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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームをアフィニティー精製によって
分析する方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；及び
　(iii) 免疫アッセイ又は質量分析により該単離ヌクレオソームを分析する工程、を含む
、前記方法。
【請求項２】
　前記ヒストンH1結合剤が：ヒストンH1タンパク質、バリアント、アイソフォーム、又は
それらの修飾と結合する結合剤から選択される、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記ヒストンH1結合剤が：ヒストンH1タンパク質又はH1.0、H1.10、若しくはH1.Xから
選択されるヒストンH1バリアントと結合する結合剤から選択される、請求項1又は2記載の
方法。
【請求項４】
　前記単離ヌクレオソームを：ヒストンの翻訳後修飾、ヒストンアイソフォーム、修飾ヌ
クレオチド、又は付加非ヒストンタンパク質から選択される後成的特徴を含むかどうかに
ついて免疫アッセイ又は質量分析により分析する、請求項1～3のいずれか1項記載の方法
。
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【請求項５】
　前記単離ヌクレオソームを分析する工程が、免疫アッセイを含む、請求項1～4のいずれ
か1項記載の方法。
【請求項６】
　前記単離ヌクレオソームを分析する工程が、質量分析を含む、請求項1～4のいずれか1
項記載の方法。
【請求項７】
　生体試料から精製腫瘍DNAを単離するための方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) ヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において単離されたヌクレオソーム試料からDNAを抽出する工程；及び
　(iv) 該抽出されたDNAを分析する工程、を含む、前記方法。
【請求項８】
　前記抽出されたDNAを分析する工程が：DNA配列決定法、メチル化DNA配列決定分析、PCR
、BEAMing、NGS（標的型又は全ゲノム型）、デジタルPCR、cold PCR（低変性温度のPCRに
よる共増幅）、MAP（MIDI活性化加ピロリン酸分解）、PARE (個人化された再配列末端の
分析)、又は質量分析を含む、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　前記単離ヌクレオソームをヒストンH3.1及び/又はH3.2及び/又はH3t結合剤と接触させ
ることをさらに含む、請求項1～8のいずれか1項記載の方法。
【請求項１０】
　生体試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの後成的エピトープを検出するための免疫アッセ
イ法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤を含む第1の結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該第1の結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 該ヌクレオソームを該エピトープと結合する第2の結合剤と接触させる工程；
　(iv) 該第2の結合剤の該エピトープとの結合を検出し、かつ/又は定量化する工程；及
び
　(v) 該試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの特定のエピトープの存在の尺度として、その
ような結合の存在又は程度を使用する工程、を含む、前記方法。
【請求項１１】
　前記エピトープがヒストン修飾を含む、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　前記ヒストン修飾がH3K27Ac及び/又は5-メチルシトシンを含む、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　前記エピトープが修飾ヌクレオチドを含む、請求項10記載の方法。
【請求項１４】
　前記エピトープがヒストンH2A、H2B、H3、又はH4バリアント又はアイソフォームを含む
、請求項10記載の方法。
【請求項１５】
　前記エピトープがヌクレオソーム付加物又はそのバリアントを含む、請求項10記載の方
法。
【請求項１６】
　前記生体試料が、血液、血清、血漿、月経血、脳脊髄液（CSF）、子宮内膜液、尿、唾
液、糞便、涙液、滑液、喀痰、若しくは呼気、又はそれらからの抽出物若しくは精製物、
又はそれらの希釈物を含む、請求項1～15のいずれか1項記載の方法。
【請求項１７】
　前記生体試料が血液、血清、又は血漿試料を含む、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　請求項1～17のいずれか1項記載の方法を実施するための、ヒストンH1結合剤を含むキッ
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ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（発明の分野）
　本発明は血液、血清、又は血漿からの腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソーム及び会合
している腫瘍DNAの精製又は濃縮方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
（発明の背景）
　細胞DNAはクロマチンと呼ばれるタンパク質-核酸複合体として存在する。ヌクレオソー
ムはクロマチン構造の基本単位であり、タンパク質複合体の周囲に巻きつけられた二本鎖
DNA（dsDNA）からなる。DNAはしばしば「ひも上のビーズ」に似ているといわれる構造中
の連続するヌクレオソームの周囲に巻きつけられており、このことは開いたクロマチン、
すなわちユークロマチンの基本構造を形成する。圧縮クロマチン、すなわちヘテロクロマ
チンにおいて、このひもは閉じた複雑な構造中で螺旋構造をとり、超螺旋構造をとる。
【０００３】
　クロマチン中の各ヌクレオソームは8つの高度に保存されたコアヒストン（ヒストンH2A
、H2B、H3、及びH4の各々の対から構成される）のタンパク質複合体からなる。この複合
体の周囲におよそ146塩基対（bp）のDNAが巻きついている。もう1つのヒストン、H1又はH
5は、ヌクレオソーム上のコアヒストンの外側に位置しており、リンカーとして働き、ク
ロマチンの凝縮に関与する。無細胞ヌクレオソームは、細胞死の際のクロマチンの消化に
よるクロマチン断片として生産された、会合しているDNAと一緒になった単一ヌクレオソ
ームを主に含むと報告されている。
【０００４】
　成体ヒトにおける正常な細胞のターンオーバーは、細胞分裂による1日に数千億個の細
胞の発生と、主にアポトーシスによる同等数の死を伴う。アポトーシスの過程では、クロ
マチンは単一ヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソームへと分解し、その一部は循環中に
認めることができる。通常の条件下では、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、自己免疫性疾患、炎症性状態、卒中
及び心筋梗塞を含む様々な状態を有する対象において、上昇したレベルが認められる（Ho
ldenreider及びStieberの文献, 2009）。また、死細胞からのヌクレオソームは他の体液
、例えば尿、糞便、又は喀痰中に流出し得る。
【０００５】
　DNA異常は全ての癌疾患の特徴である。癌細胞のDNAは健常細胞のDNAと多くの点で異な
っており、これらに限定するものではないが、点変異、転座、遺伝子コピー数、マイクロ
サテライト異常、DNA鎖の完全性、及びヌクレオチド修飾（例えば、シトシンの5位のメチ
ル化）が挙げられる。これらの腫瘍関連のDNA構造又は配列の変化は、臨床診断、予後、
及び治療選択目的の生検若しくは外科手術で採取した癌細胞、又は組織において定例的に
調べられる。腫瘍の遺伝学的及び後成的特徴は、異なる腫瘍型間で、及び同じ腫瘍疾患を
有する異なる患者間で異なる。さらに、これらの特徴は同じ患者の同じ癌内で、疾患の進
行に伴い、かつ薬物又は他の治療法への獲得耐性の発生において、時間とともに変化する
。従って、手術又は生検で採取された細胞における腫瘍DNAの連続的な調査は、臨床医が
疾患の進行をモニタリングし、あらゆる再発又は獲得型治療抵抗性を早い段階で（ことに
よるとX線検出よりも何ヶ月も早く）検出し、治療経過を潜在的に首尾よく変化させる一
助となり得る。
【０００６】
　しかしながら、モニタリングの目的で患者に対し侵襲的生検手順を繰り返し実施するこ
とはできないため、組織DNA検査には限界がある。一部の患者に対しては、生検は全く使
用できない。生検は実施するのに費用がかさみ、患者に不快感を与え、患者をリスクにさ
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らし、外科的併発症をもたらし得る。さらに、ある患者における腫瘍は同じ腫瘍の異なる
領域に位置する複数の腫瘍クローン又は異なる転移部（転移癌における）に位置する複数
の腫瘍クローンからなる場合があり、これらの全てが生検で採取できるわけではない。従
って、組織生検DNA調査はある特定の瞬間における、腫瘍の異なる領域内に位置する異な
る腫瘍クローン間で、時間的にも、空間的にも、腫瘍の一側面のみを提供する。
【０００７】
　癌患者の血液には、瀕死の癌細胞又は死んだ癌細胞から循環へのクロマチン断片又はヌ
クレオソームの放出に由来すると考えられる循環腫瘍DNA（ctDNA）が含まれている。癌患
者からの適合した血液及び組織試料の調査から、患者の腫瘍に存在する（しかし、患者の
健常細胞には存在しない）癌関連変異が、同患者から採取された血液試料中のctDNAにお
いても存在することが示される（Newmanらの文献, 2014）。同様に、癌細胞における差次
的にメチル化を受けた（シトシン残基のメチル化によって後成的に変化した）DNA配列も
、循環中のctDNAにおけるメチル化配列として検出することができる。さらに、ctDNAから
構成される無細胞循環DNA（cfDNA）の比率は腫瘍負荷に関係し、そのため疾患の進行を、
存在するctDNAの比率により定量的に、かつその遺伝学的及び/又は後成的組成により定性
的にモニタリングすることができる。ctDNAの分析は、腫瘍内の全ての又は多くの異なる
クローンを起源とするDNAに付随する非常に有用で臨床的に正確なデータを生じることが
でき、そのためにこうしたデータは腫瘍クローンを空間的に統合する。さらに、経時的な
繰返しの試料採取はずっと実用的で経済的な選択肢となる。（ctDNA）の分析は腫瘍の検
出及びモニタリング、並びに侵襲的な組織生検手順を伴わずに腫瘍DNAを調査することに
よって、腫瘍治療の選択のための早期段階における再発及び獲得薬物耐性の検出に大変革
をもたらす可能性を有する。そのようなctDNAの検査は全ての型の癌に関連するDNA異常（
例えば、点変異、ヌクレオチド修飾状態、転座、遺伝子コピー数、マイクロサテライト異
常、及びDNA鎖の完全性）を調査するために使用することができ、定例の癌スクリーニン
グ、定期的かつより頻繁なモニタリング、及び最適な治療レジメンの定期的点検に適用可
能性があるだろう（Zhouらの文献, 2012）。
【０００８】
　血液、血漿、又は血清はctDNAアッセイに基質として使用することができ、限定するこ
となく、DNA配列決定法、後成的DNA配列決定分析（例えば、5-メチルシトシンを含む配列
に対する）、PCR、BEAMing、NGS（標的型又は全ゲノム型）、デジタルPCR、cold PCR（低
変性温度のPCRによる共増幅（co-amplification at lower denaturation temperature-PC
R））、MAP（MIDI活性化加ピロリン酸分解（MIDI-Activated Pyrophosphorolysis））、P
ARE（個人化された再配列末端の分析（personalized analysis of rearranged ends））
、及び質量分析を含む任意のDNA分析法が利用できる。
【０００９】
　DNA異常は全ての癌疾患の特徴であり、ctDNAは調査された全ての癌疾患に対し観察され
ているため、ctDNA検査は全ての癌疾患において適用可能性を有する。調査された癌には
、限定することなく、膀胱癌、乳癌、結腸直腸癌、黒色腫、卵巣癌、前立腺癌、肺癌、肝
癌、子宮内膜癌、卵巣癌、リンパ腫、口腔癌、白血病、頭頸部癌、及び骨肉腫がある（Cr
owleyらの文献, 2013; Zhouらの文献, 2012; Jungらの文献, 2010）。ここでctDNA検査の
性質を、3つの（非限定的な）例示によるアプローチを概説することで示すこととする。
【００１０】
　第一の例は、ctDNAにおける癌関連遺伝子配列変異の検出を必要とする。ctDNAにおける
単一遺伝子変異の検出を伴う血液検査は、一般的に臨床上低感度である。これには2つの
理由がある。第一に、全ての癌が変異を有しているものの、特定の癌疾患における任意の
特定の変異の頻度は通常低い。例えば、K-ras及びp53の変異は2つの比較的高頻度の癌変
異とみなされ、膀胱癌、乳癌、結腸癌、肺癌、肝癌、膵癌、子宮内膜癌及び卵巣癌を含む
広範囲の癌において研究されてきたものの、これらはそれぞれ23％～64％及び17％～54％
の癌組織試料で検出された。第二に、たとえ患者の癌組織がまさにその変異を含んでいた
としても、該患者の血液中に存在する変異ctDNAのレベル又は濃度は低く、検出困難とな
