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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料中の複数のターゲットを探索する方法であって、
（ａ）試料を、ＲＮＡターゲットと直接又は間接的に結合する標識核酸プローブを用いた
インサイツハイブリダイゼーション反応に付す工程と、
（ｂ）ＲＮＡターゲットに結合した標識プローブからの信号を観察する工程と、
（ｃ）任意には、標識プローブからの信号を除去する工程と、
（ｄ）試料を抗原回復プロトコルに付して、試料のタンパク質エピトープを回復させる工
程と、
（ｅ）試料を、抗体法を用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付して、１以上
の抗体プローブを試料の抗原に結合させる工程と、
（ｆ）１以上の抗体プローブからの信号を観察する工程と、
（ｇ）抗体プローブからの信号を除去する工程と、
（ｈ）任意には、試料のＤＮＡターゲットにアクセスするためのプロテアーゼ処理を行う
工程と、
（ｉ）試料を、標識核酸プローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付し
て、１以上の試料のＤＮＡターゲットを直接又は間接的に標識する工程と、
（ｊ）標識ＤＮＡターゲットからの信号を観察する工程と、
（ｋ）任意には、１以上の標識ＤＮＡターゲットからの信号を除去する工程と
を上記の順序で含む方法。
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【請求項２】
　工程（ａ）における標識核酸プローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション反応
が、同じＲＮＡターゲットを標的とする複数のプローブによるハイブリダイゼーションを
含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　工程ａが、ＤＮＡをブロックするプレハイブリダイゼーション工程、ハイブリダイゼー
ション反応におけるブロッキング剤の使用又はそれらの組合せをさらに含む、請求項１記
載の方法。
【請求項４】
　生体試料中の複数のターゲットを探索する方法であって、
（ａ）試料を、ＲＮＡターゲットと直接又は間接的に結合する標識核酸プローブを用いた
インサイツハイブリダイゼーション反応に付す工程と、
（ｂ）ＲＮＡターゲットに結合した標識プローブからの信号を観察する工程と、
（ｃ）標識プローブからの信号を除去する工程と、
（ｘ）工程ａ、ｂ及びｃを、異なるＲＮＡターゲットに対する別の標識核酸プローブを用
いて１回以上繰り返す工程と、
（ｄ）試料を抗原回復プロトコルに付して、試料のタンパク質エピトープを回復させる工
程と、
（ｅ）試料を、抗体法を用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付して、１以上
の抗体プローブを試料の抗原に結合させる工程と、
（ｆ）１以上の抗体プローブからの信号を観察する工程と、
（ｇ）抗体プローブからの信号を除去する工程と、
（ｈ）任意には、試料のＤＮＡターゲットにアクセスするためのプロテアーゼ処理を行う
工程と、
（ｉ）試料を、標識核酸プローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付し
て、１以上の試料のＤＮＡターゲットを直接又は間接的に標識する工程と、
（ｊ）標識ＤＮＡターゲットからの信号を観察する工程と、
（ｋ）任意には、１以上の標識ＤＮＡターゲットからの信号を除去する工程と
を上記の順序で含む方法。
【請求項５】
　抗体法を用いたインサイツハイブリダイゼーション反応が、免疫組織化学（ＩＨＣ）又
は免疫蛍光（ＩＦ）技術を含む、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　抗体プローブが、２以上のプローブの混合物を含む、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　混合物が、２～１０個のプローブを含む、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　１以上の抗体プローブが、酵素標識、蛍光信号発生基又はそれらの組合せにコンジュゲ
ートされている、請求項５記載の方法。
【請求項９】
　生体試料中の複数のターゲットを探索する方法であって、
（ａ）試料を、ＲＮＡターゲットと直接又は間接的に結合する標識核酸プローブを用いた
インサイツハイブリダイゼーション反応に付す工程と、
（ｂ）ＲＮＡターゲットに結合した標識プローブからの信号を観察する工程と、
（ｃ）任意には、標識プローブからの信号を除去する工程と、
（ｄ）試料を抗原回復プロトコルに付して、試料のタンパク質エピトープを回復させる工
程と、
（ｅ）試料を、抗体法を用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付して、１以上
の抗体プローブを試料の抗原に結合させる工程と、
（ｆ）１以上の抗体プローブからの信号を観察する工程と、
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（ｇ）抗体プローブからの信号を除去する工程と、
（ｙ）工程ｅ、ｆ及びｇを、異なる抗原に対する別の抗体プローブを用いて１回以上繰り
返す工程と、
（ｈ）任意には、試料のＤＮＡターゲットにアクセスするためのプロテアーゼ処理を行う
工程と、
（ｉ）試料を、標識核酸プローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付し
て、１以上の試料のＤＮＡターゲットを直接又は間接的に標識する工程と、
（ｊ）標識ＤＮＡターゲットからの信号を観察する工程と、
（ｋ）任意には、１以上の標識ＤＮＡターゲットからの信号を除去する工程と
を上記の順序で含み、
抗体法を用いたインサイツハイブリダイゼーション反応が、免疫組織化学（ＩＨＣ）又は
免疫蛍光（ＩＦ）技術を含む、方法。
【請求項１０】
　さらに、プロテアーゼ処理後に、組織の形態を保存する工程、プレハイブリダイゼーシ
ョン又はそれらの組合せを含む、請求項１記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｉ）におけるインサイツハイブリダイゼーションが、ワトソン－クリック結合、
フーグスティーン結合又はそれらの組合せを形成するための核酸結合剤による処理を含む
、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
　核酸結合剤の長さが、約４ヌクレオチド～約１０００ヌクレオチドである、請求項１１
記載の方法。
【請求項１３】
　核酸結合剤の長さが、約１２ヌクレオチド～約４００ヌクレオチドである、請求項１２
記載の方法。
【請求項１４】
　生体試料中の複数のターゲットを探索する方法であって、
（ａ）試料を、ＲＮＡターゲットと直接又は間接的に結合する標識核酸プローブを用いた
インサイツハイブリダイゼーション反応に付す工程と、
（ｂ）ＲＮＡターゲットに結合した標識プローブからの信号を観察する工程と、
（ｃ）任意には、標識プローブからの信号を除去する工程と、
（ｄ）試料を抗原回復プロトコルに付して、試料のタンパク質エピトープを回復させる工
程と、
（ｅ）試料を、抗体法を用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付して、１以上
の抗体プローブを試料の抗原に結合させる工程と、
（ｆ）１以上の抗体プローブからの信号を観察する工程と、
（ｇ）抗体プローブからの信号を除去する工程と、
（ｈ）任意には、試料のＤＮＡターゲットにアクセスするためのプロテアーゼ処理を行う
工程と、
（ｉ）試料を、標識核酸プローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付し
て、１以上の試料のＤＮＡターゲットを直接又は間接的に標識する工程と、
（ｊ）標識ＤＮＡターゲットからの信号を観察する工程と、
（ｋ）１以上の標識ＤＮＡターゲットからの信号を除去する工程と、
（ｚ）工程ｉ、ｊ及びｋを、異なるＤＮＡターゲットに対する別の標識核酸プローブを用
いて１回以上繰り返す工程と
を上記の順序で含む方法。
【請求項１５】
　工程ｃ、ｇ及びｋにおける信号を除去する工程が、信号不活性化剤、光反応、光活性化
化学退色、プローブストリップ、酸化、電子移動又はそれらの組合せを含む、請求項１記
載の方法。
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【請求項１６】
　さらに、試料の複数の画像の登録を可能にするために、１以上の対照プローブで試料を
染色する工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　対照プローブは、形態染色剤である、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　さらに、試料の複数の画像を登録する工程を含み、登録工程が、
工程ｂ、ｆ、ｊ又はそれらの組合せから、試料の複数の画像を取得する工程と、
対照プローブから検出された信号に基づいて、複数の画像を整列及び重ね合わせをする工
程とを含む、請求項１６記載の方法。
【請求項１９】
　さらに、重ね合わせた画像から、タンパク質、ＲＮＡ及びＤＮＡの発現を分析する工程
を含む、請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　さらに、観察工程ｂ、ｆ、ｊ又はそれらの組合せで観察された信号の１以上の強度値を
測定する工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項２１】
　信号の１以上の強度値を測定する工程が、信号増幅技術を含む、請求項２０記載の方法
。
【請求項２２】
　信号が、蛍光信号、発色性プローブ又はそれらの組合せを含む、請求項２１記載の方法
。
【請求項２３】
　さらに、強度値を試料に存在するターゲットの量と相関させる工程を含む、請求項２２
記載の方法。
【請求項２４】
　試料が、細胞又は組織試料を含む、請求項１記載の方法。
【請求項２５】
　試料が、ホルマリン固定されたパラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料を含む、請求項２
４記載の方法。
【請求項２６】
　パラフィン包埋組織試料が、工程ａの前にワックスを除去される、請求項２５記載の方
法。
【請求項２７】
　試料が、細胞懸濁液、例えば、造血細胞又は循環性腫瘍細胞を含む、請求項１記載の方
法。
【請求項２８】
　工程ａが、懸濁液における試料を、溶液におけるインサイツハイブリダイゼーション反
応に付す工程を含む、請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
　１つの組織切片における３以上のターゲットを検出する工程を含み、ターゲットが、１
以上のＤＮＡ、１つのＲＮＡ及び１つのタンパク質のターゲットを含む、請求項１記載の
方法。
【請求項３０】
　さらに、形態学的ターゲットの検出を含む、請求項２９記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体試料中のＤＮＡ、ＲＮＡ及びタンパク質を検出する方法に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　生物学及び医薬において、生体試料中の種々のターゲットを観察するために、種々の方
法が使用され得る。例えば、組織学的切片及び他の細胞学的調製物中のタンパク質の分析
は、組織化学、免疫組織化学（ＩＨＣ）又は免疫蛍光の技術を使用して行われ得る。
【０００３】
　個々の試料を反復的に分析する方法は、米国特許第７６２９１２５号明細書及び米国特
許第７７４１０４６号明細書に記載されている。特に、米国特許第７７４１０４６号明細
書は、信号発生基を不活性化するための（例えば、蛍光染料を退色させるための）酸化の
使用を含む、生体試料中の複数のターゲットを検出する方法を提供する。
【０００４】
　タンパク質及びＤＮＡのターゲットのインサイツ検出は、ガン管理における診断ツール
としてルーチンに使用される。近年、お互い及び臨床パラメータに対するこれらのマーカ
ーの相関関係を決定するために、同じ組織切片において共にこれらのターゲットを観察す
るための方法が開発されてきた。別の重要な細胞ターゲットは、ＲＮＡである。各種の異
なるＲＮＡ種が特定されてきており、タンパク質合成用のテンプレートとして作用するの
に加えて、数多くのこれら、例えば、ｍｉＲＮＡは、遺伝子発現を調節するため、細胞機
能及び／又は疾患進行を調節する。ＲＮＡの安定性には、固有の課題が存在する。ＲＮａ
ｓｅ汚染を防止するために、極端な警戒が一般的に必要とされる。したがって、ＲＮＡの
検出を、処理の初期に行うのが望ましい。しかしながら、ホルマリン固定パラフィン包埋
組織におけるＲＮＡの検出を行うための最近の方法は、一般的には、高価なプロテアーゼ
処理後に行われてきた。プロテアーゼ処理は、タンパク質ターゲットの下流での検出に不
適合である。
【０００５】
　本明細書において、プロテアーゼ処理を行うことなく、ＲＮＡ種を検出する方法ならび
に、同じ試料中の３種類のターゲット：タンパク質、ＤＮＡ及びＲＮＡの同時検出が開示
される。各ターゲットは、正常な細胞機能及び疾患進行において重要な役割を果たし、全
てのターゲットと必ずしも一致しない特定の同じ調製物を必要とする。同じ試料における
インサイツ検出は、これらの種々のターゲッの発現間のより良好な相関及び疾患に対する
それらの関係のより良好な分析を可能にするであろう。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００５／０５６３５４号
【発明の概要】
【０００７】
　本明細書において、生体試料中の複数のターゲットを探索する新規な方法が開示される
。その場合、ターゲットは、ＤＮＡ、ＲＮＡ及びタンパク質である。
【０００８】
　ある実施形態では、数多くの工程を含む生体試料中の複数のターゲットを探索する方法
が開示される。本方法は、試料を、ＲＮＡターゲットと直接又は間接的に結合する標識核
酸プローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付す工程、ＲＮＡターゲッ
トに結合した標識プローブからの信号を観察する工程、及び、任意には、標識プローブか
らの信号を除去する工程を含む。方法は、さらに、試料を抗原回復プロトコルに付して、
試料のタンパク質エピトープを回復させる工程、試料を、抗体法を用いたインサイツハイ
ブリダイゼーション反応に付して、１以上の抗体プローブを試料の抗原に結合させる工程
、１以上の抗体プローブからの信号を観察する工程、抗体プローブからの信号を除去する
工程、任意には、試料のＤＮＡターゲットにアクセスするためのプロテアーゼ処理を行う
工程、試料を、標識核酸プローブを用いたインサイツハイブリダイゼーション反応に付し
て、１以上の試料のＤＮＡターゲットを直接又は間接的に標識する工程、標識ＤＮＡター
ゲットからの信号を観察する工程、及び、任意には、１以上の標識ＤＮＡターゲットから
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の信号を除去する工程を含む。
【０００９】
　ある実施形態では、方法は、さらに、試料の複数の画像の登録を可能にするために、１
以上の対照プローブで試料を染色する工程、及び、任意には、試料の複数の画像を登録す
る工程を含む。さらに他の実施形態は、複数の画像からタンパク質、ＲＮＡ及びＤＮＡの
発現を分析する方法を含む。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、生体試料中の複数のターゲットを探索する方法の模式図である。方法に
おいて、ターゲットは、ＲＮＡ、ＤＮＡ及びタンパク質を含む。
【図２ａ】図２ａは、グレードＩＩの肺扁平上皮細胞ガン腫のＲＮＡ、タンパク質及びＤ
ＮＡの多重染色を示す。Ａ：ＤＡＰＩにより染色された細胞核、Ｂ：Ｕ６　ＲＮＡ、Ｃ：
ＥＧＦＲ、Ｄ：サイトケラチン７、Ｅ：ＩＧＦ１Ｒ、Ｆ：ＮａＫＡＴＰａｓｅ、Ｇ：ｃＭ
ＥＴ及びＨ：ＥＧＦＲ。
【図２ｂ】図２ｂのパネルＩ及びパネルＪは、図２ａにおけるパネルＧ及びパネルＨの同
じ視野のセクションにおいてズームされる。顕著なｃＭＥＴ染色は観察されなかった。
【図３ａ】図３ａは、肺転移性腺ガンのＲＮＡ、タンパク質及びＤＮＡの多重染色を示す
。Ａ：ＤＡＰＩにより染色された細胞核、Ｂ：Ｕ６　ＲＮＡ、Ｃ：ＥＧＦＲ、Ｄ：サイト
