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(54)【発明の名称】 破骨細胞形成抑制因子を含有する複合体

(57)【要約】
【課題】血中滞留性の優れた破骨細胞抑制因子含有物質
を提供すること。
【解決手段】破骨細胞形成抑制因子（osteoclastogenes
is inhibitory factor：ＯＣＩＦ）、その類縁体及びそ
の変異体からなる群から選択される１又は２以上の物質
（ＯＣＩＦ物質）、及び、多糖及びその誘導体からなる
群から選択される１又は２以上の物質（多糖物質）から
なる複合体。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】破骨細胞形成抑制因子（osteoclastogenes
is inhibitory factor：ＯＣＩＦ）、その類縁体及びそ
の変異体からなる群から選択される１又は２以上の物質
（ＯＣＩＦ物質）、及び、多糖及びその誘導体からなる
群から選択される１又は２以上の物質（多糖物質）から
なる複合体。
【請求項２】ＯＣＩＦ物質がヒト成熟体ＯＣＩＦ単量体
及び／又は２量体である、請求項１に記載の複合体。
【請求項３】ヒト成熟体ＯＣＩＦが配列表の配列番号１
に記載のアミノ酸配列中のアミノ酸番号第＋１番乃至第
３８０番までを含むことからなる、請求項２に記載の複
合体。
【請求項４】ＯＣＩＦ物質及び多糖物質が分子比１：１
乃至１：１０で結合しており、且つ、多糖物質がデキス
トラン硫酸又はその塩でありことを特徴とする、請求項
１乃至３のいずれか一つに記載の複合体。
【請求項５】デキストラン硫酸の平均分子量が１２００
乃至２００００であることを特徴とする、請求項４に記
載の複合体。
【請求項６】デキストラン硫酸の平均分子量１８００乃
至６０００であることを特徴とする、請求項５に記載の
複合体。
【請求項７】ＯＣＩＦ物質及び多糖物質が分子比１：１
乃至１：８で結合しており、且つ、多糖物質がデキスト
ラン硫酸又はその塩でありことを特徴とする、請求項４
乃至６のいずれか一つに記載の複合体。
【請求項８】ＯＣＩＦ物質及び多糖物質が分子比１：１
乃至１：５で結合しており、且つ、多糖物質がデキスト
ラン硫酸又はその塩でありことを特徴とする、請求項７
に記載の複合体。
【請求項９】多糖物質と複合体を形成していない遊離の
ＯＣＩＦ物質と比較して、ヘパリン吸着力が低いことを
特徴とする、請求項１乃至８のいずれか一つに記載の複
合体。
【請求項１０】ヘパリン吸着力が下記工程［ａ］乃至
［ｆ］により測定されることを特徴とする、請求項９に
記載の複合体。
［ａ］０．１乃至０．８Ｍの塩化ナトリウムを含有する
低イオン強度の緩衝液で、ヘパリンが固定化された担体
が充填されたカラムを平衡化する工程：
［ｂ］［ａ］記載の緩衝液に被検試料を溶解せしめたも
のを前記カラムへ添加し、次いで溶出画分Ａを回収する
工程：
［ｃ］［ａ］記載の緩衝液で前記カラムを洗浄し、溶出
画分Ｂを回収する工程：
［ｄ］１乃至２Ｍの塩化ナトリウムを含有する高イオン
強度の緩衝液で前記カラムを洗浄し、溶出画分Ｃを回収
する工程。
［ｅ］溶出画分Ａ乃至Ｃ中に存在するＯＣＩＦ物質及び
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多糖物質からなる複合体の量（それぞれ（ａ）、
（ｂ）、（ｃ）という）を、該ＯＣＩＦ物質に特異的に
結合する抗体を用いた酵素免疫アッセイ（enzyme  immu
noassay）により測定する工程：
［ｆ］下記式により、ヘパリン吸着力を算出する工程。

【請求項１１】ヘパリン吸着力が０．７以下であること
を特徴とする、請求項１０に記載の複合体。
【請求項１２】ヘパリン吸着力が０．６以下であること
を特徴とする、請求項１１に記載の複合体。
【請求項１３】下記［ｘ］を下記［ｙ］で除算すること
により得られる免疫学的検出率が０．５乃至１．２であ
ることを特徴とする、請求項１乃至１２のいずれか一つ
に記載の複合体：
［ｘ］ＯＣＩＦ物質に特異的に結合する抗体を使用する
酵素免疫アッセイ（enzyme  immunoassay）により、Ｏ
ＣＩＦ物質を標準物質として測定される、被検資料中に
含まれるＯＣＩＦ物質の分子数；
［ｙ］（ｉ）ウシ血清アルブミンを標準物質としてロウ
リー（Lowry）法により測定されるタンパク質量及び
（ｉｉ）ＯＣＩＦ物質の分子量に基づいて算出される、
被検試料中に含まれるＯＣＩＦ物質の分子数。
【請求項１４】酵素免疫アッセイが、ハイブリドーマＯ
Ｉ－１９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２０）により生産され
る抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－１９又はハ
イブリドーマＯＩ－２６（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２１）
により生産される抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体Ｏ
Ｉ－２６が固相化された抗体として、ハイブリドーマＯ
Ｉ－４（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４１９）により生産される
抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－４がパーオキ
シダーゼにより酵素標識された移動相中の抗体としてそ
れぞれ使用されるＥＬＩＳＡ（enzyme-linked  immunos
orbent  assay）である、請求項１３に記載の複合体。
【請求項１５】免疫学的検出率が０．６乃至１．１であ
ることを特徴とする、請求項１４又は１４に記載の複合
体。
【請求項１６】免疫学的検出率が０．７乃至１．１であ
ることを特徴とする、請求項１５に記載の複合体。
【請求項１７】下記工程［ｉ］乃至［ｉｉｉ］を含むこ
とからなる、破骨細胞形成抑制因子（osteoclastogenes
is inhibitory factor：ＯＣＩＦ）、その類縁体及びそ
の変異体からなる群から選択される１又は２以上の物質
（ＯＣＩＦ物質）、及び、多糖又はその誘導体からなる
群から選択される１又は２以上の物質（多糖物質）から
なる複合体を調製する方法：
［ｉ］ＯＣＩＦ物質を多糖物質と接触させる工程；
［ｉｉ］ｐＨ９．５乃至１２の条件下において保温する
工程；
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3
［ｉｉｉ］遊離の多糖物質を除去する工程。
【請求項１８】工程［ｉｉ］にて、ｐＨ１０乃至１１の
条件下において保温することを特徴とする、請求項１７
に記載の方法。
【請求項１９】工程［ｉｉｉ］にて、ゲル濾過により遊
離の多糖物質を除去することを特徴とする、請求項１７
又は１８に記載の方法。
【請求項２０】請求項１７乃至１９のいずれか一つに記
載の方法により調製される、請求項１乃至１６のいずれ
か一つに記載の複合体。
【請求項２１】請求項１乃至１６のいずれか一つ又は請
求項２０に記載の複合体からなる医薬組成物。
【請求項２２】請求項１乃至１６のいずれか一つ又は請
求項２０に記載の複合体を有効成分として含有する骨代
謝異常症の予防又は治療剤。
【請求項２３】骨代謝異常症が、一次性骨粗鬆症、内分
泌骨粗鬆症、パジェット病、固形腫瘍に起因する高カル
シウム血症、多発性骨髄腫、特発性高カルシウム血症、
ステロイド投与に起因する骨減少症、腎臓機能不全に伴
う骨減少症、外科手術、消化器疾患に伴う骨減少症、慢
性関節リウマチ、慢性関節リウマチによる骨減少症、慢
性関節リウマチによる骨及び関節破壊、ムチランス型リ
ウマチ、変形性関節症、歯周骨喪失、癌の骨転移、腎性
骨異栄養症及び骨減少症からなる群から選択される一つ
である、請求項２２に記載の予防又は治療剤。
【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。：ＷＯ９６／２６２１７号公報参
照）、その類縁体及びその変異体からなる群から選択さ
れる１又は２以上の物質（以下、「ＯＣＩＦ物質 」と
いう。）、及び、多糖及びその誘導体からなる群から選
択される１又は２以上の物質（以下、「多糖物質」とい
う。）からなる複合体、ＯＣＩＦ物質及び多糖物質が
１：１乃至１：１０の分子比で結合していおり且つ多糖
物質がデキストラン硫酸又はその塩である前記複合体
（以下、「ＯＣＩＦ物質及びデキストラン硫酸からなる
複合体」という。）、該複合体からなる医薬組成物、該
複合体を有効成分として含有する骨代謝異常症の予防又
は治療剤、ＯＣＩＦ物質及び多糖物質を接触させ、次い
でｐＨ９．５乃至１２の条件下で保温し、次いで遊離の
多糖物質を除去することからなる、ＯＣＩＦ物質及び多
糖物質からなる複合体の製造方法、該製造方法により得
られるＯＣＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体等に関
する。
【０００２】
【従来の技術】骨は生体内カルシウムの約９９％を保持
し、骨形成と骨吸収による血中カルシウム濃度の恒常性
の維持に重要な役目を果たしている。骨吸収の過程で主
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な働きを担う破骨細胞が異常に形成又は活性化されると
骨吸収が促進して血中カルシウム濃度が上昇し高カルシ
ウム血症となる。癌が骨に転移するとサイトカイン類の
分泌が異常となり高カルシウム血症を呈することが知ら
れているが、この過程においても破骨細胞による骨吸収
促進が血中カルシウム濃度の上昇をもたらしている。
（Jean-Jacques Body, Current and Future Directions
 in Medical Therapy: Hypercalcemia, CANCER Supplem
ent, 88(12), 3054-3058 (2000)）癌性高カルシウム血
症を伴う癌患者の予後は概して不良である。
【０００３】また、慢性関節リウマチ等のリウマチや変
形性関節症においては、破骨細胞の異常な形成又は活性
化が骨や関節に見られる諾症状の主要な原因のひとつと
して知られている。（E. Romas, M. T. Gillespie, and
 T. Martin, Involvement ofReceptor Activator of NF
-κB Ligand and Tumor Necrosis Factor-α in Bone D
estruction in Rheumatoid Arthritis, Bone, 30(2), 3
40-346 (2002)）慢性関節リウマチ等のリウマチや変形
性関節症は激しい痛みを伴うため患者の生活に著しい不
利益をもたらす。
【０００４】さらに、閉経後の女性ホルモン分泌低下や
加齢により骨吸収と骨形成の平衡が骨吸収側へ継続的に
傾斜した場合、骨密度が低下し骨粗髷症を発症するが、
この際にも骨吸収を担うのは破骨細胞である。骨粗髷症
の危険性が高い老齢患者が骨折した場合は寝たきりとな
る可能性が高く、社会的な課題となっている。（Bruno 
Fautrel, and Francis Guillemin, Cost of illness st
udies in rheumatic diseases, Current Opinion in Rh
eumatology, 14, 121-126 (2002)）
従来、これらの病態に対してはエストロゲン等のホルモ
ン補充療法や破骨細胞の活動を抑制するビスフオスフオ
ネート類及びカルシトニン類などの治療剤が使用されて
きた。（Mohammad M. Iqbal, and Tanveer Sobhan, Ost
eoporosis: A Review, Missouri Medicine, 99(1), 19-
23 (2002)）しかし、ホルモン類は発癌危険性を高める
上、子宮内膜症の誘発や性器からの異常出血等の副作用
の懸念がある。（Joyce Penrose White, and Judith S.
 Schilling, Postmenopausal Hormone Replacement: Hi
storical Perspectives and Current Concerns, Clinic
alExcellence for Nurse Practitioners, 4(5), 277-28
5 (2000)）ビスフオスフオネート類はカルシウムと結合
し易いので骨に蓄積されることが知られているが、骨の
強度をどの程度改善しているのかに疑問を持つ研究者も
おり、腎障害の危険性も報告されている。（Jonathan 
R. Green, Yves Seltenmeyer, Knut A. Jaeggi, and Le
o Wildler, Renal Tolerability Profile of Novel, Po
tent Bisphosphonates in Two Short-Term Rat Model, 
Pharmacology and Toxicology, 80,225-230 (1997)）カ
ルシトニン類は骨密度の上昇が一過性であり、休薬によ
るリバウンドやヒト以外の動物に由来する汎用カルシト
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5
ニンのヒト体内における免疫原性又は抗原性の発現及び
抗体出現による薬効の低下が指摘されてきた。（S. L. 
Porcel, J. A. Cumplido, B. dela Hoz, M Cuevas, and
 E. Losada, Anaphylaxis to calcitonin, Allergologi
a et Immunopathologia, 28(4), 243-245 (2000)）血中
カルシウム濃度上昇の要因である骨吸収は破骨細胞が担
っているが、これらの既存の薬剤はいずれも破骨細胞の
形成を抑制する作用は持たず、高カルシウム血症および
骨代謝異常症の根本的な治療を行なうのに十分な薬剤と
は言い難い。
【０００５】ＯＣＩＦは破骨細胞前駆細胞が破骨細胞へ
の分化及び成熟破骨細胞による骨吸収活性を阻害する内
因性蛋白質として知られている（ＷＯ９６／２６２１７
号公報参照）。ＯＣＩＦはオステオプロテゲリン（oste
oprotegerin：以下、「ＯＰＧ」という。：ＷＯ９７／
２３６１４号公報）の別名でも知られている。ＯＣＩＦ
により骨吸収の主役である破骨細胞自体の形成及び成熟
破骨細胞による骨吸収活性を抑制することができれば、
骨吸収に起因する上記疾病を根本的に治療することが可
能となるものと期待された。しかし、ＯＣＩＦは等電点
が９付近にある塩基性蛋白質であり、循環血液中からは
速やかに消失する。
【０００６】ＷＯ２０００／２４４１６号公報には、Ｏ
ＣＩＦと多糖類又はその誘導体を混合することにより、
ＯＣＩＦの血中滞留性を改善し、その薬効を高める手法
が開示されている。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】発明者らは、ＯＣＩＦ
の血中滞留性を更に改善するべく鋭意研究を行った結
果、ＯＣＩＦ及び多糖の誘導体であるデキストラン硫酸
をアルカリ性条件下で処理することにより得られた、Ｏ
ＣＩＦ及び多糖の誘導体であるデキストラン硫酸の複合
体の血中滞留性が、従来公知のＯＣＩＦ及びデキストラ
ン硫酸からなる組成物のそれと比較して、有意に改善さ
れていることを見出し、本発明を完成した。
【０００８】
【課題を解決するための手段】本発明は、（１）破骨細
胞形成抑制因子（osteoclastogenesis inhibitory fact
or：ＯＣＩＦ）、その類縁体及びその変異体からなる群
から選択される１又は２以上の物質（ＯＣＩＦ物質）、
及び、多糖及びその誘導体からなる群から選択される１
又は２以上の物質（多糖物質）からなる複合体、（２）
ＯＣＩＦ物質がヒト成熟体ＯＣＩＦ単量体及び／又は２
量体である、（１）に記載の複合体、（３）ヒト成熟体
ＯＣＩＦが配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列中
のアミノ酸番号第＋１番乃至第３８０番までを含むこと
からなる、（２）に記載の複合体、（４）ＯＣＩＦ物質
及び多糖物質が分子比１：１乃至１：１０で結合してお
り、且つ、多糖物質がデキストラン硫酸又はその塩であ
りことを特徴とする、（１）乃至（３）のいずれか一つ*
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*に記載の複合体、（５）デキストラン硫酸の平均分子量
が１２００乃至２００００であることを特徴とする、
（４）に記載の複合体、（６）デキストラン硫酸の平均
分子量１８００乃至６０００であることを特徴とする、
（５）に記載の複合体、（７）ＯＣＩＦ物質及び多糖物
質が分子比１：１乃至１：８で結合しており、且つ、多
糖物質がデキストラン硫酸又はその塩でありことを特徴
とする、（４）乃至（６）のいずれか一つに記載の複合
体、（８）ＯＣＩＦ物質及び多糖物質が分子比１：１乃
至１：５で結合しており、且つ、多糖物質がデキストラ
ン硫酸又はその塩でありことを特徴とする、（７）に記
載の複合体、（９）多糖物質と複合体を形成していない
遊離のＯＣＩＦ物質と比較して、ヘパリン吸着力が低い
ことを特徴とする、（１）乃至（８）のいずれか一つに
記載の複合体。（１０）ヘパリン吸着力が下記工程
［ａ］乃至［ｆ］により測定されることを特徴とする、
（９）に記載の複合体：
［ａ］０．１乃至０．８Ｍの塩化ナトリウムを含有する
低イオン強度の緩衝液で、ヘパリンが固定化された担体
が充填されたカラムを平衡化する工程；
［ｂ］［ａ］記載の緩衝液に被検試料を溶解せしめたも
のを前記カラムへ添加し、次いで溶出画分Ａを回収する
工程；
［ｃ］［ａ］記載の緩衝液で前記カラムを洗浄し、溶出
画分Ｂを回収する工程；
［ｄ］１乃至２Ｍの塩化ナトリウムを含有する高イオン
強度の緩衝液で前記カラムを洗浄し、溶出画分Ｃを回収
する工程；
［ｅ］溶出画分Ａ乃至Ｃ中に存在するＯＣＩＦ物質及び
多糖物質からなる複合体の量（それぞれ（ａ）、
（ｂ）、（ｃ）という）を、該ＯＣＩＦ物質に特異的に
結合する抗体を用いた酵素免疫アッセイ（enzyme  immu
noassay）により測定する工程；
［ｆ］下記式により、ヘパリン吸着力を算出する工程、

