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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物から得られたサンプル中の哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態を同定する
方法であって、
　ａ）細胞型及び／又は細胞状態に特異的な前記細胞のゲノム内の領域中の接近可能クロ
マチンの量を定量することであって、前記領域中のバイサルファイト処理及び定量ＰＣＲ
処理を含み；
　ハウスキーピング遺伝子を含む領域から選択される細胞型及び／又は細胞状態に非特異
的な前記細胞のゲノム内の領域中の接近可能クロマチンを定量することであって、ハウス
キーピング遺伝子を含む領域中のバイサルファイト処理及び定量ＰＣＲ処理を含み；及び
　任意で、定量ＰＣＲ標準としての前記バイサルファイト処理されたゲノム領域と同等量
を含むコンピュータ内で設計されたプラスミドを用いて、細胞型及び／又は細胞状態に特
異的な前記細胞のゲノム内の領域中の接近可能クロマチンの量を正規化することと；及び
　ｂ）細胞型及び／又は細胞状態に特異的な前記細胞のゲノム内の領域のゲノム配列と等
モル量を含む組換え対照プラスミドのバイサルファイト処理を含むメチル化解析を含む、
工程ａ）において定量された細胞型及び／又は細胞状態に特異的な前記細胞のゲノム内の
領域中の接近可能クロマチンの量を正規化することと、並びに
　ｃ）定量された細胞型及び／又は細胞状態に特異的な前記細胞のゲノム内の領域中の接
近可能クロマチンの量に基づいて、前記サンプル中の哺乳動物細胞の特定の型及び／又は
状態を結論付けることと、