ケラチン７、Ｅ：ＩＧＦ１Ｒ、Ｆ：ＮａＫＡＴＰａｓｅ、Ｇ：ｃＭＥＴ及びＨ：ＥＧＦＲ
。
【図３ｂ】図３ｂのパネルＩ及びパネルＪは、図３ａにおけるパネルＧ及びパネルＨの同
じ視野のセクションにおいてズームされる。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　特許請求の範囲の発明の主題をより明確かつ簡潔に記載及び指摘するために、下記定義
が、下記説明及び添付の特許請求の範囲おいて使用される特定の用語について提供される
。
【００１２】
　単数形で記載したものであっても、特に断らない限り、複数形のものを包含する。本明
細書及び特許請求の範囲全体を通したおおよその言語は、それに関連する基本的な機能に
おける変化をもたらすことなく許容範囲内で変動され得る、任意の量的表現を修飾するの
に適用され得る。したがって、「約」等の用語により修飾された値は、特定された正確な
値に限定されないものである。特に断らない限り、明細書及び特許請求の範囲において使
用される、成分、特性、例えば、モル重量、反応条件等の量を表現する全ての数は、全て
の例において、「約」という用語により修飾されていると理解されたい。したがって、反
対に示さない限り、下記明細書及び添付の特許請求の範囲において説明された数的パラメ
ータは、本発明により取得されるのが求められる所望の特性に応じて変化し得る近似であ
る。せめて、各数的パラメータは、報告された有効数字の数を考慮して、通常の四捨五入
を適用することにより、少なくとも理解されるべきである。
【００１３】
　本明細書で用いる「抗体」という用語は、別の分子に特異的に結合されることにより、
同別の分子の特定の空間的及び極性的組織と相補と規定される免疫グロブリンを意味する
。抗体は、モノクローナルでもよいし、又は、ポリクローナルでもよく、当該分野におい
て周知の技術、例えば、宿主の免疫化及び血清の収集（ポリクローナル）により、又は、
連続的なハイブリッド細胞株を調製し、分泌タンパク質を収集すること（モノクローナル
）により、又は、ヌクレオチド配列又はその変異したバージョンをクローニング及び発現
させ、天然抗体の特異的結合に必要とされるアミノ酸配列について少なくともコードする
ことにより調製され得る。抗体は、完全な免疫グロブリン又はそのフラグメントを含み得
る。その免疫グロブリンとしては、種々の分類及びアイソタイプ、例えば、ＩｇＡ、Ｉｇ
Ｄ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ及びＩｇＧ３，ＩｇＭがあげられる。機
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能的な抗体フラグメントは、全長抗体に類似する親和性での結合を保持可能な抗体の一部
（例えば、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’）2又はＦａｂ’）を含み得る。さらに、特定の
分子に対する結合親和性が実質的に適切に維持される限り、免疫グロブリン又はそのフラ
グメントの凝集体、ポリマー及びコンジュゲートが使用され得る。
【００１４】
　本明細書で用いる「結合剤」という用語は、生体試料中の１以上のターゲットに結合し
得る分子を意味する。結合剤は、ターゲットに特異的に結合し得る。適切な結合剤は、１
以上の天然又は修飾されたペプチド、タンパク質（例えば、抗体、アフィボディ又はアプ
タマー）、核酸（例えば、ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ又はアプタマー）；多糖類
（例えば、レクチン、糖）、脂質、酵素、酵素基質もしくは阻害剤、リガンド、受容体、
抗原又はハプテンを含み得る。適切な結合剤は、分析される試料及び検出に利用可能なタ
ーゲットに応じて選択され得る。例えば、試料中のターゲットは、リガンドを含む場合が
あり、結合剤は、受容体を含む場合がある。又は、ターゲットは、受容体を含む場合があ
り、結合剤は、リガンドを含む場合がある。同様に、ターゲットは、抗原を含む場合があ
り、結合剤は、抗体又は抗体フラグメントを含む場合があり、又はその逆もあり得る。あ
る実施形態では、ターゲットは、核酸を含む場合があり、結合剤は、相補の核酸を含む場
合がある。ある実施形態では、ターゲット及び結合剤の両方が、互いに結合可能なタンパ
ク質を含み得る。
【００１５】
　本明細書で用いる「生体試料」という用語は、生物学的対象から取得された試料、例え
ば、生体組織又はインビボもしくはインビトロにおいて取得された流体起源の試料を意味
する。このような試料は、制限されず、体液（例えば、血液、血漿、血清又は尿）、器官
、組織、断片及び、哺乳類、例えば、ヒトから単離された細胞であり得る。生体試料は、
組織を含む生体試料の切片（例えば、器官又は組織の断面部）も含み得る。生体試料は、
生体試料からの抽出物、例えば、生物流体（例えば、血液又は尿）由来の抗原も含み得る
。
【００１６】
　生体試料は、原核生物由来又は真核生物由来（例えば、昆虫、原虫、鳥類、魚類、爬虫
類）のものであり得る。ある実施形態では、生体試料は、哺乳類（例えば、ラット、マウ
ス、ウシ、イヌ、ロバ、モルモット又はウサギ）である。特定の実施形態では、生体試料
は、霊長類起源のもの（例えば、チンパンジー又はヒト）である。
【００１７】
　本明細書で用いる「プローブ」という用語は、結合剤及び標識、例えば、信号発生基又
は酵素を有する作用剤を意味する。ある実施形態では、結合剤及び標識（信号発生基又は
酵素）は、１つの実体において具現化される。結合剤及び標識は、直接的に（例えば、結
合剤内に包含された蛍光分子を介して）又は間接的に（例えば、開裂部位を含み得るリン
カーを介して）付着されることができ、１つの工程において生体試料に適用されることが
できる。別の実施形態では、結合剤及び標識は、別々の実体（例えば、ターゲットと結合
可能な一次抗体及び一次抗体と結合可能な、酵素もしくは信号発生基で標識された二次抗
体）において具現化される。結合剤及び標識（信号発生基又は酵素）が別々の実体である
場合、それらは、１つの工程又は複数の工程において生体試料に適用され得る。本明細書
で用いる「蛍光プローブ」という用語は、蛍光信号発生基に結合された結合剤を有する作
用剤を意味する。
【００１８】
　本明細書で用いる「信号発生基」という用語は、１以上の検出技術（分光法、熱量測定
法、分光顕微法又は目視による観察）を使用して検出可能な信号を提供可能な分子を意味
する。検出可能な信号の適切な例は、光学信号及び電気信号又は放射性信号を含み得る。
信号発生基の例としては、１以上の発色団、蛍光体、ラマン－活性タグ又は放射性標識が
あげられる。上記されたように、プローブに関して、ある実施形態では、信号発生基及び
結合剤は、１つの実体（例えば、蛍光標識を含むターゲット結合タンパク質）に存在し得
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る。又は、結合剤及び信号発生基は、試料の導入前又は同導入中に互いに会合する、別々
の実体（例えば、受容体タンパク質とその特定の受容体タンパク質に対する標識された抗
体）であり得る。
【００１９】
　本明細書で用いる「対照プローブ」という用語は、信号発生基が蛍光プローブを不活性
化するのに使用される信号不活性化剤の溶液と接触した後に、８０％以上の信号を保持す
るように、信号発生基に結合された結合剤又は直接染色可能な信号発生基を有する作用剤
を意味する。対照プローブ中の適切な信号発生基は、信号不活性化剤と接触した際に、実
質的に不活性化されない。信号発生基の適切な例は、放射性標識又は非酸化性蛍光体（例
えば、ＤＡＰＩ）を含み得る。
【００２０】
　本明細書で用いる「酵素」という用語は、基質の化学反応を触媒し得るタンパク質分子
を意味する。ある実施形態では、適切な触媒は、基質の化学反応を触媒して、試料又は試
料が結合されている固体支持体に存在する受容体（例えば、フェノール基）に結合し得る
反応生成物を形成する。受容体は、外来性（すなわち、試料又は固体支持体に外来的に付
着した受容体）又は内在性（試料又は支持体中に内在的に存在する受容体）であり得る。
適切な酵素の例としては、ペルオキシダーゼ、オキシダーゼ、ホスファターゼ、エステラ
ーゼ及びグリコシダーゼがあげられる。適切な酵素の具体例としては、西洋わさびペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、リパーゼ及びグルコ
ースオキシダーゼがあげられる。
【００２１】
　本明細書で用いる「酵素基質」という用語は、酵素により化学的に触媒されて、反応生
成物を形成する化合物を意味する。ある実施形態では、反応生成物は、試料又は試料が結
合している固体支持体に存在する受容体に結合可能である。ある実施形態では、本明細書
において、方法に使用される酵素基質は、非発色性又は非化学発光性の基質を含み得る。
信号発生基は、標識として酵素基質に付着され得る。
【００２２】
　本明細書で用いる「発色団」という用語は、２種類の分子起動の間のエネルギー差が可
視スペクトルの範囲内にある分子の一部を意味する。発色団は、可視光の特定波長の吸光
及び他の波長の透過又は反射によりもたらされる分子の色をもたらし得る。
【００２３】
　本明細書で用いる「蛍光体」又は「蛍光信号発生基」という用語は、特定波長の光に曝
されることにより励起された場合、異なる波長の光を発する化合物を意味する。蛍光体は
、その発光プロファイル又は「色」に関して記載され得る。緑色の蛍光体（例えば、Ｃｙ
３、ＦＩＴＣ及びオレゴングリーン）は、概ね５１５－５４０ナノメートルの範囲の波長
でのその発光により特徴付けられ得る。赤色の蛍光体（例えば、テキサスレッド、Ｃｙ５
及びテトラメチルローダミン）は、概ね５９０－６９０ナノメートルの範囲の波長でのそ
の発光により特徴付けられ得る。蛍光体の例としては、制限されず、４－アセトアミド－
４’－イソチオシアナトスチルベン－２，２’ジスルホン酸アクリジン、アクリジン誘導
体及びアクリジンイソチオシアネート、５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－
１－スルホン酸（ＥＤＡＮＳ）、４－アミノ－Ｎ－［３－ビニルスルホニル）フェニル］
ナフタルイミド－３，５　ジスルホネート（ＬｕｃｉｆｅｒイエローＶＳ）、（４－アニ
リノ－１－ナフチル）マレイミド、アントラニルアミド、ブリリアントイエロー、クマリ
ン、クマリン誘導体、７－アミノ－４－メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン１２０）、７
－アミノ－トリフルオロメチルクマリン（クマラン１５１）、シアノジン；４’，６－ジ
アミニジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）、５’，５”－ジブロモピロガロール
－スルホンフタレイン（ブロモピロガロールレッド）、７－ジエチルアミノ－３－（４’
－イソチオシアナトフェニル）４－メチルクマリン、４，４’－ジイソチオシアナトジヒ
ドロ－スチルベン－２，２’－ジスルホン酸、４，４’－ジイソチオシアナトスチルベン
－２，２’－ジスルホン酸、５－［ジメチルアミノ］ナフタレン－１－スルホニルクロリ
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ド（ＤＮＳ、ダンシルクロリド）、エオシン、エオシンの誘導体、例えば、エオシンイソ
チオシアネート、エリスロシン、エリスロシンの誘導体、例えば、エリスロシンＢ及びエ
リスロシンイソチオシアネート；エチジウム；フルオレセイン及び誘導体、例えば、５－
カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）、５－（４，６－ジクロロトリアジン－２－イル）
アミノフルオレセイン（ＤＴＡＦ）、２’７’－ジメトキシ－４’５’－ジクロロ－６－
カルボキシフルオレセイン（ＪＯＥ）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネ
ート（ＦＩＴＣ）、ＱＦＩＴＣ（ＸＲＩＴＣ）；フルオレスカミン誘導体（アミンとの反
応に基づく蛍光）；ＩＲ１４４、ＩＲ１４４６；マラカイトグリーンイソチオシアネート
；４－メチルウンベリフェロン；オルトクレゾールフタレイン；ニトロチロシン；パラロ
サニリン；フェノールレッド、Ｂ－フィコエリスリン；ｏ－フタルジアルデヒド誘導体（
アミンとの反応に基づく蛍光）；ピレン及び誘導体、例えば、ピレン、ピレンブチレート
及びスクシンイミジル　１－ピレンブチレート；Ｒｅａｃｔｉｖｅレッド４（Ｃｉｂａｃ
ｒｏｎ．ＲＴＭ．ブリリアントレッド３Ｂ－Ａ）、ローダミン及び誘導体、例えば、６－
カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、６－カルボキシローダミン（Ｒ６Ｇ）、リサミ
ンローダミンＢスルホニルクロリド、ローダミン（Ｒｈｏｄ）、ローダミンＢ、ローダミ
ン１２３、ローダミンＸイソチオシアネート、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１
０１及びスルホローダミン１０１のスルホニルクロリド誘導体（テキサスレッド）；Ｎ，
Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ＴＡＭＲＡ）；テトラメチ
ルローダミン、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）；リボフラビ
ン；ロゾール酸及びランタニドキレート誘導体、量子ドット、シアニン、ピレリウム染料
及びスクアラインがあげられる。
【００２４】
　本明細書で用いる「インサイツ」という用語は、概ね、元の場所、例えば、インタクト
な器官もしくは組織において、又は、器官もしくは組織の代表的なセグメントにおいて起
こる事象を意味する。ある実施形態では、ターゲットのインサイツ分析は、各種の供給源
、例えば、有機体、器官、組織の試料由来の細胞、又は、細胞培養物において行われ得る
。インサイツ分析は、ターゲットがその元の位置から除去された場合に失われ得るコンテ
キスト情報を提供する。したがって、ターゲットのインサイツ分析は、細胞膜が、完全に
インタクトであるか、又は、ターゲット結合プローブが細胞内に残っている部分的にイン
タクトであるかどうかにかかわらず、細胞全体又は組織の試料内に位置したターゲット結
合プローブの分析を説明する。さらに、本明細書に開示された方法は、固定されるか、又
は、固定されていない細胞又は組織の試料におけるインサイツでのターゲットを分析する
のに使用され得る。
【００２５】
　本明細書で用いる信号不活性化剤という用語は、信号を直接的に不活性化するか、又は
、不活性化剤の存在において試料の照射後に信号を不活性化する化学物質を意味する。
【００２６】
　本明細書で用いる「照射」又は「照射する」という用語は、試料又は溶液を非イオン化
照射に曝す作用又はプロセスを意味する。ある実施形態では、非イオン化照射は、３５０
ｎｍと１．３μｍとの間の波長を有する。好ましい実施形態では、非イオン化照射は、波
長が４００～７００ｎｍの可視光である。照射は、特定の波長又は波長範囲を照射可能な
線源、例えば、ランプに、試料又は溶液を曝すことにより達成され得る。ある実施形態で
は、光励起を受け得る分子は、照射の結果として光励起される。ある実施形態では、光励
起を受け得る分子は、信号発生基、例えば、蛍光信号発生基である。ある実施形態では、
蛍光信号発生基の照射は、蛍光信号発生基と信号不活性化剤との間の光反応を開始する。
ある実施形態では、照射は、光活性化された化学退色により、信号発生基を実質的に不活
性化する光反応を開始する。他の実施形態では、信号不活性化剤は、光励起を受けて、信
号発生基と反応して信号を不活性化する反応性部分を生成する。光学フィルタは、試料又
は溶液の照射を、特定の波長又は波長範囲に制限するのに使用され得る。ある実施形態で
は、光学フィルタは、光励起を受け得る１以上の分子の選択的な光励起用の狭い範囲の波
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長に、照射を制限するのに使用され得る。「選択的な光励起」という用語は、光励起を受
け得る１以上の分子が、照射後の基底電子状態のままである、光励起を受け得る１以上の
他の分子の存在において光励起されることによる、作用又はプロセスを意味する。
【００２７】
　ある実施形態では、光励起を受け得る分子は、蛍光染料、例えば、シアニン染料である
。更なる一実施形態では、６２０～６８０ｎｍ間の波長範囲に制限される照射は、Ｃｙ５
染料の選択的な光励起に使用される。別の実施形態では、特定の波長における試料の照射
