
(57)【要約】
【課題】新規蛋白質及びその製造法
【解決手段】破骨細胞形成抑制因子（ OCIF）に特異的に結合し、高い親和性を有
する新規蛋白質。
　骨吸収促進因子存在下で培養した骨芽様細胞膜あるいは骨髄由来のストローマ
細胞から細胞の膜画分を調製、界面活性剤で膜蛋白質を可溶化し OCIF固定化アフ
ニティカラムを用いて精製することによって得ることができる。
　この蛋白質を用い生理活性物質をスクリーニングしたあるいはこの蛋白質に対
する抗体を得ることができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
次 の 物 理 化 学 的 性 質 及 び 生 物 活 性 を 有 す る 新 規 蛋 白 質 。
　 a. 親 和 性 ： 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 （ osteoclastogenesis inhibitory factor； OCIF）
に 特 異 的 に 結 合 し 、 高 い 親 和 性 （ 細 胞 膜 上 で の 解 離 定 数 、 Kd値 が 10 - 9 M以 下 ） を 有 す る 。
　 　 b. 分 子 量 ： 非 還 元 条 件 下 に お け る SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 に よ る 分 子 量 測
定 で 、 約 30,000-40,000 又 は 約 40,000± 4,000 の 分 子 量 を 示 し 、 モ ノ マ ー タ イ プ の OCIFと
ク ロ ス リ ン ク さ せ た 場 合 の 見 か け 上 の 分 子 量 は 、 約 90,000-110,000を 示 す 。
　 　 c. 生 物 活 性 ： 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 及 び 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (PTH) な ど の 、 骨 吸 収 促 進 因
子 存 在 下 で の マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 と マ ウ ス 脾 臓 細 胞 共 培 養 に お い て 、 破 骨 細
胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促 進 す る 活 性 を 有 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
骨 吸 収 促 進 因 子 存 在 下 で 培 養 し た 骨 芽 様 細 胞 株 あ る い は 骨 髄 由 来 の ス ト ロ ー マ 細 胞 か ら 細
胞 の 膜 画 分 を 調 製 し 、 界 面 活 性 剤 で 膜 蛋 白 質 を 可 溶 化 し 、 OCIF固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム
を 用 い て 精 製 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 蛋 白 質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ 記 載 の 蛋 白 質 を 用 い 、 こ の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 阻
害 あ る い は 修 飾 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ 記 載 の 蛋 白 質 を 用 い 、 こ の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 伝
達 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 ３ 又 は ４ 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ た 物 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ 記 載 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 表 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 ８ 】
配 列 表 配 列 番 号 ２ 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る  DNA。
【 請 求 項 ９ 】
配 列 表 配 列 番 号 ２ 記 載 の 塩 基 配 列 の １ 又 は そ れ 以 上 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 、 付 加 若 し く は 挿
入 さ れ て お り 、 且 つ 破 骨 細 胞 抑 制 因 子 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 活 性 を 抑 制 す る 性 質 を 有 す
る 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ７ 又 は ９ の い ず れ か に 記 載 の DNAと 比 較 的 温 和 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 ７ ～ 10の い ず れ か に 記 載 の DNAと 70％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る  DNA。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 ７ ～ 11の い ず れ か に 記 載 の DNAを 遺 伝 子 工 学 的 に 発 現 す る こ と に よ り 得 ら れ る 蛋 白
質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 活 性 を 有 す る 請 求 項 12記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
配 列 表 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 ７ ～ 11の い ず れ か に 記 載 の DNAを 用 い て 遺 伝 子 工 学 的 に 産 生 さ せ る こ と を 特 徴 と す
る 蛋 白 質 の 製 造 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 ７ ～ 11の い ず れ か に 記 載 の  DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 ７ ～ 11の い ず れ か に 記 載 の  DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の
生 物 活 性 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 ７ ～ 11の い ず れ か に 記 載 の  DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の
結 合 を 通 し て 該 蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 伝 達 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 16～ 18の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ た 物 質 を 含 有 す る 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
配 列 表 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 76～ 316 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 又 は そ
の 蛋 白 質 の 断 片 、 類 縁 体 、 あ る い は 変 異 体 を コ ー ド す る  DNA。
【 請 求 項 ２ １ 】
配 列 表 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 72～ 316 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 又 は そ
の 蛋 白 質 の 断 片 、 類 縁 体 、 あ る い は 変 異 体 を コ ー ド す る  DNA。
【 請 求 項 ２ ２ 】
配 列 表 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 又 は そ の 蛋 白 質 の 断 片 、 類 縁 体 、 あ る
い は 変 異 体 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 ２ ３ 】
破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 生 物 活 性 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る 蛋 白
質 を コ ー ド す る 、 請 求 項 20～ 22の い ず れ か に 記 載 の DNA。
【 請 求 項 ２ ４ 】
配 列 表 配 列 番 号 ２ の 塩 基 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 20～ 23の い ず れ か に 記 載 の DNA。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 20～ 24の い ず れ か に 記 載 の  DNAと 比 較 的 温 和 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 20～ 25の い ず れ か に 記 載 の  DNAと 70％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る DNA。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 20～ 26の い ず れ か に 記 載 の  DNAを 遺 伝 子 工 学 的 に 発 現 す る こ と に よ り 得 ら れ る ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 活 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 27記 載 の
蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
配 列 表 配 列 番 号 １ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 又 は そ の 蛋 白 質 の 断 片 、 類 縁 体 、 あ
る い は 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 27又 は 28に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 20～ 26の い ず れ か に 記 載 の  DNAを 用 い て 遺 伝 子 工 学 的 に 生 産 さ せ る こ と を 特 徴 と す
る 蛋 白 質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 20～ 26の い ず れ か に 記 載 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 20～ 26の い ず れ か に 記 載 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の
生 物 活 性 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 20～ 26の い ず れ か に 記 載 の  DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の
結 合 を 通 し て 該 蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 伝 達 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 31～ 33の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ た 物 質 を 含 有 す る 医 薬
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組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
配 列 表 配 列 番 号 11記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 又 は そ の 蛋 白 質 の 断 片 、 類 縁 体 、 あ る
い は 変 異 体 を コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 ３ ６ 】
破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 活 性 を 抑 制 す る 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を
コ ー ド す る 、 請 求 項 35に 記 載 の DNA。
【 請 求 項 ３ ７ 】
配 列 表 配 列 番 号 12記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 35又 は 36記 載 の DNA。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 35～ 37の い ず れ か に 記 載 の DNAと 比 較 的 温 和 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 35～ 38の い ず れ か に 記 載 の  DNAと 70％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る  DNA。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 35～ 39の い ず れ か に 記 載 の  DNAを 遺 伝 子 工 学 的 に 発 現 す る こ と に よ り 得 ら れ る ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ １ 】
破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 活 性 を 有 す る 請 求 項 40記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
配 列 表 配 列 番 号 11記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 又 は そ の 蛋 白 質 の 断 片 、 類 縁 体 、 あ
る い は 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 40又 は 4１ に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 35～ 39の い ず れ か に 記 載 の  DNAを 用 い て 遺 伝 子 工 学 的 に 生 産 さ せ る こ と を 特 徴 と す
る 蛋 白 質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 35～ 39の い ず れ か に 記 載 の  DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
請 求 項 35～ 39の い ず れ か に 記 載 の  DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の
生 物 活 性 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
請 求 項 35～ 39の い ず れ か に 記 載 の  DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の
結 合 を 通 し て 該 蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 伝 達 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 44～ 46の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ た 物 質 を 含 有 す る 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 （ OCIF) に 特 異 的 に 結 合 す る 膜 結 合 蛋 白 質 分 子 （ OBM)及 び ／ 又 は そ
の 膜 結 合 部 位 を 欠 損 し た 可 溶 性 OBM(sOBM) を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
マ ウ ス OBM 及 び ／ 又 は マ ウ ス sOBMを 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 48記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
ヒ ト OBM 及 び ／ 又 は ヒ ト sOBMを 認 識 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 48記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ １ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
ヒ ト OBM 及 び ／ 又 は ヒ ト sOBM及 び ／ 又 は マ ウ ス OBM 及 び ／ 又 は マ ウ ス sOBMに  交 差 性 を 有
す る 請 求 項 52記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 ５ ４ 】
次 の 性 質 を 有 す る 、 請 求 項 52記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
  a)　 分 子 量 ： 約 150,000
  b)　 サ ブ ク ラ ス ： IgG 1 又 は IgG 2
  c)　 ラ イ ト チ ェ イ ン ： κ 鎖
【 請 求 項 ５ ５ 】
マ ウ ス 又 は ヒ ト の OBM 又 は sOBMで 動 物 を 免 疫 し 、 そ の 動 物 の 血 液 を 精 製 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
請 求 項 53又 は 52～ 54記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー  マ 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
受 託 番 号  FERM BP-6264, FERM BP-6265 又 は FERM BP-6266で あ る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
請 求 項 56又 は 57記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 培 養 液 中 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ
せ 、 こ れ を そ の 培 養 液 か ら 精 製 、 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
請 求 項 48～ 54の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 OBMの 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
請 求 項 48～ 54の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 sOBMの 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
請 求 項 48～ 54の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 固 相 抗 体 及 び 酵 素 標 識 抗 体 と し て 用 い る こ と を 特
徴 と す る 、 OBM又 は sOBMの 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
請 求 項 48～ 54の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 有 効 成 分 と す る 医 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (osteoclastogenesis inhibitory factor;以 下 、 OCIF
と い う こ と が あ る )に 結 合 す る 新 規 な 蛋 白 質 (OCIF結 合 分 子 ;以 下 OBMと い う こ と が あ る )、
及 び そ の 製 造 方 法 に 関 す る 。
　 ま た 本 発 明 は 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNA、 こ の DNAに よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 蛋 白 質 、 該 蛋 白 質 を 遺 伝 子 工 学 的 に 製 造 す る 方 法 、 及 び 該 蛋 白 質 を 含 有 す る 医 薬 組
成 物 に 関 す る 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 該 蛋 白 質 び そ の DNAを 用 い た 、 該 蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 、 該 蛋
白 質 の 生 物 活 性 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 、 あ る い は 該 蛋 白 質 と 結 合 し そ の 作 用 を 伝 達 す る
レ セ プ タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 こ れ に よ り 得 ら れ た 物 質 、 及 び 得 ら れ た 物 質 を 含 有 す
る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
ま た さ ら に 本 発 明 は 、 該 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 、 そ の 製 造 方 法 、 そ れ を 用 い た 該 蛋 白 質 の 測
定 方 法 、 及 び 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 骨 代 謝 は 、 骨 形 成 を 担 当 す る 骨 芽 細 胞 と 骨 吸 収 を 担 当 す る 破 骨 細 胞 の 、 総 合 さ れ た 活 性
に 依 存 し て い る 。 骨 代 謝 異 常 は 、 骨 形 成 と 骨 吸 収 の 均 衡 が 崩 れ る こ と に よ り 発 生 す る と 考
え ら れ て い る 。 骨 代 謝 の 異 常 を 伴 う 疾 患 と し て は 、 骨 粗 鬆 症 、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 、 骨 ペ ー
ジ ェ ッ ト 病 、 腎 性 骨 異 栄 養 症 、 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ 、 及 び 変 形 性 関 節 炎 な ど が 知 ら れ て い
る 。 こ れ ら の 骨 代 謝 異 常 疾 患 の 代 表 と し て 骨 粗 鬆 症 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 疾 患 は 、 破 骨 細 胞
に よ る 骨 吸 収 が 骨 芽 細 胞 に よ る 骨 形 成 を 上 ま わ る こ と に よ り 発 生 す る 疾 患 で あ り 、 骨 の 石
灰 質 と 骨 基 質 と が 等 し く 減 少 す る こ と を 特 徴 と す る 。 こ の 疾 患 の 発 生 メ カ ニ ズ ム に つ い て
は 未 だ 完 全 に は 解 明 さ れ て い な い が 、 骨 の 疼 痛 が 発 生 し 、 骨 の 脆 弱 化 に よ る 骨 折 が 起 こ る
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疾 患 で あ る 。 高 齢 人 口 の 増 加 に 伴 い 、 骨 折 に よ る 寝 た き り 老 人 の 原 因 と な り 、 こ の 疾 患 は
社 会 問 題 に も な っ て お り 、 そ の 治 療 薬 の 開 発 が 急 務 と な っ て い る 。 こ の よ う な 骨 代 謝 異 常
に よ る 骨 量 減 少 症 は 、 骨 形 成 の 促 進 、 骨 吸 収 の 抑 制 、 あ る い は こ れ ら の バ ラ ン ス の 改 善 に
よ り 治 療 で き る こ と が 期 待 さ れ る 。 即 ち 、 骨 形 成 は 、 骨 形 成 を 担 当 す る 骨 芽 細 胞 の 増 殖 、
分 化 、 機 能 を 促 進 す る こ と 、 破 骨 細 胞 前 駆 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 へ の 分 化 、 成 熟 を 抑 制 す る
こ と 、 あ る い は 破 骨 細 胞 の 骨 吸 収 活 性 な ど の 機 能 を 抑 制 す る こ と に よ り 促 進 さ れ る と 期 待
さ れ る 。 こ の よ う な 活 性 を 有 す る ホ ル モ ン 、 低 分 子 物 質 、 あ る い は 生 理 活 性 蛋 白 質 に つ い
て 、 現 在 精 力 的 な 探 索 及 び 開 発 研 究 が 進 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 す で に 、 骨 に 関 わ る 疾 患 の 治 療 及 び 治 療 期 間 の 短 縮 を 図 る 医 薬 品 と し て 、 カ ル シ ト ニ ン
製 剤 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 製 剤 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 含 有 す る ホ ル モ ン 製 剤 、 イ プ リ フ ラ ボ
ン 、 ビ タ ミ ン K 2 、 ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 系 化 合 物 な ど が あ り 、 さ ら に 、 よ り 副 作 用 が 少 な
く 、 有 効 性 に 優 れ た 治 療 薬 の 開 発 を 目 指 し て 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 誘 導 体 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル
誘 導 体 、 第 2世 代 ま た は 第 3世 代 の ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 系 化 合 物 な ど の 臨 床 試 験 が 実 施 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し 、 こ れ ら の 薬 剤 を 用 い た 治 療 法 は 、 そ の 効 果 並 び に 治 療 結 果 に お い て 必 ず し も 満
足 出 来 る も の で は な く 、 よ り 安 全 か つ 有 効 性 の 高 い 新 し い 治 療 薬 の 開 発 が 期 待 さ れ て い る
。 ま た 、 骨 代 謝 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ て い る 薬 剤 の 中 に は 、 そ の 副 作 用 に よ り 治 療 可 能 な
疾 患 が 限 定 さ れ て い る も の も あ る 。 更 に 現 在 、 骨 粗 鬆 症 な ど の 骨 代 謝 疾 患 の 治 療 に は 、 複
数 の 薬 剤 を 同 時 に 使 用 す る 多 剤 併 用 療 法 が 主 流 に な っ て き て い る 。 こ の よ う な 観 点 か ら 、
従 来 の 医 薬 品 と は 異 な っ た 作 用 メ カ ニ ズ ム を 持 ち 、 し か も よ り 有 効 性 が 高 く か つ 副 作 用 の
少 な い 医 薬 品 の 開 発 が 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 前 述 し た よ う に 、 骨 代 謝 を 担 当 す る 細 胞 は 骨 芽 細 胞 と 破 骨 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は
互 い に 密 接 に 相 互 作 用 し て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ の 現 象 は カ ッ プ リ ン グ と 呼 ば れ て
い る 。 即 ち 、 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 に は 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 が 分 泌 す る サ イ ト カ イ
ン 類 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1(IL-1)、 3(IL-3)、 6(IL-6)、 11(IL-11)、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ
コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF)、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (M-CSF)、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン ガ ン マ ー (IFN‐ γ )、 腫 瘍 壊 死 因 子 α (TNF‐ α )、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β (TGF
‐ β )な ど が 促 進 的 又 は 抑 制 的 に 作 用 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (非 特 許 文 献 １ ; 非 特 許 文
献 ２ ;非 特 許 文 献 ３ ； 非 特 許 文 献 ４ )。 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 は 、 未 熟 な 破 骨 細 胞 前 駆
細 胞 や 破 骨 細 胞 と の 細 胞 間 接 着 に よ り 、 そ れ ぞ れ 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 や 成 熟 破 骨 細 胞 に
よ る 骨 吸 収 な ど の 機 能 発 現 に 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の 細 胞 間 接
着 に よ る 破 骨 細 胞 形 成 に 関 与 す る 因 子 と し て 、 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 の 膜 上 に 発 現 さ
れ る 破 骨 細 胞 分 化 誘 導 因 子 (osteoclast differentiation factor, ODF)(非 特 許 文 献 ５ ;非
特 許 文 献 ６ )と い う 分 子 が 仮 想 さ れ て お り 、 こ の 仮 説 に よ れ ば 破 骨 細 胞 の 前 駆 細 胞 に ODFの
レ セ プ タ ー が 存 在 し て い る 。
　 し か し 、 ODF及 び こ の レ セ プ タ ー と も 未 だ 精 製 及 び 同 定 さ れ て お ら ず 、 そ れ ら の 性 質 、
作 用 機 作 、 及 び 構 造 に 関 す る 報 告 も な い 。 こ の よ う に 、 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 の メ カ ニ ズ
ム は 未 だ 十 分 に 解 明 さ れ て お ら ず 、 こ の メ カ ニ ズ ム の 解 明 は 基 礎 医 学 領 域 に 多 大 な 貢 献 を
す る だ け で な く 、 新 し い 作 用 メ カ ニ ズ ム に 基 づ く 新 規 な 骨 代 謝 異 常 症 治 療 薬 の 開 発 に も 貢
献 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の よ う な 状 況 に 鑑 み 鋭 意 探 索 を 進 め た 結 果 、 ヒ ト 胎 児 肺 線 維 芽 細 胞 、
IMR-90(ATCC CCL186)の 培 養 液 中 に 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (osteoclastogenesis inhibitor
y factor, OCIF)を 見 出 し た (特 許 文 献 １ )。
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 OCIFの DNAク ロ ー ニ ン グ 、 動 物 細 胞 を 用 い た 遺 伝 子 組 み 換 え 型 O
CIFの 生 産 、 遺 伝 子 組 み 換 え 型 OCIFに よ る in vivo薬 効 (骨 代 謝 改 善 効 果 )の 確 認 な ど に 成 功
し た 。 OCIFは 、 従 来 の 医 薬 品 よ り も 有 効 性 が 高 く か つ 副 作 用 が 少 な い 、 骨 代 謝 異 常 に 関 連
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す る 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 剤 と し て 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 特 許 文 献 １ 】 WO96/26217号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Raisz: Disorders of Bone and Mineral Metabolism, 287-311, 1992
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Suda et al.:Princeples of Bone Biology, 87-102, 1996
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Suda et al.: Endocrine Reviews, 4, 266-270, 1955
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Lacey et al.:Endocrinology, 186, 2369-2376, 1995
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Suda et al.:Endocrine Rev.13,66-80, 1992
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Suda et al.:Bone 17, 87S-91S, 1995
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFを 用 い 、 そ の 結 合 蛋 白 質 の 存 在 を 鋭 意 探 索 し た
結 果 、 OCIF結 合 蛋 白 質 が 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 や 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (parathyroid hormone, PT
H)な ど の 骨 吸 収 促 進 因 子 の 存 在 下 で 培 養 し た 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 上 に 特 異 的 に 発 現
す る こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 、 こ の OCIF結 合 蛋 白 質 の 性 質 及 び そ の 生 理 的 機 能 を 調 べ た と
こ ろ 、 該 蛋 白 質 は 未 熟 な 破 骨 細 胞 前 駆 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 へ の 分 化 、 成 熟 に 関 与 す る 、 い
わ ゆ る 破 骨 細 胞 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促 進 す る 因 子 と し て の 生 物 活 性 を 有 し て い る こ と を
見 出 し 、 本 発 明 を 成 す に 至 っ た 。 さ ら に 、 本 発 明 蛋 白 質 に つ き 研 究 を 重 ね た 結 果 、 こ の 新
規 な 膜 蛋 白 質 は 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 と 脾 臓 細 胞 と の 共 培 養 系 に お い て 、 骨 芽 細 胞 様
ス ト ロ ー マ 細 胞 に よ る 未 熟 な 破 骨 細 胞 前 駆 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 へ の 分 化 、 成 熟 を 担 う 重 要
な 蛋 白 質 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 本 発 明 に お け る 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促
進 す る 因 子 と し て の 蛋 白 質 の 同 定 及 び そ の 単 離 精 製 の 成 功 に よ り 、 本 発 明 蛋 白 質 を 利 用 し
た 、 生 体 の 骨 代 謝 機 構 に 基 づ い た 新 規 な 骨 代 謝 異 常 症 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に し
た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 結 合 す る 新 規 な 蛋 白 質 (OCIF結 合 分 子 ;OB
M)、 及 び そ の 製 造 方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。 ま た 本 発 明 は 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す
る DNA、 こ の DNAに よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 、 該 蛋 白 質 を 遺 伝 子 工 学
的 に 製 造 す る 方 法 、 及 び 該 蛋 白 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。 ま
た 、 該 蛋 白 質 を 含 有 す る 骨 代 謝 異 常 症 予 防 及 び /又 は 治 療 剤 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る
。 さ ら に 本 発 明 は 、 該 蛋 白 質 を 及 び そ の DNAを 用 い た 、 該 蛋 白 質 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 、
該 蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 、 あ る い は 該 蛋 白 質 と 結 合 し そ の 作 用 を 伝 達
す る レ セ プ タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 こ れ に よ り 得 ら れ た 物 質 、 及 び 得 ら れ た 物 質 を 含
有 す る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。 ま た さ ら に 本 発 明 は 、 該 蛋 白 質 に 対 す る
抗 体 、 そ の 製 造 方 法 、 そ れ を 用 い た 該 蛋 白 質 の 測 定 方 法 、 及 び 抗 体 を 含 有 す る
医 薬 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 蛋 白 質 は 、 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 及 び 生 物 活 性 を 示 す 。
即 ち 、
　 a.親 和 性 :破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (osteqclastogenesis inhibitory factor; OCIF)に 特
異 的 に 結 合 し 、 高 い 親 和 性 (細 胞 膜 上 で の 解 離 定 数 、 Kd値 が 10 - 9 M以 下 )を 有 す る 。
　 b.分 子 量 :非 還 元 条 件 下 に お け る SDS― ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 に よ る 分 子 量 測 定 で
、 約 30,000-40,000の 分 子 量 を 示 し 、 又 、 モ ノ マ ー タ イ プ の OCIFと ク ロ ス リ ン ク さ せ た 場
合 の 見 か け 上 の 分 子 量 は 、 約 90,000-110,000を 示 す 。
　 c.生 物 活 性 :活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 及 び 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (PTH)な ど の 、 骨 吸 収 促 進 因 子 の 存
在 下 で の マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 と マ ウ ス 脾 臓 細 胞 共 培 養 に お い て 、 破 骨 細 胞 の
分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促 進 す る 活 性 を 有 す る 。
　 破 骨 細 胞 形 成 の 代 表 的 な イ ン ビ ト ロ 培 養 系 と し て 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 あ る い は PTH存 在
下 で の マ ウ ス 由 来 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ・ ST2と マ ウ ス 脾 臓 細 胞 と の 共 培 養 系 が よ
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く 知 ら れ て い る 。 本 発 明 蛋 白 質 の 発 現 細 胞 は 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 存 在 あ る い は 非 存 在 下 で そ
れ ぞ れ 培 養 し た マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 あ る い は マ ウ ス 脾 臓 細 胞 へ の OCIFの 結 合
性 を 試 験 す る こ と に よ り 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 蛋 白 質 は 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 や PTHの よ う な 骨 吸 収 促 進 因 子 の 存 在 下 で 培 養 し た
骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 上 に 特 異 的 に 誘 導 さ れ る 蛋 白 質 と し て 特 定 さ れ る 。 又 、 活 性 型
ビ タ ミ ン D 3 存 在 下 の 上 記 共 培 養 系 に OCIFを 添 加 す る こ と に よ り 1か ら 40ng/mlの 範 囲 で 用 量
依 存 的 に 破 骨 細 胞 の 形 成 が 阻 害 さ れ る こ と 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 存 在 下 で ST2細 胞 上 に 誘 導
さ れ る 本 発 明 蛋 白 質 の 発 現 の 経 時 変 化 と 破 骨 細 胞 形 成 の 経 時 変 化 と が よ く 相 関 す る こ と 、
又 、 ST2細 胞 に 発 現 さ れ る 本 発 明 蛋 白 質 の 多 寡 と ST2細 胞 に よ る 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 の 強 弱
が 一 致 し 、 ST2細 胞 上 の 本 発 明 蛋 白 質 に OCIFが 結 合 す る こ と に よ り 破 骨 細 胞 形 成 が 完 全 に
抑 制 さ れ る こ と か ら 、 本 発 明 蛋 白 質 は 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促 進 す る 生 物 活 性
(作 用 )を 有 す る 蛋 白 質 と し て 特 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 蛋 白 質 の OCIFに 対 す る 親 和 性 は 、 OCIFを 標 識 し 、 そ の 標 識 体 の 動 物 細 胞 膜 表 面 へ
の 結 合 性 を 試 験 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 OCIFは 、 放 射 性 同 位 元 素 に よ る
標 識 や 蛍 光 標 識 な ど の よ う な 通 常 の 蛋 白 質 標 識 法 を 用 い る こ と に よ っ て 標 識 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 OCIFの 放 射 性 同 位 元 素 に よ る 標 識 と し て は チ ロ シ ン 残 基 の 1 2 5 I標 識 が 挙 げ
ら れ 、 ヨ ー ド ジ ェ ン 法 、 ク ロ ラ ミ ン T法 、 及 び 酵 素 法 な ど の 標 識 法 を 利 用 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う に し て 得 た 標 識 OCIFを 用 い た 、 OCIFの 動 物 細 胞 膜 表 面 へ の 結 合 性 試 験 は 常 法
に 従 い 実 施 で き 、 又 、 結 合 性 試 験 に 用 い る 培 地 に 標 識 OCIFの 100倍 か ら 400倍 濃 度 未 標 識 OC
IFを 添 加 す る こ と に よ り 、 非 特 異 的 な 結 合 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 OCIFの 特 異 的 結 合
量 は 、 標 識 OCIFの 総 結 合 量 か ら 非 特 異 的 な 結 合 量 を 差 し 引 く こ と に よ り 算 出 さ れ る 。 細 胞
膜 上 に 発 現 さ れ た 本 発 明 蛋 白 質 の 親 和 性 は 標 識 OCIFの 添 加 量 を 変 え て 試 験 を 行 い 、 特 異 的
結 合 量 を Scatchard  plotで 解 析 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ る 。 こ の よ う に し て 求 め ら れ
た 、 本 発 明 蛋 白 質 の OCIFに 対 す る 親 和 力 は 約 100-500pMで あ り 、 本 発 明 蛋 白 質 は こ の よ う
に 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 高 い 親 和 性 (細 胞 膜 上 で の 解 離 定 数 、 Kd値 が 10 - 9 M以 下 )を
有 す る 蛋 白 質 と し て 特 定 さ れ る 。 OBMの 分 子 量 は 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や SDS-PAG
E等 を 用 い て 測 定 さ れ る 。 よ り 正 確 に 分 子 量 を 測 定 す る た め に は SDS-PAGEを 用 い る の が 好
ま し く 、 OBMは 還 元 条 件 下 で 約 40,000 (40,000± 4,000)の 分 子 量 を 有 す る 蛋 白 質 と し て 特
定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 蛋 白 質 は 、 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2、 マ ウ ス 前 脂 肪 細 胞 株 PA6、 そ
の 他 の ヒ ト 骨 芽 細 胞 様 細 胞 株 、 あ る い は ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど の 哺 乳 動 物 か ら 採 取 し
濃 縮 し た 骨 芽 細 胞 様 細 胞 な ど か ら 得 る こ と が で き る 。 又 、 こ れ ら の 細 胞 に 本 発 明 蛋 白 質 を
発 現 さ せ る た め に 必 要 な 誘 導 物 質 と し て は 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 (Calcitriol)、 副 甲 状 腺 ホ
ル モ ン (PTH)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)‐ 1、 IL-6、 IL-11、 オ ン コ ス タ チ ン M及 び 白 血 病 細 胞
増 殖 抑 制 因 子 LIF)な ど の 骨 吸 収 促 進 因 子 が 挙 げ ら れ る 。 又 、 こ れ ら の 誘 導 物 質 の 添 加 濃 度
と し て は 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 や PTHで は 、 10 - 8 M、 IL-11や オ ン コ ス タ チ ン Mで は そ れ ぞ れ 10
ng/ml及 び 1ng/ml、 IL-6で は 20ng/mlの IL-6と 500ng/mlの IL-6可 溶 性 レ セ プ タ ー を 用 い る の
が 望 ま し い 。 好 ま し く は 、 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2を 用 い 、 10 - 8 M活 性 型
ビ タ ミ ン D 3 、 10

- 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 、 及 び 10%牛 胎 児 血 清 を 添 加 し た α ‐ MEM中 で 一 週 間 以
上 培 養 し て コ ン フ ル エ ン ト に し た 細 胞 を 用 い る と よ い 。 こ の よ う に し て 培 養 し た 細 胞 は セ
ル ス ク レ イ パ ー な ど を 用 い て 剥 離 さ せ 、 回 収 す る と よ い 。 又 、 回 収 し た 細 胞 は 使 用 す る ま
で の 間 ‐ 80℃ で 保 存 し て お く こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 蛋 白 質 は 、 こ の よ う に し て 回 収 し た 細 胞 の 膜 画 分 か ら 精 製 す る と 効 率 良 く 精 製 す
る こ と が で き る 。 膜 画 分 の 調 製 は 、 細 胞 内 器 官 の 分 画 に 利 用 さ れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行
う こ と か で き る 。 膜 画 分 の 調 製 に 使 用 す る 緩 衝 液 に は 、 好 ま し く は 各 種 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 を 添 加 す る と よ い 。 添 加 す る プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 と し て は 、 例 え ば PMSF、 APMSF、 DTA、
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0‐ フ ェ ナ ン ト ロ リ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン A、 ア プ ロ チ ニ ン 、 大 豆 ト リ プ シ ン イ
ン ヒ ビ タ ー な ど の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 チ オ ー ル プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 及 び メ タ ロ
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 の 破 砕 に は 、 Daunceホ モ ジ ナ イ ザ ー 、 ポ リ ト
ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー 、 超 音 波 破 砕 装 置 な と を 用 い る こ と が 出 来 る 。 破 砕 し た 細 胞 は 0.5Mシ
ュ ク ロ ー ス を 加 え た 緩 衝 液 に 懸 濁 さ せ 、 600× gで 10分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 細 胞
核 と 未 破 砕 の 細 胞 を 沈 殿 画 分 と し て 分 離 す る こ と か で き る 。 遠 心 分 離 で 得 た 上 清 を 50,000
× gで 90分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 沈 殿 画 分 と し て 膜 画 分 を 得 る こ と か で き る 。 こ の
よ う に し て 得 た 膜 画 分 を 各 種 の 界 面 活 性 剤 で 処 理 す る こ と に よ り 、 細 胞 膜 に 存 在 す る 本 発
明 蛋 白 質 を 効 率 良 く 可 溶 化 し 、 抽 出 す る こ と か で き る 。 可 溶 化 に 用 い る 界 面 活 性 剤 と し て
は 、 細 胞 膜 蛋 白 質 の 可 溶 化 に 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 各 種 界 面 活 性 剤 、 例 え ば CHAPS(3‐ [
(3-cholamidopropyl)‐ dimethylammonio-1-propanesulfonate)、 Triton X-100、 ikkol、 n
‐ オ ク チ ル グ リ コ シ ド な ど を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 0.5%CHAPSを 添 加 し て 4℃
で 2時 間 攪 拌 し 、 本 発 明 蛋 白 質 を 可 溶 化 す る の が 良 い 。 こ の よ う に し て 調 製 し た サ ン プ ル
を 、 150,000× gで 60分 間 遠 心 分 離 し 、 そ の 上 清 を 可 溶 化 膜 画 分 と し て 得 る こ と か で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 可 溶 化 膜 画 分 か ら の 本 発 明 蛋 白 質 の 精 製 は 、 OCIFを 固 定 化 し た
カ ラ ム 、 ゲ ル 、 樹 脂 な ど を 用 い て 効 率 よ く 精 製 す る こ と か で き る 。 固 定 化 に 使 用 す る OCIF
と し て は 、 WO96/26217号 公 報 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 ヒ ト 胎 児 肺 線 維 芽 細 胞 株 IMR-90の 培 養
液 か ら 単 離 し た も の 、 あ る い は 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 得 ら れ た も の (rOCIF)を 使 用 す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の rOCIFは 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 あ る い は マ ウ ス の cDNAを 常 法 に 従 っ て
発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 CHO細 胞 、 BHK細 胞 、 Namalwa細 胞 な ど の 動 物 細 胞 あ る い は 昆 虫
細 胞 な ど で 発 現 さ せ 、 精 製 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た
OCIFは 、 分 子 量 約 60kDa(モ ノ マ ー 型 )と 120kDa(ダ イ マ ー 型 )の 分 子 量 を 示 す が 、 固 定 化 に
用 い る OCIFと し て は 、 好 ま し く は ダ イ マ ー 型 OCIFを 用 い る 。 OCIFを 固 定 化 す る た め の ゲ ル
、 樹 脂 と し て は ECHセ フ ァ ロ ー ス 4B、 EAHセ フ ァ ロ ー ス 4B、 チ オ プ ロ ピ ル セ フ ァ ロ ー ス 6B、
CNBr‐ 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4B、 活 性 化 CHセ フ ァ ロ ー ス 4B、 エ ポ キ シ 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 6B
、 活 性 化 チ オ ー ル セ フ ァ ロ ー ス 4B(以 上 、 フ ァ ル マ シ ア 社 )、 TSKgel AF‐ エ ポ キ シ ト ヨ パ
ー ル 650、 TSKgel AF‐ ア ミ ノ ト ヨ パ ー ル 650、 TSKgelAF‐ フ ォ ル ミ ル ト ヨ パ ー ル 650、 TSKg
el AF‐ カ ル ボ キ シ ト ヨ パ ー ル 650、 TSKgelAF‐ ト レ シ ル ト ヨ パ ー ル 650(以 上 、 ト ー ソ ー 社
)、 ア ミ ノ -セ ル ロ フ ァ イ ン 、 カ ル ボ キ シ -セ ル ロ フ ァ イ ン 、 FMP活 性 化 セ ル ロ フ ァ イ ン 、 フ
ォ ル ミ ル -セ ル ロ フ ァ イ ン (以 上 、 生 化 学 工 業 社 )、 ア フ ィ ゲ ル 10, ア フ ィ ゲ ル 15, ア フ ィ
プ レ ッ プ 10(以 上 、 BioRad社 )な ど を 用 い る こ と が で き る 。 又 、 OCIFを 固 定 化 す る た め の カ
ラ ム と し て は HiTrap NHS-activatedカ ラ ム (フ ァ ル マ シ ア 社 )、 TSKgel Tresyl-5PW(ト ー ソ
ー 社 )な ど を 用 い る こ と が で き る 。 HiTrap NHS-activatedカ ラ ム (1ml,フ ァ ル マ シ ア 社 )を
用 い た OCIFの 固 定 化 法 と し て 、 具 体 的 に は 以 下 の 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 即 ち 、 OCIF
 13.0 mgを 含 む 0.2M NaHCO 3 /0.5M NaCl(pH8.3)溶 液 1mlを カ ラ ム に 添 加 し 、 室 温 で 30分 間
カ ッ プ リ ン グ 反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 次 い で 、 0.5Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン /0.5M NaCl(pH8.3)と 0.1M酢 酸 /0.5M NaCl(pH4.0)を 流 し
、 再 度 0.5Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン /0.5M NaCl(pH8.3)に 置 き 換 え 、 室 温 で 1時 間 放 置 し 、 過 剰 な
活 性 基 を 不 活 性 化 す る 。 そ の 後 、 0.5Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン /0.5M NaCl(pH8.3)と 0.1M酢 酸 /0.
5M NaCl(pH4.0)で 2度 洗 浄 し 、 50mM Tris/1 M NaCl/0.1%CHAPS緩 衝 液 (pH7.5)で 置 換 す る こ
と に よ り 、 OCIF固 定 化 カ ラ ム を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 作 製 し た OCIF固 定
化 カ ラ ム や OCIF固 定 化 ゲ ル あ る い は 樹 脂 な ど を 用 い 、 本 発 明 蛋 白 質 を 効 率 よ く 精 製 す る こ
と が で き る 。 本 発 明 蛋 白 質 の 分 解 を 抑 制 す る た め に 、 精 製 に 用 い る 緩 衝 液 に も 上 記 の 各 種
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 添 加 す る と よ い 。 本 発 明 蛋 白 質 は 、 上 記 の 可 溶 化 膜 画 分 を OCIF固 定
化 カ ラ ム に 負 荷 す る 、 あ る い は OCIF固 定 化 ゲ ル 、 樹 脂 な ど と 混 ぜ て 攪 拌 す る こ と に よ っ て
吸 着 さ せ 、 酸 、 各 種 蛋 白 質 変 性 剤 、 カ コ ジ レ ー ト バ ッ フ ァ ー な ど に よ っ て OCIF固
定 化 カ ラ ム 、 ゲ ル 、 あ る い は 樹 脂 な ど か ら 溶 出 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 蛋
白 質 の 変 性 を 最 小 限 に 抑 え る た め 、 酸 を 用 い て 溶 出 し 直 ち に 中 和 す る と よ い 。 溶 出 に 用 い
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る 酸 性 緩 衝 液 と し て は 、 例 え ば 0.1Mグ リ シ ン -塩 酸 緩 衝 液 (pH3.0)、 0.1Mグ リ シ ン -塩 酸 緩
衝 液 (pH2.0)、 及 び 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH2.0)な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の よ う に し て 精 製 し た 本 発 明 蛋 白 質 は 、 生 物 試 料 か ら の 蛋 白 質 の 精 製 に 汎 用 さ れ る 通
常 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 蛋 白 質 の 物 理 化 学 的 性 質 を 利 用 し た 各 種 の 精 製 操 作 に よ り 更 に
精 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 蛋 白 質 溶 液 の 濃 縮 に は 限 外 濾 過 、 凍 結 乾 燥 及 び 塩 析 な ど 、
通 常 、 蛋 白 質 の 精 製 過 程 で 用 い ら れ る 手 法 が 挙 げ ら れ る 。
好 ま し く は 、 Centricon‐ 10(BioRad杜 )な ど を 用 い た 遠 心 に よ る 限 外 濾 過 を 用 い る の が 良
い 。 又 、 精 製 手 段 と し て は 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 調 製 用 電 気 泳 動 な ど を 用 い た 通
常 の 蛋 白 質 の 精 製 に 利 用 さ れ る 各 種 の 手 法 を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 よ り 具 体
的 に は 、 Superose 12カ ラ ム (フ ァ ル マ シ ア 社 )な ど を 用 い た ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
や 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 本 発 明 蛋 白 質 を 純 化 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 又 、 精 製 過 程 中 の 本 発 明 蛋 白 質 の 同 定 は 、 固 定 化 OCIFと の 結 合 活 性 あ る
い は OCIFと の 結 合 物 を 抗 OCIF抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 後 、 SDS‐ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 (
SDS-PAGE)で 分 析 す る こ と に よ り 検 出 で き る 。
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 本 発 明 蛋 白 質 は 、 そ の 活 性 よ り 骨 代 謝 異 常 症 、 例 え ば 大 理 石 病
な ど の 治 療 剤 と し て の 医 薬 、 あ る い は 研 究 ・ 診 断 用 試 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 結 合 す る 新 規 な 蛋 白 質 (OCIF結 合 分 子 ;OBM)
を コ ー ド す る DNA、 そ の DNAに よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 、 そ れ を 用 い
て OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 を 遺 伝 子 工 学 的 に 製 造 す る 方 法 、 及 び 該 蛋 白 質 を 含 有 す
る 骨 代 謝 治 療 剤 に 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 OBMの 発 現 を 調 節 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 、 OBMと 結 合 し そ の 作 用 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 OBMと 結 合 し
OBMの 作 用 を 伝 達 す る レ セ プ タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果
得 ら れ た 物 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る 新 規 蛋 白 質 OBMは 、 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 及 び 生 物 活 性
を 示 す 。
即 ち 、
  a.破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (OCIF)に 特 異 的 に 結 合 す る 。
  b.還 元 条 件 下 に お け る SDS-PAGEに よ る 分 子 量 測 定 で 、 約 40,000(± 4,000)の 分 子 量 を 示
す 。 又 、 モ ノ マ ー タ イ プ の OCIFと ク ロ ス リ ン ク さ せ た 場 合 の 見 か け 上 の 分 子 量 は 約 0,000-
110,000で あ る 。
  c.破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 活 性 を 有 す る 。
も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の OCIF結 合 分 子 、 OBMを コ ー ド す る DNAを 同 定 し 、 OBMの 性 質 を 評 価 す る た め の プ
ロ ー ブ と し て 使 用 す る ヒ ト 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (OCIF)は 、 WO96/26217号 に 従 っ て ヒ ト 胎
児 性 線 維 芽 細 胞 株 IMR-90の 培 養 液 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 OBMの DNAの 単 離 、 同 定 に は
、 遺 伝 子 組 換 え 型 ヒ ト OCIF、 遺 伝 子 組 換 え 型 マ ウ ス OCIF、 遺 伝 子 組 換 え 型 ラ ッ ト OCIF等 を
用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 組 換 え 型 OCIFは そ れ ぞ れ の DNAを 常 法 に 従 っ て 発 現
ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 CHO細 胞 、 BHK細 胞 、 Namalwa細 胞 等 の 動 物 細 胞 あ る い は 昆 虫 細 胞 な
ど で 発 現 さ せ 、 精 製 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 目 的 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAを 分 離 す る (cDNAク ロ ー ニ ン グ )方 法 と し て は 、 そ の 蛋 白
質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し そ れ に 対 応 す る 塩 基 配 列 を も と に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
法 に よ り 目 的 の cDNAを 単 離 す る 方 法 の 他 に 、 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 不 明 で あ っ て も 発 現
ベ ク タ ー 中 に cDNAラ イ プ ラ リ ー を 構 築 し 、 そ れ ら を 細 胞 中 に 導 入 し 、 目 的 の 蛋 白 質 の 発 現
の 有 無 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 目 的 の cDNAを 単 離 す る 方 法 (発 現 ク ロ ー ニ ン グ

