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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
  100μg/ml以下の濃度において、摘出したマウス長管骨にビタミンD3、プロスタグラン
ジンE2、副甲状腺ホルモンまたはインターロイキン1αのいずれかの骨吸収因子によって
誘導される骨吸収を抑制する活性を示す、配列表の配列番号１７記載のアミノ酸配列から
なる蛋白質を認識し、且つ、配列表の配列番号１１記載のアミノ酸配列からなる蛋白質を
認識するモノクローナル抗体。
【請求項２】
  10μg/ml以下の濃度において、摘出したマウス長管骨にビタミンD3によって誘導される
骨吸収を抑制する活性を示す、請求項１記載のモノクローナル抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、破骨細胞形成抑制因子(osteoclastogenesis inhibitory factor;以下、OCIF
ということがある)に結合する新規な蛋白質(OCIF結合分子;以下OBMということがある)、
及びその製造方法に関する。
　また本発明は、該蛋白質をコードするDNA、このDNAによりコードされるアミノ酸配列を
有する蛋白質、該蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する医薬組
成物に関する。
　さらに本発明は、該蛋白質びそのDNAを用いた、該蛋白質の発現を調節する物質、該蛋
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白質の生物活性を阻害又は修飾する物質、あるいは該蛋白質と結合しその作用を伝達する
レセプターのスクリーニング方法、これにより得られた物質、及び得られた物質を含有す
る医薬組成物に関する。
またさらに本発明は、該蛋白質に対する抗体、その製造方法、それを用いた該蛋白質の測
定方法、及び抗体を含有する医薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　骨代謝は、骨形成を担当する骨芽細胞と骨吸収を担当する破骨細胞の、総合された活性
に依存している。骨代謝異常は、骨形成と骨吸収の均衡が崩れることにより発生すると考
えられている。骨代謝の異常を伴う疾患としては、骨粗鬆症、高カルシウム血症、骨ペー
ジェット病、腎性骨異栄養症、慢性関節リューマチ、及び変形性関節炎などが知られてい
る。これらの骨代謝異常疾患の代表として骨粗鬆症が挙げられる。この疾患は、破骨細胞
による骨吸収が骨芽細胞による骨形成を上まわることにより発生する疾患であり、骨の石
灰質と骨基質とが等しく減少することを特徴とする。この疾患の発生メカニズムについて
は未だ完全には解明されていないが、骨の疼痛が発生し、骨の脆弱化による骨折が起こる
疾患である。高齢人口の増加に伴い、骨折による寝たきり老人の原因となり、この疾患は
社会問題にもなっており、その治療薬の開発が急務となっている。このような骨代謝異常
による骨量減少症は、骨形成の促進、骨吸収の抑制、あるいはこれらのバランスの改善に
より治療できることが期待される。即ち、骨形成は、骨形成を担当する骨芽細胞の増殖、
分化、機能を促進すること、破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟を抑制する
こと、あるいは破骨細胞の骨吸収活性などの機能を抑制することにより促進されると期待
される。このような活性を有するホルモン、低分子物質、あるいは生理活性蛋白質につい
て、現在精力的な探索及び開発研究が進められている。
【０００３】
　すでに、骨に関わる疾患の治療及び治療期間の短縮を図る医薬品として、カルシトニン
製剤、活性型ビタミンD3製剤、エストラジオールを含有するホルモン製剤、イプリフラボ
ン、ビタミンK2、ビスフォスフォネート系化合物などがあり、さらに、より副作用が少な
く、有効性に優れた治療薬の開発を目指して活性型ビタミンD3誘導体、エストラジオール
誘導体、第2世代または第3世代のビスフォスフォネート系化合物などの臨床試験が実施さ
れている。
【０００４】
　しかし、これらの薬剤を用いた治療法は、その効果並びに治療結果において必ずしも満
足出来るものではなく、より安全かつ有効性の高い新しい治療薬の開発が期待されている
。また、骨代謝疾患の治療に使用されている薬剤の中には、その副作用により治療可能な
疾患が限定されているものもある。更に現在、骨粗鬆症などの骨代謝疾患の治療には、複
数の薬剤を同時に使用する多剤併用療法が主流になってきている。このような観点から、
従来の医薬品とは異なった作用メカニズムを持ち、しかもより有効性が高くかつ副作用の
少ない医薬品の開発が期待されている。
【０００５】
　前述したように、骨代謝を担当する細胞は骨芽細胞と破骨細胞である。これらの細胞は
互いに密接に相互作用していることが知られており、この現象はカップリングと呼ばれて
いる。即ち、破骨細胞の分化、成熟には骨芽細胞様ストローマ細胞が分泌するサイトカイ
ン類、インターロイキン1(IL-1)、3(IL-3)、6(IL-6)、11(IL-11)、顆粒球マクロファージ
コロニー刺激因子(GM-CSF)、マクロファージコロニー刺激因子(M-CSF)、インターフェロ
ンガンマー(IFN‐γ)、腫瘍壊死因子α(TNF‐α)、トランスフォーミング増殖因子β(TGF
‐β)などが促進的又は抑制的に作用することが報告されている(非特許文献１; 非特許文
献２;非特許文献３；非特許文献４)。骨芽細胞様ストローマ細胞は、未熟な破骨細胞前駆
細胞や破骨細胞との細胞間接着により、それぞれ破骨細胞の分化、成熟や成熟破骨細胞に
よる骨吸収などの機能発現に重要な役割を演じていることが知られている。この細胞間接
着による破骨細胞形成に関与する因子として、骨芽細胞様ストローマ細胞の膜上に発現さ
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れる破骨細胞分化誘導因子(osteoclast differentiation factor, ODF)(非特許文献５;非
特許文献６)という分子が仮想されており、この仮説によれば破骨細胞の前駆細胞にODFの
レセプターが存在している。
　しかし、ODF及びこのレセプターとも未だ精製及び同定されておらず、それらの性質、
作用機作、及び構造に関する報告もない。このように、破骨細胞の分化、成熟のメカニズ
ムは未だ十分に解明されておらず、このメカニズムの解明は基礎医学領域に多大な貢献を
するだけでなく、新しい作用メカニズムに基づく新規な骨代謝異常症治療薬の開発にも貢
献することが期待される。
【０００６】
　本発明者らは、このような状況に鑑み鋭意探索を進めた結果、ヒト胎児肺線維芽細胞、
IMR-90(ATCC CCL186)の培養液中に破骨細胞形成抑制因子(osteoclastogenesis inhibitor
y factor, OCIF)を見出した(特許文献１)。
　さらに、本発明者らは、OCIFのDNAクローニング、動物細胞を用いた遺伝子組み換え型O
CIFの生産、遺伝子組み換え型OCIFによるin vivo薬効(骨代謝改善効果)の確認などに成功
した。OCIFは、従来の医薬品よりも有効性が高くかつ副作用が少ない、骨代謝異常に関連
する疾患の予防及び治療剤として期待されている。
【０００７】
【特許文献１】WO96/26217号
【非特許文献１】Raisz: Disorders of Bone and Mineral Metabolism, 287-311, 1992
【非特許文献２】Suda et al.:Princeples of Bone Biology, 87-102, 1996
【非特許文献３】Suda et al.: Endocrine Reviews, 4, 266-270, 1955
【非特許文献４】Lacey et al.:Endocrinology, 186, 2369-2376, 1995
【非特許文献５】Suda et al.:Endocrine Rev.13,66-80, 1992
【非特許文献６】Suda et al.:Bone 17, 87S-91S, 1995
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明者らは破骨細胞形成抑制因子OCIFを用い、その結合蛋白質の存在を鋭意探索した
結果、OCIF結合蛋白質が活性型ビタミンD3や副甲状腺ホルモン(parathyroid hormone, PT
H)などの骨吸収促進因子の存在下で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に特異的に発現
することを見出した。さらに、このOCIF結合蛋白質の性質及びその生理的機能を調べたと
ころ、該蛋白質は未熟な破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟に関与する、い
わゆる破骨細胞分化、成熟を支持又は促進する因子としての生物活性を有していることを
見出し、本発明を成すに至った。さらに、本発明蛋白質につき研究を重ねた結果、この新
規な膜蛋白質は骨芽細胞様ストローマ細胞と脾臓細胞との共培養系において、骨芽細胞様
ストローマ細胞による未熟な破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟を担う重要
な蛋白質であることを明らかにした。本発明における破骨細胞の分化、成熟を支持又は促
進する因子としての蛋白質の同定及びその単離精製の成功により、本発明蛋白質を利用し
た、生体の骨代謝機構に基づいた新規な骨代謝異常症治療薬のスクリーニングを可能にし
た。
【０００９】
　従って本発明は、破骨細胞形成抑制因子OCIFに結合する新規な蛋白質(OCIF結合分子;OB
M)、及びその製造方法を提供することを課題とする。また本発明は、該蛋白質をコードす
るDNA、このDNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、該蛋白質を遺伝子工学
的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する医薬組成物を提供することを課題とする。ま
た、該蛋白質を含有する骨代謝異常症予防及び/又は治療剤を提供することを課題とする
。さらに本発明は、該蛋白質を及びそのDNAを用いた、該蛋白質の発現を調節する物質、
該蛋白質の生物活性を阻害又は修飾する物質、あるいは該蛋白質と結合しその作用を伝達
するレセプターのスクリーニング方法、これにより得られた物質、及び得られた物質を含
有する医薬組成物を提供することを課題とする。またさらに本発明は、該蛋白質に対する
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抗体、その製造方法、それを用いた該蛋白質の測定方法、及び抗体を含有する医薬を提供
することを課題とする。
【００１０】
　本発明蛋白質は、以下の物理化学的性質及び生物活性を示す。
即ち、
　a.親和性:破骨細胞形成抑制因子(osteqclastogenesis inhibitory factor; OCIF)に特
異的に結合し、高い親和性(細胞膜上での解離定数、Kd値が10-9M以下)を有する。
　b.分子量:非還元条件下におけるSDS―ポリアクリルアミド電気泳動による分子量測定で
、約30,000-40,000の分子量を示し、又、モノマータイプのOCIFとクロスリンクさせた場
合の見かけ上の分子量は、約90,000-110,000を示す。
　c.生物活性:活性型ビタミンD3及び副甲状腺ホルモン(PTH)などの、骨吸収促進因子の存
在下でのマウス骨芽細胞様ストローマ細胞とマウス脾臓細胞共培養において、破骨細胞の
分化、成熟を支持又は促進する活性を有する。
　破骨細胞形成の代表的なインビトロ培養系として、活性型ビタミンD3あるいはPTH存在
下でのマウス由来骨芽細胞様ストローマ細胞株・ST2とマウス脾臓細胞との共培養系がよ
く知られている。本発明蛋白質の発現細胞は活性型ビタミンD3存在あるいは非存在下でそ
れぞれ培養したマウス骨芽細胞様ストローマ細胞あるいはマウス脾臓細胞へのOCIFの結合
性を試験することにより調べることができる。
【００１１】
　本発明蛋白質は、活性型ビタミンD3やPTHのような骨吸収促進因子の存在下で培養した
骨芽細胞様ストローマ細胞上に特異的に誘導される蛋白質として特定される。又、活性型
ビタミンD3存在下の上記共培養系にOCIFを添加することにより1から40ng/mlの範囲で用量
依存的に破骨細胞の形成が阻害されること、活性型ビタミンD3存在下でST2細胞上に誘導
される本発明蛋白質の発現の経時変化と破骨細胞形成の経時変化とがよく相関すること、
又、ST2細胞に発現される本発明蛋白質の多寡とST2細胞による破骨細胞形成支持能の強弱
が一致し、ST2細胞上の本発明蛋白質にOCIFが結合することにより破骨細胞形成が完全に
抑制されることから、本発明蛋白質は破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する生物活性
(作用)を有する蛋白質として特定される。
【００１２】
　本発明蛋白質のOCIFに対する親和性は、OCIFを標識し、その標識体の動物細胞膜表面へ
の結合性を試験することによって評価することができる。OCIFは、放射性同位元素による
標識や蛍光標識などのような通常の蛋白質標識法を用いることによって標識することがで
きる。例えば、OCIFの放射性同位元素による標識としてはチロシン残基の125I標識が挙げ
られ、ヨードジェン法、クロラミンT法、及び酵素法などの標識法を利用することができ
る。このようにして得た標識OCIFを用いた、OCIFの動物細胞膜表面への結合性試験は常法
に従い実施でき、又、結合性試験に用いる培地に標識OCIFの100倍から400倍濃度未標識OC
IFを添加することにより、非特異的な結合量を測定することができる。OCIFの特異的結合
量は、標識OCIFの総結合量から非特異的な結合量を差し引くことにより算出される。細胞
膜上に発現された本発明蛋白質の親和性は標識OCIFの添加量を変えて試験を行い、特異的
結合量をScatchard  plotで解析することによって評価される。このようにして求められ
た、本発明蛋白質のOCIFに対する親和力は約100-500pMであり、本発明蛋白質はこのよう
に破骨細胞形成抑制因子OCIFに高い親和性(細胞膜上での解離定数、Kd値が10-9M以下)を
有する蛋白質として特定される。OBMの分子量は、ゲル濾過クロマトグラフィーやSDS-PAG
E等を用いて測定される。より正確に分子量を測定するためにはSDS-PAGEを用いるのが好
ましく、OBMは還元条件下で約40,000 (40,000±4,000)の分子量を有する蛋白質として特
定される。
【００１３】
　本発明蛋白質は、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株ST2、マウス前脂肪細胞株PA6、そ
の他のヒト骨芽細胞様細胞株、あるいはヒト、マウス、ラットなどの哺乳動物から採取し
濃縮した骨芽細胞様細胞などから得ることができる。又、これらの細胞に本発明蛋白質を
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発現させるために必要な誘導物質としては、活性型ビタミンD3(Calcitriol)、副甲状腺ホ
ルモン(PTH)、インターロイキン(IL)‐1、IL-6、IL-11、オンコスタチンM及び白血病細胞
増殖抑制因子LIF)などの骨吸収促進因子が挙げられる。又、これらの誘導物質の添加濃度
としては、活性型ビタミンD3やPTHでは、10-8M、IL-11やオンコスタチンMではそれぞれ10
ng/ml及び1ng/ml、IL-6では20ng/mlのIL-6と500ng/mlのIL-6可溶性レセプターを用いるの
が望ましい。好ましくは、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株ST2を用い、10-8M活性型ビ
タミンD3、10-7Mデキサメサゾン、及び10%牛胎児血清を添加したα‐MEM中で一週間以上
培養してコンフルエントにした細胞を用いるとよい。このようにして培養した細胞はセル
スクレイパーなどを用いて剥離させ、回収するとよい。又、回収した細胞は使用するまで
の間‐80℃で保存しておくことができる。
【００１４】
　本発明蛋白質は、このようにして回収した細胞の膜画分から精製すると効率良く精製す
ることができる。膜画分の調製は、細胞内器官の分画に利用される通常の方法に従って行
うことかできる。膜画分の調製に使用する緩衝液には、好ましくは各種プロテアーゼ阻害
剤を添加するとよい。添加するプロテアーゼ阻害剤としては、例えばPMSF、APMSF、DTA、
0‐フェナントロリン、ロイペプチン、ペプスタチンA、アプロチニン、大豆トリプシンイ
ンヒビターなどのセリンプロテアーゼ阻害剤、チオールプロテアーゼ阻害剤、及びメタロ
プロテアーゼ阻害剤などが挙げられる。細胞の破砕には、Daunceホモジナイザー、ポリト
ロンホモジナイザー、超音波破砕装置なとを用いることが出来る。破砕した細胞は0.5Mシ
ュクロースを加えた緩衝液に懸濁させ、600×gで10分間遠心分離することにより、細胞核
と未破砕の細胞を沈殿画分として分離することかできる。遠心分離で得た上清を50,000×
gで90分間遠心分離することにより、沈殿画分として膜画分を得ることかできる。このよ
うにして得た膜画分を各種の界面活性剤で処理することにより、細胞膜に存在する本発明
蛋白質を効率良く可溶化し、抽出することかできる。可溶化に用いる界面活性剤としては
、細胞膜蛋白質の可溶化に一般的に使用されている各種界面活性剤、例えばCHAPS(3‐[(3
-cholamidopropyl)‐dimethylammonio-1-propanesulfonate)、Triton X-100、ikkol、n‐
オクチルグリコシドなどを用いることができる。好ましくは、0.5%CHAPSを添加して4℃で
2時間攪拌し、本発明蛋白質を可溶化するのが良い。このようにして調製したサンプルを
、150,000×gで60分間遠心分離し、その上清を可溶化膜画分として得ることかできる。
【００１５】
　このようにして得られた可溶化膜画分からの本発明蛋白質の精製は、OCIFを固定化した
カラム、ゲル、樹脂などを用いて効率よく精製することかできる。固定化に使用するOCIF
としては、WO96/26217号公報記載の方法に従って、ヒト胎児肺線維芽細胞株IMR-90の培養
液から単離したもの、あるいは遺伝子工学的手法により得られたもの(rOCIF)を使用する
ことができる。これらのrOCIFは、ヒト、ラット、あるいはマウスのcDNAを常法に従って
発現ベクターに組み込み、CHO細胞、BHK細胞、Namalwa細胞などの動物細胞あるいは昆虫
細胞などで発現させ、精製することによって得ることができる。このようにして得られた
OCIFは、分子量約60kDa(モノマー型)と120kDa(ダイマー型)の分子量を示すが、固定化に
用いるOCIFとしては、好ましくはダイマー型OCIFを用いる。OCIFを固定化するためのゲル
、樹脂としてはECHセファロース4B、EAHセファロース4B、チオプロピルセファロース6B、
CNBr‐活性化セファロース4B、活性化CHセファロース4B、エポキシ活性化セファロース6B
、活性化チオールセファロース4B(以上、ファルマシア社)、TSKgel AF‐エポキシトヨパ
ール650、TSKgel AF‐アミノトヨパール650、TSKgelAF‐フォルミルトヨパール650、TSKg
el AF‐カルボキシトヨパール650、TSKgelAF‐トレシルトヨパール650(以上、トーソー社
)、アミノ-セルロファイン、カルボキシ-セルロファイン、FMP活性化セルロファイン、フ
ォルミル-セルロファイン(以上、生化学工業社)、アフィゲル10, アフィゲル15, アフィ
プレップ10(以上、BioRad社)などを用いることができる。又、OCIFを固定化するためのカ
ラムとしてはHiTrap NHS-activatedカラム(ファルマシア社)、TSKgel Tresyl-5PW(トーソ
ー社)などを用いることができる。HiTrap NHS-activatedカラム(1ml,ファルマシア社)を
用いたOCIFの固定化法として、具体的には以下の方法を挙げることができる。即ち、OCIF
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 13.0 mgを含む0.2M NaHCO3/0.5M NaCl(pH8.3)溶液1mlをカラムに添加し、室温で30分間
カップリング反応させる。
【００１６】
　次いで、0.5Mエタノールアミン/0.5M NaCl(pH8.3)と0.1M酢酸/0.5M NaCl(pH4.0)を流し
、再度0.5Mエタノールアミン/0.5M NaCl(pH8.3)に置き換え、室温で1時間放置し、過剰な
活性基を不活性化する。その後、0.5Mエタノールアミン/0.5M NaCl(pH8.3)と0.1M酢酸/0.
5M NaCl(pH4.0)で2度洗浄し、50mM Tris/1 M NaCl/0.1%CHAPS緩衝液(pH7.5)で置換するこ
とにより、OCIF固定化カラムを作製することができる。このようにして作製したOCIF固定
化カラムやOCIF固定化ゲルあるいは樹脂などを用い、本発明蛋白質を効率よく精製するこ
とができる。本発明蛋白質の分解を抑制するために、精製に用いる緩衝液にも上記の各種
プロテアーゼ阻害剤を添加するとよい。本発明蛋白質は、上記の可溶化膜画分をOCIF固定
化カラムに負荷する、あるいはOCIF固定化ゲル、樹脂などと混ぜて攪拌することによって
吸着させ、酸、各種蛋白質変性剤、カコジレートバッファーなどによってOCIF固定化カラ
ム、ゲル、あるいは樹脂などから溶出することができる。好ましくは、本発明蛋白質の変
性を最小限に抑えるため、酸を用いて溶出し直ちに中和するとよい。溶出に用いる酸性緩
衝液としては、例えば0.1Mグリシン-塩酸緩衝液(pH3.0)、0.1Mグリシン-塩酸緩衝液(pH2.
0)、及び0.1Mクエン酸ナトリウム緩衝液(pH2.0)などを用いることができる。
【００１７】
　このようにして精製した本発明蛋白質は、生物試料からの蛋白質の精製に汎用される通
常の方法を用いて、本発明蛋白質の物理化学的性質を利用した各種の精製操作により更に
精製することができる。本発明蛋白質溶液の濃縮には限外濾過、凍結乾燥及び塩析など、
通常、蛋白質の精製過程で用いられる手法が挙げられる。
好ましくは、Centricon‐10(BioRad杜)などを用いた遠心による限外濾過を用いるのが良
い。又、精製手段としては、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィ
ー、疎水クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、調製用電気泳動などを用いた通
常の蛋白質の精製に利用される各種の手法を組み合わせて用いることができる。より具体
的には、Superose 12カラム(ファルマシア社)などを用いたゲル濾過クロマトグラフィー
や逆相クロマトグラフィーを組み合わせて用いることにより、本発明蛋白質を純化するこ
とが可能である。又、精製過程中の本発明蛋白質の同定は、固定化OCIFとの結合活性ある
いはOCIFとの結合物を抗OCIF抗体による免疫沈降後、SDS‐ポリアクリルアミド電気泳動(
SDS-PAGE)で分析することにより検出できる。
　このようにして得られた本発明蛋白質は、その活性より骨代謝異常症、例えば大理石病
などの治療剤としての医薬、あるいは研究・診断用試薬として有用である。
【００１８】
　また本発明は、破骨細胞形成抑制因子OCIFに結合する新規な蛋白質(OCIF結合分子;OBM)
をコードするDNA、そのDNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、それを用い
てOCIFに特異的に結合する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有す
る骨代謝治療剤に関する。さらに本発明は、OBMの発現を調節する物質のスクリーニング
方法、OBMと結合しその作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、OBMと結合し
OBMの作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、これらのスクリーニングの結果
得られた物質を含有する医薬組成物に関する。
【００１９】
　本発明のDNAによりコードされる新規蛋白質OBMは、以下の物理化学的性質及び生物活性
を示す。
即ち、
  a.破骨細胞形成抑制因子(OCIF)に特異的に結合する。
  b.還元条件下におけるSDS-PAGEによる分子量測定で、約40,000(±4,000)の分子量を示
す。又、モノマータイプのOCIFとクロスリンクさせた場合の見かけ上の分子量は約0,000-
110,000である。
  c.破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する活性を有する。
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ものである。
【００２０】
　本発明のOCIF結合分子、OBMをコードするDNAを同定し、OBMの性質を評価するためのプ
ローブとして使用するヒト破骨細胞形成抑制因子(OCIF)は、WO96/26217号に従ってヒト胎
児性線維芽細胞株IMR-90の培養液から単離することができる。OBMのDNAの単離、同定には
、遺伝子組換え型ヒトOCIF、遺伝子組換え型マウスOCIF、遺伝子組換え型ラットOCIF等を
用いることもできる。これらの遺伝子組換え型OCIFはそれぞれのDNAを常法に従って発現
ベクターに組み込み、CHO細胞、BHK細胞、Namalwa細胞等の動物細胞あるいは昆虫細胞な
どで発現させ、精製することによって得ることができる。
【００２１】
　目的の蛋白質をコードするcDNAを分離する(cDNAクローニング)方法としては、その蛋白
質の部分アミノ酸配列を決定しそれに対応する塩基配列をもとにハイブリダイゼーション
法により目的のcDNAを単離する方法の他に、蛋白質のアミノ酸配列が不明であっても発現
ベクター中にcDNAライプラリーを構築し、それらを細胞中に導入し、目的の蛋白質の発現
の有無をスクリーニングすることにより、目的のcDNAを単離する方法(発現クローニング
法)がある(D'Andrea et al.: Cell 57, 277-285, 1989; Fukunaga et al.: Cell 61, 341
-350, 1990)。
発現クローニング法では、宿主細胞として細菌、酵母、動物細胞などが目的に応じて使い
分けられている。本発明のように動物細胞の膜表面に存在すると考えられる蛋白質をコー
ドするcDNAをクローニングする際には、動物細胞を宿主とする場合が多い。又、DNAの導
入効率が高く、導入されたDNAの発現効率の高い宿主が通常使用される。そのような特徴
を持つ細胞のひとつが、本発明で用いたサル腎臓細胞COS-7細胞である。COS-7細胞ではSV
40 large T antigenが発現しているため、SV40の複製開始点を持っプラスミドは細胞中で
多コピーのエピソームとして存在するようになり、通常より高発現が期待できる。又、DN
Aを導入した時点から数日のうちに最高の発現レベルに到達するので迅速なスクリーニン
グに適している。この宿主細胞に高発現可能なプラスミドを組み合わせることによって、
極めて高レベルの遺伝子発現が可能となる。プラスミド上で最も遺伝子の発現量に影響を
与える因子はプロモーターであり、高発現用のプロモーターとしてSRαプロモータ
ーやサイトメガロウィルス由来プロモーター等がよく使用される。
【００２２】
　発現クローニングにより膜蛋白質のcDNAをクローニングしようとする際のスクリーニン
グ法として、バインディング法(binding法)、パニング法(panning法)、フィルムエマルジ
ョン法などが考案されている。
本発明は、発現クローニング法とバインディング法を組み合わせることによって得たOCIF
に特異的に結合する蛋白質(OBM)をコードするDNA及び発現蛋白質、及びDNA又は発現蛋白
質を用いた生理活性物質のスクリーニングに関する。本発明のDNAがコードするOBMは、OC
IFを標識し、その標識体の動物細胞膜表面への結合性を試験することによって検出するこ
とができる。OCIFの標識法としては、放射性同位元素による標識や蛍光標識等、一般的な
蛋白質の標識法を用いることができる。例えば、OCIFの放射性同位元素による標識として
はチロシン残基の125I標識か挙げられ、具体的標識法としてヨードジェン法、クロラミン
T法及び酵素法等がある。OCIFの動物細胞膜表面への結合性はこのようにして得た標識OCI
Fを用い、常法に従った方法で試験できる。又、結合性の試験に用いる培地に標識OCIFの1
00倍から400倍濃度の未標識OCIFを添加することにより、非特異的な結合量を測定できる
。OCIFの特異的結合量は、標識OCIFの総結合量から非特異的な結合量を差し引くことによ
り算出される。
【００２３】
　本発明者らは、破骨細胞の分化に関与する因子はOCIFと相互作用するとの仮定のもと、
遺伝子組み換え型OCIFを用い、OCIFが結合する蛋白質を分離するため、マウス骨芽細胞様
ストローマ細胞株ST2のmRNAから作製した発現ライブラリーを以下に述べる方法でスクリ
ーニングした。ST2mRNAをもとに合成したDNAを動物細胞用発現ベクターに挿入し、それら



