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(57)【要約】
　多重化触媒レポーター沈着（ＣＡＲＤ）を含む、１つ
以上の標的の存在について試料を試験するための方法が
提供される。
【選択図】図５



(2) JP 2021-525877 A 2021.9.27

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること、を含み、各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結され
ており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されており、
さらに前記方法が、
　（２）１つまたは２つのステップでは、前記試料を、（ａ）核酸鎖に連結されている酵
素、ならびに、（ｂ）前記標的特異的結合パートナーに連結されている前記核酸鎖に特異
的に結合することが可能な第１のドメイン及び前記酵素に連結されている前記核酸鎖に特
異的に結合することが可能な第２のドメインを含む中間部分、と接触させること、ならび
に
　（３）ステップ（２）の前記試料を、検出可能に標識された基質からなる基質コンジュ
ゲートと接触させること、を含み、前記基質及び検出可能標識が、任意に放出型リンカー
で連結されており、さらに前記方法が、
　（４）任意に、前記結合型酵素を不活化すること、
　（５）任意に、前記結合型検出可能標識からのシグナルを検出すること、ならびに
　（６）任意に、ステップ（１）～（５）またはそのサブセットを繰り返し、任意に、イ
メージングのステップ（５）の前に、ステップ（３）～（４）またはその任意のサブセッ
トを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記中間部分の第２の領域が、反復配列を含み、前記配列のそれぞれが、前記酵素に連
結されている前記核酸鎖の対応する配列に直接的または間接的に特異的に結合する、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記方法がさらに、核酸増幅反応により、ステップ（１）の前記標的特異的結合パート
ナーに連結されている前記核酸鎖に結合している前記中間部分を増幅して反復配列のアン
プリコンを形成することを含み、前記配列のそれぞれが、前記酵素に連結されている前記
核酸鎖の対応する配列に直接的または間接的に特異的に結合する、請求項１に記載の方法
。
【請求項４】
　前記核酸増幅反応が、ヘアピンベースのコンカテマー化反応またはヘアピンベースの樹
状化反応を含み、任意に、前記増幅反応がプライマー交換反応である、請求項３に記載の
方法。
【請求項５】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること、を含み、各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結され
ており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されており、
さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、及び
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
た基質からなる基質コンジュゲートと接触させること、を含み、前記基質及び検出可能標
識が、任意に放出型リンカーで連結されており、さらに前記方法が、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
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　（７）任意に、前記結合型酵素を不活化すること、
　（８）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、及び
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（８）
の前に、ステップ（１）～（７）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項６】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること、を含み、各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結され
ており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されており、
さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの第
１のメンバーと接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの未結合の第１のメンバーを
除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、酵素に連結されてい
る前記結合ペアの第２のメンバーと接触させること、及び、任意に、前記酵素に連結され
ている前記結合ペアの未結合の第２のメンバーを除去すること、ならびに
　（６）ステップ（５）の前記試料を、標識された基質からなる基質コンジュゲートと接
触させること、を含み、前記基質及び標識が、任意に放出型リンカーで連結されており、
さらに前記方法が、
　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、前記結合型酵素を不活化すること、
　（９）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、及び
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返し、任
意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（９
）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項７】
　さらに、（１１）任意に、前記標識及び前記基質間の前記放出型リンカーを切断するこ
とにより、ステップ（９）の後に、前記結合型検出可能標識を放出すること、ならびに任
意に、ステップ（１）～（９）及び（１１）のうちのいずれかを繰り返すこと、を含む、
請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること、を含み、各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結され
ており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されており、
さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、及び
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、核酸鎖結合型基質か
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らなる基質コンジュゲートと接触させること、を含み、前記基質及び核酸鎖が、任意に第
１の放出型リンカーで連結されており、さらに前記方法が、
　（６）任意に、未結合基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、前記結合型酵素を不活化すること、及び
　（８）ステップ（５）または任意にステップ（６）～（７）の前記試料を、任意に第２
の放出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識と接触させること、を含
み、前記核酸鎖が、ステップ（５）の前記核酸鎖に対する特異的結合ペアメンバーであり
、さらに前記方法が、
　（９）任意に、前記結合型標識を検出するために前記試料をイメージングすること、
　（１０）任意に、ステップ（５）または任意にステップ（８）または任意にステップ（
５）及び（８）の前記リンカーを任意に放出することにより、ステップ（８）の前記結合
型標識を放出すること、ならびに
　（１１）任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返し、
任意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（
９）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項９】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、前記方法が、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つの標的特異的結合パート
ナーと接触させること、を含み、前記標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されて
おり、さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）前記試料を、前記標的特異的結合パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補
的な、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合型核酸鎖と接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、及び
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
たフェノール含有基質からなる基質コンジュゲートと接触させること、を含み、前記基質
及び前記検出可能標識が、任意に放出型リンカーで連結されており、さらに前記方法が、
　（６）任意に、未結合の基質を除去すること、
　（７）任意に、前記ＨＲＰを不活化すること、
　（８）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、及び
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、ステップ（８）の前に、ステッ
プ（１）～（７）またはそのサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項１０】
　前記酵素が、酵素不活化剤を使用して不活化され、前記酵素不活化剤が、ジチオスレイ
トール（ＤＴＴ）、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）、還元型グ
ルタチオン、過酸化物、シアン化物、フッ化物、またはアジドを含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項１１】
　前記結合型酵素を不活化するステップ（４）が、２０分未満で実施される、請求項１に
記載の方法。
【請求項１２】
　前記結合型酵素を不活化するステップ（４）が、１０分未満で実施される、請求項１に
記載の方法。
【請求項１３】
　前記結合型酵素を不活化するステップ（４）が、２分未満で実施される、請求項１に記
載の方法。
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【請求項１４】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること、を含み、各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結され
ており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されており、
さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、及び
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること、を含み、以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされ：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記酵素が、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されている
、さらに前記方法が、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、及び
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
た基質からなる基質コンジュゲートと接触させること、を含み、前記基質及び検出可能標
識が、任意に第３の放出型リンカーで連結されており、さらに前記方法が、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、前記結合型酵素を放出すること、
　（８）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、及び
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（８）
の前に、ステップ（１）～（７）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項１５】
　ステップ（３）において、前記検出可能に標識された基質からなる前記基質コンジュゲ
ートが、前記酵素と反応して、活性化基質コンジュゲートを形成し、前記活性化基質コン
ジュゲートが、前記活性化基質コンジュゲートに対する受容体に結合する、請求項１に記
載の方法。
【請求項１６】
　前記活性化基質コンジュゲートに対する前記受容体が、前記試料中に存在し、前記検出
可能標識の前記沈着が生じる、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　さらに、（１０）任意に、前記第３の放出型リンカーを放出することにより、ステップ
（８）の後に、前記結合型検出可能標識を放出すること、及び、任意にステップ（１）～
（１０）またはその任意のサブセットを繰り返すことを含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１８】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること、を含み、各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結され
ており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されており、
さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、及び
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの第
１のメンバーと接触させること、を含み、以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方
が満たされ：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
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されている、及び
　　（ｉｉ）前記結合ペアの前記第１のメンバーが、第２の放出型リンカーで前記相補的
な核酸鎖に連結されている、さらに前記方法が、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの未結合の第１のメンバーを
除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、任意に第３の放出型
リンカーで酵素に連結されている前記結合ペアの第２のメンバーと接触させること、及び
、任意に、前記酵素に連結されている前記結合ペアの未結合の第２のメンバーを除去する
こと、ならびに
　（６）ステップ（５）の前記試料を、標識された基質からなる基質コンジュゲートと接
触させること、を含み、前記基質及び標識が、任意に、第４の放出型リンカーで連結され
ている、さらに前記方法が、
　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、前記結合ペアの前記結合型第１または第２のメンバーを放出すること、
　（９）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、及び
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返し、任
意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（９
）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項１９】
　さらに、（１１）任意に、前記標識及び前記基質間の前記第３の放出型リンカーを切断
することにより、ステップ（９）の後に、前記結合型検出可能標識を放出すること、なら
びに、任意に、ステップ（１）～（１１）またはその任意のサブセットを繰り返すことを
含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること、を含み、各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結され
ており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されており、
さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること、を含み、以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされ：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記酵素が、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されている
、さらに前記方法が、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、及び
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、核酸鎖結合型基質か
らなる基質コンジュゲートと接触させること、を含み、前記基質及び核酸鎖が、任意に第
