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(54) 신규단백질 및 그 제조방법

요약

  본 발명은 파골세포형성억제인자(osteoclastogenesis inhibitory factor; OCIF)에 결합하는 신규한 단백질(OCIF 결합분
자; OBM).

  이 단백질을 코드하는 DNA, 이 DNA에 의해 코드되는 아미노산서열을 가지는 단백질, 이 단백질을 유전자공학적으로 제
조하는 방법 및 이 단백질을 함유하는 의약조성물.

  이 단백질 및 그 DNA를 이용하고, 이 단백질의 발현을 조절하는 물질, 이 단백질의 생물활성을 저해 또는 수식하는 물질,
혹은 이 단백질과 결합하여 그 작용을 전달하는 리셉터의 스크리닝 방법, 이에 의해 얻어진 물질 및 얻어진 물질을 함유하
는 의약조성물.

  이 단백질에 대한 항체, 그 제조방법, 그것을 이용한 이 단백질의 측정방법 및 항체를 함유하는 의약.

대표도

도 3

색인어

파골세포형성억제인자, 골다공증, 골대사이상

명세서

도면의 간단한 설명

  도 1은 본 발명 실시예 3의 마우스 OBM 단백질의 SDS-PAGE의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  (A) : 레인(lane) 1 : 분자량마커
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  레인 2 : 활성형 비타민 D3와 덱사메사존 존재하에서 배양한 ST2세포로부터의 부분정제표품{Gly-HCl(pH2.0)용출분

획분}

  레인 3 : 활성형 비타민 D3와 덱사메사존 비존재하에서 배양한 ST2세포로부터의 부분정제표품{Gly-HCl(pH2.0)용출

분획분}

  (B) : 레인 1 : 분자량마커

  레인 2 : 역상고속액체 크로마토그라피에서 정제한 본 발명 마우스 OBM 단백질(실시예 3)

  도 2는 실시예 4의 125I로 표지한 OCIF의 골아세포상 스트로머세포 ST2로의 결합시험의 결과를 나타낸다.

  도 3은 실시예 5(1)의 계대수가 다른 골아세포상 스트로머세포 ST2에 의한 파골세포형성 지지능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  1 : 계대수 약 10대의 ST2세포의 파골세포형성 지지능

  2 : 계대수 약 40대의 ST2세포의 파골세포형성 지지능

  도 4는 실시예 5(2)의 활성형 비타민 D3 및 덱사메사존 존재하에서 배양에서의 골아세포상 스트로머세포막 위의 본 발명

단백질 발현의 경시변화를 나타낸다.

  도 5는 실시예 5(2)의 공배양계에서의 파골세포형성의 경시변화를 나타낸다.

  도 6은 실시예 5(3)의 공배양기간에 있어서, 여러 가지 배양기간만 OCIF처리한 경우의 파골세포형성 억제효과를 나타낸
다.

  도 7은 실시예 6의 125I표지 OCIF와 본 발명 단백질과의 크로스린킹 시험의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : 125I표지 OCIF-CDD1

  레인 2 : 125I표지 OCIF-CDD1과 ST2 세포를 크로스링크 시킨 것

  레인 3 : 400배 농도의 미표지 OCIF를 첨가하여 크로스링크 시킨 것

  도 8은 실시예 9에서 SDS-PAGE의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : pOBM291를 트렌스펙트한 COS-7 세포의 단백질을 OCIF 무첨가로 면역 침강시킨 것

  레인 2 : pOBM291를 트렌스펙트한 COS-7 세포의 단백질을 OCIF를 첨가하여 면역 침강시킨 것

  도 9는 실시예 10에서, 125I로 표지한 OCIF의 pOBM291를 트렌스펙트한 COS-7 세포로의 결합시험의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 및 2 : 125I 표지한 OCIF의 pOBM291를 트렌스펙트한 COS-7 세포로의 결합량

  레인 3 및 4 : 125I 표지한 OCIF의 pOBM291를 트렌스펙트한 COS-7 세포로의 결합량(400배 농도의 미표지 OCIF 첨가
시)

  도 10은 실시예 11에서, 125I로 표지한 OCIF를 이용한 크로스링크 시험의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : 125I표지 OCIF
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  레인 2 : 125I표지 OCIF와 pOBM291를 트렌스펙트한 COS-7 세포를 크로스링크 시킨 것

  레인 3 : 400배 농도의 미표지 OCIF 존재하에서 125I표지 OCIF와 pOBM291를 트렌스펙트한 COS-7 세포를 크로스링크
시킨 것

  도 11은 실시예 12에서, 노잔블로트(Northern Blot)의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : 비타민 D 및 덱사메사존 무첨가 해서 배양한 ST2 세포유래 RNA

  레인 2 : 비타민 D 및 덱사메사존을 첨가해 배양한 ST2 세포유래 RNA

  도 12는 실시예 13-(2)에서, OCIF농도를 바꾼때의 배양 상청중 단백질의 OCIF 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  ○ : pCEP4

  ● : pCEP sOBM

  도 13은 실시예 13-(2)에서, 배양 상청의 비율을 바꾼때의 배양 상청중 단백질의 OCIF 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  ○ : pCEP4

  ● : pCEP sOBM

  도 14는 실시예 14-(2)에서, 대장균에서 발현시킨 티오레독신과 마우스 OBM의 융합단백질의 SDS-PAGE의 결과를 나
타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : 분자량 마커

  레인 2 : GI724/pTrxFus 유래 가용성 단백질 분획분

  레인 3 : GI724/pTrxOBM25 유래 가용성 단백질 분획분

  도 15는 실시예 14-(3)에서, 가용성 단백질 분획분의 비율을 바꾼때의 OCIF 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  □ : GI724/pTrxFus

  ○ : GI724/pTrxOBM25

  도 16은 실시예 14-(3)에서, OCIF농도를 바꾼때의 가용성 단백질 분획분(1%)의 OCIF 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  □ : GI724/pTrxFus

  ○ : GI724/pTrxOBM25

  도 17은 본 발명의 마우스 OBM cDNA에 의해 발현되어 정제하여 얻어지는 단백질 마우스 OBM, 및 천연형의 정제 OCIF
결합단백질과 OCIF의 특이적 결합능의, 토끼 항 마우스 OBM항체에 의한 저해결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]
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  1 : 항체에서 처리한 cDNA에 의해 발현되어 정제하여 얻어지는 단백질, OBM + 125I-OCIF

  2 : 항체에서 처리한 천연형의 단백질 + 125I-OCIF

  3 : 항체 미처리의 cDNA에 의해 발현되어 얻어지는 단백질, 마우스 OBM + 125I-OCIF

  4 : 항체 미처리의 천연형 단백질 + 125I-OCIF

  5 : 3 + 비표지 OCIF(125I-OCIF의 400배 양)

  6 : 4 + 비표지 OCIF(125I-OCIF의 400배 양)

  도 18은 본 발명의 cDNA에 의해 발현되는 단백질, 사람 OBM의 SDS-PAGE의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : 분자량 마커

  레인 2 : 본 발명의 cDNA를 함유하는 발현벡터, phOBM을 트랜스펙트한 COS-7 세포의 단백질을 OCIF 무첨가로 토끼
항 OCIF 폴리크로날 항체로 면역 침강시킨 것

  레인 3 : 본 발명의 cDNA를 함유하는 발현벡터, phOBM을 트랜스펙트한 COS-7 세포의 단백질을 OCIF 첨가로 토끼 항
OCIF 폴리크로날 항체로 면역 침강시킨 것

  도 19는 본 발명 cDNA를 함유하는 발현벡터, phOBM을 트랜스펙트한 COS-7 세포로의 OCIF의 결합시험의 결과를 나
타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : phOBM을 트랜스펙트한 COS-7 세포에 125I-OCIF를 첨가한 것

  레인 2 : phOBM을 트랜스펙트한 COS-7 세포에 125I-OCIF를 첨가하고, 게다가 400배량의 비표지 OCIF를 가한 것

  도 20은 본 발명 cDNA에서 코드되는 단백질, 사람 OBM과 125I-OCIF(모노머 형)와의 크로스린킹 시험의 결과를 나타낸
다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : 125I-OCIF

  레인 2 : 125I-OCIF와 phOBM을 트랜스펙트한 COS-7 세포막상의 단백질과를 크로스링크 시킨 것

  레인 3 : 400배 농도의 비표지 OCIF 존재하에서, 125I-OCIF와 phOBM을 트랜스펙트한 COS-7 세포막상의 단백질과를
크로스링크 시킨 것

  도 21은 실시예 23-(2)에서, OCIF 농도를 바꾼때의 배양액 상청중 단백질(분비형 hOBM)의 OCIF 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  ○ : 분비형 사람 OBM을 코드하는 cDNA를 포함하지 않는 벡터만의 pCEP4를 트랜스펙트한 293-EBNA세포의 배양액

  ● : 분비형 사람 OBM을 코드하는 cDNA를 함유하는 발현벡터의 pCEPshOB M을 트랜스펙트한 293-EBNA세포의 배
양액

  도 22은 실시예 23-(2)에서, OCIF 농도를 일정하게 하고, 첨가하는 배양액량을 바꾼때의 배양약 상청중 단백질(분비형
사람 OBM)의 OCIF 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  ○ : 분비형 사람 OBM을 코드하는 cDNA를 포함하지 않는 벡터만의 pCEP4를 트랜스펙트한 293-EBNA세포의 배양액

등록특허 10-0496063

- 5 -



  ● : 분비형 사람 OBM을 코드하는 cDNA를 함유하는 발현벡터의 pCEPshOB M을 트랜스펙트한 293-EBNA세포의 배
양액

  도 23은 대장균에서 발현시킨 티오레독신과 사람 OBM의 융합 단백질의 SDS-PAGE의 결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  레인 1 : 분자량 마커

  레인 2 : 대장균 GI724/pTrxFus 유래 가용성 단백질 분획분

  레인 3 : 대장균 GI724/pTrxhOBM 유래 가용성 단백질 분획분

  도 24는 실시예 24-(3)에서, 티오레독신과 사람 OBM의 융합단백질을 함유하는 대장균유래 가용성 단백질 분획분의 첨
가 비율을 바꾼때의 융합단백질과, OCIF와의 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  ○ : 대장균 GI724/pTrxFus 유래 가용성 단백질 분획분

  ● : 대장균 GI724/pTrxshOBM 유래 가용성 단백질 분획분

  도 25는 실시예 24-(3)에서, OCIF 농도를 바꾼때의 대장균유래 가용성 단백질 분획분중의 티오레독신과 사람 OBM의
융합단백질과, OCIF와의 결합능을 나타낸다.

  [부호의 설명]

  ○ : 대장균 GI724/pTrxFus 유래 가용성 단백질 분획분

  ● : 대장균 GI724/pTrxshOBM 유래 가용성 단백질 분획분

  도 26은 본 발명의 토끼 항 사람 OBM/sOBM 폴리크로날 항체를 이용한 샌드위치 ELISA에 의해 사람 OBM 및 sOBM의
측정결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  □ : 사람 OBM

  ● : 사람 sOBM

  도 27은 본 발명의 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체를 이용한 샌드위치 ELISA에 의해 사람 OBM 및 sOBM의 측정
결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  □ : 사람 OBM

  ● : 사람 sOBM

  도 28은 본 발명의 마우스 OBM 및 sOBM에도 교착성을 가지는 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체를 이용한 샌드위
치 ELISA에 의해 마우스 OBM 및 sOBM의 측정결과를 나타낸다.

  [부호의 설명]

  □ : 마우스 OBM

  ● : 마우스 sOBM

  도 29는 티오레독신과 마우스 OBM의 융합단백질에 의한 사람 파골세포상 세포형성의 촉진활성을 나타낸다.

  도 30은 비타민 D3 자극에 의해 골흡수활성의 항 OBM/sOBM항체에 의한 억제를 나타낸다.
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  도 31은 프로스타그란딘 E2(PGE2)자극에 의한 골흡수활성의 항 OBM/sOBM항체에 의한 억제를 나타낸다.

  도 32는 부갑상선 호르몬(PTH)자극에 의한 골흡수활성의 항 OBM/sOBM항체에 의한 억제를 나타낸다.

  도 33은 인터로이킨 1α(1L-1)자극에 의한 골흡수활성의 항 OBM/sOBM항체에 의한 억제를 나타낸다.

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

  본 발명은 파골(破骨)세포형성억제인자(osteoclastogenesis inhibitory factor; 이하, OCIF라 칭한 것도 있음)에 결합하
는 신규한 단백질(OCIF 결합분자; 이하, OBM이라 한 것도 있음) 및 그 제조방법에 관한 것이다.

  또한, 본 발명은 이 단백질을 코드하는 DNA, 이 DNA에 의해 코드(code)된 아미노산서열을 가지는 단백질, 이 단백질을
유전자공학적으로 제조하는 방법 및 이 단백질을 함유하는 의약조성물에 관한 것이다.

  게다가, 본 발명은 이 단백질 및 그 DNA를 이용하고, 이 단백질의 발현을 조절하는 물질, 이 단백질의 생물활성을 저해
또는 수식하는 물질, 혹은 이 단백질과 결합해 그 작용을 전달하는 리셉터(receptor)의 스크리닝(screening)방법, 이에 의
해 얻은 물질 및 얻은 물질을 함유하는 의약조성물에 관한 것이다.

  더구나, 본 발명은 이 단백질에 대한 항체, 그 제조방법, 그를 이용한 이 단백질의 측정방법 및 항체를 함유하는 의약에 관
한 것이다.

  골대사는 골형성을 담당하는 골아세포(osteoblast)와 골흡수를 담당하는 파골세포(osteoclast)의 총칭된 활성에 의존하
고 있다. 골대사 이상은 골형성과 골흡수의 균형이 무너짐에 의해 발생한다고 생각되고 있다. 골대사의 이상을 수반하는
질환으로서는 골조송증(골다공증; osteoporosis), 고칼슘혈증, 골파제트(paget)병, 신성골이영양증, 만성관절류마티즘 및
변형성관절염등이 알려져 있다. 이들 골대사 이상질환의 대표로서 골조송증이 열거된다. 이 질환은 파골세포에 의한 골흡
수가 골아세포에 의한 골형성을 상회함에 의해 발생하는 질환이고, 골의 석회질과 골기질이 동등하게 감소하는 것을 특징
으로 한다. 이 질환의 발생 메카니즘에 대해서는 아직 완전히는 해명되지 않았지만, 골의 통증이 발생하고, 골의 취약화에
의해 골절이 일어나는 질환이다. 고령인구의 증가에 따라 골절에 의해 병상을 보존하는 노인의 수가 증가하는 원인으로 되
고, 이 질환은 사회문제로도 되어 있고, 그 치료약의 개발이 시급한 것으로 되어 있다. 이러한 골대사 이상에 의한 골량감
소증은 골형성의 촉진, 골흡수의 억제 혹은 이들 균형의 개선에 의해 치료할 수 있는 것이 기대된다. 즉, 골형성은 골형성
을 담당하는 골아세포의 증식, 분화, 기능을 촉진하는 것, 파골세포 전구세포에서의 파골세포로의 분화, 성숙을 억제하는
것 혹은 파골세포의 골흡수 활성 등의 기능을 억제함에 의해 촉진되는 것으로 기대된다. 이러한 활성을 가지는 호르몬, 저
분자물질 혹은 생리활성 단백질에 대하여 현재 정력적인 탐색 및 개발연구가 진행되고 있다.

  이미, 골에 관한 질환의 치료 및 치료기간의 단축을 도모하는 의약품으로서 칼시토닌제제(calcitonin agent), 활성형 비
타민 D3제제, 에스트라디올(estradiol)을 함유하는 호르몬제제, 이프리프라본(ipriflavon), 비타민K2, 비스포스포네이트

(bisphosphonate)계 화합물등이 있고, 게다가, 보다 부작용이 작고 유효성이 뛰어난 치료약의 개발을 목표로 하여 활성형
비타민 D3 유도체, 에스트라디올유도체, 제 2세대 또는 제 3세대의 비스포스포네이트계 화합물 등의 임상실험이 실시되고

있다.

  그러나, 이들 약제를 사용한 치료법은 그 효과 및 치료결과에 있어서 반듯이 만족할 수 있는 것은 아니고, 보다 안전하고
도 유효성이 높은 새로운 치료약의 개발이 기대되고 있다. 또한, 골대사질환의 치료에 사용되고 있는 약제중에는 그 부작
용에 의해 치료가능한 질환이 한정되고 있는 것도 있다. 게다가 현재, 골조송증 등의 골대사질환의 치료에는 복수의 약제
를 동시에 사용하는 다제병용요법(多劑倂用療法)이 주류로 되어 오고 있다. 이러한 관점에서 종래의 의약품과는 다른 작용
메카니즘을 갖고 게다가 보다 유효성이 높고도 부작용이 작은 의약품의 개발이 기대되고 있다.

  상술한 바와 같이 골대사를 담당하는 세포는 골아세포와 파골세포이다. 이들 세포는 서로 밀접하게 상호작용하고 있는
것이 알려져 있고, 이 현상은 커플링이라고 불려지고 있다. 즉, 파골세포의 분화, 성숙에는 골아세포상 스트로머세포가 분
비하는 싸이토카인류, 인터로이킨1(IL-1), 3(IL-3), 6(IL-6), 11(IL-11), 과립구마크로퍼지콜로니 자극인자(GM-CSF),
마크로퍼지콜로니 자극인자(M-CSF) 인터페론겜마(IFN-γ), 종양괴사인자α(TNF-α), 트렌스포밍증식인자β(TGF-β)등
이 촉진적 또는 제어적으로 작용함이 보고되고 있다(Raisz: Disorders of Bone and Mineral Metabolism, 287∼311,
1992: Suda et al.: Principles of Bone Biology, 87∼102, 1996: Suda et al.: Endocrine Reviews, 4, 266∼270, 1955,
Lacey et al.: Endocrinology, 186, 2369∼2376, 1995). 골아세포상 스트로머세포는 미숙한 파골세포 전구세포와 파골
세포와의 세포간 접착에 의해 각각 파골세포의 분화, 성숙과 성숙파골세포에 의한 골흡수 등의 기능발현에 중요한 역할을
가지고 있는 것이 알려져 있다. 이 세포간 접착에 의한 파골세포형성에 관여하는 인자로서는 골아세포상 스트로머세포의
막위에 발현되는 파골세포 분화유도인자(osteoclast differentiation factor, ODF) (Suda et al.: Endocrine Rev. 13,
66∼80, 1992: Suda et al.: Bone 17, 87S∼91S, 1995)라고 하는 분자가 가상되고 있고, 이 가설에 의하면 파골세포의 전
구세포에 ODF의 리셉터가 존재하고 있다. 그러나, ODF 및 리셉터 공히 아직 정제 및 동정되지 않고, 이들의 성질·작용기
능 및 구조에 관한 보고도 없다. 이렇게, 파골세포의 분화·성숙의 메카니즘은 아직 충분히 해명되어 있지 않고, 이 메카니
즘의 해명은 기초의학 영역에 대단히 큰 공헌을 할 뿐만 아니라 새로운 작용메카니즘에 기한 신규한 골대사이상증 치료약
의 개발에도 공헌할 것이 기대된다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제
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  본 발명자는 이러한 상황을 감안하여 예의 탐색을 진행한 결과 사람 태아 폐선유아세포, IMR-90(ATCC기탁번호;
CCL186)의 배양액중에 파골세포형성억제인자(osteoclastogenesis inhibitory factor, OCIF)을 발견했다(WO96/26217
호).

  게다가, 본 발명자들은 OCIF의 DNA크로닝, 동물세포를 이용한 유전자조환형OCIF의 생산, 유전자조환형OCIF에 의한
생체내(in vivo)약효(골대사 개선효과)의 확인 등에 성공했다. OCIF는 종래의 의약품보다도 유효성이 높고도 부작용이 작
아 골대사이상에 관련하는 질환의 예방 및 치료제로서 기대되고 있다.

  본 발명자들은 파골세포형성억제인자OCIF를 사용하고, 그 결합단백질의 존재를 예의 탐색한 결과, OCIF결합단백질이
활성형 비타민 D3와 부갑상선호르몬(parathyroid hormone, PTH) 등의 골흡수촉진 인자의 존재하에서 배양한 골아세포

상 스트로머세포 위에 특이적으로 발현되는 것을 찾아냈다. 게다가, 이 OCIF결합단백질의 성질 및 그 생리적 기능을 조사
했던 바 이 단백질은 미숙한 파골세포 전구세포에서 파골세포로의 분화·성숙에 관여하는 소위 파골세포분화·성숙을 지지
또는 촉진하는 인자로서의 생물활성을 가지고 있는 것을 찾아내고, 본 발명을 완성하기에 이르렀다. 게다가, 본 발명 단백
질에 대한 연구를 반복하였던 결과, 이 신규한 막단백질은 골아세포상 스트로머 세포와 비장세포와의 공배양계(共培養系)
에 있어서 골아세포상 스트로머세포에 의해 미숙한 파골세포 전구세포에서 파골세포로의 분화·성숙을 담당하는 중요한 단
백질인 것을 명확히 하였다. 본 발명에서 파골세포의 분화·성숙을 지지 또는 촉진하는 인자로서의 단백질의 동정 및 그 단
리정제(單離精製)의 성공에 의해 본 발명 단백질을 이용한 생체의 골대사기구에 기한 신규한 골대사이상증 치료약의 스크
리닝을 가능하게 했다.

  따라서, 본 발명은 파골세포형성억제인자OCIF에 결합하는 신규한 단백질(OCIF결합분자; OBM) 및 그 제조방법을 제공
하는 것을 과제로 한다. 또한 본 발명은 이 단백질을 코드하는 DNA, 이 DNA에 의해 코드되는 아미노산서열을 가지는 단
백질, 이 단백질을 유전자공학적으로 제조하는 방법 및 이 단백질을 함유하는 의약조성물을 제공함을 과제로 한다. 또한,
이 단백질을 함유하는 골대사이상증 예방 및/또는 치료제를 제공함을 과제로 한다. 게다가 본 발명은 이 단백질을 및 그
DNA를 이용하고 이 단백질의 발현을 조절하는 물질, 이 단백질이 생물활성을 저해 또는 수식하는 물질 혹은 이 단백질과
결합하고 그 작용을 전달하는 리셉터의 스크리닝방법, 이에 의해 얻은물질 및 얻은물질을 함유하는 의약조성물을 제공함
을 과제로 한다. 더구나, 본 발명은 이 단백질에 대한 항체, 그 제조방법, 그를 이용한 이 단백질의 측정방법 및 항체를 함유
하는 의약을 제공함을 과제로 한다.

발명의 구성 및 작용

  본 발명 단백질은 이하의 물리화학적 성질 및 생물활성을 나타낸다.

  즉,

  a. 친화성: 파골세포형성억제인자(osteoclastogenesis inhibitory factor, OCIF)에 특이적으로 결합하고 높은 친화성(세
포막 위에서의 해리정수 Kd값이 10-9M이하)을 갖는다.

  b. 분자량: 비환원조건하에서 SDS-폴리아크릴아미드 전기영동에 의한 분자량측정으로 약 30,000∼40,000의 분자량을
나타내고, 또 모노머타입의 OCIF와 크로스링크시킨 경우 외관상의 분자량은 약 90,000∼110,000을 나타낸다.

  c. 생물활성: 활성형 비타민 D3 및 부갑상선호르몬(PTH) 등의 골흡수 촉진인자의 존재하에서의 마우스골아세포상 스트

로머세포와 마우스비장세포 공배양에서의 파골세포의 분화·성숙을 지지 또는 촉진하는 활성을 가진다.

  파골세포형성의 대표적인 인비트로(in vitro) 배양계로서 활성형 비타민 D3 혹은 PTH 존재하에서의 마우스유래 골아세

포상 스트로머세포주 ST2와 마우스비장세포와의 공배양계가 잘 알려져 있다. 본 발명 단백질의 발현세포는 활성형 비타
민 D3 존재 혹은 비존재하에서 각각 배양한 마우스골아세포상 스트로머세포 혹은 마우스비장세포로의 OCIF의 결합성을

시험함에 의해 조사할 수 있었다. 본 발명 단백질은 활성형 비타민 D3와 PTH와 같은 골흡수촉진인자의 존재하에서 배양

한 골아세포상 스트로머세포위에 특이적으로 유도되는 단백질로서 특정된다. 또한, 활성형 비타민 D3 존재하의 상기 공배

양계에 OCIF를 첨가함에 의해 1∼40ng/㎖의 범위에서 용량 의존적으로 파골세포의 형성이 저해되는 것, 활성형 비타민
D3 존재하에서 ST2세포위에 유도되는 본 발명 단백질 발현의 경시변화와 파골세포형성의 경시변화가 잘 상관하는 것, 또,

ST2세포에 발현되는 본 발명 단백질의 다과(多寡)와 ST2세포에 의한 파골세포형성지지능의 강약이 일치하고, ST2세포
위의 본 발명 단백질에 OCIF가 결합함에 의해 파골세포형성이 완전히 억제되는 것으로부터 본 발명 단백질은 파골세포의
분화·성숙을 지지 또는 촉진하는 생물활성(작용)을 가지는 단백질로서 특정된다.

  본 발명 단백질의 OCIF에 대한 친화성은 OCIF를 표지하고, 그 표지체의 동물세포막 표면으로의 결합성을 시험함에 의해
평가할 수 있다. OCIF는 방사성 동위원소에 의한 표지와 형광표지등과 같은 통상의 단백질표지법을 사용함에 의해 표지할
수 있다. 예를들어, OCIF의 방사성 동위원소에 의한 표지로서는 티록신잔기의 125I표지가 열거되고, 요오드젠법, 크로라민
T법 및 효소법 등의 표지법을 이용할 수 있다. 이렇게 해서 얻은 표지OCIF를 이용해서 OCIF의 동물세포막 표면으로의 결
합성 시험을 통상법에 따라 실시할 수 있고, 또 결합성 시험에 이용하는 배지에 표지OCIF의 100배∼400배농도 미표지
OCIF를 첨가함에 의해 비특이적인 결함량을 측정할 수 있다. OCIF의 특이적 결함량은 표지OCIF의 총결합량에서 비특이
적인 결합량을 빼어냄에 의해 산출된다. 세포막위에 발현된 본 발명 단백질의 친화성은 표지OCIF의 첨가량을 바꾸어 시험
을 행하고, 특이적 결합량을 스켓쳐드플로트(Scatchard plot)로 해석함에 의해 평가한다. 이렇게 하여 구한 본 발명 단백
질의 OCIF에 대한 친화력은 약 100∼500pM이고, 본 발명 단백질은 이렇게 파골세포형성억제인자OCIF에 높은 친화성
(세포막위에서의 해리정수 Kd값이 10-9M이하)을 가지는 단백질로서 특정된다. OBM의 분자량은 겔여과 크로마토그라피
와 SDS-PAGE 등을 사용하여 측정한다. 보다 정확히 분자량을 측정하기 위해서는 SDS-PAGE를 사용한는 것이 좋고,
OBM은 환원조건하에서 약 40,000(40,000±4,000)의 분자량을 가지는 단백질로서 특정된다.
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  본 발명 단백질은 마우스골아세포상 스트로머세포주 ST2, 마우스 전(前)지방세포주 PA6, 기타 사람 골아세포상 세포주
혹은 사람, 마우스, 랏트 등의 포유동물에서 체취해 농축한 골아세포상 세포등에서 얻을 수 있다. 또한, 이들 세포에 본 발
명 단백질을 발현시키기 위해 필요한 유도물질로서는 활성형 비타민 D3(Calcitriol), 부갑상선호르몬(PTH), 인터로이킨

(IL)-1, IL-6, IL-11, 온코스타틴M(oncostatin M) 및 백혈병 세포증식 억제인자(LIF) 등의 골흡수촉진인자가 열거된다.
또한, 이들 유도물질의 첨가농도로서는 활성형 비타민 D3와 PTH에서는 10-8M, IL-11과 온코스타틴M에서는 각각 10ng/

㎖ 및 1ng/㎖, IL-6에서는 20ng/㎖의 IL-6과 500ng/㎖의 IL-6가용성리셉터를 사용하는 것이 소망스럽다. 좋기로는 마우
스 골아세포상 스트로머세포주 ST2를 사용하고 10-8M 활성형 비타민 D3, 10-7 M 덱사메사존(Dexamethasone) 및 10%

소 태아혈청을 첨가한 α-MEM중에서 일주간 이상 배양하여 컨프루엔트(confluent)한 세포를 사용하면 좋다. 이렇게 하여
배양한 세포는 셀 스크레이퍼(cell scraper) 등을 이용하여 박리시켜 회수하면 좋다. 또한, 회수한 세포는 사용할 때까지
사이에 -80℃로 보존해둘 수 있다.

  본 발명 단백질은 이렇게 하여 회수한 세포의 막분획분에서 정제하면 효율좋게 정제할 수 있다. 막분획분의 정제는 세포
내 기관의 분획에 이용되는 통상의 방법에 따라 행할 수 있다. 막분획분의 조제에 사용하는 완충액에는 좋기로는 각종 프
로테아제 저해제를 첨가하면 좋다. 첨가하는 프로테아제 저해제로서는, 예컨데 PMSF, APMSF, EDTA, O-페난트롤린, 로
이펩틴, 펩스타틴A, 아프로티닌, 대두트립신인히비터 등의 세린프로테아제 저해제, 티올프로테아제 저해제 및 메타프로테
아제 저해제등이 열거된다. 세포의 파쇄에는 던스(Daunce) 호모게나이져, 폴리트론호모게나이져, 초음파 파쇄장치 등을
사용할 수 있다. 파쇄한 세포는 0.5M 슈크로오스를 가한 완충액에 현탁시켜 600×g에서 10분간 원심분리함에 의해 세포
핵과 미파쇄의 세포를 침전 분획분으로 분리할 수 있다. 원심분리로 얻은 상청을 150,000×g에서 90분간 원심분리함에 의
해 침전 분획분으로서 막분획분을 얻을 수 있다. 이렇게 하여 얻은 막분획분을 각종의 계면활성제로 처리함에 의해 세포막
에 존재하는 본 발명 단백질을 효율좋게 가용화하고, 추출할 수 있다. 가용화에 이용하는 계면활성제로서는 세포막 단백질
의 가용화에 일반적으로 사용되고 있는 각종 계면활성제, 예컨데 CHAPS{3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethylammonio]-1-propanesulfonate}, 트리톤(Triton) X-100, 닉콜(Nikkol), n-옥틸글리코사이드 등을 이용할 수
있다. 좋기로는 0.5% CHAPS를 첨가하여 4℃에서 2시간 교반하고 본 발명 단백질을 가용화하는 것이 좋다. 이렇게 하여
제조한 샘플을 150,000×g에서 60분간 원심분리하고 그 상청을 가용화 막분획분으로 얻을 수 있다.

  이렇게 하여 얻은 가용화 막분획분에서의 본 발명 단백질의 정제는 OCIF를 고정화한 컬럼, 겔, 수지 등을 사용하여 효율
좋게 정제할 수 있다. 고정화에 사용하는 OCIF로서는 WO96/26217호 공보기재의 방법에 따라서 사람태아 폐선 유아세포
주IMR-90의 배양액에서 단리한 것, 혹은 유전자 공학적 수법에 의해 얻은 것(rOCIF)을 사용할 수 있다. 이들의 rOCIF는
사람, 랏트 혹은 마우스의 cDNA를 통상법에 따라 발현 벡터에 짜넣고, CHO세포, BHK세포, 나말와(Namalwa)세포 등의
동물세포 혹은 곤충세포등으로 발현시켜 정제함에 의해 얻을 수 있다. 이렇게 하여 얻은 OCIF는 분자량 약 60kDa(모노머
형)와 120kDa(다이머형)의 분자량을 나타내지만, 고정화에 사용하는 OCIF로서는 좋기로는 다이머형OCIF를 사용한다.
OCIF를 고정화하기 위한 겔, 수지로서는 ECH세파로스4B, EAH세파로스4B, 티오프로필세파로스6B, CNBr-활성화세파
로스4B, 활성화CH세파로스4B, 에폭시활성화세파로스6B, 활성화티올세파로스4B(이상, 팔마시아社), TSK겔 AF-에폭시
토요팔 650, TSK겔 AF-아미노토요팔 650, TSK겔 AF-포밀토요팔 650, TSK겔 AF-카르복시토요팔 650, TSK겔 AF-
트레실토요팔 650(이상, 토오소오社), 아미노셀루로파인, 카르복시셀루로파인, FMP활성화 셀루로파인, 포밀셀루로파인
(이상, 生化學工業社), 아피겔10, 아피겔15, 아피프렛프10(이상, 바이로레드社) 등을 사용할 수 있다. 또한, OCIF를 고정
화하기 위한 컬럼으로서는 하이트렙(HiTrap) NHS-활성화컬럼(팔마시아社), TSK겔 Tresyl-5PW(토오소오社) 등을 사
용할 수 있다. 하이트렙(HiTrap) NHS-활성화컬럼(1㎖, 팔마시아社)을 이용한 OCIF의 고정화법으로서 구체적으로는 아
래의 방법을 열거할 수 있다. 즉, OCIF 13.0㎎을 포함하는 0.2M NaHCO3/0.5M NaCl(pH 8.3) 용액 1㎖를 컬럼에 첨가하

고 실온에서 30분간 커플링반응시켰다. 이어서, 0.5M 에탄올아민/0.5M NaCl(pH 8.3)과 0.1M 초산/0.5M NaCl(pH 4.0)
을 흘리고, 다시 0.5M 에탄올아민/0.5M NaCl(pH 8.3)으로 치환하고 실온에서 1시간 방치하여 과잉한 활성기를 불활성
화 한다. 그 후 0.5M 에탄올아민/0.5M NaCl(pH 8.3)과 0.1M 초산/0.5M NaCl(pH 4.0)으로 두 번 세정하고, 50mM 트리
스/1M NaCl/0.1% CHAPS완충액(pH 7.5)으로 치환함에 의해 OCIF고정화컬럼을 제작할 수 있다. 이렇게 하여 제작한
OCIF고정화컬럼과 OCIF고정화겔 혹은 수지 등을 사용하여 본 발명 단백질을 효율좋게 정제할 수 있었다. 본 발명 단백질
의 분해를 억제하기 위해 정제에 사용하는 완충액에도 상기 각종 프로테아제 저해제를 첨가하면 좋다. 본 발명 단백질은
상기 가용화 막분획분을 OCIF고정화컬럼에 부하하고, 혹은 OCIF고정화겔, 수지등과 섞어서 교반함에 의해 흡착시켜 산,
각종 단백질변성제, 카코디레이트(cacodylate)버퍼 등에 의해 OCIF고정화컬럼, 겔 혹은 수지등에서 용출할 수 있다. 좋기
로는 본 발명 단백질의 변성을 최소한으로 억제하기 위해 산을 이용하여 용출한 직후에 중화하면 좋다. 용출에 사용하는
산성완충액으로서는 예컨데 0.1M 글리신-염산완충액(pH 3.0), 0.1M 글리신-염산완충액(pH 2.0) 및 0.1M 구연산나트
륨완충액(pH 2.0) 등을 사용할 수 있다.