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り得る。例えば、K-ras及びp53の変異はK-ras及びp53組織陽性患者の0％～75％のctDNAで
検出することができる。これらの2つの効果の和は、K-ras又はp53の変異は癌患者の40％
未満の血液中で検出されることを意味していた（Jungらの文献, 2010）。
【００１１】
　第二の例は、ctDNAにおける複数の癌関連遺伝子配列の変異の検出を必要とする。K-ras
又はp53のような任意の特定の遺伝子の変異は少数の癌のみにおいて存在し得るものの、
全ての癌は変異を含んでおり、そのため十分に大きなパネルの変異の研究は原則的に、大
部分の腫瘍、又は全ての腫瘍さえもの検出を促進するはずである。従ってそのような検査
の臨床感度を増加させるための1つの方法は、多くの遺伝子における広範囲の変異を検査
することである。Newmanらは非小細胞肺癌（NSCLC）に対しこのアプローチを適用し、変
異が頻発する139個の遺伝子由来の521個のエキソン及び13個のイントロン配列を調査した
。調べた変異は複数のクラスの癌関連遺伝学的変化を包含し、そこには一塩基多様性（SN
V）及び融合遺伝子が含まれていた。このやり方でNewmanらは、ctDNA血液検査において96
％の特異度で95％超のステージII～IVの腫瘍、50％のステージIの腫瘍を検出したことを
報告した（Newmanらの文献, 2014）。
【００１２】
　第三の例は、ctDNAにおける特定の遺伝子配列への癌関連後成的変化の検出を必要とす
る。このアプローチは任意のDNA又はヌクレオチド修飾に適用することができる。このア
プローチの最も重要な例は、特定の癌のシトシン残基で差次的にメチル化された遺伝子の
検出である。この目的のために様々な癌において、多数の遺伝子が調査された。これらの
うちの少数は、セプチン-9、APC、DAPK、GSTP1、MGMT、p16、RASSF1A、T1G1、BRCA1、ER
α、PRB、TMS1、MLH1、HLTF、CDKN2A、SOCS1、SOCS2、PAX5、PGR、PTGS2、及びRARβ2で
あり、膀胱癌、乳癌、結腸直腸癌、黒色腫、卵巣癌及び前立腺癌において調査された。こ
のアプローチの説明的な例は、結腸直腸癌（CRC）の検出のためのctDNAにおけるメチル化
セプチン-9の検出であり、68％のCRC症例を89％の臨床的特異度で検出したことが報告さ
れた（Grutzmannらの文献, 2008）。
【００１３】
　cfDNAの腫瘍由来ctDNAフラクションは単一ヌクレオソームの形態で循環するDNA断片に
ついて予測される長さと一致する、200 bp未満の長さの小さなDNA断片として循環する（N
ewmanらの文献, 2014）。癌患者は健常対象よりも高いcfDNAレベルを有していると報告さ
れている。この分野の研究者らは健常対象では0～100 ng/ml（平均30 ng/ml）の範囲のcf
DNAを報告し、癌を有する対象では0～1000 ng/ml（平均180 ng/ml）のcfDNAを報告してい
る（Schwarzenbachらの文献, 2011）。循環するcfDNAは最大20,000塩基対の長さの様々な
サイズのDNA分子からなる（Zhouらの文献, 2012）。ctDNAが主に単一ヌクレオソームとし
て循環するという仮説と一致して、循環中の無細胞ヌクレオソームの測定されたレベルは
、DNAのレベルと同様に、健常対象よりも癌患者において高くなる（Holdenriederらの文
献, 2001）。しかしながら、ヌクレオソームは細胞死の非特異的な産物であり、上昇した
レベルは急性外傷を含む上昇した細胞死を伴う多くの状態で観察されるため、循環ヌクレ
オソームそれ自体のレベルの上昇は臨床上癌のバイオマーカーとして使用されない（Hold
enrieder及びStieberの文献, 2009）。細胞死の産物として、循環ヌクレオソームのレベ
ルは細胞傷害性薬物又は放射線療法による処置により顕著に上昇し得る。しかしながら、
ヌクレオソームはまた循環から除去されるため、レベルが処置により急激に上昇し、続い
て下降し得る（Holdenriederらの文献, 2001）。
【００１４】
　循環無細胞ヌクレオソームそれ自体のレベルは癌の血液ベースバイオマーカーとして臨
床的実践においては使用されていないものの、それらのヒストン修飾、ヒストンバリアン
ト、DNA修飾、及び付加物含有量の観点から、循環無細胞ヌクレオソームの後成的組成は
、癌における血液ベースのバイオマーカーとして調査されている（WO 2005/019826; WO 2
013/030577; WO 2013/030579; WO 2013/084002）。
【００１５】
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　cfDNAの生物学的起源は十分に理解されていない。単一ヌクレオソーム及びオリゴヌク
レオソームを産生するクロマチンの断片化は、アポトーシス細胞死の特徴である。壊死細
胞はより大きい数千塩基対の長さのDNA分子を産生すると考えられているが、いくつかの
壊死の事例では、DNAの断片化も起こり得る。さらに、共通DNA反復配列（例えば、ALU又
はLINE1配列）は、非アポトーシス性又は壊死性の細胞死を受ける細胞から、200～400塩
基対のDNA断片として放出され得る（Schwarzenbachらの文献, 2011）。また、DNA断片は
細胞間コミュニケーションの形態として細胞により分泌され得る。ctDNAの起源は癌細胞
の死と関連すると考えられている。DNA断片は壊死腫瘍細胞及び/又はアポトーシス腫瘍細
胞からヌクレオソームとして放出され得る。しかし、壊死細胞及びアポトーシス細胞は通
常、マクロファージ又は他のスカベンジャー細胞によって貪食され、DNAは壊死細胞又は
アポトーシス細胞を飲み込んだマクロファージによって放出され得る（Schwarzenbachら
の文献, 2011）。
【００１６】
　血液、血清、又は血漿からcfDNAを抽出するために利用可能な様々な方法があり、これ
らは抽出されるDNAの収量、及びその様々な長さのDNA断片の抽出効率について比較されて
きた。フェノール-クロロホルム及びヨウ化ナトリウム抽出法は最も高い収量を提供し、2
00 bp未満の長さの小さなDNA断片を抽出する。検査された他の方法（商業上利用可能な方
法を含む）は、より低いDNA抽出収量を有し、200 bp未満の長さの小さなDNA断片を抽出で
きないことが報告されている（Fongらの文献, 2009）。
【００１７】
　ctDNAの分析のための血液、血清、又は血漿からのcfDNAの抽出は、通常商業的に利用可
能なDNA抽出製品を用いて実施される。そのような抽出法については循環DNAの高い回収率
（＞50％）が主張され、一部の製品（例えば；Qiagen社製のQIAamp循環核酸キット）につ
いては小さなサイズのDNA断片を抽出することが主張されている。使用される典型的な試
料容量は、1～5 mLの範囲の血清又は血漿である。
【００１８】
　いくつかの制約から、臨床腫瘍学を目的とした定例の使用におけるctDNAベースの検査
は現在存在しない。主要な方法論的制約は、高品質のDNAが要求されることである。現在
のctDNAの採取方法は、試料の性質が原因で低品質のctDNA試料を産生する。主な困難は、
循環中にはあらゆるctDNAの分析を複雑にする非腫瘍cfDNAが大量に存在することにある。
異なる研究者が出した推定値は異なっているが、循環中に存在するctDNAのフラクション
は低すぎて検出できないか、cfDNAの50％超であり得る。しかしながら、大部分の癌患者
について、ctDNAのフラクションはcfDNAのうちの小さな割合である。例えば、最近の研究
では、治療前の肺癌患者において、ctDNAのフラクションが腫瘍サイズとともに増加する
ことが報告されている。認められた最も高いレベルは大きな腫瘍負荷を有する患者で3.2
％であったが、大部分の患者では0.1％未満のctDNAフラクションを有することが認められ
た（Newmanらの文献, 2014）。このことは、多くの患者試料について、非常に低いレベル
のctDNAを、ずっと高いレベルの非腫瘍由来DNAの存在下で分析しなければならないことを
意味する。さらに、このDNAは同じ対象由来であり、それ故類似した配列を有し、ctDNAの
定量化又は分析のための任意の方法において干渉することとなる。
【００１９】
　同様の問題は癌のバイオマーカーとしての循環無細胞ヌクレオソーム及び/又は循環ヌ
クレオソームの後成的組成の測定について発生するが、それはヌクレオソームそれ自体が
細胞死の非特異的な指標であり、体の正常な細胞ターンオーバープロセスの一部として、
並びに自己免疫性疾患、卒中、敗血症、外傷後、火傷、心筋梗塞、脳卒中、臓器移植後の
移植片拒絶反応中に、及び激しい運動後のような細胞死のレベルの上昇と関連する状態に
おいて放出されるためである。従って、腫瘍を起源とするヌクレオソームは様々な細胞起
源及び組織起源の他の非腫瘍ヌクレオソームとともに循環する。これらの非腫瘍ヌクレオ
ソームは、腫瘍を起源とするヌクレオソームの定量化又は後成的分析についてのあらゆる
方法において干渉することとなる。同様の効果は、他の体液においても生じ得る。例えば
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、糞便は、健常結腸又は直腸細胞を起源とするヌクレオソームと一緒に、結腸直腸癌を起
源とするヌクレオソーム及び会合しているDNAを含み得る。喀痰は、健常肺細胞を起源と
するヌクレオソームと一緒に、肺癌細胞を起源とするヌクレオソーム及び会合しているDN
Aを含み得る。同様の効果は、他の体液において生じるだろう。
【００２０】
　従って、血液、血清、又は血漿試料及び他の体液試料からの腫瘍を起源とするヌクレオ
ソーム及びDNAの濃縮方法は、強く求められている。同様に、癌の疾患状態の検出の向上
のための腫瘍起源及び腫瘍を起源としないヌクレオソームを区別することができる循環無
細胞ヌクレオソームの分析方法が、求められている。
【発明の概要】
【００２１】
（発明の概要）
　本発明の第1の態様に従って、生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソーム
をアフィニティー精製によって分析する方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；及び
　(iii) 免疫アッセイ又は質量分析により単離ヌクレオソームを分析する工程、を含む、
前記方法が提供される。
【００２２】
　本発明のさらなる態様に従って、生体試料から精製腫瘍DNAを単離するための方法であ
って：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) ヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において単離されたヌクレオソーム試料からDNAを抽出する工程；及び
　(iv) 抽出されたDNAを分析する工程、を含む、前記方法が提供される。
【００２３】
　本発明のさらなる態様に従って、生体試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの後成的エピト
ープを検出するための免疫アッセイ法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤を含む第1の結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該第1の結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 該ヌクレオソームを該エピトープと結合する第2の結合剤と接触させる工程；
　(iv) 該第2の結合剤の該エピトープとの結合を検出し、かつ/又は定量化する工程；及
び
　(v) 該試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの特定のエピトープの存在の尺度として、その
ような結合の存在又は程度を使用する工程、を含む、前記方法が提供される。
【００２４】
　本発明のさらなる態様に従って、動物又はヒト対象における癌を検出するための方法で
あって：
　(i) 該対象から生体試料を取得する工程；
　(ii) 後成的特徴を含み、またヒストンH1をも含む無細胞ヌクレオソームについて、2つ
の結合剤を使用する免疫アッセイによって該試料を分析する工程であって、該結合剤のう
ちの一方は特定の後成的特徴と結合するように方向づけられ、他方はヒストンH1と結合す
るように方向づけられる、前記工程；
　(iii) 該特定の後成的特徴を含み、ヒストンH1を含むもの及び含んでいないものの両方
であり得る循環無細胞ヌクレオソームについて、2つの結合剤を使用する免疫アッセイに
よって、該試料を分析する工程であって、該結合剤のうちの一方は該後成的特徴と結合す
るように方向づけられ、他方は任意のヒストンH2、H3、若しくはH4エピトープ、任意のDN
Aエピトープ、又はクロマチン断片に存在するヒストンH1エピトープ以外の任意の他のエ
ピトープを含む、共通のコアヌクレオソームエピトープと結合するように方向づけられる
、前記工程；並びに
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　(iv) 工程(ii)及び(iii)で得られた免疫アッセイの結果の組合わせを該対象における該
癌の存在を示す組合わせバイオマーカーとして使用する工程、を含む、前記方法が提供さ
れる。
【００２５】
　本発明のさらなる態様に従って、生体試料から腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソーム
を検出し、単離し、かつ/又は精製するためのヒストンH1結合剤の使用が提供される。
【００２６】
　本発明のさらなる態様に従って、本明細書に記載の方法におけるヒストンH1結合剤を含
むキットの使用が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
（図面の簡単な説明）
【図１】69名のヒト対象についての、[腫瘍由来及び非腫瘍由来ヌクレオソーム]：[主に
非腫瘍由来ヌクレオソーム]の相対比率を示すOD比（OD2：OD1）。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
（発明の詳細な説明）
　ヌクレオソーム構造は後成的シグナル組成の観点から、健常細胞と比較して癌細胞にお
いて変化し得る。健常細胞におけるよりも癌細胞においてより一般的な、又はその逆であ
る後成的シグナルに結合するように方向づけられた抗体又は他の結合子の使用により、細
胞起源の混合物を有する無細胞ヌクレオソームを含む対象から採取された生体試料におけ
る、腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームの単離（すなわち、ポジティブ選択又はネガ
ティブ選択による）が可能となる。
【００２９】
　ヌクレオソームのコアは、H2A、H2B、H3、及びH4ヒストンタンパク質の各々の対を含む
、8つのヒストンタンパク質からなる。ヒストンH1（H1）はコアヒストンではないが、コ
アの外側に位置し、リンカーとして働く。特に、H1は「ひも上のビーズ」基礎構造の高次
構造への詰め込みに関与する。理論に束縛されることなく、本発明者らは、腫瘍を起源と
する無細胞ヌクレオソームが、健常細胞を起源とするヌクレオソームよりもヒストンH1を
より低頻度に含むことを突き止めた。従って、腫瘍を起源とするヌクレオソームは8つの
コアヒストンタンパク質H2A、H2B、H3、及びH4（＋DNA及び任意の付加的分子）のみから
なる可能性がより高い。このように、血液中の腫瘍を起源に有する又は腫瘍を起源に有さ
ない循環無細胞ヌクレオソームは、腫瘍起源の大部分のヌクレオソームが会合しているDN
A断片と一緒に、8つのヒストンタンパク質のコアヌクレオソーム構造を含むのに対し、腫
瘍を起源としない大部分のヌクレオソームは、同様のコアヌクレオソーム構造及び会合し
ているDNA断片に加え、追加的なヒストンH1タンパク質成分を含む点において、定性的に
異なると考えることができる。この定性的な差異は、対象又は患者から収集された体液試
料における腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームの濃縮のためのネガティブ選択方法の
基礎として使用することができる。
【００３０】
　本発明者らは過去、血液及び他の体液中の無細胞ヌクレオソームの後成的分析のための
方法を報告した（WO2013/030577、WO2013/030578、WO2013/030579、WO2013/084002）。先
に論じたように、腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームは腫瘍を有する対象の循環中に
放出されるが、これらは正常細胞のターンオーバーに起因して循環中に既に存在する無細
胞ヌクレオソームの中にあって希釈される。腫瘍を起源としないあらゆるそのようなヌク
レオソームは、腫瘍ヌクレオソームの遺伝学的又は後成的分析に干渉する。体液試料から
腫瘍を起源としない無細胞ヌクレオソームを除去すれば、腫瘍を起源とする無細胞ヌクレ
オソームの純度が高まり、試料中の腫瘍ヌクレオソーム又は腫瘍クロマチン断片の遺伝学
的又は後成的分析の結果が改善される。
【００３１】
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　本発明の好ましい態様において、疾患を起源とする循環無細胞ヌクレオソームを、免疫
アッセイ又は質量分析により後成的特徴について精製及び分析する。この態様において；
血液、血清、血漿、又は他の体液試料を対象から採取し、かつヒストンH1成分を含む無細
胞ヌクレオソームを除去することにより、該試料を疾患を起源とする無細胞ヌクレオソー
ムについて濃縮する。疾患の徴候となる残る無細胞ヌクレオソームを、免疫アッセイ法又
は質量分析法を用いて後成的特徴について分析する。分析可能なヌクレオソームの後成的
特徴には；特定のヒストンの翻訳後修飾、特定のヒストンアイソフォーム、特定のヌクレ
オチド又は修飾ヌクレオチド（例えば、メチル化、ヒドロキシルメチル化、又は他のヌク
レオチド修飾）のいずれか又は全てがある。免疫アッセイ法及び質量分析法の利点として
は、費用が低く、分析の感度及び特異性が高く、かつハイスループットであることが挙げ
られる。
【００３２】
　一実施態様において、生体試料由来の疾患を起源とする無細胞ヌクレオソームのアフィ
ニティー精製による単離及び後成的分析のための方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合の
ヌクレオソーム）を単離する工程；及び
　(iii) 修飾ヌクレオチドに結合するように方向づけられた抗体又は他の結合子を必要と
する免疫アッセイ法を用いて、単離ヌクレオソームフラクションを修飾ヌクレオチドを含
むかどうかについて分析する工程、を含む、前記方法が、提供される。
【００３３】
　別の実施態様において、生体試料由来の疾患を起源とする無細胞ヌクレオソームのアフ
ィニティー精製による単離及び後成的分析のための方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合の
ヌクレオソーム）を単離する工程；及び
　(iii) 翻訳後修飾されたヒストンに結合するように方向づけられた抗体又は他の結合子
を必要とする免疫アッセイ法を用いて、単離ヌクレオソームフラクションを翻訳後修飾さ
れたヒストンを含むかどうかについて分析する工程、を含む、前記方法が、提供される。
【００３４】
　さらなる実施態様において、生体試料由来の疾患を起源とする無細胞ヌクレオソームの
アフィニティー精製による単離及び後成的分析のための方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合の
ヌクレオソーム）を単離する工程；及び
　(iii) ヒストンアイソフォームに結合するように方向づけられた抗体又は他の結合子を
必要とする免疫アッセイ法を用いて、単離ヌクレオソームフラクションをヒストンアイソ
フォームを含むかどうかについて分析する工程、を含む、前記方法が、提供される。
【００３５】
　さらなる実施態様において、生体試料由来の疾患を起源とする無細胞ヌクレオソームの
アフィニティー精製による単離及び後成的分析のための方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合の
ヌクレオソーム）を単離する工程；及び
　(iii) 非ヒストンタンパク質に結合するように方向づけられた抗体又は他の結合子を必
要とする免疫アッセイ法を用いて、単離ヌクレオソームフラクションを付加的な非ヒスト
ンタンパク質との結合について分析する工程、を含む、前記方法が、提供される。
【００３６】
　さらなる実施態様において、生体試料由来の疾患を起源とする無細胞ヌクレオソームの
アフィニティー精製による単離及び検出のための方法であって：
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　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合の
ヌクレオソーム）を単離する工程； 
　(iii)免疫アッセイにより単離ヌクレオソームを定量化する工程；及び
　(iv) 対象の疾患状態の指標として、ヒストンH1成分を含まない無細胞ヌクレオソーム
の存在又はレベルを使用する工程、を含む、前記方法が、提供される。
【００３７】
　本発明の好ましい分析的な態様において、試料中に存在する循環無細胞ヌクレオソーム
の後成的特徴は、(i) ヒストンH1を含むヌクレオソーム及び(ii) ヒストンH1を含むもの
及び含んでいないものの両方であり得る全てのヌクレオソームにおいて分析され、又は測
定される。ヒストンH1を含むヌクレオソーム（すなわち、主に非腫瘍ヌクレオソーム）の
後成的特徴の測定は、限定することなく、質量分析を含む当技術分野で公知の方法により
、又は2つの抗体（又は他の結合剤）を用いる免疫アッセイにより実施することができ、
該抗体（又は他の結合剤）のうちの一方は対象の後成的特徴と結合するように方向づけら
れ、他方はヒストンH1と結合するように方向づけられる。ヒストンH1を含まないヌクレオ
ソーム（すなわち、主に腫瘍ヌクレオソーム）の後成的特徴の直接的測定は、本明細書に
記載のアフィニティー精製法を用いたH1会合ヌクレオソームの除去による濃縮に続けて行
う場合に、最も効果的に実施される。しかしながら、ヒストンH1を含むもの及び含んでい
ないものの両方（すなわち、腫瘍及び非腫瘍ヌクレオソームの両方）であり得る（全ての
）循環無細胞ヌクレオソームは、質量分析により、又は2つの抗体（又は他の結合剤）を
用いる免疫アッセイにより分析し、又は測定することができ、該抗体（又は他の結合剤）
の一方は対象の後成的特徴と結合するように方向づけられ、他方はヒストンH2、H3、又は
H4エピトープのいずれか、任意のDNAエピトープ、又はヒストンH1エピトープ以外のクロ
マチン断片中に存在する任意の他のエピトープを含む共通のコアヌクレオソームエピトー
プに結合するように方向づけられる。本発明のこの態様において、後成的特徴を含み、か
つヒストンH1を包含もする循環無細胞ヌクレオソーム（すなわち、非腫瘍ヌクレオソーム
）並びにヒストンH1を含むヌクレオソーム及び含まないヌクレオソームの両方（すなわち
、腫瘍及び非腫瘍ヌクレオソームの両方）を含む後成的特徴を含む循環無細胞ヌクレオソ
ームを測定することができる。これら2つの分析又は測定は、ヒストンH1と会合しない特
定の後成的特徴を含む試料中に存在する循環無細胞ヌクレオソームの量又は比率の指標と
して一緒に使用することができる。それは、腫瘍を起源に有する可能性があるヌクレオソ
ームの量又は比率である。例えば、2つの測定値の差を使用することができるか、又は2つ
の測定値の比を使用することができる。
【００３８】
　本発明のこの分析的態様の好ましい実施態様において、対象から採取された生体試料に
おける後成的エピトープを含む、腫瘍を起源とする循環無細胞ヌクレオソームの比率を測
定するための方法であって、
　(i) 対象から体液試料を取得する工程
　(ii) 第1の免疫アッセイを実施する工程であって；
　　(1A) 試料を該後成的エピトープと結合する第1の結合剤と接触させる工程；
　　(1B) ヌクレオソーム又は試料をヒストンH1と結合する第2の結合剤と接触させる工程
；及び
　　(1C) 該第2の結合剤の試料中のヌクレオソームとの結合を検出し、又は定量化する工
程、を含む、前記工程；
　(iii) 第2の免疫アッセイを実施する工程であって；
　　(2A) 試料を該後成的エピトープと結合する第1の結合剤と接触させる工程；
　　(2B) ヌクレオソーム又は試料を、非ヒストンH1ヌクレオソーム又はクロマチン断片
エピトープと結合する第3の結合剤と接触させる工程；及び
　　(2C) 該第3の結合剤の試料中のヌクレオソームとの結合を検出し、又は定量化する工
程、を含む、前記工程、
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　(iv) 工程(1C)及び(2C)の測定値を該後成的エピトープを含み、かつ腫瘍を起源とする
試料中の無細胞ヌクレオソームの量又は比率の指標として組合わせる工程、を含む方法が
提供される。
【００３９】
　本発明のこの分析態様の別の実施態様において、腫瘍を起源とする循環無細胞ヌクレオ
ソームの比率を測定する方法であって、対象から採取された生体試料中の後成的エピトー
プを含み、
　(i) 対象から体液試料を取得する工程；
　(ii) 第1の免疫アッセイを実施する工程であって；
　　(1A) 試料をヒストンH1と結合する第1の結合剤と接触させる工程；
　　(1B) ヌクレオソーム又は試料を該後成的エピトープと結合する第2の結合剤と接触さ
せる工程；及び
　　(1C) 該第2の結合剤の試料中のヌクレオソームとの結合を検出し、又は定量化する工
程、を含む前記工程；
　(iii) 第2の免疫アッセイを実施する工程であって；
　　(2A) 試料を非ヒストンH1ヌクレオソーム又はクロマチン断片エピトープと結合する
第1の結合剤と接触させる工程；
　　(2B) ヌクレオソーム又は試料を該後成的エピトープと結合する第3の結合剤と接触さ
せる工程；及び
　　(2C) 該第3の結合剤の試料中のヌクレオソームとの結合を検出し、又は定量化する工
程、を含む前記工程；
　(iv) 工程(1C)及び(2C)の測定値を試料中の該後成的エピトープを含み、かつ腫瘍を起
源とする無細胞ヌクレオソームの量又は比率の指標として組合わせる工程、を含む、前記
方法が提供される。
【００４０】
　当業者には、先に言及された「第1」及び「第2」の免疫アッセイを、任意の順序で、又
は並行して、又は多重形式で実施することができることが明らかであろう。また、2つの
免疫アッセイにおいて使用される第1及び第2の、又は第1及び第3の結合剤の順列は、必ず
しも先に記載のように対称的であるわけではないことも明らかであろう。
【００４１】
　好ましい実施態様において、後成的エピトープ又は特徴は、(i)ヒストンH2、H3、又はH
4のアイソフォーム、(ii) ヒストンH2、H3、又はH4中に存在する翻訳後修飾、(iii) 修飾
ヌクレオチドを含むヌクレオチド、(iv) 無細胞クロマチン断片中に包含され、又は該断
片に付加される非ヒストンタンパク質から選択される。さらなる実施態様において、後成
