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(57)【要約】
　本発明は、B細胞を同定する方法、特にin vitro方法であって、該方法が、低密度リポ
タンパク質受容体関連タンパク質5（LRP5）に対する哺乳動物の遺伝子領域における少な
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、非B細胞と比較した場合の該
遺伝子領域の脱メチル化又はメチル化の欠失がB細胞の指標となる、方法に関する。本発
明による分析によって、B細胞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、B細胞を、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。この方法は、好ましくは全血及び／又は非トリプシン処
理組織中の細胞を精製及び／又は富化する工程を伴わず行うことができる。メチル化を同
定するためのキット及び特定のプライマー及びプローブが更に特許請求される。
【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B細胞を同定する方法であって、該方法が、低密度リポタンパク質受
容体関連タンパク質5（LRP5）に対する哺乳動物の遺伝子領域における少なくとも1つのCp
G位置のメチル化状態を分析することを含み、分析される該遺伝子領域が、配列番号1によ
る単位複製配列に位置しており、非B細胞と比較した場合の該遺伝子領域の脱メチル化がB
細胞の指標となる、方法。
【請求項２】
　前記少なくとも1つのCpG位置が、分析する前記遺伝子領域内の転写開始部位、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／又は転写停止部位より下流の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におけるCpG位置1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、及
び24から選択されるCpGから選択され、又は、配列番号2若しくは配列番号3によるバイサ
ルファイト変換される配列による単位複製配列2249番のフラグメントにおけるCpG位置3、
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、及び17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、He
avyMethyl、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のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　B細胞の相対量を、分析する領域におけるメチル化頻度の相対量と、GAPDHによって例示
される対照遺伝子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、血中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のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記B細胞と、濾胞性ヘルパーT細胞、細胞傷害性T細胞、顆粒球、単球、NK細胞、及び
ヘルパーT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】
　同定する前記細胞を、全血及び／又は非トリプシン処理組織を使用して精製及び／又は
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B細胞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のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　哺乳動物においてB細胞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、同定された前記細胞の相対量を、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B細胞の量を測定
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
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。
【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B細胞を、LRP5の遺伝子領域の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、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、若しく
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又は
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B細胞の同定、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、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質5（LRP5）における哺乳動物の
遺伝子領域の少なくとも1つのCpG位置のメチル化状態を分析することを含み、上記遺伝子
領域の脱メチル化又はメチル化の欠失が非B細胞と比べたときにB細胞の指標となる、B細
胞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
ティックレベルでのB細胞を同定し、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B細胞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B細胞を定量する改良された方法を更に提供する。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うこと
ができる。
【０００２】
　さらに、本発明は、上記の方法の実行用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体液のB細
胞を定量的に検出及び測定する、新規のより確実な手段を提供することである。
【背景技術】
【０００３】
　B細胞又はBリンパ球は、適応免疫系の体液性免疫におけるリンパ球の一種である。B細
胞は、B細胞の外表面上でのB細胞受容体（BCR）として知られるタンパク質の存在により
、T細胞及びナチュラルキラー細胞（NK細胞）等の他のリンパ球と区別することができる
。この特別な受容体タンパク質によって、B細胞が特異抗原と結合することが可能になる
。哺乳動物では、骨髄において未成熟B細胞が形成される。
【０００４】
　B細胞の主要機能は、抗原に応じた抗体に抗原提示細胞（APC）の役割をさせること、及
び抗原相互作用による活性化の後に記憶B細胞へと発達することである。B細胞はまた、免
疫調節機能のシグナル伝達に用いられるサイトカイン（タンパク質）を放出する。
【０００５】
　高等生物は、個体のほとんどの細胞が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、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、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
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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
節の典型的な形態であり、安定な細胞記憶として機能し、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、hmC）、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、この状況でシトシン（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、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、ゲノム規模での低メチル化、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、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（long interspersed nuclearelements）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