(2) JP 5992338 B2 2016.9.14

10

20

30

40

50

を含む、方法。
【請求項２】
　前記工程ｃ）の結論付けにおいて、定量された細胞型及び／又は細胞状態に特異的な前
記細胞のゲノム内の領域中の接近可能クロマチンの量に基づく前記特定の細胞の型及び／
又は状態の細胞の定量を更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　既知の特定の細胞型及び／又は細胞状態を有する細胞のゲノム内の接近可能クロマチン
の相対量に関する情報を含む知識ベースを生成することを更に含む、請求項１又は２に記
載の方法。
【請求項４】
　前記細胞のゲノム内の細胞型及び／又は細胞状態に特異的な前記領域が、ＦＯＸＰ３、
ＧＮＬＹ、ＣＤ３、血小板糖タンパク質ＩＸ（ＧＰ９）；低親和性免疫グロブリンεＦｃ
受容体（ＦＣＥＲ２）；タンパク質Ｓ１００－Ｐ（Ｓ１００カルシウム結合タンパク質Ｐ
）；ホメオドメイン相互作用プロテインキナーゼ３（ＨＩＰＫ３）；膜貫通４　Ｌ６ファ
ミリーメンバー１９（ＴＭ４ＳＦ１９）；ＣＤ１６０抗原前駆体（ナチュラルキラー細胞
受容体ＢＹ５５）（ＣＤ１６０）；及びＬＩＭドメイン結合タンパク質２（ＬＤＢ２）か
ら選択される遺伝子を含む領域から選択される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５】
　ハウスキーピング遺伝子が、アクチン、ＧＡＰＤＨ、アルドラーゼ、ヘキソキナーゼ、
及びサイクロフィリンからなる群から選択される、請求項１～４のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項６】
　生体サンプルが血液又はその画分、唾液、口腔細胞、涙液、精液、尿、汗、糞便物質、
皮膚、及び毛髪からなる群から選択される、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　同定される細胞型がＣＤ１９＋Ｂ細胞、ＣＤ３＋ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞、ＣＤ１５
＋顆粒球、ＣＤ１４＋単球、ＣＤ５６＋ナチュラルキラー細胞、ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞
から選ばれる免疫細胞；腎細胞；骨細胞；神経細胞；血液細胞；肺細胞；結腸細胞；及び
ヒト胚性幹細胞を除くこれらのいずれかの前駆体から選択される、請求項１～６のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記同定に基づく疾患の素因又は疾患の診断を補助するための判断材料の提供を更に含
む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　疾患が免疫疾患又は免疫状態、がん、出生異常、精神遅滞、肥満、神経疾患、糖尿病、
並びに妊娠性糖尿病からなる群から選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　がんが結腸直腸がん、食道がん、胃がん、白血病／リンパ腫、肺がん、前立腺がん、子
宮がん、乳がん、皮膚がん、内分泌がん、膀胱がん、膵臓がん、他の消化管がん、卵巣が
ん、子宮頸がん、頭部がん、頸部がん、及び腺腫からなる群から選択される、請求項９に
記載の方法。
【請求項１１】
　哺乳動物から得られたサンプル中の哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態の相対量に
対する薬物の効果をモニタリングする方法であって、前記薬物で治療した哺乳動物におい
て請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法を行うことと、前記哺乳動物細胞の前記特
定の型及び／又は状態の相対量を非治療サンプルのものと比較することとを含む、方法。
【請求項１２】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法による哺乳動物から得られたサンプル中の
哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態を同定するために使用される、細胞のゲノム内の
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細胞型及び／又は細胞状態に特異的な領域における接近可能クロマチンの相対量について
サンプルを解析するための材料、又は
請求項１１に記載の方法による哺乳動物から得られたサンプル中の哺乳動物細胞の特定の
型及び／又は状態の相対量に対する薬物の効果をモニタリングするためにサンプルを解析
するための材料
を含む診断キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、哺乳動物から得られたサンプル中に存在する全ての細胞における哺乳動物細
胞の特定の型及び／又は状態の総量及び／又は比率を同定及び／又は定量する方法であっ
て、ａ）上記細胞のゲノム内の細胞型及び／又は細胞状態に特異的な領域中の接近可能ク
ロマチンの相対量を分析することと、ｂ）上記領域中の接近可能クロマチンの上記相対量
を、細胞型及び／又は細胞状態に非特異的な上記細胞のゲノム内の領域中の接近可能クロ
マチンの相対量と比較することと、ｃ）上記サンプル中の上記哺乳動物細胞の特定の型及
び／又は状態を上記比較に基づいて推定することと、を含む、哺乳動物から得られたサン
プル中に存在する全ての細胞における哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態の総量及び
／又は比率を同定及び／又は定量する方法に関する。好ましくは、上記同定は上記比較に
基づく上記特定の細胞の型及び／又は状態の相対定量を更に含む。該方法は、上記同定に
基づく疾患の素因又は疾患の診断を更に含んでいてもよい。キット、及びゲノム内の接近
可能クロマチンの領域中の或る特定のマーカーも記載される。
【０００２】
　本願とともに提出される配列表は、提出される明細書の一部としてその全体が本明細書
中に援用される。
【背景技術】
【０００３】
　遺伝子調節は、哺乳動物細胞の発生及び機能における複雑な事象及びプロセスである。
【０００４】
　一部分では、かかる複雑な調節はタンパク質及び転写機構に依存する。他の部分は遺伝
子転写の青写真及び基質、すなわちＤＮＡの接近可能性に依存する。ＤＮＡレベルでの大
抵の遺伝子調節は、いわゆる遺伝子プロモーター、並びに転写モジュレーター（エンハン
サー）の結合部位及び保存非コード領域等を含む、調節要素として働く同様の調節ＤＮＡ
領域で制御される。
【０００５】
　概してＤＮＡ、特に調節要素に対する（upon/on）（ギリシャ語：epi、&#941;π&#943;
）特定の制御の一例は、クロマチンが重要な役割を果たし、ＤＮＡ、ＲＮＡ、及びタンパ
ク質の複雑な組合せを表す、それらのエピジェネティックな特徴である。これらの組合せ
はともに、染色体のクロマチンを構成する。クロマチンの主成分はＤＮＡ及びヒストンタ
ンパク質であるが、多くの他の染色体タンパク質が主要な役割を有する。クロマチンの機
能は、有糸分裂及び減数分裂を可能にするためにＤＮＡを比較的小さな凝縮した構造内に
入れてＤＮＡを強化すること、並びに遺伝子発現及びＤＮＡ複製を制御する機構として働
くことである。クロマチン構造はまた、メチル化又はヒドロキシメチル化（ＤＮＡ及びタ
ンパク質）及びアセチル化（タンパク質）等の化学修飾、並びに非ヒストン修飾によって
影響を受けるとともに、支配される。クロマチンの主要構成要素はヌクレオソームであり
、ヌクレオソームの位置はクロマチン構造／修飾によって決まり、後成的にも遺伝する。
【０００６】
　科学界では、「開いた」接近可能クロマチンが活性遺伝子又は遺伝子発現の可能性に相
当することが広く認められている。反対に、密集した接近不能クロマチンが不活性化され
た転写固定（transcription locked）クロマチンであることが広く知られている。それぞ
れのエピジェネティック制御は、例えば転写因子によって実行されるいわゆる即時制御と
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比較して長期にわたり、持続的である。活性状態の報告に関する限りでは、クロマチン状
態は、他の検出可能レベルよりも安定な遺伝子調節を決定する遺伝子制御のレベルとして
興味が持たれている。
【０００７】
　クロマチン構造は非常に安定な遺伝子調節プロセスであると考えられているが、それに
も関わらず誘導可能である。したがって、クロマチン構造は細胞分化及び同様のプロセス
中に変化する／変化を受けることができる。ただし、転写機構とは対照的に、クロマチン
変化の誘導は長期にわたって持続するようである。さらに、開いた及び閉じたクロマチン
状態はゲノム内で広範な影響を有し得る。例えば、エンハンサーのクロマチン状況は直接
隣接しない遺伝子に対して影響を有し得る。
【０００８】
　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、維持する必要があ
る。一方で一部の遺伝子調節は細胞の現状に応じた一時的なものでなければならず、外部
刺激によって変化する。他方で、持続的な調節は、エピジェネティクス（ＤＮＡの基本的
な遺伝コードを変更しない遺伝的な調節パターン）の基本的法則（role）である。クロマ
チン構造は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。
【０００９】
　免疫系は腫瘍の発生において極めて重要な役割を果たす。しかしながら、腫瘍内微小環
境における免疫応答の適応エフェクターの主要細胞成分としてのＴリンパ球、及びそれら
の対応物であるＴリンパ球サブセット調節Ｔ細胞の役割の理解は依然として断片的である
。これはナチュラルキラー細胞を含む先天性免疫及び適応免疫の両方のほとんどの細胞成
分についても同様に当てはまる。一部分では、この欠如は、固形組織における特定の細胞
の同定及び定量に対して信頼性のある技術的解決法がないためである。
【００１０】
　今日まで、Ｔリンパ球、Ｔｒｅｇ、及びＮＫ細胞を含む免疫細胞の定量的特性評価は、
ｍＲＮＡ分析、免疫組織化学（ＩＨＣ）、及び／又はＦＡＣＳ分析によって主に行われて
いる。しかしながら、この３つの技術は全て、真に定量的な方法に適用した場合に制限を
受ける。ＲＮＡ分析はサンプル中の或る特定の転写産物の全体量を決定するものであるた
め、細胞数に関連付けることができない。ＩＨＣ及びＦＡＣＳ分析はどちらも、細胞が或
る特定のマーカーに陽性であるとみなされる前に細胞によって提示されるタンパク質の閾
値に依存する。ＦＡＣＳ分析は、実験的必須条件が単一細胞懸濁液へのその解離であるた
め固形組織について更に問題がある。ＩＨＣによる細胞計数を自動化する試みにも関わら
ず、これは定量について信頼性のある方法ではない（非特許文献１）。腫瘍内微小環境に
おける免疫細胞の測定に関連するこれらの技術的問題点は、正確な研究を制限し、実際の
免疫状況及び腫瘍環境における免疫細胞浸潤の予測的意味は大部分が不明確なままである
ことが広く認められている。
【００１１】
　特許文献１は、被験体に由来するサンプル中のおよそマップ位置２ｑ１４．１からおよ
そマップ位置２ｑ１４．３までのヒトゲノムの第二染色体内の高度のクロマチン修飾を検
出することを含む、がんを診断し、その治療の有効性をモニタリングする方法を記載して
いる。該方法は、第二染色体のおよそ２ｑ１４．１から２ｑ１４．３までの領域内の変調
された遺伝子の発現レベルを検出することも含み、ここで遺伝子はＤＥＡＤボックスポリ
ペプチド１８（ＤＤＸ１８）、トランスリン（ＴＳＮ）、ｖ－ｒａｌサル白血病ウイルス
がん遺伝子ホモログＢ（ＲＡＬＢ）、セクレチン受容体（receptor）（ＳＣＴＲ）、エン
グレイルドホモログ１（ＥＮ１）、コラーゲン構造を有するマクロファージ受容体（ＭＡ
ＲＣＯ）、タンパク質非受容体４型チロシンホスファターゼ（ＰＴＰＮ４）、インスリン
誘導遺伝子２（ＩＮＳＩＧ２）、インヒビンβＢ（ＩＮＨＢＢ）、ＧＬＩ－Ｋｒｕｐｐｅ
ｌファミリーメンバー２（ＧＬＩ２）、ＦＬＪ１０９９６、ＳＴＥＡＰ３、ジアゼパム結
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合阻害因子（ＤＢＩ）、ＭＧＣ１０９９３、赤血球膜タンパク質バンド４．１様５（ＥＰ
Ｂ４１Ｌ５）、ＦＬＪ１４８１６、又は転写因子ＣＰ２様１（ＴＦＣＰ２Ｌ１）からなる
群から選択することができる。
【００１２】
　特許文献２（参照により本明細書中に援用される）は、インプリンティング遺伝子等の
エピジェネティック修飾をマイクロアレイベースの技術を用いて同定及びモニタリングす
る方法を記載している。具体的には、重複する閉じたクロマチンマーカー及び開いたクロ
マチンマーカーの存在によるインプリンティング遺伝子の検出が記載されている。様々な
医学的状態の指標であるゲノム規模でのインプリンティングの喪失を検出する方法が開示
されている。遺伝子インプリンティング及びその喪失を同定するための診断アッセイ及び
クロマチン構造マーカーも開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００９－０４２１８４号
【特許文献２】米国特許出願公開第２００７－１９６８４３号
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Taylor, C.R. and R.M. Levenson, Quantification ofimmunohistochem
istry--issues concerning methods, utility and semiquantitativeassessment II. His
topathology, 2006. 49(4): p. 411-24
【発明の概要】
【００１５】
　本発明の目的は、特定の免疫細胞における細胞型を同定及び定量する改善された方法を
提供することである。本発明の他の目的は、以下の本発明のより詳細な説明を検討するこ
とで当業者に明らかとなる。
【００１６】
　その第１の態様によると、本発明は、哺乳動物から得られたサンプル中の哺乳動物細胞
の特定の型及び／又は状態を同定する方法であって、ａ）上記細胞のゲノム内の細胞型及
び／又は細胞状態に特異的な領域中の接近可能クロマチンの相対量を分析することと、ｂ
）上記領域中の接近可能クロマチンの上記相対量を、細胞型及び／又は細胞状態に非特異
的な上記細胞のゲノム内の領域中の接近可能クロマチンの相対量と比較することと、ｃ）
上記サンプル中の上記哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態を上記比較に基づいて推定
することとを含む、哺乳動物から得られたサンプル中の哺乳動物細胞の特定の型及び／又
は状態を同定する方法を提供することによって上記の目的を解決する。
【００１７】
　好ましくは、任意で、ｂ’）細胞型及び／又は細胞状態に特異的な上記領域並びに細胞
型及び／又は細胞状態に非特異的な上記細胞のゲノム内の上記領域の相対量を、本明細書
中に記載されるような対照プラスミドを用いて正規化することとを含む、哺乳動物から得
られたサンプル中の哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態を同定する方法が好ましい。
【００１８】
　細胞型及び／又は細胞状態に非特異的な上記細胞のゲノム内の領域（単数又は複数）中
の接近可能クロマチンを用いた（例えば、本明細書中に記載されるようなＧＡＰＤＨ領域
を用いた）正規化は、他の一般的な方法と比較した場合の本発明の主な相違及び利点であ
る。したがって、差次的メチル化は分析されないが、「同じクロマチンＤＮＡ」が使用さ
れる。さらに、本発明による標準化は分析される細胞型と独立して、分析対象の細胞型の
選択に応じた１つのサンプル中の幾つかの細胞型の分析が可能となる（下記にも記載され
る）。このアプローチは、他の系では１つの遺伝子型のみを分析する（例えば、ｆｏｘｐ
３　ｔｐｇを検出し、ｆｏｘｐ３　ｃｐｇと比較する）ため可能ではない。対照的に、本
発明では、相対量を得るために「内部標準」のＧａｐｄｈ　ｔｐｇに対して（例えば）ｃ
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ｄ３、ｆｏｘｐ３、ｇｎｌｙ、１５８８ｎｋ　１５８６ｇｒｃ、及び／又はｃｃｒ６　ｔ
ｐｇを測定する。さらに、好ましい実施の形態では、該方法は、本明細書中に記載される
ような分析対象の領域を含有する対照プラスミドを用いて、分析される遺伝子のコピー数
を測定することも可能にする。
【００１９】
　ＤＮＡの青写真は、細胞が発揮することのできるありとあらゆる機能についての情報を
提供するはずである。したがって、脳細胞についての情報は必然的に肝細胞中にも存在す
る。しかしながら、発生期間であっても成人期であっても、肝細胞が脳特異的遺伝子を発
現する必要はない。したがって、肝臓においては脳特異的遺伝子は永久的にオフになって
いる。
【００２０】
　この長期調節の主要な決定因子として、エピジェネティック変化及びクロマチンは、以
下の２つのクロマチン状態のいずれかを示すことによって安定な遺伝子発現を完全に可能
にするか、又は妨げる：
Ａ）Ｘ染色体のバー小体で観察されるような完全かつ永久的な不活性化（染色体全体の場
合もある）。ただし、Ｘ染色体不活性化は、例えば遺伝子ｆｏｘｐ３及びＣＤ３の場合等
のように１つの対立遺伝子のみをオフにするため、オフにされる遺伝子に関する一般原則
の顕著な例外である。
Ｂ）遺伝子の完全かつ永久的な活性化はハウスキーピング遺伝子によって例示される。こ
れらの遺伝子は、例えば、限定されるものではないが、グルコース代謝、クエン酸回路又
は尿素回路、ＨＭＧ－ＣｏＡ還元酵素経路等のように細胞の生存に永久的に必要とされる
。いかなる生細胞も、細胞が死ぬか又は致死的静止（lethal resting）に陥らない限り、
通常はこれらの回路をオフにすることはない。
【００２１】
　体内での細胞の更なる分化のために、身体（器官、組織）の或る特定の部分の或る特定
の細胞において並びに／又は規定の時点及び期間でのみオンにされる遺伝子が存在する。
これらの細胞は分化し、そうすることにより或る特定の遺伝子の発現を可能にし、一方で
その他の遺伝子を完全に不能の遺伝子の大きな群とする。主として、これらの（より）細
胞型に特異的な遺伝子も２つの群に分けられる：
ｉ）Ｏｃｔ－３又はＮａｎｏｇ等のような遺伝子を含む、胚発生中に重要なスイッチとな
り／重要な役割を果たし、成人期においては必要とされない遺伝子、及び
ｉｉ）発生中にはオフであり、非常に特異的な細胞型への最終分化時にのみ発現が可能で
ある、非常に特異的な細胞型への最終分化中に重要な役割を有し、かつ／又はこの細胞型
に特徴的な発現パターンを有する遺伝子。
【００２２】
　上記を考慮すると、本発明は、全ての異なる独特の細胞型が、この細胞型にのみ特異的
な接近可能クロマチン領域を有する或る特定のＤＮＡ断片（すなわち染色体領域及び／又
は遺伝子）、１つ又は複数の細胞の群と共有の接近可能クロマチンを有する或る特定のＤ
ＮＡ切片、及び体内の他の全ての生細胞と共有の接近可能クロマチンを有する或る特定の
ＤＮＡ断片を含有するという発見に基づく。この点で、生細胞中の接近可能クロマチンは
以下の性質の１つ又は複数によって定義することができる：
ｉ）バイサルファイトによる変換にとって接近可能なシトシンを含有するＤＮＡ（バイサ
ルファイトによる修飾にとってのＤＮＡの接近可能性がＤＮＡの精製後も保持される安定
な性質であり、したがって単離細胞ＤＮＡを使用する分析システムにいつでも採用するこ
とができるため、この性質は好ましい）；
ｉｉ）ＤＮＡｓｅ　Ｉ又は同様の酵素にとっての接近可能性（この接近可能性は、クロマ
チン構造が依然として維持されている場合にのみ測定することができ、したがってＤＮＡ
の単離はこの性質を損なうことに留意されたい）；及び
ｉｉｉ）ＣｈＩＰ又は当該技術分野で既知の他の好適な方法による沈降。
【００２３】
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　上記同定が、上記比較に基づく上記特定の細胞の型及び／又は状態の相対定量を更に含
む、本発明に記載の方法が好ましい。工程ａ）の前に、既知の特定の細胞型及び／又は細
胞状態を有する細胞のゲノム内の接近可能クロマチンの相対量を測定することを含む、特
定の細胞型及び／又は細胞状態を決定する工程を更に含む、本発明に記載の方法が更に好
ましい。
【００２４】
　本発明は、好ましい１つの実施の形態では全ての可能な細胞、すなわち全ての細胞型を
、第２の実施の形態では好ましくは全ての免疫細胞を、第３の実施の形態では本明細書中
に記載されるような特定の免疫細胞を、細胞型及び細胞状況に特異的な領域中の接近可能
な、すなわち活性なクロマチンの相対量を、全ての細胞型において接近可能な接近可能ク
ロマチンと対比して測定することによって同定及び定量する分析法及び分析システムを確
立する。
【００２５】
　既知の特定の細胞型及び／又は細胞状態を有する細胞のゲノム内の接近可能クロマチン
の相対量に関する情報を含む知識ベースを生成することを更に含む、本発明に記載の方法
が更に好ましい。上記知識ベースは診断用コンピュータであってもよく、ロボット等のよ
うに完全に又は大部分が自動化されていてもよい。さらに、データベースは、或る特定の
細胞型又は細胞状態における接近可能クロマチンに関する情報を収集するために集約化し
てもよい。
【００２６】
　本発明による方法のまた更に好ましい実施の形態では、分析は、ＤＮＡｓｅ　Ｉ消化、
ＣｈＩＰクロマチン免疫沈降マイクロアレイ（例えば、ＣｈＩＰ）、定量ＰＣＲ分析、選
択的沈降、若しくはバイサルファイトによるシトシンの変換、又はそれらの組合せを含む
アッセイによって接近可能クロマチンの相対量を測定することを含む。本発明のまた別の
好ましい実施の形態では、ヌクレオソームの位置を診断によって決定するために、ＤＮＡ
ｓｅ　Ｉ超感受性アッセイを本明細書中に記載されるように使用する。
【００２７】
　開いたクロマチンの範囲を同定するために本発明との関連で使用することのできる方法
の他の例は以下のとおりである。或る特定の実施の形態では、接近可能領域と結合するこ
とが可能であるが、接近可能領域内のＤＮＡを必ずしも切断又は共有結合的に修飾しない
分子を使用して、接近可能領域を同定及び単離することができる。
【００２８】
　好適な分子としては、例えば小溝結合剤（例えば、米国特許第５，９９８，１４０号及
び同第６，０９０，９４７号）及び三重鎖形成オリゴヌクレオチド（ＴＦＯ、米国特許第
５，１７６，９９６号及び同第５，４２２，２５１号）が挙げられる。該分子を細胞クロ
マチンと接触させ、クロマチンを任意で除タンパクした後、断片化し、結合分子を含む断
片を例えば親和性技法によって単離する。ポリイノシン（ポリＩ）を含むＴＦＯの使用に
よって三重鎖形成の配列特異性が最小となり、それにより最大限の数の接近可能配列との
相互作用の可能性が最大になる。
【００２９】
　上述の方法の変形形態においては、共有結合した修飾基を有するＴＦＯを使用する。例
えば、米国特許第５，９３５，８３０号を参照されたい。この場合、ＤＮＡの共有結合修
飾は三重鎖形成配列の周辺で起こる。処理したクロマチンの任意の除タンパク及び断片化
の後、標識された断片を例えば親和性選択によって精製する。
【００３０】
　別の実施の形態では、細胞クロマチンを非配列特異的ＤＮＡ結合タンパク質と接触させ
る。タンパク質を任意でクロマチンと架橋させる。次いで、クロマチンを断片化し、断片
の混合物を、非配列特異的ＤＮＡ結合タンパク質に指向性を有する抗体を用いた免疫沈降
に供する。この免疫沈降物中の断片は細胞クロマチンの接近可能領域に富んでいる。本方
法での使用に好適な非配列特異的ＤＮＡ結合タンパク質としては、バクテリオファージＳ
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Ｐ０１タンパク質ＴＦ１及び原核生物ＨＵ／ＤＢＰＩＩタンパク質等の原核生物ヒストン
様タンパク質が挙げられるが、これらに限定されない（Greene et al. (1984) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 81:7031-7035、Rouviere-Yaniv et al. (1977) Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol.42:439-447、Kimura et al. (1983) J. Biol. Chem.258:4007-4011、
Tanaka et al. (1984) Nature 310:376-381）。更なる非配列特異的ＤＮＡ結合タンパク
質としては、ポリアルギニンモチーフを含有するタンパク質、及びＤＮＡ結合能を保持す
るが、それらの配列特異性を失うように突然変異した配列特異的ＤＮＡ結合タンパク質が
挙げられるが、これらに限定されない。かかるタンパク質（この場合、突然変異した制限
酵素）の一例は、Rice et al. (2000) Nucleic Acids Res. 28:3143-3150によって与えら
れる。
【００３１】
　また別の実施の形態では、複数の配列特異的ＤＮＡ結合タンパク質を使用して、細胞ク
ロマチンの接近可能領域を同定する。例えば、結合特異性の異なる配列特異的ＤＮＡ結合
タンパク質の混合物を細胞クロマチンと接触させ、クロマチンを断片化し、断片の混合物
を、ＤＮＡ結合タンパク質上の共通の抗原決定基を認識する抗体を用いて免疫沈降する。
得られる免疫沈降物は、該タンパク質の混合物によって認識されるＤＮＡ結合部位の集合
体に相当する接近可能部位に富んでいる。該タンパク質の混合物によって認識される配列
の完全性に応じて、接近可能な免疫沈降配列は、接近可能な部位のサブセット又はそれを
完全に表したものである。
【００３２】
　加えて、非配列特異的ＤＮＡ結合相互作用（例えばホスフェート接触等）が最大化し、
一方で配列特異的相互作用（例えば塩基接触等）が最小化した合成ＤＮＡ結合タンパク質
を設計することができる。細菌２ハイブリッド選択によって得られる或る特定の亜鉛フィ
ンガーＤＮＡ結合ドメインは、低度の配列特異性を有し、上述の方法において有用であり
得る（Joung et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:7382-7387；特にそこに記
載される「ＩＩＩ属」フィンガーを参照されたい）。
【００３３】
　更なる例として、選択的／限定消化法（上記にも言及される）では、限定ヌクレアーゼ
消化アプローチは一般に、ＤＮＡの小断片が接近可能領域から生成するように、核又はク
ロマチンを制御反応条件下で化学プローブ及び／又は酵素プローブで処理することを含む
。所要の選択的消化及び限定消化は、或る特定の消化パラメータを制御することによって
達成することができる。具体的には、通常はプローブの濃度を非常に低いレベルに制限す
る。反応の持続時間及び／又は反応を行う温度を調節して、消化の程度を所望のレベルに
制御してもよい。より具体的には、比較的短い反応時間、低い温度及び低いプローブ濃度
を利用することができる。様々なヌクレアーゼのいずれも限定消化を行うために使用する
ことができる。例えばＤＮａｓｅ　Ｉ、Ｓ１ヌクレアーゼ、及びマングビーンヌクレアー
ゼ等の非配列特異的エンドヌクレアーゼ、並びに例えば制限酵素等の配列特異的ヌクレア
ーゼを使用することができる。
【００３４】
　様々な異なる化学プローブを、接近可能領域中のＤＮＡを切断するために利用すること
ができる。好適な化学プローブの具体例としては、ヒドロキシルラジカル及びメチジウム
プロピル－ＥＤＴＡ　Ｆｅ（ＩＩ）（ＭＰＥ）が挙げられるが、これらに限定されない。
接近可能領域での化学切断は、硫酸ジメチル、ヒドラジン、過マンガン酸カリウム、及び
四酸化オスミウム等の試薬による細胞クロマチンの処理、それに続くアルカリ条件（例え
ば１Ｍピペリジン）への曝露によっても行うことができる。例えば、Tullius et al. (19
87) Meth. Enzymology, Vol. 155, (J. Ableson and M.Simon, eds.) Academic Press, S
an Diego, pp. 537-558、Cartwrightet al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:321
3-3217、Hertzberget al. (1984) Biochemistry 23:3934-3945、Wellinger etal. in Met
hods in Molecular Biology, Vol. 119 (P. Becker, ed.) Humana Press,Totowa, N.J., 
pp. 161-173、及びMaxam et al. (1980) Meth.Enzymology, Vol. 65, (L. Grossman and 
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K. Moldave, eds.) Academic Press, NewYork, pp. 499-560を参照されたい。化学プロー
ブを用いる場合、１つの接近可能領域当たり平均して２つの反応部位の生成が支持され、
それにより比較的短いＤＮＡ断片が接近可能領域から放出されるように反応条件を調整す
る。
【００３５】
　前述の方法と同様に、消化プロセスによって生成した得られる小断片を、サイズ（例え
ばゲル電気泳動、沈殿法、ゲル濾過）、選択的溶解性、又はバルククロマチンからの裸の
核酸（すなわち、ヒストンを欠いた核酸）の分離をもたらす手順によって精製することが
でき、それにより小断片を単離及び／若しくはクローニングし、かつ／又は続いて例えば
ヌクレオチドシークエンシングによって分析することが可能となる。
【００３６】
　本方法の１つの実施の形態では、核を低濃度のＤＮａｓｅ　Ｉで処理し、次いでＤＮＡ
を核から精製し、ゲル電気泳動に供する。ゲルをブロットし、ブロットを、例えばハウス
キーピング遺伝子のプロモーター内に位置する既知のマッピングＤＮａｓｅ　Ｉ超感受性
部位に相当する短い標識断片でプローブする。かかる遺伝子（及び関連の超感受性部位）
の例としては、ｒＤＮＡ、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤ
Ｈ）、及びコアヒストン（例えばＨ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３、Ｈ４）をコードする遺伝子中の
ものが挙げられるが、これらに限定されない。代替的には、ＤＮＡ断片のサイズ画分をゲ
ルから単離し、スロットブロットし、超感受性部位プローブ及び超感受性部位から数キロ
ベース（ｋｂ）に位置するプローブでプローブする。サイズ画分への超感受性部位プロー
ブの選択的ハイブリダイゼーションは、画分が接近可能領域配列に富んでいることを示す
。接近可能領域配列に富んだサイズ画分を、標準手順を用いてクローニングし、接近可能
領域配列のライブラリを生成することができる。
【００３７】
　本明細書中で使用される場合、「接近可能クロマチン」という用語は、ＤＮＡ塩基のシ
トシンが一般に、ヌクレオチドコンテキスト（context）とは独立して、バイサルファイ
トによるウラシルへの変換にとって接近可能であるクロマチンの領域を指す。かかる領域
は、好ましくは未精製ＤＮＡが、エンドヌクレアーゼ、例えばＤＮＡｓｅ　Ｉの作用に対
して周辺領域よりも少なくとも１０倍感受性が高いということによっても定義される。ク
ロマチンの展開（opening）は転写活性の必須条件であるため、ＤＮＡｓｅ　Ｉ感受性は
クロマチン領域の転写増強の指標を与える。より大きなＤＮＡｓｅ感受性は一般に、より
大きな転写活性に対応する。ＤＮＡｓｅ超感受性アッセイは、Weintraub and Groudine, 
1976, Science 193: 848-856（参照により本明細書中に援用される）に記載されている。
「高度に転写された」又は「高度に発現された」領域又は遺伝子は、転写された開いたク
ロマチン構造の領域である。近年、研究者らは、遺伝子に富んだ領域が開いたクロマチン
構造中に存在する傾向があり、遺伝子に乏しい領域が凝縮クロマチン中に存在する傾向が
あることを見出した。ただし、開いたクロマチンは不活性遺伝子を含有することができ、
凝縮クロマチンは活性遺伝子を含有することができる（Bickmore, et al (2004) Chromat
in Architecture of the Human Genome:Gene-Rich Domains Are Enriched in Open Chrom
atin Fibers, Cell, Vol 118,555-566, 3を参照されたい）。
【００３８】
　不完全にバイサルファイト変換されたＤＮＡは、バイサルファイトでの処理後にその配
列中にシトシン残基を、それがこれらの位置でウラシルへと変換される代わりに保持する
ＤＮＡである。ＤＮＡの化学的性質のために、現行の技術水準においては、この不完全な
変換がＣｐＧジヌクレオチドのコンテキストにおいてのみ起こり、メチル化、ヒドロキシ
メチル化、若しくはシトシン塩基の他の共有結合修飾等のエピジェネティック修飾、又は
構造変化によって引き起こされる、この塩基の限られた利用可能性によるものであること
が認められている。
【００３９】
　ゲノムＤＮＡの亜硫酸水素ナトリウム処理又は同様の塩での処理は、Olek et al.（Ole
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k, A., Oswald, J., Walter, J.(1996) Nucleic Acids Res. 24, 5064-5066）に従って若
干変更して行い、化学的に未修飾の又は「接近可能な」シトシンからウラシルへの変換を
生じさせたが、共有結合的に修飾されたシトシンはバイサルファイト塩に不活性又は「接
近不能」であり、この反応へ進められても変化しないままである。したがって、ＤＮＡ中
の未修飾の及び「接近可能な」シトシン（本明細書中で接近可能クロマチン領域と一致し
て使用される用語である）についてのみ、バイサルファイト又は同様の反応によって生成
したウラシルが、ＤＮＡ及びＲＮＡの典型的な塩基対合のために続くＰＣＲ増幅において
チミンに置き換えられる。したがって、シークエンシング反応における「Ｃ」の検出は、
クロマチンの「接近不能性」、したがってそのＤＮＡ切片中でのゲノムＤＮＡの修飾を反
映する。したがって、これは閉じた接近不能クロマチンを反映する。対照的に、同じ部位
での「Ｔ」の検出はこの代わりに、安定な修飾の欠如を反映し、その部位での接近可能ク
ロマチン及びゲノムシトシンに対応する。ほとんどの参照文献は、この接近不能性をシト
シンの５’Ｃ位のメチル修飾に起因するとしているが、驚くべき新たな研究から、シトシ
ン「メチル化」が明らかに、ＤＮＡ完全性を保護し、クロマチンを接近不能にするシトシ
ン修飾だけではないことが示された（例えばBMC Genomics 2006, 7:98を参照されたい）
。しかしながら、バイサルファイト変換ＤＮＡにおけるシトシン残基の欠如は、その部位
での元の修飾が何であるかにかかわらず、完全に接近可能で、機能的に完全に活性であり
、化学的に修飾されていないシトシン残基に対する決定的な手がかりであることは明らか
である。
【００４０】
　ジヌクレオチドＣｐＧは、哺乳動物ゲノムにおいては、６．２５％というその予測され
た統計的発生頻度と比べて圧倒的に少ない。加えて、ゲノム内のＣｐＧ残基の大部分は（
シトシン塩基の５位で起こる修飾によって）メチル化されている。これら２つの現象の結
果として、ヒトゲノムＤＮＡ全体が、例えば認識配列がＣＣＧＧであり、活性が標的部位
の２番目のシトシンのメチル化によって遮断される制限エンドヌクレアーゼＨｐａ　ＩＩ
に著しい耐性を示す。
【００４１】
　ゲノム内の脱メチル化Ｈｐａ　ＩＩ部位が全体的に少ないことの重要な例外は、転写開
始部位の周辺に生じ、活性遺伝子のプロモーター中の転写機構にとって接近可能な（すな
わち、開いたクロマチン及び非シトシン修飾）並外れてＣｐＧに富んだ配列（いわゆる「
ＣｐＧ島」）である（Jones et al. (1999) Nature Genet. 21:163-167. Aberranthyperm
ethylation of such promoter-associated CpG islands is a well-establishedcharacte
ristic of the genome of malignant cells. Robertson et al (2000)Carcinogenesis 21
:61-467）。
【００４２】
　したがって、接近可能領域を生成する別の選択肢は、真核生物ゲノム内のほとんどのＣ
ｐＧジヌクレオチドがＣ残基のＣ５位でメチル化されている一方で、活性遺伝子のＣｐＧ
島内のＣｐＧジヌクレオチドがメチル化されていないという観察結果によるものである。
例えば、Bird (1992) Cell 70:5-8及びRobertson et al.(2000) Carcinogenesis 21:461-
467を参照されたい。実際に、ＣｐＧのメチル化は、真核生物遺伝子の発現を抑制する機
構の１つである。したがって、メチル化感受性制限酵素（すなわち、メチル化ＤＮＡを切
断しないもの）、とりわけその認識配列中にジヌクレオチドＣｐＧを有するもの、例えば
Ｈｐａ　ＩＩ等での細胞ＤＮＡの消化は、非メチル化ＣｐＧ島ＤＮＡから小断片を生成す
る。例えば、Ｈｐａ　ＩＩによるゲノムＤＮＡの完全な消化の際に、ＤＮＡの圧倒的大部
分はサイズが３ｋｂ超のままであり、およそ１００ｂｐ～２００ｂｐのＤＮＡ断片のみが
脱メチル化されたＣｐＧに富んだ配列、すなわち活性遺伝子のＣｐＧ島に由来する。かか
る小断片は、ＤＮＡが由来する細胞において活性な調節領域に富んでいる。これらを例え
ば溶解度差（differential solubility）又はサイズ選択によって精製し、ライブラリを
生成するためにクローニングし、それらのヌクレオチド配列を決定し、１つ又は複数のデ
ータベースに入れることができる。かかる配列を含むアレイを構築することができる。
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【００４３】
　メチル化感受性酵素による消化を、任意で１つ又は複数の更なるヌクレアーゼの存在下
で、全細胞、単離した核内でバルククロマチン、又はクロマチンからタンパク質を除去し
た後に得られる裸のＤＮＡを用いて行うことができる。いかなる場合でも、比較的小さな
断片を摘出し、これらをバルククロマチン、又はメチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含有す
る領域に相当するより長いＤＮＡ断片から分離することができる。非メチル化ＣｐＧ島を
含む小断片は、例えば様々なサイズベースの精製技法（例えば、ゲル電気泳動、沈殿法、
及びサイズ排除カラム）又は溶解度差（例えば、ポリエチレンイミン、スペルミン、スペ
ルミジン）を用いてより大きな断片から単離することができる。上記で示したように、Ｄ
ｐｎ　ＩＩ、Ｍｂｏ　Ｉ、Ｈｐａ　ＩＩ、及びＣｌａ　Ｉを含むが、これらに限定されな
い様々なメチル化感受性制限酵素が市販されている。上述の各々は、例えばNew England 
BioLabs, Inc.（Beverly，Mass）等の商業供給業者から入手可能である。
【００４４】
　別の実施の形態では、調節配列の富化（enrichment）は、ＡＴに富んだＤＮＡを選択的
に切断する作用物質での除タンパクされたゲノムＤＮＡの消化によって達成される。かか
る作用物質の例としては、Ａ残基及びＴ残基のみからなる認識配列を有する制限酵素、並
びに高温で使用されるＳ１ヌクレアーゼ及びマングビーンヌクレアーゼ等の一本鎖特異的
ヌクレアーゼが挙げられるが、これらに限定されない。好適な制限酵素の例としては、Ｍ
ｓｅ　Ｉ、Ｔｓｐ５０９　Ｉ、Ａｓｅ　Ｉ、Ｄｒａ　Ｉ、Ｐａｃ　Ｉ、Ｐｓｉ　Ｉ、Ｓｓ
ｐ　Ｉ、及びＳｗａ　Ｉが挙げられるが、これらに限定されない。かかる酵素は、例えば
New England BioLabs（Beverly，Mass）から市販されている。ＣｐＧ島内のＧＣに富んだ
配列の濃度のために（上記を参照されたい）、かかる消化により生じる大断片は、とりわ
け完全にＡ残基及びＴ残基からなる４ヌクレオチド認識配列（例えば、Ｍｓｅ　Ｉ、Ｔｓ
ｐ５０９　Ｉ）を消化剤として使用した場合に、一般にＣｐＧ島調節配列を含む。かかる
大断片を、それらのサイズに基づいて、ＡＴ配列に富んだ領域での切断によって生成する
より小さな断片から分離することができる。或る特定の場合では、ＡＴに富んだ配列を認
識する複数の酵素による消化は、調節配列の富化の増大をもたらす。
【００４５】
　代替的に、又はサイズ選択に加えて、これらの方法によって生成する大きなＣｐＧ島含
有断片を親和性選択に供し、メチル化断片を非メチル化大断片から分離することができる
。分離は、例えばメチル化ＤＮＡ結合ドメインを含有するタンパク質（Hendrich et al. 
(1998) Mol. Cell. Biol. 18:6538-6547、Bird et al. (1999) Cell 99:451-454）及び／
又はメチル化シトシンに対する抗体との選択的結合によって達成することができる。非メ
チル化大断片は、ＤＮＡが由来する細胞における遺伝子活性化に関与する調節配列を含む
可能性が高い。他の実施の形態と同様に、上述の方法によって得られたポリヌクレオチド
をクローニングして、調節配列のライブラリを生成することができ、かつ／又は調節配列
をアレイ上に固定化することができる。
【００４６】
　非メチル化ＣｐＧ島を他の断片から精製するために採用される特定の戦略に関わらず、
単離された断片をクローニングして、調節配列のライブラリを生成することができる。ラ
イブラリのメンバーのヌクレオチド配列を決定し、任意で１つ又は複数のデータベースに
入れ、ゲノムデータベースと比較して、これらの調節領域をゲノム上にマッピングするこ
とができる。
【００４７】
　本発明による方法のまた更に好ましい実施の形態では、上記シトシンの変換は、染色体
の少なくとも１つの領域における化学的に修飾されていないＤＮＡ、特に遺伝子インプリ
ンティングの喪失の分析を更に含む。化学的に修飾されていないＣｐＧ位置を決定するた
めに、本明細書中及びそれぞれの文献中に記載されるような未修飾ＤＮＡを同定及び判別
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、接近可能性状況の分析は、メチル化特異的酵素消化、バイサルファイトシークエン



