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(57)【要約】
　本発明は、モノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソーム及び特定のヌクレオチドを含
むヌクレオソームの存在を検出又は測定する方法、並びに疾患を検出及び診断するための
そのような測定の使用に関する。本発明はまた、疾患の検出及び診断のためのヌクレオソ
ームに会合されたヌクレオチドバイオマーカーを同定する方法、並びに該方法により同定
されたバイオマーカーに関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌、心筋症、全身性紅斑性狼瘡、大腸炎、慢性閉塞性肺疾患、クローン病及び関節リウ
マチの診断用バイオマーカーとして使用するための、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレ
オシドを含有する、無細胞系ヌクレオソーム。
【請求項２】
　前記ヌクレオソームが、モノヌクレオソーム又はオリゴヌクレオソームである、請求項
1記載の使用のためのヌクレオソーム。
【請求項３】
　前記DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有する無細胞系ヌクレオソームが、
血液試料中で測定される、請求項1又は2記載の使用のためのヌクレオソーム。
【請求項４】
　前記癌が、膀胱、乳房、結腸、頸部、食道、腎臓、大腸、肺、口腔、卵巣、膵臓、前立
腺、直腸、皮膚又は胃の癌である、請求項1～3のいずれか一項記載の使用のためのヌクレ
オソーム。
【請求項５】
　前記癌が、結腸、肺、口腔又は膵臓の癌である、請求項4記載の使用のためのヌクレオ
ソーム。
【請求項６】
　試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソームの存在
を検出する方法であって：
　(i)該試料を、該DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドに結合する結合剤と接触させ
る工程；
　(ii)該結合剤の、該試料中のDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドへの結合を検出
又は定量する工程；並びに
　(iii)該試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソーム
の存在の測定値として、当該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７】
　試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソームの存在
を検出する方法であって：
　(i)該試料を、ヌクレオソームに結合する第一の結合剤と接触させる工程；
　(ii)該ヌクレオソーム又は試料を、該DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドに結合
する第二の結合剤と接触させる工程；
　(iii)該第二の結合剤の、該試料中のDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドへの結合
を検出又は定量する工程；並びに
　(iv)該試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソーム
の存在の測定値として、当該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８】
　試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソームの存在
を検出する方法であって：
　(i)該試料を、該DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドに結合する第一の結合剤と接
触させる工程；
　(ii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームに結合する第二の結合剤と接触させ
る工程；
　(iii)該第二の結合剤の、該試料中のヌクレオソームへの結合を検出又は定量する工程
；並びに
　(iv)該試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソーム
の存在の測定値として、当該結合の存在又は程度を使用する工程：
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を含む、前記方法。
【請求項９】
　前記DNA塩基が、ヌクレオソームそれ自身を試験するために、全ての又はほとんどのヌ
クレオソームにおいて生じる共通塩基である、請求項6～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　前記DNA塩基が、無細胞系DNAそれ自身を試験するために、全ての又はほとんどのヌクレ
オソームにおいて生じる共通塩基である、請求項6～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　前記DNA塩基が、5-メチルシトシン又は5-ヒドロキシメチルシトシンなどのシトシンで
ある、請求項1～10のいずれか一項記載の使用又は方法。
【請求項１２】
　前記結合剤が、抗体である、請求項6～11のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　前記試料が、生物学的液体である、請求項6～12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　前記試料が、血液又は血清又は血漿である、請求項6～13のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　細胞中の、請求項6～14のいずれか一項記載のDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシド
を含有するヌクレオソームの存在を検出する方法であって：
　(i)細胞からクロマチンを単離する工程；
　(ii)該クロマチンを消化するか、音波処理するか又は別様に破壊し、モノヌクレオソー
ム及び／又はオリゴヌクレオソームを形成する工程；並びに
　(iii)請求項6～14のいずれか一項記載の方法に従い、該ヌクレオソーム中のDNA塩基、
ヌクレオチド又はヌクレオシドの存在を検出又は測定する工程：
を含む、前記方法。
【請求項１６】
　動物又はヒト対象における疾患状態を検出又は診断する方法であって：
　(i)該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソ
ームを検出又は測定する工程；並びに
　(ii)該対象の疾患状態を同定するために検出された該ヌクレオソームに会合されたDNA
塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドレベルを使用する工程：
を含む、前記方法。
【請求項１７】
　医学治療に関する適性について動物又はヒト対象を評価する方法であって：
　(i)該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソ
ームを検出又は測定する工程；並びに
　(ii)該対象に関する好適な治療の選択のためのパラメータとして、検出された該ヌクレ
オソームに会合されたDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドレベルを使用する工程：
を含む、前記方法。
【請求項１８】
　動物又はヒト対象の治療をモニタリングする方法であって：
　(i)該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソ
ームを検出又は測定する工程；
　(ii)1回以上にわたって該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを
含有するヌクレオソームの該検出又は該測定を反復する工程；並びに
　(iii)該対象の状態の何らかの変化に関するパラメータとして、検出された該ヌクレオ
ソームに会合されたDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドレベルの何らかの変化を使
用する工程：
を含む、前記方法。
【請求項１９】
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　前記ヌクレオソームに会合されたDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドが、測定の
パネルの一つとして検出又は測定される、請求項16～18のいずれか一項記載の方法。
【請求項２０】
　実際の又は推定される癌、良性腫瘍、炎症疾患、自己免疫疾患、子宮内膜症、感染症、
敗血症、脳卒中又は心筋梗塞を伴う対象において使用するための、請求項16～19のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項２１】
　動物又はヒト対象における疾患状態を検出又は診断するためのDNA塩基、ヌクレオチド
又はヌクレオシドバイオマーカーを同定する方法であって：
　(i)該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソ
ームを検出又は測定する工程；
　(ii)健常対象又は対照対象の体液中の、該DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを
含有するヌクレオソームを検出又は測定する工程；並びに
　(iii)DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドが、疾患状態のバイオマーカーとして有
用であるかどうかを同定するために、罹患対象及び対照対象において検出されたレベル間
の差異を使用する工程：
を含む、前記方法。
【請求項２２】
　請求項21記載の方法により同定されたバイオマーカー。
【請求項２３】
　DNA塩基、ヌクレオチド若しくはヌクレオシド若しくはそれらの部分成分、又はDNA塩基
、ヌクレオチド若しくはヌクレオシド若しくはそれらの部分成分の構造／形状の模倣体に
特異的なリガンド又はバインダーを、請求項6～21記載の方法のいずれか一つに従う該キ
ットの使用説明書と一緒に備える、ヌクレオソームに会合されたDNA塩基、ヌクレオチド
又はヌクレオシドの検出のためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（発明の分野）
　本発明は、モノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソーム及び特定のヌクレオチドを含
有するヌクレオソームの存在を検出及び測定する方法、並びに疾患の検出及び診断のため
のそのような測定の使用に関する。本発明はまた、疾患の検出及び診断のためにヌクレオ
ソームに会合されたヌクレオチドバイオマーカーを同定する方法、並びに該方法により同
定されたバイオマーカーに関する。
【背景技術】
【０００２】
（発明の背景）
　ヒトの体は、数百種の細胞型を含んでいる。これらの細胞型は全て、同じゲノムを含ん
でいるが、広範に異なる表現型及び体内での異なる機能を有する。この表現型の多様性は
、異なる細胞型におけるゲノムの差次的発現によるものである。差次的遺伝子発現の制御
は、完全には理解されていないが、その基本的機構は、ユークロマチン又はヘテロクロマ
チンとしてのクロマチンパッキングの制御、ヌクレオソームポジショニング及びヌクレア
ーゼ到達可能部位の制御、メチル化、ヒドロキシメチル化及び他のDNAの修飾、並びにそ
の周りにDNAが巻き付いたヌクレオソームの構造の変化を含む、遺伝子と関連する多数の
相互接続されたエピジェネティックシグナルによる遺伝子調節を含んでいる。
【０００３】
　ヌクレオソームは、クロマチン構造の基本単位であり、8種の高度に保存されたコアヒ
ストンのタンパク質複合体(ヒストンH2A、H2B、H3及びH4の各々の対を含む)からなる。こ
の複合体の周りには、DNAのおよそ146塩基対が巻き付いている。別のヒストンであるH1又
はH5は、リンカーとして作用し、且つクロマチン凝縮に関与している。このDNAは、「ビ
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ーズ-オン-ストリング」に似ていると言われることの多い構造で連続したヌクレオソーム
の周りに巻き付いており、且つこれは、オープン(open)又はユークロマチンの基本構造を
形成している。凝縮された又はヘテロクロマチンにおいて、このストリングは、閉じた複
雑な構造へ、コイル形成及びスーパーコイル形成される(Herranz及びEstellerの文献、20
07)。
【０００４】
　ヌクレオソームの構造は、ヒストンタンパク質の転写後修飾(PTM)により、及び変種ヒ
ストンタンパク質の封入により、変動することができる。ヒストンタンパク質のPTMは典
型的には、コアヒストンテールで起こり、一般的な修飾は、リジン残基のアセチル化、メ
チル化又はユビキチン化に加え、アルギニン残基のメチル化及びセリン残基のリン酸化及
び多くのその他の修飾を含む。ヒストン修飾は、遺伝子発現のエピジェネティック調節に
関与していることがわかっている(Herranz及びEstellerの文献、2007)。ヌクレオソーム
の構造はまた、異なる遺伝子若しくはスプライシング産物であり、且つ異なるアミノ酸配
列を有する代替ヒストンアイソフォーム又は変種の封入により、変動することができる。
ヒストン変種は、個別の型に更に細分されている数多くのファミリーへ分類することがで
きる。多数のヒストン変種のヌクレオチド配列が公知であり、且つ例えば、米国立ヒトゲ
ノム研究所(NHGRI)ヒストンデータベース(Marino-Ramirez, L.、Levine, K.M.、Morales,
 M.、Zhang, S.、Moreland, R.T.、Baxevanis, A.D.、及びLandsman, D.の文献、「ヒス
トンデータベース：ヒストン及びヒストン折り畳み含有タンパク質に関する統合リソース
(The Histone Database: an integrated resource for histones and histone fold-cont
aining proteins)」、Database Vol.2011. (投稿)、及びhttp://genome.nhgri.nih.gov/h
istones/complete.shtml)、GenBank(NIH遺伝子配列)データベース、EMBLヌクレオチド配
列データベース、並びに日本DNAデータバンク(DDBJ)などにおいて公的に入手可能である
。
【０００５】
　成人における正常細胞の代謝回転には、毎日数千億個の細胞の細胞分裂による創出、及
び主にアポトーシスによる同等数の細胞死が関与している。アポトーシスの過程において
、クロマチンは、モノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソームへ破壊され、これらは細
胞から放出される。通常の条件下で、健常対象において認められる循環ヌクレオソームの
レベルは、低いことが報告されている。多くの癌、自己免疫疾患、炎症状態、脳卒中及び
心筋梗塞を含む様々な状態の対象において、上昇したレベルが認められる(Holdenreider
及びStieberの文献、2009)。
【０００６】
　モノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソームは、酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)
により検出することができ、且ついくつかの方法が報告されている(Salgameらの文献、19
97；Holdenriederらの文献、2001；van Nieuwenhuijzeらの文献、2003)。これらのアッセ
イは典型的には、捕獲抗体として抗-ヒストン抗体(例えば、抗-H2B、抗-H3又は抗-H1、H2
A、H2B、H3及びH4)を、並びに検出抗体として抗-DNA又は抗-H2A-H2B-DNA複合抗体を利用
する。これらのアッセイを使用し、当該技術分野の研究者は、血清中のヌクレオソームの
レベルは、同じ患者から採取した血漿試料中よりも(最大一桁だけ)より高いことを報告し
ている。これはまた、PCRによる、生成されたDNAの血清及び血漿の測定値についても当て
はまる(Holdenriederらの文献、2005)。このことの理由は不明であるが、前記著者らは、
これは凝固過程におけるDNAの追加放出によるものであろうと仮説を立てている。しかし
本発明者らは、現在の技術のヌクレオソームELISAアッセイの結果は、互いに一致しない
ことを発見した。更に、血清又は血漿中のほとんどの循環DNAは、モノヌクレオソーム及
びオリゴヌクレオソームとして存在することが報告されているが(Holdenriederらの文献
、2001)、血清又は血漿中のヌクレオソーム及びDNAの測定されたレベルは、良くは一致し
ない。リアルタイムPCR(ポリメラーゼ連鎖反応)により測定された循環無細胞系ヌクレオ
ソームレベルと循環DNAレベルのELISA結果の間の相関係数は、血清中r＝0.531、及び血漿
中r＝0.350であることが報告されている(Holdenriederらの文献、2005)。
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【０００７】
　現在のヌクレオソームELISA法は、細胞培養物において、主にアポトーシスを検出する
方法として、使用され(Salgameらの文献、1997；Holdenriederらの文献、2001；van Nieu
wenhuijzeらの文献、2003)、且つ血清及び血漿中の循環無細胞系ヌクレオソームの測定の
ためにも使用される(Holdenriederらの文献、2001)。死滅しつつある細胞により循環中に
放出された無細胞系血清及び血漿ヌクレオソームレベルは、可能性のあるバイオマーカー
としてのそれらの使用を評価するために、数多くの異なる癌の研究においてELISA法によ
り測定されている(Holdenriederらの文献、2001)。平均循環ヌクレオソームレベルは、全
てではないがほとんどの試験された癌において、高いことが報告されている。最高の循環
ヌクレオソームレベルは、肺癌対象において観察された。最低レベルは、前立腺癌におい
て観察され、これは健常対象の正常範囲内であった。しかし悪性腫瘍を伴う患者は、かな
り変動する血清ヌクレオソーム濃度を有し、且つ進行した腫瘍疾患を伴う患者の一部は、
健常対象について測定された範囲内の低い循環ヌクレオソームレベルを有することが報告
されている(Holdenriederらの文献、2001)。このこと及び様々な非癌が上昇したヌクレオ
ソームレベルを引き起こすという理由で、循環ヌクレオソームレベルは、臨床上、癌のバ
