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(54)【発明の名称】 骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤の試験方法

(57)【要約】        （修正有）
【課題】  骨粗鬆症、慢性関節リウマチにおける骨破
壊、ガン細胞の骨転移と骨破壊等を含むさまざまな骨代
謝疾患の治療又は予防剤を試験するための新規な方法及
び該方法において用いられるＤＮＡの提供。
【解決手段】  培養細胞を被検物質の存在下又は非存在
下で培養し、次いで、該培養細胞における、マウス由来
の特定のヌクレオチド配列又はヒト由来の特定のヌクレ
オチド配列を有する遺伝子の発現量を、被検物質非存在
下で培養した細胞と、被検物質存在下で培養した細胞と
の間で比較することを特徴とする方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  物質の、骨粗鬆症もしくは関節リウマチ
の治療または予防剤としての効果を試験する方法であっ
て、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）の培養細胞における、下記のａ）乃至ｅ）
のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列（ただし、配
列中のｔはｕに読み替える）を有するｍＲＮＡの発現量
を検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７
４（１．８Ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０６００（ＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－７２３８）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１
８のマルチクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄ
ｐ－２  ＳＡＮＫ  ７０７００（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３７）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１８のマル
チクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有するヌク
レオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、破骨細
胞前駆細胞から破骨細胞への分化を誘導する活性を有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；および
３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたｍＲＮＡの発現量を比較する；を含む方法。
【請求項２】  培養細胞が破骨細胞前駆細胞であること
を特徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】  培養細胞が霊長類または齧歯類動物由来
であることを特徴とする、請求項１または２記載の方
法。
【請求項４】  培養細胞がヒトまたはマウス由来である
ことを特徴とする、請求項３記載の方法。
【請求項５】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がノー
ザンブロット、ドットブロットまたはスロットブロット
であることを特徴とする方法。
【請求項６】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がＲＴ
－ＰＣＲであることを特徴とする方法。
【請求項７】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がリボ
ヌクレアーゼ保護アッセイであることを特徴とする方
法。
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【請求項８】  請求項１乃至４のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がラン
オン・アッセイであることを特徴とする方法。
【請求項９】  下記のａ）またはｂ）記載のＤＮＡ：
ａ）配列表の配列番号１の配列表の配列番号１のヌクレ
オチド番号２３２から７２０に示されるヌクレオチド配
列からなるＤＮＡ、または該ヌクレオチド配列の一方ま
たは両方の末端が１ヌクレオチドもしくは２ヌクレオチ
ド以上欠失した、少なくとも１５ヌクレオチドからなる
ＤＮＡ；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列からなるＤＮＡ、また
は該ヌクレオチド配列の一方または両方の末端が１ヌク
レオチドもしくは２ヌクレオチド以上欠失した、少なく
とも１５ヌクレオチドからなるＤＮＡ。
【請求項１０】  配列表の配列番号１の配列表の配列番
号１のヌクレオチド番号１から１６４２に示されるヌク
レオチド配列または配列表の配列番号３のヌクレオチド
番号１から１４９５に示されるヌクレオチド配列中の連
続した１５乃至３０ヌクレオチドからなるヌクレオチド
配列のアンチセンス配列からなるＤＮＡまたはＲＮＡ。
【請求項１１】  物質の、骨粗鬆症もしくは関節リウマ
チの治療または予防剤としての効果を試験する方法であ
って、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）の培養細胞上清における、下記のａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列にコード
されるアミノ酸配列またはその一部からなるポリペプチ
ドの産生量を、該ポリペプチドを特異的に認識する抗体
を用いて検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７
４（１．８Ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０６００（ＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－７２３８）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１
８のマルチクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄ
ｐ－２  ＳＡＮＫ  ７０７００（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３７）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１８のマル
チクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有するヌク
レオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、破骨細
胞前駆細胞から破骨細胞への分化を誘導する活性を有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；および
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３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたポリペプチドの量を比較する；を含む方法。
【請求項１２】  請求項１１記載の方法において、ａ）
乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列にコ
ードされるアミノ酸配列またはその一部からなるポリペ
プチドを特異的に認識する抗体が、配列表の配列番号２
のアミノ酸番号１－１６３に示されるアミノ酸配列から
なるポリペプチドまたはその一部、もしくは配列番号４
のアミノ酸番号１から１６３に示されるアミノ酸配列か
らなるポリペプチドまたはその一部を特異的に認識する
ものであることを特徴とする方法。
【請求項１３】  請求項１１または１２記載の方法にお
いて、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチ
ド配列にコードされるアミノ酸配列またはその一部から
なるポリペプチドを特異的に認識する抗体が、配列表の
配列番号２１に示されるアミノ酸配列を特異的に認識す
るものであることを特徴とする方法。
【請求項１４】  請求項１１乃至１３のいずれか一つに
記載の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記
載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列また
はその一部からなるポリペプチドの産生量を該ポリペプ
チドを特異的に認識する抗体を用いて検出する操作が、
ウエスタンブロット、ドットブロットまたはスロットブ
ロットであることを特徴とする方法。
【請求項１５】  請求項１１乃至１４のいずれか一つに
記載の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記
載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列また
はその一部からなるポリペプチドの産生量を該ポリペプ
チドを特異的に認識する抗体を用いて検出する操作が、
固相酵素免疫定量法（ＥＬＩＳＡ法）または放射性同位
元素免疫定量法（ＲＩＡ法）であることを特徴とする方
法。
【請求項１６】  下記のａ）乃至ｅ）のいずれか一つに
記載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列ま
たはその一部からなるポリペプチドを特異的に認識する
抗体：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７
４（１．８Ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０６００（ＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－７２３８）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１
８のマルチクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄ
ｐ－２  ＳＡＮＫ  ７０７００（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３７）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１８のマル
チクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有するヌク
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レオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、破骨細
胞前駆細胞から破骨細胞への分化を誘導する活性を有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列。
【請求項１７】  請求項１６記載の抗体であって、配列
表の配列番号２１に示されるアミノ酸配列を特異的に認
識することを特徴とする抗体。
【請求項１８】  請求項１６または１７記載の抗体を含
むことからなる、骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療
または予防剤を試験するためのキット。
【請求項１９】  破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分
化を特異的に阻害する物質をスクリーニングする方法で
あって、下記の（ｉ）および（ｉｉ）の工程を含むこと
を特徴とする方法：
（ｉ）予めカテプシンＫプロモーター遺伝子または酒石
酸耐性酸ホスファターゼ（以下「ＴＲＡＰ」という）プ
ロモーター遺伝子の支配下にあり、該プロモーター活性
の検出を可能ならしめる遺伝子（以下「マーカー遺伝
子」という）と、配列表の配列番号２のアミノ酸番号１
から１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチ
ドまたは配列番号４のアミノ酸番号１から１６３に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードする遺
伝子とで形質転換された培養細胞を、被検物質を添加し
てまたは添加しないで培養する；
（ｉｉ）上記（ｉ）記載の培養細胞におけるマーカー遺
伝子の発現量を、被検物質を添加した細胞と添加しなか
った細胞との間で比較する。
【請求項２０】  マーカー遺伝子を発現誘導するための
プロモーターとして、配列表の配列番号２７に示される
ヌクレオチド配列からなるマウスカテプシンＫプロモー
ター遺伝子を用いることを特徴とする、請求項１９記載
の方法。
【請求項２１】  マーカー遺伝子を発現誘導するための
プロモーターとして、配列表の配列番号２６に示される
ヌクレオチド配列からなるマウスＴＲＡＰプロモーター
遺伝子を用いることを特徴とする、請求項１９記載の方
法。
【請求項２２】  マーカー遺伝子がクロラムフェニコー
ルアセチルトランスフェラーゼ、ホタルルシフェラー
ゼ、β－ガラクトシダーゼ、分泌型アルカリホスファタ
ーゼおよび緑色蛍光タンパク質からなる群より選択され
る蛋白質をコードするものであることを特徴とする、請
求項１９乃至２１のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２３】  マーカー遺伝子がホタルルシフェラー
ゼをコードする遺伝子であることを特徴とする、請求項
１９乃至２１のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２４】  マーカー遺伝子および配列表の配列番
号２のアミノ酸番号１－１６３に示されるアミノ酸配列
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からなるポリペプチドまたは配列番号４のアミノ酸番号
１－１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチ
ドをコードする遺伝子で形質転換される培養細胞が、Ｒ
ＡＷ２６４．７細胞株であることを特徴とする、請求項
１９乃至２３のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２５】  破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分
化を調節する物質をスクリーニングする方法であって、
配列表の配列番号２のアミノ酸番号１から１６３に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたは配列番号
４のアミノ酸番号１から１６３に示されるアミノ酸配列
からなるポリペプチドに被検物質を含む試料を接触さ
せ、次いで、該ポリペプチドに結合した物質を分離する
ことを特徴とする方法。
【請求項２６】  配列表の配列番号２のアミノ酸番号４
６から１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプ
チド。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明が属する技術分野】  本発明は、骨粗鬆症もしく
は関節リウマチの治療または予防剤として有用な物質の
新規試験方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】  骨は、自らの形態変化や血中カルシウ
ム濃度の維持のため、常に形成と吸収を繰り返し再構築
を行う動的な器官として知られる。骨芽細胞による骨形
成と破骨細胞による骨吸収とは平衡関係にあるため、通
常は骨の量が一定に保たれているが、ひとたびこの平衡
関係が崩れると、骨粗鬆症などの骨代謝異常に陥ること
になる（Suda et al., Endocr. Rev. 13, 66-80 (199
2), Suda et al., in Principles of Bone Biology (Bi
lezikian et al. Eds), pp87-102,Academic Press, New
 York (1996)）。
【０００３】骨代謝を調節する因子は、全身性のホルモ
ンや局所性のサイトカインが数多く報告されており、そ
れら因子の共同作用により骨の形成と維持が営まれてい
る（Suda et al., Endocr. Rev. 13, 66-80 (1992), Ro
odman, Endocr. Rev. 17, 308-332 (1996)）。一方、加
齢による骨組織の変化は、骨粗鬆症の発症を通して広く
知られているが、その発症機構は性ホルモンの分泌低下
やそのレセプター異常、老化遺伝子の発現、破骨細胞や
骨芽細胞の分化あるいは機能不全など多岐にわたってお
り、加齢による生理現象として理解するのは困難であ
る。骨粗鬆症はエストロゲンの分泌低下による閉経後骨
粗鬆症と加齢による老人性骨粗鬆症に大別されている
が、その発症機構の解明と治療薬開発の為には、骨吸収
と骨形成の調節機構についての基礎的研究の進展が必須
である。
【０００４】破骨細胞は、造血幹細胞に由来する多核の
細胞で、その前駆細胞は骨表面の骨芽細胞／ストローマ
細胞の細胞膜上に発現する破骨細胞分化因子（osteocla
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st differentiation factor; 以下「ＯＤＦ」という）
を認識し、破骨細胞へ分化することが明らかとなってき
た（Yasuda et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 
3597-3602 (1998), Lacey et al., Cell 93, 165-176 
(1998)）。ＯＤＦの細胞内ドメインと膜貫通ドメインを
欠いた組換え可溶性ＯＤＦを用いた実験の結果、ＯＤＦ
は骨芽細胞／ストローマ細胞が産生する膜結合因子であ
り、その発現は骨吸収因子により調節されること、およ
び、ＯＤＦは破骨細胞前駆細胞から単核破骨細胞への分
化を誘導することなどが明らかにされた（Yasuda et a
l., Proc.Natl. Acad. Sci. USA 95, 3597-3602 (199
8), Jimi et al., J. Bone Miner.Res. 23, S222 (Abst
ract) (1998)）。さらに、ＯＤＦをノックアウトしたマ
ウスが、典型的な大理石病を発症することが見出され、
ＯＤＦが生理的な破骨細胞分化誘導因子であることが証
明された（Kong et al., Nature (London) 397, 315-32
3 (1999)）。
【０００５】ＯＤＦは、破骨細胞前駆細胞膜に発現する
ＯＤＦレセプターであるＲＡＮＫ（Receptor activator
 of NF-κB）を介してシグナルを伝達し、破骨細胞分化
を促進することが知られている（Nakagawa et al., Bio
chem. Biophys. Res. Commun. 253, 395-400 (199
8)）。ＲＡＮＫのトランスジェニックマウスやノックア
ウトマウスが作製されて、ＲＡＮＫがin vivoにおいて
も破骨細胞の分化を制御していることが証明された（Hs
u et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 3540-3545
 (1999), Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97,
 1566-1571 (2000)）。
【０００６】一方、本発明において検出の対象となる、
ＯＤＦ刺激により発現誘導されるタンパク質は、そのア
ミノ酸配列がラット由来の公知タンパク質jun dimeriza
tionprotein 2（ｊｄｐ－２）と同一または高い相同性
を有しているが、ｊｄｐ－２が破骨細胞分化を含めた骨
代謝に関する機能を有するか否かについては知られてい
ない。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】  本発明の目的は、骨
粗鬆症、慢性関節リウマチにおける骨破壊、ガン細胞の
骨転移と骨破壊等を含む種々の骨代謝疾患の治療または
予防剤を試験するための新規な方法および該方法におい
て用いられる核酸プローブ、プライマーおよび抗体を提
供することにある。
【０００８】
【課題を解決するための手段】  本発明は、（１）  物
質の、骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防
剤としての効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）の培養細胞における、下記のａ）乃至ｅ）
のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列（ただし、配
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7
列中のｔはｕに読み替える）を有するｍＲＮＡの発現量
を検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７
４（１．８Ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０６００（ＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－７２３８）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１
８のマルチクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄ
ｐ－２  ＳＡＮＫ  ７０７００（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３７）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１８のマル
チクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有するヌク
レオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、破骨細
胞前駆細胞から破骨細胞への分化を誘導する活性を有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；および
３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたｍＲＮＡの発現量を比較する；を含む方法、
（２）  培養細胞が破骨細胞前駆細胞であることを特徴
とする、（１）記載の方法、（３）  培養細胞が霊長類
または齧歯類動物由来であることを特徴とする、（１）
または（２）記載の方法、（４）  培養細胞がヒトまた
はマウス由来であることを特徴とする、（３）記載の方
法、（５）  （１）乃至（４）のいずれか一つに記載の
方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方法がノー
ザンブロット、ドットブロットまたはスロットブロット
であることを特徴とする方法、（６）  （１）乃至
（４）のいずれか一つに記載の方法において、ｍＲＮＡ
の発現量を検出する方法がＲＴ－ＰＣＲであることを特
徴とする方法、（７）  （１）乃至（４）のいずれか一
つに記載の方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する
方法がリボヌクレアーゼ保護アッセイであることを特徴
とする方法、（８）  （１）乃至（４）のいずれか一つ
に記載の方法において、ｍＲＮＡの発現量を検出する方
法がランオン・アッセイであることを特徴とする方法、
（９）  下記のａ）またはｂ）記載のＤＮＡ：
ａ）配列表の配列番号１の配列表の配列番号１のヌクレ
オチド番号２３２から７２０に示されるヌクレオチド配
列からなるＤＮＡ、または該ヌクレオチド配列の一方ま
たは両方の末端が１ヌクレオチドもしくは２ヌクレオチ
ド以上欠失した、少なくとも１５ヌクレオチドからなる
ＤＮＡ；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列からなるＤＮＡ、また
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は該ヌクレオチド配列の一方または両方の末端が１ヌク
レオチドもしくは２ヌクレオチド以上欠失した、少なく
とも１５ヌクレオチドからなるＤＮＡ、（１０）  配列
表の配列番号１の配列表の配列番号１のヌクレオチド番
号１から１６４２に示されるヌクレオチド配列または配
列表の配列番号３のヌクレオチド番号１から１４９５に
示されるヌクレオチド配列中の連続した１５乃至３０ヌ
クレオチドからなるヌクレオチド配列のアンチセンス配
列からなるＤＮＡまたはＲＮＡ、（１１）  物質の、骨
粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤として
の効果を試験する方法であって、下記の工程：
１）培養細胞を被検物質の存在下または非存在下で培養
する；
２）上記１）の培養細胞上清における、下記のａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列にコード
されるアミノ酸配列またはその一部からなるポリペプチ
ドの産生量を、該ポリペプチドを特異的に認識する抗体
を用いて検出する：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７
４（１．８Ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０６００（ＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－７２３８）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１
８のマルチクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄ
ｐ－２  ＳＡＮＫ  ７０７００（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３７）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１８のマル
チクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有するヌク
レオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、破骨細
胞前駆細胞から破骨細胞への分化を誘導する活性を有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；および
３）上記工程２）の結果、被検物質非存在下で培養した
細胞と、被検物質存在下で培養した細胞との間で、検出
されたポリペプチドの量を比較する；を含む方法、（１
２）  （１１）記載の方法において、ａ）乃至ｅ）のい
ずれか一つに記載のヌクレオチド配列にコードされるア
ミノ酸配列またはその一部からなるポリペプチドを特異
的に認識する抗体が、配列表の配列番号２のアミノ酸番
号１－１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプ
チドまたはその一部、もしくは配列番号４のアミノ酸番
号１から１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペ
プチドまたはその一部を特異的に認識するものであるこ
とを特徴とする方法、（１３）  （１１）または（１
２）記載の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つ
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に記載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列
またはその一部からなるポリペプチドを特異的に認識す
る抗体が、配列表の配列番号２１に示されるアミノ酸配
列を特異的に認識するものであることを特徴とする方
法、（１４）  （１１）乃至（１３）のいずれか一つに
記載の方法において、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記
載のヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列また
はその一部からなるポリペプチドの産生量を該ポリペプ
チドを特異的に認識する抗体を用いて検出する操作が、
ウエスタンブロット、ドットブロットまたはスロットブ
ロットであることを特徴とする方法、（１５）  （１
１）乃至（１４）のいずれか一つに記載の方法におい
て、ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド
配列にコードされるアミノ酸配列またはその一部からな
るポリペプチドの産生量を該ポリペプチドを特異的に認
識する抗体を用いて検出する操作が、固相酵素免疫定量
法（ＥＬＩＳＡ法）または放射性同位元素免疫定量法
（ＲＩＡ法）であることを特徴とする方法、（１６）  
下記のａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチ
ド配列にコードされるアミノ酸配列またはその一部から
なるポリペプチドを特異的に認識する抗体：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７
４（１．８Ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０６００（ＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－７２３８）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１
８のマルチクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄ
ｐ－２  ＳＡＮＫ  ７０７００（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３７）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１８のマル
チクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有するヌク
レオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、破骨細
胞前駆細胞から破骨細胞への分化を誘導する活性を有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、（１
７）  （１６）記載の抗体であって、配列表の配列番号
２１に示されるアミノ酸配列を特異的に認識することを
特徴とする抗体、（１８）  （１６）または（１７）記
載の抗体を含むことからなる、骨粗鬆症もしくは関節リ
ウマチの治療または予防剤を試験するためのキット、
（１９）  破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分化を特
異的に阻害する物質をスクリーニングする方法であっ
て、下記の（ｉ）および（ｉｉ）の工程を含むことを特
徴とする方法：
（ｉ）予めカテプシンＫプロモーター遺伝子または酒石
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酸耐性酸ホスファターゼ（以下「ＴＲＡＰ」という）プ
ロモーター遺伝子の支配下にあり、該プロモーター活性
の検出を可能ならしめる遺伝子（以下「マーカー遺伝
子」という）と、配列表の配列番号２のアミノ酸番号１
から１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチ
ドまたは配列番号４のアミノ酸番号１から１６３に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコードする遺
伝子とで形質転換された培養細胞を、被検物質を添加し
てまたは添加しないで培養する；
（ｉｉ）上記（ｉ）記載の培養細胞におけるマーカー遺
伝子の発現量を、被検物質を添加した細胞と添加しなか
った細胞との間で比較する、（２０）  マーカー遺伝子
を発現誘導するためのプロモーターとして、配列表の配
列番号２７に示されるヌクレオチド配列からなるマウス
カテプシンＫプロモーター遺伝子を用いることを特徴と
する、（１９）記載の方法、（２１）  マーカー遺伝子
を発現誘導するためのプロモーターとして、配列表の配
列番号２６に示されるヌクレオチド配列からなるマウス
ＴＲＡＰプロモーター遺伝子を用いることを特徴とす
る、（１９）記載の方法、（２２）  マーカー遺伝子が
クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、ホ
タルルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、分泌型ア
ルカリホスファターゼおよび緑色蛍光タンパク質からな
る群より選択される蛋白質をコードするものであること
を特徴とする、（１９）乃至（２１）のいずれか一つに
記載の方法、（２３）  マーカー遺伝子がホタルルシフ
ェラーゼをコードする遺伝子であることを特徴とする、
（１９）乃至（２１）のいずれか一つに記載の方法、
（２４）  マーカー遺伝子および配列表の配列番号２の
アミノ酸番号１－１６３に示されるアミノ酸配列からな
るポリペプチドまたは配列番号４のアミノ酸番号１－１
６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドをコ
ードする遺伝子で形質転換される培養細胞が、ＲＡＷ２
６４．７細胞株であることを特徴とする、（１９乃至２
３のいずれか一つに記載の方法、（２５）  破骨細胞前
駆細胞から破骨細胞への分化を調節する物質をスクリー
ニングする方法であって、配列表の配列番号２のアミノ
酸番号１から１６３に示されるアミノ酸配列からなるポ
リペプチドまたは配列番号４のアミノ酸番号１から１６
３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドに被検
物質を含む試料を接触させ、次いで、該ポリペプチドに
結合した物質を分離することを特徴とする方法、（２
６）  配列表の配列番号２のアミノ酸番号４６から１６
３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、に関
する。
【０００９】マウス単球由来細胞株ＲＡＷ２６４．７を
ＯＤＦで刺激すると、酒石酸耐性酸ホスファターゼ（以
下「ＴＲＡＰ」という）やカテプシンＫなどの破骨細胞
分化マーカーの遺伝子発現が強く誘導されることが知ら
れている（Hsu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
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6, 3540-3545 (1999)）。すなわち、ＲＡＷ２６４．７
株は、ＯＤＦ刺激することにより破骨細胞へと分化誘導
できると考えられる。そこで、本発明者らは、骨粗鬆症
もしくは関節リウマチの治療または予防剤の標的遺伝子
を探索する目的で、ＯＤＦ刺激しないＲＡＷ２６４．７
細胞に発現するｍＲＮＡとＯＤＦ刺激したＲＡＷ２６
４．７細胞に発現するｍＲＮＡとの間で遺伝子発現量を
比較した結果、破骨細胞への分化誘導に関与する遺伝子
（ｃＤＮＡ）を同定することに成功した。このマウスｃ
ＤＮＡは、ホモロジー検索の結果、公知ラット遺伝子と
高いヌクレオチド配列相同性を有しており、またそれら
のコードするアミノ酸配列においては１００％の一致が
認められた。本発明者らは、このマウスｃＤＮＡおよび
それに対応するヒト遺伝子をＲＡＷ２６４．７細胞に強
制発現させると、ＴＲＡＰやカテプシンＫ遺伝子のプロ
モーター活性が促進されることを見出し、これら遺伝子
が、従来知られていなかった破骨細胞分化に関する機能
を有することを明らかにした。また、この遺伝子のヌク
レオチド配列またはその一部をプローブもしくはプライ
マーとして用いた遺伝子発現の検出系を利用する、骨粗
鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤の新規試
験方法の構築に成功した。さらに、この遺伝子がコード
するポリペプチドに特異的な抗体を調製し、該抗体を用
いて該ポリペプチドの産生量を検出する実験系を利用す
る骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤の
新規試験方法を構築した。そして、本発明者らは、この
遺伝子ががコードするポリペプチドの有する破骨細胞化
促進活性を機能的に阻害する物質の新規試験法を構築し
て、本発明を完成させた。
【００１０】本発明において、「ストリンジェントな条
件でハイブリダイズする」とは、市販のハイブリダイゼ
ーション溶液ExpressHyb Hybridization Solution（ク
ローンテック社製）中、６８℃でハイブリダイズするこ
と、またはそれと同等の条件でハイブリダイズすること
をいう。
【００１１】また、本発明において、「破骨細胞前駆細
胞から破骨細胞への分化を誘導する活性」とは、破骨細
胞前駆細胞（例えば、ＲＡＷ２６４．７細胞）内におい
て、破骨細胞分化マーカーであるカテプシンＫやＴＲＡ
Ｐの発現を亢進させる活性をいう。
【００１２】
【発明の実施の形態】本発明の方法は、具体的には例え
ば、配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列、または配列表の配
列番号３のヌクレオチド番号２６から５１４に示される
ヌクレオチド配列を有する遺伝子、またはそれらがコー
ドするポリペプチドと同じ活性を有するポリペプチドを
コードする遺伝子の発現を、当該核酸（ｍＲＮＡ）また
は当該ポリペプチドの特異的検出によって測定し、該遺
伝子の発現量（すなわち、当該ポリペプチドの産生量）
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を低下させるような被検物質を骨粗鬆症もしくは関節リ
ウマチの治療または予防剤の候補物質として選択するも
のである。以下、核酸の検出を行う態様とポリペプチド
の検出を行う態様とに分けて説明する。
【００１３】（Ａ）核酸の検出
１）プローブ
核酸の検出を行う態様のうち、核酸ハイブリダイゼーシ
ョンを利用する方法において用いられるプローブは、Ｄ
ＮＡまたはＲＮＡであって、そのヌクレオチド配列は、
下記ａ）乃至ｅ）：
ａ）配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２から
７２０に示されるヌクレオチド配列；
ｂ）配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６から５
１４に示されるヌクレオチド配列；
ｃ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７
４（１．８Ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０６００（ＦＥＲＭ  Ｂ
Ｐ－７２３８）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１
８のマルチクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有
するヌクレオチド配列；
ｄ）形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄ
ｐ－２  ＳＡＮＫ  ７０７００（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３７）が保持するプラスミドにおいてｐＵＣ１８のマル
チクローニングサイトに挿入されたＤＮＡが有するヌク
レオチド配列；
ｅ）上記ａ）乃至ｄ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件でハイブリダイズし、破骨細
胞前駆細胞から破骨細胞への分化を誘導する活性を有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；のいず
れか一つ（ただし、配列中のtはuに読み替える）を有す
るポリリボヌクレオチドとストリンジェントな条件でハ
イブリダイズするヌクレオチド配列であればよく、例え
ば、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチ
ド、該アンチセンス配列中の連続した少なくとも１５ヌ
クレオチドからなる部分配列を有するポリヌクレオチ
ド、もしくは該アンチセンス配列の改変体等、およそ上
記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配
列を有するポリリボヌクレオチドとストリンジェントな
条件でハイブリダイズすることにより該ポリリボヌクレ
オチドを特異的に検出することが可能なものは全て本発
明の方法に用いられ得る。それらのうち、上記ａ）記載
のヌクレオチド配列のアンチセンス配列を有するポリヌ
クレオチドは、例えばマウスＲＡＷ２６４．７細胞由来
のｃＤＮＡライブラリーから、配列表の配列番号１に示
すヌクレオチド配列情報に基づいて、周知の方法、例え
ばプラークハイブリダイゼーション法、コロニーハイブ
リダイゼーション法またはポリメラーゼ連鎖反応（以下
「ＰＣＲ」という）法等によりクローニングしたｃＤＮ
Ａクローンを、周知の方法で直接標識するか、または該



