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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】令和1年8月8日(2019.8.8)

【公表番号】特表2017-506073(P2017-506073A)
【公表日】平成29年3月2日(2017.3.2)
【年通号数】公開・登録公報2017-009
【出願番号】特願2016-549801(P2016-549801)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2018.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/50     (2006.01)
   Ｃ４０Ｂ  30/04     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｑ    1/68     ＺＮＡＺ
   Ｇ０１Ｎ   33/53     　　　Ｄ
   Ｇ０１Ｎ   33/50     　　　Ｐ
   Ｃ４０Ｂ   30/04     　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/68     　　　Ａ
   Ｃ１２Ｎ   15/00     　　　Ａ

【誤訳訂正書】
【提出日】令和1年7月1日(2019.7.1)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１２
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１２】
　本発明の一態様においては、プルダウンアッセイの結果を恣意的単位の恣意的スケール
から絶対的単位の標準化スケールに変換し、データ解釈の正確さを改善する方法がある。
本発明の一実施形態においては、標準は、真陽性エピトープの天然様親和性、特異性及び
結合活性を有する関連の翻訳後修飾を含むヒストンのような、少なくとも１つの、再構成
された、遺伝子組み換えの、半合成の、及び／又は、変異を含むＤＮＡ結合蛋白質を含む
。好適な実施形態においては、標準は、再構成された、遺伝子組み換えの、半合成の、及
び／又は、変異を含むＤＮＡ結合蛋白質に結合するバーコード分子を含む。同じタイプの
多くの標準は標準を構成してもよい。異なるタイプの多くの標準も標準を構成してもよい
。「標準」は例えば複数のヒストン－同じタイプのバーコード分子であり、他の実施形態
においては、例えば標準がライブラリにドープされた異なる濃度をそれぞれ示す多くの異
なるバーコード分子を含むヒストン－バーコード分子を含む。
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１３
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１３】
　本発明の他の態様においては、原位置での偽陽性及び真陽性エピトープのプルダウン効
率は、一組の標準を用いて定量され、データ解釈の正確さを改善している。一実施形態に
おいては、一組の標準は、真陽性エピトープの天然様親和性、特異性及び結合力を有する
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少なくとも１つの、再構成された、半合成の、又は、変異を含むＤＮＡ結合蛋白質、及び
、偽陽性エピトープの天然様親和性、特異性及び結合力を有する少なくとも１つの、半合
成の、又は、変異を含むＤＮＡ結合蛋白質を含む。前記の一組の標準の使用は、原位置で
の偽陽性及び真陽性エピトープの数を定量することができるため、プルダウンアッセイの
絶対的定量化を改善する。陽性的中率が既に算出されているため、原位置での偽陽性及び
真陽性エピトープの数の知識はデータ分析を改善する。ある信頼レベルでのエピトープの
最小数の評価が医療的診断及び調査としてのこのような使用にとっては重要な真陽性を考
慮し得るため、陽性的中率の知識はデータ分析を改善する。
【誤訳訂正３】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１４
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１４】
　本発明の他の態様においては、本発明は、クロマチン免疫沈降アッセイにおける真陽性
エピトープ及び一組の標準の場合においては偽陽性エピトープの絶対的定量化のために標