的エピトープは、ヌクレオソームそれ自体の中に存在する共通エピトープであり、2つの
免疫アッセイは、腫瘍ヌクレオソームそれ自体の存在の指標を提供する。
【００４２】
　本発明のこの態様の好ましい実施態様において、疾患を起源とする特定の後成的エピト
ープを含む無細胞ヌクレオソームの量又は比率を対象における疾患の存在についてのバイ
オマーカーとして使用し、又は対象を疾患状態又は治療レジメンへの適性について評価す
るために使用することができる。
【００４３】
　本発明者らは先に記載の通り、及び実施例15において、非ヒストンタンパク質ヌクレオ
ソーム付加物を2つの免疫アッセイによって測定し、[非ヒストンタンパク質を含むヌクレ
オソームそれ自体]：[ヒストンH1及び非ヒストンタンパク質を含むヌクレオソーム]の比
を導く分析手順の開発に成功した。従って、導かれる比は、[全てのヌクレオソームタン
パク質付加物]：[非腫瘍ヌクレオソームタンパク質付加物]の指標である。従って、対象
から取得される血液、血清、又は血漿試料について、試料に関し導かれる比が大きいほど
、ヌクレオソームの一部が腫瘍を起源に有する可能性が高くなる。29名の健常対象におい
て、実測された平均免疫アッセイ出力（光学密度）比は、8.7であった。結腸直腸癌と診
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断された29名の対象において、平均の比は15.9であった。膵癌と診断された11名の対象に
おいて、平均の比は17.1であった。このことは、比が高まることが実に癌を起源とするヌ
クレオソームと関連付けられることを実証する。
【００４４】
　さらに、カットオフレベルを高めた各対象についての個別の結果を癌のバイオマーカー
として使用した。カットオフを12とすると；比は膵癌と診断された対象の73％（11名中8
名）、臨床的特異度79％で結腸直腸癌と診断された対象の41％（29名中12名）に対し陽性
の結果を与えた（29名の健常対象のうち、6名が偽陽性の結果）。カットオフを22とする
と；比は膵癌と診断された対象の36％（11名中4名）、及び臨床的特異度93％で結腸直腸
癌と診断された対象の34％（29名中10名）に対し陽性の結果を与えた（29名の健常対象の
うち、2名が偽陽性の結果）。これらの結果は、本明細書に記載の比を癌疾患のバイオマ
ーカーとして使用することができることを実証する。
【００４５】
　本明細書における「ヒストンH1結合剤」（例えば、ネガティブ選択法において）への言
及は、一般に任意のヒストンH1バリアント、アイソフォーム、又はそれらの修飾を含むヒ
ストンH1タンパク質と結合する結合剤を指すことが理解されよう。従って、一実施態様に
おいて、ヒストンH1結合剤は：ヒストンH1タンパク質、バリアント、アイソフォーム、又
はそれらの修飾と結合する結合剤から選択される。
【００４６】
　先の実施態様において、疾患を起源とする濃縮された無細胞ヌクレオソームそれ自体の
存在若しくはレベル、検出された修飾ヌクレオチド、ヒストンの翻訳後修飾、ヒストンア
イソフォーム、若しくはヌクレオソームタンパク質付加物を含む疾患を起源とする濃縮さ
れた無細胞ヌクレオソームの存在又はレベルを、疾患状態、疾患予後、疾患モニタリング
、治療モニタリング、又は特定の治療に対する疾患感受性の指標として、又は他の臨床適
用について使用することができる。
【００４７】
　本発明者らは、過去、WO2005/019826、WO2013/030577、WO2013/030578、WO2013/030579
、WO2013/084002に記載の方法を含む、本発明における使用に好適なヌクレオソーム免疫
アッセイ法を報告した。限定されることなく、これらの方法のいずれかを、本発明におい
て利用することができる。
【００４８】
　さらに、本発明者らは腫瘍を起源とするヌクレオソームがH1と会合している場合、ヌク
レオソームと会合しているH1がさらなる修飾に付され、かつ/又は健常細胞を起源とする
ヌクレオソーム中に存在するものとは異なるH1バリアント若しくはH1アイソフォームを含
み得ることを突き止めた。
【００４９】
　主なヒストンH1バリアント又はアイソフォームには、限定されることなく、増殖する体
細胞及び休止する体細胞において発現するH1.0、H1.10、及びH1X、並びに分裂細胞におい
て高レベルで発現するH1バリアント、H1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、及びH1.6がある。
さらに、主に精巣に発現するH1.8及び主に卵母細胞に発現するH1.7を含む、生殖系列特異
的バリアントが存在する。クロマチンのヒストンバリアント組成は癌細胞において変化し
、共通のH1アイソフォームのうち、ヒストンH1.0アイソフォームの発現が癌細胞において
下方調節される一方、ヒストンアイソフォームH1.1、H1.2、H1.3、H1.4、及びH1.5が癌細
胞において高レベルで発現することが報告されている（Scaffidiの文献、2015）。
【００５０】
　ヒストンH1は、N及びC末端尾部に位置するアミノ酸残基並びにタンパク質の球形ドメイ
ン内に翻訳後修飾を受ける場合があり、これらの修飾は癌と関連付けることができる（Iz
zo及びSchneiderの文献、2015）。本明細書における「ヒストンH1の修飾」への言及が、
アセチル化、モノ、ジ、又はトリメチル化であり得るメチル化、リン酸化、ユビキチン化
、ADPリボシル化、シトルリン化、ヒドロキシル化、グリコシル化、ニトロシル化、グル
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タミン化、及び/又は異性化を含み得るH1翻訳後修飾（PTM）を指すことは、理解されよう
。修飾を有するヒストンアミノ酸残基は、ヒストンアミノ酸配列内の任意のSer、Lys、Ar
g、His、Glu、Pro、又はThr残基であり得る。
【００５１】
　例えば、コアヒストン配列内のリシン残基は、モノ、ジ、若しくはトリメチル化され、
アセチル化され、又はユビキチン化され得、コアヒストン配列内部のアルギニン残基はモ
ノメチル化され、対称的に、若しくは非対称的にジメチル化され、又はシトルリンに変換
され得、コアヒストン配列内のセリン又はスレオニン残基は、リン酸化され得、かつ/又
はコア配列内のプロリン残基は異性化され得る。
【００５２】
　当業者には、特定のヒストン修飾を記載するのに使用される表記法が、どのヒストンが
修飾されたか、修飾された特定のアミノ酸（複数可）、及び生じた修飾の種類を示すこと
が理解されよう。例えば、H1K64(Ac)はヒストンH1のリシン64でのアセチル化を示す。
【００５３】
一実施態様において、本発明で使用される結合子（複数可）は、無細胞ヌクレオソームに
関連するヒストンH1の修飾と結合するように方向づけられる。さらなる実施態様において
、ヒストンH1の修飾は、リン酸化、アセチル化、メチル化、ユビキチン化、及び/又はホ
ルミル化から選択される。H1の修飾には：部位：S2、T4、T11、S/T18、S27、T31、S36、S
37、T39、S41、S44、S107、T138、T142、T146、T147、T154、T155、T165、S172、S173、T
180、S/T187、S189でのリン酸化；部位：S2、K17、K26、K34、K46、K49、K52、K63、K64
、K85、K88、K90、K93、K97、K109、K168、K169、K192、K209でのアセチル化；部位：K26
、K27、K34、K52、K64、K97、K106、K119、K148、K168、K169、K187でのメチル化；部位
：K17、K21、K34、K46、K47、K64、K65、K75、K76、K85、K86、K90、K91、K97、K98、K10
6、K107でのユビキチン化；部位：K17、K34、K46、K63、K64、K67、K75、K85、K88、K90
、K97、K110、K140、K141、K160でのホルミル化を含み得る。従って、一実施態様におい
て、無細胞ヌクレオソームに会合しているヒストンH1の修飾は、本明細書に列記された少
なくとも1つのヒストンH1の修飾を含む。
【００５４】
　一実施態様において、本発明で使用される結合子（複数可）は、無細胞ヌクレオソーム
と会合しているヒストンH1バリアント又はアイソフォームと結合するように方向づけられ
る。H1バリアント及びアイソフォームは、有糸分裂中に発現すると考えられるH1.1、H1.2
、H1.3、H1.4、H1.5、又はH1.6、及び休止体細胞に発現するH1.0、H1.10、及びH1Xを含み
得る。また、追加のH1バリアントは特定の組織において、例えばバリアントH1t、H1T2、H
1LSは精巣において同定され、並びに特定の細胞種において、例えばバリアントH1.0は末
期的に分化した細胞において同定された。従って、一実施態様において、無細胞ヌクレオ
ソームと会合しているヒストンH1バリアント又はアイソフォームは、本明細書に列記され
たヒストンH1バリアント又はアイソフォームの少なくとも1つを含む。
【００５５】
　当業者には、ヒト又は動物対象患者から採取した生体試料の、その定量的なH1の会合又
はその定性的なH1アイソフォーム及び/又はH1 PTM修飾の組成に基づく腫瘍を起源とする
ヌクレオソームについての濃縮により、ヌクレオソーム又はDNAバイオマーカーを用いた
差次的診断の識別力が向上する可能性が高いであろうことが明らかであろう。従って、一
実施態様において、健常起源又は腫瘍起源のヌクレオソームの免疫分離では、無細胞ヌク
レオソームに会合している少なくとも1つのヒストンH1修飾、及び/又はバリアント、及び
/又はアイソフォームと結合するように方向づけられた結合子を利用する。
【００５６】
　一実施態様において、生体液試料を対象から採取し、試料中の無細胞ヌクレオソームを
ヌクレオソームのヒストンH1組成に基づいて腫瘍を起源とするヌクレオソームを濃縮する
。体液試料は限定されることなく、脳脊髄液（CSF）、全血、血液、血清、血漿、月経血
、子宮内膜液、尿、唾液、又は他の体液（糞便、涙液、滑液、喀痰）、呼気、例えば、濃
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縮呼気（condensed breath）、又はそれらからの抽出物若しくは精製物、又はそれらの希
釈物を含む対象から採取される任意の生体液試料とすることができる。また、生体試料は
生きた対象からの、又は死後採取された標本を含む。試料を調製し、例えば適切な場合、
通常の方法で希釈し、又は濃縮し、かつ保存することができる。
【００５７】
　一実施態様において、腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームは：乳癌、膀胱癌、結腸
直腸癌、皮膚癌（例えば、黒色腫）、卵巣癌、前立腺癌、肺癌、膵癌、腸癌、肝癌、子宮
内膜癌、リンパ腫、口腔癌、頭頸部癌、白血病、及び骨肉腫から選択される癌を起源とす
る。
【００５８】
　一実施態様において、ヌクレオソームは、無細胞単一ヌクレオソーム又は無細胞オリゴ
ヌクレオソームである。
【００５９】
（方法）
（ネガティブ選択）
　当業者には、腫瘍細胞を起源とするヌクレオソーム及び健常細胞を起源とするヌクレオ
ソームを含む血液試料中の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームの、ヒストンH1アイソ
フォーム又はヒストンH1翻訳後修飾パターンに基づくアフィニティー結合によるポジティ
ブ選択は、腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームがH1タンパク質成分を保持し、かつ含
む場合にのみ可能であることが明らかであろう。しかしながら、腫瘍を起源とする循環無
細胞ヌクレオソームの大半は、H1成分を含まない。この理由から、ネガティブ選択が、腫
瘍を起源とする循環無細胞ヌクレオソームを濃縮するのに好ましい方法である。
【００６０】
　本発明の第1の態様によると、生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソーム
を、アフィニティー精製によって単離し/分析するための方法であって：
　(i) 試料からヒストンH1（任意のヒストンH1バリアント、アイソフォーム、又はそれら
の修飾を含む）結合剤と接触させる工程；
　(ii) 試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合のヌ
クレオソーム）を単離する工程；並びに
　(iii) 単離ヌクレオソーム及び/又は会合DNAを分析する工程、を含む、前記方法が提供
される。
【００６１】
　本発明のこの態様に従って、ヒストンH1タンパク質、又は1以上の特定のヒストンH1バ
リアント、又は1以上の特定のヒストンH1修飾を含む無細胞ヌクレオソームのネガティブ
選択により、腫瘍を起源とするヌクレオソームについて生体試料を濃縮するための方法が
提供される。一実施態様において、ヒストンH1又はヒストンH1バリアントH1.0、H1.10、
又はH1Xと結合するように方向づけられた抗体又は他の結合子（又はこれらの任意の組合
わせに方向づけられた任意の結合子）は、H1バリアントを含むヌクレオソームを選択及び
単離するのに使用され、従って健常細胞を起源とするヌクレオソームと結合する。従って
この方法により試料から健常細胞を起源とするヌクレオソームが除去され、そのため、該
試料は腫瘍を起源とするヌクレオソームについて濃縮される。好ましい実施態様において
、結合子は健常起源を有するヌクレオソームの免疫抽出のための固相上に固定化された抗
体である。液相に残存するヌクレオソーム及び/又は会合DNAを遺伝学的配列、後成的シグ
ナル構造、又は他の特徴について分析することができる。
【００６２】
　従って、本発明の態様によると、生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソー
ムをアフィニティー精製により単離し/分析するための方法であって：
　(i) 試料をヒストンH1タンパク質それ自体又はH1.0、H1.10、又はH1.Xから選択される
ヒストンH1バリアントと結合するヒストン1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 試料から結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合ヌクレオソーム
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）を単離する工程；並びに
　(iii) 単離ヌクレオソーム及び/又は会合DNAを分析する工程、を含む、前記方法が提供
される。
【００６３】
　一実施態様において、単離ヌクレオソームを免疫アッセイ又は質量分析により分析する
。存在する腫瘍を起源とするヌクレオソームのレベル又は量及び/又は腫瘍を起源とする
ヌクレオソームの任意の分子遺伝学的又は後成的特徴を使用して、対象における癌を検出
し、又は任意の臨床目的のために対象の癌を評価することができる。さらなる実施態様に
おいて、単離ヌクレオソームを後成的特徴を含むかどうかについて免疫アッセイ又は質量
分析により分析する。なおさらなる実施態様において、後成的特徴は、ヒストンの翻訳後
修飾、ヒストンアイソフォーム、修飾ヌクレオチド、又は付加非ヒストンタンパク質を含
む。さらなる実施態様において、単離ヌクレオソームのDNA成分を、DNA塩基配列について
分析する。
【００６４】
　本明細書に記載のネガティブ選択法における「ヒストンH1タンパク質」への言及は、ネ
イティブの又は野生型ヒストンH1タンパク質を含む。先の説明の通り、腫瘍を起源とする
無細胞ヌクレオソームは健常細胞を起源とするヌクレオソームよりも少ない頻度でヒスト
ンH1を含むため、本実施態様により、ネイティブ/野生型ヒストンH1タンパク質の存在又
は不存在を検出することで、腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームを単離することが可
能となる。
【００６５】
（ポジティブ選択）
　本発明において、ポジティブ選択法は、翻訳後修飾されたヒストンH1タンパク質分子又
は先に記載の分裂細胞又は増殖細胞に関連するH1タンパク質アイソフォームと結合するよ
うに方向づけられたアフィニティー結合剤の使用に基づいている。特に、ポジティブ選択
における使用のための翻訳後修飾されたヒストンH1タンパク質結合標的には、先に列記さ
れたものから任意に選択されるものがある。ポジティブ選択における使用のためのH1アイ
ソフォームには、H1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、又はH1.6から選択されるヒストンH1ア
イソフォーム又はバリアントがある。
【００６６】
　本発明の一実施態様に従って、生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソーム
をアフィニティー精製により単離し/分析するための方法であって：
　(i) 試料を癌を起源とするヌクレオソームにおいて優勢なヒストンH1バリアント、アイ
ソフォーム、又はそれらの修飾への結合剤と接触させる工程；
　(ii) 試料からヒストンH1結合剤と結合するヌクレオソームを単離する工程；及び
　(iii) 単離ヌクレオソーム及び/又は会合DNAを分析する工程、を含む、前記方法が提供
される。
【００６７】
　本発明のこの態様に従って、ヒストンH1タンパク質、又は癌を起源とするヌクレオソー
ムにおいて優勢な1以上の特定のヒストンH1バリアント、又は1以上の特定のヒストンH1修
飾を含む、無細胞ヌクレオソームのポジティブ選択によって腫瘍を起源とするヌクレオソ
ームについて生体試料を濃縮するための方法が提供される。好ましい実施態様において、
H1バリアントH1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、又はH1.6と結合するように方向づけられた
抗体又は結合子（又はこれらの任意の組合わせと結合するように方向づけられた任意の結
合子）がH1バリアントを含むヌクレオソームを選択し、かつ単離するために使用され、そ
れによって腫瘍を起源とするヌクレオソームが濃縮される一方、健常細胞を起源とする多
くのヌクレオソームは未結合のままとなり、かつこれらを分離することができる。別の好
ましい実施態様において、H1の修飾と結合するように方向づけられた抗体又は他の結合子
（又は修飾の組合わせと結合するように方向づけられた任意の結合子）がH1の修飾を含む
ヌクレオソームを選択し、単離するために使用され、それによって腫瘍を起源とするヌク
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レオソームが濃縮される一方、健常細胞を起源とする多くのヌクレオソームが未結合のま
まとなり、かつこれらを分離することができる。好ましい実施態様において、結合子は腫
瘍を起源とするヌクレオソームの免疫抽出のための固相上に固定化された抗体である。固
相に結合したヌクレオソーム及び/又は会合DNAを遺伝学的配列、後成的シグナル構造、又
は他の特徴について分析することができる。
【００６８】
　従って、本発明の態様によると、生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソー
ムをアフィニティー精製により単離し/分析するための方法であって：
　(i) 試料をH1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、若しくはH1.6から選択されるヒストンH1バ
リアント、又はヒストンH1の修飾と結合する結合剤と接触させる工程；
　(ii) 試料から結合剤と結合したヌクレオソームを単離する工程；並びに
　(iii) 単離ヌクレオソーム及び/又は会合DNAを分析する工程、を含む、前記方法が提供
される。
【００６９】
　一実施態様において、単離ヌクレオソームは免疫アッセイ又は質量分析によって分析さ
れる。さらなる実施態様において、単離ヌクレオソームを免疫アッセイ又は質量分析によ
って後成的特徴を含むかどうかについて分析する。なおさらなる実施態様において、後成
的特徴は、ヒストンの翻訳後修飾、ヒストンアイソフォーム、修飾ヌクレオチド、又は付
加非ヒストンタンパク質を含む。さらなる実施態様において、単離ヌクレオソームのDNA
成分を、DNA塩基配列について分析する。
【００７０】
　腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームは、様々な起源を有するヌクレオソームの混合
物の一部として生体液中に存在し、存在する無細胞ヌクレオソームの一部のみを構成する
。驚くべきことに、腫瘍を起源とするヌクレオソームの濃縮又は単離を、本明細書に記載
されたアフィニティー精製単離法を用いたポジティブ選択又はネガティブ選択によって実
施することができることが見出された。
【００７１】
　循環ヌクレオソームレベルは外傷、卒中、又は細胞傷害性薬物、若しくは放射線療法に
よる処置を含む任意の数の本質的に異なる原因によって生じる細胞死の突然の増加の後2
～5日で顕著に急上昇し得る。その後レベルは2～3日の期間で下落する（Holdenriederら
の文献、2001）。この効果は細胞死の誘導とそれに続く循環からの排出によるものである
（Holdenrieder及びStieberの文献、2009）。
【００７２】
　腫瘍疾患を有さない患者の循環中に放出されるヌクレオソーム（例えば、外科手術外傷
によるものを含む）が腫瘍を起源に有し得ないことは明らかである。これらのヌクレオソ
ームはcfDNAに寄与するが、ctDNAを含まない。
【００７３】
　本明細書で使用される用語「ヌクレオソーム」は、単一ヌクレオソーム及びオリゴヌク
レオソーム、並びに流体媒体中で分析することができるような任意のクロマチン断片を含
むことが意図されることは明らかである。さらなる実施態様において、無細胞ヌクレオソ
ームは単一ヌクレオソーム、オリゴヌクレオソーム、又は他の染色体断片である。
【００７４】
　当業者には、存在するヌクレオソームの一部として単離された腫瘍ヌクレオソームのレ
ベルが、試料中の腫瘍DNAを含むDNAの比率の尺度として使用され得ることが明らかであろ
う。さらに、逆のレベルは試料中の健常起源を有するDNAの比率である。従って、本明細
書に記載の方法を使用して、試料中のctDNAのレベル/比率を検出することができる。その
ような尺度はctDNA中の癌関連変異の対立遺伝子頻度尺度に類似しており、腫瘍負荷及び
治療への反応の尺度として使用することができる。
【００７５】
　本発明の一実施態様において、完全に又は部分的に精製された腫瘍ヌクレオソーム調製
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物が、生体液試料から単離される。一実施態様において、精製法は、該後成的エピトープ
と結合する結合子を利用することによる、健常組織に特徴的なヒストン又はDNAの後成的
シグナルエピトープを含む無細胞ヌクレオソームのアフィニティー単離を伴う。従って、
溶出物は腫瘍ヌクレオソーム調製物及び/又はその会合ctDNAを含み、これらを続いて分析
することができる。
【００７６】
　本明細書で要求される試料由来のヌクレオソームを接触させ、かつ単離する方法は当技
術分野で周知されており、任意の好適な分離法を使用することができる。例えば、分離法
には、アフィニティークロマトグラフィー又は磁気抗体ビーズを挙げることができる。例
えば、アフィニティーカラムクロマトグラフィー設定を使用する場合、試料をH1結合剤を
含むアフィニティーカラムを通過させることができることは理解されよう。固相に結合し
たヌクレオソーム又はフロースルー（すなわち、未結合のヌクレオソーム）のいずれかを
本明細書に記載のポジティブ選択法又はネガティブ選択法が利用されたかどうかに応じて
ctDNAの分析用に収集することができる。
【００７７】
　好ましい実施態様において、腫瘍ヌクレオソーム及びctDNAの単離は、ヒストンH1への
結合子を利用する免疫学的アフィニティー精製法によって実施される。当業者には、ヒス
トンH1に特異的に結合することができる任意の結合剤を本発明のアフィニティー精製法に
使用することができることが明らかであろう。そのような結合剤としては、限定されるこ
となく、抗体、アプタマー、又は結合タンパク質（例えば；ヌクレオソーム結合タンパク
質）を挙げることができる。
【００７８】
　抗体は、免疫化及びファージディスプレイなどのライブラリー法を含む当技術分野で公
知の様々な方法により生産することができる。免疫反応を対象の成分又は抗原に対して誘
導することができ、又はライブラリーを、対象の成分又は抗原と結合するように選択する
ことができる。ヒストンH1に結合するよう方向づけられた抗体を、任意にヒストンの翻訳
後修飾を含むことができる完全H1タンパク質アミノ酸配列を含む様々なそのような成分に
対して生産することができる。タンパク質は、生細胞から精製するか、合成的に生産して
もよい。あるいは、H1アミノ酸配列の一部であるペプチド配列を使用することができ、こ
れは任意にヒストンの翻訳後修飾を含むこともできる。ヒストンH1を含むヌクレオソーム
又は他のクロマチンフラクションを使用することもできる。
【００７９】
　当業者には、ヒストンH1の任意の部分又は全てと結合するように方向づけられた結合剤
を、本発明の方法において利用することができることが明らかであろう。
【００８０】
　腫瘍を起源とする単離ヌクレオソームの分析は、多くの分析が当技術分野で公知である
任意の好適な方法を伴い得る。これらの方法には、限定されることなく、dsDNAなどの共
通のヌクレオソームエピトープに対する、又はヒストン修飾、ヒストンバリアント、DNA
修飾、又はヌクレオソームに付加された別の分子を含む、対象の後成的構造に対する第2
の抗体若しくは他の結合子を使用する免疫アッセイによる分析がある。これらの方法は、
WO 2005/019826、WO 2013/030577、WO 2013/030579、及びWO 2013/084002に記載された全
ての方法を参照により本明細書に含み、ここでヒストンH1結合子は一般的な抗ヌクレオソ
ームエピトープ結合子の代わりに利用される。また、これらの方法は腫瘍を起源とする循
環ヌクレオソーム中に存在する複数のエピトープの分析のための多重方法を含む。
【００８１】
　また、本発明の方法により単離される腫瘍を起源とするヌクレオソームの分析は、限定
されることなく、電気泳動法、クロマトグラフィー法、並びにクロマトグラフィー及び質
量分析及び/又は安定同位体標識された質量分析を伴う方法、及び/又は質量分析による同
定及び/又は定量化のためのペプチドを作製するタンパク質消化を伴う方法を含む質量分
析法、又は任意の他の方法による任意の組合わせ質量分析法を伴う任意の方法を含む当技
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術分野で公知の任意のプロテオミクス法を伴い得る。
【００８２】
　本発明の好ましい実施態様において、腫瘍を起源とするヌクレオソームについて濃縮さ
れた循環ヌクレオソーム調製物を癌患者から採取した血液、血清、又は血漿試料中の循環
ヌクレオソームのアフィニティー精製によって調製し、ヌクレオソーム調製物の後成的組
成を質量分析を伴う方法により調査する。従って、一実施態様において、方法は：
　(i) 試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 遊離又はヒストンH1結合剤と結合されたヌクレオソームフラクションを分離し、
フラクションの1つを単離する工程；並びに
