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(57)【要約】
【課題】骨代謝異常症の予防、治療のための薬剤及び診
断方法、それに使用するキットの提供
【解決手段】体液中に存在する破骨細胞形成抑制因子
（OCIF）と可溶性OCIF結合分子（sOBM）との複合体（OC
IF/sOBM 複合体）に結合する抗体及び該抗体を産生する
ハイブリドーマ、この抗体を有効成分とする骨代謝異常
症の予防又は治療剤。さらにOCIF/sOBM 複合体量を測定
することによる骨代謝異常症、特に慢性関節リウマチの
診断方法及び骨代謝異常症の診断用キット。骨代謝異常
症、特に慢性関節リウマチなどの関節疾患の診断、予
防、治療あるいは研究用分析試薬などに利用できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  破骨細胞形成抑制因子(osteoclastogene
sis inhibitory factor;OCIF)及び可溶性OCIF結合分子
(soluble OCIF binding molecule;sOBM)の複合体に結合
する抗体。
【請求項２】  破骨細胞形成抑制因子(OCIF)に結合す
る、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】  可溶性OCIF結合分子（sOBM）に結合す
る、請求項１又は２に記載の抗体。
【請求項４】  ポリクローナル抗体である、請求項１乃
至３のいずれか一つに記載の抗体。
【請求項５】  モノクローナル抗体である、請求項１乃
至３のいずれか一つに記載の抗体。
【請求項６】  ヒト化抗体である、請求項５に記載の抗
体。
【請求項７】  ハイブリドーマOI-30(FERM BP-7872) に
より生産される、請求項５に記載の抗体。
【請求項８】  ハイブリドーマH-OBM1(FERM BP-6264)に
より生産される、請求項５に記載の抗体。
【請求項９】  ハイブリドーマOI-30(FERM BP-7872) 。
【請求項１０】  ハイブリドーマH-OBM1(FERM BP-626
4)。
【請求項１１】  請求項１乃至８のいずれか一つに記載
の抗体を含有する医薬組成物。
【請求項１２】  請求項１乃至８のいずれか一つに記載
の抗体を有効成分とする、骨代謝異常症の予防剤又は治
療剤。
【請求項１３】  骨代謝異常症が、慢性関節リウマチ、
変形性関節炎、骨粗鬆症、高カルシウム血症、骨ページ
ェット病及び腎性骨異栄養症からなる群より選択される
一つである、請求項１２に記載の骨代謝異常症の予防剤
又は治療剤。
【請求項１４】  下記工程[１] 及び [２] を含む骨代
謝異常症の診断方法；
[１] 被検者又は健常者の試料中に含有されるOCIF及びs
OBMの複合体の量を測定する工程：
[２] 健常者の試料中に含有される該複合体の量と比較
して、被検者の試料中に含有される該複合体の量が有意
に多い場合、該被検者が骨代謝異常症に罹患していると
判定する工程。
【請求項１５】  請求項１乃至８のいずれか一つに記載
の抗体を使用することを特徴とする、請求項１４に記載
の診断方法。
【請求項１６】  試料が血漿又は関節液である、請求項
１４又は１５に記載の骨代謝異常症の診断方法。
【請求項１７】  骨代謝異常症が慢性関節リウマチ又は
関節疾患である、請求項１４乃至１６のいずれかに記載
の骨代謝異常症の診断方法。
【請求項１８】  請求項１乃至８のいずれか一つに記載
の抗体を少なくとも含有する、骨代謝異常症の診断用キ
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ット。
【請求項１９】  請求項１乃至８のいずれか一つに記載
の抗体を少なくとも二つ含有する、請求項１８に記載の
診断用キット。
【発明の詳細な説明】
【0001】
【発明の属する技術分野】本発明は、破骨細胞形成抑制
因子(osteoclastogenesis inhibitory factor;OCIF)と
可溶性OCIF結合分子(soluble OCIF binding molecule;s
OBM)との複合体に結合する抗体に関する。さらに、本発
明は、この抗体を産生するハイブリドーマ、この抗体を
有効成分とする骨代謝異常症の予防治療薬、あるいはこ
の抗体を用いる骨代謝異常症の診断薬、診断方法及び診
断用キットに関する。
【0002】
【従来の技術】骨代謝は、骨形成を担当する骨芽細胞
と、骨吸収を担当する破骨細胞の活性の均衡に依存して
いる。骨代謝異常症は、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、慢性関節リウマチ、変形性関節炎、骨
粗鬆症、高カルシウム血症、骨ぺージェット病、及び腎
性骨異栄養症が知られている。慢性関節リウマチは関節
滑膜を病変の主座とする難治性の炎症性疾患である。病
変が進行すれば、軟骨・骨破壊を引き起こし、関節の機
能低下へと至る。さらに、様々な関節外症状を呈するこ
とにより全身臓器に炎症性疾患が波及することもあり、
結果として患者のQOL(quality of life)を著しく低下さ
せる。
【0003】慢性関節リウマチは、その早期の診断により治
療を開始して骨破壊の進行を抑える必要があることか
ら、早期慢性関節リウマチの診断基準の作成が行われて
いる。その診断基準は(1) 朝のこわばり15分以上が一週
間以上続く、(2) ３つ以上の関節域の腫張が一週間以上
続く、(3) 手関節、中手指関節(MCP) 、近位指関節(PI
P) 、足関節または中足指関節(MTP) の膨張が一週間以
上続く、(4) 対称性膨張が一週間以上続く、(5) リウマ
チ因子の検出、(6) 手または足のＸ線変化、軟部組織紡
錘状膨張と骨萎縮、又は骨びらん（山前、日本医事新
報, 3360,p43(1988))となっており、６項目中４項目が
当てはまれば慢性関節リウマチと診断される。しかし、
このような早期診断のために感度の高い基準を設定する
と、どうしても特異性を犠牲にせざるをえなくなる。こ
のため、慢性関節リウマチの早期診断用特異的疾患マー
カーが現在求められている。
【0004】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種々のサイトカイン、
たとえばインターロイキン（IL）-1、IL-6、IL-11、マ
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クロファージコロニー刺激因子（M-CSF)、腫瘍壊死因子
(TNFα）、トランスフォーミング増殖因子β (TGF-β) 
などが促進的または抑制的に作用することが報告されて
いる（Raisz :Disorder of Bone and Mineral Metaboli
sm, 287-311, 1992;  Suda et al. : Principle of Bon
e biology, 87-102, 1996; Suda etal.: Endocrine Rev