準又は一組の標準及び１つ以上の親和性試薬を含むキットを提供する。本発明の他の態様
においては、本発明は、複数の試料にわたってプルダウンアッセイ結果を比較する方法を
提供する。
【誤訳訂正４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１５】
　他の態様においては、本発明は、細胞のクロマチンにおけるゲノム遺伝子座でのコアヒ
ストンの第１エピトープの密度を測定する方法を提供する。この方法は、天然のヌクレオ
ソームのライブラリを調製する工程を備え、前記ライブラリは、第１エピトープを有する
コアヒストンを含むヌクレオソームを含み、及び、前記ゲノム遺伝子座を示すヌクレオチ
ド配列を含む。標準はドープライブラリを作成するためにライブラリに添加され、前記標
準は、（ｉ）第１エピトープを有する標準ヒストン又は標準ヒストンフラグメント、及び
、（ｉｉ）バーコード分子に結合する標準ヌクレオチド配列を含む標準分子を含む再構成
ヌクレオソームを含み、前記標準ヒストン又は標準ヒストンフラグメント及び標準ヌクレ
オチド配列は、安定的蛋白質－ＤＮＡ結合を形成する。
【誤訳訂正５】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１６
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１６】
　第１親和性試薬は、天然のヌクレオソーム及び第１エピトープを含む標準の量、並びに
、第１エピトープを含む捕捉された天然のヌクレオソームに関する所定のヌクレオチド配
列の量と、ドープライブラリ由来のインプット量の天然のヌクレオソームに関する所定の
ヌクレオチド配列の量とを比較することにより決定された第１エピトープに対する相対的
ゲノム数を捕捉するためにドープライブラリに添加される。第１エピトープに対する標準
捕捉効率は、捕捉された標準に関するバーコード配列の量と、ドープライブラリ由来のイ
ンプット量の標準に関する所定のヌクレオチド配列の量とを比較することにより決定され
る。ゲノム遺伝子座でのコアヒストンの第１エピトープの密度は、標準捕捉効率に対する
相対的ゲノム数を比較することにより決定される。
【誤訳訂正６】
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【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１７
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１７】
　一実施形態においては、標準捕捉効率の測定は、再構成ヌクレオソームのインプット量
に対するバーコード分子の捕捉量の比率を含む。他の実施形態においては、相対的ゲノム
数の測定は、天然のヌクレオソームのヌクレオチド配列のインプット量に対する天然のヌ
クレオソームのヌクレオチド配列の捕捉量の比率の比較を含む。さらなる他の実施形態に
おいては、第１親和性試薬第１エピトープに対する抗体である。
【誤訳訂正７】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００１８
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００１８】
　ある実施形態においては、複数の標準がライブラリに添加され、各標準は、（ｉ）第１
エピトープを有する標準ヒストンと、（ｉｉ）バーコード分子に結合する標準ヌクレオチ
ド配列を含む標準分子とを含む再構成ヌクレオソームを含み、バーコード分子は、ライブ
ラリに添加された標準を示す濃度パラメータをコード化し、少なくとも２つの異なる濃度
を有する標準がライブラリに添加される。複数の標準は、（ｉ）１つ以上のオフターゲッ
トのエピトープと、（ｉｉ）オフターゲットのエピトープの同一性及びオフターゲットの
エピトープを示す濃度パラメータをコード化する標準分子バーコードとを含む再構成ヌク
レオソームを含む標準をさらに添加してもよい。
【誤訳訂正８】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２０
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００２０】
　ＰＣＲ、ｑＰＣＲ、ｄｄＰＣＲ、次世代シークエンシング、ハイブリダイゼーション、
オートラジオグラフィ、蛍光ラベリング、光学密度及び、及び、インターカレーター性蛍
光プローブの使用からなる一群から選択された方法により、ヌクレオソームのヌクレオチ
ド配列及び標準のヌクレオチド配列の少なくとも１つの数を測定してもよい。コアヒスト