イオマーカーとしては使用されない(Holdenrieder及びStieberの文献、2009)。驚くべき
ことに、本発明者らは、これらの現在の技術のヌクレオソームELISA法により測定された
その循環ヌクレオソームレベルが低いか又は検出不能である多くの癌対象は、実際には、
循環無細胞系ヌクレオソームの上昇したレベルを有することを示した。本発明者らは、現
在の技術のELISA法により検出されないヌクレオソームを検出するヌクレオソームに関す
る新規ELISA法をデザインし且つ明らかにしている。
【０００８】
　ヒストンPTM検出のためのELISA法もまた、当該技術分野において公知である。遊離のヒ
ストンタンパク質(ヌクレオソーム複合体中の他のヒストン及びDNAに結合していない)中
のPTM検出のためのELISA法は、細胞溶解液から通常酸抽出により抽出されたヒストンにお
けるPTMの検出のために使用される。循環無細胞系ヌクレオソーム中のPTMの検出のための
免疫検定が、報告されている(Bawdenらの文献、2005)。マイクロタイターウェルに直接コ
ートされた精製されたヌクレオソームにおけるヒストンPTMのELISA検出の方法が、最近報
告された(Daiらの文献、2011)。この方法において、培養細胞からのクロマチン抽出物の
消化により得られたヌクレオソームは、マイクロタイターウェルへ直接コートされ、且つ
抗-PTM抗体と反応させられる。この方法は、比較的純粋なヌクレオソーム試料を必要とし
、且つ血液、血漿又は血清などの複合生物学的媒体中のヒストンPTMの直接測定には適し
ていないことは、当業者には明らかであろう。
【０００９】
　特定のDNA配列に会合された無細胞系ヌクレオソーム内のヒストンPTM(H3K9Me、リジン
残基K9でモノメチル化されたヒストンH3)の検出のための改変クロマチン免疫沈降(ChIP)
法が、血漿中において報告されている。配列特異的ヒストンメチル化のレベルは、循環ヌ
クレオソームの濃度とは無関係であることが報告された(Deligezerらの文献、2008)。
【００１０】
　ヒストン変種(ヒストンアイソフォームとしても公知)は、遺伝子発現のエピジェネティ
ック調節因子であることがわかっている(Herranz及びEstellerの文献、2007)。ヒストン
変種は、特定の変種をコードしている遺伝子のノックダウン試験(例えば、RNAiノックダ
ウンを使用)、クロマチン免疫沈降、アミノ酸の安定した同位体標識及び定量的質量分析
プロテオミクス、免疫組織化学及びウェスタンブロットを含む様々な技術を使用し、イン
ビボ及びインビトロにおいて研究されている(Whittleらの文献、2008；Boulardらの文献
、2010；Spornらの文献、2009；Kapoorらの文献、2010；Zeeらの文献、2010；Huaらの文
献、2008)。
【００１１】
　肺癌、乳癌及びメラノーマと診断された対象から手術時に摘出された又は生検による組
織試料中のヒストン変種発現の免疫組織化学試験が、報告されている。これらの免疫組織



(7) JP 2014-531573 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

化学試験は、切除された癌組織試料中のヒストンmacroH2A(mH2A)変種及びH2AZ変種の染色
は、これらの癌の予後判定で適用され得ることを報告している(Spornらの文献、2009、Hu
aらの文献、2008、Kapoorらの文献、2010)。臨床使用のための免疫組織化学法の一つの欠
点は、組織試料収集には手術又は生検を伴い、侵襲性であることである。免疫組織化学法
の別の欠点は、通常生検又は組織切除が行われる前に、疾患の理にかなった予測が既に存
在しなければならないので、これらは早期診断又はスクリーニング診断には適していない
ことである。最小の侵襲性の血液ELISA試験は、より広い範囲の適用に適しており、且つ
これらの欠点を克服し、患者にとって好ましいことに加え、医療提供者にとってより高速
、より低コスト、及びより高処理量であるであろう。
【００１２】
　しかし、無細胞系ヌクレオソーム内の無細胞系ヒストン変種は、血液又は他の媒体中で
は測定されていない。血液中の無細胞系ヌクレオソーム内のヒストン変種の存在又は非存
在に関する試験は、報告されていない。現在、無傷の無細胞系ヌクレオソーム内のヒスト
ン変種の検出又は測定の方法は存在せず、そのような測定は示唆も企図もされていない。
【００１３】
　ヌクレオソーム位置及びヌクレオソーム構造(構成的ヒストンタンパク質変種及びPTM構
造の両方に関して)により媒介されたエピジェネティックシグナル伝達に加え、細胞にお
ける遺伝子発現の制御も、DNAのシトシンメチル化状態を含む、DNAヌクレオチドへの修飾
により媒介される。DNAは、シトシンヌクレオチドの5位でメチル化され、5-メチルシトシ
ンを形成し得ることは、先般から当該技術分野において公知である。5-メチルシトシンの
形でメチル化されたDNAは、シトシンヌクレオチドがグアニンヌクレオチドの隣にあるDNA
配列中の位置において起こることが報告されている。これらの位置は短縮して「CpG」と
称される。脊椎動物においてCpG位置の70％よりも多くが、メチル化されていることが報
告されている(Penningsらの文献、2005)。CpG部位を高い割合で含むゲノムの領域は、「C
pGアイランド」と称されることが多く、ヒト遺伝子プロモーター配列のおよそ60％は、そ
のようなCpGアイランドに関連している(Rodriguez-Paredes及びEstellerの文献、2011)。
活性遺伝子において、これらのCpGアイランドは、一般に低メチル化されている。遺伝子
プロモーター配列のメチル化は、安定した遺伝子不活化に関連している。DNAメチル化は
また通常、Alu反復エレメントを含む反復エレメント及び長い散在性ヌクレオチドエレメ
ントにおいて起こる(Herranz及びEstellarの文献、2007；Allenらの文献、2004)。
【００１４】
　癌におけるDNAメチル化の関与は、1983年と早くに報告された(Feinberg及びVogelstein
の文献、1983)。癌細胞において認められるDNAメチル化パターンは、健常細胞のそれとは
異なる。特に動原体周囲領域の周りの反復エレメントは、癌において、健常細胞と比べ低
メチル化されていることが報告されているが、特異的遺伝子のプロモーターは、癌におい
て過剰メチル化されていることが報告されている。これら二つの作用の釣り合いが、癌細
胞における全般的DNA低メチル化を生じることが報告されている(Rodriguez-Paredes；Est
ellerの文献、2007)。
【００１５】
　特定の特異的遺伝子の過剰メチル化は、癌の診断用バイオマーカーとして使用すること
ができる。例えば、血漿から抽出されたDNAのPCR増幅によるSeptin 9遺伝子の過剰メチル
化の検出のために報告された方法は、結腸癌の72％を検出し、偽陽性率は10％であること
が報告された(Grutzmannらの文献、2008)。特異的遺伝子又は遺伝子座のDNAメチル化状態
は、通常、5-メチルシトシンではなくシトシンのウラシルへの選択的亜硫酸水素塩脱アミ
ノ化により検出され、これはシークエンシング又は他の手段により検出され得るDNA一次
配列変化に繋がる(Allenらの文献、2004)。
【００１６】
　全般的DNA低メチル化は、癌細胞の顕著な特徴である(Estellarの文献、2007、及びHerv
ouetらの文献、2010)。全般的DNAメチル化は、免疫組織化学(IHC)技術を使用し、細胞に
おいて研究することができる。或いは、DNAは、分析のために細胞から抽出される。細胞
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又は他の媒体から抽出されたDNAの全般的メチル化の検出に関する数多くの方法が報告さ
れており、これは、制限消化及び最短距離(nearest-neighbour)分析、クロルアセトアル
デヒドを使用する蛍光アッセイ、非メチル化CpGの量を算出するためのトリチウム-標識さ
れたS-アデノシルメチオニンと組合せてDNAメチル基転移酵素を使用する全てのCpG部位の
メチル化によるインバース決定、並びに高速液体クロマトグラフィー、薄層クロマトグラ
フィー、又は液体クロマトグラフィーとそれに続く質量分析による分析のためのDNAの単
独ヌクレオチドへの消化を含む。これらの方法の欠点は、これらは労働集約的であること
、及び／又は品質の良い抽出されたDNAを大量に必要とすることである(Allenらの文献、2
004)。亜硫酸水素塩脱アミノ化が関与するPCRベースの方法は、大量のDNAの必要性は克服
しているが、5-メチルシトシンの全ゲノム含量の指標として、特定のゲノム領域、典型的
には反復配列を増幅しなければならない(Allenらの文献、2004)。全般的DNAメチル化測定
に関するこれらの方法は、様々な細胞及び組織から抽出されたDNAを試験するために使用
されている。一部の研究者は、最小の侵襲的様式で入手することがより容易である全血中
の白血球から抽出されたDNAを研究した(Mooreらの文献、2008；Ting Hsiungらの文献、20
07；Mansourらの文献、2010)。質量分析を伴う液体クロマトグラフィーは、全般的DNAメ
チル化測定に関する最良の標準であると考えられるが、これは経費がかかり、且つそのDN
Aは、分析前に、単独のヌクレオチドレベルへ消化されなければならない(Vasserらの文献
、2009)。
【００１７】
　全般的DNAメチル化を概算する最新の方法は、組織から抽出された加水分解されたDNAの
質量分析を伴う超高速液体クロマトグラフィー(Zhangらの文献、2011)、及びメチル化-特
異的デジタルシークエンシング(MSDS)法(Ogoshiらの文献、2011)を含む。全般的DNAメチ
ル化に関する古典的競合免疫検定(更には全般的5-ヒドロキシメチルシトシンメチル化に
関する類似のアッセイ)が、説明されている。この方法において、細胞又は組織から抽出
されたDNAは、5-メチル化されたシチジン複合体によりコートされたマイクロタイターウ
ェルへ添加され、抗-5-メチルシチジン抗体が添加され、且つコートされた5-メチルシチ
ジン複合体と抽出された試料中のメチル化されたDNAの間の抗体結合の分布が、既知の標
準の分布と比較され、該試料中に存在する全般的DNAメチル化レベルが概算される(Cell B
iolabs社の文献、2011)。別の免疫検定のような方法において、組織から又は血漿若しく
は血清試料から抽出されたDNAは、マイクロタイターウェルへコートされ、且つメチル化
されたDNAが、抗-5-メチルシトシン抗体を用いて検出される(Vasserらの文献、2009；Epi
gentek社の文献、2009)。これらの方法の欠点は、これらは、DNAからの全てのヌクレオソ
ーム及びクロマチン構造の変性及び除去に関与するDNAの抽出を必要とすることである。
従ってこれらは、ヌクレオソームに結合されたヌクレオチドを測定することはできず、且
つ例えば；DNA抽出工程を伴わない、組織溶解液、血液、血漿又は血清などの生物学的液
体中の全般的DNAメチル化の直接測定には適していない。
【００１８】
　同じくDNA中のシトシン塩基の5-ヒドロキシメチル修飾も、報告されている。5-ヒドロ
キシメチル化の役割は、まだ十分に理解されていないが、これは遺伝子調節に関与してい
るように思われる(Stroudらの文献、2011)。
【００１９】
　全般的DNAメチル化の検出のための現在の方法は、DNAの抽出又は精製を伴い、迅速で、
高処理量で、低コストの、最小の侵襲性の診断方法には適していない。同様に、他の修飾
された塩基又は稀な塩基(例えば、ウラシル、イノシン、キサンチン、ヒポキサンチン)に
関するDNAの分析は、実質的に純粋な又は抽出されたDNAの分析によってのみ調べることが
できる。そのような分析は、組織溶解液、血液、血漿又は血清などの、複合生物学的媒体
においては直接実行することができない。
【００２０】
　5-メチルシトシン又は任意の他の特定のヌクレオチド又は修飾されたヌクレオチドを含
有する無細胞系ヌクレオソームは、血液又は任意の他の媒体中では測定されていない。血
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液中の特定のヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームの存在又は非存在に関する
試験は、報告されていない。特定のヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームに関
するアッセイは、示唆も企図もされていない。現在、無細胞系ヌクレオソームに会合され
たヌクレオチドの検出又は測定に関する方法は存在しない。
【００２１】
　本発明者らはここで、抽出せずに生物学的試料中の、例えば5-メチルシトシン及び5-ヒ
ドロキシメチルシトシンを含むヌクレオソームに会合されたヌクレオチドを直接概算する
単純な免疫検定法を報告する。驚くべきことに、本発明者らは、その中のヌクレオソーム
が現在の技術のELISA法では検出されない血液試料中で、ヌクレオソームに会合されたヌ
クレオチドを検出することができることを示している。
【発明の概要】
【００２２】
（発明の概要）
　本発明の第一の態様に従い、癌、心筋症、全身性紅斑性狼瘡、大腸炎、慢性閉塞性肺疾
患、クローン病及び関節リウマチの診断用バイオマーカーとして使用するための、DNA塩
基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有する無細胞系ヌクレオソームが、提供される。
【００２３】
　本発明の第二の態様に従い、試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含
有するヌクレオソームの存在を検出する方法であって：
　(i)該試料を、該DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドに結合する結合剤（binding 
agent）と接触させる工程；
　(ii)該結合剤の、該試料中のDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドへの結合を検出
又は定量する工程；並びに
　(iii)該試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソーム
の存在の測定値として、当該結合の存在又は程度を使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００２４】
　本発明の第三の態様に従い、試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含
有するヌクレオソームの存在を検出する方法であって：
　(i)該試料を、ヌクレオソームに結合する第一の結合剤と接触させる工程；
　(ii)該ヌクレオソーム又は試料を、該DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドに結合
する第二の結合剤と接触させる工程；
　(iii)該第二の結合剤の、該試料中のDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドへの結合
を検出又は定量する工程；並びに
　(iv)該試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソーム
の存在の測定値として、当該結合の存在又は程度を使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００２５】
　本発明の第四の態様に従い、試料中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含
有するヌクレオソームの存在を検出する方法であって：
　(i)該試料を、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドに結合する第一の結合剤と接触
させる工程；
　(ii)該ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームに結合する第二の結合剤と接触させ
る工程；
　(iii)該第二の結合剤の、該試料中のヌクレオソームへの結合を検出又は定量する工程
；並びに
　(iv)該試料中のDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソームの
存在の測定値として、当該結合の存在又は程度を使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００２６】
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　本発明の更なる態様に従い、細胞中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含
有するヌクレオソームの存在を検出する方法であって：
　(i)細胞からクロマチンを単離する工程；
　(ii)該クロマチンを消化するか、音波処理するか又は別様に破壊し、モノヌクレオソー
ム及び／又はオリゴヌクレオソームを形成する工程；並びに
　(iii)本発明の方法に従い、該ヌクレオソーム内のDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオ
シドの存在を検出又は測定する工程：
を含む方法が、提供される。
【００２７】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象における疾患状態を検出又は診断する方
法であって：
　(i)対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソー
ムを検出又は測定する工程；並びに
　(ii)該対象の疾患状態を同定するために検出されたヌクレオソームに会合されたDNA塩
基、ヌクレオチド又はヌクレオシドのレベルを使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００２８】
　本発明の更なる態様に従い、医学治療に関する適性について動物又はヒト対象を評価す
る方法であって：
　(i)該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソ
ームを検出又は測定する工程；並びに
　(ii)該対象に関する好適な治療の選択のためのパラメータとして、検出されたヌクレオ
ソームに会合されたDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドのレベルを使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００２９】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象の治療をモニタリングする方法であって
：
　(i)該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソ
ームを検出又は測定する工程；
　(ii)1回以上にわたって対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含
有するヌクレオソームの検出又は測定を反復する工程；並びに
　(iii)該対象の状態の何らかの変化に関するパラメータとして、検出されたヌクレオソ
ームに会合されたDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドのレベルの何らかの変化を使
用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００３０】
　本発明の更なる態様に従い、動物又はヒト対象における疾患状態を検出又は診断するた
めのDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドバイオマーカーを同定する方法であって：
　(i)該対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有するヌクレオソ
ームを検出又は測定する工程；
　(ii)健常対象又は対照対象の体液中の、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含
有するヌクレオソームを検出又は測定する工程；並びに
　(iii)DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドが、疾患状態のバイオマーカーとして有
用であるかどうかを同定するために、罹患対象及び対照対象において検出されたレベル間
の差異を使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００３１】
　本発明の更なる態様に従い、前記本発明の方法により同定されたバイオマーカーが、提
供される。
【００３２】
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　本発明の更なる態様に従い、DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシド若しくはそれら
の部分成分、又は該DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシド若しくはそれらの部分成分
の構造／形状の模倣体に特異的なリガンド又はバインダー（binder）を、該キットの使用
説明書と一緒に備える、ヌクレオソームに会合されたDNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレ
オシドの検出のためのキットが、提供される。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
（図面の簡単な説明）
【図１】図1は、ウシ血清へ希釈された、MCF7細胞から抽出された架橋され消化されたク
ロマチン内の無細胞系ヌクレオソーム中の5-メチルシトシンでメチル化されたDNAの検出
のための、ELISA用量反応曲線である。
【図２】図2は、ウシ血清へ希釈された、A375細胞から抽出された架橋され消化されたク
ロマチン内の無細胞系ヌクレオソーム中の5-ヒドロキシメチルシトシンでメチル化された
DNAの検出のための、ELISA用量反応曲線である。
【図３】図3は、現在の技術のヌクレオソームELISA法を使用し、健常志願者20名から採取
した血清試料及びEDTA血漿試料について検出されたヌクレオソームレベルである。
【図４】図4は、健常志願者20名から採取した血清試料及びEDTA血漿試料について検出さ
れた、ヒストン変種mH2A1.1の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図５】図5は、健常志願者20名から採取した血清試料及びEDTA血漿試料について検出さ
れた、ヒストン変種mH2A2の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図６】図6は、健常志願者20名から採取した血清試料及びEDTA血漿試料について検出さ
れた、ヒストン変種H2AZの無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図７】図7は、健常志願者20名から採取した血清試料及びEDTA血漿試料について検出さ
れた、ヒストン修飾P-H2AX(Ser139)の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである
。
【図８】図8は、本発明のELISAを使用し、健常志願者20名から採取した血清試料及びEDTA
血漿試料について検出された、5-メチルシトシンでメチル化されたDNAの無細胞系ヌクレ
オソームに会合されたレベルである。
【図９】図9は、本発明のELISAを使用し、健常志願者20名から採取した血清試料について
検出された、5-ヒドロキシメチルシトシンでメチル化されたDNAの無細胞系ヌクレオソー
ムに会合されたレベルである。
【図１０】図10は、結腸癌対象3名から採取したEDTA血漿試料について検出された、ヌク
レオチド及びヒストン型の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図１１】図11は、肺癌対象13名から採取したEDTA血漿試料について検出された、ヌクレ
オチド及びヒストン型の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図１２】図12は、膵臓癌対象2名から採取したEDTA血漿試料について検出された、ヌク
レオチド及びヒストン型の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図１３】図13は、口腔癌対象1名から採取したEDTA血漿試料について検出された、ヌク
レオチド及びヒストン型の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図１４】図14は、本発明のELISA法を使用し検出されたヌクレオソームに会合された5-
メチルシトシンでメチル化されたDNAレベルの割合として規準化された、4種の異なる癌疾
患から採取したEDTA血漿試料について検出された、ヌクレオチド及びヒストン型の無細胞
系ヌクレオソームに会合されたレベルである。*Holdenriederらの文献(2001)の方法によ
り作製された健常志願者由来のヌクレオソームを含有する試料に関する規準化されたレベ
ルを、比較のために示している(mH2A2及び5-ヒドロキシメチルシトシンは、この試料につ
いては測定しなかった)。
【図１５】図15は、本発明のELISA法を使用し、健常志願者から採取したEDTA血漿試料、
クエン酸血漿試料及びヘパリン血漿試料中で検出された、5-メチルシトシン(5mc)、mH2A1
.1、H2AZ及びP-H2AX(Ser139)の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルである。
【図１６】図16は、本発明のELISA法を使用し、健常志願者3名及び結腸癌対象10名から採
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取した血清試料について検出された、無細胞系ヌクレオソームに会合された5-メチルシト
シンレベルである。
【図１７】図17は、健常志願者13名及び癌患者55名から採取したEDTA血漿試料について検
出された、無細胞系ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシンレベルである。健常試
料の平均値＋該平均値の1又は2標準偏差として規定されたカットオフポイントが、示され
ている。
【図１８】図18は、健常志願者10名及び癌患者61名から採取したEDTA血漿試料について検
出された、無細胞系ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシンレベルである。健常試
料の平均値＋該平均値の2標準偏差として規定されたカットオフポイントが、示されてい
る。
【図１９】図19は、疾患の腫瘍サイズの増大、病期、及び結節顕在化による、肺癌及び結
腸癌患者から採取したEDTA血漿試料について検出された、無細胞系ヌクレオソームに会合
された5-メチルシトシンレベルである。
【図２０】図20は、ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシン(5mc)でメチル化され
たDNAレベルの割合として規準化され、且つ健常対象11名において認められた平均割合に
対して表現された、10種の異なる癌疾患から採取したEDTA血漿試料に関する、本発明のEL
ISA法を使用し検出された、ヌクレオチド及びヒストン型の無細胞系ヌクレオソームに会
合されたレベルの平均である。
【図２１】図21は、ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシン(5mc)でメチル化され
たDNAレベルの割合として規準化され、且つ健常対象11名において認められた平均割合に
対して表現された、心筋症患者2名、全身性紅斑性狼瘡(狼瘡)患者10名、潰瘍性大腸炎患
者12名、慢性閉塞性肺疾患(COPD)患者10名、クローン病患者8名及び関節リウマチ(RA)患
者10名から採取したEDTA血漿試料について、本発明のELISA法を使用し検出された、ヌク
レオチド及びヒストン型の無細胞系ヌクレオソームに会合されたレベルの平均である。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
（発明の詳細な説明）
　本発明の第一の態様に従い、癌、心筋症、全身性紅斑性狼瘡、大腸炎、慢性閉塞性肺疾
患、クローン病及び関節リウマチの診断用バイオマーカーとしての使用するための、DNA
塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドを含有する無細胞系ヌクレオソームが提供される。
　一実施態様において、前記ヌクレオソームは、モノヌクレオソーム又はオリゴヌクレオ
ソームである。
【００３５】
　言及され得る本発明の一つの特定の態様に従い、癌の診断用バイオマーカーとしての、
DNA塩基、ヌクレオチド又はヌクレオシドの使用が提供される。
　一実施態様において、前記癌は、膀胱、乳房、結腸、頸部、食道、腎臓、大腸、肺、口
腔、卵巣、膵臓、前立腺、直腸、皮膚又は胃の癌である。言及され得る一つの特定の実施
態様において、癌は、結腸、肺、口腔又は膵臓の癌である。
【００３６】
　本発明者らは、DNA塩基5-メチルシトシン及び5-ヒドロキシメチルシトシンを含有する
ヌクレオソームを検出及び測定するためのELISA試験を開発した。本発明者らは、これら
のアッセイの捕獲抗体として抗-ヒストン抗体を、好適な特異的抗-ヌクレオチド抗体と組
合せて使用する。本発明者らは、特異的ヌクレオチドを含有するヌクレオソームは、癌の
対象から採取した血液試料中で測定することができ、且つ非侵襲性の又は最小の侵襲性の
バイオマーカーとしての使用で識別することを示すために、このアッセイを使用する。罹
患対象から採取された血清試料及び血漿試料中で検出されたヌクレオソームに会合された
DNA 5-メチルシトシンのレベルは、他のヌクレオソームエピトープと比べ、健常対象由来
の試料中で検出されたレベルとは異なる。加えて、異なる疾患を伴う対象から採取した試
料中のヌクレオソーム内に検出されたヌクレオチドレベルのパターンは、異なることが認
められ、従って特にヌクレオソームに会合されたヌクレオチドパターンが、異なるヒスト
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ン変種及びヒストン修飾を含むヌクレオソームについて決定されたパターンと組合せて試
験された場合に、疾患の鑑別診断が可能である。異なる又は追加のヌクレオチドを含有す
るヌクレオソームに関する試験の包含は、恐らくそのようなパターンを使用する鑑別診断
の識別を改善するであろうことは、当業者には明らかであろう。
【００３７】
　現在の技術の方法を使用し健常対象において認められたヌクレオソームのレベルを調べ
るために、本発明者らは、健常対象20名から採取した血清試料及び血漿試料中のヌクレオ
ソームを測定した。現在の技術の両方法は、健常対象から採取した血清試料中で、血漿試
料中よりも、より高いシグナルを生じた。これらの結果は、図3に示している。このこと
は、ヌクレオソームレベルは、血漿中よりも血清中でより高いという公開されたデータと
一致する(*Holdenriederらの文献、2001)。
【００３８】
　本発明の方法を使用し、健常対象において認められたヌクレオソームのレベルを調べる
ために、本発明者らは、健常対象20名の血清中及び健常ウシ血清中の、修飾されたヌクレ
オチド5-メチルシトシンを含有するヌクレオソームを測定した。これらの血清の結果は、
健常対象20名全てについて低いか又は検出不能であった。本発明者らはまた、健常対象20
名から採取されたEDTA血漿試料中の修飾されたヌクレオチド5-メチルシトシンを含有する
ヌクレオソームも測定し、驚くべきことに、より高いシグナルが認められた。図8に示し
たように、修飾されたヌクレオチド5-メチルシトシンを含有する無細胞系ヌクレオソーム
の高いレベルが、健常ヒトEDTA血漿中で本発明の方法により検出されたが、健常ヒト血清
中ではより低いレベルが検出された。図4～9は、他のヌクレオソーム構造について類似し
た結果が得られたことを示している。この知見は予想外であり、且つ公開された結果(*Ho
ldenriederらの文献、2001)及び現在の技術のヌクレオソームELISA法に関して本発明者ら
が認めた結果の両方と異なる。従って驚くべきことに、本発明の方法は、血清試料及びED
TA血漿試料中に生じるヌクレオソームの相対レベルについて、現在の技術の方法とは反対
の結果を生じる。
【００３９】
　本発明者らは、ヌクレオソーム構造は、収集され得る血漿の様々な一般型の全てにおい
て検出可能であるかどうかを調べた。本発明者らは、無細胞系ヌクレオソームに会合され
た5-メチルシトシンの高いレベルが、EDTA血漿中で本発明の方法により検出可能であり、
且つ健常対象から採取したクエン酸血漿中でより低い程度であること、しかしヌクレオソ
ームに会合された5-メチルシトシンは、健常対象から採取したほとんどの(5中3)ヘパリン
血漿試料中において、緩衝液又はウマ血清バックグラウンドシグナルよりも低いか又は検
出不能であることを認めた。これらの結果は、図15に示している。まとめると、無細胞系
ヌクレオソームは、本発明の方法を使用し、健常対象から採取したほとんど又は全てのED
TA血漿試料及びクエン酸血漿試料中で、比較的高濃度で認められるが、健常対象から採取
した大半のヘパリン血漿試料又は血清試料中では、低いか又は存在しない。従って、試料
型の正確な選択が、様々な適用にとって重要であることは明白である。
【００４０】
　本発明者らは、特定のヌクレオチド構造を含有する無細胞系ヌクレオソームの検出のた
めの試料選択には、いくつかのパラメータが関与していることを示している。これらは、
一般に健常対象から採取した血清試料及びヘパリン血漿試料中に存在する無細胞系ヌクレ
オソームの低いレベル、一般に健常対象から採取したEDTA及びクエン酸血漿試料中に存在
するより高いレベル、無細胞系ヌクレオソームを含有する血清試料は、血餅からの血清の
分離後のEDTA添加により安定化されるべきであるという推奨(*Holdenreiderらの文献、20
01)、並びに血清サンプリングプロトコールを含む。他の安定化剤(例えば、プロテアーゼ
インヒビター)を使用してもよい。可能であるならば、本発明者らは、静脈穿刺(venepunc
ture)の1時間以内に遠心分離し、その後10mM EDTAを添加し、試料を凍結した、血清試料
を使用した。
【００４１】
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　臨床試料に関する血液試料型の選択は、特定の試験に関する最適な臨床の識別を基に行
われなければならない。健常対象の血清中の本発明の方法による一貫して低いヌクレオソ
ームレベルという本発明者らの知見に従い、本発明者らは、癌対象から採取した血清試料
中のヌクレオチド5-メチルシトシンを含有するヌクレオソームを測定した。図16に示した
ように、結腸癌試料について、最大100％の臨床感受性が、観察された。
【００４２】
　本発明者らはまた、様々な疾患を伴う対象から採取したEDTA血漿試料中の、ヌクレオチ
ド5-メチルシトシン及び5-ヒドロキシメチルシトシン並びに他のヌクレオソーム構造を含
有する無細胞系ヌクレオソームの相対レベルを測定した。無細胞系ヌクレオソームのレベ
ルは、健常対象及び罹患対象の両方から採取されたEDTA血漿試料中で高く、従ってEDTA血
漿試料は、恐らく罹患対象と健常対象の感度の識別のための最良の試料選択であるように
見えない。しかし本発明者らは、循環無細胞系ヌクレオソームのレベル及び組成は、異な
るヌクレオチドを含有するヌクレオソーム(更には他のヌクレオソーム構造)の相対レベル
に関して、罹患個体と健常個体の間で変動し、且つ異なる疾患間でも変動することを示し
ている。従って本発明者らは、最初に、(i)高レベルの循環ヌクレオソームは、健常及び
罹患の両対象から採取された全ての又はほとんどのEDTA血漿試料中に存在するが、これは
全ての血液試料型には当てはまらないこと；並びに、同じく、(ii)驚くべきことに、疾患
の検出及び疾患型の識別は、それにもかかわらず罹患対象及び健常対象の血漿中に存在す
るヌクレオソーム構造の1種以上の相対型のレベル及び構造プロファイルを基にした、こ
れらのEDTA血漿ヌクレオソームの分析により行われ得ることの両方を報告する。
【００４３】
　本発明者らは、健常対象、並びに各々55名及び62名の癌対象からなる2つの実験におい
て様々な癌型を伴う対象117名から採取したEDTA血漿中の無細胞系ヌクレオソームを測定
した。全体で癌試料の78％(117中91)が、健常対象に関する結果の平均＋該平均の2標準偏
差のカットオフレベルを使い、ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシンに関する本
発明の方法を使用し、癌について陽性と正確に同定された。
【００４４】
　これらの2つの実験の第一において、本発明者らは、健常対象13名、並びに胃、大腸、
直腸、肺(小細胞癌及び様々な非小細胞癌)、乳房、卵巣、膵臓、前立腺、腎臓の癌及び様
々な口腔癌(口腔、口蓋、咽頭及び喉頭)を伴う対象55名から採取したEDTA血漿中の無細胞
系ヌクレオソームを測定した。健常対象由来の13試料全て及び癌患者は、ヌクレオソーム
について陽性であった。しかし、癌対象から採取された試料中で検出されたレベルは、健
常対象由来の試料中で認められたレベルよりもより高く、且つこれらの結果は、健常対象
及び癌対象は識別できることを示した。例えば、ヌクレオソームに会合された5-メチルシ
トシンに関する、平均±該平均の2標準偏差としてOD項目で計算された正常範囲は、0～1.