(8) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

をサル腎臓細胞COS-7細胞に遺伝子導入した。125I標識したOCIFをプローブとして用いてC
OS-7細胞上に発現した目的の蛋白質をスクリーニングした。その結果、OCIFと特異的に結
合する蛋白質をコードするDNAを分離するに至り、このOCIF結合分子(OCIF結合分子;OBM)
をコードするDNAの塩基配列を決定した。又、このDNAにコードされるOBMは細胞膜上でOCI
Fと強くしかも特異的に結合することを見出した。
【００２４】
　本発明でいう比較的温和な条件でのDNAハイブリダイゼーションとは、例えば常法に従
いナイロンメンブレンにDNAをトランスファーし固定化した後、ハイブリダイゼーション
用バッファー中で放射線標識したプローブのDNAと40～70℃、2時間～1晩程度ハイブリダ
イゼーションさせ、0.5×SSC (0.075M塩化ナトリウム及び0.0075Mクエン酸ナトリウム)で
45℃10分洗浄する条件を言う。具体的には、常法に従い、ナイロンメンブレンにハイボン
ドN(アマシャム杜)を用い、DNAをトランスファーし固定化した後、Rapid Hybridization 
Buffer(アマシャム社)中で32P標識したプローブのDNAと65℃2時間ハイブリダイゼーショ
ンさせて、0.5×SSC (0.075M塩化ナトリウム及び0.0075Mクエン酸ナトリウム)で45℃10分
洗浄する条件を言う。
【００２５】
　破骨細胞形成の代表的なインビトロ培養系として、活性型ビタミンD3あるいはPTHの存
在下でのマウス由来骨芽細胞様ストローマ細胞株、ST2とマウス脾臓細胞との共培養系が
よく知られている。本発明のOBMは活性型ビタミンD3やPTHのような骨吸収促進因子の存在
下で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に特異的に誘導される蛋白質として特定される
。更に、活性型ビタミンD3あるいはPTH非存在下でもマウス脾臓細胞の培養系に本発明のD
NAによりコードされる蛋白質を添加することによって破骨細胞の形成が促進されることか
ら、本発明のDNAによりコードされるOBMは破骨細胞の分化、成熟に関与していると考えら
れる。
【００２６】
　本発明のDNAを発現ベクターに挿入してOBM発現プラスミドを作製し、これを各種の細胞
又は菌株に導入して発現させることにより、組み換え型OBMを製造することができる。発
現させる際の哺乳動物細胞の宿主としてCOS-7、CHO、Namalwaなど、又は細菌の宿主とし
て大腸菌などを、用いることができる。その際、DNAの全長を用いて膜結合型蛋白質とし
て発現させる、あるいは膜結合部位をコードする部分を除去することにより分泌型、可溶
化型としても発現させることができる。このようにして製造された組み換え型OBMは、通
常用いられる蛋白精製法、例えばOCIF固定化カラムを用いたアフィニティークロマトグラ
フィー、イオン交換クロマトグラフィー、あるいはゲル濾過クロマトグラフィーなどを組
み合わせることにより、効率よく精製することができる。このようにして得られた本発明
蛋白質は、その活性より骨代謝異常症、例えば大理石病などの治療剤としての医薬、ある
いは研究・診断用試薬として有用である。
【００２７】
　本発明のDNAにコードされる蛋白質OBMを利用して、(1)OBMの発現を調節する物質のスク
リーニング、(2)OBMに特異的に結合し、OBMの生物活性を阻害、あるいは修飾する物質の
スクリーニング、及び(3)破骨細胞前駆細胞に存在し、OBMの生物活性を伝達する蛋白質(O
BMレセプター)のスクリーニング、更にはこのOBMレセプターを利用したアンタゴニストや
アゴニストの開発が可能である。上述のOBMあるいはOBMレセプターを用いたコンビナトリ
アルケミストリーにおいて、アンタゴニストあるいはアゴニストの探索に必要なペプチド
ライブラリーは具体的に以下の方法で作製することができる。その一つに、スプリット法
がある(Lam et al.; Nature 354, 82-84, 1991)。この方法は、合成担体(ビーズ)にそれ
ぞれのアミノ酸(ユニット)を結合させたものを各ユニットごと別々に合成する。この合成
された担体を一度すべて混ぜ、次にユニットの数に等分し、次のユニットをまた各々結合
させる。この操作をn回繰り返すことにより、担体にn個のユニットが結合したライブラリ
ーが作製される。このように合成を行うと一つの担体群には、1種類の配列しか合成され
ないので、本発明の蛋白質を用いた上記のスクリーニング法で陽性を示した担体群を選び
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だし、そのアミノ酸配列を決定すれば、特異的に結合するペプチドを同定することができ
る。又、別の方法としてファージディスプレイ法を用いることもできる。この方法はラン
ダムなペプチドをコードする合成遺伝子をファージで発現させるもので、上記合成ライブ
ラリーに比べ、ライブラリー中の分子数を多くできるという利点があるものの、ファージ
が嫌う配列はライブラリーに存在し得ないことなどがあり、分子数当たりの多様性が低い
という欠点がある。ファージディスプレイ法でも同様に、本発明の蛋白質を用いたスクリ
ーニング系を利用し、それに特異的に結合するファージをパニングにより濃縮し、得られ
た特異的結合性を有するファージを大腸菌で増幅し、そのペプチドをコードする塩基配列
を決定すればよい。更に、前記(2)及び(3)のスクリーニング系を使用し、ペプチドライブ
ラリーからOBMあるいはOBMレセプターに特異的でかつ高親和性のペプチドをスクリーニン
グしたい場合、スクリーニング時にそれぞれOCIFやOBMを共存させ、それぞれの濃度を上
げながら、陽性を示した担体あるいはファージをスクリーニングすることにより、特異的
かつ極めて高親和性のペプチドを得ることができる。例をあげれば、すでに造血ホルモ
ンであるエリスロポエチン(EPO)のレセプターを用い、多様性に富んだペプチドライブラ
リーからのEPO様活性を有する低分子ペプチドアゴニストのスクリーニング及びその立体
構造解析、更にはその立体構造に基づいた有機合成展開によるEPO活性を有する低分子物
質(アゴニスト)の創製に成功している(Nicholas et a1.: Science, 273, 458-463, 1996)
。
【００２８】
　また本発明者らは、破骨細胞形成抑制因子OCIFを用い、その結合蛋白質が活性型ビタミ
ンD3や副甲状腺ホルモン(parathyroid hormone, PTH)などの骨吸収因子の存在下で培養し
た骨芽細胞様ストローマ細胞株、ST2の細胞上に特異的に発現することをすでに見出した
。さらに、該蛋白質は未熟な破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟に関与する
、いわゆる破骨細胞分化、成熟を支持又は促進する因子としての生物活性を有しているこ
とを見出し、該蛋白質を精製することによりその物理化学的諸性質及びその生物活性を明
らかにした。本発明者らは、本発明のDNAにより発現される遺伝子組み換え型蛋白質OBMと
、すでに前記OCIFと特異的に結合する精製天然型蛋白質との異同を明らかにすべく、物理
化学的性質及び生物活性を比較した。その結果、両蛋白質とも(i)膜結合蛋白質であり、
特異的にOCIFと結合し、(ii)SDS-PAGEでの分子量は約40,000、(iii)モノマータイプのOCI
Fとクロスリンキングさせた場合の見かけの分子量は約90,000-110,000であり、物理化学
的諸性質がよく一致していること、又、生物活性においても、両蛋白質は破骨細胞の分化
、成熟を支持又は促進する活性を有していることから、両蛋白質は同一である可能性が示
唆された。さらに、本発明DNAを用いて遺伝子工学的に発現させ、精製した蛋白質(遺伝子
組み換え型OBM)で作製したウサギ抗OBMポリクローナル抗体は、前記の方法で得られる精
製天然型蛋白質に交差性を有し、OBMとOCIFとの特異的結合を阻害するのと同様に、前記
の精製天然型蛋白質とOCIFとの結合を特異的に阻害した。これらの結果から、本発明のDN
Aにより発現される遺伝子組み換え型蛋白質OBMは、前記OCIFに特異的に結合する天然型蛋
白質と同一であることが明らかである。
【００２９】
　さらに本発明者らは、OCIFに特異的に結合し、天然型あるいは遺伝子組み換え型マウス
OBMと同様にマウス脾臓細胞からの破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する活性を有する
ヒト由来OCIF結合蛋白分子(以下ヒトOBMと称する)をコードする遺伝子(cDNA)を単離する
ため、前述のとおりマウスOBM cDNAから作製したプライマーを用い、ヒトリンパ節由来cD
NAを鋳型としてpolymerase chain reaction(PCR)を行い、得られたヒトOBMc DNA断片をプ
ローブとして上記cDNAライブラリーをスクリーニングした。その結果、OCIFと特異的に結
合するヒト由来蛋白質をコードするcDNAを分離することに成功し、このヒト由来OCIF結合
蛋白分子、即ちヒトOBMをコードするcDNAの塩基配列を決定した。このcDNAにコードされ
るヒトOBMは、マウスOBMと同様に細胞膜上でOCIFと強く、しかも特異的に結合する特性を
有し、またマウス脾臓細胞からの破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生物活性を有す
ることを見出した。
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【００３０】
　即ち、本発明は破骨細胞形成抑制因子OCIFに結合する新規なヒト由来蛋白質であるヒト
OBMをコードするDNA、そのDNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、そのDNA
を用いてOCIFに特異的に結合する性質を有し、マウス脾臓細胞からの破骨細胞の分化、成
熟を支持、促進する活性を有する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を
含有する骨代謝異常症治療剤の提供、更にヒトOBMの発現を調節する物質のスクリーニン
グ方法、ヒトOBMと結合しその作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、ヒトO
BMと結合しその作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法及びこれらのスクリーニ
ングの結果得られた物質を含有する医薬組成物を提供することを課題とする。
【００３１】
　本発明は、OCIFに特異的に結合する特性を有し、また破骨細胞の分化、成熟を支持、促
進する生物活性を有する新規なヒト蛋白質であるヒトOBMをコードするDNA、そのDNAによ
りコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、そのDNAを用いてOCIFに特異的に結合する
特性を有し、また破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生物活性を有する蛋白質を遺伝
子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する骨代謝異常症治療剤に関する。更に、
本発明はヒトOBMの発現を調節する物質のスクリーニング方法、ヒトOBMと結合しその作用
を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、ヒトOBMと結合しOBMの生物活性を伝達す
るレセプターのスクリーニング方法、及びこれらのスクリーニングの結果得られた物質を
含有する医薬組成物、さらにヒト由来OCIF結合蛋白質に対する抗体及びその抗体を用いた
骨代謝異常症の予防及び/又は治療薬に関する。
【００３２】
　本発明のDNAによりコードされる新規ヒト由来OCIF結合蛋白分子、即ちヒトOBMは、以下
の物理化学的性質及び生物活性を示す。
即ち、
  a.破骨細胞形成抑制因子(osteoclastogenesis inhibitory factor, OCIF)(WO96/26217
号)に特異的に結合する。
  b.還元条件下でのSDS-PAGEによる分子量測定で、約40,000(±5,000)の分子量を示す。
又、モノマータイプのOCIFとクロスリンクさせた場合の見かけ上の分子量は約90,000‐11
0,000である。
c.破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生物活性を有する。
ものである。
【００３３】
　本発明のヒトOBMをコードするcDNAを分離同定するための、プローブとして使用するマ
ウス由来OCIF結合蛋白質であるマウスOBM cDNAは、前述の方法に従って、マウス骨芽細胞
様ストローマ細胞株、ST2のcDNAライブラリーから単離することができる。又、ヒトOBMc 
DNAを発現することにより得られる蛋白質の特性及びその生物活性を評価するために必要
なヒト破骨細胞形成抑制因子OCIFは、WO96/26217号記載の方法に従って、ヒト線維芽細胞
株IMR-90の培養液から単離、あるいはそのDNAを用いて遺伝子工学的に製造することがで
きる。ヒトOBMの特性や生物活性の評価には、遺伝子組み換えヒトOCIF、遺伝子組み換え
マウスOCIF、遺伝子組み換えラットOCIF等を用いることもできる。これらの遺伝子組み換
え型OCIFは、それぞれのcDNAを常法に従って発現ベクターに組み込み、CHO細胞、BHK細胞
、Namalwa細胞等の動物細胞あるいは昆虫細胞などで発現させ、精製することによって得
ることができる。
【００３４】
　目的の蛋白質をコードするヒト型のcDNAを単離する(cDNAクローニング)方法としては、
(i)その蛋白質を精製し、その部分アミノ酸配列を決定し、それに対応する塩基配列を有
するDNAをプローブとして用い、ハイブリダイゼーション法により目的のcDNAを単離する
方法、(ii)目的の蛋白質のアミノ酸配列が不明であっても発現ベクター中にcDNAライブラ
リーを構築し、それらを細胞中に導入し、目的蛋白質の発現の有無をスクリーニングする
ことにより、目的のcDNAを単離する方法(発現クローニング法)、及び(iii)ヒト由来の目
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的蛋白質と同じ特性及び生物活性を有するヒト以外の哺乳動物由来の蛋白質をコードする
遺伝子、cDNAがクローニングしようとするヒト由来の目的蛋白質のcDNAと高いホモロジー
を有すると想定し、前者のcDNAをプローブとし、ヒト細胞あるいは組織から構築したcDNA
ライブラリーからハイブリダイゼーション法やpolymerase chain reaction (PCR)法によ
り目的のヒト蛋白質をコードするcDNAを単離する方法がある。
【００３５】
　ヒトOBM cDNAは、前記マウスOBM cDNAと高い相同性を有するとの想定のもと、ヒトOBM
産生細胞あるいは組織は後者のcDNAをプローブとして、ノーザンハイブリダイゼーション
法により調べることができる。ヒトOBM cDNAは、マウスOBM cDNAから作製したマウスOBM
プライマーを用い、上記のようにして同定したヒトOBM産生組織、例えばヒトリンパ節等
から構築したcDNAを鋳型として、PCRによりヒトOBM cDNA断片を得て、このヒトOBMc DNA
断片をプローブとし、上記の様に同定したヒトOBM産生細胞あるいは組織のcDNAライブラ
リーをスクリーニングすることにより得ることができる。本発明は、このようにして得ら
れたOCIFに特異的に結合する性質を有し、また破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生
物活性を有するヒト由来蛋白質、即ちヒトOBMをコードするDNAに関する。本発明のDNAが
コードするヒトOBMは、膜貫通領域を有する膜結合型蛋白質をコードすることから、OCIF
を標識し、本発明のcDNAを発現した動物細胞表面へのOCIF標識体の結合によって検出する
ことができる。OCIFの標識法としては、前述と同様、放射性同位元素による標識や蛍光標
識等、一般的な蛋白質の標識法を用いることができる。
　本発明のヒトOBM cDNAにより発現される蛋白質の分子量は、ゲル濾過クロマトグラフィ
ーやSDS-PAGE等を用いて測定される。より正確に分子量を測定するためには、SDS-PAGEを
用いるのが好ましく、ヒトOBMは、還元条件下で約40,000(40,000±5,000)の分子量を有す
る蛋白質として特定される。
【００３６】
　本発明でいう比較的温和な条件でのDNAハイブリダイゼーションとは、例えば常法に従
いナイロンメンブランにDNAをトランスファーし、固定化した後、ハイブリダイゼーショ
ン用バッファー中で放射線標識したプローブのDNAと40-70℃、2時間から一夜程度ハイブ
リダイゼーションさせ、0.5×SSC(0.075M塩化ナトリウム及び0.0075Mクエン酸ナトリウム
)で45℃、10分間洗浄する条件を言う。より具体的には、常法に従い、ナイロンメンブラ
ンにハイボンドN(アマシャム社)を用い、DNAをトランスファーし、固定化した後、Rapid 
Hybridization Buffer(アマシャム社)中で32P標識したプローブのDNAと65℃、2時間ハイ
ブリダイゼーションさせて、上記の0.5xSSCで45℃、10分間洗浄する条件を言う。
【００３７】
　破骨細胞形成の代表的なインビトロ培養系として、活性型ビタミンD3あるいはPTHの存
在下でのマウス由来骨芽細胞様ストローマ細胞株、ST2とマウス脾臓細胞との共培養系が
よく知られている。このインビトロ培養系での破骨細胞形成には、骨芽細胞様ストローマ
細胞と脾臓細胞間の接着による相互作用及び活性型ビタミンD3やPTH等の骨吸収促進因子
の存在が不可欠である。このインビトロ培養系において、骨吸収促進因子非存在下で、し
かも破骨細胞形成支持能のないサル腎臓細胞株であるCOS細胞に本発明のcDNAを発現させ
た遺伝子組み換えCOS紬胞株は、骨芽細胞様ストローマ細胞株、ST2と同様に脾臓細胞から
の破骨細胞形成支持能を獲得した。また本発明のcDNAは膜結合型蛋白質をコードすること
から、この膜結合部位をコードする部分を除去することにより分泌型、可溶型として発現
させることもできる。骨吸収促進因子非存在下の上記インビトロ培養系に、この分泌型ヒ
トOBMを添加するだけで破骨細胞の形成が起こることも確認された。
　これらの結果から、本発明のcDNAによりコードされるヒトOBMは破骨細胞の分化、成熟
に関与する因子として特定される。
【００３８】
　本発明のcDNAを発現ベクタ一に挿入してヒトOBM発現プラスミドを作製し、これを各種
の細胞または菌株に導入して発現させることにより、組み換え型ヒトOBMを製造すること
ができる。発現させる際の哺乳動物細胞の宿主としてCOS-7、CHO、Namalwa細胞などを、
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また細菌の宿主として大腸菌等を用いることができる。その際、cDNAの全長を用いて膜結
合型蛋白質として発現させることができるし、また膜結合部位をコードする部分を除去す
ることにより分泌型、可溶化型としても発現させることができる。このようにして製造さ
れた組み換え型ヒトOBMは、通常用いられる蛋白精製法、例えばOCIF固定化カラムを用い
たアフィニティクロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィーやゲル濾過クロマト
グラフィー等を組み合わせることにより効率良く精製できる。このようにして得られた本
発明ヒトOBMは、その活性より骨代謝異常症、例えば大理石病などの治療剤としての医薬
、あるいは研究・診断用試薬として有用である。
【００３９】
　本発明のcDNAにコードされる蛋白質、ヒトOBMを利用することにより、(i)ヒトOBMの発
現を調節する物質のスクリーニング、(ii)ヒトOBMに特異的に結合し、その生物活性を阻
害あるいは修飾する物質のスクリーニング、及び(iii)ヒト破骨細胞前駆細胞に存在し、
ヒトOBMの生物活性を伝達するヒト蛋白質(ヒトOBMレセプター)のスクリーニング、さらに
はこのヒトOBMレセプターを利用したアンタゴニストやアゴニストの開発が可能である。
上述のヒトOBMあるいはヒトOBMレセプターを用いたコンビナトリアルケミストリーにおい
て、アンタゴニストあるいはアゴニストの探索に必要なペプチドライブラリーはマウスOB
Mを用いたスクリーニングの方法と同様の方法で作製することができ、マウスOBMの代わり
にヒトOBMを用いて、ペプチドライブラリーを同様にスクリーニングすることにより、特
異的かつ極めて高親和性のペプチドを得ることができる。
【００４０】
　さらにまた、前述のようにOBMは有用性の高い蛋白質であるが、この蛋白質の測定を行
うにはOBMを特異的に認識する抗体とその抗体を用いた酵素免疫測定法の構築が必須であ
る。しかしながら、これまでにOBMの測定に有用な抗体は得られていない。さらに、OBMあ
るいはsOBMの生物活性を中和する抗OBM/sOBM抗体は、OBMあるいはsOBMの作用、即ち破骨
細胞形成の促進作用を抑制することが想定され、骨代謝異常症の治療薬としての開発が期
待されるが、このような抗体も未だ得られていない。
【００４１】
　上述の状況に鑑み本発明者らは鋭意研究の結果、破骨細胞形成抑制因子(OCIF)に特異的
に結合する膜結合蛋白質(OCIF結合分子;OBM)及び膜結合部位を欠損した可溶性OBM(sOBM)
の両抗原を認識する抗体(抗OBM/sOBM抗体)を見出すに至った。従って本発明は、破骨細胞
形成抑制因子OCIFに特異的に結合する膜結合蛋白質OBM及び膜結合部位を欠損した可溶性O
BM(sOBM)の両抗原を認識する抗体(抗OBM/sOBM抗体)、その製造方法、この抗体を用いたOB
M及びsOBMの測定方法、さらにこの抗体を有効成分とする骨代謝異常症予防及び/又は治療
剤を提供することを課題とする。
【００４２】
　本発明は、破骨細胞形成抑制因子(Osteoclastogenesis inhibitory factor; OCIF)に特
異的に結合する膜結合蛋白質(OCIF binding molecule; OBM)及び膜結合部位を欠損した可
溶性OBM(sOBM)の両抗原を認識する抗体(抗OBM/sOBM抗体)、その製造方法、この抗体を用
いたOBM及びsOBMの測定方法、さらにこの抗体を有効成分とする医薬、特に骨代謝異常症
予防及び/又は治療剤に関する。本発明の抗体は、OBM及びsOBMの生物活性である破骨細胞
形成促進活性を中和する活性を有し、以下の性質を持つ抗体から構成される。
即ち、
a)マウスOBM及びマウスsOBMの両抗原を認識するポリクローナル抗体(抗マウスOBM/sOBMポ
リクローナル抗体)
b)ヒトOBM及びヒトsOBMの両抗原を認識するポリクローナル抗体(抗ヒトOBM/sOBMポリクロ
ーナル抗体)
c)マウスOBM及びマウスsOBMの両抗原を認識するモノクローナル抗体(抗マウスOBM/sOBMモ
ノクローナル抗体)
d)ヒトOBM及びヒトsOBMの両抗原を認識するモノクローナル抗体(抗ヒトOBM/sOBMモノクロ
ーナル抗体)
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e)マウスOBM及びマウスsOBMの両抗原に交差性を有する抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗
体、から構成される。
【００４３】
　マウスOBM及びマウスsOBMの両抗原を認識するポリクローナル抗体(以下抗マウスOBM/sO
BMポリクローナル抗体と称する)及びヒトOBM及びヒトsOBMの両抗原を認識するポリクロー
ナル抗体(以下抗ヒトOBM/sOBMポリクローナル抗体と称する)は、以下の手段によって得る
ことができる。免疫用抗原としての精製マウスOBMは、前述の方法に従って得ることがで
きる。即ち、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株ST-2を活性ビタミンD3処理し、その細胞
膜上のOBMをOCIF固定化カラム及びゲル濾過クロマトグラフィーにより精製することによ
り、天然型マウスOBM(native OBM)を得ることができる。又、前述のマウスOBM cDNA(配列
表配列番号15)又はヒトOBM cDNA(配列表配列番号12)を常法により発現ベクターに組み込
み、CHO細胞、BHK細胞、Namalwa、COS-7細胞等の動物細胞、昆虫細胞、あるいは大腸菌な
どで発現させて、上記と同様の方法で精製することにより、遺伝子組み換えマウスOBM(配
列表配列番号1)又はヒトOBM(配列表配列番号11)を得ることができ、これを免疫用抗原と
して用いても良い。この時、膜結合蛋白質であるマウスOBMあるいはヒトOBMを大量かつ高
度に精製するには、多大の労力を要する。一方、膜結合型蛋白質であるOBMとその膜結合
部位を欠損させて得られる可溶化蛋白質である可溶性OBM(sOBM)とは、前述のように破骨
細胞の分化、成熟促進活性において差異がないことが認められている。従って、マウスsO
BM及びヒトsOBMは発現及びその高度精製が比較的容易であることから、これら可溶化蛋白
質であるsOBMを免疫用抗原として用いても良い。
【００４４】
　マウスsOBM(配列表配列番号16)及びヒトsOBM(配列表配列番号17)は、マウスsOBM cDNA(
配列表配列番号18)又はヒトsOBM cDNA(配列表配列番号19)の5'上流側に他の分泌蛋白質由
来の既知シグナル配列をコードする塩基配列を付加し、上記と同様に遺伝子工学的手法に
より発現ベクターに組み込み、各種動物細胞、昆虫細胞、あるいは大腸菌などを宿主とし
て発現し、精製することにより、それぞれ得ることができる。このようにして得られた免
疫用抗原を、リン酸塩緩衝生理食塩水(PBS)に溶解し、必要に応じ同容量のフロイント完
全アジュバントと混合し乳化後、動物に約1週間間隔で皮下投与し、数回免疫する。抗体
価を測定し、最高の抗体価に達した時点でブースター投与し、投与10日後に全採血を行う
。得られた抗血清を硫酸アンモニウム分画沈澱し、グロブリン分画を陰イオン交換クロマ
トグラフィーにより精製するか、あるいは抗血清をバインディングバッファー(Biorad社)
で2倍希釈し、その希釈抗血清をプロテインA又はプロテインGセファロースカラムクロマ
トグラフィーにより精製することにより、目的とする抗マウス又は抗ヒトOBM/sOBMポリク
ローナル型抗体を得ることができる。
【００４５】
　本発明のモノクローナル抗体は、以下の方法により得ることができる。即ち、モノクロ
ーナル抗体の作製に必要な免疫用抗原としては、ポリクローナル抗体の時と同様に天然型
マウスOBM(native OBM)、遺伝子組み換えマウス型又はヒトOBM、遺伝子組み換えマウス型
又はヒト型sOBMを用いることができる。それぞれの抗原により哺乳動物を免疫するか、あ
るいはインビトロ法により免疫したリンパ球細胞を骨髄腫細胞株(ミエローマ)などと融合
させ、常法によりハイブリドーマを作製する。このハイブリドーマ培養液について、高度
に精製されたそれぞれの抗原を用いて、ソリッドフェーズELISAによりそれぞれの抗原を
認識する抗体生産ハイブリドーマを選択する。得られたハイブリドーマをクローニングし
、樹立した安定な抗体産生ハイブリドーマをそれぞれ培養することにより、目的とする抗
体が得られる。ハイブリドーマの作製に当たっては、哺乳動物を使用する場合、マウスや
ラットなどの小動物を使用するのが一般的である。免疫は、抗原を適当な溶媒、例えば生
理食塩水などで適当な濃度に希釈し、この溶液を静脈内や腹腔内に投与し、これに必要に
応じてフロイント完全アジュバントを併用投与し、動物に1～2週間間隔で3～4回程度投与
する方法が一般的である。このようにして免疫された動物を最終免疫後3日目に解剖し、
摘出した脾臓から得られた脾臓細胞を免疫細胞として使用する。免疫細胞と細胞融合する
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マウス由来のミエローマとしては、例えばp3/x63-Ag8、p3-U1、NS-1、MPC-11、SP-2/0、F
O、P3x63 Ag8. 653及びS194などが挙げられる。又、ラット由来の細胞としては、R-210な
どの細胞株が挙げられる。ヒト型の抗体を生産する場合には、ヒトBリンパ球をインビト
ロで免疫し、ヒトミエローマ細胞やEBウイルスにより形質転換した細胞株と細胞融合させ
ることにより、ヒト型の抗体を生産することができる。免疫された細胞とミエローマ細胞
株との融合は公知の方法、例えばKoehlerとMilsteinらの方法(Koehler et al.: Nature 2
56, 495-497, 1975)が一般的に使用されるが、電気パルスを利用した電気パルス法などで
も良い。免疫リンパ球とミエローマ細胞株は、通常行われている細胞数の比率に混合し、
一般に使用される牛胎児血清(FCS)不含細胞培養用培地にポリエチレングリコールを添加
して融合処理を行い、FCS添加HAT選択培地で培養を行い融合細胞(ハイブリドーマ)を選別
する。
【００４６】
　次に、抗体を生産するハイブリドーマをELISA、プラーク法、オクタロニー法、凝集法
など通常用いられる抗体の検出方法により選択し、安定なハイブリドーマを樹立する。こ
のようにして樹立されたハイブリドーマは、通常の培養方法により継代培養可能であり、
必要に応じて凍結保存できる。ハイプリドーマは常法により培養して、その培養液、また
は哺乳動物の腹腔内に移植することにより、腹水から抗体を回収することができる。培養
液あるいは腹水中の抗体は、塩析法、イオン交換及びゲル濾過クロマトグラフィー、プロ
テインAまたはプロテインGアフィニティークロマトグラフィーなど通常用いられる方法に
より精製することができる。このような方法により、抗原としてsOBMを用いて得られたモ
ノクローナル抗体のほとんど全ては、sOBMだけでなくOBMをも特異的に認識できる抗体(抗
OBM/sOBMモノクローナル抗体と称する)である。これらの抗体は、OBM及びsOBMのそれぞれ
の測定に利用することができる。これらの抗体は放射性アイソトープや酵素ラベルするこ
とにより、ラジオイムノアッセイ(RIA)やエンザイムイムノアッセイ(EIA)として知られて
いる測定系に用いることにより、OBM量及びsOBM量を測定することができる。これらの測
定系を用いることにより、血液、尿などの生体試料中のsOBM量を容易にかつ高感度で測定
することができる。また、これらの抗体を用いることにより、組織や細胞表面に結合した
OBM量をバインディングアッセイ等により容易にかつ高感度で測定することかできる。
【００４７】
　得られた抗体をヒトに対する医薬として用いる場合、抗原性の問題からヒト型抗ヒトOB
M/sOBM抗体を作製することが望ましい。ヒト型抗ヒトOBM/sOBM抗体の作製は、次に述べる
ような手法により得ることができる。即ち、(i)ヒト末梢血あるいは脾臓から採取したヒ
トリンパ球をin vitroでIL-4存在下、抗原であるヒトOBMあるいはヒトsOBMで感作し、感
作したヒトリンパ球をマウスとヒトとのヘテロハイブリドーマであるK6H6/B5(ATCC CRL18
23)と細胞融合させることにより、目的の抗体産生ハイブリドーマをスクリーニングする
。得られた抗体産生ハイブリドーマが生産する抗体は、ヒト型抗ヒトOBM/sOBMモノクロー
ナル抗体である。これらの抗体の中からヒトOBM/sOBMの活性を中和する抗体を選別する。
しかしながら、このようにヒトリンパ球をin vitroで感作する方法では、一般的に抗原に
対して高親和性の抗体を得るのは困難である。
【００４８】
　従って、ヒトOBMおよびsOBMに高親和性のモノクローナル抗体を得るには、上記のよう
にして得られた低親和性ヒト型抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体を高親和化する必要が
ある。それには、上記のようにして得られ、中和抗体であるものの低親和性であるヒト型
抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体のCDR領域(特にCDR-3)にランダム変異を導入し、これ
をファージで発現させてヒトOBM/sOBMを固相化したプレートを用いてファージディスプレ
イ法により、抗原であるヒトOBM/sOBMに強力に結合するファージを選択し、そのファージ
を大腸菌で増やし、その塩基配列から高親和性を有するCDRのアミノ酸配列を決定すれば
よい。このようにして得られたヒト型抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体をコードする遺
伝子を一般的に使用されている哺乳動物細胞用発現ベクターに組み込んで、発現させるこ
とによりヒト型抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体が得られる。これらの中から、ヒトOB
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M/sOBMの生物活性を中和し、かつ高親和性である目的のヒト型抗ヒトOBM/sOBMモノクロー
ナル抗体を選別することができる。また、(ii)Balb/cマウスを用いて、本発明と同じよう
に常法(Koehler et al.:Nature 256, 495497, 1975)によりマウス型抗ヒトOBM/sOBMモノ
クローナル抗体を作製し、ヒトOBM/sOBMの生物活性を中和し、かつ高親和性を有するモノ
クローナル抗体を選択する。この高親和性マウス型抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体の
CDR‐領域(CDR-1,2および3)をヒトIgGのCDR領域に移植するCDR-grafting(Winter and Mil
stein: Nature 349, 293-299, 1991)の手法を駆使することによりヒト型化が可能である
。上記に加え、さらに(iii)ヒト末梢血リンパ球をSevere combined immune deficiency (
SCID)マウスに移植し、この移植されたSCIDマウスはヒト型抗体を生産する(Mosier D.
E.et al.: Nature 335, 256-259, 1988; Duchosal M.A. et al.: Nature 355, 258-262, 
1992)ので、抗原としてヒトOBMあるいはsOBMを抗原として感作し、スクリーニングするこ
とにより、ヒトOBM/sOBMに特異的なヒト型モノクローナル抗体を生産するリンパ球をその
マウスから採取することかできる。得られたリンパ球を前述のヒト型抗体の作製法(i)と
同様に、マウスとヒトとのヘテロハイブリドーマであるK6H6/B5(ATCC CRL1823)と細胞融
合させ、得られたハイブリドーマをスクリーニングすることにより、目的のヒト型モノク
ローナル抗体を産生するハイブリドーマを得ることができる。このようにして得られたハ
イブリドーマを培養することにより、目的のヒト型モノクローナル抗体を大量に製造でき
、上述の方法と同様に精製することにより精製品を得ることができる。又、目的のヒト型
モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマからcDNAライブラリーを構築し、目的のヒ
ト型モノクローナル抗体をコードする遺伝子(cDNA)をクローニングし、この遺伝子を遺伝
子工学的手法により適当な発現ベクターに組み込み、各種動物細胞、昆虫細胞、あるいは
大腸菌などを宿主として発現させることにより、遺伝子組み換えヒト型モノクローナル抗
体を大量に製造することができる。
【００４９】
　得られた培養液から上述と同様の方法により精製することにより、精製されたヒト型モ
ノクローナル抗体を大量に得ることができる。
さらに、上述の方法で得られた抗OBM/sOBMモノクローナル抗体の中から、OBM/sOBMの生物
活性を中和する抗体を得ることかできる。これらOBM/sOBMの生物活性を中和する抗体は、
生体内でのOBM/sOBMの生物作用、即ち破骨細胞形成促進作用をブロックすることから、医
薬として、特に骨代謝異常症の予防及び/又は治療剤として期待される。抗OBM/sOBM抗体
によるOBMあるいはsOBMの生物活性の中和活性は、in vitroでの破骨細胞形成系における
破骨細胞形成の抑制活性で測定することができる。in vitroアッセイ系として、以下の3
つの方法がある。即ち、破骨細胞形成(osteoclastogenesis)のin vitro培養系として、(i
)活性型ビタミンD3とデキサメサゾンの存在下、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株、ST2
細胞とマウス脾臓細胞との共培養系、(ii)サル腎臓細胞株、COS-7細胞上にOBMを発現させ
、ホルムアルデヒドにより固定化し、M-CSF存在下、その細胞上でマウス脾臓細胞を培養
する共培養系、(iii)遺伝子組み換えsOBM及びM-CSF存在下でマウス脾臓細胞を培養する系
などが挙げられる。これら培養系に種々の濃度で抗OBM/sOBM抗体を添加し、破骨細胞形成
に及ぼす影響を調べることにより、抗OBM/sOBM抗体による破骨細胞形成抑制活性を測定す
ることができる。又、in vivoでの実験動物を利用した骨吸収抑制活性により抗OBM/sOBM
抗体の破骨細胞形成抑制活性を評価することができる。即ち、破骨細胞形成が亢進してい
る動物モデルとして、卵巣摘出モデルがある。この種の実験動物に抗OBM/sOBM抗体を投与
し、骨吸収抑制活性(骨密度の増強活性)を測定することにより、抗OBM/sOBM抗体による破
骨細胞形成抑制活性を測定することができる。
【００５０】
　このようにして得られたOBM/sOBMの生物活性を中和する抗体は、医薬として、特に骨代
謝異常症の予防及び/又は治療を目的とした医薬組成物として、あるいはこのような疾患
の免疫学的診断のための抗体として有用である。本発明抗体は、製剤化して経口的あるい
は非経口的に投与することができる。本発明抗体を含む製剤は、OBM及び/又はsOBMを認識
する抗体を有効成分として含有する医薬組成物として、ヒトあるいは動物に対し安全に投
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与されるものである。医薬組成物の形態としては、点滴を含む注射剤、坐剤、経鼻剤、舌
下剤、経皮吸収剤などが挙げられる。モノクローナル抗体は高分子蛋白質であることから
、バイアル瓶などのガラス容器や注射筒などへの吸着が著しい上に不安定であり、種々の
物理化学的因子、例えば熱、pHおよび湿度等により容易に失活する。従って、安定な形で
製剤化するために、安定化剤、pH調整剤、緩衝剤、可溶化剤、界面活性剤などを添加する
。
【００５１】
　安定化剤としては、グリシン、アラニン等のアミノ酸類、デキストラン40およびマンノ
ース等の糖類、ソルビトール、マンニトール、キシリトール等の糖アルコール等が挙げら
れ、またこれらの二種以上を併用してもよい。これらの安定化剤の添加量は、抗体の重量
に対して0.01～100倍、特に0.1～10倍添加するのが好ましい。これら安定化剤を加えるこ
とにより、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の保存安定性を向上することができる。緩衝剤
としては、例えばリン酸バッファー、クエン酸バッファー等が挙げられる。緩衝剤は、液
状製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後の水溶液のpHを調整し、抗体の安定性、溶解性に
寄与する。緩衝剤の添加量としては、例えば液状製剤あるいは凍結乾燥製剤を再溶解した
後の水量に対し、1～10mMとするのが好ましい。界面活性剤としては、好ましくはポリソ
ルベート20、プルロニックF-68、ポリエチレングリコール等、特に好ましくはポリソルベ
ート80が挙げられ、またこれらの2種以上を併用してもよい。抗体のような高分子蛋白質
は容器の材質であるガラスや樹脂などに吸着しやすい。従って、界面活性剤を添加するこ
とによって、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体の、容器への吸着を防止す
ることができる。界面活性剤の添加量としは、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後
の水重量に対し0.001～1.0%添加することが好ましい。以上のような安定化剤、緩衝剤、
あるいは吸着防止剤を加えて本発明抗体の製剤を調製することができるが、特に医療用又
は動物薬用注射剤として用いる場合は、浸透圧比として許容される浸透圧比は1～2が好ま
しい。浸透圧比は、製剤化に際して塩化ナトリウムの増減により調製することができる。
製剤中の抗体含量は、適用疾患、適用投与経路などに応じて適宜調整することができ、ヒ
トに対するヒト型化抗体の投与量は、抗体のヒトOBM/sOBMに対する親和性、即ちヒトOBM/
sOBMに対する解離定数(Kd値)に依存し、親和性が高い(Kd値が低い)ほど、ヒトヘの投与量
を少なく薬効を発現することができる。又、ヒト型抗体はヒト血中での半減期が約20日間
と長いことから、例えばヒトに対して投与する際には、約0.1～100mg/kgを1～30日間に1
回以上投与すれば良い。
　以下の実施例により本発明をより詳紬に説明するが、これらは単に例示するのみであり
、本発明はこれらによって何ら限定されるものではない。
【実施例１】
【００５２】
本発明蛋白質の製造
(1)ST2細胞の大量培養
　マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株ST2(RIKEN CELL BANK, RCBO224)は、10%牛胎児血清
を含むα‐MEM培地を用いて培養した。付着細胞用225cm2Tフラスコでコンフルエントにな
るまで培養したST2細胞を、トリプシン処理してTフラスコから剥がし洗浄した後、5枚の2
25cm2Tフラスコに移し、10-8M活性型ビタミンD3(Calcitriol)、10-7Mデキサメサゾン、及
び10%牛胎児血清を添加したα‐MEM培地各々60mlを加えてCO2インキュベーター中で7-10
日間培養した。培養したST2細胞はセルスクレイパーを用いて回収し、使用するまで‐80
℃で保存した。
【００５３】
(2)膜画分の調製と膜結合蛋白質の可溶化
　225cm2のTフラスコ80枚を用いて培養した実施例1‐(1)記載のST2細胞(容量約12ml)に、
プロテアーゼ阻害剤(2mM　APMSFP,  2mM　EDTA,  2mM o-phenanthroline, 1mMleupeptin,
 1μg/ml pepstatin A及び100 units/ml aprotinin)を含む10mMトリス-塩酸緩衝液(pH7.2
)を3倍容量(36ml)加えた。ボルテックスミキサーを用いて30秒間この細胞を激しく攪拌し
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た後、氷中で10分間放置した。ホモジナイザー(DOUNCE TISSUE GRINDER, A syrindge, WH
EATON SCIENTIFIC社)を用い、細胞を破砕した。この細胞破砕液に、上記のプロテアーゼ
阻害剤、0.5Mシュクロース、0.1M塩化カリウム、10mM塩化マグネシウム、及び2mM塩化カ
ルシウムを加えた10mMトリスー塩酸緩衝液(pH7.2)の等量(48ml)を加え、攪拌した後、4℃
、600×gで10分間遠心した。この遠心分離により、細胞核と未破砕の細胞を沈殿画分とし
て分離した。遠心分離で得た上清を4℃、150,000×gで90分間遠心し、沈殿画分としてST2
細胞の膜画分を得た。この膜画分に、上記のプロテアーゼ阻害剤、15mM塩化ナトリウム、
及び0.1Mシュクロースを含む10mMトリス-塩酸緩衝液(pH7.2)8mlを加えた後、20% CHAPS (
3‐[(3-cholamidopropyl)‐dimethylammonio]‐1-propanesulfonate、Sigma社)200μlを
加え、4℃で2時間攪拌した。この液を4℃、150,000×gで60分間遠心し、その上清を可溶
化膜画分として得た。
【実施例２】
【００５４】
本発明蛋白質の精製
(1)OCIF固定化アフィニティーカラムの調製
　HiTrap NHS-activatedカラム(1ml,ファルマシア社)内のイソプロパノールを1mM塩酸で
置換した後、WO96/26217号公報記載の方法で調製した遺伝子組み換え型OCIF 13.0mgを含
む0.2M NaHCO3/0.5MNaCl(pH 8.3)溶液1mlをシリンジ(5ml,テルモ社)を用いカラムに添加
した。室温で30分間カップリング反応させた後、過剰な活性基を不活性化する為、0.5Mエ
タノールアミン/0.5M NaCl(pH 8.3)と0.1M酢酸/0.5M NaCl(pH 4.0)を3mlずつ交互に3回流
し、再度0.5Mエタノールアミン/0.5M NaCl(pH 8.3)に置き換え室温で1時間放置した。そ
の後、0.5Mエタノールアミン/0.5M NaCl(pH  8.3)と0.lM 酢酸/0.5M NaCl(pH 4.0)で2度
洗浄し、50mM Tris/1M NaCl/0.1%CHAPS緩衝液(pH 7.5)に置換した。
【００５５】
(2)OCIF固定化アフィニティーカラムによる本発明蛋白質の精製
　OCIF結合蛋白質の精製は、特に断らない限り4℃で行った。前述のOCIF固定化アフィニ
ティーカラムを、実施例1‐(2)記載のプロテアーゼ阻害剤、0.15M塩化ナトリウム、及び0
.5% CHAPSを加えた10mMトリス-塩酸緩衝液(pH 7.2)で平衡化した。このカラムに、実施例
1‐(2)項記載の可溶化膜画分約8mlを流速0.01ml/分で負荷した。このカラムに、上記のプ
ロテアーゼ阻害剤、0.15M塩化ナトリウム、及び0.5%CHAPSを加えた10mMトリス-塩酸緩衝
液(pH 7.2)を流速0.5ml/分で100分間流してカラムを洗浄した。次に、プロテアーゼ阻害
剤、0.2M塩化ナトリウム、及び0.5%CHAPSを加えた0.1Mグリシン-塩酸緩衝液(pH 3.3)を流
速0.1ml/分で50分間流し、カラムに吸着した蛋白質を溶出した。同様に、プロテアーゼ阻
害剤、0.2M塩化ナトリウム、及ひ0.5%CHAPSを加えた0.1Mクエン酸ナトリウム緩衝液(pH 2
.0)を流速0.1ml/分で50分間流し、カラムに吸着した蛋白質を溶出した。溶出液は0.5ml/
フラクションにて分取した。分取した画分には、2Mトリス溶液を加え、直ちに中和した。
各緩衝液で溶出したフラクション(溶出液量1.0-5.0ml)の各々をセントリコン-10(Centric
on‐10, Amicon, USA)を用いて50から100μlに濃縮した。濃縮した各フラクションの一部
を分取し、それぞれにOCIFを添加後、OCIFポリクローナル抗体で免疫沈殿させた。その沈
殿画分をSDS化して後、SDS-PAGEにかけてOCIFに特異的な結合能を有する蛋白質のバンド
が出現するフラクション(Fr. No.3-10)を本発明蛋白質画分とした。
【００５６】
(3)ゲル濾過による本発明蛋白質の精製
　実施例2‐(2)記載の方法で精製し、濃縮したOCIF結合蛋白質(0.lMグリシン-塩酸緩衝液
、pH 3.3及び0.lMクエン酸ナトリウム緩衝液、pH 2.0溶出画分)を10mMTris-HCl, 0.5M Na
Cl, 0.5% CHAPS(pH 7.0)で平衡化したSuperose 12HR10/30カラム(ファルマシア杜、1.0x3
0cm)にかけ、平衡化緩衝液を移動相として用い流速0.5 ml/minで展開させ、0.5 mlずつの
画分を集めた。上記と同様にして本発明蛋白質画分(Fr. No. 27-32)を同定し、各々のフ
ラクションをCentricon-10 (Amicon)で濃縮した。
【００５７】
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(4)逆相高速液体クロマトグラフィーによる精製
　前述のゲル濾過で精製したOCIF結合蛋白質を0.1% トリフルオロ酢酸(TFA),30%アセトニ
トリルで平衡化したC4カラム(2.1x250mm、Vydac, USA)に負荷した。最初の50分間でアセ
トニトリル濃度を30%から55%に、次の10分間でアセトニトリル濃度を80%にする勾配、流
速0.2ml/minで溶出を行い、溶出された蛋白質のピークを215nmで検出した。溶出された各
ピークの蛋白質を分取し本発明蛋白質のピークを同定することにより、高度に精製された
本発明蛋白質を得た。
【実施例３】
【００５８】
精製された本発明蛋白質のSDS-PAGE
　まず、活性型ビタミンD3存在下あるいは非存在下で培養したST2細胞から調製した膜可
溶化画分を上記のようにOCIF固定化アフィニティーカラムで精製し、その精製標品をSDS-
PAGEにかけた。図1(A)に示したように、活性型ビタミンD3存在下で培養したST2細胞から
の精製標品のみに、約30,000-40,000のメジャーな蛋白質バンドが検出され、OCIF固定化
アフィニティーカラムにより、OCIFに特異的に結合する蛋白質、即ち本発明蛋白質が選択
的に濃縮、精製されることが明らかになった。しかしながら、本発明蛋白質以外にOCIF固
定化カラムの担体やスペサーなどに非特異的に結合した数種の蛋白質バンドが両精製サン
プル中に共通して検出された。これらの本発明蛋白質以外の蛋白質を上記のようにゲル濾
過及びC4逆相クロマトグラフィーで除去し、得られた高度精製本発明蛋白質のSDS-PAGEを
図1(B)に示した。高度精製本発明蛋白質は電気泳動的に均一であり、その分子量は約30,0
00-40,000であった。
【実施例４】
【００５９】
OCIFの骨芽細胞への結合試験
(1) 125I 標識OCIFの調製
　OCIFはヨードジェン(Iodogen)法により125標識した。即ち、2.5mg/ml　Iodogen‐クロ
ロホルム溶液20μlを1.5mlエッペンドルフチューブに移し、40℃でクロロホルムを蒸発さ
せて、ヨードジェンコートしたチューブを調製した。このチューブを0.5Mリン酸ナトリウ
ム緩衝液(Na-Pi,pH 7.0)400μlで3回洗浄した後、0.5M Na-Pi, pH 7.0, 5μlを加えた。
このチューブにNa-125I溶液(Amersham社、NEZ-033H20)1.3μl(18.5 MBq)を加えた後、直
ちに1mg/ml rOCIF溶液(モノマー型あるいはダイマー型)10μlを加え、ボルテックスミキ
サーで攪拌した後、室温で30秒間放置した。この溶液を、予め10mg/mlヨウ化カリウム、0
.5M Na-Pi, pH 7.0溶液80μlと5%牛血清アルブミンのリン酸塩緩衝生理食塩水5μlを添加
しておいたチューブに移し攪拌した。この溶液を0.25%牛血清アルブミンのリン酸塩緩衝
生理食塩水溶液で平衡化しておいたスピンカラム(1ml, G-25 fine, ファルマシア社)に負
荷し、2,000rpmで5分間遠心した。カラムから溶出された画分に0.25%牛血清アルブミンの
リン酸塩緩衝生理食塩水溶液400μlを加え攪拌した後、2μlを取り、その放射能をガンマ
ーカウンターで測定した。このようにして調製した125I標識OCIF溶液の放射化学純度は10
%TCAにより沈殿する画分の放射能を測定することにより求めた。又、125I標識OCIF溶液の
OCIF生物活性は、WO96/26217号公報記載の方法に従い測定した。
又、125I標識OCIF濃度は以下のようにELISAにより測定した。
【００６０】
(2) 125I標識OCIF濃度のELISAによる測定
　WO96/26217号公報記載の抗OCIFウサギポリクローナル抗体を2μg/mlになるように溶解
させた50mM NaHCO3(pH 9.6)100μlずつを96ウェルイムノプレート(MaxiSorpTM、Nunc社)
の各ウェルに加えて4℃で一夜放置した。この液を吸い取った後、ブロックエース(雪印乳
業)/リン酸塩緩衝生理食塩水溶液(25/75)300μlずつを各ウェルに加え、室温で2時間放置
した。この液を吸い取った後、各ウェルを0.01 %ポリソルベート80を含むリン酸塩緩衝生
理食塩水(P-PBS)で3回洗浄し、次いで125I標識OCIFサンプルあるいはOCIF標準品を添加し
たブロックエース/リン酸塩緩衝生理食塩水溶液(25/75)300μlずつを各ウェルに加え、室
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温で2時間放置した。この液を吸い取った後、P-PBS 200μlで各ウェルを6回洗浄した。パ
ーオキシダーゼ標識したウサギ抗OCIFポリクローナル抗体を含むブロックエース(雪印乳
業)/リン酸塩緩衝生理食塩水溶液(25/75)100μlずつを各ウェルに加え、室温で2時間放置
した。この液を吸い取った後、P-PBS 200μlで各ウェルを6回洗浄した。TMB溶液(TMB Sol
uble Reagent, High Sensitivity, Scytek社)100μlずつを各ウェルに加え、室温で2-3分
放置した後、停止液(Stopping Reagent, Scytek社)100μlずつを各ウェルに加えた。各ウ
ェルの490nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。OCIF標準品を用い
て作製した検量線より、125I標識OCIFの濃度を求めた。
【００６１】
 (3)OCIFの骨芽細胞あるいは脾臓細胞への結合試験
　マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株ST2あるいは脾臓細胞をそれぞれ4×104 cell/ml及
び2x106 cell/mlの濃度になるように、10-8M活性型ビタミンD3(Calcitriol)及び10-7Mデ
キサメサゾン添加あるいは無添加の10%牛胎児血清(FBS)を含むα‐MEM培地に懸濁させ、
この培地1mlずつを24ウェルマイクロプレートに播種した。細胞をCO2インキュベーター中
で4日間培養しα‐MEM培地で洗浄した後、上記の125I標識OCIF(モノマー型又はダイマー
型)20ng/mlを加えた結合試験用培地(0.2%牛血清アルブミン、20mM Hepes緩衝液、0.2% Na
N3を加えたα‐MEM培地)200μlを各ウェルに加えた。又、別のウェルには、8μg/ml rOCI
F(400倍濃度)を更に添加した結合試験用培地を200μg/ml加え、非特異的吸着量測定に供
した。CO2インキュベーター中で1時間培養した後、1 mlのリン酸塩緩衝生理食塩水 1 ml
で３回洗浄した。この際、脾臓細胞は浮遊細胞であるため、24ウェルプレートを遠心分離
しながら、各ウェルの細胞を洗浄した。洗浄後、0.1N NaOH溶液500μlを各ウェルに加え
、室温に10分間放置することにより細胞を溶解させ、細胞に結合したRI量をガンマーカウ
ンターで測定した。
125I標識OCIFは、培養した脾臓細胞には結合せず、図2に示したように、活性型ビタミンD