iews, 4, 226-270, 1995;  Lacey et al. : Endocrinol
ogy, 136, 2367-2376, 1995）。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
よる骨吸収等の機能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 different
iation factor,ODF）という分子が想定されていた（Sud
a et al.,: Endocrine Rev. 13, 66-80, 1992; Suda et
 al.,: Bone, 17, 87S-91S, 1995）。
【0005】津田らは、ヒト胎児肺線維芽細胞IMR-90(ATCC 
CCL-186)の培養液中に破骨細胞形成抑制因子（osteocla
stogenesis inhibitory factor, OCIF）を見出し、遺伝
子組換え型OCIFによるin vivo での骨代謝改善効果の確
認に成功した（WO96/26217号公報）。そして、OCIFは破
骨細胞の分化、成熟を特異的に抑制することにより、骨
形成を促進することを明らかにした。OCIFはオステオプ
ロテゲリン（osteoprotegerin)と呼ばれることもあり(W
O97/23614号公報）、本発明で使用するOCIFは、これら
の名称で呼ばれる物質全てを包含する。さらに、骨芽細
胞様ストローマ細胞株、ST-2のcDNAライブラリーからOC
IF結合分子（OCIF binding molecule ；OBM)のクローニ
ングに成功した。この OBMは、仮想されていた ODFであ
ることがOBM の発見後明らかとなった。又、OBM の発見
に相前後し、OBM と同一の蛋白質がTRANCE（WO99/29865
号公報）あるいは RANKL（WO98/28426号公報）として発
表されている。本発明で使用するOBM は、これらの名称
で呼ばれる物質全てを包含する。このOBMはタイプIIの
膜結合タンパク質であり、その膜貫通領域を欠失させた
可溶性OBM(soluble OBM;sOBM）とともに in vitroでの
破骨細胞形成系における破骨細胞の分化、成熟を支持
し、促進する因子であることを明らかにした（WO98/466
44号公報）。OBMは骨芽細胞、活性化T細胞等に存在し、
OCIFはOBMに結合してその生物活性をブロックすること
により破骨細胞形成を抑制する。
【0006】矢野らはヒト血清中にOCIFが存在することを確
認し、それが加齢及び骨代謝疾患と強く相関することを
見いだした（Yano et al.; Journal of Bone and Miner
al Research, 14(4), 518-527(1999))。骨代謝異常症の
進行に伴ってsOBMが生成し、これが血清中に存在するOC
IFと結合して複合体を形成すると予想されるが、OCIF及
びsOBMの複合体の測定系は未だ開発されていない。
【0007】
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【発明が解決しようとする課題】本発明者らは、このよ
うな状況に鑑み鋭意探索した結果、OCIF及びsOBMの複合
体（OCIF/sOBM複合体）に極めて高い親和性を有してい
るモノクローナル抗体を見出すに至った。さらに、これ
らの抗体を用いてOCIF/sOBM 複合体を測定できる酵素免
疫測定（enzyme immunoassay;EIA)方法を構築するに至
った。又、この酵素免疫測定方法を用いて健常人及びリ
ウマチ因子陽性患者の血漿中のOCIF/sOBM複合体量を測
定した結果、リウマチ因子陽性患者でOCIF/sOBM 複合体
が検出され、リウマチ因子との相関が確認された。
【0008】従って本発明は、OCIF/sOBM複合体に結合する
抗体、OCIF/sOBM 複合体に結合するポリクローナル抗
体、OCIF/sOBM 複合体に結合するモノクローナル抗体、
OCIF/sOBM 複合体に結合するヒト化モノクローナル抗
体、これらの抗体を含有する医薬組成物、これらの抗体
を有効成分とする、骨代謝異常症(慢性関節リウマチ、
変形性関節炎、骨粗鬆症、高カルシウム血症、骨ページ
ェット病、腎性骨異栄養症等) の予防剤及び治療剤、こ
れらの抗体を含有する骨代謝異常症診断用キット、OCIF
/sOBM 複合体測定キット等を提供することを課題とす
る。
【0009】
【発明を解決するための手段】本発明は、上記課題を解
決するためになされたものである。
(1) 破骨細胞形成抑制因子(osteoclastogenesis inhibi
tory factor;OCIF)及び可溶性OCIF結合分子(soluble OC
IF binding molecule;sOBM)の複合体に結合する抗体、
(2) 破骨細胞形成抑制因子(OCIF)に結合する、前記(1)
に記載の抗体、(3) 可溶性OCIF結合分子(soluble OCIF 
binding molecule;sOBM)に結合する、前記(1)又は(2)に
記載の抗体、(4) ポリクローナル抗体である、前記(1) 
乃至(3) のいずれか一つに記載の抗体、(5) モノクロー
ナル抗体である、前記(1) 乃至(3) のいずれか一つに記
載の抗体、(6) ヒト化抗体である、前記(5) に記載の抗
体、(7) ハイブリドーマOI-30(FERM BP-7872) により生
産される、前記(5)に記載の抗体、(8) ハイブリドーマH
-OBM1(FERM BP-6264)により生産される、前記(5)に記載
の抗体、(9) ハイブリドーマOI-30(FERM BP-7872) 、(1
0) ハイブリドーマ H-OBM1(FERM BP-6264) 、(11) 前記
(1)乃至(8)のいずれか一つに記載の抗体を含有する医薬
組成物、(12) 前記(1)乃至(8)のいずれか一つに記載の
抗体を有効成分とする、骨代謝異常症の予防剤又は治療
剤、(13) 骨代謝異常症が、慢性関節リウマチ、変形性
関節炎、骨粗鬆症、高カルシウム血症、骨ページェット
病及び腎性骨異栄養症からなる群より選択される一つで
ある、前記(12)に記載の骨代謝異常症の予防剤又は治療
剤、(14) 下記工程 [１] 及び [２] を含む骨代謝異常
症の診断方法；
[１] 被検者又は健常者の試料中に含有されるOCIF及びs
OBMの複合体の量を測定する工程：
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[２] 健常者の試料中に含有される該複合体の量と比較
して、被検者の試料中に含有される該複合体の量が多い
場合、該被検者が骨代謝異常症に罹患していると判定す
る工程、
(15) 前記(1)乃至(8)のいずれか一つに記載の抗体を使
用することを特徴とする、前記（14)に記載の診断方
法、(16) 試料が血漿又は関節液である、前記(14)又は
(15)に記載の骨代謝異常症の診断方法、(17) 骨代謝異