41であった。このカットオフ値を使用し、13種全ての健常試料は陰性であり、且つ55種の
癌試料中30種は陽性であり(全般的臨床感受性55％)、これは胃38％(8中3)、大腸60％(5中
3)、直腸33％(3中1)、小細胞肺33％(6中2)、非小細胞肺64％(14中9)、乳房33％(6中2)、
卵巣100％(1中1)、膵臓100％(1中1)、前立腺33％(6中2)、腎臓100％(1中1)及び口腔60％(
5中3)の癌試料を含んだ。これらの結果は、図17に示している。
【００４５】
　同様に、ヌクレオソームに会合されたH2AZアッセイの正常範囲は、0～0.95であった。
このカットオフレベル0.95を使用し；13名の健常対象全ては、上昇したヌクレオソームH2
AZレベルに関して陰性であった。対照的に、上昇したヌクレオソームH2AZレベルに関する
陽性結果が、癌試料の84％(55中46)で認められ(全般的臨床感受性84％)、これは胃100％(
8中8)、大腸100％(5中5)、直腸67％(3中2)、小細胞肺83％(6中5)、非小細胞肺79％(14中1
1)、乳房50％(6中3)、卵巣100％(1中1)、膵臓100％(1中1)、前立腺80％(5中4)、腎臓100
％(1中1)及び口腔100％(5中5)の癌試料を含んだ。
【００４６】
　本発明の一実施態様において、対照試料が提供され、且つ陽性結果と陰性結果の間を区
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別するためのアッセイに関するカットオフレベルは、対照試料の結果に関して規定される
。これは、対照試料結果のレベルと等しい又は上回る又は下回るのいずれかの割合である
ことができる。このレベルを下回る患者結果は、陰性であると考えられ、且つこのレベル
を上回る患者結果は、陽性であると考えられる。カットオフレベルに非常に近い患者結果
の「灰色領域」範囲も存在することがあり、それに関して決定は、不確定と考えられるか
、及び／又は試験を繰り返すべきである。
【００４７】
　同様に、ヌクレオソームに会合されたmH2A1.1アッセイについて、正常範囲は、0～0.91
であった。このカットオフ値を使用し、13種全ての健常試料は、陰性であり、癌試料の64
％(55中35)は陽性であった。ヌクレオソームに会合されたP-H2AX(Ser139)アッセイについ
て、正常範囲は、0～1.08であった。このカットオフ値を使用し、13種全ての健常試料は
、陰性であり、癌試料の60％(55中33)は陽性であった。従って一部のヌクレオソームアッ
セイは、他のものよりもより良い臨床感受性を示している。
【００４８】
　加えて、本発明の臨床上の有用性を改善するために、ヌクレオソーム構造のパターンを
使用することが可能である。これは、例えば、ヌクレオソームに会合された5-メチルシト
シンアッセイのカットオフポイントを、最大1.01の範囲を生じる、平均＋1標準偏差まで
低下することにより行うことができる。この場合、健常対象から採取された試料に関する
疑陽性結果が0％から23％(13中3)まで増加することを代償に、偽陰性の数は4まで減少さ
れ、改善された臨床感受性93％(55中51)を生じる。これらの結果は、図17に示されている
。
【００４９】
　5-メチルシトシンが会合されたヌクレオソーム、又は任意のヌクレオソームに関して陽
性と認められた試料は、ヌクレオソーム構造プロファイルについて調べることができる。
このヌクレオソームプロファイルを使用し、図20及び図21に図示したように、健常者と罹
患患者の間で区別することができ、ここで罹患患者における様々なヌクレオソーム構造の
相対割合は、健常患者及び他の非癌疾患を伴う患者において認められたものに対して表さ
れている。これは、試験パネル中の複数のヌクレオソーム構造の調査は、より良い臨床鑑
別を促進することができることを示している。
【００５０】
　同様に、本発明の診断特異性及び／又は感受性は、比の形で2つ以上の試験のデータを
組み合わせることにより、増大することができる。例えば、ヌクレオソームに会合された
P-H2AX：5-メチルシトシンの比の使用は、健常対象から採取された試料に関する陰性結果
の100％(13中13)は維持しつつ、真の陽性の癌症例の検出を、ヌクレオソームに会合され
た5-メチルシトシン単独に関する55％(55中30)から、2標準偏差カットオフレベルでの67
％(55中37)へ増大する。
【００５１】
　本発明者らは、結腸癌患者3名、肺癌患者13名、膵臓癌患者2名及び口腔癌患者1名から
採取したEDTA血漿試料中の2種の異なるヌクレオチドを含有する循環無細胞系ヌクレオソ
ームのレベルを測定し、且つこれらを、健常対象20名由来の血液試料中に存在するレベル
に加え、文献(*Holdenreiderらの文献、2001)に記載されたように調製した健常対象由来
の血清ヌクレオソームの人工的に作製した調製品中に存在するレベルと比較した。本発明
者らはまた、一つの特定のヌクレオチドを含有するヌクレオソームのレベルの比として規
準化された形で観察されたレベルを表し、そのような比又は比のパターンは、全般的癌の
診断のため及び特異的癌型の鑑別診断のための両方に有用であることを示した。本発明者
らはまた、ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシンのレベルは、疾患進行により変
動するかどうかを調べた。本発明者らは、5-メチルシトシンを含有する無細胞系ヌクレオ
ソームの平均レベルは、疾患の重症度により増加し、且つリンパ節への疾患の広がりの増
加と共に上昇することを認めた。このことは、検出されたヌクレオソームは、腫瘍に関連
していることの証拠を提供する。
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【００５２】
　本発明者らはまた、現在の技術の2種のヌクレオソームELISA法を使用し、これらの19種
の癌試料中に存在するヌクレオソームを測定した。試験した癌対象19名の大半は、現在の
技術のヌクレオソームELISA 1及び2により決定されたように、低いEDTA血漿ヌクレオソー
ムレベルを有することがわかった。この結果は、現在の技術のアッセイをルーチンの臨床
目的には使用することができない理由の一つを例示している。
【００５３】
　本発明者らは、同じ19種の試料中の5-メチルシトシン及び5-ヒドロキシメチルシトシン
ヌクレオチドを含有するヌクレオソームを測定するために、本発明のELISA法を使用した
。驚くべきことに、高いレベルの5-メチルシトシンを含有するヌクレオソームが、19種の
試料全てにおいて検出可能であった。従って一実施態様において、本発明は、現在の技術
のヌクレオソームアッセイにより検出されないヌクレオソームを検出することが可能であ
る新規ヌクレオソームELISA法を提供する。
【００５４】
　本発明者らはまた、癌対象から採取した同じ19種の試料に加え、文献(*Holdenriederら
の文献、2001)に記載された方法により健常対象から作製したヌクレオソーム試料中の、3
種の異なるヒストン変種及びヒストンPTMを含有するヌクレオソームのレベルを測定した
。本発明者らは、これらの測定値を、4種の異なる癌型を伴う対象から採取した生物学的
液体中に存在する多種多様な無細胞系ヌクレオソーム及び健常対象から作製したヌクレオ
ソームのパネルとして、ここに記載のヌクレオソームに会合されたヌクレオチド測定値と
一緒に使用した。驚くべきことに、調べた4種の癌型(肺、結腸、膵臓及び口腔)中に認め
られたヌクレオソームのパターンは、健常対象から作製されたヌクレオソーム試料中に認
められたものから、全て区別可能であった。更に、異なる癌型も、対象の血液中に検出可
能な無細胞系ヌクレオソームのパターンを基に、互いに区別可能であった。従って本発明
の一実施態様において、対象の健康又は疾患状態の指標として、異なるDNA塩基又は1以上
のDNA塩基及び1以上のヒストン変種及び／若しくは1以上のヒストン修飾の組合せを含有
するヌクレオソームの2種以上の測定値、並びに／又はヌクレオソームそれ自身の測定値
、或いはこれらの任意の組合せ又は比からなる異なるヌクレオソームエピトープのパネル
に関して、試料を試験することにより、疾患の存在、型、再発若しくは重症度を検出若し
くは診断する方法、又は最適な薬物若しくは他の治療選択肢を評価する方法が、提供され
る。
【００５５】
　本発明者らは同様に、多種多様な癌疾患及び非癌疾患における循環無細胞系ヌクレオソ
ームのヌクレオチド及びヒストン構造の変動性を検出するために、本発明のELISA法を使
用し、且つこれらを健常対象において認められるヌクレオソームの構造と比較した。ヌク
レオソームは、調べた全ての癌疾患及び非癌疾患において存在することが認められ、且つ
健常対象のプロファイルとは異なるプロファイルを有することがわかった。
【００５６】
　本発明者らは、心筋症患者2名、全身性紅斑性狼瘡(狼瘡)患者10名、潰瘍性大腸炎患者1
2名、慢性閉塞性肺疾患(COPD)患者10名、クローン病患者8名及び関節リウマチ(RA)患者10
名から採取したEDTA血漿試料を試験し、且つ平均ヌクレオソームに会合された5-メチルシ
トシンレベルの割合として検出された様々なヌクレオソーム構造のレベルを規準化し、且
つこれらの結果を健常対象11名において認められた平均割合に対して表した。本発明者ら
は、これらの疾患は、健常対象又は癌対象のものとは異なるヌクレオソーム構造プロファ
イルと関連していることを認めた。従って、ヌクレオソーム構造プロファイルは、多種多
様な非癌疾患における検出、予後予測、モニタリング及び治療的有効性予測のための診断
ツールとして使用することができる。これらの結果は、図21に示している。
【００５７】
　本発明者らはまた、10種の異なる癌疾患を伴う患者55名から採取したEDTA血漿試料に関
して本発明のELISA法を使用し、検出されたヌクレオチド及びヒストンの型に関して、無
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細胞系ヌクレオソームの構造の変動性を試験した。検出された様々なヌクレオソーム構造
のレベルは、ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシン(5mc)でメチル化されたDNAレ
ベルの割合として規準化し、且つ健常対象11名において認められた平均割合に対して表し
た。本発明者らは、全ての対象において存在するヌクレオソーム、並びに癌疾患対象、非
癌疾患対象及び健常対象の間で変動するヌクレオソーム構造プロファイルを認めた。従っ
て、ヌクレオソーム構造プロファイルは、癌及び他の疾患における検出、予後予測、モニ
タリング及び治療的有効性予測のための診断ツールとして使用することができる。これら
の結果は、図20及び図21に示している。
【００５８】
　血清又は血漿中のほとんどの循環DNAは、モノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソー
ムとして存在することが報告されているので(Holdenriederらの文献、2001)、当該発明の
方法はまた、血液、血清及び血漿を含む生物学的液体中において直接的に、無細胞系のメ
チル化されたDNAそれ自身(例えば；5-メチルシトシン又は5-ヒドロキシメチルシトシンを
含む、ヌクレオソームに会合されたDNAとして)を検出又は測定するために利用することが
できることは、当業者には明らかであろう。このように利用される本発明の方法は、特に
DNAの抽出は関わりないか又は必要ないので、現在の技術のメチル化されたDNAを測定する
方法に優る、簡便性及び迅速性の利点を有する。
【００５９】
　本発明の方法は、ヌクレオソーム中の任意の核酸又はDNA塩基又は核酸類似体若しくは
誘導体を検出又は測定するために使用することができることは更に明らかであろう。その
ような塩基は、アデニン、チミン、グアニン、シトシン、ウラシル、イノシン、キサンチ
ン、ヒポキサンチン、7,8-ジヒドロ-8-オキソ-グアニン及びこれらの任意の誘導体又は類
似体を含むが、これらに限定されるものではない。一般的ヌクレオチド(例えば、非限定
的に；グアニン、シトシン、チミン又はアデニン)は、全て又はほとんどのヌクレオソー
ム中に生じること、及び一般的ヌクレオチドに対する抗体を使用する本発明の方法は、試
料中の事実上全てのヌクレオソームに結合し且つ検出する方法を提供することは、当業者
には明らかであろう。従って一実施態様において、本発明は、一般的ヌクレオチドを含有
するヌクレオソームが、全て又はほとんどのヌクレオソームが検出されることを確実にす
る様式で測定される、ヌクレオソームそれ自身の検出の新規方法を提供する。
【００６０】
　更なる実施態様において、本発明は、一般的ヌクレオチドを含有するヌクレオソームが
、全て又はほとんどのヌクレオソームに結合されたDNAが検出されることを確実にする様
式で測定される、全てのヌクレオソームに会合されたDNAの検出のための新規方法を提供
する。更に、2種以上のDNA塩基の測定は、そのようなDNA塩基の相対DNA含量の比の測定の
ための基礎を提供するであろう。本発明者らは、試料中の5-メチルシトシン及び5-ヒドロ
キシメチルシトシンの相対レベルに関するそのような比を、図10～14に図示している。本
発明者らのデータは、検出可能な5-メチルシトシン及び5-ヒドロキシメチルシトシンの相
対レベルは、異なる癌型で異なり、且つこれを使用し、そのような癌を区別することがで
きることを示している。他の類似した比も、当該技術分野において有用であろう。例えば
；総ヌクレオソーム結合されたDNAの測定規準(metric)として適切なDNA塩基(又は塩基類)
を測定するために本発明を使用し、且つ別の塩基(例えば；5-メチルシトシン)の相対レベ
ルを決定することにより、本発明の方法は、いずれか特定の塩基を含むDNAの割合(例えば
、試料中でメチル化されているDNAの百分率)を検出することができることは明らかであろ
う。従って、本発明の方法は、試料中の任意の塩基のDNA含量の百分率の測定に関する簡
便且つ迅速な方法を提供する。本方法は、例えば血液試料などの、複数の試料中で素早く
、簡便に使用することができる。本発明の方法を使用し、例えば細胞から抽出されたクロ
マチンの消化により得られた試料を含む、そのようなヌクレオソームが生じる任意の試料
中のヌクレオソーム内のDNA塩基を検出及び測定することができる。本明細書における用
語ヌクレオチドは、非限定的に、糖に会合されたか又はされていない、且つリン酸化を伴
う又は伴わない、プリン、ピリミジン又は任意の他の核酸塩基及び類似分子を含み、且つ
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これらの任意の類似体、誘導体又は模倣体を含むことが意図されていることは、当業者に
は明らかであろう。
【００６１】
　本発明者らは、本発明の方法は、特定のヌクレオチドを含むヌクレオソームに会合され
たDNAの検出及び測定のための成功した方法であること、この方法はまた、ヌクレオソー
ムそれ自身の検出のための方法として巧く使用することができること、並びにこれは、ヌ
クレオソームそれ自身の検出に関して現在の技術の方法よりも優れた方法であること、並
びにこの方法はまた、無細胞系DNAそれ自身の及び無細胞系DNAそれ自身のヌクレオチド組
成の直接検出のための方法として巧く使用することができること、並びにヌクレオソーム
に会合されたDNA及びそのヌクレオチド組成の検出に関して現在の技術の方法よりも優れ
た方法であることを結論付けている。本方法は、複合生物学的媒体及び液体における使用
に関して、迅速で、低コストで且つ好適である。本発明者らは、当該発明の方法は、血液