  이렇게 하여 정제한 본 발명 단백질은 생물시료에서 단백질의 정제에 범용되는 통상의 방법을 사용하여 본 발명 단백질
의 물리화학적성질을 이용한 각종 정제조작에 의해 보다 더 정제할 수 있다. 본 발명 단백질 용액의 농축에는 한외여과, 동
결건조 및 염석등, 통상 단백질의 정제과정에서 사용되는 수법이 열거된다. 좋기로는 센트리콘-10(Centricon-10;
BioRad社) 등을 사용한 원심에 의해 한외여과를 사용하는 것이 좋다. 또한, 정제수단으로서는 이온교환 크로마토그라피,
겔여과 크로마토그라피, 소수 크로마토그라피, 역상 크로마토그라피, 조제용 전기영동 등을 이용한 통상 단백질의 정제에
이용되는 각종 수단을 조합하여 사용할 수 있다. 보다 구체적으로는 슈퍼로즈12 컬럼(Superose12 column; 팔마시아社)
등을 사용한 겔여과 크로마토그라피와 역상 크로마토그라피를 조합시켜 사용함에 의해 본 발명 단백질을 순화(純化)할 수
있다. 또한, 정제과정중의 본 발명 단백질의 동정은 고정화OCIF와의 결합활성 혹은 OCIF와의 결합물을 항 OCIF항체에 의
해 면역침강후, SDS-폴리아크릴아미드 전기영동(SDS-PAGE)으로 분석함에 의해 검출할 수 있다. 이렇게 하여 얻은 본
발명 단백질은 그 활성으로부터 골대사이상증, 예컨데 대리석병 등의 치료제로서의 의약 혹은 연구·진단용 시약으로서 유
용하다.

  또한, 본 발명은 파골세포형성억제인자 OCIF에 결합하는 신규한 단백질(OCIF결합분자; OBM)을 코드하는 DNA, 그
DNA에 의해 코드된 아미노산서열을 갖는 단백질, 그를 사용하여 OCIF에 특이적으로 결합하는 단백질을 유전자공학적으
로 제조하는 방법 및 이 단백질을 함유하는 골대사 치료제에 관한 것이다. 더구나 본 발명은 OBM의 발현을 조절하는 물질
의 스크리닝방법, OBM과 결합하여 그 작용을 저해 또는 수식하는 물질의 스크리닝방법, OBM과 결합하고 OBM의 작용을
전달하는 리셉터의 스크리닝방법, 이들 스크리닝의 결과 얻어진 물질을 함유하는 의약조성물에 관한 것이다.
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  본 발명의 DNA에 의해 코드된 신규 단백질 OBM은 아래의 물리화학적 성질 및 생물활성을 나타낸다.

  즉,

  a. 파골세포형성억제인자(OCIF)에 특이적으로 결합한다.

  b. 환원조건하에서 SDS-PAGE에 의한 분자량 측정에서 약 40,000(±4,000)의 분자량을 나타낸다. 또한, 모노머 타입의
OCIF와 크로스링크 시킨 경우의 외관상의 분자량은 약 90,000∼110,000이다.

  c. 파골세포의 분화, 성숙을 지지·촉진하는 활성을 가진다.

  는 것이다.

  본 발명의 OCIF결합분자, OBM을 코드하는 DNA를 동정하고, OBM의 성질을 평가하기 위한 탐침자(probe)로서 사용하
는 사람 파골세포형성억제인자(OCIF)는 WO96/26217호에 따라 사람태아성 선유아세포주IMR-90의 배양액에서 단리할
수 있다. OBM의 DNA의 단리·동정에는 유전자조환형 사람OCIF, 유전자조환형 마우스OCIF, 유전자조환형 랏트OCIF 등
을 이용할 수도 있다. 이들 유전자조환형 OCIF는 각각의 DNA를 통상법에 따라서 발현벡터로 짜넣어 CHO세포, BHK세
포, 나말와세포 등의 동물세포 혹은 곤충세포등으로 발현시켜 정제함에 의해 얻을 수 있다.

  목적의 단백질을 코드하는 cDNA를 분리하는(cDNA 크로닝) 방법으로서는 그 단백질의 부분 아미노산서열을 결정하고
그에 대응하는 염기서열을 기초로 하이브리다이제이션(Hybridization)법에 의해 목적하는 cDNA를 단리하는 방법외에,
단백질의 아미노산서열이 불명하여도 발현벡터중에 cDNA라이브러리(library)를 구축하고, 이들을 세포중으로 도입하고,
목적하는 단백질의 발현의 유무를 스크리닝함에 의해 목적의 cDNA를 단리하는 방법(발현크로닝법)이 있다(D' Andrea et
al.: Cell 57, 277∼285, 1989: Fukunaga et al.: Cell 61, 341∼350, 1990). 발현 크로닝법에서는 숙주세포로서 세균·효
모·동물세포등이 목적에 따라 나누어 사용되어 지고 있다. 본 발명과 같이 동물세포의 막표면에 존재한다고 생각되어지는
단백질을 코드하는 cDNA를 크로닝할 때에는 동물세포를 숙주로하는 경우가 많다. 또한 DNA의 도입효율이 높고, 도입된
DNA의 발현효율이 높은 숙주가 통상 사용된다. 이러한 특징을 갖는 세포중 하나가 본 발명에서 이용된 원숭이 신장세포
COS-7세포이다. COS-7세포에서는 SV40 라지T안티겐(large T antigen)이 발현하고 있으므로 SV40의 복제개시점을
갖는 프라스미드는 세포중에서 다수 카피(copy)의 에피솜(episome)으로 존재하도록 되고, 통상보다 고 발현이 기대될 수
있다. 또한, DNA를 도입한 시점에서 수일중에 최고의 발현수준에 도달함으로 신속한 스크리닝에 적합하다. 이 숙주세포
에 고발현 가능한 프라스미드를 조합시킴에 의해 지극히 높은 수준의 유전자발현이 가능하게 된다. 프라스미드 위에 유전
자의 발현양에 가장 영향을 미치는 인자는 프로모터이고, 고발현용의 프로모터로서 SRα프로모터와 사이토메가로바이러
스(cytomegalovirus) 유래 프로모터등이 좋게 사용된다. 발현 크로닝에 의해 막단백질의 cDNA를 크로닝 하려고 할 때의
스크리닝법으로서 바인딩법(binding법), 페닝법(panning법), 필름에멀션법(film emulsion 법)등이 고안되고 있다.

  본 발명은 발현 크로닝법과 바인딩법을 조합시킴에 의해 얻은 OCIF에 특이적으로 결합하는 단백질(OBM)을 코드하는
DNA 및 발현단백질, 및 DNA 또는 발현단백질을 이용한 생리활성물질의 스크리닝에 관한 것이다. 본 발명의 DNA가 코드
하는 OBM은 OCIF를 표지하고, 그 표지체의 동물세포막 표면으로의 결합성을 시험함에 의해 검출할 수 있다. OCIF의 표
지법으로서는 방사성동위원소에 의한 표지와 형광표지등, 일반적인 단백질의 표지법을 이용할 수 있다. 예를들어, OCIF의
방사성동위원소에 의한 표지로서는 티록신잔기의 125I가 열거되고, 구체적 표지법으로서 요오드젠법, 클로라민T법 및 효
소법등이 있다. OCIF의 동물세포막 표면으로의 결합성은 이렇게 하여 얻은 표지 OCIF를 사용하고, 통상법에 따른 방법으
로 시험할 수 있다. 또한, 결합성 시험에 이용하는 배지에 표지 OCIF의 100배∼400배 농도의 미표지 OCIF를 첨가함에 의
해 비특이적인 결합량을 측정할 수 있다. OCIF의 특이적 결합량은 표지 OCIF의 총결합량에서 비특이적인 결합량을 빼어
냄에 의해 산출된다.

  본 발명자들은 파골세포의 분화에 관여하는 인자는 OCIF와 상호작용한다는 가정에 기초하여 유전자조환형 OCIF를 사용
하고, OCIF가 결합하는 단백질을 분리하기 위해 마우스 골아세포상 스트로머세포주 ST2의 mRNA에서 제작한 발현 라이
브러리를 이하에 기술하는 방법으로 스크리닝했다. ST2 mRNA를 근간으로 합성한 DNA를 동물세포용 발현벡터에 삽입
하고, 이들을 원숭이 신장세포 COS-7세포에 유전자 도입했다. 125I표지한 OCIF를 탐침자(probe)로서 사용하여 COS-7
세포 위에 발현한 목적하는 단백질을 스크리닝했다. 그 결과, OCIF와 특이적으로 결합하는 단백질을 코드하는 DNA를 분
리하기에 이르르고, 이 OCIF결합분자(OCIF겹합분자; OBM)를 코드하는 DNA의 염기서열을 결정했다. 또한, 이 DNA에
코드되는 OBM은 세포막 위에서 OCIF와 강하게 혹은 특이적으로 결합함을 알아냈다.

  본 발명에서 말하는 비교적 온화한 조건에서의 DNA하이브리다이제이션이란 예컨데 통상법에 따라 나일론멤브레인
(nylon membrane)에 DNA를 트렌스퍼(transefer)하고 고정화한 후, 하이브리다이제이션용 버퍼(buffer)중에서 방사선
표지한 탐침자의 DNA와 40∼70℃, 2시간∼1일밤 정도 하이브리다이제이션 시켜 0.5×SSC(0.075M 염화나트륨 및
0.0075M 구연산나트륨)에서 45℃ 10분 세정하는 조건을 말한다. 구체적으로는 통상법에 따라 나일론멤브레인에 하이본
드N(high bond; 어머샴社)을 사용하고, DNA를 트렌스퍼하고 고정화한 후, 빠른 하이브리다이제이션 버퍼(Rapid
Hybridization Buffer; 어머샴社)중에서 32P표지한 탐침자의 DNA와 65℃ 2시간 하이브리다이제이션 시켜서
0.5×SSC(0.075M 염화나트륨 및 0.0075M 구연산나트륨)에서 45℃ 10분 세정하는 조건을 말한다.

  파골세포형성의 대표적인 인비트로 배양계로서 활성형 비타민 D3 혹은 PTH의 존재하에서 마우스 유래 골아세포상 스트

로머세포주 ST2와 마우스 비장세포와의 공배양계가 잘 알려져 있다. 본 발명의 OBM은 활성형 비타민 D3와 PTH와 같은

골흡수촉진인자의 존재하에서 배양한 골아세포상 스트로머세포 위에 특이적으로 유도되는 단백질로서 특정된다. 더구나,
활성형 비타민 D3 혹은 PTH 비존재하에서도 마우스 비장세포의 배양계에 본 발명의 DNA에 의해 코드되는 단백질을 첨

가함에 의해 파골세포의 형성이 촉진되는 것으로부터, 본 발명의 DNA에 의해 코드되는 OBM은 파골세포의 분화·성숙에
관여하고 있다고 생각된다.
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  본 발명의 DNA를 발현벡터에 삽입하여 OBM발현 프라스미드를 제작하고, 이를 각종 세포 또는 세균에 도입하여 발현시
킴에 의해 조작형 OBM을 제조할 수 있다. 발현시킬 때의 포유동물 세포의 숙주로서 COS-7, CHO, 나말와(Namalwa)등
또는 세균의 숙주로서 대장균 등을 사용할 수 있다. 이때, DNA의 전장을 사용하여 막결합형 단백질로서 발현시키고, 혹은
막결합 부위를 코드하는 부분을 제거함에 의해 분비형, 가용화형으로 해도 발현시킬 수 있다. 이렇게 하여 제조된 조작형
OBM은 통상 사용되는 단백정제법, 예컨데 OCIF 고정화컬럼을 사용한 어피니티(affinity) 크로마토그라피, 이온교환 크로
마토그라피 혹은 겔여과 크로마토그라피 등을 조합시킴에 의해 효율좋게 정제할 수 있다. 이렇게 하여 얻은 본 발명 단백
질은 그 활성에서 골대사이상증, 예컨데 대리석병 등의 치료제로서의 의약 혹은 연구·진단용 시약으로서 유용하다.

  본 발명의 DNA에 코드되는 단백질 OBM을 이용하여 (1) OBM의 발현을 조절하는 물질의 스크리닝, (2) OBM에 특이적
으로 결합하고, OBM의 생물활성을 저해 혹은 수식하는 물질의 스크리닝 및 (3) 파골세포 전구세포에 존재하고, OBM의
생물활성을 전달하는 단백질(OBM 리셉터)의 스크리닝, 게다가 이 OBM 리셉터를 이용한 안타고니스트(antagonist)와 아
고니스트(agonist)의 개발이 가능하다. 상술한 OBM 혹은 OBM 리셉터를 이용한 콤비너토리얼케미스트리(combinatorial
chemistry)에 있어서 안타고니스트 혹은 아고니스트의 탐색에 필요한 펩티트라이브러리는 구체적으로는 아래의 방법으
로 제작할 수 있다. 그 하나로 스프릿트(split)법이 있다(Lam et al.; Nature 354, 82∼84, 1991). 이 방법은 합성담체(비
즈; beads)에 각각의 아미노산(유닛)을 결합시킨 것을 각 유닛과 따로따로 합성한다. 이 합성된 담체를 한꺼번에 모두 섞
고, 이어서 유닛의 수로 등분하고, 다음 유닛을 또 각각 결합시킨다. 이 조작을 n회 반복함에 의해 담체에 n개의 유닛이 결
합된 라이브러리가 제작된다. 이렇게 합성을 하면 1개의 담체군에는 1종류의 서열밖에 합성되지 않으므로, 본 발명의 단
백질을 이용한 상기 스크리닝법에서 양성을 나타낸 담체군을 뽑아내고, 그 아미노산서열을 결정하면 특이적으로 결합하는
펩티드를 동정할 수 있다. 또 다른 방법으로서는 파지디스플레이(phage display)법을 이용할 수도 있다. 이 방법은 렌덤한
펩티드를 코드하는 합성유전자를 파지로 발현시키는 것으로, 상기 합성라이브러리에 비해 라이브러리중의 분자수를 많게
할 수 있다는 이점이 있지만, 파지가 표현할 수 없는 서열은 라이브러리에 존재할 수 없다는 것 등이 있고, 분자수당 다양
성이 낮다는 결점이 있다. 파지디스플레이법에서도 동일하게 본 발명의 단백질을 이용한 스크리닝계를 이용하고, 그에 특
이적으로 결합하는 파지를 파닝(panning)에 의해 농축하고, 얻은 특이적 결합성을 가지는 파지를 대장균에서 증폭하고, 그
펩티드를 코드하는 염기서열을 결정하면 좋다. 게다가, 상기 (2) 및 (3)의 스크리닝계를 사용하고, 펩티드라이브러리에서
OBM 혹은 OBM 리셉터에 특이적이고, 또 고친화성의 펩티드를 스크리닝하고 싶은 경우, 스크리닝시에 각각 OCIF와
OBM을 공존시켜 각각의 농도를 높이면서 양성을 나타낸 담체 혹은 파지를 스크리닝 함에 의해 특이적이고도 극히 고친화
성의 펩티드를 얻을 수 있다. 예를 들면, 모두 조혈호르몬인 에리스로포에틴(erythropoietin; EPO)의 리셉터를 사용하고,
다양성이 풍부한 펩티드라이브러리에서 EPO상 활성을 가지는 저분자 펩티드아고니스트의 스크리닝 및 그 입체구조해석
게다가 그 입체구조에 기한 유기합성전개에 의한 EPO활성을 가지는 저분자 물질(아고니스트)의 창제에 성공했다
(Nicholas et al.: Science, 273, 458∼463, 1996).

  또한, 본 발명자들은 파골세포형성억제인자OCIF를 사용하고, 그 결합 단백질이 활성형 비타민 D3와 부갑상선호르몬

(parathyroid hormone, PTH) 등의 골흡수인자의 존재하에서 배양한 골아세포상 스트로머세포주 ST2의 세포위에 특이
적으로 발현하는 것을 모두 알아냈다. 게다가, 이 단백질은 미숙한 파골세포 전구세포에서 파골세포로의 분화·성숙에 관여
하는, 소위 파골세포 분화·성숙을 지지 또는 촉진하는 인자로서의 생물활성을 가지고 있는 것을 알아내고, 이 단백질을 정
제함에 의해 그 물리화학적 제성질 및 그 생물활성을 밝혔다. 본 발명자들은 본 발명의 DNA에 의해 발현되는 유전자조환
형 단백질 OBM과 모두 상기 OCIF와 특이적으로 결합하는 정제 천연형 단백질과의 이동을 명확하게 하기 위해 물리화학
적 성질 및 생물활성을 비교했다. 그 결과, 양 단백질 공히 ① 막결합 단백질이고 특이적으로 OCIF와 결합하고, ② SDS-
PAGE에서의 분자량은 약 40,000, ③ 모노머 타입의 OCIF와 크로스링크 시킨 경우 외관의 분자량은 약 90,000∼110,000
이고, 물리화학적 제성질이 좋게 일치하고 있는 것, 또 생물활성에 있어서도 양 단백질은 파골세포의 분화·성숙을 지지 또
는 촉진하는 활성을 가지고 있는 것으로부터, 양 단백질은 동일하다는 가능성이 시준되었다. 더구나, 본 발명 DNA를 이용
하여 유전자공학적으로 발현시켜 정제한 단백질(유전자조환형 OBM)에서 제작한 토끼 항OBM 폴리크로날항체는 상기 방
법에서 얻은 정제 천연형 단백질에 교차성을 가지고, OBM과 OCIF의 특이적 결합을 저해하는 것도 동일하고, 상기 정제
천연형 단백질과 OCIF의 특이적 결합을 저해했다. 이들 결합에서 본 발명의 DNA에 의해 발현되는 유전자조환형 단백질
OBM은 상기 OCIF에 특이적으로 결합하는 천연형 단백질과 동일한 것이 밝혀졌다.

  게다가, 본 발명자들은 OCIF에 특이적으로 결합하고, 천연형 혹은 유전자조환형 마우스 OBM과 동일하게 마우스 비장세
포에서 파골세포의 분화·성숙을 지지·촉진하는 활성을 가지는 사람유래 OCIF결합 단백분자(이하 사람 OBM이라 한다)를
코드하는 유전자(cDNA)를 단리하기 위해, 상술한 바와같이 마우스 OBM cDNA에서 제작한 프라이머를 사용하고 사람 인
파절 유래 cDNA를 주형으로 하여 폴리머라제 체인리엑션(polymerase chain reaction; PCR)을 하고, 얻은 사람 OBM
cDNA 단편을 탐침자로서 상기 cDNA 라이브러리를 스크리닝했다. 그 결과, OCIF와 특이적으로 결합하는 사람 유래 단백
질을 코드하는 cDNA를 분리함에 성공하고, 이 사람 유래 OCIF결합 단백분자, 즉 사람 OBM을 코드하는 cDNA의 염기서
열을 결정했다. 이 cDNA에 코드되는 사람 OBM은 마우스 OBM과 동일하게 세포막 위에서 OCIF와 강하고도 특이적으로
결합하는 특성을 가지고, 또 마우스 비장세포에서 파골세포의 분화·성숙을 지지·촉진하는 생물활성을 가지는 것을 알아냈
다. 즉, 본 발명은 파골세포형성억제인자 OCIF에 결합하는 신규한 사람 유래 단백질인 사람 OBM을 코드하는 DNA, 그
DNA에 의해 코드되는 아미노산서열을 가지는 단백질, 그 DNA를 이용하여 OCIF에 특이적으로 결합하는 성질을 가지고,
마우스 비장세포에서 파골세포의 분화·성숙을 지지·촉진하는 활성을 가지는 단백질을 유전자공학적으로 제조하는 방법 및
이 단백질을 함유하는 골대사이상증 치료제의 제공, 게다가 사람 OBM의 발현을 조절하는 물질의 스크리닝방법, 사람
OBM과 결합하여 그 작용을 저해 또는 수식하는 물질의 스크리닝방법, 사람 OBM과 결합하여 그 작용을 전달하는 리셉터
의 스크리닝방법 및 이들 스크리닝의 결과 얻은 물질을 함유하는 의약조성물을 제공하는 것을 과제로 한다.

  본 발명은 OCIF에 특이적으로 결합하는 특성을 가지고, 또 파골세포의 분화·성숙을 지지·촉진하는 생물활성을 가지는 신
규한 사람 단백질인 사람 OBM을 코드하는 DNA, 그 DNA에 의해 코드되는 아미노산서열을 가지는 단백질, 그 DNA를 이
용하여 OCIF에 특이적으로 결합하는 특성을 가지고, 또한 파골세포의 분화·성숙을 지지·촉진하는 생물활성을 가지는 단백
질을 유전자공학적으로 제조하는 방법 및 이 단백질을 함유하는 골대사이상증 치료제에 관한 것이다. 게다가, 본 발명은
사람 OBM의 발현을 조절하는 물질의 스크리닝방법, 사람 OBM과 결합하여 그 작용을 저해 또는 수식하는 물질의 스크리
닝방법, 사람 OBM과 결합하여 OBM의 생물활성을 전달하는 리셉터의 스크리닝방법 및 이들 스크리닝의 결과 얻은 물질
을 함유하는 의약조성물, 게다가 사람 유래 OCIF결합단백질에 대한 항체 및 그 항체를 이용한 골대사이상증의 예방 및/또
는 치료약에 관한 것이다.
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  본 발명의 DNA에 의해 코드되는 신규 사람 유래 OCIF결합 단백분자, 즉 사람 OBM은 아래의 물리화학적 성질 및 생물활
성을 나타낸다.

  즉,

  a. 파골세포형성억제인자(osteoclastogenesis inhibitory factor, OCIF) (WO 96/26217호)에 특이적으로 결합한다.

  b. 환원조건하에서 SDS-PAGE에 의한 분자량 측정에서 약 40,000(±5,000)의 분자량을 나타낸다. 또한, 모노머 타입의
OCIF와 크로스링크 시킨 경우의 외관상의 분자량은 약 90,000∼110,000이다.

  c. 파골세포의 분화, 성숙을 지지·촉진하는 생물활성을 가진다.

  는 것이다.

  본 발명이 사람 OBM을 코드하는 cDNA를 분리 동정하기 위한 탐침자로서 사용하는 마우스 유래 OCIF결합 단백질인 마
우스 OBM cDNA는 상술한 방법에 따라서 마우스 골아세포상 스트로머세포주 ST2의 cDNA 라이브러리에서 단리할 수
있다. 또한, 사람 OBM cDNA를 발현함에 의해 얻어지는 단백질의 특성 및 그 생물활성을 평가하기 위해 필요한 사람 파골
세포형성억제인자 OCIF는 WO96/26217호 기재의 방법에 따라서, 사람 선유아세포주 IMR-90의 배양액에서 단리 혹은
그 DNA를 이용하여 유전자공학적으로 제조할 수 있다. 사람 OBM의 특성과 생물활성의 평가에는 유전자조환 사람 OCIF,
유전자조환 마우스 OCIF, 유전자조환 랏트 OCIF 등을 이용할 수도 있다. 이들 유전자조환형 OCIF는 각각의 cDNA를 통
상법에 따라 발현벡터에 짜넣어 CHO세포, BHK세포, 나말와세포 등의 동물세포 혹은 곤충세포등에서 발현시켜 정제함에
의해 얻을 수 있다.

  목적하는 단백질을 코드하는 사람형의 cDNA를 단리하는(cDNA크로닝) 방법으로서는 ① 그 단백질을 정제하고, 그 부분
아미노산서열을 결정하고, 그에 대응하는 염기서열을 가지는 DNA를 탐침자로서 이용하여 하이브리다이제이션법에 의해
목적하는 cDNA를 단리하는 방법, ② 목적하는 단백질의 아미노산서열이 불명하여도 발현벡터중에 cDNA라이브러리를
구축하고, 그들을 세포중에 도입하고, 목적 단백질 발현의 유무를 스크리닝함에 의해 목적하는 cDNA를 단리하는 방법(발
현 크로닝법), 및 ③ 사람유래의 목적 단백질과 같은 특성 및 생물활성을 가지는 사람 이외의 포유동물 유래의 단백질을 코
드하는 유전자, cDNA가 크로닝하려고 하는 사람유래의 목적 단백질의 cDNA와 높은 호모로지(homology)를 가진다고 상
정하고, 전자의 cDNA를 탐침자로 하고 사람 세포 혹은 조직에서 구축한 cDNA 라이브러리에서 하이브리다이제이션법과
폴리머라제 체인 리엑션(PCR)법에 의해 목적하는 사람 단백질을 코드하는 cDNA를 단리하는 방법이 있다.

  사람 OBM cDNA는 상기 마우스 OBM cDNA와 높은 상동성을 가진다는 상정하에 사람 OBM 생산세포 혹은 조직은 후자
의 cDNA를 탐침자로 하여 노잔(Northan)하이브리다이제이션법에 의해 조사할 수 있다. 사람 OBM cDNA는 마우스 OBM
cDNA에서 제작한 마우스 OBM 라이브러리를 이용하고, 상기와 같이 하여 동정한 사람 OBM 생산조직, 예컨데 사람 인파
절등에서 구축한 cDNA를 주형으로 하여 PCR에 의해 사람 OBM cDNA 단편을 얻어 이 사람 OBM cDNA 단편을 탐침자
로 하고, 상기와 같이 동정한 사람 OBM 생산세포 혹은 조직의 cDNA 라이브러리를 스크리닝함에 의해 얻을 수 있다. 본
발명은 이렇게 하여 얻은 OCIF에 특이적으로 결합하는 성질을 가지고, 또 파골세포의 분화·성숙을 지지·촉진하는 생물활
성을 가지는 사람유래 단백질, 즉 사람 OBM을 코드하는 DNA에 관한 것이다. 본 발명의 DNA가 코드하는 사람 OBM은 막
관통영역을 가지는 막 결합형 단백질을 코드하는 것으로부터 OCIF를 표지하고, 본 발명의 cDNA를 발현한 동물세포 표면
으로 OCIF 표지체의 결합에 의해 검출할 수 있다. OCIF의 표지법으로서는 상술한 바와같이 방사성 동위원소에 의한 표지
와 형광표지등 일반적인 단백질의 표지법을 이용할 수 있다.

  본 발명의 사람 OBM cDNA에 의해 발현되는 단백질의 분자량은 겔여과 크로마토그라피와 SDS-PAGE 등을 이용하여
측정된다. 보다 정확하게 분자량을 측정하기 위해서는 SDS-PAGE를 이용하는 것이 좋고, 사람 OBM은 환원조건하에서
약 40,000(40,000±5,000)의 분자량을 가지는 단백질로서 특정된다.

  본 발명에서 말하는 비교적 온화한 조건에서의 DNA 하이브리다이제이션이란, 예컨데 통상법에 따라 나일론멤브레인에
DNA를 트랜스퍼하고, 고정화한 후, 하이브리다이제이션용 버퍼중에서 방사선 표지한 탐침자의 C:\ 와 40∼70℃ 2시간
에서 하룻밤 정도 하이브리다이제이션 시켜 0.5×SSC(0.075M 염화나트륨 및 0.0075M 구연산나트륨)에서 45℃ 10분간
세정하는 조건을 말한다. 보다 구체적으로는 통상법에 따라 나일론멤브란에 하이본드N(어머샴社)을 이용하고 DNA를 트
렌스퍼하고, 고정화한 후, 래피드 하이브리다이제이션 버퍼(어머샴社)중에서 32P 표지한 탐침자의 DNA와 65℃ 2시간 하
이브리다이제이션 시켜서 상기 0.5×SSC에서 45℃ 10분간 세정하는 조건을 말한다.

  파골세포형성의 대표적인 인비트로 배양계로서 활성형 비타민 D3 혹은 PTH 존재하에서 마우스 유래 골아세포상 스트로

머세균주 ST2와 마우스 비장세포와의 공배양계가 잘 알려져 있다. 이 인비트로 배양계에서의 파골세포형성에는 골아세포
상 스트로머세포와 비장세포간의 접착에 의한 상호작용 및 활성형 비타민 D3와 PTH 등의 골흡수촉진 인자의 존재가 불가

결하다. 이 인비트로 배양계에 있어서, 골흡수촉진 인자 비존재하에서 혹은 파골세포형성 지지능이 없는 원숭이 신장세포
주인 COS세포에 본 발명의 cDNA를 발현시킨 유전자조환형 COS세포주는 골아세포상 스트로머세균주 ST2와 동일하게
비장세포에서 파골세포형성 지지능을 획득한다. 또한 본 발명의 cDNA와 막결합형 단백질을 코드하는 것에서 이 막결합
부위를 코드하는 부분을 제거함에 의해 분비형, 가용형으로서 발현시킬 수도 있다. 골흡수촉진 인자 비존재하의 상기 인히
드로 배양계에 이 분비형 사람 OBM을 첨가한 것만으로 파골세포의 형성의 일어나는 것도 확인되었다. 이들 결과로부터
본 발명의 cDNA에 의해 코드되는 사람 OBM은 파골세포의 분화·성숙에 관여하는 인자로서 특정된다.

  본 발명의 cDNA를 발현벡터에 삽입하여 사람 OBM 발현 프라스미드를 제작하고, 이들 각종 세포 또는 균주에 도입하여
발현시킴에 의해 조환형 사람 OBM을 제조할 수 있다. 발현시킬 때의 포유동물 세포 숙주로서 COS-7, CHO, 나말와 세포
등을, 또는 세균의 숙주로서 대장균 등을 이용할 수 있다. 이때, cDNA의 전장을 이용하여 막결합형 단백질로서 발현시킬
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수 있고, 또 막결합 부위를 코드하는 부분을 제거함에 의해 분비형, 가용화형으로서도 발현시킬 수 있다. 이렇게 하여 제조
된 조환형 사람 OBM은 통상 이용되는 단백질정제법, 예컨데 OCIF 고정화컬럼을 사용한 어피니티 크로마토그라피, 이온
교환 크로마토그라피와 겔여과 크로마토그라피 등을 조합시킴에 의해 효율좋게 정제할 수 있다. 이렇게 하여 얻은 본 발명
사람 OBM은 그 활성에 의해 골대사이상증, 예컨데 대리석병 등의 치료제로서의 의약 혹은 연구·진단용 시약으로서 유용
하다.

  본 발명의 cDNA에 코드되는 단백질, 사람 OBM을 이용함에 의해 ① 사람 OBM의 발현을 조절하는 물질의 스크리닝, ②
사람 OBM에 특이적으로 결합하고, 그 생물활성을 저해 혹은 수식하는 물질의 스크리닝, 및 ③ 사람 파골세포 전구세포에
존재하고, 사람 OBM의 생물활성을 전달하는 사람 단백질(사람 OBM 리셉터)의 스크리닝, 게다가 이 사람 OBM 리셉터를
이용한 안타고니스트와 아고니스트의 개발이 가능하다. 상술한 사람 OBM 혹은 사람 OBM 리셉터를 이용한 콤비너토리얼
케미스트리에 있어서, 안타고니스트 혹은 아고니스트의 탐색에 필요한 펩티드 라이브러리는 마우스 OBM을 이용한 스크
리닝의 방법과 동일한 방법으로 제작할 수 있고, 마우스 OBM 대신에 사람 OBM을 이용하여 펩티드 라이브러리를 동일하
게 스크리닝함에 의해 특이적이고도 극히 고친화성의 펩티드를 얻을 수 있다.

  더더욱, 상술한 바와같이 OBM은 유용성이 높은 단백질이지만, 이 단백질의 측정을 행하기에는 OBM을 특이적으로 인식
하는 항체와 그 항체를 이용한 효소면역측정법의 구축이 필수이다. 그렇지만, 지금까지 OBM의 측정에 유용한 항체는 얻
어지지 않았다. 게다가, OBM 혹은 sOBM의 생물활성을 중화하는 OBM/sOBM 항체는 OBM 혹은 sOBM의 작용, 즉 파골
세포형성의 촉진작용을 억제함이 상정되고, 골대사이상증의 치료약으로서의 개발이 기대되지만, 이러한 항체도 아직 얻어
지지 않고 있다.

