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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における癌の検出又は診断のための、生物学的液体中のバイオマーカーとしての組
織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物又は転写補助因子-ヌクレオソーム付加物のイン
ビトロにおける使用。
【請求項２】
　前記組織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物もしくは転写補助因子-ヌクレオソーム
付加物が、前記対象における前記癌の発生部位を同定するために使用される、請求項1記
載の使用。
【請求項３】
　対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を決定するための方法であって：
　(i)該対象から得られた生物学的液体試料を、ヌクレオソームもしくはその成分、又は
ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子もしくは補助因子へ結合する、第一の結
合性物質と接触させる工程；
　(ii)該ヌクレオソーム又は試料を、該第一の結合性物質が該ヌクレオソームもしくはそ
の成分へ結合する場合には、ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子もしくは補
助因子に結合する第二の結合性物質と、あるいは該第一の結合性物質がヌクレオソームに
付加された組織特異的転写因子もしくは補助因子に結合する場合には、ヌクレオソームも
しくはその成分に結合する第二の結合性物質と、接触させる工程；並びに
　(iii)該第二の結合性物質の、該試料中の該付加された組織特異的転写因子もしくは補



(2) JP 6777757 B2 2020.10.28

10

20

30

40

50

助因子、ヌクレオソームもしくはその成分への結合を検出又は定量する工程：を含み；
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子もしくは補助因子の存在又
はレベルが、該癌の発生部位の指標として使用される、前記方法。
【請求項４】
　(i)前記対象から得られた生物学的液体試料を、ヌクレオソームもしくはその成分へ結
合する第一の結合性物質と接触させる工程；
　(ii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子も
しくは補助因子に結合する第二の結合性物質と接触させる工程；並びに
　(iii)該第二の結合性物質の、該試料中の該付加された組織特異的転写因子もしくは補
助因子への結合を検出又は定量する工程：を含む、請求項3記載の方法。
【請求項５】
　(i)前記対象から得られた生物学的液体試料を、組織特異的転写因子もしくは補助因子
に結合する第一の結合性物質と接触させる工程；
　(ii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームもしくはその成分に結合する第二の
結合性物質と接触させる工程；並びに
　(iii)該第二の結合性物質の、該試料中のヌクレオソームもしくはその成分への結合を
検出又は定量する工程：を含む、請求項3記載の方法。
【請求項６】
　前記癌が、原発性癌である、請求項1又は2記載の使用、又は請求項3～5のいずれか一項
記載の方法。
【請求項７】
　前記対象が、原発不明癌の転移性癌を伴う対象である、請求項1又は2記載の使用、又は
請求項3～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　前記対象が、以前に癌と診断されている、請求項1又は2記載の使用、又は請求項3～7の
いずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　前記対象が、バイオマーカーとして循環腫瘍DNA(ctDNA)を使用して、以前に癌と診断さ
れている、請求項8記載の使用又は方法。
【請求項１０】
　前記結合性物質が、抗体、抗体断片又はアプタマーである、請求項3～9のいずれか一項
記載の方法。
【請求項１１】
　ヌクレオソーム又はその成分に結合する前記結合性物質が、特定のヒストン、ヒストン
修飾物、ヒストン変種もしくはアイソフォームへ、又はDNAもしくはその成分へ結合する
ように方向付けられている、請求項3～10のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　医学治療に関する適合性について動物又はヒト対象を評価するための方法であって：
　(i)請求項3～11のいずれか一項記載の方法に規定されたように、該対象の生物学的液体
中のヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工
程；並びに
　(ii)該対象にとって好適な治療を決定するために、検出されたヌクレオソームに付加さ
れた組織特異的転写因子又は補助因子の種類を使用する工程：を含む、前記方法。
【請求項１３】
　動物又はヒト対象の治療をモニタリングするための方法であって：
　(i)請求項3～11のいずれか一項記載の方法に規定されたように、該対象の生物学的液体
中のヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工
程；
　(ii)1回以上、該対象の生物学的液体中のヌクレオソームに付加された該組織特異的転
写因子又は補助因子の検出又は測定を繰り返す工程；並びに
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　(iii)該対象の状態の何らかの変化に関するパラメータとして、検出されたヌクレオソ
ームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子のレベルの何らかの変化を使用する工
程：を含む、前記方法。
【請求項１４】
　前記組織特異的転写因子が、GATA 3、CDX2、TTF-1、PAX8、WT1、NKX3.1、P63又はP40か
ら選択される、請求項1又は2記載の使用、又は請求項3～13のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　前記生物学的液体が、血液、血清又は血漿から選択される、請求項1又は2記載の使用、
又は請求項3～14のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（発明の分野）
　本発明は、侵襲性が最小の血液検査により、癌を検出するための方法、特に原発部位が
不明の転移性癌疾患を伴う対象における原発性癌を同定するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
（発明の背景）
　広範な免疫検定血液検査は、広範な臨床上の必要性に対処するために、一般に臨床使用
されている。いくつかの具体例は、ウイルス性疾患、心筋梗塞、甲状腺疾患、不妊、婦人
科的状態、炎症反応、免疫状態、アレルギー、薬物状態(医薬性、アンドロゲン性、運動
能力向上性、及び快楽性)並びに更に多くを検出又は調査するための使用を含む。多くの
診断器具会社により提供される自動化された免疫検定システムは、数百の免疫検定試験の
メニューを有する。免疫検定試験の多くの利点は；わずか1滴の血液を必要とする患者へ
の侵襲性が最小の様式と；大規模検査施設内で又は医師の診療所内で又は家庭内の使用様
式で且つ全て低コストで実行することができる試験を可能にする極度の柔軟性を伴う：堅
牢性及び信頼性と組合せられたそれらの極度の分析感度及び特異性を含む。それにもかか
わらず、ただ一種の免疫検定血液検査が、癌検出に一般に臨床使用されている：前立腺癌
のための前立腺特異抗原(PSA)試験。他の古典的タンパク質癌バイオマーカー、例えばCA1
25、CA19.9、CEA(癌胎児性抗原)及びAFP(アルファ-フェトプロテイン)などは、癌治療を
モニタリングするためには使用されるが、それらの貧弱な臨床上の精度のために、癌検出
には推奨されない。
【０００３】
　循環している腫瘍細胞検出を基にした非免疫検定の血液ベースの癌検出法が開発されて
いるが、しかし一般に臨床使用されていない。同様に、循環腫瘍DNA(ctDNA)、RNA又は他
の循環核酸に関する方法が開発されているが、これらも広範には臨床使用されていない。
多種多様な循環核酸の方法が存在する。その一部は、ctDNA配列突然変異に関連した癌の
検出、又は癌に関連した他のDNA配列作用を基にしている。他の例は、癌に関連したメチ
ル化されたDNA配列又は癌に関連したマイクロRNA配列の検出を基にした方法を含む。DNA
異常は、全ての癌疾患の特徴である。癌細胞のDNAは、非限定的に、点突然変異、メチル
化状態、転座、遺伝子コピー数、マイクロサテライト異常及びDNA鎖完全性を含む多くの
様式で、健常な細胞のDNAとは異なる。これらの突然変異はいずれも、ctDNA試験に適用で
きる。
【０００４】
　癌が疾患の初期ステージで検出される場合、これは現在は、恐らく糞便試験、侵襲的内
視鏡法、侵襲的生検法、潜在的に危険性のあるX線走査法、MRI走査法、子宮頸部塗沫試験
又は症状によるものであろう。これらの方法は全て、侵襲性、不快感、患者のリスク、患
者のコンプライアンス及び／又は高いコストの欠点を有する。一旦検出されたならば、現
時点では癌は通常、生検時に摘出された腫瘍組織の免疫組織化学(IHC)試験により確認さ
れ且つ診断される。癌の初期での検出は、患者の転帰の改善、並びに経費のかかる後期ス
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テージでの入院及び治療を避ける上での医療提供者に関する経済的恩恵に繋がる。残念な
がら、現時点で癌は、原発性腫瘍の部位を超えて拡散される場合、疾患発症の後期ステー
ジに達するまで、検出されないことが多く、且つ治療の選択肢は、より限定され、より高
価となり、且つ効果が低く、患者の転帰不良に繋がる。より多く且つより良い癌血液検査
の明らかに満たされていない医学的必要性が存在する。
【０００５】
　癌と診断された患者は、原発性癌が発生した臓器を超えて既に拡散している、後期ステ
ージ又は転移性癌を示すことがある。多くの症例において、原発性癌が最初に発生した部
位は、明確ではなく、且つこれらの症例は、原発不明癌(CUP)又は潜伏腫瘍(occult tumou
r)として知られている。これらの症例における原発性腫瘍部位の同定は、臨床との関連性
が大きく、その理由は、癌は、例えそれらが体の他の部位に拡散されていたとしても、そ
れらの当初の発生部位に従い治療されるからである。これは特に、原発部位の癌腫が標的
化されるべきであることを前提とした標的化療法に関してあてはまる。例えば、原発性肺
癌が肝臓へ拡散した場合、これは肝臓転移又は続発を伴う肺癌である。この癌細胞は、癌
性肺細胞であるので、これは肝臓癌ではない。
【０００６】
　対象が転移性癌を示す多くの症例において、原発性癌の部位は明確である。しかしCUP
においては、原発性癌は決定することができない。これには、例えば、続発性癌は非常に
迅速に成長するのに対し、原発性癌は依然小さく走査では可視できないので、あるいは原
発性癌は、恐らく免疫攻撃又は原発性癌の剥落(例えば、結腸直腸癌は、腸壁から剥離し
、且つ糞便と共に体外へ押し出される)のために消失したのでなど、数多くの理由を含む
。
【０００７】
　現在、転移性疾患を呈している患者の原発性腫瘍は、患者の検査、患者の症状、走査及
び生検時に摘出された腫瘍組織の免疫組織化学(IHC)試験により通常位置づけられる。原
発性腫瘍部位は、組織特異的転写因子のIHCにより同定又は確認することができる。
【０００８】
　循環腫瘍DNA分析、又は他のバイオマーカー法は、癌の部位を同定することなく、対象
における原発性癌の存在を明らかにすることができる。これは、対象が癌を有することは
分かっているか又は有することが疑われるが、しかしその癌部位に関する知識がないCUP(
転移が存在しない必要がある場合を除いて)と類似の状況に繋がる。例えば、ctDNA配列技
術を用いて診断された癌は、癌の部位を示すことなく、癌の存在を示す、対象の血液中の
遺伝子突然変異に関連した癌を同定することができる。類似の状況は、検出された腫瘍の
