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(57)【要約】
　本発明は部分的に、骨リモデリングのプロセスと関係
がある特有かつ新たに同定した遺伝的ポリヌクレオチド
;そのポリヌクレオチドおよび対応するポリペプチドの
変異体および誘導体;ポリヌクレオチド、ポリペプチド
、変異体および誘導体の使用;ならびに骨リモデリング
障害によって引き起こされる症状を改善するための方法
および組成物に関する。特に開示するのは、破骨活性と
関係があるポリヌクレオチド、ポリペプチド、変異体お
よび誘導体の単離および同定、同定したポリヌクレオチ
ドの治療用標的としてのそれらの能力の確認、ならびに
病状の改善および研究目的でのポリヌクレオチド、ポリ
ペプチド、変異体および誘導体の使用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現される単離ポリヌク
レオチドであって、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される1種を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項２】
　前記実質的に同一であるポリヌクレオチドが配列番号1～配列番号33、85または86のい
ずれか1つの変異体である、請求項1に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項３】
　前記実質的に同一であるポリヌクレオチドが単離した非ヒトオルソログである、請求項
1または2に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項４】
　前記非ヒトオルソログが配列番号35を含む、請求項3に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項５】
　前記断片が、配列番号1～33、85または86のいずれか1つの核酸配列と実質的に相補的で
ある少なくとも10ヌクレオチドの配列を含む、請求項1に記載のポリヌクレオチド。
【請求項６】
　前記断片が配列番号42～45のいずれか1つからなる群から選択される、請求項5に記載の
ポリヌクレオチド。
【請求項７】
　RNA分子である、請求項1から6のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項８】
　DNA分子である、請求項1から6のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項９】
　請求項7または8のいずれか一項に記載のDNAまたはRNA分子を含むベクター。
【請求項１０】
　発現ベクターである、請求項9に記載のベクター。
【請求項１１】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現されるポリヌクレオ
チド配列のライブラリーであって、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
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　からなる群から選択される少なくとも1種を含むライブラリー。
【請求項１２】
　請求項11に記載のポリヌクレオチドのライブラリーを含む発現ライブラリーであって、
前記ポリヌクレオチドのそれぞれが発現ベクター内に含まれる発現ライブラリー。
【請求項１３】
　請求項11に記載のポリヌクレオチド配列のライブラリーを含むアレイ。
【請求項１４】
　骨疾患を予防するための医薬組成物であって、
　a)請求項1に記載の単離ポリヌクレオチドおよび
　b)薬剤として許容される担体
を含む医薬組成物。
【請求項１５】
　それを必要とする哺乳動物における骨疾患を予防するための方法であって、請求項1に
記載の単離ポリヌクレオチドまたは請求項14に記載の医薬組成物を前記哺乳動物に投与す
るステップを含む方法。
【請求項１６】
　前記哺乳動物が、骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機
能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ
症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病/症候群、チュー
マー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症
候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節
炎症、歯周病、くる病、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障
害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされる障害からなる群か
ら選択される状態に罹患している、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】
　骨疾患を治療するための医薬品を調製するための、請求項1に記載の単離ポリヌクレオ
チドの使用。
【請求項１８】
　a)請求項1に記載の単離ポリヌクレオチドおよび
　b)薬剤として許容される担体
を含む医薬組成物。
【請求項１９】
　骨疾患の診断における、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、
　g)a)～f)のいずれか1つの断片および;
　h)a)～g)のいずれか1つを含むライブラリー
　からなる群から選択される少なくとも1つのポリヌクレオチドの使用。
【請求項２０】
　骨リモデリングと関連がある状態を診断するためのキットであって、配列番号1～配列
番号33、85または86のいずれか1つと実質的に相補的である少なくとも1つの配列、配列番
号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム、およびそ
れら断片を含むキット。
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【請求項２１】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現される単離ポリペプ
チド配列であって、単離ポリペプチドが、
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペ
プチド、
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む、単離ポリペプチド配列。
【請求項２２】
　前記生物活性類似体が、前記配列中に少なくとも1つのアミノ酸置換を含む、請求項21
に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２３】
　請求項21または22のいずれか一項に記載のポリペプチドおよび薬剤として許容される担
体を含む医薬組成物。
【請求項２４】
　骨疾患を治療するための医薬品を調製するための、請求項21または22に記載の単離ポリ
ペプチドの使用。
【請求項２５】
　それを必要とする個体における骨疾患を治療するための方法であって、配列番号48～80
または配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリ
ペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの活性または発現を妨害することができ
る化合物を投与するステップを含む方法。
【請求項２６】
　前記哺乳動物が、骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機
能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ
症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病/症候群、チュー
マー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症
候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節
炎症、歯周病、くる病、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障
害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされる障害からなる群か
ら選択される状態に罹患している、請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　配列番号48～80または配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコー
ドされているポリペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの機能または発現を損
なうことができる阻害化合物を同定するための方法であって、前記ポリペプチドまたは前
記ポリペプチドを発現する細胞を候補化合物と接触させるステップ、および前記ポリペプ
チドの機能または発現を測定するステップを含み、それにより前記ポリペプチドの機能ま
たは活性の低下によって適切な阻害化合物が明確に同定される方法。
【請求項２８】
　前記損われる機能または活性が、破骨細胞の分化を促進する前記ポリペプチドの低下し
た能力と関係がある、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　前記破骨細胞の分化が誘導される、請求項28に記載の方法。
【請求項３０】
　前記細胞が前記ポリペプチドを自然に発現しない、また自然に発現されるポリペプチド
類似体の発現が抑制される、請求項27または28に記載の方法。
【請求項３１】
　外因性型の請求項1から8のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドまたは請求項21もし
くは22のいずれか一項に記載のポリペプチドを発現する細胞。
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【請求項３２】
　骨細胞である、請求項31に記載の細胞。
【請求項３３】
　破骨細胞である、請求項32に記載の細胞。
【請求項３４】
　a)配列番号48～80のいずれか1つを含む、またはそれからなるポリペプチド、および
　b)配列番号1～33もしくは配列番号85もしくは86のいずれか1つによってコードされてい
るポリペプチド、または前記ポリペプチドの少なくとも6アミノ酸の断片
　からなる群から選択されるポリペプチド配列を含むポリペプチドと特異的に結合するこ
とができる、単離または精製抗体およびその抗原結合断片。
【請求項３５】
　配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペプチド配列を含む
ポリペプチド、または前記ポリペプチドの少なくとも6アミノ酸の断片と特異的に結合す
ることができる、請求項35に記載の抗体。
【請求項３６】
　a)配列番号48～80のいずれか1つを含む、またはそれからなるポリペプチド、および
　b)配列番号1～33または配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポ
リペプチド、または前記ポリペプチドの少なくとも6アミノ酸の断片
　からなる群から選択されるポリペプチドと特異的に結合することができる抗体を産生す
るハイブリドーマ細胞。
【請求項３７】
　請求項34または35のいずれか一項に記載の抗体を含む組成物。
【請求項３８】
　a)配列番号48～80のいずれか1つを含む、またはそれからなるポリペプチド、および
　b)配列番号1～33もしくは配列番号85もしくは86のいずれか1つによってコードされてい
るポリペプチド、または前記ポリペプチドの少なくとも6アミノ酸の断片
　からなる群から選択されるポリペプチドの免疫原性断片で非ヒト動物を免疫処置するス
テップを含む、抗体を作製する方法。
【請求項３９】
　前記ポリペプチドが配列番号85または86のいずれか1つによってコードされている、請
求項38に記載の方法。
【請求項４０】
　ポリペプチドと特異的に結合する抗体を検出するための、請求項21または22に記載のポ
リペプチドの使用。
【請求項４１】
　請求項21または22に記載の少なくとも1つのポリペプチドと特異的に結合する抗体を検
出するためのイムノアッセイであって、
　a)哺乳動物由来の生物体液サンプルのサンプルを前記ポリペプチドと接触させるステッ
プ、および
　b)前記サンプル中のポリペプチドと抗体の免疫複合体の形成を検出するステップを含む
イムノアッセイ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は部分的に、骨リモデリングのプロセスと関係がある特有の新たに同定した遺伝
的ポリヌクレオチド;そのポリヌクレオチドおよび対応するポリペプチドの変異体および
誘導体;ポリヌクレオチド、ポリペプチド、変異体および誘導体の使用;骨粗しょう症、骨
減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機能低下症、甲状腺機能亢進症、性腺機
能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ症、副腎皮質機能
亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病/症候群、チューマー症候群、ゴー
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シェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症候群、ファンコニ
ー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節炎症、歯周病、く
る病(ビタミンD依存性、タイプIおよびII、およびX染色体関連低ホスファターゼ症くる病
を含む)、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障害、およびマ
クロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされる障害だけには限られないが、こ
れらを含めた骨リモデリング障害によって引き起こされる症状を改善するための方法およ
び組成物に関する。
【０００２】
　詳細には本発明は、活性破骨細胞のポリヌクレオチド発現プロファイル、破骨活性と関
係があるポリヌクレオチド、ポリペプチド、変異体および誘導体の単離および同定、同定
したポリヌクレオチドの治療用標的としてのそれらの能力の確認、および病状の改善およ
び研究目的、ならびに病状または病状が発症する素因の診断におけるポリヌクレオチド、
ポリペプチド、変異体および誘導体の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　骨は、骨およびヒト身体のミネラルの恒常性の構造的、機械的および生化学的完全性の
持続を必要とする機能的に異なる細胞集団からなる動的結合組織である。関連する主な細
胞型には、骨形成および骨質量の維持を担う骨芽細胞、および骨吸収を担う破骨細胞があ
る。骨芽細胞および破骨細胞は、骨リモデリングと呼ばれる動的プロセスにおいて働く。
これらの細胞のそれらの先祖からの発生および増殖は、骨のミクロ環境中で生成される増
殖因子およびサイトカインのネットワーク、ならびに全身性ホルモンによって支配されて
いる。骨リモデリングは個体の生存期間中続き、健康な骨組織およびミネラルの恒常性の
維持に必要不可欠である。このプロセスは大部分が平衡状態であり、全身性ホルモン、ペ
プチドおよび下流シグナル経路のタンパク質、局所の転写因子、サイトカイン、増殖因子
およびマトリクスリモデリング遺伝子の複雑な相互作用によって支配されている。
【０００４】
　骨リモデリングプロセスにおいて生じる任意の干渉または不均衡によって骨疾患が生じ
る可能性があり、最も一般的な骨障害は骨質量の実際の減少によって特徴付けられる。こ
の骨質量の減少の主な原因は、破骨細胞数および/または活性の増大である。最も一般的
なこのような疾患、およびおそらく最もよく知られているのは、特に更年期の発症後の女
性において生じる骨粗しょう症である。実際骨粗しょう症は、中年後期および老年女性に
おける骨格破壊の最も重大な根本の原因である。エストロゲンの欠乏は閉経後の骨粗しょ
う症の要因として強く示されてきているが、Frostによって40年より前に最初に記載され
たように(Frost H.M.1964)、リモデリングは局部的に制御されているプロセスであり、骨
格中の離散した塊において生じるという長期にわたる証拠が存在する。
【０００５】
　骨リモデリングは離散した塊において生じるので、局所で生成されるホルモンおよび酵
素は、骨吸収の開始および正常なリモデリングプロセスのために全身性ホルモンより重要
である可能性がある。このような局所の制御は、骨芽細胞および破骨細胞によってそれら
が作用するミクロ環境において媒介される。例えば、破骨細胞は骨マトリクスと結合し、
波状境界周囲のアクチン環により形成される密封帯によって境界が画される骨表面と、そ
れらの間に別の区画を形成する。多数の小胞が酵素を骨マトリクスに運び、部分的に消化
された骨マトリクスに内面化させる。密封帯内のミクロ環境にはリソソーム酵素が多量に
存在し、身体の正常な生理的pHと比較して非常に酸性である。波状境界膜はいずれも破骨
細胞の分化を担うRANK、RANKLの受容体、およびマクロファージ-コロニー刺激因子(M-CSF
)受容体、ならびに破骨細胞を早急に不活性状態にすることができるカルシトニン受容体
も発現する(Baron、R.2003)。
【０００６】
　依然として完全には理解されていない複雑な型の阻害および刺激では、成長ホルモン、
インスリン様増殖因子-1、性ステロイド、甲状腺ホルモン、PTHおよびプロスタグランジ
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ンE2などのカルシウム要求性ホルモン、さまざまなサイトカイン、インターロイキン-1β
、インターロイキン-6、および腫瘍壊死因子α、および1,25-ジヒドロキシビタミンD(カ
ルシトリオール)は、骨リモデリングプロセスにおいて調和的に作用する(Jilkaら、1992 
; Poliら、1994 ; Srivastavaら、1998 ; de Vemejoul 1996)。
【０００７】
　したがって、これらの特化細胞によって生じる特有の局所環境は、他の組織中および/
または他の組織中で発現されるポリヌクレオチドおよびポリペプチドのスプライス変異体
中で発現されない、いずれか特有の遺伝子配列の発現によるものであると理由付けること
は妥当である。破骨活性に特異的なポリヌクレオチド、ポリペプチド、ならびにその変異
体および誘導体の単離および同定は、リモデリングプロセスの明確に理解を可能にし、骨
リモデリングと関連する病状を治療するための組織特異的治療用標的を与えるはずである
。
【０００８】
　骨リモデリングと関連がある多くの疾患はあまり理解されておらず、一般に治療不能で
あるか、あるいは限られた程度でのみ治療可能である。例えば、骨関節炎を治療すること
は難しい、何故なら、痛みを軽減し冒された関節が変形状態になるのを防ぐことに関する
、治療法および治療焦点は存在しないからである。非ステロイド抗炎症薬(NSAID)を一般
に使用して、痛みを軽減する。
【０００９】
　他の例は、米国における使用に関してFDAにより承認されている現在の唯一の薬剤が骨
の破壊を予防する抗吸収薬である、骨粗しょう症である。エストロゲン補充療法剤は抗吸
収薬の一例である。他の例にはアレンドロネート(Fosamax-ビスホスホネート抗吸収薬)、
リセドロネート(Actonel-ビスホスホネート抗吸収薬)、ラロキシフェン(Evista-選択的エ
ストロゲン受容体調節物質(SERM))、カルシトニン(Calcimar-ホルモン)、および副甲状腺
ホルモン/テリパラチド(Forteo-カルシウム代謝の制御を手助けするヒトホルモン、副甲
状腺ホルモンの合成型)がある。
【００１０】
　アレンドロネートおよびリセドロネートなどのビスホスホネートは骨の表面に常に結合
し、破骨活性に干渉する。これによって骨芽細胞の再吸収率を増大させることが可能であ
る。最も一般的な副作用は悪心、腹部痛および緩い腸運動である。しかしながらアレンド
ロネートは、食道の過敏症および炎症、および幾つかの場合、食道の潰瘍を引き起こすこ
とも報告されている。リセドロネートはアレンドロネートと化学的に異なり、食道の過敏
症を引き起こす可能性が低い。しかしながら、幾つかの食品、カルシウム、鉄サプリメン
ト、ビタミンおよびミネラル、またはカルシウム、マグネシウム、またはアルミニウムを
含む酸中和剤はリセドロネートの吸収を低下させ、これによって有効性の消失をもたらす
可能性がある。
【００１１】
　ラロキシフェンおよび他のSERMS(タモキシフェンなど)の、最も一般的な副作用は顔面
潮紅である。しかしながら、ラロキシフェンおよび他のホルモン補充療法剤は、深部静脈
血栓症および肺塞栓症を含めた凝血、心臓血管疾患および癌の危険を増大させることが示
されてきている。
【００１２】
　カルシトニンは、骨密度の増大および骨の強化において、エストロゲンおよび他の抗吸
収薬ほど有効ではない。注射用または鼻腔スプレー用カルシトニンの一般的な副作用は、
悪心および潮紅である。患者は鼻過敏症、鼻水、または鼻血を発症する可能性がある。注
射用カルシトニンは、注射部位における局部的な皮膚の発赤、皮膚の発疹、および潮紅を
引き起こす可能性がある。
【００１３】
　骨リモデリングに関する幾つかの障害または病状間の関連を例証する状況は、パジェッ
ト病を治療するためにFDAによって最初に承認されたエチドロネート(ジドロネル)を使用
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する状況である。パジェット病は、無秩序かつ加速的な骨のリモデリングによって特徴付
けられる骨疾患であり、骨の弱化および痛みをもたらす。ジドロネルは「オフラベル」で
使用されてきており、かつ幾つかの試験では、確定した骨粗しょう症を有する閉経後の女
性の骨密度を増大させることが示されている。ジドロネルは、長期のステロイド療法(プ
レドニソンまたはコルチゾンなど)を必要とする患者の、骨の消失を予防する際に有効で
あることも見出されてきている。しかしながら、高用量のジドロネルまたはその連続的使
用は、骨軟化症と呼ばれる他の骨疾患を引き起こす可能性がある。骨粗しょう症と同様に
、骨軟化症は骨折の危険性が高い弱い骨をもたらす可能性がある。骨軟化症に関する懸念
、および骨折率の低下に関する研究が依然として不充分であるために、米国FDAはジドロ
ネルを骨粗しょう症の治療用に承認していない。
【００１４】
　骨粗しょう症療法は、骨の消失率を低下させる抗吸収薬に主に焦点を合わせてきている
が、新興療法は単に骨を維持するかあるいはその劣化を遅らせる代わりに、骨のミネラル
密度を増大させる際に有望性を示す。骨粗しょう症初期段階用のパイプライン化合物は、
新しい治療クラスの薬剤候補、特にカテプシンK阻害剤、オステオプロテゲリンおよびカ
ルシウム受容体アンタゴニストならびに新規のビスホスホネートから主になる。これらの
幾つかは、骨の生物学の深い理解に基づきゲノムプログラムを利用して新規の薬剤を開発
している例であり、これらは長期間の骨障害の治療の様相を変える可能性を有する。
【特許文献１】米国特許第5,712,127号
【特許文献２】米国特許出願第11/000,958号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　したがって、骨のリモデリングプロセスをさらに理解して、骨のリモデリングおよび関
連障害の療法の診断、予後、治療、予防および評価に有用である新たな組成物を提供する
必要性が依然として存在する。ポリヌクレオチドの発現パターンを分析するための方法が
開発されてきており、これを適用して骨のリモデリングと特に関係があるポリヌクレオチ
ド、ポリペプチド、変異体および誘導体を同定する。
【００１６】
　本発明は、これらおよび他の必要性に見合うよう努める。
【００１７】
　本発明の記載は幾つかの文書を参照し、その内容は参照によりその全容を本明細書に組
み込む。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明は、骨リモデリングのプロセスと関係がある配列、そのような配列のオープンリ
ーディングフレーム、実質的に同一である配列(例えば、変異体(例えば、対立遺伝子変異
体)、非ヒトオルソログ)、実質的に相補的である配列および前述のいずれか1つの断片を
含むポリヌクレオチドに関する。
【００１９】
　本発明は、その生物活性類似体および生物活性断片を含めた、骨リモデリングのプロセ
スと関係がある配列を含むポリペプチドに関する。本発明はさらに、骨のリモデリングお
よび関連障害の療法の診断、予後、治療、予防および/または評価に有用である組成物に
関する。
【００２０】
　さらに本発明は、ポリヌクレオチドの発現パターンを分析するための方法に関するもの
であり、骨のリモデリングと特に関係があるポリヌクレオチド、ポリペプチド、変異体お
よび誘導体の同定においてこれを適用する。
【００２１】
　本発明は、破骨細胞のポリヌクレオチド発現プロファイル、破骨活性と関係があるポリ
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ヌクレオチド、その対応するポリペプチド、変異体および誘導体の単離および同定、治療
用標的としてのそれらの能力に関するこれらの同定した要素の確認、ならびに病状を改善
するための前記ポリヌクレオチド、ポリペプチド、変異体および誘導体の使用に関する。
【００２２】
　本発明の目的は、単離および同定されているポリヌクレオチドおよび/または関連ポリ
ペプチドを提供することである。より詳細には、本発明は、破骨細胞において非常に特異
的な形式で上方制御されることが示されている、配列番号1～33、配列番号85または配列
番号86のいずれか1つ、それらのコード配列(オープンリーディングフレーム)実質的に同
一である配列(例えば、変異体、オルソログ(例えば、配列番号35))、実質的に相補的であ
る配列、および配列番号48～80のいずれか1つを含む関連ポリペプチド、および配列番号8
5または配列番号86によってコードされているポリペプチドを含むかあるいはそれらから
なる、(単離または実質的に精製された)ポリヌクレオチドを提供する。本発明はさらに、
ポリペプチド類似体、変異体(例えば、配列番号81)およびそれらの断片に関する。
【００２３】
　NSEQは本発明のポリヌクレオチド配列を一般に指し、例えば配列番号1～33、配列番号8
5または配列番号86を含み、一方PSEQは本発明のポリペプチド配列を一般に指し、例えば
配列番号48～82および配列番号85または配列番号86によってコードされているポリペプチ
ドを含む。当然ながら、NSEQは配列番号1～33、配列番号85または配列番号86、例えばそ
れらのコード配列、相補配列から設計または誘導されるポリヌクレオチド配列も含むこと
は理解されるはずである。このような配列の非制限的な例は本明細書に開示する(例えば
配列番号42～45)。
【００２４】
　本明細書で使用する用語「NSEQ」は、配列番号1～33、85または86のいずれか1つ(例え
ば、単離形)を含むかあるいはそれらからなる、あるいは配列番号1～33、85または86のい
ずれか1つの断片を含むかあるいはそれらからなる、ポリヌクレオチド配列を一般に指す
。用語「NSEQ」は、より詳細には例えば非翻訳または翻訳不能部分を含まない可能性があ
る、配列番号1～33、85または86のいずれか1つの転写部分(すなわち、配列番号1～33、85
または86のいずれか1つのコード部分)を含むかあるいはそれらからなる、ポリヌクレオチ
ド配列を指す。用語「NSEQ」はさらに、前述のいずれか1つと実質的に同一である配列、
およびより詳細には非翻訳または翻訳不能部分を例えば含まない可能性がある、配列番号
1～33、85または86のいずれか1つの転写部分を含むかあるいはそれらからなるポリヌクレ
オチド配列と実質的に同一である配列を指す。用語「NSEQ」はさらに、ポリペプチドをコ
ードするかあるいはコードすることができる、配列番号1～33、85または86のいずれか1つ
のポリヌクレオチド配列領域を指す。用語「NSEQ」は、本明細書に記載するポリペプチド
のいずれか1つ、前述のいずれか1つのポリペプチド断片をコードすることができるポリヌ
クレオチド配列も指す。
【００２５】
　最後に、用語「NSEQ」は、前述のいずれか1つと実質的に相補的である配列も含む。
【００２６】
　用語「阻害NSEQ」は、配列番号1～33、85または86のいずれか1つと実質的に相補的であ
り、配列番号1～33、85または86のいずれか1つの断片と実質的に相補的であり、配列番号
1～33、85または86と実質的に同一である配列と実質的に相補的であり、かつより詳細に
は配列番号1～33、85または86のいずれか1つの転写部分と実質的に相補的であり(例えば
、非翻訳または翻訳不能部分を含まない可能性がある)、mRNAの転写あるいは対応する配
列番号1～33、85または86によってコードされているポリペプチドの発現に対する、軽減
あるいはさらに阻害作用を有する可能性がある配列を一般に指す。適切な「阻害NSEQ」は
、例えば非制限的に約10～約30個のヌクレオチド、約10～約25個のヌクレオチド、あるい
は約15～約20個のヌクレオチドを有する可能性がある。本明細書で使用する用語「ヌクレ
オチド」は、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドを意味する。代表的な実
施形態では、ヌクレオチド類似体の使用も本発明中に含まれる。
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【００２７】
　本発明は、その一態様において、(a)配列番号1～33または配列番号85または配列番号86
のいずれか1つ、(b)(a)のオープンリーディングフレーム、(c)(a)または(b)の完全相補配
列、および(d)(a)～(c)のいずれか1つの断片を含むポリヌクレオチドからなる群から選択
されるポリヌクレオチド配列と、少なくとも約80%～約100%(例えば80%、90%、95%など)の
配列同一性を有する単離ポリヌクレオチド配列に関する。
【００２８】
　本明細書で使用する用語「転写不能領域」は、例えばポリヌクレオチド配列のプロモー
ター領域(またはその一部分)、サイレンサー領域、エンハンサー領域などを含み得る。
【００２９】
　本明細書で使用する用語「翻訳不能領域」は、例えばポリヌクレオチド配列の開始部分
(開始コドンの上流、例えばAUG)、イントロン領域、停止コドンおよび/または停止コドン
の下流領域(ポリA尾部などを含む)を含み得る。
【００３０】
　本発明によって含まれる単離ポリヌクレオチド配列の相補配列は、例えば高ストリンジ
