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(57)【要約】
　本発明は、特定の免疫細胞、特にMDSCを同定する方法、特にin vitroの方法に関し、該
方法は、小胞体－ゴルジ体中間区画1（ERGIC1）の哺乳類遺伝子領域の少なくとも1つのCp
G位置の修飾、好ましくはメチル化状態の解析を含み、非MDSCと比較して、上記遺伝子領
域の脱メチル化、又はメチル化若しくは修飾の欠如はMDSCの指標である。本発明による解
析は、MDSCの特定の亜集団、すなわち単球性MDSC（mMDSC）をエピジェネティックレベル
で同定し、複雑なサンプル中の他の全ての細胞、例えば他の血液又は免疫細胞と区別する
ことができる。本発明は更に、mMDSC、特に複雑なサンプル中のmMDSCを定量する改良され
た方法を提供する。この方法は、好ましくは全血及び／又は非トリプシン処理組織におい
て、細胞の精製及び／又は濃縮工程を伴わずに行うことができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類由来のサンプルにおいて単球性骨髄由来抑制細胞（mMDSC）を同定する方法であ
って、小胞体－ゴルジ体中間区画1（ERGIC1）の哺乳類遺伝子領域の少なくとも1つのCpG
位置の修飾、好ましくはメチル化状態の解析を含み、解析される前記遺伝子領域が好まし
くは配列番号1による配列を含み、非mMDSCと比較した場合の前記遺伝子領域の脱メチル化
、又はメチル化若しくは修飾の欠如がmMDSCの指標である、方法。
【請求項２】
　前記少なくとも1つのCpG位置が、解析される前記遺伝子領域の転写開始、プロモーター
領域、5'又は3'非翻訳領域、エキソン、イントロン、エキソン／イントロン境界よりも上
流の5'領域に存在する、及び／又は解析される前記遺伝子領域の転写停止よりも下流の3'
領域に存在する、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記少なくとも1つのCpG位置が、配列番号1によるアンプリコンにおけるCpG位置1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、及び15から選択されるCpGから選択され、又
はアンプリコン番号2505のフラグメントであり、又は配列番号2若しくは3によるバイサル
ファイト変換された配列のフラグメントにおけるCpG位置3、4、5、6、7、8、及び9から選
択される、請求項1又は2に記載の方法。
【請求項４】
　バイサルファイト変換可能性の解析が、メチル化特異的酵素消化、バイサルファイトシ
ークエンシングから選択される方法、プロモーターメチル化、CpGアイランドメチル化、M
SP、HeavyMethyl、MethyLight、Ms-SNuPEから選択される解析、及び増幅DNAの検出に依存
する他の方法を含む、請求項1～3のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５】
　解析される前記領域中の前記メチル化の頻度の相対量とコントロール遺伝子、又はGAPD
Hのメチル化頻度の相対量との比較に基づくmMDSCの相対量の定量を更に含む、請求項1～4
のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６】
　前記サンプルが、ヒト血液サンプルを含む哺乳類の体液、又は組織、器官、骨髄、若し
くは細胞型の血液サンプル、血液リンパ球のサンプル又はそれらの画分から選択される、
請求項1～5のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７】
　前記mMDSCと、CD19+B細胞；CD8+細胞傷害性T細胞；CD15+顆粒球；CD14+のみの細胞、CD
14+CD124+細胞、CD14+HLADR-細胞、及びCD14CD15二重陽性細胞を含む様々なMDSC画分；CD
56+NK細胞；並びにCD4+Tヘルパー細胞から選択される細胞型の全て又は少なくとも1つと
の区別を更に含む、請求項1～6のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８】
　同定される前記細胞の精製及び／又は濃縮の工程を伴わずに、又は全血及び／又は非ト
リプシン処理組織を使用して行われる、請求項1～7のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９】
　前記哺乳類の免疫状態を、同定された前記mMDSCに基づき決定する工程を更に含む、請
求項1～8のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０】
　哺乳類においてmMDSCのレベルをモニタリングする方法であって、請求項5～9のいずれ
か1項に記載の方法を行うことと、さらに、同定された前記細胞の相対量を、以前に、又
は並行して同じ哺乳類から採取されたサンプル、及び／又はコントロールサンプルと比較