部位を明らかにしない、循環腫瘍細胞技術又は他の癌検出法による癌の検出について起こ
り得る。
【０００９】
　ヒトの体は、数百種の細胞型を含んでいる。これらの細胞型は全て、同じゲノムを含ん
でいるが、広範に異なる表現型及び体内での異なる機能を有する。この表現型の多様性は
、異なる細胞型におけるゲノムの差次的発現によるものである。差次的遺伝子発現の制御
は、完全には理解されていないが、その基本的機構は、ユークロマチン又はヘテロクロマ
チンとしてのクロマチンパッキングの制御、ヌクレオソームポジショニング及びヌクレア
ーゼ到達可能部位の制御、DNAのメチル化、並びにその周りにDNAが巻き付いたヌクレオソ
ームのヒストン構造の変化、並びに転写因子及び転写補助因子の発現の変化、並びにそれ
らが結合する遺伝子との相互作用を含む、遺伝子と関連する多数の相互接続されたエピジ
ェネティックシグナルによる遺伝子調節を含んでいる。
【００１０】
　ヌクレオソームは、クロマチン構造の基本単位であり、8種の高度に保存されたコアヒ
ストンのタンパク質複合体(ヒストンH2A、H2B、H3及びH4の各々の対を含む)からなる。こ
の複合体の周りには、DNAのおよそ146塩基対が巻き付いている。別のヒストンであるH1又
はH5は、リンカーとして作用し、且つクロマチン凝縮に関与している。このDNAは、「ビ
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ーズ-オン-ストリング」に似ていると言われることの多い構造で連続したヌクレオソーム
の周りに巻き付いており、且つこれは、オープン(open)又はユークロマチンの基本構造を
形成している。凝縮された又はヘテロクロマチンにおいて、このストリングは、閉じた複
雑な構造へ、コイル形成及びスーパーコイル形成される(Herranz及びEstellerの文献、20
07)。
【００１１】
　成人における正常細胞の代謝回転には、毎日数千億個の細胞の細胞分裂による創出、及
び主にアポトーシスによる同等数の細胞死が関与している。アポトーシスの過程において
、クロマチンは、モノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソームを含む断片へ破壊され、
これらは細胞から放出される。通常の条件下で、これらは除去され、且つ健常対象におい
て認められる循環ヌクレオソームのレベルは、低いことが報告されている。多くの癌、自
己免疫疾患、炎症状態、脳卒中及び心筋梗塞を含む様々な状態の対象においては、上昇し
たレベルが認められる(Holdenrieder及びStieberの文献、2009)。
【００１２】
　モノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソームは、酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)
により検出することができ、且ついくつかの方法が報告されている(Salgameらの文献、19
97；Holdenriederらの文献、2001；van Nieuwenhuijzeらの文献、2003)。これらのアッセ
イは典型的には、捕獲抗体として抗-ヒストン抗体(例えば、抗-H2B、抗-H3又は抗-H1、H2
A、H2B、H3及びH4)を、並びに検出抗体として抗-DNA又は抗-H2A-H2B-DNA複合抗体を利用
する。リアルタイムPCR(ポリメラーゼ連鎖反応)により測定された循環無細胞系ヌクレオ
ソームレベルと循環DNAレベルのELISA結果の間の相関係数は、血清中r＝0.531、及び血漿
中r＝0.350であることが報告されている(Holdenriederらの文献、2005)。
【００１３】
　ヌクレオソームELISA法は、細胞培養物において、主にアポトーシスを検出する方法と
して、使用され(Salgameらの文献、1997；Holdenriederらの文献、2001；van Nieuwenhui
jzeらの文献、2003)、且つ血清及び血漿中の循環無細胞系ヌクレオソームの測定のために
も使用される(Holdenriederらの文献、2001)。死滅しつつある細胞により循環中に放出さ
れた無細胞系血清及び血漿ヌクレオソームレベルは、可能性のあるバイオマーカーとして
のそれらの使用を評価するために、数多くの異なる癌の研究においてELISA法により測定
されている(Holdenriederらの文献、2001)。平均循環ヌクレオソームレベルは、ほとんど
の試験された癌において、高いことが報告されている。最高の循環ヌクレオソームレベル
は、肺癌対象において観察された。しかし悪性腫瘍を伴う患者は、かなり変動する血清ヌ
クレオソーム濃度を有することが報告され、並びに進行した腫瘍疾患を伴う患者の一部は
、健常対象について測定された範囲内の低い循環ヌクレオソームレベルを有することがわ
かった(Holdenriederらの文献、2001)。このこと及び様々な非癌が上昇したヌクレオソー
ムレベルを引き起こすという理由で、循環ヌクレオソームレベルは、臨床上、癌のバイオ
マーカーとしては使用されない(Holdenrieder及びStieberの文献、2009)。
【００１４】
　ヌクレオソームの構造は、ヒストンタンパク質の転写後修飾(PTM)により、及び変種ヒ
ストンタンパク質の封入により、変動することができる。ヒストンタンパク質のPTMは典
型的には、8個のコアヒストンのテールで起こり、一般的な修飾は、リジン残基のアセチ
ル化、メチル化又はユビキチン化に加え、アルギニン残基のメチル化及びセリン残基のリ
ン酸化を含む。ヒストン修飾は、遺伝子発現のエピジェネティック調節に関与しているこ
とは知られている(Herranz及びEstellerの文献、2007)。ヌクレオソームの構造はまた、
異なる遺伝子もしくはスプライシング産物であり、且つ異なるアミノ酸配列を有する代替
ヒストンアイソフォーム又は変種の封入によっても、変動することができる。ヒストン変
種は、個別の型に更に細分されている数多くのファミリーへ分類することができる。多数
のヒストン変種のヌクレオチド配列が公知であり、且つ例えば、米国立ヒトゲノム研究所
(NHGRI)ヒストンデータベース(Marino-Ramirez, L.らの文献、2011、及びhttp://genome.
nhgri.nih.gov/histones/complete.shtml)、GenBank(NIH遺伝子配列)データベース、EMBL
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ヌクレオチド配列データベース、並びに日本DNAデータバンク(DDBJ)などにおいて公的に
入手可能である。
【００１５】
　正常細胞及び罹患細胞中に存在するヒストン変種及びヒストン修飾のパターンは、多く
の研究(ほとんどは免疫組織化学的)において差異が示されている(Herranz及びEstellerの
文献、2007)。臨床使用のための免疫組織化学的方法の一つの欠点は、組織試料の収集は
、手術又は生検が関与し侵襲的であることである。
【００１６】
　ヌクレオソーム構造及び位置により媒介されたエピジェネティックシグナル伝達に加え
、細胞における遺伝子発現の制御も、ヌクレオソーム会合したDNAの構造への修飾により
、例えばDNAのメチル化により、媒介される(Herranz及びEstellerの文献、2007)。DNAは
、シトシンヌクレオチドの5位でメチル化され、5-メチルシトシンを形成し得ることは、
先般から当該技術分野において公知である。全般的DNA低メチル化は、癌細胞の特徴であ
る(Estellerの文献、2007、及びHervouetらの文献、2010)。全般的DNAメチル化は、免疫
組織化学技術を用いて細胞において試験することができる。
【００１７】
　長年、クロマチンは、核酸及びヒストンタンパク質に加え、その構成要素DNA及び／又
はヒストンに結合された多数の非-ヒストンタンパク質を含むことがわかっている(Yoshid
a及びShimuraの文献、1972)。これらのクロマチン会合したタンパク質は、多種多様な型
であり、且つ転写因子、転写増強因子、転写抑制因子、ヒストン修飾酵素、DNA損傷修復
タンパク質及びその他多くのものを含む、様々な機能を有する。クロマチン結合したタン
パク質の研究は、改変クロマチン免疫沈降(ChIP)法により大部分が実行されている。これ
らの方法は、当該技術分野において周知であるが、複雑で、煩雑であり且つ高価である。
【００１８】
　典型的ChIP法において、細胞のクロマチンは架橋され、その結果全てのタンパク質成分
及び核酸成分は、互いに共有結合される。次にクロマチンは剪断され、モノヌクレオソー
ム及びオリゴヌクレオソームの調製品を形成する。関心対象のタンパク質に対する抗体が
、剪断されたクロマチンに添加され、タンパク質を含むそれらのクロマチン断片を免疫沈
降させる。この抗体は、関心対象のタンパク質を含有するクロマチン複合体の単離を促進
するために、通常固相(例えばプラスチックビーズ)に付着される。次に架橋は逆行され、
このタンパク質は、プロテイナーゼによる消化により取り除かれる。クロマチン複合体に
会合したDNAは、単離され且つ分析され、PCRと後続のゲル電気泳動、DNAシークエンシン
グ(ChIP-Seq)又はDNAマイクロアレイ(ChIP-オン-チップ)を含む様々な技術のいずれかを
使用し、DNA配列、特定のタンパク質結合に関連した遺伝子又は遺伝子座を決定する。こ
れらのChIP法は、クロマチン結合したヒストンタンパク質に会合されたDNA配列を明らか
にする。非-ヒストンタンパク質のヒストン及びヌクレオソームとの会合の研究を促進す
るために、ChIP法の改変法、例えば、ヒストン会合アッセイ(Ricke及びBielinskyの文献
、2005)が開発されている。
【００１９】
　同じく、ヌクレオソーム-タンパク質又はクロマトソーム-タンパク質の付加物の形状の
非-ヒストンタンパク質を含むクロマチン断片も、ヌクレオソーム-タンパク質付加物とし
て循環中で検出される。無細胞系ヌクレオソーム-タンパク質付加物を検出するアッセイ
の例は、WO2013/084002に説明されている。
【００２０】
　他のエピジェネティック調節機構に加え、差次的遺伝子発現が、転写因子の発現及び活
性の変動により調節される。転写因子は、その発現が調節される一つ又は複数の遺伝子に
会合された特異的遺伝子配列に結合する、DNA結合ドメイン(DBD)を含む物質である。例え
ば；アンドロゲン受容体(AR)は、染色体においてアンドロゲン反応エレメント(ARE)と称
される特異的DNA配列に結合し、且つAREを含むか又はこれにより調節されるアンドロゲン
依存性遺伝子の発現をアップレギュレーション又はダウンレギュレーションする転写因子
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である。転写因子がそれらの標的遺伝子配列に結合する場合、これらは遺伝子発現を促進
又は抑制することができる。一部の転写因子は、全て又はほとんどの組織において発現さ
れる。他の転写因子は、異なる組織において差次的に発現されることができ、従ってより
組織特異的である。
【００２１】
　組織特異的転写因子は、特定の原発性癌細胞の細胞において生じるが、他の細胞におい
ては生じないことが、IHCにより示されている。例えば転写因子CDX2は、消化器癌細胞、
特に結腸直腸癌細胞において生じ、且つ生検又は手術時に摘出された組織中にIHCにより
示されたその存在は、原発性消化器癌を同定するために使用することができる。
【００２２】
　同様に、組織特異的転写補助因子は、例えば前立腺組織及び心臓組織に特異的なアンド
ロゲン受容体(AR)に対する補助因子であることが報告されているFHL2を含むことが説明さ
れている(Mullerらの文献；2000)。
【００２３】
　本発明者らはここで、生物学的試料中の転写因子-ヌクレオソーム及び転写補助因子-ヌ
クレオソームの付加物を直接概算するための簡単な免疫検定法を報告する。組織特異的転
写因子及び／又は補助因子の選択により、この方法は、転移性疾患を伴う対象における癌
を検出するか又は原発性腫瘍の部位を決定もしくは確認するための、非侵襲的又は最小の
侵襲性の血液検査として使用することができる。本発明者らは、かかるヌクレオソーム付
加物は、血清試料中に検出することができること、及び疾患におけるバイオマーカーとし
て使用することも示している。
【発明の概要】
【００２４】