(12) JP 5992338 B2 2016.9.14

10

20

30

40

50

シングから選択される方法、プロモーター修飾分析、ＣｐＧ島分析、ＭＳＰ、Ｈｅａｖｙ
Ｍｅｔｈｙｌ、ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔ、Ｍｓ－ＳＮｕＰＥから選択される分析、又は増幅
ＤＮＡの検出に基づく任意の他の方法を含む。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。
【００４８】
　メチル化分析の文脈における「領域」という用語は、特に遺伝子発現の調節に関連する
部分、例えばプロモーター及び他の調節要素内のＣｐＧ位置を含有する染色体の部分を指
す。特に、プロモーター領域及びエクソン・イントロン境界は、別個の領域と考えること
ができる。これらの領域は同時に、クロマチン構造を分析するのに好ましい領域のサブグ
ループである。本発明による方法の更に好ましい実施の形態では、上記細胞のゲノム内の
細胞型及び／又は細胞状態に特異的な分析される領域は、ＦＯＸＰ３、ＧＮＬＹ、ＣＤ３
、血小板糖タンパク質ＩＸ（ＧＰ９）；低親和性免疫グロブリンεＦｃ受容体（ＦＣＥＲ
２）；タンパク質Ｓ１００－Ｐ（Ｓ１００カルシウム結合タンパク質Ｐ）；ホメオドメイ
ン相互作用プロテインキナーゼ３（ＨＩＰＫ３）；膜貫通４　Ｌ６ファミリーメンバー１
９（ＴＭ４ＳＦ１９）；ＣＤ１６０抗原前駆体（ナチュラルキラー細胞受容体ＢＹ５５）
（ＣＤ１６０）；ＬＩＭドメイン結合タンパク質２（ＬＤＢ２）；ＣＤ１９；ＣＤ３；Ｃ
Ｄ８；ＣＤ１５；ＣＤ１４；ＣＤ５６；及びＣＤ４から選択される遺伝子を含む領域から
選択される。本発明による方法の更に好ましい実施の形態では、上記細胞のゲノム内の細
胞型及び／又は細胞状態に特異的な分析される領域は、本明細書中に記載されるような分
析される遺伝子のアンプリコン（配列番号１６～配列番号２２）、及びアンプリコン配列
を含むそれぞれのＲＯＩ（関心の領域；配列番号２３～配列番号２９）から選択される。
【００４９】
　他の例としては、肺特異的遺伝子産物は、肺サーファクタントタンパク質ＳＰ－Ａ、Ｓ
Ｐ－Ｂ、ＳＰ－Ｃ、ＳＰ－Ｄ、及びクララ細胞分泌タンパク質（ＣＣＳＰ）を含む。或る
特定の細胞型に関する他の遺伝子は当業者に既知であり、例えば好ましくはチップアッセ
イ技術を用いた遺伝子発現プロファイリングを用いて同定することができるか、又はそれ
ぞれのデータベース、例えばＬＳＰＤ（肝臓特異的遺伝子プロモーターデータベース、ht
tp://rulai.cshl.org/LSPD/index.html）に挙げられているか、又はAbbas et al.（Abbas
 AR, Baldwin D, Ma Y,Ouyang W, Gurney A, Martin F, Fong S, van Lookeren Campagne
 M, Godowski P,Williams PM, Chan AC, Clark HF. Immune response in silico (IRIS):
immune-specific genes identified from a compendium of microarray expressiondata.
 Genes Immun. 2005 Jun;6(4):319-31.）等の文献中に記載されている。データを好まし
くは上記に記載されるような知識ベースに組み入れることができる。
【００５０】
　以前の分析は、メチル化状況、すなわち特定のＤＮＡ領域において非メチル化ＤＮＡに
対してメチル化ＤＮＡに見られるコピー数の相違の測定に焦点を合わせているが、本発明
の最も好ましい実施の形態は、ゲノムＤＮＡにおいて起こるいかなる修飾にも依存しない
。完全に接近可能なクロマチン及びＤＮＡを決定することによって、完全に未修飾である
これらのＤＮＡコピーのみが評価される（assessed）ため、メチル化又は任意の他の修飾
は問題ではなくなる。これらの完全に未修飾なＤＮＡの中でも、本発明は、細胞型に特異
的に接近可能な遺伝子及び／又は領域を分析し、それらを生物内の２つ、３つ又は全ての
細胞型からなり得る、より大きな（好ましくは）任意に選択された細胞のサブグループに
おいて接近可能な遺伝子及び／又は領域と比較する（例えば、接近可能なＣＤ３、接近可
能なＧＡＰＤＨと比較した、接近可能なＦＯＸＰ３）。かかる系に基づいて、種々の細胞
サブタイプの細胞数の相対定量が可能である。かかる直接多重化可能なサブタイプ間比較
は本発明による系でしか可能でなく、差次的メチル化又は他の技法を使用した場合には可
能でない。
【００５１】
　上記で述べたように、本発明は、遺伝子の活性の必須条件としてＤＮＡの接近可能性を
用いる。本発明は、ハウスキーピング遺伝子（ＨＫＧ）、及びＨＫＧのプロモーターにお
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けるＤＮＡの全体的かつ永久的な接近可能性のモデルとしてＧＡＰＤＨを用いてこれを実
証する。プロモーターにおけるＤＮＡのこの永久的な接近可能性は、細胞型特異的遺伝子
には存在しない。したがって、開いたＨＫＧの数に対する特定の開いた（接近可能な）遺
伝子の数の比率の測定、決定及び分析は、特定の細胞又は特定の細胞状況の相対細胞数の
定量的指標（quantifier）となる。好ましくは、細胞特異的な遺伝子座における完全にバ
イサルファイト変換されたＤＮＡの量を、細胞非特異的な遺伝子座（又はこれらの遺伝子
の事前選択されたサブグループ、例えばＣＤ３サブグループ等）と比較することによって
、完全にバイサルファイト変換されたＤＮＡをこの目的で使用し、したがって特定の細胞
又は特定の細胞状態、加えて好ましくは細胞カウント及び質を反映させることができる。
【００５２】
　ハウスキーピング遺伝子（ＨＫＧ）は通常、比較的一定のレベルで全ての生細胞におい
て転写される、構成的に発現される遺伝子である。ハウスキーピング遺伝子の産物は通常
、（任意の）細胞の維持に必要とされる。ハウスキーピング遺伝子の発現は、それらの発
現が実験条件によって影響を受けないと一般に考えられているため、（逆転写）定量的ポ
リメラーゼ連鎖反応において内部標準として使用される。利用される幾つかの一般的なハ
ウスキーピング遺伝子としては、アクチン、ＧＡＰＤＨ、アルドラーゼ、ヘキソキナーゼ
、サイクロフィリンが挙げられる。ハウスキーピング遺伝子は、全ての遺伝子型において
それらのクロマチン接近可能性（及び転写活性）によって規定されるプロモーター領域に
ＣｐＧに富んだ島を有するが、細胞特異的遺伝子は停止し、それらのクロマチンは、遺伝
子産物が必要とされ、したがって遺伝子が発現される組織を除く全ての組織において転写
機構にとって接近不能となる。これらのクロマチン接近可能性パターンは、明らかに遺伝
子発現と相関する。したがって、本発明による方法の更に好ましい実施の形態では、細胞
型及び／又は細胞状態に非特異的な上記領域は、ＧＡＰＤＨ等のハウスキーピング遺伝子
を含む領域から選択される。
【００５３】
　好ましい例では、接近可能なバージョンの両方の遺伝子型（すなわち、細胞型特異的に
接近可能な／接近不能なクロマチン及び一般に接近可能なクロマチン構造の１つ又は複数
を有するもの）をバイサルファイトによる変換へと進め、増幅し、プラスミドにクローニ
ングする。完全にバイサルファイト変換された増幅物（amplificate）と同等の形態の問
題となる完全に接近可能な状態の全ての遺伝子の構築物を含有するプラスミドが更に好ま
しく、組み換え対照プラスミドは下記の実施例及び図面に記載する。好ましい態様では、
リアルタイムＰＣＲアッセイの定量は、ナノドロップ、又はＵＶｅｔｔｅ分析若しくはＱ
－ｂｉｔシステム（Invitrogen）等の代替方法における吸収測定によって定量される、か
かる標準化プラスミドを準備し、その量を光学密度により決定することによって達成され
る。この測定に基づき、プラスミドの濃度を決定し、標準測定系列（row）を測定された
プラスミドの段階希釈を適用することによって作成する。このようにして（すなわち、単
一のプラスミドが全ての試験遺伝子を含有する場合）、プラスミド上の全ての遺伝子につ
いて全く等モル濃度の標準を調製し、決定する（提供する）。この絶対等モル濃度は好ま
しい実施の形態であるが、本発明者らはこの標準化系を全てのサンプルに使用することを
提案し、異なるプラスミド上に存在し得るか、又は更にはプラスミド標準若しくはＤＮＡ
標準からなるものではない様々な異なる標準を採用する場合に、同様の系を用いた分析も
想定される。最も好ましくは、上記系はＣＤ３、ＦＯＸＰ３、ＧＬＮＹ、ＣＣＲ６、ＣＡ
ＭＴＡ１、ＧＰ９、ＦＣＥＲ２、Ｓ－１００－Ｐ、ＨＩＰＫ－３、ＴＭ４ＳＦ１９；ＣＤ
１６０抗原前駆体、ＬＤＢ２、ＣＤ１９、及びＧＡＰＤＨの増幅対象の好適な領域を含む
。
【００５４】
　She et al（She X, Rohl CA, Castle JC,Kulkarni AV, Johnson JM, Chen R. Definiti
on, conservation and epigenetics ofhousekeeping and tissue-enriched genes. BMC G
enomics. 2009 Jun 17;10:269）は、全ての組織において構成的に発現されるハウスキー
ピング遺伝子（ＨＫＧ）を記載しているが、組織濃縮（tissue-enriched）遺伝子（ＴＥ
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Ｇ）が単一組織型で他よりもはるかに高いレベルで発現される。ＨＫＧは遺伝子及びタン
パク質の発現実験において有益な実験対照として働くが、ＴＥＧは独特の生理学的プロセ
スを示す傾向があり、しばしばバイオマーカー又は薬物標的の候補となる。反対のパター
ンで発現されるこれら２つの群の遺伝子のゲノム特徴は、細胞が基本的な組織特異的機能
を維持する機構の解明に役立つ。独自の高密度マイクロアレイ上での４２個の正常ヒト組
織の遺伝子発現プロファイルを生成して、１５２２個のＨＫＧ及び９７５個のＴＥＧを体
系的に同定し、全ての組織において高度に発現される２０個のハウスキーピング遺伝子の
小サブセットを多くの一般に使用されるＨＫＧよりも低分散でまとめた。
【００５５】
　本発明による方法の別の態様では、生体サンプルが血液又はその画分、唾液、口腔細胞
、涙液、精液、尿、汗、糞便物質、皮膚、及び毛髪からなる群から選択される。代替的に
は、例えば組織スライド上に固定したサンプルを使用してもよい。
【００５６】
　本発明による方法のまた別の好ましい態様では、細胞型がＣＤ１９＋Ｂ細胞、ＣＤ３＋
ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞、ＣＤ１５＋顆粒球、ＣＤ１４＋単球、ＣＤ５６＋ナチュラル
キラー細胞、ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞等の免疫細胞；腎細胞；骨細胞；神経細胞；血液細
胞；肺細胞；結腸細胞;及びヒト胚性幹細胞を除くこれらのいずれかの前駆体から選択さ
れる。
【００５７】
　本発明との関連では、「細胞状況」は、細胞のライフサイクル、例えば細胞分裂、アポ
トーシス、休眠期、染色体複製、酵素の産生、及び／又は因子の分泌等における細胞の生
物活性を意味するものとする。
【００５８】
　本発明による方法のまた別の好ましい態様では、方法は上記同定に基づく疾患の素因又
は疾患の診断を更に含む。これは全ての細胞の量と比較して、特定の細胞識別子を有する
細胞の量を決定することによって達成することができる。
【００５９】
　疾患の治療は、例えば疾患の素因を有することが知られている人において、疾患（例え
ば、卵巣がん及び／又は乳がん）の部分的又は完全な発症又は進行を阻害又は防止するこ
とを含む。既知の素因を有する人の一例は、その家族にがんの既往歴を有する者、又は放
射線への曝露等の被験体を病状にかかりやすくする因子に曝露された者である。さらに、
疾患の治療は、疾患又は病的状態が発症し始めた後に疾患若しくは病的状態の少なくとも
１つの兆候若しくは症状を改善するか、又は病態生理学的プロセスを妨げる治療的介入を
指す。例としては、がんにおける治療は化学療法、放射線療法、又は罹患組織及び／若し
くは周辺部の外科的切除、並びに所与の治療選択肢の組合せから選択することができる。
本発明の別の態様は、被験体におけるがん等の疾患の発症又は進行を診断又は予後診断す
る方法であって、本発明による方法と、上記決定に基づいてがん等の上記疾患の発症又は
進行を診断又は予後診断することとを含む、被験体におけるがん等の疾患の発症又は進行
を診断又は予後診断する方法に関する。これは、好ましい実施の形態では、本方法が最良
の既知の手段を提供すると本発明者らが仮定する個体の免疫状況の決定を含む。免疫状況
を知ることは、治療の予測及び患者の一般的予後診断にも役立つ可能性がある。
【００６０】
　上記のような比較の結果は、被験体においてがん等の疾患の進行を診断するか、又は予
後診断を提供することにも使用することができる。発現パターンは、非腫瘍組織パターン
に対するがん等の疾患の発現パターンの回復を探すことによって、がん等の疾患の治療の
ための治療剤をスクリーニングすること、又は被験体における療法に対する応答をモニタ
リングすることにも使用することができる。
【００６１】
　疾患が免疫疾患又は免疫状態、がん、出生異常、精神遅滞、肥満、神経疾患、糖尿病、
及び妊娠性糖尿病からなる群から選択される本発明による方法が好ましい。好ましくは、
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がんは、結腸直腸がん、食道がん、胃がん、白血病／リンパ腫、肺がん、前立腺がん、子
宮がん、乳がん、皮膚がん、内分泌がん、膀胱がん、膵臓がん、他の消化管がん、卵巣が
ん、子宮頸がん、頭部がん、頸部がん、及び腺腫等のがんからなる群から選択される。
【００６２】
　本発明のまた別の態様は、哺乳動物から得られたサンプル中の哺乳動物細胞の特定の型
及び／又は状態の相対量に対する薬物の効果をモニタリングする方法であって、上記薬物
で治療した哺乳類動物において本発明による方法を行うことと、上記哺乳動物細胞の上記
特定の型及び／又は状態の相対量を非治療サンプルのものと比較することとを含む、哺乳
動物から得られたサンプル中の哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態の相対量に対する
薬物の効果をモニタリングする方法に関する。本明細書中で論考される特定のマーカー遺
伝子で開いたクロマチンを有する細胞の存在及び数、量、又は比率の変化（増大又は減少
）は、上記治療に対する上記患者の応答及び／又は応答の可能性の指標となる。細胞の特
異的に接近可能な遺伝子コピーの変化がないことは、通常は選択された療法の効果がない
ことを示す。モニタリング又は予測を、当該技術分野で既知の他の方法、例えばＣＡ１２
５血液検査及び／又はＣＴスキャン若しくは超音波スキャン等と組み合わせてもよい。
【００６３】
　生体サンプルが上述にもあるように、血液又はその画分、唾液、口腔細胞、涙液、精液
、尿、汗、糞便物質、皮膚、及び毛髪からなる群から選択される本発明による方法が好ま
しい。さらに、サンプルは心臓、肝臓、脳、腎臓、膀胱、筋肉、軟骨、骨、結腸、胃、乳
房、膵臓、及び／又は甲状腺等（これらに限定されない）の健常な又は病変した固形組織
に由来する任意の細胞型を含み得る。好ましくは、細胞型がＣＤ１９＋Ｂ細胞、ＣＤ３＋
ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞、ＣＤ１５＋顆粒球、ＣＤ１４＋単球、ＣＤ５６＋ナチュラル
キラー細胞、ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞等の免疫細胞；腎細胞；骨細胞；神経細胞；血液細
胞;及び分化全能性のヒト胚性幹細胞を除くこれらのいずれかの前駆体から選択される。
【００６４】
　また、疾患が免疫疾患又は免疫状態、がん、出生異常、精神遅滞、肥満、神経疾患、糖
尿病、及び妊娠性糖尿病からなる群から選択される本発明による方法が好ましい。好まし
くは、上記がんは、結腸直腸がん、食道がん、胃がん、白血病／リンパ腫、肺がん、前立
腺がん、子宮がん、乳がん、皮膚がん、内分泌がん、膀胱がん、膵臓がん、他の消化管が
ん、卵巣がん、子宮頸がん、頭部がん、頸部がん、及び腺腫からなる群から選択される。
【００６５】
　次に、更に別の態様は、生体サンプルにおける細胞の存在を決定する方法であって、Ｇ
Ｐ９、ＦＣＥＲ２、Ｓ１００Ｐ、ＨＩＰＫ３、ＴＭ４ＳＦ１９、ＣＤ１６０、及びＬＤＢ
２の群から選択される遺伝子の少なくとも１つのクロマチン構造を決定し、それにより選
択された細胞の細胞特性に特異的なプロファイル（又はパネル）を生成する、クロマチン
構造を決定する工程を含む、生体サンプルにおける細胞の存在を決定する方法に関する。
【００６６】
　したがって、その別の態様では、本発明は、例えば完全にバイサルファイト変換された
、全体的にシトシンを含まないＤＮＡのリアルタイムＰＣＲ分析によって決定されるクロ
マチン構造が、驚くべきことに或る特定の細胞型及び細胞状況の指標となることが見出さ
れた上記で言及される特定のマーカー遺伝子に言及する。本発明の一態様では、これらの
遺伝子はしたがって、例えば未知の型及び／又は状況の細胞の混合物を含有する生体サン
プルにおける細胞型及び細胞状況を特性評価する好ましい例として使用することができる
。
【００６７】
　好ましくは一方の細胞型が特異的であり一方が一般に接近可能である、上記遺伝子の少
なくとも２つのクロマチン構造が決定される本発明による方法が好ましい。上記遺伝子の
全てのクロマチン構造が決定される本発明による方法が更に好ましい。本発明の基礎を形
成する遺伝子は好ましくは、「遺伝子パネル」、すなわち特定の細胞型又は細胞型の群（
セット）についてのそれらのそれぞれの情報的クロマチン構造を含む集合体を形成するた
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めにそれぞれ使用される。遺伝子パネルの形成は、特定の細胞型及び細胞状況の指標とな
る迅速かつ特異的な分析を可能にする。本発明において記載され、採用される遺伝子パネ
ル（複数も可）は、驚くほど高い効率で生体サンプルにおける細胞の存在の決定に更に使
用することができる。加えて、多種多様な遺伝子に由来する複数のＣｐＧ部位の使用は、
単一遺伝子の診断ツール及び検出ツールと比較して高度の感受性及び特異性を可能にする
。
【００６８】
　その別の態様において、本発明による方法は、選択された細胞型のクロマチン構造分析
の質に基づく決定される遺伝子の特異的選択を更に含む。すなわち（That is）、１４個
の遺伝子を有する幅広いパネルを、識別精度及び定量精度に対する高い分解能を有する細
胞型の群を識別するのに採用することができるが、パネルのごく一部を細胞型のより小さ
な群の同定及び定量に使用することが可能である。全ての細胞型が存在するわけではなく
、又は分析に関連するわけではないことが知られている場合、１４個全てより少ないマー
カーからなる選択されたパネルを使用してもよい。例えば、それぞれの分化経路において
細胞型のサブセットのみを産生する幹細胞を用いて分化実験を行う場合、一部の細胞型及
びそれらの差次的クロマチン構造パターンの分析のみが要求される。この場合、１４個の
完全なセットより少ないマーカー領域を有するミニマーカーパネルをこの目的で生成し、
調査する集団の同定及び定量の両方を達成することができる。最も極端な場合では、かか
るミニパネルは、対処する問題に基づいて、僅か１つのマーカー領域からなっていてもよ
い。この最小限のシナリオは２つの状況で実現可能である。一方では、かかる状況は、２
つの細胞型のみが不均一な細胞集団中に存在する可能性がある場合に起こり得る。この場
合、２つの細胞型間で一貫した独特のクロマチン構造を有する単一マーカー領域によって
これらを識別することが可能である。代替的には、かかる最小のパネルは、１つの特定の
細胞型において単一の調査領域が排他的に接近可能であることが知られ、一方でそれが他
の全ての細胞において逆の状態にある場合に、より不均一な（すなわち、２つを超える細
胞型が存在する可能性がある）混合物に適用可能である。この後者の場合、及び対処する
問題がこの特定の１つの細胞型の存在の定量及び分析のみである場合、領域の大きなパネ
ルに由来する単一領域が望ましい。
【００６９】
　上記に記載されるような異なる領域の組合せに基づいて、生体サンプルにおける細胞型
の存在を決定することも本発明の代替的な実施の形態である。正確な決定の可能性を増大
させるために、幾つかの選択された更なる領域の独特のクロマチン構造を調査することが
好ましい。１つ又は複数の領域を含むかかる「ミニパネル」において、更なる領域を７個
まで使用することが好ましい。かかるミニパネルに加えるべき好ましい数の領域は、上記
に記載される遺伝子の領域のうちの１つ又は複数であり得る。細胞型及び細胞状況を十分
に高いレベルの質の上記分析で識別するには、最大で２つの記載の領域の複合分析が特に
好ましい。他の好ましい組合せは、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個
