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(57)【要約】
【課題】タンパク質に対するモノクローナル抗体を産生およびスクリーニングするための
より迅速かつ効果的な方法を提供すること。
【解決手段】本発明は、モノクローナル抗体を生成する方法を提供する。この方法は、以
下：ａ）少なくとも１つの候補抗原を動物に導入する工程；ｂ）該動物から抗体産生細胞
を回収し、これらの細胞を単一細胞懸濁液にする工程；ｃ）該単一細胞懸濁液から不死化
細胞株を生成する工程；ｄ）該候補抗原が提示されるタンパク質チップに対して該不死化
細胞株の上清をスクリーニングする工程；およびｅ）該候補抗原に結合する抗体を、該モ
ノクローナル抗体として選択する工程、を包含する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
各々が異なる候補抗原に結合する複数のモノクローナル抗体を同定する方法であって：
　ａ）該候補抗原が提示される１つ以上のタンパク質チップに対して不死化細胞株の上清
をスクリーニングする工程；および
　ｂ）該候補抗原に結合する抗体を、モノクローナル抗体として選択する工程、
を包含し、該方法は、該不死化細胞株が、複数の抗原に対する抗体を産生する抗体産生細
胞の単一細胞懸濁液から生成されることを特徴とする、方法。
【請求項２】
前記抗体産生細胞が、Ｂ細胞、Ｔ細胞、または幹細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記タンパク質チップが、平面ガラススライド、３Ｄゲルパッドチップ、マイクロウェル
チップ、または細胞チップである、請求項１または請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記抗原に結合したモノクローナル抗体を検出する工程が、該モノクローナル抗体をアイ
ソタイピングする工程をさらに包含する、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
前記モノクローナル抗体を検出およびアイソタイピングする工程が、
　前記タンパク質チップにアイソタイプ特異的抗免疫グロブリン抗体を添加する工程であ
って、異なるアイソタイプ特異性を有する各抗免疫グロブリン抗体は、異なる標識を有す
る、工程、および
　該標識の存在を検出する工程、
を包含する、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
抗原を含むタンパク質チップを用いて、各単離されたモノクローナル抗体が該抗原に結合
する特異性を評価する工程をさらに包含する、請求項１～５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】
　本発明は、モノクローナル抗体を生成する方法に関する。特に、本発明は、従来法より
も迅速にモノクローナル抗体を生成するハイスループット法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Ｂ細胞と骨髄腫細胞との体細胞融合によるモノクローナル抗体産生細胞株の開発は、２
５年以上前に、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎにより最初に記載された（Ｋｏｈｌ
ｅｒ　＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，１９７５（非特許文献１））。それ以来、モノクローナル
抗体は、ヒト生理学、生化学、および遺伝学の我々の理解の指数関数的な成長において重
要な役割を果たしてきた。モノクローナル抗体は、特定の生物学的分子を検出および局在
化するための多目的かつ高感度のツールである。モノクローナル抗体は、任意の細胞分子
に対して作製され得、その分子を同定、局在化、および精製することを可能にする。いく
つかの場合、モノクローナル抗体はまた、それらが結合する分子の機能を同定する。
【０００３】
　ハイブリドーマ技術が１９７０年代半ばにそれらの開発を可能にした後、モノクローナ
ル抗体の診断および治療能力もまたただちに実現した。モノクローナル抗体は、広範な臨
床実験診断試験において重要な要素となった。さらに、多くの承認を受けた薬品は、モノ
クローナル抗体を含み、開発中の薬品の多くは、モノクローナル抗体である。モノクロー
ナル抗体の臨床用途は、患者における副作用を模倣するキメラおよび完全ヒト化モノクロ
ーナル抗体の開発により改善された。
【０００４】
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　しかし、医薬および分子生物学におけるこれらの発達におけるモノクローナル抗体の重
要な役割にもかかわらず、モノクローナル抗体を産生およびスクリーニングするプロセス
は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎによって１９７０年代半ばに最初に開発されて
以来ほとんど変わっていない。特定の抗原に対するモノクローナル抗体を産生するのに最
もしばしば使用されるアプローチは、抗原特異的抗体を産生する成熟Ｂ細胞の活性化およ
び増殖を増強する数週間のタイムコースにわたり抗原でのマウスまたはラットの一連の免
疫を必要とする。複数のマウスが一般的に免疫され、そして関連する血清免疫グロブリン
力価の存在について、体細胞融合前に定期的に試験される。融合後、ハイブリドーマの上
清は、免疫アッセイを用いてスクリーニングされ、抗原に対して高い特異性を有するモノ
クローナル抗体が同定される。このアプローチを用いてモノクローナル抗体を開発するた
めに必要とされるタイムフレームは、約３～９月である。
【０００５】
　ＲＩＭＭＳ（競合的、多部位免疫ストラテジー）の開発は、体細胞融合を、免疫開始後
わずか８～１４日で起こすことを可能にした（Ｋｉｌｐａｔｒｉｃｋら，１９９７（非特
許文献２））。次いで、産生されるハイブリドーマの上清は、標準的な免疫アッセイを用
いてスクリーニングされ得、特定の抗原に対するモノクローナル抗体がずっと迅速に単離
することを可能にする。
【０００６】
　しかし、ＲＩＭＭを用いても、多数の異なる抗原に対するモノクローナル抗体の産生お
よびスクリーニングは、多くの時間および供給源を必要とする。ますます新規のタンパク
質が発見されれば、それらのさらなる特徴づけのために、これらのタンパク質に対するモ
ノクローナル抗体を産生およびスクリーニングするためのより迅速かつ効果的な方法が必
要となる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｋｏｈｌｅｒ　Ｇ，Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　Ｃ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ　
７：２５６：４８５－７
【非特許文献２】Ｋｉｌｐａｔｒｉｃｋら（１９９７）Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　１６：３８
１－３８９
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　（発明の要旨）
　従って、本発明は、モノクローナル抗体を生成する方法を提供する。この方法は、以下
：
　ａ）少なくとも１つの候補抗原を動物に導入する工程；
　ｂ）該動物から抗体産生細胞を回収し、これらの細胞を単一細胞懸濁液にする工程；
　ｃ）該単一細胞懸濁液から不死化細胞株を生成する工程；
　ｄ）該候補抗原が提示されるタンパク質チップに対して該不死化細胞株の上清をスクリ
ーニングする工程；および
　ｅ）該候補抗原に結合する抗体を、該モノクローナル抗体として選択する工程、
を包含する。
【０００９】
　本発明の方法は、現在利用されているモノクローナル抗体抗体を生成する方法をはるか
に凌ぐ利点を有する。すでに議論した通り、現在の、１つ以上の抗原に対するモノクロー
ナル抗体生成方法は、各々の抗原について骨の折れる免疫および単離プロトコルを伴う。
対照的に、本発明の方法においては、動物に複数の抗原が注射され得、複数の抗原に対す
るモノクローナル抗体が同時に生成され、モノクローナル抗体生成の速度および効率が増
加する。本発明の方法におけるタンパク質チップの使用は、動物に注射された抗原に結合
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するモノクローナル抗体を検出するためのスクリーニングプロセスを加速させる。さらに
、タンパク質チップは、従来のスクリーニングアッセイ（例えば、酵素連結イムノソルベ
ントアッセイ（ＥＬＩＳＡ））よりも高感度であり、従来のスクリーニング方法を用いて
はなされない分泌の遅いハイブリドーマ細胞の検出速度を改善する。さらに、本発明の方
法におけるタンパク質チップの使用は、各々の上清が、抗原に対して複数回スクリーニン
グされることを可能にし、そして従来のスクリーニングアッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ）
において一回のスクリーニングにおいて必要とされる抗原の量のフラクションのみを使用
する。例えば、各上清は、抗原に対して、二回、三回、または四回スクリーニングされ得
る。
【００１０】
　本発明の方法の工程ａ）における動物は、非ヒト哺乳動物であり得る。好ましくは、動
物はマウス、ラット、ウサギ、ハムスター、またはモルモットである。好ましくは、動物
はマウスである。
【００１１】
　工程ａ）における候補抗原は、好ましくは、精製候補抗原である。精製候補抗原または
精製候補抗原の混合物のいずれかが、動物中に導入され得る。「精製候補抗原」は、その
抗原が、任意の他の成分を実質的に含まない抗原の均一な調製物であることを意味する。
「精製候補抗原の混合物」は、１つ以上の精製抗原が、免疫に使用される組成物中に存在
するが、その調製物は、抗体の産生を誘導する意図のない混入成分を含まないことを意味
する。例えば、従来手順を使用して、抗体は、単に、ホモゲナイズした組織で免疫するこ
とにより複数の抗原で免疫し得るが、このような免疫は、本明細書中で定義されるような