中のヌクレオソーム及びメチル化されたDNAを含有するヌクレオソームを検出するために
使用することができること、並びにこれは、癌のバイオマーカーとして使用することがで
きることを明らかにしている。当業者には、癌患者から採取された血液試料中に存在する
バイオマーカーは、癌及び上昇した循環ヌクレオソームに関連する他の疾患に関する、広
範な診断及び疾患スクリーニングの目的のための値を有することは、明らかであろう(Hol
denriederらの文献、2001)。
【００６２】
　ヌクレオソームの上昇したレベルは、本発明の方法を用い、健常対象においては認めら
れないことを確認するために、本発明者らは、健常対象20名の血清及び健常ウシ血清中の
ヌクレオチド5-メチルシトシン及び5-ヒドロキシメチルシトシンを含有するヌクレオソー
ムを測定した。本発明の両方のELISA試験に関する血清循環ヌクレオソームの結果は、20
名の健常対象全員について低いか又は検出不能であった。本発明者らはまた、同じ20名の
健常対象から採取された血漿試料中で類似の試験を行い、驚くべきことに、より高いシグ
ナルが認められた。この知見は、予想外であり、本発明者らが現在の技術のヌクレオソー
ムELISA法について認めた結果とは全く異なっている。
【００６３】
　本発明は、多くの癌及び非癌疾患を試験し、且つ試験した全ての疾患の検出に有効であ
ることがわかった。これは、現在の技術のヌクレオソームELISA試験により検出不能であ
る前立腺癌症例(Holdenriederの文献、2001)の検出を含んでいる。本発明は、全て又はほ
とんどの癌の検出に有効であることは、明らかである。本発明の臨床成果は、更なるヌク
レオソーム構造試験の包含、及び存在する異なるヌクレオソーム構造の比の検討により、
更に改善され得ることは、当業者に明らかであろう。
【００６４】
　本発明の一態様に従い、試料中のヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームを検
出及び測定するための、二重抗体、免疫測定的又はサンドイッチ免疫検定の方法が、提供
される。この態様の一実施態様は：
　(i)ヌクレオソームを含有し得る試料を、ヌクレオソームに結合する一次抗体又は他の
バインダーと接触させる工程；
　(ii)ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオチドに結合する二次抗体又は他のバインダー
と接触させる工程；
　(iii)該二次抗体又は他のバインダーの、試料中のヌクレオチドへの結合を検出及び／
又は定量する工程；並びに
　(iv)試料中のヌクレオソームに会合されたヌクレオチド存在の測定値として、当該結合
の存在又は程度を使用する工程：
を含む、免疫検定である。
【００６５】
　第二の実施態様に従い、免疫測定的免疫検定により、試料中のヌクレオチドを含有する
無細胞系ヌクレオソームを検出し且つ測定する方法であって：
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　(i)ヌクレオソームを含有し得る試料を、ヌクレオチドに結合する一次抗体又は他のバ
インダーと接触させる工程；
　(ii)ヌクレオソーム又は試料を、ヌクレオソームに結合する二次抗体又は他のバインダ
ーと接触させる工程；
　(iii)該二次抗体又は他のバインダーの、試料中のヌクレオソームへの結合を検出及び
／又は定量する工程；並びに
　(iv)試料中のヌクレオソームに会合されたヌクレオチド存在の測定値として、当該結合
の存在又は程度を使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００６６】
　多種多様な抗体又は他のバインダーを、ヌクレオソームへ結合するバインダーとして、
本発明において利用することができる。これらは、無傷のヌクレオソーム中で生じ、且つ
遊離のヒストン中では生じないエピトープに結合するよう指向されたバインダー(例えば
；ヌクレオソーム内の2つのヒストンの間の接合部で認められたエピトープ)、及び同じく
一般的ヌクレオソームタンパク質、ヒストン又は核酸のエピトープを含む、任意のヌクレ
オソーム成分へ指向されたバインダーを含む。
【００６７】
　説明された本発明の方法は、バイオセンサー型アッセイ及び例えば米国のForteBio社か
ら市販されている型の非標識アッセイを含む、多種多様な実施態様を含むことは、当業者
には明らかであろう。免疫測定的免疫検定は、被検体に結合する抗体(又は他のバインダ
ー)を利用する。従って結合した被検体は、当初の試験試料中のそのレベル又は濃度の直
接測定として検出される。対照的に「競合」免疫検定は、ある割合の被検体に結合するは
るかに少量の抗体(又は他のバインダー)を使用することが多く、且つ標識された被検体(
又は被検体類似体)の調製品は、結合した被検体画分と遊離の被検体画分(試料被検体と共
に)の間で分配するために利用される。結合した標識された被検体の量は、当初の試料中
の被検体濃度の間接測定として測定される。「競合」免疫検定デザインの変形において、
標識された抗体が、固相被検体(又は被検体類似体)の調製品と一緒に利用される。標識さ
れた抗体の結合は、試料被検体と固相被検体(又は被検体類似体)の間で分配される。固相
被検体(又は被検体類似体)調製品に結合された抗体の量は、試料の被検体濃度の間接測定
として使用される。
【００６８】
　本発明の第三の実施態様に従い、非標識免疫測定的免疫検定による、試料中のヌクレオ
ソームに会合されたヌクレオチドを含む、ヌクレオチドを検出及び測定する方法であって
：
　(i)試料を、ヌクレオチドに結合する抗体又は他のバインダーと接触させる工程；
　(ii)試料中のヌクレオチドへの該抗体又は他のバインダーの結合を検出及び／又は定量
する工程；並びに
　(iii)試料中のヌクレオチドの存在の測定値として、当該結合の存在又は程度を使用す
る工程：
を含む方法が、提供される。
【００６９】
　本発明の第四の実施態様に従い、競合免疫検定により、試料中のヌクレオソームに会合
されたヌクレオチドを含む、ヌクレオチドを検出及び測定する方法であって：
　(i)試料を、ヌクレオチドに結合する抗体又は他のバインダーと接触させる工程；
　(ii)試料中のヌクレオチドへの該抗体又は他のバインダーの結合を検出及び／又は定量
する工程；並びに
　(iii)試料中のヌクレオチドの存在の測定値として、当該結合の存在又は程度を使用す
る工程：
を含む方法が、提供される。
【００７０】
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　これらの本発明の免疫検定法は、DNAの抽出のいかなる必要性も伴わずに、直接ヌクレ
オチド及びヌクレオソームに会合されたヌクレオチドを測定することは、当業者には明ら
かであろう。対照的に、現在の技術のヌクレオチド免疫検定法は、試料からDNAを抽出し
た後に、(ヌクレオソームに会合されない)ヌクレオチドを検出する。本発明の方法は、血
液又はその誘導体を含む、複合した生物学的試料における直接測定に関して、高速性、簡
便性及び好適性の利点を有する。
【００７１】
　本発明の第五の実施態様に従い、試料中の特定のヌクレオチドを含む無細胞系DNAの割
合を検出する方法であって：
　(i)試料中の無細胞系DNAのレベルを検出又は測定する工程；
　(ii)本発明の方法に従い、ヌクレオソームに会合されたヌクレオチドのレベルを検出又
は測定する工程；並びに
　(iii)前記ヌクレオチドを含むDNAの割合を決定するために、2つの測定値を使用する工
程：
を含む方法が、提供される。
【００７２】
　本発明のこの態様の一実施態様に従い；試料中の無細胞系DNAレベル及び関心対象のヌ
クレオチドの両方が、本発明の方法を用いて測定される。別の実施態様において、関心対
象のヌクレオチドは、メチル化されたシトシンヌクレオチドであり、且つこのヌクレオチ
ドを含むDNAの割合は、全般的DNAメチル化の測定を提供する。
【００７３】
　本発明者らは、対象から採取した血液中のヌクレオチドを含有するヌクレオソームの検
出及び測定を、癌を伴う対象を同定し、且つこれらの対象を健常対象から鑑別する診断方
法として使用することができることを示している。更に本発明者らは、異なるヌクレオチ
ド、ヒストン変種及びヒストンPTMのパネルを含むヌクレオソームのパターンは、異なる
癌の間の区別に使用することができることを示している。これは、対象における癌を検出
し、且つ癌陽性対象において癌型間を区別するために使用することができる、癌血液試験
を提供することは、当業者には明らかであろう。本発明の更なる態様に従い、体液中のヌ
クレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームの存在及び／又はレベル若しくは濃度を測
定又は検出し、且つ検出されたレベルを、非限定的に、疾患の臨床診断、疾患型若しくは
亜型の鑑別診断、又は疾患予後、又は疾患再発、或いは治療レジメンに対する対象の感受
性の診断を含む、対象の疾患状態のバイオマーカーとして使用することにより、疾患の存
在を検出又は診断する方法が、提供される。診断試験に使用した体液は、非限定的に、血
液、血清、血漿、尿、脳脊髄液及び他の液体を含むことは、当業者により理解されるであ
ろう。好ましい実施態様において、試料として選択される体液は、血液、血清又は血漿で
ある。体液中のヌクレオソームに会合されたヌクレオチドのアッセイ反応、レベル、濃度
又は量は、例えば、非限定的に、存在する総ヌクレオソームレベルの割合として、又は別
のヌクレオチド若しくはヒストン変種若しくはヒストンPTMを含有するヌクレオソームの
レベルに対する比、又は総DNAのレベルに対する比として、絶対項又は相対項として表す
ことができる。
【００７４】
　本発明の一実施態様において、ヌクレオソームに会合されたヌクレオチド測定は、非限
定的に、疾患の臨床診断、疾患型若しくは亜型の鑑別診断、又は疾患予後、又は疾患再発
、或いは治療レジメンに対する対象の感受性の診断を含む、対象の疾患状態の検出又は診
断のための、試験又は測定の診断パネルの一員として使用される。
【００７５】
　全て又はほとんどの循環無細胞系DNAは、ヌクレオソームに会合されたDNAとして存在す
ることが報告されているので、疾患状態の診断又は検出は、ヌクレオソームに会合された
ヌクレオチドの免疫検定よりもむしろ、又はこれに加えて、生物学的液体中のDNA抽出工
程を伴わない本発明の直接ヌクレオチド免疫検定を使用することによる、ヌクレオチドそ
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れ自身の検出又は測定により、実現され得ることは、当業者に明らかであろう。本発明の
更なる態様に従い、体液中のヌクレオチドの存在及び／又はレベル若しくは濃度を測定又
は検出し、且つ検出されたレベルを、非限定的に、疾患の臨床診断、疾患型若しくは亜型
の鑑別診断、又は疾患予後、又は疾患再発、或いは治療レジメンに対する対象の感受性の
診断を含む、対象の疾患状態のバイオマーカー(試験のパネルの一員としていずれか単独
で)使用することにより、疾患の存在を検出又は診断するための、非抽出ヌクレオチド免
疫検定法が提供される。診断試験に使用される体液は、非限定的に、血液、血清、血漿、
尿、脳脊髄液及び他の液体を含むことは、当業者により理解されるであろう。好ましい実
施態様において、試料として選択される体液は、血液、血清又は血漿である。体液中のヌ
クレオチドのアッセイ反応、レベル、濃度又は量は、例えば、非限定的に、存在する総ヌ
クレオソームレベルの割合として、又は別のヌクレオチド若しくはヒストン変種若しくは
ヒストンPTMのレベルに対する比、又は総DNAのレベルに対する比として、絶対項又は相対
項として表すことができる。
【００７６】
　本発明の更なる態様に従い、細胞中のヌクレオチドを含有するヌクレオソームの存在及
び／又はレベルを検出又は測定する方法であって：
　(i)細胞からクロマチンを単離する工程；
　(ii)該クロマチンを破壊し、モノヌクレオソーム及び／又はオリゴヌクレオソームを形
成する工程；並びに
　(iii)本発明の免疫検定法により、モノヌクレオソーム及び／又はオリゴヌクレオソー
ム中のヌクレオチドの存在を検出又は測定する工程：
を含む方法が、提供される。
【００７７】
　クロマチンからモノヌクレオソーム及び／又はオリゴヌクレオソームを作製する方法は
、当該技術分野において周知であり、且つ酵素消化及び音波処理を含む(Daiらの文献、20
11)。一実施態様において、本方法による検出のために選択されたヌクレオチドは、全て
の又はほとんどの無傷のヌクレオソーム中に生じる、一般に生じるヌクレオチドであり、
ヌクレオソームそれ自身の検出又は測定の方法を提供する。別の実施態様において、本方
法による検出のために選択されたヌクレオチドは、全ての又はほとんどの無傷のヌクレオ
ソーム中に生じる、一般に生じるヌクレオチドであり、ヌクレオソーム結合したDNAの検
出又は測定の方法を提供する。
【００７８】
　説明された細胞又は組織中のヌクレオソームに会合されたヌクレオチドを検出する方法
は、IHC、或いは制限消化及び最短距離分析、若しくはクロルアセトアルデヒドを使用す
る蛍光アッセイ、又は非メチル化CpGの量を算出するためのトリチウム-標識されたS-アデ
ノシルメチオニンと組合せてDNAメチル基転移酵素を使用する全てのCpG部位のメチル化に
よるインバース決定、又は、高速液体クロマトグラフィー、薄層クロマトグラフィー、若
しくは液体クロマトグラフィーとそれに続く質量分析による分析のためのDNAの単独ヌク
レオチドへの消化による、細胞から抽出されたDNA中のヌクレオチドの検出を含む、現在
使用されている方法に優る利点を有することは、当業者により理解されるであろう。特定
のヌクレオソームに会合されたヌクレオチドのレベル、濃度又は量は、例えば、存在する
総ヌクレオソームレベルの割合として、又は別のヌクレオチド若しくはヒストン変種若し
くはヒストンPTMを含有するヌクレオソームのレベルに対する比、又は総DNAのレベルに対
する比として、絶対項又は相対項として表すことができる。
【００７９】
　本発明の任意の態様に関する用語抗体、バインダー又はリガンドは、限定されるもので
はないが、特定の分子又は実体に結合することが可能である任意のバインダーを含むこと
が意図されていること、並びに任意の好適なバインダーを本発明の方法において使用する
ことができることは、当業者に明らかであろう。同じく、用語ヌクレオソームは、液体媒
体中で分析することができるモノヌクレオソーム及びオリゴヌクレオソーム及びそのよう
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なクロマチン断片を含むことが意図されていることも明らかであろう。
【００８０】
　本発明の別の態様に従い、ヌクレオチド若しくはそれらの部分成分、又はヌクレオソー
ム若しくはそれらの部分成分の構造／形状の模倣体に特異的なリガンド又はバインダーを
、本明細書に規定したいずれかの方法に従うキットの使用説明書と一緒に備える、ヌクレ
オソームの検出又は測定のためのキットが提供される。
【００８１】
　本発明の更なる態様に従い、ヌクレオチド若しくはそれらの部分成分、又はヌクレオチ
ド若しくはそれらの部分成分の構造／形状の模倣体に特異的なリガンド又はバインダーを
、本明細書に規定したいずれかの方法に従うキットの使用説明書と一緒に備える、ヌクレ
オチドを含有するヌクレオソームの検出又は測定のためのキットが提供される。
【００８２】
　本発明の別の態様に従い、動物又はヒトにおける疾患状態を検出又は診断するために、
ヌクレオソームに会合されたヌクレオチドバイオマーカー又はヌクレオチドバイオマーカ
ーを同定する方法であって：