３の放出型リンカーで連結されており、さらに前記方法が、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、前記結合型酵素を放出すること、
　（８）ステップ（５）または任意にステップ（６）～（７）の前記試料を、任意に第４
の放出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識と接触させること、を含
み、前記核酸鎖が、ステップ（５）の前記核酸鎖に対する特異的結合ペアメンバーであり
、さらに前記方法が、
　（９）任意に、前記結合型標識を検出するために前記試料をイメージングすること、
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　（１０）任意に、ステップ（５）または任意にステップ（８）または任意にステップ（
５）及び（８）の前記放出型リンカーを任意に放出することにより、ステップ（８）の前
記結合型標識を放出すること、ならびに
　（１１）任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返すこ
と、及び、任意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、ステップ（９）
の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項２１】
　１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つの標的特異的結合パート
ナーと接触させること、を含み、前記標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されて
おり、さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、及び
　（３）前記試料を、前記標的特異的結合パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補
的な、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合型核酸鎖と接触させること、を含み
　以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされ：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記ＨＲＰが、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されてい
る、さらに前記方法が、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
たフェノール含有基質からなる基質コンジュゲートと接触させること、を含み、前記基質
及び前記検出可能標識が、任意に第３の放出型リンカーで連結されており、さらに前記方
法が、
　（６）任意に、未結合の基質を除去すること、
　（７）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、
　（８）任意に、前記結合型検出可能標識を放出すること、及び
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（７）
の前に、ステップ（１）～（６）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【請求項２２】
　ステップ（５）の後、前記フェノール部分が、活性化状態に酵素的に変換されて、前記
標識の前記沈着が生じる、請求項９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記結合型標識が、放出型リンカーを使用して、または放出型リンカーを使用せずに放
出される、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記結合型標識が、前記標識及び前記基質間の前記放出型リンカーを切断することによ
り、または前記基質及び前記核酸間の前記放出型リンカーを切断することにより放出され
る、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記結合型標識が、ステップ（５）の前記核酸鎖に結合しているステップ（８）の前記
核酸鎖の脱ハイブリダイゼーションにより放出される、請求項８に記載の方法。
【請求項２６】
　前記方法がさらに、ステップ（１）の前記標的特異的結合パートナーに連結されている
前記核酸鎖またはその一部を増幅することを含み、任意に、前記増幅ステップが、ステッ
プ（３）の前に実施される、請求項５に記載の方法。
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【請求項２７】
　前記方法がさらに、ステップ（５）の前記核酸鎖結合型基質の前記核酸鎖またはその一
部を増幅することを含み、任意に、前記増幅ステップが、ステップ（５）または任意のス
テップ（６）または任意のステップ（７）の後に、実施される、請求項８に記載の方法。
【請求項２８】
　前記方法がさらに、ステップ（１）の前記標的特異的結合パートナーに連結されている
前記核酸鎖またはその一部の第１の増幅を含み、任意に、前記増幅ステップが、ステップ
（３）の前に実施され、さらに前記方法が、ステップ（５）の前記核酸鎖結合型基質の前
記核酸鎖またはその一部の第２の増幅を含み、任意に、前記第２の増幅ステップが、ステ
ップ（５）または任意のステップ（６）または任意のステップ（７）の後に実施される、
請求項８に記載の方法。
【請求項２９】
　前記放出型リンカーが、ジスルフィド結合、エステル、ビシナルジオール、スルホン、
及び光切断可能なリンカーのうちの少なくとも１つを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
　前記酵素が、オキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ、リアーゼ、トランスフェラーゼ、
イソメラーゼ、及びリガーゼから選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、オキシダーゼ、ホスファターゼ、エステラーゼ、及び
グリコシダーゼから選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　前記酵素が、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ、及びβ－ガラクトシダーゼから選択される、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記酵素が、西洋ワサビペルオキシダーゼである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記結合ペアが、免疫型または非免疫型である、請求項１に記載の方法。
【請求項３５】
　前記免疫型結合ペアが、抗原－抗体及びハプテン－抗ハプテンから選択される、請求項
３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記結合ペアの前記抗体メンバーが、ポリクローナル、モノクローナル、またはそれら
の免疫反応性フラグメントである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記非免疫型結合ペアが、ビオチン－アビジン、ビオチン－ストレプトアビジン、及び
相補的プローブ核酸葉酸－葉酸結合タンパク質から選択される、請求項３６に記載の方法
。
【請求項３８】
　前記非免疫型結合ペアが、任意にマレイミド及びハロアセチル誘導体イソチオシアナー
ト、スクシンイミジルエステル、スルホニルハロゲン化物、クリックケミストリー、３－
メチル－２－ベンゾチアゾリノンヒドラゾン（ＭＢＴＨ）、ならびに３－（ジメチル－ア
ミノ）安息香酸（ＤＭＡＢ）から選択される、スルフヒドリル反応性基、アミン反応性基
、及びカプラー染料を介して共有結合を形成する、請求項３３に記載の方法。
【請求項３９】
　前記検出可能標識が、酵素、放射性同位体、蛍光性、化学発光、及び電気化学物質から
選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項４０】
　前記酵素が、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）であり、前記基質が、フェノール
性基質である、請求項１に記載の方法。
【請求項４１】
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　前記酵素が、加水分解酵素であり、前記基質が、エステル、アミド、またはグリコシド
基質である、請求項１に記載の方法。
【請求項４２】
　組成物であって、
　（１）複数の標的特異的結合パートナーに結合している試料、を含み、各結合パートナ
ーが、核酸鎖に結合しており、前記組成物が、
　（２）前記標的特異的結合パートナーに結合している前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に対
する酵素、を含み、
　以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされ：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記酵素が、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されている
、さらに前記組成物が、
　（３）検出可能に標識された基質からなる基質コンジュゲートを含み、前記基質及び標
識が、任意に第３の放出型リンカーで連結されている、前記組成物。
【請求項４３】
　組成物であって、
　（１）複数の標的特異的結合パートナーに結合している試料を含み、各結合パートナー
が、核酸鎖に結合しており、前記組成物が、
　（２）（ｉ）前記標的特異的結合パートナーに結合している前記核酸鎖に相補的な核酸
鎖に連結されている第１のメンバー、及び
　　（ｉｉ）酵素に連結されている第２のメンバー、
を含む結合ペアを含み、
　以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされ：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記結合ペアの前記第１のメンバーが、第２の放出型リンカーで前記相補的
な核酸鎖に連結されている、さらに前記組成物が、
　（３）検出可能に標識された基質からなる基質コンジュゲートを含み、前記基質及び標
識が、任意に第３の放出型リンカーで連結されており、
　前記結合ペアの前記第２のメンバーが、第４の放出型リンカーで前記酵素に連結されて
いる、前記組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
明細書
関連出願との相互参照
　本出願は、２０１８年６月８日に出願された米国仮出願第６２／６８２，７６５号、及
び２０１８年１１月１３日に出願された米国仮出願第６２／７６０，４５０号の優先権の
利益を主張し、これら全ての内容は、あらゆる目的のために全体が参照により本明細書に
組み込まれる。
【０００２】
分野
　本出願は一般に、分析物（例えば、標的）の検出の分野に関し、特に、触媒レポーター
沈着（ＣＡＲＤ）を使用する検出方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　研究及び医療用途では、単一の細胞または組織試料内の複数の生物学的に関連する分子
を検出することが望ましい可能性がある。免疫学的方法は一般に、この目的のために使用
される。そのような方法は一般に、試料中の目的の分子に対する抗体に結合すること、目
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的の各分子が別のものと区別されるように、抗体と関連する検出可能シグナルを生じるこ
と、及びシグナルを検出する分析法を使用すること、を含む。触媒レポーター沈着（ＣＡ
ＲＤ）は、抗体と関連する増強されたシグナルを生じさせるために、そのような免疫学的
方法で使用されている。ＣＡＲＤの代表的なワークフローは、標的分子特異的抗体を試料
に適用し、次に、１次抗体を認識する２次抗体を適用することである。２次抗体は、すぐ
近くのフェノール残基（例えば、チロシン）に結合する反応剤に基質を変換する酵素（例
えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスファターゼ）に連結されて
いる。フェノール残基が細胞試料中で豊富であるので、その結果、１次抗体の付近に高密
度の標識化がある。
【０００４】
　ＣＡＲＤに伴う技術的な問題の１つは、試料から２次抗体を除去するのが難しいことで
ある。さらなる１次抗体を使用して、同じ試料中の目的のさらなる分子をプローブするこ
とが望ましい場合に、この問題が生じる。２次抗体を除去するために、熱またはマイクロ
波を使用することが可能であるが、この方法は、試料を損傷して、後続の試験の品質を低
下させる可能性がある。さらに、この処理は多くの場合、時間がかかることがある。
【０００５】
　それ故、過酷な試料処理を回避し且つ単一の試料中の目的の複数の分子の検出を可能に
する方法は、ＣＡＲＤの方法論において有用な進歩であろう。
【発明の概要】
【０００６】
　本明細書によれば、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、触媒
レポーター沈着（ＣＡＲＤ）を多重化するために、及びより高いレベルの多重化検出を達
成するために、提供される。
【０００７】
　一実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以下を
含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触させること（以
下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている
、及び
　（ｉｉ）酵素が、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結されている）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、検出可能に標識された基
質からなる基質コンジュゲートと接触させること（基質及び検出可能標識が、任意に第３
の放出型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、結合型酵素を放出すること、
　（８）任意に、試料をイメージングして、結合型検出可能標識を検出すること、ならび
に
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（８）
の前に、ステップ（１）～（７）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【０００８】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、イメージングのステップ（８）の前に、ステ
ップ（３）～（７）を繰り返すことを含む。
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【０００９】
　一部の実施形態では、ステップ（５）において、検出可能に標識された基質からなる基
質コンジュゲートは、酵素と反応して、活性化基質コンジュゲートを形成し、活性化基質
コンジュゲートは、活性化基質コンジュゲートに対する受容体に結合する。さらに、活性
化基質コンジュゲートに対する受容体は、固体支持体上に固定化されている試料中に存在
して、検出可能標識の沈着が生じ得る。
【００１０】
　別の実施形態では、この方法はさらに、（１０）任意に、第３の放出型リンカーを放出
することにより、ステップ（８）の後に、結合型検出可能標識を放出すること、及び、任
意にステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、を含んでも
よい。
【００１１】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に、連結されている核酸鎖、またはその一部を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００１２】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの第１のメンバー
と接触させること（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている
、及び
　（ｉｉ）結合ペアの第１のメンバーが、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結
されている）
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの未結合の第１のメンバーを
除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、任意に第３の放出型リン
カーで酵素に連結されている結合ペアの第２のメンバーと接触させること、及び、任意に
、酵素に連結されている結合ペアの未結合の第２のメンバーを除去すること、
　（６）ステップ（５）の試料を、標識された基質からなる基質コンジュゲートと接触さ
せること（基質及び標識が、任意に、第４の放出型リンカーで連結されている）、
　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、結合ペアの結合型第１または第２のメンバーを放出すること、
　（９）任意に、試料をイメージングして、結合型検出可能標識を検出すること、ならび
に
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返し、任
意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（９
）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００１３】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、（１１）任意に、標識及び基質間の第３の放
出型リンカーを切断することにより、ステップ（９）の後に、結合型検出可能標識を放出
すること、ならびに、任意に、ステップ（１）～（１１）またはその任意のサブセットを
繰り返すこと、を含んでもよい。
【００１４】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