（発明の概要）
　本発明の第一の態様に従い、対象における癌の検出又は診断のための生物学的液体中の
バイオマーカーとしての組織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物又は転写補助因子-ヌ
クレオソーム付加物の使用が提供される。
【００２５】
　本発明の第二の態様に従い、以前に癌と診断された対象における癌の発生部位の同定又
は診断のための生物学的液体中のバイオマーカーとしての組織特異的転写因子-ヌクレオ
ソーム付加物又は転写補助因子-ヌクレオソーム付加物の使用が提供される。
【００２６】
　本発明の更なる態様に従い、対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を決定す
るための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、ヌクレオソーム又はその成分へ結合する第一の結合性物質と接触させる
工程；
　(iii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子
又は補助因子に結合する第二の結合性物質と接触させる工程；並びに
　(iv)該第二の結合性物質の、該試料中の該付加された組織特異的転写因子又は補助因子
への結合を検出又は定量する工程：を含み；
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレ
ベルは、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、方法が提供される。
【００２７】
　本発明の更なる態様に従い、対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を決定す
るための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、組織特異的転写因子又は補助因子に結合する第一の結合性物質と接触さ
せる工程；
　(iii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソーム又はその成分に結合する第二の結
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合性物質と接触させる工程；並びに
　(iv)該第二の結合性物質の、該試料中のヌクレオソーム又はその成分への結合を検出又
は定量する工程：を含み；
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレ
ベルは、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、方法が提供される。
【００２８】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象の医学治療に関する適合性を評価するた
めの方法であって：
　(i)本明細書記載の方法において規定されたように、該対象の生物学的液体中のヌクレ
オソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工程；並びに
　(ii)該対象にとって好適な治療を決定するために、検出されたヌクレオソームに付加さ
れた組織特異的転写因子又は補助因子の種類を使用する工程：を含む、方法が提供される
。
【００２９】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象の治療をモニタリングするための方法で
あって：
　(i)本明細書記載の方法において規定されたように、該対象の生物学的液体中のヌクレ
オソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工程；
　(ii)1回以上、該対象の生物学的液体中のヌクレオソームに付加された該組織特異的転
写因子又は補助因子の検出又は測定を繰り返す工程；並びに
　(iii)該対象の状態の何らかの変化に関するパラメータとして、検出されたヌクレオソ
ームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子のレベルの何らかの変化を使用する工
程：を含む、方法が提供される。
【００３０】
　本発明の更なる態様に従い、治療を必要とする個体において癌を治療する方法であって
：
　(a)本明細書記載の方法に従い、個体において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を診
断する工程；それに続けて
　(b)該癌及び／又は発生部位へ適するよう該個体へ抗-癌療法、手術又は医薬品を投与す
る工程：を含む、方法が提供される。
【００３１】
　本発明の更なる態様に従い、対象における癌の検出のための生物学的液体中のバイオマ
ーカーとして、2種以上の転写因子もしくは補助因子の組織特異的組合せを含むクロマチ
ン断片の使用が提供される。
【００３２】
　本発明の更なる態様に従い、対象において癌を検出するか又は癌の発生部位を決定する
ための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、第一の転写因子又は補助因子に結合する第一の結合性物質と接触させる
工程；
　(iii)該試料を、第二の転写因子又は補助因子に結合する第二の結合性物質と接触させ
る工程；並びに
　(iv)該試料中の該第一又は第二の結合性物質の結合を検出又は定量する工程：を含み、
　ここで、クロマチン断片中の第一及び第二の転写因子もしくは補助因子の両方の組合せ
の存在、並びに／又はその断片のレベルは、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として
使用される、方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
（図面の簡単な説明）
【図１】図1：健常対象、乳癌と診断された対象3名、膀胱癌と診断された対象2名から採
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取した試料、及び陰性対照試料に関する循環無細胞系ヌクレオソーム結合したGATA 3付加
物のELISA結果。
【図２】図2：健常対象、甲状腺癌と診断された対象3名、肺癌と診断された対象2名から
採取した試料、及び陰性対照試料に関する循環無細胞系ヌクレオソーム結合したTTF-1付
加物のELISA結果。
【図３】図3：健常対象3名、甲状腺癌と診断された対象1名、肺癌と診断された対象4名、
直腸癌と診断された対象3名、結腸癌と診断された対象3名、乳癌と診断された対象3名か
ら採取した試料、及び陰性対照試料に関する循環無細胞系ヌクレオソーム結合したTTF-1
付加物ELISA結果。
【図４】図4：健常対象3名、甲状腺癌と診断された対象1名、肺癌と診断された対象4名、
直腸癌と診断された対象3名、結腸癌と診断された対象3名、乳癌と診断された対象3名か
ら採取した試料、及び陰性対照試料に関する循環無細胞系ヌクレオソーム結合したCDX2付
加物のELISA結果。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
（発明の詳細な説明）
　本発明の第一の態様に従い、対象における癌の検出又は診断のための、生物学的液体中
のバイオマーカーとしての、組織特異的転写因子又は転写補助因子のヌクレオソーム付加
物の使用が提供される。
【００３５】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子ヌクレオソーム付加物又は転写補助因子ヌ
クレオソーム付加物は、対象における癌の発生部位を同定するために使用される。
【００３６】
　一実施態様において、対象は、それ以前には癌と診断されていない(すなわち、一見し
たところ健常である)。例えば癌は、スクリーニング試験において見かけ上の健常者にお
いて検出される。一実施態様において、対象は、癌に関連した症状を伴うことが同定され
、すなわち、癌は疾患の症状を伴うヒトにおいて検出されている。これらの症状は、癌を
示唆するか、あるいは特定の組織又は臓器の機能不全を示唆することができる。かかる症
状は、疼痛、異常な出血、異常なしこりもしくは腫脹、長引く咳、息切れ及び／又は説明
できない体重減少を含み得る。
【００３７】
　本発明はまた、例えば、ctDNA試験、循環腫瘍細胞試験を用いて、又は症候性に、癌の
位置はわからないが、原発性癌と既に診断された患者における有用性も有する。従って、
本発明の第二の態様に従い、以前に癌と診断された対象における癌の発生部位の同定又は
診断のための、生物学的液体中のバイオマーカーとしての組織特異的転写因子又は補助因
子ヌクレオソーム付加物の使用が提供される。
【００３８】
　本発明者らは、組織特異的転写因子又は補助因子は、無細胞系ヌクレオソームにおいて
検出することができ、結果的に、発生部位はわからないが、以前に癌と診断された患者な
どの患者における癌の検出及び／又は癌の起源の同定に使用することができることがわか
った。癌の発生部位の同定は、適切な療法を選択するため、従って患者の予後及び治療を
改善するために重要である。
【００３９】
　一実施態様において、癌は、原発性癌であり、すなわち癌が体内で始まる／生じる場所
である。別の実施態様において、癌は、続発性癌であり、すなわち、一度癌細胞が、体の
別の部分へ拡散した転移である。
【００４０】
　一実施態様において、対象は、転移性原発不明癌(CUP)を有する対象である。この実施
態様において、対象は、転移を同定することにより、癌と診断されたが、好適な治療を提
供するために原発性癌を位置づけることは依然重要である。
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【００４１】
　一実施態様において、対象は、例えばctDNA、RNA、miRNAを使用する循環核酸法又は癌
それ自身を検出する他の循環血核酸ベースの方法を使用し、以前に癌と診断された。更な
る実施態様において、対象は、バイオマーカーとして循環腫瘍DNA(ctDNA)を使用し、以前
に癌と診断された。一実施態様において、対象は、循環腫瘍細胞を検出することにより、
以前に癌と診断された。これらの実施態様において、癌は、検出されるが、対象における
癌の当初の位置に関する情報は不充分であるか又は情報が無い。
【００４２】
　本発明の更なる態様に従い、転移性疾患を伴う対象における原発性癌の部位、位置又は
臓器の所在の同定又は診断のための、生物学的液体中のバイオマーカーとしての組織特異
的転写因子-ヌクレオソーム付加物の使用が提供される。本発明者らは、各々、甲状腺又
は肺の癌組織(TTF-1)、消化管癌組織(CDX2)及び乳癌組織(GATA 3)において発現される、T
TF-1、CDX2又はGATA 3を含有するかかる3種の付加物は、癌を伴う対象の循環中に存在す
ること、並びにそれらの存在又はレベルを使用し、患者が、各々、原発性の甲状腺癌、結
腸直腸癌又は乳癌を有することを示すことができること、並びにこれらの組織特異的転写
因子-ヌクレオソーム付加物は、他の癌を伴う対象又は健常対象の循環中には、通常存在
しない(又は低レベルで存在する)ことを示した。
【００４３】
　文献において、TTF-1は、ほとんどの肺癌組織試料並びにほとんどの甲状腺癌組織試料
において発現されることが報告されている。結腸直腸癌組織は、時には、組織TTF-1発現
が上昇される。従ってTTF-1に関する組織アッセイは、甲状腺又は肺が原発性起源である
としてCUP腫瘍を同定するために、使用することができるが、結腸直腸癌を含むいくつか
の他の癌が、誤って肺癌又は甲状腺癌として同定され得る「偽陽性」の結果をもたらす可
能性がある。本発明者らは、循環ヌクレオソームに結合したTTF-1付加物のレベルは、甲
状腺腫瘍の対象の血液中で上昇し、且つ肺癌の対象において上昇が少ないことを認めた。
驚くべきことに、本発明者らはまた、循環ヌクレオソームに結合したTTF-1付加物のレベ
ルは、結腸直腸癌(結腸癌又は直腸癌)と診断された全ての対象の血液中で上昇したことも
認めた。このことは、体液中の無細胞系ヌクレオソーム-転写因子付加物のレベルの組織
特異性は、全ての症例においてではなく、生検時に摘出された癌組織における転写因子発
現レベルの特異性と同じであることを指摘している。
【００４４】