(8) 特開２００２－５１７８２

10

20

30

40

50

13
ｃＤＮＡクローンを鋳型としたポリメラーゼ反応による
複製または転写反応において標識することにより、標識
プローブとして得ることができる。
【００１４】また、上記ｂ）記載のヌクレオチド配列の
アンチセンス配列を有するポリヌクレオチドは、例えば
ヒト脾臓由来のｃＤＮＡライブラリーから配列表の配列
番号３に示すヌクレオチド配列情報に基づいて、同様の
操作を行うことによりクローニングしたｃＤＮＡクロー
ンから標識プローブを得ることができる。
【００１５】一方、上記ｃ）またはｄ）記載のヌクレオ
チド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチド
は、工業技術院生命工学工業技術研究所に平成１２年７
月１９日付で国際寄託され、受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－
７２３８が付されている形質転換大腸菌株Ｅ．ｃｏｌｉ
  ｐＵＣ１８－Ａ５７４（１．８ｋ）  ＳＡＮＫ  ７０
６００株または同じく平成１２年７月１９日付で国際寄
託され、受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２３７が付されて
いるＥ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄｐ－２ＳＡＮＫ
  ７０７００株が保持する組換えプラスミドから得るこ
とができる。
【００１６】さらに、上記ｅ）記載のヌクレオチド配列
のアンチセンス配列を有するポリヌクレオチドは、例え
ば上記のようにして得られる上記ａ）乃至ｄ）記載のヌ
クレオチド配列のアンチセンス配列を有するポリヌクレ
オチドをプローブとして、任意の哺乳動物（好ましくは
脾臓）由来のｃＤＮＡライブラリーについてプラークハ
イブリダイゼーション法やコロニーハイブリダイゼーシ
ョン法によるクローニングを行って単離したｃＤＮＡク
ローンから得ることができる。
【００１７】さらにまた、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか
一つに記載のヌクレオチド配列のアンチセンス配列中の
連続した少なくとも１５ヌクレオチドからなる部分配列
を有するポリヌクレオチドは、数十ヌクレオチド程度の
ものであれば化学合成によって得ることが可能である。
またあるいは、上記のようにして得られる上記ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する
ｃＤＮＡクローン中の任意の部分配列を、例えばＰＣＲ
等によってサブクローニングしてから、上記と同様の手
法でアンチセンス配列を有するプローブとして調製する
こともできる。
【００１８】例えば、配列表の配列番号１記載のヌクレ
オチド配列のアンチセンス配列中の連続した数十ヌクレ
オチドからなる部分配列において、数ヌクレオチドが付
加、欠失および／または付加されたようなヌクレオチド
配列からなるポリヌクレオチドであっても、上記ａ）乃
至ｅ）のいずれか一つに記載のポリリボヌクレオチドと
ストリンジェントな条件でハイブリダイズする限り、本
発明の方法に用いられ得る。そのようなポリヌクレオチ
ドは、化学合成法や、ＰＣＲ等の酵素反応を利用した本
発明の属する技術分野における周知の変異導入法を用い
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て作製することが可能である。
【００１９】また、本発明の方法において用いられるプ
ローブは単一のヌクレオチド配列からなるものに限定さ
れない。すなわち本発明の方法においては、例えば上記
の要件を満足する複数種類のヌクレオチド配列の混合物
をプローブとして用いたり、もしくはそれら複数種類の
ヌクレオチド配列をそれぞれ個別に用いた多重検出を行
ってもよい。
【００２０】２）ＲＴ－ＰＣＲ用プライマー
本発明における、核酸の検出を行うもう一つの態様は、
まずｍＲＮＡを鋳型とする逆転写酵素反応を行ってか
ら、ＰＣＲを実施して特異的にＤＮＡ断片を増幅する、
いわゆるＲＴ－ＰＣＲを行う方法である。この方法にお
いて、目的のヌクレオチド配列を特異的に増幅するため
には、目的のｍＲＮＡの特定の部分配列に相補的なアン
チセンスプライマーと、該アンチセンスプライマーから
逆転写酵素により生成されるｃＤＮＡの配列中の特定の
部分配列に相補的なセンスプライマーが用いられる。
【００２１】逆転写酵素反応およびＰＣＲの両方に用い
られるアンチセンスプライマーは、実質的に上記ａ）乃
至ｅ）記載のヌクレオチド配列のアンチセンス配列中
の、連続した少なくとも１８ヌクレオチド、好ましくは
少なくとも２３ヌクレオチドのヌクレオチド配列からな
る。
【００２２】一方、ＰＣＲにおいて用いられるセンスプ
ライマーの配列は、上記ａ）乃至ｅ）記載のヌクレオチ
ド配列において、上記アンチセンスプライマーの相補鎖
にあたる配列中の最も５’末端側の位置よりもさらに
５’末端側領域に存在する配列中の連続した少なくとも
１８ヌクレオチド、好ましくは少なくとも２１ヌクレオ
チドの任意の部分配列からなる。ただし、センスプライ
マーとアンチセンスプライマーに互いに相補的な配列が
存在すると、プライマー同士がアニーリングすることに
より非特異的な配列が増幅され、特異的な遺伝子検出の
妨げとなるおそれがあるので、そのような組み合わせを
避けたプライマーの設計を行うことが好ましい。
【００２３】これらアンチセンスプライマーおよびセン
スプライマーには、いずれも上記で規定したそれらヌク
レオチド配列の５’末端に、上記ａ）乃至ｅ）記載のヌ
クレオチド配列とは無関係のヌクレオチド配列がリンカ
ーとして付加されていてもよい。ただし、特異的な遺伝
子検出の妨げとならないよう、該リンカーは反応中に反
応液内の核酸と非特異的アニーリングを起こさないよう
なものであることが好ましい。
【００２４】３）遺伝子発現を検出する細胞または動物
次に、本発明の方法において用いられる培養細胞は、上
記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配
列を有する遺伝子を発現する哺乳動物細胞であればよ
い。好ましくは哺乳動物肝臓由来の培養細胞であるが、
例えば上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレ
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オチド配列を有する遺伝子をそのプロモーター領域とと
もに導入した細胞など、人為的に形質転換された細胞
（例えば、ＲＡＷ２６４．７細胞）も使用することが可
能である。哺乳動物種としては、ヒト、マウスまたはハ
ムスターが好ましく、ヒトまたはマウスがより好ましい
が、これらに限定されない。また、何らかの事情により
培養細胞を用いるよりも好適と判断される場合には、哺
乳動物個体に被検物質を投与して、その後該動物個体か
ら摘出されたその臓器または組織細胞における上記ａ）
乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有
する遺伝子の発現を検出する方法も採用し得る。その
際、遺伝子発現の検出対象となる臓器または組織は、上
記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配
列を有する遺伝子を発現するものであればよいが、好ま
しくは脾臓や骨髄である。この実施態様における好まし
い哺乳動物種はヒト、マウスまたはハムスターが好まし
く、ヒトまたはマウスがより好ましい。
【００２５】本発明の方法において用いられる培養細胞
は、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列を有する遺伝子を発現可能な条件（ただし被検
物質を添加しない場合）であれば、いかなる条件で培養
してもよい。例えば、該培養細胞について確立された培
養条件が知られており、該条件下において該細胞が上記
ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列
を有する遺伝子を発現する場合は、該条件で培養してよ
い。また、哺乳動物個体から摘出した臓器または組織に
おける遺伝子発現を検出する場合における、該動物の飼
育条件も、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌ
クレオチド配列を有する遺伝子を発現可能な条件（ただ
し被検物質を添加しない場合）であればよい。
【００２６】４）被検物質の添加
上記細胞の培養中、被検物質を培養培地に添加し一定期
間培養する。被検物質としては、化合物、微生物の代謝
産物、植物や動物組織の抽出物、それらの誘導体または
それらの混合物等が挙げられる。被検物質の投与量や濃
度は適宜設定するか、または例えば希釈系列を作成する
などして複数種の投与量を設定してもよい。被検物質存
在下で培養する期間も適宜設定してよいが、好ましくは
３０分乃至４８時間である。哺乳動物個体に被検物質を
投与する場合は、被検物質の物性等により経口投与、静
脈注射、腹腔内注射、経皮投与、皮下注射等の投与形態
を使い分ける。
【００２７】５）試料の調製
上記のようにして培養した細胞からＲＮＡを抽出するに
際しては、培養終了後直ちに細胞をＲＮＡ抽出用の溶媒
（例えばフェノール等リボヌクレアーゼを不活性化する
作用を有する成分を含むもの）で直接溶解するのが好ま
しい。または、細胞を破壊しないように、スクレーパー
で慎重に掻きとるか、もしくはトリプシン等のタンパク
質分解酵素を用いて穏やかに培養基材から分離させるな
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どの方法により、細胞を回収した後、速やかにＲＮＡ抽
出工程に移行する。
【００２８】ＲＮＡの抽出方法としては、チオシアン酸
グアニジン・塩化セシウム超遠心法、チオシアン酸グア
ニジン・ホットフェノール法、グアニジン塩酸法、酸性
チオシアン酸グアニジン・フェノール・クロロホルム法
（Chomczynski, P. and Sacchi, N., (1987) Anal. Bio
chem., 162, 156-159）などを採用しうるが、酸性チオ
シアン酸グアニジン・フェノール・クロロホルム法が好
適である。
【００２９】得られたＲＮＡからさらにｍＲＮＡを精製
する方法は以下に説明する通りである。すなわち、真核
細胞の細胞質に存在するｍＲＮＡの多くは、その３’末
端にポリ（Ａ）配列を持つことが知られているので、こ
の特徴を利用して例えばビオチン化したオリゴ（ｄＴ）
プローブにｍＲＮＡを吸着させ、さらにストレプトアビ
ジンを固定化した常磁性粒子に、ビオチン／ストレプト
アビジン間の結合を利用してｍＲＮＡを捕捉し洗浄操作
の後、ｍＲＮＡを溶出することにより、ｍＲＮＡを精製
することができる。また、オリゴ（ｄＴ）セルロースカ
ラムにｍＲＮＡを吸着させて、次にこれを溶出して精製
する方法も採用し得る。さらにショ糖密度勾配遠心法な
どにより、ｍＲＮＡをさらに分画することもできる。た
だし、本発明の方法のためには、これらｍＲＮＡの精製
工程は必須ではなく、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つ
に記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現の検出
が可能である限りにおいて、全ＲＮＡをその後の工程に
用いることもできる。
【００３０】６）試料の固相化
核酸ハイブリダイゼーションによる検出を行う場合、上
記のようにして得られたＲＮＡ試料中の遺伝子を特異的
に検出するため、該ＲＮＡ試料をアガロース電気泳動を
経てハイブリダイゼーション実験用メンブレン（以下単
に「メンブレン」という）に転写する（ノーザンブロッ
ト法）か、または直接メンブレンに試料を染み込ませ
る、いわゆるドットブロット法やスロットブロット法に
より、メンブレンに固相化する。このメンブレンとして
は、ニトロセルロースメンブレン（例えば、ハイボンド
－Ｃピュア（アマシャム・ファルマシア社製）等）、ポ
ジティブチャージ・ナイロンメンブレン（例えば、ハイ
ボンド－Ｎ＋アマシャム・ファルマシア社製）等）また
は親水性ナイロンメンブレン（例えば、ハイボンド－Ｎ
／ＮＸ（アマシャム・ファルマシア社製）等）等が用い
られる。
【００３１】ノーザンブロット用のアガロース電気泳動
方法としては、アガロースホルムアミドゲル電気泳動
法、試料をグリオキサールとジメチルスルホキシドで処
理し、変性させた後、リン酸緩衝液で作製したアガロー
スゲルで泳動させる方法およびアガロースゲルメチル水
銀電気泳動法（以上Maniatis, T. et al. (1982) in "M
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olecular Cloning A Laboratory Manual" Cold Spring 
Harbor Laboratory, NY.）等を挙げることができるが、
これらに限定されない。
【００３２】電気泳動後のゲルからメンブレンにＲＮＡ
を移す、いわゆるブロッティング方法としては、キャピ
ラリートランスファー法（Maniatis, T. et al. (1982)
 in"Molecular Cloning A Laboratory Manual" Cold Sp
ring Harbor Laboratory, NY.）、バキューム法、電気
泳動法（Maniatis, T. et al. (1989) in "MolecularCl
oning A Laboratory Manual、２nd ed" Cold Spring Ha
rbor Laboratory, NY.）等を挙げることができる。ドッ
トブロット法やスロットブロット法のための器材も市販
されている（例えば、バイオドット（バイオラッド社
製）等）。
【００３３】ブロッティング終了後、メンブレンに移し
取られたＲＮＡをメンブレンに固定する操作を行う（こ
の操作はメンブレンの材質によって異なり、製品によっ
ては固定操作不要の場合もある）。
【００３４】７）プローブの標識
核酸ハイブリダイゼーションによる検出を行うにあた
り、上記のようにして固相化させたＲＮＡ試料中の特定
のｍＲＮＡを検出するためのプローブの標識方法と検出
方法について以下に述べる：
ｉ）放射性同位元素標識
ＤＮＡ断片またはそれを保持するベクター等を材料乃至
鋳型として、ニックトランスレーション法（例えば、ニ
ックトランスレーションキット（アマシャム・ファルマ
シア社製）等を使用）、ランダムプライム法（例えば、
マルチプライムＤＮＡラベリングシステム（アマシャム
・ファルマシア社製）等を使用）、末端標識法（例え
ば、メガラベル（宝酒造（株）社製）、３’－末端ラベ
リングキット（アマシャム・ファルマシア社製）等を使
用）で標識ＤＮＡプローブを調製するか、あるいは鋳型
となるＤＮＡをサブクローニングしたベクター中のＳＰ
６プロモーターやＴ７プロモーターを利用したイン・ビ
トロ転写法により標識ＲＮＡプローブを調製する。これ
らプローブの検出はＸ線フィルムまたはイメージングプ
レートを用いたオートラジオグラフィーにより行うこと
ができ、さらにＸ線フィルムの場合はデンシトメトリー
（例えば、ＧＳ－７００イメージイングデンシトメータ
ー（バイオラッド社製）を使用）を、イメージングプレ
ートの場合はＢＡＳ２０００ＩＩ（富士フィルム製）シ
ステムをそれぞれ用いた定量も可能である。
【００３５】ｉｉ）酵素標識
ＤＮＡあるいはＲＮＡ断片を直接酵素標識する。標識に
用いられる酵素は例えば、アルカリフォスファターゼ
（AlkPhos Direct system for chemiluminescence（ア
マシャム・ファルマシア社製）等を使用）、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ（Horseradish Peroxidase）（ＥＣＬ
ダイレクト・ヌクレイック・アッシド・ラベリング・ア
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ンド・ディテクション・システム（アマシャム・ファル
マシア社製）等を使用）を挙げることができる。プロー
ブの検出は、標識した酵素の触媒反応が検出可能になる
ような基質、例えば該触媒反応により発色物質を生成し
たり、発光するような基質を含む酵素反応緩衝液にメン
ブレンを浸すことにより行う。発色基質を用いた場合は
目視により検出することができ、発光基質を用いた場合
は放射性同位元素標識の場合と同様にＸ線フィルムまた
はイメージングプレートを用いたオートラジオグラフィ
ーやインスタントカメラを用いた写真撮影により検出す
ることができる。さらに、発光基質を用いた場合は、デ
ンシトメトリーやモレキュラー・イメージャーＦｘ（バ
イオラッド社製）システムを利用した定量も可能であ
る。
【００３６】ｉｉｉ）その他分子による標識
フルオレセイン標識：  ＤＮＡ断片にニックトランスレ
ーション法、ランダムプライム法、または３’末端標識
法（アマシャム・ファルマシア社より市販されているＥ
ＣＬ  ３’－オリゴラベリングシステムなど）で標識す
る。あるいはＳＰ６、Ｔ７プロモーターによるイン・ビ
トロ転写によりＲＮＡに標識する；
ビオチン標識：  ＤＮＡの５’末端を標識（アマシャム
・ファルマシア社より市販されているオリゴヌクレオチ
ド・ビオチン・ラベリングキットなど使用）したり、Ｄ
ＮＡ断片にニックトランスレーション法、ランダムプラ
イム法などで標識する；
ジゴキシゲニン修飾ｄＵＴＰ標識：  ＤＮＡ断片にニッ
クトランスレーション法、ランダムプライム法などで標
識する。
【００３７】これら標識分子の検出は、いずれの場合
も、標識された分子に特異的に結合する分子を放射性同
位元素や酵素で標識したものをプローブに結合させる操
作を含む。特異的に結合する分子とは、例えばフルオレ
セインやジゴキシゲニンの場合は抗フルオレセイン抗体
や抗ジゴキシゲニン抗体であり、ビオチンの場合はアビ
ジンまたはストレプトアビジンである。これらをプロー
ブに結合させた以降は、その標識された放射性同位元素
や酵素により上記ｉ）またはｉｉ）記載と同様の方法に
したがって検出を行うことができる。
【００３８】８）ハイブリダイゼーションと検出
ハイブリダイゼーションは、本発明が属する技術分野に
おいて周知の方法で行われ得る。本発明におけるハイブ
リダイゼーション溶液または洗浄液の組成と、ハイブリ
ダイゼーション温度または洗浄温度の関係については、
例えば文献（バイオ実験イラストレイテッド４、ｐ１４
８、秀潤社刊）の記載に従うことができるが、好ましい
条件は以下の通りである：
ハイブリダイゼーション溶液：  ExpressHyb Hybridiza
tion Solution（クローンテック社製）；
プローブの終濃度（放射標識プローブの場合）：  １乃
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至２×１０6ｃｐｍ／ｍｌ（好ましくは、２×１０6ｃｐ
ｍ／ｍｌ）；
ハイブリダイゼーション温度および時間：  ６８℃、１
乃至２４時間。
【００３９】メンブレンの洗浄条件：
ｉ）  ０．１乃至５×ＳＳＣ（最も好ましくは２×ＳＳ
Ｃ）、０．０５乃至０．１％  ＳＤＳ（最も好ましくは
０．０５％）ドデシル硫酸ナトリウム（以下「ＳＤＳ」
という）中、室温乃至４２℃（最も好ましくは室温）で
２０乃至６０分間（最も好ましくは２０分間）振盪する
操作を、洗浄液を交換して２乃至６回（最も好適には３
回）行う；
ｉｉ）  上記ｉ）の後、０．１×ＳＳＣ、０．１％  Ｓ
ＤＳ中、５０乃至６５℃で、２０乃至６０分間振盪する
操作を、洗浄液を交換して２乃至６回行う。または、
０．２乃至０．５×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中、６２
乃至６５℃で、２０乃至６０分間振盪する操作を、洗浄
液を交換して２乃至６回行う。最も好適には、０．１×
ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中、５０℃で、２０分間振盪
する操作を、洗浄液を交換して３回行う。
【００４０】洗浄終了後、上記７）に記載したように、
プローブの標識法に合わせた検出・定量を行う。また、
β－アクチン遺伝子の細胞あたりの発現量は安定してい
ることが知られているので、各試料間のＲＮＡ量の差等
に起因するばらつきを補正する目的で、各試料における
β-アクチン遺伝子の発現量を同時に測定しておき、こ
のβ－アクチン発現量を基準とした、検出対象遺伝子発
現量の相対値を、被検物質を投与した細胞群と投与しな
かった細胞群との間で比較することにより、より精密な
評価を行うことができる。
【００４１】その結果、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一
つに記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現量を
低下させる被検物質は、骨粗鬆症もしくは関節リウマチ
の治療または予防剤となり得る。
【００４２】９）ＲＴ－ＰＣＲ反応
ＲＴ－ＰＣＲによって核酸の検出を行う態様における、
各反応の条件は以下に記載する通りである。なお、ＲＴ
－ＰＣＲによる検出のための試料は、通常ポリ（Ａ）+