ェンシー条件下で(a)中のヌクレオチド配列のいずれか、または(b)とハイブリダイズする
相補配列であってよい。高ストリンジェンシー条件は、例えば5×SSC、5×Denhardt's溶
液、1%SDS、および100μg/mlの変性したサケ精子のDNA中での65℃におけるハイブリダイ
ゼーション反応を含むことができる。
【００３１】
　本発明によれば、例えば骨のリモデリングと関係がある疾患または障害の治療において
、ポリヌクレオチド配列を使用することができる。
【００３２】
　実験目的または骨のリモデリングと関係がある疾患または障害の診断目的で、サンプル
、細胞、組織などの中の、例えば単離ポリヌクレオチド(またはその相補配列またはその
断片)の存在を測定するためのプローブとして、ポリヌクレオチドの断片を使用すること
ができる。
【００３３】
　本発明はさらに、(実質的に精製および/または単離した)複数のポリヌクレオチドを含
む組合せに関する。ポリヌクレオチドは、骨のリモデリングと関係があることが知られて
いる1つまたは複数の遺伝子と同時発現することができる。さらに、複数のポリヌクレオ
チドは、例えば(a)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つ、(b)(a)
のオープンリーディングフレーム、(c)例えば非翻訳または翻訳不能部分を含まない可能
性がある、配列番号1～33、85または86のいずれか1つの転写部分を含む、またはそれから
なるポリヌクレオチド配列、(d)(a)～(c)のいずれか1つの相補配列、(e)高ストリンジェ
ンシー条件下で(a)～(d)のヌクレオチド配列のいずれか1つとハイブリダイズする配列、
および(f)(a)～(e)のいずれか1つの断片を含むポリヌクレオチドからなる群から選択する
ことができる。
【００３４】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリペプチドのいずれか1つをコードするポリヌ
クレオチドに関する。本発明によれば、ポリヌクレオチド(RNA、DNAなど)は、配列番号48
～80のいずれか1つからなる群から選択することができるポリペプチド、配列番号85また
は86によってコードされているポリペプチド、その類似体または断片(例えば生物活性断
片、免疫活性断片など)をコードすることができる。
【００３５】
　本発明はさらに、異種ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列と作動可能に連結し
ており、したがって融合ポリペプチドをコードする、本発明のポリヌクレオチドを含む単
離核酸分子に関する。
【００３６】
　本発明はさらに、配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のポリヌクレオチド、
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より詳細には配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリー
ディングフレーム、またはその一部分由来のポリヌクレオチドによってコードされるポリ
ペプチドに関する。本発明は、骨のリモデリングと関係があることが知られている1つま
たは複数の遺伝子と同時発現される遺伝子産物も含む。
【００３７】
　単離した自然に存在する対立遺伝子変異体、ならびに(例えば自然に存在するポリペプ
チドと比較して)1つまたは複数のアミノ酸置換、保存的または非保存的アミノ酸置換など
を含み得る生物活性変異体などの、(例えば組換えDNA技術または化学合成などによって作
製された)合成変異体も、本発明によって含まれる。
【００３８】
　本発明はさらに、発現ベクターなどの、本明細書に記載するポリヌクレオチドまたはそ
の断片を含む(哺乳動物、細菌、ウイルスなどの)ベクターを提供する。ベクターは、タグ
(例えば親和性タグ、HA、GST、Hisなど)をコードするポリヌクレオチドおよび/またはヌ
クレオチド配列の発現の制御に助力することができる、核酸配列をさらに含むことができ
る。
【００３９】
　本発明によれば、発現ベクターは、例えば以下の作動可能に連結したエレメント:
　a)転写プロモーター、
　b)(配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリーディン
グフレームを含み得る)ポリヌクレオチドセグメント、および
　c)転写ターミネーター
　を含むことができる。
【００４０】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリヌクレオチドを含む発現ベクター、発現ベク
ターで形質転換した宿主細胞、および本発明のポリペプチドを生成するための方法に関す
る。
【００４１】
　本発明はさらに、ポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチド断片を含むベクターに関す
る。本発明のポリヌクレオチドと実質的に相補的である配列(例えばsiRNA、shRNA)を含む
ことができるベクターは、したがって本発明によって含まれる。ベクターは、ポリヌクレ
オチドまたはポリヌクレオチド断片の転写を可能にする配列を含むことができる。
【００４２】
　より詳細には本発明は、遺伝子工学処理して本発明のポリヌクレオチド(相補配列およ
び断片含む)および/またはポリペプチドを含ませるかつ/あるいは発現させることが可能
である細胞をしたがって提供する。細胞は、例えば哺乳動物細胞、昆虫細胞、細菌細胞な
どであってよい。
【００４３】
　したがって本発明は、本明細書に記載するベクターを含むことができる宿主細胞を提供
する。細胞は、例えば哺乳動物細胞、昆虫細胞、細菌細胞などであってよい。細胞は、本
明細書に記載するポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドを発現することが
できる可能性があるか、あるいは発現する。
【００４４】
　本明細書に含まれる本発明のポリペプチドを生成する方法は、例えば遺伝子の転写また
はポリペプチドの発現を可能にする条件で、細胞を培養することを含む。ポリペプチドは
、例えば細胞溶解物から、あるいは細胞上清から回収することができる。
【００４５】
　本発明は、配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つ、そのコード配
列、その実質的に同一である配列、実質的に相補的である配列または断片を含む少なくと
も1つのポリヌクレオチドのアレイ上での使用に関する。複合体形成を可能にする条件下
で患者のサンプルとアレイをハイブリダイズさせ、複合体形成を検出し、および患者のサ
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ンプル中の複合体形成の量を正常および疾患組織の標準の量と比較するステップであって
、患者のサンプル中の複合体形成が骨リモデリングの疾患または障害の存在を示すステッ
プによる、骨リモデリングの疾患または障害の診断法においてアレイを使用することがで
きる。当然ながら、診断法における本発明のポリヌクレオチドの使用は、例えば特定のア
ッセイのみに依存するわけではない。1つまたは複数の配列を、当技術分野で知られてい
る従来使用される診断法において使用することができる。
【００４６】
　本発明はさらに、骨リモデリングの疾患または障害症状を改善する、あるいは骨疾患ま
たは障害を阻害するか遅延させる方法に関するものであり、この方法は骨リモデリングの
疾患または障害の症状を改善することができるように、あるいは疾患または障害を予防す
る、遅延させるあるいは低下させることが可能であるように、破骨細胞中の本明細書に記
載するポリヌクレオチド配列または本明細書に記載するポリペプチドの活性または発現を
特異的に阻害することができる化合物を接触させるステップを含むことができる。
【００４７】
　本発明はさらに、骨リモデリングの疾患または障害症状を改善する、あるいは骨疾患ま
たは障害を阻害するか遅延させる方法に関するものであり、この方法は骨リモデリングの
疾患または障害の症状を改善することができるように、あるいは疾患または障害を予防す
る、遅延させるあるいは低下させることが可能であるように、破骨細胞中の本明細書に記
載するポリヌクレオチド配列または本明細書に記載するポリペプチドの活性または発現を
特異的に促進することができる化合物を接触させるステップを含むことができる。
【００４８】
　本発明はさらに、骨の成長または補充の欠陥または必要性、および/または望ましくな
いレベルの骨の再吸収によって特徴付けられる哺乳動物の状態を治療する方法に関するも
のであり、この方法は有効量の本明細書に記載する適切な化合物を、このような治療を必
要とする哺乳動物対象に投与するステップを含むことができる。
【００４９】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリヌクレオチド配列、本明細書に記載するポリ
ペプチドのアレイ上での使用法、ならびに複合体形成を可能にする条件下で患者のサンプ
ルとアレイをハイブリダイズさせ、複合体形成を検出し、および患者のサンプル中の複合
体形成の量を正常および疾患組織の標準の量と比較するステップであって、患者のサンプ
ル中の複合体形成が骨リモデリングの疾患または障害の存在を示し得るステップによる、
骨リモデリングの疾患または障害の診断法におけるそのアレイの使用に関する。
【００５０】
　本発明によれば、本明細書に記載するポリヌクレオチド配列は、体細胞遺伝子療法また
は幹細胞遺伝子療法に使用することができる。
【００５１】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリヌクレオチド、または選択したポリヌクレオ
チドによってコードされるポリペプチド、またはその一部分、および適切な医薬担体を含
む医薬組成物に関する。
【００５２】
　さらに本発明は、研究、生物学的、臨床および療法目的の、本明細書に記載するポリヌ
クレオチド、ポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、その一部分、それら
の変異体または誘導体を含む生成物、組成物、プロセスおよび方法に関する。
【００５３】
　NSEQおよびPSEQは、骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺
機能低下症、甲状腺機能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成
人型低ホスファターゼ症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシン
グ病/症候群、チューマー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン
症候群、メンケス症候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カ
ルシウム血症、関節炎症、歯周病、くる病(ビタミンD依存性、タイプIおよびII、およびX
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染色体関連低ホスファターゼ症くる病を含む)、繊維形成不全症骨、ピクノディスオスト
ーシスなどの骨硬化症障害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こ
される障害だけには限られないが、これらを含めた、骨のリモデリングと関係がある疾患
および障害に関する療法の診断、予後、治療、予防、および選択および評価において使用
することができる。
【００５４】
　スクリーニングツールとしてのNSEQの使用
　本発明によって得られるポリヌクレオチドを使用して、発現産物、例えばNSEQ由来ある
いはNSEQと相同的なmRNA、相補的DNA(cDNA)およびタンパク質を検出および単離すること
ができる。一実施形態では、本発明のNSEQと相同的なmRNAの発現を、例えばハイブリダイ
ゼーション分析、逆転写およびin vitro核酸増幅法によって検出することができる。この
ような手順によって、さまざまな組織型または異なる発生段階におけるmRNAを検出するこ
とができる。組織特異的または発生段階に特異的な形式で発現される対象の核酸は、組織
特異的マーカーとして、あるいは特定の病状を定義することができる細胞または組織のサ
ンプルの発生段階を定義するのに有用である。当業者は、NSEQをこれらの目的に容易に適
合させることが可能である。
【００５５】
　当業者はさらに、NSEQ、およびcDNA核酸およびゲノムDNAなどのその発現産物を使用し
て、短鎖オリゴヌクレオチド配列を調製することができることを理解しているはずである
。例えば、本発明のNSEQおよびcDNAと特異的にハイブリダイズし、ハイブリダイゼーショ
ンにより特有の核酸配列の検出、同定および単離を可能にする、10～12個あるいはそれよ
り多くのヌクレオチドを有するオリゴヌクレオチドを調製することができる。例えば、少
なくとも15～20個ヌクレオチドの配列を使用することができ、他の知られている配列との
相同性を欠く領域から選択することができる。このような相同性を欠く20以上のヌクレオ
チドの配列は、標的配列に対して高い特性を示す。プローブおよびプライマーに関する有
用なハイブリダイゼーション条件は、当業者によって容易に決定することができる。本明
細書に含まれる厳しいハイブリダイゼーション条件は、90%を超えて相同的である核酸の
ハイブリダイゼーションを可能にすることはできるが、70%より低い相同性である核酸の
ハイブリダイゼーションは妨げる可能性がある条件である。プローブの特異性は、それが
特有の領域、制御領域から作製されたか、あるいは保存的モチーフから作製されたかによ
って測定することができる。プローブの特異性および診断用ハイブリダイゼーションのス
トリンジェンシーまたは増幅の(最高度、高度、中程度、または低度の)反応は、プローブ
が正確に相同的な配列、対立遺伝子変異体、または関連配列を同定するかどうかによって
測定することができる。関連配列を検出するように設計されたプローブは、選択したポリ
ヌクレオチドのいずれかと少なくとも50%の配列同一性を有することができる。
【００５６】
　NSEQ(実質的に同一である配列およびその断片)は、試験サンプル中に見られる実質的に
相補的である配列とハイブリダイズすることができることは、本明細書において理解され
るはずである。さらに、NSEQと実質的に相補的である配列は、試験サンプル中に見られる
NSEQと結合することができる。
【００５７】
　さらに、当技術分野で知られている任意の手順によって、例えば「レポーター分子」と
連結したヌクレオチドの取り込みによってプローブを標識することができる。本明細書で
使用する「レポーター分子」は、ハイブリダイズしたプローブの検出を可能にする、分析
によって識別可能なシグナルを与える分子であってよい。検出は定性的または定量的であ
ってよい。一般的に使用されているレポーター分子には、蛍光物質、酵素、ビオチン、化
学発光分子、生物発光分子、ジゴキシゲニン、アビジン、ストレプトアビジンまたは放射
性同位体がある。一般的に使用されている酵素には、特にホースラディッシュペルオキシ
ダーゼ、アルカリホスファターゼ、グルコースオキシダーゼおよびβ-ガラクトシダーゼ
がある。ビオチン化プローブと共に使用するために、酵素はアビジンまたはストレプトア
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ビジンと結合させることが可能である。同様に、ビオチン化酵素と共に使用するために、
プローブをアビジンまたはストレプトアビジンと結合させることが可能である。DNAプロ
ーブ中へのレポーター分子の取り込みは、当業者に知られている任意の方法、例えばニッ
クトランスレーション、プライマー伸張、ランダムオリゴプライマー処理によって、3'ま
たは5'末端標識あるいは他の手段によって行うことができる。さらにハイブリダイゼーシ
ョンプローブは、mRNAプローブを生成するためのベクターへの核酸配列のクローニングを
含む。このようなベクターは当技術分野で知られており、市販されており、これらを使用
してin vitroでRNAプローブを合成することができる。標識したポリヌクレオチド配列は
、対象由来のサンプルを使用して変化した発現を検出する、サザンまたはノーザン分析、
ドットブロット、または他の膜系技術において、PCR技術において、かつマイクロアレイ
において使用することができる。ハイブリダイゼーションアッセイによってサンプルをス
クリーニングするためのプローブとして、あるいは増幅用のプライマーとして有用なオリ
ゴヌクレオチドを、キットにパッケージ化することができる。このようなキットは、個々
のハイブリダイゼーションまたは増幅プロトコルに必要とされる、予め測定した量または
所定量のプローブまたはプライマー、ならびに他の適切にパッケージ化された試薬および
物質を含むことができる。他の実施形態では本発明は、NSEQのポリヌクレオチドによって
コードされた実質的に精製されたポリペプチド、そのポリペプチド類似体またはポリペプ
チド断片に関する。未熟、成熟または融合形であろうとポリペプチドは、溶解細胞から、
あるいは培養培地から単離して、目的とする使用に必要とされる程度まで精製することが
できる。当業者はこれらのタンパク質、ポリペプチドおよびペプチドを、任意の利用可能
な手順によって容易に精製することができる。例えば精製は、塩分画化、サイズ排除クロ
マトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、親和性クロ
マトグラフィーなどによって実施することができる。
【００５８】
　発現系を開発するためのNSEQの使用
　生物活性ポリペプチドを発現させるために、NSEQまたはその誘導体を発現ベクター、す
なわち個々の宿主中の挿入コード配列の転写および翻訳制御用のエレメントを含むベクタ
ーに挿入することができる。これらのエレメントは制御配列、エンハンサー、構成性およ
び誘導性プロモーター、ならびに5'および3'非翻訳領域などを含むことができる。当業者
によく知られている方法を使用して、このような発現ベクターを構築することができる。
これらの方法にはin vitro組換えDNA技法、合成技法、およびin vivoでの遺伝的組換えが
ある。
【００５９】
　当業者に知られているさまざまな発現ベクター/宿主細胞系を使用して、NSEQを発現さ
せることが可能である。これらは組換えバクテリオファージ、プラスミド、またはコスミ
ドDNA発現ベクターで形質転換した細菌などの微生物;酵母菌発現ベクターで形質転換した
酵母菌;バキュロウイルスベクターで感染させた昆虫細胞系;ウイルスまたは細菌発現ベク
ターで形質転換した植物細胞系;または動物細胞系を含むが、これらだけには限られない
。哺乳動物系において組換えタンパク質を長期間生成するために、安定した細胞系の発現
を実施することができる。例えばNSEQは、ウイルスの複製起点および/または内因性発現
エレメント、ならびに同じまたは別のベクター上の選択可能または眼に見えるマーカー遺
伝子を含むことができる発現ベクターを使用して、細胞系に形質転換することができる。
本発明は、使用するベクターまたは宿主細胞によって制限されない。
【００６０】
　一般に、NSEQを含みNSEQによってコードされるポリペプチド、またはその一部分を発現
する宿主細胞は、当業者に知られているさまざまな手順によって同定することができる。
これらの手順には、核酸またはアミノ酸配列を検出および/または定量化するための膜、
溶液、またはチップ系技術を含めた、DNA-DNAまたはDNA-RNAハイブリダイゼーション、PC
R増幅、およびタンパク質バイオアッセイまたはイムノアッセイ技法があるが、これらだ
けには限られない。特異的なポリクローナルまたはモノクローナル抗体のいずれかを使用
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して、ポリペプチドの発現を検出および測定するための免疫法は、当技術分野で知られて
いる。このような技法の例には酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)、ラジオイムノアッセ
イ(RIA)、および蛍光活性化細胞選別(FACS)がある。当業者はこれらの方法を本発明に容
易に適合させることが可能である。
【００６１】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリペプチドの考えられるアンタゴニストとして
の化合物を評価するためのバイオアッセイに関するものであり、このバイオアッセイは:
　a)本明細書に記載するポリペプチドの作用を阻害するその能力を測定しようと調べる高
濃度の少なくとも1つの化合物を含む培養培地中で試験細胞を培養するステップであって
、試験細胞が本明細書に記載するポリヌクレオチド配列を含み得るステップ(例えば、野
生型ポリヌクレオチドと比較して改善されたトランス活性化転写活性を有し、かつレポー
ター遺伝子と作動可能に連結した応答エレメントを含む形で);およびその後
　b)培養培地中の考えられるアンタゴニスト化合物の濃度の関数としてレポーター遺伝子
の産物の発現レベルを細胞においてモニタリングし、それによって本明細書に記載するポ
リヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチドの活性を阻害する、考えられるア
ンタゴニスト化合物の能力を示すステップを含むことができる。
【００６２】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリヌクレオチド配列によってコードされるポリ
ペプチドの考えられるアゴニストとしての化合物を評価するためのバイオアッセイに関す
るものであり、このバイオアッセイは:
　a)本明細書に記載するポリヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチドの作用
を促進するその能力を測定しようと調べる高濃度の少なくとも1つの化合物を含む培養培
地中で試験細胞を培養するステップであって、試験細胞が本明細書に記載するポリヌクレ
オチド配列を含み得るステップ(例えば、野生型ポリヌクレオチドと比較して改善された
トランス活性化転写活性を有し、かつレポーター遺伝子と作動可能に連結した応答エレメ
ントを含む形で);およびその後
　b)培養培地中の考えられるアゴニスト化合物の濃度の関数として、レポーター遺伝子の
産物の発現レベルを細胞においてモニタリングし、それによって本明細書に記載するポリ
ヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチドの活性を促進する、考えられるアゴ
ニスト化合物の能力を示すステップを含むことができる。
【００６３】
　NSEQで形質転換した宿主細胞は、細胞培養物からのポリペプチドの発現および回収のた
めの条件下で培養することができる。トランスジェニック細胞によって生成されるポリペ
プチドは、使用する配列および/またはベクターに応じて、細胞内に分泌されるかあるい
は保持される可能性がある。当業者によって理解されるように、原核または真核細胞膜中
のポリペプチドの分泌を誘導するシグナル配列を含むように、NSEQを含む発現ベクターを
設計することができる。遺伝コードの固有の縮重性のため、実質的に同じであるかあるい
は機能上同等なアミノ酸配列をコードする他のDNA配列を生成することができ、これを使
用してNSEQによってコードされるポリペプチドを発現させることが可能である。本発明の
ヌクレオチド配列を、当技術分野で一般に知られている方法を使用して工学処理して、遺
伝子産物のクローニング、プロセシング、および/または発現の改変だけには限られない
が、これらを含めたさまざまな目的でヌクレオチド配列を変えることができる。ランダム
な断片化によるDNAシャッフリング、ならびに遺伝子断片および合成オリゴヌクレオチド
のPCRによるリモデリングを使用して、ヌクレオチド配列を工学処理することができる。
例えば、オリゴヌクレオチド媒介性の部位特異的突然変異誘発を使用して、新たな制限部
位を生み出す突然変異を導入する、グリコシル化パターンを変える、コドンの優先性を変
える、スプライス変異体を生成することなどができる。
【００６４】
　さらに、挿入配列の発現を調節するその能力、または望ましい形式で発現したポリペプ
チドをプロセシングするその能力に関して、宿主細胞系統を選択することができる。この
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ようなポリペプチドの修飾には、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン酸化
、脂質化、およびアシル化があるが、これらだけには限られない。「プレプロ」形のポリ
ペプチドを切断する翻訳後プロセシングを使用して、タンパク質の標的化、フォールディ
ング、および/または活性を特定することもできる。特定の細胞機構および翻訳後活性に
関して特徴的な機構を有する異なる宿主細胞(例えばCHO、HeLa、MDCK、HEK293、およびW1
38)はAmerican Type Culture Collection(ATCC)から市販されており、これらを選択して
発現したポリペプチドの正確な修飾およびプロセシングを保証することができる。
【００６５】
　当業者は、天然、修飾、または組換え核酸配列を異種配列と結合させて、前述の宿主系
のいずれかにおいて、異種ポリペプチド部分を含む融合ポリペプチドの翻訳をもたらすこ
とを容易に理解するはずである。このような異種ポリペプチド成分は、市販の親和性マト
リクスを使用した融合ポリペプチドの精製を容易にする可能性がある。このような成分に
はグルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)、マルトース結合タンパク質、チオレドキシ
ン、カルモジュリン結合ペプチド、6-His(His)、FLAG、c-myc、ヘマグルチニン(HA)、お
よびモノクローナル抗体エピトープがあるが、これらだけには限られない。
【００６６】
　さらに他の態様では、本発明は、融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む
可能性がある単離ポリヌクレオチドに関するものであり、この融合タンパク質は、本明細
書に記載するポリヌクレオチド配列によってコードされる、自然に存在する対立遺伝子変
異体ポリペプチドによってあるいはコードされる、タンパク質のペプチド断片と融合した
融合パートナーを含む可能性がある。
【００６７】
　当業者は、核酸およびポリペプチド配列は、当技術分野でよく知られている化学または
酵素法を使用して、全体または一部分を合成することができることも容易に理解するはず
である。例えばペプチド合成は、さまざまな固相技法およびABI431Aなどの機械を使用し
て実施することができる。ペプチド合成装置(PE Biosystems)を使用して、合成を自動化
することができる。望むならば、アミノ酸配列を合成中に変えること、かつ/あるいは他
のタンパク質由来の配列と組合せて変異体タンパク質を生成することができる。
【００６８】
　診断用スクリーニングツールとしてのNSEQの使用
　当業者は、NSEQを診断目的で使用して、遺伝子の不在、存在、または変化した発現(す
なわち、正常と比較して増大または低下した発現)を測定することができることを容易に
理解するはずである。ポリヌクレオチドは少なくとも10ヌクレオチド長または少なくとも
12ヌクレオチド長、あるいは少なくとも15ヌクレオチド長、任意の望ましい長さまでであ
ってよく、相補的RNAおよびDNA分子、枝分かれ核酸、および/またはペプチド核酸(PNA)を
含むことができる。一代替では、ポリヌクレオチドを使用して、NSEQの発現が疾患と関係
あるサンプル中の遺伝子発現を検出および定量化することができる。他の代替では、NSEQ
を使用して、疾患と関係ある遺伝的多型を検出することができる。これらの多型は転写産
物cDNAにおいて検出することができる。
【００６９】
　本発明は、NSEQ(例えば、NSEQのオープンリーディングフレーム、実質的に相補的であ
る配列、実質的に同一である配列、およびそれらの断片)を含む少なくとも1つのポリヌク
レオチドのアレイ上での使用、ならびに複合体形成を可能にする条件下で患者のサンプル
とアレイをハイブリダイズさせ、複合体形成を検出し、および患者のサンプル中の複合体
形成の量を正常および疾患組織の標準の量と比較するステップであって、患者のサンプル
中の複合体形成が骨リモデリングの疾患または障害の存在を示すステップによる、骨リモ
デリングの疾患または障害の診断法におけるそのアレイの使用を提供する。
【００７０】
　他の実施形態では本発明は、骨吸収疾患の状態を検出するための1つまたは複数の区画
型キットを提供する。第一のキットは、少なくとも1つの単離プローブを含む容器を有す
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る。このようなプローブは、正常細胞のゲノムDNA中に存在する/不在であるが、ただし感
染細胞のゲノムDNA中に存在する/不在である核酸断片であってよい。このようなプローブ
は、通常は活性/不活性であるが、ただし幾つかの細胞型中では活性/不活性である可能性
があるDNA部位に特異的である可能性がある。同様に、このようなプローブは、幾つかの
細胞型中で異常に発現する可能性があるDNA部位に特異的である可能性がある。最後に、
このようなプローブは、特異的なDNAの突然変異を同定することができる。DNA部位に特異
的であるということによって、プローブが突然変異するDNA配列とハイブリダイズするこ
とができる可能性があること、あるいは突然変異するDNA配列と隣接したDNA配列とハイブ
リダイズすることができる可能性があることを意味する。本発明のキット中に提供するプ
ローブは、共有結合したレポーター分子を有することができる。プローブおよびレポータ
ー分子は、前に記載したように当業者によって容易に調製することができる。
【００７１】
　治療物質としてのNSEQの使用
　当業者は、前に論じた発現系およびアッセイを使用して、動物試験、臨床試験における
個々の療法治療レジメンの有効性を評価すること、個々の対象の治療をモニタリングする
こともできることを容易に理解するはずである。ひとたび疾患の存在が確定した後、治療
プロトコルを開始し、ハイブリダイゼーションまたは増幅アッセイを通常の基準で繰り返
して、患者中の発現のレベルが、健康な対象中で観察されるレベルに近づき始めているか
どうか測定することができる。連続アッセイから得た結果を使用して、数日～数年の範囲
の期間の治療の有効性を示すことができる。
【００７２】
　本発明のさらに他の態様では、NSEQ、その一部分、またはその補体を、mRNAおよびポリ
ペプチドを発現させる目的で、あるいは逆にmRNAの転写または翻訳を阻害する目的で、治
療上使用することができる。レトロウイルス、アデノウイルス、ヘルペスまたはワクシニ
アウイルス、または細菌プラスミドなどに由来するエレメントを使用して、発現ベクター
を構築することができる。個々の標的器官、組織、または細胞集団にヌクレオチド配列を
送達するために、これらのベクターを使用することができる。当業者によく知られている