、１１個、１２個、１３個、及び１４個の領域のクロマチン構造分析を含み得る。以下で
本発明を検出される特定の細胞型について具体的に説明する場合には、本発明は上記のパ
ネルの１つの領域と、指示される領域の１つ又は複数との組合せも含むことを意味する。
【００７０】
　或る特定のマーカーによって、試験した他の細胞型と比べて一部の細胞型において特に
独特であった特定の遺伝子の領域が実証された。例えば、領域、特に開いたクロマチン領
域については以下のとおりである：
２個の領域の一例として、ＧＰ９及びＦＣＥＲ２の領域は、ＣＤ１９＋Ｂ細胞（ＢＣＬ０
５）において最も接近可能である；
２個の領域の一例として、領域Ｓ１００Ｐ、ＨＩＰＫ３は、ＣＤ１５＋顆粒球（ＧＲＣ０
１）において最も接近可能である；
１個の領域の一例として、ＴＭ４ＳＦ１９の領域は、ＣＤ１４＋単球（ＭＯＣ０２）にお
いて最も接近可能である；
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２個の領域の一例として、ＣＤ１６０及びＬＤＢ２の領域は、ＣＤ５６＋ナチュラルキラ
ー細胞（ＮＫＣ０２）において最も接近可能である（図５を参照されたい）。
【００７１】
　好ましい例として、２つの遺伝子Ｓ１００Ｐ及びＨＩＰＫ３の領域をしたがって、ＣＤ
１５＋顆粒球と上記に記載されるような他の免疫細胞とを識別するために使用することが
できる。同様に、ＣＤ１６０をしたがって、ＣＤ５６＋ナチュラルキラー細胞と上記に記
載されるような他の免疫細胞とを識別するために使用することができる（図５を参照され
たい）。
【００７２】
　本発明は、或る特定の実施の形態において、生体サンプルの試験による生体サンプルに
おける細胞の存在又は状況の決定に使用されるキットとして更に記載することができる。
代表的なキットは、上記の領域の少なくとも１つのＤＮＡに選択的にハイブリダイズする
上記に記載されるような１つ又は複数の核酸セグメントと、１つ又は複数の核酸セグメン
トの各々の容器とを含み得る。或る特定の実施の形態では、核酸セグメントは、単一のバ
イアルに合わせることができる。更なる実施の形態では、核酸セグメントは、標的領域を
増幅するためのプライマー対も含み得る。かかるキットは、任意のバッファー、溶液、溶
媒、酵素、ヌクレオチド、又はハイブリダイゼーション反応、増幅反応、若しくは検出反
応のための他の構成要素を含んでいてもよい。好ましいキットの構成要素は、更に好まし
くは、メチル化分析、逆転写ＰＣＲ、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、ノーザン
分析、制限多型性分析（ＲＰＡ）、ＤＮＡｓｅ　Ｉ消化、ＣｈＩＰ　Ｃｈｉｐ（商標）、
クロマチン免疫沈降マイクロアレイ、定量ＰＣＲ分析、選択的沈降、若しくはバイサルフ
ァイトによるシトシンの変換、又はそれらの組合せのための試薬を含む。好ましいキット
は、ＣＤ３、ＦＯＸＰ３、ＧＬＮＹ、ＣＣＲ６、ＣＡＭＴＡ１、ＧＰ９、ＦＣＥＲ２、Ｓ
－１００－Ｐ、ＨＩＰＫ－３、ＴＭ４ＳＦ１９；ＣＤ１６０抗原前駆体、ＬＤＢ２、ＣＤ
１９、及びＧＡＰＤＨの群から選択される遺伝子の少なくとも１つのクロマチン構造を決
定するための任意の他の構成要素も含み得る。
【００７３】
　本発明によるキットは、１．細胞試料を処理するための化学物質（バイサルファイト等
）；２．手順書；３．特定の細胞型又は状況に関連するマーカー領域を検出する、本発明
によるオリゴヌクレオチドプローブ、アンプリコン、遮断剤又は伸長プライマー（オリゴ
ヌクレオチドは、リアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）又は一塩基伸長法（ＳＢＥ）等の
一般に利用可能な検出プラットフォーム上でシグナルを発生するように構成され得る。各
々のシグナルは、試料中の特定の標的部位でのメチル化レベルを示す。代替的に、記載の
核酸によるプローブをチップ上で使用するために作製する場合もある）；４．結果を処理
するためのバイオインフォマティクス手段（これ（例えばソフトウェア）は、生データか
らシグナルを正規化する、読出し値を解釈するための結果の行列を含有する、又は例えば
細胞型の割合若しくは効力予測を算出する様々なアルゴリズムを実行するものであり得る
）も含有し得る。
【００７４】
　本発明の別の好ましい態様は、本発明による方法を行うための材料を含む、哺乳動物か
ら得られたサンプルにおいて哺乳動物細胞の特定の型及び／又は状態を同定するためのキ
ットに関する。本発明による好ましい１つの実施の形態では、キットは、ａ）バイサルフ
ァイト試薬と、ｂ）関心の領域におけるＣｐＧ位置のメチル化分析のための材料とを含む
。当業者であれば、分析対象の部位の量を最小にするために、ＣｐＧ位置の特定のサブセ
ットの材料を更に選択することが可能である。キットは診断キットであり得る。
【００７５】
　本発明との関連で生成されるデータから、０．８超という観察された相関係数がＴｒｅ
ｇに対するＦｏｘｐ３　ＴＳＤＲの特異性と同等であるため、Ｆｏｘｐ３接近可能性がＴ
ｒｅｇを規定する（Huehn, J., J.K. Polansky, and A. Hamann, Epigenetic control of
 FOXP3expression: the key to a stable regulatory T-cell lineage? Nat Rev Immunol
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,2009. 9(2): p. 83-9）のと同程度に、ＣＤ３遺伝子におけるバイサルファイト変換にと
ってのＤＮＡの接近可能性がＣＤ３発現Ｔリンパ球を規定することが示される。残りの結
果のＦＡＣＳとエピジェネティック測定との間の変動性は、フローサイトメトリーによる
全体的な白血球カウントの規定における正確さの欠如を含む体系的変動に一部起因し得る
。フローサイトメトリーによる細胞計数を採血の約６時間後に、エピジェネティック分析
を１年後に行ったことから、本発明者らは、凍結血液サンプルの遡及的分析がエピジェネ
ティック免疫表現型検査を用いて実現可能となると提唱する。グラニュライシンの発現は
細胞傷害性Ｔ細胞及びＮＫ細胞の機能特性であり、これはがん発症時に損なわれることが
報告されており（Kishi, A., et al., Differential expression of granulysin andperf
orin by NK cells in cancer patients and correlation of impaired granulysinexpres
sion with progression of cancer. Cancer Immunol Immunother, 2002. 50(11):p. 604-
14）、腫瘍患者の予後と相関することが示唆されている（Galon, J., et al.,Type, dens
ity, and location of immune cells within human colorectal tumorspredict clinical
 outcome. Science, 2006. 313(5795): p. 1960-4）。本発明によるデータから、グラニ
ュライシン遺伝子のバイサルファイト変換にとっての接近可能性は、フローサイトメトリ
ー分析によって検出される全血中のＮＫ細胞及びＮＫＴ細胞の量と相関する、ＣＤ３－Ｃ
Ｄ５６＋ＮＫ細胞及びＣＤ＋ＣＤ５６＋ＮＫＴ細胞の固有の性質であることが示される。
したがって、グラニュライシン遺伝子のエピジェネティック接近可能性が細胞傷害性Ｔ細
胞の一部とも共通することにも関わらず、このエピジェネティックマーカーは、ＮＫ細胞
による免疫反応の良好な指標であるようである。エピジェネティック免疫表現型検査を更
に可能にするために、本発明者らは全細胞計数のための一般的標準系を開発した。ｍＲＮ
Ａ技術及び或る特定のタンパク質技術と同等に、本発明者らはハウスキーピング遺伝子で
あるＧＡＰＤＨの調節領域を正規化標準として使用した。細胞特異的エピジェネティック
マーカー系に対する高度保存、推定機能的非冗長性、及び構造的類似性、すなわち潜在的
な差次的バイサルファイト変換性の存在がこの選択の基準であった。本発明者らは、ＧＡ
ＰＤＨが全ての生細胞において十分に接近可能であり、したがって総細胞カウントを決定
するために使用することができることを示す。標準化プロセスの等モル濃度性を保証する
ために、本発明者らは、ＦＯＸＰ３、ＣＤ３、ＧＮＬＹ、及びＧＡＰＤＨのＴｐＧ変異体
を単一プラスミドにクローニングした。これにより、どの細胞型を定量するかに関わらず
、定量は十分に比較可能となる。本発明者らはしたがって、全ての細胞特異的パラメータ
を等しく正規化し、それにより互いに関連付けることもできる一体標準系を提供する。
【００７６】
　本発明者らは健常組織と腫瘍組織とで免疫細胞の浸潤を比較したが、３つ全ての非関連
腫瘍実体についてＴｒｅｇ数の劇的な増大が見られる。肺がん及び結腸直腸がんの両方に
ついて約２倍のＴｒｅｇが観察され、卵巣組織においては増大は１０倍超である。肺腫瘍
及び結腸直腸腫瘍において、本発明者らは、健常組織と比較して統計的に有意な総Ｔリン
パ球カウントの低下も見出した。ＣＤ３細胞の減少及びＴｒｅｇの増大の両方が、腫瘍発
生に適切に対抗する身体の病的機能低下と一致する。この考えは、肺組織及び結腸直腸組
織と比較して卵巣における非常に異なる細胞カウントにも関わらず、ＣＤ３細胞コンパー
トメント内のＴｒｅｇの相対量が３つ全ての腫瘍実体で同様に振る舞うということによっ
て支持される。それぞれの健常組織と比較して肺がん、結腸がん、及び卵巣がんにおいて
観察された相対Ｔｒｅｇ対総Ｔ細胞比の平均的な増大はそれぞれ２．５倍、２．８倍、及
び５．４倍である。気管支組織及び結腸直腸組織においてのみ可能なマッチドペア分析に
ついて、本発明者らは、測定したペアのおよそ９５％及び８１％（それぞれ４６個のペア
のうち４３個及び４８個のうち３９個）が、気管支腫瘍において健常隣接組織と比較して
、結腸直腸がんサンプルより大きな増大を示すことを見出している。結腸直腸組織のサン
プルの質は比較可能なほど低いため、マッチドペア分析における相違は、生物学的現象と
いうよりも組織の質の差異に起因すると言える。したがって、データから、３つ全ての腫
瘍実体におけるＴｒｅｇ比の顕著な変動及び一貫した推移が示される。Ｔｒｅｇの測定に
対するＦＯＸＰ３　ＴＳＤＲアッセイの認められた高い特異性と総合して、本発明者らは
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、この不均衡（disbalance）が固形腫瘍の発生のバイスタンダー効果というよりも不可欠
な決定因子であると考えた。したがって、データから、寛容原性免疫系対エフェクター免
疫系の比率も標的抗腫瘍戦略の有力な候補であり得ることが予示され、ここで既知の表面
マーカーは、活性化エフェクターＴ細胞及び調節Ｔ細胞の両方を激減させるため理想的な
候補ではない場合があると考えることが重要である。３つ全ての測定した細胞亜集団の組
織浸潤が、卵巣組織よりも肺及び結腸において有意に高いことが更に観察される。全体と
しては、これは健常組織及び腫瘍組織のどちらにも当てはまる。しかしながら、健常卵巣
組織は極端に低いリンパ球カウント（気管支がんと比較して、およそ１５倍低いＴｒｅｇ
、７．５倍低いＣＤ３細胞、及び１０倍低いグラニュライシン細胞）を有するが、腫瘍組
織では差は有意に低い（気管支がんと比較して、３倍低いＴｒｅｇ、２．８倍低いＣＤ３
４細胞、及び３．５倍少ないグラニュライシン陽性細胞）。健常卵巣における低いリンパ
球カウントは、健常状態で既に高度に血管化している肺及び結腸と比較して有意に低い血
管化による可能性が高い。腫瘍組織内で観察される適応は、卵巣における血管化が組織組
成を大幅に変化させるが、これは全体的に安定な血管化を有するようである肺組織又は結
腸直腸組織には当てはまらないことを示す。ＣＤ３細胞及びグラニュライシン陽性細胞の
相対的減少は、腫瘍形成（tumorigenesis）中に免疫系が反発され、非常に限られた適応
免疫応答及び先天性免疫応答しか開始されず、卵巣がんにおける免疫細胞カウントの増大
が免疫応答の増大ではなく血管化によるものとする考えを更に支持する。データは、ＣＤ
３陽性細胞数の増大は、腫瘍に効果的に対抗するのに有利であり、したがって単変量分析
において試験した場合のより良好な予後につながることを示した様々な以前の報告を裏付
ける。本発明者らはまた、この傾向が特定の腫瘍実体に依存しないことを示す。このため
、データは、適応免疫応答の増強が抗腫瘍アプローチに有用であると考えられるという見
解を支持する。同じ器官の健常組織と比較した場合の腫瘍組織におけるＴｒｅｇの割合及
びＴｒｅｇ対ＣＤ３比の劇的な影響にも関わらず、本発明者らは以前に報告されたような
Ｔｒｅｇカウント及び生存との逆相関を認めなかった。それどころか、１１０人の卵巣が
ん患者及び８６人の結腸直腸がん患者を用いた２回の研究において、より低いＴｒｅｇカ
ウントを有する患者と比較して、より高いＴｒｅｇレベルを有する腫瘍患者の生存利益に
ついて統計的に有意ではないが、明らかな傾向を見出した。この傾向は卵巣がんでより顕
著であり、Ｔｒｅｇカウント及びＴｒｅｇ対ＣＤ３細胞比の両方が、より高いＴｒｅｇを
有する患者についてより良好な生存の傾向を示す。結腸直腸がんのデータはより不明瞭で
あり、総Ｔｒｅｇカウントについては僅かな傾向しか観察されず、Ｔｒｅｇ対ＣＤ３比に
ついての傾向は全く観察されない。
【００７７】
　異なるデータセットを組み合わせることで、以前に報告された相関の本質的な問題を明
らかにする。本発明者らは、全ての健常組織及び腫瘍性組織においてＴｒｅｇ数と総Ｔリ
ンパ球カウントとの間の直接的な線形相関を観察する。この直接的な相関はその強さが異
なり、結腸直腸がんの０．３２５から卵巣がんの０．７６まで様々であるが、全ての健常
組織及び病変組織において統計的に有意である。したがって、ＣＤ３レベルの増大及び同
時のＴｒｅｇの減少が、少なくとも先の研究で行われたように単変量で試験した場合に転
帰の改善につながると仮定することは妥当ではない。しかしながら、本データと以前のデ
ータとで異なる結果は、機能的説明及び技術的説明も必要とする。これに関し、エピジェ
ネティック計数は通常は相対的な三次元尺度であるが、絶対細胞数の細胞計数は組織内の
全体的な細胞密度に関わらない尺度である。この場合、以前のデータはより高い腫瘍細胞
密度に起因するより高いＴｒｅｇカウントを相関させ得る。また、より高密度のＴｒｅｇ
は腫瘍の特定の範囲で生じ得るが、これはエピジェネティック研究が感知することができ
ない現象である。生物学的には、ＴｒｅｇカウントはＦｏｘｐ３を発現する細胞を計数す
ることによって行われた。活性化エフェクターＴ細胞もＦｏｘｐ３を発現するため、Ｔｒ
ｅｇに対するＦｏｘｐ３発現の特異性は限られているが、これらの細胞は接近可能なＦＯ
ＸＰ３　ＴＳＤＲを有しないことが現在知られていない。したがって、活性化エフェクタ
ーＴ細胞数の低下を転帰の改善と相関させることは実現可能である。
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【００７８】
　総合すると、本発明者らは、本発明によるエピジェネティック免疫表現型検査が血液、
及び場合によっては、より重要なことには固形組織における免疫表現型検査に新たな比較
可能性及び容易さを加えることができる新規な方法であると考える。これは、その相対的
なロバスト性のために、良好な研究室業務の要件を達成することが困難である臨床的日常
測定により良好な方法であり得る。しかしながら、この技術が固形組織及び血液における
免疫学的問題に対処するために容易に適用可能となる前に、本発明によるＧＡＰＤＨに対
して示されるように標準化可能な、ＣＤ３又はＦＯＸＰ３と同等の新規の特異的免疫細胞
マーカーを発見し、広く比較可能な標準系を提供する多大な組織的な努力が不可欠である
。生物学的には、本明細書中で提示したデータは、ＣＤ３、特にＴｒｅｇの腫瘍発生にお
ける卓越した役割を確固たるものにする。Ｔｒｅｇの不確かな予後的意義にも関わらず、
本発明者らは、全ての腫瘍における劇的なＴｒｅｇの増大が不適切なバイスタンダー効果
ではなく、腫瘍確立の成功に必要とされる必須条件であることを主張する。本発明者らは
したがって、Ｔｒｅｇが、かかる薬物は必ずしも全身的に作用するのではなく、むしろ腫
瘍内微小環境に特異的に作用するように設計され得るが、抗腫瘍戦略の主要な標的となる
であろうことを提唱する。現在のデータは全て、抗腫瘍応答におけるＣＤ３細胞の重要な
役割を支持するものである。しかしながら、本発明者らは、Ｔｒｅｇホーミングを阻害し
ないＣＤ３細胞の無差別のホーミングが、常に活性化因子及びその抑制因子を同様に同時
誘引する（co-attract）恐れがあるため、ＴｒｅｇとＣＤ３細胞カウントとの関連性をＴ
細胞ベースの薬物の有効性の深刻な阻害となるとみなしている。
【００７９】
　したがって、本発明との関連では、特定の遺伝子のプロモーター、プロモーター近接領
域又はコード配列が、細胞型又は細胞状態に特異的なクロマチン構造を示すことが更に示
され得る。本発明者らは、主にＴ細胞分化及び免疫状況について上述したものと同様に振
る舞う遺伝子領域を明らかにした。特に、バイサルファイト処理におけるウラシルへのシ
トシンの変換にとってのそれらの得られる接近可能性によって例示されるように、それら
のクロマチン接近可能性の程度に応じて細胞型／細胞状況の高感度な指標となる、１４個
という多数の遺伝子領域を発見した。接近可能性を、細胞型間で変動すると考えられるが
、細胞型内で一貫した表現型を維持する、これらの領域のエピジェネティックなエピ表現
型（epiphenotype）に変換した。これらは各々の細胞型の複数のサンプルについて検証さ
れたが、細胞の同一性、状況、純度及び効力を決定するアッセイにおいて特異的に標的と
することができるマーカー領域となる。さらに、これらは細胞特徴における重要な変化の
指標であり、したがって組織工学及びかかる変化をもたらす化合物のモニタリングに有用
である。本発明者らは、そのクロマチン及びエピジェネティック（例えばメチル化）パタ
ーンの接近可能性が細胞の型又は状況と統計的に相関する、本明細書中に記載されるよう
な一連の遺伝領域を説明する。それにより、これらの領域は細胞型の識別に特に高感度か
つ有用なマーカー領域となる。
【００８０】
　本発明をここで添付の実施例を参照して更に説明するが、本発明はそれに限定されない
。本発明の目的上、本明細書中で引用される全ての参照文献は、それらの全体が参照によ
り援用される。
【図面の簡単な説明】
【００８１】
【図１－１】遺伝子ＣＤ３、ＧＮＬＹ、及びＧＡＰＤＨのゲノム構成及び局在性を示す図
である。染色体バーの上又は下の方向に応じて転写産物を示す。様々な遺伝子領域に対し
て整列したアンプリコンを明るい赤色で示す。
【図１－２】選択されたアンプリコンのエピジェネティックプロファイリングを示す図で
ある。バイサルファイトシークエンシングの結果を色分けしたマトリックス内に示し、こ
こで各々のラインは細胞型におけるシークエンシングデータを表し、各々のブロックはア
ンプリコンを表す。左側の色分けバーによって示されるように、青色はバイサルファイト
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による変換にとって接近不能なＤＮＡに対応し、黄色はバイサルファイト変換にとって接
近可能なＤＮＡに対応する。
【図２－１】特異的ＲＴ　ＰＣＲアッセイの増幅プロファイルを示す図である。各々、左
パネルには完全にバイサルファイト変換されたＤＮＡに対するプライマー及びプローブを
用いたＰＣＲシステムを示し、右パネルにはバイサルファイト変換に不活性なＣｐＧを有
するＤＮＡに対するバージョンを示す。全てのＰＣＲシステムの直線性は、測定されたＣ
Ｐ値を使用される鋳型のｌｏｇ濃度上にプロットすることによって各々のグラフ内に示さ
れる。
【図２－２】同上
【図２－３】同上
【図３】下記実施例による完全にバイサルファイト変換された対照プラスミドの好ましい
実施形態を示す図である。
【図４】様々な細胞及び組織におけるＧＡＰＤＨの完全にバイサルファイト変換されたＤ
ＮＡと部分的にのみバイサルファイト変換されたＤＮＡとの比率を示す図である（１．顆
粒球、２．単球、３．ＮＫ細胞、４．ＣＤ４ナイーブ細胞、５．ＣＤ８細胞、Ｌ．肺、Ｃ
．結腸、Ｕ．子宮組織、Ｂ．乳房組織）。本発明者らは、部分的にのみ変換されたＤＮＡ
のシグナルを検出することができなかった。したがって、全ての細胞は、完全に接近可能
なＤＮＡ、すなわち開いたクロマチンのみを含有するようである。
【図５】或る特定の好ましい細胞型及び／又は細胞状況に特異的な遺伝子のメチル化分析
ベースのクロマチン接近可能性分析を示す図である。細胞型はＢＣＬ０５：ＣＤ１９＋Ｂ
細胞；ＣＴＬ０５：ＣＤ３＋ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞；ＧＲＣ０１：ＣＤ１５＋顆粒球
；ＭＯＣ０２：ＣＤ１４＋単球；ＮＫＣ０２：ＣＤ５６＋ナチュラルキラー細胞；及びＴ
ＨＣ０４：ＣＤ３＋ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞である。試験した領域／遺伝子は以下のとお
りである。
【表Ａ】

