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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ラブフィリン3aの５９０番アミノ酸～６１５番アミノ酸又はその近傍も含めた５８０番
アミノ酸～６２５番アミノ酸の部分配列からなり、抗ラブフィリン3a抗体のエピトープを
含む、アミノ酸の数が６～３０個のペプチドで構成されたリンパ球性漏斗下垂体後葉炎検
査試薬。
【請求項２】
　前記ペプチドが配列番号４のアミノ酸配列からなる、請求項１に記載の検査試薬。
【請求項３】
　前記ペプチドが不溶性支持体に固定化されている、請求項１又は２に記載の検査試薬。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の検査試薬を含む、リンパ球性漏斗下垂体後葉炎検
査キット。
【請求項５】
　ELISA用である、請求項４に記載の検査キット。
【請求項６】
　以下のステップ（１）及び（２）を含む、リンパ球性漏斗下垂体後葉炎検査法：
　（１）被検者由来の血液、血漿又は血清からなる検体と、請求項１～３のいずれか一項
に記載の試薬を接触させるステップ；
　（２）ステップ（１）で生ずる免疫複合体を検出するステップであって、抗ラブフィリ
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ン3a抗体のレベルが高いことが、罹患している疾患がリンパ球性漏斗下垂体後葉炎である
ことの指標、及びリンパ球性漏斗下垂体後葉炎の発症可能性が高いことの指標となるステ
ップ。
【請求項７】
　ステップ（２）で得られた検出値と対照検体の検出値が比較される、請求項６に記載の
検査法。
【請求項８】
　ステップ（２）で得られた検出値と、同一の被検者から過去に採取された検体中の検出
値が比較される、請求項６に記載の検査法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はリンパ球性漏斗下垂体後葉炎の検査に関する。詳しくは、リンパ球性漏斗下垂
体後葉炎検査試薬及びその用途（検査法など）に関する。
【背景技術】
【０００２】
　リンパ球性漏斗下垂体後葉炎（以下、「LINH」と略称する）の診断は困難な場合があり
、確定診断には下垂体の生検が必要であるが侵襲的であるため施行されることは少なく誤
診されることがある。これまでに、リンパ球性下垂体炎の非侵襲的な血清を用いた診断マ
ーカーに関し、いくつか報告されているが（非特許文献１～５）、いずれも、感度、特異
度がともに優れておらず臨床応用されていない。また、リンパ球性下垂体炎の中でもリン
パ球性漏斗下垂体後葉炎（LINH）特異的な診断マーカーについては報告されていなかった
。本発明者らは、LINHの診断マーカーの開発を目指して検討し、その成果を報告した（特
許文献１）。具体的には、プロテオミックスなどの手法を利用することによってLINH特異
的な分子、「ラブフィリン3a」を見出したこと、及びLINH患者特異的に当該分子に対する
自己抗体の存在が認められたこと、を報告した。換言すれば、ラブフィリン3aに対する自
己抗体（抗ラブフィリン3a抗体）がLINHのバイオマーカーとして有用であり、当該抗体を
指標にすれば感度及び特異度の高いLINHの検査が可能であることが明らかになった。従来
、極めて侵襲性の高い下垂体の生検しかLINHの診断方法はなかったが、このバイオマーカ
ーを利用することにより、血液検査による診断が可能になると期待される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】国際公開第２０１３／０８０８１１号パンフレット
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】J Clin Endocrinol Metab. 87(2):752-7, 2002
【非特許文献２】Horm Res. 55(6):288-92, 2001
【非特許文献３】Eur J Endocrinol. 147(6):767-75, 2002
【非特許文献４】J Endocrinol Invest, 30(2):153-62, 2007
【非特許文献５】Clin Endocrinol. 69(2):269-78, 2008