常症が慢性関節リウマチ又は関節疾患である、前記(14)
乃至(16)のいずれかに記載の骨代謝異常症の診断方法、
(18) 前記(1)乃至(8)のいずれか一つに記載の抗体を少
なくとも一つ含有する、骨代謝異常症の診断用キット、
(19) 前記(1)乃至(8)のいずれか一つに記載の抗体を少
なくとも二つ含有する、前記(18)に記載の診断用キッ
ト、に関する。本発明の提供する、OCIF/sOBM複合体に
結合する抗体は、骨代謝異常症の予防、治療及び／又は
診断に有用である。
【0010】
【発明の実施の形態】本発明において、骨代謝異常症と
は、一次性骨粗鬆症（老人性骨粗鬆症、閉経後骨粗鬆症
及び特発性若年性骨粗鬆症）、内分泌骨粗鬆症（甲状腺
機能亢進症、副甲状腺機能亢進症、クッシング症候群及
び末端肥大症）、性機能低下に伴う骨粗鬆症（下垂体機
能低下症、Klinefelter症候群及びTurner症候群）、遺
伝性及び先天性形態の骨粗鬆症（骨形成不全、ホモシス
チン尿症、メンケス症及びライリー―デイ症候群）、重
力負荷軽減又は四肢の固定や不動化による骨減少症、ペ
ージェット病、骨髄炎、骨喪失による感染性病巣、固形
腫瘍（乳癌、肺癌、腎臓癌、前立腺癌等）に起因する高
カルシウム血症、血液学的悪性疾患（多発性骨髄腫、リ
ンパ腫及び白血病）、特発性高カルシウム血症、甲状腺
機能亢進症又は腎臓機能不全に伴う高カルシウム血症、
ステロイド投与に起因する骨減少症、他の薬物（メトト
レキセート及びシクロスポリンＡ等の免疫抑制剤、ヘパ
リン及び抗てんかん薬）投与に起因する骨減少症、腎臓
機能不全に伴う骨減少症、外科手術、消化器疾患（小腸
障害、大腸障害、慢性肝炎、胃切除、原発性胆汁性肝硬
変及び肝硬変）に伴う骨減少症、慢性関節リウマチ等の
各種リウマチによる骨減少症、慢性関節リウマチ等の各
種リウマチによる骨破壊及び関節破壊、ムチランス型リ
ウマチ、変形性関節症、歯周骨喪失、癌の骨転移（骨溶
解性転移）、外傷性負傷、ゴシェ病、鎌状赤血球貧血、
全身性紅性狼創若しくは非外傷性負傷に伴う骨壊死又は
骨細胞死、腎性骨異栄養症等の骨異栄養症、低アルカリ
フォスファターゼ血症、糖尿病に伴う骨減少症、栄養障
害又は摂食障害に伴う骨減少症、その他の骨減少症等で
ある。
【0011】本発明の提供する抗体は、OCIF/sOBM複合体と
結合する抗体であれば特に限定されるものではなく、ポ
リクローナル抗体及びモノクロナール抗体のいずれでも
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よい。そのような抗体として、本発明の提供するハイブ
リドーマOI-30(FERM BP-7872）により生産されるモノク
ローナル抗体が結合する部位（epitope)と特異的に結合
するモノクローナル抗体、ハイブリドーマH-OBM1(FERM 
BP-6264)により生産されるモノクローナル抗体（#207)
が結合する部位（epitope)と特異的に結合するモノクロ
ーナル抗体等を例示することができ、好適な例としてハ
イブリドーマOI-30(FERM BP-7872）により生産されるモ
ノクローナル抗体、ハイブリドーマH-OBM1(FERM BP-626
4)により生産されるモノクローナル抗体（#207)等を挙
げることができる。
【0012】本発明の抗体を取得する際に抗原で免疫される
動物としては、ヒト、ヒト以外の哺乳動物又は鳥類を例
示することができ、好適な動物は抗原の由来する種とは
異なる種である。本発明の抗体を取得する際に使用され
る抗原としては、ヒト又はヒト以外の哺乳動物由来のOC
IF、その類縁体、その変異体、その誘導体等（以上、WO
96/26217号公報、WO97/23614号公報：以下、それら全て
を単に「OCIF」という。）、ヒト又はヒト以外の哺乳動物
由来のOBM、その類縁体、その変異体、その誘導体等（W
O98/46644号公報、WO99/29865号公報、WO98/28426号公
報、WO98/46751号公報：以下、それら全てを単に「OBM」
という。）、sOBM(WO98/46644号公報、WO99/29865号公
報、WO98/28426号公報、WO98/46751号公報）、ヒト又は
ヒト以外の哺乳動物に由来するOCIF/sOBM複合体等を例
示することができる。
【0013】OCIF/sOBM複合体は、[１]ヒト又はヒト以外の
哺乳動物より採取された生体試料（組織、血液等）又は
細胞（培養細胞、細胞株等）より通常タンパク質の単離
精製に使用される手段を適宜組み合わせることにより取
得するか、あるいは、[２]予め取得され、必要に応じて
単離精製されたヒト又はヒト以外の哺乳動物由来のOCI
F、及び、ヒト又はヒト以外の哺乳動物由来のsOBMを溶
媒に溶解させた後混合し次いで保温することにより、取
得することができる。[２]におけるOCIF及びsOBMの由来
する種は特に限定されないが、好適にはOCIFの由来する
種とsOBMの由来する種は同一である。OCIFまたはsOBMを
溶解させる溶媒は、通常タンパク質を溶解させるのに使
用されるものであればよく、リン酸緩衝液等を例示する
ことができる。該溶媒は塩化ナトリウム、界面活性剤等
を含有していてもよい。また、該溶媒のpHの範囲は5乃
至10、好適には6乃至8である。OCIFとsOBMの混合比の範
囲はOCIF:sOBM=1:0.1乃至1:100であり、好適にはOCIF:s
OBM=1:0.2乃至1:5である。保温温度の範囲は0乃至40
℃、好適には0乃至37℃、より好適には4乃至25℃であ
る。本時間の範囲は反応温度、OCIF及びsOBMの濃度、そ
れらの混合比等に依存するが、通常１時間乃至1週間、
好適には６時間乃至2日である。保温後、反応物を直
接、又は適宜分画した後、電気泳動法（非変性条件下の
PAGE等）、抗OCIF抗体及び抗sOBM抗体又は抗OBM抗体を
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7
組み合わせたEIA法等により、所望のOCIF/sOBM複合体が
得られたことを確認することができる。このようにして
取得され確認されたOCIF/sOBM複合体は、必要に応じて
精製した後、本発明の抗体を取得する際に動物を免疫す
る抗原、本発明の抗体を精製または選抜する際の手段等
に供することができる。
【0014】本発明のポリクローナルは、予め抗原で免疫し
た動物より血液を回収して血清画分を得、次いでOCIF/s
OBM複合体を用いたアフィニティークロマトグラフィー
等により取得することができる。本発明のモノクロナー
ル抗体は、以下の方法により得ることができる。即ち、
上述の抗原を溶媒（例えば生理食塩水など）で希釈し、
これを必要に応じて免疫補助剤(例えばフロイント完全
アジュバント）とともに哺乳動物の腹腔内または静脈内
に投与する。免疫は１～２週間間隔で３～４回行なうの
が一般的である。あるいはin vitro法による感作法も使
用することができる。この動物に生理食塩水などで希釈
した抗原を静脈内投与後、３日目に摘出した脾臓より調
