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(57)【要約】
　組織試料中の生物学的単位を表す画像データを処理す
るコンピュータ実装方法は、組織試料が免疫蛍光（ＩＦ
）形態学的マーカーで染色されている、ＩＦ形態学的マ
ーカー由来のシグナルを含有する組織試料の第１の画像
を受信し、組織試料が蛍光プローブでインサイツハイブ
リダイズされている、蛍光プローブ由来のシグナルを含
有する同一組織試料の第２の画像を受信することを包含
する。この方法は、さらに、第１の画像中のＩＦ形態学
的マーカー由来の平均シグナル強度に基づいて少なくと
も２つのクラスの１つに組織試料中のそれぞれの生物学
的単位を分類し、第２の画像において組織試料の蛍光イ
ンサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分析を実
施してそこから結果を取得し、ＦＩＳＨ分析の結果をフ
ィルタリングして１つのクラスに分類される生物学的単
位に関係する結果のサブセットを得ることを包含する。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織試料中の生物学的単位を表す画像データを処理するコンピュータ実装方法であって
、コンピュータがプロセッサを含み、
　プロセッサにより、組織試料が免疫蛍光（ＩＦ）形態学的マーカーで染色されている、
ＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルを含有する組織試料の第１の画像を受信し、
　プロセッサにより、組織試料が蛍光プローブでインサイツハイブリダイズされている、
蛍光プローブ由来のシグナルを含有する同一組織試料の第２の画像を受信し、
　プロセッサにより、第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来の平均シグナル強度に基
づいて、少なくとも２つのクラスの１つに組織試料中のそれぞれの生物学的単位を分類し
、
　プロセッサにより、第２の画像において組織試料の蛍光インサイツハイブリダイゼーシ
ョン（ＦＩＳＨ）分析を実施してそこから結果を取得し、
　プロセッサにより、ＦＩＳＨ分析の結果をフィルタリングして少なくとも２つのクラス
の１つだけに分類される生物学的単位に関係する結果のサブセットを得る
ことを含む方法。
【請求項２】
　少なくとも２つのクラスが上皮及び非上皮を包含する、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　プロセッサにより、第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルの位置を第２
の画像中の蛍光プローブ由来のシグナルの位置とともに登録して登録画像を得ることをさ
らに含む、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　プロセッサにより、第２の画像を区分化して第２の画像中の蛍光プローブ由来のシグナ
ルの位置に基づいて組織試料中の核を同定することをさらに含む、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　それぞれの生物学的単位が組織試料において同定される各々の核に対応する、請求項４
記載の方法。
【請求項６】
　核を区分化することが、プロセッサにより、第２の画像にウェーブレット変換を施すこ
とを包含する、請求項４記載の方法。
【請求項７】
　プロセッサにより、第２の画像中の核から得た閾値距離地図から作成されるボロノイ分
割及び環を作成することをさらに含み、それぞれ各々の環に組織試料中のただ１つの核を
少なくとも部分的に取り囲むようにさせる、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　第２の画像においてボロノイ分割を作成することによって、それぞれの環によって定め
られたマスクにより拡張されるボロノイ分割のシードとして組織試料で同定された核を使
用して第２の画像からローカルバックグラウンド領域を作成することができる、請求項７
記載の方法。
【請求項９】
　ＩＦ形態学的マーカーがサイトケラチン（ＣＫ）タンパク質を標的とするように構成さ
れており、大津の閾値処理法を併用して閾値を使用して第１の画像を閾値化し、第１の画
像中の上皮領域の最小強度レベルを評価することをさらに含む、請求項７記載の方法。
【請求項１０】
　それぞれの生物学的単位の分類における変化を観測しながら、利用者によって閾値を双
方向性に変化させることをさらに含む、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　それぞれの核が、核を取り囲む環内の平均サイトケラチン（ＣＫ）強度を演算し、その
平均ＣＫ強度を上皮領域の評価された最小強度レベルと比較することにより、上皮又は非
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上皮のものとして分類される、請求項９記載の方法。
【請求項１２】
　ＩＦ形態学的マーカーが４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）
染色剤を包含する、請求項１記載の方法。
【請求項１３】
　ＩＦ形態学的マーカーがサイトケラチン（ＣＫ）タンパク質及びヒト上皮増殖因子受容
体２（ＨＥＲ２）タンパク質の少なくとも１つを標的とするように構成される、請求項１
記載の方法。
【請求項１４】
　蛍光プローブがＨＥＲ２遺伝子及び１７番染色体セントロメアリピートの少なくとも１
つに結合するように構成される、請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　コンピュータによって実行された場合に、
　組織試料が免疫蛍光（ＩＦ）形態学的マーカーで染色されている、ＩＦ形態学的マーカ
ー由来のシグナルを含有する組織試料の第１の画像を受信し、
　組織試料が蛍光プローブでインサイツハイブリダイズされている、蛍光プローブ由来の
シグナルを含有する同一組織試料の第２の画像を受信し、
　第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来の平均シグナル強度に基づいて、少なくとも
２つのクラスの１つに組織試料中の各生物学的単位を分類し、
　第２の画像において組織試料の蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分
析を実施してそこから結果を取得し、
　ＦＩＳＨ分析の結果をフィルタリングして上皮のみと分類される生物学的単位に関係す
る結果のサブセットを得る
ことをコンピュータにさせる、コンピュータ実装可能命令を格納している、非一時的なコ
ンピュータ可読媒体。
【請求項１６】
　コンピュータによって実行された場合に、
　第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルの位置を第２の画像中の蛍光プロ
ーブ由来のシグナルの位置とともに登録して登録画像を得る
ことをコンピュータにさせる、コンピュータ実装可能命令をさらに含む、請求項１５記載
のコンピュータ可読媒体。
【請求項１７】
　コンピュータによって実行された場合に、
　第２の画像を区分化して第２の画像中の蛍光プローブ由来のシグナルの位置に基づいて
組織試料中の核を同定させる
ことをコンピュータにさせる、コンピュータ実装可能命令をさらに含む、請求項１６記載
のコンピュータ可読媒体。
【請求項１８】
　組織試料中の生物学的単位を表す画像データを処理するためのシステムであって、
　プロセッサ；
　プロセッサと電気通信されており、画像データを受信するように構成されている入力；
及び、
　プロセッサと電気通信されているメモリー
を含み、メモリーが、プロセッサによって実行された場合に、
　組織試料が免疫蛍光（ＩＦ）形態学的マーカーで染色されている、ＩＦ形態学的マーカ
ー由来のシグナルを含有する組織試料の第１の画像を受信し、
　組織試料が蛍光プローブでインサイツハイブリダイズされている、蛍光プローブ由来の
シグナルを含有する同一組織試料の第２の画像を受信し、
　第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来の平均シグナル強度に基づいて少なくとも２
つのクラスの１つに組織試料中のそれぞれの生物学的単位を分類し、
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　第２の画像において組織試料の蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分
析を実施してそこから結果を取得し、
　ＦＩＳＨ分析の結果をフィルタリングして少なくとも２つのクラスの１つだけに分類さ
れる生物学的単位に関係する結果のサブセットを得る
ことをプロセッサにさせる、コンピュータ実装可能命令を包含する、システム。
【請求項１９】
　少なくとも２つのクラスが上皮及び非上皮を包含する、請求項１８記載のシステム。
【請求項２０】
　メモリーが、プロセッサによって実行された場合に、
　第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルの位置を第２の画像中の蛍光プロ
ーブ由来のシグナルの位置とともに登録して登録画像を得る
ことをプロセッサにさせる、コンピュータ実装可能命令をさらに包含する、請求項１８記
載のシステム。
【請求項２１】
　メモリーが、プロセッサによって実行された場合に、
　第２の画像を区分化して第２の画像中の蛍光プローブ由来のシグナルの位置に基づいて
組織試料中の核を同定する
ことをプロセッサにさせる、コンピュータ実装可能命令をさらに包含する、請求項２０記
載のシステム。
【請求項２２】
　それぞれの生物学的単位が組織試料で同定される各々の核に対応する、請求項２１記載
のシステム。
【請求項２３】
　メモリーが、プロセッサによって実行された場合に、第２の画像にウェーブレット変換
を施して組織試料中の核を区分化することをプロセッサにさせる、コンピュータ実装可能
命令をさらに包含する、請求項２１記載のシステム。
【請求項２４】
　メモリーが、プロセッサによって実行された場合に、第２の画像中の核から得た閾値距
離地図から作成されるボロノイ分割及び環を作成することをプロセッサにさせる、コンピ
ュータ実装可能命令をさらに包含し、それぞれ各々の環に組織試料中のただ１つの核を少
なくとも部分的に取り囲むようにさせる、請求項２３記載のシステム。
【請求項２５】
　メモリーが、プロセッサによって実行された場合に、それぞれの環によって定められた
マスクにより拡張されるボロノイ分割のシードとして組織試料で同定された核を使用して
第２の画像からローカルバックグラウンド領域を作成することをプロセッサにさせる、コ
ンピュータ実装可能命令をさらに包含する、請求項２３記載のシステム。
【請求項２６】
　ＩＦ形態学的マーカーが４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）
染色剤を包含する、請求項１８記載のシステム。
【請求項２７】
　ＩＦ形態学的マーカーがサイトケラチン（ＣＫ）タンパク質及びヒト上皮増殖因子受容
体２（ＨＥＲ２）タンパク質の少なくとも１つを標的とするように構成される、請求項１
８記載のシステム。
【請求項２８】
　蛍光プローブがＨＥＲ２遺伝子及び１７番染色体セントロメアリピートの少なくとも１
つに結合するように構成される、請求項１８記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、一般に、生体試料中のタンパク質発現及び標的核酸配列の検出に関し、より
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詳細には、免疫染色マスクを使用してインサイツハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）分析
結果を選択的に精密化するためのシステム及び方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　組織学的切片及び他の細胞学的調製物におけるタンパク質の分析は、蛍光インサイツハ
イブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）を用いて実施することができる。ＦＩＳＨは、染色体
上の特異的ＤＮＡ配列の存在又は非存在を検出し局在化する細胞遺伝学的技術である。Ｆ
ＩＳＨは、高い配列相補性の程度を示す染色体のそれらの部分にのみ結合する蛍光プロー
ブを使用する。蛍光顕微鏡法を使用し、画像に存在する蛍光ドットを計数することによっ
て、蛍光プローブが染色体に結合している場所を見つけ出すことができる。
【０００３】
　癌腫瘍試料のＦＩＳＨ分析において、ＦＩＳＨドット数の測定は、試料中の上皮細胞に
対してのみ適する。しかし、従来のＦＩＳＨ分析は、定義した細胞のサブセットに対する
分析を制限する有効な方法がないことから、視野内のすべての細胞についてＦＩＳＨシグ
ナルを測定する。手動による介入がない場合、このことによって、ＦＩＳＨドット計数統
計データに関与する非上皮細胞（例えば、間質細胞）が多くなる可能性があり、ドット計
数測定の精度が低くなる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国特許第２００５／０３７４０６号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　一実施形態によれば、組織試料中の生物学的単位を表す画像データを処理するコンピュ
ータ実装方法であって、コンピュータがプロセッサを含み、プロセッサにより、組織試料
が免疫蛍光（ＩＦ）形態学的マーカーで染色されている、ＩＦ形態学的マーカー由来のシ
グナルを含有する組織試料の第１の画像を受信し、プロセッサにより、組織試料が蛍光プ
ローブでインサイツハイブリダイズされている、蛍光プローブ由来のシグナルを含有する
同一組織試料の第２の画像を受信することを包含する。この方法は、さらに、プロセッサ