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　ラブフィリン3a抗体を指標としたLINHの検査は画期的なものであり、その臨床応用が多
いに期待される。当該検査法の有用性を高め、実用化を進めるためには、感度及び特異度
の更なる向上が望まれる。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　先の報告（特許文献１）では、患者検体中の抗ラブフィリン3a抗体は全長ラブフィリン
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3aに対する抗体として検出され、抗ラブフィリン3a抗体のエピトープは同定されていない
。非特異的な反応（結合）を減らし、検出感度及び特異度を向上させるためには、全長ラ
ブフィリン3aではなく、患者検体中の抗ラブフィリン3a抗体の結合部位、即ちエピトープ
を含む断片ペプチドを検査試薬に用いることが望まれる。そこで本発明者らは、ラブフィ
リン3aのエピトープを同定することを目指し、検討することにした。まず、全長ヒトラブ
フィリン3aリコンビナントタンパク（a.a.1-690）の他に、部分長ヒトラブフィリン3aリ
コンビナントペプチドを４種類（a.a.1-197、a.a.198-515、a.a.198-690、a.a.516-690）
作成し、これらペプチドとLINH患者血清との反応性を調べた。その結果、C2 Bドメインを
含むペプチド（a.a.516-690）に高い反応性が認められ、C2 Bドメインにエピトープが存
在することが示唆された。そこで、C2 Bドメインの部分配列に対応する、複数のペプチド
（平均疎水性値、電荷密度のアルゴリズムなどに基づき抗原部位を評価・推定することで
使用する配列を決定した）を合成し、各ペプチドのLINH患者血清に対する反応性を評価し
た。その結果、a.a.590-615とLINH患者血清との反応が特異的であり、この部位とその近
傍を含めた領域にエピトープが存在することが判明した。
　以下の発明は、主として上記の成果に基づく。
　［１］ラブフィリン3aの５８０番アミノ酸～６２５番アミノ酸の中の連続する少なくと
も６個のアミノ酸を含み、抗ラブフィリン3a抗体が特異的に結合するペプチドを含む、リ
ンパ球性漏斗下垂体後葉炎検査試薬。
　［２］前記ペプチドが、ラブフィリン3aの５９０番アミノ酸～６１５番アミノ酸の中の
連続する少なくとも６個のアミノ酸を含む、［１］に記載の検査試薬。
　［３］前記ペプチドを構成するアミノ酸の数が６～３０個である、［１］又は［２］に
記載の検査試薬。
　［４］前記ペプチドが配列番号４のアミノ酸配列からなる、［３］に記載の検査試薬。
　［５］前記ペプチドが不溶性支持体に固定化されている、［１］～［４］のいずれか一
項に記載の検査試薬。
　［６］［１］～［５］のいずれか一項に記載の検査試薬を含む、リンパ球性漏斗下垂体
後葉炎検査キット。
　［７］ELISA用である、［６］に記載の検査キット。
　［８］以下のステップ（１）～（４）を含む、リンパ球性漏斗下垂体後葉炎検査法：
　（１）被検者由来の検体を用意するステップ；
　（２）前記検体と、［１］～［５］のいずれか一項に記載の試薬を接触させるステップ
；
　（３）ステップ（２）で生ずる免疫複合体を検出するステップ；及び
　（４）検出結果に基づいて、罹患している疾患がリンパ球性漏斗下垂体後葉炎であるか
否か、又はリンパ球性漏斗下垂体後葉炎の発症可能性、を判定するステップ。
　［９］抗ラブフィリン3a抗体のレベルが高いことが、罹患している疾患がリンパ球性漏
斗下垂体後葉炎であることの指標、及びリンパ球性漏斗下垂体後葉炎の発症可能性が高い
ことの指標となる、［８］に記載の検査法。
　［１０］ステップ（３）で得られた検出値と対照検体の検出値との比較に基づきステッ
プ（４）の判定を行う、［８］又は［９］に記載の検査法。
　［１１］ステップ（３）で得られた検出値と、同一の被検者から過去に採取された検体
中の検出値との比較に基づきステップ（４）の判定を行う、［８］又は［９］に記載の検
査法。
　［１２］前記検体が血液、血漿、血清、脳脊髄液又は尿である、［８］～［１１］のい
ずれか一項に記載の検査法。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】ヒトラブフィリン3aの構造と、作成した部分長ラブフィリン3aの位置。
【図２】部分長ラブフィリン3aのSDS-PAGEの結果。各部分長ラブフィリン3aの発現が確認
