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(57)【要約】
　本発明は、非古典的単球を同定する方法、特にinvitro方法であって、該方法が、単位
複製配列を含む哺乳動物のゲノム領域における少なくとも1つのCpG位置のメチル化状態を
分析することを含み、古典的単球又は非単球細胞と比較した場合の該領域の脱メチル化又
はメチル化の欠失が非古典的単球の指標となる、方法に関する。本発明による分析によっ
て、非古典的単球をエピジェネティックレベルで同定するとともに、複合サンプルにおい
て、それらの細胞と、例えば他の血液細胞又は免疫細胞等の他の全ての細胞とを区別する
ことができる。本発明はさらに、非古典的単球を、特に複合サンプルにおいて定量する改
善された方法を提供する。該方法は、好ましくは全血及び／又は非トリプシン処理組織中
の、細胞を精製及び／又は富化する工程なしに行われ得る。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプルにおいて非古典的単球を同定する方法であって、該方法が、2213番単位複製配
列内の哺乳動物のゲノム領域における少なくとも1つのCpG位置のメチル化状態を分析する
こと又は配列番号1に記載の配列内の哺乳動物のゲノム領域における少なくとも1つのCpG
位置のメチル化状態を分析することを含み、古典的単球または非単球細胞と比較した場合
の該領域の脱メチル化又はメチル化の欠失が非古典的単球の指標となる、方法。
 
【請求項２】
　前記少なくとも1つのCpG位置が、分析される前記2213番単位複製配列内の任意の遺伝子
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による単位複製配列のCpG位置30、89、123
、169、206、242および248から選択されるCpGから選択され、又は、単位複製配列2213番
のフラグメント若しくは配列番号2又は配列番号3によるバイサルファイト変換配列のフラ
グメントにおけるCpG位置30、169、206及び242から選択される、請求項1又は2に記載の方
法。
 
【請求項４】
　バイサルファイト転換性の分析が、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、MSP、
HeavyMethyl、MethyLight、Ms-SNuPEから選択される分析、及び増幅DNAの検出に基づく他
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】
　非古典的単球の相対量を、分析される2213番単位複製配列におけるメチル化頻度の相対
量と、対照遺伝子又はGAPDHにおけるメチル化頻度の相対量との比較に基づいて定量する
ことを更に含む、請求項1～4のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記サンプルがヒト血液サンプルを含む哺乳動物の体液、又は組織、器官若しくは細胞
型の血液サンプル、血液リンパ球のサンプル若しくはそ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】
　前記非古典的単球と、濾胞性ヘルパーT細胞、細胞傷害性T細胞、顆粒球、古典的単球、
B細胞、NK細胞及びヘルパーT細胞、並びに血液以外の器官に由来する他の細胞型から選択
される細胞型の全て又は少なくとも1つとを区別することを更に含む、請求項1～6のいず
れか一項に記載の方法。
 
【請求項８】
　同定される前記細胞を、全血及び／若しくは非トリプシン処理組織を使用して精製及び
／若しくは富化する工程なしに行われる、又は、
　同定される前記細胞を、精製及び／若しくは富化する工程なしに行われる、
　請求項1～7のいずれか一項に記載の方法。
 
【請求項９】
　同定される前記非古典的単球に基づいて前記哺乳動物の免疫状態を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。
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【請求項１０】
　哺乳動物において非古典的単球のレベルをモニタリングする方法であって、請求項5～9
のいずれか一項に記載の方法を行うことと、さらに、同定される前記細胞の前記相対量を
、同じ哺乳動物から先に又は並行して採取したサンプルと、及び／又は対照サンプルと比
較することとを含む、方法。
 
【請求項１１】
　前記哺乳動物に与える化学物質及び／又は生物学的物質に応じて前記非古典的単球の量
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のいずれか一項に記載
の方法。
 
【請求項１２】
　前記哺乳動物が自己免疫疾患、移植片拒絶反応、感染性疾患、癌及び／又はアレルギー
を患っているか、又はそれらを患う可能性がある、請求項1～11のいずれか一項に記載の
方法。
 