（１１）ヘパリン吸着力が０．７以下であることを特徴
とする、（１０）に記載の複合体、（１２）ヘパリン吸
着力が０．６以下であることを特徴とする、（１１）に
記載の複合体、（１３）下記［ｘ］を下記［ｙ］で除算
することにより得られる免疫学的検出率が０．５乃至
１．２であることを特徴とする、（１）乃至（１２）の
いずれか一つに記載の複合体：
［ｘ］ＯＣＩＦ物質に特異的に結合する抗体を使用する
酵素免疫アッセイ（enzyme  immunoassay）により、Ｏ
ＣＩＦ物質を標準物質として測定される、被検資料中に
含まれるＯＣＩＦ物質の分子数；
［ｙ］（ｉ）ウシ血清アルブミンを標準物質としてロウ
リー（Lowry）法により測定されるタンパク質量及び
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7
（ｉｉ）ＯＣＩＦ物質の分子量に基づいて算出される、
被検試料中に含まれるＯＣＩＦ物質の分子数、（１４）
酵素免疫アッセイが、ハイブリドーマＯＩ－１９（ＦＥ
ＲＭ  ＢＰ－６４２０）により生産される抗ヒトＯＣＩ
Ｆモノクローナル抗体ＯＩ－１９又はハイブリドーマＯ
Ｉ－２６（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２１）により生産され
る抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－２６が固相
化された抗体として、ハイブリドーマＯＩ－４（ＦＥＲ
Ｍ  ＢＰ－６４１９）により生産される抗ヒトＯＣＩＦ
モノクローナル抗体ＯＩ－４がパーオキシダーゼにより
酵素標識された移動相中の抗体としてそれぞれ使用され
るＥＬＩＳＡ（enzyme-linked  immunosorbent  assa
y）である、（１３）に記載の複合体、（１５）免疫学
的検出率が０．６乃至１．１であることを特徴とする、
（１３）又は（１４）に記載の複合体、（１６）免疫学
的検出率が０．７乃至１．１であることを特徴とする、
（１５）に記載の複合体、（１７）下記工程［ｉ］乃至
［ｉｉｉ］を含むことからなる、破骨細胞形成抑制因子
（osteoclastogenesis inhibitory factor：ＯＣＩ
Ｆ）、その類縁体及びその変異体からなる群から選択さ
れる１又は２以上の物質（ＯＣＩＦ物質）、及び、多糖
又はその誘導体からなる群から選択される１又は２以上
の物質（多糖物質）からなる複合体を調製する方法：
［ｉ］ＯＣＩＦ物質を多糖物質と接触させる工程；
［ｉｉ］ｐＨ９．５乃至１２の条件下において保温する
工程；
［ｉｉｉ］遊離の多糖物質を除去する工程、（１８）工
程［ｉｉ］にて、ｐＨ１０乃至１１の条件下において保
温することを特徴とする、（１７）に記載の方法、（１
９）工程［ｉｉｉ］にて、ゲル濾過により遊離の多糖物
質を除去することを特徴とする、（１７）又は（１８）
に記載の方法、（２０）（１７）乃至（１９）のいずれ
か一つに記載の方法により調製される、（１）乃至（１
６）のいずれか一つに記載の複合体、（２１）（１）乃
至（１６）のいずれか一つ又は（２０）に記載の複合体
からなる医薬組成物、（２２）（１）乃至（１６）のい
ずれか一つ又は（２０）に記載の複合体を有効成分とし
て含有する骨代謝異常症の予防又は治療剤、及び（２
３）骨代謝異常症が、一次性骨粗鬆症、内分泌骨粗鬆
症、パジェット病、固形腫瘍に起因する高カルシウム血
症、多発性骨髄腫、特発性高カルシウム血症、ステロイ
ド投与に起因する骨減少症、腎臓機能不全に伴う骨減少
症、外科手術、消化器疾患に伴う骨減少症、慢性関節リ
ウマチ、慢性関節リウマチによる骨減少症、慢性関節リ
ウマチによる骨及び関節破壊、ムチランス型リウマチ、
変形性関節症、歯周骨喪失、癌の骨転移、腎性骨異栄養
症及び骨減少症からなる群から選択される一つである、
（２２）に記載の予防又は治療剤、に関する。
【０００９】
【発明の実施の形態】本発明のＯＣＩＦ、その類縁体又
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はその変異体は、ＷＯ９６／２６２１７号公報若しくは
ＷＯ９７／２３６１４号公報に記載された方法により、
動物の組織、動物の体液若しくは動物細胞の培養液等か
らタンパク質として抽出精製された天然型として、又は
ＯＣＩＦ、その類縁体若しくはその変異体をコードする
ポリヌクレオチドを含有するベクターで形質転換された
動物細胞や大腸菌等の宿主細胞が生産する遺伝子組換え
型として、取得することができる。
【００１０】本発明のＯＣＩＦ、その類縁体及びその変
異体の起源は特に限定されないが、好適にはヒト、ラッ
ト、マウス、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、ヒツ
ジ、ヤギ等の哺乳動物又はニワトリ、ガチョウ、シチメ
ンチョウ等の鳥類由来であり、より好適にはヒトであ
る。
【００１１】また、本発明のＯＣＩＦ及びその類縁体
は、一本鎖のポリペプチドとして生産されるが、非還元
条件下におけるＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分子量は約６０
０００又は約１２００００であり（ＷＯ９６／２６２１
７号公報参照）、好適には、非還元条件下におけるＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥによる分子量約１２００００の２量体であ
る。
【００１２】さらに、本発明におけるＯＣＩＦ、その類
縁体又はその変異体は、シグナルペプチドを含む前駆体
型ポリペプチド及びその成熟体の両方を包含する。シグ
ナルペプチドを含む前駆体ＯＣＩＦのうち好適なもの
は、配列表の配列番号１のアミノ酸配列の全長すなわち
アミノ酸番号第－２１番乃至第３８０番からなるヒト前
駆体ＯＣＩＦである。シグナルペプチドを含まない成熟
体ＯＣＩＦのうち好適なものは、配列表の配列番号１の
アミノ酸配列のアミノ酸番号第１番乃至第３８０番から
なるヒト成熟体ＯＣＩＦである。これらのうち、ヒト成
熟体ＯＣＩＦがより好適である。
【００１３】また、成熟型ＯＣＩＦ、その類縁体又はそ
の変異体を宿主細胞（特に、大腸菌のような原核細胞）
内において組換タンパク質として発現させる場合、その
ような成熟体のアミノ末端にメチオニンを付加すること
ができる（ＷＯ９７／２３６１４）。メチオニンが付加
された成熟型ＯＣＩＦ、その類縁体又はその変異体は、
成熟型ＯＣＩＦ、その類縁体又はその変異体をコードす
るポリヌクレオチドの５’－末端にＡＴＧ（ＡＵＧ）配
列からなるトリプレット・ヌクレオチドを付加せしめた
ヌクレオチドを適当な発現ベクターに挿入し、得られた
組換発現ベクターで適当な宿主細胞を形質転換すれば、
該形質転換宿主細胞の培養物より常法に従って精製単離
することができる。加えて、アミノ末端にメチオニンを
有する成熟体ＯＣＩＦ、その類縁体又はその変異体に
は、該メチオニンに隣接する位置であり且つ該メチオニ
ンよりカルボキシ末端側に１つ又は２つ以上のアミノ酸
が挿入されてもいてもよい。
【００１４】本発明において、ＯＣＩＦ類縁体とは、ヒ
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9
トＯＣＩＦｃＤＮＡをプローブとする、ストリンジェン
トな条件（６０乃至７０℃、６×ＳＳＣ）下におけるハ
イブリダイゼーションにより、動物細胞、体液又は組織
由来のｃＤＮＡライブラリーよりクローニングされ得る
ｃＤＮＡにコードされたタンパク質であり、そのような
ＯＣＩＦ類縁体としてＯＣＩＦ２、ＯＣＩＦ３、ＯＣＩ
Ｆ４、ＯＣＩＦ５（いずれも、ＷＯ９６／２６２１７号
公報参照）、ヒト以外の動物由来のＯＣＩＦ等を例示す
ることができる。そのようなＯＣＩＦ類縁体は、該ＯＣ
ＩＦ類縁体をコードするｃＤＮＡを含有する発現ベクタ
ーで形質転換された宿主細胞の培養物から、当業者に周
知の方法に従って抽出、精製及び／又は単離することが
できる（ＷＯ９６／２６２１７号公報参照）。本発明に
おける好適なＯＣＩＦ類縁体は、ＯＣＩＦの有する生物
活性の少なくとも一部を検出され得る程度に保持してい
る。
【００１５】本発明において、ＯＣＩＦ変異体とは、ヒ
トＯＣＩＦと１又は２以上のアミノ酸が置換、欠失、付
加又は挿入され且つＯＣＩＦ活性の少なくとも一部を検
出され得る程度に保持しているタンパク質を意味する。
そのようなＯＣＩＦ変異体は、ＯＣＩＦ又はその類縁体
をコードするヌクレオチドに、ＰＣＲ法、遺伝子組換え
法、又は、制限酵素等のエキソ型ヌクレアーゼ若しくは
エンド型ヌクレア－ゼを用いた切断法により、１又は２
以上のヌクレオチドの置換、欠失、付加及び／又は挿入
を行い、次いで得られたヌクレオチド変異体を挿入した
発現ベクターで動物細胞又は大腸菌等の宿主細胞を形質
転換し、次いで該宿主細胞の発現するタンパク質画分か
ら常法に従って精製することにより、得ることができ
る。
【００１６】また、ヒトＯＣＩＦのアミノ酸配列のカル
ボキシ末端から相当部分を欠失させた、短鎖型ＯＣＩＦ
にもＯＣＩＦ本来の生物活性を保持している分子が知ら
れている（ＷＯ９６／２６２１７号公報及びＷＯ９７／
２３６１４号公報参照）。本発明のＯＣＩＦ変異体に
は、ＯＣＩＦ活性の少なくとも一部を有する短鎖型ＯＣ
ＩＦも包含される。
【００１７】さらに、ＯＣＩＦは免疫グロブリンのＦｃ
ドメイン等との融合タンパク質としても活性を保持して
いる例が知られており（ＷＯ９７／２３６１４号公報参
照）、本発明のＯＣＩＦ変異体にはそのようなＯＣＩＦ
の融合タンパク質も包含される（ＷＯ９７／２３６１４
号公報、ＷＯ２００１／１７５４３号公報及びＷＯ２０
０１／１８２０３号公報参照）。
【００１８】また、ＯＣＩＦは水溶性ポリマー（ポリエ
チレングルコール、エチレングリコール／プロピレング
リコール共ポリマー、カルビキシメチルセルロース、ポ
リビニルアルコール）等の化学修飾を受けることにより
その生物活性が改善されることが知られており、本発明
のＯＣＩＦ変異体はそのような化学修飾ＯＣＩＦをも包
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含する。ＯＣＩＦ、その類縁体又はその変異体上の１個
所又は２箇所以上において化学修飾を受けてもいてもよ
い。化学修飾ＯＣＩＦ又はその変異体としては、ポリエ
チレングリコールが結合したＯＣＩＦ又はその変異体
（誘導体）を例示することができる（ＷＯ９７／２３６
１４号公報参照）。
【００１９】このような本発明のＯＣＩＦ変異体として
は、ＯＣＩＦ－Ｃ１９Ｓ、ＯＣＩＦ－Ｃ２０Ｓ、ＯＣＩ
Ｆ－Ｃ２１Ｓ、ＯＣＩＦ－Ｃ２２Ｓ、ＯＣＩＦ－Ｃ２３
Ｓ、ＯＣＩＦ－ＤＣＲ１、ＯＣＩＦ－ＤＣＲ２、ＯＣＩ
Ｆ－ＤＣＲ３、ＯＣＩＦ－ＤＣＲ４、ＯＣＩＦ－ＤＤＤ
１、ＯＣＩＦ－ＤＤＤ２、ＯＣＩＦ－ＣＬ、ＯＣＩＦ－
ＣＣ、ＯＣＩＦ－ＣＤＤ２、ＯＣＩＦ－ＣＤＤ１、ＯＣ
ＩＦ－ＣＣＲ４、ＯＣＩＦ－ＣＣＲ３、ＯＣＩＦ－ＣＢ
ｓｔ、ＯＣＩＦ－ＣＳｐｈ、ＯＣＩＦ－ＣＢｓｐ、ＯＣ
ＩＦ－ＣＰｓｔ（以上、ＷＯ９６／２６２１７号公報参
照）、ｍｕＯＰＧ［２２－４０１］－Ｆｃ、ｍｕＯＰＧ
［２２－１９４］－Ｆｃ、ｍｕＯＰＧ［２２－１８５］
－Ｆｃ、ｍｕＯＰＧ［２２－１８０］－Ｆｃ、ｍｕＯＰ
Ｇ［２２－４０１］、ｍｕＯＰＧ［２２－４０１］Ｃ１
９５、ｍｕＯＰＧ［２２－４０１］Ｃ２０２、ｍｕＯＰ
Ｇ［２２－４０１］Ｃ２７７、ｍｕＯＰＧ［２２－４０
１］Ｃ３１９、ｍｕＯＰＧ［２２－４０１］Ｃ４００、
ｍｕＯＰＧ［２２－１８５］、ｍｕＯＰＧ［２２－１９
４］、ｍｕＯＰＧ［２２－２００］、ｍｕＯＰＧ［２２
－２１２］、ｍｕＯＰＧ［２２－２９３］、ｍｕＯＰＧ
［２２－３５５］、ｈｕＯＰＧ［２２－４０１］－Ｆ
ｃ、ｈｕＯＰＧ［２２－２０１］－Ｆｃ、ｈｕＯＰＧ
［２２－４０１］－Ｆｃ  Ｐ２６Ａ、ｈｕＯＰＧ［２２
－４０１］－ＦｃＹ２８Ｆ、ｈｕＯＰＧ［２２－４０
１］、ｈｕＯＰＧ［２７－４０１］－Ｆｃ、ｈｕＯＰＧ
［２９－４０１］－Ｆｃ、ｈｕＯＰＧ［３２－４０１］
－Ｆｃ、ＭｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］、ＭｕＯ
ＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］５ｋＰＥＧ、ＭｕＯＰＧ
  ｍｅｔ［２２－１９４］２０ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ
ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  、ＨｕＯＰＧ  ｍｅ
ｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ５ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰ
Ｇ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ２０ｋＰＥＧ、
ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ３１ｋ
  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５
Ａ  ５７ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９
４］Ｐ２５Ａ  １２ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ
［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ２０ｋ  分岐ＰＥＧ、ｈｕ
ＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ８ｋ  ＰＥ
Ｇ  ダイマー、ｈｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ
２５Ａ  ジスルフィド架橋（以上、ＷＯ９７／２３６１
４号公報参照）、ＯＰＧ［２２－１９４］－Ｆｃ、ＯＰ
Ｇ［２２－２０１］－Ｆｃ、ＯＰＧ［２２－１９４］－
ＦｃΔＣ、ＯＰＧ［２２－２０１］－ＦｃΔＣ、ＯＰＧ
［２２－１９４］－ＦｃＧ