　(i)罹患対象の体液中の、ヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームのレベルを
検出又は測定する工程；
　(ii)対照対象の体液中の、ヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームのレベルを
検出又は測定する工程；並びに
　(iii)ヌクレオチドが、その疾患のバイオマーカーとして有用であるかどうかを同定す
るために、罹患対象及び対照対象において検出されたレベル間の差異を使用する工程：
を含む方法が、提供される。
【００８３】
　対照対象は、例えば、その疾患を罹患していないことがわかっている対象を含んでよい
か、又は異なる疾患を伴う対象であってよい(例えば；鑑別診断の検査のために)など様々
なことを基に選択され得ることは、当業者には明らかであろう。
【００８４】
　本発明の更なる態様に従い、罹患した動物又はヒト対象の予後の評価のために、ヌクレ
オソームに会合されたヌクレオチドバイオマーカー又はヌクレオチドバイオマーカーを同
定する方法であって：
　(i)罹患対象の体液中のヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームのレベルを検
出又は測定する工程；並びに
　(ii)罹患対象の体液中で検出されたヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームの
レベルを、該対象の疾患転帰と相関させる工程：
を含む方法が、提供される。
【００８５】
　本発明の更なる態様に従い、治療を必要とする罹患した動物又はヒト対象のための治療
レジメンの選択に使用されるべきヌクレオチドバイオマーカーを同定する方法であって：
　(i)罹患対象の体液中のヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームのレベルを検
出又は測定する工程；並びに
　(ii)罹患対象の体液中のヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームのレベルを、
それらの対象における治療レジメンの認められた有効性と相関させる工程：
を含む方法が、提供される。
【００８６】
　本発明の更なる態様に従い、罹患した動物又はヒト対象の治療をモニタリングするため
に使用されるべきヌクレオソームに会合されたヌクレオチドバイオマーカー又はヌクレオ
チドバイオマーカーを同定する方法であって：
　(i)罹患対象の体液中の、ヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソームのレベルを
検出又は測定する工程；
　(ii)対象の疾患進行時、1回以上にわたり、該検出又は測定を反復する工程；並びに



(23) JP 2014-531573 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

　(iii)罹患対象の体液中に検出されたヌクレオチドを含有する無細胞系ヌクレオソーム
のレベルを、対象における疾患進行と相関させる工程：
を含む方法が、提供される。
【００８７】
　本発明の更なる態様に従い、本明細書において規定された方法により同定されたバイオ
マーカーが提供される。
【００８８】
　免疫検定法により、他の部分を含む複合体の一部を構成する部分の存在を検出すること
ができることは、当該技術分野において公知であろう。ヌクレオチドを含有する無細胞系
ヌクレオソームは、生物学的液体中のヌクレオチド自身の直接免疫検定が関与する手順に
より、血液、血漿、血清及び尿を含む生物学的液体中に検出され得ることは、当業者には
明らかであろう。この手順において、ヌクレオチド上に存在するエピトープに対する抗体
を利用する単独抗体免疫検定、又はヌクレオチド上に存在する2つのエピトープに対する2
つの抗体を利用する2-サイト免疫検定が、ヌクレオソーム内のヌクレオチドの存在を検出
するために使用される。従って本発明の別の実施態様において、ヌクレオソーム内に含有
されるヌクレオチドは、ヌクレオチドに関する免疫検定法の使用により、血液、血漿、血
清及び尿を含む生物学的液体中で、直接検出される。
【００８９】
　従って本発明の一実施態様において、ヌクレオソームに会合されたヌクレオチドは、ヌ
クレオチドに関する免疫検定を使用し、血液、血漿、血清及び尿を含む生物学的液体中に
、予め抽出することなく、直接検出される。
【００９０】
　本発明の更なる態様は、バイオマーカーに特異的に結合することが可能である、天然の
又は化学的に合成された化合物などの、リガンド又はバインダーを提供する。本発明のリ
ガンド又はバインダーは、バイオマーカーに特異的に結合することが可能である、ペプチ
ド、抗体若しくはそれらの断片、又はプラスチック抗体などの合成リガンド、又はアプタ
マー若しくはオリゴヌクレオチドを含んでよい。この抗体は、バイオマーカーに特異的に
結合することが可能である、モノクローナル抗体又はそれらの断片であることができる。
本発明のリガンドは、ルミネセンス、蛍光、酵素又は放射性マーカーなどの検出可能なマ
ーカーにより標識されてよく；或いは又は加えて、本発明のリガンドは、親和性タグ、例
えばビオチン、アビジン、ストレプトアビジン若しくはHis(例えばhexa-His)タグにより
標識されてよい。或いは、リガンド結合は、非標識技術、例えばForteBio社の技術を用い
、決定されてよい。
【００９１】
　本発明のバイオセンサーは、バイオマーカーに対する抗体に特異的に結合することが可
能である、バイオマーカー又はそれらの構造／形状の模倣体を含んでよい。同じく、本明
細書記載のリガンド又は模倣体を含むアレイも提供される。
【００９２】
　同じく本発明により、天然の又は化学的に合成されることができ、且つ好適にはペプチ
ド、抗体若しくはそれらの断片、アプタマー若しくはオリゴヌクレオチドである、本明細
書記載のような1種以上のリガンドの使用、又はそのバイオマーカーを検出及び／又は定
量するための、本発明のバイオセンサー、若しくは本発明のアレイ、若しくは本発明のキ
ットの使用が提供される。これらの使用において、検出及び／又は定量は、本明細書記載
のように生物学的試料について実行することができる。
【００９３】
　診断又はモニタリング用キットが、本発明の方法を実行するために提供される。そのよ
うなキットは好適には、バイオマーカーの検出及び／若しくは定量のための、本発明のリ
ガンド、並びに／又はバイオセンサー、並びに／又は本明細書記載のアレイを、任意にこ
のキットの使用説明書と一緒に含むであろう。
【００９４】
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　本発明の更なる態様は、本明細書記載の1種以上のバイオマーカーを検出及び／又は定
量することが可能であるバイオセンサーを含む、疾患状態の存在を検出するためのキット
である。
【００９５】
　疾患の存在を検出するためのバイオマーカーは、その障害の進行を遅延又は停止する新
規標的及び薬物分子の発見に必須の標的である。バイオマーカーのレベルは、障害及び薬
物反応の指標であるので、このバイオマーカーは、インビトロアッセイ及び／又はインビ
ボアッセイにおける新規治療的化合物の同定に有用である。本発明のバイオマーカーは、
バイオマーカーの活性を変更する化合物のスクリーニング法において利用することができ
る。
【００９６】
　従って本発明の更なる態様において、本発明のペプチド、抗体若しくはそれらの断片又
はアプタマー若しくはオリゴヌクレオチドであることができる、記載のようなバインダー
又はリガンドの使用；或いは、バイオマーカーの生成を促進及び／又は抑制することが可
能である物質を同定するための、本発明のバイオセンサー、又は本発明のアレイの使用；
或いは、本発明のキットが提供される。
【００９７】
　同じく、対象におけるバイオマーカーの生成を促進又は抑制することが可能である物質
を同定する方法であって、試験物質を、対象動物へ投与すること、並びに対象由来の試験
試料中に存在するバイオマーカーのレベルを検出及び／又は定量することを含む方法が、
提供される。
【００９８】
　用語「バイオマーカー」は、プロセス、事象、又は状態の別個の生物学的指標又は生物
学的に誘導された指標を意味する。バイオマーカーは、診断、例えば臨床スクリーニング
、及び予後判定の方法及び療法の結果のモニタリング、特定の治療的処置に対し最も反応
する可能性がある患者の同定、薬物のスクリーニング及び開発において、使用することが
できる。バイオマーカー及びそれらの使用は、新規薬物治療の同定にとって、及び薬物治
療の新規標的の発見にとって価値がある。
【００９９】
　本明細書において使用される用語「検出する」及び「診断する」は、疾患状態の同定、
確認、及び／又は特徴決定を包含している。本発明の検出、モニタリング及び診断の方法
は、疾患の存在を確認するため、開始及び進行を評価することにより疾患の発症をモニタ
リングするため、又は疾患の改善若しくは退縮を評価するために有用である。検出、モニ
タリング及び診断の方法はまた、臨床スクリーニング、予後、療法選択、治療的恩恵の評
価、すなわち薬物スクリーニング及び創薬に関する、評価方法においても有用である。
【０１００】
　有効性診断及びモニタリングの方法は、正確な診断を確立し、最も適切な治療の迅速な
同定を可能にし(従って有害な薬物副作用への不要な曝露の減少)、且つ再発率を低下する
ことにより、改善された予後の可能性を伴う非常に強力な「患者解決策(patient solutio
ns)」を提供する。
【０１０１】
　一実施態様において、該バイオマーカーは、腫瘍細胞から放出される。従って本発明の
更なる態様に従い、(i)腫瘍細胞に会合された又は腫瘍細胞から放出された生物学的試料
中のバイオマーカーを測定する工程、並びに(ii)該バイオマーカーのレベルが、腫瘍のサ
イズ、病期、攻撃性又は播種度に関連していることを明らかにする工程を含む、腫瘍成長
を検出する方法が提供される。
【０１０２】
　増大した細胞代謝回転、細胞死及びアポトーシスは、増加した無細胞系ヌクレオソーム
の循環レベルに繋がることは公知である(Holdenriederらの文献、2001)。循環する無細胞
系ヌクレオソームのレベルは、非特異的指標であり、且つ炎症疾患、非常に多様な良性及
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び悪性の状態、自己免疫疾患に加え、外傷又は虚血に続発を含む、多種多様な状態におい
て起こる(Holdenriederらの文献、2001)。本発明は、循環ヌクレオソームが対象において
認められる多様な疾患領域における適用を有することは、当業者には明らかであろう。こ
れらは、非限定的に、外傷(例えば；重度の損傷又は手術)、極端な運動(例えばマラソン
の走り)、脳卒中及び心臓発作、敗血症又は他の重篤な感染症及び子宮内膜症を含む。本
発明者らは、ヌクレオソームレベルを測定し、且つ心筋症、全身性紅斑性狼瘡、潰瘍性大
腸炎、慢性閉塞性肺疾患、クローン病及び関節リウマチを含む、多様なそのような疾患に
おけるそれらのヌクレオチド及びヒストン構造の変動性を調べるために、本発明の免疫検
定法を使用し、且つこれらを健常対象の結果と比較している。本発明者らは、これらの疾
患全てにおいて、ヌクレオソームを検出し、且つそれらの相対構造(ヒストン及びヌクレ
オチド組成に関して)を決定することができる。当該発明の方法は、現在のヌクレオソー
ムELISA法よりも広範なヌクレオソームの検出が可能であるので、本発明の方法は、多種
多様な癌及び非癌疾患領域における適用を有する。
【０１０３】
　本発明の免疫検定は、放射性、酵素、蛍光、時間分解された蛍光及び粒子標識物を含む
多様な標識物の種類による、酵素検出法(例えばELISA)を利用する免疫測定アッセイ、蛍
光標識免疫測定アッセイ、時間分解蛍光標識免疫測定アッセイ、化学発光免疫測定アッセ
イ、免疫比濁アッセイ、粒子標識免疫測定アッセイ及び免疫放射線測定アッセイ、並びに
標識抗原及び標識抗体の競合免疫検定法を含む競合免疫検定法を含む。該免疫検定法は全
て、当該技術分野において周知であり、例えば、Salgameらの文献、1997及びvan Nieuwen
huijzeらの文献、2003を参照されたい。
【０１０４】
　一実施態様において、該生物学的試料は、体液を含む。例えば、本発明の方法において
試験することができる生物学的試料は、脳脊髄液(CSF)、全血、血液の血清、血漿、月経
血、子宮内膜の液体、尿、唾液、又は他の体液(糞便、涙液、滑液、痰)、例えば濃縮され
た呼気(condensed breath)のような呼気、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。生物学的試料はまた、生存対象由来の標本、又は剖検時に採取さ
れた標本を含む。試料は、例えば、適切に希釈又は濃縮など調製することができ、且つ通
常の様式で貯蔵される。
【０１０５】
　一実施態様において、本発明の方法は、複数回反復される。この実施態様は、検出結果
が経時的にモニタリングされることを可能にするという利点を提供する。そのような設定
は、疾患状態の治療の有効性をモニタリング又は評価する上での恩恵を提供するであろう
。そのような本発明のモニタリング方法を使用し、発症、進行、安定化、改善、再発及び
／又は寛解をモニタリングすることができる。
【０１０６】
　従って、本発明はまた、該対象由来の生物学的試料中に存在するバイオマーカーを検出
及び／又は定量することを含む、そのような疾患を有する疑われる対象における疾患状態
に関する療法の有効性をモニタリングする方法を提供する。モニタリング法において、試
験試料は、2回以上にわたって採取されてよい。本方法は更に、試験試料中に存在するバ
イオマーカーのレベルを、1以上の対照と比較すること、並びに／又は同じ試験対象から
より早い時点で、例えば療法の開始前に採取された、及び／若しくは療法のより早い段階
にある同じ試験対象から採取された、1以上の以前の試験試料と比較することを含んでよ
い。この方法は、異なる機会に採取された試験試料中のバイオマーカーの性質又は量の変
化を検出することを含んでよい。
【０１０７】
　従って本発明の更なる態様に従い、ヒト又は動物対象における疾患状態に関する療法の
有効性をモニタリングする方法であって：
　(i)本明細書に規定されたバイオマーカーの量を定量する工程；並びに
　(ii)試験試料中の該バイオマーカーの量を、1以上の対照及び／又は同じ試験対象から
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より早い時点で採取した1以上の以前の試験試料中に存在する量と比較する工程：
を含む方法が、提供される。
【０１０８】
　試験試料中のバイオマーカーのレベルの同じ試験対象からより早い時点で採取した以前
の試験試料中のレベルに対する変化は、障害又は疑われる障害に対する、該療法の、例え
ば安定化又は改善などの有益な作用の指標であり得る。更に一旦治療が完了すると、疾患
の再発をモニタリングするために、本発明の方法が定期的に反復されてよい。
【０１０９】
　療法の有効性をモニタリングする方法は、ヒト対象及び非ヒト動物(例えば動物モデル)
において、現存する療法及び新規療法の治療的効果をモニタリングするために使用するこ
とができる。これらのモニタリング法は、新規薬効物質及び物質の組合せのスクリーニン
グに組み込むことができる。
　更なる実施態様において、素早く作用する療法に起因した、より迅速な変化のモニタリ
ングを、数時間又は数日の短い間隔で行うことができる。
【０１１０】
　本発明の更なる態様に従い、疾患状態の存在を検出するためにバイオマーカーを同定す
る方法が提供される。本明細書において使用される用語「同定する」とは、生物学的試料