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-176847 A 2005.7.7



法 )が あ る (D'Andrea et al.: Cell 57, 277-285, 1989; Fukunaga et al.: Cell 61, 341
-350, 1990)。
発 現 ク ロ ー ニ ン グ 法 で は 、 宿 主 細 胞 と し て 細 菌 、 酵 母 、 動 物 細 胞 な ど が 目 的 に 応 じ て 使 い
分 け ら れ て い る 。 本 発 明 の よ う に 動 物 細 胞 の 膜 表 面 に 存 在 す る と 考 え ら れ る 蛋 白 質 を コ ー
ド す る cDNAを ク ロ ー ニ ン グ す る 際 に は 、 動 物 細 胞 を 宿 主 と す る 場 合 が 多 い 。 又 、 DNAの 導
入 効 率 が 高 く 、 導 入 さ れ た DNAの 発 現 効 率 の 高 い 宿 主 が 通 常 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 特 徴
を 持 つ 細 胞 の ひ と つ が 、 本 発 明 で 用 い た サ ル 腎 臓 細 胞 COS-7細 胞 で あ る 。 COS-7細 胞 で は SV
40 large T antigenが 発 現 し て い る た め 、 SV40の 複 製 開 始 点 を 持 っ プ ラ ス ミ ド は 細 胞 中 で
多 コ ピ ー の エ ピ ソ ー ム と し て 存 在 す る よ う に な り 、 通 常 よ り 高 発 現 が 期 待 で き る 。 又 、 DN
Aを 導 入 し た 時 点 か ら 数 日 の う ち に 最 高 の 発 現 レ ベ ル に 到 達 す る の で 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン
グ に 適 し て い る 。 こ の 宿 主 細 胞 に 高 発 現 可 能 な プ ラ ス ミ ド を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、
極 め て 高 レ ベ ル の 遺 伝 子 発 現 が 可 能 と な る 。 プ ラ ス ミ ド 上 で 最 も 遺 伝 子 の 発 現 量 に
影 響 を 与 え る 因 子 は プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 高 発 現 用 の プ ロ モ ー タ ー と し て SRα プ ロ モ ー タ
ー や サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 由 来 プ ロ モ ー タ ー 等 が よ く 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 発 現 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 膜 蛋 白 質 の cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し よ う と す る 際 の ス ク リ ー ニ ン
グ 法 と し て 、 バ イ ン デ ィ ン グ 法 (binding法 )、 パ ニ ン グ 法 (panning法 )、 フ ィ ル ム エ マ ル ジ
ョ ン 法 な ど が 考 案 さ れ て い る 。
本 発 明 は 、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ 法 と バ イ ン デ ィ ン グ 法 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 得 た OCIF
に 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 (OBM)を コ ー ド す る DNA及 び 発 現 蛋 白 質 、 及 び DNA又 は 発 現 蛋 白
質 を 用 い た 生 理 活 性 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る 。 本 発 明 の DNAが コ ー ド す る OBMは 、 OC
IFを 標 識 し 、 そ の 標 識 体 の 動 物 細 胞 膜 表 面 へ の 結 合 性 を 試 験 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ
と が で き る 。 OCIFの 標 識 法 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 に よ る 標 識 や 蛍 光 標 識 等 、 一 般 的 な
蛋 白 質 の 標 識 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 OCIFの 放 射 性 同 位 元 素 に よ る 標 識 と し て
は チ ロ シ ン 残 基 の 1 2 5 I標 識 か 挙 げ ら れ 、 具 体 的 標 識 法 と し て ヨ ー ド ジ ェ ン 法 、 ク ロ ラ ミ ン
T法 及 び 酵 素 法 等 が あ る 。 OCIFの 動 物 細 胞 膜 表 面 へ の 結 合 性 は こ の よ う に し て 得 た 標 識 OCI
Fを 用 い 、 常 法 に 従 っ た 方 法 で 試 験 で き る 。 又 、 結 合 性 の 試 験 に 用 い る 培 地 に 標 識 OCIFの 1
00倍 か ら 400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIFを 添 加 す る こ と に よ り 、 非 特 異 的 な 結 合 量 を 測 定 で き る
。 OCIFの 特 異 的 結 合 量 は 、 標 識 OCIFの 総 結 合 量 か ら 非 特 異 的 な 結 合 量 を 差 し 引 く こ と に よ
り 算 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 破 骨 細 胞 の 分 化 に 関 与 す る 因 子 は OCIFと 相 互 作 用 す る と の 仮 定 の も と 、
遺 伝 子 組 み 換 え 型 OCIFを 用 い 、 OCIFが 結 合 す る 蛋 白 質 を 分 離 す る た め 、 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様
ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2の mRNAか ら 作 製 し た 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 以 下 に 述 べ る 方 法 で ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 ST2mRNAを も と に 合 成 し た DNAを 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 そ れ ら
を サ ル 腎 臓 細 胞 COS-7細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し た 。 1 2 5 I標 識 し た OCIFを プ ロ ー ブ と し て 用 い て C
OS-7細 胞 上 に 発 現 し た 目 的 の 蛋 白 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の 結 果 、 OCIFと 特 異 的 に 結
合 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAを 分 離 す る に 至 り 、 こ の OCIF結 合 分 子 (OCIF結 合 分 子 ;OBM)
を コ ー ド す る DNAの 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 又 、 こ の DNAに コ ー ド さ れ る OBMは 細 胞 膜 上 で OCI
Fと 強 く し か も 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 で い う 比 較 的 温 和 な 条 件 で の DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と は 、 例 え ば
常 法 に 従 い ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に DNAを ト ラ ン ス フ ァ ー し 固 定 化 し た 後 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 バ ッ フ ァ ー 中 で 放 射 線 標 識 し た プ ロ ー ブ の DNAと 40～ 70℃ 、 2
時 間 ～ 1晩 程 度 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ 、 0.5× SSC (0.075M塩 化 ナ ト リ ウ ム
及 び 0.0075Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )で 45℃ 10分 洗 浄 す る 条 件 を 言 う 。 具 体 的 に は 、
常 法 に 従 い 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に ハ イ ボ ン ド N(ア マ シ ャ ム 杜 )を 用 い 、 DNAを ト
ラ ン ス フ ァ ー し 固 定 化 し た 後 、 Rapid Hybridization Buffer(ア マ シ ャ ム 社 )中 で
3 2 P標 識 し た プ ロ ー ブ の DNAと 65℃ 2時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ て 、 0.5× SS
C (0.075M塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 0.0075Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )で 45℃ 10分 洗 浄 す る
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条 件 を 言 う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 破 骨 細 胞 形 成 の 代 表 的 な イ ン ビ ト ロ 培 養 系 と し て 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 あ る い は
PTHの 存 在 下 で の マ ウ ス 由 来 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 、 ST2と マ ウ ス 脾 臓 細 胞
と の 共 培 養 系 が よ く 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の OBMは 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 や PTHの よ う
な 骨 吸 収 促 進 因 子 の 存 在 下 で 培 養 し た 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 上 に 特 異 的 に 誘
導 さ れ る 蛋 白 質 と し て 特 定 さ れ る 。 更 に 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 あ る い は PTH非 存 在
下 で も マ ウ ス 脾 臓 細 胞 の 培 養 系 に 本 発 明 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 を 添 加
す る こ と に よ っ て 破 骨 細 胞 の 形 成 が 促 進 さ れ る こ と か ら 、 本 発 明 の DNAに よ り コ
ー ド さ れ る OBMは 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の DNAを 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て OBM発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 し 、 こ れ を 各
種 の 細 胞 又 は 菌 株 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 組 み 換 え 型 OBMを 製 造 す る
こ と が で き る 。 発 現 さ せ る 際 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 と し て COS-7、 CHO、 Namalwa
な ど 、 又 は 細 菌 の 宿 主 と し て 大 腸 菌 な ど を 、 用 い る こ と が で き る 。 そ の 際 、 DNA
の 全 長 を 用 い て 膜 結 合 型 蛋 白 質 と し て 発 現 さ せ る 、 あ る い は 膜 結 合 部 位 を コ ー ド
す る 部 分 を 除 去 す る こ と に よ り 分 泌 型 、 可 溶 化 型 と し て も 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。 こ の よ う に し て 製 造 さ れ た 組 み 換 え 型 OBMは 、 通 常 用 い ら れ る 蛋 白 精 製 法 、
例 え ば OCIF固 定 化 カ ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 一 、 イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 あ る い は ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 組 み 合 わ
せ る こ と に よ り 、 効 率 よ く 精 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 本 発
明 蛋 白 質 は 、 そ の 活 性 よ り 骨 代 謝 異 常 症 、 例 え ば 大 理 石 病 な ど の 治 療 剤 と し て の
医 薬 、 あ る い は 研 究 ・ 診 断 用 試 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の DNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 OBMを 利 用 し て 、 (1)OBMの 発 現 を 調 節 す る 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 (2)OBMに 特 異 的 に 結 合 し 、 OBMの 生 物 活 性 を 阻 害 、 あ る い
は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び (3)破 骨 細 胞 前 駆 細 胞 に 存 在 し 、 OBMの 生
物 活 性 を 伝 達 す る 蛋 白 質 (OBMレ セ プ タ ー )の ス ク リ ー ニ ン グ 、 更 に は こ の OBMレ セ
プ タ ー を 利 用 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト や ア ゴ ニ ス ト の 開 発 が 可 能 で あ る 。 上 述 の OBM
あ る い は OBMレ セ プ タ ー を 用 い た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー に お い て 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト あ る い は ア ゴ ニ ス ト の 探 索 に 必 要 な ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 具 体 的 に
以 下 の 方 法 で 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の 一 つ に 、 ス プ リ ッ ト 法 が あ る
(Lam et al.; Nature 354, 82-84, 1991)。 こ の 方 法 は 、 合 成 担 体 (ビ ー ズ )に そ
れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 (ユ ニ ッ ト )を 結 合 さ せ た も の を 各 ユ ニ ッ ト ご と 別 々 に 合 成 す る
。 こ の 合 成 さ れ た 担 体 を 一 度 す べ て 混 ぜ 、 次 に ユ ニ ッ ト の 数 に 等 分 し 、 次 の ユ ニ
ッ ト を ま た 各 々 結 合 さ せ る 。 こ の 操 作 を n回 繰 り 返 す こ と に よ り 、 担 体 に n個 の ユ
ニ ッ ト が 結 合 し た ラ イ ブ ラ リ ー が 作 製 さ れ る 。 こ の よ う に 合 成 を 行 う と 一 つ の 担
体 群 に は 、 1種 類 の 配 列 し か 合 成 さ れ な い の で 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 用 い た 上 記 の
ス ク リ ー ニ ン グ 法 で 陽 性 を 示 し た 担 体 群 を 選 び だ し 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す
れ ば 、 特 異 的 に 結 合 す る ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と が で き る 。 又 、 別 の 方 法 と し て
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は ラ ン ダ ム な ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 合 成 遺 伝 子 を フ ァ ー ジ で 発 現 さ せ る も の で 、 上 記 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー
に 比 べ 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 分 子 数 を 多 く で き る と い う 利 点 が あ る も の の 、 フ ァ ー
ジ が 嫌 う 配 列 は ラ イ ブ ラ リ ー に 存 在 し 得 な い こ と な ど が あ り 、 分 子 数 当 た り の 多
様 性 が 低 い と い う 欠 点 が あ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で も 同 様 に 、 本 発 明 の 蛋
白 質 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 系 を 利 用 し 、 そ れ に 特 異 的 に 結 合 す る フ ァ ー ジ を パ
ニ ン グ に よ り 濃 縮 し 、 得 ら れ た 特 異 的 結 合 性 を 有 す る フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 で 増 幅 し
、 そ の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 決 定 す れ ば よ い 。 更 に 、 前 記 (2)及 び (3)
の ス ク リ ー ニ ン グ 系 を 使 用 し 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら OBMあ る い は OBMレ セ プ
タ ー に 特 異 的 で か つ 高 親 和 性 の ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し た い 場 合 、 ス ク リ ー
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ニ ン グ 時 に そ れ ぞ れ OCIFや OBMを 共 存 さ せ 、 そ れ ぞ れ の 濃 度 を 上 げ な が ら 、 陽 性
を 示 し た 担 体 あ る い は フ ァ ー ジ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 特 異 的 か つ 極
め て 高 親 和 性 の ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 例 を あ げ れ ば 、 す で に 造 血 ホ ル モ
ン で あ る エ リ ス ロ ポ エ チ ン (EPO)の レ セ プ タ ー を 用 い 、 多 様 性 に 富 ん だ ペ プ チ ド
ラ イ ブ ラ リ ー か ら の EPO様 活 性 を 有 す る 低 分 子 ペ プ チ ド ア ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ
ン グ 及 び そ の 立 体 構 造 解 析 、 更 に は そ の 立 体 構 造 に 基 づ い た 有 機 合 成 展
開 に よ る EPO活 性 を 有 す る 低 分 子 物 質 (ア ゴ ニ ス ト )の 創 製 に 成 功 し て い る (Nichol
as et a1.: Science, 273, 458-463, 1996)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 本 発 明 者 ら は 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFを 用 い 、 そ の 結 合 蛋 白 質 が 活 性
型 ビ タ ミ ン D 3 や 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (parathyroid hormone, PTH)な ど の 骨 吸 収 因 子
の 存 在 下 で 培 養 し た 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 、 ST2の 細 胞 上 に 特 異 的 に 発 現
す る こ と を す で に 見 出 し た 。 さ ら に 、 該 蛋 白 質 は 未 熟 な 破 骨 細 胞 前 駆 細 胞 か ら の
破 骨 細 胞 へ の 分 化 、 成 熟 に 関 与 す る 、 い わ ゆ る 破 骨 細 胞 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促
進 す る 因 子 と し て の 生 物 活 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し 、 該 蛋 白 質 を 精 製 す る こ
と に よ り そ の 物 理 化 学 的 諸 性 質 及 び そ の 生 物 活 性 を 明 ら か に し た 。 本 発 明 者 ら は
、 本 発 明 の DNAに よ り 発 現 さ れ る 遺 伝 子 組 み 換 え 型 蛋 白 質 OBMと 、 す で に 前 記 OCIF
と 特 異 的 に 結 合 す る 精 製 天 然 型 蛋 白 質 と の 異 同 を 明 ら か に す べ く 、 物 理 化 学 的 性
質 及 び 生 物 活 性 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 両 蛋 白 質 と も (i)膜 結 合 蛋 白 質 で あ り 、 特
異 的 に OCIFと 結 合 し 、 (ii)SDS-PAGEで の 分 子 量 は 約 40,000、 (iii)モ ノ マ ー タ イ プ の OC
IFと ク ロ ス リ ン キ ン グ さ せ た 場 合 の 見 か け の 分 子 量 は 約 90,000-110,000で あ り 、
物 理 化 学 的 諸 性 質 が よ く 一 致 し て い る こ と 、 又 、 生 物 活 性 に お い て も 、 両 蛋 白 質
は 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促 進 す る 活 性 を 有 し て い る こ と か ら 、 両 蛋 白
質 は 同 一 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に 、 本 発 明 DNAを 用 い て 遺 伝 子 工 学 的
に 発 現 さ せ 、 精 製 し た 蛋 白 質 (遺 伝 子 組 み 換 え 型 OBM)で 作 製 し た ウ サ ギ 抗 OBMポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 前 記 の 方 法 で 得 ら れ る 精 製 天 然 型 蛋 白 質 に 交 差 性 を 有 し 、 OB
Mと OCIFと の 特 異 的 結 合 を 阻 害 す る の と 同 様 に 、 前 記 の 精 製 天 然 型 蛋 白 質 と OCIF
と の 結 合 を 特 異 的 に 阻 害 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 本 発 明 の DNAに よ り 発 現 さ れ
る 遺 伝 子 組 み 換 え 型 蛋 白 質 OBMは 、 前 記 OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 天 然 型 蛋 白 質 と
同 一 で あ る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 OCIFに 特 異 的 に 結 合 し 、 天 然 型 あ る い は 遺 伝 子 組 み 換 え
型 マ ウ ス OBMと 同 様 に マ ウ ス 脾 臓 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進
す る 活 性 を 有 す る ヒ ト 由 来 OCIF結 合 蛋 白 分 子 (以 下 ヒ ト OBMと 称 す る )を コ ー ド す
る 遺 伝 子 (cDNA)を 単 離 す る た め 、 前 述 の と お り マ ウ ス OBM cDNAか ら 作 製 し た プ ラ
イ マ ー を 用 い 、 ヒ ト リ ン パ 節 由 来 cDNAを 鋳 型 と し て polymerase chain reaction(
PCR)を 行 い 、 得 ら れ た ヒ ト OBMc DNA断 片 を プ ロ ー ブ と し て 上 記 cDNAラ イ ブ ラ リ ー
を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の 結 果 、 OCIFと 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 由 来 蛋 白 質 を コ
ー ド す る cDNAを 分 離 す る こ と に 成 功 し 、 こ の ヒ ト 由 来 OCIF結 合 蛋 白 分 子 、 即 ち ヒ
ト OBMを コ ー ド す る cDNAの 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 こ の cDNAに コ ー ド さ れ る ヒ ト OBM
は 、 マ ウ ス OBMと 同 様 に 細 胞 膜 上 で OCIFと 強 く 、 し か も 特 異 的 に 結 合 す る 特 性 を
有 し 、 ま た マ ウ ス 脾 臓 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 生 物 活
性 を 有 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 結 合 す る 新 規 な ヒ ト 由 来 蛋 白 質 で
あ る ヒ ト OBMを コ ー ド す る DNA、 そ の DNAに よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 蛋 白 質 、 そ の DNAを 用 い て OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 性 質 を 有 し 、 マ ウ ス 脾 臓 細
胞 か ら の 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 遺 伝 子 工
学 的 に 製 造 す る 方 法 、 及 び 該 蛋 白 質 を 含 有 す る 骨 代 謝 異 常 症 治 療 剤 の 提 供 、 更 に
ヒ ト OBMの 発 現 を 調 節 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 ヒ ト OBMと 結 合 し そ の 作 用
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を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 ヒ ト OBMと 結 合 し そ の 作 用 を 伝
達 す る レ セ プ タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 及 び こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 得 ら
れ た 物 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 特 性 を 有 し 、 ま た 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を
支 持 、 促 進 す る 生 物 活 性 を 有 す る 新 規 な ヒ ト 蛋 白 質 で あ る ヒ ト OBMを コ ー ド す る D
NA、 そ の DNAに よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 、 そ の DNAを 用 い て
OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 特 性 を 有 し 、 ま た 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す
る 生 物 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 遺 伝 子 工 学 的 に 製 造 す る 方 法 、 及 び 該 蛋 白 質 を 含 有
す る 骨 代 謝 異 常 症 治 療 剤 に 関 す る 。 更 に 、 本 発 明 は ヒ ト OBMの 発 現 を 調 節 す る 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 ヒ ト OBMと 結 合 し そ の 作 用 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 ヒ ト OBMと 結 合 し OBMの 生 物 活 性 を 伝 達 す る レ セ プ タ ー の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 及 び こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 得 ら れ た 物 質 を 含 有 す る
医 薬 組 成 物 、 さ ら に ヒ ト 由 来 OCIF結 合 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 及 び そ の 抗 体 を 用 い た
骨 代 謝 異 常 症 の 予 防 及 び /又 は 治 療 薬 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る 新 規 ヒ ト 由 来 OCIF結 合 蛋 白 分 子 、 即 ち ヒ ト OBM
は 、 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 及 び 生 物 活 性 を 示 す 。
即 ち 、
  a.破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (osteoclastogenesis inhibitory factor, OCIF)(WO9
6/26217号 )に 特 異 的 に 結 合 す る 。
  b.還 元 条 件 下 で の SDS-PAGEに よ る 分 子 量 測 定 で 、 約 40,000(± 5,000)の 分 子 量
を 示 す 。 又 、 モ ノ マ ー タ イ プ の OCIFと ク ロ ス リ ン ク さ せ た 場 合 の 見 か け 上 の 分 子
量 は 約 90,000‐ 110,000で あ る 。
c.破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 生 物 活 性 を 有 す る 。
も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 分 離 同 定 す る た め の 、 プ ロ ー ブ と し て 使
用 す る マ ウ ス 由 来 OCIF結 合 蛋 白 質 で あ る マ ウ ス OBM cDNAは 、 前 述 の 方 法 に 従 っ て
、 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 、 ST2の cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ
と が で き る 。 又 、 ヒ ト OBMc DNAを 発 現 す る こ と に よ り 得 ら れ る 蛋 白 質 の 特 性 及 び
そ の 生 物 活 性 を 評 価 す る た め に 必 要 な ヒ ト 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFは 、 WO96/2
6217号 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 株 IMR-90の 培 養 液 か ら 単 離 、 あ る い
は そ の DNAを 用 い て 遺 伝 子 工 学 的 に 製 造 す る こ と が で き る 。 ヒ ト OBMの 特 性 や 生 物
活 性 の 評 価 に は 、 遺 伝 子 組 み 換 え ヒ ト OCIF、 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス OCIF、
遺 伝 子 組 み 換 え ラ ッ ト OCIF等 を 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 組 み 換 え 型
OCIFは 、 そ れ ぞ れ の cDNAを 常 法 に 従 っ て 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 CHO細 胞 、 BHK
細 胞 、 Namalwa細 胞 等 の 動 物 細 胞 あ る い は 昆 虫 細 胞 な ど で 発 現 さ せ 、 精 製 す る こ
と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 目 的 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヒ ト 型 の cDNAを 単 離 す る (cDNAク ロ ー ニ ン グ )方 法 と
し て は 、 (i)そ の 蛋 白 質 を 精 製 し 、 そ の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 そ れ に 対 応 す
る 塩 基 配 列 を 有 す る DNAを プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ
り 目 的 の cDNAを 単 離 す る 方 法 、 (ii)目 的 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 不 明 で あ っ て も
発 現 ベ ク タ ー 中 に cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 そ れ ら を 細 胞 中 に 導 入 し 、 目 的 蛋
白 質 の 発 現 の 有 無 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 目 的 の cDNAを 単 離 す る 方 法
(発 現 ク ロ ー ニ ン グ 法 )、 及 び (iii)ヒ ト 由 来 の 目 的 蛋 白 質 と 同 じ 特 性 及 び 生 物 活 性 を
有 す る ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 由 来 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 cDNAが ク ロ ー ニ ン
グ し よ う と す る ヒ ト 由 来 の 目 的 蛋 白 質 の cDNAと 高 い ホ モ ロ ジ ー を 有 す る と 想 定 し
、 前 者 の cDNAを プ ロ ー ブ と し 、 ヒ ト 細 胞 あ る い は 組 織 か ら 構 築 し た cDNAラ イ ブ ラ
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リ ー か ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 や polymerase chain reaction (PCR)法 に よ
り 目 的 の ヒ ト 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAを 単 離 す る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ヒ ト OBM cDNAは 、 前 記 マ ウ ス OBM cDNAと 高 い 相 同 性 を 有 す る と の 想 定 の も と 、
ヒ ト OBM産 生 細 胞 あ る い は 組 織 は 後 者 の cDNAを プ ロ ー ブ と し て 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 調 べ る こ と が で き る 。 ヒ ト OBM cDNAは 、 マ ウ ス OBM cD
NAか ら 作 製 し た マ ウ ス OBMプ ラ イ マ ー を 用 い 、 上 記 の よ う に し て 同 定 し た ヒ ト OBM
産 生 組 織 、 例 え ば ヒ ト リ ン パ 節 等 か ら 構 築 し た cDNAを 鋳 型 と し て 、 PCRに よ り ヒ
ト OBM cDNA断 片 を 得 て 、 こ の ヒ ト OBMc DNA断 片 を プ ロ ー ブ と し 、 上 記 の 様 に 同 定
し た ヒ ト OBM産 生 細 胞 あ る い は 組 織 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と に よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た OCIFに 特 異 的 に
結 合 す る 性 質 を 有 し 、 ま た 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 生 物 活 性 を 有
す る ヒ ト 由 来 蛋 白 質 、 即 ち ヒ ト OBMを コ ー ド す る DNAに 関 す る 。 本 発 明 の DNAが コ
ー ド す る ヒ ト OBMは 、 膜 貫 通 領 域 を 有 す る 膜 結 合 型 蛋 白 質 を コ ー ド す る こ と か ら
、 OCIFを 標 識 し 、 本 発 明 の cDNAを 発 現 し た 動 物 細 胞 表 面 へ の OCIF標 識 体 の 結 合 に
よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 OCIFの 標 識 法 と し て は 、 前 述 と 同 様 、 放 射 性 同 位
元 素 に よ る 標 識 や 蛍 光 標 識 等 、 一 般 的 な 蛋 白 質 の 標 識 法 を 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ヒ ト OBM cDNAに よ り 発 現 さ れ る 蛋 白 質 の 分 子 量 は 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー や SDS-PAGE等 を 用 い て 測 定 さ れ る 。 よ り 正 確 に 分 子 量 を 測 定 す る た め
に は 、 SDS-PAGEを 用 い る の が 好 ま し く 、 ヒ ト OBMは 、 還 元 条 件 下 で 約 40,000(40,0
00± 5,000)の 分 子 量 を 有 す る 蛋 白 質 と し て 特 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 で い う 比 較 的 温 和 な 条 件 で の DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と は 、 例 え ば
常 法 に 従 い ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン に DNAを ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 固 定 化 し た 後 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 バ ッ フ ァ ー 中 で 放 射 線 標 識 し た プ ロ ー ブ の DNAと 40-70℃ 、
2時 間 か ら 一 夜 程 度 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ 、 0.5× SSC(0.075M塩 化 ナ ト リ ウ
ム 及 び 0.0075Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )で 45℃ 、 10分 間 洗 浄 す る 条 件 を 言 う 。 よ り 具
体 的 に は 、 常 法 に 従 い 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ ラ ン に ハ イ ボ ン ド N(ア マ シ ャ ム 社 )を 用
い 、 DNAを ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 固 定 化 し た 後 、 Rapid Hybridization Buffer(ア マ
シ ャ ム 社 )中 で 3 2 P標 識 し た プ ロ ー ブ の DNAと 65℃ 、 2時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
さ せ て 、 上 記 の 0.5xSSCで 45℃ 、 10分 間 洗 浄 す る 条 件 を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 破 骨 細 胞 形 成 の 代 表 的 な イ ン ビ ト ロ 培 養 系 と し て 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 あ る い は
PTHの 存 在 下 で の マ ウ ス 由 来 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 、 ST2と マ ウ ス 脾 臓 細 胞
と の 共 培 養 系 が よ く 知 ら れ て い る 。 こ の イ ン ビ ト ロ 培 養 系 で の 破 骨 細 胞 形 成 に は
、 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 と 脾 臓 細 胞 間 の 接 着 に よ る 相 互 作 用 及 び 活 性 型 ビ タ
ミ ン D 3 や PTH等 の 骨 吸 収 促 進 因 子 の 存 在 が 不 可 欠 で あ る 。 こ の イ ン ビ ト ロ 培 養 系
に お い て 、 骨 吸 収 促 進 因 子 非 存 在 下 で 、 し か も 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 の な い サ ル 腎
臓 細 胞 株 で あ る COS細 胞 に 本 発 明 の cDNAを 発 現 さ せ た 遺 伝 子 組 み 換 え COS紬 胞 株 は
、 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 、 ST2と 同 様 に 脾 臓 細 胞 か ら の 破 骨 細 胞 形 成 支 持
能 を 獲 得 し た 。 ま た 本 発 明 の cDNAは 膜 結 合 型 蛋 白 質 を コ ー ド す る こ と か ら 、 こ の
膜 結 合 部 位 を コ ー ド す る 部 分 を 除 去 す る こ と に よ り 分 泌 型 、 可 溶 型 と し て 発 現 さ
せ る こ と も で き る 。 骨 吸 収 促 進 因 子 非 存 在 下 の 上 記 イ ン ビ ト ロ 培 養 系 に 、 こ の 分
泌 型 ヒ ト OBMを 添 加 す る だ け で 破 骨 細 胞 の 形 成 が 起 こ る こ と も 確 認 さ れ た 。
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 本 発 明 の cDNAに よ り コ ー ド さ れ る ヒ ト OBMは 破 骨 細 胞 の 分
化 、 成 熟 に 関 与 す る 因 子 と し て 特 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の cDNAを 発 現 ベ ク タ 一 に 挿 入 し て ヒ ト OBM発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 し 、 こ
れ を 各 種 の 細 胞 ま た は 菌 株 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 組 み 換 え 型 ヒ ト OB
Mを 製 造 す る こ と が で き る 。 発 現 さ せ る 際 の 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 と し て COS-7、 CH