  상술한 상황을 감안하여 본 발명자들은 예의 연구의 결과, 파골세포형성억제인자(OCIF)에 특이적으로 결합하는 막결합
단백질(OCIF결합분자; OBM) 및 막결합 부위를 결손한 가용성 OBM(sOBM)의 양 항원을 인식하는 항체(항 OBM/sOBM
항체)를 찾아내기에 이르렀다. 따라서, 본 발명은 파골세포형성억제인자OCIF에 특이적으로 결합하는 막결합 단백질 OBM
및 막결합 부위를 결손한 가용성 OBM(sOBM)의 양 항원을 인식하는 항체(항 OBM/sOBM항체), 그 제조방법, 이 항체를
이용한 OBM 및 sOBM의 측정방법, 게다가 이 항체를 유효성분으로 하는 골대사이상증 예방 및/ 또는 치료제를 제공하는
것을 과제로 한다.

  본 발명은 파골세포형성억제인자(Osteoclastogenesis inhibitory factor; OCIF)에 특이적으로 결합하는 막결합 단백질
(OCIF binding molecule; OBM) 및 막결합 부위를 결손한 가용성 OBM(sOBM)의 양 항원을 인식하는 항체(항 OBM/
sOBM항체), 그 제조방법, 이 항체를 이용한 OBM 및 sOBM의 측정방법, 게다가 이 항체를 유효성분으로 하는 의약, 특히
골대사이상증 예방 및/또는 치료제에 관한 것이다.

  본 발명의 항체는 OBM 및 sOBM의 생물활성인 파골세포형성 촉진활성을 중화하는 활성을 가지고, 아래의 성질을 갖는
항체로부터 구성된다.

  즉,

  a) 마우스 OBM 및 마우스 sOBM의 양 항원을 인식하는 폴리크로날 항체(항 마우스 OBM/sOBM 폴리크로날 항체)

  b) 사람 OBM 및 사람 sOBM의 양 항원을 인식하는 폴리크로날 항체(항 사람 OBM/sOBM 폴리크로날 항체)

  c) 마우스 OBM 및 마우스 sOBM의 양 항원을 인식하는 모노크로날 항체(항 마우스 OBM/sOBM 모로크로날 항체)

  d) 사람 OBM 및 사람 sOBM의 양 항원을 인식하는 모노크로날 항체(항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체)

  e) 마우스 OBM 및 마우스 sOBM의 양 항원에 교차성을 가지는 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체, 로서 구성된다.

  마우스 OBM 및 마우스 sOBM의 양 항원을 인식하는 폴리크로날 항체(이하 항 마우스 OBM/sOBM 폴리크로날 항체라
칭함) 및 사람 OBM 및 사람 sOBM의 양 항원을 인식하는 폴리크로날 항체(이하 항 사람 OBM/sOBM 폴리크로날 항체라
칭함)는 아래의 수단에 의해 얻을 수 있다. 면역용 항원으로서의 정제 마우스 OBM은 상술한 방법에 따라 얻을 수 있다.
즉, 마우스 골아세포상 스트로머세균주 ST2를 활성 비타민 D3 처리하고, 그 세균막 위의 OBM을 OCIF 고정화컬럼 및 겔

여과 크로마토그라피에 의해 정제함에 의해 천연형 마우스 OBM(native OBM)을 얻을 수 있다. 또한, 상술한 마우스 OBM
cDNA(서열번호 15) 또는 사람 OBM cDNA(서열번호 12)를 통상법에 의해 발현벡터에 짜넣어 CHO세포, BHK세포, 나말
와, COS-7세포 등의 동물세포, 곤충세포 혹은 대장균등으로 발현시켜 상기와 동일한 방법으로 정제함에 의해 유전자조환
형 마우스 OBM(서열번호 1) 또는 사람 OBM(서열번호 11)을 얻을 수 있고, 이를 면역용 항체로서 사용해도 좋다. 이때, 막
결합 단백질인 마우스 OBM 혹은 사람 OBM을 대량이고도 고도로 정제하기에는 다대한 노력을 요한다. 한편, 막결합 단백
질인 OBM과 그 막결합 부위를 결손시켜 얻는 가용화 단백질인 가용화 OBM(sOBM)과는 상술한 바와같이 파골세포의 분
화·성숙 촉진활성에 있어서 차이가 없는 것이 확인되어 있다. 따라서, 마우스 sOBM 및 사람 sOBM 발현 및 그 고도 정제
가 비교적 용이한 것으로부터 이들 가용화 단백질인 sOBM을 면역용 항원으로서 사용해도 좋다. 마우스 sOBM(서열번호
16) 및 사람 sOBM(서열번호 17)은 마우스 sOBM cDNA(서열번호 18) 또는 사람 sOBM cDNA(서열번호 19)의 5'말단의
상류측에 다른 분비 단백질 유래 기지의 시그널서열을 코드하는 염기서열을 부가하고, 상기와 동일하게 유전자공학적 수
법에 의해 발현벡터에 짜넣어 각종 동물세포, 곤충세포 혹은 대장균 등을 숙주로하여 발현하고, 정제함에 의해 각각 얻을
수 있다. 이렇게 하여 얻은 면역용 항원을 인산염완충 생리식염수(PBS)에 용해하고, 필요에 따라 같은 용량의 프로인드
(Freund)완전 아쥬번트(adjuvant)로 혼합하여 유화한 후, 동물에 약 1주간 간격으로 피하 투여하고, 수회 면역한다. 항체
가를 측정하고 최고의 항체가에 달한 시점에서 부스터(booster) 투여하고, 투여 10일 후에 모두 채혈을 한다. 얻은 항 혈청
을 황산암모늄 분획 침전하고, 글로브린 분획을 음이온 교환 크로마토그라피에 의해 정제하던가, 혹은 항 혈청을 바인딩버
퍼(binding buffer; Biorad社)로 2배 희석하고, 그 희석 항 혈청을 프로테인A 또는 프로테인G 세파로스컬럼 크로마토그라
피에 의해 정제함에 의해 목적으로 하는 항 마우스 또는 항 사람 OBM/sOBM 폴리크로날형 항체를 얻을 수 있다.
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  본 발명의 모노크로날 항체를 아래의 방법에 의해 얻을 수 있다. 즉, 모노크로날 항체의 제작에 필요한 면역용 항원으로
서는 폴리크로날 항체일 때와 동일하게 천연형 마우스 OBM(native OBM), 유전자조환 마우스형 또는 사람 OBM, 유전자
조환 마우스형 또는 사람형 sOBM을 이용할 수 있다. 각각의 항원에 의해 포유동물을 면역하던가, 혹은 인비트로법에 의해
면역한 임파구세포를 골수종 세포주(미에로머)등과 융합시켜 통상법에 의해 하이브리도마(hybridoma)를 제작한다. 이 하
이브리도마 배양액에 대하여 고도로 정제된 각각의 항원을 사용하여 솔리드페이스(solid phase) ELISA에 의해 각각의 항
원을 인식하는 항체생산 하이브리도마를 선택한다. 얻은 하이브리도마를 크로닝하고, 수립(樹立)한 안정한 항체생산 하이
브리도마를 각각 배양함에 의해 목적으로 하는 항체가 얻어진다. 하이브리도마의 제작에 있어서는 포유동물을 사용하는
경우, 마우스와 랏트 등의 작은 동물을 사용하는 것이 일반적이다. 면역은 항원을 적당한 용매, 예컨데 생리식염수등에서
적당한 농도로 희석하고, 이 용액을 정맥내나 복강내에 투여하고, 이의 필요에 따라 프로인드 완전아쥬번트를 병용 투여하
고, 동물에 1∼2주간 간격으로 3∼4회 정도 투여하는 방법이 일반적이다. 이렇게 하여 면역된 동물을 최종 면역후 3일째
에 해부하고, 적출한 비장에서 얻은 비장세포를 면역세포로서 사용한다. 면역세포와 세포융합하는 마우스 유래의 미에로
머로서는, 예컨데 p3/x63-Ag8, p3-U1, NS-1, MPC-11, SP-2/0, F0, P3x63 Ag8. 653 및 S194등이 열거된다. 또한,
랏트 유래의 세포로서는 R-210 등의 세포주가 열거된다. 사람형의 항체를 생산하는 경우에는 사람 B임파구를 인비트로로
면역하고, 사람 미에로머 세포와 EB바이러스에 의해 형질 전환한 세포주와 세포융합 시킴에 의해 사람형의 항체를 생산할
수 있다. 면역된 세포와 미에로머 세포주와의 융합은 공지의 방법, 예컨데 쾨흘러(Koehler)와 밀스테인(Milstein)의 방법
(Koehler et al.: Nature 256, 495∼497, 1975)이 일반적으로 사용되지만, 전기펄스를 이용한 전기펄스법 등이라도 좋다.
면역 임파구와 미에로머 세포주는 통상 행해지고 있는 세포수의 비율로 혼합하고, 일반적으로 사용되는 소 태아혈청(FCS)
불합류 세포배양용 배지에 폴리에틸렌글리콜을 첨가하여 융합처리를 하고, FCS첨가 HAT선택배지로 배양을 하여 융합세
포(하이브리도마)를 선별한다. 이어서, 항체를 생산하는 하이브리도마를 ELISA, 프라그(plague)법, 옥타로니
(ouchterlony)법, 응집법등 통상 이용되는 항체의 검출방법에 의해 선택하고, 안정한 하이브리도마를 수립한다. 이렇게 하
여 수립된 하이브리도마를 통상의 배양방법에 의해 계대배양 가능하고, 필요에 따라 동결보존할 수 있다. 하이브리도마를
통상법에 의해 배양하여 그 배양액 또는 포유동물의 복강내로 이식함에 의해 복수(腹水)에서 항체를 회수할 수 있다. 배양
액 혹은 복수중의 항체는 염석법, 이온교환 및 겔여과 크로마토그라피, 단백질A 또는 단백질G 어피니티 크로마토그라피
등 통상 사용되는 방법에 의해 정제할 수 있다. 이러한 방법에 의해 항원으로서 sOBM을 이용하여 얻은 모노크로날 항체의
거의 모두는 sOBM 뿐만 아니라 OBM에서도 특이적으로 인식할 수 있는 항체(항 OBM/sOBM 모노크로날 항체라 칭함)이
다. 이들 항체는 OBM 및 sOBM 각각의 측정에 이용할 수 있다. 이들 항체는 방사성 아이소토프(radioisotope)나 효소 라
벨함에 의해 라디오이뮤노어세이(radioimmunoassay; RIA)와 엔자임이뮤노어세이(emzymeimmunoassay; EIA)로 알려
져 있는 측정계에서 이용됨에 의해 OBM량 및 sOBM량을 측정할 수 있다. 이들 측정계를 이용함에 의해 혈청·뇨 등의 생체
시료중 sOBM량을 용이하고도 고감도로 측정할 수 있다. 또한, 이들 항체를 이용함에 의해 조직과 세포표면에 결합한
OBM량을 바인딩어세이 등에 의해 용이하고도 고감도로 측정할 수 있다.

  얻은 항체를 사람에 대한 의약으로 이용하는 경우, 항원성의 문제에서 사람형 항 사람 OBM/sOBM항체를 제작하는 것이
소망스럽다. 사람형 항 사람 OBM/sOBM항체의 제작은 아래에 기술한 바와같은 방법에 의해 얻을 수 있다. 즉, ① 사람 말
초혈 혹은 비장에서 채취한 사람임파구를 인비트로(in vitro)에서 IL-4존재하 항원인 사람 OBM 혹은 사람 sOBM에서 감
작(感作)하고, 감작한 사람임파구를 마우스와 사람과의 헤테로하이브리도마인 K6H6/B5(HTCC CRL1823)와 세포융합 시

킴에 의해 목적하는 항체 생산 하이브리도마를 스크리닝한다. 얻은 항체생산 하이브리도마가 생산하는 항체는 사람형 항
사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체이다. 이들 항체의 안에서 OBM/sOBM의 활성을 중화하는 항체를 선별한다. 그렇지만,
이렇게 사람임파구를 인비트로로 감작하는 방법에서는 일반적으로 항원에 대하여 고친화성의 항체를 얻기에는 곤란하다.
따라서, 사람 OBM 및 sOBM에 고친화성의 모노크로날 항체를 얻기에는 상기와 같이 하여 얻은 저친화성 사람형 항 사람
OBM/sOBM 모노크로날 항체를 고친화할 필요가 있다. 이에는 상기와 같이 하여 얻은 중화항체인 것의 저친화성인 사람
형 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체의 CDR영역(특히 CDR-3)에 렌덤(random)변이를 도입하고, 이를 파지로 발현시
켜 사람 OBM/sOBM을 고상화한 플레이트를 이용하여 파지 디스플레이법에 의해 항원인 사람 OBM/sOBM에 강력하게 결
합하는 파지를 선택하고, 이 파지를 대장균에서 증식하고, 그 염기서열에서 고친화성을 가지는 CDR의 아미노산서열을 결
정하면 좋다. 이렇게 하여 얻은 사람형 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체를 코드하는 유전자를 일반적으로 사용되고
있는 포유동물 세포용 발현벡터에 짜넣어 발현시킴에 의해 사람형 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체가 얻어진다. 이
들중에서 사람 OBM/sOBM의 생물활성을 중화하고, 또 고친화성인 목적하는 사람형 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항
체를 선별할 수 있다. 또한, ② Balb/c 마우스를 이용하여 본 발명과 같은 방법으로 통상법(Koehler et al.: Nature 256,
495∼497, 1975)에 의해 마우스형 항 사람 OBM /sOBM 모노크로날 항체를 제작하고, 사람 OBM/sOBM의 생물활성을
중화하고, 또 고친화성을 가지는 모노크로날 항체를 선택한다. 이 고친화성 마우스형 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항
체의 CDR-영역(CDR-1, 2 및 3)을 사람 IgG의 CDR영역에 이식하는 CDR그라프팅(CDR-grafting; Winter and Milstein:
Nature 349, 293∼299, 1991)의 수법을 구사함에 의해 사람형화가 가능하다. 상기에 더하여, 더구나 ③ 사람 말초혈 임
파구를 밀결합 면역결핍(Severe combined immune deficieny; SCID) 마우스에 이식하고, 이 이식된 SCID마우스는 사람
형 항체를 생산하는(Mosier D. E. et al.: Nature 335, 256∼259, 1988; Duchosal M. A. et al.: Nature 355, 258∼262,
1992) 것으로, 항원으로서 사람 OBM 혹은 sOBM을 항원으로서 감작하고, 스크리닝함에 의해 사람 OBM/sOBM에 특이적
인 사람형 모노크로날 항체를 생산하는 임파구를 그 마우스에서 채취할 수 있다. 얻은 임파구를 상술한 사람형 항체의 제
작법 ①과 동일하게, 마우스와 사람의 헤테로하이브리도마인 K6H6/B5(ATCC CRL1823)와 세포융합시켜 얻어진 하이브

리도마를 스크리닝함에 의해 목적하는 사람형 모노크로날 항체를 생산하는 하이브리도마를 얻을 수 있다. 이렇게 하여 얻
은 하이브리도마를 배양함에 의해 목적하는 사람형 모노크로날 항체를 대량으로 제작할 수 있고, 상술한 방법과 동일하게
정제함에 의해 정제품을 얻을 수 있다. 또한, 목적하는 사람형 모노크로날 항체를 생산하는 하이브리도마에서 cDNA 라이
브러리를 구축하고, 목적하는 사람형 모노크로날 항체를 코드하는 유전자(cDNA)를 크로닝하고, 이 유전자를 유전자공학
적 수법에 의해 적당한 발현벡터에 짜넣어 각종 동물세포, 곤충세포 혹은 대장균 등을 숙주로 하여 발현시킴에 의해 유전
자조환 사람형 모노크로날 항체를 대량으로 제조할 수 있다. 얻은 배양액에서 상술한 방법과 같은 방법에 의해 정제함에
의해 정제된 사람형 모노크로날 항체를 대량으로 얻을 수 있다.

  게다가, 상술한 방법에서 얻은 항 OBM/sOBM 모노크로날 항체중에서 OBM /sOBM의 생물활성을 중화하는 항체가 얻어
질 수 있다. 이들 OBM/sOBM의 생물활성을 중화하는 항체는 항체내에서 OBM/sOBM의 생물작용, 즉 파골세포형성 촉진
작용을 블록함으로부터 의약으로서 특히 골대사이상증의 예방 및/또는 치료제로서 기대된다. 항 OBM/sOBM항체에 의한
OBM 또는 sOBM의 생물활성의 중화활성은 인비트로에서의 파골세포형성계에서 파골세포형성의 억제활성으로 측정할
수 있다. 인비트로 어세이계로서 아래 세가지 방법이 있다. 즉, 파골세포형성(osteoclastogenesis)의 인비트로 배양계로
서 ① 활성형 비타민 D3와 덱사메사존의 존재하에서 마우스 골아세포상 스트로머세포주 ST2세포와 마우스 비장세포와의

공배양계, ② 원숭이 신장세포주 COS-7세포위에 OBM을 발현시켜 포름알데히드에 의해 고정화하고, M-CSF존재하에서
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그 세포위에서 마우스 비장세포를 배양하는 공배양계, ③ 유전자조환 OBM 및 M-CSF존재하에서 마우스 비장세포를 배
양하는 계등이 열거된다. 이들 배양계에 여러 가지 농도로 항 OBM/sOBM항체를 첨가하고, 파골세포 형성에 미치는 영향
을 조사함에 의해 항 OBM/sOBM항체에 의한 파골세포형성 억제활성을 측정할 수 있다. 또한, 인비보에서의 실험동물을
이용한 골흡수 억제활성에 의한 항 OBM/sOBM항체의 파골세포형성 억제활성을 평가할 수 있다. 즉, 파골세포형성이 항
진하고 있는 동물 모델로 하여 난과적출 모델이 있다. 이 종의 실험동물에 항 OBM/sOBM항체를 투여하고, 골흡수 억제활
성(골밀도의 증강활성)을 측정함에 의해 항 OBM/sOBM항체에 의한 파골세포형성 억제활성을 측정할 수 있다.

  이렇게 하여 얻은 OBM/sOBM의 생물활성을 중화하는 항체는 의약으로서 특히 골대사이상증의 예방 및/또는 치료를 목
적으로 한 의약조성물로서, 혹은 이러한 질환의 면역학적 진단을 위한 항체로서 이용된다. 본 발명 항체는 제제화하여 경
구적 혹은 비경구적으로 투여할 수 있다. 본 발명 항체를 포함하는 제제는 OBM 및/또는 sOBM을 인식하는 항체를 유효성
분으로서 함유하는 의약조성물로 하여 사람 혹은 동물에 대해 안전하게 투여되는 것이다. 의약조성물의 형태로서는 점적
을 포함하는 주사제, 좌제, 경구제, 설하제, 경피흡수제등이 권장된다. 모노크로날 항체를 고분자 단백질인 것에서 바이알
병(vial 甁) 등의 유리용기와 주사통등으로의 흡착이 현저할 뿐만 아니라 불안정하고, 여러 가지 물리화학적 인자, 예컨데
열, pH 및 습도 등에 의해 용이하게 실활(失活)한다. 따라서 안정한 형으로 제제화하기 위해 안정화제, pH조정제, 완충제,
가용화제, 계면활성제 등을 첨가한다. 안정화제로서는 글리신, 알라닌 등의 아미노산류, 덱스트란 40 및 만노우스 등의 당
류, 솔비톨, 만니톨, 크실톨 등의 당알콜등이 열거되고, 또한 이들의 2종이상을 병용해도 좋다. 이들 안정화제의 첨가량은
항체의 중량에 대하여 0.01∼100배, 특히 0.1∼10배 첨가하는 것이 좋다. 이들 안정화제를 가함에 의해 액상제제 또는 동
결건조제제의 보존안정성을 향상할 수 있다. 완충제로서는 예컨데 인산버퍼, 구연산버퍼등이 열거된다. 완충제는 액상제
제 또는 동결건조제제의 재용해 후 수용액의 pH를 조정하고, 항체의 안정성, 용해성에 기여한다. 완충제의 첨가량으로서
는 예컨데 액상제제 혹은 동결건조제제를 재용해 한 후의 수량에 대해 1∼10mM로 하는 것이 좋다. 계면활성제로서는 좋
기로는 폴리솔베이트 20, 프르로닉(pulluronic)F-68, 폴리에틸렌글리콜등, 특히 좋기로는 폴리솔베이트 80이 열거되고,
또 이들의 2종 이상을 겸용해도 좋다. 항체와 같은 고분자 단백질은 용기의 재질인 유리와 수지 등에 흡착하기 쉽다. 따라
서 계면활성제를 첨가하는 것에 의해 액상제제 혹은 동결건조제제의 재용해 후 항체의 용기로의 흡착을 방지할 수 있다.
계면활성제의 첨가량으로서는 액상제제 혹은 동결건조제제의 재용해 후 물중량에 대해 0.001∼1.0% 첨가함이 좋다. 이상
과 같은 안정화제, 완충제 혹은 흡착방지제를 가하여 본 발명 항체의 제제를 조제할 수 있지만, 특히 의료용 또는 동물약용
주사제로서 이용하는 경우는 삼투압비로서 허용되는 삼투압비는 1∼2가 좋다. 삼투압비는 약제화시에 염화나트륨의 증감
에 의해 조제할 수 있다. 조제중의 항체 함량은 적용질환 적용투여경로 등에 따라 적절히 조정할 수 있고, 사람에 대한 사
람형화 항체의 투여량은 항체의 사람 OBM/sOBM에 대한 친화성, 즉 사람 OBM/sOBM에 대한 해리정수(Kd값)에 의존하
고, 친화성이 높은(Kd값이 낮은) 만큼 사람에 대한 투여량을 적게해도 약효를 발현할 수 있다. 또한, 사람형 항체는 사람피
중에서의 반감기가 약 20일간으로 길므로, 예컨데 사람에 대하여 투여할 시에는 약 0.1∼100㎎/㎏을 1∼30일간에 1회 이
상 투여하면 좋다.

  [실시예]

  이하의 실시예에 의해 본 발명을 보다 상세히 설명하지만, 이들은 단순히 예시하는 것만이고 본 발명은 이들에 의해 어떠
한 한정도 되는 것은 아니다.

  [실시예 1]

  본 발명 단백질의 제조

  (1) ST2 세포의 대량 배양

  마우스 골아세포상 스트로머세포주 ST2(RIKEN CELL BANK, RCB0224)는 10% 소 태아혈청을 함유하는 α-MEM 배
지를 이용하여 배양했다. 부착세포용 225㎠ T플라스크에서 컨프루엔트로 될 때까지 배양한 ST2세포를, 트립신 처리하여
T플라스크로부터 벗겨서 세정한 후, 5매의 225㎠ T플라스크에 옮기고, 10-8M 활성형 비타민 D3(Calcitriol), 10-7M 덱사

메사존 및 10% 소 태아혈청을 첨가한 α-MEM배지 각각 60㎖를 가하여 CO2인큐베이터 중에서 7∼10일간 배양했다. 배양

한 ST2 세포는 셀스크레이퍼를 이용하여 회수하고, 사용하기까지 -80℃로 보존했다.

  (2) 막분획분의 제조와 막결합단백질의 가용화

  225㎠의 T플라스크 80매를 이용하여 배양한 실시예 1-(1) 기재의 ST2세포(용량 약 12㎖)에 프로테아제 저해제(2mM
APMSFP, 2mM EDTA, 2mM o-phenanthroline, 1mM leupeptin, 1㎍/㎖ pepstatin A 및 100 units/㎖ aprotinin)를 함
유하는 10mM 트리스 염산완충액(pH7.2)를 3배 용량(36㎖) 가했다. 볼텍스믹서(voltex mixer)를 이용하여 30초간 이 세
포를 격렬히 교반한 후, 얼음중에서 10분간 방치했다. 호모지나이저(DOUNCE TISSUE GRINDER, A syrindge,
WHEATON SCIENTIFIC 社)를 이용하여 세포를 파쇄했다. 이 세포파쇄액에 상기 프로테아제 저해제, 0.5M 슈크로스,
0.1M 염화칼륨, 10mM 염화마그네슘, 및 2mM 염화칼슘을 가한 10mM 트리스 염산완충액(pH7.2)의 등량(48㎖)을 가해
교반한 후, 4℃, 600×g으로 10분간 원심분리했다. 이 원심분리에 의해, 세포핵과 미파쇄의 세포를 침전분획분으로 분리
했다. 원심분리로 얻은 상청을 4℃, 150,000×g으로 90분간 원심분리하고, 침전분획분으로서 ST2 세포의 막분획분을 얻
었다. 이 막분획분에, 상기 프로테아제 저해제, 150mM 염화나트륨, 및 0.1M 슈크로스를 함유하는 10mM 트리스 염산완
충액(pH7.2) 8㎖를 가한 후, 20% CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate, Sigma
社) 200㎕를 가해 4℃로 2시간 교반했다. 이 액을 4℃, 150,000×g으로 60분간 원심분리하고, 그 상청을 가용화 막분획분
으로서 얻었다.

  [실시예 2]

  본 발명 단백질의 정제

  (1) OCIF 고정화 어피니티컬럼의 조제
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  하이트렙 NHS-활성(HiTrap NHS-activated)컬럼(1㎖, 팔마시아社)내의 이소프로판올을 1㎖ 염산으로 치환한 후,
WO96/26217호 공보기재의 방법으로 조제한 유전자조환형 OCIF 13.0㎎을 함유하는 0.2M NaHCO3/0.5M NaCl(pH

8.3)용액 1㎖를 시린지(5㎖, 테루모社)를 이용하는 컬럼에 첨가했다. 실온에서 30분간 커플링반응 시킨 후, 과잉한 활성기
를 불활성화하기 위해 0.5M 에탄올아민/0.5M NaCl(pH 8.3)과 0.1M 초산/0.5M NaCl(pH 4.0)를 3㎖씩 교대로 3회 흘리
고, 다시 0.5M 에탄올아민/0.5M NaCl(pH 8.3)으로 치환하여 실온에서 1시간 방치했다. 그후, 0.5M 에탄올아민/0.5M
NaCl(pH 8.3)과 0.1M 초산/0.5M NaCl(pH 4.0)에서 두 번 세정하고, 50mM 트리스/1M NaCl /0.1% CHAPS 완충액(pH
7.5)으로 치환했다.

  (2) OCIF고정화 어피니티컬럼에 의한 본 발명 단백질의 정제

  OCIF결합단백질의 정제는 특별히 언급하지 않는한 4℃에서 행했다. 상술한 OCIF고정화 어피니티컬럼을 실시예 1-(2)
기재의 프로테아제 저해제, 0.15M 염화나트륨 및 0.5% CHAPS를 가한 10mM 트리스-염산완충액(pH 7.2)으로 평형화
했다. 이 컬럼에 실시예 1-(2)항 기재의 가용화 막분획분 약 8㎖를 유속 0.01㎖/분 으로 부하했다. 이 컬럼에 상기 프로테
아제 저해제, 0.15M 염화나트륨 및 0.5% CHAPS를 가한 10mM 트리스-염산완충액(pH 7.2)을 유속 0.5㎖/분 으로 100
분간 흘려 컬럼을 세정했다. 이어서, 프로테아제 저해제, 0.2M 염화나트륨 및 0.5% CHAPS를 가한 0.1M 글리신-염산완
충액(pH 3.3)을 유속 0.1㎖/분 으로 50분간 흘리고, 컬럼에 흡착한 단백질을 용출했다. 동일하게, 프로테아제 저해제,
0.2M 염화나트륨 및 0.5% CHAPS를 가한 0.1M 구연산나트륨완충액(pH 2.0)을 유속 0.1㎖/분 으로 50분간 흘리고, 컬럼
에 흡착한 단배질을 용출했다. 용출액은 0.5㎖/플렉션으로 분취(分取)했다. 분취한 분획분에는 2M 트리스용액을 가해 즉
시 중화했다. 각 완충액에서 용출한 플렉션(용출용액 1.0∼5.0㎖)의 각각을 센트리콘-10(Centricon-10, Amicon, USA)
을 이용하여 50∼100㎕로 농축했다. 농축한 각 플렉션의 일부를 분취하고, 각각에 OCIF를 첨가후, OCIF 폴리크로날 항체
로 면역 침전시켰다. 그 침전분획분을 SDS화 한 후, SDS- PAGE에 걸어서 OCIF에 특이적인 결합능을 가지는 단백질의
밴드가 출현하는 플렉션(Fr. No. 3∼10)을 본 발명 단백질 분획분으로 했다.

  (3) 겔여과에 의한 본 발명 단백질의 정제

  실시예 2-(2) 기재의 방법으로 정제하고, 농축한 OCIF 결합단백질(0.1M 글리신-염산완충액, pH 3.3 및 0.1M 구연산나
트륨완충액, pH 2.0 용출분획분)을 10mM 트리스-HCl, 0.5M NaCl, 0.5% CHAPS(pH 7.0)로 평형화한 슈퍼로즈 12
HR10/30컬럼(팔마시아社, 1.0x 30cm)에 걸어 평형화 완충액을 이동상으로서 사용하여 유속 0.5㎖/min로 전개시켜 0.5
㎖씩 분획분을 모았다. 상기와 동일하게 하여 본 발명 단백질 분획분(Fr. No. 27∼32)을 동정하고, 각각의 플렉션을 센트
리콘-10(Amicon)으로 농축했다.

  (4) 역상고속액체 크로마토그라피에 의한 정제

  상술한 겔여과에서 정제한 OCIF결합단백질을 0.1% 트리플루오루초산(TFA), 30% 아세토니트릴로 평형화한 C4컬럼

(2.1×250㎜, Vydac, USA)에 부하했다. 최초 50분간에서 아세토니트릴 농축을 30%에서 55%로, 다음 10분간에서 아세
토니트릴 농축을 80%로 하는 기울기로 유속 0.2㎖/min로 용출을 하고, 용출된 단백질의 피크를 215㎚에서 검출했다. 용
출된 각 피크의 단백질을 분취하고 본 발명 단백질의 피크를 동정함에 의해 고도로 정제된 본 발명 단백질을 얻었다.

  [실시예 3]

  정제된 본 발명 단백질의 SDS-PAGE

  먼저, 활성형 비타민 D3 존재하 혹은 비존재하에서 배양한 ST2세포에서 조제한 막가용화 분획분을 상기와 같이 OCIF 고

정화 어피니티컬럼에서 정제하고, 그 정제표품을 SDS-PAGE에 걸었다. 도 1(A)에 도시한 바와같이, 활성형 비타민 D3 존

재하에서 배양한 ST2세포에서의 정제표품만에 약 30,000∼40,000의 주 단백질밴드가 검출되고, OCIF 고정화 아피니트
컬럼에 의해 OCIF에 특이적으로 결합하는 단백질, 즉 본 발명 단백질이 선택적으로 농축·정제됨이 명확해졌다. 그렇지만,
본 발명 단백질 이외에 OCIF 고정화컬럼의 담체와 스페이서(spaacer) 등에 비특이적으로 결합한 수종의 단백질벤드가 양
정제샘플중에 공통으로 검출되었다. 이들 본 발명 단백질 이외의 단백질을 상기와 같이 겔여과 및 C4역상 크로마토그라피
로 제거하고, 얻은 고도정제 본 발명 단백질의 SDS-PAGE를 도 1(B)에 나타냈다. 고도정제 본 발명 단백질은 전기영동적
으로 균일하고, 그 분자량은 약 30,000∼40,000이었다.

  [실시예 4]

  OCIF의 골아세포로의 결합시험

  (1) 125 I표지 OCIF의 조제

  OCIF는 요오드젠(Iodogen)법에 의해 125I표지했다. 즉, 2.5㎎/㎖ 요오드젠-크로로포름용액 20㎕를 1.5㎖ 에펜도르프튜
브(eppendorf tube)에 옮기고, 40℃에서 크로로포름을 증발시켜 요오드젠 도포한 튜브를 조제했다. 이 튜브를 0.5M 인산
나트륨완충액(Na-Pi, pH 7.0) 400㎕로 3회 세정한 후, 0.5M Na-Pi pH 7.0, 5㎕를 가했다. 이 튜브에 Na-125I용액
(Amersham社, NEZ-033H20) 1.3㎕(18.5MBq)를 가한 후, 즉시 1㎎/㎖ rOCIF용액(모노머형 혹은 다이머형) 10㎕를 가
해 볼텍스믹서로 교반한 후, 실온에서 30초간 방치했다. 이 용액을 미리 10㎎/㎖요오드화칼륨 0.5M Na-Pi pH 7.0용액
80㎕와 5% 소혈청알부민의 인산염완충 생리식염수 5㎕를 첨가해둔 튜브로 옮겨 교반했다. 이 용액을 0.25% 소혈청알부
민의 인산염완충 생리식염수용액으로 평형화 해둔 스핀컬럼(1㎖, G-25 fine, 팔마시아社)에 부하하고, 2,000rpm으로 5
분간 원심 분리했다. 컬럼에서 용출한 분획분에 0.25% 소혈청알부민의 인산염완충 생리식염수용액 400㎕를 가해 교반한
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후, 2㎕를 취해 그 방사능을 감마카운터로 측정했다. 이렇게 하여 조제한 125I표지 OCIF용액의 방사화학순도는 10% TCA
에 의해 침전하는 분획분의 방사능을 측정함에 의해 구했다. 또한, 125I표지 OCIF용액의 OCIF생물활성은 WO96/26217호
공보기재의 방법에 따라 측정했다. 또, 125I표지 OCIF농도는 아래와 같이 ELISA에 의해 측정했다.