製した脾細胞を骨髄腫瘍細胞株（ミエローマ）と融合さ
せ、常法によりハイブリドーマを作製する。マウス由来
のミエローマとしては、例えばP3X63,Ag8.653 やSp2/0-
Ag14などが挙げられる。脾細胞とミエローマとの細胞融
合は公知の方法、例えばKoehlerとMilsteinの方法（Koe
hler,G. and Milstein, C. Nature, 256, 495-497, 197
5）が一般的である。感作脾細胞とミエローマは通常行
われている細胞数の比率に混合し、牛胎児血清(FCS) 不
含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)を選択する。このハイブリドーマ培養上
清を用いて、EIA 法などの通常用いられる抗体の検出方
法により、該抗原を特異的に認識する目的抗体を生産し
ているハイブリドーマを選別する。得られた細胞を限界
希釈法にてクローニングすることにより、安定なハイブ
リドーマを樹立することができる (Harlow, E. & Lane,
 D., Antibodies, Cold Spring Harbor Lab. (1988))
 。
【0015】ハイブリドーマを常法に従って培養した培養上
清、または動物の腹腔内に接種して得られる腹水から、
抗体を精製することができる。培養上清あるいは腹水に
含まれる抗体は、塩析法、イオン交換及びゲルクロマト
グラフィー、プロテインＡまたはＧを用いたアフィニテ
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 (Harlow, E. & Lane, D., Antib
odies, Cold Spring Harbor Lab. (1988)) 。 このよう
にして得られた多くのモノクローナル抗体より、[１]OC
IF、OBM又はsOBMと結合するモノクローナル抗体を選抜
した後、更にその中からOCIF/sOBM複合体と結合する抗
体を選抜するか、あるいは、[2]直接OCIF/sOBM複合体と
結合する抗体を選抜することにより、所望の抗体を生産
するハイブリドーマを取得することができる。得られた
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ハイブリドーマの培養物から、前述の精製手段に加え、
OCIF/sOBM複合体を用いたアフィニティークロマトグラ
フィー等を使用することにより、OCIF/sOBM複合体と結
合する抗体を取得することができる。
【0016】このようにして得られた本発明の抗体は、OCIF
/sOBMの免疫学的測定又は検定に使用することができ
る。そのような測定又は検定として、ウェスタンブロッ
ティング法、免疫沈降法、EIA、ラジオイムノアッセイ
法（radio immunoassay:RIA)等を例示することができ
る。また、そのような測定又は検定には、ヒト又はヒト
以外の哺乳動物由来の生体試料（血液、組織、関節液、
尿、リンパ液等）、細胞（培養細胞、細胞株等）、その
培養上清、それらの抽出物、それらの部分精製画分等を
試料として使用することができる。
【0017】本発明はヒト又はヒト以外の哺乳動物における
骨代謝異常症の診断方法を提供する。該診断方法は、OC
IF/sOBM複合体の量又は濃度を測定する工程を含む方法
であれば特に限定されるものではないが、例えば、下記
[１]及び[２]の工程を含有する；
[１]被検者または健常者の試料中に含有されるOCIF/sOB
Mの複合体の量を測定する工程：
[２]健常者の試料中に含有される該複合体の量と比較し
て、被検者の試料中に含有される該複合体の量が多い場
合、該被検者が骨代謝異常症に罹患していると判定する
工程。
【0018】好適な診断方法では、上記工程[２]において、
健常者の試料中に含有される該複合体の量と比較して、
被検者の試料中に含有される該複合体の量が２倍以上多
い場合、該被検者が骨代謝異常症に罹患していると判定
する。また、好適な診断方法では、上記工程[１]におい
て、OCIF/sOBMの複合体の量を測定する際、本発明の提
供する抗体を使用する。そのような抗体を使用する測定
方法としては、ELISA、サンドイッチ（sandwich)EIA等
の各種EIAを例示することができ、好適にはサンドイッ
チEIA (Harlow, E. & Lane, D., Antibodies, Cold Spr
ing Harbor Lab. (1988)) を挙げることができる。サン
ドイッチEIAの場合、一次抗体及び二次抗体として、本
発明の抗体を少なくとも２つ選択し、一次抗体を不溶性
担体等に固定化し、二次抗体を標識抗体としてOCIF/sOB
Mの検出に使用する。本発明の好適な抗体である、ハリ
ブリドーマOI-30(FERM BP-7872）により生産されるモノ
クローナル抗体及びハイブリドーマH-OBM1(FERM BP-626
4)により生産されるモノクローナル抗体(#207）を組合
せる場合、前者を一次抗体として、後者を二次抗体とし
てそれぞれ使用することが望ましい。
【0019】本発明はヒト又はヒト以外の哺乳動物における
骨代謝異常症の診断用キットを提供する。該キットは本
発明の抗体を少なくとも１つ含有すれば特に限定される
ものではないが、サンドイッチEIAによる測定に使用さ
れる場合には本発明の抗体を少なくとも２つ含有し、好
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9
適にはそれらのうちの一方が不溶性担体に固定化された
抗体であり他方は標識された抗体である。また、本発明
のキットには溶解剤、洗浄剤、標識酵素の基質等も含有
され得る。不溶性担体としては、例えばポリスチレン、
ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリエステル、ポリア
クリルニトリル、ラテックス、ラテックスに金属等をメ
ッキした磁性微粒子などの高分子及びこれらの組み合わ
せなどを明示することができる。また不溶性担体の形状
としては、トレイ状、球状、容器状、試験管、多孔性フ
ィルターなどの種々の形状であることができる。
【0020】標識抗体の標識物質としては、酵素、蛍光物
質、発光物質、及び放射性物質などを使用するのが有利
である。酵素としてはペルオキシダーゼ、アルカリフォ
スファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコースオキ
シダーゼなどを、蛍光物質としてはフルオレッセインイ
ソチオシアネート、フイコビリプロテインなどを、発光
物質としては、イソルシノール、ルシゲニンなどを、そ
して放射性物質としては125I,131I,14C,3Hなどを用いる
ことができる。又、これらの例示したものに限らず、免
疫学的測定法に使用し得るものであれば特に限定されな
い。標識物質が酵素である場合には、その活性を測定す
るために基質、また必要により発色剤が用いられる。酵
素としてペルオキシダーゼを用いる場合には、基質とし
てH

2
O
2