された。
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【図３】ウエスタンブロットの結果。各部分長ラブフィリン3aとLINH患者血清との反応性
を検討した。左はSDS-PAGE後に染色したゲル。レーン１～３：全長ラブフィリン3aに対し
て偽陽性の反応が認められた健常者血清。
【図４】部分長ラブフィリン3a（a.a.516-690）を固相化したプレートを用いたELISAの結
果。右のグラフでは、検出値を統計処理して表した。
【図５】抗原部位予測解析に用いたアルゴリズム。それぞれの計算で得られた各アミノ酸
に関する数値を特定の判定基準でスコアリングし、その後、スコアの総合点の高いアミノ
酸が連続する領域を候補配列として抽出した。
【図６】抗原部位（エピトープ）予測解析によって抽出された候補配列とその特徴。
【図７】ラブフィリン3aの部分ペプチド（a.a.590-615）を固相化したプレートを用いたE
LISAの結果。C9～C15は健常者血清。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
１．リンパ球性漏斗下垂体後葉炎（LINH）検査試薬及びキット
　本発明の第１の局面はLINHの検査に有用な試薬及びキットに関する。本発明の試薬は、
LINH特異的自己抗体（抗ラブフィリン3a抗体）のエピトープの存在位置を明らかにした成
果（後述の実施例）に基づき、ラブフィリン3aの５８０番アミノ酸～６２５番アミノ酸の
中の連続する少なくとも６個のアミノ酸を含み、抗ラブフィリン3a抗体が特異的に結合す
るペプチドを含む。換言すれば、本発明の試薬はLINH特異的自己抗体（抗ラブフィリン3a
抗体）のエピトープを含むことによって特徴付けられる。尚、「抗ラブフィリン3a抗体が
特異的に結合する」という特徴を備えるか否かは、例えば、LINH陽性検体（例えばLINH患
者の血清）との反応性を調べることにより評価できる。
【０００９】
　ラブフィリン3aは全長６９０アミノ酸からなり、そのN末端側にはRab結合ドメインが存
在し、N末端側にはC2Aドメイン及びC2Bドメインが存在する。ラブフィリン3aのアミノ酸
配列及びそれをコードするヌクレオチド配列を配列表の配列番号１及び配列番号２にそれ
ぞれ示す（（DEFINITION: Homo sapiens rabphilin 3A homolog (mouse), mRNA (cDNA cl
one MGC:29559 IMAGE:3510158), complete cds. ACCESSION: BC017259））。また、ラブ
フィリン3aの５８０番アミノ酸～６２５番アミノ酸の配列を配列番号３に示す。
【００１０】
　本発明の試薬を構成するペプチドは、好ましくは、ラブフィリン3aの５９０番アミノ酸
～６１５番アミノ酸（配列番号４）の中の連続する少なくとも６個のアミノ酸、ラブフィ
リン3aの５８０番アミノ酸～６１５番アミノ酸（配列番号５）の中の連続する少なくとも
６個のアミノ酸、又はラブフィリン3aの５９０番アミノ酸～６２５番アミノ酸（配列番号
６）の中の連続する少なくとも６個のアミノ酸を含む。具体例を挙げれば、KAKHKTQIKK（
配列番号７：５９７番アミノ酸～６０６番アミノ酸）、VKLWLKPDMG（配列番号８：５８６
番アミノ酸～５９５番アミノ酸）及びNPEFNEEFFY（配列番号９：６１０番アミノ酸～６１
９番アミノ酸）である。尚、５９０番アミノ酸～６１５番アミノ酸は、後述の実施例で使
用され、LINH患者血清との良好な反応性が認められたペプチド（a.a.590-615）に対応す
る。
【００１１】
　本発明の試薬を構成するペプチドの長さ（アミノ酸数）は、LINH患者特異的な自己抗体
、即ち、抗ラブフィリン3a抗体が特異的に結合する限り特に限定されないが、例えば、ア
ミノ酸数６個～３０個、好ましくはアミノ酸数１０個～２０個である。
【００１２】
　本発明の試薬を構成するペプチドは、例えば、公知のペプチド合成法（例えば固相合成
法、液相合成法）によって製造することができる。遺伝子工学的手法を用いて本発明のペ
プチドを調製してもよい。即ち、本発明のペプチドをコードする核酸を適当な宿主細胞に
導入し、形質転換体内で発現されたペプチドを回収することにより本発明のペプチドを調
製することもできる。回収したペプチドは必要に応じて精製される。回収したペプチドを
