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(57)【要約】
特定の実施形態において、本出願は、肺癌を検出するた
めの方法を開示する。該方法は、肺癌発生の過程におい
て早期に癌性になる上気道細胞の有用な組織代用物及び
供給源であるヒト痰から抽出された細胞の特徴付けを含
む。該方法は、抽出された細胞を、標識された細胞の核
内で特異的なパターンを生じる蛍光レポーターを用いて
染色するステップであって、該パターンが光学顕微鏡に
よって可視化できる、ステップを含む。このパターンは
、ＤＮＡメチル化として知られるＤＮＡのエピジェネテ
ィックコーディングのタイプに関連しており、正常な呼
吸器細胞と比較して癌発生中に肺の特異的細胞において
変化する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞が癌性または前癌性であるかどうかを判定するための方法であって、
　前記細胞の核内におけるグローバル５－メチルシトシン（５ｍＣ）含量並びに／または
５ｍＣ及びグローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）の空間的核共分布を決定するステップと、
　前記細胞の核内におけるグローバル５ｍＣ含量並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空
間的核共分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性もしくは非前癌
性の参照細胞集団とは有意に異なる場合に、前記細胞が癌性または前癌性であると判定す
るか、或いは、グローバル核５ｍＣ含量並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共
分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性もしくは非前癌性の参照
細胞集団のものとは有意に異ならない場合に、前記細胞が癌性でもなく前癌性でないと判
定するステップと
を含む、方法。
【請求項２】
　前記グローバル５ｍＣ含量が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性
もしくは非前癌性の参照細胞集団よりも有意に低い場合に、前記細胞が癌性または前癌性
であると判定される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記細胞が生物学的サンプルから得られる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記生物学的サンプルが痰を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記痰が呼吸器細胞を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　癌性の前記細胞または前癌性の前記細胞が肺癌起源である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記生物学的サンプルが、喫煙歴を有する対象から得られる、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記生物学的サンプルが、喫煙歴のない対象から得られる、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記生物学的サンプルが、肺癌を有しており且つ肺癌について治療されたことのない対
象から得られる、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　前記生物学的サンプルが、放射線療法、化学療法、外科手術、及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択される肺癌治療を受けたことのある対象から得られる、請求項５に記
載の方法。
【請求項１１】
　グローバル５ｍＣ及びｇＤＮＡの含量が、前記細胞を（ａ）５ｍＣに特異的な抗体を用
いた免疫蛍光染色に、及び（ｂ）４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡ
ＰＩ）を用いた対比染色に供した後に、顕微鏡を用いて決定される、請求項１に記載の方
法。
【請求項１２】
　５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布が、前記細胞を（ａ）５ｍＣに特異的な抗体を用
いた免疫蛍光染色に、及び（ｂ）４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡ
ＰＩ）を用いた対比染色に供した後に、顕微鏡を用いて決定される、請求項１に記載の方
法。
【請求項１３】
　高張食塩水を対象の気道に投与するステップと、
　前記高張食塩水を吸入した結果として前記対象から吐き出されたある量の痰を回収する
ステップと
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を含む方法により、痰サンプルが前記対象から得られた、請求項５に記載の方法。
【請求項１４】
　前記高張食塩水がネブライザーを介して投与される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記高張食塩水が３～５％のＮａＣｌである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記顕微鏡が、５００ナノメートルまたはそれ未満の分解能を有する共焦点走査顕微鏡
である、請求項１１または１２に記載の方法。
【請求項１７】
　対象から、細胞を含む生物学的サンプルを得るステップと、
　前記細胞の核内におけるグローバル５－メチルシトシン（５ｍＣ）含量並びに／または
５ｍＣ及びグローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）の空間的核共分布を決定するステップと、
　前記細胞の核内におけるグローバル５ｍＣ含量並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空
間的核共分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性もしくは非前癌
性の細胞集団とは有意に異なる場合に、前記細胞が癌性または前癌性であると判定するス
テップと、
　前記細胞が癌性または前癌性であると判定された場合に、臨床的に検証可能な癌を発症
する高いリスクを前記対象が有すると判定するステップと
を含む、方法。
【請求項１８】
　臨床的に検証可能な癌を発症する高いリスクを前記対象が有すると判定された場合、ま
たは臨床的に検証可能な癌を前記対象が発症していると判定された場合に、前記対象を癌
について治療するステップを更に含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記生物学的サンプルが痰を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記痰が呼吸器細胞を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　癌性の前記細胞または前癌性の前記細胞が肺癌起源である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記対象が喫煙歴を有する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記対象が喫煙歴を有さない、請求項１９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．の下に、２０１４年８月２８日に出願された現在係属中の米
国仮特許出願第６２／０４３，３４６号の優先権を主張するものであり、その内容の全体
を本明細書の一部として援用する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、一般には癌、特に肺癌の診断、予後予測、及び治療に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景
　以下の説明は、本発明の理解に有用な情報を含んでいる。ここで提供される情報は、そ
の何れかが先行技術であること、または現在の特許請求の範囲に記載されている発明に関
連することを認めるものではない。
【０００４】



(4) JP 2017-526921 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

　肺癌のスクリーニングにおける伝統的な方法には、縦隔鏡検査、並びにコンピュータ断
層撮影（ＣＴ）及び陽電子放射断層撮影（ＰＥＴ）等の放射線撮影方法が含まれる。残念
なことに、これらの方法は高価であり、及び／または潜在的に有害な電離放射線に患者を
晒すことを必要とする。更に、放射線探査は、放射撮影法で検出するには小さすぎる可能
性がある初期段階の肺癌を検出するには信頼性に欠けるにもかかわらず、患者に重大な危
険をもたらす。早期肺癌の検出は後期検出よりもはるかに有利な予後に関連するので、こ
れは特に重要である。
【０００５】
　当該技術においては、特に早期段階で肺癌を検出するための、安全で、比較的安価で、
且つ鋭敏な方法が明らかに必要とされている。
【発明の概要】
【０００６】
　種々の実施形態において、本発明は、細胞が癌性または前癌性であるかどうかを判定す
るための方法であって、前記細胞の核内におけるグローバル５－メチルシトシン（５ｍＣ
）含量並びに／または５ｍＣ及びグローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）の空間的核共分布を決定
するステップと；前記細胞の核内におけるグローバル５ｍＣ含量並びに／または５ｍＣ及
びｇＤＮＡの空間的核共分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性
もしくは非前癌性の参照細胞集団とは有意に異なる場合に、前記細胞が癌性または前癌性
であると判定するか、或いは、グローバル核５ｍＣ含量並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮ
Ａの空間的核共分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性もしくは
非前癌性の参照細胞集団のものとは有意に異ならない場合に、前記細胞が癌性でもなく前
癌性でもないと判定するステップとを含む、方法を教示する。幾つかの実施形態において
、グローバル５ｍＣ含量が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性もし
くは非前癌性の参照細胞集団よりも有意に低い場合に、当該細胞は癌性または前癌性であ
ると判定される。特定の実施形態において、前記細胞は生物学的サンプルから得られる。
幾つかの実施形態では、前記生物学的サンプルは痰を含む。特定の実施形態において、該
痰は呼吸器細胞を含む。特定の実施形態において、癌性の前記細胞または前癌性の前記細
胞は肺癌起源である。幾つかの実施形態において、前記生物学的サンプルは喫煙歴を有す
る対象から得られる。幾つかの実施形態において、前記生物学的サンプルは喫煙歴のない
対象から得られる。幾つかの実施形態において、前記生物学的サンプルは、肺癌を有して
おり且つ肺癌について治療されたことのない対象から得られる。特定の実施形態において
、前記生物学的サンプルは、放射線療法、化学療法、外科手術、及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択される肺癌治療を受けたことのある対象から得られる。幾つかの実施
形態において、前記グローバル５ｍＣ及びｇＤＮＡの含量は、前記細胞を（ａ）５ｍＣに
特異的な抗体を用いた免疫蛍光染色に、及び（ｂ）４’，６－ジアミジノ－２－フェニル
インドール（ＤＡＰＩ）を用いた対比染色に供した後に、顕微鏡を用いて決定される。特
定の実施形態において、５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布は、前記細胞を（ａ）５ｍ
Ｃに特異的な抗体を用いた免疫蛍光染色に、及び（ｂ）４’，６－ジアミジノ－２－フェ
ニルインドール（ＤＡＰＩ）を用いた対比染色に供した後に、顕微鏡を用いて決定される
。幾つかの実施形態において、前記痰サンプルは、高張食塩水を対象の気道に投与するス
テップと、前記高張食塩水を吸入した結果として前記対象から吐き出されたある量の痰を
回収するステップとを含む方法により対象から得られた。幾つかの実施形態において、前
記高張食塩水は、ネブライザーを介して投与される。特定の実施形態において、前記高張
食塩水は３～５％のＮａＣｌである。特定の実施形態において、前記顕微鏡は、５００ナ
ノメートルまたはそれ未満の分解能を有する共焦点走査顕微鏡である。
【０００７】
　種々の実施形態において、本発明は、対象から、細胞を含む生物学的サンプルを得るス
テップと；前記細胞の核内におけるグローバル５－メチルシトシン（５ｍＣ）含量並びに
／または５ｍＣ及びグローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）の空間的核共分布を決定するステップ
と；前記細胞の核内におけるグローバル５ｍＣ含量並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの
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空間的核共分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性もしくは非前
癌性の細胞集団とは有意に異なる場合に、前記細胞が癌性または前癌性であると判定する
ステップと；前記細胞が癌性または前癌性であると判定された場合に、臨床的に検証可能
な癌を発症する高いリスクを前記対象が有すると判定するステップとを含む方法を教示す
る幾つかの実施形態において、前記方法はまた、臨床的に検証可能な癌を発症する高いリ
スクを前記対象が有すると判定された場合、または臨床的に検証可能な癌を前記対象が発
症していると判定された場合に、前記対象を治療するステップを含む。幾つかの実施形態
において、前記生物学的サンプルは痰を含む。幾つかの実施形態において、前記痰は呼吸