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に連結されている核酸鎖またはその一部を増幅することを含んでもよい。一部の実施形態
では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００１５】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触させること（以
下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている
、及び
　（ｉｉ）酵素が、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結されている）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、核酸鎖結合型基質からな
る基質コンジュゲートと接触させること（基質及び核酸鎖が、任意に第３の放出型リンカ
ーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、結合型酵素を放出すること、
　（８）ステップ（５）または任意にステップ（６）～（７）の試料を、任意に第４の放
出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識と接触させること（核酸鎖が
、ステップ（５）の核酸鎖に対する特異的結合ペアメンバーである）、
　（９）任意に、試料をイメージングして、結合型標識を検出すること、
　（１０）任意に、ステップ（８）の結合型標識を放出すること、ならびに
　（１１）任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返すこ
と、及び、任意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、ステップ（９）
の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００１６】
　一部の実施形態では、結合型標識は、放出型リンカーの使用と共に放出される。一部の
実施形態では、ステップ（１０）において、結合型標識は、ステップ（５）または任意に
ステップ（８）または任意にステップ（５）及び（８）の放出型リンカーを切断すること
により放出される。一部の実施形態では、結合型標識は、放出型リンカーの使用なしに放
出される。一部の実施形態では、結合型標識は、核酸鎖の脱ハイブリダイゼーションによ
り放出される。一部の実施形態では、結合型標識は、ステップ（５）の核酸鎖に結合して
いるステップ（８）の核酸鎖の脱ハイブリダイゼーションにより放出される。
【００１７】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００１８】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（５）の核酸鎖結合型基質の核酸鎖
（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施形態では、増幅ステップ
は、ステップ（５）または任意のステップ（６）または任意のステップ（７）の後に実施
される。
【００１９】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）の第１の増幅、及び、ステップ（５）の核酸
鎖結合型基質の核酸鎖の第２の増幅、を含んでもよい。一部の実施形態では、第１の増幅
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ステップは、ステップ（３）の前に実施され、第２の増幅ステップは、ステップ（５）ま
たは任意のステップ（６）または任意のステップ（７）の後に実施される。
【００２０】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つの標的特異的結合パート
ナーと接触させること（標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）試料を、標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖に相補的なＨＲＰ結
合核酸鎖と接触させること、
　（（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている
、及び
　（ｉｉ）ＨＲＰは、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結されている）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、検出可能に標識されたフ
ェノール含有基質からなる基質コンジュゲートと接触させること（基質及び検出可能標識
が、任意に第３の放出型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質を除去すること、
　（７）任意に、試料をイメージングして、検出可能標識を検出すること、
　（８）任意に、結合型標識を放出すること、ならびに
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（７）
の前に、ステップ（１）～（６）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００２１】
　一部の実施形態では、ステップ（５）の後、フェノール部分が活性化状態に酵素的に変
換されて、標識の沈着が生じる。
【００２２】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００２３】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、検出可能に標識された基
質からなる基質コンジュゲートと接触させること（基質及び検出可能標識が、任意に放出
型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、結合型酵素を不活化すること、
　（８）任意に、試料をイメージングして、結合型検出可能標識を検出すること、ならび
に
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（８）
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の前に、ステップ（１）～（７）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００２４】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００２５】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの第１のメンバー
と接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの未結合の第１のメンバーを
除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、酵素に連結されている結
合ペアの第２のメンバーと接触させること、及び、任意に、酵素に連結されている結合ペ
アの未結合の第２のメンバーを除去すること、
　（６）ステップ（５）の試料を、標識された基質からなる基質コンジュゲートと接触さ
せること（基質及び標識が、任意に放出型リンカーで連結されている）、
　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、結合型酵素を不活化すること、
　（９）任意に、試料をイメージングして、結合型検出可能標識を検出すること、ならび
に
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返し、任
意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（９
）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００２６】
　一部の実施形態では、方法はさらに、（１１）任意に、標識及び基質間の放出型リンカ
ーを切断することにより、ステップ（９）の後に、結合型検出可能標識を放出すること、
ならびに、任意に、ステップ（１）～（９）及び（１１）のうちのいずれかを繰り返すこ
と、を含む。
【００２７】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００２８】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、核酸鎖結合型基質からな
る基質コンジュゲートと接触させること（基質及び核酸鎖が、任意に第１の放出型リンカ
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ーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、結合型酵素を不活化すること、
　（８）ステップ（５）または任意にステップ（６）～（７）の試料を、任意に第２の放
出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識と接触させること（核酸鎖が
、ステップ（５）の核酸鎖に対する特異的結合ペアメンバーである）、
　（９）任意に、試料をイメージングして、結合型標識を検出すること、
　（１０）任意に、ステップ（８）の結合型標識を放出すること、ならびに
　（１１）任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返し、
任意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（
９）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００２９】
　一部の実施形態では、結合型標識は、放出型リンカーの使用と共に放出される。一部の
実施形態では、ステップ（１０）において、結合型標識は、ステップ（５）または任意に
ステップ（８）または任意にステップ（５）及び（８）の放出型リンカーを切断すること
により放出される。一部の実施形態では、結合型標識は、放出型リンカーの使用なしに放
出される。一部の実施形態では、結合型標識は、核酸鎖の脱ハイブリダイゼーションによ
り放出される。一部の実施形態では、結合型標識は、ステップ（５）の核酸鎖に結合して
いるステップ（８）の核酸鎖の脱ハイブリダイゼーションにより放出される。
【００３０】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００３１】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（５）の核酸鎖結合型基質の核酸鎖
（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施形態では、増幅ステップ
は、ステップ（５）または任意のステップ（６）または任意のステップ（７）の後に実施
される。
【００３２】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）の第１の増幅、及び、ステップ（５）の核酸
鎖結合型基質の核酸鎖の第２の増幅、を含んでもよい。一部の実施形態では、第１の増幅
ステップは、ステップ（３）の前に実施され、第２の増幅ステップは、ステップ（５）ま
たは任意のステップ（６）または任意のステップ（７）の後に実施される。
【００３３】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つの標的特異的結合パート
ナーと接触させること（標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）試料を、標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖に相補的なＨＲＰ結
合核酸鎖と接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、検出可能に標識されたフ
ェノール含有基質からなる基質コンジュゲートと接触させること（基質及び検出可能標識
が、任意に放出型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質を除去すること、
　（７）任意に、ＨＲＰを不活化すること、
　（８）任意に、試料をイメージングして、結合型検出可能標識を検出すること、ならび
に
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　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、ステップ（８）の前に、ステッ
プ（１）～（７）またはそのサブセットを繰り返すこと。
【００３４】
　一部の実施形態では、方法はさらに、（１）の標的特異的結合パートナーに連結されて
いる核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施形態では、増
幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００３５】
　一部の実施形態では、酵素は、酵素不活化剤を使用して不活化され、酵素不活化剤は、
ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ
）、還元型グルタチオン、過酸化物、シアン化物、フッ化物、またはアジドを含む。
【００３６】
　一部の実施形態では、結合型酵素を不活化するステップ（７）は、２０分未満、１０分
未満、５分未満、２分未満、または１分以下で実施される。一部の実施形態では、結合型
酵素を不活化するステップ（７）は、２０分未満で実施される。一部の実施形態では、結
合型酵素を不活化するステップ（７）は、１０分未満で実施される。一部の実施形態では
、結合型酵素を不活化するステップ（７）は、５分未満で実施される。一部の実施形態で
は、結合型酵素を不活化するステップ（７）は、２分未満で実施される。一部の実施形態
では、結合型酵素を不活化するステップ（７）は、１分以下で実施される。
【００３７】
　さらなる目的及び利点は、部分的には、続く本明細書に記載されることになり、部分的
には、本明細書から明らかとなり、または実施によりわかり得る。目的及び利点は、特に
添付の特許請求の範囲で指摘される要素及び組み合わせにより実現及び達成されるであろ
う。
【００３８】
　上述の一般的記載及び以下の詳述される記載の両方は、単なる例示的及び説明的であり
、特許請求の範囲を限定するものではないことを理解すべきである。
【００３９】
　本明細書に組み込まれ且つ本明細書の一部を構成する添付図面は、１つの（いくつかの
）実施形態（複数可）を例示し、記載と共に本明細書に記載の原理を説明するのに役立つ
。
【００４０】
　特許または出願ファイルは、カラーで実行された少なくとも１つの図面を含有する。カ
ラー図面（複数可）を伴う本特許または特許出願公開のコピーは、請求及び必要な料金の
支払いに応じて、官庁から提供されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】多重化触媒レポーター沈着（ＣＡＲＤ）の２つの概略図を提供する。Ａは、スタ
ッキングを含まない概略図を提供する。Ｂは、スタッキングを含む概略図を提供する。
【図２】結合ペアが核酸鎖（バーコードである、またはバーコードを含む）及び相補的な
核酸鎖である、結合ペアを使用した多重化触媒レポーター沈着（ＣＡＲＤ）の概略図を提
供する。
【図３】本明細書に記載の多重法を使用して２つの標的分子が検出される例示的な実施形
態を示す。
【図４Ａ】酵素が切断される例示的な実施形態を示す。
【図４Ｂ】酵素が不活化される例示的な実施形態を示す。
【図５】基質バーコードが使用される例示的な実施形態を示す。
【図６】例示的な基質バーコードを合成するためのスキームを示す。
【図７】実施例１に従って蛍光チラミド試薬の逐次的沈着を使用して取得したＣＤ８、Ｃ
Ｄ６８、ＰＤ－Ｌ１、及びＣＫ標的（核対比染色は示さず）の４重の画像を示す。ＣＤ８
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は、緑色で示され；ＣＤ６８は、赤で示され；ＰＤ－Ｌ１は、シアンで示され；ＣＫは、
マゼンタで示される。核対比染色は示されない。
【図８】実施例２による、ＴＣＥＰ処理でのＨＲＰ酵素の不活化（図８Ａ）対ＴＣＥＰ処
理なしの対照（図９Ｂ）の比較を示す。
【図９】実施例３に従って核酸バーコードの逐次的沈着を使用して得られたＣＤ８、ＣＤ
６８、ＰＤ－Ｌ１、及びＣＫ標的の４重の画像を示す。ＣＤ８は、緑色で示され；ＣＤ６
８は、赤で示され；ＰＤ－Ｌ１は、シアンで示され；ＣＫは、マゼンタで示される。核対
比染色は示されない。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
実施形態の記載
Ｉ．定義
　「沈着」という用語は、下記のように特異的結合ペア相互作用の形成から生じる、受容
体への活性化基質コンジュゲートの直接結合を意味する。
【００４３】
　「受容体」という用語は、下記のように特異的結合ペア相互作用の形成を介して活性化
基質コンジュゲートに結合する部位を意味する。
【００４４】
　「活性化基質コンジュゲート」という用語は、基質コンジュゲートが、受容体と結合す
るために、レポーター酵素によりプライミングされていることを意味する。
【００４５】
　「検出可能に標識された」基質コンジュゲートという用語は、基質が、沈着後の検出を
容易にするために、検出可能標識（「レポーター」という用語が互換的に使用されてもよ
い）または特異的結合ペアの未標識の第１のメンバーのいずれかに結合することができる
ことを意味する。基質が、特異的結合ペアの未標識のメンバーに結合される場合、沈着後
に、基質特異的結合ペア複合体は、レポーター（または標識）に結合される結合ペアの第
２のメンバーと反応する。あるいは、基質特異的結合ペア複合体は、沈着前に、特異的結
合ペアの検出可能に標識された第２のメンバーと事前に反応させることができる。
【００４６】
　本明細書に記載される場合、「増幅すること」または「増幅」という用語は、核酸鎖ま
たはその一部（例えば、バーコード）などの核酸配列のコピー数を増加させて、その結果
、核酸配列の複数のコピーが、それぞれの標的特異的結合パートナーに連結されることを
指す。核酸配列のコピー数を増加させる当該技術分野で既知の種々の増幅方法が使用され
てもよい。核酸増幅法の例としては、ハイブリダイゼーション連鎖反応（ＨＣＲ）（Ｄｉ
ｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４，ＰＭＩＤ：１５４９２２１０，２４７１２２９９）、
ＤＮＡヘアピンベースの樹状化反応（ＨＤＲ）（Ｙｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００８，ＰＭ
ＩＤ　１８２０２６５４）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、プライマー交換反応（
ＰＥＲ）、及び例えば、ＷＯ２０１８／１０７０５４；ＷＯ２０１７／１４３００６；Ｗ
Ｏ２０１８／１３２３９２Ａ２に記載されるような他の核酸増幅法が挙げられ、これらの
それぞれの内容が参照により本明細書に組み込まれる。この増幅は、ＣＡＲＤから生じる
シグナル増幅とは異なる。
【００４７】
ＩＩ．多重化触媒レポーター沈着の方法
　本出願は、多重触媒レポーター沈着（ＣＡＲＤ）のための方法を開示する。多重化触媒
レポーター沈着の概略図は、図１Ａ、１Ｂ、２、及び３で提示される。
【００４８】
　本明細書によれば、一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験す
る方法は、以下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、任意に放出型リンカーを使
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用して、核酸鎖に連結されており、特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる
核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）標的特異的結合パートナー上の鎖に相補的な核酸鎖に連結されている、後続の酵
素標識化用の酵素または特異的結合ペアのメンバーと試料を接触させること（標的特異的
結合パートナーに結合している核酸鎖が放出型リンカーを使用して連結されていない場合
、酵素または特異的結合ペアのメンバーは、放出型リンカーを使用して、ステップ（３）
の相補的な鎖に連結され、標的特異的結合パートナーに結合している核酸鎖が放出型リン
カーを使用して連結される場合、酵素または特異的結合ペアのメンバーは、任意に放出型
リンカーを使用して、ステップ（３）の相補的な鎖に連結されている）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素または特異的結合ペアメ
ンバーを除去すること、
　（５）特異的結合ペアのメンバーが、任意に放出型リンカーで酵素に連結されている特
異的結合ペアの第２のメンバーと、試料を接触させるステップ（３）で利用される場合、
任意に、特異的結合ペアの第２のメンバーに連結されている未結合の酵素を除去すること
、
　（６）試料を検出可能に標識された基質からなる基質コンジュゲートと接触させること
（基質及び標識が、任意に放出型リンカーで連結されている）、
　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、結合型酵素、第１または第２の特異的結合ペアメンバーを放出すること
、
　（９）任意に、結合型検出可能標識を検出すること、
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返し、任
意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、ステップ（１）～（８）また
はその任意のサブセットを検出のステップ（９）の前に繰り返すこと。
【００４９】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００５０】
Ａ．酵素がプローブ鎖に結合している多重ＣＡＲＤ
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触させること（以
下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている
、及び
　（ｉｉ）酵素が、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結されている）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、検出可能に標識された基
質からなる基質コンジュゲートと接触させること（基質及び標識が、任意に第３の放出型
リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、結合型酵素を放出すること、
　（８）任意に、試料をイメージングして、結合型検出可能標識を検出すること、ならび
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に
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任意
に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（８）
の前に、ステップ（１）～（７）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００５１】
　一部の実施形態では、ステップ（５）において、検出可能に標識された基質からなる基
質コンジュゲートは、酵素と反応して、活性化基質コンジュゲートを形成し、活性化基質
コンジュゲートは、活性化基質コンジュゲートに対する受容体に結合する。
【００５２】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００５３】
　一部の実施形態では、活性化基質コンジュゲートに対する受容体が試料中に存在して、
検出可能標識の沈着が生じる。
【００５４】
　一部の実施形態では、全ての標識が除去され、標識化用の上記ステップは、もう１ラウ
ンドの多重化を可能にするために（「スタッキング」）を再度開始する。一部の実施形態
では、方法はさらに、（１０）イメージングステップ（８）の後に結合型検出可能標識を
放出すること、及び、任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを
繰り返すこと、を含む。一部の実施形態では、結合型標識は、放出型リンカーを使用して
放出される。一部の実施形態では、ステップ（１０）において、結合型標識は、第３の放
出型リンカーを切断することにより放出される。一部の実施形態では、結合型標識は、放
出型リンカーを使用せずに放出される。
【００５５】
　図１Ａ～１Ｂは、スタッキングを含まず（図１Ａ）且つスタッキングを含む（図１Ｂ）
多重化ＣＡＲＤの方法の実施形態を示す。
【００５６】
　図１Ａに示されるスタッキングのない多重化ＣＡＲＤでは、最初に、標的特異的結合パ
ートナーがバーコード（バーコード、１０２）を含む核酸鎖に連結されている標的特異的
結合パートナー（抗体、１０１）に結合している試料（組織、１００）を得、抗体（１０
１）に連結されているバーコード（バーコード、１０２）を含む核酸鎖に相補的な核酸鎖
（プローブ、１０４）に連結されている酵素（１０３）と接触させる。バーコード（バー
コード、１０２）を含む核酸鎖は、第１の放出型リンカー（１０５）で抗体（１０１）に
連結されている。あるいは、酵素（１０３）は、第２の放出型リンカー（１０６）を有す
るバーコード（プローブ、１０４）に相補的な配列を含む相補的な核酸鎖に連結されてい
る。任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素が除去される。
【００５７】
　次に、検出可能標識（１０８）を含有する基質コンジュゲート（標識された基質、１０
７）と、試料（１００）を接触させる。検出可能標識は、酵素と反応して、活性化基質コ
ンジュゲートを形成し、活性化基質コンジュゲートが、試料中に存在する活性化基質コン
ジュゲートに対する受容体に結合して、試料（１０８）上の検出可能標識の沈着が生じる
。未結合の基質コンジュゲート（１０７）は任意に、洗浄ステップで除去される。次に、
酵素は、切断剤で放出型リンカーを切断することにより放出される。第１の放出型リンカ
ー（１０５）または第２の放出型リンカー（１０６）の使用に応じて、放出型リンカーの
切断後、（左下）相補的な核酸鎖（プローブ、１０４）に連結されている酵素（１０３）
が除去されるか、または、（右下）核酸鎖が切断され、その結果、酵素、抗体（１０１）
に連結されているバーコード（バーコード、１０２）を含む核酸鎖、及び酵素に連結され
ている相補的な核酸鎖（プローブ、１０４）が除去される。検出可能標識の上記の沈着は
、各標的に対して繰り返すことができる。次に、試料は、種々の標的の結合型検出可能標



(20) JP 2021-525877 A 2021.9.27

10

20

30

40

50

識を検出するためにイメージングされる。
【００５８】
　図１Ｂに示されるスタッキングを有する多重化ＣＡＲＤでは、基質（１０７）及び標識
（１０８）は、第３の放出型リンカー（１０９）で連結することができ、イメージングス
テップの後、結合型標識の全てが、第３の放出型リンカー（１０９）を切断することによ
り除去され、上記のステップは、より多くの標的（「スタッキング」）の検出のための標
識の沈着のために繰り返される。
【００５９】
　図３はまた、２つの標的分子が本明細書に記載の方法を使用して検出される例示的な実
施形態を示す。組織試料では、２つの標的１及び２が、それぞれの抗体に結合しており、
各抗体が、異なる核酸鎖に連結されている（ステップＡ）。核酸鎖が、標的１の抗体に連
結されている核酸鎖に相補的である核酸鎖に連結されている酵素（酵素プローブ１）は、
標的１の抗体に連結されている核酸鎖に結合しており、未結合の酵素プローブは任意に、
洗浄される（ステップＢ）。次に、標識された基質が、試料に添加され（ステップＣ）、
酵素と反応して、活性化基質コンジュゲートを形成する。活性化基質コンジュゲートが、
試料に存在する活性化基質コンジュゲートに対する受容体に結合して、検出可能標識の沈
着が生じる（ステップＤ）。酵素プローブ１は、放出型リンカーを切断剤で切断すること
により（ステップＥ）、または酵素阻害剤（もしくは酵素不活化剤）により酵素を不活化
することにより（ステップＦ）、放出される。ステップ３では、放出型リンカーの位置に
応じて、酵素が除去されるか、または酵素に連結されているバーコード及びプローブがま
た、酵素と共に除去される（ステップＧ）。標識の上記の沈着は、標的２に対して繰り返
すことができる（ステップＨ及びＩ）。次に、試料は、両方の標的の結合型検出可能標識
を検出するためにイメージングされる。任意に、標識のシグナルは、当該技術分野で周知
の方法（例えば、化学的退色、光退色、及び／または光化学的退色）を使用することによ
り必要に応じて低減され得る。
【００６０】
Ｂ．結合ペアを有する多重ＣＡＲＤ
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの第１のメンバー
と接触させること（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている
、及び
　（ｉｉ）結合ペアの第１のメンバーが、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結
されている）
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの未結合の第１のメンバーを
除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、任意に第３の放出型リン
カーで酵素に連結されている結合ペアの第２のメンバーと接触させること、及び、任意に
、酵素に連結されている結合ペアの未結合の第２のメンバーを除去すること、
　（６）ステップ（５）の試料を、標識された基質からなる基質コンジュゲートと接触さ
せること（基質及び標識が、任意に、第４の放出型リンカーで連結されている）、
　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、結合ペアの結合型第１または第２のメンバーを放出すること、
　（９）任意に、試料をイメージングして、結合型検出可能標識を検出すること、ならび
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に
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返し、任
意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（９
）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００６１】
　一部の実施形態では、方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナーに連
結されている核酸鎖を増幅することを含んでもよい。一部の実施形態では、増幅ステップ
は、ステップ（３）の前に実施される。
【００６２】
　一部の実施形態では、スタッキングの場合、方法はさらに、（１１）任意に、結合型検
出可能標識を放出すること、を含む。一部の実施形態では、結合型標識は、標識及び基質
間の第３の放出型リンカーを放出することにより放出される。一部の実施形態では、結合
型標識は、放出型リンカーを使用せずに放出される。
【００６３】
　一部の実施形態では、方法はさらに、（１１）任意に、第３の放出型リンカーを放出す
ることにより、イメージングステップ（９）の後に、結合型検出可能標識を放出すること
を含み、さらに、任意に、ステップ（１）～（１１）またはその任意のサブセットを繰り
返すことを含む。一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するた
めの方法は、以下を含む：
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の試料を、標的特異的結合パートナ
ーに連結されている核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触させること（以
下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている
、及び
　（ｉｉ）酵素が、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結されている）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の試料を、核酸鎖結合型基質からな
る基質コンジュゲートと接触させること（基質及び核酸鎖が、任意に第３の放出型リンカ
ーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、結合型酵素を放出すること、
　（８）ステップ（５）または任意にステップ（６）～（７）の試料を、任意に第４の放
出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識と接触させること（核酸鎖が
、ステップ（５）の核酸鎖に対する特異的結合ペアメンバーである）、
　（９）任意に、試料をイメージングして、結合型標識を検出すること、
　（１０）任意に、ステップ（８）の結合型標識を放出すること、ならびに
　（１１）任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返し、
任意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（
９）の前に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００６４】
　一部の実施形態では、結合型標識は、放出型リンカーと共に放出される。一部の実施形
態では、結合型標識は、ステップ（５）または任意にステップ（８）または任意にステッ
プ（５）及び（８）の放出型リンカーを切断することにより放出される。一部の実施形態
では、結合型標識は、放出型リンカーの使用なしに放出される。一部の実施形態では、結
合型標識は、互いに結合している核酸鎖の脱ハイブリダイゼーションにより放出される。
一部の実施形態では、結合型標識は、ステップ（５）の核酸鎖に結合しているステップ（
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８）の核酸鎖の脱ハイブリダイゼーションにより放出される。核酸の脱ハイブリダイゼー
ションは、加熱、カオトロピック剤（例えば、尿素、ホルムアミド、及び塩化グアニジニ
ウム）の添加、ならびに低イオン強度を含む、当該技術分野で既知の従来の方法で達成さ
れてもよい。核酸鎖を含有する培地の温度の上昇またはイオン強度の低下により、核酸鎖
間の結合親和性が破壊される。加熱、１つ以上のカオトロピック剤、及び低イオン強度は
それぞれ、核酸を脱ハイブリダイズさせるために独立して使用することができるか、また
は、これらの条件のうちの１つ以上の組み合わせを使用することができる。本明細書で使
用される場合、「低イオン強度」は、３００ｍＭ未満の培地中の塩濃度の量により測定さ
れる培地のイオン強度を意味する。一実施形態では、塩濃度は、Ｔｍが周囲温度よりも低
くなるために必要な濃度を下回り、例えば、７０ｍＭよりも低い。ハイブリダイゼーショ
ン率は、塩濃度が低いほど減少する。低イオン強度での脱ハイブリダイゼーションは、従
来の方法、例えば、水を添加することにより塩（例えば、Ｎａ＋）濃度を低減させること
により達成されてもよい。
【００６５】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施
形態では、増幅ステップは、ステップ（３）の前に実施される。
【００６６】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（５）の核酸鎖結合型基質の核酸鎖
（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施形態では、増幅ステップ
は、ステップ（５）または任意のステップ（６）または任意のステップ（７）の後に実施
される。
【００６７】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結合パートナー
に連結されている核酸鎖（またはその一部）の第１の増幅、及び、ステップ（５）の核酸
鎖結合型基質の核酸鎖の第２の増幅、を含んでもよい。一部の実施形態では、第１の増幅
ステップは、ステップ（３）の前に実施され、第２の増幅ステップは、ステップ（５）ま
たは任意のステップ（６）または任意のステップ（７）の後に実施される。