ＲＮＡにまで精製されている必要はない。
【００４３】ｉ）逆転写酵素反応
反応液組成の例（全量２０μｌ）：
全ＲＮＡ  適宜；
塩化マグネシウム  ２．５乃至５ｍＭ（好ましくは５ｍ
Ｍ）；
１×ＲＮＡ  ＰＣＲ緩衝液（１０ｍＭ  トリス－塩酸
（２５℃におけるｐＨ８．３乃至９．０（好ましくは
８．３））、５０ｍＭ  塩化カリウム）；
ｄＮＴＰｓ  ０．５乃至１ｍＭ（好ましくは１ｍＭ）；
アンチセンスプライマー  １μＭ  （アンチセンスプラ
イマーの代用として、市販のランダムプライマーやオリ
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ゴ（ｄＴ）プライマー（１２－２０ヌクレオチド）を
２．５μＭ添加することもできる）；
逆転写酵素  ０．２５乃至１単位／μｌ（好ましくは
０．２５単位／μｌ）；
滅菌水で２０μｌに調整する。
【００４４】反応温度条件：３０℃で１０分間保温（ラ
ンダムプライマー使用時のみ）した後、４２乃至６０℃
（好ましくは４２℃）で１５乃至３０分間（好ましくは
３０分間）保温し、さらに９９℃で５分間加熱して酵素
を失活させてから、４乃至５℃（好ましくは５℃）で５
分間冷却する。
【００４５】ｉｉ）ＰＣＲ
反応液組成の例：
塩化マグネシウム  ２乃至２．５ｍＭ（好ましくは２．
５ｍＭ）；
１×ＰＣＲ緩衝液（１０ｍＭ  トリス－塩酸（２５℃に
おけるｐＨ８．３乃至９．０（好ましくは８．３））、
５０ｍＭ  塩化カリウム；
ｄＮＴＰｓ  ０．２乃至０．２５ｍＭ（好ましくは０．
２５ｍＭ）；
アンチセンスプライマーおよびセンスプライマー  ０．
２乃至０．５μＭ（好ましくは０．２μＭ）；
Ｔａｑポリメラーゼ  １乃至２．５単位（好ましくは
２．５単位）；
滅菌水を加えて全量を８０μｌに調整し、その全量を、
逆転写反応を終了した反応液全量に加えてからＰＣＲを
開始する。
【００４６】反応温度条件：  まず９４℃で２分間加熱
した後、９０乃至９５℃（好ましくは９４℃）で３０秒
間、４０乃至６０℃（好ましくは、プライマーの特性か
ら算出される解離温度（Ｔｍ）からそれより２０度低い
温度までの範囲内で３０秒間、７０乃至７５℃（好まし
くは７２℃）で１．５分間の温度サイクルを２８乃至５
０サイクル（好ましくは２８サイクル）繰り返してか
ら、４℃に冷却する。
【００４７】ＰＣＲ終了後、反応液を電気泳動し、目的
の大きさのバンドが増幅されているか否かを検出する。
定量的検出を行うためには、予め段階希釈したｃＤＮＡ
クローンを標準の鋳型ＤＮＡとして同条件でＰＣＲを実
施し、定量的検出が可能な温度サイクル数を定めておく
か、または、例えば５サイクル毎に一部反応液をサンプ
リングしてそれぞれ電気泳動を行う。また例えばＰＣＲ
反応時に放射標識ｄＣＴＰを用いることにより、バンド
中に取り込まれた放射能の量を指標に定量を行うことも
できる。遺伝子定量の信頼性を高めた方法として、上記
ＲＴ－ＰＣＲ法を改良した競合ＲＴ－ＰＣＲ法（Souaze
 et al., BioTechniques 21, 280-285 (1996)）や、Ｔ
ａｑＭａｎ  ＰＣＲ法（Heid et al., Genom. Res. 6, 
986-994 (1996)）なども利用可能である。
【００４８】被検物質存在下で培養した細胞由来の試料
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と、被検物質非存在下で培養した細胞由来の試料との間
で検出結果を比較し、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つ
に記載のヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現量を低
下させた被検物質は骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治
療または予防剤となり得る。
【００４９】１０）その他の方法
上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド
配列を有する遺伝子の発現量を測定する他の方法として
は、以下に記載するものを挙げることができる。
【００５０】ｉ）リボヌクレアーゼ保護アッセイ（RNas
e protection assay）：  ＲＮＡ試料中の、上記ａ）乃
至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有す
るｍＲＮＡ（ただし配列中のtはuに読み替える）のみに
標識プローブをハイブリダイズさせ、二本鎖ポリヌクレ
オチドを形成させておいてから、試料にリボヌクレアー
ゼを添加してインキュベーションすると、プローブがハ
イブリダイズしたｍＲＮＡは二本鎖を形成していること
によってリボヌクレアーゼによる消化を免れ、それ以外
のＲＮＡは消化されるので、該二本鎖ポリヌクレオチド
のみが残る（検出されるｍＲＮＡよりプローブが短けれ
ば、プローブの鎖長に相当する二本鎖ポリヌクレオチド
が残る）。この二本鎖ポリヌクレオチドを定量すること
により、目的の遺伝子の発現量を測定する。具体的に
は、例えば以下に記載する方法に従う。
【００５１】二本鎖を形成せずに余った標識プローブを
二本鎖ポリヌクレオチドと確実に分離して定量を容易に
するために、余った標識プローブはリボヌクレアーゼに
消化されることが好ましいが、リボヌクレアーゼとして
一本鎖ＤＮＡも消化できるようなものを使用すれば、標
識プローブはＤＮＡでもＲＮＡでもよい。標識プローブ
の調製方法は上記１）および７）の記載に準ずるが、こ
の方法において用いられるプローブの長さは５０乃至５
００ヌクレオチド程度が好ましい。また、二本鎖ＤＮＡ
を直接標識して熱変性したのみのプローブ等、相補鎖が
混在するようなプローブは本法には好適ではない。
【００５２】ＲＮＡプローブは、例えば下記の方法に従
って調製される。まず鋳型ＤＮＡをバクテリオファージ
のプロモーター（Ｔ７、ＳＰ６、Ｔ３プロモーター等）
を有するプラスミドベクター（例えばｐＧＥＭ－Ｔ（プ
ロメガ社製）など）に挿入する。次にこの組換えプラス
ミドベクターを、制限酵素で、挿入断片のすぐ下流で一
ヶ所だけ切断されるように消化する。得られた直鎖ＤＮ
Ａを鋳型として、放射能標識されたリボヌクレオチド存
在下で、インビトロ転写反応を行う。この反応には、ベ
クター中のプロモーターに合わせてＴ７、ＳＰ６または
Ｔ３ポリメラーゼ等の酵素を用いる。以上の操作は例え
ばリボプローブシステム－Ｔ７、同－ＳＰ６または同－
Ｔ３（いずれもプロメガ社製）を用いて行うことができ
る。
【００５３】ＲＮＡ試料を調製するまでの工程は上記
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３）乃至５）記載の通りである。調製された全ＲＮＡ試
料１０乃至２０μｇ相当分と、５×１０5ｃｐｍ相当の
過剰量の標識プローブとを用いてリボヌクレアーゼ保護
アッセイを行う。この操作は市販のキット（HybSpeed R
PA Kit、アンビオン社製）を用いて行うことができる。
得られたリボヌクレアーゼ消化後の試料を、８Ｍ  尿素
を含む４乃至１２％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動
した後、ゲルを乾燥させ、Ｘ線フィルムでオートラジオ
グラフィーを行う。以上の操作により、リボヌクレアー
ゼ消化を免れた二本鎖ポリヌクレオチドのバンドを検出
することができ、またその定量は上記７）のｉ）記載の
方法に従って実施することができる。さらに、ノーザン
ブロット解析の場合と同様、各試料間のＲＮＡ量の差等
に起因するばらつきを補正する目的で、β－アクチン遺
伝子の発現量を同時に測定しておけば、より精密な評価
を行うことができる。
【００５４】このようにして、被検物質存在下で培養し
た細胞由来の試料と、被検物質非存在下で培養した細胞
由来の試料との間で検出結果を比較し、上記ａ）乃至
ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオチド配列を有する
遺伝子の発現量を低下させた被検物質は骨粗鬆症もしく
は関節リウマチの治療または予防剤となり得る。
【００５５】ｉｉ）ランオン・アッセイ（Run-on assa
y、Greenberg, M. E. and Ziff, E.B.B. (1984) Nature
 311, 433-438,およびGroudine, M. et al. (1981) Mo
l. CellBiol. 1, 281-288参照）：  本方法は、細胞か
ら核を単離して目的の遺伝子の転写活性を測定する方法
であり、これまでに述べたような細胞内のｍＲＮＡを検
出する方法ではないが、本発明においては「遺伝子の発
現量を検出する方法」に包含される。単離された細胞核
を用いて、試験管内で転写反応を行わせると、核を単離
する前に既に転写が開始されｍＲＮＡ鎖が生成されてい
る途中のものが伸長していく反応のみが進行する。この
反応時に放射標識したリボヌクレオチドを添加して、伸
長していくｍＲＮＡを標識しておき、その中に含まれ
る、非標識プローブにハイブリダイズするｍＲＮＡを検
出することにより、核を単離した時点における目的の遺
伝子の転写活性を測定することができる。被検物質の影
響が最も顕著に現れる時間のデータを判定に用いるた
め、培養細胞に被検物質を添加してから核を単離するま
での時間について、例えば添加３０分後、１時間後、２
時間後、４時間後、８時間後および２４時間後の細胞か
ら核を単離してそれぞれアッセイを行うなどの方法をと
ることができる。なお具体的操作方法は、プローブを上
記１）の記載に準じて標識しないものを調製する他は、
上記参照文献の記載に準ずる。このようにして、被検物
質存在下で培養した細胞由来の試料と、被検物質非存在
下で培養した細胞由来の試料との間で検出結果を比較
し、上記ａ）乃至ｅ）のいずれか一つに記載のヌクレオ
チド配列を有する遺伝子の転写活性を低下させた被検物
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質は骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤
となり得る。
【００５６】（Ｂ）ポリペプチドの検出
次に、本発明の方法の別の実施態様としては、上記の遺
伝子発現を検出する実施態様において検出対象となった
遺伝子がコードするポリペプチドを検出する方法があ
る。この実施態様においては、試料中のポリペプチドを
９６穴プレートのウエル内底面やメンブレン等に固相化
しておいてから、標的のポリペプチドを特異的に認識す
る抗体を用いた検出が行われる。このうち、９６穴プレ
ートを用いるのは一般に固相酵素免疫定量法（ＥＬＩＳ
Ａ法）や放射性同位元素免疫定量法（ＲＩＡ法）と呼ば
れる方法である。一方、メンブレンに固相化する方法と
しては、試料のポリアクリルアミド電気泳動を経てメン
ブレンにポリペプチドを転写する方法（ウエスタンブロ
ット法）か、または直接メンブレンに試料またはその希
釈液を染み込ませる、いわゆるドットブロット法やスロ
ットブロット法が挙げられる。
【００５７】１）試料の調製
このようなポリペプチドを検出する実施態様において用
いられる培養細胞の種類に関する条件は、上記した遺伝
子発現を検出する実施態様の場合と同様である。また、
何らかの事情により培養細胞を用いるよりも好適と判断
される場合には、哺乳動物個体に被検物質を投与して、
その後該動物個体から採取された臓器または組織等を試
料として用いる方法も採用し得る。この場合の好ましい
哺乳動物種はヒト、マウスまたはハムスターが好まし
く、ヒトまたはマウスがより好ましい。培養細胞の培養
条件、動物の飼育条件、被検物質の投与方法について
も、遺伝子発現を検出する実施態様の場合と同様であ
る。被検物質としては、化合物、微生物の代謝産物、植
物や動物組織の抽出物、それらの誘導体またはそれらの
混合物等が挙げられる。
【００５８】本実施態様のための試料を調製するための
材料としては、被検物質存在下または非存在下で培養し
た細胞培養の全細胞抽出液または核抽出画分が用いられ
得るが、全細胞抽出液が好適である。全細胞抽出液は、
必要により高速遠心することにより不溶性の物質を除去
した後、ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ用試料やウエスタンブロッ
ト用試料の調製工程に供される。
【００５９】ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ用試料としては、例え
ば回収した全細胞抽出液をそのまま使用するか、緩衝液
で適宜希釈したものを用いる。
【００６０】ウエスタンブロット用（電気泳動用）試料
は、例えば全細胞抽出液をそのまま使用するか、緩衝液
で適宜希釈して、ＳＤＳ－ポリアクリルアミド電気泳動
用の２－メルカトルエタノールを含むサンプル緩衝液
（シグマ社製等）と混合する。
【００６１】ドット／スロットブロットの場合は、例え
ば回収した全細胞抽出液そのもの、または緩衝液で適宜
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希釈したものを、ブロッティング装置を使用するなどし
て、直接メンブレンへ吸着させる。
【００６２】２）試料の固相化
上記のようにして得られた試料中のポリペプチドを特異
的に検出するため、該試料を固相化する。ウエスタンブ
ロット法、ドットブロット法またはスロットブロット法
に用いられるメンブレンとしては、ニトロセルロースメ
ンブレン（例えば、バイオラッド社製等）、ナイロンメ
ンブレン（例えば、ハイボンド－ＥＣＬ（アマシャム・
ファルマシア社製）等）、コットンメンブレン（例え
ば、ブロットアブソーベントフィルター（バイオラッド
社製）等）またはポリビニリデン・ジフルオリド（ＰＶ
ＤＦ）メンブレン（例えば、バイオラッド社製等）等が
挙げられる。
【００６３】電気泳動後のゲルからメンブレンにポリペ
プチドを移す、いわゆるブロッティング方法としては、
ウエット式ブロッティング法（CURRENT PROTOCOLS IN I
MMUNOLOGY volume 2 ed by J. E. Coligan, A. M. Krui
sbeek, D. H. Margulies, E.M. Shevach, W. Strobe
r）、セミドライ式ブロッティング法（上記CURRENT PRO
TOCOLS IN IMMUNOLOGY volume 2 参照）等を挙げること
ができる。ドットブロット法やスロットブロット法のた
めの器材も市販されている（例えば、バイオ・ドット
（バイオラッド）等）。
【００６４】一方、ＥＬＩＳＡ法／ＲＩＡ法で検出・定
量を行うためには、専用の９６穴プレート（例えば、イ
ムノプレート・マキシソープ（ヌンク社製）等）に試料
またはその希釈液（例えば０．０５％  アジ化ナトリウ
ムを含むリン酸緩衝生理食塩水（以下「ＰＢＳ」とい
う）で希釈したもの）を入れて４℃乃至室温で一晩、ま
たは３７℃で１乃至３時間静置することにより、ウエル
内底面にポリペプチドを吸着させて固相化する。
【００６５】３）抗体
本実施態様に用いられる抗体は、上記（Ａ）のａ）から
ｅ）記載のヌクレオチド配列を含む遺伝子が動物細胞で
発現することにより産生されるポリペプチド、好ましく
は、配列表の配列番号２のアミノ酸番号１－１６３に示
されるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたはその一
部、もしくは配列番号４のアミノ酸番号１－１６３に示
されるアミノ酸配列からなるポリペプチドまたはその一
部を特異的に認識するものである。このような抗体とし
て好適なものは例えば、配列表の配列番号２のアミノ酸
番号１－１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペ
プチドおよび配列番号４のアミノ酸番号１－１６３に示
されるアミノ酸配列からなるポリペプチドのいずれにも
結合するが、他のいかなるマウスまたはヒト由来のタン
パク質とも結合しないような抗体を挙げることができ
る。
【００６６】本実施態様のための抗体は、常法を用いて
（例えば、新生化学実験講座１、タンパク質１、p.389-
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397、1992）、抗原となるタンパク質、あるいはそのア
ミノ酸配列から選択される任意のポリペプチドを動物に
免疫し、生体内に産生される抗体を採取、精製すること
によって得ることができる。また、公知の方法（例え
ば、Kohler and Milstein, Nature 256, 495-497, 197
5、Kennet, R. ed., Monoclonal Antibody p.365-367, 
1980, Prenum Press, N.Y.）に従って、本発明のタンパ
ク質に対する抗体を産生する抗体産生細胞とミエローマ
細胞とを融合させることによりハイブリドーマを樹立
し、モノクローナル抗体を得ることもできる。
【００６７】本実施態様に用いられる抗体を作製するた
めの抗原としては、配列表の配列番号２のアミノ酸番号
１－１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチ
ドまたはその少なくとも６個の連続した部分アミノ酸配
列からなるポリペプチド、もしくは配列番号４のアミノ
酸番号１－１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリ
ペプチドまたはその少なくとも６個の連続した部分アミ
ノ酸配列からなるポリペプチド、あるいはそれらポリペ
プチドに任意のアミノ酸配列や担体が付加された形の誘
導体を挙げることができるが、好ましくは配列表の配列
番号２１のアミノ酸番号１－１６に示されるアミノ酸配
列からなるポリペプチドのＮ末端に、キーホールリンペ
ットヘモシアニンを担体として結合させたものである。
【００６８】配列表の配列番号２のアミノ酸番号１－１
６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドまた
は配列番号４のアミノ酸番号１－１６３に示されるアミ
ノ酸配列からなるポリペプチドは、例えば、配列表の配
列番号１のヌクレオチド番号２３２－７２０に示される
ヌクレオチド配列または配列表の配列番号３のヌクレオ
チド番号２６－５１４に示されるヌクレオチド配列にコ
ードされるポリペプチドを遺伝子操作により宿主細胞に
産生させることによって得ることができる。具体的に
は、上記ヌクレオチド配列を有するＤＮＡを適当なベク
ターＤＮＡに組み込むことにより、他の原核生物、また
は真核生物の宿主細胞を形質転換させることができる。
さらにこれらのベクターに適当なプロモーター、および
形質発現に関わる配列を導入することにより、それぞれ
の宿主において遺伝子を発現させることが可能である。
【００６９】原核細胞の宿主としては、例えば、大腸菌
（Escherichia coli）や枯草菌（Bacillus subtilis）
などが挙げられる。目的の遺伝子をこれらの宿主細胞内
で形質転換させるには、宿主と適合し得る種由来のレプ
リコンすなわち複製起点と、調節配列を含んでいるプラ
スミドベクターで宿主細胞を形質転換させる。また、ベ
クターとしては、形質転換細胞に表現形質（表現型）の
選択性を付与することができる配列を有するものが好ま
しい。
【００７０】例えば、大腸菌としてはＫ１２株などがよ
く用いられ、ベクターとしては、一般にｐＢＲ３２２や
ｐＵＣ系のプラスミドが用いられるが、これらに限定さ
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れず、公知の各種菌株、およびベクターがいずれも使用
できる。
【００７１】プロモーターとしては、大腸菌において
は、トリプトファン（trp）プロモーター、ラクトース
（lac）プロモーター、トリプトファン・ラクトース（t
ac）プロモーター、リポプロテイン（lpp）プロモータ
ー、ポリペプチド鎖伸張因子Tu（tufB）プロモーター等
が挙げられ、どのプロモーターも目的のポリペプチドの
産生に使用することができる。
【００７２】枯草菌としては、例えば２０７－２５株が
好ましく、ベクターとしてはｐＴＵＢ２２８（Ohmura, 
K. et al. (1984) J. Biochem. 95, 87-93）などが用い
られるが、これに限定されるものではない。枯草菌のα
－アミラーゼのシグナルペプチド配列をコードするＤＮ
Ａ配列を連結することにより、菌体外での分泌発現も可
能となる。
【００７３】真核細胞の宿主細胞には、脊椎動物、昆
虫、酵母などの細胞が含まれ、脊椎動物細胞としては、
例えば、サルの細胞であるＣＯＳ細胞（Gluzman, Y. (1
981) Cell 23, 175-182、ＡＴＣＣ  ＣＲＬ－１６５
０）やチャイニーズ・ハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細
胞、ＡＴＣＣ  ＣＣＬ－６１）のジヒドロ葉酸還元酵素
欠損株（Urlaub, G. and Chasin, L. A. (1980) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 77, 4126-4220）等がよく用いら
れているが、これらに限定されない。
【００７４】脊椎動物細胞の発現プロモーターとして
は、通常発現しようとする遺伝子の上流に位置するプロ
モーター、ＲＮＡのスプライス部位、ポリアデニル化部
位、および転写終結配列等を有するものを使用でき、さ
らにこれは必要により複製起点を有してもよい。該発現
ベクターの例としては、サイトメガロウイルス初期プロ
モーターを有するｐＣＲ３．１（Invitrogen社製）、Ｓ
Ｖ４０の初期プロモーターを有するｐＳＶ２ｄｈｆｒ
（Subramani, S. et al. (1981) Mol. Cell. Biol.1, 8
54-864）等が挙げられるが、これに限定されない。
【００７５】宿主細胞として、ＣＯＳ細胞を用いる場合
を例に挙げると、発現ベクターとしては、ＳＶ４０複製
起点を有し、ＣＯＳ細胞において自立増殖が可能であ
り、さらに、転写プロモーター、転写終結シグナル、お
よびＲＮＡスプライス部位を備えたものを用いることが
できる。該発現ベクターは、ジエチルアミノエチル（Ｄ
ＥＡＥ）－デキストラン法（Luthman, H. and Magnusso
n, G. (1983) Nucleic Acids Res, 11, 1295-1308)、リ
ン酸カルシウム－ＤＮＡ共沈殿法（Graham, F. L. and 
van der Eb, A. J. (1973) Virology 52, 456-457）、
および電気パルス穿孔法（Neumann, E. et al. (1982) 
EMBO J. 1, 841-845）などによりＣＯＳ細胞に取り込ま
せることができ、かくして所望の形質転換細胞を得るこ
とができる。また、宿主細胞としてＣＨＯ細胞を用いる
場合には、発現ベクターと共に、抗生物質Ｇ４１８耐性
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マーカーとして機能するｎｅｏ遺伝子を発現し得るベク
ター、例えばｐＲＳＶｎｅｏ（Sambrook, J. et al. (1
989) : "Molecular CloningA Laboratory Manual" Cold
 Spring Harbor Laboratory, NY）やｐＳＶ２ｎｅｏ（S
outhern, P. J. and Berg, P. (1982) J. Mol. Appl. G
enet. 1, 327-341）などをコ・トランスフェクトし、Ｇ
４１８耐性のコロニーを選択することにより、目的のポ
リペプチドを安定に産生する形質転換細胞を得ることが
できる。
【００７６】昆虫細胞を宿主細胞として用いる場合に
は、鱗翅類ヤガ科のSpodoptera frugiperdaの卵巣細胞
由来株化細胞（Ｓｆ－９またはＳｆ－２１）やTrichopl
usia niの卵細胞由来High Five細胞（Wickham, T. J. e
t al, (1992) Biotechnol. Prog. I: 391-396）などが
宿主細胞としてよく用いられ、バキュロウイルストラン
スファーベクターとしてはオートグラファ核多角体ウイ
ルス（ＡｃＮＰＶ）のポリヘドリンタンパク質のプロモ
ーターを利用したｐＶＬ１３９２／１３９３がよく用い
られる（Kidd, I. M. and V.C. Emery (1993) The use 
of baculoviruses as expression vectors. Applied Bi
ochemistry and Biotechnology 42, 137-159)。この他
にも、バキュロウイルスのＰ１０や同塩基性タンパク質
のプロモーターを利用したベクターも使用できる。さら
に、ＡｃＮＰＶのエンベロープ表面タンパク質ＧＰ６７
の分泌シグナル配列を目的タンパク質のＮ末端側に繋げ
ることにより、組換えタンパク質を分泌タンパク質とし
て発現させることも可能である（Zhe-mei Wang, et al.
 (1998) Biol. Chem., 379, 167-174)。
【００７７】真核微生物を宿主細胞とした発現系として
は、酵母が一般によく知られており、その中でもサッカ
ロミセス属酵母、例えばパン酵母Saccharomyces cerevi
siaeや石油酵母Pichia pastorisが好ましい。該酵母な
どの真核微生物の発現ベクターとしては、例えば、アル
コール脱水素酵素遺伝子のプロモーター（Bennetzen,J.
 L. and Hall, B. D. (1982) J. Biol. Chem. 257, 301
8-3025）や酸性フォスファターゼ遺伝子のプロモーター
（Miyanohara, A. et al. (1983) Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 80, 1-5）などを好ましく利用できる。また、
分泌型タンパク質として発現させる場合には、分泌シグ
ナル配列と宿主細胞の持つ内在性プロテアーゼあるいは
既知のプロテアーゼの切断部位をＮ末端側に持つ組換え
体として発現することも可能である。例えば、トリプシ
ン型セリンプロテアーゼのヒトマスト細胞トリプターゼ
を石油酵母で発現させた系では、Ｎ末端側に酵母のαフ
ァクターの分泌シグナル配列と石油酵母の持つＫＥＸ２
プロテアーゼの切断部位をつなぎ発現させることによ
り、活性型トリプターゼが培地中に分泌されることが知
られている（Andrew, L. Niles,et al. (1998) Biotech
nol.Appl. Biochem.28, 125-131)。
【００７８】上記のようにして得られる形質転換体は、
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常法に従い培養することができ、該培養により細胞内、
または細胞外に目的のポリペプチドが産生される。該培
養に用いられる培地としては、採用した宿主細胞に応じ
て慣用される各種のものを適宜選択でき、例えば、上記
ＣＯＳ細胞であれば、ＲＰＭＩ１６４０培地やダルベッ
コ変法イーグル培地（以下「ＤＭＥＭ」という）などの
培地に、必要に応じウシ胎児血清などの血清成分を添加
したものを使用できる。
【００７９】上記培養により、形質転換体の細胞内また
は細胞外に産生される組換えタンパク質は、該タンパク
質の物理的性質や化学的性質などを利用した各種の公知
の分離操作法により分離・精製することができる。該方
法としては、具体的には例えば、通常のタンパク沈殿剤
による処理、限外濾過、分子ふるいクロマトグラフィー
（ゲル濾過）、吸着クロマトグラフィー、イオン交換ク
ロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィ
ー、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）などの各
種液体クロマトグラフィー、透析法、これらの組合せな
どを例示できる。また、発現させる組換えタンパク質に
６残基からなるヒスチジンを繋げることにより、ニッケ
ルアフィニティーカラムで効率的に精製することができ
る。上記方法を組み合わせることにより容易に高収率、
高純度で本発明のポリペプチドを大量に製造できる。
【００８０】上記のようにして得られる抗体は、ＲＩＡ
法、ＥＬＩＳＡ法、蛍光抗体法、受身血球凝集反応法な
どの各種免疫学的測定法や免疫組織染色などに用いるこ
とができる。
【００８１】４）検出
上記３）記載の方法で得られる抗体は、それを直接標識
するか、または該抗体を一次抗体とし、該抗体を特異的
に認識する（抗体を作製した動物由来の抗体を認識す
る）標識二次抗体と協同で検出に用いられる。
【００８２】標識の種類として好ましいものは酵素（ア
ルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキシダー
ゼ）またはビオチン（ただし二次抗体のビオチンにさら
に酵素標識ストレプトアビジンを結合させる操作が加わ
る）であるが、これらに限定されない。標識二次抗体
（または標識ストレプトアビジン）を使用する方法のた
めの、予め標識された抗体（またはストレプトアビジ
ン）は種々のものが市販されている。ＲＩＡの場合はＩ
125等の放射性同位元素で標識された抗体を用い、測定
は液体シンチレーションカウンター等を用いて行う。
【００８３】これら標識された酵素の活性を検出するこ
とにより、抗原であるポリペプチドの量が測定される。
アルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキシダ
ーゼの場合、それら酵素の触媒により発色する基質や発
光する基質が市販されている。
【００８４】発色する基質を用いた場合、ウエスタンブ
ロット法やドット／スロットブロット法においては目視
で検出できる。ＥＬＩＳＡ法においては、好ましくは市
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販のマイクロプレートリーダーを用いて各ウエルの吸光
度（測定波長は基質により異なる）を測定することによ
り定量する。また好ましくは上記３）において抗体作製
のために使用した抗原の希釈系列を調製し、これを標準
抗原試料として他の試料と同時に検出操作を行って、標
準抗原濃度と測定値をプロットした標準曲線を作成する
ことにより、他の試料中の抗原濃度を定量することが可
能である。
【００８５】一方、発光する基質を使用した場合は、ウ
エスタンブロット法やドット／スロットブロット法にお
いてはＸ線フィルムまたはイメージングプレートを用い
たオートラジオグラフィーや、インスタントカメラを用
いた写真撮影により検出することができ、デンシトメト
リーやモレキュラー・イメージャーＦｘシステム（バイ
オラッド社製）等を利用した定量も可能である。また、
ＥＬＩＳＡ法で発光基質を用いる場合は、発光マイクロ
プレートリーダー（例えば、バイオラッド社製等）を用
いて酵素活性を測定する。
【００８６】５）測定操作
ｉ）ウエスタンブロット、ドットブロットまたはスロッ
トブロットの場合
まず、抗体の非特異的吸着を阻止するため、予めメンブ
レンをそのような非特異的吸着を阻害する物質（スキム
ミルク、カゼイン、ウシ血清アルブミン、ゼラチン、ポ
リビニルピロリドン等）を含む緩衝液中に一定時間浸し
ておく操作（ブロッキング）を行う。ブロッキング溶液
の組成は、例えば５％  スキムミルク、０．０５乃至
０．１％  ツイーン２０を含むリン酸緩衝生理食塩水
（ＰＢＳ）またはトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）が用
いられる。スキムミルクの代わりに、ブロックエース
（大日本製薬）、１乃至１０％のウシ血清アルブミン、
０．５乃至３％のゼラチンまたは１％のポリビニルピロ
リドン等を用いてもよい。ブロッキングの時間は、４℃
で１６乃至２４時間、または室温で１乃至３時間であ
る。
【００８７】次に、メンブレンを０．０５乃至０．１％
  ツイーン２０を含むＰＢＳまたはＴＢＳ（以下「洗浄
液」という）で洗浄して余分なブロッキング溶液を除去
した後、上記３）記載の方法で作製された抗体をブロッ
キング溶液で適宜希釈した溶液中に一定時間浸して、抗
体をメンブレン上の抗原に結合させる。このときの抗体
の希釈倍率は、例えば上記３）記載の組換え抗原を段階
希釈したものを試料とした予備のウエスタンブロッティ
ング実験を行って決定することができる。この抗体反応
操作は、好ましくは室温で２時間行う。抗体反応操作終
了後、メンブレンを洗浄液で洗浄する。ここで、用いた
抗体が標識されたものである場合は、ただちに検出操作
を行うことができる。未標識の抗体を用いた場合には、
引き続いて二次抗体反応を行う。標識二次抗体は、例え
ば市販のものを使用する場合はブロッキング溶液で２０
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００乃至２００００倍に希釈して用いる（添付の指示書
に好適な希釈倍率が記載されている場合は、その記載に
従う）。一次抗体を洗浄除去した後のメンブレンを二次
抗体溶液に室温で４５分乃至１時間浸し、洗浄液で洗浄
してから、標識方法に合わせた検出操作を行う。洗浄操
作は、例えばまずメンブレンを洗浄液中で１５分間振盪
してから、洗浄液を新しいものに交換して５分間振盪し
た後、再度洗浄液を交換して５分間振盪することにより
行う。必要に応じてさらに洗浄液を交換して洗浄しても
よい。
【００８８】ｉｉ）ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ
まず、上記２）の方法で試料を固相化させたプレートの
ウェル内底面への抗体の非特異的吸着を阻止するため、
ウエスタンブロットの場合と同様、予めブロッキングを
行っておく。ブロッキングの条件については、ウエスタ
ンブロットの項に記載した通りである。
【００８９】次に、ウェル内を０．０５乃至０．１％  
ツイーン２０を含むＰＢＳまたはＴＢＳ（以下「洗浄
液」という）で洗浄して余分なブロッキング溶液を除去
した後、上記３）記載の方法で作製された抗体を洗浄液
で適宜希釈した溶液を分注して一定時間インキュベーシ
ョンし、抗体を抗原に結合させる。このときの抗体の希
釈倍率は、例えば上記３）記載の組換え抗原を段階希釈
したものを試料とした予備のＥＬＩＳＡ実験を行って決
定することができる。この抗体反応操作は、好ましくは
室温で１時間程度行う。抗体反応操作終了後、ウェル内
を洗浄液で洗浄する。ここで、用いた抗体が標識された
ものである場合は、ただちに検出操作を行うことができ
る。未標識の抗体を用いた場合には、引き続いて二次抗
体反応を行う。標識二次抗体は、例えば市販のものを使
用する場合は洗浄液で２０００乃至２００００倍に希釈
して用いる（添付の指示書に好適な希釈倍率が記載され
ている場合は、その記載に従う）。一次抗体を洗浄除去
した後のウェルに二次抗体溶液を分注して室温で１乃至
３時間インキュベーションし、洗浄液で洗浄してから、
標識方法に合わせた検出操作を行う。洗浄操作は、例え
ばまずウェル内に洗浄液を分注して５分間振盪してか
ら、洗浄液を新しいものに交換して５分間振盪した後、
再度洗浄液を交換して５分間振盪することにより行う。
必要に応じてさらに洗浄液を交換して洗浄してもよい。
【００９０】また本発明において、いわゆるサンドイッ
チ法のＥＬＩＳＡは例えば以下に記載する方法により実
施することができる。まず、配列表の配列番号２のアミ
ノ酸番号１－１６３に示されるアミノ酸配列および配列
番号４のアミノ酸番号１－１６３に示されるアミノ酸配
列のいずれか一つにおいて、親水性に富む領域を２箇所
選んで、それぞれの領域中のアミノ酸６残基以上からな
る部分ペプチドを合成し、該部分ペプチドを抗原とした
２種類の抗体を取得する。このうち一方の抗体を上記
４）記載のように標識しておく。標識しなかった方の抗
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体は、上記２）記載の方法に準じて９６穴ＥＬＩＳＡ用
プレートのウェル内底面に固相化する。ブロッキングの
後、試料液をウェル内に入れて常温で１時間インキュベ
ーションする。ウェル内を洗浄後、標識した方の抗体希
釈液を各ウェルに分注してインキュベーションする。再
びウェル内を洗浄後、標識方法に合わせた検出操作を行
う。
【００９１】６）  評価
以上に記載した方法で、被検物質存在下で培養した細胞
由来の試料と、被検物質非存在下で培養した細胞由来の
試料との間で検出結果を比較し、その結果上記３）記載
の方法で作製された抗体が特異的に結合するポリペプチ
ドの産生量を低下させた被検物質は、骨粗鬆症もしくは
関節リウマチの治療または予防剤となり得る。また、上
記３）記載の方法で作製された抗体、およびその他上記
の一連の方法に用いられる試薬をまとめることにより、
骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤を試
験するためのキットが提供される。
【００９２】配列表の配列番号２および３のアミノ酸番
号１－１６３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプ
チドは、上記の抗体作製用の抗原を得る方法の記載に従
って得られる他、配列表の配列番号１のヌクレオチド番
号２３２－７２０に示されるヌクレオチド配列または配
列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６－５１４に示
されるヌクレオチド配列を有するＤＮＡを組み込んだレ
トロウイルスベクターやアデノウイルスベクターを利用
して動物細胞に産生させることもできる。そのような組
換えレトロウイルスベクターやアデノウイルスベクター
を構築する方法として、市販のキット（例えば、Retro-
X System (クロンテック社製)、アデノウイルス・エク
スプレッション・ベクター・キット（宝酒造（株）社
製））を用いる方法を例示できる。
【００９３】本発明はまた、多数の被検物質をスクリー
ニングして、骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療また
は予防剤としての可能性を有する物質を機能的に同定す
るための試験方法を提供する。すなわち、ＯＤＦ刺激依
存的に発現の促進されるような遺伝子のプロモーターＤ
ＮＡの支配下にあり、該プロモーター活性の検出を可能
ならしめる遺伝子（以下「マーカー遺伝子」という）の
発現プラスミドとともに、（ｉ）配列表の配列番号１の
ヌクレオチド番号２３２－７２０に示されるヌクレオチ
ド配列または配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２
６－５１４に示されるヌクレオチド配列を有する遺伝子
を哺乳類細胞で発現可能にした組換えベクターを同時ト
ランスフェクションした群；および（ｉｉ）上記組換え
ベクターから配列表の配列番号１または２のＤＮＡ部分
を除いたベクターのみを同時トランスフェクションした
群を設定し、それぞれの群における該マーカー遺伝子の
発現量を比較する実験系において、上記培養時に被検試
料を添加することにより上記各群の該マーカー遺伝子の
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発現量に差異が現れるか否かを調べることにより実施す
ることができる。用いられる動物細胞は、配列表の配列
番号１のヌクレオチド番号２３２－７２０に示されるヌ
クレオチド配列または配列表の配列番号３のヌクレオチ
ド番号２６－５１４に示されるヌクレオチド配列を有す
る遺伝子を哺乳類細胞で発現可能にした組換えベクター
をトランスフェクションした場合に、該マーカー遺伝子
の発現量が亢進するものでなければならず、（ｉ）群に
おける該マーカー遺伝子の発現量と（ｉｉ）群における
発現量の差が大きいものほど好ましい。このような系に
おいて、配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２
－７２０に示されるヌクレオチド配列または配列表の配
列番号３のヌクレオチド番号２６－５１４に示されるヌ
クレオチド配列にコードされるポリペプチドの産生が促
進されるような条件下での該マーカー遺伝子の発現を強
く抑制するような試料は、骨粗鬆症もしくは関節リウマ
チの治療や予防剤として有用な物質であると考えられ
る。
【００９４】本発明の方法において、配列表の配列番号
１のヌクレオチド番号２３２－７２０に示されるヌクレ
オチド配列または配列表の配列番号３のヌクレオチド番
号２６－５１４に示されるヌクレオチド配列を有する遺
伝子を哺乳類細胞で発現させるためのベクターの例とし
ては、ｐＣＲ３．１（インビトロジェン社製）、ｐＣＭ
Ｖ－Ｓｃｒｉｐｔ（ストラタジーン社製）等が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【００９５】本発明の方法において用いられる動物細胞
は、該細胞への配列表の配列番号１のヌクレオチド番号
２３２－７２０に示されるヌクレオチド配列または配列
表の配列番号３のヌクレオチド番号２６－５１４に示さ
れるヌクレオチド配列を有する遺伝子を哺乳類細胞で発
現可能にした組換えベクターをトランスフェクションし
た場合に、該マーカー遺伝子の発現量が亢進するもので
あればよい。そのような細胞として、ＲＡＷ２６４．７
細胞を挙げることができるが、これに限定されない。
【００９６】マーカー遺伝子の転写を開始させるための
プロモーターは、破骨細胞の分化誘導に伴って特異的に
発現の上昇する遺伝子由来のものであればよく、好適に
は、ＴＲＡＰやカテプシンＫのプロモーターＤＮＡ中の
ＯＤＦに応答して転写を促進するのに必要な領域（ＯＤ
Ｆ応答領域）を含むものであればよい。好ましい態様に
おいては、後に本明細書中で詳しく説明するように、マ
ウスＴＲＡＰ  ５’末端側上流領域約１．９ｋｂ（－１
８５５～＋２位を含有する）やマウスカテプシンＫ  
５’末端側上流領域約１．７ｋｂ（－１６７０～＋５位
を含有する）であるが、これらに限定されない。
【００９７】上記プロモーター下流に連結されるマーカ
ー遺伝子にコードされるマーカータンパク質は、宿主で
ある上記細胞が本発明の方法の一連の過程において産生
し得る他のいかなるタンパク質とも特異的に区別可能な