  (2) 125 I표지 OCIF농도의 ELISA에 의한 측정

  WO96/26217호 공보기재의 항OCIF토끼 폴리크로날 항체를 2㎍/㎖로 되도록 용해시킨 50mM NaHCO3(pH 9.6) 100㎕

씩을 96웰 이뮤노플레이트(MaxiSorpTM, Nunc社)의 각 웰에 가하여 4℃에서 하룻밤 방치했다. 이 액을 흡취한 후, 블록에
이스(Block Ace; 雪印乳業)/인산염완충 생리식염수용액(25/75) 300㎕씩을 각 웰에 가해 실온에서 2시간 방치했다. 이 액
을 흡취한 후, 각 웰을 0.01% 폴리솔베이트 80을 포함하는 인산염완충 생리식염수(P-PBS)로 3회 세정하고, 이어서 125I
표지 OCIF샘플 혹은 OCIF표준품을 첨가한 블록에이스/인산염완충 생리식염수용액(25/75) 300㎕씩을 각 웰에 가해 실온
에서 2시간 방치했다. 이 액을 흡취한 후, P-PBS 200㎕로 각 웰을 6회 세정했다. 퍼옥시다아제 표지한 토끼 항OCIF 폴리
크로날 항체를 포함하는 블록에이스(雪印乳業)/인산염완충 생리식염수용액(25/75) 100㎕씩을 각 웰에 가해 실온에서 2시
간 방치했다. 이 액을 흡취한 후, P-PBS 200㎕로 각 웰을 6회 세정했다. TMB용액(TMB Soluble Reagent, High
Sensitivity, Scytek社) 100㎕씩을 각 웰에 가해 실온에서 2∼3분 방치한 후, 정지액(Stopping Reagent, Scytek社) 100
㎕씩을 각 웰에 가했다. 각 웰의 490㎚에 걸쳐 흡광도를 마이크로플레이트리더(microplate reader)로 측정했다. OCIF표
준품을 이용하여 제작한 검량선으로 125I표지 OCIF의 농도를 구했다.

  (3) OCIF의 골아세포 혹은 비장세포로의 결합시험

  마우스 골아세포상 스토로머세포주 ST2 혹은 비장세포를 각각 4 X 104셀(cell)/㎖ 및 2 X 106셀/㎖의 농도로 되도록
10-8M 활성형 비타민 D3(Calcitriol) 및 10-7M 덱사메사존 첨가 혹은 무첨가의 10% 소 태아혈청(FBS)을 포함하는 α-

MEM배지에 현탁시켜 이 배지 1㎖씩을 24웰 마이크로플레이트에 파종했다. 세포를 CO2 인큐베이터중에서 4일간 배양하

고 α-MEM배지에서 세정한 후 상기 125I표지 OCIF(모노머형 또는 다이머형) 20ng/㎖를 가한 결합시험용 배지(0.2% 소혈
청알부민, 20mM Hepes완충액, 0.2% NaN3을 가한 α-MEM배지) 200㎕를 각 웰에 가했다. 또한, 다른 웰에는 8㎍/㎖

rOCIF(400배 농도)를 이어서 첨가한 결합시험용 배지를 200㎍/㎖가해 비특이적 흡착량측정에 공하였다. CO2인큐베이터

중에서 1시간 배양한 후, 1㎖의 인산염완충 생리식염수 1㎖로 3회 세정했다. 이때, 비장세포는 부유세포이므로 24웰 플레
이트를 원심 분리하면서 각 웰의 세포를 세정했다. 세정 후, 0.1N NaOH용액 500㎕를 각 웰에 가해 실온에서 10분간 방치
함에 의해 세포를 용해시켜 세포에 결합한 RI량을 감마카운터로 측정했다.

  125I표지 OCIF는 배양한 비장세포에는 결합하지 않고, 도 2에 도시한 바와같이, 활성형 비타민 D3에서 배양한 골아세포

상 스트로머세포에만 특이적으로 결합했다. 이것으로부터 본 발명 단백질은 활성형 비타민 D3와 덱사메사존에 의해 골아

세포상 스트로머세포위에 유도되는 막결합 단백질인 것이 밝혀지게 되었다.

  [실시예 5]

  본 발명 단백질의 생물활성

  (1) 골아세포상 스트로머세포의 파골세포형성 지지능

  골아세포의 파골세포형성 지지능은 형성되는 파골세포의 주석산내성 산성포스파타아제활성(tartaric acid resistant
acid phosphatase activity; TRAP활성)을 측정함에 의해 평가했다. 즉, ddy마우스(8∼12주령)의 비장세포(2×105cells/
100㎕/well)와 마우스 골아세포상 스트로머세포 ST2(5×103cells/100㎕/well)를 10-8M 활성형 비타민 D3, 10-7M 덱사

메사존 및 10% 소 태자(胎仔)혈청을 가한 α-MEM배지에 현탁시켜 96웰 플레이트에 파종했다. CO2인큐베이터중에서 1주

간 배양한 후, 각 웰을 인산염완충 생리식염수로 세정하고, 이어서 100㎕의 에탄올/아세톤(1:1)을 가하여 실온에서 1분간
고정했다. 고정 후, 5.5mM p-니트로페놀포스페이트와 10mM 주석산나트륨을 함유하는 50mM 구연산완충액 pH 4.5
100㎕를 각 웰에 가해 실온에서 15분간 반응시켰다. 반응 후 0.1N NaOH용액을 각 웰에 첨가하고 405㎚의 흡광도를 마이
크로플레이트리더로 측정했다. 리켄셀벵크(RIKEN CELL BANK)에서 구입한 후의 계대수 약 10대의 ST2세포와 계대수
약 40대의 ST2세포의 파골세포형성 지지능을 시험한 결과를 도 3에 도시했다. 이 결과에서 계대수가 많은 ST2세포는 파
골세포형성 지지능이 높은 것이 판명되었다.

  (2) 활성형 비타민 D 3 및 덱사메사존 존재하에서의 배양에서 골아세포상 스트로머세포막 위의 본 발명 단백질 발현의

경시변화와 공배양계에서 파골세포형성의 경시변화

  실시예 4-(3)과 동일하게, 골아세포상 스트로머세포주 ST2를 활성형 비타민 D3 및 덱사메사존 존재하에서 7일간 배양

했다. OCIF결합시험은 실험예 4-(1)에 기재한 125I표지 OCIF(모노머 타입)를 이용하여 했다. 비특이적결합은 400배 농도
의 비표지 OCIF를 이용하여 125I표지 OCIF의 ST2세포로의 결합을 경합시킴에 의해 측정했다. 그 결과, 활성형 비타민 D3

와 덱사메사존에 의해 배양일수의 경과와 함께 125I표지 OCIF의 특이적 결합량이 상승했다. 즉, 도 4 및 도 5에 도시한 바
와같이 본 발명 단백질은 활성형 비타민 D3에 의해 ST2세포의 표면에 배양일수와 함께 발현하고, 그 발현은 배양 4일째에

최대에 달했다. 한편, 마우스 비장세포와 ST2세포의 공배양을 활성형 비타민 D3 존재하에서 함에 의해 파골세포상의 세포
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가 형성된다. 파골세포의 마커효소인 TRAP양성의 단핵 전파골세포상 세포는 배양 3, 4일째에는 형성되고, 더욱 분화·성
숙한 TRAP양성의 다핵세포는 배양 5, 6일째에 형성된다. 본 발명 단백질 발현의 경시변화와 파골세포형성의 그것과는 좋
게 상관하고 있는 것이 밝혀졌다.

  (3) 공배양기간에 있어서 여러 가지 배양기간만 OCIF처리한 경우의 파골세포 형성억제효과

  본 발명 단백질이 파골세포형성에 관여하는 인자인 것을 보다 명확히 하기 위해 상술한 실시예 5-(2)에서 6일간의 공배
양기간에 있어서, 여러 가지 배양기간(각 2일간, 단 5일째만 1일간)의 세포를 100ng/㎖의 OCIF로 처리했다. 그 결과, 도 6
에 도시한 바와같이, ST2세포위에 최고로 본 발명 단백질이 발현되는 배양 48∼96시간째에서의 OCIF처리가 가장 효과적
으로 파골세포의 형성을 억제했다. 즉, OCIF는 본 발명 단백질을 매개하여 ST2세포에 결합함에 의해 파골세포형성을 억
제하는 것이 밝혀지게 되었다.

  이상의 결과에서 본 발명 단백질은 활성형 비타민 D3와 덱사메사존에 의해 골아세포상 스트로머세포막 위에 유도되고,

파골세포의 분화·성숙을 지지 또는 촉진하는 인자로서의 생물활성(작용)을 가지는 것이 밝혀지게 되었다.

  [실시예 6]

  125 I표지 OCIF와 본 발명 단백질과의 크로스린킹 시험

  본 발명 단백질의 존재를 더욱 확인하기 위해 125I표지 OCIF와 본 발명 단백질과의 크로스린킹을 했다. 실시예 4-(3)과
동일하게 마우스 골아세포상 세포주 ST2를 활성형 비타민 D3 및 덱사메사존 존재하 및 비존재하에서 4일간 배양했다. 세

포를 인산염완충 생리식염수 1㎖로 세정한 후 상기 125I표지 OCIF(모노머형) 25ng/㎖, 또는 WO96/26217호 공보에 있는
서열번호 76기재의 단백질을 동물세포에서 발현시켜 상기 방법으로 표지함에 의해 얻은 125I표지 OCIF-CDD1 40ng/㎖를
가한 결합시험용 배지(0.2% 소혈청알부민, 20mM Hepes완충액, 0.2% NaN3 및 100㎍/㎖ 헤파린을 가한 α-MEM배지)

200㎕를 첨가했다. 또한 다른 웰에는 400배 농도의 OCIF를 더 첨가한 결합시험용 배지를 첨가하고, 비특이적 흡착시험에
공했다. CO2인큐베이터중에서 1시간 배양한 후, 100㎍/㎖ 헤파린을 가한 인산염완충 생리식염수 1㎖로 3회 세정했다. 이

들 웰에 100㎍/㎖의 크로스린킹제 DSS(Disuccinimidyl suberate, Pierce社)를 용해시킨 인산염완충 생리식염수 500㎕
를 가해 0℃에서 10분간 반응시켰다. 이들 웰의 세포를 0℃에서 냉각한 인산염완충 생리식염수 1㎖로 2회 세정한 후, 1%
트리톤X-100(Triton X-100), 2mM PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride), 10μM 펩스타틴(pepstatin), 10μM 류펩틴
(leupeptin), 10μM 안티페인(antipain) 및 2mM EDTA를 가한 20mM Hepes완충액 100㎕를 각 웰에 가해 실온에서 30분
간 방치하여 세포를 용해시켰다. 이들 샘플 15㎕를 통상법에 의해 비환원 조건하에서 SDS화한 후, SDS-폴리아크릴아미
드 전기영동용 겔(4∼20% 폴리아크릴아미드 글라디엔트, 第一化學社)을 이용하여 영동시켰다. 영동 후, 겔을 건조시켜 바
이오멕스 MS(BioMax MS)필름(코닥社)과 바이오멕스 MS 증감 스크린(코닥社)을 이용하여 -80℃에서 24시간 감광시켰
다. 감광시킨 필름을 통상법에 의해 현상했다. 125I표지 OCIF (모노머형, 60kDa)를 이용한 경우에는 분자량 약
90,000∼110,000의 크로스린크된 단백질이 검출되었다. 또한, 125I표지 OCIF-CDD1(31kDa)을 이용한 경우 도 7에 도시
한 바와같이 약 70∼80kDa(평균 78kDa)의 크로스린크된 단백질이 검출되었다.

  [실시예 7]

  ST세포위에 발현하는 본 발명 단백질의 스케쳐드플로트(Scatchard Plot)에 의한 해석

  상기 125I표지 OCIF(모노머형)를 1,000pM이 되도록 가한 결합시험용 배지(0.2% 소혈청알부민, 20mM Hepes완충액,
0.2% NaN3를 가한 α-MEM배지)를 조제하고, 결합시험용배지를 이용하여 1/2희석배율로 단계적으로 희석했다. 또한, 비

특이적인 결합을 구하기 위해 이들 용액에 더욱 400배 농도의 비표지 모노머형 OCIF를 첨가한 용액을 조제했다. 조제한
이들 용액 200㎕를 10-8M 활성형 비타민 D3(Calcitriol)와 10-7M 덱사메사존 존재하에서 4일간 배양한 상기 ST2세포(약

10계대째)의 웰에 가해 실시예 4-(3)과 동일한 방법으로 125I표지 OCIF의 결합을 시험했다. 얻은 결과를 통상법에 따라
스케쳐드플로트하고, OCIF와 OCIF결합단백질의 해리정수와 ST2세포당의 OCIF결합단백질의 개수(사이트수)를 구했다.
그 결과, OCIF와 본 발명 단백질의 해리정수를 280pM ST2세포당의 OCIF결합단백질의 사이트수는 약 33,000개/세포 이
었다. 또한, 실시예 5-(1)에서 기재한 바와같이, 약 40계대에 배양한 ST2세포는 파골세포형성 지지능이 10계대 배양한
ST2세포 보다도 높았기 때문에 전자인 ST2세포위에 발현한 본 발명 단백질의 사이트수를 측정했던 바 사이트수가
58,000개/세포 이고, 분명히 10계대 배양한 ST2세포보다도 많고, 본 발명 단백질 발현양의 다과가 ST세포에 의해 파골세
포형성 지지능의 강약에 연결되 있는 것이 명백해졌다. 이것은 본 발명 단백질은 파골세포의 분화·성숙을 지지 또는 촉진
하는 인자인 것을 나타낸다.

  [실시예 8]

  OBM cDNA의 크로닝

  (1) 마우스 ST2세포에서 RNA의 추출

  마우스 골아세상 스트로머세포주 ST2(RIKEN CELL BANK, RCB0224)는, 10% 소태아혈청을 함유하는 α-MEM배지
(기브코 BRL社)를 이용하여 배양했다. 부착세포용 225㎠ T-플라스크에서 컨프루엔트로 될 때까지 배양한 ST2세포를,
트립신 처리하여 T-플라스크로부터 벗겨서 세정한 후, 5매의 225㎠ T플라스크에 옮기고, 10-8M 활성화 비타민
D3(Calcitriol, 和光純藥社), 10-7M 덱사메사존 및 10% 소 태아혈청을 첨가한 α-MEM배지를 각각 60㎖씩 가하여 CO2인
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큐베이터 중에서 5일간 배양했다. 배양한 ST2 세포에서 이소젠(ISOGEN 和光純藥社)을 이용하여 총 RNA를 추출했다. 총
RNA 약 600㎍에서 올리고(dT)-셀룰로우스 컬럼(5'-3' Prime社)을 이용하여 폴리 A+ RNA를 조제했다. 약 8㎍의 폴리
A+ RNA를 얻었다.

  (2) 발현라이브러리의 구축

  실시예 8-(1)에서 얻은 폴리 A+ RNA 2㎍에서 그레이트렝스 cDNA 신서시스 키트(Great Lengths cDNA Synthesis
kit: Clontech社)를 이용하고, 그 설명서에 따라 2본쇄 cDNA를 합성했다. 즉, 폴리 A+ RNA 2㎍과 올리고(dT)25(dN) 프

라이머를 혼합하고 증류수를 가해 최종용량을 6.25㎕로 하고, 70℃에서 3분간 보온 후, 얼음중에서 2분 냉각했다. 이 용액
에 증류수 2.2㎕, 5X 제 1스트렌드 버퍼(First-strand buffer) 2.5㎕, 100mM DTT(디티오쓰레이톨) 0.25㎕, 플라임
RNase 억제제(PRIME RNase Inhibitor :1U/㎖)(5'-3' Prime社) 0.5㎕, 5배 희석한[α-32P]dCTP(어머샴社, 3,000Ci/
mmol, 2μCi/㎕) 0.5㎕, dNTP(각 20mM) 0.65㎕, MMLV(RNaseH-) 역전사효소 1.25㎕(250 유닛)를 가해 42℃에서 90
분 보온했다. 게다가, 증류수를 62.25㎕, 5X 제 2스트렌드 버퍼(seond-strand buffer) 20㎕, dNTP(각 20mM) 0.75㎕,
제 2스트렌드 엔자임 칵테일(seond-strand enzyme cocktail) 5㎕를 첨가하고, 16℃에서 2시간 보온했다. 이 반응액에
T4DNA 폴리머라아제(polymerase) 7.5 유닛을 가해 16℃에서 다시 30분 보온 후 0.2M EDTA 5㎕첨가하여 반응을 정지
하고, 페놀·크로로포름 처리 후, 에탄올 침전을 했다. 이 2본쇄 cDNA의 말단에 EcoRI-SalI-NotI 린커(Clontech社)를 부
가하는 말단을 인산화했다. 사이즈 플락셔네이션(size fractionation)용 컬럼에 의해 500bp이상의 cDNA를 분리하고, 에
탄올 침전을 행했다. 침전한 DNA를 물에 용해하고, 미리 제한효소 EcoRI(寶酒造社)절단 및 CIAP(소 소장알칼리포스퍼타
아제, 寶酒造社) 처리하여 조제한 pcDL-SR α296 (Molecular and Cellular Biology, Vol. 8, pp466∼472, 1998)에 삽입
했다.

  (3) OCIF와의 결합을 지표로한 발현 라이브러리의 스크리닝

  실시예 8-(2)에서 얻은 DNA를 이용하는 대장균 XL2 Blue MRF'(東洋紡社)를 형질전환하고, 1웰당 약 100콜로니로 되
도록 세포배양용 24웰 플라스틱 플레이트에 조제한 L카베니실린 한천배지(1% 트립톤, 0.5% 이스트엑스, 1% NaCl, 60㎍
/㎖ 카베니실린, 1.5% 한천) 위에 증식시켰다. 각 웰중의 형질전환주를 3㎖의 텔리픽브로스(Terrific Broth) 암피실린 배
지(1.2% 트립톤, 2.4% 이스트엑스, 0.4% 글리세롤, 0.017M KH2PO4, 0.072M K2HPO4, 100㎍/㎖ 암피실린)에 현탁하

고, 37℃에서 하룻밤 진탕 배양했다. 원심 분리에 의해 집균하고 QIAwell kit(QIAGEN社)를 사용하여 프라스미드 DNA를
조제했다. 260㎚에서 흡광도에 의해 DNA함량을 측정하고, 에탄올 침전에 의해 농축하고, 200ng/㎕로 되도록 증류수로
용해했다. 이렇게 하여 각각 약 100개의 콜로니에서 유래하는 DNA풀(Pool)을 500풀 제조하고, COS-7세포(RIKEN CEL
BANK, RCB0539)로의 트렌스펙션에 이용했다. COS-7세포를 24웰 플레이트에 8×104세포/ 웰로 되도록 파종하고, 10%
소 태아혈청을 함유하는 DMEM배지를 이용하여 CO2 인큐베이터중에서 37℃에서 하룻밤 배양했다. 익일 배지를 제거한

후, 무혈청 DMEM배지에서 세포를 세정했다. 트렌스펙션용 시약 리포펙트아민(기브코 BRL社)첨부의 프로토콜(Protocol)
에 따르고, 미리 OPTI-MEM배지(기브코 BRL社)를 이용하여 희석해둔 상기 프라스미드 DNA와 리포펙트아민(기브코
BRL社)을 혼합하고, 15분후 이 혼합액을 각 웰의 세포에 가했다. 사용된 DNA 및 리포펙트아민의 양을 각각 1㎍ 및 4㎕로
했다. 5시간 후 배지를 제거하고, 1㎖의 10% 소 태아혈청을 포함하는 DMEM배지(기브코 BRL社)를 첨가하고, CO2 인큐

베이터중(5% CO2) 37℃에서 2∼3일 배양했다. 상기와 같이 트렌스펙트 하고 2∼3일 배양한 COS-7세포를 무혈청

DMEM배지에서 세정한 후, 125I표지한 OCIF 20ng/㎖를 가한 결합시험용 배지(0.2% 소혈청알부민, 20mM Hepes완충액,
0.1㎎/㎖ 헤파린 및 0.02% NaN3를 가한 무혈청 DMEM배지) 200㎕를 각 웰에 가했다. CO2 인큐베이터중(5% CO2)에서

37℃ 1시간 배양한 후, 세포를 0.1㎎/㎖ 헤파린을 포함하는 인산염완충 생리식염수 500㎕에서 2회 세정했다. 세정 후,
0.1N NaOH용액 500㎕를 각 웰에 가해 실온에 10분간 방치함에 의해 세포를 용해시켜 각 웰중의 125I의 양을 감마카운터
(펙커드社)로 측정했다. 합계 500풀을 스크리닝함에 의해 OCIF와 특이적으로 결합하는 단백질을 코드하는 cDNA를 포함
하는 DNA풀 한 개를 분리했다. 게다가 본 발명의 cDNA를 포함하는 DNA풀을 세분화하고, 상기와 같이 트렌스펙션과 스
크리닝 조작을 반복함에 의해 OCIF와 결합하는 단백질을 코드하는 cDNA를 단리했다. 이 cDNA를 포함하는 프라스미드
를 pOBM291로 이름 붙혔다. 이 프라스미드를 포함하는 대장균은 pOBM291로서 일본 통상산업성 공업기술원 생명공학
공업기술연구소에 기탁번호 FERM BP-5953으로서 평성 9년 5월 23일에 기탁되어있다. OCIF의 125I표지 및 ELISA에 의
한 125I표지 OCIF의 정량법을 이하에 나타낸다. OCIF는 요오드젠(Iodogen)법에 의해 125I표지했다. 2.5㎎/㎖ 요오드젠-
크로로포름용액 20㎕를 1.5㎖ 에펜도루프튜브로 옮기고, 40℃에서 크로로포름을 증발시켜 요오드젠 코드한 튜브를 조제
했다. 이 튜브를 0.5M 인산나트륨완충액(Na-Pi, pH 7.0) 400㎕로 3회 세정한 후, 0.5M Na-Pi, pH 7.0 5㎕를 가했다. 이
튜브에 Na-125I용액(Amersham社, MEZ-033H20) 1.3㎕(18.5MBq)를 가한 후, 즉시 1㎎/㎖ OCIF용액(모노모형 또는 다
이머형) 10㎕를 가해 볼텍스믹서로 교반한 후, 실온에서 30초간 방치했다. 이 용액을 미리 10㎎/㎖ 요오드화칼륨, 0.5M
Na-Pi, pH 7.0용액 80㎕와 5% 소혈청알부민을 포함하는 인산염완충 생리식염수(BSA-PBS) 5㎕를 첨가해둔 튜브에 옮
겨 교반했다. 이 용액을 BSA-PBS에서 평형화 해둔 스핀컬럼(1㎖, G-25 fine, 팔마시아社)에 부하하고, 2,000rpm에서 5
분간 원심 분리했다. 컬럼에서 용출한 분획분에 BSA-PBS를 400㎕가해 교반한 후, 2㎕를 취하고, 그 방사능을 감마카운
터로 측정했다. 이렇게 하여 조제한 125I표지 OCIF용액의 방사화학순도는 10% TCA에 의해 침전하는 분획분의 방사능을
측정함에 의해 구했다. 또한, 125I표지 OCIF 용액의 OCIF생물활성은 WO96/26217호 공보기재의 방법에 따라 측정했다.
또한, 125I표지 OCIF농도는 아래와 같이 ELISA에 의해 측정했다. 즉, WO96/26217호 공보기재의 토끼 항 OCIF 폴리크로
날 항체를 2㎍/㎖로 되도록 용해시킨 50mM NaHCO3, pH 9.6을 100㎕씩 96웰 이뮤노플레이트(Nunc, MaxiSorpTM)의

각 웰에 가하여 4℃에서 하룻밤 방치했다. 이 액을 흡취한 후, 블록에이스(雪印乳業)와 인산염완충 생리식염의 혼합수용액
(혼합비 25:75) (B-PBS)을 200㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 2시간 방치했다. 이 액을 흡취한 후, 각 웰을 0.01% 폴리소르
베이트80(Polysorbate 80)을 포함하는 인산염완충 생리식염수(P-PBS)로 3회 세정하고, 이어서 125I표지 OCIF샘플 혹은
OCIF표준품을 첨가한 B-PBS를 100㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 2시간 방치했다. 이 액을 흡취한 후 P-PBS 200㎕로 각
웰을 6회 세정했다. 퍼옥시다아제 표지한 토끼 항 OCIF 폴리크로날 항체를 B-PBS로 희석한 용액을 100㎕씩 각 웰에 가
해 실온에서 2시간 방치했다. 이 액을 흡취한 후 P-PBS 200㎕로 각 웰을 6회 세정했다. TMB용액(TMB Soluble
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Reagent, High Sensitivity, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 2∼3분방치한 후, 정지액(Stopping Reagen,
Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 각 웰의 450㎚에서 흡광도를 마이크로플레이트리더로 측정했다. OCIF표준품을 이
용하여 제작한 검량선에서 125I표지 OCIF농도를 구했다.

  (4) OBM의 모든 아미노산 서열을 코드하는 cDNA의 염기서열의 결정

  실시예 8-(3)에서 얻은 OBM cDNA 염기서열을, 타크 다이 데옥시터미네이터 사이클시퀀씽 키트(파킹엘머社)를 사용하
여 결정했다. 즉, pOBM291를 주형으로 하고, 직접 삽입단편의 염기서열을 결정했다. 또한, pOBM291를 제한효소 EcoRI
로 절단하여 얻은 약 1.0kb 및 약 0.7kb의 단편을 프라스미드 pUC19(寶酒造社)의 EcoRI부위에 삽입하고, 이들 단편의 염
기서열도 결정했다. 사용한 프라이머는 pcDL-SR α296의 삽입단편 DNA의 염기서열을 결정하기 위한 프라이머 SRR2, 프
라스미드pUC19의 삽입단편 DNA의 염기서열을 결정하기 위한 프라이머 M13프라이머M3, M13프라이머RV(모두 寶酒造
社) 및 OBM cDNA의 염기서열에 기하여 설계된 합성 프라이머 OBM #8이다. 이들 프라이머의 서열을 서열번호 3∼6에
나타낸다.

  또한, 결정된 OBM cDNA의 염기서열을 서열번호 2에 그 서열에서 추정되는 아미노산서열을 서열번호 1에 각각 나타낸
다.

  [실시예 9]

  본 발명 cDNA에 코드되는 단백질의 발현

  프라스미드 pOBM291을 6웰 플레이트의 각 웰중에서 COS-7세포에 리포펙트아민을 이용하여 트렌스펙션하고, 10% 소
태아혈청을 함유하는 DMEM 배지중에서 2일간 배양했다. 5% 투석 소 태아혈청을 첨가하고, 시스테인·메티오닌 불포함
DMEM(大日本製藥社)에 배지 교환하여(800㎕/웰) 15분 배양한 후, 고속 단백질 레벨링믹스(Express Protein Labeling
Mix ;NEN 社, 10mCi/㎖)를 14㎕ 첨가했다. 4시간 배양 후, 10% 소 태아혈청을 함유하는 DMEM 배지를 200㎕ 가하여 1
시간 배양했다. 세포를 PBS에서 2회 세정 후, 1% 트리톤X-100, 1% 보빈 헤모그로빈(bovine hemoglobin), 10㎍/㎖ 류펩
틴(leupeptin), 0.2TIU/㎖ 아프로티닌(aprotinin), 1mM PMSF를 함유하는 TSA 버퍼{0.14M NaCl, 0.025% NaN3를 함

유하는 10mM 트리스-HCl(pH 8.0)}를 0.5㎖ 가하여 얼음 위에서 1시간 정치했다. 피펫팅(Pipetting)에 의해 세포를 파쇄
한 후, 4℃에서 3,000×g 10분간 원심 분리하여 상청을 얻었다. 이 상청 100㎕에 200㎕의 희석버퍼{0.1% 트리톤X-100,
0.1% 보빈 헤모그로빈(bovine hemoglobin), 10㎍/㎖ 류펩틴(leupeptin), 0.2TIU/㎖ 아프로티닌(aprotinin), 1mM PMSF
를 함유하는 TSA 버퍼}를 가해 단백질 A 세파로즈(Protein A Sepharose, 50㎕)와 함께 4℃에 1시간 진동시킨 후, 4℃에
서 1500×g로 1분간 원심분리하여 상청을 회수함에 의해, 단백질 A 세파로즈에 비특이적으로 흡착하는 분획을 제거했다.
이 상청에 OCIF(1㎍)을 가해 4℃에서 1시간 진동시키면서 OBM과 OCIF를 결합시킨 후, 항OCIF 폴리크로날 항체(50㎍)
를 가하여 4℃에 1시간 진동시켰다. 이에 단백질 A 세파로즈(10㎕)를 가하고 게다가 4℃에서 1시간 진동시켰다. 4℃에서
1500×g으로 1분간 원심분리하여 침천분획분을 회수했다. 4℃ 1500×g에서 1분간의 원심분리에 의한 침전의 세정을 희
석버퍼로 2회, 보빈 헤모글로빈을 함유하지 않는 희석버퍼로 2회, TSA버퍼로 1회, 50mM 트리스-HCl(pH 6.5)로 1회 행
했다. 세정 후, 침전에 10% β멜캅토에탄올을 함유하는 SDS버퍼(0.125M 트리스-HCl, 4% 도데실황산나트륨, 20% 글리
세롤, 0.002% 브로모페놀불루, pH 6.8)를 가해 100℃에서 5분 가열 후 SDS-PAGE(12.5% 폴리아크릴아미드겔, 第一化
學社)를 행했다. 통상법에 의해 겔을 고정한 후, 앰플리파이(Amplify; 어머샴社)에 의해, 아이소토프의 시그널을 증강한
후, 바이오 맥스 MR필름(코닥社)을 이용해서 -80℃에서 감광시켰다. 결과를 도 8에 나타낸다. 본 발명 cDNA에 코드되는
단백질의 분자량은 약 40,000인 것이 나타났다.

  [실시예 10]

  본 발명 cDNA에 코드되는 단백질과 OCIF의 결합

  프라스미드 pOBM291을 24웰 플레이트의 각 웰중에서 COS세포에 리포펙트아민을 이용하여 트랜스펙트하고, 그 세포
를 2∼3일 배양하던중 무혈청 DMEM배지에서 세정하고, 이에 125I표지한 OCIF 20ng/㎖을 가한 결합시험용 배지(0.2%
소혈청알부민, 20mM Hepes완충액, 0.1㎎/㎖ 헤파린(Heparin), 0.2% NaN3을 첨가한 무혈청DMEM배지) 200㎕를 가했

다. 또한 다른 웰에는 125I표지한 OCIF 20ng/㎖에 가하여 8㎍/㎖의 비표지 OCIF를 더 첨가한 결합시험용 배지를 200㎍가
하여 실험을 행했다. CO₂인큐베이터중(5% CO₂)에서 37℃에 1시간 배양한 후, 세포를 0.1㎎/㎖의 헤파린을 포함한 인
산완충 생리식염수 500㎕로 2회 세정했다. 세정 후, 0.1N NaOH용액 500㎕를 각 웰에 가해 실온에서 10분간 방치함에 의
해 세포를 용해시켜 웰중 125I의 양을 감마카운터로 측정했다. 그 결과, 도 9에 도시한 바와같이 프라스미드 pOBM291을
트렌스펙트한 세포에만 125I표지한 OCIF가 결합하는 것이 확인되었다. 또한, 그 결과는 400배 농도의 OCIF를 첨가하는
것으로 현저히 저해되는 것이 확인되었다. 이상의 결과에서 프라스미드 pOBM291위의 cDNA에 코드되는 단백질 OBM은
COS-7세포표면에서 OCIF와 특이적으로 결합하는 것이 밝혀지게 되었다.

  [실시예 11]

  125 I표지한 OCIF와 본 발명 cDNA에 코드되는 단백질과의 크로스린킹시험

  본 발명 cDNA에 코드되는 단백질의 성질을 보다 상세히 해석하기 위해, 125I표지한 모노머형 OCIF와 본 발명 cDNA에
코드되는 단백질과의 크로스린킹을 행했다. 실시예 8-(3)에 기재한 방법에 따라 프라스미드 pOBM291을 COS-7세포에
트랜스펙트한 후, 상기 125I표지한 OCIF(25ng/㎖)을 가한 결합시험용 배지 200㎕을 첨가했다. 또한, 다른 웰에는 125I표지
한 OCIF에 가해 400배 농도의 비표지 OCIF를 더 첨가한 결합시험용 배지를 가했다. CO2 인큐베이터중(5% CO2)에서

37℃ 1시간 배양한 후, 세포를 0.1㎎/㎖ 헤파린을 함유하는 인산염완충 생리식염수 500㎕로 2회 세정했다. 이 세포에 100
㎍/㎖의 크로스린킹제, DSS(Disuccinimidyl suberate, Pierce社)를 용해시킨 인산염완충 생리식염수 500㎕를 가해, 0℃
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에서 10분간 반응시켰다. 이들 웰의 세포를 0℃에서 냉각시킨 인산완충 생리식염수 1㎖로 2회 세정한 후, 이 세포에 1%
트리톤X-100(和光純藥社), 2mM PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride, 시그마社), 10μM 펩스타틴(pepstatin, 和光純
藥社), 10μM 류펩틴(leueptin, 和光純藥社), 10μM 안티페인(antipain, 和光純藥社) 및 2mM EDTA(和光純藥社)를 포함하
는 20mM Hepes완충액 100㎕를 가해 실온에서 30분간 방치하여 세포를 용해시켰다. 이들 샘플 15㎕를 통상법에 의한 환
원조건하에서 SDS화한 후, SDS-전기영동용 겔(4∼20% 폴리아크릴아미드그라디엔트, 第一化學社)을 이용하여 영동했
다. 영동 후, 겔을 건조시켜 바이오멕스 MS필름(코닥社)와 바이오멕스 MS증감스크린(코닥社)을 이용하여 -80℃에서 24
시간 감광시켰다. 감광시킨 필름을 통상법에 의해 현상했다. 이 결과, 125I표지 모노머형 OCIF와 본 발명 cDNA에 의해 코
드되는 단백질을 크로스린크시킴에 의해 도 10에 도시한 바와같이 분자량 90,000∼110,000밴드가 검출되었다.