精製された候補抗原での免疫ではない。なぜならば、その抗原には、細胞片が混入してい
るからである。
【００１２】
　任意の多くの精製候補抗原が、動物に導入され得る。好ましくは、１～５０の精製候補
抗原が動物に導入され得る。好ましくは、１つ以上の精製候補抗原が動物に導入され得る
。例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０また
は５０以上の精製候補抗原が、動物に導入され得る。抗原は、それら全てが一緒に混合さ
れているという意味で、同時に導入され得る。あるいは、抗原は、別々に導入され得る。
異なる抗原の導入は、日単位で分離され得る。好ましくは、異なる抗原の導入を分離する
期間は、４８時間未満、好ましくは２４時間未満である。好ましくは、導入方法は、動物
への抗原の注射を伴う。
【００１３】
　「候補抗原」は、その候補抗原が動物に導入された場合に動物において免疫応答を誘導
し得る任意の物質を意味する。従って、この用語は、タンパク質性物質および非タンパク
質性物質を含む。
【００１４】
　抗原となるタンパク質性物質としては、タンパク質およびその誘導体（例えば、糖タン
パク質、リポタンパク質、およびヌクレオタンパク質、ならびにペプチド）が挙げられる
。このようなタンパク質性物質のフラグメントもまた、用語「抗原」に含まれる。好まし
くは、このようなフラグメントは、抗原決定基からなるかまたはそれを含む。抗原となる
非タンパク質性物質としては、多糖、リポ多糖、および核酸が挙げられる。特に、用語「
抗原」は、それらがコードするタンパク質に対する免疫応答を誘導する核酸分子を含む。
このような非タンパク質性物質のフラグメントもまた、用語「抗原」に含まれる。用語「
抗原」はさらに、免疫応答を誘導し得るキャリアに連結されたタンパク質性物質または非
タンパク質性物質を含む（例えば、キャリアに連結された場合に抗原性を与える脂質また
はハプテン）。本発明の抗原は、天然に存在する物質であり得るかまたは当該分野で公知
の方法により合成され得る。
【００１５】
　１つの精製抗原が免疫に使用される場合、抗原は好ましくは、タンパク質性物質または
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核酸分子である。精製抗原がタンパク質性物質である場合、単独でまたは融合タンパク質
の形態で導入され得る。特に、本発明においては、抗原は、組み換えビリオンの表面に発
現される融合タンパク質の形態であり得、動物は、組み換えビリオンを注射される。この
ようなタンパク質性抗原をコードする核酸配列を用いる組み換えビリオンの生成は、Ｌｉ
ｎｄｌｅｙら，２０００に記載されている。
【００１６】
　１つ以上の精製抗原が免疫のために使用される場合、任意の精製抗原の組み合わせが使
用され得る。動物は、タンパク質性抗原のみ、非タンパク質性抗原のみ、または両方の混
合物を注射され得る。本発明の１つの実施形態に従って、精製抗原は全てタンパク質性で
ある。精製抗原は、同一タンパク質または異なるタンパク質由来のフラグメントであり得
る。精製抗原は、ｃＤＮＡライブラリー由来の組み換えビリオンであり得、各々の組み換
えビリオンは、その表面にライブラリー由来のｃＤＮＡによりコードされるタンパク質を
発現する。
【００１７】
　さらなる実施形態に従って、本発明は、複数の精製抗原がモノクローナル抗体を精製す
ることが望まれるタンパク質をコードする核酸分子の形態で導入され得る。核酸分子は、
ＤＮＡ分子、ｃＤＮＡ分子、またはＲＮＡ分子であり得る。好ましくは、本発明のこの局
面において、ｃＤＮＡライブラリーが、動物に導入され得る。従って、動物に、未知のア
イデンティティーのタンパク質をコードする核酸分子を注射することが可能であり、記載
されるように、細胞チップが、そのタンパク質に対する抗体を単離するのに使用され得、
次いで、そのタンパク質が精製される。
【００１８】
　精製抗原が核酸分子である場合、好ましくは、免疫応答が誘導されるタンパク質をコー
ドするＤＮＡ、ｃＤＮＡ、またはＲＮＡ配列を含む。核酸分子は、裸の核酸分子であり得
、またはベクターの形態であり得る。
【００１９】
　ベクターは、ウイルスベクター（好ましくは、レトロウイルス、アデノウイルス、アデ
ノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、ヘルペスウイルス、アルファウイルスベクターまたは当業者
に明らかな任意の他の適切なベクター）であり得る。あるいは、核酸分子は、非ウイルス
ベクター（好ましくは、プラスミドベクター）の形態であり得る。多くのこのようなベク
ターは、当該分野で公知であり、記載されている（例えば、Ｆｅｍａｎｄｅｓ　Ｊ．Ｍ．
＆　Ｈｏｅｆｆｌｅｒ　Ｊ．Ｐ．，Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｓｙｓｙｔｅｍｓ
　Ｕｓｉｎｇ　ｎａｔｕｒｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ａｒｔ　ｏｆ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　
ｅｄ．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｌｏｎｄｏｎ，Ｂｏｓｔｏ
ｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｓｙｄｎｅｙ，Ｔｏｋｙｏ，Ｔｒｏｎｔｏ，１９９８を参照のこ
と）。このようなベクターはさらに、そのコード配列が適切な転写および翻訳されること
を確実にするのに必要とされる調節配列（例えば、エンハンサー、プロモーター、リボソ
ーム結合部位、および終結シグナル）を、遺伝子の５’および３’非翻訳領域に含み得る
。
【００２０】
　あるいは、核酸分子は、ポリカチオン縮合ＤＮＡ（死滅したアデノウイルス単独に連結
されていても連結されていなくともよい）（例えば、Ｃｕｒｉｅｌ（１９９２）Ｈｕｍ　
Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　３：１４７－１５４を参照のこと）であり得るかまたは、リガンド
結合ＤＮＡ（例えば、Ｗｕ（１９８９）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２６４：１６９８５０
－１６９８７を参照のこと）であり得る。核酸分子はまた、ＤＮＡコートラテックスビー
ズの形態であり得る。あるいは、核酸分子は、例えば、ＷＯ９５／１３７９６、ＷＯ９４
／２３６９７、ＷＯ９１／１４４４５、およびＥＰ５２４，９６８．ＳＡ９１（２４）：
１１５８１－１１５８５に記載されるように、リポソーム中にカプセル化され得る。
【００２１】
　抗原は、任意の適切な手段により動物中に導入され得る。好ましくは、導入方法は、注
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射を伴う。動物は、精製抗原で、脾臓内、静脈内、腹腔内、皮内、もしくは皮下的に、ま
たは任意の他の適切な手段により免疫され得る。動物は、これらの１つ以上の経路を通じ
て精製抗原で免疫され得る。例えば、精製抗原のいくつかは、腹腔内注射され得、残りは
皮下注射され得る。注射手段は、注射される抗原に依存する。例えば、核酸分子の注射の
場合、ＵＳ５，１４９，６５５に記載されるような手持ち遺伝子移入粒子銃が、核酸分子
を注射するのに使用され得る。
【００２２】
　タンパク質性抗原の場合、各抗原の用量は、好ましくは、０．０１～１０００μｇの範
囲であるべきである。
【００２３】
　好ましくは、本発明の方法は、抗体産生細胞の除去前に動物に導入された抗原のいくつ
かまたは全てのブースター用量を動物に供給するさらなる工程を包含する。動物は、最初
の注射の１～３６５日後にブースターを与えられ得る。好ましくは、動物は、１～２０回
ブーストされ得る。
【００２４】
　好ましくは、本発明の方法において使用される免疫プロトコルは、１つの抗原が免疫優
勢となるのを防止するために１つ以上の抗原が使用される場合、短い。好ましくは、動物
が１つ以上の抗原で免疫される場合、各抗原のブースターまたは１つ以上の抗原のブース
ターの組み合わせが、最初の注射の３日後に注射され、最初の注射の５日後に、さらなる
ブースターが注射されて、脾臓組織またはリンパ節が、第６日～第１５日に除去される。
より長い免疫プロトコルが所望される場合、動物には、例えば、最初の注射の２１日後に
各抗原のブースターまたは１つ以上の抗原のブースターの組み合わせが注射され得、脾臓
組織またはリンパ節が第２６日に除去される。
【００２５】
　動物の免疫は、薬学的キャリアを使用してまたは使用せずに実施され得る。適切なキャ
リアは、代表的に大きく、ゆっくりと代謝される高分子（例えば、タンパク質、多糖、ポ
リ乳酸、ポリグリコール酸、ポリマーアミノ酸、アミノ酸コポリマー、脂質凝集体（例え
ば、油滴またはリポソーム）、および不活性ウイルス粒子）である。このようなキャリア
は、当該分野で周知である。さらに、これらのキャリアは、免疫刺激剤（「アジュバント
」）として機能し得る。動物の免疫は、薬学的キャリアに加えて、アジュバントを使用し
てかまたは使用せずに実施され得る。
【００２６】
　この組成物の効果を強化する好ましいアジュバントとしては、以下が挙げられるがこれ
らに限定されない：（１）アルミニウム塩（アルミナ）（例えば、水酸化アルミニウム、
リン酸アルミニウム、硫酸アルミニウムなど）；（２）オイルインウォーター処方物（他
の特別な免疫刺激剤（例えば、ムラミルペプチド（以下を参照のこと）または細菌細胞壁
成分）を有するものまたは有さないもの）、例えば、（ａ）ＭＦ５９ＴＭ（ＷＯ９０／１
４８３７；Ｖａｃｃｉｎｅ　ｄｅｓｉｇｎ：ｔｈｅ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ａｎｄ　ａｄｊｕ
ｖａｎｔ　ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｐｏｗｅｌｌ　＆　Ｎｅｗｍａｎ編、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒ
ｅｓｓ，１９９５の第１０章）（５％　Ｓｑｕａｌｅｎｅ、０．８％　Ｔｗｅｅｎ８０、
および０．５％　Ｓｐａｎ８５を含有し（必要に応じて、ＭＴＰ－ＰＥを含有する）マイ
クロフルイダイザーを用いてサブミクロン粒子に処方される）、（ｂ）ＳＡＦ（１０％　
Ｓｑｕａｌｅｎｅ、０．４％　Ｔｗｅｅｎ８０、５％プルロニックブロックポリマーＬ１
２１、およびｔｈｒ－ＭＤＰを含有し、サブミクロンエマルジョンまでマイクロフルイダ
イズされるか、または大きな粒子サイズのエマルジョンを生成するためにボルテックスさ
れる）、および（ｃ）ＲｉｂｉＴＭアジュバントシステム（ＲＡＳ）（Ｒｉｂｉ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｃｈｅｍ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＭＴ）（２％　Ｓｑｕａｌｅｎｅ、０．２％　Ｔｗ
ｅｅｎ８０、およびモノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、トレハロースジミコレート（Ｔ
ＤＭ）、および細胞壁骨格（ＣＷＳ）からなる群から選択される１つ以上の細菌細胞壁成
分を含有する（好ましくは、ＭＰＬ＋ＣＷＳ（ＤｅｔｏｘＴＭ）））；（３）サポニンア
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ジュバント（例えば、ＱＳ２１またはＳｔｉｍｕｌｏｎＴＭ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ，ＭＡ）は、使用され得るかまたは粒子がそれら
から生成される（例えば、ＩＳＣＯＭ（免疫刺激複合体）（ＩＳＣＯＭは、さらなる界面
活性剤を含まない（例えば、ＷＯ００／０７６２１）））；（４）完全フロイントアジュ
バント（ＣＦＡ）および不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）；（５）サイトカイン
（例えば、インターロイキン（例えば、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ
－６、ＩＬ－７、Ｉｌ－１２（ＷＯ９９／４４６３６）など）；インターフェロン（例え
ば、γインターフェロン）、マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、腫瘍壊死
因子（ＴＮＦ）など；（６）モノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）または３－Ｏ－デアシル
化ＭＰＬ（３ｄＭＰＬ）（例えば、ＧＢ２２２０２２１、ＥＰ－Ａ－０６８９４５４）、
必要に応じて、肺炎球菌多糖が使用される場合、アルミナの非存在下で（例えば、ＷＯ０
０／５６３５８）；（７）３ｄＭＰＬと例えば、ＱＳ２１および／またはオイルインウォ
ーターエマルジョンの組み合わせ（例えば、ＥＰ－Ａ－０８３５３１８、ＥＰ－Ａ－０７
３５８９８、ＥＰ－Ａ－０７６１２３１）；（８）ＣｐＧモチーフを含むオリゴヌクレオ
チド（例えば、Ｒｏｍａｎら，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．１９９７，３，８４９－８５４；Ｗｅｉ
ｎｅｒら，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，１９９７，９４，１０８３３－１０８３７；Ｄａｖｉｓら
，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９８，１６０，８７０－８７６；Ｃｈｕら，Ｊ．Ｅｘｐ．
Ｍｅｄ．，１９９７，１８６，１６２３－１６３１；Ｌｉｐｆｏｒｄら，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１９９７，２７，２３４０－２３４４；Ｍｏｌｄｏｖｅａｎｕら，Ｖａｃ
ｃｉｎｅ，１９９８，１６，１２１６－１２２４，Ｋｒｉｅｇら，Ｎａｔｕｒｅ，１９９
５，３７４，５４６－５４９；Ｋｌｉｎｍａｎら，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ，１９９６，９３，
２８７９－２８８３；Ｂａｌｌａｓら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９６．，１５７，１
８４０－１８４５；Ｃｏｗｄｅｒｙら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９６，１５６，４５
７０－４５７５；Ｈａｌｐｅｎら，Ｃｅｌｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，１９９６，１６７，７２
－７８；Ｙａｍａｍｏｔｏら，Ｊｐｎ　Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，１９８８，７９，
８６６－８７３；Ｓｔａｃｅｙら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９６，１５７，２１１６
－２１２２；Ｍｅｓｓｉｎａら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９１，１４７，１７５９－
１７６４；Ｙｉら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９６，１５７，４９１８－４９２５；Ｙ
ｉら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１９９６，１５７，５３９４－５４０２；Ｙｉら，Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．，１９９８，１６０，４７５５－４７６１；およびＹｉら，Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．，１９９８，１６０，５８９８－５９０６；国際特許出願ＷＯ９６／０２５５５
、ＷＯ９８／１６２４７、ＷＯ９８／１６２４７、ＷＯ９８／４０１００、ＷＯ９８／５
５４９５、ＷＯ９８／３７９１９、およびＷＯ９８／５２５８１）（すなわち、少なくと
も１つのＣＧジヌクレオチドを含有し、必要に応じて、５－メチルシトシンがシトシンの
代わりに使用される）；（９）ポリオキシレチレンエーテルまたはポリオキシエチレンエ
ステル（例えば、ＷＯ９９／５２５４９）；（１０）オクトキシノールとポリオキシエチ
レンソルビタンエステル界面活性剤の組み合わせ（ＷＯ０１／２１２０７）または少なく
とも１つのさらなる非イオン性海面活性剤（例えば、オクトキシノール）とポリオキシエ
チレンアルキルエーテルまたはエステル界面活性剤との組み合わせ（ＷＯ０１／２１１５
２）；（１１）サポニンおよび免疫刺激オリゴヌクレオチド（例えば、ＣｐＧオリゴヌク
レオチド）（ＷＯ００／６２８００）；（１２）免疫刺激剤および金属塩粒子（例えば、
ＷＯ００／２３１０５）；（１３）サポニンおよびオイルインウォーターエマルジョン（
例えば、ＷＯ９８／５７６５９）；（１４）サポニン（例えば、ＱＳ２１）＋３ｄＭＰＬ
＋ＩＬ－１２（必要に応じて、＋ステロール）（例えば、ＷＯ９８／５７６５９）；（１
５）免疫刺激剤として作用し組成物の効果を強化する他の物質。使用され得るアジュバン
トのさらなる例としては、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ５０、Ｈｕｎｔｅｒ’ｓ　Ｔｉｔ
ｅｒＭａｘ、およびＧｅｒｂｕ　Ａｄｊｕｖａｎｔが挙げられる。
【００２７】
　本発明において使用するのに好ましい抗体産生細胞としては、Ｂ細胞、Ｔ細胞、および
幹細胞が挙げられる。本発明において使用するこれらの抗体産生細胞は、動物から免疫系
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の任意の適切な細胞成分を取り出すことにより回収され得る。好ましくは、抗体産生細胞
は、脾臓、リンパ節、もしくは骨髄、またはそれらの一部を取り出すことにより動物から
回収される。これらは、任意の適切な手段によって、本発明の方法の工程ｂ）に従って単
一の細胞懸濁物にされ得る。好ましくは、動物から取り出された脾臓組織、リンパ節、ま
たは骨髄は、機械的破壊またはプロテアーゼによる酵素消化により単一の細胞懸濁物にさ
れ得る。赤血球細胞は、低張溶解により細胞懸濁物から取り出され得る。
【００２８】
　好ましくは、本発明の方法の工程ｃ）において特定される不死化細胞株は、単一細胞懸
濁物中の細胞と骨髄腫細胞との体細胞融合により生成されるハイブリドーマ細胞である。
単一細胞懸濁物中の細胞は、融合原（ｆｕｓｏｇｅｎ）により骨髄腫細胞に融合される。
使用され得る骨髄腫細胞の例としては、ＳＰ２、ＮＳ１、およびＮＳ０が挙げられる。好
ましくは、融合原は、ＰＥＧ、ウイルス、または電気融合の方法である（Ｚｉｍｍｅｒｍ
ａｎｎら，１９９０）。
【００２９】
　単一細胞懸濁物と骨髄腫細胞との融合により生成されるハイブリドーマ細胞は培養され
る。好ましくは、ハイブリドーマ細胞は、選択培地（例えば、アザセリンヒポキサンチン
またはヒポキサンチンアミノプテリンチミジン）中で最初に培養され、次いで、非選択培
地中に移される。好ましくは、ハイブリドーマ細胞は、選択培地中で７日間培養され、次
いで、非選択培地に３日間移される。このことにより、細胞の増殖速度がスクリーニング
工程前に増加する。好ましくは、ハイブリドーマ生成に伴う工程は、そのプロセスの速度
向上のためにロボットにより実施される。実施例は、ハイブリドーマ細胞生成に伴う工程
をロボットにより実施する１つの方法を示している。
【００３０】
　あるいは、不死化細胞株は、単一細胞懸濁物中の細胞を不死化ウイルス感染させること
により生成された細胞株であり得る。好ましくは、不死化ウイルスは、エプスタイン－バ
ーウイルスである（例えば、Ｅｐｓｔｅｉｎ　Ｂａｒｒ　Ｖｉｒｕｓ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ，ＷｉｌｓｏｎおよびＭａｙ編，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ；ＩＳＢＮ：０８９６０３