中に存在するバイオマーカーの存在を確認することを意味する。試料中に存在するバイオ
マーカーの量の定量は、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んで
よい。同定及び／又は定量は、試料について直接的に、又はそれらからの抽出物若しくは
それらの希釈物について間接的に実行することができる。
【０１１１】
　本発明の代替の態様において、バイオマーカーの存在は、バイオマーカーに反応して対
象の体により生成される、バイオマーカーに特異的に結合することが可能である、従って
疾患状態を有する対象に由来する生物学的試料中に存在する、抗体又はそれらの断片の検
出及び／又は定量により評価される。
【０１１２】
　同定及び／又は定量は、患者由来の生物学的試料中の又は生物学的試料の精製物若しく
は抽出物若しくはそれらの希釈物中の、特異的タンパク質の存在及び／又は量を同定する
のに適した任意の方法により実行することができる。本発明の方法において、定量は、1
又は複数の試料中のバイオマーカーの濃度を測定することにより実行することができる。
本発明の方法により試験され得る生物学的試料は、本明細書において先に規定されたもの
を含む。試料は、例えば、適切に希釈又は濃縮など調製されることができ、且つ通常の様
式で貯蔵される。
【０１１３】
　バイオマーカーの同定及び／又は定量は、バイオマーカー又はそれらの断片、例えばC-
末端切断を伴う断片、又はN-末端切断を伴う断片の検出により実行することができる。断
片は、好適には、長さが4個よりも大きいアミノ酸、例えば、長さが5、6、7、8、9、10、
11、12、13、14、15、16、17、18、19、又は20個のアミノ酸である。特にヒストンテール
の配列と同じ又は関連した配列のペプチドが、特に有用なヒストンタンパク質の断片であ
ることは、注目される。
【０１１４】
　前記バイオマーカーは、例えば、SELDI又はMALDI-TOFにより、直接的に検出されてよい
。或いは、バイオマーカーは、抗体若しくはそれらのバイオマーカー-結合断片、又は他
のペプチドなどの、1又は複数のリガンドとの相互作用、或いは例えばバイオマーカーに
特異的に結合することが可能であるアプタマー又はオリゴヌクレオチドなどのリガンドと
の相互作用を介して、直接的に又は間接的に検出されてよい。リガンド又はバインダーは
、ルミネセント、蛍光又は放射性標識などの、検出可能な標識、及び／又は親和性タグを
有することができる。
【０１１５】



(27) JP 2014-531573 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

　例えば、検出及び／又は定量は、SELDI(-TOF)、MALDI(-TOF)、1-Dゲル-ベース分析、2-
Dゲル-ベース分析、質量分析(MS)、逆相(RP)LC、サイズ透過(ゲル濾過)、イオン交換、ア
フィニティ、HPLC、UPLC及び他のLC又はLC MS-ベースの技術からなる群から選択される1
種以上の方法により、実行することができる。適切なLC MS技術は、ICAT(登録商標)(Appl
ied Biosystems社、CA、米国)、又はiTRAQ(登録商標)(Applied Biosystems社、CA、米国)
を含む。液体クロマトグラフィー(例えば、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)又は低速
液体クロマトグラフィー(LPLC))、薄層クロマトグラフィー、NMR(核磁気共鳴)分光法も、
使用することができる。
【０１１６】
　本発明に従う診断又はモニタリングの方法は、バイオマーカーの存在又はレベルを検出
するために、SELDI TOF又はMALDI TOFにより試料を分析することを含んでよい。これらの
方法は同じく、臨床スクリーニング、予後、療法の結果のモニタリング、特定の治療的処
置に対し最も反応する可能性がある患者の同定、薬物スクリーニング及び創薬、並びに薬
物治療に関する新規標的の同定に適している。
【０１１７】
　被検体バイオマーカーの同定および／または定量は、バイオマーカーに特異的に結合す
ることが可能である抗体、又はそれらの断片が関与する、免疫学的方法を用いて実行され
てよい。好適な免疫学的方法は、被検体バイオマーカーの検出が被検体バイオマーカー上
の異なるエピトープを認識する2種の抗体を用いて実行される、サンドイッチELISAなどの
、サンドイッチ免疫検定；放射免疫測定(RIA)、直接的、間接的又は競合酵素結合免疫吸
着アッセイ(ELISA)、酵素免疫検定(EIA)、蛍光免疫検定(FIA)、ウェスタンブロット、免
疫沈降及び任意の粒子-ベースの免疫検定(例えば、金、銀、若しくはラテックス粒子、磁
気粒子、又はQ-dotsを使用する)を含む。免疫学的方法は、例えば、マイクロタイタープ
レート又はストリップフォーマットにおいて実行されてよい。
【０１１８】
　一実施態様において、1種以上のバイオマーカーを、生物学的経路において該バイオマ
ーカーの上流又は下流に認められる分子、又は分子の測定可能な断片と置き換えることが
できる。
【０１１９】
　疾患に特異的な重要なバイオマーカーの同定は、診断手順と治療レジメンの統合の中心
である。予測的バイオマーカーを使用し、バイオセンサーなどの適切な診断ツールを開発
することができ；従って、本発明の方法及び使用において、同定及び定量を、バイオセン
サー、マイクロ分析システム、マイクロ操作システム、マイクロ分離システム、イムノク
ロマトグラフィーシステム又は他の好適な分析装置を用いて、実行することができる。バ
イオセンサーは、これらのバイオマーカーの検出のための免疫学的方法、電気技術、熱技
術、磁気技術、光学技術(例えばホログラム)又は音響技術を組み込んでよい。そのような
バイオセンサーを使用し、生物学的試料中に認められる予測された濃度で標的バイオマー
カーを検出することが可能である。
【０１２０】
　本明細書において使用される用語「バイオセンサー」は、バイオマーカーの存在を検出
することが可能であるいずれかを意味する。バイオセンサーの例は、本明細書に記載され
ている。
　本発明のバイオセンサーは、バイオマーカーへの特異的結合が可能である本明細書記載
のリガンドバインダー又はリガンドを含んでよい。そのようなバイオセンサーは、本発明
のバイオマーカーの検出及び／又は定量において有用である。
【０１２１】
　本発明のバイオマーカーは、「スマート」ホログラム、又は高周波音響システムを基に
したバイオセンサー組み入れ技術を用いて検出することができ、そのような技術は特に「
バーコード」又はアレイ構成に適している。
【０１２２】
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　スマートホログラムセンサー(Smart Holograms社、Cambridge、英国)において、ホログ
ラフィー像は、バイオマーカーと特異的に反応するように増感されている薄いポリマーフ
ィルム上に保存される。露光時に、バイオマーカーはポリマーと反応し、ホログラムによ
り表示された画像の変化に繋がる。この試験結果の読み取りは、輝度(optical brightnes
s)、画像、色及び／又は画像の位置における変化であることができる。定性的及び半定量
的適用のためには、センサーホログラムは、肉眼により読み取ることができ、従って検出
装置が不要となる。定量的測定値が必要である場合は、簡単な色センサーを使用し、シグ
ナルを読み取ることができる。試料の不透明性又は色は、このセンサーの操作とは干渉し
ない。このセンサーのフォーマットは、いくつかの物質の同時検出のための多重化(multi
plexing)を可能にする。可逆センサー及び不可逆センサーを、様々な必要要件に合致する
ように設計することができ、且つ関心対象の特定のバイオマーカーの連続モニタリングが
実現可能である。
【０１２３】
　好適には、本発明の1種以上のバイオマーカーの検出のためのバイオセンサーは、生体
分子認識を、試料中のバイオマーカーの存在の検出又は定量をシグナルへ変換するのに適
切な手段と組合せている。バイオセンサーは、例えば病棟、外来患者部門、手術室、自宅
、野外及び職場など、「代替場所」での診断試験のために適合させることができる。
【０１２４】
　本発明の1種以上のバイオマーカーを検出するためのバイオセンサーは、音響センサー
、プラズモン共鳴センサー、ホログラフィーセンサー、バイオ-レーヤー干渉(BLI)センサ
ー及びマイクロ操作センサーを含む。インプリンティング認識エレメント、薄膜トランジ
スタ技術、磁気音響共振装置及び他の新規音響-電気システムを、本発明の1種以上のバイ
オマーカーの検出のためのバイオセンサーにおいて利用してよい。
【０１２５】
　本発明の1種以上のバイオマーカーの同定及び／又は定量に関与する方法は、卓上装置
において実行することができるか、或いは例えば医師の診療所又は患者のベッド脇など、
非実験室環境で使用することができる、使い捨ての診断又はモニタリング用のプラットフ
ォームに組み込むことができる。本発明の方法を実行するのに適したバイオセンサーは、
光学リーダー又は音響リーダーを備える、「クレジット(credit)」カードを含む。バイオ
センサーは、収集されたデータが、解釈のために医師に電送されることを可能にするよう
に構成することができ、従ってe-医療(e-medicine)の基礎を形成することができる。
【０１２６】
　疾患状態の存在の診断及びモニタリングのための診断用キットが、本明細書に説明され
ている。一実施態様において、このキットは追加的に、バイオマーカーの同定及び／又は
定量が可能であるバイオセンサーを含む。本発明のキットは好適なことに、バイオマーカ
ー又はバイオマーカーの構造／形状の模倣体に特異的な、リガンドバインダー、又はリガ
ンド、1種以上の対照、1種以上の試薬及び1種以上の消耗品の群から選択される1種以上の
成分を；任意に、本明細書に規定される方法のいずれかに従うキットの使用説明書と一緒
に、含んでよい。
【０１２７】
　疾患状態に関するバイオマーカーの同定は、診断手順と治療レジメンの統合を可能にす
る。本発明のバイオマーカーの検出は、臨床試験への対象の参加前の、対象のスクリーニ
ングに使用することができる。これらのバイオマーカーは、治療反応、反応不良、好まし
くない副作用プロファイル、服薬遵守の程度及び適切な血清薬物レベルの達成を示す手段
を提供する。これらのバイオマーカーを使用し、有害な薬物反応の警告を提供することが
できる。反応の評価は、用量の微調整、処方薬の数の最小化、有効な療法への到達の遅延
の減少、及び有害薬物反応の回避に使用することができるので、バイオマーカーは、個人
化された療法の開発において有用である。従って、本発明のバイオマーカーをモニタリン
グすることにより、患者の管理(care)を、患者の障害及び薬理ゲノミクスプロファイルに
より決まる必要性と合致するように正確に作ることができ、従ってこのバイオマーカーを
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使用し、適量まで漸増し、陽性治療反応を予測し、且つ重度の副作用のリスクが高いそれ
らの患者を同定することができる。
【０１２８】
　バイオマーカー-ベースの試験は、「新規」患者の第一線の評価を提供し、且つ現在の
測定を用いては達成され得ない、正確で迅速な診断のための客観的測定を提供する。
　更に、診断用バイオマーカー試験は、軽度の又は無症候性の疾患を伴うか、或いは症候
性疾患を発症するリスクの高い、家族の一員又は患者を同定するために有用である。この
ことは、適切な療法の開始、又は予防的対策、例えばリスク因子の管理を可能にする。こ
れらの方策は、転帰を改善し、且つ該障害の顕性の発症を防止することができることが認
められる。
【０１２９】
　バイオマーカーモニタリング法、バイオセンサー及びキットはまた、再発が、該障害の
増悪に起因するかどうかを医師が決定することを可能にするための、患者をモニタリング
するツールとしても不可欠である。薬学的治療が不適切であると評価される場合は、療法
を復元若しくは増加することができ；適切ならば、療法が変更される。これらのバイオマ
ーカーが該障害の状態に感受性がある場合、これらは、薬物療法の影響の指標を提供する
。
【実施例】
【０１３０】
　本発明はここで、下記の非限定的実施例を参照し、例示される。
（実施例1）
　ヌクレオソーム内のDNA及びタンパク質が安定のために架橋されている(その調製品中に
存在する全てのヒストンが無傷のヌクレオソーム中に組み込まれていることを確実にする
ため)MCF7細胞から抽出されたクロマチンの消化により生成された市販のヌクレオソーム
調製品を、無傷のヌクレオソームに結合する固相抗-ヒストン捕獲抗体、及びビオチン化
されたモノクローナル抗-5-メチルシトシン検出抗体を使用する、ヌクレオソームに会合
されたヌクレオチド5-メチルシトシンに関するELISA法を用い、メチル化されたDNAについ
てアッセイした。ヌクレオソーム試料を、ウシ胎仔血清中に連続希釈し、且つELISAにお
いて2つ組で試験した。未希釈のウシ胎仔血清もまた、無細胞系ヌクレオソームを含有し
ない対照試料として、ELISAにおいて試行した。アッセイ法は、下記に従う：0.1Mリン酸
緩衝液(pH7.4)中の抗-ヒストン抗体の溶液を、マイクロタイターウェルに添加し(100μL/
ウェル)、4℃で一晩インキュベーションし、ウェルを捕獲抗体により被覆した。過剰な抗
-ヒストン抗体をデカントした。ウシ血清アルブミン(20g/L)の溶液をウェルへ添加し(200
μL/ウェル)、室温で30分間インキュベーションし、ウェル上の過剰なタンパク質結合部
位をブロックした。過剰なウシ血清アルブミン溶液をデカントし、これらのウェルを、洗
浄緩衝液(200μL/ウェル、1％Tween 20を含有する0.05Mトリス/HCl緩衝液(pH7.5))により
3回洗浄した。試料(10μL/ウェル)及びアッセイ緩衝液(50μL/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置換体(substitute)を含有する0.05M
トリス/HCl(pH7.5))を、ウェルへ添加し、室温で90分間、穏やかに攪拌しながらインキュ
ベーションした。試料とアッセイ緩衝液の混合物をデカントし、ウェルを、洗浄緩衝液(2
00μL/ウェル)により3回洗浄した。ビオチン化された抗-5-メチルシトシン検出抗体の溶
液を添加し(50μL/ウェル)、且つ穏やかに攪拌しながら、室温で90分間インキュベーショ
ンした。過剰な検出抗体をデカントし、再度ウェルを、洗浄緩衝液(200μL/ウェル)によ
り3回洗浄した。ストレプトアビジン－ホースラディッシュペルオキシダーゼ複合体を含
有する溶液を添加し(50μL/ウェル)、且つ穏やかに攪拌しながら、室温で30分間インキュ
ベーションした。過剰な複合体をデカントし、ウェルを、洗浄緩衝液(200μL/ウェル)に
より3回洗浄した。呈色基質溶液(100μL/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)を添加し、穏やかに攪拌しながら、室温で20分
間インキュベーションした。ウェルの光学密度(OD)を、標準マイクロタイタープレートリ
ーダーを用い、波長405nmで測定した。ヌクレオソームに会合された抗-5-メチルシトシン
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濃度を増加することにより増加する色の用量反応曲線が認められ、5-メチルシトシン非存
在(ウシ胎仔血清)下では、低いバックグラウンドシグナルが認められた。陽性ELISAシグ