により、第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来の平均シグナル強度に基づいた少なく
とも２つのクラスの１つに組織試料中のそれぞれの生物学的単位を分類し、プロセッサに
より、第２の画像において組織試料の蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ
）分析を実施して結果をそこから取得し、プロセッサにより、ＦＩＳＨ分析の結果をフィ
ルタリングして少なくとも２つのクラスの１つだけに分類される生物学的単位に関係する
結果のサブセットを得ることを包含する。一部の実施形態において、クラスは、上皮細胞
及び非上皮細胞を含んでいてもよい。
【０００６】
　一部の実施形態において、この方法は、プロセッサにより、第１の画像中のＩＦ形態学
的マーカー由来のシグナルの位置を第２の画像中の蛍光プローブ由来のシグナルの位置と
ともに登録して登録画像を得ることをさらに包含する。一部の実施形態において、この方
法は、プロセッサにより、第２の画像を区分化して第２の画像中の蛍光プローブ由来のシ
グナルの位置に基づいて組織試料中の核を同定することをさらに包含する。一部の実施形
態において、それぞれの生物学的単位は、組織試料で同定される各々の核に対応し得る。
一部の実施形態において、核を区分化する操作は、プロセッサにより、第２の画像にウェ
ーブレット変換を施すことを包含していてもよい。
【０００７】
　一部の実施形態において、この方法は、プロセッサにより、第２の画像中の核から得た
閾値距離地図から作成されるボロノイ分割及び環（Ｖｏｒｏｎｏｉ　ｐａｒｔｉｔｉｏｎ
　ａｎｄ　ｒｉｎｇｓ）を作成することをさらに包含し得、それぞれ各々の環に組織試料
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中のただ１つの核を少なくとも部分的に取り囲むようにさせる。一部の実施形態において
、第２の画像においてボロノイ分割を作成する操作は、それぞれの環によって定められた
マスクにより拡張されるボロノイ分割のシードとして組織試料で同定された核を使用して
第２の画像からローカルバックグラウンド領域を作成することを可能にし得る。
【０００８】
　一部の実施形態において、ＩＦ形態学的マーカーは、サイトケラチン（ＣＫ）タンパク
質を標的とするように構成することができる。この方法は、大津の閾値処理法（Ｏｔｓｕ
'ｓ　ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ）を併用して閾値を使用して第１の画像
を閾値化し、第１の画像中の上皮領域の最小強度レベルを評価することをさらに包含し得
る。一部の実施形態において、この方法は、それぞれの生物学的単位の分類における変化
を観測しながら、利用者によって閾値を双方向性に変化させることをさらに包含し得る。
【０００９】
　一部の実施形態において、それぞれの核は、核を取り囲む環内の平均サイトケラチン（
ＣＫ）強度を演算し、その平均ＣＫ強度を上皮領域の評価された最小強度レベルと比較す
ることにより、上皮又は非上皮として分類することができる。一部の実施形態において、
ＩＦ形態学的マーカーとしては、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡ
ＰＩ）染色剤を挙げることができる。一部の実施形態において、ＩＦ形態学的マーカーは
、サイトケラチン（ＣＫ）タンパク質及びヒト上皮増殖因子受容体２（ＨＥＲ２）タンパ
ク質の少なくとも１つを標的とするように構成することができる。一部の実施形態におい
て、蛍光プローブは、ＨＥＲ２遺伝子及び１７番染色体セントロメアリピートの少なくと
も１つに結合するように構成することができる。
【００１０】
　一実施形態によれば、非一時的なコンピュータ可読媒体は、コンピュータによって実行
された場合に、組織試料が免疫蛍光（ＩＦ）形態学的マーカーで染色されている、ＩＦ形
態学的マーカー由来のシグナルを含有する組織試料の第１の画像を受信し、組織試料が蛍
光プローブでインサイツハイブリダイズされている、蛍光プローブ由来のシグナルを含有
する同一組織試料の第２の画像を受信することをコンピュータにさせる、コンピュータ実
装可能命令を格納している。コンピュータ可読媒体は、コンピュータによって実行された
場合に、第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来の平均シグナル強度に基づいて、少な
くとも２つのクラスの１つへ組織試料中の各生物学的単位を分類し、第２の画像において
組織試料の蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分析を実施してそこから
結果を取得し、ＦＩＳＨ分析の結果をフィルタリングして上皮のみと分類される生物学的
単位に関係する結果のサブセットを得ることをコンピュータにさせる、コンピュータ実装
可能命令をさらに包含する。
【００１１】
　一部の実施形態において、コンピュータ可読媒体は、コンピュータによって実行された
場合に、第１の画像中のＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルの位置を第２の画像中の蛍
光プローブ由来のシグナルの位置とともに登録して登録画像を得ることをコンピュータに
させる、コンピュータ実装可能命令をさらに包含し得る。一部の実施形態において、コン
ピュータ可読媒体は、コンピュータによって実行された場合に、第２の画像を区分化して
第２の画像中の蛍光プローブ由来のシグナルの位置に基づいて組織試料中の核を同定させ
ることをコンピュータにさせる、コンピュータ実装可能命令をさらに包含し得る。
【００１２】
　一実施形態によれば、組織試料中の生物学的単位を表す画像データを処理するためのシ
ステムは、プロセッサ、プロセッサと電気通信されており、画像データを受信するように
構成されている入力、及びプロセッサと電気通信されているメモリーを包含する。メモリ
ーは、プロセッサによって実行された場合に、組織試料が免疫蛍光（ＩＦ）形態学的マー
カーで染色されている、ＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルを含有する組織試料の第１
の画像を受信し、組織試料が蛍光プローブでインサイツハイブリダイズされている、蛍光
プローブ由来のシグナルを含有する同一組織試料の第２の画像を受信し、第１の画像中の
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ＩＦ形態学的マーカー由来の平均シグナル強度に基づいて少なくとも２つのクラスの１つ
に組織試料中のそれぞれの生物学的単位を分類し、第２の画像において組織試料の蛍光イ
ンサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）分析を実施してそこから結果を取得し、Ｆ
ＩＳＨ分析の結果をフィルタリングして少なくとも２つのクラスの１つだけに分類される
生物学的単位に関係する結果のサブセットを得ることをプロセッサにさせる、コンピュー
タ実装可能命令を包含する。一部の実施形態において、クラスは、上皮細胞及び非上皮細
胞を含んでいてもよい。
【００１３】
　一部の実施形態において、メモリーは、プロセッサによって実行された場合に、第１の
画像中のＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルの位置を第２の画像中の蛍光プローブ由来
のシグナルの位置とともに登録して登録画像を取得することをプロセッサにさせる、コン
ピュータ実装可能命令をさらに包含し得る。一部の実施形態において、メモリーは、プロ
セッサによって実行された場合に、第２の画像を区分化して第２の画像中の蛍光プローブ
由来のシグナルの位置に基づいて組織試料中の核を同定することをプロセッサにさせる、
コンピュータ実装可能命令をさらに包含し得る。一部の実施形態において、それぞれの生
物学的単位は、組織試料で同定される各々の核に対応し得る。
【００１４】
　一部の実施形態において、メモリーは、プロセッサによって実行された場合に、第２の
画像にウェーブレット変換を施して組織試料中の核を区分化することをプロセッサにさせ
る、コンピュータ実装可能命令をさらに包含し得る。一部の実施形態において、メモリー
は、プロセッサによって実行された場合に、第２の画像中の核から得た閾値距離地図から
作成されるボロノイ分割及び環を作成することをプロセッサにさせる、コンピュータ実装
可能命令をさらに包含し得、それぞれ各々の環に組織試料中のただ１つの核を少なくとも
部分的に取り囲むようにさせる。一部の実施形態において、メモリーは、プロセッサによ
って実行された場合に、それぞれの環によって定められたマスクにより拡張されるボロノ
イ分割のシードとして組織試料で同定された核を使用して第２の画像からローカルバック
グラウンド領域を作成することをプロセッサにさせる、コンピュータ実装可能命令をさら
に包含し得る。
【００１５】
　一部の実施形態において、ＩＦ形態学的マーカーは、４’，６－ジアミジノ－２－フェ
ニルインドール（ＤＡＰＩ）染色剤を包含し得る。一部の実施形態において、ＩＦ形態学
的マーカーは、サイトケラチン（ＣＫ）タンパク質及びヒト上皮増殖因子受容体２（ＨＥ
Ｒ２）タンパク質の少なくとも１つを標的とするように構成することができる。一部の実
施形態において、蛍光プローブは、ＨＥＲ２遺伝子及び１７番染色体セントロメアリピー
トの少なくとも１つに結合するように構成することができる。
【００１６】
　実施形態の特徴及び態様について添付の図面を参照して下記に述べるが、この場合、成
分は必ずしも縮尺通りに描かれているものではない。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】図１は、一実施形態による、組織試料中の生物学的単位を表す画像データを処理
する方法の一例のブロック図である。
【図２】図２は、具体的なＤＡＰＩ画像を示す。
【図３】図３は、具体的なサイトケラチン画像を示す。
【図４】図４は、一実施形態による、区分化された核を含む、図２のＤＡＰＩ画像の一例
を示す。
【図５】図５は、一実施形態による、区分化されたそれぞれの核の周囲の環を対応する影
響領域とともに示す図４のＤＡＰＩ画像の一例を示す。
【図６】図６は、一実施形態による、処理後の具体的なオーバーレイ画像を示す。
【図７】図７は、一実施形態による、組織試料中の生物学的単位を表す画像データを処理
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する方法の一例のフローチャートである。
【図８】図８は、一実施形態による、具体的な演算システムを示す。
【図９】図９は、一実施形態による、具体的なネットワーク環境を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　具体的な実施形態は、免疫蛍光（ＩＦ）染色の画像からの情報と、同一生物標本の蛍光
インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）染色の画像からの情報とを組合せ、ＦＩ
ＳＨ分析結果の正確な自動計算を可能にするシステム及び方法を対象とする。
【００１９】
　定義
　特許請求の範囲に記載の発明の主題をより明確に簡潔に記載し指摘するため、以下の本
明細書及び添付の特許請求の範囲で使用されている特定の用語について、下記の定義を提
供する。
【００２０】
　単数形の「ａ」「ａｎ」及び「ｔｈｅ」には、文脈上明白に他の意味を指定しない限り
、複数の指示語が含まれる。本出願において、明細書及び特許請求の範囲を通して使用さ
れる近似する用語は、それが関連している基本的機能に変化を及ぼさない許容範囲で変動
し得るすべての定量表現を修飾するために適用することができる。従って、「約」などの
用語によって修飾される数値は、指定された厳密な数値に限定するものではない。特に断
りのない限り、本明細書及び特許請求の範囲で使用されている、成分の量、分子量などの
特性、反応条件等を示すすべての数字は、すべての事例において、「約」という用語によ
って修飾されているものとして理解されたい。従って、反対のことを示さない限り、以下
の明細書及び添付の特許請求の範囲において示す数値パラメータは、本発明によって得る
ことが求められる所望の特性に応じて変動し得る近似値である。最低限でも、それぞれの
数値パラメータは、報告されている有効数字の数を踏まえ、通常の四捨五入の方法を適用
することによって少なくとも解釈されるべきである。
【００２１】
　本明細書で使用する場合、「結合剤」という用語は、生体試料中の１以上の標的に結合
し得る分子を意味する。結合剤は、標的に特異的に結合することができる。適切な結合剤
としては、天然ペプチド又は修飾ペプチド、タンパク質（例えば、抗体、Ａｆｆｉｂｏｄ
ｉｅｓ、若しくはアプタマー）、核酸（例えば、ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、若
しくはアプタマー）；多糖（例えば、レクチン、糖）、脂質、酵素、酵素基質又は阻害剤
、リガンド、受容体、抗原、又はハプテンの１以上を包含し得る。適切な結合剤は、分析
しようとする試料と検出に利用可能な標的に応じて選択することができる。例えば、試料
中の標的はリガンドを含んでいてもよく、かつ結合剤は受容体を含んでいてもよく、或い
は、標的は受容体を含んでいてもよく、かつ結合剤はリガンドを含んでいてもよい。同様
に、標的は抗原を含んでいてもよく、かつ結合剤は抗体又は抗体フラグメントを含んでい
てもよく、その逆であってもよい。一部の実施形態では、標的は核酸を含んでいてもよく
、かつ結合剤は相補的な核酸を含んでいてもよい。一部の実施形態において、標的と結合
剤の両方とも、互いに結合し得るタンパク質を含んでいてもよい。
【００２２】
　本明細書で使用する場合、「生体試料」という用語は、対象となる生体より入手した試
料を意味し、例えば、インビボ又はインビトロで入手した生体組織又は体液に由来する試
料が挙げられる。そのような試料は、限定するものではないが、ヒトをはじめとする哺乳