3で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞にのみ特異的に結合した。このことから、本発明
蛋白質は活性型ビタミンD3とデキサメサゾンにより骨芽細胞様ストローマ細胞上に誘導さ
れる膜結合蛋白質であることが明らかになった。
【実施例５】
【００６２】
本発明蛋白質の生物活性
(1)骨芽細胞様ストローマ細胞の破骨細胞形成支持能
　骨芽細胞の破骨細胞形成支持能は、形成される破骨細胞の酒石酸耐性酸性フォスファタ
ーゼ活性(TRAP活性)を測定することによって評価した。即ち、ddyマウス(8-12週齢)の脾
臓細胞(2×105 cells/100μl/well)とマウス骨芽細胞様ストローマ細胞ST2(5×103 cells
/100μl/well)を10-8M活性型ビタミンD3、10-7Mデキサメサゾン、及ひ10%牛胎仔血清を加
えたα‐MEM培地に懸濁させ、96ウェルプレートに播種した。CO2インキュベーター中で1
週間培養した後、各ウェルをリン酸塩緩衝生理食塩水で洗浄し、更に100μlのエタノール
/アセトン(1:1)を加えて、室温で1分間固定した。固定後、5.mM p-nitrophenol phosphat
eと10mM酒石酸ナトリウムを含む50mMクエン酸緩衝液、pH 4.5、100μlを各ウェルに加え
、室温で15分間反応させた。反応後、0.1N NaOH溶液を各ウェルに添加し、405 nmの吸光
度をマイクロプレートリーダーで測定した。RIKEN CELL BANKから購入した後の継代数約1
0代のST2細胞と継代数約40代のST2細胞の破骨細胞形成支持能を試験した結果を図3に示す
。この結果から、継代数の多いST2細胞は破骨細胞形成支持能が高いことか明らかになっ
た。
【００６３】
 (2)活性型ビタミンD3及びデキサメサゾン存在下での培養における骨芽細胞様ストローマ
細胞膜上の本発明蛋白質発現の経時変化と共培養系における破骨細胞形成の経時変化
　実施例4‐(3)と同様に、骨芽細胞様ストローマ細胞株ST2を活性型ビタミンD3及びデキ
サメサゾン存在下で7日間培養した。OCIF結合試験は、実験例4‐(1)に記載した125I標識O
CIF(モノマータイプ)を用いて行った。非特異的結合は400倍濃度の非標識OCIFを用いて12
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5I標識OCIFのST2細胞への結合を競合させることにより測定した。その結果、活性型ビタ
ミンD3とデキサメサゾンにより、培養日数の経過と共に125I標識OCIFの特異的結合量が上
昇した。即ち、図4及び図5に示したように本発明蛋白質は活性型ビタミンD3によりST2細
胞の表面に培養日数と共に発現し、その発現は培養4日目に最大に達した。一方、マウス
脾臓細胞とST2細胞の共培養を活性型ビタミンD3存在下で行うことにより、破骨細胞様の
細胞が形成される。破骨細胞のマーカー酵素であるTRAP陽性の単核前破骨細胞様細胞は培
養3、4日目には形成され、さらに分化、成熟したTRAP陽性の多核細胞は培養5、6日目に形
成される。本発明蛋白質の発現の経時変化と破骨細胞形成のそれとは良く相関しているこ
とが明らかになった。
【００６４】
 (3)共培養期間において、種々の培養期間のみOCIF処理した場合の破骨細胞形成抑制効果
　本発明蛋白質が破骨細胞形成に関与する因子であることを更に明確にするために、前述
の実施例5‐(2)における6日間の共培養期間において、種々の培養期間(各2日間、但し5日
目のみ1日間)の細胞を、100ng/mlのOCIFで処理した。その結果、図6に示したように、ST2
細胞上に最も本発明蛋白質が発現される培養48-96時間目でのOCIF処理が最も効果的に破
骨細胞の形成を抑制した。即ち、OCIFは本発明蛋白質を介してST2細胞に結合することに
より、破骨細胞形成を抑制することが明らかになった。
  以上の結果から、本発明蛋白質は活性型ビタミンD3とデキサメサゾンにより骨芽細胞様
ストローマ細胞膜上に誘導され、破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する因子としての
生物活性(作用)を有することが明らかになった。
【実施例６】
【００６５】
125I標識OCIFと本発明蛋白質とのクロスリンキング試験
　本発明蛋白質の存在をさらに確認するため、125I標識OCIFと本発明蛋白質とのクロスリ
ンキングを行った。実施例4‐(3)と同様にマウス骨芽細胞様細胞株ST2を活性型ビタミンD