は、レーザを使用することによっても達成され得る。
【００２８】
　本明細書で用いる「ペルオキシダーゼ」という用語は、電子供与体を伴う酵素基質の酸
化反応を触媒する酵素分類を意味する。ペルオキシダーゼ酵素の例としては、西洋わさび
ペルオキシダーゼ、シトクロムＣペルオキシダーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、ミ
クロペルオキシダーゼ、ミエロペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ又はダイズペ
ルオキシダーゼがあげられる。
【００２９】
　本明細書で用いる「ペルオキシダーゼ基質」という用語は、ペルオキシダーゼにより化
学的に触媒されて、反応生成物を形成する化合物を意味する。ある実施形態では、本明細
書の方法において使用されるペルオキシダーゼ基質は、非発色性又は非化学発光性の基質
を含み得る。蛍光信号発生基は、ペルオキシダーゼ基質に、標識として付着され得る。
【００３０】
　本明細書で用いる「退色」、「化学退色」、「光活性化化学退色」又は「光誘引化学退
色」という用語は、信号発生基により生成された信号が一連の反応において修飾されるこ
とによる作用又はプロセスを意味する。特定の実施形態では、信号発生基は、不可逆的に
修飾される。
【００３１】
　ある実施形態では、信号は、光活性化化学退色の結果として減衰又は消去される。ある
実施形態では、信号発生基は、完全に退色される、すなわち、信号の強度は、約１００％
まで低下する。ある実施形態では、信号は、光学信号であり、信号発生基は、光学信号発
生基である。本明細書で用いる「光励起」という用語は、照射エネルギーの吸収に基づく
、例えば、照射に基づく基底電子状態から励起された電子状態への分子遷移による作用又
はプロセスを意味する。光励起された分子は、化学反応、例えば、電子移動反応に関係し
得る。ある実施形態では、光励起を受け得る分子は、信号発生基、例えば、蛍光信号発生
基である。
【００３２】
　本明細書で用いる「光反応」又は「光誘引反応」という用語は、１以上の反応物質の光
励起の結果として開始及び／又は進行される化学反応を意味する。光反応における反応物
質は、電子転移剤及び光励起を受け得る分子であり得る。ある実施形態では、光反応は、
電子転移剤から光励起を受けている分子、すなわち、光励起された分子への電子転移を含
み得る。別の実施形態では、光反応は、光励起を受けている分子から電子転移剤への電子
転移も含み得る。ある実施形態では、光励起を受け得る分子は、蛍光信号発生基、例えば
、蛍光体である。ある実施形態では、光反応は、光反応の１以上の成分の不可逆的な修飾
をもたらす。ある実施形態では、光反応は、光活性化された化学退色により、信号発生基
を実質的に不活性化する。
【００３３】
　ある実施形態では、光反応は、電子転移剤と光励起された分子との間の分子間の電子転
移を含み得る。例えば、電子転移剤と光励起された分子との間の結合が一過性であり、電
子転移の直前に形成され、電子転移後のかい離される際に、電子転移が起こる。
【００３４】
　ある実施形態では、光反応は、電子転移剤と光励起された分子との間の分子間の電子転
移を含み得る。電子転移剤と光励起された分子とが、例えば、電子転移プロセスの開始前
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に、共有的又は静電的な相互作用により、互いに結合されている際に、例えば、電子転移
が起こる。分子間の電子転移に関係する光反応は、例えば、光励起を受け得る分子と電子
転移剤とが対向する電荷を有し、静電的な相互作用により保持された複合体を形成する際
に起こり得る。例えば、カチオン性染料、例えば、カチオン性のシアニン染料とトリフェ
ニルブチルホウ酸アニオンとが、複合体を形成し得る。この場合、分子間の電子転移は、
シアニンとホウ酸部分との間で、照射に基づいて起こり得る。他の実施形態では、電子転
移プロセスは、分子間プロセスであり得る。
【００３５】
　本明細書で用いる「固体支持体」という用語は、生体試料に存在するターゲットが固定
化され、その後に本明細書に記載された方法により検出されることができる物品を意味す
る。ターゲットは、支持体上に、物理的吸着、共有結合の形成又はそれらの組合せにより
固定され得る。固体支持体は、ポリマー性、ガラス性又は金属性の材料を含み得る。固体
支持体の例としては、メンブレン、マイクロタイタープレート、ビーズ、フィルタ、試験
片、スライド、カバーガラス及び試験管があげられる。
【００３６】
　本明細書で用いる「特異的結合」という用語は、他方について、他の分子を実質的にほ
とんど認識しないのと比較して、２種類の分子の内の一方の特異的な認識を意味する。分
子は、１以上の静電的な相互作用、水素結合又は疎水性の相互作用から生じる２つの分子
間の特異的な認識を生じさせる、その表面上又はキャビティ中の領域を有し得る。特異的
な結合の例としては、制限されず、抗体－抗原の相互作用、酵素－基質の相互作用、ポリ
ヌクレオチドの相互作用等があげられる。ある実施形態では、結合剤分子は、大気条件、
例えば、約６～約８のｐＨ及び約０℃～約３７℃の範囲の温度下において、約１０5Ｍ-1

より低くない、ターゲットに対する内在的な平衡会合定数（ＫＡ）を有し得る。
【００３７】
　本明細書で用いる「ターゲット」という用語は、生体試料中に存在する場合、検出され
得る生体試料の成分を意味する。ターゲットは、天然由来の特異的結合剤（例えば、抗体
）が存在するか、又は、特異的結合剤が調製され得る（例えば、小分子結合剤又はアプタ
マー）、任意の物質であり得る。一般的には、結合剤は、ターゲットの１以上の別々の化
学部分又はターゲットの三次元構造成分（例えば、ペプチドフォールディングに由来する
３Ｄ構造）を介して、ターゲットに結合し得る。ターゲットは、１以上の天然又は修飾さ
れたペプチド、タンパク質（例えば、抗体、アフィボディ又はアプタマー）、核酸（例え
ば、ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ又はアプタマー）；多糖類（レクチン又は糖）、
脂質、酵素、酵素基質、リガンド、受容体、抗原又はハプテンを含み得る。ある実施形態
では、ターゲットは、タンパク質又は核酸を含み得る。
【００３８】
　本発明は、分析、診断又は予後の用途、例えば、検体検出、組織化学、免疫組織化学、
免疫蛍光、インサイツハイブリダイゼーションにおける発色又はインサイツハイブリダイ
ゼーションにおける蛍光（ＦＩＳＨ）に適用可能な方法に概ね関連する実施形態を含む。
ある実施形態では、本明細書に開示された方法は、組織化学、免疫染色、免疫組織化学、
免疫アッセイ又は免疫蛍光に、特に適用可能であり得る。ある実施形態では、本明細書に
開示された方法は、免疫ブロット技術、例えば、ウエスタンブロット又は免疫アッセイ、
例えば、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）に、特に適用可能であり得る。
【００３９】
　開示された方法は、１つの生体試料における複数のターゲットの検出に概ね関連する。
ある実施形態では、同じ検出チャネルを使用して１つの生体試料における複数のターゲッ
トを検出する方法が開示される。ターゲットは、懸濁液における細胞表面上、細胞学的塗
沫標本上、組織切片の表面上、細胞アレイもしくは細胞ライゼートアレイの表面上、固体
支持体（例えば、ゲル、ブロット、ガラススライド、ビーズもしくはＥＬＩＳＡプレート
）の表面上に存在し得る。本明細書に開示された方法は、生体試料の完全性にほとんど影
響しないか、又は、同完全性に影響しない、同じ生体試料中の複数のターゲットの検出を
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可能にし得る。同じ生体試料中のターゲットを検出する工程は、生体試料中のターゲット
についての空間情報をさらに提供し得る。本明細書に開示された方法は、限定された量の
生体試料が分析に利用可能であり、同じ試料が複数の分析に処理されなければならない場
合がある分析用途にも適用可能でもあり得る。本明細書に開示された方法は、実質的にタ
ーゲットを取り除くことなく、固体状の試料（例えば、組織切片）又は固体支持体に付着
された試料（例えば、ブロット）の複数の分析も容易にし得る。さらに、同じ検出チャネ
ルは、試料中の種々のターゲットの検出に使用されることができ、複数のターゲットの分
析にほとんど化学的要求をしないことを可能にする。方法は、分解できる信号の制限によ
り、同時に検出可能なターゲットの数が制限され得る検出法に基づく分析をさらに容易に
し得る。例えば、蛍光ベース検出を使用して、同時に検出され得るターゲットの数は、約
４つの蛍光信号のみがその励起及び発光波長特性に基づいて分解可能であり得る場合、約
４つに制限され得る。ある実施形態では、本明細書に開示された方法は、蛍光ベース検出
システムを使用して、４つのターゲットより多い検出を可能にし得る。
【００４０】
　ある実施形態では、生体試料中のＤＮＡ、ＲＮＡ及びタンパク質のターゲットを検出す
る方法は、生体試料中のターゲットの連続的な検出を含む。方法は、概ね、生体試料中の
第１のターゲットを検出する工程、薬剤を使用して第１のターゲットからの信号を修飾す
る工程、及び、生体試料中の第２のターゲットを検出する工程を含む。方法は、第２のタ
ーゲットからの信号を修飾し、続けて、生体試料中の第３のターゲットを検出する等の工
程を繰り返す工程をさらに含み得る。
【００４１】
　特定の実施形態では、生体試料は、固体支持体に付着されることができ、又は、懸濁液
、例えば、制限されず、生物学的流体、例えば、血液試料中の造血細胞又は循環性の腫瘍
細胞であり得る。したがって、特定の実施形態では、生体試料中のＤＮＡ、ＲＮＡ及びタ
ンパク質のターゲットを検出する工程は、生体試料（生体試料は、懸濁液である。）中の
ターゲットの連続的な検出、例えば、溶液におけるインサイツハイブリダイゼーション反
応を含む。
【００４２】
　図１は、方法の一実施形態の略図である。方法では、生体試料が、生体試料のパラフィ
ン又は凍結切片から調製され、ＲＮＡターゲット用の１以上の特異的に標識核酸プローブ
を使用するインサイツハイブリダイゼーションに付される（工程Ａ）。これに続けて、工
程Ｂにおいて、プローブに直接又は間接的に付着された標識からの信号を観察し、任意に
は、工程Ｃにおいて、複数種のＲＮＡが工程Ａ－Ｃを繰り返すことによる複数のサイクル
において検出される場合、ＲＮＡプローブからの信号を除去する。
【００４３】
　図１にさらに示されたように、ついで、試料は、抗原回復及び検出に付され得る。これ
は、工程Ｄに示される。この工程により、試料は、タンパク質エピトープを回復するため
に、抗原回復プロトコルに付され得る。抗原回復は、制限されず、熱誘導法又はタンパク
質分解消化を含み得る。
【００４４】
　特定の実施形態では、これに続いて、工程Ｅにおいて、抗体法を使用するターゲットに
対するハイブリダイゼーション及び抗原への抗体プローブの付着がされる。これによって
も、ＲＮＡプローブからの信号の除去がもたらされ得る。特定の実施形態では、標準的な
免疫組織化学（ＩＨＣ）又は免疫蛍光（ＩＦ）技術が使用され得る。ハイブリダイゼーシ
ョンが完了すると、ハイブリダイズした抗体の検出は、直接的又は間接的な方法により起
こり（工程Ｆ）、続けて、抗体プローブからの信号が除去される（工程Ｇ）。工程Ｅ－Ｇ
は、複数のタンパク質を検出するために、複数回繰り返され得る。
【００４５】
　ついで、プロテアーゼ処理が、ＤＮＡターゲットを明らかにし、又は、同ＤＮＡターゲ
ットにアクセスするために適用される（工程Ｈ）。続けて、ＤＮＡを付着し、標的にする
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ために、インサイツハイブリダイゼーション法（ＩＳＨ）が行われる（工程Ｉ）。プロー
ブに直接又は間接的に付着された標識を検出する（工程Ｊ）。特定の実施形態では、信号
の不活性化又はプローブの除去のいずれかにより、信号をさらに除去する工程（工程Ｋ）
が、更なるＤＮＡターゲットが検出される場合、行われ得る。特定の実施形態では、発色
性検出が使用され得る。
【００４６】
　特定の実施形態では、プロテアーゼ処理後に、組織の形態の保存、プレハイブリダイゼ
ーションをする工程又は類似の処理工程が適用され得る。
【００４７】
　特定の実施形態では、１以上の対照プローブにより、試料を染色、例えば、形態染色、
例えば、ＤＡＰＩ染色するための工程が追加され得る。対照プローブは、試料に、１回又
は複数回適用され得る。特定の実施形態では、これは、検出されたバイオマーカーによる
試料の１以上の合成画像が取得され得るように、形態マーカーに基づく複数の画像の登録
を可能にし得る。
【００４８】
　特定の実施形態では、工程Ａ、Ｂ及びＣ，工程Ｅ、Ｆ及びＧならびに工程Ｉ、Ｊ及びＫ
が、複数回繰り返され得る。
【００４９】
　特定の実施形態では、生体試料は、固体支持体に付着された複数のターゲットを含み得
る。ある実施形態では、生体試料は、組織試料、細胞全体、細胞成分、サイトスピン又は
細胞塗沫標本を含み得る。ある実施形態では、生体試料は、基本的に、組織試料又は組織
成分を含む。組織試料は、類似の機能を有し得る生物学的対象の組織から取得された類似
の細胞収集物を含み得る。ある実施形態では、組織試料は、ヒトの組織から取得された類
似の細胞収集物を含み得る。ヒトの組織の適切な例としては、制限されず、（１）上皮組
織；（２）結合組織、例えば、血管、骨及び軟骨；（３）筋肉組織；ならびに（４）神経
組織があげられる。組織試料の供給源は、新鮮、凍結及び／もしくは保存された器官もし
くは組織の試料から取得された固体組織、又は、生検もしくは吸引液；血液もしくは任意
の血液成分；体液、例えば、脳脊髄液、羊水、腹膜液もしくは間質液；又は、対象の妊娠
もしくは発生における任意のタイミング由来の細胞であり得る。ある実施形態では、組織
試料は、初代又は培養細胞、循環性疾患もしくは正常な細胞、例えば、循環性の腫瘍細胞
、感染因子に応答する活性化された白血球又は細胞株を含み得る。
【００５０】
　ある実施形態では、生体試料は、健康又は疾患の組織試料からの組織切片（例えば、結
腸、胸部組織、前立腺由来の組織切片）を含む。組織切片は、組織試料の単体又は一片、
例えば、組織の薄いスライス又は組織試料から切断された細胞を含み得る。ある実施形態
では、組織試料の複数の切片が、例えば、組織マイクロアレイに利用され、分析に付され
得る。ただし、本明細書に開示された方法は、（分子レベル、例えば、ＲＮＡ、タンパク
質及びＤＮＡにおいて、）少なくとも３種類のターゲットに関して、組織試料の同じ切片
の分析に使用され得る。ある実施形態では、組織試料の同じ切片は、（形態学的又は分子
レベルにおいて）少なくとも４種類のターゲットに関して分析され得る。ある実施形態で
は、組織試料の同じ切片は、（形態学的又は分子レベルにおいて）４種類より多いターゲ
ットに関して分析され得る。ある実施形態では、組織試料の同じ切片は、形態学的及び分
子レベルの両方において分析され得る。
【００５１】
　生体試料として使用される場合、組織切片は、約１００マイクロメートル未満の範囲、
約５０マイクロメートル未満の範囲、約２５マイクロメートル未満の範囲、又は、約１０
マイクロメートル未満の範囲の厚みを有し得る。
【００５２】
　ある実施形態では、生体試料又は生体試料中のターゲットは、固体支持体に付着され得
る。固体支持体は、マイクロアレイ（例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡのマイクロアレイ）、ゲ
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ル、ブロット、ガラススライド、ビーズ又はＥＬＩＳＡプレートを含み得る。ある実施形
態では、生体試料又は生体試料中のターゲットは、ナイロン、ニトロセルロース及びポリ
ビニリデンジフルオライドから選択されるメンブレンに付着され得る。ある実施形態では
、固体支持体は、ポリスチレン、ポリカーボネート及びポリプロピレンから選択されるプ
ラスチック表面を含み得る。
【００５３】
　本発明の一実施形態に基づく生体試料は、固体又は流体であり得る。生体試料の適切な
例は、制限されず、培養物、血液、血漿、血清、唾液、脳脊髄液、胸膜液、乳、リンパ、
唾液、精液、尿、糞、涙、唾液、ニードル吸引液、皮膚の外側セクション、呼気、腸管及
び尿生殖管、腫瘍、器官、細胞培養物もしくは細胞培養物成分又は固体の組織切片を含み
得る。ある実施形態では、生体試料は、現状のまま、すなわち、所望のターゲットの収集
及び／又は単離をすることなく分析され得る。
【００５４】
　生体試料は、その物理的条件、例えば、制限されず、凍結もしくは染色又は他の方法で
