ中、５
×１０４細胞／μｌでＲｈＤ－陽性赤血球を用いて測定した。抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂバッ
チ、Ｓｙｍ０４：２１、Ｓｙｍ０４：２３及びＳｙｍ０４：２４を個々の５Ｌのフェッド
バッチバイオリアクターラン（ｆｅｄ　ｂａｔｃｈ　ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　ｒｕｎ）か
ら得た。９６ウェルプレート（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｌａｂｗａｒｅ，Ｎ
Ｊ，ＵＳＡ）中、三つ組で、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂバッチの希釈（１．５倍）をＰＢＳ、
１％のＢＳＡ中で行った。５０μｌの抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ希釈を５０μｌの赤血球と混
合し、次いで、３７℃で４０分間インキュベーションした。細胞をＰＢＳ、１％ＢＳＡ中
で２回（３００×ｇ，２分間）洗浄した。ＰＢＳ、１％ＢＳＡ中１：２０希釈した８０μ
ｌのフィコエリトリン－コンジュゲートヤギ抗－ヒトＩｇＧ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌ
ｔｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）を各試料に加え、次いで、４℃で３０分間放置した。試料をＰＢ
Ｓ、１％ＢＳＡ及びＦａｃｓＦｌｏｗ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｂｅｌｇｉ
ｕｍ）（３００×ｇ，２分間）中で洗浄し、次いで、２００μｌのＦＡＣＳＦｌｏｗ中に
再懸濁した。試料をＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＣＡ，
ＵＳＡ）に付し、次いで、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ　Ｐｒｏ及びＥｘｃｅｌを用いてデータ分
析を行った。３つの個々の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂバッチはＲｈＤ－陽性赤血球と本質的に
同一の結合能力を示した（図１５Ａ）。
【０２８３】
　複合ＡＤＣＣ及び貪食性アッセイ
　このアッセイをＢｅｒｋｍａｎら．２００２．Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ３５，４１５
－４１９から採用した。すなわち、ＲｈＤ陽性（ＲｈＤ＋）及びＲｈＤ陰性（ＲｈＤ－）
赤血球細胞（ＲＢＣ）を放射性クロムで標識した。Ｃｒ５１標識のために、１×１０８の
ＲｈＤ＋及びＲｈＤ－ＲＢＣをそれぞれ遠心分離し（６００×ｇで１０分間）、次いで、
１００μｌのダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）及び２００μｌのクロム酸ナトリ
ウム（０．２μＣｉ）（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，ＵＫ）を各チューブに加え、その
後、３７℃で１．５時間インキュベーションした。懸濁液を５０ｍｌのＰＢＳ中で２回洗
浄し、次いで、１ｍｌの完全ＤＭＥＭ（２ｍＭのグルタミン，１％のペニシリン－ストレ
プトマイシン及び１０％のウシ胎児血清含有）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＣＡ，ＵＳ）中
で再懸濁した。細胞を４×１０６細胞／ｍｌに調節し、次いで、５０μｌ／ウェルを９６
－ウェル細胞培養プレート（Ｎｕｎｃ）に加えた。次いで、バッチＳｙｍ０４：２１又は
Ｓｙｍ０４：２４に由来する５０μｌの２倍希釈の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを対照のウェル
を除く各ウェルに加えた。対照のウェルに完全ＤＭＥＭを加え、次いで、自然溶解／保持
又は最大溶解のいずれかのために用いた。
【０２８４】
　ＰＢＭＣを２×１０７細胞／ｍｌに調節し、次いで、１００μｌを各ウェルに加え、次