することとを含む、方法。
【請求項１１】
　化学的及び／又は生物学的物質を前記哺乳類に与えるのに応じた、前記mMDSCの量を、
測定及び／又はモニタリングすることを更に含む、請求項1～10のいずれか1項に記載の方
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法。
【請求項１２】
　前記哺乳類が、自己免疫疾患、移植拒絶、感染症、癌、及び／又はアレルギーを罹患し
ている、又は罹患する可能性がある、請求項1～11のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　小胞体－ゴルジ体中間区画1（ERGIC1）の遺伝子領域中のCpG位置のバイサルファイト到
達性の解析に基づき、哺乳類においてmMDSCを同定し、定量し、及び／又はモニタリング
するためのキットであって、請求項1～12のいずれか1項に記載の方法を行うための要素を
含み、特にa)バイサルファイト試薬と、b)配列番号1による領域中のCpG位置から選択され
るCpG位置のメチル化状態を解析するための材料、例えば配列番号4～11による配列から選
択されるオリゴマーとを含む、キット。
【請求項１４】
　配列番号4～11のいずれかによるオリゴマー、又は配列番号1～3によるアンプリコン。
【請求項１５】
　哺乳類におけるmMDSCの同定、定量、及び／又はモニタリングへの請求項13に記載のキ
ット、又は請求項14に記載のオリゴマー若しくはアンプリコンの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、特定の免疫細胞、特にMDSCを同定する方法、特にin vitroの方法に関し、該
方法は、小胞体－ゴルジ体中間区画（endoplasmatic reticulum-golgi intermediate com
partment）1（ERGIC1）の哺乳類遺伝子領域の少なくとも1つのCpG位置の修飾、好ましく
はメチル化状態の解析を含み、非MDSCと比較して、上記遺伝子領域の脱メチル化、又はメ
チル化若しくは修飾の欠如はMDSCの指標である。本発明による解析は、MDSCの特定の亜集
団、すなわち単球性MDSC（mMDSC）をエピジェネティックレベルで同定し、複雑なサンプ
ル中の他の全ての細胞、例えば他の血液又は免疫細胞と区別することができる。本発明は
更に、mMDSC、特に複雑なサンプル中のmMDSCを定量する改良された方法を提供する。この
方法は、好ましくは全血及び／又は非トリプシン処理組織において、細胞の精製及び／又
は濃縮工程を伴わずに行うことができる。
【０００２】
　さらに、本発明は、上述の方法を行うためのキット、及びその個々の使用に関する。哺
乳類の任意の固形臓器若しくは組織中の血液、又は任意の他の体液のMDSCを定量的に検出
及び測定する、新規の、よりロバストな手段を提供することが、本発明のねらいの1つで
ある。
【背景技術】
【０００３】
　MDSC（骨髄由来抑制細胞）は、骨髄幹細胞から生じる細胞ファミリーである骨髄系統由
来の免疫細胞の異種群である。MDSCの或る特定の亜集団、すなわちmMDSCは、造血の変化
の結果として慢性感染症及び癌等の病的状態において強く増殖する。MDSCは、免疫賦活特
性ではなく強い免疫抑制活性を有する点において他の種類の骨髄細胞と区別される。他の
骨髄細胞と同様に、MDSCは、T細胞、樹状細胞、マクロファージ、及びナチュラルキラー
細胞を含む他の種類の免疫細胞と相互作用して、それらの機能を調節する。それらの作用
機序は未だ明らかではないが、臨床及び実験証拠により、MDSCの高浸潤を伴う癌組織が患
者の予後不良及び治療法耐性に関連していることが示唆される。
【０００４】
　個体中のほぼ全ての細胞が全く同一の全数のDNAコードを含んでいるものの、高等生物
は、様々な種類の組織において異なるパターンの遺伝子発現を定め、維持しなければなら
ない。ほとんどの遺伝子調節は一過性であり、細胞の現在の状態及び外部刺激の変化に依
存する。一方、持続的調節は、基本的なDNAの遺伝子コードを変更しない遺伝的調節パタ
ーンであるエピジェネティクスの主要な役割である。DNAメチル化はエピジェネティック
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調節の原型であり、細胞の安定した記憶として働き、様々な種類の細胞の長期にわたる同
一性の維持において決定的な役割を果たす。近年、他の型のエピジェネティック調節が発
見された。「第5の塩基」5-メチルシトシン（mC）に加えて、第6の塩基（5-ヒドロキシメ
チルシトシン、hmC）、第7の塩基（5-ホルミルシトシン、fC）及び第8の塩基（5-カルボ
キシシトシン、cC）が見られる（非特許文献1）。
【０００５】
　上述のDNA修飾の主要な標的は、2ヌクレオチドの配列シトシン－グアニン（「CpGサイ
ト」）であり、この文脈においてシトシン（C）は単純な化学修飾を受けてホルミル化、
メチル化、ヒドロキシメチル化、又はカルボキシル化することができる。ヒトゲノムにお
