
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記の（ａ）乃至（ｅ）に記載の性質を有する蛋白質に結合し、且つ 100ng/ml以下の濃
度において 破骨細胞形成 活性を示す抗体：
（ａ）破骨細胞形成抑制因子（ osteoclastogenesis inhibitory factor： OCIF）に特異的
に結合する；
（ｂ） SDS－ポリアクリルアミド電気泳動により、約 30,000－ 40,000の分子量を示す；
（ｃ）モノマータイプの OCIFとクロスリンクさせた複合蛋白質が、 SDS－ポリアクリルア
ミド電気泳動により、約 90,000－ 110,000の分子量を示す；
（ｄ）骨吸収促進因子存在下での骨芽細胞様ストローマ細胞と脾臓細胞共培養において、
破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する活性を示す；
（ｅ）骨吸収促進因子の存在下で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に発現する。
【請求項２】
　 10ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成 抑制 活性を示す、請求項１記載の
抗体。
【請求項３】
　配列表の配列番号 11に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に結合し、且つ、 100ng/ml以
下の濃度において 破骨細胞形成 抑制 活性を示す抗体。
【請求項４】
　 10ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成 抑制 活性を示す、前記請求項３に
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記載の抗体。
【請求項５】
　骨吸収抑制活性を有する、請求項１乃至請求項４のいずれか一つに記載の抗体。
【請求項６】
　モノクローナル抗体であることを特徴とする、請求項１乃至請求項 5のいずれか一つに
記載の抗体。
【請求項７】
　下記の（ａ）乃至（ｅ）に記載の性質を有する蛋白質、又は、配列表の配列番号 に記
載のアミノ酸配列からなる蛋白質との結合において、 10- 8 M以下の解離定数を示すことを
特徴とする、請求項 6記載の抗体：
（ａ）破骨細胞形成抑制因子（ osteoclastogenesis inhibitory factor： OCIF）に特異的
に結合する；
（ｂ） SDS－ポリアクリルアミド電気泳動により、約 30,000－ 40,000の分子量を示す；
（ｃ）モノマータイプの OCIFとクロスリンクさせた複合蛋白質が、 SDS－ポリアクリルア
ミド電気泳動により、約 90,000－ 110,000の分子量を示す；
（ｄ）骨吸収促進因子存在下での骨芽細胞様ストローマ細胞と脾臓細胞共培養において、
破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する活性を示す；
（ｅ）骨吸収促進因子の存在下で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に発現する。
【請求項８】
　 10- 1 0乃至 10- 8 Mの解離定数を示す、請求項 7記載の抗体。
【請求項９】
　 10- 1 0 M以下の解離定数を示す、請求項 7記載の抗体。
【請求項１０】
　 10- 1 1乃至 10- 1 0 Mの解離定数を示す、請求項 9記載の抗体。
【請求項１１】
　クラスが IgG1であり、且つ軽鎖がκ鎖である、請求項 6乃至請求項 10のいずれか一つに
記載の抗体。
【請求項１２】
　以下の工程１）および２）を含むことからなる方法により得られる、下記の（ａ）乃至
（ｅ）に記載の性質を有する蛋白質、又は、配列表の配列番号 11に記載のアミノ酸配列か
らなる蛋白質に結合し、且つ、

抗体
：
（ａ）破骨細胞形成抑制因子（ osteoclastogenesis inhibitory factor： OCIF）に特異的
に結合する；
（ｂ） SDS－ポリアクリルアミド電気泳動により、約 30,000－ 40,000の分子量を示す；
（ｃ）モノマータイプの OCIFとクロスリンクさせた複合蛋白質が、 SDS－ポリアクリルア
ミド電気泳動により、約 90,000－ 110,000の分子量を示す；
（ｄ）骨吸収促進因子存在下での骨芽細胞様ストローマ細胞と脾臓細胞共培養において、
破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する活性を示す；
（ｅ）骨吸収促進因子の存在下で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に発現する；
１）上記の（ａ）乃至（ｅ）に記載の性質を有する蛋白質、又は、配列表の配列番号 11に
記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に結合する抗体を作製する工程；
２）破骨細胞形成抑制活性及び／又は骨吸収抑制活性を示す抗体を選抜する工程。
【請求項１３】
　配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質は認識しない、請求項１乃至

のいずれか一つに記載の抗体。
【請求項１４】
　骨代謝異常を伴う疾患の治療に用いられる、請求項 1乃至請求項 のいずれか一つに記
載の抗体。
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【請求項１５】
　骨代謝異常を伴う疾患が、骨粗鬆症、高カルシウム血症、骨ページェット病、腎性骨異
栄養症、慢性関節リューマチ及び変形性関節炎から選択される一つまたは複数である、請
求項 記載の抗体。
【請求項１６】
　骨代謝異常による骨量減少症の治療に用いられる、請求項 1乃至請求項 のいずれか一
つに記載の抗体。
【請求項１７】
　配列表の配列番号 17記載のアミノ酸配列からなる蛋白質を特異的に認識し、且つ、配列
表の配列番号 11記載のアミノ酸配列からなる蛋白質を認識するモノクローナル抗体。
【請求項１８】
　配列表の配列番号 16記載のアミノ酸配列からなる蛋白質は認識しない、請求項 記載の
モノクローナル抗体。
【請求項１９】
　配列表の配列番号 1記載のアミノ酸配列からなる蛋白質は認識しない、請求項 又は
記載のモノクローナル抗体。
【請求項２０】
　配列表の配列番号 16記載のアミノ酸配列からなる蛋白質および配列表の配列番号 1記載
のアミノ酸配列からなる蛋白質にも交差性を有している、請求項 記載のモノクローナル
抗体。
【請求項２１】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質との結合において、 10- 8 M以
下の解離定数を示す、請求項 乃至請求項 のいずれか一つに記載のモノクローナル抗体
。
【請求項２２】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質との結合において、 10- 1 0乃
至 10- 8 Mの解離定数を示す、請求項 記載のモノクローナル抗体。
【請求項２３】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質との結合において、 10- 1 0 M以
下の解離定数を示す、請求項 記載のモノクローナル抗体。
【請求項２４】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質との結合において、 10- 1 1乃
至 10- 1 0 Mの解離定数を示す、請求項 記載のモノクローナル抗体。
【請求項２５】
　 100ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成抑制活性を示す、請求項 乃至請求項 のい
ずれか一つに記載のモノクローナル抗体。
【請求項２６】
　 10ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成 抑制 活性を示す、請求項 記載の
モノクローナル抗体。
【請求項２７】
　骨吸収抑制活性を有する、請求項 乃至請求項 のいずれか一つに記載のモノクローナ
ル抗体。
【請求項２８】
　以下の工程１）および２）を含むことからなる方法により得られる、配列表の配列番号
11に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に結合し、且つ

モノクローナル抗体：
１）配列表の配列番号 11に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に結合するモノクローナル
抗体を作製する工程；
２）破骨細胞形成抑制活性及び／又は骨吸収抑制活性を示すモノクローナル抗体を選抜す
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る工程。
【請求項２９】
　クラスが IgG1であり、且つ軽鎖がκ鎖である、請求項 乃至請求項 のいずれか一つに
記載のモノクローナル抗体。
【請求項３０】
　骨代謝異常を伴う疾患の治療に用いられる、請求項 乃至請求項 のいずれか一つに記
載のモノクローナル抗体。
【請求項３１】
　骨代謝異常を伴う疾患が、骨粗鬆症、高カルシウム血症、骨ページェット病、腎性骨異
栄養症、慢性関節リューマチ及び変形性関節炎から選択される一つまたは複数である、請
求項 記載のモノクローナル抗体。
【請求項３２】
　骨代謝異常による骨量減少症の治療に用いられる、請求項 乃至請求項 のいずれか一
つに記載のモノクローナル抗体。
【請求項３３】
　配列表の配列番号 11に記載のアミノ酸配列を有する蛋白質を認識するが、配列表の配列
番号 1に記載のアミノ酸配列を有する蛋白質は認識しないモノクローナル抗体。
【請求項３４】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列を有する蛋白質との結合において 10- 8以下の
解離定数を示す、請求項 記載のモノクローナル抗体。
【請求項３５】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列を有する蛋白質との結合において 10- 1 0以下
の解離定数を示す、請求項 記載のモノクローナル抗体。
【請求項３６】
　下記の（ａ）乃至（ｅ）に記載の性質を有する蛋白質に 10- 8 M以下の解離定数をもって
結合し、且つ 100ng/ml以下の濃度において 破骨細胞形成 抑制 活
性を示す抗体：
（ａ）破骨細胞形成抑制因子（ osteoclastogenesis inhibitory factor： OCIF）に特異的
に結合する；
（ｂ） SDS－ポリアクリルアミド電気泳動により、約 30,000－ 40,000の分子量を示す；
（ｃ）モノマータイプの OCIFとクロスリンクさせた複合蛋白質が、 SDS－ポリアクリルア
ミド電気泳動により、約 90,000－ 110,000の分子量を示す；
（ｄ）骨吸収促進因子存在下での骨芽細胞様ストローマ細胞と脾臓細胞共培養において、
破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する活性を示す；
（ｅ）骨吸収促進因子の存在下で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に発現する。
【請求項３７】
　 10- 1 0 M以下の解離定数をもって結合する、請求項 記載の抗体。
【請求項３８】
　 10ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成 抑制 活性を示す、請求項 又は
記載の抗体。
【請求項３９】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に 10- 8 M以下の解離定数をも
って結合し、且つ、 100ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成抑制活性を示すモノクロー
ナル抗体。
【請求項４０】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に 10- 1 0Ｍ以下の解離定数を
もって結合する、請求項 記載のモノクローナル抗体。
【請求項４１】
　 10ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成 抑制 活性を示す、請求項 又は
記載のモノクローナル抗体。
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【請求項４２】
　骨吸収抑制活性を有する、請求項 乃至請求項 のいずれか一つに記載のモノクローナ
ル抗体。
【請求項４３】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に 10- 8 M以下の解離定数をも
って結合するモノクローナル抗体。
【請求項４４】
　配列表の配列番号 に記載のアミノ酸配列からなる蛋白質に 10- 1 0Ｍ以下の解離定数を
もって結合するモノクローナル抗体。
【請求項４５】
　 100ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成抑制活性を示す、請求項 又は 記載のモノ
クローナル抗体。
【請求項４６】
　 10ng/ml以下の濃度において破骨細胞形成抑制活性を示す、請求項 記載のモノクロー
ナル抗体。
【請求項４７】
　骨吸収抑制活性を有する、請求項 乃至請求項 のいずれか一つに記載のモノクローナ
ル抗体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、破骨細胞形成抑制因子 (osteoclastogenesis inhibitory factor;以下、 OCIFと
いうことがある )に結合する新規な蛋白質 (OCIF結合分子 ;以下 OBMということがある )、及
びその製造方法に関する。
また本発明は、該蛋白質をコードする DNA、この DNAによりコードされるアミノ酸配列を有
する蛋白質、該蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する医薬組成
物に関する。
さらに本発明は、該蛋白質びその DNAを用いた、該蛋白質の発現を調節する物質、該蛋白
質の生物活性を阻害又は修飾する物質、あるいは該蛋白質と結合しその作用を伝達するレ
セプターのスクリーニング方法、これにより得られた物質、及び得られた物質を含有する
医薬組成物に関する。
またさらに本発明は、該蛋白質に対する抗体、その製造方法、それを用いた該蛋白質の測
定方法、及び抗体を含有する医薬に関する。
【０００２】
【従来技術】
骨代謝は、骨形成を担当する骨芽細胞と骨吸収を担当する破骨細胞の、総合された活性に
依存している。骨代謝異常は、骨形成と骨吸収の均衡が崩れることにより発生すると考え
られている。骨代謝の異常を伴う疾患としては、骨粗鬆症、高カルシウム血症、骨ページ
ェット病、腎性骨異栄養症、慢性関節リューマチ、及び変形性関節炎などが知られている
。これらの骨代謝異常疾患の代表として骨粗鬆症が挙げられる。この疾患は、破骨細胞に
よる骨吸収が骨芽細胞による骨形成を上まわることにより発生する疾患であり、骨の石灰
質と骨基質とが等しく減少することを特徴とする。この疾患の発生メカニズムについては
未だ完全には解明されていないが、骨の疼痛が発生し、骨の脆弱化による骨折が起こる疾
患である。高齢人口の増加に伴い、骨折による寝たきり老人の原因となり、この疾患は社
会問題にもなっており、その治療薬の開発が急務となっている。このような骨代謝異常に
よる骨量減少症は、骨形成の促進、骨吸収の抑制、あるいはこれらのバランスの改善によ
り治療できることが期待される。即ち、骨形成は、骨形成を担当する骨芽細胞の増殖、分
化、機能を促進すること、破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟を抑制するこ
と、あるいは破骨細胞の骨吸収活性などの機能を抑制することにより促進されると期待さ
れる。このような活性を有するホルモン、低分子物質、あるいは生理活性蛋白質について
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、現在精力的な探索及び開発研究が進められている。
【０００３】
すでに、骨に関わる疾患の治療及び治療期間の短縮を図る医薬品として、カルシトニン製
剤、活性型ビタミン D3製剤、エストラジオールを含有するホルモン製剤、イプリフラボン
、ビタミン K2、ビスフォスフォネート系化合物などがあり、さらに、より副作用が少なく
、有効性に優れた治療薬の開発を目指して活性型ビタミン D3誘導体、エストラジオール誘
導体、第 2世代または第 3世代のビスフォスフォネート系化合物などの臨床試験が実施され
ている。
【０００４】
しかし、これらの薬剤を用いた治療法は、その効果並びに治療結果において必ずしも満足
出来るものではなく、より安全かつ有効性の高い新しい治療薬の開発が期待されている。
また、骨代謝疾患の治療に使用されている薬剤の中には、その副作用により治療可能な疾
患が限定されているものもある。更に現在、骨粗鬆症などの骨代謝疾患の治療には、複数
の薬剤を同時に使用する多剤併用療法が主流になってきている。このような観点から、従
来の医薬品とは異なった作用メカニズムを持ち、しかもより有効性が高くかつ副作用の少
ない医薬品の開発が期待されている。
【０００５】
前述したように、骨代謝を担当する細胞は骨芽細胞と破骨細胞である。これらの細胞は互
いに密接に相互作用していることが知られており、この現象はカップリングと呼ばれてい
る。即ち、破骨細胞の分化、成熟には骨芽細胞様ストローマ細胞が分泌するサイトカイン
類、インターロイキン 1(IL-1)、 3(IL-3)、 6(IL-6)、 11(IL-11)、顆粒球マクロファージコ
ロニー刺激因子 (GM-CSF)、マクロファージコロニー刺激因子 (M-CSF)、インターフェロン
ガンマー (IFN‐γ )、腫瘍壊死因子α (TNF‐α )、トランスフォーミング増殖因子β (TGF‐
β )などが促進的又は抑制的に作用することが報告されている (非特許文献１ ; 非特許文献
２ ;非特許文献３；非特許文献４ )。骨芽細胞様ストローマ細胞は、未熟な破骨細胞前駆細
胞や破骨細胞との細胞間接着により、それぞれ破骨細胞の分化、成熟や成熟破骨細胞によ
る骨吸収などの機能発現に重要な役割を演じていることが知られている。この細胞間接着
による破骨細胞形成に関与する因子として、骨芽細胞様ストローマ細胞の膜上に発現され
る破骨細胞分化誘導因子 (osteoclast differentiation factor, ODF)(非特許文献５ ;非特
許文献６ )という分子が仮想されており、この仮説によれば破骨細胞の前駆細胞に ODFのレ
セプターが存在している。
しかし、 ODF及びこのレセプターとも未だ精製及び同定されておらず、それらの性質、作
用機作、及び構造に関する報告もない。このように、破骨細胞の分化、成熟のメカニズム
は未だ十分に解明されておらず、このメカニズムの解明は基礎医学領域に多大な貢献をす
るだけでなく、新しい作用メカニズムに基づく新規な骨代謝異常症治療薬の開発にも貢献
することが期待される。
【０００６】
本発明者らは、このような状況に鑑み鋭意探索を進めた結果、ヒト胎児肺線維芽細胞、 IM
R-90(ATCC CCL186)の培養液中に破骨細胞形成抑制因子 (osteoclastogenesis inhibitory 
factor, OCIF)を見出した (特許文献１ )。
さらに、本発明者らは、 OCIFの DNAクローニング、動物細胞を用いた遺伝子組み換え型 OCI
Fの生産、遺伝子組み換え型 OCIFによる in vivo薬効 (骨代謝改善効果 )の確認などに成功し
た。 OCIFは、従来の医薬品よりも有効性が高くかつ副作用が少ない、骨代謝異常に関連す
る疾患の予防及び治療剤として期待されている。
【０００７】
【特許文献１】
WO96/26217号
【非特許文献１】
Raisz: Disorders of Bone and Mineral Metabolism, 287-311, 1992
【非特許文献２】
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Suda et al.:Princeples of Bone Biology, 87-102, 1996
【非特許文献３】
Suda et al.: Endocrine Reviews, 4, 266-270, 1955
【非特許文献４】
Lacey et al.:Endocrinology, 186, 2369-2376, 1995
【非特許文献５】
Suda et al.:Endocrine Rev.13,66-80, 1992
【非特許文献６】
Suda et al.:Bone 17, 87S-91S, 1995
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】
本発明者らは破骨細胞形成抑制因子 OCIFを用い、その結合蛋白質の存在を鋭意探索した結
果、 OCIF結合蛋白質が活性型ビタミン D3や副甲状腺ホルモン (parathyroid hormone, PTH)
などの骨吸収促進因子の存在下で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に特異的に発現す
ることを見出した。さらに、この OCIF結合蛋白質の性質及びその生理的機能を調べたとこ
ろ、該蛋白質は未熟な破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟に関与する、いわ
ゆる破骨細胞分化、成熟を支持又は促進する因子としての生物活性を有していることを見
出し、本発明を成すに至った。さらに、本発明蛋白質につき研究を重ねた結果、この新規
な膜蛋白質は骨芽細胞様ストローマ細胞と脾臓細胞との共培養系において、骨芽細胞様ス
トローマ細胞による未熟な破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟を担う重要な
蛋白質であることを明らかにした。本発明における破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進
する因子としての蛋白質の同定及びその単離精製の成功により、本発明蛋白質を利用した
、生体の骨代謝機構に基づいた新規な骨代謝異常症治療薬のスクリーニングを可能にした
。
【０００９】
従って本発明は、破骨細胞形成抑制因子 OCIFに結合する新規な蛋白質 (OCIF結合分子 ;OBM)
、及びその製造方法を提供することを課題とする。また本発明は、該蛋白質をコードする
DNA、この DNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、該蛋白質を遺伝子工学的
に製造する方法、及び該蛋白質を含有する医薬組成物を提供することを課題とする。また
、該蛋白質を含有する骨代謝異常症予防及び /又は治療剤を提供することを課題とする。
さらに本発明は、該蛋白質を及びその DNAを用いた、該蛋白質の発現を調節する物質、該
蛋白質の生物活性を阻害又は修飾する物質、あるいは該蛋白質と結合しその作用を伝達す
るレセプターのスクリーニング方法、これにより得られた物質、及び得られた物質を含有
する医薬組成物を提供することを課題とする。またさらに本発明は、該蛋白質に対する抗
体、その製造方法、それを用いた該蛋白質の測定方法、及び抗体を含有する医薬を提供す
ることを課題とする。
【００１０】
本発明蛋白質は、以下の物理化学的性質及び生物活性を示す。
即ち、
a.親和性 :破骨細胞形成抑制因子 (osteqclastogenesis inhibitory factor; OCIF)に特異
的に結合し、高い親和性 (細胞膜上での解離定数、 Kd値が 10- 9 M以下 )を有する。
b.分子量 :非還元条件下における SDS―ポリアクリルアミド電気泳動による分子量測定で、
約 30,000-40,000の分子量を示し、又、モノマータイプの OCIFとクロスリンクさせた場合
の見かけ上の分子量は、約 90,000-110,000を示す。
c.生物活性 :活性型ビタミン D3及び副甲状腺ホルモン (PTH)などの、骨吸収促進因子の存在
下でのマウス骨芽細胞様ストローマ細胞とマウス脾臓細胞共培養において、破骨細胞の分
化、成熟を支持又は促進する活性を有する。
破骨細胞形成の代表的なインビトロ培養系として、活性型ビタミン D3あるいは PTH存在下
でのマウス由来骨芽細胞様ストローマ細胞株・ ST2とマウス脾臓細胞との共培養系がよく
知られている。本発明蛋白質の発現細胞は活性型ビタミン D3存在あるいは非存在下でそれ
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ぞれ培養したマウス骨芽細胞様ストローマ細胞あるいはマウス脾臓細胞への OCIFの結合性
を試験することにより調べることができる。
【００１１】
本発明蛋白質は、活性型ビタミン D3や PTHのような骨吸収促進因子の存在下で培養した骨
芽細胞様ストローマ細胞上に特異的に誘導される蛋白質として特定される。又、活性型ビ
タミン D3存在下の上記共培養系に OCIFを添加することにより 1から 40ng/mlの範囲で用量依
存的に破骨細胞の形成が阻害されること、活性型ビタミン D3存在下で ST2細胞上に誘導さ
れる本発明蛋白質の発現の経時変化と破骨細胞形成の経時変化とがよく相関すること、又
、 ST2細胞に発現される本発明蛋白質の多寡と ST2細胞による破骨細胞形成支持能の強弱が
一致し、 ST2細胞上の本発明蛋白質に OCIFが結合することにより破骨細胞形成が完全に抑
制されることから、本発明蛋白質は破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する生物活性 (
作用 )を有する蛋白質として特定される。
【００１２】
本発明蛋白質の OCIFに対する親和性は、 OCIFを標識し、その標識体の動物細胞膜表面への
結合性を試験することによって評価することができる。 OCIFは、放射性同位元素による標
識や蛍光標識などのような通常の蛋白質標識法を用いることによって標識することができ
る。例えば、 OCIFの放射性同位元素による標識としてはチロシン残基の 1 2 5 I標識が挙げら
れ、ヨードジェン法、クロラミン T法、及び酵素法などの標識法を利用することができる
。このようにして得た標識 OCIFを用いた、 OCIFの動物細胞膜表面への結合性試験は常法に
従い実施でき、又、結合性試験に用いる培地に標識 OCIFの 100倍から 400倍濃度未標識 OCIF
を添加することにより、非特異的な結合量を測定することができる。 OCIFの特異的結合量
は、標識 OCIFの総結合量から非特異的な結合量を差し引くことにより算出される。細胞膜
上に発現された本発明蛋白質の親和性は標識 OCIFの添加量を変えて試験を行い、特異的結
合量を Scatchard　 plotで解析することによって評価される。このようにして求められた
、本発明蛋白質の OCIFに対する親和力は約 100-500pMであり、本発明蛋白質はこのように
破骨細胞形成抑制因子 OCIFに高い親和性 (細胞膜上での解離定数、 Kd値が 10- 9 M以下 )を有
する蛋白質として特定される。 OBMの分子量は、ゲル濾過クロマトグラフィーや SDS-PAGE
等を用いて測定される。より正確に分子量を測定するためには SDS-PAGEを用いるのが好ま
しく、 OBMは還元条件下で約 40,000 (40,000± 4,000)の分子量を有する蛋白質として特定
される。
【００１３】
本発明蛋白質は、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株 ST2、マウス前脂肪細胞株 PA6、その
他のヒト骨芽細胞様細胞株、あるいはヒト、マウス、ラットなどの哺乳動物から採取し濃
縮した骨芽細胞様細胞などから得ることができる。又、これらの細胞に本発明蛋白質を発
現させるために必要な誘導物質としては、活性型ビタミン D3 (Calcitriol)、副甲状腺ホル
モン (PTH)、インターロイキン (IL)‐ 1、 IL-6、 IL-11、オンコスタチン M及び白血病細胞増
殖抑制因子 LIF)などの骨吸収促進因子が挙げられる。又、これらの誘導物質の添加濃度と
しては、活性型ビタミン D3や PTHでは、 10- 8 M、 IL-11やオンコスタチン Mではそれぞれ 10ng
/ml及び 1ng/ml、 IL-6では 20ng/mlの IL-6と 500ng/mlの IL-6可溶性レセプターを用いるのが
望ましい。好ましくは、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株 ST2を用い、 10- 8 M活性型ビタ
ミン D3、 10