器細胞を含む。幾つかの実施形態において、癌性の前記細胞または前癌性の前記細胞は肺
癌起源のものである。特定の実施形態において、前記対象は喫煙歴を有する。幾つかの実
施形態において、前記対象は喫煙歴を有さない。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
　例示的な実施形態が、参照された図に示されている。本明細書に開示された実施形態及
び図面は、限定ではなく例示的なものとみなされるべきものである。
【図１】本発明の一実施形態による３Ｄ定量的ＤＮＡメチル化画像化（３Ｄ－ｑＤＭＩ）
のワークフローは、三つの工程、即ち（１）細胞学的検体の調製／染色、（２）検体の３
Ｄ画像化、及び（３）検体を特徴付けするためのコンピュータによる画像／データの分析
を含んでいる。
【図２】本発明の一実施形態による３Ｄ画像解析（ＤＵ１４５ヒト前立腺癌細胞で示され
る例）のワークフローを示している。５－メチルシトシン（５ｍＣ）及び４’，６－ジア
ミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）の２つのチャネルからの共焦点２Ｄ画像ス
タックがロードされる。ＤＡＰＩは、グローバル核ＤＮＡ（ｇＤＮＡ）を表す。抽出され
た核５ｍＣ／ＤＡＰＩパターンは、２つのチャネルのボクセル強度の２Ｄ密度散布図とし
て表示される。選択された２つの核についてのパターン例が示されている。集団全体の５
ｍＣ／ＤＡＰＩ共分布パターンは、核５ｍＣ及びＤＡＰＩシグナルの非常に異なる共分布
を表す外観／統計において異なり得る、個々の核からのパターンを重ね合わせることによ
って作成される。散布図の軸上に示される単位は、任意の強度単位である。
【図３】本発明の一実施形態による、３Ｄ－ｑＤＭＩの診断出力（左）を示す：蛍光画像
における５ｍＣ（緑色）及びｇＤＮＡ／ＤＡＰＩ（青色）のテクスチャ特徴（ＤＮＡメチ
ル化表現型）に基づく痰細胞集団の特徴付け。細胞は、色コードに関連した増大する数値
範囲に亘る「ソフト修飾子」（右）によって、異なる類似度に分類できる。３Ｄ－ｑＤＭ
Ｉソフトウェアは、得られたデータをより良く可視化及び解釈するために、このコードを
使用して、元の蛍光画像を（全ての共焦点画像層に亘って）カラーマップ及び対応する表
形式の表示に変換する。このデータは、細胞集団におけるＤＮＡメチル化表現型の不均一
性を決定するための、異なるタイプの細胞の同定及び一覧表を導く。
【図４】本発明の一実施形態に従い、新たに診断され外科的に切除された肺癌由来の蛍光
標識された切片の、正常な実質領域及び腫瘍領域を示す。正常小葉（Ａ）及び拡大ボック
ス副区域（Ｂ）内の細胞核（青色）は、同じ切片での腫瘍（Ｃ）及び拡大ボックス副区域
（Ｄ）の管区域における重度低メチル化核と比較して、高い程度のＤＮＡメチル化（５ｍ
Ｃ，緑色）を示している；サイトケラチン８（赤色）は上皮区画の輪郭を描くためのマー
カーとして使用した。
【図５】図５Ａ及び図５Ｂは、本発明の一実施形態に従い、３Ｄ－ｑＤＭＩを用いた細胞
及び組織のグローバルなＤＮＡメチル化表現型を示す。この方法は、差分５ｍＣ／ＤＡＰ
Ｉ分布パターン（散布図）に基づいて、異なる細胞タイプを首尾よく区別することができ
た：参照プロットとしての全体の細胞集団について、並びに各細胞カテゴリーの選択され
た核Ｎ１及びＮ２について示された各々の核について、個々のヒートマップ散布図（ＤＡ
ＰＩ＝ｘ軸、５ｍＣ＝ｙ軸）として計算及び表示された。非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）細
胞株Ａ５４９及びＨ１５７は、不死化上皮呼吸器細胞（ＢＥＡＳ－２Ｂ）と比較して、グ
ローバル５ｍＣの減少を示す。Ａ５４９細胞よりも転移能が高いと報告されているＨ１５
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７細胞は、更に低メチル化されている（平坦な曲線）。同じ比較関係は、肺癌患者から外
科的に除去された組織及び隣接する正常な肺組織においても見ることができ、また肺癌患
者対健常者（癌を有さない）の一致する痰サンプルからも見出すことができる：健常者の
痰細胞中に見られる細胞計測５ｍＣ／ＤＡＰＩシグネチャーは、表現型的には正常な領域
（実際の画像については図３参照）及びＢＥＡＳ－２Ｂ細胞で見られるパターンに非常に
類似している。対照的に、重度の低メチル化は、正常な５ｍＣ表現型（Ｎ１型）を有する
多数の細胞のバックグラウンドにおいて、腫瘍領域由来の細胞のシグネチャーに一致する
癌患者の少数の痰細胞（Ｎ２型）及び更に攻撃的なＨ１５７細胞株（より高い転移能）で
観察することができる。換言すれば、異常な５ｍＣ表現型をもった稀な痰細胞は、よく特
徴付けられた攻撃的な癌細胞（腫瘍及び腫瘍由来細胞株）と非常に類似している。回帰線
（黄色の点線）並びに上下のシグナル境界線ＭＬ１及びＭＬ２は特徴的であり、各プロト
タイプの細胞型について４つの角度α、β、γ及びδを決定する。得られる係数Ｆ＝［（
α／γ）×（β／δ）］は、各細胞型に特異的なものである。全ての細胞集団は高い均一
性を示す：即ち、それぞれのカテゴリーマップにより判断されるように、それぞれの全体
の集団のプロットと比較して、細胞間での５ｍＣ－表現型の類似度、及び個々の核（Ｎ１
及びＮ２）の散布図間の類似性が高い。図５Ａ及び図５Ｂにおける散布図の軸上に示され
た単位は、任意の強度単位である。
【図６】本発明の実施形態に従って、誘導された痰に由来する比較的平坦なヒト上皮細胞
の明視野顕微鏡画像を示している。（Ａ）細胞を痰の粘液－液体画分から単離し、培養技
術を用いてガラススライド上に捕捉した。数ミリリットルの痰は、数百から数千の細胞を
含むことができる。（Ｂ）領域の拡大は、単核である層状細胞の相対的な基礎構造を明ら
かにする。
【図７】本発明の実施形態に従って、蛍光標識された痰由来ヒト細胞の共焦点画像を示す
。細胞質は、上皮細胞マーカーサイトケラチン１９（赤色ＣＫ１９）によって描写され、
細胞核はＤＡＰＩ（青色）によって描写され、グローバル核ＤＮＡメチル化は５ｍＣに特
異的な抗体（緑色）によって可視化される。健康な個体（対照）の痰には、圧倒的に多数
の高度にメチル化された細胞（１型、左欄）及び散発的に少数のＣＫ１９陽性低メチル化
細胞（２型、左欄）が含まれている。低メチル化は、細胞分裂後の初期段階に通性である
と考えられる。対照的に、肺癌患者の痰は、これに加えて、細胞質を殆ど持たないかなり
の数の円形細胞を含んでいる（２型、右欄）。これらの細胞はＣＤ３４／ＣＤ４５陰性で
あり、造血性及び／または白血球性ではないことを示している。散布図として提示された
それぞれの核５ｍＣ／ＤＡＰＩ共分布パターンは、両方の痰－ドナー群における正常にメ
チル化された（１型）細胞が急勾配の回帰線（∂＞４５°）を示した一方、低メチル化細
胞（２型）は遥かに平らな回帰直線（∂＜＜４５°）を生じることを示している。更に、
肺癌特異的な丸い細胞の典型的なシグネチャーは、５ｍＣ及びＤＡＰＩの分散が遥かに小
さい狭い共分布である。散布図の軸上に示される単位は、任意の強度単位である。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
発明の説明
　本明細書で引用される全ての参照文献は、その全体が完全に記載されているかのように
、本明細書の一部として援用される。他に定義されない限り、本明細書で使用される技術
用語及び科学用語は、本発明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるのと
同じ意味を有する。次の参照文献は、当業者に対して、本出願で使用される多くの用語の
一般的ガイドを提供する：Ａｌｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　２２ｎｄ　ｅｄ．
，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ（Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　１５，２０１２）
：Ｈｏｒｎｙａｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｎａｎｏｓｃｉｅ
ｎｃｅ　ａｎｄ　Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ（２００８）；Ｓ
ｉｎｇｌｅｔｏｎ　ａｎｄ　Ｓａｉｎｓｂｕｒｙ，Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３ｒｄ　ｅｄ．，
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ｒｅｖｉｓｅｄ　ｅｄ．，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ，ＮＹ　２
００６）；Ｓｍｉｔｈ，Ｍａｒｃｈ’ｓ　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ，Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
　７ｔｈ　ｅｄ．，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ　２０１３
）；Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ，Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　ＤＮＡ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　３ｒｄ　ｅｄ．，Ｗｉｌｅｙ－Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ（Ｎｏｖｅ
ｍｂｅｒ　２８，２０１２）；及びＧｒｅｅｎ　ａｎｄ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　４ｔｈ　ｅｄ．
，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ　２０１２）。抗体の調製法については、次の文
献を参照されたい：Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　２ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒ
ｅｓｓ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　ＮＹ，２０１３）；Ｋｏｈｌｅｒ　ａ
ｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｄｅｒｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｔｕｍｏｒ　ｌ
ｉｎｅｓ　ｂｙ　ｃｅｌｌ　ｆｕｓｉｏｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９７６　Ｊ
ｕｌ，６（７）：５１１－９；Ｑｕｅｅｎ　ａｎｄ　Ｓｅｌｉｃｋ，Ｈｕｍａｎｉｚｅｄ
　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ，Ｕ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．５，５８５，０８９
（１９９６　Ｄｅｃ）；及びＲｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｒｅｓｈａｐｉｎｇ　
ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅｒａｐｙ，Ｎａｔｕｒｅ　１９８８
　Ｍａｒ　２４，３３２（６１６２）：３２３－７。
【００１０】
　当業者は、本明細書に記載されたものと類似または同等で、本発明の実施に用い得る多
くの方法及び材料を認識するであろう。実際に、本発明は、記載された方法及び材料には
全く限定されない。本発明の目的のために、特定の用語を以下に定義する。
【００１１】
　本明細書で使用する「状態」及び「疾患状態」は、限定されるものではないが、癌また
は前癌に関連する状態を含み、これには肺癌、頭部または頸部の癌、上部消化管癌、子宮
頸癌、卵巣癌、尿道癌、膀胱癌及び結腸直腸癌が挙げられるが、これらに限定されない。
【００１２】
　本明細書で使用される「哺乳動物」は、哺乳動物分類の任意のメンバーを意味し、ヒト
及び非ヒト霊長類、例えばチンパンジー及び他の類人猿及びサル種；ウシ、ヒツジ、ブタ
、ヤギ及びウマなどの家畜；犬及び猫のような家畜動物；マウス、ラット及びモルモット
等のげっ歯類を含む実験動物が含まれるが、これらに限定されない。この用語は、特定の
年齢または性別を示すものではない。従って、成人及び新生児の対象は、雌雄かにかかわ
らず、この用語の範囲内に含まれることが意図されている。本明細書に記載される本発明
の方法に従えば、癌または前癌がヒトにおいて検出され得るが、本発明の方法に従って任
意の哺乳動物において癌を検出することは本発明の範囲内である。
【００１３】
　「グローバル５ｍＣ」及び「５ｍＣ含量」の用語は、本明細書では互換的に使用され、
それぞれの場合において、細胞核に存在する５－メチルシトシン分子の総量として定義す
ることができる。
【００１４】
　本明細書中で使用される「グローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）」の用語は、細胞核に存在す
るＤＮＡの総量を意味する。
【００１５】
　本明細書で使用する「臨床的に検証可能な癌」の用語は、癌検出の従来の手段により検
証可能な癌を意味し、該方法には低侵襲性縦隔鏡検査、並びにコンピュータ断層撮影（Ｃ
Ｔ）、陽電子放射断層撮影（ＰＥＴ）及び磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）等の非侵襲的
放射線撮影等が含まれるがこれらに限定されない。
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【００１６】
　更なる背景として、ＤＮＡメチル化のようなエピジェネティックな機構が、遺伝子変異
と共に、または遺伝子変異の共存なしに、多細胞系の発生、健康維持、並びに老化の際の
構造的及び機能的な低下において、癌等の疾患により促進された速度で強い影響を有する