動物から単離した体液（例えば、血液、血漿、血清、又は尿）、臓器、組織、画分及び細
胞であり得る。生体試料はまた、組織をはじめとする生体試料の切片（例えば、臓器又は
組織の切片部分）を含んでいてもよい。生体試料はまた、生体試料からの抽出物、例えば
、生体液（例、血液又は尿）からの抗原を含んでいてもよい。
【００２３】
　生体試料は、原核生物起源又は真核生物起源（例えば、昆虫、原生動物、鳥類、魚類、
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爬虫類）のものであってもよい。一部の実施形態において、生体試料は、哺乳動物（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
形態において、生体試料は、霊長動物（例えば、チンパンジー、又はヒト）起源である。
【００２４】
　本明細書で使用する場合、「プローブ」という用語は、結合剤と標識、例えば、シグナ
ルジェネレータ又は酵素を有する薬剤を意味する。一部の実施形態において、結合剤と標
識（シグナルジェネレータ又は酵素）は、単一の実体において具体化される。結合剤と標
識は、直接的に（例えば、結合剤へ取り込まれた蛍光分子を介して）又は間接的に（例え
ば、切断部位を含み得る、リンカーを介して）結合され、単一段階で生体試料へ適用させ
ることができる。代替の実施形態において、結合剤と標識は、個別の実体（例えば、標的
及び酵素に結合可能な一次抗体、又は一次抗体に結合可能なシグナルジェネレータで標識
された二次抗体）において具体化される。結合剤と標識（シグナルジェネレータ又は酵素
）が別々の実体である場合、それらは、生体試料へ単一段階又は複数段階で適用させるこ
とができる。本明細書で使用する場合、「蛍光プローブ」という用語は、蛍光シグナルジ
ェネレータに結合される結合剤を有する薬剤を意味する。
【００２５】
　本明細書で使用する場合、「シグナルジェネレータ」という用語は、１以上の検出技術
（例えば、分光分析、熱量測定、分光学、又は目視検査）を使用して検出可能なシグナル
を提供することができる分子を意味する。検出可能なシグナルの適切な例としては、光シ
グナル、及び電気シグナル、又は放射性シグナルが挙げられる。シグナルジェネレータの
例としては、１以上の発色団、フルオロフォア、ラマン活性タグ、又は放射性標識が挙げ
られる。上記のように、プローブに関しては、一部の実施形態において、シグナルジェネ
レータと結合剤は単一の実体に存在していてもよい（例えば、蛍光標識を有する標的結合
タンパク質）。或いは、結合剤とシグナルジェネレータは、試料へ導入する前又は導入す
る際に互いに会合する個別の実体（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抗体）であってもよい。
【００２６】
　本明細書で使用する場合、「フルオロフォア」又は「蛍光シグナルジェネレータ」とい
う用語は、特定の波長の光に曝露させることによって励起されたときに、異なる波長の光
を放出する化学化合物を意味する。フルオロフォアは、それらの発光プロフィール又は「
色」の観点から記載されることもある。緑色のフルオロフォア（例えば、Ｃｙ３、ＦＩＴ
Ｃ、及びオレゴングリーン）は、一般に、５１５～５４０ナノメートルの範囲の波長のそ
れらの発光を特徴とし得る。赤色のフルオロフォア（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、一般に、５９０～６９０ナノメートルの範囲の波長の
それらの発光を特徴とし得る。フルオロフォアの例としては、限定するものではないが、
４－アセトアミド－４’－イソチオシアナートスチルベン－２，２’－ジスルホン酸、ア
クリジン、アクリジン及びアクリジンイソチオシアネートの誘導体、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（ルシファーイエ
ローＶＳ）、Ｎ－（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（Ａ
ＭＣ、クマリン１２０）、７－アミノ－トリフルオロメチルクルアリン（クマリン１５１
）、シアノシン；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’－イソチオシアナートフェニル）－４－メチルクマリン
、４，４’－ジイソチオシアナートジヒドロ－スチルベン－２，２’－ジスルホン酸、４
，４’－ジイソチオシアナートスチルベン－２，２’－ジスルホン酸、５－［ジメチルア
ミノ］ナフタレン－１－スルホニルクロリド（ＤＮＳ、ダンシルクロリド）、エオシン、
エオシン誘導体、例えば、エオシンイソチオシアネート、エリトロシン、エリトロシン誘
導体、例えば、エリトロシンＢ及びエリトロシンイソチオシアネート；エチジウム；フル
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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ナート（ＦＩＴＣ）、ＱＦＩＴＣ（ＸＲＩＴＣ）；
フルオレスカミン誘導体（アミンとの反応の際に蛍光）；ＩＲ１４４；ＩＲ１４４６；マ
ラカイトグリーンイソチオシアナート；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；パラローズアニリン；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（アミンとの反応の際に蛍光）；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；リ
アクティブレッド４（Ｃｉｂａｃｒｏｎ．　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（Ｒ
ｈｏｄ）、ローダミンＢ、ローダミン１２３、ローダミンＸイソチオシアナート、スルホ
ローダミンＢ、スルホローダミン１０１、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
アナート（ＴＲＩＴＣ）；リボフラビン；ロゾール酸とランタニドキレート誘導体、量子
ドット、シアニン、ピレリウム色素、及びスクアラインが挙げられる。
【００２７】
　本明細書で使用する場合、「インサイツ」という用語は、一般に、ある事象が原位置で
、例えば、無傷の臓器若しくは組織で、又は臓器若しくは組織の代表的な部分において起
こることを意味する。一部の実施形態において、標的のインサイツ分析は、生物、臓器、
組織試料、又は細胞培養物をはじめとする、様々な供給源に由来する細胞で実施すること
ができる。インサイツ分析は、標的がその起源の部位から取り出された場合に失われる可
能性がある状況（ｃｏｎｔｅｘｔｕａｌ）情報を提供する。従って、標的のインサイツ分
析は、細胞膜が完全に無傷であるか又は部分的に無傷であり、標的結合プローブが細胞の
内部に残っている場合における、全細胞内又は組織試料内に位置する標的結合プローブの
分析について記載する。さらに、本発明で開示されている方法を利用し、固定されている
か固定されていない細胞又は組織試料において標的をインサイツ分析することができる。
【００２８】
　本明細書で使用する場合、「照射」又は「照射する」という用語は、試料又は溶液を非
電離照射へ暴露させる操作又はプロセスを意味する。一部の実施形態において、非電離照
射の波長は３５０ｎｍ乃至１．３ｕｍである。好ましい実施形態において、非電離放射は
、波長が４００～７００ｎｍの可視光である。照射は、試料又は溶液を、特定の波長又は
ある範囲の波長の照射を放射することができる放射線源、例えばランプに暴露させること
により行うことができる。一部の実施形態において、光励起を受けることができる分子は
、照射の結果、光励起される。一部の実施形態において、光励起を受けることができる分
子は、シグナルジェネレータ、例えば蛍光シグナルジェネレータである。一部の実施形態
において、蛍光シグナルジェネレータへ照射すると、蛍光シグナルジェネレータとシグナ
ル不活性化剤の間で光反応が開始される。一部の実施形態において、照射は、光活性化型
化学退色によってシグナルジェネレータを実質的に不活性化する光反応を開始する。他の
実施形態において、シグナル不活性化剤は、光励起を受けて、シグナルジェネレータと反
応しシグナルを不活性化させる反応成分を生成する。光学フィルターは、試料又は溶液の
特定の波長又はある範囲の波長への照射を制限するために使用することができる。一部の
実施形態において、光学フィルターを使用して、光励起を受けることができる１以上の分
子を選択的光励起するための狭い範囲の波長に照射を制限することができる。
【００２９】
　本明細書で使用する場合、「選択的光励起」という用語は、光励起を受けることができ
る１以上の分子が、照射後に基底電子状態のままで光励起を受けることができる他の１以
上の分子の存在下で光励起される、操作又はプロセスを意味する。
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【００３０】
　一部の実施形態において、光励起を受けることができる分子は、蛍光色素、例えばシア
ニン色素である。さらなる一実施形態において、６２０～６８０ｎｍの範囲の波長に限定
される照射は、Ｃｙ５色素の選択的光励起に使用される。代替の実施形態において、特定
波長での試料への照射は、レーザーを使用することにより行うこともできる。
【００３１】
　具体的な実施形態の一般的な説明
　一実施形態において、生物標本中の細胞型（例えば、上皮細胞又は非上皮）の決定は、
ＩＦマーカーを使用して自動化することができるが、この場合、ＩＦのシグナル強度は標
本中の所定の細胞が目的のものであるかどうかを規定する。ＩＦマーカー及びＦＩＳＨマ
ーカーを含む画像は、反復型の分析技術によって多重化することが可能であり、それぞれ
の細胞はその細胞型（例えば、上皮細胞又は非上皮）によって自動的に分類することがで
きる。これによって、ＦＩＳＨ分析を、正確で完全に自動化された計数統計用の目的の細
胞（例えば、上皮細胞）に限定することができる。ＩＦとＦＩＳＨは相互に排他的な技術
であるが、これらの技術は同時に、又は連続して実施することができる。個別の試料を反
復して分析する方法は、例えば、米国特許第７，６２９，１２５号及び米国特許第７，７
４１，０４６号に記載されており、それらはいずれも参照によりその全体を本明細書に組
み入れるものとする。
【００３２】
　図１は、一実施形態による、ＦＩＳＨ結果を選択的に精密化するプロセスの一例を示す
ブロック図である。本プロセスへの入力は、ＦＩＳＨ染色セット由来の染色ＤＡＰＩ画像
と、ＩＦ染色ラウンド由来のＣＫ及び／又はヒト上皮増殖因子受容体２（Ｈｅｒ２）ＩＦ
画像である。一部の実施形態は、ヒト腫瘍の標準ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰ
Ｅ）試料を使用することができる。例えば、乳癌試料を使用することができる。この例に
おいては、試料を、顕微鏡用スライドに置く４マイクロメートルの薄切片にカットし、従
来法を用いて免疫染色の処理を行う。
【００３３】
　第１の染色段階において、サイトケラチン（ＣＫ）及び／又はヒト上皮増殖因子受容体
２（Ｈｅｒ２）に対する免疫蛍光（ＩＦ）染色、並びにＤＡＰＩ染色を実施し、対応する
蛍光画像を記録する。次に、ＦＩＳＨ、ＤＡＰＩ染色したＨｅｒ２及びＣＥＰ１７のスラ
イドを染色し、次いで、ＩＦ染色に関しては同じ位置から画像化する。このプロセスによ
って、試料中の正確な同一細胞の２組の画像が得られる。１組の画像は、（入力１１０と
して示した）対応するＤＡＰＩ、ＣＫ及びＨｅｒ２　ＩＦシグナルを含んでおり、別の組
の画像は、（入力１２０として示した）対応するＤＡＰＩ、Ｈｅｒ２　ＦＩＳＨ及びＣＥ
Ｐ１７　ＦＩＳＨシグナルを含んでいる。図２は具体的なＤＡＰＩ画像を示し、図３は対
応するサイトケラチン画像を示す。次いで、ＩＦ及びＦＩＳＨ画像ラウンドを、各々のＤ
ＡＰＩシグナルを使用して登録し（１３０で示す）、画像分析アルゴリズムを使用してシ
グナルを区分化し（１４０）、分類し（１５０）、測定する（１６０）。プロセスの出力
は、（例えば、結果から非上皮細胞を除くための）画像中の細胞の分類によってフィルタ
リングされた分析結果を含む。
【００３４】
　細胞の分類（例えば、上皮又は非上皮）は、ウェーブレット区分化技術を使用してＤＡ
ＰＩ画像中の核を区分化し、続いて接触している核を単離する段階を行うことにより開始
することができる。区分化された核に距離変換を適用し、この距離を閾値化することによ
って、図４に示すような細胞質の影響領域に近接するそれぞれの核の周囲の１組の環が得
られる。それぞれの核に関する特有の細胞質環を作成し、かつ（不正確な測定領域の原因
となり得る）他の核とオーバーラップするこれらの環を有することを回避するため、ボロ
ノイ分割を使用して環の影響領域を抑止することができる。これは、例えば、環によって
作成されたマスクにより拡張されるシードとして核区分化を使用し、流域区分化（ｗａｔ
ｅｒｓｈｅｄ　ｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ）によって行うことができる。次いで、ＩＦチ
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ャネルの平均強度をこれらの抑止された環において測定し、平均強度値を閾値と比較する
ことによって、それらの細胞が上皮細胞であるかどうかを判断することができる。ボロノ
イ分割の結果は、図５に示したように、単離細胞がそれらの周囲に完全な環を有するのに
対し、厳密にパックされた細胞は抑止領域を有することを示す。次いで、全細胞に関する
ＦＩＳＨシグナルについて、ＦＩＳＨドット計測アルゴリズムを使用して処理することが
できる（１６０、１７０）。ＦＩＳＨドット計測アルゴリズム（１６０、１７０）の結果
は、上皮／非上皮細胞の分類に従ってフィルタリングされ（１８０）、ＦＩＳＨ分析形態
の上皮細胞のみを得ることができる。図６は、上記の具体的なプロセスを使用して処理し
た後の、それぞれ図２及び図３に示すＤＡＰＩ画像及びサイトケラチン画像のオーバーレ