１０
、ｍｅｔＦｃΔＣ－ＯＰ
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Ｇ［２２－１９４］（ＷＯ２００１／１７５４３号公報
参照）、ＯＰＧ［２２－１９４］－ＦｃΔＣ、ＯＰＧ
［２２－１９４］－ＦｃＧ

１０
、ＦｃΔＣ－ＯＰＧ［２

２－１９４］、ｍｅｔＦｃΔｃ－ＯＰＧ［２２－１９
４］、ｍｅｔＦｃΔＣ－２２－１９４、ＯＰＧ［２２－
１９４］－Ｆｃ、ＯＰＧ［２２－１９４］－ＦｃΔｃ  
ｍｅｔＯＰＧ［２２－１９４］、ｍｅｔＯＰＧ［２２－
２０１］、ＯＰＧ［２２－２９３］、ＯＰＧ［２２－４
０１］、ｍｅｔＦｃΔｃ－２２－１９４（ＷＯ２００１
／１８２０３号公報参照）等を例示することができ、好
適には、ＯＣＩＦ－Ｃ１９Ｓ、ＯＣＩＦ－Ｃ２０Ｓ、Ｏ
ＣＩＦ－Ｃ２１Ｓ、ＯＣＩＦ－Ｃ２２Ｓ、ＯＣＩＦ－Ｃ
２３Ｓ、ＯＣＩＦ－ＤＣＲ１、ＯＣＩＦ－ＤＣＲ２、Ｏ
ＣＩＦ－ＤＣＲ３、ＯＣＩＦ－ＤＣＲ４、ＯＣＩＦ－Ｄ
ＤＤ１、ＯＣＩＦ－ＤＤＤ２、ＯＣＩＦ－ＣＬ、ＯＣＩ
Ｆ－ＣＣ、ＯＣＩＦ－ＣＤＤ２、ＯＣＩＦ－ＣＤＤ１、
ＯＣＩＦ－ＣＣＲ４、ＯＣＩＦ－ＣＣＲ３、ＯＣＩＦ－
ＣＢｓｔ、ＯＣＩＦ－ＣＳｐｈ、ＯＣＩＦ－ＣＢｓｐ、
ＯＣＩＦ－ＣＰｓｔ、ｍｕＯＰＧ［２２－４０１］－Ｆ
ｃ、ｍｕＯＰＧ［２２－１９４］－Ｆｃ、ｍｕＯＰＧ
［２２－１８５］－Ｆｃ、ｍｕＯＰＧ［２２－１８０］
－Ｆｃ、ｍｕＯＰＧ［２２－４０１］Ｃ１９５、ｍｕＯ
ＰＧ［２２－４０１］Ｃ２０２、ｍｕＯＰＧ［２２－４
０１］Ｃ３１９、ｍｕＯＰＧ［２２－４０１］Ｃ４０
０、ｕＯＰＧ［２２－１９４］、ｍｕＯＰＧ［２２－２
００］、ｍｕＯＰＧ［２２－２１２］、ｍｕＯＰＧ［２
２－２９３］、ｍｕＯＰＧ［２２－３５５］、ｈｕＯＰ
Ｇ［２２－４０１］－Ｆｃ、ｈｕＯＰＧ［２２－２０
１］－Ｆｃ、ｈｕＯＰＧ［２２－４０１］－Ｆｃ  Ｐ２
６Ａ、ｈｕＯＰＧ［２２－４０１］－Ｆｃ  Ｙ２８Ｆ、
ｈｕＯＰＧ［２２－４０１］、ｈｕＯＰＧ［２７－４０
１］－Ｆｃ、ｈｕＯＰＧ［２９－４０１］－Ｆｃ、ｈｕ
ＯＰＧ［３２－４０１］－Ｆｃ、ＭｕＯＰＧ  ｍｅｔ
［２２－１９４］５ｋ  ＰＥＧ、ＭｕＯＰＧ  ｍｅｔ
［２２－１９４］２０ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ
［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ５ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ
  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ２０ｋ  ＰＥＧ、
ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ３１ｋ
  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５
Ａ  ５７ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９
４］Ｐ２５Ａ  １２ｋ  ＰＥＧ、ＨｕＯＰＧ  ｍｅｔ
［２２－１９４］Ｐ２５Ａ２０ｋ  分岐ＰＥＧ、ｈｕＯ
ＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５Ａ  ８ｋＰＥＧ  
ダイマー、ｈｕＯＰＧ  ｍｅｔ［２２－１９４］Ｐ２５
Ａ  ジスルフィド架橋、ＯＰＧ［２２－１９４］－Ｆ
ｃ、ＯＰＧ［２２－２０１］－Ｆｃ、ＯＰＧ［２２－１
９４］－ＦｃΔＣ、ＯＰＧ［２２－２０１］－ＦｃΔ
Ｃ、ＯＰＧ［２２－１９４］－ＦｃＧ

１０
、ｍｅｔＦｃ

ΔＣ－ＯＰＧ［２２－１９４］、ＯＰＧ［２２－１９
４］－ＦｃΔＣ、ＯＰＧ［１－１９４］－ＦｃＧ

１０
、
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ＦｃΔＣ－ＯＰＧ［２２－１９４］、ｍｅｔＦｃΔｃ－
ＯＰＧ［２２－１９４］、ｍｅｔＦｃΔＣ－２２－１９
４、ＯＰＧ［２２－１９４］－Ｆｃ、ＯＰＧ［２２－１
９４］－ＦｃΔｃ  ｍｅｔＯＰＧ［２２－１９４］、ｍ
ｅｔＯＰＧ［２２－２０１］、ＯＰＧ［２２－２９
３］、ＯＰＧ［２２－４０１］、ｍｅｔＦｃΔｃ－２２
－１９４等を例示することができる。
【００２０】本発明のＯＣＩＦ、その類縁体又はその変
異体は翻訳後修飾を受けていてもよく、例えば糖鎖が付
加していてもよい。糖鎖が付加したＯＣＩＦ、その類縁
体又はその変異体としては、動物細胞が生産する組換え
型ＯＣＩＦ、その類縁体又はその変異体、動物組織等か
ら単離された天然型のＯＣＩＦ又はその類縁体を例示す
ることができる。糖鎖が付加した組換型ＯＣＩＦ、その
類縁体及びその変異体の生産に適した動物細胞として
は、チャイニーズ・ハムスター・オヴァリー（Chinese 
Hamster Ovary：以下、「ＣＨＯ」という。）、ＣＯＳ
細胞等の哺乳動物細胞を例示することができる（Yasud
a,  H.,  et  al.,  Endocrinology,  139,1329-1337(1
998)）。ちなみに、糖鎖が付加していない、遺伝子組換
え型のＯＣＩＦ、その類縁体及びその変異体の生産に適
した細胞としては、大腸菌等の原核細胞等を例示するこ
とができる。
【００２１】本発明において、多糖とは、単糖がグリコ
シド結合することにより生じる重合体（グルカン）であ
り、好適には構成単糖が２種類以上からなるヘテロ多糖
（ヘテログリカン）である。本発明において、多糖誘導
体とは、多糖の有する化学構造の一部が他の分子で置換
された物質を指し、好適には多糖のエステルであり、よ
り好適には多糖の硫酸エステルである。天然型の多糖と
してはデキストラン等を、天然型の多糖誘導体としては
ヒアルロン酸、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、
ヘパラン硫酸、ケラタン硫酸、カラギーナン、ペクチ
ン、ヘパリン等の酸性多糖をそれぞれ例示することがで
き、合成型の多糖誘導体としてはデキストラン硫酸（de
xtran sulfate：ＤＳ）等の酸性多糖を例示することが
でき、より一層好適な多糖誘導体はデキストラン硫酸で
ある。
【００２２】本発明において、多糖又はその誘導体はそ
の塩をも包含する。最も好適なデキストラン硫酸の塩
は、デキストラン硫酸ナトリウムである。デキストラン
硫酸ナトリウムとしては、デキストラン硫酸ナトリウム
イオウ５（名糖産業（株）製）、デキストラン硫酸ナト
リウム５０００、デキストラン硫酸ナトリウム１０００
０（ともに、和光純薬（株）製）等を例示することがで
きる。本発明においては、これらデキストラン硫酸の塩
もデキストラン硫酸の意味に包含される。
【００２３】デキストラン硫酸の分子量は次のようにし
て算出される；
１）デキストランの分子量の測定
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デキストランの極限粘度（極限粘度の測定法は、第十三
改正、日本薬局方  解説書、廣川書店刊（1998）、デキ
ストラン４０の項参照）より、下記の佐藤の式により算
出することができる（第十三改正、日本薬局方  解説
書、廣川書店刊（1998）、デキストラン４０の項参
照）。
極限粘度＝９．００×１０－４×分子量０．５０

２）イオウ含量の測定
日本薬局方（第十四改正、じほう刊（2001）、デキスト
ラン硫酸イオウ５の項参照）記載の方法によりデキスト
ラン硫酸上のイオウ含量を重量％として測定した。
【００２４】デキストランの構成単位であるグルコース
の分子量は本来１８０であるが、デキストラン分子中で
はグルコースどうしがα－１，６結合しているため、デ
キストラン分子中のグルコースの実質的な分子量は１８
０から水１分子分の分子量を差し引いた値、すなわち１
６２である。
【００２５】デキストラン硫酸においては、上述のよう
なデキストラン分子中のグルコースの有する水素１原子
がＳＯ

３
Ｎａ（１グラム当量１０３）に置換されるてい

るので、イオウの置換度（以下、単に「置換度」とい
う。）は下記式により表される。
イオウ含量（重量％）＝｛32×置換度÷（162＋102×置
換度）｝×100
３）デキストラン硫酸の分子量の算出
上述の通りデキストランの構成単位であるグルコースの
実質的な分子量は１６２であるので、下記式によりデキ
ストラン硫酸の分子量を算出することができる。
分子量＝デキストランの分子量×（162＋102×置換度）
÷162
デキストラン硫酸は一定の分子量分布を有していること
が知られており、本発明においては、デキストラン硫酸
の平均分子量をもってその分子量に代える。
【００２６】本発明において好適に使用されるデキスト
ラン硫酸ナトリウムイオウ５（名糖産業（株）製）の、
上記２）に従って算出されたイオウ置換度（平均値±標
準偏差）は約０．３２±０．０１（ｎ＝７）であり、上
記１）乃至３）に従って算出された分子量（平均値±標
準偏差）は約１９５０±７０（ｎ＝７）である。同じく
好適なデキストラン硫酸であるデキストラン硫酸ナトリ
ウム５０００（和光純薬（株）製）は分子量約５０００
であり、同じくデキストラン硫酸ナトリウム１００００
（和光純薬（株）製）は分子量約１００００である。
【００２７】本発明において使用される多糖物質の平均
分子量は、特に限定されるものではないが、好適な多糖
物質である、デキストラン硫酸の平均分子量は通常１５
００乃至１２０００の範囲であり、より好適には１８０
０乃至６０００である。
【００２８】本発明の多糖物質は、そのまま使用しても
よいが、精製、分画したものを使用してもよい。