ことがますます明らかになってきている。従って、ＤＮＡメチル化を測定するための方法
は、癌との闘い及び健康な老化の確保のために、これらのメカニズムを理解する上で重要
である。イメージング法が、分子技術と並んで、細胞及び組織におけるＤＮＡメチル化の
差分定量化に不可欠な役割を果たすことは間違いない。
【００１７】
　ＤＮＡメチル化の変化を測定することは、それが発癌及び腫瘍の進行における初期事象
と相関し、早期診断及び治療モニタリングにおけるシグネチャーとして役立ち得るので有
用である。この意味で、肺癌の早期検出のために定量的ＤＮＡメチル化イメージングを適
用する本明細書の特定の実施形態に記載した本発明者らのアプローチは、細胞毎の病理診
断について、剥離した呼吸器細胞におけるＤＮＡメチル化のようなエピジェネティックな
特徴を、それらの特徴付けのためにインサイチューで測定するというアイデアを復活させ
る。
【００１８】
　１９９０年代の終わりに向けて組織の特徴付けのために導入されたＤＮＡメチル化のイ
メージングは、以下の２つの理由のため、ＰＣＲベース、アレイベース、シーケンシング
、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）及び質量スペクトル分析含む同時代に開発さ
れた分子的方法と比較して一般的ではなかった：（ｉ）それは検出のための放射標識また
は酵素レポーターと組み合わせて適用され、これは感度、多重化能に欠けており、または
検定の再現性／一貫性に影響するため；並びに（ｉｉ）画像解像度が低いため、差分的結
果において十分な意義を提供しなかったため。近年の高解像度イメージング及びコンピュ
ータ処理能力の大幅な改善は、生物医学研究及び臨床診断に適用可能な細胞ベースの検定
において、より高度なツールの開発を支持している。これはまた、グローバルなＤＮＡメ
チル化のようなエピジェネティックなレポーターによる高次クロマチン構造に対する大規
模変化の非破壊イメージングの概念に立ち戻るための、３Ｄ－ｑＤＭＩ開発の前提条件で
もあった。
【００１９】
　要するに、本明細書に記載の３Ｄ－ｑＤＭＩアプローチは、（１）５－メチルシトシン
（５ｍＣ）及びグローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）の高分解能イメージング、及び（２）初期
肺がん検出のための診断シグネチャーとして、次の３つの５ｍＣに関連する特徴のデジタ
ル抽出を可能にするので、特に有利である：即ち、痰サンプル中の呼吸器上皮細胞を特徴
付けするための（ｉ）５ｍＣ負荷（含量）、（ｉｉ）５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分
布、並びに（ｉｉｉ）最初の２つの５ｍＣ特徴に基づく細胞集団不均一性の測定（図２）
である。
【００２０】
　大規模な細胞集団で平均５ｍＣ測定を行うか、または細胞核における平均５ｍＣ強度値
を測定するだけの、現在の分子アプローチ及び幾つかの以前の低解像度イメージングベー
スの試みと比較して、３Ｄ－ｑＤＭＩは、細胞形質転換、特にｇＤＮＡの低メチル化を通
じて起こるＤＮＡメチル化不均衡の副次的影響を考慮することにより、差分５ｍＣ関連情
報の抽出に力点を置く。特に、後者の機構は細胞核内のゲノム再編成を誘発し、核構造に
影響を及ぼす。この現象は、基本的な細胞生物学的研究において十分に記載されているが
、癌の病理学では未だ十分に活用されてはいない。本発明の方法の幾つかの実施形態で適
用される画像解析はこのギャップをカバーし、前記現象を反映する下記２つのタイプのシ
グナルの強度分布として、関連の変化を表示する：（ａ）免疫蛍光ターゲッティングによ
り作成された５ｍＣシグナル、及び（ｂ）ＤＡＰＩが、高度に反復したコンパクトなヘテ
ロクロマチン配列の主成分であるＡＴリッチＤＮＡにインターカレートするとき、同じ細
胞のその後の対比染色によって生成されるＤＡＰＩシグナルにより示されるｇＤＮＡ。全
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体的に、この方法は、細胞形態（上皮細胞及び間充織細胞表現型）及び増殖挙動（高増殖
性癌細胞、中程度に増殖する正常細胞、及び成長停止老化細胞）と相関する差分ＤＮＡメ
チル化表現型（５ｍＣ／ＤＡＰＩテクスチャ特徴）のスペクトルを伴った、痰細胞のマッ
プを表す画像を生じる。
【００２１】
　肺癌細胞は、本明細書に記載の方法に従って検出できる癌細胞の一種であるが、５ｍＣ
含量並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布の分析は、任意の癌細胞を検出
するために用いることができる。
【００２２】
　上記の追加の背景を念頭に置いて、特定の具体的で非限定的な実施形態を以下に記載す
る。
【００２３】
　種々の実施形態において、本発明は、細胞が癌性または前癌性であるかどうかを判定す
るための方法を教示する。幾つかの実施形態において、本方法は、前記細胞の核内におけ
る５－メチルシトシン（５ｍＣ）含量並びに／または５ｍＣ及びグローバルＤＮＡ（ｇＤ
ＮＡ）の空間的核共分布を決定するステップと；前記細胞の核内の５ｍＣ含量並びに／ま
たは５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／
または非癌性もしくは非前癌性の参照細胞集団と有意に異なる場合に、前記細胞が癌性ま
たは前癌性であると判定するか、或いは、前記細胞の核内の５ｍＣ含量並びに／または５
ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布が、非癌性もしくは非前癌性の参照細胞及び／または
非癌性もしくは非前癌性の参照細胞集団のものとは有意に異ならない場合に、細胞が癌性
でもなく前癌性でもないと判定するステップとを含むか、これらのステップからなるか、
またはこれらのステップから実質的になる。これに関連して、有意差は５ｍＣ含量におい
て２５％またはそれ以上、及び／または本明細書においてδまたは∂と称する回帰直線（
傾向線とも呼ばれる）の角度が２０度またはそれ以上であることと定義され、それにより
、ＤＡＰＩ値がｘ軸を定義し、且つ５ｍＣ値がｙ軸を定義するときに、非癌性もしくは非
前癌性の参照細胞または非癌性もしくは非前癌性の細胞集団と比較して、癌性もしくは前
癌性の細胞はより少ない５ｍＣ含量及び／または５ｍＣ／ＤＡＰＩ共局在化散布図のより
小さい回帰直線角度を示す。幾つかの実施形態では、５ｍＣ含量において２５～９９％、
または３０～８０％、または４０～６０％の差が有意である。幾つかの実施形態では、回
帰直線の角度において２０～９０度、または３０～８０度、または４０～７０度、または
５０～６０度が有意である。特定の実施形態において、５ｍＣ含量が、非癌性もしくは非
前癌性の参照細胞及び／または非癌性もしくは非前癌性の参照細胞集団よりも有意に低い
場合に、前記細胞は癌性または前癌性であると判定される。特定の実施形態において、前
記細胞は生物学的サンプルから得られる。幾つかの実施形態において、前記生体サンプル
は痰を含む。特定の実施形態において、前記痰は呼吸器細胞を含む。幾つかの実施形態に
おいて、前記癌性細胞もしくは前癌性細胞の起源は上部気道消化管のものであり、これに
は肺から唇または鼻孔への経路における任意の解剖学的構造または構造セットに関連する
細胞が含まれる。これは、肺、気管、食道、口、鼻及び洞の細胞を含み得るが、これらに
限定されない。幾つかの実施形態において、前記癌性細胞または前癌性細胞は肺癌起源の
ものである。幾つかの実施形態において、前記癌性細胞または前癌性細胞は肺腫瘍起源で
ある。幾つかの実施形態において、前記癌性細胞または前癌性細胞は食道起源である。特
定の実施形態において、前記生体サンプルは、喫煙歴を有する対象から得られる。幾つか
の実施形態において、前記生体サンプルは、喫煙歴のない対象から得られる。種々の実施
形態において、前記生物学的サンプルは肺癌治療を受けた対象から得られ、該治療には放
射線療法、化学療法、外科手術、及びそれらの組み合わせが含まれるが、これらに限定さ
れない。幾つかの実施形態において、前記生物学的サンプルは肺癌治療を受けていない対
象から得られる。特定の実施形態において、個々の細胞核のグローバル５ｍＣ及びｇＤＮ
Ａの含量、並びに５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布は、細胞が（ａ）５ｍＣに対して
特異的な抗体を用いた免疫蛍光染色に、及び（ｂ）４’，６－ジアミジノ－２－フェニル
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インドール（ＤＡＰＩ）を用いた対比染色に供された後に、顕微鏡を用いて決定される。
【００２４】
　５ｍＣに対して特異的な任意の市販のモノクローナル抗体を、ここに記載した本発明の
方法と共に利用することができる。例えば、５ｍＣ抗体は、幾つかを列挙すれば、Ａｖｉ
ｖａ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｃｏｒｐ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、Ｇ
ｅｎｅＴｅｘ，Ｉｎｃ．（Ｉｒｖｉｎｅ，ＣＡ）、Ａｃｔｉｖｅ　Ｍｏｔｉｆ，Ｉｎｃ．
（Ｃａｒｓｌｂａｄ，ＣＡ）、及びＤｉａｇｅｎｏｄｅ，Ｉｎｃ．（Ｄｅｎｖｉｌｌｅ，
ＮＪ）等の販売者から入手した。幾つかの実施形態において、５ｍＣ抗体は、Ｒｅｙｎａ
ｕｄ　Ｃ、Ｂｒｕｎｏ　Ｃ、Ｂｏｕｌｌａｎｇｅｒ　Ｐ、Ｇｒａｎｇｅ　Ｊ、Ｂａｒｂｅ
ｓｔｉ　Ｓ、Ｎｉｖｅｌｅａｕ　Ａ．　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｕｒｉｎａｒｙ　
ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　ｉｎ　ｃａｎ
ｃｅｒ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｓｅｔ　ｏｆ　ｓｉｘ　ｍｏｎｏｃｌｏｎ
ａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ　１９９２　Ｍａｒ　３１；６３
（１）：８１に記載された抗体であり、該文献はその全体が完全に記載されているかの如
く、本明細書の一部として援用する。
【００２５】
　特定の実施形態において、個々の痰由来細胞の表現型は、細胞が細胞型特異的マーカー
に対する抗体を用いた免疫蛍光染色に供された後に顕微鏡を用いて決定される。これらに
は、限定されるものではないが、サイトケラチン及び細胞表面分子に対して特異的な抗体
が含まれる。
【００２６】
　幾つかの実施形態において、上記の痰サンプルは、前記対象の気道に高張食塩水を投与
するステップと、前記高張食塩水を吸入した結果として対象から吐き出された痰の量を収
集するステップとを含む方法により得られた。特定の実施形態において、前記高張食塩水
は、超音波ネブライザーまたは非超音波ネブライザーを介して投与される。幾つかの実施
形態では、前記高張食塩水は３～５％のＮａＣｌである。
【００２７】
　５ｍＣ含量、ｇＤＮＡ、及び／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布の可視化及
び／または定量化が必要とされる本発明の実施形態において、これらの特徴は、例えば、
広視野落射蛍光顕微鏡及びスキャナ、多重光子顕微鏡及びスキャナ、超解像度顕微鏡（ナ
ノスコープ）及びスキャナ、並びにそれらの組み合わせ様式のような、光学イメージング
システムの使用を介して可視化及び／または定量化されてよい。幾つかの実施形態では、
この可視化及び／または定量化のために顕微鏡が使用される。特定の実施形態において、
前記顕微鏡は共焦点走査型顕微鏡である。幾つかの実施形態において、前記共焦点走査型
顕微鏡は、１００～２００ｎｍの範囲の横方向解像度（ｘ軸及びｙ軸）及び約５００ｎｍ
の縦方向解像度（ｚ軸）を有する。
【００２８】
　種々の実施形態において、本発明は、対象から、細胞を含む生物学的サンプルを得るス
テップと；５－メチルシトシン（５ｍＣ）含量並びに／または細胞の核内における５ｍＣ
及びグローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）の空間的核共分布を決定するステップと；前記細胞の
核内における５ｍＣ含量並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布が、非癌性
もしくは非前癌性の参照細胞及び／または非癌性もしくは非前癌性の細胞集団と有意に異
なる場合に、前記細胞が癌性または前癌性であると判定するステップと；前記細胞が癌性
または前癌性であると判定された場合に、本明細書に記載の任意の方法に従って前記対象
の癌を治療するステップとを含み、これらのステップからなるか、またはこれらのステッ
プから実質的になる方法を教示する。幾つかの実施形態において、前記対象が癌性または
前癌性の状態を有すると判定された場合、前記被験体は、治療を実施するのではなく、疾
患の進行についてモニターされる。幾つかの実施形態において、前記癌性細胞または前癌
性細胞は、本明細書に記載したように気道消化管に由来する。特定の実施形態において、
前記生体サンプルは痰を含む。幾つかの実施形態において、痰は呼吸器細胞を含む。特定
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の実施形態において、前記癌性細胞または前癌性細胞は、肺癌起源である。幾つかの実施
形態において、前記対象は、本明細書に記載の任意の癌タイプを含む癌について以前に治
療されたことがある。幾つかの実施形態において、前記対象は、本明細書に記載の任意の
癌タイプを含む癌について、以前に治療されたことがない。幾つかの実施形態において、
前記対象は喫煙歴を有する。特定の実施形態において、前記対象は喫煙歴を有さない。
【００２９】
　種々の実施形態において、本発明は、複数の細胞を含む生物学的サンプルにおいて、癌
性細胞または前癌性細胞の存在または非存在を判定するための方法を教示する。幾つかの
実施形態において、この方法は、高分解能イメージングを利用して、前記生物学的サンプ
ル中の複数の細胞の各々について、５－メチルシトシン（５ｍＣ）負荷／含量並びに／ま
たは５ｍＣ及びグローバルＤＮＡ（ｇＤＮＡ）の空間的核共分布を決定するステップと；
任意に、前記ＭｅＣ負荷並びに５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布に基づき複数の細胞