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、血液又は組織中の細胞の分布の変化
を定量し、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、新鮮なアーカイブ（archival）サンプ
ルが用いられる。
【００１０】
　Dai et al.（非特許文献6にて）は、卵巣腫瘍におけるWnt経路遺伝子のプロモーターCp
Gアイランド（CGI）でのDNAメチル化を開示しており、患者の無増悪生存（PFS）のバイオ
マーカーを同定している。DNAメチル化は、臨床パラメーターとは独立して、LRP5遺伝子
においてPFSと関連していた（調整済みP<0.05）。疾患進行の危険性の増大に伴い、遺伝
子座でのメチル化が増大した。しかしながら、PFSの独立予測因子として最終的に同定さ
れたのは、NKD1及びDVL1でのメチル化のみであった。
【００１１】
　Accomando et al.（非特許文献7にて）は、細胞系列特異的なDNAメチル化パターンが正
常なヒト白血球サブセットを区別するものであり、これらのパターンを末梢血におけるこ
れらのサブセットの検出及び定量化に使用することができることを開示している。DNAメ
チル化を用いることで、複数の白血球サブセットが同時に定量化され、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なDNAメチル
化シグネチャが同定された。LRP5には言及されてない。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【００１２】
【特許文献１】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】Dai et al. Systematic CpG islandsmethylation profiling of genes 
in the wnt pathway in epithelial ovarian canceridentifies biomarkers of progress
ion-free survival. Clin Cancer Res. 2011 Jun15;17(12):4052-62. Epub 2011 Apr 1.
【非特許文献７】Accomando et al. Quantitative reconstructionof leukocyte subsets
 using DNA methylation. Genome Biol. 2014 Mar 5;15(3)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　上記に鑑みると、本発明の目的は、B細胞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特に確実な方法を
提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明は、サンプルにおいてB細胞を同定する方法であって、該方法が、低密度リポタ
ンパク質受容体関連タンパク質5（LRP5）に対する哺乳動物（例えばヒト）の遺伝子領域
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、分析される該遺伝子領域が、配列番号1に基づく／による単位
複製配列に位置しており、非B細胞と比較した場合の該遺伝子領域の脱メチル化がB細胞の
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。
【００１６】
　低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質5（LRP5、又はBMND1、EVR1、EVR4、HBM、L
R3、LRP7、OPPG、OPS、OPTA1、VBCH2）のタンパク質は、受容体媒介エンドサイトーシス
過程においてリガンドと結合し、リガンドを内在化させる膜貫通型低密度リポタンパク質
受容体である。このタンパク質は、Wntタンパク質によるシグナル伝達のためのフリッツ
ルドタンパク質ファミリー成員との共受容体としても作用し、元々はヒトにおいて1型糖
尿病との関連に基づきクローニングされたものである。ヒトLRP5に対する遺伝子は、第11
染色体、68312609～68449275フォワード鎖、Ensembl-ID：ENSG00000162337に見られる。
【００１７】
　本発明について、遺伝子領域は、LRP5に関連し、LRP5をコードするゲノム領域を全て含
むものとする。このため、遺伝子領域には、LRP5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、分析する遺伝子内
の転写開始部位、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／又は転写停止部位より下流の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LRP5遺
伝子領域の驚くべき同定に基づいており、B細胞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。
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【００１９】
　本発明に関して、特に配列番号1によるLRP5ゲノム領域において、B細胞を同定すること
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
ンは、配列番号1による単位複製配列を用いて示される、B細胞に関わる配列番号1による
ゲノム領域に、特に配列番号2及び／又は配列番号3によるバイサルファイト変換される配
列において、特にまた排他的に限定される。
【００２０】
　本発明者らは、B細胞において、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%超、好ましくは90%超、最も好ましくは95%超）、その一
方で同じモチーフは、他の免疫細胞全てにおいて完全にメチル化されていることを例証す
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、B細胞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（e
nvisionable）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B
細胞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、上記の分析する領域のメチル化頻度
の相対量と、例えばGAPDH等の対照遺伝子のメチル化頻度の相対量との比較に基づいてB細
胞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、LRP5の遺伝子領域の（例えば、配列番号1の）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れる。B細胞の相対量の定量化は、LRP5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することのでき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2～配列番号4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）及び分析を行うことがで
きる。
【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 HansenPCR-Based Methods for Detecting Single-Locus DNA Methylat
ion Biomarkers inCancer Diagnostics, Prognostics, and Response to Treatment Clin
ical Chemistry55:8 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、LRP5遺伝子領域の単位複製配列が生成される。結果として、配列番号4又