3及びデキサメサゾン存在下及び非存在下で4日間培養した。細胞をリン酸塩緩衝生理食塩
水1mlで洗浄した後、上記の125I標識OCIF(モノマー型)25ng/ml、又はWO96/26217号公報に
ある配列表配列番号76記載の蛋白質を動物細胞で発現させ上記の方法で標識することによ
り得られた125I標識OCIF‐CDDl 40ng/mlを加えた結合試験用培地(0.2% 牛血清アルブミン
、20mM Hepes緩衝液、0.2% NaN3、及び100μg/mlヘパリンを加えたα‐MEM培地)200μlを
添加した。又、別のウェルには、400倍濃度のOCIFを更に添加した結合試験用培地を添加
し、非特異的吸着試験に供した。CO2インキュベーター中で1時間培養した後、100μg/ml
ヘパリンを加えたリン酸塩緩衝生理食塩水1mlで3回洗浄した。これらのウェルに100μg/m
lのクロスリンキング剤、DSS(Disuccinimidyl suberate、Pierce社)を溶解させたリン酸
塩緩衝生理食塩水500μlを加え、0℃で10分間反応させた。これらのウェルの細胞を0℃に
冷却したリン酸塩緩衝生理食塩水1mlで2回洗った後、1% Triton X-100、2mM PMSF(phenyl
methylsulfonyl fluoride)、10μM pepstatin、10μM leupeptin、10μM antipain、及び
2mM EDTAを加えた20mM Hepes緩衝液100μlを各ウェルに加え室温に30分間放置して細胞を
溶解させた。これらのサンプル15μlを常法により非還元条件下でSDS化した後、SDS‐ポ
リアクリルアミド電気泳動用ゲル(4-20%ポリアクリルアミドグラジェント、第一化学社)
を用いて泳動させた。泳動後、ゲルを乾燥させ、BioMax MSフィルム(Kodak社)とBioMax M
S増感スクリーン(Kodak社)を用いて‐80℃で24時間感光させた。感光させたフィルムを常
法により現像した。
125I標識OCIF(モノマー型、60kDa)を用いた場合には分子量約90,000-10,000のクロスリン
クされた蛋白質が検出された。又、125I標識OCIF-CDDl(31kDa)を用いた場合、図7に示す
ように約70-80kDa(平均78kDa)のクロスリンクされた蛋白質が検出された。
【実施例７】
【００６６】
ST細胞上に発現する本発明蛋白質のScatchard Plotによる解析
　上記の125I標識OCIF(モノマー型)を1,000pMになるように加えた結合試験用培地(0.2% 



(21) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

牛血清アルブミン、20mM Hepes緩衝液、0.2% NaN3を加えたα‐MEM培地)を調製し、結合
試験用培地を用い、1/2希釈倍率で段階的に希釈した。又、非特異的な結合を求めるため
、これらの溶液に更に400倍濃度の未標識モノマー型OCIFを添加した溶液を調製した。調
製したこれらの溶液200μlを10-8M活性型ビタミンD3(Calcitriol)と10-7Mデキサメサゾン
存在下で4日間培養した上記のST2細胞(約10継代目)のウェルに加え、実施例4‐(3)と同様
の方法で125I標識OCIFの結合を試験した。得られた結果を常法に従ってScatchard Plotし
、OCIFとOCIF結合蛋白質の解離定数とST2細胞当たりのOCIF結合蛋白質の個数(サイト数)
を求めた。
その結果、OCIFと本発明蛋白質の解離定数は280pM、ST2細胞当たりのOCIF結合蛋白質のサ
イト数は約33,000個/細胞であった。又、実施例5‐(1)で記載したように、約40継代培養
したST2細胞は破骨細胞形成支持能が10継代培養したST2細胞よりも高かったことから、前
者のST2細胞上に発現した本発明蛋白質のサイト数を測定したところ、サイト数が58,000
個/細胞であり、明らかに10継代培養したST2細胞よりも多く、本発明蛋白質の発現量の多
寡がST2細胞による破骨細胞形成支持能の強弱に繋がっていることが明らかになった。こ
のことは、本発明蛋白質は破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する因子であることを示
す。
【実施例８】
【００６７】
OBMcDNAのクローニング
(1)マウスST2細胞からのRNAの抽出
　マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株ST2(RIKEN CELL BANK, RCBO224)は、10%牛胎児血清
を含むα‐MEM培地(ギブコBRL杜)を用いて培養した。付着細胞用225cm2T‐フラスコでコ
ンフルエントになるまで培養したST2細胞を、トリプシン処理してT‐フラスコから剥がし
洗浄した後、5枚の225cm2T‐フラスコに移し、10-8M活性化ビタミンD3(Calcitriol、和光
純薬杜)、lO-7Mデキサメサゾン、及び10%牛胎児血清を添加したα-MEM培地を各々60mlず
つ加えてCO2インキュベーター中で5日間培養した。培養したST2細胞からISOGEN(和光純薬
社)を用いて総RNAを抽出した。総RNA約600μgからOligo(dT)‐celluloseカラム(5'‐3'Pr
ime社)を用いてポリA+RNAを調製した。約8μgのポリA+RNAを得た。
【００６８】
(2)発現ライブラリーの構築
実施例8-(1)で得られたポリA+RNA 2μgからGreat Lengths cDNA Synthesis kit(Clontech
社)を用い、その説明書に従い二本鎖cDNAを合成した。即ち、ポリ+RNA 2μgとOligo(dT)2
5(dN)プライマーを混合し蒸留水を加え最終容量を6.25μlとし、70℃で3分保温後、氷中
で2分冷却した。この溶液に蒸留水2.2μl、5X First-strand buffer 2.5μl、100mM DTT 
(ジチオスレイトール)0.25μl、PRIME RNase Inhibitor (1U/ml) (5'‐3'Prime社) 0.5μ
l、5倍希釈した[α‐32P] dCTP(アマシャム杜、3000 Ci/mmol、2μCi/μl) 0.5μl、dNTP
(各20mM) 0.65μl、MMLV (RNaseH‐)逆転写酵素1.25μl(250ユニット)を加え、42℃で90
分保温した。さらに、蒸留水を62.25μl、5X second-strand buffer 20μl、dNTP (各20m
M) 0.75μl、Second-strand enzyme cocktail 5μlを添加し、16℃で2時間保温した。こ
の反応液にT4DNA polymerase 7.5ユニットを加え、16℃でさらに30分保温後0.2M EDTA 5
μl添加して反応を停止し、フェノール・クロロフォルム処理後、エタノール沈殿を行っ
た。この二本鎖cDNAの末端にEcoRI-Sal I-NotIリンカー(Clontech社)を付加し末端をリン
酸化した。サイズフラクショネーション用カラムにより500bp以上のcDNAを分離し、エタ
ノール沈殿を行った。沈殿したDNAを水に溶解し、あらかじめ制限酵素EcoRI(宝酒造社)切
断及びCIAP(ウシ小腸アルカリフォスファターゼ、宝酒造社)処理して調製したpcDL-SR  
α296 (Molecular and Cellular Biology, Vol.8, pp466-472、1988)に挿入した。
【００６９】
(3) OCIFとの結合を指標とした発現ライブラリーのスクリーニング
　実施例8-(2)で得られたDNAを用い大腸菌、XL2 BlueMRF'(東洋紡社)を形質転換し、1ウ
ェルあたり約100コロニーとなるように細胞培養用24ウェルプラスティックプレートに調
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製したLカーベニシリン寒天培地(1%トリプトン、0.5%イーストエキス、1%NaCl、60μg/ml
カーベニシリン、1.5%寒天)上に増殖させた。各ウェル中の形質転換株を3mlのTerrific B
rothアンピシリン培地(1.2%トリプトン、2.4%イーストエキス、0.4%グリセロール、0.017
M KH2PO4、0.072M K2HPO4, 100μg/mlアンピシリン)に懸濁し、37℃で一晩振盪培養した
。遠心により集菌しQIAwell kit(QIAGEN社)を用いてプラスミドDNAを調製した。260nmに
おける吸光度によりDNA含量を測定し、エタノール沈殿により濃縮し、200ng/μlとなるよ
うに蒸留水に溶解した。この様にしてそれぞれ約100個のコロニーから由来するDNAプール
を500プール調製し、COS-7細胞(RIKEN CELL BANK，RCBO539)へのトランスフェクションに
用いた。COS-7細胞を24ウェルプレートに8×104細胞/ウェルとなるように播種し、10% 牛
胎児血清を含むDMEM培地を用いて、CO2インキュベーター中で37℃にて一晩培養した。翌
日、培地を除いた後、無血清DMEM培地で細胞を洗浄した。トランスフェクション用試薬リ
ポフェクトアミン(ギブコBRL社)添付のプロトコールに従い、予めOPTI-MEM培地 (ギブコB
RL 社)を用いて希釈しておいた前記プラスミドDNAとリポフェクトアミン(ギブコBRL 社)
を混合し、15分後この混合液を各ウェルの細胞に加えた。用いたDNA及びリポフェクタミ
ンの量はそれぞれ1μg及び4μlとした。5時間後、培地を除去し、1mlの10% 牛胎児血清を
含むDMEM培地(ギブコ社)を添加し、CO2 インキュベーター中(5%CO2)、37℃で2-3日培養し
た。上記の様にトランスフェクトし2-3日培養したCOS-7 細胞を無血清DMEM培地で洗浄し
た後、125I標識したOCIF 20ng/mlを加えた結合試験用培地(0.2%牛血清アルブミン、20mM 
Hepes緩衝液、0.1mg/ml heparin及び0.02% NaN3を加えた無血清DMEM培地) 200μlを各ウ
ェルに加えた。CO2 インキュベーター中(5% CO2)で37℃ 1時間培養した後、細胞を0.1mg/
ml heparinを含むリン酸塩緩衝生理食塩水500μlで2回洗浄した。洗浄後、0.1N NaOH溶液
 500μlを各ウェルに加え、室温に10分間放置することにより細胞を溶解させ、各ウェル
中の125Iの量をガンマーカウンター(パッカード社)で測定した。計500 プールをスクリー
ニングすることにより、OCIFと特異的に結合する蛋白質をコードするcDNAを含むDNAプー
ル1っを分離した。さらに本発明のcDNAを含むDNAプールを細分化し、前記と同様のトラン
スフェクションとスクリーニング操作を繰り返すことにより、OCIFと結合する蛋白質をコ
ードするcDNAを単離した。このcDNAを含むプラスミドをpOBM291と名付けた。このプラス
ミドを含む大腸菌は、pOBM291として通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所(現独
立行政法人産業技術総合研究所　微生物寄託センター)に受託番号FERM BP-5953として平
成9年5月23日に寄託されている。OCIFの125I標識ならびにELISAによる125I標識OCIFの定
量法を以下に示す。OCIFはヨードジェン(Iodogen)法により125I標識した。2.5 mg/ml Iod
ogen-クロロホルム溶液20μlを1.5 mlエッペンドルフチューブに移し、40℃でクロロホル
ムを蒸発させて、ヨードジェンコートしたチューブを調製した。このチューブを0.5Mリン
酸ナトリウム緩衝液(Na-Pi, pH 7.0)400μlで3回洗浄した後、0.5 M Na-Pi, pH 7.0, 5μ
lを加えた。このチューブにNa-125I溶液 (Amersham社、NEZ-033H20)1.3μl(18.5 MBq)を
加えた後、直ちに1mg/mlOCIF溶液(モノマー型あるいはダイマー型) 10μlを加え、ボルテ
クスミキサーで攪拌した後、室温で30秒間放置した。この溶液を、予め10mg/ml沃化カリ
ウム、0.5M Na-Pi, pH7.0溶液80μlと 5% 牛血清アルブミンを含むリン酸塩緩衝生理食塩
水(BSA-PBS)5μl を添加しておいたチューブに移し攪拌した。この溶液をBSA-PBSで平衝
化しておいたスピンカラム(1ml, G-25 fine, ファルマシア社)に負荷し、2,000rpmで5分
間遠心した。カラムから溶出された画分にBSA-PBSを400μl加え撹拌した後、2μlを取り
、その放射能をガンマーカウンターで測定した。このようにして調製した 125I標識OCIF
溶液の放射化学純度は 10% TCAにより沈殿する画分の放射能を測定することにより求めた
。また、125I標識OCIF溶液のOCIF生物活性は、WO96/26217号公報記載の方法に従い測定し
た。また、125I標識OCIF濃度は、以下のようにELISAにより測定した。即ち、WO96/26217
号公報記載のウサギ抗OCIFポリクローナル抗体を2μg/mlになるように溶解させた50mM Na
HCO3, pH 9.6を100 μlずつ96ウェルイムノプレート(Nunc,MaxiSorpTM)の各ウェルに加え
て4℃で一夜放置した。この液を吸い取った後、ブロックエース(雪印乳業)とリン酸塩緩
衝生理食塩の混合水溶液 (混合比25:75)(B-PBS)を200μlずつ各ウェルに加え、室温で2時
間放置した。この液を吸い取った後、各ウェルを0.01%Polysorbate 80を含むリン酸塩緩
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衝生理食塩水 (P-PBS)で3回洗浄し、次いで125I標識OCIFサンプルあるいはOCIF標準品を
添加した B-PBSを100μlずつ各ウェルに加え、室温で2時間放置した。この液を吸い取っ
た後、P-PBS200μlで各ウェルを6回洗浄した。パーオキシダーゼ標識したウサギ抗OCIFポ
リクローナル抗体をB-PBSで希釈した溶液を100μlずつ各ウェルに加え、室温で2時間放置
した。この液を吸い取った後、P-PBS200μlで各ウェルを6回洗浄した。TMB 溶液 (TMB So
luble Reagent, High Sensitivity, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加え、室温で2-3
分放置した後、停止液(Stopping Reagent, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加えた。各
ウェルの450 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。OCIF標準品を用
いて作製した検量線より125I標識OCIFの濃度を求めた。
【００７０】
(4) OBMの全アミノ酸配列をコードするcDNAの塩基配列の決定
　実施例8-(3)で得られたOBMcDNAの塩基配列を、タックダイデオキシターミネーターサイ
クルシークエンシングキット(パーキンエルマー社)を用いて決定した。即ち、pOBM291を
鋳型とし、直接挿入断片の塩基配列を決定した。また、pOBM291を制限酵素EcoRI で切断
し得られた約1.0kb ならびに約0.7kb の断片をプラスミドpUC19(宝酒造社)のEcoRI部位に
挿入し、それらの断片の塩基配列も決定した。用いたプライマーは、pcDL-SRα296 の挿
入断片 DNAの塩基配列を決定するためのプライマーSRR2、プラスミドpUC19 の挿入断片 D
NAの塩基配列を決定するためのプライマーml3PrimerM3、ml3PrimerRV(ともに宝酒造社)及
びOBMcDNAの塩基配列に基づいて設計された合成プライマーOBM#8である。これらプライマ
ーの配列を配列表配列番号3～6に示す。
　また、決定されたOBMcDNAの塩基配列を配列番号２に、その配列から推定されるアミノ
酸配列を配列番号１にそれぞれ示す。
〔実施例9〕
【００７１】
本発明ｃＤＮＡにコードされる蛋白質の発現
　プラスミドpOBM291 を6ウェルプレートの各ウェル中でCOS-7細胞にリポフェクトアミン
を用いトランスフェクションし、10%牛胎児血清を含むDMEM培地中で2日間培養した。5%透
析牛胎児血清を添加した、システイン・メチオニン不含DMEM (大日本製薬社) に培地交換
し(800μl/well) 15分培養した後、Express Protein Labeling Mix (NEN社、10mCi/ml)を
14μl添加した。4時間培養後、10% 牛胎児血清を含むDMEM培地を 200μl加え1時間培養し
た。細胞をPBSで2回洗浄後、1%TritonX-100、1% bovine hemoglobin、10μg/ml leupepti
n、0.2 TIU/ml aprotinin、1mM PMSFを含むTSAバッファー (0.14M NaCl、0.025% NaN3を
含む 10mMTris-HCl (pH 8.0))を0.5ml加え、氷上1時間静置した。ピペッティングにより
細胞を破砕した後、4℃で3000Xg 10分間遠心分離し上清を得た。この上清100μlに200μl
の希釈バッファー (0.1 % TritcmX-100、0.1% bovine hemoglobin、10μg/ml le upeptin
、0.2TIU/ml aprotinin、1mM PMSFを含むTSAバッファー)を加え、protein A Sepharose(5
0μl)とともに4℃で1時間振とうさせた後、4℃で1500Xg にて1分間遠心分離し上清を回収
することにより、protein A Sepharoseに非特異的に吸着する分画を除いた。この上清にO
CIF(1μg)を加え、4℃で1時間振とうさせながらOBMとOCIFを結合させた後、抗OCIFポリク
ローナル抗体 (50μg)を加えて4℃で1時間振とうした。これにprotein A Sepharose(10μ
l)を加えさらに4℃で1時間振とうした。4℃で1500Xg にて1分間遠心分離し沈澱画分を回
収した。4℃、1500X g で1分間の遠心分離による沈澱の洗浄を、希釈バッファーで2回、b
ovine hemoglobinを含まない希釈バッファーで2回、TSAバッファーで1回、50mM Tris-HCl
(pH 6.5)で1回行った。洗浄後、沈澱に10 %βメルカプトエタノールを含むSDS バッファ
ー(0.125 MTris-HCl、4%ドデシル硫酸ナトリウム、20% グリセロール、0.002%ブロモフェ
ノールブルー、pH 6.8)を加え、100℃で5分加熱後 SDS-PAGE(12.5%ポリアクリルアミドゲ
ル、第一化学社)を行った。常法によりゲルを固定した後、Amplify(アマシャム社)により
、アイソトープのシグナルを増強した後、Bio Max MRフィルム(KODAK社) を用いて－80℃
で感光させた。結果を図8に示す。本発明cDNAにコードされる蛋白質の分子量は約40,000
であることが示された。
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〔実施例10〕
【００７２】
本発明ｃＤＮＡにコードされる蛋白質とOCIFとの結合
　プラスミドpOBM291 を24ウェルプレートの各ウェル中でCOS細胞にリポフェクトアミン
を用いてトランスフェクトし、その細胞を2-3日培養したのち無血清DMEM培地で洗浄し、
これに125I標識したOCIF 20ng/mlを加えた結合試験用培地 (0.2%牛血清アルブミン、20mM
 Hepes緩衝液、0.1mg/ml heparin、0.2% NaN3を加えた無血清DMEM培地)200 μl を加えた
。また別のウェルには、125I標識したOCIF 20ng/mlに加えて8μg/mlの非標識OCIFを更に
添加した結合試験用培地を200μl加えて実験を行った。CO2 インキュベーター中(5% CO2)
で37℃にて1時間培養した後、細胞を0.1mg/mlのheparinを含むリン酸緩衝生理食塩水500
μlで2回洗浄した。洗浄後、0.1N NaOH溶液500μlを各ウェルに加え、室温に10分間放置
することにより細胞を溶解させ、ウェル中の125Iの量をガンマーカウンターで測定した。
その結果、図9に示したようにプラスミドpOBM291 をトランスフェクトした細胞にのみ125

