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(57)【要約】
　ここに開示されるものは、金属-チオール結合を通し
て抗体又はその断片に直接結合されている２つ以上のナ
ノ粒子(例えば金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケ
ル、コバルト、イリジウム、又はその２つ以上の合金)
を含む抗体-ナノ粒子コンジュゲートである。ここに開
示されている抗体-ナノ粒子コンジュゲートの製造方法
は、抗体-ナノ粒子コンジュゲートを生産するためにア
リールホスフィン-ナノ粒子複合体を還元抗体と反応さ
せることを含む。また、ここに開示されるのは、抗体-
ナノ粒子コンジュゲート(例えばここに記載の抗体-ナノ
粒子コンジュゲート)を使用することを含む、サンプル
において標的分子を検出する方法、及びここに開示され
ている方法を使用して標的分子を検出するためのキット
である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　金属-チオール結合を通して抗体に直接結合されている２つ以上のナノ粒子を含んでな
る抗体-ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項２】
　コンジュゲートが２～７つのナノ粒子を含む請求項１に記載の抗体-ナノ粒子コンジュ
ゲート。
【請求項３】
　コンジュゲートが５つのナノ粒子を含む請求項２に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲー
ト。
【請求項４】
　金属が抗体のシステイン残基にコンジュゲートされている請求項１～３の何れか一項に
記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項５】
　抗体が抗体又は抗体断片を含む請求項１～５の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒子コン
ジュゲート。　
【請求項６】
　抗体がウサギ、ヤギ、マウス、又は抗ハプテン抗体を含む請求項５に記載の抗体-ナノ
粒子コンジュゲート。
【請求項７】
　ナノ粒子が、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリジウム、又は
その２つ以上の合金を含む請求項１～６の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲ
ート。　
【請求項８】
　ナノ粒子が約５ｎｍ以下の直径である請求項１～７の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒
子コンジュゲート。　
【請求項９】
　ナノ粒子が約０．５～５ｎｍの直径である請求項８に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲ
ート。
【請求項１０】
　アリールホスフィン-ナノ粒子複合体を抗体と反応させ、それにより抗体-ナノ粒子コン
ジュゲートを製造することを含んでなる抗体-ナノ粒子コンジュゲートの製造方法。
【請求項１１】
　還元抗体を形成することを更に含んでなる請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　還元抗体が、還元抗体を製造するために抗体を還元剤と反応させることによって形成さ
れる請求項１１に記載の方法。　
【請求項１３】
　還元剤がモノ-チオール化合物又はジ-チオール化合物である請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　還元剤がジチオスレイトールである請求項１３に記載の方法。　
【請求項１５】
　還元抗体に２つ以上のナノ粒子をカップリングするために、反応物ストイキオメトリ及
び反応持続時間を調整することを更に含んでなる請求工１０～１４の何れか一項に記載の
方法。
【請求項１６】
　抗体-ナノ粒子コンジュゲートが２～７つのナノ粒子を含む請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　抗体-ナノ粒子コンジュゲートが５つのナノ粒子を含む請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
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　アリールホスフィン-ナノ粒子複合体対還元抗体の反応物ストイキオメトリが約７：１
であり、還元抗体にカップリングされるナノ粒子の数が約５つである請求項１５に記載の
方法。
【請求項１９】
　ナノ粒子が約５ｎｍ以下の直径である請求項１０～１８の何れか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　ナノ粒子が約０．５～約５ｎｍの直径である請求項１９に記載の方法。　
【請求項２１】
　アリールホスフィンが１～３つのスルホニル基を含む請求項１０～２０の何れか一項に
記載の方法。
【請求項２２】
　アリールホスフィンがビス-(スルホナトフェニル)フェニルホスフィンである請求項２
１に記載の方法。　
【請求項２３】
　抗体がウサギ、ヤギ、マウス、又は抗ハプテン抗体を含む請求項１０～２２の何れか一
項に記載の方法。　
【請求項２４】
　抗体がウサギ抗ヤギ免疫グロブリンＧ抗体である請求項２３に記載の方法。　
【請求項２５】
　ナノ粒子が、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリジウム、又は
その２つ以上の合金を含む請求項１０～２４の何れか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　アリールホスフィン-ナノ粒子複合体がアリールホスフィン-金ナノ粒子複合体である請
求項１０～２５の何れか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　アリールホスフィン-金ナノ粒子複合体が、
　　金(ＩＩＩ)を金(Ｉ)に還元する工程、
　　金ナノ粒子を製造するために金(Ｉ)を水素化ホウ素ナトリウムと反応させる工程、及
び
　　金ナノ粒子をビス-(スルホナトフェニル)フェニルホスフィンと反応させ、それによ
りアリールホスフィン-金ナノ粒子複合体を製造する工程
を含んでなる方法によって製造される請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　金(ＩＩＩ)を金(Ｉ)に還元する工程が、金酸をトリフェニルホスフィンと反応させるこ
とを含む請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　抗体-ナノ粒子コンジュゲートの製造方法であって、
　　還元抗体を製造するために、抗体を還元剤と反応させる工程、及び
　　還元抗体をアリールホスフィン-ナノ粒子複合体と反応させる工程であって、少なく
とも２つのナノ粒子が抗体に直接コンジュゲートされ、それにより抗体-ナノ粒子複合体
が製造される工程
を含んでなる方法。
【請求項３０】
　抗体-金ナノ粒子コンジュゲートの製造方法であって、
　　還元ウサギ抗ヤギＩｇＧ抗体を製造するために、ウサギ抗ヤギ免疫グロブリンＧ(Ｉ
ｇＧ)抗体をジチオスレイトールと反応させる工程、及び
　　還元ウサギ抗ヤギＩｇＧ抗体をビス-(スルホナトフェニル)フェニルホスフィン(ＢＳ
ＰＰ)-金ナノ粒子複合体と約１：７の比で反応させる工程を含んでなり、ＢＳＰＰ-金ナ
ノ粒子複合体が、
　　　　　　金酸をトリフェニルホスフィンと反応させ、それによって金酸-トリフェニ
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ルホスフィン混合物を製造する工程、
　　　　　　金酸-トリフェニルホスフィン混合物を水素化ホウ素ナトリウムと反応させ
金ナノ粒子を製造する工程、及び
　　　　　　金ナノ粒子をＢＳＰＰと反応させ、それによりＢＳＰＰ-金ナノ粒子複合体
を製造する工程によって製造され、
ここで約５つの金ナノ粒子がウサギ抗ヤギＩｇＧ抗体に直接コンジュゲートされ、それに
よって抗体-金ナノ粒子コンジュゲートが製造される方法。
【請求項３１】
　請求項１０～３０の何れか一項に記載の方法によって製造される抗体-ナノ粒子コンジ
ュゲート。
【請求項３２】
　サンプルにおいて標的分子を検出する方法であって、
　　　サンプルを、標的分子に結合する第一抗体に接触させる工程、
　　　サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第二抗体と接触さ
せる工程であって、第二抗体は第一抗体に特異的に結合する工程、
　　　サンプルを、２つ以上のナノ粒子にコンジュゲートされている第三抗体と接触させ
る工程であって、第三抗体は第二抗体に特異的に結合する工程、
　　　サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させる工程であって、金属沈殿が形
成され、標的分子と共局在する工程、及び
　　　金属沈殿を検出し、それによって標的分子を検出する工程
を含んでなる方法。
【請求項３３】
　サンプルにおいて標的分子を検出する方法であって、
　　　サンプルを、標的分子に結合する第一抗体と接触させる工程であって、第一抗体は
ハプテンを含む工程、
　　　サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第二抗体と接触さ
せる工程であって、第二抗体は第一抗体のハプテンに特異的に結合する工程、
　　　サンプルを、２つ以上のナノ粒子にコンジュゲートされている第三抗体と接触させ
る工程であって、第三抗体は第二抗体に特異的に結合する工程、
　　　サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させる工程であって、金属沈殿が形
成され、標的分子と共局在する工程、及び
　　　　金属沈殿を検出し、それによって標的分子を検出する工程
を含んでなる方法。
【請求項３４】
　第二抗体がハプテンを更に含み、第三抗体が第二抗体のハプテンに特異的に結合する請
求項３４に記載の方法。
【請求項３５】
　標的分子が標的分子に特異的に結合するハプテン標識核酸プローブを含み、第一抗体が
ハプテン標識核酸プローブに特異的に結合する請求項３２～３４の何れか一項に記載の方
法。
【請求項３６】
　一又は複数のナノ粒子が、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリ
ジウム、又はその２つ以上の合金を含む請求項３２～３５の何れか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　金属イオンが銀イオン、金イオン、銅イオン、ニッケルイオン、白金イオン、パラジウ
ムイオン、コバルトイオン、又はイリジウムイオンを含む請求項３２～３６の何れか一項
に記載の方法。
【請求項３８】
　サンプルをハロゲン化金塩と接触させることを更に含んでなる請求項３２～３７の何れ
か一項に記載の方法。　
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【請求項３９】
　ハロゲン化金塩が塩化金を含む請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　方法がシグナルを増幅することを更に含む請求項３８又は３９に記載の方法。
【請求項４１】
　シグナルを増幅することが、サンプルを銀塩と接触させることを含む請求項４０に記載
の方法。　
【請求項４２】
　銀塩が硝酸銀、酸化銀、酢酸銀、又は過塩素酸銀を含む請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　サンプルを還元剤と接触させることを更に含んでなる請求項３２～４２の何れか一項に
記載の方法。
【請求項４４】
　還元剤がチオ硫酸ナトリウムを含む請求項４３に記載の方法。　
【請求項４５】
　一又は複数のナノ粒子が約５ｎｍ以下の直径である請求項３２～４４の何れか一項に記
載の方法。
【請求項４６】
　第三抗体が２～７つのナノ粒子にコンジュゲートされている請求項３２～４５の何れか
一項に記載の方法。
【請求項４７】
　第二抗体がヤギ抗ウサギ免疫グロブリンＧ抗体を含む請求項３２～４６の何れか一項に
記載の方法。
【請求項４８】
　酵素がアルカリホスファターゼ、酸性ホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、β-グル
コシダーゼ、β-ラクタマーゼ、又はエステラーゼを含む請求項３２～４７の何れか一項
に記載の方法。
【請求項４９】
　酵素がアルカリホスファターゼであり、酵素の基質が５-ブロモ-４-クロロ-３-インド
リル ホスフェート、アスコルビン酸ホスフェート、又はハイドロキノンホスフェート誘
導体を含む請求項４８に記載の方法。　
【請求項５０】
　第二抗体が３つのアルカリホスフェート分子にコンジュゲートされている請求項４９に
記載の方法。
【請求項５１】
　標的分子がＨＥＲ２、ｃ-Ｍｙｃ、ｎ-Ｍｙｃ、Ａｂｌ、ＥＧＦＲ、ＩＧＦ１Ｒ、ｃ-Ｍ
ｅｔ、ＴＯＰ２Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１、ｐ５３、又はＭＥＴを含む請求項３２
～５０の何れか一項に記載の方法。
【請求項５２】
　サンプルにおいて標的分子を検出する方法であって、
　　　サンプルを一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第一抗体と接触させ
る工程であって、第一抗体は標的分子に結合する工程、
　　　サンプルを２つ以上のナノ粒子にコンジュゲートされている第二抗体と接触させる
工程であって、第二抗体は第一抗体に特異的に結合する工程、
　　　サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させる工程であって、金属沈殿が形
成され、標的分子と共局在する工程、及び
　　　 金属沈殿を検出し、それによって標的分子を検出する工程
を含んでなる方法。
【請求項５３】
　サンプルにおいて標的分子を検出する方法であって、
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　　　サンプルを一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第一抗体と接触させ
る工程であって、第一抗体は標的分子に結合し、第一抗体はハプテンを含む工程、
　　　サンプルを２つ以上のナノ粒子にコンジュゲートされている第二抗体と接触させる
工程であって、第二抗体は第一抗体のハプテンを特異的に結合する抗ハプテン抗体である
工程、
　　　サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させる工程であって、金属沈殿が形
成され、標的分子と共局在する工程、及び
　　　 金属沈殿を検出し、それによって標的分子を検出する工程
を含んでなる方法。
【請求項５４】
　抗体-ナノ粒子コンジュゲートが請求項１０～３０の何れか一項に記載の方法によって
製造される請求項３２～５３の何れか一項に記載の方法。
【請求項５５】
　抗体-ナノ粒子コンジュゲートが請求項１～９の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒子コン
ジュゲートである請求項３２～５４の何れか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　サンプルにおいて標的分子を検出するためのキットであって、２つ以上のナノ粒子にコ
ンジュゲートされている第一抗体を収容する一又は複数の容器を含んでなるキット。
【請求項５７】
　一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第二抗体を更に含んでなり、第一抗
体は第二抗体に特異的に結合する請求項５６に記載のキット。
【請求項５８】
　該２つ以上のナノ粒子が、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリ
ジウム、又はその２つ以上の合金を含む請求項５６又は５７に記載のキット。
【請求項５９】
　該２つ以上のナノ粒子が約５ｎｍ以下の直径である請求項５６～５８の何れか一項に記
載のキット。
【請求項６０】
　該２つ以上のナノ粒子が約０．５－５ｎｍの直径である請求項５９に記載のキット。
【請求項６１】
　第二抗体が２～７つの金ナノ粒子にコンジュゲートされている請求項５６～６０の何れ
か一項に記載のキット。
【請求項６２】
　第二抗体がヤギ抗ウサギ抗体を含む請求項５６～６１の何れか一項に記載のキット。
【請求項６３】
　第一抗体がウサギ抗ヤギ抗体である請求項６２に記載のキット。
【請求項６４】
　一又は複数の酵素分子がアルカリホスファターゼ、酸性ホスファターゼ、β-ガラクト
シダーゼ、β-グルコシダーゼ、β-ラクタマーゼ、又はエステラーゼを含む請求項５６～
６３の何れか一項に記載のキット。
【請求項６５】
　一又は複数の酵素分子がアルカリホスファターゼである請求項６４に記載のキット。
【請求項６６】
　第二抗体が３つのアルカリホスフェート分子にコンジュゲートされている請求項６５に
記載のキット。
【請求項６７】
　キットが、酵素に対する基質及び金属イオンを収容する一又は複数の容器を更に含む請
求項５６～６６の何れか一項に記載のキット。
【請求項６８】
　金属イオンが銀イオン、金イオン、銅イオン、ニッケルイオン、白金イオン、パラジウ



(7) JP 2013-525800 A 2013.6.20

10

20

30

40

50

ムイオン、コバルトイオン、又はイリジウムイオンを含む請求項６７に記載のキット。
【請求項６９】
　酵素の基質が５-ブロモ-４-クロロ-３-インドリル　ホスフェート、アスコルビン酸ホ
スフェート、又はハイドロキノンホスフェート誘導体を含む請求項６７又は請求項６８に
記載のキット。
【請求項７０】
　ハロゲン化金を更に含んでなる請求項５６～６９の何れか一項に記載のキット。
【請求項７１】
　ハロゲン化金が塩化金を含む請求項７０に記載のキット。
【請求項７２】
　銀塩を更に含んでなる請求項５６～７１の何れか一項に記載のキット。
【請求項７３】
　銀塩が硝酸銀、酸化銀、又は塩化銀を含む請求項７２に記載のキット。
【請求項７４】
　還元剤を更に含んでなる請求項５６～７３の何れか一項に記載のキット。
【請求項７５】
　還元剤がチオ硫酸ナトリウムを含む請求項７４に記載のキット。
【請求項７６】
　標的分子を特異的に結合する第三抗体を更に含んでなり、第二抗体は第三抗体に特異的
に結合する請求項５６～７５の何れか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
(関連出願の相互参照)
　本出願は、２０１０年４月２７日に出願された米国仮出願第６１／３２８，４９４号の
優先権を主張するものであり、出典明記によりその全体をここに援用する。
【０００２】
(発明の分野)
　本開示は、ナノ粒子-抗体コンジュゲート、かかるコンジュゲートの製造方法及びそれ
らの使用方法に関し、特に標的分子の検出における、例えば免疫組織化学又はｉｎ ｓｉ
ｔｕハイブリダイゼーション方法における使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　免疫組織化学(ＩＨＣ)は、組織サンプルに存在しうる興味の抗原を検出するために、抗
体などの特異的結合剤を使用する。ＩＨＣは特定の病状又は病態を診断するためなど、臨
床及び診断応用において広く使用されている。例えば、特定の癌タイプは、被験体から得
られるサンプルにおける特定のマーカー分子の存在に基づいて診断可能である。ＩＨＣは
、異なる組織パーツにおけるバイオマーカー分布及び局在を理解するために、基礎研究に
おいても広く使用されている。
【０００４】
　生体サンプルはまた、ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション(ＩＳＨ)技術、例えば銀
ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション(ＳＩＳＨ)、発色ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼー
ション(ＣＩＳＨ)及び蛍光ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション(ＦＩＳＨ)(全体でＩＳ
Ｈと呼ばれる)を使用して調査可能である。ＩＳＨは、ＩＳＨが組織切片における核酸を
検出し、ＩＨＣはタンパク質を検出するという点でＩＨＣと異なる。
【０００５】
　現在の銀検出システムは、西洋ワサビペルオキシダーゼ(ＨＲＰ)技術に基づく。ＳＩＳ
Ｈ染色応用では、ハプテン標識核酸プローブは、組織の核酸における特定のＤＮＡ配列を
標的にする。プローブ-標的複合体は、抗ハプテン一次抗体、及び発色酵素として作用す
るＨＲＰにコンジュゲートされている二次抗体を使用して、組織において暗シグナルとし
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て可視化される。可視化反応は、酢酸銀、ハイドロキノン、及び過酸化水素の連続的な添
加により駆動され、ＨＲＰは過酸化水素の還元を、その後のハイドロキノンの酸化と共に
触媒する。完全に理解はされていないが、この酵素酸化還元プロセスでは、幾つかの電子
が、その後銀金属に還元される銀イオンに運ばれる。銀原子は、酵素の近接して沈殿し、
黒点として可視化される大きな析出を形成し、標的分子の存在をシグナル伝達する。
【発明の概要】
【０００６】
　現在のＨＲＰ ＳＩＳＨ検出システムは幾つかの不都合を有し、一貫性のない染色、非
特異的シーディングを含み、真菌増殖につながる培地環境を提供しうる低ｐＨバッファー
を必要とする。ここに開示されるのは、標的分子の検出のための、新規な非ＨＲＰ銀検出
システムである(限定するものではないが、ＩＨＣ又はＩＳＨを含む)。方法は、抗体-ナ
ノ粒子コンジュゲート及び抗体-酵素コンジュゲートを利用し、これは適切な基質と使用
された場合に金属還元を促進する。理論に束縛されるものではないが、ナノ粒子は標的分
子の近傍に金属析出のための核生成部位を提供する。この方法は、標的タンパク質又は核
酸分子の検出について改善された感受性及び特異性を提供する。本開示はまた、記載の方
法において利用できる新規な抗体-ナノ粒子コンジュゲート及びかかるコンジュゲートの
製造方法を提供する。
【０００７】
　ここに開示される抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、金属-チオール結合を通して抗体又
はその断片に直接結合されている２つ以上のナノ粒子(例えば金、パラジウム、白金、銀
、銅、ニッケル、コバルト、イリジウム、又はその２つ以上の合金)を含む。特定の実施
例では、金属ナノ粒子は抗体のシステイン残基にコンジュゲートされている。幾つかの実
施例では、コンジュゲートは、抗体に直接結合されている２、３、４、５、６、７又はそ
れ以上のナノ粒子を含む。更なる実施例では、ナノ粒子は約２００ｎｍ以下(例えば、約
０．５～２００ｎｍ、約１ｎｍ～１００ｎｍ、約０．５ｎｍ～５０ｎｍ)の直径を有する
。特定の実施例では、ナノ粒子の直径は約５ｎｍ未満、例えば約０．５ｎｍ～５ｎｍであ
る。
【０００８】
　ここに開示されている抗体-ナノ粒子コンジュゲートの製造方法は、抗体-ナノ粒子コン
ジュゲートを生産するために水溶性アリールホスフィンキャップナノ粒子複合体を還元抗
体と反応させることを含む。幾つかの実施例では、ナノ粒子は、金、パラジウム、白金、
銀、銅、ニッケル、コバルト、イリジウム、又はその２つ以上の合金(例えば、金ナノ粒
子又は金-パラジウム合金ナノ粒子)である。アリールホスフィン-ナノ粒子複合体は、ス
ルホン酸アリールホスフィン(例えば、モノ-、ビス-、又はトリス-スルホン酸アリールホ
スフィン、例えばビス-(スルホナトフェニル)フェニルホスフィン))を含みうる。幾つか
の実施例では、還元抗体は、還元抗体を生産するために、抗体又はその断片を還元剤(例
えば、ジチオスレイトール)と反応させることによって形成される。特定の実施例では、
反応物ストイキオメトリ及び／又は反応時間は、還元抗体に２つ以上のナノ粒子(例えば
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、又はそれ以上のナノ粒子)をカップリングする
ために変更される。例えば、還元抗体に対するアリールホスフィン-ナノ粒子複合体の割
合は、抗体に結合されるナノ粒子の数を増加させるために増加される。
【０００９】
　またここに開示されるものは、抗体-ナノ粒子コンジュゲート(例えばここに記載の抗体
-ナノ粒子コンジュゲート)を使用することを含む、サンプルにおける標的分子の検出方法
である。幾つかの実施態様では、方法は、サンプルを、標的分子(例えば、核酸分子に結
合された標的タンパク質又はハプテン標識プローブ)に結合する第一抗体と接触させる工
程；サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第二抗体と接触させ
る工程であり、第二抗体は第一抗体に特異的に結合する工程；サンプルを、一又は複数の
ナノ粒子にコンジュゲートされている第三抗体と接触させる工程であり、第三抗体は第二
抗体に特異的に結合する工程；サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させる工程
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であり、金属沈殿が形成され標的分子と共局在する工程；及び金属沈殿を検出し、それに
よって標的分子を検出する工程を含む。更なる実施態様では、方法は、サンプルを、一又
は複数の酵素分子と接触させる工程であり、第一抗体は標的分子(例えば標的タンパク質
又は核酸分子に結合しているハプテン標識プローブ)に結合する工程；サンプルを、一又
は複数のナノ粒子にコンジュゲートされている第二抗体と接触させる工程であり、第二抗
体は第一抗体に特異的に結合する工程；サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触さ
せる工程であり、金属沈殿が形成され標的分子と共局在する工程；及び金属沈殿を検出し
、それによって標的分子を検出する工程を含む。
【００１０】
　幾つかの実施態様では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートは一又は複数のナノ粒子(例えば
、２、３、４、５、６、７、又はそれ以上のナノ粒子)を含み、一又は複数のナノ粒子は
、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリジウム、又はその２つ以上
の合金を含む。幾つかの実施例では、方法は、ここに開示される特定の抗体-ナノ粒子コ
ンジュゲートを含む。幾つかの実施例では、一又は複数の酵素分子(例えば、２、３、４
、５、又はそれ以上の酵素分子)にコンジュゲートされている抗体は、一又は複数のアル
カリホスファターゼ(ＡＰ)、β-ガラクトシダーゼ、β-ラクタマーゼ、グルコシダーゼ、
又はエステラーゼ分子を含む。特定の実施例では、酵素分子はアルカリホスファターゼで
あり、酵素基質は５-ブロモ-３-クロロ-４-インドリル ホスフェート、アスコルビン酸ホ
スフェート、又はハイドロキノンホスフェートでありうる。幾つかの実施例では、金属イ
オンは、金、銀、銅、ニッケル、白金、パラジウム、コバルト、又はイリジウムを含む。
【００１１】
　幾つかの実施態様では、標的分子を検出する方法は金調色(toning)工程を更に含み、例
えばサンプルを金ハロゲン塩(例えば、塩化金)と接触させる。更なる実施態様では、方法
は増幅工程を更に含み得、例えばサンプルを銀塩(例えば、硝酸銀、酸化銀、又は塩化銀)
と接触させる。また更なる実施態様では、方法は固定化工程を含み、サンプルを還元剤(
例えば、チオ硫酸ナトリウム)と接触させる。
【００１２】
　また開示されるのは、ここに開示される方法を使用して標的分子を検出するためのキッ
トである。例えば、キットは、一又は複数の抗体-ナノ粒子コンジュゲート(例えば抗体-
金ナノ粒子コンジュゲート)、例えばここに開示される抗体-ナノ粒子コンジュゲートを含
む。幾つかの実施例では、キットは、一又は複数の酵素分子(例えば、アルカリホスファ
ターゼ、例えば１～５つのアルカリホスファターゼ分子)にカップリングされた一又は複
数の抗体も含みうる。更なる実施例では、キットは、抗体にコンジュゲートされている酵
素に対する基質、及び一又は複数の金属イオン(例えば、金、銀、銅、ニッケル、白金、
パラジウム、コバルト、又はコバルトイオン)を含む一又は複数の容器も含みうる。キッ
トは場合によっては、更なる工程、例えば金調色、銀増幅、又は固定化のための試薬を含
んでいてもよい。
【００１３】
　前述開示及び他の特性は、添付の図の参照と共に以下の詳細な説明からより明瞭となる
だろう。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１Ａ】図１Ａは、抗体-ナノ粒子コンジュゲート及びここに記載の方法を利用する免
疫組織化学の例示的方法を示す概要図である。
【図１Ｂ】図１Ｂは、抗体-ナノ粒子コンジュゲート及びここに記載の方法を利用するイ
ンサイツハイブリダイゼーションの例示的方法を示す概要図である。
【図２Ａ】図２Ａは、開始材料からの金ナノ粒子(ＡｕＮＰ)-抗体コンジュゲートの精製
のサイズ排除クロマトグラフィー追跡である。
【図２Ｂ】図２Ｂは、図２Ａに示す精製されたＡｕＮＰ-抗体コンジュゲートのＵＶ-Ｖｉ
ｓ吸収追跡である。
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【図３Ａ】図３Ａは、様々なモル過剰のＭＡＬ-ｄＰＥＧＴＭ
１２ＮＨＳエステルにより