いて、CG配列は、「CpGアイランド」と呼ばれる或る特定の比較的密であるクラスターを
除き、予想よりも大幅に低頻度である。CpGアイランドは遺伝子プロモーターと関連する
ことが多く、ヒト遺伝子の半分を超えるものがCpGアイランドを有すると推定されている
（非特許文献2）。
【０００６】
　異常なDNAメチル化は、健康な細胞から癌細胞への形質転換に関連することが多い。観
察される作用には、ゲノムワイド低メチル化、腫瘍抑制遺伝子のメチル化の増加、及び多
くの癌遺伝子の低メチル化がある（例えば非特許文献3、非特許文献4及び非特許文献5で
概説される）。メチル化プロファイルは腫瘍特異的であると認識されており（すなわち、
特定の遺伝子又は更には個々のCpGのメチル化パターンの変化は、特定の種類の腫瘍の診
断となる）、今日では膀胱癌、乳癌、結腸癌、食道癌、胃癌、肝臓癌、肺癌、及び前立腺
癌の幅広い診断マーカーのコレクションが存在する（例えば非特許文献5にまとめられる
）。
【０００７】
　近年説明されたシトシンの修飾の1つとして、5-ヒドロキシメチル化があり、酸化的バ
イサルファイトシークエンシングを用いたCpGアイランドにおける5hmCマッピング及び定
量が示された（非特許文献1）。転写調節因子に関連するCpGアイランド、及び長鎖散在反
復配列（long interspersed nuclear elements）において高レベルの5hmCが見られた。こ
れらの領域が胚性幹細胞においてエピジェネティックリプログラミングを受けるかもしれ
ないことが示唆される。
【０００８】
　非特許文献6は、前立腺癌の診断マーカーとしてのERGIC1に近接する領域を記載してい
る。
【０００９】
　非特許文献7は、MDCSにおけるエピジェネティック調節に関連するデータを要約してい
る。
【００１０】
　特許文献1は、バイオマーカーを同定する、特に早期診断、診断、病期、疾患の重症度
、疾患のサブタイプ、治療法に対する応答、又は予後評価等の臨床評価を行うのに用いら
れるバイオマーカーを同定する方法及び装置を記載している。1つの特定の例では、この
技法を適用することで、感染陰性SIRS又は感染陽性SIRSのいずれかであるSIRS（全身性炎
症反応症候群）を罹患している、罹患している疑いがある、又はその臨床兆候を有する患
者の評価が可能になる。EPIC1（ERGIC1）は、IRSバイオマーカー遺伝子として言及されて
いる。
【００１１】
　特許文献2は、細胞又は細胞の混合物を同定するため、及び血液中又は組織中の細胞の
分布の変化を定量するため、及び疾患の状態、特に癌を診断し、予後判断し、治療するた
めに、DNAメチル化アレイを使用する方法を記載している。この方法は、新鮮なサンプル
及び保存されたサンプルを使用する。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【００１２】
【特許文献１】米国特許出願公開第2016-0237493号
【特許文献２】国際公開第2012/162660号
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Michael J. Booth et al. Quantitative Sequencing of 5-Methylcytos
ineand 5-Hydroxymethylcytosine at Single-Base Resolution Science 18 May 2012, Vo
l.336 no. 6083 pp. 934-937
【非特許文献２】Antequera and Bird, Proc Natl Acad Sci USA 90: 11995-9, 1993
【非特許文献３】Jones and Laird, Nature Genetics 21:163-167, 1999
【非特許文献４】Esteller, Oncogene 21:5427-5440, 2002
【非特許文献５】Laird, Nature Reviews/Cancer 3:253-266, 2003
【非特許文献６】Kirby et al. (Genome-wide DNA methylation measurements in prosta
tetissues uncovers novel prostate cancer diagnostic biomarkers and transcription
factor binding patterns. BMC Cancer 2017 (1): 273, pp 1-10)
【非特許文献７】Zhang et al. (Epigenetics in myeloid derived suppressor cells: a
sheathed sword towards cancer. Oncotarget (2016) 7 (35): 57452-57463)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　上述の観点から、本発明の目的は、特定の免疫細胞、特にMDSCの或る特定の亜集団をよ