  [실시예 12]

  노잔블로트(Northern Blot)에 의한 해석

  부착세포용 25㎠ T플라스크로 컨프루엔트로 될 때까지 배양한 ST2세포를 트립신 처리하여 T플라스크에서 벗겨서 세정
한 후 1매의 225㎠ T플라스크에 파종하고, 10-8M 활성화 비타민 D3, 10-7M 덱사메사존 및 10% 소 태아혈청을 첨가한

α-MEM배지 각각 60㎖를 가하여 CO2 인큐베이터중에서 4일간 배양했다. 배양한 ST2세포에서 아이소젠(和光純藥社)을

이용하여 총 RNA를 추출했다. 또한, 활성화 비타민 D3와 덱사메사존 비존재하에서 배양한 ST2세포에서도 상기 방법으로

총 RNA를 추출했다. 각 총 RNA 20㎍(4.5㎕)에 각각 2.0㎕의 5X겔영동완충액(0.2M 모르폴리노프로판술폰산, pH 7.0
50mM 초산나트륨, 5mM EDTA), 3.5㎕의 포름알데히드 및 10.0㎕의 포름아미드를 가해 55℃에서 15분 보온 후, 전기영
동에 공했다. 전기영동용의 겔은 1.0% 아가로스, 2.2M 탈이온화 포름알데히드, 40mM 모르폴리노프로판술폰산 pH 7.0,
10mM 초산나트륨, 1mM EDTA의 조성으로 조제했다. 또한, 전기영동은 40mM 모르폴리노프로판술폰산, pH 7.0, 10mM
초산나트륨, 1mM EDTA의 완충액중에서 행했다. 전기영동 후, RNA를 나일론멤브레인에 트렌스퍼했다. pOBM291을 제
한효소 EcoRI로 절단하여 얻은 약 1.0kb의 DNA단편을 메가플라임DNA 라벨링 키트(어머샴社) 및 α-32P-dCTP(어머샴
社)를 이용하여 표지한 것을 탐침자로 하여 하이브리다이제이션을 했다. 그 결과, 도 11에 도시한 바와같이, ST2세포에서
는 활성화 비타민 D3와 덱사메사존의 존재하에서 배양한 경우에 본 발명 cDNA에 코드되는 단백질(OBM)의 유전자 발현

이 강하게 유도되고 있는 것이 밝혀졌다.

  [실시예 13]

  본 발명 cDNA에 코드되는 단배질의 파골세포형성 지지능

  실시예 8-(3)에 기재한 방법으로 COS세포에 pOBM291을 트렌스펙트했다. 3일 후 트립시나이즈한 세포를 인산완충 생
리식염수에서 1회 원심 세정하던 중 1% 파라포름알데히드를 포함하는 PBS에 세포를 서스펜드하면서 실온에서 5분간 고
정하고, PBS에서 6회 원심 세정했다. 10-8M 활성화 비타민 D3, 10-7M 덱사메사존, 10% 소 태아혈청을 포함하는 α-

MEM배지에서 조제한 1×106개/㎖의 마우스 비장세포 및 4×104개/㎖의 ST2세포를 24웰 플레이트에 각각 700㎕, 350㎕
첨가하던중 TC인서트(Nunc社)를 각 웰에 세트했다. 상기 배지에서 단계 희석한 고정화 COS세포 (350㎕) 및 OCIF(50㎕)
를 TC인서트중에 첨가하여 37℃에서 6일간 배양했다. 이 결과, OCIF에 의한 파골세포형성 저해활성이 본 발명 cDNA에
코드되는 단백질에 의해 억제되는 것이 밝혀지게 되었다.

  [실시예 14]

  분비형 OBM의 발현

  (1) 분비형 OBM 발현 프라스미드의 구축

  OBM HF(서열번호 7)와 OBM XR(서열번호 8)을 프라이머 pOBM291을 주형으로 하여 PCR반응을 행했다. 이 생성물을
아가로스 겔전기영동으로 정제한 후, 제한효소 HindⅢ, EcoRⅠ로 절단하고, 게다가 아가로스 겔전기영동으로 정제했다.
이 정제단편(0.6kb), pSec TagA(인히드로겐社)의 HindⅢ/EcoRⅤ단편(5.2kb)와 OBM cDNA의 EcoRI/PmaCⅠ단편
(0.32kb)과 함께 라이게이션 키트 ver. 2(寶酒造社)를 이용하여 라이게이션을 행하고, 그 반응생성물을 이용하여 대장균
DH5α를 형질 전환했다. 얻은 암피실린내성주에서 알카리SDS법에 의해 프라스미드를 정제하고, 제한효소로 절단함에 의
해 pSec TagA에 0.6kb와 0.32kb의 단편이 삽입된 프라스미드를 뽑아내었다. 게다가 이 프라스미드에 붙여 다이 터미네
이터 사이클 시퀀씽FS 키트(파킹엘머社)를 이용하여 씨퀀스를 행하고, 이 프라스미드가 분비형 OBM을 코드하는 서열(염
기서열: 서열번호 2의 338∼1355번, 아미노산서열: 서열번호 1의 72∼316번)을 갖고 있는 것을 확인했다. 이 프라스미드
를 제한효소 NheI, XhoI로 절단한 후, 분비형 OBM cDNA에 상당하는 절편(1.0kb)을 아가로스 겔전기영동으로 회수했다.
이 단편을 라이게이션 키트를 이용하여 발현벡터 pCEP4(인히드로겐社)의 NheI/XhoI단편(10.4kb)에 삽입하고, 그 반응
생성물을 이용하여 대장균 DH5α를 형질 전환했다. 얻은 암피실린내성주에서 알카리SDS법에 의해 프라스미드를 정제하
고, 제한효소로 절단하여 해석함에 의해 목적하는 구조를 갖는 분비형 OBM 발현 프라스미드(pCEP sOBM)를 갖는 대장
균주를 뽑아냈다. pCEP sOBM을 갖는 대장균주를 배양하고, 키아 필터 프라스미드 미디 키트(키아겐社)를 이용하여
pCEP sOBM을 정제했다.

  (2) 분비형 OBM의 발현

  293-EBNA세포를 10% FCS를 함유하는 IMDM(IMDM-10% FCS)에 현탁하고, 콜라겐 코드한 24웰 플레이트(住友베크
라이트社)에 2×105개/2㎖/웰로 되도록 파종하고, 하룻밤 배양했다. 이 세포에 1㎍의 pCEP sOBM 또는 pCEP4를 리포펙
트아민(기브코社) 4㎕을 이용하여 형질도입하고, 0.5㎖의 무혈청 IMDM 또는 IMDM-10% FCS중에서 다시 2일간 배양하
고, 이 배양상청을 회수했다. 분비형 OBM의 배양상청중에서의 발현은, 아래와 같이하여 확인했다. 배양상청에 최종농도
0.1M되도록 탄산수소나트륨을 가한 후, 배양액을 96웰 플레이트에 첨가하고 4℃에서 하룻밤 방치하고 배양상청중의
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OBM을 96웰 플레이트로 고상화했다. 이 플레이트를 PBS로 4배 희석한 블록에이스(Block Ace; 雲印乳業社)용액(B-
PBS)으로 실온에 2시간 방치하여 블록킹한 후, B-PBS로 희석한 3∼100ng/㎖의 OCIF를 각 웰에 100㎕씩 가하여 37℃
에서 2시간 방치했다. 0.05% 트윈(Tween)20을 함유하는 PBS(PBS-T)로 플레이트를 세정한 후, B-PBS로 희석한
WO96/26217호 기재의 퍼옥시다아제 표지 토끼 항 OCIF 폴리크로날 항체를 각 웰에 100㎕씩 첨가하고, 37℃에서 2시간
방치했다. PBS-T에서 각 웰을 6회 세정한 후, TMB용액(TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社)을 100㎕
씩 각 웰에 가하고, 실온에서 약 10분 방치한 후, 정지액(Stopping Reagent, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 각 웰
의 450㎚에서 흡광도를 마이크로플레이트리더로 측정했다. 결과를 도 12에 나타냈다. pCEP sOBM을 형질도입한 세포의
배양상청을 고상화한 플레이트에서는, 첨가한 OCIF의 농도에 의존하여 450㎚의 흡수가 증가하였지만, 벡터 pCEP4를 형
질도입한 세포의 배양상청을 고정화한 경우에는 흡수의 증가는 보이지 않았다. 또한, 고정화에 이용하는 배양상청의 비율
은 5∼90%의 범위에서 여러 가지 변화시켜 일정농도의 OCIF(50ng/㎖)를 첨가한 때의 실험 결과를 도 13에 나타낸다.
pCEP sOBM을 형질도입한 세포의 배양상청을 고상화한 플레이트에서는, 배양상청의 비율이 높아지는 만큼 450㎚의 흡
수가 증가했지만, 벡터 pCEP4를 형질도입한 세포의 배양상청을 고정화한 플레이트에서는, 흡수의 증가는 볼 수 없었다.
이상의 결과에서 분비형 OBM이 pCEP sOBM을 형질도입한 세포의 배양상청중에 생산되고 있는 것이 확인되었다.

  [실시예 15]

  티오레독신 OBM융합단백질(Trx-OBM)의 발현

  (1) 티오레독신 OBM융합단백질(Trx-OBM)발현 벡터의 구축

  10㎕의 10X ExTaq버퍼(寶酒造社), 8㎕의 10mM dNTP(寶酒造社), 77.5㎕의 멸균증류수 2㎕의 pOBM291 수용액
(10ng/㎕), 1㎕의 프라이머 OBM3(100pmol/㎕, 서열번호 9), 1㎕의 프라이머 OBMSa1R2(100pmol/㎕, 서열번호 10),
0.5㎕의 ExTaq(5u/㎕)(寶酒造社)를 혼합하고 마이크로 원심관중에 PCR반응을 행했다. 95℃ 5분, 50℃ 1초, 55℃ 1분,
74℃ 1초, 72℃ 5분의 반응 후, 96℃ 1분, 50℃ 1초, 55℃ 1분, 74℃ 1초, 72℃ 3분의 반응을 25사이클 행했다. 1% 아가
로스겔 전기영동에 의해, 반응액전량에서 약 750bp의 DNA단편을 QIAEX Ⅱ 겔 추출키트(extraction kit; QIAGEN社)를
이용해서 정제했다. 정제한 DNA단편 전량을 제한효소 Sall, EcoRⅠ(寶酒造社)로 절단한 후, 1.5% 아가로스겔 전기영동
을 행하여 약 160bp의 DNA단편(단편 1)을 정제하고, 20㎕의 멸균증류수에 용해했다. 동일하게, 4㎍의 pOBM291을 제한
효소 BamHI, EcoRI(寶酒造社)로 절단해 얻어진 약 580bp의 DNA단편(단편 2), 및 2㎍의 pTrXFus(인비트로겐社)를 제한
효소 BamHI, SalI(寶酒造社)로 절단해 얻은 약 3.6kb의 DNA단편(단편 3)을 각각 정제하고, 각각을 20㎕의 멸균증류수에
용해했다. DNA단편의 정제에는 QIAEX Ⅱ 겔 추출키트를 이용했다. 단편 1, 단편 2, 단편 3을 DNA 라이게이션 키트
(ligation kit) ver. 2(寶酒造社)를 이용하고, 16℃에서 2시간 30분 보온함에 의해 결합시켰다. 라이게이션 반응액을 이용
한 대장균 GI724주(인히드로겐社)를 티오퓨젼 익스프레션 시스템(ThioFusion Expression System; 인히드로겐社) 첨부
의 시방서에 기재한 방법으로 형질 전환했다. 수득한 암피실린내성 형질전환주의 중에서 제한효소 절단에 의해 얻은 DNA
단편지도의 해석 및 DNA서열의 결정에 의해, OBM cDNA단편(염기서열: 서열번호 2의 350∼1111, 아미노산서열: 서열
번호 1의 76∼316)이 티오레독신 유전자에 같은 읽음 틀로서 결합하고 있는 프라스미드를 갖는 균주를 선출했다. 얻어진
균주를 GI724/pTrxOBM25로 이름 붙혔다.

  (2) 대장균에서의 OBM의 발현

  GI724/pTrxOBM25주 및 pTrxFus를 갖는 GI724주(GI724/pTrxFus) 각각을 2㎖의 RMG-Amp배지{0.6% Na2HPO4,

0.3% KH2PO4, 0.05% NaCl, 0.1% NH4Cl, 1.2% 카자미노산(Difco社), 1% 글리세롤, 1mM MgCl2, 100㎍/㎖ 암피실린

(시그마社) pH 7.4}에서 30℃로 6시간 진탕배양했다. 균액 0.5㎖를 50㎖의 도입(Induction)배지(0.6% Na2HPO4, 0.3%

KH2PO4, 0.05% NaCl, 0.1% NH4Cl, 0.2% 카자미노산, 0.5% 글루코스, 1mM MgCl2, 100㎍/㎖ 암피실린 pH 7.4)에 첨

가하고, 30℃에서 진탕배양했다. OD600㎚에서의 값이 약 0.5로 된 시점에서 최종농도가 0.1㎎/㎖로 되도록 L-토립토판을

첨가하고, 다시 30℃에서 진탕배양을 6시간 계속했다. 균액을 3,000×g에서 원심분리하여 균체를 모으고 12.5㎖의
PBS(10mM 인산버퍼, 0.15M NaCl, pH 7.4)에 현탁했다. 현탁액을 초음파 발생장치(Ultrasonics社)에 걸어 균체를 파세
하고, 7,000×g에서 30분 원심분리하여 상청을 모아 가용성 단백질 분획분으로 했다. 이 가용성 단백질 분획분액 10㎕씩
을 환원조건하에서 SDS폴리아크릴아미드(10%) 전기영동에 제공했다. 그 결과, GI724 /pTrxOBM25의 가용성 단백질 분
획분액에는 GI724/pTrxFus의 가용성 단백질 분획분액에는 보이지 않는 분자량 약 40kDa의 밴드가 검출되었다(도 14).
따라서, 티오레독신과 OBM의 융합단백질(Trx-OBM)이 대장균중에서 발현하고 있는 것이 확인되었다.

  (3) Trx-OBM의 OCIF와의 결합능

  발현시킨 Trx-OBM이 OCIF와 결합하는 것을 이하의 실험으로 확인했다. 즉, 96웰 플레이트(Nunc社)의 각 웰에 10mM
탄산수소나트륨 수용액으로 5000배로 희석한 항 티오레독신 항체(인히드로겐社)를 100㎕씩 첨가하고, 4℃에서 하룻밤
방치했다. 각 웰중의 액을 버린 후, 블록에이스(雪印乳業社)를 PBS로 2배 희석한 용액(BA-PBS)을 각 웰에 200㎕씩 첨가
하여 실온에서 1시간 방치했다. 액을 버린 후, 각 웰에 BA-PBS로 단계 희석한 상기 GI724/pTrxOBM25유래 및 GI724/
pTrxFus유래 가용성 단백질 분획분액을 100㎕씩 첨가하여 실온에서 2시간 방치했다. PBS-T로 각 웰을 3회 세정한 후,
BA-PBS로 희석한 OCIF(100ng/㎖)를 각 웰에 100㎕씩 첨가하여 실온에서 2시간 방치했다. PBS-T로 각 웰을 3회 세정
한 후, BA-PBS로 2000배 희석한 WO96/26217호 기재의 퍼옥시다아제 표지 토끼 항 OCIF 폴리크로날 항체를 각 웰에
100㎕씩 첨가하고, 2시간 실온에서 방치했다. PBS-T로 각 웰을 6회 세정한 후, TMB 용액(TMB Soluble Reagent, High
Sensitivity, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가하여 실온에서 약 10분 방치한 후, 정지액(Stopping Reagent, Scytek社)을
100㎕씩 각 웰에 가했다. 각 웰의 450㎚에서 흡광도를 마이크로플레이트리더로 측정했다. 결과를 도 15에 나타낸다.
GI724/pTrxFus유래 가용성 단백질 분획분액을 첨가한 것에서는 첨가하지 않는 것과 비하여 흡광도의 차는 확인되지 않
았지만, GI724 /pTrxOBM25유래 가용성 단백질 분획분액을 첨가한 것에서는 그 첨가농도의 증가에 의존하여 흡광도가
상승했다. 또한, 첨가하는 가용성 분획분액의 희석 비율을 일정(1%)으로 하고, BA-PBS로 단계 희석한 OCIF(0∼100ng/
㎖)를 첨가한 경우의 실험결과를 도 16에 나타낸다. GI724/pTrxFus유래 가용성 단백질 분획분액을 이용한 것에서는
OCIF농도에 관계 없이 흡광도는 낮은체 있었지만, GI724/pTrxOBM25유래 가용성 단백질 분획분액을 이용한 것에서는
첨가한 OCIF농도에 의존하여 흡광도가 상승했다. 이 결과에서, GI724/pTrxOBM25에서 생산되는 Trx-OBM은 OCIF와
결합하는 능력이 있는 것이 확인되었다.
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  (4) Trx-OBM을 생산하는 대장균의 대량배양

  GI724/pTrxOBM25를 RMG-Amp 한천배지(0.6% Na2HPO4, 0.3% KH2PO4 , 0.05% NaCl, 0.1% NH4Cl, 2% 카자미노

산, 1% 글리세롤, 1mM MgCl2, 100㎍/㎖ 암피실린, 1.5% 한천, pH 7.4)에 백금이로 도말하고, 30℃에서 하룻밤 배양했

다. 균을 10㎖의 도입배지에 현탁하고, 5㎖씩을 500㎖의 도입배지가 들어있는 2L용 삼각프라스크계 2세트에 첨가하고,
30℃에서 진탕배양했다. OD600㎚에서의 값이 약 0.5로 된 시점에서 최종농도가 0.1㎎/㎖로 되도록 L-트립토판을 첨가하

고, 다시 30℃에서 진탕배양을 6시간 계속했다. 균액을 3,000×g에서 20분간 원심분리하여 균체를 모으고 균체를 160㎖
의 PBS에 현탁했다. 현탁액을 초음파발생장치(Ultrasonics社)에 걸어 균체를 파쇄하고, 7,000×g에서 30분간 원심분리
하여 상청을 모아 가용성 단백질 분획분으로 했다.

  (5) OCIF고정화 어피니티컬럼의 제조

  TSK겔 AF-토레실토요팔 650(토우소社) 2g과 WO96/26217호 기재한 방법으로 조제한 유전자조환형 OCIF 35.0㎎을
함유하는 1.0M 인산칼륨완충액(pH 7.5) 40㎖와를 혼합하여 4℃로 하룻밤 충분히 진탕하여 커플링반응을 행했다. 과잉한
활성기를 불활성화하기 위해, 원심분리에 의해 상청을 제거한 후, 40㎖의 0.1M 트리스염산완충액(pH 7.5)을 침전한 담체
에 가해 실온에서 1시간 조용히 진탕했다. 0.01% 폴리솔베이트 80과 0.2M NaCl를 함유한 0.1M 글리신-염산완충액(pH
3.3) 및 0.01% 폴리솔베이트 80과 0.2M NaCl를 함유한 0.1M 구연산나트륨완충액(pH 2.0)을 통액하여 컬럼을 세정한
후, 0.01% 폴리솔베이트 80을 함유한 10mM 인산나트륨완충액(pH 7.4)으로 2번 세정하고, 평형화했다.

  (6) COIF고정화 어피니티컬럼에 의한 Trx-OBM의 정제

  Trx-OBM의 정제는 특히 언급하지 않는한 4℃에서 행했다. 상기의 OCIF고정화 어피니티담체(10㎖)와 상기 실시에 15-
(4)기재의 가용성 단백질 분획분액(120㎖)를 혼합 후, 50㎖ 원심관(4 본)중에서, 로터를 이용하여 4℃에서 하룻밤 천천히
진탕했다. 이 혼합액중의 담체를 에코노컬럼(바이오랏드社, 내경 1.5㎝, 길이 15㎝)에 충진했다. 0.01% 폴리솔베이트 80
을 함유한 PBS 300㎖, 0.01% 폴리솔베이트 80과 2M NaCl을 함유한 10mM 인산나트륨완충액(pH 7.0) 100㎖, 및
0.01% 폴리솔베이트 80과 0.2M NaCl을 함유한 0.1M 글리신-염산완충액(pH 3.3) 100㎖를 순차통액하여 컬럼을 세정했
다. 이어서, 0.01% 폴리솔베이트 80과 0.2M NaCl을 함유하는 0.1M 구연산나트륨완충액(pH 2.0)을 통액하고, 컬럼에 흡
착한 단백질을 용출했다. 용출액을 5㎖씩 분취했다. 분취한 분획분에는 10% 용량의 2M 트리스용액(pH 8.0)을 가해 즉시
중화했다. 용출액 각 분획분중의 Trx-OBM의 유무를 상기 실시예 15-(3)기재의 방법(OCIF와의 결합능)에 의해 조사했
다. Trx-OBM을 함유하는 분획분을 모아 더욱 정제했다.

  (7) 겔여과에 의한 Trx-OBM의 정제

  상기 실시예 15-(6)의 Trx-OBM 플렉션 약 25㎖를 센트리플러스(Centriplus 10 및 센트리콘(Centricon) 10(amicon
社)을 이용하여 약 0.5㎖로 원심 농축했다. 이 샘플을 미리 0.01% 폴리솔베이트 80을 함유하는 PBS로 평형화한 슈퍼로즈
12 HR 10/30 컬럼(1.0 × 30㎝, 팔마시아社)에 걸었다. 분리에는 0.01% 폴리솔베이트 80을 함유하는 PBS를 이동상으로
하여 이용하고, 유속 0.25㎖/mim로 전개했다. 컬럼에서의 용출액은 0.25㎖씩 분취했다. 분취한 분획분의 Trx-OBM은 실
시예 15-(3) 기재의 방법 및 패스트 시스템(Phast system; 팔마시아社)을 이용한 SDS-폴리아크릴아미드 전기영동
(10∼15% 폴리아크릴아미드겔, 팔마시아社)과 은염색으로 검출했다. 순화된 Trx-OBM을 함유하는 플렉션(Fr. 20∼23)
을 모으고, Trx-OBM의 단백질농도를 측정했다. 단백질농도의 측정은 소 혈청 알부민을 표준품으로 하여 이용하는 DC-
프로테인 어세이 키트(DC-protein assay kit; 바이오랏드社)로 행했다.

  [실시예 16]

  OBM의 파골세포형성 유도활성

  pOBM291 및 pcDL-SR α296을 리포펙트아민(기브코社)을 이용하여 COS-7세포에 각각 트렌스펙트했다. 각각의 세포
를 10% FCS를 함유하는 DMEM으로 1일 배양 후 트립신 처리하고, 커버글라스(15㎜ 환형, 마쯔나미社)를 격설한 24웰 플
레이트에 1웰당 5×104개의 세포를 파종하고, 게다가 2일간 배양했다. 배양 플레이트를 PBS에서 1회 세정하던 중 1% 파
라포름알데히드를 함유하는 PBS를 가하여 실온에서 8분간 인큐베이터하고, 세포를 고정했다. 세포를 고정한 플레이트를
PBS에서 6회 세정하던 중 10-8M 활성형 비타민 D3, 10-7M 덱사메사존, 10% 소 태아혈청을 함유하는 α-MEM에서

1×106개/㎖로 현탁한 마우스 비장세포를 1웰당 700㎕ 첨가했다. 각 웰위에 밀리셀(Millicell) PCF(미리포아社)를 세트하
고, 상기 배지에 4×104개/㎖로 현탁한 ST2세포를 밀리셀 PCF중에서 700㎕ 첨가하여 37℃, 6일간 배양했다. 배양종료
후, 밀리셀 PCF를 제거하고, 플레이트를 PBS로 1회 세정 후, 아세톤-에탄올용액(50:50)으로 1분간 세포를 고정한 후, 류
코사이트 에시드 포스파타아제 키트(LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASE KIT; 시그마社)를 이용하여 파골세포 특이적
마커인 주석산내성 산성포스파타아제활성(TRAP 활성)을 나타내는 세포만을 염색했다. 현미경 관찰의 결과, pcDL-SR
α296을 트렌스펙트한 COS-7세포를 고정한 웰중에는 TRAP활성을 나타내는 세포는 전혀 나타나지 않았음에 대하여
pOBM291을 트렌스펙트한 세포를 고정한 웰중에는 45±18개(평균±표준편차, n=3)의 TRAP양성세포가 관찰되었다. 또
한, 이들의 TRAP양성세포에 칼시토닌(calcitonin)이 결합하는 것도 확인되었다. 이로부터 OBM에는 파골세포형성을 유도
하는 활성이 있는 것이 명확하게 되었다.

  [실시예 17]

  Trx-OBM 및 분비형 OBM에 의한 파골세포형성 유도활성
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  마우스 비장세포를 10-8M 활성형 비타민 D3, 10-7M 덱사메사존, 10% 소 태아혈청을 함유하는 α-MEM에 2×106개/㎖

로 되도록 현탁하고, 이 현탁액을 24웰 플레드에 1웰당 350㎕ 첨가했다. 정제한 Trx-OBM을 상기 배지에서 희석한 용액
(40ng/㎖), pCEP sOBM 또는 pCEP4를 형질도입한 293-EBNA세포를 IMDM-10% FCS로 배양한 배양상청을 상기 배지
에서 10배 희석한 용액, 또는 상기 배지만을 각각 350㎕ 상기의 웰에 첨가한 후, 밀리셀 PCF(미리포아社)를 각 웰에 세트
하고, 상기 배지에서 현탁한 4×104개/㎖의 ST2세포를 밀리셀 PCF에 600㎕ 첨가했다. 6일간 배양한 후, 밀리셀 PCF를
제거하고, 플레이트를 PBS로 1회 세정 후, 아세톤-에탄올 용액(50:50)으로 1분간 세포를 고정화하던 중 류코사이트 에시
드 포스페이트 키트(시그마社)를 이용하여 주석산내성 산성포스파타아제활성(TRAP 활성)을 나타내는 세포만을 염색했
다. 현미경 관찰의 결과, Trx-OBM을 첨가하지 않은 웰중에는 TRAP활성을 나타내는 세포는 전혀 검출되지 않았음에 대
해, Trx-OBM을 첨가한 웰에는 106±21개(평균±표준편차, n=3)의 TRAP양성세포가 관찰되었다. 동일하게 pCEP4로 형
질도입된 293-EBNA의 배양상청을 첨가한 웰중에는 TRAP활성을 나타내는 세포는 전혀 검출되지 않았음에 대해, pCEP
sOBM으로 형질도입된 293-EBNA의 배양상청을 첨가한 웰에는 120±31개(평균±표준편차, n=3)의 TRAP양성세포가 관
찰되었다. 또한, 이들 TRAP양성세포에 칼시토닌이 결합하는 것도 확인되었다. 이에 의해 Trx-OBM 및 분비형 OBM에는
파골세포형성을 유도하는 활성이 있는 것이 밝혀지게 되었다.

  [실시예 18]

  본 발명의 cDNA에 의해 발현되는 단백질 OBM과 본 발명의 천연형의 OCIF결합단백질과의 동일성

  (1) 토끼 항 OBM 폴리크로날 항체의 제작

  암컷 일본백색토끼(체중 2.5∼3.0㎏, 키타야마라베스社로부터 입수) 3마리에 실시예 14-(6) 및 (7) 기재한 방법에 의해
얻은 정제 OBM(티오레독신-OBM융합단백질) 200㎍/㎖를 프로인트 완전 아조벤드(DIFCO社)와 등량혼합하여 에멀션으
로한 것을 1회 1㎖씩 피하면역했다. 면역은 1주간 간격으로 합계 6회 행하고, 최종면역 후 10일째에 체혈을 행했다. 분리
한 혈청에서 항체를 아래처럼 정제했다. 즉, PBS에서 2배 희석한 항혈청에 최종농도가 40%(w/v%)로 되도록 황산암모늄
을 첨가하여 4℃에서 1시간 방치 후, 8,000×g에서 20분간 원심 분리를 하고, 침전을 얻었다. 침전을 소량의 PBS에 용해
하고, PBS에 대하여 4℃에서 투석한 후, 프로테인 G-세파로즈 컬럼(팔마시아社 製)에 부하했다. PBS로 세정 후, 0.1M 글
리신-염산완충액(pH 3.0)으로 흡착한 면역글로브린G를 용출하고, 즉시 1.5M 트리스-염산완충액(pH 8.7)으로 중성 pH
로 했다. 용출단백질 분획분을 PBS에 대하여 투석 후, 280㎚에서 흡광도를 측정하고, 그 농도를 결정했다(E1% 13.5). 서
양고추냉이(horseradish; 와사비) 퍼옥시다아제 표지한 항 OBM항체는 말레이미드 활성화 퍼옥시다아제 키트(피아스社)
를 이용하여 제작했다. 즉, 1㎎의 정제항체에 80㎍의 N-석신이미드-S-아세틸티오초산을 첨가하고, 실온에서 30분간 반
응시켰다. 이에 5㎎의 히드록실아민을 첨가하여 탈아세틸화한 후, 수식된 항체를 폴리아크릴아미드 탈염컬럼에서 분획했
다. 단백질 분획분을 1㎎의 말레이미드 활성화 퍼옥시다아제와 혼합하고, 실온에서 1시간 반응시켜 효소표지항체를 얻었
다.

  (2) 토끼 항 OBM 폴리크로날 항체에 의한 본 발명의 cDNA에 의해 발현되는 단백질(OBM) 혹은 본 발명의 천연형 단백
질과 OCIF와의 특이적결합능의 저해

  실시에 15-(6) 및 (7) 기재한 방법에서 얻은 정제 OBM(티오레독신-OBM융합단백질) 및 실시예 2-(4)의 천연형 정제
OCIF결합단백질을 각각 0.1M 탄산수소나트륨에 2㎍/㎖로 되도록 용해하고, 각각의 용액 100㎕씩을 96웰 이뮤노플레이
트(Nunc社 제)의 각 웰에 가해 4℃에서 하룻밤 방치했다. 각 웰에 50% 농도의 블록에이스를 200㎕씩 가해 실온에서 1시
간 방치했다. 각 웰을 0.1% 폴리솔베이트를 함유하는 PBS(P20-PBS)로 3회 세정한 후, P20-PBS로 희석한 25%농도의
블록에이스에 토끼 항 OBM항체를 200㎍/㎖로 되도록 용해하고, 그 항체용액 혹은 항체를 포함하지 않는 25%농도의 블록
에이스 용액을 100㎕씩 각 웰에 첨가하고, 37℃ 1시간 인큐베이트했다. 각 웰을 P20-PBS로 3회 세정한 후, 실시예 8-(3)
기재의 125I표지한 OCIF 20ng/㎖를 가한 결합시험용액(0.2% 소 혈청 알부민, 20mM Hepes, 0.1㎎/㎖ 헤파린을 가한
P20-PBS)을 100㎕씩 각 웰에 첨가했다. 또한, 다른 웰에는 125I표지한 OCIF 20ng/㎖에 가하여 8㎍/㎖의 비표지 OCIF를
함유하는 결합시험용액을 100㎕ 가하여 실험을 행했다. 그 이뮤노 플레이트를 37℃, 1시간 인큐베이트한 후, 각 웰을
P20-PBS로 6회 세정했다. 각 웰중의 125I의 양을 감마카운터로 측정했다. 결과를 도 17에 나타낸다. 도에 도시한 바와같
이, 본 발명 cDNA에 의해 발현되어 정제하여 얻어지는 OBM 및 본 발명의 천연형 OCIF에 특이적으로 결합하는 단백질은
토끼 항 OBM 폴리크로날 항체로 처리함에 의해 125I표지한 OCIF와의 결합은 전혀 일어나지 않았다. 한편, 항체처리하지
않은 양 단백질에는, 125I표지 OCIF가 결합하는 것이 확인되었다. 또한, 이들 결합은 400배 농도의 비표지 OCIF(8㎍/㎖)
를 첨가함에 위해 현저히 저해되기 때문에 양 단백질의 OCIF로의 결합은 특이적결합임이 명백해졌다. 이상의 결과에서 토
끼 항 OBM 폴리크로날 항체는, 본 발명 cDNA에 의해 발현되는 단백질인 OBM 및 본 발명의 천연형 OCIF결합단백질을
함께 인식하고, 양 단백질과 OCIF의 특이적결합을 저해하는 것이 명백해졌다.

  [실시예 19]

  사람 OBM cDNA 크로닝

  (1) 마우스 OBM 프라이머의 조제

  사람 OBM cDNA의 스크리닝에는, 상기 실시예의 방법에 따라 조제한 마우스 OBM 프라이머, OBM#3 및 OBM#8을 사
용했다. 각각의 서열을 서열번호 9 및 6에 나타낸다.