処理されているかにかかわらず、前述の試料のいずれかを含み得る。ある実施形態では、
生体試料は、本質的に試料に自然には混合されない化合物、例えば、保存剤、抗凝血剤、
緩衝液、定着剤、栄養剤、抗生物質等を含み得る。
【００５５】
　試料は、凍結組織切片又はパラフィン包埋試料であり得る。パラフィン試料は、生体試
料が、例えば、パラホルムアルデヒド中で予め固定され、続けて、ワックス中に包埋され
ているそれらの試料を意味する。ある実施形態では、組織試料は、組織試料が切片化され
得るように、まず、固定され、ついで、上昇する一連のアルコールにより脱水され、パラ
フィン又は他の切片化媒体により浸透及び包埋され得る。別の実施形態では、組織試料は
、切片化され、その後に固定され得る。ある実施形態では、組織試料は、パラフィンに包
埋及び処理され得る。使用され得るパラフィンの例としては、制限されず、Ｐａｒａｐｌ
ａｓｔ、Ｂｒｏｌｏｉｄ及びＴｉｓｓｕｅｍａｙがあげられる。組織試料が包埋されると
、試料は、約３ミクロン～約５ミクロンの範囲の厚みを有し得る切片に、ミクロトームに
より切片化され得る。切片化されると、切片は、接着剤を使用してスライドに取り付けら
れ得る。スライド接着剤の例は、制限されず、シラン、ゼラチン、ポリ－Ｌ－リジンを含
み得る。実施形態では、パラフィンが包埋材料として使用される場合、組織切片は、水に
おいて脱パラフィン化及び再水和され得る。組織切片は、例えば、有機剤、例えば、キシ
レン及び徐々に上昇する一連のアルコール又は界面活性剤を使用することにより、脱パラ
フィン化され得る。
【００５６】
　ある実施形態では、上記された試料調製手順とは別に、組織切片は、インサイツハイブ
リダイゼーション及び／又は免疫組織化学前、最中又は後に、更なる処理に付され得る。
例えば、ある実施形態では、組織切片は、エピトープ回復法、例えば、クエン酸緩衝液中
での組織試料の加熱に付され得る。ある実施形態では、組織切片は、任意には、任意の非
特異的結合を最少化するために、ブロッキング工程に付され得る。
【００５７】
　ある実施形態では、生体試料もしくは生体試料の一部又は生体試料（例えば、細胞ライ
ゼート）中に存在するターゲットは、固体支持体（例えば、ゲル、ブロット、ガラススラ
イド、ビーズ又はＥＬＩＳＡプレート）の表面上に付着され得る。ある実施形態では、生
体試料中に存在するターゲットは、固体支持体の表面上に付着され得る。生体試料中のタ
ーゲットは、物理的結合の形成、共有結合の形成又は両方により、固体支持体上に付着さ
れ得る。
【００５８】
　分析されるターゲットの適切性は、生体試料に必要とされる分析の種類及び性質により
決定され得る。ある実施形態では、ターゲットは、生体試料における検体の存在又は不存
在についての情報を提供し得る。別の実施形態では、ターゲットは、生体試料の状態につ
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いての情報を提供し得る。例えば、生体試料が組織試料を含む場合、本明細書に開示され
た方法は、異なる種類の細胞もしく組織を比較する、異なる発生段階を比較する、疾患も
しくは異常の存在を検出する、又は、疾患もしくは異常の種類を決定するのを手助けし得
るターゲットを検出するのに使用され得る。
【００５９】
　特定の実施形態では、生体試料中のターゲットは、１以上のペプチド、タンパク質（例
えば、抗体、アフィボディもしくはアプタマー）、核酸（例えば、ポリヌクレオチド、Ｄ
ＮＡ、ＲＮＡもしくはアプタマー）；多糖類（例えば、レクチンもしくは糖）、脂質、酵
素、酵素基質、リガンド、受容体、抗原又はハプテンを含み得る。ある実施形態では、タ
ーゲットは、本質的に、タンパク質又は核酸を含み得る。１以上の前述のターゲットは、
特定の細胞を特徴付け得る。一方、他のターゲットは、特定の疾患又は症状に関連し得る
。ある実施形態では、本明細書に開示された方法を使用して検出及び分析され得るターゲ
ットは、制限されず、予後ターゲット、ホルモンもしくはホルモン受容体ターゲット、リ
ンパ球ターゲット、腫瘍ターゲット、細胞周期関連ターゲット、神経組織及び腫瘍ターゲ
ット又はクラスター分化ターゲットを含み得る。
【００６０】
　予後ターゲットの適切な例は、酵素ターゲット、例えば、ガラクトシルトランスフェラ
ーゼＩＩ、ニューロン特異的エノラーゼ、プロトンＡＴＰａｓｅ－２又は酸ホスファター
ゼを含み得る。
【００６１】
　ホルモン又はホルモン受容体ターゲットの適切な例は、ヒト絨毛性腺刺激ホルモン（Ｈ
ＣＧ）、副腎皮質刺激ホルモン、ガン胎児性抗原（ＣＥＡ）、前立腺特異的抗原（ＰＳＡ
）、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、アンドロゲン受容体、ｇＣ１ｑ－Ｒ／
ｐ３３補体受容体、ＩＬ－２受容体、ｐ７５ニューロトロフィン受容体、ＰＴＨ受容体、
甲状腺ホルモン受容体又はインスリン受容体を含み得る。
【００６２】
　リンパ球ターゲットの適切な例は、アルファ－１－アンチキモトリプシン、アルファ－
１－アンチトリプシン、Ｂ細胞ターゲット、ｂｃｌ－２、ｂｃｌ－６、Ｂリンパ球抗原３
６ｋＤ、ＢＭ１（骨髄ターゲット）、ＢＭ２（骨髄ターゲット）、ガレクチン－３、グラ
ンザイムＢ、ＨＬＡクラスＩ抗原、ＨＬＡクラスＩＩ（ＤＰ）抗原、ＨＬＡクラスＩＩ（
ＤＱ）抗原、ＨＬＡクラスＩＩ（ＤＲ）抗原、ヒト好中球デフェンシン、免疫グロブリン
Ａ、免疫グロブリンＤ、免疫グロブリンＧ、免疫グロブリンＭ、カッパ軽鎖、カッパ軽鎖
、ラムダ軽鎖、リンパ球／組織球抗原、マクロファージターゲット、ムラミダーゼ（ライ
ソザイム）、ｐ８０未分化リンパ腫キナーゼ、プラズマ細胞ターゲット、分泌性白血球プ
ロテアーゼ阻害剤、Ｔ細胞抗原受容体（ＪＯＶＩ　１）、Ｔ細胞抗原受容体（ＪＯＶＩ　
３）、末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ又は非クラスターＢ細胞ターゲッ
トを含み得る。
【００６３】
　腫瘍ターゲットの適切な例は、アルファフェトタンパク質、アポリポタンパク質Ｄ、Ｂ
ＡＧ－１（ＲＡＰ４６タンパク質）、ＣＡ１９－９（ｓｉａｌｙｌ　ｌｅｗｉｓａ）、Ｃ
Ａ５０（ガン腫関連ムチン抗原）、ＣＡ１２５（卵巣ガン抗原）、ＣＡ２４２（腫瘍関連
ムチン抗原）、クロモグラニンＡ、クラステリン（アポリポタンパク質Ｊ）、上皮膜抗原
、上皮関連抗原、上皮特異的抗原、ｇｒｏｓｓ　ｃｙｓｔｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｆｌｕ
ｉｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ－１５、肝細胞特異的抗原、ヘレグリン、ヒト胃ムチン、ヒト乳脂
肪球、ＭＡＧＥ－１、マトリクスメタロプロテイナーゼ、ｍｅｌａｎ　Ａ、メラノーマタ
ーゲット（ＨＭＢ４５）、メソテリン、メタロチオネイン、小眼球症転写因子（ＭＩＴＦ
）、Ｍｕｃ－１コア糖タンパク質、Ｍｕｃ－１糖タンパク質、Ｍｕｃ－２糖タンパク質、
Ｍｕｃ－５ＡＣ糖タンパク質、Ｍｕｃ－６糖タンパク質、ミエロペルオキシダーゼ、Ｍｙ
ｆ－３（横紋筋肉腫ターゲット）、Ｍｙｆ－４（横紋筋肉腫ターゲット）、ＭｙｏＤ１（
横紋筋肉腫ターゲット）、ミオグロビン、ｎｍ２３タンパク質、プラセンタアルカリホス
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ファターゼ、プレアルブミン、前立腺特異的抗原、前立腺酸性ホスファターゼ、前立腺イ
ンヒビンペプチド、ＰＴＥＮ、腎細胞ガン腫ターゲット、小腸粘性抗原、テトラネクチン
、甲状腺転写因子－１、マトリクスメタロプロテイナーゼ１の組織阻害剤、マトリクスメ
タロプロテイナーゼ２の組織阻害剤、チロシナーゼ、チロシナーゼ関連タンパク質－１、
ビリン又はフォン・ヴィルブランド因子を含み得る。
【００６４】
　細胞周期関連ターゲットの適切な例は、アポトーシスプロテアーゼ活性化因子－１、ｂ
ｃｌ－ｗ、ｂｃｌ－ｘ、ブロモデオキシウリジン、ＣＡＫ（ｃｄｋ－活性化キナーゼ）、
細胞アポトーシス感受性タンパク質（ＣＡＳ）、カスパーゼ２、カスパーゼ８、ＣＰＰ３
２（カスパーゼ－３）、ＣＰＰ３２（カスパーゼ－３）、サイクリン依存性キナーゼ、サ
イクリンＡ、サイクリンＢ１、サイクリンＤ１、サイクリンＤ２、サイクリンＤ３、サイ
クリンＥ、サイクリンＧ、ＤＮＡフラグメント化因子（Ｎ－末端）、Ｆａｓ（ＣＤ９５）
、Ｆａｓ－関連死ドメインタンパク質、Ｆａｓリガンド、Ｆｅｎ－１、ＩＰＯ－３８、Ｍ
ｃｌ－１、ミニクロモソーム維持タンパク質、ミスマッチ修復タンパク質（ＭＳＨ２）、
ポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ、増殖性細胞核抗原、ｐ１６タンパク質、ｐ２７
タンパク質、ｐ３４ｃｄｃ２、ｐ５７タンパク質（Ｋｉｐ２）、ｐ１０５タンパク質、Ｓ
ｔａｔ１アルファ、トポイソメラーゼＩ、トポイソメラーゼＩＩアルファ、トポイソメラ
ーゼＩＩＩアルファ又はトポイソメラーゼＩＩベータを含み得る。
【００６５】
　神経組織及び腫瘍のターゲットの適切な例は、アルファＢクリスタリン、アルファ－イ
ンテルネクシン、アルファシヌクレイン、アミロイド前駆体タンパク質、ベータアミロイ
ド、カルビンジン、コリンアセチルトランスフェラーゼ、励起性アミノ酸トランスポータ
１、ＧＡＰ４３、グリア線維性酸性タンパク質、グルタミン酸受容体２、ミエリン塩基性
タンパク質、神経増殖因子受容体（ｇｐ７５）、神経芽細胞腫ターゲット、神経フィラメ
ント６８ｋＤ、神経フィラメント１６０ｋＤ、神経フィラメント２００ｋＤ、神経特異的
エノラーゼ、ニコチン性アセチルコリン受容体アルファ４、ニコチン性アセチルコリン受
容体ベータ２、ペリフェリン、タンパク質遺伝子産物９、Ｓ－１００タンパク質、セロト
ニン、ＳＮＡＰ－２５、シナプシンＩ、シナプトフィシン、ｔａｕ、トリプトファンヒド
ロキシラーゼ、チロシンヒドロキシラーゼ又はユビキチンを含み得る。
【００６６】
　クラスター分化ターゲットの適切な例は、ＣＤ１ａ、ＣＤ１ｂ、ＣＤ１ｃ、ＣＤ１ｄ、
ＣＤ１ｅ、ＣＤ２、ＣＤ３デルタ、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ３ガンマ、ＣＤ４、ＣＤ５、
ＣＤ６、ＣＤ７、ＣＤ８アルファ、ＣＤ８ベータ、ＣＤ９、ＣＤ１０、ＣＤ１１ａ、ＣＤ
１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤｗ１２、ＣＤ１３、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１５ｓ、ＣＤ１
６ａ、ＣＤ１６ｂ、ＣＤｗ１７、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、
ＣＤ２３、ＣＤ２４、ＣＤ２５、ＣＤ２６、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ２９、ＣＤ３０、
ＣＤ３１、ＣＤ３２、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３５、ＣＤ３６、ＣＤ３７、ＣＤ３８、
ＣＤ３９、ＣＤ４０、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４２ｃ、ＣＤ４２ｄ、Ｃ
Ｄ４３、ＣＤ４４、ＣＤ４４Ｒ、ＣＤ４５、ＣＤ４６、ＣＤ４７、ＣＤ４８、ＣＤ４９ａ
、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５０、ＣＤ５１
、ＣＤ５２、ＣＤ５３、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ５８、ＣＤ５９
、ＣＤｗ６０、ＣＤ６１、ＣＤ６２Ｅ、ＣＤ６２Ｌ、ＣＤ６２Ｐ、ＣＤ６３、ＣＤ６４、
ＣＤ６５、ＣＤ６５ｓ、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｂ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｄ、ＣＤ６６ｅ
、ＣＤ６６ｆ、ＣＤ６８、ＣＤ６９、ＣＤ７０、ＣＤ７１、ＣＤ７２、ＣＤ７３、ＣＤ７
４、ＣＤｗ７５、ＣＤｗ７６、ＣＤ７７、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂ、ＣＤ８０、ＣＤ８１
、ＣＤ８２、ＣＤ８３、ＣＤ８４、ＣＤ８５、ＣＤ８６、ＣＤ８７、ＣＤ８８、ＣＤ８９
、ＣＤ９０、ＣＤ９１、ＣＤｗ９２、ＣＤｗ９３、ＣＤ９４、ＣＤ９５、ＣＤ９６、ＣＤ
９７、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１００、ＣＤ１０１、ＣＤ１０２、ＣＤ１０３、ＣＤ１
０４、ＣＤ１０５、ＣＤ１０６、ＣＤ１０７ａ、ＣＤ１０７ｂ、ＣＤｗ１０８、ＣＤ１０
９、ＣＤ１１４、ＣＤ１１５、ＣＤ１１６、ＣＤ１１７、ＣＤｗ１１９、ＣＤ１２０ａ、
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ＣＤ１２０ｂ、ＣＤ１２１ａ、ＣＤｗ１２１ｂ、ＣＤ１２２、ＣＤ１２３、ＣＤ１２４、
ＣＤｗ１２５、ＣＤ１２６、ＣＤ１２７、ＣＤｗ１２８ａ、ＣＤｗ１２８ｂ、ＣＤ１３０
、ＣＤｗ１３１、ＣＤ１３２、ＣＤ１３４、ＣＤ１３５、ＣＤｗ１３６、ＣＤｗ１３７、
ＣＤ１３８、ＣＤ１３９、ＣＤ１４０ａ、ＣＤ１４０ｂ、ＣＤ１４１、ＣＤ１４２、ＣＤ
１４３、ＣＤ１４４、ＣＤｗ１４５、ＣＤ１４６、ＣＤ１４７、ＣＤ１４８、ＣＤｗ１４
９、ＣＤｗ１５０、ＣＤ１５１、ＣＤ１５２、ＣＤ１５３、ＣＤ１５４、ＣＤ１５５、Ｃ
Ｄ１５６、ＣＤ１５７、ＣＤ１５８ａ、ＣＤ１５８ｂ、ＣＤ１６１、ＣＤ１６２、ＣＤ１
６３、ＣＤ１６４、ＣＤ１６５、ＣＤ１６６及びＴＣＲ－ゼータを含み得る。
【００６７】
　他の適切な予後ターゲットは、セントロメアタンパク質－Ｆ（ＣＥＮＰ－Ｆ）、ｇｉａ
ｎｔｉｎ、インボルクリン、ラミンＡ＆Ｃ（ＸＢ１０）、ＬＡＰ－７０、ムチン、核孔複
合体タンパク質、ｐ１８０ラメラ体タンパク質、ｒａｎ、ｒ、カテプシンＤ、Ｐｓ２タン
パク質、Ｈｅｒ２－ｎｅｕ、Ｐ５３、Ｓ１００、上皮ターゲット抗原（ＥＭＡ）、ＴｄＴ
、ＭＢ２、ＭＢ３、ＰＣＮＡ又はＫｉ６７を含み得る。
【００６８】
　工程Ａ、Ｂ及びＣにおけるＲＮＡの検出は、通常、ブロッキング用のサケ精子ＤＮＡ又
はｔＲＮＡによる任意のプレハイブリダイゼーション工程、続けて、高温において、所望
のターゲットに対する配列特異的プローブを使用するハイブリダイゼーション工程を概ね
含む。プレハイブリダイゼーション工程の不存在において、ブロッキング剤は、ハイブリ
ダイゼーション工程中に、プローブ自体と共に使用される。最適なプローブ濃度及び温度
は、最良の信号－ノイズ比について、概ね経験的に決定されるが、プローブのＴｍ、緩衝
液組成及びプローブ種、例えば、ＬＮＡ　ｖｓ　ＤＮＡ骨格の関数である。ハイブリダイ
ゼーション時間も、約３０分以下からオーバーナイトハイブリダイゼーションで顕著に変
動することができ、プローブ濃度により調節されることができる。ハイブリダイゼーショ
ン後に、試料は、１回以上のストリンジェントな洗浄に付されて、過剰及び非特異的に結
合したプローブを除去する。最後に、プローブは、信号発生基がプローブに直接付着され
る場合は直接的に、又は、信号増幅の有無により間接的に、のいずれかで検出される。検
出は、各種の技術、例えば、制限されず、手動での観察、フィルム又は他の記録装置、カ
メラ、ビデオ録画又はそれらの組合せを使用して起こり得る。ある実施形態では、信号は
、化学的不活性化による上記された方法により除去され得る。試料は、更なるＲＮＡ種に
ついて探索され得る。又は、次の工程がタンパク質検出である他の実施形態では、信号は
、酸及び／又は塩基における高温加熱を含む抗原回復プロセスによる、結合したプローブ
の変性又は信号の不活性化による抗原回復工程中に除去され得る。
【００６９】
　特定の実施形態では、ついで、前述の生体試料は、抗原回復及び検出に付され得る。抗
原ターゲットは、生体試料の表面上に存在し得る（例えば、組織切片の表面上の抗原）。
ある実施形態では、抗原ターゲットは、生体試料の表面上には本質的に存在しない場合が
あり、生体試料は、表面上で利用可能なターゲットを形成するために、処理されなければ
ならない場合がある（すなわち、抗原回復、酵素的消化又はエピトープ回復）。
【００７０】
　概ね、工程Ｄ～Ｇに示されたように、特定の実施形態では、抗原回復後に、抗原は、先
に規定されたように、結合剤によるハイブリダイゼーションに付される。特定の実施形態
では、結合剤は、抗原に結合する抗体を含む。適切な抗体は、モノクローナル抗体、ポリ
クローナル抗体、多重特異的抗体、例えば、二重特異的抗体又は、ターゲット抗原に特異