【００６８】
　図２は、結合ペアを使用する多重化触媒レポーター沈着（ＣＡＲＤ）の方法の実施形態
を示し、結合ペアが、核酸鎖（バーコードであるか、またはバーコードを含む）及び相補
的な核酸鎖である。
【００６９】
　最初に、標的特異的結合パートナーがバーコード（バーコード、２０２）を含む核酸鎖
に連結されている標的特異的結合パートナー（抗体、２０１）に結合している試料（組織
、２００）を得、抗体（２０１）に連結されている核酸鎖（バーコード、２０２）に相補
的な核酸鎖（プローブ、２０４）に連結されている酵素（２０３）と接触させる。核酸鎖
（バーコード、２０２）は、第１の放出型リンカー（２０５）で抗体（２０１）に連結さ
れている。あるいは、酵素（２０３）は、第２の放出型リンカー（２０６）で相補的な核
酸鎖（プローブ、２０４）に連結されている。任意に、相補的な核酸鎖（２０２）に連結
されている未結合の酵素（２０３）が除去される。
【００７０】
　次に、試料（２００）を核酸鎖結合型基質（２１７）と接触させ、基質（２１７）及び
核酸鎖（２２７）が組織上に沈着する。次に、未結合の基質コンジュゲート及び／または
結合型酵素は、切断剤（例えば、ＴＣＥＰ、ＤＴＴ、または過ヨウ素酸塩）で放出型リン
カーを切断することにより除去される。核酸結合基質の上記の沈着は、各標的について繰
り返すことができる。沈着の最後のラウンドの洗浄ステップは任意である。
【００７１】
　次に、任意に第４の放出型リンカー（２０９）と連結されている核酸鎖結合型検出可能
標識（２０８）と、組織試料（２００）を接触させ、核酸鎖（プローブ、２０８）は、プ
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ローブに相補的な核酸鎖（２２７）に特異的結合ペアメンバーである。４つの異なる標的
に結合する４つの１次抗体が提供される場合、４つの異なる標識プローブ（２０８）が提
供される。組織試料（２００）は、様々な標的に結合している検出可能標識を検出するた
めにイメージングされる。さらなる標的を検出するために、イメージングステップの後、
結合型標識の全ては、切断剤を使用して標識及びプローブ（２０８）間の第３の放出型リ
ンカー（２０９）を切断するために洗浄ステップで除去され、より多くの標的を検出する
標識の沈着（「スタッキング」）のための上記のステップが繰り返される。上記のステッ
プまたはその任意のサブセットは、より多くの標的を検出するために必要に応じて繰り返
される。
【００７２】
Ｃ．フェノール性基質を使用する実施形態
　一部の実施形態では、多重化ＣＡＲＤ法は、多重化されているチラミドシグナル増幅（
ＴＳＡ）法である。フルオロフォアを容易に退色することができるＴＳＡ増幅法がまた使
用されてもよい。例えば、多くのシアニンフルオロフォア及びＡｌｅｘａフルオロフォア
は、酸性または塩基性条件で過酸化水素により容易に退色することができる（ＰＭＩＤ：
２６３９９６３０）。あるいは、チラミド及びフルオロフォア間に切断可能な結合を含有
するＴＳＡ色素を合成することができる。この場合、フルオロフォアは、この結合を切断
して洗浄することにより不活化することができる。
【００７３】
　一部の実施形態では、１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法は、以
下を含む、（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つの標的特異的結
合パートナーと接触させること（標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されている
）、（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、（３）試料を、
標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖に相補的なＨＲＰ結合核酸鎖と接触さ
せること、（（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：（ｉ）核酸鎖が、第
１の放出型リンカーで標的特異的結合パートナーに連結されている、及び（ｉｉ）ＨＲＰ
は、第２の放出型リンカーで相補的な核酸鎖に連結されている）、（４）任意に、相補的
な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、（５）ステップ（３）または任
意にステップ（４）の試料を、検出可能に標識されたフェノール基質からなる基質コンジ
ュゲートと接触させること（基質及び検出可能標識が、任意に第３の放出型リンカーで連
結されている）、（６）任意に、未結合の基質を除去すること、（７）任意に、試料をイ
メージングして、試料を検出すること、（８）任意に、結合型標識を放出すること、なら
びに（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返し、任
意に、複数の標的特異的結合パートナーが使用される場合、イメージングのステップ（７
）の前に、ステップ（１）～（６）またはその任意のサブセットを繰り返すこと。
【００７４】
　一部の実施形態では、ステップ（５）の後、フェノール基質は、活性化状態に酵素的に
変換されて、標識の沈着が生じる。一部の実施形態では、フェノール基質は、チラミドで
ある。
【００７５】
　一部の実施形態では、この方法はさらに、標的特異的結合パートナーに連結されている
核酸鎖（またはその一部）を増幅することを含んでもよい。一部の実施形態では、増幅ス
テップは、試料を、標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖に相補的なＨＲＰ
結合核酸鎖と接触させるステップ（３）の前に実施される。触媒レポーター沈着は、シグ
ナル増幅の方法であり、標的特異的結合パートナーに直接的または間接的に結合されてい
る酵素を利用し、これが、検出可能に標識された基質からなる基質コンジュゲートの、活
性化基質コンジュゲートに対する受容体に結合する活性化基質コンジュゲートへの変換を
触媒して、検出可能標識の沈着が生じる。従前の触媒レポーター沈着の例は、例えば、米
国特許第５，１９６，３０６号、同第５，５８３，００１号、及び同第５，７３１，１５
８に記載されていた。
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【００７６】
　触媒レポーター沈着は、免疫組織化学、免疫細胞化学、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼ
ーション、ＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリー、電子顕微鏡、及びその他の用途でシグナ
ルを増強するために利用されている。
【００７７】
　しかし、以前の触媒レポーター沈着には、いくつかの制限がある。制限の１つは、多重
化する能力、すなわち、同じアッセイで複数のアッセイ標的を検出する能力、である。ア
ッセイで同種の抗体を利用する場合、制限が悪化する。同種の抗体を利用する２つの標的
の検出は、１つの標的を検出するための触媒レポーター沈着の使用、及び第２の標的に対
する標準的検出により達成されている（Ｓｈｉｎｄｌｅｒ　Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ　Ｃ
ｙｔｏｃｈｅｍ　１９９６　Ｖｏｌ　４４　Ｎｏ　１１　１３３１－１３３５）。
【００７８】
　触媒レポーター沈着を使用して免疫組織化学アッセイを多重化するための従前の試みで
は、組織切片のマイクロ波照射を、レポーター沈着の各ラウンド間に実施した（Ｔｏｔｈ
　Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ　２００７　Ｖｏｌ　５５（６）５４５－
５５４）。マイクロ波照射は、抗体及びレポーター酵素を除去するが、検出可能標識は、
無傷のままである。マイクロ波照射は、各抗体及びレポーターが逐次的に添加され、続い
て、それらを除去するためにマイクロ波照射する必要があるので、多くのステップを追加
する。マイクロ波照射の使用例として、Ｏｐａｌ（商標）７固形腫瘍免疫キット（Ｐｅｒ
ｋｉｎＥｌｍｅｒ）は、１サイクル当たり９０分以上を必要とし、全体の手順は、完了す
るのに２日かかる。マイクロ波照射はまた、イメージングされる試料を改変または損傷し
得る。
【００７９】
　別の従前の試みでは、熱不活化を用いて、５重アッセイを検出した（Ｚｈａｎｇ，Ｗ．
，Ｈｕｂｂａｒｄ，Ａ．，Ｊｏｎｅｓ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．ｊ．ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐ
ｙ　ｃａｎｃｅｒ（２０１５）３（Ｓｕｐｐｌ　２）：Ｐ１１１）。４回の熱不活化サイ
クルにより、使用された５つの蛍光標識の１２～５０％の蛍光が低減した。アッセイは、
完了するのに９時間かかった。加熱の他の変化は、加熱変化の技術について、参照により
本明細書に組み込まれる米国特許第９，６８９，８７５号及び同第９，８７４，５７１号
に記載されている。しかし、熱不活化は、イメージングされる試料を変更または損傷して
もよい。
【００８０】
　サイクル間のマイクロ波照射または熱不活化では、検出可能標的の数は依然として、リ
ーダー及びソフトウェアが区別することができる標識の数により制限される。免疫腫瘍学
の分野では、検出が望まれる標的の数はすでに、１２～２０の範囲にあり、これは、リー
ダー及びソフトウェアの限界をはるかに上回る。
【００８１】
　本開示による上述の方法は、簡単且つ迅速な方法で多重化して、加熱及びマイクロ波照
射などの過酷な試料処理を回避することができ且つより高いレベルで多重化の能力を有す
るシグナル増幅法を提供する。
【００８２】
Ｄ．キット
　一部の実施形態では、キットは、（１）１つ以上の標的特異的結合パートナー（各結合
パートナーが、核酸鎖に結合している）、（２）１つ以上の標的特異的結合パートナーに
結合している核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素（（ｉ）もしくは（ｉｉ）ま
たはその両方が満たされる：（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで各標的特異的結合
パートナーに連結されている、及び（ｉｉ）酵素が、第２の放出型リンカーで相補的な核
酸鎖に連結されている）、ならびに（３）検出可能に標識された基質からなる基質コンジ
ュゲート（基質及び標識が、任意に第３の放出型リンカーで連結されている）を含む組成
物を含む。
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【００８３】
　一部の実施形態では、キットは、（１）１つ以上の標的特異的結合パートナー（各結合
パートナーが、核酸鎖に結合している）、（２）各標的特異的結合パートナーに結合して
いる核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている第１のメンバー、及び酵素に連結されてい
る第２のメンバーを含む結合ペア、（（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされ
る：（ｉ）核酸鎖が、第１の放出型リンカーで各標的特異的結合パートナーに連結されて
いる、及び（ｉｉ）結合ペアの第１のメンバーが、第２の放出型リンカーで相補的な核酸
鎖に連結されている）、ならびに、（３）検出可能に標識された基質からなる基質コンジ
ュゲート（基質及び標識が、任意に第３の放出型リンカーで連結されており、結合ペアの
第２のメンバーが、第４の放出型リンカーで酵素に連結されている）を含む組成物を含む
組成物を含む。
【００８４】
　一部の実施形態では、キットはさらに、流体交換ステップを実施する流体システム、流
体システム及び時間を制御し、ならびに／または流体ステップをイメージングステップと
同期させるソフトウェア、を含む。一部の実施形態では、キットはさらに、試料のイメー
ジングを可能にするために、少なくとも１つの光学的に透明な側に目的の試料上に固定す
るイメージングチャンバーを含む。
【００８５】
ＩＩＩ．方法の構成要素
Ａ．ＣＡＲＤで使用される酵素
　標的特異的結合パートナーに直接的または間接的に結合するのに適する酵素としては、
加水分解酵素、リアーゼ、オキシドレダクターゼ、トランスフェラーゼイソメラーゼ、リ
ガーゼ、ペルオキシダーゼ、オキシダーゼ、ホスファターゼ、エステラーゼ、及びグリコ
シダーゼが挙げられる。具体例としては、アルカリホスファターゼ、リパーゼ、β－ガラ
クトシダーゼ、及び西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）が挙げられる。必要に応じて
、各酵素に固有の基質コンジュゲートと組み合わせて、複数の酵素を同時に使用すること
ができる。
【００８６】
Ｂ．特異的結合ペア
　本発明の実施での使用に適する特異的結合ペアのメンバーは、免疫型または非免疫型で
あり得る。免疫性特異的結合ペアは、抗原／抗体システムまたはハプテン／抗ハプテンシ
ステムにより例示される。結合ペアの抗体メンバーは、ポリクローナルであれ、モノクロ
ーナルであれ、その免疫反応性フラグメントであれ、当業者らによく知られている慣習的
方法で生成することができる。免疫反応性抗体フラグメントまたは免疫反応性フラグメン
トという用語は、抗体の結合領域を含有するフラグメントを意味する。そのようなフラグ
メントは、インタクト抗体の重鎖構成要素を連結するジスルフィド結合の還元的開裂によ
り得られる、Ｆｃ部分を欠くフラグメントとして定義されるＦａｂ型フラグメント、例え
ば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、及びＦ（ａｂ’）２フラグメント、であってよい。フラグメント
はまた、重鎖または軽鎖抗体に由来する単一ドメイン抗体であってよく、ナノボディを含
んでもよい。特異的結合ペアの抗原メンバーは、免疫原性でない、例えば、ハプテン、で
ある場合、免疫原性を付与するように、担体タンパク質に共有結合させることができる。
【００８７】
　非免疫性結合ペアは、２つの構成要素が互いに自然な親和性を共有するが抗体ではない
システムを含む。例示的な非免疫性結合ペアは、ビオチン－アビジンまたはビオチン－ス
トレプトアビジン、相補的プローブ核酸葉酸－葉酸結合タンパク質などである。互いに共
有結合を形成する非免疫性結合ペアも含まれる。例示的な共有結合ペアとしては、スルフ
ヒドリル反応性基、例えば、マレイミド及びハロアセチル誘導体、ならびに、アミン反応
性基、例えば、イソチオシアネート、スクシンイミジルエステル、スルホニルハロゲン化
物、及びクリックケミストリー、ならびに、カプラー染料、例えば、３－メチル－２－ベ
ンゾチアゾリノンヒドラゾン（ＭＢＴＨ）及び３－（ジメチルアミノ）安息香酸（ＤＭＡ
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【００８８】
　相補的なプローブ核酸は、ローリングサークル増幅（Ｐａｕｌ　Ｍ　Ｌｉｚａｒｄｉ，
ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９（３）：２２５－２３２，１９９８
）及びプライマー交換反応（ＷＯ２０１７／１４３００６　Ａｌ）などの方法を使用して
、核酸プローブに対する結合部位の数を増加させることにより、シグナルを増加させるた
めに使用することができる。
【００８９】
Ｃ．標的特異的結合－パートナー
　本発明を実施するための好適な標的特異的結合パートナーは、免疫型または非免疫型で
あり得る。免疫性特異的結合ペアは、抗原／抗体システムにより例示される。結合ペアの
抗体メンバーは、ポリクローナルであれ、モノクローナルであれ、その免疫反応性フラグ
メントであれ、当業者らによく知られている慣習的方法で生成することができる。免疫反
応性抗体フラグメントまたは免疫反応性フラグメントという用語は、抗体の結合領域を含
有するフラグメントを意味する。そのようなフラグメントは、インタクト抗体の重鎖構成
要素を連結するジスルフィド結合の還元的開裂により得られる、Ｆｃ部分を欠くフラグメ
ントとして定義されるＦａｂ型フラグメント、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、及びＦ（ａｂ
’）２フラグメント、であってよい。フラグメントはまた、重鎖または軽鎖抗体に由来す
る単一ドメイン抗体であってよく、ナノボディを含んでもよい。特異的結合ペアの抗原メ
ンバーは、免疫原性ではない、例えば、炭水化物またはリン酸化アミノ酸である場合、免
疫原性を付与するように、担体タンパク質に共有結合させることができる。
【００９０】
　表１は、標的及び対応する標的認識部分の代表的な一覧を示す。
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【００９１】
　表２は、追加の標的の一覧を提供する。これらの標的の抗体及び他の既知の結合パート
ナーは、標的認識部分として使用されてもよい。
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【００９２】
　非免疫性結合ペアは、２つの構成要素が互いに自然な親和性を共有するが抗体ではない
システムを含む。
【００９３】
　例示的な非免疫性結合ペアとしては、相補的なプローブ核酸及びアプタマーが挙げられ
る。相補的なプローブ核酸は、核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）標的のための好適な
標的特異的結合パートナーである。
【００９４】
１．結合ペアに使用される核酸鎖
　一部の実施形態では、結合ペアで使用される核酸は、一本鎖ＤＮＡ、ＲＮＡ、または核
酸アナログなどの一本鎖核酸である。核酸アナログ（非天然核酸としても知られる）は、
改変リン酸骨格、改変ペントース糖、及び／または改変核酸塩基を含んでもよい。核酸ア
ナログは、２’－Ｏ－メチルリボ核酸、２’－フルオロリボ核酸、ペプチド核酸、モルホ
リノ及びロックされた核酸、グリコール核酸、ならびにトレオース核酸を含んでもよいが
、これらに限定されない。
【００９５】
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　一部の実施形態では、核酸鎖は、一本鎖核酸を含み、約５～２０ヌクレオチド長、約８
～１５、または約１０～１２ヌクレオチド長であってよい。一部の実施形態では、核酸鎖
は、約５、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１８、または２０ヌクレオチ
ド長である。
【００９６】