合成されたＡＰ-抗体コンジュゲートを評価するために使用された未変性ポリアクリルア
ミドＮｏｖｅｘ ４－１６％ Ｂｉｓ-Ｔｒｉｓゲルのデジタル画像である。レーン１：Ａ
Ｐ；レーン２：ヤギ抗ウサギＩｇＧ；レーン３：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(先の
方法)；レーン４：分子量マーカー；レーン５：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：
３)１００Ｘ ＭＡＬ，ロット１；レーン６：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：３)
５０Ｘ ＭＡＬ；レーン７：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：２)１００Ｘ ＭＡＬ
；レーン８：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：３)１００Ｘ ＭＡＬ，ロット２；レ
ーン９：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：３)２００Ｘ ＭＡＬ。
【図３Ｂ】図３Ｂは、様々なモル過剰のＭＡＬ-ｄＰＥＧＴＭ

１２ＮＨＳエステルで合成
されたＡＰ-抗体コンジュゲートを評価するために使用されたポリアクリルアミドＮｕＰ
ＡＧＥ Ｎｏｖｅｘ ３－８％Ｔｒｉｓ-Ａｃｅｔａｔｅ ＳＤＳ還元ゲルのデジタル画像で
ある。レーン１：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：３)４００Ｘ ＭＡＬ；レーン２
：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：３)２００Ｘ ＭＡＬ；レーン３：ヤギ抗ウサギ
-ＡＰコンジュゲート(１：３)１００Ｘ ＭＡＬ，ｌｏｔ ２；レーン４：ヤギ抗ウサギ-Ａ
Ｐコンジュゲート(１：２)１００Ｘ ＭＡＬ；レーン５：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲー
ト(１：３)５０Ｘ ＭＡＬ；レーン６：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(１：３)１００
Ｘ ＭＡＬ ｃｏｎｃ．；レーン７：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート(組換え)(１：３)
；レーン８：ヤギ抗ウサギ-ＡＰコンジュゲート；レーン９：分子量マーカー。
【図４】図４は、染色体１７プローブを使用する乳房腫瘍細胞株異種移植片(ＢＴ-４７４
及びＭＣＦ７細胞)のＩＳＨの一連のデジタル画像である。プローブは、標準的なＨＲＰ 
ＳＩＳＨ(上段パネル)、又は抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用する開示のＡＰ銀検
出方法(下段パネル)によって検出した。
【図５】図５は、染色体１７プローブ(左)及びＨＥＲ２プローブ(右)を用いる乳癌組織の
ＩＳＨの一連のデジタル画像である。プローブは、標準的なＨＲＰ ＳＩＳＨ(上段パネル
)、又は抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用する開示のＡＰ銀検出方法(下段パネル)に
よって検出した。
【図６】図６は、Ｃａｌｕ細胞株異種移植片のＩＳＨの対のデジタル画像であり、ＨＥＲ
２リボプローブを使用し、ＡＰ銀検出方法を用い、ＡｕＮＰ-Ａｂコンジュゲート無し(左
)又はＡｕＮＰ-Ａｂコンジュゲート有り(右)で行った。
【図７ＡＢ】図７Ａ及びＢは、一連の乳癌組織サンプルにおいて「カウボーイ」法を使用
した、２の独立したリーダーからの染色体１７のコピー数を示す対のグラフである。染色
体１７プローブは、ＨＲＰ-ＳＩＳＨ、又は抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用する開
示のＡＰ銀検出方法を使用して検出した。
【図８ＡＢ】図８Ａ及びＢは、一連の乳癌組織サンプルにおいて「カウボーイ」法を使用
した、２の独立したリーダーからのＨＥＲ２のコピー数を示す対のグラフである。ＨＥＲ
２プローブは、ＨＲＰ-ＳＩＳＨ、又は抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用する開示の
ＡＰ銀検出方法を使用して検出した。
【図９Ａ－Ｆ】図９Ａ－Ｆは、ＨＥＲ２プローブを用いる乳房組織(９Ａ－Ｃ)又はＺＲ-
７５-１乳癌細胞(９Ｄ－Ｆ)のＩＳＨの一連のデジタル画像である。ＨＥＲ２プローブは
、１００ｎＭのＡｕＮＰ-抗体コンジュゲート(９Ａ及び９Ｄ)、１００ｎＭのＡｕＰｄＮ
Ｐ-抗体コンジュゲート(９Ｂ及び９Ｅ)、又は５０ｎＭのＡｕＰｄＮＰ-抗体コンジュゲー
ト(９Ｃ及び９Ｆ)を使用する開示のＡＰ銀検出方法によって検出した。
【図１０】図１０は、抗エストロゲン受容体(ＥＲ)、抗プロゲステロン受容体(ＰＲ)、又
は抗Ｋｉ６７(Ｋｉ６７)一次抗体を用いる乳癌組織のＩＨＣの一連のデジタル画像である
。第一抗体は、抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用し開示のＡＰ銀ＩＨＣ法を使用し
て検出し、金調色及び固定化工程は省略した。
【図１１】図１１は、抗ＨＥＲ２(ＨＥＲ２)、抗エストロゲン受容体(ＥＲ)、抗Ｋｉ６７
(Ｋｉ６７)、又は抗プロゲステロン受容体(ＰＲ)一次抗体を用いる乳癌組織のＩＨＣの一
連のデジタル画像である。第一抗体は、抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用する開示
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のＡＰ銀ＩＨＣ法を使用して検出し、金調色工程を含んだ。
【図１２】図１２は、ＤＡＢ検出と開示の抗体-金ナノ粒子コンジュゲート法を使用する
ＡＰ銀とを比較する、抗Ｂｃｌ-２を用いる扁桃組織のＩＨＣの一連のデジタル画像であ
る。対比染色の比較も、ＡＰ銀方法と併せて実施した。
【００１５】
(詳細な説明)
Ｉ．　　略称
　　　ＡＰ：アルカリホスファターゼ
　　　ＡｕＮＰ：金ナノ粒子
　　　ＡｕＰｄＮＰ：金-パラジウム合金ナノ粒子
　　　ＢＣＩＰ：５-ブロモ-４-クロロ-３-インドリル　ホスフェート
　　　ＢＳＰＰ：ビス-(スルホナトフェニル)フェニルホスフィン
　　　ＤＩＧ：ジゴキシゲニン
　　　ＤＮＰ：ジニトロフェニル
　　　ＤＴＴ：ジチオスレイトール
　　　ＨＲＰ：西洋ワサビペルオキシダーゼ
　　　ＩｇＧ：免疫グロブリンＧ
　　　ＩＨＣ：免疫組織化学
　　　ＩＳＨ：ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
　　　ＮＰ：ナノ粒子
　　　ＰｄＮＰ：パラジウムナノ粒子
　　　ＰｔＮＰ：白金ナノ粒子
　　　ＳＩＳＨ：銀ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
【００１６】
ＩＩ．　　用語
　別段の説明がある場合を除き、ここで使用される全ての技術的及び科学的用語は、本開
示が属する分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を持つ。単数形「ａ
」、「ａｎ」、及び「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに他を示さない限り、複数形を含む。同
様に、「又は」は、文脈が明らかに他を示さない限り、「及び」を含むことを意図する。
「含んでなる」は「含む」を意味する。したがって、「Ａ又はＢを含んでなる」とは、「
Ａを含む」又は「Ｂを含む」又は「Ａ及びＢを含む」を意味する。
【００１７】
　開示の方法の実施態様を実施及び／又は試験するための適切な方法及び材料は、以下に
記載されている。このような方法及び材料は一例にすぎず、制限することを意図しない。
ここに記載のものに類似又は均等な他の方法及び材料が使用されうる。例えば、本開示が
関連する当分野において良く知られる一般的な方法は、様々な一般的、またより専門的な
文献に記載され、例えばSambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2
d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook et al., Molecular Clo
ning: A Laboratory Manual, 3d ed., Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel et al
., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 1992 (a
nd Supplements to 2000); Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology: A
 Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 4th ed., Wil
ey & Sons, 1999; Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Laboratory Press, 1990; and Harlow and Lane, Using Antibodies: A Laborator
y Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999を含む。
【００１８】
　ここに記載されている全ての刊行物、特許出願、特許、及び他の引用は、出典明記によ
りその全体を全ての目的に対して援用する。ここに記載されているＧｅｎＢａｎｋ受入番
号に関連する全配列は、出典明記により、２０１０年４月２７日時点の全体を、適用規則
及び／又は法律が許容する範囲で本明細書中に援用する。



(12) JP 2013-525800 A 2013.6.20

10

20

30

40

50

【００１９】
　開示の様々な実施態様の考察を容易にするために、特定の用語について以下の説明を提
供する：
【００２０】
　アルカリホスファターゼ(ＡＰ)：分子からホスフェート基を除去する加水分解酵素。「
アルカリホスファターゼ基質」は、アルカリホスファターゼによって除去可能なホスフェ
ートを含む分子である。特定の実施例では、ＡＰ基質は、ＡＰによるホスフェート基の加
水分解の後に、金属イオンを金属酸化状態(０)に還元可能になる分子である。ＡＰ基質の
例は、限定するものではないが、５-ブロモ-４-クロロ-３-インドリルホスフェート(ＢＣ
ＩＰ)、アスコルビン酸ホスフェート、α-トコフェロールホスフェート、セサモールホス
フェート、及びオイゲノールホスフェートを含む。
【００２１】
　抗体：少なくとも軽鎖又は重鎖免疫グロブリン可変領域を含み、抗原のエピトープを特
異的に結合するポリペプチド。抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、又は
抗体の断片並びに当分野で知られている他のものを含む。幾つかの実施例では、抗体は別
の分子、例えばナノ粒子(例えば、金ナノ粒子)又は酵素(例えば、アルカリホスファター
ゼ)に結合又はコンジュゲートされている。 
【００２２】
　抗体は重及び軽鎖から成り、その各々は、可変重(ＶＨ)領域及び可変軽(ＶＬ)領域と称
される可変領域を有する。共に、ＶＨ領域及びＶＬ領域は、抗体により認識される抗原の
結合に関与する。これは、インタクトな免疫グロブリン及び当分野でよく知られているそ
れらの変異体及び部分含み、例えばＦａｂ’断片、Ｆ(ａｂ)’２断片、単鎖Ｆｖタンパク
質(「ｓｃＦｖ」)、及びジスルフィド安定化Ｆｖタンパク質(「ｄｓＦｖ」)である。ｓｃ
Ｆｖタンパク質は融合タンパク質であり、免疫グロブリンの軽鎖可変領域と免疫グロブリ
ンの重鎖可変領域とがリンカーによって結合され、一方ｄｓＦｖｓでは、鎖が、ジスルフ
ィド結合を導入し鎖の会合を安定化するために変異されている。用語は、組換え形態、例
えばキメラ抗体(例えば、ヒト化マウス抗体)及びヘテロコンジュゲート抗体(例えば、二
重特異性抗体)も含む。SePierce Catalog and Handbook, 1994-1995 (Pierce Chemical C
o., Rockford, IL); Kuby, Immunology, 3rd Ed., W.H.Freeman & Co., New York, 1997
も参照のこと。　
【００２３】
　「モノクローナル抗体」はＢリンパ球の単一クローンによって、又は単一抗体の軽及び
重鎖遺伝子がトランスフェクトされた細胞によって産生される抗体である。モノクローナ
ル抗体は、当業者に知られている方法によって産生され、例えば、免疫脾臓細胞との骨髄
腫細胞の融合からハイブリッド抗体-形成細胞を生成することによって産生される。これ
らの融合細胞及びそれらの子孫は「ハイブリドーマ」と呼ばれる。モノクローナル抗体は
ヒト化モノクローナル抗体を含む。
【００２４】
　コンジュゲート又はバイオ-コンジュゲート：何れかの適切な手段によって直接又は間
接的に、別の分子(例えば、ナノ粒子又は酵素)に効果的にカップリングされた分子(例え
ば、抗体などの生体分子)を有する化合物。幾つかの実施例では、分子(例えば抗体)は、
ナノ粒子に直接共有結合されうる(例えば金属-チオール結合によって)。他の実施例では
、分子(例えば抗体)は酵素(例えばアルカリホスファターゼ)に、例えば「リンカー」分子
を使用することによってカップリングされ得、ただし、リンカーは酵素の活性又は生体分
子の機能に著しく悪影響を与えないとする。リンカーは好ましくは生体適合である。当分
野で知られている一般的な分子リンカーは、マレイミド又はサクシニミド基、ストレプト
アビジン、ニュートラアビジン、ビオチン、又は類似な化合物を含む。
【００２５】
　結合(Conjugating, joining, bonding 又はlinking)：第二ユニットへの第一ユニット
のカップリング。これは、限定するものではないが、他の分子への一分子の共有結合(例
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えば、直接又はリンカー分子を介して)、他への一分子の非共有結合(例えば、静電気的結
合)(例えば、静電気的コンジュゲーションのための方法を開示する米国特許第６，９２１
，４９６号を参照のこと)、水素結合による他の分子への一分子の非共有結合、ファンデ
ルワールス力による別の分子への一分子の非共有結合、及びこれらのカップリングの全て
の組合せを含む。
【００２６】
　共局在：同じ又は実質的に同じ場所で生じること。幾つかの実施例では、ここに開示さ
れる方法を使用して形成される金属沈殿(例えば、酸化状態０の金属)は、それが標的分子
の少なくとも約５μｍ内(例えば標的分子の少なくとも約１μｍ、５００ｎｍ、２５０ｎ
ｍ、１００ｎｍ、５０ｎｍ、２０ｎｍ、１０ｎｍ、５ｎｍ、２ｎｍ、１ｎｍ、又は０．５
ｎｍ内)に集積する場合、標的分子と共局在する。
【００２７】
　接触：２つ以上の部分間の会合を可能にする配置であり、特に直接的な物理的会合によ
り、例えば双方固体形態及び／又は液体形態である(例えば、抗体又はプローブと接触す
る生体サンプル、例えばスライドに取り付けられた生体サンプルの配置)。
【００２８】
　検出：物質(ａｇｅｎｔ)(例えばシグナル又は特定の標的分子)が、例えばサンプル中に
、存在するか又は不在かを決定すること。幾つかの実施例では、これは定量化を更に含み
うる。「検出する」とは、何かが存在するか、又は存在しないか決定する何れかの方法を
指し、例えば標的分子が生体サンプルに存在するか否かを決定する。例えば、「検出する
」とは、サンプルが特定の特徴を示すか否か決定するために視覚又は機械装置を使用する
ことを含みうる。特定の実施例では、検出とは視覚的に標的分子に結合した抗体を観察す
ること、又は標的分子に結合していない抗体を観察することを指す。
【００２９】
　直接結合：介在リンカー無しの、２つの分子のカップリング又はコンジュゲーション。
幾つかの実施例では、直接結合は、第一の分子(例えば抗体)の原子が第二の分子(例えば
ナノ粒子)の原子に結合する場合に形成される。幾つかの実施例では、直接結合は共有結
合であり、例えば金属-チオール結合(例えば、金-チオール結合)である。
【００３０】
　ハプテン：典型的には抗体と特異的に結合できる小分子であるが、典型的には担体分子
との組合せにおいて以外は、実質的には免疫原とならない分子である。ハプテンの例は、
限定するものではないがフルオレセイン、ビオチン、ニトロアリール(例えば、ジニトロ
フェニル(ＤＮＰ))、及びジゴキシゲニンを含む。更なる例であるオキサゾール、ピラゾ
ール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、ｔｒｉｐｅｒｐｅｎｅ、尿素、チ
オ尿素、ロテノイド、クマリン及びシクロリグナンハプテンは、米国特許公開第２００８
／０２６８４６２号に開示されている。
【００３１】
　ハイブリダイゼーション：２鎖のＤＮＡ、ＲＮＡの相補領域間で、又はＤＮＡ及びＲＮ
Ａ間で塩基対を形成することであり、それにより二本鎖分子が形成される。特定の度合い
のストリンジェンシーをもたらすハイブリダイゼーション条件は、ハイブリダイゼーショ
ン方法の性質、ハイブリダイズする核酸配列の組成及び長さに依存して様々であろう。一
般的に、ハイブリダイゼーションの温度及びハイブリダイゼーションバッファーのイオン
強度(例えばＮａ＋濃度)は、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーを決定するだ
ろう。特定度合いのストリンジェンシーを得るためのハイブリダイゼーション条件に関す
る計算は、Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning, second edition, Cold Spring
 Harbor Laboratory Press (chapters 9 and 11)において検討されている。
【００３２】
　免疫組織化学(ＩＨＣ)：抗原と特異的結合物質、例えば抗体との相互作用を検出するこ
とにより、サンプル(例えば、組織の一部又は切片)中の抗原の存在又は分布を決定する方
法。抗原(例えば標的抗原)を含むサンプルは、抗体-抗原結合を可能にする条件下で抗体
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を用いてインキュベートされる。抗体-抗原結合は、抗体にコンジュゲートされた検出可
能標識によって(直接検出)、又は二次抗体(一次抗体に対して産生される)にコンジュゲー
トされた検出可能標識によって(例えば、間接的検出)検出されうる。ＩＨＣに使用され得
る例示的な検出可能標識は、限定するものではないが放射性同位体、蛍光色素(例えばフ
ルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、及びローダミン)、及び酵素(例えば
西洋ワサビペルオキシダーゼ又はアルカリホスファターゼ)を含む。幾つかの実施例では
、抗体-抗原結合は、ここに開示される酵素促進性金属組織学によって検出され得、抗体
にコンジュゲートされている酵素は、後に検出されうる溶液中における金属イオンを還元
するために電子を供与できる産物への基質の転換を触媒する。
【００３３】
　Ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション(ＩＳＨ)：組織の一部又は切片において(ｉｎ 
ｓｉｔｕ)、又は組織が十分小さい場合には(例えば、植物の種、ショウジョウバエ胚)全
体組織(全載ＩＳＨ)において、特定のＤＮＡ又はＲＮＡ配列を局在化するために、標識さ
れた相補ＤＮＡ又はＲＮＡ鎖(プローブ)を使用するハイブリダイゼーションの一タイプ。
これは、組織切片においてタンパク質を局在化する免疫組織化学とは異なる。ＤＮＡ Ｉ
ＳＨは染色体の構造を決定するために使用され得、例えば染色体の完全性を評価するため
に医療診断において使用される。ＲＮＡ ＩＳＨ(ハイブリダイゼーション組織化学)は、
組織切片又は全載内のｍＲＮＡ及び他の転写物を測定し局在化するために使用される。
【００３４】
　ハイブリダイゼーション組織化学では、サンプル細胞及び組織は通常、標的転写物を固
定するために、また標的分子へのプローブのアクセスを増加させるために処理される。上
記のように、プローブは、標識された相補ＤＮＡ又は相補ＲＮＡ(リボプローブ)でありう
る。プローブは上昇された温度で標的配列にハイブリダイズし、次いで過剰プローブは洗
浄除去される(非ハイブリダイズの過剰ＲＮＡプローブの場合は、ＲＮａｓｅを使用する
事前加水分解の後に)。溶液パラメーター、例えば温度、塩及び／又は洗剤濃度は、ほと
んどの又は全ての非同一相互作用を除去するために操作されうる(例えば、実質的に同一
な又は正確に配列一致の配列のみが結合されたままになるだろう)。次いで、放射性-、蛍
光-又は抗原-標識された塩基(例えば、ＤＮＰ又はジゴキシゲニン)などにより、有効に標
識された標識プローブは局在化され、それぞれオートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡又は
免疫組織化学を使用して、組織において潜在的に定量化される。ＩＳＨはまた、ハプテン
などの、放射活性又は他の非放射活性標識で標識された、２つ以上のプローブを使用し得
、典型的には２つ以上の転写産物を同時に検出するために異なるように標識されている。
【００３５】
　金属イオン：金属への転換(ゼロ酸化状態)に対し還元及び電子を必要とするカチオン。
特定の実施例では、金属イオンは、銀イオン、金イオン、銅イオン、ニッケルイオン、白
金イオン、パラジウムイオン、コバルトイオン、又はイリジウムイオンを含む。金属イオ
ンは、金属塩、例えば金属硝酸塩、金属ハロゲン化物、金属酢酸塩、金属酢酸塩、又は金
属過塩素酸塩(例えば、硝酸銀、酢酸銀、フッ化銀、又は過塩素酸銀)の溶液の形態であり
得る。他の実施例では、金属塩は、金属亜硫酸塩、金属リン酸塩、又は金属炭酸塩を含む
。
【００３６】
　ナノ粒子：ナノメートルで測定されるサイズのナノスケール粒子であり、例えば、少な
くとも一次元が約２００ｎｍ未満であるナノスケール粒子である。ナノ粒子の例は、限定
するものではないが例として、常磁性ナノ粒子、超常磁性ナノ粒子、金属ナノ粒子、フラ
ーレン様物質、無機ナノチューブ、デンドリマー(例えば共有結合金属キレート)、ナノフ
ァイバー、ナノホーン、ナノ-オニオン、ナノロッド、ナノロープ及び量子ドットを含む
。特定の実施例では、ナノ粒子は金属ナノ粒子(例えば、金、パラジウム、白金、銀、銅
、ニッケル、コバルト、イリジウム、又はその２つ以上の合金のナノ粒子)である。ナノ
粒子は、コア-シェルナノ粒子のように、コア又はコア及びシェルを含みうる。
【００３７】
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　核酸分子：限定するものではないが、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ、及び合成(
例えば化学的に合成された)ＤＮＡを含むデオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチ
ドポリマー。核酸分子は、二本鎖又は一本鎖でありうる。一本鎖の場合は、核酸分子はセ
ンス鎖又はアンチセンス鎖でありうる。更に、核酸分子は環状又は線状でありうる。
【００３８】
　ポリペプチド又はタンパク質：モノマーがアミド結合によって結合されているアミノ酸
残基であるポリマー。アミノ酸がアルファ-アミノ酸である場合は、Ｌ-光学異性体又はＤ
-光学異性体のどちらかが使用されうる。「ポリペプチド」、「ペプチド」、又は「タン
パク質」なる用語は、ここで使用される場合、何れかのアミノ酸配列を包含し、糖タンパ
ク質などの修飾配列を含むことを意図する。「ポリペプチド」又は「タンパク質」なる用
語は、天然に生じるタンパク質、並びに組換え又は合成産生されたものを含むことを具体
的に意図する。
【００３９】
　プローブ：検出可能な標識又はレポーター分子、例えば、ハプテンに結合された単離さ
れた核酸分子。典型的な標識は、放射性同位体、酵素基質、補因子、リガンド、化学発光
又は蛍光剤、ハプテン(限定するものではないが、ＤＮＰを含む)、及び酵素を含む。標識
の方法及び様々な目的に対する適切な標識の選択におけるガイダンスは、例えばSambrook
 et al. (In Molecular Cloning:　A Laboratory Manual, CSHL, New York, 1989) and A
usubel et al. (In Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. an
d Wiley-Intersciences, 1992)に記載されている。
【００４０】
　当業者は、特定のプローブの特異性はその長さと共に増加することを理解するだろう。
従って、プローブは、所望の特異性を提供するために選択可能であり、所望のヌクレオチ
ド配列の少なくとも１７、２０、２３、２５、３０、３５、４０、４５、５０又はそれ以
上の連続ヌクレオチドを含みうる。特定の実施例では、プローブは、所望のヌクレオチド
配列の少なくとも１００、２５０、５００、６００、１０００、又はそれ以上の連続核酸
でありうる。
【００４１】
　還元剤：他の種を還元する要素又は化合物。他の種の還元において、還元剤は酸化され
、電子ドナーとなる。特定の実施例では、還元剤は、限定するものではないがジチオスレ
イトール(ＤＴＴ)及びチオ硫酸ナトリウムを含む。
【００４２】
　サンプル：「サンプル」なる用語は、その内部又は上部に標的が存在しうる、任意の液
体、半固体又は個体物質(又は材料)を指す。特に、サンプルは、生体サンプル又は生体材
料から得られたサンプルであり得る。生体サンプルの例は、組織サンプル及び細胞学サン
プルを含む。特定の実施例では、生体サンプルは、動物被験体、例えばヒト被験体から得
られる。
【００４３】
　生体サンプルは、限定するものではないが、単細胞生物(例えばその中でもバクテリア
、酵母、原生動物、及びアメーバ)及び多細胞生物(例えば植物又は動物であり、健康な又
は一見健康なヒト被験体、又は癌などの診断又は検査されるべき状態又は疾患に影響を受
けているヒト患者からのサンプルを含む)を含む何れかの生体から得られる、排泄される
、又は分泌される何れかの固体又は液体サンプルを含む。例えば、生体サンプルは、例え
ば、血液、血漿、血清、尿、胆汁、腹水、唾液、脳脊髄液、房水又は硝子体液、又は何れ
かの体分泌、漏出液、滲出液(例えば、膿瘍、又は何れかの他の感染又は炎症の部位から
得られる液)から得られる生体液、又は関節(例えば、正常関節又は疾患に影響された関節
)から得られる液体でありうる。生体サンプルはまた、任意の臓器又は組織から得られる
サンプル(バイオプシー又オートプシー標本、例えば腫瘍バイオプシー)、異種移植片であ
り得、又は細胞(一次細胞又は培養細胞の何れか)又は任意の細胞、組織又は臓器によって
馴化された培地を含みうる。幾つかの実施例では、生体サンプルは核抽出物である。幾つ
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かの実施例では、生体サンプルは細菌細胞質である。特定の実施例では、サンプルはクオ
リティコントロールサンプルである。他の実施例では、サンプルは試験サンプルである。
例えば、試験サンプルは、被験体から得られる生体サンプルから調整された細胞、組織又
は細胞ペレット切片である。一実施例では、被験体は、特定の状態又は疾患の危険性にあ
る、又はそれを有しているものである。
【００４４】
　特異的な結合：定められた標的に優先的に結合するか、又は実質的にそれのみに結合す
る物質の結合(例えば、特定の抗原に対する抗体、又は特定の核酸配列に対する核酸プロ
ーブ)。抗原に関しては、「特異的に結合する」とは、特定のポリペプチドとの、全体又
は一部における、抗体又は他のリガンドの優先的会合を指す。核酸配列に関しては、「特
異的に結合する」とは、特定の核酸配列との、全体又は一部における、核酸プローブの優
先的会合を指す。
【００４５】
　基質：触媒、例えば酵素(例えば、アルカリホスファターゼ)により作用される分子。一
実施例では、基質はアルカリホスファターゼ基質であり、例えば、式ＲＯ-ＰＯ３Ｈ２又
はＲＯ-ＰＯ３