り簡便に、かつ確実に検出し、同定し、区別し、定量するための優れたツールとしてのDN
Aメチル化解析に基づく、改善された、特にロバストな方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明は、哺乳類由来のサンプルにおいて或る特定の骨髄由来抑制細胞（MDSC）を同定
する方法であって、小胞体－ゴルジ体中間区画1（ERGIC1）の哺乳類遺伝子領域の少なく
とも1つのCpG位置の修飾、好ましくはメチル化状態の解析を含み、解析される上記遺伝子
領域が好ましくは配列番号1による配列であり、非MDSCと比較した場合の上記遺伝子領域
の脱メチル化、又はメチル化若しくは修飾の欠如が単球性MDSCの指標である、方法を提供
することで、上述の目的を解決する。本方法は、免疫抑制環境の重要な要素である単球性
骨髄由来抑制細胞（mMDSC）を同定することが可能である。マウスでは、単球性MDSCは、
高レベルのLy6C表面マーカーを発現し、Ly6Gマーカーの発現が低いか又はないが、顆粒球
性MDSCと呼ばれる別の群は、Ly6C及び高レベルのLy6Gを発現する。本発明の目的上、ヒト
mMDSCは、CD15-CD14+CD33+CD11b+HLADR+と規定される。ヒト顆粒球性MDSCは、CD15+であ
る。第3の画分は、CD15+CD14+であると考えられるため、本発明は、非CD15 MDSCを検出す
る。
【００１６】
　ヒトERGIC1の遺伝子はEnsemblで見ることができる。Ensembl-ID: ENSG00000113719。
【００１７】
　本発明の文脈において、遺伝子領域は、ERGIC1に関連する、及びERGIC1をコードする全
てのゲノム領域を含むものとする。したがって、ERGIC1に属するエンハンサー領域、プロ
モーター領域（複数の場合もある）、イントロン、エキソン、及び非コーディング領域（
5'-及び／又は3'-領域）が含まれる。したがって、少なくとも1つのCpG位置が、解析され
る遺伝子の転写開始、プロモーター領域、5'又は3'非翻訳領域、エキソン、イントロン、
エキソン／イントロン境界よりも上流の5'領域に存在する、及び／又は解析される遺伝子
の転写停止よりも下流の3'領域に存在する、本発明による方法が好ましい。好ましくは、
上記哺乳類は、マウス、ヤギ、イヌ、ブタ、ネコ、ウシ、ラット、サル又はヒトである。
サンプルは必要であれば適切にプールすることができる。
【００１８】
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　本発明は更に、本発明者らが驚くべきことにERGIC1遺伝子の領域を、MDSCの同定、及び
ERGIC1遺伝子の解析の臨床ルーチンへの適用を可能にする、特異的なエピジェネティック
マーカーとして同定したことに基づく。
【００１９】
　本発明の文脈において、特に配列番号1による、ERGIC1のゲノム領域により、mMDSCの同
定が可能になる。驚くべきことに、バイサルファイト変換可能及びバイサルファイト変換
不可能シトシンのパターン分離（discriminatory pattern）は、配列番号1によるアンプ
リコンを用いて、特に配列番号2又は3によるバイサルファイト変換された配列に示される
ように、特に、更には排他的に、mMDSCの配列番号1によるゲノム領域に限定されている。
【００２０】
　本発明者らは、mMDSCにおいて、開示されるCpGモチーフはほぼ完全に脱メチル化し（す
なわち70%より多く、好ましくは80%、好ましくは90%より多く、最も好ましくは95%より多
く）、一方他の全ての免疫細胞において同じモチーフは完全にメチル化されることを示す
ことができた。
【００２１】
　上述の領域内のCpGモチーフの示差的メチル化は、mMDSCを同定する有用なツールであり
、例えば自己免疫疾患、移植拒絶、癌、アレルギー、一次及び二次免疫不全、例えばHIV
感染及びAIDS、移植片対宿主（GvH）、血液悪性腫瘍、関節リウマチ、多発性硬化症、又
は任意の想定され得る診断の状況における細胞傷害性T細胞に関連する免疫状態において
上記細胞を同定及び定量するために不可欠、又は少なくとも幾らか価値のあるものとなる
であろう。アッセイにより、精製又はいかなる染色工程も伴わずにmMDSCの測定が可能と
なる。
【００２２】
　したがって、本発明による方法の別の好ましい態様は、解析される上記領域中の上記メ
チル化の頻度の相対量とコントロール遺伝子、例えばGAPDHのメチル化頻度の相対量との
比較に基づくmMDSCの相対量の定量を更に含む。したがって、上記定量は、本明細書で記
載され、解析される（例えば配列番号1の）ERGIC1の遺伝子領域におけるバイサルファイ
ト変換可能なDNAと、バイサルファイト変換不可能なDNAとの比率に基づき達成される。mM
DSCの相対量の定量が、ERGIC1の細胞特異的な領域のバイサルファイト変換可能なDNAの相
対量、及び非細胞特異的な遺伝子（好ましくは指定の「コントロール遺伝子」又は「コン