　(iii) 工程(ii)で単離されたヌクレオソームを質量分析を含む方法を用いて分析する工
程、を含む。
【００８３】
　当業者であれば、本明細書に記載のポジティブ選択法が使用されているか、又はネガテ
ィブ選択法が使用されているかに応じて、どのヌクレオソームフラクションを単離するか
が決定される（すなわち、ポジティブ選択法については結合フラクション、又はネガティ
ブ選択法については遊離/溶出フラクション）ことを理解するだろう。
【００８４】
　本発明のさらなる態様に従って、生体試料から精製腫瘍DNAを単離するための方法であ
って：
　(i) 試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において単離したヌクレオソーム試料からDNAを抽出する工程；及び
　(iv) 抽出DNAを分析する工程、を含む、前記方法が提供される。
【００８５】
　本発明のさらなる態様に従って、生体試料から精製腫瘍DNAを単離するための方法であ
って：
　(i) 試料をH1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、若しくはH1.6から選択されるヒストンH1バ
リアント、又はヒストンH1の修飾と結合する結合剤と接触させる工程；
　(ii) 結合剤と結合したヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において単離されたヌクレオソーム試料からDNAを抽出する工程；及び
　(iv) 抽出DNAを分析する工程、を含む、前記方法が提供される。
【００８６】
　精製又は単離腫瘍DNAの調査は、限定されることなく、DNA配列のメチル化、点変異、転
座、遺伝子コピー数、マイクロサテライト異常、及びDNA鎖の完全性を含む後成的分析を
含む任意の又は全ての種類の癌関連DNA異常の分析を伴い得る。さらに、限定することな
く、DNA配列決定法、メチル化DNA配列決定分析、PCR、BEAMing、NGS（標的型又は全ゲノ
ム型）、デジタルPCR、cold PCR（低変性温度のPCRによる共増幅）、MAP（MIDI活性化加
ピロリン酸分解）、PARE（個人化された再配列末端の分析）、及び質量分析を含む任意の
DNA分析法を利用することができる。
【００８７】
　本発明の方法の一実施態様において、生体試料は、全血、血液、血清、血漿、脳脊髄液
、尿、糞便、喀痰、唾液、若しくは他の体液、又は呼気、濃縮呼気、又はそれらからの抽
出物若しくは精製物、又はそれらの希釈物である。さらなる実施態様において、生体試料
は血液、血清又は血漿である。なおさらなる実施態様において、生体試料は血清である。
【００８８】
　生体試料の収集法は、当技術分野で周知されており、任意のそのような収集法は、本明
細書に記載の方法による使用に好適であることが理解されよう。
【００８９】
（さらなる後成的マーカー）
　いったん腫瘍起源について濃縮されたヌクレオソームが単離されたら、それらをさらな
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る後成的マーカー（「後成的エピトープ」）について分析し、又はさらなる濃縮法に付す
ることができる。
【００９０】
　従って、本発明の一態様によると、生体試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの後成的エピ
トープを検出するための免疫アッセイ法であって：
　(i) 試料をヒストンH1又はH1.0、H1.10、若しくはH1.Xから選択されるヒストンH1バリ
アントと結合する第1の結合剤と接触させる工程；
　(ii) 第1の結合剤と結合しないヌクレオソーム（すなわち、未結合のヌクレオソーム）
を単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において取得したヌクレオソームを該エピトープと結合する第2の結合
剤と接触させる工程；
　(iv) 該第2の結合剤の該エピトープとの結合を検出し、かつ/又は定量化する工程；及
び
　(v) 試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの特定のエピトープの存在の尺度として、そのよ
うな結合の存在又は程度を使用する工程、を含む、前記方法が提供される。
【００９１】
　本発明の別の態様に従って、生体試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの後成的エピトープ
を検出するための免疫アッセイ法であって：
　(i) 試料をH1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、又はH1.6から選択されるヒストンH1バリア
ント、又はヒストンH1の修飾と結合する第1の結合剤と接触させる工程；
　(ii) 第1の結合剤と結合したヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において取得したヌクレオソームを該エピトープと結合する第2の結合
剤と接触させる工程；
　(iv) 該第2の結合剤の該エピトープとの結合を検出し、かつ/又は定量化する工程；及
び
　(v) 試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの特定のエピトープの存在の尺度として、そのよ
うな結合の存在又は程度を使用する工程、を含む、前記方法が提供される。
【００９２】
　一実施態様において、エピトープはヒストン修飾、修飾ヌクレオチド、ヒストンバリア
ント若しくはアイソフォーム、又はヌクレオソーム付加物又はこれらのバリアントから選
択される。さらなる実施態様において、エピトープは、ヒストン修飾を含む。なおさらな
る実施態様において、ヒストン修飾はH3K27Ac及び/又は5-メチルシトシンを含む。
【００９３】
　様々な後成的に修飾されたヌクレオチドが文献に記載されており、DNA及び/又はDNAヌ
クレオチド残基の後成的修飾パターンは癌において変化することが公知である。これらの
うちで最もよく記載されたものにはシトシン5位のメチル化がある。5-メチルシトシンを
含むDNAは、「メチル化DNA」と呼ばれることが多い。癌細胞におけるDNAのメチル化は、
健常細胞のDNAと比較しておよそ50％低下していると推定される（Guerrero-Prestonらの
文献、2007; Soaresらの文献、1999）。しかしながら、循環ヌクレオソームのレベルの癌
に関連する増加は、平均で970％であり（Holdenriederらの文献、2001）かつcfDNAの増加
は約600％である（Schwarzenbach らの文献、2011）と報告されている。
【００９４】
　さらなる後成的エピトープについてのアッセイは、単離において、又はアッセイパネル
の一部として実施することができる。
【００９５】
　一実施態様において、本明細書に記載の方法から取得した単離ヌクレオソーム試料をさ
らなる濃縮工程に付する。従って、一実施態様において、本発明の方法は、単離ヌクレオ
ソームをヒストンH3.1及び/又はH3.2及び/又はH3t結合剤と接触させることをさらに含む
。ヒストン3バリアントH3.1、H3.2、及びH3tが、ctDNAの濃縮に使用され得ることが過去
に示されている。
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【００９６】
　本実施態様において、方法工程は：
　(i) 試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 遊離又はヒストンH1結合剤と結合したヌクレオソームフラクションを分離し、か
つフラクションの1つを単離する工程；
　(iii) 単離したフラクションをヒストンH3.1及び/又はH3.2及び/又はH3tの結合剤と接
触させる工程；
　(iv) 結合したヌクレオソームを試料から単離する工程；並びに
　(v) 単離ヌクレオソーム及び/又は会合DNAを分析する工程、を含み得る。
【００９７】
　上記の方法のいずれかを独立型方法として又は既存の検査と組合わせて使用することが
できることが認識されよう。
【００９８】
（診断方法）
　本明細書に記載の方法は診断方法と組合わせて使用することができる。例えば、試料を
腫瘍を起源とするDNA又は無細胞ヌクレオソームを単離するために、本明細書に記載の方
法を用いて濃縮することができ、続いて濃縮した試料を疾患と関連付けられるさらなる後
成的マーカーを検出することにより診断方法において使用することができる。
【００９９】
　従って、本発明のさらなる態様によると、動物又はヒト対象における癌の診断又は検出
方法であって：
　(i) 生体試料を対象から取得する工程；
　(ii) 試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(iii) 遊離又はヒストンH1結合剤と結合したヌクレオソームフラクションを分離し、か
つフラクションの1つを単離する工程；
　(iv) 工程(iii)において取得された単離ヌクレオソームを腫瘍由来ヌクレオソームの後
成的エピトープと結合する第2の結合剤と接触させる工程；
　(v) 該第2の結合剤の該エピトープとの結合を検出し、かつ/又は定量化する工程；及び
　(vi) 測定されたバイオマーカー（複数可）のレベルを、対象における該疾患の存在を
示すものとして使用する工程、を含む、前記方法が提供される。
【０１００】
　検出及び/又は定量化は、精製又は濃縮ヌクレオソーム試料に対し直接、又は該試料由
来の抽出物若しくは該試料の希釈物に対し間接的に実施することができる。試料中に存在
するバイオマーカーの量の定量化は、試料中に存在するバイオマーカーの濃度を決定する
ことを含み得る。本明細書に記載の発明による使用並びに検出、モニタリング、及び診断
の方法は、疾患の存在を確認し、発病及び進行を評価することにより疾患の発症をモニタ
リングし、又は疾患の改善若しくは軽減を評価するのに有用である。また、使用並びに検
出、モニタリング、及び診断の方法は、臨床スクリーニングの評価、予後、治療法選択、
治療的利益の評価、すなわち、薬物スクリーニング及び創薬のための方法において有用で
ある。
【０１０１】
　本明細書に記載の診断方法は、1以上の対照の生体試料中に存在する第2の結合剤のレベ
ルを比較することをさらに含み得る。一実施態様において、1以上の対照由来の生体試料
を健常（すなわち「正常な」）患者（複数可）及び/又は関連する良性疾患を有する患者
（複数可）から採取する。さらなる実施態様において、1以上の対照由来の生体試料を健
常患者（複数可）から採取する。
【０１０２】
　本明細書に記載のように、本発明の方法では、2つの免疫アッセイの使用を組合わせる
ことができる。従って、本発明のさらなる態様によると、動物又はヒト対象において癌を
診断し、又は検出するための方法であって：
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　(i) 対象から生体試料を取得する工程；
　(ii) 後成的特徴を含み、またヒストンH1をも含む無細胞ヌクレオソームについて、2つ
の結合剤を使用する免疫アッセイによって試料を分析する工程であって、該結合剤のうち
の一方は特定の後成的特徴と結合するように方向づけられ、他方はヒストンH1と結合する
ように方向づけられる、前記工程；
　(iii) 該特定の後成的特徴を含み、ヒストンH1を含むもの及び含んでいないものの両方
であり得る無細胞ヌクレオソームについて、2つの結合剤を使用する免疫アッセイによっ
て、試料を分析する工程であって、該結合剤のうちの一方は該後成的特徴と結合するよう
に方向づけられ、他方は任意のヒストンH2、H3、若しくはH4エピトープ、任意のDNAエピ
トープ、又はヒストンH1エピトープ以外のクロマチン断片に存在する任意の他のエピトー
プを含む、共通のコアヌクレオソームエピトープと結合するように方向づけられる、前記
工程；並びに
　(iv) 工程(ii)及び(iii)で得られた免疫アッセイの結果の組合わせを該対象における該
癌の存在を示す組合わせバイオマーカーとして使用する工程、を含む、前記方法が提供さ
れる。
【０１０３】
（治療方法）
　本発明のさらなる態様に従って、動物又はヒト対象における癌の治療方法であって：
　(i) 対象から取得された生体試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 遊離又はヒストンH1結合剤と結合したヌクレオソームフラクションを分離し、か
つフラクションの1つを単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において取得された単離ヌクレオソームを腫瘍由来ヌクレオソームのエ
ピトープと結合する第2の結合剤と接触させる工程；
　(iv) 該第2の結合剤の該エピトープとの結合のレベルを検出し、かつ/又は測定する工
程；
　(v) 工程(iv)において測定されたバイオマーカー（複数可）のレベルを、対象における
該疾患の存在を示すものとして使用する工程；及び
　(vi) 工程(v)において患者が該疾患を有するものとして診断された対象に外科的処置を
行い、又は治療薬を投与する工程、を含む、前記工程が提供される。
【０１０４】
　本明細書に記載のように、使用されるヒストンH1結合剤に応じてどのフラクションが単
離されるか、及びネガティブ又はポジティブ選択法が要求されるかどうかが、明らかとな
ろう。
【０１０５】
　本明細書に記載のように、本発明の方法では、2つの免疫アッセイの使用を組合わせる
ことができる。従って、本発明のさらなる態様によると、動物又はヒト対象における癌の
治療方法であって：
　(i) 対象から生体試料を取得する工程；
　(ii) 後成的特徴を含み、またヒストンH1をも含む無細胞ヌクレオソームについて、2つ
の結合剤を使用する免疫アッセイによって試料を分析する工程であって、該結合剤のうち