２－(Ｙ＋)２を有するアリールホスフェートであり、Ｒはアリール基であ
り、Ｙ＋はカチオン(例えばＮａ＋、Ｋ＋、又はＬｉ＋)である。特定の実施例では、アル
カリホスファターゼ基質はＢＣＩＰである。
【００４６】
　標的分子：存在、位置及び／又は濃度が決定されるか、又は決定可能な何れかの分子。
標的分子の例は、タンパク質、核酸及びハプテンを含み、例えばタンパク質又は核酸配列
に共有結合したハプテンである。標的分子は典型的には、特異的結合分子と検出可能な標
識との一又は複数のコンジュゲートを使用して検出される。
【００４７】
ＩＩＩ．　抗体-ナノ粒子コンジュゲート
　ここに開示されるのは抗体-ナノ粒子コンジュゲート、及びかかるコンジュゲートの製
造方法である。抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、標的分子(例えば、ハプテン標識プロー
ブに結合したタンパク質又は核酸分子)を検出するための方法、例えばここに提供されて
いる方法において使用されることができる。
【００４８】
　　　Ａ．　　コンジュゲート
　ここに記載されている抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、ナノ粒子及び抗体(例えば抗体
のアミノ酸残基、例えば、システイン残基)上に存在するチオール間の金属-チオール結合
を通して抗体に直接結合された２つ以上のナノ粒子(例えば２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、又はそれ以上のナノ粒子、例えば、２～１０のナノ粒子又は２～７のナノ粒
子)を含む。幾つかの実施態様では、開示の抗体-ナノ粒子コンジュゲートは組織化学法(
例えばＩＳＨ又はＩＨＣ)において使用され、一般的な方法に対して増加した感受性を提
供する。
【００４９】
　幾つかの実施態様では、開示の抗体-ナノ粒子コンジュゲートにおいて使用されるナノ
粒子は、金属ナノ粒子である。幾つかの実施例では、ナノ粒子は金、パラジウム、、白金
、、銀、銅、ニッケル、コバルト、又はイリジウムである。他の実施例では、ナノ粒子は
ルテニウム、ロジウム、オスミウム、又は鉄である。特定の実施例では、ナノ粒子は金ナ
ノ粒子、パラジウムナノ粒子、又は白金ナノ粒子である。他の実施例では、ナノ粒子は２
つ以上の金属(例えば、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、又はイリ
ジウムの内２つ以上)の合金である。特定の実施例では、ナノ粒子は金－パラジウム合金
ナノ粒子である。他の実施例では、ナノ粒子は、金属コアを、異なる金属のシェルと共に
有するコア－シェルナノ粒子である(例えば、金シェルを含む銀ナノ粒子)。幾つかの実施
例では、ナノ粒子は、約１０－２００の原子、例えば、約１００－２００、１００－１５
０、１１－１００、又は１１－７０の原子を含む金属コアを有する。
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【００５０】
　特定の実施例では、ナノ粒子は金ナノ粒子である。幾つかの実施例では、金ナノ粒子は
、約１０－２００の金原子、例えば、約１００－２００の金原子、約１００－１５０の金
原子、約１１－１００の金原子、又は約１１－７０の金原を含む金属コアを有する。特定
の実施例では、金ナノ粒子は、約１００－１５０の金原子を含む金属コアを有する。金属
ナノ粒子及び金属ナノ粒子の製造方法は、当分野でよく知られている。例えば、Nanopart
icles:From Theory to Application, Gunther Schmid, ed., Wiley-BCH, 2004を参照のこ
と。
【００５１】
　幾つかの実施例では、抗体にコンジュゲートされる２つ以上のナノ粒子は各々、約０．
５ｎｍ～約２００ｎｍ(例えば、約１ｎｍ～約１００ｎｍ、約２ｎｍ～約５０ｎｍ、約２
ｎｍ～約１０ｎｍ、又は約０．５ｎｍ～約５０ｎｍ)の直径を有する。特定の実施例では
、ナノ粒子は約５ｎｍ以下(例えば約５ｎｍ、約４．５ｎｍ、約４ｎｍ、約３．５ｎｍ、
約３ｎｍ、約２．５ｎｍ、約２ｎｍ、約１．５ｎｍ、約１ｎｍ、又は約０．５ｎｍ以下)
の直径を有する。他の実施例では、ナノ粒子は少なくとも約５０ｎｍ、例えば約６０ｎｍ
、約７０ｎｍ、約８０ｎｍ、約９０ｎｍ、約１００ｎｍ、約１１０ｎｍ、約１２０ｎｍ、
約１３０ｎｍ、約１４０ｎｍ、約１５０ｎｍ、約１６０ｎｍ、約１７０ｎｍ、約１８０ｎ
ｍ、約１９０ｎｍ、約２００ｎｍ、又はそれ以上の直径を有する。
【００５２】
　開示のコンジュゲートは、抗体に結合される２つ以上のナノ粒子を含む。幾つかの実施
例では、抗体は、モノクローナル又はポリクローナル抗体、例えばＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＧ、又はＩｇＭ；限定するものではないが、タンパク質分解抗体断片(例えば、
当分野で知られているＦ(ａｂ′)２断片、Ｆａｂ′断片、Ｆａｂ′－ＳＨ断片、及びＦａ
ｂ断片)、組換え抗体断片(例えばｓＦｖ断片、ｄｓＦｖ断片、二重特異性ｓＦｖ断片、二
重特異性ｄｓＦｖ断片、Ｆ(ａｂ)’２断片、単鎖Ｆｖタンパク質(「ｓｃＦｖ」)、及びジ
スルフィド安定化Ｆｖタンパク質(「ｄｓＦｖ」))を含む抗体断片を含む。他の実施例で
は、抗体は、ダイアボディ、トリアボディ、及びラクダ抗体；遺伝子操作抗体(例えばキ
メラ抗体、例えば、ヒト化マウス抗体)；ヘテロコンジュゲート抗体(例えば、二重特異性
抗体)；及びその組合せを含みうる。特定の実施例では、抗体は、いわゆる「第二抗体」
を含み、これは、特定の種(例えばウサギ、ヤギ、マウス、ニワトリ、ヒツジ、ラット、
ウシ、ウマ、ロバ、ハムスター、モルモット、又はブタ)からの免疫グロブリン(例えば、
ＩｇＧ、ＩｇＡ、又はＩｇＭ)に対する特異性を有するポリクローナル抗体を含む。幾つ
かの実施例では、抗体はウサギ抗ヤギＩｇＧ、ヤギ抗ウサギＩｇＧ、全ヒトＩｇＧ、又は
マウス又はラット抗体である。ここに開示される一実施例では、抗体はウサギ抗ヤギＩｇ
Ｇである。他の実施例では、抗体は、抗ハプテン抗体(例えば抗ジニトロフェニル(ＤＮＰ
)抗体、抗ジゴキシゲニン(ＤＩＧ)抗体、抗フルオレセイン抗体、抗ビオチン抗体、又は
抗ベンゾフラザン抗体)を含む。
【００５３】
　ここに開示されている抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、抗体とナノ粒子を直接結合す
る結合(例えば、第一の分子(例えば抗体)の原子が第二の分子(例えばナノ粒子)の原子に
結合する場合に形成される結合)を含む。幾つかの実施例では、直接結合は共有結合であ
り、例えば金属-チオール結合である。幾つかの実施例では、ナノ粒子の金属原子は、抗
体に存在するチオール基に共有結合され、ナノ粒子及び抗体間に直接的金属-チオール結
合を形成する。幾つかの実施例では、抗体は約１～１０のチオール基(例えば、１、２、
３、４、５、６、７、８、９、又は１０のチオール基)を有し、その各々はナノ粒子と金
属-チオール結合を形成しうる。特定の実施例では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、抗
体及びナノ粒子間にリンカーを含まない。
【００５４】
　一実施例では、抗体又は抗体断片に存在するチオール基は、抗体又は抗体断片のシステ
インアミノ酸残基(例えば未変性抗体に存在するシステイン残基、又は例えば部位特異的
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変異誘発などの組換え技術を使用して抗体に導入されるシステイン残基)のチオール基で
ある。他の実施例では、チオールは、抗体を、抗体にチオール基を導入する試薬と反応さ
せることによって形成されうる(例えばＴｒａｕｔの試薬(２-イミノチオラン)又は活性化
カルボン酸に結合された保護チオールを使用して)。
【００５５】
　免疫グロブリンは、重鎖の２つの同一なコピー及び軽鎖の２つの同一なコピーから成る
四量体タンパク質である。四鎖構造は、強力な非共有結合性相互作用、及び重-軽鎖の対
のアミノ末端半分間及び２つの重鎖のカルボキシル末端領域間の共有結合性ジスルフィド
架橋によって維持される。抗体は、重及び軽鎖を結合し、また２つの重鎖を結合する鎖間
ジスルフィド架橋を含む。抗体はまた、各軽又は重鎖ポリペプチド内に形成される鎖内ジ
スルフィド架橋を含む。幾つかの実施例では、ナノ粒子は、抗体の鎖内ジスルフィドの還
元によって生成されるチオールで抗体にコンジュゲートされる。他の実施例では、ナノ粒
子は、抗体の鎖間ジスルフィドの還元によって生成されるチオールで抗体にコンジュゲー
トされる。
【００５６】
　　　　Ｂ．　　　抗体-ナノ粒子コンジュゲートの製造方法
　またここに開示されるのは、記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲートの製造方法である。
方法は、抗体に存在するチオール基(例えば、還元天然ジスルフィド結合)を介する、抗体
への２つ以上のナノ粒子の直接コンジュゲーションを提供する。方法は、アリールホスフ
ィン-ナノ粒子複合体(例えば、アリールホスフィンでキャップされたナノ粒子)を還元抗
体と反応させることを含む。アリールホスフィンは、抗体に存在するチール(例えばシス
テイン残基)にナノ粒子の水溶性及び反応性を付与し、アリールホスフィンの置換を容易
にさせる。アリールホスフィンの使用はまた、コンジュゲーションのためのナノ粒子活性
化のための強力なオキシダントの使用の必要性を排除する。最後に、コンジュゲーション
は天然タンパク質における既存ジスルフィド結合の還元を通して生じ得、穏やかな還元及
び抗体の構造及び機能の保護を可能にする。抗体にコンジュゲートされるナノ粒子の数は
、反応物ストイキオメトリ及び抗体に存在する還元チオールの数によって調整できる。幾
つかの実施例では、開示される方法は、抗体あたり約２～７つのナノ粒子、例えば抗体あ
たり約３～７つ、又は約５つのナノ粒子を含むコンジュゲートを産生する。幾つかの実施
例では、ナノ粒子-抗体コンジュゲートの調整は、抗体あたり平均約５つのナノ粒子を含
む。
【００５７】
　開示される方法は、抗体-ナノ粒子コンジュゲートを生産するためにアリールホスフィ
ン-ナノ粒子複合体を還元抗体と反応させることを含む。幾つかの実施態様では、ナノ粒
子は金属ナノ粒子(例えば、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリ
ジウム、又はその２つ以上の合金)である。他の実施例では、ナノ粒子はコア-シェルナノ
粒子(例えば、金シェルを含む銀ナノ粒子)である。特定の実施例では、ナノ粒子は金ナノ
粒子、パラジウムナノ粒子、又は白金ナノ粒子である。他の実施例では、ナノ粒子は金-
パラジウム合金ナノ粒子である。幾つかの実施例では、ナノ粒子は、約０．５ｎｍ～約２
００ｎｍ(例えば、約１ｎｍ～約１００ｎｍ、約２ｎｍ～約５０ｎｍ、約２ｎｍ～約１０
ｎｍ、又は約０．５ｎｍ～約５ｎｍ)の直径を有する。特定の実施例では、ナノ粒子は、
約５ｎｍ以下(例えば約５ｎｍ、約４．５ｎｍ、約４ｎｍ、約３．５ｎｍ、約３ｎｍ、約
２．５ｎｍ、約２ｎｍ、約１．５ｎｍ、約１ｎｍ、又は約０．５ｎｍ)の直径を有する。
他の実施例では、ナノ粒子は、少なくとも約５０ｎｍ、例えば約６０ｎｍ、約７０ｎｍ、
約８０ｎｍ、約９０ｎｍ、約１００ｎｍ、約１１０ｎｍ、約１２０ｎｍ、約１３０ｎｍ、
約１４０ｎｍ、約１５０ｎｍ、約１６０ｎｍ、約１７０ｎｍ、約１８０ｎｍ、約１９０ｎ
ｍ、約２００ｎｍ、又はそれ以上の直径を有する。
【００５８】
　幾つかの実施態様では、アリールホスフィン-ナノ粒子複合体は、ナノ粒子をアリール
ホスフィン(例えば水溶性を与える置換アリールホスフィン)と反応させることによって産