I標識したOCIFが結合することが確認された。また、その結合は、400倍濃度のOCIFを添加
することで著しく阻害されることが確認された。以上の結果から、プラスミドpOBM291上
のcDNAにコードされる蛋白質、OBMは、COS-7細胞表面でOCIFと特異的に結合することが明
らかとなった。
〔実施例11〕
【００７３】
　125I標識したOCIFと本発明cDNAにコードされる蛋白質とのクロスリンキング試験
　本発明cDNAにコードされる蛋白質の性質をさらに詳しく解析するため、125I標識したモ
ノマー型OCIFと本発明cDNAにコードされる蛋白質とのクロスリンキングを行った。実施例
8-(3)に記載の方法に従ってプラスミドpOBM291をCOS-7 細胞にトランスフェクトした後、
上記の 125I標識したOCIF (25ng/ml) を加えた結合試験用培地200μl を添加した。また
、別のウェルには、125I標識したOCIFに加え400 倍濃度の非標識OCIFをさらに添加した結
合試験用培地を加えた。CO2インキュベーター中(5% CO2)で37℃ 1時間培養した後、細胞
を0.1mg/ml heparinを含むリン酸塩緩衝生理食塩水500 μlで2回洗浄した。この細胞に10
0μg/mlのクロスリンキング剤、DSS (Disuccinimidyl suberate, Pierce社) を溶解させ
たリン酸塩緩衝生理食塩水 500μl を加え、0℃で10 分間反応させた。これらのウェルの
細胞を0 ℃に冷却したリン酸緩衝生理食塩水 1ml で2回洗った後、この細胞に1% Triton 
X-100(和光純薬社)、2mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride、シグマ社)、10μM pep
statin (和光純薬社)、10μM leupeptin(和光純薬社)、10μM antipain (和光純薬杜)、
及び2mM EDTA (和光純薬社)を含む 20 mM Hepes緩衝液 100μl を加え、室温に30分間放
置して細胞を溶解させた。これらのサンプル15μlを常法により還元条件下でSDS化した後
、SDS-電気泳動用ゲル(4-20% ポリアクリルアミドグラジエント、第一化学社)を用いて泳
動した。泳動後、ゲルを乾燥させ、BioMax MSフィルム(Kodak社) とBioMaxMS 増感スクリ
ーン (Kodak社)を用いて－80℃で24時間感光させた。感光させたフィルムを常法により現
像した。この結果、125I標識モノマー型OCIFと本発明cDNAによりコードされる蛋白質をク
ロスリンクさせることにより、図10に示すように分子量約90,000-110,000のバンドが検出
された。
〔実施例12〕
【００７４】
　ノーザンブロットによる解析
　付着細胞用25cm2T フラスコでコンフルエントになるまで培養したST2細胞を、トリプシ
ン処理してT フラスコから剥がし洗浄した後、1枚の225cm2T フラスコに播種し、10-8M 
活性化ビタミンD3、10-7M デキサメサゾン、及び10%牛胎児血清を添加したα-MEM培地各
々60mlを加えてCO2インキュベーター中で4日間培養した。培養したST2細胞からISOGEN (
和光純薬社) を用いて総 RNAを抽出した。また、活性化ビタミンD3とデキサメサゾン非存
在下で培養したST2細胞からも上記の方法で総RNAを抽出した。各総RNA 20 μg (4.5μl)
にそれぞれ2.0μlの 5X ゲル泳動緩衝液(0.2M モルホリノプロパンスルホン酸、pH 7.0、
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50mM 酢酸ナトリウム、5mM EDTA)、3.5 μlのホルムアルデヒド及び10.0μlのホルムアミ
ドを加え55℃で15分保温後、電気泳動に供した。電気泳動用のゲルは1.0%アガロース、2.
2M脱イオン化ホルムアルデヒド、40mM モルホリノプロパンスルホン酸pH 7.0、10mM 酢酸
ナトリウム、1mM EDTAの組成で調製した。また、電気泳動は40 mM モルホリノプロパンス
ルホン酸、pH 7.0、10mM 酢酸ナトリウム、1mM EDTAの緩衝液中で行った。電気泳動後、R
NAをナイロンメンブレンにトランスファーした。pOBM291を制限酵素EcoRI で切断して得
られた、約1.0kb の DNA断片を、メガプライム DNAラベリングキット (アマシャム社)及
びα-32P-dCTP(アマシャム社) を用いて標識したものをプローブとしてハイブリダイゼー
ションを行った。その結果、図11に示すように、ST2細胞では活性化ビタミンD3とデキサ
メサゾンの存在下で培養した場合に、本発明cDNAにコードされる蛋白質(OBM)の遺伝子発
現が強く誘導されていることが明らかとなった。
〔実施例13〕
【００７５】
　本発明cDNAにコードされる蛋白質の破骨細胞形成支持能
　実施例8-(3)に記載の方法でCOS細胞にpOBM291 をトランスフェクトした。3日後トリプ
シナイズした細胞をリン酸塩緩衝生理食塩水で一回遠心洗浄したのち、1%パラフォルムア
ルデヒドを含むPBS に細胞をサスペンドしながら室温で5分間固定し、PBSにて6回遠心洗
浄した。10-8M 活性化ビタミンD3、10-7M デキサメサゾン、10% 牛胎児血清を含むα-MEM
培地にて調製した1×106個/ml のマウス脾臓細胞及び4×104個/ml のST2 細胞を24ウェル
プレートにそれぞれ 700μl、350μl添加したのちTCインサート (Nunc社)を各ウェルにセ
ットした。上記培地にて段階希釈した固定化COS細胞(350μl)及びOCIF(50μl)をTCインサ
ート中に添加して37℃で6日間培養した。この結果、OCIFによる破骨細胞形成阻害活性が
、本発明cDNAにコードされる蛋白質により抑制されることが明らかとなった。
〔実施例14〕
【００７６】
　分泌型OBM の発現
　(1) 分泌型OBM発現プラスミドの構築
　OBM HF (配列表配列番号7)とOBM XR (配列表配列番号8)をプライマー、pOBM291を鋳型
としPCR反応を行った。この生成物を、アガロースゲル電気泳動で精製した後、制限酵素H
indIII、EcoRIで切断し、さらにアガロースゲル電気泳動で精製した。この精製断片(0.6k
b)を、pSec TagA(インビトローゲン社)のHindIII/EcoRV 断片 (5.2kb)と、OBM cDNAのEco
RI/PmaCI断片 (0.32kb)とともにライゲーションキットver.2(宝酒造社) を用いてライゲ
ーションを行い、その反応生成物を用いて大腸菌 DH5αを形質転換した。得られたアンピ
シリン耐性株より、アルカリSDS 法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断すること
によりpSecTagA に0.6Kb と0.32kbの断片が挿入されたプラスミドを選び出した。
さらにこのプラスミドにつきダイターミネーターサイクルシークエンシングFSキット(パ
ーキン‐エルマー社)を用いてシークエンスを行い、このプラスミドが分泌型OBMをコード
する配列 (塩基配列:配列表配列番号2の338～1355番、アミノ酸配列:配列表配列番号1の7
2～316番)を持っていることを確認した。このプラスミドを制限酵素NheI、XhoIで切断し
た後、分泌型OBM cDNAに相当する断片(1.0kb)をアガロースゲル電気泳動で回収した。こ
の断片をライゲーションキットを用いて発現ベクターpCEP4(インビトローゲン社)のNheI/
XhoI断片(10.4kb)に挿入し、その反応生成物を用いて大腸菌DH5 αを形質転換した。得ら
れたアンピシリン耐性株より、アルカリSDS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切
断して解析することにより、目的の構造を持った分泌型OBM発現プラスミド(pCEP sOBM)を
持つ大腸菌株を選び出した。pCEP sOBMを持つ大腸菌株を培養し、キアフィルタープラス
ミドミディキット(キアゲン社)を用いてpCEP sOBMを精製した。
【００７７】
　(2)分泌型OBMの発現
　293-EBNA細胞を10%FCSを含むIMDM (IMDM-10%FCS)に懸濁し、コラーゲンコートした24ウ
ェルプレート(住友べ一クライト社)に2x105 個/2ml/ウェルになるように播種し、一晩培
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養した。この細胞に1μgのpCEP sOBM 又はpCEP4をリポフェクトアミン(ギブコ社)4μlを
用いて形質導入し、0.5ml の無血清IMDM又はIMDM-10 %FCS 中でさらに2日間培養し、その
培養上清を回収した。分泌型OBMの培養上清中での発現は、以下のようにして確認した。
培養上清に最終濃度0.1Mになるよう炭酸水素ナトリウムを加えた後、培養液を96ウェルプ
レートに添加し、4℃で一晩放置し、培養上清中のOBMを96ウェルプレートに固相化した。
このプレートをPBS で4倍希釈したブロックエース (雪印乳業社) 溶液 (B-PBS)で室温に2
時間放置しブロッキングした後、B-PBSで希釈した3-100ng/mlのOCIFを各ウェルに100μl
ずつ加え37℃で2時間放置した。0.05% Tween 20 を含むPBS(PBS-T)でプレートを洗浄した
後、B-PBS で希釈した WO96/26217号記載のパーオキシダーゼ標識ウサギ抗OCIFポリクロ
ーナル抗体を各ウェルに100μlずつ添加し、37℃で2時間放置した。PBS-Tで各ウェルを6
回洗浄した後、TMB溶液(TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社)を100μlず
つ各ウェルに加え、室温で約10分放置した後、停止液(Stopping Reagent, Scytek社) を1
00μlずつ各ウェルに加えた。
各ウェルの 450nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。結果を図12に
示す。pCEP sOBMを形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートでは、添加したOCI
Fの濃度に依存して450nmの吸収が増加したが、ベクターpCEP4 を形質導入した細胞の培養
上清を固定化した場合は吸収の増加はみられなかった。又、固定化に用いる培養上清の割
合を5-90%の範囲で種々に変化させ、一定濃度のOCIF(50ng/ml)を添加した際の実験の結果
を図13に示す。pCEP sOBMを形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートでは、培
養上清の割合が高くなるほど450nmの吸収が増加したが、ベクターpCEP4を形質導入した細
胞の培養上清を固定化したプレートでは、吸収の増加は見られなかった。以上の結果より
、分泌型OBMが、pCEP sOBMを形質導入した細胞の培養上清中に生産されていることが確認
された。
〔実施例15〕
【００７８】
　チオレドキシン‐OBM 融合蛋白質 (Trx-OBM)の発現
　(1)チオレドキシン‐OBM 融合蛋白質 (Trx-OBM)発現ベクターの構築
　10μlの10X ExTaqバッファー(宝酒造社)、8 μl の10mMdNTP (宝酒造社)、77.5μl の
滅菌蒸留水、2μl のpOBM291 水溶液(10ng/μl)、1μlのプライマーOBM3 (100pmol/μl、
配列表配列番号9)、1μlのプライマーOBMSalR2(100pmol/μl、配列表配列番号10)、0.5μ
lのExTaq (5u/μl) (宝酒造社)を混合しマイクロ遠心管中でPCR反応を行った。95℃5分、
50℃1秒、55℃1分、74℃1秒、72℃5分の反応後、96℃1分、50℃1秒、55℃1分、74℃1秒、
72℃3分の反応を25サイクル行った。1%アガロースゲル電気泳動により、反応液全量から
約750bpのDNA 断片をQIAEX II gel extraction kit(QIAGEN社)を用いて精製した。精製し
たDNA 断片全量を制限酵素SaII, EcoRI(宝酒造杜)で切断した後、1.5%アガロースゲル電
気泳動を行い約160bp のDNA断片 (断片1)を精製し20μlの滅菌蒸留水に溶解した。同様に
、4μg のpOBM291を制限酵素BamHI, EcoRI(宝酒造社)で切断し得られた約580bp のDNA断
片 (断片2)、及び2μgのpTrXFus (InVitrogen社)を制限酵素BamHI,SalI(宝酒造社)で切断
し得られた約3.6kbのDNA断片(断片3)をそれぞれ精製し、それぞれを20μlの滅菌蒸留水に
溶解した。DNA断片の精製にはQIAEXII gel extraction kitを用いた。
断片1、断片2、断片3をDNAligation kit ver.2 (宝酒造社) を用い、16℃で2時間30分保
温することにより結合させた。ライゲーション反応液を用い大腸菌GI724 株(インビトロ
ーゲン社)をThioFusion Expression System (インビトロ一ゲン社)添付のInstruction Ma
nualに記載の方法で形質転換した。得られたアンピシリン耐性形質転換株の中から、制限
酵素切断により得られるDNA断片地図の解析並びにDNA 配列の決定により、OBMcDNA 断片(
塩基配列:配列表配列番号2の350～1111、アミノ酸配列:配列表配列番号1の76～316)がチ
オレドキシン遺伝子に同じ読み枠で結合しているプラスミドを持つ菌株を選び出した。得
られた菌株をGI724/pTrxOBM25と名付けた。
【００７９】
　(2)大腸菌でのOBMの発現
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　GI724/pTrxOBM25株及びpTrxFus を持つGI724株 (GI724/pTrxFus)それぞれを2mlのRMG-A
mp 培地(0.6 %Na2HPO4, 0.3 %KH2PO4, 0.05 %NaCl, 0.1 % NH4Cl1.2%カザミノ酸(Difco社
)、1%グリセロール、1mM MgCl2、100 μg/mlアンピシリン (Sigma社) pH7.4)で30℃で6時
間振とう培養した。菌液0.5ml を50mlのInduction培地(0.6% Na2HPO4、0.3 %KH2PO4、0.0
5%NaCl、0.1% NH4Cl、0.2%カザミノ酸、0.5%グルコース、1mM MgCl2、100μg/mlアンピシ
リン、pH 7.4)に添加し、30℃で振とう培養した。OD600nmでの値が約0.5になった時点で
最終濃度が0.1mg/mlになるようにL-トリプトファンを添加し、さらに30℃での振とう培養
を6時間継続した。菌液を3000×gで遠心し菌体を集め、12.5mlのPBS (10mM リン酸バッフ
ァー、0.15M NaCl、pH7.4)に懸濁した。懸濁液を超音波発生装置 (Ultrasonics社)にかけ
菌体を破砕し、7000×g で30分遠心して上清を集め可溶性蛋白質画分とした。この可溶性
蛋白質画分液10μlずつを還元条件下でのSDS ポリアクリルアミド(10%)電気泳動に供した
。この結果、GI724/pTrxOBM25の可溶性蛋白質画分液にはGI724/pTrxFus の可溶性蛋白質
画分液には見られない分子量約40kDaのバンドが検出された(図14)。よって、チオレドキ
シンとOBMの融合蛋白質(Trx-OBM)が大腸菌中で発現していることが確認された。
【００８０】
　(3)Trx-OBMのOCIFとの結合能
　発現させたTrx-OBM がOCIFと結合することを以下の実験により確認した。即ち、96ウェ
ルイムノプレート(Nunc社)の各ウェルに10mM炭酸水素ナトリウム水溶液で5000倍に希釈し
た抗チオレドキシン抗体(インビトローゲン社) を100μlずつ添加し4℃で一晩放置した。
各ウェル中の液を捨てた後、ブロックエース(雪印乳業社)をPBS で2倍希釈した溶液 (BA-
PBS)を各ウェルに200μlずつ添加し室温で1時間放置した。液を捨てた後、各ウェルにBA-
PBSで段階希釈した上記GI724/pTrxOBM25 由来及びGI724/pTrxFus 由来可溶性蛋白質画分
液を100μlずつ添加し室温で2時間放置した。PBS-T で各ウェルを3回洗浄した後、BA-PBS
で希釈したOCIF (100ng/ml)を各ウェルに100μlずつ添加し室温で2時間放置した。PBS-T
で各ウェルを3回洗浄した後、BA-PBSで2000倍希釈したWO96/26217号記載のパーオキシダ
ーゼ標識ウサギ抗OCIFポリクローナル抗体を各ウェルに100μlずつ添加し、2時間室温で
放置した。PBS-Tで各ウェルを6回洗浄した後、TMB溶液(TMB Soluble Reagent, High Sens
itivity, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加え、室温で約10分放置した後、停止液(Sto
pping Reagent, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加えた。各ウェルの 450nm における
吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。結果を図15に示す。GI724/pTrxFus由来
可溶性蛋白質画分液を添加したものでは添加しなかったものと比べて吸光度に差は認めら
れなかったが、GI724/pTrxOBM25 由来可溶性蛋白質画分液を添加したものでは、その添加
濃度の増加に依存して吸光度が上昇した。又、添加する可溶性画分液の希釈割合を一定(1
%)にし、BA-PBSで段階希釈したOCIF(0-100ng/ml)を添加した場合の実験結果を図16に示す
。GI724/pTrxFus 由来可溶性蛋白質画分液を用いたものではOCIF濃度に係わりなく吸光度
は低いままであったが、GI724/pTrxOBM25由来可溶性蛋白質画分液を用いたものでは添加
したOCIF濃度に依存して吸光度が上昇した。この結果より、GI724/pTrxOBM25 で生産され
るTrx-OBMは、OCIFと結合する能力があることが確認された。
【００８１】
　(4)Trx-OBMを生産する大腸菌の大量培養
　GI724/pTrxOBM25 をRMG-Amp 寒天培地 (0.6%Na2HPO4、0.3%KH2PO4、0.05%NaCl、0.1%NH

4Cl、2%カザミノ酸、1%グリセロール、1mM MgCl2、100μg/mlアンピシリン、1.5%寒天、p
H7.4) に白金耳で塗まつし、30℃で一晩培養した。菌を10mlのInduction培地に懸濁し、5
mlずつを500mlのInduction培地のはいった2L用三角フラスコ計2本に添加し、30℃で振と
う培養した。OD600nmでの値が約0.5 になった時点で最終濃度が0.1mg/mlになるようにL-
トリプトファンを添加し、さらに30℃で振とう培養を6時間継続した。菌液を3000×gで20
分間遠心分離して菌体を集め、菌体を160ml のPBSに懸濁した。懸濁液を超音波発生装置 
(Ultrasonics 社)にかけ菌体を破砕し、7000×gで30分間遠心して上清を集め可溶性蛋白
質画分とした。
【００８２】



(28) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

　(5)OCIF固定化アフィニティーカラムの調製
　TSKgel AF-トレシルトヨパール650(東ソー社) 2gとWO96/26217号に記載の方法で調製し
た遺伝子組み換え型OCIF 35.0 mgを含む1.0 Mリン酸カリウム緩衝液(pH7.5) 40mlとを混
合し4℃で一晩ゆっくり振とうしカップリング反応を行った。過剰な活性基を不活性化す
る為、遠心分離により上清を除去した後、40mlの0.1Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.5)を沈殿し
た担体に加え、室温で1時間おだやかに振とうした。0.01% Polysorbate 80 と0.2M NaCl
を含む0.1M グリシン‐塩酸緩衝液 (pH3.3) 及び0.01% Polysorbate 80 と0.2M NaClを含
む0.1 M クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH2.0)を通液しカラムを洗浄した後、0.01% Polyso
rbate 80 を含む10mM リン酸ナトリウム緩衝液(pH 7.4)で2度洗浄し、平衡化した。
【００８３】
　(6) OCIF固定化アフィニティーカラムによるTrx-OBMの精製
　Trx-OBM の精製は、特に断らない限り4℃で行った。上記のOCIF固定化アフィニティー
担体(10ml)と上記実施例15-(4)記載の可溶性蛋白質画分液 (120ml)とを混合後、50ml遠心
管(4本)中で、ローターを用いて4℃で一晩おだやかに振とうした。この混合液中の担体を
エコノカラム(バイオラッド社、内径1.5cm 長さ15cm)に充填した。0.01%Polysorbate 80 
を含むPBS 300ml、0.01% Polysorbate 80 と2M NaClを含む10mMリン酸ナトリウム緩衝液(
pH7.0)100ml、及び0.01% Polysorbate 80 と0.2M NaClを含む0.1 M グリシン‐塩酸緩衝
液(pH3.3) 100ml を順次通液してカラムを洗浄した。次に、0.01%Polysorbate 80 と0.2M
 NaClを含む0.1 M クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH2.0) を通液し、カラムに吸着した蛋白
質を溶出した。溶出液は5mlずつ分取した。分取した画分には、10%容量の2Mトリス溶液(p
H8.0)を加え、直ちに中和した。溶出液各画分中のTrx-OBMの有無を上記実施例15-(3)記載
の方法(OCIFとの結合能)により調べた。
Trx-OBMを含む画分を集めさらに精製した。
【００８４】
　(7)ゲル濾過によるTrx-OBMの精製
　上記実施例15-(6)のTrx-OBMフラクション約25mlを、Centriplus10 及びCentricon 10 (
amicon杜)を用いて、約0.5mlに遠心濃縮した。このサンプルを、予め0.01 %Polysorbate 
80 を含むPBSで平衡化したSuperose 12 HR 1O/30 カラム (1.0 x 30cm、ファルマシア社)
 にかけた。分離には、0.01%  Polysorbate  80 を含む PBSを移動相として用い、流速 0
.25ml/minで展開した。カラムからの溶出液は0.25 mlずつ分取した。分取した画分のTrx-
OBMは、実施例15-(3)記載の方法及びPhast System (ファルマシア社)を用いたSDS-ポリア
クリルアミド電気泳動(10-15%ポリアクリルアミドゲル、ファルマシア社)と銀染色で検出
した。純化されたTrx-OBMを含むフラクション(Fr.20-23)を集め、Trx-OBMの蛋白質濃度を
測定した。蛋白質濃度の測定は、ウシ血清アルブミンを標準品として用いDC-protein ass
ay kit (バイオラッド社)で行った。
〔実施例16〕
【００８５】
　OBMの破骨細胞形成誘導活性
　pOBM291及びpcDL-SRα296 をリポフェクトアミン(ギブコ社)を用いてCOS-7細胞にそれ
ぞれトランスフェクトした。それぞれの細胞を10%FCSを含むDMEMで1日培養後トリプシン
処理し、カバーグラス(15mm 丸形、マツナミ社)を敷いた24ウェルプレートに1ウェルあた
り5×104個の細胞を播種し、さらに2日間培養した。培養プレートをPBSで1回洗浄したの
ち、1%パラフォルムアルデヒドを含むPBSを加えて室温で8分間インキュベートし細胞を固
定した。細胞を固定したプレートをPBSにて6回洗浄したのち、10-8M 活性型ビタミンD3、
10-7Mデキサメサゾン、10%牛胎児血清を含むα-MEMにて1X106個/mlに懸濁したマウス脾臓
細胞を1ウェルあたり700 μl添加した。各ウェル上にMillicell PCF(ミリポア社)をセッ
トし、上記培地にて4x104個/mlに懸濁したST2細胞をMillicell PCF中に 700μl 添加し37
℃、6日間培養した。培養終了後、Millicell PCFを取り除き、プレートをPBS で1回洗浄
後、アセトン‐エタノール溶液(50:50)で1分間細胞を固定した後、LEUKOCYTE ACID PHOSP
HATASEキット (シグマ社)を用いて破骨細胞特異的マーカーである酒石酸耐性酸性フォス
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ファターゼ活性(TRAP活性)を示す細胞のみを染色した。顕微鏡観察の結果、pcDL-SRα296
をトランスフェクトしたCOS-7細胞を固定したウェル中にはTRAP活性を示す細胞は全く検
出されなかったのに対し、pOBM291 をトランスフェクトした細胞を固定したウェル中には
45±18個(平均±標準偏差、n=3)のTRAP陽性細胞が観察された。又、これらのTRAP陽性細
胞に、カルシトニンが結合することも確認された。これより、OBMには破骨細胞形成を誘
導する活性があることが明らかとなった。
〔実施例17〕
【００８６】
　Trx-OBM及び分泌型OBMによる破骨細胞形成誘導活性
　マウス脾臓細胞を10-8M活性型ビタミンD3、10-7M デキサメサゾン、10%牛胎児血清を含
むα-MEMに2×106個/mlになるように懸濁し、この懸濁液を24ウェルプレートに1ウェルあ
たり350 μl添加した。精製したTrx-OBMを上記培地で希釈した溶液(40ng/ml)、pCEP sOBM
 又はpCEP4 を形質導入した293-EBNA細胞をIMDM-10 %FCS で培養した培養上清を上記培地
にて10倍希釈した溶液、又は上記培地のみをそれぞれ350μl 上記のウェルに添加した後
、Millicell PCF(ミリポア社)を各ウェルにセットし、上記培地にて懸濁した4 ×104個/m
l のST2細胞をMillicell PCF に600μl 添加した。6日間培養した後、Millicell PCFを取
り除き、プレートをPBSで一回洗浄後、アセトン‐エタノール溶液(50:50)で1分間細胞を
固定したのち、LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキット (シグマ社)を用いて酒石酸耐性酸性
フォスファターゼ活性 (TRAP活性)を示す細胞のみを染色した。顕微鏡観察の結果、Trx-O
BMを添加しなかったウェル中にはTRAP活性を示す細胞は全く検出されなかったのに対し、
Trx-OBMを添加したウェルには106± 21個(平均±標準偏差、n=3)のTRAP陽性細胞が観察さ
れた。同様にpCEP4で形質導入された293-EBNAの培養上清を添加したウェル中にはTRAP活
性を示す細胞は全く検出されなかったのに対し、pCEP sOBM で形質導入された293-EBNAの
培養上清を添加したウェルには120±31個(平均±標準偏差、n=3)のTRAP陽性細胞が観察さ
れた。又、これらのTRAP陽性細胞に、カルシトニンが結合することも確認された。これよ
り、Trx-OBM及び分泌型OBMには、破骨細胞形成を誘導する活性があることが明らかとなっ
た。
〔実施例18〕
【００８７】
　本発明のcDNAにより発現される蛋白質OBMと本発明の天然型のOCIF結合蛋白質との同一
性
　(1)ウサギ抗OBMポリクローナル抗体の作製
　雄性日本白色ウサギ (体重2.5-3.0 kg、北山ラベス社より入手)3羽に、実施例14-(6)及
び(7)記載の方法により得られた精製OBM(チオレドキシン-OBM融合蛋白質) 200 μg/mlを
フロイント完全アジュバント (DIFCO社)と等量混合してエマルジョンとしたものを、1回1
mlずつ皮下免疫した。免疫は1週間間隔で合計6回行い、最終免疫後10日目に全採血を行っ
た。分離した血清から抗体を以下の様に精製した。即ち、PBSで2倍希釈した抗血清に最終
濃度が40% (w/v %)となるように硫酸アンモニウムを添加して4℃で1時間放置後、8000 x 
gで20分間遠心分離を行い、沈殿を得た。沈殿を少量のPBSに溶解し、PBS に対して4℃で
透析した後、Protein G-Sepharose カラム (ファルマシア社製) に負荷した。PBS で洗浄
後、0.1 M グリシン‐塩酸緩衝液(pH 3.0) で吸着した免疫グロブリンGを溶出し、直ちに
1.5Mトリス‐塩酸緩衝液 (pH 8.7) で中性pHとした。溶出蛋白質画分をPBS に対して透析
後、280nmにおける吸光度を測定し、その濃度を決定した(E1%13.5)。西洋ワサビパーオキ
シダーゼ標識した抗 OBM抗体は、マレイミド活性化パーオキシダーゼキット(ピアス社)を
用いて作製した。即ち、1mgの精製抗体に80μgのN-スクシンイミド-S-アセチルチオ酢酸
を添加し、室温で30分間反応させた。これに5mgのヒドロキシルアミンを添加して脱アセ
チル化した後、修飾された抗体をポリアクリルアミド脱塩カラムにて分画した。蛋白質画
分を1mgのマレイミド活性化パーオキシダーゼと混合し、室温で1時間反応させ酵素標識抗
体を得た。
【００８８】
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　(2)ウサギ抗OBMポリクローナル抗体による本発明のcDNAにより発現される蛋白質(OBM)
あるいは本発明の天然型の蛋白質とOCIFとの特異的結合能の阻害
　実施例15‐(6)及び(7)記載の方法で得られた精製OBM(チオレドキシン－OBM融合蛋白質)
及び実施例2-(4)の天然型精製OCIF結合蛋白質をそれぞれ0.1 M 炭酸水素ナトリウムに2 
μg/mlとなるように溶解し、それぞれの溶液100μlずつを96ウェルイムノプレート(Nunc
社製)の各ウェルに加え、4℃で一夜放置した。各ウェルに50%濃度のブロックエースを200
 μl ずつ加え、室温で1時間放置した。各ウェルを0.1 %ポリソルベート20を含むPBS(P20
-PBS)で3回洗浄した後、P20-PBSで希釈した25%濃度のブロックエースにウサギ抗OBM抗体
を200 μg/mlとなるように溶解し、その抗体溶液あるいは抗体を含まない25%濃度のブロ
ックエース溶液を100μlずつ各ウェルに添加し、37℃、1時間インキュベートした。各ウ
ェルをP20-PBSで3回洗浄した後、実施例8-(3)記載の125I標識したOCIF20ng/mlを加えた結
合試験溶液(0.2%牛血清アルブミン、20mM Hepes、0.1mg/mlヘパリンを加えたP20-PBS)を1
00μlずつ各ウェルに添加した。又、別のウェルには、125I標識したOCIF20ng/mlに加えて
8μg/mlの非標識OCIFを含む結合試験溶液を100 μl 加えて実験を行った。そのイムノプ
レートを37℃、1時間インキュベートした後、各ウェルをP20-PBSで6回洗浄した。各ウェ
ル中の125Iの量をガンマーカウンターで測定した。結果を図17に示す。図に示したように
、本発明cDNAにより発現され、精製して得られるOBM及び本発明の天然型のOCIFに特異的
に結合する蛋白質は、ウサギ抗OBMポリクローナル抗体で処理することによって、125I標
識したOCIFとの結合は全く起こらなかった。一方、抗体処理しなかった両蛋白質には、12