イの一例を図示している。
【００３５】
　別の実施形態において、ＩＦ画像はサイトケラチン（ＣＫ）マーカーを含み、大津の閾
値処理法を使用して閾値化して、第１の画像中の上皮領域の最小強度レベルを評価するこ
とができる。それぞれの核は、核を取り囲む環内の平均サイトケラチン（ＣＫ）強度を演
算し、その平均ＣＫ強度を上皮領域の評価された最小強度レベルと比較することによって
、上皮又は非上皮として分類することができる。別の実施形態において、利用者は、例え
ば、上皮細胞と非上皮細胞の分類における変化を観測しながら、閾値を双方向性に変化さ
せることができる。さらに別の実施形態において、当該画像を示す上皮領域を利用者が選
択できるように、また、含まれている領域に関する強度閾値を変更する「スライダー」に
よって利用者が選択を変更できるように、双方向ツールが提供される。
【００３６】
　図７は、一実施形態による、画像分析プロセス７００の一例のフローチャートである。
段階７０２では、ＩＦ形態学的マーカー由来のシグナルを含有する組織試料の第１の画像
が、例えばプロセッサによって受信される。段階７０４では、蛍光プローブ由来のシグナ
ルを含有する同一組織試料の第２の画像が受信される。組織試料は、例えば、蛍光プロー
ブとインサイツハイブリダイズされ得る。
【００３７】
　段階７０６では、第１の画像中のそれぞれの生物学的単位は、例えば、上皮及び非上皮
の少なくとも２つのクラスの１つに分類される。段階７０８では、ＦＩＳＨ分析は、第２
の画像を使用して実施される。段階７１０では、ＦＩＳＨ分析の結果は、それぞれの生物
学的単位の分類によってフィルタリングされる。例えば、上皮として分類される細胞に関
係している結果だけを保存し、一方、他の細胞に関係する結果は廃棄することができる。
【００３８】
　一部の実施形態において、分類段階７０６は、第２の画像中の核が区分化された後に実
施することができる。区分化は、まず、第１の画像中のシグナルの位置を第２の画像中の
シグナルの位置とともに登録することによって行うことができる（段階７１２）。この登
録によって、第１の画像と第２の画像を細胞に関して整合させることができる。段階７１
４では、核は、第２の画像に適用されるウェーブレット変換を使用して区分化され得る。
段階７１６では、ボロノイ分割及び環は、区分化された核から得た閾値距離地図から作成
される。環は、図１に関して上述したように、段階７０６で実施される分類を容易にする
ため、１つの核のみを少なくとも部分的に取り囲むようにさせることができる。ボロノイ
分割は、それぞれの環によって定められたマスクにより拡張される区分のシードとして核
を使用して第２の画像にローカルバックグラウンド領域を作成させることができる。
【００３９】
　別の具体的な実施形態
　一部の実施形態において、生体標本は、固体支持体に接着された複数の標的を含有して
いてもよい。一部の実施形態において、生体標本は、組織試料、全細胞、細胞成分、サイ
トスピン、又は細胞塗抹標本を包含していてもよい。一部の実施形態において、生体標本
は組織試料又は組織成分を包含していてもよい。組織試料は、類似機能を有し得る、生体
被験者の組織から得られる類似細胞の収集物を包含していてもよい。一部の実施形態にお
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いて、組織試料は、ヒト組織から得られる類似細胞の収集物を包含していてもよい。ヒト
組織の適切な例としては、限定するものではないが、（１）上皮；（２）血管、骨及び軟
骨をはじめとする結合組織；（３）筋肉組織；並びに（４）神経組織が挙げられる。組織
試料の供給源は、新鮮、凍結、及び／又は保存状態の臓器又は組織試料又は生検又は吸引
物から得られる固体組織；血液又は任意の血液成分；体液、例えば、脳脊髄液、羊水、腹
膜液、又は間質液；或いは、被検体の妊娠期又は発生期におけるあらゆる時点から得た細
胞であってもよい。一部の実施形態において、組織試料は、初代細胞若しくは培養細胞、
循環疾患細胞若しくは正常細胞、感染因子に応答する活性化白血球、又は細胞株を包含し
ていてもよい。
【００４０】
　一部の実施形態において、生体標本は、健康又は疾患状態の組織試料から得た組織切片
（例えば、結腸、乳房組織、前立腺から得た組織切片）を包含する。組織切片は、組織試
料の一部分又は小片、例えば、組織試料から切り取った組織又は細胞の薄片を包含してい
てもよい。一部の実施形態において、組織試料の複数の切片には、例えば、組織マイクロ
アレイを実施することができ、また、ＩＦ及びＦＩＳＨによる分析へ供することができる
。一部の実施形態において、組織試料の同一切片は、形態学レベル及び分子レベルの両方
で分析され得る。組織切片は、生体試料として利用する場合、約１００マイクロメートル
未満である範囲、約５０マイクロメートル未満である範囲、約２５マイクロメートル未満
である範囲、又は約１０マイクロメートル未満である範囲の厚さを有していてもよい。
【００４１】
　一部の実施形態において、生体試料又は生体試料中の標的は、固体支持体に付着させる
ことができる。固体支持体としては、マイクロアレイ（例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡマイク
ロアレイ）、ゲル、ブロット、ガラススライド、ビーズ、又はＥＬＩＳＡプレートを挙げ
ることができる。一部の実施形態において、生体試料又は生体試料中の標的は、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リドから選択される膜へ付着させるこ
とができる。一部の実施形態において、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包含し得る。
【００４２】
　本発明の一実施形態による生体試料は、固体であっても液体であってもよい。生体試料
の適切な例としては、限定するものではないが、培養物、血液、血漿、血清、唾液、脳脊
髄液、胸膜液、乳、リンパ液、痰、精液、尿、糞、涙液、唾液、注射針による吸引物、皮
膚の外部切片、気道、腸管、及び尿生殖路、腫瘍、臓器、細胞培養物若しくは細胞培養物
成分、又は固体組織切片が挙げられる。一部の実施形態において、生体試料は、そのまま
の状態で、即ち、対象とする標的の採取及び／又は単離を行うことなく分析することがで
きる。
【００４３】
　生体試料としては、その物理状態、例えば、限定するものではないが、凍結若しくは染
色されている状態又は別の方法で処理されている状態を問わない、任意の上記の試料を包
含していてもよい。一部の実施形態において、生体試料は、天然の試料と天然では混ざら
ない化合物、例えば、保存剤、抗凝固剤、緩衝液、固定剤、栄養素、抗生物質等を包含し
ていてもよい。
【００４４】
　試料は凍結組織切片であってもよいし、パラフィン包埋試料であってもよい。パラフィ
ン試料は、生体試料を予め、例えば、パラホルムアルデヒドに固定させ、続いてワックス
に包埋したこれらの試料を意味する。一部の実施形態において、組織試料は、まず固定し
、次いで順次増加するアルコールで脱水し、組織試料が切片化され得るようにパラフィン
又は別の切片化媒体に浸透させて包埋することができる。代替の実施形態においては、組
織試料を切片化し、その後、固定することができる。一部の実施形態において、組織試料
はパラフィンに包埋して処理することができる。使用できるパラフィンの例としては、限
定するものではないが、Ｐａｒａｐｌａｓｔ、Ｂｒｏｌｏｉｄ、及びＴｉｓｓｕｅｍａｙ
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が挙げられる。組織試料が包埋されたら、試料をミクロトームにより、約３ミクロン乃至
約５ミクロンの範囲の厚さを有し得る切片へ切片化することができる。切片にしたら、切
片は、接着剤を使用してスライドに付けることができる。スライド接着剤の例としては、
限定するものではないが、シラン、ゼラチン、ポリ－Ｌ－リジンを挙げることができる。
実施形態において、包埋材料としてパラフィンを使用する場合、組織切片は、脱パラフィ
ン化し、水中に再水和させることができる。組織切片は、例えば、有機薬剤、例えば、キ
シレン、及び段階的に順次減少するアルコール、又は界面活性剤を使用することによって
脱パラフィン化することができる。
【００４５】
　一部の実施形態において、上記で論じた試料調製方法とは別に、インサイツハイブリダ
イゼーション及び／又は免疫組織化学の前、間、又は後に、組織切片にさらなる処理を施
すことができる。例えば、一部の実施形態において、組織切片は、エピトープ回復法、例
えば、組織試料のクエン酸緩衝液中での加熱に供することができる。一部の実施形態にお
いて、組織切片はブロッキング段階に適宜供し、あらゆる非特異的結合を最低限にするこ
とができる。
【００４６】
　分析しようとする標的の適切性は、生体試料に必要とされる分析の種類及び特性により
決定することができる。一部の実施形態において、標的は、生体試料中の分析物の存在又
は非存在についての情報を提供することができる。別の実施形態において、標的は、生体
試料の状態についての情報を提供することができる。例えば、生体試料が組織試料を含む
場合には、本発明で開示されている方法を使用し、異なる種類の細胞又は組織の比較、異
なる発生段階の比較、疾患又は異常の存在の検出、或いは疾患又は異常の種類の決定に有
用となり得る標的を検出することができる。
【００４７】
　一部の実施形態において、生体試料中の標的は、ペプチド、タンパク質（例えば、抗体
、親和体、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（例えば、レクチン又は糖）、脂質、酵素、酵素基質、リガンド、受
容体、抗原、又はハプテンの１以上を挙げることができる。一部の実施形態において、標
的は、本質的に、タンパク質又は核酸を包含することができる。上記の１以上の標的は特
定の細胞に特徴的であってもよいが、他の標的は特定の疾患又は症状に関連していてもよ
い。一部の実施形態において、本発明で開示されている方法を使用して検出及び分析され
得る標的としては、限定するものではないが、予後標的、ホルモン標的又はホルモン受容
体標的、リンパ球様標的、腫瘍標的、細胞周期関連標的、神経組織標的及び腫瘍標的、或
いはクラスター分化標的を挙げることができる。
【００４８】
　予後標的の適切な例としては、酵素標的、例えば、ガラクトシルトランスフェラーゼＩ
Ｉ、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な
どが挙げられる。
【００４９】
　ホルモン標的又はホルモン受容体標的の適切な例としては、ヒト絨毛性性腺刺激ホルモ
ン（ＨＣＧ）、副腎皮質刺激ホルモン、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、前立腺特異抗原（ＰＳ
Ａ）、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神経栄養因子受容体、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挙げることができる。
【００５０】
　リンパ球様標的の適切な例としては、α－１－アンチキモトリプシン、α－１－アンチ
トリプシン、Ｂ細胞標的、ｂｃｌ－２、ｂｃｌ－６、Ｂリンパ球抗原３６ｋＤ、ＢＭ１（
骨髄性標的）、ＢＭ２（骨髄性標的）、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
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疫グロブリンＧ、免疫グロブリンＭ、κ軽鎖、κ軽鎖、λ軽鎖、リンパ球／組織球抗原、
マクロファージ標的、ムラミダーゼ（リゾチーム）、ｐ８０未分化リンパ腫キナーゼ、プ
ラズマ細胞標的、分泌性白血球プロテアーゼ阻害剤、Ｔ細胞抗原受容体（ＪＯＶＩ１）、
Ｔ細胞抗原受容体（ＪＯＶＩ３）、ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラー
ゼ、又は非クラスター化Ｂ細胞標的を挙げることができる。
【００５１】
　腫瘍標的の適切な例としては、αフェトプロテイン、アポリポタンパク質Ｄ、ＢＡＧ－
１（ＲＡＰ４６タンパク質）、ＣＡ１９－９（Ｓｉａｌｙｌ　ｌｅｗｉｓａ）、ＣＡ５０
（癌関連ムチン抗原）、ＣＡ１２５（卵巣癌抗原）、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、グロス嚢胞性疾患流体タンパク質－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、マトリックスメタロプロテイナー
ゼ、メランＡ、メラノーマ標的（ＨＭＢ４５）、メソセリン、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、Ｍｕ
ｃ－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、Ｍｙｆ－３（横紋筋肉腫標的）、Ｍｙｆ－４（横紋筋肉腫標的）、Ｍｙ
ｏＤ１（横紋筋肉腫標的）、ミオグロブリン、ｎｍ２３タンパク質、胎盤アルカリホスフ
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、腎細胞癌標的、小腸ムチン抗原、テトラネクチン、甲状腺転
写因子－１、マトリックスメタロプロテイナーゼ１の組織阻害剤、マトリックスメタロプ
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
、又はフォンウィルブラント因子が挙げられる。
【００５２】
　細胞周期関連標的の適切な例としては、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断片化因子（Ｎ末端）、Ｆａｓ（ＣＤ９５）、Ｆａｓ結
合デスドメインタンパク質、Ｆａｓリガンド、Ｆｅｎ－１、ＩＰＯ－３８、Ｍｃｌ－１、
ミニ染色体維持タンパク質、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、増殖細胞核内抗原、ｐ１６タンパク質、ｐ２７タンパク質、ｐ３
