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(57)【要約】
　生物学的試料における所望の領域の画像を生成するた
めの方法であって、第１のプロトコルを受けているが、
第２のプロトコルを受けていない、生物学的試料の所望
の領域を含む第１の画像を生成する工程、及び第２のプ
ロトコルを受けた後の、生物学的試料の所望の領域を含
む第２の画像を生成する工程を含み、所望の領域が、試
料より小さい方法。生物学的試料を分析する方法であっ
て、生物学的試料における所望の領域の画像を生成する
ための方法に基づいて、生物学的試料の画像を提供する
工程、及び画像から生物学的試料を分析する工程を含む
方法も提供される。新規な方法を実行するための手段を
含むシステム及びキットがさらに提供される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物学的試料における所望の領域の画像を生成する方法であって、
１）第１のプロトコルを受けているが、第２のプロトコルを受けていない、生物学的試料
の所望の領域を含む第１の画像を生成する工程、及び
２）第２のプロトコルを受けた後の、生物学的試料の所望の領域を含む第２の画像を生成
する工程を含み、
所望の領域が、試料より小さい、
方法。
【請求項２】
　所望の領域が、所定の規準に対して、生物学的試料の第１の画像を比較することにより
選択される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　第１のプロトコルが、標的タンパク質の免疫蛍光検出を含む、請求項１又は請求項２記
載の方法。
【請求項４】
　免疫蛍光検出が、抗体を標的タンパク質と物理的に結合させることを含む、請求項３記
載の方法。
【請求項５】
　抗体が、蛍光体により標識されている、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　標的タンパク質が、サイトケラチン、サイクリンＤ１、サイクリンＢ１、Ｋｉ６７、Ｅ
Ｒ、ＡＲ、ＰＩ３Ｋ、ｃＭＥＴ、ＥＧＦＲ、ｃＭｙｃ、ＰＴＥＮ、ＭＡＰＫ、ＥＧＦＲ及
びＨＥＲ２からなる群から選択される、請求項３乃至請求項５のいずれか１項記載の方法
。
【請求項７】
　第１のプロトコルが、形態学的情報を提供する、少なくとも１つの更なるタンパク質の
蛍光検出をさらに含む、請求項３乃至請求項６のいずれか１項記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも１つの更なるタンパク質が、ケラチン１５、１９、Ｅ－カドヘリン、Ｎａ＋
Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ、クローディン１、コラーゲンＩＶ、ＥＰＣＡＭ、フィブロネクチン、
ｇｌｕｔ１、ＳＭＡ、ビメンチン、平滑筋アクチン、ＣＤ３１及びパンサイトケラチンを
含む、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　形態学的情報が、組織由来、細胞由来、腫瘍、正常及び間質の領域、細胞種及び細胞内
構造、例えば、細胞膜、細胞質、核を含む、請求項７乃至請求項８のいずれか１項記載の
方法。
【請求項１０】
　形態学的情報が、上皮由来の細胞における細胞質局在についての情報を含む、請求項７
乃至請求項９のいずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
　第２のプロトコルが、標的タンパク質の免疫蛍光検出又はプローブを標的核酸配列とハ
イブリダイズさせることによる、少なくとも１つの標的核酸配列の蛍光検出を含む、請求
項１乃至請求項１０のいずれか１項記載の方法。
【請求項１２】
　ハイブリダイゼーション反応が、ＦＩＳＨ、ＩＱ－ＦＩＳＨ、インサイツＰＣＲ、ロー
リングサイクル増幅及び準備刺激インサイツ標識化からなる群から選択される、請求項１
１記載の方法。
【請求項１３】
　ハイブリダイゼーション反応がＦＩＳＨであり、反応が、所望の核酸配列が存在する染
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色体のいずれかを特定するプローブをさらに含む、請求項１１乃至請求項１２のいずれか
１項記載の方法。
【請求項１４】
　プローブが、核酸プローブ、ペプチド核酸プローブ、ロックド核酸（ＬＮＡ）プローブ
、ｍＲＮＡプローブ、ｍｉＲＮＡプローブ又はｓｉＲＮＡプローブを含む、請求項１１乃
至請求項１３のいずれか１項記載の方法。
【請求項１５】
　プローブが、蛍光標識されている、請求項１１乃至請求項１４のいずれか１項記載の方
法。
【請求項１６】
　標的核酸配列が、ＥＧＦＲ、ＴＯＰ２Ａ、ｃＭｙｃ、ＡＬＫ、ＦＧＦＲ１及びＨＥＲ２
についての核酸配列を含む、請求項１１乃至請求項１５のいずれか１項記載の方法。
【請求項１７】
　第１又は第２のプロトコルが、形態学的情報を提供する蛍光マーカーで、試料を染色す
ることを含む、請求項１乃至請求項１６のいずれか１項記載の方法。
【請求項１８】
　蛍光マーカーが、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）、エオ
シン、ヘキスト３３２５８及びヘキスト３３３４２（２つのビスベンズイミド）、ヨウ化
プロピジウム、キナクリン、フルオレセイン－ファロイジン、クロモマイシンＡ３、アク
リフラビン－フォイルゲン反応、オーラミンＯ－フォイルゲン反応及び臭化エチジウムを
含む、請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
　蛍光マーカーが、細胞の核を染色する、請求項１７乃至請求項１８のいずれか１項記載
の方法。
【請求項２０】
　第１又は第２のプロトコルが、生物学的試料の自己蛍光を検出することを含む、請求項
１乃至請求項１９のいずれか１項記載の方法。
【請求項２１】
　第１及び第２の画像が、蛍光画像である、請求項１乃至請求項２０のいずれか１項記載
の方法。
【請求項２２】
　第１の画像を生成する工程及び／又は第２の画像を生成する工程が、明視野染色に類似
する明視野型画像を生成する工程を含む、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　明視野型画像が、疑似Ｈ＆Ｅ画像に類似する、請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　明視野型画像が、疑似ＤＡＢ画像に類似する、請求項２２記載の方法。
【請求項２５】
　第１及び第２の画像それぞれからの少なくとも所望の領域を含む合成画像を生成する工
程をさらに含む、請求項１乃至請求項２４のいずれか１項記載の方法。
【請求項２６】
　合成画像を生成する工程が、第２の画像の生成中に取得された、選択された信号の位置
と共に、第１の画像の生成中に取得された、選択された信号の位置を登録する工程を含む
、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
　選択された信号の位置が、所望の領域内からである、請求項２５乃至請求項２６のいず
れか１項記載の方法。
【請求項２８】
　請求項１記載の生物学的試料の画像を提供する工程、及び画像から生物学的試料を分析
する工程を含む、生物学的試料を分析する方法。
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【請求項２９】
　第１のプロトコルがタンパク質発現を含み、第２のプロトコルが所望の核酸配列の検出
を含む、請求項２８記載の方法。
【請求項３０】
　試料が、細胞又は組織の試料を含む、請求項２８乃至請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
　試料が、ホルマリン固定された、パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料を含む、請求項
２８乃至請求項２９のいずれか１項記載の方法。
【請求項３２】
　生物学的試料の画像を生成する方法であって、
１）第１のプロトコルが生物学的試料に行われた後で、第２のプロトコルが生物学的試料
に行われる前に、生物学的試料の第１の画像を生成する工程、及び
２）第２のプロトコルが生物学的試料の所望の領域に行われた後の、試料の所望の領域を
イメージングする工程を含み、
所望の領域が、試料より小さい、
方法。
【請求項３３】
　生物学的試料をイメージングする方法であって、
１）第１のプロトコルを行った後であるが、それについての第２のプロトコルを行う前に
、生物学的試料の第１の画像を生成する工程、及び
２）第２のプロトコルを所望の領域に行った後の、試料の所望の領域の第２の画像を生成
する工程を含み、
所望の領域が、試料より小さい、
方法。
【請求項３４】
　第２の画像が、第１の画像によりカバーされる領域と比較して、生物学的試料のより小
さい領域をカバーする、請求項１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物学的試料の画像を生成するための方法に関する。より具体的には、本発
明は、試料を反応プロトコルそれぞれに供した後の、同じ生物学的試料の２つ以上の画像
を生成するための方法に関する。新規な方法を行うためのキット及びシステムも提供され
る。
【背景技術】
【０００２】
　ほとんどの疾患は、異種の表現型を有し、患者を評価するために複雑な特徴付けが必要
である。乳ガンは、例えば、５つの異なるサブタイプからなり、各サブタイプは、異なる
表現型、生存期間及び治療応答性に関連する。例えば、内腔型は、最も良好な予後を有し
、ホルモン療法に対して十分に応答する。一方、ＨＥＲ－２陽性及び基底腫瘍を有する患
者は、ほとんど暮らせない。一方、標的化治療の近年の開発は、ＨＥＲ－２陽性の腫瘍の
処置に、顕著に影響してきた。これらの患者の多くでは、応答に失敗するか、又は抵抗性
になる。これらのケースの多くでは、ＨＥＲ２遺伝子の変異又は他の経路（例えば、ＰＩ
３Ｋ／ＡＫＴ）の活性化が特定され、正常及び変異したＨＥＲ２の両方を標的とする新た
な治療、又はそれらの他の経路にも影響を及ぼす治療の組み合わせが提案されてきた。さ
らに、複数の研究では、異なる乳ガンのサブタイプにおける同じ遺伝子の変化が、疾患の
経過及び治療応答の両方に違って影響を与え得ることも示されてきた。このため、患者の
腫瘍の包括的なプロファイリングは、その患者についての最良の処置決定を可能にするた
めに、医師にとって最も重要なものである。
【０００３】
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　少数の乳ガン患者において、ＨＥＲ２遺伝子は、ガン化及び腫瘍進行のプロセスの一環
として増幅される。ＨＥＲ２遺伝子の増幅は、一般的には、乳ガン細胞表面でのＨＥＲ２
タンパク質の過剰発現をもたらす。ＨＥＲ２遺伝子の増幅及び／又はそのタンパク質の過
剰発現は、乳ガンの２５～３０％で説明されてきた。いくつかの研究では、ＨＥＲ２のス
テータスが、特定の化学療法の投与計画に対する感受性又は抵抗性と関連することが示さ
れてきた。高いＨＥＲ２タンパク質の過剰発現及びＨＥＲ２遺伝子の増幅の説明は、ＨＥ
Ｒ２タンパク質に対するモノクローナル抗体であるＨｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）による治
療を開始するのに必須である。臨床研究では、高いＨＥＲ２タンパク質の過剰発現及び／
又はＨＥＲ２遺伝子の増幅を有する腫瘍の患者はほとんど、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（商標）
の利益を受ける。ＨＥＲ２タンパク質レベル及びＨＥＲ２遺伝子増幅の両方が測定される
べきであることが推奨される。しかしながら、２つの患者試料は、２つの結果間の一致の
欠陥をもたらす可能性のある、ＩＨＣ及びＦＩＳＨ分析を行うのに、ルーチンに使用され
る。理論上、両分析は、同じ試料において、細胞間のレベルで行われるであろう。
【０００４】
　胃又は胃食道接合部の進行性ガン又は転移性ガンの患者では、おおよそ２０％は、ＨＥ
Ｒ－２陽性疾患を有する。腺ガンは、未分化のガン腫及び混合腫瘍より一般的にＨＥＲ－
２陽性である。胃食道接合部のガンは、おそらく胃の腫瘍よりＨＥＲ－２陽性である。Ｔ
ｒａｓｔｕｚｕｍａｂ（商標）は、胃又は胃食道接合物におけるＨＥＲ－２陽性の進行性
ガン又は転移性ガンの患者の生存を改善するのが示されてきた。遺伝子増幅（ＦＩＳＨ）
及びタンパク質の過剰発現（免疫蛍光検出を使用）が、乳ガンと同じぐらい関連付けられ
ないことが、研究により説明された。したがって、１つの方法が、ＨＥＲ－２のステータ
スを決定するのに使用されるべきではない。
【０００５】
　種々の方法が、生物学的試料における種々の標的を観察するために、生物学及び医学に
おいて使用され得るが、最新の技術の多くは、単一試料において、一度にわずかな標的し
か検出し得ない（例えば、数多くの標的を検出可能な免疫蛍光（ＩＦ）は、蛍光系検出シ
ステムに限られる。）。標的の更なる分析は、標的の相対的な特性、例えば、生物学的試
料における複数の生物学的標的の存在、不存在、濃度及び／又は空間的分布を決定するた
めの性能を制限する供給源からの更なる生物学的試料の使用を必要とする場合がある。さ
らに、ある例では、限定された量の試料が、分析に使用される場合があり、又は個々の試
料が、所望の他のタンパク質、例えば、細胞周期又は他のガンのバイオマーカーについて
の更なる分析を必要とする場合がある。このため、個々の試料を繰り返して分析可能な方
法、薬剤及び装置が必要とされる。
【０００６】
　複数の研究室では、単一試料でのタンパク質発現及びＤＮＡ系分析を組み合わせること
が試みられてきた。Ｌｏｔｔｎｅｒ　ｅｔ　ａｌは、１つの組織試料において、まず、Ｆ
ＩＳＨを行い、次いで、ＨＥＲ２のＩＦを行い、続けて、画像分析を行うプロトコルを記
載している。Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ．２００５；２０５（５）：５７７－８４；ｄｏｉ：１０
．１００２／ｐａｔｈ．１７４２。ＦＩＳＨの前にＩＦを行うことが、より高いバックグ
ラウンド蛍光及びより弱い免疫蛍光をもたらすことに、著者らは気づいた。Ｒｅｉｓｅｎ
ｂｉｃｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．は、単一試料において、ＨＥＲ２について、免疫組織化学
（ＩＨＣ）及び発色性インサイツハイブリダイゼーション（ＣＩＳＨ）の組み合わせで実
験した。Ａｍ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ　２０１２；１３７：１０２－１１０；ｄｏ
ｉ：１０．１３０９／ＡＪＣＰＬＮＨＩＮＮ９Ｏ６ＹＳＦ。著者らは、まず、ＣＩＳＨ試
料をイメージングし、続けて、ＩＨＣ試料をイメージングすることにより、信号を得るこ
とができた。彼らは、ＣＩＳＨ後にＩＨＣが行われた場合だけでなく、試料が全てのウェ
ットの研究実験が完了するまでにイメージングされた場合（すなわち、中間のイメージン
グ工程なし）も、より良好な画像が取得されたことを見出した。重要なことに、Ｒｅｉｓ
ｅｎｂｉｃｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．は、彼らが試料において、まずＩＨＣを行い、次いで
、ＣＩＳＨを行った場合に、ＣＩＳＨ信号を取得できなかった。
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【０００７】
　Ｇａｉｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．は、同じ組織試料内での遺伝子増幅についてのタンパク質
発現より位置決めされる組織構造を分析するための方法を記載した。著者らは、モノクロ
ーナル抗体及びＦＩＴＣ標識化二次抗体を使用して、結腸ガンの組織試料におけるＣＤ１
３３の発現を、まず検出した。４０×拡大を使用して、所望の領域が手動で選択され、記
録された。イメージング後、ＦＩＳＨ分析は、増幅されたｃＭｙｃ発ガン遺伝子及びＺＮ
Ｆ２１７について同時に行われた。試料は、同じ領域において、４０×拡大で再度イメー
ジングされた。タイル系のＦＩＳＨ分析についての自動顕微鏡及び特注の選別機が、画像
を分析するのに使用された。Ａｎａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐａｔｈｏｌ（Ａｍｓｔ）．２０１０
；３３（２）：１０５－１１２　ｄｏｉ：１０．３２３３／ＡＣＰ－ＣＬＯ－２０１０－
０５３２）。
【０００８】
　同じ生物学的試料における複数の標的を検出し、細胞ベースによる細胞上での発現を比
較するための合成画像を形成し、細胞ベースでのタンパク質発現、アポトーシス等を包含
又は除外を可能にするための、改善された方法についての必要性が未だに存在する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開第２０１１／０４０８７２号パンフレット
【発明の概要】
【００１０】
　本発明の一態様では、生物学的試料における所望の領域の画像を生成するための方法で
あって、（１）第１のプロトコルを受けているが、第２のプロトコルを受けていない、生
物学的試料の所望の領域を含む第１の画像を生成する工程、及び（２）第２のプロトコル
を受けた後の、生物学的試料の所望の領域を含む第２の画像を生成する工程を含み、所望
の領域が、試料より小さい方法が提供される。一部の実施形態では、所望の領域は、所定
の規準に対して、生物学的試料の第１の画像を比較することにより選択される。ある実施
形態では、第１のプロトコルは、標的タンパク質の免疫蛍光検出を含む。ある実施形態で
は、第２のプロトコルは、プローブを標的核酸配列とハイブリダイズさせることによる、
少なくとも１つの標的核酸配列の蛍光検出を含む。他の実施形態では、第２のプロトコル
は、異なる標的タンパク質の免疫蛍光検出を含む。ある実施形態では、本方法は、第１及
び第２の画像それぞれからの少なくとも所望の領域を含む合成画像を生成する工程をさら
に含む。一部の実施形態では、合成画像は、第２の画像の生成中に取得された、選択され
た信号の位置と共に、第１の画像の生成中に取得された、選択された信号の位置を登録す
る工程を含む方法により生成される。ある実施形態では、選択された信号の位置は、所望
の領域内からである。
【００１１】
　ある実施形態では、第１又は第２のプロトコルは、形態学的情報を提供する蛍光マーカ
ーで、試料を染色することを含む。
【００１２】
　ある実施形態では、第１又は第２のプロトコルは、生物学的試料の自己蛍光を検出する
ことを含む。
【００１３】
　ある実施形態では、第１及び第２の画像は、蛍光画像である。
【００１４】
　ある実施形態では、第２の画像は、第１の画像によりカバーされる領域と比較して、生
物学的試料のより小さい領域をカバーする。
【００１５】
　本発明の別の態様では、生物学的試料の画像を生成する方法であって、（１）第１のプ
ロトコルが生物学的試料に行われた後で、第２のプロトコルが生物学的試料に行われる前