方法を使用して、ベクターを構築すること、および核酸配列またはそれらの相補配列を発
現させることが可能である。
【００７３】
　あるいはNSEQ、その一部分、またはその相補配列を、体細胞または幹細胞の遺伝子療法
用に使用することができる。ベクターはin vivo、in vitro、およびex vivoに導入するこ
とができる。ex vivo療法用に、ベクターを対象から採取した幹細胞に導入し、生成した
トランスジェニック細胞は、その同じ対象に戻す自己移植用にクローン増殖させる。トラ
ンスフェクション、リポソーム注入によるNSEQ、またはポリカチオン性アミノポリマーの
送達は、当業者によく知られている方法を使用して実施することができる。さらに、不活
性遺伝子配列をコード領域またはNSEQの他の標的領域に挿入する相同的組換え法を使用し
て、内因性NSEQの発現を不活性化することができる。
【００７４】
　達成すべき特定の目標に応じて、NSEQを含むベクターを細胞または組織中に導入して、
消失したポリペプチドを発現させる、あるいは非機能性ポリペプチドを置換することがで
きる。当然ながら、細胞または組織中でPSEQを発現させることを望むときは、その目的で
このようなPSEQをコードし得るNSEQを使用することができ、あるいはその細胞または組織
にPSEQを直接投与することができる。
【００７５】
　他方で、PSEQの発現を軽減または阻害することを望むときは、このようなPSEQをコード
することができるNSEQの少なくとも一部分と実質的に相補的であるNSEQ(例えば、阻害NSE
Q)を使用することができる。
【００７６】
　阻害NSEQの発現は、阻害NSEQをベクターにクローニングすること、およびそのベクター
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を細胞に導入して標的NSEQによってコードされるポリペプチドの発現を下方制御すること
によって行うことができる。
【００７７】
　(例えば、阻害NSEQを含めた)NSEQを含むベクターを細胞または組織に形質転換して、欠
失ポリペプチドを発現させることが可能であるか、あるいは非機能的ポリペプチドを置換
することができる。同様に、NSEQの相補配列を発現させるために構築したベクターを細胞
に形質転換して、NSEQのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、またはそ
の一部分の過剰発現を下方制御することができる。相補的またはアンチセンス配列は転写
開始部位由来のオリゴヌクレオチドからなる可能性があり、ATG由来のおよそ位置-10と+1
0の間のヌクレオチドが好ましい。同様に、三重らせん塩基対形成法を使用して阻害を実
施することができる。三重らせん塩基対形成は有用である、何故ならそれは、ポリメラー
ゼ、転写因子、または阻害分子の結合に充分なように開環する二重らせんの能力の阻害を
引き起こすからである。三重鎖DNAを使用する最新の治療上の進展は、文献中に記載され
ている。(例えばGeeら、1994を参照のこと)
【００７８】
　リボザイム、酵素RNA分子を使用して、本発明のポリヌクレオチド配列を含むmRNAなど
の、mRNAの切断および個々のmRNAのレベルの低下を触媒することもできる。リボザイムは
、特定の切断部位でmRNAを切断することができる。あるいはリボザイムは、標的mRNAと相
補的塩基対を形成する側面領域によって示される場所で、mRNAを切断することができる。
リボザイムの構築および生成は、当技術分野でよく知られている。
【００７９】
　RNA分子を修飾して、細胞内安定性および半減期を増大させることが可能である。考え
られる修飾には、分子の5'および/または3'両端における側面配列の付加、あるいは分子
の骨格内のホスホジエステル結合ではなくホスホロチオエートまたは2'O-メチルの使用が
あるが、これらだけには限られない。あるいは、内因性エンドヌクレアーゼによって容易
に認識されない、イノシン、ケオシン、およびビブトシンなどの非従来的塩基、ならびに
アセチル-、メチル-、チオ-、および同様の修飾形のアデニン、シチジン、グアニン、チ
ミン、およびウリジンが含まれる可能性がある。
【００８０】
　活性成分以外に、医薬組成物は、医薬的に使用することができる調製物への活性化合物
の処理を容易にする賦形剤および助剤を含む、薬剤として許容される担体を含むことがで
きる。
【００８１】
　任意の化合物に関して、治療有効用量を細胞培養アッセイにおいて、あるいはマウス、
ラット、ウサギ、イヌ、またはブタなどの動物モデルのいずれかにおいて最初に推定する
ことができる。動物モデルを使用して、濃度範囲および投与経路を決定することもできる
。したがってこのような情報を使用して、ヒトにおける有用な用量および投与経路を決定
することができる。これらの技法は当業者によく知られており、治療有効用量は症状また
は状態を改善する活性成分の量を指す。治療有効性および毒性は、ED50(50%の集団に治療
上有効な用量)およびLD50(50%の集団に致命的な用量)統計値を計算し対比させることなど
によって、細胞培養または実験動物での標準的医薬手順によって決定することができる。
前に記載した治療用組成物のいずれかを、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ウサギ、サル、およ
び最も好ましくはヒトなどの哺乳動物だけには限られないが、これらを含めた、このよう
な療法を必要とする任意の対象に施すことができる。
【００８２】
　本発明中で利用する医薬組成物は、経口、静脈内、筋肉内、動脈内、骨髄内、嚢内、心
室内、経皮、皮下、腹膜内、鼻腔内、腸、局所、舌下、または直腸手段だけには限られな
いが、これらを含めた任意の幾つかの経路によって投与することができる。
【００８３】
　本開示の目的の用語「治療」は、療法治療および予防または防止措置を指し、その目的
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は標的とする病状または障害を予防するかあるいは遅延(軽減)させることである。治療を
必要とする人には、既に障害を有する人、および障害を有する傾向がある人、または障害
を予防すべき人がある。
【００８４】
　一般的な研究におけるNSEQの使用
　本発明は最終的に、研究、生物学的、臨床および療法目的で、NSEQ、それらのオープン
リーディングフレーム、あるいはNSEQのポリヌクレオチドまたはそのオープンリーディン
グフレームによってコードされるポリペプチド、またはその一部分、それらの変異体、類
似体および誘導体および断片を利用する生成物、組成物、プロセスおよび方法を提供する
。例えば、スプライス変異体、突然変異体、および多型を同定するために
【００８５】
　部分的ヌクレオチド配列を利用して、当技術分野で知られているさまざまなPCR系の方
法を使用して、プロモーターおよび他の制御エレメントなどの上流配列を検出することに
よって、NSEQを延長させることが可能である。さらに、XL-PCRキット(PE Biosystems、Fo
ster City Calif.)、ネスト化プライマー、および市販のcDNAライブラリー(Life Technol
ogies、Rockville Md.)またはゲノムライブラリー(Clontech,Palo Alto Calif.)を使用し
て、配列を延長させることが可能である。
【００８６】
　ポリヌクレオチドは、マイクロアレイ中の標的として使用することもできる。マイクロ
アレイを使用して、多数の遺伝子の発現パターンを同時にモニタリングすること、および
スプライス変異体、突然変異体、および多型を同定することができる。発現パターンの分
析から導かれる情報を使用して、遺伝子機能を測定すること、疾患の遺伝的基盤を理解す
ること、疾患を診断すること、および治療物質を開発し、それらの活性をモニタリングし
て疾患を治療することができる。マイクロアレイを使用して、ゲノムレベルで個々の集団
を特徴付けることができる、遺伝的多様性、一ヌクレオチド多型を検出することもできる
。
【００８７】
　さらに他の実施形態では、ポリヌクレオチドを使用して、自然に存在するゲノム配列を
マッピングする際に有用である、ハイブリダイゼーションプローブを作製することができ
る。蛍光in situハイブリダイゼーション(FISH)は、他の物理的な染色体マッピング技法
および遺伝子マップデータと関連付けることができる。
【００８８】
　本発明はより詳細には、その一態様において、破骨細胞の分化と関係がある内因的に示
差的に発現される配列を代表的に同定する方法に関する。配列は例えば、未分化破骨前駆
細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現される可能性がある。
【００８９】
　本発明の方法は、
　a)(成熟または中間段階)分化ヒト破骨細胞および未分化ヒト破骨前駆細胞由来の全メッ
センジャーRNAを別々に提供するステップであって、全メッセンジャーRNAが例えば少なく
とも1つの内因的に示差的に発現される配列を含むことができるステップ、
　b)分化ヒト破骨細胞の各メッセンジャーRNA由来の一本鎖cDNAを作製するステップ、お
よび(例えばランダムに)一本鎖cDNAの3'末端を、RNAポリメラーゼプロモーター配列およ
び第一の配列タグでタグ付けするステップ、
　c)未分化ヒト破骨前駆細胞の各メッセンジャーRNA由来の一本鎖cDNAを作製するステッ
プ、および(例えばランダムに)一本鎖cDNAの3'末端を、RNAポリメラーゼプロモーター配
列および第二の配列タグでタグ付けするステップ、
　d)それぞれb)およびc)由来の部分的または完全二本鎖5'-タグ付けDNAを別々に作製する
ステップであって、したがって二本鎖5'-タグ付けDNAが、二本鎖RNAポリメラーゼプロモ
ーター、第一または第二の配列タグおよび内因的に発現される配列を5'～3'方向に含み得
るステップ、
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　e)d)のそれぞれ由来の第一および第二のタグ付けセンスRNAを、(タグ付けに使用するプ
ロモーターに基づいて選択することができる)RNAポリメラーゼ酵素を用いて別々に線形的
に増幅させるステップ、
　f)e)の1つ由来の一本鎖の相補的な第一または第二のタグ付けDNAを作製するステップ、
　g)f)の一本鎖の相補的な第一または第二のタグ付けDNAと、e)の他の線形的に増幅させ
たセンスRNAをハイブリダイズさせるステップ、
　h)第一または第二の配列タグの助力により(例えば、PCRまたはハイブリダイゼーション
によって)非ハイブリダイズRNAを回収するステップ、および
　i)非ハイブリダイズRNAのヌクレオチド配列を同定(測定)するステップを含むことがで
きる。
【００９０】
　ステップb)および/またはc)は、一本鎖cDNAの1つのコピーを作製することを含むことが
できる。
【００９１】
　この方法はさらに、未分化破骨前駆細胞に対して、分化破骨細胞中で同定した内因的に
示差的に発現される配列の存在を比較して測定するステップを含むことができる。
【００９２】
　分化破骨細胞または未分化破骨前駆細胞の1つに実質的に不在である(例えば、完全に不
在であるかあるいは非常に少量で存在する)配列、および他の分化破骨細胞または未分化
破骨前駆細胞中に存在する配列を、したがって選択することができる。
【００９３】
　このように選択した配列は破骨細胞分化の正の調節因子である可能性があり、したがっ
て有利に使用して骨吸収を促進することができる魅力的な標的を表す可能性があり、ある
いは代替的に、このような標的を阻害して骨吸収を低下させるかあるいは予防することが
できる。
【００９４】
　あるいは、前述の方法を使用して選択した配列は破骨細胞分化の負の調節因子である可
能性があり、したがって(例えば、転写、翻訳、活性などのレベルで)有利に誘導すること
ができる魅力的な標的を表す可能性があり、あるいは細胞に与えて骨吸収を低下させるか
あるいは予防することができる。さらにこのような負の調節因子は、その阻害により、標
的として働いて骨吸収を促進することができる。
【００９５】
　本発明によれば、配列は他の正常組織中の低下した発現または実質的に不在である発現
に基づいてさらに選択することができ、したがって破骨細胞の分化および骨リモデリング
と特に関係がある候補配列を表すことができる。
【００９６】
　方法はさらに、ヌクレオチド配列の完全配列を測定するステップも含むことができ、ヌ
クレオチド配列のコード配列を測定するステップも含むことができる。
【００９７】
　本発明はさらに、他の態様において、本発明の方法によって同定される単離した内因的
かつ示差的に発現される配列(ポリヌクレオチドおよびポリペプチド)に関する。
【００９８】
　より詳細には本発明は、同定したポリヌクレオチド配列を含み得るポリヌクレオチド、
同定したポリヌクレオチド配列のオープンリーディングフレームを含み得るポリヌクレオ
チド、本発明の方法によって同定されるポリヌクレオチドと実質的に同一であるヌクレオ
チド配列を含み得るポリヌクレオチド、本発明の方法によって同定されるポリヌクレオチ
ドと実質的に相補的であるヌクレオチド配列を含み得るポリヌクレオチド、それらの断片
およびスプライス変異体を含むが、ただし配列は配列番号34からなることはなく、あるい
は配列番号34は含まないものとする。
【００９９】
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　本発明によれば、本発明の単離した内因的かつ示差的に発現される配列は、完全または
部分的なRNA分子であってよい。
【０１００】
　本発明のRNA分子に転写され得る単離DNA分子、およびこのようなDNAまたはRNA分子を含
む(発現ベクターを含めた)ベクターも本明細書に含まれる。
【０１０１】
　本発明はさらに、本明細書で同定した少なくとも1つの単離した内因的かつ示差的に発
現される配列(例えば、部分的または完全なRNAまたはDNA、実質的に同一である配列また
は実質的に相補的である配列(例えばプローブ)およびその断片(例えばオリゴヌクレオチ
ド))を含むライブラリーに関する。
【０１０２】
　本発明によれば、単離した内因的かつ示差的に発現される配列は、例えば
　a)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリーディング
フレーム、
　c)a)またはb)と実質的に同一であるヌクレオチド配列を含み得るポリヌクレオチド、お
よび
　d)a)～c)のいずれか1つと実質的に相補的であるヌクレオチド配列を含み得るポリヌク
レオチド、
　e)a)～d)のいずれか1つの断片
　からなるか、あるいはこれらを含み得るポリヌクレオチドからなる群から選択すること
ができる。
【０１０３】
　他の態様では本発明は、本発明の単離した内因的かつ示差的に発現される配列によって
コードされ得るポリペプチドに関する。
【０１０４】
　さらに他の態様では、本発明は、本発明のポリペプチドをコードすることができるポリ
ヌクレオチドに関する。遺伝コードの縮重性のため、多数のポリヌクレオチド配列が同じ
ポリペプチド配列をコードすることができ、したがって本発明によって含まれることは、
本明細書において理解されよう。
【０１０５】
　代表的なポリペプチドは、配列番号48～80のいずれか1つからなる群から選択される配
列、配列番号85または配列番号86によってコードされているポリペプチドを含むことがで
きる。
【０１０６】
　本発明はさらに、(骨リモデリングと関係がある)単離した非ヒトオルソログポリヌクレ
オチド配列、非ヒトオルソログのオープンリーディングフレーム、実質的に同一である配
列、実質的に相補的である配列、それらの断片およびスプライス変異体に関する。
【０１０７】
　本発明は、非ヒトオルソログポリヌクレオチドによってコードされている単離ポリペプ
チド、ならびにその生物活性類似体および生物活性断片にも関する。
【０１０８】
　本明細書に含まれる非ヒト(例えば、マウス)オルソログポリヌクレオチドの代表的な実
施形態は、例えば配列番号35を含む。
【０１０９】
　本明細書で同定した幾つかの非ヒトオルソログによってコードされている単離ポリペプ
チドの代表的な実施形態は、例えば配列番号82などのポリペプチドを含む。
【０１１０】
　本発明はさらにより詳細には、その他の態様において、未分化破骨前駆細胞と比較して
分化破骨細胞において示差的に発現される可能性がある、単離ポリヌクレオチドに関する
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。
【０１１１】
　単離ポリヌクレオチドは、
　a)配列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つを含み得るポリ
ヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリー
ディングフレームを含み得るポリヌクレオチド、
　c)例えば非翻訳または翻訳不能部分を含まない可能性があり、配列番号1～配列番号33
、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの転写または転写可能部分を含み得るポリ
ヌクレオチド、
　d)配列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの翻訳または翻
訳可能部分(例えば、コード部分)を含み得るポリヌクレオチド、
　e)a)、b)c)またはd)と実質的に同一である配列を含み得るポリヌクレオチド(例えば、
配列全体または配列の一部分が約50～100%、または約60～100%または約70～100%または約
80～100%または約85、90、95～100%同一)、
　f)a)、b)、c)またはd)と実質的に相補的である配列を含み得るポリヌクレオチド(例え
ば、配列全体または配列の一部分が約50～100%、または約60～100%または約70～100%また
は約80～100%または約85、90、95～100%相補的)、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　h)a)～g)のいずれか1つからなるポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチド
　からなる群から選択される1種を含むことができる。
【０１１２】
　前に列挙したポリヌクレオチド断片の代表的なポリヌクレオチド断片は、配列番号1～3
3、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの核酸配列と実質的に相補的である可能性
がある少なくとも10核酸のポリヌクレオチド、例えば配列番号42～45のいずれか1つから
なる群から選択される断片などを含む。
【０１１３】
　本発明はさらに、破骨細胞の分化と関係がある単離ポリヌクレオチドに関するものであ
り、単離ポリヌクレオチドは例えば
　a)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド
、
　b)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリーディング
フレームを含むポリヌクレオチド、
　c)例えば非翻訳または翻訳不能部分を含まない可能性があり、配列番号1～配列番号33
、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの転写または転写可能部分を含み得るポリ
ヌクレオチド、
　d)配列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの翻訳または翻
訳可能部分(例えば、コード部分)を含み得るポリヌクレオチド、
　e)a)、b)、c)またはd)と実質的に同一であるポリヌクレオチド、および
　f)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つあるいはより詳細にはa)
、b)、c)またはd)の核酸配列と実質的に相補的である可能性がある少なくとも10核酸の配
列
　からなる群から選択することができる。
【０１１４】
　本発明によれば、(例えば、哺乳動物またはその哺乳動物の細胞において)単離ポリヌク
レオチドは破骨細胞分化を促進することができる、すなわち破骨細胞分化の正の調節因子
であり得る。
【０１１５】
　さらに本発明によれば、(例えば、哺乳動物またはその哺乳動物の細胞において)単離ポ
リヌクレオチドは破骨細胞分化を阻害する、防止するあるいは低下させることができる、
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すなわち破骨細胞分化の負の調節因子であり得る。
【０１１６】
　さらに他の態様では、本発明は、(例えば、哺乳動物またはその哺乳動物の細胞におい
て)破骨細胞分化を阻害することができる単離ポリヌクレオチドに関する。ポリヌクレオ
チドは、例えば本明細書に記載するNSEQのいずれか1つの核酸配列と相補的である少なく
とも10核酸の配列を含み得るポリヌクレオチドからなる群から選択することができる。
【０１１７】
　適切なポリヌクレオチドは、例えば配列番号42～45からなる群から選択される配列を有
するかあるいは含むポリヌクレオチドを含む。
【０１１８】
　適切なポリヌクレオチドは、破骨細胞の分化を阻害することができるポリヌクレオチド
であってよく、この分化は本明細書に列挙した物質などの、破骨細胞の分化の誘導物質に
よって誘導されている。
【０１１９】
　本発明によれば、ポリヌクレオチドは、例えば部分的または完全、一本鎖または二本鎖
、ハイブリッドなどである分子を含めたRNA分子、DNA分子であってよい。
【０１２０】
　本発明はさらに、本発明のポリヌクレオチドを含むベクター(例えば発現ベクター)に関
する。
【０１２１】
　本発明はさらに、その一態様において、未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞に
おいて示差的に発現される可能性があるポリヌクレオチド配列のライブラリーに関する。
このライブラリーは、例えば
　a)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つを含み得るポリヌクレオ
チド、
　b)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリーディング
フレームを含み得るポリヌクレオチド、
　c)例えば非翻訳または翻訳不能部分を含まない可能性があり、配列番号1～配列番号33
、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの転写または転写可能部分を含み得るポリ
ヌクレオチド、
　d)配列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの翻訳または翻
訳可能部分(例えば、コード部分)を含み得るポリヌクレオチド、
　e)a)、b)、c)またはd)と実質的に同一である配列を含み得るポリヌクレオチド(例えば
、配列全体または配列の一部分が約50～100%、または約60～100%または約70～100%または
約80～100%または約85、90、95～100%同一)、
　f)a)、b)、c)またはd)と実質的に相補的である配列を含み得るポリヌクレオチド(例え
ば、配列全体または配列の一部分が約50～100%、または約60～100%または約70～100%また
は約80～100%または約85、90、95～100%相補的)、および
　g)a)～d)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される少なくとも1種を含むことができる。
【０１２２】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリヌクレオチドのライブラリーを含むことがで
きる発現ライブラリーに関する。本発明によれば、ポリヌクレオチドのそれぞれを発現ベ
クター内に含めることが可能である。
【０１２３】
　本発明の(相補配列などの少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む)ポリヌクレオチド
配列のライブラリーを含むアレイおよびキットも、本明細書に含まれる。
【０１２４】
　本発明はさらに、他の態様において、破骨細胞の分化(骨吸収および骨吸収関連疾患ま
たは障害)を阻害するための医薬組成物を提供し、この医薬組成物は例えば、
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　a)(例えば、破骨細胞の分化を阻害することができる)本明細書で定義した単離ポリヌク
レオチドおよび;
　b)薬剤として許容される担体
を含むことができる。
【０１２５】
　本発明はさらに、さらに他の態様において、それを必要とする哺乳動物(個体)における
(または哺乳動物の細胞における)の、破骨細胞の分化を阻害するため(例えば骨吸収を阻
害するため、あるいは骨吸収を改善するため)の方法を提供し、この方法は、(例えば、破
骨細胞の分化を阻害することができる)単離ポリヌクレオチド、またはこのような適切な
ポリヌクレオチドを含む適切な医薬組成物を投与することを含むことができる。
【０１２６】
　本発明によれば、それを必要とする哺乳動物は、例えば非制限的に骨粗しょう症、骨減
少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒
症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症
、パジェット病、クッシング病/症候群、チューマー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダ
ンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫
、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節炎症、歯周病、くる病(ビタミンD依存性、
タイプIおよびII、およびX染色体関連低ホスファターゼ症くる病を含む)、繊維形成不全
症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障害、およびマクロファージ媒介性炎症
プロセスによって引き起こされる障害などからなる群から選択される状態に罹患している
可能性がある。
【０１２７】
　他の態様では本発明は、骨吸収疾患を治療するための医薬品を調製するための、(例え
ば、破骨細胞の分化を阻害することができる)単離ポリヌクレオチドの使用に関する。
【０１２８】
　本発明は、その他の態様において、それを必要とする哺乳動物における破骨細胞の分化
を促進するための医薬組成物を提供する。この医薬組成物は例えば、
　a)(例えば、破骨細胞の分化を促進することができる)単離ポリヌクレオチドおよび;
　b)薬剤として許容される担体
を含むことができる。
【０１２９】
　本発明はさらに、それを必要とする哺乳動物中(または哺乳動物の細胞中)の破骨細胞の
分化を促進するための方法も提供し、この方法は例えば、(例えば、破骨細胞の分化を促
進することができる)単離ポリヌクレオチドまたは前に記載した適切な医薬組成物を投与
することを含むことができる。
【０１３０】
　本発明はさらに、不充分な骨吸収または過剰な骨の成長と関係がある疾患(例えば、骨
化過剰症)を治療するための医薬品を調製するための、(例えば、破骨細胞の分化を促進す
ることができる)単離ポリヌクレオチドの使用に関する。
【０１３１】
　本発明はさらに、骨リモデリング(骨疾患)と関連がある状態の診断における、
　a)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド
、
　b)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリーディング
フレームを含むポリヌクレオチド、
　c)例えば非翻訳または翻訳不能部分を含まない可能性があり、配列番号1～配列番号33
、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの転写または転写可能部分を含み得るポリ
ヌクレオチド、
　d)配列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの翻訳または翻
訳可能部分(例えば、コード部分)を含み得るポリヌクレオチド、
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　e)a)、b)、c)またはd)と実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド(例えば、配
列全体または配列の一部分が約50～100%、または約60～100%または約70～100%または約80
～100%または約85、90、95～100%同一)、
　f)a)、b)、c)またはd)と実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド(例えば、
配列全体または配列の一部分が約50～100%、または約60～100%または約70～100%または約
80～100%または約85、90、95～100%相補的)、
　g)a)～f)のいずれか1つの断片および;
　h)a)～g)のいずれか1つを含むライブラリー
　からなる群から選択することができる少なくとも1つのポリヌクレオチドの使用に関す
る。
【０１３２】
　骨リモデリングと関連がある状態を診断するためのキットも、本発明によって含まれる
。このキットは、本明細書に記載するポリヌクレオチドを含むことができる。
【０１３３】
　本発明はさらに、他の態様において、(哺乳動物またはその哺乳動物の細胞中の)破骨細
胞の分化と関係がある単離ポリペプチド(ポリペプチド配列)を提供する。ポリペプチドは
、
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つによってコードされ得る
かつ/あるいはそれによってコードされるポリペプチド(それらのコード部分)
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む(またはこれらからなる)可能性がある。
【０１３４】
　本発明によれば、生物活性類似体は例えば、原型配列と比較して少なくとも1つの(保存
的または非保存的)アミノ酸置換を含むことができる。本発明によれば、類似体は例えば
、そのアミノ酸配列中に少なくとも1つのアミノ酸置換、欠失または挿入を含むことがで
きる。
【０１３５】
　置換は保存的または非保存的であってよい。ポリペプチド類似体は、原型配列と比較し
て例えば1つのアミノ酸置換(保存的または非保存的)、例えば1～5、1～10、1～15、1～20
、1～50など(この間の任意の数含む)を含むことができる、生物活性類似体または免疫類
似体であってよい。免疫類似体は、原型配列と比較して例えば少なくとも1つのアミノ酸
置換を含むことができ、原型配列に特異的な抗体によって結合させることがさらに可能で
ある。
【０１３６】
　本発明によれば、ポリペプチド断片は、例えば本明細書に記載する少なくとも6個の連
続アミノ酸、少なくとも8個の連続アミノ酸あるいはより多くのアミノ酸配列を含むこと
ができる。