(18) 特開２００２－５１７８２

10

20

30

40

50

33
もの（好ましくは、形質転換前の上記細胞が該マーカー
タンパク質と同一または類似のタンパク質をコードする
遺伝子を持たないようなもの）であればよい。例えば、
マーカータンパク質が該細胞に対して毒性を有するよう
なものや、該細胞が感受性を有する抗生物質の耐性を付
与するものであるような場合でも、マーカー遺伝子の発
現の有無は細胞の生存率で判定することが可能である。
しかしながら、本発明で用いられるマーカー遺伝子とし
てより好ましいものは、発現量を特異的かつ定量的に検
出することができる（例えば該マーカー遺伝子にコード
されるタンパク質に対する特異的抗体が取得されている
ような）構造遺伝子である。さらに好ましくは、いわゆ
るレポーター遺伝子、すなわち外来の基質と特異的に反
応することにより定量的測定が容易な代謝産物を生じる
ような酵素等をコードする遺伝子である。そのようなも
のとして、以下に挙げるようなタンパク質をコードする
遺伝子を例示することができるが、本発明はそれらに限
定されない：
クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ：  
クロラムフェニコールにアセチル基を付加する。いわゆ
るＣＡＴアッセイ等で検出可能。プロモーターを組み込
むだけでレポーターアッセイ用のベクターを調製できる
ベクターとしてｐＣＡＴ３－Ｂａｓｉｃベクター（プロ
メガ社製）が市販されている；
ホタルルシフェラーゼ：  ルシフェリンを代謝した際に
生じる生物発光を測定することにより定量する。同じく
レポーターアッセイ用のベクターとしてｐＧＬ３－Ｂａ
ｓｉｃベクター（プロメガ社製）が市販されている；
β－ガラクトシダーゼ：  呈色反応、蛍光または化学発
光でそれぞれ測定可能な基質がある。レポーターアッセ
イ用のベクターとしてｐβｇａｌ－Ｂａｓｉｃ（プロメ
ガ社製）が市販されている；
分泌型アルカリホスファターゼ：  呈色反応、生物発光
または化学発光でそれぞれ測定可能な基質がある。レポ
ーターアッセイ用のベクターとしてｐＳＥＡＰ２－Ｂａ
ｓｉｃ（クロンテック社製）が市販されている；
緑色蛍光タンパク質（green-fluorescent protein）：
  酵素ではないが、自らが蛍光を発するので直接定量で
きる。同じくレポーターアッセイ用のベクターとしてｐ
ＥＧＦＰ－１（クロンテック社製）が市販されている。
【００９８】培養細胞株に発現プラスミドを導入する方
法としては、ＤＥＡＥ－デキストラン法（Luthman, H. 
and Magnusson, G. (1983) Nucleic Acids Res. 11, 12
95-1308)、リン酸カルシウム－ＤＮＡ共沈殿法（Graha
m, F. L. and van der Eb, A.J. (1973) Virology 52, 
456-457）、電気パルス穿孔法（Neumann, E. et al.(19
82) EMBO J. 1, 841-845）、リポフェクション法（Lopa
ta et al. (1984) Nucl. Acids Res. 12, 5707-5717, S
ussman and Milman (1984) Mol. Cell. Biol.4, 1641-1
643）等を挙げることができるが、これらに限定され
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ず、本発明の属する技術分野において汎用される他の方
法も採用することができる。ただし、培養細胞株がいわ
ゆる浮遊細胞である場合は、リン酸カルシウム－ＤＮＡ
共沈殿法以外の方法を用いることが好ましい。いずれの
方法においても、用いる細胞に応じて、至適化されたト
ランスフェクション条件を用いる。
【００９９】このようにして配列表の配列番号１のヌク
レオチド番号２３２－７２０に示されるヌクレオチド配
列または配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６－
５１４に示されるヌクレオチド配列を有する遺伝子の発
現ベクターと、レポーター発現ベクターを同時トランス
フェクションした細胞を培養すると、マーカー遺伝子の
転写が促進される。マーカー遺伝子の発現が可能な条件
下で培養するにあたって、培地中に任意の被検物質を添
加した条件および添加しない条件を設定して培養後、マ
ーカー遺伝子の発現量を測定し、被検物質の添加により
マーカー遺伝子の発現量に変化が生じるか否かを検定す
る。「マーカー遺伝子の発現が可能な条件」は、細胞が
生存して、タンパク質の生産が可能な条件であればよい
が、好ましくは、使用される細胞株に適合した培地（ウ
シ胎児血清等の血清成分を添加してもよい）を使用し、
４乃至６％（最も好適には５％）の炭酸ガスを含む空気
存在下、３６乃至３８℃（最も好適には３７℃）で２乃
至３日間（最も好適には２日間）培養する。
【０１００】このような系において、配列表の配列番号
１のヌクレオチド番号２３２－７２０に示されるヌクレ
オチド配列または配列表の配列番号３のヌクレオチド番
号２６－５１４に示されるヌクレオチド配列を有する遺
伝子の発現ベクターを導入した際のレポーター遺伝子の
発現誘導を抑制するような被検物質は、骨粗鬆症もしく
は関節リウマチの治療または予防剤として有用な候補物
質として選択される。
【０１０１】以上のような、一過的な遺伝子導入法を利
用した試験方法とは別に、マーカー遺伝子、および配列
表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２－７２０に示
されるヌクレオチド配列または配列表の配列番号３のヌ
クレオチド番号２６－５１４に示されるヌクレオチド配
列を有する遺伝子の発現ベクターで宿主細胞を二重に形
質転換した細胞を利用した試験方法も採択可能である。
この場合には、配列表の配列番号１のヌクレオチド番号
２３２－７２０に示されるヌクレオチド配列または配列
表の配列番号３のヌクレオチド番号２６－５１４に示さ
れるヌクレオチド配列を有する遺伝子を誘導性に哺乳類
細胞で発現できるように、ｐＩＮＤ（インビトロジェン
社製）やｐＴｅｔ－Ｏｎ（クロンテック社製）等の発現
ベクターを利用して、該遺伝子の発現を誘導する条件下
で該マーカー遺伝子の発現が促進されるような細胞株を
樹立することが必要となる。この形質転換細胞の作出に
おいては、導入される遺伝子は、宿主細胞の染色体に組
み込まれるなどして、宿主細胞の継代を重ねても安定的
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に保持されることが望ましいので、そのように形質転換
された細胞を選択する目的で、導入遺伝子に抗生物質耐
性等の選択マーカー（例えば、ネオマイシン（またはＧ
４１８）耐性遺伝子ｎｅｏ等）が連結されたものをトラ
ンスフェクションに用いるか、もしくは別個に調製した
該選択マーカーと導入遺伝子とを同時トランスフェクシ
ョンすることが好ましい。その後は該選択マーカーの特
性を利用することにより、安定的に形質転換された細胞
を選択する。
【０１０２】このようにして得られた細胞株に対して、
配列表の配列番号１のヌクレオチド番号２３２－７２０
に示されるヌクレオチド配列または配列表の配列番号３
のヌクレオチド番号２６－５１４に示されるヌクレオチ
ド配列を有する遺伝子の発現を誘導する条件におくと、
マーカー遺伝子の転写が促進される。マーカー遺伝子の
発現が可能な条件下で培養するにあたって、培地中に任
意の被検物質を添加した条件および添加しない条件を設
定して培養後、マーカー遺伝子の発現量を測定し、被検
物質の添加によりマーカー遺伝子の発現量に変化が生じ
るか否かを検定する。配列表の配列番号１のヌクレオチ
ド番号２３２－７２０に示されるヌクレオチド配列また
は配列表の配列番号３のヌクレオチド番号２６－５１４
に示されるヌクレオチド配列を有する遺伝子の発現が促
進されるような誘導条件下で、該マーカー遺伝子の発現
を強く抑制するような試料は、骨粗鬆症もしくは関節リ
ウマチの治療または予防剤として有用な物質であると考
えられる。
【０１０３】また、他の一つの態様は、配列表の配列番
号１のヌクレオチド番号２３２－７２０に示されるヌク
レオチド配列または配列表の配列番号３のヌクレオチド
番号２６－５１４に示されるヌクレオチド配列にコード
されるアミノ酸配列を有するポリペプチド、すなわち配
列表の配列番号２または配列番号４に示すアミノ酸配列
からなるポリペプチド（以下「ｊｄｐ－２ホモログ」と
いう）の機能を抑制するような物質を得ることを目的と
した、該ポリペプチドの立体構造をベースとしたドラッ
グデザインの手法を含む。このような手法は、ラショナ
ルドラッグデザイン法として知られており、酵素活性な
どの機能や、リガンド、コファクター、またはＤＮＡへ
の結合などを効率よく阻害もしくは活性化させるような
化合物の探索に利用されている。この例として、すでに
上市されている抗ＨＩＶ剤であるプロテアーゼの阻害剤
がよく知られている。ｊｄｐ－２ホモログは、その推定
アミノ酸配列上、塩基性領域とそれに続くロイシンジッ
パー構造を有しているが、これと類似した構造を持つｃ
－ｆｏｓやｃ－ｊｕｎでは、すでに三次元構造解析がな
されている（Grover and Harrison (1995) Nature 373,
 257-261）。したがって、ｊｄｐ－２ホモログの三次元
構造解析においても、Ｘ―線結晶解析や核磁気共鳴法と
いった一般的によく知られている手法が利用できると考
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えられる。さらに、ｊｄｐ－２ホモログの機能を抑制す
る物質の探索には、コンピュータードラッグデザイン
（ＣＡＤＤ）を活用した設計も可能である。この例とし
ては、慢性関節リウマチ治療の新たなゲノム新薬として
期待されているＡＰ－１の働きを阻害する低分子化合物
（国際特許出願公開ＷＯ９９／５８５１５号）などが知
られている。このような方法により、ｊｄｐ－２ホモロ
グに直接結合したり、あるいはｊｄｐ－２ホモログと他
の因子やＤＮＡなどとの結合を阻害することにより、ｊ
ｄｐ－２ホモログの機能を抑制するような物質を得るこ
とができる。
【０１０４】前述したように、ｊｄｐ－２ホモログはＴ
ＲＡＰやカテプシンＫプロモーターの活性化作用を有し
ており、このことから、ｊｄｐ－２ホモログは破骨細胞
化に関与する転写因子として機能している可能性が考え
られる。したがって、このような手法により得られた試
料は、骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防
剤として有用な物質であると考えられる。
【０１０５】さらに、他の一つの態様は、ｊｄｐ－２ホ
モログが会合するポリペプチド、すなわちｊｄｐ－２ホ
モログのパートナータンパク質に関する。ｊｄｐ－２ホ
モログが有するロイシンジッパーモチーフは、すでにい
くつかの転写因子、例えばＪｕｎファミリーに属する転
写因子（例：ｃ－Ｊｕｎ；ＪｕｎＤ；ＪｕｎＢ；および
ｖ－Ｊｕｎ）、Ｆｏｓファミリーに属する転写因子
（例：ｃ－Ｆｏｓ；ＦｏｓＢ；Ｆｒａ１；Ｆｒａ２；お
よびｖ－Ｆｏｓ）、ＡＴＦ１、Ｂ－ＡＴＦ、ＣＲＥＢお
よびＵＳＦ中に同定されている（Gou, B., et al., Bio
chemistry 36 (1997) 14447-14455; Dorsey, M.J., et 
al., Oncogene 11 (1995) 2255-2265; Lu, T., and Saw
adogo, M., J. Biol.Chem. 269 (1994) 30694-3070
0）。これら転写因子は互いのロイシンジッパー構造を
介して、ホモまたはヘテロ二量体を形成し、特異的遺伝
子の転写を制御することが多数報告されている（Hai, 
T. et al.,Proc. Natl. Acad. Sci., USA 88: 3720-372
4, 1991）。本発明において、ｊｄｐ－２ホモログに
は、ＴＲＡＰやカテプシンＫプロモーターの活性化作用
を有することが明らかにされた。したがって、ｊｄｐ－
２ホモログは、タンパク質相互作用を介して、ホモまた
はヘテロ２量体を形成し、核のアダプタータンパク質、
転写因子、または転写因子の補助活性因子として機能す
る可能性が示唆される。すなわち、本発明は、ｊｄｐ－
２ホモログの活性を調節するパートナータンパク質のス
クリーニング方法に関する。ｊｄｐ－２ホモログの有す
るＴＲＡＰやカテプシンＫプロモーター活性化作用を調
節するタンパク質としては、直接ｊｄｐ－２ホモログに
結合して活性を促進あるいは阻害するタンパク質の他
に、細胞膜受容体や細胞内タンパク質に作用して、間接
的にｊｄｐ－２ホモログの機能を促進あるいは阻害する
タンパク質が含まれる。
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【０１０６】このスクリーニング方法の一つの態様は、
ｊｄｐ－２ホモログに被検タンパク質試料を接触させ、
ｊｄｐ－２ホモログに結合するタンパク質を選択する工
程を含む。このような方法としては、例えば、精製した
ｊｄｐ－２ホモログを用いて、これに結合するタンパク
質のアフィニティー精製を行う方法が挙げられる。具体
的な方法の一例を示せば、ｊｄｐ－２ホモログにヒスチ
ジン６個よりなる配列をアフィニティータグとして融合
したものを作製して、これを細胞の抽出液（予めニッケ
ル－アガロースカラムにチャージして、このカラムを素
通りした画分）と４℃で１２時間インキュベートし、次
いで、この混合物に別途ニッケル－アガロース担体を加
えて４℃で１時間インキュベートする。ニッケル－アガ
ロース担体を洗浄バッファーで十分洗浄した後、１００
ｍＭイミダゾールを加えることにより、ｊｄｐ－２ホモ
ログと特異的に結合する細胞抽出液中のタンパク質を溶
出させて精製し、この構造を決定する。このようにし
て、ｊｄｐ－２ホモログと直接結合するタンパク質、お
よびｊｄｐ－２ホモログとの結合活性は持たないが、サ
ブユニットとしてｊｄｐ－２ホモログに直接結合するタ
ンパク質と複合体を形成することにより間接的にｊｄｐ
－２ホモログに結合するタンパク質が精製できる（実験
医学別冊、バイオマニュアルシリーズ５「転写因子研究
法」ｐｐ２１５－２１９（羊土社刊））。
【０１０７】別の方法としては、ファーウエスタンブロ
ット法（実験医学別冊、「新遺伝子工学ハンドブック」
ｐｐ７６－８１（羊土社刊））や、酵母や哺乳類動物細
胞を用いたツーハイブリッドシステム法（実験医学別
冊、「新遺伝子工学ハンドブック」ｐｐ６６－７５（羊
土社刊）、「チェックメイト・マンマリアン・ツーハイ
ブリッドシステム」（プロメガ社製））によるクローニ
ングも可能であるが、これらの方法に限定されない。
【０１０８】他の一つの態様は、ｊｄｐ－２ホモログの
産生亢進に伴って、破骨細胞化マーカー遺伝子の発現が
促進されるような細胞に、被検ＤＮＡを導入し、マーカ
ー遺伝子の発現を調節する活性を有する発現産物をコー
ドするＤＮＡを選択する工程を含む。このような方法に
は、例えば、ｊｄｐ－２ホモログの発現ベクター導入に
よるＴＲＡＰやカテプシンＫなどのマーカー遺伝子の発
現誘導が、遺伝子発現ライブラリーとの同時トランスフ
ェクションにより、促進あるいは阻害されるようなクロ
ーンを選択し、ｊｄｐ－２ホモログに結合するタンパク
質をコードする遺伝子を選択する。この方法により、ｊ
ｄｐ－２ホモログに直接あるいは間接的に結合して、ｊ
ｄｐ－２ホモログの機能を調節しうる遺伝子を得ること
ができる。なお、ｊｄｐ－２ホモログの発現ベクター導
入によるＴＲＡＰやカテプシンＫなどのマーカー遺伝子
の発現誘導時に、被検ＤＮＡを導入する代わりに、遺伝
子ライブラリーを導入した細胞の培養上清とをインキュ
ベートして、ＴＲＡＰやカテプシンＫなどのマーカー遺
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伝子の発現誘導を促進あるいは阻害するタンパク質ある
いはこれをコードする遺伝子を単離することも可能であ
る。この方法により、細胞膜受容体などを介して間接的
にｊｄｐ－２ホモログによるマーカー遺伝子の発現誘導
活性を調節するタンパク質をコードする遺伝子を得るこ
とができる。
【０１０９】このようにして、ｊｄｐ－２ホモログと直
接もしくは間接的に相互作用するパートナータンパク質
のｃＤＮＡが得られれば、ｉ）ｊｄｐ－２ホモログと該
パートナータンパク質との相互作用を阻害する物質や、
ｉｉ）ｊｄｐ－２ホモログと該パートナータンパク質と
の相互作用によって誘導される破骨細胞化マーカー遺伝
子の発現誘導を阻害する物質の機能的スクリーニングに
利用することができる。具体的には、まず、ｉ）の場合
には、例えば、ｊｄｐ－２ホモログとグルタチオンＳ－
トランスフェラーゼとの融合タンパク質を調製して、抗
グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ抗体で覆ったマイ
クロプレートに結合させた後、ビオチン化した該パート
ナータンパク質をこの融合タンパク質と接触させ、該融
合タンパク質との結合をストレプトアビジン化アルカリ
フォスファターゼで検出する。ビオチン化した該パート
ナータンパク質添加の際、被検物質も添加し、融合タン
パク質と該パートナータンパク質との結合を促進あるい
は阻害する物質を選択する。この方法では、融合タンパ
ク質に直接作用する物質または該パートナータンパク質
に直接作用する物質が得られる。
【０１１０】融合タンパク質と該パートナータンパク質
との結合が間接的であり、何らかの別の因子を介してい
るような場合には、例えば該因子を含むような細胞抽出
液存在下で、同様に上記アッセイを行う。この場合に
は、該因子に対して作用するような物質も選択される可
能性がある。また例えば、ｊｄｐ－２ホモログに結合す
るパートナータンパク質が生体内でｊｄｐ－２ホモログ
による破骨細胞化マーカー遺伝子の発現を促進するよう
な活性を持つようなものである場合には、このタンパク
質とｊｄｐ－２ホモログとの結合を阻害するような物質
は、骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤
として有用であると考えられる。
【０１１１】また、得られたパートナータンパク質が、
単独もしくはｊｄｐ－２ホモログと共同してＴＲＡＰや
カテプシンＫなどのマーカー遺伝子の発現誘導を引き起
こす活性を有している場合には、既に記載したｊｄｐ－
２ホモログの発現ベクターを利用した試験方法に従っ
て、骨粗鬆症もしくは関節リウマチの治療または予防剤
として有用な候補物質のスクリーニングを行うことがで
きる。また、得られたパートナータンパク質が、ｊｄｐ
－２ホモログの有するＴＲＡＰやカテプシンＫなどのマ
ーカー遺伝子の発現誘導活性を抑制する活性を有してい
る場合には、このような阻害因子をコードするヌクレオ
チド配列を有するポリヌクレオチドは、骨粗鬆症もしく
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は関節リウマチの遺伝子治療に用いることができる。
【０１１２】そのようなポリヌクレオチドは、例えば同
定された阻害因子のアミノ酸配列を解析し、該アミノ酸
配列をコードするヌクレオチド配列からなるオリゴヌク
レオチドプローブを合成してｃＤＮＡライブラリーやゲ
ノムライブラリーのスクリーニングを行うことにより取
得できる。また、マーカー遺伝子の発現誘導の阻害活性
を有するぺプチドが、ランダムに合成された人工ペプチ
ドライブラリー由来である場合は、該ペプチドのアミノ
酸配列をコードするヌクレオチド配列からなるＤＮＡを
化学合成する。
【０１１３】遺伝子治療においては、そのようにして得
られた阻害因子をコードするポリヌクレオチドを、例え
ばウイルスベクターに組み込んで、該組換えウイルスベ
クターを有するウイルス（無毒化されたもの）を患者に
感染させる。患者体内では阻害因子が産生され、ｊｄｐ
－２ホモログの機能を阻害するので、破骨細胞への分化
が抑制されて、骨吸収活性を抑制することができる。
【０１１４】遺伝子治療剤を細胞内に導入する方法とし
ては、ウイルスベクターを利用した遺伝子導入方法、あ
るいは非ウイルス性の遺伝子導入方法（日経サイエン
ス,1994年4月号,20-45頁、実験医学増刊,12(15)(199
4)、実験医学別冊「遺伝子治療の基礎技術」,羊土社（1
996））のいずれの方法も適用することができる。
【０１１５】ウイルスベクターによる遺伝子導入方法と
しては、例えばレトロウイルス、アデノウイルス、アデ
ノ関連ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイル
ス、ポックスウイルス、ポリオウイルス、シンビスウイ
ルス等のＤＮＡウイルスまたはＲＮＡウイルスに、ＴＲ
４あるいは変異ＴＲ４をコードするＤＮＡを組み込んで
導入する方法が挙げられる。このうち、レトロウイル
ス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ワクシニア
ウイルスを用いた方法が、特に好ましい。非ウイルス性
の遺伝子導入方法としては、発現プラスミドを直接筋肉
内に投与する方法（ＤＮＡワクチン法）、リポソーム
法、リポフェクチン法、マイクロインジェクション法、
リン酸カルシウム法、エレクトロポレーション法等が挙
げられ、特にＤＮＡワクチン法、リポソーム法が好まし
い。
【０１１６】また遺伝子治療剤を実際に医薬として作用
させるには、ＤＮＡを直接体内に導入するインビボ（in
 vivo）法およびヒトからある種の細胞を取り出し体外
でＤＮＡを該細胞に導入し、その細胞を体内に戻すエク
スビボ（ex vivo）法がある（日経サイエンス,1994年4
月号,20-45頁、月刊薬事,36(1),23-48（1994）、実験医
学増刊, 12 (15)(1994)）。
【０１１７】例えば、該遺伝子治療剤がインビボ法によ
り投与される場合は、疾患、症状等に応じ、静脈、動
脈、皮下、皮内、筋肉内等、適当な投与経路により投与
される。またインビボ法により投与する場合は、該遺伝
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子治療剤は一般的には注射剤等とされるが、必要に応じ
て慣用の担体を加えてもよい。また、リポソームまたは
膜融合リポソーム（センダイウイルス－リポソーム等）
の形態にした場合は、懸濁剤、凍結剤、遠心分離濃縮凍
結剤等のリポソーム製剤とすることができる。
【０１１８】ｊｄｐ－２ホモログをコードするＤＮＡ配