いで、３７℃で一晩インキュベーションした。１００μｌの１％のトリトン－Ｘ－１００
（Ｍｅｒｃｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を最大溶解対照ウェルに加えた。プレートを遠心分離し
（６００×ｇで２分間）、次いで、５０μｌの上清をＡＤＣＣ　Ｌｕｍａｐｌａｔｅ（Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）に移した。
【０２８５】
　上清を移した後、細胞培養プレートを遠心分離し（３００×ｇで２分間）、次いで、最
大溶解ウェルからの５０μｌの上清を別のＬｕｍａｐｌａｔｅ（貪食性Ｌｕｍａｐｌａｔ
ｅ）に移した。細胞培養プレートにおいて、上清を残りのウェルから除去し、次いで、溶
解バッファー（１４０ｍＭのＮＨ４Ｃｌ，１７ｍＭのトリス－ＨＣｌ）を加え、次いで、
５分間３７℃でインキュベーションした。ＮＨ４ＣｌはＲＢＣを溶解するが、ＰＢＭＣフ
ラクションはそのままであり、それ故に、貪食されたＲＢＣはインタクトのままである。
ＲＢＣを溶解した後、プレートを遠心分離し（４℃，２分間，３００ｇ）、ペレットをＰ
ＢＳ中で２回洗浄し、次いで、１００μｌのＰＢＳ中に再懸濁した。１００μｌの１％の
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トリトン－Ｘ－１００をウェルに加え、食作用性ＰＢＭＣを溶解し、次いで、５０μｌの
溶解物を貪食性Ｌｕｍａｐｌａｔｅに移した。Ｌｕｍａｐｌａｔｅを一晩４０℃で乾燥し
、次いで、ＴｏｐＣｏｕｎｔ　ＮＸＴ（Ｐａｃｋａｒｄ，ＣＴ，ＵＳＡ）にて計数した。
全データをＥｘＣｅｌｌに入力し、次いで、Ｂｅｒｋｍａｎら．２００２，Ａｕｔｏｉｍ
ｍｕｎｉｔｙ　３５，４１５－４１９に記載されたように分析した。すなわち、以下の通
り演算処理を行った：
【０２８６】
　ＡＤＣＣ：免疫溶解（％）
＝（平均試験放出Ｃｒ５１－平均自然放出Ｃｒ５１）／（標的赤血球中の全Ｃｒ５１－マ
シンバックグラウンド）×１００
　貪食性：免疫貪食性（％）
＝（平均試験保持Ｃｒ５１－平均自然保持Ｃｒ５１）／（標的赤血球中の全Ｃｒ５１－マ
シンバックグラウンド）×１００
【０２８７】
　全データを、複合した最大プラトー値に対して正規化した。
【０２８８】
　２つの連続したリアクターランに由来する抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの機能活性は、両イン
ビトロアッセイにおいてほぼ同一の機能活性を示し（図１５Ｂ及び１５Ｃ）、バッチ間で
高い一貫性を示した。
【０２８９】
　実施例７
　本実施例は、２５個の個々のメンバー（実施例４と同一の組成物）を伴う抗－ＲｈＤ　
ｒｐＡｂのクローン多様性が下流プロセッシング（ＤＳＰ）の間維持されていることを実
証している。陽イオン交換クロマトグラフィー分析を用いて、組換えポリクローナル抗体
のＤＳＰの間のクローン多様性を評価した。
【０２９０】
　下流プロセッシング
　発展的（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ）バイオリアクターランに由来する、２５個の個
々のメンバーを含む抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ試料を以下のＤＳＰ段階：
　１．ＭＡｂＳｅｌｅｃｔカラムを用いる抗体の捕獲；
　２．ｐＨ３におけるウイルス不活性化；
　３．ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５カラムを用いるバッファー交換；
　４．ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラムを用いる陰イオン交換クロマトグラフィー；
　５．Ｐｌａｎｏｖａ　１５Ｎフィルターを用いるウイルス濾過；及び
　６．ＭＥＰ　Ｈｙｐｅｒｃｅｌカラムを用いる疎水性電荷誘導クロマトグラフィー；
　７．Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　ｂｉｏｍａｘフィルターを用いる限外濾過／ダイアフィルト
レーション：
を用いて精製した。
【０２９１】
　個々のＤＳＰ段階後のクローン多様性の分析
　陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて、ＤＳＰの間の組換えポリクローナル抗体組