- 7 Mデキサメサゾン、及び 10%牛胎児血清を添加したα‐ MEM中で一週間以上培
養してコンフルエントにした細胞を用いるとよい。このようにして培養した細胞はセルス
クレイパーなどを用いて剥離させ、回収するとよい。又、回収した細胞は使用するまでの
間‐ 80℃で保存しておくことができる。
【００１４】
本発明蛋白質は、このようにして回収した細胞の膜画分から精製すると効率良く精製する
ことができる。膜画分の調製は、細胞内器官の分画に利用される通常の方法に従って行う
ことかできる。膜画分の調製に使用する緩衝液には、好ましくは各種プロテアーゼ阻害剤
を添加するとよい。添加するプロテアーゼ阻害剤としては、例えば PMSF、 APMSF、 EDTA、 0
‐フェナントロリン、ロイペプチン、ペプスタチン A、アプロチニン、大豆トリプシンイ
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ンヒビターなどのセリンプロテアーゼ阻害剤、チオールプロテアーゼ阻害剤、及びメタロ
プロテアーゼ阻害剤などが挙げられる。細胞の破砕には、 Daunceホモジナイザー、ポリト
ロンホモジナイザー、超音波破砕装置なとを用いることが出来る。破砕した細胞は 0.5Mシ
ュクロースを加えた緩衝液に懸濁させ、 600× gで 10分間遠心分離することにより、細胞核
と未破砕の細胞を沈殿画分として分離することかできる。遠心分離で得た上清を 150,000
× gで 90分間遠心分離することにより、沈殿画分として膜画分を得ることかできる。この
ようにして得た膜画分を各種の界面活性剤で処理することにより、細胞膜に存在する本発
明蛋白質を効率良く可溶化し、抽出することかできる。可溶化に用いる界面活性剤として
は、細胞膜蛋白質の可溶化に一般的に使用されている各種界面活性剤、例えば CHAPS(3‐ [
(3-cholamidopropyl)‐ dimethylammonio-1-propanesulfonate)、 Triton X-100、 Nikkol、
n‐オクチルグリコシドなどを用いることができる。好ましくは、 0.5%CHAPSを添加して 4
℃で 2時間攪拌し、本発明蛋白質を可溶化するのが良い。このようにして調製したサンプ
ルを、 150,000× gで 60分間遠心分離し、その上清を可溶化膜画分として得ることかできる
。
【００１５】
このようにして得られた可溶化膜画分からの本発明蛋白質の精製は、 OCIFを固定化したカ
ラム、ゲル、樹脂などを用いて効率よく精製することかできる。固定化に使用する OCIFと
しては、 WO96/26217号公報記載の方法に従って、ヒト胎児肺線維芽細胞株 IMR-90の培養液
から単離したもの、あるいは遺伝子工学的手法により得られたもの (rOCIF)を使用するこ
とができる。これらの rOCIFは、ヒト、ラット、あるいはマウスの cDNAを常法に従って発
現ベクターに組み込み、 CHO細胞、 BHK細胞、 Namalwa細胞などの動物細胞あるいは昆虫細
胞などで発現させ、精製することによって得ることができる。このようにして得られた OC
IFは、分子量約 60kDa(モノマー型 )と 120kDa(ダイマー型 )の分子量を示すが、固定化に用
いる OCIFとしては、好ましくはダイマー型 OCIFを用いる。 OCIFを固定化するためのゲル、
樹脂としては ECHセファロース 4B、 EAHセファロース 4B、チオプロピルセファロース 6B、 CN
Br‐活性化セファロース 4B、活性化 CHセファロース 4B、エポキシ活性化セファロース 6B、
活性化チオールセファロース 4B(以上、ファルマシア社 )、 TSKgel AF‐エポキシトヨパー
ル 650、 TSKgel AF‐アミノトヨパール 650、 TSKgel AF‐フォルミルトヨパール 650、 TSKge
l AF‐カルボキシトヨパール 650、 TSKgel AF‐トレシルトヨパール 650(以上、トーソー社
)、アミノ -セルロファイン、カルボキシ -セルロファイン、 FMP活性化セルロファイン、フ
ォルミル -セルロファイン (以上、生化学工業社 )、アフィゲル 10, アフィゲル 15, アフィ
プレップ 10(以上、 BioRad社 )などを用いることができる。又、 OCIFを固定化するためのカ
ラムとしては HiTrap NHS-activatedカラム (ファルマシア社 )、 TSKgel Tresyl-5PW(トーソ
ー社 )などを用いることができる。 HiTrap NHS-activatedカラム (1ml,ファルマシア社 )を
用いた OCIFの固定化法として、具体的には以下の方法を挙げることができる。即ち、 OCIF
 13.0 mgを含む 0.2M NaHCO3 /0.5M NaCl(pH8.3)溶液 1mlをカラムに添加し、室温で 30分間
カップリング反応させる。
【００１６】
次いで、 0.5Mエタノールアミン /0.5M NaCl(pH8.3)と 0.1M酢酸 /0.5M NaCl(pH4.0)を流し、
再度 0.5Mエタノールアミン /0.5M NaCl(pH8.3)に置き換え、室温で 1時間放置し、過剰な活
性基を不活性化する。その後、 0.5Mエタノールアミン /0.5M NaCl(pH8.3)と 0.1M酢酸 /0.5M
 NaCl(pH4.0)で 2度洗浄し、 50mM Tris/1 M NaCl/0.1%CHAPS緩衝液 (pH7.5)で置換すること
により、 OCIF固定化カラムを作製することができる。このようにして作製した OCIF固定化
カラムや OCIF固定化ゲルあるいは樹脂などを用い、本発明蛋白質を効率よく精製すること
ができる。本発明蛋白質の分解を抑制するために、精製に用いる緩衝液にも上記の各種プ
ロテアーゼ阻害剤を添加するとよい。本発明蛋白質は、上記の可溶化膜画分を OCIF固定化
カラムに負荷する、あるいは OCIF固定化ゲル、樹脂などと混ぜて攪拌することによって吸
着させ、酸、各種蛋白質変性剤、カコジレートバッファーなどによって OCIF固定化カラム
、ゲル、あるいは樹脂などから溶出することができる。好ましくは、本発明蛋白質の変性
を最小限に抑えるため、酸を用いて溶出し直ちに中和するとよい。溶出に用いる酸性緩衝
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液としては、例えば 0.1Mグリシン -塩酸緩衝液 (pH3.0)、 0.1Mグリシン -塩酸緩衝液 (pH2.0)
、及び 0.1Mクエン酸ナトリウム緩衝液 (pH2.0)などを用いることができる。
【００１７】
このようにして精製した本発明蛋白質は、生物試料からの蛋白質の精製に汎用される通常
の方法を用いて、本発明蛋白質の物理化学的性質を利用した各種の精製操作により更に精
製することができる。本発明蛋白質溶液の濃縮には限外濾過、凍結乾燥及び塩析など、通
常、蛋白質の精製過程で用いられる手法が挙げられる。
好ましくは、 Centricon‐ 10(BioRad杜 )などを用いた遠心による限外濾過を用いるのが良
い。又、精製手段としては、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィ
ー、疎水クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、調製用電気泳動などを用いた通
常の蛋白質の精製に利用される各種の手法を組み合わせて用いることができる。より具体
的には、 Superose 12カラム (ファルマシア社 )などを用いたゲル濾過クロマトグラフィー
や逆相クロマトグラフィーを組み合わせて用いることにより、本発明蛋白質を純化するこ
とが可能である。又、精製過程中の本発明蛋白質の同定は、固定化 OCIFとの結合活性ある
いは OCIFとの結合物を抗 OCIF抗体による免疫沈降後、 SDS‐ポリアクリルアミド電気泳動 (
SDS-PAGE)で分析することにより検出できる。
このようにして得られた本発明蛋白質は、その活性より骨代謝異常症、例えば大理石病な
どの治療剤としての医薬、あるいは研究・診断用試薬として有用である。
【００１８】
また本発明は、破骨細胞形成抑制因子 OCIFに結合する新規な蛋白質 (OCIF結合分子 ;OBM)を
コードする DNA、その DNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、それを用いて
OCIFに特異的に結合する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する
骨代謝治療剤に関する。さらに本発明は、 OBMの発現を調節する物質のスクリーニング方
法、 OBMと結合しその作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、 OBMと結合し OB
Mの作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、これらのスクリーニングの結果得
られた物質を含有する医薬組成物に関する。
【００１９】
本発明の DNAによりコードされる新規蛋白質 OBMは、以下の物理化学的性質及び生物活性を
示す。
即ち、
a.破骨細胞形成抑制因子 (OCIF)に特異的に結合する。
b.還元条件下における SDS-PAGEによる分子量測定で、約 40,000(± 4,000)の分子量を示す
。又、モノマータイプの OCIFとクロスリンクさせた場合の見かけ上の分子量は約 90,000-1
10,000である。
c.破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する活性を有する。
ものである。
【００２０】
本発明の OCIF結合分子、 OBMをコードする DNAを同定し、 OBMの性質を評価するためのプロ
ーブとして使用するヒト破骨細胞形成抑制因子 (OCIF)は、 WO96/26217号に従ってヒト胎児
性線維芽細胞株 IMR-90の培養液から単離することができる。 OBMの DNAの単離、同定には、
遺伝子組換え型ヒト OCIF、遺伝子組換え型マウス OCIF、遺伝子組換え型ラット OCIF等を用
いることもできる。これらの遺伝子組換え型 OCIFはそれぞれの DNAを常法に従って発現ベ
クターに組み込み、 CHO細胞、 BHK細胞、 Namalwa細胞等の動物細胞あるいは昆虫細胞など
で発現させ、精製することによって得ることができる。
【００２１】
目的の蛋白質をコードする cDNAを分離する (cDNAクローニング )方法としては、その蛋白質
の部分アミノ酸配列を決定しそれに対応する塩基配列をもとにハイブリダイゼーション法
により目的の cDNAを単離する方法の他に、蛋白質のアミノ酸配列が不明であっても発現ベ
クター中に cDNAライプラリーを構築し、それらを細胞中に導入し、目的の蛋白質の発現の
有無をスクリーニングすることにより、目的の cDNAを単離する方法 (発現クローニング法 )
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がある (D'Andrea et al.: Cell 57, 277-285, 1989; Fukunaga et al.: Cell 61, 341-35
0, 1990)。
発現クローニング法では、宿主細胞として細菌、酵母、動物細胞などが目的に応じて使い
分けられている。本発明のように動物細胞の膜表面に存在すると考えられる蛋白質をコー
ドする cDNAをクローニングする際には、動物細胞を宿主とする場合が多い。又、 DNAの導
入効率が高く、導入された DNAの発現効率の高い宿主が通常使用される。そのような特徴
を持つ細胞のひとつが、本発明で用いたサル腎臓細胞 COS-7細胞である。 COS-7細胞では SV
40 large T antigenが発現しているため、 SV40の複製開始点を持っプラスミドは細胞中で
多コピーのエピソームとして存在するようになり、通常より高発現が期待できる。又、 DN
Aを導入した時点から数日のうちに最高の発現レベルに到達するので迅速なスクリーニン
グに適している。この宿主細胞に高発現可能なプラスミドを組み合わせることによって、
極めて高レベルの遺伝子発現が可能となる。プラスミド上で最も遺伝子の発現量に影響を
与える因子はプロモーターであり、高発現用のプロモーターとして SRαプロモーターやサ
イトメガロウィルス由来プロモーター等がよく使用される。
【００２２】
発現クローニングにより膜蛋白質の cDNAをクローニングしようとする際のスクリーニング
法として、バインディング法 (binding法 )、パニング法 (panning法 )、フィルムエマルジョ
ン法などが考案されている。
本発明は、発現クローニング法とバインディング法を組み合わせることによって得た OCIF
に特異的に結合する蛋白質 (OBM)をコードする DNA及び発現蛋白質、及び DNA又は発現蛋白
質を用いた生理活性物質のスクリーニングに関する。本発明の DNAがコードする OBMは、 OC
IFを標識し、その標識体の動物細胞膜表面への結合性を試験することによって検出するこ
とができる。 OCIFの標識法としては、放射性同位元素による標識や蛍光標識等、一般的な
蛋白質の標識法を用いることができる。例えば、 OCIFの放射性同位元素による標識として
はチロシン残基の 1 2 5 I標識か挙げられ、具体的標識法としてヨードジェン法、クロラミン
T法及び酵素法等がある。 OCIFの動物細胞膜表面への結合性はこのようにして得た標識 OCI
Fを用い、常法に従った方法で試験できる。又、結合性の試験に用いる培地に標識 OCIFの 1
00倍から 400倍濃度の未標識 OCIFを添加することにより、非特異的な結合量を測定できる
。 OCIFの特異的結合量は、標識 OCIFの総結合量から非特異的な結合量を差し引くことによ
り算出される。
【００２３】
本発明者らは、破骨細胞の分化に関与する因子は OCIFと相互作用するとの仮定のもと、遺
伝子組み換え型 OCIFを用い、 OCIFが結合する蛋白質を分離するため、マウス骨芽細胞様ス
トローマ細胞株 ST2の mRNAから作製した発現ライブラリーを以下に述べる方法でスクリー
ニングした。 ST2mRNAをもとに合成した DNAを動物細胞用発現ベクターに挿入し、それらを
サル腎臓細胞 COS-7細胞に遺伝子導入した。 1 2 5 I標識した OCIFをプローブとして用いて COS
-7細胞上に発現した目的の蛋白質をスクリーニングした。その結果、 OCIFと特異的に結合
する蛋白質をコードする DNAを分離するに至り、この OCIF結合分子 (OCIF結合分子 ;OBM)を
コードする DNAの塩基配列を決定した。又、この DNAにコードされる OBMは細胞膜上で OCIF
と強くしかも特異的に結合することを見出した。
【００２４】
本発明でいう比較的温和な条件での DNAハイブリダイゼーションとは、例えば常法に従い
ナイロンメンブレンに DNAをトランスファーし固定化した後、ハイブリダイゼーション用
バッファー中で放射線標識したプローブの DNAと 40～ 70℃、 2時間～ 1晩程度ハイブリダイ
ゼーションさせ、 0.5× SSC (0.075M塩化ナトリウム及び 0.0075Mクエン酸ナトリウム )で 45
℃ 10分洗浄する条件を言う。具体的には、常法に従い、ナイロンメンブレンにハイボンド
N(アマシャム杜 )を用い、 DNAをトランスファーし固定化した後、 Rapid Hybridization Bu
ffer(アマシャム社 )中で 3 2 P標識したプローブの DNAと 65℃ 2時間ハイブリダイゼーション
させて、 0.5× SSC (0.075M塩化ナトリウム及び 0.0075Mクエン酸ナトリウム )で 45℃ 10分洗
浄する条件を言う。
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【００２５】
破骨細胞形成の代表的なインビトロ培養系として、活性型ビタミン D3あるいは PTHの存在
下でのマウス由来骨芽細胞様ストローマ細胞株、 ST2とマウス脾臓細胞との共培養系がよ
く知られている。本発明の OBMは活性型ビタミン D3や PTHのような骨吸収促進因子の存在下
で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞上に特異的に誘導される蛋白質として特定される。
更に、活性型ビタミン D3あるいは PTH非存在下でもマウス脾臓細胞の培養系に本発明の DNA
によりコードされる蛋白質を添加することによって破骨細胞の形成が促進されることから
、本発明の DNAによりコードされる OBMは破骨細胞の分化、成熟に関与していると考えられ
る。
【００２６】
本発明の DNAを発現ベクターに挿入して OBM発現プラスミドを作製し、これを各種の細胞又
は菌株に導入して発現させることにより、組み換え型 OBMを製造することができる。発現
させる際の哺乳動物細胞の宿主として COS-7、 CHO、 Namalwaなど、又は細菌の宿主として
大腸菌などを、用いることができる。その際、 DNAの全長を用いて膜結合型蛋白質として
発現させる、あるいは膜結合部位をコードする部分を除去することにより分泌型、可溶化
型としても発現させることができる。このようにして製造された組み換え型 OBMは、通常
用いられる蛋白精製法、例えば OCIF固定化カラムを用いたアフィニティークロマトグラフ
ィー一、イオン交換クロマトグラフィー、あるいはゲル濾過クロマトグラフィーなどを組
み合わせることにより、効率よく精製することができる。このようにして得られた本発明
蛋白質は、その活性より骨代謝異常症、例えば大理石病などの治療剤としての医薬、ある
いは研究・診断用試薬として有用である。
【００２７】
本発明の DNAにコードされる蛋白質 OBMを利用して、 (1)OBMの発現を調節する物質のスクリ
ーニング、 (2)OBMに特異的に結合し、 OBMの生物活性を阻害、あるいは修飾する物質のス
クリーニング、及び (3)破骨細胞前駆細胞に存在し、 OBMの生物活性を伝達する蛋白質 (OBM
レセプター )のスクリーニング、更にはこの OBMレセプターを利用したアンタゴニストやア
ゴニストの開発が可能である。上述の OBMあるいは OBMレセプターを用いたコンビナトリア
ルケミストリーにおいて、アンタゴニストあるいはアゴニストの探索に必要なペプチドラ
イブラリーは具体的に以下の方法で作製することができる。その一つに、スプリット法が
ある
(Lam et al.; Nature 354, 82-84, 1991)。この方法は、合成担体 (ビーズ )にそれぞれの
アミノ酸 (ユニット )を結合させたものを各ユニットごと別々に合成する。この合成された
担体を一度すべて混ぜ、次にユニットの数に等分し、次のユニットをまた各々結合させる
。この操作を n回繰り返すことにより、担体に n個のユニットが結合したライブラリーが作
製される。このように合成を行うと一つの担体群には、 1種類の配列しか合成されないの
で、本発明の蛋白質を用いた上記のスクリーニング法で陽性を示した担体群を選びだし、
そのアミノ酸配列を決定すれば、特異的に結合するペプチドを同定することができる。又
、別の方法としてファージディスプレイ法を用いることもできる。この方法はランダムな
ペプチドをコードする合成遺伝子をファージで発現させるもので、上記合成ライブラリー
に比べ、ライブラリー中の分子数を多くできるという利点があるものの、ファージが嫌う
配列はライブラリーに存在し得ないことなどがあり、分子数当たりの多様性が低いという
欠点がある。ファージディスプレイ法でも同様に、本発明の蛋白質を用いたスクリーニン
グ系を利用し、それに特異的に結合するファージをパニングにより濃縮し、得られた特異
的結合性を有するファージを大腸菌で増幅し、そのペプチドをコードする塩基配列を決定
すればよい。更に、前記 (2)及び (3)のスクリーニング系を使用し、ペプチドライブラリー
から OBMあるいは OBMレセプターに特異的でかつ高親和性のペプチドをスクリーニングした
い場合、スクリーニング時にそれぞれ OCIFや OBMを共存させ、それぞれの濃度を上げなが
ら、陽性を示した担体あるいはファージをスクリーニングすることにより、特異的かつ極
めて高親和性のペプチドを得ることができる。例をあげれば、すでに造血ホルモンである
エリスロポエチン (EPO)のレセプターを用い、多様性に富んだペプチドライブラリーから
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の EPO様活性を有する低分子ペプチドアゴニストのスクリーニング及びその立体構造解析
、更にはその立体構造に基づいた有機合成展開による EPO活性を有する低分子物質 (アゴニ
スト )の創製に成功している (Nicholas et a1.: Science, 273, 458-463, 1996)。
【００２８】
また本発明者らは、破骨細胞形成抑制因子 OCIFを用い、その結合蛋白質が活性型ビタミン
D3や副甲状腺ホルモン (parathyroid hormone, PTH)などの骨吸収因子の存在下で培養した
骨芽細胞様ストローマ細胞株、 ST2の細胞上に特異的に発現することをすでに見出した。
さらに、該蛋白質は未熟な破骨細胞前駆細胞からの破骨細胞への分化、成熟に関与する、
いわゆる破骨細胞分化、成熟を支持又は促進する因子としての生物活性を有していること
を見出し、該蛋白質を精製することによりその物理化学的諸性質及びその生物活性を明ら
かにした。本発明者らは、本発明の DNAにより発現される遺伝子組み換え型蛋白質 OBMと、
すでに前記 OCIFと特異的に結合する精製天然型蛋白質との異同を明らかにすべく、物理化
学的性質及び生物活性を比較した。その結果、両蛋白質とも▲１▼膜結合蛋白質であり、
特異的に OCIFと結合し、▲２▼ SDS-PAGEでの分子量は約 40,000、▲３▼モノマータイプの
OCIFとクロスリンキングさせた場合の見かけの分子量は約 90,000-110,000であり、物理化
学的諸性質がよく一致していること、又、生物活性においても、両蛋白質は破骨細胞の分
化、成熟を支持又は促進する活性を有していることから、両蛋白質は同一である可能性が
示唆された。さらに、本発明 DNAを用いて遺伝子工学的に発現させ、精製した蛋白質 (遺伝
子組み換え型 OBM)で作製したウサギ抗 OBMポリクローナル抗体は、前記の方法で得られる
精製天然型蛋白質に交差性を有し、 OBMと OCIFとの特異的結合を阻害するのと同様に、前
記の精製天然型蛋白質と OCIFとの結合を特異的に阻害した。これらの結果から、本発明の
DNAにより発現される遺伝子組み換え型蛋白質 OBMは、前記 OCIFに特異的に結合する天然型
蛋白質と同一であることが明らかである。
【００２９】
さらに本発明者らは、 OCIFに特異的に結合し、天然型あるいは遺伝子組み換え型マウス OB
Mと同様にマウス脾臓細胞からの破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する活性を有するヒ
ト由来 OCIF結合蛋白分子 (以下ヒト OBMと称する )をコードする遺伝子 (cDNA)を単離するた
め、前述のとおりマウス OBM cDNAから作製したプライマーを用い、ヒトリンパ節由来 cDNA
を鋳型として polymerase chain reaction(PCR)を行い、得られたヒト OBMc DNA断片をプロ
ーブとして上記 cDNAライブラリーをスクリーニングした。その結果、 OCIFと特異的に結合
するヒト由来蛋白質をコードする cDNAを分離することに成功し、このヒト由来 OCIF結合蛋
白分子、即ちヒト OBMをコードする cDNAの塩基配列を決定した。この cDNAにコードされる
ヒト OBMは、マウス OBMと同様に細胞膜上で OCIFと強く、しかも特異的に結合する特性を有
し、またマウス脾臓細胞からの破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生物活性を有する
ことを見出した。
【００３０】
即ち、本発明は破骨細胞形成抑制因子 OCIFに結合する新規なヒト由来蛋白質であるヒト OB
Mをコードする DNA、その DNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、その DNAを
用いて OCIFに特異的に結合する性質を有し、マウス脾臓細胞からの破骨細胞の分化、成熟
を支持、促進する活性を有する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含
有する骨代謝異常症治療剤の提供、更にヒト OBMの発現を調節する物質のスクリーニング
方法、ヒト OBMと結合しその作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、ヒト OBM
と結合しその作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法及びこれらのスクリーニン
グの結果得られた物質を含有する医薬組成物を提供することを課題とする。
【００３１】
本発明は、 OCIFに特異的に結合する特性を有し、また破骨細胞の分化、成熟を支持、促進
する生物活性を有する新規なヒト蛋白質であるヒト OBMをコードする DNA、その DNAにより
コードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、その DNAを用いて OCIFに特異的に結合する特
性を有し、また破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生物活性を有する蛋白質を遺伝子
工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する骨代謝異常症治療剤に関する。更に、本
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発明はヒト OBMの発現を調節する物質のスクリーニング方法、ヒト OBMと結合しその作用を
阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、ヒト OBMと結合し OBMの生物活性を伝達する
レセプターのスクリーニング方法、及びこれらのスクリーニングの結果得られた物質を含
有する医薬組成物、さらにヒト由来 OCIF結合蛋白質に対する抗体及びその抗体を用いた骨
代謝異常症の予防及び /又は治療薬に関する。
【００３２】
本発明の DNAによりコードされる新規ヒト由来 OCIF結合蛋白分子、即ちヒト OBMは、以下の
物理化学的性質及び生物活性を示す。
即ち、
a.破骨細胞形成抑制因子 (osteoclastogenesis inhibitory factor, OCIF)(WO96/26217号 )
に特異的に結合する。
b.還元条件下での SDS-PAGEによる分子量測定で、約 40,000(± 5,000)の分子量を示す。又
、モノマータイプの OCIFとクロスリンクさせた場合の見かけ上の分子量は約 90,000‐ 110,
000である。
c.破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生物活性を有する。
ものである。
【００３３】
本発明のヒト OBMをコードする cDNAを分離同定するための、プローブとして使用するマウ
ス由来 OCIF結合蛋白質であるマウス OBM cDNAは、前述の方法に従って、マウス骨芽細胞様
ストローマ細胞株、 ST2の cDNAライブラリーから単離することができる。又、ヒト OBMc DN
Aを発現することにより得られる蛋白質の特性及びその生物活性を評価するために必要な
ヒト破骨細胞形成抑制因子 OCIFは、 WO96/26217号記載の方法に従って、ヒト線維芽細胞株
IMR-90の培養液から単離、あるいはその DNAを用いて遺伝子工学的に製造することができ
る。ヒト OBMの特性や生物活性の評価には、遺伝子組み換えヒト OCIF、遺伝子組み換えマ
ウス OCIF、遺伝子組み換えラット OCIF等を用いることもできる。これらの遺伝子組み換え
型 OCIFは、それぞれの cDNAを常法に従って発現ベクターに組み込み、 CHO細胞、 BHK細胞、
Namalwa細胞等の動物細胞あるいは昆虫細胞などで発現させ、精製することによって得る
ことができる。
【００３４】
目的の蛋白質をコードするヒト型の cDNAを単離する (cDNAクローニング )方法としては、▲
１▼その蛋白質を精製し、その部分アミノ酸配列を決定し、それに対応する塩基配列を有
する DNAをプローブとして用い、ハイブリダイゼーション法により目的の cDNAを単離する
方法、▲２▼目的の蛋白質のアミノ酸配列が不明であっても発現ベクター中に cDNAライブ
ラリーを構築し、それらを細胞中に導入し、目的蛋白質の発現の有無をスクリーニングす
ることにより、目的の cDNAを単離する方法 (発現クローニング法 )、及び▲３▼ヒト由来の
目的蛋白質と同じ特性及び生物活性を有するヒト以外の哺乳動物由来の蛋白質をコードす
る遺伝子、 cDNAがクローニングしようとするヒト由来の目的蛋白質の cDNAと高いホモロジ
ーを有すると想定し、前者の cDNAをプローブとし、ヒト細胞あるいは組織から構築した cD
NAライブラリーからハイブリダイゼーション法や polymerase chain reaction (PCR)法に
より目的のヒト蛋白質をコードする cDNAを単離する方法がある。
【００３５】
ヒト OBM cDNAは、前記マウス OBM cDNAと高い相同性を有するとの想定のもと、ヒト OBM産
生細胞あるいは組織は後者の cDNAをプローブとして、ノーザンハイブリダイゼーション法
により調べることができる。ヒト OBM cDNAは、マウス OBM cDNAから作製したマウス OBMプ
ライマーを用い、上記のようにして同定したヒト OBM産生組織、例えばヒトリンパ節等か
ら構築した cDNAを鋳型として、 PCRによりヒト OBM cDNA断片を得て、このヒト OBMc DNA断
片をプローブとし、上記の様に同定したヒト OBM産生細胞あるいは組織の cDNAライブラリ
ーをスクリーニングすることにより得ることができる。本発明は、このようにして得られ
た OCIFに特異的に結合する性質を有し、また破骨細胞の分化、成熟を支持、促進する生物
活性を有するヒト由来蛋白質、即ちヒト OBMをコードする DNAに関する。本発明の DNAがコ
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ードするヒト OBMは、膜貫通領域を有する膜結合型蛋白質をコードすることから、 OCIFを
標識し、本発明の cDNAを発現した動物細胞表面への OCIF標識体の結合によって検出するこ
とができる。 OCIFの標識法としては、前述と同様、放射性同位元素による標識や蛍光標識
等、一般的な蛋白質の標識法を用いることができる。
本発明のヒト OBM cDNAにより発現される蛋白質の分子量は、ゲル濾過クロマトグラフィー
や SDS-PAGE等を用いて測定される。より正確に分子量を測定するためには、 SDS-PAGEを用
いるのが好ましく、ヒト OBMは、還元条件下で約 40,000(40,000± 5,000)の分子量を有する
蛋白質として特定される。
【００３６】
本発明でいう比較的温和な条件での DNAハイブリダイゼーションとは、例えば常法に従い
ナイロンメンブランに DNAをトランスファーし、固定化した後、ハイブリダイゼーション
用バッファー中で放射線標識したプローブの DNAと 40-70℃、 2時間から一夜程度ハイブリ
ダイゼーションさせ、 0.5× SSC(0.075M塩化ナトリウム及び 0.0075Mクエン酸ナトリウム )
で 45℃、 10分間洗浄する条件を言う。より具体的には、常法に従い、ナイロンメンブラン
にハイボンド N(アマシャム社 )を用い、 DNAをトランスファーし、固定化した後、 Rapid Hy
bridization Buffer(アマシャム社 )中で 3 2 P標識したプローブの DNAと 65℃、 2時間ハイブ
リダイゼーションさせて、上記の 0.5xSSCで 45℃、 10分間洗浄する条件を言う。
【００３７】
破骨細胞形成の代表的なインビトロ培養系として、活性型ビタミン D3あるいは PTHの存在
下でのマウス由来骨芽細胞様ストローマ細胞株、 ST2とマウス脾臓細胞との共培養系がよ
く知られている。このインビトロ培養系での破骨細胞形成には、骨芽細胞様ストローマ細
胞と脾臓細胞間の接着による相互作用及び活性型ビタミン D3や PTH等の骨吸収促進因子の
存在が不可欠である。このインビトロ培養系において、骨吸収促進因子非存在下で、しか
も破骨細胞形成支持能のないサル腎臓細胞株である COS細胞に本発明の cDNAを発現させた
遺伝子組み換え COS紬胞株は、骨芽細胞様ストローマ細胞株、 ST2と同様に脾臓細胞からの
破骨細胞形成支持能を獲得した。また本発明の cDNAは膜結合型蛋白質をコードすることか
ら、この膜結合部位をコードする部分を除去することにより分泌型、可溶型として発現さ
せることもできる。骨吸収促進因子非存在下の上記インビトロ培養系に、この分泌型ヒト
OBMを添加するだけで破骨細胞の形成が起こることも確認された。
これらの結果から、本発明の cDNAによりコードされるヒト OBMは破骨細胞の分化、成熟に
関与する因子として特定される。
【００３８】
本発明の cDNAを発現ベクタ一に挿入してヒト OBM発現プラスミドを作製し、これを各種の
細胞または菌株に導入して発現させることにより、組み換え型ヒト OBMを製造することが
できる。発現させる際の哺乳動物細胞の宿主として COS-7、 CHO、 Namalwa細胞などを、ま
た細菌の宿主として大腸菌等を用いることができる。その際、 cDNAの全長を用いて膜結合
型蛋白質として発現させることができるし、また膜結合部位をコードする部分を除去する
ことにより分泌型、可溶化型としても発現させることができる。このようにして製造され
た組み換え型ヒト OBMは、通常用いられる蛋白精製法、例えば OCIF固定化カラムを用いた
アフィニティクロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィーやゲル濾過クロマトグ
ラフィー等を組み合わせることにより効率良く精製できる。このようにして得られた本発
明ヒト OBMは、その活性より骨代謝異常症、例えば大理石病などの治療剤としての医薬、
あるいは研究・診断用試薬として有用である。
【００３９】
本発明の cDNAにコードされる蛋白質、ヒト OBMを利用することにより、▲１▼ヒト OBMの発
現を調節する物質のスクリーニング、▲２▼ヒト OBMに特異的に結合し、その生物活性を
阻害あるいは修飾する物質のスクリーニング、及び▲３▼ヒト破骨細胞前駆細胞に存在し
、ヒト OBMの生物活性を伝達するヒト蛋白質 (ヒト OBMレセプター )のスクリーニング、さら
にはこのヒト OBMレセプターを利用したアンタゴニストやアゴニストの開発が可能である
。上述のヒト OBMあるいはヒト OBMレセプターを用いたコンビナトリアルケミストリーにお
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いて、アンタゴニストあるいはアゴニストの探索に必要なペプチドライブラリーはマウス
OBMを用いたスクリーニングの方法と同様の方法で作製することができ、マウス OBMの代わ
りにヒト OBMを用いて、ペプチドライブラリーを同様にスクリーニングすることにより、
特異的かつ極めて高親和性のペプチドを得ることができる。
【００４０】
さらにまた、前述のように OBMは有用性の高い蛋白質であるが、この蛋白質の測定を行う
には OBMを特異的に認識する抗体とその抗体を用いた酵素免疫測定法の構築が必須である
。しかしながら、これまでに OBMの測定に有用な抗体は得られていない。さらに、 OBMある
いは sOBMの生物活性を中和する抗 OBM/sOBM抗体は、 OBMあるいは sOBMの作用、即ち破骨細
胞形成の促進作用を抑制することが想定され、骨代謝異常症の治療薬としての開発が期待
されるが、このような抗体も未だ得られていない。
【００４１】
上述の状況に鑑み本発明者らは鋭意研究の結果、破骨細胞形成抑制因子 (OCIF)に特異的に
結合する膜結合蛋白質 (OCIF結合分子 ;OBM)及び膜結合部位を欠損した可溶性 OBM(sOBM)の
両抗原を認識する抗体 (抗 OBM/sOBM抗体 )を見出すに至った。従って本発明は、破骨細胞形
成抑制因子 OCIFに特異的に結合する膜結合蛋白質 OBM及び膜結合部位を欠損した可溶性 OBM
(sOBM)の両抗原を認識する抗体 (抗 OBM/sOBM抗体 )、その製造方法、この抗体を用いた OBM
及び sOBMの測定方法、さらにこの抗体を有効成分とする骨代謝異常症予防及び /又は治療
剤を提供することを課題とする。
【００４２】
本発明は、破骨細胞形成抑制因子 (Osteoclastogenesis inhibitory factor; OCIF)に特異
的に結合する膜結合蛋白質 (OCIF binding molecule; OBM)及び膜結合部位を欠損した可溶
性 OBM(sOBM)の両抗原を認識する抗体 (抗 OBM/sOBM抗体 )、その製造方法、この抗体を用い
た OBM及び sOBMの測定方法、さらにこの抗体を有効成分とする医薬、特に骨代謝異常症予
防及び /又は治療剤に関する。
本発明の抗体は、 OBM及び sOBMの生物活性である破骨細胞形成促進活性を中和する活性を
有し、以下の性質を持つ抗体から構成される。
即ち、
a)マウス OBM及びマウス sOBMの両抗原を認識するポリクローナル抗体 (抗マウス OBM/sOBMポ
リクローナル抗体 )
b)ヒト OBM及びヒト sOBMの両抗原を認識するポリクローナル抗体 (抗ヒト OBM/sOBMポリクロ
ーナル抗体 )
c)マウス OBM及びマウス sOBMの両抗原を認識するモノクローナル抗体 (抗マウス OBM/sOBMモ
ノクローナル抗体 )
d)ヒト OBM及びヒト sOBMの両抗原を認識するモノクローナル抗体 (抗ヒト OBM/sOBMモノクロ
ーナル抗体 )
e)マウス OBM及びマウス sOBMの両抗原に交差性を有する抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗
体、から構成される。
【００４３】
マウス OBM及びマウス sOBMの両抗原を認識するポリクローナル抗体 (以下抗マウス OBM/sOBM
ポリクローナル抗体と称する )及びヒト OBM及びヒト sOBMの両抗原を認識するポリクローナ
ル抗体 (以下抗ヒト OBM/sOBMポリクローナル抗体と称する )は、以下の手段によって得るこ
とができる。免疫用抗原としての精製マウス OBMは、前述の方法に従って得ることができ
る。即ち、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株 ST-2を活性ビタミン D3処理し、その細胞膜
上の OBMを OCIF固定化カラム及びゲル濾過クロマトグラフィーにより精製することにより
、天然型マウス OBM(native OBM)を得ることができる。又、前述のマウス OBM cDNA(配列表
配列番号 15)又はヒト OBM cDNA(配列表配列番号 12)を常法により発現ベクターに組み込み
、 CHO細胞、 BHK細胞、 Namalwa、 COS-7細胞等の動物細胞、昆虫細胞、あるいは大腸菌など
で発現させて、上記と同様の方法で精製することにより、遺伝子組み換えマウス OBM(配列
表配列番号 1)又はヒト OBM(配列表配列番号 11)を得ることができ、これを免疫用抗原とし
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て用いても良い。この時、膜結合蛋白質であるマウス OBMあるいはヒト OBMを大量かつ高度
に精製するには、多大の労力を要する。一方、膜結合型蛋白質である OBMとその膜結合部
位を欠損させて得られる可溶化蛋白質である可溶性 OBM(sOBM)とは、前述のように破骨細
胞の分化、成熟促進活性において差異がないことが認められている。従って、マウス sOBM
及びヒト sOBMは発現及びその高度精製が比較的容易であることから、これら可溶化蛋白質
である sOBMを免疫用抗原として用いても良い。
【００４４】
マウス sOBM(配列表配列番号 16)及びヒト sOBM(配列表配列番号 17)は、マウス sOBM cDNA(配
列表配列番号 18)又はヒト sOBM cDNA(配列表配列番号 19)の 5'上流側に他の分泌蛋白質由来
の既知シグナル配列をコードする塩基配列を付加し、上記と同様に遺伝子工学的手法によ
り発現ベクターに組み込み、各種動物細胞、昆虫細胞、あるいは大腸菌などを宿主として
発現し、精製することにより、それぞれ得ることができる。このようにして得られた免疫
用抗原を、リン酸塩緩衝生理食塩水 (PBS)に溶解し、必要に応じ同容量のフロイント完全
アジュバントと混合し乳化後、動物に約 1週間間隔で皮下投与し、数回免疫する。抗体価
を測定し、最高の抗体価に達した時点でブースター投与し、投与 10日後に全採血を行う。
得られた抗血清を硫酸アンモニウム分画沈澱し、グロブリン分画を陰イオン交換クロマト
グラフィーにより精製するか、あるいは抗血清をバインディングバッファー (Biorad社 )で
2倍希釈し、その希釈抗血清をプロテイン A又はプロテイン Gセファロースカラムクロマト
グラフィーにより精製することにより、目的とする抗マウス又は抗ヒト OBM/sOBMポリクロ
ーナル型抗体を得ることができる。
【００４５】
本発明のモノクローナル抗体は、以下の方法により得ることができる。即ち、モノクロー
ナル抗体の作製に必要な免疫用抗原としては、ポリクローナル抗体の時と同様に天然型マ
ウス OBM(native OBM)、遺伝子組み換えマウス型又はヒト OBM、遺伝子組み換えマウス型又
はヒト型 sOBMを用いることができる。それぞれの抗原により哺乳動物を免疫するか、ある
いはインビトロ法により免疫したリンパ球細胞を骨髄腫細胞株 (ミエローマ )などと融合さ
せ、常法によりハイブリドーマを作製する。このハイブリドーマ培養液について、高度に
精製されたそれぞれの抗原を用いて、ソリッドフェーズ ELISAによりそれぞれの抗原を認
識する抗体生産ハイブリドーマを選択する。得られたハイブリドーマをクローニングし、
樹立した安定な抗体産生ハイブリドーマをそれぞれ培養することにより、目的とする抗体
が得られる。ハイブリドーマの作製に当たっては、哺乳動物を使用する場合、マウスやラ
ットなどの小動物を使用するのが一般的である。免疫は、抗原を適当な溶媒、例えば生理
食塩水などで適当な濃度に希釈し、この溶液を静脈内や腹腔内に投与し、これに必要に応
じてフロイント完全アジュバントを併用投与し、動物に 1～ 2週間間隔で 3～ 4回程度投与す
る方法が一般的である。このようにして免疫された動物を最終免疫後 3日目に解剖し、摘
出した脾臓から得られた脾臓細胞を免疫細胞として使用する。免疫細胞と細胞融合するマ
ウス由来のミエローマとしては、例えば p3/x63-Ag8、 p3-U1、 NS-1、 MPC-11、 SP-2/0、 FO
、 P3x63 Ag8. 653及び S194などが挙げられる。又、ラット由来の細胞としては、 R-210な
どの細胞株が挙げられる。ヒト型の抗体を生産する場合には、ヒト Bリンパ球をインビト
ロで免疫し、ヒトミエローマ細胞や EBウイルスにより形質転換した細胞株と細胞融合させ
ることにより、ヒト型の抗体を生産することができる。免疫された細胞とミエローマ細胞
株との融合は公知の方法、例えば Koehlerと Milsteinらの方法 (Koehler et al.: Nature 2
56, 495-497, 1975)が一般的に使用されるが、電気パルスを利用した電気パルス法などで
も良い。免疫リンパ球とミエローマ細胞株は、通常行われている細胞数の比率に混合し、
一般に使用される牛胎児血清 (FCS)不含細胞培養用培地にポリエチレングリコールを添加
して融合処理を行い、 FCS添加 HAT選択培地で培養を行い融合細胞 (ハイブリドーマ )を選別
する。
【００４６】
次に、抗体を生産するハイブリドーマを ELISA、プラーク法、オクタロニー法、凝集法な
ど通常用いられる抗体の検出方法により選択し、安定なハイブリドーマを樹立する。この
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ようにして樹立されたハイブリドーマは、通常の培養方法により継代培養可能であり、必
要に応じて凍結保存できる。ハイプリドーマは常法により培養して、その培養液、または
哺乳動物の腹腔内に移植することにより、腹水から抗体を回収することができる。培養液
あるいは腹水中の抗体は、塩析法、イオン交換及びゲル濾過クロマトグラフィー、プロテ
イン Aまたはプロテイン Gアフィニティークロマトグラフィーなど通常用いられる方法によ
り精製することができる。このような方法により、抗原として sOBMを用いて得られたモノ
クローナル抗体のほとんど全ては、 sOBMだけでなく OBMをも特異的に認識できる抗体 (抗 OB
M/sOBMモノクローナル抗体と称する )である。これらの抗体は、 OBM及び sOBMのそれぞれの
測定に利用することができる。これらの抗体は放射性アイソトープや酵素ラベルすること
により、ラジオイムノアッセイ (RIA)やエンザイムイムノアッセイ (EIA)として知られてい
る測定系に用いることにより、 OBM量及び sOBM量を測定することができる。これらの測定
系を用いることにより、血液、尿などの生体試料中の sOBM量を容易にかつ高感度で測定す
ることができる。また、これらの抗体を用いることにより、組織や細胞表面に結合した OB
M量をバインディングアッセイ等により容易にかつ高感度で測定することかできる。
【００４７】
得られた抗体をヒトに対する医薬として用いる場合、抗原性の問題からヒト型抗ヒト OBM/
sOBM抗体を作製することが望ましい。ヒト型抗ヒト OBM/sOBM抗体の作製は、次に述べるよ
うな手法により得ることができる。即ち、▲１▼ヒト末梢血あるいは脾臓から採取したヒ
トリンパ球を in vitroで IL-4存在下、抗原であるヒト OBMあるいはヒト sOBMで感作し、感
作したヒトリンパ球をマウスとヒトとのヘテロハイブリドーマである K6 H6 /B5 (ATCC CRL18
23)と細胞融合させることにより、目的の抗体産生ハイブリドーマをスクリーニングする
。得られた抗体産生ハイブリドーマが生産する抗体は、ヒト型抗ヒト OBM/sOBMモノクロー
ナル抗体である。これらの抗体の中からヒト OBM/sOBMの活性を中和する抗体を選別する。
しかしながら、このようにヒトリンパ球を in vitroで感作する方法では、一般的に抗原に
対して高親和性の抗体を得るのは困難である。
【００４８】
従って、ヒト OBMおよび sOBMに高親和性のモノクローナル抗体を得るには、上記のように
して得られた低親和性ヒト型抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体を高親和化する必要があ
る。それには、上記のようにして得られ、中和抗体であるものの低親和性であるヒト型抗
ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体の CDR領域 (特に CDR-3)にランダム変異を導入し、これを
ファージで発現させてヒト OBM/sOBMを固相化したプレートを用いてファージディスプレイ
法により、抗原であるヒト OBM/sOBMに強力に結合するファージを選択し、そのファージを
大腸菌で増やし、その塩基配列から高親和性を有する CDRのアミノ酸配列を決定すればよ
い。このようにして得られたヒト型抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体をコードする遺伝
子を一般的に使用されている哺乳動物細胞用発現ベクターに組み込んで、発現させること
によりヒト型抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体が得られる。これらの中から、ヒト OBM/
sOBMの生物活性を中和し、かつ高親和性である目的のヒト型抗ヒト OBM/sOBMモノクローナ
ル抗体を選別することができる。また、▲２▼ Balb/cマウスを用いて、本発明と同じよう
に常法 (Koehler et al.:Nature 256, 495497, 1975)によりマウス型抗ヒト OBM/sOBMモノ
クローナル抗体を作製し、ヒト OBM/sOBMの生物活性を中和し、かつ高親和性を有するモノ
クローナル抗体を選択する。この高親和性マウス型抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体の
CDR‐領域 (CDR-1,2および 3)をヒト IgGの CDR領域に移植する CDR-grafting(Winter and Mil
stein: Nature 349, 293-299, 1991)の手法を駆使することによりヒト型化が可能である
。上記に加え、さらに▲３▼ヒト末梢血リンパ球を Severe combined immune deficiency 
(SCID)マウスに移植し、この移植された SCIDマウスはヒト型抗体を生産する (Mosier D.E.
et al.: Nature 335, 256-259, 1988; Duchosal M.A. et al.: Nature 355, 258-262, 19
92)ので、抗原としてヒト OBMあるいは sOBMを抗原として感作し、スクリーニングすること
により、ヒト OBM/sOBMに特異的なヒト型モノクローナル抗体を生産するリンパ球をそのマ
ウスから採取することかできる。得られたリンパ球を前述のヒト型抗体の作製法▲１▼と
同様に、マウスとヒトとのヘテロハイブリドーマである K6 H6 /B5 (ATCC CRL1823)と細胞融