14
【００２９】なお、本発明において、多糖物質は、細胞
内又は生体内において翻訳後修飾としてＯＣＩＦ物質に
内在性に付加される各種糖鎖を包含しない。
【００３０】本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖物
質からなる複合体におけるＯＣＩＦ物質と多糖物質の分
子比は、ＯＣＩＦ物質あるいは多糖物質の種類、該複合
体を調製する際の条件等に依存するものであり、特に限
定されるものではない。本発明の好適な態様であるＯＣ
ＩＦ物質及びデキストラン硫酸からなる複合体におけ
る、ＯＣＩＦ物質とデキストラン硫酸の分子比は、通
常、本発明のＯＣＩＦ物質：多糖物質＝１：１乃至１：
１０であり、好適には１：１乃至１：８であり、より好
適には１：１乃至１：５であり、より一層好適には１：
１．１乃至１：４．５である。
【００３１】上述の通り、ＯＣＩＦは２量体を形成する
ことが知られており（ＷＯ９６／２６２１７号公報参
照）、ＯＣＩＦ物質は、ホモ又はヘテロ２量体や、単量
体３つ以上からなるホモ又はヘテロ多量体であり得るが
（ＵＳ６３６９０２７号公報等参照）、本発明における
当該分子比は、ＯＣＩＦ物質単量体（モノマー）１分子
当たりの多糖物質の分子数として計算される。
【００３２】本発明の複合体中のＯＣＩＦ物質に結合し
ている多糖物質の分子数は、好適には次のようにして算
出され得る。すなわち、フェノール硫酸法（本発明の他
の個所に詳述）により、被検試料中の中性糖、あるいは
複合体化していないＯＣＩＦ物質原体を含む対照試料中
の中性糖を測定する。次いで、被検試料中の中性糖量か
ら対照試料中の中性糖量を差し引くことにより、被検試
料中のＯＣＩＦ物質に結合した多糖物質量を算出する。
得られた数値を下記［ｉ］又は［ｉｉ］に供する。
［ｉ］得られた数値を多糖物質の平均分子量で除算する
ことにより、被検試料中のＯＣＩＦ物質に結合した多糖
物質の（総）分子数を算出する。
［ｉｉ］得られた数値を該複合体中のタンパク質量（ｍ
ｇ）で除算し、得られた数値（すなわち、ＯＣＩＦ物質
１ｍｇあたりの多糖物質の量）から、ＯＣＩＦ物質の分
子量及び多糖物質の平均分子量に基づいて、ＯＣＩＦ物
質１分子あたりの多糖物質の分子数を算出する。
【００３３】本発明の複合体中に存在するＯＣＩＦ物質
の分子数は、複合体形成していない、遊離のＯＣＩＦ物
質原体を標準物質とする免疫学的なアッセイ（酵素免疫
アッセイ、ＥＬＩＳＡなど）により好適に決定され得る
（本発明の他の個所に詳述）。
【００３４】本発明において、「分子数」とは「分子の
数」又は「モル数（mole）」を意味する。
【００３５】本発明のＯＣＩＦ物質及び多糖物質からな
る複合体は、ＯＣＩＦ物質及び多糖物質を水溶液中にて
保温すること等により得ることができる。両者を水溶液
中で保温する場合、ＯＣＩＦ、その類縁体及びその変異
体の水溶液中の濃度範囲は、上限が０．１乃至０．５ｍ
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Ｍ、下限が０．００１乃至０．０５ｍＭであり、好適に
は０．０１乃至０．２ｍＭ、より好適には０．０５乃至
０．１ｍＭである。ＯＣＩＦの場合、水溶液の濃度範囲
の上限は１０乃至５０ｍｇ／ｍｌ、下限は０．１乃至５
ｍｇ／ｍｌであり、好適な範囲は１乃至２０ｍｇ／ｍ
ｌ、より好適な範囲は５乃至１０ｍｇ／ｍｌである。
【００３６】多糖又はその誘導体の該水溶液中の濃度範
囲は、上限が０．１乃至０．５Ｍ、下限が０．００００
５乃至０．０５Ｍであり、好適には０．００５乃至０．
２５Ｍ、より好適には０．０５乃至０．１Ｍである。デ
キストラン硫酸ナトリウムイオウ５（ＤＳ５）の場合、
水溶液中の濃度範囲は上限が２００ｍｇ／ｍｌ乃至１０
００ｍｇ／ｍｌ、下限が０．１乃至１００ｍｇ／ｍｌで
あり、好適な範囲は１０乃至５００ｍｇ／ｍｌ、より好
適な範囲は１００乃至２００ｍｇ／ｍｌである。
【００３７】該水溶液のｐＨは、上限がｐＨ１１乃至１
２、下限がｐＨ９．５乃至１０であり、好適な範囲はｐ
Ｈ１０乃至１１である。該水溶液を保温する温度は、上
限が１０乃至５０℃、下限が０乃至４℃であり、好適な
範囲は４乃至３７℃であり、より好適な範囲は４乃至１
０℃である。
【００３８】本発明のＯＣＩＦ物質及び多糖物質からな
る複合体は、ＯＣＩＦ物及び多糖物質が、共有結合（例
えば、シッフ塩基形成）、イオン結合、配位結合等の化
学的結合、及び／又は、疎水性的相互作用、水素結合、
静電的相互作用、親和性結合等の非化学的結合により互
いに結合したものである。
【００３９】該複合体は、遊離の多糖物質を含有してい
ない。
【００４０】遊離の多糖又はその誘導体を除去する方法
としては、通常、精製、単離及び分画の操作に適用され
る手段であれば特に限定されるものではないが、例え
ば、イオン交換クロマトグラフィー、吸着クロマトグラ
フィー、分配クロマトグラフィー、ゲル濾過（分子ふる
い）クロマトグラフィー、疎水クロマトグラフィー、ア
フィニティクロマトグラフィ－、結晶化、塩析、限外濾
過等を挙げることができ、好適にはゲル濾過クロマトグ
ラフィー（以下、単に「ゲル濾過」という。）、限外濾
過等を挙げることができる。
【００４１】前記ゲル濾過におけるカラムや移動相など
の諸条件は、ＯＣＩＦ物質を含有する画分から遊離の多
糖物質を分離することが可能な限りにおいて特に限定を
受けるものではなく、ＯＣＩＦ物質の分子量及び種類、
多糖物質の分子量及び種類、該複合体の分子量などを考
慮して適宜選択され得る。
【００４２】また、本発明のＯＣＩＦ物質及び多糖物質
からなる複合体は、等電点の測定、糖含量の測定、抗体
による定量等により、原料であるＯＣＩＦ物質と区別す
ることができる。
【００４３】等電点は等電点電気泳動により常法に従っ
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て測定することができる。ＯＣＩＦは塩基性タンパク質
でありその等電点はｐＨ９付近に観測されるが、デキス
トラン硫酸の如き多糖物質が結合すると等電点が低下す
るので、ＯＣＩＦ物質とＯＣＩＦ物質及び多糖物質から
なる複合体を区別することが可能である。
【００４４】糖含量はフェノール硫酸法による中性糖の
定量法を用いて好適に測定することができる。多糖物質
が結合したＯＣＩＦの糖含量は元のＯＣＩＦの糖含量に
比して増加するので、ＯＣＩＦ物質とＯＣＩＦ物質及び
多糖物質からなる複合体を区別することが可能である。
【００４５】本発明の多糖物質と特異的に結合する抗体
を用い、ＯＣＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体中に
含有される多糖物質の量を測定することにより、ＯＣＩ
Ｆ物質とＯＣＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体を区
別することができる。
【００４６】ＯＣＩＦ物質、及び、ＯＣＩＦ物質及び多
糖物質からなる複合体は、従来公知のタンパク質測定法
によりタンパク質量として測定され得る。そのようなタ
ンパク質測定法には、ロウリー法（Lowry,O.H.,  et  a
l.,  Protein  Measurementwith  the  Folin  phenol
  reagent.  J.  Biol.  Chem.,  143,  p265-275(195
1)）、銀染色法、紫外吸収（λ２８０ｎｍ）測定法、Ｂ
ＣＡ法等が含まれ、好適にはロウリー法である。
【００４７】また、ＯＣＩＦ物質、及び、ＯＣＩＦ物質
及び多糖物質からなる複合体は、ＯＣＩＦ物質と特異的
に結合する抗体を用いた各種の免疫学的なアッセイによ
り検出又は測定され得る。免疫学的なアッセイに適した
抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体としては、ハイブリ
ドーマＯＩ－１９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２０）の生産
する抗体ＯＩ－１９、ハイブリドーマＯＩ－４（ＦＥＲ
Ｍ  ＢＰ－６４１９）の生産する抗体ＯＩ－４、ハイブ
リドーマＯＩ－２６（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２１）の生
産する抗体ＯＩ－２６等を例示することができる（ＷＯ
９９／１５６９１号公報参照）。ハイブリドーマＯＩ－
１９又はＯＩ－４の生産する抗体はＯＣＩＦ単量体（モ
ノマー）体及び２量体（ホモダイマー）と結合し、ハイ
ブリドーマＯＩ－２６の生産する抗体はＯＣＩＦ２量体
（ホモダイマー）と特異的に結合する。このような抗体
を用いて当業者に周知の方法により免疫学的なアッセイ
を行うことができる（ＷＯ９９／１５６９１号公報参
照）。免疫学的なアッセイとしては、酵素免疫アッセイ
（enzyme immunoassay：以下、「ＥＩＡ」という。）、
放射能免疫アッセイ（radio imunoassay）、ＥＬＩＳＡ
（enzyme-linked immunosorbent  assay）、サンドイッ
チＥＩＡ等を例示することができ、好適にはＥＬＩＳＡ
を挙げることができる。本発明の好適なＥＬＩＳＡにお
いては、抗体ＯＩ－１９又は抗体ＯＩ－２６が固相化さ
れた抗体として、抗体ＯＩ－４が酵素標識された移動相
中の抗体としてそれぞれ使用される。本発明において酵
素標識に用いられる好適な酵素はパーオキシダーゼ（pe
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roxidase：以下、「ＰＯＤ」という。）である。
【００４８】なお、抗体ＯＩ－４を生産するハイブリド
ーマＯＩ－４は、平成９年１０月１６日に、日本国茨城
県つくば市東町１－１－３の通商産業省工業技術院生命
工学工業技術研究所（現、日本国茨城県つくば市東町１
－１－１中央第６の独立行政法人産業技術総合研究所特
許生物寄託センター）へＯＩ－４として国内寄託され、
受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１６４７３を付与された後、平
成１０年７月１３日に国際寄託へ移管され、受託番号Ｆ
ＥＲＭ  ＢＰ－６４１９を付与された。
【００４９】抗体ＯＩ－１９を生産するハイブリドーマ
ＯＩ－１９は、平成９年１０月１６日に、日本国茨城県
つくば市東町１－１－３の通商産業省工業技術院生命工
学工業技術研究所（現、日本国茨城県つくば市東町１－
１－１中央第６の独立行政法人産業技術総合研究所特許
生物寄託センター）へＯＩ－１９として国内寄託され、
受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１６４７４を付与された後、平
成１０年７月１３日に国際寄託へ移管され、受託番号Ｆ
ＥＲＭ  ＢＰ－６４２０を付与された。
【００５０】抗体ＯＩ－２６を生産するハイブリドーマ
ＯＩ－２６は、平成９年１０月１６日に、日本国茨城県
つくば市東町１－１－３の通商産業省工業技術院生命工
学工業技術研究所（現、日本国茨城県つくば市東町１－
１－１中央第６の独立行政法人産業技術総合研究所特許
生物寄託センター）へＯＩ－２６として国内寄託され、
受託番号ＦＥＲＭ  Ｐ－１６４７５を付与された後、平
成１０年７月１３日に国際寄託へ移管され、受託番号Ｆ
ＥＲＭ  ＢＰ－６４２１を付与された。
【００５１】また、本発明のＯＣＩＦ物質及び多糖物質
からなる複合体を、ヘパリン親和性に基づいて更に特徴
付けることが可能である。
【００５２】ヘパリンは、Ｄ－グルコサミン、Ｄ－グル
クロン酸、Ｌ－イズロン酸、から成る多糖のＮ－硫酸、
Ｎ－アセチル及びＯ－硫酸置換体であり、ムコ多糖の中
では硫酸基を最も多く含有する。ヘパリンはヒト又はヒ
ト以外の哺乳動物に由来するものであれば特に限定され
ないが、好適にはブタ腸粘膜由来のヘパリンである。ヘ
パリン親和性の測定にはヘパリンが固相化された担体を
用いることができ、そのような担体としてブタ腸粘膜由
来のヘパリンが固相化されたアガロースゲルビーズ等を
好適に示すことができる。また、そのような担体が充填
されたカラムはヘパリン親和性の測定により好適であ
り、最適にはＨｉＴｒａｐ  Ｈｅｐａｒｉｎ  ＨＰ  Ｃ
ｏｌｕｍｎ、ＨｉＰｒｅｐ  １６／１０  Ｈｅｐａｒｉ
ｎ、  Ｈｅｐａｒｉｎ  Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）
である。該カラムには、ブタ腸粘膜由来のヘパリンが固
相化されたアガロースゲルビーズが約２乃至１０ｍｇ／
ｍｌゲルの密度で充填されている。また、該カラムはｐ
Ｈ５乃至１０において通常用いられる緩衝液に対して安
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定であり、該カラムに吸着させたタンパク質は塩化ナト
リウム、塩化カリウム又は硫酸アンモニウムを用いた
１．５乃至２Ｍまでの連続的あるいは段階的なグラジエ
ント溶離により回収され得る（Hakansson, S., et al.,
 Protein Sci., 10, 2138-2139,(2001)：Tan, M., et a
l., Carcinogenesis, 22, 295-300, (2001)：Peterson,
 C. B., at al., J. Biol. Chem., 260, 610-615, (198
5)：Garke,G.,et al., J. Chromatogr. B, 737, 25-38,
 (2000)参照）。
【００５３】ＯＣＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体
のヘパリン親和性は、タンパク質の糖又はその誘導体に
対する親和性を測定する従来公知の方法により測定され
得るが、好適には、温和な条件下又は過酷な条件下でヘ
パリン又はヘパリンが固相化された担体に結合するか又
は結合しない該複合体の量を測定してそれらを比較する
ことにより行うことができる。温和な条件とは、通常タ
ンパク質のカラムクロマトグラフィーにおいて温和と解
釈される条件であれば特に限定されないが、例えば、イ
オン強度が相対的に低い条件等である。過酷な条件と
は、通常タンパク質のカラムクロマトグラフィーにおい
て過酷と解釈される条件であれば特に限定されないが、
例えば、イオン強度が相対的に高い条件等である。イオ
ン強度は強酸塩により調整され、好適には塩化ナトリウ
ムにより調整される。
【００５４】ヘパリンが固相化された担体が充填された
カラムを用いる場合、例えば、該カラムを予め温和なイ
オン強度が相対的に低い緩衝液で平衡化し、次いでＯＣ
ＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体をイオン強度が相
対的に低い緩衝液に溶解せしめて該カラムへ添加し、次
いで非吸着画分（画分Ａ）を回収する。次いで該カラム
へイオン強度が相対的に低い緩衝液を添加して溶出画分
（画分Ｂ）を回収する。次いでイオン強度が相対的に高
い緩衝液を該カラムへ添加して溶出画分（画分Ｃ）を回
収することができる。本発明においては、画分Ａ、Ｂ及
びＣに中に含まれるＯＣＩＦ物質及び多糖物質からなる
複合体の量をそれぞれ測定し、次いで３つの値（それぞ
れ（ａ）、（ｂ）、（ｃ））を合計した値で（ｃ）を除
算することにより得られる値を「ヘパリン吸着力」とい
う。例えば、次の工程によりヘパリン吸着力を好適に算
出することが可能である：
［ａ］０．１乃至０．８Ｍの塩化ナトリウムを含有する
低イオン強度の緩衝液で、ヘパリンが固相化された担体
が充填されたカラムを平衡化する工程；
［ｂ］［ａ］記載の緩衝液に被検試料を溶解せしめたも
のを前記カラムへ添加し、次いで溶出画分Ａを回収する
工程；
［ｃ］［ａ］記載の緩衝液で前記カラムを洗浄し、溶出
画分Ｂを回収する工程；
［ｄ］１乃至２Ｍの塩化ナトリウムを含有する高イオン
強度の緩衝液で前記カラムを洗浄し、溶出画分Ｃを回収
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する工程；
［ｅ］溶出画分Ａ乃至Ｃ中に存在するＯＣＩＦ物質及び
多糖物質からなる複合体の量（それぞれ（ａ）、
（ｂ）、（ｃ）という）を、該ＯＣＩＦ物質に特異的に
結合する抗体を用いた酵素免疫アッセイ（enzyme  immu
noassay：ＥＩＡ）により測定する工程；
［ｆ］下記式により、ヘパリン吸着力を算出する工程。