的に結合する限りにおいて抗体フラグメントを含み得る。ある実施形態では、本明細書に
開示された方法は、免疫組織化学（ＩＨＣ）に使用され得る。免疫化学は、組織又は細胞
についての情報（例えば、疾患細胞対正常細胞）を提供するために、抗原ベース結合剤に
ターゲット抗原を結合させる工程を含み得る。本明細書に開示された方法に結合剤として
適切な抗体（及び対応する疾患／疾患細胞）の例としては、制限されず、抗－エストロゲ
ン受容体抗体（乳ガン）、抗－プロゲステロン受容体抗体（乳ガン）、抗－ｐ５３抗体（
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複数のガン）、抗－Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ抗体（複数のガン）、抗－ＥＧＦＲ抗体（上皮増
殖因子、複数のガン）、抗－カテプシンＤ抗体（乳ガン及び他のガン）、抗－Ｂｃｌ－２
抗体（アポトーシス性細胞）、抗Ｅ－カドヘリン抗体、抗－ＣＡ１２５抗体（卵巣ガン及
び他のガン）、抗－ＣＡ１５－３抗体（乳ガン）、抗－ＣＡ１９－９抗体（結腸ガン）、
抗－ｃ－ｅｒｂＢ－２抗体、抗－Ｐ－糖タンパク質抗体（ＭＤＲ、多剤耐性）、抗－ＣＥ
Ａ抗体（ガン胎児抗原）、抗－網膜芽細胞腫タンパク質（Ｒｂ）抗体、抗－ｒａｓガンタ
ンパク質（ｐ２１）抗体、抗－Ｌｅｗｉｓ　Ｘ（ＣＤ１５とも呼ばれる）抗体、抗－Ｋｉ
－６７抗体（細胞増殖）、抗－ＰＣＮＡ（複数のガン）抗体、抗－ＣＤ３抗体（Ｔ細胞）
、抗－ＣＤ４抗体（ヘルパーＴ細胞）、抗－ＣＤ５抗体（Ｔ細胞）、抗－ＣＤ７抗体（胸
腺細胞、未成熟Ｔ細胞、ＮＫキラー細胞）、抗－ＣＤ８抗体（サプレッサＴ細胞）、抗－
ＣＤ９／ｐ２４抗体（ＡＬＬ）、抗－ＣＤ１０（ＣＡＬＬＡとも呼ばれる）抗体（一般的
な急性リンパ性白血病）、抗－ＣＤ１１ｃ抗体（単球、顆粒球、ＡＭＬ）、抗－ＣＤ１３
抗体（骨髄性単球、ＡＭＬ）、抗－ＣＤ１４抗体（成熟単球、顆粒球）、抗－ＣＤ１５抗
体（ホジキン病）、抗－ＣＤ１９抗体（Ｂ細胞）、抗－ＣＤ２０抗体（Ｂ細胞）、抗－Ｃ
Ｄ２２抗体（Ｂ細胞）、抗－ＣＤ２３抗体（活性化Ｂ細胞、ＣＬＬ）、抗－ＣＤ３０抗体
（活性化Ｔ及びＢ細胞、ホジキン病）、抗－ＣＤ３１抗体（血管新生マーカー）、抗－Ｃ
Ｄ３３抗体（骨髄細胞、ＡＭＬ）、抗－ＣＤ３４抗体（内皮幹細胞、間質腫瘍）、抗－Ｃ
Ｄ３５抗体（樹状細胞）、抗－ＣＤ３８抗体（プラズマ細胞、活性化Ｔ、Ｂ及び骨髄細胞
）、抗－ＣＤ４１抗体（血小板、巨核球）、抗－ＬＣＡ／ＣＤ４５抗体（白血球共通抗原
）、抗－ＣＤ４５ＲＯ抗体（ヘルパー、誘導性Ｔ細胞）、抗－ＣＤ４５ＲＡ抗体（Ｂ細胞
）、抗－ＣＤ３９，ＣＤ１００抗体、抗－ＣＤ９５／Ｆａｓ抗体（アポトーシス）、抗－
ＣＤ９９抗体（ユーイング肉腫マーカー、ＭＩＣ２遺伝子産物）、抗－ＣＤ１０６抗体（
ＶＣＡＭ－１；活性化された内皮細胞）、抗－ユビキチン抗体（アルツハイマー病）、抗
－ＣＤ７１（トランスフェリン受容体）抗体、抗－ｃ－ｍｙｃ（ガンタンパク質及びハプ
テン）抗体、抗－サイトケラチン（トランスフェリン受容体）抗体、抗－ビメンチン（内
皮細胞）抗体（Ｂ及びＴ細胞）、抗－ＨＰＶタンパク質（ヒトパピローマウイルス）抗体
、抗－カッパ軽鎖抗体（Ｂ細胞）、抗－ラムダ軽鎖抗体（Ｂ細胞）、抗－メラノソーム（
ＨＭＢ４５）抗体（メラノーマ）、抗－前立腺特異的抗体（ＰＳＡ）抗体（前立腺ガン）
、抗－Ｓ－１００抗体（メラノーマ、唾液、グリア細胞）、抗－ｔａｕ抗原抗体（アルツ
ハイマー病）、抗－フィブリン抗体（上皮細胞）、抗－ケラチン抗体、抗－サイトケラチ
ン抗体（腫瘍）、抗－アルファ－カテニン（細胞膜）又は抗－Ｔｎ－抗原抗体（結腸ガン
腫、腺ガン、及び膵臓ガン）があげられる。
【００７１】
　適切な抗体の他の特定の例は、制限されず、抗増殖性細胞核抗原，クローンｐｃ１０（
Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｐ８８２５）；抗平滑筋アルファアクチン（ＳｍＡ），ク
ローン１Ａ４（Ｓｉｇｍａ、Ａ２５４７）；ウサギ抗ベータカテニン（Ｓｉｇｍａ、Ｃ２
２０６）；マウス抗パン・サイトケラチン，クローンＰＣＫ－２６（Ｓｉｇｍａ、Ｃ１８
０１）；マウス抗エストロゲン受容体アルファ，クローン１Ｄ５（ＤＡＫＯ、Ｍ７０４７
）；ベータカテニン抗体，クローン１５Ｂ８（Ｓｉｇｍａ、Ｃ７７３８）；ヤギ抗ビメン
チン（Ｓｉｇｍａ、Ｖ４６３０）；アンドロゲン受容体クローンＡＲ４４１（ＤＡＫＯ、
Ｍ３５６２）；フォン・ヴィルブランド因子７、ケラチン５、ケラチン８／１８、ｅ－カ
ドヘリン、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ、エストロゲン受容体、ｐ５３、プロゲステロン受容体、ベ
ータカテニン；ロバ抗－マウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ、７１
５－１６６－１５０）；又はロバ抗ウサギ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒ
ｃｈ、７１１－１６６－１５２）を含み得る。
【００７２】
　特定の実施形態では、抗原検出プロセスは、プローブ溶液（例えば、標識抗体溶液）を
、生体試料と、十分な期間及び、ターゲット（例えば、抗原）に対する結合剤の結合に適
した条件下において接触させる工程を含み得る。特定の実施形態では、直接的又は間接的
な２つの検出法が使用され得る。直接的な検出では、信号発生基標識された一次抗体（例
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えば、蛍光体標識された一次抗体又は酵素標識された一次抗体）は、組織試料又はメンブ
レンにおいて、抗原とインキュベートされ得る。抗原は、更なる抗体相互作用なしに可視
化され得る。間接的な検出では、未コンジュゲートの一次抗体が、抗原とインキュベート
され、ついで、標識された二次抗体が、一次抗体に結合し得る。信号の増幅は、複数の二
次抗体が一次抗体上の種々のエピトープと反応し得る際に生じ得る。ある実施形態では、
２以上（多くて５つ）の（異なる種由来、標識もしくは未標識の）一次抗体が、組織試料
と接触し得る。ついで、未標識の抗体は、対応する標識された二次抗体と接触され得る。
別の実施形態では、一次抗体及び特異的な結合リガンド－受容体ペア（例えば、ビオチン
－ストレプトアビジン）が使用され得る。一次抗体は、ペアの一員（例えば、ビオチン）
に付着されることができ、他のメンバー（例えば、ストレプトアビジン）は、信号発生基
又は酵素により標識され得る。二次抗体、アビジン、ストレプトアビジン又はビオチンは
、それぞれ独立して、信号発生基又は酵素により標識されてもよい。
【００７３】
　一次抗体又は二次抗体が酵素標識にコンジュゲートされ得る実施形態では、蛍光信号発
生基結合基質が、抗原の可視化を提供するのに添加され得る。ある実施形態では、基質及
び蛍光信号発生基は、１つの分子において具現化されることができ、１つの工程に適用さ
れ得る。他の実施形態では、基質及び蛍光信号発生基は、別々の実体であることができ、
１つの工程又は複数の工程において適用され得る。
【００７４】
　結合剤に結合された酵素は、基質と反応して、基質の化学反応を触媒し、生体試料中の
蛍光信号発生基結合基質と共有結合し得る。ある実施形態では、酵素は、西洋わさびペル
オキシダーゼで含むことができ、基質は、チラミンを含むことができる。西洋わさびペル
オキシダーゼ（ＨＲＰ）とチラミン基質との反応は、チラミン基質を、試料中に存在する
フェノール基に共有結合させ得る。酵素－基質コンジュゲートを使用する実施形態では、
信号増幅は、１つの酵素が複数の基質分子を触媒し得る際に達成され得る。ある実施形態
では、本明細書に開示された方法は、間接的な検出法を使用して（例えば、一次－二次抗
体を使用して）、ＨＲＰ－チラミド信号増幅法を使用して、又は、両方の組合せ（例えば
、間接的なＨＲＰ－チラミド信号増幅法）を使用して、低含量のターゲットを検出するの
に使用され得る。
【００７５】
　特定の実施形態では、対応する信号増幅技術に相応して記載された方法内への信号増幅
技術の包含は、特定のターゲットに必要とされる感度及びプロトコルに含まれる工程数に
より決まり得る。
【００７６】
　信号発生基からの信号は、各種の観察又は検出システムを使用して検出され得る。使用
される検出システムの性質は、使用される信号発生基の性質により決まり得る。検出シス
テムは、電荷結合素子（ＣＣＤ）検出システム、蛍光検出システム、電気的検出システム
、写真フィルム検出システム、化学発光検出システム、酵素検出システム、光学検出シス
テム、近接場検出システム又は全内部反射（ＴＩＲ）検出システムを含み得る。
【００７７】
　１以上の前述の技術は、（結合剤と結合された、又は、酵素基質と結合された）信号発
生基からの信号の１以上の特徴を観察するのに使用され得る。ある実施形態では、信号強
度、信号波長、信号位置、信号頻度又は信号シフトは、１以上の前述の技術を使用して決
定され得る。ある実施形態では、信号の１以上の前述の特徴が、観察、測定及び記録され
得る。
【００７８】
　ある実施形態では、観察された信号は、蛍光信号であり、生体試料中のターゲットに結
合したプローブは、蛍光体である信号発生基を含み得る。ある実施形態では、蛍光信号は
、蛍光検出システムを使用して、蛍光波長又は蛍光強度を決定することにより測定され得
る。ある実施形態では、信号は、インサイツで観察され得る。すなわち、信号は、生体試
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料中のターゲットに対する結合剤に会合した信号発生基から直接観察され得る。ある実施
形態では、信号発生基からの信号は、別々のアレイベース検出システムについての必要性
を不要にして、生体試料内で分析され得る。
【００７９】
　ある実施形態では、信号を観察する工程は、生体試料の画像をキャプチャする工程を含
み得る。ある実施形態では、画像化デバイスに接続された顕微鏡が、本明細書に開示され
た方法に基づいて、検出システムとして使用され得る。ある実施形態では、信号発生基（
例えば、蛍光体）が励起されることができ、取得された信号（例えば、蛍光信号）が、デ
ジタル信号の形式（例えば、デジタル化された画像）で観察及び記録されることができる
。同じ手順が、適切な蛍光フィルタを使用して、試料において結合した、（存在する場合
）種々の信号発生基について繰り返され得る。
【００８０】
　ある実施形態では、複数種類の信号が、同じ試料で観察され得る。例えば、１つのター
ゲットが、蛍光プローブにより検出されることができ、同じ試料中の２番目のターゲット
が、発色性プローブにより検出され得る。
【００８１】
　特定の実施形態では、抗体プローブからの信号の除去（工程Ｇ）は、生体試料を、１以
上の信号発生基を選択的に修飾可能な化学剤と接触させる工程を含む。特定の実施形態で
は、化学剤は、蛍光信号発生基及び酵素の両方を実質的に不活性化する酸化剤である。あ
る実施形態では、化学剤は、本質的に、酸化剤の塩基性溶液を含み得る。
【００８２】
　特定の実施形態では、化学剤に対する異なる信号発生基の感受性は、信号発生基の濃度
、温度又はｐＨに一部決まり得る。例えば、２種類の蛍光体は、酸化剤の濃度により決ま
る酸化剤に対する異なる感受性を有し得る。
【００８３】
　適切な酸化剤は、過酸化物、過ヨウ素酸ナトリウム又はオゾンから選択され得る。ある
実施形態では、適切な酸化剤は、過酸化物又は過酸化物の供給源を含むことができ、塩基
性溶液は、過酸化水素を含むことができる。塩基性溶液における過酸化水素の濃度は、所
定期間において蛍光信号発生基を実質的に酸化するのに選択され得る。ある実施形態では
、塩基性溶液における過酸化水素の濃度は、蛍光信号発生基及び酵素の両方を、所定期間
において実質的に不活性化するのに選択され得る。
【００８４】
　ある実施形態では、塩基性溶液は、約０．５体積％～約５体積％の範囲、約１体積％～
約４体積％の範囲、又は、約１．５体積％～約３．５体積％の範囲の量で、過酸化水素を
含み得る。一部の特定の実施形態では、塩基性溶液は、約３体積％の範囲の量で過酸化水
素を含み得る。
【００８５】
　ある実施形態では、工程Ｅ、Ｆ及びＧ：生体試料を次の（例えば、二次、三次等の）プ
ローブと接触させる工程、信号を観察する工程及び信号発生基を退色する工程が、複数回
繰り返され得る。結合、観察及び退色の工程は、各種のプローブ及び／又は信号発生基を
使用して、各種のターゲットについての情報をユーザに提供するために、更なるターゲッ
トに結合可能なｎ次プローブを用いて、反復的に複数回繰り返され得る。酵素に結合され
た結合剤がプローブとして使用され得る実施形態では、結合工程は、酵素と蛍光信号発生
基に結合した酵素基質との反応を含む反応工程をさらに含み得る。
【００８６】
　ある実施形態では、工程Ｅ、Ｆ及びＧは、１～１５０回、好ましくは５～１００回、又
はより好ましくは５～６０回繰り返され得る。ある実施形態では、一連の工程は、２５～
３０回、又はより好ましくは２～１０回繰り返され得る。ある実施形態では、一連のプロ
ーブは、生体試料の多重化された分析を取得するために、連続的な方法において、生体試
料と接触され得る。ある実施形態では、一連のプローブセット（この場合、プローブセッ
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トが、１種類のターゲット（例えば、種々のＲＮＡターゲット又は種々のタンパク質又は
種々のＤＮＡターゲット）を標的とする２以上のプローブの混合物を含み得る。）は、生
体試料の多重化分析を取得するために、連続的な方法において、生体試料と接触され得る
。特定の好ましい実施形態では、混合物は、２～１０個のプローブ、及び好ましくは２～
５個のプローブを含む。多重化分析は、一般的には、同じ検出メカニズムを使用する生体
試料中の複数のターゲットの分析を意味する。
【００８７】
　ある実施形態では、生体試料の成分は、信号除去、結合、（該当する場合）反応及び信
号観察の工程の繰り返しサイクル後に、明らかに修飾されない。ある実施形態では、生体
試料の成分は、退色工程中に明らかに修飾されない。ある実施形態では、信号除去工程中
に明らかに修飾されない生体試料の成分は、ターゲットである。ある実施形態では、８０
％より多くのターゲットが、一連の信号除去工程において、明らかに修飾されない。ある
実施形態では、９５％より多くのターゲットが、明らかに修飾されない。
【００８８】
　特定の実施形態では、抗原検出プロセス後に、工程Ｈ、Ｉ、Ｊは、ＤＮＡの検出を可能
にする。一般的には、方法は、試料のプロテアーゼによる処理を含む。処理時間は、試料
、それが調製された方法、例えば、固定の種類、固定の長さ等、プロテアーゼ消化の温度
及びプロテアーゼ自体の濃度に応じて変動し得る。プロテアーゼ処理後に、ハイブリダイ
ゼーション緩衝液中のプローブ及び試料内のターゲットの両方が、加熱により変性されて
もよく、プローブが、試料にアプライされ得る。又は、プローブ及びターゲットは、プロ
ーブが試料にアプライされた後に、互いに変性され得る。ハイブリダイゼーションは、一
般的には、オーバーナイトで進行されるが、より短いハイブリダイゼーション時間を必要
とするプローブが開発されてきており、ハイブリダイゼーション時間を約１時間以内に短
くし得る。ハイブリダイゼーション後、ストリンジェントな洗浄が、過剰のプローブ及び
非特異的に結合したプローブを除去するのに適用され得る。試料は、プローブ及び形態染
色剤の信号の検出前に核を染色するために、形態染色剤により処理され得る。ある実施形
態では、プレハイブリダイゼーション工程が行われ得る。他の実施形態では、プロテアー
ゼ処理後に、試料は、組織の形態を保存するために、固定工程に付され得る。インサイツ
におけるＤＮＡ検出法は、当該分野において周知であり、その種々のバリエーションが、
Ｖｏｌｐｉ　＆　Ｂｒｉｄｇｅｒにより、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，４５：３８５－
４０９，２００８に記載されている。同文献は、参照により本明細書に組み込まれる。
【００８９】
　特定の実施形態では、核酸結合剤は、ＤＮＡターゲットと結合するのに使用され得る。
核酸結合剤は、核酸ターゲットとワトソン－クリック結合を形成し得る。別の実施形態で
は、核酸結合剤は、核酸ターゲットとフーグスティーン結合を形成することにより、三重
鎖を形成してもよい。フーグスティーン結合により結合する核酸結合剤は、そこに位置す
る塩基とハイブリダイズする核酸ターゲットの主溝に入り得る。上記結合剤の適切な例は
、核酸の副溝及び主溝を認識し、同副溝及び主溝に結合する分子（例えば、いくつかの形
式の抗生物質）を含み得る。特定の実施形態では、核酸結合剤は、ワトソン－クリック結