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適当な置換反応に供し、所望の修飾ペプチドに変換することもできる。無細胞合成系を用
いて、本発明の試薬を構成するペプチドを調製することにしてもよい。無細胞合成系（無
細胞転写系、無細胞転写／翻訳系）とは、生細胞を用いるのではく、生細胞由来の（或い
は遺伝子工学的手法で得られた）リボソームや転写・翻訳因子などを用いて、鋳型である
核酸（DNAやmRNA）からそれがコードするmRNAや蛋白質をin vitroで合成することをいう
。
【００１３】
　本発明の試薬を構成するペプチドとして標識化されたものを使用すれば、標識量を指標
に結合抗体量を直接検出することが可能である。従って、操作が簡便な検査法を構築でき
る。一方、標識物質を結合させた二次抗体を利用する方法、二次抗体と標識物質を結合さ
せたポリマーを利用する方法など、間接的検出方法を利用することも、検出感度の観点な
どから好ましい。
【００１４】
　標識物質の例は、ペルオキシダーゼ、マイクロペルオキシダーゼ、ホースラディッシュ
ペルオキシダーゼ（HRP）、アルカリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、グル
コースオキシダーゼ及びグルコース－６－リン酸脱水素酵素などの酵素、フルオレセイン
イソチオシアネート（FITC）、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（TRITC）及
びユーロピウムなどの蛍光物質、ルミノール、イソルミノール及びアクリジニウム誘導体
などの化学発光物質、NADなどの補酵素、ビオチン、並びに131I及び125Iなどの放射性物
質である。
【００１５】
　一態様では、本発明の試薬はその用途に応じて固相化されている。固相化に用いる不溶
性支持体は特に限定されない。例えばポリスチレン樹脂、ポリカーボネート樹脂、シリコ
ン樹脂、ナイロン樹脂等の樹脂や、ガラス等の水に不溶性の物質からなる不溶性支持体を
用いることができる。不溶性支持体への固定化は物理吸着又は化学吸着によって行うこと
ができる。
【００１６】
　本発明のキットは主要構成要素として本発明の試薬を含む。検査法を実施する際に使用
するその他の試薬（緩衝液、ブロッキング用試薬、酵素の基質、発色試薬など）及び／又
は装置ないし器具（容器、反応装置、蛍光リーダーなど）をキットに含めてもよい。尚、
通常、本発明のキットには取り扱い説明書が添付される。
【００１７】
２．LINH検査法
　本発明の第２の局面は上記本発明の試薬の用途に関し、罹患している疾患がLINHである
か否か、又はLINHの発症可能性を検査する方法（以下、「本発明の検査法」とも呼ぶ）を
提供する。本発明の検査法によればLINHの鑑別が可能になる（罹患している疾患がLINHで
あるか否かを判定する場合）。本発明の検査法は、LINHを現在発症しているか否かを判定
するための手段として、或いはLINHを将来発症する可能性を判定するための手段としても
有用である（LINHの発症可能性を判定する場合）。このように、本発明の検査法はLINHの
診断上、有用な情報を与える。本発明の検査法は、例えば、簡便且つ客観的なLINHの確定
診断に役立つ。ここでの「鑑別」は、被験者が罹患している疾患がLINHであるか、それと
も別の疾患であるかを判定することである。特に、尿崩症の患者がLINHを罹患しているか
否かを把握する上で本発明の検査法は有用である。とりわけ、LINHに伴う中枢性尿崩症と
、腫瘤性病変に伴う尿崩症とを区別するための手段として本発明の検査法は重要である。
【００１８】
　本発明の検査法では以下のステップを行う。
　（１）被検者由来の検体を用意するステップ
　（２）前記検体と、本発明の試薬を接触させるステップ
　（３）ステップ（２）で生ずる免疫複合体を検出するステップ
　（４）検出結果に基づいて、罹患している疾患がリンパ球性漏斗下垂体後葉炎であるか
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否か、又はリンパ球性漏斗下垂体後葉炎の発症可能性、を判定するステップ
【００１９】
　ステップ（１）では被検者由来の検体を用意する。検体としては被検者の血液、血漿、
血清、脳脊髄液、尿等を用いることができる。被検者は特に限定されない。即ち、LINHの