【請求項１３】
　哺乳動物において非古典的単球を、2213番単位複製配列内のゲノム領域におけるCpG位
置のバイサルファイト接近性の分析に基づいて同定、定量及び／又はモニタリングするキ
ットであって、請求項1～12のいずれか一項に記載の方法の実行用の成分を含む、又は、a
）バイサルファイト試薬、及びb）配列番号1による領域のCpG位置から選択されるCpG位置
のメチル化状態の分析用の材料又は配列番号4～配列番号11による配列から選択されるオ
リゴマーを含む、キット。
 
【請求項１４】
　配列番号4～配列番号11のいずれかによるオリゴマー、又は配列番号1、配列番号2若し
くは配列番号3による単位複製配列。
 
【請求項１５】
　哺乳動物における非古典的単球の同定、定量及び／若しくはモニタリング用の請求項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単位複製配列の使用。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、単位複製配列を含む哺乳動物のゲノム領域における少なくとも1つのCpG位置
のメチル化状態を分析することを含み、前記領域の脱メチル化又はメチル化の欠失が古典
的単球又は非単球細胞と比較したときに非古典的単球の指標となる、非古典的単球を同定
するための方法、特にin vitro方法に関する。本発明による分析はエピジェネティックレ
ベルで非古典的単球を同定し、そして複合サンプルにおける他の全ての細胞、例えば他の
血液細胞又は免疫細胞等から非古典的単球を区別することができる。本発明は、特に複合
サンプルにおける非古典的単球を定量する改良された方法をさらに提供する。該方法は、
好ましくは全血及び／又は非トリプシン処理組織中の細胞を精製及び／又は富化する工程
なしに行われ得る。
【０００２】
　さらに、本発明は、上記の方法を実施するためのキット及びそのそれぞれの使用に関す
る。本発明の一目的は、哺乳動物の任意の固形臓器若しくは組織内の血液又は任意の他の
体液の非古典的単球を定量的に検出及び測定する、新規かつより確実な手段を提供するこ
とである。
【背景技術】
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【０００３】
　単球は、最も大きなタイプの白血球細胞（白血球）である。単球は、人体中の全ての白
血球の2～10％を構成し、そしてその約半数が脾臓に貯蔵されている。単球は、すべての
哺乳動物（ヒトを含む）、鳥類、爬虫類及び魚類を含む脊椎動物の自然免疫系の一部であ
り、適応免疫の過程に影響を及ぼすことができる。単球は、マクロファージや骨髄系樹状
細胞に分化して免疫応答を引き起こすことができる。単球は、免疫機能において複数の役
割を果たす。そのような役割には、（1）正常な状態で常在マクロファージを補充するこ
と、及び（2）炎症シグナルに応答して、単球が組織内の感染部位に速やかに移動できる
ことが含まれる。
【０００４】
　ヒト血液中には少なくとも3種類の単球が存在し、それらは細胞表面受容体の発現が異
なる。「古典的」単球は、CD14細胞表面受容体（CD14++CD16単球）の高レベルの発現を特
徴とする。対照的に、「非古典的」単球は、CD14を発現し、そしてさらにCD16受容体を共
発現する。「非古典的」単球は、CD14の低レベルの発現及びCD16の高い共発現を示す単球
（CD14+CD16++単球）にさらに細分され得る。「中間的」単球は、高レベルのCD14及び低
レベルのCD16（CD14++CD16+単球）を発現する。
【０００５】
　高等生物は、個体のほとんど全ての細胞がDNAコードの全く同じ相補体を含有するにも
かかわらず、様々な組織型において異なるパターンの遺伝子発現を行い、そして維持しな
ければならない。大抵の遺伝子調節は、細胞の現状に応じた一時的なものであり、そして
外部刺激によって変化する。一方で、持続的な調節は、エピジェネティクス（DNAの基本
的な遺伝コードを変更しない遺伝的な調節パターン）の基本的法則（role）である。DNA
メチル化は後成的調節（epigenetic regulation:エピジェネティック調節）の典型的な形
態であり、安定な細胞記憶として機能し、そして様々な細胞型の長期同一性を維持するう
えで重要な役割を果たす。近年、後成的調節の他の形態が発見された。「5番目の塩基」
である5-メチルシトシン（mC）に加えて、6番目の塩基（5-ヒドロキシメチルシトシン、h
mC）、7番目の塩基（5-ホルミルシトシン、fC）及び8番目の塩基（5-カルボキシシトシン
、cC）を見出すことができる（非特許文献1）。
【０００６】
　上述のDNA修飾の主要な標的は、2ヌクレオチド配列であるシトシン－グアニン（「CpG
部位」）であり、このでシトシン（C）は簡単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し得る。ヒトゲノムにおいては、CG配列は、「