成物のクローン多様性を分析した。抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂのＤＳＰの間、段階１、３、４
及び６の後に試料を採取し、２５ｍＭの酢酸ナトリウム、１５０ｍＭの塩化ナトリウム、
ｐＨ５．０中、室温、６０ｍｌ／時間の流速でＰｏｌｙＣａｔＡカラム（４．６×１００
ｍｍ）にアプライした。次いで、２５ｍＭの酢酸ナトリウム、ｐＨ５．０中、１５０～５
００ｍＭの塩化ナトリウムからの直線勾配を用いて６０ｍｌ／時間の流速で抗体成分を溶
離した。抗体成分を２８０ｎｍにおいて分光測定的に検出し、次いで、クロマトグラムを
比較し（図１６）、ＤＳＰの間のクローン多様性の潜在的な減少を検出した。本実施例で
は、陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて、組換えポリクローナル抗体のＤＳＰの間
にクローン多様性が本質的に変化しないことが実証された。
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【図面の簡単な説明】
【０２９２】
【図１Ａ】組換えポリクローナル製造細胞系統の作成及び組換えポリクローナル抗体の産
生を示すフローチャートである。１）はバルクトランスフェクションストラテジーを示し
；２）は半バルクトランスフェクションストラテジーを示し、及び３）は個々のトランス
フェクションストラテジーを示す。Ａ）は抗－ＲｈＤ抗体発現ベクターのライブラリーを
示し（横線）、矢じりはベクターのグループ化を示す。ストラテジー１では、ベクターは
まとめてグループ化され、ストラテジー２では、それらはより小さなフラクション（半バ
ルク）にグループ化され、一方でストラテジー３では、それらは互いに分離されている（
個別）。Ｂ）はトランスフェクションを示し、ここで、チューブの数はライブラリーを構
成するベクターのグループ化に依存する。Ｃ）は、宿主細胞ゲノム内に抗－ＲｈＤ抗体コ
ーディング核酸セグメントを部位特異的に組み込んだ細胞の選択を示し、Ｄ）は、ポリク
ローナル抗－ＲｈＤ抗体ライブラリーストックの作成を示し、ここで、組込まれた抗－Ｒ
ｈＤ抗体コーディング核酸セグメントを構成する選択された細胞はフリーザー内で貯蔵さ
れる。所望により、個々のクローンを貯蔵するか又は該クローンをプールする。Ｅ）は製
造段階の開始を示し、ここで、ストックからのクローンは解凍される（より小さなフラク
ション又はプールのいずれかから個別に）。Ｆ）は産生段階を示し、ここで、ポリクロー
ナル細胞系統はより大きなバイオリアクターでの播種のために増殖される（示されていな
いが、中間播種段階が選択される）。ストラテジー２及び３では、これは、ポリクローナ
ル細胞クローンストックがもはや個々のクローン又は半バルクフラクションとして維持さ
れないが、細胞群内にプールされ、組換えポリクローナル製造細胞系統（このポリクロー
ナル製造細胞系統は凍結ストックとして貯蔵されてもよい）を形成する段階である。Ｇ）
はバイオリアクター製造から得られた最終産物を示す。産生段階の後、該産物の精製及び
特徴付けのためにポリクローナル蛋白質組成物を回収した。
【図１Ｂ】個別にトランスフェクトされた宿主細胞に由来するｐＷＣＢ／ｐＭＣＢ及びサ
ブ－ｐＷＣＢの作成及びポリクローナル製造細胞系統の播種を示すフローチャートである
。Ａ）は、可変領域コーディング核酸セグメントから構成されるライブラリーを示し、矢
じりは該ライブラリーの個々のメンバーを示す。Ｂ）はトランスフェクションを示し、こ
こで、ライブラリーの個々のメンバー各々を用いて宿主細胞をトランスフェクトする。ト
ランスフェクションはライブラリーの個々のメンバーを含むだけの数の別個のチューブを
必要とする。Ｃ）は、それらのゲノム内に可変領域コーディング核酸セグメントを安定な
様式で組込んだ細胞の選択を示し、Ｄ）は、例えば、ＦＡＣＳにより分類された単一細胞
のクローニング及び分析による、同様の増殖速度及び／又は生産性を有する個々の細胞系
統の選択を示す。この段階はｐＷＣＢ／ｐＭＣＢの作成において随意であり、及び段階Ｅ
の後に行ってもよい。Ｅ）は、凍結ライブラリーストックの作成を示し、該ストックは、
トランスフェクションのために用いた可変領域コーディング核酸セグメントから構成され