　同様の組織特異的転写因子発現が、多くの他の癌で生じることが知られており(Kandala
ft及びGownの文献、2015)、且つ好適な組織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物に関す
る類似のヌクレオソーム付加物アッセイを使用し、かかる転写因子が既に同定されている
広範な癌に関して、原発部位が不明の癌を同定することができることは、当業者には明ら
かであろう。これは、例えば、GATA 3、CDX2、TTF-1、PAX8、WT1、NKX3.1、P63(TP63)も
しくはP40及び／又は任意のかかる組織特異的転写因子発現が同定され得る任意の癌を含
むが、これらに限定されるものではない。本発明の方法は、対象が、検出されないかもし
くはわかっていない癌を有するか、又はCUPの症例又は癌がその発生部位の情報を伴わず
に検出されている症例を含む、癌を有することはわかっているが、原発性腫瘍の発生部位
は不明であるような、任意の状況において、臨床的有用性を有する。後者の状況は、例え
ば、ctDNA、RNAを基にした癌検出法、又は癌それ自身を検出する他の循環血核酸ベースの
方法が使用される場合、あるいは原発起源が不明の循環腫瘍細胞が検出される場合に起こ
り得る。多種多様な循環核酸法が存在する。一部は、癌に関連したctDNA配列突然変異の
検出、又は癌に関連した他のDNA配列作用の検出を基にしている。他のものは、癌に関連
したマイクロRNA配列、癌に関連したメチル化DNA配列及び他のものの検出を基にしている
。DNA異常は、全ての癌疾患の特徴である。癌細胞のDNAは、非限定的に、点突然変異、メ
チル化状態、転座、遺伝子コピー数、マイクロサテライト異常及びDNA鎖完全性を含む多
くの様式で、正常な細胞のDNAとは異なる。しかし、遺伝子突然変異は、全ての癌の特徴
であり、それらの存在は、原発性腫瘍の性質に関する情報は提供しない。具体例として；
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P53遺伝子突然変異は、癌において一般的であり、且つctDNA中のそれらの存在は、癌検出
のためのバイオマーカーとして使用することができる。しかし、P53突然変異は、多種多
様な癌において存在するので、それらの存在は、原発性癌の性質に関しては情報不足であ
ろう。当業者には、本発明は、任意のバイオマーカーを使用する別の方法によるか、又は
その検出法とは関係なく、症候性の理由により、癌それ自身が検出された、癌発生の部位
を決定する上で有用であることは明らかであろう。従って、本発明は、以前に癌と診断さ
れたが、まだその疾患の起源、位置又は配置がわかっていない患者における、有用な二次
試験である。
【００４５】
　「転写因子」の言及は、DNAに結合し、且つ転写を促進する(すなわちアクチベーター)
か又は抑制する(すなわちリプレッサー)ことにより、遺伝子発現を調節するタンパク質を
指す。転写因子は、それらが調節する遺伝子に隣接するDNAの特異的配列に結合する1以上
のDNA-結合ドメイン(DBD)を含む。
【００４６】
　本明細書において説明される用語「組織特異的転写因子」とは、特定の組織又は癌にお
いて常に又は通常発現されるが、他の組織又は癌においては稀に発現されるか又は決して
発現されない転写因子を指す。かかる組織特異的転写因子は、1、2、3、4又は5種のみの
組織又は癌型など、限定された数の組織又は癌型においてのみ発現され得る。循環中の無
細胞系ヌクレオソーム-転写因子付加物の存在又はレベルは、転写因子を発現している細
胞の細胞死を指摘し、且つその組織特異性は、腫瘍発生の原発部位として起源の組織を指
摘するためのバイオマーカーとして使用することができる。
【００４７】
　本明細書において説明される用語「補助因子」又は「転写因子補助因子」とは、転写因
子の作用を修飾するタンパク質を指す。多くの転写因子は、結合を修飾し且つ時には前開
始複合体及びRNAポリメラーゼの動員に関与するこれらの協調する補助因子の存在下での
み、それらの標的DNA配列へ結合する。本明細書において使用されるように転写因子に関
する実施態様の言及は、補助因子へ同等に適用されてよい。
【００４８】
　更に、それら自身の発現に関して組織特異性ではないことがある転写因子が、組織特異
性であるコンビナトリアル転写因子制御により、組織特異的遺伝子発現を調節する場合に
、転写因子及び／又は転写補助因子の組織特異的組合せが説明される。従って、その個別
の発現は組織特異性でない2種以上の転写因子又は補助因子の結合は、組織特異的遺伝子
の発現を、実際に調節し、ここでこの遺伝子の発現には、両方の又は複数の転写因子又は
補助因子の存在が必要である。従って「組織特異的」転写因子及び補助因子の言及は、組
織特異性を実現するために協力して働く転写因子及び／又は補助因子の組合せを含み、す
なわち一実施態様において、本明細書に説明された態様は、組織特異性である転写因子及
び／又は補助因子の組合せを検出することを含む。
【００４９】
　用語「バイオマーカー」は、プロセス、事象、又は状態の特徴的な生物学的指標又は生
物学的に誘導された指標を意味する。バイオマーカーは、癌の差次的診断方法、例えば、
予後の評価及び療法の結果のモニタリング、特定の治療的処置に対し最も反応する可能性
がある患者の同定、薬物のスクリーニング及び開発において、使用することができる。バ
イオマーカー及びそれらの使用は、新規薬物治療の同定にとって、及び薬物治療の新規標
的の発見にとって価値がある。
【００５０】
　本発明の更なる態様に従い、癌部位の情報がない対象において検出された原発性癌の部
位を同定又は診断するための、血液中のバイオマーカーとしての組織特異的転写因子-ヌ
クレオソーム又は補助因子-ヌクレオソーム付加物の使用が提供される。一実施態様にお
いて、癌の存在は、症候性の理由で(すなわち、患者の症状を基に)、対象において疑われ
、且つ本発明を使用し、癌の存在及び／又は部位、位置又は臓器の所在を確認する。
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【００５１】
　本発明は、体液中のヌクレオソームに結合される組織特異的転写因子又は補助因子の検
出を目的としている。これは、対象から体液試料を採取し、且つ一方の抗体はヌクレオソ
ームへの結合が指示され、且つ他方は、ヌクレオソームに結合又は付加された組織特異的
転写因子又は補助因子への結合が指示された二重抗体ELISA試験を実行することにより実
施することができる。しかし、ヌクレオソームへの結合が指示された抗体は、全ヌクレオ
ソーム複合体に対し向けられる必要はなく、ヌクレオソームの構成部分に向けられてよい
。本発明のこの実施態様において、ヌクレオソームへの結合に利用される抗体は、例えば
、特定のヒストン、ヒストン修飾物、ヒストン変種もしくはアイソフォームへ、又はDNA
又は特定のヌクレオチド、例えば5-メチルシトシンなどを含む、ヌクレオソームの任意の
構成部分へ結合するように指示されてよい。同様に、組織特異的転写因子への結合に利用
される抗体は、転写因子の任意の構成部分又はドメインへ結合するように指示されてよい
。転写因子が複数のタンパク質からなるタンパク質複合体である場合、これらのいずれか
は同様にその抗体により標的化されてよい。
【００５２】
　本発明の更なる態様に従い、対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を決定す
るための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、ヌクレオソーム又はその成分へ、あるいはヌクレオソームに付加された
組織特異的転写因子又は補助因子に結合する第一の結合性物質と接触させる工程；
　(iii)該ヌクレオソーム又は試料を、第一の結合性物質が該ヌクレオソームもしくはそ
の成分へ結合する場合には、ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因
子に結合する第二の結合性物質と、あるいは第一の結合性物質がヌクレオソームに付加さ
れた組織特異的転写因子又は補助因子に結合する場合には、ヌクレオソーム又はその成分
に結合する第二の結合性物質と、接触させる工程；並びに
　(iv)該第二の結合性物質の、該試料中の該付加された組織特異的転写因子又は補助因子
、ヌクレオソーム又はその成分への結合を検出又は定量する工程：を含み、
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレ
ベルは、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、方法が提供される。
【００５３】
　本発明の更なる態様に従い、対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を決定す
るための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、ヌクレオソーム又はその成分へ結合する第一の結合性物質と接触させる
工程；
　(iii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子
又は補助因子に結合する第二の結合性物質と接触させる工程；並びに
　(iv)該第二の結合性物質の、該試料中の該付加された組織特異的転写因子又は補助因子
への結合を検出又は定量する工程：を含み、
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレ
ベルは、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、方法が提供される。
【００５４】
　当業者には、検出結合性物質は、付加された組織特異的転写因子又は補助因子への、も
しくはヌクレオソーム又はヌクレオソームの構成部分へのいずれかに結合することが指示
されるように選択されてよいことは明らかであろう。
【００５５】
　従って、本発明の更なる態様に従い、対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位
を決定するための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子に結合す
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る第一の結合性物質と接触させる工程；
　(iii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソーム又はその成分に結合する第二の結
合性物質と接触させる工程；並びに
　(iv)該第二の結合性物質の、該試料中のヌクレオソーム又はその成分への結合を検出又
は定量する工程：を含み、
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレ
ベルは、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、方法が提供される。
【００５６】
　本発明の方法はまた、以前に癌と診断された対象においても使用することができる。
【００５７】
　先に注記したように、組織特異性は、1又は複数の他の転写因子又は補助因子との共同
的結合により、転写因子にもたらされてよく、且つこれらの複数の補助因子は、ゲノム内
の部位で近くに同時に配置されてよい(例えば、Zhang及びGlassの文献、2013；並びに、Y
uらの文献、2006参照)。このことは、細胞死時のクロマチン消化は、複数の転写因子を含
むクロマチン断片に繋がることを意味する。かかるクロマチン断片は、ヌクレオソームの
存在下又は非存在下で、複数の転写因子を含んでよい。複数の転写因子を含むクロマチン
断片は、本発明の更なる態様において使用することができる。
【００５８】
　転写因子と補助因子の同時配置は、ゲノム内のそれらの各DNA結合部位の同時配置に起
因して生じることが多いが、それらの結合部位が更に離れている転写因子と補助因子の同
時配置もまた、より遠位の部位が一緒に遺伝子調節をもたらすようなDNA中のループ化に
起因して生じ得る。当業者には、クロマチン断片はまた、かかるループから生じる転写因
子及び補助因子の組織特異的組合せを含み得ることは明らかであろう。
【００５９】
　本明細書において使用される用語「クロマチン断片」は、タンパク質とその起源が細胞