６９０１を参照のこと）。
【００３１】
　本発明の方法の工程ｄ）は、不死化細胞株（好ましくは、ハイブリドーマ細胞株）の上
清を、動物が免疫された候補抗原を含むタンパク質チップに対してスクリーニングする工
程を包含する。本明細書中で使用される場合、「タンパク質チップ」は、候補抗原が取り
付けられた支持手段で構成される任意のマイクロアレイを包含するよう使用される。
【００３２】
　１つのみの精製抗原が動物に導入される場合、その精製抗原がタンパク質チップ上に取
り付けられ、さらなる抗原は取り付けられない。１つ以上の精製抗原が動物に導入される
場合、各々の精製抗原は、タンパク質チップ上の異なる位置に（好ましくは、予め決定さ
れた位置で）提示され得る。従って、タンパク質チップ上の各位置は、異なる抗原を提示
し得る。あるいは、同一抗原が、タンパク質チップのある列またはカラムに各位置に取り
付けられ得、異なる抗原が、各列またはカラムに提示される。いくつかの場合、動物が１
つ以上の精製抗原で免疫される場合でさえも、各抗原について異なるチップを有すること
が望ましい。タンパク質チップは、チップ上の予め決定された位置に、多数の（例えば、
１～１０００の）精製抗原を有し得る。
【００３３】
　当該分野で公知の任意のタイプのタンパク質チップが、本発明の方法において使用され
得る。例えば、タンパク質チップは、精製抗原が取り付けられたガラススライドであり得
る。１つのみの抗原が試験される場合、このようなスライドは、単に、アミノシランン（
Ａｎｓｏｒｇｅ，Ｆａｕｌｓｔｉｃｈ）で顕微鏡ガラススライドをコーティングし、その
スライドに抗原含有溶液を添加し、そして乾燥させることにより調製され得る。アミノシ
ランでコーティングされたスライドは、精製抗原のコーティングのために、Ｔｅｌｅｃｈ



(9) JP 2010-32547 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

ｅｍおよびＰｉｅｒｃｅから入手され得る。好ましくは、このようなガラススライドは、
（６－アミノヘキシル）アミノシランでコーティングされ得る。
【００３４】
　本発明の方法において使用され得る他のタイプのタンパク質チップとしては、３Ｄゲル
パッド（Ａｒｋｅｎｏｒら，２０００）およびマイクロウェルチップが挙げられる。当業
者に明らかなように、想定されていないが将来考案され得るタイプのタンパク質チップは
、本発明に従う使用に適していることが十分証明されている。
【００３５】
　用語「タンパク質チップ」はまた、「細胞チップ」と称される、規定されたｃＤＮＡを
発現する細胞のマイクロアレイ（Ｚｉａｕｄｄｉｎら，２００１）を包含する。この技術
において、哺乳動物細胞は、規定位置に異なるｃＤＮＡがプリントされたガラススライド
上で培養される。プリントされた位置で培養した細胞はそのｃＤＮＡを取り込み、発現す
る。細胞チップは特に、上記のように、動物にｃＤＮＡもしくはｃＤＮＡライブラリーま
たは組み換えビリオンもしくはｃＤＮＡライブラリーから生成されたビリオンが注射され
る場合に有用である。このような場合、そのｃＤＮＡ配列によりコードされるタンパク質
は、単離され得ない。動物に、そのタンパク質をコードするｃＤＮＡまたはそのｃＤＮＡ
を発現する組み換えビリオンを注射することによって、そのｃＤＮＡにより発現されるタ
ンパク質に対するモノクローナル抗体を生成することが可能である。同一のｃＤＮＡが細
胞チップを用いて発現される場合、これらの抗体は結合し、その結合は以下のようにして
検出され得る。そのタンパク質をコードする核酸配列が利用可能にすることにより、本発
明は、この様式において、タンパク質自体を精製するのに使用され得るタンパク質に対す
るモノクローナル抗体の検出および単離を可能にする。
【００３６】
　抗体の選択のために、またはこのような抗体を生成する不死化細胞株の選択のために、
不死化細胞株の上清が、タンパク質チップの規定位置にスポットされる。上清のスポット
は、好ましくは、ロボットにより実施される（例えば、Ｔｅｌｅｃｈｅｍピンを用いるＧ
ｅｎｅｍａｃｈｉｎｅｓ　Ｏｍｉｎｉｇｒｉｄアレイヤーを用いて）。好ましくは、タン
パク質チップ上にスポットされる上清は、スライド上での抗体の乾燥および固定を最小限
に抑えるためにグリセロールを含む。例えば、０～９９．％のグリセロールが使用され得
る。次いで、チップは、洗浄されて未結合上清が除去される。この段階で、不死化細胞株
により生成される、すなわち、上清中の任意のモノクローナル抗体がチップ上の抗原に結
合され得る。
【００３７】
　異なる溶出条件を用いることによって、この方法は、その結合パートナーに対するモノ
クローナル抗体の結合親和性のおよその定量を可能にする。使用され得る溶出剤としては
、カオトロピック剤（例えば、０．０１重量％～１００重量％の塩酸グアニジンまたは尿
素）が挙げられる。溶出はまた、０．０１モラー～飽和溶液の間の濃度（好ましくは２０
０ｍＭ）、ｐＨ９～ｐＨ１の間のｐＨ（好ましくは、ｐＨ３．２）の水性溶液または非水
性溶液を用いて実施され得る。高ｐＨ溶出は、１μモラー～飽和溶液（好ましくは、１０
０ｍＭ）のトリエチルアミン、ｐＨ８～ｐＨ１３の間（好ましくは、ｐＨ　１１．５）の
水性または非水性溶液を用いて実施され得る。
【００３８】
　本発明の方法の工程ｅ）は、抗原に結合するモノクローナル抗体の選択を含む。好まし
くは、この工程は、モノクローナル抗体に結合し、そしてその存在を示すマーカーを添加
することによるような検出工程を取り込む。好ましくは、このマーカーは、その存在を検
出されるようにする酵素または蛍光標識のような標識で標識される。例えば、マーカーは
、標識されたプロテインＡまたは標識されたプロテインＧであり得る。プロテインＡまた
はプロテインＧは、Ｃｙ３またはＣｙ５のような蛍光標識で標識され得る。あるいは、プ
ロテインＡまたはプロテインＧは、その存在が標識されたストレプトアビジンまたはアビ
ジンの結合により検出され得るビオチンのような酵素的標識で標識され得る。
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【００３９】
　好ましくは、このマーカーは、第１の抗体に結合する抗体である。好ましくは、この抗
体は、酵素的または蛍光標識のような標識で標識されている。好ましくは、この抗体は、
蛍光標識で標識され、これは、検出のために用いられるＤＮＡチップの走査のために灰初
される装置を可能にする。
【００４０】
　好ましくは、抗原に結合したモノクローナル抗体を検出する工程は、モノクローナル抗
体をイソタイピングすることを包含する。好ましくは、モノクローナル抗体を検出および
イソタイピングするこの工程は、イソタイプ特異的抗免疫グロブリン抗体を上記タンパク
質チップに添加することであって、ここで、異なるイソタイプ特異性を有する各抗免疫グ
ロブリン抗体は異なる標識を有すること、およびこれら標識の存在を検出することを包含
する。この方法は、モノクローナル抗体の同時検出およびそのイソタイプの決定を可能に
する。
【００４１】
　この方法は、免疫化された動物中の抗体イソタイプが存在するのと同じ数の多くの異な
るイソタイプ特異的抗免疫グロブリン抗体を採用し得ることが認識される。例えば、マウ
スのような哺乳動物が抗原を注射された場合、この抗原に結合したモノクローナル抗体を
検出およびイソタイピングする工程は、第１の標識で標識された抗－ＩｇＡ抗体、および
／または第２の標識で標識された抗－ＩｇＤ抗体、および／または第３の標識で標識され
た抗－ＩｇＥ抗体、および／または第４の標識で標識された抗－ＩｇＧ１抗体、および／
または第５の標識で標識された抗－ＩｇＧ２ａ抗体、および／または第６の標識で標識さ
れた抗－ＩｇＧ２ｂ抗体、および／または第７の標識で標識された抗－ＩｇＧ３抗体、お
よび／または第８の標識で標識された抗－ＩｇＧ４抗体、および／または第９の標識で標
識された抗－ＩｇＭ抗体を添加することを包含する。あるいは、この抗原に結合したモノ
クローナル抗体を検出およびイソタイピングする工程は、可能なイソタイプのサブセット
に結合するイソタイプ特異的抗免疫グロブリン抗体を添加することを包含する。好ましく
は、このイソタイプ特異的抗免疫グロブリン抗体は、第１の標識で標識された抗ＩｇＭ抗
体、および第２の標識で標識された抗ＩｇＧ抗体を含む。好ましくは、この標識は、蛍光
標識である。
【００４２】
　標識の検出は、抗原に結合したモノクローナル抗体の存在を示し、そして好ましくはロ
ボットによってなされる。標識が蛍光標識の場合、標識の検出、そしてそれ故モノクロー
ナル抗体の存在は、走査タンパク質チップのために利用可能な装置を用いてなされ得る。
例えば、これらチップの走査は、ＧｅｎｅＰｉｘ　４０００Ｂスキャナー（Ａｘｏｎ　Ｉ
ｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｉｎｃ．）で、またはＴｅｃａｎ　ＬＳ２００またはＬＳ４００
スキャナーでなされ得る。走査は、１～４の間のレーザーおよび複数蛍光標識の可視化を
可能にするフィルターもの組み合わせで実施され得る。好ましくは、複数蛍光標識の可視
化は、同時に実施されるが、それは逐次的に実施され得る。
【００４３】
　イメージは、ＧｅｎｅＰｉｘ　Ｐｒｏソフトウェア（Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ
ｓ　Ｉｎｃ．）、Ｃｈｉｐｓｋｉｐｐｅｒソフトウェア（Ｓｃｈｗａｇｅｒ、Ａｎｓｏｒ
ｇｅ）またはＴｅｃａｎ　ＬＳ２００またはＬＳ４００ソウトウェアのような適切なソフ
トウェアを用いて得られ、かつ分析され得る。
モノクローナル抗体の検出が信頼性あることを確実にするために、このスクリーニング法
は、好ましくは、種々のコントロールを採用する。例えば、１つの抗原で被覆されたタン
パク質チップの場合、本発明の方法によって生産された不死化細胞株からの上清のみなら
ず、ポジティブおよびネガティブコントロールが、タンパク質チップ上にスポットされる
。
【００４４】
　ポジティブコントロールは、先に試験されたモノクローナル抗体であるか、または市販