るライブラリーの１つのメンバーを各々発現するｎ倍の個々の細胞系統から構成される。
所望により、ｐＷＣＢ／ｐＭＣＢの作成の前に個々のクローンを凍結ライブラリーストッ
ク内で貯蔵してもよい。Ｆ）は、個々の細胞系統の混合を示し、ここで、個々のライブラ
リーストックからのアンプルを解凍し、次いで、別個の細胞培養にて増殖し、次いで、各
培養物に由来する所定数の細胞を単一の細胞培養物に混合する。Ｇ）は、Ｆの混合した細
胞培養物からのアリコートを凍結し、それにより、一群のバイアルを作成することによる
、ｐＷＣＢ／ｐＭＣＢの作成を示す。Ｈ）は、ｐＭＣＢに由来する単一バイアルを増殖さ
せ、次いで、ｐＭＣＢに由来するバイアル中とほぼ同数の細胞を有するアリコートとして
凍結することによる、サブ－ｐＷＣＢの作成を示す。Ｉ）は、ｐＷＣＢ又はサブ－ｐＷＣ
Ｂのいずれかから開始される播種手順（示されていないが、中間播種段階）からのポリク
ローナル製造細胞系統の作成を示す。
【図２】ファージディスプレイベクター：Ｅｍ３５１，イー・コリベクターを示し、該ベ
クターを用いて、各々ＡｓｃＩ／ＸｈｏＩ及びＮｈｅＩ／ＮｏｔＩ制限部位を表示させた
、適切なドナーから増幅した重鎖可変領域及び軽鎖フラグメントをベクター内に挿入する
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ことにより、抗－ＲｈＤＦａｂファージディスプレイライブラリーを作成する。該ベクタ
ーは、以下のエレメントを含む：ｐｒｏＡｍｐ及びＡｍｐ＝プロモーター及びアンピシリ
ン耐性遺伝子。ｐＵＣ　Ｏｒｉ＝複製起点。ヒトＣＨ１＝ヒト免疫グロブリンガンマ１重
鎖ドメイン１をコードする配列。詰め込み＝重鎖及び軽鎖フラグメントの挿入の間に除去
される無関係な配列インサート。ｐ　ｔａｃ及びｐ　ｌａｃ　Ｚ＝細菌プロモーター。Ｐ
ｅｌＢ＝イー・コリの細胞膜周辺腔に対するＦａｂの発現を標的するための、修飾された
細菌ＰｅｌＢリーダー。Ｍｙｃｕｔ＝プロテアーゼ認識部位。Ａｍｂｅｒストップ＝ａｍ
ｂｅｒ終止コドン。ｇＩＩＩ＝ファージＭ１３切断遺伝子ＩＩＩ（１９８塩基～Ｃ－末端
）。
【図３Ａ－Ｃ】５６個の選択されたＲｈＤクローンの可変重鎖（ＶＨ）をコードする核酸
配列のアライメントを示す。個々のクローン名をアライメントの右に示し、及びＣＤＲ領
域の位置をアライメントの上に示す。
【図４Ａ－Ｅ】５６個の選択されたＲｈＤクローンの軽鎖全体をコードする核酸配列のア
ライメントを示す。個々のクローン名及びカッパ又はラムダ鎖であるかの表示をアライメ
ントの右に示し、及びＣＤＲ領域の位置をアライメントの上に示す。
【図５】５６個の選択されたＲｈＤクローンのＶＨに対応するアミノ酸配列のアライメン
トを示す。個々のクローン名をアライメントの右に示し、及びＣＤＲ領域の位置をアライ
メントの上に示す。
【図６Ａ－Ｂ】５６個の選択されたＲｈＤクローンのＶＬに対応するアミノ酸配列のアラ
イメントを示し、ここで、（Ａ）はカッパ鎖及び（Ｂ）はラムダ鎖に対応する。個々のク
ローン名をアライメントの右に示し、及びＣＤＲ領域の位置をアライメントの上に示す。
【図７】Ｎｅｏ発現ベクター：哺乳類発現ベクターの略図を示し、該ベクターを用いて、
宿主細胞ゲノム内への抗－ＲｈＤ抗体コーディング核酸セグメントの部位特異的組込みを
容易にする。該ベクターは以下のエレメントを含む：ｐｒｏ　ａｍｐ及びＡＭＰ＝プロモ
ーター及びアンピシリン耐性遺伝子。ｐＵＣ起点＝ｐＵＣ複製起点。制限酵素部位：Ｘｈ
ｏＩ、ＡｓｃＩ、ＮｈｅＩ及びＮｏｔＩ。Ｐ１／Ｐ２＝軽鎖及びＩｇＧ重鎖各々の発現を
駆動するプロモーターセット。ＬＨ＝重鎖リーダー配列。ＶＨ＝抗－ＲｈＤ　Ａｂの可変
重鎖に関するコーディング配列。ヒトＩｇＧ１定常重鎖＝ヒト定常ＩｇＧ１重鎖に関する
コーディング配列。ＲＢＧＰｏｌｙＡ＝ウサギβ－グロビンポリＡシグナル配列。ＢＧＨ
ポリＡ＝ウシ成長ホルモンポリＡシグナル配列。ＬＫ＝カッパ鎖リーダー配列。軽鎖＝抗
－ＲｈＤ　Ａｂの軽鎖に関するコーディング配列。ＦＲＴ部位＝Ｆｌｐリコンビナーゼ認
識配列。ネオマイシン＝ネオマイシン耐性遺伝子。ＳＶ４０ポリＡ＝サルウイルス４０ポ
リＡシグナル配列。
【図８】９週間の培養後のアリコート３９４８及び３９４９に由来する抗－ＲｈＤ　ｒｐ
Ａｂ組成物の陽イオン交換クロマトグラムを示す。下部ダイアグラムはアリコート３９４
９に対応し、及び上部はアリコート３９４８に対応する。下部ダイアグラムと区別するた