の染色体にある核酸の複合体を指す。クロマチンの断片は、マルチ-タンパク質-核酸複合
体中のヌクレオソーム及び／又は会合したDNA及び／又は任意の膨大な様々な非-ヒストン
クロマチン会合タンパク質のいずれかを含んでよい。非-ヒストンクロマチン会合タンパ
ク質の一部の例は、転写因子、補助因子、コ-アクチベーター、コ-リプレッサー、RNAポ
リメラーゼ部分、伸長因子、クロマチンリモデリング因子、メディエーター、STAT部分、
上流結合因子(UBF)などを含む。
【００６０】
　本発明の更なる態様に従い、対象における癌の検出のための、生物学的液体中のバイオ
マーカーとしての2種以上の転写因子又は補助因子の組織特異的組合せを含有する又は含
むクロマチン断片の使用が提供される。当業者には、一緒に組織特異性を付与する2種の
転写因子又は補助因子は、例えば、各々、2種の転写因子又は補助因子の一方へ結合する
ことが指示された2種の抗体を使用する、単独のELISA型アッセイにおいて、検出又は測定
することができることは明らかであろう。あるいは、一緒に組織特異性を付与する2種の
転写因子又は補助因子は、例えば、2種の個別の転写因子もしくは転写補助因子-ヌクレオ
ソーム付加物アッセイ、又は本明細書記載の2種の個別の転写因子もしくは転写補助因子-
DNA付加物アッセイを使用する、個別のELISA型アッセイにおいて、検出又は測定すること
ができる。当業者には、一緒に組織特異性を付与する複数の転写因子又は補助因子は、例
えば、3、4又はそれよりも多い個別の転写因子もしくは転写補助因子-ヌクレオソーム付
加物アッセイ、又は本明細書記載の個別の転写因子もしくは転写補助因子-DNA付加物アッ
セイを使用する、個別のELISA型アッセイにおいて、検出又は測定することができること
も明らかであろう。
【００６１】
　組織特異性を付与する(組織特異的)転写因子又は補助因子を含むクロマチン断片は、そ
れら自身組織特異性であることは、理解されるであろう。同様に、組織特異性を付与する
2種以上の転写因子又は補助因子の組織特異的組合せを含むクロマチン断片は、それら自
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身組織特異性である。従って本明細書において説明される用語「組織特異的クロマチン断
片」は、組織特異的転写因子又は補助因子を含むか、あるいは2種以上の転写因子又は補
助因子の組織特異的組合せを含むクロマチン断片を指す。
【００６２】
　前述の組織特異的組合せは、対象における癌の発生部位を同定するために使用すること
ができる。従って本発明の更なる態様に従い、対象における癌の発生部位の同定又は診断
のための、生物学的液体中のバイオマーカーとしての2種以上の転写因子又は補助因子の
組織特異的組合せを含有するか又は含むクロマチン断片の使用が提供される。
【００６３】
　本発明の更なる態様に従い、対象において癌を検出するか又は癌の発生部位を決定する
ための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、第一の転写因子又は補助因子に結合する第一の結合性物質と接触させる
工程；
　(iii)該試料を、第二の転写因子又は補助因子に結合する第二の結合性物質と接触させ
る工程；並びに
　(iv)該試料中の該第一又は第二の結合性物質の結合を検出又は定量する工程：を含み、
　ここで、該第一及び第二の転写因子もしくは補助因子の両方を含むクロマチン断片の存
在又はレベルは、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、方法が提供さ
れる。
【００６４】
　工程(iv)は、いずれかに由来するシグナルは両方の抗体が結合した場合のみ生じるので
、両方に結合した抗体を測定することを必要としないことは、理解されるであろう。好ま
しい実施態様において、第一の転写因子又は補助因子への結合が指示された第一の結合性
物質は、固体表面上に固定され、且つ第二の転写因子又は補助因子への結合が指示された
第二の結合性物質は、検出標識により標識される。これらの結合性物質は、試料中のクロ
マチン断片へ露出され、且つ固相に結合された標識された抗体が、検出される。本発明の
この態様に従い実行される免疫検定は、第一及び第二の両方の結合性物質が、第一及び第
二の転写因子又は補助因子に結合した場合にのみ、シグナルを生じ、これは両方の転写因
子又は補助因子が生物学的試料中のクロマチン断片内に同時配置された場合にのみ起こる
ことは理解されるであろう。
【００６５】
　一実施態様において、この組合せは、クロマチン断片において検出される。更なる実施
態様において、クロマチン断片は、DNA及び2種以上の転写因子を含む。別の実施態様にお
いて、クロマチン断片は、2種以上の転写因子及び1種以上のヌクレオソームを含む。
【００６６】
　2種以上の転写因子又は補助因子の、単独の遺伝子又は遺伝子プロモーター座への同時
結合は、単独の組織に対し、又は限定された数の組織に対し、特異的であり得る。転写因
子及び／又は補助因子のかかる組織特異的同時結合が生じる場合、その結合モチーフは通
常、近接近し、且つ200未満の塩基対により隔てられている。
【００６７】
　かかる協調する因子は、それら自身広範に発現される多くのシグナル-依存性転写因子
の作用へ、組織特異性を付与することができる。例としては、非限定的に、核ホルモン受
容体、STAT転写因子、NF-κBファミリーメンバー、CREBなどを含む細胞表面受容体を介し
て、細胞外シグナルにより活性化される、多様な転写因子ファミリーの一員が挙げられる
。従って、広範に発現された細胞表面受容体は、各々組織特異的様式で、様々な組織にお
いて様々な異なる遺伝子を調節することができる。報告された例は、転写因子FoxA1と協
調する前立腺特異的遺伝子の転写、転写因子Hnf4αと協調する腎臓特異的遺伝子の転写、
及び転写因子AP-2αと協調する精巣上体特異的遺伝子の転写の、アンドロゲン受容体調節
を含む(Pihlajamaaの文献、2014)。類似例は、引用により本明細書中に組み込まれている
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、Levyらの文献、2007；Zhaoらの文献、2010；並びに、Zhang及びGlassの文献、2013にお
いて、他の核ホルモン受容体について報告されている。
【００６８】
　本発明における使用に適している転写因子及び補助因子の多数の組織特異的組合せが、
知られており、且つ例えば、Johns Hopkins大学のWilmer Eye InstituteのBioinformatic
s Laboratoryにより開発された「組織特異的遺伝子発現及び調節(TiGER)」データベース
を含む、公に利用可能なデータベースにおいて認めることができる。各々様々な組織(末
梢神経系(PNS)及び乳腺(乳房)を含む)に対し組織特異的を持つ3つの例となる転写因子又
は補助因子の対を、以下に示す：
【表１】

【００６９】
　本発明の更なる態様に従い、2種以上の組織特異的転写因子又は補助因子に関するアッ
セイを含む、提供された転写因子／補助因子パネルバイオマーカーが存在する。本発明の
この態様は、個々の転写因子／補助因子が、限定された組織特異性を有し、且つそれらの
組合せられた組織特異性が、その個々の成分アッセイのそれよりもより大きい場合に、有
用であることができる。本発明のこの態様において、転写因子は、生物学的に連結されな
くてよく、且つ単独のクロマチン断片上に生じなくてよいが、それにもかかわらず、一緒
に組織特異性を付与することができる。かかる転写因子／補助因子の組合せは、個別のEL
ISA型アッセイにおいて、例えば、本明細書記載の、2、3、4又はそれよりも多い個別の転
写因子もしくは転写補助因子-ヌクレオソーム付加物アッセイ又は個別の転写因子又は転
写補助因子-DNA付加物アッセイのパネルを使用し、検出又は測定されてよい。
【００７０】
　本発明の更なる態様に従い、生物学的液体中の2種以上の転写因子／補助因子の組合せ
られた存在又はレベルに関するパネルは、癌の存在及び／又はその発生部位を示すために
使用される。本発明のこの態様において、転写因子／補助因子は、DNA結合部位のそれら
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の部位に関して接近して配置される必要はなく、単独のクロマチン断片内に含まれる必要
はない。かかる2種以上の転写因子／補助因子の組合せは、それらがクロマチン断片の構
成部分であるかどうかに係わらず、各々直接アッセイされてよい。本発明のこの態様にお
いて、非限定的に、単独抗体(又は他の結合性物質)免疫検定法、二重抗体(又は他の結合
性物質)免疫検定法、質量分析法、ChIP法又は任意の他の好適な分析法を含む、各転写因
子／補助因子を検出する任意の方法が、利用されてよい。生物学的液体中の2種以上の転
写因子／補助因子の組合せられた存在又はレベルは、癌の存在及び／又はその発生部位を
指摘するのに十分である。
【００７１】
　当業者には、生物学的液体中の組織特異的無細胞系転写因子及び／又は補助因子、及び
それらの組合せは、ヌクレオソーム又はDNAに結合しているかどうかにかかわらず、細胞
又はクロマチンを起源とする、組織特異的バイオマーカーとしてみなすことができること
は明らかであろう。本発明の更なる態様に従い、生物学的液体中の、組織特異的無細胞系
転写因子又は補助因子バイオマーカー、もしくはかかるバイオマーカーのパネルが提供さ
れる。本発明のこの態様において、非限定的に、単独抗体(又は他の結合性物質)免疫検定
法、二重抗体(又は他の結合性物質)免疫検定法、質量分析法、ChIP法又は任意の他の好適
な分析法を含む、無細胞系転写因子又は補助因子を検出する任意の方法が、利用される。
生物学的液体中の、転写因子／補助因子の存在もしくはレベル又はそれらのパネルは、癌
の存在もしくはレベル及び／又はその発生部位を示すために使用される。
【００７２】
　当業者には、多種多様な免疫化学的分析方法及び他の分析方法を使用し、本発明と共同
で、転写因子-及び／又は補助因子-ヌクレオソーム付加物を含む組織特異的クロマチン断
片を測定することができることは明らかであろう。例えば、非限定的に、クロマチン免役
沈降ベースの方法(ChIP)又はクロマチン物質の分析のための他の方法を含む、様々な分子
生物学的方法もまた、本発明と一緒の使用に適している。非免疫化学的方法は、任意のク
ロマトグラフィー又は質量分析法及び組織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物の解離
に関与する任意の方法、並びに免疫化学、クロマトグラフィー、質量分析又は他の手段に
よる解離した組織特異的転写因子の測定を含む。タンパク質複合体又は付加物及びタンパ
ク質-核酸複合体又は付加物を解離する方法は、当該技術分野において周知であり、例え
ば、非限定的に、該付加物の酸性又は塩基性pH媒体又は高塩濃度への曝露によるか、ある
いは機械的又は音波的方法によるか、あるいは生物学的消化又は他の酵素ベースの方法に
よるものを含む。従って、本発明の更なる態様に従い、対象における癌の存在を検出する
か又は癌の発生部位を決定するための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料中のそれに付加されたヌクレオソーム又はクロマチン断片から、組織特異的
転写因子又は補助因子を解離する工程；
　(iii)該解離された組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は定量する工程：を含み
、
　ここで、該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレベルは、該癌の発生部位の指
標として使用される、方法が提供される。
【００７３】
　本発明の更なる態様において、組織特異的転写因子又は補助因子は、DNAへ結合され、
且つDNA-組織特異的転写因子又は補助因子付加物は、体液中で測定され、且つ本明細書に
おいて説明されたようにバイオマーカーとして使用される。一実施態様において、DNA-組
織特異的転写因子又は補助因子付加物は、組織特異的転写因子又は補助因子への結合が指
示されたバインダーを、DNA又は任意のDNA構成部分への結合が指示された別のバインダー
と組合せて用いる、本明細書に説明された方法に従い、体液中で検出される。