の一方は特定の後成的特徴と結合するように方向づけられ、他方はヒストンH1と結合する
ように方向づけられる、前記工程；
　(iii) 特定の後成的特徴を含み、ヒストンH1を含むもの及び含んでいないものの両方で
あり得る無細胞ヌクレオソームについて、2つの結合剤を使用する免疫アッセイによって
、試料を分析する工程であって、該結合剤のうちの一方は後成的特徴と結合するように方
向づけられ、他方は任意のヒストンH2、H3、若しくはH4エピトープ、任意のDNAエピトー
プ、又はヒストンH1エピトープ以外のクロマチン断片に存在する任意の他のエピトープを
含む、共通のコアヌクレオソームエピトープと結合するように方向づけられる、前記工程
；
　(iv) 工程(ii)及び(iii)におけるバイオマーカー（複数可）の測定レベルを対象におけ
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る該癌の存在を示すものとして使用する工程；並びに
　(v) 工程(iv)において患者が該癌を有するものとして診断された対象に外科的処置を行
い、又は治療薬を投与する工程、を含む、前記方法が提供される。
【０１０６】
　本明細書に記載の方法は、1以上の対照の生体試料中に存在するバイオマーカー（複数
可）のレベルを比較することをさらに含み得る。一実施態様において、1以上の対照由来
の生体試料を健常（すなわち、「正常な」）患者（複数可）及び/又は関連する良性疾患
を有する患者（複数可）から採取する。さらなる実施態様において、1以上の対照由来の
生体試料を健常患者（複数可）から採取する。
【０１０７】
　従って、本発明のさらなる態様によると、その必要がある個体において癌を治療する方
法であって、対照対象から取得した生体試料中の該バイオマーカー（複数可）のレベルと
比較したときに、生体試料中の本明細書に記載のバイオマーカー（複数可）が異なるレベ
ルを有するものとして特定された患者に治療薬を投与する工程を含む、前記方法が提供さ
れる。
【０１０８】
　一実施態様において、癌は：乳癌、膀胱癌、結腸直腸癌、皮膚癌（例えば、黒色腫）、
卵巣癌、前立腺癌、肺癌、膵癌、腸癌、肝癌、子宮内膜癌、リンパ腫、口腔癌、頭頸部癌
、白血病、及び骨肉腫から選択される。
【０１０９】
　該疾患を治療するために使用される治療薬及び外科手術法は、当業者に周知である。癌
の治療方法には、これらに限定はされないが、外科手術、化学療法、放射線療法、又は他
の治療薬（例えば、薬物又は生物学的治療、例えばモノクローナル抗体）がある。
【０１１０】
（使用）
　本発明のさらなる態様に従って、生体試料から腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソーム
を検出し、単離し、かつ/又は精製するためのヒストンH1結合剤の使用が提供される。あ
るいは、本発明のさらなる態様に従って、生体試料由来の健常組織から無細胞ヌクレオソ
ームを検出し、単離し、かつ/又は精製するためのヒストンH1結合剤の使用が提供される
。本明細書に記載のように、ヒストンH1の存在若しくは不存在、又は特定のヒストンH1バ
リアント及び修飾の存在は、腫瘍又は健常組織を起源とする無細胞ヌクレオソームと関連
付けられており、従ってヒストンH1結合剤は該ヌクレオソームを検出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。
【０１１１】
　一実施態様において、無細胞ヌクレオソームを単離し、かつ/又は精製する。
【０１１２】
（キット）
　本発明のさらなる態様に従って、本明細書に記載の方法のいずれかにおけるヒストンH1
結合剤を含むキットの使用が提供される。
【０１１３】
　本明細書に記載の実施態様が、本発明の全ての態様に適用され得ることが理解されよう
。さらに、本明細書で引用される特許及び特許出願を含むがこれらに限定はされない全て
の刊行物は、完全に記載されているかのように参照により本明細書に組み込まれている。
【実施例】
【０１１４】
　ここで、本発明を以下の非限定的な実施例を参照して例示する。
【０１１５】
（実施例1）
　ヒストンH1バリアントH1.0、H1.10、又はH1.Xと特異的に結合するように方向づけられ
た抗体を、製造業者の推奨する方法によってビオチン化し、ストレプトアビジンでコーテ
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ィングされた磁気ビーズ（Dynal）上に固定化する。ビーズを磁気分離システムを使用し
て、ローディング緩衝液で数回洗浄する。癌患者から採取された血清又は血漿をローディ
ング緩衝液中で希釈し、ビーズに加える。ヒストンH1バリアントを含む健常細胞を起源と
するヌクレオソームをビーズに吸着させる。腫瘍を起源とするヌクレオソーム（ヒストン
H1バリアントを含まない）は溶液中に残る。磁気分離によってビーズを除去して、腫瘍を
起源とするヌクレオソームの溶液を残す。ヌクレオソームに会合しているctDNAをフェノ
ール/クロロホルム法又は他の標準的抽出法によって抽出する。抽出されたDNAは癌の遺伝
学的又は後成的特徴について分析することができる。
【０１１６】
（実施例2）
　ヒストンH1バリアントH1.0、H1.10、又はH1.Xと特異的に結合するように方向づけられ
た抗体を、固相の製造業者の推奨する方法によって固体支持体上に固定化し、アフィニテ
ィー精製クロマトグラフィーカラムを作製する。癌患者から採取した血清又は血漿をロー
ディング緩衝液で希釈し、カラムに加える。ヒストンH1バリアントを含む健常細胞を起源
とするヌクレオソームをカラムに吸着させる。腫瘍を起源とするヌクレオソーム（ヒスト
ンH1バリアントを含まない）は溶液中に残り、カラムを通過して溶出液として収集される
。ヌクレオソームに会合しているctDNAをフェノール/クロロホルム法又は他の標準的抽出
法によって抽出する。抽出されたDNAは癌の遺伝学的又は後成的特徴について分析するこ
とができる。
【０１１７】
（実施例3）
　腫瘍を起源とするヌクレオソーム溶液を、実施例1又は実施例2におけるように固相に固
定化された抗H1バリアント抗体を使用して単離する。溶液中に存在する単離ヌクレオソー
ムを免疫アッセイ又は質量分析を含むプロテオミクス法によって分析する。
【０１１８】
（実施例4）
　ヒストンH1バリアントH1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、又はH1.6と特異的に結合するよ
うに方向づけられた抗体を、製造業者の推奨する方法によってビオチン化し、ストレプト
アビジンでコーティングされた磁気ビーズ（Dynal）上に固定化する。ビーズを磁気分離
システムを使用して、ローディング緩衝液で数回洗浄する。癌患者から採取された血清又
は血漿をローディング緩衝液中で希釈し、ビーズに加える。ヒストンH1バリアントを含む
腫瘍を起源とするヌクレオソームをビーズに吸着させる。磁気分離によってビーズを溶液
から単離する。ヌクレオソームに会合しているctDNAをフェノール/クロロホルム法又は他
の標準的抽出法によって固相ビーズから抽出する。抽出されたDNAは癌の遺伝学的又は後
成的特徴について分析することができる。
【０１１９】
（実施例5）
　ヒストンH1バリアントH1.1、H1.2、H1.3、H1.4、H1.5、又はH1.6と特異的に結合するよ
うに方向づけられた抗体を、固相の製造業者の推奨する方法によって固体支持体上に固定
化し、アフィニティー精製クロマトグラフィーカラムを作製する。癌患者から採取した血
清又は血漿をローディング緩衝液で希釈し、カラムに加える。ヒストンH1バリアントを含
む腫瘍を起源とするヌクレオソームをカラムに吸着させる。健常細胞を起源とするヌクレ
オソーム（ヒストンH1バリアントを含まない）は溶液中に残り、カラムを通過する。カラ
ムを洗浄し、ヌクレオソームに会合しているctDNAをフェノール/クロロホルム法又は他の
標準的抽出法によって抽出する。抽出されたDNAは癌の遺伝学的又は後成的特徴について
分析することができる。
【０１２０】
（実施例6）
　固相に結合した腫瘍を起源とするヌクレオソーム調製物を、実施例4又は実施例5におけ
るように固相の抗H1バリアントを使用して単離する。単離ヌクレオソームを免疫アッセイ
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又は質量分析を含むプロテオミクス法によって分析する。
【０１２１】
（実施例7）
　ヒストンH1それ自体と特異的に結合するように方向づけられた抗体を、製造業者の推奨
する方法によってビオチン化し、ストレプトアビジンでコーティングされた磁気ビーズ（
Dynal）上に固定化する。ビーズを磁気分離システムを使用して、ローディング緩衝液で
数回洗浄する。癌患者から採取された血清又は血漿をローディング緩衝液中で希釈し、ビ
ーズに加える。ヒストンH1を含むヌクレオソームをビーズに吸着させる。腫瘍を起源とす
るヌクレオソーム（ヒストンH1を含まない）は溶液中に残る。磁気分離によってビーズを
溶液から単離する。いったんビーズを除去したら、溶液中に存在する単離ヌクレオソーム
を免疫アッセイ又は質量分析を含むプロテオミクス法によって分析する。
【０１２２】
（実施例8）
　ヒストンH1それ自体と特異的に結合するように方向づけられた抗体を、固相の製造業者
の推奨する方法によって固体支持体上に固定化し、アフィニティー精製クロマトグラフィ
ーカラムを作製する。癌患者から採取した血清又は血漿をローディング緩衝液で希釈し、
カラムに加える。ヒストンH1を含むヌクレオソームをカラムに吸着させる。腫瘍を起源と
するヌクレオソーム（ヒストンH1を含まない）は溶液中に残り、カラムを通過する。腫瘍
を起源とするヌクレオソームの溶液を溶出液として収集する。溶液中に存在する単離ヌク
レオソームをELISA又は質量分析を含むプロテオミクス法によって分析する。
【０１２３】
（実施例9）
　腫瘍を起源とするヌクレオソームの溶液を実施例7又は実施例8におけるように調製する
。ヌクレオソームに会合しているctDNAをフェノール/クロロホルム法又は他の標準的な抽
出法によって溶液から抽出する。抽出DNAを癌の遺伝学的又は後成的特徴について分析す
ることができる。
【０１２４】
（実施例10）
　対象から採取された体液試料中の腫瘍を起源とするヌクレオソームは、実施例1～9のい
ずれかの実施例におけるように、固相に固定化された抗H1抗体を使用して単離する。溶液
中に存在する単離ヌクレオソーム及び/又は会合しているDNAを当技術分野で公知の方法に
より分析する。
【０１２５】
（実施例11）
　ヒストンH1それ自体、又はヒストンH1バリアントと特異的に結合するように方向づけら
れた抗体を、製造業者の推奨する方法によってビオチン化し、ストレプトアビジンでコー
ティングされた磁気ビーズ（Dynal）上に固定化する。ビーズを磁気分離システムを使用
して、ローディング緩衝液で数回洗浄する。癌患者から採取された血清又は血漿をローデ
ィング緩衝液中で希釈し、ビーズに加える。ヒストンH1バリアントを含む健常細胞を起源
とするヌクレオソームをビーズに吸着させる。腫瘍を起源とするヌクレオソーム（ヒスト
ンH1バリアントを含まない）は溶液中に残る。磁気分離によってビーズを除去して、主に
腫瘍を起源とするものであるヌクレオソームの溶液を残す。続いて、腫瘍ヌクレオソーム
の溶液をメチル化DNAについて、固相の抗ヒストンH2、H3、及び/又はH4エピトープ又はイ
ンタクトなヌクレオソームと結合する抗ヌクレオソーム捕捉抗体並びにビオチン化モノク
ローナル抗5-メチルシトシン検出抗体を使用する、ヌクレオソームに関連するヌクレオチ
ド5-メチルシトシンに対するELISA法を使用して、以下のようにアッセイする：抗ヒスト
ンH2、H3、又はH4抗体の0.1 Mリン酸緩衝液 pH7.4中の溶液をマイクロタイターウェル（1
00 μL/ウェル）に加え、4℃で一晩インキュベートし、ウェルを捕捉抗体でコーティング
する。余分な抗ヒストン抗体をデカントで捨てる。ウシ血清アルブミンの溶液（20 g/L）
をウェルに加え（200 μL/ウェル）、室温で30分間インキュベートしてウェル上の余分な
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タンパク質結合部位をブロッキングする。余分なウシ血清アルブミン溶液をデカントで捨
て、ウェルを洗浄緩衝液で3回洗浄した（200 μL/ウェル、1％ Tween 20を含む0.05 M ト
リス/HCl緩衝液 pH 7.5）。試料（10 μL/ウェル）及びアッセイ緩衝液（50 μL/ウェル
、0.9％ NaCl、0.05％デオキシコール酸ナトリウム、及び1％ Nonidet P40代替品を含む0
.05M トリス/HCl pH 7.5）をウェルに加え、穏やかに撹拌しながら室温で90分間インキュ
ベートする。試料及びアッセイ緩衝液の混合物をデカントで捨て、ウェルを洗浄緩衝液（
200 μL/ウェル）で3回洗浄する。ビオチン化抗5-メチルシトシン検出抗体の溶液を加え
（50 μL/ウェル）、穏やかに撹拌しながら室温で90分間インキュベートする。余分な検
出抗体をデカントで捨て、ウェルを再度洗浄緩衝液（200 μL/ウェル）で3回洗浄する。
ストレプトアビジン-セイヨウワサビペルオキシダーゼ複合体を含む溶液を加え（50 μL/
ウェル）、穏やかに撹拌しながら室温で30分間インキュベートする。余分な複合体をデカ
ントで捨て、ウェルを再度洗浄緩衝液（200 μL/ウェル）で3回洗浄する。発色基質溶液
（100 μL/ウェル、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）を加え、穏やかに撹拌しながら室温で20分間インキュベートする。ウェルの
405 nmの波長での光学密度（OD）を標準的なマイクロタイタープレートリーダーを使用し