を用い、発色剤として2, 2'-アジノジ- 〔3-エチ

ルベンズチアゾリンスルホン酸〕アンモニウム塩（ABT
S）、5-アミノサリチル酸、o-フェニレンジアミン、3,
3',5,5'-テトラメチルベンジジンなどを、酵素にアルカ
リフォスファターゼを用いる場合は基質としてo-ニトロ
フェニルフォスフェート、4-メチルウンベリフェリルリ
ン酸などを、酵素にβ-D-ガラクトシダーゼを用いる場
合は基質としてフルオレセイン- ジ-(β-D- ガラクトピ
ラノシド）、4-メチルウンベリフェリル- β-D- ガラク
トピラノシドなどを用いることができる。
【0021】溶解剤としては免疫学的測定に通常使用される
ものであればよく、例えばリン酸塩緩衝液、トリス塩酸
緩衝液、酢酸塩緩衝液などを含んだpHが 6.0～8.0 の範
囲のものが好適な例として示される。さらに洗浄剤とし
ては、同様に免疫学的測定に通常使用されているものが
そのまま使用される。その例としては、生理食塩水、食
塩を含むリン酸緩衝液、食塩を含むトリス緩衝液及びこ
れらの混合液があげられる。これらの洗浄剤にはさらに
 TritonX-100、Tween20 またはBrij35のような非イオン
系界面活性剤、ドデシル硫酸ナトリウム、CHAPS のよう
なイオン系界面活性剤を加えてもよい。本発明は、本発
明の抗体を含有する医薬組成物及び骨代謝異常症予防剤
又は治療剤を提供する。
【0022】モノクローナル抗体を医薬組成物に含有せしめ
る場合であり、且つ、該モノクローナル抗体がヒト以外
の哺乳動物に由来する場合、好適には、該モノクローナ
ル抗体をヒト化する。ヒト以外の哺乳動物由来のモノク

10
ローナル抗体をヒト化するためには、決定された相補性
決定領域(complementarity determining region : 以
下、「CDR 」という。) 配列全体およびフレームワーク
 (frame work region : 以下、「FR」という。) 配列の
一部のアミノ酸残基をヒト抗体へ移植するように、可変
領域のアミノ酸配列を設定する必要がある。この設計
は、以下の方法に従う。ヒト化のデザインを行う場合、
アクセプターのサブグループの選択指針としては、
①天然のアミノ酸配列を有する公知のヒト抗体の免疫グ
ロブリン重鎖 (以下、「重鎖」という。) 、免疫グロブ
リン軽鎖 (以下、「軽鎖」という。) の天然の組合せを
そっくりそのまま用いる、
②重鎖、軽鎖が属するサブグループとしての組合せは保
存するが、重鎖、軽鎖としては、それぞれ異なるヒト抗
体に由来し、ドナーの重鎖、軽鎖のアミノ酸配列と同一
性が高いアミノ酸配列、またはコンセンサス配列を用い
る、のいずれかが選択されている。本発明においても、
上記の指針に従うことができるが、これらと異なる方法
として、
③サブグループの組合せを考慮することなく、ドナーの
FRと最も同一性の高い重鎖、軽鎖のFRをヒト抗体の一次
配列のライブラリーの中から選択する、という方法を採
用することも可能である。これらの選択法により、ドナ
ーおよびアクセプター間での、FR部分のアミノ酸の同一
性を少なくとも70％以上とすることが可能となる。この
方法を採用することにより、ドナーより移植するアミノ
酸残基の数をより少なくすることが可能となり、ヒト抗
マウス抗体(Human Anti Mouse Antibody) 応答誘導 (シ
ュロッフら、Cancer Res., 45, 879-85(1985) 参照) を
減少させることができる。
【0023】また、抗体分子の一次配列より三次構造を予測
する操作はその予測精度に限界があり、そのドナーが属
するサブグループにおいて稀にしか出現しないアミノ酸
残基の役割を十分に特定することができない。クィーン
らの方法 (特表平4-502408号公報参照) に従い、かかる
位置においてドナー、アクセプターのいずれのアミノ酸
残基を選択すべきかを判断することは一般に困難であ
る。③の選択法によれば、このような判断をする機会を
著しく減少することができる。一般に、移植すべき CDR
を有する非ヒト哺乳動物由来の抗体は「ドナー」、CDR 
が移植される側のヒト抗体は「アクセプター」と定義さ
れるが、本発明もこの定義に従う。
【0024】OCIF/sOBM複合体に結合する抗体を各種骨代謝
異常症の予防又は治療に用いる場合、種々の形態で投与
され得るが、疾患の種類、疾患の程度、患者の年齢、患
者の性別度等に応じて適宜選択することができる。例え
ば、錠剤、カプセル剤、散剤、顆粒剤、シロップ剤は経
口投与され、注射剤は単独で若しくはブドウ糖、アミノ
酸等の通常の補液と混合して静脈内投与されるか、又は
単独で筋肉内投与、皮下投与、皮内投与、腹腔内投与さ
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11
れ、坐剤は直腸内投与される。これらの製剤は、常法に
従い、賦形剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、矯味矯臭剤、
溶解補助剤、懸濁剤、コーティング剤等、医薬の製剤分
野において通常使用しうる公知の補助剤を用いて製剤化
することができる。
【0025】錠剤の形態に成形するには、担体として当該分
野で公知のものを広く使用できる。そのような担体とし
ては、例えば、乳糖、白糖、塩化ナトリウム、ブドウ
糖、尿素、澱粉、炭酸カルシウム、カオリン、結晶セル
ロース、ケイ酸等の賦形剤; 水、エタノール、プロパノ
ール、単シロップ、ブドウ糖液、澱粉液、ゼラチン溶
液、カルボキシメチルセルロース、セラック、メチルセ
ルロース、リン酸カリウム、ポリビニルピロリドン等の
結合剤; 乾燥澱粉、アルギン酸ナトリウム、寒天末、ラ
ミナラン末、炭酸水素ナトリウム、炭酸カルシウム、ポ
リオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル類、ラウリ
ル硫酸ナトリウム、ステアリン酸モノグリセリド、澱
粉、乳糖等の崩壊剤、白糖、ステアリン、カカオバタ
ー、水素添加油等の崩壊抑制剤; 第４級アンモニウム塩
基、ラウリル硫酸ナトリウム等の吸収促進剤；グリセリ
ン、澱粉等の保湿剤；澱粉、乳糖、カオリン、ベントナ
イト、コロイド状ケイ酸等の吸着剤；精製タルク、ステ
アリン酸塩、硼酸末、ポリエチレングリコール等の潤沢
剤等を挙げることができる。また、錠剤は必要に応じ通
常の剤皮を施した錠剤、例えば糖衣錠、ゼラチン被包
錠、腸溶被錠、フィルムコーティング錠、二重錠、多層
錠等とすることができる。
【0026】丸剤の形態に成形するには、担体として当該分
野で公知のものを広く使用できる。そのような担体とし
ては、例えば、ブドウ糖、乳糖、カカオバター、澱粉、
硬化植物油、カオリン、タルク等の賦形剤；アラビアゴ
ム末、トラガント末、ゼラチン、エタノール等の結合
剤；ラミナラン、寒天等の崩壊剤等を挙げることができ
る。坐剤の形態に成形するには、担体として当該分野で
公知のものを広く使用できる。そのような担体として
は、例えば、ポリエチレングリコール、カカオバター、