【００７４】
　それらの標的ヌクレオソームDNAへ直接結合する転写因子は、当該技術分野において、
先駆(pioneering)転写因子と称される。しかし多くの転写因子は、結合を修飾する協調性
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補助因子の存在下でのみ、それらの標的DNA配列に結合し、且つ更なる組織特異性を付与
することもできる。例えば；FoxA1は、前立腺組織中のアンドロゲン反応要素(ARE)に結合
するアンドロゲン受容体(AR)にとって及び乳癌におけるエストロゲン反応要素(ERE)に結
合するエストロゲン受容体(AR)にとって必要とされる補助因子である。従って、本発明の
一実施態様において、無細胞系ヌクレオソーム結合した(転写因子の)補助因子が測定され
、且つ癌の発生部位を同定するために使用される。転写因子はまた、補助因子に結合され
たヌクレオソームであっても、なくともよい。無細胞系ヌクレオソーム結合した補助因子
は、転写因子の存在下又は非存在下で測定されてよい。
【００７５】
　一実施態様において、組織特異的補助因子は、FoxA1である。補助因子がFoxA1である場
合、癌の発生部位は、乳房及び前立腺から選択されてよい。
【００７６】
　好ましい実施態様において、組織特異的転写因子は、以下から選択される：GATA 3、CD
X2、TTF-1、PAX8、WT1、NKX3.1、P63(TP63)又はP40。表1は、癌組織におけるこれらの転
写因子に関連した腫瘍を列挙している。
【００７７】
表1：組織特異的転写因子及び癌組織におけるそれらの関連腫瘍の例
【表２】

【００７８】
　表1の例は、網羅的ではない。本発明の方法により体液中で検出されたヌクレオソーム
転写因子付加物レベルの組織特異性は、時には、癌組織における転写因子発現レベルのそ
れとは異なることがある。
【００７９】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、GATA 3であり、且つ癌の発生部位は、
乳癌、唾液腺癌、移行上皮癌及び皮膚付属器腫瘍から選択される。
【００８０】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、CDX2であり、且つ癌の発生部位は、結
腸直腸癌及び胃癌から選択される。
【００８１】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、TTF-1であり、且つ癌の発生部位は、
肺腺癌、結腸直腸癌、甲状腺癌及び神経内分泌癌から選択される。
【００８２】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、PAX8であり、且つ癌の発生部位は、婦
人科癌、甲状腺癌及び腎細胞癌から選択される。
【００８３】
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　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、WT1であり、且つ癌の発生部位は、卵
巣癌及び中皮腫から選択される。
【００８４】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、NKX3.1であり、且つ癌の発生部位は、
前立腺癌である。
【００８５】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、P63(TP63)であり、癌の発生部位は、
扁平上皮癌、移行上皮癌、胸腺腫、唾液腺癌及び絨毛性腫瘍から選択される。
【００８６】
　一実施態様において、該組織特異的転写因子は、P40であり、癌の発生部位は、扁平上
皮癌、移行上皮癌、胸腺腫、唾液腺癌及び絨毛性腫瘍から選択される。
【００８７】
　本方法は、ヌクレオソームそれ自身に向けられた抗体をヌクレオソームに付加された組
織特異的転写因子に結合するよう指示された抗体と組合せて使用するか、又はヌクレオソ
ームの成分に向けられた抗体を、再度ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子に
結合するように指示された抗体と組合せて使用し、実行することができる。同様に、本方
法は、DNAもしくは任意のDNA成分に、又は特定のヌクレオチドもしくは修飾されたヌクレ
オチド、例えば5-メチルシトシンに結合するように指示された抗体を用いて、実行するこ
とができる。
【００８８】
　一実施態様において、ヌクレオソーム又はそれらの成分に結合する結合性物質は、特定
のヒストン、ヒストン修飾物、ヒストン変種又はアイソフォーム、又は特定のヌクレオチ
ドに結合するように指示されている。更なる実施態様において、ヌクレオソーム又はそれ
らの成分に結合する結合性物質は、DNAもしくは5-メチルシトシンなどの修飾されたヌク
レオチドを含むヌクレオチドへ結合するように指示され、且つDNA結合した転写因子を検
出する。
【００８９】
　用語「結合性物質」とは、バイオマーカー(すなわち、ヌクレオソーム又はヌクレオソ
ームに付加された組織特異的転写因子)に特異的に結合することが可能である、天然の又
は化学的に合成された化合物などの、リガンド又はバインダーを指す。本発明のリガンド
又はバインダーは、バイオマーカーに特異的に結合することが可能である、ペプチド、抗
体もしくはそれらの断片、又はプラスチック抗体などの合成リガンド、又はアプタマーも
しくはオリゴヌクレオチドを含んでよい。この抗体は、標的に特異的に結合することが可
能である、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体又はそれらの断片であることがで
きる。本発明のリガンド又はバインダーは、ルミネセンス、蛍光、酵素又は放射性マーカ
ーなどの検出可能なマーカーにより標識されてよく；あるいは又は加えて、本発明のリガ
ンドは、親和性タグ、例えばビオチン、アビジン、ストレプトアビジンもしくはHis(例え
ばhexa-His)タグにより標識されてよい。一実施態様において、結合性物質は、抗体、抗
体断片又はアプタマーから選択される。更なる実施態様において、使用される結合性物質
は、抗体である。用語「抗体」、「結合性物質」又は「バインダー」は、本明細書におい
て互換的に使用される。
【００９０】
　一実施態様において、試料は、生物学的液体(これは本明細書において用語「体液」と
互換的に使用される)である。この液体試料は、非限定的に、脳脊髄液(CSF)、全血、血液
の血清、血漿、月経血、子宮内膜の液体、尿、唾液、又は他の体液(糞便、涙液、滑液、
痰)、例えば濃縮された呼気のような呼気、又はそれらからの抽出物もしくは精製物、又
はそれらの希釈物を含む、対象から採取された任意の生物学的液体試料であってよい。生
物学的試料はまた、生存対象由来の標本、又は剖検時に採取された標本を含む。試料は、
例えば、適切に希釈されるか又は濃縮されるかなど調製されることができ、且つ通常の様
式で貯蔵される。更なる実施態様において、生物学的液体試料は、血液又は血清又は血漿
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から選択される。当業者には、体液中のヌクレオソーム付加物の検出は、生検を必要とし
ない、侵襲性が最小の方法であるという利点を有することは明らかであろう。
【００９１】
　一実施態様において、対象は、哺乳動物の対象である。更なる実施態様において、対象
は、ヒト又は動物(マウスなど)の対象から選択される。
【００９２】
　一実施態様において、ヌクレオソームは、無細胞系モノヌクレオソーム又はオリゴヌク
レオソームである。
【００９３】
　本発明の使用及び方法は、インビトロ、エクスビボ及び／又はインビボにおいて実行さ
れてよいことは理解されるであろう。
【００９４】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象における原発性腫瘍の性質を決定又は診
断するための方法であって：
　(i)対象の生物学的液体中のクロマチン断片中の又はヌクレオソームに付加された1種以
上の組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工程；並びに
　(ii)クロマチン断片中の又はヌクレオソームに付加された1種以上の組織特異的転写因
子又は補助因子の検出を使用し、該対象における原発性腫瘍の性質を同定する工程：を含
む、方法が提供される。
【００９５】
　本発明の一実施態様において、試料中のクロマチン断片中の又はヌクレオソームに付加
された1種以上の組織特異的転写因子の存在又はレベルを使用し、そのような治療を必要
とする対象のための最適治療レジメンが決定される。当業者により、組織特異的クロマチ
ン断片又は転写因子-ヌクレオソーム付加物を使用し、癌の部位、位置及び／又は臓器配
置を同定することができ、これは、すなわち癌の起源／配置を基に、最適治療を決定する
ために使用することができることは理解されるであろう。
【００９６】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象の医学治療に関する適合性を評価するた
めの方法であって：
　(i)該対象の生物学的液体中のクロマチン断片中の又はヌクレオソームに付加された1種
以上の組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工程；並びに
　(ii)該対象にとって好適な治療を決定するために検出されたクロマチン断片中の又はヌ
クレオソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子の種類を使用する工程：を含
む、方法が提供される。
【００９７】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象の治療をモニタリングするための方法で
あって：
　(i)該対象の生物学的液体中のクロマチン断片中の又はヌクレオソームに付加された1種
以上の組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工程；
　(ii)1回以上、該対象の生物学的液体中のクロマチン断片中の又はヌクレオソームに付
加された1種以上の組織特異的転写因子又は補助因子の検出又は測定を繰り返す工程；並
びに
　(iii)該対象の状態の何らかの変化に関するパラメータとして、検出されたクロマチン
断片中の又はヌクレオソームに付加された1種以上の組織特異的転写因子又は補助因子の
レベルの何らかの変化を使用する工程：を含む、方法が提供される。
【００９８】
　被験試料中の組織特異的クロマチン断片又は転写因子-もしくは補助因子-ヌクレオソー
ム付加物のレベルの、同じ被験対象から先に採取されたより早期の被験試料中のレベルに
対する変化は、障害又は疑われる障害に対する該療法の、有益な作用の、例えば安定化又
は改善を示すことができる。更に、一旦治療が完了したならば、本発明の方法は、疾患の
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再発をモニタリングするために、定期的に反復されてよい。
【００９９】
　一実施態様において、組織特異的クロマチン断片又は転写因子ヌクレオソーム付加物は
、測定値のパネルの一つとして検出又は測定される。例えば、組織特異的転写因子ヌクレ
オソーム付加物は、同じ組織に特異的である他のバイオマーカーにより、例えばKandalaf
t及びGownの文献、2015に説明された組織特異的マーカーと組合せて、検出することがで
きる。
【０１００】
　本発明の更なる実施態様において、癌疾患の型を検出又は診断し、それに薬物又は他の
治療の選択肢が標的化されるべき最適な癌型を評価するための方法であって、試験のパネ
ルの一部としてヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子の存在又はレベルについ
て、癌と診断された対象から採取された試料を試験する工程を含む方法が提供される。
【０１０１】
　従ってかかる試験のパネルは、例えば、様々な組織特異的転写因子を含むヌクレオソー
ム付加物の2以上の又は複数の測定値からなる。
【０１０２】
　本明細書に説明された組織特異的クロマチン断片及び転写因子ヌクレオソーム付加物は