(19) JP 2013-525800 A 2013.6.20

10

20

30

40

50

生される。幾つかの実施例では、アリールホスフィンは、少なくとも１ｍｇ／ｍｌ(例え
ば少なくとも２ｍｇ／ｍｌ、５ｍｇ／ｍｌ、１０ｍｇ／ｍｌ、１５ｍｇ／ｍｌ、２０ｍｇ
／ｍｌ、又はそれ以上)の量で水に溶解する。幾つかの実施例では、アリールホスフィン
はスルホン酸ホスフィン(例えば、モノ-、ビス-、又はトリス-スルホン酸ホスフィン)で
ある。特定の実施例では、アリールホスフィンはビス-(スルホナトフェニル)フェニルホ
スフィンである。特定の実施例では、アリールホスフィン-ナノ粒子複合体は、アリール
ホスフィン-金ナノ粒子複合体、例えばビス(スルホナトフェニル)フェニルホスフィン-金
ナノ粒子複合体である。
【００５９】
　幾つかの実施態様では、金ナノ粒子は、液体中において、クロロ金酸(ＨＡｕＣｌ４)の
還元によって産生される。特定の実施例では、約１．５－２ｎｍサイズの有機溶性金ナノ
粒子への、金酸の二相性(トルエン及び水)水素化ホウ素ナトリウム還元が実施されうる。
これは、水及びジクロロメタンの溶液中におけるスルホン酸アリールホスフィンとのリガ
ンド交換が続き得、抗体とのコンジュゲーションのための水溶性ナノ粒子が産生される。
当業者は、類似な方法および適切な開始材料を使用して、他のアリールホスフィン-ナノ
粒子複合体(例えば、パラジウムナノ粒子、白金ナノ粒子、又は金-パラジウム合金ナノ粒
子複合体)を調整してもよい。
【００６０】
　開示される方法はまた、抗体-ナノ粒子コンジュゲートを生産するために、還元抗体を
アリールホスフィン-ナノ粒子複合体と反応させることを含む。開示される方法において
利用されうる抗体は、上で検討されたもの、例えば、ポリクローナル抗体、モノクローナ
ル抗体、抗体断片、遺伝子操作された抗体(例えばキメラ抗体、例えば、ヒト化マウス抗
体)、ヘテロコンジュゲート抗体(例えば二重特異性抗体)、及びその組合せを含む。幾つ
かの実施例では、抗体は、いわゆる「第二抗体」を含み、これは、特定の種(例えばウサ
ギ、ヤギ、マウス、ニワトリ、ヒツジ、ラット、ウシ、ウマ、ロバ、ハムスター、モルモ
ット、又はブタ)からの免疫グロブリン(例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ、又はＩｇＭ)に対する
特異性を有するポリクローナル抗体を含む。ここに開示される一特定の実施例では、抗体
はウサギ抗ヤギＩｇＧである。他の実施例では、抗体は、抗ハプテン抗体(例えば抗ＤＮ
Ｐ抗体、抗ＤＩＧ抗体、抗フルオレセイン抗体、抗ビオチン抗体、又は抗ベンゾフラザン
抗体)である。抗体は、多くの供給源から商業的に入手可能であり、限定するものではな
いが、Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)、Abcam (Cambridge, MA)、Sigma-Al
drich (St. Louis, MO), Life Technologies/Invitrogen (Carlsbad, CA)、R&D Systems 
(Minneapolis, MN)、BiosPacific (Emeryville, CA)、及びAbnova (Walnut, CA)を含む。
【００６１】
　抗体などのタンパク質を還元する方法は、当業者によく知られている。ここに開示され
る方法における使用のための還元抗体は、還元抗体を産生するために、抗体を還元剤と反
応させることによって形成されうる。方法は、還元抗体を産生するのに十分な時間、抗体
(例えば抗体又は抗体断片)を還元剤と混合させることを含む。還元抗体は、一又は複数(
例えば１、２、３、４、５、６又はそれ以上)の有効チオール基を含む。幾つかの実施例
では、有効チオール基は、天然抗体に存在するジスルフィド結合(例えば、一又は複数の
鎖内ジスルフィド又は鎖間ジスルフィド)の還元の結果として産生される。特定の実施例
では、有効チオール基は、天然抗体に存在する少なくとも一つの鎖内ジスルフィド架橋の
還元によって産生される。
【００６２】
　幾つかの実施例では、還元剤はモノ-又はジチオール還元剤(例えば、２-メルカプトエ
タノール、２-メルカプトエチルアミン、システイン、還元グルタチオン、ジチオスレイ
トール、ジチオエリトリトール、グリコールジメルカプトアセテート、又はチオグリコー
ル酸)である。別の実施例では、還元剤はトリアルキルホスフィン還元剤(例えば、トリス
(２-カルボキシエチル)ホスフィン)である。還元剤の適切な濃度及び反応のための時間は
、特定の温度で、特定の濃度の還元剤を用い、任意の時間において産生されるチオールの
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数を滴定することによって決定されうる。有効なチオールの数は、当業者により決定可能
である (例えば、Ellman’s assay; Ellman, Arch.Biochem.Biophys.82:70-77, 1959によ
り)。幾つかの実施例では、還元剤の量は約１ｍＭ～約１Ｍ(例えば、約１ｍＭ～５００ｍ
Ｍ、約５ｍＭ～１００ｍＭ、又は約１０ｍＭ～５０ｍＭ)であり、時間は約１０分～約２
４時間(例えば、約１０分～２時間又は約２０分～６０分)である。特定の、非限定実施例
では、抗体を、還元抗体を産生するために、約２５分間４℃で、約０．５Ｍのジチオスレ
イトール(ＤＴＴ)と反応させる。
【００６３】
　幾つかの実施例では、アリールホスフィン-ナノ粒子複合体及び還元抗体は、少なくと
も約２時間(例えば、２、３、４、５、６、８、１０、１２、１６、１８、２４、３６、
４８、６０、７２時間又はそれ以上)インキュベートされる。更なる実施例では、アリー
ルホスフィン-ナノ粒子複合体と還元抗体との反応は、約２℃～約２８℃(例えば、約４℃
～約２５℃、約１０℃～約２２℃)の温度で実施される。幾つかの実施例では、反応は約
４℃で実施される。他の実施例では、反応は室温(例えば、約２２℃～約２６℃)で実施さ
れる。特定の実施例では、反応は約４℃で４８時間、又は室温で約２４時間実施される。
当業者は、反応時間及び温度が変動しうることを理解するだろう。例えば、抗体へのより
少ないナノ粒子コンジュゲーションが、より短い時間(例えば２４時間未満)又はより低い
温度(例えば４℃)の反応において生じ得、抗体へのより多いナノ粒子コンジュゲーション
が、より長い時間(例えば２４時間より大)、又はより高い温度(例えば室温)の反応におい
て生じうる。
【００６４】
　幾つかの実施態様では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートにおいて抗体にカップリングさ
れるナノ粒子の数は、反応物ストイキオメトリ及び／又は反応時間を調整することによっ
て制御される。幾つかの実施例では、還元抗体との反応に含まれるアリールホスフィン-
ナノ粒子複合体の量を増加させることによって、抗体にカップリングされる２つ以上のナ
ノ粒子(例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、又はそれ以上)を含む複合体が
産生されうる。このような実施態様は、抗体に対し非整数比のナノ粒子を有するものを含
む。幾つかの実施例では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、抗体あたり２、２．５、３
、３．５、４、４．５、５、又はそれ以上のナノ粒子を含む。他の実施例では、抗体-ナ
ノ粒子コンジュゲートは、抗体あたり平均約２～７つ(例えば、約３～６つ、又は約５つ)
のナノ粒子を含む。幾つかの実施例では、アリールホスフィン-ナノ粒子複合体対還元抗
体の反応物ストイキオメトリは、約２：１、３：１、４：１、５：１、６：１、７：１、
８：１、９：１、１０：１、又はそれ以上である。一非限定実施例では、反応物ストイキ
オメトリは、約１．５ｍｇの抗体に対して約５ｍｇのアリールホスフィン-ナノ粒子複合
体であり、得られる抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、抗体あたり約３．５ナノ粒子を含
む。別の非限定実施例では、反応物ストイキオメトリは、約１．５ｍｇの抗体に対して約
１０ｍｇのアリールホスフィン-ナノ粒子複合体であり、得られる抗体-ナノ粒子コンジュ
ゲートは、抗体あたり約５ナノ粒子を含む。
【００６５】
　更なる実施態様では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートにおいて抗体にカップリングされ
るナノ粒子の数は、反応において還元抗体に存在する還元チオールの数を調整することに
よって制御される。タンパク質の還元を制御する方法は、当業者に知られている。幾つか
の実施例では、還元剤のタイプ又は量及び／又は還元反応の時間が、タンパク質の還元の
程度を制御するために調製される。例えば、還元剤の量及び／又は反応の時間を増加させ
ることによって、タンパク質においてより多くのジスルフィドが還元され、より多くの還
元チオールが産生され、単一抗体分子に対するより多くのナノ粒子のコンジュゲーション
を可能にする。逆に、還元剤の量及び／又は反応の時間を低減させることによって、タン
パク質においてより少ないジスルフィドが還元され、より少ない還元チオールが産生され
、単一抗体分子に対する少ないナノ粒子のコンジュゲーションを可能にする。
【００６６】
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ＩＶ．　　抗体-ナノ粒子コンジュゲートの使用方法
　ここに開示されるものは、ここに記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲートを含む抗体-ナノ
粒子コンジュゲートを利用する、サンプルにおける標的分子の検出方法である。方法は、
標的分子の検出方法を含み、例えば組織化学的方法、例えば、免疫組織化学(ＩＨＣ)及び
インサイツハイブリダイゼーション(ＩＳＨ)法である。抗体-ナノ粒子コンジュゲートは
、一般的な方法に対して、ＩＨＣ及びＩＳＨ法の感受性及び／又は特異性を増加させる。
【００６７】
　ここに記載の方法は、酵素促進金属組織学に関し、核生成中心として抗体-ナノ粒子コ
ンジュゲートを使用する。このプロセスでは、酵素は、後に電子を供与し溶液中の金属イ
オンを還元する産物への基質の化学転換を触媒する。理論に束縛されるものではないが、
ここに開示される方法では、得られる金属原子はナノ粒子表面で核生成し、例えば光学顕
微鏡によって可視化できる程度まで、粒子のサイズを増加させると信じられている。抗体
-ナノ粒子コンジュゲートは、金属原子析出の特定点を提供し、低バックグラウンド染色
で増加シグナルをもたらす。
【００６８】
　幾つかの実施態様では、ここに開示される方法は、サンプルを、標的分子に結合する第
一抗体と接触させる工程；サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされてい
る第二抗体と接触させる工程であり、第二抗体は第一抗体に特異的に結合する工程；サン
プルを、一又は複数のナノ粒子にコンジュゲートされている第三抗体(例えば、ここに開
示されている抗体-ナノ粒子コンジュゲート)と接触させる工程であり、第三抗体は第二抗
体に特異的に結合する工程；サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させる工程で
あり、金属沈殿が形成され標的分子と共局在する工程；及び金属沈殿を検出する工程を含
む。図１は、抗体-ナノ粒子コンジュゲートを利用するＩＨＣ(図１Ａ)及びＩＳＨ(図１Ｂ
)を実施するための、ここに記載の例示的、非限定的方法の概要図を示す。
【００６９】
　他の実施態様では、開示される方法において使用される一又は複数の抗体はハプテン(
例えばＤＮＰ、ＤＩＧ、フルオレセイン、ビオチン、又はベンゾフラザン)を含み得、抗
体に特異的に結合する抗体は抗ハプテン抗体である。一実施例では、方法は、サンプルを
、標的分子に結合する第一抗体と接触させる工程であり、第一抗体はハプテンを含む工程
；サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第二抗体と接触させる
工程であり、第二抗体は第一抗体のハプテンを特異的に結合する工程；サンプルを、一又
は複数のナノ粒子にコンジュゲートされている第三抗体と接触させる工程であり、第三抗
体は第二抗体に特異的に結合する工程；サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触さ
せる工程であり、金属沈殿が形成され標的分子と共局在する工程；及び金属沈殿を検出す
る工程を含む。他の実施例では、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされる抗体(例
えば、第二抗体)はハプテンを含み、一又は複数のナノ粒子にコンジュゲートされる抗体
は、第二抗体のハプテンを特異的に結合する抗ハプテン抗体である。幾つかの実施態様で
は、一次及び／又は第二抗体はハプテンを含み、二次及び／又は第三抗体は抗ハプテン抗
体である。幾つかの実施例では、開示の方法において使用される一以上の抗体がハプテン
である場合は、ハプテンは異なるハプテンである。
【００７０】
　他の実施態様では、ここに開示される方法は、サンプルを、一又は複数の酵素分子にコ
ンジュゲートされている第一抗体と接触させる工程であり、第一抗体は標的分子に結合す
る工程；サンプルを、一又は複数のナノ粒子にコンジュゲートされている第二抗体(例え
ばここに開示される抗体-ナノ粒子コンジュゲート)と接触させる工程であって、第二抗体
は第一抗体を特異的に結合する工程；サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させ
る工程であり、金属沈殿が形成され標的分子と共局在する工程；及び金属沈殿を検出する
工程を含む。更なる実施態様では、方法は、サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジ
ュゲートされている第一抗体と接触させる工程であり、第一抗体は標的分子に結合し、第
一抗体はハプテン(例えばＤＮＰ、ＤＩＧ、フルオレセイン、ビオチン、又はベンゾフラ
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ザン)を含む工程；サンプルを、一又は複数のナノ粒子にコンジュゲートされている第二
抗体に接触させる工程であり、第二抗体は第一抗体のハプテンを特異的に結合する抗ハプ
テン抗体である工程；サンプルを、酵素の基質及び金属イオンと接触させる工程であり、
金属沈殿が形成され標的分子と共局在する工程；及び金属沈殿を検出する工程を含む。
【００７１】
　幾つかの実施例では、ここに記載の方法を使用して形成される金属沈殿(例えば、酸化
状態０の金属)は、標的分子と共局在する。例えば、金属沈殿は、標的分子の少なくとも
約５μｍ内(例えば標的分子の少なくとも約１μｍ、５００ｎｍ、２５０ｎｍ、１００ｎ
ｍ、５０ｎｍ、２０ｎｍ、１０ｎｍ、５ｎｍ、２ｎｍ、１ｎｍ、又は０．５ｎｍ内)に集
積する。
【００７２】
　幾つかの実施例では、開示の方法は、タンパク質である標的分子を検出する方法であり
(例えば、ＩＨＣ法)、標的分子に結合する抗体は、標的タンパク質における一又は複数の
エピトープを特異的に結合する抗体(時に、「一次」抗体と呼ばれる)である。他の実施例
では、開示の方法は、核酸分子である標的分子を検出する方法であり(例えば、ＩＳＨ法)
、標的分子に結合する抗体は、ハプテン標識核酸プローブを特異的に結合する抗ハプテン
抗体であり、これは標的核酸分子を特異的に結合する。標的分子は、下のセクションＶＩ
において検討されている。
【００７３】
　更なる実施態様では、ここに開示される方法は、更なる標的分子を検出するために、非
金属組織検出法(例えば比色又は蛍光検出法)と組み合わせて使用されうる。幾つかの実施
例では、サンプルにおける複数の標的の検出を可能にするマルチプレックスアッセイを提
供するために、別々に検出されうる複数の検出可能標識が、異なる標的を特異的に結合す
る異なる特異的結合分子(例えば抗体)にコンジュゲートされうる。例えば、ここに開示さ
れる方法は、サンプルにおいて標的分子(例えば標的タンパク質又は核酸分子)を検出する
ために使用されうる。サンプルはまた、比色法に課されて得、例えば適切な基質と使用さ
れた場合に色素原を産生する酵素(例えば３，３′-ジアミノベンジジン(ＤＡＢ)を有する
ＨＲＰ又はＢＣＩＰ／ニトロブルーテトラゾリウム(ＮＢＴ)を有するＡＰ)とコンジュゲ
ートされた抗体を使用して、二次又はその後の標的分子を検出する。サンプルはまた、蛍
光検出方法に課され得、例えば蛍光分子(例えばフルオレセイン、発光団、クマリン、Ｂ
ＯＤＩＰＹ色素、レゾルフィン、ローダミン、又は量子ドット)にコンジュゲートされた
抗体を使用して、二次又はその後の標的分子を検出する。あるいは、サンプルは、一又は
複数の標的分子を検出するために比色及び／又は蛍光検出法で処理し、その後に更なる標
的分子を検出するためにここに開示される方法を行ってもよい。
【００７４】
　マルチプレックスの適切な順(例えば、ほとんどの場合、ＩＳＨの前にＩＨＣ)は、常法
を使用して当業者によって決定できる。
【００７５】
　ここに記載される方法は、金属沈殿(例えば、酸化状態ゼロの金属)、例えば開示の方法
に含まれる抗体-ナノ粒子コンジュゲートにおけるナノ粒子の表面で核生成される金属沈
殿を検出することを含む。金属沈殿は、明視野顕微鏡などによって視覚的に検出されうる
。幾つかの実施例では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートの使用は、検出されるべき低コピ
ー数の核酸分子(例えば、細胞あたり約１－３のコピーで存在する核酸分子)又は低含量の
タンパク質の検出及び定量化を、一般的なシグナル増幅工程(例えば、典型的に必要とさ
れるチラミドシグナル増幅)無しで可能にする。
【００７６】
　当業者は、一又は複数の標的分子の検出のためのここに開示される方法の実施態様が、
自動化されてもよいことを理解するだろう。Ventana Medical Systems, Inc. is the ass
ignee of a number of United States patents disclosing systems and methods for pe
rforming automated analyses, including U.S. Patent Nos. 5,650,327; 5,654,200; 6,
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296,809; 6,352,861; 6,827,901; and 6,943,029, and U.S. published application Nos
. 2003/0211630 and 2004/0052685
【００７７】
　　　　Ａ．　　　抗体-酵素コンジュゲート
　開示の方法は、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている抗体を含む。幾つか
の実施例では、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている抗体は、次に標的分子
に結合する抗体に特異的に結合する抗体である(時に、「二次抗体」と呼ばれる)。他の実
施例では、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている抗体は、標的分子、又は標
的核酸分子に結合されたハプテン標識核酸プローブに結合する抗体である(時に、「一次
抗体」と呼ばれる)。また更なる実施例では、一又は複数の酵素分子は抗ハプテン抗体(例
えば抗ＤＮＰ抗体、抗ＤＩＧ抗体、抗フルオレセイン抗体、抗ビオチン抗体、又は抗ベン
ゾフラザン抗体)にコンジュゲートされている。
【００７８】
　開示の方法において、抗体にコンジュゲートされる酵素は、金属イオンをゼロ酸化状態
の金属に還元可能な少なくとも一つの産物を産生するために、酸化還元に不活性な酵素基
質を転換可能な酵素である。幾つかの実施例では、酵素は、アルカリホスファターゼ(Ａ
Ｐ)、酸性ホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、β-ラクタマーゼ(例えばセファロスポ
リナーゼ又はペニシリナーゼ)、グルコシダーゼ(例えばα-又はβ-グルコシダーゼ)、又
はエステラーゼでありうる。酵素-抗体コンジュゲートは一又は複数の酵素分子(例えば２
、３、４、５、６、７、８、９、１０又はそれ以上の酵素分子)を含む。幾つかの実施例
では、酵素-抗体コンジュゲートは約２－１０の酵素分子、例えば約２－８の酵素分子、
例えば３－５の酵素分子を含む。特定の非限定的例では、酵素-抗体コンジュゲートは２
又は３つの酵素分子を含む。抗体-酵素コンジュゲート及びかかるコンジュゲートの製造
方法は当分野でよく知られている。幾つかの実施例では、酵素は、還元抗体(例えば、少
なくとも１つのフリーチオール、例えば少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１
０又はそれ以上のフリーチオールを有する抗体)とのマレイミド-酵素分子の反応により、
リンカー分子(例えばマレイミドリンカー)で抗体にコンジュゲートされる。
【００７９】
　ここに記載される特定の実施態様では、酵素はＡＰである。幾つかの実施例では、ＡＰ
は未変性ＡＰ(例えば、子ウシ腸ＡＰなどの腸ＡＰ又は腎臓ＡＰ)である。未変性ＡＰは、
当分野でよく知られている方法を使用して精製されてもよく、また限定するものではない
が、BioZyme (BBI Enzymes, Madison, WI)、Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), Worthingt
on Biochemical (Lakewood, NJ)、及びUS Biological (Swampscott, MA)を含む多くの供
給源からも商業的に入手可能である。他の実施例では、ＡＰは組換えＡＰであり、例えば
微生物(例えば、Escherichia coli 又はPischia pastoris)において発現され精製される
組換えＡＰである。組換えＡＰを発現させ精製する方法は当分野でよく知られている。組
換えＡＰはまた、例えばRoche Applied Science (Indianapolis, IN)、Worthington Bioc
hemical (Lakewood, NJ)、及びSigma-Aldrich (St. Louis, MO)から商業的に入手可能で
ある。特定の実施例では、ＡＰは、マレイミド-ＡＰを産生するためにＭＡＬ-ｄＰＥＧＴ