  (2) PCR에 의한 사람 OBM cDNA단편의 취득
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  사람 임파절유래 cDNA 라이브러리로서 사람 임파절 마라톤 레디(Human Lymph Node Marathon ready) cDNA(크론
텍크社)를 주형으로하여 상기 (1)에서 조제한 마우스 OBM cDNA 프라이머를 이용하여 PCR을 행하여 사람 OBM cDNA
단편을 취득했다.

  아래에 이용한 PCR의 조건을 나타낸다.

  10×EX Taq 버퍼(寶酒造社) 2㎕

  2.5mM dNTP 1.6㎕

  cDNA용액 1㎕

  EX Taq(寶酒造社) 0.2㎕

  증류수 14.8㎕

  40μM 프라이머 OBM#3 0.2㎕

  40μM 프라이머 OBM#8 0.2㎕

  상기 용액을 마이크로퓨지튜브중에서 혼합 후, 아래의 조건으로 PCR을 행했다. 95℃에서 2분간 처리하고, 95℃ 30초,
57℃ 30초 및 72℃ 2분 30초간의 3단계의 반응을 40회 반복한 후, 72℃에서 5분간 보온했다. 반응액의 일부를 아가로스
전기영동에 제공했던 바 상기 마우스 OBM cDNA프라이머에서 증폭되는 약 690bp의 DNA단편이 검출되었다.

  (3) PCR에 의해 증폭된 사람 OBM cDNA단편의 정제와 염기서열의 결정

  실시예 19-(2)에서 얻은 사람 OBM cDNA단편을 아가로스 전기영동에 의해 분리하고, 게다가 QIAEX 겔 엑스트렉션 키
트(키아겐社)를 이용하여 정제했다. 이 정제된 사람 OBM cDNA단편을 주형으로 하여 다시 상기 마우스 OBM CDNA프라
이머를 이용하여 PCR을 행하고, 이 사람 OBM cDNA단편을 대량으로 조제하고, 동일하게QIAEX 겔 엑스트렉션 키트에
의해 정제했다. 정제된 사람 OBM cDNA단편의 염기서열을 OBM#3 및 OBM#8(서열표 9 및 6)을 프라이머로 하여 타크
다이 데옥시터미네이터 사이클시퀀씽 FS 키트(Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS kit; 파킹엘머社)를
이용하여 결정했다. 이 사람 OBM cDNA단편의 염기서열은 마우스 OBM cDNA에 상당하는 영역과 비교했던 결과, 80.7%
의 상동성을 나타냈다.

  (4) 약 690bp의 사람 OBM cDNA단편을 탐침자로한 하이브리다이제이션법에 의해 전장 사람 OBM cDNA의 스크리닝

  실시예 19-(3)에서 정제된 약 690bp의 사람 OBM cDNA단편을 메가플라임 DNA 라벨링 키트(어머샴社)를 이용하여
[α32P] dCTP로 표지하고, 전장의 사람 OBM cDNA를 스크리닝했다. 스크리닝의 대상으로서는 사람 임파절 5'-스트레치
플러스(Human Lymph Node 5'-STRETCH PLUS) cDNA 라이브러리(크론텍크社, USA)를 사용했다. 동사의 프로토콜
에 따라 조환파지를 37℃에서 15분간 대장균C600Hf1에 감염시킨 후, 그 대장균을 45℃로 가온한 LB한천배지(1% 트립
톤, 0.5% 이스트엑스, 1% NaCl, 0.7%한천)에 첨가하고, 1.5% 한천을 함유하는 LB한천배지 플레이트 위에 흘려 넣었다.
37℃에서 하룻밤 배양 후, 플러그가 생긴 플레이트 위에 하이본드N(어머샴社) 약 3분간 밀착시켰다. 이 필터를 통상법에
따라 알칼리 변성처리한 후, 중화하고, 2×SSC용액에 침적한 후, UV 크로스린커(스트라타진社)에 의해 DNA를 필터에 고
정했다. 얻은 필터를 Rapid-hyb버퍼(어머샴社)에 침적하고, 65℃에서 15분간 전처리한 후, 열변성한 상기 사람 OBM
cDNA단편(약 690bp, 5×105cpm/㎖)을 첨가한 상기 버퍼에 옮기고, 65℃에서 하룻밤 하이브리다이제이션시켰다. 반응
후, 필터를 각각 0.1% SDS를 함유하는 2×SSC, 1×SSC 및 0.1×SSC로 순차로 1회씩 65℃로 15분간 세정했다. 얻은 몇
개인가의 양성 크론(clone)을 다시 2회 스크리닝을 반복함에 의해 순화했다. 이들 중에서 약 2.2kb의 인서트를 갖는 크론
을 선택하고, 이하의 실험에 이용했다. 이 순화한 파지를 λ hOBM이라 명명했다. 순화한 λ hOBM에서 QIAGEN 람다
(Lambda) 키트(키아겐社)의 프로토콜에 따라 약 10㎍의 DNA를 얻었다. 이 DNA를 제한효소 SAlI로 소화한 후, 아가로스
전기영동에 의해 약 2.2kb의 hOBM 인서트 cDNA를 분리했다. QIAEX 겔 엑스트렉션 키트(키아겐社)를 이용하여 정제한
이 DNA단편을 미리 제한효소 SAlI로 절단하고, 탈인산화해둔 프라스미드 pUC19(MBI社)에 DNA 라이게이션 키트 ver.
2(寶酒造社)를 이용하여 삽입했다. 얻은 DNA단편을 함유하는 pUC19로 대장균 DH 5α(기브코BRL社)를 형질전환시켰다.
얻은 형질전환주는 pUC19hOBM이라 명명하고, 이를 증식시켜 약 2.2kb의 사람 OBM cDNA가 삽입된 프라스미드를 통
상법에 의해 정제했다.

  (5) 사람 OBM의 모든 아미노산서열을 코드하는 cDNA의 염기서열의 결정

  실시예 19-(4)로 얻은 사람 OBM cDNA의 염기서열을 타크 다이 데옥시터미네이터 사이클시퀀씽 FS키드(파킨엘머社)
를 이용하여 결정했다. 즉, pUC19hOBM을 주형으로 하고, 삽입단편의 염기서열을 결정했다. 프라이머로서 pU19의 삽입
단편 DNA의 염기서열을 결정하기 위해 프라이머, M13프라이머M3 및 M13 프라이머 RV(모두 寶酒造社) 및 사람 OBM
cDNA단편(약 690bp)의 염기서열에 기하여 설계한 합성 프라이머 사람 OBM#8을 이용했다. 이용한 프라이머, M13프라
이머M3 및 M13 프라이머 RV의 서열을 각각 서열번호 4 및 5로 나타냈다. 이에 의해 결정된 사람 OBM cDNA의 염기서
열에서 추정되는 사람 OBM의 아미노산서열을 서열번호 11 또 사람 OBM cDNA의 염기서열을 서열번호 12로 각각 나타
냈다.
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  얻은 사람 OBM cDNA를 함유하는 프라스미드, pUC19hOB으로 형질전환한 대장균은 일본통상산업성 공업기술원 생명
공학공업기술연구소에 수탁번호 FERM BP-6058로서 평성 9년 8월 13일에 기탁되어있다.

  [실시예 20]

  OCIF의 125 I표지 및 ELISA에 의한 125 I표지 OCIF의 정량

  OCIF는 요오드젠(Iodogen)법에 의해 125I표지 했다. 2.5㎎/㎖ 요오드젠-크로로포름용액 20㎕를 1.5㎖ 에펜도르프튜브
에 옮기고, 40℃에서 크로로포름을 증발시켜 요오드겐코드한 튜브를 조제했다. 이 튜브를 0.5M 인산나트륨완충액(Na-
Pi, pH 7.0) 400㎕로 3회 세정한 후, 5㎕의 0.5M Na-Pi, pH 7.0을 가했다. 이 튜브에 Na-125I용액(어머샴社, NEZ-
033H) 1.3㎕(18.5MBq)를 가한 후, 즉시 1㎎/㎖ OCIF용액(모노머형 혹은 다이머형) 10㎕를 가해 볼텍스믹서로 교반한
후, 실온에서 30초간 방치했다. 이 용액을 미리 10㎎/㎖ 요오드화 칼륨 함유하는 0.5M Na-Pi(pH 7.0)용액 80㎕와 5% 소
혈청알부민을 함유하는 인산완충 생리식염수(BSA-PBS) 5㎕를 첨가해둔 튜브에 옮겨 교반했다. 이 용액을 BSA-PBS로
평형화한 스핀컬럼(1㎖, G-25 Sephadex fine, 팔마시아社)에 부하하고, 2,000rpm으로 5분간 원심분리했다. 컬럼에서
용출된 분획분에 BSA-PBS를 400㎕ 가해 교반한 후, 2㎕를 취하고, 그 방사능을 감마카운터로 측정했다. 이렇게 하여 조
제한 125I표지 OCIF용액의 방사화학순도는 10% 트리크로로초산(TCA)에 의해 침전하는 분획분의 방사능을 측정함에 의
해 구했다.

  125I표지 OCIF의 OCIF생물활성은 WO96/26217호 기재의 방법에 따라 측정했다. 또한, 125I표지 OCIF 농도는 아래와
같이 ELISA에 의해 측정했다. 즉, WO96/26217호 공보 기재의 토끼 항 OCIF 폴리크로날 항체를 2㎍/㎖로 되도록 용해한
50mM NaHCO3, pH 9.6을 100㎕씩 96웰 이뮤노플레이트(Nunc社, MaxiSorpTM)의 각 웰에 가하여 4℃ 하룻밤 방치했

다. 이 용액을 버린 후, 블록에이스(雪印乳業社)와 인산염완충 생리식염수와의 혼합수용액(혼합비 25:75)(B-PBS)을 200
㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 2시간 방치했다. 이 액을 버린 후, 각 웰을 0.01% 폴리솔베이트 80을 함유한 인산염완충 생리
식염수(P-PBS)로 3회 세정하고, 이어서 125I표지 OCIF샘플 혹은 OCIF표준품을 첨가한 B-PBS를 100㎕씩 각 웰에 가해
실온에서 2시간 방치했다. 이 액을 버린 후, P-PBS 200㎕씩 각 웰을 6회 세정했다. 퍼옥시다아제 표지한 토끼 항 OCIF 폴
리크로날 항체를 B-PBS로 희석한 용액을 100㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 2시간 방치했다. 이 용액을 버린 후, P-PBS
200㎕로 각 웰을 6회 세정했다. TMB 용액(TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가해
실온에서 2∼3분간 방치한 후, 정지액(Stopping Reagent, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 각 웰의 450㎚에서 흡광
도를 마이크로플레이트리더로 측정했다. OCIF표준품을 이용하여 작성한 검량선에서 125I표지 OCIF의 농도를 구했다.

  [실시예 21]

  본 발명 cDNA에 코드되는 단백질의 발현

  (1) 동물세포용 hOBM 발현벡터의 구축

  pUChOBM을 제한효소 SalI로 절단하고, 약 2.2kb의 DNA단편을 1% 아가로스 전기영동에 의해 정제하고, DNA 블런팅
키트(寶酒造社)에 의해 말단을 평활화했다(평활화 hOBM cDNA단편). 발현 프라스미드 pcDL-SR α296{Molecular and
Cellar Biology, Vol 8, pp466∼472(1998)}을 제한효소 EcoRI로 절단하고, 블런팅 키트에 의해 말단을 평활화한 것과,
평활화한 hOBM cDNA단편과를 라이게이션 키트 ver. 2에 의해 결합시켰다. 라이게이션 반응액을 이용하여 대장균 DHα
를 형질전환했다. 얻은 암피실린내성 형질전환주에서 제한효소 절단에 의해 얻어진 DNA단편 지도의 해석 및 DNA서열의
결정에 의해 SRα프로모터(promotor)에 의해 전사방향에 대하여 hOBM cDNA의 전사방향이 순향으로 삽입되어 있는 프
라스미드, phOBM을 갖는 균주를 뽑아내고, DH5 α/phOBM이라 명명했다.

  (2) COS-7세포에서의 사람 OBM의 발현

  대장균 DH5 α/phOBM을 배양하고, 키아필터 프라스미드 미디키트(키아겐社)를 이용하여 프라스미드 phOBM을 정제했
다. phOBM을 6웰 플레이트의 각 웰중에서 COS-7세포에 리포펙토아민을 이용하여 트렌스펙션하고, 10% 소 태아혈청을
함유하는 DMEM중에서 2일간 배양했다. 5% 투석 소 태아혈청을 첨가한 시스테인·메티오닌 불포함 DMEM(大日本製藥
社)에 배지교환하여(88㎕/웰) 15분간 배양한 후, 고속 단백질 레벨링 믹스(Express Protein Labeling Mix; NEN社,
10mCi/㎖)를 14㎕ 첨가했다. 4시간 배양 후, 10% 소 태아혈청을 함유하는 DMEM을 200㎕ 가해 1시간 배양했다. 세포를
PBS로 2회 세정 후, 1% 트리톤 X-100, 1% 소 헤모글로빈, 10㎍/㎖ 류펩틴(leupeptin), 0.2TIU/㎖ 아프로티닌
(aprotinin) 및 1mM PMSF를 함유하는 TSA버퍼(0.14M NaCl, 0.025% NaN3를 함유하는 10mM 트리스-염산, pH 8.0)

를 0.5㎖ 가해 얼음 위에서 1시간 정치했다. 피펫팅에 의해 세포를 파쇄한 후, 4℃, 3,000×g, 10분간 원심분리하여 상청
을 얻었다. 이 상청 100㎕에 200㎕의 희석버퍼(0.1% 트리톤 X-100, 0.1% 소 헤모글로빈, 10㎍/㎖ 로이펩틴, 0.2TIU/㎖
아프로티닌 및 1mM PMSF를 함유하는 TSA버퍼)를 가하고, 단백질 A 세파로즈(50㎕)와 함께 4℃에서 1시간 진탕시킨
후, 4℃, 1,500×g로 1분간 원심분리하여 상청을 회수함에 의해 : 단백질 A 세파로즈에 비특이적으로 흡착하는 단백질을
제거했다. 이 상청에 OCIF(1㎍)를 가해 4℃에서 1시간 진탕시키면서 사람 OBM과 OCIF를 결합시킨 후, 토끼 항 OCIF 폴
리크로날 항체(50㎍)를 가하여 4℃에서 1시간 진탕했다. 이 용액에 단백질 A 세파로즈(10㎕)를 가하고, 게다가 4℃에서 1
시간 진탕했다. 4℃, 1,500×g로 1분간 원심분리하여 침전분획분을 회수했다. 4℃, 1,500×g로 1분간 원심분리하여 얻어
진 침전을 희석버퍼로 2회, 소 헤모글로빈을 포함하지 않는 희석버퍼로 2회, TSA버퍼로 1회, 50mM 트리스-염산(pH
6.5)로 1회, 각각 세정 후, 침전에 10% β멜캅토에탄올을 함유하는 SDS버퍼(0.125M 트리스-염산, 4% 도데실황산나트
륨, 20% 글리세롤, 0.002% 브로모페놀 블루, pH 6.8)를 가해 100℃에서 5분간 가열 후, SDS- PAGE(12.5% 폴리아크릴
아미드겔, 第一化學社)에 걸었다. 통상법에 의해 겔을 고정·건조시켜 엠플리파이(Amplify; 어머샴社)에 의해 아이소토프
(isotope)의 시그널을 증강시킨 후, 바이오멕스 MR필름(코닥社)을 이용하여 -80℃에서 감광시켰다. 결과를 도 18로 나타
낸다. 이 결과, 본 발명의 cDNA에 코드되는 단백질의 분자량은 약 40,000인 것이 밝혀졌다.
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  [실시예 22]

  본 발명 cDNA에 코드되는 단백질과 OCIF와의 결합

  실시예 21-(2)와 동일하게 정제된 phOBM을 24웰 플레이트의 각 웰중에서 COS-7세포에 리포펙트아민을 이용하여 트
렌스펙트하고, 이 세포를 2∼3일간 배양한 후, 무혈청 DMEM으로 세정하고, 이에 125I표지한 OCIF 20ng/㎖를 가한 결합
시험배지(0.2% 소 혈청 알부민, 20mM Hepes완충액, 0.1㎎/㎖ 헤파린, 0.2% NaN3를 가한 무혈청 DMEM) 200㎕를 가했

다. 또 다른 웰에는 125I표지한 OCIF 20ng/㎖에 가하여 게다가 8㎍/㎖의 비표지 OCIF를 첨가한 결합시험배지를 200㎕가
하여 실험을 행했다. CO2 인큐베이터중(5% CO2), 37℃에서 1시간 배양한 후, 세포를 0.1㎎/㎖의 헤파린을 포함하는 인산

염완충 생리식염수 500㎕로 2회 세정했다. 세정 후, 0.1N NaOH용액 500㎕를 각 웰에 가해 실온에서 10분간 방치함에 의
해 세포를 용해시켜 웰중의 125I의 양을 감마카운터로 측정했다. 이 결과, 도 19에 도시한 바와같이, phOBM을 트렌스펙트
한 세포에만 125I표지한 OCIF가 결합하는 것이 확인되었다. 또한, 그 결합은 400배 농도의 비표지 OCIF(8㎍/㎖)를 첨가함
에 의해 현저히 저해됨이 확인되었다. 이상의 결과에서 phOBM위의 cDNA에 코드되는 단백질 사람 OBM은 COS-7세포
표면에서 OCIF에 특이적으로 결합함이 밝혀졌다.

  [실시예 23]

  125 I표지한 OCIF와 본 발명 cDNA에 코드되는 단백질과의 크로스린킹 시험

  본 발명 cDNA에 코드되는 단백질의 성질을 보다 상세히 해석하기 위해 125I표지한 모노머형 OCIF와 본 발명 cDNA에
코드되는 단백질과의 크로스린킹을 행했다. 즉, 실시예 21-(1) 및 (2)에 기재한 방법에 따라 각각 발현벡터를 phOBM을
구축하고, COS-7세포에 트렌스펙트한 후, 상기 125I표지한 OCIF(25ng/㎖)를 가한 결합시험용 배지를 200㎕씩 각 웰에
첨가했다. 또한, 다른 웰에는 125I표지한 OCIF에 가해 400배 농도의 비표지 OCIF를 다시 첨가한 결합시험용 배지를 가했
다. CO2 인큐베이터중(5% CO2), 37℃에서 1시간 배양한 후, 세포를 0.1㎎/㎖의 헤파린을 포함하는 인산염완충 생리식염

수 500㎕로 2회 세정했다. 이 세포에 100㎍/㎖의 크로스린킹제, DSS(Disuccinimidyl suberate, Pierce社)를 용해시킨 인
산염완충 생리식염수 500㎕를 가해 0℃에서 10분간 반응시켰다. 이들 웰의 세포를 0℃로 냉각한 인산염완충 생리식염수
1㎖로 2회 세정한 후, 이 세포에 1% 트리톤 X-100(和光純藥社), 2mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride, 시그마
社), 10μM 펩스타틴(和光純藥社), 10μM 로이펩틴(和光純藥社), 10μM 안티페인(antipain; 和光純藥社) 및 2mM
EDTA(和光純藥社)를 함유하는 20mM Hepes완충액 100㎕를 가해 실온에서 30분간 방치하여 세포를 용해시켰다. 이들
샘플 15㎕를 통상법에 의한 환원조건하에서 SDS화한 후, SDS-전기영동용겔(4∼20% 폴리아크릴아미드 글라디엔트, 第
一化學社)을 이용하여 영동했다. 영동 후, 겔을 건조시켜 바이오멕스 MS필름(코닥社)과 바이오멕스 MS 증감 스크린(코닥
社)을 이용하여 -80℃에서 24시간 감광시켰다. 감광시킨 필름을 통상법에 의해 현상했다. 이 결과, 125I표지 모노머형
OCIF와 본 발명 cDNA에 의해 코드되는 단백질을 크로스린크시킴에 의해 도 20에 도시한 바와같이 분자량 약
90,000∼110,000의 단백질밴드가 검출되었다.

  [실시예 24]

  분비형 사람 OBM의 발현

  (1) 분비형 사람 OBM 발현 프라스미드의 구축

  사람 OBM SF(서열번호 13)와 마우스 OBM #8(서열번호 6)을 프라이머, pUC19hOBM을 주형으로 하여 PCR 반응을 행
했다. 이 생성물을 아가로스겔 전기영동으로 정제한 후, 제한효소 SPⅡ, HindⅢ으로 절단하고, 게다가 아가로스겔 전기영
동으로 정제하여 0.27kb의 단편을 얻었다. 사람 OBM cDNA를 제한효소 DraI로 부분소화하고, 1개소 절단한 단편을 아가
로스 전기영동으로 정제하고, 그 정제 단편을 다시 제한효소 HindIII로 절단했다. 0.53kb의 DraI/HindIII단편을 아가로스
전기영동으로 정제하고, 이 정제 단편과 상기 PCR 생성물의 SplI, HindIII단편(0.27kb)을 pSec Tag A(인비드로겐社)의
SPlI/EcoRV단편(5.2kb)와 함께 라이게이션 키트 ver. 2(寶酒造社)를 이용하여 라이게이션을 하고, 그 반응생성물을 이용
하여 대장균 DH5 α를 형질전환했다. 얻은 암피실린 내성주에서 알카리 SDS법에 의해 플라미드를 정제하고, 제한효소로
절단함에 의해 pSec Tag A에 0.27kb와 0.53kb의 단편이 삽입된 프라스미드를 뽑아내었다. 게다가, 이 프라스미드를 타
크 다이 데옥시터미네이터 사이클시퀀씽 FS 키트(퍼킨엘머社)를 이용하여 시퀀스를 하고, 이 프라스미드가 분비형 사람
OBM을 코드하는 서열을 갖고 있는 것을 확인하였다. 이 프라스미드를 제한효소 NheI, XhoI로 절단한 후, 분비형 사람
OBM cDNA에 상당하는 단편(0.8kb)을 아가로스겔 전기영동으로 회수했다. 이 단편을 라이게이션 키트를 이용하여 발현
벡터 pCEP4(인히드로겐社)의 NheI/XhoI단편(10.4kb)에 삽입하고, 그 반응생성물을 이용하여 대장균 DH5α를 형질전환
했다. 얻은 암피실린 내성주에서 알카리SDS법에 의해 프라스미드를 정제하고, 제한효소로 절단함에 의해 목적하는 구조
를 가진 분비형 사람 OBM 발현 프라스미드(pCEP shOBM)를 갖는 대장균주를 선택했다. pCEP shOBM을 갖는 대장균주
를 배양하고, 키아필터 프라스미드 미디키트(키아겐社)를 이용하여 pCEP shOBM을 정제했다.

  (2) 분비형 OBM의 발현

  293-EBNA세포를 10% FCS를 함유하는 IMDM(IMDM-10% FCS)에 현탁하고, 콜라겐 코드한 24웰 플레이트(住友베이
클라이트社)에 2×105세포/2㎖/웰로 되도록 파종하고, 하룻밤 배양했다. 이 세포에 1㎍의 pCEP shOBM 및 pCEP4의 각
각을 리포펙트아민(기브코社) 4㎕를 이용하여 형질도입하고, 0.5㎖의 무혈청 IMDM 또는 IMDM-10% FCS중에서 다시 2
일간 배양하고, 그 배양상청을 회수했다. 분비형 사람 OBM의 배양상청중에서의 발현은 아래와 같이 하여 확인했다. 즉,
배양상청에 최종농도가 0.1M로 되도록 탄산수소나트륨을 가하여 4℃에서 하룻밤 방치하고, 배양상청중에 사람 OBM을
96웰 플레이트에 고상화했다. 이 플레이트를 PBS로 4배 희석한 블록에이스(雪印乳業社)용액(B-PBS)으로 실온에 2시간

등록특허 10-0496063

- 27 -



방치하여 블록킹한 후, B-PBS로 희석한 3∼100ng/㎖의 OCIF를 가하여 37℃로 2시간 방치했다. 0.05% 폴리솔베이트 20
을 함유하는 PBS(P-PBS)로 플레이트를 세정한 후, B-PCS로 희석한 WO96/26217호 기재의 퍼옥시다아제 표지 항
OCIF항체를 각 웰에 100㎕씩 첨가하고, 37℃에서 2시간 방치했다. P-PBS로 각 웰을 6회 세정한 후, TMB 용액(TMB
Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 약 10분간 방치한 후, 정지액
(Stoppong Reagent, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 각 웰의 450㎚에서 흡광도를 마이크로플레이트리더로 측정
했다. 결과를 도 21에 나타낸다. pCEP shOBM을 형질도입한 세포의 배양상청을 고상화한 플레이트에서는, 첨가한 OCIF
의 농도에 의존하여 450㎚의 흡광도가 증가했다. 한편, 벡터만의 pCEP4를 형질도입한 세포의 배양상청을 고상화한 경우
에는, 그 흡광도의 증가는 볼 수 없었다. 또한, 고상화에 이용하는 배양상청 양의 비율은 5∼90%의 범위에서 여러 가지 변
화시켜 일정농도의 OCIF(50ng/㎖)를 첨가한 때의 결과를 도 22에 나타낸다. pCEP shOBM을 형질도입한 세포의 배양상
청을 고상화한 플레이트에서는 첨가한 배양상청 양의 증가에 따라 450㎚에서 흡광도가 증가했지만, 벡터 pCEP4를 형질
도입한 세포의 배양상청을 고상화한 플레이트에서는 흡광도의 증가는 볼 수 없었다. 이들 결과에 의해 분비형 사람 OBM
이 pCEP shOBM을 형질도입한 세포의 배양상청중에 발현하고 있는 것이 확인되었다.

  [실시예 25]

  티오레독신-사람 OBM융합단백질(Trx-hOBM)의 발현

  (1) 티오레독신-사람 OBM융합단백질(Trx-hOBM) 발현벡터의 구축

  10㎕의 10×ExTaq버퍼(寶酒造社), 8㎕의 10mM dNTP(寶酒造社), 77.5㎕의 멸균증류수, 2㎕의 pUC19hOBM 수용액
(10ng/㎕), 1㎕의 프라이머 마우스 OBM #3(서열번호 9)(100pmol/㎕), 1㎕의 프라이머 hOBM SalR2(서열번호
14)((100pmol/㎕), 0.5㎕의 ExTaq(5u/㎕)(寶酒造社)를 혼합하여 마이크로원심관중에서 PCR반응을 행했다. 95℃ 5분,
50℃ 1초, 55℃ 1분, 74℃ 1초, 72℃ 5분의 반응 후, 96℃ 1분, 50℃ 1초, 55℃ 1분, 74℃ 1초, 72℃ 3분의 반응을 25사이
클 행했다. 반응액전량에서 약 750bp의 DNA단편을 정제했다. 정제한 DNA단편(전량)을 제한효소 SalI(寶酒造社) 및
BspHI(뉴잉글랜드 바이라브스社)로 절단한 후, 1% 아가로스 전기영동을 행하고, 약 320bp의 DNA단편(단편 1)을 정제하
여 20㎕의 멸균증류수에 용해했다. 동일하게, 실시예 19-(3) 기재의 pUC19hOBM 4㎍을 제한효소 BamHI, BspHI(寶酒造
社)로 절단하여 얻은 약 450bp의 DNA단편(단편 2), 및 2㎍의 pTrxFus(인히드로겐社)를 제한효소 BamHI, SaII(寶酒造
社)로 절단하여 얻은 약 3.6kb의 DNA단편(단편 3)을 각각 정제하고, 각각을 20㎕의 멸균증류수에 용해했다. DNA단편의
정제에는 QIAEX II 겔 익스트렉션 키트(gel extraction kit)를 이용했다. 단편 1, 단편 2, 및 단편 3을 DNA 라이게이션 키
트(ligation kit) ver. 2(寶酒造社)를 이용하여 16℃에서 2시간 30분 보온함에 의해 결합되었다. 라이게이션 반응액을 이용
하여 대장균GI724주(인히드로겐社)를 티오퓨전 고속시스템(ThioFusion Expression System ; 인히드로겐社) 첨부의 시
방서에 기재한 방법으로 형질전환했다. 얻은 암피실린내성 형질전환주 중에서 제한효소 절단에 의해 얻는 DNA단편지도
의 해석 및 DNA서열의 결정에 의해 hOBM cDNA단편이 티오레독신 유전자에 같은 읽음틀로 결합하고 있는 프라스미드
를 갖는 균주를 선택했다. 얻은 균주는 GI724/pTrxhOBM이라 명명했다.

  (2) 대장균에서의 Trx-hOBM의 발현

  GI724/pTrxhOBM주 및 pTrxFus를 갖는 GI724주(GI724/pTrxFus)를 각각 2㎖의 RMG-Amp배지(0.6% Na2HPO4,

0.3% KH2PO4, 0.05% NaCl, 0.1% NH4Cl, 2% 카자미노산, 1% 글리세롤, 1mM MgCl2, 100㎍/㎖ 암피실린, pH 7.4)중

에서 37℃에서 6시간 진탕배양했다. 균액 0.5㎖를 50㎖의 도입배지(0.6% Na2HPO4, 0.3% KH2PO4 , 0.05% NaCl, 0.1%

NH4Cl, 0.2% 카자미노산, 0.5% 글루코오스, 1mM MgCl2, 100㎍/㎖ 암피실린, pH 7.4)에 첨가하고, 30℃에서 진탕배양

했다. OD600㎚에서 값이 약 0.5로된 시점에서 최종농도가 0.1㎎/㎖로 되도록 L-트립토판을 첨가하고, 이어서 30℃에서 6

시간 진탕배양했다. 균액을 3,000×g로 원심분리하여 균체를 모으고, 12.5㎖의 PBS로 현탁했다. 현탁액을 초음파발생장
치(Ultrasonics社)에 걸어 균체를 파쇄하고, 7,000×g 로 30분간 원심분리하여 상청을 모아서 가용성 단백질분획분으로
했다. 이들 분획분 용액 10㎕씩을 환원조건하에서 SDS-PAGE(10% 폴리아크릴아미드)에 제공했다. 이 결과, 도 23에 도
시한 바와같이, GI724/pTrxOBM의 가용성 단백질 분획분에는 GI724/pTrxFus의 가용성 단백질 분획분에는 볼 수 없는
분자량 약 40,000의 단백질 밴드가 검출되었다. 이상의 결과에서, 티오레독신과 사람 OBM의 융합단백질(Trx-hOBM)이
대장균중에서 발견되고 있음이 확인되었다.

  (3) Trx-hOBM의 OCIF와의 결합능

  발현시킨 Trx-hOBM이 OCIF와 결합하는 것을 아래의 실험으로 확인했다. 즉, 96웰 이뮤노 플레이트(Nunc社)의 각 웰
에 10mM 탄산수소나트륨 수용액으로 5000배로 희석한 항 티오레독신 항체(인히드로겐社)를 100㎕씩 첨가하여 4℃로
하룻밤 방치했다. 각 웰중의 액을 버린 후, 블록에이스(雪印乳業社)를 PBS로 2배 희석한 용액(BA-PBS)을 각 웰에 200㎕
씩 첨가하여 실온에서 1시간 방치했다. 액을 버린 후, 각 웰을 P-PBS로 3회 세정했다. 각 웰에 BA-PBS로 단계 희석한 상
기 GI724/pTrxhOBM 유래 및 GI724/pTrxFus 유래 가용성 단백질 분획분 용액을 100㎕씩 첨가하여 실온에서 2시간 방
치했다. P-PBS로 각 웰을 3회 세정한 후, BA-PBS로 희석한 OCIF(100ng/㎖)를 각 웰에 100㎕씩 첨가하여 실온에 2시간
방치했다. P-PBS로 각 웰을 3회 세정한 후, BA-PBS로 2000배로 희석한 WO96/26217호 기재의 퍼옥시다아제 표지한
항 OCIF항체를 각 웰에 100㎕씩 첨가하고, 실온에서 2시간 방치했다. P-PBS로 각 웰을 6회 세정한 후, TMB용액을 100
㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 약 10분간 방치한 후, 정지액(Stopping Reagent)을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 각 웰의 450㎚
에서 흡광도를 마이크로플레이트리더로 측정했다. 결과를 도 24에 나타낸다. GI724/pTrxFus유래 가용성 단백질 분획분
용액을 첨가한 것, 첨가하지 않은 것 간에 흡광도에는 차이는 볼 수 없었지만, GI724/pTrxhOBM유래 가용성 단백질 분획
분 용액을 첨가한 것에서는 그 첨가농도가 증가함에 따라 흡광도가 상승했다. 또한, 첨가하는 가용성 단백질 분획분 용액
의 희석비율을 일정(1% 농도)으로 하고, BA-PBS로 계단희석한 OCIF(0∼100ng/㎖)를 첨가한 경우의 실험결과를 도 25
에 나타낸다. GI724/pTrxFus유래 가용성 단백질 분획분용액을 이용한 것에서는 OCIF의 농도에 관계없이 흡광도는 낮은
값이었지만, GI724/pTrxhOBM유래 가용성 단백질 분획분용액을 첨가한 것에서는 OCIF 농도가 증가함에 따라 흡광도가
증가했다. 이들 결과에서, GI724/pTrxhOBM으로 생산되는 Trx-hOBM에는, OCIF로 결합하는 능력이 있는 것이 확인되
었다.
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  (4) Trx-hOBM을 생산하는 대장균의 대량배양

  GI724/pTrxhOBM을 RMG-Amp 한천배지(0.6% Na2HPO4, 0.3% KH2PO4, 0.05% NaCl, 0.1% NH4Cl, 2% 카자미노

산, 1.5% 한천, pH 7.4)에 백금이로 도말하고, 30℃에서 하룻밤 배양했다. 균체를 10㎖의 도입배지에 현탁하고, 5㎖씩을
500㎖의 도입배지에 넣은 2ℓ용 삼각플라스크 계2대에 첨가하고, 30℃에서 진탕배양했다. OD600㎚에서의 흡광도가 약 0.5

로된 시점에서 최종농도가 0.1㎎/㎖로 되도록 L-트립토판을 첨가하고, 이어서 30℃에서 6시간 진탕배양했다. 균액을
3,000×g로 20분간 원심분리하여 균체를 모으고, 균체를 160㎖의 PBS에 현탁했다. 현탁액을 초음파발생장치
(Ultrasonics社)에 걸어 균체를 파쇄하고, 7,000×g으로 30분간 원심분리하여 상청을 모아 가용성 단백질 분획분으로 했
다.