(7) JP 2015-514213 A 2015.5.18

10

20

30

40

50

に、生物学的試料の第１の画像を生成する工程、及び（２）第２のプロトコルが生物学的
試料の所望の領域に行われた後の、試料の所望の領域をイメージングする工程を含み、所
望の領域が、試料より小さい方法が提供される。
【００１６】
　本発明の別の態様では、生物学的試料をイメージングする方法であって、（１）第１の
プロトコルを行った後であるが、それについての第２のプロトコルを行う前に、生物学的
試料の第１の画像を生成する工程、及び第２のプロトコルを所望の領域に行った後の、試
料の所望の領域の第２の画像を生成する工程を含み、所望の領域が、試料より小さい方法
が提供される。
【００１７】
　本発明の別の態様では、生物学的試料を分析する方法が提供される。本方法は、生物学
的試料の合成画像を提供する工程、及び合成画像から、タンパク質の発現及び所望の核酸
配列の発現を分析する工程を含む。
【００１８】
　本発明の更に別の態様では、同じ生物学的試料におけるタンパク質及び標的核酸配列を
蛍光検出するためのキットが提供される。このため、本発明の実施形態は、本発明の新規
な方法を行うための成分を含むキットを提供する。
【００１９】
　本発明の更なる別の態様では、同じ生物学的試料におけるタンパク質及び標的核酸配列
を蛍光検出するためのシステムが提供される。このため、本発明の一実施形態は、本発明
の新規な方法を行うための手段を含むシステムを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は、本発明の実施形態についての、重要な工程を示すフローチャートである
。
【図２Ａ】１０×でイメージングされた乳ガン組織を説明する疑似カラー画像。組織切片
は、Ｃｙ３標識化サイトケラチン抗体、Ｃｙ５標識化Ｈｅｒ２抗体及びＤＡＰＩを使用し
て染色された。免疫蛍光画像は、モノクロカメラを使用して収集され、デジタルで重ね合
わせられ、下記：ＤＡＰＩ、青色；サイトケラチン、緑色；Ｈｅｒ２、赤色として着色さ
れた。図２に示されるＲＯＩの選択は、薄い青色の矩形で示される。
【図２Ｂ】図２ＡからのＤＡＰＩ及びサイトケラチン画像並びに緑色のチャネルにおける
バックグラウンド蛍光を表す画像が、記載のバーチャルＨ＆Ｅ画像を形成するために変換
された。
【図２Ｃ】図２ＡにおけるＤＡＰＩ及びＨｅｒ２から生成されたバーチャルＤＡＢ画像。
【図３】図２に示された組織から選択された４０×ＲＯＩの、Ｈｅｒ２免疫蛍光（黄色）
、ＤＡＰＩ（青色）、Ｈｅｒ２　ＦＩＳＨ（赤色）及びセントロメア１７　ＦＩＳＨ（緑
色）の組み合わせ。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　定義
　特許請求の範囲の発明の主題をより明確に、かつ、簡潔に記載及び指摘するために、下
記の定義が、下記説明及び本明細書に添付の特許請求の範囲に使用される特定の用語につ
いて提供される。
【００２２】
　単数形の「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、明確に反対に指示しない限り、複数の指
示対象を含む。明細書及び特許請求の範囲全体を通して本明細書で使用する時、近似の言
い回しが、それに関連する基本的な機能に変化をもたらすことなく許容される方法で変化
し得る、任意の同等の表現を修飾するのに適用されてもよい。したがって、「約」等の用
語で修飾される値は、特定された正確な値に限定されない。特に断らない限り、明細書及
び特許請求の範囲に使用される成分の量、特性、例えば、分子量、反応条件等を表す全て
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の数は、「約」という用語により全ての状況において、修飾されていると理解されたい。
したがって、反対に指示しない限り、下記の明細書及び添付の特許請求の範囲で説明され
る数値パラメータは、本発明の実施形態により得るための所望の特性に応じて変化し得る
近似値である。少なくとも各数値パラメータは、報告された有効数字の数値を考慮し、通
常の四捨五入法を適用することにより、少なくとも解釈されるべきである。
【００２３】
　本明細書で使用する時、「固体支持体」という用語は、その上に生物学的試料が固定化
され得る物品を意味する。タンパク質及び標的核酸配列は、本明細書に開示の方法により
、続いて検出されてもよい。生物学的試料は、物理的吸着、共有結合の形式又はそれらの
組み合わせにより固体支持体上に固定化されてもよい。固体支持体は、ポリマー、ガラス
又は金属の材料を含んでもよい。固体支持体の例としては、膜、マイクロタイタープレー
ト、ビーズ、フィルタ、試験片、スライド、カバーガラス及び試験管があげられる。
【００２４】
　本明細書で使用する時、「蛍光マーカー」という用語は、特定の細胞内区画を選択的に
染色する蛍光体を意味する。適切な蛍光マーカー（及びその標的細胞、細胞内区画又は該
当する場合細胞成分）の例は、制限されず、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインド
ール（ＤＡＰＩ）（核酸）、エオシン（アルカリ性細胞成分、細胞質）、ヘキスト３３２
５８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）、キナクリン（核酸）、フルオレセイン－ファロイジン（アクチン繊維）、クロ
モマイシンＡ３（核酸）、アクリフラビン－フォイルゲン反応（核酸）、オーラミン　Ｏ
－フォイルゲン反応（核酸）、臭化エチジウム（核酸）を含んでもよい。ニッスル染色（
ニューロン）、高親和性ＤＮＡ蛍光体、例えば、ＰＯＰＯ、ＢＯＢＯ、ＹＯＹＯ及びＴＯ
ＴＯ等及びＤＮＡ結合タンパク質（例えば、ヒストン）に融合された緑色蛍光タンパク質
、ＡＣＭＡ及びアクリジンオレンジ。好ましくは、蛍光マーカーは、核を染色する。
【００２５】
　本明細書で使用する時、「蛍光体」という用語は、特定の波長の光に暴露されることに
より励起され、（異なる波長で）光を発する化合物を意味する。「蛍光（ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ）」、「蛍光の（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ）」又は「蛍光信号（ｆｌｕｏｒｅ
ｓｃｅｎｔ　ｓｉｇｎａｌ）」という用語は全て、励起された蛍光体による光の放射を意
味する。蛍光体は、その発光プロファイル又は「色」に関して記載され得る。緑色の蛍光
体（例えば、Ｃｙ３、ＦＩＴＣ及びレオゴングリーン）は、一般的に、５１５～５４０ナ
ノメートルの範囲における波長での、その発光により特徴付けられ得る。赤色の蛍光体（
例えば、テキサスレッド、Ｃｙ５及びテトラメチルローダミン）は、一般的に、５９０～
６９０ナノメートルの範囲における波長での、その発光により特徴付けられ得る。蛍光体
の例としては、制限されず、４－アセトアミド－４’－イソチオシアナトスチルベン－２
，２’－ジスルホン酸、アクリジン、アクリジンの誘導体及びアクリジンイソチオシアネ
ート、５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤＡＮＳ）、
４－アミノ－Ｎ－［３－ビニルスルホニル）フェニル］ナフタルイミド－３，５－ジスル
ホネート（Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ　ＶＳ）、Ｎ－（４－アミノ－１－ナフチル）
マレイミド、アントラニルアミド、Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｙｅｌｌｏｗ、クマリン、クマ
リン誘導体、７－アミノ－４－メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン１２０）、７－アミノ
－トリフルオロメチルクマリン（クマラン１５１）、シアノシン、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
オシアナトフェニル）４－メチルクマリン、４，４’－ジイソチオシアナトジヒドロ－ス
チルベン－２，２’－ジスルホン酸、４，４’－ジイソチオシアナトスチルベン－２，２
’－ジスルホン酸、５－［ジメチルアミノ］ナフタレン－１－スルホニルクロリド（ＤＮ
Ｓ、ダンシルクロリド）、エオシン、エオシンの誘導体、例えば、エオシンイソチオシア
ネート、エリスロシン、エリスロシンの誘導体、例えば、エリスロシンＢ及びエリスロシ
ンイソチオシアネート；エチジウム；フルオレセイン及び誘導体、例えば、５－カルボキ
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シフルオレセイン（ＦＡＭ）、５－（４，６－ジクロロトリアジン－２－イル）アミノフ
ルオレセイン（ＤＴＡＦ）、２’７’－ジメトキシ－４’５’－ジクロロ－６－カルボキ
シフルオレセイン（ＪＯＥ）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート（Ｆ
ＩＴＣ）、ＱＦＩＴＣ（ＸＲＩＴＣ）；フルオレスカミン誘導体（アミンとの反応に基づ
く蛍光）；ＩＲ１４４；ＩＲ１４４６；マラカイトグリーンイソチオシアネート；４－メ
チルウンベリフェロン；オルトクレゾールフタレイン；ニトロチロシン；パラロサニリン
；フェノールレッド、Ｂ－フィコエリスリン；ｏ－フタルジアルデヒド誘導体（アミンと
の反応に基づく蛍光）；ピレン及び誘導体、例えば、ピレン、プ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；レアクティブレッド４（Ｃｉｂａｃｒｏｎ．ＲＴ
Ｍ．ブリリアントレッド３Ｂ－Ａ）、ローダミン及び誘導体、例えば、６－カルボキシ－
Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、６－カルボキシローダミン（Ｒ６Ｇ）、リサミンローダミン
Ｂスルホニルクロリド、ローダミン（Ｒｈｏｄ）、ローダミンＢ、ローダミン１２３、ロ
ーダミンＸイソチオシアネート、スルホローダミンＢ、スルホローダミン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ネート（ＴＲＩＴＣ）；リボフラビン；ロゾール
酸及びランタニドキレート誘導体、量子ドット、シアニン及びスクアラインがあげられる
。一部の実施形態では、蛍光体は、例えば、免疫蛍光分析における抗体に付着され得る蛍
光体を、本質的に含んでもよい。抗体にコンジュゲートされ得る適切な蛍光体としては、
制限されず、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッド、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃｙ５、
ベクターレッド、ＥＬＦ．ＴＭ．（酵素標識されたフルオレセイン）、Ｃｙ２、Ｃｙ３、
Ｃｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ７、ＦｌｕｏｒＸ、カルセイン、カルセイン－ＡＭ、ＣＲＹＰ
ＴＯＦＬＵＯＲ．ＴＭ．’Ｓ，オレンジ（４２ｋＤａ）、タンジェリン（３５ｋＤａ）、
ゴールド（３１ｋＤａ）、レッド（４２ｋＤａ）、クリムゾン（４０ｋＤａ）、ＢＨＭＰ
、ＢＨＤＭＡＰ、Ｂｒ－オレゴン、Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ、Ａｌｅｘａ染料ファ
ミリー、Ｎ－［６－（７－ニトロベンズ－２－オキサ－１，３－ジアゾール－４－イル）
アミノ］カプロイル］（ＮＢＤ）、ＢＯＤＩＰＹ、ホウ素ジプロメテンジフルオリド、オ
レゴングリーン、ＭＩＴＯＴＲＡＣＫＥＲ，レッド、ＤｉＯＣ．ｓｕｂ．７（３）、Ｄｉ
ＩＣ．ｓｕｂ．１８、フィコエリスリン、フィコビリプロテイン　ＢＰＥ（２４０ｋＤａ
）ＲＰＥ（２４０ｋＤａ）ＣＰＣ（２６４ｋＤａ）ＡＰＣ（１０４ｋＤａ）、スペクトル
ブルー、スペクトルアクア、スペクトルグリーン、スペクトルゴールド、スペクトルオレ
ンジ、スペクトルレッド、ＮＡＤＨ、ＮＡＤＰＨ、ＦＡＤ、赤外（ＩＲ）染料、サイクリ
ックＧＤＰ－リボース（ｃＧＤＰＲ）、カルコフロールホワイト、リサミン、ウンベリフ
ェロン、チロシン又はトリプトファンがあげられる。一部の実施形態では、蛍光体は、シ
アニン染料を本質的に含み得る。一部の実施形態では、蛍光体は、１つ以上のシアニン染
料（例えば、Ｃｙ３染料、Ｃｙ５染料又はＣｙ７染料）を本質的に含み得る。
【００２６】
　本明細書で使用する時、「抗体」という用語は、別の分子の特定の空間及び極性組織と
特異的に結合し、それにより、相補として規定される免疫グロブリンを意味する。抗体は
、モノクローナル又はポリクローナルでもよく、当該分野において周知の技術、例えば、
宿主の免疫感作及び血清の収集（ポリクローナル）により、又は連続的なハイブリッド細
胞株の調製及び分泌タンパク質の収集（モノクローナル）により、又は核酸配列もしくは
その変異誘導された変異体のクローニング及び発現、天然の抗体の特異的結合に必要とさ
れるアミノ酸配列を少なくともコードすることにより調製されてもよい。抗体は、完全な
免疫グロブリン又はそのフラグメントを含み得る。免疫グロブリンとしては、種々の分類
及びアイソタイプ、例えば、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２
ｂ及びＩｇＧ３、ＩｇＭがあげられる。機能性の抗体フラグメントは、全長の抗体と類似
の親和性で結合することを保持可能な抗体の部分（例えば、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’
）２又はＦａｂ’）を含み得る。さらに、免疫グロブリンの凝集体、ポリマー及びコンジ
ュゲート又はそれらのフラグメントが、特定の分子に対する結合親和性が実質的に維持さ
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れる限り適切であるように使用され得る。
【００２７】
　本明細書で使用する時、「標的」は、一般的には、生物学的試料に存在する場合に検出
され得る、生物学的試料の成分を意味する。標的は、天然の特異的バインダー（例えば、
抗体）が存在する任意の物質でもよいし、又は特異的バインダーが調製されてもよい（例
えば、小分子バインダー）。一般的には、バインダーは、標的の１つ以上の別々の化学部
分又は標的の三次元構造成分（例えば、ペプチドフォールディング由来の３Ｄ構造）を介
して、標的に結合し得る。標的は、１つ以上のペプチド、タンパク質（例えば、抗体、ア
フィボディもしくはアプタマー）、核酸（例えば、ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡも
しくはアプタマー）；多糖類（例えば、レクチンもしくは糖）、脂質、酵素、酵素基質、
リガンド、受容体、抗原又はハプテンを含んでもよい。一部の実施形態では、標的は、タ
ンパク質又は核酸を含んでもよい。
【００２８】
　本明細書で使用する時、「バインダー」という用語は、生物学的試料における１つ以上
の標的に結合し得る生物学的分子を意味する。バインダーは、標的に特異的に結合し得る
。適切なバインダーは、１つ以上の天然又は修飾ペプチド、タンパク質（例えば、抗体、
アフィボディもしくはアプタマー）、核酸（例えば、ポリヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ
もしくはアプタマー）；多糖類（例えば、レクチン、糖）、脂質、酵素、酵素基質もしく
は阻害剤、リガンド、受容体、抗原、ハプテン等を含んでもよい。適切なバインダーは、
分析される試料及び検出に利用可能な標的に応じて選択され得る。例えば、試料における
標的は、リガンドを含んでもよく、バインダーが受容体を含んでもよいし、又は標的が受
容体を含んでもよいし、プローブがリガンドを含んでもよい。同様に、標的が抗原を含ん
でもよいし、バインダーが抗体もしくは抗体フラグメントを含んでもよいし、又はその逆
でもよい。一部の実施形態では、標的が核酸を含んでもよいし、バインダーが相補の核酸
を含んでもよい。一部の実施形態では、標的及びバインダーの両方が、互いに結合可能な
タンパク質を含んでもよい。
【００２９】
　本明細書で使用する時、「特異的結合」という用語は、他の分子を実質的にほとんど無
認識と比較される他方に対して、２つの異なる分子の内の１つの特異的な認識を意味する
。分子は、静電相互作用、水素結合又は疎水性相互作用の１つ以上から生じる２つの分子
間の特異的認識をもたらす、その表面上又はキャビティ内の領域を有してもよい。特異的
な結合の例としては、制限されず、抗体－抗原相互作用、酵素－基質相互作用、ポリヌク
レオチド相互作用等があげられる。一部の実施形態では、バインダー分子は、標的に対し
て、大気条件（すなわち、約６から約８のｐＨ及び約０℃から約３７℃の範囲の温度）下
において、約１０5Ｍ-1以上の固有平衡会合定数（ＫＡ）を有してもよい。
【００３０】
　本明細書で使用する時、「インサイツ」という用語は、一般的に、元の位置、例えば、
インタクトの器官もしくは組織又は器官もしくは組織の代表的なセグメントにおいて生じ
る事象を意味する。一部の実施形態では、標的のインサイツ分析は、各種の供給源、例え
ば、生物、器官、組織試料又は細胞培養由来の細胞において行われてもよい。Ｉｎ　ｓｉ
ｔｕ分析は、元のその場所から標的が除去された場合、失われる場合がある前後関係の情
報を提供する。したがって、標的のインサイツ分析は、標的結合プローブが細胞内に残存
する場合に、細胞膜が完全に無傷であるか、又は部分的に無傷であるかどうかについての
、細胞全体又は組織の試料内に位置局在する標的結合プローブの分析を説明する。さらに
、本明細書に開示の方法は、固定又は非固定の細胞又は組織の試料における、インサイツ
での標的を分析するのに使用されてもよい。
【００３１】
　「化学薬品」は、蛍光体又は（存在する場合）蛍光体とバインダーとの間の開裂可能な
リンカーを修飾可能な、１つ以上の化学物質を含んでもよい。化学薬品は、固体、溶液、
ゲル又は懸濁液の状態で、蛍光体と接触してもよい。信号を修飾するのに有用な適切な化
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学薬品としては、ｐＨを修飾する薬剤（例えば、酸又は塩基）、電子供与体（例えば、求
核試薬）、電子受容体（例えば、求電子試薬）、酸化剤、還元剤又はそれらの組み合わせ
があげられる。一部の実施形態では、化学薬品は、塩基、例えば、水酸化ナトリウム、水
酸化アルミニウム、炭酸カリウム又は酢酸ナトリウムを含んでもよい。一部の実施形態で
は、化学薬品は、酸、例えば、塩酸、硫酸、酢酸、ギ酸、トリフルオロ酢酸又はジクロロ
酢酸を含み得る。一部の実施形態では、化学薬品は、求核試薬、例えば、シアン化物、ホ
スフィン又はチオールを含み得る。一部の実施形態では、化学薬品は、還元剤、例えば、
ホスフィン、チオール、ジチオニトナトリウム又は水の存在下で使用され得る水素化物、
例えば、ホウ化水素又はシアノホウ化水素を含み得る。一部の実施形態では、化学薬品は
、酸化剤、例えば、活性酸素種、ヒドロキシルラジカル、一重項酸素、過酸化水素又はオ
ゾンを含み得る。一部の実施形態では、化学薬品は、フッ化物、例えば、フッ化テトラブ
チルアンモニウム、ピリジン－ＨＦ又はＳｉＦ4を含み得る。
【００３２】
　１つ以上の前述の化学薬品は、化学薬品に対する、蛍光体、バインダー、標的又は生物
学的試料の感受性に応じて、本明細書に開示の方法に使用されてもよい。一部の実施形態
では、バインダー、標的及び生物学的試料の完全性に本質的に影響を及ぼさない化学薬品
が使用され得る。一部の実施形態では、バインダーと標的との間の結合の特異性に影響を
与えない化学薬品が使用され得る。
【００３３】
　一部の実施形態では、２つ以上の蛍光体が同時に使用される場合、化学薬品は、１つ以
上の信号発生器を選択的に修飾可能でもよい。化学薬品に対する種々の信号発生器の感受
性は、信号発生器の濃度、温度又はｐＨに一部依存し得る。例えば、２つの異なる蛍光体
は、塩基の濃度に応じて塩基に対する異なる感受性を有し得る。
【００３４】
　本明細書で使用する時、「明視野型画像」又は「バーチャル染色画像」（ＶＳＩ）とい
う用語は、明視野染色プロトコルから得られた画像のそれに類似する生物学的試料の画像
を意味する。画像は、明視野画像と類似するコントラスト、強度及び着色を有する。この
ことは、生物学的試料、例えば、制限されず、核、上皮、間質内の特徴又は任意の種類の
細胞外マトリクス材料の特徴を、明視野染色プロトコルが生物学的試料に直接使用された
場合と同じように特徴付けることを可能にする。
【００３５】
　本発明の全体的な説明
　本発明は、概ね、免疫蛍光検出を、蛍光系核酸分析と組み合わせる、分析的、診断的又
は予後的用途に適用可能な方法に関する実施形態を含む。本開示の方法は、概ね、１つの
生物学的試料から、異なる種類の標的（すなわち、タンパク質及び核酸）の検出及び相関
に関する。一部の実施形態では、同じ検出チャネルを使用して、同じ種類（すなわち、タ
ンパク質又は核酸のそれぞれ）の複数の標的を検出する方法が開示される。このような実
施形態では、相間は、複数の異なる種類の標的の間で描かれ得る。
【００３６】
　本明細書に開示の方法は、生物学的試料の完全性にほとんど作用しない、又は同完全性
に作用しない、同じ生物学的試料における複数の標的の検出を可能にし得る。同じ生物学
的試料における標的を検出することは、生物学的試料における標的についての相対的、空
間的情報をさらに提供してもよい。本明細書に開示の方法は、限定された量の生物学的試
料が分析に利用可能である場合、及び同じ試料が複数の分析について処理されなければな
らない場合の、分析用途にも適用可能であり得る。さらに、同じ検出チャネルは、複数の
標的の分析についてのわずかな化学要求を可能にして、試料における種々の標的の検出に
使用されてもよい。本方法は、分解可能な信号の制限のために、同時に検出可能な標的の
数において制限され得る検出法に基づく分析をさらに容易にし得る。
【００３７】
　一部の実施形態では、生物学的試料における複数の標的を検出する本方法は、生物学的
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試料における標的の連続的な検出を含む。本方法は、概ね、生物学的試料における第１の
標的を検出する工程、任意に、第１の標的からの信号を修飾する工程、及び生物学的試料
における第２の標的を検出する工程を含む。本方法は、第１又は第２の標的からの信号を
修飾する工程を繰り返し、続けて、生物学的試料における異なる標的を検出する工程等を
、さらに含んでもよい。
【００３８】
　したがって、本発明の一態様では、生物学的試料における所望の領域の画像を生成する
ための方法であって、（１）第１のプロトコルを受けているが、第２のプロトコルを受け
ていない、生物学的試料の所望の領域を含む第１の画像を生成する工程、及び（２）第２
のプロトコルを受けた後の、生物学的試料の所望の領域を含む第２の画像を生成する工程
を含み、所望の領域が、試料より小さい方法が提供される。一部の実施形態では、所望の
領域は、所定の規準に対して、生物学的試料の第１の画像を比較することにより選択され
る。ある実施形態では、第１のプロトコルは、標的タンパク質の免疫蛍光検出を含む。あ
る実施形態では、第２のプロトコルは、プローブを標的核酸配列とハイブリダイズさせる
ことによる、少なくとも１つの標的核酸配列の蛍光検出を含む。他の実施形態では、第２
のプロトコルは、異なる標的タンパク質の免疫蛍光検出を含む。ある実施形態では、本方
法は、第１及び第２の画像それぞれからの少なくとも所望の領域を含む合成画像を生成す