について細胞集団不均一性を決定するステップとを含む方法を教示する。特定の実施形態
において、前記生物学的サンプル中の任意の細胞における５ｍＣ負荷並びに／または５ｍ
Ｃ及びｇＤＮＡの空間的核共分布が非癌性もしくは非前癌性の参照細胞集団と有意に異な
る場合、並びに／または前記生物学的サンプル中の任意の細胞が、５ｍＣ負荷並びに／ま
たは５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布に関して、前記生物学的サンプル中の可視化さ
れた細胞集団全体のグローバルパターンと比較して有意に異なる場合に、前記癌性または
前癌性の細胞が前記生物学的サンプル中に存在すると判定される。幾つかの実施形態にお
いて、５ｍＣ負荷並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布が非癌性もしくは
非前癌性の参照細胞集団のものとは有意に異ならない場合、並びに／或いは、前記生物学
的サンプル中の細胞が、前記生物学的サンプル中の細胞集団全体のグローバルパターンと
比較して、５ｍＣ負荷並びに／または５ｍＣ及びｇＤＮＡの空間的核共分布に関して有意
に異ならない場合に、癌性細胞または前癌性細胞が前記生物学的サンプル中に存在しない
と判定される。幾つかの実施形態において、前記生物学的サンプルは痰を含む。特定の実
施形態において、前記痰は呼吸器細胞を含む。幾つかの実施形態において、検出／判定さ
れた癌性細胞または前癌性細胞は肺癌と関連している。特定の実施形態において、検出／
判定された癌性の前記細胞または前癌性の前記細胞は、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）と関
連する。特定の実施形態において、本方法は、前記生物学的サンプル中の癌性細胞の存在
に基づいて、任意の段階でのＮＳＣＬＣを含む肺癌患者を診断するために使用することが
できる。特定実施形態において、前記痰は、喫煙歴を有する対象から得られる。幾つかの
実施形態において、前記痰は、限定されるものではないが放射線療法、化学療法、外科手
術、及びそれらの組み合わせを含む何らかの肺癌治療を受けたことのある対象から得られ
る。幾つかの実施形態において、前記痰は、上記の癌治療の１つまたは複数を受けたこと
のない対象から得られる。幾つかの実施形態において、前記痰は、癌のための治療を受け
たことのない対象から得られる。幾つかの実施形態において、前記痰は、癌と診断された
ことのない個体から得られる。特定の実施形態において、５ｍＣパターンは、５ｍＣに対
して特異的な抗体を用いた免疫蛍光染色の後に可視化される。幾つかの実施形態において
、ｇＤＮＡは、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）を用いた対
比染色の後に可視化される。
【００３０】
　特定の実施形態において、本発明は、上記の試験方法を実施することにより、癌性もし
くは前癌性と同定された前記サンプル中の細胞の数を定量することと、その癌性もしくは
前癌性の細胞の数を、癌または前癌を有する個体における癌性もしくは前癌性の細胞の参
照数と比較すること、及び／または前記試験されたサンプルを、癌性もしくは前癌性を持
たない個体における癌性もしくは前癌性の細胞の参照数と比較することを教示する。
【００３１】
　特定の実施形態において、ここに記載の本発明の方法は、前記対象から痰サンプルを得
るステップを含む。幾つかの実施形態において、前記痰サンプルは、高張食塩水を対象の
気道に投与することと、前記高張食塩水を吸入した結果として前記対象から吐き出された
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量の痰を収集することにより得ることができる。特定の実施形態において、前記高張食塩
水は、超音波ネブライザーを介して投与される。幾つかの実施形態において、前記高張食
塩水は約３～５％のＮａＣｌである。幾つかの実施形態において、前記超音波ネブライザ
ーは約１～２ｍＬ／分の出力を有する。幾つかの実施形態において、前記生理食塩水は約
５～２０分間吸入される。幾つかの代替的な実施形態において、前記痰サンプルは、手持
ち型噴霧器を用いて、高張食塩水を対象の気道に投与することにより得られる。幾つかの
実施形態において、前記高張食塩水は、上記ＮａＣｌの範囲内である。幾つかの実施形態
において、前記高張食塩水は、上記の範囲内の期間において投与される。
【００３２】
　前記高張食塩水の投与は、痰を誘発する１つの方法であるが、本発明の方法において使
用できるサンプルを得るために、痰を誘導する別の方法も使用できることが容易に理解さ
れるであろう。単に非限定的な例として言えば、気管支鏡及び気管支肺胞洗浄も使用でき
る。
【００３３】
　種々の実施形態において、本発明は、本明細書に記載の１つまたは複数の方法に従って
、癌または前癌状態を伴うと診断された対象を治療するための方法を教示する。幾つかの
実施形態において、該方法は、化学療法及び／または放射線療法の投与、及び／または対
象の腫瘍の全部または一部を切除するための手術の実施を含むか、またはそれらからなる
か、または実質的にそれらからなるものであり、ここで前記対象は、本明細書に記載の任
意の方法により癌もしくは前癌状態を有すると診断されたものである。幾つかの実施形態
において、前記対象は肺癌と診断されている。
【００３４】
　前述の方法は、上記のように被験体における肺癌及び前癌性病変を検出することを目的
としているが、本明細書に記載の本発明の方法の同じ基本原理を利用して、サンプルを分
析し、異なる起源の癌または前癌性病変を検出することも可能であろう。単なる非限定的
な例として言えば、唾液及び／または粘液分泌物を検定して、頭部癌及び／または頸部癌
の有無を判定することができるであろう。結腸及び／または直腸分泌物を検定して、大腸
及び／または直腸の癌の有無を判定できるであろう。子宮頸部分泌物を検定して、子宮頸
癌の有無を判定することができるであろう。膣及び／または子宮頸部の分泌物を検定して
卵癌の有無を判定し、また尿道からの液体を検定して、尿道、膀胱または腎臓の癌の有無
を判定することができるであろう。
【００３５】
　更に、５ｍＣを含む試験が本明細書に記載される実施例の主要な焦点であるが、当業者
は、３－メチルシトシン、５－ヒドロキシメチルシトシン、５－ホルミルシトシン、及び
５－カルボキシルシトシンのような他のシトシンの変異体もまた、本明細書に記載の本質
的に同じ検出法及び分析法を適用することにより、癌性（または前癌性）の細胞と非癌性
細胞とを区別するための基礎として使用できることを容易に理解するであろう。従って、
本明細書に記載の方法を用いることによって任意のシトシンメチル化を評価することが、
本出願の範囲内にあることが意図されている。更に、本明細書に記載の具体的な実施例に
記載された試験は、ｇＤＮＡ並びに核容積を描写するための主要な色素としてＤＡＰＩを
含むが、当業者は、配列非特異的に二本鎖ＤＮＡに結合する他の色素が、ｇＤＮＡの定量
のために使用できることを理解するであろう。これらには、限定されるものではないが、
ヨウ化プロピジウム、Ｈｏｅｃｈｓｔ染料（Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５８及びＨｏｅｃｈ
ｓｔ　３３３４２を含む）、臭化エチジウム、ＳＹＢＲ緑、ＳＹＢＲ金、Ｐｉｃｏ緑、Ｓ
ＹＴＯＸ染料（ＳＹＴＯＸ緑、ＳＹＴＯＸ青、及びＳＹＴＯＸ橙を含む）、ＳＹＴＯ染料
、ＹＯＹＯ及びＴＯＴＯファミリーの色素（ＹＯＹＯ、ＴＯＴＯ、ＪＯＪＯ、ＢＯＢＯ、
ＰＯＰＯ、ＹＯ－ＰＲＯ、及びＰＯ－ＰＲＯを含む）、並びにアクチノマイシンＤ及び７
－アミノアクチノマイシンＤ（７－ＡＡＤ）のような同じ目的で使用するものが含まれ得
る。
【００３６】
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　前癌性または癌性の細胞とそれらの正常な対応細胞の間でのグローバル核５ｍＣ負荷及
び分布の顕著な差異が与えられれば、これらの差異は、生物学的サンプル内の数千の細胞
を特徴付けするために、光学顕微鏡を用いて単一細胞の解像度で迅速かつ並列的に可視化
及び測定することができる。幾つかの実施形態において、痰由来の細胞及び細胞集団にお
けるグローバル核含量、及び５ｍＣ対グローバルｇＤＮＡの相対的分布（ＤＡＰＩによっ
て描写される）が分析される。これら核の実体は静的ではなく、正常な健康細胞の前癌性
の細胞及び癌性の細胞への細胞形質転換の際に再編成される。この関係において、散布図
の強力な特徴は、変数間の単純な関係の混合モデルを描く能力である。これらの関係は、
特異的な特徴として細胞パターンを反映し、ここでは前記変数が、核５ｍＣパターン対Ｄ
ＡＰＩ染色ｇＤＮＡの場合に示されるような核構造であり得る（Ｔａｊｂａｋｈｓｈ　Ｊ
，Ｗａｗｒｏｗｓｋｙ　ＫＡ，Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，Ｂａｒ－Ｎｕｒ　Ｏ，Ｖｉｓｈｎｅ
ｖｓｋｙ　Ｅ，Ｌｉｎｄｓｌｅｙ　ＥＨ，Ｆａｒｋａｓ　ＤＬ）。Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ
ｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｍｅｔｈｙｌ－　ａｔｉｏｎ　ｉｍａｇｉ
ｎｇ．Ｉｎ：Ｆａｒｋａｓ　ＤＬ，Ｎｉｃｏｌａｕ　ＤＶ、Ｌｅｉｆ　ＲＣ，ｅｄｉｔｏ
ｒｓ．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　Ｖｏｌ.６８５９　Ｉｍａｇｉｎｇ，Ｍａｎｉｐｕｌａ
ｔｉｏｎ，　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，　Ｃｅｌｌ
ｓ，　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ　ＶＩ　２００８．ｐ　６８５９０Ｆ）。本発明者らは、
そのような再編成が、グローバル５ｍＣ及びｇＤＮＡのシグナル分布をプロットした散布
図によって動的にモニターすることができ、その差異分布が、プロットされたパターンの
変化として可視的であることを示した。換言すれば、この２Ｄ散布図は、標的とされた２
つの核エンティティのシグナル周波数共分布を表し、該共分布プロットは、細胞特異的な
特徴とみなすことができる（Ｔａｊｂａｋｈｓｈ　Ｊ，Ｗａｗｒｏｗｓｋｙ　ＫＡ，Ｇｅ
ｒｔｙｃｈ　Ａ，Ｂａｒ－Ｎｕｒ　Ｏ，Ｖｉｓｈｎｅｖｓｋｙ　Ｅ，Ｌｉｎｄｓｌｅｙ　
ＥＨ，Ｆａｒｋａｓ　ＤＬ参照）。Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｕｍｏ
ｒ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｎ
ｕｃｌｅａｒ　ｍｅｔｈｙｌ－　ａｔｉｏｎ　ｉｍａｇｉｎｇ．Ｉｎ：Ｆａｒｋａｓ　Ｄ
Ｌ，Ｎｉｃｏｌａｕ　ＤＶ，Ｌｅｉｆ　ＲＣ，ｅｄｉｔｏｒｓ．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ
　Ｖｏｌ.６８５９　Ｉｍａｇｉｎｇ，Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｄ　Ａｎａｌｙ
ｓｉｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，Ｃｅｌｌｓ，ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ　ＶＩ
　２００８．　ｐ　６８５９０Ｆ）；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ、ｅｔ　ａｌ．Ａｕｔｏｍａｔ
ｅｄ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｅ
ｆｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌｓ　ｖｉａ　３Ｄ　ｍａｐｐｉｎｇ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅａ
ｒ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ．　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ａ　２００９；７５：５６９～８３：Ｇ
ｅｒｔｙｃｈ　Ａ、ｅｔ　ａｌ．Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　ｔｏｐｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｌｏｗ
－ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇ
ｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｒ
ｕｇ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．Ｅｘｐ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｒｅｓ　２０１０；３１６（１９）：３１５０－６０；Ｏｈ　ＪＨ，ｅｔ　ａｌ
．Ｎｕｃｌｅａｒ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　ｃ
ｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ａｒｅ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｂｅｔｗ
ｅｅｎ　ｎｏｒｍａｌｌｙ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ／ａｇｉｎｇ，　ｒａｐｉｄｌ
ｙ　ｇｒｏｗｉｎｇ／ｉｍｍｏｒｔａｌ，　ａｎｄ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ　ｃｅｌｌｓ．
Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ　２０１３；４：４７４－９３。幾つかの実施形態において、これ
ら５ｍＣ／ｇＤＮＡ共分布の特徴は、グローバル５ｍＣ及びｇＤＮＡの含量と共に、前癌
性及び癌性細胞の同定のために、痰由来の個々の細胞及び細胞集団の特徴付けにおいて考