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で入手可能なポリクローナル抗体であり得る。あるいは、ポジティブコントロールは、免
疫化マウスから、追加免疫後の適切な期間、またはＢ細胞の供給源の収集のために屠殺さ
れるとき先に回収された希釈または非希釈血清からなり得る。
【００４５】
　ネガティブコントロールは、規定された位置におけるモック上清の形態であり得る。別
のレベルのコントロールが、各上清は、いくつかの抗原に対してスクリーニングされると
いう事実によって決定される。唯一の抗原に対して得られるシグナルが、上清を含む可能
なポジティブモノクローナル抗体であると考えられる。
【００４６】
　タンパク質チップ上のポジティブシグナルは、本発明の方法の工程ｅ）によって単離さ
れるモノクローナル抗体を可能にする特定の不死化細胞株に由来し得る。同定される抗体
のさらなる特徴付けが、次いで、実施され得る。
【００４７】
　抗体のさらなる特徴付けを実施するための方法は、例えば、同定されるモノクローナル
抗体の特異性を決定するさらなる工程を包含し得る。例えば、本発明の方法によって同定
されるモノクローナル抗体は、その表面に係留される多数の異なるタンパク質を有する第
２のタンパク質チップを走査するために用いられ得、モノクローナル抗体が１つの抗原に
特異的に結合するか否かを確立する。タンパク質の初期同定における上記に記載の走査方
法は、その特異性を走査するために用いられ得る。本発明の方法により産生されたモノク
ローナル抗体の結合特異性および親和性は、上記に記載のように、タンパク質チップ上の
抗原の濃度を改変することによるか、または溶出条件のストリンジェンシーを改変するこ
とによりさらに特徴付けられ得る。
【００４８】
　本発明の第１の局面のさらなる実施形態によれば、目的のモノクローナル抗体を産生す
る不死化細胞株を生成する方法が提供され、この方法は以下の工程：
ａ）少なくとも１つの候補抗原を動物中に導入する工程；
ｂ）この動物から抗体産生細胞を回収し、そしてこれら細胞を単一細胞懸濁液に与える工
程；
ｃ）この単一細胞懸濁液から、不死化細胞株を生成する工程；
ｄ）この不死化細胞株の上清を、候補抗原がその上に提示されるタンパク質チップに対し
てスクリーニングする工程；および
ｅ）上記不死化細胞株として、上記候補抗原に結合する抗体を含む上清を生成する細胞株
を選択する工程、を包含する。
【００４９】
　このような方法によって産生される不死化細胞株は、仕立てられた特異性をもつ抗体の
生成において莫大な有用性がある。
【００５０】
　本発明の第１の局面の詳細な実施形態によれば、複数のモノクローナル抗体であって、
それらの各々が異なる候補抗原に結合するモノクローナル抗体のハイスループット方法が
提供され：
ａ）複数の候補抗原を動物中に導入する工程；
ｂ）上記動物から抗体生産性細胞を回収する工程であって、そしてこれら細胞を単一細胞
の懸濁液にする工程；
ｃ）上記単一細胞懸濁物から不死化細胞株を生成する工程；
ｄ）この不死化細胞株を、候補抗原がデッスプレイされる１つ以上のタンパク質チップに
対して上記上清液をスクリーニングする工程；および
ｅ）上記モノクローナル抗体として、上記候補抗原に結合する抗体を選択する工程を包含
する。
【００５１】
　候補抗原は、好ましくは、上記のように、精製された候補抗原である。この候補抗原
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動物中に導入し、抗体産生細胞を回収し、不死化細胞株を生成し、そして不死化細胞株の
上清液をスクリーニングするための適切な手順は、上記に記載されている。
【００５２】
　先行技術の方法は、単一の抗原に対するモノクローナル抗体を生成かつスクリーニング
するための骨が折れ、かつ時間を消費する手順を含む。対照的に、本発明の方法は、複数
の抗原に対して同時にモノクローナル抗体の生成およびハイスループットスクリーニング
を可能にする。抗体のハイスループットスクリーニングを実施するためのタンパク質チッ
プの使用は、従来のアッセイの使用より効率的かつ正確であり、そして必要とする候補抗
原はより少ない。
【００５３】
　好ましくは、本実施形態の工程ｅ）は、上記のように、モノクローナル抗体をイソタイ
プ分けすることを包含する。これは、モノクローナル抗体の同時の検出およびイソタイプ
分けを開示しない先行技術の方法に対してさらなる利点を提供する。
【００５４】
　本発明の第２の局面によれば、本発明の方法により産生されたモノクローナル抗体が提
供される。本発明はまた、例えば、全生物のプロテオームを含む仕様の抗体のバンクを生
成するために用いられ得る。
【００５５】
　本発明の第３の局面によれば、好ましくはハイブリドーマ細胞株である不死化細胞株が
提供され、これは、本発明の第２の局面によるモノクローナル抗体を産生する。本発明の
この局面はまた、好ましくはハイブリドーマ細胞株のバンクである不死化細胞株のバンク
を含む。本発明はまた、例えば、全生物のプロテオームを包含する抗体を産生するハイブ
リドーマ細胞株のバンクを生成するために用いられ得る。
【００５６】
　本発明の第４の局面によれば、複数のモノクローナル抗体を産生するための方法が提供
され、その各々は、異なる精製候補抗原に結合し、複数の精製候補抗原を動物中に導入す
る工程を包含する。
【００５７】
　好ましくは、各候補抗原は、異なる供給源に由来し得る。これは、各抗原が異なるタン
パク質、異なる核酸などに由来することを意味する。同じタンパク質の異なるフラグメン
トを動物に注入することを含む抗体産生の方法は、本発明のこの局面の範囲から排除され
ることが意図される。例えば、精製候補抗原は、それらが必ずしもすべてが同じタンパク
質のフラグメントではないことを前提に、すべてタンパク質性の物質であり得る。
【００５８】
　この方法は、先行技術に開示される方法に対し、それが、１つ以上のモノクローナル抗
体の同時産生を可能にし、その各々は、異なる精製候補抗原に結合するという利点を有す
る。
【００５９】
　動物は、本明細書に記載の任意の技法を用いて精製抗原で注射され得る。例えば、本発
明のこの局面の方法は、免疫化動物から、脾臓組織、リンパ節または骨髄を取り出すこと
、およびそれらを単一細胞懸濁物にすることによるような、Ｂ細胞、Ｔ細胞および幹細胞
のような抗体産生細胞を回収する工程をさらに包含し得る。この方法は、この単一細胞懸
濁物の細胞から、好ましくはハイブリドーマ細胞株である、不死化細胞株を精製する工程
をさらに包含し得る。好ましくは、本発明のこの局面の方法は、これら工程を包含し、そ
してさらに、候補抗原が提示されるタンパク質チップ（単数または複数）に対し、好まし
くはハイブリドーマ細胞株である不死化細胞株の上清液をスクリーニングする工程；およ
び、好ましくは、モノクローナル抗体を産生するこれらおよび／または不死化細胞株を単
離する工程をさらに包含する。不死化細胞株を精製し、そして次いで上清液のスクリーニ
ングのための適切な手順は、本発明の第１の局面の方法と組み合せて上記に記載のものと
同じである。特に、モノクローナル抗体を検出する工程は、上記のように、同時のモノク
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ローナル抗体の検出とこのイソタイプの決定とを含み得る。さらに、この方法は、上記の
ような、モノクローナル抗体のさらなる特徴付けを含み得る。
【００６０】
　本発明はまた、本発明のこの局面の方法によって産生されるモノクローナル抗体を提供
する。ここで、再び、本発明のこの局面は、例えば、全生物体のプロテオソーム中のタン
パク質の特異性をもち抗体を包含する抗体のバンクを生成するために用いられ得る。この
ような抗体のバンクは、本発明のさらなる局面を表す。
【００６１】
　本発明はまた、好ましくはハイブリドーマ細胞株である不死化細胞株を提供し、これは
、上記のようにモノクローナル抗体を産生する。本発明はまた、例えば、全生物体のプロ
テオームを包含する抗体を産生する、好ましくはハイブリドーマ細胞株のバンクである不
死化細胞株のバンクを生成するために用いられ得る。
【００６２】
　本発明の第５の局面によれば、本発明の第２の局面によるモノクローナル抗体に結合す
る抗イディオタイプ抗体が生成され得る。抗イディオタイプ抗体は、それらは、それに対
して当初の抗体が惹起される分子の形状を模倣する可変領域を有するので、有用である。
抗イディオタイプ抗体は、それ故、当初の抗体が惹起された分子の置換物として治療にお
いて有用であり得る。抗イディオタイプ抗体は、生成候補抗原として本発明の第２の局面
によるモノクローナル抗体を用い、本発明の第１の局面または本発明の第５の局面の方法
を採用することにより産生され得る。
【００６３】
　従って、本発明のこの局面は、本発明の第２の局面によるモノクローナル抗体に結合す
る抗イディオタイプ抗体を産生する方法を提供し、この方法は、本発明の第１の局面また
は本発明の第４の局面の方法において、精製候補抗原として本発明の第２の局面によるモ
ノクローナル抗体を用いる工程を包含する。本発明はまた、このような方法により生成さ
れる抗イディオタイプ抗体を包含する。
【００６４】
　本発明の第６の局面によれば、本発明の第５の局面に従って産生された抗イディオタイ
プ抗体に結合する抗－抗イディオタイプ抗体が生成され得る。このような抗－抗イディオ
タイプ抗体は、精製候補抗原として上記に記載のような抗イディオタイプ抗体を用い、本
発明の第１の局面または本発明の第４の局面の方法を採用することにより産生され得る。
本発明のこの局面は、それ故、本発明の第５の局面によって生成された抗イディオタイプ
抗体に結合する抗－抗イディオタイプ抗体を産生する方法を提供し、この方法は、本発明
の第５の局面または本発明の第４の局面の方法において、精製候補抗原として上記に記載
のような抗イディオタイプ抗体を用いる工程を包含する。
【００６５】
　本発明の種々の局面および実施形態は、いまや、実施例によってより詳細に説明される
。詳細の改変が本発明の範囲から逸脱することなくなされ得ることが認識される。
（項目１）
モノクローナル抗体を生成する方法であって：
　ａ）少なくとも１つの候補抗原を動物に導入する工程；
　ｂ）該動物から抗体産生細胞を回収し、これらの細胞を単一細胞懸濁液にする工程；