る工程をさらに含む。一部の実施形態では、合成画像は、第２の画像の生成中に取得され
た、選択された信号の位置と共に、第１の画像の生成中に取得された、選択された信号の
位置を登録する工程を含む方法により生成される。ある実施形態では、選択された信号の
位置は、所望の領域内からである。
【００３９】
　ある実施形態では、第１又は第２のプロトコルは、形態学的情報を提供する蛍光マーカ
ーで、試料を染色することを含む。
【００４０】
　ある実施形態では、第１又は第２のプロトコルは、生物学的試料の自己蛍光を検出する
ことを含む。
【００４１】
　ある実施形態では、第１及び第２の画像は、蛍光画像である。
【００４２】
　本発明の別の態様では、生物学的試料の画像を生成する方法であって、（１）第１のプ
ロトコルが生物学的試料に行われた後で、第２のプロトコルが生物学的試料に行われる前
に、生物学的試料の第１の画像を生成する工程、及び（２）第２のプロトコルが生物学的
試料の所望の領域に行われた後の、試料の所望の領域をイメージングする工程を含み、所
望の領域が試料より小さい方法が提供される。好ましくは、工程（２）は、第２の画像の
生成を含む。
【００４３】
　本発明の別の態様では、生物学的試料をイメージングする方法であって、（１）第１の
プロトコルを行った後であるが、それについての第２のプロトコルを行う前に、生物学的
試料の第１の画像を生成する工程、及び（２）第２のプロトコルを所望の領域に行った後
の、試料の所望の領域の第２の画像を生成する工程を含み、所望の領域が試料より小さい
方法が提供される。
【００４４】
　ある実施形態では、第１の画像を生成するための方法は、（ａ）固体支持体上の試料を
、標的タンパク質用の第１のバインダーと接触させる工程、（ｂ）形態学的情報を提供す
る蛍光マーカーで、試料を染色する工程、（ｃ）第１のバインダー及び蛍光マーカーから
の信号を、蛍光により検出する工程、（ｄ）検出した蛍光信号から、試料の少なくとも一
部の第１の画像を生成する工程を含む。
【００４５】
　ある実施形態では、生物学的試料における第２の画像を生成するための方法は、（ａ）
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同じ試料を、少なくとも１つの標的核酸配列のそれぞれについてのプローブと接触させる
ことにより、プローブを標的核酸配列とハイブリダイズさせる工程、（ｂ）任意に、蛍光
マーカーにより試料を染色する工程、（ｃ）標的核酸配列のそれぞれについてのプローブ
及び蛍光マーカーからの信号を、蛍光により検出する工程、並びに（ｄ）検出した蛍光信
号から、試料の少なくとも一部の第２の画像を生成する工程を含む。
【００４６】
　他の実施形態では、生物学的試料における第２の画像を生成するための方法は、（ａ）
固体支持体上の試料を、異なる標的タンパク質用の第２のバインダーと接触させる工程、
（ｂ）任意に、蛍光マーカーで、試料を染色する工程、（ｃ）第２のバインダー及び蛍光
マーカーからの信号を、蛍光により検出する工程、（ｄ）検出した蛍光信号から、試料の
少なくとも一部の第２の画像を生成する工程を含む。
【００４７】
　ある実施形態では、本方法は、第１の画像の生成及び第２の画像の生成において取得さ
れる信号情報を使用して、合成画像を生成する工程を含む、合成画像を生成する工程をさ
らに含む。ある実施形態では、合成画像を生成する工程は、第２の画像で取得された蛍光
マーカーからの信号の位置と共に、第１の画像で取得された蛍光マーカーからの信号の位
置を登録する工程を含む。
【００４８】
　ある実施形態では、検出した蛍光信号から、試料の少なくとも一部の第１の画像を生成
する工程（ｄ）は、（ｉ）検出した蛍光信号から、試料の少なくとも一部の最初の画像を
生成する工程、及び（ｉｉ）最初の画像から所望の領域を選択し、少なくとも第１のバイ
ンダー及び蛍光マーカーからの信号を蛍光により検出して、最初の画像より高い解像度で
第１の画像を生成する工程を含む。ある実施形態では、合成画像は、より高い解像度の画
像及び第２の画像からの信号情報を組み合わせることにより生成される。他の実施形態で
は、合成画像は、第２の画像における蛍光マーカーからの信号の位置と共に、より高い解
像度の画像における蛍光マーカーからの信号の位置を登録する工程を含む方法により生成
される。さらに他の実施形態では、合成画像の生成は、第２の画像で取得された蛍光マー
カーからの信号の位置と共に、第１の画像で取得された蛍光マーカーからの信号の位置を
登録する工程を含む。
【００４９】
　特定の実施形態では、本方法は、１つ以上のマーカー及び蛍光マーカー（例えば、ＤＡ
ＰＩ）染色についての免疫蛍光により染色されている、ホルマリン固定された、パラフィ
ン包埋組織試料の第１の低拡大画像を生成する工程、低拡大画像からバーチャルＨ＆Ｅ又
はバーチャルＤＡＢの画像を生成し、それらを使用して、染色強度又は形態に基づいて所
望の領域を選択する工程、ＦＩＳＨ及び蛍光マーカー染色により染色されている試料の第
２の画像を生成する工程、合成画像を生成するために、蛍光マーカー染色を座標として使
用して得られた共通画像に基づいて、画像の重ね合わせ又は登録をする工程を含む。ある
実施形態では、本方法は、画像を分析して、個々の細胞におけるタンパク質発現及び標的
核酸配列の量を測定する工程をさらに含む。
【００５０】
　生物学的試料
　本発明の一実施形態に基づく生物学的試料は、固体でもよいし、又は流体でもよい。生
物学的試料は、生物学的対象から取得された試料、例えば、生物学的組織又はｉｎ　ｖｉ
ｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏで取得された流体由来の試料を意味する。生物学的試料の
適切な例は、制限されず、血液、唾液、脳脊髄液、胸膜液、乳、リンパ液、痰、精液、尿
、糞便、涙、針穿刺吸引物、皮膚の外部切片、呼気、腸管及び尿生殖器管、腫瘍、器官、
細胞培養又は固体状の組織切片を含んでもよい。一部の実施形態では、生物学的試料は、
そのまま、すなわち、所望の標的の収集及び／又は単離をすることなく分析されてもよい
。別の実施形態では、試料の収集は、分析前に行われてもよい。一部の実施形態では、本
明細書に開示の方法は、生物学的試料のｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析に特に適していてもよい。
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生物学的試料は、固体支持体上、例えば、ガラススライド、マイクロタイター又はＥＬＩ
ＳＡプレートに固定されてもよい。
【００５１】
　生物学的試料は、その物理的条件、例えば、制限されず、凍結されている、もしくは、
染色されている、又は別の方法で処理されているかに関わらず、前述の試料のいずれかを
含み得る。一部の実施形態では、生物学的試料は、本質的に天然に試料と混合されていな
い化合物、保存剤、抗凝集剤、バッファー、媒染剤、中和剤、抗生物質等を含んでもよい
。
【００５２】
　生物学的試料は、原核生物由来又は真核生物由来（例えば、昆虫、原虫、鳥類、魚類、
爬虫類）のものでもよい。一部の実施形態では、生物学的試料は、哺乳類（例えば、ラッ
ト、マウス、ウシ、イヌ、ロバ、モルモット又はウサギ）である。ある実施形態では、生
物学的試料は、霊長類由来（例えば、チンパンジー又はヒト）のものである。
【００５３】
　一部の実施形態では、生物学的試料は、組織試料、細胞全体、細胞構成物、サイトスピ
ン又は細胞シミアを含んでもよい。一部の実施形態では、生物学的試料は、本質的に、組
織試料を含む。組織試料は、類似の機能を有し得る生物学的対象の組織から取得された類
似の細胞の収集物を含んでもよい。一部の実施形態では、組織試料は、ヒトの組織から取
得された類似の細胞の収集物を含んでもよい。ヒトの組織の適切な例としては、制限され
ず、（１）上皮；（２）結合組織、例えば、血管、骨及び軟骨；（３）筋肉組織；並びに
（４）神経組織があげられる。組織試料の供給源は、新鮮、凍結及び／又は保存された器
官もしくは組織の試料又は生研もしくは吸引物から取得された固形組織；血液もしくは任
意の血液構成物；体液、例えば、脳骨髄液、羊水、腹腔液もしくは間質液；又は対象の妊
娠又は発育における任意のタイミングでの細胞であり得る。一部の実施形態では、組織試
料は、初代細胞もしくは培養細胞又は細胞株を含んであり得る。
【００５４】
　組織試料は、各種の手法、例えば、制限されず、外科的切除、吸引又は生研により取得
されてもよい。一部の実施形態では、組織試料は、パラフィンに固定及び包埋されてもよ
い。組織試料は、従来の方法により固定又は別の方法で保存されてもよい。媒染剤の選択
は、組織が組織学的に染色されるか、又は別の方法で分析されるための目的により決定さ
れ得る。固定の長さは、組織試料のサイズ及び使用される媒染剤により決まってもよい。
例えば、中性に緩衝されたホルマリンであるＢｏｕｉｎ’ｓ又はパラホルムアルデヒドが
、組織試料を固定又は保存するのに使用されてもよい。
【００５５】
　一部の実施形態では、生物学的試料は、正常又はガン由来の組織切片、例えば、結腸、
乳房、前立腺、肺、肝臓及び胃由来の組織切片を含む。組織切片は、組織試料の一部分又
は断片、例えば、組織の薄いスライス又は組織試料からの切断された細胞を含んでもよい
。一部の実施形態では、組織試料の複数の切片が取得され、分析に供されてもよい。ただ
し、本明細書に開示の方法は、少なくとも２つの異なる標的（すなわち、これらの内の１
つは、タンパク質由来であり、もう一方は核酸由来である）に関する組織試料の同じ切片
の分析に使用され得る。生物学的試料として使用される場合、組織切片は、約１００マイ
クロメートル未満の範囲、約５０マイクロメートル未満の範囲、約２５マイクロメートル
未満の範囲、又は約１０マイクロメートル未満の範囲の厚みを有してもよい。
【００５６】
　標的タンパク質
　本発明の実施形態に基づく標的タンパク質は、生物学的試料の表面上に存在してもよい
し（例えば、組織切片の表面上の抗原）、又は試料のバルクに存在してもよい（例えば、
緩衝液における抗体）。一部の実施形態では、標的タンパク質は、本質的に、生物学的試
料の表面上に存在しない場合があり、生物学的試料が、表面上に利用可能な標的タンパク
質を生じるように、処理されなければならない場合がある。一部の実施形態では、標的タ
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ンパク質は、組織にあり、細胞表面上又は細胞内のいずれかにある場合がある。
【００５７】
　分析される標的タンパク質の適切性は、生物学的試料に必要とされる分析の種類及び性
質により決定され得る。一部の実施形態では、標的は、生物学的試料における検体の有無
についての情報を提供してもよい。別の実施形態では、標的タンパク質は、生物学的試料
の状態についての情報を提供してもよい。例えば、生物学的試料が組織試料を含む場合、
本明細書に開示の方法は、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
患もしくは異常の存在の検出、又は疾患もしくは異常の種類の決定に役立ち得る標的タン
パク質を検出するのに使用されてもよい。
【００５８】
　適切な標的タンパク質は、１つ以上のペプチド、タンパク質（例えば、抗体、アフィボ
ディもしくはアプタマー）、酵素、リガンド、受容体、抗原又はハプテンを含んでもよい
。１つ以上の前述の標的タンパク質は、特定の細胞を特徴付け得る。一方、他の標的タン
パク質は、特定の疾患又は症状に関連付けられる。一部の実施形態では、本明細書に開示
の方法を使用して検出及び分析され得る組織試料における標的タンパク質は、制限されず
、予後マーカー、予測マーカー、ホルモンもしくはホルモン受容体、リンパ球系、腫瘍マ
ーカー、細胞周期関連マーカー、神経組織及び腫瘍マーカー又はクラスター分化マーカー
を含んでもよい。
【００５９】
　予後マーカーの適切な例は、酵素の標的、例えば、ガラクトシルトランスフェラーゼＩ
Ｉ、ニューロン特異エノラーゼ、プロトンＡＴＰａｓｅ－２又は酸ホスファターゼを含ん
でもよい。予後タンパク質又は遺伝子マーカーの他の例としては、Ｋｉ６７、サイクリン
Ｅ、ｐ５３、ｃＭｅｔがあげられる。
【００６０】
　予測マーカー（薬剤応答）の適切な例は、タンパク質又は遺伝子の標的、例えば、ＥＧ
ＦＲ、Ｈｅｒ２、ＡＬＫを含んでもよい。
【００６１】
　ホルモン又はホルモン受容体の適切な例は、ヒト絨毛性性ホルモン（ＨＣＧ）、副腎皮
質刺激ホルモン、ガン胎児抗原（ＣＥＡ）、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、エストロゲン受
容体、プロゲステロン受容体、アンドロゲン受容体、ｇＣ１ｑ－Ｒ／ｐ３３補体受容体、
ＩＬ－２受容体、ｐ７５ニューロトロフィン受容体、ＰＴＨ受容体、甲状腺ホルモン受容
体又はインスリン受容体を含んでもよい。
【００６２】
　リンパ球系の適切な例は、アルファ－１－アンチキモトリプシン、アルファ－１－アン
チトリプシン、Ｂ細胞の標的、ｂｃｌ－２、ｂｃｌ－６、Ｂリンパ球抗原３６ｋＤ、ＢＭ
１（骨髄の標的）、ＢＭ２（骨髄の標的）、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、ヒト好中球ディフェンシン、免疫グロブリンＡ、免疫グロブリン
Ｄ、免疫グロブリンＧ、免疫グロブリンＭ、カッパー軽鎖、カッパー軽鎖、ラムダ軽鎖、
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、形質細胞標的、分泌型白血球プロテアーゼ阻害剤、Ｔ細胞抗原受容
体（ＪＯＶＩ　１）、Ｔ細胞抗原受容体（ＪＯＶＩ　３）、末端デオキシヌクレオチジル
トランスフェラーゼ又は非クラスター化Ｂ細胞標的を含み得る。
【００６３】
　腫瘍マーカーの適切な例は、アルファフェトプロテイン、アポリポタンパク質Ｄ、ＢＡ
Ｇ－１（ＲＡＰ４６タンパク質）、ＣＡ１９－９（ｓｉａｌｙｌ　ｌｅｗｉｓａ）、ＣＡ
５０（ガン関連ムチン抗原）、ＣＡ１２５（卵巣ガン抗原）、ＣＡ２４２（腫瘍関連ムチ
ン抗原）、クロモグラニンＡ、クラステリン（アポリポタンパク質Ｊ）、上皮膜抗原、上
皮関連抗原、上皮特異抗原、乳腺嚢胞液タンパク質－１５（ｇｒｏｓｓ　ｃｙｓｔｉｃ　
ｄｉｓｅａｓｅ　ｆｌｕｉｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ－１５）、肝細胞特異抗原、ヘレグリン、
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ヒト胃ムチン、ヒト乳脂肪球、ＭＡＧＥ－１、マトリクス　メタロプロテイナーゼ、ｍｅ
ｌａｎ　Ａ、メラノーマ標的（ＨＭＢ４５）、メソテリン、メタロチオネイン、小眼球症
転写因子（ＭＩＴＦ）、Ｍｕｃ－１コア糖タンパク質、Ｍｕｃ－１糖タンパク質、Ｍｕｃ
－２糖タンパク質、Ｍｕｃ－５ＡＣ糖タンパク質、Ｍｕｃ－６糖タンパク質、ミエロペル
オキシダーゼ、Ｍｙｆ－３（横紋筋肉腫標的）、Ｍｙｆ－４（横紋筋肉腫標的）、Ｍｙｏ
Ｄ１（横紋筋肉腫標的）、ミオグロビン、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、前立腺特異抗原、前立腺酸性ホスファターゼ、前立腺インヒビン
ペプチド、ＰＴＥＮ、腎細胞ガン標的、小腸ムチン抗原、テトラネクチン、甲状腺転写因
子－１、マトリクス　メタロプロテイナーゼ１の組織阻害剤、マトリクス　メタロプロテ
イナーゼ２の組織阻害剤、チロシナーゼ、チロシナーゼ関連タンパク質－１、ビリン又は
フォン・ヴィルブランド因子を含み得る。
【００６４】
　細胞周期関連マーカーの適切な例は、アポトーシスプロテアーゼ活性化因子－１、ｂｃ
ｌ－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、ＣＰＰ３２
（カスパーゼ－３）、ＣＰＰ３２（カスパーゼ－３）、サイクリン依存性キナーゼ、サイ
クリンＡ，サイクリンＢ１、サイクリンＤ１、サイクリンＤ２、サイクリンＤ３、サイク
リンＥ、サイクリンＧ、ＤＮＡフラグメント化因子（Ｎ－末端）、Ｆａｓ（ＣＤ９５）、
Ｆａｓ－関連死ドメインタンパク質、Ｆａｓリガンド、Ｆｅｎ－１、ＩＰＯ－３８、Ｍｃ
ｌ－１、ミニクロモゾーム維持タンパク質、ミスマッチ修復タンパク質（ＭＳＨ２）、ポ
リ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ、増殖性細胞核抗原、ｐ１６タンパク質、ｐ２７タ
ンパク質、ｐ３４ｃｄｃ２、ｐ５７タンパク質（Ｋｉｐ２）、ｐ１０５タンパク質、Ｓｔ
ａｔ　１アルファ、トポイソメラーゼＩ、トポイソメラーゼＩＩアルファ、トポイソメラ
ーゼＩＩＩアルファ又はトポイソメラーゼＩＩベータを含み得る。
【００６５】
　神経組織及び腫瘍マーカーの適切な例は、アルファＢクリスタリン、アルファ－インタ
ーネキシン、アルファ－シヌクレイン、アミロイド前駆体タンパク質、ベータアミロイド
、カルビンジン、コリンアセチルトランスフェラーゼ、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、グルタミン酸塩受容体２、ミエリン塩基
性タンパク質、神経増殖因子受容体（ｇｐ７５）、繊維芽細胞種標的、神経フィラメント
　６８ｋＤ、神経フィラメント　１６０ｋＤ、神経フィラメント　２００ｋＤ、ニューロ
ン特異エノラーゼ、ニコチン性アセチルコリン受容体アルファ４、ニコチン性アセチルコ
リン受容体ベータ２、ペリフェリン、タンパク質遺伝子産物９、Ｓ－１００タンパク質、
セロトニン、ＳＮＡＰ－２５、シナプシンＩ、シナプトフィシン、ｔａｕ、トリプトファ
ンヒドロキシラーゼ、チロシンヒドロキシラーゼ又はユビキチンを含み得る。
【００６６】
　クラスター分化マーカーの適切な例は、ＣＤ１ａ、ＣＤ１ｂ、ＣＤ１ｃ、ＣＤ１ｄ、Ｃ
Ｄ１ｅ、ＣＤ２、ＣＤ３デルタ、ＣＤ３イプシロン、ＣＤ３ガンマ、ＣＤ４、ＣＤ５、Ｃ
Ｄ６、ＣＤ７、ＣＤ８アルファ、ＣＤ８ベータ、ＣＤ９、ＣＤ１０、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１
１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤｗ１２、ＣＤ１３、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１５ｓ、ＣＤ１６
ａ、ＣＤ１６ｂ、ＣＤｗ１７、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、Ｃ
Ｄ２３、ＣＤ２４、ＣＤ２５、ＣＤ２６、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ２９、ＣＤ３０、Ｃ
Ｄ３１、ＣＤ３２、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３５、ＣＤ３６、ＣＤ３７、ＣＤ３８、Ｃ
Ｄ３９、ＣＤ４０、ＣＤ４１、ＣＤ４２ａ、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４２ｃ、ＣＤ４２ｄ、ＣＤ
４３、ＣＤ４４、ＣＤ４４Ｒ、ＣＤ４５、ＣＤ４６、ＣＤ４７、ＣＤ４８、ＣＤ４９ａ、
ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ４９ｆ、ＣＤ５０、ＣＤ５１、
ＣＤ５２、ＣＤ５３、ＣＤ５４、ＣＤ５５、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ５８、ＣＤ５９、
ＣＤｗ６０、ＣＤ６１、ＣＤ６２Ｅ、ＣＤ６２Ｌ、ＣＤ６２Ｐ、ＣＤ６３、ＣＤ６４、Ｃ
Ｄ６５、ＣＤ６５ｓ、ＣＤ６６ａ、ＣＤ６６ｂ、ＣＤ６６ｃ、ＣＤ６６ｄ、ＣＤ６６ｅ、
ＣＤ６６ｆ、ＣＤ６８、ＣＤ６９、ＣＤ７０、ＣＤ７１、ＣＤ７２、ＣＤ７３、ＣＤ７４
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、ＣＤｗ７５、ＣＤｗ７６、ＣＤ７７、ＣＤ７９ａ、ＣＤ７９ｂ、ＣＤ８０、ＣＤ８１、
ＣＤ８２、ＣＤ８３、ＣＤ８４、ＣＤ８５、ＣＤ８６、ＣＤ８７、ＣＤ８８、ＣＤ８９、
ＣＤ９０、ＣＤ９１、ＣＤｗ９２、ＣＤｗ９３、ＣＤ９４、ＣＤ９５、ＣＤ９６、ＣＤ９
７、ＣＤ９８、ＣＤ９９、ＣＤ１００、ＣＤ１０１、ＣＤ１０２、ＣＤ１０３、ＣＤ１０
４、ＣＤ１０５、ＣＤ１０６、ＣＤ１０７ａ、ＣＤ１０７ｂ、ＣＤｗ１０８、ＣＤ１０９
、ＣＤ１１４、ＣＤ１１５、ＣＤ１１６、ＣＤ１１７、ＣＤｗ１１９、ＣＤ１２０ａ、Ｃ
Ｄ１２０ｂ、ＣＤ１２１ａ、ＣＤｗ１２１ｂ、ＣＤ１２２、ＣＤ１２３、ＣＤ１２４、Ｃ
Ｄｗ１２５、ＣＤ１２６、ＣＤ１２７、ＣＤｗ１２８ａ、ＣＤｗ１２８ｂ、ＣＤ１３０、
ＣＤｗ１３１、ＣＤ１３２、ＣＤ１３４、ＣＤ１３５、ＣＤｗ１３６、ＣＤｗ１３７、Ｃ
Ｄ１３８、ＣＤ１３９、ＣＤ１４０ａ、ＣＤ１４０ｂ、ＣＤ１４１、ＣＤ１４２、ＣＤ１
４３、ＣＤ１４４、ＣＤｗ１４５、ＣＤ１４６、ＣＤ１４７、ＣＤ１４８、ＣＤｗ１４９
、ＣＤｗ１５０、ＣＤ１５１、ＣＤ１５２、ＣＤ１５３、ＣＤ１５４、ＣＤ１５５、ＣＤ
１５６、ＣＤ１５７、ＣＤ１５８ａ、ＣＤ１５８ｂ、ＣＤ１６１、ＣＤ１６２、ＣＤ１６
３、ＣＤ１６４、ＣＤ１６５、ＣＤ１６６及びＴＣＲ－ゼータを含み得る。
【００６７】
　他の適切な標的タンパク質としては、セントロメアタンパク質－Ｆ（ＣＥＮＰ－Ｆ）、
ギアンチン（ｇｉａｎｔｉｎ）、インボルクリン、ラミンＡ＆Ｃ（ＸＢ　１０）、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、カテプ
シンＤ、Ｐｓ２タンパク質、Ｈｅｒ２－ｎｅｕ、Ｐ５３、Ｓ１００、上皮標的抗原（ＥＭ
Ａ）、ＴｄＴ、ＭＢ２、ＭＢ３、ＰＣＮＡ、Ｋｉ６７、サイトケラチン、ＰＩ３Ｋ、ｃＭ
ｙｃ又はＭＡＰＫがあげられる。
【００６８】
　さらに他の適切な標的タンパク質としては、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ（乳ガン及び胃ガンにお
いて過剰発現された上皮増殖因子、モノクローナル抗体による治療は、腫瘍の増殖を遅延
させる。）；ＥＧＦ－Ｒ／ｅｒｂＢ（上皮増殖因子受容体）；ＥＲ（一部の乳ガン腫瘍の
増殖に必要とされ、核に局在し、陽性患者におけるエストロゲン制限治療を決定するため
のＩＳＨにより検出されるエストロゲン受容体）；ＰＲ（プロゲステロン受容体は、ＤＮ
Ａに結合するホルモンである。）；ＡＲ（アンドロゲン受容体は、アンドロゲン依存性腫
瘍増殖に関与する。）；β－カテニン（ガンにおけるガン遺伝子が細胞膜から核に移動し
、細胞接着と潜在遺伝子調節タンパク質との両方に機能する。）；ホスホ－β－カテニン
；リン酸化（型のβ－カテニンが、細胞質ゾルにおいて分解し、核に移動しない。）；Ｇ
ＳＫ３β（Ｗｎｔ経路におけるグリコーゲン合成酵素キナーゼ－３βタンパク質は、前口
動物における急速な分解についてのホスホ－β－カテニンを示すβ－カテニンをリン酸化
する。）；ＰＫＣβ（メディエータＧ－タンパク質結合受容体）；ＮＦＫβ（核に移動し
た際の炎症についての核因子カッパーＢマーカー）；ＶＥＧＦ（血管新生に関連する血管
内皮成長因子）；Ｅ－カドヘリン（上皮細胞上に発現される細胞間の相互作用分子、その
機能は、上皮ガンにおいて損なわれる。）；ｃ－ｍｅｔ（チロシンキナーゼ受容体）があ
げられる。好ましい実施形態では、標的タンパク質は、ＨＥＲ２である。
【００６９】
　標的核酸配列
　本発明の実施形態に基づく標的核酸配列は、生物学的試料における核酸分子に含まれる
所望の配列を意味する。核酸分子は、生物学的試料における細胞の核に存在してもよいし
（例えば、染色体ＤＮＡ）、又は細胞質に存在してもよい（例えば、ｍＲＮＡ）。一部の
実施形態では、核酸分子は、本質的に、生物学的試料の表面上に存在しない場合がある。