鑑別が必要な者、LINHの現在又は将来の発症可能性（即ち、LINHを発症しているか否か、
LINHを発症している可能性の程度、LINHを将来発症する可能性の程度）の判定が必要な者
に対して広く本発明を適用することができる。例えば、中枢性尿崩症の症状を認める者が
「LINHの鑑別が必要な者」に該当し得る。また、医師の問診やその他の検査などによって
LINHであると診断された患者に対して本発明を適用した場合、バイオマーカー（抗ラブフ
ィリン3a抗体）のレベルという客観的な指標に基づいて当該診断の当否を判定することが
できる。即ち、本発明の検査法によれば従来の診断を補助或いは裏付ける情報を得ること
も可能である。当該情報は、より適切な治療方針の決定に有益であり、治療効果の向上や
患者のＱＯＬ（Quality of Life、生活の質）の向上を促す。一方、罹患状態のモニター
に本発明を利用し、難治化、重篤化、再発等の防止を図ることもできる。
【００２０】
　MRI検査などの画像検査で下垂体茎の肥厚や下垂体の腫大が認められる症例はLINHの罹
患リスクが高いと推定され（高リスク者）、好適な被検者である。このような被検者に対
してLINHの症状が現れる前に本発明を適用することは、発症の阻止又は遅延或いは早期の
治療介入を可能にする。LINHの罹患リスクが高い者を特定する目的にも本発明は有用であ
る。このような特定は、例えば、予防的措置や生活習慣の改善等による発症可能性（罹患
可能性）の低下を可能にする。自覚症状がない者など、従来の診断ではLINHであるか否か
の判定が不能又は困難な者も本発明の好適な被検者である。尚、健康診断の一項目として
本発明を実施することにしてもよい。
【００２１】
　本発明では、LINH特異的なバイオマーカー、即ち抗ラブフィリン3a抗体を検出するため
、ステップ（１）で用意した検体と本発明の試薬を接触させる（ステップ（２））ことに
よって免疫複合体を形成させ（検体中に抗ラブフィリン3a抗体が存在しない場合には免疫
複合体は形成されない）、当該免疫複合体を検出する（ステップ（３））。このように本
発明の検査法では免疫学的手法を利用して、検体中に存在し得る抗ラブフィリン3a抗体を
検出する。免疫学的手法によれば迅速且つ感度のよい検出が可能である。また、操作も簡
便である。
【００２２】
　測定法として、ラテックス凝集法、蛍光免疫測定法（FIA法）、酵素免疫測定法（EIA法
）、放射免疫測定法（RIA法）、ウエスタンブロット法を例示することができる。好まし
い測定法としては、FIA法及びEIA法（ELISA法を含む）を挙げることができる。これらの
方法によれば高感度、迅速且つ簡便に検出可能である。FIA法では蛍光標識した抗体を用
い、蛍光をシグナルとして免疫複合体を検出する。一方、EIA法では酵素標識した抗体を
用い、酵素反応に基づく発色ないし発光をシグナルとして免疫複合体を検出する。
【００２３】
　ELISA法は検出感度が高いことや特異性が高いこと、定量性に優れること、操作が簡便
であること、多検体の同時処理に適することなど、多くの利点を有する。非競合法、競合
法のいずれを用いることにしてもよい。ELISA法の詳細については数多くの成書や論文に
記載されており、各方法の実験手順や実験条件を設定する際にはそれらを参考にできる。
【００２４】
　プロテインアレイやプロテインチップ等、多数の検体を同時に検出可能な手段を用いる
ことにしてもよい。
【００２５】
　ステップ（４）では、検出結果に基づいて、罹患している疾患がLINHであるか否かを判
定する。別の態様では、検出結果に基づいて、LINHの発症可能性を判定する。精度のよい
判定を可能にするため、ステップ（３）で得られた検出値を対照検体（コントロール）の
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検出値と比較した上で判定を行うとよい。対象検体としては、健常者の検体、腫瘤性病変
に伴う尿崩症患者の検体、特発性若しくは二次性中枢性尿崩症患者の検体、他の自己免疫
疾患患者の検体などを用いることができる。判定は定性的、定量的のいずれであってもよ
い。尚、ここでの判定は、その判定基準から明らかな通り、医師や検査技師など専門知識
を有する者の判断によらずとも自動的／機械的に行うことができる。
【００２６】
（定性的判定の例１：鑑別）
　基準値よりも検出値（例えば標識量や蛍光量）が高いときに「罹患している疾患はLINH