　核酸鎖は、独立した要素であっても、標的認識部分の一部であってもよい。
【００９７】
　核酸鎖は、液体培地または緩衝液で提供されてもよい。
【００９８】
　標的特異的結合パートナーは、液体培地または緩衝液で提供されてもよい。
【００９９】
Ｄ．受容体への活性化基質コンジュゲートの結合
　受容体への活性化基質コンジュゲートの直接結合は、特異的結合ペア相互作用の形成か
らもたらされる。受容体に結合する活性化基質での使用に適する特異的結合ペアのメンバ
ーは、免疫型または非免疫型のものであり得る。免疫性特異的結合ペアは、抗原／抗体シ
ステムまたはハプテン／抗ハプテンシステムにより例示される。結合ペアの抗体メンバー
は、ポリクローナルであれ、モノクローナルであれ、その免疫反応性フラグメントであれ
、当業者らによく知られている慣習的方法で生成することができる。免疫反応性抗体フラ
グメントまたは免疫反応性フラグメントという用語は、抗体の結合領域を含有するフラグ
メントを意味する。そのようなフラグメントは、インタクト抗体の重鎖構成要素を連結す
るジスルフィド結合の還元的開裂により得られる、Ｆｃ部分を欠くフラグメントとして定
義されるＦａｂ型フラグメント、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、及びＦ（ａｂ’）２フラグ
メント、であってよい。
【０１００】
　非免疫性結合ペアは、２つの構成要素が互いに自然な親和性を共有するが抗体ではない
システムを含む。例示的な非免疫性結合ペアは、互いに共有結合を形成するペアである。
例示的な共有結合ペアとしては、フェノール性部分（例えば、チラミン及びチロシン）の
二量体化、スルフヒドリル反応性基、例えば、マレイミド及びハロアセチル誘導体、なら
びに、アミン反応性基、例えば、イソチオシアネート、スクシンイミジルエステル、スル
ホニルハロゲン化物、及びクリックケミストリー、ならびに、カプラー染料、例えば、３
－メチル－２－ベンゾチアゾリノンヒドラゾン（ＭＢＴＨ）及び３－（ジメチルアミノ）
安息香酸（ＤＭＡＢ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０１】
Ｅ．レポーターまたは標識
　多種多様なレポーター（または標識）は、基質に結合して基質コンジュゲートを生成す
るか、または特異的結合ペアのメンバーに結合するために利用可能である。レポーター（
または標識）は、酵素、蛍光、比色、化学発光、質量タグ、磁性、プラズモン、または電
気化学材料であり得るが、これらに限定されない。
【０１０２】
　一部の実施形態では、限定されないが、フルオロフォア、例えば、限定されないが、フ
ルオレセイン、ローダミン、シアニン色素、Ａｌｅｘａ色素、ＤｙＬｉｇｈｔ色素、Ａｔ
ｔｏ色素などを含む有機小分子などの蛍光を発する分子が使用されてもよい。
【０１０３】
　発色性、蛍光性、及び化学発光性材料は、３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、
ニトロブルーテトラゾリウムクロリド（ＮＢＴ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インド
リルホスファート（ＢＣＩＰ）、及び５－ブロモ－４－クロロ－３－インドイル－β－Ｄ
－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）を含んでもよいが、これらに限定されない。
【０１０４】
　一部の実施形態では、ｐドットなどの有機ポリマーが用いられてもよい。一部の実施形
態では、観察可能な部分は、限定されないが、蛍光タンパク質または蛍光核酸（ホウレン
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ソウ及びその誘導体を含む蛍光ＲＮＡを含む）を含む生体分子であってよい。一部の実施
形態では、観察可能な部分は、Ｑドットを含む無機部分であってよい。一部の実施形態で
は、観察可能な部分は、ナノ粒子及び表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）レポーター（例
えば、４－メルカプト安息香酸、２，７－メルカプト－４－メチルクマリン）などの、弾
性または非弾性散乱のいずれかの散乱を介して機能する部分であり得る。一部の実施形態
では、観察可能な部分は、ルテニウム錯体及びルシフェラーゼなどの化学発光／電気化学
発光エミッターであってよい。観察可能な部分は、光シグナル、電磁シグナル（電磁スペ
クトル全体にわたって）、原子／分子量（例えば、質量分析により検出可能）、実在の質
量（例えば、原子間力顕微鏡により検出可能）、電流、または電圧を生じ得る。
【０１０５】
Ｆ．基質
　基質コンジュゲートに使用される基質は、選択された酵素に特異的であり、当業者らに
既知である。西洋ワサビペルオキシダーゼ（米国特許第５，１９６，３０６号、同第５，
５８３，００１号、同第５，５７３，１１５８号、同第５，８６３，７４８号、及び同第
６，３５５，４４３号）と共に使用される多くのフェノール性基質が記載されており、こ
れらのそれぞれは、フェノール基質の教示のために参照により組み込まれる。加水分解酵
素の基質も記載されており（米国特許第５，１９６，３０６号、同第５，５８３，００１
号、同第５，５７３，１１５８号、同第７，２９１，４７４号、及びＰｏｌａｓｋｅ，Ｂ
ｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（２０１６））、これらのそれぞれは、加
水分解酵素基質の教示のために参照により組み込まれる。
【０１０６】
　一部の実施形態では、酵素は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）であり、基質は
、フェノール性基質（例えば、チラミン（図６）及びチロシン）である。一部の実施形態
では、酵素は、加水分解酵素であり、基質は、エステル、アミド、またはグリコシド基質
である。
【０１０７】
Ｇ．放出型リンカー
　本開示を通して、第１、第２、または第３の放出型リンカーが言及されてもよく、さら
に、多くの実施形態では、それらの一部または全ては、任意である。単に第２または第３
の放出型リンカーに言及することは、２つまたは３つの放出型リンカーの存在を必要とし
ない。その代わりに、この番号は、本出願を通して、リンカーに名前を付けて、互いに区
別するために使用されている。従って、第２の放出型リンカーを含む実施形態は、必ずし
も２つの放出型リンカーなどを有するとは限らない。この言語は、どれくらいのリンカー
が存在するかではなく、どのリンカーが存在するかを示すのみである。
【０１０８】
　放出型リンカーは、２つ以上の分子、例えば、タンパク質、核酸、タンパク質と核酸、
及び基質と検出可能標識、を連結し得る官能性を含有し且つ加熱またはマイクロ波照射な
しで切断することができる結合を組み込むものである。切断することができる例示的な結
合は、ジスルフィド結合（ジチオスレイトール（ＤＴＴ）またはトリス（２－カルボキシ
エチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）などの還元剤により切断される）、エステル（ヒドロキ
シルアミンにより切断される）、ビシナルジオール（メタ過ヨウ素酸ナトリウムにより切
断される）、スルホン（塩基性条件下で切断される）、及び２－ニトロベンジル基を含有
するような光切断可能なリンカーである。
【０１０９】
　放出型リンカーを使用する別の方法は、核酸鎖に結合している酵素または特異的結合ペ
アのメンバーを完全に除去することである。除去は、核酸鎖間の結合親和性を破壊するこ
とにより、または固有の核酸配列を酵素的に切断することにより促進され得る。例示的な
除去方法としては、ＵＳＥＲ酵素（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）、培地の
イオン強度の低下、温度の上昇、ならびに／またはグアニジン、エチレンカーボネート、
及び／またはホルムアミドなどのカオトロピック剤の使用を含む。
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【０１１０】
　一部の実施形態では、放出型リンカーは、光化学的に（例えば、ＵＶ曝露、可視光、赤
外線、近赤外線、Ｘ線、マイクロ波、電波、またはガンマ線により）切断することができ
る光切断可能なリンカーを含む。一部の実施形態では、放出型リンカーは、酵素により切
断することができる部分を含有する。そのような酵素的に切断可能な部分の例としては、
様々なＲＮａｓｅにより切断することができるリボヌクレオチド；ＵＳＥＲ（Ｎｅｗ　Ｅ
ｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）などの酵素の組み合わせにより切断することができるデ
オキシウリジン；及び配列特異的ニッキング酵素または制限酵素により切断することがで
きる制限部位が挙げられるが、これらに限定されない。一部の実施形態では、放出型リン
カーは、ウラシル基がウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼにより切断され得るデオキシウリ
ジンを含む。一部の実施形態では、放出型リンカーは、エンドヌクレアーゼにより切断さ
れ得る脱塩基部位を含む。
【０１１１】
１．核酸分解酵素
　多数の酵素は、核酸分子内の共有結合を切断し得る。例えば、一部のグリコシラーゼは
、ヌクレオチドの糖部分から塩基を除去し得、エンドヌクレアーゼは、核酸分子内で、ホ
スホジエステルブリッジ内の結合を切断し得るが、エキソヌクレアーゼは同様に、逐次的
方法で核酸分子の５’または３’末端でホスホジエステルブリッジを切断し得る。別の例
は、ＤＮＡザイムまたはデオキシリボザイム、核酸分子のホスホジエステル結合を切断す
ることが可能な触媒活性を有するオリゴヌクレオチドを含む。これらの型の酵素は全て、
放出型リンカーを放出するために操作されてもよく、放出型リンカーを酵素的に切断、修
飾、または分解することを構成する。
【０１１２】
　グリコシラーゼ。グリコシラーゼは、塩基対合に関与する塩基を特異的に除去し得る場
合、２本の鎖の間の相互作用の強さを低減させ得る。例えば、放出型リンカーのデオキシ
チミジン（ｄＴ）を置き換えるために、デオキシウリジン（ｄＵ）が使用され得る。ｄＵ
は、ｄＴが対合するようにｄＡと対合し得るが、特に、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼに
より除去することができる（ＵＤＧ、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから市販
されている、カタログ番号Ｍ０２８０Ｓ）。この反応により、検出可能標識に連結されて
いる核酸鎖上の脱塩基部位（複数可）が生じるであろう。そのような脱塩基部位はさらに
、エンドヌクレアーゼＶＩＩＩにより切断することができる。さらに、これにより、結合
ペアの残りの間の解離が促進される。ＵＤＧ及びエンドヌクレアーゼＶＩＩＩの両方を含
む酵素ブレンドはまた、市販されている（例えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａ
ｂｓ製、ＵＳＥＲの商標名で、カタログ番号Ｍ５５０５Ｓ）。検出可能標識に連結されて
いる核酸鎖中に約１～２０、１～１５、１～１０、または１～５のｄＵヌクレオチドが配
置されてもよい。ＵＳＥＲを用いると、ｄＵは、Ｕの除去後に、残りが、自発的且つ迅速
に解離する程十分に短く（例えば、約９、８、７、６、５、４、３、２、または１ヌクレ
オチド以下）なるように配置されてもよい。ＵＤＧ（すなわち、エンドヌクレアーゼＶＩ
ＩＩ）のみを使用する場合、ｄＵユニットを除去すると、除去が容易するのに十分な程度
に鎖が不安定になり得る。ｄＵ除去後の結合ペア間の塩基対の総数は、９、８、７、６、
５、４、３、２、または１ヌクレオチド以下であってよい。従って、一部の実施形態では
、放出型リンカーは、ＵＳＥＲによる切断が可能な少なくとも１つのＵを含んでもよい。
【０１１３】
　温度に加えて残りの配列は、自発的に解離するための残りのあるべき短さに影響を及ぼ
す。例えば、長さがより短いＧＣ含量の高い配列は、長さがより長い別の配列よりも、よ
り高い結合親和性を有し得る。従って、一部の場合では、９量体は、安定的結合に十分で
あってもよく、他の場合では、９量体は、解離するのに十分であってよい。当業者は、こ
こで、及び以下で考察される非天然ヌクレオチドの切断において、配列、温度、及び親和
性を評価し得る。
【０１１４】
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　制限エンドヌクレアーゼ及びニッキングエンドヌクレアーゼ。放出型リンカーの制限部
位が操作されてもよい。これにより、そのような制限部位を切断する対応する制限エンド
ヌクレアーゼの使用を可能にし、これは、放出型リンカーを破壊する。一例として、Ｃａ
ｓ９（ＣＲＩＳＰＲ関連タンパク質９）は、対応する配列の特定の認識部位を操作するこ
とにより、放出型リンカーを特異的に切断するために使用することができるＲＮＡ誘導エ
ンドヌクレアーゼである。これにより、両方のストランドが切断され、対応する標的を再
捜索することが防止される。この問題を解決するために、１本の鎖を切断するだけのニッ
キングエンドヌクレアーゼが使用され得る。一例として、Ｃａｓ９ニッカーゼは、Ｃａｓ
９の高い特異性を維持しながら一本鎖切断が生じる１つの活性な切断部位のみを含むよう
に設計されているＣａｓ９酵素である。部位特異的活性を有するエンドヌクレアーゼの他
の例としては、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、転写活性化因子様エフェクターヌクレア
ーゼ（ＴＡＬＥＮ）、及びデオキシリボザイムが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１５】
　Ｒｎａｓｅ。ＤＮＡヌクレオチド（デオキシヌクレオチドとも呼ばれる）の代わりに、
放出型リンカーＲＮＡヌクレオチド（リボヌクレオチドとも呼ばれる）にヌクレオチドの
一部または全てが作製されてもよい。そのようなＲＮＡヌクレオチドは、Ｒｎａｓｅで除
去することができる。
【０１１６】
　ポリメラーゼ。放出型リンカーは、鎖置換活性または５’から３’へのエキソヌクレア
ーゼ活性を有するポリメラーゼを使用することにより除去することもできる。
【０１１７】
　非天然ヌクレオチドの切断。特定の酵素の基質として機能する非天然ヌクレオチドが使
用されてもよい。例えば、８－オキソグアニンは、ＤＮＡグリコシラーゼＯＧＧ１で切断
されてもよい。脱塩基部位はまた、エンドヌクレアーゼで切断され得る検出可能標識に連
結されているＤＮＡ鎖などのＤＮＡ鎖に組み込まれてもよい。例えば、１’，２’－ジデ
オキシリボース、ｄＳｐａｃｅｒ、アプリン／アピリミジン、テトラヒドロフラン、また
は脱塩基フランは、エンドヌクレアーゼＶＩＩＩで切断されてもよい。従って、一部の実
施形態では、検出可能標識または中間鎖に連結されている核酸鎖は、エンドヌクレアーゼ
ＶＩＩＩによる切断が可能な少なくとも１つの脱塩基部位を含んでもよい。一部の実施形
態では、検出可能標識または中間鎖に連結されている核酸鎖は、少なくとも１つのデオキ
シウリジン、及びＵＳＥＲ、ＵＤＧ、またはエンドヌクレアーゼＶＩＩＩで切断可能な少
なくとも１つの脱塩基部位を含んでもよい。リボスペーサー（ｒＳｐａｃｅｒ）またはＡ
ｂａｓｉｃ　ＩＩ修飾などの、光切断可能なスペーサーまたはＲＮＡ脱塩基部位も使用さ
れてもよい。非天然ヌクレオチドの他のペア及びそれらの対になった酵素が用いられても
よい。
【０１１８】
Ｈ．酵素の不活化
　放出型リンカーを使用するか、または核酸鎖に結合している酵素もしくは特異的結合ペ
アメンバーを除去するための代替方法は、酵素を不活化することである。例示的な酵素不
活化剤としては、過酸化物、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、トリス（２－カルボキシエ
チル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）、及び還元型グルタチオン、ジイソプロピルフルオロホス
ファート（ＤＦＰ）、α－ジフルオロメチルオルニチン、フッ化物塩、シアン化物塩、ア
ジド、ならびに抗体及びアプタマーなどの特異的結合ペアメンバーなどの還元剤が挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０１１９】
　一部の実施形態では、酵素は、酵素不活化剤を使用して不活化され、酵素不活化剤は、
ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ
）、還元型グルタチオン、過酸化物、シアン化物、フッ化物、またはアジドを含む。
【０１２０】
　一部の実施形態では、酵素の不活化は、２０分未満、１０分未満、５分未満、２分未満
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、または１分以下で実施される。
【０１２１】
　一部の実施形態では、酵素の不活化は、試料を酵素不活化剤と２０分未満、１０分未満
、５分未満、２分未満、または１分以下で接触させることにより実施される。
【０１２２】
Ｉ．中間部分／増幅／プレアンプリコン
　一部の場合では、標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖は、中間部分を介
して酵素に連結されている核酸鎖に結合する。
【０１２３】
　一部の実施形態では、中間部分は、核酸を含む中間鎖である。一部の実施形態では、核
酸は、一本鎖ＤＮＡ、ＲＮＡ、または核酸アナログなどの一本鎖核酸である。核酸アナロ
グ（非天然核酸としても知られる）は、改変リン酸骨格、改変ペントース糖、及び／また
は改変核酸塩基を含んでもよい。核酸アナログは、２’－Ｏ－メチルリボ核酸、２’－フ
ルオロリボ核酸、ペプチド核酸、モルホリノ及びロックされた核酸、グリコール核酸、な
らびにトレオース核酸を含んでもよいが、これらに限定されない。
【０１２４】
　一部の実施形態では、中間鎖は、標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖に
相補的な第１の領域、及び酵素に連結されている核酸鎖に相補的な第２の領域を有する。
そのような実施形態では、標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖が、酵素に
連結されている核酸鎖に相補的である必要はない。
【０１２５】
　一部の実施形態では、標的特異的結合パートナーに連結されている中間鎖及び核酸鎖は
、別個のステップで付加されない。一部の場合では、標的特異的結合パートナーに連結さ