４ｃｄｃ２、ｐ５７タンパク質（Ｋｉｐ２）、ｐ１０５タンパク質、Ｓｔａｔ１α、トポ
イソメラーゼＩ、トポイソメラーゼＩＩα、トポイソメラーゼＩＩＩα、又はトポイソメ
ラーゼＩＩβが挙げられる。
【００５３】
　神経組織及び腫瘍標的の適切な例としては、αＢクリスタリン、α－インターネキシン
、αシヌクレイン、アミロイド前駆体タンパク質、β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、興奮性アミノ酸トランスポーター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、神経成長因
子受容体（ｇｐ７５）、神経芽細胞腫標的、ニューロフィラメント６８ｋＤ、ニューロフ
ィラメント１６０ｋＤ、ニューロフィラメント２００ｋＤ、ニューロン特異的エノラーゼ
、ニコチン性アセチルコリン受容体α４、ニコチン性アセチルコリン受容体β２、ペリフ
ェリン、タンパク遺伝子産物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、又はユビキチンを挙げることができる。
【００５４】
　クラスター分化標的の適切な例としては、ＣＤ１ａ、ＣＤ１ｂ、ＣＤ１ｃ、ＣＤ１ｄ、
ＣＤ１ｅ、ＣＤ２、ＣＤ３δ、ＣＤ３ε、ＣＤ３γ、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ６、ＣＤ７、
ＣＤ８α、ＣＤ８β、ＣＤ９、ＣＤ１０、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤｗ
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１２、ＣＤ１３、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１５ｓ、ＣＤ１６ａ、ＣＤ１６ｂ、ＣＤｗ１
７、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２４、ＣＤ２
５、ＣＤ２６、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ２９、ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ３２、ＣＤ３
３、ＣＤ３４、ＣＤ３５、ＣＤ３６、ＣＤ３７、ＣＤ３８、ＣＤ３９、ＣＤ４０、ＣＤ４
１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４２ｃ、ＣＤ４２ｄ、ＣＤ４３、ＣＤ４４、ＣＤ４４
Ｒ、ＣＤ４５、ＣＤ４６、ＣＤ４７、ＣＤ４８、ＣＤ４９ａ、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、
ＣＤ４９ｄ、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５０、ＣＤ５１、ＣＤ５２、ＣＤ５３、ＣＤ
５４、ＣＤ５５、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ５８、ＣＤ５９、ＣＤｗ６０、ＣＤ６１、Ｃ
Ｄ６２Ｅ、ＣＤ６２Ｌ、ＣＤ６２Ｐ、ＣＤ６３、ＣＤ６４、ＣＤ６５、ＣＤ６５ｓ、ＣＤ
６６ａ、ＣＤ６６ｂ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｄ、ＣＤ６６ｅ、ＣＤ６６ｆ、ＣＤ６８、Ｃ
Ｄ６９、ＣＤ７０、ＣＤ７１、ＣＤ７２、ＣＤ７３、ＣＤ７４、ＣＤｗ７５、ＣＤｗ７６
、ＣＤ７７、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂ、ＣＤ８０、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ８３、ＣＤ
８４、ＣＤ８５、ＣＤ８６、ＣＤ８７、ＣＤ８８、ＣＤ８９、ＣＤ９０、ＣＤ９１、ＣＤ
ｗ９２、ＣＤｗ９３、ＣＤ９４、ＣＤ９５、ＣＤ９６、ＣＤ９７、ＣＤ９８、ＣＤ９９、
ＣＤ１００、ＣＤ１０１、ＣＤ１０２、ＣＤ１０３、ＣＤ１０４、ＣＤ１０５、ＣＤ１０
６、ＣＤ１０７ａ、ＣＤ１０７ｂ、ＣＤｗ１０８、ＣＤ１０９、ＣＤ１１４、ＣＤ１１５
、ＣＤ１１６、ＣＤ１１７、ＣＤｗ１１９、ＣＤ１２０ａ、ＣＤ１２０ｂ、ＣＤ１２１ａ
、ＣＤｗ１２１ｂ、ＣＤ１２２、ＣＤ１２３、ＣＤ１２４、ＣＤｗ１２５、ＣＤ１２６、
ＣＤ１２７、ＣＤｗ１２８ａ、ＣＤｗ１２８ｂ、ＣＤ１３０、ＣＤｗ１３１、ＣＤ１３２
、ＣＤ１３４、ＣＤ１３５、ＣＤｗ１３６、ＣＤｗ１３７、ＣＤ１３８、ＣＤ１３９、Ｃ
Ｄ１４０ａ、ＣＤ１４０ｂ、ＣＤ１４１、ＣＤ１４２、ＣＤ１４３、ＣＤ１４４、ＣＤｗ
１４５、ＣＤ１４６、ＣＤ１４７、ＣＤ１４８、ＣＤｗ１４９、ＣＤｗ１５０、ＣＤ１５
１、ＣＤ１５２、ＣＤ１５３、ＣＤ１５４、ＣＤ１５５、ＣＤ１５６、ＣＤ１５７、ＣＤ
１５８ａ、ＣＤ１５８ｂ、ＣＤ１６１、ＣＤ１６２、ＣＤ１６３、ＣＤ１６４、ＣＤ１６
５、ＣＤ１６６、及びＴＣＲ－ζが挙げられる。
【００５５】
　他の適切な予後標的としては、中心体タンパク質－Ｆ（ＣＥＮＰ－Ｆ）、ジアンチン（
ｇｉａｎｔｉｎ）、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、Ｐ
ｓ２タンパク質、Ｈｅｒ２－ｎｅｕ、Ｐ５３、Ｓ１００、上皮標的抗原（ＥＭＡ）、Ｔｄ
Ｔ、ＭＢ２、ＭＢ３、ＰＣＮＡ、又はＫｉ６７が挙げられる。
【００５６】
　シグナルジェネレータ由来のシグナルは、様々な観測システム又は検出システムを使用
して検出することができる。使用する検出システムの特性は、使用するシグナルジェネレ
ータの特性に依存し得る。検出システムとしては、例えば、電荷結合素子（ＣＣＤ）検出
システム、相補型金属酸化膜半導体（ＣＭＯＳ）画像検出システム、蛍光検出システム、
電気系検出システム、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、光学的検出システム、近接場検出システム、又は全内部反射（ＴＩＲ）検出システ
ムを挙げることができる。
【００５７】
　１以上の上記技術を使用して、シグナルジェネレータ（結合剤と結合しているか、又は
酵素基質と結合しているもの）由来のシグナルの１以上の特徴を観測することができる。
一部の実施形態において、シグナル強度、シグナル波長、シグナル位置、シグナル頻度、
又はシグナルシフトは、上記技術の１以上を使用して決定することができる。一部の実施
形態において、シグナルの１以上の上記特徴を観測、測定、及び記録することができる。
【００５８】
　一部の実施形態において、観測されるシグナルは蛍光シグナルであり、生体試料中の標
的に結合されているプローブは、フルオロフォアであるシグナルジェネレータを含んでい
てもよい。一部の実施形態において、蛍光シグナルは、蛍光検出システムを使用して、蛍
光波長又は蛍光性強度を決定することにより測定することができる。一部の実施形態にお
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いて、シグナルはインサイツで観測することができる。即ち、シグナルは、生体試料中の
標的に結合剤を介して会合しているシグナルジェネレータから直接観測することができる
。一部の実施形態において、シグナルジェネレータ由来のシグナルは、生体試料の内部で
分析することができ、個別のアレイ系検出システムの必要性を回避することができる。
【００５９】
　一部の実施形態において、シグナルの観測は、生体試料の画像を取り込むことを包含し
得る。一部の実施形態において、本発明で開示されている方法に従って、撮像デバイスに
接続した顕微鏡を検出システムとして使用することができる。一部の実施形態において、
シグナルジェネレータ（例えば、フルオロフォア）を励起し、得られたシグナル（例えば
、蛍光シグナル）をデジタルシグナルの形態（例えば、デジタル化画像）で観測し記録す
ることができる。適正な蛍光フィルターを使用して試料中に結合されている様々なシグナ
ルジェネレータ（存在する場合）に対して、同じ手順を繰り返すことができる。
【００６０】
　一部の実施形態において、複数の異なる種類のシグナルは、同一試料において観測する
ことができる。例えば、１つの標的は蛍光プローブで検出し、同一試料中の第２の標的は
発色性プローブで検出することができる。
【００６１】
　一部の実施形態において、生体試料は、形態染色剤、又はマーカーと接触させることが
できる。形態染色剤は、細胞型又は疾患状態の同定を容易にするために異なる細胞成分を
染色することができる色素を包含し得る。一部の実施形態において、形態染色剤は、プロ
ーブ中のシグナルジェネレータから容易に識別することができ、即ち、染色剤は、プロー
ブ由来のシグナルと重複する可能性のあるシグナルを放出しなくてもよい。例えば、蛍光
形態染色剤においては、形態染色剤由来のシグナルは、プローブで使用されるフルオロフ
ォアと同一波長において自己蛍光を発することができない。
【００６２】
　一部の実施形態において、発色団、フルオロフォア、酵素、又は酵素基質を形態染色剤
として使用することができる。形態染色剤として使用することができる発色団（及びその
標的細胞、細胞内成分、又は細胞成分）の適切な例としては、限定するものではないが、
エオシン（アルカリ性細胞成分、細胞質）、ヘマトキシリン（核酸）、オレンジＧ（赤血
球、膵臓、及び下垂体細胞）、ライトグリーンＳＦ（コラーゲン）、ロマノフスキーギム
ザ（細胞形態全般）、メイグリュンワルド（血液細胞）、ブルー対比染色剤（Ｔｒｅｖｉ
ｇｅｎ）、エチルグリーン（ＣＡＳ）（アミロイド）、フォイルゲン－ナフトールイエロ
ーＳ（ＤＮＡ）、ギムザ（様々な細胞成分を分別的に染色）、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（赤血球細胞）、ニュートラルレッド（核
）、パパニコラウ染色剤（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（細胞形態全般））、レッド対比染色剤Ｂ（Ｔｒｅｖｉｇｅｎ）、
レッド対比染色剤Ｃ（Ｔｒｅｖｉｇｅｎ）、シリウスレッド（アミロイド）、フォイルゲ
ン試薬（パラローズアニリン）（ＤＮＡ）、ガロシアニンクロムミョウバン（ＤＮＡ）、
ガロシアニンクロムミョウバン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－フォイルゲン試薬（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）、ワンギーソントリクロー
ム染色剤（酸性フクシン及びピクリン酸混合物）（筋肉細胞）、マッソントリクローム染
色剤（ヘマトキシリン、酸性フクシン、及びライトグリーン混合物）（コラーゲン、細胞
質、核小体を分別的に染色）、アルデヒドフクシン（エラスチン線維）、又はワイゲルト
染色剤（細網線維及びコラーゲン線維を分別）が挙げられる。
【００６３】
　適切な蛍光形態染色剤と、適用可能な場合、その標的細胞、細胞内成分、又は細胞成分
の例としては、限定するものではないが、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドー
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ル（ＤＡＰＩ）（核酸）、エオシン（アルカリ性細胞成分、細胞質）、ヘキスト３３２５
８及びヘキスト３３３４２（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－ファロイジン（アクチン線維）、クロモマイシンＡ３（核酸）、ア
クリフラビン－フォイルゲン反応液（核酸）、オーラミンＯ－フォイルゲン反応液（核酸
）、臭化エチジウム（核酸）、ニッスル染色剤（ニューロン）、ＰＯＰＯ、ＢＯＢＯ、Ｙ
ＯＹＯ及びＴＯＴＯなどの高親和性ＤＮＡフルオロフォア、並びに、ヒストンなどのＤＮ
Ａ結合タンパク質に融合されている緑色蛍光タンパク質、ＡＣＭＡ、キナクリン、及びア
クリジンオレンジが挙げられる。
【００６４】
　適切な酵素、及びその主要な細胞部位又は活性の例としては、限定するものではないが
、ＡＴＰａｓｅｓ（筋肉線維）、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）、酸性ホスファターゼ（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）が挙げられる。
【００６５】
　一部の実施形態において、形態染色剤は、不活性化剤に対して安定的であり得る。即ち
、形態染色剤のシグナル形成特性は、不活性化剤によって実質的に影響を受けることはな
い。一部の実施形態において、生体試料をプローブと形態染色剤で同時に染色することが
できる場合、プローブ由来のシグナルを修飾する不活性化剤の適用は、形態染色剤由来の
シグナルを修飾することはない。一部の実施形態において、形態染色剤は、反復的なプロ
ービング段階を介して得られる分子情報と、形態染色剤を介して得られる形態情報を同時
に記録するための対照として使用することができる。
【００６６】
　タンパク質、ＲＮＡ及びＤＮＡの検出を含む本発明で開示されている方法は、一般に、
特定の方法で標的へ物理的に結合する結合剤を使用するものである。一部の実施形態にお
いて、結合剤は、それ自体として、十分な特異性をもって標的に結合することができ、即
ち、結合剤は、別のいかなる分子に結合するよりも大きな親和性で標的に結合することが
できる。一部の実施形態において、結合剤は、別の分子に結合することができるが、その
結合は、非特異的結合がバックグラウンドレベルであるか、それに近い可能性があるよう
なものである。一部の実施形態において、対象の標的に対する結合剤の親和性は、別の分
子へのその親和性の２倍以上、５倍以上、１０倍以上、又はそれ以上の範囲であってもよ
い。一部の実施形態において、親和性の差が最大である結合剤を使用することができるが
、それらは、標的に対する親和性が最大のものでなくてもよい。
【００６７】
　一部の実施形態において、標的と結合剤の間の結合は物理的な結合によって影響を受け
ることがあり得る。物理的な結合は、非共有結合性相互作用の使用によりもたらされる結