ナルは、(i)この捕獲抗体は、試料中のヒストンに結合し、且つ(ii)検出抗体は、DNAの5-
メチルシトシン成分に結合するので、ELISAにより検出された5-メチルシトシンは、ヒス
トンタンパク質及びDNAの両方を含有する無傷のヌクレオソーム内に組み込まれているこ
とを指摘している。これらの結果は、図1に示している。
【０１３１】
（実施例2）
　ヌクレオソーム内のDNA及びタンパク質が安定のために架橋されているA375細胞から抽
出されたクロマチンの消化により生成された市販のヌクレオソーム調製品(その調製品中
に存在する全てのヒストンが無傷のヌクレオソーム中に組み込まれていることを確実にす
るため)を、無傷のヌクレオソームに結合する固相抗-ヒストン捕獲抗体、及びビオチン化
されたモノクローナル抗-5-ヒドロキシメチルシトシン検出抗体を使用する、ヌクレオソ
ームに会合されたヌクレオチド5-ヒドロキシメチルシトシンに関するELISA法を用い、5-
ヒドロキシメチル化されたDNAについてアッセイした。ヌクレオソーム試料を、ウシ胎仔
血清中に連続希釈し、且つELISAにおいて2つ組で試験した。未希釈のウシ胎仔血清もまた
、無細胞系ヌクレオソームを含有しない対照試料として、ELISAにおいて試行した。アッ
セイ法は、下記に従う：0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)中の抗-ヒストン抗体の溶液を、マイク
ロタイターウェルに添加し(100μL/ウェル)、4℃で一晩インキュベーションし、ウェルを
捕獲抗体により被覆した。過剰な抗-ヒストン抗体をデカントした。ウシ血清アルブミン(
20g/L)の溶液をウェルへ添加し(200μL/ウェル)、室温で30分間インキュベーションし、
ウェル上の過剰なタンパク質結合部位をブロックした。過剰なウシ血清アルブミン溶液を
デカントし、これらのウェルを、洗浄緩衝液(200μL/ウェル、1％Tween 20を含有する0.0
5Mトリス/HCl緩衝液(pH7.5))により3回洗浄した。試料(10μL/ウェル)及びアッセイ緩衝
液(50μL/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
置換体を含有する0.05Mトリス/HCl(pH7.5))を、ウェルへ添加し、室温で90分間、穏やか
に攪拌しながらインキュベーションした。試料とアッセイ緩衝液の混合物をデカントし、
ウェルを、洗浄緩衝液(200μL/ウェル)により3回洗浄した。ビオチン化された抗-5-ヒド
ロキシメチルシトシン検出抗体の溶液を添加し(50μL/ウェル)、且つ穏やかに攪拌しなが
ら、室温で90分間インキュベーションした。過剰な検出抗体をデカントし、再度ウェルを
、洗浄緩衝液(200μL/ウェル)により3回洗浄した。ストレプトアビジン－ホースラディッ
シュペルオキシダーゼ複合体を含有する溶液を添加し(50μL/ウェル)、且つ穏やかに攪拌
しながら、室温で30分間インキュベーションした。過剰な複合体をデカントし、ウェルを
、洗浄緩衝液(200μL/ウェル)により3回洗浄した。呈色基質溶液(100μL/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)を添加し、穏
やかに攪拌しながら、室温で20分間インキュベーションした。ウェルの光学密度(OD)を、
標準マイクロタイタープレートリーダーを用い、波長405nmで測定した。ヌクレオソーム
に会合された5-ヒドロキシメチルシトシン濃度を増加することにより増加する色の用量反
応曲線が認められ、5-ヒドロキシメチルシトシン非存在(ウシ胎仔血清)下では、低いバッ
クグラウンドシグナルが認められた。陽性ELISAシグナルは、(i)この捕獲抗体は、試料中
のヒストンに結合し、且つ(ii)検出抗体は、DNAの5-ヒドロキシメチルシトシン成分に結
合するので、ELISAにより検出された5-ヒドロキシメチルシトシンは、ヒストンタンパク
質及びDNAの両方を含有する無傷のヌクレオソーム内に組み込まれていることを指摘して
いる。これらの結果は、図2に示している。
【０１３２】
（実施例3）
　本発明者らは、健常対象20名から採取した血清及び血漿の血液試料の循環無細胞系ヌク
レオソーム含量を測定するために、現在の技術の2つのヌクレオソームELISA法を使用した
。第一の現在のELISA法(ELISA 1)は、ロッシュ細胞死検出ELISAであり、他方(ELISA 2)は
、抗-ヒストン捕獲抗体及び抗-ヒストン-DNA複合体検出抗体を利用するELISAである。両
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方の現在のヌクレオソームELISA法により検出したヌクレオソームレベルは、正常血漿中
において、正常血清中よりもより低かった。ヌクレオソームの血清レベルに関する正常範
囲(光学密度単位で表される)を計算し(20名の健常対象の血清の結果の平均±平均の2標準
偏差)、ELISA 1に関して0～4.3 OD単位、及びELISA 2に関して0～1.4であった。血漿に関
する各々の範囲は、0～0.95及び0～0.96であった。これらの結果は、図3に示している。
【０１３３】
　本発明者らはまた、健常対象から採取した同じ20種の試料において、2種のヌクレオソ
ームに会合されたヌクレオチドに加え、3種のヌクレオソームに会合されたヒストン変種
及びヒストンPTMを含むヌクレオソームのレベルも測定した。これらの結果は、健常血清
試料は、ヒストン変種又はPTM又はヌクレオチドを含有するヌクレオソームの、均一に低
いレベルを有することを示している。ヒストン変種、PTM又はヌクレオチドを含有するヌ
クレオソームの血清レベルに関する正常範囲(光学密度で表される)は以下であった；(a)m
H2A1.1について、0～0.36、(b)mH2A2について、0.05～0.78、(c)H2AZについて、0.11～0.
58、(d)P-H2AX(Ser139)について、0.06～0.61、(e)5-メチルシトシンについて、0.06～0.
36、及び(f)5-ヒドロキシメチルシトシンについて、0.03～0.36。測定したEDTA血漿の結
果は、健常対象20名全てについてより高かった。これらの結果は、図4、5、6、7、8及び9
に示している。
【０１３４】
（実施例4）
　本発明者らは、健常対象13名、並びに胃、大腸、直腸、肺(小細胞癌及び様々な非小細
胞癌)、乳房、卵巣、膵臓、前立腺、腎臓の癌及び様々な口腔癌(口腔、口蓋、咽頭及び喉
頭)を伴う対象55名から採取したEDTA血漿中の5-メチルシトシンを含有する無細胞系ヌク
レオソームを測定した。健常対象由来の13種の試料全て、1種以上の無細胞系ヌクレオソ
ーム型について陽性であった。癌患者由来の55種の試料全て、アッセイした無細胞系ヌク
レオソーム型全てについて陽性であった。しかし、癌対象から採取した試料中で検出され
たレベルは、健常対象由来の試料において認められたレベルよりもより高く、これらの結
果は、健常対象と癌対象を識別することができることを示した。例えば、ヌクレオソーム
に会合された5-メチルシトシンに関する、平均±該平均の2標準偏差としてのOD項目にお
いて算出された正常範囲は、0～1.41であった。このカットオフ値を使用すると、13種の
健常試料は全て陰性であり、且つ55種の癌試料の30種は陽性であり(全般的臨床感受性55
％)、これは胃癌試料の38％(8中3)、大腸癌試料の60％(5中3)、直腸癌試料の33％(3中1)
、小細胞肺癌試料の33％(6中2)、非小細胞肺癌試料の64％(14中9)、乳癌試料の33％(6中2
)、卵巣癌試料の100％(1中1)、膵臓癌試料の100％(1中1)、前立腺癌試料の33％(6中2)、
腎臓癌試料の100％(1中1)及び口腔癌試料の60％(5中3)であった。これらの結果は、図17
に示している。
【０１３５】
　本発明者らはまた、本発明の方法を使用し、同じ試料中の様々な他のヌクレオソームに
会合された構造を測定した。これらの免疫検定の結果を集計し、5-メチルシトシンを含有
するヌクレオソームの検出されたレベルに対し規準化された、癌患者から採取した試料中
のヌクレオソーム構造のプロファイルを提供した。本発明者らは、得られたプロファイル
を、健常対象から採取した試料のヌクレオソーム構造と比較した。無細胞系ヌクレオソー
ムのヌクレオソーム構造プロファイルは、健常対象のプロファイルとは異なることがわか
った。これらの結果は、図20に示している。本発明者らは同様に、様々な非癌疾患から採
取した試料に関するヌクレオソーム構造プロファイルを集計し、これらを、癌患者から及
び健常対象から採取した試料中のヌクレオソームのプロファイルと比較した。これらの結
果は、図21に示している。
【０１３６】
　次に本発明者らは、健常対象10名由来の試料及び更なる様々な癌型を伴う患者62名由来
の試料を含む、別の類似実験を行った。これらの結果は、最初の実験に類似している。例
えば、ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシンに関する結果及び健常対象に関する
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結果の平均＋該平均の2標準偏差のカットオフを使用し、陰性結果が、健常対象10名全員
について得られ、陽性結果が、癌患者の95％(62中61)について得られ、これは前立腺癌患
者の9名中9名、皮膚癌患者5名中5名、食道癌患者8名中8名、膀胱癌患者13名中12名、頸部
癌患者2名中2名及び結腸癌患者1名中1名、乳癌患者4名中4名、卵巣癌患者7名中7名、喉頭
癌患者7名中7名、肺癌患者3名中3名及び腎臓癌患者3名中3名を含んだ。これらの結果は、
図18に示している。この結果は、特に5-メチルシトシンを含む、血清ヌクレオチドレベル
及びヌクレオソームに会合されたヌクレオチドレベルは、癌の臨床感受性のあるバイオマ
ーカーであることを指摘している。
【０１３７】
（実施例5）
　本発明者らは、現在の技術の2種のヌクレオソームELISA法を使用し、Holdenriederの方
法(*Holdenriederらの文献、2001)に従い、結腸癌対象3名、肺癌対象13名、膵臓癌対象2
名、口腔癌対象1名から採取した試料、及び健常対象から生成されたヌクレオソーム試料
の循環無細胞系ヌクレオソーム含量を測定した。第一の現在のELISA法(ELISA 1)は、ロッ
シュ細胞死検出ELISAであり、他方(ELISA 2)は、抗-ヒストン捕獲抗体及び抗-ヒストン-D
NA複合体検出抗体を利用するELISAである。
【０１３８】
　本発明者らはまた、癌対象から採取した同じ19種の試料中の、ヌクレオチド5-メチルシ
トシンと5-ヒドロキシメチルシトシンに加え、3種の変種ヒストン及びヒストンPTMを含有
するヌクレオソームのレベルも測定した。これらの結果は、ほとんどの対象について、特
に膵臓癌及び口腔癌の患者について、現在の技術のELISA法について低いヌクレオソーム
結果が検出されたが、これらの試料のほとんどは、1種以上のヌクレオソームに会合され
たヌクレオチド又は変種ヒストンを含むヌクレオソームのより高い検出可能なレベルを有
したことを示している。結腸癌対象3名、肺癌対象13名、膵臓癌対象2名、及び口腔癌対象
1名から採取した試料に関する結果は、各々、図10、図11、図12、及び図13に示している
。有意なヌクレオソームに会合されたヒストン変種レベル及びヒストンPTMレベルが、癌
試料19種中16(3種の肺癌試料以外全て)において検出された。加えて、有意なヌクレオソ
ームに会合された5-ヒドロキシメチルシトシンレベルが、癌試料19種中12において検出さ
れた。更に有意なヌクレオソームに会合された5-メチルシトシンレベルが、19種の癌試料
全てにおいて検出された。
【０１３９】
　更に、異なるヌクレオチド、ヒストン変種及びヒストンPTMレベルを含有するヌクレオ
ソームレベルのパターンは、全ての対象に関して均一ではないが、試験した異なる癌につ
いて異なるパターンを示している。同じ癌又は異なる癌を伴う対象の結果間の比較を促進
するために；ヌクレオソーム試験(macroH2A1.1、macroH2A2、H2AZ、P-H2AX(Ser139)、5-
メチルシトシン、5-ヒドロキシメチルシトシンを含有するヌクレオソームに関して)の結
果を、5-メチルシトシンを含有するヌクレオソームに関して観察されたODシグナルの割合
として規準化した。これらの規準化された結果(2以上の対象由来の試料を試験した場合の
結果の標準偏差を示すエラーバーを伴う)を、各癌について図14に示し、更に健常対象か
ら生成されたヌクレオソーム試料に関する同じ結果を示した(mH2A2及び5-ヒドロキシメチ
ルシトシンは、この試料について測定しなかった)。図14は、調べた4種の癌全てにおいて
、異なる規準化されたヌクレオチド、ヒストン変種又はPTMを含有するヌクレオソームの
分布パターンは、健常対象から調製した試料中のヌクレオソームの分布とは極めて顕著に
異なることを示している。例えば、健常ヌクレオソーム試料中のmacroH2A1.1を含有する
ヌクレオソームの相対レベルは、いずれかの癌型の試料において検出されたレベルとは異
なる。従って本発明は、単純な血液ベースのスクリーニング試験において癌を検出する方
法として使用することができる。本発明は、腫瘍又は他の疾患起源の循環無細胞系ヌクレ
オソーム間の更なる又はより良い識別のために、他の更なるヌクレオチド及び／又はヒス
トン変種及び／又はヒストン修飾を含有するヌクレオソームの試験を含むことは、当業者
には明らかであろう。
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【０１４０】
　更に、観察されたヌクレオソーム型のパターンは、異なる癌型について異なる。例えば
；結腸癌、膵臓癌及び口腔癌を伴う対象から採取した試料は、ヌクレオソームに会合され
たH2AZ及び5-ヒドロキシメチルシトシンの異なる規準化されたレベルにより、区別するこ
とができる。同様に口腔癌は、他の3種の癌型のいずれとも異なるmH2A2又はP-H2AX(Ser13
9)を含有する両ヌクレオソームの規準化されたレベルを有し、且つ膵臓癌の対象由来の試
料は、変種macroH2A1.1を含有するヌクレオソームの異なる相対レベルを基に、結腸癌の
対象由来の試料から区別することができる。従って本発明は、一般に癌を診断し、且つ特
定の癌型を区別する方法として使用することができる。本発明は、様々な特異的腫瘍起源
の又は他の疾患起源の循環無細胞系ヌクレオソームの間を更に又はより良く識別するため
に、他の更なるヒストン変種及び／又はヒストン修飾及び／又はヌクレオチドを含有する
ヌクレオソームを試験することを含むことは、当業者には明らかであろう。
【０１４１】
（実施例6）
　本発明者らは、健常対象3名及び結腸癌患者10名から採取した血清試料において、本発
明の方法を試験した。本発明者らは、これらの試料中の5-メチルシトシンを含有するヌク
レオソームを測定し、且つ図16に示したように、癌の結果は、健常対象について得られた
結果よりも一様に上昇した。
【０１４２】
（実施例7）
　本発明者らは、肺癌及び結腸癌患者から採取したヒトEDTA血漿試料のヌクレオソームに
会合された5-メチルシトシンレベルを測定した。検出したレベルを、患者の疾患進行と相
関させた。図19に示した結果は、ヌクレオソームに会合された5-メチルシトシンレベルは
、サイズ、病期、結節の播種に関する疾患の重篤度と共に増加し、且つヌクレオソームに
会合された5-メチルシトシンレベルは、疾患進行の指標として、単独で又は診断パネルの
一部として、使用することができることを指摘している。
【０１４３】
（参考文献）
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