10

20

30

40

50

(18) JP 3935861 B2 2007.6.27



合させ、得られたハイブリドーマをスクリーニングすることにより、目的のヒト型モノク
ローナル抗体を産生するハイブリドーマを得ることができる。このようにして得られたハ
イブリドーマを培養することにより、目的のヒト型モノクローナル抗体を大量に製造でき
、上述の方法と同様に精製することにより精製品を得ることができる。又、目的のヒト型
モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマから cDNAライブラリーを構築し、目的のヒ
ト型モノクローナル抗体をコードする遺伝子 (cDNA)をクローニングし、この遺伝子を遺伝
子工学的手法により適当な発現ベクターに組み込み、各種動物細胞、昆虫細胞、あるいは
大腸菌などを宿主として発現させることにより、遺伝子組み換えヒト型モノクローナル抗
体を大量に製造することができる。
【００４９】
得られた培養液から上述と同様の方法により精製することにより、精製されたヒト型モノ
クローナル抗体を大量に得ることができる。
さらに、上述の方法で得られた抗 OBM/sOBMモノクローナル抗体の中から、 OBM/sOBMの生物
活性を中和する抗体を得ることかできる。これら OBM/sOBMの生物活性を中和する抗体は、
生体内での OBM/sOBMの生物作用、即ち破骨細胞形成促進作用をブロックすることから、医
薬として、特に骨代謝異常症の予防及び /又は治療剤として期待される。抗 OBM/sOBM抗体
による OBMあるいは sOBMの生物活性の中和活性は、 in vitroでの破骨細胞形成系における
破骨細胞形成の抑制活性で測定することができる。 in vitroアッセイ系として、以下の 3
つの方法がある。即ち、破骨細胞形成 (osteoclastogenesis)の in vitro培養系として、▲
１▼活性型ビタミン D3とデキサメサゾンの存在下、マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株、
ST2細胞とマウス脾臓細胞との共培養系、▲２▼サル腎臓細胞株、 COS-7細胞上に OBMを発
現させ、ホルムアルデヒドにより固定化し、 M-CSF存在下、その細胞上でマウス脾臓細胞
を培養する共培養系、▲３▼遺伝子組み換え sOBM及び M-CSF存在下でマウス脾臓細胞を培
養する系などが挙げられる。これら培養系に種々の濃度で抗 OBM/sOBM抗体を添加し、破骨
細胞形成に及ぼす影響を調べることにより、抗 OBM/sOBM抗体による破骨細胞形成抑制活性
を測定することができる。又、 in vivoでの実験動物を利用した骨吸収抑制活性により抗 O
BM/sOBM抗体の破骨細胞形成抑制活性を評価することができる。即ち、破骨細胞形成が亢
進している動物モデルとして、卵巣摘出モデルがある。この種の実験動物に抗 OBM/sOBM抗
体を投与し、骨吸収抑制活性 (骨密度の増強活性 )を測定することにより、抗 OBM/sOBM抗体
による破骨細胞形成抑制活性を測定することができる。
【００５０】
このようにして得られた OBM/sOBMの生物活性を中和する抗体は、医薬として、特に骨代謝
異常症の予防及び /又は治療を目的とした医薬組成物として、あるいはこのような疾患の
免疫学的診断のための抗体として有用である。本発明抗体は、製剤化して経口的あるいは
非経口的に投与することができる。本発明抗体を含む製剤は、 OBM及び /又は sOBMを認識す
る抗体を有効成分として含有する医薬組成物として、ヒトあるいは動物に対し安全に投与
されるものである。医薬組成物の形態としては、点滴を含む注射剤、坐剤、経鼻剤、舌下
剤、経皮吸収剤などが挙げられる。モノクローナル抗体は高分子蛋白質であることから、
バイアル瓶などのガラス容器や注射筒などへの吸着が著しい上に不安定であり、種々の物
理化学的因子、例えば熱、 pHおよび湿度等により容易に失活する。従って、安定な形で製
剤化するために、安定化剤、 pH調整剤、緩衝剤、可溶化剤、界面活性剤などを添加する。
【００５１】
安定化剤としては、グリシン、アラニン等のアミノ酸類、デキストラン 40およびマンノー
ス等の糖類、ソルビトール、マンニトール、キシリトール等の糖アルコール等が挙げられ
、またこれらの二種以上を併用してもよい。これらの安定化剤の添加量は、抗体の重量に
対して 0.01～ 100倍、特に 0.1～ 10倍添加するのが好ましい。これら安定化剤を加えること
により、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の保存安定性を向上することができる。緩衝剤と
しては、例えばリン酸バッファー、クエン酸バッファー等が挙げられる。緩衝剤は、液状
製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後の水溶液の pHを調整し、抗体の安定性、溶解性に寄
与する。緩衝剤の添加量としては、例えば液状製剤あるいは凍結乾燥製剤を再溶解した後
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の水量に対し、 1～ 10mMとするのが好ましい。界面活性剤としては、好ましくはポリソル
ベート 20、プルロニック F-68、ポリエチレングリコール等、特に好ましくはポリソルベー
ト 80が挙げられ、またこれらの 2種以上を併用してもよい。抗体のような高分子蛋白質は
容器の材質であるガラスや樹脂などに吸着しやすい。従って、界面活性剤を添加すること
によって、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体の、容器への吸着を防止する
ことができる。界面活性剤の添加量としは、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後の
水重量に対し 0.001～ 1.0%添加することが好ましい。以上のような安定化剤、緩衝剤、あ
るいは吸着防止剤を加えて本発明抗体の製剤を調製することができるが、特に医療用又は
動物薬用注射剤として用いる場合は、浸透圧比として許容される浸透圧比は 1～ 2が好まし
い。浸透圧比は、製剤化に際して塩化ナトリウムの増減により調製することができる。製
剤中の抗体含量は、適用疾患、適用投与経路などに応じて適宜調整することができ、ヒト
に対するヒト型化抗体の投与量は、抗体のヒト OBM/sOBMに対する親和性、即ちヒト OBM/sO
BMに対する解離定数 (Kd値 )に依存し、親和性が高い (Kd値が低い )ほど、ヒトヘの投与量を
少なく薬効を発現することができる。又、ヒト型抗体はヒト血中での半減期が約 20日間と
長いことから、例えばヒトに対して投与する際には、約 0.1～ 100mg/kgを 1～ 30日間に 1回
以上投与すれば良い。
【００５２】
【実施例】
以下の実施例により本発明をより詳紬に説明するが、これらは単に例示するのみであり、
本発明はこれらによって何ら限定されるものではない。
【実施例１】

マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株 ST2(RIKEN CELL BANK, RCBO224)は、 10%牛胎児血清を
含むα‐ MEM培地を用いて培養した。付着細胞用 225cm2 Tフラスコでコンフルエントになる
まで培養した ST2細胞を、トリプシン処理して Tフラスコから剥がし洗浄した後、 5枚の 225
cm2 Tフラスコに移し、 10- 8 M活性型ビタミン D3 (Calcitriol)、 10

- 7 Mデキサメサゾン、及び
10%牛胎児血清を添加したα‐ MEM培地各々 60mlを加えて CO2インキュベーター中で 7-10日
間培養した。培養した ST2細胞はセルスクレイパーを用いて回収し、使用するまで‐ 80℃
で保存した。
【００５３】

225cm2の Tフラスコ 80枚を用いて培養した実施例 1‐ (1)記載の ST2細胞 (容量約 12ml)に、プ
ロテアーゼ阻害剤 (2mM　 APMSFP,　 2mM　 EDTA,　 2mM o-phenanthroline, 1mM leupeptin, 
1μ g/ml pepstatin A及び 100 units/ml aprotinin)を含む 10mMトリス -塩酸緩衝液 (pH7.2)
を 3倍容量 (36ml)加えた。ボルテックスミキサーを用いて 30秒間この細胞を激しく攪拌し
た後、氷中で 10分間放置した。
ホモジナイザー (DOUNCE TISSUE GRINDER, A syrindge, WHEATON SCIENTIFIC社 )を用い、
細胞を破砕した。この細胞破砕液に、上記のプロテアーゼ阻害剤、 0.5Mシュクロース、 0.
1M塩化カリウム、 10mM塩化マグネシウム、及び 2mM塩化カルシウムを加えた 10mMトリスー
塩酸緩衝液 (pH7.2)の等量 (48ml)を加え、攪拌した後、 4℃、 600× gで 10分間遠心した。こ
の遠心分離により、細胞核と未破砕の細胞を沈殿画分として分離した。遠心分離で得た上
清を 4℃、 150,000× gで 90分間遠心し、沈殿画分として ST2細胞の膜画分を得た。この膜画
分に、上記のプロテアーゼ阻害剤、 15mM塩化ナトリウム、及び 0.1Mシュクロースを含む 10
mMトリス -塩酸緩衝液 (pH7.2)8mlを加えた後、 20% CHAPS (3‐ [(3-cholamidopropyl)‐ dim
ethylammonio]‐ 1-propanesulfonate、 Sigma社 )200μ lを加え、 4℃で 2時間攪拌した。こ
の液を 4℃、 150,000× gで 60分間遠心し、その上清を可溶化膜画分として得た。
【００５４】
【実施例２】
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本発明蛋白質の製造
(1)ST2細胞の大量培養

(2)膜画分の調製と膜結合蛋白質の可溶化

本発明蛋白質の精製



HiTrap NHS-activatedカラム (1ml,ファルマシア社 )内のイソプロパノールを 1mM塩酸で置
換した後、 WO96/26217号公報記載の方法で調製した遺伝子組み換え型 OCIF 13.0mgを含む 0
.2M NaHCO3 /0.5MNaCl(pH 8.3)溶液 1mlをシリンジ (5ml,テルモ社 )を用いカラムに添加した
。室温で 30分間カップリング反応させた後、過剰な活性基を不活性化する為、 0.5Mエタノ
ールアミン /0.5M NaCl(pH 8.3)と 0.1M酢酸 /0.5M NaCl(pH 4.0)を 3mlずつ交互に 3回流し、
再度 0.5Mエタノールアミン /0.5M NaCl(pH 8.3)に置き換え室温で 1時間放置した。その後
、 0.5Mエタノールアミン /0.5M　 NaCl(pH　 8.3)と 0.lM 酢酸 /0.5M NaCl(pH 4.0)で 2度洗浄
し、 50mM Tris/1M NaCl/0.1%CHAPS緩衝液 (pH 7.5)に置換した。
【００５５】

OCIF結合蛋白質の精製は、特に断らない限り 4℃で行った。前述の OCIF固定化アフィニテ
ィーカラムを、実施例 1‐ (2)記載のプロテアーゼ阻害剤、 0.15M塩化ナトリウム、及び 0.5
% CHAPSを加えた 10mMトリス -塩酸緩衝液 (pH 7.2)で平衡化した。このカラムに、実施例 1
‐ (2)項記載の可溶化膜画分約 8mlを流速 0.01ml/分で負荷した。このカラムに、上記のプ
ロテアーゼ阻害剤、 0.15M塩化ナトリウム、及び 0.5%CHAPSを加えた 10mMトリス -塩酸緩衝
液 (pH 7.2)を流速 0.5ml/分で 100分間流してカラムを洗浄した。次に、プロテアーゼ阻害
剤、 0.2M塩化ナトリウム、及び 0.5%CHAPSを加えた 0.1Mグリシン -塩酸緩衝液 (pH 3.3)を流
速 0.1ml/分で 50分間流し、カラムに吸着した蛋白質を溶出した。同様に、プロテアーゼ阻
害剤、 0.2M塩化ナトリウム、及ひ 0.5%CHAPSを加えた 0.1Mクエン酸ナトリウム緩衝液 (pH 2
.0)を流速 0.1ml/分で 50分間流し、カラムに吸着した蛋白質を溶出した。溶出液は 0.5ml/
フラクションにて分取した。分取した画分には、 2Mトリス溶液を加え、直ちに中和した。
各緩衝液で溶出したフラクション (溶出液量 1.0-5.0ml)の各々をセントリコン -10(Centric
on‐ 10, Amicon, USA)を用いて 50から 100μ lに濃縮した。濃縮した各フラクションの一部
を分取し、それぞれに OCIFを添加後、 OCIFポリクローナル抗体で免疫沈殿させた。その沈
殿画分を SDS化して後、 SDS-PAGEにかけて OCIFに特異的な結合能を有する蛋白質のバンド
が出現するフラクション (Fr. No.3-10)を本発明蛋白質画分とした。
【００５６】

実施例 2‐ (2)記載の方法で精製し、濃縮した OCIF結合蛋白質 (0.lMグリシン -塩酸緩衝液、
pH 3.3及び 0.lMクエン酸ナトリウム緩衝液、 pH 2.0溶出画分 )を 10mMTris-HCl, 0.5M NaCl
, 0.5% CHAPS(pH 7.0)で平衡化した Superose 12HR10/30カラム (ファルマシア杜、 1.0x30c
m)にかけ、平衡化緩衝液を移動相として用い流速 0.5 ml/minで展開させ、 0.5 mlずつの画
分を集めた。上記と同様にして本発明蛋白質画分 (Fr. No. 27-32)を同定し、各々のフラ
クションを Centricon-10 (Amicon)で濃縮した。
【００５７】

前述のゲル濾過で精製した OCIF結合蛋白質を 0.1% トリフルオロ酢酸 (TFA),30%アセトニト
リルで平衡化した C4カラム (2.1x250mm、 Vydac, USA)に負荷した。最初の 50分間でアセト
ニトリル濃度を 30%から 55%に、次の 10分間でアセトニトリル濃度を 80%にする勾配、流速 0
.2ml/minで溶出を行い、溶出された蛋白質のピークを 215nmで検出した。溶出された各ピ
ークの蛋白質を分取し本発明蛋白質のピークを同定することにより、高度に精製された本
発明蛋白質を得た。
【００５８】
【実施例３】

まず、活性型ビタミン D3存在下あるいは非存在下で培養した ST2細胞から調製した膜可溶
化画分を上記のように OCIF固定化アフィニティーカラムで精製し、その精製標品を SDS-PA
GEにかけた。図 1(A)に示したように、活性型ビタミン D3存在下で培養した ST2細胞からの
精製標品のみに、約 30,000-40,000のメジャーな蛋白質バンドが検出され、 OCIF固定化ア
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(3)ゲル濾過による本発明蛋白質の精製

(4)逆相高速液体クロマトグラフィーによる精製

精製された本発明蛋白質の SDS-PAGE



フィニティーカラムにより、 OCIFに特異的に結合する蛋白質、即ち本発明蛋白質が選択的
に濃縮、精製されることが明らかになった。しかしながら、本発明蛋白質以外に OCIF固定
化カラムの担体やスペサーなどに非特異的に結合した数種の蛋白質バンドが両精製サンプ
ル中に共通して検出された。これらの本発明蛋白質以外の蛋白質を上記のようにゲル濾過
及び C4逆相クロマトグラフィーで除去し、得られた高度精製本発明蛋白質の SDS-PAGEを図
1(B)に示した。高度精製本発明蛋白質は電気泳動的に均一であり、その分子量は約 30,000
-40,000であった。
【００５９】
【実施例４】