　ｃ）該単一細胞懸濁液から不死化細胞株を生成する工程；
　ｄ）該候補抗原が提示されるタンパク質チップに対して該不死化細胞株の上清をスクリ
ーニングする工程；および
　ｅ）該候補抗原に結合する抗体を、モノクローナル抗体として選択する工程、
を包含する、方法。
（項目２）
前記動物が、マウス、ラット、モルモット、またはウサギである、項目１に記載の方法。
（項目３）
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前記候補抗原が精製候補抗原である、項目１または２に記載の方法。
（項目４）
１～５０の異なる精製候補抗原が前記動物に導入される、項目３に記載の方法。
（項目５）
０．００１～１０００μｇの各抗原が前記動物に導入される、項目４に記載の方法。
（項目６）
前記抗体産生細胞の除去前に前記動物に導入された抗原のいくつかまたは全てのブースタ
ー用量を該動物に供給するさらなる工程を包含する、項目１～５のいずいれか１項に記載
の方法。
（項目７）
前記抗体産生細胞が、Ｂ細胞、Ｔ細胞、または幹細胞である、項目１～６のいずれか１項
に記載の方法。
（項目８）
前記抗体産生細胞が、前記動物の脾臓組織、リンパ節、または骨髄を取り出すことにより
回収される、項目１～７のいずれか１項に記載の方法。
（項目９）
前記不死化細胞株が、前記単一細胞懸濁物中の細胞の、骨髄腫細胞への体細胞融合により
生成されるハイブリドーマ細胞株である、項目１～８のいずれか１項に記載の方法。
（項目１０）
前記タンパク質チップが、平面ガラススライド、３Ｄゲルパッドチップ、マイクロウェル
チップ、または細胞チップである、項目１～９のいずれか１項に記載の方法。
（項目１１）
前記抗原に結合したモノクローナル抗体を検出する工程が、該モノクローナル抗体をアイ
ソタイピングする工程をさらに包含する、項目１～１０のいずれか１項に記載の方法。
（項目１２）
前記モノクローナル抗体を検出およびアイソタイピングする工程が、
　前記タンパク質チップにアイソタイプ特異的抗免疫グロブリン抗体を添加する工程であ
って、異なるアイソタイプ特異性を有する各免疫グロブリン抗体は、異なる標識を有する
、工程、および
　該標識の存在を検出する工程、
を包含する、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
抗原を含むタンパク質チップを用いて、各単離されたモノクローナル抗体が該抗原に結合
する特異性を評価する工程をさらに包含する、項目１～１２のいずれか１項に記載の方法
。
（項目１４）
各々が異なる候補抗原に結合する複数のモノクローナル抗体を生成するためのハイスルー
プットの方法であって：
　ａ）複数の候補抗原を動物に導入する工程；
　ｂ）該動物から抗体産生細胞を回収し、これらの細胞を単一細胞懸濁液にする工程；
　ｃ）該単一細胞懸濁液から不死化細胞株を生成する工程；
　ｄ）該候補抗原が提示される１つ以上のタンパク質チップに対して該不死化細胞株の上
清をスクリーニングする工程；および
　ｅ）該候補抗原に結合する抗体を、モノクローナル抗体として選択する工程、
を包含する、方法。
（項目１５）
項目１～１３のいずれか１項に記載の工程のいずれかをさらに含む、項目１４に記載の方
法。
（項目１６）
目的のモノクローナル抗体を産生する不死化細胞株を生成する方法であって：
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　ａ）少なくとも１つの候補抗原を動物に導入する工程；
　ｂ）該動物から抗体産生細胞を回収し、これらの細胞を単一細胞懸濁液にする工程；
　ｃ）該単一細胞懸濁液から不死化細胞株を生成する工程；
　ｄ）該候補抗原が提示されるタンパク質チップに対して該不死化細胞株の上清をスクリ
ーニングする工程；および
　ｅ）該候補抗原に結合する抗体を含む上清を生成する細胞株を、不死化細胞株として選
択する工程、
を包含する、方法。
（項目１７）
項目１６に記載の方法により単離された、不死化細胞株。
（項目１８）
各々が異なる精製された候補抗原に結合する複数のモノクローナル抗体を生成する方法で
あって、複数の精製候補抗原を動物に導入する工程を包含し、各精製候補抗原が異なる供
給源に由来する、方法。
（項目１９）
項目１～１３のいずれか１項に記載の工程のいずれかをさらに包含する、項目１８に記載
の方法。
（項目２０）
項目１～１６または１８～１９のいずれか１項に記載の方法により単離された、モノクロ
ーナル抗体。
（項目２１）
抗イディオタイプ抗体である、項目２０に記載の抗体。
（項目２２）
抗抗イディオタイプ抗体である、項目２１に記載の抗体。
（項目２３）
項目２０、２１、または２２に記載のモノクローナル抗体を産生する、不死化細胞株。
（項目２４）
ハイブリドーマ細胞株である、項目２３に記載の不死化細胞。
（項目２５）
項目２０、２１、または２２に記載の抗体のバンク。
（項目２６）
項目１５、２１、または２２に記載の不死化細胞株のバンク。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】走査されたチップの全体イメージであって、ここで緑および赤のスポットは、ポ
ジティブなＩｇＧおよびＩｇＭ産生上清液をそれぞれ表す。クローズアップは、良好なス
ポットが見出されるべきチップの特定領域の詳細を示す。
【図２】チップ分析とＥＬＩＳＡスクリーニングとの間の比較。最初のイメージはネガテ
ィブなサンプル（Ｉａ＜０．５）であり、その一方その他はポジティブである。平均Ｉｃ
：３チップ上のスポットの平均の総強度。Ｉａ：３つのチップに亘る強度の合計に対する
スポットの平均寄与（％）。
【図３Ａ】Ｂ５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ分析（白四角
）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）（図３Ａ）。
バックグラウンド値は図３Ｂに示されている。チップ分析および／またはＥＬＩＳＡによ
り同定された多くのポジティブな上清液が示される。
【図３Ｂ】Ｂ５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ分析（白四角
）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）（図３Ａ）。
バックグラウンド値は図３Ｂに示されている。チップ分析および／またはＥＬＩＳＡによ
り同定された多くのポジティブな上清液が示される。
【図４Ａ】Ｂ５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ分析（白四角
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）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）（図４Ａ）。
バックグラウンド値は図４Ｂに示されている。チップ分析およびＥＬＩＳＡにより同定さ
れた単一のポジティブな上清液が示される。
【図４Ｂ】Ｂ５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ分析（白四角
）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）（図４Ａ）。
バックグラウンド値は図４Ｂに示されている。チップ分析およびＥＬＩＳＡにより同定さ
れた単一のポジティブな上清液が示される。
【図５Ａ】Ｋｅｔ９４／９５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ
分析（白四角）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）
（図５Ａ）。バックグラウンド値は図５Ｂに示されている。チップ分析および／またはＥ
ＬＩＳＡにより同定された多くのポジティブな上清液が示される。
【図５Ｂ】Ｋｅｔ９４／９５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ
分析（白四角）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）
（図５Ａ）。バックグラウンド値は図５Ｂに示されている。チップ分析および／またはＥ
ＬＩＳＡにより同定された多くのポジティブな上清液が示される。
【図６Ａ】Ｋｅｔ９４／９５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ
分析（白四角）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）
（図６Ａ）。バックグラウンド値は図６Ｂに示されている。ＥＬＩＳＡまたはチップ分析
のいずれかにより同定されたポジティブな上清液はなかった。
【図６Ｂ】Ｋｅｔ９４／９５抗原への結合について、ＥＬＩＳＡ（黒四角）またはチップ
分析（白四角）についてスクリーニングされた培養上清液の総強度への寄与の比較（％）
（図６Ａ）。バックグラウンド値は図６Ｂに示されている。ＥＬＩＳＡまたはチップ分析
のいずれかにより同定されたポジティブな上清液はなかった。
【実施例】
【００６７】
　（実施例１：１０のタンパク質抗原での免疫化）
　（免疫化）
　８週齢の雌のＢａｌｂ／ｃマウスに、１００μｌのリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）
中の１０のタンパク質抗原の各々の１０μｇを、脾臓内に注入した。３日目に（３日）、
マウスは、１００μｌのＰＢＳ中の同じ１０のタンパク質抗原を脾臓内に注入された。５
日目に、同じマウスに、０．１μｇの同じ１０のタンパク質抗原の各々を静脈内注射した
。８日目に、マウスを頸部脱臼により殺傷し、そして脾臓を取り出し、そしてダルベッコ
の改変イーグル培地（ＤＭＥＭ：Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．）中に
集めた。
【００６８】
　（融合）
　すべての工程は、層流フード内の滅菌または無菌条件下で実施する。脾臓を、２つのフ
ロスティング端部ガラス顕微鏡スライド間の機械的破壊により単一細胞懸濁物にした。こ