である」と判定し、基準値よりも検出値が低いときに「罹患している疾患はLINH以外であ
る」と判定する。特定の疾患との鑑別を行う場合にあっては、典型的には、基準値よりも
検出値が高いときに「罹患している疾患はLINHである」と判定し、基準値よりも検出値が
低いこときに「罹患している疾患は当該特定の疾患である」と判定する。ここでの「特定
の疾患」は、例えば、リンパ球性下垂体前葉炎症、尿崩症を伴うIgG4関連下垂体炎症、尿
崩症を伴う腫瘤性病変である（以下の例でも同様）。
【００２７】
（定性的判定の例２：鑑別）
　反応性が認められた（陽性の）ときに「罹患している疾患はLINHである」と判定し、反
応性が認められない（陰性の）ときに「罹患している疾患はLINH以外である」と判定する
。特定の疾患との鑑別を行う場合にあっては、典型的には、反応性が認められた（陽性の
）ときに「罹患している疾患はLINHである」と判定し、反応性が認められない（陰性の）
ときに「罹患している疾患は当該特定の疾患である」と判定する。
【００２８】
（定性的判定の例３：発症可能性）
　基準値よりも検出値（例えば標識量や蛍光量）が高いときに「LINHを発症している可能
性が高い」と判定し、基準値よりも検出値が低いときに「LINHを発症していない」又は「
LINHを発症していない可能性が高い」と判定する。将来の発症可能性を判定する場合にあ
っては、基準値よりも検出値が高いときに「LINHを発症する」又は「LINHを発症する可能
性が高い」と判定し、基準値よりも検出値が低いときに「LINHを発症しない」又は「LINH
を発症しない可能性が高い」と判定する。
【００２９】
（定性的判定の例４：発症可能性）
　反応性が認められた（陽性の）ときに「LINHを発症している」又は「LINHを発症してい
る可能性が高い」と判定し、反応性が認められない（陰性の）ときに「LINHを発症してい
ない」又は「LINHを発症していない可能性が高い」と判定する。将来の発症可能性を判定
する場合にあっては、反応性が認められた（陽性の）ときに「LINHを発症する」又は「LI
NHを発症する可能性が高い」と判定し、反応性が認められない（陰性の）ときに「LINHを
発症しない」又は「LINHを発症しない可能性が高い」と判定する。
【００３０】
（定量的判定の例１：鑑別）
　以下に示すように検出値の範囲毎に「罹患している疾患がLINHである可能性（％）」を
予め設定しておき、検出値から「罹患している疾患がLINHである可能性（％）」を判定す
る。
　検出値ａ～ｂ：LINHである可能性は１０％以下
　検出値ｂ～ｃ：LINHである可能性は１０％～３０％
　検出値ｃ～ｄ：LINHである可能性は３０％～５０％
　検出値ｄ～ｅ：LINHである可能性は５０％～７０％
　検出値ｅ～ｆ：LINHである可能性は７０％～９０％
【００３１】
（定量的判定の例２：発症可能性）
　以下に示すように測定値の範囲毎に発症可能性（％）を予め設定しておき、測定値から
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発症可能性（％）を判定する。
　測定値ａ～ｂ：発症可能性は１０％以下
　測定値ｂ～ｃ：発症可能性は１０％～３０％
　測定値ｃ～ｄ：発症可能性は３０％～５０％
　測定値ｄ～ｅ：発症可能性は５０％～７０％
　測定値ｅ～ｆ：発症可能性は７０％～９０％
【００３２】
　判定区分の数、及び各判定区分に関連付けられるバイオマーカー（抗ラブフィリン3a抗
体）のレベル及び判定結果はいずれも上記の例に何らとらわれることなく、予備実験等を
通して任意に設定することができる。例えば、所定の閾値を境界としてLINHであるか否か
の判定（鑑別）を行う場合やLINHの発症可能性の高低を判定する場合の「閾値」や、LINH
であるか否かの判定（鑑別）又はLINHの発症可能性の高低に係る区分に関連づける「バイ
オマーカーのレベル範囲」は、多数の検体を用いた統計的解析によって決定することがで
きる。
【００３３】
　本発明の一態様では、同一の被検者について、ある時点で測定されたバイオマーカー（
抗ラブフィリン3a抗体）のレベルと、過去に測定されたバイオマーカーのレベルとを比較
し、バイオマーカーのレベルの増減の有無及び／又は増減の程度を調べる。その結果得ら
れる、バイオマーカーのレベル変化に関するデータはLINHの発症の有無又は発症可能性を
モニターするため、治療効果を把握するため、或いは予後推定に有用な情報となる。具体