慮される３つのパラメータ／バイオマーカーである。
【００３７】
　当業者は、本発明の実施に使用できる、本明細書に記載のものと類似または同等の多く
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の方法及び材料を認識するであろう。実際に、本発明は、ここに記載した方法及び材料に
限定されなるものではない。
【実施例】
【００３８】
実施例１
追加の背景
肺癌及び診断現状
　２０１０年には、米国で新たに発症した肺癌の症例は２０万件以上であり、これは全て
の新たな癌症例の１５％を占めている。同時期の肺癌死亡者の推定数は約１６万人で、全
癌関連死亡者の約２８％を占めている。残念ながら、限られた治療選択肢のために、肺癌
は癌関連死の最も一般的な原因である。この病気が初期段階で診断されれば、腫瘍の完全
な外科的切除が治癒の好機を提供する。従って、この疾患の早期発見は過去数十年に亘っ
て多くの試みの焦点になってきた。胸部Ｘ線検査、胸部コンピュータ断層撮影（ＣＴ）、
陽電子放出断層撮影（ＰＥＴ）スキャンを含む放射線撮影技術を使用した幾つかの臨床試
験では、結果がまちまちであり、臨床上のメリットが不明確で且つ非常に高いコストを伴
うことが示されてきた。上記のように、胸部ＣＴスキャンを含む肺癌の早期発見のための
放射線撮影方法は高線量の放射線を必要とし、それ自体が、頻繁に使用されると二次悪性
腫瘍を発症する高いリスクを課す。その結果、胸部ＣＴスキャンを肺癌のスクリーニング
に頻繁に使用することは、おそらく安全でも経済的でもない。
【００３９】
　重要なこととして、以前の試験では、肺癌の早期発見のために痰細胞診を利用していた
が、それらは主に剥離した上皮呼吸器細胞の形態変化を評価することに依存しており、そ
れぞれが臨床的に意味の或る利点を示し得る点にまで肺癌症例を検出することはできなか
った。
【００４０】
　一方、高リスク患者の痰サンプルにおける特定の遺伝子のメチル化状態の評価は、肺癌
病変の早期発見に成功している。残念なことに、肺癌は不均一な疾患群であり、全ての症
例において一様な異常は同定されていない。同様に重要なことは、多数の細胞に亘って遺
伝子メチル化状態を平均化する細胞サンプルの分析は、痰の中の癌性の細胞のより小さな
サブグループに特有で重要な微妙な情報を隠蔽し、分析結果を偏らせる可能性がある。従
って、肺腫瘍を検出するために全ての痰細胞に亘る遺伝子サブセットの異常に依存するこ
とは、恐らく症例のあるサブグループのみをカバーできるに過ぎない可能性がある。以前
に利用可能な診断方法の欠点を考慮した後、本発明者等は、肺癌の早期検出のためのツー
ルとして、痰中の剥離した呼吸器細胞のグローバルなＤＮＡメチル化状態を細胞ごとに分
析しようとした。
【００４１】
癌診断におけるＤＮＡのメチル化
　正常細胞の完全なエピジェネティック平衡は、細胞が形質転換されると実質的に変化す
る。得られたＤＮＡレベルのエピジェネティック変化は、次の二つのカテゴリーに分類さ
れる：（ｉ）ＣｐＧ島と称する遺伝子の豊富なゲノム領域の遺伝子プロモーターにおける
ＣｐＧの遺伝子特異的な過剰メチル化、及び（ｉｉ）ゲノム規模の低メチル化であり、そ
の多くは反復ＤＮＡ要素において生じる。異常なメチル化パターンは、幾つかの癌のタイ
プに関連している。ゲノム規模での低メチル化は、悪性度に密接に類似しており、普遍的
な所見である。ＤＮＡ低メチル化の分析は、殆ど未開拓のまま残されている。研究モデル
として広く使用されている癌細胞株は、ゲノム全体の脱メチル化において大きな変動を示
し、これは組織特異性を反映するものであり、確率過程から生じる可能性は低い。悪性細
胞は、正常な対応物よりも２０～６０％少ないゲノムメチルシトシンを含み得る。メチル
基の消失は主に、ヒトゲノムの９０％超を占める反復ＤＮＡ配列の低メチル化によって達
成され、これには、多くは進化を通してレトロウイルスとして獲得された、短鎖及び長鎖
の散在した核要素（ＳＩＮＥＳ及びＬＩＮＥＳ等の移入可能な要素（ゲノムの約４８％）
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を含む）が含まれる。グローバルなメチル化はまた、多くの癌タイプにおける臨床的結果
とグローバルなメチル化レベルの間の関連により示されるように、臨床的に関連性がある
。前癌病変が進行するにつれてグローバルなメチル化の損失がより顕著になる傾向がある
ため、グローバルな低メチル化は癌の進行と関連しているように考えられる。今日まで、
差分ＤＮＡメチル化分析は、主に電気泳動技術、クロマトグラフィー技術、ＰＣＲベース
の技術、アレイベースの技術及び配列決定技術を含む分子アプローチによって、定量的に
評価されてきた。これら方法の特異性、感度、及び固有の単一塩基分解能の大幅な改善に
もかかわらず、それらは単一細胞の高スループット分析においては技術的に困難なままで
ある。これには、ＰＣＲに基づく手法の多重化における限界、並びに全ゲノム配列決定、
特に反復要素のインターロゲーションについての困難な感度及びコストの問題が含まれる
。或いは、ＤＮＡメチル化の不均衡、特に反復要素の低メチル化の広がり及び負荷を考慮
すると、グローバル核５ｍＣパターンのイメージングに基づく評価は、基礎をなす分子的
プロセスが光学顕微鏡で見える大規模のクロマチン再編成を含んでいるので、多数の細胞
を同時に分析及び特徴付けるための強力なツールを提供する。
【００４２】
定量的ＤＮＡメチル化イメージングの重要性
　本明細書で実証されるように、定量的ＤＮＡメチル化イメージング（３Ｄ－ｑＤＭＩ）
の方法が開発され、肺癌に適用されている。この非破壊的方法は、細胞及び組織を特徴付
けるために、５－メチルシトシン負荷及び空間核分布の並列的な定量的測定を必要とする
（次の文献を参照されたい。Ｔａｊｂａｋｈｓｈ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．　Ｃｈａｒａｃｔｅ
ｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｂ
ｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｉｍａｇｉ
ｎｇ．Ｉｎ：Ｆａｒｋａｓ　ＤＬ，Ｎｉｃｏｌａｕ　ＤＶ，Ｌｅｉｆ　ＲＣ，ｅｄｓ．Ｉ
ｍａｇｉｎｇ，Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ，　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｂｉｏ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，　Ｃｅｌｌｓ，　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ．Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，Ｃ
Ａ：Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＳＰＩＥ　２００８；６８５６：６８５９
Ｆ１－１０；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｑｕａｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｃ
ｅｌｌｓ　ｖｉａ　３Ｄ　ｍａｐｐｉｎｇ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅ
ｓ　ａｎｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ．
Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ａ　２００９；７５：５６９－８３：Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　
ａｌ．Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　ｔｏｐｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｌｏｗ－ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　Ｄ
ＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｒｕｇ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅ
ｆｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．Ｅｘｐ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ　２０１０
；３１６：３１５０－６０；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ
　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ
－ｃｏｎｔｅｎｔ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｐｌａｔｆｏｒｍｓ．Ｉｎ：　Ｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｎ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ．Ｖｏｌ．２．Ａｄｖ
ａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ　ａｎｄ　ｓｏｆｔ　ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，
Ｖｏｌ．６９．Ｅｗａ　Ｐｉｅｔｋａ　ａｎｄ　Ｊａｃｅｋ　Ｋａｗａ，Ｅｄｉｔｏｒｓ
，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ；Ｔａｊｂ
ａｋｈｓｈ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（２０１２）．３－Ｄ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＤＮ
Ａ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　Ｉｍａｇｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　Ｔｅｘｔ
ｕｒｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ　ａｎｄ　
Ｔｏｘｉｃｏｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ．Ｉｎ　Ｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ：Ｆｒｏｍ　Ｃｈ
ｒｏｍａｔｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｔｏ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ．Ｋ．Ａｐｐａｓａ
ｎｉ，ｅｄｉｔｏｒ．Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃａｍ
ｂｒｉｄｇｅ，Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ；これらの各々は、その内容がここに完全
に記載されたと同様に、その全体を本明細書の一部として援用する）。３Ｄ－ｑＤＭＩの
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実施形態のワークフローが図１に示されている。
【００４３】
　５ｍＣの負荷及び分布において大きなダイナミックレンジが得られれば、３Ｄ－ｑＤＭ
Ｉは、不均一痰標本内における数千個の細胞の迅速、並行、形態計測的な、単細胞分解能
での特徴付けを可能にする。以下は、肺癌診断及び臨床的意思決定における痰サンプル等
の非侵襲的代用物の使用に適用可能な、３Ｄ－ｑＤＭＩの利点の一部を強調している：（
ｉ）３Ｄ－ｑＤＭＩは、エラーを生じやすい分離法による細胞濃縮を必要としない；（ｉ
ｉ）この方法は、時間のかかるＤＮＡ抽出及びＤＮＡ増幅を必要としない；（ｉｉｉ）３
Ｄ－ｑＤＭＩは、細胞ごとの分析を提供する；（ｉｖ）この方法は、ＤＮＡメチル化の特
徴に関する異なる細胞型の頻度を含めて、細胞集団の不均一性評価を可能にする；（ｖ）
無関係な細胞を同定して分析から除外することができ、これは浸潤性造血細胞によるサン
プル不純物を介したデータ歪曲を防止する；（ｖｉ）費用対効果の高い細胞数測定アプロ
ーチは自動化が可能で規模に合わせ易く、従って容易に開発でき且つ臨床現場で実施でき
る。細胞数測定アプローチは、同時且つ多色のハイコンテントイメージングに適用するこ
とができる。従って、関心のある細胞及び／または浸潤性造血細胞を、細胞特異的マーカ
ーについて更に標識することができる。その後、無関係な細胞を出力されたデータ内で識
別し、データ分析の前に除去することができる。更に、この方法は、痰由来細胞を付着さ
せるための支持体として顕微鏡スライド及び生体分子科学協会（ＳＢＳ）フォーマットの
マイクロプレートを使用することに適合している。従って、この方法は、癌診断のために
前記フォーマットを日常的に適用する、高スループットの臨床及び診断環境において実施
の可能性を有する。詳細に言えば、サンプル調製、染色及び走査の３つの工程は、既存の
市販されている高スループット機器を用いて自動化することができる。画像及びデータ分
析はコンピュータ化されたプロセスであり、当然ながら自動化された方法で実行され、計
算能力によってのみ制限される。
【００４４】
サンプルの分析
　本明細書に記載の特定の実施形態で実施される３Ｄ－ｑＤＭＩソフトウェアは、画像フ
レーム内において、（集団解析と結果出力ではなく）個々の細胞の洗練された３次元画像
解析を実行するように設計され、従って、可変統計のための細胞のフレキシブルな除去及
び組み合わせを可能にする。幾つかの実施形態において、５ｍＣ／ＤＡＰＩ共局在パター
ンの結果は、散布図として表すことができる（図２参照）。しかしながら、当業者は、こ
の種類のデータを表す他の多くの方法があることを容易に理解するであろう。
【００４５】