【０１３７】
　さらに他の態様において、本発明は、例えば本明細書に記載するポリペプチドおよび薬
剤として許容される担体を含むことができる医薬組成物を提供する。
【０１３８】
　それを必要とする哺乳動物中(または哺乳動物の細胞中)の破骨細胞の分化を調節するた
めの方法も本発明によって提供し、この方法は(例えば、破骨細胞の分化を促進すること
ができる)単離ポリペプチドまたは本明細書に記載する適切な医薬組成物を投与すること
を含むことができる。
【０１３９】
　他の態様では本発明は、不充分な骨吸収と関係がある疾患を治療するための医薬品を調
製するための、(例えば、破骨細胞の分化を促進することができる)単離ポリペプチドの使
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用に関する。
【０１４０】
　それを必要とする個体における骨吸収を改善するための方法も本明細書に含まれ、この
方法は、例えば(例えば、破骨細胞の分化を阻害することができる)単離ポリペプチドまた
はこのようなポリペプチドを含み得る適切な医薬組成物を投与することを含むことができ
る。
【０１４１】
　本発明によれば、哺乳動物は例えば骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能
亢進症、甲状腺機能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型
低ホスファターゼ症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病
/症候群、チューマー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候
群、メンケス症候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシ
ウム血症、関節炎症、歯周病、くる病(ビタミンD依存性、タイプIおよびII、およびX染色
体関連低ホスファターゼ症くる病を含む)、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシ
スなどの骨硬化症障害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされ
る障害などからなる群から選択される状態に罹患する可能性がある。
【０１４２】
　さらに他の態様では、本発明は、それを必要とする個体における骨吸収疾患を治療する
ための医薬品を調製する際の、破骨細胞の分化を阻害することができるポリペプチドの使
用に関する。
【０１４３】
　本発明はさらに、それを必要とする個体における骨疾患を治療するための医薬品を調製
するための、例えば配列番号48～80または配列番号85または配列番号86によってコードさ
れるポリペプチドからなる群から選択することができるポリペプチドの、活性または発現
を(例えば、破骨前駆細胞において)阻害することができる化合物、および化合物の使用に
関する。
【０１４４】
　さらに他の態様では本発明は、それを必要とする個体における骨吸収障害または疾患と
関連がある状態の診断法に関する。この方法は、本明細書に記載するポリヌクレオチド、
例えば(a)配列番号1～33、配列番号85または配列番号86、(b)配列番号1～33、配列番号85
または配列番号86のオープンリーディングフレームを含み得るポリヌクレオチド、(c)配
列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの転写または転写可能
部分を含み得るポリヌクレオチド、(d)配列番号1～配列番号33、配列番号85または配列番
号86のいずれか1つの翻訳または翻訳可能部分を含み得るポリヌクレオチド、(e)(a)～(d)
のいずれか1つの実質的に同一である配列、(f)(a)～(e)のいずれか1つの実質的に相補的
である配列を含むか、あるいはこれらからなるポリヌクレオチドからなる群から選択され
るポリヌクレオチド、あるいは例えば配列番号48～80または配列番号85または配列番号86
によってコードされるポリペプチド、およびそれらの類似体からなる群から選択すること
ができるポリペプチド配列などを、個体由来のサンプル中で標準または正常値と比較して
定量化することを例えば含むことができる。
【０１４５】
　本発明は、骨リモデリングと関係がある遺伝子および/またはタンパク質を同定するた
めのアッセイおよび方法にも関する。このアッセイおよび方法は、破骨細胞の内因性遺伝
子を発現阻害すること、および候補遺伝子(またはタンパク質)を細胞に提供することを含
むことができる。骨リモデリングに積極的に関わる候補遺伝子(またはタンパク質)は、発
現阻害される内因性遺伝子を補うその能力によって同定することができる。例えば、内因
性遺伝子が発現阻害されている細胞に与えられる破骨細胞分化と関係がある候補遺伝子は
、例えばRANKLなどの誘導物質の存在下で細胞を分化させることが可能である。
【０１４６】
　本発明はさらに、外因性型のいずれか1つのポリペプチド(変異体、類似体などを含む)
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または本発明のポリヌクレオチド(実質的に同一である配列、実質的に相補的である配列
、断片、変異体、オルソログなどを含む)を発現する細胞に関する。
【０１４７】
　本発明によれば、細胞は例えば骨細胞であってよい。さらに本発明によれば、細胞は(
任意の分化レベルの)破骨細胞であってよい。
【０１４８】
　本明細書で使用する用語「外因性型」は、問題の細胞によって自然には発現されない形
として、本明細書では理解されたい。
【０１４９】
　他の態様では本発明は、本明細書に記載するタンパク質またはポリペプチドと特異的に
結合することができる、抗体(例えば、単離抗体)、またはその抗原結合断片に関する。抗
体は例えば、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、組換えDNA技術を使用して作製
される抗体であってよい。抗体は例えば、マウス、ラットまたは任意の他の哺乳動物に由
来してよい。
【０１５０】
　抗体は、例えばヒトIg遺伝子を発現することができる、トランスジェニック非ヒト哺乳
動物から得ることができるヒト抗体であってもよい。抗体は、例えば非ヒト起源の1つま
たは複数の相補性決定領域を含むことができる、ヒト化抗体であってもよい。ヒト化抗体
は、ヒト抗体および/またはヒト抗体のフレームワーク領域の表面残基を含むこともでき
る。抗体は、例えば非ヒト抗体の可変ドメインとヒト抗体の定常ドメインを含むことがで
きる、キメラ抗体であってもよい。
【０１５１】
　適切な抗体は、例えば抗原結合断片、Fab断片、F(ab')2断片、およびFv断片、または抗
原結合断片を含む単鎖抗体(例えば単鎖Fv)も含むことができる。
【０１５２】
　本発明の抗体は突然変異させることができ、本明細書に記載するポリペプチドの1つに
関する高い親和性および/または特異性に基づいて、かつ/あるいは所望の宿主中の低下し
た免疫原性に基づいて選択することができる。
【０１５３】
　抗体はさらに、それと結合した検出可能な標識を含むことができる。
【０１５４】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリペプチド、ポリペプチド断片、またはポリペ
プチド類似体の1つと結合することができる抗体の産生方法に関するものであり、この方
法は
　a)例えばPSEQの少なくとも6個の連続したアミノ酸を含むポリペプチド断片を含む適量
の本明細書に記載するPSEQで哺乳動物(例えばマウス、ヒトIgを生成することができるト
ランスジェニック哺乳動物など)を免疫処置するステップ、
　b)哺乳動物から血清を回収するステップ、および
　c)哺乳動物の血清からポリペプチド特異的抗体を単離するステップを含むことができる
。
【０１５５】
　この方法は、動物に第二の用量を投与するステップをさらに含むことができる。
【０１５６】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリペプチドと結合する抗体を分泌するハイブリ
ドーマの産生方法に関するものであり、この方法は
　a)哺乳動物(例えばマウス、ヒトIgを生成することができるトランスジェニック哺乳動
物など)をその適量のPSEQで免疫処置するステップ、
　b)(a)から得た免疫処置動物からリンパ様細胞を得るステップ、
　c)リンパ様細胞と不死化細胞を融合させてハイブリッド細胞を生成させるステップ、お
よび
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　d)そのPSEQと特異的に結合する抗体を生成するハイブリッド細胞を選択するステップを
含むことができる。
【０１５７】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリペプチドの1つと結合する抗体の産生方法に
関するものであり、この方法は
　a)ファージまたはリボソーム上で抗体(抗原結合断片)のライブラリーを合成するステッ
プ、
　b)本明細書に記載するポリペプチドまたはポリペプチド断片を含む組成物とファージま
たはリボソームを接触させることによって、サンプルに対してライブラリーを選別するス
テップ、
　c)ポリペプチドまたはポリペプチド断片と結合するファージを単離するステップ、およ
び
　d)ファージまたはリボソームから抗体を得るステップを含むことができる。
【０１５８】
　したがって本発明の抗体は、例えばライブラリー(例えば、バクテリオファージライブ
ラリー)から得ることができ、例えば
　a)宿主哺乳動物からの抗体の生成を担う細胞を抽出するステップ、
　b)(a)の細胞からRNAを単離するステップ、
　c)mRNAを逆転写してcDNAを生成するステップ、
　d)(抗体特異的)プライマーを使用してcDNAを増幅させるステップ、および
　e)抗体がファージまたはリボソーム上で発現されるように、ファージディスプレイベク
ターまたはリボソームディスプレイカセット中に(d)のcDNAを挿入するステップによって
調製することができる。
【０１５９】
　宿主哺乳動物を本明細書に記載するポリペプチドおよび/またはポリペプチド断片およ
び/または類似体で免疫処置して、抗体の生成を担う細胞を抽出する前に免疫応答を誘導
することができる。
【０１６０】
　本発明はさらに、本明細書に記載するポリペプチドを特異的にアッセイするためのキッ
トに関するものであり、キットは例えば、本明細書に記載するポリペプチドと特異的に結
合することができる抗体または抗体断片を含むことができる。
【０１６１】
　本発明はさらに、PSEQと結合することができる抗体を企図する。適切な抗体は、ポリペ
プチド、またはその一部分中の特有の抗原領域またはエピトープと結合することができる
。抗体を作製するのに有用なエピトープおよび抗原領域は、当業者が利用可能な手順によ
ってタンパク質、ポリペプチドまたはペプチド内で発見することができる。例えば、短鎖
の特有のペプチド配列を、知られているアミノ酸配列とほとんどあるいは全く相同性がな
い、タンパク質およびポリペプチド中で同定することができる。ペプチドエピトープまた
は抗原として働かせるために選択するタンパク質の領域は、完全には疎水性でないことが
好ましい、親水性領域が好ましい、何故ならこれらの領域は、タンパク質およびポリペプ
チドの内部領域ではなく表面エピトープをおそらく構成するからである。これらの表面エ
ピトープは、タンパク質およびポリペプチドの存在に関して試験するサンプル中で、さら
に容易に検出される。このような抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、お
よび単鎖抗体、Fab断片、およびFab発現ライブラリーによって生成される断片を含み得る
が、これらだけには限られない。抗体の生成は当業者によく知られている。
【０１６２】
　当業者に知られている任意の手順によって、例えばin vitro翻訳または化学合成手順を
使用することによってペプチドを作製することができる。抗原エピトープを与えるが、そ
れ自体は免疫応答を誘導するのに小さすぎる短鎖ペプチドは、適切な担体と結合させるこ
とが可能である。適切な担体および結合法は、当技術分野でよく知られている。適切な担
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体は、典型的にはタンパク質、多糖およびポリマーアミノ酸などの大きなマクロ分子であ
る。例には血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニン、卵白アルブミン、ポリ
リシンなどがある。当業者は利用可能な手順およびカップリング試薬を使用して、望まし
いペプチドエピトープとこのような担体を結合させることができる。例えば、カップリン
グ試薬を使用して、担体から当該のペプチドまでジスルフィド結合またはチオエーテル結
合を形成することができる。ペプチドがジスルフィド基を欠く場合、システイン残基を加
えることによって与えることができる。あるいは、カルボキシル基の活性化によってカッ
プリングを実施することができる。
【０１６３】
　抗原特異的抗体を得るのに有用なペプチドの最小の大きさは、大きく変わる可能性があ
る。最小の大きさは、タンパク質またはポリペプチドに特異的な抗原エピトープを与える
のに充分でなければならない。1つの特定のエピトープに対する抗体を得ることが望まし
い場合以外、最大の大きさは重要ではない。例えば大きなポリペプチドは、1つのエピト
ープが非常に有用であり第二のエピトープが免疫優性である、多数のエピトープを含む可
能性がある。典型的には、本発明のタンパク質およびポリペプチドから選択される抗原ペ
プチドは、5～約100アミノ酸長の範囲であろう。しかしながら、さらに典型的には、この
ような抗原ペプチドは最大約50アミノ酸長であり、および好ましくは最大約30アミノ酸で
あろう。約6、8、10、12または15アミノ酸、約20または25アミノ酸までの配列を選択する
ことが通常望ましい。
【０１６４】
　有用なエピトープを含むアミノ酸配列は、幾つかの方法で同定することができる。例え
ば、タンパク質配列全体に1つになって広がる一連の短鎖ペプチドの調製を使用して、そ
のタンパク質配列全体をスクリーニングすることができる。当業者は通常、望ましい反応
性を示すエピトープの存在に関して数個の大きなポリペプチドを試験し、段階的に小さく
重複する断片をさらに試験して、望ましい特異性および反応性を有する好ましいエピトー
プを同定する。
【０１６５】
　抗原ポリペプチドおよびペプチドは、モノクローナルおよびポリクローナル抗体を生成
するのに有用である。NSEQのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、その
ポリペプチド類似体または一部分に対する抗体は、当技術分野でよく知られている方法を
使用して作製することができる。このような抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、
キメラ、および単鎖抗体、Fab断片、およびFab発現ライブラリーによって生成される断片
を含み得るが、これらだけには限られない。二量体形成を阻害する抗体などの中和抗体が
、療法用途に特に好ましい。モノクローナル抗体は、培養中の継代細胞系による抗体分子
の生成をもたらす任意の技法を使用して調製することができる。これらにはハイブリドー
マ、ヒトB細胞ハイブリドーマ、およびEBVハイブリドーマ技法があるが、これらだけには
限られない。さらに、キメラ抗体の生成用に開発された技法を使用することができる。あ
るいは、単鎖抗体の生成に関して記載した技法を使用することができる。NSEQのポリヌク
レオチドによってコードされるポリペプチド、そのポリペプチドの一部分に関する特異的
結合部位を含み得るFabも作製することができる。さまざまなイムノアッセイを使用して
、望ましい特異性を有する抗体を同定することができる。立証された特異性を有するポリ
クローナルまたはモノクローナル抗体のいずれかを使用する、競合結合または免疫放射分
析アッセイ用の多数のプロトコルは、当技術分野でよく知られている。
【０１６６】
　ポリクローナル抗体を得るために、選択した動物をタンパク質またはポリペプチドで免
疫処置することができる。知られている手順に従って、動物由来の血清を回収し処理する
ことができる。当該のタンパク質またはポリペプチドに対するポリクローナル抗体は、し
たがって親和性クロマトグラフィーによって精製することができる。ポリクローナル抗血
清を生成するための技法は、当技術分野でよく知られている。
【０１６７】
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　当業者が利用可能な数個の手順の1つによって、例えば抗体産生細胞と不死化細胞を融
合させ、それによりハイブリドーマを作製することによって、モノクローナル抗体(MAb)
を作製することができる。抗体産生B細胞と不死化細胞系の融合に関する一般的な方法は
、充分に当技術分野内にある。他の例は、抗体のコンビナトリアルライブラリー技術を使
用した、免疫処置済動物の骨髄および脾臓細胞から抽出したmRNAからのMAbの作製である
。
【０１６８】
　動物または誘導細胞系由来のモノクローナル抗体の1つの欠点は、診断または療法目的
で患者にモノクローナル抗体を投与することはできるが、それらは免疫系によって外来性
抗原として認識されることが多く、連続的な使用に適していないということである。ヒト
免疫系によって外来性抗原として認識されない抗体は、診断と治療の両方に関して高い可
能性を有する。ヒトおよびヒト化抗体を作製するための方法は現在、当技術分野でよく知
られている。
【０１６９】
　非ヒトモノクローナル抗体の領域がそのヒト相当物によって置換されている、キメラ抗
体を構築することができる。好ましいキメラ抗体は、ヒトフレームワーク(FW)領域に移植
した、NSEQのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、その一部分と結合し
た、非ヒトモノクローナル抗体の1つまたは複数の相補性決定領域(CDR)を含むアミノ酸配
列を有する抗体である。このような抗体を生成するための方法は、当技術分野でよく知ら
れている。CDRおよびFWに対応するアミノ酸残基は当業者に知られている。
【０１７０】
　移植CDRを含む抗体の抗原に対する親和性を維持するか増大させるための、さまざまな
方法が開発されてきている。1つの方法は、CDR領域の立体配座に影響を与える外来性フレ
ームワーク残基を、キメラ抗体中に含ませることである。第二の方法は、外来性可変領域
と最も相同性を有するヒト可変ドメインに、外来性CDRを移植することである。したがっ
て、1つまたは複数の非ヒトCDRのヒト抗体への移植はさらに、特定のCDR配列と隣接して
いるか、あるいはCDR配列とは隣接していないが、抗体の可変ドメイン構造全体中のCDRに
対してパッケージ化されており、CDR領域の立体配座に影響を与えるアミノ酸残基の置換
を含み得る。したがって本発明のヒト化抗体は、1つまたは複数の非ヒトCDRを含むヒト抗
体、および結合特性を維持するか増大させるための他の置換または交換が施されているよ
うな抗体を含む。
【０１７１】
　本発明のキメラ抗体は、表面露出残基を交換してヒトと似たモノクローナル抗体を作製
することによって、ヒト化されている抗体も含む。抗原結合部位付近のアミノ酸残基の内
部パッケージ化は不変状態であるので、親和性は保たれる。ヒト化目的の本発明によるNS
EQのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド(またはその一部分)-抗体の表
面露出残基の置換は、NSEQのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、また
はその一部分に対する親和性に影響を与えるCDR残基または隣接残基の置換を意味しない
。
【０１７２】
　キメラ抗体は、一部分または全ての非ヒト定常ドメインがヒト相当物と置換されている
抗体も含むことができる。この手法は、抗原結合部位が影響を受けない状態にあるという
利点を有する。しかしながら、可変ドメインが非ヒト抗体に完全に由来する、相当量の非
ヒト配列が存在する可能性がある。
【０１７３】
　本発明の抗体は、ヒト配列から本質的になる抗体であるヒト抗体(例えばヒト化)を含む
。ヒト重鎖と軽鎖の可変ドメインの組合せが繊維状ファージの表面上に提示される、ファ
ージディスプレイライブラリーからヒト抗体を得ることができる。可変ドメインの組合せ
は典型的には、FabまたはscFvの形で繊維状ファージ上に提示される。望ましい抗原結合
特性を有する可変ドメインの組合せを有するファージに関して、ライブラリーをスクリー
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ニングすることができる。好ましい可変ドメインの組合せは、NSEQのポリヌクレオチドに
よってコードされるポリペプチド、またはその一部分に対する高い親和性によって特徴付
けられる。好ましい可変ドメインの組合せは、NSEQのポリヌクレオチドによってコードさ
れるポリペプチド、またはその一部分に対する高い特異性、および他の関連抗原に対して
ほとんど交差反応性がないことによって特徴付けることもできる。抗体断片の非常に大き
なレパートリーからのスクリーニングによって、(2～10×1010)の充分多様な高親和性の
モノクローナル抗体を単離することができ、多くはNSEQのポリヌクレオチドによってコー
ドされるポリペプチド、またはその一部分に対するナノモル未満の親和性を有すると予想
される。
【０１７４】
　あるいは、内因性マウスIg遺伝子が不活性化された非再配列ヒトIg遺伝子セグメントが
導入されているトランスジェニック動物から、ヒト抗体を得ることができる。好ましいト
ランスジェニック動物は、大きさが1Mbを超える非常に大きな隣接したIg遺伝子断片を含
むが、適度な親和性のヒトポリペプチド特異的モノクローナル抗体を、より小さな遺伝子
の遺伝子座を含むトランスジェニック動物から産生することができる。ヒトIg遺伝子のみ
を発現することができるトランスジェニック動物を使用して、ヒト起源の抗体のみを含む
ポリクローナル抗血清を産生することもできる。
【０１７５】
　本発明の抗体は、その結合特性が直接突然変異によって、あるいは親和性成熟法によっ
て改善されている抗体を含むことができる。CDRを突然変異させること、および所望の特
性を有する抗原結合部位をスクリーニングすることによって、親和性および特異性を改変
または改善することができる。CDRはさまざまな方法によって突然変異させることができ
る。1つの方法は、他の場合同一である抗原結合部位の群中において、全20個のアミノ酸
を個々の位置で発見することができるように、個々の残基または残基の組合せを無作為化
することである。あるいは突然変異を、誤りがちのPCR法によって一定範囲のCDR残基で誘
導することができる。重鎖および軽鎖可変領域遺伝子を含むファージディスプレイベクタ
ーは、ミューテーター大腸菌菌株において増大させることができる。これらの突然変異誘
発法は、当業者に知られている多くの方法の例証となるものである。
【０１７６】
　本発明の抗体は、NSEQのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、または
その一部分の結合部位を含む、完全抗ポリペプチド抗体、ならびに抗体断片および誘導体
を含むことができる。誘導体は、機能性ドメインと連結した結合部位を含むマクロ分子で
ある。機能性ドメインは、シグナルドメイン、毒素、酵素およびサイトカインだけには限
られないが、これらを含むことができる。
【０１７７】
　本明細書に記載する手段によって得られる抗体は、特定組織または体液中のタンパク質
、変異体および誘導体ポリペプチドを検出するのに有用である可能性がある。さらに、異
常に発現するタンパク質またはタンパク質断片の検出は、疾患状態を立証する。例えば、
本発明のNSEQのポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、またはその一部分
の発現は、タンパク質が不適切な割合または不適切な発生段階で発現されていることを示
す可能性がある。したがって本発明の抗体は、本明細書に開示するNSEQからのタンパク質
の発現と関係がある疾患を検出するのに有用である可能性がある。
【０１７８】
　ELISA、RIA、およびFACSを含めたポリペプチドを測定するためのさまざまなプロトコル
は当技術分野でよく知られており、変化したレベルまたは異常なレベルの発現を診断する
基盤を与える。ポリペプチド発現に関する標準値は、複合体形成の条件下で、健康な対象
、好ましくはヒトから採取したサンプルとポリペプチドに対する抗体を組合せることによ
って確定する。複合体形成の量は、光度測定手段などのさまざまな方法によって定量化す
ることができる。疾患サンプル中で発現されるポリペプチドの量は、標準値と比較するこ
とができる。標準値と対象値の間の偏差によって、疾患の診断またはモニタリングに関す
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るパラメータを確定することができる。
【０１７９】
　イムノアッセイの設計は多大な変化を免れず、さまざまなこれらのイムノアッセイが当
技術分野で知られている。イムノアッセイは、アッセイする抗原の1つのエピトープを対
象とする、モノクローナルまたはポリクローナル抗体試薬を使用することができる。ある
いは、2つ以上のエピトープを対象とする、モノクローナルまたはポリクローナル抗体の
組合せを使用することができる。プロトコルは例えば競合に基づくものであってよく、競
合薬剤スクリーニングアッセイを使用することができ、そのアッセイ中では、NSEQのポリ
ヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、またはその一部分と結合することがで
きる中和抗体が、ポリペプチドとの結合に関して試験化合物と特異的に競合する。あるい
は、直接的な抗原抗体反応またはサンドイッチ型アッセイを使用することができ、プロト
コルは例えば、固形担体または免疫沈降を利用することができる。さらに、容易な検出の
ためにレポーター分子で抗体を標識することができる。結合試薬からシグナルを増幅させ
るアッセイも知られている。例には、アビジンおよびビオチンを利用するイムノアッセイ
、あるいは酵素標識抗体または抗原結合体を利用するイムノアッセイ、ELISAアッセイな
どがある。
【０１８０】
　免疫診断に適しており適切な標識試薬を含むキットは、残りの試薬と共に適切にパッケ
ージ化されたポリペプチドタンパク質エピトープまたは抗原領域を対象とする抗体、およ
びアッセイの実施に必要とされる物質、ならびにアッセイ教示書の適切なセットを含む。
【０１８１】
　したがって本発明は、本明細書に記載するポリペプチドを特異的にアッセイするための
キットを提供し、このキットは例えば、本明細書に記載するポリペプチドと特異的に結合
することができる抗体または抗体断片を含むことができる。
【０１８２】
　本発明によれば、キットは診断用キットであってよく、
　a)本明細書に記載する1つまたは複数の抗体、および
　b)レポーター基を含み得る検出用試薬
を含むことができる。
【０１８３】
　本発明によれば、抗体は固形担体上に固定することができる。検出用試薬は例えば、抗
免疫グロブリン、タンパク質G、タンパク質Aまたはレクチンなどを含むことができる。レ
ポーター基は、放射性同位体、蛍光基、発光基、酵素、ビオチンおよび色素粒子からなる
群から非制限的に選択することができる。
【０１８４】
　他の態様では本発明は、本明細書に記載するポリペプチド、例えば配列番号48～80また
は配列番号85または配列番号86によってコードされるポリペプチドおよびそれらの類似体
からなる群から選択することができるポリペプチドなどの、機能(活性)または発現を損な
うことができる阻害化合物(阻害剤、アンタゴニスト)を同定するための方法を提供する。
この方法は、ポリペプチドまたはポリペプチドを発現する細胞を候補化合物と接触させる
こと、およびポリペプチドの機能(活性)または発現を測定することを含むことができる。
(候補化合物の不在状態と比較した)ポリペプチドの機能または活性の低下によって、適切
な阻害化合物が明確に同定され得る。
【０１８５】
　本発明によれば、損われる機能または活性は破骨細胞の分化、本明細書に記載する誘導
物質または当技術分野で知られている誘導物質によって誘導される破骨細胞の分化などを
促進する、ポリペプチドの低下した能力と関係がある可能性がある。
【０１８６】
　本発明によれば、細胞はポリペプチドまたは類似体を自然に(内因的に)発現することが
できず(ポリペプチドは細胞中で実質的に発現される可能性がない)、あるいは代替的に、
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自然に発現されるポリペプチド類似体の発現が阻害される可能性がある。
【０１８７】
　例えば、配列番号1の阻害物質の適切なスクリーニング法は、マウス破骨細胞における
マウスオルソログ配列番号35の発現を抑制すること、および候補阻害物質、例えば破骨細
胞分化の誘導物質(例えばRANKL)の存在または不在下での、配列番号1を含む破骨細胞の分
化を評価することを含むことができる。
【０１８８】
　本発明はさらに、例えば配列番号1または配列番号2などのポリペプチドの、機能(活性)
または発現を損なうことができる阻害化合物(阻害剤、アンタゴニスト)を同定するための
方法を提供する。この方法は、例えば(単離された)ポリペプチドまたはポリペプチドを発
現する細胞と候補化合物を接触させること、およびポリペプチドの機能(活性)または発現
を測定することを含むことができる。(候補化合物の不在状態と比較した)ポリペプチドの
機能または活性の低下によって、したがって適切な阻害化合物を明確に同定することがで
きる。
【０１８９】
　本発明によれば、損われる機能または活性は、例えば破骨細胞の分化を阻害または促進
するポリペプチドの低下した能力と関係がある可能性がある。
【０１９０】
　スクリーニング試験を実施するために使用する細胞は、ポリペプチドまたは類似体を自
然に(内因的に)発現することができず、あるいは代替的に、自然に発現されるポリペプチ
ド類似体の発現が抑制される可能性がある。
【０１９１】
　本発明はさらに、破骨細胞分化の正または負の調節因子を同定する方法に関する。この
方法は、例えば本明細書に記載するノックダウン効果を実施することを含み得る。この方
法は、より詳細にはa)標的配列(例えば、本明細書に記載するポリヌクレオチドまたはポ
リペプチド)を特異的に阻害することができる化合物(例えばsiRNA)を破骨細胞に提供する
ステップ、b)分化を誘導するステップ(例えば、RANKLなどの誘導物質を例えば用いて)お
よびc)破骨細胞の分化のレベルを決定するステップ(例えば、分化した細胞の数、それら
の分化率、分化の特異的マーカーなどを測定するステップ)を含み得る。
【０１９２】
　正の調節因子の阻害によって、破骨細胞の分化のレベルはおそらく低下するはずである
。負の調節因子の阻害によって、破骨細胞の分化のレベルはおそらく増大するはずである
。
【０１９３】