CpGアイランド」と呼ばれる或る特定の比較的密なクラスター以外については予想される
よりもはるかに稀である。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
、及び半数を超えるヒト遺伝子がCpGアイランドを有すると推定されている（非特許文献2
）。
【０００７】
　異常なDNAメチル化は、しばしば健常細胞から癌性細胞への形質転換を伴う。観察され
る影響には、ゲノム全体での低メチル化、腫瘍抑制遺伝子のメチル化の増大及び多くの癌
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に概説さ
れる）。メチル化プロファイルは、腫瘍特異的である（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、特定の腫瘍型の診断に用いられる）ことが認
識されており、そして現在では、膀胱癌、乳癌、結腸癌、食道癌、胃癌、肝臓癌、肺癌及
び前立腺癌の大規模な診断マーカー群が存在する（例えば非特許文献5に要約される）。
【０００８】
　近年記載されているシトシンの修飾の1つである5-ヒドロキシメチル化については、CpG
アイランドの5hmCをマッピング及び定量する酸化バイサルファイトシークエンシングの有
用性が示されている（非特許文献1）。高レベルの5hmCが、転写調節因子と関連するCpGア
イランド及び長鎖散在反復配列（longinterspersed nuclear elements）に見られた。こ
れらの領域が胚性幹細胞において後成的リプログラミングを受ける可能性があることが示
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唆されている。
【０００９】
　特許文献1には、細胞又は細胞の混合物を同定し、そして血液又は組織中の細胞の分布
の変化を定量し、そして疾患状態、特に癌を診断、予後判定、及び治療するためにDNAメ
チル化アレイを使用する方法が記載されている。この方法には、新鮮なサンプル及び保存
（archival）サンプルを使用する。
【００１０】
　Zawada et al.（非特許文献6にて）は、次世代メチルシークエンシング（Methyl-Seque
ncing）を用いて、単球の異なるサブセットのDNAメチローム内の差異を開示している。 
　彼らは、異なる免疫過程に関連付けられる単球中の示差的にメチル化された領域プロモ
ーター領域を有する遺伝子についてさらに述べている。2213番単位複製配列（2213　ampl
icon）内のゲノム領域は言及されていない。
【００１１】
　Illingworth et al.（非特許文献7にて）は、血液サンプルに由来する顆粒球と比較し
た、単球における3つの異なるCpGアイランドのメチル化パターン内の変異を開示している
。2213番単位複製配列については示唆されていない。
【００１２】
　Accomando et al.（非特許文献8にて）は、細胞系統特異的DNAメチル化パターンが正常
ヒト白血球サブセットを区別し、並びに末梢血中のこれらのサブセットを検出及び定量す
るために使用され得ることを開示している。彼らはDNAメチル化を用いて、複数の白血球
サブセットを同時に定量し、並びにヒトT細胞、B細胞、NK細胞、単球、好酸球、好塩基球
及び好中球を区別する細胞系列特異的DNAメチル化シグネチャーを同定した。単位複製配
列2213番については言及されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】国際公開第2012/162660号
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Michael J. Booth et al. Quantitative Sequencing of 5-Methylcytos
ine and 5-Hydroxymethylcytosineat 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 NatlAcad Sci USA 90: 11995-9, 1993
【非特許文献３】Jones and Laird, Nature Genetics21:163-167, 1999
【非特許文献４】Esteller, Oncogene 21:5427-5440,2002
【非特許文献５】Laird, Nature Reviews/Cancer3:253-266, 2003
【非特許文献６】Zawada et al. DNA methylationprofiling reveals differences in th
e 3 human monocyte subsets and identifiesuremia to induce DNA methylation change