合を含んでいてもよい。非共有結合性相互作用としては、限定するものでないが、疎水性
相互作用、イオン性相互作用、水素結合相互作用、又は親和性相互作用（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複合体形成）が挙げられる。一部の実施
形態において、標的と結合剤は、物理的な結合をもたらすその２つの間の特異的認識を生
じる、その表面上又は空洞中の領域を有していてもよい。一部の実施形態において、結合
剤は、それらの分子形状の一部の相互適合に基づいて生体標的に結合することができる。
【００６８】
　結合剤とその対応標的は、結合対と考えられ、その限定されない例としては、免疫型の
結合対、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
免疫型の結合対、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
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素、酵素／基質、酵素／基質類似体、酵素／擬似基質（酵素活性により触媒されることが
ない基質類似体）、酵素／補因子、酵素／調節剤、酵素／阻害剤、又はビタミンＢ１２／
内因子などが挙げられる。結合対の他の適切な例としては、相補的核酸断片（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
質を挙げることができる。
【００６９】
　一部の実施形態において、結合剤は、配列特異的又は構造特異的結合剤であってもよく
、この場合、結合剤によって認識及び結合される標的の配列又は構造は、その標的に十分
に特有であり得る。
【００７０】
　一部の実施形態において、結合剤は、構造特異的であってもよく、標的の一次、二次、
又は三次構造を認識することができる。標的の一次構造としては、その原子組成及びそれ
らの原子を連結している化学結合（立体化学を含む）の詳細が挙げられ、例えば、タンパ
ク質のアミノ酸の線状配列の種類及び特質である。標的の二次構造は、生体分子の部分の
全体的な三次元形態を意味し得る。例えば、タンパク質においては、二次構造は、離れた
アミノ酸が互いに近接することをもたらす、ペプチド「骨格」鎖の様々なコンホメーショ
ンへのフォールディングを意味し得る。二次構造の適切な例としては、限定するものでは
ないが、αヘリックス、βプリーツシート、又はランダムコイルが挙げられる。標的の三
次構造は、その全体的な三次元構造であってもよい。標的の四次構造は、１以上の別の標
的又は巨大分子とのその非共有結合性相互作用（例えばタンパク質相互作用）により形成
される構造であってもよい。四次構造の例は、ヘモグロビンがつくられる４つのグロビン
タンパク質サブユニットによって形成される構造であってもよい。本発明の実施形態によ
る結合剤は、上記構造のいずれに対しても特異的であり得る。
【００７１】
　構造特異的結合剤の例としては、タンパク質標的に結合し得るタンパク質特異的分子が
挙げられる。適切なタンパク質特異的分子の例としては、抗体及び抗体フラグメント、核
酸（例えば、タンパク質標的を認識するアプタマー）、又はタンパク質基質（非触媒性）
が挙げられる。
【００７２】
　一部の実施形態において、結合剤は、配列特異的であってもよい。配列特異的な結合剤
は核酸を包含していてもよく、その結合剤は、標的中のヌクレオチド又はその誘導体の特
定の線状配列を認識することができる。一部の実施形態において、線状配列は、結合剤中
の対応する相補的ヌクレオチドにそれぞれ結合し得る、連続するヌクレオチド又はその誘
導体を包含していてもよい。代替の実施形態において、この配列は、プローブ上に対応す
る相補的残基を有さない１、２、又はそれ以上のヌクレオチドがあり得る場合、連続して
いなくてもよい。核酸ベースの結合剤の適切な例としては、限定するものではないが、Ｄ
ＮＡ又はＲＮＡのオリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドが挙げられる。一部の実施形
態において、適切な核酸としては、核酸類似体、例えば、ジオキシゲニンｄＣＴＰ、ビオ
チンｄｃＴＰ　７－アザグアノシン、アジドチミジン、イノシン、又はウリジンが挙げら
れる。
【００７３】
　結合剤及び標的の種類に関わらず、タンパク質、ＤＮＡ、及びＲＮＡの検出において、
結合剤と標的の間の結合特異性は、結合条件（例えば、相補的核酸の場合、ハイブリダイ
ゼーション条件）に依存して影響を受けることもある。適切な結合条件は、ｐＨ、温度、
又は塩濃度の１以上を調節することにより実現することができる。
【００７４】
　結合剤は、内在的に標識化（シグナルジェネレータ若しくは酵素が結合剤の合成中に付
けられる）してもよいし、又は外在的に標識化（シグナルジェネレータ又は酵素が後続の
段階中に付けられる）してもよい。例えば、タンパク質ベースの結合剤については、標識
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アミノ酸を使用することによって、内在的に標識化した結合剤を製造することができる。
同様に、内在的に標識化した核酸は、伸長する核酸へ直接的にシグナルジェネレータ標識
化ヌクレオチドを取り込む方法を使用して合成することができる。一部の実施形態におい
て、結合剤は、シグナルジェネレータ又は酵素が後続の段階で取り込まれ得るような方法
で合成することができる。例えば、この後続の標識化は、活性アミノ基又はチオール基を
ペプチド鎖の核酸へ導入することによる化学的な手段によって行うことができる。一部の
実施形態において、タンパク質（例えば、抗体）又は核酸（例えば、ＤＮＡ）などの結合
剤は、適正な化学物質を使用し直接的に化学標識することができる。
【００７５】
　一部の実施形態において、より大きな特異性又は特定の実施形態ではシグナルの増幅を
提供する、結合剤の組合せを使用することができる。従って、一部の実施形態において、
結合剤のサンドイッチを使用することができ、この場合、第１の結合剤は標的に結合し二
次結合を提供するのに用いられ、第２の結合剤は標識を含んでいても含んでいなくてもよ
く、それは（必要に応じて）三次結合をさらに提供することができ、この場合、三次結合
メンバーは標識を含んでいてもよい。
【００７６】
　結合剤の組合せの適切な例としては、一次抗体－二次抗体、相補的核酸、又は他のリガ
ンド－受容体対（例えば、ビオチン－ストレプトアビジン）が挙げられる。適切な結合剤
対のいくつかの具体的な例としては、ｃ－ｍｙｃエピトープを有する組換え発現タンパク
質に対するマウス抗ｍｙｃ；Ｈｉｓ－Ｔａｇエピトープを有する組換えタンパク質に対す
るマウス抗ＨｉｓＧ、エピトープ－タグを有する組換えタンパク質に対するマウス抗ｘｐ
ｒｅｓｓ、ヤギＩｇＧ一次分子に対するウサギ抗ヤギ、核酸に対する相補的核酸配列；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Ｇ
ＦＰ、－Ｄ－ガラクトースに対するジャカリン；並びに、炭水化物結合タンパク質、糖、
ニッケル結合マトリクス、又はヘパリンに対するメリビオースを挙げることができる。
【００７７】
　一部の実施形態において、一次抗体と二次抗体の組合せを結合剤として使用することが
できる。一次抗体は、標的の特異的領域に結合することができ、二次抗体は、一次抗体に
結合することができる。二次抗体は、一次抗体への結合の前にシグナルジェネレータ又は
酵素に付けてもよく、又は、後続の段階で、シグナルジェネレータ又は酵素に結合させる
ことができる。代替の実施形態において、一次抗体と特異的結合リガンド－受容体対（例
えば、ビオチン－ストレプトアビジン）を使用することができる。一次抗体をこの対の一
方のメンバー（例えば、ビオチン）に付け、他のメンバー（例えば、ストレプトアビジン
）にはシグナルジェネレータ又は酵素で標識化することができる。二次抗体、アビジン、
ストレプトアビジン、又はビオチンは、互いに独立して、シグナルジェネレータ又は酵素
で標識化することができる。
【００７８】
　一部の実施形態において、本発明で開示されている方法は、免疫染色法に利用すること
ができ、一次抗体を使用して、標的タンパク質に特異的に結合させることができる。二次
抗体を使用して一次抗体に特異的に結合させ、それにより、もしあれば、一次抗体と後続
の試薬（例えば、シグナルジェネレータ又は酵素）の間に架橋を形成させることができる
。例えば、一次抗体は、マウスＩｇＧ（マウスにおいて産生される抗体）であってもよく
、対応する二次抗体は、マウスＩｇＧの領域に結合することが可能な領域を有するヤギ抗
マウス（ヤギにおいて産生される抗体）であってもよい。
【００７９】
　一部の実施形態において、シグナル増幅は、いくつか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得ることができる。免疫染色法において、一次抗体は、この方法
で使用される第一抗体であってもよく、二次抗体は、この方法で使用される二次抗体であ
ってもよい。一部の実施形態において、一次抗体は、免疫染色法において使用する唯一の
抗体であってもよい。
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【００８０】
　本発明で開示されている方法に適したシグナルジェネレータの種類は、実施される分析
の特性、使用するエネルギー源及び検出器の種類、利用する不活性化剤の種類、結合剤の
種類、標的の種類又は結合剤とシグナルジェネレータの間の結合様式（例えば、切断性若
しくは非切断性）をはじめとする、様々な要因に依存し得る。
【００８１】
　適切なシグナルジェネレータは、検出可能なシグナルを提供することができる分子又は
化合物を包含し得る。シグナルジェネレータは、エネルギー源又は電流との相互作用の後
に、特徴的なシグナルを提供することができる。エネルギー源は、電磁放射線源及び蛍光
励起光源を包含していてもよい。電磁放射線源は、可視光、赤外線、及び紫外線をはじめ
とする、あらゆる波長の電磁エネルギーを提供することができる。電磁放射線は、直接光
源の形態であってもよく、又はドナーフルオロフォアなどの発光性化合物によって放出さ
れてもよい。蛍光励起源は、起源に蛍光を発生させることができるものであってもよく、
又は光子放出を生じるものでもよい（即ち、電磁放射線、有向電場、温度、物理的接触、
若しくは機械的破壊）。適切なシグナルジェネレータは、光学測定（例えば、蛍光）、電
気伝導度、又は放射活性をはじめとする、様々な方法によって検出することができるシグ
ナルを提供し得る。適切なシグナルジェネレータは、例えば、発光、エネルギー受容、蛍
光、放射活性、又は消光であってもよい。
【００８２】
　適切なシグナルジェネレータは、それが結合する成分、例えば、結合剤と立体的及び化
学的に適合し得る。さらに、適切なシグナルジェネレータは、結合剤の標的への結合に干
渉することがなく、結合剤の結合特異性に影響を及ぼすものでもない。適切なシグナルジ
ェネレータは、有機の特性であっても、無機の特性であってもよい。一部の実施形態にお
いて、シグナルジェネレータは、化学的特性、ペプチド特性、又は核酸特性のものであっ
てもよい。
【００８３】
　適切なシグナルジェネレータは、直接的に検出することができる。直接的に検出できる
部分は、例えば、別の低い波長の光による励起の後に特定波長の光を放出し、且つ／又は
特定波長の光を吸収する、蛍光標識などのシグナルを放出するその能力によって直接的に
検出することができるものであってもよい。
【００８４】
　本発明で開示されている方法に適したシグナルジェネレータは、化学薬剤を適用する際
の操作に従うことができる。一部の実施形態において、シグナルジェネレータは、不活性
化剤に暴露した際に化学的に破壊され得る。化学的破壊は、シグナルジェネレータの完全
な崩壊、又はシグナルジェネレータのシグナル形成成分の修飾を包含していてもよい。シ
グナル形成成分の修飾は、シグナル形成特性の修飾を生じ得る任意の化学修飾（例えば、
付加、置換、又は除去）を包含していてもよい。例えば、コンジュゲートされたシグナル
ジェネレータを非コンジュゲート化すると、シグナルジェネレータの発色特性が破壊され
る可能性がある。同様に、蛍光シグナルジェネレータ上の蛍光阻害性官能基を置換すると
、その蛍光特性の修飾が生じる可能性がある。一部の実施形態において、特定の化学剤に
よる不活性化に対して実質的に耐性のある１以上のシグナルジェネレータを、提供する方
法における対照プローブとして使用することができる。
【００８５】
　一部の実施形態において、シグナルジェネレータは、発光性分子、放射性同位元素（例
えば、32Ｐ又は3Ｈ、14Ｃ、125Ｉ及び131Ｉ）、光学密度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、ニトロキシル基）、電荷移動分子（即ち、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
気ビーズ、常磁性粒子又は量子ドットから選択することができる。
【００８６】
　一部の実施形態において、シグナルジェネレータは、発光性分子を包含していてもよい
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。発光性分子は、特定波長の光での照射に応答して発光することができる。発光性分子は
、発光（励起時の材料による電磁放射線の非発熱放出）、リン光（放射線の吸収の結果と
しての遅延型発光）、化学発光（化学反応による発光）、蛍光、又は偏光蛍光を介して光
を吸収及び放出することができる。
【００８７】
　一部の実施形態において、シグナルジェネレータは、本質的に、フルオロフォアを包含
し得る。一部の実施形態において、シグナルジェネレータは、本質的に、例えば、免疫組
織化学分析において、抗体に結合されるフルオロフォアを包含し得る。一次抗体にコンジ
ュゲートされ得る適切なフルオロフォアとしては、限定するものではないが、フルオレセ
イン、ローダミン、テキサスレッド、ＶＥＣＴＯＲ　Ｒｅｄ、ＥＬＦ（酵素標識化蛍光）
、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ７、ＦｌｕｏｒＸ、Ｃａｌｃｅｉｎ、Ｃａ