合及びフーグスティーン結合の両方を、核酸ターゲットと形成し得る（例えば、ビスＰＮ
Ａプローブは、核酸に対して、ワトソン－クリック結合及びフーグスティーン結合の両方
を可能である。）。
【００９０】
　核酸結合剤の長さは、結合特異性も決定し得る。結合剤と核酸ターゲットとの間の１つ
のミスマッチのエネルギーコストは、より長いものより、より短い配列について相対的に
高くあり得る。ある実施形態では、より小さい核酸結合剤のハイブリダイゼーションは、
より長いプローブが、ミスマッチをより受け入れることができ、条件に応じて核酸に結合
し続けることができる場合、より長い核酸プローブのハイブリダイゼーションより特異的
であり得る。特定の実施形態では、より短い結合剤は、所定の温度及び塩濃度において、
より低い結合安定性を示し得る。
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【００９１】
　短い配列と結合するのにより高い安定性を示し得る結合剤が使用され得る。例えば、特
定の実施形態では、ビスＰＮＡが使用され得る。ある実施形態では、核酸結合剤は、約４
ヌクレオチドから数キロ塩基の範囲、好ましくは１２～１０００ヌクレオチド、及びより
好ましくは１２～４００ヌクレオチドの長さを有し得る。ある実施形態では、核酸結合剤
は、約１０００ヌクレオチドより大きい範囲の長さを有し得る。核酸結合剤の長さにかか
わらず、結合剤の全てのヌクレオチド残基は、核酸ターゲット中の相補なヌクレオチドに
ハイブリダイズしない場合がある。例えば、結合剤は、長さが５０ヌクレオチド残基を含
むことができ、それらのヌクレオチド残基の２５個のみが、核酸ターゲットにハイブリダ
イズし得る。ある実施形態では、ハイブリダイズし得るヌクレオチド残基は、互いに連続
的であり得る。核酸結合剤は、一本鎖であることができ、又は、二次構造を含み得る。あ
る実施形態では、生体試料は、細胞又は組織の試料であることができ、生体試料は、核酸
結合剤を使用するインサイツハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）に付されることができる
。ある実施形態では、組織試料は、試料からの所望の情報を取得するために、免疫組織化
学（ＩＨＣ）に加えて、インサイツハイブリダイゼーションに付され得る。
【００９２】
　さらに他の実施形態では、方法は、１以上の対照プローブを、試料中の１以上のターゲ
ットに結合させる工程をさらに含む。方法は、結合した蛍光プローブからの信号及び対照
プローブからの対照信号を観察する工程をさらに含む。結合した蛍光プローブは、蛍光プ
ローブを実質的に不活性化し、対照プローブを不活性化しない不活性化剤に曝される。方
法は、１以上の次の蛍光プローブを、試料中に存在する１以上のターゲットに結合させ、
続けて、次の結合した蛍光プローブからの信号を観察する工程をさらに含む。
【００９３】
　対照プローブは、不活性化剤に対して安定である信号発生基を含んでもよいし、又は、
信号発生基の信号生成特性が、不活性剤と接触した際に、実質的に影響を受けない。信号
発生基は、放射性同位体又は、不活性化剤に安定な蛍光体を含み得る。適切な放射性同位
体は、32Ｐ、3Ｈ、14Ｃ、125Ｉ又は131Ｉを含み得る。適切な蛍光体は、ＤＡＰＩを含み
得る。
【００９４】
　ある実施形態では、最後のプローブハイブリダイゼーション及び検出工程において、信
号発生基は、種々の質量検出器、例えば、金属の安定同位体又は非退色性発色団により検
出され得る１以上の安定した信号発生基を含み得る。
【００９５】
　ある実施形態では、適切な信号発生基は、結合剤に結合されて、対照プローブを形成し
得る。例えば、放射性標識は、抗体に結合されて、対照プローブを形成することができ、
抗体は、生体試料中に存在する１以上のターゲット抗原に結合し得る。他の実施形態では
、適切な信号発生基は、試料中の１以上のターゲットに結合可能であることができ、検出
可能な信号を提供可能でもあり得る。信号は、不活性化剤の存在において安定である。例
えば、安定な対照プローブは、ＤＡＰＩであり得る。ＤＡＰＩは、試料中の核酸に結合可
能であり、不活性化剤に安定な蛍光信号を提供可能でもある。
【００９６】
　ある実施形態では、対照プローブは、反復的な染色工程に対するターゲットの安定性の
指標を提供するために、本明細書に開示された方法に使用され得る。例えば、対照プロー
ブは、試料中の公知のターゲットに結合されることができ、対照からの信号が、観察及び
定量化をされることができる。ついで、対照信号は、不活性化剤に対するターゲット又は
結合剤の安定性の指標を提供するために、反復的な染色工程中にモニターされ得る。ある
実施形態では、対照信号の定量測定、例えば、信号強度は、反復的な探索工程後の試料中
に存在するターゲットの量を定量化するのにモニターされ得る。
【００９７】
　特定の実施形態では、対照プローブは、所望の試料の定量的な情報、例えば、試料中の
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ターゲット濃度又は試料中のターゲットの分子量を取得するのに使用され得る。特定の実
施形態では、公知の濃度又は分子量を有する対照ターゲットは、ブロッティング技術にお
いて、所望の試料と共に負荷され得る。対照プローブは、対照ターゲットに結合され、対
照信号が観察され得る。ついで、対照信号は、所望の試料から観察された信号と相関され
得る。
【００９８】
　特定の実施形態では、対照プローブは、反復的な探索工程から取得された複数の分子情
報及び、例えば、形態染色剤、例えば、ＤＡＰＩを使用して取得された形態情報を共に登
録するのを提供するのに使用され得る。
【００９９】
　ある実施形態では、方法は、複数の蛍光画像を、取得された明視野形態画像、例えば、
Ｈ及びＥを使用して取得された画像と共に登録する工程を含み得る。ある実施形態では、
反復的な探索工程に使用されるプローブは、Ｈ及びＥ画像と共に登録するのに使用され得
る共通の区画情報を有し得ない。対照プローブ、例えば、ＤＡＰＩの核染色は、明視野画
像におけるヘマトキシリンにより染色された核と、蛍光画像とを共に登録するのに使用さ
れ得る。蛍光画像及び明視野画像は、２つのカテゴリー：強度系技術及び特性系技術にグ
ループ化され得る画像登録アルゴリズムを使用して共に登録され得る。
【０１００】
　ある実施形態では、生体試料は、第１のプローブ又はその後のプローブとの接触工程前
、最中又は後に、形態染色剤と接触され得る。形態染色剤は、細胞種又は疾患状態の特定
を容易にするために、種々の細胞区画を染色し得る染料を含み得る。ある実施形態では、
形態染色剤は、プローブにおける信号発生基を容易に区別可能であり得る。すなわち、染
色剤は、プローブからの信号と重なり得る信号を発し得ない。例えば、蛍光形態染色剤に
ついて、形態染色剤からの信号は、プローブに使用される蛍光体と同じ波長において自己
蛍光し得ない。
【０１０１】
　形態染色剤は、前述の工程のいずれか１つの前、最中又は後に、生体試料と接触され得
る。特定の実施形態では、形態染色剤は、第１のプローブ接触工程と共に、生体試料と接
触され得る。ある実施形態では、形態染色剤は、試料と化学剤とが接触する前、及び、第
１のプローブがターゲットに結合した後に、生体試料と接触され得る。ある実施形態では
、形態染色剤は、試料と化学剤との接触及び信号の修飾後に、生体試料と接触され得る。
【０１０２】
　さらに他の実施形態では、形態染色剤は、第２のプローブ接触工程と共に、生体試料と
接触され得る。ある実施形態では、生体試料は、第２のプローブをターゲットに結合させ
た後に、形態染色剤と接触され得る。ある実施形態では、形態染色剤が信号発生基からの
蛍光信号についてのバックグラウンドノイズをもたらし得る場合、形態染色剤は、探索、
不活性化及び再探索工程後に、生体試料と接触され得る。例えば、形態染色剤、例えば、
Ｈ及びＥは、本明細書に開示された方法の後に、連続的に画像化及び登録をされ得る。
【０１０３】
　ある実施形態では、発色団、蛍光体、酵素又は酵素基質は、形態染色剤として使用され
得る。形態染色剤として使用され得る発色団の適切な例（及び、その標的細胞、細胞内区
画又は細胞区画）は、制限されず、エオシン（アルカリ細胞区画、細胞質）、ヘマトキシ
リン（核酸）、オレンジＧ（赤血球、膵臓及び脳下垂体の細胞）、ライトグリーンＳＦ（
コラーゲン）、ロマノウスキー－ギムザ（細胞形態全体）、Ｍａｙ－Ｇｒｕｎｗａｌｄ（
血球）、ブルー対比染色（Ｔｒｅｖｉｇｅｎ）、エチルグリーン（ＣＡＳ）（アミロイド
）、Ｆｅｕｌｇｅｎ－ナフトールイエローＳ（ＤＮＡ）、ギムザ（種々の細胞区画を差次
的に染色）、メチルグリーン（アミロイド）、ピロニン（核酸）、ナフトール－イエロー
（赤血球）、ナチュラルレッド（核）、パパニコロー染色剤（ヘマトキシリン、エオシン
Ｙ、オレンジＧ及びビスマルクブラウン混合物の混合物（細胞形態全体））、レッド対比
染色Ｂ（Ｔｒｅｖｉｇｅｎ）、レッド対比染色Ｃ（Ｔｒｅｖｉｇｅｎ）、シリウスレッド
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（アミロイド）、Ｆｅｕｌｇｅｎ試薬（パラローズアニリン）（ＤＮＡ）、ガロシアニン
クロム－アルミニウム（ＤＮＡ）、ガロシアニンクロム－アルミニウム及びナフトールイ
エローＳ（ＤＮＡ）、メチルグリーン－ピロニンＹ（ＤＮＡ）、チオニン－Ｆｅｕｌｇｅ
ｎ試薬（ＤＮＡ）、アクリジンオレンジ（ＤＮＡ）、メチレンブルー（ＲＮＡ及びＤＮＡ
）、トルイジンブルー（ＲＮＡ及びＤＮＡ）、アルシアンブルー（炭水化物）、ルテニウ
ムレッド（炭水化物）、スーダンブラック（脂質）、スーダンＩＶ（脂質）、オイルレッ
ド－Ｏ（脂質）、Ｖａｎ　Ｇｉｅｓｏｎ’ｓトリクローム染色（酸性フクシンとピクリン
酸との混合物）（筋肉細胞）、マッソントリクローム染色（ヘマトキシリン、酸性フクシ
ン及びライトグリーンの混合物）（コラーゲン、細胞質、核小体を差次的に染色）、アル
デヒドフクシン（エラスチン繊維）又はワイゲルト染色（細網線維とコラーゲン繊維とを
区別）を含み得る。
【０１０４】
　適切な蛍光形態染色剤及び該当する場合、その標的細胞、細胞内区画又は細胞区画の例
は、制限されず、４’，６－ジアミジノ－２－フェノールインドール（ＤＡＰＩ）（核酸
）、エオシン（アルカリ細胞成分、細胞質）、ヘキスト３３２５８及びヘキスト３３３４
２（２つのビスベンズイミド）（核酸）、ヨウ化プロピジウム（核酸）、スペクトルオレ
ンジ（核酸）、スペクトルグリーン（核酸）、キナクリン（核酸）、フルオレセイン－フ
ァルロイジン（アクチン繊維）、クロモマイシンＡ３（核酸）、アクリフラビン－Ｆｅｕ
ｌｇｅｎ反応（核酸）、オーラミン　Ｏ－Ｆｅｕｌｇｅｎ反応（核酸）、臭化エチジウム
（核酸）、ニッスル染色（神経）、高親和性ＤＮＡ蛍光体、例えば、ＰＯＰＯ、ＢＯＢＯ
、ＹＯＹＯ及びＴＯＴＯ等ならびに、ＤＮＡ結合タンパク質、例えば、ヒストンに融合し
た緑色蛍光タンパク質、ＡＣＭＡ、キノクリン及びアクリジンオレンジを含み得る。
【０１０５】
　適切な酵素及びその主な細胞位置又は活性の例は、制限されず、ＡＴＰａｓｅ（筋肉繊
維）、コハク酸デヒドロゲナーゼ（ミトコンドリア）、シトクロムｃオキシダーゼ（ミト
コンドリア）、ホスホリラーゼ（ミトコンドリア）、ホスホフルクトキナーゼ（ミトコン
ドリア）、アセチルコリンエステラーゼ（神経細胞）、ラクターゼ（小腸）、酸ホスファ
ターゼ（リソソーム）、ロイシンアミノペプチダーゼ（肝細胞）、デヒドロゲナーゼ（ミ
トコンドリア）、ミオアデニル酸デアミナーゼ（筋肉細胞）、ＮＡＤＨジアホラーゼ（赤
血球）及びスクラーゼ（小腸）を含み得る。
【０１０６】
　特定の実施形態では、形態染色剤は、不活性化剤に対して安定であり得る。すなわち、
形態染色剤の信号生成特性は、不活性化剤により実質的に影響を受け得ない。ある実施形
態では、生体試料が同時にプローブ及び形態染色剤により染色され得る場合、プローブか
らの信号を修飾するための不活性化剤の適用は、形態染色剤からの信号を修飾し得ない。
ある実施形態では、形態染色剤は、反復的な探索工程から取得された分子情報及び形態染
色剤から取得された形態情報の共登録に対する対照として使用され得る。
【０１０７】
　タンパク質、ＲＮＡ及びＤＮＡの検出を含む本明細書に開示された方法は、特定の方法
において、ターゲットに物理的に結合する結合剤の使用を概ね含む。なお、ある実施形態
では、結合剤は、十分な特異性によりターゲットに結合し得る。すなわち、結合剤は、そ
れが任意の他の分子に結合するより高い親和性によりターゲットに結合し得る。ある実施
形態では、結合剤は、他の分子に結合してもよいが、結合は、非特異的結合がバックグラ
ウンドレベルであり得るか、又は、バックグラウンドレベルに近くあり得るように、であ
り得る。ある実施形態では、所望のターゲットについての結合剤の親和性は、他の分子に
ついてのその親和性より、少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍以上の範
囲であり得る。ある実施形態では、最も高い特異的な親和性を有する結合剤が使用され得
るが、それらは、ターゲットについての最も高い親和性を有するものでなくてもよい。
【０１０８】
　ある実施形態では、ターゲットと結合剤との間の結合は、物理的結合により影響を受け
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得る。物理的結合は、非共有的相互作用を使用して達成された結合を含み得る。非共有的
相互作用は、制限されず、疎水性の相互作用、イオン性の相互作用、水素結合の相互作用
又は親和性の相互作用（例えば、ビオチン－アビジン又はビオチン－ストレプトアビジン
の複合体化）を含み得る。ある実施形態では、ターゲット及び結合剤は、物理的結合をも
たらす２つの間の特異的認識を生じさせる、その表面上又はキャビティ内に領域を有し得
る。ある実施形態では、結合剤は、その分子形状の一部の相互嵌合に基づいて、生物学的
ターゲットに結合し得る。
【０１０９】
　結合剤及びその対応するターゲットは、結合ペアと考えられ得る。その非限定的な例と
しては、免疫型結合ペア、例えば、抗原／抗体、抗原／抗体フラグメント又はハプテン／
抗ハプテン；非免疫型結合ペア、例えば、ビオチン／アビジン、ビオチン／ストレプトア
ビジン、葉酸／葉酸結合タンパク質、ホルモン／ホルモン受容体、レクチン／特定の炭水
化物、酵素／酵素、酵素／基質、酵素／基質類似体、酵素／擬基質（酵素活性により触媒
され得ない基質類似体）、酵素／補酵素。酵素／モジュレータ、酵素／阻害剤又はビタミ
ンＢ１２／内因子があげられる。結合ペアの他の適切な例は、相補な核酸フラグメント（
例えば、ＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列、ＬＮＡ配列及びＰＮＡ配列）；プロテインＡ／抗体；
プロテインＧ／抗体；核酸／核酸結合タンパク質；又はポリヌクレオチド／ポリヌクレオ
チド結合タンパク質を含み得る。
【０１１０】
　ある実施形態では、結合剤は、配列又は構造特異的な結合剤であることができ、この場
合、結合剤により認識及び結合されるターゲットの配列又は構造は、そのターゲットに対
して十分固有であり得る。
【０１１１】
　ある実施形態では、結合剤は、構造特異的であり、ターゲットの一次、二次又は三次構
造を認識し得る。ターゲットの一次構造は、その原子組成の特異性及びそれらの原子を結
合させる化学結合（例えば、立体化学）、例えば、タンパク質におけるアミノ酸の直線配
置の種類及び性質を含み得る。ターゲットの二次構造は、生体分子のセグメントの全体的
な三次元形状を意味し得る。例えば、タンパク質について、二次構造は、離れたアミノ酸
が互いに近位にもたらされ得る、ペプチド「骨格」鎖を種々のコンフォーメーションにフ
ォールディングすることを意味し得る。二次構造の適切な例は、制限されず、アルファへ
リックス、ベータプリーツシート又はランダムコイルを含み得る。ターゲットの三次構造
は、その三次元構造全体であり得る。ターゲットの四次構造は、１以上の他のターゲット
又は高分子とのその非共有相互作用（例えば、タンパク質相互作用）により形成された構
造であり得る。四次構造の例は、ヘモグロビンを形成するための、４つのグロビンタンパ
ク質サブユニットにより形成された構造であり得る。本発明の実施形態に基づく結合剤は
、前述の構造のいずれかに特異的であり得る。
【０１１２】
　構造特異的結合剤の例は、タンパク質ターゲットに結合し得るタンパク質特異的分子を
含み得る。適切なタンパク質特異的分子の例は、抗体及び抗体フラグメント、核酸（例え
ば、タンパク質ターゲットを認識するアプタマー）又はタンパク質基質（非触媒性）を含
み得る。
【０１１３】
　ある実施形態では、結合剤は、配列特異的であり得る。配列特異的結合剤は、核酸を含