s during differentiation. Epigenetics.2016 Apr 2;11(4):259-72. doi: 10.1080/1559
2294.2016.1158363. Epub 2016 Mar 28
【非特許文献７】Illingworth et al. A novel CpG island set identifiestissue-speci
fic methylation at developmental gene loci. PLoS Biol. 2008Jan;6(1):e22. doi: 10
.1371/journal.pbio.0060022
【非特許文献８】Accomando et al. Quantitativereconstruction of leukocyte subsets
 using DNA methylation. Genome Biol. 2014Mar 5;15(3)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　上記に鑑みると、本発明の目的は、非古典的単球をより好都合かつ確実に検出、同定、
識別、及び定量する優れたツールとしてのDNAメチル化分析に基づく改善されたそして特
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に確実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】
【００１６】
　本発明は、サンプルにおいて非古典的単球を同定する方法では、該方法が、2213番単位
複製配列（アンプリコン：AMP 2213）配列を含む哺乳動物（例えば、ヒト）ゲノム領域に
おける少なくとも1つのCpG位置のメチル化状態（バイサルファイト転換性）を分析するこ
とを含み、好ましくは、分析される前記領域が、配列番号1に基づいて／に従って位置し
ており、古典的単球又は非単球細胞と比較した場合の該領域の脱メチル化が非古典的単球
の指標となる、方法を提供することにより上記の課題を解決する。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　2213番単位複製配列内の哺乳動物領域は、特定の遺伝子と関連していない。本発明の文
脈において、領域は、2213番単位複製配列内の任意の遺伝子に関連し及び2213番単位複製
配列内の任意の遺伝子をコードするゲノム領域全体を含むものとする。このため、領域に
は、2213番単位複製配列内の任意の遺伝子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、エクソン、及び非コード領域（5'領域及び／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、転写開始部位、プロモータ
ー領域、5'又は3'非翻訳領域、エクソン、イントロン、エクソン／イントロン境界より上
流の5'領域、及び／又は2213番単位複製配列内の任意の遺伝子の転写停止部位の下流の3'
領域に存在する、本発明による方法が好ましい。
【００１８】
　本発明はさらに、本発明者らによる特異的エピジェネティックマーカーとしての2213番
単位複製配列の驚くべき同定に基づいており、非古典的単球の同定及び上記分析の臨床上
の日常的な適用を可能にする。
【００１９】
　本発明の文脈において、2213番単位複製配列内のゲノム領域（特に配列番号1の配列の
領域）により、非古典的単球を同定することができる。驚くべきことに、バイサルファイ
ト変換性及び非変換性シトシンの識別パターン（discriminatory pattern）は、配列番号
1による単位複製配列を用いて、特に配列番号2及び／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、好塩基性顆粒球の配列番号1によ
るゲノム領域に限定されている。
【００２０】
　本発明者らは、非古典的単球において、開示されるCpGモチーフがほぼ完全に脱メチル
化され（すなわち、70%超、好ましくは80%、好ましくは90%超及び最も好ましくは95%超）
、その一方で、全ての他の免疫細胞の同じモチーフは、完全にメチル化されていることを
実証することができた。
【００２１】
　上記の領域内のCpGモチーフのメチル化の違いは、非古典的単球を同定するための貴重
なツールであり、例えば自己免疫疾患、移植片拒絶反応、癌、アレルギー、原発性及び続
発性免疫不全、例えばHIV感染及びAIDS、移植片対宿主病（GvH）、造血器悪性腫瘍、関節
リウマチ、多発性硬化症又は細胞傷害性T細胞関連の免疫状態等における、何らかの予測
可能な（envisionable）診断において上記細胞を同定及び定量するために必要となり／又
は少なくとも何らかの基準（value）となる。このアッセイは、精製又は任意の染色手順
なしに非古典的単球の測定を可能にする。