ｌｃｅｉｎ－ＡＭ、ＣＲＹＰＴＯＦＬＵＯＲ、Ｏｒａｎｇｅ（４２ｋＤａ）、Ｔａｎｇｅ
ｒｉｎｅ（３５ｋＤａ）、Ｇｏｌｄ（３１ｋＤａ）、Ｒｅｄ（４２ｋＤａ）、Ｃｒｉｍｓ
ｏｎ（４０ｋＤａ）、ＢＨＭＰ、ＢＨＤＭＡＰ、Ｂｒ－Ｏｒｅｇｏｎ、Ｌｕｃｉｆｅｒ　
Ｙｅｌｌｏｗ、Ａｌｅｘａ色素ファミリー、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、ボ
ロンジピロメテンジフルオリド、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ、ＭＩＴＯＴＲＡＣＫＥＲ　
Ｒｅｄ、フィコエリスリン、フィコビリプロテインＢＰＥ（２４０ｋＤａ）、ＲＰＥ（２
４０ｋＤａ）、ＣＰＣ（２６４ｋＤａ）、ＡＰＣ（１０４ｋＤａ）、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　
Ｂｌｕｅ、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ａｑｕａ、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｇｒｅｅｎ、Ｓｐｅｃｔｒ
ｕｍ　Ｇｏｌｄ、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｏｒａｎｇｅ、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｒｅｄ、Ｉｎｆ
ｒａ－Ｒｅｄ（ＩＲ）色素、サイクリックＧＤＰ－リボース（ｃＧＤＰＲ）、Ｃａｌｃｏ
ｆｌｕｏｒ　Ｗｈｉｔｅ、Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ、Ｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｏｎｅ、Ｔｙｒｏ
ｓｉｎｅ又はＴｒｙｐｔｏｐｈａｎが挙げられる。一部の実施形態において、シグナルジ
ェネレータは、本質的に、シアニン色素を包含し得る。一部の実施形態において、シグナ
ルジェネレータは、本質的に、１以上のＣｙ３色素、Ｃｙ５色素、又はＣｙ７色素を包含
し得る。
【００８８】
　一部の実施形態において、シグナルジェネレータは、ＦＲＥＴ対の一部であってもよい
。ＦＲＥＴ対は、近くに互いに位置している場合、ＦＲＥＴを受けて検出可能なシグナル
を形成又は消失させることが可能な２つのフルオロフォアを包含する。ドナーの一部の例
としては、Ａｌｅｘａ４８８、Ａｌｅｘａ５４６、ＢＯＤＩＰＹ４９３、Ｏｙｓｔｅｒ５
５６、Ｆｌｕｏｒ（ＦＡＭ）、Ｃｙ３、又はＴＴＲ（Ｔａｍｒａ）を挙げることができる
。アクセプターの一部の例としては、Ｃｙ５、Ａｌｅｘａ５９４、Ａｌｅｘａ６４７、又
はＯｙｓｔｅｒ６５６を挙げることができる。
【００８９】
　上記のとおり、１以上の上記分子をシグナルジェネレータとして使用することができる
。一部の実施形態において、１以上のシグナルジェネレータは化学的破壊に適しておらず
、切断可能なリンカーを利用してシグナルジェネレータと結合剤を会合させることができ
る。一部の実施形態において、１以上のシグナルジェネレータはシグナル破壊に適してお
り、シグナルジェネレータは、化学的に破壊され得る分子を本質的に包含し得る。一部の
実施形態において、シグナルジェネレータは、酸化剤によって化学的に破壊され得るフル
オロフォアを包含し得る。一部の実施形態において、シグナルジェネレータは、酸化剤に
よって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ＡＴＴＯ６３４を本質的に包含し得る。一部の実施形態において、シグナル
ジェネレータは、破壊又は消光され得る１以上のＣｙ３色素、Ｃｙ５色素又はＣｙ７色素
を包含し得る。
【００９０】
　一部の実施形態において、プローブは、酵素に結合される結合剤を含んでいてもよい。
一部の実施形態において、適切な酵素は、基質の化学反応を触媒し、試料中に存在する受
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容体（例えば、フェノール基）又は試料が結合されている固体支持体に結合し得る反応生
成物を形成する。受容体は、外因性（即ち、試料又は固体支持体に外在的に付着する受容
体）であってもよいし、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
あってもよい。単一の酵素が基質の化学反応を触媒し、標的付近の複数のシグナルジェネ
レータに共有結合させることができる場合、シグナル増幅が生じ得る。
【００９１】
　一部の実施形態において、適切な酵素はまた、酸化剤によって不活性化され得る。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挙げられる。適切な酵素の具体例としては、西洋ワサビペルオキ
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挙げられる。一部の実施形態において、酵素は、西洋ワサビペルオキ
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
シダーゼから選択されるペルオキシダーゼである。
【００９２】
　一部の実施形態において、結合剤と酵素を、単一の実体、例えば、標的へ結合すること
が可能であって、しかも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で具体化
することができる。別の実施形態において、結合剤と酵素は、別々の実体で具体化するこ
とができ、共有結合形成によるか、又はリガンド－受容体コンジュゲート対（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せることができる。
【００９３】
　酵素基質は、利用する酵素と試料中又は固体支持体上での結合で利用可能な標的に応じ
て選択することができる。例えば、ＨＲＰが酵素として含まれる実施形態においては、基
質は置換フェノール（例えば、チラミン）を含み得る。ＨＲＰのチラミンに対する反応に
よって、生体試料の表面タンパク質に存在する電子が豊富な部分（例えば、チロシン又は
トリプトファン）又はフェノール基などの内因性受容体に結合することができる、活性化
フェノール性基質が生じ得る。３－メチル－２－ベンゾチアゾリノン塩酸塩（ＭＢＴＨ）
をＨＲＰ酵素と一緒に基質として利用することができる代替の実施形態においては、ｐ－
ジメチルアミノベンズアルデヒド（ＤＭＡＢ）などの外因性受容体は、基質と反応させる
前に、固体支持体又は生体試料に付着させることができる。
【００９４】
　一部の実施形態において、酵素基質は、酵素との反応後に脱リン酸化することができる
。脱リン酸化反応生成物は、試料又は固体支持体中の内因性又は外因性の受容体（例えば
、抗体）に結合させることが可能であり得る。例えば、酵素はアルカリホスファターゼ（
ＡＰ）を包含していてもよく、基質はＮＡＤＰ、置換ホスフェート（例えば、ニトロフェ
ニルホスフェート）、又はリン酸化ビオチンを包含していてもよい。従って、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（例えば、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包含し得る。
【００９５】
　一部の実施形態において、酵素はβ－ガラクトシダーゼを包含し、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－グリコシドを包含し得る。受容体は、脱グリ
コシル化部分に対する抗体（例えば、抗フルオレセイン又は抗クマリン）を包含し得る。
一部の実施形態において、ＨＲＰ／ＡＰなどの複数の酵素の組合せを酵素として使用する
ことができる。基質は、リン酸化置換フェノール、例えばチロシンホスフェートを包含し
得るが、これはＨＲＰと反応させる前に、ＡＰにより脱リン酸化し、フェノール基又は電
子が豊富な部分をベースとする受容体に結合させることが可能な反応生成物を生成するこ
とができる。
【００９６】
　酵素基質の反応生成物は、検出可能なシグナルを提供していることがさらに可能となり
得る。一部の実施形態において、本発明で開示されている方法で利用される酵素基質は、
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非発色性又は非化学発光性の基質を包含し得る。即ち、酵素と酵素基質の反応は、それ自
体で検出可能なシグナルを形成しなくてもよい。本明細書に開示されている方法で利用さ
れる酵素基質は、外在性シグナルジェネレータ（例えば、フルオロフォア）を標識として
包含し得る。シグナルジェネレータと酵素基質は、直接的に（例えば、蛍光標識を有する
酵素基質）又は間接的に（例えば、リガンド－受容体コンジュゲート対を介して）結合さ
せることができる。一部の実施形態において、基質は、保護化官能基（例えば、スルフヒ
ドリル基）を包含し得る。活性化基質を受容体に結合した後、官能基は、脱保護すること
ができ、チオール反応基（例えば、マレインイミド又はヨードアセチル）を有するシグナ
ルジェネレータを使用して、シグナルジェネレータへのコンジュゲーションを行うことが
できる。
【００９７】
　一部の実施形態において、標識は西洋ワサビペルオキシダーゼを包含していてもよく、
基質は置換フェノール類（例えば、チラミン）から選択される。一部の実施形態において
、西洋ワサビペルオキシダーゼは、活性化フェノール基質を、試料中に存在するフェノー
ル基又は試料が結合されている固体支持体に共有結合させる。一部の実施形態において、
プローブは、ＨＲＰに結合される結合剤を包含し、基質は、フルオロフォアに結合したチ
ラミンを包含し得る。
【００９８】
　化学薬剤は、シグナルジェネレータ、酵素、又はシグナルジェネレータと結合剤若しく
は酵素基質の間の切断可能なリンカー（存在する場合）を修飾することができる化学薬剤
又は化学物質を包含し得る。化学薬剤は、固体、溶液、ゲル又は懸濁液の形態の試料と接
触させることができる。
【００９９】
　一部の実施形態において、化学薬剤としては、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、オゾンを挙げることができる。一部の実施形態
において、化学薬剤としては、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、臭素水溶液、ヨウ素－ヨウ化カリウム、又はｔ－ブチルヒドロペルオキシドを挙げる
ことができる。
【０１００】
　前述の１以上の化学薬剤は、化学薬剤に対するシグナルジェネレータ、酵素、結合剤、
標的、又は生体試料の感受性に応じて、本発明で開示されている方法において使用するこ
とができる。一部の実施形態において、結合剤、標的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薬剤を利用することができる。一部の実施形態において、結合剤と標
的の間の結合特異性に影響を及ぼさない化学薬剤を利用することができる。一部の実施形
態において、シグナルの強度値（例えば、蛍光強度）を測定することができ、生体試料中
の標的の量に相関させることができる。
【０１０１】
　標的の量とシグナル強度の間の相関性は、較正基準を使用して決定することができる。
一部の実施形態において、第１及び第２のシグナルの強度値を測定し、それぞれの標的量
に相関させることができる。一部の実施形態において、２つのシグナル強度を比較するこ
とによって、第１の標的と第２の標的の（相互に対する又は対照に対する）相対量を確定
することができる。同様に、複数のプローブを使用して複数の標的を分析することができ
る場合、異なる標的の生体試料中の相対量は、異なるシグナル強度を測定することによっ
て決定することができる。一部の実施形態において、１以上の対照試料は、上記に記載の
ように使用することができる。
【０１０２】
　試料中のシグナルの（対象の生体試料の対照に対する）存在又は非存在を観測すること
によって、生体試料に関する情報を得ることができる。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標的に関する情報を
得ることができる。同様に、試料間（即ち、対象の試料と１以上の対照）のシグナル強度
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を比較することによって、試料中の標的の発現に関する情報を得ることができる。
【０１０３】
　一部の実施形態において、生体試料中のシグナルの位置を観測することができる。一部
の実施形態において、生体シグナル中のシグナルの局在化は、形態染色を使用して観測す
ることができる。一部の実施形態において、２以上のシグナルの相対位置を観測すること
ができる。シグナルの位置は、生体試料中の標的の位置に相関させることができ、生体試
料中の異なる標的の局在化に関する情報を得ることができる。一部の実施形態において、
シグナルの強度値とシグナルの位置を相関させ、生体試料中の異なる標的の局在化に関す
る情報を得ることができる。例えば、特定の標的は、核と比べると細胞質でより多く発現
され得る。またその逆もある。一部の実施形態において、標的の相対的な局在化に関する
情報は、２以上のシグナルの位置及び強度値を比較することによって得ることができる。
【０１０４】
　具体的なコンピュータシステム及びネットワーク環境
　本発明において開示したシステム及び方法は、１以上のプログラム可能な処理ユニット
を包含しており、それは、１以上の非一時的なコンピュータ可読媒体、ＲＡＭ、ＲＯＭ、
ハードドライブ、及び／又はハードウェア上に保持されている、関連の実行可能な命令を
有し得る。具体的な実施形態において、ハードウェア、ファームウェア、及び／又は実行
可能なコードは、例えば、既存のインフラストラクチャー（例えば、既存のデバイス／処
理ユニット）と組合せて使用するためのアップグレードモジュール（複数可）として提供
することができる。ハードウェアは、例えば、演算プロセスとして本発明で教示した実施