ンの第１エピトープは、セリン及びアラニンのＮ－アセチル化；セリン、スレオニン及び
チロシンのリン酸化；リジンのＮ－クロトニル化、Ｎ－アセチル化；リジンのＮ６－メチ
ル化、Ｎ６，Ｎ６－ジメチル化、Ｎ６，Ｎ６，Ｎ６－トリメチル化；アルギニンのオメガ
－Ｎ－メチル化、対称性ジメチル化、非対称性ジメチル化；アルギニンのシトルリン化；
リジンのユビキチン化；リジンのＳＵＭＯ化；セリン及びスレオニンのＯ－メチル化；並
びに、アルギニン、アスパラギン酸及びグルタミン酸のＡＤＰ－リボース化からなる一群
から選択された少なくとも１つの翻訳後アミノ酸修飾を含んでもよい。
【誤訳訂正９】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２３
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００２３】
　他の実施形態は、細胞のクロマチン内のゲノム遺伝子座でコアヒストンの第１エピトー
プの密度を測定する方法を提供する。この方法は、クロマチンから天然のヌクレオソーム
のライブラリを準備する工程を備え、前記ライブラリは、コアヒストン及び基点のゲノム
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遺伝子座を示すヌクレオソームヌクレオチド配列をそれぞれ含むヌクレオソームを有する
。標準はドープライブラリを作成するためにライブラリに追加され、前記標準は、（ｉ）
第１エピトープを有する標準ヒストン又は標準ヒストンフラグメント及び（ｉｉ）バーコ
ードを有する標準分子を含む再構成ヌクレオソームを含み、前記標準ヒストン又は標準ヒ
ストンフラグメント及び標準分子は、安定的な蛋白質－ＤＮＡ結合を形成する。
【誤訳訂正１０】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２４
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００２４】
　コアヒストンの量はドープライブラリ中のゲノム遺伝子座で計測され、ドープライブラ
における標準の量は測定される。親和性試薬はドープライブラリに添加され、エピトープ
を含む捕捉標準の量及びドープライブラリ内のゲノム遺伝子座でのコアヒストンの量に基
づき、天然のヌクレオソーム及びエピトープを含む再構成ヌクレオソームの量及びゲノム
遺伝子座で測定された第１エピトープに対する相対的ゲノム数を捕捉する。捕捉された再
構成ヌクレオソームの量及びドープライブラリ内の標準の量に基づき、エピトープに対す
る標準の捕捉効率が測定され、コアヒストンに対する第１エピトープ数及び標準捕捉効率
に基づき、ゲノム遺伝子座でのコアヒストンの第１エピトープの相対的ゲノム数が測定さ
れる。
【誤訳訂正１１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００２５】
　一実施形態においては、ドープライブラリ内のゲノム遺伝子座でのコアヒストンの量の
測定は、ドープライブラリに第２親和性試薬を添加し、第２エピトープを含むヌクレオソ
ームの量を取り出す工程と、第２エピトープを含む取り出されたヌクレオソームの量にお
けるヌクレオソームのヌクレオチド配列の量を測定する工程とを含み、第２エピトープは
コアヒストン上に存在する不変のエピトープである。他の実施形態においては、ドープラ
イブラリ中の標準の量の測定は、再構成されたヌクレオソームの量を取り出す工程と、第
２エピトープを含む取り出された再構成ヌクレオソームの量における標準分子の量を測定
する工程とを備え、再構成されたヌクレオソームは第２エピトープを含む。さらなる他の
実施形態においては、第１親和性試薬は第１エピトープに対する抗体であり、第２親和性
試薬は第２エピトープに対する抗体である。
【誤訳訂正１２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００２６
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００２６】
　他の態様は、配列ＩＤ　Ｎｏ．１－１１５を含む配列からなる一群から選択されたヌク
レオチド配列を有するヌクレオソームを含む組成を提供する。さらなる他の態様は、ここ
に記載された方法を実施するキットを提供する。一実施形態においては、キットは、複数
のエピトープとバーコードを含む標準分子を含む１つ以上の標準を含む。他の実施形態に
おいては、キットは、複数のエピトープのうちの少なくとも１つを認識する少なくとも１