前記工程［ｅ］における複合体の量の測定方法は、該Ｏ
ＣＩＦ物質に特異的に結合する抗体を用いたＥＩＡであ
れば得に限定されないが、例えば、ハイブリドーマＯＩ
－１９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２０）により生産される
抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－１９又はハイ
ブリドーマＯＩ－２６（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２１）に
より生産される抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ
－２６が固相化された抗体として、ハイブリドーマＯＩ
－４（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４１９）により生産される抗
ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－４がパーオキシ
ダーゼで酵素標識された移動相中の抗体としてそれぞれ
使用されるＥＬＩＳＡを例示することができる。当該Ｅ
ＬＩＳＡはＯＣＩＦ物質がＯＣＩＦである場合に好適で
あり、ＯＣＩＦ物質がヒト成熟体ＯＣＩＦ（すなわち、
配列表の配列番号１のアミノ酸番号第＋１番乃至第３８
０番からなるポリペプチド）である場合により好適であ
る。
【００５５】このような方法、とりわけ好適なＥＬＩＳ
Ａにより測定されるＯＣＩＦ物質及び多糖物質からなる
複合体のヘパリン吸着力は、通常０．７以下であり、好
適には０．６以下であり、より好適には０．５以下であ
る。なお、ヘパリン吸着力は、ヘパリンが固相化された
担体の種類や測定条件に依存して変化し得る。
【００５６】本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖物
質からなる複合体を、ＯＣＩＦ物質と特異的に結合する
抗体を用いて測定される免疫学的検出率に基づいて更に
特徴付けることができる。本発明において、免疫学的検
出率とは、ＯＣＩＦ物質に特異的に結合する抗体を使用
する酵素免疫アッセイ（enzyme  immnoassay：ＥＩＡ）
により、該ＯＣＩＦ物質を標準物質として測定される、
被検資料中に含まれる該ＯＣＩＦ物質の分子数（Ｘ）
を、（ｉ）ウシ血清アルブミンを標準物質としてロウリ
ー（Lowry）法により測定されるタンパク質量及び（ｉ
ｉ）該ＯＣＩＦ物質の分子量に基づいて算出される、被
検試料中に含まれる該ＯＣＩＦ物質の分子数（Ｙ）で除
算することにより得られる数値（Ｘ÷Ｙ）を意味する。
【００５７】タンパク質量の測定とそれに基づいてＯＣ
ＩＦ物質の分子数を算出する方法は特に限定されない
が、例えば、ロウリー法に基づいて下記［１］乃至
［４］工程を経て好適に行うことができる：
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［１］２０乃至６０μｇ／ｍｌ濃度のウシ血清アルブミ
ンを標準物質として検量線を作成する工程；
［２］タンパク質濃度が２０乃至６０μｇ／ｍｌとなる
よう希釈した被検試料のタンパク質濃度を測定する工
程；
［３］前記工程［２］で測定されたタンパク質濃度及び
前記工程［１］で作成された検量線より、被検試料中に
含有される該ＯＣＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体
のタンパク質量を算出する工程；
［４］前記工程［３］で算出されたタンパク質量及び該
ＯＣＩＦ物質の分子量より被検試料中に含まれる該ＯＣ
ＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体の分子数を算出す
る工程。
【００５８】免疫学的検出率の測定に適用される酵素免
疫アッセイは特に限定されないが、例えば、ハイブリド
ーマＯＩ－１９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２０）により生
産される抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－１９
又はハイブリドーマＯＩ－２６（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４
２１）により生産される抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル
抗体ＯＩ－２６が固相化された抗体として、ハイブリド
ーマＯＩ－４（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４１９）により生産
される抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－４がパ
ーオキシダーゼにより酵素標識された移動相中の抗体と
してそれぞれ使用されるＥＬＩＳＡ（enxyme-linked  i
mmnosorbent  assay）により下記工程［１］乃至［３］
を経て好適に行うことができる：
［１］既知濃度の単離されたＯＣＩＦ物質を用いて検量
線を測定する工程；
［２］被検試料を前記ＥＬＩＳＡに供する工程；
［３］前記工程［２］の測定値及び前記工程［１］で作
成された検量線より、被検試料中に含まれる該ＯＣＩＦ
物質及び多糖物質からなる複合体のタンパク質量を算出
する工程；
［４］前記工程［３］で算出されたタンパク質量及び該
ＯＣＩＦ物質の分子量より被検試料中に含まれる該ＯＣ
ＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体の分子数を算出す
る工程。
【００５９】なお、前記ＥＬＩＳＡの工程［３］におい
て算出されるタンパク質量を、前記ロウリー法に基づく
工程［３］において算出されるタンパク質量で除算する
ことによっても、同じく免疫学的検出率をも算出し得る
（実施例７参照）。
【００６０】当該ＥＬＩＳＡは、ＯＣＩＦ物質がＯＣＩ
Ｆである場合により好適であり、ＯＣＩＦがヒト成熟体
ＯＣＩＦ（すなわち、配列表の配列番号１のアミノ酸番
号第＋１番乃至第３８０番からなるポリペプチド）であ
る場合により一層好適である。
【００６１】このようにして算出される、ＯＣＩＦ物質
及び多糖物質からなる複合体の免疫学的検出率は通常
０．５乃至１．２であり、好適には０．６乃至１．１以
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上であり、より好適には０．７乃至１．１以上である。
なお、該免疫学的検出率は、タンパク質量の測定方法、
ＥＩＡの種類、ＥＩＡに適用されるモノクローナル抗体
等に依存して変化し得る。
【００６２】本発明のＯＣＩＦ物質及び多糖物質からな
る複合体における、ＯＣＩＦ物質と多糖物質の結合は安
定であり、例えば、一度ゲルろ過することにより得られ
た該複合体画分（Ｉ）を再度ゲルろ過に供し、次いで該
複合体含有画分（ＩＩ）を回収し、次いで画分（Ｉ）又
は（ＩＩ）のタンパク質含量及び糖含量を測定すること
によりその安定性を確認することができる。画分（Ｉ）
又は（ＩＩ）は必要に応じて限外ろ過膜等を用いて濃縮
することができる。また、画分（ＩＩ）を再度のゲルろ
過に供して該複合体画分（ＩＩＩ）を得、同様に結合安
定性を確認することが可能である。タンパク質含量の好
適な測定法は前記ロウリー法であり、糖含量の好適な測
定法は前記フェノール硫酸法である。
【００６３】さらに、本発明のＯＣＩＦ物質及び多糖物
質からなる複合体は血中滞留性に優れる。該複合体の血
中滞留性は、それらの血中又は血清濃度の増減により確
認することができる。該複合体の血中又は血清濃度は、
例えば、ヒト又はヒト以外の動物の血管内に該複合体を
投与し、一定時間経過後、該動物より血液又は血清を採
取し、次いで前述の如き、該ＯＣＩＦ物質に特異的に結
合する抗体を用いた酵素免疫アッセイ（ＥＬＩＳＡな
ど）により測定することができる。
【００６４】本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖物
質からなる複合体は、ＯＣＩＦを適用し得る疾患（ＷＯ
９６／２６２１７号公報、ＷＯ９７／２３６１４号公報
等参照）、すなわち骨代謝異常症と総称される疾患群の
予防又は治療に有効である。
【００６５】本発明において、骨代謝異常症とは、実質
的な骨量の減少を特徴とするあらゆる疾患であり、骨代
謝異常症を治療するかあるいは予防するためには骨吸収
又は骨吸収速度を抑制する必要がある。そのような本発
明の骨代謝異常症には、一次性骨粗鬆症（老人性骨粗鬆
症、閉経後骨粗鬆症及び特発性若年性骨粗鬆症）、内分
泌骨粗鬆症（甲状腺機能亢進症、副甲状腺機能亢進症、
クッシング症候群及び末端肥大症）、性機能低下に伴う
骨粗鬆症（下垂体機能低下症、Ｋｌｉｎｅｆｅｌｔｅｒ
症候群及びＴｕｒｎｅｒ症候群）、遺伝性及び先天性形
態の骨粗鬆症（骨形成不全、ホモシスチン尿症、メンケ
ス症及びライリー－デイ症候群）、重力負荷軽減又は四
肢の固定や不動化による骨減少症、パジェット病、骨髄
炎、骨喪失による感染性病巣、固形腫瘍（乳癌、肺癌、
腎臓癌、前立腺癌等）に起因する高カルシウム血症、血
液学的悪性疾患（多発性骨髄腫、リンパ腫及び白血
病）、特発性高カルシウム血症、甲状腺機能亢進症又は
腎臓機能不全に伴う高カルシウム血症、ステロイド投与
に起因する骨減少症、他の薬物（メトトレキセート及び
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シクロスポリンＡ等の免疫抑制剤、ヘパリン及び抗てん
かん薬）投与に起因する骨減少症、腎臓機能不全に伴う
骨減少症、外科手術、消化器疾患（小腸障害、大腸障
害、慢性肝炎、胃切除、原発性胆汁性肝硬変及び肝硬
変）に伴う骨減少症、慢性関節リウマチ等の各種リウマ
チによる骨減少症、慢性関節リウマチ等の各種リウマチ
による骨破壊及び関節破壊、ムチランス型リウマチ、変
形性関節症、歯周骨喪失、癌の骨転移（骨溶解性転
移）、外傷性負傷、ゴシェ病、鎌状赤血球貧血、全身性
紅性狼創若しくは非外傷性負傷に伴う骨壊死又は骨細胞
死、腎性骨異栄養症等の骨異栄養症、低アルカリフォス
ファターゼ血症、糖尿病に伴う骨減少症、栄養障害又は
摂食障害に伴う骨減少症、その他の骨減少症等が包含さ
れる。また、本発明における骨代謝異常症は、前記固形
腫瘍、癌の骨転移（骨溶解性転移）又は血液学的悪性疾
患による悪液質をも包含する（特開２０００－１７８２
００号公報参照）。
【００６６】本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖物
質からなる複合体を有効成分として含有する医薬組成物
は、ヒト又はヒト以外の動物に対し、経口又は非経口に
より安全に投与され得る。医薬としての投与形態は、疾
患の種類、疾患の程度、症状、年齢、性別、体重等に応
じて適宜選択することができる。例えば、錠剤、カプセ
ル剤、散剤、顆粒剤、シロップ剤は経口投与され、注射
剤は単独で若しくはブドウ糖、アミノ酸等の通常の補液
と混合して静脈内投与されるか又は単独で筋肉内投与、
皮下投与、皮内投与、腹腔内投与され、貼付剤は経皮投
与され、点鼻剤は経鼻投与され、粘膜適用剤は経粘膜投
与若しくは口腔内投与され、坐剤は直腸内投与される。
これらの製剤は、常法に従い、賦形剤、結合剤、崩壊
剤、滑沢剤、矯味矯臭剤、溶解補助剤、懸濁剤、着色
剤、ｐＨ緩衝剤、防腐剤、ゲル化剤、界面活性剤、コー
ティング剤等、医薬の製剤分野において通常使用し得る
公知の補助剤を用いて製剤化することができる。
【００６７】錠剤の形態に成形するには、担体として当
該分野で公知のものを広く使用できる。そのような担体
としては、例えば、乳糖、白糖、塩化ナトリウム、ブド
ウ糖、尿素、澱粉、炭酸カルシウム、カオリン、結晶セ
ルロース、ケイ酸等の賦形剤；水、エタノール、プロパ
ノール、単シロップ、ブドウ糖液、澱粉液、ゼラチン溶
液、カルボキシメチルセルロース、セラック、メチルセ
ルロース、リン酸カリウム、ポリビニルピロリドン等の
結合剤；乾燥澱粉、アルギン酸ナトリウム、寒天末、ラ
ミナラン末、炭酸水素ナトリウム、炭酸カルシウム、ポ
リオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル類、ラウリ
ル硫酸ナトリウム、ステアリン酸モノグリセリド、澱
粉、乳糖等の崩壊剤、白糖、ステアリン、カカオバタ
ー、水素添加油等の崩壊抑制剤；第４級アンモニウム塩
基、ラウリル硫酸ナトリウム等の吸収促進剤；グリセリ
ン、澱粉等の保湿剤；澱粉、乳糖、カオリン、ベントナ
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イト、コロイド状ケイ酸等の吸着剤；精製タルク、ステ
アリン酸塩、硼酸末、ポリエチレングリコール等の潤沢
剤等を挙げることができる。また、錠剤は必要に応じ通
常の剤皮を施した錠剤、例えば、糖衣錠、ゼラチン被包
錠、腸溶被錠、フィルムコーティング錠、二重錠、多層
錠等とすることができる。
【００６８】丸剤の形態に成形するには、担体として当
該分野で公知のものを広く使用できる。そのような担体
としては、例えば、ブドウ糖、乳糖、カカオバター、澱
粉、硬化植物油、カオリン、タルク等の賦形剤；アラビ
アゴム末、トラガント末、ゼラチン、エタノール等の結
合剤；ラミナラン寒天等の崩壊剤等を挙げることができ
る。
【００６９】坐剤の形態に成形するには、担体として当
該分野で公知のものを広く使用できる。そのような担体
としては、例えば、ポリエチレングリコール、カカオバ
ター、高級アルコール、高級アルコールのエステル類、
ゼラチン、半合成グリセリド等を挙げることができる。
【００７０】注射剤として調製される場合には、液剤及
び懸濁剤は殺菌され、且つ血液と等張であることが好ま
しい。これら液剤、乳剤および懸濁剤の形態に成形する
には、希釈剤として当該分野で公知のものを広く使用で
き、例えば、水、エタノール、プロピレングリコール、
エトキシ化イソステアリルアルコール、ポリオキシ化イ
ソステアリルアルコール、ポリオキシエチレンソルビタ
ン脂肪酸エステル類等を挙げることができる。なお、こ
の場合、血液との等張性を保つのに十分な量の食塩、ブ
ドウ糖、グリセリン等を医薬製剤中に含有せしめてもよ
く、また通常の溶解補助剤、緩衝剤、無痛化剤、ｐＨ調
整剤、安定化剤、可溶化剤等を添加してもよい。注射剤
は凍結乾燥品であってもよい。
【００７１】また、必要に応じて着色剤、保存剤、香
料、風味剤、甘味剤、他の医薬等を含有せしめてもよ
い。
【００７２】また、本発明の医薬組成物中に含まれるＯ
ＣＩＦ物質及び多糖物質からなる複合体の量は、特に限
定されるものではないが、通常０．１乃至７０重量％で
あり、好適には１乃至３０重量％である。
【００７３】このような本発明の医薬組成物は、骨代謝
異常症の予防又は治療剤として好適に使用され得る。ま
た、本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖物質からな
る複合体は、このような骨代謝異常症の予防又は治療用
の医薬組成物を製造するために使用され得る。
【００７４】本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖物
質からなる複合体の投与量は、症状、年齢、体重、投与
形態、剤形等に依存するが、通常成人に対して１日当た
り、投与量の上限が３０乃至１０００ｍｇ、下限が０．
００１乃至０．０３ｍｇであり、好適な範囲は０．０３
乃至３０ｍｇである。また、１日あたりの投与量の上限
は１乃至２０ｍｇ／ｋｇ、下限は０．０１乃至０．５μ
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ｇ／ｋｇ、好適な範囲は０．５μｇ／ｋｇ乃至１ｍｇ／
ｋｇである。
【００７５】本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖物
質からなる複合体の投与回数は、投与形態、剤形等に依
存するが、数日に１回、１日１回、又は１日数回であ
る。
【００７６】本発明は、上述の如き投与経路、投与形
態、投与量及び／又は投与回数で、本発明の提供する複
合体をヒト又はヒト以外の動物へ投与されることを特徴
とする、骨代謝異常症の予防又は治療方法をも提供す
る。
【００７７】
【実施例】以下に、実施例及び試験例を挙げ、本発明を
さらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定される
ものではない。
実施例１．ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸からなる複合
体の調製（Ｉ）
１ａ）ＯＣＩＦの調製
ヒト組換型ＯＣＩＦ（２量体）はＷＯ９６／２６２１７
号公報の実施例に従って取得した。
【００７８】すなわち、まず、ＷＯ９６／２６２１７号
公報の実施例１１において得られた形質転換大腸菌ｐＢ
Ｋ／０１Ｆ１０（日本国茨城県つくば市東１丁目の通商
産業省工業技術院生命工学工業技術研究所（現在の、独
立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センター）
に国際寄託されＦＥＲＭ  ＢＰ－５２６７を付与され
た。）より、シグナルペプチドを含むヒトＯＣＩＦのコ
ード配列を含有するプラスミドベクターｐＢＫＯＣＩＦ
を取得した。次いで、ＷＯ９６／２６２１７号公報の実
施例１４記載の方法に従って、ｐＢＫＯＣＩＦを制限酵
素Ｓａｌ１及びＥｃｏＲ５で消化した後、ＯＣＩＦをコ
ードする断片を回収し精製し、次いで平滑末端化した。
得られた断片を予め平滑末端化した発現ベクターｐｃＤ
Ｌ－ＳＲα２９６（Molecular  and  Cellular  Biolog
y,  8,  p466-472(1998)）へ挿入し、得られた組換発現
ベクターで大腸菌株ＤＨ５α（GIBCO  BRL）を形質転換
し、所望の形質転換株ｐＳＲαＯＣＩＦを得た。
【００７９】エレクトロポレーション法により、ＣＨＯ
デヒドロ葉酸還元酵素（dehydrofolate  reductase：以
下、「ｄｈｆｒ」という。）欠損株（以下、「ＣＨＯｄ
ｈｆｒ－」という。）を前記ｐＳＲαＯＣＩＦ及びｐＢ
ＡｄＤＳＶ（ｄｈｆｒ発現ベクター：ＷＯ９２／０１０
５３号公報参照）で共トランスフェクション（co-trans
fection）し、次いでｄｈｆｒ発現株を選抜した。さら
に、ＯＣＩＦを高発現している株を選抜した結果、ＯＣ
ＩＦ高生産クローンが得られた。該クローンを培養し、
ＣＨＡＰＳを０．１％濃度に添加した後フィルターでろ
過し、ヘパリン・セファロースＦＦカラム（ファルマシ
ア・バイオテク社製）クロマトグラフィー、次いでブル
ー５ＰＷカラム（トーソー（株）製）クロマトグラフィ
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ーに供した。所望のヒトＯＣＩＦを含む画分をＳＤＳ－
ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供した結果、非還元
条件下においては分子量約６００００及び分子量約１２
００００のバンドのみが検出された（ＷＯ９６／２６２
１７号公報の実施例１４参照）。
【００８０】得られたヒトＯＣＩＦ１００μｇに、１０
０分の１容量の２５％トリフルオロ酢酸（trifluoroace
tic  acid：以下「ＴＦＡ」という。）を添加した後、
０．１％ＴＦＡを含む３０％アセトニトリルで平衡化し
た逆相カラムＰＲＯＴＥＩＮ－ＲＰ（直径２．０ｍｍ×
長さ２５０ｍｍ：ワイエムシー（株）製）に添加し、３
０％乃至５５％のアセトニトリル直線的濃度勾配を５０
分間かけて作製し、０．１ｍｌ／分の流速で溶出させ、
２つのピーク画分をそれぞれ別個に分取した。、非還元
条件下におけるをＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気
泳動において分子量約１２００００のバンドのみが検出
される画分を、組換型ヒトＯＣＩＦ（２量体）画分とし
て、以下の実施例に供した（ＷＯ９６／２６２１７号公
報の実施例１７及び１８参照）。
１ｂ）ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸からなる複合体の
調製
１ａ）で得られた組換型ヒトＯＣＩＦ（２量体）を、
０．１５Ｍ塩化ナトリウムを含有する１０ｍＭリン酸ナ
トリウム緩衝液（ｐＨ６．０）へ、１．５、２、５、
６．５、１０、１２．５、２０又は５０ｍｇ／ｍｌの濃
度に溶解せしめた。この水溶液に、デキストラン硫酸ナ
トリウムイオウ５（名糖産業（株）製：以下、「ＤＳ *
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*５」という。）を、終濃度４０、１００、１３０、１５
０、２００、４００、５００、５１０、又は１０００ｍ
ｇ／ｍｌとなるように溶解し、水酸化ナトリウムを添加
してｐＨ１０、１０．５又は１１に調整した。得られた
水溶液を、４、７、２５又は３７℃にて、１、３、６、
１８、２４、４８、７２、９６、１４４、１６８又は２
８８時間保温した。
【００８１】保温後の水溶液４ｍｌを、０．３Ｍ塩化ナ
トリウムを含有する１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液
（ｐＨ６）で予め平衡化したゲルろ過カラムＳｕｐｅｒ
ｄｅｘ２００ｐｇ（カラム内径１６ｍｍ×長さ６０ｃ
ｍ：排除限界分子量１３０万：Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）へ添加し、該緩
衝液により流速２ｍｌ／ｍｉｎで溶出させた。紫外分光
光度計を用いてλ２８０ｎｍの吸収をモニターし、保持
時間約２８乃至３６分の溶出液を分取した。組換型ヒト
ＯＣＩＦ（２量体）と結合していない遊離のＤＳ５は保
持時間約５０乃至７０分に溶出された。上記ゲル濾過は
室温にて行った。
【００８２】得られた組換型ヒトＯＣＩＦ（２量体）及
びＤＳ５からなる複合体（以下、「ＯＣＩＦ及びＤＳ５
からなる複合体」という。）を含有する画分を－６０℃
にて凍結保存した。
【００８３】なお、本実施例に記載された各処方の反応
条件を下記の表１にまとめた。
【００８４】
【表１】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方名      ＤＳ５      ＯＣＩＦ    温  度      ｐＨ      保温時間
            濃  度      濃  度      （℃）                （時間）
          （mg／ml）  （mg／ml）                              
    