の懸濁物を、５０ｍｌのバーコードを付けた円錐底チューブ（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ）中に
、７０μｍのナイロン細胞ストレイナー（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ）を通じて濾過し、そして
ロボットシステムに移した。
【００６９】
　別個に、ＳＰ２骨髄融合パートナー（ＡＴＣＣ）を、融合前５日間の間、ＨＭ２０（Ｄ
ＭＥＭ、２０％規定ウシ胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ　Ｄｅｆｉｎｅｄ）、１０ｍＭ　Ｌ－
グルタミン、５０μＭゲンタマイシン）中で培養し、そして融合の日に、ＨＭ２０／ＨＣ
Ｆ／２×ＯＰＩ（１０％ハイブリドーマクローニング因子（Ｏｒｉｇｅｎ）および２％Ｏ
ＰＩクローニング上清液（Ｓｉｇｍａ）を含むＨＭ２０）に、３７℃で少なくとも１時間
の間、５％ＣＯ２インキュベーター中に移した。
【００７０】
　バーコードは、バーコードリーダーによって読み取られ、そして５０ｍｌのＦａｌｃｏ
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ｎチューブは、ｇｅｎｅｓｉｓ　Ｆｒｅｅｄｏｍ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｔｅｃａｎ）上のＲｏ
Ｍａアームによって、ローター上に載せられた。このローターは、作業デッキを通って遠
心機中に載せられた。
【００７１】
　チューブを、１００ｇ、１０分間、室温（ＲＴ）で遠心分離し、そして遠心分離機から
ローターを取り出した。チューブをローターから取り出し、そしてバーコードを再び読み
取り、バランスチューブから区別した。細胞を、５ｍｌの赤血球細胞溶解緩衝液（Ｓｉｇ
ｍａ）中に、ＲＴで９分間再懸濁した。ＨＭ２０を５０ｍｌまで添加し、そしてチューブ
をもう一度ブレーキなしでＲＴで１０分間遠心分離した。上清溶液を吸引して棄て、そし
て細胞を３７℃に予熱したＤＭＥＭ中に再懸濁した。細胞を、遠心分離および再懸濁の工
程により２回以上洗浄した。５０μｌの細胞懸濁物をロボットにより１．５ｍｌの微量遠
心分離機チューブにピペットでとった。細胞を、血球計の計数チャンバーを用いて計数し
た。
【００７２】
　同時に、ＳＰ２細胞を同様の様式で３回洗浄し、そして同様のアリコート（５０μｌ）
が、血球計計数のために１．５ｍｌチューブに「引き渡された（ｈａｎｄｅｄ　ｏｆｆ）
」。ＳＰ２骨髄腫および脾臓細胞を、１：５（ＳＰ２：脾臓）の比で混合し、そして再び
、１００ｇで１０分間ブレーキなしで再び遠心分離した。
　上清溶液を、全て、廃液に吸引し、そして予め３７℃に加熱した５０％　ＨＥＰＥＳ中
のポリエチレングリコール１５００（ＰＥＧ：Ｒｏｃｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を、Ｔｅ－シェイクシェイカー（Ｔｅｃａｎ　ＡＧ）で４５０ｒｐ
ｍで回転させながら、１分間かけてスムーズにかつ徐々にロボットによりピペッティング
して、均一な混合を確実にした。この細胞／ＰＥＧ混合物を、穏やかに攪拌しながら、３
７℃で１分間インキュベートした。１ｍｌのＤＭＥＭを、同様に攪拌しながら、同様にし
て３７℃で１分間かけて添加した。この混合物を、穏やかに攪拌しながら、３７℃で１分
間インキュベートした。さらに１ｍｌのＤＭＥＭを、穏やかに攪拌しながら、３７℃で１
分間かけてロボットで添加し、そしてさらに１分間、同様にインキュベートした。７ｍｌ
のＨＭ２０を、穏やかに攪拌しながら、３７℃で３分間かけてロボットで添加した。次い
で、この管を、ブレークを用いて、９０ｇで５分間回転させた。上清を廃液に吸引し、ペ
レットを、２０ｍｌのＨＭ２０／ＨＣＦ／ＯＰＩ／ＡＨ（ＨＭ２０／ＨＣＦ／ＯＰＩ＋１
０％　アザセリンヒポキサンチン（Ｓｉｇｍａ）に再懸濁した。
【００７３】
　このコニカル管を再びロボットワークデッキ（ｗｏｒｋｄｅｃｋ）上に配置し、融合後
の細胞スラリーを、このロボットの液体操作アームの８個のワイドボアピペットチップの
各々によって吸引した。２００μｌの細胞スラリーを、次いで、９６ウェルディープウェ
ルプレート（Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ｍａｓｔｅｒｂｌｏｃｋ）の各ウェルにピペッティングし
た。
【００７４】
　このディープウェルプレートを、次いで、Ｇｅｎｅｓｉｓワークデッキに組み込まれた
ＴｅＭｏ９６ウェルピペッティングロボットに、ロボットで移し、そして供給源プレート
として使用して、２０個の滅菌９６ウェル組織培養プレートにプレートアウトした。
【００７５】
　この融合後混合物を、次いで、ロボットに取り付けられかつ組み込まれたカルーセルか
らの２０個の９６ウェル滅菌プレート（Ｎｕｎｃ）にロボットで、１００μｌ／ウェルで
プレートアウトし、そして組み込まれたエアロックを通して１０％ＣＯ２を含む一体型の
３７℃のインキュベーターにロボットで移した。プレートを、このインキュベータと共に
含まれるカルーセルに貯蔵した。
【００７６】
　（細胞培養物）
　３日目に、融合細胞をインキュベータからワークデッキにロボットで移し、さらなる１
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００μｌのＨＭ２０／ＨＣＦ／ＯＰＩ／ＡＨをロボットで添加した。次いで、これらのプ
レートを、インキュベーターにロボットで戻した。
【００７７】
　７日目に、同様に、これらのプレートを再びインキュベーターからワークデッキに移し
、そして２００μｌ／ウェルの培養物上清を廃液に吸引し、そして１５０μｌの新たなＨ
Ｍ２０／ＨＣＦと交換した。
【００７８】
　１１日目に、これらのプレートを、ワークデッキに再び移し、そして３０μｌの上清を
各ウェル（Ｔｅｍｏ　ｈｅａｄ：Ｔｅｃａｎ　Ｉｎｃ．）から回収し、そしてカルーセル
プレートスタッカー（Ｔｅｃｈａｎ　Ｉｎｃ）によってワークデッキに供給された３８４
ウェルプレートに移した。
【００７９】
　（マイクロアレイスクリーニング）
　アミノシラン被覆ガラススライドを、１～５μｇの抗原を含む４０μｌのｄｄＨ２Ｏを
滴下することによって、精製抗原で均一に被覆し、そして室温の湿潤チャンバ中で６０分
間、２０＊６０ｍｍのカバーガラスで覆った。
【００８０】
　被覆スライドをＰＢＳで軽くリンスし、そしてＰＢＳ中５％のミルク、０．１％のＴｗ
ｅｅｎ中で６０分間ブロックし、次いで、ＰＢＳで１０分間洗浄した。次いで、このチッ
プを、２０００ｒｐｍで１０秒間遠心分離によって乾燥した。
【００８１】
　培養物上清を、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸロボットを使用して、３８４ウェ
ルプレートに固定した。
【００８２】
　培養物上清を、ＧｅｎｅＭａｃｈｉｎｅｓ　ＯｍｎｉＧｒｉｄマイクロアレイプリンタ
ーを使用して、９６００スポット／チップの密度、および約１２０μｍのスポットサイズ
で、３つの同一の抗原被覆スライドに別々にプリントした。
【００８３】
　これらのマイクロアレイチップを、室温で６０分間、湿潤チャンバ内でインキュベート
し、次いで、５×５分間、ＰＢＳ－０．１％Ｔｗｅｅｎ（ＰＢＳＴ）で洗浄した。
【００８４】
　４０μｌのＣｙ３結合体化ヤギ抗マウスＩｇＧ特異的抗体およびＣｙ５結合体化ヤギ抗
マウスＩｇＭ特異的抗体を、ＰＢＳＴで１：１０００に希釈し、混合し、そしてこれらの
チップに均一に塗布し、そして２２×６０ｍｍのカバーガラスで覆い、そして湿潤チャン
バ中で、室温で３０分間インキュベートした。次いで、これらのチップを、２×１０分間
、ＰＢＳＴで、２×１０分間ＰＢＳで、そして１×１０分間ｄｄＨ２Ｏで洗浄した。これ
らのチップを、２０００ｒｐｍで１０秒間遠心分離することによって乾燥した。
【００８５】
　（ヒットピッキング）
　チップを、１０μｍ・ピクセル－１の解像度で、ＧｅｎｅＰｉｘ　４０００Ｂスキャナ
（Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）でスキャンした。ＰＭＴ電圧は、Ｃｙ３チャネル
およびＣｙ５チャネルについて、それぞれ、５４０Ｖおよび６１０Ｖであった。両方のレ
ーザーを、１００％強度に設定した。スキャンされたチップの各々を、一致したグリッド
に割当て、そして全てのスポットをＧｅｎｅＰｉｘ　Ｐｒｏ　３．０（Ａｘｏｎ　Ｉｎｓ
ｔｒｕｍｅｎｔｓ）によって分析した。
【００８６】
　全てのチップを、ＧｅｎｅＰｉｘ　Ｐｒｏ　３．０ソフトウエアによって分析し、そし
て本発明者らは、Ｃｙ３チャネルおよびＣｙ５チャネルについて、各スポットの補正強度
（Ｉｃ）（強度の中央値－バックグラウンド）に関する情報を各チップについて収集した
。このデータから、本発明者らは、各チップについて、各チャネルの全補正強度に対する
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各スポットの寄与を得た。
【００８７】
【数１】

各チャネルの３つの値を各スポットについて平均し、そしてこの平均補正強度（Ｉａ）を
データセットの最終分析に使用した。本発明者らは、０．５％より上の値を有するサンプ
ルを、「ポジティブである可能性が高い」サンプルであるとみなし、そして１．５％より
高い値を示す全てのサンプルを「確実にポジティブ」であるとみなす。
【００８８】
　（ポストスクリーニング処理）
　ポジティブウェル由来の細胞を、ウェルに再懸濁し、そして２０μｌを９６ディープウ
ェルプレート（これはあらかじめ１．５ｍｌのＨＭ２０／ＨＣＦで満たされている）に移
し、そして３７℃、５％ＣＯ２で４８時間、インキュベータに戻した。
【００８９】
　１．４ｍｌの培養物のそれぞれの上清を別のディープウェルプレートに移し、そして残
りの１００μｌを使用して、細胞を再懸濁し、これを凍結バイアル（９０％ウシ胎児血清
／１０％ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ）を含む）に移し、これから液体窒素貯蔵所に－８０℃で