トロール領域」、例えばGAPDHの遺伝子）のバイサルファイト変換可能なDNAの相対量の（
好ましくは並行又は同時の）解析に基づくことが最も好ましい。
【００２３】
　本発明による方法の更に好ましい実施の形態において、上記バイサルファイト変換可能
性の解析は、配列番号1に基づき適切に設計され得る、適切なプライマー対の少なくとも1
つのプライマー、好ましくは配列番号4～11のいずれかによるオリゴマーによる増幅を含
む。
【００２４】
　FACS及びmRNAの測定とは対照的に、本発明による方法を使用すると、測定（複数の場合
もある）及び解析は、精製、保存、及び幾分は組織の品質に関わらず行うことができる。
【００２５】
　例えばMSP、HeavyMethyl、Scorpion、MS-SNUPE、MethylLight、バイサルファイトシー
クエンシング、メチル特異的制限アッセイ、及び／又はデジタルPCR（例えばKristensen 
and Hansen PCR-BasedMethods for Detecting Single-Locus DNA Methylation Biomarker
s in CancerDiagnostics, Prognostics, and Response to Treatment Clinical Chemistr
y 55:81471-1483 (2009)を参照されたい）の状況における増幅は、ポリメラーゼ酵素、PC
R若しくは化学的増幅反応、又は下記の当業者に知られる他の増幅方法を含むことが好ま
しい。
【００２６】
　増幅により、本発明による方法（複数の場合もある）を行うのに特に好ましい「ツール
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」であるERGIC1遺伝子領域のアンプリコンが生産される。結果として、配列番号4～11の
いずれかによるオリゴマー、又は本明細書に記載のように配列番号4及び5、6及び7若しく
は9及び10に基づくプライマー対により増幅されたアンプリコンが、本発明の好ましい実
施の形態を構成する。したがって、配列番号1～3の配列（及び、必要であればそれらの相
補配列）が、増幅のためのプライマーの設計に使用される、すなわち関連配列の「ビーコ
ン」として働くことができる。同様に、追加のプライマー及びプローブを、配列番号1に
よるアンプリコンに基づき設計することができる。増幅は、ゲノムDNA配列及び／又はバ
イサルファイト（すなわち「変換」）DNA配列のいずれにおいても行うことができる。
【００２７】
　当業者は更に、解析すべきサイトの量を最小限とするようにCpG位置の特定のサブセッ
トを選択することができる。例えば、CpG位置の少なくとも1つは配列番号1によるアンプ
リコンにおけるCpG位置から選択され、好ましくは配列番号1によるアンプリコン番号2505
におけるCpG位置1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、及び15から選択され
る。位置は、生成され、解析されるアンプリコンの5'-末端から数値的に数えられ、図1に
おいてAMP2505:37、56、62、71、121、170、227、234、247、264、271、389、及び421の
ように命名される。3、4、5、6、7、8、9、又は10の位置の組み合わせが好ましく、それ
らの解析は本発明の状況において有益となるのに十分なデータ及び／又は情報をもたらす
。
【００２８】
　当業者は更に、解析すべきサイトの量を最小限とするようにCpG位置の特定のサブセッ
ト、例えばERGIC1特異的バイサルファイト変換可能領域のアンプリコン番号2505（配列番
号1）のCpG位置62の少なくとも1つ、又は配列番号1によるバイサルファイト変換可能領域
に存在する全てのサイトを選択することができる。234及び／又は37の位置の1つ以上を除
外してもよい。
【００２９】
　CpG位置のバイサルファイト変換可能性を解析するために、DNAメチル化を解析する任意
の既知の方法を使用することができる。本発明による方法の好ましい実施の形態において
、メチル化状態の解析は、メチル化特異的酵素消化、バイサルファイトシークエンシング
から選択される方法、プロモーターメチル化、CpGアイランドメチル化、MSP、HeavyMethy
l、MethyLight、Ms-SNuPEから選択される解析、又は増幅DNAの検出に依存する他の方法を
含む。これらの方法は当業者によく知られており、個々の文献に見ることができる。
【００３０】
　本発明による方法の好ましい実施の形態において、上記方法は日常的な適用、例えばDN
Aチップに適している。上述の情報及び個々の文献に基づき、当業者は上述のような方法
をかかる状況に適合させることができるであろう。
【００３１】
　本発明による方法の更に別の好ましい実施の形態において、上記方法は、同定すべき上
記細胞の精製及び／又は濃縮の工程を伴わずに、好ましくは全血及び／又は非トリプシン
処理組織を使用して行われる。
【００３２】