れている中間鎖及び核酸鎖は、単一のステップで添加される前に一緒にハイブリダイズさ
れる。
【０１２６】
　一部の実施形態では、酵素に連結されている中間鎖及び核酸鎖は、別個のステップで付
加されない。一部の場合では、酵素に連結されている中間鎖及び核酸鎖は、単一のステッ
プで添加される前に一緒にハイブリダイズされる。
【０１２７】
　一部の実施形態では、中間鎖は、反復配列を含む既製のアンプリコンであり、配列のそ
れぞれは、酵素に連結されている核酸鎖に結合することが可能である。一部の実施形態で
は、中間鎖は、標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖の対応する領域に相補
的な第１の領域、及び反復配列を含む第２の領域であり、配列のそれぞれは、酵素に連結
されている核酸鎖の対応する配列に直接的または間接的に特異的に結合する。
【０１２８】
　一部の実施形態では、本明細書に記載の方法はさらに、ステップ（１）の標的特異的結
合パートナーに直接的または間接的に連結されている核酸鎖（またはその一部）を増幅す
ることを含む。
【０１２９】
　一部の実施形態では、本明細書に記載の方法はさらに、以下でさらに記載されるプライ
マー交換反応（ＰＥＲ）によりステップ（１）の標的特異的結合パートナーに連結されて
いる核酸鎖に結合している中間部分を増幅することを含む。一部の実施形態では、標識さ
れたヌクレオチドは、増幅反応に使用される。
【０１３０】
　一部の実施形態では、本明細書に記載の方法はさらに、反復配列を含む中間部分を追加
することを含む。一部の実施形態では、反復配列は、本明細書に記載のプライマー交換反
応（ＰＥＲ）を使用して作製される。一部の実施形態では、プレアンプリコンは、本明細
書に記載のローリングサークル増幅（ＲＣＡ）を使用して作製される。
【０１３１】
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１．プライマー交換反応（ＰＥＲ）
　ＰＥＲは、複数のプローブ結合部位（すなわち、本明細書に記載の中間部分）を含有す
る核酸産物を調製するために使用することができ、次に、この核酸産物は、標的特異的結
合パートナーに連結されている核酸（またはそのバーコードドメイン）に結合することが
でき、そこで、核酸産物は、プローブ結合部位を示し得る。そのような実施形態では、プ
ローブ結合部位は、標的特異的結合パートナーのバーコードドメインに相補的ではないで
ことがある。
【０１３２】
　種々のＰＥＲ及びＰＥＲベースのシグナル増幅法は、Ｓａｋａ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｈｉ
ｇｈｌｙ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｍａｇｉｎｇ
　ｗｉｔｈ　ｓｉｇｎａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｉｍｍｕｎｏ－ＳＡＢ
ＥＲ”（２０１８；２０１９年６月６日現在のｗｗｗ．ｂｉｏｒｘｉｖ．ｏｒｇ／ｃｏｎ
ｔｅｎｔ／１０．１１０１／５０７５６６ｖ１のプレプリントで入手可能）；ＷＯ２０１
７／１４３００６；及びＷＯ２０１８／１３２３９２Ａ２に記載されており、これらのそ
れぞれの内容は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１３３】
　ＰＥＲ反応により、コンカテマー（反復）配列が形成される。ＰＥＲコンカテマーは、
標的特異的結合パートナーに連結されている核酸鎖に相補的な第１のドメイン及び反復配
列を含む第２のドメインを有する。反復配列は、標的特異的結合パートナーに連結されて
いる核酸鎖と同じであってよい。反復配列は、標的特異的結合パートナーに連結されてい
る核酸鎖とは異なってよい。
【０１３４】
ＩＶ．多重イメージングの方法に関するサポート情報
Ａ．スペクトル及び逐次的多重化
　交換イメージングにおける多重化の作成のための２つの主要な方法：スペクトル多重化
及び逐次的多重化が存在する。スペクトル多重化は、単一ラウンドのイメージングに、異
なる標識（例えば、異なるフルオロフォア）を使用する性能を指す。スペクトル多重化は
、第２の標識を表示する前に、第１の標識のシグナルを消滅させる必要はない。例えば、
フルオロフォアの場合、異なる励起波長の光は、異なるフルオロフォアを個別に励起する
ために使用することができる。これは、別々のイメージングラウンドを必要としない。逐
次的多重化は、第２ラウンドのイメージングの前に第１ラウンドのイメージングのシグナ
ルを消滅させることにより、複数ラウンドのイメージングで同じ標識（例えば、同じフル
オロフォア）を使用する能力を指す。スペクトル多重化及び逐次的多重化は、単独で、ま
たは互いに組み合わせて使用することができる。しかし、多重化の複数の手法を使用する
ことは、ユーザーが特定の実験中に可視化し得る標的数を著しく増加させ得る。
【０１３５】
　一部の実施形態では、複数ラウンドのイメージングが、同じフルオロフォアの少なくと
も一部を用いて実施される。例えば、第１ラウンドのイメージングにおいて、標的Ａは、
標識Ｘでイメージングすることができ、標的Ｂは、標識Ｙでイメージングすることができ
、標的Ｃは、標識Ｚでイメージングすることができる。次のステップとして、これらの標
識のシグナルを消滅させることができる。次に、第２ラウンドのイメージングでは、標的
Ｄは、標識Ｘでイメージングすることができ、標的Ｅは、標識Ｙでイメージングすること
ができ、標的Ｆは、標識Ｚでイメージングすることができる。一部の実施形態では、少な
くとも２つの標的は、少なくとも２つの標識を使用してイメージングされ、シグナルが消
滅し、次に、少なくともあと１つの標的は、同じ標識のうちの少なくとも１つを使用して
イメージングされ、イメージングステップは、いずれの順序で実施されてもよい。これは
、ステップの順序を逆にすることができるので、第１のイメージングステップが少なくと
も１つの標的をイメージングすることを含み、シグナルが消滅し、第２イメージングステ
ップが少なくとも２つの標的をイメージングすることを含むことを意味する。
【０１３６】
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　スペクトル多重化及び逐次的多重化の両方を組み合わせることは、ユーザーのためのイ
メージングを実施する全体的な利便性を向上させ、イメージングされる試料の破壊を低減
し得る。
【０１３７】
Ｂ．対照実験及びバックグラウンド除去
　対照実験及びバックグラウンド除去は、１つ以上の標的の存在について試料を試験する
方法の結果をさらに改善するために用いられてもよい。これらの態様はいずれも、有用な
実験には必要とされないが、ともに多重化の品質を改善し、単独で、または互いに組み合
わせて使用することができる。
【０１３８】
１．対照実験
　対照測定は、標的特異的結合パートナー（またはバーコードなどのその一部）に結合し
ている、核酸鎖に相補的ではないヌクレオチド配列を有する結合ペアと、試料を接触させ
ることにより制御ステップを実施することにより、多重化プロセスの複数の時点で追加さ
れてもよい。
【０１３９】
２．バックグラウンド除去
　本出願を通して考察される実施形態のいずれかにおいて、この方法は、バックグラウン
ド除去を用いてもよい。一部の実施形態では、方法は、バックグラウンドシグナルを検出
及び／または測定するために試料をイメージングすること、ならびに結合型標識を検出す
るために試料の画像からバックグラウンドシグナルを除去することを含む。そのようなバ
ックグラウンドシグナルは、結合型標識からのシグナルを不完全に消滅させることに関連
する自家蛍光及び／または残留蛍光を含んでもよい。一部の実施形態では、バックグラウ
ンドシグナルは、結合型標識を検出するために、試料の画像前に測定される。他の実施形
態では、バックグラウンドシグナルは、結合型標識を検出するために、試料の画像の後に
測定される。
【０１４０】
Ｃ．試料の記載
１．試料の種類
　種々の種類の試料は、これらの方法を使用してイメージングされてもよい。一部の実施
形態では、試料は、固定試料である。一部の実施形態では、試料は、細胞、細胞溶解物、
組織、組織溶解物、及び／または生物全体である。一部の実施形態では、試料は、細胞も
しくは組織試料、細胞もしくは組織溶解物、または体液である。一部の実施形態では、試
料は、組織であり、イメージングは、免疫染色のための組織内多重化を含む。
【０１４１】
　試料は、液体培地または緩衝液で提供されてもよい。
【０１４２】
２．抗原の回収
　一部の実施形態では、標的特異的結合パートナーで試料を染色することは、特定の条件
を必要とし、全ての標的特異的結合パートナーは、同じ条件下で抗原に結合するわけでは
ない。これは、それらの標的抗原が同じ条件下で利用できないためであり得る。
【０１４３】
３．標的の記載及びバイオマーカーの同定における使用
　一部の実施形態では、この方法は、バイオマーカーを同定するために有用である。一部
の場合では、試料がイメージングされ、データ解析がこれらの試料に対して実施される。
一部の実施形態では、複数の標的が、各標的の対応する標的特異的結合パートナーの使用
について試験される。一部の場合では、異なる標的間の関係が評価されてもよく；例えば
、ユーザーは、複数のマーカー対病状の関係を判定しようとしてもよく、疾患試料は、そ
のバイオマーカーの分布を有しない健康組織と比較して、Ａのレベルが増加しており、Ｂ
のレベルが減少しており、Ｃのレベルが一定の範囲内にあると結論付ける。
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【０１４４】
　一部の実施形態では、少なくとも１０、９６、１００、３８４、または５００の試料が
イメージングされ、データ解析は、それらの試料で実施される。
【０１４５】
　一部の実施形態では、少なくとも５、１０、１５、２５、３０、５０、７５、または１
００以上の標的が、各標的に対応する標的特異的結合パートナーを使用するために試験さ
れる。
【０１４６】
Ｄ．機器及びソフトウェア
１．フローセルなどのイメージングチャンバー
　一部の実施形態では、イメージングチャンバーを用いることができる。一部の場合では
、イメージングチャンバーは、入口及び出口のない固定チャンバーである。一部の実施形
態では、イメージングチャンバーは、単一の入口／出口の組み合わせを有する。他の例で
は、イメージングチャンバーは、流れを可能にし、フローセルと称される。フローセルは
、上面及び下面を有し且つそれらの間に流体を有するフローセルを得るために、第２の光
学的に透明な材料（例えば、ガラスまたはプラスチックのカバースリップ）と組み合わせ
た第１の光学的に透明な支持体から構成されてもよい。第１及び第２の光学的に透明な材
料は、使用される場合、互いに平行に配置されてもよい。平行に関しては、それは、完全
に平行である幾何学的配置、及び平行から１°、２°、３°、４°、５°、６°、７°、
８°、９°、または１０°ずれた幾何学的配置を含む。一部の実施形態では、第２の光学
的に透明な材料は、第１の光学的に透明な材料に極めて近接しており、例えば、約５ミク
ロン～５ｍｍ、５０ミクロン～５００ミクロン、または５００ミクロン～５ｍｍ近接して
いる。
【０１４７】
　イメージングチャンバーはまた、第１の光学的に透明な支持体及びガスケット（アイソ
レーターまたはスペーサーとも呼ばれる）から構成されてもよい。ガスケットは、上面上
で空気に開放されていても、閉じて、光学的に透明な上面を有してもよい。ガスケットは
、混合型の入口／出口を有しても、入口及び出口の両方を有してもよい。ガスケットはま
た、出口を有さなくてもよい。ガスケットは、プラスチック、ゴム、接着剤であってもよ
い。ガスケットは、ＣｏｖｅｒＷｅｌｌチャンバーガスケット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈ
ｅｒ）、直立・倒立顕微鏡（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｔｏｏｌｓ）用の超薄型密閉チャン
バー、またはインキュベーションチャンバー（Ｇｒａｃｅ　Ｂｉｏ－Ｌａｂｓ、Ｈｙｂｒ
ｉＳｌｉｐ（商標）ハイブリダイゼーションカバー、ＨｙｂｒｉＷｅｌｌ（商標）シーリ
ングシステム、ＣｏｖｅｒＷｅｌｌ（商標）インキュベーションチャンバー、イメージン
グスペーサー、ＳｅｃｕｒｅＳｅａｌ（商標）ハイブリダイゼーションチャンバー、Ｆｌ
ｅｘＷｅｌｌ（商標）インキュベーションチャンバー、ＦａｓｔＷｅｌｌｓ（商標）試薬
バリア、及びＳｉｌｉｃｏｎｅ　Ｉｓｏｌａｔｏｒｓ（商標）を含む）を含んでもよい。
【０１４８】
　一部の場合では、ガスケットは、イメージングチャンバーまたはフローセルの上面を形
成するカバースリップと共に用いられてもよい。
【０１４９】
　限定されないが、フローセルなどのイメージングチャンバーは、再利用可能または使い
捨てであってよい。
【０１５０】
２．流体ステップを制御するためのソフトウェア
　一部の実施形態では、全ての流体交換ステップは、電子的及び／または空気圧及び／ま
たは油圧及び／または電気流体作動装置及びシステムを含む流体システムを使用して実施
される。特定の状況では、流体システムは、ソフトウェアにより制御される。一部の実施
形態では、流体システムは、上述の段落に記載の方法の上述のステップ（複数可）をイメ
ージングステップと同期させるソフトウェアにより自動的に制御される。
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【０１５１】
　一部の実施形態では、流体システムは、上述の段落に記載のステップ番号を参照して、
イメージングソフトウェアと通信することにより、方法の上述のステップ（複数可）をイ
メージングステップと同期させるソフトウェアにより制御される。
【０１５２】
　一部の実施形態では、全ての流体ステップは、試料がイメージングデバイス上にある間
に実施される。
【０１５３】
　試料は、使い捨てイメージングチャンバー（例えば、フローセル）、再利用可能なイメ
ージングチャンバー（例えば、フローセル）、スライド、カバースリップ付きスライド、
または他の任意の構成で固定されてもよい。
【実施例】
【０１５４】
実施例１．ＨＲＰサイクリングによる蛍光レポーターの沈着
　それぞれの蛍光チラミド試薬の逐次的沈着を使用して、ＣＤ８、ＣＤ６８、ＰＤ－Ｌ１
、及びＣＫの４つの異なる標的を標識した。具体的には、ホルマリン固定パラフィン包埋
（ＦＦＰＥ）組織スライドをベークし、次に、後続の全てのステップでＢＯＮＤ　ＲＸ自
動染色装置（Ｌｅｉｃａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｎｕｓｓｌｏｃｈ　ＧｍｂＨ）にロー
ドした。スライドを脱ろうし、ＢＯＮＤエピトープ回収液２（Ｌｅｉｃａ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ）を使用して、抗原を回収した。内因性ペルオキシダーゼ活性を３％Ｈ２Ｏ２で
クエンチし、次に、抗体希釈剤（Ｕｌｔｉｖｕｅ、マサチューセッツ州ケンブリッジ）を
用いて室温で１５分間ブロックした。核酸バーコードにコンジュゲートされ且つ抗体希釈
液で希釈された４つの異なる１次抗体（抗ＣＤ８、抗ＣＤ６８、抗ＰＤ－Ｌ１、及び抗Ｃ
Ｋ）の混合物を、組織試料と共に室温で３０分間インキュベートした。試料を、ＢＯＮＤ
洗浄液（Ｌｅｉｃａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）で洗浄し、次に、前増幅ミックス（Ｕｌｔ
ｉｖｕｅ）と共に室温で１０分間インキュベートし、続いて、さらなる洗浄ステップを行
った。試料を増幅液（Ｕｌｔｉｖｕｅ）と共に１５～２０分間インキュベートし、次に、
洗浄した。抗ＣＤ８抗体コンジュゲートに相補的な且つジスルフィド結合でＨＲＰ酵素に
連結されている核酸プローブ鎖の第１のセットを、試料に添加し、１５分間パートナー鎖
にイブリダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗浄ステップで除去した。Ａｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）４８８チラミド試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標））の使
用液を、パッケージの指示に従って組織試料に適用して、ＣＤ８標的を標識した。１分間
トリス緩衝液中のＴＣＥＰ溶液を添加することにより、試料の核酸プローブ鎖の第１のセ
ットに連結されているＨＲＰ酵素を不活化した。第１ラウンドのＣＡＲＤと関連するＨＲ
Ｐ酵素の不活化後に、ジスルフィド結合でＨＲＰ酵素に連結されている、抗ＣＤ６８抗体
コンジュゲートに相補的な核酸プローブ鎖の第２のセットを試料に添加し、パートナー鎖
にハイブリダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗浄ステップで除去した。Ａ
ｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５５５チラミド試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の使用液を
、パッケージの指示に従って組織試料に適用して、ＣＤ６８標的を標識した。１分間トリ
ス緩衝液中のＴＣＥＰ溶液を添加することにより、試料の核酸プローブ鎖の第２のセット
に連結されているＨＲＰ酵素を不活化した。第２ラウンドのＣＡＲＤと関連するＨＲＰ酵
素の不活化後に、ジスルフィド結合でＨＲＰ酵素に連結されている、抗ＰＤ－Ｌ１抗体コ
ンジュゲートに相補的な核酸プローブ鎖の第３のセットを試料に添加し、パートナー鎖に
ハイブリダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗浄ステップで除去した。Ａｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）６４７チラミド試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の使用液を、
パッケージの指示に従って組織試料に適用して、ＰＤ－Ｌ１標的を標識した。１分間トリ
ス緩衝液中のＴＣＥＰ溶液を添加することにより、試料の核酸プローブ鎖の第３のセット
に連結されているＨＲＰ酵素を不活化した。第３ラウンドのＣＡＲＤと関連するＨＲＰ酵
素の不活化後に、ジスルフィド結合でＨＲＰ酵素に連結されている、抗ＣＫ抗体コンジュ
ゲートに相補的な核酸プローブ鎖の第４のセットを試料に添加し、パートナー鎖にハイブ
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リダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗浄ステップで除去した。Ａｌｅｘａ