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-176847 A 2005.7.7



O、 Namalwa細 胞 な ど を 、 ま た 細 菌 の 宿 主 と し て 大 腸 菌 等 を 用 い る こ と が で き る 。
そ の 際 、 cDNAの 全 長 を 用 い て 膜 結 合 型 蛋 白 質 と し て 発 現 さ せ る こ と が で き る し 、
ま た 膜 結 合 部 位 を コ ー ド す る 部 分 を 除 去 す る こ と に よ り 分 泌 型 、 可 溶 化 型 と し て
も 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 製 造 さ れ た 組 み 換 え 型 ヒ ト OBMは 、
通 常 用 い ら れ る 蛋 白 精 製 法 、 例 え ば OCIF固 定 化 カ ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 等 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 効 率 良 く 精 製 で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た
本 発 明 ヒ ト OBMは 、 そ の 活 性 よ り 骨 代 謝 異 常 症 、 例 え ば 大 理 石 病 な ど の 治 療 剤 と
し て の 医 薬 、 あ る い は 研 究 ・ 診 断 用 試 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 、 ヒ ト OBMを 利 用 す る こ と に よ り 、 (i)ヒ ト O
BMの 発 現 を 調 節 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 (ii)ヒ ト OBMに 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の
生 物 活 性 を 阻 害 あ る い は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び (iii)ヒ ト 破 骨 細 胞 前
駆 細 胞 に 存 在 し 、 ヒ ト OBMの 生 物 活 性 を 伝 達 す る ヒ ト 蛋 白 質 (ヒ ト OBMレ セ プ タ ー )
の ス ク リ ー ニ ン グ 、 さ ら に は こ の ヒ ト OBMレ セ プ タ ー を 利 用 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト
や ア ゴ ニ ス ト の 開 発 が 可 能 で あ る 。 上 述 の ヒ ト OBMあ る い は ヒ ト OBMレ セ プ タ ー を
用 い た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー に お い て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト あ る い は ア ゴ ニ
ス ト の 探 索 に 必 要 な ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は マ ウ ス OBMを 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ
の 方 法 と 同 様 の 方 法 で 作 製 す る こ と が で き 、 マ ウ ス OBMの 代 わ り に ヒ ト OBMを 用 い
て 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 同 様 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 特 異 的 か つ
極 め て 高 親 和 性 の ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に ま た 、 前 述 の よ う に OBMは 有 用 性 の 高 い 蛋 白 質 で あ る が 、 こ の 蛋 白 質 の
測 定 を 行 う に は OBMを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 と そ の 抗 体 を 用 い た 酵 素 免 疫 測 定 法
の 構 築 が 必 須 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ま で に OBMの 測 定 に 有 用 な 抗 体 は 得 ら
れ て い な い 。 さ ら に 、 OBMあ る い は sOBMの 生 物 活 性 を 中 和 す る 抗 OBM/sOBM抗 体 は
、 OBMあ る い は sOBMの 作 用 、 即 ち 破 骨 細 胞 形 成 の 促 進 作 用 を 抑 制 す る こ と が 想 定
さ れ 、 骨 代 謝 異 常 症 の 治 療 薬 と し て の 開 発 が 期 待 さ れ る が 、 こ の よ う な 抗 体 も 未
だ 得 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 述 の 状 況 に 鑑 み 本 発 明 者 ら は 鋭 意 研 究 の 結 果 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (OCIF)
に 特 異 的 に 結 合 す る 膜 結 合 蛋 白 質 (OCIF結 合 分 子 ;OBM)及 び 膜 結 合 部 位 を 欠 損 し た
可 溶 性 OBM(sOBM)の 両 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 (抗 OBM/sOBM抗 体 )を 見 出 す に 至 っ た 。
従 っ て 本 発 明 は 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 膜 結 合 蛋 白 質 OB
M及 び 膜 結 合 部 位 を 欠 損 し た 可 溶 性 OBM(sOBM)の 両 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 (抗 OBM/sOB
M抗 体 )、 そ の 製 造 方 法 、 こ の 抗 体 を 用 い た OBM及 び sOBMの 測 定 方 法 、 さ ら に こ の
抗 体 を 有 効 成 分 と す る 骨 代 謝 異 常 症 予 防 及 び /又 は 治 療 剤 を 提 供 す る こ と を 課 題
と す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (Osteoclastogenesis inhibitory factor; O
CIF)に 特 異 的 に 結 合 す る 膜 結 合 蛋 白 質 (OCIF binding molecule; OBM)及 び 膜 結 合
部 位 を 欠 損 し た 可 溶 性 OBM(sOBM)の 両 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 (抗 OBM/sOBM抗 体 )、 そ
の 製 造 方 法 、 こ の 抗 体 を 用 い た OBM及 び sOBMの 測 定 方 法 、 さ ら に こ の 抗 体 を 有 効
成 分 と す る 医 薬 、 特 に 骨 代 謝 異 常 症 予 防 及 び /又 は 治 療 剤 に 関 す る 。
本 発 明 の 抗 体 は 、 OBM及 び sOBMの 生 物 活 性 で あ る 破 骨 細 胞 形 成 促 進 活 性 を 中 和 す
る 活 性 を 有 し 、 以 下 の 性 質 を 持 つ 抗 体 か ら 構 成 さ れ る 。
即 ち 、
a)マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMの 両 抗 原 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 マ ウ ス OB
M/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )
b)ヒ ト OBM及 び ヒ ト sOBMの 両 抗 原 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 ヒ ト OBM/sOBM
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ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )
c)マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMの 両 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 マ ウ ス OB
M/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )
d)ヒ ト OBM及 び ヒ ト sOBMの 両 抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 ヒ ト OBM/sOBM
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )
e)マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMの 両 抗 原 に 交 差 性 を 有 す る 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMの 両 抗 原 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (以 下 抗 マ ウ
ス OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 称 す る )及 び ヒ ト OBM及 び ヒ ト sOBMの 両 抗 原 を 認
識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (以 下 抗 ヒ ト OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 称 す る )は
、 以 下 の 手 段 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 免 疫 用 抗 原 と し て の 精 製 マ ウ ス OBMは
、 前 述 の 方 法 に 従 っ て 得 る こ と が で き る 。 即 ち 、 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細
胞 株 ST-2を 活 性 ビ タ ミ ン D 3 処 理 し 、 そ の 細 胞 膜 上 の OBMを OCIF固 定 化 カ ラ ム 及 び
ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と に よ り 、 天 然 型 マ ウ ス OBM(nati
ve OBM)を 得 る こ と が で き る 。 又 、 前 述 の マ ウ ス OBM cDNA(配 列 表 配 列 番 号 15)又
は ヒ ト OBM cDNA(配 列 表 配 列 番 号 12)を 常 法 に よ り 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 CHO
細 胞 、 BHK細 胞 、 Namalwa、 COS-7細 胞 等 の 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 大 腸 菌
な ど で 発 現 さ せ て 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で 精 製 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 組 み 換 え マ
ウ ス OBM(配 列 表 配 列 番 号 1)又 は ヒ ト OBM(配 列 表 配 列 番 号 11)を 得 る こ と が で き 、
こ れ を 免 疫 用 抗 原 と し て 用 い て も 良 い 。 こ の 時 、 膜 結 合 蛋 白 質 で あ る マ ウ ス OBM
あ る い は ヒ ト OBMを 大 量 か つ 高 度 に 精 製 す る に は 、 多 大 の 労 力 を 要 す る 。 一 方 、
膜 結 合 型 蛋 白 質 で あ る OBMと そ の 膜 結 合 部 位 を 欠 損 さ せ て 得 ら れ る 可 溶 化 蛋 白 質
で あ る 可 溶 性 OBM(sOBM)と は 、 前 述 の よ う に 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 促 進 活 性 に お
い て 差 異 が な い こ と が 認 め ら れ て い る 。 従 っ て 、 マ ウ ス sOBM及 び ヒ ト sOBMは 発 現
及 び そ の 高 度 精 製 が 比 較 的 容 易 で あ る こ と か ら 、 こ れ ら 可 溶 化 蛋 白 質 で あ る sOBM
を 免 疫 用 抗 原 と し て 用 い て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 マ ウ ス sOBM(配 列 表 配 列 番 号 16)及 び ヒ ト sOBM(配 列 表 配 列 番 号 17)は 、 マ ウ ス sO
BM cDNA(配 列 表 配 列 番 号 18)又 は ヒ ト sOBM cDNA(配 列 表 配 列 番 号 19)の 5'上 流 側 に
他 の 分 泌 蛋 白 質 由 来 の 既 知 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 付 加 し 、 上 記 と
同 様 に 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 各 種 動 物 細 胞 、 昆 虫 細
胞 、 あ る い は 大 腸 菌 な ど を 宿 主 と し て 発 現 し 、 精 製 す る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ 得
る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 免 疫 用 抗 原 を 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩
水 (PBS)に 溶 解 し 、 必 要 に 応 じ 同 容 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 乳
化 後 、 動 物 に 約 1週 間 間 隔 で 皮 下 投 与 し 、 数 回 免 疫 す る 。 抗 体 価 を 測 定 し 、 最 高
の 抗 体 価 に 達 し た 時 点 で ブ ー ス タ ー 投 与 し 、 投 与 10日 後 に 全 採 血 を 行 う 。 得 ら れ
た 抗 血 清 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 分 画 沈 澱 し 、 グ ロ ブ リ ン 分 画 を 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る か 、 あ る い は 抗 血 清 を バ イ ン デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー (B
iorad社 )で 2倍 希 釈 し 、 そ の 希 釈 抗 血 清 を プ ロ テ イ ン A又 は プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と に よ り 、 目 的 と す る 抗 マ ウ ス
又 は 抗 ヒ ト OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 型 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 以 下 の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 即 ち 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に 必 要 な 免 疫 用 抗 原 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
時 と 同 様 に 天 然 型 マ ウ ス OBM(native OBM)、 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス 型 又 は ヒ ト OBM
、 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス 型 又 は ヒ ト 型 sOBMを 用 い る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 抗
原 に よ り 哺 乳 動 物 を 免 疫 す る か 、 あ る い は イ ン ビ ト ロ 法 に よ り 免 疫 し た リ ン パ 球
細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 株 (ミ エ ロ ー マ )な ど と 融 合 さ せ 、 常 法 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ を
作 製 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 液 に つ い て 、 高 度 に 精 製 さ れ た そ れ ぞ れ の 抗
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原 を 用 い て 、 ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISAに よ り そ れ ぞ れ の 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 生 産
ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 樹 立 し
た 安 定 な 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を そ れ ぞ れ 培 養 す る こ と に よ り 、 目 的 と す る 抗
体 が 得 ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 に 当 た っ て は 、 哺 乳 動 物 を 使 用 す る 場 合 、
マ ウ ス や ラ ッ ト な ど の 小 動 物 を 使 用 す る の が 一 般 的 で あ る 。 免 疫 は 、 抗 原 を 適 当
な 溶 媒 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 な ど で 適 当 な 濃 度 に 希 釈 し 、 こ の 溶 液 を 静 脈 内 や 腹 腔
内 に 投 与 し 、 こ れ に 必 要 に 応 じ て フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 併 用 投 与 し 、 動
物 に 1～ 2週 間 間 隔 で 3～ 4回 程 度 投 与 す る 方 法 が 一 般 的 で あ る 。 こ の よ う に し て 免
疫 さ れ た 動 物 を 最 終 免 疫 後 3日 目 に 解 剖 し 、 摘 出 し た 脾 臓 か ら 得 ら れ た 脾 臓 細 胞
を 免 疫 細 胞 と し て 使 用 す る 。 免 疫 細 胞 と 細 胞 融 合 す る マ ウ ス 由 来 の ミ エ ロ ー マ と
し て は 、 例 え ば p3/x63-Ag8、 p3-U1、 NS-1、 MPC-11、 SP-2/0、 FO、 P3x63 Ag8. 65
3及 び S194な ど が 挙 げ ら れ る 。 又 、 ラ ッ ト 由 来 の 細 胞 と し て は 、 R-210な ど の 細 胞
株 が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ト 型 の 抗 体 を 生 産 す る 場 合 に は 、 ヒ ト Bリ ン パ 球 を イ ン ビ ト
ロ で 免 疫 し 、 ヒ ト ミ エ ロ ー マ 細 胞 や EBウ イ ル ス に よ り 形 質 転 換 し た 細 胞 株 と 細 胞
融 合 さ せ る こ と に よ り 、 ヒ ト 型 の 抗 体 を 生 産 す る こ と が で き る 。 免 疫 さ れ た 細 胞
と ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 と の 融 合 は 公 知 の 方 法 、 例 え ば Koehlerと Milsteinら の 方 法 (
Koehler et al.: Nature 256, 495-497, 1975)が 一 般 的 に 使 用 さ れ る が 、 電 気 パ
ル ス を 利 用 し た 電 気 パ ル ス 法 な ど で も 良 い 。 免 疫 リ ン パ 球 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 は
、 通 常 行 わ れ て い る 細 胞 数 の 比 率 に 混 合 し 、 一 般 に 使 用 さ れ る 牛 胎 児 血 清 (FCS)
不 含 細 胞 培 養 用 培 地 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 添 加 し て 融 合 処 理 を 行 い 、 FCS
添 加 HAT選 択 培 地 で 培 養 を 行 い 融 合 細 胞 (ハ イ ブ リ ド ー マ )を 選 別 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 次 に 、 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を ELISA、 プ ラ ー ク 法 、 オ ク タ ロ ニ ー 法
、 凝 集 法 な ど 通 常 用 い ら れ る 抗 体 の 検 出 方 法 に よ り 選 択 し 、 安 定 な ハ イ ブ リ ド ー
マ を 樹 立 す る 。 こ の よ う に し て 樹 立 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 通 常 の 培 養 方 法 に
よ り 継 代 培 養 可 能 で あ り 、 必 要 に 応 じ て 凍 結 保 存 で き る 。 ハ イ プ リ ド ー マ は 常 法
に よ り 培 養 し て 、 そ の 培 養 液 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 腹 腔 内 に 移 植 す る こ と に よ り 、
腹 水 か ら 抗 体 を 回 収 す る こ と が で き る 。 培 養 液 あ る い は 腹 水 中 の 抗 体 は 、 塩 析 法
、 イ オ ン 交 換 及 び ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン G
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど 通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ り 精 製 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 抗 原 と し て sOBMを 用 い て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の ほ と ん ど 全 て は 、 sOBMだ け で な く OBMを も 特 異 的 に 認 識 で き る 抗 体 (抗
OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 称 す る )で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 OBM及 び sOBMの
そ れ ぞ れ の 測 定 に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ や
酵 素 ラ ベ ル す る こ と に よ り 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)や エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア
ッ セ イ (EIA)と し て 知 ら れ て い る 測 定 系 に 用 い る こ と に よ り 、 OBM量 及 び sOBM量 を
測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 測 定 系 を 用 い る こ と に よ り 、 血 液 、 尿 な ど の 生
体 試 料 中 の sOBM量 を 容 易 に か つ 高 感 度 で 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら の
抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 組 織 や 細 胞 表 面 に 結 合 し た OBM量 を バ イ ン デ ィ ン グ ア
ッ セ イ 等 に よ り 容 易 に か つ 高 感 度 で 測 定 す る こ と か で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 得 ら れ た 抗 体 を ヒ ト に 対 す る 医 薬 と し て 用 い る 場 合 、 抗 原 性 の 問 題 か ら ヒ ト 型
抗 ヒ ト OBM/sOBM抗 体 を 作 製 す る こ と が 望 ま し い 。 ヒ ト 型 抗 ヒ ト OBM/sOBM抗 体 の 作
製 は 、 次 に 述 べ る よ う な 手 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。 即 ち 、 (i)ヒ ト 末 梢 血 あ る
い は 脾 臓 か ら 採 取 し た ヒ ト リ ン パ 球 を in vitroで IL-4存 在 下 、 抗 原 で あ る ヒ ト OB
Mあ る い は ヒ ト sOBMで 感 作 し 、 感 作 し た ヒ ト リ ン パ 球 を マ ウ ス と ヒ ト と の ヘ テ ロ
ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る K 6 H 6 /B 5 (ATCC CRL1823)と 細 胞 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 目
的 の 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 得 ら れ た 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ
ド ー マ が 生 産 す る 抗 体 は 、 ヒ ト 型 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 こ
れ ら の 抗 体 の 中 か ら ヒ ト OBM/sOBMの 活 性 を 中 和 す る 抗 体 を 選 別 す る 。 し か し な が
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ら 、 こ の よ う に ヒ ト リ ン パ 球 を in vitroで 感 作 す る 方 法 で は 、 一 般 的 に 抗 原 に 対
し て 高 親 和 性 の 抗 体 を 得 る の は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 従 っ て 、 ヒ ト OBMお よ び sOBMに 高 親 和 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 、 上
記 の よ う に し て 得 ら れ た 低 親 和 性 ヒ ト 型 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 高
親 和 化 す る 必 要 が あ る 。 そ れ に は 、 上 記 の よ う に し て 得 ら れ 、 中 和 抗 体 で あ る も
の の 低 親 和 性 で あ る ヒ ト 型 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CDR領 域 (特 に CD
R-3)に ラ ン ダ ム 変 異 を 導 入 し 、 こ れ を フ ァ ー ジ で 発 現 さ せ て ヒ ト OBM/sOBMを 固 相
化 し た プ レ ー ト を 用 い て フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 、 抗 原 で あ る ヒ ト OBM/sO
BMに 強 力 に 結 合 す る フ ァ ー ジ を 選 択 し 、 そ の フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 で 増 や し 、 そ の 塩
基 配 列 か ら 高 親 和 性 を 有 す る CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す れ ば よ い 。 こ の よ う に
し て 得 ら れ た ヒ ト 型 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 一
般 的 に 使 用 さ れ て い る 哺 乳 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 発 現 さ せ る こ
と に よ り ヒ ト 型 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ る 。 こ れ ら の 中 か ら
、 ヒ ト OBM/sOBMの 生 物 活 性 を 中 和 し 、 か つ 高 親 和 性 で あ る 目 的 の ヒ ト 型 抗 ヒ ト OB
M/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 別 す る こ と が で き る 。 ま た 、 (ii)Balb/cマ ウ ス を 用
い て 、 本 発 明 と 同 じ よ う に 常 法 (Koehler et al.:Nature 256, 495497, 1975)に
よ り マ ウ ス 型 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し 、 ヒ ト OBM/sOBMの 生 物
活 性 を 中 和 し 、 か つ 高 親 和 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る 。 こ の 高 親
和 性 マ ウ ス 型 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CDR‐ 領 域 (CDR-1,2お よ び 3)
を ヒ ト IgGの CDR領 域 に 移 植 す る CDR-grafting(Winter and Milstein: Nature 349
, 293-299, 1991)の 手 法 を 駆 使 す る こ と に よ り ヒ ト 型 化 が 可 能 で あ る 。 上 記 に 加
え 、 さ ら に (iii)ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 を Severe combined immune deficiency (SCID)
マ ウ ス に 移 植 し 、 こ の 移 植 さ れ た SCIDマ ウ ス は ヒ ト 型 抗 体 を 生 産 す る (Mosier D.
E.et al.: Nature 335, 256-259, 1988; Duchosal M.A. et al.: Nature 355, 2
58-262, 1992)の で 、 抗 原 と し て ヒ ト OBMあ る い は sOBMを 抗 原 と し て 感 作 し 、 ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 ヒ ト OBM/sOBMに 特 異 的 な ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 生 産 す る リ ン パ 球 を そ の マ ウ ス か ら 採 取 す る こ と か で き る 。 得 ら れ た リ ン パ 球
を 前 述 の ヒ ト 型 抗 体 の 作 製 法 (i)と 同 様 に 、 マ ウ ス と ヒ ト と の ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ド ー
マ で あ る K 6 H 6 /B 5 (ATCC CRL1823)と 細 胞 融 合 さ せ 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 目 的 の ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ
ブ リ ド ー マ を 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養
す る こ と に よ り 、 目 的 の ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 で き 、 上 述 の 方
法 と 同 様 に 精 製 す る こ と に よ り 精 製 品 を 得 る こ と が で き る 。 又 、 目 的 の ヒ ト 型 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 目
的 の ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 (cDNA)を ク ロ ー ニ ン グ し 、 こ
の 遺 伝 子 を 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 各 種 動 物 細
胞 、 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 大 腸 菌 な ど を 宿 主 と し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 遺 伝 子
組 み 換 え ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 得 ら れ た 培 養 液 か ら 上 述 と 同 様 の 方 法 に よ り 精 製 す る こ と に よ り 、 精 製 さ れ た
ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 得 る こ と が で き る 。
さ ら に 、 上 述 の 方 法 で 得 ら れ た 抗 OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 中 か ら 、 OBM/sO
BMの 生 物 活 性 を 中 和 す る 抗 体 を 得 る こ と か で き る 。 こ れ ら OBM/sOBMの 生 物 活 性 を
中 和 す る 抗 体 は 、 生 体 内 で の OBM/sOBMの 生 物 作 用 、 即 ち 破 骨 細 胞 形 成 促 進 作 用 を
ブ ロ ッ ク す る こ と か ら 、 医 薬 と し て 、 特 に 骨 代 謝 異 常 症 の 予 防 及 び /又 は 治 療 剤
と し て 期 待 さ れ る 。 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る OBMあ る い は sOBMの 生 物 活 性 の 中 和 活
性 は 、 in vitroで の 破 骨 細 胞 形 成 系 に お け る 破 骨 細 胞 形 成 の 抑 制 活 性 で 測 定 す る
こ と が で き る 。 in vitroア ッ セ イ 系 と し て 、 以 下 の 3つ の 方 法 が あ る 。 即 ち 、 破
骨 細 胞 形 成 (osteoclastogenesis)の in vitro培 養 系 と し て 、 (i)活 性 型 ビ タ ミ ン D 3
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と デ キ サ メ サ ゾ ン の 存 在 下 、 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 、 ST2細 胞 と マ
ウ ス 脾 臓 細 胞 と の 共 培 養 系 、 (ii)サ ル 腎 臓 細 胞 株 、 COS-7細 胞 上 に OBMを 発 現 さ せ 、
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ り 固 定 化 し 、 M-CSF存 在 下 、 そ の 細 胞 上 で マ ウ ス 脾 臓 細 胞
を 培 養 す る 共 培 養 系 、 (iii)遺 伝 子 組 み 換 え sOBM及 び M-CSF存 在 下 で マ ウ ス 脾 臓 細 胞
を 培 養 す る 系 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら 培 養 系 に 種 々 の 濃 度 で 抗 OBM/sOBM抗 体 を
添 加 し 、 破 骨 細 胞 形 成 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ る こ と に よ り 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る
破 骨 細 胞 形 成 抑 制 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 又 、 in vivoで の 実 験 動 物 を 利
用 し た 骨 吸 収 抑 制 活 性 に よ り 抗 OBM/sOBM抗 体 の 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 活 性 を 評 価 す る
こ と が で き る 。 即 ち 、 破 骨 細 胞 形 成 が 亢 進 し て い る 動 物 モ デ ル と し て 、 卵 巣 摘 出
モ デ ル が あ る 。 こ の 種 の 実 験 動 物 に 抗 OBM/sOBM抗 体 を 投 与 し 、 骨 吸 収 抑 制 活 性 (
骨 密 度 の 増 強 活 性 )を 測 定 す る こ と に よ り 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る 破 骨 細 胞 形 成
抑 制 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た OBM/sOBMの 生 物 活 性 を 中 和 す る 抗 体 は 、 医 薬 と し て 、
特 に 骨 代 謝 異 常 症 の 予 防 及 び /又 は 治 療 を 目 的 と し た 医 薬 組 成 物 と し て 、 あ る い
は こ の よ う な 疾 患 の 免 疫 学 的 診 断 の た め の 抗 体 と し て 有 用 で あ る 。 本 発 明 抗 体 は
、 製 剤 化 し て 経 口 的 あ る い は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 抗 体 を 含
む 製 剤 は 、 OBM及 び /又 は sOBMを 認 識 す る 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成
物 と し て 、 ヒ ト あ る い は 動 物 に 対 し 安 全 に 投 与 さ れ る も の で あ る 。 医 薬 組 成 物 の
形 態 と し て は 、 点 滴 を 含 む 注 射 剤 、 坐 剤 、 経 鼻 剤 、 舌 下 剤 、 経 皮 吸 収 剤 な ど が 挙
げ ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 高 分 子 蛋 白 質 で あ る こ と か ら 、 バ イ ア ル 瓶 な
ど の ガ ラ ス 容 器 や 注 射 筒 な ど へ の 吸 着 が 著 し い 上 に 不 安 定 で あ り 、 種 々 の 物 理 化
学 的 因 子 、 例 え ば 熱 、 pHお よ び 湿 度 等 に よ り 容 易 に 失 活 す る 。 従 っ て 、 安 定 な 形
で 製 剤 化 す る た め に 、 安 定 化 剤 、 pH調 整 剤 、 緩 衝 剤 、 可 溶 化 剤 、 界 面 活 性 剤 な ど
を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 安 定 化 剤 と し て は 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 等 の ア ミ ノ 酸 類 、 デ キ ス ト ラ ン 40お よ
び マ ン ノ ー ス 等 の 糖 類 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 等 の 糖 ア ル
コ ー ル 等 が 挙 げ ら れ 、 ま た こ れ ら の 二 種 以 上 を 併 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 安 定 化
剤 の 添 加 量 は 、 抗 体 の 重 量 に 対 し て 0.01～ 100倍 、 特 に 0.1～ 10倍 添 加 す る の が 好
ま し い 。 こ れ ら 安 定 化 剤 を 加 え る こ と に よ り 、 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の
保 存 安 定 性 を 向 上 す る こ と が で き る 。 緩 衝 剤 と し て は 、 例 え ば リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー
、 ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 緩 衝 剤 は 、 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製
剤 の 再 溶 解 後 の 水 溶 液 の pHを 調 整 し 、 抗 体 の 安 定 性 、 溶 解 性 に 寄 与 す る 。 緩 衝 剤
の 添 加 量 と し て は 、 例 え ば 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 を 再 溶 解 し た 後 の 水 量
に 対 し 、 1～ 10mMと す る の が 好 ま し い 。 界 面 活 性 剤 と し て は 、 好 ま し く は ポ リ ソ
ル ベ ー ト 20、 プ ル ロ ニ ッ ク F-68、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 、 特 に 好 ま し く は ポ
リ ソ ル ベ ー ト 80が 挙 げ ら れ 、 ま た こ れ ら の 2種 以 上 を 併 用 し て も よ い 。 抗 体 の よ
う な 高 分 子 蛋 白 質 は 容 器 の 材 質 で あ る ガ ラ ス や 樹 脂 な ど に 吸 着 し や す い 。 従 っ て
、 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 再 溶 解
後 の 抗 体 の 、 容 器 へ の 吸 着 を 防 止 す る こ と が で き る 。 界 面 活 性 剤 の 添 加 量 と し は
、 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 再 溶 解 後 の 水 重 量 に 対 し 0.001～ 1.0%添 加 す
る こ と が 好 ま し い 。 以 上 の よ う な 安 定 化 剤 、 緩 衝 剤 、 あ る い は 吸 着 防 止 剤 を 加 え
て 本 発 明 抗 体 の 製 剤 を 調 製 す る こ と が で き る が 、 特 に 医 療 用 又 は 動 物 薬 用 注 射 剤
と し て 用 い る 場 合 は 、 浸 透 圧 比 と し て 許 容 さ れ る 浸 透 圧 比 は 1～ 2が 好 ま し い 。 浸
透 圧 比 は 、 製 剤 化 に 際 し て 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 増 減 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
製 剤 中 の 抗 体 含 量 は 、 適 用 疾 患 、 適 用 投 与 経 路 な ど に 応 じ て 適 宜 調 整 す る こ と が
で き 、 ヒ ト に 対 す る ヒ ト 型 化 抗 体 の 投 与 量 は 、 抗 体 の ヒ ト OBM/sOBMに 対 す る 親 和
性 、 即 ち ヒ ト OBM/sOBMに 対 す る 解 離 定 数 (Kd値 )に 依 存 し 、 親 和 性 が 高 い (Kd値 が
低 い )ほ ど 、 ヒ ト ヘ の 投 与 量 を 少 な く 薬 効 を 発 現 す る こ と が で き る 。 又 、 ヒ ト 型
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抗 体 は ヒ ト 血 中 で の 半 減 期 が 約 20日 間 と 長 い こ と か ら 、 例 え ば ヒ ト に 対 し て 投 与
す る 際 に は 、 約 0.1～ 100mg/kgを 1～ 30日 間 に 1回 以 上 投 与 す れ ば 良 い 。
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 詳 紬 に 説 明 す る が 、 こ れ ら は 単 に 例 示 す る の
み で あ り 、 本 発 明 は こ れ ら に よ っ て 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2(RIKEN CELL BANK, RCBO224)は 、 10%牛
胎 児 血 清 を 含 む α ‐ MEM培 地 を 用 い て 培 養 し た 。 付 着 細 胞 用 225cm 2 Tフ ラ ス コ で コ
ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し た ST2細 胞 を 、 ト リ プ シ ン 処 理 し て Tフ ラ ス コ か ら
剥 が し 洗 浄 し た 後 、 5枚 の 225cm 2 Tフ ラ ス コ に 移 し 、 10 - 8 M活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 (Calc
itriol)、 10 - 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 、 及 び 10%牛 胎 児 血 清 を 添 加 し た α ‐ MEM培 地 各 々
60mlを 加 え て CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 7-10日 間 培 養 し た 。 培 養 し た ST2細 胞 は セ
ル ス ク レ イ パ ー を 用 い て 回 収 し 、 使 用 す る ま で ‐ 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 225cm 2 の Tフ ラ ス コ 80枚 を 用 い て 培 養 し た 実 施 例 1‐ (1)記 載 の ST2細 胞 (容 量 約 1
2ml)に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 (2mM　 APMSFP,  2mM　 EDTA,  2mM o-phenanthrolin
e, 1mM leupeptin, 1μ g/ml pepstatin A及 び 100 units/ml aprotinin)を 含 む 10
mMト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH7.2)を 3倍 容 量 (36ml)加 え た 。 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー を
用 い て 30秒 間 こ の 細 胞 を 激 し く 攪 拌 し た 後 、 氷 中 で 10分 間 放 置 し た 。
ホ モ ジ ナ イ ザ ー (DOUNCE TISSUE GRINDER, A syrindge, WHEATON SCIENTIFIC社 )
を 用 い 、 細 胞 を 破 砕 し た 。 こ の 細 胞 破 砕 液 に 、 上 記 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 0.5M
シ ュ ク ロ ー ス 、 0.1M塩 化 カ リ ウ ム 、 10mM塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 及 び 2mM塩 化 カ ル シ
ウ ム を 加 え た 10mMト リ ス ー 塩 酸 緩 衝 液 (pH7.2)の 等 量 (48ml)を 加 え 、 攪 拌 し た 後
、 4℃ 、 600× gで 10分 間 遠 心 し た 。 こ の 遠 心 分 離 に よ り 、 細 胞 核 と 未 破 砕 の 細 胞
を 沈 殿 画 分 と し て 分 離 し た 。 遠 心 分 離 で 得 た 上 清 を 4℃ 、 150,000× gで 90分 間 遠
心 し 、 沈 殿 画 分 と し て ST2細 胞 の 膜 画 分 を 得 た 。 こ の 膜 画 分 に 、 上 記 の プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 、 15mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 及 び 0.1Mシ ュ ク ロ ー ス を 含 む 10mMト リ ス -塩
酸 緩 衝 液 (pH7.2)8mlを 加 え た 後 、 20% CHAPS (3‐ [(3-cholamidopropyl)‐ dimeth
ylammonio]‐ 1-propanesulfonate、 Sigma社 )200μ lを 加 え 、 4℃ で 2時 間 攪 拌 し た
。 こ の 液 を 4℃ 、 150,000× gで 60分 間 遠 心 し 、 そ の 上 清 を 可 溶 化 膜 画 分 と し て 得
た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 HiTrap NHS-activatedカ ラ ム (1ml,フ ァ ル マ シ ア 社 )内 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 1m
M塩 酸 で 置 換 し た 後 、 WO96/26217号 公 報 記 載 の 方 法 で 調 製 し た 遺 伝 子 組 み 換 え 型 O
CIF 13.0mgを 含 む 0.2M NaHCO 3 /0.5MNaCl(pH 8.3)溶 液 1mlを シ リ ン ジ (5ml,テ ル モ
社 )を 用 い カ ラ ム に 添 加 し た 。 室 温 で 30分 間 カ ッ プ リ ン グ 反 応 さ せ た 後 、 過 剰 な
活 性 基 を 不 活 性 化 す る 為 、 0.5Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン /0.5M NaCl(pH 8.3)と 0.1M酢 酸
/0.5M NaCl(pH 4.0)を 3mlず つ 交 互 に 3回 流 し 、 再 度 0.5Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン /0.5M 
NaCl(pH 8.3)に 置 き 換 え 室 温 で 1時 間 放 置 し た 。 そ の 後 、 0.5Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン /
0.5M　 NaCl(pH  8.3)と 0.lM 酢 酸 /0.5M NaCl(pH 4.0)で 2度 洗 浄 し 、 50mM Tris/1
M NaCl/0.1%CHAPS緩 衝 液 (pH 7.5)に 置 換 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 OCIF結 合 蛋 白 質 の 精 製 は 、 特 に 断 ら な い 限 り 4℃ で 行 っ た 。 前 述 の OCIF固 定 化
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ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 、 実 施 例 1‐ (2)記 載 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 0.15M塩 化
ナ ト リ ウ ム 、 及 び 0.5% CHAPSを 加 え た 10mMト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.2)で 平 衡 化
し た 。 こ の カ ラ ム に 、 実 施 例 1‐ (2)項 記 載 の 可 溶 化 膜 画 分 約 8mlを 流 速 0.01ml/分
で 負 荷 し た 。 こ の カ ラ ム に 、 上 記 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 0.15M塩 化 ナ ト リ ウ ム
、 及 び 0.5%CHAPSを 加 え た 10mMト リ ス -塩 酸 緩 衝 液 (pH 7.2)を 流 速 0.5ml/分 で 100
分 間 流 し て カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 次 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 0.2M塩 化 ナ ト リ ウ ム
、 及 び 0.5%CHAPSを 加 え た 0.1Mグ リ シ ン -塩 酸 緩 衝 液 (pH 3.3)を 流 速 0.1ml/分 で 50
分 間 流 し 、 カ ラ ム に 吸 着 し た 蛋 白 質 を 溶 出 し た 。 同 様 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、
0.2M塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 及 ひ 0.5%CHAPSを 加 え た 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH
 2.0)を 流 速 0.1ml/分 で 50分 間 流 し 、 カ ラ ム に 吸 着 し た 蛋 白 質 を 溶 出 し た 。 溶 出
液 は 0.5ml/フ ラ ク シ ョ ン に て 分 取 し た 。 分 取 し た 画 分 に は 、 2Mト リ ス 溶 液 を 加 え
、 直 ち に 中 和 し た 。 各 緩 衝 液 で 溶 出 し た フ ラ ク シ ョ ン (溶 出 液 量 1.0-5.0ml)の 各
々 を セ ン ト リ コ ン -10(Centricon‐ 10, Amicon, USA)を 用 い て 50か ら 100μ lに 濃
縮 し た 。 濃 縮 し た 各 フ ラ ク シ ョ ン の 一 部 を 分 取 し 、 そ れ ぞ れ に OCIFを 添 加 後 、 OC
IFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 免 疫 沈 殿 さ せ た 。 そ の 沈 殿 画 分 を SDS化 し て 後 、 SDS-PAG
Eに か け て OCIFに 特 異 的 な 結 合 能 を 有 す る 蛋 白 質 の バ ン ド が 出 現 す る フ ラ ク シ ョ
ン (Fr. No.3-10)を 本 発 明 蛋 白 質 画 分 と し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 実 施 例 2‐ (2)記 載 の 方 法 で 精 製 し 、 濃 縮 し た OCIF結 合 蛋 白 質 (0.lMグ リ シ ン -塩
酸 緩 衝 液 、 pH 3.3及 び 0.lMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 pH 2.0溶 出 画 分 )を 10mMT
ris-HCl, 0.5M NaCl, 0.5% CHAPS(pH 7.0)で 平 衡 化 し た Superose 12HR10/30カ ラ
ム (フ ァ ル マ シ ア 杜 、 1.0x30cm)に か け 、 平 衡 化 緩 衝 液 を 移 動 相 と し て 用 い 流 速 0.
5 ml/minで 展 開 さ せ 、 0.5 mlず つ の 画 分 を 集 め た 。 上 記 と 同 様 に し て 本 発 明 蛋 白
質 画 分 (Fr. No. 27-32)を 同 定 し 、 各 々 の フ ラ ク シ ョ ン を Centricon-10 (Amicon)
で 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 前 述 の ゲ ル 濾 過 で 精 製 し た OCIF結 合 蛋 白 質 を 0.1% ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFA),30%
ア セ ト ニ ト リ ル で 平 衡 化 し た C 4 カ ラ ム (2.1x250mm、 Vydac, USA)に 負 荷 し た 。 最
初 の 50分 間 で ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 を 30%か ら 55%に 、 次 の 10分 間 で ア セ ト ニ ト リ ル
濃 度 を 80%に す る 勾 配 、 流 速 0.2ml/minで 溶 出 を 行 い 、 溶 出 さ れ た 蛋 白 質 の ピ ー ク
を 215nmで 検 出 し た 。 溶 出 さ れ た 各 ピ ー ク の 蛋 白 質 を 分 取 し 本 発 明 蛋 白 質 の ピ ー
ク を 同 定 す る こ と に よ り 、 高 度 に 精 製 さ れ た 本 発 明 蛋 白 質 を 得 た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ま ず 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 存 在 下 あ る い は 非 存 在 下 で 培 養 し た ST2細 胞 か ら 調 製
し た 膜 可 溶 化 画 分 を 上 記 の よ う に OCIF固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 精 製 し 、 そ
の 精 製 標 品 を SDS-PAGEに か け た 。 図 1(A)に 示 し た よ う に 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 存 在
下 で 培 養 し た ST2細 胞 か ら の 精 製 標 品 の み に 、 約 30,000-40,000の メ ジ ャ ー な 蛋 白
質 バ ン ド が 検 出 さ れ 、 OCIF固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 、 OCIFに 特 異 的 に
結 合 す る 蛋 白 質 、 即 ち 本 発 明 蛋 白 質 が 選 択 的 に 濃 縮 、 精 製 さ れ る こ と が 明 ら か に
な っ た 。 し か し な が ら 、 本 発 明 蛋 白 質 以 外 に OCIF固 定 化 カ ラ ム の 担 体 や ス ペ サ ー
な ど に 非 特 異 的 に 結 合 し た 数 種 の 蛋 白 質 バ ン ド が 両 精 製 サ ン プ ル 中 に 共 通 し て 検
出 さ れ た 。 こ れ ら の 本 発 明 蛋 白 質 以 外 の 蛋 白 質 を 上 記 の よ う に ゲ ル 濾 過 及 び C4逆
相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 除 去 し 、 得 ら れ た 高 度 精 製 本 発 明 蛋 白 質 の SDS-PAGEを 図
1(B)に 示 し た 。 高 度 精 製 本 発 明 蛋 白 質 は 電 気 泳 動 的 に 均 一 で あ り 、 そ の 分 子 量 は
約 30,000-40,000で あ っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
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【 ０ ０ ５ ９ 】

I
　 OCIFは ヨ ー ド ジ ェ ン (Iodogen)法 に よ り 1 2 5 標 識 し た 。 即 ち 、 2.5mg/ml　 Iodoge
n‐ ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 20μ lを 1.5mlエ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 40℃ で ク ロ
ロ ホ ル ム を 蒸 発 さ せ て 、 ヨ ー ド ジ ェ ン コ ー ト し た チ ュ ー ブ を 調 製 し た 。 こ の チ ュ
ー ブ を 0.5Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (Na-Pi,pH 7.0)400μ lで 3回 洗 浄 し た 後 、 0.5
M Na-Pi, pH 7.0, 5μ lを 加 え た 。 こ の チ ュ ー ブ に Na- 1 2 5 I溶 液 (Amersham社 、 NEZ
-033H20)1.3μ l(18.5 MBq)を 加 え た 後 、 直 ち に 1mg/ml rOCIF溶 液 (モ ノ マ ー 型 あ
る い は ダ イ マ ー 型 )10μ lを 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー で 攪 拌 し た 後 、 室 温 で 30
秒 間 放 置 し た 。 こ の 溶 液 を 、 予 め 10mg/mlヨ ウ 化 カ リ ウ ム 、 0.5M Na-Pi, pH 7.0
溶 液 80μ lと 5%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン の リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 5μ lを 添 加 し て お い
た チ ュ ー ブ に 移 し 攪 拌 し た 。 こ の 溶 液 を 0.25%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン の リ ン 酸 塩 緩 衝
生 理 食 塩 水 溶 液 で 平 衡 化 し て お い た ス ピ ン カ ラ ム (1ml, G-25 fine, フ ァ ル マ シ
ア 社 )に 負 荷 し 、 2,000rpmで 5分 間 遠 心 し た 。 カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ た 画 分 に 0.25%
牛 血 清 ア ル ブ ミ ン の リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 400μ lを 加 え 攪 拌 し た 後 、 2μ l
を 取 り 、 そ の 放 射 能 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 こ の よ う に し て 調 製 し た
1 2 5 I標 識 OCIF溶 液 の 放 射 化 学 純 度 は 10%TCAに よ り 沈 殿 す る 画 分 の 放 射 能 を 測 定 す
る こ と に よ り 求 め た 。 又 、 1 2 5 I標 識 OCIF溶 液 の OCIF生 物 活 性 は 、 WO96/26217号 公
報 記 載 の 方 法 に 従 い 測 定 し た 。
又 、 1 2 5 I標 識 OCIF濃 度 は 以 下 の よ う に ELISAに よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

I
　 WO96/26217号 公 報 記 載 の 抗 OCIFウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 2μ g/mlに な る よ
う に 溶 解 さ せ た 50mM NaHCO 3 (pH 9.6)100μ lず つ を 96ウ ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Maxi
Sorp T M 、 Nunc社 )の 各 ウ ェ ル に 加 え て 4℃ で 一 夜 放 置 し た 。 こ の 液 を 吸 い 取 っ た 後
、 ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印 乳 業 )/リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 (25/75)300μ lず つ を
各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 こ の 液 を 吸 い 取 っ た 後 、 各 ウ ェ ル を 0.0
1 %ポ リ ソ ル ベ ー ト 80を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (P-PBS)で 3回 洗 浄 し 、 次 い
で 1 2 5 I標 識 OCIFサ ン プ ル あ る い は OCIF標 準 品 を 添 加 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス /リ ン 酸
塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 (25/75)300μ lず つ を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し
た 。 こ の 液 を 吸 い 取 っ た 後 、 P-PBS 200μ lで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 。 パ ー オ キ
シ ダ ー ゼ 標 識 し た ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印
乳 業 )/リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 (25/75)100μ lず つ を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温
で 2時 間 放 置 し た 。 こ の 液 を 吸 い 取 っ た 後 、 P-PBS 200μ lで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し
た 。 TMB溶 液 (TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社 )100μ lず つ を
各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2-3分 放 置 し た 後 、 停 止 液 (Stopping Reagent, Scytek社
)100μ lず つ を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 各 ウ ェ ル の 490nmに お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ
レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 OCIF標 準 品 を 用 い て 作 製 し た 検 量 線 よ り 、 1 2 5 I標 識
OCIFの 濃 度 を 求 め た 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2あ る い は 脾 臓 細 胞 を そ れ ぞ れ 4× 10 4  ce
ll/ml及 び 2x10 6  cell/mlの 濃 度 に な る よ う に 、 10 - 8 M活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 (Calcitri
ol)及 び 10 - 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 添 加 あ る い は 無 添 加 の 10%牛 胎 児 血 清 (FBS)を 含 む α
‐ MEM培 地 に 懸 濁 さ せ 、 こ の 培 地 1mlず つ を 24ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 播 種 し た
。 細 胞 を CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 4日 間 培 養 し α ‐ MEM培 地 で 洗 浄 し た 後 、 上 記
の 1 2 5 I標 識 OCIF(モ ノ マ ー 型 又 は ダ イ マ ー 型 )20ng/mlを 加 え た 結 合 試 験 用 培 地 (0.
2%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 20mM Hepes緩 衝 液 、 0.2% NaN 3 を 加 え た α ‐ MEM培 地 )200μ
lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 又 、 別 の ウ ェ ル に は 、 8μ g/ml rOCIF(400倍 濃 度 )を 更 に
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OCIFの 骨 芽 細 胞 へ の 結 合 試 験
(1) 1 2 5  標 識 OCIFの 調 製

(2)  1 2 5 標 識 OCIF濃 度 の ELISAに よ る 測 定

 (3)OCIFの 骨 芽 細 胞 あ る い は 脾 臓 細 胞 へ の 結 合 試 験



添 加 し た 結 合 試 験 用 培 地 を 200μ g/ml加 え 、 非 特 異 的 吸 着 量 測 定 に 供 し た 。 CO 2 イ
ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 1時 間 培 養 し た 後 、 1 mlの リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水  1 mlで 3
回 洗 浄 し た 。 こ の 際 、 脾 臓 細 胞 は 浮 遊 細 胞 で あ る た め 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト を 遠 心
分 離 し な が ら 、 各 ウ ェ ル の 細 胞 を 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 0.1N NaOH溶 液 500μ lを 各
ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 に 10分 間 放 置 す る こ と に よ り 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 細 胞 に 結 合 し
た RI量 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。
1 2 5 I標 識 OCIFは 、 培 養 し た 脾 臓 細 胞 に は 結 合 せ ず 、 図 2に 示 し た よ う に 、 活 性 型
ビ タ ミ ン D 3 で 培 養 し た 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 に の み 特 異 的 に 結 合 し た 。
こ の こ と か ら 、 本 発 明 蛋 白 質 は 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン に よ り 骨 芽 細
胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 上 に 誘 導 さ れ る 膜 結 合 蛋 白 質 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 骨 芽 細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 は 、 形 成 さ れ る 破 骨 細 胞 の 酒 石 酸 耐 性 酸 性 フ ォ
ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 (TRAP活 性 )を 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 即 ち 、 ddyマ ウ
ス (8-12週 齢 )の 脾 臓 細 胞 (2× 10 5  cells/100μ l/well)と マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ
ー マ 細 胞 ST2(5× 10 3  cells/100μ l/well)を 10 - 8 M活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 、 10