I
OCIFはヨードジェン (Iodogen)法により 1 2 5標識した。即ち、 2.5mg/ml　 Iodogen‐クロロ
ホルム溶液 20μ lを 1.5mlエッペンドルフチューブに移し、 40℃でクロロホルムを蒸発させ
て、ヨードジェンコートしたチューブを調製した。このチューブを 0.5Mリン酸ナトリウム
緩衝液 (Na-Pi,pH 7.0)400μ lで 3回洗浄した後、 0.5M Na-Pi, pH 7.0, 5μ lを加えた。こ
のチューブに Na-1 2 5 I溶液 (Amersham社、 NEZ-033H20)1.3μ l(18.5 MBq)を加えた後、直ち
に 1mg/ml rOCIF溶液 (モノマー型あるいはダイマー型 )10μ lを加え、ボルテックスミキサ
ーで攪拌した後、室温で 30秒間放置した。この溶液を、予め 10mg/mlヨウ化カリウム、 0.5
M Na-Pi, pH 7.0溶液 80μ lと 5%牛血清アルブミンのリン酸塩緩衝生理食塩水 5μ lを添加し
ておいたチューブに移し攪拌した。この溶液を 0.25%牛血清アルブミンのリン酸塩緩衝生
理食塩水溶液で平衡化しておいたスピンカラム (1ml, G-25 fine, ファルマシア社 )に負荷
し、 2,000rpmで 5分間遠心した。カラムから溶出された画分に 0.25%牛血清アルブミンのリ
ン酸塩緩衝生理食塩水溶液 400μ lを加え攪拌した後、 2μ lを取り、その放射能をガンマー
カウンターで測定した。このようにして調製した 1 2 5 I標識 OCIF溶液の放射化学純度は 10%T
CAにより沈殿する画分の放射能を測定することにより求めた。又、 1 2 5 I標識 OCIF溶液の OC
IF生物活性は、 WO96/26217号公報記載の方法に従い測定した。
又、 1 2 5 I標識 OCIF濃度は以下のように ELISAにより測定した。
【００６０】

I
WO96/26217号公報記載の抗 OCIFウサギポリクローナル抗体を 2μ g/mlになるように溶解さ
せた 50mM NaHCO3 (pH 9.6)100μ lずつを 96ウェルイムノプレート (MaxiSorpT M、 Nunc社 )の
各ウェルに加えて 4℃で一夜放置した。この液を吸い取った後、ブロックエース (雪印乳業
)/リン酸塩緩衝生理食塩水溶液 (25/75)300μ lずつを各ウェルに加え、室温で 2時間放置し
た。この液を吸い取った後、各ウェルを 0.01 %ポリソルベート 80を含むリン酸塩緩衝生理
食塩水 (P-PBS)で 3回洗浄し、次いで 1 2 5 I標識 OCIFサンプルあるいは OCIF標準品を添加した
ブロックエース /リン酸塩緩衝生理食塩水溶液 (25/75)300μ lずつを各ウェルに加え、室温
で 2時間放置した。この液を吸い取った後、 P-PBS 200μ lで各ウェルを 6回洗浄した。パー
オキシダーゼ標識したウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体を含むブロックエース (雪印乳業 )
/リン酸塩緩衝生理食塩水溶液 (25/75)100μ lずつを各ウェルに加え、室温で 2時間放置し
た。この液を吸い取った後、 P-PBS 200μ lで各ウェルを 6回洗浄した。 TMB溶液 (TMB Solub
le Reagent, High Sensitivity, Scytek社 )100μ lずつを各ウェルに加え、室温で 2-3分放
置した後、停止液 (Stopping Reagent, Scytek社 )100μ lずつを各ウェルに加えた。各ウェ
ルの 490nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。 OCIF標準品を用いて
作製した検量線より、 1 2 5 I標識 OCIFの濃度を求めた。
【００６１】

マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株 ST2あるいは脾臓細胞をそれぞれ 4× 104  cell/ml及び 2
x106  cell/mlの濃度になるように、 10- 8 M活性型ビタミン D3 (Calcitriol)及び 10- 7 Mデキサ
メサゾン添加あるいは無添加の 10%牛胎児血清 (FBS)を含むα‐ MEM培地に懸濁させ、この
培地 1mlずつを 24ウェルマイクロプレートに播種した。細胞を CO2インキュベーター中で 4
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日間培養しα‐ MEM培地で洗浄した後、上記の 1 2 5 I標識 OCIF(モノマー型又はダイマー型 )2
0ng/mlを加えた結合試験用培地 (0.2%牛血清アルブミン、 20mM Hepes緩衝液、 0.2% NaN3を
加えたα‐ MEM培地 )200μ lを各ウェルに加えた。又、別のウェルには、 8μ g/ml rOCIF(40
0倍濃度 )を更に添加した結合試験用培地を 200μ g/ml加え、非特異的吸着量測定に供した
。 CO2インキュベーター中で 1時間培養した後、 1 mlのリン酸塩緩衝生理食塩水  1 mlで 3回
洗浄した。この際、脾臓細胞は浮遊細胞であるため、 24ウェルプレートを遠心分離しなが
ら、各ウェルの細胞を洗浄した。洗浄後、 0.1N NaOH溶液 500μ lを各ウェルに加え、室温
に 10分間放置することにより細胞を溶解させ、細胞に結合した RI量をガンマーカウンター
で測定した。
1 2 5 I標識 OCIFは、培養した脾臓細胞には結合せず、図 2に示したように、活性型ビタミン D

3で培養した骨芽細胞様ストローマ細胞にのみ特異的に結合した。
このことから、本発明蛋白質は活性型ビタミン D3とデキサメサゾンにより骨芽細胞様スト
ローマ細胞上に誘導される膜結合蛋白質であることが明らかになった。
【００６２】
【実施例５】

骨芽細胞の破骨細胞形成支持能は、形成される破骨細胞の酒石酸耐性酸性フォスファター
ゼ活性 (TRAP活性 )を測定することによって評価した。即ち、 ddyマウス (8-12週齢 )の脾臓
細胞 (2× 105  cells/100μ l/well)とマウス骨芽細胞様ストローマ細胞 ST2(5× 103  cells/1
00μ l/well)を 10- 8 M活性型ビタミン D3、 10

- 7 Mデキサメサゾン、及ひ 10%牛胎仔血清を加え
たα‐ MEM培地に懸濁させ、 96ウェルプレートに播種した。 CO2インキュベーター中で 1週
間培養した後、各ウェルをリン酸塩緩衝生理食塩水で洗浄し、更に 100μ lのエタノール /
アセトン (1:1)を加えて、室温で 1分間固定した。固定後、 5.mM p-nitrophenol phosphate
と 10mM酒石酸ナトリウムを含む 50mMクエン酸緩衝液、 pH 4.5、 100μ lを各ウェルに加え、
室温で 15分間反応させた。反応後、 0.1N NaOH溶液を各ウェルに添加し、 405 nmの吸光度
をマイクロプレートリーダーで測定した。 RIKEN CELL BANKから購入した後の継代数約 10
代の ST2細胞と継代数約 40代の ST2細胞の破骨細胞形成支持能を試験した結果を図 3に示す
。この結果から、継代数の多い ST2細胞は破骨細胞形成支持能が高いことか明らかになっ
た。
【００６３】

実施例 4‐ (3)と同様に、骨芽細胞様ストローマ細胞株 ST2を活性型ビタミン D3及びデキサ
メサゾン存在下で 7日間培養した。 OCIF結合試験は、実験例 4‐ (1)に記載した 1 2 5 I標識 OCI
F(モノマータイプ )を用いて行った。非特異的結合は 400倍濃度の非標識 OCIFを用いて 1 2 5 I
標識 OCIFの ST2細胞への結合を競合させることにより測定した。その結果、活性型ビタミ
ン D3とデキサメサゾンにより、培養日数の経過と共に 1 2 5 I標識 OCIFの特異的結合量が上昇
した。即ち、図 4及び図 5に示したように本発明蛋白質は活性型ビタミン D3により ST2細胞
の表面に培養日数と共に発現し、その発現は培養 4日目に最大に達した。一方、マウス脾
臓細胞と ST2細胞の共培養を活性型ビタミン D3存在下で行うことにより、破骨細胞様の細
胞が形成される。破骨細胞のマーカー酵素である TRAP陽性の単核前破骨細胞様細胞は培養
3、 4日目には形成され、さらに分化、成熟した TRAP陽性の多核細胞は培養 5、 6日目に形成
される。本発明蛋白質の発現の経時変化と破骨細胞形成のそれとは良く相関していること
が明らかになった。
【００６４】

本発明蛋白質が破骨細胞形成に関与する因子であることを更に明確にするために、前述の
実施例 5‐ (2)における 6日間の共培養期間において、種々の培養期間 (各 2日間、但し 5日目
のみ 1日間 )の細胞を、 100ng/mlの OCIFで処理した。
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その結果、図 6に示したように、 ST2細胞上に最も本発明蛋白質が発現される培養 48-96時
間目での OCIF処理が最も効果的に破骨細胞の形成を抑制した。即ち、 OCIFは本発明蛋白質
を介して ST2細胞に結合することにより、破骨細胞形成を抑制することが明らかになった
。
以上の結果から、本発明蛋白質は活性型ビタミン D3とデキサメサゾンにより骨芽細胞様ス
トローマ細胞膜上に誘導され、破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する因子としての生
物活性 (作用 )を有することが明らかになった。
【００６５】
【実施例６】
I

本発明蛋白質の存在をさらに確認するため、 1 2 5 I標識 OCIFと本発明蛋白質とのクロスリン
キングを行った。実施例 4‐ (3)と同様にマウス骨芽細胞様細胞株 ST2を活性型ビタミン D3
及びデキサメサゾン存在下及び非存在下で 4日間培養した。
細胞をリン酸塩緩衝生理食塩水 1mlで洗浄した後、上記の 1 2 5 I標識 OCIF(モノマー型 )25ng/
ml、又は WO96/26217号公報にある配列表配列番号 76記載の蛋白質を動物細胞で発現させ上
記の方法で標識することにより得られた 1 2 5 I標識 OCIF‐ CDDl 40ng/mlを加えた結合試験用
培地 (0.2% 牛血清アルブミン、 20mM Hepes緩衝液、 0.2% NaN3、及び 100μ g/mlヘパリンを
加えたα‐ MEM培地 )200μ lを添加した。又、別のウェルには、 400倍濃度の OCIFを更に添
加した結合試験用培地を添加し、非特異的吸着試験に供した。 CO2インキュベーター中で 1
時間培養した後、 100μ g/mlヘパリンを加えたリン酸塩緩衝生理食塩水 1mlで 3回洗浄した
。これらのウェルに 100μ g/mlのクロスリンキング剤、 DSS(Disuccinimidyl suberate、 Pi
erce社 )を溶解させたリン酸塩緩衝生理食塩水 500μ lを加え、 0℃で 10分間反応させた。
これらのウェルの細胞を 0℃に冷却したリン酸塩緩衝生理食塩水 1mlで 2回洗った後、 1% Tr
iton X-100、 2mM PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride)、 10μ M pepstatin、 10μ M leup
eptin、 10μ M antipain、及び 2mM EDTAを加えた 20mM Hepes緩衝液 100μ lを各ウェルに加
え室温に 30分間放置して細胞を溶解させた。これらのサンプル 15μ lを常法により非還元
条件下で SDS化した後、 SDS‐ポリアクリルアミド電気泳動用ゲル (4-20%ポリアクリルアミ
ドグラジェント、第一化学社 )を用いて泳動させた。泳動後、ゲルを乾燥させ、 BioMax MS
フィルム (Kodak社 )と BioMax MS増感スクリーン (Kodak社 )を用いて‐ 80℃で 24時間感光さ
せた。感光させたフィルムを常法により現像した。
1 2 5 I標識 OCIF(モノマー型、 60kDa)を用いた場合には分子量約 90,000-10,000のクロスリン
クされた蛋白質が検出された。又、 1 2 5 I標識 OCIF-CDDl(31kDa)を用いた場合、図 7に示す
ように約 70-80kDa(平均 78kDa)のクロスリンクされた蛋白質が検出された。
【００６６】
【実施例７】

上記の 1 2 5 I標識 OCIF(モノマー型 )を 1,000pMになるように加えた結合試験用培地 (0.2% 牛
血清アルブミン、 20mM Hepes緩衝液、 0.2% NaN3を加えたα‐ MEM培地 )を調製し、結合試
験用培地を用い、 1/2希釈倍率で段階的に希釈した。又、非特異的な結合を求めるため、
これらの溶液に更に 400倍濃度の未標識モノマー型 OCIFを添加した溶液を調製した。調製
したこれらの溶液 200μ lを 10- 8 M活性型ビタミン D3 (Calcitriol)と 10

- 7 Mデキサメサゾン存
在下で 4日間培養した上記の ST2細胞 (約 10継代目 )のウェルに加え、実施例 4‐ (3)と同様の
方法で 1 2 5 I標識 OCIFの結合を試験した。得られた結果を常法に従って Scatchard Plotし、
OCIFと OCIF結合蛋白質の解離定数と ST2細胞当たりの OCIF結合蛋白質の個数 (サイト数 )を
求めた。
その結果、 OCIFと本発明蛋白質の解離定数は 280pM、 ST2細胞当たりの OCIF結合蛋白質のサ
イト数は約 33,000個 /細胞であった。又、実施例 5‐ (1)で記載したように、約 40継代培養
した ST2細胞は破骨細胞形成支持能が 10継代培養した ST2細胞よりも高かったことから、前
者の ST2細胞上に発現した本発明蛋白質のサイト数を測定したところ、サイト数が 58,000
個 /細胞であり、明らかに 10継代培養した ST2細胞よりも多く、本発明蛋白質の発現量の多
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ST細胞上に発現する本発明蛋白質の Scatchard Plotによる解析



寡が ST2細胞による破骨細胞形成支持能の強弱に繋がっていることが明らかになった。こ
のことは、本発明蛋白質は破骨細胞の分化、成熟を支持又は促進する因子であることを示
す。
【００６７】
【実施例８】

マウス骨芽細胞様ストローマ細胞株 ST2(RIKEN CELL BANK, RCBO224)は、 10% 牛胎児血清
を含むα‐ MEM培地 (ギブコ BRL杜 )を用いて培養した。付着細胞用 225cm2 T‐フラスコでコ
ンフルエントになるまで培養した ST2細胞を、トリプシン処理して T‐フラスコから剥がし
洗浄した後、 5枚の 225cm2 T‐フラスコに移し、 10- 8 M活性化ビタミン D3 (Calcitriol、和光
純薬杜 )、 lO- 7 Mデキサメサゾン、及び 10%牛胎児血清を添加したα -MEM培地を各々 60mlず
つ加えて CO2インキュベーター中で 5日間培養した。培養した ST2細胞から ISOGEN(和光純薬
社 )を用いて総 RNAを抽出した。総 RNA約 600μ gから Oligo(dT)‐ celluloseカラム (5'‐ 3'Pr
ime社 )を用いてポリ A+ RNAを調製した。約 8μ gのポリ A+ RNAを得た。
【００６８】

実施例 8-(1)で得られたポリ A+ RNA 2μ gから Great Lengths cDNA Synthesis kit(Clontech
社 )を用い、その説明書に従い二本鎖 cDNAを合成した。即ち、ポリ + RNA 2μ gと Oligo(dT)2
5 (dN)プライマーを混合し蒸留水を加え最終容量を 6.25μ lとし、 70℃で 3分保温後、氷中
で 2分冷却した。この溶液に蒸留水 2.2μ l、 5X First-strand buffer 2.5μ l、 100mM DTT 
(ジチオスレイトール )0.25μ l、 PRIME RNase Inhibitor (1U/ml) (5'‐ 3'Prime社 ) 0.5μ
l、 5倍希釈した [α‐ 3 2 P] dCTP(アマシャム杜、 3000 Ci/mmol、 2μ Ci/μ l) 0.5μ l、 dNTP
(各 20mM) 0.65μ l、 MMLV (RNaseH‐ )逆転写酵素 1.25μ l(250ユニット )を加え、 42℃で 90
分保温した。さらに、蒸留水を 62.25μ l、 5X second-strand buffer 20μ l、 dNTP (各 20m
M) 0.75μ l、 Second-strand enzyme cocktail 5μ lを添加し、 16℃で 2時間保温した。こ
の反応液に T4DNA polymerase 7.5ユニットを加え、 16℃でさらに 30分保温後 0.2M EDTA 5
μ l添加して反応を停止し、フェノール・クロロフォルム処理後、エタノール沈殿を行っ
た。この二本鎖 cDNAの末端に EcoRI-Sal I-NotIリンカー (Clontech社 )を付加し末端をリン
酸化した。サイズフラクショネーション用カラムにより 500bp以上の cDNAを分離し、エタ
ノール沈殿を行った。沈殿した DNAを水に溶解し、あらかじめ制限酵素 EcoRI(宝酒造社 )切
断及び CIAP(ウシ小腸アルカリフォスファターゼ、宝酒造社 )処理して調製した pcDL-SR　
α 296 (Molecular and Cellular Biology, Vol.8, pp466-472、 1988)に挿入した。
【００６９】

実施例 8-(2)で得られた DNAを用い大腸菌、 XL2 BlueMRF’ (東洋紡社 )を形質転換し、 1ウェ
ルあたり約 100コロニーとなるように細胞培養用 24ウェルプラスティックプレートに調製
した Lカーベニシリン寒天培地 (1%トリプトン、 0.5%イーストエキス、 1%NaCl、 60μ g/mlカ
ーベニシリン、 1.5%寒天 )上に増殖させた。各ウェル中の形質転換株を 3mlの Terrific Bro
thアンピシリン培地 (1.2%トリプトン、 2.4%イーストエキス、 0.4%グリセロール、 0.017M 
KH2 PO4、 0.072M K2 HPO4 , 100μ g/mlアンピシリン )に懸濁し、 37℃で一晩振盪培養した。
遠心により集菌し QIAwell kit(QIAGEN社 )を用いてプラスミド DNAを調製した。 260nmにお
ける吸光度により DNA含量を測定し、エタノール沈殿により濃縮し、 200ng/μ lとなるよう
に蒸留水に溶解した。この様にしてそれぞれ約 100個のコロニーから由来する DNAプールを
500プール調製し、 COS-7細胞 (RIKEN CELL BANK， RCBO539)へのトランスフェクションに用
いた。 COS-7細胞を 24ウェルプレートに 8× 104細胞 /ウェルとなるように播種し、 10% 牛胎
児血清を含む DMEM培地を用いて、 CO2インキュベーター中で 37℃にて一晩培養した。翌日
、培地を除いた後、無血清 DMEM培地で細胞を洗浄した。トランスフェクション用試薬リポ
フェクトアミン (ギブコ BRL社 )添付のプロトコールに従い、予め OPTI-MEM培地  (ギブコ BRL
 社 )を用いて希釈しておいた前記プラスミド DNAとリポフェクトアミン (ギブコ BRL 社 )を
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混合し、 15分後この混合液を各ウェルの細胞に加えた。用いた DNA及びリポフェクタミン
の量はそれぞれ 1μ g及び 4μ lとした。 5時間後、培地を除去し、 1mlの 10% 牛胎児血清を含
む DMEM培地 (ギブコ社 )を添加し、 CO2 　 インキュベーター中 (5%CO2 )、 37℃で 2-3日培養し
た。上記の様にトランスフェクトし 2-3日培養した COS-7 細胞を無血清 DMEM培地で洗浄し
た後、 1 2 5 I標識した OCIF 20ng/mlを加えた結合試験用培地 (0.2%牛血清アルブミン、 20mM 
Hepes緩衝液、 0.1mg/ml heparin及び 0.02% NaN3を加えた無血清 DMEM培地 ) 200μ lを各ウ
ェルに加えた。 CO2 　 インキュベーター中 (5% CO2 )で 37℃  1時間培養した後、細胞を 0.1mg
/ml heparinを含むリン酸塩緩衝生理食塩水 500μ lで 2回洗浄した。洗浄後、 0.1N NaOH溶
液  500μ lを各ウェルに加え、室温に 10分間放置することにより細胞を溶解させ、各ウェ
ル中の 1 2 5 Iの量をガンマーカウンター (パッカード社 )で測定した。計 500 プールをスクリ
ーニングすることにより、 OCIFと特異的に結合する蛋白質をコードする cDNAを含む DNAプ
ール 1っを分離した。さらに本発明の cDNAを含む DNAプールを細分化し、前記と同様のトラ
ンスフェクションとスクリーニング操作を繰り返すことにより、 OCIFと結合する蛋白質を
コードする cDNAを単離した。この cDNAを含むプラスミドを pOBM291と名付けた。このプラ
スミドを含む大腸菌は、 pOBM291として通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所 (現
独立行政法人産業技術総合研究所　微生物寄託センター )に受託番号 FERM BP-5953として
平成 9年 5月 23日に寄託されている。 OCIFの 1 2 5 I標識ならびに ELISAによる 1 2 5 I標識 OCIFの
定量法を以下に示す。 OCIFはヨードジェン (Iodogen)法により 1 2 5 I標識した。 2.5 mg/ml I
odogen-クロロホルム溶液 20μ lを 1.5 mlエッペンドルフチューブに移し、 40℃でクロロホ
ルムを蒸発させて、ヨードジェンコートしたチューブを調製した。このチューブを 0.5Mリ
ン酸ナトリウム緩衝液 (Na-Pi, pH 7.0)400μ lで 3回洗浄した後、 0.5 M Na-Pi, pH 7.0, 5
μ lを加えた。このチューブに Na-1 2 5 I溶液  (Amersham社、 NEZ-033H20)1.3μ l(18.5 MBq)
を加えた後、直ちに 1mg/mlOCIF溶液 (モノマー型あるいはダイマー型 ) 10μ lを加え、ボル
テクスミキサーで攪拌した後、室温で 30秒間放置した。
この溶液を、予め 10mg/ml沃化カリウム、 0.5M Na-Pi, pH7.0溶液 80μ lと  5% 牛血清アル
ブミンを含むリン酸塩緩衝生理食塩水 (BSA-PBS)5μ l を添加しておいたチューブに移し攪
拌した。この溶液を BSA-PBSで平衝化しておいたスピンカラム (1ml, G-25 fine, ファルマ
シア社 )に負荷し、 2,000rpmで 5分間遠心した。カラムから溶出された画分に BSA-PBSを 400
μ l加え撹拌した後、 2μ lを取り、その放射能をガンマーカウンターで測定した。このよ
うにして調製した  1 2 5 I標識 OCIF溶液の放射化学純度は  10% TCAにより沈殿する画分の放
射能を測定することにより求めた。また、 1 2 5 I標識 OCIF溶液の OCIF生物活性は、 WO96/262
17号公報記載の方法に従い測定した。また、 1 2 5 I標識 OCIF濃度は、以下のように ELISAに
より測定した。即ち、 WO96/26217号公報記載のウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体を 2μ g/m
lになるように溶解させた 50mM NaHCO3 , pH 9.6を 100 μ lずつ 96ウェルイムノプレート (Nu
nc,MaxiSorpＴ Ｍ )の各ウェルに加えて 4℃で一夜放置した。この液を吸い取った後、ブロ
ックエース (雪印乳業 )とリン酸塩緩衝生理食塩の混合水溶液  (混合比 25:75)(B-PBS)を 200
μ lずつ各ウェルに加え、室温で 2時間放置した。この液を吸い取った後、各ウェルを 0.01
%Polysorbate 80を含むリン酸塩緩衝生理食塩水  (P-PBS)で 3回洗浄し、次いで 1 2 5 I標識 OC
IFサンプルあるいは OCIF標準品を添加した  B-PBSを 100μ lずつ各ウェルに加え、室温で 2
時間放置した。この液を吸い取った後、 P-PBS200μ lで各ウェルを 6回洗浄した。パーオキ
シダーゼ標識したウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体を B-PBSで希釈した溶液を 100μ lずつ
各ウェルに加え、室温で 2時間放置した。この液を吸い取った後、 P-PBS200μ lで各ウェル
を 6回洗浄した。 TMB 溶液  (TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社 )を 100μ
lずつ各ウェルに加え、室温で 2-3分放置した後、停止液 (Stopping Reagent, Scytek社 )を
100μ lずつ各ウェルに加えた。各ウェルの 450 nmにおける吸光度をマイクロプレートリー
ダーで測定した。 OCIF標準品を用いて作製した検量線より 1 2 5 I標識 OCIFの濃度を求めた。
【００７０】

実施例 8-(3)で得られた OBMcDNAの塩基配列を、タックダイデオキシターミネーターサイク
ルシークエンシングキット (パーキンエルマー社 )を用いて決定した。
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即ち、 pOBM291を鋳型とし、直接挿入断片の塩基配列を決定した。また、 pOBM291を制限酵
素 EcoRI で切断し得られた約 1.0kb ならびに約 0.7kb の断片をプラスミド pUC19(宝酒造社
)の EcoRI部位に挿入し、それらの断片の塩基配列も決定した。用いたプライマーは、 pcDL
-SRα 296 の挿入断片  DNAの塩基配列を決定するためのプライマー SRR2、プラスミド pUC19
 の挿入断片  DNAの塩基配列を決定するためのプライマー ml3PrimerM3、 ml3PrimerRV(とも
に宝酒造社 )及び OBMcDNAの塩基配列に基づいて設計された合成プライマー OBM#8である。
これらプライマーの配列を配列表配列番号 3～ 6に示す。
また、決定された OBMcDNAの塩基配列を配列番号２に、その配列から推定されるアミノ酸
配列を配列番号１にそれぞれ示す。
【００７１】
〔実施例 9〕

プラスミド pOBM291 を 6ウェルプレートの各ウェル中で COS-7細胞にリポフェクトアミンを
用いトランスフェクションし、 10%牛胎児血清を含む DMEM培地中で 2日間培養した。 5%透析
牛胎児血清を添加した、システイン・メチオニン不含 DMEM (大日本製薬社 ) に培地交換し
(800μ l/well) 15分培養した後、 Express Protein Labeling Mix (NEN社、 10mCi/ml)を 14
μ l添加した。 4時間培養後、 10% 牛胎児血清を含む DMEM培地を  200μ l加え 1時間培養した
。細胞を PBSで 2回洗浄後、 1%TritonX-100、 1% bovine hemoglobin、 10μ g/ml leupeptin
、 0.2 TIU/ml aprotinin、 1mM PMSFを含む TSAバッファー  (0.14M NaCl、 0.025% NaN３ を
含む  10mMTris-HCl (pH 8.0))を 0.5ml加え、氷上 1時間静置した。ピペッティングにより
細胞を破砕した後、 4℃で 3000Xg 10分間遠心分離し上清を得た。この上清 100μ lに 200μ l
の希釈バッファー  (0.1 % TritcmX-100、 0.1% bovine hemoglobin、 10μ g/ml leupeptin
、 0.2TIU/ml aprotinin、 1mM PMSFを含む TSAバッファー )を加え、 protein A Sepharose(5
0μ l)とともに 4℃で 1時間振とうさせた後、 4℃で 1500Xg にて 1分間遠心分離し上清を回収
することにより、 protein A Sepharoseに非特異的に吸着する分画を除いた。この上清に O
CIF(1μ g)を加え、 4℃で 1時間振とうさせながら OBMと OCIFを結合させた後、抗 OCIFポリク
ローナル抗体  (50μ g)を加えて 4℃で 1時間振とうした。これに protein A Sepharose(10μ
l)を加えさらに 4℃で 1時間振とうした。 4℃で 1500Xg にて 1分間遠心分離し沈澱画分を回
収した。 4℃、 1500X g で 1分間の遠心分離による沈澱の洗浄を、希釈バッファーで 2回、 b
ovine hemoglobinを含まない希釈バッファーで 2回、 TSAバッファーで 1回、 50mM Tris-HCl
(pH 6.5)で 1回行った。洗浄後、沈澱に 10 %βメルカプトエタノールを含む SDS バッファ
ー (0.125 MTris-HCl、 4%ドデシル硫酸ナトリウム、 20% グリセロール、 0.002%ブロモフェ
ノールブルー、 pH 6.8)を加え、 100℃で 5分加熱後  SDS-PAGE(12.5%ポリアクリルアミドゲ
ル、第一化学社 )を行った。常法によりゲルを固定した後、 Amplify(アマシャム社 )により
、アイソトープのシグナルを増強した後、 Bio Max MRフィルム  (KODAK社 ) を用いて－ 80
℃で感光させた。結果を図 8に示す。
本発明 cDNAにコードされる蛋白質の分子量は約 40,000であることが示された。
【００７２】
〔実施例 10〕

プラスミド pOBM291 を 24ウェルプレートの各ウェル中で COS細胞にリポフェクトアミンを
用いてトランスフェクトし、その細胞を 2-3日培養したのち無血清 DMEM培地で洗浄し、こ
れに 1 2 5 I標識した OCIF 20ng/mlを加えた結合試験用培地  (0.2%牛血清アルブミン、 20mM H
epes緩衝液、 0.1mg/ml heparin、 0.2% NaN3を加えた無血清 DMEM培地 )200 μ l を加えた。
また別のウェルには、 1 2 5 I標識した OCIF 20ng/mlに加えて 8μ g/mlの非標識 OCIFを更に添
加した結合試験用培地を 200μ l加えて実験を行った。 CO2 　 インキュベーター中 (5% CO2 )
で 37℃にて 1時間培養した後、細胞を 0.1mg/mlの heparinを含むリン酸緩衝生理食塩水 500
μ lで 2回洗浄した。洗浄後、 0.1N NaOH溶液 500μ lを各ウェルに加え、室温に 10分間放置
することにより細胞を溶解させ、ウェル中の 1 2 5 Iの量をガンマーカウンターで測定した。
その結果、図 9に示したようにプラスミド pOBM291 をトランスフェクトした細胞にのみ 1 2 5
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I標識した OCIFが結合することが確認された。また、その結合は、 400倍濃度の OCIFを添加
することで著しく阻害されることが確認された。以上の結果から、プラスミド pOBM291上
の cDNAにコードされる蛋白質、 OBMは、 COS-7細胞表面で OCIFと特異的に結合することが明
らかとなった。
【００７３】
〔実施例 11〕
I