　本発明による方法の別の好ましい実施の形態において、同定は、上記MDSCと、主要な全
ての末梢血細胞型及び／又は非血液細胞、限定されないが好ましくはCD19+B細胞；CD8+細
胞傷害性T細胞；CD15+顆粒球；CD14+のみの細胞、CD14+CD124+細胞、CD14+HLADR-細胞、
及びCD14CD15二重陽性細胞を含む様々なMDSC画分；CD56+NK細胞；並びにCD4+Tヘルパー細
胞との区別を含む。
【００３３】
　本発明による方法の更に別の好ましい実施の形態において、サンプルは、哺乳類の血液
サンプルを含む哺乳類の体液、又は組織、器官、若しくは白血球のサンプル、又はかかる
組織、器官、若しくは白血球若しくは細胞型のサンプルの精製若しくは分離された画分か
ら選択される。サンプルは必要であれば適切にプールすることができる。
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【００３４】
　したがって、本発明による方法の別の好ましい態様は、上記MDSCに基づき上記哺乳類の
免疫状態を決定する工程を更に含む。MDSCは定量され、更に詳細なサブ集団を相対的に定
量するベンチマークとして使用することができ、又は予測及び／又はスクリーニング及び
／又は診断及び／又は予後判断及び／又は有害事象検出要素として使用することができ、
又は最終的にMDSCの集団を検出することで全体的な免疫活性状態を決定するために使用す
ることができる。
【００３５】
　本発明による方法の更に別の好ましい実施の形態において、上記哺乳類は、自己免疫疾
患、移植拒絶、感染症、癌、及び／又はアレルギー、例えば限定されるものではないが、
クルーズトリパノソーマ感染症、マラリア及びHIV感染；血液悪性腫瘍、例えば限定され
るものではないが慢性骨髄性白血病、多発性骨髄腫、非ホジキンリンパ腫、ホジキン病、
慢性リンパ性白血病、移植片対宿主病及び宿主対移植片病、菌状息肉腫、節外T細胞リン
パ腫、皮膚T細胞リンパ腫、退形成性大細胞リンパ腫、血管免疫芽球性T細胞リンパ腫並び
に他のT細胞、B細胞及びNK細胞新生物、T細胞不全、例えば限定されるものではないがリ
ンパ球減少症、重症複合免疫不全（SCID）、オーメン症候群、軟骨毛髪低形成症、後天性
免疫不全症候群（AIDS）、及び遺伝性状態、例えばディ・ジョージ症候群（DGS）、染色
体切断症候群（CBS）、多発性硬化症、関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、シェー
グレン症候群、全身性硬化症、皮膚筋炎、原発性胆汁性肝硬変、原発性硬化性胆管炎、潰
瘍性大腸炎、クローン病、乾癬、白斑、水疱性類天疱瘡、円形脱毛症、特発性拡張型心筋
症、I型糖尿病、グレーブス病、橋本甲状腺炎、重症筋無力症、IgA腎症、膜性腎症及び悪
性貧血；並びにB細胞及びT細胞混合障害、例えば限定されるものではないが毛細血管拡張
性運動失調症（AT）及びウィスコット・アルドリッチ症候群（WAS）；並びに癌腫、例え
ば限定されるものではないが乳癌、結腸直腸癌、胃癌、膵癌、肝細胞癌、胆管細胞癌、黒
色腫、及び頭頸部癌に罹患しているか、又は罹患している可能性がある。
【００３６】
　したがって、本発明による方法の別の好ましい態様は、化学的及び／又は生物学的物質
を上記哺乳類に与えるのに応じた、すなわち上記患者への治療に応じたmMDSCの量を、測
定及び／又はモニタリングすることを更に含む、上述の方法に関する。上記方法は上述の
工程と、同定された上記細胞の上記相対量を、以前に、又は並行して同じ哺乳類から採取
されたサンプル、及び／又はコントロールサンプルと比較することとを含む。本発明の方
法（複数の場合もある）がもたらす結果に基づき、担当医は患者の免疫状態を決定し、そ
れに応じて基礎疾患の治療を調整することができるであろう。
【００３７】
　上記方法は、細胞を精製及び／又は濃縮する工程を伴わず、好ましくは全血及び／又は
非トリプシン処理組織、又は例えば患者に移植する細胞のサンプルとして他の任意の潜在
的に上記mMDSCを含む生物学的サンプルにおいて行うことが好ましい。
【００３８】
　したがって、本発明による方法の別の好ましい態様は、同定された上記mMDSCを、患者
への移植のために製剤することを更に含む上述の方法に関する。これらの目的のための医
薬調製物及びそれらの生産方法は、移植医療の技術分野で既知の方法で行われる。
【００３９】
　本発明による方法の別の好ましい態様は、配列番号4～11のいずれかによるオリゴマー
、又は配列番号1～3によるアンプリコンに関する。
【００４０】
　したがって、本発明の更に別の好ましい態様は、ERGIC1遺伝子領域中のCpG位置のバイ
サルファイト到達性の解析に基づき、哺乳類においてMDSCを同定し、定量し、及び／又は
モニタリングするためのキットに関する。該キットは、請求項1～12のいずれかによる方
法を行うための要素を含み、特にa)バイサルファイト試薬と、b)配列番号1による領域中
のCpG位置から選択されるCpG位置のメチル化状態を解析するための材料、例えば配列番号