めに上部ダイアグラムのＹ－軸の位置をずらした。ピークＡ－Ｊは、正味電荷が異なる抗
体及び電荷不均一性を示す個々の抗体を示す。
【図９】１１週間の培養後の抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂ産生ポリクローナル細胞系統アリコー
ト３９４８＋及び３９４９＋（ＦＣＷ０６５）に由来するＲＴ－ＰＣＲ産物についてのＨ
ｉｎｆＩ　ＲＦＬＰ分析を示す、ゲル写真である。特異的クローンに割り当てられ得るバ
ンドが特定される。
【図１０】８つの異なる抗－ＲｈＤ抗体に関する、抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂを発現するポリ
クローナル細胞培養物に由来する抗－ＲｈＤ抗体軽鎖のＴ－ＲＦＬＰパターンを示す。８
つの異なる抗－ＲｈＤクローンは矢印で示されるピークに割り当てられた。
【図１１】２５個の異なる抗－ＲｈＤ抗体に関する、特定の時間ポイントでの、抗－Ｒｈ
Ｄ　ｒｐＡｂを発現するポリクローナル細胞培養物に由来する抗－ＲｈＤ抗体重鎖可変領
域のＴ－ＲＦＬＰパターンを示す。２５個の異なる抗－ＲｈＤクローンは矢印で示される
ピークに割り当てられた。
【図１２】５週間培養されたポリクローナル細胞培養物に由来する８つの異なる抗－Ｒｈ
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【図１３】陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて分析した、８つの異なる抗体に関す
る抗－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの相対的含有量（％）を示す。積分されたクロマトグラフィーピ
ークを、同一の条件下で陽イオン交換クロマトグラフィーを用いて個別に分析された単一
抗体から得られた保持時間及びピークパターンから、個々の抗体に割り当てた。
【図１４】４週間の培養後に得られた試料に由来する２５個の個々のメンバーに関する抗
－ＲｈＤ　ｒｐＡｂの陽イオン交換クロマトグラムを示す。ピークＡＣ１～２５は、正味
電荷が異なる抗体及び電荷不均一性を示す個々の抗体を示す。
【図１５】（Ａ）は、５Ｌスケールでの流加培養により産生された２５個の個々のメンバ
ーに関する、抗－ＲｈＤｐＡｂの３つのバッチ、Ｓｙｍ０４：２１、Ｓｙｍ０４：２３及
びＳｙｍ０４：２４の能力の比較を示す。ＲｈＤ－陽性赤血球に対するｐＡｂの結合はＦ
ＡＣＳにより測定され、及び平均蛍光強度（ＭＦＩ）はｎｇ／ｍｌ単位でのｐＡｂ濃度の
関数として示される。さらに、複合ＡＤＣＣ／貪食性アッセイにおいて、２５個の個々の
メンバーに関する抗－ＲｈＤｐＡｂの機能活性をＳｙｍ０４：２１及びＳｙｍ０４：２４
において測定した。（Ｂ）は、ｎｇ／ｍｌ単位でのｐＡｂ濃度の関数として、ＲｈＤ－陽
性及びＲｈＤ－陰性赤血球の特異的溶解のパーセンテージとしてのＡＤＣＣ結果を示す。
（ｃ）は、ｎｇ／ｍｌ単位でのｐＡｂ濃度の関数として、ＲｈＤ－陽性及びＲｈＤ－陰性
赤血球の貪食性のパーセンテージを示す。
【図１６】以下の捕獲溶出（ｃａｐｔｕｒｅ　ｅｌｕｔｉｏｎ）（Ａ）、Ｓｅｐｈａｄｅ
ｘ　Ｇ－２５（Ｂ）、ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（Ｃ）及びＭＥＰ　Ｈｙｐｅｒｃｅ
ｌ（Ｄ）の後に収集された物質により示される２５個の個々のメンバーを含む抗－ＲｈＤ
　ｒｐＡｂ試料の、下流プロセッシングの間の異なる段階で採取された試料に関する、陽
イオン交換クロマトグラフィー特性を示す。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図３Ｂ】 【図３Ｃ】



(66) JP 4926054 B2 2012.5.9

【図４Ａ】 【図４Ｂ】

【図４Ｃ】 【図４Ｄ】
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【図４Ｅ】 【図５】

【図６Ａ】 【図６Ｂ】
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【図１３】

【図１４】

【図１５】 【図１６】
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