  (5) OCIF고정화 어피니티컬럼의 조제

  TSK겔 AF-토레실토요팔 650(토우소우社) 2g과, WO96/26217호 공보에 기재한 방법으로 제조한 유전자조환형 OCIF
35.0㎎을 함유하는 1.0M 인산칼륨완충액(pH 7.5) 40㎖를 혼합하고, 4℃에서 하룻밤 완만히 진탕함에 의해 커플링반응을
행했다. 과잉한 활성기를 불활성화하기 위해 원심분리에 의해 상청을 제거한 후, 40㎖의 0.1M 트리스-염산완충액(pH
7.5)을 침전한 담체에 가해 실온에서 1시간 조용하게 진탕했다. 0.01% 폴리솔베이트 80과 0.2M NaCl를 함유하는 0.1M
글리신-염산완충액(pH 3.3) 및 0.01% 폴리솔베이트 80과 0.2M NaCl를 함유하는 0.1M 구연산나트륨완충액(pH 2.0)을
통액하여 컬럼을 세정한 후, 0.01% 폴리솔베이트 80을 함유하는 10mM 인산나트륨완충액(pH 7.4)로 2회 세정하여 컬럼
을 평형화했다.

  (6) OCIF고정화 어피니티컬럼에 의한 Trx-hOBM의 정제

  Trx-hOBM의 정제는 특히 단정하지 않는한 4℃에서 행했다. 상기 OCIF고정화 어피니티 담체(10㎖)와 상기 실시예 25-
(4) 기재의 가용성 단백질 분획분용액(120㎖)을 혼합 후, 50㎖ 원심관(4 본)중에서 로터(rotor)를 이용하여 4℃에서 하룻
밤 조용하게 진탕했다. 이 혼합액중의 담체를 에코노컬럼(내경 1.5㎝, 길이 15㎝, 바이오랏드社)에 충진했다. 0.01% 폴리
솔베이트 80을 함유하는 PBS 300㎖, 0.01% 폴리솔베이트 80 및 2.0M NaCl를 함유하는 10mM 인산완충액(pH 7.0) 100
㎖, 0.01% 폴리솔베이트 80 및 0.2M NaCl를 함유하는 0.1M 글리신-염산완충액(pH 3.3) 100㎖를 순차통액하여 컬럼을
세정했다. 이어서, 0.01% 폴리솔베이트 80 및 0.2M NaCl를 함유하는 0.1M 구연산나트륨완충액(pH 2.0)을 통액하고, 컬
럼에 흡착한 단백질을 용출했다. 용출액은 5㎖씩 분취했다. 분취한 분획분에는 10% 용량의 2M 트리스용액(pH 8.0)을 가
하여 즉시 중화했다. 용출액 각 분획분중의 Trx-hOBM의 유무를 실시예 25-(3) 기재한 방법에 의해 조사했다. 또한,
Trx-hOBM을 함유하는 분획분을 모으고, 이어서 정제를 진행했다.

  (7) 겔여과에 의한 Trx-hOBM의 정제

  상기 실시예 25-(6) 기재의 Trx-hOBM 프렉션(fraction) 약 25㎖를 센트리플러스 10 및 센트리콘 10(아미콘社)을 이용
하여 약 0.5㎖로 원심농축했다. 이 농축 샘플을 미리 0.01% 폴리솔베이트 80을 함유하는 PBS에서 평형화한 수퍼로즈 12
HR 10/30컬럼(1.0×30㎝, 팔마시아社)에 부하했다. 이동상으로서 0.01% 폴리솔베이트 80을 함유하는 PBS를 이용하고,
유속 0.25㎖/min으로 컬럼을 전개했다. 컬럼에서의 용출액은 0.25㎖씩 분취했다. 분취한 분획분의 Trx-hOBM은 실시예
25-(3) 기재의 벙법 및 SDS-PAGE에 의해 검출했다. 순화된 Trx-hOBM을 함유하는 플렉션을 모으고, Trx-hOBM의 단
백질 농도를 측정했다. 단백질 농도는 소 혈청 알부민을 표준품으로 하여 이용하고, DC-단백질 어셈블리 키트(바이오랏드
社)로 측정했다.

  [실시예 26]

  hOBM의 파골세포형성 유도활성

  phOBM 및 pcDL-SR α296을 리포펙트아민(기브코社)을 이용하여 COS-7세포에 각각 트렌스펙트했다. 각각의 세포를
10% FCS를 함유하는 DMEM으로 1일간 배양 후 트립신 처리하고, 커버글라스(15㎜ 환형, 마쯔나미社)를 격설한 24웰 플
레이트에 1웰당 5×104개의 세포를 파종하고, 게다가 2일간 배양했다. 배양 플레이트를 PBS로 1회 세정한 후, 1% 파라포
름알데히드를 함유하는 PBS를 가하여 실온에서 8분간 인큐베이트하여 세포를 커버글라스 위에 고정화했다. 세포를 고정
화한 플레이트를 PBS로 6회 세정한 후, 10-8M 활성화 비타민 D3, 10-7M 덱사메사존, 10% 소 태아혈청을 함유하는 α-

MEM에서 1×106개/㎖로 되도록 현탁한 마우스 비장세포를 1웰당 700㎕씩 첨가했다. 각 웰 위에 밀리셀 PCF(미리포아
社)를 세트하고, 상기 배지에서 4×104개/㎖로 현탁한 ST2세포를 밀리셀 PCF중에 700㎕씩 첨가하고, 37℃에서 6일간 배
양했다. 배양종료 후, 밀리셀 PCF를 제거하고, 플레이트를 PBS로 1회 세정한 후, 아세톤-에탄올용액(50:50)으로 1분간
세포를 고정한 후, 류코사이트 에시드 포스파타아제 키트(시그마社)를 이용하여 파골세포 특이적마커인 주석산내성 산성
포스파타아제 활성(TRAP 활성)을 나타내는 세포만을 염색했다. 현미경관찰의 결과, 사람 OBM cDNA을 함유하지 않는
벡터만의 pcDL-SR α296을 트렌스펙트한 COS-7세포를 고정화한 웰중에는 TRAP활성을 나타내는 세포는 전혀 검출되
지 않았음에 대하여, phOBM을 트렌스펙트한 세포를 고정화한 웰중에는 65±18개(n=3, 평균값±표준편차)의 TRAP양성
세포가 관찰되었다. 또한, 이들 TRAP양성세포는 125I표지 연어칼시토닌(어머샴社)과 특이적결합을 나타낸 것으로부터 칼
시토닌 리셉터를 발현하고 있는 것이 확인되었다. 이들 결과에서, 본 발명 cDNA에 의해 코드되는 단백질인 사람 OBM은
파골세포형성을 유도하는 활성이 있는 것이 밝혀졌다.

  [실시예 27]

  Trx-hOBM 및 분비형 사람 OBM에 의한 파골세포형성 유도활성
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  마우스 비장세포를 10-8M 활성형 비타민 D3, 10-7M 덱사메사존, 10% 소 태아혈청을 함유하는 α-MEM에 2×106개/㎖

로 되도록 현탁하고, 24웰 플레이트에 1웰당 350㎕ 첨가했다. 정제한 Trx-hOBM을 상기 배지로 희석한 용액(40ng/㎖),
pCEP shOBM 또는 pCEP4를 형질도입한 293-EBNA세포를 IMDM-10% FBS로 배양한 배양상청을 상기 배지에서 10배
희석한 용액 또는 상기 배지만을 각각 350㎕ 첨가한 후, 밀리셀 PCF(미리포아社)를 각 웰에 세트하고, 상기 배지에서 현탁
한 4×104개/㎖의 ST2세포를 밀리셀 PCF에 600㎕ 첨가했다. 6일간 배양한 후, 밀리셀 PCF를 제거하고, 플레이트를 PBS
에서 1회 세정 후, 아세톤-에탄올 용액(50:50)으로 1분간 세포를 고정한 후, 류코사이트 에시드 포스파타아제 키트(시그
마社)를 이용하여 주석산 내성산성 포스파타아제활성(TRAP 활성)을 나타내는 세포만을 염색했다. 현미경 관찰의 결과,
Trx-hOBM을 첨가하지 않은 웰중에는 TRAP활성을 나타내는 세포는 전혀 검출되지 않았음에 대해, Trx-hOBM을 첨가
한 웰에는 115±19개(n=3, 평균값±표준편차)의 TRAP양성세포가 관찰되었다. 동일하게, pCEP4로 형질도입된 293-
EBNA의 배양상청을 첨가한 웰중에는 TRAP활성을 나타내는 세포는 전혀 검출되지 않았음에 대해, pCEP shOBM으로 형
질도입된 293-EBNA의 배양상청을 첨가한 웰에는 125±23개(n=3, 평균값±표준편차)의 TRAP양성세포가 관찰되었다.
또한, 이들 TRAP양성세포는 125I표지한 연어칼시토닌(어머샴社)과 특이적결합을 나타내는 것으로부터, 칼시토닌 리셉터
를 발현하고 있는 것이 확인되었다. 이들 결과에서, Trx-hOBM 및 분비형 OBM에는 파골세포형성을 유도하는 활성이 있
는 것이 밝혀지게 되었다.

  [실시예 28]

  폴리크로날 항체의 제작

  면역항원으로 이용하는 마우스 sOBM 또는 사람 sOBM은 상기 방법에 따라 얻었다. 즉 마우스 sOBM cDNA{마우스
OBM의 N말단에서 72번째 까지의 아미노산을 결손시킨 막결합부위를 갖지 않는 마우스 sOBM(서열번호 16)을 코드하는
cDNA, 서열번호 18} 또는 사람 OBM cDNA{사람 OBM의 N말단에서 71번째까지의 아미노산을 결손시킨 막결합부위를
갖지 않는 사람 sOBM (서열번호 17)을 코드하는 cDNA, 서열번호 19}를 이뮤노글로부린 κ-체인의 시그널펩티드를 코드
하는 염기서열을 함유하는 발현벡터 pSec Tag A(인비트로겐社)의 HindⅢ/EcoR Ⅴ단편(5.2kb)과, OBM cDNA의 EcoRI/
PmaCI단편(0.32kb)과 함께 라이게이션 키트 ver. 2(寶酒造社)를 이용하여 라이게이션을 행하고, 그 반응생성물을 이용하
여 대장균 DH5 α를 형질전환했다. 얻은 암피실린 내성주에서 알카리SDS법에 의해 플라미드를 정제하고, 제한효소로 절
단함에 의해 pSec Tag A에 0.6kb와 0.32kb의 단편이 삽입된 프라스미드를 뽑아내었다. 이 프라스미드를 다이 터미네이
터 사이클시퀀씽 FS 키트(파킹엘머社)를 이용하여 시퀀스를 확인한 결과, 이 프라스미드가 마우스 또는 사람 sOBM을 코
드하는 서열을 갖고 있는 것을 확인하였다. 이 프라스미드를 제한효소 NheI, XhoI로 절단한 후, 분비형 OBM cDNA에 상
당하는 단편(1.0kb)을 아가로스겔 전기영동으로 회수했다. 이 단편을 라이게이션 키트를 이용하여 발현벡터 pCEP4(인비
트로겐社)의 NheI/XhoI단편(10.4kb)에 삽입하고, 그 반응생성물을 이용하여 대장균 DH5α를 형질전환했다. 얻은 암피실
린 내성주에서 알카리SDS법에 의해 프라스미드를 정제하고, 제한효소로 절단하여 해석함에 의해 목적하는 구조를 갖는
분비형 OBM 발현 프라스미드(pCEP sOBM)를 갖는 대장균주를 뽑아냈다. pCEP sOBM을 갖는 대장균주를 배양하고, 키
아필터 프라스미드 미디키트(키아겐社)를 이용하여 pCEP sOBM을 정제했다. 다음에, 293-EBNA세포를 10% FCS를 함
유하는 IMDM (IMDM-10% FCS)에 현탁하고, 콜라겐 코드한 24웰 플레이트(住友베이클라이트社)에 2×105개/2㎖/웰로
되도록 파종하고, 하룻밤 배양했다. 이 세포에 1㎍의 pCEP sOBM 또는 pCEP4를 리포펙트아민(기브코社) 4㎕를 이용하
여 형질도입하고, 0.5㎖의 무혈청 IMDM 또는 IMDM-10% FCS중에서 다시 2일간 배양하고, 그 배양상청을 회수했다. 유
전자조환 마우스 가용성 OBM(msOBM) 혹은 사람 가용성 OBM(hsOBM)의 고생산세포주를 아래와 같이 스크리닝했다.
msOBM 혹은 hsOBM을 포함하는 것으로 보여지는 배양상청에 최종농도가 0.1M로 되도록 탄산수소나트륨을 첨가 후, 각
각의 배양상청을 100㎕씩 96웰 이뮤노플레이트(Nunc社)의 각 웰에 첨가하고, 4℃에서 하룻밤 방치하여 배양상청중의
msOBM 혹은 hsOBM을 각 웰에 고상화했다. 이 플레이트의 각 웰에 PBS로 4배 희석한 블록에이스(雪印乳業社)용액(B-
PBS)를 200㎕ 가해 실온에서 2시간 방치했다. 0.1% 폴리솔베이트 20을 함유하는 PBS(P-PBS)로 3회 세정 후, B-PBS
에서 단계적으로 희석한 유전자조환형 OCIF(rOCIF)용액(3∼100ng/㎖)을 100㎕씩 각 웰에 첨가하고, 37℃에서 2시간 방
치했다. 그 플레이트를 PBS에서 3회 세정한 후, B-PBS에서 희석한 퍼옥시다아제 표지 항 OCIF 폴리크로날 항체(WO96/
26217호)를 100㎕씩 각 웰에 첨가하고, 37℃에서 2시간 방치했다. P-PBS로 각 웰을 6회 세정한 후, TMB 용액(TMB
Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 약 10분간 방치한 후, 정지액
(Stoppong Reagent, Scytek社)을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 각 웰의 450㎚에서 흡광도를 마이크로플레이트리더로 측정
했다. msOBM 혹은 hsOBM의 생산세포주의 배양상청을 고상화한 플레이트에서는 OCIF의 첨가농도에 비례하여 흡광도
가 현저히 증가했다. msOBM 혹은 hsOBM의 생산세포주에 대해서 그 흡광도의 증가 비율이 높은 생산주를 각각 고 생산
주로 하여 선택했다. 이렇게 선택된 msOBM 또는 hsOBM 고생산주 293-EBNA세포를 각각 5% FCS를 함유하는 IMDM
을 배지로서 이용하고, T-플라스크(T-225)를 25매 사용하여 대량 배양했다. 컨프루엔트에 달한 후, 신선한 배지를 T-
225 플라스크 1매당 100㎖씩 가해 3∼4일간 배양하여 배양상청을 회수했다. 이 조작을 4회 반복하여 msOBM 혹은
hsOBM을 함유하는 배양상청을 각각 10ℓ 얻었다. 실시예 25-(6) 및 (7) 기재의 방법에 따라 rOCIF고정화 컬럼을 이용한
어피니티 크로마토그라피 및 겔여과 크로마토그라피에 의해 정제함에 의해 이들 배양상청에서 SDS-폴리아크릴아미드 전
기영동적으로 균일한(분자량 32kDa) 정제 msOBM 및 hsOBM을 각각 약 10㎎ 및 12㎎ 얻었다. 이렇게 하여 얻어진 정제
표품을 각각 면역항원으로 이용했다. 얻은 각 항원을 인산염산완충 생리식염수(PBS)에 200㎍/㎖로 되도록 용해하고, 같
은 용량의 프로인드 완전 아쥬벤트와 혼합하여 유화 후, 일본 백색토끼 각 3마리에 약 1주간 간격으로 1㎖를 피하투여하여
면역했다. 항체가를 측정하고, 항체가가 최고에 도달한 시점에서 부스터 투여하고, 투여 10일 후에 모두 채혈했다. 항혈청
을 단백질 A 세파로즈 크로마토그라피용 바인딩버퍼(BioRad社)로 2배 희석하고, 같은 버퍼로 평형화한 단백질 A 컬럼에
부하했다. 같은 버퍼로 컬럼을 충분히 세정 후, 컬럼에 흡착한 항 sOBM항체를 에루션버퍼(BioRad社) 혹은 0.1M 글리신-
HCI 버퍼, pH 2.9∼3.0으로 용출했다. 항체용출액을 즉시 중화할 목적으로 1.0M 트리스-HCl, pH 8.0을 소량함유하는 시
험관을 이용하여 용출용액을 분획했다. 항체용출액을 PBS에 대하여 4℃ 하룻밤 투석했다. 항체용액의 단백질을 소 IgG를
기준으로 하여 로울리(Lowry)법에 의해 측정했다. 이렇게 하여 본 발명의 폴리크로날 항체를 함유하는 정제 이뮤노 글로
브린(IgG)이 토끼 항혈청 1㎖당 약 10㎎ 얻어졌다.

  [실시예 29]

  폴리크로날 항체를 이용한 ELISA에 의한 OBM 및 sOBM의 측정
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  실시예 28에서 얻은 토기항 사람 sOBM 폴리크로날 항체를 고상항체 및 효소표지항체로 한 샌드위치 ELISA를 구축했
다. 효소표지는 이시카와 등의 방법(Ishikawa et al. : J. Immunoassary, Vol. 4, 209∼327, 1983)에 따라 퍼옥시다아제
(POD) 표지했다. 실시예 28에서 얻은 항 사람 sOBM 폴리크로날 항체를 2㎍/㎖로 되도록 0.1M NaHCO3용액에 용해하

고, 96웰 이뮤노플레이트(Nunc社)의 각 웰에 100㎕씩 첨가하여 실온에서 하룻밤 방치했다. 이어서, 각 웰에 200㎕씩
50% 블록에이스(雪印乳業社)를 가해 실온에서 1시간 방치하고, 각 웰을 0.1% 폴리솔베이트 20을 함유하는 PBS(세정버
퍼)로 3회 세정했다. 실시예 26의 방법과 동일하게 사람 OBM을 발현하여 실시예 2의 방법으로 정제함에 의해 얻은 정제
사람 OBM 및 실시예 28에서 얻은 정제 사람 sOBM을 각각 1차 반응용버퍼(40% 블록에이스, 0.1% 폴리솔베이트 20을 함
유하는 0.2M 트리스-HCl버퍼, pH 7.2)로 단계 희석한 용액을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 실온에서 2시간 방치 후 각 웰을
상기 세정 버퍼로 3회 세정했다. 실시예 26의 방법과 동일하게 사람 OBM을 발현하여 실시예 2의 방법으로 정제함에 의해
얻은 정제 사람 OBM 및 실시예 28에서 얻은 정제 사람 sOBM을 각각 1차 반응용버퍼(40% 블록에이스, 0.1% 폴리솔베이
트 20을 함유하는 0.2M 트리스-HCl버퍼, pH 7.2)로 단계 희석한 용액을 100㎕씩 각 웰에 가했다. 실온에서 2시간 방치
후 각 웰을 상기 세정 버퍼로 3회 세정했다. 2차 반응용버퍼(25% 블록에이스, 0.1% 폴리솔베이트 20을 함유하는 0.1M
트리스-HCl버퍼, pH 7.2)로 1000배 희석한 POD 표지 항 사람 sOBM 폴리크로날 항체를 100㎕씩 각 웰에 가해 실온에서
2시간 방치한 후 각 웰을 3회 세정버퍼로 세정했다. 각 웰에 효소기질용액(TMB, ScyTek社)을 100㎕씩 첨가하고, 실온에
서 10분간 방치한 후 반응정지액(Stopping reagent, ScyTek社)을 100㎕씩 각 웰에 가하여 효소반응을 정지시켰다. 각 웰
의 450㎚에서 흡광도를 마이크로플레이트리더를 이용하여 측정했다. 결과를 도 26에 나타낸다. 토끼 항 사람 sOBM 폴리
크로날 항체를 이용한 샌드위치 ELISA는 사람 sOBM(분자량 약 32kDa) 및 사람 OBM(분자량 약 40kDa)을 거의 동등하
게 인식하고, 각각의 측정감도는 약 12.5×10-3p㏖/㎖(사람 OBM으로 약 500pg/㎖, 사람 sOBM으로 약 400pg/㎖) 이었
다. 실시예 28에서 얻은 토끼항 마우스 sOBM 폴리크로날 항체를 이용한 ELISA에 의해 마우스 sOBM 및 마우스 OBM의
측정은 상기와 같이 실시할 수 있고, 각각의 측정감도도 같은 정도로 극히 미량의 마우스 sOBM 혹은 마우스 OBM을 측정
할 수 있는 것이 밝혀지게 되었다.

  이상과 같이, 실시예 28에서 얻은 본 발명 항 사람 sOBM 폴리크로날 항체는 사람 sOBM 및 사람 OBM의 양항원을 동등
하게 인식하기 때문에, 항 사람 OBM/ sOBM 폴리크로날 항체라 명명했다. 또한, 실시예 28에서 얻은 항 마우스 sOBM 폴
리크로날 항체는 동일하게 마우스 sOBM 및 마우스 OBM의 양항원을 동등하게 인식하기 때문에, 항 마우스 OBM/sOBM
폴리크로날 항체라 명명했다.

  [실시예 30]

  모노크로날 항체의 제작

  면역용 항원에는 실시예 28에서 얻은 정제 사람 sOBM을 이용했다. 정제 사람 sOBM을 10㎍/㎖로 되도록 생리식염수에
용해했다. 이렇게 하여 조제한 사람 sOBM용액에 같은 용량의 프로인드용 완전 아쥬벤트를 가해 잘 유화한 후, 각각의 항
원을 Balb/c 마우스 1마리당 복강내에 200㎕씩 1주간 간격으로 3회 투여하고, 마우스를 면역했다. 다음에, 사람 OBM을
5㎍/㎖ 함유하는 생리식염수에 같은 용량의 프로인드 불완전아쥬벤트를 첨가하고, 충분히 유화한 것을 상기 Balb/c 마우
스 1마리당 200㎕씩 1주간 간격으로 4회 추가 면역했다. 4회째 추가면역의 1주간 후 브스터로서 사람 sOBM을 10㎍/㎖
함유하는 생리식염수를 Balb/c 마우스 1마리당 100㎕씩 정맥내로 투여했다. 최종면역후 3일째에 비장을 적출하여 비장세
포를 분리하고, 마우스 미에로머세포 p3x63-AG8.653와를 공지 방법{Koeheler, G. and Milstein, C., Nature, 256,
495(1975)}에 따라 세포융합했다. 융합종료후 세포현탁액을 하이포크산틴(hypoxantine), 아미노프테린(aminopterin)
및 티미딘(thymidine)을 포함하는 HAT 배지중에서 10일간 배양했다. 미에로머세포가 사멸하고, 하이브리도마가 출현한
후 HAT 배지에서 아미노프테린을 제거한 HT배지에 배지교환하고, 배양을 계속했다.

  [실시예 31]

  하이브리도마의 선택 및 크로닝

  실시예 30의 세포융합 및 배양을 개시하여 10일 후에 하이브리도마의 출현을 인식했으므로, 아래에 기재한 개량 솔리드
페이즈(solid phase) ELISA에 의해 사람 sOBM을 인식하는 고친화성 항체 및 그 항체를 생산하는 하이브리도마의 선택을
행했다. 또한, 사람 sOBM과 마우스 sOBM 양쪽을 인식하는 항 OBM 모노크로날 항체를 선택하기 위해, 솔리드페이즈
ELISA용 항체로서, 사람 sOBM 이외에 실시예 27에서 얻은 마우스 sOBM도 사용했다. 사람 sOBM 및 마우스 sOBM을 각
각 5㎍/㎖로 되도록 0.1M 탄산수소나트륨용액에 용해하고, 각각의 항원용액을 50㎕씩 96웰 이뮤노플레이트(Nunc社)의
각 웰에 가해 4℃에서 하룻밤 정치하여 각각의 항원을 고상화했다. 각 웰중의 항원용액을 버리고 각 웰에 50% 블록에이스
(雪印乳業社)를 200㎕씩 가해 실온에서 1시간 방치하여 블록킹했다. 각 웰을 0.1% 폴리솔베이트 20을 함유하는 인산염완
충 생리식염수(PBS-P)로 세정하고, 각 웰에 40㎕의 소 혈청(하이크론社)을 가했다. 다음에, 각 웰에 10㎕의 하이브리도마
배양상청을 가해 80% 혈청농도하 실온에서 2시간 반응시켰다. 80% 혈청존제하에서의 솔리드페이즈 ELISA의 목적은 고
농도의 단백질 및 혈청유래의 면역반응 방해물질 등의 존제중에서도 미량의 사람 sOBM 마우스 sOBM과 결합할 수 있는
항체, 즉 사람 sOBM 혹은 마우스 sOBM에 대하여 고친화성의 항체생산 하이브리도마를 선택하기 위한 것이다. 실온에서
2시간 반응 후, 플레이트를 PBS-P로 세정하고, 25% 블록에이스를 함유하는 생리식염수로 1/5000로 희석한 퍼옥시다아
제 표지 항 마우스 IgG(KPL社)를 각 웰에 50㎕ 가해 실온에서 2시간 반응시켰다. 플레이트를 PBS-P로 3회 세정한 후, 각
웰에 50㎕의 효소기질용액(TMB, ScyTek社)을 가해 실온에서 5분간 반응시켰다. 다음에, 반응정지액(stopping reagent,
ScyTek社) 50㎕를 가하여 효소반응을 정지시켰다. 각 웰의 450㎚에서 흡광도를 마아크로플레이트리더(이뮤노리더
NJ2000, 일본인터멧드社)를 이용하여 측정하고, 사람 sOBM 혹은 마우스 sOBM을 인식하는 항체생산 하이브리도마를 선
택했다. 특히 높은 흡광도(OD450㎚)를 나타내는 각각의 항체생산 하이브리도마를 선택하고, 이들을 한계희석법에 의해

3∼5회 크로닝을 반복함에 의해, 안정한 항체생산 하이브리도마를 수립했다. 얻은 항체생산주 중에서 보다 항체의 생산성
이 높은 하이브리도마주를 선별했다.

  [실시예 32]

  모노크로날 항체의 생산 및 정제
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  실시예 31에서 얻은 항체, 즉 고친화성으로 사람 sOBM을 인식하는 항체생산 하이브리도마 및 마우스 sOBM에도 교착성
을 가지는 항체를 생산하는 하이브리도마를 각각 배양하고, 마우스 1마리당 각각의 하이브리도마를 1×106세포씩, 약 1주
간 전에 프리스탄(알드릿치케미칼社)을 투여해둔 Balb/c계 마우스의 복강내에 이식했다. 약 2∼3주간 후, 축적한 복수를
췌취하고, 본 발명의 사람 sOBM 혹은 사람 sOBM 및 마우스 sOBM을 인식하는 모노크로날 항체를 함유하는 복수를 얻었
다. 실시예 28에 기재한 단백질 A 컬럼에 의해 항 OBM/sOBM 폴리크로날 항체의 정제법에 준거하여, 단백질 A 컬럼(팔
마시아社) 크로마토그라피에 의해 복수에서 정제 모노크로날 항체를 얻었다.

  [실시예 33]

  모노크로날 항체의 항원특이성

  사람 sOBM을 특이적으로 인식하는 모노크로날 항체 또한 사람 sOBM 및 마우스 sOBM에도 교차성을 가지는 모노크로
날 항체에 대하여, 사람 sOBM, 막결합부위를 가지는 온전한 사람 OBM, 마우스 sOBM 및 막결합부위를 가지는 온전한 마
우스 OBM을 항원으로한 때의 항원특이성에 대하여 조사했다. 30가지 종류의 모노크로날 항체를 얻었지만, 이들중 대표적
모노크로날 항체에 대해서 결과를 표 1에 나타낸다. 이 결과, 사람 sOBM을 특이적으로 인식하는 항 사람 sOBM 모노크로
날 항체의 거의 모두는 막결합부위를 가지는 온전한 사람 OBM도 인식하지만, 마우스 sOBM 및 막결합부위를 가지는 온전
한 마우스 OBM은 인식하지 않음이 밝혀졌다.

  한편, 사람 sOBM 및 마우스 sOBM도 인식하는 모노크로날 항체도 얻어졌지만, 그 수는 극히 적고, 이들 항체는 사람
OBM 또한 마우스 OBM에도 교차성을 가지고 있는 것이 이해되었다. 이들 결과는 사람 OBM과 마우스 OBM에는 공통한
항원인식부위, 즉 에피토프가 존재하고 있는 것을 나타내는 것이다. 사람 sOBM을 면역항원으로 제작한 항 사람 sOBM 모
노크로날 항체는 막결합부위의 온전한 단백질인 사람 OBM도 동등하게 인식하기 때문에 항 사람 sOBM 모노크로날 항체
를 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체로 명명했다.

  <표 1>

  

 항체명  항원
 hsOBM  hOBM  msOBM  mOBM

H-OBM 1
H-OBM 2
H-OBM 3
H-OBM 4
H-OBM 5
H-OBM 6
H-OBM 7
H-OBM 8
H-OBM 9
H-OBM 10
H-OBM 11
H-OBM 12
H-OBM 13
H-OBM 14

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

－
－
－
－
－
－
－
－
＋
－
－
－
＋
－

－
－
－
－
－
－
－
－
＋
－
－
－
＋
－

  (hsOBM : 사람 가용성OBM, hOBM : 사람 막결합형OBM,

  msOBM : 마우스 가용성OBM, mOBM : 마우스 막결합형 OBM)

  [실시예 34]

  모노크로날 항체의 크레스 및 서브크레스의 검정

  본 발명의 모노크로날 항체의 크레스(Class) 및 서브크레스(Sub-class)를 이뮤노글로브린 크레스 및 서브크레스 분석키
트(어머샴社)를 이용하여 검정했다. 검정한 키트에 지시되어 있는 프로토콜에 따라 실시했다. 대표적인 모노크로날 항체에
대하여 결과를 표 2에 나타낸다. 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체의 대다수는 IgG1 이고, 기타 IgG2a 및 IgG2b도 존재

하고 있었다. 또한, 어느 항체도 라이트 체인은 κ쇄 이었다.

  <표 2>

  

 항체명 IgG1 IgG2a IgG2b IgG3  IgA  κ

H-OBM 8 － ＋ － － － ＋
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H-OBM 9
H-OBM 10
H-OBM 11
H-OBM 12
H-OBM 13
H-OBM 14

＋
＋
＋
－
＋
＋

－
－
－
－
－
－

－
－
－
＋
－
－

－
－
－
－
－
－

－
－
－
－
－
－

＋
＋
＋
＋
＋
＋

  [실시예 35]

  모노크로날 항체의 해리정수(K D 값)의 측정

  공지의 방법(Betrand Friguet et al. : Journal of Immunological Methods, 77, 305∼319, 1986)에 따라 모노크로날 항
체의 해리정수를 측정했다. 즉, 실시예 32에서 얻은 정제항체를 5ng/㎖에 40% 블록에이스, 0.1% 폴리솔베이트 20을 함유
하는 0.4M 트리스-HCl pH 7.4(1차 버퍼)로 희석하고, 이에 실시예 28에서 얻은 정제 사람 가용성 OBM(hsOBM)을
6.25ng/㎖∼10㎍/㎖로 되도록 1차 버퍼로 희석한 것을 등용량 섞어서, 4℃에서 15시간 정치함에 의해 hsOBM과 모노크
로날 항체를 결합시켰다. 15시간 후, hsOBM과 미결합한 항체를 hsOBM(10㎍/㎖, 100㎕/웰)을 고상화한 솔리드페이즈
ELISA에서 측정함에 의해 모노크로날 항체의 hsOBM에 대한 해리정수를 산정했다. 또한, hsOBM에 대한 모노크로날 항
체이면서, 마우스 가용성 OBM(msOBM)에도 교차하는 항체의 msOBM에 대한 친화성에 대해서도, 상기 hsOBM 대신에
msOBM을 사용함에 의해 동일하게 측정했다. 특히, 각 항원에 높은 친화성을 나타내고, 효소면역측정법과 기타 바인딩어
세이 등에 유용한 항체에 대해서 결과를 표 3에 나타낸다.