　破骨細胞分化の正または負の調節因子を同定する他の方法は、a)本明細書に記載する標
的配列の1つ(ポリペプチドまたはポリペプチドを発現することができるポリヌクレオチド
)を細胞に提供するステップ、b)分化を誘導するステップ(例えば、RANKLなどの誘導物質
を例えば用いて)およびc)破骨細胞の分化のレベルを決定するステップ(例えば、分化した
細胞の数、それらの分化率、分化の特異的マーカーなどを測定するステップ)である。
【０１９４】
　破骨細胞分化の正の調節因子を提供した細胞は、増大した分化のレベルを有する可能性
がある。破骨細胞分化の負の調節因子を提供した細胞は、低下した分化のレベルを有する
可能性がある。
【０１９５】
　本発明は、破骨細胞分化に干渉することができる化合物を同定する方法も提供し、この
方法は、配列番号1～33、85、86のいずれか1つ(コード部分)を含む非内因性ポリヌクレオ
チド配列を内部に含む細胞を接触させるステップ、および分化した破骨細胞の(例えば数)
を定量化するステップを含むことができる。化合物の不在下と比較した化合物の存在下で
の破骨細胞分化の低下は、破骨細胞分化のアンタゴニストを示す可能性があり、一方で化
合物の不在下と比較した化合物の存在下での破骨細胞分化の増大は、破骨細胞分化のアゴ
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ニストを示す可能性がある。
【０１９６】
　本発明によれば、細胞は内因性形のポリヌクレオチドも含むことができる。
【０１９７】
　本明細書で使用する用語「内因性」は、生物、組織または細胞内に自然に由来する物質
を意味する。用語「内因性ポリヌクレオチド」は、染色体形のポリヌクレオチドまたは染
色体形のポリヌクレオチドによって生成されるRNAバージョン(hnRNA、mRNA)を指す。用語
「内因性ポリペプチド」は、「内因性ポリヌクレオチド」によってコードされるタンパク
質の形を指す。
【０１９８】
　本明細書で使用する用語「非内因性」または「外因性」は、物質が外部供給源から提供
される点で「内因性」とは反対に使用するが、それは細胞内に導入することができる。用
語「非内因性ポリヌクレオチド」は細胞内に導入される合成ポリヌクレオチドを指し、例
えば当該の配列を含むベクター、合成mRNA、NSEQを含むオリゴヌクレオチドなどを非制限
的に含む。用語「非内因性ポリペプチド」は、「非内因性ポリヌクレオチド」によってコ
ードされるタンパク質の形を指す。
【０１９９】
　本発明はさらに、破骨細胞分化に干渉することができる化合物を同定する方法に関する
ものであり、この方法は、配列番号48～80のいずれか1つを含む非内因性ポリペプチド配
列を内部に含む細胞を接触させるステップ、および分化した破骨細胞の(例えば数)を定量
化するステップを含むことができる。化合物の不在下と比較した化合物の存在下での破骨
細胞分化の低下は、破骨細胞分化のアンタゴニストを示す可能性があり、一方で化合物の
不在下と比較した化合物の存在下での破骨細胞分化の増大は、破骨細胞分化のアゴニスト
を示す可能性がある。
【０２００】
　本明細書で使用する用語「配列同一性」は、元のヌクレオチド配列を参照したヌクレオ
チド配列の(構成)ヌクレオチドに関する。核酸配列の領域または配列全体で、同一性を比
較することができる。
【０２０１】
　したがって、例えば3、4、5、10、19、20ヌクレオチド以上(およびこの間の任意の数)
の領域で、「同一性」を比較することができる。非同一ヌクレオチドのギャップは同一核
酸間で見ることができることは、本明細書において理解されよう。例えばポリヌクレオチ
ドは、他のポリヌクレオチドとその一部分で100%の同一性を有する可能性がある。しかし
ながら、両方のポリヌクレオチドの配列全体を比較すると、2つのポリヌクレオチドは、
互いに同一である50%のその全体(全)配列を有する可能性がある。
【０２０２】
　元のポリヌクレオチドと約50～約100%、あるいは約60～約100%または約70～約100%また
は約80～約100%または約85%、約90%、約95%～約100%の配列同一性を有する本発明のポリ
ヌクレオチドまたはその一部分は、本明細書に含まれる。約50～100%の同一性を有するポ
リヌクレオチドは、元のポリヌクレオチドと類似した形式で機能することができ(例えば
、実質的に相補的である配列にアニールすることができる)、したがって元のポリヌクレ
オチドの代わりに使用することができることは、当業者によって知られている。例えば、
ポリヌクレオチド(核酸配列)は定義した領域で元のポリヌクレオチドと約50～100%の同一
性を含むか、あるいは有する可能性があり、さらに本発明を達成するほど有効あるいは充
分に働く可能性がある。
【０２０３】
　同一性の割合は、例えばデフォルトギャップ加重値を使用して、Wisconsin Genetics S
oftware Package Release7.0におけるアルゴリズムGAP、BESTFIT、またはFASTAによって
測定することができる。
【０２０４】
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　本明細書で使用する用語「配列相補性」は、参照(元の)ヌクレオチド配列と相補的であ
るヌクレオチド配列の(構成)ヌクレオチドを指す。核酸配列の領域または配列全体で、相
補性を比較することができる。
【０２０５】
　元のポリヌクレオチドと約50～約100%、あるいは約60～約100%または約70～約100%また
は約80～約100%または約85%、約90%、約95%～約100%の配列相補性を有する本発明のポリ
ヌクレオチドまたはその一部分は、したがって本明細書に含まれる。元の配列と約50～10
0%の相補性を有するポリヌクレオチドは、本発明を実施する(例えば、元のポリヌクレオ
チドの発現を阻害する)のに充分な形式でその配列にアニールすることができることは、
当業者によって知られている。
【０２０６】
　「類似体」は、本明細書に記載するポリペプチドのそれと類似した、生物活性および化
学構造を有する分子として本明細書では理解される。「類似体」は、元の配列または元の
配列の一部分と配列類似性を有する可能性があり、本明細書で論じるその構造の修飾を有
する可能性もある。例えば「類似体」は、元の配列または元の配列の一部分と、少なくと
も90%の配列類似性を有する可能性がある。「類似体」は例えば、元の配列または元の配
列の一部分と、少なくとも70%あるいはさらに50%の配列類似性(またはより少ない、すな
わち少なくとも40%の配列類似性)を有する可能性もある。
【０２０７】
　さらに、ポリペプチドに関する「類似体」は例えば、アミノ酸の骨格または側鎖の1つ
または複数の修飾、あるいは基または他の分子の付加などと組合せて、元の配列と少なく
とも50%の配列類似性を有する可能性がある。
【０２０８】
　「ポリヌクレオチド」は一般に、非修飾RNAまたはDNA、あるいは修飾RNAまたはDNAであ
ってよい、任意のポリリボヌクレオチドまたはポリデオキシリボヌクレオチドを指す。「
ポリヌクレオチド」は非制限的に、一本鎖および二本鎖DNA、一本鎖領域と二本鎖領域の
混合物であるDNA、一本鎖および二本鎖RNA、ならびに一本鎖領域と二本鎖領域の混合物で
あるRNA、一本鎖、あるいはより典型的には二本鎖、あるいは一本鎖領域と二本鎖領域の
混合物であってよいDNAおよびRNAを含むハイブリッド分子を含む。さらに「ポリヌクレオ
チド」は、RNAまたはDNA、あるいはRNAとDNAの両方を含む三重鎖領域を指す。用語ポリヌ
クレオチドは、1つまたは複数の修飾塩基を含むDNAまたはRNA、および安定性または他の
理由で修飾された骨格を有するDNAまたはRNAも含む。「修飾」塩基は例えば、トリチル化
塩基およびイノシンなどの珍しい塩基を含む。さまざまな修飾をDNAおよびRNAに施すこと
ができ、したがって「ポリヌクレオチド」は、自然に典型的に見られる化学的、酵素的、
あるいは代謝によって修飾された形のポリヌクレオチド、ならびにウイルスおよび細胞に
特徴的な化学形のDNAおよびRNAを含む。「ポリヌクレオチド」は、線状分子および末端閉
環状分子を含むが、これらだけには限られない。「ポリヌクレオチド」は、しばしばオリ
ゴヌクレオチドと呼ばれる比較的短鎖のポリヌクレオチドも含む。
【０２０９】
　「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾ペプチド結合(すなわち、ペプチド等電
子体)により互いに接合した2つ以上のアミノ酸を含む、任意のペプチドまたはタンパク質
を指す。「ポリペプチド」は、ペプチド、オリゴペプチドまたはオリゴマーと一般に呼ば
れる短鎖、およびタンパク質と一般に呼ばれる長鎖の両方を指す。前に記載したように、
ポリペプチドは20遺伝子コードアミノ酸以外のアミノ酸を含むことができる。
【０２１０】
　本明細書で使用する用語「ポリペプチド類似体」は、突然変異体、変異体、キメラ、融
合体、欠失体、付加体、および所与のポリペプチドに対して施される任意の他の型の修飾
に関する。
【０２１１】
　本明細書で使用する用語「生物活性がある」は、元のポリペプチドの生物活性の一部分
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または全体を保持する、すなわち破骨細胞の分化を促進または阻害することができる変異
体または断片を指す。本発明のポリペプチドまたは断片は、「免疫活性がある」ポリペプ
チドまたは断片も含み得る。「免疫活性がある」ポリペプチドまたは断片は、免疫処置目
的で(例えば、抗体の作製において)有用である可能性がある。
【０２１２】
　したがって、元のポリペプチド、本明細書に記載するポリペプチドの断片(修飾または
非修飾)、類似体(修飾または非修飾)、誘導体(修飾または非修飾)、相同体(修飾または非
修飾)の形である生物学的活性があるポリペプチドは、本発明によって含まれる。
【０２１３】
　したがって、望ましい生物学的活性を著しく害さない、元のポリペプチドと比較して修
飾を有する任意のポリペプチドが、本明細書に含まれる。本発明のポリペプチドに幾つか
の修飾を、それらの生物学的活性に有害な影響を与えずに施すことができることは、当技
術分野でよく知られている。これらの修飾は他方で、元のポリペプチドの生物学的活性を
維持または増大させることができ、あるいは1つまたは複数の本発明のポリペプチドの特
性(例えば安定性、生物学的利用能など)を最適化することができ、幾つかの場合望ましい
可能性がある。本発明のポリペプチドは例えば、翻訳後プロセシングなどの自然のプロセ
ス、または当技術分野で知られている化学修飾技法のいずれかによって修飾される、アミ
ノ酸配列を含むポリペプチドを含むことができる。ポリペプチド骨格、アミノ酸側鎖およ
びアミノまたはカルボキシ末端を含めた、ポリペプチド中の任意の場所に修飾が存在して
よい。同じ型の修飾が、所与のポリペプチド中の数個の部位に同じまたはさまざまな程度
で、存在する可能性があることは理解されるはずである。さらに、1つの所与のポリペプ
チドは多くの型の修飾を含むことができる。本明細書に記載するポリペプチドに対する2
つ以上の修飾は、生物学的活性が元の(親)ポリペプチドと同等である程度で、本発明によ
って含まれることは本明細書において理解されよう。
【０２１４】
　前に論じたように、ポリペプチド修飾は、例えばポリペプチド配列中にアミノ酸挿入(
すなわち付加)、欠失および置換(すなわち置換)、保存的または非保存的のいずれか(例え
ばD-アミノ酸、デスアミノ酸)を含むことができ、この場合このような変化はポリペプチ
ドの全体的な生物学的活性を実質的に変えない。
【０２１５】
　置換の例は、保存的である(すなわち、残基が他の同じ一般的な型または基によって置
換されている)置換、あるいは望ましいときは、非保存的である(すなわち、残基が他の型
のアミノ酸によって置換されている)置換であってよい。さらに、非天然アミノ酸は天然
アミノ酸に置換することができる(すなわち、非天然保存的アミノ酸置換または非天然非
保存的アミノ酸置換)。
【０２１６】
　理解されるように、天然アミノ酸は酸性、塩基性、中性および極性、または中性および
無極性として下位分類することができる。さらに、3つのコードされているアミノ酸は芳
香族である。本発明の所定のポリペプチドと異なるコードされているポリペプチドが、置
換されるアミノ酸のそれと同じ型または基に由来するアミノ酸の置換コドンを含むことは
、有用である可能性がある。したがって、幾つかの場合、塩基性アミノ酸Lys、Argおよび
Hisは交換することが可能であり、酸性アミノ酸AspおよびGluは交換することが可能であ
り、中性極性アミノ酸Ser、Thr、Cys、GlnおよびAsnは交換することが可能であり、無極
性脂肪族アミノ酸Gly、Ala、Val、Ile、およびLeuは交換可能であるが、大きさのため、G
lyとAlaはより密接に関連しており、Val、Ile、およびLeuは互いにより密接に関連してお
り、芳香族アミノ酸Phe、TrpおよびTyrは交換することが可能である。
【０２１７】
　ポリペプチドを合成によって作製する場合、DNAによって自然にコードされていない(天
然に存在しないあるいは非天然アミノ酸)アミノ酸による置換を施すこともできることを
、さらに記さなければならない。
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　天然に存在しないアミノ酸は、哺乳動物中で自然に生成または発見されないアミノ酸と
して本明細書では理解されよう。非天然アミノ酸はD-アミノ酸、システインのイオウ原子
と結合したアセチルアミノメチル基を有するアミノ酸、ペグ化アミノ酸などを含む。非天
然アミノ酸を明確なポリペプチド配列中に封入することによって、元のポリペプチドの誘
導体がしたがって生成するはずである。非天然アミノ酸(残基)は、nが2～6である式NH2(C
H2)nCOOHのオメガアミノ酸、中性無極性アミノ酸、例えばサルコシン、t-ブチルアラニン
、t-ブチルグリシン、N-メチルイソロイシン、ノルロイシンなども含む。フェニルグリシ
ンはTrp、TyrまたはPheで置換することができ、シトルリンおよびメチオニンスルホキシ
ドは中性無極性であり、システイン酸は酸性であり、かつオルニチンは塩基性である。プ
ロリンはヒドロキシプロリンで置換することができ、形態付与性を保持することができる
。
【０２１９】
　類似体は置換型突然変異誘発によって作製することができ、本発明のポリペプチドの生
物学的活性を保持することができることは、当技術分野で知られている。これらの類似体
は、除去されるタンパク質分子中に少なくとも1つのアミノ酸残基、およびその場所に挿
入される異なる残基を有する。例えば、置換型突然変異誘発の当該の1つの部位は、活性
部位、または免疫部位として同定される部位だけには限られないが、これらを含む可能性
がある。当該の他の部位は、例えばさまざまな種から得た個々の残基が同一である部位で
あってよい。これらの位置は、生物学的活性に重要である可能性がある。「保存型置換」
として同定した置換の例は表A中に示す。このような置換が望ましくない変化をもたらす
場合、したがって表A中に「代表的な置換」と称する、あるいはアミノ酸クラスを参照し
て本明細書にさらに記載する他の型の置換を導入し、生成物をスクリーニングする。
【０２２０】
　幾つかの場合、アミノ酸の置換、挿入、または欠失によって、ポリペプチドの生物学的
活性を改変することは重要である可能性がある。例えば、ポリペプチドの修飾はポリペプ
チドの生物学的活性の増大をもたらす可能性があり、その毒性を調節する可能性があり、
生物学的利用能または安定性の変化をもたらす可能性があり、あるいはその免疫学的活性
または免疫学的同一性を調節する可能性がある。機能または免疫学的同一性の実質的改変
は、(a)例えばシートまたはらせん状立体配座としての、置換の領域中のポリペプチド骨
格の構造、(b)標的部位における分子の電荷または疎水性、あるいは(c)側鎖の容積の維持
に対するその影響が著しく異なる置換を選択することによって実施する。天然に存在する
残基は、一般的な側鎖の性質に基づいて幾つかの群に分けられる:
　(1)疎水性:ノルロイシン、メチオニン(Met)、アラニン(Ala)、バリン(Val)、ロイシン(
Leu)、イソロイシン(Ile)
　(2)中性親水性:システイン(Cys)、セリン(Ser)、スレオニン(Thr)
　(3)酸性:アスパラギン酸(Asp)、グルタミン酸(Glu)
　(4)塩基性:アスパラギン(Asp)、グルタミン(Gln)、ヒスチジン(His)、リシン(Lys)、ア
ルギニン(Arg)
　(5)鎖の配向に影響を与える残基:グリシン(Gly)、プロリン(Pro);および芳香族:トリプ
トファン(Trp)、チロシン(Tyr)、フェニルアラニン(Phe)
【０２２１】
　非保存的置換は、これらのクラスの1つの要素と他の要素の交換を必然的に伴うはずで
ある。
【０２２２】
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【表１】

【０２２３】
　物質(例えばアミノ酸)、代替物などの「範囲」または「群」を言及する場合、あるいは
他の型の個々の特性(例えば温度、圧力、化学構造、時間など)を言及する場合、本発明は
各それぞれの特異的要素、ならびにその全ての下位範囲または下位群の組合せに関するも
のであり、それらを本明細書に明らかに組み込むことは、本明細書において理解されよう
。したがって、任意の指定範囲または群が、ある範囲または群の各それぞれの要素を個別
に、およびその中に含まれる各それぞれの考えられる下位範囲または下位群を参照する、
かつ同様にその中の任意の下位範囲または下位群に関して参照する、簡単な形式として理
解されよう。したがって例えば、約80～100%の同一性のパーセンテージ(%)に関して、各
それぞれの個々の%、および例えば80%、81%、84.78%、93%、99%などの下位範囲が本明細
書に具体的に組み込まれるとして、かつ同様に濃度、要素などの他のパラメータに関して
理解されよう。
【０２２４】
　本発明の方法はそれぞれ、それに関して記載する各それぞれの個々のステップ、ならび
に特定のステップを明らかに含み特定のステップまたはその組合せは除外するとして定義
されるステップを含むことは本明細書において特に理解され、例えば、本発明の方法に関
する除外定義は以下のように読むことができる:「ただし前記ポリヌクレオチドは、配列
番号34または配列番号34のオープンリーディングフレームを含まず、それからなることは
ないものとする」、あるいは「ただし前記ポリペプチドは、配列番号82を含まず、それか
らなることはないものとする」、あるいは「ただし前記ポリヌクレオチド断片または前記
ポリペプチド断片は、X単位(例えば、ヌクレオチドまたはアミノ酸)長未満、あるいはX単
位(例えば、ヌクレオチドまたはアミノ酸)長より大きいものとする」。
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【０２２５】
　本発明の他の目的、特徴、利点、および態様は、以下の記載から当業者に明らかとなる
はずである。しかしながら、以下の記載および具体的な実施例は、本発明の好ましい実施
形態を示すが、例示によってのみ与えられることは理解されるはずである。開示する本発
明の精神および範囲内の、さまざまな変化および変更形態が以下の記載を読むことから、
および本開示の他の部分を読むことから当業者に容易に明らかとなるはずである。
【０２２６】
　添付の図面中:
　図1～34および38～39のそれぞれに関して、マクロアレイをヒト前駆体細胞(A～F1)、お
よび分化中間段階(A～F2～3)および4人のヒトドナーの成熟破骨細胞(A～F4)、30の異なる
正常ヒト組織(副腎(A5)、肝臓(B5)、肺(C5)、卵巣(D5)、骨格筋(E5)、心臓(F5)、頸部
(G5)、甲状腺(H5)、乳房(A6)、胎盤(B6)、副腎皮質(C6)、腎臓(D6)、大静脈(E6)、卵管(F
6)、膵臓(G6)、精巣(H6)、空腸(A7)、大動脈(B7)、食道(C7)、前立腺(D7)、胃(E7)、脾臓
(F7)、回腸(G7)、気管(A8)、脳(B8)、結腸(C8)、胸腺(D8)、小腸(E8)、膀胱(F8)および十
二指腸(G8))由来のRAMP増幅RNAを使用して調製した。個々の配列番号を表すSTARdsDNAク
ローンを32Pで標識し、マクロアレイとハイブリダイズさせた。プローブ標識反応には、
マクロアレイ(M)上に点在する同じ配列とハイブリダイズするArabidopsisのdsDNA配列も
混ぜて、標識反応の対照として働かせた。各スポットにおけるハイブリダイゼーションシ
グナルの定量化は、STORM820phosphorimagerおよびImageQuantTLソフトウェア(Amersham 
Biosciences、Piscataway、NJ)を使用して実施した。前駆体(A～F1)に関するシグナルの
平均を表すlog2値をベースラインとして使用し、残りのサンプルのそれぞれに関して得た
log2値から差し引いて、前駆体と比較したそれらの相対量を測定し、棒グラフとしてプロ
ットした(右図)。
【発明を実施するための最良の形態】
【０２２７】
　例示的実施形態の説明
　本出願人は念入りに設計された戦略を使用して、破骨細胞形成および骨のリモデリング
と関係がある遺伝子配列を同定および単離した。この方法は以下のステップ:1)ヒト起源
の前駆体細胞および分化の中間段階および成熟段階の破骨細胞から単離したmRNAを使用し
て非常に代表的なcDNAライブラリーを調製するステップ、2)破骨細胞形成中に上方制御さ
れた配列を単離するステップ、3)上方制御された配列を同定および特徴付けするステップ
、4)組織特異性に関して上方制御された配列を選択するステップ、および5)破骨細胞形成
に対するノックダウン効果を測定するステップを含んでいた。本開示中に論じる結果は、
この分化細胞型に特異的である破骨細胞遺伝子を標的化する利点を実証し、疾患および障
害の遺伝的基盤を研究する際により有効なスクリーニング法を与える。生物学の他の領域
で役割を有することが知られている遺伝子が、破骨細胞形成および破骨細胞機能において
重要な役割を果たすことが示されてきている。本開示前に知られているが、それらに割り
当てられた役割を有していなかった遺伝子も単離し、破骨細胞形成および破骨細胞機能に
おいて重要な役割を有することが示されてきている。最後に、新規の遺伝子が同定されて
きており、役割を果たしているが、しかしながら、本出願人はさらなる試験が終了するま
でその開示を保留する。
【０２２８】
　本発明は、非制限的に以下でさらに詳細に例示する。
【０２２９】
　A-材料および方法
　本開示中で言及する市販の試薬は、他に示さない限り供給者の教示書に従い使用した。
本開示を通じて、幾つかの出発物質は以下のように調製した:
【０２３０】
　B-分化した破骨細胞の調製
　RAW264.7(RAW)破骨細胞前駆体細胞系およびヒト前駆体細胞(末梢血単核細胞またはCD34
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+前駆体細胞)は、破骨細胞形成のネズミおよびヒトモデルとして当技術分野でよく知られ
ている。したがってこれらのネズミおよびヒト破骨細胞は、破骨細胞機能に特化した遺伝
子を単離し特徴付けるための材料のよい供給源である。
【０２３１】
　ヒト初代破骨細胞は、35ng/mlのM-CSFおよび100ng/mlのRANKリガンドの存在下において
、供給者によって記載されたのと同様にG-CSF動員末梢血単核細胞(Cambrex、East Ruther
ford、NJ)から分化させた。多核TRAP染色破骨細胞は11～14日までに見ることができた。
破骨細胞はヒト破骨細胞の前駆体細胞(CD34+前駆体細胞)(Cambrex、East Rutherford、NJ
)からも誘導し、供給者によって記載されたのと同様に培養した。後者の場合、破骨細胞
を7日後に得た。
【０２３２】
　RAW細胞はAmerican Type Culture Collectionから購入し、10%ウシ胎児血清および抗生
物質を含む高グルコースDMEM中に保った。細胞は最大10～12代まで二週間に一回継代培養
した。破骨細胞分化の実験用に、RAW細胞を4×103個の細胞/ウエルの密度で96ウエルプレ
ートに接種し、24時間平板培養した。高グルコースDMEM、10%チャコール処理ウシ胎児血
清(Hyclone、Logan、UT)、0.05%BSA、抗生物質、10ng/mlのマクロファージコロニー刺激
因子(M-CSF)、および100ng/mlのNF-kB(RANK)リガンドの受容体アクチベーターにおいて分
化を誘導した。第3日にプレートに再供給し、破骨細胞は第4日までに明らかに目に見える
状態になった。典型的には細胞は、他に示さない限り第4日または第5日に酒石酸耐性酸性
ホスファターゼ(TRAP)で染色した。TRAP染色用に、細胞はPBSで洗浄し、10%ホルムアルデ
ヒド中に1時間固定した。二回のPBS洗浄後、PBS中で洗浄する前に5分間、0.2%TritonX-10
0を溶かしたPBS中に細胞をわずかに浸透させた。染色は0.01%のNaphtol AS-MXホスフェー
ト、0.06%のFast Red Violet、50mMの酒石酸ナトリウム、100mMの酢酸ナトリウム、pH5.2
中で37℃において20～25分間実施した。細胞は顕微鏡によって見ることができた。
【０２３３】
　C-示差的に発現されるmRNAを単離する方法
　破骨細胞に特有の示差的に発現される配列を発見する鍵は、本出願人の特許取得STAR技
術(Subtractive Transcription-based Amplification of mRNA;1998年1月27日に発行され
た米国特許第5,712,127号、Malekら)の使用である。この手順では、中間および成熟段階
の破骨細胞から単離したmRNAを使用して、破骨細胞前駆体mRNAから調製した相補的一本鎖
「ドライバーDNA」とハイブリダイズする「テスターRNA」を調製し、非ハイブリダイズ「
テスターRNA」のみを回収し、これを使用して「サブトラクトライブラリー」と呼ばれる
クローンcDNAライブラリーを作製する。したがって、「サブトラクトライブラリー」は、
マイクロアレイハイブリダイゼーション分析によって見逃されることが多い稀で新規なmR
NAを含む示差的に発現される配列が豊富である。これらの稀で新規なmRNAは、より良い診
断および治療戦略を開発するための重要な遺伝子標的を代表すると考えられる。
【０２３４】
　濃縮「サブトラクトライブラリー」中に含まれるクローンはDNA配列分析によって同定
し、それらの考えられる機能は公のデータベース(NCBIおよびGeneCard)において入手可能
な情報を得ることによって評価する。次いで非冗長クローンを使用してDNAマイクロアレ
イを調製し、これを使用して蛍光cDNAプローブとのハイブリダイゼーションによりそれら
の相対的な示差的発現パターンを定量化する。2クラスのcDNAプローブ、同じサブトラク
トライブラリーから調製したRNA転写産物(サブトラクトプローブ)、または異なる破骨細
胞サンプルから単離したmRNA(標準プローブ)のいずれかから作製したプローブを使用する
ことができる。サブトラクトプローブの使用は、保存されておりSTARによって増大する少
量のmRNA配列を検出するための増大した感度をもたらす。さらに、破骨細胞に対して示差
的に発現される配列の特異性は、それぞれの選択した配列から調製した放射標識プローブ
と異なる破骨細胞サンプルおよび異なる正常ヒト組織由来のRNAを含むマイクロアレイを
ハイブリダイズさせることによって測定する。さらに、ノーザンブロット分析を実施して
、破骨細胞サンプル中の1つまたは複数の特異的mRNA種の存在を確認する。この後、mRNA
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種の代表的な完全長cDNAおよび/またはスプライシング変異体を大腸菌DH10Bでクローニン
グする。
【０２３５】
　遺伝子発現プロファイリングにおける大きな課題は、分子分析に利用可能なRNAの限ら
れた量である。多くの破骨細胞サンプルまたはヒト試料(針吸引、レーザーキャプチャー
マイクロダイセクション(LCM)サンプルおよびトランスフェクト培養細胞)から単離される
RNAの量は、1)STAR用の従来のテスターおよびドライバー材料、2)DNAマイクロアレイ分析
用の標準cDNAプローブ、3)発現の特異性を試験するためのRNAマイクロアレイ、4)ノーザ
ンブロット試料および5)他の生物学的検証および特徴付けなどのための完全長cDNAクロー
ンを調製するのに不充分であることが多い。したがって、本出願人はRAMP(RNA増幅手順)
と呼ばれる占有技術を開発しており(2005年7月14日にNo.US2005/0153333A1で公開され「S
elective Terminal Tagging of Nucleic Acids」という表題の米国特許出願第11/000,958
号)、この技術は全RNAサンプル中に含まれるmRNAを直線的に増幅させ、様々な分析用途に
充分なマイクログラム量の増幅RNAを生成する。RAMPにより生成するRNAは、直線的転写増
幅において使用するために、一本鎖cDNA分子の3'末端に末端配列タグを加えるための占有
法の結果として、主に完全長mRNA様配列である。RAMP反応において増幅した99.5%を超え
る配列が2倍未満の変動性を示し、したがって、RAMPは破骨細胞形成と関係がある特有のm
RNA配列の発見を可能にするのに充分な量の不偏RNAサンプルを提供する。
【０２３６】
　D-ヒト破骨細胞サブトラクトライブラリーの調製
　2つの異なるドナー(Cambrex、East Rutherford、NJ)由来の2つのヒト初代前駆体細胞、
ならびに対応する中間段階(第3日および第7日)および成熟段階(第11～14日)の破骨細胞を
、前に記載したのと同様に調製した。各々からのmRNA精製前の細胞RNAの単離は、標準的
な方法(Qiagen、Mississauga、ON)を使用して実施した。Malekら(米国特許第5,712,127号
)の教示に従い、各サンプル由来の2μgのポリA+mRNAを使用して、テスターおよびドライ
バー材料を調製するのに必要な特化プラスミドベクターにおいて、非常に代表的な(>2×1
06のCFU)cDNAライブラリーを調製した。各々の場合、3'固定ヌクレオチド(例えば、A、G
またはC)を有しNotI制限部位を含むオリゴdT11プライマーを使用して第一鎖cDNAを合成し
た。次に、第二鎖cDNA合成を二本鎖cDNA合成に関する製造者の手順(Invitrogen、Burling
ton、ON)に従い実施し、生成した二本鎖cDNAはAscI認識部位(New England Biolabs、Pick
ering、ON)を含むリンカーと連結させた。次いで二本鎖cDNAをAscIおよびNotI制限酵素(N
ew England Biolabs、Pickering、ON)で消化し、製造者により指定されたのと同様Invitr
ogen(Burlington、ON)からのcDNA分画カラムを使用して過剰なリンカーから精製し、各々
をそれぞれテスターおよびドライバー材料を調製するために使用した特化プラスミドベク
ター-p14(配列番号36)およびp17+(配列番号37)と連結させた。その後、連結したcDNAを大
腸菌DH10Bに形質転換し、望ましいcDNAライブラリー(RAW264.7-前駆体細胞-p14、RAW264.