むことができ、結合剤は、ターゲットにおけるヌクレオチド又はその誘導体の特定の直線
的配置を認識可能であり得る。ある実施形態では、直線的配置は、結合剤中の対応する相
補なヌクレオチドにそれぞれ結合し得る連続的なヌクレオチド又はその誘導体を含み得る
。別の実施形態では、配列は、プローブ上に対応する相補な残基を有し得ない１つ、２つ
又はそれ以上のヌクレオチドが存在し得る場合、連続的でない場合がある。核酸結合剤の
適切な例は、制限されず、ＤＮＡ又はＲＮＡのオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチド
を含み得る。ある実施形態では、適切な核酸は、核酸類似体、例えば、ジオキシゲニンｄ
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ＣＴＰ、ビオチンｄｃＴＰ－７－アザグアノジン、アジドチミジン、イノシン又はウリジ
ンを含み得る。
【０１１４】
　結合剤及びターゲットの種類にかかわらず、タンパク質、ＤＮＡ及びＲＮＡの検出にお
いて、結合剤とターゲットとの間の結合特異性は、結合条件（例えば、相補な核酸の場合
には、ハイブリダイゼーション条件）によっても影響を受け得る。適切な結合条件は、ｐ
Ｈ、温度又は塩濃度の１以上の調節により実現され得る。
【０１１５】
　結合剤は、内在的に標識されることができ（結合剤の合成中に付着された信号発生基又
は酵素）、又は、外来的に標識されることができる（後の工程中に付着された信号発生基
又は酵素）。例えば、タンパク質系結合剤について、内在的に標識された結合剤は、標識
されたアミノ酸を使用することにより調製され得る。同様に、内在的に標識された核酸は
、核酸の伸長中に直接的に信号発生基標識されたヌクレオチドを包含する方法を使用して
合成され得る。ある実施形態では、結合剤は、信号発生基又は酵素が後の段階で包含され
得るような方法において合成され得る。例えば、この後の標識化は、ペプチド鎖のアミノ
酸内の活性なアミノ基又はチオール基の導入による化学的手段により達成され得る。ある
実施形態では、結合剤、例えば、タンパク質（例えば、抗体）又は核酸（例えば、ＤＮＡ
）は、適切な化学を使用して直接化学的に標識されてもよい。
【０１１６】
　ある実施形態では、より高い特異性、又は、特定の実施形態では、信号の増幅を提供し
得る、結合剤の組合せが使用され得る。例えば、ある実施形態では、結合剤のサンドイッ
チが使用され得る。この場合、第１の結合剤は、ターゲットに結合し、二次結合を提供す
るのに機能し得る。この場合、二次結合剤は、標識を含んでもよいし、又は、含まなくて
もよい。二次結合剤は、三次結合メンバーが標識を含み得る場合、（必要であれば）三次
結合をさらに提供し得る。
【０１１７】
　結合剤組合せの適切な例は、一次抗体、二次抗体、相補な核酸又は他のリガンド－受容
体ペア（例えば、ビオチン－ストレプトアビジン）を含み得る。適切な結合剤ペアのいく
つかの特定の例は、ｃ－ｍｙｃエピトープとの組換え発現タンパク質に対するマウス抗－
ｍｙｃ；Ｈｉｓ－タグエピトープとの組換えタンパク質に対するマウス抗－ＨｉｓＧ、エ
ピトープタグとの組換えタンパク質に対するマウス抗－ｘｐｒｅｓｓ、ヤギＩｇＧ一次分
子に対するウサギ抗ヤギ、核酸配列に対する相補な核酸配列；チオレドキシン融合タンパ
ク質に対するマウス抗－チオ、融合タンパク質に対するウサギ抗－ＧＦＰ、α－Ｄ－ガラ
クトースに対するジャカリン；及び、炭水化物結合タンパク質に対するメリビオース、糖
、ニッケル結合マトリクス又はヘパリンを含み得る。
【０１１８】
　ある実施形態では、一次抗体と二次抗体との組合せは、結合剤として使用され得る。一
次抗体は、ターゲットの特定領域に結合可能であり得る。二次抗体は、一次抗体に結合可
能であり得る。二次抗体は、一次抗体に結合する前に、信号発生基又は酵素に付着されて
もよいし、又は、後の工程において信号発生基又は酵素に結合可能であり得る。別の実施
形態では、一次抗体及び特定の結合リガンド－受容体ペア（例えば、ビオチン－ストレプ
トアビジン）が使用され得る。一次抗体は、ペアの一方のメンバー（例えば、ビオチン）
に付着され得る。他方のメンバー（例えば、ストレプトアビジン）は、信号発生基又は酵
素により標識され得る。二次抗体、アビジン、ストレプトアビジン又はビオチンは、それ
ぞれ独立して、信号発生基又は酵素により標識され得る。
【０１１９】
　ある実施形態では、本明細書に開示された方法は、免疫染色手法に使用され得る。一次
抗体は、ターゲットタンパク質に特異的に結合するのに使用され得る。二次抗体は、一次
抗体に特異的に結合することにより、必要に応じて、一次抗体とその後の試薬（例えば、
信号発生基又は酵素）との間のブリッジを形成するのに使用され得る。例えば、一次抗体
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は、マウスＩｇＧ（マウスにおいて作製された抗体）であることができ、対応する二次抗
体は、マウスＩｇＧ中の領域に結合可能な領域を有する、ヤギ抗－マウス（ヤギにおいて
作製された抗体）であることができる。
【０１２０】
　ある実施形態では、複数の二次抗体が一次抗体上のエピトープに結合し得る場合に、信
号増幅が取得され得る。免疫染色手法において、一次抗体は、手法に使用される第１の抗
体であることができ、二次抗体は、手法に使用される第２の抗体であることができる。あ
る実施形態では、一次抗体は、免疫染色手法に使用される抗体のみであり得る。
【０１２１】
　本明細書に開示された方法に適した信号発生基の種類は、各種の要因、例えば、行われ
る分析の性質、使用されるエネルギー源及び検出器の種類、使用される不活性化剤の種類
、結合剤の種類、ターゲットの種類又は結合剤と信号発生基との間の付着方式（例えば、
開裂性又は非開裂性）により決まり得る。
【０１２２】
　適切な信号発生基は、検出可能な信号を提供可能な分子又は化合物を含み得る。信号発
生基は、エネルギー源又は電流との相互作用に基づく特徴的な信号を提供し得る。エネル
ギー源は、電磁気照射源及び蛍光励起源を含み得る。電磁気照射源は、任意の波長、例え
ば、可視、赤外及び紫外の電磁気エネルギーを提供可能であり得る。電磁気照射は、直接
的な光源の形式でもよいし、又は、発光性化合物、例えば、ドナー蛍光体により発せられ
得る。蛍光励起源は、ソース蛍光を形成可能でもよいし、又は、光放射（すなわち、電磁
気照射、直接的な電場、温度、物理的接触又は機械的崩壊）を生じさせてもよい。適切な
信号発生基は、各種の方法、例えば、光学測定（例えば、蛍光）、電気導電性又は放射活
性により検出され得る信号を提供し得る。適切な信号発生基は、例えば、発光、エネルギ
ー授与、蛍光、放射性又は消光性であり得る。
【０１２３】
　適切な信号発生基は、それが例えば結合剤に結合された構成について、立体的及び化学
的に適合可能であり得る。さらに、適切な信号発生基は、ターゲットに対する結合剤の結
合と干渉しないことができ、結合剤の結合特異性に影響を及ぼさないこともできる。適切
な信号発生基は、本質的に有機又は無機であり得る。ある実施形態では、信号発生基は、
化学的なペプチド又は核酸の性質のものであり得る。
【０１２４】
　適切な信号発生基は、直接的に検出可能であり得る。直接的に検出可能な部分は、信号
を発するその能力により直接的に検出され得るもの、例えば、別のより低い特徴的な波長
の光による励起後に特定波長の光を発する、及び／又は、特定波長の光を吸光する蛍光標
識等であり得る。
【０１２５】
　本明細書に開示された方法に基づく適切な信号発生基は、化学剤の適用についての操作
に受け入れられ得る。ある実施形態では、信号発生基は、不活性化剤に対する暴露におい
て、化学的に破壊され得る場合がある。化学的破壊は、信号発生基の完全な崩壊又は信号
発生基の信号発生成分の修飾を含み得る。信号発生成分の修飾は、信号発生特性の修飾を
もたらし得る、任意の化学的修飾（例えば、付加、置換又は除去）を含み得る。例えば、
コンジュゲートした信号発生基を非コンジュゲートにすることは、信号発生基の発色特性
の破壊をもたらし得る。同様に、蛍光信号発生基における蛍光阻害官能基の置換は、その
蛍光特性の修飾をもたらし得る。ある実施形態では、特定の化学剤による不活性化に抵抗
性の１以上の信号発生基は、提供された方法における対照プローブとして使用され得る。
【０１２６】
　ある実施形態では、信号発生基は、発光性分子、放射性同位体（例えば、32Ｐ又は3Ｈ
、14Ｃ、125Ｉ及び131Ｉ）、光学又は電子密度マーカー、ラマン－活性タグ、電子スピン
共鳴分子（例えば、ニトロキシルラジカル等）、電荷転移分子（すなわち、電荷変換分子
）、半導体ナノ結晶、半導体ナノ粒子、コロイド金ナノ結晶、ミクロビーズ、磁性ビーズ
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、常磁性粒子又は量子ドットから選択され得る。
【０１２７】
　ある実施形態では、信号発生基は、発光性分子を含み得る。発光性分子は、特定波長の
光の照射に反応して光を発し得る。発光性分子は、発光（励起に基づく材料による電磁気
照射の非熱的放射）、リン光（照射吸収の結果としての遅延した発光）、化学発光（化学
反応による発光）、蛍光又は偏光蛍光による光を吸光及び発光可能であり得る。
【０１２８】
　ある実施形態では、信号発生基は、本質的に、蛍光体を含み得る。ある実施形態では、
信号発生基は、例えば、免疫組織化学分析において、本質的に、抗体に付着した蛍光体を
含み得る。一次抗体にコンジュゲートされ得る適切な蛍光体としては、制限されず、フル
オレセイン、ローダミン、テキサスレッド、ベクターレッド、ＥＬＦ（酵素標識フルオレ
セイン）、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ７、ＦｌｕｏｒＸ、カルセイン、
カルセイン－ＡＭ、ＣＲＹＰＴＯＦＬＵＯＲ、オレンジ（４２ｋＤａ）、タンジェリン（
３５ｋＤａ）、ゴールド（３１ｋＤａ）、レッド（４２ｋＤａ）、クリムゾン（４０ｋＤ
ａ）、ＢＨＭＰ、ＢＨＤＭＡＰ、Ｂｒ－オレゴン、Ｌｕｃｉｆｅｒイエロー、アレクサ染
料ファミリー、Ｎ－［６－（７－ニトロベンズ－２－オキサ－１，３－ジアゾール－４－
イル）アミノ］カプロイル（ＮＢＤ）、ＢＯＤＩＰＹ、ホウ素ジピロメテンジフルオリド
、オレゴングリーン、ＭＩＴＯＴＲＡＣＫＥＲレッド、フィコエリスリン、フィコビリプ
ロテインＢＰＥ（２４０ｋＤａ）、ＲＰＥ（２４０ｋＤａ）、ＣＰＣ（２６４ｋＤａ）、
ＡＰＣ（１０４ｋＤａ）、スペクトルブルー、スペクトルアクア、スペクトルグリーン、
スペクトルゴールド、スペクトルオレンジ、スペクトルレッド、赤外（ＩＲ）染料、サイ
クリックＧＤＰ－リボース（ｃＧＤＰＲ）、Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒホワイト、リサミン、
ウンベリフェロン、チロシン又はトリプトファンがあげられる。ある実施形態では、信号
発生基は、本質的には、シアニン染料を含み得る。ある実施形態では、信号発生基は、本
質的に、１以上のＣｙ３染料、Ｃｙ５染料又はＣｙ７染料を含み得る。
【０１２９】
　ある実施形態では、信号発生基は、ＦＲＥＴペアの一部であり得る。ＦＲＥＴペアは、
互いに近位に位置した場合、ＦＲＥＴを受けて、検出可能な信号を発生又は消去可能な２
つの蛍光体を含む。ドナーのいくつかの例は、アレクサ４８８、アレクサ５４６、ＢＯＤ
ＩＰＹ４９３、Ｏｙｓｔｅｒ５５６、Ｆｌｕｏｒ（ＦＡＭ）、Ｃｙ３又はＴＴＲ（Ｔａｍ
ｒａ）を含み得る。アクセプタのいくつかの例は、Ｃｙ５、アレクサ５９４、アレクサ６
４７又はＯｙｓｔｅｒ６５６を含み得る。
【０１３０】
　上記されたように、１以上の前述の分子が、信号発生基として使用され得る。ある実施
形態では、１以上の信号発生基が、化学的な破壊を受け入れ得ない。開裂性リンカーが、
信号発生基と結合剤とを会合させるのに使用され得る。ある実施形態では、１以上の信号
発生基が、信号破壊を受け入れ得ない。信号発生基は、本質的に、化学的に破壊され得る
分子を含み得る。ある実施形態では、信号発生基は、酸化剤により化学的に破壊され得る
蛍光体を含み得る。ある実施形態では、信号発生基は、酸化剤により化学的に破壊され得
る、シアニン、クマリン、ＢＯＤＩＰＹ、ＡＴＴＯ６５８、量子ドット又はＡＴＴＯ６３
４を本質的に含み得る。ある実施形態では、信号発生基は、破壊又は消光され得る、１以
上のＣｙ３染料、Ｃｙ５染料又はＣｙ７染料を含み得る。
【０１３１】
　ある実施形態では、プローブは、酵素に結合した結合剤を含み得る。ある実施形態では
、適切な酵素は、基質の化学反応を触媒して、試料中又は試料が結合した固体支持体に存
在する受容体（例えば、フェノール基）に結合し得る反応生成物を形成する。受容体は、
外因性（すなわち、試料又は固体支持体に外来的に付着した受容体）又は、内因性（試料
又は固体支持体に内在的に存在する受容体）であり得る。信号増幅は、１つの酵素が基質
の化学反応を触媒して、ターゲット近くの複数の信号発生基を共有結合させ得る際に達成
され得る。
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【０１３２】
　ある実施形態では、適切な酵素は、酸化剤により不活性化され得る場合もある。適切な
酵素の例としては、ペルオキシダーゼ、オキシダーゼ、ホスファターゼ、エステラーゼ及
びグリコシダーゼがあげられる。適切な酵素の具体的な例としては、西洋わさびペルオキ
シダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、リパーゼ及びグルコー
スオキシダーゼがあげられる。ある実施形態では、酵素は、西洋わさびペルオキシダーゼ
、シトクロムＣペルオキシダーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダ
ーゼ、ミエロペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ及びダイズペルオキシダーゼで
ある。
【０１３３】
　ある実施形態では、結合剤及び酵素は、１つの実体、例えば、ターゲットに結合可能で
あり、基質の化学反応を触媒することも可能なタンパク質分子において具現化され得る。
他の実施形態では、結合剤及び酵素は、別々の実体において具現化されることができ、共
有結合の形成により、又は、リガンド－受容体コンジュゲートペア（例えば、ビオチン　
ストレプトアビジン）を使用することにより結合され得る。
【０１３４】
　酵素基質は、使用される酵素及び、試料中又は固体支持体上での結合に利用可能なター
ゲットに応じて選択され得る。例えば、酵素としてＨＲＰを含む実施形態では、基質は、
置換されているフェノール（例えば、チラミン）を含み得る。チラミンに対するＨＲＰの
反応は、内因性のレポータ、電子リッチ部分（例えば、チロシンもしくはトリプトファン
）又は生体試料の表面タンパク質に存在するフェノール基に結合し得る、活性化されたフ
ェノール基質を産生し得る。別の実施形態では、３－メチル－２－ベンゾチアゾリノン塩
酸（ＭＢＴＨ）が、ＨＲＰ酵素と共に基質として使用され得る。外因性の受容体、例えば
、ｐ－ジメチルアミノベンズアルデヒド（ＤＭＡＢ）は、基質との反応前に、固体支持体
又は生体試料に付着され得る。
【０１３５】
　ある実施形態では、酵素基質は、酵素との反応後に脱リン酸化され得る。脱リン酸化反
応の生成物は、試料又は固体支持体における内因性又は外因性の受容体（例えば、抗体）
に結合可能であり得る。例えば、酵素は、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）を含むことが
でき、基質は、ＮＡＤＰ、置換されているリン酸塩（例えば、ニトロフェニルリン酸）又
はリン酸化ビオチンを含むことができる。したがって、受容体は、ＮＡＤ結合タンパク質
、脱リン酸化反応生成物に対する抗体（抗－ニトロフェノール）、アビジン又はストレプ
トアビジンを含み得る。
【０１３６】
　ある実施形態では、酵素は、β－ガラクトシダーゼを含むことができ、基質は、フルオ
レセイン又はクマリンのβ－ガラクトピラノシル－グルコシドを含むことができる。受容
体は、脱グリコシルされた部分に対する抗体（例えば、抗－フルオレセイン又は抗－クマ
リン）を含み得る。ある実施形態では、複数の酵素の組合せ、例えば、ＨＲＰ／ＡＰが、
酵素として使用され得る。基質は、リン酸化された置換されているフェノール、例えば、
リン酸化チロシンを含み得る。リン酸化された置換されているフェノールは、ＨＲＰとの
反応前に、ＡＰにより脱リン酸化されて、フェノール基に結合可能な反応生成物又は電子
リッチ部分系受容体を形成し得る。
【０１３７】
　酵素基質の反応生成物は、さらに、検出可能な信号を提供可能であり得る。ある実施形