生物学的試料は、プローブによりアクセス可能な核酸分子を生じるように処理されなけれ
ばならない場合がある。例えば、試料のプロテアーゼ処理は、標的核酸配列を容易にもた
らすことができる。
【００７０】
　分析される核酸分子の適切性は、生物学的試料に必要とされる分析の種類及び性質によ
り決定され得る。一部の実施形態では、分析は、生物学的試料における標的核酸配列の遺
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伝子発現レベルについての情報を提供してもよい。他の実施形態では、分析は、染色体Ｄ
ＮＡの有無又は増幅レベルについての情報を提供してもよい。例えば、生物学的試料が組
織試料を含む場合、本明細書に開示の方法は、標的核酸配列を内部に持つ特定の染色体セ
グメントの増加したコピー数を有する細胞を特定し得る、標的核酸配列を検出するのに使
用されてもよい。
【００７１】
　一部の実施形態では、本明細書に開示の方法を使用して検出及び分析され得る組織試料
における標的核酸配列は、制限されず、予後マーカー、ホルモンもしくはホルモン受容体
、リンパ球系、腫瘍マーカー、細胞周期関連マーカー、神経組織及び腫瘍マーカー又はク
ラスター分化マーカーを含んでもよい。これらのマーカーの例は、「標的タンパク質」と
題したセクションに記載されている。例えば、一実施形態では、標的核酸配列標的は、Ｅ
ＧＦＲ、ＴＯＰ２Ａ、ｃＭｙｃ、ＡＬＫ、ＦＧＦＲ１又はＨＥＲ２の遺伝子についての配
列である。
【００７２】
　ある実施形態では、標的核酸配列は、標的タンパク質をコードする遺伝子配列の一部で
ある配列を含む。他の実施形態では、標的核酸配列は、標的タンパク質をコードする遺伝
子配列の一部である配列を含まない。このため、標的核酸配列は、標的タンパク質とは異
なるタンパク質をコードする遺伝子配列の一部である配列を含んでもよい。
【００７３】
　標的核酸配列用プローブ
　一部の実施形態では、プローブは、標的核酸配列を検出するのに使用される。プローブ
が、所望の配列を含む核酸分子の領域に特異的に結合するのが望ましい。このため、一部
の実施形態では、プローブは、配列特異的である。配列特異的プローブは、核酸を含んで
もよく、プローブは、ヌクレオチド又はその誘導体の特定の直線的配置を認識可能であり
得る。一部の実施形態では、直線的配置は、プローブにおける対応する相補のヌクレオチ
ドにそれぞれ結合し得る、連続的なヌクレオチド又はその誘導体を含んでもよい。別の実
施形態では、配列は、プローブ上の対応する相補の残基を有しない場合がある１つ、２つ
又はそれ以上のヌクレオチドが存在する場合があるように、連続的ではない場合がある。
プローブの適切な例は、制限されず、ＤＮＡもしくはＲＮＡのオリゴヌクレオチドもしく
はポリヌクレオチド、ペプチド核酸配列、ロックド核酸（ＬＮＡ）配列又はアプタマーを
含んでもよい。一部の実施形態では、適切なプローブは、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
はウリジンを含んでもよい。
【００７４】
　一部の実施形態では、プローブは、標的核酸配列とワトソン－クリック結合を形成し得
る。別の実施形態では、プローブは、標的核酸配列とＨｏｏｇｓｔｅｅｎ結合を形成する
ことにより、三重鎖を形成し得る。Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ結合により結合するプローブは、
核酸配列の主溝に入ってもよく、そこに位置する塩基とハイブリダイズする。ある実施形
態では、プローブは、標的核酸配列とワトソン－クリック及びＨｏｏｇｓｔｅｅｎの両方
の結合を形成してもよい（例えば、ビスＰＮＡプローブは、核酸分子に対してワトソン－
クリック及びＨｏｏｇｓｔｅｅｎの両方の結合が可能である。）。
【００７５】
　一部の実施形態では、プローブは、核酸プローブ、ペプチド核酸プローブ、ロックド核
酸（ＬＮＡ）プローブ、ｍＲＮＡプローブ、ｍｉＲＮＡプローブ又はｓｉＲＮＡプローブ
を含み得る。
【００７６】
　プローブの長さは、結合の特異性も決定し得る。プローブと標的核酸配列との間におけ
る１つのミスマッチのエネルギーコストは、より長いものについてより、短い配列につい
て相対的に高い場合がある。一部の実施形態では、より長いプローブが、ミスマッチをよ
り受け入れることができ、条件に応じて核酸に結合し続けることができる場合、より小さ
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いプローブのハイブリダイゼーションは、より長いプローブのハイブリダイゼーションよ
り特異的であり得る。ある実施形態では、より短いプローブは、所定の温度及び塩濃度に
おいて、より低い結合安定性を示す場合がある。短い配列に結合するためのより高い安定
性を示し得るプローブが、この場合に使用され得る（例えば、ビスＰＮＡ）。一部の実施
形態では、プローブは、約４個のヌクレオチドから約１２個のヌクレオチド、約１２個の
ヌクレオチドから約２５個のヌクレオチド、約２５個のヌクレオチドから約５０個のヌク
レオチド、約５０個のヌクレオチドから約１００個のヌクレオチド、約１００個のヌクレ
オチドから約２５０個のヌクレオチド、約２５０個のヌクレオチドから約５００個のヌク
レオチド又は約５００個のヌクレオチドから約１０００個のヌクレオチドの範囲の長さを
有してもよい。一部の実施形態では、プローブは、約１０００個を超えるヌクレオチドの
範囲の長さを有してもよい。プローブの長さに関わらず、プローブの全てのヌクレオチド
残基が、標的核酸配列における相補のヌクレオチドにハイブリダイズしない場合がある。
例えば、プローブは、長さが５０個のヌクレオチドを含んでもよく、それらの残基の２５
個のみが、標的核酸配列にハイブリダイズしてもよい。一部の実施形態では、ハイブリダ
イズし得るヌクレオチド残基は、互いに連続的でもよい。プローブは、一本鎖でもよいし
、又は二次構造を含んでもよい。
【００７７】
　一部の実施形態では、生物学的試料は、細胞又は組織の試料を含んでもよく、生物学的
試料は、プローブを使用してインサイツハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）に供されても
よい。一部の実施形態では、組織試料は、組織試料に関する所望の情報を取得するために
、免疫蛍光（ＩＦ）に加えて、インサイツハイブリダイゼーションに供されてもよい。
【００７８】
　プローブ及び標的核酸配列の種類に関わらず、プローブと標的核酸配列との間の結合の
特異性も、結合条件に応じて影響され得る（例えば、相補の核酸の場合のハイブリダイゼ
ーション条件）。適切な結合条件は、１つ以上のｐＨ、温度又は塩濃度を調節することに
より実現され得る。
【００７９】
　プローブは、本質的に、蛍光体により標識化されてもよいし（蛍光体がプローブの合成
中に付着される）、又は非本質的に、標識化されてもよい（蛍光体が後工程中に付着され
る）。例えば、本質的に標識化された核酸は、核酸鎖の伸長中に蛍光体標識化ヌクレオチ
ドを直接包含する方法を使用して合成され得る。一部の実施形態では、プローブは、蛍光
体が後段階で包含され得るような方法で合成されてもよい。例えば、この後の標識化は、
核酸鎖内への、活性なアミノ基又はチオール基の導入による化学的手段により達成されて
もよい。一部の実施形態では、プローブ、例えば、核酸（例えば、ＤＮＡ）は、適切な化
学を使用して、同様に直接化学的に標識されてもよい。
【００８０】
　バインダー
　本明細書に開示の方法は、特定の方法で標的に物理的に結合するバインダーの使用を含
む。一部の実施形態では、バインダーは、十分な特異性を有して標的に結合し得る。すな
わち、バインダーは、任意の他の分子にするより高い親和性で標的に結合してもよい。一
部の実施形態では、バインダーは、他の分子に結合してもよいが、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、又は同レベル付近であり得るようにであり得る
。一部の実施形態では、所望の標的に対するバインダーの親和性は、他の分子に対するそ
の親和性より、少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍又はそれ以上の範囲
であり得る。一部の実施形態では、最も高い特異的な親和性を有するバインダーが使用さ
れてもよいが、標的に最も高い親和性を有するものでなくてもよい。
【００８１】
　標的とバインダーとの間の結合は、物理的結合により作用され得る。物理的結合は、非
共有の相互作用を使用してもたらされた結合を含んでもよい。非共有の相互作用は、制限
されず、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（
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例えば、ビオチン－アビジン又はビオチン－ストレプトアビジンの複合体形成）を含んで
もよい。一部の実施形態では、標的及びバインダーは、物理的結合をもたらす２つの間に
おける特異的な認識を生じさせる、その表面上、又はキャビティ内の領域を有してもよい
。一部の実施形態では、バインダーは、その分子形状の一部の相互嵌入に基づいて生物学
的標的に結合してもよい。
【００８２】
　バインダー及びその対応する標的は、結合対とみなされることができる。その非限定的
な例としては、免疫型結合対、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／葉酸塩結合タンパク質、ホルモン／ホルモン受容体、レクチン／特定の
炭水化物、酵素／酵素、酵素／基質、酵素／基質類似体、酵素／擬基質（酵素活性により
触媒され得ない基質類似体）、酵素／補因子、酵素／調節因子、酵素／阻害剤又はビタミ
ンＢ１２／内因子があげられる。結合対の他の適切な例は、相補の核酸フラグメント（例
えば、ＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列、ＰＮＡ配列及びペプチド核酸配列、ロックド核酸（ＬＮ
Ａ）配列）；タンパク質／抗体；タンパク質Ｇ／抗体；核酸／核酸結合タンパク質又はポ
リヌクレオチド／ポリヌクレオチド結合タンパク質を含んでもよい。
【００８３】
　一部の実施形態では、バインダーは、配列－又は構造－特異的バインダーでもよい。バ
インダーにより認識及び結合される標的の配列又は構造は、その標的に対して十分に固有
であり得る。
【００８４】
　一部の実施形態では、バインダーは、構造特異的であることができ、標的の一次、二次
、三次構造を認識し得る。標的の一次構造は、その原子組成及びそれらの原子を結合する
化学結合の特異性（例えば、立体化学）、例えば、タンパク質におけるアミノ酸の直線的
配置の種類及び性質を含んでもよい。標的の二次構造は、生体分子のセグメントにおける
全体的な三次元形状を意味し得る。例えば、タンパク質に関して、二次構造は、互いに近
接した、離れたアミノ酸をもたらし得る、種々のコンフォーメーション内のペプチド「骨
格」鎖の折り畳みを意味し得る。二次構造の適切な例は、制限されず、アルファへリック
ス、ベータシート又はランダムコイルを含んでもよい。標的の三次構造は、その三次元構
造全体であり得る。標的の四次元構造は、１つ以上の他の標的又は高分子とその非共有結
合の相互作用（例えば、タンパク質の相互作用）により形成された構造であり得る。四次
元構造の例は、ヘモグロビンを構成するために、４つのグロビンタンパク質サブユニット
により形成される構造でもよい。本発明の実施形態に基づくバインダーは、前述の構造の
いずれかに特異的であり得る。
【００８５】
　構造特異的なバインダーの例は、タンパク質標的に結合し得るタンパク質特異的な分子
を含んでもよい。適切なタンパク質特異的な分子の例は、抗体及び抗体フラグメント、核
酸（例えば、タンパク質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）を
含んでもよい。
【００８６】
　一部の実施形態では、標的は抗原を含んでもよく、バインダーは抗体を含んでもよい。
適切な抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば、二
重特異性抗体）又は標的抗原に特異的に結合可能な抗体フラグメントを含んでもよい。
【００８７】
　一部の実施形態では、標的は、モノクローナル抗体を含んでもよい。「モノクローナル
抗体」は、実質的に均質な抗体群から取得される抗体を意味し得る。すなわち、群に含ま
れる個々の抗体は、少量で存在し得る自然に発生する可能のある変異体を除いて同一であ
る。モノクローナル抗体は、非常に特異的であり、１つの抗原部位に対し得る。さらに、
種々の決定因子（エピトープ）に対する種々の抗体を典型的に含む、（ポリクローナル）
抗体調製物とは対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原上の１つの決定因子に対しても
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よい。モノクローナル抗体は、任意の公知の方法、例えば、ハイブリドーマ法、組換えＤ
ＮＡ法により調製されてもよいし、又はファージ抗体ライブラリから単離されてもよい。
【００８８】
　一部の実施形態では、生物学的試料は、細胞又は組織の試料を含んでもよく、本明細書
に開示の方法は、免疫蛍光（ＩＦ）に使用されてもよい。免疫化学は、組織又は細胞につ
いての情報（例えば、疾患の細胞対正常な細胞）を提供するための、抗体系バインダーに
対する標的抗原の結合を含んでもよい。本明細書に開示の方法についてのバインダーに適
した抗体（及び対応する疾患／疾患細胞）の例としては、制限されず、抗エストロゲン受
容体抗体（乳ガン）、抗プロゲステロン受容体抗体（乳ガン）、抗ｐ５３抗体（複数のガ
ン）、抗Ｈｅｒ２／ｎｅｕ抗体（複数のガン）、抗ＥＧＦＲ抗体（上皮成長因子、複数の
ガン）、抗カテプシンＤ抗体（乳ガン及び他のガン）、抗Ｂｃｌ－２抗体（アポトーシス
性細胞）、抗Ｅ－カドヘリン抗体、抗ＣＡ１２５抗体（卵巣ガン及び他のガン）、抗ＣＡ
１５－３抗体（乳ガン）、抗ＣＡ１９－９抗体（結腸ガン）、抗－ｃ－ｅｒｂＢ－２抗体
、抗Ｐ－糖タンパク質抗体（ＭＤＲ、多剤耐性）、抗ＣＥＡ抗体（ガン胎児抗原）、抗網
膜芽細胞腫タンパク質（Ｒｂ）抗体、抗ｒａｓ腫瘍性タンパク質（ｐ２１）抗体、抗Ｌｅ
ｗｉｓ　Ｘ（ＣＤ１５とも呼ばれる）抗体、抗Ｋｉ－６７抗体（細胞増殖）、抗ＰＣＮＡ
（複数のガン）抗体、抗ＣＤ３抗体（Ｔ細胞）、抗ＣＤ４抗体（ヘルパーＴ細胞）、抗Ｃ
Ｄ５抗体（Ｔ細胞）、抗ＣＤ７抗体（胸腺細胞、未成熟Ｔ細胞、ＮＫキラー細胞）、抗Ｃ
Ｄ８抗体（サプレッサＴ細胞）、抗ＣＤ９／ｐ２４抗体（ＡＬＬ）、抗ＣＤ１０（ＣＡＬ
ＬＡとも呼ばれる）抗体（共通の急性リンパ芽球性白血病）、抗ＣＤ１１ｃ抗体（単球、
顆粒球、ＡＭＬ）、抗ＣＤ１３抗体（骨髄性単球、ＡＭＬ）、抗ＣＤ１４抗体（成熟した
単球、顆粒球）、抗ＣＤ１５抗体（ホジキン病）、抗ＣＤ１９抗体（Ｂ細胞）、抗ＣＤ２
０抗体（Ｂ細胞）、抗ＣＤ２２抗体（Ｂ細胞）、抗ＣＤ２３抗体（活性化Ｂ細胞、ＣＬＬ
）、抗ＣＤ３０抗体（活性化Ｔ細胞及びＢ細胞、ホジキン病）、抗ＣＤ３１抗体（血管新
生マーカー）、抗ＣＤ３３抗体（骨髄細胞、ＡＭＬ）、抗ＣＤ３４抗体（内皮幹細胞、間
質腫瘍）、抗ＣＤ３５抗体（樹状細胞）、抗ＣＤ３８抗体（形質細胞、活性化Ｔ細胞、Ｂ
細胞及び骨髄細胞）、抗ＣＤ４１抗体（血小板、巨核球）、抗ＬＣＡ／ＣＤ４５抗体（白
血病共通抗原）、抗ＣＤ４５ＲＯ抗体（ヘルパー誘導Ｔ細胞）、抗ＣＤ４５ＲＡ抗体（Ｂ
細胞）、抗ＣＤ３９、ＣＤ１００抗体、抗ＣＤ９５／Ｆａｓ抗体（アポトーシス）、抗Ｃ
Ｄ９９抗体（ユーイング肉腫マーカー、ＭＩＣ２遺伝子産物）、抗ＣＤ１０６抗体（ＶＣ
ＡＭ－１；活性化内皮細胞）、抗ユビキチン抗体（アルツハイマー病）、抗ＣＤ７１（ト
ランスフェリン受容体）抗体、抗ｃ－ｍｙｃ（腫瘍性タンパク質及びハプテン）抗体、抗
サイトケラチン（トランスフェリン受容体）抗体、抗ビメンチン（内皮細胞）抗体（Ｂ細
胞及びＴ細胞）、抗ＨＰＶタンパク質（ヒトパピローマウイルス）抗体、抗カッパー軽鎖
抗体（Ｂ細胞）、抗ラムダ軽鎖抗体（Ｂ細胞）、抗メラノソーム（ＨＭＢ４５）抗体（メ
ラノーマ）、抗前立腺特異抗原（ＰＳＡ）抗体（前立腺ガン）、抗Ｓ－１００抗体（メラ
ノーマ、唾液、グリア細胞）、抗ｔａｕ抗原抗体（アミロイド関連疾患）、抗フィブリン
抗体（上皮細胞）、抗ケラチン抗体、抗サイトケラチン抗体（腫瘍）、抗アルファ－カテ
ニン（細胞膜）又は抗Ｔｎ－抗原抗体（結腸のガン種、腺ガン及び膵臓ガン）があげられ
る。
【００８９】
　適切な抗体の他の具体的な例は、制限されず、抗増殖性細胞核抗原、クローンｐｃ１０
（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｐ８８２５）；抗平滑筋アルファアクチン（ＳｍＡ）、
クローン１Ａ４（Ｓｉｇｍａ、Ａ２５４７）；ウサギ抗ベータカテニン（Ｓｉｇｍａ、Ｃ
２２０６）；マウス抗パンサイトケラチン、クローンＰＣＫ－２６（Ｓｉｇｍａ、Ｃ１８
０１）；マウス抗エストロゲン受容体アルファ、クローン１Ｄ５（ＤＡＫＯ、Ｍ７０４７
）；ベータカテニン抗体、クローン１５Ｂ８（Ｓｉｇｍａ、Ｃ７７３８）；ヤギ抗ビメン
チン（Ｓｉｇｍａ、Ｖ４６３０）；環状アンドロゲン受容体クローンＡＲ４４１（ＤＡＫ
Ｏ、Ｍ３５６２）；フォン・ヴィルブランド因子７、ケラチン５、ケラチン８／１８、ｅ
－カドヘリン、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ、エストロゲン受容体、ｐ５３、プロゲステロン受容体
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、ベータカテニン；ロバ抗マウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ、７
１５－１６６－１５０）；又はロバ抗ウサギ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａ
ｒｃｈ、７１１－１６６－１５２）を含んでもよい。
【００９０】
　バインダー及び標的の種類に関わらず、バインダーと標的との間の結合特異性は、結合
条件（例えば、相補の核酸の場合におけるハイブリダイゼーション条件）に応じて影響を
受けてもよい。適切な結合条件は、ｐＨ、温度又は塩濃度の１つ以上を調節することによ
り実現されてもよい。
【００９１】
　上記のように、バインダーは、本質的に、蛍光体により標識化されてもよいし（蛍光体
がバインダーの合成中に付着される）、又は非本質的に、標識化されてもよい（蛍光体が
後工程中に付着される）。例えば、タンパク質系バインダーに関して、本質的に標識化さ
れたバインダーは、蛍光体標識されたアミノ酸を使用することにより調製されてもよい。
一部の実施形態では、バインダーは、蛍光体が後段階で包含され得るような方法で合成さ
れてもよい。一部の実施形態では、バインダー、例えば、タンパク質（例えば、抗体）又
は核酸（例えば、ＤＮＡ）は、適切な化学を使用して、同様に直接化学的に標識されても
よい。
【００９２】
　一部の実施形態では、バインダーの組み合わせが使用されてもよく、それにより、より
高い特異性が提供されてもよいし、又はある実施形態では、信号の増幅が提供されてもよ
い。このため、一部の実施形態では、バインダーのサンドイッチが使用されてもよく、第
１のバインダーが標的に結合して、二次結合を提供するのに機能してもよい。二次バイン
ダーは、蛍光体を含んでもよいし、又は含まなくてもよい。蛍光体は、（必要に応じて）
三次結合をさらに提供してもよい。三次結合メンバーが蛍光体を含んでもよい。
【００９３】
　バインダーの組み合わせの適切な例は、一次抗体－二次抗体、相補の核酸又は他のリガ
ンド－受容体ペア（例えば、ビオチン－ストレプトアビジン）を含んでもよい。適切なバ
インダーペアの一部の具体的な例は、ｃ－ｍｙｃエピトープを含む組換え発現されたタン
パク質についてのマウス抗ｍｙｃ；Ｈｉｓ－タグエピトープを含む組換えタンパク質につ
いてのマウス抗ＨｉｓＧ、エピトープタグを含む組換えタンパク質についてのマウス抗ｘ
ｐｒｅｓｓ、ヤギＩｇＧ一次分子についてのウサギ抗ヤギ、核酸についての相補の核酸配
列；チオレドキシン融合タンパク質についてのマウス抗チオ、融合タンパク質についての
ウサギ抗ＧＦＰ、α－Ｄ－ガラクトースについてのジャカリン；及び炭水化物結合タンパ
ク質、糖、ニッケル結合マトリクスもしくはハプテンについてのメリビオースを含んでも
よい。
【００９４】
　一部の実施形態では、一次抗体と二次抗体との組み合わせが、バインダーとして使用さ
れ得る。一次抗体は、標的の特定の領域に結合可能であり得る。二次抗体は、一次抗体に
結合可能であり得る。二次抗体は、一次抗体に結合する前に、蛍光体に付着されてもよい
し、又は後工程で蛍光体に結合可能であってもよい。別の実施形態では、一次抗体及び特
異的結合リガンド－受容体のペア（例えば、ビオチン－ストレプトアビジン）が使用され
てもよい。一次抗体は、ペアの一方のメンバー（例えば、ビオチン）に付着されてもよく
、もう一方のメンバー（例えば、ストレプトアビジン）が、蛍光体により標識化されても
よい。二次抗体、アビジン、ストレプトアビジン又はビオチンは、蛍光体によりそれぞれ
独立して標識化されてもよい。
【００９５】
　一部の実施形態では、本明細書に開示の方法は、免疫蛍光法に使用されてもよく、一次
抗体が、組織試料における標的抗原に特異的に結合するのに使用されてもよい。二次抗体
は、一次抗体に特異的に結合するのに使用されてもよい。これにより、必要に応じて、一
次抗体と次の試薬（例えば、蛍光体）との間の架橋を形成する。例えば、一次抗体は、マ
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ウスＩｇＧ（マウスにおいて形成された抗体）でもよく、対応する二次抗体は、マウスＩ
ｇＧにおける領域に結合可能な領域を有する、ヤギ抗マウス（ヤギにおいて形成された抗
体）でもよい。
【００９６】
　一部の実施形態では、信号増幅は、複数の二次抗体が一次抗体上のエピトープに結合し
得る場合に得られ得る。免疫蛍光法において、一次抗体は、本方法に使用される第１の抗
体であり得る。二次抗体は、本方法に使用される第２の抗体であり得る。一部の実施形態
では、一次抗体は、ＩＦ法において使用される抗体のみであり得る。
【００９７】
　生物学的試料の第１の画像を生成する工程
　本発明のある実施形態では、本方法は、生物学的試料の第１の画像を生成する工程を含
む。第１の画像は、（ａ）固体支持体上の試料を、標的タンパク質用の第１のバインダー
と接触させる工程、（ｂ）形態学的情報を提供する蛍光マーカーで、試料を染色する工程
、（ｃ）第１のバインダー及び蛍光マーカーからの信号を、蛍光により検出する工程、並
びに（ｄ）検出した蛍光信号から、試料の少なくとも一部の第１の画像を生成する工程に
より生成される。ある実施形態では、工程（ａ）及び（ｂ）は、第１のプロトコルを構成
する。ある実施形態では、本方法は、第１の工程において、試料を、更なる形態学的情報
を提供する少なくとも１つの更なるバインダーと接触させる工程、及び蛍光による少なく
とも１つの更なるバインダーからの信号を検出する工程も含む。ある実施形態では、工程
（ｃ）は、このような構造体、例えば、赤血球、ｆｉｂｒｏｓｅ及びリポフスシン顆粒由
来の内因性蛍光信号（自己蛍光としても公知）を、蛍光により検出する工程も含む。ある
実施形態では、第１の画像を生成する工程（工程（ｄ））は、検出した蛍光信号から、試
料の少なくとも一部のより低い拡大での最初の画像を生成する工程、最初の画像から所望