- 7 Mデ キ
サ メ サ ゾ ン 、 及 ひ 10%牛 胎 仔 血 清 を 加 え た α ‐ MEM培 地 に 懸 濁 さ せ 、 96ウ ェ ル プ レ
ー ト に 播 種 し た 。 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 1週 間 培 養 し た 後 、 各 ウ ェ ル を リ ン 酸
塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 更 に 100μ lの エ タ ノ ー ル /ア セ ト ン (1:1)を 加 え て 、
室 温 で 1分 間 固 定 し た 。 固 定 後 、 5.mM p-nitrophenol phosphateと 10mM酒 石 酸 ナ
ト リ ウ ム を 含 む 50mMク エ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 4.5、 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で
15分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.1N NaOH溶 液 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 405 nmの 吸 光
度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 RIKEN CELL BANKか ら 購 入 し た 後 の
継 代 数 約 10代 の ST2細 胞 と 継 代 数 約 40代 の ST2細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 を 試 験 し
た 結 果 を 図 3に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 継 代 数 の 多 い ST2細 胞 は 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能
が 高 い こ と か 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 実 施 例 4‐ (3)と 同 様 に 、 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2を 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3
及 び デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で 7日 間 培 養 し た 。 OCIF結 合 試 験 は 、 実 験 例 4‐ (1)に
記 載 し た 1 2 5 I標 識 OCIF(モ ノ マ ー タ イ プ )を 用 い て 行 っ た 。 非 特 異 的 結 合 は 400倍
濃 度 の 非 標 識 OCIFを 用 い て 1 2 5 I標 識 OCIFの ST2細 胞 へ の 結 合 を 競 合 さ せ る こ と に
よ り 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン に よ り 、 培 養 日 数
の 経 過 と 共 に 1 2 5 I標 識 OCIFの 特 異 的 結 合 量 が 上 昇 し た 。 即 ち 、 図 4及 び 図 5に 示 し
た よ う に 本 発 明 蛋 白 質 は 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 に よ り ST2細 胞 の 表 面 に 培 養 日 数 と 共
に 発 現 し 、 そ の 発 現 は 培 養 4日 目 に 最 大 に 達 し た 。 一 方 、 マ ウ ス 脾 臓 細 胞 と ST2細
胞 の 共 培 養 を 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 存 在 下 で 行 う こ と に よ り 、 破 骨 細 胞 様 の 細 胞 が 形
成 さ れ る 。 破 骨 細 胞 の マ ー カ ー 酵 素 で あ る TRAP陽 性 の 単 核 前 破 骨 細 胞 様 細 胞 は 培
養 3、 4日 目 に は 形 成 さ れ 、 さ ら に 分 化 、 成 熟 し た TRAP陽 性 の 多 核 細 胞 は 培 養 5、 6
日 目 に 形 成 さ れ る 。 本 発 明 蛋 白 質 の 発 現 の 経 時 変 化 と 破 骨 細 胞 形 成 の そ れ と は 良
く 相 関 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 蛋 白 質 が 破 骨 細 胞 形 成 に 関 与 す る 因 子 で あ る こ と を 更 に 明 確 に す る た め
に 、 前 述 の 実 施 例 5‐ (2)に お け る 6日 間 の 共 培 養 期 間 に お い て 、 種 々 の 培 養 期 間 (
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本 発 明 蛋 白 質 の 生 物 活 性
(1)骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能

 (2)活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 及 び デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で の 培 養 に お け る 骨 芽 細 胞 様 ス
ト ロ ー マ 細 胞 膜 上 の 本 発 明 蛋 白 質 発 現 の 経 時 変 化 と 共 培 養 系 に お け る 破 骨 細 胞 形
成 の 経 時 変 化

 (3)共 培 養 期 間 に お い て 、 種 々 の 培 養 期 間 の み OCIF処 理 し た 場 合 の 破 骨 細 胞 形 成
抑 制 効 果



各 2日 間 、 但 し 5日 目 の み 1日 間 )の 細 胞 を 、 100ng/mlの OCIFで 処 理 し た 。
そ の 結 果 、 図 6に 示 し た よ う に 、 ST2細 胞 上 に 最 も 本 発 明 蛋 白 質 が 発 現 さ れ る 培 養
48-96時 間 目 で の OCIF処 理 が 最 も 効 果 的 に 破 骨 細 胞 の 形 成 を 抑 制 し た 。 即 ち 、 OCI
Fは 本 発 明 蛋 白 質 を 介 し て ST2細 胞 に 結 合 す る こ と に よ り 、 破 骨 細 胞 形 成 を 抑 制 す
る こ と が 明 ら か に な っ た 。
  以 上 の 結 果 か ら 、 本 発 明 蛋 白 質 は 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン に よ り 骨
芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 膜 上 に 誘 導 さ れ 、 破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促 進
す る 因 子 と し て の 生 物 活 性 (作 用 )を 有 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
I

　 本 発 明 蛋 白 質 の 存 在 を さ ら に 確 認 す る た め 、 1 2 5 I標 識 OCIFと 本 発 明 蛋 白 質 と の
ク ロ ス リ ン キ ン グ を 行 っ た 。 実 施 例 4‐ (3)と 同 様 に マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 細 胞 株 ST2
を 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 及 び デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 4日 間 培 養 し た 。
細 胞 を リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 1mlで 洗 浄 し た 後 、 上 記 の 1 2 5 I標 識 OCIF(モ ノ マ ー
型 )25ng/ml、 又 は WO96/26217号 公 報 に あ る 配 列 表 配 列 番 号 76記 載 の 蛋 白 質 を 動 物
細 胞 で 発 現 さ せ 上 記 の 方 法 で 標 識 す る こ と に よ り 得 ら れ た 1 2 5 I標 識 OCIF‐ CDDl 4
0ng/mlを 加 え た 結 合 試 験 用 培 地 (0.2% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 20mM Hepes緩 衝 液 、 0.
2% NaN 3 、 及 び 100μ g/mlヘ パ リ ン を 加 え た α ‐ MEM培 地 )200μ lを 添 加 し た 。 又 、
別 の ウ ェ ル に は 、 400倍 濃 度 の OCIFを 更 に 添 加 し た 結 合 試 験 用 培 地 を 添 加 し 、 非
特 異 的 吸 着 試 験 に 供 し た 。 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 1時 間 培 養 し た 後 、 100μ g/m
lヘ パ リ ン を 加 え た リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 1mlで 3回 洗 浄 し た 。 こ れ ら の ウ ェ ル
に 100μ g/mlの ク ロ ス リ ン キ ン グ 剤 、 DSS(Disuccinimidyl suberate、 Pierce社 )
を 溶 解 さ せ た リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 500μ lを 加 え 、 0℃ で 10分 間 反 応 さ せ た 。
こ れ ら の ウ ェ ル の 細 胞 を 0℃ に 冷 却 し た リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 1mlで 2回 洗 っ た
後 、 1% Triton X-100、 2mM PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride)、 10μ M peps
tatin、 10μ M leupeptin、 10μ M antipain、 及 び 2mM EDTAを 加 え た 20mM Hepes緩
衝 液 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え 室 温 に 30分 間 放 置 し て 細 胞 を 溶 解 さ せ た 。 こ れ ら の
サ ン プ ル 15μ lを 常 法 に よ り 非 還 元 条 件 下 で SDS化 し た 後 、 SDS‐ ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド 電 気 泳 動 用 ゲ ル (4-20%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グ ラ ジ ェ ン ト 、 第 一 化 学 社 )を 用
い て 泳 動 さ せ た 。 泳 動 後 、 ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 BioMax MSフ ィ ル ム (Kodak社 )と BioM
ax MS増 感 ス ク リ ー ン (Kodak社 )を 用 い て ‐ 80℃ で 24時 間 感 光 さ せ た 。 感 光 さ せ た
フ ィ ル ム を 常 法 に よ り 現 像 し た 。
1 2 5 I標 識 OCIF(モ ノ マ ー 型 、 60kDa)を 用 い た 場 合 に は 分 子 量 約 90,000-10,000の ク
ロ ス リ ン ク さ れ た 蛋 白 質 が 検 出 さ れ た 。 又 、 1 2 5 I標 識 OCIF-CDDl(31kDa)を 用 い た
場 合 、 図 7に 示 す よ う に 約 70-80kDa(平 均 78kDa)の ク ロ ス リ ン ク さ れ た 蛋 白 質 が 検
出 さ れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 上 記 の 1 2 5 I標 識 OCIF(モ ノ マ ー 型 )を 1,000pMに な る よ う に 加 え た 結 合 試 験 用 培
地 (0.2% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 20mM Hepes緩 衝 液 、 0.2% NaN 3 を 加 え た α ‐ MEM培 地
)を 調 製 し 、 結 合 試 験 用 培 地 を 用 い 、 1/2希 釈 倍 率 で 段 階 的 に 希 釈 し た 。 又 、 非 特
異 的 な 結 合 を 求 め る た め 、 こ れ ら の 溶 液 に 更 に 400倍 濃 度 の 未 標 識 モ ノ マ ー 型 OCI
Fを 添 加 し た 溶 液 を 調 製 し た 。 調 製 し た こ れ ら の 溶 液 200μ lを 10 - 8 M活 性 型 ビ タ ミ
ン D 3 (Calcitriol)と 10

- 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で 4日 間 培 養 し た 上 記 の ST2細 胞 (
約 10継 代 目 )の ウ ェ ル に 加 え 、 実 施 例 4‐ (3)と 同 様 の 方 法 で 1 2 5 I標 識 OCIFの 結 合
を 試 験 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 常 法 に 従 っ て Scatchard Plotし 、 OCIFと OCIF結 合 蛋
白 質 の 解 離 定 数 と ST2細 胞 当 た り の OCIF結 合 蛋 白 質 の 個 数 (サ イ ト 数 )を 求 め た 。
そ の 結 果 、 OCIFと 本 発 明 蛋 白 質 の 解 離 定 数 は 280pM、 ST2細 胞 当 た り の OCIF結 合 蛋
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1 2 5 標 識 OCIFと 本 発 明 蛋 白 質 と の ク ロ ス リ ン キ ン グ 試 験

ST細 胞 上 に 発 現 す る 本 発 明 蛋 白 質 の Scatchard Plotに よ る 解 析



白 質 の サ イ ト 数 は 約 33,000個 /細 胞 で あ っ た 。 又 、 実 施 例 5‐ (1)で 記 載 し た よ う
に 、 約 40継 代 培 養 し た ST2細 胞 は 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 が 10継 代 培 養 し た ST2細 胞 よ
り も 高 か っ た こ と か ら 、 前 者 の ST2細 胞 上 に 発 現 し た 本 発 明 蛋 白 質 の サ イ ト 数 を
測 定 し た と こ ろ 、 サ イ ト 数 が 58,000個 /細 胞 で あ り 、 明 ら か に 10継 代 培 養 し た ST2
細 胞 よ り も 多 く 、 本 発 明 蛋 白 質 の 発 現 量 の 多 寡 が ST2細 胞 に よ る 破 骨 細 胞 形 成 支
持 能 の 強 弱 に 繋 が っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の こ と は 、 本 発 明 蛋 白 質 は
破 骨 細 胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 又 は 促 進 す る 因 子 で あ る こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 ST2(RIKEN CELL BANK, RCBO224)は 、 10% 
牛 胎 児 血 清 を 含 む α ‐ MEM培 地 (ギ ブ コ BRL杜 )を 用 い て 培 養 し た 。 付 着 細 胞 用 225c
m 2 T‐ フ ラ ス コ で コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し た ST2細 胞 を 、 ト リ プ シ ン 処 理
し て T‐ フ ラ ス コ か ら 剥 が し 洗 浄 し た 後 、 5枚 の 225cm 2 T‐ フ ラ ス コ に 移 し 、 10 - 8 M
活 性 化 ビ タ ミ ン D 3 (Calcitriol、 和 光 純 薬 杜 )、 lO - 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 、 及 び 10%牛
胎 児 血 清 を 添 加 し た α -MEM培 地 を 各 々 60mlず つ 加 え て CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 5
日 間 培 養 し た 。 培 養 し た ST2細 胞 か ら ISOGEN(和 光 純 薬 社 )を 用 い て 総 RNAを 抽 出 し
た 。 総 RNA約 600μ gか ら Oligo(dT)‐ celluloseカ ラ ム (5'‐ 3'Prime社 )を 用 い て ポ
リ A + RNAを 調 製 し た 。 約 8μ gの ポ リ A + RNAを 得 た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

実 施 例 8-(1)で 得 ら れ た ポ リ A + RNA 2μ gか ら Great Lengths cDNA Synthesis kit(
Clontech社 )を 用 い 、 そ の 説 明 書 に 従 い 二 本 鎖 cDNAを 合 成 し た 。 即 ち 、 ポ リ + RNA 
2μ gと Oligo(dT) 2 5 (dN)プ ラ イ マ ー を 混 合 し 蒸 留 水 を 加 え 最 終 容 量 を 6.25μ lと し
、 70℃ で 3分 保 温 後 、 氷 中 で 2分 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 蒸 留 水 2.2μ l、 5X First-s
trand buffer 2.5μ l、 100mM DTT (ジ チ オ ス レ イ ト ー ル )0.25μ l、 PRIME RNase 
Inhibitor (1U/ml) (5'‐ 3'Prime社 ) 0.5μ l、 5倍 希 釈 し た [α ‐ 3 2 P] dCTP(ア マ
シ ャ ム 杜 、 3000 Ci/mmol、 2μ Ci/μ l) 0.5μ l、 dNTP(各 20mM) 0.65μ l、 MMLV (R
NaseH‐ )逆 転 写 酵 素 1.25μ l(250ユ ニ ッ ト )を 加 え 、 42℃ で 90分 保 温 し た 。 さ ら に
、 蒸 留 水 を 62.25μ l、 5X second-strand buffer 20μ l、 dNTP (各 20mM) 0.75μ l
、 Second-strand enzyme cocktail 5μ lを 添 加 し 、 16℃ で 2時 間 保 温 し た 。 こ の
反 応 液 に T4DNA polymerase 7.5ユ ニ ッ ト を 加 え 、 16℃ で さ ら に 30分 保 温 後 0.2M E
DTA 5μ l添 加 し て 反 応 を 停 止 し 、 フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ フ ォ ル ム 処 理 後 、 エ タ ノ ー
ル 沈 殿 を 行 っ た 。 こ の 二 本 鎖 cDNAの 末 端 に EcoRI-Sal I-NotIリ ン カ ー (Clontech
社 )を 付 加 し 末 端 を リ ン 酸 化 し た 。 サ イ ズ フ ラ ク シ ョ ネ ー シ ョ ン 用 カ ラ ム に よ り 5
00bp以 上 の cDNAを 分 離 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 っ た 。 沈 殿 し た DNAを 水 に 溶 解 し
、 あ ら か じ め 制 限 酵 素 EcoRI(宝 酒 造 社 )切 断 及 び CIAP(ウ シ 小 腸 ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 宝 酒 造 社 )処 理 し て 調 製 し た pcDL-SR  α 296 (Molecular and Cellula
r Biology, Vol.8, pp466-472、 1988)に 挿 入 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 実 施 例 8-(2)で 得 ら れ た DNAを 用 い 大 腸 菌 、 XL2 BlueMRF'(東 洋 紡 社 )を 形 質 転
換 し 、 1ウ ェ ル あ た り 約 100コ ロ ニ ー と な る よ う に 細 胞 培 養 用 24ウ ェ ル プ ラ ス テ ィ
ッ ク プ レ ー ト に 調 製 し た Lカ ー ベ ニ シ リ ン 寒 天 培 地 (1%ト リ プ ト ン 、 0.5%イ ー ス ト
エ キ ス 、 1%NaCl、 60μ g/mlカ ー ベ ニ シ リ ン 、 1.5%寒 天 )上 に 増 殖 さ せ た 。 各 ウ ェ
ル 中 の 形 質 転 換 株 を 3mlの Terrific Brothア ン ピ シ リ ン 培 地 (1.2%ト リ プ ト ン 、 2.
4%イ ー ス ト エ キ ス 、 0.4%グ リ セ ロ ー ル 、 0.017M KH 2 PO 4 、 0.072M K 2 HPO 4 , 100μ g
/mlア ン ピ シ リ ン )に 懸 濁 し 、 37℃ で 一 晩 振 盪 培 養 し た 。 遠 心 に よ り 集 菌 し QIAwel
l kit(QIAGEN社 )を 用 い て プ ラ ス ミ ド DNAを 調 製 し た 。 260nmに お け る 吸 光 度 に よ
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り DNA含 量 を 測 定 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 濃 縮 し 、 200ng/μ lと な る よ う に 蒸 留
水 に 溶 解 し た 。 こ の 様 に し て そ れ ぞ れ 約 100個 の コ ロ ニ ー か ら 由 来 す る DNAプ ー ル
を 500プ ー ル 調 製 し 、 COS-7細 胞 (RIKEN CELL BANK， RCBO539)へ の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン に 用 い た 。 COS-7細 胞 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 8× 10 4 細 胞 /ウ ェ ル と な る よ う
に 播 種 し 、 10% 牛 胎 児 血 清 を 含 む DMEM培 地 を 用 い て 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 3
7℃ に て 一 晩 培 養 し た 。 翌 日 、 培 地 を 除 い た 後 、 無 血 清 DMEM培 地 で 細 胞 を 洗 浄 し
た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 用 試 薬 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン (ギ ブ コ BRL社 )添 付 の プ ロ
ト コ ー ル に 従 い 、 予 め OPTI-MEM培 地  (ギ ブ コ BRL 社 )を 用 い て 希 釈 し て お い た 前
記 プ ラ ス ミ ド DNAと リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン (ギ ブ コ BRL 社 )を 混 合 し 、 15分 後 こ の 混
合 液 を 各 ウ ェ ル の 細 胞 に 加 え た 。 用 い た DNA及 び リ ポ フ ェ ク タ ミ ン の 量 は そ れ ぞ
れ 1μ g及 び 4μ lと し た 。 5時 間 後 、 培 地 を 除 去 し 、 1mlの 10% 牛 胎 児 血 清 を 含 む DM
EM培 地 (ギ ブ コ 社 )を 添 加 し 、 CO 2  イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 (5%CO 2 )、 37℃ で 2-3日 培
養 し た 。 上 記 の 様 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 2-3日 培 養 し た COS-7 細 胞 を 無 血 清 DMEM
培 地 で 洗 浄 し た 後 、 1 2 5 I標 識 し た OCIF 20ng/mlを 加 え た 結 合 試 験 用 培 地 (0.2%牛
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 20mM Hepes緩 衝 液 、 0.1mg/ml heparin及 び 0.02% NaN 3 を 加 え た
無 血 清 DMEM培 地 ) 200μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 CO 2  イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 (5% CO 2
)で 37℃  1時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 0.1mg/ml heparinを 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食
塩 水 500μ lで 2回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 0.1N NaOH溶 液  500μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え 、
室 温 に 10分 間 放 置 す る こ と に よ り 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 各 ウ ェ ル 中 の 1 2 5 Iの 量 を ガ ン
マ ー カ ウ ン タ ー (パ ッ カ ー ド 社 )で 測 定 し た 。 計 500 プ ー ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と に よ り 、 OCIFと 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAを 含 む DNAプ ー ル 1
っ を 分 離 し た 。 さ ら に 本 発 明 の cDNAを 含 む DNAプ ー ル を 細 分 化 し 、 前 記 と 同 様 の
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 OCIFと 結 合
す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAを 単 離 し た 。 こ の cDNAを 含 む プ ラ ス ミ ド を pOBM291
と 名 付 け た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 含 む 大 腸 菌 は 、 pOBM291と し て 通 商 産 業 省 工 業 技
術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 (現 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 微 生 物 寄 託
セ ン タ ー )に 受 託 番 号 FERM BP-5953と し て 平 成 9年 5月 23日 に 寄 託 さ れ て い る 。 OCI
Fの 1 2 5 I標 識 な ら び に ELISAに よ る 1 2 5 I標 識 OCIFの 定 量 法 を 以 下 に 示 す 。 OCIFは ヨ
ー ド ジ ェ ン (Iodogen)法 に よ り 1 2 5 I標 識 し た 。 2.5 mg/ml Iodogen-ク ロ ロ ホ ル ム
溶 液 20μ lを 1.5 mlエ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 40℃ で ク ロ ロ ホ ル ム を 蒸 発
さ せ て 、 ヨ ー ド ジ ェ ン コ ー ト し た チ ュ ー ブ を 調 製 し た 。 こ の チ ュ ー ブ を 0.5Mリ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (Na-Pi, pH 7.0)400μ lで 3回 洗 浄 し た 後 、 0.5 M Na-Pi, pH 
7.0, 5μ lを 加 え た 。 こ の チ ュ ー ブ に Na- 1 2 5 I溶 液  (Amersham社 、 NEZ-033H20)1.3
μ l(18.5 MBq)を 加 え た 後 、 直 ち に 1mg/mlOCIF溶 液 (モ ノ マ ー 型 あ る い は ダ イ マ ー
型 ) 10μ lを 加 え 、 ボ ル テ ク ス ミ キ サ ー で 攪 拌 し た 後 、 室 温 で 30秒 間 放 置 し た 。
こ の 溶 液 を 、 予 め 10mg/ml沃 化 カ リ ウ ム 、 0.5M Na-Pi, pH7.0溶 液 80μ lと  5% 牛
血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (BSA-PBS)5μ l を 添 加 し て お い た
チ ュ ー ブ に 移 し 攪 拌 し た 。 こ の 溶 液 を BSA-PBSで 平 衝 化 し て お い た ス ピ ン カ ラ ム (
1ml, G-25 fine, フ ァ ル マ シ ア 社 )に 負 荷 し 、 2,000rpmで 5分 間 遠 心 し た 。 カ ラ ム
か ら 溶 出 さ れ た 画 分 に BSA-PBSを 400μ l加 え 撹 拌 し た 後 、 2μ lを 取 り 、 そ の 放 射
能 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 こ の よ う に し て 調 製 し た  1 2 5 I標 識 OCIF溶
液 の 放 射 化 学 純 度 は  10% TCAに よ り 沈 殿 す る 画 分 の 放 射 能 を 測 定 す る こ と に よ り
求 め た 。 ま た 、 1 2 5 I標 識 OCIF溶 液 の OCIF生 物 活 性 は 、 WO96/26217号 公 報 記 載 の 方
法 に 従 い 測 定 し た 。 ま た 、 1 2 5 I標 識 OCIF濃 度 は 、 以 下 の よ う に ELISAに よ り 測 定
し た 。 即 ち 、 WO96/26217号 公 報 記 載 の ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 2μ g/m
lに な る よ う に 溶 解 さ せ た 50mM NaHCO 3 , pH 9.6を 100 μ lず つ 96ウ ェ ル イ ム ノ プ
レ ー ト (Nunc,MaxiSorp T M )の 各 ウ ェ ル に 加 え て 4℃ で 一 夜 放 置 し た 。 こ の 液 を 吸
い 取 っ た 後 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印 乳 業 )と リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 の 混 合 水 溶 液  (
混 合 比 25:75)(B-PBS)を 200μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 こ の
液 を 吸 い 取 っ た 後 、 各 ウ ェ ル を 0.01%Polysorbate 80を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食
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塩 水  (P-PBS)で 3回 洗 浄 し 、 次 い で 1 2 5 I標 識 OCIFサ ン プ ル あ る い は OCIF標 準 品 を
添 加 し た  B-PBSを 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 こ の 液 を
吸 い 取 っ た 後 、 P-PBS200μ lで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 。 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し
た ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を B-PBSで 希 釈 し た 溶 液 を 100μ lず つ 各 ウ ェ
ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 こ の 液 を 吸 い 取 っ た 後 、 P-PBS200μ lで 各 ウ ェ
ル を 6回 洗 浄 し た 。 TMB 溶 液  (TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek
社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2-3分 放 置 し た 後 、 停 止 液 (Stopping Re
agent, Scytek社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 各 ウ ェ ル の 450 nmに お け る 吸
光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 OCIF標 準 品 を 用 い て 作 製 し た 検 量
線 よ り 1 2 5 I標 識 OCIFの 濃 度 を 求 め た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 実 施 例 8-(3)で 得 ら れ た OBMcDNAの 塩 基 配 列 を 、 タ ッ ク ダ イ デ オ キ シ タ ー ミ ネ ー
タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 )を 用 い て 決 定 し た 。
即 ち 、 pOBM291を 鋳 型 と し 、 直 接 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 ま た 、 pOBM291
を 制 限 酵 素 EcoRI で 切 断 し 得 ら れ た 約 1.0kb な ら び に 約 0.7kb の 断 片 を プ ラ ス ミ
ド pUC19(宝 酒 造 社 )の EcoRI部 位 に 挿 入 し 、 そ れ ら の 断 片 の 塩 基 配 列 も 決 定 し た 。
用 い た プ ラ イ マ ー は 、 pcDL-SRα 296 の 挿 入 断 片  DNAの 塩 基 配 列 を 決 定 す る た め
の プ ラ イ マ ー SRR2、 プ ラ ス ミ ド pUC19 の 挿 入 断 片  DNAの 塩 基 配 列 を 決 定 す る た め
の プ ラ イ マ ー ml3PrimerM3、 ml3PrimerRV(と も に 宝 酒 造 社 )及 び OBMcDNAの 塩 基 配
列 に 基 づ い て 設 計 さ れ た 合 成 プ ラ イ マ ー OBM#8で あ る 。 こ れ ら プ ラ イ マ ー の 配 列
を 配 列 表 配 列 番 号 3～ 6に 示 す 。
　 ま た 、 決 定 さ れ た OBMcDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 、 そ の 配 列 か ら 推 定 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ に そ れ ぞ れ 示 す 。
〔 実 施 例 9〕
【 ０ ０ ７ １ 】

　 プ ラ ス ミ ド pOBM291 を 6ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 で COS-7細 胞 に リ ポ フ ェ ク
ト ア ミ ン を 用 い ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 10%牛 胎 児 血 清 を 含 む DMEM培 地 中 で 2日
間 培 養 し た 。 5%透 析 牛 胎 児 血 清 を 添 加 し た 、 シ ス テ イ ン ・ メ チ オ ニ ン 不 含 DMEM (
大 日 本 製 薬 社 ) に 培 地 交 換 し (800μ l/well) 15分 培 養 し た 後 、 Express Protein 
Labeling Mix (NEN社 、 10mCi/ml)を 14μ l添 加 し た 。 4時 間 培 養 後 、 10% 牛 胎 児 血
清 を 含 む DMEM培 地 を  200μ l加 え 1時 間 培 養 し た 。 細 胞 を PBSで 2回 洗 浄 後 、 1%Trit
onX-100、 1% bovine hemoglobin、 10μ g/ml leupeptin、 0.2 TIU/ml aprotinin
、 1mM PMSFを 含 む TSAバ ッ フ ァ ー  (0.14M NaCl、 0.025% NaN 3 を 含 む  10mMTris-H
Cl (pH 8.0))を 0.5ml加 え 、 氷 上 1時 間 静 置 し た 。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 細 胞 を 破
砕 し た 後 、 4℃ で 3000Xg 10分 間 遠 心 分 離 し 上 清 を 得 た 。 こ の 上 清 100μ lに 200μ l
の 希 釈 バ ッ フ ァ ー  (0.1 % TritcmX-100、 0.1% bovine hemoglobin、 10μ g/ml le
upeptin、 0.2TIU/ml aprotinin、 1mM PMSFを 含 む TSAバ ッ フ ァ ー )を 加 え 、 protei
n A Sepharose(50μ l)と と も に 4℃ で 1時 間 振 と う さ せ た 後 、 4℃ で 1500Xg に て 1
分 間 遠 心 分 離 し 上 清 を 回 収 す る こ と に よ り 、 protein A Sepharoseに 非 特 異 的 に
吸 着 す る 分 画 を 除 い た 。 こ の 上 清 に OCIF(1μ g)を 加 え 、 4℃ で 1時 間 振 と う さ せ な
が ら OBMと OCIFを 結 合 さ せ た 後 、 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (50μ g)を 加 え て 4℃
で 1時 間 振 と う し た 。 こ れ に protein A Sepharose(10μ l)を 加 え さ ら に 4℃ で 1時
間 振 と う し た 。 4℃ で 1500Xg に て 1分 間 遠 心 分 離 し 沈 澱 画 分 を 回 収 し た 。 4℃ 、 15
00X g で 1分 間 の 遠 心 分 離 に よ る 沈 澱 の 洗 浄 を 、 希 釈 バ ッ フ ァ ー で 2回 、 bovine h
emoglobinを 含 ま な い 希 釈 バ ッ フ ァ ー で 2回 、 TSAバ ッ フ ァ ー で 1回 、 50mM Tris-HC
l(pH 6.5)で 1回 行 っ た 。 洗 浄 後 、 沈 澱 に 10 %β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む SDS 
バ ッ フ ァ ー (0.125 MTris-HCl、 4%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 20% グ リ セ ロ ー ル 、
0.002%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 pH 6.8)を 加 え 、 100℃ で 5分 加 熱 後  SDS-PAGE(1
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2.5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 第 一 化 学 社 )を 行 っ た 。 常 法 に よ り ゲ ル を 固 定 し
た 後 、 Amplify(ア マ シ ャ ム 社 )に よ り 、 ア イ ソ ト ー プ の シ グ ナ ル を 増 強 し た 後 、 B
io Max MRフ ィ ル ム  (KODAK社 ) を 用 い て － 80℃ で 感 光 さ せ た 。 結 果 を 図 8に 示 す
。
本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 分 子 量 は 約 40,000で あ る こ と が 示 さ れ た 。
〔 実 施 例 10〕
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 プ ラ ス ミ ド pOBM291 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 で COS細 胞 に リ ポ フ ェ ク
ト ア ミ ン を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ の 細 胞 を 2-3日 培 養 し た の ち 無 血 清 DME
M培 地 で 洗 浄 し 、 こ れ に 1 2 5 I標 識 し た OCIF 20ng/mlを 加 え た 結 合 試 験 用 培 地  (0.2
%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 20mM Hepes緩 衝 液 、 0.1mg/ml heparin、 0.2% NaN 3 を 加 え た
無 血 清 DMEM培 地 )200 μ l を 加 え た 。 ま た 別 の ウ ェ ル に は 、 1 2 5 I標 識 し た OCIF 20
ng/mlに 加 え て 8μ g/mlの 非 標 識 OCIFを 更 に 添 加 し た 結 合 試 験 用 培 地 を 200μ l加 え
て 実 験 を 行 っ た 。 CO 2  イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 (5% CO 2 )で 37℃ に て 1時 間 培 養 し た 後
、 細 胞 を 0.1mg/mlの heparinを 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 500μ lで 2回 洗 浄 し た 。
洗 浄 後 、 0.1N NaOH溶 液 500μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 に 10分 間 放 置 す る こ と に
よ り 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 ウ ェ ル 中 の 1 2 5 Iの 量 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 そ
の 結 果 、 図 9に 示 し た よ う に プ ラ ス ミ ド pOBM291 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に
の み 1 2 5 I標 識 し た OCIFが 結 合 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 そ の 結 合 は 、 400倍
濃 度 の OCIFを 添 加 す る こ と で 著 し く 阻 害 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か
ら 、 プ ラ ス ミ ド pOBM291上 の cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 、 OBMは 、 COS-7細 胞 表 面
で OCIFと 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 11〕
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 I

　 本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 性 質 を さ ら に 詳 し く 解 析 す る た め 、 1 2 5 I標
識 し た モ ノ マ ー 型 OCIFと 本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 と の ク ロ ス リ ン キ ン グ
を 行 っ た 。 実 施 例 8-(3)に 記 載 の 方 法 に 従 っ て プ ラ ス ミ ド pOBM291を COS-7 細 胞 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 上 記 の  1 2 5 I標 識 し た OCIF (25ng/ml) を 加 え た 結 合 試
験 用 培 地 200μ l を 添 加 し た 。 ま た 、 別 の ウ ェ ル に は 、 1 2 5 I標 識 し た OCIFに 加 え 4
00 倍 濃 度 の 非 標 識 OCIFを さ ら に 添 加 し た 結 合 試 験 用 培 地 を 加 え た 。 CO 2 イ ン キ ュ
ベ ー タ ー 中 (5% CO 2 )で 37℃  1時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 0.1mg/ml heparinを 含 む リ
ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 500 μ lで 2回 洗 浄 し た 。 こ の 細 胞 に 100μ g/mlの ク ロ ス リ
ン キ ン グ 剤 、 DSS (Disuccinimidyl suberate, Pierce社 ) を 溶 解 さ せ た リ ン 酸 塩
緩 衝 生 理 食 塩 水  500μ l を 加 え 、 0℃ で 10 分 間 反 応 さ せ た 。 こ れ ら の ウ ェ ル の 細
胞 を 0 ℃ に 冷 却 し た リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水  1ml で 2回 洗 っ た 後 、 こ の 細 胞 に 1% T
riton X-100(和 光 純 薬 社 )、 2mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride、 シ グ マ
社 )、 10μ M pepstatin (和 光 純 薬 社 )、 10μ M leupeptin(和 光 純 薬 社 )、 10μ M an
tipain (和 光 純 薬 杜 )、 及 び 2mM EDTA (和 光 純 薬 社 )を 含 む  20 mM Hepes緩 衝 液  1
00μ l を 加 え 、 室 温 に 30分 間 放 置 し て 細 胞 を 溶 解 さ せ た 。 こ れ ら の サ ン プ ル 15μ
lを 常 法 に よ り 還 元 条 件 下 で SDS化 し た 後 、 SDS-電 気 泳 動 用 ゲ ル (4-20% ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド グ ラ ジ エ ン ト 、 第 一 化 学 社 )を 用 い て 泳 動 し た 。 泳 動 後 、 ゲ ル を 乾 燥
さ せ 、 BioMax MSフ ィ ル ム (Kodak社 ) と BioMaxMS 増 感 ス ク リ ー ン  (Kodak社 )を 用
い て － 80℃ で 24時 間 感 光 さ せ た 。 感 光 さ せ た フ ィ ル ム を 常 法 に よ り 現 像 し た 。 こ
の 結 果 、 1 2 5 I標 識 モ ノ マ ー 型 OCIFと 本 発 明 cDNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 を ク ロ
ス リ ン ク さ せ る こ と に よ り 、 図 10に 示 す よ う に 分 子 量 約 90,000-110,000の バ ン ド
が 検 出 さ れ た 。
〔 実 施 例 12〕
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試 験



【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　 付 着 細 胞 用 25cm 2 T フ ラ ス コ で コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し た ST2細 胞 を
、 ト リ プ シ ン 処 理 し て T フ ラ ス コ か ら 剥 が し 洗 浄 し た 後 、 1枚 の 225cm 2 T フ ラ ス
コ に 播 種 し 、 10 - 8 M 活 性 化 ビ タ ミ ン D 3 、 10

- 7 M デ キ サ メ サ ゾ ン 、 及 び 10%牛 胎
児 血 清 を 添 加 し た α -MEM培 地 各 々 60mlを 加 え て CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 4日 間 培
養 し た 。 培 養 し た ST2細 胞 か ら ISOGEN (和 光 純 薬 社 ) を 用 い て 総  RNAを 抽 出 し た
。 ま た 、 活 性 化 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン 非 存 在 下 で 培 養 し た ST2細 胞 か ら も
上 記 の 方 法 で 総 RNAを 抽 出 し た 。 各 総 RNA 20 μ g (4.5μ l)に そ れ ぞ れ 2.0μ lの
 5X ゲ ル 泳 動 緩 衝 液 (0.2M モ ル ホ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 、 pH 7.0、 50mM 酢 酸
ナ ト リ ウ ム 、 5mM EDTA)、 3.5 μ lの ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 及 び 10.0μ lの ホ ル ム ア ミ
ド を 加 え 55℃ で 15分 保 温 後 、 電 気 泳 動 に 供 し た 。 電 気 泳 動 用 の ゲ ル は 1.0%ア ガ ロ
ー ス 、 2.2M脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 40mM モ ル ホ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸
pH 7.0、 10mM 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 1mM EDTAの 組 成 で 調 製 し た 。
ま た 、 電 気 泳 動 は 40 mM モ ル ホ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 、 pH 7.0、 10mM 酢 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 1mM EDTAの 緩 衝 液 中 で 行 っ た 。 電 気 泳 動 後 、 RNAを ナ イ ロ ン メ ン ブ レ
ン に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 pOBM291を 制 限 酵 素 EcoRI で 切 断 し て 得 ら れ た 、 約 1.0
kb の  DNA断 片 を 、 メ ガ プ ラ イ ム  DNAラ ベ リ ン グ キ ッ ト  (ア マ シ ャ ム 社 )及 び α -
3 2 P-dCTP(ア マ シ ャ ム 社 ) を 用 い て 標 識 し た も の を プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 図 11に 示 す よ う に 、 ST2細 胞 で は 活 性 化 ビ タ
ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン の 存 在 下 で 培 養 し た 場 合 に 、 本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ
る 蛋 白 質  (OBM)の 遺 伝 子 発 現 が 強 く 誘 導 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 13〕
【 ０ ０ ７ ５ 】
　
　 実 施 例 8-(3)に 記 載 の 方 法 で COS細 胞 に pOBM291 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 3日
後 ト リ プ シ ナ イ ズ し た 細 胞 を リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 で 一 回 遠 心 洗 浄 し た の ち 、
1%パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む PBS に 細 胞 を サ ス ペ ン ド し な が ら 室 温 で 5分 間
固 定 し 、 PBSに て 6回 遠 心 洗 浄 し た 。 10 - 8 M 活 性 化 ビ タ ミ ン D 3 、 10

- 7 M デ キ サ
メ サ ゾ ン 、 10% 牛 胎 児 血 清 を 含 む α -MEM培 地 に て 調 製 し た 1× 10 6 個 /ml の マ ウ
ス 脾 臓 細 胞 及 び 4× 10 4 個 /ml の ST2 細 胞 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト に そ れ ぞ れ  700μ l
、 350μ l添 加 し た の ち TCイ ン サ ー ト  (Nunc社 )を 各 ウ ェ ル に セ ッ ト し た 。 上 記 培
地 に て 段 階 希 釈 し た 固 定 化 COS細 胞 (350μ l)及 び OCIF(50μ l)を TCイ ン サ ー ト 中 に
添 加 し て 37℃ で 6日 間 培 養 し た 。 こ の 結 果 、 OCIFに よ る 破 骨 細 胞 形 成 阻 害 活 性 が
、 本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に よ り 抑 制 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 14〕
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　
　 OBM HF (配 列 表 配 列 番 号 7)と OBM XR (配 列 表 配 列 番 号 8)を プ ラ イ マ ー 、 pOBM29
1を 鋳 型 と し PCR反 応 を 行 っ た 。 こ の 生 成 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 精 製 し
た 後 、 制 限 酵 素 HindIII、 EcoRIで 切 断 し 、 さ ら に ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 精 製
し た 。 こ の 精 製 断 片 (0.6kb)を 、 pSec TagA(イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 )の HindIII/EcoR
V 断 片  (5.2kb)と 、 OBM cDNAの EcoRI/PmaCI断 片  (0.32kb)と と も に ラ イ ゲ ー シ ョ
ン キ ッ ト ver.2(宝 酒 造 社 ) を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い 、 そ の 反 応 生 成 物 を 用
い て 大 腸 菌  DH5α を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 よ り 、 ア ル カ リ
SDS 法 に よ り プ ラ ス ミ ド を 精 製 し 、 制 限 酵 素 で 切 断 す る こ と に よ り pSecTagA に 0
.6Kb と 0.32kbの 断 片 が 挿 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 選 び 出 し た 。
さ ら に こ の プ ラ ス ミ ド に つ き ダ イ タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ FSキ
ッ ト (パ ー キ ン ‐ エ ル マ ー 社 )を 用 い て シ ー ク エ ン ス を 行 い 、 こ の プ ラ ス ミ ド が 分
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分 泌 型 OBM の 発 現
(1) 分 泌 型 OBM発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築