　図２に示すように、５ｍＣ／ＤＡＰＩ共局在パターンのような５ｍＣの特徴は、集団内
の細胞間で変化し得る。従って、細胞集団の不均一性評価は、細胞の組成、即ち攻撃的な
癌細胞に類似した異常なＭｅＣ表現型を示す可能性のある少数の細胞の同定に重要な、表
現型変化の程度を決定する上で重要な特徴である。均質性は、個々の核５ｍＣ／ＤＡＰＩ
パターンと、全ての個々の核パターンの合計を表す細胞集団全体のグローバルなパターン
（参照パターン）との関係を表現することにより、細胞集団全体内での構造的類似性を比
較することによって評価することができる。
【００４６】
痰検査
　本発明者らは、健康な個体（癌歴のない非喫煙者）の痰由来のヒト上気道細胞、並びに
肺癌患者（喫煙者）由来の痰細胞及び一致する組織標本、並びに３つの人細胞株における
３Ｄ核５ｍＣパターンを調査した。細胞株には、不死化正常ヒト上皮細胞株（ＢＥＡＳ－
２Ｂ）、及びＮＳＣＬＣ株Ａ５４９（肺胞基底上皮細胞）、及びＨ１５７（高度浸潤性肺
癌細胞）が含められた。図４は、新たに診断され、外科的に切除された肺癌由来の、蛍光
標識された切片の正常な柔組織及び腫瘍領域を示す。本発明者らは、著しくグローバルに
低メチル化された癌患者の癌性の細胞、及び異常な痰細胞の５ｍＣ／ＤＡＰＩパターンと
は有意に異なる健康な細胞の間で、共通のグローバルなＤＮＡメチル化パターン（図５）
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を観察した。３つの異なる細胞株及び痰由来細胞並びに正常組織の全ての集団は、その５
ｍＣ／ＤＡＰＩ共分布に関して、細胞集団レベル及び個々の代表的な核種についての散布
図として表示された、高度の均一性（ＫＬカテゴリーマップによって可視化された）を示
した。
【００４７】
　本発明者らは、各細胞型の測定可能な記述子を導入した（図５）：プロットの回帰直線
及び上方及び下方シグナル境界線ＭＬ１及びＭＬ２は特徴的であり、それぞれのプロトタ
イプ細胞型について４つの角度α、β、γ及びδを決定する。得られた差分因子Ｆ＝［（
α／γ）×（β／δ）］は各細胞型に特異的であった：０．５４（ＢＥＡＳ－２Ｂ）、０
．４２（Ａ５４９）、０．１２（Ｈ１５７）、０．７８（典型的な正常組織細胞）、０．
４５（正常痰細胞）、０．４４（癌患者の痰中のＮ１型細胞の大部分）、０．０１（癌患
者の痰中のＮ２型細胞）、及び０．０５（典型的な癌組織細胞）。この尺度は、正常細胞
及び悪性細胞の検出のためのグローバルなメチル化パターンの識別力を強調している。特
に、癌患者の痰中における（Ｎ２型）細胞識別特性と典型的な腫瘍組織細胞との類似性は
、痰サンプルにおける異常細胞を腫瘍形成の初期段階で検出する上で中心的な役割を果た
すことができる。３Ｄ核ＤＮＡメチル化パターンは、気道の悪性細胞の非侵襲的検出のた
めの新規なバイオマーカーとして役立つとの所見が、図４及び図５に示されている。幾つ
かの態様において、本発明の方法は、３Ｄ－ｑＤＭＩを利用して、肺癌を発症するリスク
の高い個体の痰サンプル中において、剥離された呼吸器細胞の異なるグローバルなＤＮＡ
メチル化パターンを決定する。詳細に言えば、各痰細胞集団は、細胞組成の評価を提供す
る決定されたＦ因子の統計により特徴付けすることができ、これは悪性細胞の検出を容易
にすることができるであろう。
【００４８】
実施例２
方法
細胞検体の調製
　痰の誘導は、高張食塩水（３～５％ＮａＣｌ）の吸入によって行うことができる。ネブ
ライザーを使用して、１．５ｍＬ／分の出力でエアロゾルを生成することができる。対象
は、生理食塩水のエアロゾルを最大２０分間吸入する。対象は、５分毎に水道水で口を濯
いだ後に痰を吐き出すことが推奨される。剥離した上部呼吸器細胞を単離し、スライド／
カバースリップまたはマイクロプレートウェル上に固定する。プラスチック容器内に採取
したサンプルを、処理するまで４℃に維持する。１０％のスプトリシン溶液として一般に
知られる０．１％ジチオスレイトール（ＤＴＴ）含有のリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）
溶液でサンプルを希釈し、２０分間インキュベートしてから、細胞及び液体（粘液）相を
分離するために、３００～１５００×ｇにおいて室温で５～１０分間遠心分離する。この
プロセスは、細胞懸濁液が均質かつ透明に見えるようになるまで繰り返される。次いで、
細胞ペレットをＰＢＳ中に再懸濁させ、細胞を４０～１００μｍのナイロンメッシュ（細
胞ストレーナー）で濾過して、残留粘液及び残屑を除去する。次いで、細胞を３００～１
５００×ｇで５～１０分間遠心分離する。その細胞ペレット（全ての収穫された細胞を含
む）を、１～２マイクロリットルの上皮細胞培地に再懸濁させ、顕微鏡ガラスカバースリ
ップ上に移し、３７℃及び５％ＣＯ２で１６～４８時間培養して、細胞を該カバースリッ
プに付着させる。幾つかの実施形態では、遠心分離されたサンプル（サイトスピン）に対
して細胞計数を行い、細胞サンプルを顕微鏡スライド／カバースリップまたはマイクロプ
レートウェル上に広げる。続いて、細胞を４％パラホルムアルデヒド中で１５分～４５分
間固定し、４℃でＰＢＳ中に維持する。次に、本明細書に記載の３Ｄ定量的ＤＮＡメチル
化イメージング（３Ｄ－ｑＤＭＩ）により、固定細胞の特徴付けが達成される。
【００４９】
　上述した気道痰処理方法の代りに、気道痰を、当該技術分野で知られている任意の方法
で処理してよい。単なる一例として、気道痰処理は、Ｈａｍｉｄ　ｅｔ　ａｌ.Ｅｕｒ　
Ｒｅｓｐｉｒ　Ｊ　２００２；２０　Ｓｕｐｐｌ.３７，１９ｓ－２３ｓに記載または参
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照された任意の方法に従って行ってよい。
【００５０】
生化学
　サンプルの解析は、細胞核における５－メチルシトシンに対して特異的なマウスモノク
ローナル抗体（クローン３３Ｄ３）を用いたオーバーレイメチルシトシンパターンの可視
化のための免疫蛍光染色と、グローバル核ＤＮＡの描写のための４’，６－ジアミジノ－
２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）を用いた対比染色との組み合わせにより達成される
。５－メチルシトシン及びｇＤＮＡの染色及び可視化のために多くの公的に入手可能なプ
ロトコールが存在するが、幾つかの実施形態では以下の参照文献のプロトコールが使用さ
れる：Ｔａｊｂａｋｈｓｈ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｔｕｍｏｒ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉａｌ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｉｍａｇｉｎｇ．Ｉｎ：Ｆａｒｋａ
ｓ　ＤＬ，Ｎｉｃｏｌａｕ　ＤＶ，Ｌｅｉｆ　ＲＣ，ｅｄｓ．Ｉｍａｇｉｎｇ，Ｍａｎｉ
ｐｕｌａｔｉｏｎ，　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，　
Ｃｅｌｌｓ，　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ．Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，　ＣＡ：Ｐｒｏｃｅｅｄｉ
ｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＳＰＩＥ２００８；６８５６：６８５９Ｆ１－１０；３３：Ｇｅ
ｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ＤＮＡ　ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌｓ　ｖｉａ
　３Ｄ　ｍａｐｐｉｎｇ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｐｏ
ｐｕｌａｔｉｏｎ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ．Ｃｙｔｏｍｅｔｒ
ｙ　Ａ　２００９；７５：５６９－８３；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｅａｓｕ
ｒｉｎｇ　ｔｏｐｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｌｏｗ－ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙ
ｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ａｓｓｅｓｓｍ
ｅｎｔ　ｏｆ　ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｒｕｇ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｉ
ｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．Ｅｘｐ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ　２０１０；３１６：３１５
０－６０；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｓｓｅｓｓｍ
ｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｃｏｎｔｅｎｔ
　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｐｌａｔｆｏｒｍｓ．Ｉｎ：　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｎ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ．Ｖｏｌ．２．Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ
　ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ　ａｎｄ　ｓｏｆｔ　ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，Ｖｏｌ．６９，２
０１０；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．３－Ｄ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｃｏｒｒｅｌａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｌ
ｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｐｒｏｓｔａｔｅ　ａｎｄ　ｌｉｖｅｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　
ｍｏｄｅｌｓ．ＢＭＣ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌ．２０１３　Ｆｅｂ　１１
；１４：１；Ｔａｊｂａｋｈｓｈ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｅａｒｌｙ　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｄ
ｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｏｕｓｅ　Ｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅ　Ｅｎｄｏｄ
ｅｒｍ　ｉｓ　Ｎｏｔ　Ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ　Ｍ
ａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅａｒ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　Ｐａｔ
ｔｅｒｎｓ．ＰＬｏＳ　ＯＮＥ　２０１１；６（７）：ｅ２１８６１；Ｔａｊｂａｋｈｓ
ｈ　Ｊ．Ｃｏｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ，　ｇ
ｌｏｂａｌ　ＤＮＡ，　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｉｎ
　Ｓｉｔｕ　３Ｄ　ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　ｏｆ　
ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２０１３；１０５２：７７
－８８；；Ｏｈ　ＪＨ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅａｒ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
　ａｎｄ　ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　ｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ａ
ｒｅ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｎｏｒｍａｌｌｙ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉ
ｎｇ／ａｇｉｎｇ，　ｒａｐｉｄｌｙ　ｇｒｏｗｉｎｇ／ｉｍｍｏｒｔａｌ，　ａｎｄ　
ｓｅｎｅｓｃｅｎｔ　ｃｅｌｌｓ．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ　２０１３；４：４７４－９３
；Ｔａｊｂａｋｈｓｈ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｙｎａｍｉｃ　ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ
　ｏｆ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｔｉ
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ｏｎ　ｉｎ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｃａ
ｐｔｕｒｅｄ　ｂｙ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ　３Ｄ　ｈｉｇｈ－ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｎ
ａｌｙｓｉｓ．Ｅｘｐ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．２０１５；３３２：１９０－２０１。これら
の各々は、その全体を本明細書の一部として援用する）。染色に使用される５ｍＣ抗体は
、（ｗｗｗｄｏｔｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｕｂｍｅｄ／？ｔｅｒｍ＝Ｒｅ
ｙｎａｕｄ％２０Ｃ％５ＢＡｕｔｈｏｒ％５Ｄ＆ｃａｕｔｈｏｒ＝ｔｒｕｅ＆ｃａｕｔｈ
ｏｒ＿ｕｉｄ＝１７３９９５０）Ｂｏｕｌｌａｎｇｅｒ　Ｐ，Ｇｒａｎｇｅ　Ｊ，Ｂａｒ
ｂｅｓｔｉ　Ｓ，Ｎｉｖｅｌｅａｕ　Ａ．Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｕｒｉｎａｒｙ
　ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　ｉｎ　ｃａ
ｎｃｅｒ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｓｅｔ　ｏｆ　ｓｉｘ　ｍｏｎｏｃｌｏ
ｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｌｅｔｔ　１９９２　Ｍａｒ　３１；６
３（１）：８１に記載されたものであることができる。抗５ｍＣ抗体の特異性は、免疫細
胞化学と組み合わされた、シトシン変異体を含むＤＮＡマイクロアレイ及び標準対照実験
を用いて確認することができる。下流の分析において造血細胞、特に白血球（白血球）を
排除するために、抗ＣＤ３４抗体及び抗ＣＤ４５抗体で検体を免疫共表現型決定すること
ができる。幾つかの実施形態において、本発明者らは、ＣＫ８、ＣＫ１８、及びＣＫ１９
等のサイトケラチンに対する抗体を用いて、上皮細胞マーカーのための同時標識を行う。
しかしながら、悪性呼吸器細胞は、多数の正常な上皮細胞（スライド上）に分散している
。従って、上皮マーカーは正常細胞と異常細胞の区別には役立たない。
【００５１】
免疫蛍光（ＩＦ）
　以下の非限定的なプロトコールは、１８ｍｍの丸いガラスカバースリップ（Ｎｏ．１）
上に捕捉され、１２ウェルのマイクロプレートにおいて処理される痰由来細胞の簡便な処
理のためのものである。試薬の量は、他の細胞支持体及び反応チャンバについて調節する
必要がある。
【００５２】
１日目
（ａ）組織切片の固定
　１）痰由来細胞を、４％パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）／ＰＢＳ中において室温で３
０～４５分間固定し、次いで室温で３～５分間ＰＢＳで３回洗浄する。直ちに処理しない
細胞は、２～８℃において、０．００２％ＮａＮ３／ＰＢＳ中で更に保存すべきである。
【００５３】
（ｂ）細胞のＩＦ前処理
　２）細胞をＰＢＳ（２ｍＬ）中で５分間洗浄する。
　３）室温で２０分間、０．５％サポニン／０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００／ＰＢＳ（
５ｍＬ）で細胞を透過性処理し、室温において３～５分間ＰＢＳ（２ｍＬ）で３回洗浄す
る。
　４）細胞を１００μｇ／ｍＬのＲＮアーゼＡ／ＰＢＳ（０．２ｍＬ）を用いて３７℃で
３０分間処理し、室温においてＰＢＳ（２ｍＬ）で３～５分間３回洗浄する。
　５）３７℃で３０分間、３％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）／ＰＢＳ（１ｍＬ）を用い
て組織をブロックする（一次抗体を適用する前に）。
【００５４】
（ｃ）第１の免疫蛍光
　６）組織を、細胞表現型を決定するための一次抗体または適合性抗体のカクテル（例え
ば、ウサギ抗ＣＫ１９ポリクローナル抗体、Ａｂｃａｍカタログ番号ａｂ１５４６３、１
：１０００希釈液；ヒツジ抗ＣＤ３４ポリクローナル抗体、Ｒ＆Ｄシステムズ、カタログ
番号ＡＦ７２２７、１μｇ／ｍＬの濃度で；ニワトリ抗ＣＤ４５、ＧｅｎｅＴｅｘカタロ
グ＃ＧＴＸ８２１３９、１：５００希釈）と共に、３％ＢＳＡ／ＰＢＳ（０．７ｍＬ）中
において２～８℃で一晩インキュベートする。
【００５５】
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２日目
　７）細胞を、室温において０．１％ＢＳＡ／０１％Ｔｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ（２ｍＬ）
で５分間、４回洗浄する。
　８）組織を、３％ＢＳＡ／ＰＢＳ（０．７ｍＬ）中の各々５μｇ／ｍＬ濃度の２次抗体
（例えば、ロバ抗ヤギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）－Ａｌｅｘａ　５６８、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、
Ａ１１０５７）と共に、３７℃で１時間インキュベートする。
　９）組織を、０．１％ＢＳＡ／０．１％Ｔｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ（２ｍＬ）で４回、室
温において３～５分間洗浄し、また０．１％ＢＳＡ／ＰＢＳ（２ｍＬ）で１回洗浄する。
　１０）室温で１５分間、４％ＰＦＡ／ＰＢＳ（１ｍＬ）中で組織を固定する。細胞を、
ＰＢＳで３～５分間、３回洗浄する。
　１１）２Ｎ　ＨＣｌ（１ｍＬ）を用いて、細胞を室温で正確に４０分間脱プリン化し、
室温で３～５分間ＰＢＳ（２ｍｌ）で３回洗浄する。
　１２）３７℃で３０分間、３％ＢＳＡ／ＰＢＳ（１ｍＬ）で細胞をブロックする（一次
抗体を適用する前）。
【００５６】
（ｄ）第２の免疫蛍光
　１３）３％ＢＳＡ／ＰＢＳ（０．７ｍＬ）中の１～２μｇ／ｍＬ濃度の一次抗体（例え
ばマウス抗ＭｅＣ、クローン３３Ｄ３ｍＡｂ、Ａｖｉｖａ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ、カタログ番号ＡＭＭ９９０２１）と共に、２～８℃で細胞を一晩インキュベートす
る。
【００５７】
３日目
　１４）細胞を、室温において５分間、０．１％ＢＳＡ／０１％Ｔｗｅｅｎ２０／ＰＢＳ
（２ｍＬ）で４回、０．１％ＢＳＡ／ＰＢＳ（２ｍＬ）で１回洗浄する。
　１５）細胞を、２次抗体（例えば、ロバ抗マウスＡｌｅｘａ４８８　ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）
、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ａ２１２０２、及びニワトリ抗ウサギＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）－Ａｌ
ｅｘａ　６４７、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ａ２１４４３）と共に、両者共３％ＢＳＡ／Ｐ
ＢＳ（０．２ｍＬ）中５μｇ／ｍＬの濃度で、３７℃において２時間インキュベートする
。
　１６）組織を、室温において、０．１％ＢＳＡ／０．１％Ｔｗｅｅｎ　２０／ＰＢＳ（
５ｍＬ）で４回５分間、０．１％ＢＳＡ／ＰＢＳで１回５分間洗浄する。
　１７）組織を、室温において２０分間、ＤＡＰＩ／ＰＢＳ溶液（室温に温める）５ｍＬ
中でインキュベートし、非特異的ＤＡＰＩ染色をリンスためにＰＢＳ中で約３０秒間リン
スする。
　１８）マイクロプレートからカバースリップを取り出し、室温または３７℃のオーブン
（１０～３０分）中において、暗所で完全に乾燥させる。
　１９）清潔で乾燥したガラススライド区画に７～１０μＬのマウント溶液（例：Ｐｒｏ
ｌｏｎｇ－Ｇｏｌｄ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を移し、該マウント液滴上にカバースリッ
プ（スライドガラスに面した細胞を含む）を置く（厳格に気泡を避ける）。
【００５８】
分子的確認方法
　分子的確認方法は、画像サイトメトリー（３Ｄ－ｑＤＭＩ）５ｍＣの特徴的結果を確認
するために、単離された細胞（選択された痰サンプルから）から抽出したＤＮＡに対して
並行して行うことができる：（ｉ）５ｍＣ負荷及び（ｉｉ）反復ＤＮＡ要素類の低メチル
化（Ａｌｕ／ＬＩＮＥ－１／Ｓａｔα／Ｓａｔ２）－ｔｈｅ　ｍａｊｏｒ　ｃａｕｓａｔ
ｉｖｅ　ｏｆ　ｇｌｏｂａｌ　ＤＮＡ　ｈｙｐｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ－両者共にＲｅ
ｐｅａｔ－Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔによって評価することができる（Ｗ
ｅｉｓｅｎｂｅｒｇｅｒ　ＤＪ　ｅｔ　ａｌ．、Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｐｅｔｉ
ｔｉｖｅ　ｅｌｅｍｅｎｔ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｂｙ　ＭｅｔｈｙＬｉｇ
ｈｔ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２００５　Ｄｅｃ　２；３３（２１）：６
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８２３－３６を参照のこと、その全体を本明細書の一部として援用する）。この方法は、
グローバル５ｍＣの含量測定に従来使用されていた、５ｍＣ負荷の測定における高速液体
クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）または高性能キャピラリー電気泳動（ＨＰＣＥ）の正確
な代用品であることが証明されている。Ｒｅｐｅａｔ－Ｓｅｑ　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔ及
び３Ｄ－ｑＤＭＩによって比較的に行われた５ｍＣの含量測定値は、非常に高い相関（０
．８６－０．９６）を示した（Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．３－Ｄ　ＤＮＡ　ｍｅ
ｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｃｏｒｒｅｌａｔｅ　ｗｉｔｈ　ｃｙｔｏ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｐｒｏｓｔａｔｅ　ａｎｄ　ｌｉｖｅｒ　ｃａ
ｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　ｍｏｄｅｌｓ．ＢＭＣ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌ.２
０１３　Ｆｅｂ　１１；１４：１１に記載されており、その全体を本明細書の一部として
援用する）。
【００５９】
画像取得
　画像取得は、高分解能共焦点走査顕微鏡法を利用して行うことができる。幾つかの非限
定的な実施形態では、Ｌｅｉｃａの市販されているＴＣＳ　ＳＰ５　Ｘ　Ｓｕｐｅｒｃｏ
ｎｔｉｎｕｕｍ顕微鏡（Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ）が利用される。このシ
ステムは、４７０～６７０ｎｍの連続範囲内において１ｎｍ刻みで励起及び発光に完全な
自由度及び適応性を提供する。顕微鏡は、ＤＡＰＩ蛍光の励起のために、４０５ｎｍのダ
イオードレーザラインと結合させることができる。シリアル光学セクションは、Ｐｌａｎ
－Ａｐｏ　６３Ｘ　１．４オイル浸漬レンズ及びピンホールサイズ１．０のエアリーユニ
ットを使用して、２００～３００ｎｍ単位で収集することができる。表面滲みを回避する
ために、各チャネルの画像化を順次取得することができる。非限定的な例として、典型的
な画像サイズは、約１１６ｎｍ×１１６ｎｍ×２３０．５ｎｍ（ｘ、ｙ、及びｚ軸）のそ
れぞれのボクセルサイズ、及び全てのチャネルにおいて画素当たり８～１６ビットの分解
能で、１０２４×１０２４～２０４８×２０４８の範囲に亘ることができる。出力ファイ
ルフォーマットは、３Ｄ画像解析に利用できる一連のＴＩＦＦ画像であることができる。
【００６０】
３Ｄ画像解析
　下記文献に記載されているように、パターン認識及びマルチパラメトリックハイコンテ
ント分析のために開発された専用のアルゴリズムを適用することによって３Ｄ画像解析を
行うことができる：Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｑｕａｎｔ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｉ
ｎ　ｃｅｌｌｓ　ｖｉａ　３Ｄ　ｍａｐｐｉｎｇ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｓｉｇｎａｔ
ｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｓｓｅｓｓｍｅ
ｎｔ．Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ａ　２００９；７５：５６９－８３；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，
ｅｔ　ａｌ．Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　ｔｏｐｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｌｏｗ－ｉｎｔｅｎｓｉｔ
ｙ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈ
ｐｕｔ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｒｕｇ－ｉｎｄｕｃｅ
ｄ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．Ｅｘｐ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ　２