の領域を選択し、少なくとも第１のバインダー及び蛍光マーカーからの信号を蛍光により
検出して、最初の画像より高い解像度で第１の画像を生成する工程を含む。「所望の領域
を選択する工程」は、（１）最初の画像に基づいて、ユーザが所望の領域を選択する；（
２）コンピュータ（すなわち、本方法を実行するイメージングシステム）が最初の画像、
アルゴリズム及びそれが受け取った命令に基づいて、所望の領域を選択する；又は（３）
コンピュータが最初の画像及びアルゴリズムに基づいて、所望の領域を選択することを意
味すると理解される。第１の画像が、生成された最初の画像を、必ずしも意味するとは限
らないことを理解されたい。同様に、第２の画像が、本方法の実施形態により生成された
ちょうどその第２の画像を文字通りには意味しない。
【００９８】
　ある実施形態では、生物学的試料の第１の画像を生成する方法は、（ａ）固体支持体上
の試料を、標的タンパク質用の第１のバインダーと接触させる工程、（ｂ）形態学的情報
を提供する蛍光マーカーで、試料を染色する工程、（ｃ）第１のバインダー及び蛍光マー
カーからの信号を、蛍光により検出する工程、並びに（ｄ）第１のバインダー及び任意に
蛍光マーカーの検出した蛍光信号から、試料の少なくとも一部の第１の画像を生成する工
程を含む。したがって、このような実施形態では、第１の画像は、試料における標的タン
パク質を特定するのに使用され得る。一方、蛍光マーカーから取得される信号は、本明細
書に記載のように、画像を登録するのを可能にするために取得される。
【００９９】
　ある実施形態では、最初の画像は、明視野染色プロトコルに類似する、１つ以上の明視
野型画像であり得る。このため、最初の蛍光画像データは、アルゴリズムによる、疑似（
バーチャル／分子）ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）画像を生成するのに使用され
てもよい。又は疑似（バーチャル／分子）３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）画像
が、類似のアルゴリズムにより生成されてもよい。蛍光画像データを明視野型画像に変換
するための詳細な方法は、表題「画像取得及び分析」において、以下に記載される。次い
で、明視野型画像は、所望の領域の選択に使用される。
【０１００】
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　一部の実施形態では、生物学的試料は、細胞全体、組織試料又はマイクロアレイを含ん
でもよい。一部の実施形態では、生物学的試料は、組織試料を含んでもよい。組織試料は
、各種の手法、例えば、制限されず、外科的切除、吸引又は生研により取得されてもよい
。組織は、新鮮でもよいし、又は凍結されてもよい。一部の実施形態では、組織試料は、
パラフィンに固定及び包埋されてもよい。組織試料は、従来の方法により固定又は別の方
法で保存されてもよい。媒染剤の選択は、組織が組織学的に染色されるか、又は別の方法
で分析されるための目的により決定され得る。固定の長さは、組織試料のサイズ及び使用
される媒染剤により決まり得る。例えば、中性に緩衝されたホルマリンであるＢｏｕｉｎ
’ｓ又はパラホルムアルデヒドが、組織試料を固定又は保存するのに使用されてもよい。
【０１０１】
　一部の実施形態では、組織試料は、まず固定され、次いで、アルコールの昇華により脱
水され、組織試料が切片化され得るように、パラフィン又は他の切片化媒体により浸透及
び包埋され得る。別の実施形態では、組織試料は、切片化され、次に固定されてもよい。
一部の実施形態では、組織試料は、パラフィンにおいて包埋及び処理され得る。使用され
得るパラフィンの例としては、制限されず、Ｐａｒａｐｌａｓｔ、Ｂｒｏｌｏｉｄ及びＴ
ｉｓｓｕｅｃａｎがあげられる。組織試料が包埋された時点で、試料は、約３ミクロンか
ら約５ミクロンの範囲の厚みを有し得る切片に、ミクロトームにより切片化され得る。切
片化された時点で、切片は、接着剤を使用してスライドに接着され得る。スライド接着剤
の例は、制限されず、シラン、ゼラチン、ポリ－Ｌ－リジンを含んでもよい。ある実施形
態では、パラフィンが包埋材料として使用される場合、組織切片は、水において脱パラフ
ィン化及び再水和され得る。組織切片は、例えば、有機剤（例えば、キシレン又はアルコ
ールの降羃）を使用することにより脱パラフィン化されてもよい。
【０１０２】
　一部の実施形態では、上記試料調製手順は別として、組織断片は、免疫蛍光アッセイの
前、同アッセイ中又は同アッセイ後に、更なる処理に供されてもよい。例えば、一部の実
施形態では、組織切片は、エピトープ（すなわち、抗原）回復法、例えば、クエン酸バッ
ファーにおける組織試料の加熱に供されてもよい。一部の実施形態では、組織断片は、場
合により、任意の非特異的結合を最少化するために、ブロッキング工程に供されてもよい
。
【０１０３】
　試料の調製後に、試料は、標的タンパク質（例えば、免疫蛍光法における抗原）へのバ
インダーの結合に適した十分な期間及び条件下において、バインダー溶液（例えば、免疫
蛍光法における標識化抗体溶液）と接触してもよい。一部の実施形態では、生物学的試料
は、接触工程において、２つ以上のバインダーと接触してもよい。複数のバインダーは、
生物学的試料における種々の標的タンパク質と結合可能でもよい。例えば、生物学的試料
は、２つの標的タンパク質：標的１及び標的２を含んでもよく、バインダーの２つのセッ
ト、この例では、バインダー１（標的１に結合可能）及びバインダー２（標的２に結合可
能）が使用されてよい。複数のバインダーは、（例えば、１つの混合物として）生物学的
試料と同時に接触してもよい。
【０１０４】
　試料を１つ以上の標的に対する１つ以上のバインダーと接触させることに加えて、試料
は、形態学的情報を提供する、少なくとも１つの更なるバインダーによって染色されても
よい。一実施形態では、形態学的情報を提供するバインダーは、標的用のバインダーと同
時に含まれてもよい。他の実施形態では、それらは、バインダー－標的反応後に、試料を
染色するのに使用されてもよい。
【０１０５】
　形態学的情報としては、制限されず、組織の形態学的情報、例えば、組織の種類及び由
来、特定の細胞の由来についての情報、細胞の細胞内構造体、例えば、膜、細胞質もしく
は核についての情報、細胞の分化状態、細胞周期の段階、細胞の代謝状態、細胞の壊死も
しくはアポトーシス、細胞の種類並びに腫瘍、正常及び間質の領域についての情報があげ
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られる。例えば、形態学的情報は、上皮由来の細胞の細胞質局在についての情報を含んで
もよいし、又は形態学的情報は、腫瘍のほとんど分化していない領域もしくは壊死領域の
位置を示してもよい。
【０１０６】
　形態学的情報は、生物学的試料における特異的な標的に結合する、少なくとも１つの更
なるバインダーにより提供されてもよい。一部の実施形態では、少なくとも１つの更なる
バインダーは、制限されず、下記の標的タンパク質に結合する抗体である。
【０１０７】
　サイトケラチン：上皮細胞のマーカー
　パンカドヘリン：細胞膜のマーカー
　Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ：細胞膜のマーカー
　平滑筋アクチン：平滑筋細胞、筋繊維芽細胞及び筋上皮細胞
　ＣＤ３１：血管のマーカー
　リボソームタンパク質Ｓ６：細胞質のマーカー
　Ｇｌｕｔ１：低酸素症のマーカー
　Ｋｉ６７：増殖性細胞のマーカー
　コラーゲンＩＶ：間質
　形態学的情報を提供する他の標的は、ケラチン１５、１９、Ｅ－カドヘリン、クラウデ
ィン１、ＥＰＣＡＭ、フィブロネクチン及びビメンチンも含み得る。
【０１０８】
　組織の内因性蛍光（自己蛍光）は、実験下での試料における、更なる形態学的情報、例
えば、制限されず、赤血球、リポフスチン顆粒及びｆｉｂｒｏｓｅを提供するのに使用さ
れてもよい。
【０１０９】
　例示として、少なくとも１つの更なるバインダーは、パンサイトケラチン抗体（例えば
、１つの反応におけるサイトケラチン異性体のより広い範囲をカバー可能なサイトケラチ
ン抗体のカクテル）を含んでもよい。サイトケラチンは、細胞骨格の一部であり、上皮に
おける細胞の細胞質に局在する。このため、これらの抗体は、上皮細胞の細胞質を染色す
る。腫瘍試料において、これらの抗体は、間質又は他の支持組織／領域とは対照的に、腫
瘍の上皮細胞を染色する。したがって、少なくとも１つの更なるバインダー、例えば、パ
ンサイトケラチンマーカーの使用により、更なる分析用の腫瘍の上皮細胞領域の選択が可
能となる。
【０１１０】
　好ましくは、バインダーは、蛍光体により標識される。２つ以上の標的が検出される場
合、各標的用のバインダーは、好ましくは、信号が独立して検出されることができ、実質
的に重ならないように、異なる発光波長を有する種々の蛍光体で標識される。好ましくは
、形態学的情報を提供するバインダーも、それらが同様に異なる発光波長を有するように
、他のバインダーとは異なる蛍光体で標識される。
【０１１１】
　十分な時間が結合作用に提供された後に、試料は、洗浄溶液（例えば、適切な緩衝液）
と接触して、任意の未結合のプローブが洗い流されてもよい。使用されるプローブの濃度
及び種類に応じて、生物学的試料は、各工程で使用される同じか又は異なる洗浄溶液によ
る、数多くの洗浄工程に供されてもよい。
【０１１２】
　バインダーと標的タンパク質及び任意の形態学的マーカーとの間の反応後に、試料は、
更なる形態学的情報を提供する蛍光マーカーによりさらに染色される。「蛍光マーカー」
という用語は、組織又は他の生物学的試料の特定部分、例えば、特定の細胞内形状を、選
択的に染色する蛍光体を意味する。適切な蛍光マーカー（及び該当する場合、その標的細
胞、細胞内区画又は細胞成分）は、制限されず、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルイ
ンドール（ＤＡＰＩ）（核酸）、エオシン（アルカリ性細胞成分、細胞質）、ヘキスト３
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３２５８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）、キナクリン（核酸）、フルオレセイン－ファロイジン（アクチン繊維）、
クロモマイシンＡ３（核酸）、アクリフラビン－フォイルゲン反応（核酸）、オーラミン
　Ｏ－フォイルゲン反応（核酸）、臭化エチジウム（核酸）を含んでもよい。ニッスル染
色（ニューロン）、高親和性ＤＮＡ蛍光体、例えば、ＰＯＰＯ、ＢＯＢＯ、ＹＯＹＯ及び
ＴＯＴＯ等及びＤＮＡ結合タンパク質（例えば、ヒストン）に融合された緑色蛍光タンパ
ク質、ＡＣＭＡ及びアクリジンオレンジを含んでもよい。好ましくは、蛍光マーカーは、
核を染色する。より好ましくは、蛍光マーカーは、４’，６－ジアミジノ－２－フェニル
インドール（ＤＡＰＩ）を含む。
【０１１３】
　生物学的試料に適用され得るバインダー及び蛍光マーカーの総数は、使用される蛍光体
からのスペクトル分解可能な蛍光信号により達成可能なスペクトル分解により決まり得る
。複数の蛍光体への言及において、スペクトル分解可能は、蛍光体の蛍光発光帯域が十分
に分離される、すなわち、標準的な光検出システムを使用して各蛍光体により生成される
蛍光信号に基づいて、各蛍光体が区別され得るように、十分に重なっていないことを意味
する。一部の実施形態では、生物学的試料は、検出システムによる検出の各ラウンドにお
いて、１０個又は１０個未満の蛍光体と反応し得る。他の実施形態では、生物学的試料は
、検出システムによる検出の各ラウンドにおいて、６個又は６個未満の蛍光体と反応し得
る。
【０１１４】
　バインダー－標識化蛍光体、蛍光マーカー及び試料の自己蛍光からの信号は、検出シス
テムを使用して検出され得る。検出システムは、蛍光検出システムを含んでもよい。一部
の実施形態では、信号強度、信号波長、信号位置、信号頻度又は信号シフトが決定されて
もよい。一部の実施形態では、信号における１つ以上の前述の特性が、観察、測定及び記
録されてもよい。一部の実施形態では、蛍光波長又は蛍光強度が、蛍光検出システムを使
用して検出されてもよい。一部の実施形態では、信号は、インサイツで観察されてもよい
。すなわち、信号は、生物学的試料における標的に対するバインダーを介して会合された
蛍光体から、直接観察されてもよい。
【０１１５】
　一部の実施形態では、信号を観察する工程は、生物学的試料の画像をキャプチャする工
程を含んでもよい。一部の実施形態では、イメージング装置に連結された顕微鏡が、本明
細書に開示の方法に基づいて、検出システムとして使用されてもよい。一部の実施形態で
は、蛍光体が励起されてもよく、得られた蛍光信号が、デジタル信号の形式（例えば、デ
ジタル化された画像）で観察及び記録されてもよい。同じ手順が、試料に結合した種々の
蛍光体、及び試料の自己蛍光について、適切な蛍光フィルタを使用して繰り返され得る。
【０１１６】
　蛍光検出用の方法及びシステム並びに試料の第１の画像を生成するための方法及びシス
テムについての更なる詳細は、表題「画像取得及び分析」において、以下に提供される。
【０１１７】
　一部の実施形態では、生物学的試料の第１の画像が、検出した蛍光信号から生成された
後に、バインダーからの蛍光信号が修飾される。その後、１つ以上の更なる画像が、上記
方法に基づいて取得される。すなわち、各更なる画像は、（ａ）固体支持体上の試料を、
異なる標的タンパク質用のバインダーと接触させる工程、（ｂ）更なる形態学的情報を提
供する蛍光マーカーで、試料を染色する工程、（ｃ）バインダー及び蛍光マーカーからの
信号を、蛍光により検出する工程、及び（ｄ）検出した蛍光信号から、試料の画像を生成
する工程により生成される。
【０１１８】
　化学薬品は、蛍光信号を修飾するために、生物学的試料に適用され得る。一部の実施形
態では、信号の修飾は、信号の特性における１つ以上の変化、例えば、信号強度の低下、
信号ピークのシフト、共振周波数の変化又は信号分離をもたらす信号発生器の開裂（分離
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）を含んでもよい。このような化学薬品は、当業者に公知であり、例えば、米国特許第７
６２９１２５号を参照のこと。
【０１１９】
　一部の実施形態では、化学薬品は、溶液の形式でもよく、生物学的試料は、化学薬品の
溶液と、所定量の時間接触し得る。化学薬品溶液の濃度及び接触時間は、所望の信号修飾
の種類により決められてもよい。一部の実施形態では、化学薬品についての接触条件は、
バインダー、標的、生物学的試料並びにバインダーと標的との間の結合が影響を及ばされ
得ないように選択され得る。一部の実施形態では、化学薬品は、蛍光体にのみ作用するこ
とができ、化学薬品は、標的／バインダーの結合又はバインダーの完全性には作用しない
ことができる。このため、例として、バインダーは、一次抗体又は一次抗体／二次抗体の
組み合わせを含んでもよい。化学薬品は、蛍光体にのみ作用することができ、一次抗体又
は一次抗体／二次抗体の組み合わせは、本質的に、影響を受けないままであることができ
る。一部の実施形態では、バインダー（例えば、一次抗体又は一次抗体／二次抗体の組み
合わせ）は、試料を化学薬品と接触させた後に、生物学的試料における標的に結合したま
まであることができる。一部の実施形態では、バインダーは、試料を化学薬品と接触させ
た後に、生物学的試料における標的に結合したままであることができ、バインダーの完全
性は、本質的に影響を受けないままであることができる（例えば、抗体は、化学薬品の存
在下において、実質的に、変性又は溶出され得ない。）。
【０１２０】
　一部の実施形態では、信号の特性は、信号修飾の有効性を決定するために、試料を化学
薬品に接触させた後に観察されてもよい。例えば、蛍光信号発生器からの蛍光強度は、化
学薬品との接触前、及び化学薬品との接触後に観察されてもよい。一部の実施形態では、
所定量までの信号強度の低下が、信号修飾を意味してもよい。一部の実施形態では、信号
の修飾は、約５０％より大きい範囲の量での信号強度の低下を意味してもよい。一部の実
施形態では、信号の修飾は、約６０％より大きい範囲の量での信号強度の低下を意味して
もよい。一部の実施形態では、信号の修飾は、約８０％より大きい範囲の量での信号強度
の低下を意味してもよい。ある実施形態では、信号修飾は、酸化、ストリッピング、光脱
色又はそれらの組み合わせにより達成されてもよい。好ましい実施形態では、化学薬品は
、水酸化ナトリウム、過酸化水素又は過ヨウ素酸ナトリウムからなる群から選択される。
別の実施形態では、２０１１年１２月２３日に出願され、その内容全体が参照により本明
細書に取り込まれる、発明の名称「ＰＨＯＴＯＡＣＴＩＶＡＴＥＤ　ＣＨＥＭＩＣＡＬ　
ＢＬＥＡＣＨＩＮＧ　ＯＦ　ＤＹＥＳ　ＦＯＲ　ＵＳＥ　ＩＮ　ＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ　
ＡＮＡＬＹＳＩＳ　ＯＦ　ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬ　ＳＡＭＰＬＥＳ」である、米国特許出
願番号１３／３３６４０９号においてより完全に記載されるように、信号修飾は、試料を
光及び／又は化学薬品と接触させることにより達成されてもよい。
【０１２１】
　生物学的試料の第２の画像を生成する工程
　本発明のある実施形態では、本方法は、生物学的試料の第２の画像を生成する工程を含
む。第２の画像は、第１の画像が取得された後に生成される。第２の画像は、（ａ）試料
を、少なくとも１つの標的核酸配列のそれぞれについてのプローブと接触させることによ
り、プローブを標的核酸配列とハイブリダイズさせる工程、（ｂ）任意に、第１の画像を
生成するのに使用される蛍光マーカーにより、試料を染色する工程、（ｃ）標的核酸配列
それぞれについてのプローブ及び蛍光マーカーからの信号を、蛍光により検出する工程、
並びに（ｄ）検出した１つ以上の蛍光信号から、試料の第２の画像を生成する工程により
生成され得る。ある実施形態では、工程（ａ）及び（ｂ）は、第２のプロトコルを構成す
る。
【０１２２】
　第２の画像は、（ａ）試料を、異なる標的タンパク質についてのバインダーと接触させ
、（ｂ）任意に、第１の画像を生成するのに使用される蛍光マーカーにより、試料を染色
し、（ｃ）標的タンパク質のそれぞれについてのプローブ及び蛍光マーカーからの信号を
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、蛍光により検出する工程、並びに（ｄ）検出した１つ以上の蛍光信号から、試料の第２
の画像を生成することによっても生成され得る。第２のプロトコルが免疫蛍光プロトコル
である場合に、本質的に、同じ工程が、第１の画像を生成するために、上記のように行わ
れる。ある実施形態では、工程（ａ）及び（ｂ）は、第２のプロトコルを構成する。
【０１２３】
　ある実施形態では、第１の画像が取得された後、第２の画像を生成する工程の前に、本
方法は、第１のバインダーからの蛍光信号を修飾する工程を含む。ある実施形態では、信
号修飾は、酸化、ストリッピング、光脱色又はそれらの混合により達成されてもよい。好
ましい実施形態では、化学薬品は、水酸化ナトリウム、過酸化水素又は過ヨウ素酸ナトリ
ウムからなる群から選択される。
【０１２４】
　ある実施形態では、第１の画像が取得された後、第２の画像を生成する工程の前に、本
方法は、プロテアーゼにより試料を消化する工程をさらに含む。プロテアーゼ消化による
ペプチド結合の切断は、標的核酸に対するプローブのアクセスを容易にする場合、信号品
質に直接影響し、インタクトなタンパク質により生成される自己蛍光を低下させる。プロ
テアーゼ消化は、標的タンパク質からバインダーを除去するのにも役立つため、第１の画
像に関連する免疫蛍光信号を除去するのに役立つ。プロテアーゼ消化のための典型的なプ
ロテアーゼは、セリンプロテアーゼ、例えば、プロテイナーゼＫである。別の典型的なプ
ロテアーゼは、カルボキシルプロテアーゼ、例えば、ペプシンである。
【０１２５】
　標的核酸配列及びプローブは、上記で詳細に記載している。好ましくは、プローブは、
蛍光標識されている。
【０１２６】
　ある実施形態では、標的核酸配列は、染色体レベルでのゲノム変異を含む。ある実施形
態では、ゲノム変異は、染色体異常である。典型的な染色体異常としては、染色体転移、
染色体欠失、染色体挿入及び染色体逆位及び遺伝子増幅イベントがあげられる。他の実施
形態では、標的核酸配列は、個々の遺伝子レベルでのゲノム変異、例えば、一ヌクレオチ
ド多型、小さな欠失、挿入及び点変異を含む。
【０１２７】
　ある実施形態では、プローブは、生物学的試料内の標的核酸配列の相補鎖にハイブリダ
イズされる。プローブ及び標的核酸配列は、適切なハイブリダイゼ―ション条件下におい
て、ハイブリッドを形成し得る。ハイブリダイゼーションの当業者であれば、ハイブリダ
イゼ―ションのストリンジェンシーを課し、又は制御するのに一般的に使用される要因に
は、ホルムアミド濃度（又は他の化学変性剤）、塩濃度（すなわち、イオン強度）、ハイ
ブリダイゼ―ション温度、界面活性剤濃度、ｐＨ及びカオトロープの有無が含まれること
を認識するであろう。ブロッキング・プローブも、ストリンジェンシー要因をほとんど最
適化できないことにより起こり得る制限を超える区別を改善するための手段として使用さ
れ得る。ハイブリッドの組み合わせを形成するための最適なストリンジェンシーは、前述
の複数のストリンジェンシー要因を固定し、次いで、１つのストリンジェンシー要因を変
化させることの効果を決定する、周知の技術により見出され得る。同じストリンジェンシ
ー要因が調節されることにより、ＰＮＡのハイブリダイゼ―ションがイオン強度にかなり
依存することを除いて、核酸に対するＰＮＡ又はＬＮＡのハイブリダイゼ―ションのスト
リンジェンシーを制御し得る。アッセイについての最適又は適切なストリンジェンシーは
、所望の度合いの区別が達成されるまで、各ストリンジェンシー要因の実験により、実験
的に決定され得る。
【０１２８】
　核酸配列の検出、例えば、ハイブリダイゼ―ションのための方法は周知である。ある実
施形態では、特定の核酸配列は、ＦＩＳＨ（又はＦＩＳＨのバリエーション、例えば、Ｉ
Ｑ－ＦＩＳＨ）又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（又はＰＣＲのバリエーション、例
えば、インサイツＰＣＲ）、ＲＣＡ（ローリングサークル増幅）又はＰＲＩＮＳ（プライ
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ムドインサイツ標識）により検出される。典型的な実施形態では、特定の核酸配列は、Ｆ
ＩＳＨにより検出される。このため、生物学的試料における標的核酸配列は変性され、イ
ンサイツにおいて、変性された蛍光標識プローブとハイブリダイズする。ある好ましい実
施形態では、標的核酸配列がＦＩＳＨにより分析された場合、染色体特異的プローブ、例
えば、同じ染色体についてのセントロメアプローブが、核酸配列についてのプローブと共
に使用される。染色体特異的プローブからの信号は、標的核酸が同じ染色体上にあるかど
うかを示す。好ましくは、染色体特異的プローブは、蛍光体により標識される。蛍光体は
、核酸配列についてのプローブのそれと区別できる信号を生成する。
【０１２９】
　ハイブリダイゼ―ション反応後に、試料は、場合により、更なる形態学的情報を提供す
る蛍光マーカーにより染色される。好ましくは、蛍光マーカーは、第１の画像を取得する
のに使用されるのと同じである。又は蛍光マーカーは、第１の画像を取得するのに使用さ