【００２２】
　次いで、本発明による方法の別の好ましい態様は、上記の分析する2213番単位複製配列
中のメチル化頻度の相対量と、例えばGAPDH等の対照遺伝子中のメチル化頻度の相対量と
の比較に基づいて非古典的単球の相対量を定量することを更に含む。したがって、上記定
量化は、本明細書において記載及び分析された、2213番単位複製配列（例えば、配列番号
1の）内の領域におけるバイサルファイト変換性DNAと非変換性DNAとの比に基づいて行わ
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れる。非古典的単球の相対量の定量化は、2213番単位複製配列内の細胞特異的領域のバイ
サルファイト変換性DNAの相対量と、細胞非特異的遺伝子（好ましくは「対照遺伝子」又
は「対照領域」と呼ばれ、例えばGAPDHの遺伝子等である）のバイサルファイト変換性DNA
の相対量との（好ましくは並行又は同時の）分析に基づいている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では、上記バイサルファイト転換性の分析
は、配列番号1に基づいて好適に設計され得る好適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～配列番号11のいずれかによるオリゴマーを用いた増幅を
含む。
【００２４】
　FACS及びmRNA測定とは対照的に、本発明による方法を用いることで、精製、貯蔵、更に
は相当程度に組織の品質とは無関係に測定（複数の場合もある）及び分析が行われ得る。
【００２５】
　好ましくは、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-Based Methodsfor Detecting Single-Locus DNA Methylat
ion Biomarkers in Cancer Diagnostics,Prognostics, and Response to Treatment Clin
ical Chemistry 55:8 1471-1483 (2009)を参照されたい）の状況における増幅には、ポリ
メラーゼ酵素、PCR増幅反応若しくは化学的増幅反応、又は下記に記載されるような当業
者に既知の他の増幅方法が含まれる。
【００２６】
　増幅によって、本発明による方法（複数の場合もある）を行うための特に好ましい「ツ
ール」である、2213番単位複製配列が生成される。結果として、配列番号4及び配列番号5
、又は配列番号6及び配列番号7、又は配列番号9及び配列番号10のいずれかに記載のオリ
ゴマー、又は本明細書で言及されるような配列番号4及び配列番号5、又は配列番号6及び
配列番号7、又は配列番号9及び配列番号10に基づくプライマー対により増幅される単位複
製配列は、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～配列番号3
の配列（及び、必要な場合、その相補的配列）が、増幅用のプライマーを設計するため、
すなわち、関連の配列の「ビーコン」として作用させるために使用され得る。同様に、追
加のプライマー及びプローブが、配列番号1による単位複製配列に基づいて設計され得る
。増幅は、ゲノム及び／又はバイサルファイト（すなわち、「変換された」）DNA配列の
いずれかにおいて行うことができる。
【００２７】
　当業者であれば更に、分析される部位の量を最小限にするために、CpG位置の特定のサ
ブセット、例えば、配列番号1による単位複製配列におけるCpG位置から選択されるCpG位
置の少なくとも1つを選択することができ、そして配列番号1による単位複製配列2213番に
おけるCpG位置30、89、123、169、206、242及び248から選択されることが好ましい。該位
置は、生成及び分析される単位複製配列の5'末端から数値的にカウントされ、そして例え
ば、図1におけるAMP2213:30として示される。3、4、5、6又は7個の位置の組み合わせが好
ましく、それらの分析は、本発明の文脈において有益であるために十分なデータ及び／又
は情報を生成する。
【００２８】
　当業者であれば更に、分析する部位の量を最小限するためにCpG位置の特定のサブセッ
ト、例えば特定のバイサルファイト変換性領域（配列番号1）の単位複製配列2213番にお
けるCpG位置30、169、206及び242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
変換性領域に存在する全ての部位を選択することができる。89位、123位及び248位の1つ
以上、好ましくは123位が排除され得る。
【００２９】
　CpG位置のバイサルファイト転換性を分析するために、DNAメチル化を分析する任意の既
知の方法が使用され得る。本発明による方法の好ましい実施の形態では、メチル化状態の