て測定した。ヌクレオソーム関連抗5-メチルシトシンの濃度の増加に伴い色が増加する用
量反応曲線が観察され、5-メチルシトシンの非存在下（ウシ胎仔血清）では低いバックグ
ラウンドシグナルが観察される。ELISAシグナルが陽性であることは、(i) ヒストンH1を
含むヌクレオソームがアフィニティー精製によって除去され、(ii) 捕捉抗体が試料中の
ヒストンH2、H3、及び/又はH4エピトープと結合し、かつ(iii) 検出抗体がDNAの5-メチル
シトシン成分と結合する場合に、ELISAによって検出された5-メチルシトシンが、ヒスト
ンタンパク質（ただし、ヒストンH1ではない）及びDNAの両方を含むインタクトなヌクレ
オソーム内に取り込まれていることを示唆している。
【０１２６】
（実施例12）
　対象から採取された体液試料中の腫瘍を起源とするヌクレオソームを、実施例11におけ
るように固相に固定化した抗H1抗体を使用して単離する。単離ヌクレオソームを実施例11
に記載のELISA法によって分析する。ただし、ビオチン化モノクローナル抗修飾ヒストン
検出抗体；例えば、H3K9(Me)3と結合するように方向づけられた抗体を使用する。
【０１２７】
（実施例13）
　対象から採取された体液試料中の腫瘍を起源とするヌクレオソームを、実施例11におけ
るように固相に固定化した抗H1抗体を使用して単離する。単離ヌクレオソームを実施例11
に記載のELISA法によって分析する。ただし、ビオチン化モノクローナル抗ヒストンアイ
ソフォーム検出抗体；例えば、H2AZと結合するように方向づけられた抗体を使用する。
【０１２８】
（実施例14）
　対象から採取された体液試料中の腫瘍を起源とするヌクレオソームを、実施例11におけ
るように固相に固定化した抗H1抗体を使用して単離する。単離ヌクレオソームを実施例11
に記載のELISA法によって分析する。ただし、単離循環無細胞ヌクレオソームに付加する
非ヒストンタンパク質と結合するように方向づけられたビオチン化モノクローナル；例え
ば、アンドロゲン受容体と結合するように方向づけられた抗体を使用する。その結果は、
関心のあるタンパク質に付加した腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームが、対象の血液
循環（又は、他の体液）中に存在することを示す。
【０１２９】
（実施例15）
　血清試料を29名の健常対象、29名の結腸直腸癌と診断された対象、及び11名の膵癌と診
断された対象から取得した。
【０１３０】
　プラスチックのマイクロタイターウェルを非ヒストンクロマチンタンパク質と結合する
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ように方向づけられた抗体でコーティングし、標準的な手順に従いブロッキングした。ヒ
ストンH1それ自体と結合するように方向づけられた抗体及び全ての又は大部分のヌクレオ
ソームに存在する共通のコアヒストンと結合するように方向づけられた抗体をビオチン化
により標識した。2つの免疫アッセイを各試料に対し実施した。
【０１３１】
　第1の免疫アッセイでは；試料（10 μL/ウェル）及びアッセイ緩衝液（50 μL/ウェル
、0.9％ NaCl、0.05％デオキシコール酸ナトリウム、及び1％ Nonidet P40代替品を含む0
.05M トリス/HCl pH 7.5）をウェルに加え、穏やかに撹拌しながら室温で90分間インキュ
ベートした。試料及びアッセイ緩衝液の混合物をデカントで捨て、ウェルを洗浄緩衝液（
200 μL/ウェル）で3回洗浄した。ビオチン化抗ヒストンH1検出抗体の溶液を加え（50 μ
L/ウェル）、穏やかに撹拌しながら室温で90分間インキュベートした。余分な検出抗体を
デカントで捨て、ウェルを再度洗浄緩衝液（200 μL/ウェル）で3回洗浄した。ストレプ
トアビジン-セイヨウワサビペルオキシダーゼ複合体を含む溶液を加え（50 μL/ウェル）
、穏やかに撹拌しながら室温で30分間インキュベートした。余分な複合体をデカントで捨
て、ウェルを再度洗浄緩衝液（200 μL/ウェル）で3回洗浄した。発色基質溶液（100 μL
/ウェル、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
）を加え、穏やかに撹拌しながら室温で20分間インキュベートした。ウェルの405 nmの波
長での免疫アッセイ光学密度1（OD1）を標準的なマイクロタイタープレートリーダーを使
用して測定した。全ての測定を2連で実施し、結果の平均を使用した。
【０１３２】
　第2の免疫アッセイでは；試料（10 μL/ウェル）及びアッセイ緩衝液（50 μL/ウェル
、0.9％ NaCl、0.05％デオキシコール酸ナトリウム、及び1％ Nonidet P40代替品を含む0
.05M トリス/HCl pH 7.5）をウェルに加え、穏やかに撹拌しながら室温で90分間インキュ
ベートした。試料及びアッセイ緩衝液の混合物をデカントで捨て、ウェルを洗浄緩衝液（
200 μL/ウェル）で3回洗浄した。ビオチン化抗コアヌクレオソーム検出抗体の溶液を加
え（50 μL/ウェル）、穏やかに撹拌しながら室温で90分間インキュベートした。余分な
検出抗体をデカントで捨て、ウェルを再度洗浄緩衝液（200 μL/ウェル）で3回洗浄した
。ストレプトアビジン-セイヨウワサビペルオキシダーゼ複合体を含む溶液を加え（50 μ
L/ウェル）、穏やかに撹拌しながら室温で30分間インキュベートした。余分な複合体をデ
カントで捨て、ウェルを再度洗浄緩衝液（200 μL/ウェル）で3回洗浄した。発色基質溶
液（100 μL/ウェル、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）を加え、穏やかに撹拌しながら室温で20分間インキュベートした。ウェル
の405 nmの波長での免疫アッセイ光学密度2（OD2）を標準的なマイクロタイタープレート
リーダーを使用して測定した。全ての測定を2連で実施し、結果の平均を使用した。
【０１３３】
　各試料に対し比OD2：OD1を計算した。69名全ての対象についてのOD2：OD1比の結果を図
1に示す。29名の健常対象について、認められた免疫アッセイ比の平均は8.7であった。29
名の結腸直腸癌と診断された対象について、比の平均は15.9であった。11名の膵癌と診断
された対象について、比の平均は17.1であった。このことは、比の増加が癌を起源とする
ヌクレオソームと関連付けられたことを実証する。
【０１３４】
　さらに、カットオフレベルを上げながら、各対象についての個別の結果を癌のバイオマ
ーカーとして使用した。カットオフを12とすると；比は膵癌と診断された対象の73％（11
名中8名）、及び臨床的特異度79％で結腸直腸癌と診断された対象の41％（29名中12名）
に対し陽性の結果を与えた（29名の健常対象のうち、6名が偽陽性の結果）。カットオフ
を22とすると；比は膵癌と診断された対象の36％（11名中4名）、及び臨床的特異度93％
で結腸直腸癌と診断された対象の34％（29名中10名）に対し陽性の結果を与えた（29名の
健常対象のうち、2名が偽陽性の結果）。図1の結果は、本明細書に記載の方法が癌を検出
するために使用できることを示している。これらの結果はまた、本明細書に記載の組合わ
せた免疫アッセイの結果を、癌疾患の組合わせバイオマーカーとして使用することができ
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ることを実証する。
【０１３５】
（参考文献）
【化１】

　本件出願は、以下の構成の発明を提供する。
（構成１）
　生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームをアフィニティー精製によって
分析する方法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該試料からヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；及び
　(iii) 免疫アッセイ又は質量分析により単離ヌクレオソームを分析する工程、を含む、
前記方法。
（構成２）
　前記ヒストンH1結合剤が：ヒストンH1タンパク質、バリアント、アイソフォーム、又は
それらの修飾と結合する結合剤から選択される、構成1記載の方法。
（構成３）
　前記ヒストンH1結合剤が：ヒストンH1タンパク質又はH1.0、H1.10、若しくはH1.Xから
選択されるヒストンH1バリアントと結合する結合剤から選択される、構成1又は2記載の方
法。
（構成４）
　前記単離ヌクレオソームを：ヒストンの翻訳後修飾、ヒストンアイソフォーム、修飾ヌ
クレオチド、又は付加非ヒストンタンパク質から選択される後成的特徴を含むかどうかに
ついて免疫アッセイ又は質量分析により分析する、構成1～3のいずれか1項記載の方法。
（構成５）
　前記単離ヌクレオソームを分析する工程が、免疫アッセイを含む、構成1～4のいずれか
1項記載の方法。
（構成６）
　前記単離ヌクレオソームを分析する工程が、質量分析を含む、構成1～4のいずれか1項
記載の方法。
（構成７）
　生体試料から精製腫瘍DNAを単離するための方法であって：
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　(i) 該試料をヒストンH1結合剤と接触させる工程；
　(ii) ヒストンH1結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 工程(ii)において単離されたヌクレオソーム試料からDNAを抽出する工程；及び
　(iv) 抽出されたDNAを分析する工程、を含む、前記方法。
（構成８）
　前記抽出されたDNAを分析する工程が：DNA配列決定法、メチル化DNA配列決定分析、PCR
、BEAMing、NGS（標的型又は全ゲノム型）、デジタルPCR、cold PCR（低変性温度のPCRに
よる共増幅）、MAP（MIDI活性化加ピロリン酸分解)）、PARE (個人化された再配列末端の
分析)、又は質量分析を含む、構成7記載の方法。
（構成９）
　前記単離ヌクレオソームをヒストンH3.1及び/又はH3.2及び/又はH3t結合剤と接触させ
ることをさらに含む、構成1～8のいずれか1項記載の方法。
（構成１０）
　生体試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの後成的エピトープを検出するための免疫アッセ
イ法であって：
　(i) 該試料をヒストンH1結合剤を含む第1の結合剤と接触させる工程；
　(ii) 該第1の結合剤と結合しないヌクレオソームを単離する工程；
　(iii) 該ヌクレオソームを該エピトープと結合する第2の結合剤と接触させる工程；
　(iv) 該第2の結合剤の該エピトープとの結合を検出し、かつ/又は定量化する工程；及
び
　(v) 該試料中の腫瘍由来ヌクレオソームの特定のエピトープの存在の尺度として、その
ような結合の存在又は程度を使用する工程、を含む、前記方法。
（構成１１）
　前記エピトープがヒストン修飾を含む、構成10記載の方法。
（構成１２）
　前記ヒストン修飾がH3K27Ac及び/又は5-メチルシトシンを含む、構成11記載の方法。
（構成１３）
　前記エピトープが修飾ヌクレオチドを含む、構成10記載の方法。
（構成１４）
　前記エピトープがヒストンH2A、H2B、H3、又はH4バリアント又はアイソフォームを含む
、構成10記載の方法。
（構成１５）
　前記エピトープがヌクレオソーム付加物又はそのバリアントを含む、構成10記載の方法
。
（構成１６）
　前記生体試料が、血液、血清、血漿、月経血、脳脊髄液（CSF）、子宮内膜液、尿、唾
液、若しくは他の体液（糞便、涙液、滑液、喀痰）、呼気、例えば濃縮呼気、又はそれら
からの抽出物若しくは精製物、又はそれらの希釈物を含む、構成1～15のいずれか1項記載
の方法。
（構成１７）
　前記生体試料が血液、血清、又は血漿試料を含む、構成16記載の方法。
（構成１８）
　動物又はヒト対象における癌を検出するための方法であって：
　(v) 該対象から生体試料を取得する工程；
　(vi) 後成的特徴を含み、またヒストンH1をも含む無細胞ヌクレオソームについて、2つ
の結合剤を使用する免疫アッセイによって該試料を分析する工程であって、該結合剤のう
ちの一方は特定の後成的特徴と結合するように方向づけられ、他方はヒストンH1と結合す
るように方向づけられる、前記工程；
　(vii) 該特定の後成的特徴を含み、ヒストンH1を含むもの及び含んでいないものの両方
であり得る循環無細胞ヌクレオソームについて、2つの結合剤を使用する免疫アッセイに
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るように方向づけられ、他方は任意のヒストンH2、H3、若しくはH4エピトープ、任意のDN
Aエピトープ、又はクロマチン断片に存在するヒストンH1エピトープ以外の任意の他のエ
ピトープを含む、共通のコアヌクレオソームエピトープと結合するように方向づけられる
、前記工程；並びに
　(viii) 工程(ii)及び(iii)で得られた免疫アッセイの結果の組合わせを該対象における
該癌の存在を示す組合わせバイオマーカーとして使用する工程、を含む、前記方法。
（構成１９）
　前記癌が：乳癌、膀胱癌、結腸直腸癌、皮膚癌（例えば、黒色腫）、卵巣癌、前立腺癌
、肺癌、膵癌、腸癌、肝癌、子宮内膜癌、リンパ腫、口腔癌、頭頸部癌、白血病、及び骨
肉腫から選択される、構成18記載の方法。
（構成２０）
　生体試料由来の腫瘍を起源とする無細胞ヌクレオソームを検出し、単離し、かつ/又は
精製するためのヒストンH1結合剤の使用。
（構成２１）
　構成1～19のいずれか1項記載の方法における、ヒストンH1結合剤を含むキットの使用。

【図１】
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