本発明 cDNAにコードされる蛋白質の性質をさらに詳しく解析するため、 1 2 5 I標識したモノ
マー型 OCIFと本発明 cDNAにコードされる蛋白質とのクロスリンキングを行った。実施例 8-
(3)に記載の方法に従ってプラスミド pOBM291を COS-7 細胞にトランスフェクトした後、上
記の  1 2 5 I標識した OCIF (25ng/ml) を加えた結合試験用培地 200μ l を添加した。また、
別のウェルには、 1 2 5 I標識した OCIFに加え 400 倍濃度の非標識 OCIFをさらに添加した結合
試験用培地を加えた。 CO2インキュベーター中 (5% CO2 )で 37℃  1時間培養した後、細胞を 0
.1mg/ml heparinを含むリン酸塩緩衝生理食塩水 500 μ lで 2回洗浄した。この細胞に 100μ
g/mlのクロスリンキング剤、 DSS (Disuccinimidyl suberate, Pierce社 ) を溶解させたリ
ン酸塩緩衝生理食塩水  500μ l を加え、 0℃で 10 分間反応させた。これらのウェルの細胞
を 0 ℃に冷却したリン酸緩衝生理食塩水  1ml で 2回洗った後、この細胞に 1% Triton X-10
0(和光純薬社 )、 2mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride、シグマ社 )、 10μ M pepstat
in (和光純薬社 )、 10μ M leupeptin(和光純薬社 )、 10μ M antipain (和光純薬杜 )、及び 2
mM EDTA (和光純薬社 )を含む  20 mM Hepes緩衝液  100μ l を加え、室温に 30分間放置して
細胞を溶解させた。これらのサンプル 15μ lを常法により還元条件下で SDS化した後、 SDS-
電気泳動用ゲル (4-20% ポリアクリルアミドグラジエント、第一化学社 )を用いて泳動した
。泳動後、ゲルを乾燥させ、 BioMax MSフィルム (Kodak社 ) と BioMaxMS 増感スクリーン  (
Kodak社 )を用いて－ 80℃で 24時間感光させた。感光させたフィルムを常法により現像した
。この結果、 1 2 5 I標識モノマー型 OCIFと本発明 cDNAによりコードされる蛋白質をクロスリ
ンクさせることにより、図 10に示すように分子量約 90,000-110,000のバンドが検出された
。
【００７４】
〔実施例 12〕

付着細胞用 25cm２ T フラスコでコンフルエントになるまで培養した ST2細胞を、トリプシ
ン処理して T フラスコから剥がし洗浄した後、 1枚の 225cm２ T フラスコに播種し、 10- ８ M
 活性化ビタミン D３ 、 10- ７ M デキサメサゾン、及び 10%牛胎児血清を添加したα -MEM培地
各々 60mlを加えて CO2インキュベーター中で 4日間培養した。培養した ST2細胞から ISOGEN 
(和光純薬社 ) を用いて総  RNAを抽出した。また、活性化ビタミン D３ とデキサメサゾン非
存在下で培養した ST2細胞からも上記の方法で総 RNAを抽出した。各総 RNA 20 μ g (4.5μ l
)にそれぞれ 2.0μ lの  5X ゲル泳動緩衝液 (0.2M モルホリノプロパンスルホン酸、 pH 7.0
、 50mM 酢酸ナトリウム、 5mM EDTA)、 3.5 μ lのホルムアルデヒド及び 10.0μ lのホルムア
ミドを加え 55℃で 15分保温後、電気泳動に供した。電気泳動用のゲルは 1.0%アガロース、
2.2M脱イオン化ホルムアルデヒド、 40mM モルホリノプロパンスルホン酸  pH 7.0、 10mM 
酢酸ナトリウム、 1mM EDTAの組成で調製した。
また、電気泳動は 40 mM モルホリノプロパンスルホン酸、 pH 7.0、 10mM 酢酸ナトリウム
、 1mM EDTAの緩衝液中で行った。電気泳動後、 RNAをナイロンメンブレンにトランスファ
ーした。 pOBM291を制限酵素 EcoRI で切断して得られた、約 1.0kb の  DNA断片を、メガプ
ライム  DNAラベリングキット  (アマシャム社 )及びα -３ ２ P-dCTP(アマシャム社 ) を用い
て標識したものをプローブとしてハイブリダイゼーションを行った。その結果、図 11に示
すように、 ST2細胞では活性化ビタミン D３ とデキサメサゾンの存在下で培養した場合に、
本発明 cDNAにコードされる蛋白質  (OBM)の遺伝子発現が強く誘導されていることが明らか
となった。
【００７５】
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〔実施例 13〕

実施例 8-(3)に記載の方法で COS細胞に pOBM291 をトランスフェクトした。 3日後トリプシ
ナイズした細胞をリン酸塩緩衝生理食塩水で一回遠心洗浄したのち、 1%パラフォルムアル
デヒドを含む PBS に細胞をサスペンドしながら室温で 5分間固定し、 PBSにて 6回遠心洗浄
した。 10- 8 M 活性化ビタミン D３ 、 10－ ７ M デキサメサゾン、 10% 牛胎児血清を含むα -ME
M培地にて調製した 1× 10６ 個 /ml のマウス脾臓細胞及び 4× 10４ 個 /ml の ST2 細胞を 24ウ
ェルプレートにそれぞれ  700μ l、 350μ l添加したのち TCインサート  (Nunc社 )を各ウェル
にセットした。上記培地にて段階希釈した固定化 COS細胞 (350μ l)及び OCIF(50μ l)を TCイ
ンサート中に添加して 37℃で 6日間培養した。この結果、 OCIFによる破骨細胞形成阻害活
性が、本発明 cDNAにコードされる蛋白質により抑制されることが明らかとなった。
【００７６】
〔実施例 14〕

OBM HF (配列表配列番号 7)と OBM XR (配列表配列番号 8)をプライマー、 pOBM291を鋳型と
し PCR反応を行った。この生成物を、アガロースゲル電気泳動で精製した後、制限酵素 Hin
dIII、 EcoRIで切断し、さらにアガロースゲル電気泳動で精製した。この精製断片 (0.6kb)
を、 pSec TagA(インビトローゲン社 )の HindIII/EcoRV 断片  (5.2kb)と、 OBM cDNAの EcoRI
/PmaCI断片  (0.32kb)とともにライゲーションキット ver.2(宝酒造社 ) を用いてライゲー
ションを行い、その反応生成物を用いて大腸菌  DH5αを形質転換した。得られたアンピシ
リン耐性株より、アルカリ SDS 法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断することに
より pSecTagA に 0.6Kb と 0.32kbの断片が挿入されたプラスミドを選び出した。
さらにこのプラスミドにつきダイターミネーターサイクルシークエンシング FSキット (パ
ーキン‐エルマー社 )を用いてシークエンスを行い、このプラスミドが分泌型 OBMをコード
する配列  (塩基配列 :配列表配列番号 2の 338～ 1355番、アミノ酸配列 :配列表配列番号 1の 7
2～ 316番 )を持っていることを確認した。このプラスミドを制限酵素 NheI、 XhoIで切断し
た後、分泌型 OBM cDNAに相当する断片 (1.0kb)をアガロースゲル電気泳動で回収した。こ
の断片をライゲーションキットを用いて発現ベクター pCEP4(インビトローゲン社 )の NheI/
XhoI断片 (10.4kb)に挿入し、その反応生成物を用いて大腸菌 DH5 αを形質転換した。得ら
れたアンピシリン耐性株より、アルカリ SDS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切
断して解析することにより、目的の構造を持った分泌型 OBM発現プラスミド (pCEP sOBM)を
持つ大腸菌株を選び出した。 pCEP sOBMを持つ大腸菌株を培養し、キアフィルタープラス
ミドミディキット (キアゲン社 )を用いて pCEP sOBMを精製した。
【００７７】

293-EBNA細胞を 10%FCSを含む IMDM (IMDM-10%FCS)に懸濁し、コラーゲンコートした 24ウェ
ルプレート (住友べ一クライト社 )に 2x10５ 　 個 /2ml/ウェルになるように播種し、一晩培
養した。この細胞に 1μ gの pCEP sOBM 又は pCEP4をリポフェクトアミン (ギブコ社 )4μ lを
用いて形質導入し、 0.5ml の無血清 IMDM又は IMDM-10 %FCS 中でさらに 2日間培養し、その
培養上清を回収した。分泌型 OBMの培養上清中での発現は、以下のようにして確認した。
培養上清に最終濃度 0.1Mになるよう炭酸水素ナトリウムを加えた後、培養液を 96ウェルプ
レートに添加し、 4℃で一晩放置し、培養上清中の OBMを 96ウェルプレートに固相化した。
このプレートを PBS で 4倍希釈したブロックエース  (雪印乳業社 ) 溶液  (B-PBS)で室温に 2
時間放置しブロッキングした後、 B-PBSで希釈した 3-100ng/mlの OCIFを各ウェルに 100μ l
ずつ加え 37℃で 2時間放置した。 0.05% Tween 20 を含む PBS(PBS-T)でプレートを洗浄した
後、 B-PBS で希釈した  WO96/26217号記載のパーオキシダーゼ標識ウサギ抗 OCIFポリクロ
ーナル抗体を各ウェルに 100μ lずつ添加し、 37℃で 2時間放置した。 PBS-Tで各ウェルを 6
回洗浄した後、 TMB溶液 (TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社 )を 100μ lず
つ各ウェルに加え、室温で約 10分放置した後、停止液 (Stopping Reagent, Scytek社 ) を 1
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00μ lずつ各ウェルに加えた。各ウェルの  450nmにおける吸光度をマイクロプレートリー
ダーで測定した。結果を図 12に示す。 pCEP sOBMを形質導入した細胞の培養上清を固相化
したプレートでは、添加した OCIFの濃度に依存して 450nmの吸収が増加したが、ベクター p
CEP4を形質導入した細胞の培養上清を固定化した場合は吸収の増加はみられなかった。又
、固定化に用いる培養上清の割合を 5-90%の範囲で種々に変化させ、一定濃度の OCIF(50ng
/ml)を添加した際の実験の結果を図 13に示す。 pCEP sOBMを形質導入した細胞の培養上清
を固相化したプレートでは、培養上清の割合が高くなるほど 450nmの吸収が増加したが、
ベクター pCEP4を形質導入した細胞の培養上清を固定化したプレートでは、吸収の増加は
見られなかった。以上の結果より、分泌型 OBMが、 pCEP sOBMを形質導入した細胞の培養上
清中に生産されていることが確認された。
【００７８】
〔実施例 15〕

10μ lの 10X ExTaqバッファー (宝酒造社 )、 8 μ l の 10mMdNTP (宝酒造社 )、 77.5μ l の滅
菌蒸留水、 2μ l の pOBM291 水溶液 (10ng/μ l)、 1μ lのプライマー OBM3 (100pmol/μ l、配
列表配列番号 9)、 1μ lのプライマー OBMSalR2(100pmol/μ l、配列表配列番号 10)、 0.5μ l
の ExTaq (5u/μ l) (宝酒造社 )を混合しマイクロ遠心管中で PCR反応を行った。 95℃ 5分、 5
0℃ 1秒、 55℃ 1分、 74℃ 1秒、 72℃ 5分の反応後、 96℃ 1分、 50℃ 1秒、 55℃ 1分、 74℃ 1秒、 7
2℃ 3分の反応を 25サイクル行った。 1%アガロースゲル電気泳動により、反応液全量から約
750bpの DNA 断片を QIAEX II gel extraction kit(QIAGEN社 )を用いて精製した。精製した
DNA 断片全量を制限酵素 SaII, EcoRI(宝酒造杜 )で切断した後、 1.5%アガロースゲル電気
泳動を行い約 160bp の DNA断片  (断片 1)を精製し 20μ lの滅菌蒸留水に溶解した。同様に、
4μ g の pOBM291を制限酵素 BamHI, EcoRI(宝酒造社 )で切断し得られた約 580bp の DNA断片  
(断片 2)、及び 2μ gの pTrXFus (InVitrogen社 )を制限酵素 BamHI,SalI(宝酒造社 )で切断し
得られた約 3.6kbの DNA断片 (断片 3)をそれぞれ精製し、それぞれを 20μ lの滅菌蒸留水に溶
解した。 DNA断片の精製には QIAEXII gel extraction kitを用いた。
断片 1、断片 2、断片 3を DNAligation kit ver.2 (宝酒造社 ) を用い、 16℃で 2時間 30分保
温することにより結合させた。ライゲーション反応液を用い大腸菌 GI724 株 (インビトロ
ーゲン社 )を ThioFusion Expression System (インビトロ一ゲン社 )添付の Instruction Ma
nualに記載の方法で形質転換した。得られたアンピシリン耐性形質転換株の中から、制限
酵素切断により得られる DNA断片地図の解析並びに DNA 配列の決定により、 OBMcDNA 断片 (
塩基配列 :配列表配列番号 2の 350～ 1111、アミノ酸配列 :配列表配列番号 1の 76～ 316)がチ
オレドキシン遺伝子に同じ読み枠で結合しているプラスミドを持つ菌株を選び出した。得
られた菌株を GI724/pTrxOBM25と名付けた。
【００７９】

GI724/pTrxOBM25株及び pTrxFus を持つ GI724株  (GI724/pTrxFus)それぞれを 2mlの RMG-Amp
 培地 (0.6 %Na２ HPO４ , 0.3 %KH２ PO４ , 0.05 %NaCl, 0.1 % NH４ Cl 1.2%カザミノ酸 (Dif
co社 )、 1%グリセロール、 1mM MgCl２ 、 100 μ g/mlアンピシリン  (Sigma社 ) pH7.4)で 30℃
で 6時間振とう培養した。菌液 0.5ml を 50mlの Induction培地 (0.6% Na２ HPO４ 、 0.3 %KH２
PO４ 、 0.05%NaCl、 0.1% NH４ Cl、 0.2%カザミノ酸、 0.5%グルコース、 1mM MgCl２ 、 100μ g
/mlアンピシリン、 pH 7.4)に添加し、 30℃で振とう培養した。 OD6 0 0 n mでの値が約 0.5にな
った時点で最終濃度が 0.1mg/mlになるように L-トリプトファンを添加し、さらに 30℃での
振とう培養を 6時間継続した。菌液を 3000× gで遠心し菌体を集め、 12.5mlの PBS (10mM リ
ン酸バッファー、 0.15M NaCl、 pH7.4)に懸濁した。懸濁液を超音波発生装置  (Ultrasonic
s社 )にかけ菌体を破砕し、 7000× g で 30分遠心して上清を集め可溶性蛋白質画分とした。
この可溶性蛋白質画分液 10μ lずつを還元条件下での SDS ポリアクリルアミド (10%)電気泳
動に供した。この結果、 GI724/pTrxOBM25の可溶性蛋白質画分液には GI724/pTrxFus の可
溶性蛋白質画分液には見られない分子量約 40kDaのバンドが検出された (図 14)。よって、

10

20

30

40

50

(30) JP 3935861 B2 2007.6.27

チオレドキシン‐ OBM 融合蛋白質  (Trx-OBM)の発現
(1)チオレドキシン‐ OBM 融合蛋白質  (Trx-OBM)発現ベクターの構築

(2)大腸菌での OBMの発現



チオレドキシンと OBMの融合蛋白質 (Trx-OBM)が大腸菌中で発現していることが確認された
。
【００８０】

発現させた Trx-OBM が OCIFと結合することを以下の実験により確認した。即ち、 96ウェル
イムノプレート (Nunc社 )の各ウェルに 10mM炭酸水素ナトリウム水溶液で 5000倍に希釈した
抗チオレドキシン抗体 (インビトローゲン社 ) を 100μ lずつ添加し 4℃で一晩放置した。各
ウェル中の液を捨てた後、ブロックエース (雪印乳業社 )を PBS で 2倍希釈した溶液  (BA-PB
S)を各ウェルに 200μ lずつ添加し室温で 1時間放置した。液を捨てた後、各ウェルに BA-PB
Sで段階希釈した上記 GI724/pTrxOBM25 由来及び GI724/pTrxFus 由来可溶性蛋白質画分液
を 100μ lずつ添加し室温で 2時間放置した。 PBS-T で各ウェルを 3回洗浄した後、 BA-PBSで
希釈した OCIF (100ng/ml)を各ウェルに 100μ lずつ添加し室温で 2時間放置した。 PBS-Tで
各ウェルを 3回洗浄した後、 BA-PBSで 2000倍希釈した WO96/26217号記載のパーオキシダー
ゼ標識ウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体を各ウェルに 100μ lずつ添加し、 2時間室温で放
置した。 PBS-Tで各ウェルを 6回洗浄した後、 TMB溶液 (TMB Soluble Reagent, High Sensit
ivity, Scytek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加え、室温で約 10分放置した後、停止液 (Stopp
ing Reagent, Scytek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加えた。各ウェルの  450nm における吸
光度をマイクロプレートリーダーで測定した。結果を図 15に示す。 GI724/pTrxFus由来可
溶性蛋白質画分液を添加したものでは添加しなかったものと比べて吸光度に差は認められ
なかったが、 GI724/pTrxOBM25 由来可溶性蛋白質画分液を添加したものでは、その添加濃
度の増加に依存して吸光度が上昇した。又、添加する可溶性画分液の希釈割合を一定 (1%)
にし、 BA-PBSで段階希釈した OCIF(0-100ng/ml)を添加した場合の実験結果を図 16に示す。
GI724/pTrxFus 由来可溶性蛋白質画分液を用いたものでは OCIF濃度に係わりなく吸光度は
低いままであったが、 GI724/pTrxOBM25由来可溶性蛋白質画分液を用いたものでは添加し
た OCIF濃度に依存して吸光度が上昇した。この結果より、 GI724/pTrxOBM25 で生産される
Trx-OBMは、 OCIFと結合する能力があることが確認された。
【００８１】

GI724/pTrxOBM25 を RMG-Amp 寒天培地  (0.6%Na２ HPO４ 、 0.3%KH２ PO４ 、 0.05%NaCl、 0.1%
NH４ Cl、 2%カザミノ酸、 1%グリセロール、 1mM MgCl２ 、 100μ g/mlアンピシリン、 1.5%寒
天、 pH7.4) に白金耳で塗まつし、 30℃で一晩培養した。菌を 10mlの Induction培地に懸濁
し、 5mlずつを 500mlの Induction培地のはいった 2L用三角フラスコ計 2本に添加し、 30℃で
振とう培養した。 OD6 0 0 n mでの値が約 0.5 になった時点で最終濃度が 0.1mg/mlになるよう
に L-トリプトファンを添加し、さらに 30℃で振とう培養を 6時間継続した。菌液を 3000× g
で 20分間遠心分離して菌体を集め、菌体を 160ml の PBSに懸濁した。懸濁液を超音波発生
装置  (Ultrasonics 社 )にかけ菌体を破砕し、 7000× gで 30分間遠心して上清を集め可溶性
蛋白質画分とした。
【００８２】

TSKgel AF-トレシルトヨパール 650(東ソー社 ) 2gと WO96/26217号に記載の方法で調製した
遺伝子組み換え型 OCIF 35.0 mgを含む 1.0 Mリン酸カリウム緩衝液 (pH7.5) 40mlとを混合
し 4℃で一晩ゆっくり振とうしカップリング反応を行った。過剰な活性基を不活性化する
為、遠心分離により上清を除去した後、 40mlの 0.1Mトリス塩酸緩衝液  (pH7.5)を沈殿した
担体に加え、室温で 1時間おだやかに振とうした。 0.01% Polysorbate 80 と 0.2M NaClを
含む 0.1M グリシン‐塩酸緩衝液  (pH3.3) 及び 0.01% Polysorbate 80 と 0.2M NaClを含む
0.1 M クエン酸ナトリウム緩衝液  (pH2.0)を通液しカラムを洗浄した後、 0.01% Polysorb
ate 80 を含む 10mM リン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.4)で 2度洗浄し、平衡化した。
【００８３】

Trx-OBM の精製は、特に断らない限り 4℃で行った。上記の OCIF固定化アフィニティー担
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体 (10ml)と上記実施例 15-(4)記載の可溶性蛋白質画分液  (120ml)とを混合後、 50ml遠心管
(4本 )中で、ローターを用いて 4℃で一晩おだやかに振とうした。この混合液中の担体をエ
コノカラム (バイオラッド社、内径 1.5cm 長さ 15cm)に充填した。 0.01%Polysorbate 80 を
含む PBS 300ml、 0.01% Polysorbate 80 と 2M NaClを含む 10mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH
7.0)100ml、及び 0.01% Polysorbate 80 と 0.2M NaClを含む 0.1 M グリシン‐塩酸緩衝液 (
pH3.3) 100ml を順次通液してカラムを洗浄した。次に、 0.01%Polysorbate 80 と 0.2M Na
Clを含む 0.1 Mクエン酸ナトリウム緩衝液  (pH2.0) を通液し、カラムに吸着した蛋白質を
溶出した。溶出液は 5mlずつ分取した。分取した画分には、 10%容量の 2Mトリス溶液 (pH8.0
)を加え、直ちに中和した。溶出液各画分中の Trx-OBMの有無を上記実施例 15-(3)記載の方
法 (OCIFとの結合能 )により調べた。
Trx-OBMを含む画分を集めさらに精製した。
【００８４】

上記実施例 15-(6)の Trx-OBMフラクション約 25mlを、 Centriplus10 及び Centricon 10 (am
icon杜 )を用いて、約 0.5mlに遠心濃縮した。このサンプルを、予め 0.01 %Polysorbate 80
 を含む PBSで平衡化した Superose 12 HR 1O/30 カラム  (1.0 x 30cm、ファルマシア社 ) 
にかけた。分離には、 0.01%　 Polysorbate　 80 を含む  PBSを移動相として用い、流速  0.
25ml/minで展開した。カラムからの溶出液は 0.25 mlずつ分取した。分取した画分の Trx-O
BMは、実施例 15-(3)記載の方法及び Phast System (ファルマシア社 )を用いた SDS-ポリア
クリルアミド電気泳動 (10-15%ポリアクリルアミドゲル、ファルマシア社 )と銀染色で検出
した。純化された Trx-OBMを含むフラクション (Fr.20-23)を集め、 Trx-OBMの蛋白質濃度を
測定した。蛋白質濃度の測定は、ウシ血清アルブミンを標準品として用い DC-protein ass
ay kit (バイオラッド社 )で行った。
【００８５】
〔実施例 16〕

pOBM291及び pcDL-SRα 296 をリポフェクトアミン (ギブコ社 )を用いて COS-7細胞にそれぞ
れトランスフェクトした。それぞれの細胞を 10%FCSを含む DMEMで 1日培養後トリプシン処
理し、カバーグラス (15mm 丸形、マツナミ社 )を敷いた 24ウェルプレートに 1ウェルあたり
5× 104個の細胞を播種し、さらに 2日間培養した。培養プレートを PBSで 1回洗浄したのち
、 1%パラフォルムアルデヒドを含む PBSを加えて室温で 8分間インキュベートし細胞を固定
した。細胞を固定したプレートを PBSにて 6回洗浄したのち、 10- 8 M 活性型ビタミン D３ 、 1
0- 7 Mデキサメサゾン、 10%牛胎児血清を含むα -MEMにて 1X10６ 個 /mlに懸濁したマウス脾臓
細胞を 1ウェルあたり 700 μ l添加した。各ウェル上に Millicell PCF(ミリポア社 )をセッ
トし、上記培地にて 4x104個 /mlに懸濁した ST2細胞を Millicell PCF中に  700μ l 添加し 37
℃、 6日間培養した。培養終了後、 Millicell PCFを取り除き、プレートを PBS で 1回洗浄
後、アセトン‐エタノール溶液 (50:50)で 1分間細胞を固定した後、 LEUKOCYTE ACID PHOSP
HATASEキット  (シグマ社 )を用いて破骨細胞特異的マーカーである酒石酸耐性酸性フォス
ファターゼ活性 (TRAP活性 )を示す細胞のみを染色した。顕微鏡観察の結果、 pcDL-SRα 296
をトランスフェクトした COS-7細胞を固定したウェル中には TRAP活性を示す細胞は全く検
出されなかったのに対し、 pOBM291 をトランスフェクトした細胞を固定したウェル中には
45± 18個 (平均±標準偏差、 n=3)の TRAP陽性細胞が観察された。又、これらの TRAP陽性細
胞に、カルシトニンが結合することも確認された。これより、 OBMには破骨細胞形成を誘
導する活性があることが明らかとなった。
【００８６】
〔実施例 17〕

マウス脾臓細胞を 10－ ８ M活性型ビタミン D３ 、 10－ ７ M デキサメサゾン、 10%牛胎児血清
を含むα -MEMに 2× 10６ 個 /mlになるように懸濁し、この懸濁液を 24ウェルプレートに 1ウ
ェルあたり 350 μ l添加した。精製した Trx-OBMを上記培地で希釈した溶液 (40ng/ml)、 pCE
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(7)ゲル濾過による Trx-OBMの精製

OBMの破骨細胞形成誘導活性

Trx-OBM及び分泌型 OBMによる破骨細胞形成誘導活性



P sOBM 又は pCEP4 を形質導入した 293-EBNA細胞を IMDM-10 %FCS で培養した培養上清を上
記培地にて 10倍希釈した溶液、又は上記培地のみをそれぞれ 350μ l 上記のウェルに添加
した後、 Millicell PCF(ミリポア社 )を各ウェルにセットし、上記培地にて懸濁した 4 × 1
0４ 個 /ml の ST2細胞を Millicell PCF に 600μ l 添加した。 6日間培養した後、 Millicell 
PCFを取り除き、プレートを PBSで一回洗浄後、アセトン‐エタノール溶液 (50:50)で 1分間
細胞を固定したのち、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキット  (シグマ社 )を用いて酒石酸耐
性酸性フォスファターゼ活性  (TRAP活性 )を示す細胞のみを染色した。顕微鏡観察の結果
、 Trx-OBMを添加しなかったウェル中には TRAP活性を示す細胞は全く検出されなかったの
に対し、 Trx-OBMを添加したウェルには 106±  21個 (平均±標準偏差、 n=3)の TRAP陽性細胞
が観察された。同様に pCEP4で形質導入された 293-EBNAの培養上清を添加したウェル中に
は TRAP活性を示す細胞は全く検出されなかったのに対し、 pCEP sOBM で形質導入された 29
3-EBNAの培養上清を添加したウェルには 120± 31個 (平均±標準偏差、 n=3)の TRAP陽性細胞
が観察された。又、これらの TRAP陽性細胞に、カルシトニンが結合することも確認された
。これより、 Trx-OBM及び分泌型 OBMには、破骨細胞形成を誘導する活性があることが明ら
かとなった。
【００８７】
〔実施例 18〕

雄性日本白色ウサギ  (体重 2.5-3.0 kg、北山ラベス社より入手 )3羽に、実施例 14-(6)及び
(7)記載の方法により得られた精製 OBM(チオレドキシン -OBM融合蛋白質 ) 200 μ g/mlをフ
ロイント完全アジュバント  (DIFCO社 )と等量混合してエマルジョンとしたものを、 1回 1ml
ずつ皮下免疫した。免疫は 1週間間隔で合計 6回行い、最終免疫後 10日目に全採血を行った
。分離した血清から抗体を以下の様に精製した。即ち、 PBSで 2倍希釈した抗血清に最終濃
度が 40% (w/v %)となるように硫酸アンモニウムを添加して 4℃で 1時間放置後、 8000 x g
で 20分間遠心分離を行い、沈殿を得た。沈殿を少量の PBSに溶解し、 PBS に対して 4℃で透
析した後、 Protein G-Sepharose カラム  (ファルマシア社製 ) に負荷した。 PBS で洗浄後
、 0.1 M グリシン‐塩酸緩衝液 (pH 3.0) で吸着した免疫グロブリン Gを溶出し、直ちに 1.
5Mトリス‐塩酸緩衝液  (pH 8.7) で中性 pHとした。溶出蛋白質画分を PBS に対して透析後
、 280nmにおける吸光度を測定し、その濃度を決定した (E１ ％ 13.5)。西洋ワサビパーオキ
シダーゼ標識した抗  OBM抗体は、マレイミド活性化パーオキシダーゼキット (ピアス社 )を
用いて作製した。即ち、 1mgの精製抗体に 80μ gの N-スクシンイミド -S-アセチルチオ酢酸
を添加し、室温で 30分間反応させた。これに 5mgのヒドロキシルアミンを添加して脱アセ
チル化した後、修飾された抗体をポリアクリルアミド脱塩カラムにて分画した。蛋白質画
分を 1mgのマレイミド活性化パーオキシダーゼと混合し、室温で 1時間反応させ酵素標識抗
体を得た。
【００８８】