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方１      １３０      ６．５        ４      １０．５      １８
処方２      ５１０      ６．５        ４      １０．５      １８
処方３      １３０      ６．５        ４      １１          １８
処方４      １３０      ６．５        ４      １０．５      ７２
処方５      ５００      ５            ４      １０．５    １４４
処方６      １３０      ６．５        ４      １０．５      ４８
処方７      １３０      ６．５        ４      １０．５    １４４
処方８      １３０      ６．５        ４      １０．５    ２８８
処方９      ４００      ２０          ４      １０．５      １８
処方１０    ２００      １０          ４      １０．５      １８
処方１１    １００      ５            ４      １０．５      １８
処方１２    ４０        ２            ４      １０．５      １８
処方１３    １０００    １２．５      ４      １０．５      １８
処方１４    １０００    ５０          ４      １０．５      １８
処方１５    ４００      ２            ４      １０．５    １４４
処方１６    １０００    ５            ４      １０．５      １８
処方１７    １０００    ２            ４      １０．５      １８
処方１８    １５０      ５          ３７      １０．５        １
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処方１９    １５０      ５          ３７      １０．５        ３
処方２０    １５０      ５          ３７      １０．５        ６
処方２１    １５０      ５          ３７      １０．５      ２４
処方２２    １５０      ５            ７      １０．５    １６８
処方２３    １５０      ５            ４      １０        １４４
処方２４    １５０      ５          ２５      １０          ２４
処方２５    １３０      ６．５        ４      １０．５      ２４
処方２６    １５０      ５          ３７      １０          ２４
処方２７    １５０      ５            ４      １０．５    １４４
処方２８    １５０      ５            ４      １１          ２４
処方２９    １５０      ５            ４      １０．５      ２４
処方３０    １５０      １．５        ４      １０．５      ７２
処方３１    １３０      ６．５      ２５      １０．５        １
処方３２    １３０      ６．５      ２５      １０．５        ３
処方３３    １３０      ６．５      ２５      １０．５        ６
処方３４    １３０      ６．５      ２５      １０．５      ２４
処方３５    １３０      ６．５      ２５      １０．５    １６８
処方３６    １３０      ６．５      ２５      １０．５    ２８８
処方３７    １５０      ５            ４      １０．５      ９６
処方３８    １５０      ５            ４      １０．５    ２８８
処方３９    １３０      ６．５      ２５      １０．５      １８
処方４０    １３０      ６．５      ３７      １０．５      １８
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
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１ｃ）天然型ヒトＯＣＩＦの調製
ＷＯ９６／２６２１７号公報の実施例１乃至４に記載の
方法に従って、ヒト胎児肺繊維芽細胞ＩＭＲ－９０（Ａ
ＴＣＣ－ＣＣＬ１８６）より天然型（非組換型）ヒトＯ
ＣＩＦを得ることが可能である。また、１ａ）記載の逆
相カラムクロマトグラフィーにより、天然型ヒトＯＣＩ
Ｆ（２量体）を取得することができる。
実施例２．ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸からなる複合
体の調製（ＩＩ）
実施例１ａ）において得られた組換型ヒトＯＣＩＦ（２
量体）を、０．１５Ｍ塩化ナトリウムを含有する１０ｍ
Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．０）へ、５ｍｇ／
ｍｌの濃度に溶解せしめた。この水溶液に、分子量５０
００のデキストラン硫酸ナトリウム（和光純薬（株）
製：以下、「ＤＳ５０００」という。）を、終濃度１５
０ｍｇ／ｍｌとなるように溶解し、水酸化ナトリウムを
添加してｐＨ１０．５に調整した。得られた水溶液を４
℃にて２４時間保温した。
【００８５】保温後の水溶液４ｍｌを、０．３Ｍ塩化ナ*
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*トリウムを含有する１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液
（ｐＨ６）で予め平衡化したゲルろ過カラムＳｕｐｅｒ
ｄｅｘ２００ｐｇ（カラム内径１６ｍｍ×長さ６０ｃ
ｍ：排除限界分子量１３０万：Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）へ添加し、該緩
衝液により流速２ｍｌ／ｍｉｎで溶出させた。紫外分光
高度計を用いてλ２８０ｎｍの吸収をモニターし、保持
時間約２８乃至３６分の溶出液を分取した。組換型ヒト
ＯＣＩＦ（２量体）と結合していない遊離のＤＳ５００
０は保持時間約４０乃至６５分に溶出された。上記ゲル
濾過は室温にて行った。
【００８６】得られた組換型ヒトＯＣＩＦ（２量体）及
びＤＳ５０００の複合体（以下、「ＯＣＩＦ／ＤＳ５０
００複合体」という。）を含有する画分を－６０℃にて
凍結保存した。
【００８７】なお、本実施例に記載された処方の反応条
件を下記の表２にまとめた。
【００８８】
【表２】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方名        DS5000        ＯＣＩＦ    温  度      ｐＨ      保
温時間
              濃  度        濃  度      （℃）                （時間）

            （mg／ml）    （mg／ml）                          
          
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方４１      １５０          ５          ４      １０．５      ２４  
  
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―

参考例１．ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸ナトリウムか らなる組成物の調製
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実施例１において得られた組換型ヒトＯＣＩＦ（２量
体）を、０．１５Ｍ濃度の塩化ナトリウム及び０．０１
％のポリソルベート８０を含有する１０ｍＭリン酸ナト
リウム緩衝液（ｐＨ６．０）へ、０．２５ｍｇ／ｍｌの
濃度に溶解せしめた。この水溶液に、実施例２記載のＤ
Ｓ５０００（和光純薬（株）製）又は分子量１００００
のデキストラン硫酸ナトリウムであるＤＳ１００００
（和光純薬（株）製：以下、「ＤＳ１００００」とい
う。）を、終濃度１又は４ｍｇ／ｍｌとなるように溶解*
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*し、水酸化ナトリウムを添加してｐＨ７に調整した。得
られた水溶液を４℃にて２４時間保温した。
【００８９】得られた組換型ヒトＯＣＩＦ（２量体）及
びＤＳ５０００又はＤＳ１００００からなる組成物は速
やかに下記試験例１へ供した。なお、本参考例に記載さ
れた各参考処方の反応条件を下記の表３にまとめた。
【００９０】
【表３】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方名        デキストラン硫酸    ＯＣＩＦ  温  度    ｐＨ    保温時間

              ――――――――
              種  類    濃  度    濃  度    （℃）            （時間）

                      （mg／ml）（mg／ml）                    
          
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
参考処方１    DS 5000      ４      ０．２５    ４      ７      ２
４
参考処方２    DS10000      １      ０．２５    ４      ７      
２４     
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―

実施例３．等電点の測定
実施例１において得られた組換え型ヒトＯＣＩＦ（２量
体）及び実施例１記載で得られたＯＣＩＦ及びＤＳ５か
らなる複合体（処方２２）を、等電点電気泳動ゲルＩＥ
Ｆ  ＰＡＧＥ  ｍｉｎｉ（ｐＨ範囲３乃至１０：岩城硝
子（株）製）に添加し、ＩＥＦ  ｐＨ３－７  ｂｕｆｆ
ｅｒ  ｋｉｔ（Technical  Frontier  Co．製）を泳動
用緩衝液として次の電圧を印加することにより電気泳動
を行った：１００Ｖにて１時間、次いで２００Ｖにて１
時間、次いで５００Ｖにて３０分間。電気泳動終了後、
ゲルをクマシーブルー染色した。
【００９１】その結果、ＯＣＩＦの等電点は約ｐＩ９で
あり、一方ＯＣＩＦ及びＤＳ５からなる複合体（処方２
２）の等電点は約ｐＩ６．５であった。
実施例４．ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸からなる複合
体におけるＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸の分子比の算
出
本実施例において用いられた抗ヒトＯＣＩＦモノクロー
ナル抗体は、ＷＯ９９／１５６９１号公報記載の方法に
より作製された。すなわち、精製したモノマー型及びホ
モダイマー型ＯＣＩＦを抗原として、Ｂａｌｂ／ｃマウ
スに免疫した後、同マウスを解剖して摘出した脾臓から
分離した脾臓細胞をマウスミエローマ細胞Ｐ３ｘ６３－
ＡＧ８．６５３と細胞融合させた。得られたハイブリド
ーマのうち、抗ヒトＯＣＩＦ抗体を産生しているものを
ＯＣＩＦを固相化した酵素免疫測定法により選択した。
更に限外希釈法によるクローニングを３～５回繰り返す
ことにより安定な抗体生産ハイブリドーマを樹立した。
これら抗体生産ハイブリドーマをそれぞれ培養し、Ｂａ
ｌｂ／ｃマウスの腹腔内に移植した。２週間後、蓄積し
た腹水を採取し、プロテインＡカラム（ファルマシア
社）を用いたクロマトグラフィーによる精製を行うこと

により、モノマー型ＯＣＩＦ及びホモダイマー型ＯＣＩ
Ｆを等しく認識するＯＩ－１９抗体あるいはＯＩ－４抗
体、またホモダイマー型ＯＣＩＦのみを特異的に認識す
るＯＩ－２６抗体を得て、以下の実験に用いた。
１）パーオキシダーゼで標識した抗ヒトＯＣＩＦモノク
ローナル抗体ＯＩ－４原液の調製
当該抗体の酵素標識は、ＥＺ－Ｌｉｎｋ  Ｍａｌｅｉｍ
ｉｄｅ  Ａｃｔｉｖａｔｅｄ  Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
  Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ  Ｋｉｔ（ピアース社製）を用
い、該キットのプロトコルＩＩに従って行った。
【００９２】ＷＯ９９／１５６９１号公報に記載の方法
に従って精製された抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体
ＯＩ－４（ハイブリドーマＯＩ－４（ＦＥＲＭ  ＢＰ－
６４１９）により生産される。）を１０ｍＭリン酸緩衝
液（ｐＨ７．６）を用いて１ｍｇ／ｍｌとなるように希
釈したもの１ｍｌに、上記キットに添付されたＮ－スク
シニミジル  Ｓ－アセチルチオアセテートを、ジメチル
フォルムアミドにて使用直前に１０ｍｇ／ｍｌとなるよ
うに溶解したもの４μｌを添加し、室温にて３０分間保
温した。ここに、予め５ｍｇのヒドロキルアミン塩酸塩
を上記キットに添付されたＭａｌｅｉｍｉｄｅ  Ｃｏｎ
ｊｕｇａｔｉｏｎ  Ｂｕｆｆｅｒ１００μｌへ使用直前
に溶解した溶液２０μｌを添加した後、室温にて２時間
保温した。当該反応液を、予め３０ｍｌのＭａｌｅｉｍ
ｉｄｅ  ＣｏｎｊｕｇａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒで平衡化
した、上記キットに添付されたポリアクリルアミド脱塩
カラム（容積１０ｍｌ）へ付し、Ｍａｌｅｉｍｉｄｅ  
ＣｏｎｊｕｇａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒで溶出し、０．５
ｍｌずつ分取した。当該抗体を含む７乃至１０番目の画
分を合併した。ここに、上記キットに添付されたＥＺ－
Ｌｉｎｋ  Ｍａｌｅｉｍｉｄｅ  Ａｃｔｉｖａｔｅｄ  
Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ  Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ  ５ｍ
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ｇを５００μｌの蒸留水に溶解したもの１００μｌを添
加し、室温にて１時間保温した後、等容のグリセロール
を添加し、－２０℃にて保存した。
【００９３】最終的に得られた溶液を、パーオキシダー
ゼで標識した抗ヒトＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－
４（以下、「ＰＯＤ－ＯＩ－４」という。）の原液とし
た。
２）ＯＣＩＦの定量
実施例１及び２に記載の各処方におけるＯＣＩＦ量を、
抗ＯＣＩＦモノクローナル抗体を用いたＥＬＩＳＡ法に
より測定した。
【００９４】９６穴マイクロタイタープレート（Ｍａｘ
ｉｓｏｒｐ：ＮＵＮＣ社製）上の各ウェルに、ＷＯ９９
／１５６９１号公報に記載の方法に従って得られた抗ヒ
トＯＣＩＦモノクローナル抗体ＯＩ－２６（ハイブリド
ーマＯＩ－２６（ＦＥＲＭＢＰ－６４２１）により生産
される。）を０．１Ｍ炭酸水素ナトリウム溶液へ５μｇ
／ｍｌとなるように溶解せしめたもの１００μｌを分注
し、シールして４℃にて１晩静置した。
【００９５】０．１％ポリソルベート２０を含有するＰ
ＢＳ（ｐＨ７．４）２５０μｌで、各ウェルを３回洗浄
した。
【００９６】希釈緩衝液（組成：０．２ＭＴｒｉｓ－塩
酸、４０％Ｂｌｏｃｋ  Ａｃｅ（大日本製薬（株）より
購入）、０．１％ポリソルベート２０：ｐＨ７．４）２
０μｌを各ウェルヘ添加し、室温にて２０分間保温した
・被検試料を希釈緩衝液を用いて適宜希釈した。検量線
作成のための標準溶液には既知濃度のＯＣＩＦを含有す
る希釈緩衝液を、対照には希釈緩衝液を、それぞれ用い
た。各被検試料５０μｌを各ウェルへ分注した。
【００９７】各ウェルに、１）で得られたＰＯＤ－ＯＩ
－４の原液を［０．２ＭＴｒｉｓ－塩酸、４０％Ｂｌｏ
ｃｋ  Ａｃｅ（大日本製薬（株）より購入）、０．１％
ポリソルベート２０（ｐＨ７．４）］で１５００倍希釈
したもの５０μｌを添加し、室温にて２時間静置した。
【００９８】反応後、０．１％ポリソルベート２０を含
有するｐｈｏｓｐｈａｔｅ  ｂｕｆｆｅｒｅｄ  ｓａｌ
ｉｎｅ（以下、「ＰＢＳ」という。：ｐＨ７．４）２５
０μｌで、各ウェルを４回洗浄した。
【００９９】０．１Ｍクエン酸と０．２Ｍリン酸水素２
ナトリウムを混合し、基質溶解液とした（ｐＨ４．
５）。
【０１００】ＯＰＤ錠（和光純薬（株）製）１３ｍｇに
基質溶解液３２．５ｍｌ及び過酸化水素水６．５μｌを
加えて溶解することにより得られた基質液１００μｌを
各ウェルへ添加し、アルミホイルで遮光し室温にて１５
分間静置した。
【０１０１】硫酸５０ｍｌに精製水２５０ｍｌを混合す
ることにより得られた反応停止液５０μｌを各ウェルへ*
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*添加した。
【０１０２】攪拌振とう器（タイターミキサーＭＢ－
１：Ｊａｐａｎ  Ｔｒｉｋａ社製）を用いて穏やかに攪
拌した後、マイクロプレートリーダー（ＳＰＥＣＴＲＡ
  ＦＬＵＯＲ：ＴＥＣＡＮ社製）を用いて波長λ４９０
ｎｍにおける試料溶液の吸光度を測定した。
【０１０３】標準溶液を用いて作成した検量線より、被
検試料中のＯＣＩＦ含有量を算出した。
３）デキストラン硫酸の定量
実施例１及び２に記載の各処方におけるデキストラン硫
酸量を、フェノール硫酸法により中性糖として測定し
た。
【０１０４】１０乃至６０μｇ／ｍｌ範囲の既知濃度の
ＤＳ５（名糖産業（株）製）又はＤＳ５０００（和光純
薬（株）製）を希釈溶液（組成：０．０１Ｍクエン酸、
０．３Ｍ塩化ナトリウム、０．０１％ポリソルベート８
０水溶液：ｐＨ６．０）に溶解し標準溶液とした。標準
溶液、試料溶液及び希釈溶液各０．２ｍｌを試験管へ分
注した。
【０１０５】該試験管へ５０ｍｇ／ｍｌフェノール水溶
液０．２ｍｌを分注し、速やかに攪拌した。
【０１０６】６０℃の水浴中で２０秒間保温した後、濃
硫酸１．０ｍｌを添加して速やかに攪拌した。
【０１０７】室温にて１０分間静置した後再度攪拌し、
室温にて２０分間静置した。
【０１０８】分光光度計（ＵＶ－２４０：島津製作所
（株）製）を用い、波長λ４９０ｎｍにおける各ウェル
の吸光度をそれぞれ測定した。
【０１０９】ヒトＯＣＩＦはそれ自体に糖鎖が結合して
いる。そこで、上記測定で得られたＯＣＩＦ及びデキス
トラン硫酸の複合体中の中性糖含量の値から、同様に測
定した原料のＯＣＩＦの中性糖含量の値を差し引くこと
により、ＯＣＩＦに結合したデキストラン硫酸の量を算
出した。
４）ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸の複合体におけるＯ
ＣＩＦ並びにデキストラン硫酸の分子比の算出
上記３）で得られた各処方におけるデキストラン硫酸の
量を上記２）で得られた各処方におけるＯＣＩＦの含有
量で除算することにより、ＯＣＩＦ１ｍｇに結合してい
るデキストラン硫酸の量を算出した。
【０１１０】次いで、ヒトＯＣＩＦ単量体を分子量６０
０００、ＤＳ５を分子量１９５０、ＤＳ５０００を分子
量５０００、ＤＳ１００００を分子量１００００とし
て、各処方におけるＯＣＩＦ単量体とデキストラン硫酸
の分子比を、ＯＣＩＦ単量体１分子当たりのデキストラ
ン硫酸の分子数として算出した。
【０１１１】結果を下記表４に示す。
【０１１２】
【表４】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
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処方名      複合体中のデキス        複合体中の、単量体としてのＯＣＩＦ