泌 型 OBMを コ ー ド す る 配 列  (塩 基 配 列 :配 列 表 配 列 番 号 2の 338～ 1355番 、 ア ミ ノ 酸
配 列 :配 列 表 配 列 番 号 1の 72～ 316番 )を 持 っ て い る こ と を 確 認 し た 。 こ の プ ラ ス ミ
ド を 制 限 酵 素 NheI、 XhoIで 切 断 し た 後 、 分 泌 型 OBM cDNAに 相 当 す る 断 片 (1.0kb)
を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 回 収 し た 。 こ の 断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト を 用 い
て 発 現 ベ ク タ ー pCEP4(イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 )の NheI/XhoI断 片 (10.4kb)に 挿 入 し 、
そ の 反 応 生 成 物 を 用 い て 大 腸 菌 DH5 α を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐
性 株 よ り 、 ア ル カ リ SDS法 に よ り プ ラ ス ミ ド を 精 製 し 、 制 限 酵 素 で 切 断 し て 解 析
す る こ と に よ り 、 目 的 の 構 造 を 持 っ た 分 泌 型 OBM発 現 プ ラ ス ミ ド (pCEP sOBM)を 持
つ 大 腸 菌 株 を 選 び 出 し た 。 pCEP sOBMを 持 つ 大 腸 菌 株 を 培 養 し 、 キ ア フ ィ ル タ ー
プ ラ ス ミ ド ミ デ ィ キ ッ ト (キ ア ゲ ン 社 )を 用 い て pCEP sOBMを 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 293-EBNA細 胞 を 10%FCSを 含 む IMDM (IMDM-10%FCS)に 懸 濁 し 、 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト
し た 24ウ ェ ル プ レ ー ト (住 友 べ 一 ク ラ イ ト 社 )に 2x10 5  個 /2ml/ウ ェ ル に な る よ
う に 播 種 し 、 一 晩 培 養 し た 。 こ の 細 胞 に 1μ gの pCEP sOBM 又 は pCEP4を リ ポ フ ェ
ク ト ア ミ ン (ギ ブ コ 社 )4μ lを 用 い て 形 質 導 入 し 、 0.5ml の 無 血 清 IMDM又 は IMDM-1
0 %FCS 中 で さ ら に 2日 間 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 分 泌 型 OBMの 培 養 上
清 中 で の 発 現 は 、 以 下 の よ う に し て 確 認 し た 。 培 養 上 清 に 最 終 濃 度 0.1Mに な る よ
う 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 加 え た 後 、 培 養 液 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 添 加 し 、 4℃ で
一 晩 放 置 し 、 培 養 上 清 中 の OBMを 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 固 相 化 し た 。 こ の プ レ ー ト
を PBS で 4倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス  (雪 印 乳 業 社 ) 溶 液  (B-PBS)で 室 温 に 2時 間
放 置 し ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 B-PBSで 希 釈 し た 3-100ng/mlの OCIFを 各 ウ ェ ル に 100
μ lず つ 加 え 37℃ で 2時 間 放 置 し た 。 0.05% Tween 20 を 含 む PBS(PBS-T)で プ レ ー
ト を 洗 浄 し た 後 、 B-PBS で 希 釈 し た  WO96/26217号 記 載 の パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識
ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し 、 37℃ で 2時 間
放 置 し た 。 PBS-Tで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 後 、 TMB溶 液 (TMB Soluble Reagent, H
igh Sensitivity, Scytek社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 約 10分 放 置 し
た 後 、 停 止 液 (Stopping Reagent, Scytek社 ) を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
各 ウ ェ ル の  450nmに お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 結 果
を 図 12に 示 す 。 pCEP sOBMを 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を 固 相 化 し た プ レ ー ト
で は 、 添 加 し た OCIFの 濃 度 に 依 存 し て 450nmの 吸 収 が 増 加 し た が 、 ベ ク タ ー pCEP4
 を 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を 固 定 化 し た 場 合 は 吸 収 の 増 加 は み ら れ な か っ
た 。 又 、 固 定 化 に 用 い る 培 養 上 清 の 割 合 を 5-90%の 範 囲 で 種 々 に 変 化 さ せ 、 一 定
濃 度 の OCIF(50ng/ml)を 添 加 し た 際 の 実 験 の 結 果 を 図 13に 示 す 。 pCEP sOBMを 形 質
導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を 固 相 化 し た プ レ ー ト で は 、 培 養 上 清 の 割 合 が 高 く な る
ほ ど 450nmの 吸 収 が 増 加 し た が 、 ベ ク タ ー pCEP4を 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を
固 定 化 し た プ レ ー ト で は 、 吸 収 の 増 加 は 見 ら れ な か っ た 。 以 上 の 結 果 よ り 、 分 泌
型 OBMが 、 pCEP sOBMを 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 中 に 生 産 さ れ て い る こ と が 確
認 さ れ た 。
〔 実 施 例 15〕
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　
　 10μ lの 10X ExTaqバ ッ フ ァ ー (宝 酒 造 社 )、 8 μ l の 10mMdNTP (宝 酒 造 社 )、 77.
5μ l の 滅 菌 蒸 留 水 、 2μ l の pOBM291 水 溶 液 (10ng/μ l)、 1μ lの プ ラ イ マ ー OBM3
 (100pmol/μ l、 配 列 表 配 列 番 号 9)、 1μ lの プ ラ イ マ ー OBMSalR2(100pmol/μ l、
配 列 表 配 列 番 号 10)、 0.5μ lの ExTaq (5u/μ l) (宝 酒 造 社 )を 混 合 し マ イ ク ロ 遠 心
管 中 で PCR反 応 を 行 っ た 。 95℃ 5分 、 50℃ 1秒 、 55℃ 1分 、 74℃ 1秒 、 72℃ 5分 の 反 応
後 、 96℃ 1分 、 50℃ 1秒 、 55℃ 1分 、 74℃ 1秒 、 72℃ 3分 の 反 応 を 25サ イ ク ル 行 っ た
。 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 、 反 応 液 全 量 か ら 約 750bpの DNA 断 片 を QIAEX
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 II gel extraction kit(QIAGEN社 )を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 し た DNA 断 片 全 量 を
制 限 酵 素 SaII, EcoRI(宝 酒 造 杜 )で 切 断 し た 後 、 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を
行 い 約 160bp の DNA断 片  (断 片 1)を 精 製 し 20μ lの 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し た 。 同 様 に
、 4μ g の pOBM291を 制 限 酵 素 BamHI, EcoRI(宝 酒 造 社 )で 切 断 し 得 ら れ た 約 580bp 
の DNA断 片  (断 片 2)、 及 び 2μ gの pTrXFus (InVitrogen社 )を 制 限 酵 素 BamHI,SalI(
宝 酒 造 社 )で 切 断 し 得 ら れ た 約 3.6kbの DNA断 片 (断 片 3)を そ れ ぞ れ 精 製 し 、 そ れ ぞ
れ を 20μ lの 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し た 。 DNA断 片 の 精 製 に は QIAEXII gel extraction
 kitを 用 い た 。
断 片 1、 断 片 2、 断 片 3を DNAligation kit ver.2 (宝 酒 造 社 ) を 用 い 、 16℃ で 2時
間 30分 保 温 す る こ と に よ り 結 合 さ せ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 を 用 い 大 腸 菌 GI72
4 株 (イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 )を ThioFusion Expression System (イ ン ビ ト ロ 一 ゲ ン
社 )添 付 の Instruction Manualに 記 載 の 方 法 で 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア ン ピ シ
リ ン 耐 性 形 質 転 換 株 の 中 か ら 、 制 限 酵 素 切 断 に よ り 得 ら れ る DNA断 片 地 図 の 解 析
並 び に DNA 配 列 の 決 定 に よ り 、 OBMcDNA 断 片 (塩 基 配 列 :配 列 表 配 列 番 号 2の 350～
1111、 ア ミ ノ 酸 配 列 :配 列 表 配 列 番 号 1の 76～ 316)が チ オ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 に 同 じ
読 み 枠 で 結 合 し て い る プ ラ ス ミ ド を 持 つ 菌 株 を 選 び 出 し た 。 得 ら れ た 菌 株 を GI72
4/pTrxOBM25と 名 付 け た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 GI724/pTrxOBM25株 及 び pTrxFus を 持 つ GI724株  (GI724/pTrxFus)そ れ ぞ れ を 2m
lの RMG-Amp 培 地 (0.6 %Na 2 HPO 4 , 0.3 %KH 2 PO 4 , 0.05 %NaCl, 0.1 % NH4 Cl
1.2%カ ザ ミ ノ 酸 (Difco社 )、 1%グ リ セ ロ ー ル 、 1mM MgCl 2 、 100 μ g/mlア ン ピ シ
リ ン  (Sigma社 ) pH7.4)で 30℃ で 6時 間 振 と う 培 養 し た 。 菌 液 0.5ml を 50mlの Indu
ction培 地 (0.6% Na 2 HPO 4 、 0.3 %KH 2 PO 4 、 0.05%NaCl、 0.1% NH 4 Cl、 0.2%カ
ザ ミ ノ 酸 、 0.5%グ ル コ ー ス 、 1mM MgCl 2 、 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン 、 pH 7.4)に 添
加 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 OD 6 0 0 n m で の 値 が 約 0.5に な っ た 時 点 で 最 終 濃 度 が
0.1mg/mlに な る よ う に L-ト リ プ ト フ ァ ン を 添 加 し 、 さ ら に 30℃ で の 振 と う 培 養 を
6時 間 継 続 し た 。 菌 液 を 3000× gで 遠 心 し 菌 体 を 集 め 、 12.5mlの PBS (10mM リ ン 酸
バ ッ フ ァ ー 、 0.15M NaCl、 pH7.4)に 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 超 音 波 発 生 装 置  (Ultras
onics社 )に か け 菌 体 を 破 砕 し 、 7000× g で 30分 遠 心 し て 上 清 を 集 め 可 溶 性 蛋 白 質
画 分 と し た 。 こ の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液 10μ lず つ を 還 元 条 件 下 で の SDS ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド (10%)電 気 泳 動 に 供 し た 。 こ の 結 果 、 GI724/pTrxOBM25の 可 溶 性 蛋 白 質
画 分 液 に は GI724/pTrxFus の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液 に は 見 ら れ な い 分 子 量 約 40kDa
の バ ン ド が 検 出 さ れ た (図 14)。 よ っ て 、 チ オ レ ド キ シ ン と OBMの 融 合 蛋 白 質 (Trx-
OBM)が 大 腸 菌 中 で 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 発 現 さ せ た Trx-OBM が OCIFと 結 合 す る こ と を 以 下 の 実 験 に よ り 確 認 し た 。 即 ち
、 96ウ ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc社 )の 各 ウ ェ ル に 10mM炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液
で 5000倍 に 希 釈 し た 抗 チ オ レ ド キ シ ン 抗 体 (イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 ) を 100μ lず つ
添 加 し 4℃ で 一 晩 放 置 し た 。 各 ウ ェ ル 中 の 液 を 捨 て た 後 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印 乳
業 社 )を PBS で 2倍 希 釈 し た 溶 液  (BA-PBS)を 各 ウ ェ ル に 200μ lず つ 添 加 し 室 温 で 1
時 間 放 置 し た 。 液 を 捨 て た 後 、 各 ウ ェ ル に BA-PBSで 段 階 希 釈 し た 上 記 GI724/pTrx
OBM25 由 来 及 び GI724/pTrxFus 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液 を 100μ lず つ 添 加 し 室 温
で 2時 間 放 置 し た 。 PBS-T で 各 ウ ェ ル を 3回 洗 浄 し た 後 、 BA-PBSで 希 釈 し た OCIF (
100ng/ml)を 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 PBS-Tで 各 ウ ェ
ル を 3回 洗 浄 し た 後 、 BA-PBSで 2000倍 希 釈 し た WO96/26217号 記 載 の パ ー オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 し 、 2時
間 室 温 で 放 置 し た 。 PBS-Tで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 後 、 TMB溶 液 (TMB Soluble Re
agent, High Sensitivity, Scytek社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 約 10
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分 放 置 し た 後 、 停 止 液 (Stopping Reagent, Scytek社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加
え た 。 各 ウ ェ ル の  450nm に お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し
た 。 結 果 を 図 15に 示 す 。 GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液 を 添 加 し た も の
で は 添 加 し な か っ た も の と 比 べ て 吸 光 度 に 差 は 認 め ら れ な か っ た が 、 GI724/pTrx
OBM25 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液 を 添 加 し た も の で は 、 そ の 添 加 濃 度 の 増 加 に 依 存
し て 吸 光 度 が 上 昇 し た 。 又 、 添 加 す る 可 溶 性 画 分 液 の 希 釈 割 合 を 一 定 (1%)に し 、
BA-PBSで 段 階 希 釈 し た OCIF(0-100ng/ml)を 添 加 し た 場 合 の 実 験 結 果 を 図 16に 示 す
。 GI724/pTrxFus 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液 を 用 い た も の で は OCIF濃 度 に 係 わ り な
く 吸 光 度 は 低 い ま ま で あ っ た が 、 GI724/pTrxOBM25由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液 を 用
い た も の で は 添 加 し た OCIF濃 度 に 依 存 し て 吸 光 度 が 上 昇 し た 。 こ の 結 果 よ り 、 GI
724/pTrxOBM25 で 生 産 さ れ る Trx-OBMは 、 OCIFと 結 合 す る 能 力 が あ る こ と が 確 認
さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 GI724/pTrxOBM25 を RMG-Amp 寒 天 培 地  (0.6%Na 2 HPO 4 、 0.3%KH 2 PO 4 、 0.05%
NaCl、 0.1%NH 4 Cl、 2%カ ザ ミ ノ 酸 、 1%グ リ セ ロ ー ル 、 1mM MgCl 2 、 100μ g/mlア
ン ピ シ リ ン 、 1.5%寒 天 、 pH7.4) に 白 金 耳 で 塗 ま つ し 、 30℃ で 一 晩 培 養 し た 。 菌
を 10mlの Induction培 地 に 懸 濁 し 、 5mlず つ を 500mlの Induction培 地 の は い っ た 2L
用 三 角 フ ラ ス コ 計 2本 に 添 加 し 、 30℃ で 振 と う 培 養 し た 。 OD 6 0 0 n m で の 値 が 約 0.5 
に な っ た 時 点 で 最 終 濃 度 が 0.1mg/mlに な る よ う に L-ト リ プ ト フ ァ ン を 添 加 し 、 さ
ら に 30℃ で 振 と う 培 養 を 6時 間 継 続 し た 。 菌 液 を 3000× gで 20分 間 遠 心 分 離 し て 菌
体 を 集 め 、 菌 体 を 160ml の PBSに 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 超 音 波 発 生 装 置  (Ultrasoni
cs 社 )に か け 菌 体 を 破 砕 し 、 7000× gで 30分 間 遠 心 し て 上 清 を 集 め 可 溶 性 蛋 白 質
画 分 と し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 TSKgel AF-ト レ シ ル ト ヨ パ ー ル 650(東 ソ ー 社 ) 2gと WO96/26217号 に 記 載 の 方 法
で 調 製 し た 遺 伝 子 組 み 換 え 型 OCIF 35.0 mgを 含 む 1.0 Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 (pH
7.5) 40mlと を 混 合 し 4℃ で 一 晩 ゆ っ く り 振 と う し カ ッ プ リ ン グ 反 応 を 行 っ た 。 過
剰 な 活 性 基 を 不 活 性 化 す る 為 、 遠 心 分 離 に よ り 上 清 を 除 去 し た 後 、 40mlの 0.1Mト
リ ス 塩 酸 緩 衝 液  (pH7.5)を 沈 殿 し た 担 体 に 加 え 、 室 温 で 1時 間 お だ や か に 振 と う
し た 。 0.01% Polysorbate 80 と 0.2M NaClを 含 む 0.1M グ リ シ ン ‐ 塩 酸 緩 衝 液  (p
H3.3) 及 び 0.01% Polysorbate 80 と 0.2M NaClを 含 む 0.1 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
緩 衝 液  (pH2.0)を 通 液 し カ ラ ム を 洗 浄 し た 後 、 0.01% Polysorbate 80 を 含 む 10m
M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH 7.4)で 2度 洗 浄 し 、 平 衡 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　
　 Trx-OBM の 精 製 は 、 特 に 断 ら な い 限 り 4℃ で 行 っ た 。 上 記 の OCIF固 定 化 ア フ ィ
ニ テ ィ ー 担 体 (10ml)と 上 記 実 施 例 15-(4)記 載 の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 液  (120ml)と を
混 合 後 、 50ml遠 心 管 (4本 )中 で 、 ロ ー タ ー を 用 い て 4℃ で 一 晩 お だ や か に 振 と う し
た 。 こ の 混 合 液 中 の 担 体 を エ コ ノ カ ラ ム (バ イ オ ラ ッ ド 社 、 内 径 1.5cm 長 さ 15cm)
に 充 填 し た 。 0.01%Polysorbate 80 を 含 む PBS 300ml、 0.01% Polysorbate 80 と
2M NaClを 含 む 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH7.0)100ml、 及 び 0.01% Polysorba
te 80 と 0.2M NaClを 含 む 0.1 M グ リ シ ン ‐ 塩 酸 緩 衝 液 (pH3.3) 100ml を 順 次 通
液 し て カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 次 に 、 0.01%Polysorbate 80 と 0.2M NaClを 含 む 0.1 M
 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液  (pH2.0) を 通 液 し 、 カ ラ ム に 吸 着 し た 蛋 白 質 を 溶 出
し た 。 溶 出 液 は 5mlず つ 分 取 し た 。 分 取 し た 画 分 に は 、 10%容 量 の 2Mト リ ス 溶 液 (p
H8.0)を 加 え 、 直 ち に 中 和 し た 。 溶 出 液 各 画 分 中 の Trx-OBMの 有 無 を 上 記 実 施 例 15
-(3)記 載 の 方 法 (OCIFと の 結 合 能 )に よ り 調 べ た 。
Trx-OBMを 含 む 画 分 を 集 め さ ら に 精 製 し た 。
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(4)Trx-OBMを 生 産 す る 大 腸 菌 の 大 量 培 養

(5)OCIF固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 調 製

(6) OCIF固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ る Trx-OBMの 精 製



【 ０ ０ ８ ４ 】
　
　 上 記 実 施 例 15-(6)の Trx-OBMフ ラ ク シ ョ ン 約 25mlを 、 Centriplus10 及 び Centri
con 10 (amicon杜 )を 用 い て 、 約 0.5mlに 遠 心 濃 縮 し た 。 こ の サ ン プ ル を 、 予 め 0.
01 %Polysorbate 80 を 含 む PBSで 平 衡 化 し た Superose 12 HR 1O/30 カ ラ ム  (1.0
 x 30cm、 フ ァ ル マ シ ア 社 ) に か け た 。 分 離 に は 、 0.01%  Polysorbate  80 を 含
む  PBSを 移 動 相 と し て 用 い 、 流 速  0.25ml/minで 展 開 し た 。 カ ラ ム か ら の 溶 出 液
は 0.25 mlず つ 分 取 し た 。 分 取 し た 画 分 の Trx-OBMは 、 実 施 例 15-(3)記 載 の 方 法 及
び Phast System (フ ァ ル マ シ ア 社 )を 用 い た SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 (10
-15%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 フ ァ ル マ シ ア 社 )と 銀 染 色 で 検 出 し た 。 純 化 さ れ
た Trx-OBMを 含 む フ ラ ク シ ョ ン (Fr.20-23)を 集 め 、 Trx-OBMの 蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し
た 。 蛋 白 質 濃 度 の 測 定 は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 品 と し て 用 い DC-protein a
ssay kit (バ イ オ ラ ッ ド 社 )で 行 っ た 。
〔 実 施 例 16〕
【 ０ ０ ８ ５ 】
　
　 pOBM291及 び pcDL-SRα 296 を リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン (ギ ブ コ 社 )を 用 い て COS-7細
胞 に そ れ ぞ れ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 そ れ ぞ れ の 細 胞 を 10%FCSを 含 む DMEMで 1日
培 養 後 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 カ バ ー グ ラ ス (15mm 丸 形 、 マ ツ ナ ミ 社 )を 敷 い た 24ウ
ェ ル プ レ ー ト に 1ウ ェ ル あ た り 5× 10 4 個 の 細 胞 を 播 種 し 、 さ ら に 2日 間 培 養 し た 。
培 養 プ レ ー ト を PBSで 1回 洗 浄 し た の ち 、 1%パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む PBSを
加 え て 室 温 で 8分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 細 胞 を 固 定 し た 。 細 胞 を 固 定 し た プ レ ー ト
を PBSに て 6回 洗 浄 し た の ち 、 10 - 8 M 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 、 10

- 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 、
10%牛 胎 児 血 清 を 含 む α -MEMに て 1X10 6 個 /mlに 懸 濁 し た マ ウ ス 脾 臓 細 胞 を 1ウ ェ
ル あ た り 700 μ l添 加 し た 。 各 ウ ェ ル 上 に Millicell PCF(ミ リ ポ ア 社 )を セ ッ ト し
、 上 記 培 地 に て 4x10 4 個 /mlに 懸 濁 し た ST2細 胞 を Millicell PCF中 に  700μ l 添 加
し 37℃ 、 6日 間 培 養 し た 。 培 養 終 了 後 、 Millicell PCFを 取 り 除 き 、 プ レ ー ト を PB
S で 1回 洗 浄 後 、 ア セ ト ン ‐ エ タ ノ ー ル 溶 液 (50:50)で 1分 間 細 胞 を 固 定 し た 後 、 L
EUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキ ッ ト  (シ グ マ 社 )を 用 い て 破 骨 細 胞 特 異 的 マ ー カ ー
で あ る 酒 石 酸 耐 性 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 (TRAP活 性 )を 示 す 細 胞 の み を 染 色 し
た 。 顕 微 鏡 観 察 の 結 果 、 pcDL-SRα 296を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 を 固 定
し た ウ ェ ル 中 に は TRAP活 性 を 示 す 細 胞 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た の に 対 し 、 pOBM29
1 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 固 定 し た ウ ェ ル 中 に は 45± 18個 (平 均 ± 標 準 偏
差 、 n=3)の TRAP陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 又 、 こ れ ら の TRAP陽 性 細 胞 に 、 カ ル シ ト
ニ ン が 結 合 す る こ と も 確 認 さ れ た 。 こ れ よ り 、 OBMに は 破 骨 細 胞 形 成 を 誘 導 す る
活 性 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 17〕
【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　 マ ウ ス 脾 臓 細 胞 を 10 - 8 M活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 、 10

- 7 M デ キ サ メ サ ゾ ン 、 10%
牛 胎 児 血 清 を 含 む α -MEMに 2× 10 6 個 /mlに な る よ う に 懸 濁 し 、 こ の 懸 濁 液 を 24ウ
ェ ル プ レ ー ト に 1ウ ェ ル あ た り 350 μ l添 加 し た 。 精 製 し た Trx-OBMを 上 記 培 地 で
希 釈 し た 溶 液 (40ng/ml)、 pCEP sOBM 又 は pCEP4 を 形 質 導 入 し た 293-EBNA細 胞 を I
MDM-10 %FCS で 培 養 し た 培 養 上 清 を 上 記 培 地 に て 10倍 希 釈 し た 溶 液 、 又 は 上 記 培
地 の み を そ れ ぞ れ 350μ l 上 記 の ウ ェ ル に 添 加 し た 後 、 Millicell PCF(ミ リ ポ ア
社 )を 各 ウ ェ ル に セ ッ ト し 、 上 記 培 地 に て 懸 濁 し た 4 × 10 4 個 /ml の ST2細 胞 を Mi
llicell PCF に 600μ l 添 加 し た 。 6日 間 培 養 し た 後 、 Millicell PCFを 取 り 除 き
、 プ レ ー ト を PBSで 一 回 洗 浄 後 、 ア セ ト ン ‐ エ タ ノ ー ル 溶 液 (50:50)で 1分 間 細 胞
を 固 定 し た の ち 、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキ ッ ト  (シ グ マ 社 )を 用 い て 酒 石
酸 耐 性 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性  (TRAP活 性 )を 示 す 細 胞 の み を 染 色 し た 。 顕 微
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(7)ゲ ル 濾 過 に よ る Trx-OBMの 精 製

OBMの 破 骨 細 胞 形 成 誘 導 活 性

Trx-OBM及 び 分 泌 型 OBMに よ る 破 骨 細 胞 形 成 誘 導 活 性



鏡 観 察 の 結 果 、 Trx-OBMを 添 加 し な か っ た ウ ェ ル 中 に は TRAP活 性 を 示 す 細 胞 は 全
く 検 出 さ れ な か っ た の に 対 し 、 Trx-OBMを 添 加 し た ウ ェ ル に は 106±  21個 (平 均 ±
標 準 偏 差 、 n=3)の TRAP陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 同 様 に pCEP4で 形 質 導 入 さ れ た 293
-EBNAの 培 養 上 清 を 添 加 し た ウ ェ ル 中 に は TRAP活 性 を 示 す 細 胞 は 全 く 検 出 さ れ な
か っ た の に 対 し 、 pCEP sOBM で 形 質 導 入 さ れ た 293-EBNAの 培 養 上 清 を 添 加 し た ウ
ェ ル に は 120± 31個 (平 均 ± 標 準 偏 差 、 n=3)の TRAP陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 又 、 こ
れ ら の TRAP陽 性 細 胞 に 、 カ ル シ ト ニ ン が 結 合 す る こ と も 確 認 さ れ た 。 こ れ よ り 、
Trx-OBM及 び 分 泌 型 OBMに は 、 破 骨 細 胞 形 成 を 誘 導 す る 活 性 が あ る こ と が 明 ら か と
な っ た 。
〔 実 施 例 18〕
【 ０ ０ ８ ７ 】
　

　
　 雄 性 日 本 白 色 ウ サ ギ  (体 重 2.5-3.0 kg、 北 山 ラ ベ ス 社 よ り 入 手 )3羽 に 、 実 施 例
14-(6)及 び (7)記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 精 製 OBM(チ オ レ ド キ シ ン -OBM融 合 蛋 白
質 ) 200 μ g/mlを フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト  (DIFCO社 )と 等 量 混 合 し て エ マ ル
ジ ョ ン と し た も の を 、 1回 1mlず つ 皮 下 免 疫 し た 。 免 疫 は 1週 間 間 隔 で 合 計 6回 行 い
、 最 終 免 疫 後 10日 目 に 全 採 血 を 行 っ た 。 分 離 し た 血 清 か ら 抗 体 を 以 下 の 様 に 精 製
し た 。 即 ち 、 PBSで 2倍 希 釈 し た 抗 血 清 に 最 終 濃 度 が 40% (w/v %)と な る よ う に 硫
酸 ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し て 4℃ で 1時 間 放 置 後 、 8000 x gで 20分 間 遠 心 分 離 を 行 い
、 沈 殿 を 得 た 。 沈 殿 を 少 量 の PBSに 溶 解 し 、 PBS に 対 し て 4℃ で 透 析 し た 後 、 Prot
ein G-Sepharose カ ラ ム  (フ ァ ル マ シ ア 社 製 ) に 負 荷 し た 。 PBS で 洗 浄 後 、 0.1 
M グ リ シ ン ‐ 塩 酸 緩 衝 液 (pH 3.0) で 吸 着 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン Gを 溶 出 し 、 直 ち に
1.5Mト リ ス ‐ 塩 酸 緩 衝 液  (pH 8.7) で 中 性 pHと し た 。 溶 出 蛋 白 質 画 分 を PBS に 対
し て 透 析 後 、 280nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 し た (E 1 % 13.5)。
西 洋 ワ サ ビ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た 抗  OBM抗 体 は 、 マ レ イ ミ ド 活 性 化 パ ー オ キ
シ ダ ー ゼ キ ッ ト (ピ ア ス 社 )を 用 い て 作 製 し た 。 即 ち 、 1mgの 精 製 抗 体 に 80μ gの N-
ス ク シ ン イ ミ ド -S-ア セ チ ル チ オ 酢 酸 を 添 加 し 、 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ た 。 こ れ
に 5mgの ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン を 添 加 し て 脱 ア セ チ ル 化 し た 後 、 修 飾 さ れ た 抗 体 を
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 脱 塩 カ ラ ム に て 分 画 し た 。 蛋 白 質 画 分 を 1mgの マ レ イ ミ ド 活
性 化 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ と 混 合 し 、 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ 酵 素 標 識 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　

　 実 施 例 15‐ (6)及 び (7)記 載 の 方 法 で 得 ら れ た 精 製 OBM(チ オ レ ド キ シ ン － OBM融
合 蛋 白 質 )及 び 実 施 例 2-(4)の 天 然 型 精 製 OCIF結 合 蛋 白 質 を そ れ ぞ れ 0.1 M 炭 酸 水
素 ナ ト リ ウ ム に 2 μ g/mlと な る よ う に 溶 解 し 、 そ れ ぞ れ の 溶 液 100μ lず つ を 96ウ
ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc社 製 )の 各 ウ ェ ル に 加 え 、 4℃ で 一 夜 放 置 し た 。 各 ウ ェ
ル に 50%濃 度 の ブ ロ ッ ク エ ー ス を 200 μ l ず つ 加 え 、 室 温 で 1時 間 放 置 し た 。 各 ウ
ェ ル を 0.1 %ポ リ ソ ル ベ ー ト 20を 含 む PBS(P20-PBS)で 3回 洗 浄 し た 後 、 P20-PBSで
希 釈 し た 25%濃 度 の ブ ロ ッ ク エ ー ス に ウ サ ギ 抗 OBM抗 体 を 200 μ g/mlと な る よ う に
溶 解 し 、 そ の 抗 体 溶 液 あ る い は 抗 体 を 含 ま な い 25%濃 度 の ブ ロ ッ ク エ ー ス 溶 液 を 1
00μ lず つ 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 ウ ェ ル を P20-
PBSで 3回 洗 浄 し た 後 、 実 施 例 8-(3)記 載 の 1 2 5 I標 識 し た OCIF20ng/mlを 加 え た 結 合
試 験 溶 液 (0.2%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 20mM Hepes、 0.1mg/mlヘ パ リ ン を 加 え た P20-P
BS)を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 又 、 別 の ウ ェ ル に は 、 1 2 5 I標 識 し た OCIF
20ng/mlに 加 え て 8μ g/mlの 非 標 識 OCIFを 含 む 結 合 試 験 溶 液 を 100 μ l 加 え て 実 験
を 行 っ た 。 そ の イ ム ノ プ レ ー ト を 37℃ 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 ウ ェ ル
を P20-PBSで 6回 洗 浄 し た 。 各 ウ ェ ル 中 の 1 2 5 Iの 量 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー で 測 定 し
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本 発 明 の cDNAに よ り 発 現 さ れ る 蛋 白 質 OBMと 本 発 明 の 天 然 型 の OCIF結 合 蛋 白 質
と の 同 一 性
(1)ウ サ ギ 抗 OBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

(2)ウ サ ギ 抗 OBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 本 発 明 の cDNAに よ り 発 現 さ れ る 蛋 白
質 (OBM)あ る い は 本 発 明 の 天 然 型 の 蛋 白 質 と OCIFと の 特 異 的 結 合 能 の 阻 害



た 。 結 果 を 図 17に 示 す 。 図 に 示 し た よ う に 、 本 発 明 cDNAに よ り 発 現 さ れ 、 精 製 し
て 得 ら れ る OBM及 び 本 発 明 の 天 然 型 の OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 は 、 ウ サ ギ
抗 OBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 理 す る こ と に よ っ て 、 1 2 5 I標 識 し た OCIFと の 結 合
は 全 く 起 こ ら な か っ た 。 一 方 、 抗 体 処 理 し な か っ た 両 蛋 白 質 に は 、 1 2 5 I標 識 OCIF
が 結 合 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 又 、 そ れ ら の 結 合 は 400倍 濃 度 の 非 標 識 OCIF(8μ g
/ml)を 添 加 す る こ と に よ り 顕 著 に 阻 害 さ れ る こ と か ら 、 両 蛋 白 質 の OCIFへ の 結 合
は 特 異 的 結 合 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 ウ サ ギ 抗 OBMポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 cDNAに よ り 発 現 さ れ る 蛋 白 質 で あ る OBM及 び 本 発 明 の
天 然 型 の OCIF結 合 蛋 白 質 を 共 に 認 識 し 、 両 蛋 白 質 と OCIFと の 特 異 的 結 合 を 阻 害 す
る こ と が 明 ら か に な っ た 。
〔 実 施 例 19〕
【 ０ ０ ８ ９ 】
　
　
　 ヒ ト OBMcDNAの ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 上 記 の 実 施 例 の 方 法 に 従 い 調 製 し た マ ウ
ス OBMプ ラ イ マ ー 、 OBM#3 及 び OBM#8 を 用 い た 。 そ れ ぞ れ の 配 列 を 配 列 表 配 列 番
号 9及 び 6に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　 ヒ ト リ ン パ 節 由 来 cDNAラ イ ブ ラ リ ー と し て Human Lymph Node Marathon ready 
cDNA(ク ロ ン テ ッ ク 社 )を 鋳 型 と し て 、 上 記 (1)で 調 製 し た マ ウ ス OBMcDNA プ ラ イ
マ ー を 用 い て 、 PCRを 行 い ヒ ト OBMcDNA断 片 を 取 得 し た 。
　 以 下 に 用 い た PCRの 条 件 を 示 す 。
　 　 　 　 10× EX Taq バ ッ フ ァ ー (宝 酒 造 社 )      2　 　 μ l
　 　 　 　 2.5 mM dNTP                          1.6　 μ l
　 　 　 　 cDNA溶 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1　 　 μ l
　 　 　 　 EX Taq (宝 酒 造 社 )                    0.2　 μ l
　 　 　 　 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 14.8　 μ l
　 　 　 　 40μ Mプ ラ イ マ ー OBM#3                 0.2  μ l
　 　 　 　 40μ Mプ ラ イ マ ー OBM#8                 0.2  μ l
　 上 記 溶 液 を マ イ ク ロ フ ュ ー ジ チ ュ ー ブ 中 で 混 合 後 、 以 下 の 条 件 で PCRを 行 っ た
。 95℃ で 2分 間 前 処 理 し 、 95℃ 30秒 、 57℃ 30秒 及 び 72℃ 2分 30秒 間 の 3段 階 の 反 応
を 40回 繰 り 返 し た 後 、 72℃ で 5分 間 保 温 し た 。 反 応 液 の 一 部 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳
動 に 供 し た と こ ろ 、 上 記 マ ウ ス OBMcDNAプ ラ イ マ ー で 増 幅 さ れ る 約 690bpの DNA断
片 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 実 施 例 19-(2)で 得 ら れ た ヒ ト OBMcDNA断 片 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し
、 さ ら に QIAEXゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト (キ ア ゲ ン 社 )を 用 い て 精 製 し た 。
こ の 精 製 さ れ た ヒ ト OBMcDNA断 片 を 鋳 型 と し て 、 再 度 上 記 マ ウ ス OBMcDNAプ ラ イ マ
ー を 用 い て PCRを 行 い 、 こ の ヒ ト OBMcDNA 断 片 を 大 量 に 調 製 し 、 同 様 に QIAEXゲ ル
エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト に よ り 精 製 し た 。 精 製 さ れ た ヒ ト OBMcDNA断 片 の 塩 基
配 列 を 、 OBM#3及 び  OBM#8 (配 列 表 9及 び 6)を プ ラ イ マ ー と し て 、 タ ッ ク ダ イ デ オ
キ シ タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ FSキ ッ ト (Taq Dye Deoxy Termina
tor Cycle Sequencing FS kit;パ ー キ ン エ ル マ ー 社 )を 用 い て 決 定 し た 。 こ の ヒ
ト OBMcDNA 断 片 の 塩 基 配 列 は 、 マ ウ ス OBMcDNAの 相 当 す る 領 域 と 比 較 し た 結 果 、 8
0.7%の 相 同 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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ヒ ト OBMcDNAの ク ロ ー ニ ン グ
(1)マ ウ ス OBMプ ラ イ マ ー の 調 製

(2)PCRに よ る ヒ ト OBMcDNA断 片 の 取 得

(3)PCRに よ り 増 幅 さ れ た ヒ ト OBMcDNA断 片 の 精 製 と 塩 基 配 列 の 決 定

(4) 約 690 bpの ヒ ト OBMcDNA 断 片 を プ ロ ー ブ と し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法
に よ る 全 長 ヒ ト OBMcDNA の ス ク リ ー ニ ン グ