実施例 15‐ (6)及び (7)記載の方法で得られた精製 OBM(チオレドキシン－ OBM融合蛋白質 )及
び実施例 2-(4)の天然型精製 OCIF結合蛋白質をそれぞれ 0.1 M 炭酸水素ナトリウムに 2 μ g
/mlとなるように溶解し、それぞれの溶液 100μ lずつを 96ウェルイムノプレート (Nunc社製
)の各ウェルに加え、 4℃で一夜放置した。各ウェルに 50%濃度のブロックエースを 200 μ l
 ずつ加え、室温で 1時間放置した。各ウェルを 0.1 %ポリソルベート 20を含む PBS(P20-PBS
)で 3回洗浄した後、 P20-PBSで希釈した 25%濃度のブロックエースにウサギ抗 OBM抗体を 200
 μ g/mlとなるように溶解し、その抗体溶液あるいは抗体を含まない 25%濃度のブロックエ
ース溶液を 100μ lずつ各ウェルに添加し、 37℃、 1時間インキュベートした。各ウェルを P
20-PBSで 3回洗浄した後、実施例 8-(3)記載の 1 2 5 I標識した OCIF20ng/mlを加えた結合試験
溶液 (0.2%牛血清アルブミン、 20mM Hepes、 0.1mg/mlヘパリンを加えた P20-PBS)を 100μ l
ずつ各ウェルに添加した。又、別のウェルには、 1 2 5 I標識した OCIF 20ng/mlに加えて 8μ g
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本発明の cDNAにより発現される蛋白質 OBMと本発明の天然型の OCIF結合蛋白質との同一性
(1)ウサギ抗 OBMポリクローナル抗体の作製

(2)ウサギ抗 OBMポリクローナル抗体による本発明の cDNAにより発現される蛋白質 (OBM)あ
るいは本発明の天然型の蛋白質と OCIFとの特異的結合能の阻害



/mlの非標識 OCIFを含む結合試験溶液を 100 μ l 加えて実験を行った。そのイムノプレー
トを 37℃、 1時間インキュベートした後、各ウェルを P20-PBSで 6回洗浄した。各ウェル中
の 1 2 5 Iの量をガンマーカウンターで測定した。結果を図 17に示す。図に示したように、本
発明 cDNAにより発現され、精製して得られる OBM及び本発明の天然型の OCIFに特異的に結
合する蛋白質は、ウサギ抗 OBMポリクローナル抗体で処理することによって、 1 2 5 I標識し
た OCIFとの結合は全く起こらなかった。一方、抗体処理しなかった両蛋白質には、 1 2 5 I標
識 OCIFが結合することが確認された。又、それらの結合は 400倍濃度の非標識 OCIF(8μ g/m
l)を添加することにより顕著に阻害されることから、両蛋白質の OCIFへの結合は特異的結
合であることが明らかになった。以上の結果から、ウサギ抗 OBMポリクローナル抗体は、
本発明 cDNAにより発現される蛋白質である OBM及び本発明の天然型の OCIF結合蛋白質を共
に認識し、両蛋白質と OCIFとの特異的結合を阻害することが明らかになった。
【００８９】
〔実施例 19〕

ヒト OBMcDNAのスクリーニングには、上記の実施例の方法に従い調製したマウス OBMプライ
マー、 OBM#3 及び OBM#8 を用いた。それぞれの配列を配列表配列番号 9及び 6に示す。
【００９０】

ヒトリンパ節由来 cDNAライブラリーとして Human Lymph Node Marathon ready cDNA(クロ
ンテック社 )を鋳型として、上記 (1)で調製したマウス OBMcDNA プライマーを用いて、 PCR
を行いヒト OBMcDNA断片を取得した。
以下に用いた PCRの条件を示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
上記溶液をマイクロフュージチューブ中で混合後、以下の条件で PCRを行った。 95℃で 2分
間前処理し、 95℃ 30秒、 57℃ 30秒及び 72℃ 2分 30秒間の 3段階の反応を 40回繰り返した後、
72℃で 5分間保温した。反応液の一部をアガロース電気泳動に供したところ、上記マウス O
BMcDNAプライマーで増幅される約 690bpの DNA断片が検出された。
【００９１】

実施例 19-(2)で得られたヒト OBMcDNA断片をアガロース電気泳動により分離し、さらに QIA
EXゲルエクストラクションキット (キアゲン社 )を用いて精製した。
この精製されたヒト OBMcDNA断片を鋳型として、再度上記マウス OBMcDNAプライマーを用い
て PCRを行い、このヒト OBMcDNA 断片を大量に調製し、同様に QIAEXゲルエクストラクショ
ンキットにより精製した。精製されたヒト OBMcDNA断片の塩基配列を、 OBM#3及び  OBM#8 (
配列表 9及び 6)をプライマーとして、タックダイデオキシターミネーターサイクルシーク
エンシング FSキット (Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing FS kit;パーキンエル
マー社 )を用いて決定した。このヒト OBMcDNA 断片の塩基配列は、マウス OBMcDNAの相当す
る領域と比較した結果、 80.7%の相同性を示した。
【００９２】
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ヒト OBMcDNAのクローニング
(1)マウス OBMプライマーの調製

(2)PCRによるヒト OBMcDNA断片の取得

(3)PCRにより増幅されたヒト OBMcDNA断片の精製と塩基配列の決定



実施例 19-(3)で精製された約 690 bpのヒト OBMcDNA断片をメガプライム  DNAラベリングキ
ット (アマシャム社 )を用いて [α３ ２ P] dCTP で標識し、全長のヒト OBMcDNAをスクリーニ
ングした。スクリーニングの対象としては、 Human Lymph Node 5’ -STRETCH PLUS cDNA 
ライブラリー  (クロンテック社、 USA)を用いた。同社のプロトコールに従い、組み換えフ
ァージを 37℃で 15分間大腸菌 C600 Hflに感染させた後、その大腸菌を 45℃に加温した LB寒
天培地  (1%トリプトン、 0.5%イーストエキス、 1% NaCl、 0.7 %寒天 )に添加し、 1.5%寒天
を含む LB寒天培地プレート上に流し込んだ。 37℃で一夜培養後、プラークの生じたプレー
ト上にハイボンド N(アマシャム社 )を約 3分間密着させた。このフィルターを常法に従いア
ルカリ変性処理した後、中和し、 2× SSC溶液に浸した後、 UVクロスリンク (ストラタジー
ン社 ) により DNAをフィルターに固定した。得られたフィルターを Rapid-hyb バッファー  
(アマシャム社 )に浸漬し、 65℃で 15分間前処理した後、熱変性した上記ヒト OBMcDNA断片 (
約 690bp、 5× 10５  cpm/ml)を添加した上記バッファーに移し替え、 65℃で一夜ハイブリダ
イゼーションさせた。反応後、フィルターをそれぞれ 0.1%SDSを含む 2× SSC、 1× SSC及び 0
.1× SSCで順次 1回ずつ 65℃で 15分間洗浄した。得られたいくつかの陽性クローンをさらに
2回スクリーニングを繰り返すことにより純化した。それらの中から、約 2.2kbのインサー
トを持つクローンを選択し、以下の実験に用いた。この純化したファージをλ hOBMと名付
けた。純化したλ hOBMから QIAGEN Lambdaキット (キアゲン社 )のプロトコールに従い、約 1
0μ gの DNAを得た。この DNAを制限酵素 SalIで消化した後、アガロース電気泳動により約 2.
2kbの hOBMインサート cDNAを分離した。 QIAEXゲルエクストラクションキット (キアゲン社 )
を用いて精製したこの DNA断片を、あらかじめ制限酵素 SalIで切断し、脱リン酸化してお
いたプラスミド pUC19(MBI社 )に DNA ライゲーションキット  ver.2(宝酒造社 )を用いて挿入
した。得られた DNA断片を含む pUC19 で大腸菌 DH 5α  (ギブコ BRL杜 )を形質転換させた。
得られた形質転換株は pUC19hOBM と名付け、これを増殖させ、約 2.2kbのヒト OBMcDNA が
挿入されたプラスミドを常法により精製した。
【００９３】

実施例 19-(4)で得られたヒト OBMcDNAの塩基配列を、タックダイデオキシターミネーター
サイクルシークエンシング FSキット (パーキンエルマー社 )を用いて決定した。即ち、 pUC1
9hOBM を鋳型とし、挿入断片の塩基配列を決定した。プライマーとして、 pUC19 の挿入断
片  DNAの塩基配列を決定するためのプライマー、 ml3PrimerM3及び ml3 PrimerRV (ともに
宝酒造社 )、及びヒト OBMcDNA 断片 (約 690bp)の塩基配列に基づいて設計した合成プライマ
ーヒト  OBM#8を用いた。用いたプライマー、 ml3PrimerM3及び ml3PrimerRV の配列を、そ
れぞれ配列表配列番号 4及び 5に示す。これにより決定された、ヒト OBMcDNA の塩基配列か
ら推定されるヒト OBMのアミノ酸配列を配列表配列番号 11、又、ヒト OBMcDNAの塩基配列を
配列表配列番号 12にそれぞれ示す。
得られたヒト OBMcDNA を含むプラスミド、 pUC19hOBMで形質転換した大腸菌は、通商産業
省工業技術院生命工学工業技術研究所 (現独立行政法人産業技術総合研究所微生物寄託セ
ンター）に受託番号  FERM BP-6058として平成 9年 8月 13日に寄託されている。
【００９４】
〔実施例 20〕

I I
OCIFはヨードジェン (Iodogen)法により 1 2 5 I標識した。 2.5mg/ml Iodogen-クロロホルム溶
液 20μ lを 1.5mlエッペンドルフチューブに移し、 40℃でクロロホルムを蒸発させて、ヨー
ドジェンコートしたチューブを調製した。このチューブを 0.5Mリン酸ナトリウム緩衝液 (N
a-Pi,pH7.0)400μ lで 3回洗浄した後、 5μ lの 0.5M Na-Pi, pH 7.0を加えた。このチューブ
に Na-1 2 5 I溶液 (アマシャム社、 NEZ-033H) 1.3 μ l (18.5MBq)を加えた後、直ちに 1mg/ml 
OCIF溶液 (モノマー型あるいはダイマー型 )10μ lを加え、ボルテックスミキサーで攪拌し
た後、室温で 30秒間放置した。この溶液を、予め 10 mg/ml沃化カリウムを含む 0.5MNa-Pi(
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(4) 約 690 bpのヒト OBMcDNA 断片をプローブとしたハイブリダイゼーション法による全長
ヒト OBMcDNA のスクリーニング

(5)ヒト OBMの全アミノ酸配列をコードする cDNAの塩基配列の決定

OCIFの 1 2 5 標識ならびに ELISA による 1 2 5 標識 OCIFの定量



pH7.0)溶液 80μ lと 5%牛血清アルブミンを含むリン酸緩衝生理食塩水 (BSA-PBS)5μ lを添加
しておいたチューブに移し撹伴した。この溶液を BSA-PBS で平衡化したスピンカラム (1ml
, G-25 Sephadex fine, ファルマシア社 )に負荷し、 2,000rpmで 5分間遠心した。カラムか
ら溶出された画分に BSA-PBSを 400μ l加え攪拌した後、 2μ lを取り、その放射能をガンマ
ーカウンターで測定した。このようにして調製した 1 2 5 I標識 OCIF溶液の放射化学純度は 10
%トリクロロ酢酸 (TCA)により沈殿する画分の放射能を測定することにより求めた。
1 2 5 I標識 OCIFの OCIF生物活性は、 WO96/26217号記載の方法に従い測定した。又、 1 2 5 I標識
OCIF濃度は、以下のように ELISA により測定した。即ち、 WO96/26217号公報記載のウサギ
抗 OCIFポリクローナル抗体を 2μ g/mlになるように溶解した 50mMNaHCO３ , pH 9.6を 100 μ
lずつ 96ウェルイムノプレート (Nunc社、 MaxiSorpＴ Ｍ )の各ウェルに加えて、 4℃一夜放置
した。この溶液を捨てた後、ブロックエース (雪印乳業社 )とリン酸塩緩衝生理食塩水との
混合水溶液 (混合比 25:75)(B-PBS)を 200 μ lずつ各ウェルに加え、室温で 2時間放置した。
この液を捨てた後、各ウェルを 0.01% Polysorbate 80 を含むリン酸塩緩衝生理食塩水 (P-
PBS)で 3回洗浄し、次いで 1 2 5 I標識 OCIFサンプルあるいは OCIF標準品を添加した B-PBSを  1
00μ lずつ各ウェルに加え、室温で 2時間放置した。この液を捨てた後、 P-PBS200 μ lで各
ウェルを 6回洗浄した。パーオキシダーゼ標識したウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体を B-P
BS で希釈した溶液を 100μ lずつ各ウェルに加え、室温で 2時間放置した。この溶液を捨て
た後、 P-PBS200μ lで各ウェルを 6回洗浄した。 TMB 溶液 (TMB Soluble Reagent, High Sen
sitivity, Scytek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加え、室温で 2～ 3分間放置した後、停止液 (
Stopping Reagent, Scytek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加えた。各ウェルの 450 nmにおけ
る吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。 OCIF標準品を用いて作成した検量線よ
り 1 2 5 I標識 OCIFの濃度を求めた。
【００９５】
〔実施例 21〕

pUChOBM を制限酵素 SalIで切断し、約 2.2 kbの DNA断片を 1%アガロース電気泳動により精
製し、 DNAブランティングキット (宝酒造社 )により末端を平滑化した (平滑化  hOBMcDNA 断
片 )。発現プラスミド pcDL-SRα 296 (Molecular and Cellar Biology, Vol 8, pp466-472(
1988))を制限酵素 EcoRI で切断し、ブランティングキットにより末端を平滑化したものと
、平滑化した hOBMcDNA 断片とを DNAライゲーションキット ver.2により結合させた。ライ
ゲーション反応液を用い大腸菌 DHαを形質転換した。得られたアンピシリン耐性形質転換
株から、制限酵素切断により得られる DNA断片地図の解析並びに DNA配列の決定により、 SR
αプロモーターによる転写方向に対して hOBMcDNA の転写方向が順向きに挿入されている
プラスミド、 phOBMを持つ菌株を選びだし、 DH5α /phOBMと名付けた。
【００９６】

大腸菌、 DH5 α /phOBMを培養し、キアフィルタープラスミドミディキット (キアゲン社 )を
用い、プラスミド phOBMを精製した。 phOBMを 6ウェルプレートの各ウェル中で COS-7細胞に
リポフェクトアミンを用いてトランスフェクションし、 10%牛胎児血清を含む DMEM中で 2日
間培養した。 5%透析牛胎児血清を添加した、システイン・メチオニン不含 DMEM(大日本製
薬社 )に培地交換し (88μ l/well)15分間培養した後、 ExpressProtein Labelng Mix (NEN社
、 10 mCi/ml)を 14μ l添加した。 4時間培養後、 10%牛胎児血清を含む DMEMを 200 μ l 加え 1
時間培養した。細胞を PBSで 2回洗浄後、 1%TritonX-100、 1%牛ヘモグロビン、 10μ g/mlロ
イペプチン (leupeptin)、 0.2 TIU/mlアプロチニン (aprotinin)及び 1mM PMSF を含む TSA 
バッファー (0.14M NaCl、 0.025% NaN３ を含む 10mMトリス‐塩酸、 pH 8.0)を 0.5ml加え、
氷上で 1時間静置した。ピペッティングにより細胞を破砕した後、 4℃、 3,000× g、 10分間
遠心し上清を得た。この上清 100μ l に 200 μ lの希釈バッファー (0.1% TritonX-100、 0.1
%牛ヘモグロビン、 10μ g/mlロイペプチン、 0.2TIU/mlアプロチニン及び 1mM PMSF を含む T
SA バッファー )を加え、 Protein A Sepharose (50μ l)とともに 4℃で 1時間振盪させた後
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、 4℃、 1,500× gで 1分間遠心分離し上清を回収することにより : Protein A Sepharose に
非特異的に吸着する蛋白質を除去した。この上清に OCIF (1μ g)を加え、 4℃で 1時間振盪
させながらヒト OBMと OCIFを結合させた後、ウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体 (50μ g)を加
えて 4℃で 1時間振盪した。この溶液に Protein A Sepharose (10μ l)を加え、更に 4℃で 1
時間振盪した。 4℃、 1,500× gで 1分間遠心分離し沈殿画分を回収した。 4℃、 1,500× g で
1分間遠心分離して得られた沈殿を希釈バッファーで 2回、牛ヘモグロビンを含まない希釈
バッファーで 2回、 TSAバッファーで 1回、 50mMトリス‐塩酸 (pH 6.5)で 1回、それぞれ洗浄
後、沈殿に 10% βメルカプトエタノールを含む SDS バッファー (0.125M トリス‐塩酸、 4%
ドデシル硫酸ナトリウム、 20%グリセロール、 0.002%ブロモフェノールブルー、 pH6.8) を
加え、 100℃で 5分間加熱後、 SDS-PAGE (12.5%ポリアクリルアミドゲル、第一化学社 ) に
かけた。常法によりゲルを固定、乾燥させ、 Amplify(アマシャム社 )により、アイソトー
プのシグナルを増強した後、 Bio Max MRフィルム (コダック社 )を用いて‐ 80℃で感光させ
た。結果を図 18に示す。この結果、本発明の cDNAにコードされる蛋白質の分子量は、約 40
,000であることが明らかとなった。
【００９７】
〔実施例 22〕

実施例 21-(2)と同様に精製された phOBM を 24ウェルプレートの各ウェル中で COS-7細胞に
リポフェクトアミンを用いてトランスフェクトし、その細胞を 2～ 3日間培養した後、無血
清 DMEMで洗浄し、これに 1 2 5 I標識した OCIF 20 ng/mlを加えた結合試験培地  (0.2%牛血清
アルブミン、 20mM Hepes緩衝液、 0.1mg/mlヘパリン、 0.2% NaN３  を加えた無血清 DMEM)20
0μ lを加えた。また別のウェルには、 1 2 5 I標識した OCIF 20 ng/mlに加えて更に 8μ g/mlの
非標識 OCIFを添加した結合試験培地を 200 μ l加えて実験を行った。 CO2  インキュベータ
ー中 (5% CO2 )、 37℃で 1時間培養した後、細胞を 0.1mg/mlのヘパリンを含むリン酸塩緩衝
生理食塩水 500μ lで 2回洗浄した。洗浄後、 0.1NNaOH 溶液  500μ lを各ウェルに加え、室
温に 10分間放置することにより細胞を溶解させ、ウェル中の 1 2 5 Iの量をガンマーカウンタ
ーで測定した。この結果、図 19に示したように、 phOBMをトランスフェクトした細胞にの
み 1 2 5 I標識した OCIFが結合することが確認された。又、その結合は 400 倍濃度の非標識  O
CIF (8μ g/ml)を添加することにより、顕著に阻害されることが確認された。以上の結果
から、 phOBM上の cDNAにコードされる蛋白質ヒト OBMは、 COS-7 細胞表面で OCIFに特異的に
結合することが明らかとなった。
【００９８】
〔実施例 23〕
I

本発明 cDNAにコードされる蛋白質の性質を更に詳しく解析するため、 1 2 5 I標識したモノマ
ー型 OCIFと本発明 cDNAにコードされる蛋白質とのクロスリンキングを行った。即ち、実施
例 21-(1)及び (2)に記載した方法に従って、それぞれ発現ベクターを phOBMを構築し、 COS-
7 細胞にトランスフェクトした後、上記の 1 2 5 I標識した OCIF (25ng/ml)を加えた結合試験
用培地を 200 μ lずつ各ウェルに添加した。又、別のウェルには、 1 2 5 I標識した OCIFに加
え 400 倍濃度の非標識 OCIFを更に添加した結合試験用培地を加えた。 CO2インキュベータ
ー中 (5% CO2 )、 37℃で 1時間培養した後、細胞を 0.1mg/ml のヘパリンを含むリン酸塩緩衝
生理食塩水 500μ l で 2回洗浄した。この細胞に 100μ g/mlのクロスリンキング剤、 DSS (Di
succinimidyl suberate, Pierce社 ) を溶解させたリン酸塩緩衝生理食塩水  500μ lを加え
、 0℃で 10分間反応させた。これらのウェルの細胞を 0℃に冷却したリン酸塩緩衝生理食塩
水 1mlで 2回洗浄した後、この細胞に 1%Triton X-100(和光純薬社 )、 2 mM PMSF(phenylmeth
ylsulfonyl fluoride、シグマ社 )、 10μ M ペプスタチン  (和光純薬社 )、 10μ Mロイペプチ
ン  (和光純薬社 )、 10μ M アンチパイン  (antipain, 和光純薬社 )及び 2 mM EDTA (和光純
薬社 )を含む 20 mM Hepes 緩衝液 100μ lを加え、室温に 30分間放置して細胞を溶解させた
。これらのサンプル 15 μ lを常法により還元条件下で SDS化した後、 SDS－電気泳動用ゲル
(4-20%ポリアクリルアミドグラジエント、第一化学社 )を用いて泳動した。泳動後、ゲル
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を乾燥させ、 Bio MAX MS フィルム (コダック社 )と BioMax MS 増感スクリーン (コダック社
)を用いて‐ 80℃で 24時間感光させた。感光させたフィルムを常法により現像した。この
結果、 1 2 5 I標識モノマー型 OCIFと本発明 cDNAによりコードされる蛋白質をクロスリンクさ
せることにより、図 20に示すように、分子量約 90,000‐ 110,000の蛋白質バンドが検出さ
れた。
【００９９】
〔実施例 24〕

ヒト OBM SF (配列表配列番号 13) とマウス OBM #8(配列表配列番号 6)をプライマー、 pUC19
hOBM を鋳型として PCR 反応を行った。この生成物をアガロースゲル電気泳動で精製した
後、制限酵素 SPlI、 HindIIIで切断し、さらにアガロースゲル電気泳動で精製して、 0.27k
bの断片を得た。ヒト OBM cDNAを制限酵素 DraIで部分消化し、一ヶ所切断された断片をア
ガロース電気泳動で精製し、その精製断片をさらに制限酵素 HindIIIで切断した。 0.53kb
の DraI/HindIII断片をアガロース電気泳動で精製し、この精製断片と上記の PCR生成物の S
plI,HindIII 断片 (0.27 kb)を pSec Tag A(インビトローゲン社 )の SPlI/EcoRV 断片 (5.2 k
b)と共にライゲーションキット ver.2(宝酒造社 )を用いてライゲーションを行い、その反
応生成物を用いて大腸菌 DH5 αを形質転換した。得られたアンピシリン耐性株より、アル
カリ SDS 法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断することによって、 pSec Tag A 
に 0.27 kbと 0.53 kbの断片が挿入されたプラスミドを選び出した。さらに、このプラスミ
ドをタックダイデオキシターミネーターサイクルシークエンシング FSキット (パーキンエ
ルマー社 )を用いてシークエンスを行い、このプラスミドが分泌型ヒト OBMをコードする配
列を持っていることを確認した。
このプラスミドを制限酵素 NheI、 XhoIで切断した後、分泌型ヒト OBM cDNAに相当する断片
(0.8kb)をアガロースゲル電気泳動で回収した。この断片をライゲーションキットを用い
て発現ベクター pCEP4(インビトローゲン社 )の NheI/XhoI断片 (10.4kb)に挿入し、その反応
生成物を用いて大腸菌 DH5αを形質転換した。得られたアンピシリン耐性株より、アルカ
リ SDS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断することにより、目的の構造を持っ
た分泌型ヒト OBM発現プラスミド (pCEPshOBM)を持つ大腸菌株を選択した。 pCEPshOBMを持
つ大腸菌株を培養し、キアフィルタープラスミドミディキット (キアゲン社 )を用いて pCEP
shOBMを精製した。
【０１００】

293-EBNA細胞を 10%FCSを含む IMDM (IMDM-10% FCS) に懸濁し、コラーゲンコートした 24ウ
ェルプレート (住友べ一クライト社 )に 2× 10５ 細胞 /2ml/ウェルになるように播種し、一夜
培養した。この細胞に 1μ g の pCEPshOBM 及び pCEP4 のそれぞれをリポフェクトアミン (ギ
ブコ社 ) 4μ lを用いて形質導入し、 0.5mlの無血清 IMDMまたは IMDM-10 % FCS中で更に 2日
間培養し、その培養上清を回収した。分泌型ヒト OBMの培養上清中での発現は、以下のよ
うにして確認した。即ち、培養上清に最終濃度が 0.1Mになるように炭酸水素ナトリウムを
加えて 4℃で一夜放置し、培養上清中のヒト OBMを 96ウェルプレートに固相化した。このプ
レートを PBSで 4倍希釈したブロックエース (雪印乳業社 ) 溶液 (B-PBS)で室温に 2時間放置
しブロッキングした後、 B-PBSで希釈した 3-100 ng/mlの OCIFを加えて 37℃で 2時間放置し
た。 0.05%Polysorbate 20 を含む PBS (P-PBS)でプレートを洗浄した後、 B-PBSで希釈した
WO96/26217号記載のパーオキシダーゼ標識抗 OCIF抗体を各ウェルに 100μ lずつ添加し、 37
℃で 2時間放置した。 P-PBSで各ウェルを 6回洗浄した後、 TMB溶液 (TMB Soluble Reagent, 
High Sensitivity, Scytek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加え、室温で約 10分間放置した後
、停止液 (Stopping Reagent. Scytek杜 )を 100μ lずつ各ウェルに加えた。各ウェルの 450 
nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。結果を図 21に示す。 pCEPshOB
Mを形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートでは、添加した OCIFの濃度に依存
して 450nmの吸光度が増加した。一方、ベクターのみの pCEP4を形質導入した細胞の培養上
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清を固相化した場合には、その吸光度の増加は見られなかった。又、固相化に用いる培養
上清量の割合を 5～ 90%の範囲で種々変化させ、一定濃度の OCIF(50ng/ml)を添加した際の
結果を図 22に示す。 pCEPshOBM を形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートでは
、添加する培養上清量の増加につれて 450nmにおける吸光度が増加したが、ベクター pCEP4
を形質導入した細胞の培養上清を固相化したプレートでは、吸光度の増加は見られなかっ
た。これらの結果により、分泌型ヒト OBM が pCEPshOBM を形質導入した細胞の培養上清中
に発現していることが確認された。
【０１０１】
〔実施例 25〕

10μ lの 10× ExTaqバッファ -(宝酒造社 )、 8μ lの  10mM dNTP (宝酒造社 )、 77.5μ lの滅菌
蒸留水、 2μ lの pUC19hOBM 水溶液  (10ng/μ l)、 1μ lのプライマーマウス OBM #3 (配列表
配列番号 9)(100pmol/μ l)、 1μ lのプライマー hOBM SalR2 (配列表配列番号 14)(100pmol/
μ l)、 0.5 μ lの ExTaq (5u/μ l)(宝酒造社 )を混合しマイクロ遠心管中で PCR反応を行った
。 95℃ 5分、 50℃ 1秒、 55℃ 1分、 74℃ 1秒、 72℃ 5分の反応後、 96℃ 1分、 50℃ 1秒、 55℃ 1分
、 74℃ 1秒、 72℃ 3分の反応を 25サイクル行った。反応液全量から約 750bpの DNA断片を精製
した。精製した DNA断片 (全量 )を制限酵素 SalI(宝酒造社 )及び BspHI(ニューイングランド
バイラブズ杜 )で切断した後、 1%アガロース電気泳動を行い、約 320bpの DNA断片 (断片 1)を
精製し 20μ lの滅菌蒸留水に溶解した。同様に、実施例 19-(3)記載の pUC19hOBM4μ gを制限
酵素 BamHI, BspHI(宝酒造社 )で切断して得られた約 450bpの DNA断片 (断片 2)、及び 2μ gの p
TrxFus(インビトロジェン社 )を制限酵素 BamHI, SalI(宝酒造社 )で切断して得られた約 3.6
 kbの DNA断片 (断片 3)をそれぞれ精製し、それぞれを 20μ lの滅菌蒸留水に溶解した。 DNA
断片の精製には QIAEXII gel extraction kitを用いた。断片 1、断片 2、及び断片 3を DNA l
igation kit ver.2 (宝酒造社 )を用い、 16℃で 2時間 30分保温することにより結合させた
。ライゲーション反応液を用い大腸菌 GI724株 (インビトロジェン社 )を ThioFusion Expres
sion System(インビトロジェン社 )添付の Instruction Manualに記載の方法で形質転換し
た。得られたアンピシリン耐性形質転換株の中から、制限酵素切断により得られる DNA断
片地図の解析並びに DNA配列の決定により、 hOBM cDNA断片がチオレドキシン遺伝子に同じ
読み枠で結合しているプラスミドを持っ菌株を選択した。得られた菌株を GI724/pTrxhOBM
と名付けた。
【０１０２】