  <표 3>

  

 항체명  서브크레스  항원  해리정수 Kd(M)
H-OBM 1
H-OBM 4
H-OBM 9
H-OBM 9

IgG1(κ)

IgG1(κ)

IgG1(κ)

IgG1(κ)

hsOBM
hsOBM
hsOBM
msOBM

1×10-11< Kd < 1×10-10

1×10-11< Kd < 1×10-10

1×10-9< Kd < 1×10-8

1×10-8< Kd < 1×10-7

  이 결과, 사람 가용성 OBM(hsOBM)에 특이적인 항체인 H-OBM 1 및 H-OBM 4는 해리정수(Kd)가 10-11M 오더
(order)이고, hsOBM에 극히 높은 친화성을 가지고 있는 것이 밝혀지게 되었다. 한편, hsOBM 및 마우스 가용성
OBM(msOBM) 양쪽을 인지하는 항체, H-OBM 9의 Kd값은 msOBM에 대해서는 10-8M 오더이고, hsOBM에 대해서는
10-9M오더이었다. 또한, 표 1에 기재한 양항원을 인식하는 다른 항체, H-OBM 13의 양항원에 대한 해리정수는 H-OBM
9와 차이는 없고, 양항체는 서브크레스도 일치하고 있으므로 같은 에피토프를 인식하는 동일항체일 가능성이 시준되었다.

  [실시예 36]

  항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체를 이용한 샌드위치 ELISA에 의한 사람 OBM 및 sOBM의 측정방법

  실시예 35에서 얻은 2종류의 고친화성 모노크로날 항체, H-OBM 1 및 H-OBM 4를 각각 고상항체와 효소표지항체로 하
여, 샌드위치 ELISA를 구축했다. 항체의 표지는 말레이미드 활성화 퍼옥시다아제 키트(피아스社)를 이용하여 행했다. H-
OBM 1항체를 10㎍/㎖로 되도록 0.1M 탄산수소나트륨용액에 용해하고, 100㎕씩 96웰 이뮤노플레이트(Nunc社)의 각 웰
에 가해 4℃에서 하룻밤 방치하여 고상화했다. 각 웰의 용액을 버려 50%농도의 블록에이스 300㎕를 가해 실온에서 2시간
정치하여 블럭킹했다. 블록킹 후, 플레이트를 0.1% 폴리솔베이트 20을 함유하는 인산염완충 생리식염수(PBS-P)로 세정
했다. 사람 가용성 sOBM 및 사람 OBM을 각각 40% 블록에이스(雪印乳業社) 및 0.1% 폴리솔베이트 20(和光純藥社)을 함
유하는 0.4M 트리스-HCl(pH 7.4)(1차 반응 버퍼)에 용해, 희석하고, 여러 가지 농도의 피험용액을 조제했다. 여러 가지
농도로 조제한 각각의 피험용액을 100㎕씩 각 웰에 가해 실온에서 2시간 반응시켰다. 2시간 후, 플레이트를 PBS-P로 세
정하고, 25% 블록에이스 및 0.1% 폴리솔베이트 20을 함유하는 0.2M 트리스-HCl(pH 7.4)(2차 반응 버퍼)로 희석한
POD표지 H-OBM 4항체를 각 웰에 100㎕씩 가해 실온에서 2시간 반응시켰다. 플레이트를 PBS-P로 세정한 후, 각 웰에
100㎕의 효소기질용액(TMB, ScyTeK社)을 가하여 발색시킨 후, 반응정지액(stopping reagent, ScyTek社)을 100㎕씩
각 웰에 가하여 효소반응을 정지했다. 각 웰의 450㎚에서 흡광도를 마이크로플레이트리더를 이용하여 측정했다. 결과를
도 27에 나타낸다.

  이 결과, 실시예 35에서 얻은 2종류의 고친화성 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체, H-OBM 1 및 H-OBM 4를 이용
하여 구축한 샌드위치 ELISA는 사람 OBM 및 사람 sOBM을 동등하게 인식하고, 그 측정감도는 약 1.25∼2.5×10-3pmol/
㎖(분자량 약 40kDa의 사람 OBM에서는 약 50∼100pg/㎖, 분자량 약 32kDa의 사람 sOBM에서는 약 40∼80pg/㎖)로 극
히 미량의 사람 OBM 및 사람 sOBM을 측정할 수 있음이 밝혀지게 되었다. 통상, 이들 2종류의 항 사람 OBM/sOBM 모노
크로날 항체, H-OBM 1 및 H-OBM 4를 생산하는 하이브리도마를 H-OBM 1 및 H-OBM 4로 명명하고, 또 마우스 OBM
및 마우스 sOBM도 인식하고, 파골세포형성 억제활성을 발휘하는 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체, H-OBM 9를 생
산하는 하이브리도마를 H-OBM 9로 명명했다. 이들 하이브리도마는 일본 통상산업성 공업기술원 생명공학공업기술연구
소에 수탁번호 FERM BP-6264(H-OBM1), FERM BP-6265(H-OBM4), 및 FERM BP-6266(H-OBM9)로서 평성 9년
11월 5일에 각각 기탁되어 있다.
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  [실시예 37]

  마우스 OBM 및 마우스 sOBM을 인식하는 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체를 이용한 마우스 OBM 및 마우스
sOBM의 측정

  실시예 33 및 35에서 얻은 마우스 OBM 및 마우스 sOBM도 인식하는 항 사람 OBM/sOBM 모노클로날 항체, H-OBM9
를 고상항체로 하고, 실시예 28에서 얻은 항 마우스 OBM/sOBM 폴리크노날 항체를 효소표지항체로 하는 샌드위치
ELISA를 구축했다. 마우스 OBM 및 마우스 sOBM을 각각 실시예 35와 동일하게 1차 반응용 버퍼로 단계적으로 희석하
고, 실시예 36과 동일한 방법에 의해 마우스 OBM 및 마우스 sOBM을 측정했다. 결과를 도 28에 나타낸다. 이 결과, 본 발
명의 마우스 OBM 및 마우스 sOBM도 인식하는 본 발명의 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체, H-OBM 9를 사용함에
의해 마우스 OBM 및 마우스 sOBM을 동일하게 측정할 수 있음이 확인되었다. 실시예 35의 결과로 나타낸 바와같이 이 항
사람 OBM/sOBM 모노크노날 항체, H-OBM9는 마우스 sOBM에 대한 해리정수가 높고, 즉 마우스 sOBM에 대한 친화성
이 비교적 낮기 때문에, 본 ELISA에 의한 마우스 OBM(분자량 약 40kDa) 및 마우스 sOBM(분자량 약 32kDa)의 측정감도
는 약 25×10-3pmol/㎖(마우스 OBM에서는 약 1ng/㎖, 마우스 sOBM에서는 약 0.8ng/㎖) 정도이었다.

  [실시예 38]

  항 OBM/sOBM항체에 의한 파골세포형성 억제활성 시험

  마우스 비장세포와 ST2세포(마우스 골수유래 간질세포)와의 공배양(co- culture)으로 파골세포 유사세포(osteoclast-
like cell; OCL)가 유도됨이 알려져 있다{Endocrinology, 125, 1805∼1813(1989)}. 그래서, OBM/sOBM항체를 공배양
에 첨가한 때, OCL유도를 억제하는가 아닌가를 검토했다. 이 공배양계에서는 마우스 OBM이 발현하고 있으므로, 실시예
에 사용하는 항체는 마우스 OBM을 인식하는 토끼 항 마우스 OBM/sOBM 폴리크로날 항체, 및 사람 OBM 및 마우스 OBM
의 양항원을 인식하는 사람 항 OBM/sOBM 모노크로날 항체, H-OBM 9를 이용했다. 10% FCS를 함유하는 αMEM에서 단
계 희석한 각각의 OBM 항체를 24웰 플레이트(Nunc社)에 700㎕/웰, 상기 배지에서 현탁한 수컷 마우스 비장세포(2×106/
㎖)를 350㎕/웰 첨가했다. 이어서 트립시나이즈한 ST2세포를 4×10-8M 비타민 D3 및 4×10-7M 덱사메사존을 함유하는

상기 배지에 현탁하여(8×104셀/㎖) 350㎕/웰 첨가하고, 37℃에서 6일간 배양했다. 배양 플레이트를 PBS에서 1회 세정하
던 중 50% 에탄올, 50% 아세톤의 혼합액에서 실온에서 1분간 고정했다. 플레이트를 바람으로 말린 후, 류코사이트 에시
드 포스파타아제 키트(시그마社)의 프로토콜에 따라 기질액을 500㎕/웰 첨가하고, 37℃에서 55분간 반응시켰다. 이 반응
에 의해 파골세포 특이적마커인 주석산 내성산성 포스파타아제 활성(TRAP 활성)을 나타내는 세포만이 염색된다. 플레이
트를 증류수에서 1회 세정한 후, 바람으로 말려서 TRAP양성세포수를 세었다. 결과를 표 4에 나타낸다. 이 결과, 토끼 항
마우스 OBM/sOBM 폴리크로날 항체 및 마우스 OBM을 인식하는 항 사람 OBM/sOBM 모노크로날 항체, H-OBM 9와도
항체농도에 의존하여 OCL유도를 저해하는 것을 알게되었다. 이들 항체는 파골세포형성인자, OCIF/OPG와 동일하게 파골
세포형성 억제활성을 가지고 골대사이상증 치료약으로서 유망함이 밝혀지게 되었다.

  <표 4>

  

항체첨가량
(ng/㎖)

 TRAP양성다핵세포수
토끼 항 마우스 OBM/sOBM

폴리크로날 항체
마우스 항 사람 OBM/sOBM
모노크로날 항체 (H-OBM 9)

0
10
100

1155 ± 53
510 ± 24
10 ± 3

1050 ± 45
650 ± 25
15 ± 4

  (평균±표준편차, n=3)

  [실시예 39]

  Trx-OBM의 사람 파골세포형성 유도활성

  성인 건강한보통사람으로 부터 정맥 체혈한 모든 피에서 히스토페큐(Histopaque; 시그마社)를 이용하여 첨부 프로토콜
에 따라 덴시티그레디언트(density gradient)법에 의해 단핵세포를 조제했다. 단핵세포를 10-7M 덱사메사존, 200ng/㎖
마크로파지콜로니 자극인자(미도리十字社), 10% 소 태아혈청 및 실시예 15에서 얻은 정제된 Trx-OBM(0∼100ng/㎖)을
함유하는 α-MEM에 1.3×106/㎖가 되도록 현탁하고, 이 현탁액을 48웰 플레이트에 1웰당 300㎕ 첨가하여 3일간 37℃로
배양했다. 배양액을 상기 배지에서 교환 후, 다시 4일간 37℃로 배양했다. 배양한 세포를 실시예 5에 나타낸 방법으로 주
석산 내성산성 포스파타아제 활성(TRAP 활성)을 나타내는 세포를 선택적으로 염색하고, 염색된 다핵세포의 수를 현미경
관찰에 의해 측정했다. 결과를 도 29에 나타낸다. 이 결과, Trx-OBM을 첨가하지 않았던 웰중에는 TRAP활성을 나타내는
세포는 전혀 검출되지 않았음에 대하여, Trx-OBM을 첨가하면 농도 의존적으로 TRAP양성다핵세포가 출현했다. 또한, 이
들 TRAP양성다핵세포는 파골세포의 마커인 히드로넥틴리셉터도 양성이었다. 게다가, 동일한 배양을 48웰 플레이트에 정
치한 상아질 절편 위에서 행하면, Trx-OBM존제하에서만 상아질 절편 위에 흡수 와(窩)가 형성되었다. 이에 의해, Trx-
OBM에는 사람 파골세포형성을 유도하는 활성이 있음도 밝혀졌다.

  [실시예 40]
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  항 OBM/sOBM항체에 의해 골흡수억제활성

  임신 15일째의 ddy 마우스(일본SLC社)에 [45Ca]-CaCl2용액(어머샴社)을 1마리당 25μCi피하주사하고, 태자(胎仔)의

골을 45Ca로 라벨했다. 다음날 마우스를 도살해 계복하여 자궁에서 태자를 취출했다. 태자에서 전지(前肢)를 적출하여 피
부 및 근육을 깎아내어 장관골(長管骨)을 적출하고, 게다가 연골을 제거하여 장관골의 골간부만으로 했다. 골간부는 24구
멍 플레이트에 0.5㎖의 배양액(0.2% 소 혈청알부민; 시그마社)을 함유하는 BGJb 미디움(medium; 기브코 BRL社)에 1개
씩 띄우고 37℃, 5% CO2 존제하에서 24시간 배양했다. 전(前)배양종료 후, 각종 골흡수인자(비타민 D3, 프로스타글란딘

E2, 부갑상선호르몬, 인터로이킨 1α) 및 정상 토끼 IgG(100㎍/㎖; 대조로 하여) 또는 실시예 28에서 얻은 토끼 항 OBM/

sOBM 폴리크로날 항체를 함유하는 새로운 배양액(0.5㎖)에 장관골을 옮기고, 다시 72시간 배양했다. 배양종료 후, 장관
골은 0.5㎖의 5% 트리크로로초산 수용액(和光純藥社)에 넣어, 실온에서 3시간 이상처리 하여 재를 제거(脫灰)했다. 배양
액 및 트리크로로초산 추출액(공히 0.5㎖)에 신티레이터(AQUASOL-2, PACKARD社) 5㎖를 가해 45Ca의 방사활성을 측
정하고, 골흡수에 의해 배양액중에 유리한 45Ca의 비율을 산출했다. 결과를 도 30∼33에 각각 나타낸다. 이 결과, 비타민
D3(10-8M)는 골흡수활성을 상승시켰지만 토끼 항 OBM/sOBM 폴리크로날 항체를 가함에 의해 농도 의존적으로 비타민

D3에 의해 골흡수를 억제하고, 100㎍/㎖의 농도에서 완전히 억제했다(도 30). 또한, 프로스타글란딘 E2(10-6M) 혹은 부갑

상선호르몬(100ng/㎖)은 골흡수활성을 상승시켰지만, 토끼 항 OBM/sOBM 폴리크로날 항체의 첨가(100㎍/㎖)에 의해 프
로스타글란딘 E2 및 부갑상선호르몬에 의해 골흡수를 거의 완전히 억제했다(도 31 및 도 32). 한편, 양성 대조로서 이용한

정상 토끼 IgG(100㎍/㎖)는 프로스타글란딘 E2 및 부갑상선호르몬에 의해 골흡수에 대하여 영향받지 않았다. 또한, 인터

로이킨 1α(10ng/㎖)에 의해서도 골흡수가 유발되었지만, 토끼 항 OBM/sOBM 폴리크로날 항체(100㎍/㎖에 의해 현저히
억제되었다(도 23). 이들 결과로부터 본 발명 항체는 골흡수억제물질로서 우월한 것임이 밝혀지게 되었다. 마우스 항 사람
OBM/sOBM항체인 H-OBM 9에 대해서도 동일한 실험을 했던 결과, 토끼 항 OBM/sOBM 폴리크로날 항체와 거의 동등한
골흡수억제활성이 있음이 확인되었다.

발명의 효과

  본 발명에 의해 파골세포형성억제인자(Osteoclastogenesis inhibitory factor; OCIF)에 결합하는 신규한 단백질, 그 제
조방법, 그 단백질을 이용하여 이 단백질의 발현을 조절하는 물질의 스크리닝 방법, 이 단백질의 작용을 저해 또는 수식하
는 물질의 스크리닝 방법, 단백질과 결합하여 그 작용을 전달하는 리셉터의 스크리닝 방법 및 이들 스크리닝 방법에 의해
얻은 물질을 함유하는 의약조성물, 이 단백질에 대한 항체 및 그 항체를 이용한 골대사이상 치료제가 제공된다.

  또한, 본 발명에 의해 파골세포형성억제인자 OCIF에 결합하는 신규한 단백질(OCIF 결합분자)를 코드하는 DNA, 그
DNA에 의해 코드된 아미노산서열을 가지는 단백질, 그 DNA를 이용하여 OCIF에 특이적으로 결합하는 단백질을 유전자
공학적으로 제조하는 방법 및 이 단백질을 함유하는 골대사치료제가 제공된다. 게다가, OCIF결합분자의 발현을 조절하는
스크리닝 방법, OCIF결합분자를 결합하여 그 작용을 저해 또는 수식하는 물질의 스크리닝 방법, OCIF결합분자와 결합하
여 그 작용을 전달하는 리셉터의 스크리닝 방법, 이들 스크리닝의 결과 얻은 물질을 함유하는 의약조성물이 제공된다.

  더구나, 파골세포형성억제인자 OCIF에 결합하는 신규한 사람 단백질(사람유래 OCIF 결합분자, 사람 OBM)을 코드하는
DNA, 그 DNA에 의해 코드되는 아미노산서열을 가지는 단백질, 그 DNA를 이용하여 OCIF에 특이적으로 결합하는 성질을
가지고 파골세포의 분화·성숙을 지지·촉진하는 생물활성을 가지는 단백질을 유전자공학적으로 제조하는 방법 및 단백질을
함유하는 골대사이상증 치료제가 제공된다. OCIF결합분자의 발현을 조절하는 물질의 스크리닝 방법, OCIF결합분자와 결
합하여 그 작용을 저해 또는 수식하는 물질의 스크리닝 방법, OCIF결합분자와 결합하여 그 생물작용을 전달하는 리셉터의
스크리닝 방법 및 이들 스크리닝의 결과 얻은 물질을 함유하는 의약조성물, 게다가 사람유래 OCIF결합 단백질에 대한 항
체 및 그 항체를 이용한 골대사이상증의 예방 및/또는 치료약이 제공된다.

  더군다나, 본 발명에 의해 OCIF에 특이적으로 결합하는 막결합분자(OCIF binding molecule; OBM)단백질 및 막결합부
위를 결손한 가용성 OBM(sOBM)의 양항원을 인식하는 항체(항 OBM/sOMB항체), 그 제조방법, 그 항체를 이용한 OBM
및 sOBM의 측정방법, 더구나 이 항체를 유효성분으로 하는 골대사이상증 예방 및/또는 치료제가 제공된다.

  본 발명에 의해 얻은 단백질 혹은 항체는 의약 혹은 연구 또는 시험용시약으로서 유용하다.

  기탁된 미생물의 언급

  (1) 미생물을 기탁한 기탁기관의 명칭 및 주소 성명;

  일본 통상산업성 공업기술원 생명공학공업기술연구소

  일본국 이바라키켄 쭈꾸바시 히가시 1죠메 1반 3고(우편번호 305)

  기탁기관에 기탁한 일자

  평성 9년 5월 23일

  기탁기관에 기탁에 있어서 붙힌 수탁번호

  FERM BP-5953
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  (2) 미생물을 기탁한 기탁기관의 명칭 및 주소 성명;

  일본 통상산업성 공업기술원 생명공학공업기술연구소

  일본국 이바라키켄 쭈꾸바시 히가시 1죠메 1반 3고(우편번호 305)

  기탁기관에 기탁한 일자

  평성 9년 8월 13일

  기탁기관에 기탁에 있어서 붙힌 수탁번호

  FERM BP-6058

  (3) 미생물을 기탁한 기탁기관의 명칭 및 주소 성명;

  일본 통상산업성 공업기술원 생명공학공업기술연구소

  일본국 이바라키켄 쭈꾸바시 히가시 1죠메 1반 3고(우편번호 305)

  기탁기관에 기탁한 일자 (원기탁일)

  평성 9년 11월 5일

  기탁기관에 기탁에 있어서 붙힌 수탁번호

  FERM BP-6264

  (4) 미생물을 기탁한 기탁기관의 명칭 및 주소 성명;

  일본 통상산업성 공업기술원 생명공학공업기술연구소

  일본국 이바라키켄 쭈꾸바시 히가시 1죠메 1반 3고(우편번호 305)

  기탁기관에 기탁한 일자

  평성 9년 11월 5일

  기탁기관에 기탁에 있어서 붙힌 수탁번호

  FERM BP-6265

  (5) 미생물을 기탁한 기탁기관의 명칭 및 주소 성명;

  일본 통상산업성 공업기술원 생명공학공업기술연구소

  일본국 이바라키켄 쭈꾸바시 히가시 1죠메 1반 3고(우편번호 305)

  기탁기관에 기탁한 일자

  평성 9년 11월 5일

  기탁기관에 기탁에 있어서 붙힌 수탁번호

  FERM BP-6266

  서 열 표

  서열번호 : 1

  서열길이 : 316
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  서열형 : 아미노산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 단백질

  서열 :

  Met Arg Arg Ala Ser Arg Asp Tyr Gly Lys Tyr Leu Arg Ser Ser

  1 5 10 15

  Glu Glu Met Gly Ser Gly Pro Gly Val Pro His Glu Gly Pro Leu

  20 25 30

  His Pro Ala Pro Ser Ala Pro Ala Pro Ala Pro Pro Pro Ala Ala

  35 40 45

  Ser Arg Ser Met Phe Leu Ala Leu Leu Gly Leu Gly Leu Gly Gln

  50 55 60

  Val Val Cys Ser Ile Ala Leu Phe Leu Tyr Phe Arg Ala Gln Met

  65 70 75

  Asp Pro Asn Arg Ile Ser Glu Asp Ser Thr His Cys Phe Tyr Arg

  80 85 90

  Ile Leu Arg Leu His Glu Asn Ala Gly Leu Gln Asp Ser Thr Leu

  95 100 105

  Glu Ser Glu Asp Thr Leu Pro Asp Ser Cys Arg Arg Met Lys Gln

  110 115 120

  Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln Lys Glu Leu Gln His Ile Val Gly

  125 130 135

  Pro Gln Arg Phe Ser Gly Ala Pro Ala Met Met Glu Gly Ser Trp

  140 145 150

  Leu Asp Val Ala Gln Arg Gly Lys Pro Glu Ala Gln Pro Phe Ala

  155 160 165

  His Leu Thr Ile Asn Ala Ala Ser Ile Pro Ser Gly Ser His Lys

  170 175 180

  Val Thr Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp Ala Lys Ile

  185 190 195
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  Ser Asn Met Thr Leu Ser Asn Gly Lys Leu Arg Val Asn Gln Asp

  200 205 210

  Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu

  215 220 225

  Thr Ser Gly Ser Val Pro Thr Asp Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr

  230 235 240

  Val Val Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser His Asn Leu Met

  245 250 255

  Lys Gly Gly Ser Thr Lys Asn Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe His

  260 265 270

  Phe Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ala Gly

  275 280 285

  Glu Glu Ile Ser Ile Gln Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro

  290 295 300

  Asp Gln Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val Gln Asp Ile

  305 310 315

  Asp

  316

  서열번호 : 2

  서열길이 : 1538

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : cDNA to mRNA

  서열 :
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  서열번호 : 3

  서열길이 : 21

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  AAACGCAAAA AACCAGAAAG G 21

  서열번호 : 4

  서열길이 : 17
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  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  GTAAAACGAC GGCCAGT 17

  서열번호 : 5

  서열길이 : 17

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  CAGGAAACAG CTATGAC 17

  서열번호 : 6

  서열길이 : 22

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  AAGCCCCAAA GTACGTCGCA TC 22

  서열번호 : 7

  서열길이 : 26

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  CGAAGCTTTC GAGCGCAGAT GGATCC 26

  서열번호 : 8
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  서열길이 : 27

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  CCTCTAGAGT CTATGTCCTG AAGTTTG 27

  서열번호 : 9

  서열길이 : 20

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  ATCAGAAGAC AGCACTCACT 20

  서열번호 : 10

  서열길이 : 33

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  GGGGTCGACC TAGGACATCC ATGCTAATGT TCC 33

  서열번호 : 11

  서열길이 : 317

  서열형 : 아미노산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 단백질

  서열 :

  Met Arg Arg Ala Ser Arg Asp Tyr Thr Lys Tyr Leu Arg Gly Ser Glu
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  5 10 15

  Glu Met Gly Gly Gly Pro Gly Ala Pro His Glu Gly Pro Leu His Ala

  20 25 30

  Pro Pro Pro Pro Ala Pro His Gln Pro Pro Ala Ala Ser Arg Ser Met

  35 40 45

  Phe Val Ala Leu Leu Gly Leu Gly Leu Gly Gln Val Val Cys Ser Val

  50 55 60

  Ala Leu Phe Phe Tyr Phe Arg Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile Ser

  65 70 75 80

  Glu Asp Gly Thr His Cys Ile Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn

  85 90 95

  Ala Asp Phe Gln Asp Thr Thr Leu Glu Ser Gln Asp Thr Lys Leu Ile

  100 105 110

  Pro Asp Ser Cys Arg Arg Ile Lys Gln Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln

  115 120 125

  Lys Glu Leu Gln His Ile Val Gly Ser Gln His Ile Arg Ala Glu Lys

  130 135 140

  Ala Met Val Asp Gly Ser Trp Leu Asp Leu Ala Lys Arg Ser Lys Leu

  145 150 155 160

  Glu Ala Gln Pro Phe Ala His Leu Thr Ile Asn Ala Thr Asp Ile Pro

  165 170 175

  Ser Gly Ser His Lys Val Ser Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly

  180 185 190

  Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met Thr Phe Ser Asn Gly Lys Leu Ile Val

  195 200 205

  Asn Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His

  210 215 220

  His Glu Thr Ser Gly Asp Leu Ala Thr Glu Tyr Leu Gln Leu Met Val

  225 230 235 240

  Tyr Val Thr Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser His Thr Leu Met

  245 250 255
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  Lys Gly Gly Ser Thr Lys Tyr Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe His Phe

  260 265 270

  Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ser Gly Glu Glu

  275 280 285

  Ile Ser Ile Glu Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp Gln Asp

  290 295 300

  Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val Arg Asp Ile Asp

  305 310 315

  서열번호 : 12

  서열길이 : 954

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : cDNA to mRNA

  서열 :

  

  서열번호 : 13

  서열길이 : 27
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  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  GGCGTACGCA GAGCGCAGAT GGATCCT 27

  서열번호 : 14

  서열길이 : 34

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 다른 핵산(합성DNA)

  서열 :

  GGGGTCGACC ATCCAGGAAA TATCATAACA CTCC 34

  서열번호 : 15

  서열길이 : 951

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : cDNA to mRNA

  서열 :
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  서열번호 : 16

  서열길이 : 244

  서열형 : 아미노산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 단백질

  서열 :

  Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile Ser Glu Asp Ser Thr His Cys Phe

  1 5 10 15

  Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn Ala Gly Leu Gln Asp Ser Thr

  20 25 30

  Leu Glu Ser Glu Asp Thr Leu Pro Asp Ser Cys Arg Arg Met Lys Gln

  35 40 45

  Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln Lys Glu Leu Gln His Ile Val Gly Pro

  50 55 60

  Gln Arg Phe Ser Gly Ala Pro Ala Met Met Glu Gly Ser Trp Leu Asp

  65 70 75 80
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  Val Ala Gln Arg Gly Lys Pro Glu Ala Gln Pro Phe Ala His Leu Thr

  85 90 95

  Ile Asn Ala Ala Ser Ile Pro Ser Gly Ser His Lys Val Thr Leu Ser

  100 105 110

  Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met Thr Leu

  115 120 125

  Ser Asn Gly Lys Leu Arg Val Asn Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr

  130 135 140

  Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu Thr Ser Gly Ser Val Pro Thr

  145 150 155 160

  Asp Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr Vat Val Lys Thr Ser Ile Lys Ile

  165 170 175

  Pro Ser Ser His Asn Leu Met Lys Gly Gly Ser Thr Lys Asn Trp Ser

  180 185 190

  Gly Asn Ser Glu Phe His Phe Try Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe

  195 200 205

  Lys Leu Arg Ala Gly Glu Glu Ile Ser Ile Gln Val Ser Asn Pro Ser

  210 215 220

  Leu Leu Asp Pro Asp Gln Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val

  225 230 235 240

  Gln Asp Ile Asp

  서열번호 : 17

  서열길이 : 246

  서열형 : 아미노산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : 단백질

  서열 :

  Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile Ser Glu Asp Gly Thr His Cys Ile

  1 5 10 15
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  Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn Ala Asp Phe Gln Asp Thr Thr

  20 25 30

  Leu Glu Ser Gln Asp Thr Lys Leu Ile Pro Asp Ser Cys Arg Arg Ile

  35 40 45

  Lys Gln Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln Lys Glu Leu Gln His Ile Val

  50 55 60

  Gly Ser Gln His Ile Arg Ala Glu Lys Ala Met Val Asp Gly Ser Trp

  65 70 75 80

  Leu Asp Leu Ala Lys Arg Ser Lys Leu Glu Ala Gln Pro Phe Ala His

  85 90 95

  Leu Thr Ile Asn Ala Thr Asp Ile Pro Ser Gly Ser His Lys Val Ser

  100 105 110

  Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met

  115 120 125

  Thr Phe Ser Asn Gly Lys Leu Ile Val Asn Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr

  130 135 140

  Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His Glu Thr Ser Gly Asp Leu

  145 150 155 160

  Ala Thr Glu Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr Val Thr Lys Thr Ser Ile

  165 170 175

  Lys Ile Pro Ser Ser His Thr Leu Met Lys Gly Gly Ser Thr Lys Tyr

  180 185 190

  Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe His Phe Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly

  195 200 205

  Phe Phe Lys Leu Arg Ser Gly Glu Glu Ile Ser Ile Glu Val Ser Asn

  210 215 220

  Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp Gln Asp Ala Thr Tyr Phe Gly Ala Phe

  225 230 235 240

  Lys Val Arg Asp Ile Asp

  245

  서열번호 : 18
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  서열길이 : 735

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : cDNA to mRNA

  서열 :

  

  서열번호 : 19

  서열길이 : 741

  서열형 : 핵산

  쇄의 수 : 1

  토폴로지 : 직쇄상

  서열의 종류 : cDNA to mRNA

  서열 :
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(57) 청구의 범위

청구항 1.
삭제

청구항 2.
삭제

청구항 3.
삭제

청구항 4.
삭제

청구항 5.
삭제

청구항 6.

  파골세포형성억제인자(OCIF)에 특이적으로 결합하는 서열번호 1 또는 서열번호 11의 막결합단백질분자(OBM) 또는 그
막결합부위를 결손한 서열번호 16 또는 서열번호 17의 가용성 막결합단백질분자(sOBM)를 인식하고, 하기 (1)-(3)의 기
재 중 어느 하나의 중화활성을 가지는 것을 특징으로 하는 항체.

  (1)골흡수억제활성

  (2)파골세포형성억제활성, 및

  (3)OCIF와 서열번호 1, 11의 OBM의 결합을 저해하는 활성.

청구항 7.
삭제

청구항 8.

  100ng/㎖의 농도에서 파골세포형성억제활성을 나타내는 것을 특징으로 하는 청구범위 제6항 기재의 항체.

청구항 9.

  10ng/㎖의 농도에서 파골세포형성억제활성을 나타내는 것을 특징으로 하는 청구범위 제8항 기재의 항체.
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청구항 10.

  서열번호 11의 사람 OBM 또는 서열번호 17의 사람 sOBM을 인식하고, 서열번호 1의 마우스 OBM 및 서열번호 16의 마
우스 sOBM의 비인식성을 특징으로 하는 청구범위 제6항 기재의 항체.

청구항 11.
삭제

청구항 12.

  서열번호 1, 11의 OBM 또는 서열번호 16, 17의 sOBM과의 괴리정수가 10-11M∼10-7M 인 것을 특징으로 하는 청구범
위 제6항 기재의 항체.

청구항 13.

  서열번호 1의 마우스 OBM 또는 서열번호 16의 마우스 sOBM을 인식하는 것을 특징으로 하는 청구범위 제6항 기재의 항
체.

청구항 14.

  서열번호 11의 사람 OBM 또는 서열번호 17의 사람 sOBM을 인식하는 것을 특징으로 하는 청구범위 제6항 기재의 항체.

청구항 15.

  폴리크로날 항체인 청구범위 제6항 기재의 항체.

청구항 16.

  모노크로날 항체인 청구범위 제6항 기재의 항체.

청구항 17.

  서열번호 11의 사람 OBM 또는 서열번호 17의 사람 sOBM 및 서열번호 1의 마우스 OBM 또는 서열번호 16의 마우스
sOBM에 교차성을 가지는 청구범위 제16항 기재의 모노크로날 항체.

청구항 18.

  다음 성질을 가지는 청구범위 제16항 기재의 모노크로날 항체.

  a) 서브크레스 : IgG1 또는 IgG2

  b) 라이트체인 : κ쇄

청구항 19.

  서열번호 1, 11의 마우스 또는 사람의 OBM 또는 서열번호 16, 17의 마우스 또는 사람의 sOBM으로 동물을 면역하고, 그
동물의 혈액을 정제하는 것을 특징으로 하는 폴리크로날 항체의 제조방법.
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청구항 20.

  청구범위 제16항 내지 제18항중 어느 하나의 항의 모노크로날 항체를 생산하는 하이브리도마.

청구항 21.

  청구범위 제6항, 제8항 내지 제10항 및 제12항 내지 제18항중 어느 하나의 항의 항체를 함유하여 이용하는 서열번호 1,
11의 OBM의 측정용 키트.

청구항 22.

  청구범위 제6항, 제8항 내지 제10항 및 제12항 내지 제18항중 어느 하나의 항의 항체를 함유하여 이용하는 서열번호 16,
17의 sOBM의 측정용 키트.

청구항 23.

  청구범위 제6항, 제8항 내지 제10항 및 제12항 내지 제18항중 어느 하나의 항의 항체를 고상항체 및 효소표지항체로 이
용하여 함유하는 것을 특징으로 하는 서열번호 1, 11의 OBM 또는 서열번호 16, 17의 sOBM의 측정용 키트.

청구항 24.
삭제

청구항 25.
삭제

청구항 26.

  청구범위 제6항, 제8항 내지 제10항 및 제12항 내지 제18항중 어느 하나의 항의 항체를 유효성분으로 하는 골대사이상
증은, 골조송증, 고칼슘혈증, 골파제트(paget)병, 신성골이영양증, 만성관절류마티즘 및 변형성관절염으로 구성되는 군으
로부터 적어도 하나 선택되는 것을 특징으로 하는 골대사이상증 예방 또는 치료제.

도면

도면1
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