、疾患の所在の指標であるので、これらの付加物は、インビトロアッセイ及び／又はイン
ビボアッセイにおける新規治療的化合物の同定に有用である。従って、本発明のヌクレオ
ソーム付加物は、ヌクレオソーム付加物のレベルを変更する化合物のスクリーニングする
方法において利用することができ、結果的に特異的癌型を標的化することが可能である。
【０１０３】
　従って対象において特異的癌型を標的化することが可能である物質を同定する方法であ
って、被験物質を、対象動物へ投与する工程、並びにこの対象からの被験試料中に存在す
る組織特異的クロマチン断片又は転写因子ヌクレオソーム付加物のレベルを検出及び／又
は定量する工程を含む方法が提供される。
【０１０４】
　癌型の効率的差次的診断及びモニタリング法は、正確な診断を確立し、最も適した治療
の迅速な同定を可能にし(従って、有害な薬物の副作用への不必要な曝露を減らす)、且つ
再発率を低下することにより、改善された予後をもたらす可能性のある、非常に強力な「
患者解法」を提供する。
【０１０５】
　同定及び／又は定量は、患者由来の生物学的試料中の又は生物学的試料の精製物もしく
は抽出物もしくはそれらの希釈物中の、特異的タンパク質の存在及び／又は量を同定する
のに適した任意の方法により実行することができることは理解されるであろう。本発明の
方法において、定量は、1又は複数の試料中のバイオマーカーの濃度を測定することによ
り実行することができる。本発明の方法において試験され得る生物学的試料は、本明細書
において先に規定されたものを含む。試料は、例えば、適切に希釈されるか又は濃縮され
るなど調製されることができ、且つ通常の様式で貯蔵される。
【０１０６】
　バイオマーカーの同定及び／又は定量は、バイオマーカー又はそれらの断片、例えばC-
末端切断を伴う断片、又はN-末端切断を伴う断片の検出により実行することができる。断
片は、好適には、長さが4個よりも大きいアミノ酸、例えば、長さが5、6、7、8、9、10、
11、12、13、14、15、16、17、18、19、又は20個のアミノ酸である。
【０１０７】
　前記バイオマーカーは、例えば、SELDI又はMALDI-TOFにより、直接的に検出されてよい
。あるいは、バイオマーカーは、抗体もしくはそれらのバイオマーカー結合断片、又は他
のペプチドなどの1種又は複数のリガンドとの相互作用、あるいは例えばバイオマーカー
に特異的に結合することが可能であるアプタマー又はオリゴヌクレオチドなどのリガンド
との相互作用を介して、直接的に又は間接的に検出されてよい。リガンド又はバインダー
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は、ルミネセント、蛍光又は放射性標識などの、検出可能な標識、及び／又は親和性タグ
を有してよい。
【０１０８】
　例えば、検出及び／又は定量は、SELDI(-TOF)、MALDI(-TOF)、1-Dゲル-ベース分析、2-
Dゲル-ベース分析、質量分析(MS)、逆相(RP)LC、サイズ透過(ゲル濾過)、イオン交換、ア
フィニティ、HPLC、UPLC及び他のLC又はLC MS-ベースの技術からなる群から選択される1
種以上の方法により、実行することができる。適切なLC MS技術は、ICAT(登録商標)(Appl
ied Biosystems社、CA、米国)、又はiTRAQ(登録商標)(Applied Biosystems社、CA、米国)
を含む。液体クロマトグラフィー(例えば、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)又は低速
液体クロマトグラフィー(LPLC))、薄層クロマトグラフィー、NMR(核磁気共鳴)分光法も、
使用することができる。
【０１０９】
　本発明に従う癌の差次的診断又はモニタリングの方法は、バイオマーカーの存在又はレ
ベルを検出するために、SELDI TOF又はMALDI TOFにより試料を分析することを含んでよい
。これらの方法は同じく、予後、療法の結果のモニタリング、特定の治療的処置に対し最
も反応する可能性がある患者の同定、薬物スクリーニング及び創薬、並びに薬物治療に関
する新規標的の同定に適している。
【０１１０】
　被検体バイオマーカーの同定及び／又は定量は、バイオマーカーに特異的に結合するこ
とが可能である抗体、又はそれらの断片が関与する、免疫学的方法を用いて実行されてよ
い。好適な免疫学的方法は、被検体バイオマーカーの検出が被検体バイオマーカー上の異
なるエピトープを認識する2種の抗体を用いて実行される、サンドイッチELISAなどの、サ
ンドイッチ免疫検定；放射免疫測定(RIA)、直接的、間接的又は競合酵素結合免疫吸着ア
ッセイ(ELISA)、酵素免疫検定(EIA)、蛍光免疫検定(FIA)、ウェスタンブロット、免疫沈
降及び任意の粒子-ベースの免疫検定(例えば、金、銀、もしくはラテックス粒子、磁気粒
子、又はQ-dotを使用する)を含む。免疫学的方法は、例えば、マイクロタイタープレート
又はストリップフォーマットにおいて実行されてよい。
【０１１１】
　本発明の免疫検定は、酵素検出法(例えばELISA)を利用するイムノメトリックアッセイ
、蛍光標識イムノメトリックアッセイ、時間分解蛍光標識イムノメトリックアッセイ、化
学発光イムノメトリックアッセイ、免疫比濁法、粒子標識イムノメトリックアッセイ及び
免疫放射線検定法、並びに放射性、酵素、蛍光、時間分解蛍光及び粒子の標識を含む、様
々な標識型による、標識抗原及び標識抗体競合型免疫検定法を含む競合型免疫検定法を含
む。一部の免疫検定は、任意の標識部分を使用せず、直接の抗体結合を検出する方法を利
用する。該免疫検定法は全て、当該技術分野において周知であり、例えば、Salgameらの
文献、1997、及びvan Nieuwenhuijzeらの文献、2003を参照されたい。
【０１１２】
　本発明の更なる態様に従い、組織特異的転写因子に特異的なリガンド又はバインダー、
及びヌクレオソームもしくはそれらの構成部分に特異的な別のリガンド又はバインダーを
、本明細書に説明した方法に従うキットの使用説明書と一緒に備える、ヌクレオソームに
付加された組織特異的転写因子又は補助因子の検出のためのキットが提供される。
【０１１３】
　本発明の更なる態様に従い、第一の転写因子又は補助因子に特異的なリガンド又はバイ
ンダー、及び第二の転写因子又は補助因子に特異的な別のリガンド又はバインダーを、本
明細書に説明した方法に従うキットの使用説明書と一緒に備える、組織特異的クロマチン
断片の検出のためのキットが提供される。
【０１１４】
　本発明の更なる態様に従い、治療を必要とする個体において癌を治療する方法であって
：
　(a)本明細書記載の方法に従い、個体において癌を検出又は診断する工程；それに続け
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て
　(b)該癌へ適するよう該個体へ抗-癌療法、手術又は医薬品を投与する工程：を含む、方
法が提供される。
【０１１５】
　本発明の更なる態様に従い、治療を必要とする個体において癌を治療する方法であって
：
　(a)本明細書記載の方法に従い、個体において癌の発生部位を診断する工程；それに続
けて
　(b)該発生部位へ適するよう該個体へ抗-癌療法、手術又は医薬品を投与する工程：を含
む、方法が提供される。
【０１１６】
　本発明者らは、本明細書記載のアッセイのための検出抗体として、抗-ヒストン抗体を
、捕獲抗体として好適な特異的な抗-組織特異的転写因子抗体と組合せて、使用した。本
発明者らは、特異的な組織特異的転写因子を含むヌクレオソーム付加物は、癌対象から採
取された血液試料中で測定することができ、且つ非侵襲的又は最小の侵襲性のバイオマー
カーとしての使用のために識別されることを示すために、本アッセイを使用した。
【０１１７】
　当業者には、本発明の使用又は方法は、ヌクレオソームに付着又は結合され得る任意の
組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定するために使用することができることは
明らかであろう。
【０１１８】
　本発明者らは、本発明の方法は、組織特異的クロマチン断片及び組織特異的転写因子-
ヌクレオソーム付加物の検出及び測定の好結果を伴う方法であること、並びにこの方法は
、対象における癌の非侵襲的検出及び／又は別の癌検出法(例えば、ctDNA配列法による)
により検出された又はCUPにおける原発性腫瘍の同定に関して、優れた方法であることを
結論付けている。
【０１１９】
　本発明はここで、以下の非限定的実施例を参照し、更に詳細に説明されるであろう。
【実施例】
【０１２０】
（実施例1）
　血清試料を、健常対象1名、乳癌対象2名、及び尿路上皮膀胱癌(GATA 3癌組織発現試験
において陽性結果を生じることがわかっている移行上皮癌)の対象2名から採取した。GATA
 3に関する唯一のELISAキットを使用する市販の96ウェルリサーチを購入し、これはマイ
クロタイターウェルにコーティングされたGATA 3転写因子のための固相抗体を含んだ。GA
TA 3は、乳癌から採取された生検材料試料の全て又はほとんどにおいて発現される組織特
異的転写因子であり、これはまた、移行上皮癌及び皮膚付属器腫瘍においても陽性である
が、他の癌由来の試料のほとんどにおいては陽性ではない。固相GATA 3抗体を、ビオチン
化抗-ヌクレオソーム抗体と一緒に、以下のように、無細胞系ヌクレオソーム結合したGAT
A 3のための二重抗体ELISAにおいて使用した：血清試料(50μl)及びアッセイ緩衝液(50μ
l)を、抗-GATA 3抗体でコーティングされたウェルに添加し、且つ室温(およそ20℃)で2.5
時間、振盪しながらインキュベーションした。その後試料を除去し、且つビオチン化抗-
ヌクレオソーム抗体(100μl)を添加し、1.5時間インキュベーションした。ビオチン化抗
体溶液を除去し、ウェルを、洗浄緩衝液(200μl)により3回洗浄した。ストレプトアビジ
ン-HRPコンジュゲート溶液を、ウェルに添加し、30分間インキュベーションした。ウェル
を更に3回洗浄し、HRP基質溶液(2,2'-アジノビス[3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン
酸]-ジアンモニウム塩溶液の100μl)を添加し、20分間インキュベーションした。停止溶
液(50μl)を添加し、ウェルの光学濃度(OD)を405nmで決定した。
【０１２１】
　健常対象から採取した試料又は陰性対照よりも、乳癌対象3名中の2名から採取した試料
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について、より高いELISAシグナル、及び循環無細胞系ヌクレオソーム-GATA 3付加物のよ
り高いレベルが認められた。移行上皮癌対象2名のうちの1名もまた、健常対象を上回る上
昇したODレベルを有した。これらの結果は、図1に示し、且つ血清ヌクレオソーム-GATA 3
付加物アッセイを使用し、乳癌である場合に癌を検出し、及び／又は発生の原発部位が不
明の癌を同定することができること、並びにヌクレオソーム-GATA 3付加物をこの目的の
ためのバイオマーカーとして使用することができることを例示している。
【０１２２】
（実施例2）
　血清又は試料を、甲状腺癌対象2名、肺癌対象3名、及び健常対象1名から採取した。TTF
-1に関する唯一のELISAキットを使用する市販の96ウェルリサーチを購入し、これはマイ
クロタイターウェルにコーティングされたTTF-1(甲状腺転写因子1)のための固相抗体を含
んだ。TTF-1は、甲状腺癌及び肺癌から採取された生検材料試料の全て又はほとんどにお
いて発現される組織特異的転写因子であるが、他の癌由来の試料のほとんどにおいては発
現されない。固相TTF-1抗体を、実施例1に説明したように、ビオチン化抗-ヌクレオソー
ム抗体と一緒に、無細胞系ヌクレオソーム結合したTTF-1のための二重抗体ELISAにおいて
使用した。
【０１２３】
　健常対象から採取した試料又は陰性対照よりも、甲状腺癌患者対象から採取した試料に
ついて、より高いELISAシグナル、及び循環無細胞系ヌクレオソーム-TTF-1付加物のより
高いレベルが認められた。肺癌患者の血液中の循環無細胞系ヌクレオソーム-TTF-1付加物
のレベルは、わずかに上昇した。これらの結果は、図2に示している。
【０１２４】
　後続の実験において、健常対象3名からの血清試料に加え、甲状腺、肺、膵臓、直腸、