7-前駆体細胞-p17+、RAW264.7-破骨細胞-p14およびRAW264.7-破骨細胞-p17+)を生成した
。各cDNAライブラリーに関するプラスミドDNAプールを精製し、各々の2μgの等分試料をN
otI制限酵素で線状化した。NotIで消化したp14およびp17+プラスミドライブラリーのin v
itro転写を、次いでそれぞれT7RNAポリメラーゼおよびsp6RNAポリメラーゼ(Ambion、Aust
in、TX)を用いて実施した。
【０２３７】
　次に、3'を表すテスターおよびドライバーライブラリーを調製するために、in vitro合
成したRNAの各々の10μgの等分試料を、前に記載したのと同様の第一鎖cDNA合成、次にAd
vantage-2Taqポリメラーゼ(BD Biosciences Clontech、Mississauga、ON)を使用するプラ
イマー誘導型(p14(配列番号40)用にプライマーOGS77およびp17+(配列番号41)用にプライ
マーOGS302)第二鎖DNA合成を実施することによって二本鎖cDNAに転換した。OGS77およびO
GS302に相当する配列を、cDNAライブラリーを調製するために使用した特化ベクターによ
りin vitro合成したRNAに導入した。その後、各二本鎖cDNAの6×1μgの等分試料を、以下
の4塩基認識制限酵素RsaI、Sau3A1、MseI、MspI、MinPIIおよびBsh12361(MBI Fermentas
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、Burlington、ON)の1つで個別に消化し、cDNAライブラリー中に含まれる各RNA種に関す
る6個までの考えられる3'断片が生成した。消化後、フェノールを用いて制限酵素を不活
性化し、6個の反応混合物のセットを回収した。次いで制限酵素部位をT4DNAポリメラーゼ
を用いて平滑状態にし、AscI認識部位を含むリンカーと連結させた。各リンカーに適合す
る回収したDNAサンプルをAscIおよびNotI制限酵素で消化し、脱塩し特化プラスミドベク
ター、p14およびp17(p17プラスミドベクターは、配列番号41に相当する配列以外はp17+プ
ラスミドベクターと類似している)と連結させ、大腸菌DH10Bに形質転換した。それぞれp1
4およびp17の3'を表すライブラリーに関するプラスミドDNAプールを精製し(Qiagen、Miss
issauga、ON)、各々の2μgの等分試料をNotI制限酵素で消化し、T7RNAポリメラーゼまた
はsp6RNAポリメラーゼ(Ambion、Austin、TX)のいずれかでin vitro転写した。生成したp1
4の3'を表すRNAは「テスターRNA」として直接使用し、一方p17の3'を表すRNAを使用して
、前に記載したのと同様に第一鎖cDNAを合成し、それは次いで「ドライバーDNA」として
働いた。各「ドライバーDNA」の反応混合物をRNaseAおよびRNaseHで処理してRNAを除去し
、フェノール抽出し、使用前に脱塩した。
【０２３８】
　以下の3'を表すライブラリーを調製した:
　テスター1(ドナー1-第3日)-ヒトの中間段階の破骨細胞-3'、p14中
　テスター2(ドナー1-第7日-ヒトの中間段階の破骨細胞)-3'、p14中
　テスター3(ドナー1-第11日-ヒトの成熟段階の破骨細胞)-3'、p14中
　テスター4(ドナー2-第3日-ヒトの中間段階の破骨細胞)-3'、p14中
　テスター5(ドナー2-第7日-ヒトの中間段階の破骨細胞)-3'、p14中
　テスター6(ドナー2-第13日-ヒトの成熟段階の破骨細胞)-3'、p14中
　ドライバー1(ドナー1-第3日)-ヒト前駆体細胞-3'、p17中
　ドライバー2(ドナー2-第3日)-ヒト前駆体細胞-3'、p17中
【０２３９】
　テスターRNAサンプルを、Malekら(米国特許第5,712,127号)の教示に従い1ラウンドまた
は2ラウンドのいずれかにおいて1:100の比で相当するドライバーDNAを用いて、米国特許
第5,712,127号の教示に従い差し引いた。さらに、テスターRNAを含みドライバーDNAを含
まない、ならびにテスターRNAおよびドライバーDNAを含むがRNaseHを含まない、対照反応
混合物を調製した。サブトラクション後に各反応混合物中に残存したテスターRNAは二本
鎖DNAに転換し、5%の体積を除去し、分析目的で標準的なPCR反応において30サイクルで増
幅させた。残りの95%のドライバーのみおよびRNaseHを差し引いたサンプルは、PCRにおい
て4サイクルで増幅させ、AscIおよびNotI制限酵素で消化し、半分はpCATRMAN(配列番号38
)プラスミドベクターと連結させ、他の半分はp20(配列番号39)プラスミドベクターと連結
させた。連結した物質は大腸菌DH10Bに形質転換し、pCATRMANライブラリー中に含まれて
いた個々のクローンは他の分析(DNAシークエンシングおよびハイブリダイゼーション)用
に採取し、一方各p20ライブラリー中に含まれていたクローンは、サブトラクトプローブ
として使用するために回収した。各4サイクルで増幅させたクローニングサブトラクトラ
イブラリーは、25,000～40,000コロニーを含んでいた。
【０２４０】
　以下のクローニングしたサブトラクトライブラリーを調製した:
　SL90-テスター1(第3日の破骨細胞)マイナスドライバー1(前駆体)(1-ラウンド)、pCATRM
AN中;
　SL91-テスター2(第7日の破骨細胞)マイナスドライバー1(前駆体)(1-ラウンド)、pCATRM
AN中;
　SL92-テスター3(第11日の破骨細胞)マイナスドライバー1(前駆体)(1-ラウンド)、pCATR
MAN中;
　SL108-テスター1(第3日の破骨細胞)マイナスドライバー1(前駆体)(2-ラウンド)、pCATR
MAN中;
　SL109-テスター2(第7日の破骨細胞)マイナスドライバー1(前駆体)(2-ラウンド)、pCATR
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MAN中;
　SL110-テスター3(第11日の破骨細胞)マイナスドライバー1(前駆体)(2-ラウンド)、pCAT
RMAN中;
　SL93-テスター4(第3日の破骨細胞)マイナスドライバー2(前駆体)(1-ラウンド)、pCATRM
AN中;
　SL94-テスター5(第7日の破骨細胞)マイナスドライバー2(前駆体)(1-ラウンド)、pCATRM
AN中;
　SL95-テスター6(第13日の破骨細胞)マイナスドライバー2(前駆体)(1-ラウンド)、pCATR
MAN中;
　SL87-テスター4(第3日の破骨細胞)マイナスドライバー2(前駆体)(2-ラウンド)、pCATRM
AN中;
　SL88-テスター5(第7日の破骨細胞)マイナスドライバー2(前駆体)(2-ラウンド)、pCATRM
AN中;
　SL89-テスター6(第11日の破骨細胞)マイナスドライバー2(前駆体)(2-ラウンド)、pCATR
MAN中
【０２４１】
　前に記載した30サイクルのPCRで増幅させたサブトラクト物質の5μLの等分試料を、臭
化エチジウムを含む1.5%アガロースゲル上で目に見える状態にし、次いでサザンブロット
分析用にHybondN+(Amersham Biosciences、Piscataway、NJ)ナイロン膜に移した。破骨細
胞中で上方制御されることが知られているCTSK(カテプシンK;NM_000396.2)遺伝子、およ
び非示差的に発現されるハウスキーピング遺伝子であるGAPDH(グリセルアルデヒド-3-リ
ン酸デヒドロゲナーゼ;M32599.1)に特異的な放射標識プローブを使用すると、CTSKではな
くGAPDHのサブトラクションがあったことは明らかであった。これらの結果に基づいて、
サブトラクトライブラリーは示差的に発現される上方制御配列が豊富なはずであると予想
した。
【０２４２】
　E-サブトラクトライブラリー中に含まれたクローンの配列識別および注釈:
　前に記載したpCATRMANサブトラクトライブラリー(SL87-95およびSL108-110)中に含まれ
ていた合計6,912の個々のクローンを、Qbot(Genetix Inc、Boston、MA)を使用して60μL
のオートクレーブ処理水にランダムに採取した。次いで42μLの各々を、オリゴヌクレオ
チドプライマー、OGS1およびOGS142を含む100μLの標準PCR反応混合物中に使用し、HotSt
artTMTaqポリメラーゼ(Qiagen、Mississauga、ON)を使用して96ウエルマイクロタイター
プレート中で、40サイクル(94℃で10分間、40×(94℃で40秒間、55℃で30秒間、および72
℃で2分間)、次に72℃で7分間)増幅させた。生成したPCR反応混合物は96ウエルフィルタ
ープレート(Corning)を使用して脱塩し、100μLの10mMTris(pH8.0)においてアンプリコン
を回収した。各PCR反応混合物の5μLの等分試料を、臭化エチジウムを含む1.5%アガロー
スゲル上で目に見える状態にし、1つの増幅産物を含む反応混合物のみを、ABI3100機器(A
pplied Biosystems、Foster City、CA)上で実施される標準的なDNAシークエンシングを使
用するDNA配列分析用に選択した。得られた各DNA配列に配列識別番号を与え、後の追跡お
よび注釈のためにデータベースに入れた。
【０２４３】
　公のデータベース(例えばNCBI)のBLAST分析用に各配列を選択した。これらの配列には
、標準的なハウスキーピング遺伝子(GAPDH、アクチン、大部分のリボソームタンパク質な
ど)が存在せず、これはサブトラクトライブラリーが少なくとも比較的多量の非示差的に
発現される配列を欠いていたよい指標であった。
【０２４４】
　選択したクローンのシークエンシングおよび注釈がひとたび終了した後、次のステップ
は、前駆体細胞と比較して破骨細胞中で実際に上方制御された配列の同定を含んでいた。
【０２４５】
　F-上方制御された配列を同定するためのハイブリダイゼーション分析
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　前に記載したpCATRMANライブラリー由来の注釈付けした配列を表すPCRアンプリコンを
使用して、DNAマイクロアレイを調製した。前項で調製した70μLのPCR反応混合物中に含
まれていた精製PCRアンプリコンを凍結乾燥させ、3×SSCおよび0.1%のサルコシルを含む2
0μLのスポッティング溶液中で各々を戻した。三連の各アンプリコンのDNAマイクロアレ
イを、CMT-GAP2スライド(Corning、Corning、NY)およびGMS417スポッター(Affymetrix、S
anta Clara、CA)を使用して次いで調製した。
【０２４６】
　次いでDNAマイクロアレイを、供給者(Amersham Biosciences、Piscataway、NJ)により
推奨されたのと同様に、標準またはサブトラクトcy3およびcy5標識cDNAプローブのいずれ
かとハイブリダイズさせた。標準cDNAプローブは、異なるヒト破骨細胞サンプルおよび相
当する前駆体細胞から調製したRAMP増幅RNAを使用して合成した。標準cDNAプローブは限
られた検出感度のみを与え、およびその結果、cDNAプローブ中に含まれる少量の配列は通
常見逃されることは、当業者によく知られている。したがって、ハイブリダイゼーション
分析は、異なるテスターおよびドライバー物質を表すサブトラクトライブラリーから調製
したcy3およびcy5標識サブトラクトcDNAプローブも使用して実施した。Maiekらの教示に
従った結果として、これらのサブトラクトライブラリーは少量の配列に関して増大させる
ことが可能であり、したがって増大した検出感度を与えることができる。
【０２４７】
　全てのハイブリダイゼーション反応は、供給者(Amersham Biosciences、Piscataway、N
J)により推奨されたのと同様にダイスワップ手順を使用して実施し、約500のおそらく示
差的に発現される上方制御(>2倍)配列を他の分析用に選択した。
【０２４８】
　G-同定した示差的に発現された配列の破骨細胞特異性の測定:
　異なるヒト破骨細胞サブトラクトライブラリーに関するセクションFで同定した示差的
に発現された配列を、ナイロン膜ベースのマイクロアレイとのハイブリダイゼーションに
よって破骨細胞特異性に関して試験した。マイクロアレイは、購入した市販の(Ambion、A
ustin、TX)4個の異なるドナー(雄3および雌1)、および30の正常ヒト組織(副腎、肝臓、肺
、卵巣、骨格筋、心臓、頸部、甲状腺、乳房、胎盤、副腎皮質、腎臓、大静脈、卵管、膵
臓、精巣、空腸、大動脈、食道、前立腺、胃、脾臓、回腸、気管、脳、結腸、胸腺、小腸
、膀胱および十二指腸)からの6個の個別の実験のヒト前駆体細胞および破骨細胞(中間お
よび成熟段階)からのRAMP増幅RNAを使用して調製した。これらのサンプルの多くに関して
入手可能なmRNAの限られた量のために、RAMP法を使用して最初にmRNAを増幅させることが
必要であった。各々の増幅RNAサンプルは、96ウエルマイクロタイタープレートにおいて3
×SSCおよび0.1%のサルコシル中250ng/μLの最終濃度に戻し、1μLを特殊MULTI-PRINT(商
標)装置(VP Scientific、San Diego、CA)を使用してHybondN+ナイロン膜上にスポットし
、空気乾燥させUV架橋させた。SL87-95およびSL108-110から選択した合計400の異なる配
列を、供給者(Amersham、Piscataway、NJ)により推奨されたランダムなプライマー処理手
順を使用して、α-32P-dCTPを用いて個別に放射標識し、マクロアレイにおけるプローブ
として使用した。ハイブリダイゼーションおよび洗浄ステップは、当業者によく知られて
いる標準的な手順に従い実施した。
【０２４９】
　試験した500の配列のうち、約85%がマクロアレイを調製するために使用した破骨細胞RN
Aサンプルの全てにおいて、上方制御されたことが分かった。しかしながら、これらの配
列の多くは、大部分の異なる正常ヒト組織においてもさらに容易に検出した。これらの結
果に基づいて、実験の変動性と関係があったと思われる配列、および有意に高いレベルで
他のヒト組織の多くにおいて検出した配列は除去した。結果として、上方制御され非常に
破骨細胞特異的であると思われた35の配列のみを、生物学的検証試験用に選択した。この
35の遺伝子のセット中には4個(配列番号30～33)が含まれており、この場合大部分の正常
組織と比較して成熟段階の破骨細胞において有意な上方制御があったが、これらの遺伝子
の発現は前駆体細胞において全体的に低かったので、これらの遺伝子の発現は定量化後の
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正常組織中では高かったと思われる、図30～33;棒グラフ)。しかしながら、正常組織中で
のそれらの発現は、成熟段階の破骨細胞のそれよりさらに比較的低かった。したがって、
これらの遺伝子は、破骨細胞形成および骨吸収において依然として重要な調節因子である
可能性があり、したがって生物学的検証用に選択した。この35配列のサブセットは特にCT
SK、TRAP、MMP9、CST3およびCKBなどの同定済みの遺伝子も含まない、何故ならこれらは
、破骨細胞中で上方制御されることが文献中で以前に報告されたからである。CST3(配列
番号34)に関するマクロアレイのデータを、破骨細胞の吸収プロセスの重要な調節因子で
あることが既に知られている遺伝子のハイブリダイゼーションパターンおよび特異性を例
証するために含める。1つの遺伝子(ANKH;配列番号17)は35遺伝子のサブセット中に含まれ
たが、骨石灰化において役割を果たすことはデータベース(NCBI-Gene)で以前に報告され
た。しかしながら、ANKH遺伝子の突然変異から生じた観察した骨の表現型は、破骨細胞中
でのその上方制御と特に関連していたわけではなかった。したがって我々のデータは、AN
KHの重要な役割は骨のリモデリング中の破骨細胞活性と関連し得ることを示唆する。
【０２５０】
　図1～33、38および39は、生物学的検証用に選択した35配列に関する前駆体細胞と比較
した破骨細胞および正常ヒト組織の、マクロアレイパターンおよびハイブリダイゼーショ
ンシグナルの定量化を示す。35の選択した配列中、24個の遺伝子が機能注解を有し、9個
の遺伝子が機能注解を有さず、2個は新規の配列であった(ゲノムのヒット)。破骨細胞の
分化および機能の制御と関係がある遺伝子産物の同定は、異常な骨のリモデリングによっ
て特徴付けられる病状の新しい特異的な療法の開発に関する、新規の標的の発見をしたが
ってもたらした。表1中に要約する代表的な配列は以下に表し、相当する配列は表5中に示
す。
【０２５１】
　配列番号1:
　配列番号1(表5)は、機能未知の推定タンパク質LOC284266をコードする以前に同定した
遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、
この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証し
ており(図1)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形
成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２５２】
　配列番号2:
　配列番号2(表5)は、機能未知の予測オープンリーディングフレーム、C6orf82をコード
する以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒ
ト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御
されることを実証しており(図2)、これらは以前に報告されていない。3つのタンパク質イ
ソ型をコードするこの遺伝子の少なくとも5つの転写産物変異体が、これまで同定されて
きている(NCBI)。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリン
グに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２５３】
　配列番号3:
　配列番号3(表5)は、機能未知のがpH制御のプロセスに関連する可能性がある、推定タン
パク質LOC133308をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆
体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞
において著しく上方制御されることを実証しており(図3)、これらは以前に報告されてい
ない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要と
される可能性があると考えられる。
【０２５４】
　配列番号4:
　配列番号4(表5)は、機能未知の推定タンパク質LOC116211をコードする以前に同定した
遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、
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この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証し
ており(図4)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形
成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると示唆される。
【０２５５】
　配列番号5
　配列番号5(表5)は、機能未知の予測タンパク質、LOC151194(肝細胞癌関連抗原HCA557b
と類似)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞お
よび他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において
著しく上方制御されることを実証しており(図5)、これらは以前に報告されていない。し
たがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可
能性があると考えられる。
【０２５６】
　配列番号6:
　配列番号6(表5)は、CXCケモカインファミリーに属する炎症性ケモカインである、タン
パク質、ケモカイン(C-X-Cモチーフ)リガンド5(CXCL5)をコードする以前に同定した遺伝
子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この
遺伝子が成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図6)、
これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/また
は骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２５７】
　配列番号7:
　配列番号7(表5)は、アデノシントリホスファターゼ(ATPase)と関係があるタンパク質、
ATPase、H+輸送、リソソームアクセサリータンパク質2(ATP6AP2)をコードする以前に同定
した遺伝子に相当する。プロトン輸送型ATPaseは、エネルギー保存、二次性能動輸送、細
胞内区画の酸性化、および細胞pHのホメオスタシスにおいて基本的役割を有する(表1参照
)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が成熟段階の破
骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図7)、これらは以前に報告さ
れていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに
必要とされる可能性があると考えられる。
【０２５８】
　配列番号8
　配列番号8(表5)は、ユビキチン依存性タンパク質異化と関係があるタンパク質、ユビキ
チン特異的プロテアーゼ12様1(USP12)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1
参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間およ
び成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図8)、これら
は以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨の
リモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２５９】
　配列番号9
　配列番号9(表5)は、ユビキチン依存性タンパク質異化と関係があるタンパク質、ユビキ
チン結合酵素E2E1(UBC4/5ホモログ、酵母菌)(UBE2E1)をコードする以前に同定した遺伝子
に相当する(表1参照)。これまで、この遺伝子に関して報告されている2つの転写産物変異
体およびタンパク質イソ型が存在する。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比
較して、この遺伝子が成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証して
おり(図9)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成
および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２６０】
　配列番号10
　配列番号10(表5)は、コレステノールΔ-イソメラーゼ活性を有する可能性があるタンパ
ク質、エモパミル(Emopamil)結合タンパク質様(EBPL)をコードする以前に同定した遺伝子
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に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺
伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており
(図10)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成およ
び/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２６１】
　配列番号11
　配列番号11(表5)は、細胞の運動および接着と関連し得るタンパク質、発生および分化
促進因子1(DDEF1)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前
駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細
胞において著しく上方制御されることを実証しており(図11)、これらは以前に報告されて
いない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要
とされる可能性があると考えられる。
【０２６２】
　配列番号12
　配列番号12(表5)は、受容体活性を有し細胞接着と関連するが依然として完全には特徴
付けされていない可能性があるタンパク質、SLAMファミリーのメンバー7(SLAM7)をコード
する以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒ
ト組織と比較して、この遺伝子が成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されること
を実証しており(図12)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破
骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２６３】
　配列番号13
　配列番号13(表5)は、ユビキチン依存性タンパク質異化と関係があるタンパク質、ユビ
キチン結合酵素E2E3(UBC4/5ホモログ、酵母菌)(UBE2E3)をコードする以前に同定した遺伝
子に相当する(表1参照)。これまでに文書化された2つの転写産物変異体が存在し、これら
は同じタンパク質イソ型をコードする。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比
較して、この遺伝子が成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証して
おり(図1)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成
および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２６４】
　配列番号14
　配列番号14(表5)は、神経ペプチドホルモンの活性と関係があるタンパク質、ガラニン(
Galanin)(GAL)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体
細胞および結腸以外の他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の
破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図14)、これらは以前に報告
されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリング
に必要とされる可能性があると考えられる。
【０２６５】
　配列番号15
　配列番号15(表5)は、酸化還元酵素活性を有する可能性があるタンパク質、サイトカイ
ン様核因子n-pac(N-PAC)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々
は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の
破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図15)、これらは以前に報告
されていない。しかしながら、この遺伝子の幾らかの過剰発現が、成熟破骨細胞のそれよ
りはるかに低いが心臓、卵管、脾臓および頚部において見られた。したがって、この遺伝
子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えら
れる。
【０２６６】
　配列番号16
　配列番号16(表5)は、細胞接着およびイオン結合と関係があるタンパク質、インテグリ
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ンαX(抗原CD11C(p150)、αポリペプチド)(ITGAX)をコードする以前に同定した遺伝子に
相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝
子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(
図16)、これらは以前に報告されていない。最小の発現、ただし成熟破骨細胞よりはるか
に低い発現が、正常組織中、特に副腎、肺および脾臓において、この遺伝子に関して観察
される。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要
とされる可能性があると考えられる。
【０２６７】
　配列番号17
　配列番号17(表5)は、組織硬化を制御する可能な機構として示唆されるピロリン酸レベ
ルの制御と関係があるタンパク質、癒着、進行性ホモログ(マウス)(ANKH)をコードする以
前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織
と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御される
ことを実証しており(図17)、これらは以前に報告されていない。しかしながら、この遺伝
子は骨石灰化と関係があることが報告されてきている、ただし破骨細胞におけるその上方
制御の証拠はない(Malkinら、2005)。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/ま
たは骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２６８】
　配列番号18
　配列番号18(表5)は、水素輸送ATPase活性、回転機構と関係があるタンパク質、ATPase
、H+輸送、リソソーム70kD、V1サブユニットAをコードする以前に同定した遺伝子に相当
する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が
成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図18)、これらは
以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリ
モデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２６９】
　配列番号19
　配列番号19(表5)は、機能未知のタンパク質FLJ10874をコードする予測オープンリーデ
ィングフレーム(第1染色体のオープンリーディングフレーム75)をコードする以前に同定
した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較し
て、この遺伝子が成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており
(図19)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成およ
び/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７０】
　配列番号20
　配列番号20(表5)は、インテグリン依存性細胞接着中に重要な役割を有するタンパク質
、インテグリンβ1結合タンパク質1(ITGB1BP1)をコードする以前に同定した遺伝子に相当
する(表1参照)。この遺伝子に関する2つの転写産物変異体およびタンパク質イソ型が単離
されてきている。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が
成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図20)、これらは
以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリ
モデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７１】
　配列番号21
　配列番号21(表5)は、機能未知のタンパク質、チオレドキシン様5(TXNL5)をコードする
以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および食道以外の他の
正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上
方制御されることを実証しており(図21)、これらは以前に報告されていない。したがって
、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があ
ると考えられる。
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【０２７２】
　配列番号22
　配列番号22(表5)は、知られている特定の機能を有していないタンパク質、C型レクチン
ドメインファミリー4、メンバーE(CLECSF9)をコードする以前に同定した遺伝子に相当す
る(表1参照)。このファミリーのメンバーは共通のタンパク質折り畳みを共有し、細胞接
着、細胞間シグナル伝達、糖タンパク質の代謝回転、ならびに炎症および免疫応答におけ
る役割などの多様な機能を保持し有する。我々は、前駆体細胞ならびに肺および脾臓以外
の他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が成熟段階の破骨細胞において著しく上方制
御されることを実証しており(図22)、これらは以前に報告されていない。この点において
、我々は肺および脾臓中でのファミリーのメンバーとのクロスハイブリダイゼーションを
排除することができない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリ
モデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７３】
　配列番号23
　配列番号23(表5)は、GTPase活性を有するタンパク質、RAB33A、メンバーRAS癌遺伝子フ
ァミリー(RAB33A)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前
駆体細胞および脳以外の他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階
の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図23)、これらは以前に報
告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリン
グに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７４】
　配列番号24
　配列番号24(表5)は、カルシニューリンAと相互作用しカルシニューリン依存性シグナル
伝達経路を阻害し、中枢神経系の発生におそらく影響を与えるタンパク質、ダウン症に重
要な領域の遺伝子1(DSCR1)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。こ
れまでに単離されている3つの転写産物変異体およびタンパク質イソ型が存在する。我々
は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の
破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図24)、これらは以前に報告
されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリング
に必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７５】
　配列番号25
　配列番号25(表5)は、分泌区画間の小胞輸送と関係があるSNARE認識分子の1つであるタ
ンパク質、SNAREタンパク質Ykt6(YKT6)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表
1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が成熟段階