　 実 施 例 19-(3)で 精 製 さ れ た 約 690 bpの ヒ ト OBMcDNA断 片 を メ ガ プ ラ イ ム  DNAラ
ベ リ ン グ キ ッ ト (ア マ シ ャ ム 社 )を 用 い て [α 3 2 P] dCTP で 標 識 し 、 全 長 の ヒ ト O
BMcDNAを ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 対 象 と し て は 、 Human Lymph No
de 5'-STRETCH PLUS cDNA ラ イ ブ ラ リ ー  (ク ロ ン テ ッ ク 社 、 USA)を 用 い た 。 同
社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 組 み 換 え フ ァ ー ジ を 37℃ で 15分 間 大 腸 菌 C600 Hflに 感
染 さ せ た 後 、 そ の 大 腸 菌 を 45℃ に 加 温 し た LB寒 天 培 地  (1%ト リ プ ト ン 、 0.5%イ ー
ス ト エ キ ス 、 1% NaCl、 0.7 %寒 天 )に 添 加 し 、 1.5%寒 天 を 含 む LB寒 天 培 地 プ レ ー
ト 上 に 流 し 込 ん だ 。 37℃ で 一 夜 培 養 後 、 プ ラ ー ク の 生 じ た プ レ ー ト 上 に ハ イ ボ ン
ド N(ア マ シ ャ ム 社 )を 約 3分 間 密 着 さ せ た 。 こ の フ ィ ル タ ー を 常 法 に 従 い ア ル カ リ
変 性 処 理 し た 後 、 中 和 し 、 2× SSC溶 液 に 浸 し た 後 、 UVク ロ ス リ ン ク (ス ト ラ タ ジ
ー ン 社 ) に よ り DNAを フ ィ ル タ ー に 固 定 し た 。 得 ら れ た フ ィ ル タ ー を Rapid-hyb 
バ ッ フ ァ ー  (ア マ シ ャ ム 社 )に 浸 漬 し 、 65℃ で 15分 間 前 処 理 し た 後 、 熱 変 性 し た
上 記 ヒ ト OBMcDNA断 片 (約 690bp、 5× 10 5  cpm/ml)を 添 加 し た 上 記 バ ッ フ ァ ー に 移
し 替 え 、 65℃ で 一 夜 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 。 反 応 後 、 フ ィ ル タ ー を そ れ
ぞ れ 0.1%SDSを 含 む 2× SSC、 1× SSC及 び 0.1× SSCで 順 次 1回 ず つ 65℃ で 15分 間 洗 浄
し た 。 得 ら れ た い く つ か の 陽 性 ク ロ ー ン を さ ら に 2回 ス ク リ ー ニ ン グ を 繰 り 返 す
こ と に よ り 純 化 し た 。 そ れ ら の 中 か ら 、 約 2.2kbの イ ン サ ー ト を 持 つ ク ロ ー ン を
選 択 し 、 以 下 の 実 験 に 用 い た 。 こ の 純 化 し た フ ァ ー ジ を λ hOBMと 名 付 け た 。 純 化
し た λ hOBMか ら QIAGEN Lambdaキ ッ ト (キ ア ゲ ン 社 )の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 約 10
μ gの DNAを 得 た 。 こ の DNAを 制 限 酵 素 SalIで 消 化 し た 後 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に
よ り 約 2.2kbの hOBMイ ン サ ー ト cDNAを 分 離 し た 。 QIAEXゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ
ッ ト (キ ア ゲ ン 社 )を 用 い て 精 製 し た こ の DNA断 片 を 、 あ ら か じ め 制 限 酵 素 SalIで
切 断 し 、 脱 リ ン 酸 化 し て お い た プ ラ ス ミ ド pUC19(MBI社 )に DNA ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ
ッ ト  ver.2(宝 酒 造 社 )を 用 い て 挿 入 し た 。 得 ら れ た DNA断 片 を 含 む pUC19 で 大 腸
菌 DH 5α  (ギ ブ コ BRL杜 )を 形 質 転 換 さ せ た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 株 は pUC19hOBM と
名 付 け 、 こ れ を 増 殖 さ せ 、 約 2.2kbの ヒ ト OBMcDNA が 挿 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 常
法 に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　
　 実 施 例 19-(4)で 得 ら れ た ヒ ト OBMcDNAの 塩 基 配 列 を 、 タ ッ ク ダ イ デ オ キ シ タ ー
ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ FSキ ッ ト (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 )を 用 い て 決
定 し た 。 即 ち 、 pUC19hOBM を 鋳 型 と し 、 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 プ ラ イ
マ ー と し て 、 pUC19 の 挿 入 断 片  DNAの 塩 基 配 列 を 決 定 す る た め の プ ラ イ マ ー 、 ml
3PrimerM3及 び ml3 PrimerRV (と も に 宝 酒 造 社 )、 及 び ヒ ト OBMcDNA 断 片 (約 690bp
)の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設 計 し た 合 成 プ ラ イ マ ー ヒ ト  OBM#8を 用 い た 。 用 い た プ
ラ イ マ ー 、 ml3PrimerM3及 び ml3PrimerRV の 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 表 配 列 番 号 4及
び 5に 示 す 。 こ れ に よ り 決 定 さ れ た 、 ヒ ト OBMcDNA の 塩 基 配 列 か ら 推 定 さ れ る ヒ
ト OBMの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 表 配 列 番 号 11、 又 、 ヒ ト OBMcDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 表
配 列 番 号 12に そ れ ぞ れ 示 す 。
　 得 ら れ た ヒ ト OBMcDNA を 含 む プ ラ ス ミ ド 、 pUC19hOBMで 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 は
、 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 (現 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合
研 究 所 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー ） に 受 託 番 号  FERM BP-6058と し て 平 成 9年 8月 13日 に
寄 託 さ れ て い る 。
〔 実 施 例 20〕
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 I I
　 OCIFは ヨ ー ド ジ ェ ン (Iodogen)法 に よ り 1 2 5 I標 識 し た 。 2.5mg/ml Iodogen-ク ロ
ロ ホ ル ム 溶 液 20μ lを 1.5mlエ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 40℃ で ク ロ ロ ホ ル ム
を 蒸 発 さ せ て 、 ヨ ー ド ジ ェ ン コ ー ト し た チ ュ ー ブ を 調 製 し た 。 こ の チ ュ ー ブ を 0.
5Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (Na-Pi,pH7.0)400μ lで 3回 洗 浄 し た 後 、 5μ lの 0.5M N
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(5)ヒ ト OBMの 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る cDNAの 塩 基 配 列 の 決 定

OCIFの 1 2 5 標 識 な ら び に ELISA に よ る 1 2 5 標 識 OCIFの 定 量



a-Pi, pH 7.0を 加 え た 。 こ の チ ュ ー ブ に Na- 1 2 5 I溶 液 (ア マ シ ャ ム 社 、 NEZ-033H) 
1.3 μ l (18.5MBq)を 加 え た 後 、 直 ち に 1mg/ml OCIF溶 液 (モ ノ マ ー 型 あ る い は ダ
イ マ ー 型 )10μ lを 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー で 攪 拌 し た 後 、 室 温 で 30秒 間 放 置
し た 。 こ の 溶 液 を 、 予 め 10 mg/ml沃 化 カ リ ウ ム を 含 む 0.5MNa-Pi(pH7.0)溶 液 80μ
lと 5%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (BSA-PBS)5μ lを 添 加 し て お
い た チ ュ ー ブ に 移 し 撹 伴 し た 。 こ の 溶 液 を BSA-PBS で 平 衡 化 し た ス ピ ン カ ラ ム (1
ml, G-25 Sephadex fine, フ ァ ル マ シ ア 社 )に 負 荷 し 、 2,000rpmで 5分 間 遠 心 し た
。 カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ た 画 分 に BSA-PBSを 400μ l加 え 攪 拌 し た 後 、 2μ lを 取 り 、
そ の 放 射 能 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 こ の よ う に し て 調 製 し た 1 2 5 I 標 識
OCIF溶 液 の 放 射 化 学 純 度 は 10%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 (TCA)に よ り 沈 殿 す る 画 分 の 放 射 能
を 測 定 す る こ と に よ り 求 め た 。
　 1 2 5 I標 識 OCIFの OCIF生 物 活 性 は 、 WO96/26217号 記 載 の 方 法 に 従 い 測 定 し た 。 又
、 1 2 5 I標 識 OCIF濃 度 は 、 以 下 の よ う に ELISA に よ り 測 定 し た 。 即 ち 、 WO96/26217
号 公 報 記 載 の ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 2μ g/mlに な る よ う に 溶 解 し た 5
0mMNaHCO 3 , pH 9.6を 100 μ lず つ 96ウ ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc社 、 MaxiSorp T
M )の 各 ウ ェ ル に 加 え て 、 4℃ 一 夜 放 置 し た 。 こ の 溶 液 を 捨 て た 後 、 ブ ロ ッ ク エ ー
ス (雪 印 乳 業 社 )と リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 と の 混 合 水 溶 液 (混 合 比 25:75)(B-PBS)
 を 200 μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 こ の 液 を 捨 て た 後 、 各
ウ ェ ル を 0.01% Polysorbate 80 を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (P-PBS)で 3回 洗
浄 し 、 次 い で 1 2 5 I標 識 OCIFサ ン プ ル あ る い は OCIF標 準 品 を 添 加 し た B-PBSを  100
μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 こ の 液 を 捨 て た 後 、 P-PBS200
μ lで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 。 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を B-PBS で 希 釈 し た 溶 液 を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間
放 置 し た 。 こ の 溶 液 を 捨 て た 後 、 P-PBS200μ lで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 。 TMB 溶
液 (TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル
に 加 え 、 室 温 で 2～ 3分 間 放 置 し た 後 、 停 止 液 (Stopping Reagent, Scytek社 )を 10
0μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 各 ウ ェ ル の 450 nmに お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー
ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 OCIF標 準 品 を 用 い て 作 成 し た 検 量 線 よ り 1 2 5 I標 識 OCIFの
濃 度 を 求 め た 。
〔 実 施 例 21〕
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　
　 pUChOBM を 制 限 酵 素 SalIで 切 断 し 、 約 2.2 kbの DNA断 片 を 1%ア ガ ロ ー ス 電 気 泳
動 に よ り 精 製 し 、 DNAブ ラ ン テ ィ ン グ キ ッ ト (宝 酒 造 社 )に よ り 末 端 を 平 滑 化 し た (
平 滑 化  hOBMcDNA 断 片 )。 発 現 プ ラ ス ミ ド pcDL-SRα 296 (Molecular and Cellar 
Biology, Vol 8, pp466-472(1988))を 制 限 酵 素 EcoRI で 切 断 し 、 ブ ラ ン テ ィ ン グ
キ ッ ト に よ り 末 端 を 平 滑 化 し た も の と 、 平 滑 化 し た hOBMcDNA 断 片 と を DNAラ イ ゲ
ー シ ョ ン キ ッ ト ver.2に よ り 結 合 さ せ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 を 用 い 大 腸 菌 DH
α を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 形 質 転 換 株 か ら 、 制 限 酵 素 切 断 に
よ り 得 ら れ る DNA断 片 地 図 の 解 析 並 び に DNA配 列 の 決 定 に よ り 、 SRα プ ロ モ ー タ ー
に よ る 転 写 方 向 に 対 し て hOBMcDNA の 転 写 方 向 が 順 向 き に 挿 入 さ れ て い る プ ラ ス
ミ ド 、 phOBMを 持 つ 菌 株 を 選 び だ し 、 DH5α /phOBMと 名 付 け た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 大 腸 菌 、 DH5 α /phOBMを 培 養 し 、 キ ア フ ィ ル タ ー プ ラ ス ミ ド ミ デ ィ キ ッ ト (キ
ア ゲ ン 社 )を 用 い 、 プ ラ ス ミ ド phOBMを 精 製 し た 。 phOBMを 6ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ
ェ ル 中 で COS-7細 胞 に リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 10%
牛 胎 児 血 清 を 含 む DMEM中 で 2日 間 培 養 し た 。 5%透 析 牛 胎 児 血 清 を 添 加 し た 、 シ ス
テ イ ン ・ メ チ オ ニ ン 不 含 DMEM(大 日 本 製 薬 社 )に 培 地 交 換 し (88μ l/well)15分 間 培
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本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 発 現
(1)動 物 細 胞 用 hOBM発 現 ベ ク タ ー の 構 築

(2)COS-7細 胞 で の ヒ ト OBMの 発 現



養 し た 後 、 ExpressProtein Labelng Mix (NEN社 、 10 mCi/ml)を 14μ l添 加 し た 。
4時 間 培 養 後 、 10%牛 胎 児 血 清 を 含 む DMEMを 200 μ l 加 え 1時 間 培 養 し た 。 細 胞 を P
BSで 2回 洗 浄 後 、 1%TritonX-100、 1%牛 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 10μ g/mlロ イ ペ プ チ ン (leu
peptin)、 0.2 TIU/mlア プ ロ チ ニ ン (aprotinin)及 び 1mM PMSF を 含 む TSA バ ッ フ
ァ ー (0.14M NaCl、 0.025% NaN 3 を 含 む 10mMト リ ス ‐ 塩 酸 、 pH 8.0)を 0.5ml加 え
、 氷 上 で 1時 間 静 置 し た 。 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 細 胞 を 破 砕 し た 後 、 4℃ 、 3,000
× g、 10分 間 遠 心 し 上 清 を 得 た 。 こ の 上 清 100μ l に 200 μ lの 希 釈 バ ッ フ ァ ー (0.
1% TritonX-100、 0.1%牛 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 10μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 0.2TIU/mlア プ
ロ チ ニ ン 及 び 1mM PMSF を 含 む TSA バ ッ フ ァ ー )を 加 え 、 Protein A Sepharose (5
0μ l)と と も に 4℃ で 1時 間 振 盪 さ せ た 後 、 4℃ 、 1,500× gで 1分 間 遠 心 分 離 し 上 清
を 回 収 す る こ と に よ り : Protein A Sepharose に 非 特 異 的 に 吸 着 す る 蛋 白 質 を 除
去 し た 。 こ の 上 清 に OCIF (1μ g)を 加 え 、 4℃ で 1時 間 振 盪 さ せ な が ら ヒ ト OBMと OC
IFを 結 合 さ せ た 後 、 ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (50μ g)を 加 え て 4℃ で 1時
間 振 盪 し た 。 こ の 溶 液 に Protein A Sepharose (10μ l)を 加 え 、 更 に 4℃ で 1時 間
振 盪 し た 。 4℃ 、 1,500× gで 1分 間 遠 心 分 離 し 沈 殿 画 分 を 回 収 し た 。 4℃ 、 1,500×
g で 1分 間 遠 心 分 離 し て 得 ら れ た 沈 殿 を 希 釈 バ ッ フ ァ ー で 2回 、 牛 ヘ モ グ ロ ビ ン を
含 ま な い 希 釈 バ ッ フ ァ ー で 2回 、 TSAバ ッ フ ァ ー で 1回 、 50mMト リ ス ‐ 塩 酸 (pH 6.5
)で 1回 、 そ れ ぞ れ 洗 浄 後 、 沈 殿 に 10% β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む SDS バ ッ フ
ァ ー (0.125M ト リ ス ‐ 塩 酸 、 4%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 20%グ リ セ ロ ー ル 、 0.0
02%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 pH6.8) を 加 え 、 100℃ で 5分 間 加 熱 後 、 SDS-PAGE (
12.5%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 、 第 一 化 学 社 ) に か け た 。 常 法 に よ り ゲ ル を 固 定
、 乾 燥 さ せ 、 Amplify(ア マ シ ャ ム 社 )に よ り 、 ア イ ソ ト ー プ の シ グ ナ ル を 増 強 し
た 後 、 Bio Max MRフ ィ ル ム (コ ダ ッ ク 社 )を 用 い て ‐ 80℃ で 感 光 さ せ た 。 結 果 を 図
18に 示 す 。 こ の 結 果 、 本 発 明 の cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 分 子 量 は 、 約 40,000
で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 22〕
【 ０ ０ ９ ７ 】
　
　 実 施 例 21-(2)と 同 様 に 精 製 さ れ た phOBM を 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 で CO
S-7細 胞 に リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ の 細 胞 を 2～ 3日
間 培 養 し た 後 、 無 血 清 DMEMで 洗 浄 し 、 こ れ に 1 2 5 I標 識 し た OCIF 20 ng/mlを 加 え
た 結 合 試 験 培 地  (0.2%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 20mM Hepes緩 衝 液 、 0.1mg/mlヘ パ リ ン
、 0.2% NaN 3  を 加 え た 無 血 清 DMEM)200μ lを 加 え た 。 ま た 別 の ウ ェ ル に は 、 1 2 5 I
標 識 し た OCIF 20 ng/mlに 加 え て 更 に 8μ g/mlの 非 標 識 OCIFを 添 加 し た 結 合 試 験 培
地 を 200 μ l加 え て 実 験 を 行 っ た 。 CO 2  イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 (5% CO 2 )、 37℃ で 1時
間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 0.1mg/mlの ヘ パ リ ン を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 500μ l
 で 2回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 0.1NNaOH 溶 液  500μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 に 10分
間 放 置 す る こ と に よ り 細 胞 を 溶 解 さ せ 、 ウ ェ ル 中 の 1 2 5 Iの 量 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ
ー で 測 定 し た 。 こ の 結 果 、 図 19に 示 し た よ う に 、 phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
細 胞 に の み 1 2 5 I標 識 し た OCIFが 結 合 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 又 、 そ の 結 合 は 400 
倍 濃 度 の 非 標 識  OCIF (8μ g/ml)を 添 加 す る こ と に よ り 、 顕 著 に 阻 害 さ れ る こ と
が 確 認 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 phOBM上 の cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ヒ ト OBMは
、 COS-7 細 胞 表 面 で OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 23〕
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 I

　 本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 性 質 を 更 に 詳 し く 解 析 す る た め 、 1 2 5 I標 識
し た モ ノ マ ー 型 OCIFと 本 発 明 cDNAに コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 と の ク ロ ス リ ン キ ン グ を
行 っ た 。 即 ち 、 実 施 例 21-(1)及 び (2)に 記 載 し た 方 法 に 従 っ て 、 そ れ ぞ れ 発 現 ベ
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ク タ ー を phOBMを 構 築 し 、 COS-7 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 上 記 の 1 2 5 I標
識 し た OCIF (25ng/ml)を 加 え た 結 合 試 験 用 培 地 を 200 μ lず つ 各 ウ ェ ル に 添 加 し
た 。 又 、 別 の ウ ェ ル に は 、 1 2 5 I標 識 し た OCIFに 加 え 400 倍 濃 度 の 非 標 識 OCIFを 更
に 添 加 し た 結 合 試 験 用 培 地 を 加 え た 。 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 (5% CO 2 )、 37℃ で 1
時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 を 0.1mg/ml の ヘ パ リ ン を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 500
μ l で 2回 洗 浄 し た 。 こ の 細 胞 に 100μ g/mlの ク ロ ス リ ン キ ン グ 剤 、 DSS (Disucci
nimidyl suberate, Pierce社 ) を 溶 解 さ せ た リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水  500μ lを
加 え 、 0℃ で 10分 間 反 応 さ せ た 。 こ れ ら の ウ ェ ル の 細 胞 を 0℃ に 冷 却 し た リ ン 酸 塩
緩 衝 生 理 食 塩 水 1mlで 2回 洗 浄 し た 後 、 こ の 細 胞 に 1%Triton X-100(和 光 純 薬 社 )、
2 mM PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride、 シ グ マ 社 )、 10μ M ペ プ ス タ チ ン  (
和 光 純 薬 社 )、 10μ Mロ イ ペ プ チ ン  (和 光 純 薬 社 )、 10μ M ア ン チ パ イ ン  (antipai
n, 和 光 純 薬 社 )及 び 2 mM EDTA (和 光 純 薬 社 )を 含 む 20 mM Hepes 緩 衝 液 100μ lを
加 え 、 室 温 に 30分 間 放 置 し て 細 胞 を 溶 解 さ せ た 。 こ れ ら の サ ン プ ル 15 μ lを 常 法
に よ り 還 元 条 件 下 で SDS化 し た 後 、 SDS－ 電 気 泳 動 用 ゲ ル (4-20%ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド グ ラ ジ エ ン ト 、 第 一 化 学 社 )を 用 い て 泳 動 し た 。 泳 動 後 、 ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 Bio
 MAX MS フ ィ ル ム (コ ダ ッ ク 社 )と BioMax MS 増 感 ス ク リ ー ン (コ ダ ッ ク 社 )を 用 い
て ‐ 80℃ で 24時 間 感 光 さ せ た 。 感 光 さ せ た フ ィ ル ム を 常 法 に よ り 現 像 し た 。 こ の
結 果 、 1 2 5 I標 識 モ ノ マ ー 型 OCIFと 本 発 明 cDNAに よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 を ク ロ ス
リ ン ク さ せ る こ と に よ り 、 図 20に 示 す よ う に 、 分 子 量 約 90,000‐ 110,000の 蛋 白
質 バ ン ド が 検 出 さ れ た 。
〔 実 施 例 24〕
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　
　 ヒ ト OBM SF (配 列 表 配 列 番 号 13) と マ ウ ス OBM #8(配 列 表 配 列 番 号 6)を プ ラ イ
マ ー 、 pUC19hOBM を 鋳 型 と し て PCR 反 応 を 行 っ た 。 こ の 生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電 気 泳 動 で 精 製 し た 後 、 制 限 酵 素 SPlI、 HindIIIで 切 断 し 、 さ ら に ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 で 精 製 し て 、 0.27kbの 断 片 を 得 た 。 ヒ ト OBM cDNAを 制 限 酵 素 DraIで 部
分 消 化 し 、 一 ヶ 所 切 断 さ れ た 断 片 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 で 精 製 し 、 そ の 精 製 断 片
を さ ら に 制 限 酵 素 HindIIIで 切 断 し た 。 0.53kbの DraI/HindIII断 片 を ア ガ ロ ー ス
電 気 泳 動 で 精 製 し 、 こ の 精 製 断 片 と 上 記 の PCR生 成 物 の SplI,HindIII 断 片 (0.27 
kb)を pSec Tag A(イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 )の SPlI/EcoRV 断 片 (5.2 kb)と 共 に ラ イ ゲ
ー シ ョ ン キ ッ ト ver.2(宝 酒 造 社 )を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い 、 そ の 反 応 生 成
物 を 用 い て 大 腸 菌 DH5 α を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 よ り 、 ア
ル カ リ SDS 法 に よ り プ ラ ス ミ ド を 精 製 し 、 制 限 酵 素 で 切 断 す る こ と に よ っ て 、 pS
ec Tag A に 0.27 kbと 0.53 kbの 断 片 が 挿 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 選 び 出 し た 。 さ
ら に 、 こ の プ ラ ス ミ ド を タ ッ ク ダ イ デ オ キ シ タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン
シ ン グ FSキ ッ ト (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 )を 用 い て シ ー ク エ ン ス を 行 い 、 こ の プ ラ ス
ミ ド が 分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る 配 列 を 持 っ て い る こ と を 確 認 し た 。
こ の プ ラ ス ミ ド を 制 限 酵 素 NheI、 XhoIで 切 断 し た 後 、 分 泌 型 ヒ ト OBM cDNAに 相 当
す る 断 片 (0.8kb)を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 回 収 し た 。 こ の 断 片 を ラ イ ゲ ー シ
ョ ン キ ッ ト を 用 い て 発 現 ベ ク タ ー pCEP4(イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 )の NheI/XhoI断 片 (1
0.4kb)に 挿 入 し 、 そ の 反 応 生 成 物 を 用 い て 大 腸 菌 DH5α を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ
た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 よ り 、 ア ル カ リ SDS法 に よ り プ ラ ス ミ ド を 精 製 し 、 制 限 酵
素 で 切 断 す る こ と に よ り 、 目 的 の 構 造 を 持 っ た 分 泌 型 ヒ ト OBM発 現 プ ラ ス ミ ド (pC
EPshOBM)を 持 つ 大 腸 菌 株 を 選 択 し た 。 pCEPshOBMを 持 つ 大 腸 菌 株 を 培 養 し 、 キ ア
フ ィ ル タ ー プ ラ ス ミ ド ミ デ ィ キ ッ ト (キ ア ゲ ン 社 )を 用 い て pCEPshOBMを 精 製 し た
。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 293-EBNA細 胞 を 10%FCSを 含 む IMDM (IMDM-10% FCS) に 懸 濁 し 、 コ ラ ー ゲ ン コ ー
ト し た 24ウ ェ ル プ レ ー ト (住 友 べ 一 ク ラ イ ト 社 )に 2× 10 5 細 胞 /2ml/ウ ェ ル に な る
よ う に 播 種 し 、 一 夜 培 養 し た 。 こ の 細 胞 に 1μ g の pCEPshOBM 及 び pCEP4 の そ れ
ぞ れ を リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン (ギ ブ コ 社 ) 4μ lを 用 い て 形 質 導 入 し 、 0.5mlの 無 血 清
IMDMま た は IMDM-10 % FCS中 で 更 に 2日 間 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 分 泌
型 ヒ ト OBMの 培 養 上 清 中 で の 発 現 は 、 以 下 の よ う に し て 確 認 し た 。 即 ち 、 培 養 上
清 に 最 終 濃 度 が 0.1Mに な る よ う に 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 加 え て 4℃ で 一 夜 放 置 し
、 培 養 上 清 中 の ヒ ト OBMを 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 固 相 化 し た 。 こ の プ レ ー ト を PBSで
4倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印 乳 業 社 ) 溶 液 (B-PBS)で 室 温 に 2時 間 放 置 し ブ ロ
ッ キ ン グ し た 後 、 B-PBSで 希 釈 し た 3-100 ng/mlの OCIFを 加 え て 37℃ で 2時 間 放 置
し た 。 0.05%Polysorbate 20 を 含 む PBS (P-PBS)で プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 B-PBS
で 希 釈 し た WO96/26217号 記 載 の パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 OCIF抗 体 を 各 ウ ェ ル に 10
0μ lず つ 添 加 し 、 37℃ で 2時 間 放 置 し た 。 P-PBSで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 後 、 TMB
溶 液 (TMB Soluble Reagent, High Sensitivity, Scytek社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ
ル に 加 え 、 室 温 で 約 10分 間 放 置 し た 後 、 停 止 液 (Stopping Reagent. Scytek杜 )を
100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 各 ウ ェ ル の 450 nmに お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ
ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 結 果 を 図 21に 示 す 。 pCEPshOBMを 形 質 導 入 し た 細 胞 の
培 養 上 清 を 固 相 化 し た プ レ ー ト で は 、 添 加 し た OCIFの 濃 度 に 依 存 し て 450nmの 吸
光 度 が 増 加 し た 。 一 方 、 ベ ク タ ー の み の pCEP4を 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を
固 相 化 し た 場 合 に は 、 そ の 吸 光 度 の 増 加 は 見 ら れ な か っ た 。 又 、 固 相 化 に 用 い る
培 養 上 清 量 の 割 合 を 5～ 90%の 範 囲 で 種 々 変 化 さ せ 、 一 定 濃 度 の OCIF(50ng/ml)を
添 加 し た 際 の 結 果 を 図 22に 示 す 。 pCEPshOBM を 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を 固
相 化 し た プ レ ー ト で は 、 添 加 す る 培 養 上 清 量 の 増 加 に つ れ て 450nmに お け る 吸 光
度 が 増 加 し た が 、 ベ ク タ ー pCEP4を 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 を 固 相 化 し た プ
レ ー ト で は 、 吸 光 度 の 増 加 は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 分 泌 型 ヒ ト
OBM が pCEPshOBM を 形 質 導 入 し た 細 胞 の 培 養 上 清 中 に 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ
れ た 。
〔 実 施 例 25〕
【 ０ １ ０ １ 】
　
　
10μ lの 10× ExTaqバ ッ フ ァ -(宝 酒 造 社 )、 8μ lの  10mM dNTP (宝 酒 造 社 )、 77.5μ
lの 滅 菌 蒸 留 水 、 2μ lの pUC19hOBM 水 溶 液  (10ng/μ l)、 1μ lの プ ラ イ マ ー マ ウ ス
OBM #3 (配 列 表 配 列 番 号 9)(100pmol/μ l)、 1μ lの プ ラ イ マ ー hOBM SalR2 (配 列
表 配 列 番 号 14)(100pmol/μ l)、 0.5 μ lの ExTaq (5u/μ l)(宝 酒 造 社 )を 混 合 し マ
イ ク ロ 遠 心 管 中 で PCR反 応 を 行 っ た 。 95℃ 5分 、 50℃ 1秒 、 55℃ 1分 、 74℃ 1秒 、 72
℃ 5分 の 反 応 後 、 96℃ 1分 、 50℃ 1秒 、 55℃ 1分 、 74℃ 1秒 、 72℃ 3分 の 反 応 を 25サ イ
ク ル 行 っ た 。 反 応 液 全 量 か ら 約 750bpの DNA断 片 を 精 製 し た 。 精 製 し た DNA断 片 (全
量 )を 制 限 酵 素 SalI(宝 酒 造 社 )及 び BspHI(ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ ラ ブ ズ 杜 )で 切
断 し た 後 、 1%ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 を 行 い 、 約 320bpの DNA断 片 (断 片 1)を 精 製 し 20
μ lの 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し た 。 同 様 に 、 実 施 例 19-(3)記 載 の pUC19hOBM4μ gを 制 限
酵 素 BamHI, BspHI(宝 酒 造 社 )で 切 断 し て 得 ら れ た 約 450bpの DNA断 片 (断 片 2)、 及
び 2μ gの pTrxFus(イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 )を 制 限 酵 素 BamHI, SalI(宝 酒 造 社 )で 切 断
し て 得 ら れ た 約 3.6 kbの DNA断 片 (断 片 3)を そ れ ぞ れ 精 製 し 、 そ れ ぞ れ を 20μ lの
滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し た 。 DNA断 片 の 精 製 に は QIAEXII gel extraction kitを 用 い
た 。 断 片 1、 断 片 2、 及 び 断 片 3を DNA ligation kit ver.2 (宝 酒 造 社 )を 用 い 、 16
℃ で 2時 間 30分 保 温 す る こ と に よ り 結 合 さ せ た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 液 を 用 い 大
腸 菌 GI724株 (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 )を ThioFusion Expression System(イ ン ビ ト ロ
ジ ェ ン 社 )添 付 の Instruction Manualに 記 載 の 方 法 で 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア
ン ピ シ リ ン 耐 性 形 質 転 換 株 の 中 か ら 、 制 限 酵 素 切 断 に よ り 得 ら れ る DNA断 片 地 図
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チ オ レ ド キ シ ン -ヒ ト OBM融 合 蛋 白 質 (Trx-hOBM)の 発 現
(1)チ オ レ ド キ シ ン -ヒ ト OBM融 合 蛋 白 質 (Trx-hOBM)発 現 ベ ク タ ー の 構 築



の 解 析 並 び に DNA配 列 の 決 定 に よ り 、 hOBM cDNA断 片 が チ オ レ ド キ シ ン 遺 伝 子 に 同
じ 読 み 枠 で 結 合 し て い る プ ラ ス ミ ド を 持 っ 菌 株 を 選 択 し た 。 得 ら れ た 菌 株 を GI72
4/pTrxhOBMと 名 付 け た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　
　 GI724/pTrxhOBM株 及 び pTrxFus を 持 つ GI724株 (GI724/pTrxFus)を そ れ ぞ れ 2ml
の RMG‐ Amp培 地 (0.6% Na 2 HPO 4 、 0.3% KH 2 PO 4 、 0.05% NaCl、 0.1% NH 4 Cl、 2
% カ ザ ミ ノ 酸 、 1% グ リ セ ロ ー ル 、 1mM MgCl 2 、 100 μ g/mlア ン ピ シ リ ン 、 pH 7.
4) 中 、 37℃ で 6時 間 振 盪 培 養 し た 。 菌 液  0.5ml を 50ml の Induction培 地 (0.6% N
a 2 HPO 4 、 0.3% KH 2 PO 4 、 0.05% NaCl、 0.1% NH 4 Cl、 0.2%カ ザ ミ ノ 酸 、 0.5%グ
ル コ ー ス 、 1mM MgCl 2 、 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン 、 pH7.4)に 添 加 し 、 30℃ で 振 盪
培 養 し た 。 OD 6 0 0 n m  に お け る 値 が 約 0.5に な っ た 時 点 で 、 最 終 濃 度 が 0.1mg/mlに
な る よ う に レ ト リ プ ト フ ァ ン を 添 加 し 、 更 に 30℃ で 6時 間 振 盪 培 養 し た 。 菌 液 を 3
,000× gで 遠 心 し 菌 体 を 集 め 、 12.5 ml の PBS に 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を 超 音 波 発 生
装 置 (Ultrasonics社 )に か け 菌 体 を 破 砕 し 、 7,000 × gで 30分 間 遠 心 し て 上 清 を 集
め て 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 と し た 。 こ れ ら の 画 分 溶 液 10μ lず つ を 還 元 条 件 下 で の SDS
-PAGE(10%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド )に 供 し た 。 こ の 結 果 、 図 23に 示 す よ う に 、 GI724/
pTrxOBM の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 に は 、 GI724/pTrxFus の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 に は 見 ら
れ な い 分 子 量 約 40,000の 蛋 白 質 の バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 チ オ レ
ド キ シ ン と ヒ ト OBMの 融 合 蛋 白 質 (Trx-hOBM) が 大 腸 菌 中 で 発 現 し て い る こ と が 確
認 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　
　 発 現 さ せ た Trx-hOBMが OCIFと 結 合 す る こ と を 、 以 下 の 実 験 に よ り 確 認 し た 。 即
ち 、 96ウ ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc社 )の 各 ウ ェ ル に 10mM 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水
溶 液 で 5000倍 に 希 釈 し た 抗 チ オ レ ド キ シ ン 抗 体 (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 )を 100μ l 
ず つ 添 加 し 4℃ で 一 夜 放 置 し た 。 各 ウ ェ ル 中 の 液 を 捨 て た 後 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪
印 乳 業 社 )を PBSで 2倍 希 釈 し た 溶 液  (BA-PBS) を 各 ウ ェ ル に 200 μ lず つ 添 加 し 室
温 で 1時 間 放 置 し た 。 液 を 捨 て た 後 、 各 ウ ェ ル を P-PBSで 3回 洗 浄 し た 。 各 ウ ェ ル
に BA-PBSで 段 階 希 釈 し た 上 記 GI724/pTrxhOBM 由 来 及 び  GI724/pTrxFus 由 来 可 溶
性 蛋 白 質 画 分 溶 液 を  100μ l ず つ 添 加 し 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 P-PBSで 各 ウ ェ ル
を 3回 洗 浄 し た 後 、 BA-PBSで 希 釈 し た OCIF(100ng/ml)を 各 ウ ェ ル に 100μ ず つ 添 加
し 室 温 に 2時 間 放 置 し た 。 P-PBSで 各 ウ ェ ル を 3回 洗 浄 し た 後 、 BA-PBSで 2000倍 に
希 釈 し た WO96/26217号 記 載 の パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た 抗 OCIF抗 体 を 各 ウ ェ ル に
100μ lず つ 添 加 し 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 P-PBS で 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 し た 後 、
TMB 溶 液 を  100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 約 10分 間 放 置 し た 後 、 停 止 液 (St
opping Reagent)を  100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 各 ウ ェ ル の 450 nmに お け る 吸
光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 結 果 を 図 24に 示 す 。  GI724/pTrxF
us由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 溶 液 を 添 加 し た も の 、 添 加 し な か っ た も の の 間 で 吸 光 度
に は 差 異 は 見 ら れ な か っ た が 、 GI724/pTrxhOBM 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 溶 液 を 添
加 し た も の で は 、 そ の 添 加 濃 度 が 増 加 す る に つ れ て 吸 光 度 が 上 昇 し た 。 又 、 添 加
す る 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 溶 液 の 希 釈 割 合 を 一 定 (1%濃 度 )に し 、 BA-PBSで 段 階 希 釈 し
た OCIF(0-100ng/ml)を 添 加 し た 場 合 の 実 験 結 果 を 図 25に 示 す 。  GI724/pTrxFus
由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 溶 液 を 用 い た も の で は 、 OCIFの 濃 度 に 係 わ り な く 吸 光 度 は
低 値 で あ っ た が 、 GI724/pTrxhOBMに 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 溶 液 を 添 加 し た も の で
は 、 OCIF濃 度 が 増 加 す る に つ れ て 吸 光 度 が 増 加 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 GI724/
pTrxhOBMで 生 産 さ れ る Trx-hOBMに は 、 OCIFと 結 合 す る 能 力 が あ る こ と が 確 認 さ れ
た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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(2)大 腸 菌 で の Trx-hOBMの 発 現

(3) Trx-hOBM の OCIFと の 結 合 能 　

(4)Trx-hOBMを 生 産 す る 大 腸 菌 の 大 量 培 養 　



　 GI724/pTrxhOBMを RMG-Amp 寒 天 培 地 (0.6%Na 2 HPO 4 、 0.3% KH 2 PO 4 、 0.05% N
aCl、 0.1% NH 4 Cl、 2% カ ザ ミ ノ 酸 、 1.5% 寒 天 、 pH 7.4)に 白 金 耳 で 塗 抹 し 、 30
℃ で 一 夜 培 養 し た 。 菌 体 を 10ml の Induction培 地 に 懸 濁 し 、 5mlず つ を 500 mlの I
nduction 培 地 の 入 っ た 2 l用 三 角 フ ラ ス コ 計 2本 に 添 加 し 、 30℃ で 振 盪 培 養 し た
。 OD 6 0 0 n m  で の 吸 光 度 が 約 0.5に な っ た 時 点 で 最 終 濃 度 が 0.1 mg/mlと な る よ う
に L‐ ト リ プ ト フ ァ ン を 添 加 し 、 更 に 30℃ で 6時 間 振 盪 培 養 し た 。 菌 液 を 3,000× g
 で 20分 間 遠 心 分 離 し て 菌 体 を 集 め 、 菌 体 を 160 mlの PBS に 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を
超 音 波 発 生 装 置 (Ultrasonics社 )に か け 菌 体 を 破 砕 し 、 7,000× g で 30分 間 遠 心 分
離 し て 上 清 を 集 め 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 と し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 TSKgel AF-ト レ シ ル ト ヨ パ ー ル 650 (東 ソ ー 社 ) 2gと 、 WO96/26217号 公 報 記 載
の 方 法 で 調 製 し た 遺 伝 子 組 み 換 え 型 OCIF35.0 mgを 含 む 1.0Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝
液  (pH 7.5) 40mlと を 混 合 し 、 4℃ で 一 夜 緩 や か に 振 盪 す る こ と に よ り カ ッ プ リ
ン グ 反 応 を 行 っ た 。 過 剰 な 活 性 基 を 不 活 性 化 す る た め 、 遠 心 分 離 に よ り 上 清 を 除
去 し た 後 、 40mlの 0.1Mト リ ス ‐ 塩 酸 緩 衝 液  (pH 7.5)を 沈 殿 し た 担 体 に 加 え 、 室
温 で 1時 間 穏 や か に 振 盪 し た 。 0.01% Polysorbate 80 と 0.2M NaCl を 含 む 0.1Mグ
リ シ ン ‐ 塩 酸 緩 衝 液  (pH 3.3) 及 び 0.01% Polysorbate 80 と 0.2M NaClを 含 む 0.
1M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液  (pH 2.0)を 通 液 し カ ラ ム を 洗 浄 し た 後 、 0.01%Pol
ysorbate 80 を 含 む 10 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液  (pH7.4)で 2回 洗 浄 し 、 カ ラ
ム を 平 衡 化 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　
　 Trx-hOBMの 精 製 は 、 特 に 断 ら な い 限 り 4℃ で 行 っ た 。 上 記 の OCIF固 定 化 ア フ ィ
ニ テ ィ ー 担 体 (10ml) と 上 記 実 施 例 25-(4)記 載 の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 溶 液  (120ml)
と を 混 合 後 、 50ml遠 心 管  (4本 )中 で 、 ロ ー テ ー タ ー を 用 い て 4℃ で 一 夜 穏 や か に
振 盪 し た 。 こ の 混 合 液 中 の 担 体 を エ コ ノ カ ラ ム (内 径 1.5cm× 長 さ 15cm、 バ イ オ ラ
ッ ド 社 )に 充 填 し た 。 0.01% Polysorbate 80 を 含 む PBS 300ml、 0.01% Polysorba
te 80 及 び 2.0MNaClを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 7.0) 100ml、 0.01% Polysor
bate 80 及 び 0.2M NaClを 含 む 0.1M グ リ シ ン ‐ 塩 酸 緩 衝 液 (pH 3.3) 100mlを 順 次
通 液 し て カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 次 に 、 0.01% Polysorbate 80 及 び 0.2M NaClを 含 む
0.1 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH 2.0)を 通 液 し 、 カ ラ ム に 吸 着 し た 蛋 白 質 を
溶 出 し た 。 溶 出 液 は 5mlず つ 分 取 し た 。 分 取 し た 画 分 に は 、 10%容 量 の 2Mト リ ス 溶
液  (pH 8.0) を 加 え て 直 ち に 中 和 し た 。 溶 出 液 各 画 分 中 の Trx-hOBMの 有 無 を 、 実
施 例 25-(3)記 載 の 方 法 に よ り 調 べ た 。 又 、 Trx-hOBMを 含 む 画 分 を 集 め 、 更 に 精 製
を 進 め た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　 上 記 実 施 例 25-(6)記 載 の Trx-hOBMフ ラ ク シ ョ ン 約 25mlを Centriplus10及 び Cent
ricon 10 (Amicon社 )を 用 い て 、 約 0.5mlに 遠 心 濃 縮 し た 。 こ の 濃 縮 サ ン プ ル を 予
め 0.01% Polysorbate 80 を 含 む PBSで 平 衡 化 し た Superose12 HR 10/30カ ラ ム (1.
0× 30cm、 フ ァ ル マ シ ア 社 )に 負 荷 し た 。 移 動 相 と し て 0.01% Polysorbate 80 を
含 む PBSを 用 い 、 流 速 0.25ml/minで カ ラ ム を 展 開 し た 。 カ ラ ム か ら の 溶 出 液 は 0.2
5mlず つ 分 取 し た 。 分 取 し た 画 分 の Trx-hOBMは 、 実 施 例 25-(3)記 載 の 方 法 及 び SDS
-PAGEに よ り 検 出 し た 。 純 化 さ れ た Trx-hOBMを 含 む フ ラ ク シ ョ ン を 集 め 、 Trx-hOB
Mの 蛋 白 質 濃 度 を 測 定 し た 。 蛋 白 質 濃 度 は 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 品 と し て 用 い
、 DC-protein assay kit(バ イ オ ラ ッ ド 社 )で 測 定 し た 。
〔 実 施 例 26〕
【 ０ １ ０ ８ 】
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(5) OCIF固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム の 調 製