実際のアンプリコンにおいて分析したＣｐＧ位置は、アンプリコン番号の後の配列番号に
よって示す。
【図６－１】カツマキソマブ（Catumaxomab）による治療前及び治療後の卵巣がん患者に
由来する末梢血の分析を示す図である（下記実施例を参照されたい）。測定は、全有核細
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胞に対してＣＤ３＋細胞（Ａ）、全有核細胞に対してＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－（
Ｂ）、ＣＤ３＋細胞に対してＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－（Ｃ）、及び全有核細胞に
対してＣＤ５６＋細胞（Ｄ）のいずれかを選択するＦＡＣＳ選別を用い、全ての利用可能
な血液サンプルについて行った。ＦＡＣＳ結果（％）をＸ軸上にプロットし、Ｙ軸上にプ
ロットされるｑＰＣＲを用いた細胞のエピジェネティック分析により得られたパーセンテ
ージと比較する。Ｒはエピジェネティック測定に対する各ＦＡＣＳのピアソン相関係数を
示す。ｐ値は相関の統計的有意性を示す。
【図６－２】同上
【図７－１】健常組織及びがん性組織における組織浸潤リンパ球を示す図である。箱ひげ
図は、健常な及びがん性の卵巣（ＯＣ）組織、肺（ＢＣａ）組織、及び結腸直腸（ＣＲＣ
）組織におけるＡ）Ｔｒｅｇ、Ｂ）ＣＤ３＋Ｔ細胞、Ｃ）ＧＮＬＹ＋細胞、及びＤ）ＣＤ
３コンパートメント内のＴｒｅｇの相対存在量を総細胞カウントに対する百分率で示す。
Ｎは各々の箱ひげ図に含まれる患者の数を示す。中央の箱は分布の５０％を示す。箱内の
中央の線は分布の中央値を表し、ひげは全測定データの９５％をカバーする。この分布か
らの外れ値は丸によって示される。表示のｐ値は両側不均一分散（heteroscedastic）ス
チューデントｔ検定から得た。
【図７－２】同上
【００８２】
　配列番号１は、実施例において使用するプラスミドにクローニングされる挿入断片のＤ
ＮＡ配列を示す。
【００８３】
　配列番号２～配列番号１５は、バイサルファイト変換されたＤＮＡに特異的な実験にお
いて使用されるプライマーの配列を示す。
【００８４】
　配列番号１６～配列番号２２は、図５において分析されるアンプリコンの配列を示す。
【００８５】
　配列番号２３～配列番号２９は、本発明との関連で同様に分析することができる関心の
領域の配列を示す。ＲＯＩは、それぞれＡＭＰ１５８３、ＡＭＰ１５８４、ＡＭＰ１５８
８、ＡＭＰ１５８９、ＡＭＰ１５９４、ＡＭＰ１５９９、及びＡＭＰ１６０１に対応する
。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【００８６】
材料及び方法
略語：
　Ａｍｐ、アンプリコン；ＣＤ３Ｄ、Ｔ細胞表面糖タンパク質ＣＤ３δ鎖；ＣＤ３Ｇ、Ｔ
細胞表面糖タンパク質ＣＤ３γ鎖；ＦＯＸＰ３、フォークヘッドボックスタンパク質Ｐ３
；ＧＡＰＤＨ、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ；ＧＮＬＹ、グラニュ
ライシン。
【００８７】
細胞及び組織サンプル
　ホルマリン固定し、パラフィン包埋した組織サンプルについては、ベルリン大学附属シ
ャリテ病院（Charite -UniversitaetsmedizinBerlin）のベンジャミンフランクリンキャ
ンパス（Campus Benjamin Franklin）の病理学研究所のアーカイブから検索した。腫瘍及
び正常組織の代表的なパラフィンブロックを選択し、対応する正常実質を含む結腸直腸癌
又は気管支癌の標本の組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）を、直径１ｍｍのコアを用いて構築
した。新鮮凍結卵巣組織サンプル及び血液については、ベルリン大学附属シャリテ病院の
ウィルヒョーキャンパス（Campus Virchow）の卵巣がん腫瘍バンクから検索した。
【００８８】
ゲノムＤＮＡの単離
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　ヒトの血液、組織からのゲノムＤＮＡの精製については、ＤＮｅａｓｙ　Ｂｌｏｏｄ　
ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｋｉｔ（Qiagen，Hilden，Germany）を使用した。腹水の場合、
本発明者らは培養細胞からの全ＤＮＡの単離のためのプロトコルに従った。ホルマリン固
定し、パラフィン包埋した（ＦＦＰＥ）組織のサンプルからのゲノムＤＮＡは、ＱＩＡａ
ｍｐ　ＤＮＡ　ＦＦＰＥ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｋｉｔ（Qiagen，Hilden，Germany）を用いて
単離した。パラフィンブロックをトリミングして余分なパラフィンを除去し、組織切片の
厚さを１０ｕｍに調整した。各々の反応は１０個の組織切片を用いて行った。
【００８９】
ゲノムＤＮＡの亜硫酸水素ナトリウム変換
　亜硫酸水素ナトリウム媒介変換をＥｐｉＴｅｃｔ　Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ　Ｋｉｔ（Qiag
en，Hilden，Germany）を適用することによって行い、反応を０．５ｕｇ～１ｕｇの精製
ゲノムＤＮＡを用いて行った。簡潔に述べると、高バイサルファイト塩濃度及び低ｐＨ下
でのゲノムＤＮＡの熱サイクリングによって、非メチル化シトシン残基のウラシル（続く
ＰＣＲにおいてチミンとして複製される）への変換をもたらす。これらの条件下ではメチ
ル化シトシン（ＣｐＧジヌクレオチドのコンテキスト内に見られる）は変化しないままで
あるため、この処理はエピジェネティック標識を配列情報に変換するものである。
【００９０】
オリゴヌクレオチド
　この研究において使用される増幅プライマー及び加水分解プローブ等のオリゴヌクレオ
チドは、ヒトゲノムＧＲＣｈ３７（e!Ensemble release 56；２００９年９月）のアセン
ブリに対するそれらの染色体位置によって表される。
定量的バイサルファイトシークエンシングのためのオリゴヌクレオチド：ａ）遺伝子間Ｃ
Ｄ３Ｇ（ＥＮＳＧ０００００１６０６５４）／ＣＤ３Ｄ（ＥＮＳＧ０００００１６７２８
６）領域：アンプリコン番号１、フォワードプライマー：１１：１１８２１３２００－１
１８２１３２２１：１、リバースプライマー：１１：１１８２１３６１６－１１８２１３
６３７：１；アンプリコン番号２、フォワードプライマー：１１：１１８２１４２７１－
１１８２１４２９２：１、リバースプライマー：１１：１１８２１４６８５－１１８２１
４７０５：１；アンプリコン番号３、フォワードプライマー：１１：１１８２１４７０２
－１１８２１４７２３：１、リバースプライマー：１１：１１８２１５１５１－１１８２
１５１７３：１；ｂ）ＧＮＬＹ（ＥＮＳＧ０００００１１５５２３）遺伝子領域：アンプ
リコン番号１、フォワードプライマー：２：８５９２１３８２－８５９２１４０４：１、
リバースプライマー：２：８５９２１７４２－８５９２１７６３：１；アンプリコン番号
２、フォワードプライマー：２：８５９２１８０７－８５９２１８２８：１、リバースプ
ライマー：２：８５９２２２５９－８５９２２２７９：１；アンプリコン番号３、フォワ
ードプライマー：２：８５９２２８９５－８５９２２９１６：１、リバースプライマー：
２：８５９２３３２７－８５９２３３４８：１；ｃ）ＧＡＰＤＨ（ＥＮＳＧ０００００１
１１６４０）ＣｐＧ島：アンプリコン番号１、フォワードプライマー：１２：６６４４１
１９－６６４４１３５：１、リバースプライマー：１２：６６４４６３５－６６４４６５
６：１；アンプリコン番号２、フォワードプライマー：１２：６６４３５８６－６６４３
６０４：１、リバースプライマー：１２：６６４３９９０－６６４４０１１：１。
リアルタイムＰＣＲベースアッセイのためのオリゴヌクレオチド：ａ）ＦＯＸＰ３（ＥＮ
ＳＧ００００００４９７６８）ＴＳＤＲ：メチル化特異的ＰＣＲ：フォワードプライマー
：Ｘ：４９１１７２１９－４９１１７２４６：１、リバースプライマー：Ｘ：４９１１７
２８３－４９１１７３０７：１、プローブ：Ｘ：４９１１７２５６－４９１１７２７３：
１；脱メチル化特異的ＰＣＲ：フォワードプライマー：Ｘ：４９１１７２１９－４９１１
７２４６：１、リバースプライマー：Ｘ：４９１１７２８３－４９１１７３０７：１、プ
ローブ：Ｘ：４９１１７２５６－４９１１７２７８：１。ｂ）ＣＤ３：メチル化特異的Ｐ
ＣＲ：フォワードプライマー：１１：１１８２１３６３３－１１８２１３６５３：１、リ
バースプライマー：１１：１１８２１３６８６－１１８２１３７０７：１、プローブ：１
１：１１８２１３６７０－１１８２１３６８７：１；脱メチル化特異的ＰＣＲ：フォワー
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ドプライマー：１１：１１８２１３６３２－１１８２１３６５３：１、リバースプライマ
ー：１１：１１８２１３６８６－１１８２１３７０９：１、プローブ：１１：１１８２１
３６６４－１１８２１３６９０：１。ｃ）ＧＮＬＹ：メチル化特異的ＰＣＲ：フォワード
プライマー：２：８５９２１８７８－８５９２１８９５：１、リバースプライマー：２：
８５９２１９６４－８５９２１９９２：１、プローブ：２：８５９２１９１８－８５９２
１９４３：１；脱メチル化特異的ＰＣＲ：フォワードプライマー：２：８５９２１８７７
－８５９２１８９５：１、リバースプライマー：２：８５９２１９６４－８５９２１９９
２：１、プローブ：２：８５９２１９１１－８５９２１９３９：１。ｄ）ＧＡＰＤＨ：脱
メチル化特異的ＰＣＲ：フォワードプライマー：１２：６６４４３７８－６６４４３９９
：１、リバースプライマー：１２：６６４４４５６－６６４４４７６：１、プローブ：１
２：６６４４４２９－６６４４４５７：１。
【００９１】
　バイサルファイト変換されたＤＮＡに特異的な使用されるプライマーの配列は、以下の
とおりである（例えば図５を参照されたい）。
【００９２】
【表Ｂ】