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4～11による配列から選択されるオリゴマーとを含む。
【００４１】
　本発明は、本発明によるオリゴマー又はアンプリコン又はキットの、本明細書に記載の
ような哺乳類におけるMDSCを同定及び／又はモニタリングするための使用も包含する。
【００４２】
　上述のように、近年3つの新規のシトシン修飾が発見された。それゆえ、将来の科学的
発見により、過去に記載されたエピジェネティック修飾パターンが修正されることが期待
される。これらの過去のシトシン修飾パターンは、バイサルファイト変換可能（非メチル
化、非修飾）及びバイサルファイト変換不可能（メチル化、修飾）シトシンを包含する。
説明したように、どちらの用語（termini）も修正が必要である。新規の科学的発見によ
ると、(i)非バイサルファイト変換可能シトシンは、5-メチルシトシン（mC）及び5-ヒド
ロキシメチルシトシン（hmC）を包含し、(ii)バイサルファイト変換可能（すなわち、「
バイサルファイト変換可能性」）シトシンは、5-ホルミルシトシン（fC）、5-カルボキシ
シトシン（cC）、及び非修飾シトシンを包含する。
【００４３】
　加えて、過去の発明は、(i)クロマチン（細胞型に依存せず、100%バイサルファイト変
換可能なDNA座）の全量に対するバイサルファイト変換可能シトシンの比率、又は(ii)非
バイサルファイト変換可能シトシン（hmC及びmC）に対するバイサルファイト変換可能シ
トシン（fC、cC、非修飾シトシン）の比率に基づく。これらの比率は細胞型、細胞分化、
細胞段階、及び病理学的細胞段階を特徴付ける。したがって、新たな技術により、新規の
、より特異的な比率がもたらされ、現行の細胞特異的、細胞状態特異的、及び病理学的な
エピジェネティック修飾パターンが補完され、それゆえ潜在的な新規のバイオマーカーが
決定され得る。バイオマーカーとして発見されるべき新規の比率は以下のように定義する
ことができる：
【数１】

（式中、a及びbは、1～4種類の修飾でそれぞれ異なる。新規のDNA修飾の発見によりこの
列挙は拡張され得る）。
【００４４】
　本願のための定義の目的で、DNA配列における「エピジェネティック修飾」は、(i)バイ
サルファイト変換可能シトシン（5-ホルミルシトシン（fC）及び／又は5-カルボキシシト
シン（cC））及び(ii)非バイサルファイト変換可能シトシン（5-メチルシトシン（mC）、
5-ヒドロキシメチルシトシン（hmC）を含む）の用語で称される。mC及びhmCの両方の種類
のメチル化はバイサルファイト変換可能ではないため、これら2つを区別することができ
ない。同様に、fC、cC及び非修飾シトシンはバイサルファイト変換可能であり、同様にそ
れぞれを区別することができない。「メチル化」DNAの用語は、mC及びhmCを包含する。「
非メチル化」DNAの用語は、fC、cC、及び非修飾DNAを包含する。新規のDNA修飾の変形が
将来発見されることが期待される。修飾の各型は、バイサルファイト変換可能であっても
なくてもよい。しかしながら、本方法により2つの群を確実に区別しているため、これら
の新規の修飾もマーカーとして使用可能であろう。
【００４５】
　さらに、DNAの修飾とは別に、ヒストンも翻訳後修飾を受け、DNA及び核タンパク質との
相互作用を変更する。修飾として、メチル化、アセチル化、リン酸化、ユビキチン化、SU
MO化、シトルリン化、及びADP-リボシル化が挙げられる。ヒストンH2A、H2B、及びH3のコ
アも修飾され得る。ヒストン修飾は様々な生物学的プロセス、例えば遺伝子調節、DNA修
復、染色体凝縮（有糸分裂）、及び精子形成（減数分裂）で作用する。これらの修飾にお
いても、特定の修飾パターンは、異なる細胞型、細胞段階、分化状態に特異的であり、か
かるパターンをバイサルファイト変換可能性又は類似の方法で解析し、或る特定の細胞又
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【００４６】
　まとめると、ERGIC1遺伝子領域、特に本明細書に記載のアンプリコンをマーカーとして
使用することで、本発明者らはMDSCを非常に特異的に同定し、定量し、特にサンプル中の
他の細胞型、例えば他の血液細胞との関連で区別した。
【００４７】
　ここで、本発明は、以下の実施例に基づき、添付の図面及び配列リストを参照して更に
説明されるが、それらに限定されない。本発明の目的で、本明細書に引用される全ての参
照文献は、その全体が引用することにより本明細書の一部をなす。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】本発明によるアンプリコン番号2505（配列番号1）のCpGサイトの解析を示す図で
ある。表中の水平のボックスは、解析されるアンプリコン内のCpG位置（例えばCpG2、3、
4等）と示される位置（CpG2、3等に対応する37、56、62、71、121、170、227、234、247