5I標識OCIFが結合することが確認された。又、それらの結合は400倍濃度の非標識OCIF(8
μg/ml)を添加することにより顕著に阻害されることから、両蛋白質のOCIFへの結合は特
異的結合であることが明らかになった。以上の結果から、ウサギ抗OBMポリクローナル抗
体は、本発明cDNAにより発現される蛋白質であるOBM及び本発明の天然型のOCIF結合蛋白
質を共に認識し、両蛋白質とOCIFとの特異的結合を阻害することが明らかになった。
〔実施例19〕
【００８９】
　ヒトOBMcDNAのクローニング
　(1)マウスOBMプライマーの調製
　ヒトOBMcDNAのスクリーニングには、上記の実施例の方法に従い調製したマウスOBMプラ
イマー、OBM#3 及びOBM#8 を用いた。それぞれの配列を配列表配列番号9及び6に示す。
【００９０】
　(2)PCRによるヒトOBMcDNA断片の取得
　ヒトリンパ節由来cDNAライブラリーとしてHuman Lymph Node Marathon ready cDNA(ク
ロンテック社)を鋳型として、上記(1)で調製したマウスOBMcDNA プライマーを用いて、PC
Rを行いヒトOBMcDNA断片を取得した。
　以下に用いたPCRの条件を示す。
　　　　10×EX Taq バッファー(宝酒造社)      2　　μl
　　　　2.5 mM dNTP                          1.6　μl
　　　　cDNA溶液　　　　　　　　　　　　　　 1　　μl
　　　　EX Taq (宝酒造社)                    0.2　μl
　　　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　14.8　μl
　　　　40μMプライマーOBM#3                 0.2  μl
　　　　40μMプライマーOBM#8                 0.2  μl
　上記溶液をマイクロフュージチューブ中で混合後、以下の条件でPCRを行った。95℃で2
分間前処理し、95℃30秒、57℃30秒及び72℃2分30秒間の3段階の反応を40回繰り返した後
、72℃で5分間保温した。反応液の一部をアガロース電気泳動に供したところ、上記マウ
スOBMcDNAプライマーで増幅される約690bpのDNA断片が検出された。
【００９１】
　(3)PCRにより増幅されたヒトOBMcDNA断片の精製と塩基配列の決定
　実施例19-(2)で得られたヒトOBMcDNA断片をアガロース電気泳動により分離し、さらにQ
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IAEXゲルエクストラクションキット(キアゲン社)を用いて精製した。この精製されたヒト
OBMcDNA断片を鋳型として、再度上記マウスOBMcDNAプライマーを用いてPCRを行い、この
ヒトOBMcDNA 断片を大量に調製し、同様にQIAEXゲルエクストラクションキットにより精
製した。精製されたヒトOBMcDNA断片の塩基配列を、OBM#3及び OBM#8 (配列表9及び6)を
プライマーとして、タックダイデオキシターミネーターサイクルシークエンシングFSキッ
ト(Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS kit;パーキンエルマー社)を用いて
決定した。このヒトOBMcDNA 断片の塩基配列は、マウスOBMcDNAの相当する領域と比較し
た結果、80.7%の相同性を示した。
【００９２】
　(4) 約690 bpのヒトOBMcDNA 断片をプローブとしたハイブリダイゼーション法による全
長ヒトOBMcDNA のスクリーニング
　実施例19-(3)で精製された約690 bpのヒトOBMcDNA断片をメガプライム DNAラベリング
キット(アマシャム社)を用いて[α32P] dCTP で標識し、全長のヒトOBMcDNAをスクリーニ
ングした。スクリーニングの対象としては、Human Lymph Node 5'-STRETCH PLUS cDNA ラ
イブラリー (クロンテック社、USA)を用いた。同社のプロトコールに従い、組み換えファ
ージを37℃で15分間大腸菌C600 Hflに感染させた後、その大腸菌を45℃に加温したLB寒天
培地 (1%トリプトン、0.5%イーストエキス、1% NaCl、0.7 %寒天)に添加し、1.5%寒天を
含むLB寒天培地プレート上に流し込んだ。37℃で一夜培養後、プラークの生じたプレート
上にハイボンドN(アマシャム社)を約3分間密着させた。このフィルターを常法に従いアル
カリ変性処理した後、中和し、2×SSC溶液に浸した後、UVクロスリンク(ストラタジーン
社) によりDNAをフィルターに固定した。得られたフィルターをRapid-hyb バッファー (
アマシャム社)に浸漬し、65℃で15分間前処理した後、熱変性した上記ヒトOBMcDNA断片(
約690bp、5×105 cpm/ml)を添加した上記バッファーに移し替え、65℃で一夜ハイブリダ
イゼーションさせた。反応後、フィルターをそれぞれ0.1%SDSを含む2×SSC、1×SSC及び0
.1×SSCで順次1回ずつ65℃で15分間洗浄した。得られたいくつかの陽性クローンをさらに
2回スクリーニングを繰り返すことにより純化した。それらの中から、約2.2kbのインサー
トを持つクローンを選択し、以下の実験に用いた。この純化したファージをλhOBMと名付
けた。純化したλhOBMからQIAGEN Lambdaキット(キアゲン社)のプロトコールに従い、約1
0μgのDNAを得た。このDNAを制限酵素SalIで消化した後、アガロース電気泳動により約2.
2kbのhOBMインサートcDNAを分離した。QIAEXゲルエクストラクションキット(キアゲン社)
を用いて精製したこのDNA断片を、あらかじめ制限酵素SalIで切断し、脱リン酸化してお
いたプラスミドpUC19(MBI社)にDNA ライゲーションキット ver.2(宝酒造社)を用いて挿入
した。得られたDNA断片を含むpUC19 で大腸菌DH 5α (ギブコBRL杜)を形質転換させた。
得られた形質転換株はpUC19hOBM と名付け、これを増殖させ、約2.2kbのヒトOBMcDNA が
挿入されたプラスミドを常法により精製した。
【００９３】
　(5)ヒトOBMの全アミノ酸配列をコードするcDNAの塩基配列の決定
　実施例19-(4)で得られたヒトOBMcDNAの塩基配列を、タックダイデオキシターミネータ
ーサイクルシークエンシングFSキット(パーキンエルマー社)を用いて決定した。即ち、pU
C19hOBM を鋳型とし、挿入断片の塩基配列を決定した。プライマーとして、pUC19 の挿入
断片 DNAの塩基配列を決定するためのプライマー、ml3PrimerM3及びml3 PrimerRV (とも
に宝酒造社)、及びヒトOBMcDNA 断片(約690bp)の塩基配列に基づいて設計した合成プライ
マーヒト OBM#8を用いた。用いたプライマー、ml3PrimerM3及びml3PrimerRV の配列を、
それぞれ配列表配列番号4及び5に示す。これにより決定された、ヒトOBMcDNA の塩基配列
から推定されるヒトOBMのアミノ酸配列を配列表配列番号11、又、ヒトOBMcDNAの塩基配列
を配列表配列番号12にそれぞれ示す。
　得られたヒトOBMcDNA を含むプラスミド、pUC19hOBMで形質転換した大腸菌は、通商産
業省工業技術院生命工学工業技術研究所(現独立行政法人産業技術総合研究所微生物寄託
センター）に受託番号 FERM BP-6058として平成9年8月13日に寄託されている。
〔実施例20〕
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【００９４】
　OCIFの125I標識ならびにELISA による125I標識OCIFの定量
　OCIFはヨードジェン(Iodogen)法により125I標識した。2.5mg/ml Iodogen-クロロホルム
溶液20μlを1.5mlエッペンドルフチューブに移し、40℃でクロロホルムを蒸発させて、ヨ
ードジェンコートしたチューブを調製した。このチューブを0.5Mリン酸ナトリウム緩衝液
(Na-Pi,pH7.0)400μlで3回洗浄した後、5μlの0.5M Na-Pi, pH 7.0を加えた。このチュー
ブにNa-125I溶液(アマシャム社、NEZ-033H) 1.3 μl (18.5MBq)を加えた後、直ちに1mg/m
l OCIF溶液(モノマー型あるいはダイマー型)10μlを加え、ボルテックスミキサーで攪拌
した後、室温で30秒間放置した。この溶液を、予め10 mg/ml沃化カリウムを含む0.5MNa-P
i(pH7.0)溶液80μlと5%牛血清アルブミンを含むリン酸緩衝生理食塩水(BSA-PBS)5μlを添
加しておいたチューブに移し撹伴した。この溶液をBSA-PBS で平衡化したスピンカラム(1
ml, G-25 Sephadex fine, ファルマシア社)に負荷し、2,000rpmで5分間遠心した。カラム
から溶出された画分にBSA-PBSを400μl加え攪拌した後、2μlを取り、その放射能をガン
マーカウンターで測定した。このようにして調製した125I標識OCIF溶液の放射化学純度は
10%トリクロロ酢酸(TCA)により沈殿する画分の放射能を測定することにより求めた。
　125I標識OCIFのOCIF生物活性は、WO96/26217号記載の方法に従い測定した。又、125I標
識OCIF濃度は、以下のようにELISA により測定した。即ち、WO96/26217号公報記載のウサ
ギ抗OCIFポリクローナル抗体を2μg/mlになるように溶解した50mMNaHCO3, pH 9.6を100 
μlずつ96ウェルイムノプレート(Nunc社、MaxiSorpTM)の各ウェルに加えて、4℃一夜放置
した。この溶液を捨てた後、ブロックエース(雪印乳業社)とリン酸塩緩衝生理食塩水との
混合水溶液(混合比25:75)(B-PBS) を200 μlずつ各ウェルに加え、室温で2時間放置した
。この液を捨てた後、各ウェルを0.01% Polysorbate 80 を含むリン酸塩緩衝生理食塩水(
P-PBS)で3回洗浄し、次いで125I標識OCIFサンプルあるいはOCIF標準品を添加したB-PBSを
 100μlずつ各ウェルに加え、室温で2時間放置した。この液を捨てた後、P-PBS200μlで
各ウェルを6回洗浄した。パーオキシダーゼ標識したウサギ抗OCIFポリクローナル抗体をB
-PBS で希釈した溶液を100μlずつ各ウェルに加え、室温で2時間放置した。この溶液を捨
てた後、P-PBS200μlで各ウェルを6回洗浄した。TMB 溶液(TMB Soluble Reagent, High S
ensitivity, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加え、室温で2～3分間放置した後、停止
液(Stopping Reagent, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加えた。各ウェルの450 nmにお
ける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。OCIF標準品を用いて作成した検量線
より125I標識OCIFの濃度を求めた。
〔実施例21〕
【００９５】
　本発明cDNAにコードされる蛋白質の発現
　(1)動物細胞用hOBM発現ベクターの構築
　pUChOBM を制限酵素SalIで切断し、約2.2 kbのDNA断片を1%アガロース電気泳動により
精製し、DNAブランティングキット(宝酒造社)により末端を平滑化した(平滑化 hOBMcDNA 
断片)。発現プラスミドpcDL-SRα296 (Molecular and Cellar Biology, Vol 8, pp466-47
2(1988))を制限酵素EcoRI で切断し、ブランティングキットにより末端を平滑化したもの
と、平滑化したhOBMcDNA 断片とをDNAライゲーションキットver.2により結合させた。ラ
イゲーション反応液を用い大腸菌DHαを形質転換した。得られたアンピシリン耐性形質転
換株から、制限酵素切断により得られるDNA断片地図の解析並びにDNA配列の決定により、
SRαプロモーターによる転写方向に対してhOBMcDNA の転写方向が順向きに挿入されてい
るプラスミド、phOBMを持つ菌株を選びだし、DH5α/phOBMと名付けた。
【００９６】
　(2)COS-7細胞でのヒトOBMの発現
　大腸菌、DH5 α/phOBMを培養し、キアフィルタープラスミドミディキット(キアゲン社)
を用い、プラスミドphOBMを精製した。phOBMを6ウェルプレートの各ウェル中でCOS-7細胞
にリポフェクトアミンを用いてトランスフェクションし、10%牛胎児血清を含むDMEM中で2
日間培養した。5%透析牛胎児血清を添加した、システイン・メチオニン不含DMEM(大日本
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製薬社)に培地交換し(88μl/well)15分間培養した後、ExpressProtein Labelng Mix (NEN
社、10 mCi/ml)を14μl添加した。4時間培養後、10%牛胎児血清を含むDMEMを200 μl 加
え1時間培養した。細胞をPBSで2回洗浄後、1%TritonX-100、1%牛ヘモグロビン、10μg/ml
ロイペプチン(leupeptin)、0.2 TIU/mlアプロチニン(aprotinin)及び1mM PMSF を含むTSA
 バッファー(0.14M NaCl、0.025% NaN3を含む10mMトリス‐塩酸、pH 8.0)を0.5ml加え、
氷上で1時間静置した。ピペッティングにより細胞を破砕した後、4℃、3,000×g、10分間
遠心し上清を得た。この上清100μl に200 μlの希釈バッファー(0.1% TritonX-100、0.1
%牛ヘモグロビン、10μg/mlロイペプチン、0.2TIU/mlアプロチニン及び1mM PMSF を含むT
SA バッファー)を加え、Protein A Sepharose (50μl)とともに4℃で1時間振盪させた後
、4℃、1,500×gで1分間遠心分離し上清を回収することにより: Protein A Sepharose に
非特異的に吸着する蛋白質を除去した。この上清にOCIF (1μg)を加え、4℃で1時間振盪
させながらヒトOBMとOCIFを結合させた後、ウサギ抗OCIFポリクローナル抗体(50μg)を加
えて4℃で1時間振盪した。この溶液にProtein A Sepharose (10μl)を加え、更に4℃で1
時間振盪した。4℃、1,500×gで1分間遠心分離し沈殿画分を回収した。4℃、1,500×g で
1分間遠心分離して得られた沈殿を希釈バッファーで2回、牛ヘモグロビンを含まない希釈
バッファーで2回、TSAバッファーで1回、50mMトリス‐塩酸(pH 6.5)で1回、それぞれ洗浄
後、沈殿に10% βメルカプトエタノールを含むSDS バッファー(0.125M トリス‐塩酸、4%
ドデシル硫酸ナトリウム、20%グリセロール、0.002%ブロモフェノールブルー、pH6.8) を
加え、100℃で5分間加熱後、SDS-PAGE (12.5%ポリアクリルアミドゲル、第一化学社) に
かけた。常法によりゲルを固定、乾燥させ、Amplify(アマシャム社)により、アイソトー
プのシグナルを増強した後、Bio Max MRフィルム(コダック社)を用いて‐80℃で感光させ
た。結果を図18に示す。この結果、本発明のcDNAにコードされる蛋白質の分子量は、約40
,000であることが明らかとなった。
〔実施例22〕
【００９７】
　本発明cDNAにコードされる蛋白質とOCIFとの結合
　実施例21-(2)と同様に精製されたphOBM を24ウェルプレートの各ウェル中でCOS-7細胞
にリポフェクトアミンを用いてトランスフェクトし、その細胞を2～3日間培養した後、無
血清DMEMで洗浄し、これに125I標識したOCIF 20 ng/mlを加えた結合試験培地 (0.2%牛血
清アルブミン、20mM Hepes緩衝液、0.1mg/mlヘパリン、0.2% NaN3 を加えた無血清DMEM)2
00μlを加えた。また別のウェルには、125I標識したOCIF 20 ng/mlに加えて更に8μg/ml
の非標識OCIFを添加した結合試験培地を200 μl加えて実験を行った。CO2 インキュベー
ター中(5% CO2)、37℃で1時間培養した後、細胞を0.1mg/mlのヘパリンを含むリン酸塩緩
衝生理食塩水500μlで2回洗浄した。洗浄後、0.1NNaOH 溶液 500μlを各ウェルに加え、
室温に10分間放置することにより細胞を溶解させ、ウェル中の125Iの量をガンマーカウン
ターで測定した。この結果、図19に示したように、phOBMをトランスフェクトした細胞に
のみ125I標識したOCIFが結合することが確認された。又、その結合は400 倍濃度の非標識
 OCIF (8μg/ml)を添加することにより、顕著に阻害されることが確認された。以上の結
果から、phOBM上のcDNAにコードされる蛋白質ヒトOBMは、COS-7 細胞表面でOCIFに特異的
に結合することが明らかとなった。
〔実施例23〕
【００９８】
　125I標識したOCIFと本発明cDNAにコードされる蛋白質とのクロスリンキング試
験
　本発明cDNAにコードされる蛋白質の性質を更に詳しく解析するため、125I標識したモノ
マー型OCIFと本発明cDNAにコードされる蛋白質とのクロスリンキングを行った。即ち、実
施例21-(1)及び(2)に記載した方法に従って、それぞれ発現ベクターをphOBMを構築し、CO
S-7 細胞にトランスフェクトした後、上記の125I標識したOCIF (25ng/ml)を加えた結合試
験用培地を200 μlずつ各ウェルに添加した。又、別のウェルには、125I標識したOCIFに
加え400 倍濃度の非標識OCIFを更に添加した結合試験用培地を加えた。CO2インキュベー
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ター中(5% CO2)、37℃で1時間培養した後、細胞を0.1mg/ml のヘパリンを含むリン酸塩緩
衝生理食塩水500μl で2回洗浄した。この細胞に100μg/mlのクロスリンキング剤、DSS (
Disuccinimidyl suberate, Pierce社) を溶解させたリン酸塩緩衝生理食塩水500μlを加
え、0℃で10分間反応させた。これらのウェルの細胞を0℃に冷却したリン酸塩緩衝生理食
塩水1mlで2回洗浄した後、この細胞に1%Triton X-100(和光純薬社)、2 mM PMSF(phenylme
thylsulfonyl fluoride、シグマ社)、10μM ペプスタチン (和光純薬社)、10μMロイペプ
チン (和光純薬社)、10μM アンチパイン (antipain, 和光純薬社)及び2 mM EDTA (和光
純薬社)を含む20 mM Hepes 緩衝液100μlを加え、室温に30分間放置して細胞を溶解させ
た。これらのサンプル15 μlを常法により還元条件下でSDS化した後、SDS－電気泳動用ゲ
ル(4-20%ポリアクリルアミドグラジエント、第一化学社)を用いて泳動した。泳動後、ゲ
ルを乾燥させ、Bio MAX MS フィルム(コダック社)とBioMax MS 増感スクリーン(コダック
社)を用いて‐80℃で24時間感光させた。感光させたフィルムを常法により現像した。こ
の結果、125I標識モノマー型OCIFと本発明cDNAによりコードされる蛋白質をクロスリンク
させることにより、図20に示すように、分子量約90,000‐110,000の蛋白質バンドが検出
された。
〔実施例24〕
【００９９】
　分泌型ヒトOBM の発現
　(1) 分泌型ヒトOBM 発現プラスミドの構築
　ヒトOBM SF (配列表配列番号13) とマウスOBM #8(配列表配列番号6)をプライマー、pUC
19hOBM を鋳型としてPCR 反応を行った。この生成物をアガロースゲル電気泳動で精製し
た後、制限酵素SPlI、HindIIIで切断し、さらにアガロースゲル電気泳動で精製して、0.2
7kbの断片を得た。ヒトOBM cDNAを制限酵素DraIで部分消化し、一ヶ所切断された断片を
アガロース電気泳動で精製し、その精製断片をさらに制限酵素HindIIIで切断した。0.53k
bのDraI/HindIII断片をアガロース電気泳動で精製し、この精製断片と上記のPCR生成物の
SplI,HindIII 断片(0.27kb)をpSec Tag A(インビトローゲン社)のSPlI/EcoRV 断片(5.2 k
b)と共にライゲーションキットver.2(宝酒造社)を用いてライゲーションを行い、その反
応生成物を用いて大腸菌DH5 αを形質転換した。得られたアンピシリン耐性株より、アル
カリSDS 法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断することによって、pSec Tag A 
に0.27 kbと0.53 kbの断片が挿入されたプラスミドを選び出した。さらに、このプラスミ
ドをタックダイデオキシターミネーターサイクルシークエンシングFSキット(パーキンエ
ルマー社)を用いてシークエンスを行い、このプラスミドが分泌型ヒトOBMをコードする配
列を持っていることを確認した。このプラスミドを制限酵素NheI、XhoIで切断した後、分
泌型ヒトOBM cDNAに相当する断片(0.8kb)をアガロースゲル電気泳動で回収した。この断
片をライゲーションキットを用いて発現ベクターpCEP4(インビトローゲン社)のNheI/XhoI
断片(10.4kb)に挿入し、その反応生成物を用いて大腸菌DH5αを形質転換した。得られた
アンピシリン耐性株より、アルカリSDS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断す
ることにより、目的の構造を持った分泌型ヒトOBM発現プラスミド(pC PshOBM)を持つ大腸
菌株を選択した。pCEPshOBMを持つ大腸菌株を培養し、キアフィルタープラスミドミディ
キット(キアゲン社)を用いてpCEPshOBMを精製した。
【０１００】
　(2) 分泌型OBMの発現
　293-EBNA細胞を10%FCSを含むIMDM (IMDM-10% FCS) に懸濁し、コラーゲンコートした24
ウェルプレート(住友べ一クライト社)に2×105細胞/2ml/ウェルになるように播種し、一
夜培養した。この細胞に1μg のpCEPshOBM 及びpCEP4 のそれぞれをリポフェクトアミン(
ギブコ社) 4μlを用いて形質導入し、0.5mlの無血清IMDMまたはIMDM-10 % FCS中で更に2
日間培養し、その培養上清を回収した。分泌型ヒトOBMの培養上清中での発現は、以下の
ようにして確認した。即ち、培養上清に最終濃度が0.1Mになるように炭酸水素ナトリウム
を加えて4℃で一夜放置し、培養上清中のヒトOBMを96ウェルプレートに固相化した。この
プレートをPBSで4倍希釈したブロックエース(雪印乳業社) 溶液(B-PBS)で室温に2時間放
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置しブロッキングした後、B-PBSで希釈した3-100 ng/mlのOCIFを加えて37℃で2時間放置
した。0.05%Polysorbate 20 を含むPBS (P-PBS)でプレートを洗浄した後、B-PBSで希釈し
たWO96/26217号記載のパーオキシダーゼ標識抗OCIF抗体を各ウェルに100μlずつ添加し、
37℃で2時間放置した。P-PBSで各ウェルを6回洗浄した後、TMB溶液(TMB Soluble Reagent
, High Sensitivity, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加え、室温で約10分間放置した
後、停止液(Stopping Reagent. Scytek杜)を100μlずつ各ウェルに加えた。各ウェルの45
0 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。結果を図21に示す。pCEPsh
OBMを形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートでは、添加したOCIFの濃度に依
存して450nmの吸光度が増加した。一方、ベクターのみのpCEP4を形質導入した細胞の培養
上清を固相化した場合には、その吸光度の増加は見られなかった。又、固相化に用いる培
養上清量の割合を5～90%の範囲で種々変化させ、一定濃度のOCIF(50ng/ml)を添加した際
の結果を図22に示す。pCEPshOBM を形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートで
は、添加する培養上清量の増加につれて450nmにおける吸光度が増加したが、ベクターpCE
P4を形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートでは、吸光度の増加は見られなか
った。これらの結果により、分泌型ヒトOBM がpCEPshOBM を形質導入した細胞の培養上清
中に発現していることが確認された。
〔実施例25〕
【０１０１】
　チオレドキシン-ヒトOBM融合蛋白質(Trx-hOBM)の発現
　(1)チオレドキシン-ヒトOBM融合蛋白質(Trx-hOBM)発現ベクターの構築
10μlの10×ExTaqバッファ-(宝酒造社)、8μlの 10mM dNTP (宝酒造社)、77.5μlの滅菌
蒸留水、2μlのpUC19hOBM 水溶液 (10ng/μl)、1μlのプライマーマウスOBM #3 (配列表
配列番号9)(100pmol/μl)、1μlのプライマーhOBM SalR2 (配列表配列番号14)(100pmol/
μl)、0.5 μlのExTaq (5u/μl)(宝酒造社)を混合しマイクロ遠心管中でPCR反応を行った
。95℃5分、50℃1秒、55℃1分、74℃1秒、72℃5分の反応後、96℃1分、50℃1秒、55℃1分
、74℃1秒、72℃3分の反応を25サイクル行った。反応液全量から約750bpのDNA断片を精製
した。精製したDNA断片(全量)を制限酵素SalI(宝酒造社)及びBspHI(ニューイングランド
バイラブズ杜)で切断した後、1%アガロース電気泳動を行い、約320bpのDNA断片(断片1)を
精製し20μlの滅菌蒸留水に溶解した。同様に、実施例19-(3)記載のpUC19hOBM4μgを制限
酵素BamHI, BspHI(宝酒造社)で切断して得られた約450bpのDNA断片(断片2)、及び2μgのp
TrxFus(インビトロジェン社)を制限酵素BamHI, SalI(宝酒造社)で切断して得られた約3.6
 kbのDNA断片(断片3)をそれぞれ精製し、それぞれを20μlの滅菌蒸留水に溶解した。DNA
断片の精製にはQIAEXII gel extraction kitを用いた。断片1、断片2、及び断片3をDNA l
igation kit ver.2 (宝酒造社)を用い、16℃で2時間30分保温することにより結合させた
。ライゲーション反応液を用い大腸菌GI724株(インビトロジェン社)をThioFusion Expres
sion System(インビトロジェン社)添付のInstruction Manualに記載の方法で形質転換し
た。得られたアンピシリン耐性形質転換株の中から、制限酵素切断により得られるDNA断
片地図の解析並びにDNA配列の決定により、hOBM cDNA断片がチオレドキシン遺伝子に同じ
読み枠で結合しているプラスミドを持っ菌株を選択した。得られた菌株をGI724/pTrxhOBM
と名付けた。
【０１０２】
　(2)大腸菌でのTrx-hOBMの発現
　GI724/pTrxhOBM株及びpTrxFus を持つGI724株(GI724/pTrxFus)をそれぞれ2mlのRMG‐Am
p培地(0.6% Na2HPO4、0.3% KH2PO4、0.05% NaCl、0.1% NH4Cl、2% カザミノ酸、1% グリ
セロール、1mM MgCl2、100 μg/mlアンピシリン、pH 7.4) 中、37℃で6時間振盪培養した
。菌液 0.5ml を50ml のInduction培地(0.6% Na2HPO4、0.3% KH2PO4、0.05% NaCl、0.1% 
NH4Cl、0.2%カザミノ酸、0.5%グルコース、1mM MgCl2、100μg/mlアンピシリン、pH7.4)
に添加し、30℃で振盪培養した。OD600nm における値が約0.5になった時点で、最終濃度
が0.1mg/mlになるようにレトリプトファンを添加し、更に30℃で6時間振盪培養した。菌
液を3,000×gで遠心し菌体を集め、12.5 ml のPBS に懸濁した。懸濁液を超音波発生装置
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(Ultrasonics社)にかけ菌体を破砕し、7,000 ×gで30分間遠心して上清を集めて可溶性蛋
白質画分とした。これらの画分溶液10μlずつを還元条件下でのSDS-PAGE(10%ポリアクリ
ルアミド)に供した。この結果、図23に示すように、GI724/pTrxOBM の可溶性蛋白質画分
には、GI724/pTrxFus の可溶性蛋白質画分には見られない分子量約40,000の蛋白質のバン
ドが検出された。以上の結果から、チオレドキシンとヒトOBMの融合蛋白質(Trx-hOBM) が
大腸菌中で発現していることが確認された。
【０１０３】
　(3) Trx-hOBM のOCIFとの結合能　
　発現させたTrx-hOBMがOCIFと結合することを、以下の実験により確認した。即ち、96ウ
ェルイムノプレート(Nunc社)の各ウェルに10mM 炭酸水素ナトリウム水溶液で5000倍に希
釈した抗チオレドキシン抗体(インビトロジェン社)を100μlずつ添加し4℃で一夜放置し
た。各ウェル中の液を捨てた後、ブロックエース(雪印乳業社)をPBSで2倍希釈した溶液 (
BA-PBS) を各ウェルに200 μlずつ添加し室温で1時間放置した。液を捨てた後、各ウェル
をP-PBSで3回洗浄した。各ウェルにBA-PBSで段階希釈した上記GI724/pTrxhOBM 由来及び 
GI724/pTrxFus 由来可溶性蛋白質画分溶液を 100μl ずつ添加し室温で2時間放置した。P
-PBSで各ウェルを3回洗浄した後、BA-PBSで希釈したOCIF(100ng/ml)を各ウェルに100μず
つ添加し室温に2時間放置した。P-PBSで各ウェルを3回洗浄した後、BA-PBSで2000倍に希
釈したWO96/26217号記載のパーオキシダーゼ標識した抗OCIF抗体を各ウェルに100μlずつ
添加し、室温で2時間放置した。P-PBS で各ウェルを6回洗浄した後、TMB 溶液を 100μl
ずつ各ウェルに加え、室温で約10分間放置した後、停止液(Stopping Reagent)を 100μl
ずつ各ウェルに加えた。各ウェルの450 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで
測定した。結果を図24に示す。 GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分溶液を添加したもの
、添加しなかったものの間で吸光度には差異は見られなかったが、GI724/pTrxhOBM 由来
可溶性蛋白質画分溶液を添加したものでは、その添加濃度が増加するにつれて吸光度が上
昇した。又、添加する可溶性蛋白質画分溶液の希釈割合を一定(1%濃度)にし、BA-PBSで段
階希釈したOCIF(0-100ng/ml)を添加した場合の実験結果を図25に示す。 GI724/pTrxFus由
来可溶性蛋白質画分溶液を用いたものでは、OCIFの濃度に係わりなく吸光度は低値であっ
たが、GI724/pTrxhOBMに由来可溶性蛋白質画分溶液を添加したものでは、OCIF濃度が増加
するにつれて吸光度が増加した。これらの結果から、GI724/pTrxhOBMで生産されるTrx-hO
BMには、OCIFと結合する能力があることが確認され
た。
【０１０４】
　(4)Trx-hOBMを生産する大腸菌の大量培養　
　GI724/pTrxhOBMをRMG-Amp 寒天培地(0.6%Na2HPO4、0.3% KH2PO4、0.05% NaCl、0.1% NH