【００９３】
定量的バイサルファイトシークエンシング
　バイサルファイト変換に特異的なプライマーを用いて、７ｎｇの亜硫酸水素ナトリウム
変換されたゲノムＤＮＡから標的領域をプレ増幅した。ＰＣＲを１×ＰＣＲバッファー、
１ＵのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Qiagen，Hilden，Germany）、２００μＭ　ｄＮＴ
Ｐ、各々１２．５ｐｍｏｌのフォワードプライマー及びリバースプライマーを含有する２
５μｌの最終容量で行った。熱サイクリングを９５℃で１５分間、続いて９５℃で１分間
、５５℃で４５秒間及び７２℃で１分間を４０サイクル、７２℃で１０分間の最終伸長工
程で行った。ＰＣＲ産物をＥｘｏＳＡＰ－ＩＴ（USB Corp.）を用いて精製し、増幅プラ
イマー及びＡＢＩ　Ｂｉｇ　Ｄｙｅ　Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ　ｖ１．１　ｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ（Applied Biosystems）を適用して直接シークエンシングした。産物をエタノール沈
殿によって精製し、１Ｍベタイン（betaine）に溶解させ、ＡＢＩ　３１００遺伝子分析
装置でのキャピラリー電気泳動に供した。ＡＢ１ファイルを、配列トレースを正規化し、
不完全なバイサルファイト変換を補正し、ＣｐＧ部位でのメチル化シグナルの定量を可能
にするＥＳＭＥを用いて解釈した。
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【００９４】
リアルタイムＰＣＲ
　リアルタイムＰＣＲを、Ｒｏｃｈｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８０　Ｐｒｏｂｅｓ
　Ｍａｓｔｅｒ　ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Roche Diagnostics）を用いて、各々３０ｐｍｏ
ｌのメチル化特異的又は脱メチル化特異的フォワードプライマー及びリバースプライマー
、５ｐｍｏｌの加水分解プローブ、５０ｎｇの□－ファージＤＮＡ（New England Biolab
s）、及び６０ｎｇのバイサルファイト変換されたゲノムＤＮＡの鋳型、又はそれぞれの
量のプラスミド標準を含有する２０μｌの最終反応容量で行った。各々のサンプルを、Ｌ
ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８０　Ｓｙｓｔｅｍ（Roche）を用いて三連で分析した。全て
のアッセイシステムについて、サイクリング条件は９５℃で１０分間の予熱工程、続いて
５０サイクルの９５℃で１５秒間及び６１℃で１分間の工程を含んでいた。ＣＰ（「クロ
ッシングポイント（crossing point）」）値を、ＬＣ４８０分析ソフトウェアを適用して
二次導関数最大値（second-derivative maximum）法によってコンピュータで計算し、鋳
型コピー数を線形回帰による（適切なプラスミドベース標準の段階希釈を用いた）検量線
から算出した。
【００９５】
プラスミド標準
　様々なリアルタイムＰＣＲベースアッセイのためのバイサルファイト変換されたメチル
化標的領域及びバイサルファイト変換された脱メチル化標的領域をコンピュータ内で設計
し、合成し（Genscript Inc.）、断片をプラスミドｐＵＣ５７に挿入した。組み換えプラ
スミドを線状化し、１０ｎｇ／μｌの□－ファージＤＮＡ（New England Biolabs）中で
段階希釈して、リアルタイムＰＣＲベースアッセイのための標準を、１回の反応当たりの
鋳型コピー数が１２５００、２５００、５００、１００、２０及び４という最終濃度で得
た。
【００９６】
主要末梢血白血球集団の細胞選別
　末梢血サンプルを、地方倫理委員会の承認に従うインフォームドコンセントの後に健常
ドナーから得た。顆粒球（ＣＤ１５＋）、単球（ＣＤ１４＋）、ＣＤ４＋Ｔ細胞（ＣＤ３
＋ＣＤ４＋）、Ｔｒｅｇ（ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ４５ＲＡ－）、Ｂ細胞（ＣＤ１
９＋）、ＮＫ細胞（ＣＤ５６＋、ＣＤ５６ｂｒｉｇｈｔ、ＣＤ５６ｄｉｍ）、ナイーブＣ
Ｄ８＋Ｔ細胞（ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＡ＋ＣＤ１２７＋）、及び記憶ＣＤ８＋Ｔ細
胞（ＣＤ３＋ＣＤ８＋ＣＤ４５ＲＡ－ＣＤ１２７＋／－）等の異なる白血球集団への血液
サンプルの分画を、以前に記載されるように行った（Baron et al. Eur J Immunol）。選
別した細胞の純度はフローサイトメトリーによって求められるように９７％超であり、生
存度は常に９９％超であった。
【００９７】
統計分析
　メチル化（ＣｐＧ変異体）及び非メチル化（ＴｐＧ変異体）ＤＮＡの量を、二次導関数
最大値法からのクロッシングポイントでの線形回帰による検量線から推定した。中央値を
使用して試験サンプルの三連の測定値を統合した。遺伝子特異的ＤＮＡの割合を、遺伝子
特異的（specific）ＴｐＧ変異体ＤＮＡと、この同じ遺伝子のＴｐＧ変異体とＣｐＧ変異
体との合計、又はＧＡＰＤＨ　ＴｐＧ変異体コピーの数との比率としてコンピュータで計
算した。累積生存率はＳＰＳＳを用いたカプランマイヤー法によって算出した。群間の単
変量比較については、統計的有意性をコックス・マンテル検定を用いて評価した。相関分
析については、ピアソンの積率係数又はスピアマンの順位相関及びｔ検定統計量を使用し
た。全てのＰ値は両側とした。
【００９８】
結果
　本明細書中で言及される或る特定の特異的遺伝子を分析したが、これは本発明者らによ
ってバイサルファイトにより完全に変換されていると同定され、したがって接近可能クロ
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マチン構造が示唆された（図１～図４を参照されたい）。特定のＲＴ－ＰＣＲ設定を用い
て、本発明者らはＤＮＡの増幅が、完全にバイサルファイト変換された領域が存在する場
合にのみ起こることを示すことができた。変換されていない領域の場合、増幅産物は観察
されない。
【００９９】
　図面中のデータは、確立したＰＣＲシステムが、完全に変換されたＤＮＡ種又は完全に
変換されていないＤＮＡ種のいずれかを排他的に増幅することを示す。２つの種間の交差
汚染は観察されなかった。
【０１００】
　逆の特異性を試験するために、図３に示すようなバイサルファイト変換を模倣するプラ
スミド制御系を設計した。このプラスミド系は、この特定の設定において分析される完全
にバイサルファイト変換されたＣＤ３、ＦＯＸＰ３、ＧＮＬＹ及びＧＡＰＤＨ遺伝子領域
のコピー量を定量するのに必要とされる全ての構成要素を含有していた。
【０１０１】
　プラスミドは、配列＊ｇｃｇｇｃｃｇｃ＊ＣＣＴＡＡＡＣＡＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＴ＊