０１０；３１６：３１５０－６０；Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）．Ｈ
ｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｓ　ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｃｏｎｔｅｎｔ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｐｌａｔｆｏｒｍｓ．Ｉ
ｎ：　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉｎ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ
．Ｖｏｌ．２．Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ　ａｎｄ　ｓｏｆｔ　
ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，Ｖｏｌ．６９．Ｅｗａ　Ｐｉｅｔｋａ　ａｎｄ　Ｊａｃｅｋ　Ｋａ
ｗａ，Ｅｄｉｔｏｒｓ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ： 及びＴａｊｂａｋｈｓｈ　Ｊ，（２０１２）．３－Ｄ　Ｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　Ｉｍａｇｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｃｈｒｏｍａｔ
ｉｎ　Ｔｅｘｔｕｒｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｅｐｉｇｅｎｏｍｉ
ｃｓ　ａｎｄ　Ｔｏｘｉｃｏｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ．Ｉｎ　Ｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ：
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Ｆｒｏｍ　Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｔｏ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ．Ｋ
．Ａｐｐａｓａｎｉ，ｅｄｉｔｏｒ．Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒ
ｅｓｓ，　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ．これらの各々は、そ
の全体がここに記載されているかのように本明細書の一部として援用される。
【００６１】
　幾つかの実施形態において、画像解析ツールは次の３つのステップで動作する：１）全
ての細胞（画像化された集団内における）が３Ｄセグメンテーションのために処理される
；２）核内に存在する蛍光シグナルが、（ａ）核全体の５－メチルシトシン負荷を決定す
るため、（ｂ）５ｍＣシグナルの共通分布図（散布図）及びグローバル核ＤＮＡ（ＤＡＰ
Ｉによって可視化される）を作成するため、及び（ｃ）２つの最初の５ｍＣ特徴に関する
変動性／異質性のために測定される。各検体内において、ＤＮＡメチル化負荷及び全ての
細胞間の作成された２Ｄダイアグラムの類似性分析を行い、細胞集団の均質性を決定する
。
【００６２】
　類似性分析に関して、一般的に適用される類似性測度は、目的表現に従って次の三つの
グループに分類される：（ａ）ユークリッド距離及びミンコウスキ距離を含む点ベースの
もの、（ｂ）Ｊａｃｃａｒｄ、Ｔａｎｉｍｏｔｏ及びＤｉｃｅの指標を含む集合ベースの
もの、及び（ｃ）それぞれＢｈａｔｔａｃｈａｒｙｙａ、Ｋｕｌｌｂａｃｋ－Ｌｅｉｂｌ
ｅｒの距離、及び相関ベースのマハラノビス距離を用いた確率的なもの（Ｄｉｃｅ　ＬＲ
．Ｍｅａｓｕｒｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｓ
ｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｓｐｅｃｉｅｓ．Ｊ　Ｅｃｏｌｏｇｙ　１９４５
；２６：２９７－３０２；Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙｙａ　Ａ．Ｏｎ　ａ　ｍｅａｓｕｒｅ
　ｏｆ　ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｗｏ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｐ
ｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｂｙ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ　ｄｉｓｔｒｉ
ｂｕｔｉｏｎｓ．Ｂｕｌｌ　Ｃａｌｃｕｔｔａ　Ｍａｔｈ　Ｓｏｃ　１９４３；３５：９
９－１０９；Ｍａｈａｌａｎｏｂｉｓ　ＰＣ．Ｏｎ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ　
ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｉｎ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ　Ｉｎｓｔ　Ｓｃｉ
ｅｎ　Ｉｎｄｉａ　１９３６；２：４９－５５；Ｋｕｌｌｂａｃｋ　Ｓ，Ｌｅｉｂｌｅｒ
　ＲＡ．（１９５１），“Ｏｎ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｕｆｆｉｃｉｅｎ
ｃｙ”．Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　２２
（１）：７９－８６；Ｊａｃｃａｒｄ　Ｐ．（１９１２），“Ｔｈｅ　ｄｉｓｔｒｉｂｕ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｌｏｒａ　ｉｎ　ｔｈｅ　ａｌｐｉｎｅ　ｚｏｎｅ”，Ｎｅ
ｗ　Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ　１１：３７－５０；Ｒｏｇｅｒｓ　ＤＪ，Ｔａｎｉｍｏｔ
ｏ　ＴＴ．（１９６０），“Ａ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｐｒｏｇｒａｍ　ｆｏｒ　Ｃｌａｓ
ｓｉｆｙｉｎｇ　Ｐｌａｎｔｓ”．Ｓｃｉｅｎｃｅ　１３２（３４３４）：１１１５－１
１１８；Ｅｌｅｎａ　Ｄｅｚａ　＆　Ｍｉｃｈｅｌ　Ｍａｒｉｅ　Ｄｅｚａ（２００９）
　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｄｉｓｔａｎｃｅｓ，　ｐａｇｅ　９４，Ｓｐｒｉ
ｎｇｅｒ；Ｌｅｖａｎｄｏｗｓｋｙ　Ｍ，Ｗｉｎｔｅｒ　Ｄ．（１９７１），“Ｄｉｓｔ
ａｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｓｅｔｓ”，Ｎａｔｕｒｅ　２３４（５）：３４－３５を参
照されたい。これらの全てを、その全体がここに記載されているかのように本明細書の一
部として援用する）。
【００６３】
　上記に示したように、非限定的な一例において、Ｋｕｌｌｂａｃｋ－Ｌｅｉｂｌｅｒ（
ＫＬ）発散測定、即ち堅固な幾何学的形状及び位置を有さない核標的の分析に非常に適し
た数学的操作を用いることができる（Ｇｅｒｔｙｃｈ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ａｕｔｏｍａｔ
ｅｄ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ　ｅ
ｆｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌｓ　ｖｉａ　３Ｄ　ｍａｐｐｉｎｇ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅａ
ｒ　ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ　
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ．Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ａ　２００９；７５：５６９－８３を参照
されたい、これはその内容が完全に記載されているかのように本明細書の一部として援用
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される）。ＫＬ発散は、細胞の集団内評価を可能にするために、個々の核の正規化された
散布図と参照散布図との間の類似性尺度として適用することができる。ＫＬ値をより解り
易くするために、４つのソフト修飾子をソフトウェアに導入して、細胞集団全体に対する
細胞の類似度を定義することができる。これらの程度は、類似しているKL∈[０，０．５
）、類似している可能性が高いＫＬ∈［０．５，２）、類似している可能性が低いＫＬ∈
［２，４．５）、及び類似していないＫＬ∈［４．５，∞）等のように、ＫＬ発散の特定
の範囲に関連付けることができる（図３）。
【００６４】
　上記の様々な方法及び技術は、本発明を実施するための多くの方法を提供する。当然の
ことながら、記載された全ての目的または利点が、必ずしも本明細書に記載の任意の特定
の実施形態に従って達成されるわけではないことが理解されるべきである。従って、例え
ば、当業者は、必ずしも本明細書で教示または示唆された他の目的または利点を達成する
ことなく、本明細書に教示された１つの利点または一群の利点を達成または最適化するよ
うに、当該方法を実施できることを認識するであろう。ここには種々の選択肢が記載され
ている。幾つかの好ましい実施形態は、特に、１つ、別の、または幾つかの特徴を含む一
方、他の実施形態は、特に、１つ、別の、または幾つかの特徴を排除し、また更に他の実
施形態は、１つ、別の、または幾つかの有利な特徴を含むことにより、特別な特徴を軽減
することを理解すべきである。
【００６５】
　更に、当業者は、異なる実施形態に由来する種々の特徴が適用可能であることを認識す
るであろう。同様に、上述の様々な要素、特徴及び工程、並びにそのような各要素、特徴
または工程の他の既知の均等物は、ここに記載した原理に従って当該方法を実施するため
に、当業者の1人が様々な組み合わせで使用することができる。種々の要素、特徴、及び
工程の中で、幾つかは多様な実施形態において特に含められ、また他は特に除外されるで
あろう。
【００６６】
　本出願は、特定の実施形態及び実施例の文脈で開示されているが、当業者は、本出願の
実施形態が具体的に開示された実施形態を超えて、他の代替の実施形態及び／または使用
、並びにその変形及び均等物にも及ぶことを理解するであろう。
【００６７】
　幾つかの実施形態において、本願の特定の実施形態を説明する文脈（特に、添付の特許
請求の範囲のある特定の文脈において）で使用される「１つの（ａ）」及び「１つの（ａ
ｎ）」並びに「その（ｔｈｅ）」、並びに類似の言及は、単数及び複数の両者をカバーす
るように解釈することができる。本明細書における数値範囲の記載は、単に、その範囲内
の個々の値を個別に参照する略式の方法として役立つことを意図したものである。本明細
書中で別途示されない限り、それぞれの個々の値は、本明細書に個別に列挙されているか
のように本明細書に組み込まれる。本明細書中に記載される全ての方法は、本明細書中で
別途指示しない限り、または文脈において明らかに矛盾しない限り、任意の適切な順序で
実施され得る。本明細書の特定の実施形態に関して提供される任意の、及び全ての例、ま
たは例示的な用語（例えば、「～のような」）の使用は、単に当該適用をより良く浮かび
上がらせることを意図しており、特許請求の範囲に記載の適用範囲を限定するものではな
い。明細書中の言語は何れも、該適用の実施に不可欠な、特許請求の範囲に記載されない
任意の要素を示すものと解釈されるべきではない。
【００６８】
　本出願を実施するために本発明者等が知っている最良の形態を含めて、本出願の好まし
い実施形態を本明細書に記載する。これらの好ましい実施形態の変形例は、上記の説明を
読んだときに当業者に明らかになるであろう。当業者は、このような変形例を適切に用い
ることができ、また本明細書に具体的に記載されている以外の方法で本願を実施できると
考えられる。従って、本出願の多くの実施形態は、適用される法が許容するように、本明
細書に添付の特許請求の範囲に記載した主題の全ての改変例及び均等物をも含むものであ
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る。更に、本明細書中で別途に指示しない限り、または文脈によって明確に否定されない
限り、その可能な全ての変形例における上記要素の任意の組み合わせが、本出願に包含さ
れる。
【００６９】
　本明細書中で参照される全ての特許、特許出願、特許出願の刊行物、並びに記事、書籍
、明細書、刊行物、文書、物などの他の資料は、全ての目的のために、その全体が本明細
書の一部として援用される。但し、本文書と一致しないか、または矛盾している同資料、
または同資料の何れか、または現在または後で本文書と関連する特許請求の範囲の最も広
い範囲について限定的な影響を及ぼし得る同資料の何れかに関連した、出願手続ファイル
履歴を除く。一例として、援用された資料の何れかに関連した用語の説明、定義及び／ま
たは使用と、本文書に関連したものとの間に不一致または矛盾があるとすれば、本文書に
おける当該用語の説明、定義及び／または使用が優先する。
【００７０】
　最後に、本明細書に開示される本願の実施形態は、本願の実施形態の原理の例示である
ことが理解されるべきである。採用できる他の改変は、本願の範囲内であることができる
。こうして、限定ではなく例として、本明細書の教示に従い、本願の実施形態の代替構成
を利用することができる。従って、本願の実施形態は、図示及び説明したものに厳密に限
定されるものではない。

【図１】 【図２】
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【図５Ａ】 【図５Ｂ】
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