列に相補的なヌクレオチド配列は、いわゆるアンチセン
ス治療に用いることができる。アンチセンス分子は、配
列表の配列番号１のヌクレオチド番号１－１６４２（よ
り好適には、ヌクレオチド番号２３２－７２０）に示さ
れるヌクレオチド配列の一部または配列表の配列番号３
のヌクレオチド番号１－１４９５（より好適には、ヌク
レオチド番号２６－５１４）に示されるヌクレオチド配
列の一部に相補的な、通常１５乃至３０ｍｅｒからなる
ＤＮＡ、もしくはそのホスホロチオエート、メチルホス
ホネートまたはモルフォリノ誘導体などの安定なＤＮＡ
誘導体、２’－Ｏ－アルキルＲＮＡなどの安定なＲＮＡ
誘導体として用いられ得る。そのようなｊｄｐ－２アン
チセンス分子を、微量注入、リポソームカプセル化によ
り、あるいはアンチセンス配列を有するベクターを利用
して発現させるなど、本発明の技術分野において周知の
方法で、細胞に導入することができる。このようなアン
チセンス療法は、ｊｄｐ－２活性を減少させることが有
用な病気、特に、骨粗鬆症や関節リウマチの治療に有用
である。
【０１１９】ｊｄｐ－２アンチセンスオリゴヌクレオチ
ドを含む医薬として有用な組成物は、医薬として許容で
きる担体の混合などの公知の方法によって製造され得
る。このような担体と製造方法の例は、レミントンのPh
armaceutical Sciencesに記載されている。そして、ｊ
ｄｐ－２の発現や活性に異常の認められる骨粗鬆症や関
節リウマチ疾患の治療に十分な量を各人に投与される。
その有効量は、各人の状態、体重、性別、及び年齢など
の種々の因子や、皮下、局所、経口、及び筋肉内といっ
た投与方法の違いによって変化し得る。例えば、静脈注
射する場合には、０．０２乃至０．２ｍｇ／ｋｇ／時間
で２時間、また、皮下投与の場合には、１乃至２００ｍ
ｇ／ｍ2／日のように変化し得る。
【０１２０】
【実施例】  以下、本発明を実施例により具体的に説明
するが、本発明はこれら実施例に限定されるものではな
い。
【０１２１】実施例１．グルタチオン－Ｓ－トランスフ
ェラーゼ（ＧＳＴ）とマウス破骨細胞分化因子（ＯＤ
Ｆ）細胞外領域の融合タンパク質（ＧＳＴ－ｍＯＤＦ）
の調製
ＧｅｎＢａｎｋデータベースに登録されているマウスＯ
ＤＦ遺伝子配列（登録番号：019048）のうち、細胞外領
域に相当する部分のｃＤＮＡを取得し、さらに制限酵素
ＳｍａＩで認識される配列を付加するため、下記のヌク
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レオチド配列：5'- gtgcccgggc agcgcttctc agg -3'  
（Ｓ１：配列表の配列番号５）；および5'- catcccgggt
 cagtctatgt cctgaact -3'  （ＡＳ１：配列表の配列番
号６）を有する２種類のオリゴヌクレオチドプライマー
を、ＤＮＡ合成機（オリゴ1000（ベックマン社製））を
用いて合成した。
【０１２２】マウス骨髄初代培養細胞より、ＲＮＡ抽出
試薬（ＩＳＯＧＥＮ（ニッポンジーン（株）社製））を
添付のプロトコールに従って用いることにより、総ＲＮ
Ａを取得し、ＲＴ－ＰＣＲをキット（ＲＮＡ  ＰＣＲキ
ット  ＡＭＶ  ｖｅｒ２．１（宝酒造（株）社製））を
用いて実施した。すなわち、まずこの総ＲＮＡについて
４２℃で３０分間逆転写反応を行ない一本鎖ＤＮＡを合
成した（反応液量２０μｌ）。逆転写反応のプライマー
としては、キット添付のランダムプライマーを使用し
た。
【０１２３】次いで、この一本鎖ＤＮＡを鋳型として、
上記オリゴヌクレオチドＳ１およびＡＳ１をプライマー
として用いて、ＰＣＲを行なった（反応液量１００μ
ｌ。温度条件：９４℃で１分、５５℃で３０秒、７２℃
で３０秒の温度サイクルを３５回繰り返した）。このＰ
ＣＲ後の反応液を一部とり、ＴＡクローニングキット
（インビトロジェン社製）を添付のプロトコールに従っ
て用いて、増幅されたＤＮＡ断片をプラスミド（ｐＣＲ
ＩＩ）にクローニングすることにより、プラスミドｐＣ
ＲＩＩ－ｍＯＤＦを得た。挿入されたＤＮＡ断片は、ジ
デオキシヌクレオチド鎖終結法により、ヌクレオチド配
列を確認した。
【０１２４】得られたプラスミドｐＣＲＩＩ－ｍＯＤＦ
を、制限酵素ＳｍａＩで消化し、１．０％アガロースゲ
ル電気泳動により分離後、ｍＯＤＦ  ＤＮＡ断片を精製
した。一方で、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ
（以下「ＧＳＴ」という）発現用プラスミドｐＧＥＸ－
３Ｘ（アマシャム・ファルマシア社製）も制限酵素Ｓｍ
ａＩで同様に消化し、１．０％アガロースゲル電気泳動
により精製した。そして、これらの断片を、ＤＮＡライ
ゲーションキット（バージョン２、宝酒造（株）社製）
を用いて連結し、ＧＳＴ－ｍＯＤＦ発現プラスミドｐＧ
ＥＸ－３Ｘ－ｍＯＤＦを得た。
【０１２５】ｂ）ＧＳＴ－ｍＯＤＦタンパク質の大腸菌
における発現と精製
先に得たｐＧＥＸ－３Ｘ－ｍＯＤＦのプラスミドは、ｐ
ＧＥＸ－３Ｘ由来のｌａｃプロモーター支配下のＧＳＴ
遺伝子にリーディングフレームが合うようにｍＯＤＦ遺
伝子が連結されているので、このプラスミドを宿主に導
入することによりＧＳＴ－ｍＯＤＦ融合タンパクの発現
が可能である。なお、配列表の配列番号７にｐＧＥＸ－
３Ｘ－ｍＯＤＦで発現される融合タンパク質のアミノ酸
配列を示した。
【０１２６】上記のプラスミドｐＧＥＸ－３Ｘ－ｍＯＤ
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Ｆで、大腸菌ＴＯＰ１０株を常法により形質転換した。
ｐＧＥＸ－３Ｘ－ｍＯＤＦを保有するＴＯＰ１０株を、
アンピシリン１００μｇ／ｍｌを含むＬ－ｂｒｏｔｈ培
地（１０ｇ  トリプトン（ディフコ社製）、５ｇ  イー
ストエクストラクト（ディフコ社製）、５ｇ  塩化ナト
リウムをそれぞれ１リットルの水溶液に含む）にて、３
７℃で４時間振とう培養を行なった後、アンピシリン１
００μｇ／ｍｌを含むＬ－ｂｒｏｔｈ培地３リットルに
５．０％（ｖ／ｖ）植菌し、３７℃にて３時間振とう培
養を行なった。その後、イソプロピル－β－Ｄ－チオガ
ラクトピラノシドを終濃度０．１ｍＭになるように添加
し、  ２５℃で２０時間振とう培養を行なった。培養終
了後、培養液を遠心分離（８０００×ｇ、１０分）して
沈澱した菌体を回収し、１５０ｍｌのダルベッコリン酸
バッファー（以下「ＰＢＳ」という）に懸濁した。その
後、超音波処理にて菌体を破砕し、トライトンＸ－１０
０を終濃度１％（ｖ／ｖ）となるように加え、室温で３
０分間静かに振とうした。高速遠心分離（１１０００×
ｇ、１５分）により未破砕菌体を除去した後、その上清
にグルタチオンセファロース４Ｂゲルを１．５ｍｌ添加
し、３０分間静かに振とうした。バッチ法により、１０
ｍＭ還元型グルタチオン溶液（ＰＢＳに溶解したもの）
７．５ｍｌを用いて溶出した。溶出液は、１０ｍＭ  ト
リス－塩酸（ｐＨ７．０）で平衡化したＤＥＡＥトヨパ
ール６５０Ｍカラムに添加し、陰イオン交換クロマトグ
ラフィーを、塩化ナトリウムの直線濃度勾配（０－１
Ｍ）をかけることにより行った。溶出液の一部をとっ
て、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル（ゲル濃度１２．５
％）電気泳動を行ない、予想される融合タンパク質の分
子量（４６０００）に相当する位置にバンドが見られる
フラクションを集めた。回収された粗精製物をさらに、
ＰＢＳで平衡化したセファクリルＳ－１００を用いたゲ
ルろ過法により精製した。溶出液の一部をとって、ＳＤ
Ｓポリアクリルアミドゲル（ゲル濃度１２．５％）電気
泳動を行ない（分子量マーカーとしてアプロ社製プレス
テインドマーカーＳＰ－０１２０を用いた）、予想され
る融合タンパク質の分子量（４６０００）に相当する位
置にバンドが見られるフラクションを集めた。このよう
にして得られた融合タンパク質を以下の実施例に使用し
た。
【０１２７】実施例２．  分子インデックス法による発
現変動遺伝子の取得
マウス細胞株ＲＡＷ２６４．７をＧＳＴ－ｍＯＤＦで刺
激することによって発現が変動する遺伝子を取得するた
め、分子インデックス法（Kato K., (1995) Nucleic Ac
ids Res., 23, 3685-3690）を用いた解析を実施した。
【０１２８】まず、ＲＡＷ２６４．７細胞（大日本製薬
（株）社より購入）を１０％ウシ胎児血清（ギブコ・ビ
ーアールエル社製）を含むＤＭＥＭ培地（ギブコ・ビー
アールエル社製）で、２×１０7細胞／ｍｌに調製して
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大角フラスコ（培養面積２２５ｃｍ2。住友ベークライ
ト（株）社製）に蒔き、ＧＳＴ－ｍＯＤＦを未添加、も
しくは終濃度で１００ｎｇ／ｍｌとなるように加えて、
３７℃、５％炭酸ガス下で４８時間培養した。
【０１２９】次いで、全ＲＮＡ抽出用試薬（ＴＲＩＺＯ
Ｌ試薬：ギブコ・ビーアールエル社製）を添付のプロト
コールに従って用いることにより、ＲＡＷ２６４．７細
胞からの全ＲＮＡの抽出を行った。得られた全ＲＮＡを
用いて、分子インデックス法による解析を行った。な
お、原法（Kato K., (1995) Nucleic Acids Res., 23,3
685-3690）ではクラスII制限酵素を複数種類用いている
が、本実施例では制限酵素としてＦｏｋＩのみを用い、
それ以外は原法に従って実施した。
【０１３０】分子インデックス法操作で得られたＰＣＲ
産物は、ポリアクリルアミドゲル（５０％  尿素、１０
％  スーパーリーディングＤＮＡシークエンス溶液（東
洋紡（株）社製）、１×ＴＢＥ（０．０８９Ｍ  トリス
－ホウ酸、０．０８９Ｍ  ホウ酸、０．００１Ｍ  エチ
レンジアミン四酢酸（以下「ＥＤＴＡ」という）、ｐＨ
８．０）で電気泳動した（４５Ｗ、１時間）。次いで、
泳動後のゲルを、モレキュラー・イメージャーＦｘ（バ
イオラッド社製）を用いてスキャンして、ゲル上で分離
された蛍光標識されたＤＮＡフラグメントを検出した。
ＧＳＴ－ｍＯＤＦ添加の有無により変化が見られるバン
ドについては、剃刀刃でバンド部分のゲルを切り出し、
１００μｌの再蒸留水を添加してから、－２０℃で凍結
保存した。使用時に、凍結融解を２から３回繰り返すこ
とによりゲルからＤＮＡを溶出させ、軽く遠心（１００
０回転、１分間）して、ゲルを沈殿させ、その上清をＤ
ＮＡフラグメント溶液として増幅のための鋳型に用い
た。
【０１３１】フラグメントの増幅にあたっては、ＰＣＲ
用プライマーとして下記のヌクレオチド配列：
5'- gtacatattgtcgttagaacgc -3'  （ＣＩＳ：配列表の
配列番号８）；および5'- ggatcctttttttttttttttta -
3'  （ＤＡＰＡ１：配列表の配列番号９）
を有するオリゴヌクレオチドを合成した。次いで、サー
マルサイクラー（ジーンアンプＰＣＲシステム９６０
０、（株）パーキンエルマージャパン・アプライドバイ
オシステムズ事業部製）を使用して以下の条件でＰＣＲ
を行った。プライマーＣ１ＳおよびＤＡＰＡ１（終濃度
各０．８μＭ）、１０μｌ  ジーンアンプ１０×ＰＣＲ
  バッファー（ＰＥバイオシステムズジャパン社製）、
１２μｌ２５ｍＭ  塩化マグネシウム、１０μｌ  ２ｍ
Ｍ  ｄＮＴＰｓ、１０μｌ  上記ＤＮＡフラグメント溶
液を加え、再蒸留水で１００μｌとした。さらに１０Ｕ
／μｌ  Ｔａｑ  Ｓｔｏｆｆｅｌ  フラグメント（ＰＥ
バイオシステムズジャパン社製）を１μｌ添加した。こ
の反応液を、まず９４℃で２分間加熱した後、９４℃で
３０秒、５５℃で１分、７２℃で１分の温度サイクルを
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２０回繰り返してから、７２℃１０分加熱し、４℃で保
温した。このＰＣＲ反応液中に含まれる増幅されたＤＮ
Ａを、精製キット（QIAquick PCR Purification Kit：
キアジェン社製）を添付のプロトコールに従って用いる
ことにより精製した。
【０１３２】精製したフラグメントを１．５ｎｇ／ｍｌ
に調製し、ＴＡクローニングキット（宿主大腸菌付属：
インビトロジェン社製）を添付のプロトコールに従って
用いることにより、プラスミドベクター（ｐＣＲ２．
１）に連結した。この組換えプラスミドＤＮＡでキット
添付の宿主大腸菌ＩＮＶαＦ’を形質転換し、アンピシ
リン耐性のコロニーを得た。これらのコロニーを選択し
てプラスミドを抽出し、７５ｂｐのＤＮＡインサートを
有するプラスミドｐＣＲ２．１－Ａ５７４を回収した。
【０１３３】得られたプラスミドｐＣＲ２．１－Ａ５７
４に挿入されているｃＤＮＡの全ヌクレオチド配列を
（株）パーキンエルマージャパン・アプライドバイオシ
ステムズ事業部製ＡＢＩプリズム３７００ＤＮＡシーク
エンサーを用いて解析した結果、配列表の配列番号１０
に示される配列であることが判明した。
【０１３４】実施例３．  ｃＤＮＡのクローニング
ＲＡＷ２６４．７ 細胞を材料として、下記の方法に従
って配列表の配列番号１０に示されるヌクレオチド配列
を含むｃＤＮＡを取得した。
【０１３５】ａ）ＲＡＷ２６４．７ 細胞からのｍＲＮ
Ａ抽出およびｃＤＮＡライブラリーの作製
ＲＡＷ２６４．７細胞を１０％ウシ胎児血清を含むＤＭ
ＥＭ培地で、２×１０7細胞／ｍｌに調製して大角フラ
スコに蒔き、ＧＳＴ－ｍＯＤＦを未添加もしくは終濃度
で１００ｎｇ／ｍｌとなるように加えて、３７℃、５％
炭酸ガス下で４８時間培養した。次いで、全ＲＮＡ抽出
用試薬（ＴＲＩＺＯＬ試薬：ギブコ・ビーアールエル社
製）を添付のプロトコールに従って用いることにより、
ＲＡＷ２６４．７細胞より全ＲＮＡを抽出した。さら
に、得られた全ＲＮＡから、ｍＲＮＡ精製用試薬（オリ
ゴテックス－ＭＡＧ：宝酒造（株）社製）を添付のプロ
トコールに従って用いることにより、ｍＲＮＡを精製し
た。このようにして得られた５μｇのmＲＮＡを鋳型と
し、ｃＤＮＡライブラリー作成キット（ＺＡＰエクスプ
レス・ｃＤＮＡ：ストラタジーン社製）をその添付プロ
トコールに従って用いることにより、プラスミドｃＤＮ
Ａライブラリーを作製した。なお、クローニングベクタ
ーとしては、ｐＣＲ３．１（インビトロジェン社）を用
いた。
【０１３６】ｂ）ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニン
グ
上記ａ）記載の方法で得られたプラスミドｃＤＮＡライ
ブラリーから配列表の配列番号１０に示されるヌクレオ
チド配列を含む全長ｃＤＮＡを取得することを目的とし
て、ジーントラッパー法によるｃＤＮＡ選択キット（ジ
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ーントラッパーｃＤＮＡポジティブセレクションシステ
ム：ギブコ・ビーアールエル社製）をその添付プロトコ
ールに従って用いた。なお、取得にあたっては、下記の
ヌクレオチド配列：
5'- tccacccaccagttaaggccatt -3'  （ＧＴ－１：配列
表の配列番号１１）
を有するオリゴヌクレオチドを合成し、プローブとして
用いた。また、コロニーＰＣＲ用逆方向ＰＣＲプライマ
ーとして、下記のヌクレオチド配列：
5'- taggaaggggttacaaggatgga -3'  （ＺＮＦ－３’：
配列表の配列番号１２）
を有するオリゴヌクレオチドを合成した。
【０１３７】ジーントラッパー法により得られた大腸菌
コロニーをいくつか選択して鋳型とし、上記ＧＴ－１お
よびＺＮＦ－３’をプライマーとし、キットのプロトコ
ール記載の方法でコロニーＰＣＲを実施して、ＤＮＡ断
片の特異的増幅が見られたコロニーを選択、培養した。
その結果、１．８ｋｂｐのｃＤＮＡインサートを有する
プラスミドｐＣＲ３．１－Ａ５７４（１．８ｋ）を保持
する形質転換大腸菌を単離した。
【０１３８】得られたプラスミドに挿入されているｃＤ
ＮＡの全ヌクレオチド配列を（株）パーキンエルマージ
ャパン・アプライドバイオシステムズ事業部製ＡＢＩプ
リズム３７００ＤＮＡシークエンサーを用いて解析した
結果、配列表の配列番号１に示される配列であることが
判明した。この配列は、ＧｅｎＢａｎｋデータベースに
ラットjun-dimeraization protein 2（以下「ｊｄｐ－
２」という）として登録されている配列（登録番号：Ｕ
５３４４９）と高い相同性を有していた。また、予想さ
れるアミノ酸配列は、ラットｊｄｐ－２のアミノ酸配列
と１００％一致していた。この結果、得られた遺伝子
は、マウスｊｄｐ－２をコードするものであることが判
明した。
【０１３９】プラスミドｐＣＲ３．１－Ａ５７４を制限
酵素ＮｈｅＩとＸｈｏＩで二重消化し、切り出されたイ
ンサートＤＮＡを、同様にＸｂａＩとＳａｌＩで消化し
たｐＵＣ１８ベクターに連結して、プラスミドｐＵＣ－
Ａ５７４（１．８ｋ）を得た。このプラスミドを保持す
る形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－Ａ５７４
（１．８ｋ）ＳＡＮＫ  ７０６００は、２０００（平成
１２）年７月１９日付けで工業技術院生命工学工業技術
研究所に国際寄託され、受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２
３８が付された。
【０１４０】実施例４．  マウスｊｄｐ－２のＮ末端欠
失変異体発現ベクターの構築
上記実施例３で得られたｃＤＮＡから予想されるタンパ
ク質のＮ末端欠失変異体を動物細胞で発現させて機能解
析を行うためのベクター構築を行った。
【０１４１】まず、ＰＣＲ用に以下に示す３種類の順方
向プライマー：
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5'- atgctagcggcctgccactcctcctgctatgatgcctg -3'  
（５’－１Ｆ：配列表の配列番号１３）；
5'- atgctagcggctcggccccctcaccggacttcccagct -3'  
（５’－４６Ｆ：配列表の配列番号１４）；および
5'- atgctagcttctgcagagggagtcagagcggctggagc -3'  
（５’－１１０Ｆ：配列表の配列番号１５）；
ならびに、Ｃ末端にＨＡタグ（インフルエンザウイルス
ヘマグルチニン由来９アミノ酸のエピトープタグ）を付
加するように設計した逆方向ＰＣＲプライマー：
5'- tactcgagtcatgcatagtctggaacgtcgtaaggatacttcttgt
ccagctgctc -3'  （３’－ＨＡ－Ｒ）：配列表の配列番
号１６）
を合成した。
【０１４２】そして、実施例３で得られたマウスｊｄｐ
－２遺伝子を含むプラスミドｐＣＲ３．１－Ａ５７４
（１．８ｋ）を鋳型とし、サーマルサイクラー（ジーン
アンプＰＣＲシステム９６００、（株）パーキンエルマ
ージャパン・アプライドバイオシステムズ事業部製）を
使用して以下の条件でＰＣＲを行った。
【０１４３】順方向及び逆方向プライマー（終濃度各
０．２μＭ）、ＰＣＲ試薬（ワンショットＬＡ  ＰＣＲ
ミックス：宝酒造（株）社製）  ２５μｌ、プラスミド
ｐＣＲ３．１－Ａ５７４（１．８ｋ）０．１６μｇを加
え、再蒸留水で５０μｌとして反応液を調製した。この
反応液を、まず９４℃で２分間加熱した後、９４℃で３
０秒、５５℃で３０秒、７２℃で１分の温度サイクルを
２５回繰り返してから、７２℃６分加熱し、４℃で保温
した。
【０１４４】この反応物を０．８％アガロースゲル（ギ
ブコ・ビーアールエル社製）で電気泳動した。電気泳動
後のゲルを臭化エチジウムで染色した後、紫外線照射下
で約５４０ｂｐ、約４８０ｂｐ、約２３０ｂｐに相当す
るバンド部分を剃刀刃を用いて各々分離した。このゲル
中に含まれるＤＮＡを精製キット（QIAquick Gel Extra
ction Kit：キアジェン社製）を用いて添付のプロトコ
ールにしたがって精製した。
【０１４５】精製したフラグメントの一部を制限酵素Ｎ
ｈｅＩとＸｈｏＩで消化し、精製キット（QIAquick PCR
 Purification Kit：キアジェン社製）を添付のプロト
コールにしたがって用いることにより精製した。一方、
ｐＣＲ３．１ベクター（インビトロジェン社製）を同様
にＮｈｅＩとＸｈｏＩで消化し、末端をウシ小腸アルカ
リホスファターゼ（東洋紡（株）社製）を用いて脱リン
酸化した後、精製キット（QIAquick PCR Purification 
Kit）を添付のプロトコールにしたがって用いることに
より精製し、上記ＤＮＡ断片とＤＮＡライゲーションキ
ット（バージョン２：宝酒造（株）社製）を用いて連結
した。このＤＮＡで大腸菌ＤＨ５αのコンピテント細胞
（東洋紡（株）社製）を形質転換し、アンピシリン耐性
のコロニーを得た。いくつかのコロニーの培養菌体から
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プラスミドを抽出して制限酵素ＮｈｅＩとＸｈｏＩで二
重切断処理し、ｊｄｐ－２断片（約５４０ｂｐ、約４８
０ｂｐ、または約２３０ｂｐ）と約５ｋｂｐのｐＣＲ
３．１ベクター断片が生じることを指標として、ｊｄｐ
－２  ｃＤＮＡが挿入されたプラスミドＤＮＡを取得し
た。得られたプラスミドＤＮＡに挿入されているヌクレ
オチド配列を解析し、目的のヌクレオチド配列と一致す
ることを確認した。得られたプラスミドをｐＣＲ３．１
－ｍｊｄｐ－２（１－１６３）ＨＡ、ｐＣＲ３．１－ｍ
ｊｄｐ－２（４６－１６３）ＨＡ、ｐＣＲ３．１－ｍｊ
ｄｐ－２（１１０－１６３）ＨＡと命名した。これらの
プラスミドを保有する形質転換大腸菌を５０μｇ／ｍｌ
のアンピシリンを含む１００ｍｌの液体ＬＢ培地中で、
３７℃で一晩培養し、この培養液から、プラスミド大量
精製キット（EndoFree Plasmid Maxi Kit：キアジェン
社製）を用いてプラスミドを回収し、精製した。
【０１４６】実施例５．  ノーザンブロット解析
ａ）ＲＡＷ２６４．７細胞からの全ＲＮＡの抽出
実施例３で得られたｃＤＮＡのＲＡＷ２６４．７細胞に
おける発現変動を調べる目的で、ノーザンブロット解析
を実施した。まず、ＲＡＷ２６４．７細胞を１０％ウシ
胎児血清を含むＤＭＥＭ培地で２×１０7細胞／５５ｍ
ｌに調製したものを大角フラスコに蒔き、ＧＳＴ－ｍＯ
ＤＦを終濃度１００ ｎｇ／ｍｌとなるように加えて、
５、２４、４８、７２、９６時間、もしくは未添加の状
態で０、２４、９６時間培養した。
【０１４７】次いで、全ＲＮＡ抽出用試薬（ＴＲＩＺＯ
Ｌ試薬：ギブコ・ビーアールエル社製）を添付のプロト
コールに従って用いることにより、それぞれの条件で培
養したＲＡＷ２６４．７細胞より全ＲＮＡを抽出した。