は配列番号5によるオリゴマー、又は本明細書で言及されるような配列番号4及び5又は6及
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び7又は9及び10に基づくプライマー対によって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（必要な場合、そ
の相補的配列）を、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することができる。同様に、追加のプライマー及びプ
ローブを配列番号1による単位複製配列に基づいて設計することができる。増幅を、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、分析す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の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、配列番号1による単位複製配列2249番のCpG位置3、4、5、6
、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22及び23から選択する
ことが好ましい。これらの位置は、作製及び分析する単位複製配列の5'末端から数値的に
数えられ、図1中の105、114、159、163、167、171、174、194、208、213、218、223、261
、272、285、306、336、357、384、423及び433として示される。3、4、5、6、7、8、9又
は10の位置の組合せが好ましく、この分析により本発明において有益となるに十分なデー
タ及び／又は情報が得られる。
【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LRP5特異的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2249番
のCpG位置5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16及び／又は17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
できるだろう。
【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では、メチル
化状態の分析は、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、Methy
Light、Ms-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、それぞれの文献中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では、該方法は日常的適用、例えばDNAチップ
上で好適である。当業者であれば、上記の情報及びそれぞれの文献に基づいて上記の方法
をかかる状況に適応させることができる。
【００３１】
　本発明による方法の更に別の好ましい実施の形態では、該方法は同定される上記細胞を
、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精製及び／又は富化する工
程なしに行われる。
【００３２】
　本発明による方法の別の好ましい実施の形態では、同定には、上記B細胞を全ての主要
な末梢血細胞型及び／又は非血液細胞、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、単球、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（これらに限定されない）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では、サンプルはヒト血液サンプルを
含む哺乳動物の体液、又は組織、器官若しくは白血球のサンプル、又はかかる組織、器官
若しくは白血球の精製画分若しくは分離画分、又は細胞型サンプルから選択される。好ま
しくは、上記哺乳動物はマウス、ヤギ、イヌ、ブタ、ネコ、ウシ、ラット、サル又はヒト
である。サンプルは必要に応じて好適にプールすることができる。
【００３４】
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　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細胞は定量することができ、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するか、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する
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
S）、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、B細胞の量を、上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、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相対量を、同じ哺乳動物から先に又は同時に採取したサンプル
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、好ましくは全血及び／又は非トリプシン処理組織、又は例えば患者への細
胞移入用のサンプルのような上記B細胞を潜在的に含有する任意の他の生体サンプル中の
細胞を精製及び／又は富化する工程なしに行われるのが好ましい。
【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B細胞を患者への移植用
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、哺乳動物においてB細胞を、LRP5の遺伝子領域
の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、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による領域のCpG位置から選択されるCp
G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。
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【００４１】
　本発明は、本明細書に記載されるような哺乳動物におけるB細胞の同定及び／又はモニ
タリングへの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使用も包含する。
【００４２】
　上述のように、最近になり3つの新しいシトシン修飾が発見されている。それゆえ、今
後の科学的発見により、これまでに記載されている修飾のエピジェネティックパターンが
修正されることが予期される。シトシン修飾のこれらの過去のパターンは、バイサルファ
イト変換性（非メチル化型、非修飾型）及び非変換性（メチル化型、修飾型）シトシンを
包含する。記載のように、この2つの末端は修正される必要がある。新規の科学的発見に
よれば、（i）非バイサルファイト変換性シトシンは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性（すなわち、「
バイサルファイト転換性」）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）及び非修飾型シトシンを包含する。
【００４３】
　さらに、過去の発明は、（i）バイサルファイト変換性シトシンと全量の染色質（細胞
型非依存性、100%バイサルファイト変換性DNA遺伝子座）との比又は（ii）バイサルファ
イト変換性シトシン（fC、cC、非修飾型シトシン）と非バイサルファイト変換性シトシン
（hmC及びmC）との比に基づいている。これらの比は、細胞型、細胞分化、細胞段階及び
病理学的細胞段階を明らかにする。それゆえ、新しい技法により、新規のより詳細な比が
得られ、エピジェネティック修飾の、現在の細胞に特異的なパターン、細胞段階に特異的
なパターン及び病理学的パターンが補足されることから、可能性のある新規のバイオマー
カーを定義することができる。バイオマーカーとして発見される新規の比は、
【数１】