GI724/pTrxhOBM株及び pTrxFus を持つ GI724株 (GI724/pTrxFus)をそれぞれ 2mlの RMG‐ Amp
培地 (0.6% Na２ HPO４ 、 0.3% KH２ PO４ 、 0.05% NaCl、 0.1% NH４ Cl、 2% カザミノ酸、 1% 
グリセロール、 1mM MgCl２ 、 100 μ g/mlアンピシリン、 pH 7.4) 中、 37℃で 6時間振盪培
養した。菌液  0.5ml を 50ml の Induction培地 (0.6% Na２ HPO４ 、 0.3% KH２ PO４ 、 0.05% N
aCl、 0.1% NH４ Cl、 0.2%カザミノ酸、 0.5%グルコース、 1mM MgCl２ 、 100μ g/mlアンピシ
リン、 pH7.4)に添加し、 30℃で振盪培養した。 OD6 0 0 n m  における値が約 0.5になった時点
で、最終濃度が 0.1mg/mlになるようにレトリプトファンを添加し、更に 30℃で 6時間振盪
培養した。菌液を 3,000× gで遠心し菌体を集め、 12.5 ml の PBS に懸濁した。懸濁液を超
音波発生装置 (Ultrasonics社 )にかけ菌体を破砕し、 7,000 × gで 30分間遠心して上清を集
めて可溶性蛋白質画分とした。これらの画分溶液 10μ lずつを還元条件下での SDS-PAGE(10
%ポリアクリルアミド )に供した。この結果、図 23に示すように、 GI724/pTrxOBM の可溶性
蛋白質画分には、 GI724/pTrxFus の可溶性蛋白質画分には見られない分子量約 40,000の蛋
白質のバンドが検出された。以上の結果から、チオレドキシンとヒト OBMの融合蛋白質 (Tr
x-hOBM) が大腸菌中で発現していることが確認された。
【０１０３】

発現させた Trx-hOBMが OCIFと結合することを、以下の実験により確認した。即ち、 96ウェ
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ルイムノプレート (Nunc社 )の各ウェルに 10mM 炭酸水素ナトリウム水溶液で 5000倍に希釈
した抗チオレドキシン抗体 (インビトロジェン社 )を 100μ l ずつ添加し 4℃で一夜放置した
。各ウェル中の液を捨てた後、ブロックエース (雪印乳業社 )を PBSで 2倍希釈した溶液  (BA
-PBS) を各ウェルに 200 μ lずつ添加し室温で 1時間放置した。液を捨てた後、各ウェルを
P-PBSで 3回洗浄した。各ウェルに BA-PBSで段階希釈した上記 GI724/pTrxhOBM 由来及び  GI
724/pTrxFus 由来可溶性蛋白質画分溶液を  100μ l ずつ添加し室温で 2時間放置した。 P-P
BSで各ウェルを 3回洗浄した後、 BA-PBSで希釈した OCIF(100ng/ml)を各ウェルに 100μずつ
添加し室温に 2時間放置した。 P-PBSで各ウェルを 3回洗浄した後、 BA-PBSで 2000倍に希釈
した WO96/26217号記載のパーオキシダーゼ標識した抗 OCIF抗体を各ウェルに 100μ lずつ添
加し、室温で 2時間放置した。 P-PBS で各ウェルを 6回洗浄した後、 TMB 溶液を  100μ lず
つ各ウェルに加え、室温で約 10分間放置した後、停止液 (Stopping Reagent)を  100μ lず
つ各ウェルに加えた。各ウェルの 450 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測
定した。結果を図 24に示す。  GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分溶液を添加したもの、
添加しなかったものの間で吸光度には差異は見られなかったが、 GI724/pTrxhOBM 由来可
溶性蛋白質画分溶液を添加したものでは、その添加濃度が増加するにつれて吸光度が上昇
した。又、添加する可溶性蛋白質画分溶液の希釈割合を一定 (1%濃度 )にし、 BA-PBSで段階
希釈した OCIF(0-100ng/ml)を添加した場合の実験結果を図 25に示す。  GI724/pTrxFus 由
来可溶性蛋白質画分溶液を用いたものでは、 OCIFの濃度に係わりなく吸光度は低値であっ
たが、 GI724/pTrxhOBMに由来可溶性蛋白質画分溶液を添加したものでは、 OCIF濃度が増加
するにつれて吸光度が増加した。これらの結果から、 GI724/pTrxhOBMで生産される Trx-hO
BMには、 OCIFと結合する能力があることが確認された。
【０１０４】

GI724/pTrxhOBMを RMG-Amp 寒天培地 (0.6%Na２ HPO４ 、 0.3% KH２ PO４ 、 0.05% NaCl、 0.1% 
NH４ Cl、 2% カザミノ酸、 1.5% 寒天、 pH 7.4)に白金耳で塗抹し、 30℃で一夜培養した。
菌体を 10ml の Induction培地に懸濁し、 5mlずつを 500 mlの Induction 培地の入った 2 l用
三角フラスコ計 2本に添加し、 30℃で振盪培養した。 OD6 0 0 n m 　 での吸光度が約 0.5になっ
た時点で最終濃度が 0.1 mg/mlとなるように L‐トリプトファンを添加し、更に 30℃で 6時
間振盪培養した。菌液を 3,000× gで 20分間遠心分離して菌体を集め、菌体を 160 mlの PBS 
に懸濁した。懸濁液を超音波発生装置 (Ultrasonics社 )にかけ菌体を破砕し、 7,000× g で
30分間遠心分離して上清を集め可溶性蛋白質画分とした。
【０１０５】

TSKgel AF-トレシルトヨパール 650 (東ソー社 ) 2gと、 WO96/26217号公報記載の方法で調
製した遺伝子組み換え型 OCIF35.0 mgを含む 1.0Mリン酸カリウム緩衝液  (pH 7.5) 40mlと
を混合し、 4℃で一夜緩やかに振盪することによりカップリング反応を行った。過剰な活
性基を不活性化するため、遠心分離により上清を除去した後、 40mlの 0.1Mトリス‐塩酸緩
衝液  (pH 7.5)を沈殿した担体に加え、室温で 1時間穏やかに振盪した。 0.01% Polysorbat
e 80 と 0.2M NaCl を含む 0.1Mグリシン‐塩酸緩衝液  (pH 3.3) 及び 0.01% Polysorbate 8
0 と 0.2M NaClを含む 0.1M クエン酸ナトリウム緩衝液  (pH 2.0)を通液しカラムを洗浄し
た後、 0.01%Polysorbate 80 を含む 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液  (pH7.4)で 2回洗浄し
、カラムを平衡化した。
【０１０６】

Trx-hOBMの精製は、特に断らない限り 4℃で行った。上記の OCIF固定化アフィニティー担
体 (10ml) と上記実施例 25-(4)記載の可溶性蛋白質画分溶液  (120ml)とを混合後、 50ml遠
心管  (4本 )中で、ローテーターを用いて 4℃で一夜穏やかに振盪した。この混合液中の担
体をエコノカラム (内径 1.5cm×長さ 15cm、バイオラッド社 )に充填した。 0.01% Polysorba
te 80 を含む PBS 300ml、 0.01% Polysorbate 80 及び 2.0MNaClを含む 10 mM リン酸緩衝液
 (pH 7.0) 100ml、 0.01% Polysorbate 80 及び 0.2M NaClを含む 0.1M グリシン‐塩酸緩衝
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液 (pH 3.3) 100mlを順次通液してカラムを洗浄した。次に、 0.01% Polysorbate 80 及び 0
.2M NaClを含む 0.1 M クエン酸ナトリウム緩衝液 (pH 2.0)を通液し、カラムに吸着した蛋
白質を溶出した。溶出液は 5mlずつ分取した。分取した画分には、 10%容量の 2Mトリス溶液
 (pH 8.0) を加えて直ちに中和した。溶出液各画分中の Trx-hOBMの有無を、実施例 25-(3)
記載の方法により調べた。又、 Trx-hOBMを含む画分を集め、更に精製を進めた。
【０１０７】

上記実施例 25-(6)記載の Trx-hOBMフラクション約 25mlを Centriplus10及び Centricon 10 (
Amicon社 )を用いて、約 0.5mlに遠心濃縮した。この濃縮サンプルを予め 0.01% Polysorbat
e 80 を含む PBSで平衡化した Superose12 HR 10/30カラム (1.0× 30cm、ファルマシア社 )に
負荷した。移動相として 0.01% Polysorbate 80 を含む PBSを用い、流速 0.25ml/minでカラ
ムを展開した。カラムからの溶出液は 0.25mlずつ分取した。分取した画分の Trx-hOBMは、
実施例 25-(3)記載の方法及び SDS-PAGEにより検出した。純化された Trx-hOBMを含むフラク
ションを集め、 Trx-hOBMの蛋白質濃度を測定した。蛋白質濃度は牛血清アルブミンを標準
品として用い、 DC-protein assay kit(バイオラッド社 )で測定した。
【０１０８】
〔実施例 26〕

phOBM及び pcDL-SRα 296をリポフェクトアミン (ギブコ社 )を用いて COS-7細胞にそれぞれト
ランスフェクトした。それぞれの細胞を 10% FCSを含む DMEMで 1日間培養後トリプシン処理
し、カバーグラス (1mm丸形、マツナミ社 )を敷いた 24ウェルプレートに 1ウェル当たり 5× 1
04個の細胞を播種し、さらに 2日間培養した。培養プレートを PBSで 1回洗浄した後、 1%パ
ラフォルムアルデヒドを含む PBSを加えて室温で 8分間インキュベートし細胞をカバーグラ
ス上に固定化した。細胞を固定化したプレートを PBSで 6回洗浄した後、 10- 8 M活性化ビタ
ミン D3、 10

－ 7 Mデキサメサゾン、 10%牛胎児血清を含むα -MEMにて 1× 106個 /mlになるよう
に懸濁したマウス脾臓細胞を 1ウェル当たり 700μ lずつ添加した。各ウェル上に Millicell
 PCF(ミリポア社 )をセットし、上記培地にて 4× 104個 /mlに懸濁した ST2細胞を Millicell 
PCF中に 700μ lずつ添加し、 37℃で 6日間培養した。培養終了後、 Millicell PCFを取り除
き、プレートを PBSで 1回洗浄後、アセトン -エタノール溶液 (50:50)で 1分間細胞を固定し
た後、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキット (シグマ社 )を用いて破骨細胞特異的マーカーで
ある酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性 (TRAP活性 )を示す細胞のみを染色した。顕微鏡
観察の結果、ヒト OBM cDNAを含まないベクターのみの pcDL-SRα 296をトランスフェクトし
た COS-7細胞を固定化したウェル中には TRAP活性を示す細胞は全く検出されなかったのに
対し、 phOBMをトランスフェクトした細胞を固定化したウェル中には 65± 18個 (n=3、平均
値±標準偏差 )の TRAP陽性細胞が観察された。又、これらの TRAP陽性細胞は 1 2 5 I -標識サ
ケカルシトニン (アマシャム社 )と特異的結合を示したことから、カルシトニンレセプター
を発現していることが確認された。これらの結果から、本発明 cDNAによりコードされる蛋
白質であるヒト OBMは破骨細胞形成を誘導する活性があることが明らかとなった。
【０１０９】
〔実施例 27〕

マウス脾臓細胞を 10- 8 M活性型ビタミン D3、 10
－ 7 Mデキサメサゾン、 10%牛胎児血清を含む

α -MEMに 2× 106個 /mlになるように懸濁し、 24ウェルプレートに 1ウェルあたり 350μ l添加
した。精製した Trx-hOBMを上記培地で希釈した溶液 (40ng/ml)、 pCEPshOBMまたは pCEP4を
形質導入した 293-EBNA細胞を IMDM-10%FBSで培養した培養上清を上記培地にて 10倍希釈し
た溶液または上記培地のみをそれぞれ 350μ l添加した後、 Millicell PCF(ミリポア社 )を
各ウェルにセットし、上記培地にて懸濁した 4× 104個 /mlの ST2細胞を Millicell PCFに 600
μ l添加した。 6日間培養した後、 MillicellPCFを取り除き、プレートを PBSで 1回洗浄後、
アセトン -エタノール溶液 (50:50)で 1分間細胞を固定した後、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATAS
Eキット (シグマ社 )を用いて酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性 (TRAP活性 )を示す細胞
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のみを染色した。顕微鏡観察の結果、 Trx-hOBMを添加しなかったウェル中には TRAP活性を
示す細胞は全く検出されなかったのに対し、 Trx-hOBMを添加したウェルには 115± 19個 (n=
3、平均値±標準偏差 )の TRAP陽性細胞が観察された。同様に、 pCEP4で形質導入された 293
-EBNAの培養上清を添加したウェル中には TRAP活性を示す細胞は全く検出されなかったの
に対し、 pCEPshOBMで形質導入された 293-EBNAの培養上清を添加したウェルには 125± 23個
(n=3、平均値±標準偏差 )の TRAP陽性細胞が観察された。又、これら TRAP陽性細胞は 1 2 5 I
標識したサケカルシトニン (アマシャム社 )と特異的結合を示しことから、カルシトニンレ
セプターを発現していることが確認された。これらの結果から、 Trx-hOBM及び分泌型 OBM
には、破骨細胞形成を誘導する活性があることが明らかとなった。
【０１１０】
〔実施例 28〕

免疫抗原として用いるマウス sOBM又はヒト sOBMは、前記の方法に従って得た。即ち、マウ
ス sOBM cDNA (マウス OBMの N末端から 72番目までのアミノ酸を欠損させた膜結合部位を持
たないマウス sOBM(配列表配列番号 16)をコードする cDNA、配列表配列番号 18)又はヒト OBM
 cDNA(ヒト OBMの N末端から 71番目までのアミノ酸を欠損させた膜結合部位を持たないヒト
sOBM(配列表配列番号 17)をコードする cDNA、配列表配列番号 19)を、イムノグロブリンの
κ -チェーンのシグナルペプチドをコードする塩基配列を含む発現ベクター pSecTagA(イン
ビトローゲン社 )の HindIII/EcoRV断片 (5.2kb)と、 OBMcDNAの EcoRI/PmaCI断片 (0.32kb)と
ともにライゲーションキット ver.2(宝酒造社 )を用いてライゲーションを行い、その反応
生成物を用いて大腸菌 DH5αを形質転換した。得られたアンピシリン耐性株からアルカリ S
DS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断することにより pSec　 TagAに 0.6Kbと 0.3
2 Kbの断片が挿入されたプラスミドを選び出した。このプラスミドをダイターミネーター
サイクルシークエンシング FSキット (パーキン -エルマー社 )を用いてシークエンスを確認
した結果、このプラスミドがマウス又はヒト sOBMをコードする配列を有することを確認し
た。このプラスミドを制限酵素 NheI、 XhoIで切断した後、分泌型 OBM cDNAに相当する断片
(1.0kb)をアガロースゲル電気泳動で回収した。この断片をライゲーションキットを用い
て発現ベクター pCEP4(インビトローゲン社 )の NheI/XhoI断片 (10.4kb)に挿入し、その反応
生成物を用いて大腸菌 DH5αを形質転換した。得られたアンピシリン耐性株からアルカリ S
DS法によりプラスミドを精製し、制限酵素で切断して解析することにより、目的の構造を
持った分泌型 OBM発現プラスミド (pCEP sOBM)を持つ大腸菌株を選び出した。 pCEP sOBMを
持つ大腸菌株を培養し、キアフィルタープラスミドミディキット (キアゲン社 )を用いて pC
EP sOBMを精製した。次に、 293-EBNA細胞を 10%FCSを含む IMDM(IMDM-10%FCS)に懸濁し、コ
ラーゲンコートした 24ウェルプレート (住友べ一クライト社 )に 2× 105個 /2ml/ウェルにな
るように播種し、一夜培養した。この細胞に 1μ gの pCEP sOBM又は pCEP4をリポフェタミン
(ギブコ社 )4μ lを用いて形質導入し、 0.5mlの無血清 IMDM又は IMDM-10%FCS中でさらに 2日
間培養し、その培養上清を回収した。遺伝子組み換えマウス可溶性 OBM(msOBM)あるいはヒ
ト可溶性 OBM(hsOBM)の高生産細胞株を以下のようにスクリーニングした。 msOBMあるいは h
sOBMを含むと見られる培養上清に最終濃度が 0.1Mになるように炭酸水素ナトリウムを添加
後、それぞれの培養上清を 100μ lずつ 96ウェルイムノプレート (Nunc社 )の各ウェルに添加
し、 4℃で一夜放置して培養上清中の msOBMあるいは hsOBMを各ウェルに固相化した。この
プレートの各ウェルに PBSで 4倍希釈したブロックエース (雪印乳業社 )溶液 (B-PBS)を 200μ
l加え、室温で 2時間放置した。 0.1%polysprbate20を含む PBS(P-PBS)で 3回洗浄後、 B-PBS
で段階的に希釈した遺伝子組み換え OCIF(rOCIF)溶液 (3～ 100ng/ml)を 100μ lずつ各ウェル
に添加し、 37℃で 2時間放置した。そのプレートを PBSで 3回洗浄した後、 B-PBSで希釈した
パーオキシダーゼ標識抗 OCIFポリクローナル抗体 (WO96/26217号 )を 100μ lずつ各ウェルに
添加し、 37℃で 2時間放置した。 P-PBSで各ウェルを 6回洗浄後、 TMB溶液 (TMB Soluble Age
nt, Highsensitivity, Scytek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加え、室温で約 10分間放置した
後、停止液 (Stopping Reagent, Scytek社 )を 100μ lずっ各ウェルに加えた。各ウェルの 45
0nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。 msOBMあるいは hsOBMの生産
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細胞株の培養上清を固相化したプレートでは、 OCIFの添加濃度に比例して、吸光度が顕著
に増加した。 msOBMあるいは hsOBMの生産細胞株について、その吸光度の増加の割合の高い
生産株を、それぞれ高生産株として選択した。このように選択された msOBMあるいは hsOBM
高生産 293-EBNA細胞をそれぞれ 5%FCSを含有する IMDMを培地として用い、 T-フラスコ (T-22
5)を 25枚用いて大量培養した。コンフルエントに達した後、新鮮な培地を T-225フラスコ 1
枚当たり 100mlずつ加え、 3～ 4日間培養して、培養上清を回収した。この操作を 4回繰り返
して、 msOBMあるいは hsOBMを含む培養上清をそれぞれ 10リットル得た。実施例 25-(6)及び
(7)記載の方法に従い rOCIF固定化カラムを用いたアフィニティークロマトグラフィーおよ
びゲル濾過クロマトグラフィーにより精製することにより、これら培養上清から SDS-ポリ
アクリルアミド電気泳動的に均一 (分子量 32kDa)な精製 msOBM及び hsOBMをそれぞれ約 10mg
及び 12mg得た。このようにして得られた精製標品を、それぞれ免疫抗原として用いた。得
られた各抗原を、リン酸塩緩衝生理食塩水 (PBS)に 200μ g/mlになるように溶解し、等容量
のフロイント完全アジュバントと混合し乳化後、日本白色ウサギ各 3羽に約 1週間間隔で 1m
lを皮下投与し免疫した。抗体価を測定し、抗体価が最高に到達した時点で、ブースター
投与し、投与 10日後に全採血した。抗血清をプロテイン Aセファロースクロマトグラフィ
ー用バインディングバッファー (BioRad社 )で 2倍希釈し、同バッファーで平衡化したプロ
テイン Aカラムに負荷した。同バッファーでカラムを充分洗浄後、カラムに吸着した抗 sOB
M抗体をエルーションバッファー (BioRad社 )あるいは 0.1Mグリシン -HClバッファー、 pH2.9
-3.0で溶出した。抗体溶出液を直ちに中和する目的で、 1.0MTris-HCl,pH8.0を少量含む試
験管を用いて溶出溶液を分画した。抗体溶出液を PBSに対して 4℃、一夜透析した。抗体溶
液の蛋白量をウシ IgGをスタンダードとして Lowry法により測定した。このようにして、本
発明のポリクローナル抗体を含む精製イムノグロブリン (IgG)が、ウサギ抗血清 1ml当たり
約 10mg得られた。
【０１１１】
〔実施例 29〕

実施例 28で得られたウサギ抗ヒト sOBMポリクローナル抗体を、固相抗体及び酵素標識抗体
としたサンドイッチ ELISAを構築した。酵素標識は、石川らの方法 (Ishikawa et al:J. Im
muno assay, Vol.4, 209-327, 1983)に従いパーオキシダーゼ (POD)標識した。実施例 28で
得られた抗ヒト sOBMポリクローナル抗体を 2μ g/mlとなるように 0.1M NaHCO3溶液に溶解し
、 96-ウェルイムノプレート (Nunc社 )の各ウェルに 100μ lずつ添加、室温で一夜放置した
。次いで、各ウェルに 200μ lずつ 50%ブロックエース (雪印乳業社 )を加え、室温で 1時間放
置し、各ウェルを 0.1%polysorbate20を含む PBS(洗浄バッファー )で 3回洗浄した。
実施例 26の方法と同様にヒト OBMを発現し実施例 2の方法で精製することにより得られた精
製ヒト OBM、及び実施例 28で得られた精製ヒト sOBMをそれぞれ一次反応用バッファー (40%
ブロックエース、 0.1%polysorbate20を含む 0.2MTris-HClバッファー、 pH7.2)で段階希釈
した溶液を、 100μ lずつ各ウェルに加えた。室温で 2時間放置後、各ウェルを上記洗浄バ
ッファーで 3回洗浄した。
二次反応用バッファー (25%ブロックエース、 0.1%polysorbate20を含む 0.1MTris-HClバッ
ファー、 pH7.2)で 1000倍希釈した POD標識抗ヒト sOBMポリクローナル抗体を 100μ lずつ各
ウェルに加え、室温で 2時間放置した後、各ウェルを 3回洗浄バッファーで洗浄した。各ウ
ェルに酵素基質溶液 (TMB, ScyTek社 )を 100μ lずつ添加し、室温で 10分間放置後、反応停
止液 (Stopping reagent, ScyTek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加えて酵素反応を停止させた
。各ウェルの 450nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーを用いて測定した。結果
を図 26に示す。ウサギ抗ヒト sOBMポリクローナル抗体を用いたサンドイッチ ELISAは、ヒ
ト sOBM(分子量約 32kDa)及びヒト OBM(分子量約 40kDa)をほぼ等しく認識し、それぞれの測
定感度は約 12.5x10- 3 pmol/ml(ヒト OBMで約 500pg/ml、ヒト sOBMで約 400pg/ml)であった。
実施例 28で得られたウサギ抗マウス sOBMポリクローナル抗体を用いた ELISAによるマウス s
OBM及びマウス OBMの測定は上記と同様に実施でき、それぞれの測定感度も同程度で極めて
微量のマウス sOBMあるいはマウス OBMを測定できることが明らかとなった。
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以上のように、実施例 28で得られた本発明抗ヒト sOBMポリクローナル抗体は、ヒト sOBM及
びヒト OBMの両抗原を等しく認識することから、抗ヒト OBM/sOBMポリクローナル抗体と名
付けた。又、実施例 28で得られた抗マウス sOBMポリクローナル抗体は、同様にマウス sOBM
及びマウス 0BMの両抗原を等しく認識することから、抗マウス OBM/sOBMポリクローナル抗
体と名付けた。
【０１１２】
〔実施例 30〕

免疫用抗原には、実施例 28で得られた精製ヒト sOBMを用いた。精製ヒト sOBMを 10μ g/mlに
なるように生理食塩水に溶解した。このようにして調製したヒト sOBM溶液に、同容量のフ
ロイント完全アジュバントを加え良く乳化した後、それぞれの抗原を Balb/cマウスー匹当
たり腹腔内に 200μ lずつ 1週間間隔で 3回投与し、マウスを免疫した。次に、ヒト sOBMを 5
μ g/ml含む生理食塩水に同容量のフロイント不完全アジュバントを添加し、充分乳化した
ものを上記 Balb/cマウスー匹あたり 200μ lずつ、 1週間間隔で 4回追加免疫した。 4回目の
追加免疫の 1週間後、ブースターとしてヒト sOBMを 10μ g/ml含む生理食塩水を Balb/cマウ
ス 1匹当たり 100μ lずつ静脈内に投与した。最終免疫後 3日目に脾臓を摘出、脾臓細胞を分
離し、マウスミエローマ細胞  P3x63-AG8.653とを公知の方法 (Koehler,G. and Milstein, 
C., Nature,256, 495(1975))に従い細胞融合した。融合終了後、細胞懸濁液をヒポキサン
チン、アミノプテリン及びチミヂンを含む HAT培地中で 10日間培養した。ミエローマ細胞
が死滅し、ハイブリドーマが出現した後、 HAT培地からアミノプテリンを除いた HT培地に
培地交換し、培養を継続した。
【０１１３】
〔実施例 31〕

実施例 30の細胞融合及び培養を開始して 10日後にハイブリドーマの出現を認めたので、下
記に記載した改良ソリッドフェーズ ELISAにより、ヒト sOBMを認識する高親和性抗体及び
その抗体を産生するハイブリドーマの選択を行った。又、ヒト sOBMとマウス sOBMの両方を
認識する抗 OBMモノクローナル抗体を選択するために、ソリッドフェーズ ELISA用抗原とし
て、ヒト sOBM以外に実施例 27で得られたマウス sOBMも使用した。ヒト sOBM及びマウス sOBM
をそれぞれ 5μ g/mlになるように 0.1M炭酸水素ナトリウム溶液に溶解し、それぞれの抗原
溶液を 50μ lずつ 96-ウェルイムノプレート (Nunc社 )の各ウェルに加え、 4℃で一夜静置し
それぞれの抗原を固相化した。各ウェル中の抗原溶液を捨て、各ウェルに 50%ブロックエ
ース (雪印乳業社 )を 200μ lずつ加え、室温で 1時間放置してブロッキングした。各ウェル
を 0.1%polysorbate20を含むリン酸塩緩衝生理食塩水 (PBS-P)で洗浄し、各ウェルに 40μ l
の牛血清 (ハイクローン社 )を加えた。次いで、各ウェルに 10μ lのハイブリドーマ培養上
清を加え、 80%血清濃度下、室温で 2時間反応させた。 80%血清存在下でのソリッドフェー
ズ ELISAの目的は、高濃度の蛋白質及び血清由来の免疫反応妨害物質等の存在中でも微量
のヒト sOBMあるいはマウス sOBMと結合できる抗体、即ちヒト sOBMあるいはマウス sOBMに対
して高親和性の抗体生産ハイブリドーマを選択するためである。室温で 2時間反応後、プ
レートを PBS-Pで洗浄し、 25%ブロックエースを含む生理食塩水で 5000分の 1に希釈したパ
ーオキシダーゼ標識抗マウス IgG(KPL社 )を各ウェルに 50μ l加え、室温で 2時間反応させた
。プレートを PBS-Pで 3回洗浄した後、各ウェルに 50μ lの酵素基質溶液 (TMB, ScyTek社 )を
加え、室温で 5分間反応させた。次いで、反応停止液 (stopping reagent, ScyTek社 )50μ l
を加えて酵素反応を停止させた。各ウェルの 450nmにおける吸光度をマイクロプレートリ
ーダー (イムノリーダー NJ2000、日本インターメッド社 )を用いて測定し、ヒト sOBMあるい
はマウス sOBMを認識する抗体生産ハイブリドーマを選択した。特に高い吸光度 (OD4 5 0 n m )
を示すそれぞれの抗体生産ハイブリドーマを選択し、それらを限界希釈法により 3～ 5回ク
ローニングを繰り返すことにより、安定な抗体生産ハイブリドーマを樹立した。得られた
抗体生産株の中から、さらに抗体の生産性が高いハイブリドーマ株を選別した。
【０１１４】
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〔実施例 32〕

実施例 31で得られた抗体、即ち高親和性でヒト sOBMを認識する抗体生産ハィブリドーマ及
びマウス sOBMにも交差性を有する抗体を産生するハイブリドーマをそれぞれ培養し、マウ
スー匹当たりそれぞれのハイブリドーマを 1× 106細胞ずつ、約 1週間前にプリスタン (アル
ドリッチケミカル社 )を投与しておいた Balb/c系マウスの腹腔内に移植した。約 2～ 3週間
後、蓄積した腹水を採取し、本発明のヒト sOBMあるいはヒト sOBM及びマウス sOBMを認識す
るモノクローナル抗体を含む腹水を得た。実施例 28に記載したプロテイン Aカラムによる
抗 OBM/sOBMポリクローナル抗体の精製法に準じて、プロテイン Aカラム (ファルマシア社 )
クロマトグラフィーにより腹水から精製モノクローナル抗体を得た。
【０１１５】
〔実施例 33〕