ＣＡ＊ＡＡＡＣＣＣＣＴＴＡＡＡＡＡＡＡＡＣ＊ＣＡ＊Ｔ＊ＣＡ＊ＡＣＣＣＣＡＴＡＡ＊

ＣＡ＊ＣＡＡＡＣ＊ＣＡ＊ＴＡＡＣＡＡＣＴＡＡＡＴＴＴＣＴ＊ｇａｔｃ＊ＧＴＴＴＴ＊

ＴＧ＊ＡＴＴＴＧＴＴＴＡＧＡＴＴＴＴＴＴ＊ＴＧ＊ＴＴＡＴＴＧＡ＊ＴＧ＊ＴＴＡＴＧ
Ｇ＊ＴＧ＊ＧＴ＊ＴＧ＊ＧＡＴＧ＊ＴＧ＊Ｔ＊ＴＧ＊ＧＧＴＴＴＴＡＴ＊ＴＧ＊ＡＴＡＴ
ＴＡ＊ＴＧ＊ＧＡＧＧＡＡＧＡＧＡＡＧＡＧＧ＊ｃ＊＊ｔｃｇａｃ＊ＣＣＡＡＡＣＣＣＣ
ＴＡＣＣＴＣ＊ＣＡ＊ＣＡＴＣＴＡ＊ＣＡ＊ＴＡＡＴＡＡＡＡＡＣＣＡＴＴＡＡＣＣＣＴ
ＣＡＴ＊ＣＡ＊ＡＴＡＡＡＴＣＴＡ＊ＣＡ＊ＴＴＴＣＣＴ＊ＣＡ＊ＡＡＣＣＴＡＣＡＣＴ
ＡＴＣＴＡＡＡＡＴＴＡＴＡ＊ＣＡ＊ＡＡＡＣＴＡＡＴＡＡＡＡＡＡＡＣＡＡＡＡＴＣＴ
ＣＴＴＣＴＡＴＡＴＴＣ＊ａｇｔｃ＊ＧＧＡＡＴＡＧＡＧＧＡＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＴＴ
Ｔ＊ＣＡ＊ＴＴＴＴＴＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＡＧＡＡＧＧＡＡ＊ＣＡ＊ＴＧＡＧＡＡＴＡ
＊ＣＡ＊ＴＧＴＴＴＧＴＧＴＴＧＡＧＡＧＴＧＧＧＴＴＡＧＡＧ＊ＣＡ＊ＧＴＴＴＴＡＧ
ＧＧＴＡＡＡＧＴＡＴＧＴＧＧＡＴＡ＊ａｇｔｃ＊＊Ｇ＊ＧＴＴＴＴ＊ＴＧ＊ＧＴＡＴ＊

ＴＧ＊ＴＡＧＧＴＴＴ＊ＴＧ＊ＧＧＡＴＧＴＴＡＧＴＧ＊ＴＧ＊ＴＡＧ＊ＴＧ＊ＧＧＴＧ
ＴＡＴＴＴＴＴＧＴＴ＊ＴＧ＊ＧＡＴＧＴＴＧ＊ＴＧ＊ＴＴＴＧ＊ＴＧ＊ＧＴＡＧＡＧ＊

ＴＧ＊ＧＴ＊ＴＧ＊ＴＴＡＴＧＴＴＧＴＡＡＴ＊ＴＧ＊Ｇ＊ａｇｔｃ＊ＧＴＴＴＴＴＴＴ
ＴＡＡＡＧＡＧＴＧＴＴＴＴＴＧＡＴＡＧＧＧＡＴＴＧＴＴＴＴＡＧＧＡＡＴＴＡＧＧＴ
ＡＧＧＡＧＡＧＡＡＧＧＧＡＧＴＧＴＧＡＧＡＧＧＴＧＡＡＡＧＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＴ
＊ｃｔｃｇａｇ＊（配列番号１）を、ＮｏｔＩ－ＸｈｏＩ制限部位を用いてｐＵＣ　５７
プラスミドバックグラウンドに導入することによって構築した。星印は潜在的なメチル化
部位を指し、小文字は構築物ＮｏｔＩ－ＣＤ３－ＦＯＸＰ３－ＮＫＩＩ－ＮＫＩＩＩ－Ｇ
ＡＰＤＨ－ＣＦＦ－ＸｈｏＩの一般構造の境界を示す。
【０１０２】
　リアルタイムＰＣＲアッセイの定量は、ナノドロップ、又はＵＶｅｔｔｅ分析若しくは
Ｑｕｉｂｉｔシステム（Invitrogen）等の代替方法における吸収測定によって定量される
標準化プラスミドを準備し、光学密度を決定することによって達成される。
【０１０３】
　この測定に基づき、プラスミドの濃度を決定し、標準測定系列を測定されたプラスミド
の段階希釈を適用することによって作成する。このようにして、プラスミド上の全ての遺
伝子について全く等モル濃度の標準を調製し、決定する（提供する）。この絶対等モル濃
度は好ましい実施形態であるが、本発明者らはこの標準化系を全てのサンプルに使用する
ことを提案し、異なるプラスミド上に存在し得るか、又は更にはプラスミド標準若しくは
ＤＮＡ標準からなるものではない様々な異なる標準を採用する場合に、同様の系を用いた
分析も想定される。
【０１０４】
　次いで、プラスミド系においてＣＤ３、ＦＯＸＰ３、ＧＬＮＹ、及びＧＡＰＤＨの完全
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にバイサルファイト変換された画分を最初に検出した後、生体サンプルを分析した。
【０１０５】
　生細胞は、いわゆるハウスキーピング遺伝子の活性によって規定されるため、これらの
遺伝子は定義からして全ての細胞において活性でなくてはならない。様々な実験において
、全ての細胞が完全にバイサルファイト接近可能なＧＡＰＤＨ遺伝子座を有する（すなわ
ち活性である）ことが示された。これに関し、本発明者らは顆粒球細胞、単球細胞、ＮＫ
細胞、ＣＤ４ナイーブ細胞、ＣＤ８細胞、並びに肺、子宮、乳房、及び結腸の組織を分析
し、これらの細胞内の遺伝子座が全てバイサルファイト変換について完全に接近可能であ
ることを示した。
【０１０６】
　接近可能クロマチンを有していた細胞について試験するために、本発明者らは完全にバ
イサルファイト変換されたＤＮＡのみを認識する上記のＰＣＲプラスミド系を分析した。
バイサルファイト変換にとっての接近が限られた細胞が残らないことを示すために、本発
明者らは、これらの細胞を完全には変換されていないＤＮＡに特異的な系を用いて増幅す
ることを試みたが、いずれのサンプルにおいてもいかなるシグナルも検出することができ
なかった。
【０１０７】
　ほとんど全ての考え得るＤＮＡシグナルが、完全に変換されたＤＮＡ又は完全に変換さ
れていないＤＮＡのいずれかに由来するため、完全に接近可能なＧＡＰＤＨを測定するこ
とによって非アポトーシス性、非壊死性細胞の総数を確実に決定することができる。
【０１０８】
　次に、特定の細胞においてのみ転写活性を有するＤＮＡ断片を分析した。この場合も、
本発明者らは、これらの領域で完全に接近可能なＤＮＡを分析した後、これらを試験プラ
スミド構築物中の接近可能なＧＡＰＤＨの量と関連付けた。
【０１０９】
　データの精度を確認するために、本発明者らは２つの以下の分析を互いに比較した：
％ＳＣＴ１＝コピーＦＢＣ　ＳＰＧ／コピーＦＢＣ　ＧＡＰＤＨ
その測定／算出の結果に対して、
％ＳＣＴ２＝コピーＦＢＣ　ＳＰＧ／（コピーＦＢＣ　ＳＰＧ＋コピーＮＢＣＳＰＧ）
ここで
％ＳＣＴ１は、第１の方法によって決定される特定の細胞型の量であり、
％ＳＣＴ２は、第２の方法によって決定される特定の細胞型の量である。
コピーＦＢＣ　ＳＰＧは、特定の遺伝子の完全にバイサルファイト変換されたＤＮＡのコ
ピー数であり、
コピーＦＢＣ　ＧＡＰＤＨは、ＧＡＰＤＨの完全にバイサルファイト変換されたＤＮＡの
コピー数であり、
コピーＮＢＣＳＰＧは、特定の遺伝子のバイサルファイト変換されていないＤＮＡのコピ
ー数である。
【０１１０】
　分析を全血サンプルについて繰り返し、以下のデータを得た：
【０１１１】
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【表Ｃ】

 
【０１１２】
　完全なバイサルファイト変換の影響を受けやすい細胞型特異的遺伝子領域の確立及びｑ
ＰＣＲアッセイ設計
　ＣＤ３Ｄ及びＣＤ３Ｇ（ｃｈｒ．１１ｑ２３．３）遺伝子、グラニュライシン遺伝子領
域（Ｃｈｒ．２ｐ１１．２）、及びＧＡＰＤＨ遺伝子内のＣｐＧ島（Ｃｈｒ．１２ｐ１３
．３１）の遺伝子間制御領域におけるＣｐＧジヌクレオチドのバイサルファイト変換接近
可能性を、バイサルファイトシークエンシングを用いて試験した。ナイーブＣＤ４＋及び
ＣＤ８＋Ｔリンパ球においてＣＤ３近接領域の全てのシトシンが完全に変換され（図１Ｂ
）、ＴｐＧ変異体のみが生じることを見出した。顆粒球、単球、Ｂリンパ球、及びＮＫ細
胞を含む他の試験した細胞型において同じ領域はバイサルファイト変換されず、「ＣｐＧ
変異体」が生じる。グラニュライシンについては、分析した遺伝子領域がナイーブＣＤ４
及びＣＤ８　Ｔリンパ球、単球、顆粒球、並びにＢ細胞においてＣｐＧ変異体中に排他的
に存在することが見出されたが、これはナチュラルキラー細胞においてはＴｐＧ変異体中
に存在するようである（図１Ｂ）。本発明者らは、試験した全ての細胞型において分析し
たＧＡＰＤＨ領域中にＴｐＧ変異体を排他的に見出した（図１Ａ）。これらのデータに基
づいて、ＣＤ３領域、ＧＮＬＹ領域、及びＧＡＰＤＨ領域の分析した遺伝子座に対するＰ
ＣＲアンプリコンを設計した。各々の領域について、各々のアッセイについて変異体特異
的な蛍光標識検出プローブを含む、ＴｐＧ変異体鋳型を排他的に認識する１つのＰＣＲシ
ステムと、ＣｐＧ変異体鋳型に特異的な１つのＰＣＲシステムとを設計した（図２）。ま
た、ＴｐＧ変異体及びＣｐＧ変異体に対応する３つの遺伝子座の各々に対するプラスミド
系を構築した。本発明者らは数桁にわたる増幅の高い線形性を示した（増幅効率は１．９
５～２の範囲であった）。また、非生理的に高い濃度で試験した場合であっても、互いに
反対の鋳型を用いる各々のＴｐＧ変異体及びＣｐＧ変異体に特異的なＰＣＲシステムとの
交差反応性が検出されたため、高い特異性が示された（コピー数はプラスミドＤＮＡ２０
コピー～１２５００コピーの範囲であった）（図２）。
【０１１３】
ＣＤ３、ＧＬＮＹ、及びＧＡＰＤＨに対するｑＰＣＲアッセイによる主要血液細胞画分の
特性評価
　ＣＤ３、ＧＮＬＹ、及びＧＡＰＤＨに対するＰＣＲシステムを、最近公表された分離ス
キーム（Baron, U., et al., DNA demethylation in the human FOXP3 locusdiscriminat
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es regulatory T cells from activated FOXP3(+) conventional T cells.Eur J Immunol
, 2007. 37(9): p. 2378-89）に従って精製した血液細胞画分について試験した。標準と
同等のバイサルファイト変換されたゲノムＤＮＡ領域を含有する精製プラスミドの段階希
釈物を用いて、ＴｐＧ変異体からなるＤＮＡコピーの数を決定した。対照として、ＣｐＧ
鋳型変異体を別個の反応で測定した。各々の遺伝子領域についての両方の画分のコピーの
比率を算出した。これを表１に示す。
【０１１４】
【表１】