(6) OCIF固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ る Trx-hOBMの 精 製

(7)ゲ ル 濾 過 に よ る Trx-hOBMの 精 製

hOBMの 破 骨 細 胞 形 成 誘 導 活 性



　 phOBM及 び pcDL-SRα 296を リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン (ギ ブ コ 社 )を 用 い て COS-7細 胞 に
そ れ ぞ れ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 そ れ ぞ れ の 細 胞 を 10% FCSを 含 む DMEMで 1日 間 培
養 後 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 カ バ ー グ ラ ス (1mm丸 形 、 マ ツ ナ ミ 社 )を 敷 い た 24ウ ェ ル
プ レ ー ト に 1ウ ェ ル 当 た り 5× 10 4 個 の 細 胞 を 播 種 し 、 さ ら に 2日 間 培 養 し た 。 培 養
プ レ ー ト を PBSで 1回 洗 浄 し た 後 、 1%パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む PBSを 加 え て
室 温 で 8分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 細 胞 を カ バ ー グ ラ ス 上 に 固 定 化 し た 。 細 胞 を 固 定
化 し た プ レ ー ト を PBSで 6回 洗 浄 し た 後 、 10 - 8 M活 性 化 ビ タ ミ ン D 3 、 10

- 7 Mデ キ サ
メ サ ゾ ン 、 10%牛 胎 児 血 清 を 含 む α -MEMに て 1× 10 6 個 /mlに な る よ う に 懸 濁 し た マ
ウ ス 脾 臓 細 胞 を 1ウ ェ ル 当 た り 700μ lず つ 添 加 し た 。 各 ウ ェ ル 上 に Millicell PCF
(ミ リ ポ ア 社 )を セ ッ ト し 、 上 記 培 地 に て 4× 10 4 個 /mlに 懸 濁 し た ST2細 胞 を Millic
ell PCF中 に 700μ lず つ 添 加 し 、 37℃ で 6日 間 培 養 し た 。 培 養 終 了 後 、 Millicell 
PCFを 取 り 除 き 、 プ レ ー ト を PBSで 1回 洗 浄 後 、 ア セ ト ン -エ タ ノ ー ル 溶 液 (50:50)
で 1分 間 細 胞 を 固 定 し た 後 、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキ ッ ト (シ グ マ 社 )を 用
い て 破 骨 細 胞 特 異 的 マ ー カ ー で あ る 酒 石 酸 耐 性 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 (TRAP
活 性 )を 示 す 細 胞 の み を 染 色 し た 。 顕 微 鏡 観 察 の 結 果 、 ヒ ト OBM cDNAを 含 ま な い
ベ ク タ ー の み の pcDL-SRα 296を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 を 固 定 化 し た ウ
ェ ル 中 に は TRAP活 性 を 示 す 細 胞 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た の に 対 し 、 phOBMを ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 固 定 化 し た ウ ェ ル 中 に は 65± 18個 (n=3、 平 均 値 ± 標 準 偏
差 )の TRAP陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 又 、 こ れ ら の TRAP陽 性 細 胞 は 1 2 5 I -標 識 サ ケ
カ ル シ ト ニ ン (ア マ シ ャ ム 社 )と 特 異 的 結 合 を 示 し た こ と か ら 、 カ ル シ ト ニ ン レ セ
プ タ ー を 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 本 発 明 cDNAに よ り
コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 で あ る ヒ ト OBMは 破 骨 細 胞 形 成 を 誘 導 す る 活 性 が あ る こ と が
明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 27〕
【 ０ １ ０ ９ 】

　 マ ウ ス 脾 臓 細 胞 を 10 - 8 M活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 、 10
- 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 、 10%牛 胎

児 血 清 を 含 む α -MEMに 2× 10 6 個 /mlに な る よ う に 懸 濁 し 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト に
1ウ ェ ル あ た り 350μ l添 加 し た 。 精 製 し た Trx-hOBMを 上 記 培 地 で 希 釈 し た 溶 液
(40ng/ml)、 pCEPshOBMま た は pCEP4を 形 質 導 入 し た 293-EBNA細 胞 を IMDM-10%FBSで
培 養 し た 培 養 上 清 を 上 記 培 地 に て 10倍 希 釈 し た 溶 液 ま た は 上 記 培 地 の み を そ れ ぞ
れ 350μ l添 加 し た 後 、 Millicell PCF(ミ リ ポ ア 社 )を 各 ウ ェ ル に セ ッ ト し 、 上 記
培 地 に て 懸 濁 し た 4× 10 4 個 /mlの ST2細 胞 を Millicell PCFに 600μ l添 加 し た 。 6日
間 培 養 し た 後 、 MillicellPCFを 取 り 除 き 、 プ レ ー ト を PBSで 1回 洗 浄 後 、 ア セ ト ン
-エ タ ノ ー ル 溶 液 (50:50)で 1分 間 細 胞 を 固 定 し た 後 、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATAS
Eキ ッ ト (シ グ マ 社 )を 用 い て 酒 石 酸 耐 性 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 (TRAP活 性 )を
示 す 細 胞 の み を 染 色 し た 。 顕 微 鏡 観 察 の 結 果 、 Trx-hOBMを 添 加 し な か っ た ウ ェ ル
中 に は TRAP活 性 を 示 す 細 胞 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た の に 対 し 、 Trx-hOBMを 添 加 し
た ウ ェ ル に は 115± 19個 (n=3、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 )の TRAP陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た 。
同 様 に 、 pCEP4で 形 質 導 入 さ れ た 293-EBNAの 培 養 上 清 を 添 加 し た ウ ェ ル 中 に は TRA
P活 性 を 示 す 細 胞 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た の に 対 し 、 pCEPshOBMで 形 質 導 入 さ れ た
293-EBNAの 培 養 上 清 を 添 加 し た ウ ェ ル に は 125± 23個 (n=3、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 )の
TRAP陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た 。 又 、 こ れ ら TRAP陽 性 細 胞 は 1 2 5 I標 識 し た サ ケ カ ル シ
ト ニ ン (ア マ シ ャ ム 社 )と 特 異 的 結 合 を 示 し こ と か ら 、 カ ル シ ト ニ ン レ セ プ タ ー を
発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Trx-hOBM及 び 分 泌 型 OBMに
は 、 破 骨 細 胞 形 成 を 誘 導 す る 活 性 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
〔 実 施 例 28〕
【 ０ １ １ ０ 】

　 免 疫 抗 原 と し て 用 い る マ ウ ス sOBM又 は ヒ ト sOBMは 、 前 記 の 方 法 に 従 っ て 得 た 。
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即 ち 、 マ ウ ス sOBM cDNA (マ ウ ス OBMの N末 端 か ら 72番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ
せ た 膜 結 合 部 位 を 持 た な い マ ウ ス sOBM(配 列 表 配 列 番 号 16)を コ ー ド す る cDNA、 配
列 表 配 列 番 号 18)又 は ヒ ト OBM cDNA(ヒ ト OBMの N末 端 か ら 71番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 を
欠 損 さ せ た 膜 結 合 部 位 を 持 た な い ヒ ト sOBM(配 列 表 配 列 番 号 17)を コ ー ド す る cDNA
、 配 列 表 配 列 番 号 19)を 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の κ -チ ェ ー ン の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー pSecTagA(イ ン ビ ト ロ ー ゲ ン 社 )の HindII
I/EcoRV断 片 (5.2kb)と 、 OBMcDNAの EcoRI/PmaCI断 片 (0.32kb)と と も に ラ イ ゲ ー シ
ョ ン キ ッ ト ver.2(宝 酒 造 社 )を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 い 、 そ の 反 応 生 成 物 を
用 い て 大 腸 菌 DH5α を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 か ら ア ル カ リ S
DS法 に よ り プ ラ ス ミ ド を 精 製 し 、 制 限 酵 素 で 切 断 す る こ と に よ り pSec　 TagAに 0.
6Kbと 0.32 Kbの 断 片 が 挿 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 選 び 出 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を ダ
イ タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル シ ー ク エ ン シ ン グ FSキ ッ ト (パ ー キ ン -エ ル マ ー 社 )を
用 い て シ ー ク エ ン ス を 確 認 し た 結 果 、 こ の プ ラ ス ミ ド が マ ウ ス 又 は ヒ ト sOBMを コ
ー ド す る 配 列 を 有 す る こ と を 確 認 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 制 限 酵 素 NheI、 XhoIで
切 断 し た 後 、 分 泌 型 OBM cDNAに 相 当 す る 断 片 (1.0kb)を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
で 回 収 し た 。 こ の 断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン キ ッ ト を 用 い て 発 現 ベ ク タ ー pCEP4(イ ン
ビ ト ロ ー ゲ ン 社 )の NheI/XhoI断 片 (10.4kb)に 挿 入 し 、 そ の 反 応 生 成 物 を 用 い て 大
腸 菌 DH5α を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た ア ン ピ シ リ ン 耐 性 株 か ら ア ル カ リ SDS法 に よ
り プ ラ ス ミ ド を 精 製 し 、 制 限 酵 素 で 切 断 し て 解 析 す る こ と に よ り 、 目 的 の 構 造 を
持 っ た 分 泌 型 OBM発 現 プ ラ ス ミ ド (pCEP sOBM)を 持 つ 大 腸 菌 株 を 選 び 出 し た 。 pCEP
 sOBMを 持 つ 大 腸 菌 株 を 培 養 し 、 キ ア フ ィ ル タ ー プ ラ ス ミ ド ミ デ ィ キ ッ ト (キ ア ゲ
ン 社 )を 用 い て pCEP sOBMを 精 製 し た 。 次 に 、 293-EBNA細 胞 を 10%FCSを 含 む IMDM(I
MDM-10%FCS)に 懸 濁 し 、 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト し た 24ウ ェ ル プ レ ー ト (住 友 べ 一 ク ラ イ
ト 社 )に 2× 10 5 個 /2ml/ウ ェ ル に な る よ う に 播 種 し 、 一 夜 培 養 し た 。 こ の 細 胞 に 1
μ gの pCEP sOBM又 は pCEP4を リ ポ フ ェ タ ミ ン (ギ ブ コ 社 )4μ lを 用 い て 形 質 導 入 し
、 0.5mlの 無 血 清 IMDM又 は IMDM-10%FCS中 で さ ら に 2日 間 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 を
回 収 し た 。 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス 可 溶 性 OBM(msOBM)あ る い は ヒ ト 可 溶 性 OBM(hsOB
M)の 高 生 産 細 胞 株 を 以 下 の よ う に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 msOBMあ る い は hsOBMを 含
む と 見 ら れ る 培 養 上 清 に 最 終 濃 度 が 0.1Mに な る よ う に 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 添 加
後 、 そ れ ぞ れ の 培 養 上 清 を 100μ lず つ 96ウ ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc社 )の 各 ウ ェ
ル に 添 加 し 、 4℃ で 一 夜 放 置 し て 培 養 上 清 中 の msOBMあ る い は hsOBMを 各 ウ ェ ル に
固 相 化 し た 。 こ の プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に PBSで 4倍 希 釈 し た ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印
乳 業 社 )溶 液 (B-PBS)を 200μ l加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 。 0.1%polysprbate20を
含 む PBS(P-PBS)で 3回 洗 浄 後 、 B-PBSで 段 階 的 に 希 釈 し た 遺 伝 子 組 み 換 え OCIF(rOC
IF)溶 液 (3～ 100ng/ml)を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ で 2時 間 放 置 し た 。
そ の プ レ ー ト を PBSで 3回 洗 浄 し た 後 、 B-PBSで 希 釈 し た パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 O
CIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (WO96/26217号 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ で 2
時 間 放 置 し た 。 P-PBSで 各 ウ ェ ル を 6回 洗 浄 後 、 TMB溶 液 (TMB Soluble Agent, Hig
hsensitivity, Scytek社 )を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 約 10分 間 放 置 し
た 後 、 停 止 液 (Stopping Reagent, Scytek社 )を 100μ lず っ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 各
ウ ェ ル の 450nmに お け る 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し た 。 msOBMあ
る い は hsOBMの 生 産 細 胞 株 の 培 養 上 清 を 固 相 化 し た プ レ ー ト で は 、 OCIFの 添 加 濃
度 に 比 例 し て 、 吸 光 度 が 顕 著 に 増 加 し た 。 msOBMあ る い は hsOBMの 生 産 細 胞 株 に つ
い て 、 そ の 吸 光 度 の 増 加 の 割 合 の 高 い 生 産 株 を 、 そ れ ぞ れ 高 生 産 株 と し て 選 択 し
た 。 こ の よ う に 選 択 さ れ た msOBMあ る い は hsOBM高 生 産 293-EBNA細 胞 を そ れ ぞ れ 5%
FCSを 含 有 す る IMDMを 培 地 と し て 用 い 、 T-フ ラ ス コ (T-225)を 25枚 用 い て 大 量 培 養
し た 。 コ ン フ ル エ ン ト に 達 し た 後 、 新 鮮 な 培 地 を T-225フ ラ ス コ 1枚 当 た り 100ml
ず つ 加 え 、 3～ 4日 間 培 養 し て 、 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 こ の 操 作 を 4回 繰 り 返 し て
、 msOBMあ る い は hsOBMを 含 む 培 養 上 清 を そ れ ぞ れ 10リ ッ ト ル 得 た 。 実 施 例 25-(6)
及 び (7)記 載 の 方 法 に 従 い rOCIF固 定 化 カ ラ ム を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
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ラ フ ィ ー お よ び ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と に よ り 、 こ れ ら
培 養 上 清 か ら SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 的 に 均 一 (分 子 量 32kDa)な 精 製 msO
BM及 び hsOBMを そ れ ぞ れ 約 10mg及 び 12mg得 た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 精 製 標 品
を 、 そ れ ぞ れ 免 疫 抗 原 と し て 用 い た 。 得 ら れ た 各 抗 原 を 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩
水 (PBS)に 200μ g/mlに な る よ う に 溶 解 し 、 等 容 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
と 混 合 し 乳 化 後 、 日 本 白 色 ウ サ ギ 各 3羽 に 約 1週 間 間 隔 で 1mlを 皮 下 投 与 し 免 疫 し
た 。 抗 体 価 を 測 定 し 、 抗 体 価 が 最 高 に 到 達 し た 時 点 で 、 ブ ー ス タ ー 投 与 し 、 投 与
10日 後 に 全 採 血 し た 。 抗 血 清 を プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用
バ イ ン デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー (BioRad社 )で 2倍 希 釈 し 、 同 バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た
プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム に 負 荷 し た 。 同 バ ッ フ ァ ー で カ ラ ム を 充 分 洗 浄 後 、 カ ラ ム に
吸 着 し た 抗 sOBM抗 体 を エ ル ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (BioRad社 )あ る い は 0.1Mグ リ シ ン
-HClバ ッ フ ァ ー 、 pH2.9-3.0で 溶 出 し た 。 抗 体 溶 出 液 を 直 ち に 中 和 す る 目 的 で 、 1
.0MTris-HCl,pH8.0を 少 量 含 む 試 験 管 を 用 い て 溶 出 溶 液 を 分 画 し た 。 抗 体 溶 出 液
を PBSに 対 し て 4℃ 、 一 夜 透 析 し た 。 抗 体 溶 液 の 蛋 白 量 を ウ シ IgGを ス タ ン ダ ー ド
と し て Lowry法 に よ り 測 定 し た 。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 含 む 精 製 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン (IgG)が 、 ウ サ ギ 抗 血 清 1ml当 た り 約 10mg得 ら れ た 。
〔 実 施 例 29〕
【 ０ １ １ １ 】

  実 施 例 28で 得 ら れ た ウ サ ギ 抗 ヒ ト sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 固 相 抗 体 及 び 酵
素 標 識 抗 体 と し た サ ン ド イ ッ チ ELISAを 構 築 し た 。 酵 素 標 識 は 、 石 川 ら の 方 法 (Is
hikawa et al:J. Immuno assay, Vol.4, 209-327, 1983)に 従 い パ ー オ キ シ ダ
ー ゼ (POD)標 識 し た 。 実 施 例 28で 得 ら れ た 抗 ヒ ト sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 2μ g/
mlと な る よ う に 0.1M NaHCO 3 溶 液 に 溶 解 し 、 96-ウ ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc
社 )の 各 ウ ェ ル に 100μ lず つ 添 加 、 室 温 で 一 夜 放 置 し た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル に 200
μ lず つ 50%ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印 乳 業 社 )を 加 え 、 室 温 で 1時 間 放 置 し 、 各 ウ ェ ル
を 0.1%polysorbate20を 含 む PBS(洗 浄 バ ッ フ ァ ー )で 3回 洗 浄 し た 。
実 施 例 26の 方 法 と 同 様 に ヒ ト OBMを 発 現 し 実 施 例 2の 方 法 で 精 製 す る こ と に よ り 得
ら れ た 精 製 ヒ ト OBM、 及 び 実 施 例 28で 得 ら れ た 精 製 ヒ ト sOBMを そ れ ぞ れ 一 次 反 応
用 バ ッ フ ァ ー (40%ブ ロ ッ ク エ ー ス 、 0.1%polysorbate20を 含 む 0.2MTris-HClバ ッ
フ ァ ー 、 pH7.2)で 段 階 希 釈 し た 溶 液 を 、 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 室 温 で 2
時 間 放 置 後 、 各 ウ ェ ル を 上 記 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。
二 次 反 応 用 バ ッ フ ァ ー (25%ブ ロ ッ ク エ ー ス 、 0.1%polysorbate20を 含 む 0.1MTris-
HClバ ッ フ ァ ー 、 pH7.2)で 1000倍 希 釈 し た POD標 識 抗 ヒ ト sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 放 置 し た 後 、 各 ウ ェ ル を 3回 洗 浄 バ ッ
フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 各 ウ ェ ル に 酵 素 基 質 溶 液 (TMB, ScyTek社 )を 100μ lず つ 添 加
し 、 室 温 で 10分 間 放 置 後 、 反 応 停 止 液 (Stopping reagent, ScyTek社 )を 100μ lず
つ 各 ウ ェ ル に 加 え て 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。 各 ウ ェ ル の 450nmに お け る 吸 光 度 を
マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 測 定 し た 。 結 果 を 図 26に 示 す 。 ウ サ ギ 抗 ヒ ト
sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISAは 、 ヒ ト sOBM(分 子 量 約 32kD
a)及 び ヒ ト OBM(分 子 量 約 40kDa)を ほ ぼ 等 し く 認 識 し 、 そ れ ぞ れ の 測 定 感 度 は 約 12
.5x10 - 3 pmol/ml(ヒ ト OBMで 約 500pg/ml、 ヒ ト sOBMで 約 400pg/ml)で あ っ た 。 実 施
例 28で 得 ら れ た ウ サ ギ 抗 マ ウ ス sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ELISAに よ る マ
ウ ス sOBM及 び マ ウ ス OBMの 測 定 は 上 記 と 同 様 に 実 施 で き 、 そ れ ぞ れ の 測 定 感 度 も
同 程 度 で 極 め て 微 量 の マ ウ ス sOBMあ る い は マ ウ ス OBMを 測 定 で き る こ と が 明 ら か
と な っ た 。
  以 上 の よ う に 、 実 施 例 28で 得 ら れ た 本 発 明 抗 ヒ ト sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
ヒ ト sOBM及 び ヒ ト OBMの 両 抗 原 を 等 し く 認 識 す る こ と か ら 、 抗 ヒ ト OBM/sOBMポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 名 付 け た 。 又 、 実 施 例 28で 得 ら れ た 抗 マ ウ ス sOBMポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 同 様 に マ ウ ス sOBM及 び マ ウ ス 0BMの 両 抗 原 を 等 し く 認 識 す る こ と か ら
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、 抗 マ ウ ス OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 名 付 け た 。
〔 実 施 例 30〕
【 ０ １ １ ２ 】

  免 疫 用 抗 原 に は 、 実 施 例 28で 得 ら れ た 精 製 ヒ ト sOBMを 用 い た 。 精 製 ヒ ト sOBMを
10μ g/mlに な る よ う に 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し た 。 こ の よ う に し て 調 製 し た ヒ ト sOBM
溶 液 に 、 同 容 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 加 え 良 く 乳 化 し た 後 、 そ れ ぞ れ
の 抗 原 を Balb/cマ ウ ス ー 匹 当 た り 腹 腔 内 に 200μ lず つ 1週 間 間 隔 で 3回 投 与 し 、
マ ウ ス を 免 疫 し た 。 次 に 、 ヒ ト sOBMを 5μ g/ml含 む 生 理 食 塩 水 に 同 容 量 の フ ロ イ
ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 し 、 充 分 乳 化 し た も の を 上 記 Balb/cマ ウ ス ー 匹 あ
た り 200μ lず つ 、 1週 間 間 隔 で 4回 追 加 免 疫 し た 。 4回 目 の 追 加 免 疫 の 1週 間 後 、 ブ
ー ス タ ー と し て ヒ ト sOBMを 10μ g/ml含 む 生 理 食 塩 水 を Balb/cマ ウ ス 1匹 当 た り 100
μ lず つ 静 脈 内 に 投 与 し た 。 最 終 免 疫 後 3日 目 に 脾 臓 を 摘 出 、 脾 臓 細 胞 を 分 離 し 、
マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞  P3x63-AG8.653と を 公 知 の 方 法 (Koehler,G. and Milstein
, C., Nature,256, 495(1975))に 従 い 細 胞 融 合 し た 。 融 合 終 了 後 、 細 胞 懸 濁 液 を
ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ヂ ン を 含 む HAT培 地 中 で 10日 間 培 養 し
た 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 死 滅 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 出 現 し た 後 、 HAT培 地 か ら ア ミ
ノ プ テ リ ン を 除 い た HT培 地 に 培 地 交 換 し 、 培 養 を 継 続 し た 。
〔 実 施 例 31〕
【 ０ １ １ ３ 】

　 実 施 例 30の 細 胞 融 合 及 び 培 養 を 開 始 し て 10日 後 に ハ イ ブ リ ド ー マ の 出 現 を 認 め
た の で 、 下 記 に 記 載 し た 改 良 ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISAに よ り 、 ヒ ト sOBMを 認 識 す
る 高 親 和 性 抗 体 及 び そ の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 を 行 っ た 。 又 、 ヒ
ト sOBMと マ ウ ス sOBMの 両 方 を 認 識 す る 抗 OBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る た め
に 、 ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISA用 抗 原 と し て 、 ヒ ト sOBM以 外 に 実 施 例 27で 得 ら れ た
マ ウ ス sOBMも 使 用 し た 。 ヒ ト sOBM及 び マ ウ ス sOBMを そ れ ぞ れ 5μ g/mlに な る よ う
に 0.1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に 溶 解 し 、 そ れ ぞ れ の 抗 原 溶 液 を 50μ lず つ 96-ウ
ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc社 )の 各 ウ ェ ル に 加 え 、 4℃ で 一 夜 静 置 し そ れ ぞ れ の 抗
原 を 固 相 化 し た 。 各 ウ ェ ル 中 の 抗 原 溶 液 を 捨 て 、 各 ウ ェ ル に 50%ブ ロ ッ ク エ ー ス (
雪 印 乳 業 社 )を 200μ lず つ 加 え 、 室 温 で 1時 間 放 置 し て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 各 ウ ェ
ル を 0.1%polysorbate20を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS-P)で 洗 浄 し 、 各 ウ ェ
ル に 40μ lの 牛 血 清 (ハ イ ク ロ ー ン 社 )を 加 え た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル に 10μ lの ハ イ
ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 加 え 、 80%血 清 濃 度 下 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 80%血 清
存 在 下 で の ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISAの 目 的 は 、 高 濃 度 の 蛋 白 質 及 び 血 清 由 来 の 免
疫 反 応 妨 害 物 質 等 の 存 在 中 で も 微 量 の ヒ ト sOBMあ る い は マ ウ ス sOBMと 結 合 で き る
抗 体 、 即 ち ヒ ト sOBMあ る い は マ ウ ス sOBMに 対 し て 高 親 和 性 の 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド
ー マ を 選 択 す る た め で あ る 。 室 温 で 2時 間 反 応 後 、 プ レ ー ト を PBS-Pで 洗 浄 し 、 25
%ブ ロ ッ ク エ ー ス を 含 む 生 理 食 塩 水 で 5000分 の 1に 希 釈 し た パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識
抗 マ ウ ス IgG(KPL社 )を 各 ウ ェ ル に 50μ l加 え 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 プ レ ー ト
を PBS-Pで 3回 洗 浄 し た 後 、 各 ウ ェ ル に 50μ lの 酵 素 基 質 溶 液 (TMB, ScyTek社 )を 加
え 、 室 温 で 5分 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 反 応 停 止 液 (stopping reagent, ScyTek社
)50μ lを 加 え て 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。 各 ウ ェ ル の 450nmに お け る 吸 光 度 を マ イ
ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (イ ム ノ リ ー ダ ー NJ2000、 日 本 イ ン タ ー メ ッ ド 社 )を 用 い て
測 定 し 、 ヒ ト sOBMあ る い は マ ウ ス sOBMを 認 識 す る 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択
し た 。 特 に 高 い 吸 光 度 (OD 4 5 0 n m )を 示 す そ れ ぞ れ の 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選
択 し 、 そ れ ら を 限 界 希 釈 法 に よ り 3～ 5回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 安
定 な 抗 体 生 産 ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 し た 。 得 ら れ た 抗 体 生 産 株 の 中 か ら 、 さ ら に
抗 体 の 生 産 性 が 高 い ハ イ ブ リ ド ー マ 株 を 選 別 し た 。
〔 実 施 例 32〕
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【 ０ １ １ ４ 】

  実 施 例 31で 得 ら れ た 抗 体 、 即 ち 高 親 和 性 で ヒ ト sOBMを 認 識 す る 抗 体 生 産 ハ ィ ブ
リ ド ー マ 及 び マ ウ ス sOBMに も 交 差 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を そ
れ ぞ れ 培 養 し 、 マ ウ ス ー 匹 当 た り そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 1× 10 6 細 胞 ず つ 、
約 1週 間 前 に プ リ ス タ ン (ア ル ド リ ッ チ ケ ミ カ ル 社 )を 投 与 し て お い た Balb/c系
マ ウ ス の 腹 腔 内 に 移 植 し た 。 約 2～ 3週 間 後 、 蓄 積 し た 腹 水 を 採 取 し 、 本 発 明 の
ヒ ト sOBMあ る い は ヒ ト sOBM及 び マ ウ ス sOBMを 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む
腹 水 を 得 た 。 実 施 例 28に 記 載 し た プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム に よ る 抗 OBM/sOBMポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 精 製 法 に 準 じ て 、 プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム (フ ァ ル マ シ ア 社 )ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 腹 水 か ら 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。
〔 実 施 例 33〕
【 ０ １ １ ５ 】

  ヒ ト sOBMを 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 並 び に ヒ ト sOBM及 び マ ウ ス sO
BMに も 交 差 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 ヒ ト sOBM、 膜 結 合 部 位 を 有
す る intactな ヒ ト OBM、 マ ウ ス sOBM、 及 び 膜 結 合 部 位 を 有 す る intactな マ ウ ス OBM
を 抗 原 と し た 時 の 抗 原 特 異 性 に つ い て 調 べ た 。 30数 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
得 た が 、 そ れ ら の う ち 代 表 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に っ い て の 結 果 を 第 1表 に 示
す 。 こ の 結 果 、 ヒ ト sOBMを 特 異 的 に 認 識 す る 抗 ヒ ト sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ほ
と ん ど 全 て は 膜 結 合 部 位 を 有 す る intactな ヒ ト OBMも 認 識 す る が 、 マ ウ ス sOBM及
び 膜 結 合 部 位 を 有 す る intactな マ ウ ス OBMは 認 識 し な い こ と が 明 ら か と な っ た 。
一 方 、 ヒ ト sOBM及 び マ ウ ス sOBMも 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 得 ら れ た が 、 そ
の 数 は 極 め て 少 な く 、 こ れ ら の 抗 体 は ヒ ト OBM並 び に マ ウ ス OBMに も 交 差 性 を 有 し
て い る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト OBMと マ ウ ス OBMに は 共 通 し た 抗 原
認 識 部 位 、 即 ち エ ピ ト ー プ が 存 在 し て い る こ と を 示 す も の で あ る 。 ヒ ト sOBMを 免
疫 抗 原 と し て 作 製 し た 抗 ヒ ト sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 膜 結 合 型 の intactな 蛋
白 質 で あ る ヒ ト OBMも 等 し く 認 識 す る こ と か ら 、 抗 ヒ ト sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 名 付 け た 。
【 ０ １ １ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〔 実 施 例 34〕
【 ０ １ １ ７ 】

　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス を 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ク
ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス 分 析 キ ッ ト (ア マ シ ャ ム 社 )を 用 い て 検 定 し た 。 検 定 は 、 キ
ッ ト に 指 示 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル に 従 い 実 施 し た 。 代 表 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に つ い て の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 大 多 数
は IgG 1 で あ り 、 そ の 他 IgG 2 a 及 び IgG 2 b も 存 在 し て い た 。 又 、 い ず れ の 抗 体 も ラ
イ ト チ ェ ー ン は κ 鎖 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〔 実 施 例 35〕
【 ０ １ １ ９ 】

  公 知 の 方 法 (Betrand Friguet et al.:Journal of Immunological Methods, 7
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7,305-319,1986)に 従 い 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 解 離 定 数 を 測 定 し た 。 即 ち 、 実
施 例 32で 得 ら れ た 精 製 抗 体 を 5ng/mlに 40%ブ ロ ッ ク エ ー ス 、 0.1% polysorbate20
を 含 む 0.4M Tris-HCl pH7.4(1次 バ ッ フ ァ ー )で 希 釈 し 、 こ れ に 実 施 例 28で 得 ら れ
た 精 製 ヒ ト 可 溶 性 OBM(hsOBM)を 6.25ng/ml～ 10μ g/mlに な る よ う に 1次 バ ッ フ ァ ー
で 希 釈 し た も の を 等 容 量 混 ぜ 、 4℃ で 15時 間 静 置 す る こ と に よ り hsOBMと モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 結 合 さ せ た 。 15時 間 後 、 hsOBMと 未 結 合 の 抗 体 を hsOBM(10μ g/ml、 1
00μ l/ウ ェ ル )を 固 相 化 し た ソ リ ッ ド フ ェ ー ズ ELISAに て 測 定 す る こ
と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の hsOBMに 対 す る 解 離 定 数 を 算 定 し た 。 又 、 hsOB
Mに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り な が ら 、 マ ウ ス 可 溶 性 OBM(msOBM)に も 交 差
す る 抗 体 の msOBMに 対 す る 親 和 性 に つ い て も 、 上 記 の hsOBMの 代 わ り に msOBMを 使
用 す る こ と に よ り 同 様 に 測 定 し た 。 特 に 、 各 抗 原 に 高 い 親 和 性 を 示 し 、 酵 素 免 疫
測 定 法 や そ の 他 バ イ ン デ ィ ン グ ア ッ セ イ 等 に 有 用 な 抗 体 に つ い て の 結 果 を 第 3表
に 示 す 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ の 結 果 、 ヒ ト 可 溶 性 OBM(hsOBM)に 特 異 的 な 抗 体 で あ る H-OBml及 び H-OBM4は 解
離 定 数 (Kd)が 10 - 1 1 Mオ ー ダ ー で 、 hsOBMに 極 め て 高 い 親 和 性 を 有 し て い る こ と が
明 ら か に な っ た 。 一 方 、 hsOBM及 び マ ウ ス 可 溶 性 OBM(msOBM)の 両 方 を 認 識 す る 抗
体 、 H-OBM9の Kd値 は 、 msOBMに 対 し て は 10 - 8 オ ー ダ ー で あ り 、 hsOBMに 対 し て は 10
- 9 Mオ ー ダ ー で あ っ た 。 又 、 表 1に 記 載 の 両 抗 原 を 認 識 す る 他 の 抗 体 、 H-OBml3の
両 抗 原 に 対 す る 解 離 定 数 は 、 H-OBM9と 差 異 は な く 、 両 抗 体 は サ ブ ク ラ ス も 一 致 し
て い る こ と か ら 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 同 一 抗 体 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た
。
〔 実 施 例 36〕
【 ０ １ ２ １ 】

  実 施 例 35で 得 ら れ た 2種 類 の 高 親 和 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 H-OBml及 び H-OBM
4を そ れ ぞ れ 固 相 抗 体 と 酵 素 標 識 抗 体 と し て 、 サ ン ド イ ッ チ ELISAを 構 築 し た 。
抗 体 の 標 識 は 、 マ レ イ ミ ド 活 性 化 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ キ ッ ト (ピ ア ス 社 )を 用 い て
行 っ た 。 H-OBml抗 体 を 10μ g/mlに な る よ う 0.1M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に 溶
解 し 、 100μ lず つ 96-ウ ェ ル イ ム ノ プ レ ー ト (Nunc社 )の 各 ウ ェ ル に 加 え 、 4℃ で 一
夜 静 置 し 固 相 化 し た 。 各 ウ ェ ル の 溶 液 を 捨 て 、 50%濃 度 の ブ ロ ッ ク エ ー ス 300μ l
を 加 え 、 室 温 で 2時 間 静 置 し ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 プ レ ー ト を 0.1
%polysorbate20を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS-P)で 洗 浄 し た 。 ヒ ト 可 溶 性 s
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OBM及 び ヒ ト OBMを そ れ ぞ れ 40%ブ ロ ッ ク エ ー ス (雪 印 乳 業 社 )及 び 0.1%polysorbate
20(和 光 純 薬 社 )を 含 む 0.4MTris-HC(pH7.4)(1次 反 応 バ ッ フ ァ ー )に 溶 解 、 希 釈 し
、 種 々 の 濃 度 の 被 験 溶 液 を 調 製 し た 。 種 々 の 濃 度 に 調 製 し た そ れ ぞ れ の 被 験 溶 液
を 100μ lず つ 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 2時 間 後 、 プ レ ー ト を PB
S-Pで 洗 浄 し 、 25%ブ ロ ッ ク エ ー ス 及 び 0.1%polysorbate20を 含 む 0.2MTris-HCl(pH
7.4)(2次 反 応 バ ッ フ ァ ー )で 希 釈 し た POD標 識 H-OBM4抗 体 を 各 ウ ェ ル に 100μ l加 え
、 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。
プ レ ー ト を PBS-Pで 洗 浄 し た 後 、 各 ウ ェ ル に 100μ lの 酵 素 基 質 溶 液 (TMB,ScyTek社
)を 加 え て 発 色 さ せ た 後 、 反 応 停 止 液 (stopping reagent, ScyTek社 )を 100μ lず
つ 各 ウ ェ ル に 加 え て 酵 素 反 応 を 停 止 し た 。 各 ウ ェ ル の 450nmに お け る 吸 光 度 を マ
イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 測 定 し た 。 結 果 を 図 27に 示 す 。
こ の 結 果 、 実 施 例 35で 得 ら れ た 2種 類 の 高 親 和 性 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 H-OBml及 び H-OBM4を 用 い て 構 築 し た サ ン ド イ ッ チ ELISAは 、 ヒ ト OBM及 び ヒ
ト sOBMを 等 し く 認 識 し 、 そ の 測 定 感 度 は 約 1.25-2.5× 10 - 3 pmol/ml(分 子 量 約 40kD
aの ヒ ト OBMで は 約 50-100pg/ml、 分 子 量 約 32kDaの ヒ ト sOBMで は 約 40-80pg/ml)で
極 め て 微 量 の ヒ ト OBM及 び ヒ ト sOBMを 測 定 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。 尚 、 こ
れ ら 2種 類 の 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 H-OBml及 び H-OBM4を 生 産 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ を H-OBml及 び H-OBM4と 命 名 し 、 ま た マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMも
認 識 し 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 活 性 を 発 揮 す る 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
H-OBM9を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を H-OBM9と 命 名 し た 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ
は 、 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 (現 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総
合 研 究 所 　 微 生 物 寄 託 セ ン タ ー )に 受 託 番 号 FERM BP-6264 (H-OBml)、 FERM BP-62
65 (H-OBM4)、 及 び FERM BP-6266 (H-OBM9)と し て 、 平 成 9年 11月 5日 に そ れ ぞ れ 寄
託 さ れ て い る 。
〔 実 施 例 37〕
【 ０ １ ２ ２ 】

  実 施 例 33及 び 35で 得 ら れ た マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMも 認 識 す る 抗 ヒ ト OBM/sO
BMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 H-OBM9を 固 相 抗 体 と し 、 実 施 例 28で 得 ら れ た 抗 マ ウ ス OB
M/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 酵 素 標 識 抗 体 と す る サ ン ド イ ッ チ ELISAを 構 築 し た
。
マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMを そ れ ぞ れ 実 施 例 35と 同 様 に 一 次 反 応 用 バ ッ フ ァ ー で
段 階 的 に 希 釈 し 、 実 施 例 36と 同 様 の 方 法 に よ り マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMを 測 定
し た 。 結 果 を 図 28に 示 す 。 こ の 結 果 、 本 発 明 の マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMも 認 識
す る 本 発 明 の 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 H-OBM9を 使 用 す る こ と に よ り
、 マ ウ ス OBM及 び マ ウ ス sOBMを 同 様 に 測 定 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。 実 施 例 35の
結 果 に 示 す よ う に 、 こ の 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 H-OBM9は マ ウ ス sO
BMに 対 す る 解 離 定 数 が 高 い 、 即 ち マ ウ ス sOBMに 対 す る 親 和 性 が 比 較 的 低 い こ と か
ら 、 本 ELISAに よ る マ ウ ス OBM(分 子 量 約 40kDa)及 び マ ウ ス sOBM(分 子 量 約 32kDa)の
測 定 感 度 は 、 約 25× 10 - 3 pmol/ml (マ ウ ス OBMで は 約 1ng/ml、 マ ウ ス sOBMで は 約 0.
8ng/ml)程 度 で あ っ た 。
〔 実 施 例 38〕
【 ０ １ ２ ３ 】