Ｍ
１２ＮＨＳ(Quanta Biodesign; Powell, OH)で修飾され、抗体(例えばヤギ抗マウスＩ

ｇＧ又はヤギ抗ウサギＩｇＧ)は、チオレート抗体を産生するためにＤＴＴで還元される
。マレイミド-ＡＰ及びチオレート抗体を反応させてＡＰ-抗体コンジュゲートを産生し、
これが精製されて、開示の方法においてされうる。
【００８０】
　開示の方法は、サンプルを、酵素基質及び金属イオンと接触させ、金属沈殿を形成させ
ることを含む。特定の実施例では、サンプルを、酵素基質及び金属イオンと同時に接触さ
せる。特定の実施例では、サンプルを、酵素基質及び金属イオンと逐次に接触させる。上
で検討したように、抗体-酵素コンジュゲートにおいて使用される酵素は、金属イオンを
ゼロ酸化状態の金属に還元可能な少なくとも一つの酸化還元活性な種を産生するために、
酸化還元に不活性な酵素基質を転換可能な酵素である。酵素基質は従って、抗体-酵素コ
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ンジュゲートに含まれている特定の酵素によって転換できる基質である。幾つかの実施例
では、酵素はＡＰであり、酵素基質はアルカリホスファターゼによって除去できるホスフ
ェートを含む分子であり、金属イオンをゼロ酸化状態の金属に還元できる酸化還元に活性
な種が生成される。ＡＰ基質の例は、限定するものではないが、インドリルホスフェート
(例えば、５-ブロモ-４-クロロ-３-インドリルホスフェート(ＢＣＩＰ))、アスコルビン
酸ホスフェート、α-トコフェロールホスフェート、セサモールホスフェート、オイゲノ
ールホスフェート、及びハイドロキノン誘導体(例えば、ハイドロキノンホスフェート、
ナフトヒドロキノン、及びアントラヒドロキノン)を含む。更なるＡＰ基質は、当分野で
知られている(例えば、米国特許第７，６３２，６５２号及び第７，６４２，０６４号参
照のこと；出典明記によりここに援用する)。幾つかの実施例では、サンプルを約０．１
ｍＭ～約１００ｍＭの酵素基質(例えば約０．４ｍＭ～７５ｍＭ、約１ｍＭ～５０ｍＭ、
又は約２ｍＭ～２０ｍＭ)と接触させる。特定の実施例では、サンプルを約０．５～３ｍ
ＭのＢＣＩＰ、例えば１～２ｍＭのＢＣＩＰ、例えば約１．３ｍＭのＢＣＩＰと接触させ
る。
【００８１】
　他の酵素についても同様に、基質は、酵素によって金属イオンをゼロ酸化状態の金属に
還元可能な少なくとも一つの酸化還元活性な種に転換できる、酸化還元に不活性な酵素基
質である。例えば、酵素がβ-ガラクトシダーゼである場合、基質はモノ-又はジ-ガラク
トシド化合物(例えば、ジガラクトシルハイドロキノン)でありうる。酵素がβ-ラクタマ
ーゼである場合、基質はβ-ラクタム(例えばＣ３′β-ラクタム、例えば、セファロスポ
リン)でありうる。酵素がグルコシダーゼである場合、基質はモノ-又はジ-グルコシドで
あり得、酵素がエステラーゼである場合、基質はモノ-又はジ-エステルでありうる。ここ
に記載される方法に適切な酵素基質の特定の例は、当分野で知られている(例えば米国特
許第７，６３２，６５２号及び同第７，６４２，０６４号を参照)。当業者は、特定の酵
素のための基質を決定し、酸化還元活性な種を産生する特定の基質を選択できる。
【００８２】
　上記のように、開示の方法は酵素-抗体コンジュゲートを含み、酵素は基質を、金属イ
オンをゼロ酸化状態の金属に還元可能な酸化還元活性な種に転換する。理論に束縛される
ものではないが、還元金属は、抗体-ナノ粒子コンジュゲートの形態においてサンプルに
存在するナノ粒子の表面で核生成する沈殿を形成すると信じられている。金属原子の沈殿
又は析出はナノ粒子のサイズを増加し、これは次いで、例えば光学顕微鏡を使用して検出
される。ここに記載される方法に適した金属イオンは、銀イオン、金イオン、銅イオン、
ニッケルイオン、白金イオン、パラジウムイオン、コバルトイオン、又はイリジウムイオ
ンを含む。ここに記載される方法では、サンプルを金属イオンと接触させ、これは溶液中
でありうる。特定の実施例では、金属塩は溶液に溶存する。金属塩は、金属ハロゲン化物
(例えば金属塩化物又は金属フッ化物)、金属硝酸塩、金属酢酸塩、又は金属過塩素酸塩を
含みうる。他の実施例では、金属塩は、金属亜硫酸塩、金属リン酸塩、金属炭酸塩を含み
うる。特定の実施例では、金属塩は硝酸銀である。
【００８３】
　特定の実施例では、ここに開示される方法は、金ナノ粒子を含む抗体-ナノ粒子コンジ
ュゲートを使用し、また、銀原子に還元され金ナノ粒子で析出される銀イオンを使用する
。幾つかの実施例では、銀イオンは銀化合物(例えば、酢酸銀、硝酸銀、フッ化銀、又は
過塩素酸銀)からである。幾つかの実施例では、サンプルを、約２分～９０分(例えば約２
分～６０分、約４分～６０分、又は約１０分～約３０分)間、約１０ｍＭ～約１Ｍ(例えば
約２０ｍＭ～５００ｍＭ、又は約５０ｍＭ～１００ｍＭ)の一又は複数の銀化合物を含む
溶液と接触させる。特定の実施例では、サンプルを、約２０分間、約５０ｍＭの硝酸銀と
接触させる。
【００８４】
　　　　Ｂ．　　　抗体-ナノ粒子コンジュゲート
　ここに記載される方法は、一又は複数のナノ粒子(例えば１、２、３、４、５、６、７



(25) JP 2013-525800 A 2013.6.20

10

20

30

40

50

、８、９、１０又はそれ以上のナノ粒子)にコンジュゲートされている抗体を使用する。
幾つかの実施例では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートはここに記載されるものであり、抗
体-ナノ粒子コンジュゲートは、金属-チオール結合を通して抗体に直接結合されている２
つ以上のナノ粒子を含む。特定の実施例では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、抗体あ
たり２～５つの金粒子、例えば５つの金ナノ粒子を含むコンジュゲートである。他の実施
例では、抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、当業者に知られている何れかの抗体-ナノ粒子
コンジュゲートである。例えば、米国特許第５，３６０，８９５号；米国特許公開第２０
０６／０２４６５２４号を参照のこと。
【００８５】
　上で検討したように、幾つかの実施例では、ナノ粒子は金属ナノ粒子(例えば、金、パ
ラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリジウム、又はその２つ以上の合金)
である。幾つかの実施例では、抗体にコンジュゲートされているナノ粒子は、約０．５ｎ
ｍ～約２００ｎｍ(例えば、約１ｎｍ～約１００ｎｍ、約２ｎｍ～約５０ｎｍ、約２ｎｍ
～約１０ｎｍ、又は約１ｎｍ～約５ｎｍ)の直径を有する。特定の実施例では、ナノ粒子
は、約５ｎｍ以下(例えば約５ｎｍ、約４．５ｎｍ、約４ｎｍ、約３．５ｎｍ、約３ｎｍ
、約２．５ｎｍ、約２ｎｍ、約１．５ｎｍ、約１ｎｍ、又は約０．５ｎｍ)の直径を有す
る。ここに記載される方法の幾つかの実施例では、サンプルを、約４分～６０分(例えば
約８分～４０分、又は約１６分～３２分)間、約１０ｎＭ～２μＭの抗体-ナノ粒子コンジ
ュゲート(例えば約２０ｎＭ～１．５μＭ、約５０ｎＭ～１μＭ、又は約１００ｎＭ～５
００ｎＭ)と接触させる。特定の実施例では、サンプルを、約３２分間、１００ｎＭの抗
体-金ナノ粒子コンジュゲートと接触させる。
【００８６】
　　　　Ｃ．　　　調色、増幅、及び固定
　ここに開示されている方法は、場合によっては、サンプルをハロゲン化金(例えば塩化
金)と接触させることを含む「調色」工程を含む。金調色は歴史的に、銀層を保護するた
めの、塩化金によるサンプルの処理をさす(例えば銀増強免疫電子顕微鏡法)。例えば、Po
hl and Stierhof, Microsc.Res.Tech.42:59-65, 1998; Sawada and Esaki, J. Histochem
.Cytochem.48:493-498, 2000を参照のこと。
【００８７】
　開示される方法の特定の実施例では、サンプルを酵素基質及び金属イオンと接触させた
後に、サンプルをハロゲン化金(例えば塩化金)と接触させる。例えば米国特許第７，６３
２，６５２号及び同第７，６４２，０６４号を参照のこと(出典明記によりここに援用す
る)。理論に束縛されるものではないが、金は還元され、抗体-ナノ粒子コンジュゲート(
例えば金ナノ粒子)のナノ粒子の表面で析出される還元金属原子(例えば銀)の幾つかを酸
化し、暗点を生成する(例えば、コントラスト及び／又はシグナルのサイズを増加させる)
。幾つかの実施例では、方法は、サンプルを、約２分～約９０分(例えば約２分～６０分
、約４分～６０分、又は約１０分～約３０分)間、約０．０５％～約１％(例えば、約０．
１％～０．８％、約０．１％～０．５％、又は約０．１％～０．２％)の塩化金と接触さ
せることを含む。特定の実施例では、サンプルを約４分間、０．２％の塩化金と接触させ
る。
【００８８】
　幾つかの実施態様では、開示の方法は、場合によっては増幅工程も含む。増幅は、サン
プルを更なる金属イオンと接触させることを含み得、酸化状態ゼロの金属への還元により
多くの金属イオンを提供し、検出されうる金属沈殿を増加させる。幾つかの実施例では、
方法は、サンプルを、サンプルと酵素基質及び金属イオンとの接触において使用したのと
同じ金属イオンと接触させることを含む。幾つかの実施例では、金属イオンは、溶液に溶
存する金属塩の形態である。金属塩は金属ハロゲン化物(例えば、金属塩化物又は金属フ
ッ化物)又は金属硝酸塩を含みうる。特定の実施例では、金属イオンは銀であり(例えば、
サンプルがそれまでに酵素基質及び銀イオンと接触している場合)、例えば一又は複数の
銀化合物(例えば硝酸銀)の形態である。幾つかの実施例では、サンプルを、約２分～９０
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分(例えば約２分～６０分、約４分～６０分、又は約１０分～約３０分)間、約１０ｍＭ～
約１Ｍ(例えば約２０ｍＭ～５００ｍＭ、又は約５０ｍＭ～１００ｍＭ)の一又は複数の銀
化合物を含む溶液と接触させる。特定の実施例では、サンプルを、約４分間、約５０ｍＭ
の硝酸銀と接触させる。
【００８９】
　更なる実施態様では、ここに開示されている方法は場合によっては固定化工程を含み、
これは、金属還元反応を停止させ、何れかの非還元金属イオンをサンプルから除去する。
幾つかの実施例では、固定化は、サンプルを還元剤と接触させることを含む。幾つかの実
施例では、方法は、サンプルを、約２分～９０分(例えば約２分～６０分、約４分～６０
分、又は約１０分～約３０分)間、約０．０１％～約５％のチオ硫酸ナトリウム(例えば、
約０．０６２５％～４％、約０．１％～３％、又は約０．５％～２％)と接触させること
を含む。特定の実施例では、固定化は、サンプルを約２％のチオ硫酸ナトリウムと約４分
間接触させることを含む。
【００９０】
Ｖ．　　　キット
　ここに開示されるのはキットであり、開示される方法の様々な実施態様を実施するため
に使用されうる。幾つかの実施例では、キットは、一又は複数のナノ粒子(例えば１、２
、３、４、５、６、７、８、９、１０、又はそれ以上のナノ粒子)にコンジュゲートされ
ている第一抗体、例えばここに開示される抗体-ナノ粒子コンジュゲートを含む。特定の
実施例では、第一抗体は、一又は複数の金ナノ粒子、一又は複数のパラジウムナノ粒子、
一又は複数の白金ナノ粒子、又は一又は複数の金-パラジウム合金ナノ粒子にコンジュゲ
ートされている。幾つかの実施例では、キットはまた、一又は複数の酵素分子(例えば１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、又はそれ以上の酵素分子)にコンジュゲート
されている第二抗体を含み、第一抗体は第二抗体に特異的に結合する。幾つかの実施例で
は、第一抗体及び／又は第二抗体は抗ハプテン抗体である。幾つかの実施例では、一又は
複数のナノ粒子にコンジュゲートされている抗体は、ここに開示の抗体-ナノ粒子コンジ
ュゲートであり、例えば、金属-チオール結合によって抗体に直接結合されている２つ以
上のナノ粒子(例えば金ナノ粒子)を含む抗体-ナノ粒子コンジュゲートである。特定の実
施例では、抗体は別々の容器に含まれている。
【００９１】
　幾つかの特定の実施例では、キットは、一又は複数のナノ粒子(例えば２、３、４、５
、６、７、８、９、１０、又はそれ以上のナノ粒子)にコンジュゲートされている第一抗
体、及び一又は複数のＡＰ分子(例えば２、３、４、５、６、７、８、９、１０、又はそ
れ以上、例えば３ＡＰ分子)にコンジュゲートされている第二抗体を含み、第一抗体は第
二抗体に特異的に結合する。幾つかの実施例では、第二抗体は、標的分子(例えば標的タ
ンパク質又はハプテン、ハプテン標識プローブは標的核酸分子に結合されている)に特異
的に結合する「一次抗体」である。他の実施例では、第二抗体は、一次抗体(例えば、標
的タンパク質又はハプテンを特異的に認識する抗体、ハプテン標識プローブは標的核酸分
子に結合されている)に特異的に結合する「二次抗体」である。
【００９２】
　キットは場合によっては、更なる要素、例えば酵素のための基質(例えば、酵素がＡＰ
の場合、ＢＣＩＰ)又は金属イオン(例えば銀イオン、金イオン、銅イオン、ニッケルイオ
ン、白金イオン、パラジウムイオン、コバルトイオン、又はイリジウムイオン)を含む溶
液を含みうる。更に、キットは、上記試薬以外の更なる要素を含み得、限定するものでは
ないが、開示の方法の更なる工程のための試薬、例えば金調色のための試薬(例えば、塩
化金)、銀増幅(例えば、硝酸銀)、及び／又は固定化(例えば、チオ硫酸ナトリウム)を含
む。キットはまた、抗体(例えば一又は複数の一次抗体)、ハプテン標識プローブ、又はこ
こに開示されている方法によってＩＨＣ及び／又はＩＳＨを実施するのに必要な他の試薬
を含みうる。開示したキットの各要素は、別々の容器において提供されうる。幾つかの実
施例では、キットはまた、コントロールサンプル、例えば一又は複数のポジティブコント
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ロールサンプル(for example, a sample known to express a particular target or to 
express a known amount or have a known gene copy number of a particular target)
、又は一又は複数のネガティブコントロールサンプル(例えば、特定の標的を発現しない
ことが分かっているサンプル)を含みうる。特定の実施例では、ここに開示されているキ
ットは、癌又は感染などの疾患又は疾病を有すると疑われている哺乳類からのサンプルに
おいて、標的を検出するために使用されうる。
【００９３】
ＶＩ．　　サンプル及び標的
　サンプルは生物学的要素を含み、一般的に一又は複数の興味の標的分子を含むことが疑
われている(又は含むことが知られている)。標的分子は細胞の表面上であり得、細胞は懸
濁液中、又は組織切片中(例えば、パラフィン包埋組織切片)でありうる。また、標的分子
は細胞内であり得、細胞溶解、又はプローブ又は抗体による細胞の貫入により検出されう
る。当業者は、サンプルにおける標的分子の検出方法が、サンプルのタイプ及び使用され
ているプローブ又は抗体に依存して異なるであろうことを理解するだろう。サンプルを収
集し、調整する方法は当分野で知られている。
【００９４】
　ここに記載の方法において使用されるサンプル、例えば組織又は他の生体サンプルは、
当分野で知られている何れかの方法を使用して調整されうる。サンプルは、限定するもの
ではなが、単細胞生物、例えばその中でもバクテリア、酵母、原生動物、及びアメーバ、
多細胞生物(例えば植物又は動物)を含む何れかの生体から得られる、排泄される、又は分
泌される何れかの固体又は液体サンプルを含む。例えば、生体サンプルは、例えば、血液
、血漿、血清、尿、胆汁、腹水、唾液、脳脊髄液、房水又は硝子体液、又は何れかの体分
泌、漏出液、滲出液(例えば、膿瘍、又は何れかの他の感染又は炎症の部位から得られる
液)から得られる生体液、又は関節(例えば、正常関節又は疾患に影響された関節)から得
られる液体でありうる。生体サンプルはまた、任意の臓器又は組織から得られるサンプル
(バイオプシー又オートプシー標本、例えば腫瘍バイオプシー)、異種移植片であり得、又
は細胞(一次細胞又は培養細胞の何れか)又は任意の細胞、組織又は臓器によって馴化され
た培地を含みうる。特定の実施態様では、生体サンプルは、組織切片(例えばバイオプシ
ーから得られる)又は細胞学サンプル(例えばＰａｐスメア又は血液スメア等)を含む。
【００９５】
　　　 The samples can be obtained from subjects for routine screening or from s
ubjects that are suspected of having a disorder, such as an infection, a genetic
 abnormality or a neoplasia.The described methods can also be applied to samples
 that do not have genetic abnormalities, diseases, disorders, etc., referred to 
as “normal” samples.Such normal samples are useful, among other things, as con
trols for comparison to other samples.The samples can be analyzed for many diffe
rent purposes.For example, the samples can be used in a scientific study or for 
the diagnosis of a suspected malady.
【００９６】
　ここに記載されるサンプルは、当分野において現在知られているか又はこれから開発さ
れる何れかの方法を使用して調製されうる。一般的に、組織サンプルは、培地に組織を固
定化し包埋することによって調製される。他の実施例では、サンプルは、例えば細胞を個
体支持体上でスメアするか遠心分離することによって個体支持体上(例えばガラススライ
ド)に単層として調製される細胞懸濁液を含む。更なる実施例では、新鮮凍結(例えば、非
固定化)組織切片が、ここに開示の方法において使用されうる。
【００９７】
　幾つかの実施例では、包埋培地が使用される。包埋培地は不活性物質であり、そこに組
織及び／又は細胞が包埋され、将来の分析に対しそれらを保護することを補助する。包埋
はまた、組織サンプルが薄片にスライスされることを可能にする。包埋培地は、パラフィ
ン、セロイジン、ＯＣＴＴＭ化合物、寒天、プラスチック、又はアクリルを含む。
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【００９８】
　多くの包埋培地は疎水性であり、従って、不活性物質は、主に疎水性試薬を使用する組
織学的又は細胞学的分析の前に除去される必要がありうる。脱パラフィン化又は脱ろうは
ここでは広義に使用され、生体サンプルからの何れかのタイプの包埋培地の部分的な又は
完全な除去を指す。例えば、パラフィン-包埋組織切片は、有機溶媒、例えばトルエン、
キシレン、リモネン、又は他の適切な溶媒を通過させることによって脱ろうされる。
【００９９】
　サンプルの固定化の方法は様々である。組織サンプルの固定化は細胞及び組織成分を、
生-様状態に可能な限り近く保護し、著しい変化させることなくそれらを調製手順で処理
することを可能にする。固定化は自己融解及び細胞死により開始する細菌分解プロセスを
停止させ、細胞及び組織成分を安定化させ、それらに、その後の組織処理の工程、例えば
ＩＨＣ又はＩＳＨを持ちこたえさせる。
【０１００】
　組織は何れかの適切な方法によって固定化され得、灌流又は固定液へ沈めることを含む
。固定液は、架橋剤(例えば、アルデヒド、例えば、ホルムアルデヒド、パラホルムアル
デヒド及びグルタルアルデヒド、並びに非-アルデヒド架橋剤)、酸化剤(例えば、金属イ
オン及び錯体、例えば四酸化オスミウム及びクロム酸)、タンパク質-変性剤(例えば、酢
酸、メタノール、及びエタノール)、未知メカニズムの固定液(例えば、塩化水銀、アセト
ン、及びピクリン酸)、組合せ試薬(例えば、Carnoy’s fixative、methacarn、Bouin’s 
fluid、B5 fixative、Rossman’s fluid、及びGendre’s fluid)、マイクロ波、及び種々
の固定液(例えば、excluded volume fixation及びvapor fixation)として分類される。添
加物がまた固定液に含まれ得、例えばバッファー、洗剤、タンニン酸、フェノール、金属
塩(例えば塩化亜鉛、硫酸亜鉛、及びリチウム塩)、及びランタンである。
【０１０１】
　ＩＨＣのためのサンプルの調整において最も一般的に使用される固定液は、ホルムアル
デヒドであり、一般的にはホルマリン溶液の形態である(バッファー溶液中に４％のホル
ムアルデヒド、１０％緩衝ホルマリンと呼ばれる)。一実施例では、固定液は１０％中性
緩衝ホルマリンである。
【０１０２】
　サンプルは、プローブ又は抗体又は受容体分子によって特異的に結合されうる複数の標
的を含みうる。標的は核酸分子又はタンパク質でありうる。この開示を通して、標的タン
パク質について言及する場合は、そのタンパク質に関連する核酸分子も標的として使用で
きることが理解される。幾つかの実施例では、標的は、病原体、例えばウィルス、細菌、
又は細胞内寄生虫(例えばウィルスゲノムから)からのタンパク質又は核酸分子である。例
えば、標的タンパク質は、疾患と関連する(例えば、相関する、原因として関係する等)標
的核酸配列から産生されうる。
【０１０３】
　標的核酸分子は、サイズにおいて実質的に様々でありうる。限定するものではないが、
核酸分子は、様々な数の核酸残基を有しうる。例えば、標的核酸分子は、少なくとも約１
０の核酸残基、又は少なくとも約２０、３０、５０、１００、１５０、５００、１０００
又はそれ以上の残基を有しうる。幾つかの実施例では、標的核酸分子は「短」核酸分子で
あり、例えば約１ｋｂ～約２０ｋｂ(例えば、約１ｋｂ～約１５ｋｂ、約５ｋｂ～約２０
ｋｂ、又は約５ｋｂ～約１０ｋｂ)である。特定の実施例では、「短」標的核酸分子は、
ＨＰＶ又は肝炎ウイルス等のウイルスゲノム配列を含む。他の実施例では、標的核酸分子
は「長」核酸分子であり、例えば約２０ｋｂ～５００ｋｂ(例えば、約２０ｋｂ～約３０
０ｋｂ、約５０ｋｂ～約２００ｋｂ、又は約１００ｋｂ～約２００ｋｂ)又はそれ以上で
ある。特定の実施例では、「長」標的核酸分子は、腫瘍性形質転換に関係する遺伝子、例
えばＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、Ｃ-ＭＹＣ、ＡＢＬ、Ｃ-ＭＥＴ、ＴＯＰ２Ａ、ＢＣＬ、ｐ５３
、又はＲＢ１を含む。プローブ(例えばハプテン標的プローブ)は、標的核酸分子に結合し
、検出可能シグナルを提供できる。
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【０１０４】
　標的核酸分子は、コピー数においても実質的に様々でありうる。限定するものではない
が、核酸分子は、特定のサンプルに様々な数のコピー数で存在しうる。例えば標的核酸分
子はサンプルに、約１コピー又は少なくとも約２、３、４、５、１０、２０、３０、５０
、１００、１５０、５００、１０００又はそれ以上のコピーで存在しうる。幾つかの実施
例では、標的核酸分子は「低コピー数」核酸分子であり、例えば、サンプルにおいて細胞
あたり約１～１００コピー、例えば約１～５０コピー、約１～２０コピー、約１～１０コ
ピー、又は約１～３コピーで存在する核酸である。特定の実施例では、低コピー数核酸分
子はＨＥＲ２及びＨＰＶを含む。幾つかの実施例では、標的核酸配列は、「短」核酸配列
及び低コピー数核酸の双方である(例えばＨＰＶ)。
【０１０５】
　同様に、標的タンパク質又はポリペプチドは、サイズにおいて実質的に様々でありうる
。限定するものではないが、標的タンパク質又はポリペプチドは、プローブ又は抗体に結
合する少なくとも一つのエピトープを含むだろう。幾つかの実施態様では、タンパク質又
はポリペプチドは、プローブ又は抗体に結合する少なくとも２つのエピトープを含みうる
。プローブ又は抗体はエピトープに結合し、検出可能なシグナルを提供しうる。
【０１０６】
　特定の、非限定的実施例では、標的核酸分子又は標的タンパク質(例えば、標的核酸(例
えばゲノム標的核酸)によって産生されるタンパク質)は、新生物(例えば、癌)に関連する
。多くの染色体異常(転座及び他の再配置、倍加又は欠失)が、新生物細胞、特に癌細胞、
例えばＢ細胞及びＴ細胞白血病、リンパ腫、乳癌、結腸癌、神経性癌及び同様なものにお
いて同定されている。従って、幾つかの実施例では、標的分子の少なくとも一部は、少な
くともサンプルにおける細胞のサブセットにおいて倍加又は欠失される核酸分子(例えば
、ゲノム標的核酸)によって産生される核酸分子又はタンパク質である。
【０１０７】
　癌遺伝子は、幾つかのヒト悪性腫瘍に関与することが知られている。例えば、染色体１
８ｑ１１．２の切断領域に位置するＳＹＴ遺伝子を含む染色体再配置は、滑膜肉腫軟部組
織腫瘍間で一般的である。ｔ（１８ｑ１１．２）転座は、例えば、異なる標識を持つプロ
ーブを使用して、同定することができる：第一のプローブは、ＳＹＴ遺伝子から遠位方向
に伸びる標的核酸配列から生成される核酸分子を含み、第二のプローブは３’又はＳＹＴ
遺伝子の近位に伸びる標的核酸配列から生成される核酸が含まれる。これらの標的核酸配
列（例えば、ゲノムの標的核酸配列）が、インサイツハイブリダイゼーションの方法で使
用される場合、ＳＹＴ遺伝子領域でｔ（１８ｑ１１．２）を欠く正常細胞は、ＳＹＴの２
つのインタクトなコピーを反映する、２つの融合（近接する２つの標識により作成された
）シグナルを示す。ｔ（１８ｑ１１．２）を持つ異常な細胞は単一の融合シグナルを示す
。
【０１０８】
　他の実施例では、標的核酸又は標的タンパク質(例えば、標的核酸(例えばゲノム標的核
酸)によって産生されるタンパク質)は、悪性細胞において欠失している(失われている)腫
瘍抑制遺伝子から選択される。例えば、染色体９ｐ２上に位置するｐ１６領域(Ｄ９Ｓ１
７４９、Ｄ９Ｓ１７４７、ｐ１６(ＩＮＫ４Ａ)、ｐ１４(ＡＲＦ)、Ｄ９Ｓ１７４８、ｐ１
５(ＩＮＫ４Ｂ)、及びＤ９Ｓ１７５２を含む)は、特定の膀胱癌において欠失されている
。染色体１の短腕の遠位領域(例えば、ＳＨＧＣ５７２４３、ＴＰ７３、ＥＧＦＬ３、Ａ
ＢＬ２、ＡＮＧＰＴＬ１、及びＳＨＧＣ-１３２２を包含する)、及び染色体１９の動原体
周囲領域(例えば、１９ｐ１３-１９ｑ１３)(例えば、ＭＡＮ２Ｂ１、ＺＮＦ４４３、ＺＮ
Ｆ４４、ＣＲＸ、ＧＬＴＳＣＲ２、及びＧＬＴＳＣＲ１)を含む染色体欠失は、中枢神経
系の特定タイプの固形腫瘍の特徴的分子特徴である。
【０１０９】
　上述の例は説明目的のためのみに提供され、限定することを意図しない。新生物性形質
転換及び／又は増殖と相関する多くの他の細胞遺伝学的異常が、当業者に知られている。
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新生物性形質転換と相関され、開示の方法において有用な、標的核酸又は標的タンパク質
(例えば、標的核酸(例えば、ゲノム標的核酸)によって産生されるタンパク質)はまた、Ｅ
ＧＦＲ遺伝子(７ｐ１２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_０００００７，ヌク
レオチド５５０５４２１９－５５２４２５２５)、Ｃ－ＭＹＣ遺伝子(８ｑ２４．２１；例
えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_０００００８，ヌクレオチド１２８８１７４９
８－１２８８２２８５６)，Ｄ５Ｓ２７１(５ｐ１５．２)、リポタンパク質リパーゼ(ＬＰ
Ｌ)遺伝子(８ｐ２２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_０００００８，ヌクレ
オチド１９８４１０５８－１９８６９０４９)、ＲＢ１(１３ｑ１４；例えば、ＧＥＮＢＡ
ＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１３，ヌクレオチド４７７７５９１２－４７９５４０２
３)、ｐ５３(１７ｐ１３．１；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１７
，相補体，ヌクレオチド７５１２４６４－７５３１６４２))、Ｎ－ＭＹＣ(２ｐ２４；例
えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_０００００２，相補体，ヌクレオチド１５１８
３５２３１－１５１８５４６２０)、ＣＨＯＰ(１２ｑ１３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ

受入番号ＮＣ_００００１２，相補体，ヌクレオチド５６１９６６３８－５６２００５６
７)、ＦＵＳ(１６ｐ１１．２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１６
，ヌクレオチド３１０９８９５４－３１１１０６０１)、ＦＫＨＲ(１３ｐ１４；例えば、
ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１３，相補体，ヌクレオチド４００２７８１
７－４０１３８７３４)、並びに、例えば：ＡＬＫ(２ｐ２３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴ

Ｍ受入番号ＮＣ_０００００２，相補体，ヌクレオチド２９２６９１４４－２９９９７９
３６)、Ｉｇ重鎖，ＣＣＮＤ１(１１ｑ１３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_
００００１１，ヌクレオチド６９１６５０５４－６９１７８４２３)、ＢＣＬ２(１８ｑ２
１．３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１８，相補体，ヌクレオチ
ド５８９４１５５９－５９１３７５９３)、ＢＣＬ６(３ｑ２７；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫ
ＴＭ受入番号ＮＣ_０００００３，相補体，ヌクレオチド１８８９２１８５９－１８８９
４６１６９)、ＭＡＬＦ１，ＡＰ１(１ｐ３２－ｐ３１；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入
番号ＮＣ_０００００１，相補体，ヌクレオチド５９０１９０５１－５９０２２３７３)、
ＴＯＰ２Ａ(１７ｑ２１－ｑ２２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１
７，相補体，ヌクレオチド３５７９８３２１－３５８２７６９５)、ＴＭＰＲＳＳ(２１ｑ
２２．３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００２１，相補体，ヌクレオ
チド４１７５８３５１－４１８０１９４８)、ＥＲＧ(２１ｑ２２．３；例えば、ＧＥＮＢ
ＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００２１，相補体，ヌクレオチド３８６７５６７１－３８
９５５４８８)；ＥＴＶ１(７ｐ２１．３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_０
００００７，相補体，ヌクレオチド１３８９７３７９－１３９９５２８９)、ＥＷＳ(２２
ｑ１２．２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００２２，ヌクレオチド２
７９９４２７１－２８０２６５０５)；ＦＬＩ１(１１ｑ２４．１－ｑ２４．３；例えば、
ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１１，ヌクレオチド１２８０６９１９９－１
２８１８７５２１)、ＰＡＸ３(２ｑ３５－ｑ３７；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号
ＮＣ_０００００２，相補体，ヌクレオチド２２２７７２８５１－２２２８７１９４４)、
ＰＡＸ７(１ｐ３６．２－ｐ３６．１２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００
０００１，ヌクレオチド１８８３００８７－１８９３５２１９、ＰＴＥＮ(１０ｑ２３．
３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１０，ヌクレオチド８９６１３
１７５－８９７１６３８２)、ＡＫＴ２(１９ｑ１３．１－ｑ１３．２；例えば、ＧＥＮＢ
ＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_００００１９，相補体，ヌクレオチド４５４３１５５６－４５
４８３０３６)、ＭＹＣＬ１(１ｐ３４．２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_
０００００１，相補体，ヌクレオチド４０１３３６８５－４０１４０２７４)、ＲＥＬ(２
ｐ１３－ｐ１２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_０００００２，ヌクレオチ
ド６０９６２２５６－６１００３６８２)及びＣＳＦ１Ｒ(５ｑ３３－ｑ３５；例えば、Ｇ
ＥＮＢＡＮＫＴＭ受入番号ＮＣ_０００００５，相補体，ヌクレオチド１４９４１３０５
１－１４９４７３１２８)を含む。
【０１１０】
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　他の実施例では、標的核酸又は標的タンパク質は、疾患又は状態に関連するウイルス又
は他の微生物から選択される。細胞又は組織サンプルにおける、ウイルス-又は微生物-由
来標的核酸(例えば、ゲノム標的核酸)又は標的タンパク質の検出は、生物の存在を示す。
例えば、標的核酸、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質は、発癌性又は病原性ウイル
ス、細菌又は細胞内寄生虫(例えばPlasmodium falciparum 及び他のPlasmodium species,
 Leishmania (sp.), Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica,及びGiardia lam
blia,並びにToxoplasma, Eimeria, Theileria, and Babesia species)のゲノムから選択
されうる。
【０１１１】
　幾つかの実施例では、標的核酸又は標的タンパク質(例えば、標的核酸(例えばゲノム標
的核酸)によって産生されるタンパク質)は、ウィルスゲノムである。例示的なウイルスお
よび相当するゲノム配列(ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ括弧内に参照配列受入番号記載)は、ヒトア
デノウイルスＡ(ＮＣ_００１４６０)，ヒトアデノウイルスＢ(ＮＣ_００４００１)，ヒト
アデノウイルスＣ(ＮＣ_００１４０５)，ヒトアデノウイルスＤ(ＮＣ_００２０６７)，ヒ
トアデノウイルスＥ(ＮＣ_００３２６６)，ヒトアデノウイルスＦ(ＮＣ_００１４５４)，
ヒトアストロウイルス(ＮＣ_００１９４３)，ヒトＢＫポリオーマウイルス(Ｖ０１１０９
；ＧＩ：６０８５１)ヒトボカウイルス(ＮＣ_００７４５５)，ヒトコロナウイルス２２９
Ｅ(ＮＣ_００２６４５)，ヒトコロナウイルスＨＫＵ１(ＮＣ_００６５７７)，ヒトコロナ
ウイルスＮＬ６３(ＮＣ_００５８３１)，ヒトコロナウイルスＯＣ４３(ＮＣ_００５１４
７)，ヒトエンテロウイルスＡ(ＮＣ_００１６１２)，ヒトエンテロウイルスＢ(ＮＣ_００
１４７２)，ヒトエンテロウイルスＣ(ＮＣ_００１４２８)，ヒトエンテロウイルスＤ(Ｎ
Ｃ_００１４３０)，ヒトエリスロウイルスＶ９(ＮＣ_００４２９５)，ヒト泡沫状ウイル
ス(ＮＣ_００１７３６)，ヒトヘルペスウイルス１(単純ヘルペスウイルス１型)(ＮＣ_０
０１８０６)，ヒトヘルペスウイルス２(単純ヘルペスウイルス２型)(ＮＣ_００１７９８)
，ヒトヘルペスウイルス３(水痘帯状疱疹ウイルス)(ＮＣ_００１３４８)，ヒトヘルペス
ウイルス４の１型(エプスタインバーウイルス１型)(ＮＣ_００７６０５)，ヒトヘルペス
ウイルス４の２型(エプスタインバーウイルス２型)(ＮＣ_００９３３４)，ヒトヘルペス
ウイルス５病原菌ＡＤ１６９(ＮＣ_００１３４７)，ヒトヘルペスウイルス５病原菌Ｍｅ
ｒｌｉｎ Ｓｔｒａｉｎ(ＮＣ_００６２７３)，ヒトヘルペスウイルス６Ａ(ＮＣ_００１６
６４)，ヒトヘルペスウイルス６Ｂ(ＮＣ_０００８９８)，ヒトヘルペスウイルス７(ＮＣ_
００１７１６)，ヒトヘルペスウイルス８のＭ型(ＮＣ_００３４０９)，ヒトヘルペスウイ
ルス８のＰ型(ＮＣ_００９３３３)，ヒト免疫不全ウイルス１(ＮＣ_００１８０２)，ヒト
免疫不全ウイルス１(ＮＣ_００１７２２)，ヒトメタ肺炎ウイルス(ＮＣ_００４１４８)，
ヒトパピロマウイルス－１(ＮＣ_００１３５６)，ヒトパピロマウイルス－１８(ＮＣ_０
０１３５７)，ヒトパピロマウイルス－２(ＮＣ_００１３５２)，ヒトパピロマウイルス５
４(ＮＣ_００１６７６)，ヒトパピロマウイルス６１(ＮＣ_００１６９４)，ヒトパピロマ
ウイルス－ｃａｎｄ９０(ＮＣ_００４１０４)，ヒトパピロマウイルスＲＴＲＸ７(ＮＣ_
００４７６１)，ヒトパピロマウイルス１０型(ＮＣ_００１５７６)，ヒトパピロマウイル
ス１０１型(ＮＣ_００８１８９)，ヒトパピロマウイルス１０３型(ＮＣ_００８１８８)，
ヒトパピロマウイルス１０７型(ＮＣ_００９２３９)，ヒトパピロマウイルス１６型(ＮＣ
_００１５２６)，ヒトパピロマウイルス２４型(ＮＣ_００１６８３)，ヒトパピロマウイ
ルス２６型(ＮＣ_００１５８３)，ヒトパピロマウイルス３２型(ＮＣ_００１５８６)，ヒ
トパピロマウイルス３４型(ＮＣ_００１５８７)，ヒトパピロマウイルス４型(ＮＣ_００
１４５７)，ヒトパピロマウイルス４１型(ＮＣ_００１３５４)，ヒトパピロマウイルス４
８型(ＮＣ_００１６９０)，ヒトパピロマウイルス４９型(ＮＣ_００１５９１)，ヒトパピ
ロマウイルス５型(ＮＣ_００１５３１)，ヒトパピロマウイルス５０型(ＮＣ_００１６９
１)，ヒトパピロマウイルス５３型(ＮＣ_００１５９３)，ヒトパピロマウイルス６０型(
ＮＣ_００１６９３)，ヒトパピロマウイルス６３型(ＮＣ_００１４５８)，ヒトパピロマ
ウイルス６ｂ型(ＮＣ_００１３５５)，ヒトパピロマウイルス７型(ＮＣ_００１５９５)，
ヒトパピロマウイルス７１型(ＮＣ_００２６４４)，ヒトパピロマウイルス９型(ＮＣ_０
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０１５９６)，ヒトパピロマウイルス９２型(ＮＣ_００４５００)，ヒトパピロマウイルス
９６型(ＮＣ_００５１３４)，ヒトパラインフルエンザウイルス１(ＮＣ_００３４６１)，
ヒトパラインフルエンザウイルス２(ＮＣ_００３４４３)，ヒトパラインフルエンザウイ
ルス３(ＮＣ_００１７９６)，ヒトパレコウイルス(ＮＣ_００１８９７)，ヒトパレコウイ
ルス４(ＮＣ_００７０１８)，ヒトパレコウイルスＢ１９(ＮＣ_０００８８３)，呼吸系発
疹ウイルス(ＮＣ_００１７８１)，ヒトライノウイルスＡ(ＮＣ_００１６１７)，ヒトライ
ノウイルスＢ(ＮＣ_００１４９０)，ヒトスプマウイルス(ＮＣ_００１７９５)，ヒトＴ－
リンパ向性ウイルス１(ＮＣ_００１４３６)，ヒトＴ－リンパ向性ウイルス２(ＮＣ_００
１４８８)を含有する。
【０１１２】
　特定の実施例では、標的核酸又は標的タンパク質(例えば、標的核酸(例えば、ゲノム標
的核酸)によって産生されるタンパク質)は、発癌性ウイルス、例えばエプスタイン・バー
・ウイルス(ＥＢＶ)又はヒトパピローマウイルス(ＨＰＶ、例えば、ＨＰＶ１６、ＨＰＶ
１８)からである。他の実施例では、核酸配列(例えば、ゲノム標的核酸配列)から産生さ
れる標的タンパク質は、病原性ウイルス、例えばＲＳウイルス、肝炎ウイルス(例えば、
肝炎Ｃウイルス)、コロナウイルス(例えば、ＳＡＲＳウイルス)、アデノウイルス、ポリ
オーマウイルス、サイトメガロウイルス(ＣＭＶ)、又は単純ヘルペスウイルス(ＨＳＶ)か
らである。
【０１１３】
　本開示は、以下の非限定的実施例によって更に説明される。
【０１１４】
実施例
実施例１
金ナノ粒子-抗体コンジュゲートの合成
ＡｕＮＰ合成
　Ｎ２スパージング水(３０ｍｌ)を、大きい楕円攪拌子及び窒素を具備する５００ｍｌの
丸底フラスコに入れた。次いで０．５ｇ(１．２７ｍｍｏｌ)のＨＡｕＣｌ４を反応フラス
コに加え、全ての塩が可溶化するまで攪拌した。次に、３０ｍｌのＮ２スパージングトル
エンを加え；次いで０．７００グラムの相移動剤、テトラオクチルアンモニウムブロミド
(ＴＯＡＢｒ)を加えた。混合物を、金酸が水相から有機相に移動するまで攪拌した。一旦
金酸の相移動が完了したら、１．１５ｇのトリフェニルホスフィン(ＴＰＰ)を加え、白色
懸濁が現れるまで勢いよく攪拌し、その時点で攪拌を１０－１５分間継続した。全ての攪
拌は水性及び有機層を混合する早さで行った。
【０１１５】
　別の容器において、５ｍｌの水中に０．７２ｇのＮａＢＨ４を調製し、全ての還元剤が
溶解するまで穏やかに攪拌した。ＮａＢＨ４溶液を反応フラスコに素早く加え、３時間急
速に攪拌した。この反応において産生されたガスを抜くため、システムをバブラーでセプ
タ閉鎖（septa closed）した。
【０１１６】
　反応の終わりに、反応混合物を分液漏斗に移し、水層を除去した。有機層を１００ｍｌ
の水で３回、又は水層が透明になるまで洗浄した。エマルションが形成された場合、それ
を破壊するためにブライン又はクエン酸三ナトリウムを加えた。
【０１１７】
　トルエンを、黒色固体が残るまで減圧下で蒸発させた(ロータリーエバポレーター)。物
質をヘキサンに再懸濁させ(大きい凝集を破壊する)、真空三角フラスコにおける２５０～
５００ｍｌの微細又は中程度焼結ガラスフリットに移した。ヘキサンを沈殿物から濾過除
去し、１００ｍｌのヘキサンで３回洗浄した。沈殿物を次いで１００ｍｌの２：１の水：
メタノールで５回、１００ｍｌの水で５回、１００ｍｌの３：２の水：メタノールで５回
、そして１００ｍｌの水で５回洗浄した。１００ｍｌのヘキサンでの５回の最終洗浄をお
こなった。更なる精製のために、固体をフラスコに移し、２０ｍｌのジクロロメタンに再
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溶媒和させた。これを５分間超音波処理し、次いでヘキサンを溶液が混濁するまでゆっく
り加えた。溶液を遠心分離管に移し、固体を２５００ｒｐｍで収集した。必要であれば、
この溶媒和及び沈殿を、物質を更に精製するために更に実施した。
【０１１８】
　ＵＶ-Ｖｉｓ吸収スペクトルを２５０－７５０ｎｍで測定した。５２０ｎｍでの吸収を
、プレＳＰＲバンドがあるか決定するために検査した。これは、約１．５ｎｍ～２ｎｍの
ナノ粒子を示した。４６０ｎｍでの吸収を測定し、６４，０００(ｃｍ－１)(Ｍ－１)の消
衰係数を使用して、溶液中のサンプルの濃度及び量を決定した。
【０１１９】
水溶性ナノ粒子へのＡｕＮＰの転換
　ＡｕＮＰ(５０ｍｇ)を、大きい楕円攪拌子及び窒素管を具備する２５０ｍｌの丸底フラ
スコに入れた。次いで、２０ｍｌのジクロロメタンを加え、ＡｕＮＰが溶液に入るまで攪
拌した。次に、３０ｍｌのＮ２パージング水を反応フラスコに加え、その後５０ｍｇのビ
ス-(スルホナトフェニル)フェニルホスフィン(ＢＳＰＰ)を加え；反応物を少なくとも２
４時間勢いよく攪拌した。物質が水相に完全に移動していない場合、更に５０ｍｇのＢＳ
ＰＰを加え、更に２４時間攪拌した。
【０１２０】
　物質が水相に送達された後、反応の内容物を分液漏斗に移し、有機層を除去した。水相
を２０ｍｌのジクロロメタンで洗浄し、次いで０．２μｍフィルターを通して濾過した。
水を減圧下で除去し、ナノ物質を－２０℃で保管した。
【０１２１】
ウサギ抗ヤギＩｇＧへのＡｕＮＰのコンジュゲーション
　ＡｕＮＰ物質をフリーザーから取り出し、室温にした。５ｍｇを２ｍｌ Ｅｐｐｅｎｄ
ｏｒｆ(登録商標)管に入れ、１ｍｌの２０ｍＭのホスフェートバッファー(ＰＢ)、ｐＨ７
．４に再懸濁させた。物質を２－３分間超音波処理し、０．２μｍシリンジフィルターを
通して穏やかに濾過して大きい凝集を除去した。溶出された溶液をＰＤ-１０サイズ排除-
脱塩カラム(２０ｍＭのＰＢ ｐＨ７．４に平衡化)を通過させ、小分子及び塩を除去した
。
【０１２２】
　ジチオスレイトール(ＤＴＴ)溶液を、１００μｌの水に７．７ｍｇのＤＴＴを加えるこ
とによって調製した。次いで１．５ｍｇのウサギ抗ヤギ抗体を２ｍｌ Ｅｐｐｅｎｄｏｒ
ｆ(登録商標)管に入れ、４３．８μｌのＤＴＴ溶液を加え、４℃で２５分間混合させた。
還元タンパク質をＰＤ-１０サイズ排除-脱塩カラム(２０ｍＭのＰＢ ｐＨ７．４で平衡化
)を使用して、過剰ＤＴＴ溶液から分離させた。１０の５００μｌ画分を収集し、各画分
をタンパク質含有量についてＵＶ-Ｖｉｓ吸収によって２８０ｎｍで測定した。タンパク
質を含有する画分をプールし、ＡｕＮＰ溶液に加えた。溶液を４℃で４８時間穏やかに混
合させた。
【０１２３】
　コンジュゲーション反応物を０．２μｍシリンジフィルターを通して穏やかに濾過する
プレ精製工程を、２０ｍＭのＰＢ ｐＨ７．４を使用するＧＥ Ｓｕｐｅｒｄｅｘ(登録商
標)２００カラムを使用するＡＫＴＡ ＳＥＣ精製装置において為される最終精製の前に行
った。クロマトグラムを２８０ｎｍ及び４６０ｎｍで吸収を測定するように設定し、５０
０μｌの画分を収集した。主要ピーク下の画分を収集した(図２Ａ)。画分をプールした後
、最終精製工程のために、０．２μｍシリンジフィルターを通す最終濾過を行った。ＵＶ
-Ｖｉｓ吸吸収を行い、２８０ｎｍ及び４６０ｎｍで特徴付けし、タンパク質及びＡｕＮ
Ｐ比及び最終コンジュゲート濃度を定量化した(図２Ｂ)。得られた抗体-ナノ粒子コンジ
ュゲートは、抗体あたり約３．５ナノ粒子を含んだ。
【０１２４】
実施例２
更なるナノ粒子-抗体コンジュゲートの合成
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　白金ナノ粒子(ＰｔＮＰ)を、ＨＡｕＣｌ４の代わりにテトラクロロ白金酸カリウムを用
いる以外は、ＡｕＮＰについて実施例１に記載した通りに合成した。パラジウムナノ粒子
(ＰｄＮＰ)をまた、ＨＡｕＣｌ４の代わりにテトラクロロパラジウム酸ナトリウムを用い
る以外は、ＡｕＮＰについて実施例１に記載した通りに合成した。最後に、金-パラジウ
ム合金ナノ粒子(ＡｕＰｄＮＰ)を、ＨＡｕＣｌ４の代わりに０．２５ｇ(０．６４ｍｍｏ
ｌ)のＨＡｕＣｌ４及び０．１９ｇ(０．６４ｍｍｏｌ)のＮａ２ＰｄＣｌ４を用いる以外
は、ＡｕＮＰについて実施例１に記載した通りに合成した。各々、精製、リガンド交換、
及び抗体へのコンジュゲートは実施例１に記載した通りであった。
【０１２５】
実施例３
アルカリホスファターゼ-抗体コンジュゲートの合成及び特徴付け
　ＡＰ-抗体コンジュゲートを、マレイミド-ＡＰを還元抗体と反応させることによって産
生した。酵素あたりのＡＰ分子の数は、反応における抗体に対するＡＰの比を調節するこ
とにより様々であった。
【０１２６】
　ＡＰ(BBI Enzymes, Madison, WI)を、ＡＰバッファー１(０．１ＭのＮａ３ＰＯ４，０
．１ＭのＮａＣｌ，１ｍＭのＭｇＣｌ２，０．１ｍＭのＺｎＣｌ２，ｐＨ７．５)で平衡
化したカラムを通してバッファー交換し、Ｔｒｉｓバッファーを除去した。ＡＰを次いで
、周囲温度で(２３－２５℃)６０分間、５０－１００倍モル過剰のＭＡＬ-ｄＰＥＧＴＭ