(8) JP 2021-502806 A 2021.2.4

10

20

30

40

50

分析は、メチル化特異性酵素消化、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、HeavyMethyl、MethyLight、M
s-SNuPEから選択される分析、又は増幅DNAの検出に基づく他の方法を含む。これらの方法
は当業者に既知であり、そしてそれぞれの文献中に見出すことができる。
【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形態では、同定には、上記非古典的単球を全ての
主要な末梢血細胞型及び／又は非血液細胞、限定されないが好ましくは濾胞性ヘルパーT
細胞、細胞傷害性T細胞、顆粒球、古典的単球、B細胞、NK細胞、及びヘルパーT細胞、並
びに血液以外の器官に由来する他の細胞型から区別することが含まれる。
【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、ヒトの血液サ
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。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。
【００３４】
　本発明による方法の別の好ましい態様は次に、上記B細胞に基づいて、上記哺乳動物の
免疫状態を決定する工程を更に含む。B細胞は定量され得、そして更に詳細な亜集団を相
対的に定量するための基準として使用されるか、又は予測因子及び／又はスクリーニング
因子及び／又は診断因子及び／又は予後因子及び／又は有害事象検出因子として使用され
得るか、又は最終的にこの集団を検出して、全体的な免疫活性状態を決定するために使用
され得る。
【００３５】
　本発明による方法の更に別の好ましい実施の形態では、哺乳動物はクルーズトリパノソ
ーマ（Trypanosoma cruzi）感染、マラリア及びHIV感染、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、節外性T細胞リンパ腫、皮膚T細胞リンパ腫、未分化大細胞リンパ
腫、血管免疫芽球性T細胞リンパ腫、及び他のT細胞腫瘍、B細胞腫瘍及びNK細胞腫瘍（こ
れらに限定されない）のような血液悪性腫瘍、リンパ球減少症、重症複合免疫不全（SCID
）、オーメン症候群、軟骨毛髪形成不全症、後天性免疫不全症候群（AIDS）（これらに限
定されない）等のT細胞欠損、並びにディジョージ症候群（DGS）、染色体切断症候群（CB
Ss）、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症、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、1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等の遺
伝性病態、並びに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）（これらに限定されない）等のB細胞とT細胞との複合障害、並びに乳癌、大腸癌
、胃癌、膵臓癌、肝細胞癌、胆管癌、黒色腫及び頭頸部癌（これらに限定されない）等の
癌（これらに限定されない）のような自己免疫疾患、移植片拒絶反応、感染性疾患、癌及
び／又はアレルギーを患っているか、又はそれらを患う可能性がある。
【００３６】
　本発明による方法の別の好ましい態様は次に、非古典的単球の量を、上記哺乳動物に与
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える化学物質及び／又は生物学的物質に応じて、すなわち上記患者の治療に応じて測定及
び／又はモニタリングすることを更に含む、上記の方法に関する。上記方法は上記のよう
な工程と、同定された上記細胞の上記相対量を、同じ哺乳動物から先に又は同時に採取さ
れたサンプル及び／又は対照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）によって得られる結果に基づき、主治医は患者の免疫状態を決定し、そしてそ
れに応じて基礎疾患の治療を調整することが可能である。
【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
的に上記非古典的単球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】
　本発明による方法の別の好ましい態様は次に、同定される上記非古典的単球を患者への
移植用に配合することを更に含む、上記の方法に関する。これらの目的での医薬調製物及
びその製造方法は、移植医学の技術分野で既知の方法に従って行われる。
【００３９】
　本発明による方法の別の好ましい態様は、配列番号4～配列番号11のいずれかによるオ
リゴマー又は配列番号1～配列番号3による単位複製配列に関する。
【００４０】
　本発明の更に別の好ましい態様は次に、哺乳動物の非古典的単球を、2213番単位複製配
列内のゲノム領域におけるCpG位置のバイサルファイト接近性（到達性）の分析に基づい
て同定、定量及び／又はモニタリングするキットであって、本明細書に記載されるような
本発明による方法の実行用の成分、特にa）バイサルファイト試薬、及びb）配列番号1の
領域におけるCpG位置から選択されるCpG位置のメチル化状態の分析用の材料、例えば配列
番号4～配列番号11による配列から選択されるオリゴマーを含む、キットに関する。
【００４１】
　本発明は、本発明によるオリゴマー又は単位複製配列又はキットの、本明細書に記載の
ような哺乳類における非古典的単球を同定及び／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、以前の発明は、(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：
　バイオマーカー比率=a/b
　a=Σ(C及び／又はmC及び／又はhmC及び／又はfC及び／又はcC)
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　b=Σ(C及び／又はmC及び／又はhmC及び／又はfC及び／又はcC)