形態を実施するためのコンポーネント及び／又は論理回路を包含することができる。
【０１０５】
　またディスプレイ及び／又は他のフィードバックコンポーネントも、例えば、本開示に
よる、グラフィカルユーザーインターフェイスを提供するために包含することができる。
ディスプレイ及び／又は他のフィードバックコンポーネントは独立型の装置であってもよ
いし、処理ユニット（複数可）の１以上のコンポーネント／モジュールとして包含するこ
ともできる。具体的な実施形態において、ディスプレイ及び／又は他のフィードバックコ
ンポーネントを使用し、生体組織試料の実視野の形態学的及び統計的表示の両方を同時に
記載することができる。
【０１０６】
　本実施形態の一部の実施に使用することができる実際のソフトウェアコード又は制御ハ
ードウェアは、こうした実施形態の範囲を限定するものではない。例えば、本発明に記載
されている実施形態の特定の態様は、例えば、従来のプログラミング技術又はオブジェク
ト指向プログラミング技術を使用し、例えば、アセンブリコードのＣ、Ｃ＃又はＣ＋＋な
どのあらゆる適切なプログラミング言語の種類を用いるコードで実行することができる。
こうしたコードは、あらゆる種類の適切な非一時的コンピュータ可読媒体又は媒体類、例
えば、磁気媒体又は光保存媒体上に保存又は保持される。
【０１０７】
　本明細書で使用する場合、「プロセッサ」、「処理ユニット」、「コンピュータ」又は
「コンピュータシステム」は、例えば、様々なワイヤレス又はワイヤーラインのマイクロ
コンピュータ、ミニコンピュータ、サーバー、メインフレーム、ラップトップ、携帯情報
端末（ＰＤＡ）、ワイヤレス電子メールデバイス（例えば、「ＢｌａｃｋＢｅｒｒｙ」、
「Ａｎｄｒｏｉｄ」又は「Ａｐｐｌｅ」などのトレード表示されたデバイス）、携帯電話
、ポケットベル、プロセッサ、ファックス、スキャナ、又はネットワークを介して送受信
データに設定される他のあらゆるプログラマブルデバイスであってもよい。本発明で開示
されているコンピュータシステムは、データの取得、処理及び通信に使用される特定のソ
フトウェアアプリケーションを保存するメモリーを包含することができる。こうしたメモ
リーは、開示した実施形態の内部又は外部にあってもよいことは理解されよう。またメモ
リーとしては、ソフトウェアを格納するための非一時的保存媒体、例えば、ハードディス
ク、光ディスク、フロッピー（登録商標）ディスク、ＲＯＭ（リードオンリーメモリー）
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、ＲＡＭ（ランダムアクセスメモリー）、ＰＲＯＭ（プログラマブルＲＯＭ）、ＥＥＰＲ
ＯＭ（電気的に消去可能なＰＲＯＭ）、フラッシュメモリー保存デバイスなどが挙げられ
る。
【０１０８】
　図８は、システムの実行に使用可能な具体的な演算デバイス１０００と本発明で開示さ
れている方法を表すブロック図を示す。演算デバイス１０００は、あらゆるコンピュータ
システムであってよく、例えば、ワークステーション、デスクトップコンピュータ、サー
バー、ラップトップ、ハンドヘルドコンピュータ、タブレットコンピュータ（例えば、ｉ
Ｐａｄ（商標）タブレットコンピュータ）、モバイル演算又は通信デバイス（例えば、ｉ
Ｐｈｏｎｅ（商標）モバイル通信デバイス、Ａｎｄｒｏｉｄ（商標）モバイル通信デバイ
スなど）、又は、通信が可能であって、本発明に記載されている操作を実施するのに十分
なプロセッサ電力及びメモリー容量を有する、演算又は通信デバイスの他の形態である。
具体的な実施形態において、分散型コンピュータシステムは、複数のこうした演算デバイ
スを含んで提供することができる。
【０１０９】
　演算デバイス１０００は、本明細書に記載の具体的な方法を実現するための１以上のコ
ンピュータ実装可能命令又はソフトウェアがその上にコードされている、１以上の非一時
的なコンピュータ可読媒体を包含する。非一時的なコンピュータ可読媒体としては、限定
するものではないが、ハードウェアメモリー、及び他の有形媒体（例えば、１以上の磁気
保存ディスク、１以上の光ディスク、１以上のＵＳＢフラッシュドライブ）などの１以上
の種類を挙げることができる。例えば、演算デバイス１０００に含まれているメモリー１
００６は、本発明に記載されているグラフィカルユーザーインターフェイスを実行するコ
ンピュータ可読及びコンピュータ実装可能命令又はソフトウェアを格納していてもよい。
また演算デバイス１０００は、プロセッサ１００２及び関連コア１００４も包含し、一部
の実施形態においては、メモリー１００６に格納されているコンピュータ可読及びコンピ
ュータ実装可能命令又はソフトウェア及び制御システムハードウェア用の他のプログラム
を実行するための１以上の追加のプロセッサ（複数可）１００２’及び関連コア（複数可
）１００４’（例えば、複数のプロセッサ／コアを有するコンピュータシステムの場合）
を包含する。プロセッサ１００２及びプロセッサ（複数可）１００２’はそれぞれ単一の
コアプロセッサであってもよいし、複数のコア（１００４及び１００４’）プロセッサで
あってもよい。
【０１１０】
　演算デバイス中のインフラストラクチャー及びリソースが動的に共有され得るように、
演算デバイス１０００に仮想化を利用することができる。プロセスが複数の演算リソース
ではなく単一の演算リソースを使用しているように見えるように、仮想マシン１０１４を
提供して、複数のプロセッサ上で実行中のプロセスを処理することができる。多重仮想マ
シンを１台のプロセッサで使用することもできる。
【０１１１】
　メモリー１００６は、コンピュータシステムメモリー又はランダムアクセスメモリー、
例えば、ＤＲＡＭ、ＳＲＡＭ、ＥＤＯ　ＲＡＭなどを包含していてもよい。メモリー１０
０６は、別の種類のメモリーだけでなく、それらの組合せを包含していてもよい。
【０１１２】
　利用者は、本発明に記載されている具体的な実施形態に従って提供される１以上のグラ
フィカルユーザーインターフェイス１０２０を表示することができる、スクリーン又はモ
ニターなどの視覚ディスプレイデバイス１０１８を介して演算デバイス１０００と交信す
ることができる。また視覚的なディスプレイデバイス１０１８は、他の態様、要素及び／
又は具体的な実施形態に関連した情報若しくはデータを表示することもできる。演算デバ
イス１０００は、利用者からの入力を受信するための他のＩ／Ｏデバイス、例えば、キー
ボード又は任意の適切なマルチポイントタッチインターフェイス１００８、ポインティン
グデバイス１０１０（例えば、マウス、ディスプレイデバイスと直接インターフェイスす
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る利用者の指など）を包含していてもよい。キーボード／マルチポイントタッチインター
フェイス１００８及びポインティングデバイス１０１０は、視覚ディスプレイデバイス１
０１８に接続することができる。演算デバイス１０００は、他の適切な従来のＩ／Ｏ周辺
装置を包含していてもよい。Ｉ／Ｏデバイスは、１以上のグラフィカルユーザーインター
フェイス１０２０の実行、例えば、本発明に記載されている具体的な実施形態に関するグ
ラフィカルユーザーインターフェイスの１以上の選択コンポーネント（例えば、視野選択
コンポーネント、バイオマーカー選択コンポーネント、バイオマーカー発現レベル基準選
択コンポーネント、形態特性選択コンポーネントなど）の実行を容易にすることができる
。
【０１１３】
　演算デバイス１０００は、本発明で教示した具体的な実施形態を実行するデータ及びコ
ンピュータ可読命令及び／又はソフトウェアを格納するための１以上の保存デバイス１０
２４、例えば、耐久性のあるディスク保存デバイス（これには適切なあらゆる耐久性のあ
る光学性又は磁気性保存デバイス、例えばＲＡＭ、ＲＯＭ、フラッシュ、ＵＳＢドライブ
、又は他の半導体ベースの保存媒体が含まれ得る）、ハードドライブ、ＣＤ－ＲＯＭ、又
は他のコンピュータ可読媒体を包含することができる。具体的な実施形態において、１以
上の保存デバイス１０２４は、本開示のシステム及び方法によって作成され得るデータの
保存を提供することができる。例えば、保存デバイス１０２４は、イメージデータの保存
及び／又はデータ分析の保存（例えば、画像の区分化結果などの本発明に記載されている
すべての画像又は統計分析のパラメーターの結果に関する保存）を提供することができる
。１以上の保存デバイス１０２４は、本発明に記載されている１以上の方法に関係してい
るコンピュータ可読命令に関する保存をさらに提供することができる。１以上の保存デバ
イス１０２４は演算デバイス１０００上で提供することができ、かつ／又は演算デバイス
１０００とは個別に、又は遠隔的に提供することができる。
【０１１４】
　演算デバイス１０００は、様々な接続、例えば、限定するものではないが、標準の電話
線、ＬＡＮ又はＷＡＮリンク（例えば、８０２．１１、Ｔ１、Ｔ３、５６ｋｂ、Ｘ．２５
）、ブロードバンド接続（例えば、ＩＳＤＮ、Ｆｒａｍｅ　Ｒｅｌａｙ、ＡＴＭ）、ワイ
ヤレス接続、コントローラーエリアネットワーク（ＣＡＮ）、又は上記のいずれか又は全
部のいくつかの組合せを介する、１以上のネットワーク、例えば、ローカルエリアネット
ワーク（ＬＡＮ）、ワイドエリアネットワーク（ＷＡＮ）又はインターネットと、１以上
のネットワークデバイス１０２２を介して接続するように構成されたネットワークインタ
ーフェイス１０１２を包含することができる。ネットワークインターフェイス１０１２は
、内蔵ネットワークアダプタ、ネットワークインターフェイスカード、ＰＣＭＣＩＡネッ
トワークカード、カードバスネットワークアダプタ、ワイヤレスネットワークアダプタ、
ＵＳＢネットワークアダプタ、モデム又は通信可能であって、本発明に記載されている操
作を実施可能な任意の種類のネットワークに演算デバイス１０００を接続するのに適した
他のデバイスを包含することができる。ネットワークデバイス１０２２は、ネットワーク
を介して通信を送受信するのに適した１以上のデバイス、例えば、限定するものではない
が、１以上の受信機、１以上の送信機、１以上のトランシーバ、１以上のアンテナなどを
包含することができる。
【０１１５】
　演算デバイス１０００は、任意のオペレーティングシステム１０１６、例えば、任意の
バージョンのＭｉｃｒｏｓｏｆｔ（登録商標）　Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）オペレーテ
ィングシステム、異なるリリースのＵｎｉｘ（登録商標）及びＬｉｎｕｘ（登録商標）オ
ペレーティングシステム、Ｍａｃｉｎｔｏｓｈコンピュータ用の任意のバージョンのＭａ
ｃＯＳ（登録商標）、任意の組み込みオペレーティングシステム、任意のリアルタイムオ
ペレーティングシステム、任意のオープンソースオペレーティングシステム、任意の独自
のオペレーティングシステム、モバイル演算デバイス用の任意のオペレーティングシステ
ム、又は、演算デバイスで実行可能であって、本発明に記載されている操作を実施可能な
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て、オペレーティングシステム１０１６は、ネイティブモード又はエミュレートモードで
実行することができる。具体的な実施形態において、オペレーティングシステム１０１６
は、１以上のクラウドマシンのインスタンス上で実行することができる。
【０１１６】
　図９は、本発明で開示されている実施形態の実行に適した具体的なネットワーク環境２
０００を示す。ネットワーク環境２０００は、通信ネットワーク２０１０を介して１以上
のクライアント２００６及び２００８に接続されている１以上のサーバー２００２及び２
００４を包含することができる。特に、１以上のそれぞれのサーバー２００２及び２００
４と、１以上のクライアント２００６及び２００８は、図８に関して説明したように、演
算デバイス１０００として実行することができる。したがって、１以上のそれぞれのサー
バー２００２及び２００４と、１以上のクライアント２００６及び２００８は、通信ネッ
トワーク２０１０を介してサーバー２００２及び２００４がクライアント２００６及び２
００８と通信できるようにする、ネットワークインターフェイス１０１２及びネットワー
クデバイス１０２２を包含することができる。通信ネットワーク２０１０としては、限定
するものではないが、インターネット、イントラネット、ＬＡＮ（ローカルエリアネット
ワーク）、ＷＡＮ（ワイドエリアネットワーク）ＭＡＮ（メトロポリタンエリアネットワ
ーク）、ワイヤレスネットワーク、光ネットワークなどを挙げることができる。通信ネッ
トワーク２０１０によって提供される通信機器は、本発明に開示されている協調的分析及
び研究成果をサポートすることができる。
【０１１７】
　具体的な実施形態において、協調エンティティは、１以上のサーバー２００２、２００
４に遠隔的にアクセスするように１以上のクライアント２００６、２００８を利用するこ
とができる。サーバー２００２及び２００４は、有利には、本開示のシステム及び方法に
関係するデータを保存し、アクセスし、共有し、分析する（例えば、検証する）ためのク
ラウド環境を提供することができる。また１以上のサーバー２００６、２００８は、有利
には、例えば、本発明で開示されているような、ユーザーインターフェイスの作成及び／
又はデータ分析に関係する１以上のモジュールを実行するためのコンピュータ可読命令を
特徴とする１以上のアプリケーションに関連付けることもできる。１以上のアプリケーシ
ョンは、１以上のクライアント２００６及び２００８にアクセスし、遠隔的に実行するこ
とができるのが有利である。具体的な実施形態において、１以上のアプリケーションの配
布は、ライセンス契約などの特定条件に従う場合がある。
【０１１８】
　本発明のいくつかの具体的な実施形態をこのように記載してきたが、様々な変更、改変
及び改良が容易に行われることは、当業者には明らかであろう。こうした変更、改変及び
改良は本開示の一部であるものとし、本発明の範囲内にあることを意図している。したが
って、前述の記載及び図面は単なる一例である。
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