  マ ウ ス 脾 細 胞 と ST2細 胞 (マ ウ ス 骨 髄 由 来 間 質 細 胞 )と の co-cultureで osteoclas
t-like cell(OCL)が 誘 導 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る (Endocrinology, 125, 1805-
1813(1989))。 そ こ で 、 OBM/sOBM抗 体 を こ の co-cultureに 添 加 し た 時 、 OCL誘 導 を
抑 制 す る か 否 か を 検 討 し た 。 こ の co-culture系 に お い て は マ ウ ス OBMが 発 現 し て
い る の で 、 実 施 例 に 使 用 す る 抗 体 は マ ウ ス OBMを 認 識 す る ウ サ ギ 抗 マ ウ ス OBM/sOB
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Mポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び ヒ ト OBM及 び マ ウ ス OBMの 両 抗 原 を 認 識 す る ヒ ト 抗 OBM
/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 H-OBM9を 用 い た 。 10%FCSを 含 む α MEMに て 段 階 希 釈 し
た そ れ ぞ れ の OBM抗 体 を 24well plate(ヌ ン ク 社 )に 700μ l/well、 上 記 培 地 に て 懸
濁 し た 雄 マ ウ ス 脾 細 胞 (2× 10 6 /ml)を 350μ l/well添 加 し た 。 次 い で ト リ プ シ ナ イ
ズ し た ST2細 胞 を 4× 10 - 8 M VitaminD 3 及 び 4× 10 - 7 MDexamethazoneを 含 む 上 記 培 地
に 懸 濁 し (8× 10 4 cells/ml)350μ l/well添 加 し 、 37℃ で 6日 間 培 養 し た 。 培 養 プ レ
ー ト を PBSに て 1回 洗 浄 し た の ち 、 50%エ タ ノ ー ル 、 50%ア セ ト ン の 混 合 液 に て 室 温
で 1分 間 固 定 し た 。 プ レ ー ト を 風 乾 し た 後 、 LEUKOCYTE ACID PHOSPHATASEキ ッ ト (
シ グ マ 社 )の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 基 質 液 を 500μ l/well添 加 し 、 37℃ で 55分 間 反 応
さ せ た 。 こ の 反 応 に よ り 破 骨 細 胞 特 異 的 マ ー カ ー で あ る 酒 石 酸 耐 性 酸 性 フ ォ ス フ
ァ タ ー ゼ 活 性 (TRAP活 性 )を 示 す 細 胞 の み が 染 色 さ れ る 。 プ レ ー ト を 蒸 留 水 で 1回
洗 浄 し た 後 風 乾 し て TRAP陽 性 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。 結 果 を 表 4に 示 す 。 こ の 結
果 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び マ ウ ス OBMを 認 識 す る 抗 ヒ
ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 H-OBM9と も 抗 体 濃 度 に 依 存 し て OCL誘 導 を 阻 害
す る こ と が わ か っ た 。
こ れ ら の 抗 体 は 、 破 骨 細 胞 形 成 因 子 、 OCIF/OPGと 同 様 に 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 活 性 を
有 し 、 骨 代 謝 異 常 症 治 療 薬 と し て 有 望 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〔 実 施 例 39〕
【 ０ １ ２ ５ 】

　 成 人 健 常 者 よ り 静 脈 採 取 し た 全 血 か ら 、 Histopaque(sigma社 )を 用 い 、 添 付 の
プ ロ ト コ ー ル に 従 い density gradient法 に よ っ て 単 核 細 胞 を 調 製 し た 。 こ の 単 核
細 胞 を 10 - 7 Mデ キ サ メ サ ゾ ン 、 200ng/mlマ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (ミ ド リ
十 字 杜 )、 10%牛 胎 児 血 清 及 び 実 施 例 15で 得 ら れ た 。 精 製 さ れ た Trx-OBM(0-100ng/
ml)を 含 む α -MEMに 1.3× 10 6 /mlに な る よ う に 懸 濁 し 、 こ の 懸 濁 液 を 48ウ ェ ル プ レ
ー ト に 1ウ ェ ル あ た り 300μ l添 加 し 3日 間 37℃ で 培 養 し た 。 培 養 液 を 上 記 培 地 で 交
換 後 、 さ ら に 4日 間 37℃ で 培 養 し た 。 培 養 し た 細 胞 を 実 施 例 5に 示 し た 方 法 で 酒 石
酸 耐 性 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 (TRAP活 性 )を 示 す 細 胞 を 選 択 的 に 染 色 し 、 染 色
さ れ た 多 核 細 胞 の 数 を 顕 微 鏡 観 察 に よ り 測 定 し た 。 結 果 を 図 29に 示 す 。 こ の 結 果
、 Trx-OBMを 添 加 し な か っ た ウ ェ ル 中 に は TRAP活 性 を 示 す 細 胞 は ほ と ん ど 検 出 さ
れ な か っ た の に 対 し 、 Trx-OBMを 添 加 す る と 濃 度 依 存 的 に TRAP陽 性 多 核 細 胞 が 出
現 し た 。 又 、 こ れ ら の TRAP陽 性 多 核 細 胞 は 破 骨 細 胞 の マ ー カ ー で あ る ビ ト ロ ネ ク
チ ン レ セ プ タ ー も 陽 性 で あ っ た 。 さ ら に 、 同 様 の 培 養 を 48ウ ェ ル プ レ ー ト に 静 置
し た 象 牙 質 切 片 上 で 行 う と 、 Trx-OBM存 在 下 で の み 象 牙 質 切 片 上 に 吸 収 窩 が 形 成
さ れ た 。 こ れ よ り 、 Trx-OBMに は ヒ ト 破 骨 細 胞 形 成 を 誘 導 す る 活 性 が あ る こ と が
明 ら か と な っ た 。
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〔 実 施 例 40〕
【 ０ １ ２ ６ 】

  妊 娠 15日 目 の ddYマ ウ ス (日 本 SLC社 )に [ 4 5 Ca]-CaCl 2 溶 液 (Amersham社 )を 1匹 あ
た り 25μ Ci皮 下 注 射 し 、 胎 仔 の 骨 を 4 5 Caで ラ ベ ル し た 。 翌 日 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 開
腹 し て 、 子 宮 か ら 胎 仔 を 取 り 出 し た 。 胎 仔 よ り 前 肢 を 摘 出 し て 、 皮 膚 及 び 筋 肉 を
剥 が し 長 管 骨 を 摘 出 し 、 さ ら に 軟 骨 を 除 去 し て 長 管 骨 の 骨 幹 部 の み に し た 。 骨 幹
部 は 24穴 プ レ ー ト に 入 れ た 0.5mlの 培 養 液 (0.2%牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (sigma社 )を 含
む BGJb medium(GIBCO BRL社 ))に 1本 ず つ 浮 か べ 、 37℃ , 5% CO 2 存 在 下 で 24時 間 培
養 し た 。 前 培 養 終 了 後 、 各 種 骨 吸 収 因 子 (ビ タ ミ ン D 3 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 、
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1α )、 及 び 正 常 ウ サ ギ IgG(100μ g/ml;対 照
と し て )又 は 実 施 例 28で 得 ら れ た ウ サ ギ 抗 OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 新
し い 培 養 液 (0.5ml)に 長 管 骨 を 移 し 、 さ ら に 72時 間 培 養 し た 。 培 養 終 了 後 、 長 管
骨 は 0.5mlの 5%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 水 溶 液 (和 光 純 薬 社 )に 入 れ 、 室 温 で 3時 間 以 上 処 理
し て 脱 灰 し た 。 培 養 液 及 び ト リ ク ロ ロ 酢 酸 抽 出 液 (共 に 0.5ml)に シ ン チ レ ー タ ー (
AQUASOL-2、 PACKARD社 )5mlを 加 え 、 4 5 Caの 放 射 活 性 を 測 定 し 、 骨 吸 収 に よ り 培 養
液 中 に 遊 離 し た 4 5 Caの 割 合 を 算 出 し た 。 結 果 を 図 30～ 図 33に そ れ ぞ れ 示 す 。 こ の
結 果 、 ビ タ ミ ン D 3  (10

- 8 M)は 骨 吸 収 活 性 を 上 昇 さ せ た が 、 ウ サ ギ 抗 OBM/sOBMポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 加 え る こ と に よ り 、 濃 度 依 存 的 に ビ タ ミ ン D 3 に よ る 骨 吸 収 を 抑
制 し 、 100μ g/mlの 濃 度 に お い て 完 全 に 抑 制 し た (図 30)。 又 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ
ン E 2  (10

- 6 M)あ る い は 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (100ng/ml)は 骨 吸 収 活 性 を 上 昇 さ せ た が
、 ウ サ ギ 抗 OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 添 加 (l00μ g/ml)に よ り 、 プ ロ ス タ グ
ラ ン ジ ン E 2 及 び 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に よ る 骨 吸 収 を ほ ぼ 完 全 に 抑 制 し た (図 31及 び
図 32)。 一 方 、 陽 性 対 照 と し て 用 い た 正 常 ウ サ ギ IgG(100μ g/ml)は 、 プ ロ ス タ グ
ラ ン ジ ン E 2 及 び 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に よ る 骨 吸 収 に 対 し て 影 響 し な か っ た 。 又 、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン 1α (10ng/ml)に よ っ て も 骨 吸 収 が 引 き 起 こ さ れ た が 、 ウ サ ギ 抗 OB
M/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (100μ g/ml)に よ り 有 意 に 抑 制 さ れ た (図 23)。 こ れ ら
の 結 果 よ り 、 本 発 明 抗 体 は 骨 吸 収 抑 制 物 質 と し て 優 れ て い る こ と が 明 ら か と な っ
た 。 マ ウ ス 抗 ヒ ト OBM/sOBM抗 体 で あ る H-OBM9に つ い て も 同 様 の 実 験 を 行 っ た 結 果
、 ウ サ ギ 抗 OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ほ ぼ 同 等 の 骨 吸 収 抑 制 活 性 が あ る こ と
が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】

　 本 発 明 に よ り 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 (Osteoc1astogenesis inhibitory facto
r;OCIF)に 結 合 す る 新 規 な 蛋 白 質 、 そ の 製 造 方 法 、 こ の 蛋 白 質 を 用 い て 該 蛋 白 質
の 発 現 を 調 節 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 該 蛋 白 質 の 作 用 を 阻 害 又 は 修 飾 す
る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 該 蛋 白 質 と 結 合 し て そ の 作 用 を 伝 達 す る レ セ プ タ
ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 及 び こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ た 物 質
を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 、 該 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 、 及 び そ の 抗 体 を 用 い た 骨 代 謝 異
常 治 療 剤 が 提 供 さ れ る 。
ま た 、 本 発 明 に よ り 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 結 合 す る 新 規 な 蛋 白 質 (OCIF
結 合 分 子 )を コ ー ド す る DNA、 そ の DNAに よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
蛋 白 質 、 そ の DNAを 用 い て OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 蛋 白 質 を 遺 伝 子 工 学 的 に 製 造
す る 方 法 、 及 び 該 蛋 白 質 を 含 有 す る 骨 代 謝 治 療 剤 が 提 供 さ れ る 。 更 に 、 OCIF結 合
分 子 の 発 現 を 調 節 す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 OCIF結 合 分 子 と 結 合 し そ の 作 用 を 阻
害 又 は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 OCIF結 合 分 子 と 結 合 し そ の 作 用 を 伝
達 す る レ セ プ タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 得 ら れ
た 物 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
さ ら に 、 破 骨 細 胞 形 成 抑 制 因 子 OCIFに 結 合 す る 新 規 な ヒ ト 蛋 白 質 (ヒ ト 由 来 OCIF
結 合 分 子 、 ヒ ト OBM)を コ ー ド す る DNA、 そ の DNAに よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
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を 有 す る 蛋 白 質 、 そ の DNAを 用 い て OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 性 質 を 有 し 、 破 骨 細
胞 の 分 化 、 成 熟 を 支 持 、 促 進 す る 生 物 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 遺 伝 子 工 学 的 に 製 造
す る 方 法 、 及 び 該 蛋 白 質 を 含 有 す る 骨 代 謝 異 常 症 治 療 剤 が 提 供 さ れ る 。 OCIF結 合
分 子 の 発 現 を 調 節 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 OCIF結 合 分 子 と 結 合 し 、 そ の
作 用 を 阻 害 又 は 修 飾 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 OCIF結 合 分 子 と 結 合 し 、 そ
の 生 物 作 用 を 伝 達 す る レ セ プ タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 及 び こ れ ら の ス ク リ ー
ニ ン グ の 結 果 得 ら れ た 物 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 、 さ ら に ヒ ト 由 来 OCIF結 合 蛋 白
質 に 対 す る 抗 体 及 び そ の 抗 体 を 用 い た 骨 代 謝 異 常 症 の 予 防 及 び /又 は 治 療 薬 が 提
供 さ れ る 。
ま た さ ら に 、 本 発 明 に よ り 、 OCIFに 特 異 的 に 結 合 す る 膜 結 合 分 子 (OCIF binding
molecule;OBM)蛋 白 質 及 び 膜 結 合 部 位 を 欠 損 し た 可 溶 性 OBM(sOBM)の 両 抗 原 を 認 識
す る 抗 体 (抗 OBM/sOBM抗 体 )、 そ の 製 造 方 法 、 こ の 抗 体 を 用 い た OBM及 び sOBMの 測
定 方 法 、 さ ら に こ の 抗 体 を 有 効 成 分 と す る 骨 代 謝 異 常 症 予 防 及 び /又 は 治 療 剤 が
提 供 さ れ る 。
本 発 明 に よ り 得 ら れ た 蛋 白 質 あ る い は 抗 体 は 、 医 薬 あ る い は 研 究 又 は 試 験 用 試 薬
と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
[配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト ]
配 列 番 号 ３ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 SRR2
配 列 番 号 ４ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 ml3PrimerM3
配 列 番 号 ５ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 ml3PrimerRV
配 列 番 号 ６ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 OBM#8
配 列 番 号 ７ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 OBM  HF
配 列 番 号 ８ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 OBM  XR
配 列 番 号 ９ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 OBM  #3
配 列 番 号 １ ０ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 OBM  SalR2
配 列 番 号 １ ３ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 ヒ ト OBM  SF
配 列 番 号 １ ４ ： PCRプ ラ イ マ ー 　 ヒ ト OBM  SalR2
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ９ 】
【 図 １ 】 本 発 明 実 施 例 3の マ ウ ス OBM蛋 白 質 の SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。 　 〔 符 号 の 説 明 〕 　
　 (A):レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー 　 レ ー ン 2:活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で 培
養 し た ST2細 胞 か ら の 部 分 精 製 標 品 (Gly-HCl(pH2.0)溶 出 画 分 )　 レ ー ン 3:活 性 型 ビ タ ミ ン D

3 と デ キ サ メ サ ゾ ン 非 存 在 下 で 培 養 し た ST2細 胞 か ら の 部 分 精 製 標 品 (Gly-HCl(pH2.0)溶 出
画 分 )　 (B):レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー 　 レ ー ン 2:逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製
し た 本 発 明 マ ウ ス OBM蛋 白 質 (実 施 例 3)
【 図 ２ 】 実 施 例 4の 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 ST2へ の 結 合 試 験 の 結
果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 実 施 例 5(1)の 継 代 数 の 違 う 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 ST2に よ る 破 骨 細 胞 形 成 支
持 能 を 示 す 。 　 〔 符 号 の 説 明 〕 　 1:継 代 数 約 10代 の ST2細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 　 2:継
代 数 約 40代 の ST2細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能
【 図 ４ 】 実 施 例 5(2)の 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 及 び デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で の 培 養 に お け る 骨 芽
細 胞 様 ス ト ロ 一 マ 細 胞 膜 上 の 本 発 明 蛋 白 質 発 現 の 経 時 変 化 を 示 す 。
【 図 ５ 】 実 施 例 5(2)の 共 培 養 系 に お け る 破 骨 細 胞 形 成 の 経 時 変 化 を 示 す 。
【 図 ６ 】 実 施 例 5(3)の 共 培 養 期 間 に お い て 、 種 々 の 培 養 期 間 の み OCIF処 理 し た 場 合 の 破 骨
細 胞 形 成 抑 制 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 実 施 例 6の 1251標 識 OCIFと 本 発 明 蛋 白 質 と の ク ロ ス リ ン キ ン グ 試 験 の 結 果 を 示 す
。 　 〔 符 号 の 説 明 〕 　 レ ー ン 1: 1 2 5 I標 識 OCIF-CDDl　 レ ー ン 2: 1 2 5 I標 識 OCIF-CDDlと ST2細
胞 を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の 　 レ ー ン 3:400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIFを 添 加 し て ク ロ ス リ ン ク
さ せ た も の
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【 図 ８ 】 実 施 例 9に お け る 、 SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。 　 〔 符 号 の 説 明 〕 　 レ ー ン 1:pOBM291
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 の 蛋 白 質 を 、 OCIF無 添 加 で 免 疫 沈 降 さ せ た も の 　 レ ー
ン 2: pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 の 蛋 白 質 を 、 OCIFを 添 加 し て 免 疫 沈 降 さ
せ た も の
【 図 ９ 】 実 施 例 10に お け る 、 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS
-7細 胞 へ の 結 合 試 験 の 結 果 を 示 す 。 　 〔 符 号 の 説 明 〕 　 レ ー ン 1及 び 2: 1 2 5 Iで 標 識 し た OCI
Fの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 へ の 結 合 量 　 レ ー ン 3及 び 4: 1 2 5 Iで 標 識 し
た OCIFの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク し た COS-7細 胞 へ の 結 合 量 (400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIF添
加 時 )
【 図 １ ０ 】 実 施 例 11に お け る 、 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFを 用 い た ク ロ ス リ ン ク 試 験 の 結 果 を 示
す 。
【 図 １ １ 】 実 施 例 12に お け る 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 実 施 例 13‐ (2)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 培 養 上 清 中 蛋 白 質 の OCIF結 合
能 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 実 施 例 13‐ (2)に お け る 、 培 養 上 清 の 割 合 を 変 え た 時 の 培 養 上 清 中 蛋 白 質 の OCI
F結 合 能 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 実 施 例 14-(2)に お け る 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た チ オ レ ド キ シ ン と マ ウ ス OBMの 融
合 蛋 白 質 の SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 実 施 例 14‐ (3)に お け る 、 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 の 割 合 を 変 え た 時 の 0CIF結 合 能 を
示 す 。
【 図 １ ６ 】 実 施 例 14‐ (3)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 (1%)の OCIF
結 合 能 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 本 発 明 の マ ウ ス OBM cDNAに よ り 発 現 さ れ 精 製 し て 得 ら れ る 蛋 白 質 マ ウ ス OBM、
及 び 天 然 型 の 精 製 OCIF結 合 蛋 白 質 と OCIFと の 特 異 的 結 合 能 の 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス OBM抗 体 に
よ る 阻 害 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 本 発 明 の cDNAに よ り 発 現 さ れ る 蛋 白 質 、 ヒ ト OBMの SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 本 発 明 cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 へ の
OCIFの 結 合 試 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 本 発 明 cDNAで コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 、 ヒ ト OBMと 1 2 5 I -OCIF(モ ノ マ ー 型 )と の ク
ロ ス リ ン キ ン グ 試 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 実 施 例 23‐ (2)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 培 養 液 上 清 中 蛋 白 質 (分 泌 型 hO
BM)の OCIF結 合 能 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 実 施 例 23‐ (2)に お け る 、 OCIF濃 度 を 一 定 に し 、 添 加 す る 培 養 液 量 を 変 え た 時
の 培 養 液 上 清 中 蛋 白 質 (分 泌 型 ヒ ト OBM)の OCIF結 合 能 を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た チ オ レ ド キ シ ン と ヒ ト OBMの 融 合 蛋 白 質 の SDS-PAGEの 結 果
を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 実 施 例 24‐ (3)に お け る 、 チ オ レ ド ト キ シ ン と ヒ ト OBMの 融 合 蛋 白 質 を 含 む 大 腸
菌 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 の 添 加 割 合 を 変 え た 時 の 融 合 蛋 白 質 と 、 OCIFと の 結 合 能 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 実 施 例 24‐ (3)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 大 腸 菌 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
中 の チ オ レ ド ト キ シ ン と ヒ ト OBMの 融 合 蛋 白 質 と 、 OCIFと の 結 合 能 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 本 発 明 の ウ サ ギ 抗 ヒ ト OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELIS
Aに よ る 、 ヒ ト OBM及 び sOBMの 測 定 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 本 発 明 の 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ
る 、 ヒ ト OBM及 び sOBMの 測 定 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 本 発 明 の マ ウ ス OBM及 び sOBMに も 交 差 性 を 有 す る 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ る 、 マ ウ ス OBM及 び sOBMの 測 定 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 チ オ レ ド ト キ シ ン と マ ウ ス OBMの 融 合 蛋 白 質 に よ る ヒ ト 破 骨 細 胞 様 細 胞 形 成 の
促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 ビ タ ミ ン D 3 刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る 抑 制 を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 (PGE 2 )刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る
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抑 制 を 示 す 。
【 図 ３ ２ 】 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (PTH)刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る 抑 制
を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1α (1L-1)刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る
抑 制 を 示 す 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ １ ３ ０ 】
１ 　 図 １ 　 (A):レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー 　
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で 培 養 し た ST2細 胞 か
ら の 部 分 精 製 標 品 (Gly-HCl(pH2.0)溶 出 画 分 )　
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 3:活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン 非 存 在 下 で 培 養 し た ST2細 胞
か ら の 部 分 精 製 標 品 (Gly-HCl(pH2.0)溶 出 画 分 )　
　 　 　 　 　 (B):レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー 　
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し た 本 発 明 マ ウ ス OBM蛋
白 質 (実 施 例 3)
２ 　 図 ３ 　 1:継 代 数 約 10代 の ST2細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 　 2:継 代 数 約 40代 の ST2細 胞 の
破 骨 細 胞 形 成 支 持 能
３ 　 図 ７ 　 レ ー ン 1: 1 2 5 I標 識 OCIF-CDDl
　 　 　 　 　 レ ー ン 2: 1 2 5 I標 識 OCIF-CDDlと ST2細 胞 を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の 　
　 　 　 　 　 レ ー ン 3:400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIFを 添 加 し て ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
４ 　 図 ８ 　 レ ー ン 1:pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 の 蛋 白 質 を 、 OCIF無 添 加 で
免 疫 沈 降 さ せ た も の 　
　 　 　 　 　 レ ー ン 2: pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 の 蛋 白 質 を 、 OCIFを 添 加
し て 免 疫 沈 降 さ せ た も の
５ 　 図 ９ 　 レ ー ン 1及 び 2: 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7
細 胞 へ の 結 合 量 　
　 　 　 　 　 レ ー ン 3及 び 4: 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク し た COS-7細
胞 へ の 結 合 量 (400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIF添 加 時 )
６ 　 図 １ ０ 　 レ ー ン 1: 1 2 5 I標 識 OCIF
　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2: 1 2 5 I標 識 OCIFと 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 を ク ロ
ス リ ン ク さ せ た も の
　 　 　 　 　 　 レ ー ン 3:400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIF存 在 下 て 、 1 2 5 I標 識 OCIFと 、 pOBM291を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
７ 　 図 １ １ 　 レ ー ン 1:ビ タ ミ ン D及 び デ キ サ メ サ ゾ ン 無 添 加 で 培 養 し た ST2細 胞 由 来 RNA
　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:ビ タ ミ ン D及 び デ キ サ メ サ ゾ ン を 添 加 し 培 養 し た ST2細 胞 由 来 RNA
８ 　 図 １ ２ 　 ○ :pCEP4
　 　 　 　 　 　 ● :pCEP sOBM
９ 　 図 １ ３ 　 ○ :pCEP4
　 　 　 　 　 　 ● :pCEP sOBM
１ ０ 　 図 １ ４ 　 レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 3:GI724/pTrxOBM25由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
１ １ 　 図 １ ５ 　 □ :GI724/pTrxFus
　 　 　 　 　 　 　 ○ :GI724/pTrxOBM25
１ ２ 　 図 １ ６ 　 □ :GI724/pTrxFus
　 　 　 　 　 　 　 ○ :GI724/pTrxOBM25
１ ３ 　 図 １ ７ 　 1:抗 体 で 処 理 し た cDNAに よ り 発 現 さ れ 精 製 し て 得 ら れ る 蛋 白 質 、 OBM+ 1 2 5 I
-OCIF
　 　 　 　 　 　 　 2:抗 体 で 処 理 し た 天 然 型 の 蛋 白 質 + 1 2 5 I‐ OCIF
　 　 　 　 　 　 　 3:抗 体 未 処 理 の cDNAに よ り 発 現 さ れ て 得 ら れ る 蛋 白 質 、 マ ウ ス OBM+ 1 2 5 I‐
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OCIF
　 　 　 　 　 　 　 4:抗 体 未 処 理 の 天 然 型 の 蛋 白 質 + 1 2 5 I‐ OCIF
　 　 　 　 　 　 　 5:3+非 標 識 OCIF( 1 2 5 I-OCIFの 400倍 量 )
　 　 　 　 　 　 　 6:4+非 標 識 OCIF( 1 2 5 I-OCIFの 400倍 量 )
１ ４ 　 図 １ ８ 　 レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:本 発 明 の cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た COS-7細 胞 の 蛋 白 質 を OCIF無 添 加 で ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ た
も の
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 3:本 発 明 cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た C
OS-7細 胞 の 蛋 白 質 を OCIF添 加 で ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ た も の
１ ５ 　 図 １ ９ 　 レ ー ン 1:phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 に 1 2 5 I -OCIFを 添 加 し た
も の
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 に 1 2 5 I -OCIFを 添 加 し 、
さ ら に 400倍 量 の 非 標 識 OCIFを 加 え た も の
１ ６ 　 図 ２ ０ 　 レ ー ン 1:  1 2 5 I-OCIF
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:  1 2 5 I‐ OCIFと phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 膜 上 の 蛋
白 質 と を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 3:400倍 濃 度 の 非 標 識 OCIF存 在 下 で 、 1 2 5 I -OCIFと phOBMを ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 膜 上 の 蛋 白 質 と を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
１ ７ 　 図 ２ １ 　 ○ :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 ま な い ベ ク タ ー の み の pCEP4を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
　 　 　 　 　 　 　 ● :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー の pCEPshOBMを ト
ラ ン ス フ ェ ク し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
１ ８ 　 図 ２ ２ 　 ○ :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 ま な い ベ ク タ ー の み の pCEP4を ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
　 　 　 　 　 　 　 ● :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー の pCEPshOBMを ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
１ ９ 　 図 ２ ３ 　 レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 2:大 腸 菌 GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
　 　 　 　 　 　 　 レ ー ン 3:大 腸 菌 GI724/pTrxhOBM由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
２ ０ 　 図 ２ ４ 　 ○ :大 腸 菌 GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
　 　 　 　 　 　 　 ● ： 大 腸 菌 GI724/pTrxshOBM由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
２ １ 　 図 ２ ５ 　 ○ :大 腸 菌 GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
　 　 　 　 　 　 　 ● :大 腸 菌 GI724/pTrxshOBM由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
２ ２ 　 図 ２ ６ 　 口 :ヒ ト OBM
　 　 　 　 　 　 　 ● :ヒ ト sOBM
２ ３ 　 図 ２ ７ 　 □ :ヒ ト OBM
　 　 　 　 　 　 　 ● :ヒ ト sOBM
２ ４ 　 図 ２ ８ 　 □ :マ ウ ス OBM
　 　 　 　 　 　 　 ● :マ ウ ス sOBM
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

(61) JP 2005-176847 A 2005.7.7



【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 1月 25日 (2005.1.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ２ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ２ ９ 】
【 図 １ 】 本 発 明 実 施 例 3の マ ウ ス OBM蛋 白 質 の SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 実 施 例 4の 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 ST2へ の 結 合 試 験 の 結
果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 実 施 例 5(1)の 継 代 数 の 違 う 骨 芽 細 胞 様 ス ト ロ ー マ 細 胞 ST2に よ る 破 骨 細 胞 形 成 支
持 能 を 示 す 。
【 図 ４ 】 実 施 例 5(2)の 活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 及 び デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で の 培 養 に お け る 骨 芽
細 胞 様 ス ト ロ 一 マ 細 胞 膜 上 の 本 発 明 蛋 白 質 発 現 の 経 時 変 化 を 示 す 。
【 図 ５ 】 実 施 例 5(2)の 共 培 養 系 に お け る 破 骨 細 胞 形 成 の 経 時 変 化 を 示 す 。
【 図 ６ 】 実 施 例 5(3)の 共 培 養 期 間 に お い て 、 種 々 の 培 養 期 間 の み OCIF処 理 し た 場 合 の 破 骨
細 胞 形 成 抑 制 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 実 施 例 6の 1 2 5 I標 識 OCIFと 本 発 明 蛋 白 質 と の ク ロ ス リ ン キ ン グ 試 験 の 結 果 を 示 す
。
【 図 ８ 】 実 施 例 9に お け る 、 SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。
【 図 ９ 】 実 施 例 10に お け る 、 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS
-7細 胞 へ の 結 合 試 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 実 施 例 11に お け る 、 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFを 用 い た ク ロ ス リ ン ク 試 験 の 結 果 を 示
す 。
【 図 １ １ 】 実 施 例 12に お け る 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 実 施 例 13‐ (2)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 培 養 上 清 中 蛋 白 質 の OCIF結 合
能 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 実 施 例 13‐ (2)に お け る 、 培 養 上 清 の 割 合 を 変 え た 時 の 培 養 上 清 中 蛋 白 質 の OCI
F結 合 能 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 実 施 例 14-(2)に お け る 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た チ オ レ ド キ シ ン と マ ウ ス OBMの 融
合 蛋 白 質 の SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 実 施 例 14‐ (3)に お け る 、 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 の 割 合 を 変 え た 時 の 0CIF結 合 能 を
示 す 。
【 図 １ ６ 】 実 施 例 14‐ (3)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 (1%)の OCIF
結 合 能 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 本 発 明 の マ ウ ス OBM cDNAに よ り 発 現 さ れ 精 製 し て 得 ら れ る 蛋 白 質 マ ウ ス OBM、
及 び 天 然 型 の 精 製 OCIF結 合 蛋 白 質 と OCIFと の 特 異 的 結 合 能 の 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス OBM抗 体 に
よ る 阻 害 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 本 発 明 の cDNAに よ り 発 現 さ れ る 蛋 白 質 、 ヒ ト OBMの SDS-PAGEの 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 本 発 明 cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 へ の
OCIFの 結 合 試 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 本 発 明 cDNAで コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 、 ヒ ト OBMと 1 2 5 I -OCIF(モ ノ マ ー 型 )と の ク
ロ ス リ ン キ ン グ 試 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 実 施 例 23‐ (2)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 培 養 液 上 清 中 蛋 白 質 (分 泌 型 hO
BM)の OCIF結 合 能 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 実 施 例 23‐ (2)に お け る 、 OCIF濃 度 を 一 定 に し 、 添 加 す る 培 養 液 量 を 変 え た 時
の 培 養 液 上 清 中 蛋 白 質 (分 泌 型 ヒ ト OBM)の OCIF結 合 能 を 示 す 。
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【 図 ２ ３ 】 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た チ オ レ ド キ シ ン と ヒ ト OBMの 融 合 蛋 白 質 の SDS-PAGEの 結 果
を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 実 施 例 24‐ (3)に お け る 、 チ オ レ ド ト キ シ ン と ヒ ト OBMの 融 合 蛋 白 質 を 含 む 大 腸
菌 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分 の 添 加 割 合 を 変 え た 時 の 融 合 蛋 白 質 と 、 OCIFと の 結 合 能 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 実 施 例 24‐ (3)に お け る 、 OCIF濃 度 を 変 え た 時 の 大 腸 菌 由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
中 の チ オ レ ド ト キ シ ン と ヒ ト OBMの 融 合 蛋 白 質 と 、 OCIFと の 結 合 能 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 本 発 明 の ウ サ ギ 抗 ヒ ト OBM/sOBMポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELIS
Aに よ る 、 ヒ ト OBM及 び sOBMの 測 定 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 本 発 明 の 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ
る 、 ヒ ト OBM及 び sOBMの 測 定 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 本 発 明 の マ ウ ス OBM及 び sOBMに も 交 差 性 を 有 す る 抗 ヒ ト OBM/sOBMモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ る 、 マ ウ ス OBM及 び sOBMの 測 定 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 チ オ レ ド ト キ シ ン と マ ウ ス OBMの 融 合 蛋 白 質 に よ る ヒ ト 破 骨 細 胞 様 細 胞 形 成 の
促 進 活 性 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 ビ タ ミ ン D 3 刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る 抑 制 を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 (PGE 2 )刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る
抑 制 を 示 す 。
【 図 ３ ２ 】 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (PTH)刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る 抑 制
を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1α (1L-1)刺 激 に よ る 骨 吸 収 活 性 の 、 抗 OBM/sOBM抗 体 に よ る
抑 制 を 示 す 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ０ 】
１ 　 図 １ 　
(A):レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
　 　 レ ー ン 2:活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン 存 在 下 で 培 養 し た ST2細 胞 か ら の 部 分 精
　 　 　 　 　 　 製 標 品 (Gly-HCl(pH2.0)溶 出 画 分 ) 
　 　 レ ー ン 3:活 性 型 ビ タ ミ ン D 3 と デ キ サ メ サ ゾ ン 非 存 在 下 で 培 養 し た ST2細 胞 か ら の 部 分
　 　 　 　 　 　 精 製 標 品 (Gly-HCl(pH2.0)溶 出 画 分 ) 
(B):レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
　 　 レ ー ン 2:逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し た 本 発 明 マ ウ ス OBM蛋 白 質 (実 施 例
　 　 　 　 　 　 3)
２ 　 図 ３
    1:継 代 数 約 10代 の ST2細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能 　
    2:継 代 数 約 40代 の ST2細 胞 の 破 骨 細 胞 形 成 支 持 能
３ 　 図 ７ 　
    レ ー ン 1: 1 2 5 I標 識 OCIF-CDDl
    レ ー ン 2: 1 2 5 I標 識 OCIF-CDDlと ST2細 胞 を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
    レ ー ン 3:400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIFを 添 加 し て ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
４ 　 図 ８ 　
    レ ー ン 1:pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 の 蛋 白 質 を 、 OCIF無 添 加 で 免 疫 沈
            降 さ せ た も の
    レ ー ン 2: pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 の 蛋 白 質 を 、 OCIFを 添 加 し て 免
            疫 沈 降 さ せ た も の
５ 　 図 ９ 　
    レ ー ン 1及 び 2: 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 へ
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                 の 結 合 量
    レ ー ン 3及 び 4: 1 2 5 Iで 標 識 し た OCIFの 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク し た COS-7細 胞 へ の
                 結 合 量 (400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIF添 加 時 )
６ 　 図 １ ０ 　
    レ ー ン 1: 1 2 5 I標 識 OCIF
    レ ー ン 2: 1 2 5 I標 識 OCIFと 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 を ク ロ ス リ ン ク
            さ せ た も の
    レ ー ン 3:400倍 濃 度 の 未 標 識 OCIF存 在 下 て 、 1 2 5 I標 識 OCIFと 、 pOBM291を ト ラ ン ス フ ェ
            ク ト し た COS-7細 胞 を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
７ 　 図 １ １ 　
    レ ー ン 1:ビ タ ミ ン D及 び デ キ サ メ サ ゾ ン 無 添 加 で 培 養 し た ST2細 胞 由 来 RNA
    レ ー ン 2:ビ タ ミ ン D及 び デ キ サ メ サ ゾ ン を 添 加 し 培 養 し た ST2細 胞 由 来 RNA
８ 　 図 １ ２ 　
　   ○ :pCEP4
　   ● :pCEP sOBM
９ 　 図 １ ３ 　
　   ○ :pCEP4
　   ● :pCEP sOBM
１ ０ 　 図 １ ４ 　
    レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
    レ ー ン 2:GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
    レ ー ン 3:GI724/pTrxOBM25由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
１ １ 　 図 １ ５ 　
  　 □ :GI724/pTrxFus
　   ○ :GI724/pTrxOBM25
１ ２ 　 図 １ ６ 　
　   □ :GI724/pTrxFus
　   ○ :GI724/pTrxOBM25
１ ３ 　 図 １ ７ 　
    1:抗 体 で 処 理 し た cDNAに よ り 発 現 さ れ 精 製 し て 得 ら れ る 蛋 白 質 、 OBM+ 1 2 5 I-OCIF
    2:抗 体 で 処 理 し た 天 然 型 の 蛋 白 質 + 1 2 5 I‐ OCIF
    3:抗 体 未 処 理 の cDNAに よ り 発 現 さ れ て 得 ら れ る 蛋 白 質 、 マ ウ ス OBM+ 1 2 5 I‐ OCIF
    4:抗 体 未 処 理 の 天 然 型 の 蛋 白 質 + 1 2 5 I‐ OCIF
    5:3+非 標 識 OCIF( 1 2 5 I-OCIFの 400倍 量 )
    6:4+非 標 識 OCIF( 1 2 5 I-OCIFの 400倍 量 )
１ ４ 　 図 １ ８ 　
    レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
    レ ー ン 2:本 発 明 の cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞
            の 蛋 白 質 を OCIF無 添 加 で ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ た
            も の
    レ ー ン 3:本 発 明 cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 の
            蛋 白 質 を OCIF添 加 で ウ サ ギ 抗 OCIFポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ た も の
１ ５ 　 図 １ ９ 　
    レ ー ン 1:phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 に 1 2 5 I -OCIFを 添 加 し た も の
    レ ー ン 2:phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 に 1 2 5 I -OCIFを 添 加 し 、 さ ら に 400
            倍 量 の 非 標 識 OCIFを 加 え た も の
１ ６ 　 図 ２ ０ 　
    レ ー ン 1:  1 2 5 I-OCIF
    レ ー ン 2:  1 2 5 I‐ OCIFと phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS-7細 胞 膜 上 の 蛋 白 質 と を ク
            ロ ス リ ン ク さ せ た も の
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    レ ー ン 3:400倍 濃 度 の 非 標 識 OCIF存 在 下 で 、 1 2 5 I -OCIFと phOBMを ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
　 　 　 　 　 　 た COS-7細 胞 膜 上 の 蛋 白 質 と を ク ロ ス リ ン ク さ せ た も の
１ ７ 　 図 ２ １ 　
    ○ :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 ま な い ベ ク タ ー の み の pCEP4を ト ラ ン ス フ ェ
       ク ト し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
    ● :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー の pCEPshOBMを ト ラ ン ス フ ェ
       ク し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
１ ８ 　 図 ２ ２ 　
    ○ :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 ま な い ベ ク タ ー の み の pCEP4を ト ラ ン ス フ ェ
       ク ト し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
    ● :分 泌 型 ヒ ト OBMを コ ー ド す る cDNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー の pCEPshOBMを ト ラ ン ス フ ェ
       ク ト し た 293-EBNA細 胞 の 培 養 液
１ ９ 　 図 ２ ３ 　
    レ ー ン 1:分 子 量 マ ー カ ー
    レ ー ン 2:大 腸 菌 GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
    レ ー ン 3:大 腸 菌 GI724/pTrxhOBM由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
２ ０ 　 図 ２ ４ 　
    ○ :大 腸 菌 GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
    ● ： 大 腸 菌 GI724/pTrxshOBM由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
２ １ 　 図 ２ ５ 　
    ○ :大 腸 菌 GI724/pTrxFus由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
    ● :大 腸 菌 GI724/pTrxshOBM由 来 可 溶 性 蛋 白 質 画 分
２ ２ 　 図 ２ ６ 　
    口 :ヒ ト OBM
    ● :ヒ ト sOBM
２ ３ 　 図 ２ ７ 　
    □ :ヒ ト OBM
    ● :ヒ ト sOBM
２ ４ 　 図 ２ ８ 　
    □ :マ ウ ス OBM
    ● :マ ウ ス sOBM
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摘要(译)

要解决的问题：提供与成骨细胞形成抑制因子结合的新蛋白质，并提供
产生该蛋白质的方法。解决方案：新蛋白质特异性结合破骨细胞生成抑
制因子（OCIF）并且对其具有高亲和力。通过从骨吸收促进因子或源自
骨髓的基质细胞存在下培养的成骨细胞样细胞膜制备细胞膜组分，通过
表面活性剂溶解膜蛋白并使用OCIF-纯化，可以获得新蛋白质。固定化亲
和柱。通过使用该蛋白质，可以进行生理活性物质的筛选，或者可以获
得针对该蛋白质的抗体。
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