4Cl、2% カザミノ酸、1.5% 寒天、pH 7.4)に白金耳で塗抹し、30℃で一夜培養した。菌体
を10ml のInduction培地に懸濁し、5mlずつを500 mlのInduction 培地の入った2 l用三角
フラスコ計2本に添加し、30℃で振盪培養した。OD600nm での吸光度が約0.5になった時点
で最終濃度が0.1 mg/mlとなるようにL‐トリプトファンを添加し、更に30℃で6時間振盪
培養した。菌液を3,000×gで20分間遠心分離して菌体を集め、菌体を160 mlのPBS に懸濁
した。懸濁液を超音波発生装置(Ultrasonics社)にかけ菌体を破砕し、7,000×g で30分間
遠心分離して上清を集め可溶性蛋白質画分とした。
【０１０５】
　(5) OCIF固定化アフィニティーカラムの調製
　TSKgel AF-トレシルトヨパール650 (東ソー社) 2gと、WO96/26217号公報記載の方法で
調製した遺伝子組み換え型OCIF35.0 mgを含む1.0Mリン酸カリウム緩衝液 (pH 7.5) 40ml
とを混合し、4℃で一夜緩やかに振盪することによりカップリング反応を行った。過剰な
活性基を不活性化するため、遠心分離により上清を除去した後、40mlの0.1Mトリス‐塩酸
緩衝液 (pH 7.5)を沈殿した担体に加え、室温で1時間穏やかに振盪した。0.01% Polysorb
ate 80 と0.2M NaCl を含む0.1Mグリシン‐塩酸緩衝液 (pH 3.3) 及び0.01% Polysorbate
 80 と0.2M NaClを含む0.1M クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH 2.0)を通液しカラムを洗浄
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した後、0.01%Polysorbate 80 を含む10 mM リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.4)で2回洗浄
し、カラムを平衡化した。
【０１０６】
　(6) OCIF固定化アフィニティーカラムによるTrx-hOBMの精製
　Trx-hOBMの精製は、特に断らない限り4℃で行った。上記のOCIF固定化アフィニティー
担体(10ml) と上記実施例25-(4)記載の可溶性蛋白質画分溶液 (120ml)とを混合後、50ml
遠心管 (4本)中で、ローテーターを用いて4℃で一夜穏やかに振盪した。この混合液中の
担体をエコノカラム(内径1.5cm×長さ15cm、バイオラッド社)に充填した。0.01% Polysor
bate 80 を含むPBS 300ml、0.01% Polysorbate 80 及び2.0MNaClを含む10 mM リン酸緩衝
液 (pH 7.0) 100ml、0.01% Polysorbate 80 及び0.2M NaClを含む0.1M グリシン‐塩酸緩
衝液(pH 3.3) 100mlを順次通液してカラムを洗浄した。次に、0.01% Polysorbate 80 及
び0.2M NaClを含む0.1 M クエン酸ナトリウム緩衝液(pH 2.0)を通液し、カラムに吸着し
た蛋白質を溶出した。溶出液は5mlずつ分取した。分取した画分には、10%容量の2Mトリス
溶液 (pH 8.0) を加えて直ちに中和した。溶出液各画分中のTrx-hOBMの有無を、実施例25
-(3)記載の方法により調べた。又、Trx-hOBMを含む画分を集め、更に精製を進めた。
【０１０７】
　(7)ゲル濾過によるTrx-hOBMの精製
　上記実施例25-(6)記載のTrx-hOBMフラクション約25mlをCentriplus10及びCentricon 10
 (Amicon社)を用いて、約0.5mlに遠心濃縮した。この濃縮サンプルを予め0.01% Polysorb
ate 80 を含むPBSで平衡化したSuperose12 HR 10/30カラム(1.0×30cm、ファルマシア社)
に負荷した。移動相として0.01% Polysorbate 80 を含むPBSを用い、流速0.25ml/minでカ
ラムを展開した。カラムからの溶出液は0.25mlずつ分取した。分取した画分のTrx-hOBMは
、実施例25-(3)記載の方法及びSDS-PAGEにより検出した。純化されたTrx-hOBMを含むフラ
クションを集め、Trx-hOBMの蛋白質濃度を測定した。蛋白質濃度は牛血清アルブミンを標
準品として用い、DC-protein assay kit(バイオラッド社)で測定した。
〔実施例26〕
【０１０８】
hOBMの破骨細胞形成誘導活性
　phOBM及びpcDL-SRα296をリポフェクトアミン(ギブコ社)を用いてCOS-7細胞にそれぞれ
トランスフェクトした。それぞれの細胞を10% FCSを含むDMEMで1日間培養後トリプシン処
理し、カバーグラス(1mm丸形、マツナミ社)を敷いた24ウェルプレートに1ウェル当たり5
×104個の細胞を播種し、さらに2日間培養した。培養プレートをPBSで1回洗浄した後、1%
パラフォルムアルデヒドを含むPBSを加えて室温で8分間インキュベートし細胞をカバーグ
ラス上に固定化した。細胞を固定化したプレートをPBSで6回洗浄した後、10-8M活性化ビ
タミンD3、10-7Mデキサメサゾン、10%牛胎児血清を含むα-MEMにて1×106個/mlになるよ
うに懸濁したマウス脾臓細胞を1ウェル当たり700μlずつ添加した。各ウェル上にMillice
ll PCF(ミリポア社)をセットし、上記培地にて4×104個/mlに懸濁したST2細胞をMillicel
l PCF中に700μlずつ添加し、37℃で6日間培養した。培養終了後、Millicell PCFを取り
除き、プレートをPBSで1回洗浄後、アセトン-エタノール溶液(50:50)で1分間細胞を固定
した後、LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキット(シグマ社)を用いて破骨細胞特異的マーカー
である酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性(TRAP活性)を示す細胞のみを染色した。顕微
鏡観察の結果、ヒトOBM cDNAを含まないベクターのみのpcDL-SRα296をトランスフェクト
したCOS-7細胞を固定化したウェル中にはTRAP活性を示す細胞は全く検出されなかったの
に対し、phOBMをトランスフェクトした細胞を固定化したウェル中には65±18個(n=3、平
均値±標準偏差)のTRAP陽性細胞が観察された。又、これらのTRAP陽性細胞は125I -標識
サケカルシトニン(アマシャム社)と特異的結合を示したことから、カルシトニンレセプタ
ーを発現していることが確認された。これらの結果から、本発明cDNAによりコードされる
蛋白質であるヒトOBMは破骨細胞形成を誘導する活性があることが明らかとなった。
〔実施例27〕
【０１０９】
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Trx-hOBM及び分泌型ヒトOBMによる破骨細胞形成誘導活性
　マウス脾臓細胞を10-8M活性型ビタミンD3、10-7Mデキサメサゾン、10%牛胎児血清を含
むα-MEMに2×106個/mlになるように懸濁し、24ウェルプレートに1ウェルあたり350μl添
加した。精製したTrx-hOBMを上記培地で希釈した溶液(40ng/ml)、pCEPshOBMまたはpCEP4
を形質導入した293-EBNA細胞をIMDM-10%FBSで培養した培養上清を上記培地にて10倍希釈
した溶液または上記培地のみをそれぞれ350μl添加した後、Millicell PCF(ミリポア社)
を各ウェルにセットし、上記培地にて懸濁した4×104個/mlのST2細胞をMillicell PCFに6
00μl添加した。6日間培養した後、MillicellPCFを取り除き、プレートをPBSで1回洗浄後
、アセトン-エタノール溶液(50:50)で1分間細胞を固定した後、LEUKOCYTE ACID PHOSPHAT
ASEキット(シグマ社)を用いて酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性(TRAP活性)を示す細
胞のみを染色した。顕微鏡観察の結果、Trx-hOBMを添加しなかったウェル中にはTRAP活性
を示す細胞は全く検出されなかったのに対し、Trx-hOBMを添加したウェルには115±19個(
n=3、平均値±標準偏差)のTRAP陽性細胞が観察された。同様に、pCEP4で形質導入された2
93-EBNAの培養上清を添加したウェル中にはTRAP活性を示す細胞は全く検出されなかった
のに対し、pCEPshOBMで形質導入された293-EBNAの培養上清を添加したウェルには125±23
個(n=3、平均値±標準偏差)のTRAP陽性細胞が観察された。又、これらTRAP陽性細胞は125

I標識したサケカルシトニン(アマシャム社)と特異的結合を示しことから、カルシトニン
レセプターを発現していることが確認された。これらの結果から、Trx-hOBM及び分泌型OB
Mには、破骨細胞形成を誘導する活性があることが明らかとなった。
〔実施例28〕
【０１１０】
ポリクローナル抗体の作製
　免疫抗原として用いるマウスsOBM又はヒトsOBMは、前記の方法に従って得た。即ち、マ
ウスsOBM cDNA (マウスOBMのN末端から72番目までのアミノ酸を欠損させた膜結合部位を
持たないマウスsOBM(配列表配列番号16)をコードするcDNA、配列表配列番号18)又はヒトO
BM cDNA(ヒトOBMのN末端から71番目までのアミノ酸を欠損させた膜結合部位を持たないヒ
トsOBM(配列表配列番号17)をコードするcDNA、配列表配列番号19)を、イムノグロブリン
のκ-チェーンのシグナルペプチドをコードする塩基配列を含む発現ベクターpSecTagA(イ
ンビトローゲン社)のHindIII/EcoRV断片(5.2kb)と、OBMcDNAのEcoRI/PmaCI断片(0.32kb)
とともにライゲーションキットver.2(宝酒造社)を用いてライゲーションを行い、その反
応生成物を用いて大腸菌DH5αを形質転換した。得られたアンピシリン耐性株からアルカ
リSDS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断することによりpSec　TagAに0.6Kbと
0.32 Kbの断片が挿入されたプラスミドを選び出した。このプラスミドをダイターミネー
ターサイクルシークエンシングFSキット(パーキン-エルマー社)を用いてシークエンスを
確認した結果、このプラスミドがマウス又はヒトsOBMをコードする配列を有することを確
認した。このプラスミドを制限酵素NheI、XhoIで切断した後、分泌型OBM cDNAに相当する
断片(1.0kb)をアガロースゲル電気泳動で回収した。この断片をライゲーションキットを
用いて発現ベクターpCEP4(インビトローゲン社)のNheI/XhoI断片(10.4kb)に挿入し、その
反応生成物を用いて大腸菌DH5αを形質転換した。得られたアンピシリン耐性株からアル
カリSDS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断して解析することにより、目的の
構造を持った分泌型OBM発現プラスミド(pCEP sOBM)を持つ大腸菌株を選び出した。pCEP s
OBMを持つ大腸菌株を培養し、キアフィルタープラスミドミディキット(キアゲン社)を用
いてpCEP sOBMを精製した。次に、293-EBNA細胞を10%FCSを含むIMDM(IMDM-10%FCS)に懸濁
し、コラーゲンコートした24ウェルプレート(住友べ一クライト社)に2×105個/2ml/ウェ
ルになるように播種し、一夜培養した。この細胞に1μgのpCEP sOBM又はpCEP4をリポフェ
タミン(ギブコ社)4μlを用いて形質導入し、0.5mlの無血清IMDM又はIMDM-10%FCS中でさら
に2日間培養し、その培養上清を回収した。遺伝子組み換えマウス可溶性OBM(msOBM)ある
いはヒト可溶性OBM(hsOBM)の高生産細胞株を以下のようにスクリーニングした。msOBMあ
るいはhsOBMを含むと見られる培養上清に最終濃度が0.1Mになるように炭酸水素ナトリウ
ムを添加後、それぞれの培養上清を100μlずつ96ウェルイムノプレート(Nunc社)の各ウェ



(39) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

ルに添加し、4℃で一夜放置して培養上清中のmsOBMあるいはhsOBMを各ウェルに固相化し
た。このプレートの各ウェルにPBSで4倍希釈したブロックエース(雪印乳業社)溶液(B-PBS
)を200μl加え、室温で2時間放置した。0.1%polysprbate20を含むPBS(P-PBS)で3回洗浄後
、B-PBSで段階的に希釈した遺伝子組み換えOCIF(rOCIF)溶液(3～100ng/ml)を100μlずつ
各ウェルに添加し、37℃で2時間放置した。そのプレートをPBSで3回洗浄した後、B-PBSで
希釈したパーオキシダーゼ標識抗OCIFポリクローナル抗体(WO96/26217号)を100μlずつ各
ウェルに添加し、37℃で2時間放置した。P-PBSで各ウェルを6回洗浄後、TMB溶液(TMB Sol
uble Agent, Highsensitivity, Scytek社)を100μlずつ各ウェルに加え、室温で約10分間
放置した後、停止液(Stopping Reagent, Scytek社)を100μlずっ各ウェルに加えた。各ウ
ェルの450nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。msOBMあるいはhsOB
Mの生産細胞株の培養上清を固相化したプレートでは、OCIFの添加濃度に比例して、吸光
度が顕著に増加した。msOBMあるいはhsOBMの生産細胞株について、その吸光度の増加の割
合の高い生産株を、それぞれ高生産株として選択した。このように選択されたmsOBMある
いはhsOBM高生産293-EBNA細胞をそれぞれ5%FCSを含有するIMDMを培地として用い、T-フラ
スコ(T-225)を25枚用いて大量培養した。コンフルエントに達した後、新鮮な培地をT-225
フラスコ1枚当たり100mlずつ加え、3～4日間培養して、培養上清を回収した。この操作を
4回繰り返して、msOBMあるいはhsOBMを含む培養上清をそれぞれ10リットル得た。実施例2
5-(6)及び(7)記載の方法に従いrOCIF固定化カラムを用いたアフィニティークロマトグラ
フィーおよびゲル濾過クロマトグラフィーにより精製することにより、これら培養上清か
らSDS-ポリアクリルアミド電気泳動的に均一(分子量32kDa)な精製msOBM及びhsOBMをそれ
ぞれ約10mg及び12mg得た。このようにして得られた精製標品を、それぞれ免疫抗原として
用いた。得られた各抗原を、リン酸塩緩衝生理食塩水(PBS)に200μg/mlになるように溶解
し、等容量のフロイント完全アジュバントと混合し乳化後、日本白色ウサギ各3羽に約1週
間間隔で1mlを皮下投与し免疫した。抗体価を測定し、抗体価が最高に到達した時点で、
ブースター投与し、投与10日後に全採血した。抗血清をプロテインAセファロースクロマ
トグラフィー用バインディングバッファー(BioRad社)で2倍希釈し、同バッファーで平衡
化したプロテインAカラムに負荷した。同バッファーでカラムを充分洗浄後、カラムに吸
着した抗sOBM抗体をエルーションバッファー(BioRad社)あるいは0.1Mグリシン-HClバッフ
ァー、pH2.9-3.0で溶出した。抗体溶出液を直ちに中和する目的で、1.0MTris-HCl,pH8.0
を少量含む試験管を用いて溶出溶液を分画した。抗体溶出液をPBSに対して4℃、一夜透析
した。抗体溶液の蛋白量をウシIgGをスタンダードとしてLowry法により測定した。このよ
うにして、本発明のポリクローナル抗体を含む精製イムノグロブリン(IgG)が、ウサギ抗
血清1ml当たり約10mg得られた。
〔実施例29〕
【０１１１】
ポリクローナル抗体を用いたELISAによるOBM及びsOBMの測定
  実施例28で得られたウサギ抗ヒトsOBMポリクローナル抗体を、固相抗体及び酵素標識抗
体としたサンドイッチELISAを構築した。酵素標識は、石川らの方法(Ishikawa et al:J. 
Immuno assay, Vol.4, 209-327, 1983)に従いパーオキシダーゼ(POD)標識した。実施例28
で得られた抗ヒトsOBMポリクローナル抗体を2μg/mlとなるように0.1M NaHCO3溶液に溶解
し、96-ウェルイムノプレート(Nunc社)の各ウェルに100μlずつ添加、室温で一夜放置し
た。次いで、各ウェルに200μlずつ50%ブロックエース(雪印乳業社)を加え、室温で1時間
放置し、各ウェルを0.1%polysorbate20を含むPBS(洗浄バッファー)で3回洗浄した。実施
例26の方法と同様にヒトOBMを発現し実施例2の方法で精製することにより得られた精製ヒ
トOBM、及び実施例28で得られた精製ヒトsOBMをそれぞれ一次反応用バッファー(40%ブロ
ックエース、0.1%polysorbate20を含む0.2MTris-HClバッファー、pH7.2)で段階希釈した
溶液を、100μlずつ各ウェルに加えた。室温で2時間放置後、各ウェルを上記洗浄バッフ
ァーで3回洗浄した。二次反応用バッファー(25%ブロックエース、0.1%polysorbate20を含
む0.1MTris-HClバッファー、pH7.2)で1000倍希釈したPOD標識抗ヒトsOBMポリクローナル
抗体を100μlずつ各ウェルに加え、室温で2時間放置した後、各ウェルを3回洗浄バッファ
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ーで洗浄した。各ウェルに酵素基質溶液(TMB, ScyTek社)を100μlずつ添加し、室温で10
分間放置後、反応停止液(Stopping reagent, ScyTek社)を100μlずつ各ウェルに加えて酵
素反応を停止させた。各ウェルの450nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーを用
いて測定した。結果を図26に示す。ウサギ抗ヒトsOBMポリクローナル抗体を用いたサンド
イッチELISAは、ヒトsOBM(分子量約32kDa)及びヒトOBM(分子量約40kDa)をほぼ等しく認識
し、それぞれの測定感度は約12.5x10-3pmol/ml(ヒトOBMで約500pg/ml、ヒトsOBMで約400p
g/ml)であった。実施例28で得られたウサギ抗マウスsOBMポリクローナル抗体を用いたELI
SAによるマウスsOBM及びマウスOBMの測定は上記と同様に実施でき、それぞれの測定感度
も同程度で極めて微量のマウスsOBMあるいはマウスOBMを測定できることが明らかとなっ
た。
  以上のように、実施例28で得られた本発明抗ヒトsOBMポリクローナル抗体は、ヒトsOBM
及びヒトOBMの両抗原を等しく認識することから、抗ヒトOBM/sOBMポリクローナル抗体と
名付けた。又、実施例28で得られた抗マウスsOBMポリクローナル抗体は、同様にマウスsO
BM及びマウス0BMの両抗原を等しく認識することから、抗マウスOBM/sOBMポリクローナル
抗体と名付けた。
〔実施例30〕
【０１１２】
モノクローナル抗体の作製
  免疫用抗原には、実施例28で得られた精製ヒトsOBMを用いた。精製ヒトsOBMを10μg/ml
になるように生理食塩水に溶解した。このようにして調製したヒトsOBM溶液に、同容量の
フロイント完全アジュバントを加え良く乳化した後、それぞれの抗原をBalb/cマウスー匹
当たり腹腔内に200μlずつ1週間間隔で3回投与し、マウスを免疫した。次に、ヒトsOBMを
5μg/ml含む生理食塩水に同容量のフロイント不完全アジュバントを添加し、充分乳化し
たものを上記Balb/cマウスー匹あたり200μlずつ、1週間間隔で4回追加免疫した。4回目
の追加免疫の1週間後、ブースターとしてヒトsOBMを10μg/ml含む生理食塩水をBalb/cマ
ウス1匹当たり100μlずつ静脈内に投与した。最終免疫後3日目に脾臓を摘出、脾臓細胞を
分離し、マウスミエローマ細胞 P3x63-AG8.653とを公知の方法(Koehler,G. and Milstein
, C., Nature,256, 495(1975))に従い細胞融合した。融合終了後、細胞懸濁液をヒポキサ
ンチン、アミノプテリン及びチミヂンを含むHAT培地中で10日間培養した。ミエローマ細
胞が死滅し、ハイブリドーマが出現した後、HAT培地からアミノプテリンを除いたHT培地
に培地交換し、培養を継続した。
〔実施例31〕
【０１１３】
ハイブリドーマの選択及びクローニング
　実施例30の細胞融合及び培養を開始して10日後にハイブリドーマの出現を認めたので、
下記に記載した改良ソリッドフェーズELISAにより、ヒトsOBMを認識する高親和性抗体及
びその抗体を産生するハイブリドーマの選択を行った。又、ヒトsOBMとマウスsOBMの両方
を認識する抗OBMモノクローナル抗体を選択するために、ソリッドフェーズELISA用抗原と
して、ヒトsOBM以外に実施例27で得られたマウスsOBMも使用した。ヒトsOBM及びマウスsO
BMをそれぞれ5μg/mlになるように0.1M炭酸水素ナトリウム溶液に溶解し、それぞれの抗
原溶液を50μlずつ96-ウェルイムノプレート(Nunc社)の各ウェルに加え、4℃で一夜静置
しそれぞれの抗原を固相化した。各ウェル中の抗原溶液を捨て、各ウェルに50%ブロック
エース(雪印乳業社)を200μlずつ加え、室温で1時間放置してブロッキングした。各ウェ
ルを0.1%polysorbate20を含むリン酸塩緩衝生理食塩水(PBS-P)で洗浄し、各ウェルに40μ
lの牛血清(ハイクローン社)を加えた。次いで、各ウェルに10μlのハイブリドーマ培養上
清を加え、80%血清濃度下、室温で2時間反応させた。80%血清存在下でのソリッドフェー
ズELISAの目的は、高濃度の蛋白質及び血清由来の免疫反応妨害物質等の存在中でも微量
のヒトsOBMあるいはマウスsOBMと結合できる抗体、即ちヒトsOBMあるいはマウスsOBMに対
して高親和性の抗体生産ハイブリドーマを選択するためである。室温で2時間反応後、プ
レートをPBS-Pで洗浄し、25%ブロックエースを含む生理食塩水で5000分の1に希釈したパ



(41) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

30

ーオキシダーゼ標識抗マウスIgG(KPL社)を各ウェルに50μl加え、室温で2時間反応させた
。プレートをPBS-Pで3回洗浄した後、各ウェルに50μlの酵素基質溶液(TMB, ScyTek社)を
加え、室温で5分間反応させた。次いで、反応停止液(stopping reagent, ScyTek社)50μl
を加えて酵素反応を停止させた。各ウェルの450nmにおける吸光度をマイクロプレートリ
ーダー(イムノリーダーNJ2000、日本インターメッド社)を用いて測定し、ヒトsOBMあるい
はマウスsOBMを認識する抗体生産ハイブリドーマを選択した。特に高い吸光度(OD450nm)
を示すそれぞれの抗体生産ハイブリドーマを選択し、それらを限界希釈法により3～5回ク
ローニングを繰り返すことにより、安定な抗体生産ハイブリドーマを樹立した。得られた
抗体生産株の中から、さらに抗体の生産性が高いハイブリドーマ株を選別した。
〔実施例32〕
【０１１４】
モノクローナル抗体の生産及び精製
  実施例31で得られた抗体、即ち高親和性でヒトsOBMを認識する抗体生産ハィブリドーマ
及びマウスsOBMにも交差性を有する抗体を産生するハイブリドーマをそれぞれ培養し、マ
ウスー匹当たりそれぞれのハイブリドーマを1×106細胞ずつ、約1週間前にプリスタン(ア
ルドリッチケミカル社)を投与しておいたBalb/c系マウスの腹腔内に移植した。約2～3週
間後、蓄積した腹水を採取し、本発明のヒトsOBMあるいはヒトsOBM及びマウスsOBMを認識
するモノクローナル抗体を含む腹水を得た。実施例28に記載したプロテインAカラムによ
る抗OBM/sOBMポリクローナル抗体の精製法に準じて、プロテインAカラム(ファルマシア社
)クロマトグラフィーにより腹水から精製モノクローナル抗体を得た。
〔実施例33〕
【０１１５】
モノクローナル抗体の抗原特異性
  ヒトsOBMを特異的に認識するモノクローナル抗体並びにヒトsOBM及びマウスsOBMにも交
差性を有するモノクローナル抗体について、ヒトsOBM、膜結合部位を有するintactなヒト
OBM、マウスsOBM、及び膜結合部位を有するintactなマウスOBMを抗原とした時の抗原特異
性について調べた。30数種類のモノクローナル抗体を得たが、それらのうち代表的なモノ
クローナル抗体にっいての結果を第1表に示す。この結果、ヒトsOBMを特異的に認識する
抗ヒトsOBMモノクローナル抗体のほとんど全ては膜結合部位を有するintactなヒトOBMも
認識するが、マウスsOBM及び膜結合部位を有するintactなマウスOBMは認識しないことが
明らかとなった。
一方、ヒトsOBM及びマウスsOBMも認識するモノクローナル抗体も得られたが、その数は極
めて少なく、これらの抗体はヒトOBM並びにマウスOBMにも交差性を有していることがわか
った。これらの結果は、ヒトOBMとマウスOBMには共通した抗原認識部位、即ちエピトープ
が存在していることを示すものである。ヒトsOBMを免疫抗原として作製した抗ヒトsOBMモ
ノクローナル抗体は、膜結合型のintactな蛋白質であるヒトOBMも等しく認識することか
ら、抗ヒトsOBMモノクローナル抗体を抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体と名付けた。
【０１１６】



(42) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

【表１】

〔実施例34〕
【０１１７】
モノクローナル抗体のクラス及びサブクラスの検定
　本発明のモノクローナル抗体のクラス及びサブクラスを、イムノグロブリンクラス及び
サブクラス分析キット(アマシャム社)を用いて検定した。検定は、キットに指示されてい
るプロトコールに従い実施した。代表的なモノクローナル抗体についての結果を表２に示
す。抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体の大多数はIgG1であり、その他IgG2a及びIgG2bも
存在していた。又、いずれの抗体もライトチェーンはκ鎖であった。
【０１１８】
【表２】

〔実施例35〕
【０１１９】
モノクローナル抗体の解離定数(Kd値)の測定
  公知の方法(Betrand Friguet et al.:Journal of Immunological Methods, 77,305-319
,1986)に従い、モノクローナル抗体の解離定数を測定した。即ち、実施例32で得られた精
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製抗体を5ng/mlに40%ブロックエース、0.1% polysorbate20を含む0.4M Tris-HCl pH7.4(1
次バッファー)で希釈し、これに実施例28で得られた精製ヒト可溶性OBM(hsOBM)を6.25ng/
ml～10μg/mlになるように1次バッファーで希釈したものを等容量混ぜ、4℃で15時間静置
することによりhsOBMとモノクローナル抗体を結合させた。15時間後、hsOBMと未結合の抗
体をhsOBM(10μg/ml、100μl/ウェル)を固相化したソリッドフェーズELISAにて測定する
ことにより、モノクローナル抗体のhsOBMに対する解離定数を算定した。又、hsOBMに対す
るモノクローナル抗体でありながら、マウス可溶性OBM(msOBM)にも交差する抗体のmsOBM
に対する親和性についても、上記のhsOBMの代わりにmsOBMを使用することにより同様に測
定した。特に、各抗原に高い親和性を示し、酵素免疫測定法やその他バインディングアッ
セイ等に有用な抗体についての結果を第3表に示す。
【表３】