なお、回収した全ＲＮＡは－８０℃に保存した。
【０１４８】ｂ）全ＲＮＡの電気泳動およびブロッティ
ング
回収した全ＲＮＡをＲＮＡ試料緩衝液（１×ＭＯＰＳ緩
衝液（１×ＭＯＰＳ緩衝液は２０ｍＭ  ＭＯＰＳ、５ｍ
Ｍ  酢酸ナトリウム、１ｍＭ  ＥＤＴＡを含む）、５０
％  ホルムアミド、１８μｇ／ｍｌ  ブロモフェノール
ブルー、６．６％  ホルムアルデヒド、５％  グリセロ
ール）で１μｇ／ｍｌに調製し、６５℃１０分間保温し
た後、氷上で５分間放置し、０．２ｍｇ／ｍｌ  エチジ
ウムブロミドを１μｌ加えた。この試料液１５μｌを、
ホルムアルデヒドを含む電気泳動用１％アガロースゲル
（１×ＭＯＰＳ緩衝液、１％  アガロース（ギブコ・ビ
ーアールエル社製）、６％  ホルムアルデヒド）のひと
つのウェルへ注入し、電気泳動した。電気泳動は、１×
ＭＯＰＳ緩衝液の入ったサブマリン電気泳動層中、５０
Ｖで約２時間通電することにより行った。
【０１４９】電気泳動終了後、アガロースゲル中のＲＮ
Ａをキャピラリートランスファー法（Maniatis, T. et 
al. (1982) in "Molecular Cloning A Laboratory Manu
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al"Cold Spring Harbor Laboratory, NY）に従ってナイ
ロンメンブレン（ハイボンドＮ＋、アマシャム・ファル
マシア社製）に一晩かけて転写した（転写用溶液は２０
×ＳＳＣを用いた）。このメンブレンを２×ＳＳＣで５
分間洗浄し、風乾させ、クロスリンク用紫外線照射装置
（スペクトロリンカーＸＬ－１０００、トミー精工
（株）社製）で紫外線を照射（１２００Ｊ／ｃｍ2）し
てＲＮＡを固定した。
【０１５０】ｃ）プローブの調製
実施例２で合成したプライマーＣ１Ｓ、ＤＡＰＡ１を用
い、サーマルサイクラー（ジーンアンプＰＣＲシステム
９６００、（株）パーキンエルマージャパン・アプライ
ドバイオシステムズ事業部製）を使用して以下の条件で
ＰＣＲを行った。まずプライマーＣ１Ｓ、ＤＡＰＡ１
（終濃度各０．４μＭ）、１０μｌ  １０×リアクショ
ンバッファー（１００ｍＭ  トリス、５００ｍＭ  塩化
カリウム、１５ｍＭ  塩化マグネシウム、１％  Ｔｒｉ
ｔｏｎ－Ｘ１００）、１０μｌ  ２ｍＭ  ｄＮＴＰｓ、
１μｌ  プラスミドｐＣＲ２．１－Ａ５７４を加え、再
蒸留水で１００μｌとした。さらに１μｌのリコンビナ
ントＴａｑポリメラーゼ（東洋紡（株）社製）を添加
し、反応液を調製した。この反応液を、まず９４℃で２
分間加熱した後、９４℃で１分、５５℃で１分、７２℃
で２分の温度サイクルを３０回繰り返してから、７２℃
１０分加熱し、４℃で保温した。
【０１５１】このＰＣＲ反応液中に含まれる増幅された
ＤＮＡを、精製キット（QIAquick PCR Purification Ki
t）を添付のプロトコールに従って用いることにより精
製した。得られたＤＮＡ溶液２μｌについて、ランダム
プライマーＤＮＡラベリングキット（宝酒造（株）社
製）を添付のプロトコールに従って用いることにより、
32Ｐで標識されたプローブを調製した。
【０１５２】ｄ）ハイブリダイゼーション
上記ｂ）で作成したメンブレンを６ｍｌのハイブリダイ
ゼーション溶液（ExpressHyb Hybridization Solutio
n：クローンテック社製）中に入れて６８℃で１時間イ
ンキュベーション（プレハイブリダイゼーション）した
後、32Ｐ標識プローブを含む６ｍｌのハイブリダイゼー
ション溶液中で６８℃、２時間インキュベートした。そ
の後、メンブレンを２×ＳＳＣ、０．０５％  ＳＤＳを
含む溶液中、室温で２０分間、３回洗浄し、さらに０．
１×ＳＳＣ，０．１％  ＳＤＳを含む溶液中、５０℃で
２０分間、３回洗浄してから、イメージングプレート
（富士フィルム（株）社製）に曝露し、ＢＡＳ２０００
（富士フィルム（株）社製）によるイメージングを行っ
た。
【０１５３】その結果、検出した遺伝子の発現は、ＧＳ
Ｔ－ｍＯＤＦ未添加のＲＡＷ２６４．７ 細胞において
もわずかに認められ、ＧＳＴ－ｍＯＤＦを添加すること
により、その発現量が著明に上昇することが明らかとな
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った（図１）。
【０１５４】実施例６．  ヒトｊｄｐ－２ホモログをコ
ードするｃＤＮＡのクローニング
ａ）ヒトｊｄｐ－２遺伝子配列の推定およびプライマー
合成
実施例３で得られた、配列番号１に示されるヌクレオチ
ド配列は、ＧｅｎＢａｎｋデータベースにラットｊｄｐ
－２として登録されている配列（登録番号：Ｕ５３４４
９）と高い相同性を有していた。そこで、ヒトｊｄｐ－
２ホモログの遺伝子配列をＧｅｎＢａｎｋデータベース
より検索したところ、部分配列を得ることができた（登
録番号：ＡＦ１１１１６７）。また、この遺伝子と高い
相同性を有するヒトのＥＳＴを検索すると、登録番号Ｎ
Ｍ  ００３４４２で登録されている配列が得られた。そ
こで、これら２つの配列を連結することにより、ヒトｊ
ｄｐ－２ホモログのアミノ酸をコードする遺伝子配列を
推定した（配列番号１７）。このｃＤＮＡをＰＣＲによ
り取得するためのプライマーとして、下記のヌクレオチ
ド配列：
5'- cagctcggccctgactgtggag -3'  （ＧＴ－１Ｆ：配列
表の配列番号１８）；および
5'- gcggtgtcggttcagcatcag -3'  （ＧＴ－２Ｒ：配列
表の配列番号１９）
を有するオリゴヌクレオチドを合成した。
【０１５５】ｂ）ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニン
グ
ヒトｊｄｐ－２ホモログ全長をコードするｃＤＮＡを取
得することを目的として、ジーントラッパー  ｃＤＮＡ
  ポジティブセレクションシステム（ギブコ・ビーアー
ルエル社製）をその添付プロトコールに従って用いた。
なお、取得にあたっては、スーパースクリプトヒト脾臓
ｃＤＮＡライブラリー（ギブコ・ビーアールエル社
製）、および上記ａ）で合成したＧＴ－１Ｆ（プローブ
として使用）を用いた。単離した大腸菌コロニーを鋳型
とし、ＧＴ－１ＦおよびＧＴ－２Ｒをプライマーとし
て、プロトコール記載の方法でＰＣＲを実施した結果、
ＤＮＡ断片の特異的増幅が見られたコロニーを選択、培
養し、約１．６ｋｂｐのｃＤＮＡインサートを有するプ
ラスミドｐＣＭＶ・ＳＰＯＲＴ－ｈｊｄｐ－２を保持す
る形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＣＭＶ・ＳＰＯＲＴ
－ｈｊｄｐ－２／ＤＨ１２Ｓを単離した。
【０１５６】得られたプラスミドに挿入されているｃＤ
ＮＡの全ヌクレオチド配列を解析した結果、配列表の配
列番号３に示される配列であることが判明した。この配
列も、ラットｊｄｐ－２との間に高い相同性を有してい
た。
【０１５７】実施例７．  ヒトｊｄｐ－２遺伝子発現ベ
クターの構築
上記実施例６で得られたヒトｊｄｐ－２ホモログをコー
ドする遺伝子（以下「ヒトｊｄｐ－２遺伝子」という）
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を動物細胞で発現させ機能解析を行うためのベクター構
築を行った。まず、ＰＣＲ用逆方向プライマーとして、
下記のヌクレオチド配列：
5'- cccgaattcactcacaagcccatggtca -3'  （ｊｄｐ２Ｒ
Ｓ：配列表の配列番号２０）
を有するオリゴヌクレオチドを合成した。そして、実施
例６で得られたヒトｊｄｐ－２遺伝子を含むプラスミド
ｐＣＭＶ・ＳＰＯＲＴ－ｈｊｄｐ－２を鋳型とし、実施
例４で使用した順方向プライマー５’－１Ｆ（配列表の
配列番号１３）および逆方向プライマーｊｄｐ２ＲＳを
用いて、サーマルサイクラー（ジーンアンプＰＣＲシス
テム９６００、（株）パーキンエルマージャパン・アプ
ライドバイオシステムズ事業部製）を使用して以下の条
件でＰＣＲを行い、ヒトｊｄｐ－２タンパク質をコード
するＤＮＡ配列を増幅した。上記各プライマー（終濃度
各０．４μＭ）、１０μｌ  １０×ＬＡ  ＰＣＲバッフ
ァーＩＩ（Ｍｇ2+フリー）（宝酒造（株）社製）、１０
μｌ  ２．５ｍＭ  ｄＮＴＰｓ、２５ｍＭ  塩化マグネ
シウム、１μｌ  プラスミドＤＮＡ（ｐＣＭＶ・ＳＰＯ
ＲＴ－ｈｊｄｐ－２）を加え、再蒸留水で２００μｌと
した。さらに２μｌ  Ｔａｑポリメラーゼ（ＴａＫａＲ
ａ  ＬＡ  Ｔａｑ：宝酒造（株）社製）を添加し、反応
液を調製した。この反応液を、まず９４℃で２分間加熱
した後、９４℃で１分、５５℃で１分、７２℃で２分の
温度サイクルを３０回繰り返してから、７２℃７分加熱
し、４℃で保温した。
【０１５８】得られたＰＣＲ反応液は、エタノール沈殿
させた後に、１×ローディングバッファー（０．１％  
ＳＤＳ、０．５％  グリセロール、０．００５％  ブロ
モフェノールブルー）２５μｌに溶解した。この試料液
全量を、電気泳動用１％アガロースゲル（１×ＴＢＥ緩
衝液、１％  アガロース（宝酒造（株）社製）、）ひと
つのウェルへ注入し、電気泳動した。
【０１５９】電気泳動は、１×ＴＢＥ緩衝液の入ったサ
ブマリン電気泳動層中、１００Ｖで約３０分通電するこ
とにより行った。電気泳動終了後、アガロースゲルを１
μｇ／ｍｌのエチジウムブロミド溶液で１０分間染色
し、観察された約５００ｂｐのバンドを含むゲル片を、
剃刀刃で切り出した。このゲル片から、精製キット（QI
Aquick PCR Purification Kit：キアジェン社製）を添
付のプロトコールに従って用いることによりＤＮＡ断片
を精製した。５０μｌの再蒸留水で溶出したＤＮＡ断片
は、添付のバッファーを含む反応液中でＮｈｅＩおよび
ＥｃｏＲＩ制限酵素で消化し、ＮｈｅＩおよびＥｃｏＲ
Ｉ消化したプラスミドベクターｐＣＲ３．１に挿入する
ことにより、ヒトｊｄｐ－２遺伝子発現ベクターｐＣＲ
３．１－ｈｊｄｐ－２を得た。
【０１６０】プラスミドｐＣＲ３．１－ｈｊｄｐ－２を
制限酵素ＮｈｅＩとＥｃｏＲＩで二重消化し、切り出さ
れたインサートＤＮＡを、同様にＸｂａＩとＥｃｏＲＩ
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消化したｐＵＣ１８ベクターに連結して、プラスミドｐ
ＵＣ－ｈｊｄｐ－２を得た。このプラスミドを保持する
形質転換大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ｐＵＣ１８－ｈｊｄｐ－
２  ＳＡＮＫ  ７０７００は、２０００（平成１２）年
７月１９日付けで工業技術院生命工学工業技術研究所に
国際寄託され、受託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－７２３７が付
された。
【０１６１】実施例８．  ポリクローナル抗体の作製と
ウエスタンブロット解析
ａ）ポリクローナル抗体の作製
配列表の配列番号１および同配列番号３に示されるヌク
レオチド配列にコードされるアミノ酸配列、すなわち配
列表の配列番号２および同配列番号４に示されるアミノ
酸配列を有するポリペプチドをいずれも認識する抗体を
作製する目的で、抗原として、それらマウスおよびヒト
のｊｄｐ－２ホモログポリペプチドの間で保存されてい
る領域から選ばれたアミノ酸配列：
Cys-Val-Lys-Leu-Gly-Lys-Arg-Pro-Gln-Pro-Val-Lys-Se
r-Glu-Leu-Asp（配列表の配列番号２１）
を有するペプチドを化学合成法で合成した（使用機器：
パーキンエルマージャパン社製モデル４３３）。ただ
し、このアミノ酸配列は、後に担体としてキーホールリ
ンペットヘモシアニン（以下「ＫＬＨ」という）を結合
させるため、本来のアミノ酸配列のＮ末端にシステイン
残基が付加されたものである。
【０１６２】次に、この合成ペプチド  １０．５ｍｇお
よびＫＬＨ  ２３．０ｍｇを、Ｎ－（６－マレイミドカ
プロイロキシ）スクシニミド（ＥＭＣＳ、同仁化学研究
所（株）社製）試薬を用いて縮合させた（縮合反応溶媒
として８Ｍ  尿素および０．９％  塩化ナトリウムを含
む０．０２Ｍ  リン酸緩衝液（ｐＨ７．５）を用い、室
温で１５時間保温した）。この反応液を８Ｍ尿素溶液中
に入れた後、流水に対して透析し、さらに純水に対して
透析を行ってから凍結乾燥し、ＫＬＨが結合したペプチ
ド抗原を得た。これらのペプチド抗原１０ｍｇに１ｍｌ
の生理食塩水を加え、超音波発振機（ソニケーター）、
ボルテックスミキサー、ガラス棒等を用いて細かい懸濁
液にした。その後、生理的食塩水で全量を１０ｍｌと
し、さらに１ｍｌずつバイアルに小分けして凍結保存し
た。
【０１６３】免疫の際には、上記バイアル１本分の抗原
溶液を融解し、同量のアジュバンドと混合してウサギ２
羽の背中に皮下、または皮内に注射した。アジュバンド
はフロインド完全アジュバンドを用いて行い、２回目以
降の免疫ではフロイントの不完全アジュバンドを用い
た。免疫は２週間おきに合計で４回行い、２回めの免疫
以降、試験採血を行い血清中の抗体価を固層法による酵
素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）で調べた。９６穴のＥＬＩ
ＳＡ用プレート（住友ベークライト（株）社製、９６穴
Ｈタイプ）に各々の抗原ペプチドをコーティングし、西
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洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギＩｇＧ抗体を二
次抗体として使用した。４回目の免疫から１２日後に全
採血を行った。このときに得られた抗血清を以下の操作
で抗体として使用した。
【０１６４】ｂ）ＣＯＳ－１細胞での発現およびウエス
タンブロット解析
実施例４で得られた、全長のマウスｊｄｐ－２のＣ－末
端にＨＡを付加したタンパク質を発現するように構築さ
れたプラスミドｐＣＲ３．１－ｍｊｄｐ－２（１－１６
３）ＨＡでＣＯＳ－１細胞をトランスフェクションし
た。ＣＯＳ－１細胞へのトランスフェクションは、市販
のトランスフェクション試薬（ＦｕＧＥＮＥ  ６トラン
スフェクション試薬（ロシュ・ダイアグノステッィック
ス（株）社製））を用いて、添付のプロトコールに従っ
て行った。すなわち、まず１０％ウシ胎児血清（ギブコ
・ビーアールエル社製）を含むＤＭＥＭ培地（ギブコ・
ビーアールエル社製）中でＣＯＳ－１細胞をセミコンフ
ルエントになるまで増殖させ、細胞培養用シャーレ（φ
６０ｍｍ。コーニング社製）に、２．８×１０5／５ｍ
ｌで蒔き、３７℃、５％炭酸ガス下で一晩培養した。
【０１６５】翌日、ＦｕＧＥＮＥ  ６試薬（１５μｌ）
と血清を含まないＤＭＥＭ培地（２５０μｌ）を混合
し、室温で５分間静置した溶液全量をｐＣＲ３．１－ｍ
ｊｄｐ－２（１－１６３）ＨＡプラスミド、またはｊｄ
ｐ－２  ｃＤＮＡを含まないネガティブコントロールプ
ラスミドｐＣＲ３．１  ５μｇに、混ぜながら滴下し
た。この混合物を室温で１５分間静置した後、全量を上
記細胞培養用シャーレ中のＣＯＳ－１細胞に滴下して静
かに混合し、３７℃で２日間培養した。
【０１６６】培養後の細胞を氷冷した２ｍｌのＰＢＳ
（－）で２回洗浄後、２５０μｌのＲＩＰＡバッファー
（ＰＢＳ（－）に、１％  ノニデットＰ－４０、０．５
％  デオキシコール酸ナトリウム、０．１％  ＳＤＳお
よびプロテアーゼ阻害剤としてコンプリート・ミニ（ロ
シュ・ダイアグノスティックス（株）社製）を１錠／１
０ｍｌの割合で含む）を加えて、４℃で５分間静置した
後、セルスクレーパ（ヌンク社製）で細胞を掻き取り、
その細胞懸濁液を１．５ｍｌのエッペンドルフチューブ
へ移して、氷上で２０分間静置した。１５，０００ｒｐ
ｍ、４℃で２０分間遠心後の上清を全細胞抽出液として
回収し、－２０℃で保存した。全細胞抽出液中のタンパ
ク質濃度は、タンパク質濃度測定用試薬（ＢＣＡプロテ
インアッセイ試薬：ピアース社製）を用いて測定した。
【０１６７】このようにして得られた全細胞抽出液１０
μｇ分に対して、６×ＳＤＳ  ローディングバッファー
（０．３５Ｍ  トリス－塩酸（ｐＨ６．８）、１０．２
８％ＳＤＳ、３６％  グリセロール、５％  β－メルカ
プトエタノール、０．０１２％  ブロモフェノール・ブ
ルー）を１／６容量加えて、沸騰水浴にて３分間加熱
し、１０－２０％  ポリアクリルアミド密度勾配ゲル
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（パジェルＮＰＧ－１０２０Ｌ型、アトー（株）社製）
を用いて、還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥを行った。
【０１６８】電気泳動後、ポリアクリルアミドゲルから
タンパク質を転写緩衝液（２５ｍＭトリス、１９２ｍＭ
  グリシン、２０％  メタノール）中でゲルメンブレン
転写装置（マリソル社製、ＫＳ－８４５２）を用いて０
℃、１８０分、２００ｍＡの条件でＰＶＤＦ膜（バイオ
ラッド社製）に転写した。
【０１６９】転写後のＰＶＤＦ膜を１×ＴＢＳ（２０ｍ
Ｍ  トリス－塩酸（ｐＨ７．６）、１３７ｍＭ  塩化ナ
トリウム）中、室温で５分間振とうして洗浄した後、ブ
ロッキング試薬（ブロックエース：大日本製薬（株）社
製）３０ｍｌに浸して、４℃で一晩放置した。翌日、Ｐ
ＶＤＦ膜を０．１％のツイーン２０を含む１×ＴＢＳ
（以下「１×ＴＢＳ－Ｔ」という）で一回洗浄した後、
上記ａ）で得られた抗体（以下「ｊｄｐ－２－Ｎ抗体」
という）を１０％  ブロッキング試薬を含む１×ＴＢＳ
－Ｔで１０００倍希釈した溶液１０ｍｌに浸して、室温
で２時間穏やかに振とうした。次いで、ＰＶＤＦ膜を取
り出し、１×ＴＢＳ－Ｔで軽く２回洗浄した後、１５分
間×１回、次いで５分間×２回洗浄した。その後、西洋
ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギＩｇＧ抗体（アマ
シャム・ファルマシア社製）を１０％  ブロックエース
を含む１×ＴＢＳ－Ｔで２０００倍に希釈した溶液１０
ｍｌにＰＶＤＦ膜を浸して、室温で１時間振とうした。
ＰＶＤＦ膜を取り出し、１×ＴＢＳ－Ｔで軽く２回洗浄
した後、１５分間×１回、次いで５分間×３回洗浄し
た。洗浄後、ＰＶＤＦ膜をラップフィルム上に置き、化
学発光による検出用試薬（ＥＣＬプラス  ウエスタンブ
ロッティング検出溶液：アマシャム・ファルマシア社
製）を用いて、ｊｄｐ－２－Ｎ抗体が結合するバンドの
検出を行った。具体的には、ＰＶＤＦ膜をラップフィル
ム上に置き、検出用試薬に５分間浸した後、Ｘ線フィル
ム（ハイパーフィルムＥＣＬ：アマシャム・ファルマシ
ア社製）を４分間感光させた後、Ｘ線フィルムを現像し
た。
【０１７０】その結果、ｊｄｐ－２－Ｎ抗体により、ｐ
ＣＲ３．１－ｍｊｄｐ－２（１－１６３）ＨＡプラスミ
ドＤＮＡを導入して得られたＣＯＳ－１細胞全抽出液中
に特異的なバンドが検出された（図２）。
【０１７１】なお、上記実験系において、例えば被検物
質存在下または非存在下で培養し、破骨細胞への分化誘
導刺激したＲＡＷ２６４．７細胞から試料を調製し、以
下同様の操作を行うことにより、被検物質の骨粗鬆症も
しくは関節リウマチの治療または予防剤としての効果を
調べることができる。この実験において検出される抗原
量を低下させるような被検物質は、骨粗鬆症もしくは関
節リウマチの治療または予防剤となり得る。多検体処理
を行う場合には、電気泳動を省略してドットブロットや
スロットブロットを行うこともできる。
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【０１７２】ｃ）ＲＡＷ２６４．７細胞での発現および
ウエスタンブロット解析
実施例４で得られた、全長のマウスｊｄｐ－２のＣ－末
端にＨＡを付加したタンパク質を発現するように構築さ
れたプラスミドｐＣＲ３．１－ｍｊｄｐ－２（１－１６
３）ＨＡでＲＡＷ２６４．７細胞を以下に記載する方法
によりトランスフェクションした。まず、セミコンフル
エントになるまで増殖させた大角フラスコに、ＰＢＳ
（－）（ダルベッコＰＢＳ（－）「ニッスイ」：日水製
薬（株）社製）を加えて、セルスクレーパー（住友ベー
クライト社製）を用いて細胞を掻きとって回収した。そ
の細胞を1×ＴＢＳ（＋＋）（２５ｍＭ  トリス－塩酸
（ｐＨ７．５）、１３７ｍＭ  塩化ナトリウム、５ｍＭ
  塩化カリウム、０．５ｍＭリン酸二ナトリウム、０．
４９ｍＭ  塩化マグネシウム、０．６８ｍＭ  塩化カル
シウム）に懸濁して細胞数をカウントし、３．５×１０
6個分ずつ１５ｍｌ遠心チューブに移し、遠心して細胞
を回収した。一方で、ｐＣＲ３．１－ｍｊｄｐ－２（１
－１６３）ＨＡプラスミド、またはｊｄｐ－２  ｃＤＮ
Ａを含まないネガティブコントロールプラスミドｐＣＲ
３．１  ４μｇ、０．５ｍｇ／ｍｌのＤＥＡＥ－デキス
トラン（プロメガ社製）を含む１×ＴＢＳ（＋＋）溶液
０．４ｍｌを調製した。このＤＮＡ／ＤＥＡＥ－デキス
トラン溶液で先の３．５×１０6個分の細胞を再懸濁さ
せ、１０分おきに軽く攪拌しながら、３０分間室温でイ
ンキュベーションした。次いでこの細胞を５ｍｌの１×
ＴＢＳ（＋＋）添加により希釈し、遠心することにより
回収し、７．５ｍｌの１０％ウシ胎児血清を含むＤＭＥ
Ｍ培地に懸濁して、そのうちの３ｍｌを細胞培養用シャ
ーレ（φ６０ｍｍ。コーニング社製）に蒔き、３７℃、
５％炭酸ガス下で２日間培養した。
【０１７３】培養後の細胞を氷冷した２ｍｌのＰＢＳ
（－）で２回洗浄後、１．５ｍｌのＰＢＳ（－）を加え
て、セルスクレーパー（ヌンク社製）で細胞を掻き取
り、その細胞懸濁液を１５ｍｌの遠心チューブへ移し、
氷上で保存した。掻き取った後のシャーレに１．５ｍｌ
のＰＢＳ（－）を加えて軽くリンスし、その液を先程の
細胞懸濁液と合わせて、１，０００ｒｐｍ、４℃で５分
間遠心して細胞を回収した。集めた細胞を１５０μｌの
バッファーＡ（１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．９）
に、１０ｍＭ  塩化カリウム、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．
５ｍＭ  ＥＧＴＡおよびプロテアーゼ阻害剤としてコン
プリート・ミニ（ロシュ・ダイアグノスティックス
（株）社製）を１錠／１０ｍｌの割合で含む）に懸濁
し、１．５ｍｌのエッペンドルフチューブに移して、１
５分間氷上に静置した。１０％  ノニデットＰ－４０を
９．６μｌ加えて、ボルテックスミキサーで３秒間混合
後、氷上に１分間静置してから、５０００ｒｐｍ、４℃