            トラン硫酸の量          及びデキストラン硫酸の分子比
          （μｇ／ｍｇＯＣＩＦ）                                      
  
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方１            ４８．７                  １：１．５
処方２          １００．２                  １：３．１
処方３            ３９．７                  １：１．２
処方４            ６２．０                  １：１．９
処方５          １３６．４                  １：４．３
処方６            ６０．７                  １：１．９
処方７            ５８．５                  １：１．８
処方８            ６０．３                  １：１．９
処方９            ６７．７                  １：２．１
処方１０          ９４．３                  １：２．９
処方１１          ６３．６                  １：２．０
処方１２          ６０．８                  １：１．９
処方１３        １４４．９                  １：４．５
処方１４        １１６．４                  １：３．６
処方１５        １２６．９                  １：４．０
処方１６        １４５．０                  １：４．５
処方１７        １１６．５                  １：３．６
処方１８          ４６．０                  １：１．４
処方１９          ６１．０                  １：１．９
処方２０          ６８．３                  １：２．１
処方２１        １１０．７                  １：３．４
処方２２        １００．３                  １：３．１
処方２３          ６５．８                  １：２．１
処方２４          ５８．２                  １：１．８
処方２５          ４３．８                  １：１．４
処方２６          ８０．１                  １：２．５
処方２７          ６１．８                  １：２．０
処方２８          ５７．１                  １：１．８
処方２９          ６９．３                  １：２．２
処方３０          ７７．１                  １：２．４
処方３１          ３４．５                  １：１．１
処方３２          ５３．０                  １：１．７
処方３３          ４７．４                  １：１．５
処方３４          ６２．２                  １：２．０
処方３５          ９６．２                  １：３．０
処方３６        １２２．５                  １：３．９
処方３７          ６７．８                  １：２．１
処方３８          ６９．５                  １：２．４
処方３９          ７８．０                  １：２．５
処方４０          ９８．４                  １：３．１
処方４１        １６１．２                  １：１．９
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
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実施例５．ＯＣＩＦ及びＤＳ５からなる複合体の結合安
定性
ＯＣＩＦ及びＤＳ５からなる複合体のゲル濾過による分
離とそれに続く濃縮を繰り返した後、実施例４の３）に

34
記載の方法に準じて該複合体中のデキストラン硫酸の量
を測定した。
１）保温
ＷＯ９６／２６２１７号公報に記載の方法に従って得ら
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れた組換型ヒトＯＣＩＦ（２量体）を、０．１５Ｍ塩化
ナトリウムを含有する１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液
（ｐＨ６．０）へ、５ｍｇ／ｍｌの濃度に溶解せしめ
た。この水溶液にＤＳ５を終濃度１５０ｍｇ／ｍｌとな
るように溶解し、水酸化ナトリウムを添加してｐＨ１
０．５に調整した。得られた水溶液を４℃にて７日間保
温した。
２）ゲルろ過（１回目）
保温後の水溶液を実施例１に記載の方法でゲルろ過し
た。保持時間約２８乃至３６分の溶出液を分取した。Ｏ
ＣＩＦと結合していないＤＳ５は保持時間約５０乃至７
０分に溶出された。溶出液中のタンパク質量を実施例７
の１）に記載のロウリー（Ｌｏｗｒｙ）法により、また
溶出液の糖含量を実施例４の３）に記載のフェノール硫
酸法によりそれぞれ測定した。
３）ゲルろ過（２回目）
２）で回収された溶出液を、セントリプレップ（ＹＭ－
３０、３０，０００ＭＷカットオフ：アミコン社製）２
本に分け、遠心分離装置（ｈｉｍａｃＣＴ６０：日立製
作所（株）製）を用いて２０００ｒｐｍにて２０分間遠*
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*心操作を行った。セントリプレップのろ過膜にてろ過さ
れなかった分画を回収した。回収された溶液を２）に記
載の方法で再度ゲルろ過し、保持時間約２８乃至３６分
の溶出液を分取した。溶出液のタンパク質濃度及び糖含
量を２）に記載の方法によりそれぞれ測定した。
４）ゲルろ過（３回目）
３）で回収された溶出液を、セントリプレップ（ＹＭ－
３０、３０，０００ＭＷカットオフ：アミコン社製）２
本に分け、遠心分離装置（ｈｉｍａｃＣＴ６０：日立製
作所（株）製）を用いて２０００ｒｐｍにて２０分間遠
心操作を行った。セントリプレップのろ過膜にてろ過さ
れなかった分画を回収した。回収された溶液を前記２）
に記載の方法で再度ゲルろ過し、保持時間約２８乃至３
６分の溶出液を分取した。溶出液のタンパク質濃度及び
糖含量を前記２）に記載の方法によりそれぞれ測定し
た。
【０１１３】結果を下表５に示す。
【０１１４】
【表５】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
    ゲルろ過        複合体中の、単量体としてのＯＣＩＦ
                    及びデキストラン硫酸の分子比
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
  １回目                      １：２．２
  ２回目                      １：２．３
  ３回目                      １：２．１
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―

表５に示す通り、本実施例において製造されたＯＣＩＦ
及びＤＳ５からなる複合体中のＯＣＩＦ及びＳ５の結合
は、本実施例の条件下において安定であることが示され
た。
実施例６．ＯＣＩＦ及びＤＳ５からなる複合体のヘパリ
ン吸着力
１）ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸からなる複合体のヘ
パリンカラムへの吸着
以下のカラム操作は全て４ｍｌ／ｍｉｎの流速で行っ
た。
【０１１５】ヘパリンカラム（ＨｉＴｒａｐ  Ｈｅｐａ
ｒｉｎ  ＨＰ  ｃｏｌｕｍｎ、Ｌｏｔ．２８９２１２，
Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃ
ｈ社製）を、０．７Ｍ濃度の塩化ナトリウムを含有する
１０ｍＭリン酸ナトリウム・カリウム緩衝液（ｐＨ７．
０：以下、「リン緩衝液」という。）５ｍｌで予め平衡
化した。次いで、実施例１に記載の処方６乃至８、処方
２２、２４、２５及び２７のいずれか一つを、タンパク
質濃度（実施例７の１）に記載の方法により測定）が
０．１ｍｇ／ｍｌとなるように前記リン酸緩衝液を用い
て希釈し、前記カラムへ添加した後、溶出液［Ａ］１ｍ
ｌを分取した。次いで、前記カラムにリン酸緩衝液５ｍ

ｌを添加し、溶出液［Ｂ］５ｍｌを分取した。次いで、
前記カラムに２．０Ｍ濃度の塩化ナトリウムを含むリン
酸緩衝液４ｍｌを添加し、溶出液［Ｃ］４ｍｌを分取し
た。
２）ヘパリンカラム溶出液中のＯＣＩＦの定量
９６穴マイクロタイタープレート（Ｍａｘｉｓｏｒｐ：
ＮＵＮＣ社製）上の各ウェルへ、抗ヒトＯＣＩＦモノク
ローナル抗体  ＯＩ－１９（ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２
０）を０．１Ｍ濃度の炭酸水素ナトリウム水（ｐＨ９．
６）へ１０μｇ／ｍｌとなるように溶解せしめたもの１
００μｌを分注し、次いでシールした後４℃にて一晩保
温した。抗体溶液をデカントにより除去し、各ウェルに
３００μｌのブロッキング緩衝液（５０％Ｂｌｏｃｋ  
Ａｃｅ：大日本製薬（株）より購入）を添加し、室温に
て２時間保温した。ＳＥＲＡ  ＷＡＳＨＥＲ（Ｂｉｏ  
Ｔｅｃ社製、ＭＷ－９６Ｒ）を用いて、０．１％ポリソ
ルベート２０を含有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）３００μ
ｌで各ウェルを３回洗浄した。
【０１１６】１）で得られた溶出液［Ａ］、［Ｂ］又は
［Ｃ］を、希釈緩衝液（組成：０．２ＭＴｒｉｓ－塩
酸、４０％Ｂｌｏｃｋ  Ａｃｅ、１０μｇ／ｍｌ濃度の
マウス免疫グロブリンＧ、０．１％ポリソルベート２０
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（ｐＨ７．４）を用いて適宜希釈して１２０μｌとし、
等容の精製水を添加して混合した。対照として、既知濃
度のＯＣＩＦ２量体溶液を希釈緩衝液で適宜希釈して１
２０μｌとし、等容に精製水を加えて混合した。
【０１１７】このようにして得られた被検試料のうち１
００μｌを各ウェルに添加し、攪拌振盪器（マイクロプ
レートミキサーＮＳ－Ｐ：井内盛栄堂（株）製）を用い
て、穏やかに振盪しつつ室温にて２時間保温した。次い
で、ＳＥＲＡ  ＷＡＳＨＥＲを用いて、０．１％ポリソ
ルベート２０を含有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）３００μ
ｌで各ウェルを６回洗浄した。次いで、実施例４の１）
で得られたＰＯＤ－ＯＩ－４の原液を抗体希釈液（組
成：０．２Ｍ  Ｔｒｉｓ－塩酸、２５％Ｂｌｏｃｋ  Ａ
ｃｅ：大日本製薬（株）より購入、１０μｇ／ｍｌマウ
ス免疫グロブリンＧ、０．１％ポリソルベート２０、ｐ
Ｈ７．４）で１００００倍希釈したもの１００μｌを添
加し、前記攪拌振盪器を用いて穏やかに振盪しつつ、室
温にて２時間保温した。次いで、ＳＥＲＡ  ＷＡＳＨＥ
Ｒを用いて、０．１％ポリソルベート２０を含有するＰ
ＢＳ（ｐＨ７．４）３００μｌで各ウェルを６回洗浄し
た。
【０１１８】各ウェルに基質溶液（ＴＭＢ  ｓｏｌｕｂ*
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*ｌｅ  ｒｅａｇｅｎｔ：Ｓｃｙｔｅｋ社製）１００μｌ
を添加し、前記攪拌振盪器を用い穏やかに振盪しつつ、
室温にて１０乃至１５分間保温した。各ウェルに反応停
止液（ＴＭＢ  ｓｔｏｐ  ｂｕｆｆｅｒ：Ｓｃｙｔｅｋ
社製）１００μｌを添加した。
【０１１９】攪拌振盪器を用い、約１分間て穏やかに振
盪した後、マイクロプレートリーダー（ＳＰＥＣＴＲＡ
  ＴＨＥＲＭＯ：ＴＥＣＡＮ社製）を用いて波長λ４５
０ｎｍにおける各ウェルの吸光度を測定した。濃度既知
のＯＣＩＦ溶液を用いて作成した検量線から、ヘパリン
カラム溶出液中のＯＣＩＦ濃度を算出した。
【０１２０】１）で得られた溶出液［Ａ］、［Ｂ］及び
［Ｃ］中に含まれるＯＣＩＦ及びＤＳ５からなる複合体
の量で溶出液［Ｃ］中に含まれるＯＣＩＦ及びＤＳ５か
らなる複合体の量を除算することにより得られた数値
を、ヘパリン吸着力として表６にまとめた。
【０１２１】対照として、実施例１において取得された
ＯＣＩＦ原体についても同様の測定を行い、ヘパリン吸
着力を算出した。
【０１２２】
【表６】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方名                            ヘパリン吸着力
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方６                                ０．４５１
処方７                                ０．１８３
処方８                                ０．１５３
処方２２                              ０．２６４
処方２４                              ０．０７２
処方２５                              ０．６１１
処方２７                              ０．１４１
ＯＣＩＦ                              ０．９９８
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―

実施例７．ＯＣＩＦ及びＤＳ５からなる複合体の免疫学
的検出率の算出
１）タンパク質量の測定
実施例１に記載の処方６乃至８、処方２２、２４、２５
及び２７のいずれか一つを、タンパク質濃度が約０．１
ｍｇ／ｍｌとなるよう前記リン酸緩衝液を用いて希釈
し、ロウリー法に準じてタンパク質量を測定した。
【０１２３】硫酸銅（ＩＩ）五水和物（和光純薬工業
（株）製）０．２ｇを水へ溶解せしめ、終容積５０ｍｌ
とした。酒石酸ナトリウム二水和物（和光純薬工業
（株）製）０．４ｇを水へ溶解せしめ、終容積５０ｍｌ
とした。炭酸ナトリウム（和光純薬工業（株）製）２０
ｇを水に溶解せしめ、終容積１００ｍｌとした。
【０１２４】０．４ｇ／ｄｌ硫酸銅溶液、０．８ｇ／ｄ
ｌ酒石酸ナトリウム溶液及び炭酸ナトリウム溶液を、
１：１：２の容積比率で使用直前に混合した。（以下、