【０１２０】
　この結果、ヒト可溶性OBM(hsOBM)に特異的な抗体であるH-OBml及びH-OBM4は解離定数(K
d)が10-11Mオーダーで、hsOBMに極めて高い親和性を有していることが明らかになった。
一方、hsOBM及びマウス可溶性OBM(msOBM)の両方を認識する抗体、H-OBM9のKd値は、msOBM
に対しては10-8オーダーであり、hsOBMに対しては10-9Mオーダーであった。又、表1に記
載の両抗原を認識する他の抗体、H-OBml3の両抗原に対する解離定数は、H-OBM9と差異は
なく、両抗体はサブクラスも一致していることから、同じエピトープを認識する同一抗体
である可能性が示唆された。
〔実施例36〕
【０１２１】
抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体を用いたサンドイッチELISAによるヒトOBM及びsOBMの
測定方法
  実施例35で得られた2種類の高親和性モノクローナル抗体、H-OBml及びH-OBM4をそれぞ
れ固相抗体と酵素標識抗体として、サンドイッチELISAを構築した。抗体の標識は、マレ
イミド活性化パーオキシダーゼキット(ピアス社)を用いて行った。H-OBml抗体を10μg/ml
になるよう0.1M炭酸水素ナトリウム溶液に溶解し、100μlずつ96-ウェルイムノプレート(
Nunc社)の各ウェルに加え、4℃で一夜静置し固相化した。各ウェルの溶液を捨て、50%濃
度のブロックエース300μlを加え、室温で2時間静置しブロッキングした。ブロッキング
後、プレートを0.1%polysorbate20を含むリン酸塩緩衝生理食塩水(PBS-P)で洗浄した。ヒ
ト可溶性sOBM及びヒトOBMをそれぞれ40%ブロックエース(雪印乳業社)及び0.1%polysorbat
e20(和光純薬社)を含む0.4MTris-HC(pH7.4)(1次反応バッファー)に溶解、希釈し、種々の
濃度の被験溶液を調製した。種々の濃度に調製したそれぞれの被験溶液を100μlずつ各ウ
ェルに加え、室温で2時間反応させた。2時間後、プレートをPBS-Pで洗浄し、25%ブロック
エース及び0.1%polysorbate20を含む0.2MTris-HCl(pH7.4)(2次反応バッファー)で希釈し
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たPOD標識H-OBM4抗体を各ウェルに100μl加え、室温で2時間反応させた。
プレートをPBS-Pで洗浄した後、各ウェルに100μlの酵素基質溶液(TMB,ScyTek社)を加え
て発色させた後、反応停止液(stopping reagent, ScyTek社)を100μlずつ各ウェルに加え
て酵素反応を停止した。各ウェルの450nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーを
用いて測定した。結果を図27に示す。この結果、実施例35で得られた2種類の高親和性抗
ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体、H-OBml及びH-OBM4を用いて構築したサンドイッチELIS
Aは、ヒトOBM及びヒトsOBMを等しく認識し、その測定感度は約1.25-2.5×10-3pmol/ml(分
子量約40kDaのヒトOBMでは約50-100pg/ml、分子量約32kDaのヒトsOBMでは約40-80pg/ml)
で極めて微量のヒトOBM及びヒトsOBMを測定できることが明らかとなった。尚、これら2種
類の抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体、H-OBml及びH-OBM4を生産するハイブリドーマを
H-OBml及びH-OBM4と命名し、またマウスOBM及びマウスsOBMも認識し、破骨細胞形成抑制
活性を発揮する抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体、H-OBM9を生産するハイブリドーマを
H-OBM9と命名した。これらのハイブリドーマは、通商産業省工業技術院生命工学工業技術
研究所(現独立行政法人産業技術総合研究所　微生物寄託センター)に受託番号FERM BP-62
64 (H-OBml)、FERM BP-6265 (H-OBM4)、及びFERM BP-6266 (H-OBM9)として、平成9年11月
5日にそれぞれ寄託されている。
〔実施例37〕
【０１２２】
マウスOBM及びマウスsOBMを認識する抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体を用いたマウスO
BM及びマウスsOBMの測定
  実施例33及び35で得られたマウスOBM及びマウスsOBMも認識する抗ヒトOBM/sOBMモノク
ローナル抗体、H-OBM9を固相抗体とし、実施例28で得られた抗マウスOBM/sOBMポリクロー
ナル抗体を酵素標識抗体とするサンドイッチELISAを構築した。
マウスOBM及びマウスsOBMをそれぞれ実施例35と同様に一次反応用バッファーで段階的に
希釈し、実施例36と同様の方法によりマウスOBM及びマウスsOBMを測定した。結果を図28
に示す。この結果、本発明のマウスOBM及びマウスsOBMも認識する本発明の抗ヒトOBM/sOB
Mモノクローナル抗体、H-OBM9を使用することにより、マウスOBM及びマウスsOBMを同様に
測定できることが確認された。実施例35の結果に示すように、この抗ヒトOBM/sOBMモノク
ローナル抗体、H-OBM9はマウスsOBMに対する解離定数が高い、即ちマウスsOBMに対する親
和性が比較的低いことから、本ELISAによるマウスOBM(分子量約40kDa)及びマウスsOBM(分
子量約32kDa)の測定感度は、約25×10-3pmol/ml (マウスOBMでは約1ng/ml、マウスsOBMで
は約0.8ng/ml)程度であった。
〔実施例38〕
【０１２３】
抗OBM/sOBM抗体による破骨細胞形成抑制活性試験
  マウス脾細胞とST2細胞(マウス骨髄由来間質細胞)とのco-cultureでosteoclast-like c
ell(OCL)が誘導されることが知られている(Endocrinology, 125, 1805-1813(1989))。そ
こで、OBM/sOBM抗体をこのco-cultureに添加した時、OCL誘導を抑制するか否かを検討し
た。このco-culture系においてはマウスOBMが発現しているので、実施例に使用する抗体
はマウスOBMを認識するウサギ抗マウスOBM/sOBMポリクローナル抗体、及びヒトOBM及びマ
ウスOBMの両抗原を認識するヒト抗OBM/sOBMモノクローナル抗体、H-OBM9を用いた。10%FC
Sを含むαMEMにて段階希釈したそれぞれのOBM抗体を24well plate(ヌンク社)に700μl/we
ll、上記培地にて懸濁した雄マウス脾細胞(2×106/ml)を350μl/well添加した。次いでト
リプシナイズしたST2細胞を4×10-8M VitaminD3及び4×10-7MDexamethazoneを含む上記培
地に懸濁し(8×104cells/ml)350μl/well添加し、37℃で6日間培養した。培養プレートを
PBSにて1回洗浄したのち、50%エタノール、50%アセトンの混合液にて室温で1分間固定し
た。プレートを風乾した後、LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキット(シグマ社)のプロトコー
ルに従い基質液を500μl/well添加し、37℃で55分間反応させた。この反応により破骨細
胞特異的マーカーである酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性(TRAP活性)を示す細胞のみ
が染色される。プレートを蒸留水で1回洗浄した後風乾してTRAP陽性細胞数をカウントし
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た。結果を表4に示す。この結果、ウサギ抗マウスOBM/sOBMポリクローナル抗体及びマウ
スOBMを認識する抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体、H-OBM9とも抗体濃度に依存してOCL
誘導を阻害することがわかった。
これらの抗体は、破骨細胞形成因子、OCIF/OPGと同様に破骨細胞形成抑制活性を有し、骨
代謝異常症治療薬として有望であることが明らかになった。
【０１２４】
【表４】

〔実施例39〕
【０１２５】
Trx-OBMのヒト破骨細胞形成誘導活性
　成人健常者より静脈採取した全血から、Histopaque(sigma社)を用い、添付のプロトコ
ールに従いdensity gradient法によって単核細胞を調製した。この単核細胞を10-7Mデキ
サメサゾン、200ng/mlマクロファージコロニー刺激因子(ミドリ十字杜)、10%牛胎児血清
及び実施例15で得られた。精製されたTrx-OBM(0-100ng/ml)を含むα-MEMに1.3×106/mlに
なるように懸濁し、この懸濁液を48ウェルプレートに1ウェルあたり300μl添加し3日間37
℃で培養した。培養液を上記培地で交換後、さらに4日間37℃で培養した。培養した細胞
を実施例5に示した方法で酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性(TRAP活性)を示す細胞を
選択的に染色し、染色された多核細胞の数を顕微鏡観察により測定した。結果を図29に示
す。この結果、Trx-OBMを添加しなかったウェル中にはTRAP活性を示す細胞はほとんど検
出されなかったのに対し、Trx-OBMを添加すると濃度依存的にTRAP陽性多核細胞が出現し
た。又、これらのTRAP陽性多核細胞は破骨細胞のマーカーであるビトロネクチンレセプタ
ーも陽性であった。さらに、同様の培養を48ウェルプレートに静置した象牙質切片上で行
うと、Trx-OBM存在下でのみ象牙質切片上に吸収窩が形成された。これより、Trx-OBMには
ヒト破骨細胞形成を誘導する活性があることが明らかとなった。
〔実施例40〕
【０１２６】
抗OBM/sOBM抗体による骨吸収抑制活性
  妊娠15日目のddYマウス(日本SLC社)に[45Ca]-CaCl2溶液(Amersham社)を1匹あたり25μC
i皮下注射し、胎仔の骨を45Caでラベルした。翌日、マウスを屠殺し開腹して、子宮から
胎仔を取り出した。胎仔より前肢を摘出して、皮膚及び筋肉を剥がし長管骨を摘出し、さ
らに軟骨を除去して長管骨の骨幹部のみにした。骨幹部は24穴プレートに入れた0.5mlの
培養液(0.2%牛血清アルブミン(sigma社)を含むBGJb medium(GIBCO BRL社))に1本ずつ浮か
べ、37℃, 5% CO2存在下で24時間培養した。前培養終了後、各種骨吸収因子(ビタミンD3
、プロスタグランジンE2、副甲状腺ホルモン、インターロイキン1α)、及び正常ウサギIg
G(100μg/ml;対照として)又は実施例28で得られたウサギ抗OBM/sOBMポリクローナル抗体
を含む新しい培養液(0.5ml)に長管骨を移し、さらに72時間培養した。培養終了後、長管
骨は0.5mlの5%トリクロロ酢酸水溶液(和光純薬社)に入れ、室温で3時間以上処理して脱灰
した。培養液及びトリクロロ酢酸抽出液(共に0.5ml)にシンチレーター(AQUASOL-2、PACKA
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RD社)5mlを加え、45Caの放射活性を測定し、骨吸収により培養液中に遊離した45Caの割合
を算出した。結果を図30～図33にそれぞれ示す。この結果、ビタミンD3 (10

-8M)は骨吸収
活性を上昇させたが、ウサギ抗OBM/sOBMポリクローナル抗体を加えることにより、濃度依
存的にビタミンD3による骨吸収を抑制し、100μg/mlの濃度において完全に抑制した(図30
)。又、プロスタグランジンE2 (10

-6M)あるいは副甲状腺ホルモン(100ng/ml)は骨吸収活
性を上昇させたが、ウサギ抗OBM/sOBMポリクローナル抗体の添加(l00μg/ml)により、プ
ロスタグランジンE2及び副甲状腺ホルモンによる骨吸収をほぼ完全に抑制した(図31及び
図32)。一方、陽性対照として用いた正常ウサギIgG(100μg/ml)は、プロスタグランジンE

2及び副甲状腺ホルモンによる骨吸収に対して影響しなかった。又、インターロイキン1α
(10ng/ml)によっても骨吸収が引き起こされたが、ウサギ抗OBM/sOBMポリクローナル抗体(
100μg/ml)により有意に抑制された(図23)。これらの結果より、本発明抗体は骨吸収抑制
物質として優れていることが明らかとなった。マウス抗ヒトOBM/sOBM抗体であるH-OBM9に
ついても同様の実験を行った結果、ウサギ抗OBM/sOBMポリクローナル抗体とほぼ同等の骨
吸収抑制活性があることが確認された。
【０１２７】
産業上の利用の可能性
　本発明により、破骨細胞形成抑制因子(Osteoc1astogenesis inhibitory factor;OCIF)
に結合する新規な蛋白質、その製造方法、この蛋白質を用いて該蛋白質の発現を調節する
物質のスクリーニング方法、該蛋白質の作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方
法、該蛋白質と結合してその作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、及びこれ
らのスクリーニング方法により得られた物質を含有する医薬組成物、該蛋白質に対する抗
体、及びその抗体を用いた骨代謝異常治療剤が提供される。
また、本発明により、破骨細胞形成抑制因子OCIFに結合する新規な蛋白質(OCIF結合分子)
をコードするDNA、そのDNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、そのDNAを
用いてOCIFに特異的に結合する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含
有する骨代謝治療剤が提供される。更に、OCIF結合分子の発現を調節するスクリーニング
方法、OCIF結合分子と結合しその作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、OC
IF結合分子と結合しその作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、これらのスク
リーニングの結果得られた物質を含有する医薬組成物が提供される。
さらに、破骨細胞形成抑制因子OCIFに結合する新規なヒト蛋白質(ヒト由来OCIF結合分子
、ヒトOBM)をコードするDNA、そのDNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、
そのDNAを用いてOCIFに特異的に結合する性質を有し、破骨細胞の分化、成熟を支持、促
進する生物活性を有する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する
骨代謝異常症治療剤が提供される。OCIF結合分子の発現を調節する物質のスクリーニング
方法、OCIF結合分子と結合し、その作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、
OCIF結合分子と結合し、その生物作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、及び
これらのスクリーニングの結果得られた物質を含有する医薬組成物、さらにヒト由来OCIF
結合蛋白質に対する抗体及びその抗体を用いた骨代謝異常症の予防及び/又は治療薬が提
供される。
またさらに、本発明により、OCIFに特異的に結合する膜結合分子(OCIF bindingmolecule;
OBM)蛋白質及び膜結合部位を欠損した可溶性OBM(sOBM)の両抗原を認識する抗体(抗OBM/sO
BM抗体)、その製造方法、この抗体を用いたOBM及びsOBMの測定方法、さらにこの抗体を有
効成分とする骨代謝異常症予防及び/又は治療剤が提供される。本発明により得られた蛋
白質あるいは抗体は、医薬あるいは研究又は試験用試薬として有用である。
【０１２８】
[配列表フリーテキスト]
配列番号３：PCRプライマー　SRR2
配列番号４：PCRプライマー　ml3PrimerM3
配列番号５：PCRプライマー　ml3PrimerRV
配列番号６：PCRプライマー　OBM#8
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配列番号７：PCRプライマー　OBM  HF
配列番号８：PCRプライマー　OBM  XR
配列番号９：PCRプライマー　OBM  #3
配列番号１０：PCRプライマー　OBM  SalR2
配列番号１３：PCRプライマー　ヒトOBM  SF
配列番号１４：PCRプライマー　ヒトOBM  SalR2
【図面の簡単な説明】
【０１２９】
【図１】本発明実施例3のマウスOBM蛋白質のSDS-PAGEの結果を示す。　〔符号の説明〕　
　(A):レーン1:分子量マーカー　レーン2:活性型ビタミンD3とデキサメサゾン存在下で培
養したST2細胞からの部分精製標品(Gly-HCl(pH2.0)溶出画分)　レーン3:活性型ビタミンD

3とデキサメサゾン非存在下で培養したST2細胞からの部分精製標品(Gly-HCl(pH2.0)溶出
画分)　(B):レーン1:分子量マーカー　レーン2:逆相高速液体クロマトグラフィーで精製
した本発明マウスOBM蛋白質(実施例3)
【図２】実施例4の125Iで標識したOCIFの骨芽細胞様ストローマ細胞ST2への結合試験の結
果を示す。
【図３】実施例5(1)の継代数の違う骨芽細胞様ストローマ細胞ST2による破骨細胞形成支
持能を示す。　〔符号の説明〕　1:継代数約10代のST2細胞の破骨細胞形成支持能　2:継
代数約40代のST2細胞の破骨細胞形成支持能
【図４】実施例5(2)の活性型ビタミンD3及びデキサメサゾン存在下での培養における骨芽
細胞様ストロ一マ細胞膜上の本発明蛋白質発現の経時変化を示す。
【図５】実施例5(2)の共培養系における破骨細胞形成の経時変化を示す。
【図６】実施例5(3)の共培養期間において、種々の培養期間のみOCIF処理した場合の破骨
細胞形成抑制効果を示す。
【図７】実施例6の1251標識OCIFと本発明蛋白質とのクロスリンキング試験の結果を示す
。　〔符号の説明〕　レーン1:125I標識OCIF-CDDl　レーン2:125I標識OCIF-CDDlとST2細
胞をクロスリンクさせたもの　レーン3:400倍濃度の未標識OCIFを添加してクロスリンク
させたもの
【図８】実施例9における、SDS-PAGEの結果を示す。　〔符号の説明〕　レーン1:pOBM291
をトランスフェクトしたCOS-7細胞の蛋白質を、OCIF無添加で免疫沈降させたもの　レー
ン2: pOBM291をトランスフェクトしたCOS-7細胞の蛋白質を、OCIFを添加して免疫沈降さ
せたもの
【図９】実施例10における、125Iで標識したOCIFの、pOBM291をトランスフェクトしたCOS
-7細胞への結合試験の結果を示す。　〔符号の説明〕　レーン1及び2:125Iで標識したOCI
Fの、pOBM291をトランスフェクトしたCOS-7細胞への結合量　レーン3及び4:125Iで標識し
たOCIFの、pOBM291をトランスフェクしたCOS-7細胞への結合量(400倍濃度の未標識OCIF添
加時)
【図１０】実施例11における、125Iで標識したOCIFを用いたクロスリンク試験の結果を示
す。
【図１１】実施例12における、ノーザンブロットの結果を示す。
【図１２】実施例13‐(2)における、OCIF濃度を変えた時の培養上清中蛋白質のOCIF結合
能を示す。
【図１３】実施例13‐(2)における、培養上清の割合を変えた時の培養上清中蛋白質のOCI
F結合能を示す。
【図１４】実施例14-(2)における、大腸菌で発現させたチオレドキシンとマウスOBMの融
合蛋白質のSDS-PAGEの結果を示す。
【図１５】実施例14‐(3)における、可溶性蛋白質画分の割合を変えた時の0CIF結合能を
示す。
【図１６】実施例14‐(3)における、OCIF濃度を変えた時の可溶性蛋白質画分(1%)のOCIF
結合能を示す。
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【図１７】本発明のマウスOBM cDNAにより発現され精製して得られる蛋白質マウスOBM、
及び天然型の精製OCIF結合蛋白質とOCIFとの特異的結合能の、ウサギ抗マウスOBM抗体に
よる阻害結果を示す。
【図１８】本発明のcDNAにより発現される蛋白質、ヒトOBMのSDS-PAGEの結果を示す。
【図１９】本発明cDNAを含む発現ベクター、phOBMをトランスフェクトしたCOS-7細胞への
OCIFの結合試験の結果を示す。
【図２０】本発明cDNAでコードされる蛋白質、ヒトOBMと125I -OCIF(モノマー型)とのク
ロスリンキング試験の結果を示す。
【図２１】実施例23‐(2)における、OCIF濃度を変えた時の培養液上清中蛋白質(分泌型hO
BM)のOCIF結合能を示す。
【図２２】実施例23‐(2)における、OCIF濃度を一定にし、添加する培養液量を変えた時
の培養液上清中蛋白質(分泌型ヒトOBM)のOCIF結合能を示す。
【図２３】大腸菌で発現させたチオレドキシンとヒトOBMの融合蛋白質のSDS-PAGEの結果
を示す。
【図２４】実施例24‐(3)における、チオレドトキシンとヒトOBMの融合蛋白質を含む大腸
菌由来可溶性蛋白質画分の添加割合を変えた時の融合蛋白質と、OCIFとの結合能を示す。
【図２５】実施例24‐(3)における、OCIF濃度を変えた時の大腸菌由来可溶性蛋白質画分
中のチオレドトキシンとヒトOBMの融合蛋白質と、OCIFとの結合能を示す。
【図２６】本発明のウサギ抗ヒトOBM/sOBMポリクローナル抗体を用いたサンドイッチELIS
Aによる、ヒトOBM及びsOBMの測定結果を示す。
【図２７】本発明の抗ヒトOBM/sOBMモノクローナル抗体を用いたサンドイッチELISAによ
る、ヒトOBM及びsOBMの測定結果を示す。
【図２８】本発明のマウスOBM及びsOBMにも交差性を有する抗ヒトOBM/sOBMモノクローナ
ル抗体を用いたサンドイッチELISAによる、マウスOBM及びsOBMの測定結果を示す。
【図２９】チオレドトキシンとマウスOBMの融合蛋白質によるヒト破骨細胞様細胞形成の
促進活性を示す。
【図３０】ビタミンD3刺激による骨吸収活性の、抗OBM/sOBM抗体による抑制を示す。
【図３１】プロスタグランジンE2(PGE2)刺激による骨吸収活性の、抗OBM/sOBM抗体による
抑制を示す。
【図３２】副甲状腺ホルモン(PTH)刺激による骨吸収活性の、抗OBM/sOBM抗体による抑制
を示す。
【図３３】インターロイキン1α(1L-1)刺激による骨吸収活性の、抗OBM/sOBM抗体による
抑制を示す。
【符号の説明】
【０１３０】
１　図１　(A):レーン1:分子量マーカー　
　　　　　　　レーン2:活性型ビタミンD3とデキサメサゾン存在下で培養したST2細胞か
らの部分精製標品(Gly-HCl(pH2.0)溶出画分)　
　　　　　　　レーン3:活性型ビタミンD3とデキサメサゾン非存在下で培養したST2細胞
からの部分精製標品(Gly-HCl(pH2.0)溶出画分)　
　　　　　(B):レーン1:分子量マーカー　
　　　　　　　レーン2:逆相高速液体クロマトグラフィーで精製した本発明マウスOBM蛋
白質(実施例3)
２　図３　1:継代数約10代のST2細胞の破骨細胞形成支持能　2:継代数約40代のST2細胞の
破骨細胞形成支持能
３　図７　レーン1:125I標識OCIF-CDDl
　　　　　レーン2:125I標識OCIF-CDDlとST2細胞をクロスリンクさせたもの　
　　　　　レーン3:400倍濃度の未標識OCIFを添加してクロスリンクさせたもの
４　図８　レーン1:pOBM291をトランスフェクトしたCOS-7細胞の蛋白質を、OCIF無添加で
免疫沈降させたもの　
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　　　　　レーン2: pOBM291をトランスフェクトしたCOS-7細胞の蛋白質を、OCIFを添加
して免疫沈降させたもの
５　図９　レーン1及び2:125Iで標識したOCIFの、pOBM291をトランスフェクトしたCOS-7
細胞への結合量　
　　　　　レーン3及び4:125Iで標識したOCIFの、pOBM291をトランスフェクしたCOS-7細
胞への結合量(400倍濃度の未標識OCIF添加時)
６　図１０　レーン1:125I標識OCIF
　　　　　　レーン2:125I標識OCIFと、pOBM291をトランスフェクトしたCOS-7細胞をクロ
スリンクさせたもの
　　　　　　レーン3:400倍濃度の未標識OCIF存在下て、125I標識OCIFと、pOBM291をトラ
ンスフェクトしたCOS-7細胞をクロスリンクさせたもの
７　図１１　レーン1:ビタミンD及びデキサメサゾン無添加で培養したST2細胞由来RNA
　　　　　　レーン2:ビタミンD及びデキサメサゾンを添加し培養したST2細胞由来RNA
８　図１２　○:pCEP4
　　　　　　●:pCEP sOBM
９　図１３　○:pCEP4
　　　　　　●:pCEP sOBM
１０　図１４　レーン1:分子量マーカー
　　　　　　　レーン2:GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
　　　　　　　レーン3:GI724/pTrxOBM25由来可溶性蛋白質画分
１１　図１５　□:GI724/pTrxFus
　　　　　　　○:GI724/pTrxOBM25
１２　図１６　□:GI724/pTrxFus
　　　　　　　○:GI724/pTrxOBM25
１３　図１７　1:抗体で処理したcDNAにより発現され精製して得られる蛋白質、OBM+125I
-OCIF
　　　　　　　2:抗体で処理した天然型の蛋白質+125I‐OCIF
　　　　　　　3:抗体未処理のcDNAにより発現されて得られる蛋白質、マウスOBM+125I‐
OCIF
　　　　　　　4:抗体未処理の天然型の蛋白質+125I‐OCIF
　　　　　　　5:3+非標識OCIF(125I-OCIFの400倍量)
　　　　　　　6:4+非標識OCIF(125I-OCIFの400倍量)
１４　図１８　レーン1:分子量マーカー
　　　　　　　レーン2:本発明のcDNAを含む発現ベクター、phOBMをトランスフェクトし
たCOS-7細胞の蛋白質をOCIF無添加でウサギ抗OCIFポリクローナル抗体で免疫沈降させた
もの
　　　　　　　レーン3:本発明cDNAを含む発現ベクター、phOBMをトランスフェクトしたC
OS-7細胞の蛋白質をOCIF添加でウサギ抗OCIFポリクローナル抗体で免疫沈降させたもの
１５　図１９　レーン1:phOBMをトランスフェクトしたCOS-7細胞に125I -OCIFを添加した
もの
　　　　　　　レーン2:phOBMをトランスフェクトしたCOS-7細胞に125I -OCIFを添加し、
さらに400倍量の非標識OCIFを加えたもの
１６　図２０　レーン1: 125I-OCIF
　　　　　　　レーン2: 125I‐OCIFとphOBMをトランスフェクトしたCOS-7細胞膜上の蛋
白質とをクロスリンクさせたもの
　　　　　　　レーン3:400倍濃度の非標識OCIF存在下で、125I -OCIFとphOBMをトランス
フェクトしたCOS-7細胞膜上の蛋白質とをクロスリンクさせたもの
１７　図２１　○:分泌型ヒトOBMをコードするcDNAを含まないベクターのみのpCEP4をト
ランスフェクトした293-EBNA細胞の培養液
　　　　　　　●:分泌型ヒトOBMをコードするcDNAを含む発現ベクターのpCEPshOBMをト
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ランスフェクした293-EBNA細胞の培養液
１８　図２２　○:分泌型ヒトOBMをコードするcDNAを含まないベクターのみのpCEP4をト
ランスフェクトした293-EBNA細胞の培養液
　　　　　　　●:分泌型ヒトOBMをコードするcDNAを含む発現ベクターのpCEPshOBMをト
ランスフェクトした293-EBNA細胞の培養液
１９　図２３　レーン1:分子量マーカー
　　　　　　　レーン2:大腸菌GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
　　　　　　　レーン3:大腸菌GI724/pTrxhOBM由来可溶性蛋白質画分
２０　図２４　○:大腸菌GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
　　　　　　　●：大腸菌GI724/pTrxshOBM由来可溶性蛋白質画分
２１　図２５　○:大腸菌GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
　　　　　　　●:大腸菌GI724/pTrxshOBM由来可溶性蛋白質画分
２２　図２６　口:ヒトOBM
　　　　　　　●:ヒトsOBM
２３　図２７　□:ヒトOBM
　　　　　　　●:ヒトsOBM
２４　図２８　□:マウスOBM
　　　　　　　●:マウスsOBM

【図１】 【図２】



(51) JP 4355357 B2 2009.10.28

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】 【図８】



(52) JP 4355357 B2 2009.10.28

【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２】

【図１３】



(53) JP 4355357 B2 2009.10.28

【図１４】 【図１５】

【図１６】

【図１７】 【図１８】



(54) JP 4355357 B2 2009.10.28

【図１９】 【図２０】

【図２１】

【図２２】

【図２３】



(55) JP 4355357 B2 2009.10.28

【図２４】

【図２５】

【図２６】

【図２７】

【図２８】

【図２９】

【図３０】

【図３１】



(56) JP 4355357 B2 2009.10.28

【図３２】

【図３３】

【配列表】
0004355357000001.app



(57) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ０７Ｋ  14/47     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/47    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｂ          　　　　　
   Ｃ１２Ｒ   1/91     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｂ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｒ   1:91    　　　　          　　　　　

(31)優先権主張番号  特願平9-217897
(32)優先日　　　　  平成9年8月12日(1997.8.12)
(33)優先権主張国　  日本国(JP)
(31)優先権主張番号  特願平9-224803
(32)優先日　　　　  平成9年8月21日(1997.8.21)
(33)優先権主張国　  日本国(JP)
(31)優先権主張番号  特願平9-332241
(32)優先日　　　　  平成9年12月2日(1997.12.2)
(33)優先権主張国　  日本国(JP)

微生物の受託番号  FERM  BP-6264
微生物の受託番号  FERM  BP-6265
微生物の受託番号  FERM  BP-6266

(72)発明者  保田　尚孝
            栃木県河内郡南河内町緑２－３２９３－４６
(72)発明者  中川　信明
            栃木県下都賀郡石橋町石橋５７８－１５　西浦ハイツ２－４
(72)発明者  島　伸行
            栃木県河内郡南河内町緑４－１７－２８
(72)発明者  木野崎　雅彦
            栃木県河内郡上三川町ゆうきが丘５３－８
(72)発明者  津田　英資
            栃木県河内郡南河内町祇園２－１３－１　ダイアパレス　自治医大５番館４０７
(72)発明者  後藤　雅昭
            栃木県下都賀郡石橋町下古山４５６－１
(72)発明者  矢野　和樹
            栃木県下都賀郡石橋町石橋５７８－１５　西浦ハイツ３－１
(72)発明者  友保　昌拓
            栃木県下都賀郡石橋町大松山１－３－３Ｅ　ＳＫマンション
(72)発明者  小林　文枝
            栃木県河内郡河内町下岡本３７７７－４
(72)発明者  鷲田　尚洋
            栃木県下都賀郡石橋町花の木３－４－１２
(72)発明者  高橋　研
            栃木県下都賀郡石橋町石橋５７８－１５　西浦ハイツ１－４
(72)発明者  森永　伴法
            栃木県下都賀郡壬生町幸町３－１１－１２
(72)発明者  東尾　侃二
            埼玉県川越市山田１７６９－１０

    審査官  中野　あい



(58) JP 4355357 B2 2009.10.28

10

20

(56)参考文献  特許第３９３５８６１（ＪＰ，Ｂ２）　　
              国際公開第９８／０４６６４４（ＷＯ，Ａ１）　　
              特表２００１－５０６９９１（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００２－５０９４３０（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００１－５２６５３２（ＪＰ，Ａ）　　　
              特許第４２３０９９３（ＪＰ，Ｂ２）　　
              Nature, 1997.11.03, vol. 390, p. 175-179
              Proc. Natl. Acad. Sci., 1998.03, vol. 95, p. 3597-3602
              J. Biol. Chem., 1997.10.03, vol. 272, no. 40, p. 25190-25194
              Biochem. Biophys. Res. Commun., 1997.05.08, vol. 234, p. 137-142

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ０７Ｋ　　　１／００－１９／００
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０
              ＢＩＯＳＩＳ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ／ＰＩＲ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＰｕｂＭｅｄ
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩ）
              　　　　
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