の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図25)、これらは以前に報
告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリン
グに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７６】
　配列番号26
　配列番号26(表5)は、細胞骨格であり、アクチン結合および接着と関係があるタンパク
質、アクチニン、α1(ACTN1)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。
我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段
階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図26)、これらは以前に
報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリ
ングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７７】
　配列番号27
　配列番号27(表5)は、タンパク質の代謝回転と関係し得るタンパク質、CIpXカゼイン溶
解性ペプチダーゼXホモログ(大腸菌)(CLPX)をコードする以前に同定した遺伝子に相当す
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る(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が中
間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図27)、
これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/また
は骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２７８】
　配列番号28
　配列番号28(表5)は、炭酸脱水酵素活性を有するタンパク質、炭酸脱水酵素II(CA2)をコ
ードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。この酵素の欠陥は大理石骨病およ
び尿細管性アシドーシスと関係があり(McMahonら、2001)、誘導酸性pH条件下で成熟段階
の破骨細胞において上方制御されることが示されてきている(BiskobingおよびFan、2000)
。我々は、誘導酸性pH条件と無関係に前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、こ
の遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証して
おり(図28)、これらは以前に報告されていない。しかしながら、この遺伝子の高い発現は
結腸および胃中でも観察したが、成熟段階破骨細胞のレベルよりさらに有意に低かった。
したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる
可能性があると考えられる。
【０２７９】
　配列番号29
　配列番号29(表5)は、その機能が測定されていないタンパク質、ソーディングネキシン(
Sorting nexin)10(SNX10)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々
は、前駆体細胞および大部分の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が成熟段階の破骨細
胞において著しく上方制御されることを実証しており(図29)、これらは以前に報告されて
いない。しかしながら、この遺伝子の高い発現は肝臓、脳、肺、副腎皮質、腎臓および脾
臓中でも観察したが、成熟段階破骨細胞のレベルよりさらに有意に低かった。したがって
、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があ
ると考えられる。
【０２８０】
　配列番号30
　配列番号30(表5)は、その機能が測定されていないが核酸結合と関係する可能性がある
タンパク質、Tudorドメイン含有3(TDRD3)をコードする以前に同定した遺伝子に相当する(
表1参照)。我々は、前駆体細胞および大部分の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が成
熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図30)、これらは以
前に報告されていない。しかしながら、正常前駆体レベルより低いレベルのため正常ヒト
組織中でベースラインを超えてこの遺伝子の発現を観察したが、成熟段階破骨細胞のレベ
ルよりさらに有意に低かった。したがって、この遺伝子をさらに選択した。したがって、
この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性がある
と考えられる。
【０２８１】
　配列番号31
　配列番号31(表5)は、細胞外空間およびセレンの輸送において酸化防御物質として関係
しているタンパク質、セレノプロテインP、血漿1(SEPP1)をコードする以前に同定した遺
伝子に相当する(表1参照)。この遺伝子は多数のセレノシステインを含むセレノプロテイ
ンをコードする。セレノシステインは通常の停止コドンUGAによってコードされる。異常
なアミノ酸は配列番号78のアミノ酸配列において「U」として示され(表5)、あるいは配列
表中ではXaaによって示される。我々は、前駆体細胞および大部分の正常ヒト組織と比較
して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを
実証しており(図31)、これらは以前に報告されていない。しかしながら、正常前駆体レベ
ルより低いレベルのため正常ヒト組織中でベースラインを超えてこの遺伝子の発現を観察
したが、成熟段階破骨細胞のレベルよりさらに有意に低かった。したがって、この遺伝子
をさらに選択した。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリ
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ングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２８２】
　配列番号32
　配列番号32(表5)は、機能未知の推定タンパク質、KIAAO040をコードする以前に同定し
た遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および大部分の正常ヒト組織と比較
して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを
実証しており(図32)、これらは以前に報告されていない。しかしながら、正常前駆体レベ
ルより低いレベルのため正常ヒト組織中でベースラインを超えてこの遺伝子の発現を観察
したが、成熟段階破骨細胞のレベルよりさらに有意に低かった。したがって、この遺伝子
をさらに選択した。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリ
ングに必要とされる可能性があると考えられる。
【０２８３】
　配列番号33
　配列番号33(表5)は、固有の膜糖タンパク質であるタンパク質、ジペプチジルペプチダ
ーゼ4(CD26、アデノシンデアミナーゼ複合タンパク質2)(DPP4)、およびポリペプチドのN
末端からX-プロリンジペプチドを切断するセリンエクソペプチダーゼをコードする以前に
同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および大部分の正常ヒト組織
と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御される
ことを実証しており(図33)、これらは以前に報告されていない。しかしながら、正常前駆
体レベルより低いレベルのため、胎盤、肺、卵巣、腎臓、前立腺および小腸以外の正常ヒ
ト組織中でベースラインを超えてこの遺伝子の発現を観察したが、成熟段階破骨細胞のレ
ベルよりさらに有意に低かった。したがって、この遺伝子をさらに選択した。したがって
、この遺伝子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があ
ると考えられる。
【０２８４】
　配列番号34:
　配列番号34(表5)は、タンパク質、シスタチンC前駆体、およびシステインプロテアーゼ
の阻害剤であることが知られているシスタチンファミリーのメンバーをコードする以前に
同定した遺伝子に相当する(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比
較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されること
を実証しており(図34)、これらは以前に報告されていない。しかしながら、シスタチンC
が破骨細胞による骨吸収を阻害する際に重要な役割を果たすことは充分に文書化されてい
る(Brageら、2005)。したがって、この遺伝子に関するハイブリダイゼーションプロファ
イルは、破骨細胞と関係がある高度に上方制御され且つ特異的な配列のよい一例である。
【０２８５】
　配列番号85
　配列番号85(表5)は、新規の遺伝子を含む第1染色体上で見られる未知のタンパク質(ク
ローンRP11-344F13)をコードする(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組
織と比較して、この遺伝子が中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御され
ることを実証しており(図38)、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝
子は破骨細胞形成および/または骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えら
れる。
【０２８６】
　配列番号86
　配列番号86(表5)は、知られているタンパク質をコードしていない。変形性関節症軟骨
サンプルから単離したBQ182670に相当するデータベース中の未知の遺伝子および整合Est
配列(表1参照)。我々は、前駆体細胞および他の正常ヒト組織と比較して、この遺伝子が
中間および成熟段階の破骨細胞において著しく上方制御されることを実証しており(図39)
、これらは以前に報告されていない。したがって、この遺伝子は破骨細胞形成および/ま
たは骨のリモデリングに必要とされる可能性があると考えられる。
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【０２８７】
　H-破骨細胞mRNAから選択した配列の完全長cDNAのクローニング:
　完全長cDNA配列を得て、発現したタンパク質の機能試験を実施することが必要であった
。スプライシング変異体は組織特異的機能とますます関係しており、したがって、試験中
の系からのcDNAクローンを用いて作業することが重要である。本出願者は、スプライシン
グ変異体が常に関係し得ないことも理解している。したがって、本出願者の手法は破骨細
胞から直接関連する完全長cDNA配列を単離して、変異体および特異性に関するそれらの考
えられる役割を同定することになっている。
【０２８８】
　コードcDNAクローンを、5'-RACE戦略(Invitrogen、Burlington、ON)とPCRにおける標準
的な2プライマー遺伝子特異的手法の両方を使用して単離した。5'-RACE戦略は、キャップ
選択した破骨細胞のRNAおよび/またはRAMP増幅させた破骨細胞のRNAから調製したcDNAを
使用した。遺伝子特異的プライマーを使用する増幅用に、RAMPRNAまたは全RNAから調製し
たいずれかのcDNAを使用した。全てのcDNAは、標準的な逆転写手順(Invitrogen、Burling
ton、ON)に従い合成した。得られたcDNA配列は大腸菌DH10Bにクローニングし、多数のク
ローンのヌクレオチド配列を決定した。その後、各セットのcDNA配列をアラインメントを
とり、オープンリーディングフレーム(ORF)は標準的なソフトウェア(例えば、ORFFinder-
NCBI)を使用して同定した。表2は、それぞれアクセッション番号NM_213602およびNM_0010
14433(NCBI)に相当する公開済みの配列のコード領域と同一であった、ヒト破骨細胞サン
プルから得た配列番号1(配列番号83)および配列番号2(配列番号84)のコード領域の、cDNA
クローンのコンセンサス配列を示す。
【０２８９】
　I-RNA干渉試験
　RNA干渉は、mRNAを分解に関して標的化することによる遺伝子の発現の配列特異的低下
と関係がある近年発見された遺伝子制御機構であり、元来植物において記載されてきたが
、原生動物および無脊椎動物から高等真核生物まで多くの動物界において発見されてきて
いる(Agrawalら、2003において総説された)。生理的設定では、RNA干渉の機構は、21～23
bpのsiRNAを放出するDicerと呼ばれ細胞内で活性があるRNAseIII様タンパク質によって切
断される、二本鎖RNA分子の存在によって誘発される。siRNAは、相同性誘導式に、mRNAの
存在下でRISC(RNA誘導サイレンシング複合体)と呼ばれるRNA-タンパク質混合体に複合体
形成して、そのmRNAの発現の減衰をもたらす分解を引き起こす(Agrawalら、2003)。
【０２９０】
　遺伝子ノックアウトマウスおよび優性ネガティブなどの遺伝子の機能を試験するための
現在の手法は、しばしば効率が悪く、かつ一般に高価であり、かつ時間がかかる。RNA干
渉は、迅速かつ比較的安価な方法で多数の遺伝子を分析するための選択法であることが判
明している。合成siRNAのトランスフェクションは有効な方法であるが、その効果はせい
ぜい一時的であることが多い(Hannon G.J.、2002)。安定したトランスフェクションによ
る短いヘアピンRNAを発現するプラスミドの送達は、より長期の試験でRNA干渉の分析を可
能にした点において成功している(Brummelkampら、2002;Elbashirら、2001)。さらに、よ
り近年の進歩は、レンチウイルスなどのウイルス送達法を使用して初代ヒト細胞において
、短いヘアピンRNAの形でのsiRNA分子の発現を可能にしている(Leeら、2004;Rubinsonら
、2003)。
【０２９１】
　J-破骨細胞形成に対するノックダウン効果の測定
　ヒト候補遺伝子用のスクリーニング法を開発するために、RNA干渉を適合させてshRNAを
ヒト破骨細胞前駆体細胞に送達し、その結果候補遺伝子の発現を減衰させることができた
。したがってこの手法は、わずかに発現したこれらの遺伝子を含む細胞における破骨細胞
の分化を実施させて、存在する場合このプロセスにおけるそれらの要件を決定することが
できるはずである。
【０２９２】
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　この目的のため、市販のレンチウイルスshRNA送達系(Invitrogen、Burlington、ON)を
使用して、特異的shRNAをヒト破骨細胞前駆体細胞に導入した。使用した技法は、他に言
及しない限り製造者により記載されたのと同様であった。この実施例では、今まで試験し
た2つの候補遺伝子、配列番号1(AB0326)および配列番号2(AB0369)に関して得た結果を表
す。これら2つの遺伝子の両方によってコードされるタンパク質は、機能未知の。配列番
号1および配列番号2を特異的に標的化するために使用したshRNA配列は、それぞれ5'-CAGG
CCCAGGAGTCCAATT-3'(配列番号42)および5'-TCCCGTCTTTGGGTCAAAA-3'(配列番号43)であっ
た。簡単に言うと、shRNAの発現用の鋳型をレンチウイルス発現ベクターにクローニング
し、293FT細胞においてウイルス構造タンパク質用の発現ベクターでコトランスフェクト
した。2日後、レンチウイルスを含む上清を回収し-80℃で保存した。Cambrex(East Ruthe
rford、NJ)から購入したヒト破骨細胞前駆体を24ウエルプレートに接種し、マクロファー
ジコロニー刺激因子を含む完全培地中で培養し、3日間接着させた。PBSで洗浄した後、対
照として細菌lacZ遺伝子に特異的なshRNA(IacZshRNA)または配列番号1(AB0326shRNA)また
は配列番号2(AB0369shRNA)を含むいずれかのレンチウイルス粒子の20MOI(感染多重度)で
細胞を感染させた。24時間後、感染した細胞は5～8日間100ng/mlのRANKリガンドを含む同
じ培地で処理して、前駆体細胞からの破骨細胞の分化を可能にした。成熟状態の破骨細胞
はホルムアルデヒドで固定し、以下のようにTRAP発現用に染色した:細胞はPBSで洗浄し、
10%ホルムアルデヒド中に1時間固定した。二回のPBS洗浄後、PBS中で洗浄する前に5分間
、0.2%TritonX-100を溶かしたPBS中に細胞をわずかに浸透させた。染色は0.01%のNaphtol
AS-MXホスフェート、0.06%のFast Red Violet、50mMの酒石酸ナトリウム、100mMの酢酸ナ
トリウム、pH5.2中で37℃において20～25分間実施した。染色した細胞は光学顕微鏡によ
って見ることができ写真撮影した(倍率:40倍)。多核破骨細胞の数の有意な減少を、lacZs
hRNA(図35AおよびB;上図)感染させた前駆体細胞と比較して、AB0326shRNA(図35A;下図)お
よびAB0369shRNA(図35B;下図)で感染させた前駆体細胞から観察した。したがって、両方
の場合共、各レンチウイルスshRNA(それぞれ配列番号42および43)(表4)は、破骨細胞形成
を乱した。これらの結果は、配列番号1(AB0326)および配列番号2(AB0369)をコードする遺
伝子の発現が、破骨細胞の分化に必要とされることを明らかに示した。
【０２９３】
　前に記載した実験と類似の実験を、他の配列(配列番号3～配列番号33、配列番号85また
は配列番号86)に実施する。
【０２９４】
　K-RAW264.7モデルを使用した破骨細胞形成におけるAB0326(配列番号35)のマウスオルソ
ログの生物学的検証
　同定した標的を使用してヒト破骨細胞の分化および活性を減衰させることができる治療
用分子を発見するための、薬剤スクリーニングアッセイを開発するための手段として、他
の破骨細胞分化モデルに変更することが必要であった。RAW264.7(RAW)破骨細胞前駆体細
胞系は、ネズミの破骨細胞形成モデルとして当技術分野でよく知られている。しかしなが
ら、RAW細胞を一過的にトランスフェクトすることが困難であるため、RAW細胞中でshRNA
を構成的に発現させる手法として、安定したトランスフェクションを使用した。これによ
って、同定したヒト標的のマウスオルソログに特異的な特定のshRNAの存在下で、破骨細
胞分化などの長期の試験を実施することが可能であった。
【０２９５】
　RAW細胞はAmerican Type Culture Collection(Manassass、VA)から購入し、10%ウシ胎
児血清および抗生物質を含む高グルコースDMEM中に保った。細胞は最大10～12代まで二週
間に一回継代培養した。破骨細胞分化の実験用に、RAW細胞を4×103個の細胞/ウエルの密
度で96ウエルプレートに接種し、24時間平板培養した。高グルコースDMEM、10%チャコー
ル処理ウシ胎児血清(Hyclone、Logan、UTから入手)、0.05%BSA、抗生物質、10ng/mlのマ
クロファージコロニー刺激因子(M-CSF)、および100ng/mlのRANKリガンドにおいて分化を
誘導した。第3日にプレートに再供給し、破骨細胞は第4日までに明らかに目に見える状態
になった。典型的には細胞は、他に示さない限り第4日または第5日にTRAPで染色した。
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【０２９６】
　shRNA発現カセットをRAW細胞の染色体に取り込ませるために、pSilencer2.0プラスミド
(配列番号47)をAmbion(Austin、TX)から購入し、配列特異的オリゴヌクレオチドを製造者
により推奨されたのと同様に連結させた。2つのshRNA発現プラスミド設計し、AB0326(配
列番号35)遺伝子発現のマウスオルソログを減衰させるために使用した配列は、5'-GCGCCG
CGGATCGTCAACA-3'(配列番号44)および5'-ACACGTGCACGGCGGCCAA-3'(配列番号45)であった
。如何なる哺乳動物遺伝子とも知られている相同性を有しておらずスクランブルshRNA配
列を含む、Ambionにより供給されたプラスミドも、これらの実験中に陰性対照として含め
た。RAW細胞を5×105個の細胞/ウエルの密度で6ウエルプレートに接種し、プロトコル中
に記載されたのと同様にFugene6(Roche、Laval、QC)を使用して1μgの各プラスミドでト
ランスフェクトした。2μg/mlのピューロマイシンを含む培地において安定したトランス
フェクタントを選択した後、細胞系を増殖させ、破骨細胞形成に関してRANKリガンドの存
在下で試験した。
【０２９７】
　安定的にトランスフェクトした細胞系はRAW-0326.1、RAW-0326.2およびRAW-ctlと表し
た。三連の96ウエルプレート中に、ウエル当たり4000個の細胞を接種し、100ng/mlのRANK
リガンドで処理した。4日後、破骨細胞をTRAP発現に関して染色し、光学顕微鏡によって
見ることができた(それぞれ左図および右図中に示したように、倍率は40倍および100倍で
あった)。
【０２９８】
　RAW-0326.2系に関する代表的な結果を図36中に示す。RAW-0326.2細胞系は、スクランブ
ルshRNAを含む細胞系と比較して(図36;上図)有意に少ない破骨細胞を生成した(図36;下図
)。RAW-0326.1細胞系は、AB0326のマウスオルソログの減衰も示したが、顕著ではなかっ
た(データ示さず)。したがって、配列番号42および43に関して観察したのと同様に、マウ
スオルソログに対するsiRNA(配列番号44および45)(表4)は、マウスモデルと同様に破骨細
胞の分化を表現型に関して乱すようである。これらの結果は、レンチウイルスshRNA送達
系を使用してヒト破骨細胞前駆体細胞において得た結果(セクションJ)と組合せて、ヒト
とマウスの両方において、AB0326遺伝子産物は破骨細胞形成に明らかに必要とされること
を実証する。
【０２９９】
　L-破骨細胞形成の阻害剤をスクリーニングするための、RAW264.6細胞における配列番号
1(AB0326)に関する機能的相補性アッセイ
　破骨細胞の分化を減衰することが可能である小分子を発見するための配列番号1(AB0326
)に基づくスクリーニングアッセイを確立するために、ヒトAB0326をコードするcDNAをRAW
-0326.2細胞系中に導入した。したがって、ヒトAB0326がRAW264.7細胞におけるマウスオ
ルソログと同じ機能的役割を果たす場合、それはRAW-0326.2細胞系の破骨細胞形成能力を
取り戻すはずである。
【０３００】
　この作業を実施するために、pd2-hAB0326と呼ばれるヒトAB0326の完全長cDNAをコード
する真核生物発現ベクターで、RAW-0326.2細胞系をトランスフェクトした。この発現ベク
ター(pd2;配列番号47)は市販のベクター、pd2-EGFP-N1(Clontech、Mountain View、CA)か
ら改変し、この場合EGFP遺伝子をヒトAB0326のcDNAの完全長コード配列と交換した。AB03
26遺伝子の発現は強力なCMVプロモーターによって誘導した。安定したトランスフェクタ
ントは抗生物質、G418を使用して選択した。これは、ヒトAB0326遺伝子産物を発現しAB03
26のマウスオルソログが発現抑制されたRAW-0326.2細胞系をもたらした。対照として、AB
0326shRNA活性を補うはずがないpd2空ベクターで、RAW-0326.2細胞をトランスフェクトし
た。さらに、pd2空ベクターをRAW264.7細胞にトランスフェクトして、他の対照として働
かせた。細胞の安定した集団を選択した後、ウエル当たり4000個の細胞を96ウエルプレー
ト中に接種し、100ng/mlのRANKリガンドで4日間処理した。ホルムアルデヒドを用いた固
定後、TRAP、破骨細胞特異的マーカー遺伝子に関して細胞を染色した。図37中に示すよう
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に、空pd2ベクターでトランスフェクトしたRAW-0326.2細胞は、RANKリガンドの存在下で
は破骨細胞を形成することができず(中央図)、マウスAB0326shRNAはさらにこれらの細胞
におけるAB0326遺伝子の発現を抑制することができることが示される。逆に、ヒトAB0326
(pd2-hAB0326)でトランスフェクトした細胞は救済され、したがってRANKリガンドに応答
して破骨細胞により効率良く分化する(右図)。空ベクター(pd2)を含むRAW264.7細胞が、R
ANKリガンドの存在下で破骨細胞の形成に悪影響を与えることはなかった(左図)。これら
の結果によって、AB0326のマウスおよびヒトオルソログは、破骨細胞の分化において機能
的に保存されることを確認する。
【０３０１】
　この特定の型の細胞系アッセイは、ヒトAB0326と結合しその機能を阻害することができ
る化合物をスクリーニングするための基盤として今や働くことができる。化合物ライブラ
リーをこの「救済」細胞系に施用して、AB0326を阻害することができる分子(小分子薬剤
、ペプチド、または抗体)を同定することができた。TRAPの発現の低下によって測定した
破骨細胞分化の任意の低下が、ヒトAB0326活性の低下を示し得る。このアッセイは、RAW
細胞における適切な破骨細胞分化に必要とされる任意の遺伝子に適用可能である。任意の
ヒト遺伝子用の相補性アッセイを開発することができ、薬剤スクリーニングの基盤として
使用することができる。
【０３０２】
　前に記載した実験と類似の実験を、他の配列(配列番号3～配列番号33、あるいは配列番
号85または配列番号86)に実施する。この型のアッセイを使用して、NSEQまたはPSEQの活
性または発現を増大または低下(例えば、阻害)することができる分子をスクリーニングす
ることができる。
【０３０３】
　本発明のNSEQ、その方法、組成物、使用、そのアッセイあるいはその他において、ポリ
ヌクレオチドは個別または集団(集合的)のいずれかで、より詳細には(または以下のいず
れかを含むまたはこれらからなってよい);
【０３０４】
　配列番号1、配列番号2、配列番号3、配列番号4、配列番号5、配列番号6、配列番号7、
配列番号8、配列番号9、配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14
、配列番号15、配列番号16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号20、配列番
号21、配列番号22、配列番号23、配列番号24、配列番号25、配列番号26、配列番号27、配
列番号28、配列番号29、配列番号30、配列番号31、配列番号32、配列番号33、配列番号85
または配列番号86のいずれかの翻訳可能部分;
【０３０５】
　配列番号1、配列番号2、配列番号3、配列番号4、配列番号5、配列番号6、配列番号7、
配列番号8、配列番号9、配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14
、配列番号15、配列番号16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号20、配列番
号21、配列番号22、配列番号23、配列番号24、配列番号25、配列番号26、配列番号27、配
列番号28、配列番号29、配列番号30、配列番号31、配列番号32、配列番号33、配列番号85
または配列番号86の翻訳可能部分と実質的に同一である配列;
【０３０６】
　配列番号1の翻訳可能部分、配列番号1、配列番号2、配列番号3、配列番号4、配列番号5
、配列番号6、配列番号7、配列番号8、配列番号9、配列番号10、配列番号11、配列番号12
、配列番号13、配列番号14、配列番号15、配列番号16、配列番号17、配列番号18、配列番
号19、配列番号20、配列番号21、配列番号22、配列番号23、配列番号24、配列番号25、配
列番号26、配列番号27、配列番号28、配列番号29、配列番号30、配列番号31、配列番号32
、配列番号33、配列番号85または配列番号86の転写可能部分の断片と実質的に相補的であ
る配列;
【０３０７】
　配列番号1、配列番号2、配列番号3、配列番号4、配列番号5、配列番号6、配列番号7、
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配列番号8、配列番号9、配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14
、配列番号15、配列番号16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号20、配列番
号21、配列番号22、配列番号23、配列番号24、配列番号25、配列番号26、配列番号27、配
列番号28、配列番号29、配列番号30、配列番号31、配列番号32、配列番号33、配列番号85
または配列番号86の翻訳可能部分と実質的に同一である配列の断片;
【０３０８】
　配列番号1、配列番号2、配列番号3、配列番号4、配列番号5、配列番号6、配列番号7、
配列番号8、配列番号9、配列番号10、配列番号11、配列番号12、配列番号13、配列番号14
、配列番号15、配列番号16、配列番号17、配列番号18、配列番号19、配列番号20、配列番
号21、配列番号22、配列番号23、配列番号24、配列番号25、配列番号26、配列番号27、配
列番号28、配列番号29、配列番号30、配列番号31、配列番号32、配列番号33、配列番号85
または配列番号86の翻訳可能部分と実質的に相補的である配列の断片;
【０３０９】
　または前述のいずれかを含むライブラリー。
【０３１０】
　本発明のPSEQ、その方法、組成物、使用、キットアッセイあるいはその他において、ポ
リペプチドは個別または集団(集合的)のいずれかで、より詳細には(または以下のいずれ
かを含むまたはこれらからなってよい);
【０３１１】
　配列番号48、配列番号49、配列番号50、配列番号51、配列番号52、配列番号53、配列番
号54、配列番号55、配列番号56、配列番号57、配列番号58、配列番号59、配列番号60、配
列番号61、配列番号62、配列番号63、配列番号64、配列番号65、配列番号66、配列番号67
、配列番号68、配列番号69、配列番号70、配列番号71、配列番号72、配列番号73、配列番
号74、配列番号75、配列番号76、配列番号77、配列番号78、配列番号79または配列番号80
;
【０３１２】
　配列番号48、配列番号49、配列番号50、配列番号51、配列番号52、配列番号53、配列番
号54、配列番号55、配列番号56、配列番号57、配列番号58、配列番号59、配列番号60、配
列番号61、配列番号62、配列番号63、配列番号64、配列番号65、配列番号66、配列番号67
、配列番号68、配列番号69、配列番号70、配列番号71、配列番号72、配列番号73、配列番
号74、配列番号75、配列番号76、配列番号77、配列番号78、配列番号79または配列番号80
の断片;
【０３１３】
　あるいは配列番号48、配列番号49、配列番号50、配列番号51、配列番号52、配列番号53
、配列番号54、配列番号55、配列番号56、配列番号57、配列番号58、配列番号59、配列番
号60、配列番号61、配列番号62、配列番号63、配列番号64、配列番号65、配列番号66、配
列番号67、配列番号68、配列番号69、配列番号70、配列番号71、配列番号72、配列番号73
、配列番号74、配列番号75、配列番号76、配列番号77、配列番号78、配列番号79または配
列番号80の生物活性類似体、変異体または非ヒトオルソログ。
【０３１４】
　当業者は、全ての哺乳動物のオルソログは当技術分野で充分確立した技法を使用して同
定および確認することができること、および本開示は決して一種の哺乳動物に限られない
ことを容易に理解するはずである。本開示の目的の用語「哺乳動物」は、ヒト、例えばイ
ヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギなどの家畜および農業用動物、およ
び動物園用動物、スポーツ用動物、またはペット用動物を含めた、哺乳動物として分類さ
れる任意の動物を指す。哺乳動物はヒトであることが好ましい。
【０３１５】
　前に論じた実験中の配列は、特許請求し本発明の範囲を決して制限しないNSEQの代表的
なものである。破骨細胞形成および破骨細胞機能におけるNSEQの役割の開示は、骨のリモ
デリングプロセスをよりよく理解するための当技術分野における必要性を満たし、骨のリ
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モデリングおよび関連障害に関する診断、予後、治療、予防および療法の評価に有用であ
る新しい組成物を提供する。
【０３１６】
　遺伝子操作、分子生物学および薬剤標的開発の分野は、最近20年で大幅に進歩してきて
いる。遺伝子配列および相当するタンパク質配列に関して新たに同定した機能によって、
遺伝子配列が関係している障害または病状用の研究ツール、診断ツール、療法および治療
を開発するための実社会の適用例において、これらの配列、変異体および誘導体を直接的
または間接的に使用することができることは、当業者には容易に明らかであるはずである
。
【０３１７】
　本発明をその好ましい実施形態によって本明細書で前に記載してきたが、添付の特許請
求の範囲中に定義する本発明の精神および性質から逸脱せずに、本発明を修正することが
できる。
【０３１８】
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【図面の簡単な説明】
【０３２３】
【図１】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号1に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号2に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号3に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図４】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号4に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図５】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号5に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図６】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号6に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
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は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図７】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号7に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図８】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号8に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図９】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号9に関する示差的発現のデータを示
す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図である
。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその
上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では
一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるい
は発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１０】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号10に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１１】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号11に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１２】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号12に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１３】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号13に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１４】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号14に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１５】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号15に関する示差的発現のデータを
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示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１６】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号16に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１７】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号17に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１８】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号18に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図１９】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号19に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２０】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号20に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２１】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号21に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２２】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号22に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２３】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号23に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
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の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２４】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号24に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２５】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号25に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２６】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号26に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２７】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号27に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２８】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号28に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図２９】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号29に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３０】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号30に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３１】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号31に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
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いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３２】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号32に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３３】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号33に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３４】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号34に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。得られたハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのそ
の上方制御を確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中で
は一般に高い発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、ある
いは発現が全くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３５】shRNAを使用して配列番号1(AB0326)および配列番号2(AB0369)の内因的発現を
減衰させることによる、破骨細胞形成に対するノックダウン効果を示す図である。多核破
骨細胞の数の有意な減少を、lacZshRNA(図35AおよびB;上図)で影響を与えた前駆体細胞と
比較して、AB0326shRNA(図35A;下図)およびAB0369shRNA(図1B;下図)で影響を与えた前駆
体細胞から観察した。これらの結果は、配列番号1(AB0326)および配列番号2(AB0369)をコ
ードする遺伝子の発現が、破骨細胞の分化に必要とされることを明らかに示した。
【図３６】shRNA-0326.2(配列番号45)を使用したRAW264.7モデルにおける、AB0326(配列
番号35)に関するマウスオルソログの破骨細胞形成に対するノックダウン効果を示す図で
ある。RAW-0326.2細胞系は、スクランブルshRNAを含む細胞系と比較して(図36;上図)有意
に少ない破骨細胞を生成した(図36;下図)。この結果は、レンチウイルスshRNA送達系を使
用してヒト破骨細胞前駆体細胞において得た結果と組合せて、ヒトとマウスの両方におい
て、AB0326遺伝子産物は破骨細胞形成に明らかに必要とされることを実証する。
【図３７】破骨細胞形成の阻害剤をスクリーニングするための、RAW-0326.2細胞における
配列番号1(AB0326)に関する機能的相補性アッセイの結果を示す図である。空pd2ベクター
でトランスフェクトしたRAW-0326.2細胞は、RANKリガンドの存在下では破骨細胞を形成す
ることができず(中央図)、マウスAB0326shRNAはさらにこれらの細胞におけるAB0326遺伝
子の発現を阻害することができることが示される。逆に、ヒトAB0326(pd2-hAB0326)のcDN
Aでトランスフェクトした細胞は救済され、したがってRANKリガンドに応答して破骨細胞
により効率良く分化する(右図)。空ベクター(pd2)を含む野生型RAW264.7細胞が、RANKリ
ガンドの存在下で破骨細胞の形成に悪影響を与えることはなく(左図)、pd2による影響は
除外した。したがって、この相補性アッセイを使用して、ヒトAB0326ポリペプチドの阻害
剤をスクリーニングすることができる。
【図３８】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号85に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。マクロアレイをヒト前駆体細胞(A～F1)、および分化中間段階および4人のヒトドナー
の成熟破骨細胞(A～F2～4)、および30の異なる正常ヒト組織(副腎、肝臓、肺、卵巣、骨
格筋、心臓、頸部、甲状腺、乳房、胎盤、副腎皮質、腎臓、大静脈、卵管、膵臓、精巣、
空腸、大動脈、食道、前立腺、胃、脾臓、回腸、気管、脳、結腸、胸腺、小腸、膀胱およ
び十二指腸(A～H5～6およびA～G7～8))由来のRAMP増幅RNAを使用して調製した。配列番号
85を表すSTARクローンを32Pで標識し、マクロアレイとハイブリダイズさせた。得られた
ハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその上方制御を
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確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では一般に高い
発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるいは発現が全
くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
【図３９】STARで選択した破骨細胞特異的ヒト配列番号86に関する示差的発現のデータを
示す、マクロアレイハイブリダイゼーションの結果およびシグナル強度の定量化の図であ
る。マクロアレイをヒト前駆体細胞(A～F1)、および分化中間段階および4人のヒトドナー
の成熟破骨細胞(A～F2～4)、および30の異なる正常ヒト組織(副腎、肝臓、肺、卵巣、骨
格筋、心臓、頸部、甲状腺、乳房、胎盤、副腎皮質、腎臓、大静脈、卵管、膵臓、精巣、
空腸、大動脈、食道、前立腺、胃、脾臓、回腸、気管、脳、結腸、胸腺、小腸、膀胱およ
び十二指腸(A～H5～6およびA～G7～8))由来のRAMP増幅RNAを使用して調製した。配列番号
86を表すSTARクローンを32Pで標識し、マクロアレイとハイブリダイズさせた。得られた
ハイブリダイゼーションの結果によって、全ヒト破骨細胞サンプル中でのその上方制御を
確認し、前駆体(A～F1)と比較してより成熟状態の破骨細胞(A～F2～4)中では一般に高い
発現であり、全てまたは大部分の正常組織では発現がほとんどないか、あるいは発現が全
くない(A～H5～6およびA～G7～8)。
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現される、骨疾患の治
療または診断における使用、あるいは破骨細胞の分化の調節における使用のための単離ポ
リヌクレオチドであって、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される1種を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項２】
　前記実質的に同一であるポリヌクレオチドが配列番号1～配列番号33、85または86のい
ずれか1つの変異体である、請求項1に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項３】
　前記実質的に同一であるポリヌクレオチドが単離した非ヒトオルソログである、請求項
1または2に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項４】
　前記非ヒトオルソログが配列番号35を含む、請求項3に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項５】
　前記断片が、配列番号1～33、85または86のいずれか1つの核酸配列と実質的に相補的で
ある少なくとも10ヌクレオチドの配列を含む、請求項1に記載のポリヌクレオチド。
【請求項６】
　前記断片が配列番号42～45のいずれか1つからなる群から選択される、請求項5に記載の
ポリヌクレオチド。
【請求項７】
　RNA分子である、請求項1から6のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項８】
　DNA分子である、請求項1から6のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項９】
　請求項7または8のいずれか一項に記載のDNAまたはRNA分子を含むベクター。
【請求項１０】
　発現ベクターである、請求項9に記載のベクター。
【請求項１１】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現されるポリヌクレオ
チド配列のライブラリーであって、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
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　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される少なくとも1種を含むライブラリー。
【請求項１２】
　請求項11に記載のポリヌクレオチドのライブラリーを含む発現ライブラリーであって、
前記ポリヌクレオチドのそれぞれが発現ベクター内に含まれる発現ライブラリー。
【請求項１３】
　請求項11に記載のポリヌクレオチド配列のライブラリーを含むアレイ。
【請求項１４】
　骨疾患を予防するための医薬組成物であって、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される単離ポリヌクレオチドと、薬剤として許容される担体
を含む医薬組成物。
【請求項１５】
　それを必要とする哺乳動物における骨疾患を予防するための方法であって、請求項1に
記載の単離ポリヌクレオチドまたは請求項14に記載の医薬組成物を前記哺乳動物に投与す
るステップを含む方法。
【請求項１６】
　前記哺乳動物が、骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機
能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ
症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病/症候群、チュー
マー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症
候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節
炎症、歯周病、くる病、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障
害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされる障害からなる群か
ら選択される状態に罹患している、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】
　骨疾患を治療するための医薬品を調製するための、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される単離ポリヌクレオチドの使用。
【請求項１８】
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　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される単離ポリヌクレオチドと、薬剤として許容される担体
を含む医薬組成物。
【請求項１９】
　骨疾患の診断における、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、
　g)a)～f)のいずれか1つの断片および;
　h)a)～g)のいずれか1つを含むライブラリー
　からなる群から選択される少なくとも1つのポリヌクレオチドの使用。
【請求項２０】
　骨リモデリングと関連がある状態を診断するためのキットであって、配列番号1～配列
番号33、85または86のいずれか1つと実質的に相補的である少なくとも1つの配列、配列番
号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム、およびそ
れら断片を含むキット。
【請求項２１】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現される、骨疾患の治
療または診断における使用、あるいは破骨細胞の分化の調節における使用のための単離ポ
リペプチド配列であって、単離ポリペプチドが、
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペ
プチド、
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む、単離ポリペプチド配列。
【請求項２２】
　前記生物活性類似体が、前記配列中に少なくとも1つのアミノ酸置換を含む、請求項21
に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２３】
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペ
プチド、
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
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　からなる群から選択される配列を含む単離ポリペプチドおよび薬剤として許容される担
体を含む医薬組成物。
【請求項２４】
　骨疾患を治療するための医薬品を調製するための、
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペ
プチド、
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む単離ポリペプチドの使用。
【請求項２５】
　それを必要とする個体における骨疾患を治療するための方法であって、配列番号48～80
または配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリ
ペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの活性または発現を妨害することができ
る化合物を投与するステップを含む方法。
【請求項２６】
　前記哺乳動物が、骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機
能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ
症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病/症候群、チュー
マー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症
候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節
炎症、歯周病、くる病、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障
害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされる障害からなる群か
ら選択される状態に罹患している、請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　配列番号48～80または配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコー
ドされているポリペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの機能を損なうことが
できる阻害化合物を同定するための方法であって、前記ポリペプチドまたは前記ポリペプ
チドを発現する細胞を候補化合物と接触させるステップ、および前記ポリペプチドの機能
を測定するステップを含み、それにより前記ポリペプチドの破骨細胞の分化を促進する能
力の低下によって適切な阻害化合物が明確に同定される方法。
【請求項２８】
　前記破骨細胞の分化が誘導される、請求項27に記載の方法。
【請求項２９】
　前記細胞が前記ポリペプチドを自然に発現しない、また自然に発現されるポリペプチド
類似体の発現が抑制される、請求項27に記載の方法。
【請求項３０】
　外因性型の請求項1から8のいずれか一項に記載のポリヌクレオチドまたは請求項21もし
くは22のいずれか一項に記載のポリペプチドを発現する細胞。
【請求項３１】
　骨細胞である、請求項30に記載の細胞。
【請求項３２】
　破骨細胞である、請求項31に記載の細胞。
【請求項３３】
　配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペプチド配列を含む
ポリペプチド、または前記ポリペプチドの少なくとも6アミノ酸の断片と特異的に結合す
ることができる、単離または精製抗体。
【請求項３４】
　配列番号85または86によってコードされているポリペプチド、または前記ポリペプチド
の少なくとも6アミノ酸の断片と特異的に結合することができる抗体を産生するハイブリ
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ドーマ細胞。
【請求項３５】
　請求項33に記載の抗体を含む組成物。
【請求項３６】
配列番号85または86によってコードされているポリペプチド、または前記ポリペプチドの
少なくとも6アミノ酸の断片の免疫原性断片で非ヒト動物を免疫処置するステップを含む
、抗体を作製する方法。
【請求項３７】
　ポリペプチドと特異的に結合する抗体を検出するための、
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペ
プチド、
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む単離ポリペプチドの使用。
【請求項３８】
　請求項21または22に記載の少なくとも1つのポリペプチドと特異的に結合する抗体を検
出するためのイムノアッセイであって、
　a)哺乳動物由来の生物体液サンプルのサンプルを前記ポリペプチドと接触させるステッ
プ、および
　b)前記サンプル中のポリペプチドと抗体の免疫複合体の形成を検出するステップを含む
イムノアッセイ。
【請求項３９】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現されるポリヌクレオ
チド配列のライブラリーであって、
　配列番号85または配列番号86のいずれか一つ1つと、
　a)配列番号1～配列番号33のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33のいずれか1つのオープンリーディングフレームを含むポリヌ
クレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレオチド、
　d)配列番号1～配列番号33のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレオチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される少なくとも1種を含むライブラリー。
【請求項４０】
　請求項39に記載のポリヌクレオチドのライブラリーを含む発現ライブラリーであって、
前記ポリヌクレオチドのそれぞれが発現ベクター内に含まれる発現ライブラリー。
【請求項４１】
　請求項39に記載のポリヌクレオチド配列のライブラリーを含むアレイ。
【請求項４２】
　それを必要とする哺乳動物における破骨細胞の分化を調節するための方法であって、請
求項18に記載の医薬組成物を前記哺乳動物に投与するステップを含む方法。
【請求項４３】
　前記哺乳動物が、骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機
能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ
症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病/症候群、チュー
マー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症
候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節
炎症、歯周病、くる病、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障
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害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされる障害からなる群か
ら選択される状態に罹患している、請求項42に記載の方法。
【請求項４４】
　破骨細胞の分化を調節するための医薬品を調製するための、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される単離ポリヌクレオチドの使用。
【請求項４５】
　破骨細胞の分化と関連がある状態を診断するためのキットであって、配列番号1～配列
番号33、85または86のいずれか1つと実質的に相補的である少なくとも1つの配列、配列番
号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム、およびそ
れら断片を含むキット。
【請求項４６】
　破骨細胞の分化を調節するための医薬品を調製するための、
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペ
プチド、
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む単離ポリペプチドの使用。
【請求項４７】
　それを必要とする個体における破骨細胞の分化を調節するための方法であって、配列番
号48～80または配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされて
いるポリペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの活性または発現を妨害するこ
とができる化合物を投与するステップを含む方法。
【請求項４８】
　前記哺乳動物が、骨粗しょう症、骨減少症、骨軟化症、副甲状腺機能亢進症、甲状腺機
能亢進症、性腺機能低下症、甲状腺中毒症、全身性肥満細胞症、成人型低ホスファターゼ
症、副腎皮質機能亢進症、骨形成不全症、パジェット病、クッシング病/症候群、チュー
マー症候群、ゴーシェ病、エーラース-ダンロス症候群、マルファン症候群、メンケス症
候群、ファンコニー症候群、多発性骨髄腫、高カルシウム血症、低カルシウム血症、関節
炎症、歯周病、くる病、繊維形成不全症骨、ピクノディスオストーシスなどの骨硬化症障
害、およびマクロファージ媒介性炎症プロセスによって引き起こされる障害からなる群か
ら選択される状態に罹患している、請求項47に記載の方法。
【請求項４９】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現される単離ポリヌク
レオチドであって、
　a)配列番号85または配列番号86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b) 配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリーディングフレームを含む
ポリヌクレオチド、
　c) 配列番号85または配列番号86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレオチド
、
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　d) 配列番号85または配列番号86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレオチド
、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される1種を含む単離ポリヌクレオチド。
【請求項５０】
　前記実質的に同一であるポリヌクレオチドが配列番号85または配列番号86のいずれか1
つの変異体である、請求項49に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項５１】
　前記実質的に同一であるポリヌクレオチドが単離した非ヒトオルソログである、請求項
49または50に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項５２】
　前記断片が、配列番号85または配列番号86のいずれか1つの核酸配列と実質的に相補的
である少なくとも10ヌクレオチドの配列を含む、請求項49に記載のポリヌクレオチド。
【請求項５３】
　RNA分子である、請求項49から52のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項５４】
　DNA分子である、請求項49から52のいずれか一項に記載の単離ポリヌクレオチド。
【請求項５５】
　請求項53または54のいずれか一項に記載のDNAまたはRNA分子を含むベクター。
【請求項５６】
　発現ベクターである、請求項55に記載のベクター。
【請求項５７】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現されるポリヌクレオ
チド配列のライブラリーであって、
　a)配列番号85または配列番号86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b) 配列番号85または配列番号86のいずれか1つのオープンリーディングフレームを含む
ポリヌクレオチド、
　c) 配列番号85または配列番号86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレオチド
、
　d) 配列番号85または配列番号86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレオチド
、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される少なくとも1種を含むライブラリー。
【請求項５８】
　請求項55に記載のポリヌクレオチドのライブラリーを含む発現ライブラリーであって、
前記ポリヌクレオチドのそれぞれが発現ベクター内に含まれる発現ライブラリー。
【請求項５９】
　請求項55に記載のポリヌクレオチド配列のライブラリーを含むアレイ。
【請求項６０】
　a)請求項49に記載の単離ポリヌクレオチドおよび
　b)薬剤として許容される担体
を含む医薬組成物。
【請求項６１】
　破骨細胞の分化を調節するための医薬組成物であって、
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
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を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
　からなる群から選択される単離ポリヌクレオチドと、薬剤として許容される担体
を含む医薬組成物。
【請求項６２】
　未分化破骨前駆細胞と比較して分化破骨細胞において示差的に発現される単離ポリペプ
チド配列であって、単離ポリペプチドが、
　a) 配列番号85または配列番号86のいずれか1つによってコードされているポリペプチド
、
　b)a)の生物活性断片、
　c)a)の生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む、単離ポリペプチド配列。
【請求項６３】
　前記生物活性類似体が、前記配列中に少なくとも1つのアミノ酸置換を含む、請求項62
に記載の単離ポリペプチド。
【請求項６４】
　請求項60または61のいずれか一項に記載のポリペプチドおよび薬剤として許容される担
体を含む医薬組成物。
【請求項６５】
　配列番号48～80または配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコー
ドされているポリペプチドからなる群から選択されるポリペプチドの発現を損なうことが
できる阻害化合物を同定するための方法であって、前記ポリペプチドまたは前記ポリペプ
チドを発現する細胞を候補化合物と接触させるステップ、および前記ポリペプチドの発現
を測定するステップを含み、それにより前記ポリペプチドの発現の低下によって適切な阻
害化合物が明確に同定される方法。
【請求項６６】
　a)配列番号48～80のいずれか1つ、
　b)配列番号1～33、配列番号85または86のいずれか1つによってコードされているポリペ
プチド、
　c)a)またはb)のいずれか1つの生物活性断片、
　d)a)またはb)のいずれか1つの生物活性類似体
　からなる群から選択される配列を含む、単離ポリペプチド配列と、薬剤として許容され
る担体を含む医薬組成物。
【請求項６７】
　a)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つを含むポリヌクレオチド、
　b)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つのオープンリーディングフレーム
を含むポリヌクレオチド、
　c)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの転写可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　d)配列番号1～配列番号33、85または86のいずれか1つの翻訳可能部分を含むポリヌクレ
オチド、
　e)a)～d)のいずれか1つと実質的に同一である配列を含むポリヌクレオチド、
　f)a)～e)のいずれか1つと実質的に相補的である配列を含むポリヌクレオチド、および
　g)a)～f)のいずれか1つの断片
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　からなる群から選択されるポリヌクレオチドの発現を低下するsiRNAまたはshRNA分子。
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摘要(译)

本发明部分涉及参与骨重建过程的独特和新鉴定的遗传多核苷酸，多核
苷酸和相应多肽的变体和衍生物，多核苷酸，多肽，变体和衍生物的用
途，以及用于改善的方法和组合物。由骨重建障碍引起的症状。特别公
开了分离和鉴定涉及破骨细胞活性的多核苷酸多肽变体和衍生物，鉴定
其鉴定的多核苷酸作为治疗靶标的潜力以及多核苷酸，多肽，变体和衍
生物用于改善疾病状态和研究目的的用途。 。
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