ヒト sOBMを特異的に認識するモノクローナル抗体並びにヒト sOBM及びマウス sOBMにも交差
性を有するモノクローナル抗体について、ヒト sOBM、膜結合部位を有する intactなヒト OB
M、マウス sOBM、及び膜結合部位を有する intactなマウス OBMを抗原とした時の抗原特異性
について調べた。 30数種類のモノクローナル抗体を得たが、それらのうち代表的なモノク
ローナル抗体にっいての結果を第 1表に示す。この結果、ヒト sOBMを特異的に認識する抗
ヒト sOBMモノクローナル抗体のほとんど全ては膜結合部位を有する intactなヒト OBMも認
識するが、マウス sOBM及び膜結合部位を有する intactなマウス OBMは認識しないことが明
らかとなった。一方、ヒト sOBM及びマウス sOBMも認識するモノクローナル抗体も得られた
が、その数は極めて少なく、これらの抗体はヒト OBM並びにマウス OBMにも交差性を有して
いることがわかった。これらの結果は、ヒト OBMとマウス OBMには共通した抗原認識部位、
即ちエピトープが存在していることを示すものである。ヒト sOBMを免疫抗原として作製し
た抗ヒト sOBMモノクローナル抗体は、膜結合型の intactな蛋白質であるヒト OBMも等しく
認識することから、抗ヒト sOBMモノクローナル抗体を抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体
と名付けた。
【０１１６】
【表１】
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【０１１７】
〔実施例 34〕

本発明のモノクローナル抗体のクラス及びサブクラスを、イムノグロブリンクラス及びサ
ブクラス分析キット (アマシャム社 )を用いて検定した。検定は、キットに指示されている
プロトコールに従い実施した。代表的なモノクローナル抗体についての結果を表２に示す
。抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体の大多数は IgG1であり、その他 IgG2 a及び IgG2 bも存
在していた。又、いずれの抗体もライトチェーンはκ鎖であった。
【０１１８】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１１９】
〔実施例 35〕

公知の方法 (Betrand Friguet et al.:Journal of Immunological Methods, 77,305-319,1
986)に従い、モノクローナル抗体の解離定数を測定した。即ち、実施例 32で得られた精製
抗体を 5ng/mlに 40%ブロックエース、 0.1% polysorbate20を含む 0.4M Tris-HCl pH7.4(1次
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バッファー )で希釈し、これに実施例 28で得られた精製ヒト可溶性 OBM(hsOBM)を 6.25ng/ml
～ 10μ g/mlになるように 1次バッファーで希釈したものを等容量混ぜ、 4℃で 15時間静置す
ることにより hsOBMとモノクローナル抗体を結合させた。 15時間後、 hsOBMと未結合の抗体
を hsOBM(10μ g/ml、 100μ l/ウェル )を固相化したソリッドフェーズ ELISAにて測定するこ
とにより、モノクローナル抗体の hsOBMに対する解離定数を算定した。又、 hsOBMに対する
モノクローナル抗体でありながら、マウス可溶性 OBM(msOBM)にも交差する抗体の msOBMに
対する親和性についても、上記の hsOBMの代わりに msOBMを使用することにより同様に測定
した。特に、各抗原に高い親和性を示し、酵素免疫測定法やその他バインディングアッセ
イ等に有用な抗体についての結果を第 3表に示す。
【０１２０】
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
この結果、ヒト可溶性 OBM(hsOBM)に特異的な抗体である H-OBml及び H-OBM4は解離定数 (Kd)
が 10- 1 1 Mオーダーで、 hsOBMに極めて高い親和性を有していることが明らかになった。一
方、 hsOBM及びマウス可溶性 OBM(msOBM)の両方を認識する抗体、 H-OBM9の Kd値は、 msOBMに
対しては 10- 8オーダーであり、 hsOBMに対しては 10- 9 Mオーダーであった。又、表 1に記載
の両抗原を認識する他の抗体、 H-OBml3の両抗原に対する解離定数は、 H-OBM9と差異はな
く、両抗体はサブクラスも一致していることから、同じエピトープを認識する同一抗体で
ある可能性が示唆された。
【０１２１】
〔実施例 36〕

実施例 35で得られた 2種類の高親和性モノクローナル抗体、 H-OBml及び H-OBM4をそれぞれ
固相抗体と酵素標識抗体として、サンドイッチ ELISAを構築した。
抗体の標識は、マレイミド活性化パーオキシダーゼキット (ピアス社 )を用いて行った。 H-
OBml抗体を 10μ g/mlになるよう 0.1M炭酸水素ナトリウム溶液に溶解し、 100μ lずつ 96-ウ
ェルイムノプレート (Nunc社 )の各ウェルに加え、 4℃で一夜静置し固相化した。各ウェル
の溶液を捨て、 50%濃度のブロックエース 300μ lを加え、室温で 2時間静置しブロッキング
した。ブロッキング後、プレートを 0.1%polysorbate20を含むリン酸塩緩衝生理食塩水 (PB
S-P)で洗浄した。ヒト可溶性 sOBM及びヒト OBMをそれぞれ 40%ブロックエース (雪印乳業社 )
及び 0.1%polysorbate20(和光純薬社 )を含む 0.4MTris-HC(pH7.4)(1次反応バッファー )に溶
解、希釈し、種々の濃度の被験溶液を調製した。種々の濃度に調製したそれぞれの被験溶
液を 100μ lずつ各ウェルに加え、室温で 2時間反応させた。 2時間後、プレートを PBS-Pで
洗浄し、 25%ブロックエース及び 0.1%polysorbate20を含む 0.2MTris-HCl(pH7.4)(2次反応
バッファー )で希釈した POD標識 H-OBM4抗体を各ウェルに 100μ l加え、室温で 2時間反応さ
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せた。
プレートを PBS-Pで洗浄した後、各ウェルに 100μ lの酵素基質溶液 (TMB,ScyTek社 )を加え
て発色させた後、反応停止液 (stopping reagent, ScyTek社 )を 100μ lずつ各ウェルに加え
て酵素反応を停止した。各ウェルの 450nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーを
用いて測定した。結果を図 27に示す。
この結果、実施例 35で得られた 2種類の高親和性抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体、 H-O
Bml及び H-OBM4を用いて構築したサンドイッチ ELISAは、ヒト OBM及びヒト sOBMを等しく認
識し、その測定感度は約 1.25-2.5× 10- 3 pmol/ml(分子量約 40kDaのヒト OBMでは約 50-100pg
/ml、分子量約 32kDaのヒト sOBMでは約 40-80pg/ml)で極めて微量のヒト OBM及びヒト sOBMを
測定できることが明らかとなった。尚、これら 2種類の抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗
体、 H-OBml及び H-OBM4を生産するハイブリドーマを H-OBml及び H-OBM4と命名し、またマウ
ス OBM及びマウス sOBMも認識し、破骨細胞形成抑制活性を発揮する抗ヒト OBM/sOBMモノク
ローナル抗体、 H-OBM9を生産するハイブリドーマを H-OBM9と命名した。これらのハイブリ
ドーマは、通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所 (現独立行政法人産業技術総合
研究所　微生物寄託センター )に受託番号 FERM BP-6264 (H-OBml)、 FERM BP-6265 (H-OBM4
)、及び FERM BP-6266 (H-OBM9)として、平成 9年 11月 5日にそれぞれ寄託されている。
【０１２２】
〔実施例 37〕

実施例 33及び 35で得られたマウス OBM及びマウス sOBMも認識する抗ヒト OBM/sOBMモノクロ
ーナル抗体、 H-OBM9を固相抗体とし、実施例 28で得られた抗マウス OBM/sOBMポリクローナ
ル抗体を酵素標識抗体とするサンドイッチ ELISAを構築した。
マウス OBM及びマウス sOBMをそれぞれ実施例 35と同様に一次反応用バッファーで段階的に
希釈し、実施例 36と同様の方法によりマウス OBM及びマウス sOBMを測定した。結果を図 28
に示す。この結果、本発明のマウス OBM及びマウス sOBMも認識する本発明の抗ヒト OBM/sOB
Mモノクローナル抗体、 H-OBM9を使用することにより、マウス OBM及びマウス sOBMを同様に
測定できることが確認された。実施例 35の結果に示すように、この抗ヒト OBM/sOBMモノク
ローナル抗体、 H-OBM9はマウス sOBMに対する解離定数が高い、即ちマウス sOBMに対する親
和性が比較的低いことから、本 ELISAによるマウス OBM(分子量約 40kDa)及びマウス sOBM(分
子量約 32kDa)の測定感度は、約 25× 10- 3 pmol/ml (マウス OBMでは約 1ng/ml、マウス sOBMで
は約 0.8ng/ml)程度であった。
【０１２３】
〔実施例 38〕

マウス脾細胞と ST2細胞 (マウス骨髄由来間質細胞 )との co-cultureで osteoclast-like cel
l(OCL)が誘導されることが知られている (Endocrinology, 125, 1805-1813(1989))。そこ
で、 OBM/sOBM抗体をこの co-cultureに添加した時、 OCL誘導を抑制するか否かを検討した
。この co-culture系においてはマウス OBMが発現しているので、実施例に使用する抗体は
マウス OBMを認識するウサギ抗マウス OBM/sOBMポリクローナル抗体、及びヒト OBM及びマウ
ス OBMの両抗原を認識するヒト抗 OBM/sOBMモノクローナル抗体、 H-OBM9を用いた。 10%FCS
を含むα MEMにて段階希釈したそれぞれの OBM抗体を 24well plate(ヌンク社 )に 700μ l/wel
l、上記培地にて懸濁した雄マウス脾細胞 (2× 106 /ml)を 350μ l/well添加した。次いでト
リプシナイズした ST2細胞を 4× 10- 8 M VitaminD3及び 4× 10- 7 MDexamethazoneを含む上記培
地に懸濁し (8× 104 cells/ml)350μ l/well添加し、 37℃で 6日間培養した。培養プレートを
PBSにて 1回洗浄したのち、 50%エタノール、 50%アセトンの混合液にて室温で 1分間固定し
た。プレートを風乾した後、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキット (シグマ社 )のプロトコー
ルに従い基質液を 500μ l/well添加し、 37℃で 55分間反応させた。この反応により破骨細
胞特異的マーカーである酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性 (TRAP活性 )を示す細胞のみ
が染色される。プレートを蒸留水で 1回洗浄した後風乾して TRAP陽性細胞数をカウントし
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た。結果を表 4に示す。この結果、ウサギ抗マウス OBM/sOBMポリクローナル抗体及びマウ
ス OBMを認識する抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体、 H-OBM9とも抗体濃度に依存して OCL
誘導を阻害することがわかった。
これらの抗体は、破骨細胞形成因子、 OCIF/OPGと同様に破骨細胞形成抑制活性を有し、骨
代謝異常症治療薬として有望であることが明らかになった。
【０１２４】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１２５】
〔実施例 39〕

成人健常者より静脈採取した全血から、 Histopaque(sigma社 )を用い、添付のプロトコー
ルに従い density gradient法によって単核細胞を調製した。この単核細胞を 10- 7 Mデキサ
メサゾン、 200ng/mlマクロファージコロニー刺激因子 (ミドリ十字杜 )、 10%牛胎児血清及
び実施例 15で得られた。精製された Trx-OBM(0-100ng/ml)を含むα -MEMに 1.3× 106 /mlにな
るように懸濁し、この懸濁液を 48ウェルプレートに 1ウェルあたり 300μ l添加し 3日間 37℃
で培養した。培養液を上記培地で交換後、さらに 4日間 37℃で培養した。培養した細胞を
実施例 5に示した方法で酒石酸耐性酸性フォスファターゼ活性 (TRAP活性 )を示す細胞を選
択的に染色し、染色された多核細胞の数を顕微鏡観察により測定した。結果を図 29に示す
。この結果、 Trx-OBMを添加しなかったウェル中には TRAP活性を示す細胞はほとんど検出
されなかったのに対し、 Trx-OBMを添加すると濃度依存的に TRAP陽性多核細胞が出現した
。又、これらの TRAP陽性多核細胞は破骨細胞のマーカーであるビトロネクチンレセプター
も陽性であった。さらに、同様の培養を 48ウェルプレートに静置した象牙質切片上で行う
と、 Trx-OBM存在下でのみ象牙質切片上に吸収窩が形成された。これより、 Trx-OBMにはヒ
ト破骨細胞形成を誘導する活性があることが明らかとなった。
【０１２６】
〔実施例 40〕

妊娠 15日目の ddYマウス (日本 SLC社 )に [4 5 Ca]-CaCl2溶液 (Amersham社 )を 1匹あたり 25μ Ci
皮下注射し、胎仔の骨を 4 5 Caでラベルした。翌日、マウスを屠殺し開腹して、子宮から胎
仔を取り出した。胎仔より前肢を摘出して、皮膚及び筋肉を剥がし長管骨を摘出し、さら
に軟骨を除去して長管骨の骨幹部のみにした。骨幹部は 24穴プレートに入れた 0.5mlの培
養液 (0.2%牛血清アルブミン (sigma社 )を含む BGJb medium(GIBCO BRL社 ))に 1本ずつ浮かべ
、 37℃ , 5% CO2存在下で 24時間培養した。前培養終了後、各種骨吸収因子 (ビタミン D3、
プロスタグランジン E2、副甲状腺ホルモン、インターロイキン 1α )、及び正常ウサギ IgG(
100μ g/ml;対照として )又は実施例 28で得られたウサギ抗 OBM/sOBMポリクローナル抗体を
含む新しい培養液 (0.5ml)に長管骨を移し、さらに 72時間培養した。培養終了後、長管骨
は 0.5mlの 5%トリクロロ酢酸水溶液 (和光純薬社 )に入れ、室温で 3時間以上処理して脱灰し
た。培養液及びトリクロロ酢酸抽出液 (共に 0.5ml)にシンチレーター (AQUASOL-2、 PACKARD
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社 )5mlを加え、 4 5 Caの放射活性を測定し、骨吸収により培養液中に遊離した 4 5 Caの割合を
算出した。結果を図 30～図 33にそれぞれ示す。この結果、ビタミン D3  (10

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

- 6 M)あるいは副甲状腺ホルモン (100ng/ml)は骨吸収活性
を上昇させたが、ウサギ抗 OBM/sOBMポリクローナル抗体の添加 (l00μ g/ml)により、プロ
スタグランジン E2及び副甲状腺ホルモンによる骨吸収をほぼ完全に抑制した (図 31及び図 3
2)。一方、陽性対照として用いた正常ウサギ IgG(100μ g/ml)は、プロスタグランジン E2及
び副甲状腺ホルモンによる骨吸収に対して影響しなかった。又、インターロイキン 1α (10
ng/ml)によっても骨吸収が引き起こされたが、ウサギ抗 OBM/sOBMポリクローナル抗体 (100
μ g/ml)により有意に抑制された (図 23)。これらの結果より、本発明抗体は骨吸収抑制物
質として優れていることが明らかとなった。マウス抗ヒト OBM/sOBM抗体である H-OBM9につ
いても同様の実験を行った結果、ウサギ抗 OBM/sOBMポリクローナル抗体とほぼ同等の骨吸
収抑制活性があることが確認された。
【０１２７】

本発明により、破骨細胞形成抑制因子 (Osteoc1astogenesis inhibitory factor;OCIF)に
結合する新規な蛋白質、その製造方法、この蛋白質を用いて該蛋白質の発現を調節する物
質のスクリーニング方法、該蛋白質の作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法
、該蛋白質と結合してその作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、及びこれら
のスクリーニング方法により得られた物質を含有する医薬組成物、該蛋白質に対する抗体
、及びその抗体を用いた骨代謝異常治療剤が提供される。
また、本発明により、破骨細胞形成抑制因子 OCIFに結合する新規な蛋白質 (OCIF結合分子 )
をコードする DNA、その DNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、その DNAを
用いて OCIFに特異的に結合する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含
有する骨代謝治療剤が提供される。更に、 OCIF結合分子の発現を調節するスクリーニング
方法、 OCIF結合分子と結合しその作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、 OC
IF結合分子と結合しその作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、これらのスク
リーニングの結果得られた物質を含有する医薬組成物が提供される。
さらに、破骨細胞形成抑制因子 OCIFに結合する新規なヒト蛋白質 (ヒト由来 OCIF結合分子
、ヒト OBM)をコードする DNA、その DNAによりコードされるアミノ酸配列を有する蛋白質、
その DNAを用いて OCIFに特異的に結合する性質を有し、破骨細胞の分化、成熟を支持、促
進する生物活性を有する蛋白質を遺伝子工学的に製造する方法、及び該蛋白質を含有する
骨代謝異常症治療剤が提供される。 OCIF結合分子の発現を調節する物質のスクリーニング
方法、 OCIF結合分子と結合し、その作用を阻害又は修飾する物質のスクリーニング方法、
OCIF結合分子と結合し、その生物作用を伝達するレセプターのスクリーニング方法、及び
これらのスクリーニングの結果得られた物質を含有する医薬組成物、さらにヒト由来 OCIF
結合蛋白質に対する抗体及びその抗体を用いた骨代謝異常症の予防及び /又は治療薬が提
供される。
またさらに、本発明により、 OCIFに特異的に結合する膜結合分子 (OCIF bindingmolecule;
OBM)蛋白質及び膜結合部位を欠損した可溶性 OBM(sOBM)の両抗原を認識する抗体 (抗 OBM/sO
BM抗体 )、その製造方法、この抗体を用いた OBM及び sOBMの測定方法、さらにこの抗体を有
効成分とする骨代謝異常症予防及び /又は治療剤が提供される。
本発明により得られた蛋白質あるいは抗体は、医薬あるいは研究又は試験用試薬として有
用である。
【０１２８】
【配列表フリーテキスト】
配列番号３： PCRプライマー　 SRR2
配列番号４： PCRプライマー　 ml3PrimerM3
配列番号５： PCRプライマー　 ml3PrimerRV
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配列番号６： PCRプライマー　 OBM#8
配列番号７： PCRプライマー　 OBM　 HF
配列番号８： PCRプライマー　 OBM　 XR
配列番号９： PCRプライマー　 OBM　 #3
配列番号１０： PCRプライマー　 OBM　 SalR2
配列番号１３： PCRプライマー　ヒト OBM　 SF
配列番号１４： PCRプライマー　ヒト OBM　 SalR2
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】本発明実施例 3のマウス OBM蛋白質の SDS-PAGEの結果を示す。
〔符号の説明〕
(A):レーン 1:分子量マーカー
レーン 2:活性型ビタミン D3とデキサメサゾン存在下で培養した ST2細胞からの部分精製標
品 (Gly-HCl(pH2.0)溶出画分 )
レーン 3:活性型ビタミン D3とデキサメサゾン非存在下で培養した ST2細胞からの部分精製
標品 (Gly-HCl(pH2.0)溶出画分 )
(B):レーン 1:分子量マーカー
レーン 2:逆相高速液体クロマトグラフィーで精製した本発明マウス
OBM蛋白質 (実施例 3)
【図２】実施例 4の 1 2 5 Iで標識した OCIFの骨芽細胞様ストローマ細胞 ST2への結合試験の結
果を示す。
【図３】実施例 5(1)の継代数の違う骨芽細胞様ストローマ細胞 ST2による破骨細胞形成支
持能を示す。
〔符号の説明〕
1:継代数約 10代の ST2細胞の破骨細胞形成支持能
2:継代数約 40代の ST2細胞の破骨細胞形成支持能
【図４】実施例 5(2)の活性型ビタミン D3及びデキサメサゾン存在下での培養における骨芽
細胞様ストロ一マ細胞膜上の本発明蛋白質発現の経時変化を示す。
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【図５】実施例 5(2)の共培養系における破骨細胞形成の経時変化を示す。
【図６】実施例 5(3)の共培養期間において、種々の培養期間のみ OCIF処理した場合の破骨
細胞形成抑制効果を示す。
【図７】実施例 6の 1251標識 OCIFと本発明蛋白質とのクロスリンキング試験の結果を示す
。
〔符号の説明〕
レーン 1:1 2 5 I標識 OCIF-CDDl
レーン 2:1 2 5 I標識 OCIF-CDDlと ST2細胞をクロスリンクさせたもの
レーン 3:400倍濃度の未標識 OCIFを添加してクロスリンクさせたもの
【図８】実施例 9における、 SDS-PAGEの結果を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1:pOBM291をトランスフェクトした COS-7細胞の蛋白質を、 OCIF無添加で免疫沈降さ
せたもの
レーン 2: pOBM291をトランスフェクトした COS-7細胞の蛋白質を、 OCIFを添加して免疫沈
降させたもの
【図９】実施例 10における、 1 2 5 Iで標識した OCIFの、 pOBM291をトランスフェクトした COS
-7細胞への結合試験の結果を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1及び 2:1 2 5 Iで標識した OCIFの、 pOBM291をトランスフェクトした COS-7細胞への結
合量
レーン 3及び 4:1 2 5 Iで標識した OCIFの、 pOBM291をトランスフェクした COS-7細胞への結合
量 (400倍濃度の未標識 OCIF添加時 )
【図１０】実施例 11における、 1 2 5 Iで標識した OCIFを用いたクロスリンク試験の結果を示
す。
〔符号の説明〕
レーン 1:1 2 5 I標識 OCIF
レーン 2:1 2 5 I標識 OCIFと、 pOBM291をトランスフェクトした COS-7細胞をクロスリンクさせ
たもの
レーン 3:400倍濃度の未標識 OCIF存在下て、 1 2 5 I標識 OCIFと、 pOBM291をトランスフェクト
した COS-7細胞をクロスリンクさせたもの
【図１１】実施例 12における、ノーザンブロットの結果を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1:ビタミン D及びデキサメサゾン無添加で培養した ST2細胞由来 RNA
レーン 2:ビタミン D及びデキサメサゾンを添加し培養した ST2細胞由来 RNA
【図１２】実施例 13‐ (2)における、 OCIF濃度を変えた時の培養上清中蛋白質の OCIF結合
能を示す。
〔符号の説明〕
○ :pCEP4
● :pCEP sOBM
【図１３】実施例 13‐ (2)における、培養上清の割合を変えた時の培養上清中蛋白質の OCI
F結合能を示す。
〔符号の説明〕
○ :pCEP4
● :pCEP sOBM
【図１４】実施例 14-(2)における、大腸菌で発現させたチオレドキシンとマウス OBMの融
合蛋白質の SDS-PAGEの結果を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1:分子量マーカー
レーン 2:GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
レーン 3:GI724/pTrxOBM25由来可溶性蛋白質画分
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【図１５】実施例 14‐ (3)における、可溶性蛋白質画分の割合を変えた時の 0CIF結合能を
示す。
〔符号の説明〕
□ :GI724/pTrxFus
○ :GI724/pTrxOBM25
【図１６】実施例 14‐ (3)における、 OCIF濃度を変えた時の可溶性蛋白質画分 (1%)の OCIF
結合能を示す。
〔符号の説明〕
□ :GI724/pTrxFus
○ :GI724/pTrxOBM25
【図１７】本発明のマウス OBM cDNAにより発現され精製して得られる蛋白質マウス OBM、
及び天然型の精製 OCIF結合蛋白質と OCIFとの特異的結合能の、ウサギ抗マウス OBM抗体に
よる阻害結果を示す。
〔符号の説明〕
1:抗体で処理した cDNAにより発現され精製して得られる蛋白質、 OBM+1 2 5 I-OCIF
2:抗体で処理した天然型の蛋白質 +1 2 5 I‐ OCIF
3:抗体未処理の cDNAにより発現されて得られる蛋白質、マウス OBM+1 2 5 I‐ OCIF
4:抗体未処理の天然型の蛋白質 +1 2 5 I‐ OCIF
5:3+非標識 OCIF(1 2 5 I-OCIFの 400倍量 )
6:4+非標識 OCIF(1 2 5 I-OCIFの 400倍量 )
【図１８】本発明の cDNAにより発現される蛋白質、ヒト OBMの SDS-PAGEの結果を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1:分子量マーカー
レーン 2:本発明の cDNAを含む発現ベクター、 phOBMをトランスフェクトした COS-7細胞の蛋
白質を OCIF無添加でウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体で免疫沈降させたもの
レーン 3:本発明 cDNAを含む発現ベクター、 phOBMをトランスフェクトした COS-7細胞の蛋白
質を OCIF添加でウサギ抗 OCIFポリクローナル抗体で免疫沈降させたもの
【図１９】本発明 cDNAを含む発現ベクター、 phOBMをトランスフェクトした COS-7細胞への
OCIFの結合試験の結果を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1:phOBMをトランスフェクトした COS-7細胞に 1 2 5 I -OCIFを添加したもの
レーン 2:phOBMをトランスフェクトした COS-7細胞に 1 2 5 I -OCIFを添加し、さらに 400倍量
の非標識 OCIFを加えたもの
【図２０】本発明 cDNAでコードされる蛋白質、ヒト OBMと 1 2 5 I -OCIF(モノマー型 )とのク
ロスリンキング試験の結果を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1: 1 2 5 I-OCIF
レーン 2: 1 2 5 I‐ OCIFと phOBMをトランスフェクトした COS-7細胞膜上の蛋白質とをクロス
リンクさせたもの
レーン 3:400倍濃度の非標識 OCIF存在下で、 1 2 5 I -OCIFと phOBMをトランスフェクトした CO
S-7細胞膜上の蛋白質とをクロスリンクさせたもの
【図２１】実施例 23‐ (2)における、 OCIF濃度を変えた時の培養液上清中蛋白質 (分泌型 hO
BM)の OCIF結合能を示す。
〔符号の説明〕
○ :分泌型ヒト OBMをコードする cDNAを含まないベクターのみの pCEP4をトランスフェクト
した 293-EBNA細胞の培養液
● :分泌型ヒト OBMをコードする cDNAを含む発現ベクターの pCEPshOBMをトランスフェクし
た 293-EBNA細胞の培養液
【図２２】実施例 23‐ (2)における、 OCIF濃度を一定にし、添加する培養液量を変えた時
の培養液上清中蛋白質 (分泌型ヒト OBM)の OCIF結合能を示す。
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〔符号の説明〕
○ :分泌型ヒト OBMをコードする cDNAを含まないベクターのみの pCEP4をトランスフェクト
した 293-EBNA細胞の培養液
● :分泌型ヒト OBMをコードする cDNAを含む発現ベクターの pCEPshOBMをトランスフェクト
した 293-EBNA細胞の培養液
【図２３】大腸菌で発現させたチオレドキシンとヒト OBMの融合蛋白質の SDS-PAGEの結果
を示す。
〔符号の説明〕
レーン 1:分子量マーカー
レーン 2:大腸菌 GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
レーン 3:大腸菌 GI724/pTrxhOBM由来可溶性蛋白質画分
【図２４】実施例 24‐ (3)における、チオレドトキシンとヒト OBMの融合蛋白質を含む大腸
菌由来可溶性蛋白質画分の添加割合を変えた時の融合蛋白質と、 OCIFとの結合能を示す。
〔符号の説明〕
○ :大腸菌 GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
●：大腸菌 GI724/pTrxshOBM由来可溶性蛋白質画分
【図２５】実施例 24‐ (3)における、 OCIF濃度を変えた時の大腸菌由来可溶性蛋白質画分
中のチオレドトキシンとヒト OBMの融合蛋白質と、 OCIFとの結合能を示す。
〔符号の説明〕
○ :大腸菌 GI724/pTrxFus由来可溶性蛋白質画分
● :大腸菌 GI724/pTrxshOBM由来可溶性蛋白質画分
【図２６】本発明のウサギ抗ヒト OBM/sOBMポリクローナル抗体を用いたサンドイッチ ELIS
Aによる、ヒト OBM及び sOBMの測定結果を示す。
〔符号の説明〕
口 :ヒト OBM
● :ヒト sOBM
【図２７】本発明の抗ヒト OBM/sOBMモノクローナル抗体を用いたサンドイッチ ELISAによ
る、ヒト OBM及び sOBMの測定結果を示す。
〔符号の説明〕
□ :ヒト OBM
● :ヒト sOBM
【図２８】本発明のマウス OBM及び sOBMにも交差性を有する抗ヒト OBM/sOBMモノクローナ
ル抗体を用いたサンドイッチ ELISAによる、マウス OBM及び sOBMの測定結果を示す。
〔符号の説明〕
□ :マウス OBM
● :マウス sOBM
【図２９】チオレドトキシンとマウス OBMの融合蛋白質によるヒト破骨細胞様細胞形成の
促進活性を示す。
【図３０】ビタミン D3刺激による骨吸収活性の、抗 OBM/sOBM抗体による抑制を示す。
【図３１】プロスタグランジン E2 (PGE2 )刺激による骨吸収活性の、抗 OBM/sOBM抗体による
抑制を示す。
【図３２】副甲状腺ホルモン (PTH)刺激による骨吸収活性の、抗 OBM/sOBM抗体による抑制
を示す。
【図３３】インターロイキン 1α (1L-1)刺激による骨吸収活性の、抗 OBM/sOBM抗体による
抑制を示す。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】
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【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】
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