れるそれとは異なるが、同じ細胞内区画を染色する。ある実施形態では、第１の画像につ
いての染色からの蛍光信号は、この工程が任意であるため、十分に保持される。他の実施
形態では、第１の画像についての染色からの蛍光信号は減衰していき、試料は、本明細書
で提供されたように染色される。
【０１３０】
　ある実施形態では、蛍光マーカーが細胞の核を染色するのが好ましい。このため、染色
は、ＦＩＳＨ信号の焦点合わせを支援する。フォーカスされた核を取得することにより、
ＦＩＳＨの信号が、フォーカスされた核の上下における複数の焦点面をイメージングする
ことによりキャプチャされ得る。染色は、ＦＩＳＨ信号の計数も支援する。ＦＩＳＨ信号
は核を通して散乱される場合があるため、１つの焦点面を使用して行われるドット計数は
、誤った計数をもたらす場合がある。しかしながら、各視野内での複数のｚ－スタックを
キャプチャすることにより、可能な限り近い核の三次元視画像を生成するための、より多
くのデータを提供する。したがって、ＦＩＳＨ信号を計数するより正確な方法が提供され
る。
【０１３１】
　同じ細胞内区画を染色する同じ１つ以上の蛍光マーカーにより生物学的試料を染色する
ことは、第１の画像と第２の画像とを重ね合わせるための基準点を提供するのにも役立つ
。このため、染色は、合成画像の生成を容易にする。第１及び第２の画像の重ね合わせの
詳細については、以下の「画像取得及び分析」のセクションを参照のこと。
【０１３２】
　好ましい実施形態では、生物学的試料はＦＦＰＥ組織試料であり、第１のバインダーは
ＨＥＲ２用の抗体であり、任意の１つ以上の更なるバインダーはパンサイトケラチン抗体
カクテルであり、蛍光マーカーはＤＡＰＩであり、標的核酸配列はＨＥＲ２である。
【０１３３】
　蛍光体標識されたプローブ及び蛍光マーカーからの信号は、上記の検出システムを使用
して検出され得る。蛍光検出のための方法及びシステム並びに試料の第２の画像を生成す
るための方法及びシステムについての更なる詳細は、表題「画像取得及び分析」において
以下に提供される。
【０１３４】
　一部の実施形態では、生物学的試料の第２の画像が検出された蛍光信号から生成された
後に、標的核酸配列それぞれについてのプローブからの蛍光信号は、例えば、酸化、スト
リッピング、光脱色又はそれらの混合により修飾される。その後、１つ以上の更なる画像
が、本明細書において前述の方法に従って取得される。すなわち、各更なる画像は、（１
）試料を、少なくとも１つの更なる標的核酸配列についてのプローブと接触させることに
より、プローブと配列とをハイブリダイズさせる工程、（２）任意に、蛍光マーカーによ
り試料を染色する工程、（３）更なる配列のそれぞれについてのプローブ及び蛍光マーカ
ーからの信号を、蛍光により検出する工程、並びに（４）検出した蛍光信号から、試料の
画像を生成する工程により生成される。
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【０１３５】
　画像取得及び分析
　ある実施形態では、１つの生物学的試料の画像を提供するための方法は、生物学的試料
の第１の画像を生成する工程と、生物学的試料の第２の画像を生成する工程とを含む。こ
れらの第１及び第２の画像は、（１）生物学的試料からの信号を蛍光検出し、（２）検出
した蛍光信号から、試料の第１及び第２の画像をそれぞれ生成することにより生成される
。これらの工程は、好ましくは、蛍光顕微鏡を使用して行われ、接触工程及び染色工程に
使用される蛍光体のそれぞれについて繰り返される。このため、各蛍光体が励起され、そ
の蛍光発光が、標準的な機器、例えば、ＣＣＤカメラ又は蛍光スキャナを使用して、その
波長で測定される。場合により、生物学的試料の自己蛍光も測定され、特定の蛍光体の測
定におけるその作用が考慮される。例えば、１つ以上の発光波長におけるバックグラウン
ドの自己蛍光を差し引くために、アルゴリズムが使用されてもよい。
【０１３６】
　ある実施形態では、生物学的試料全体の第１の画像及び第２の画像の両方が、高解像度
で取得される。このため、各蛍光体からの発光は、その発光波長において、高解像度で測
定される。高解像度は、７５～３７５ｎｍのピクセルサイズをサポートする、０．５と１
．４との間の開口数に対応する、２０×から１００×の間の解像度で、画像が取得される
ことを意味する。好ましくは、画像は、４０×、約０．８５の開口数及び約１７０ｎｍの
ピクセルサイズで取得される。４０×での画像のキャプチャは、６０×又は１００×と比
較して、相対的に大きいＦＯＶ’ｓをキャプチャしながら、解像度がＦＩＳＨ信号をキャ
プチャするのに十分高いために好ましい。
【０１３７】
　他の実施形態では、生物学的試料は、固体支持体の表面全体を占めなくてもよく、又は
生物学的試料全体の高解像度画像が必要とされない場合がある。このため、第１の画像を
取得しながら、まず、固体支持体の表面全体が、低解像度、例えば、２×でスキャンされ
てもよい。次いで、画像分析アルゴリズムが、低解像度の画像に適用され、生物学的試料
を含む領域を検出する。生物学的試料の境界をマークする座標がキャプチャされ、次のよ
り高い解像度でのスキャンを指示するのに使用される。１つの蛍光体からの発光の測定は
、試料の境界についての座標を取得するのに十分であることができる。
【０１３８】
　したがって、生物学的試料を含む領域は、少なくとも１つのプロセッサを使用して生物
学的試料の画像を取得する工程、画像をプロセッサにより、（ａ）Ｍａｒｋｏｖランダム
フィールド（ＭＲＦ）による周辺化最大事後確率（ＭＰＭ）プロセス又は（ｂ）Ｍａｒｋ
ｏｖランダムフィールド（ＭＲＦ）による最大事後（ＭＡＰ）推定のいずれかを使用して
、複数の領域にセグメント化する工程、並びに複数の領域を、バックグラウンド領域と組
織領域とに分類して、バイナリーマスクを形成する工程を含むコンピュータにより実行さ
れる方法により検出されてもよい。本方法は、バイナリーマスクにアクティブ輪郭法を適
用して、生物学的試料の境界線を精緻化する工程も含んでもよい。
【０１３９】
　さらに他の実施形態では、生物学的試料全体のより高い解像度の画像が必要でない場合
がある。むしろ、より高い解像度の画像は、試料の選択された所望の領域（ＲＯＩ）にの
み必要とされる。このため、第１の画像を生成しながら、まず、生物学的試料は、ＲＯＩ
選択を可能な、（例えば、１０×、より高い解像度と比較して）より低い解像度でイメー
ジングされる。場合により、より低い解像度でイメージングすることは、接触工程及び染
色工程に使用される蛍光体のそれぞれについてのスキャンを含む。１つ以上のＲＯＩが、
所定の基準（例えば、試料の完全性、表現型、例えば、腫瘍又は正常、筋肉又は管組織等
）に基づいて選択されてもよい。ある実施形態では、ＲＯＩは、少なくとも一部において
、第１のバインダーから検出された標的タンパク質のタンパク質発現レベルに基づいて選
択される。このため、特定のＲＯＩは、第１の閾値と比較してより低い標的タンパク質の
発現レベルに選択されてもよい。一方、他のＲＯＩは、第２の閾値と比較してより高いタ
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ンパク質の発現レベルのために選択されてもよい（第２の閾値は、第１の閾値とは異なる
場合がある。）。ＲＯＩの座標は、ＲＯＩのみにスキャンする、より高い解像度を指示す
るのに使用される。ある実施形態では、第２の画像は、同じより高い解像度で、第１の画
像用のＲＯＩのために取得される画像として、ＲＯＩ単独で取得される。
【０１４０】
　上記のように、ある実施形態では、まず、最初の画像（すなわち、より低い解像度の画
像）が、明視野染色プロトコルに類似する、１つ以上の明視野型画像に変換される。この
ため、最初の蛍光画像データは、アルゴリズムにより、疑似（バーチャル／分子）ヘマト
キシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）画像を生成するのに使用されてもよい。又は疑似（バー
チャル／分子）３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）画像が、類似のアルゴリズムに
より生成されてもよい。蛍光画像データを明視野型画像に変換するための詳細な方法は、
以下に記載される。次いで、明視野型画像は、少なくとも一部において、形態学的情報に
基づいて、所望の領域の選択に使用される。
【０１４１】
　ある実施形態では、生物学的試料全体の画像又は試料内の選択されたＲＯＩは、顕微鏡
の視野（ＦＯＶ）の制限により１回のスキャンで取得できない場合がある。すなわち、イ
メージングされる領域は、顕微鏡のＦＯＶがキャプチャできるより大きい場合がある。こ
のような場合には、所望の画像は、スライド又は選択されたＲＯＩにわたる複数のＦＯＶ
をキャプチャすることにより取得されてもよい。ＦＯＶのこれらの元画像は、視野変化を
調節するのに補正され、次いで、別々のＦＯＶを配列させるアルゴリズムに基づいて互い
に、スライド全体又はＲＯＩの１つの画像にステッチされてもよい。このような画像ステ
ッチングアルゴリズムは、当業者に周知であり、米国特許第６，６７４，８８４号を参照
のこと。多くの場合、モノクロカメラが、そのより高い感度及びダイクロイックミラーと
共に適切な励起及び発光フィルタを使用することにより所定の波長をキャプチャする能力
のために、蛍光イメージングに使用される。このため、各チャネルのグレースケール画像
が生成される。各蛍光チャネルのグレースケールデジタル画像は、疑似カラーであっても
よく、所望の画像を追加するためにまとめてもよい。
【０１４２】
　好ましい実施形態では、第１の画像を生成する工程は、（１）任意に、固体支持体全体
のより低い解像度の画像を生成し、固体支持体上の試料を位置決めする工程、（２）試料
の中程度の解像度の画像を生成する工程、（３）所定の基準に基づいて、所望の領域（Ｒ
ＯＩ）を特定する工程、及びＲＯＩそれぞれについてのより高い解像度の画像を生成する
工程を含む。生成された第２の画像は、第１の画像の生成中に選択された各ＲＯＩのより
高い解像度の画像である。これらの実施形態では、より低い、中程度及びより高い、とい
う用語は、特定の拡大率に限定されない。むしろそれらは、互いに相対的である。最も好
ましい実施形態では、低い解像度の画像は、２×の画像であり、中程度の解像度の画像は
、１０×の画像であり、高い解像度の画像は、４０×の画像である。
【０１４３】
　ある実施形態では、標的タンパク質又は標的核酸の特徴をよりクリアに図示するための
コンピュータ向けの手段により、画像を強調するのが望ましい場合がある。このため、一
例では、参照カラー・ルックアップ・テーブルに対して、標的タンパク質の発現レベルが
マップされた、ＲＧＢ混色ヒートマップ画像が形成される。このルックアップ・テーブル
の例は、染色強度の異なるレベルを有する領域のより容易な特定のために、低レベルの強
度を青の濃淡にマップし、中程度の強度を黄色の濃淡にマップし、高い強度を赤の濃淡に
マップするであろう。別の例では、混色された合成画像は、標的タンパク質、形態学的バ
インダー及び蛍光マーカー同士の空間的な相関をより良好に表示するために、第１の画像
について形成される。例えば、標的タンパク質バインダーは黄色に着色され、形態学的バ
インダーは青に着色されるであろう。その後、標的タンパク質が形態学的バインダーでマ
ークされた領域に表され、染色は、容易かつ特異的な特定のために、緑色を表すであろう
。さらに別の例では、特定の蛍光体チャネルの疑似カラーが形成されてもよい。例えば、
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所望の遺伝子についてのＦＩＳＨ信号が赤に着色され、同じ染色体の別の領域が緑に着色
され、所定の細胞又は組織の領域における２種類の信号の相対量の区別が容易になるであ
ろう。
【０１４４】
　ある実施形態では、第１及び第２の画像が、好ましくは、少なくとも一部において、蛍
光マーカーから検出された信号から得られたいくつかの画像に基づいて配列される。好ま
しくは、第１及び第２の画像が重ね合わせられ、合成画像がさらに形成される。合成画像
は、細胞ベースによる細胞上での、第１の画像から得られた結果を、第２の画像から得ら
れたそれと、直接的な比較を可能にする。
【０１４５】
　合成画像は、第１もしくは第２の画像の全体又は第１の画像もしくは第２の画像の生成
において取得される全ての信号を含まなくてもよい。スライド及び顕微鏡台の位置の移動
により、第２の画像は、第１の画像に対して、回転又は移動してもよい。この回転又は移
動は、合成画像を生成する前に、２つの画像を配列又は登録するのに補正されるべきであ
る。
【０１４６】
　画像を登録するために、第１の画像及び第２の画像における同一の形態学的マーカーを
使用するのが好ましい。このようなマーカーの例はＤＡＰＩであり、ＤＡＰＩは細胞核を
標識し、後の脱色、染色及び他の処理中の試料に残る。蛍光マーカーから得られた画像は
、両画像における特定の細胞内区画に関する形態学的情報を提供し、細胞内区画の相対位
置は、２つの画像において実質的に変化しないままである。このため、アルゴリズムは、
この空間情報を使用して、（ａ）２つの画像のフーリエ変換を算出し、（ｂ）振幅成分フ
ーリエ変換をｌｏｇ－ｐｏｌａｒ座標に変換し、２つの画像それぞれの並進不変記号を形
成し、（ｃ）第２のフーリエ変換を２つの記号に適用し、（ｄ）２つの記号間の相関関数
を算出し、（ｅ）相関関数を逆フーリエ変換し、２つの画像間の回転及び拡大縮小を求め
、（ｆ）回転及び拡大縮小を、両画像が同様に回転及び拡大縮小されるように、第２の画
像に適用し、（ｇ）同様に拡大縮小された画像間のクロス－パワー相関関数を算出し、（
ｈ）クロスパワー相関を逆フーリエ変換し、第１及び第２の画像間の置き換えを生成する
ことにより、第１の画像と第２の画像との間の座標移動を確立することができる。次いで
、置き換え、回転及び拡大縮小は、合成するために同一に配列された（登録された）画像
を生成するのに使用される。クロスパワー相関は、従来の積率相関に好ましい。２つの画
像間の強度差及び顕微鏡の視野にわたってゆっくり変化する強度差に非感受性であるため
である。
【０１４７】
　ある実施形態では、第１及び第２の画像並びに形成された任意の合成画像は、標的タン
パク質の発現及び標的核酸配列を特徴付けるのに使用される。このため、タンパク質の発
現レベルは、信号の強度値（例えば、蛍光強度）を生物学的試料における標的の量に相関
させることにより分析され得る。標的量と信号強度との間の相関は、較正基準を使用して
決定されてもよい。一部の実施形態では、１つ以上のコントロール試料が使用されてもよ
い。試料における信号の有無（コントロールに対する所望の生物学的試料）を観察するこ
とにより、生物学的試料に関する情報が取得され得る。例えば、正常な組織試料に対して
疾患の組織試料を比較することにより、疾患の組織試料における標的の存在に関する情報
が取得されてもよい。同様に、試料（すなわち、所望の試料と１つ以上のコントロール）
間の信号強度を比較することにより、試料における標的の発現に関する情報が取得されて
もよい。
【０１４８】
　標的核酸配列は、その有無、発現又は増幅レベルにより分析され得る。所望のＤＮＡ配
列の分析に関して、分析は、細胞核内の信号にフォーカスされてもよい。このため、所望
のＤＮＡ配列がＦＩＳＨにより検出される場合、好ましくは、まず、数多くの核が、少な
くとも一部において、蛍光マーカー（例えば、ＤＡＰＩ染色）から得られた画像に基づい
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て、個々にセグメント化される。各核内には、標的核酸配列についてのＦＩＳＨスポット
、及び場合により、（染色体特異的プローブからの）対応する染色体についてのＦＩＳＨ
スポットが位置決めされる。ＦＩＳＨスポットがさらに分析される。例えば、スポットの
比が標的遺伝子の増幅又は再配列状態を評価するのに算出される。
【０１４９】
　タンパク質発現データ及び核酸分析データは、組み合わせられたデータセットを提供す
るためにさらに比較されてもよい。
【０１５０】
　本明細書に開示の方法により、生物学及び医学における、分析、診断及び治療用途への
適用が見出され得る。本明細書に記載の方法に基づく患者からの細胞又は組織試料の分析
は、（例えば、特定の疾患を有し、特定の毒物に曝されるか、又は特定の治療もしくは臓
器移植に十分応答する、患者を特定するために）診断的に、（例えば、おそらく特定の疾
患を患っている、特定の治療に十分応答するか、又は特定の臓器移植を受け入れられる、
患者を特定するために）予後的に使用されてもよい。本明細書に開示の方法は、生物学的
に同じ試料からの、複数の標的（例えば、疾患マーカー）の正確かつ信頼できる分析を容
易にし得る。
【０１５１】
　ある実施形態では、第１及び／又は第２の蛍光画像は、明視野染色プロトコルに類似す
る明視野型画像に変換される。このため、形態学的情報を提供する１つ以上の更なるバイ
ンダー、蛍光マーカー及び生物学的試料の自己蛍光から検出される蛍光信号は、アルゴリ
ズムにより、疑似（バーチャル／分子）ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）画像を生
成するのに使用されてもよい。又は疑似（バーチャル／分子）３，３’－ジアミノベンジ
ジン（ＤＡＢ）画像が、類似のアルゴリズムにより生成されてもよい。ある実施形態では
、バーチャルＨ＆Ｅ画像は、蛍光マーカー（例えば、ＤＡＰＩ）、更なる形態学的情報を
提供する少なくとも１つの更なるバインダー（例えば、抗－パンサイトケラチン抗体）及
び自己蛍光からの信号を含む。ある実施形態では、バーチャルＤＡＢ画像は、蛍光マーカ
ー及び標的タンパク質（抗ＨＥＲ２抗体）についてのバインダーからの信号を含む。
【０１５２】
　したがって、ある実施形態では、合成画像は、明視野型画像、例えば、バーチャルＨ＆
Ｅ又はバーチャルＤＡＢの画像である。
【０１５３】
　蛍光画像を疑似明視野画像に変換する方法は公知である。蛍光画像から明視野画像を形
成する方法も公知である。蛍光画像において、画像が特定の明視野染色プロトコルから直
接取得された場合、生物学的試料の構造的特徴及び詳細が特定される。米国特許出願番号
第１２／５６９３９６号。本発明のある実施形態では、２０１１年８月１７日に出願され
、その内容全体が参照により本明細書に取り込まれる、発明の名称「ＳＹＳＴＥＭ　ＡＮ
Ｄ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＧＥＮＥＲＡＴＩＮＧ　Ａ　ＢＲＩＧＨＴＦＩＥＬＤ　Ｉ
ＭＡＧＥ　ＵＳＩＮＧ　ＦＬＵＯＲＥＳＣＥＮＴ　ＩＭＡＧＥＳ」である、Ｋ．Ｋｅｎｎ
ｙによる米国特許出願番号第１３／２１１７２５号により完全に記載されるように、生物
学的試料の明視野染色プロトコルに類似する明視野型画像を生成するための改善された方
法が使用される。本方法は、生物学的試料の明視野画像から取得されるか、又は予め選択
された色もしくは所望の色を使用して規定された、較正関数の使用を含む。予め選択され
た色もしくは所望の色は、オペレータにより選択されてもよい。オペレータは、標準的な
生物学的染色プロトコルに精通している、病理学者又は顕微鏡学者であり得る。較正関数
は、蛍光画像を明視野色空間にマップする強度変換を、「吸光係数」と呼ばれる、３つの
パラメータ、ａ［Ｒｅｄ］、ａ［Ｇｒｅｅｎ］、ａ［Ｂｌｕｅ］を使用して推定する。
【０１５４】
　推定されたパラメータは、１つ以上の生物学的試料を、所望のバイオマーカーにおける
広い範囲の染色強度で調製することにより生成され、可視染料、例えば、ヘマトキシリン
、エオシン又はジアミノベンジジン（ＤＡＢ）により標識される。次いで、試料は、明視
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野においてイメージングされてもよく、赤、緑及び青のピクセル強度レベルの分布が算出
されてもよく、ピクセル強度レベルは、間隔［０，１］に正規化される。平均（ｌｏｇ強
度）についての最も小さい値を有する色が特定される。一般性の損失なしに、特定の色を
仮定し得る。例えば、色が緑の場合、（ｌｏｇ　Ｒｅｄ／ｌｏｇ　Ｇｒｅｅｎ）と（ｌｏ
ｇ　Ｂｌｕｅ／ｌｏｇ　Ｇｒｅｅｎ）との平均値が算出され、３つの、（平均［ｌｏｇ　
Ｒｅｄ／ｌｏｇ　Ｇｒｅｅｎ］、１、平均［ｌｏｇ　Ｂｌｕｅ／ｌｏｇ　Ｇｒｅｅｎ］）
が、吸光係数として使用される。
【０１５５】
　又は吸光係数は、実際の明視野染料への言及なしに生成されてもよい。代わりに、設計
者は、中程度の強度の染料に使用されるべき色を選択してもよい。その色が、線形色モデ
ルにおける（Ｒ，Ｇ，Ｂ）である場合、チャネルＲ、Ｇ及びＢは、間隔［０，１］に正規
化され、次いで、吸光係数は単に、（ｌｏｇ　Ｒ、ｌｏｇ　Ｇ、ｌｏｇ　Ｂ）である。こ
のアプローチは、本方法を天然には存在しない染料を使用して、明視野染色に類似させる
。
【０１５６】
　次いで、蛍光画像における点の対応が、２つの方法：強度系及び特徴系により確立され
てもよい。
【０１５７】
　特徴系の方法では、核、上皮、間質又は任意の種類の細胞外マトリクス材料の画像が、
蛍光画像及び明視野画像の両方について取得されてもよい。特徴系の構造は、手動の処理
を使用して、又は自動的に選択され得る。対応する構造は、両方の種類からの画像におい
て選択される。蛍光画像について、画像は、所定のバイオマーカーに変化する適切な励起
エネルギー源を有し、発光を収集するのに適したフィルタを有する、蛍光顕微鏡を使用し
てキャプチャされてもよい。次いで、試料の明視野画像が取得され、次いで、赤（Ｒ）、
緑（Ｇ）及び青（Ｂ）のチャネル並びに測定された特徴系の構造の色及び強度にセグメン
ト化されてもよい。
【０１５８】
　強度系の方法では、顕微鏡下での試料領域の位置決定は、試料領域が次の画像取得のた
めに同じ位置に近づいて繰り返し位置決定され得るように、電気的、磁気的、光学的又は
機械的センサにより制御され得る。強度系の登録は、一般的には、広い分類のバイオマー
カーに適用可能である。一般的には、生物学的試料は、基材、例えば、制限されず、ＴＭ
Ａ、スライド、ウェル又はグリッド上に固定又は他の方法で提供される。生物学的試料は
、分子バイオマーカーにより標識され、蛍光顕微鏡によりイメージングされる。
【０１５９】
　強度系又は特徴系の方法のいずれかにおいて、蛍光画像から明視野色空間への変換には
、非線形変換方程式において、推定されたマッピングパラメータが使用される。非線形変
換方程式は、赤、緑、青の値又は色空間（Ｒ、Ｇ、Ｂ）を使用して表されてもよく、変換
は、式：
　Ｒ＝２５５ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ａ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２
］－．．．）
　Ｇ＝２５５ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｂ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２
］－．．．）
　Ｂ＝２５５ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅ１］＊ｚ［Ｄｙｅ１］－ｃ［Ｄｙｅ２］ｚ［Ｄｙｅ２
］－．．．）
により表される。
【０１６０】
　式中、スカラーｚ［Ｄｙｅ１］、ｚ［Ｄｙｅ２］、．．．は、所定のピクセル位置で観
察された蛍光染料の量である。３つの、（ａ［Ｄｙｅｎ］、ｂ［Ｄｙｅｎ］、ｃ［Ｄｙｅ
ｎ］）は、予め選択された色又は所望の色を使用して規定された仮想の染色における、ｎ
番目の染料の定数時間の吸光係数である。定数は、出力の色値（Ｒ、Ｇ、Ｂ）が画像にお