（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
は細胞段階を同定することができる。本発明はこれらの修飾の使用も包含する。
【００４６】
　まとめると、マーカーとして本明細書に記載の2213番単位複製配列を使用することによ
り、本発明者らは非古典的単球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】
　本発明は、次に以下の実施例に基づいて更に説明され、また添付の図表及び配列表を参
照するが、それらに限定されない。本発明の目的のために、本明細書に引用される全ての
参考文献は、引用することによりその全体が本明細書の一部をなす。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】図1は、本発明による単位複製配列2213番（配列番号1）におけるCpG部位の分析
を示す。図中の列は、分析される単位複製配列におけるCpG位置（例えば、CpG 1、2等）
に対応するものであり、その位置を示しており、及び横のボックスは、分析される細胞型
に対応するものである。
【図２】図2は、本発明のアッセイの直線性を表（A）及び図（B）として示す。
【００４９】
　配列番号1は、本発明による単位複製配列AMP2213のゲノム配列を示す。
【００５０】
　配列番号2及び配列番号3は、本発明の好ましいqPCRアッセイシステムのバイサルファイ
ト変換される標的領域の配列を示し、これにより、バイサルファイト変換後の4つの可能
性のある鎖のうちの1つのみが示される。4つの鎖は全て、特定のアッセイの設計のために
好ましい標的である。バイサルファイト鎖2フォワード鎖（ bisulfitestrand 2 forward 
strand）（b2f）と名付けられた所与のバイサルファイト鎖は、プライマー及びプローブ
設計のための例として使用される1つの好ましい標的にすぎない。リバース鎖（b2r）は、
相補的プライマーに使用される。鎖b1f及びb1rは、示されていないが、好ましい用途であ
る。
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【００５１】
　配列番号4～配列番号11は、本発明による特異的なオリゴマー（プライマー及びプロー
ブ）の配列を示す。
【実施例】
【００５２】
実施例1
　非古典的単球を同定するために、qPCRは、以下の配列（AMP2213、配列番号1）によるヒ
トゲノム領域に由来するバイサルファイト変換型サンプルに行われ、関連するCpGは下線
で以下に示す：
CCCTTCCTCTGACTCAGTGGAAGGGCAGGAGAGTGCCCCGAGGAGCTGCCCACATCCCTGGCTGAGTGCCTCACCCCCAG
GGCCTCCACGAGGAGCAGCTTCCACAGGGTGCCTGTGGGGCTCGTTCCTCTGGATGCTTTTCCCTTTGCTGTGAATGCCT
CTGGGGCACGAATATATGGCCCTTGGGTCTAGGCCTTAGGGCTTCCGGTGACCAGGATAGGAAGTGTTGCAGGCCCTGCC
CCGAGGGCGGCGCATTAGCTTTTCCCCCACT
【００５３】
　血液細胞亜型における単位複製配列領域の実際のエピジェネティックプロファイリング
について、分析された免疫細胞集団は図1に示される通りであった。
【００５４】
　開発された好ましいqPCRアッセイシステムのバイサルファイト変換される標的領域は以
下の通りとした:
TpG特異的（配列番号2）：
 （b2F）
CCCTTCCTCTAACTCAATAAAAAAACAAAAAAATACCCCAAAAAACTACCCACATCCCTAACTAAATACCTCACCCCCAA
AACCTCCACAAAAAACAACTTCCACAAAATACCTATAAAACTCATTCCTCTAAATACTTTTCCCTTTACTATAAATACCT
CTAAAACACAAATATATAACCCTTAAATCTAAACCTTAAAACTTCCAATAACCAAAATAAAAAATATTACAAACCCTACC
CCAAAAACAACACATTAACTTTTCCCCCACTACTTTCATCTACCCATCTCACCAAATTCC
【００５５】
CpG特異的：（配列番号3）：
（b2F）
CCCTTCCTCTAACTCAATAAAAAAACAAAAAAATACCCCGAAAAACTACCCACATCCCTAACTAAATACCTCACCCCCAA
AACCTCCACGAAAAACAACTTCCACAAAATACCTATAAAACTCGTTCCTCTAAATACTTTTCCCTTTACTATAAATACCT
CTAAAACACGAATATATAACCCTTAAATCTAAACCTTAAAACTTCCGATAACCAAAATAAAAAATATTACAAACCCTACC
CCGAAAACGACGCATTAACTTTTCCCCCACTACTTTCATCTACCCATCTCACCAAATTCC
【００５６】
　以下のプライマー及びプローブがqPCRに使用された：
【００５７】
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【表１】

【００５８】
　TpG特異的PCRシステムの特異性は、図2に示されるように試験テンプレート（プラスミ
ドDNA）を用いて実証された。細胞型特異性（qPCRにより測定）は以下の通りに見出され
た：
【００５９】

【表２】

【符号の説明】
【００６０】
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図1
B cells　B細胞
Granulocytes　顆粒球
Monocytes　単球
NK cells　NK細胞
T helper　ヘルパーT
Non classical monos 非古典的単球
 
図2
Theoretical　理論上
TpG Copies　TpGコピー
Measured Demethylation　測定された脱メチル化
Theoretical Demethylation　理論上の脱メチル化

【図１】 【図２】
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【国際調査報告】
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