結腸及び乳房の癌と診断された対象からの試料を、循環無細胞系ヌクレオソーム-TTF-1付
加物レベルについてアッセイし、このアッセイの組織特異性を解明した。アッセイした甲
状腺癌患者1名に関する結果は、強力な陽性であった。肺癌患者4名全員、膵臓癌患者3名
全員、及び乳癌患者3名中2名のレベルは、低かった。驚くべきことに；レベルは、結腸直
腸癌患者6名全員において上昇し、これは循環無細胞系ヌクレオソーム-TTF-1付加物レベ
ルを使用し、結腸直腸原発性癌として原発不明癌を同定することができることを指摘して
いる。これは、血液中の循環無細胞系ヌクレオソーム-転写因子付加物レベルの組織特異
性は、生検時に摘出された癌組織における転写因子発現レベルの特異性と必ずしも同じで
はないことを指摘している。これらの結果は、図3に示している。
【０１２５】
　当業者には、ヌクレオソーム-TTF-1付加物アッセイを使用し、甲状腺癌又は結腸直腸癌
である場合に、癌を検出するか、又は発生の原発部位が不明の癌を同定することができる
こと、並びにヌクレオソーム-TTF-1付加物をこの目的のためのバイオマーカーとして使用
することができることは明らかであろう。
【０１２６】
（実施例3）
　血清を、健常対象3名、甲状腺癌と診断された対象1名、肺癌対象3名、膵臓癌対象3名、
結腸直腸癌対象6名(結腸癌3名及び直腸癌3名)並びに乳癌対象3名から採取した。CDX2に関
する唯一のELISAキットを使用する市販の96ウェルリサーチを購入し、これはマイクロタ
イターウェルにコーティングされたCDX2(Caudal型ホメオボックス転写因子-2)のための固
相抗体を含んだ。CDX2は、結腸直腸癌から採取された生検材料試料の全て又はほとんどに
おいて発現される組織特異的転写因子であるが、他の癌由来の試料のほとんどにおいては
発現されない。固相CDX2抗体を、実施例1に説明したように、ビオチン化抗-ヌクレオソー
ム抗体と一緒に、無細胞系ヌクレオソーム結合したCDX2のための二重抗体ELISAにおいて
使用した。
【０１２７】
　健常対象からもしくは他の癌の対象から採取した試料又は陰性対照よりも、結腸直腸癌
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患者から採取した試料について、より高いELISAシグナル、及び循環無細胞系ヌクレオソ
ーム-CDX2付加物のより高いレベルが認められた。健常対象1名及び乳癌対象1名もまた、
偽陽性の結果であり得る上昇したレベルを有した。これらの結果は、図4に示し、且つ循
環無細胞系ヌクレオソーム-CDX2付加物レベルを使用し、結腸直腸癌である場合に癌を検
出するか、又は発生の原発部位が不明の癌を同定することができること、並びにヌクレオ
ソーム-CDX2付加物をこの目的のためのバイオマーカーとして使用することができること
を指摘している。
【０１２８】
　本発明者らは、3種のプロトタイプ無細胞系ヌクレオソーム-組織特異的転写因子付加物
アッセイを開発し、これら3種全ては、対象が既に癌と診断された場合に、原発部位が不
明の癌を同定するための臨床的有用性を示した。これは、一般的効果であること、並びに
類似のヌクレオソーム-組織特異的転写因子アッセイを、癌と診断されるか又は検出され
ているが、原発性癌の発生部位は不明である場合に、広範な原発性癌疾患の同定のために
開発することができることは明らかであろう。類似の組織特異的転写因子発現が、多くの
他の癌について手術又は生検により摘出された癌組織試料において生じることはわかって
いる(Kandalaft及びGownの文献、2015)。当業者には、好適な組織特異的クロマチン断片
又は組織特異的ヌクレオソーム-転写因子もしくは補助因子付加物に関する実施例1-3に説
明したアッセイに似た、類似の血液又は他の体液をベースにした無細胞系ヌクレオソーム
付加物アッセイは、かかる転写因子が既に同定されている広範な癌に関して、並びに／又
はかかる組織特異的転写因子、組織特異的転写補助因子、又は転写因子及び／もしくは補
助因子発現の組織特異的組合せが同定され得る任意の癌に関して、癌を検出するか、又は
原発部位が不明の癌を同定するために使用することができることは明らかであろう。
【０１２９】
　本明細書に説明された実施態様は、本発明の全ての態様に適用されてよいことは理解さ
れるであろう。更に本明細書に引用された特許及び特許出願を含むがこれらに限定される
ものではない全ての刊行物は、十分に説明されたように引用により本明細書中に組み込ま
れている。
　本件出願は、以下の構成の発明を提供する。
（構成１）
　対象における癌の検出又は診断のための、生物学的液体中のバイオマーカーとしての組
織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物又は転写補助因子-ヌクレオソーム付加物の使用
。
（構成２）
　前記組織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物又は転写補助因子-ヌクレオソーム付加
物が、対象における癌の発生部位を同定するために使用される、構成1記載の使用。
（構成３）
　以前に癌と診断された対象における癌の発生部位の同定又は診断のための、生物学的液
体中のバイオマーカーとしての組織特異的転写因子-ヌクレオソーム付加物又は転写補助
因子-ヌクレオソーム付加物の使用。
（構成４）
　前記癌が、原発性癌である、構成1～3のいずれか一項記載の使用。
（構成５）
　前記対象が、転移性原発不明癌を伴う対象である、構成1～4のいずれか一項記載の使用
。
（構成６）
　前記対象が、バイオマーカーとして循環腫瘍DNA(ctDNA)を使用し、以前に癌と診断され
た、構成3～5のいずれか一項記載の使用。
（構成７）
　対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を決定するための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
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　(ii)該試料を、ヌクレオソーム又はその成分へ結合する第一の結合性物質と接触させる
工程；
　(iii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子
又は補助因子に結合する第二の結合性物質と接触させる工程；並びに
　(iv)該第二の結合性物質の、該試料中の該付加された組織特異的転写因子又は補助因子
への結合を検出又は定量する工程：を含み；
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレ
ベルが、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、前記方法。
（構成８）
　対象において癌を検出し及び／又は癌の発生部位を決定するための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、組織特異的転写因子又は補助因子に結合する第一の結合性物質と接触さ
せる工程；
　(iii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソーム又はその成分に結合する第二の結
合性物質と接触させる工程；並びに
　(iv)該第二の結合性物質の、該試料中のヌクレオソーム又はその成分への結合を検出又
は定量する工程：を含み；
　ここで、ヌクレオソームに付加された該組織特異的転写因子又は補助因子の存在又はレ
ベルが、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として使用される、前記方法。
（構成９）
　前記癌が、原発性癌である、構成7又は8記載の方法。
（構成１０）
　前記対象が、転移性原発不明癌を伴う対象である、構成7～9のいずれか一項記載の方法
。
（構成１１）
　前記対象が、以前に癌と診断されている、構成7～10のいずれか一項記載の方法。
（構成１２）
　前記結合性物質が、抗体、抗体断片又はアプタマーである、構成7～11のいずれか一項
記載の方法。
（構成１３）
　ヌクレオソーム又はその成分に結合する前記結合性物質が、特定のヒストン、ヒストン
修飾物、ヒストン変種もしくはアイソフォームへ、又はDNAもしくはその成分へ結合する
ように方向付けられている、構成7～12のいずれか一項記載の方法。
（構成１４）
　医学治療に関する適合性について動物又はヒト対象を評価するための方法であって：
　(i)構成7～13のいずれか一項記載の方法に規定されたように、該対象の生物学的液体中
のヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工程
；並びに
　(ii)該対象にとって好適な治療を決定するために、検出されたヌクレオソームに付加さ
れた組織特異的転写因子又は補助因子の種類を使用する工程：を含む、前記方法。
（構成１５）
　動物又はヒト対象の治療をモニタリングするための方法であって：
　(i)構成7～13のいずれか一項記載の方法に規定されたように、該対象の生物学的液体中
のヌクレオソームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子を検出又は測定する工程
；
　(ii)1回以上、該対象の生物学的液体中のヌクレオソームに付加された該組織特異的転
写因子又は補助因子の検出又は測定を繰り返す工程；並びに
　(iii)該対象の状態の何らかの変化に関するパラメータとして、検出されたヌクレオソ
ームに付加された組織特異的転写因子又は補助因子のレベルの何らかの変化を使用する工
程：を含む、前記方法。
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（構成１６）
　ヌクレオソームに付加された前記組織特異的転写因子が、測定値のパネルの一つとして
検出又は測定される、構成7～15のいずれか一項記載の方法。
（構成１７）
　前記組織特異的転写因子が、GATA 3、CDX2、TTF-1、PAX8、WT1、NKX3.1、P63又はP40か
ら選択される、構成1～6のいずれか一項記載の使用又は構成7～16のいずれか一項記載の
方法。
（構成１８）
　前記生物学的液体が、血液、血清又は血漿から選択される、構成1～6のいずれか一項記
載の使用又は構成7～17のいずれか一項記載の方法。
（構成１９）
　治療を必要とする個体において癌を治療する方法であって：
　(a)構成7～18のいずれか一項記載の方法に従い、個体において癌を検出し及び／又は癌
の発生部位を診断する工程；それに続けて
　(b)該癌及び／又は発生部位へ適するよう該個体へ抗-癌療法、手術又は医薬品を投与す
る工程：を含む、前記方法。
（構成２０）
　対象における癌の検出のための生物学的液体中のバイオマーカーとして、2種以上の転
写因子又は補助因子の組織特異的組合せを含んでいるクロマチン断片の使用。
（構成２１）
　前記組織特異的組合せが、対象における癌の発生部位の同定のために使用される、構成
20記載の使用。
（構成２２）
　前記対象が、癌を有することが以前に診断されている、構成20又は21記載の使用。
（構成２３）
　前記癌が、原発性癌である、構成20～22のいずれか一項記載の使用。
（構成２４）
　前記対象が、転移性原発不明癌を伴う対象である、構成20～23のいずれか一項記載の使
用。
（構成２５）
　前記対象が、バイオマーカーとして循環腫瘍DNA(ctDNA)を使用し、以前に癌と診断され
た、構成22～24のいずれか一項記載の使用。
（構成２６）
　対象において癌を検出するか又は癌の発生部位を決定するための方法であって：
　(i)該対象から生物学的液体試料を得る工程；
　(ii)該試料を、第一の転写因子又は補助因子に結合する第一の結合性物質と接触させる
工程；
　(iii)該試料を、第二の転写因子又は補助因子に結合する第二の結合性物質と接触させ
る工程；並びに
　(iv)該試料中の該第一又は第二の結合性物質の結合を検出又は定量する工程：を含み、
　ここで、クロマチン断片中の第一及び第二の転写因子もしくは補助因子の両方の組合せ
の存在、並びに／又はその断片のレベルが、該癌の存在及び／又は発生部位の指標として
使用される、前記方法。

【０１３０】
（参考文献）
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