(35) JP 2015-514213 A 2015.5.18

10

20

30

40

50

いて読み取り可能な範囲のコントラストを表すように選択される。Ｒ、Ｇ及びＢは、明視
野型画像において得られた、赤、緑及び青のピクセル値であり、ｚは、所定のピクセル位
置において観察された蛍光染料量についての拡大縮小係数であり、ａ、ｂ及びｃは、明視
野色空間に対応する吸光係数である。そして、３つの、ａ［Ｄｙｅｎ］、ｂ［Ｄｙｅｎ］
、ｃ［Ｄｙｅｎ］は、予め選択された色又は所望の色を使用して規定された仮想の染色に
おける、ｎ番目の染料の定数時間の吸光係数である。
【０１６１】
　好ましくは、０．９９５量が、ｚ［Ｄｙｅ１］、ｚ［Ｄｙｅ２］、．．．について見出
され、定数は、
　ｍｉｎ（ｅｘｐ（－ａ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｂ［Ｄｙｅｎ］＊
ｚ［Ｄｙｅｎ］），ｅｘｐ（－ｃ［Ｄｙｅｎ］＊ｚ［Ｄｙｅｎ］））＝１／２５５
のように選択される。これにより、８－ｂｉｔ画像の可能性のあるダイナミックレンジを
ほぼ満たす、ダイナミックレンジの出力色を生じ、強力なコントラストをもたらす。
【０１６２】
　合成後に、鮮明化変換がバーチャル染色画像に適用されてもよい。一実施形態では、鮮
明化変換は、カーネルが、マトリクス：
【０１６３】
【数１】