つの親和性試薬を含む。
【誤訳訂正１３】
【訂正対象書類名】明細書
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【訂正対象項目名】００３４
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００３４】
【図８】複数の内部標準を有するＩＣｅＣｈＩＰ。図９に示された小スケールのＩＣｅＣ
ｈＩＰ実験に対するクロマチンインプット滴定。この方法は、４００細胞に相当するクロ
マチンまで低減する。
【誤訳訂正１４】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００３５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００３５】
【図９】複数の内部標準を有するＩＣｅＣｈＩＰは原位置のＩＰの特異性を示す。（Ａ）
それぞれメチル標識された抗体を用いた５種類のマルチ標準ＩＣｅＣｈＩＰ－ｓｅｑ実験
における内部標準捕捉の比較（未修飾、Ｈ３Ｈ４ｍｅ３、Ｈ３Ｋ９ｍｅ３、Ｈ３Ｋ２７ｍ
ｅ３、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３、Ｈ３Ｋ７９ｍｅ３２バーコード化され、同モル濃度に同時にド
ープされたヌクレオソームラダー）。相対的ＩＰ効率で表され、オンターゲットラダーに
標準化されたデータは、未修飾ヌクレオソームと同様に、潜在的なオフターゲットのメチ
ル化ヌクレオソームとの安易な比較を可能とする。（Ｂ）Ｈ３Ｋ４ｍｅ３の最高のオフタ
ーゲットのバックグラウンドラダーと同様に、オンターゲット標識のインプットに対する
ＩＰにおける大雑把なラダーの計数として示されたｍＥＳＣｓを用いたマルチ標準ＩＣｅ
ＣｈＩＰ実験におけるＩＰ濃縮の算出。（Ｃ）Ｈ３Ｋ４ｍｅ３（Ｍ３０９Ｍ３－Ａ（例え
ば、非特許文献１３参照。））。（Ｄ）Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３（Millipore　０７－４４９）
。
【誤訳訂正１５】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００４５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００４５】
　用語「免疫沈降（ＩＰ）濃縮」は、インプット試料由来の内部標準から分かれた免疫沈
降された試料由来の内部標準を意味する。
【誤訳訂正１６】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００７４
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００７４】
　記載されているように、エピトープ密度を測定する方法の一実施形態においては、標準
認識分子を備えた一組の前記半合成ヌクレオソームは天然ヌクレオソームのコレクション
内にドープされる。この一組は、関連の少なくとも１つのエピトープを含み、２つ以上の
エピトープを内部に含む標準認識分子を有する半合成ヌクレオソームを構成する。例えば
、一組の半合成ヌクレオソームは、翻訳後修飾、すなわちＨ３Ｋ９ｍｅ３及びヒストンの
ポリペプチド配列のような保存され又は変異されたエピトープを含んでもよい。或いは、
一組の半合成ヌクレオソームは、Ｈ３Ｋ９ｍｅ３のような２つ以上の翻訳後修飾を含み、
又は第２エピトープを挿入してもよい。他の態様においては、一組の標準は、関連のエピ
トープとは異なる偽陽性エピトープの天然様親和性、特異性及び結合活性を有するＤＮＡ
－蛋白質複合体を備えた少なくとも１つの半合成、再構成された又は変異体を含む。好適
な実施形態においては、一組の半合成又は変異体は、真陽性エピトープの天然様親和性、
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特異性及び結合活性を有する少なくとも１つのヌクレオソーム、並びに、偽陽性エピトー
プの天然様親和性、特異性及び結合活性を有する少なくとも１つのヌクレオソームを含む
ヌクレオソームを備える。
【誤訳訂正１７】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００７６
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００７６】
ＩＣｅ－ＣｈＩＰデータ分析
　一実施形態においては、ＩＣｅ－ＣｈＩＰを実施するために、ＣｈＩＰ読み取りが比較
される一組の前記内部標準は、天然ＤＮＡ－蛋白質複合体のコレクション内にドープされ