高級アルコール、高級アルコールのエステル類、ゼラチ
ン、半合成グリセリド等を挙げることができる。注射剤
として調製される場合には、液剤及び懸濁剤は殺菌さ
れ、且つ血液と等張であることが好ましい。これらの液
剤、乳剤および懸濁剤の形態に成形するには、希釈剤と
して当該分野で公知のものを広く使用でき、例えば、
水、エタノール、プロピレングリコール、エトキシ化イ
ソステアリルアルコール、ポリオキシ化イソステアリル
アルコール、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エス
テル類等を挙げることができる。なお、この場合、血液
との等張性を保つのに十分な量の食塩、ブドウ糖、グリ
セリン等を医薬製剤中に含有せしめてもよく、また通常
の溶解補助剤、緩衝剤、無痛化剤等を添加してもよい。
また、必要に応じて着色剤、保存剤、香料、風味剤、甘
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味剤、他の医薬等を含有せしめてもよい。
【0027】これらの医薬製剤中に含まれる、OCIF/sOBM 複
合体に結合する抗体の量は、特に限定されるものではな
いが、通常0.1 乃至70重量％であり、好適には１乃至30
重量％である。OCIF/sOBM複合体に結合する抗体の投与
量は、症状、年齢、体重、投与形態、剤形等に依存する
が、通常成人に対して１日あたり、上限 500乃至 1,000
mg、下限10乃至50mgであり、好適な範囲は50乃至 500mg
である。OCIF/sOBM 複合体に結合する抗体を有効成分と
して含有する医薬の投与回数は、投与形態、剤形等に依
存するが、数日に１回、１日１回、又は１日数回であ
る。本発明は、本発明のモノクローナル抗体を生産する
ハイブリドーマをも提供する。そのようなハイブリドー
マは、OCIF/sOBMと結合する抗体を生産する細胞であれ
ば限定されるものではなく、ハイブリドーマOI-30(FERM
 BP-7872）により生産されるモノクローナル抗体が結合
する部位(epitope)と特異的に結合するモノクロナール
抗体を生産するハイブリドーマ、ハイブリドーマH-OBM1
(FERM BP-6264)により生産されるモノクローナル抗体
（#207)が結合する部位(epitope)と特異的に結合するモ
ノクローナル抗体を生産するハイブリドーマ等を例示す
ることができ、好適な例としてハイブリドーマOI-30(FE
RM BP-7872）、ハイブリドーマH-OBM1(FERM BP-6264)等
を挙げることができる。
【0028】
【実施例】次に実施例をもって本発明をより詳細に説明
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  抗OCIFモノクローナル抗体の作製
抗OCIFモノクローナル抗体は、WO96/26217号公報に記載
の方法に従って得た。即ち、精製OCIFを免疫原として免
疫したBALB/cマウスの脾臓細胞をマウスミエローマ細胞
（P3×63.Ag8.653) と細胞融合してハイブリドーマを作
製し、これら細胞の中からOCIFを固相化した EIAによっ
て、抗OCIF特異的抗体を産生している細胞を選択した。
抗OCIF特異的抗体の産生が認められたハイブリドーマを
限界希釈法によりクローニングを３～５回繰り返し行
い、抗体生産量の高いクローンを選別した。得られた生
産株を、あらかじめプリスタン（アルドリッチケミカル
社）を投与しておいたBALB/cマウスの腹腔内に１～10×
106 細胞／匹となるよう投与し、約２週間後にその腹水
を採取した。この腹水より、アフィゲルプロテインＡセ
ファロース（バイオラッド社）を用いて、キット添付の
プロトコールに従いアフィニティークロマトグラフィー
を行ない、40種類の抗体を精製した。得られた精製抗体
をSDS-PAGEにより純度検定を行ったところ、分子量約 1
50,000の位置に均一なバンドを認めた。
【0029】実施例２  抗sOBMモノクローナル抗体の作製
抗sOBMモノクローナル抗体は、WO98/46644号公報に記載
の方法に従って得た。即ち、精製sOBMを免疫原として免
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疫したBALB/cマウスの脾臓細胞を、マウスミエローマ細
胞（P3×63.Ag8.653) と細胞融合してハイブリドーマを
作製し、これら細胞の中からsOBMを固相化したEIAによ
って、sOBMを特異的に認識する抗体を産生している細胞
を選択した。抗sOBM特異的抗体の産生が認められたハイ
ブリドーマを限界希釈法によりクローニングを３～５回
繰り返し行い、抗体生産量の高いクローンを選別した。
得られた生産株を、あらかじめプリスタン（アルドリッ
チケミカル社）を投与しておいたBALB/cマウスの腹腔内
に１～10×106 細胞／匹となるよう投与し、約２週間後
にその腹水を採取した。この腹水より、プロテインAカ
ラム（ファルマシア社）を用いて、キット添付のプロト
コールに従いアフィニティークロマトグラフィーを行な
い、40種類の抗体を精製した。得られた精製抗体をSDS-
PAGEにより純度検定を行ったところ、分子量約 150,000
の位置に均一なバンドを認めた。
【0030】実施例３  標準OCIF/ sOBM複合体の作製
0.1 ％ Tween20を含む10mMリン酸塩緩衝液（pH7.4)-0.1
5M NaCl(PBST）にWO96/26217号公報に記載の方法に従っ
て得られたヒト（モノマー）型OCIFを60μg/ml、及びWO
98/46644号公報に記載の方法に従って得られたヒトsOBM
を40μg/mlとなるように加え、４℃で18時間インキュベ
ートし、 OCIF/ヒトsOBM複合体を作製した（複合体とし
て 100μg/ml）。この方法によって、複合体が形成され
ていることを Davisらの方法（Ann. N. Y. Acad. Sci.1
21,404(1964)）を一部改変し、Native PAGE により調べ
た。即ち、上記OCIF／ヒトsOBM複合体およびモノマー型
OCIF、ヒトsOBMを等量のサンプルバッファー（0.0625M 
Tris-HCl(pH6.8),15％ Glycerol,0.001 ％BPB)と混合
し、そのサンプル混合液10μl をNative PAGE により解
析した。泳動ゲルはマルチゲル4/20（第一化学社）、泳
動バッファーは0.025MTris-0.192M Glycine(pH8.4) 、
ゲルの染色はシルバーステインKANTO(関東化学）を用い
た。結果を第１図に示す。この結果、モノマー型 OCIF
(レーン2)およびヒト sOBM(レーン3)は、Native PAGEに
てそれぞれ異なる位置に単一バンドを示した。それぞれ
を混合して作製した複合体（レーン1)はモノマー型OCIF
およびヒトsOBMとは異なる位置にバンドが検出された。
さらにレーン１において、モノマー型OCIFおよびヒトsO