的には例えば、バイオマーカーレベルの変動を根拠として、前回の検査から今回の検査ま
での間に発症可能性が高くなった又は低くなった或いは変化がないとの判定を行うことが
できる。このような評価をLINHの治療と並行して行えば、治療効果の確認が行えることは
もとより、LINHの再発の兆候を事前に把握することができる。これによって、より適切な
治療方針の決定が可能となる。このように本発明は、治療効果の最大化及び患者のＱＯＬ
（生活の質）向上に多大な貢献をし得る。
【実施例】
【００３４】
＜抗ラブフィリン3a抗体のエピトープの探索＞
１．部分長ラブフィリン3a（Rabphilin3a）の作成
　全長ラブフィリン3a（a.a.1-690）からエピトープ部位を絞り込むため、部分長ラブフ
ィリン3aを４種類（ラブフィリン3a（a.a.1-197）、ラブフィリン3a（a.a.198-690）、ラ
ブフィリン3a（a.a.198-515）、ラブフィリン3a（a.a.516-690））を作成した。各部分長
ラブフィリン3aを含むpGEX 6Pベクターを構築し、大腸菌で発現させ、GST融合部分長ラブ
フィリン3a蛋白を得た（図１、２）。
【００３５】
２．血清収集
　LINH患者の血清、特発性中枢性尿崩症患者の血清、脳腫瘍で尿崩症を呈する疾患コント
ロール症例の血清、及び健常者の血清を常法で収集した。
【００３６】
３．部分長ラブフィリン3a蛋白と患者血清との反応性
（１）ウエスタンブロット
　次に、部分長ラブフィリン3a蛋白をSDS-ポリアクリルアミド電気泳動（PAGE）で展開し
、患者および健常者血清を一次抗体として、部分長ラブフィリン3a蛋白との反応性をウエ
スタンブロット法で検討した。ウエスタンブロットの結果（代表例）を図３に示す。LINH
患者においてGST融合ラブフィリン3a（a.a.516-690）に対する自己抗体が認められた。一
方、全長ラブフィリン3aに対して偽陽性の反応が認められた健常者３名においてはラブフ
ィリン3a（a.a.516-690）に対する自己抗体が認められなかった（レーン１～３）。つま
り、LINHに関係するエピトープはC2 Bドメインを含むラブフィリン3a（a.a.516-690）に
存在する可能性が高く、またこの部分長をターゲットにした検査法によれば、全長ラブフ
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ィリン3aを用いた場合より特異度が改善されることが期待された。
【００３７】
（２）ELISA法の構築と測定
（２－１）抗原固相化ELISAプレート作成
　まず、冷PBSにラブフィリン3a抗原を溶解して抗原水溶液（濃度0.5～10μg/mL）を作成
した。抗原水溶液を100μL/wellでELISAプレートに分注し、4℃で一晩静置した。抗原水
溶液を捨て、ブロッキングバッファーを200μL/wellでELISAプレートに入れ、4℃で一晩
静置した。続いて、ブロッキングバッファーを捨て、実験台の上で十分に乾燥させた後、
使用まで4℃で保存した。
【００３８】
（２－２）ELISA測定
　まず、血清に反応用バッファーを加えて患者血清希釈液を作成した。抗原固相化プレー
トに、患者血清希釈液を100μL/wellで添加し、1時間室温で静置し、反応させた。その後
、患者血清希釈液を捨て、洗浄バッファーを用いて、ELISAプレートを洗浄した。次に、2
次抗体液Anti-Human IgG（γchain）-HRPをELISAプレートに100μL/wellずつ添加し、1時
間室温で静置した。2次抗体液を捨て、洗浄バッファーを用いてELISAプレートを洗浄した
。続いて、4℃反応基質液をELISAプレートに100μL/wellずつ添加し、30分室温で静置し
た。反応停止液を100μL/well添加し、反応を停止させた後、波長450nm（副波長620nm）
を測定した。
【００３９】
（２－３）ラブフィリン3a（a.a.516-690）抗原固相化ELISAの結果
　LINH９例、健常者５例、腫瘍に伴う尿崩症５例で検討を行った結果、LINH９例中８例で
ラブフィリン3a（a.a.516-690）に対する吸光度の上昇が認められた（図４）。また、特
発性DIはその中の多くの原因に自己免疫機序としてLINHが関与することが知られているが
、３例中２例(2/3)で吸光度の上昇が認められたこと（図４）は、当該２例がLINHの可能
性が高いことを示すとともに、本ELISAの有効性を裏づける。以上の結果から、ラブフィ