１２ＮＨＳエステル(１-マレインイミド-３-オキソ-７，１０，１３，１６，１９，２２
，２５，２８，３１，３４，３７，４０-ドデカオキサ-４-アザトリテトラコンタン-４３
-オイック酸サクシニミジルエステル；Ｑｕａｎｔａ Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ，Ｐｏｗｅｌｌ
，ＯＨ)での処理により、コンジュゲーションのために活性化させた。ＡＰバッファー２(
０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ，１ｍＭ　ＭｇＣｌ２，０．１ｍＭ ＺｎＣｌ２，ｐＨ７．５
)で平衡化させたＳｕｐｅｒｄｅｘ(登録商標)２００ １０／３００ ＧＬカラムを使用し
たサイズ排除クロマトグラフィー(ＳＥＣ)により、精製マレイミド-ＡＰを得た。
【０１２７】
　抗マウスＩｇＧ、抗ウサギＩｇＧ、マウス抗ベンゾフラザン、又はマウス抗ＤＮＰ抗体
を、周囲温度(２３－２５℃)で２５分間、２５ｍＭのＤＴＴを用いてインキュベートした
。ＰＤ-１０脱塩カラム(０．１Ｍ　ＮａＯＡｃ，ｐＨ５．０)を通す精製後、４～８のフ
リーチオールを有する無ＤＴＴ抗体を得た。
【０１２８】
　精製されたチオレート抗体を、精製マレイミド-ＡＰと、３倍モル過剰のマレイミド-Ａ
Ｐで結合させた。混合物を、周囲温度で(２３－２５℃)１６－１８時間インキュベートし
た。ＡＰバッファー２で平衡化したＳｕｐｅｒｄｅｘ(登録商標)２００　１０／３００　
ＧＬカラムを使用したＳＥＣにより、精製ＡＰ-抗体コンジュゲートを得た。
【０１２９】
　形成されたコンジュゲートのタイプを調査するために、ＡＰ-ＩｇＧコンジュゲートを
異なるストイキオメトリで合成した。１ ＩｇＧ：１ ＡＰ～１ ＩｇＧ：５ ＡＰの比を合
成において使用した。１ ＩｇＧ：１ ＡＰコンジュゲートは完全に凝集し；沈殿が観察さ
れた。上清をＳＥＣによって分析した場合、カラムによって分離されていない大きいサイ
ズの物質に対応するピークが観察された。１ ＩｇＧ：２ ＡＰ及び１ ＩｇＧ：３ ＡＰは
、いくらかの凝集物質を生じたが、単離された場合第二ピークを示し、組織染色において
特に優れた性能を示した。これらのコンジュゲートは、１ ＩｇＧ：１ ＡＰ比であるコン
トロールＡＰコンジュゲート(Ventana Medical Systems, Part No. 253-4327)と同等か又
はそれ以上の性能を示した。１ ＩｇＧ：３ ＡＰ～１ ＩｇＧ：５ ＡＰはより多くの未反
応アルカリホスファターゼを呈し、組織において試験そた場合、１ ＩｇＧ：２ ＡＰコン
ジュゲートと同等な性能を示した。
【０１３０】
　ＡＰ及びＩｇＧ間のストイキオメトリのバリエーションに加え、コンジュゲートを、Ａ
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Ｐ及びＭＡＬ-ｄＰＥＧＴＭ
１２　ＮＨＳエステル(Ｍａｌ)間の異なるストイキオメトリ

で合成した。一旦還元ＩｇＧで反応させ、反応をＳＥＣによって調査した。ＩｇＧ：３ 
ＡＰ ５０Ｘ及び１００Ｘ Ｍａｌ反応はより良い解像を提供し、より少ないフリーＡＰ-
Ｍａｌ開始材料をもたらした。他の比は増加レベルの凝集及び未反応ＡＰ-Ｍａｌ複合体
を示した。機能的組織染色では、ＩｇＧ：３ ＡＰ ５０Ｘ及び１００Ｘ Ｍａｌコンジュ
ゲートは、２００Ｘ及び４００Ｘ過剰Ｍａｌより良い性能を示した。
【０１３１】
　ＩｇＧ-ＡＰコンジュゲートの流体力学的サイズを、動的光散乱によって分析した。コ
ンジュゲートのサイズ分布が表１に示されている。これは、１：３ストイキオメトリで生
成されたＩｇＧ-ＡＰコンジュゲートが、コントロールＡＰコンジュゲートより大きく、
より多いＡＰを有することを示す。
【０１３２】
　比較酵素活性アッセイを３つの異なるＩｇＧ-ＡＰコンジュゲート(２つの異なるＩｇＧ
：３ ＡＰのバッチ及び一つのＩｇＧ：２ ＡＰのバッチ)及びコントロールＩｇＧ-ＡＰコ
ンジュゲート(１ ＩｇＧ：１ ＡＰ)で実施した。酵素活性を、基質として４-ニトロフェ
ニルホスフェートを用い、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＤＵ-５３０ ＵＶ／ＶＩＳ分光光度計を使用
して４０５ｎｍで測定した(例えば、ThermoScientific Cat.No. TR11103を参照)。ＩｇＧ
：３ ＡＰコンジュゲートは、コントロールコンジュゲートより２．３倍大きい酵素活性
を有した。ＩｇＧ：２ ＡＰコンジュゲートはコントロールコンジュゲートより高い活性
を有したが、ＩｇＧ：３ ＡＰの半分のみであった(表２)。２つのＩｇＧ：３ ＡＰバッチ
は同等の性能を示した。

【０１３３】
　天然ウシ腸ＡＰのパフォーマンスを、Pischia pastoris (Roche Diagnostics, Cat.No.
 03 359 123 001)において産生された組換えＡＰと比較した。組換えＡＰは、天然ＡＰと
比較して少ないアイソエンザイム及び若干異なるＮ-グリコシル化を有した。天然及び組
換えＡＰ双方をＭＡＬ-ｄＰＥＧＴＭ

１２　ＮＨＳリンカーで処理し、ＳＥＣによって精
製した。クロマトグラムは類似した保持及び溶離特性を示した。リンカー修飾ＡＰを次い
で、ＤＴＴ還元ヤギ抗ウサギＩｇＧにカップリングさせた。ＡＰ-抗体コンジュゲートを
ＳＥＣによって精製し、天然及び組換えコンジュゲート双方の溶離特性は類似した。ＩＳ
Ｈ及びＩＨＣ染色による組換えＡＰ-抗体コンジュゲートの更なる評価は、天然ＡＰ-抗体
コンジュゲートと比較すると類似したシグナル強度及び特異性を示した。これは、組換え
ＡＰが、一般的な天然ＡＰの代替として使用できることを示す。
【０１３４】
　ＩｇＧ-ＡＰコンジュゲートを未変性及び還元ＳＤＳ-ＰＡＧＥによって分析した。コン
トロールＩｇＧ-ＡＰコンジュゲートはNovex 4-16% Bis-Trisゲル(Invitrogen, Cat.No. 
BN2111BX10)において２つのメジャーバンド(約２９０ｋＤａ及び５３０ｋＤａ)として移
動し、一方、上記のように生成したＩｇＧ-ＡＰコンジュゲートはよりゆっくり移動し、
少なくとも２つのメジャーバンド(約４５０ｋＤａ及び５７０ｋＤａ)及び約５００ｋＤａ
でマイナーバンドを有した(図３Ａ)。異なるモル過剰のＭＡＬ-ｄＰＥＧＴＭ

１２　ＮＨ
Ｓエステルで合成されたコンジュゲートの電気泳動特性は類似であった。２モル過剰のＡ
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Ｐで合成されたコンジュゲートは、溶液において凝集し、３モル過剰のＡＰで合成された
コンジュゲートと異なった(図３Ａ)。これは、ＳＥＣデータ(上)と一致した。
【０１３５】
　コンジュゲートをNuPAGE Novex 3-8% Tris-acetate ＳＤＳ還元ゲルにおいても分析し
た。ネイティブＰＡＧＥの結果と類似して、コントロールＩｇＧ-ＡＰコンジュゲートは
、新しいＡＰコンジュゲートより早く移動した。本方法によって合成されたＩｇＧ-ＡＰ
コンジュゲートは、約４３０～７１０ｋＤａの範囲の分子量を有する３つのメジャーバン
ドによって表され、１ ＩｇＧ：２ ＡＰ　(約４３０ｋＤａ)、１ ＩｇＧ：３ ＡＰ(約５
７０ｋＤａ)、及び１ ＩｇＧ：４ ＡＰ　(約７１０ｋＤａ)のコンジュゲーションストイ
キオメトリと一致する(図３Ｂ)。様々なモル過剰のＭＡＬ-ｄＰＥＧＴＭ

１２　ＮＨＳエ
ステルで合成されたコンジュゲートの電気泳動プロファイルは類似であった。組換えＡＰ
で合成されたコンジュゲートは、約７１０ｋＤａで一つのメジャーバンドによって表され
た。この差は、組換えＡＰの異なるマンノース分枝パターンに起因し得、これは抗体あた
りのより多いＡＰ分子のコンジュゲーションを容易にし得、及び／又は非常に安定した二
次構造を作成し得る。
【０１３６】
　ＡＰ-抗体コンジュゲートにおける抗体あたりのＡＰ分子の数は、蛍光マーカーを用い
て抗体を標識することによって決定した。２０ｍＭのホスフェートバッファー(ｐＨ　７
．４)中のヤギ抗ウサギＩｇＧをＤＭＳＯにおいてAlexa Fluor(登録商標) 610 NHS-ester
 (Life Technologies/Invitrogen, Carlsbad, CA)と組合せ、周囲温度で１２－１５時間
回転させた。得られたコンジュゲートを、２０ｍＭのホスフェートバッファー(ｐＨ　７
．４)で平衡化したSuperdex(登録商標)200 10/300 GLサイズ排除カラムを使用して精製し
た。産物をホスフェートバッファーにおいて段階希釈し、ＵＶ読みとりを２８０及び６１
０ｎｍで行った。抗体あたりのＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ(登録商標)６１０分子の数を算出
した。ヤギ抗ウサギＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ(登録商標)コンジュゲートの合成を２回実施
し；抗体あたりのＡＰの平均の数を３．１５と算出した。
【０１３７】
　ＡＰへの蛍光標識抗体のコンジュゲーションを、１：２又は１：３の抗体：ＡＰの比を
使用して上記の通りに実施した。コンジュゲートをＳｕｐｅｒｄｅｘ(登録商標)２００ 
１０／３００ ＧＬカラムを使用して精製し、抗体あたりのＡＰの数を算出した。比１：
２の抗体：ＡＰで合成したコンジュゲートは、抗体あたり１．６７ＡＰを有した。比１：
３の抗体：ＡＰで合成したコンジュゲートは、抗体あたり２．６ＡＰを有した。これは、
複数のＡＰ分子が抗体にコンジュゲートでき、その数は反応物のストイキオメトリを変化
させることによって調整できることを裏付ける。
【０１３８】
実施例４
抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用したインサイツハイブリダイゼーション
　新規ＡＰ-銀検出キット対ＨＲＰ検出システムの評価を、異種移植細胞株において染色
体１７プローブを使用して実施した。スライド染色を、HER2 3-in-1 xenograft slides(V
MSI #783-4332)を使用して、自動BenchMark(登録商標)XT Instrument (Ventana Medical 
Systems, Inc. (VMSI))において実施した。簡単には、ホルマリン固定パラフィン包埋(Ｆ
ＦＰＥ)組織スライドを、７５℃に４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐＴＭ　(10X, VMSI #950-1
02)で２回処理し、液体カバースリップ(VMSI #650-010)を使用してカバースリップをした
。カバースリップをした後、組織スライドを７６℃に４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐＴＭで
すすぎ、液体カバースリップを組織脱パラフィン化のために再適用した。スライドを３７
℃に冷却し、４分間インキュベートし、反応バッファー(10X, VMSI #950-300)ですすいだ
。
【０１３９】
　一旦反応バッファーですすいだら、組織スライドを９５℃に加熱し、８、１２及び８分
のサイクルに対してCell Conditioning Solution #1 (CC1, VMSI #950-124)で前処理し、
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ここで液体カバースリップを各ＣＣ１／サイクル適用間に適用した。ＣＣ１でのサイクル
後、スライドを３７°Ｃに加熱し、４分間インキュベートし、反応バッファーで一度すす
いだ。組織サンプルを４分間ＩＳＨ-プロテアーゼ３(VMSI #780-4149)の適用によりプロ
テアーゼ処理し、プロテアーゼを除去するために反応バッファーですすぎ、最後にＳＳＣ
　(10X, VMSI #950-110)ですすいだ。
【０１４０】
　銀ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーション検出溶液(VMSI, ultraViewＴＭ SISH Detecti
on Kit #780-001)をプロテアーゼ処理した組織スライドに加え、スライドを４分間インキ
ュベートし、ＨＥＲ２ ＤＮＰ標識されたＤＮＡプローブ(VMSI #780-4332)又は染色体１
７(Ｃｈｒ１７)プローブ(VMSI #780-4331)を適切なスライドに適用した。プローブ適用後
、スライドを４分間インキュベートし、その後、９５℃で１２分間核酸変性を行った。液
体カバースリップをその後スライドに適用し、ハイブリダイゼーションを５２℃で２時間
(ＨＥＲ２プローブ)又は４４℃で２時間　(Ｃｈｒ１７プローブ)生じさせた。
【０１４１】
　ハイブリダイゼーション後、スライドをＳＳＣにおいてすすぎ、２Ｘ ＳＳＣを使用し
て７２℃で各８分間３回洗浄し、この時点でスライド加熱を止め、スライドを冷却させた
。一旦冷却されたら、スライドを反応バッファーにおいてすすぎ、３７℃に４分間温め、
その後ウサギ抗ＤＮＰ(VMSI #780-4335)を適用し、スライドを液体カバースリップでカバ
ースリップし、３７℃で２０分間インキュベートした。インキュベーション後、スライド
を反応バッファーで２回洗浄し、１５μｇ／ｍｌのヤギ抗ウサギ組換えアルカリホスファ
ターゼコンジュゲート(実施例３)を適用し、スライドを更に３２分間３７℃でインキュベ
ートした。インキュベーション後、スライドを反応バッファーで４回洗浄した。次いで、
１００ｎＭのウサギ抗ヤギ金ナノ粒子コンジュゲート(実施例１)を適用し、スライドを３
７℃で更に３２分間インキュベートしてから、０．１ＭのＴｒｉｓ酢酸溶液(ｐＨ　９．
０)で３回洗浄した。
【０１４２】
　プローブ／標的ハイブリダイゼーションイベントを検出するために、５０ｍＭの硝酸銀
及び１．３ｍＭのＢＣＩＰをスライドに適用し、スライドを液体カバースリップでカバー
スリップした後、３７℃で２０分間インキュベートした。金調色を、スライドをＴｒｉｓ
バッファー中において２回すすぎ、およそ１００μｌの０．２％塩化金溶液を適用し、カ
バースリップし、スライドを４分間３７℃でインキュベーションすることにより実施した
。スライドをＴｒｉｓバッファー中において２回洗浄し、硝酸銀を再度適用し、液体カバ
ースリップを適用し、スライドを更に４分間インキュベートし、シグナル増幅を行った。
更なるＴｒｉｓバッファーでの洗浄後、検出シグナル析出をスライドへのチオ硫酸ナトリ
ウムの適用により固定化した。チオ硫酸ナトリウムでの４分のインキュベーション後、ス
ライドを反応バッファーにおいてすすぎ、４分間、ヘマトキシリンＩＩ(VMSI #790-2208)
及び液体カバースリップを適用しインキュベーションすることによって対比染色した。ヘ
マトキシリンＩＩ／液体カバースリップをスライドから洗浄除去した後、ブルーイング試
薬(VMSI #760-2037)を加え、更なる４分のインキュベーション後、対比染色を完了した。
【０１４３】
　一旦染色及び対比染色が完了すると、スライドを器機から外し、洗浄剤で洗浄し、段階
的なアルコール及びキシレン溶液を通して脱水させ、固体カバースリップをスリップに適
用し、スライドを明視野顕微鏡を通してよく観察した。
【０１４４】
　染色されたスライドをバックグラウンド／非特異的染色、シグナル強度、及び感受性に
対して判定した。どちらの場合においても、実施例１の通りに合成された抗体-金ナノ粒
子コンジュゲート、及び実施例３の通りに合成されたＩｇＧ-ＡＰコンジュゲートを利用
する銀検出は、より強いシグナル強度を示し、バックグラウンドは一般的なＨＲＰ検出シ
ステムと同等なレベルであった(図４)。２つのシステムをまた、染色体１７及びＨＥＲ２
プローブを用いて乳癌組織を使用して比較した。染色体１７プローブでは、異種移植片の
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場合のように、類似な質の高い検出、シグナル強度、及び明瞭さが乳癌において観察され
た。ＨＥＲ２プローブについては、新規な方法は、一般的なＨＲＰ検出システムより優れ
、より多い数の細胞が検出され、より大きいシグナル強度が、感知可能なバックグラウン
ドなく示された(図５)。 
【０１４５】
　組織染色における抗体-ナノ粒子コンジュゲートの効果を決定するために、Ｃａｌｕ異
種移植片を、ＡＰ ＳＩＳＨシステムにおいて抗体-ナノ粒子コンジュゲートの有無におい
てＨＥＲ２リボ核酸プローブについて染色した。スライド染色を、自動BenchMark(登録商
標)XT Instrumentにおいて実施した。簡単には、ＦＦＰＥ Ｃａｌｕ-３組織を有するスラ
イドを７５℃に４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐＴＭで２回処理し、液体カバースリップの適
用によりカバースリップした。カバースリップをした後、組織スライドを７５℃で１６分
間インキュベートし、ＥＺＰｒｅｐＴＭですすぎ、液体カバースリップを組織脱パラフィ
ン化のために再適用した。スライドを３７℃まで冷却し、４分間インキュベートし、ＳＳ
Ｃですすいだ。一滴(および１００μｌ)のRiboPrepＴＭ試薬(VMSI, RiboMap(登録商標)キ
ット #760-102)をスライドに適用し、液体カバースリップを適用し、スライドを３２分間
３７℃でインキュベートした。インキュベーション後、スライドをＥＺＰｒｅｐＴＭにお
いてすすぎ、RiboClearＴＭ(およそ１００μｌ、RiboMap(登録商標)キットの一部)を適用
し、液体カバースリップの適用後、スライドを更に１２分間３７℃でインキュベートした
。　
【０１４６】
　反応バッファーを使用してスライドを２回すすぎ、液体カバースリップを再度適用し、
スライドを９０℃で８分間インキュベートし、その後、スライドをすすぎ、温度が３７℃
まで冷却された後、ＩＳＨ-プロテアーゼ３を適用し、スライドを４分間インキュベート
した。プロテアーゼ消化の後、スライドを反応バッファーで３回すすぎ、ＳＩＳＨ検出ハ
イブリダイゼーション溶液と併せて、１００μｌのＨＥＲ２ ＤＮＰ標識ＲＮＡプローブ
をスライドに適用し、スライドを１２分間８０℃でインキュベートし、液体カバースリッ
プを適用し、ハイブリダイゼーションを６時間６５℃で進行させた。ハイブリダイゼーシ
ョン後、スライドをＥＺＰｒｅｐＴＭですすぎ、０．１Ｘ ＳＳＣの３回のストリンジェ
ント洗浄を、７５℃で、洗浄あたり８分で実施した。洗浄後、スライドをＥＺＰｒｅｐＴ