BMに相当する位置に蛋白質が検出されなかった。以上の
結果から、モノマー型OCIFおよびヒトsOBMがこの条件下
で全て反応し、複合体を形成していることが明らかとな
った。
【0031】実施例４  OCIF/ sOBM複合体のEIAによる測定
(1) 抗sOBMモノクローナル抗体の選択
実施例２で得られた抗sOBMモノクローナル抗体40種類を
固相化抗体として、 WO96/26217号公報に記載のウサギ
抗OCIFポリクローナル抗体を標識抗体としてサンドイッ
チEIAを構築した。ウサギ抗OCIFポリクローナル抗体の
標識は、マレイミド活性化パーオキシダーゼキット（ピ
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アス社）を用いて行った。40種類の抗sOBMモノクローナ
ル抗体をそれぞれ10μg/mlとなるよう0.1M炭酸水素ナト
リウム溶液（pH9.6)に溶解し、100 μl ずつ96ウェルイ
ムノプレート（ヌンク社）の各ウェルに加え、４℃で一
晩静置して固相化した。各ウェルの溶液を捨て、25％
（V/V)のブロックエース（雪印乳業社)300μl 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PBSTで洗浄した。
【0032】次に、実施例３で得られた標準 OCIF/sOBM複合
体をそれぞれ40％ブロックエースを含むPBSTに溶解、希
釈して 100μl 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PBSTで洗浄し、25％ブロ
ックエースを含むPBSTで1000倍希釈したペルオキシダー
ゼ（POD)標識ウサギ抗OCIFポリクローナル抗体を各ウェ
ルに 100μl 加え、室温で２時間反応させた。プレート
をPBSTで洗浄した後、各ウェルに 100μl の酵素基質溶
液（TMB 、ScyTec社）を加えて発色させた後、反応停止
液（ScyTec社）を 100μl 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（イムノリーダーNJ2000：日本
インターメッド社）を用いて測定した。この結果、40種
類の抗sOBMモノクローナル抗体のうち、８種類がOCIF/s
OBM 複合体に結合することが確認された。又、第２図に
示す通り、#207 がOCIF/sOBM 複合体に対する反応性が
最も高いことが確認された。この #207を生産するハイ
ブリドーマは、平成９年11月５日、日本国茨城県つくば
市東1-1-3 の通商産業省工業技術院生命工学工業技術研
究所（現  独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄
託センター）に、H-OBM1として国際寄託され、受託番号
FERM BP-6264を付与された。
【0033】(2) 抗OCIFモノクローナル抗体の選択
上記(1) で得られた抗sOBMモノクローナル抗体#207を固
相化抗体として、実施例１で得られた抗OCIFモノクロー
ナル抗体40種類を標識抗体としてサンドイッチEIA を構
築した。抗OCIFモノクローナル抗体の標識は、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。抗sOBMモノクローナル抗体（#207）を10μg/ml
となるよう0.1M炭酸水素ナトリウム溶液（pH9.6)に溶解
し、100μl ずつ96ウェルイムノプレート（ヌンク社）
の各ウェルに加え、４℃で一晩静置し固相化した。各ウ
ェルの溶液を捨て、25％ブロックエース 300μl を加
え、室温で２時間静置してブロッキングした。ブロッキ
ング後、プレートをPBSTで洗浄した。
【0034】次に、実施例３で得られた標準 OCIF/sOBM複合
体をそれぞれ40％ブロックエースを含むPBSTに溶解、希
釈して100μl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PBSTで洗浄し、25％ブロッ
クエースを含むPBSTで1000倍希釈した40種類のPOD標識
抗OCIFモノクローナル抗体を各ウェルに100μl加え、室
温で２時間反応させた。プレートをPBSTで洗浄した後、
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各ウェルに100μlの酵素基質溶液（TMB、ScyTec社）を
加えて発色させた後、反応停止液（ScyTec社）を100μl
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にて
測定した。この結果、40種類の抗OCIFモノクローナル抗
体のうち、６種類がOCIF/sOBM 複合体に結合することが
確認された。又、第３図に示す通り、OI-30 がOCIF/sOB
M 複合体に対する反応性が最も高いことが明らかとなっ
た。このハイブリドーマは、平成11年4月14日、日本国
茨城県つくば市東1-1-3 の通商産業省工業技術院生命工
学工業技術研究所（現独立行政法人産業技術総合研究所
特許生物寄託センター）に、OI-30 として寄託され、受
託番号FERM P-17366を付与され、平成14年２月１日に国
際寄託へ移管され、受託番号FERM BP-7872を付与され
た。
【0035】(3) 固相化及び標識化の選択
上記(1) で得られた抗ヒトsOBMモノクローナル抗体（#2
07）及び上記(2) で得られた抗OCIFモノクローナル抗体
（OI-30)をそれぞれ10μg/mlとなるよう0.1M炭酸水素ナ
トリウム溶液（pH9.6)に溶解し、 100μl ずつ96ウェル
イムノプレート（ヌンク社）の各ウェルに加え、４℃で
一晩静置して固相化した。各ウェルの溶液を捨て、25％
ブロックエース 300μl 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PBSTで洗
浄した。実施例３で得られた標準OCIF/sOBM 複合体５ng
/ml をそれぞれ40％ブロックエースを含むPBSTに溶解、
希釈して100 μl 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PBSTで洗浄し、固相化
抗体を#207とした場合はPOD 標識OI-30 を、OI-30を固
相化抗体とした場合にはPOD標識#207を25％ブロックエ
ース含有PBSTで希釈して各ウェルに 100μl 加え、室温
で２時間反応させた。プレートをPBSTで洗浄した後、各
ウェルに 100μl の酵素基質溶液(TMB、ScyTec社）を加
えて発色させた後、反応停止液（ScyTec社）を 100μl 
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にて
測定した。結果を第４図に示す。この結果、OI-30 を固
相化抗体（一次抗体）、#207を標識抗体（二次抗体）と
した方が、その逆の組み合わせに比べて、OCIF/sOBM 複