る。以下に、これらの標準がどのように標準ＩＰ効率の算出に用いられるか、同様に、研
究されたエピトープが変異蛋白質フラグメント、蛋白質インフォマー又は蛋白質翻訳後修
飾かどうかに依存して、蛋白質又はエピトープ密度（ＰＤ）、蛋白質変異体密度（ＰＶＤ
）又は蛋白質修飾密度（ＰＭＤ）が何と呼ばれるか算出するために用いられることを我々
は記載する。天然様親和性、特異性及び結合活性を有するヌクレオソームを含む半合成又
は変異体に基づく標準は、ヒストン修飾密度（ＨＭＤ）又はヒストン変異体密度（ＨＶＤ
）の絶対的定量を行うことにより、クロマチン免疫沈降法を改良する。
【誤訳訂正１８】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００８１
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００８１】
　「ＩＰ効率」は、１つ以上のプルダウン間のエピトープの相対的取り出しを意味する。
標準に対するＩＰ効率の知見は、１つ以上のプルダウン間の取り出しの差を修正すること
により絶対的定量の実施を可能とする。一実施形態においては、前記ＩＰ効率は、天然エ
ピトープと同じ親和性、特異性及び結合活性を有し、数を複合混合物中で容易に測定され
る一組の前記標準を用いることにより測定される。これらの半合成標準は、少ない天然Ｄ
ＮＡ－蛋白質複合体、親和性捕捉の対象となる試料中にドープされる。このステップの後
、エピトープ数及び一般的な蛋白質密度の前記測定は、前記数測定の方法の１つを有する
半合成標準及び少ない天然ＤＮＡ－蛋白質複合体群に対して実施される。一実施形態にお
いては、一組の標準は、異なる濃度で添加される標準を含む。ここで、添加される濃度は
、バーコードにより独特に同定される。
【誤訳訂正１９】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】００９１
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【００９１】
　直接内部標準校正は、本来の試料における精査されるエピトープの絶対的モル数を外挿
法により推定するために、インプットにおける各内部標準ラダーメンバーの正確なモル濃
度を測定するＣｈＩＰ工程を通して添加されたバーコード化ヌクレオソーム標準のタグ計
数を測定する。この種類の校正は、小球菌ヌクレアーゼ消化を施された細胞核計数の正確
性、及び、この良好な定量数から徹底的にフラグメント化されたクロマチン単離の途中で
生じるバイアスのかけられた損失により限定される。高く最適化された消化及び単離条件
下で消化された細胞核由来の総核酸の８０％そこそこを取り出すため、バイアスのかけら
れたゲノム取り出しに起因する合成誤差がある（例えば、非特許文献１参照。）。
【誤訳訂正２０】
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【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０１１４
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０１１４】
試薬及びキット
　本発明の他の態様は、ここに記載された方法の１つを実施する試薬を含む試薬及びキッ
トを提供する。試薬は適切なパッケージ又は容器に含まれる。キットは、例えばプルダウ
ンアッセイ又はクロマチン免疫沈降アッセイにおいて、真陽性及び偽陽性エピトープの絶
対的定量のためのここに記載された標準を含む１つ以上の試薬を含む。キットは、ここに
記載された少なくとも１つの親和性試薬、例えば抗体も含む。標準は、真陽性エピトープ
に対して天然様親和性、特異性及び結合活性を有する。キットは、偽陽性エピトープに対
するエピトープの天然様親和性、特異性及び結合活性を有する少なくとも１つの標準を含
む。
【誤訳訂正２１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０１１５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０１１５】
　他の好適な実施形態においては、前記標準は、天然様親和性、特異性及び結合活性を有
するヒストン、ヒストンアイソフォーム又はヒストン翻訳後修飾を有して作成された半合
成ヌクレオソーム並びにバーコード分子を有するＤＮＡ－蛋白質複合体を含む。様々な実
施形態においては、表１～６において定義されたものを含む当業者に公知なコアヒストン