２時間かけて移した。次いで、培養物上清を、生成したモノクローナル抗体の評価および
さらなる特徴付けのために使用した。
【００９０】
　（結果）
　マイクロアレイスクリーニングの結果を、図１に示す。この図は、多数のポジティブモ
ノクローナル抗体が、スライド上の候補抗原に結合して検出されたことを示す。緑色のス
ポットは、候補抗原に結合したＩｇＧモノクローナル抗体であり、一方、赤色のスポット
は、候補抗原に結合したＩｇＭモノクローナル抗体である。従って、図１は、本発明の方
法を使用して、候補抗原に結合するモノクローナル抗体と、これらのモノクローナル抗体
のアイソタイプとを同時に同定することができることを示す。
【００９１】
　タンパク質チップの代わりにＥＬＩＳＡを使用して比較実験を行った場合、図２に示さ
れるように、マイクロアレイスクリーニングにおいて候補抗原に結合すると同定された多
数のモノクローナル抗体は、ＥＬＩＳＡを使用して候補抗原に結合すると同定されなかっ
た（マイクロアレイの結果とＥＬＩＳＡの結果との比較を参照のこと）。マイクロアレイ
スクリーニングを使用してネガティブであることが見出された上清（Ｉａ：０．２３４）
はまた、ＥＬＩＳＡを使用してもネガティブリブであることが見出された。しかし、マイ
クロアレイスクリーニングを使用してポジティブであることが見出された４つの上清（Ｉ
ａ：５．１８、１．９６、３．６４および２．０２）のうち、わずか２つしか、ＥＬＩＳ
Ａを使用してポジティブであることが見出されなかった（図２を参照のこと）。ＥＬＩＳ
Ａ実験においてネガティブリブであった上清が、より正確かつ高感度のマイクロアレイア
プローチによって検出された場合、どのように実際のポジティブサンプルになり得るかに
注意することが重要である。
【００９２】
　（実施例２：９種の抗原を用いる免疫）
　（免疫）
　マウスに、２５μｇの９種の抗原（抗原Ｂ５とＫｅｔ９４／９５との融合物２５μｇを
含む）を注射した。各抗原は、１０μｇのＣｐＧ　ＤＮＡと混合され、そしてアルミニウ
ムアジュバント（Ｐｉｅｒｃｅ製のＩｍｊｅｃｔ　Ａｌｕｍ）に吸着されている。各抗原
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の半分を、腹腔内投与し、半分を皮下投与した。
【００９３】
　このマウスを、２１日後に、１０μｇのＣｐＧ　ＤＮＡと混合しアルミニウムアジュバ
ントに吸着させた各抗原１０μｇでブーストし、ここで、この抗原の半分を腹腔内投与し
、半分を皮下投与した。
【００９４】
　ブーストの５日後、脾臓を取り出した。
【００９５】
　（融合および細胞培養）
　融合および細胞培養を、実施例１に記載されるようにして実施した。
【００９６】
　（Ｂ５およびＫｅｔ９４／９５に対する抗体のマイクロアレイスクリーニング）
　アミノシラン被覆ガラスを、５μｇの精製Ｂ５を含む４０μｌのｄｄＨ２Ｏを滴下する
ことによって、精製Ｂ５で均一に被覆し、そして室温の湿潤チャンバ中で６０分間、２０
＊６０ｍｍのカバーガラスで覆った。同じ手順を使用して、精製Ｋｅｔ９４／９５で均一
に被覆されたアミノシランガラススライドを作製した。
【００９７】
　これらの被覆スライドを、ＰＢＳ中３％のＢＳＡをＰＢＳ中５％のミルクの代わりに使
用してスライドをブロックしたこと以外は実施例１に記載されるようにして、リンスし、
ブロックし、洗浄し、そして乾燥した。
【００９８】
　培養物上清を、実施例１に記載されるように、３８４ウェルプレートに固定し、そして
Ｂ５で被覆したスライドおよびＫｅｔ９４／９５で被覆したスライドに、三連で、約１６
０００スポット／チップの密度、約１５０μｍのスポットサイズで、Ｍｉｄｒｏｇｒｉｄ
　ＩＩ　６１０マイクロアレイプリンター（ＡｐｏｇｅｎｔＤｉｓｃｏｖｅｒｉｅｓ）を
使用してプリントした。
【００９９】
　これらのマイクロアレイチップをインキュベートし、そしてＣｙ３結合体化ヤギ抗マウ
スＩｇＧ特異的抗体およびＣｙ５結合体化ヤギ抗マウスＩｇＭ特異的抗体を、実施例１に
記載されるようにして、これらにチップに塗布した。
【０１００】
　（ヒットピッキング）
　これらのチップを、実施例１と同じ手順を使用してスキャンした。平均補正強度（Ｉａ
）を、２つの培養物上清のセットの各々について計算した。
【０１０１】
　（マイクロアレイスクリーニングとＥＬＩＳＡの比較）
　比較実験を実施した。ここで、各培養物上清をＥＬＩＳＡによって試験した。各培養物
上清を、Ｂ５抗原またはＫｅｔ９４－９５抗原２００ｎｇを含むウェルに添加し、そして
この培養物上清中の抗原に結合するモノクローナル抗体の存在を、従来のＥＬＩＳＡを使
用して検出した。
【０１０２】
　ＥＬＩＳＡを使用して５３７６個の培養物上清をスクリーニングし、５３７６個の結果
（各上清について１つ）を作成するには、１週間必要であった。対照的に、マイクロアレ
イチップを使用して三連で同じ３５７６個の培養物上清をスクリーニングし、１６１２８
個の結果を作成するのに４８時間かかった。このことは、ＥＬＩＳＡと比較して、マイク
ロアレイスクリーニングが効率的であることを示す。
【０１０３】
　さらに、わずか５μｇのＢ５抗原および５μｇのＫｅｔ９４／９５しか、マイクロアレ
イスクリーニングを行うのに必要ではなかった（１チップあたり５μｇの抗原）。対照的
に、９６μｇの抗原が、各ＥＬＩＳＡプレートに必要であり、そして５個のＥＬＩＳＡプ
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レートが、各抗原をスクリーニングする必要があった。従って、ＥＬＩＳＡによるスクリ
ーニングは、マイクロアレイスクリーニングより有意に費用がかかりかつ時間がかかった
。
【０１０４】
　各ＥＬＩＳＡプレートについて得られたデータを正規化して、各培養物上清の全強度に
対する寄与％を得た。マイクロアレイスクリーニングによって得られた同じ培養物上清の
平均複製強度もまた正規化して、ＥＬＩＳＡデータとの比較を可能にした。
【０１０５】
　培養物上清を、Ｂ５に結合するモノクローナル抗体について、ＥＬＩＳＡを使用してス
クリーニングする場合、５３個のポジティブな上清が５個のＥＬＩＳＡプレートにおいて
同定された。マイクロアレイスクリーニングを使用する同じ培養物上清のスクリーニング
は、４８個のポジティブ上清（ＥＬＩＳＡによって同定された上清の９０．５７％）を同
定した。マイクロアレイスクリーニングはまた、ＥＬＩＳＡによって同定されなかった４
つの新規のポジティブ上清を同定した。
【０１０６】
　培養物上清を、Ｋｅｔ９４／９５に結合するモノクローナル抗体について、ＥＬＩＳＡ
を使用してスクリーニングする場合、１５個のポジティブ上清が、単一のＥＬＩＳＡプレ
ートにおいて同定された。マイクロアレイスクリーニングを使用する同じ培養物上清のス
クリーニングは、１３個のポジティブ上清（ＥＬＩＳＡによって同定された上清の８８．
６６％）を同定した。マイクロアレイスクリーニングはまた、ＥＬＩＳＡによって同定さ
れなかった８個の新規なポジティブ上清を同定した。
【０１０７】
　これらの結果から、マイクロアレイスクリーニングが、特異的抗原に結合するモノクロ
ーナル抗体の同定において、少なくともＥＬＩＳＡと同程度に有効であることが明らかで
ある。実際、ＥＬＩＳＡによって同定されないポジティブ上清の同定は、マイクロアレイ
スクリーニングがＥＬＩＳＡより高感度であることを示唆する。マイクロアレイスクリー
ニングはさらに、同定されたモノクローナル抗体のＩＧアイソタイプまたはＩｇＭアイソ
タイプの同時決定を可能にするという利点を有する。
【０１０８】
　図３Ａは、Ｂ５に結合するポジティブサンプルを含むＥＬＩＳＡプレート中の各培養物
上清の全強度に対する寄与％の正規化した値（黒四角）を、Ｂ５被覆スライドのマイクロ
アレイスクリーニングによって得られた同じ培養物上清の寄与％の正規化した値（白四角
）と比較して示す。図３Ｂは、これらの実験におけるバックグラウンドノイズのレベルを
示す。ポジティブ上清が、ＥＬＩＳＡと比較して、マイクロアレイスクリーニングを使用
して、全強度に対するよろい大きな寄与％を示したことが分かり得る。結果として、ＥＬ
ＩＳＡと比較してマイクロアレイスクリーニングにおいて、バックグラウンドノイズとポ
ジティブ上清との間により大きな差異が存在し、これによりポジティブ上清がより容易に
かつより正確に同定され得る。
【０１０９】
　図４Ａは、Ｂ５に結合する単一のポジティブサンプルを含むＥＬＩＳＡプレートにおけ
る各培養物上清の全強度に対する寄与％の正規化した値（黒四角）と、Ｂ５被覆スライド
のマイクロアレイスクリーニングによって得られた同じ培養物上清の寄与％の正規化した
値（白四角）を比較する。バックグラウンドノイズレベルは、図４Ｂに示され、そしてポ
ジティブサンプルが、ＥＬＩＳＡと比較して、マイクロアレイスクリーニングを使用して
、バックグラウンドノイズより上でより容易に検出可能であることが分かり得る。
【０１１０】
　図５Ａは、Ｋｅｔ９４／９５に結合するポジティブ上清を含むことが見出されたＥＬＩ
ＳＡプレート中の各培養物上清の全強度に対する寄与％の正規化した値（黒四角）を、Ｋ
ｅｔ９４／９５被覆スライドのマイクロアレイスクリーニングによって得られた同じ培養
物上清の寄与％の正規化した値（白四角）と比較する。これらのポジティブ上清は、図５
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バックグラウンドノイズより上で容易に検出可能であった。
【０１１１】
　図６Ａは、ポジティブ上清が存在しないＥＬＩＳＡプレートから得られたデータ（黒四
角）を、同じ培養物上清のマイクロアレイスクリーニングを使用して得られたデータ（白
四角）と比較する。図６Ｂに示されるように、両方の事例の読み取りは、バックグラウン
ドノイズに起因した。
【０１１２】
　これらの結果は、本発明の方法が、１つより多くの抗原に対するモノクローナル抗体を
同時に同定するために使用され得ることを実証する。本発明の方法におけるマイクロアレ
イスクリーニングの使用は、ＥＬＩＳＡのような従来の抗体スクリーニング方法の使用よ
りも、迅速で、安価でかつより正確である。
【０１１３】
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