態では、本明細書に開示された方法に使用される酵素基質は、非発色性又は非化学発光性
の基質を含み得る。すなわち、酵素と酵素基質との反応は、それ自体、検出可能な信号を
生じさせ得ない。本明細書に開示された方法に使用される酵素基質は、標識として、外因
性の信号発生基（例えば、蛍光体）を含み得る。信号発生基及び酵素基質は、直接的（例
えば、蛍光標識を含む酵素基質）又は間接的（例えば、リガンド－受容体コンジュゲート
ペアを介して）に付着され得る。ある実施形態では、基質は、保護された官能基（例えば



(30) JP 6499960 B2 2019.4.10

10

20

30

40

50

、スルフヒドリル基）を含み得る。活性化された基質の受容体への結合後、官能基は、脱
保護され、チオール反応性基（例えば、マレイミド又はインドアセチル）を有する信号発
生基を使用して達成される信号発生基にコンジュゲートされ得る。
【０１３８】
　ある実施形態では、標識は、西洋わさびペルオキシダーゼを含むことができ、基質は、
置換されているフェノール（例えば、チラミン）から選択される。ある実施形態では、西
洋わさびペルオキシダーゼは、活性化されたフェノール基質を、試料又は試料が結合した
固体支持体に存在するフェノール基に共有結合させる。ある実施形態では、プローブは、
ＨＲＰに結合した結合剤を含むことができ、基質は、蛍光体に結合したチラミンを含むこ
とができる。
【０１３９】
　化学剤は、信号発生基、酵素又は、（存在する場合）信号発生基と結合剤もしくは酵素
基質との間の開裂性リンカーを修飾可能な１以上の化学物質を含み得る。化学剤は、固体
、溶液、ゲル又は懸濁液の形式における試料と接触され得る。
【０１４０】
　ある実施形態では、化学剤は、酸化剤、例えば、活性酸素種、ヒドロキシルラジカル、
一重項酸素、過酸化水素又はオゾンを含み得る。ある実施形態では、化学剤は、過酸化水
素、過マンガン酸カリウム、重クロム酸ナトリウム、臭素水、ヨウ素カリウムヨウ化物又
はｔ－ブチル過酸化水素を含み得る。
【０１４１】
　１以上の前述の化学剤が、化学剤に対する、信号発生基、酵素、結合剤、ターゲット又
は生体試料の感受性に応じて、本明細書に開示された方法に使用され得る。ある実施形態
では、結合剤、ターゲット及び生体試料の完全性に本質的に影響を及ぼさない化学剤が使
用され得る。ある実施形態では、結合剤とターゲットとの間の結合特異性に影響を及ぼさ
ない化学剤が使用され得る。工程Ｂ、Ｆ及びＪを参照して、特定のＲＮＡ、タンパク質又
はＤＮＡのターゲットが、検出又は観察される。ある実施形態では、工程は、試料中の１
以上のターゲットの定量測定を含み得る。ある実施形態では、信号の強度値（例えば、蛍
光強度）が測定されることができ、生体試料中のターゲット量に相関させることができる
。ターゲット量と信号強度との間の相間は、較正標準を使用して決定され得る。ある実施
形態では、第１及び第２の信号の強度値が測定され、各ターゲット量に相関されることが
できる。ある実施形態では、２つの信号強度を比較することにより、第１のターゲット及
び第２のターゲットの（互いに対するか、又は、対照に対する）相対量が確かめられ得る
。同様に、複数のターゲットが複数のプローブを用いて分析され得る場合、生体試料中の
種々のターゲットの相対量が、種々の信号強度を測定することにより決定され得る。ある
実施形態では、１以上の対照試料が、上記されたように使用され得る。試料中の信号の存
在又は不存在を観察すること（所望の生体試料対対照）により、生体試料に関する情報が
取得され得る。例えば、疾患の組織試料を正常な組織試料に対して比較することにより、
疾患の組織試料中に存在するターゲットに関する情報が取得され得る。同様に、試料（す
なわち、所望の試料と１以上の対照）間の信号強度を比較することにより、試料中のター
ゲットの発現に関する情報が取得され得る。
【０１４２】
　ある実施形態では、検出工程は、試料中の２以上のターゲットを共に局在化する工程を
含む。試料中のターゲットを共に局在化するための方法は、２００７年３月１５日に出願
された、表題「Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ａｎａｌｙｚｉｎｇ　
Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｓａｍｐｌｅｓ」の米国特許出願番号第１１／６８
６，６４９号；２００６年８月７日に出願された、表題「Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　Ｍｅｔ
ｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｃｏ－Ｒｅｇｉｓｔｅｒｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉ－Ｃｈａｎｎｅｌ　Ｉｍａ
ｇｅｓ　ｏｆ　ａ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｍｉｃｒｏ　Ａｒｒａｙ」の米国特許出願番号第１１
／５０００２８号；２００６年１１月３０日に出願された、表題「Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｓｃｏｒｉｎｇ　Ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ａ　Ｔｉｓｓｕｅ　
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Ｍｉｃｒｏ　Ａｒｒａｙ」の米国特許出願番号第１１／６０６５８２号；２００７年２月
２８日に出願された、表題「Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉ
ｍａｇｅ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ」の米国特許出願番号第１１／６８００６３号に記載さ
れており、それぞれ、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１４３】
　ある実施形態では、生体試料中の信号の位置が観察され得る。ある実施形態では、生体
試料中の信号の局在化が、形態染色剤を使用して観察され得る。ある実施形態では、２以
上の信号の相対位置が観察され得る。信号の位置は、生体試料中のターゲットの位置に相
関され得る。相関は、生体試料中の種々のターゲットの局在化に関する情報を提供する。
ある実施形態では、信号の強度値及び信号の位置は、生体試料中の種々のターゲットの局
在化に関する情報を取得するのに相関され得る。例えば、特定のターゲットは、核対して
細胞質において、又はその逆でより発現され得る。ある実施形態では、ターゲットの相対
的な局在化に関する情報は、２以上の信号の位置及び強度値を比較することにより取得さ
れ得る。
【０１４４】
　ある実施形態では、１以上の観察工程及び相関工程は、コンピュータを利用した手段を
使用して行われ得る。信号発生基からの信号がデジタル画像の形式で保存され得る実施形
態では、画像のコンピュータを利用した分析が行われ得る。ある実施形態では、画像（例
えば、プローブ及び形態染色剤からの信号）が、生体試料の完全な情報、例えば、形態的
情報及び相関情報を取得するために、コンピュータを利用した重ね合わせを使用して重ね
合わせられ得る。
【０１４５】
　ある実施形態では、１以上の前述の処理工程が自動化されることができ、自動化システ
ムを使用して行われることができる。ある実施形態では、全ての工程が、自動化システム
を使用して行われ得る。
【０１４６】
　本明細書に開示された方法は、生物学及び医薬における分析、診断における用途及び治
療用途を見出し得る。ある実施形態では、本明細書に開示された方法は、組織化学、特に
免疫組織化学における用途を見出し得る。本明細書に開示された方法に基づく患者からの
細胞又は組織試料の分析は、（例えば、特定の疾患を有する患者、特定の毒物に曝されて
いる患者、又は、特定の治療もしくは臓器移植に十分応答している患者を特定するために
）診断的に、及び、（例えば、おそらく特定の疾患が進行している患者、特定の治療に十
分応答する患者、又は、特定の臓器移植を受け入れている患者を特定するために）予後的
に使用され得る。本明細書に開示された方法は、同じ生体試料からの複数（例えば、可能
性のある無限数）のターゲット（例えば、疾患マーカー）の正確で確かな分析を容易にし
得る。
【実施例】
【０１４７】
　組織試料の調製
　ヒトの肺組織試料を、パラフィンに包埋された組織スライドとして取得した。試料は、
正常な組織、前ガン状態の組織ならびに、進行段階（Ｐａｎｔｏｍｉｃｓ、ＬＵＣ９６１
）のガン組織及び４つの全組織肺ガン試料の１つのマイクロアレイ（Ｗｏｏｄ　Ｈｕｄｓ
ｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ）を含んだ。
【０１４８】
　パラフィン包埋スライドを、組織をオーブンのラックに対して表を上にして、及び、同
ラックに対して平行にして、６０℃で１時間ベーキングした。ベーキング後、スライドを
、キシレンにおいて、穏やかな振とうで１０分間洗浄することにより脱パラフィンした。
ついで、試料を、１００％、９５％、７０％及び５０％の順序で低下させた４つの濃度の
エタノール溶液において洗浄することにより再水和し、続けて、１×リン酸緩衝生理食塩
水（ＰＢＳ、ｐＨ７．４）で洗浄した。再水和後、スライドを、１×ＰＢＳで洗浄した。
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ＰＢＳにおける０．３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００での１０分の洗浄を、組織のメンブ
レン浸透のために行い、続けて、１×ＰＢＳで洗浄した。
【０１４９】
　Ｕ６　ｓｎＲＮＡ染色
　浸透後、スライドを、プレハイブリダイゼーション緩衝液（１×Ｅｘｉｑｏｎ緩衝液、
Ｅｘｉｑｏｎ、ｍｉＲＣＵＲＹ　ＬＮＡ（商標）マイクロＲＮＡ　ＩＳＨ最適化キット）
により」、室温で１時間インキュベートし、ついで、Ｅｘｉｑｏｎ緩衝液における１００
μｌの５０ｍＭ　ＴＹＥ６６５標識Ｕ６プローブ（Ｅｘｉｑｏｎ，Ｉｎｃからの特注のＵ
６プローブ）と、Ｔｈｅｒｍｏｂｒｉｔｅにおいて、５０℃でオーバーナイト、ハイブリ
ダイズさせた。スライドを、０．５×ＳＳＣ及び０．２×ＳＳＣにより、５０℃で１０分
間洗浄し、ついで、０．１×ＳＳＣで簡単にすすいだ。スライドを、室温で１５分間ＤＡ
ＰＩ染色し、封入剤で封入した。画像を、２０×対物レンズを備えるＯｌｙｍｐｕｓの顕
微鏡において取得した。画像を、図２及び図３に示す。パネルＡ：ＤＡＰＩで染色した核
、パネルＢ：ＴＹＥ６６５で染色したＵ６　ｓｎＲＮＡ。
【０１５０】
　抗原回復
　ＲＮＡ検出処理後に、スライドを、二重緩衝液加熱誘導エピトープ回復により処理した
。圧力鍋を使用して、スライドを、クエン酸緩衝液　ｐＨ６．０（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｕｎｍ
ａｓｋｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）に、圧力下において２０分間曝し、ついで、熱いＴｒ
ｉｓ－ＥＤＴＡ緩衝液　ｐＨ９．０に移し、鍋において、大気圧で２０分間静置させた。
これを、続けて、室温に１０分間冷却し、１×ＰＢＳにおいて一連の洗浄をした。
【０１５１】
　ブロッキング
　抗原回復後、スライドを、１０％　ロバ血清、３％　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）溶
液において、４℃でオーバーナイト、インキュベートすることにより非特異的結合に対す
るブロッキングをした。
【０１５２】
　タンパク質染色
　スライドを、ＤＡＰＩで染色し、カバーガラスをした。タンパク質染色の前に、ＲＮＡ
検出に使用したものと同じ視野を使用して、Ｃｙ３及びＣｙ５のチャネルからの自己蛍光
のベースラインに対して、画像を２０×で取得した。スライドを、１×ＰＢＳでカバーガ
ラスを外し、１×ＰＢＳにおける３％　ＢＳＡに希釈した、Ｃｙ３直接コンジュゲートサ
イトケラチン－７（Ｄａｋｏ　Ｍ７０１８、２０μｇ／ｍＬ）及びＣｙ５直接コンジュゲ
ートＥＧＦＲ（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ４２６７、２０μｇ／ｍＬ）のカクテルで
染色した。インキュベーションは、室温にて１時間実施された。インキュベーション後、
１×ＰＢＳにおける一連の洗浄により、過剰の抗体を除去し、スライドをカバーガラスし
た。試料を画像化し（図２及び図３、パネルＣ：Ｃｙ５で染色したＥＧＦＲ及びパネルＤ
：Ｃｙ３で染色したサイトケラチン７）、ついで、直接コンジュゲートした染料を退色す
るために、塩基性のＨ2Ｏ2溶液で１５分間処理した。１５分後、スライドを、ＰＢＳで洗
浄し、カバーガラスをした。画像を、退色後の自己蛍光のベースラインに対して、再度取
得した。スライドを、Ｃｙ３直接コンジュゲートＮａＫＡＴＰａｓｅ（Ｅｐｉｔｏｍｉｃ
ｓ２０４７、５μｇ／ｍＬ）及びＣｙ５コンジュゲートＩＧＦ１Ｒ（Ｌｉｆｅｓｐａｎ　
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＬＳ－Ｃ８２１３６、２０μｇ／ｍＬ）の第２のカクテルで染
色し、カバーガラスをし、再度画像化した（図２及び図３、パネルＥ：Ｃｙ５で染色した
ＩＧＦ１Ｒ及びパネルＦ：Ｃｙ３で染色したＮａＫＡＴＰａｓｅ）。試料を、ＦＩＳＨ処
理の前に、２回退色した。
【０１５３】
　ＤＮＡ　ＦＩＳＨ
　後のＦＩＳＨ染色を可能にするために、カバーガラスを、２×ＳＳＣ緩衝液におけるイ
ンキュベーションにより取り外した。スライドを、核ＤＮＡへのアクセスを可能にするた
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めにタンパク質構造を部分的に除去された０．０５％　ペプシンによる１０分間の処理に
供した。ついで、スライドを、４％　ホルムアルデヒド水溶液を使用して、１０分間固定
し、洗浄し、ＥＧＦＲ用のＦＩＳＨプローブ（ＰｌａｔｉｎｕｍＢｒｉｇｈｔ４１５、ア
クア蛍光体）、ｃＭｅｔ（ＰｌａｔｉｎｕｍＢｒｉｇｈｔ５５０、レッド蛍光体）及び７
番染色体のセントロメア（ＰｌａｔｉｎｕｍＢｒｉｇｈｔ４９５、クリーン蛍光体）を使
用するハイブリダイゼーションに供し、ＤＡＰＩにより対比染色した。ハイブリダイゼー
ションを、濃度を上昇させる一連のエタノール水溶液、続けて、１００％エタノールを通
過させることによる、スライドを脱水することにより行い、ついで、簡単に乾燥させた。
プローブ混合物を、組織切片を含むスライドの領域にアプライし、ついで、カバーガラス
で覆い、スライドを加熱及び冷却可能なスライドインキュベータに入れた。プローブ混合
物を含むスライドを、ＤＮＡハイブリッドを変性させるために、８０℃で１０分間加熱し
、３７℃に冷却させた。ついで、スライドを、その温度で１６時間維持した。ついで、ス
ライドを、０．３％　界面活性剤ＮＰ－４０を含む２×ＳＳＣにおいて洗浄し、０．３％
　ＮＰ－４０を含む０．４×ＳＳＣにおいて、７２℃で２分間洗浄し、続けて、ＤＡＰＩ
により対比染色した。次に、浸潤性腫瘍を有した組織切片の領域を、免疫蛍光工程におい
て記録した座標を使用して画像化した。画像のセットを、ブルー、グリーン及びレッドの
蛍光体及びＤＡＰＩに特異的なフィルターセットを使用して、４０×で記録した（図２及
び図３、パネルＧ：ＰｌａｔｉｎｕｍＢｒｉｇｈｔ５５０で染色したｃＭＥＴ、及びパネ
ルＨ：ＰｌａｔｉｎｕｍＢｒｉｇｈｔ４１５で染色したＥＧＦＲ遺伝子）。
【０１５４】
　本発明は、その精神又は本質的な特徴から逸脱することなく、他の特定の形態において
具現化され得る。したがって、前述の実施形態は、全ての局面において、本明細書に記載
された発明を限定するよりむしろ、例示であると考慮されたい。このため、本発明の範囲
は、前述の説明よりむしろ添付の特許請求の範囲により示される。したがって、特許請求
の範囲の均等物の意味及び範囲内にある全ての変更は、それに包含されると意図される。
本発明は、その精神又は本質的な特徴を逸脱することなく、他の特定の形態において具現
化され得る。したがって、前述の実施形態は、全ての局面において、本明細書に記載され
た発明を限定するよりむしろ、例示であると考慮されたい。このため、本発明の範囲は、
前述の説明よりむしろ添付の特許請求の範囲により示される。したがって、特許請求の範
囲の均等物の意味及び範囲内にある全ての変更は、それに包含されると意図される。
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