配列又は翻訳後修飾のいずれかの変異体は、エピトープの天然様親和性、特異性及び結合
活性が保持される仮定のもとヒストンオクタマーを含むヒストン上に取り付けられる。好
適な実施形態においては、一組の標準は、真陽性エピトープに対するエピトープの天然様
親和性、特異性及び結合活性を有するＤＮＡ複合体の少なくとも１つの標準、及び、天然
の少ないＤＮＡ－蛋白質複合体において存在する可能なオフターゲットエピトープ（偽陽
性エピトープ）の範囲をカバーするエピトープの天然様親和性、特異性及び結合活性を有
するＤＮＡ複合体の複数の標準から構成される。
【誤訳訂正２２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】０１１６
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【０１１６】
　他の実施形態においては、キットは、パッケージ又容器中に１つ以上の洗浄バッファ（
例えばリン酸緩衝食塩水）及び／又は他のバッファを含む。さらなる他の実施形態におい
ては、キットは、第２抗体又は蛋白質Ａに結合された、例えば常磁性粒子を含む捕捉試薬
、例えば固相捕捉試薬の分離のために必要な試薬を含む。キットは、捕捉標準又は試料の
量の測定に必要な試薬も含む。
【誤訳訂正２３】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞のクロマチン内のゲノム遺伝子座でコアヒストンの第１エピトープの密度を測定す
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る方法であって、
　前記クロマチンから天然のヌクレオソームのライブラリを準備する工程と、
　ドープライブラリを作成するために前記ライブラリに標準を追加する工程と、
　前記第１エピトープを含む天然のヌクレオソーム及び標準の量を捕捉するために前記ド
ープライブラリに第１親和性試薬を追加する工程と、
　前記第１エピトープを含む捕捉された天然のヌクレオソームに関する所望のヌクレオチ
ド配列の量と、前記ドープライブラリからのインプット量における天然のヌクレオソーム
に関する所望のヌクレオチド配列の量とを比較することによって前記第１エピトープに対
する相対的ゲノム数を測定する工程と、
　捕捉された標準分子に関するバーコード配列の量と、前記ドープライブラリからのイン
プット量における前記標準分子に関する所望のヌクレオチド配列の量とを比較することに
よって前記第１エピトープに対する標準捕捉効率を測定する工程と、
　前記標準捕捉効率に対する前記相対的ゲノム数を比較することによって前記ゲノム遺伝
子座で前記コアヒストンの前記第１エピトープの密度を測定する工程とを備え、
　前記ライブラリは、前記第１エピトープを有する前記コアヒストン及び前記ゲノム遺伝
子座を示すヌクレオソームヌクレオチド配列を含むヌクレオソームを有し、
　前記標準は、（ｉ）前記第１エピトープを有する標準ヒストン又は標準ヒストンフラグ
メント及び（ｉｉ）バーコード分子にリンクする標準ヌクレオチド配列を有する標準分子
を含む再構成ヌクレオソームを含み、
　前記標準ヒストン又は標準ヒストンフラグメント及び前記標準ヌクレオチド配列は、安
定的な蛋白質－ＤＮＡ結合を形成することを特徴とする方法。
【請求項２】
　前記標準捕捉効率の測定は、前記再構成ヌクレオソームのインプット量に対する前記バ
ーコード分子の捕捉量の比率の比較を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記相対的ゲノム数の測定は、天然のヌクレオソームのヌクレオチド配列のインプット
量に対する天然のヌクレオソームのヌクレオチド配列の捕捉量の比率の比較を含むことを
特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記第１親和性試薬は前記第１エピトープに対する抗体であることを特徴とする請求項
１に記載の方法。
【請求項５】
　複数の標準は前記ライブラリに追加され、
　前記標準のそれぞれは、（ｉ）前記第１エピトープを有する前記標準ヒストンと、（ｉ
ｉ）前記バーコード分子にリンクする前記標準ヌクレオチド配列を有する前記標準分子と
を備える再構成ヌクレオソームを含み、
　前記バーコード分子は、前記ライブラリに追加された前記標準の濃度を示す濃度パラメ
ータをコード化し、
　少なくとも２つの異なる濃度を有する標準分子が前記ライブラリに追加されることを特
徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記複数の標準は、（ｉ）１つ以上のオフターゲットのエピトープと、（ｉｉ）オフタ