である、線形回転フィルタとして実行され得る。鮮明化変換を適用することは、よりシャ
ープなエッジを有するより鮮明な外観及びより視認可能な微細なディテールの出力画像を
与える。
【０１６４】
　変換パラメータが算出された時点で、試料の１つ以上の選択された領域が、バーチャル
Ｈ＆Ｅマッピング又は類似の可視画像、例えば、褐色のＤＡＢ染色を使用する、蛍光画像
のセットからＶＳＩへの変換に使用され得る。分子バイオマーカーは、明視野画像のみを
使用して、視認できない機能的情報及び区画情報を、有利に提供する。例えば、画像分析
アルゴリズムは、病理学者又はオペレータの画像強度値を提供する間に、明視野種（Ｈ＆
Ｅ）を表す試料の区画を分離するための追加したチャネルに有益であり得る。例えば、ケ
ラチン用のＤＡＢ染色プロトコルを代表するＶＳＩは、紫色の濃淡で細胞核を示し、上皮
細胞及び繊維芽細胞の細胞骨格を褐色の濃淡で表すであろう。
【０１６５】
　又はマッピングパラメータが推定された時点で、変換アルゴリズムが、ＶＳＩを生成す
るために、他の蛍光画像に適用されてもよい。他の蛍光画像は、同じ生物学的試料の異な
る領域由来でもよい。又は他の蛍光画像は、異なる生物学的試料由来でもよい。異なる生
物学的試料は、類似の機能を有し得る生物学的対象の組織から取得される類似の細胞の収
集物を含んでもよい。
【０１６６】
　このため、明視野型画像を生成するための方法は、生物学的試料上の固定された領域の
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２つ以上の蛍光画像の画像データを取得する工程、少なくとも一部において、特徴系情報
又はピクセル強度データ情報を使用して、画像データを分析し、マッピングデータを生成
する工程であって、マッピングパラメータが、非線形推定モデルを含む工程、マッピング
パラメータを、蛍光画像に適用する工程、２つ以上の蛍光画像を、明視野色空間に変換す
る工程、並びに明視野型画像を生成する工程を含む。本方法は、明視野型画像に対する鮮
明化変換補正を適用する工程を、さらに含んでもよい。
【０１６７】
　本発明の別の態様では、生物学的試料を分析する方法が提供される。本方法は、前述の
方法に基づいて、生物学的試料の合成画像を提供する工程、及び合成画像からタンパク質
の発現及び所望の核酸配列を分析する工程を含む。ある実施形態では、生物学的試料を分
析する方法は、参照カラー・ルックアップ・テーブルに対して、第１のバインダーからの
蛍光信号をマッピングすることにより、標的タンパク質の発現レベルのＲＧＢ混色ヒート
マップ画像を形成する工程を、さらに含む。他の実施形態では、生物学的試料を分析する
方法は、第１の画像についての混色合成画像を形成する工程をさらに含み、合成画像が、
標的タンパク質の画像、少なくとも１つの更なるバインダー及び蛍光マーカーにより表さ
れる形態学的情報を含む。ある実施形態では、生物学的試料は、細胞又は組織の試料を含
む。更なる実施形態では、生物学的試料は、ホルマリン固定された、パラフィン包埋（Ｆ
ＦＰＥ）組織試料を含む。このため、好ましい実施形態では、試料はＦＦＰＥ組織試料で
あり、第１のバインダーはＨＥＲ２についての抗体であり、１つ以上の更なるバインダー
はパンサイトケラチン抗体カクテルであり、蛍光マーカーはＤＡＰＩであり、所望の核酸
配列はＨＥＲ２である。
【０１６８】
　本発明のさらに別の態様では、同じ生物学的試料におけるタンパク質及び標的核酸配列
を蛍光検出するためのキットが提供される。したがって、本発明の実施形態は、同じ生物
学的試料におけるタンパク質及び標的核酸配列を蛍光検出するための成分を含むキットを
提供する。
【０１６９】
　本発明のさらに別の態様では、同じ生物学的試料におけるタンパク質及び標的核酸配列
を蛍光検出するためのシステムが提供される。したがって、本発明の一実施形態は、同じ
生物学的試料におけるタンパク質及び標的核酸配列の蛍光検出を行うための手段を含むシ
ステムを提供する。
【０１７０】
　記載の方法の実行において、特定のバッファー、媒体、試薬、細胞、培養条件、ｐＨ等
への言及は、限定することを意図しないが、当業者が、検討が存在する特定の文脈におい
て興味があるか、又は価値があると認識するであろう、全ての関連する材料を含むように
読み取られるべきであると理解されたい。例えば、同一でない場合、類似の結果を達成す
る別のバッファー系又は培養媒体に多くの場合置換え可能である。当業者は、本明細書に
開示の方法及び手順を使用するその目的に最適に役立つであろう場合に、過度の試行錯誤
をすることなく、このような置換えを実行可能なように、このようなシステム及び方法の
十分な知識を有するであろう。異なる置換え及び修飾が、本発明の範囲及び精神から逸脱
することなく、本明細書に開示の発明になされ得ることが、当業者に直ちに明らかとなる
であろう。
【実施例】
【０１７１】
　下記の実施例は、本発明に基づく方法及び実施形態を説明することのみを意図しており
、特許請求の範囲の限定を強いると解釈されるべきではない。
【実施例１】
【０１７２】
　本発明の一実施において、乳ガン組織を、標準的な組織学的方法によるルーチンな組織
学的試料から取得した。外科的に切断した腫瘍の小部分を、１０％の中性緩衝ホルマリン
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に、８時間固定し、次いで、向上するエタノール濃度（５０％、７５％、８０％、９５％
、１００％）を含む溶液系列、続けて、キシレンの通過により脱水した。次いで、試料を
、パラフィンに包埋した。４マイクロメートル厚の切片を、ミクロトームを使用して切片
化した。切片を水浴上に浮かべ、標準的な顕微鏡スライド上に、１つずつ収集した。スラ
イドを、６０℃のオーブンで、２時間乾燥及びベーキングし、次いで、キシレンの通過に
より脱パラフィン化し、次いで、エタノール、続けて、低下するエタノール濃度を有する
水－エタノール混合物の系列の通過により再水和し、最終的に、ＰＢＳで洗浄した。次に
、スライドを、結合エピトープ回復溶液（Ｌｅｉｃａ）において、１００℃で２０分間加
熱することによる抗原回復法に供した。次いで、スライドを、Ｃｙ３とコンジュゲートし
たサイトケラチン抗体のカクテルと組み合わせた、Ｃｙ５とコンジュゲートしたＨｅｒ２
抗体で染色し、続けて、ＤＡＰＩで対比染色した。スライドにカバーガラスをかぶせ、ス
ライド領域全体を、１．２５×拡大の対物レンズ及びＤＡＰＩフィルタセットを備える蛍
光顕微鏡を使用してイメージングした。画像を、デジタルモノクロカメラを使用してキャ
プチャし、次いで、コンピュータ的に組み合わせて、スライド全体の１つのステッチ画像
を形成した。このステッチされた全体のスライド画像から、組織切片の位置が決定され、
組織切片をイメージングするためのみの座標を記録した。この方法により、次の画像を収
集するのに必要な時間が明らかに短くなる。
【０１７３】
　次いで、組織切片領域の１０×画像を、ＤＡＰＩ、Ｃｙ３及びＣｙ５のフィルタセット
を使用して収集して、核、サイトケラチン及びＨｅｒ２タンパク質染色にそれぞれ特異的
な画像を取得した。これらの個々のマーカー画像をステッチして、１つの画像を形成し、
次いで、重ね合わせて、蛍光疑似カラー画像並びにバーチャルＨ＆Ｅ及びバーチャルＤＡ
Ｂの画像を形成した。ステッチされ、組み合わせられた画像により、病理学者は、浸潤ガ
ンを特異的に含む組織切片から、所望の領域を選択が可能となった。これらの浸潤ガン領
域についての座標を記録し、４０×拡大及び全ての蛍光体、例えば、前述のＤＡＰＩにつ
いてのフィルタセットを使用して画像を収集するのに使用した。
【０１７４】
　次のＦＩＳＨ染色を可能にするために、カバーガラスを、２×ＳＳＣバッファーにおけ
るインキュベーションにより除去し、０．０５％の、核ＤＮＡへのアクセスを可能にする
ためにタンパク質構造を部分的に除去したペプシンで１０分間の処理に、スライドを供し
た。次いで、スライドを、４％のホルムアルデヒド水溶液を使用して、１０分間固定し、
洗浄し、スペクトルオレンジで標識されたＨｅｒ２遺伝子及びスペクトルグリーンで標識
された染色体１７セントロメア用のＦＩＳＨプローブ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ、ＤｅｓＰｌａｉｎｅｓ、ＩＬ）を使用するハイブリダイゼーションに供した。ハイブ
リダイゼーションを、向上する濃度のエタノールの水溶液系列、続けて、１００％のエタ
ノールによる通過により、スライドを脱水することにより行い、次いで、簡易に乾燥させ
た。プローブ混合物を、組織切片を含むスライドの領域上にアプライし、次いで、カバー
ガラスで覆い、スライドを加熱及び冷却可能なスライドインキュベータに入れた。プロー
ブ混合物を含むスライドを、８０℃に１０分間加熱して、ＤＮＡハイブリッドを変性させ
、３７℃に冷却した。次いで、スライドを、その温度で１６時間維持した。次いで、スラ
イドを、０．３％の、界面活性剤であるＮＰ－４０を含む２×ＳＳＣバッファーにおいて
洗浄し、０．３％のＮＰ－４０を含む２×ＳＳＣバッファーにおいて、７２℃で２分間洗
浄し、続けて、ＤＡＰＩで対比染色した。次に、浸潤ガンを有した組織切片の領域を、免
疫蛍光工程において記録した座標を使用してイメージングした。画像セットを、スペクト
ルオレンジ、スペクトルグリーン及びＤＡＰＩに特異的なフィルタセットを使用して、４
０×で記録した。
【０１７５】
　次いで、免疫蛍光画像セット及びＦＩＳＨ画像セットを、各ラウンドからのＤＡＰＩ画
像それぞれを使用して配列し、次いで、専門の可視化ソフトウェアを使用して、重ね合わ
せ及び可視化をした（図２及び３）。この方法により、浸潤ガン領域の正確な特定とＨｅ
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ｒ２タンパク質発現及び遺伝子増幅の細胞間の比較が可能となる。先の実用化されている
方法では、連続的な切片間の免疫染色とＦＩＳＨとの比較を制限されている。この場合、
直接的な細胞間の相関を行うことができない。
【実施例２】
【０１７６】
　第２の実施において、肺ガン腫瘍生検を、ガラススライド上に取得し、上記のように、
脱パラフィン化し、水和し、抗原回復した。次いで、スライドを、Ｃｙ３及びＣｙ５それ
ぞれでコンジュゲートしたサイトケラチン－７及びＥＧＦＲについての抗体を使用して染
色し、続けて、ＤＡＰＩで染色した。組織切片を、蛍光顕微鏡を使用して、２０×拡大で
イメージングし、デジタルカメラを使用して記録した。組織切片の各領域を、Ｃｙ５、Ｃ
ｙ３及びＤＡＰＩについてのフィルタセットを使用してイメージングした。次いで、２０
１１年１２月２３日に出願され、その内容全体が参照により本明細書に取り込まれる、発
明の名称「ＰＨＯＴＯＡＣＴＩＶＡＴＥＤ　ＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＢＬＥＡＣＨＩＮＧ　Ｏ
Ｆ　ＤＹＥＳ　ＦＯＲ　ＵＳＥ　ＩＮ　ＳＥＱＵＥＮＴＩＡＬ　ＡＮＡＬＹＳＩＳ　ＯＦ
　ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬ　ＳＡＭＰＬＥＳ」である、米国特許出願番号第１３／３３６４
０９号により完全に記載されるように、スライドを染料不活性化法に供し、Ｃｙ３及びＣ
ｙ５それぞれとコンジュゲートしたＮａＫＡＴＰａｓｅ及びＩＦＧ１Ｒについての抗体で
染色し、ＤＡＰＩで対比染色した。組織切片を、画像が先のラウンドにおけるのと同じ領
域を収集するであろうように配列し、上記のように、各蛍光チャネルにおける２０×拡大
を使用して、再度イメージングした。
【０１７７】
　次いで、スライドを、先の実施例におけるのと同様に、ペプシン処理及び固定化に供し
、次いで、ＥＧＦＲ（プラチナブライト４１５）、ｃＭｅｔ（プラチナブライト５５０）
及び染色体７セントロメア（プラチナブライト４９５）用のＦＩＳＨプローブでハイブリ
ダイズさせ、ＤＡＰＩで対比染色した。免疫蛍光イメージングラウンドにおいて取得され
た領域内に含まれる腫瘍領域の選択領域を、ＤＡＰＩ並びに青、緑及び赤の蛍光体に特異
的なフィルタセットを使用して、４０×でイメージングした。次いで、全てのイメージン
グラウンドの切片を、イメージングラウンドセットそれぞれのＤＡＰＩ画像を使用して登
録し、画像を配列し、核、細胞質及び細胞膜の細胞区画並びにＥＧＦＲ及びＩＦＧ１Ｒタ
ンパク質の発現による、細胞の同時可視化を可能にする１つの視野画像に組み合わせた（
データを示さず）。画像により、ｃＭｅｔ及びＥＧＦＲの遺伝子についての、ＦＩＳＨ信
号の可視化も可能となり、これにより、同じ組織切片上での可能性のある遺伝子増幅及び
タンパク質の過剰発現の相関が可能となる（データを示さず）。
【実施例３】
【０１７８】
　本発明の別の実施において、顕微鏡スライド上の腫瘍切片を、脱パラフィン化及び再水
和に供し、続けて、上記のように抗原回復に供した。試料を、Ｃｙ５コンジュゲートした
ＥＧＦＲ抗体と組み合わせたＣｙ３コンジュゲートしたサイトケラチン－７抗体で染色し
、ＤＡＰＩで対比染色した。試料全体を、ＤＡＰＩ、Ｃｙ３及びＣｙ５のフィルタセット
を使用してイメージングする。画像を、デジタルで記録する。染料不活性化後、その試料
を、マーカーの第２のセット、すなわち、Ｃｙ５コンジュゲートしたＮａＫＡＴＰａｓｅ
抗体及びＣｙ３コンジュゲートしたＩＧＦ１Ｒ抗体で染色し、ＤＡＰＩで対比染色した。
試料を、ＤＡＰＩ、Ｃｙ３及びＣｙ５のフィルタセットを使用して第１のラウンドと同じ
位置でイメージングし、画像を、上記のようにデジタルで保存した。
【０１７９】
　次いで、試料を、ペプシン消化並びにＨｅｒ２及び染色体１７のセントロメア用のＤＮ
Ａプローブとのハイブリダイゼーション並びに上記第１の実施例に記載のようにＤＡＰＩ
対比染色に供する。次いで、試料を、ＦＩＳＨプローブ及びＤＡＰＩのそれぞれについて
のフィルタセットを含む蛍光顕微鏡を使用してイメージングする。画像を、デジタルで保
存する。
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【０１８０】
　次いで、試料を、染料不活性化に供し、続けて、ＥＧＦＲ及び染色体７のセントロメア
用のプローブセットによる第２のラウンドのＦＩＳＨハイブリダイゼーションに供する。
これを、向上する濃度のエタノールの水溶液系列、続けて、１００％のエタノールの通過
により、スライドを脱水することにより行い、次いで、簡易に乾燥させる。第２のプロー
ブ混合物を、組織切片を含むスライドの領域にアプライし、次いで、カバーガラスでカバ
ーし、スライドを加熱及び冷却可能なスライドインキュベータに入れる。プローブ混合物
を含むスライドを、８０℃で１０分間加熱して、ＤＮＡハイブリッドを変性させ、第１の
ＦＩＳＨラウンドから不活性化されたプローブを除去する。次いで、スライドを、３７℃
に冷却し、次いで、その温度で１６時間維持した。次いで、スライドを、０．３％の、界
面活性剤であるＮＰ－４０を含む２×ＳＳＣバッファーで洗浄し、０．３％のＮＰ－４０
を含む２×ＳＳＣにおいて、７２℃で２分間洗浄し、続けて、ＤＡＰＩで対比染色する。
【０１８１】
　次いで、スライドを、ＦＩＳＨプローブ及びＤＡＰＩの第２のセットについてのフィル
タセットを使用してイメージングする。次いで、全てのイメージングラウンドを、ＤＡＰ
Ｉ画像を使用して配列し、ＦＩＳＨ及びＩＦ信号をＩＦ画像から遺伝子発現について分析
し、ＦＩＳＨチャネルから遺伝子増幅について分析する。これにより、ＩＦ染色の複数の
ラウンドの細胞間の相関が可能となり、このため、複数のタンパク質マーカーの発現状態
及びＦＩＳＨ染色の複数のラウンド並びに複数の遺伝子の増幅状態の細胞間の相関が可能
となる。
【０１８２】
　本発明の特定の実施形態が示され、説明されてきたが、本発明の教示から逸脱すること
なく、変更及び修飾がなされ得ることは、当業者に明らかであろう。前述の記載及び添付
の図面において説明された事項は、説明の例とそしてのみ提供され、制限するものではな
い。本発明の実際の範囲は、従来技術に基づくその適切な見方で見た場合、下記特許請求
の範囲に規定されることを意図する。
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摘要(译)

一种用于在生物样品中产生感兴趣区域的图像的方法，包括步骤：产生
包括已经历第一方案但不经过第二方案的生物样品的感兴趣区域的第一
图像;并且在经历第二协议之后产生包括生物样品的感兴趣区域的第二图
像;其中感兴趣的区域小于所述样品。还提供了一种分析生物样品的方
法，包括根据用于生成生物样品中的感兴趣区域的图像的方法提供生物
样品的图像，以及从图像分析生物样品。还提供了系统和套件，其包括
用于执行新方法的装置。