で５分間遠心した。遠心後の上清を細胞質画分として回
収し、沈殿には５０μｌのバッファーＢ（２０ｍＭ  Ｈ
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ＥＰＥＳ（ｐＨ７．９）に４２０ｍＭ  塩化ナトリウ
ム、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、１ｍＭ  ＥＧＴＡ、２０％  グ
リセロールおよびプロテアーゼ阻害剤としてコンプリー
ト・ミニ（ロシュ・ダイアグノスティックス（株）社
製）を１錠／１０ｍｌの割合で含む）を加えて、マイク
ロプレートミキサーを使って、４℃で３０分間激しく混
合した。その混合物を１４０００ｒｐｍ、４℃で２０分
間遠心した上清を核画分として回収した。
【０１７４】このようにして得られた両画分から、各々
１／８．３容量ずつとり、６×ＳＤＳローディングバッ
ファー（０．３５Ｍ  トリス－塩酸（ｐＨ６．８）、１
０．２８％  ＳＤＳ、３６％  グリセロール、５％  β
－メルカプトエタノール、０．０１２％  ブロモフェノ
ール・ブルー）を１／６容量加えて、沸騰水浴中で３分
間加熱し、１０－２０％  ポリアクリルアミド密度勾配
ゲル（パジェルＮＰＧ－１０２０Ｌ型、アトー（株）社
製）を用いて、還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥを行っ
た。
【０１７５】電気泳動後、ポリアクリルアミドゲルから
タンパク質を転写緩衝液（２５ｍＭトリス、１９２ｍＭ
  グリシン、２０％  メタノール）中でゲルメンブレン
転写装置（マリソル社製、ＫＳ－８４５２）を用いて０
℃、１８０分、２００ｍＡの条件でＰＶＤＦ膜に転写し
た。
【０１７６】転写後のＰＶＤＦ膜を１×ＴＢＳ中、室温
で５分間振とうして洗浄した後、ブロッキング試薬  ３
０ｍｌに浸して、４℃で一晩放置した。翌日、ＰＶＤＦ
膜を１×ＴＢＳ－Ｔで一回洗浄した後、１０％  ブロッ
キング試薬を含む１×ＴＢＳ－Ｔで０．２μｇ／ｍｌに
希釈した抗ＨＡ（高親和性）抗体（ロシュ・ダイアグノ
スティックス（株）社製）溶液１０ｍｌに浸して、室温
で２時間穏やかに振とうした。ＰＶＤＦ膜を取り出し、
１×ＴＢＳ－Ｔで軽く２回洗浄した後、１５分間×１
回、次いで５分間×２回洗浄した。その後、１０％  ブ
ロッキング試薬を含む１×ＴＢＳ－Ｔで２０００倍に希
釈した西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ラットＩｇＧ
抗体（サンタクルーズ社製）溶液１０ｍｌに浸して、室
温で１時間振とうした。ＰＶＤＦ膜を取り出し、１×Ｔ
ＢＳ－Ｔで軽く２回洗浄した後、１５分間×１回、次い
で５分間×３回洗浄した。洗浄後、ＰＶＤＦ膜をラップ
フィルム上に置き、上記ｂ）ト同様の操作を行って抗Ｈ
Ａ抗体が結合するバンドの検出を行った（ただし、感光
は２分間）。
【０１７７】その結果、マウスｊｄｐ－２（１－１６
３）ＨＡタンパク質と思われる特異的バンドは、マウス
ｊｄｐ－２（１－１６３）ＨＡプラスミドＤＮＡを導入
したＲＡＷ２６４．７細胞においてのみ認められ、ま
た、細胞質画分に比べて、核画分で強く検出された（図
３）。この結果、ｊｄｐ－２タンパク質は、主に核に存
在することが示唆された。
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【０１７８】実施例９．  マーカープラスミドの構築
マウスカテプシンＫプロモーターおよびマウス酒石酸耐
性酸性ホスファターゼ（ＴＲＡＰ）プロモーターの下流
にホタルルシフェラーゼ遺伝子を連結したプラスミドを
下記の方法にしたがって構築した。
【０１７９】ａ）プラスミドｐＧＬ３－ｍＣＴＳＫ－
１．７の構築
マウス染色体ＤＮＡは、約２×１０7個のＲＡＷ２６
４．７細胞を出発材料として、ＤＮＡ抽出精製キット
（Blood & Cell Culture DNA Midi Kit（キアジェン社
製））を添付のプロトコールにしたがって用いることに
より調製した。
【０１８０】一方、ＰＣＲプライマーとして、下記のヌ
クレオチド配列：
5'- atggtacctc gactcgatct gggctctctc tactca -3'  
（プライマー１：配列表の配列番号２２）および
5'- taagatctgt gagcggaaga ctaagggtgc tagat -3'  
（プライマー２：配列表の配列番号２３）
を有するオリゴヌクレオチドを化学合成した。
【０１８１】上記プライマー（終濃度各０．２μＭ）
と、２５μｌのＰＣＲ用試薬混液（ワンショットＬＡ  
ＰＣＲミックス（宝酒造（株）社製））、上記マウス染
色体ＤＮＡ  １μｇおよび滅菌水を加えて全量５０μｌ
とし、ＰＣＲを行った（温度条件：９４℃で２分間加熱
してから、次に９８℃で２０秒、６８℃で２分３０秒の
温度サイクルを３０回繰り返し、さらに７２℃１０分加
熱した後、４℃に冷却、保存した）。
【０１８２】この反応物を０．８％アガロースゲル（ギ
ブコ・ビーアールエル社製）で電気泳動した。電気泳動
後のゲルを臭化エチジウムで染色した後、紫外線照射下
で約１．７ｋｂｐに相当するバンド部分を剃刀刃を用い
て分離した。このゲル中に含まれるＤＮＡを、抽出精製
キット（QIAquick Gel Extraction Kit（キアジェン社
製））を添付のプロトコールに従って用いることにより
精製した。
【０１８３】次に、精製されたＤＮＡ断片の一部を制限
酵素ＫｐｎＩとＢｇｌＩＩで消化し、７０℃で１５分間
保温して酵素を失活させた。一方、ルシフェラーゼ発現
ベクターｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ（プロメガ社製）を同様
にＫｐｎＩとＢｇｌＩＩで消化し、末端をウシ小腸アル
カリホスファターゼ（東洋紡（株）社製）を用いて脱リ
ン酸化した後、上記ＤＮＡ断片とＤＮＡライゲーション
キット（バージョン２、宝酒造（株）社製）を用いて連
結した。このＤＮＡで大腸菌ＤＨ５αのコンピテント細
胞（東洋紡（株）社製）を形質転換し、アンピシリン耐
性のコロニーを得た。
【０１８４】いくつかのコロニーの培養菌体からプラス
ミドを抽出して、制限酵素ＫｐｎＩとＢｇｌＩＩで二重
切断処理し、約１．７ｋｂｐと約４．８ｋｂｐの断片が
生じることを指標として、マウスカテプシンＫ遺伝子の
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５’末端側上流域ＤＮＡ（配列表の配列番号２７）が挿
入されたプラスミドＤＮＡを取得した。このプラスミド
をｐＧＬ３－ｍＣＴＳＫ－１．７と命名した。このプラ
スミドを保有する形質転換大腸菌を５０μｇ／ｍｌのア
ンピシリンを含む１００ｍｌの液体ＬＢ培地中で、３７
℃で一晩培養し、この培養液から、プラスミド抽出精製
キット（エンドフリー・プラスミド・マキシ・キット
（キアジェン社製））を用いてｐＧＬ３－ｍＣＴＳＫ－
１．７  ＤＮＡを回収し、精製した。
【０１８５】ｂ）プラスミドｐＧＬ３－ｍＴＲＡＰ－
１．９の構築
ＧｅｎＢａｎｋデータベースにマウスＴＲＡＰ遺伝子
５’末端として登録されているゲノム配列（登録番号：
Ｍ８５２１２）を参考にして、ＰＣＲプライマーとし
て、下記のヌクレオチド配列：
5'- atggtacccgggtctcccttaactcctgggactctg -3'  （配
列表の配列番号２４）；および
5'- gtctctagatctgtgaggaagagagggagttcaga -3'  (配列
表の配列番号２５)
を有するオリゴヌクレオチドを合成した。
【０１８６】上記各プライマー（終濃度各０．２μＭ）
と、２５μｌのワンショットＬＡＰＣＲミックス（宝酒
造（株）社製）、実施例８のａ）で得られたマウス染色
体ＤＮＡ  １μｇに滅菌水を加えて全量５０μｌとし、
以下の条件でＰＣＲを行った。９４℃で２分間加熱した
後、９８℃で２０秒、６８℃で２分３０秒の温度サイク
ルを３０回繰り返してから、７２℃１０分加熱し、４℃
で保存した。この反応物を０．８％アガロースゲル（ギ
ブコ・ビーアールエル社製）で電気泳動した。電気泳動
後のゲルを臭化エチジウムで染色した後、紫外線照射下
で約１．９ｋｂｐに相当するバンド部分を剃刀刃を用い
て分離した。このゲル中に含まれるＤＮＡを抽出精製キ
ット（QIAquick Gel Extraction Kit）を添付のプロト
コールに従って用いることにより精製した。
【０１８７】次に、精製されたＤＮＡ断片の一部を制限
酵素ＫｐｎＩとＢｇｌＩＩで消化し、７０℃で１５分間
保温して酵素を失活させた。一方、ルシフェラーゼ発現
ベクターｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃ（プロメガ社製）を同様
にＫｐｎＩとＢｇｌＩＩで消化し、末端をウシ小腸アル
カリホスファターゼ（東洋紡（株）社製）を用いて脱リ
ン酸化したものを、精製キット（QIAquick PCR Purific
ation Kit）を添付のプロトコールにしたがって用いる
ことにより精製した。このｐＧＬ３－ＢａｓｉｃのＫｐ
ｎＩ－ＢｇｌＩＩ消化物と上記ＤＮＡ断片とをＤＮＡラ
イゲーションキット（バージョン２、宝酒造（株）社
製）を用いて連結した。このＤＮＡで大腸菌ＤＨ５αの
コンピテント細胞（東洋紡（株）社製）を形質転換し、
アンピシリン耐性のコロニーを得た。いくつかのコロニ
ーの培養菌体からプラスミドを抽出して制限酵素Ｋｐｎ
ＩとＢｇｌＩＩで二重切断処理し、約１．９ｋｂｐと約
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４．８ｋｂｐの断片が生じることを指標として、マウス
ＴＲＡＰ遺伝子５’末端側上流域ＤＮＡ（配列表の配列
番号２６。GenBankデータベースの登録番号Ｍ８５２１
２に示される配列上で、atg開始コドンのヌクレオチドa
を＋１とした時の－１８４６～＋２に相当するが、完全
に同一ではなく挿入配列が存在する）が挿入されたプラ
スミドＤＮＡを取得し、このプラスミドをｐＧＬ３－ｍ
ＴＲＡＰ－１．９と命名した。このプラスミドを保有す
る形質転換大腸菌を５０μｇ／ｍｌのアンピシリンを含
む１００ｍｌの液体ＬＢ培地中で、３７℃で一晩培養
し、この培養液から、エンドフリー・プラスミド・マキ
シ・キット（キアジェン社製）を用いてｐＧＬ３－ｍＴ
ＲＡＰ－１．９  ＤＮＡを回収し、精製した。
【０１８８】実施例１０．  トランスフェクション法お
よびレポーターアッセイ
ＲＡＷ２６４．７細胞を、中角フラスコ（培養面積７５
ｃｍ2：住友ベークライト（株）社製）で、１０％ウシ
胎児血清およびペニシリン（１００単位／ｍｌ）および
ストレプトマイシン（１００μｇ／ｍｌ）を含むＤＭＥ
Ｍ培地中、３７℃で５％炭酸ガス下で培養した。セミコ
ンフルエントになるまで増殖させたＲＡＷ２６４．７細
胞に、ＰＢＳ（－）を加えて、セルスクレーパー（住友
ベークライト社製）で細胞を掻きとって回収した。その
細胞を1×ＴＢＳ（＋＋）（実施例８のｃ）参照）に懸
濁して細胞数をカウントし、３×１０6個分ずつ１５ｍ
ｌ遠心チューブに移し、遠心して細胞を回収した。一方
で、ｃＤＮＡ発現プラスミド  ３μｇ、ホタルルシフェ
ラーゼ発現プラスミド  １μｇ、トランスフェクション
効率を補正するための内部標準としてウミシイタケルシ
フェラーゼ発現プラスミド（ｐＲＬ－ＳＶ４０：プロメ
ガ社製）  ０．０５μｇ、０．５ｍｇ／ｍｌのＤＥＡＥ
－デキストラン（プロメガ社製）を含む１×ＴＢＳ（＋
＋）溶液  ０．４ｍｌを調製した。このＤＮＡ／ＤＥＡ
Ｅ－デキストラン溶液で先の３×１０6個分の細胞を再
懸濁させ、１０分おきに軽く攪拌しながら、３０分間室
温でインキュベーションした。次いでこの細胞を５ｍｌ
の１×ＴＢＳ（＋＋）添加により希釈し、遠心すること
により回収し、５ｍｌの１０％ウシ胎児血清を含むＤＭ
ＥＭ培地に懸濁して、９６穴プレート（コーニング社
製）に、０．１ｍｌ／ウエルとなるように蒔いた。３７
℃で一晩培養してから、培地のみ、または培地で希釈し
たＧＳＴ－ｍＯＤＦ（終濃度１００ｎｇ／ｍｌ）を１０
μｌずつ加えて、３７℃でさらに２４時間培養し、細胞
を１００μｌのＰＢＳ（－）で２回洗浄後、５０μｌの
細胞溶解剤（Passive Lysis Buffer：プロメガ社製）に
溶解して、細胞抽出液を調製した。そして、そのうちの
１０μｌを用いて、ルシフェラーゼ活性検出用試薬キッ
ト（デュアル・ルシフェラーゼ・レポーター・アッセイ
・システム：プロメガ社製）を、キット添付のプロトコ
ールに従って用いることにより発光量測定用試料を調製
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し、各試料におけるホタルおよびウミシイタケルシフェ
ラーゼ活性による化学発光を、ルミノスキャン（ラボシ
ステムズ社製）にて測定した。細胞抽出液中のタンパク
質濃度は、タンパク質濃度測定用試薬（バイオ－ラッド
・プロテイン・アッセイ：バイオ－ラッド社製）を用い
て測定した。なお、測定したホタルルシフェラーゼ活性
は、トランスフェクションしてから一晩培養した細胞の
一部を用いて測定したウミシイタケルシフェラーゼ活性
によりトランスフェクション効率の補正を行い、さらに
各細胞抽出液中のタンパク質濃度で標準化した。
【０１８９】実施例１１．  マウスおよびヒトｊｄｐ－
２のカテプシンＫおよびＴＲＡＰプロモーター促進活性
の測定
ａ）ｊｄｐ－２のカテプシンＫおよびＴＲＡＰプロモー
ター促進作用
ＲＡＷ２６４．７細胞に、実施例１０記載の方法にした
がって、マウスｊｄｐ－２発現プラスミド（実施例３で
得られたｐＣＲ３．１－Ａ５７４（１．８ｋ））、ホタ
ルルシフェラーゼ発現プラスミド（実施例８のｐＧＬ３
－ｍＣＴＳＫ－１．７またはｐＧＬ３－ｍＴＲＡＰ－
１．９）およびトランスフェクション効率を補正するた
めの内部標準として利用するウミシイタケルシフェラー
ゼ発現プラスミド（ｐＲＬ－ＳＶ４０）をコトランスフ
ェクションした。次いで、無刺激の細胞もしくはＧＳＴ
－ｍＯＤＦにより刺激された細胞におけるホタルルシフ
ェラーゼ活性を測定した。なお、ｐＣＲ３．１－Ａ５７
４（１．８ｋ）の対照としては、マウスｊｄｐ－２  ｃ
ＤＮＡを挿入していないｐＣＲ３．１ベクターを用い
た。
【０１９０】その結果、マウスｊｄｐ－２  ｃＤＮＡを
挿入していないｐＣＲ３．１ベクターを導入した細胞を
ＧＳＴ－ｍＯＤＦ刺激すると、カテプシンＫおよびＴＲ
ＡＰプロモーターの活性化が認められた（図４）。すな
わち、このようなレポーターアッセイにより、ＲＡＷ２
６４．７細胞におけるＧＳＴ－ｍＯＤＦ刺激による破骨
細胞化の応答を見ることができた。このような実験条件
下、マウスｊｄｐ－２発現ベクターを導入した場合に
は、ＧＳＴ－ｍＯＤＦ刺激なしにカテプシンＫおよびＴ
ＲＡＰプロモーターの強い活性化が認められた（図
４）。そして、ＧＳＴ－ｍＯＤＦ刺激を加えた場合に
は、さらに著明な両プロモーター活性の促進が認められ
た（図４）。
【０１９１】一方、ヒトｊｄｐ－２発現プラスミド（実
施例７のｐＣＲ３．１－ｈｊｄｐ－２）を用いて同様の
実験を行った結果、マウスｊｄｐ－２と類似のカテプシ
ンＫおよびＴＲＡＰプロモーター活性化作用が見出され
た（図５）。
【０１９２】以上の結果より、マウスおよびヒトｊｄｐ
－２は、ＲＡＷ２６４．７細胞において、カテプシンＫ
およびＴＲＡＰプロモーターの活性化作用を有すること*
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*が明らかとなった。
【０１９３】ｂ）マウスｊｄｐ－２のＮ‐末端欠失変異
体のカテプシンＫおよびＴＲＡＰプロモーター促進作用
マウスｊｄｐ－２のＮ－末端欠失変異体の有するカテプ
シンＫおよびＴＲＡＰプロモーター促進活性について検
討した。Ｃ末端にＨＡタグを付加した全長のマウスｊｄ
ｐ－２発現プラスミド（実施例４のｐＣＲ３．１－ｍｊ
ｄｐ－２（１－１６３）ＨＡ）には、ＨＡタグ無しの場
合と同様の活性があることが判明したので、ｊｄｐ－２
としてのＮ末端を欠失した変異体の活性を評価した。
【０１９４】その結果、マウスｊｄｐ－２の、Ｎ末端か
ら４５番目までのアミノ酸配列を欠く、４６－１６３番
目までのアミノ酸を発現するように構築されたｐＣＲ
３．１－ｍｊｄｐ－２（４６－１６３）ＨＡを導入した
場合には、全長のものを導入した場合と同程度のカテプ
シンＫおよびＴＲＡＰプロモーター活性化作用が認めら
れたのに対し、同じく１１０－１６３番目までのアミノ
酸配列を発現するように構築されたｐＣＲ３．１－ｍｊ
ｄｐ－２（１１０－１６３）ＨＡを導入した場合には、
そのような効果がほぼ消失した（図６）。
【０１９５】以上の結果より、Ｎ－末端の４５アミノ酸
を欠くマウスｊｄｐ－２は、野生型と同程度のカテプシ
ンＫおよびＴＲＡＰプロモーター活性化作用を有してい
ること、そして、その活性に必要な領域がＮ末端から４
６から１０９番目までのアミノ酸の間に存在することが
明らかとなった。
【０１９６】
【発明の効果】  以上のように、本発明により骨粗鬆
症、慢性関節リウマチにおける骨破壊、ガン細胞の骨転
移と骨破壊等を含む種々の骨代謝疾患の治療または予防
剤を試験するための新規な方法および該方法において用
いられる核酸プローブ、プライマーおよび抗体が提供さ
れた。
【図面の簡単な説明】
【図１】  ノーザンブロット解析の結果を表す図。「No
ne」はＧＳＴ－ｍＯＤＦ未添加の細胞を、「ｓＯＤＦ」
はＧＳＴ－ｍＯＤＦを添加した細胞をそれぞれ表す。
【図２】  マウスｊｄｐ－２を発現させたＣＯＳ－１細
胞抽出液のウエスタンブロット解析の結果を表す図。
「Empty」はｊｄｐ－２  ｃＤＮＡを含まないネガティ
ブコントロールプラスミドｐＣＲ３．１ベクターのみを
トランスフェクションした細胞抽出液のレーンを、「mo
use jdp-2(1-163)HA」はｐＣＲ３．１－ｍｊｄｐ－２
（１－１６３）ＨＡプラスミドをトランスフェクション
した細胞抽出液のレーンをそれぞれ表す。
【図３】  マウスｊｄｐ－２を発現させたＲＡＷ２６
４．７細胞抽出液のウエスタンブロット解析の結果を表
す図。「Ｃ」のレーンは細胞質画分を、「Ｎ」のレーン
は核画分をそれぞれ表す。
【図４】  マウスｊｄｐ－２のカテプシンＫ（ＣＴＳ
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Ｋ）およびＴＲＡＰプロモーター促進作用を調べるため
のレポーターアッセイの結果を表す図。縦軸は、ルシフ
ェラーゼ活性の相対値を表す。
【図５】  ヒトｊｄｐ－２のカテプシンＫ（ＣＴＳＫ）
およびＴＲＡＰプロモーター促進作用を調べるためのレ
ポーターアッセイの結果を表す図。
【図６】  マウスｊｄｐ－２のＮ‐末端欠失変異体（１
－１６３、４６－１６３および１３１－１６３）の、カ
テプシンＫ（ＣＴＳＫ）およびＴＲＡＰプロモーター促
進作用を調べるためのレポーターアッセイの結果を表す
図。
【配列表フリーテキスト】
配列番号５：マウス破骨細胞分化因子をコードするｃＤ
ＮＡを増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号６：マウス破骨細胞分化因子をコードするｃＤ
ＮＡを増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号７：グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼお
よびマウス破骨細胞分化因子からなる融合タンパク質
配列番号８：分子インデックス法のためのＰＣＲプライ
マー
配列番号９：分子インデックス法のためのＰＣＲプライ
マー
配列番号１１：ジーントラッパー法のためのオリゴヌク
レオチドプローブ
配列番号１２：ジーントラッパー法におけるコロニーＰ
ＣＲのためのプライマー *
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*配列番号１３：全長マウスｊｄｐ－２をコードするＤＮ
Ａ断片を増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号１４：欠失型マウスｊｄｐ－２をコードするＤ
ＮＡ断片を増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号１５：欠失型マウスｊｄｐ－２をコードするＤ
ＮＡ断片を増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号１６：ＨＡタグを有する全長または欠失型マウ
スｊｄｐ－２をコードするＤＮＡ断片を増幅するための
ＰＣＲプライマー
配列番号１８：ジーントラッパー法のためのオリゴヌク
レオチドプローブ
配列番号１９：ジーントラッパー法におけるコロニーＰ
ＣＲのためのプライマー
配列番号２０：ヒトｊｄｐ－２をコードするＤＮＡ断片
を増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号２１：抗ｊｄｐ－２抗体を取得するためのオリ
ゴペプチド抗原
配列番号２２：マウスカテプシンＫプロモーターＤＮＡ
断片を増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号２３：マウスカテプシンＫプロモーターＤＮＡ
断片を増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号２４：マウスＴＲＡＰプロモーターＤＮＡ断片
を増幅するためのＰＣＲプライマー
配列番号２５：マウスＴＲＡＰプロモーターＤＮＡ断片
を増幅するためのＰＣＲプライマー
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
<110> Sankyo Company, Limited
<120> Novel Method for Developm
ent of Anti-osteoporotic Drugs
<130> 2000130SS
<140>
<141>
<160> 27
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 1664
<212> DNA
<213> Mus musculus
<220> 
<221> CDS
<222> (232)..(720)
<400> 1
gcgggaggga cactcggcgg ccgcgacggg gggc
gctggc ggcagcggac gctgcagcgg 60    
cggcggcggg gctggcgccg cggcggctcc cggg
ccggga cgggcctggg cagcgggcgg 120   