「Ａ液」という。）
ラウリル硫酸ナトリウム（ナカライテスク（株）製）１
０ｇを水へ溶解せしめ、終容積２００ｍｌとした（以
下、「Ｂ液」という。）。
【０１２５】水酸化ナトリウム（和光純薬工業（株）
製）３．２ｇを使用直前に水へ溶解せしめ、終容積１０
０ｍｌとした（以下、Ｃ液という。）
Ａ液、Ｂ液およびＣ液を、１：２：１の容積比率で使用
直前に混合した。
【０１２６】フォーリン・チオカルトフェノール試薬
（和光純薬工業（株）製）および水を、１：５の容積比
率で使用直前に混合した。
【０１２７】クエン酸三ナトリウム二水和物（和光純薬
工業（株）製）２．７６ｇ、クエン酸一水和物（和光純
薬工業（株）製）０．１３ｇ、塩化ナトリウム１７．５
ｇ及びポリソルベート８０ ０．１ｇを水へ溶解せし
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め、終容積１Ｌとした（ｐＨ６．９、以下、「希釈液」
という。
【０１２８】希釈液９．５ｍｌを、タンパク質定量用ウ
シ血清アルブミン標準溶液（ｂｏｖｉｎｅ  ｓｅｒｕｍ
  ａｌｂｕｍｉｎ：以下「ＢＳＡ」という。：ピアース
社製）の２ｍｇ／ｍｌ水溶液５００μｌへ加えた（以
下、１００μｇ／ｍｌ標準溶液）。希釈液３．５ｍｌ、
３ｍｌ、２．５ｍｌ又は２ｍｌを、１００μｇ／ｍｌ標
準溶液１．５ｍｌ、２ｍｌ、２．５ｍｌ又は、３ｍｌへ
それぞれ加えた（以下、３０μｇ／ｍｌ標準溶、４０μ
ｇ／ｍｌ標準溶、５０μｇ／ｍｌ標準溶、６０μｇ／ｍ
ｌ標準溶液）。希釈液３ｍｌを、６０μｇ／ｍｌ標準溶
液１．５ｍｌへ加えた（以下、２０μｇ／ｍｌ標準溶
液）。
【０１２９】被検試料は、タンパク質濃度として約４０
μｇ／ｍｌとなるよう、希釈液で適宜希釈した。
【０１３０】標準溶液（２０μｇ／ｍｌ標準溶液、３０
μｇ／ｍｌ標準溶液、４０μｇ／ｍｌ標準溶液、５０μ
ｇ／ｍｌ標準溶液、又は、６０μｇ／ｍｌ標準溶液）、
希釈された被検試料（ｎ＝３）および対照（希釈液）各
１ｍｌを試験管に採取し、アルカリ性銅試液１ｍｌを加
えて直ちに混合した。室温で正確に１０分間放置したの
ち、希フォーリン・チオカルトフェノール試液０．５ｍ
ｌを加えて直ちに混合した。室温にて３０分間放置した
のち、水を対照とし、ブランク、標準溶液および試料溶
液の波長７５０ｎｍにおける吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎ
ｃｅ）を層長１０ｍｍの石英セルを用いて、紫外可視分
光光度計（Ｌａｍｂｄａ２０：パーキンエルマー社製）*
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*により測定した。標準溶液を用いて作製した検量線よ
り、被検試料中のタンパク質量をＢＳＡ換算値として算
出した。
２）ＥＬＩＳＡによる免疫学的測定
実施例１に記載の処方６乃至８、処方２２、２４、２５
及び２７のいずれか一つを、タンパク質濃度が約０．１
ｍｇ／ｍｌとなるよう前記リン酸緩衝液を用いて希釈
し、実施例６に記載のＥＬＩＳＡ法によりタンパク質量
をそれぞれ測定した。
３）免疫学的検出率の算出
２）においてＥＬＩＳＡにより測定されたタンパク質量
を、１）においてロウリー法により測定されたタンパク
質量で除算した値を、免疫学的検出率として表７にまと
めた。
【０１３１】対照として、実施例１において取得された
ＯＣＩＦ原体についても同様の測定を行い、免疫学的検
出率を算出した。
【０１３２】なお、２）においてＥＬＩＳＡにより測定
されたタンパク質量をＯＣＩＦの分子量で除算すること
により得られるＯＣＩＦ物質の分子数を、１）において
ロウリー法により測定されたタンパク質量をＯＣＩＦの
分子量で除算することにより得られるＯＣＩＦの分子数
で除算することにより、同じく免疫学的検出率を算出す
ることができる。
【０１３３】結果を表７にまとめた。
【０１３４】
【表７】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方名                    （ＥＬＩＳＡ法による測定値）／
                          （Ｌｏｗｒｙ法による測定値）
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方６                              １．０７
処方７                              ０．７４
処方８                              ０．８８
処方２２                            １．０６
処方２４                            １．０２
処方２５                            ０．８７
処方２７                            １．０４
ＯＣＩＦ                            １．０６
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―

試験例１．ＯＣＩＦ及びデキストラン硫酸からなる複合
体の血中滞留性
１）実験動物への注射剤の投与と採血
ウィスター系雌性ラット５週齢（体重約１００ｇ）を１
晩絶食させた。
【０１３５】実施例１に記載の処方１乃至４０、実施例
２に記載の処方４１並びに参考例１に記載の参考処方１
及び２のいずれか一つを、０．０１％ポリソルベート８
０を含有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）で適宜希釈して注射

剤とし、２ｍｌ／体重ｋｇとなるようにラット尾静脈内
に単回投与した。投与後６時間経過した時点でラット心
臓より採血した。
２）血清の分画とＯＣＩＦの定量
血液を室温にて３０分静置することにより凝固させた
後、直径１０ｃｍローターを使用した１４０００ｒｐｍ
３分間の遠心分離により血清を上清として得た。
３）血清中のＯＣＩＦの定量
９６穴マイクロタイタープレート（Ｍａｘｉｓｏｒｐ：
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ＮＵＮＣ社製）上の各ウェルに、抗ヒトＯＣＩＦモノク
ローナル抗体  ＯＩ－１９（ＷＯ９９／１５６９１号公
報参照参照：ＦＥＲＭ  ＢＰ－６４２０）を０．１Ｍ炭
酸水素ナトリウム溶液へ１０μｇ／ｍｌとなるように溶
解せしめたもの１００μを分注し、シールして４℃にて
１晩静置した。次いで、抗体溶液をデカントにより除去
し、各ウェルに３００μｌのブロッキング緩衝液（５０
％Ｂｌｏｃｋ  Ａｃｅ：大日本製薬（株）より購入）を
添加し、室温２時間静置した。次いで、０．１％ポリソ
ルベート２０を含有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）３００μ
ｌで、各ウェルを３回洗浄した。次いで、被検血清２０
μｌに、精製水１００μｌ及び希釈緩衝液（組成：０．
２ＭＴｒｉｓ－塩酸、４０％Ｂｌｏｃｋ  Ａｃｅ：大日
本製薬（株）より購入）、１０μｇ／ｍｌマウスイイム
ノグロブリンＧ、０．１％ポリソルベート２０：ｐＨ
７．４）１２０μｌを添加、混合した。対照として、２
０μｌの蒸留水に、水１００μｌ及び既知濃度のＯＣＩ
Ｆ２量体を含有する希釈緩衝液１２０μｌを添加して混
合した。これらの被検試料１００μｌを各ウェルに添加
し、室温にて２時間保温した。次いで、０．１％ポリソ
ルベート２０を含有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）３００μ
ｌで、各ウェルを６回洗浄した。次いで、各ウェルに、
実施例４の１）で得られたＰＯＤ－ＯＩ－４の原液を
［０．２Ｍ  Ｔｒｉｓ－塩酸、２５％Ｂｌｏｃｋ  Ａｃ
ｅ（大日本製薬（株）より購入）、１０μｇ／ｍｌマウ
スイムノグロブリンＧ、０．１％ポリソルベート２０ *
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*（ｐＨ７．４）］で１０００倍希釈したもの１００μｌ
を添加し、室温にて２時間保温した。次いで、０．１％
ポリソルベート２０を含有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）３
００μｌで、各ウェルを６回洗浄した。次いで、各ウェ
ルに、基質溶液（ＴＭＢ  ｓｏｌｕｂｌｅｒｅａｇｅｎ
ｔ：Ｓｃｙｔｅｋ社製）１００μｌを添加し、室温にて
１０乃至１５分間保温した。次いで、各ウェルに反応停
止液（ＴＭＢ  ｓｔｏｐ  ｂｕｆｆｅｒ：Ｓｃｙｔｅｋ
社製）１００μｌを添加した。攪拌振とう器（マイクロ
プレートミキサーＮＳ－Ｐ：井内盛栄堂（株）製）を用
いて穏やかに攪拌した後、マイクロプレートリーダー
（ＳＰＥＣＴＲＡ  ＴＨＥＲＭＯ：ＴＥＣＡＮ社製）を
用いて波長λ４５０ｎｍにおける各ウェルの吸光度を測
定した。
【０１３６】標準溶液を用いて作成した検量線より、被
検血清中のＯＣＩＦ濃度を算出した。
【０１３７】１）で調製した各注射剤中のＯＣＩＦ濃度
を、血清の場合と同様に測定することにより、単位体重
当たりのＯＣＩＦの投与量（ｍｇ／ｋｇ）として算出し
た。
４）各処方の血中滞留性
前記２）で得られた血清中のＯＣＩＦ及びＤＳからなる
複合体の量を、前記３）記載の方法に従って測定した。
【０１３８】結果を表８にまとめた。
【０１３９】
【表８】

―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方            投与量            血清中濃度          補正血清中濃度＊

            （OCIF mg/kg）      （OCIF ng/ml）      
  （OCIF ng/ml）    
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
処方１          ０．５              ２１３
処方２          ０．５              ３５０
処方３          ０．５              １９１
処方４          ０．５              ３７０
処方５          ０．５              ３０５
処方６          ０．５              ２０９
処方７          ０．５              ３７１
処方８          ０．５              ５７１
処方９          ０．５              １６４
処方１０        ０．５              １７４
処方１１        ０．５              ２３５
処方１２        ０．５              ２４９
処方１３        ０．５              １７７
処方１４        ０．５              ２７１
処方１５        ０．５              ３１３
処方１６        ０．５              ３５９
処方１７        ０．５              ２６９
処方１８        ０．６              ４００                ３５１
処方１９        ０．４              ５２６                ６１４
処方２０        ０．４              ５５３                ７６０
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処方２１        ０．１              １３２                ６１１
処方２２        ０．６              ７５２                ６５１
処方２３        ０．５              ３４０
処方２４        ０．５              ８３０
処方２５        ０．５              １６５
処方２６        ０．５              ５７４
処方２７        ０．５              ５８４
処方２８        ０．５              ２２８
処方２９        ０．５              ２３１
処方３０        ０．５              ６２０
処方３１        ０．５              ３３８
処方３２        ０．５              ７７４
処方３３        ０．５              ８７９
処方３４        ０．５              ６６７
処方３５        ０．２              ３１８                ７９５
処方３６        ０．１              １１４                ５７０
処方３７        ０．５              ５３５
処方３８        ０．４              ６３１                ７８９
処方３９        ０．５              ３６６
処方４０        ０．５              ４２３
処方４１        ０．４              ４２３                ５０８
参考処方１      ０．５                ７５
参考処方２      ０．５                ２４
―――――――――――――――――――――――――――――――――――
―
＊補正血清中濃度は、単位体重当たりのＯＣＩＦの投与量を０．５ｍｇ／ｋｇ
に
換算したときの血清中濃度。

43
表８に示す通り、０．５ｍｇ／体重ｋｇを投与した場合
の、投与後６時間の血清中濃度は、従来公知の参考処方
１と比較して、２．２乃至１１．７倍高かった。
【０１４０】
【発明の効果】本発明の提供するＯＣＩＦ物質及び多糖
物質からなる複合体は血中滞留性に優れ、骨粗鬆症、高
カルシウム血症、癌の骨転移、慢性関節リウマチ等のリ
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ウマチによる骨減少、ステロイド投与による骨減少、多
発性骨髄腫、腎臓疾患に伴う減少又は高カルシウム血
症、腎性骨異栄養症、変形性関節症等の各種骨代謝異常
症の予防又は治療に有用である。
【０１４１】
【配列表】

                            SEQUENCE LISTING
<110>  Sankyo Company, Limited
<120>  A complex comprising OCIF
 and polysaccharide
<130>  2002047SW
<150>  JP 2001-198985
<151>  2001-06-29
<160>  1     
<170>  PatentIn version 3.1
<210>  1
<211>  401
<212>  PRT
<213>  Homo sapiens

<220>
<221>  SIGNAL
<222>  (-21)..(-1)
<223>  
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<220>
<221>  mat_peptide
<222>  (+1)..(+380)
<223>  
<400>  1
Met Asn Asn Leu Leu Cys Cys Ala Leu Val 
Phe Leu Asp Ile Ser Ile 
    -20                 -15                 -10              
   
Lys Trp Thr Thr Gln Glu Thr Phe Pro Pro 
Lys Tyr Leu His Tyr Asp 
-5              -1  1               5                   10    
  
Glu Glu Thr Ser His Gln Leu Leu Cys Asp 
Lys Cys Pro Pro Gly Thr 
            15                  20                  25          

Tyr Leu Lys Gln His Cys Thr Ala Lys Trp 
Lys Thr Val Cys Ala Pro 
        30                  35                  40              

Cys Pro Asp His Tyr Tyr Thr Asp Ser Trp 
His Thr Ser Asp Glu Cys 
    45                  50                  55                  

Leu Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Leu 
Gln Tyr Val Lys Gln Glu 
60                  65                  70                  75
  
Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu 
Cys Lys Glu Gly Arg Tyr 
                80                  85                  90      

Leu Glu Ile Glu Phe Cys Leu Lys His Arg 
Ser Cys Pro Pro Gly Phe 
            95                  100                 105       
  
Gly Val Val Gln Ala Gly Thr Pro Glu Arg 
Asn Thr Val Cys Lys Arg 
        110                 115                 120          
   
Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Asn Glu Thr 
Ser Ser Lys Ala Pro Cys 
    125                 130                 135              
   
Arg Lys His Thr Asn Cys Ser Val Phe Gly 
Leu Leu Leu Thr Gln Lys 
140                 145                 150                 1
55 
Gly Asn Ala Thr His Asp Asn Ile Cys Ser 
Gly Asn Ser Glu Ser Thr 
                160                 165                 170  
   
Gln Lys Cys Gly Ile Asp Val Thr Leu Cys 
Glu Glu Ala Phe Phe Arg 
            175                 180                 185      
   
Phe Ala Val Pro Thr Lys Phe Thr Pro Asn 
Trp Leu Ser Val Leu Val 
        190                 195                 200          
   
Asp Asn Leu Pro Gly Thr Lys Val Asn Ala 
Glu Ser Val Glu Arg Ile 
    205                 210                 215              
   

Lys Arg Gln His Ser Ser Gln Glu Gln Thr 
Phe Gln Leu Leu Lys Leu 
220                 225                 230                 2
35 
Trp Lys His Gln Asn Lys Asp Gln Asp Ile 
Val Lys Lys Ile Ile Gln 
                240                 245                 250  
   
Asp Ile Asp Leu Cys Glu Asn Ser Val Gln 
Arg His Ile Gly His Ala 
            255                 260                 265      
   
Asn Leu Thr Phe Glu Gln Leu Arg Ser Leu 
Met Glu Ser Leu Pro Gly 
        270                 275                 280          
   
Lys Lys Val Gly Ala Glu Asp Ile Glu Lys 
Thr Ile Lys Ala Cys Lys 
    285                 290                 295              
   
Pro Ser Asp Gln Ile Leu Lys Leu Leu Ser 
Leu Trp Arg Ile Lys Asn 
300                 305                 310                 3
15 
Gly Asp Gln Asp Thr Leu Lys Gly Leu Met 
His Ala Leu Lys His Ser 
                320                 325                 330  
   



(25) 特開２００３－１６０６０１

Lys Thr Tyr His Phe Pro Lys Thr Val Thr 
Gln Ser Leu Lys Lys Thr 
            335                 340                 345      
   
Ile Arg Phe Leu His Ser Phe Thr Met Tyr 
Lys Leu Tyr Gln Lys Leu 
        350                 355                 360          
   
Phe Leu Glu Met Ile Gly Asn Gln Val Gln 
Ser Val Lys Ile Ser Cys 
    365                 370                 375              
   

Leu 
380 
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