として定義することができ、これにより、a及びbは1種～4種の修飾によりそれぞれが異な
る。新規のDNA修飾の発見では、この列挙が拡大されるだろう。
【００４４】
　本出願の定義において、DNA配列の「エピジェネティック修飾」は（i）バイサルファイ
ト変換性シトシン（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性シトシン（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）の専門用語により言及されるものである。それぞれをメ
チル化したものであるmC及びhmCはバイサルファイト変換性ではなく、これらの2つを区別
することは不可能である。同様に、fC、cC及び非修飾型シトシンはバイサルファイト変換
性であり、同様にそれぞれを区別することもできない。用語「メチル化された」DNAはmC
及びhmCを包含する。用語「非メチル化された」DNAは、fC、cC及び非修飾型DNAを包含す
る。DNA修飾の新規の変異体が今後発見されることが期待される。修飾の種類はそれぞれ
、バイサルファイト変換性であるか、又そうでないかのいずれかとなるだろう。しかし、
本方法はこの2群を確実に区別することから、これらの新規の修飾はまた、マーカーとし
ても使用することができるであろう。
【００４５】
　さらに、DNA修飾とは別に、ヒストンもDNAと核タンパク質との相互作用を変える翻訳後
修飾を行う。修飾にはメチル化、アセチル化、リン酸化、ユビキチン化、sumo化（sumoyl
ation）、シトルリン化及びADP-リボース化がある。ヒストンH2A、H2B及びH3のコアも修
飾することができる。ヒストン修飾は、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）等の多様な生物学的過程において作用する。また、これらの修
飾において、特定の修飾パターンは様々な細胞型、細胞段階、分化状態に特異的であり、
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バイサルファイト転換性又は或る特定の細胞及び細胞段階を同定する同様の方法において
このようなパターンを分析することができる。本発明はまた、これらの修飾の使用を包含
する。
【００４６】
　まとめると、LRP5遺伝子領域、特にマーカーとして本明細書に記載の単位複製配列を使
用することにより、本発明者らは、サンプルにおける他の細胞型、例えば他の血液細胞に
関連してB細胞を非常に特異的に同定、定量、特に差別化している。
【００４７】
　本発明は、次に以下の実施例に基づき、また添付の図表及び配列表を参照するが、それ
らに限定されることなく更に説明される。本発明において、本明細書に引用される参考文
献は全て引用することによりその全体が本明細書の一部をなす。
【００４８】
　図1に、本発明による単位複製配列2249番（配列番号1）におけるCpG部位の分析を示し
ている。表中の横のボックスは、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（CpG 3、4．．．等に対応する、105、114、1
59、163、167、171、174、194、208、213、218、223、261、272、285、306、336、357、3
84、423、及び433）を示しており、縦列は、分析される細胞型に対応するものである。底
部の略称は、それぞれBLC25がBリンパ球であり、CTL01がCD8+細胞傷害性T細胞であり、GR
C52が顆粒球であり、MOC26がCD14+単球であり、NKC15がCD56+NK細胞であり、THC14がCD4+

ヘルパーT細胞である。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
　配列番号1は、本発明による単位複製配列AMP2249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ている。
【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
　B細胞を同定するために、以下の配列（AMP2249、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qPCRを行った。関連するCpGを灰色で網掛け
処理している。
【表１】

【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、分析される免疫細胞集団は以下の通りとした（図1を参照されたい）。
BLC25＝Bリンパ球
CTL01＝CD8+細胞傷害性T細胞
GRC52＝顆粒球
MOC26＝CD14+単球
NKC15＝CD56+NK細胞
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THC14＝CD4+ヘルパーT細胞
【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）：
【表２】

【００５５】
CpG特異的（配列番号3）：

【表３】

【００５６】
　アッセイ標的領域の各配列を下線処理している。
【００５７】
　以下のプライマー及びプローブをqPCRに使用した：
【００５８】
【表４】

 
【００５９】
　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）を用いて実証した。
【００６０】
　細胞型特異性（qPCRにより測定）を以下の通りに認めた：
【００６１】
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【表５】

【図面の簡単な説明】
【００６２】
【図１】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、分析される免疫細胞集団は以下の通りとした。図1を参照。
【図２】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）を用いて実証した。

【図１】 【図２】
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