cagcagcgcg gagtgggcac cgcgcctgca gcag
ggttct gggcccgggg ccgccgcctc 180   
cgccagcggc ttctgcacgc ccctccaggc cggc
ctgcca ctcctcctgc t atg atg  237   
                                                         Met Met

                                                           1
cct ggg cag atc cca gac cct tca gtg acc 
gca ggc tct ctg cca ggg   285   
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Pro Gly Gln Ile Pro Asp Pro Ser Val Thr 
Ala Gly Ser Leu Pro Gly
          5                  10                  15 
ctc ggc ccc ctc acc gga ctt ccc agc tct 
gct ctg acc aca gag gag   333   
Leu Gly Pro Leu Thr Gly Leu Pro Ser Ser 
Ala Leu Thr Thr Glu Glu
     20                  25                  30 
ctg aaa tac gct gac atc cgc aac att ggg 
gcg atg att gcg ccc ttg   381   
Leu Lys Tyr Ala Asp Ile Arg Asn Ile Gly 
Ala Met Ile Ala Pro Leu
 35                  40                  45                  50

cac ttc ctg gag gtg aaa ctg ggc aag agg 
ccc caa ccc gtg aag agt   429   
His Phe Leu Glu Val Lys Leu Gly Lys Arg 
Pro Gln Pro Val Lys Ser
                 55                  60                  65 
gag cta gac gag gaa gaa gag cga agg aaa 
agg cgc cgg gaa aag aac   477   
Glu Leu Asp Glu Glu Glu Glu Arg Arg Lys 
Arg Arg Arg Glu Lys Asn
             70                  75                  80 
aaa gtc gct gca gcc aga tgc cgg aac aag 
aag aag gaa cgc aca gag   525   
Lys Val Ala Ala Ala Arg Cys Arg Asn Lys 
Lys Lys Glu Arg Thr Glu
         85                  90                  95 
ttt ctg cag agg gag tca gag cgg ctg gag 
ctc atg aac gca gag ctg   573   
Phe Leu Gln Arg Glu Ser Glu Arg Leu Glu 
Leu Met Asn Ala Glu Leu
    100                 105                 110 
aag acg cag ata gag gag ctg aag ctg gag 
cgg caa cag ctt atc ctg   621   
Lys Thr Gln Ile Glu Glu Leu Lys Leu Glu 
Arg Gln Gln Leu Ile Leu
115                 120                 125                 1
30
atg ctc aac cgc cac cgc ccc acc tgc atc 
gtg cgc aca gat agc gtc   669   
Met Leu Asn Arg His Arg Pro Thr Cys Ile 
Val Arg Thr Asp Ser Val
                135                 140                 145 
agg acg ccc gag tcc gaa ggc aac cca ctg 
ctg gag cag ctg gac aag   717   
Arg Thr Pro Glu Ser Glu Gly Asn Pro Leu 
Leu Glu Gln Leu Asp Lys
            150                 155                 160 
aag tgactgaagg cctggaggag gcatcagagg 
aagaggagga aggggaggag        770   
Lys 
cataaaagag aaagaggacg agcaaggtga caga
gggccc ctcccaggca cgtgacaaac 830   
tctatgatga ggcttagcat aactagcctc cagc
tggctc ttttttgaaa ctcagccctg 890   
ccgcgcaaga gcaagagcgg actgaagaaa ccag
agggac caggtgctga gaccaaggtt 950   
gacccgcaga taggggctgt cccactccag ggcc
cagctt gaagagcacc tgagccagag 1010  

aggtgccaaa ccaggtagta gcctcaggca ctcc
tttggc ctctctgcca agacccccac 1070  
ccaggggact actgagcagc caagaaaagc catg
cattgc aaacacagtg tggcccgcgg 1130  
atggaactca gcatagactg caatccacct cccc
agccct gcccaagccc agtggaaggg 1190  
ggtgcactgt ggggctgcaa tggcccagct ggag
ttggct gcggcacaga ggcgcgggcg 1250  
cccttccaaa gcacatactt aatcaatgaa tgtt
tacaga ctggctgtcc tggcggggct 1310  
tccaactgca cacggttttt atactttctt tctt
tttctt tctttttttt tttaatattt 1370  
tttacaaaaa aaaagatttt atacaagcaa tata
tatata tatatatata tatatatata 1430  
tggatttcta taatcactcg atgtgacaca gtac
aaatat gctatggtct gttatggaca 1490  
tccacccacc agttaaggcc attgtaattc ctaa
gtactg taggctctgg gtgttggggg 1550  
gtggccaggc gggtgaggta catttccatc cttg
taaccc cttcctagta cccagtcctg 1610  
tatcgttcag taaacattgc tcttaattac ccaa
aaaaaa aaaaaaaaaa aaaa       1664  
<210> 2
<211> 163
<212> PRT
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<213> Mus musculus
<400> 2
Met Met Pro Gly Gln Ile Pro Asp Pro Ser 
Val Thr Ala Gly Ser Leu 
  1               5                  10                  15 
Pro Gly Leu Gly Pro Leu Thr Gly Leu Pro 
Ser Ser Ala Leu Thr Thr 
             20                  25                  30 
Glu Glu Leu Lys Tyr Ala Asp Ile Arg Asn 
Ile Gly Ala Met Ile Ala 
         35                  40                  45 
Pro Leu His Phe Leu Glu Val Lys Leu Gly 
Lys Arg Pro Gln Pro Val 
     50                  55                  60 
Lys Ser Glu Leu Asp Glu Glu Glu Glu Arg 
Arg Lys Arg Arg Arg Glu 
 65                  70                  75                  80
 
Lys Asn Lys Val Ala Ala Ala Arg Cys Arg 
Asn Lys Lys Lys Glu Arg 
                 85                  90                  95 
Thr Glu Phe Leu Gln Arg Glu Ser Glu Arg 
Leu Glu Leu Met Asn Ala 
            100                 105                 110 
Glu Leu Lys Thr Gln Ile Glu Glu Leu Lys 
Leu Glu Arg Gln Gln Leu 
        115                 120                 125 
Ile Leu Met Leu Asn Arg His Arg Pro Thr 
Cys Ile Val Arg Thr Asp 
    130                 135                 140 
Ser Val Arg Thr Pro Glu Ser Glu Gly Asn 
Pro Leu Leu Glu Gln Leu 
145                 150                 155                 1
60 

Asp Lys Lys 
<210> 3
<211> 1555
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
<222> (26)..(514)
<400> 3
aggctggcct gccactcctc ctgct atg atg cc
t gga cag atc ccg gac cct   52    
                            Met Met Pro Gly Gln Ile 
Pro Asp Pro
                              1               5 
tcg gtg acc aca ggc tcc ctg cca ggg ctt 
ggc ccc ctg acc ggg ctc   100   
Ser Val Thr Thr Gly Ser Leu Pro Gly Leu 
Gly Pro Leu Thr Gly Leu
 10                  15                  20                  25

ccc agc tcg gcc ctg act gtg gag gag ctg 
aaa tac gct gac atc cgc   148   
Pro Ser Ser Ala Leu Thr Val Glu Glu Leu 
Lys Tyr Ala Asp Ile Arg
                 30                  35                  40 
aac ctc ggg gcc atg att gca ccc ttg cac 
ttc ctg gag gtg aaa ctg   196   
Asn Leu Gly Ala Met Ile Ala Pro Leu His 
Phe Leu Glu Val Lys Leu
             45                  50                  55 
ggc aag agg ccc cag ccc gtg aaa agt gag 
cta gat gag gaa gag gag   244   
Gly Lys Arg Pro Gln Pro Val Lys Ser Glu 
Leu Asp Glu Glu Glu Glu
         60                  65                  70 
cga agg aaa agg cgc cgg gag aag aac aaa 
gtc gca gca gcc cga tgc   292   
Arg Arg Lys Arg Arg Arg Glu Lys Asn Lys 
Val Ala Ala Ala Arg Cys
     75                  80                  85 
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cgg aac aag aag aag gag cgc acg gag ttt 
ctg cag cgg gaa tcc gag   340   
Arg Asn Lys Lys Lys Glu Arg Thr Glu Phe 
Leu Gln Arg Glu Ser Glu
 90                  95                 100                 10
5
cgg ctg gaa ctc atg aac gca gag ctg aag 
acc cag att gag gag ctg   388   
Arg Leu Glu Leu Met Asn Ala Glu Leu Lys 
Thr Gln Ile Glu Glu Leu
                110                 115                 120 
aag cag gag cgg cag cag ctc atc ctg atg 
ctg aac cga cac cgc ccc   436   
Lys Gln Glu Arg Gln Gln Leu Ile Leu Met 
Leu Asn Arg His Arg Pro
            125                 130                 135 
acc tgc atc gtc cgg acc gac agt gtc aag 
acc ccc gag tca gaa ggc   484   
Thr Cys Ile Val Arg Thr Asp Ser Val Lys 
Thr Pro Glu Ser Glu Gly
        140                 145                 150 
aac cca ctg ctc gag cag ctc gag aag aag 
tgaccatggg ctgggaggag     534   
Asn Pro Leu Leu Glu Gln Leu Glu Lys Lys 

    155                 160 

gtggaggagg aggaagagga gaaggaaaag tgac
gaagag agaggaggag gggggcccca 594   
gatggccctt cctttggtgc atgaaaaact gtac
aatgag gttcagcaca gccagcatca 654   
gccgagcttt tttgtgaaac tcagatcagc cacc
caggag gaagagcggg ctgaggaaac 714   
ccagagggac caagcgctga gaccaaagtt gacc
ctcggg tagggttgtc ctgcctgggg 774   
ccccactttg aaggaggcag gacagaggca ccga
ggccag ggagacgccc aacgaggcag 834   
ccctgggctc ttctctggcc tcctcaccag ggca
cccatc caaggaacct ccgaacagcc 894   
aggaaaagcc atgagttgca accaaaacgc ggct
gaggat ggaactcaga atgaaactgc 954   
aacccacctg cccccagccc tgcccctcgc cctg
atgcga agctggagag gggcgtgctg 1014  
cggggccctg atgcccccac ccacctcggt ccag
cgcggc cctgcccagg aggcggcagc 1074  
cgggcgcacc ctcgccagcc ctgctggagt ttgc
tgtggg cactgaggcg cgggcgccct 1134  
tccaaagcac atactcaccg aatgtttaca gact
ggctgt cctggcaggg ctttcaactg 1194  
cacatgtttt ttatactttc cttttttttt tttt
ttttaa tattttttac aaaaaaaaag 1254  
attttataca agcaatatat atatggattt ctat
aatcac tcgatgtgat acagtataaa 1314  
tatgctatgg tttgtttgtt atgaacagat agcc
accagt tacggccgtt gtgtgtaact 1374  

cctaagtact gtagtctctg ggtgtcgggg gtgg
ccaggg cgggggcggg gtgcatttcc 1434  
atccttgtaa acccttcata gtactcagtc ctgt
atcgct cagtaaacat tgctcttact 1494  
taaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa
aaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1554  
a                                                                 15
55  
<210> 4
<211> 163
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Met Met Pro Gly Gln Ile Pro Asp Pro Ser 
Val Thr Thr Gly Ser Leu 
  1               5                  10                  15 
Pro Gly Leu Gly Pro Leu Thr Gly Leu Pro 
Ser Ser Ala Leu Thr Val 
             20                  25                  30 
Glu Glu Leu Lys Tyr Ala Asp Ile Arg Asn 
Leu Gly Ala Met Ile Ala 
         35                  40                  45 
Pro Leu His Phe Leu Glu Val Lys Leu Gly 
Lys Arg Pro Gln Pro Val 
     50                  55                  60 
Lys Ser Glu Leu Asp Glu Glu Glu Glu Arg 
Arg Lys Arg Arg Arg Glu 
 65                  70                  75                  80
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Lys Asn Lys Val Ala Ala Ala Arg Cys Arg 
Asn Lys Lys Lys Glu Arg 
                 85                  90                  95 
Thr Glu Phe Leu Gln Arg Glu Ser Glu Arg 
Leu Glu Leu Met Asn Ala 
            100                 105                 110 
Glu Leu Lys Thr Gln Ile Glu Glu Leu Lys 
Gln Glu Arg Gln Gln Leu 
        115                 120                 125 
Ile Leu Met Leu Asn Arg His Arg Pro Thr 
Cys Ile Val Arg Thr Asp 
    130                 135                 140 
Ser Val Lys Thr Pro Glu Ser Glu Gly Asn 
Pro Leu Leu Glu Gln Leu 
145                 150                 155                 1
60 
Glu Lys Lys 
<210> 5
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a cDNA encoding mouse osteo
clast
      differentiation factor

<400> 5
gtgcccgggc agcgcttctc agg                      
                   23    
<210> 6
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a cDNA encoding mouse osteo
clast
      differentiation factor
<400> 6
catcccgggt cagtctatgt cctgaact            
                        28    
<210> 7
<211> 409
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: a fusion
      protein consisting of a glutathion
e-S-transferase
      and a mouse osteoclast differentia
tion factor

<400> 7
Met Ser Pro Ile Leu Gly Tyr Trp Lys Ile 
Lys Gly Leu Val Gln Pro 
  1               5                  10                  15 
Thr Arg Leu Leu Leu Glu Tyr Leu Glu Glu 
Lys Tyr Glu Glu His Leu 
             20                  25                  30 
Tyr Glu Arg Asp Glu Gly Asp Lys Trp Arg 
Asn Lys Lys Phe Glu Leu 
         35                  40                  45 
Gly Leu Glu Phe Pro Asn Leu Pro Tyr Tyr 
Ile Asp Gly Asp Val Lys 
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     50                  55                  60 
Leu Thr Gln Ser Met Ala Ile Ile Arg Tyr 
Ile Ala Asp Lys His Asn 
 65                  70                  75                  80

Met Leu Gly Gly Cys Pro Lys Glu Arg Ala 
Glu Ile Ser Met Leu Glu 
                 85                  90                  95 
Gly Ala Val Leu Asp Ile Arg Tyr Gly Val 
Ser Arg Ile Ala Tyr Ser 
            100                 105                 110 
Lys Asp Phe Glu Thr Leu Lys Val Asp Phe 
Leu Ser Lys Leu Pro Glu 
        115                 120                 125 
Met Leu Lys Met Phe Glu Asp Arg Leu Cys 
His Lys Thr Tyr Leu Asn 
    130                 135                 140 
Gly Asp His Val Thr His Pro Asp Phe Met 
Leu Tyr Asp Ala Leu Asp 
145                 150                 155                 1
60
Val Val Leu Tyr Met Asp Pro Met Cys Leu 
Asp Ala Phe Pro Lys Leu 
                165                 170                 175 
Val Cys Phe Lys Lys Arg Ile Glu Ala Ile 
Pro Gln Ile Asp Lys Tyr 
            180                 185                 190 
Leu Lys Ser Ser Lys Tyr Ile Ala Trp Pro 
Leu Gln Gly Trp Gln Ala 
        195                 200                 205 
Thr Phe Gly Gly Gly Asp His Pro Pro Lys 
Ser Asp Leu Ile Glu Gly 
    210                 215                 220 
Arg Gly Ile Pro Gly Gln Arg Phe Ser Gly 
Ala Pro Ala Met Met Glu 
225                 230                 235                 2
40
Gly Ser Trp Leu Asp Val Ala Gln Arg Gly 
Lys Pro Glu Ala Gln Pro 
                245                 250                 255 
Phe Ala His Leu Thr Ile Asn Ala Ala Ser 
Ile Pro Ser Gly Ser His 
            260                 265                 270 
Lys Val Thr Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp 
Arg Gly Trp Ala Lys Ile 
        275                 280                 285 
Ser Asn Met Thr Leu Ser Asn Gly Lys Leu 
Arg Val Asn Gln Asp Gly 
    290                 295                 300 

Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe 
Arg His His Glu Thr Ser 
305                 310                 315                 3
20
Gly Ser Val Pro Thr Asp Tyr Leu Gln Leu 
Met Val Tyr Val Val Lys 
                325                 330                 335 
Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser His Asn 
Leu Met Lys Gly Gly Ser 
            340                 345                 350 
Thr Lys Asn Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe 
His Phe Tyr Ser Ile Asn 
        355                 360                 365 
Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ala Gly 
Glu Glu Ile Ser Ile Gln 
    370                 375                 380 
Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp 
Gln Asp Ala Thr Tyr Phe 
385                 390                 395                 4
00
Gly Ala Phe Lys Val Gln Asp Ile Asp 
                405 
<210> 8
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
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<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer for
      molecular indexing
<400> 8
gtacatattg tcgttagaac gc                        
                  22    
<210> 9
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer for
      molecular indexing
<400> 9
ggatcctttt tttttttttt tta                      
                   23    
<210> 10
<211> 75
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 10
aattaagagc aatgtttact gaacgataca ggac
tgggta ctaggaaggg gttacaagga 60    
tggaaatgta cctca                                       
           75    
<210> 11
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide probe for the "Gen
eTrapper" method
<400> 11
tccacccacc agttaaggcc att                      
                   23    
<210> 12
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: Primer for the
      coloney PCR in the "GeneTrapper" me
thod
<400> 12
taggaagggg ttacaaggat gga                      
                   23    
<210> 13
<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a DNA fragment encoding a f
ull-length
      mouse jdp-2
<400> 13
atgctagcgg cctgccactc ctcctgctat gatg
cctg                         38    
<210> 14
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<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a DNA fragment encoding a t
runcated mouse
      jdp-2
<400> 14
atgctagcgg ctcggccccc tcaccggact tccc
agct                         38    
<210> 15
<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a DNA fragment encoding a t
runcated mouse
      jdp-2
<400> 15
atgctagctt ctgcagaggg agtcagagcg gctg
gagc                         38    
<210> 16
<211> 56
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify DNA fragments encoding ful
l-length or
      truncated mouse jdp-2 with HA tag
<400> 16
tactcgagtc atgcatagtc tggaacgtcg taag
gatact tcttgtccag ctgctc     56    
<210> 17
<211> 489
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 17
atgatgcctg gacagatccc ggacccttcg gtga
ccacag gctccctgcc agggcttggc 60    
cccctgaccg ggctccccag ctcggccctg actg
tggagg agctgaaata cgctgacatc 120   
cgcaacctcg gggccatgat tgcacccttg cact
tcctgg aggtgaaact gggcaagagg 180   
ccccagcccg tgaaaagtga gctagatgag gaag
aggagc gaaggaaaag gcgccgggag 240   
aagaacaaag tcgcagcagc ccgatgccgg aaca
agaaga aggagcgcac ggagtttctg 300   
cagcgggaat ccgagcggct ggaactcatg aacg
cagagc tgaagaccca gattgaggag 360   
ctgaagcagg agcggcagca gctcatcctg atgc
tgaacc gacaccgccc cacctgcatc 420   
gtccggaccg acagtgtcaa gacccccgag tcag
aaggca acccactgct cgagcagctc 480   
gagaagaag                                                    
     489   
<210> 18
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:
      Oligonucleotide probe for the "Gen
eTrapper" method
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<400> 18
cagctcggcc ctgactgtgg ag                        
                  22    63

<210> 19
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:  Primer for
      the coloney PCR in the "GeneTrapper
" method
<400> 19
gcggtgtcgg ttcagcatca g                          
                 21    
<210> 20
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a DNA fragment encoding hum
an jdp-2
<400> 20
cccgaattca ctcacaagcc catggtca            
                        28    
<210> 21
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: Oligopeptide
      antigen to obtain anti-jdp-2 antib
ody
<400> 21
Cys Val Lys Leu Gly Lys Arg Pro Gln Pro 
Val Lys Ser Glu Leu Asp 
  1               5                  10                  15 
<210> 22
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a mouse cathepsin K promote
r DNA fragment
<400> 22
atggtacctc gactcgatct gggctctctc tact
ca                           36    
<210> 23
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a mouse cathepsin K promote
r DNA fragment
<400> 23
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taagatctgt gagcggaaga ctaagggtgc taga
t                            35    
<210> 24
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence: PCR primer to
      amplify a mouse TRAP promoter DNA f
ragment
<400> 24
atggtacccg ggtctccctt aactcctggg actc
tg                           36    
<210> 25
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:  PCR primer to
      amplify a mouse TRAP promoter DNA f
ragment
<400> 25
gtctctagat ctgtgaggaa gagagggagt tcag
a                            35    
<210> 26
<211> 1857
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 26
cccgggtctc ccttaactcc tgggactctg aacc
ttggag gcgaggcgca ggtaatggct 60    
gaggcaggat tggggcgggg aaaccgaggc accc
gccctc tgcaactctg gactctgtag 120   
ggcaggcagg gagccgtggg cgaaggctgg cccg
cgccgc ctcttcccaa ctcgtgcagc 180   
ccggagcgac ccgccgcgaa tccgcagctc agtt
gggtag cacagcttgt cctggaccca 240   
ccgccaaggt gagactcgcc cgccaggccc ttgc
tctgcc tcccacgggg gagggggtct 300   
ctgtctgttg gggccacccc acttccttcc tgtt
cgcctc tactgagagg tgcgagtggg 360   
gaatgcaagg caaactcttc gctgggtgac ctgg
ggtgag tcgctgaccc tctctgagcc 420   

tttatgcaaa gcacggaacg agagattcca gaat
ccgagc ttgcagggac cggaggggtt 480   
ggtggtgagt gttcaaggaa ggagtctgga aaga
ttgggc ggcttgtgaa gttaaggagg 540   
gaggggagga ggtgggaagc tggccacacc cacc
acagcg ctgggctctg cggtcgaaac 600   
agcctgcagc tgactgctgt aggtgccaag gtca
aaaggc tacagccagc cacgtggtgt 660   
gtgccttctg gaagttcctt aggctggaaa ccgg
gtgtgg gaaaggccat ggaagagtgt 720   
ggacagaact tcctggaaaa ggcagttatt gctg
ctgttt atgatggcga gggggaactc 780   
ggagacagtc ccacacttag atgactccag atac
acaatt tgcactagga cttacaaaac 840   
acagaggaga cagggggctg ttacatgggc gcca
cagagg aattatttag gcctgtaatt 900   
ccaacacttg gaagtggctc atctttggct accc
agggag gaagttaggg atagcctggg 960   
cttcttgaga cactgtctca aaacaaaaac aaaa
aaaaaa aaataattgg agtgtatgtc 1020  
acaggcaagc cactgaggtt cccatgctag agtc
gagaca cccacccaga aaaagtgaca 1080  
gcgagttaca gacagccaag ggtgtgaaaa caca
gacgtt cagcctagaa cagcctcagt 1140  
gcagtgaaca gtcaaactcg ggacctacag atgc
ccagta cacattacca tcagaccctg 1200  
gctgactgtg ctggcttcga gaaacttttc acgg
ctcagt ctggcctggg tgcccccgcc 1260  

ccagccccat ttccagttct ggggaagtcc agtg
ctcaca tgacccaagg ggagggcttc 1320  
tggacaatcc tcggagaaaa tgcatcatct ttcc
caatga tgcacttctg ccccagagaa 1380  
taaagactcg gtgatcaccg cttttggtcc agga
gcttaa ctgcctcttg cagcctctct 1440  
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gaccacctgt gcttcctcca gggtaagtgt caga
ggagcg aggtggaaga ggcctgtggg 1500  
ggccaccttc ccagctcctc agctccttgc aggc
ccaatt gctactggtg tgtctgtgga 1560  
actgacggct gtagatggct agggtgtgtg tgtg
tgtgtg tgtgtgtgtg tgtgtgtgtc 1620  
ttaagaccgg tcttatgtct ttatctcaga cttt
ctgttt ccatttttca aacttcccaa 1680  
tgtagctgag gctggccttg aacttctggt ccag
ttgctc cacctccatg gtagtgcctg 1740  
agtttatagg catgcaccgt gagaccaggc tcag
cgggct agtctttctt tgcttggacc 1800  
agggtctcgc tctctgtcct caccagagac tctg
aactcc ctctcttcct cacagat    1857  
<210> 27
<211> 1675
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 27
tcgactcgat ctgggctctc tctactcagg tggt
acattg agatcctggg gtctagaaat 60    
cctggggtct gtgccaggaa tccagctagg aact
gaatct atatttgtgg taatatcctt 120   
tgtgcttcac agtccctcat ttcctaattc ctca
catgtg tttatggaag taaatggagt 180   
ttagggtgtg gttggccaag tcagactctt atga
tctgtc acatgcctgg attttgggga 240   
agcgcttgga gactcttgta actggaccta gttt
gggatt ttaatgattg agatgcagta 300   
ctcatcagac attctaccac ccgagagtct agca
gtagag tcccacgtgt atccattaat 360   
gtagattcaa gtgttgtaaa taattaggtg ctac
attggg tcagttgtct ttccttactg 420   
tcatgttggg tgttgatcct tgggcctcat aatg
ttagga aagcccacca ccgctgagtc 480   
atgttcctca accctctttt agctttttgt aaat
tacttt tatcctccat ttaagcaact 540   
agaatctttt tgtaaagttt atgtatatga gtac
actatc tctgtcttca gacacaccag 600   
aagagggtat cagatcccat tacagatggt tttg
agccac catgtggttg ctgggaattg 660   
aacttaggac ctctggaaga ataggcagtg cttt
taactg ctgagccatc tccctggccc 720   
tgtagggcat ttcttagtgg ttgatgggag agag
cccagc tcactgtgga tggtgccatt 780   
cctgggctgg tgccccagcc gttgttattt ttag
acagga tctcactaaa ttgcctagag 840   
taggttgacc ttgaaagtaa gttcttactt agag
acgtct cactgtatgg ctctggctga 900   
ctttggactc actctgtaga ctgttgtggc attg
acctca cagagaacca tccacccctg 960   
ccatccagtg tgtatgttga ggggacagag gtgt
gcccat agccagtgat ggctttgctt 1020  
tagcttcctg aatatctggg attactgcac tgtc
tcacac acgtgacttt ctggccactt 1080  
ttgaaccatc tcacctggac tttgtgggca gctc
ctccct tgatgtacag ccataatggg 1140  
ttagaaaaac tactccatgc ccagaagcag ttaa
tagcaa acagtcacaa aacggtttta 1200  
aatgtttaaa ttagagcctt acatttctag cctt
tcctcc cctctccctc actccacccc 1260  
catcatctca gaagaggatc tgacacaacg ttgg
aaatgg tgcagagtaa ggaggtgggt 1320  
cagaactaga tgagttgaaa agatggaaat tgcc
agtcag acattttgag gaagaatgga 1380  
gacaactagg gctgtgttct taaatctccc acca
aagtct caatttgaat attgtgctat 1440  
cttatttttg ccccccaaag tcagtcagat gaaa
ctaaac acttagcagc tatccacact 1500  
ggcatatgat actgtataca cacattgtgc aaat
gtgtgt ccttcctccc taacccctcc 1560  
tccttttcat cctatccctg actccctccc ttat
ccagat tttccagcca ctgctggagt 1620  
tgacttccgc aatccttacc gaataaatct agca
ccctta gtcttccgct cacag      1675  

64
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没有测试物质的情况下培养培养的细胞，然后在培养的细胞中测量具有
源自小鼠的特定核苷酸序列或源自人的特定核苷酸序列的基因的表达水
平。 一种方法，包括将在不存在测试物质的情况下培养的细胞与在存在
测试物质的情况下培养的细胞进行比较。
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