ーゲットのエピトープの同一性及び前記オフターゲットのエピトープを示す濃度パラメー
タをコード化する標準分子バーコードとを含む再構成ヌクレオソームを有する標準をさら
に含むことを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　オフターゲットのエピトープに対する１つ以上の捕捉効率に基づいて、前記第１親和性
試薬に対するオフターゲット捕捉の特異性を測定する工程と、
　前記オフターゲット捕捉の特異性に基づいて、前記ゲノム遺伝子座の前記コアヒストン
の前記第１エピトープの密度を修正する工程とをさらに備えることを特徴とする請求項５
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に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１エピトープは翻訳後修飾又は蛋白質のアイソフォームであることを特徴とする
請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記バーコード配列は前記細胞のゲノム内に存在しない配列であることを特徴とする請
求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ヌクレオソームヌクレオチド配列及び前記標準ヌクレオチド配列の少なくとも１つ
の数は、ＰＣＲ、ｑＰＣＲ、ｄｄＰＣＲ、次世代シークエンシング、ハイブリダイゼーシ
ョン、オートラジオグラフィ、蛍光ラベリング、光学密度及び、及び、インターカレータ
ー性蛍光プローブの使用からなる一群から選択された方法により測定されることを特徴と
する請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記コアヒストンの前記第１エピトープは、セリン及びアラニンのＮ－アセチル化；セ
リン、スレオニン及びチロシンのリン酸化；リジンのＮ－クロトニル化、Ｎ－アセチル化
；リジンのＮ６－メチル化、Ｎ６，Ｎ６－ジメチル化、Ｎ６，Ｎ６，Ｎ６－トリメチル化
；アルギニンのオメガ－Ｎ－メチル化、対称性ジメチル化、非対称性ジメチル化；アルギ
ニンのシトルリン化；リジンのユビキチン化；リジンのＳＵＭＯ化；セリン及びスレオニ
ンのＯ－メチル化；並びに、アルギニン、アスパラギン酸及びグルタミン酸のＡＤＰ－リ
ボース化からなる一群から選択された少なくとも１つの翻訳後アミノ酸修飾を含むことを
特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記標準分子は、二本鎖ポリヌクレオチドであることを特徴とする請求項１に記載の方
法。
【請求項１３】
　前記二本鎖ポリヌクレオチドは、配列ＩＤ　Ｎｏ．１－１１５からなる一群から選択さ
れたヌクレオチド配列を有することを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記バーコード分子は、ヌクレオチドバーコード配列分子、ロックド核酸配列及びＤＮ
Ａ配列からなる一群から選択された分子を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細胞は患者由来の細胞であり、
　所望の遺伝子座の前記第１エピトープの量は、腎細胞癌、神経膠腫、神経膠肉腫、悪性
星状細胞腫、骨芽細胞腫、肺癌、小細胞性肺癌、子宮頸癌、大腸癌、直腸癌、脊索腫、咽
頭癌、カポジ肉腫、リンパ管肉腫、リンパ管内皮細胞肉腫、結腸直腸癌、子宮内膜癌、卵
巣癌、乳癌、膵臓癌、前立腺癌、腎細胞癌、肝細胞癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、睾丸
腫瘍、ウィルムス腫瘍、ユーイング癌、膀胱癌、血管肉腫、内皮肉腫、腺癌、汗腺癌、皮
脂腺肉腫、乳頭肉腫、乳頭腺肉腫、嚢胞腺肉腫、気管支原性肺癌、髄様癌、マスト細胞腫
、中皮腫、滑膜腫、黒色腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、乏
突起神経膠腫、聴神経腫瘍、血管芽細胞腫、髄膜腫、松果体腫、脳室上衣細胞腫、頭蓋咽
頭腫、上皮癌、胚性癌腫細胞、扁平上皮癌、基底細胞癌、線維肉腫、粘液腫、粘液肉腫、
神経膠腫、脂肪肉腫；ヘリコバクターピロリ、リステリア・モノサイトゲネス、シゲラ・
フレックスネリ、アナプラズマ・ファゴサイトフィルム、クラミドフィラ、エプスタイン
－バーウイルス、ヘルペス、ＨＩＶ、ビルハルツ住血吸虫に起因する感染症；肥満、糖尿