Ｍにおいてすすぎ、およそ１００μｌのＲｉｂｏＦｉｘＴＭ(ＲｉｂｏＭａｐ(登録商標)
キットの一部)を適用し、液体カバースリップを適用し、スライドを３７℃で３２分間イ
ンキュベートした。
【０１４７】
　およそ１００μｌ(１滴)のウサギ抗ＤＮＰ、次いで液体カバースリップをスライドに適
用し、これを３７℃で更に２０分間インキュベートし、この時点でスライドを反応バッフ
ァーにおいて２回洗浄し、１５μｇ／ｍｌのヤギ抗ウサギ組換えアルカリホスファターゼ
コンジュゲート(実施例３)を適用し、スライドを液体カバースリップで覆い、インキュベ
ーションを３７℃で３２分間実施した。スライドを反応バッファーにおいて３回洗浄した
後、１００ｎＭのウサギ抗ヤギ金ナノ粒子コンジュゲート(実施例１)を適用し、インキュ
ベーションを更に３２分間行った。スライドを０．１ＭのＴｒｉｓバッファー(ｐＨ９．
０)において洗浄し、硝酸銀及びＢＣＩＰを適用し、液体カバースリップを適用し、イン
キュベーションを３２分間行った。スライドをＴｒｉｓバッファーで洗浄した後、塩化金
及び液体カバースリップを適用し、その後４分のインキュベーションを行った。Ｔｒｉｓ
バッファーの２回の洗浄後、硝酸銀並びに液体カバースリップを再度適用し、スライドを
更に４分インキュベートし、その後Ｔｒｉｓバッファー洗浄を行った。チオ硫酸ナトリウ
ム及び液体カバースリップを適用し、スライドを４分間インキュベートし、反応バッファ
ーで洗浄し、ヘマトキシリンＩＩで対比染色し、洗浄し、明視野顕微鏡下での最終検査の
ためにカバースリップした。
【０１４８】
　組織染色は、抗体-ナノ粒子コンジュゲートが検出システムに不在である場合、シグナ
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ルが拡散し、茶色色相を有し、シグナルを観察するのをより困難にすることを示した。シ
グナルを観察するのに高倍率が必要となり、抗体-ナノ粒子コンジュゲート無しの染色は
、組織における全ての陽性シグナルは検出しなかった。しかしながら、抗体-ナノ粒子コ
ンジュゲートを検出システムに含んだ場合、シグナルはシャープ且つ黒色になった。より
多くの細胞が陽性であり、黒色シグナルによりもたらされるシャープなコントラストに基
づき、又は増加した感受性から生成されるシグナルから区別が容易であった(図６)。この
ように、抗体-ナノ粒子コンジュゲートは、ＡＰ-ベース検出システムの感受性を著しく改
善し、システムをリボプローブを検出するのに使用できた。
【０１４９】
　ＨＥＲ２プローブを用いた過去の実験は、細胞の核にバックグラウンドの存在を示した
(「ダスティング」と呼ばれる)。このバックグラウンドがＨＥＲ２プローブ又はＡＰ銀検
出システムによるものか決定するために、洗浄温度のストリンジェンシーを増加させ、６
８℃～７７℃、８２℃及び８７℃に変化させた。洗浄の温度を増加させると、ダスティン
グは消散し、ＨＥＲ２プローブが多量のＤＮＰ標識非特異的配列を有した(これがＤＮＡ
にアニーリングし、バックグラウンドを生じさせた)ことを意味する。これは更に、ＡＰ
銀検出システムの感受性の増加を裏付ける。ＡＰ銀検出システムは、非特異的結合である
これらの小ハプテン化配列を検出できた。温度の増加は観察されるダスティングの量を修
正したが、幾つかの特異的結合プローブをその標的配列から分離させた。このようにスト
リンジェンシー洗浄中の温度の増加はバックグラウンド及び非特異的染色を軽減するが、
特異的シグナルも減少させる。
【０１５０】
実施例５
抗体-ナノ粒子ＳＩＳＨとＨＲＰベースＩＳＨの生物統計学的比較
　３０の異なる乳癌ケースを使用し、開示のＡＰ銀検出システムを現在のＨＲＰ ＳＩＳ
Ｈキットと比較した。各ケースからの連続切片を、実施例４に記載のようにＡＰ銀検出シ
ステム及びＨＲＰ ＳＩＳＨ検出キットを使用して、ＨＥＲ２及び染色体１７(Ｃｈｒ１７
)双方について評価した。一旦スライドを染色しカバースリップしたら、それらを２人の
異なる有資格スライドリーダーによって盲検的に評価した。リーダーは、「カウボーイ法
」によりＨＥＲ２及びＣｈｒ１７のコピー数を数えるよう指示され、これは、彼らが観察
している各プローブの平均コピー数を推定することをリーダーに要求する。これらの数を
記録し、分析のために使用した。シグナルが低密度すぎるか又は観察される組織が数える
のが不可能である場合、組織染色を不適当と見なした。
【０１５１】
　各リーダーの組織サンプルスコアを図７Ａ及びＢ(Ｃｈｒ１７)及び図８Ａ及びＢ(ＨＥ
Ｒ２)に示す。これらの結果を使用して、ＨＥＲ２／Ｃｈｒ１７コピー比を算出した。コ
ピー比が２以上である場合、サンプルはＨＥＲ２陽性とされた。ＨＥＲ２又はＣｈｒ１７
サンプルのどちらかが不適当と見なされた場合、比も不適当と見なした。結果を表にし、
２人のリーダーによって決定されたＨＥＲ２ステータスの分布を示す(表３及び４)。

【０１５２】
　表３はリーダー１が、ＨＲＰ-ＳＩＳＨキットで染色された時には不適当と見なされた
、ＡＰ銀検出システムで染色されたサンプルを読み取ることができたことを示す。ＨＲＰ
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-ＳＩＳＨで不適当であった７つのケースがＡＰ銀検出システムでスコア付けされたが、
ＡＰ銀検出システムで不適当であった２つのケースのみがＨＲＰ-ＳＩＳＨキットでスコ
ア付けされた。
【０１５３】

　表４は、ＨＲＰ-ＳＩＳＨでは陰性とスコア付けされたがＡＰ銀検出システムでは陽性
とされた２つのケース以外は、リーダー２は、各システムで染色されたスライドをほぼ同
一であるとスコア付けしたことを示す。各ケースにおいて、不一致は、リーダーがスライ
ドを読むように指示された「カウボーイ」法に起因しうる。この方法は、リーダーに、彼
又は彼女の頭の中において数を算出させることによって平均コピー数を算出する、よりリ
ベラルなアプローチに頼る。更に、リーダーがスコアを付けている時に、彼らが正確に同
じ領域を参照しているかについて保証がない。
【０１５４】
　各検出システムに対して各リーダーによって出されたスコアを次いで、２人の異なるリ
ーダー間の結果の再現性を検査するために表にした。表５は、ＨＲＰ-ＳＩＳＨで染色し
た組織サンプルを観察する場合、リーダー間に不一致があったことを示す(kappa=0.5213)
。ＡＰ銀検出システムを使用した場合に、彼らのスコアはより一致した(表6, kappa=0.64
29)。

【０１５５】
実施例６
抗体-金-パラジウム合金ナノ粒子コンジュゲートを使用するＩｎ ｓｉｔｕハイブリダイ
ゼーション
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　ＨＥＲ２ｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを、乳房組織又はＺＲ-７５-１乳癌細
胞株サンプルを１００ｎＭのＡｕＮＰ-抗体コンジュゲート、１００ｎＭのＡｕＰｄＮＰ-
抗体コンジュゲート、又は５０ｎＭのＡｕＰｄＮＰ-抗体コンジュゲートでインキュベー
トした以外は、実施例４の通りに実施した。ＡｕＰｄＮＰ-抗体コンジュゲートを使用し
たＨＥＲ２染色は特異的であったが、ＡｕＮＰ-抗体コンジュゲートを使用して得られた
ものより弱かった(図９Ａ－Ｆ)。
【０１５６】
実施例７
抗体-金ナノ粒子コンジュゲートを使用する免疫組織化学
　新規ＡＰ-銀検出システム対ＨＲＰ検出システムの評価を、様々なタンパク質バイオマ
ーカーを使用して乳癌組織において実施した。評価を乳房浸潤腺管癌組織サンプルにおい
て実施した。抗エストロゲン受容体(ＥＲ)、抗Ｋｉ-６７、及び抗プロゲステロン受容体(
ＰＲ)を、プロトコルにおいて一次抗体として使用し、金調色は行わなかった。
【０１５７】
　スライド染色を、以下の変更を除き、実施例４に記載の通りに自動BenchMark(登録商標
)XT Instrumentにおいて実施した。脱パラフィン後、スライドを次のようにＣＣ１を用い
て標準的な細胞処理をした：スライドを１００℃で一連のＣＣ１／液体カバースリップの
１３の再適用で処理し、その後、スライドを３分間冷却させ、反応バッファーにおいて３
回すすいだ。タンパク質標的同定のために、一次抗体を適切なスライドに加えた；乳房組
織サンプルにウサギ抗Ｋｉ６７(VMSI #790-4286)、ウサギ抗ＥＲ(SP1; VMSI #790-4325)
、ウサギ抗ＰＲ(1E2, VMSI #790-4296)、ウサギ抗ＨＥＲ２(4B5, VMSI #790-2991)、扁桃
組織にウサギ抗ＢＣＬ２(VMSI #760-4240)を加え、液体カバースリップの適用後、スライ
ドを１６分間３７℃でインキュベートした。
【０１５８】
　スライドを反応バッファーで２回洗浄した後、１５μｇ／ｍｌのヤギ抗ウサギ組換えア
ルカリホスファターゼ(実施例３)をスライドに加え、その後、液体カバースリップで覆い
、１６分間３７℃でインキュベートした。次いで１００ｎＭのウサギ抗ヤギ金ナノ粒子コ
ンジュゲート(実施例１)を実施例４の通りに適用した。その後スライドを０．１ＭのＴｒ
ｉｓ酢酸バッファー(ｐＨ９．０)において２回洗浄し、次いで硝酸銀及びＢＣＩＰを適用
し、液体カバースリップを再度適用し、スライドを更に１６分インキュベートした。スラ
イドを洗浄し、塩化金で金調色し、チオ硫酸ナトリウムで固定し(実施例１０に示すサン
プルを除く)、前述のようにヘマトキシリンＩＩで対比染色した。赤対比染色のために、n
uclear Fast Red (VMSI #280-2119)を、適切なスライドに４分間インキュベートした。ス
ライドを脱水し、カバースリップし、明視野顕微鏡による観察のために調整した。
【０１５９】
　全てのサンプルは高質のシグナルを示したが、幾らかのバックグラウンドヘイズがあっ
た(図１０)。抗ＨＥＲ-２／ｎｅｕ、抗ＥＲ、抗Ｋｉ-６７、及び抗ＰＲをプロトコルにお
いて一次抗体として使用し、金調色及び固定化工程を含んだ。特異的シグナルが、全ての
一次抗体について観察された(図１１)。金調色工程は、バックグラウンドヘイズを取り除
き、シグナルを増強することによって、染色の質を著しく改善させた。
【０１６０】
　新規なＡＰ-銀検出システムをまた、低発現のＰＲを有する乳癌組織において評価した
。新規なシステムを、一次抗体として抗ＰＲ(１６)を使用して、iViewＴＭDAB検出キット
(VMSI Cat. No. 760-091)と比較した。新規なシステムは、感知可能なバックグラウンド
無く、より良い感受性を示した。　
【０１６１】
　最後に、新規なＡＰ-銀検出システムを扁桃組織において評価した。新規なシステムを
、一次抗体として抗Ｂｃｌ-２を使用して、iViewＴＭDAB検出キットと比較した(図１２)
。Fast Red及びブルーイング／ヘマトキシリン対比染色の双方を、ＡＰ-銀検出システム
と共に使用した。
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【０１６２】
実施例８
抗体-金-パラジウム合金ナノ粒子コンジュゲートを使用する免疫組織化学
　免疫組織化学を、組織サンプルを１００ｎＭのＡｕＮＰ-ウサギ抗ヤギ抗体コンジュゲ
ート、１００ｎＭのＡｕＰｄＮＰ-ウサギ抗ヤギ抗体コンジュゲート、又は５０ｎＭのＡ
ｕＰｄＮＰ-ウサギ抗ヤギ抗体コンジュゲート、又は１０ｎＭのＡｕＰｄＮＰ-ウサギ抗ヤ
ギ抗体コンジュゲートでインキュベートした以外は実施例７の通りに実施した。１００ｎ
Ｍ又は５０ｎＭのＡｕＰｄＮＰ-抗体コンジュゲートを使用した染色は検出可能であった
が、ＡｕＮＰ-抗体コンジュゲートを使用して得られたものほど強くなかった。検出可能
な染色は、１０ｎＭのＡｕＰｄＮＰ-抗体コンジュゲートの使用では得られたなかった
【０１６３】
実施例９
例示的な免疫組織化学方法
　この実施例は、抗体-ナノ粒子コンジュゲートの使用を含む開示の方法を使用するＩＨ
Ｃの例示的な方法を提供する。方法の概要を図１Ａに示す。しかしながら、当業者は、こ
れらの特定の方法から逸脱する方法も、抗体-ナノ粒子コンジュゲートを使用するＩＨＣ
方法を成功裏に実施するために使用できることを理解するだろう。
【０１６４】
　組織サンプルがＩＨＣのために調整され、脱パラフィン及び抗原回復及び／又はプロテ
アーゼ消化を含み、一般的な方法を使用する。サンプルを、標的タンパク質(例えば、Ｈ
ＥＲ２／ｎｅｕ)を特異的に結合する一次抗体、その後アルカリホスファターゼ(ＡＰ)コ
ンジュゲート二次抗体(例えば、３つのＡＰ分子にコンジュゲートされている二次抗体)に
接触させる。サンプルを次いで、一又は複数の金ナノ粒子にコンジュゲートされている抗
体と接触させる；抗体は二次抗体を特異的に結合するものである。サンプルを次いで、Ａ
Ｐ基質(例えばＢＣＩＰ)、その後銀化合物(例えば、硝酸銀)と接触させる。サンプルを次
いで、金調色(例えば、塩化金での処理)、その後還元剤(例えばチオ硫酸ナトリウム)での
シグナルの固定化で処理した。標的タンパク質は、金ナノ粒子の部位での銀原子の析出に
より形成される金属沈殿を検出することによって検出可能である。金属沈殿は、例えば、
明視野顕微鏡によって検出可能であり、それは黒点として表れる。
【０１６５】
実施例１０
例示的なＩｎ Ｓｉｔｕハイブリダイゼーション方法
　この実施例は、抗体-ナノ粒子コンジュゲートの使用を含む開示の方法を使用するＩＳ
Ｈの例示的な方法を提供する。方法の概要を図１Ｂに示す。しかしながら、当業者は、こ
れらの特定の方法から逸脱する方法も、抗体-ナノ粒子コンジュゲートを使用するＩＳＨ
方法を成功裏に実施するために使用できることを理解するだろう。
【０１６６】
　組織サンプルがＩＳＨのために調整され、脱パラフィン及びプロテアーゼ消化を含み、
一般的な方法を使用する。サンプルを、標的核酸分子(例えば、ＨＥＲ２／ｎｅｕ)を特異
的に結合するハプテン標識プローブと接触させ、その後、適切なストリンジェンシー洗浄
を行う。サンプルを次いで、ハプテン(例えば、ジニトロフェニル)を特異的に結合する一
次抗体と接触させ、その後、アルカリホスファターゼ(ＡＰ)-コンジュゲート二次抗体(例
えば、３つのＡＰ分子にコンジュゲートされている二次抗体)と接触させる。サンプルを
次に、一又は複数の金ナノ粒子にコンジュゲートされている抗体と接触させる；抗体は二
次抗体に特異的に結合するものである。サンプルを次いで、ＡＰ基質(例えばＢＣＩＰ)、
その後銀化合物(例えば、硝酸銀)と接触させる。　
【０１６７】
　サンプルを次いで、金調色(例えば、塩化金での処理)、次いでシグナルの増幅(例えば
、銀化合物、例えば硝酸銀での処理によって)、そして還元剤(例えばチオ硫酸ナトリウム
)でのシグナルの固定化に課した。標的核酸分子は、金ナノ粒子の部位での銀原子の析出
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により形成される金属沈殿を検出することによって検出される。金属沈殿は、例えば、明
視野顕微鏡によって検出可能であり、それは黒点として表れる。
【０１６８】
　開示の原理が適用されうる多くの可能な実施態様を考慮すると、説明した実施態様は例
にすぎず、発明の範囲を制限するものとしてみなされるべきではないことが理解されるべ
きである。更に、発明の範囲は以下の請求の範囲によって定義される。我々はしたがって
、これらの請求の範囲及び精神に該当する全てを、我々の発明として主張する。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図２Ａ】 【図２Ｂ】

【図３Ａ】 【図３Ｂ】
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【図４】 【図５】

【図６】 【図７Ａ】
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【図７Ｂ】 【図８Ａ】

【図８Ｂ】 【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】
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【手続補正書】
【提出日】平成25年1月22日(2013.1.22)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　金属-チオール結合により抗体に直接結合されている２つ以上のナノ粒子を含んでなる
抗体-ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項２】
　コンジュゲートが２～７つのナノ粒子を含み、場合によってはコンジュゲートが５つの
ナノ粒子を含む請求項１に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項３】
　金属-チオール結合の金属が、抗体のシステイン残基にコンジュゲートされている請求
項１又は２に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項４】
　抗体が抗体又は抗体断片を含む請求項１～３の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒子コン
ジュゲート。
【請求項５】
　抗体が、ウサギ、ヤギ、マウス、又は抗ハプテン抗体を含む請求項１～４の何れか一項
に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項６】
　ナノ粒子が、金、パラジウム、白金、銀、銅、ニッケル、コバルト、イリジウム、又は
その２つ以上の合金を含む請求項１～５の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲ
ート。
【請求項７】
　ナノ粒子が約５ｎｍ以下の直径であり、場合によってはナノ粒子が約０．５～５ｎｍの
直径である請求項１～６の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項８】
　サンプル中における標的分子を検出する方法であって、
　　サンプルを、標的分子に結合する第一抗体と接触させる工程、
　　サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第二抗体と接触させ
る工程であって、酵素分子が、金属イオンをゼロ酸化状態の金属に還元可能な少なくとも
一つの産物を産生可能であり、第二抗体が第一抗体に特異的に結合する工程、
　　サンプルを、第三抗体と接触させる工程であって、第三抗体が請求項１～７の何れか
一項に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲートであり、第二抗体に特異的に結合する工程、
　　サンプルを、酵素分子の基質及び金属イオンと接触させる工程であって、金属沈殿物
が形成され、標的分子と共局在する工程、及び
　　金属沈殿物を検出し、それによって標的分子を検出する工程
を含んでなる方法。
【請求項９】
　第二抗体がハプテンを更に含み、第三抗体が第二抗体のハプテンに特異的に結合する請
求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　標的分子が、標的分子に特異的に結合するハプテン標識核酸プローブを含み、第一抗体
がハプテン標識核酸プローブを特異的に結合する請求項８又は９に記載の方法。
【請求項１１】
　金属イオンが銀イオン、金イオン、銅イオン、ニッケルイオン、白金イオン、パラジウ
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ムイオン、コバルトイオン、又はイリジウムイオンを含む請求項８～１０の何れか一項に
記載の方法。
【請求項１２】
　サンプルをハロゲン化金塩と接触させることを含んでなり、場合によってはハロゲン化
金塩が塩化金を含む請求項８～１１の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　方法が、シグナルを増幅させる工程を更に含み、シグナルを増幅させる工程が、サンプ
ルを銀塩と接触させる工程を含み、場合によっては銀塩が硝酸銀、酸化銀、酢酸銀、又は
過塩素酸銀を含む請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　サンプルを還元剤に接触させる工程を更に含んでなり、場合によっては還元剤チオ硫酸
ナトリウムを含む請求項８～１３の何れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　第二抗体がヤギ抗ウサギ免疫グロブリンＧ抗体を含むか、３つのアルカリホスフェート
分子にコンジュゲートされている請求項８～１４の何れか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　酵素がアルカリホスファターゼ、酸性ホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、β-グル
コシダーゼ、β-ラクタマーゼ、又はエステラーゼを含み、場合によっては酵素がアルカ
リホスファターゼであり、酵素の基質が５-ブロモ-４-クロロ-３-インドリルホスフェー
ト、アスコルビン酸ホスフェート、又はハイドロキノンホスフェート誘導体を含む請求項
８～１５の何れか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　サンプル中における標的分子を検出する方法であって、
　　サンプルを、一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第一抗体と接触され
る工程であって、酵素分子が、金属イオンをゼロ酸化状態の金属に還元可能な少なくとも
一つの産物を産生可能であり、第一抗体が標的分子に結合する工程、
　　サンプルを、第二抗体と接触させる工程であって、第二抗体が、請求項１～７の何れ
か一項に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲートであり、第一抗体に特異的に結合する工程
、
　　サンプルを酵素分子の基質及び金属イオンと接触させる工程であって、金属沈殿物が
形成され、標的分子と共局在する工程、及び
　　金属沈殿物を検出し、それによって標的分子を検出する工程
を含んでなる方法。
【請求項１８】
　第一抗体がハプテンを含み、第二抗体が第一抗体のハプテンを特異的に結合する抗ハプ
テン抗体である請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　サンプル中における標的分子を検出するためのキットであって、
　　請求項１～７の何れか一項に記載の抗体-ナノ粒子コンジュゲートである第一抗体、
　　一又は複数の酵素分子にコンジュゲートされている第二抗体であって、酵素分子が、
金属イオンをゼロ酸化状態の金属に還元可能な少なくとも一つの産物を産生可能であり、
第一抗体が第二抗体に特異的に結合する第二抗体、及び
　　一又は複数の酵素分子の基質及び金属イオン
を含んでなる一又は複数の容器を含んでなるキット。
【請求項２０】
　ハロゲン化金を更に含んでなり、場合によってはハロゲン化金が塩化金を含む請求項１
９に記載のキット。
【請求項２１】
　銀塩を更に含んでなり、場合によっては銀塩が硝酸銀、酸化銀、又は塩化銀を含む請求
項１９又は２０に記載のキット。
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【請求項２２】
　還元剤を更に含んでなり、場合によっては還元剤がチオ硫酸ナトリウムを含む請求項１
９～２１の何れか一項に記載のキット。
【請求項２３】
　標的分子を特異的に結合する第三抗体を更に含んでなり、第二抗体が第三抗体に特異的
に結合する請求項１９～２２の何れか一項に記載のキット。
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【国際調査報告】
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