合体を高感度に検出できることが確認された。
【0036】実施例５  検量線の作製
実施例３で調製したOCIF/sOBM複合体標準品を0～100 ng
/mlの濃度範囲で用いて、実施例４（３）の方法、即ちO
I-30を固相化抗体、#207を標識抗体としたEIAによる測
定を行い、検量線を作成した。その典型的な結果を第５
図に示す。このEIA方法によって、複合体濃度の上昇に
伴う吸光度の増加が確認され、この検量線から1～25 ng
/mlの濃度範囲でOCIF/sOBM複合体が定量できることが明
らかとなった。
【0037】実施例６  健常人及びリウマチ因子陽性患者検
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体のOCIF/sOBM複合体の測定
健常人及びリウマチ因子陽性患者血漿中の OCIF/sOBM複
合体を、固相化抗体にOI-30 を、標識抗体として#207を
使用したサンドイッチEIA で測定した。OI-30を10μg/m
lとなるように0.1M炭酸水素ナトリウム溶液（pH9.6)に
溶解し、 100μl ずつ96ウェルイムノプレート（ヌンク
社）の各ウェルに加え、４℃で一晩静置し固相化した。
各ウェルの溶液を捨て、25％ブロックエース（雪印乳業
社)300μl 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PBSTで洗浄した。正常
プール血清（BioWhitaker 社）及びリウマチ因子陽性血
漿３例をそれぞれ40％ブロックエースを含むPBSTに溶
解、２倍希釈して 100μl ずつ3連で各ウェルに加え、
室温で２時間反応させた。２時間後、プレートをPBSTで
洗浄し、POD 標識#207を25％ブロックエース含有PBSTで
希釈して各ウェルに 100μl 加え、室温で２時間反応さ
せた。プレートをPBSTで洗浄し、各ウェルに 100μl の
酵素基質溶液(TMB、ScyTec社）を加えて発色させた後、
反応停止液（ScyTec社）を 100μl 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にて測定した。結果を第
６図に示す。この結果、健常人に比べて３例すべてのリ
ウマチ因子陽性患者では、統計学的に有意にOCIF／sOBM
複合体量が高値を示した（ｔ－検定）。従って、OCIF／
sOBM複合体がリウマチ疾患の臨床マーカーとして有用で
あることが示された。
【0038】実施例７
(1) OCIF/sOBM複合体測定用キットの製造（80検体用）
(1) OI-30 抗体を実施例４の方法で固相化し，予めブロ
ックエースでブロッキングした96ウェルプレート：１枚
(2) 実施例４の方法でPOD標識した#207抗体：10μl
(3) OCIF/sOBM 複合体標準品：１、2.5 、５、10、25ng
/ml の５濃度各400μl
(4) 検体の希釈液（0.01％ Tween20と40％ブロックエー
スを含む PBS液):10ml
(5) 標識抗体の希釈液（0.01％ Tween20と25％ブロック
エースを含む PBS溶液）：10ml
(6) 96ウェルプレート洗浄液（0.1 ％ Tween20を含む P
BS溶液）:１リットル
(7) 標識酵素の活性測定をするための基質溶液（ここで
は TMB溶液）：10ml
(8) 反応停止液（TMB stopping reagent）：10ml
【0039】(2) キットを用いた定量方法
プレート(1) の各ウェルに希釈液(4) で希釈した検体、
正常プール血清及びOCIF/sOBM 複合体標準品(3) を３連
で 100μl ずつ加える。室温にて約２時間放置した後、
洗浄液(300μl)でプレートの各ウェルを５～６回洗浄す
る。この洗浄操作には自動プレートウォッシャーを用い
てもよい。洗浄したプレートの各ウェルに POD標識した
#207抗体(2) を希釈液(5) で 500倍希釈した溶液 100μ
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l ずつを加え、さらに室温にて約２時間放置する。洗浄
液(6) でプレートの各ウェルを５～６回洗浄する。この
洗浄操作には自動プレートウォッシャーを用いてもよ
い。酵素基質溶液(7) を各ウェルに 100μl ずつ加え、
室温にて20～30分放置する。各ウェルに反応停止液(8) 
を 100μl 加えることにより酵素反応を停止する。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
ーにて測定する。OCIF/sOBM 複合体標準品(3) を加えた
各ウェルの 450nmの吸光度よりOCIF/sOBM 複合体の検量
線を作製し、この検量線から各検体のOCIF/sOBM 複合体
濃度を算出する。
【0040】
【発明の効果】本発明により、OCIF/sOBM複合体に結合
する抗体及びこの抗体を産生するハイブリドーマを得る
ことができる。本発明の抗体は、骨代謝異常症の予防、
治療あるいは診断に有用である。また、本発明により、
OCIF/sOBM 複合体量を定量することによる骨代謝異常症
の診断方法が提供される。さらに本発明によりこの抗体
を含む骨代謝異常症の診断用キットが提供される。ま
た、本発明の抗体は、研究用分析試薬としても用いられ
得る。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明（実施例３）のOCIF/sOBM複合体の非変
性条件下の電気泳動(Native PAGE)による解析結果を示 *

18
*す。
【符号の説明】
レーン１：OCIF/sOBM 複合体
レーン２：モノマー型OCIF
レーン３：ヒトsOBM
【図２】本発明（実施例４）の抗sOBMモノクローナル抗
体を固相化抗体とし、ウサギ抗OCIFポリクローナル抗体
を標識抗体として構築したサンドイッチEIAによるOCIF/
sOBM 複合体の測定結果を示す。
【図３】本発明（実施例４）の抗sOBMモノクローナル抗
体#207を固相化抗体とし、抗OCIFモノクローナル抗体を
標識抗体として構築したサンドイッチEIAによるOCIF/sO
BM 複合体の測定結果を示す。
【図４】本発明（実施例４）の抗sOBMモノクローナル抗
体#207及び抗OCIFモノクローナル抗体OI-30をそれぞれ
固相化抗体あるいは標識抗体として構築したサンドイッ
チEIAによるOCIF/sOBM 複合体の測定結果を示す。
【図５】本発明（実施例５）の、実施例３で調製したOC
IF/sOBM複合体標準品を用いて作成した検量線を示す。
【図６】本発明（実施例６）の抗sOBMモノクローナル抗
体#207を標識抗体とし、抗OCIFモノクローナル抗体OI-3
0を固相化抗体として構築したサンドイッチEIAによる健
常人及びリウマチ因子陽性患者の血漿中のOCIF/sOBM 複
合体の測定結果を示す。

【図１】 【図２】

【図３】
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