病、心臓病；自閉症、脆弱Ｘ染色体症候群、ＡＴＲ－Ｘ症候群、アンジェルマン症候群、
プラダ－ウィリ症候群、ベックウィズ－ヴィーデマン症候群、レット症候群、ルビンシュ
タイン－テイビ症候群、コフィン－ローリー症候群、免疫不全－セントロメア不安定性－
顔貌異常症候群、α－サラセミア、白血病、ハンチントン病、精神分裂病、双極性障害、
老化、痴呆、アルツハイマー病、パーキンソン病、コルネリア・デ・ランゲ症候群、歌舞
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伎メーキャップ症候群、シェーグレン症候群、尋常性白斑、進行性全身性硬化症、乾癬、
原発性胆汁性肝硬変、クローン病及び潰瘍性大腸炎、橋本甲状腺炎、グレーブス病、炎症
性腸疾患、アテローム性動脈硬化症、及び、心肥大からなる一群から選択された病気又は
状態を示すことを特徴とする請求項１の方法。
【請求項１６】
　細胞のクロマチン内のゲノム遺伝子座でコアヒストンの第１エピトープの密度を測定す
る方法であって、
　前記クロマチンから天然のヌクレオソームのライブラリを準備する工程と、
　ドープライブラリを作成するために前記ライブラリに標準を追加する工程と、
　前記ドープライブラリ内の前記ゲノム遺伝子座で前記コアヒストンの量を測定する工程
と、
　前記ドープライブラリ内の標準の量を測定する工程と、
　前記エピトープを含む天然のヌクレオソーム及び再構成ヌクレオソームの量を捕捉する
ために前記ドープライブラリに親和性試薬を追加する工程と、
　前記エピトープを含む前記捕捉標準の量及び前記ドープライブラリ内の前記ゲノム遺伝
子座での前記コアヒストンの量に基づいて、ゲノム遺伝子座で前記第１エピトープに対す
る相対的ゲノム数を測定する工程と、
　捕捉再構成ヌクレオソームの量及び前記ドープライブラリ内の標準の量に基づいて、前
記エピトープに対する標準捕捉効率を測定する工程と、
　前記コアヒストンに対する前記第１エピトープ数及び前記標準捕捉効率に基づいて、前
記ゲノム遺伝子座で前記コアヒストンの前記第１エピトープの前記相対的ゲノム数を測定
する工程とを備え、
　前記ライブラリは、前記コアヒストン及び基点のゲノム遺伝子座を示すヌクレオソーム
ヌクレオチド配列をそれぞれ含むヌクレオソームを有し、
　前記標準は、（ｉ）前記第１エピトープを有する標準ヒストン又は標準ヒストンフラグ
メント及び（ｉｉ）バーコードを有する標準分子を含む再構成ヌクレオソームを含み、
　前記標準ヒストン又は標準ヒストンフラグメント及び前記標準分子は、安定的な蛋白質
－ＤＮＡ結合を形成することを特徴とする方法。
【請求項１７】
　前記ドープライブラリ中のゲノム遺伝子座で前記コアヒストンの量を計測する工程は、
　前記ドープライブラリに第２親和性試薬を添加し、第２エピトープを含むヌクレオソー
ムの量を取り出す工程と、
　前記第２エピトープを含む取り出されたヌクレオソームの量におけるヌクレオソームの
ヌクレオチド配列の量を測定する工程とを備え、
　前記第２エピトープは、前記コアヒストン上に存在する不変のエピトープであることを
特徴とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ドープライブラリ中の標準の量の測定は、
　再構成されたヌクレオソームの量を取り出す工程と、
　前記第２エピトープを含む前記取り出された再構成ヌクレオソームの量における前記標
準分子の量を測定する工程とを備え、
　前記再構成されたヌクレオソームは前記第２エピトープを含むことを特徴とする請求項
１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記第１親和性試薬は前記第１エピトープに対する抗体であり、前記第２親和性試薬は
前記第２エピトープに対する抗体であることを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　配列ＩＤ　Ｎｏ．１－１１５を含む配列からなる一群から選択されたヌクレオチド配列
を有するヌクレオソームを含むことを特徴とする組成物。
【請求項２１】
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　複数のエピトープを含む１つ以上の標準及びバーコードを含む標準分子を含むことを特
徴とする請求項１に記載の方法を実施するキット。
【請求項２２】
　前記キットは、複数のエピトープのうちの少なくとも１つを認識する少なくとも１つの
親和性試薬を含むことを特徴とする請求項２１に記載のキット。
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