リン3a（a.a.516-690）の部分にLINH特異的なエピトープが存在する可能性が高いと考え
られた。
【００４０】
４．合成ペプチドを用いたエピトープの探索
（１）抗原部位予測
　全長ラブフィリン3a（配列番号１）において、図５に示したアルゴリズムをもとに、ユ
ーロフィンジェノミクス株式会社のプログラムを用いて抗原部位（エピトープ）予測解析
を行った。その結果、いくつかの候補配列が得られた（図６）。
【００４１】
（２）抗原部位予測解析の結果に基づいた合成ペプチドの作成
　以下の８種類のペプチドをFmoc固相合成法を用いて合成した（純度 >80%； HPLC分析に
よる）。尚、No.8を除き、抗原調製用のシステインを付加したペプチドとした。
　No.1：　C+HPGGQPDRQRKQEELTDEEKEI（位置32-53、アミノ酸数23、配列番号１０）
　No.2：　C+PKHPARAPARGDSEDRRGPGQKT（位置190-212、アミノ酸数24、配列番号１１）
　No.3：　C+PEVAPSDPGTTAPPREERTG（位置311-330、アミノ酸数21、配列番号１２）
　No.4：　C+PGASKSNKLRTKTLRNT（位置434-450、アミノ酸数18、配列番号１３）
　No.5：　C+IGETRFSLKKLKPNQRKNFN（位置490-509、アミノ酸数21、配列番号１４）
　No.6：　C+ALYEEEQVERVGDIEERGK（位置531-549、アミノ酸数20、配列番号１５）
　No.7：　C+LKPDMGKKAKHKTQIKKKTLNPEFNE（位置590-615、アミノ酸数27、配列番号１６
）
　No.8：　CLKNKDKKIERWHQLQNENHVSSD（位置667-690、アミノ酸数24、配列番号１７）
【００４２】
（３）合成ペプチドを用いたELISA
　上記の各ペプチドを抗原として用い、３．（２－１）と同様に抗原固相化ELISAプレー
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施した。尚、抗原水溶液は、2.5μg/mL又は5.0μg/mLの濃度で作成した。
【００４３】
　LINH患者２名、健常者７名の血清を用いて検討した結果、LINH患者血清はNo.7ペプチド
（ラブフィリン3aのa.a.590-615）に対して特異的において吸光度の上昇が認められた。
さらに、No.7ペプチドに対する反応を、検体を増やして検討した。LINH患者６名、健常者
６名の血清を用いた検討の結果を図７に示す。健常者６名と比較し、患者６名のうち３名
で吸光度の上昇が認められた。以上の結果より、ラブフィリン3aのa.a.590-615がLINHの
有力なエピトープ候補である可能性が示された。
【００４４】
５．まとめ
　LINH特異的な抗原蛋白ラブフィリン3aにおいて、a.a.590-615が有力なエピトープ候補
であることを見出すことに成功した。部分長のラブフィリン3aによる検討で、LINHに関係
するエピトープはラブフィリン3a（a.a.516-690）の存在する可能性が高いことを示した
が、a.a.590-615はその部分長に含まれる。このことは、a.a.590-615とその近傍を含めた
領域にLINH特異的な自己抗体（抗ラブフィリン3a抗体）のエピトープが存在することを強
く支持するものである。当該エピトープに対する抗体（抗ラブフィリン3a抗体）を指標に
すれば、極めて高い感度及び特異度をもってLINHの検査（例えば鑑別や病態把握）が可能
になる。従って、当該エピトープはLINHの検査用試薬として極めて有用である。
【産業上の利用可能性】
【００４５】
　本発明はLINHの検査に有用な試薬を提供する。本発明の試薬を利用することにより、極
めて高い感度及び特異度を持ってLINHの鑑別等が可能となる。従って、本発明の試薬を利
用した検査の結果は、誤診の防止、適切な治療方針の決定などに多いに役立つものといえ
る。
【００４６】
　この発明は、上記発明の実施の形態及び実施例の説明に何ら限定されるものではない。
特許請求の範囲の記載を逸脱せず、当業者が容易に想到できる範囲で種々の変形態様もこ
の発明に含まれる。本明細書の中で明示した論文、公開特許公報、及び特許公報などの内
容は、その全ての内容を援用によって引用することとする。
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