、264、271、389、及び421）とに対応し、列は解析される細胞型に対応する。位置1（24
）、及び位置15（431）も解析されているが、示していない。縦のボックス（列）は、解
析される細胞画分に対応している。
【図２】本発明によるTpG特異的PCRシステムの線形性及び特異性についてのデータを示す
図である。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
　配列番号1は、本発明によるアンプリコンAMP2505のゲノム配列を表す。
【００５０】
　配列番号2は、変換耐性CpG残基を有する、バイサルファイト変換され（b2F）、予め修
飾された（CpG）配列を表す。
【００５１】
　配列番号3は、変換耐性CpG残基を有しない、バイサルファイト変換され（b2F）、予め
修飾されていない（TpG）配列を表す。
【００５２】
　配列番号4～11は、本発明に使用されるオリゴマー（プライマー及びプローブ）を示す
。
【実施例】
【００５３】
実施例1
　標的mMDSC亜集団を同定するために、配列AMP2505、配列番号1によるヒトゲノム領域由
来のバイサルファイト変換サンプルでqPCRを行った。関連するCpGを太字及び下線で示す
。
【表Ａ】

【００５４】
　配列番号2は、変換耐性CpG残基を有する、バイサルファイト変換され（b2F）、予め修
飾された（CpG）配列を表す。関連するCpGを太字及び下線で示す。
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【表Ｂ】

【００５５】
　配列番号3は、変換耐性CpG残基を有しない、バイサルファイト変換され（b2F）、予め
修飾されていない（TpG）配列を表す。関連する位置を太字及び下線で示す。
【表Ｃ】

【００５６】
　実際の血液細胞サブタイプのアンプリコン領域のエピジェネティックプロファイリング
について、解析された免疫細胞集団は以下の通りであった（図1を参照されたい）：
1．標的集団として、CD15-CD14+CD33+CD11b+,HLADR+
2．CD19+B細胞；CD8+細胞傷害性T細胞；CD15+顆粒球；CD14+のみの細胞、CD14+CD124+細
胞、CD14+HLADR-細胞、CD14CD15二重陽性細胞を含む様々なMDSC画分；CD56+NK細胞；及び
CD4+Tヘルパー細胞。
【００５７】
　以下のプライマー及びプローブがqPCRで使用された（TpG変異形；脱メチル（demethyl
）特異的；CpG変異形；メチル特異的）：
【００５８】

【表１】

Forward amplification primer　フォワード増幅プライマー
SEQ ID No.　配列番号
Reverse amplification primer　リバース増幅プライマー
Forward primer TpG-specific　フォワードプライマーTpG特異的
Reverse primer TpG-specific　リバースプライマーTpG特異的
Probe TpG-specific　プローブTpG特異的
Forward primer CpG-specific　フォワードプライマーCpG特異的
Reverse primer CpG-specific　リバースプライマーCpG特異的
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【００５９】
　TpG特異的PCRシステムの線形性及び特異性は、in silicoで変換された配列のCpG又はTp
G変異形のいずれかを含有する試験テンプレート（プラスミドDNA）を用いて実証された。
実際に測定されたqPCR結果（算出メチル化）と、比較として調製された希釈物のもの（推
定メチル化）との間の対応値を図2に示す。細胞型特異性（qPCRにより測定される）は以
下のように見出された：
【００６０】
【表２】

Type of immune cell　免疫細胞の型
qPCR-Detection　qPCR検出
Target subpopulation of MDSCs　MDSCの標的亜集団
CD8+ T-cells　CD8+T細胞
CD56+ NK-cells　CD56+NK細胞
B-cells　B細胞
CD14+ monocytes　CD14+単球
CD4+ T-cells　CD4+T細胞
CD15+ granulocytes　CD15+顆粒球
【符号の説明】
【００６１】
図面訳
図1
B cells　B細胞
cytotoxic T cells　細胞傷害性T細胞
Granulocytes　顆粒球
MDSCpurifications-Subtype　MDSC精製－サブタイプ
Monocytes　単球
NK cells　NK細胞
T helper cells　Tヘルパー細胞

図2
EstimatedMethylation　推定メチル化
CalculatedMethylation　算出メチル化
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