 
【０１１５】
　結果から、ＣＤ８＋及びＣＤ４＋Ｔリンパ球がＣＤ３位置について９９％を超えるＴｐ
Ｇ変異体を含有するが、ＣＤ１９＋Ｂ細胞、ＣＤ１５＋顆粒球、ＣＤ１４＋単球、及びＣ
Ｄ３－ＣＤ５６＋ナチュラルキラー細胞が１％未満のＴｐＧ変異体しか含有せず、排他的
にＣｐＧ変異体からなることが示された。同等の分析をＧＮＬＹ領域で行ったところ、９
５％を超えるＴｐＧ変異体がＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ細胞及びＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＮＫＴ
細胞の両方について観察された。ＣＤ１９＋Ｂ細胞、ＣＤ１５＋顆粒球、ＣＤ１４＋単球
は排他的にＣｐＧ変異体からなる。２．６％のＣＤ４＋細胞及び２０．６％のＣＤ８記憶
Ｔ細胞がＧＮＬＹ遺伝子座についてＴｐＧ変異体として検出された。
【０１１６】
　最後に、ＧＡＰＤＨ遺伝子領域を指定の全ての細胞型におけるバイサルファイト変換接
近可能性について試験した。ここで、ＣｐＧ変異体の特異的増幅は全ての組織及び細胞型
において完全に起こらなかった。これは、バイサルファイトシークエンシングデータ及び
この領域が常に完全に転写活性を有するはずであるという見解と一致する。データは、精
製した細胞型におけるＧＡＰＤＨについてのＴｐＧ　ＤＮＡ変異体の効率的な増幅を示し
た（表１）。本発明者らはしたがって、この遺伝子が任意の所与のサンプルにおける全細
胞カウントの決定に最適であり、細胞数を制御するために生物学的に必要とされる完全に
未修飾のＤＮＡストレッチが測定されると推測する。
【０１１７】
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　これらのデータに基づいて、本発明者らは様々なｑＰＣＲシステムの技術的精度を更に
証明しようとした。そのために、そのバイサルファイト変換されたＤＮＡがＣＤ３遺伝子
座において９９．９％のＴｐＧ変異体からなることが示される、ＦＡＣＳ精製した調節Ｔ
細胞を選択した。顆粒球はバイサルファイト変換にとって完全に接近不能であることが示
され、ＣＤ３分析において９９．７％のＣｐＧ変異体からなっていた。次いで、４０％、
２０％、１０％、５％、３％、２％、及び１％のＣＤ３陽性調節Ｔ細胞を顆粒球のバック
グラウンドにスパイクし（spiked）、ＣｐＧ変異体のバックグラウンドにおけるＣＤ３遺
伝子座でのＴｐＧ変異体の割合を決定した。表２に示されるように、スパイクしたサンプ
ルとＣＤ３　ＰＣＲ測定との間に厳密な相関（ピアソンｒ＝０．９９８）が見られ、比較
対照として使用したＦＯＸＰ３　ＰＣＲについて観察された厳密な相関（ピアソンｒ＝０
．９９８）と一致した。スパイキング実験は、精製したＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ細胞をＴ
ｐＧ変異体として、及び顆粒球をＣｐＧ変異体として使用したＧＮＬＹアッセイを用いて
行った。ＣＤ３アッセイと同様、ＴｐＧ変異体の比率は、スパイキング実験から予測され
た比率とよく一致していた（ピアソンｒ＝０．９８）（表２）。
【０１１８】
【表２】

【０１１９】
　次に、ＣＤ３、ＦＯＸＰ３、ＧＮＬＹ、及びＧＡＰＤＨ中の領域のＴｐＧバージョンに
相当する配列を含有するプラスミドを設計した（図３）。この構築物は等モル化学量論（
stoichiometry）で全ての標的領域を有するため、定量についての究極的標準とみなされ
る。このプラスミドを正規化に用いて、ＧＡＰＤＨ　ＴｐＧ変異体によって決定された総
細胞カウントと比較したＣＤ３、ＦＯＸＰ３及びＧＮＬＹ　ＴｐＧ変異体の相対量（表２
）を再定量した。結果が内部標準及び元の希釈率の細胞による定量と非常に良好に合致す
ることが示された。
【０１２０】
エピジェネティックｑＰＣＲを適用した全血サンプルにおけるＴｒｅｇ、全身性Ｔリンパ
球、及びＮＫ細胞の分析
　この方法の適用性を試験するために、本発明者らは、カツマキソマブ治験に参加した卵
巣がん患者に由来する全血サンプルを試験し、その結果を、フローサイトメトリー分析か
ら得られたデータと比較した。ＦＡＣＳ分析によって決定されたＣＤ３＋細胞の割合及び
ＣＤ３　ｑＰＣＲによって決定されたＴｐＧ変異体の割合について、本発明者らは、スピ
アマンの順位相関及び高い統計的有意性（Ｒ＝０．８０；ｐ＝７．２５Ｅ－５）を示した
（表２）。同様に、ＦＡＣＳ測定から得られたＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｃｄ１２７－細胞の割
合とＦｏｘｐ３遺伝子座に見られるＴｐＧ　ＤＮＡの割合との比較によって、強い統計的
に高度に有意な相関（Ｒ＝０．８４、ｐ＝２．１３Ｅ－５）が示された。ＦＡＣＳ又はエ
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ピジェネティック分析のいずれかによって測定されたＦｏｘｐ３とＣＤ３細胞との比率は
、同様に強く相関した（Ｒ＝０．７、ｐ＝０．０００９８）。本発明者らはしたがって、
フローサイトメトリーにより測定されたＣＤ３－ＣＤ５６＋及びＣＤ３＋ＣＤ５６＋（Ｎ
Ｋ及びＮＫＴ）細胞と、グラニュライシン遺伝子座に見られるＴｐＧ変異体の比率との間
のより低いが強固な相関を見出した（Ｒ＝０．５９、ｐ＝０．００６）。
【０１２１】
固形腫瘍におけるＦｏｘｐ３　ＴＳＤＲ、ＣＤ３、及びグラニュライシンのｑＰＣＲ分析
　健常組織及び腫瘍内微小環境における組織浸潤Ｆｏｘｐ３＋　Ｔｒｅｇ、ＣＤ３＋　Ｔ
リンパ球、及びグラニュライシンに陽性な細胞傷害性細胞の完全に定量的な評価をもたら
すために、新鮮凍結卵巣がんサンプル（ｎ＝８６）を、独立したドナーに由来する健常卵
巣組織及び良性嚢胞（ｎ＝１５）と比較した。健常対照（０．１２％）と比較して、腫瘍
におけるＦｏｘｐ３＋細胞の統計的に有意な（ｐ＝２．３４Ｅ－１１）増大（中央値：１
．２８％）が観察された。さらに、本発明者らは、腫瘍において健常組織（４．２７％、
ｎ＝１５）よりも多量のＣＤ３＋Ｔ細胞（中央値：７．７６％、ｎ＝８４）を観察した。
この増大はｐ＝２．５６Ｅ－７により統計的に有意であった。Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇと総
Ｔリンパ球カウントとの間の比率について、本発明者らは、健常組織（ｎ＝１５）におけ
る総Ｔ細胞カウントの３．３８％のＴｒｅｇから腫瘍組織（ｎ＝８４）におけるおよそ１
９．７％までという中央値の変化を観察した（ｐ＝８．０６Ｅ－０７）。グラニュライシ
ン発現細胞については重要な変化は観察されなかった。気管支癌（ＢＣ）については、本
発明者らは、ホルマリン固定し、パラフィン包埋した（ＦＦＰＥ）患者に適合した健常サ
ンプル及び腫瘍サンプルを比較することが可能であった。本発明者らは、健常組織（平均
：２．０％）と比較した腫瘍におけるＴｒｅｇの強い増大（中央値：４．２％）を観察し
た。この増大は、ペアワイズ（ｎ＝５２、ｐ＝２．７６Ｅ－２）及び非ペアワイズ（ｎ健

常＝５２、ｎ腫瘍＝９１、ｐ＝９．１４Ｅ－３）比較の両方について統計的に高度に有意
であった。ここで、本発明者らは、正常組織（中央値：２９．６％）と比較した腫瘍にお
けるＣＤ３　Ｔリンパ球の顕著な減少（中央値：２２．３％）を観察した。この変化は、
ペアワイズ（ｎ＝７６、ｐ＝３．３６Ｅ－３）及び非ペアワイズ（ｎ腫瘍＝８７、ｎ健常

＝７６、ｐ＝３．４Ｅ－３）分析の両方について統計的に有意であった。Ｔｒｅｇと総Ｃ
Ｄ３細胞との比は、健常サンプル（中央値：７．６％）と比較して腫瘍において増大した
（中央値：１８．３％）。この変化は、ペアワイズ比較（ｎ＝４８、ｐ＝６．３５Ｅ－１
１）及び非ペアワイズ比較（ｎ腫瘍＝８６、ｎ健常＝４８、ｐ＝１．５９Ｅ－１４）にお
いて統計的に有意であった。本発明者らはグラニュライシン陽性細胞も試験し、健常組織
（中央値：４．８％）と比較した腫瘍におけるこれらの細胞の顕著な減少（中央値：１．
９％）を見出した。この相違は、ペアワイズ比較（ｎ腫瘍＝８９、ｎ正常＝４６、ｐ＝１
．５９Ｅ－１４）及び非ペア比較（ｎ＝４６、ｐ＝９．７７Ｅ－９）の両方において統計
的に有意である。最後に、本発明者らは、結腸直腸がん（ＣＲＣ）サンプル及びそれらの
隣接する健常対照組織において同じエピジェネティックパラメータを分析した。本発明者
らは、健常組織（中央値：１．７８％）と対比した腫瘍におけるＴｒｅｇカウントの統計
的に高度に有意な増大（中央値：４．２％）を観察した（ペアワイズ比較：ｎ＝４９、ｐ
＝６．２９Ｅ－４；非ペア比較：ｎ腫瘍＝４９、ｎ健常＝５２、ｐ＝５．９Ｅ－４）。本
発明者らは、総Ｔリンパ球カウントの中央値の統計的に有意な低下も見出したが、これは
腫瘍において２４．９％及び健常組織において３２．３％であった（ペアワイズ比較：ｎ
＝６１、ｐ＝２．５９Ｅ－２；非ペア比較：ｎ腫瘍＝６１、ｎ健常＝６９、ｐ＝２．７５
Ｅ－２）。総Ｔリンパ球に対するＴｒｅｇの中央値の増大は高度に有意であった（ペアワ
イズ比較：ｎ＝４９、ｐ＝４．７５Ｅ－７；非ペア比較：ｎ腫瘍＝５２、ｎ健常＝４９、
ｐ＝５．１Ｅ－７）。健常組織ではＴリンパ球におけるＴｒｅｇ数の中央値の値は７．８
％であり、ＣＲＣ組織ではこの比率は２１．８％に跳ね上がる。本発明者らは細胞傷害性
免疫細胞のマーカーとしてもグラニュライシンを試験し、本発明者らは、健常組織におけ
る３．０％と対比して腫瘍におけるＧＮＬＹ＋細胞が２．３１％という中央値である、グ
ラニュライシン陽性細胞の傾向的な減少を観察した。しかしながら、この傾向は統計的に
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有意ではなかった（ペアワイズ比較：ｎ＝５０、ｐ＝８．４３Ｅ－２；非ペア比較：ｎ腫

瘍＝５０、ｎ健常＝５８、ｐ＝８．０４Ｅ－２）。
【０１２２】
　ＴｒｅｇはＣＤ３陽性でもあるため、本発明者らは、血液並びに健常組織及び腫瘍組織
においてＦｏｘｐ３とＣＤ３細胞との間に相関があるか否かを知ろうとした。十分な健常
卵巣組織がこの分析に利用可能でないため、本発明者らは、Ｆｏｘｐ３とＣＤ３　ＴｐＧ
との間に、健常な血液、肺及び結腸直腸組織のそれぞれについて０．４７（ｐ＝０．００
０、Ｎ＝１２４）、０．６８（ｐ＝０．０００、Ｎ＝４８）、及び０．５５（ｐ＝０．０
００、Ｎ＝４９）に等しいスピアマンの順位相関ρを見出している（表３）。同様に、本
発明者らは、気管支がん、結腸直腸がん、及び卵巣がんについてρ＝０．４８（ｐ＝０．
０００、Ｎ＝８６）、０．３２５（ｐ＝０．３２５、ｐ＝０．０１９）、及び０．７６（
ｐ＝０．０００、Ｎ＝１０７）という相関を観察している。本発明者らの発見によると、
接近可能なグラニュライシン遺伝子座を有する細胞の数は患者の予後と有意に相関しない
。本発明者らはしたがって、腫瘍内微小環境における調節Ｔ細胞の量は総ＣＤ３細胞数に
依存すると結論付ける。
【０１２３】
疾患予後と腫瘍内免疫細胞カウントとの関連付け
　結腸直腸がん患者及び卵巣がん患者について、追跡調査データが利用可能であった。し
たがって、本発明者らは、診断及び手術時に腫瘍内微小環境内で測定された免疫細胞カウ
ントが患者の予後と相関するか否かについて試験した。Gallon et al.によって示された
データと合致して、本発明者らは、結腸直腸がん患者における低いＣＤ３カウントと比較
して高いＣＤ３カウントを有する患者について統計的に有意な生存優位性を観察した。こ
の分析について、本発明者らは、一方が２３．９％のＣＤ３細胞という中央値未満のＣＤ
３カウントを有する患者を含有し、他方が中央値を超えるＣＤ３カウントを有する患者を
含有する２つの群に患者を分けた。９５％信頼区間における５０ヶ月～７３ヶ月と比較し
て７５ヶ月～９９ヶ月という平均生存時間及び０．５８というハザード率が観察された。
卵巣がん患者についての生存分析から、より低いＣＤ３カウントを有する群（７．７６％
未満）と対比して、高いＣＤ３カウントを有する群（７．７６％超）内の患者についての
より良好な生存への強いが統計的に有意でない傾向が得られた。本発明者らのデータは、
Ｔｒｅｇ数の増大と生存率の改善との統計的に有意でない関連性を示す。それどころか、
本発明者らは、Ｔｒｅｇ数と総ＣＤ３細胞カウントとの間の直接的な線形相関を示す。
【符号の説明】
【０１２４】
図１Ａ
forwardstrand　フォワード鎖
reversestrand　リバース鎖 
図１Ｂ
Granulocytes　顆粒球
Monocytes　単球
NK cells　ＮＫ細胞
Th cells　Ｔｈ細胞
CytotoxicT-cells　細胞傷害性Ｔ細胞
B-Lymphocytes　Ｂリンパ球
Amplicon　アンプリコン 
図２
CD3 PCRSystem Standard　ＣＤ３　ＰＣＲシステム標準
Genomic CpGsamplified to TpG　ＴｐＧに対して増幅されたゲノムＣｐＧ
Fluorescence　蛍光
Cycle No　サイクル数
Genomic CpGsamplified to CpG　ＣｐＧに対して増幅されたゲノムＣｐＧ
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GNLY PCRSystem Standard　ＧＮＬＹ　ＰＣＲシステム標準
GAPDH PCRSystem　ＧＡＰＤＨ　ＰＣＲシステム 
図４
% fullybisulfite converted DNA　完全にバイサルファイト変換されたＤＮＡ（％）
Tissue type　組織型 
図５
Methylation　メチル化 
図６
% TpG contentin CD3 locus　ＣＤ３遺伝子座におけるＴｐＧ含量（％）
% CD3+T-cells per total cell count　総細胞カウントに対するＣＤ３＋Ｔ細胞の％
% TpG contentin TSDR　ＴＳＤＲにおけるＴｐＧ含量（％）
% Treg pertotal cell count　総細胞カウントに対するＴｒｅｇの％
% TpG cont.in TSDR/TpG cont. in CD3 locus　ＴＳＤＲにおけるＴｐＧ含量／ＣＤ３遺
伝子座におけるＴｐＧ含量（％）
% Treg perCD3+ cell count　ＣＤ３＋細胞カウントに対するＴｒｅｇの％
% TpG contentin GNLY locus　ＧＮＬＹ遺伝子座におけるＴｐＧ含量（％）
% CD56+ cellsper total cell count　総細胞カウントに対するＣＤ５６＋細胞の％ 
図７
% Treg　Ｔｒｅｇの％
Ovary　卵巣
Lung　肺
Colon　結腸
% CD3+T-cells　ＣＤ３＋Ｔ細胞の％
% GNLY+ cells　ＧＮＬＹ＋細胞の％
% Treg perCD3+ T-cells　ＣＤ３＋Ｔ細胞に対するＴｒｅｇの％
【図１－１】 【図１－２】
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