　Ｆｌｕｏｒ（商標）７５０チラミド試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の使用液を、パッケ
ージの指示に従って組織試料に適用して、ＣＫ標的を標識した。核対比染色をスライドに
施し、試料にカバースリップをかけ、蛍光顕微鏡でイメージングした。
【０１５５】
　図７は、ＣＤ８、ＣＤ６８、ＰＤ－Ｌ１、及びＣＫの４つの標的が、それぞれの蛍光レ
ポーターの逐次的沈着を使用して正常に標識されたことを示す。ボックスＡは、例示的な
標識されたＣＤ８の位置；標識されたＣＤ６８のボックスＢ；標識されたＰＤ－Ｌ１のボ
ックスＣ；標識されたＣＫのボックスＤを示す。
【０１５６】
実施例２．周期的沈着のためのＨＲＰの不活化
　ＨＲＰベースの酵素反応を使用して、標識の周期的沈着を達成するために、ＨＲＰ酵素
は、連続する沈着ラウンドの間に、除去または不活化する必要がある。ＨＲＰ酵素は、加
熱もしくはｐＨベースの変性を介して不活化されても、不安定なリンカーを介して試料か
ら切断されてもよい（図４Ａ）。この例では、いかなる不安定なリンカーもない状態で、
還元剤を使用して、ＨＲＰ酵素を不活化した（図４Ｂ）。
【０１５７】
　ＦＦＰＥ組織スライドを６０℃で３０分間ベークし、次に、脱ろうし、ＢＯＮＤ　ＲＸ
自動染色装置（Ｌｅｉｃａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）でＢＯＮＤエピトープ回収液２（Ｌ
ｅｉｃａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いて、抗原を回収した。後続のステップのために
、スライドをＢＯＮＤ　ＲＸから取り出した。３％のＨ２Ｏ２を使用して、内因性ペルオ
キシダーゼ活性を２０分間クエンチし、ＰＢＳで洗浄し、次に、抗体希釈液（Ｕｌｔｉｖ
ｕｅ、マサチューセッツ州ケンブリッジ）を用いて室温で１５分間ブロックした。核酸バ
ーコードにコンジュゲートされた（実施例１の）１次抗体を、抗体希釈剤中で希釈し、組
織試料と共に室温で１時間インキュベートした。試料を洗浄し、前増幅ミックス（Ｕｌｔ
ｉｖｕｅ）と共に室温で２５分間インキュベートし、続いて、さらなる洗浄ステップを行
った。試料を増幅液（Ｕｌｔｉｖｕｅ）と共に３０℃で１５分間インキュベートし、次に
、ＰＢＳで洗浄した。ＨＲＰ酵素（ジスルフィド架橋なし）に連結されている抗体がコン
ジュゲートされた核酸バーコードの１つと相補的な核酸プローブ鎖の第１のセットを、試
料に添加し、パートナー鎖にハイブリダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗
浄ステップで除去した。ＨＲＰを不活化するために、組織スライドをＴＣＥＰ溶液に５分
間さらすか、または対照としてのＴｒｉｓ緩衝液にさらした。Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（
商標）６４７チラミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の使用液を、全てのスライドに添加し、
室温で１０分間インキュベートし、ＰＢＳで洗い流した。最後に、スライドを核対比染色
で染色し、洗浄し、カバースリップをかけた。スライドを蛍光顕微鏡でイメージングした
。
【０１５８】
　図８Ａ～８Ｂは、チラミド試薬の沈着前にＴＣＥＰ溶液で処理された試料がチラミド沈
着をもたらさなかったが、チラミド試薬はＴＣＥＰに曝露されなかった対照試料でうまく
沈着したことを示す。この驚くべき結果は、ＴＣＥＰ溶液がＨＲＰ酵素を不活化したこと
を示す。
【０１５９】
実施例３．ＨＲＰサイクリングによる結合ペアの沈着
　ＦＦＰＥ組織スライドをベークし、次に、後続の全ステップのために、ＢＯＮＤ　ＲＸ
自動染色装置（Ｌｅｉｃａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）にロードした。スライドを脱ろうし
、ＢＯＮＤエピトープ回収液２（Ｌｅｉｃａ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して、抗原
を回収した。３％Ｈ２Ｏ２を使用して内因性ペルオキシダーゼ活性をクエンチし、次に、
抗体希釈剤（Ｕｌｔｉｖｕｅ、マサチューセッツ州ケンブリッジ）を用いて室温で１５分
間ブロックした。核酸バーコードにコンジュゲートされ且つ抗体希釈液で希釈された４つ
の異なる１次抗体（抗ＣＤ８、抗ＣＤ６８、抗ＰＤ－Ｌ１、及び抗ＣＫ）の混合物を、組
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織試料と共に室温で３０分間インキュベートした。次に、試料を洗浄し、前増幅ミックス
（Ｕｌｔｉｖｕｅ）と共に室温で１０分間インキュベートし、続いて、さらなる洗浄ステ
ップを行った。試料を増幅液（Ｕｌｔｉｖｕｅ）と共に１５～２５分間インキュベートし
、次に、洗浄した。抗ＣＤ８抗体コンジュゲートに相補的な且つジスルフィド結合でＨＲ
Ｐ酵素に連結されている核酸プローブ鎖の第１のセットを、試料に添加し、１５分間パー
トナー鎖にイブリダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗浄ステップで除去し
た。フェノールＨＲＰ反応性基質（図６）に連結されている核酸バーコードの使用液を組
織試料に適用して、ＣＤ８標的の部位にさらなる核酸バーコードを沈着させた（例えば、
図５に示される）。１分間トリス緩衝液中のＴＣＥＰ溶液を添加することにより、試料の
核酸プローブ鎖の第１のセットに連結されているＨＲＰ酵素を不活化した。第１ラウンド
のＣＡＲＤと関連するＨＲＰ酵素の不活化後に、ジスルフィド結合でＨＲＰ酵素に連結さ
れている、抗ＣＤ６８抗体コンジュゲートに相補的な核酸プローブ鎖の第２のセットを試
料に添加し、パートナー鎖にハイブリダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗
浄ステップで除去した。フェノールＨＲＰ反応性基質に連結されている核酸バーコードの
使用液を組織試料に適用して、ＣＤ６８標的の部位にさらなる核酸バーコードを沈着させ
た。１分間トリス緩衝液中のＴＣＥＰ溶液を添加することにより、試料の核酸プローブ鎖
の第２のセットに連結されているＨＲＰ酵素を不活化する。第２ラウンドのＣＡＲＤと関
連するＨＲＰ酵素の不活化後に、ジスルフィド結合でＨＲＰ酵素に連結されている、抗Ｐ
Ｄ－Ｌ１抗体コンジュゲートに相補的な核酸プローブ鎖の第３のセットを試料に添加し、
パートナー鎖にハイブリダイズさせる。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗浄ステップで
除去した。フェノールＨＲＰ反応性基質に連結されている核酸バーコードの使用液を組織
試料に適用して、ＰＤ－Ｌ１標的の部位にさらなる核酸バーコードを沈着させた。１分間
トリス緩衝液中のＴＣＥＰ溶液を添加することにより、試料の核酸プローブ鎖の第３のセ
ットに連結されているＨＲＰ酵素を不活化した。第３ラウンドのＣＡＲＤと関連するＨＲ
Ｐ酵素の不活化後に、ジスルフィド結合でＨＲＰ酵素に連結されている、抗ＣＫ抗体コン
ジュゲートに相補的な核酸プローブ鎖の第４のセットを試料に添加し、パートナー鎖にハ
イブリダイズさせた。未結合のＨＲＰ結合型プローブを洗浄ステップで除去した。フェノ
ールＨＲＰ反応性基質に連結されている核酸バーコードの使用液を組織試料に適用して、
ＣＫ標的の部位にさらなる核酸バーコードを沈着させた。試料を洗浄し、核酸バーコード
に相補的な蛍光標識プローブ鎖の混合物を試料にハイブリダイズさせた。未結合の蛍光標
識プローブ鎖を除去し、核対比染色をスライドに施した。試料にカバースリップをかけ、
蛍光顕微鏡でイメージングした。
【０１６０】
　図９は、ＣＤ８、ＣＤ６８、ＰＤ－Ｌ１、及びＣＫの４つの標的が、それぞれの蛍光レ
ポーターの逐次的沈着を使用して正常に標識されたことを示す。ボックスＡは、例示的な
標識されたＣＤ８の位置；標識されたＣＤ６８のボックスＢ；標識されたＰＤ－Ｌ１のボ
ックスＣ；標識されたＣＫのボックスＤを示す。
【０１６１】
実施例４．追加の実施形態
　以下の番号が付された条項は、本明細書の実施形態に対する追加のサポート及び説明を
提供する。
【０１６２】
　条項１。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
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　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記酵素が、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されている
）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
た基質からなる基質コンジュゲートと接触させること（前記基質及び検出可能標識が、任
意に第３の放出型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、前記結合型酵素を放出すること、
　（８）前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること、ならび
に
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【０１６３】
　条項２。ステップ（５）において、前記検出可能に標識された基質からなる前記基質コ
ンジュゲートが、前記酵素と反応して、活性化基質コンジュゲートを形成し、前記活性化
基質コンジュゲートが、前記活性化基質コンジュゲートに対する受容体に結合する、条項
１に記載の方法。
【０１６４】
　条項３。前記活性化基質コンジュゲートに対する前記受容体が、固体支持体上に固定化
されて、前記検出可能標識の前記沈着が生じる、条項２に記載の方法。
【０１６５】
　条項４。さらに、（１０）任意に、前記第３の放出型リンカーを放出することにより、
ステップ（８）の後に、前記結合型検出可能標識を放出すること、及び、任意にステップ
（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返すことを含む、条項１に記載の方
法。
【０１６６】
　条項５。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの第
１のメンバーと接触させること（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たさ
れる：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記結合ペアの前記第１のメンバーが、第２の放出型リンカーで前記相補的
な核酸鎖に連結されている）
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの未結合の第１のメンバーを
除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、任意に第３の放出型
リンカーで酵素に連結されている前記結合ペアの第２のメンバーと接触させること、及び
、任意に、前記酵素に連結されている前記結合ペアの未結合の第２のメンバーを除去する
こと、
　（６）ステップ（５）の前記試料を、標識された基質からなる基質コンジュゲートと接
触させること（前記基質及び標識が、任意に、第４の放出型リンカーで連結されている）
、
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　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、前記結合ペアの前記結合型第１または第２のメンバーを放出すること、
　（９）前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること、ならび
に
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返すこと
、
を含む、前記方法。
【０１６７】
　条項６。さらに、（１１）任意に、前記標識及び前記基質間の前記第３の放出型リンカ
ーを切断することにより、ステップ（９）の後に、前記結合型検出可能標識を放出するこ
と、ならびに、任意に、ステップ（１）～（１１）またはその任意のサブセットを繰り返
すことを含む、条項５に記載の方法。
【０１６８】
　条項７。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記酵素が、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されている
）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、核酸鎖結合型基質か
らなる基質コンジュゲートと接触させること（前記基質及び核酸鎖が、任意に第３の放出
型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、前記結合型酵素を放出すること、
　（８）ステップ（５）または任意にステップ（６）～（７）の前記試料を、任意に第４
の放出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識と接触させること（前記
核酸鎖が、ステップ（５）の前記核酸鎖に対する特異的結合ペアメンバーである）、
　（９）任意に、前記結合型標識を検出するために前記試料をイメージングすること、
　（１０）任意に、ステップ（５）または任意にステップ（８）または任意にステップ（
５）及び（８）の前記放出型リンカーを放出することにより、ステップ（８）の前記結合
型標識を放出すること、ならびに
　（１１）任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返すこ
と、
を含む、前記方法。
【０１６９】
　条項８。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つの標的特異的結合パート
ナーと接触させること、を含み、前記標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されて
おり、さらに前記方法が、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）前記試料を、前記標的特異的結合パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補
的な、前記西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）酵素結合型核酸鎖と接触させること、
　（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
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　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記ＨＲＰが、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されてい
る）、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
たフェノール含有基質からなる基質コンジュゲートと接触させること（前記基質及び前記
検出可能標識が、任意に第３の放出型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質を除去すること、
　（７）前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること、
　（８）任意に、前記結合型検出可能標識を放出すること、ならびに
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【０１７０】
　条項９。ステップ（５）の後、前記フェノール部分が、活性化状態に酵素的に変換され
て、前記標識の前記沈着が生じる、条項８の方法。
【０１７１】
　条項１０。前記放出型リンカーが、少なくとも１つのジスルフィド結合、エステル、ビ
シナルジオール、スルホン、及び光切断可能なリンカーを含む、条項１～９のいずれか１
項に記載の方法。
【０１７２】
　条項１１。前記酵素が、オキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ、リアーゼ、トランスフ
ェラーゼ、イソメラーゼ、及びリガーゼから選択される、条項１～１０のいずれか１項に
記載の方法。
【０１７３】
　条項１２。前記酵素が、ペルオキシダーゼ、オキシダーゼ、ホスファターゼ、エステラ
ーゼ、及びグリコシダーゼから選択される、条項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【０１７４】
　条項１３。前記酵素が、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、アル
カリホスファターゼ、及びβ－ガラクトシダーゼから選択される、条項１２に記載の方法
。
【０１７５】
　条項１４。前記酵素が、西洋ワサビペルオキシダーゼである、条項１３に記載の方法。
【０１７６】
　条項１５。前記結合ペアが、免疫型または非免疫型である、条項１～１４のいずれか１
項に記載の方法。
【０１７７】
　条項１６。前記免疫型結合ペアが、抗原－抗体及びハプテン－抗ハプテンから選択され
る、条項１５に記載の方法。
【０１７８】
　条項１７。前記結合ペアの前記抗体メンバーが、ポリクローナル、モノクローナル、ま
たはそれらの免疫反応性フラグメントである、条項１６に記載の方法。
【０１７９】
　条項１８。前記非免疫型結合ペアが、ビオチン－アビジン、ビオチン－ストレプトアビ
ジン、及び相補的なプローブ核酸葉酸－葉酸塩結合タンパク質から選択される、条項１５
に記載の方法。
【０１８０】
　条項１９。前記非免疫型結合ペアが、スルフヒドリル反応性基（例えば、マレイミド及
びハロアセチル誘導体）、アミン反応性基（例えば、イソチオシアナート、スクシンイミ
ジルエステル、スルホニルハロゲン化物、クリックケミストリー）、ならびにカプラー染
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料（例えば、３－メチル－２－ベンゾチアゾリノンヒドラゾン（ＭＢＴＨ）及び３－（ジ
メチル－アミノ）安息香酸（ＤＭＡＢ））を介して共有結合を形成する、条項１８に記載
の方法。
【０１８１】
　条項２０。前記検出可能標識が、酵素、放射性同位体、蛍光性、化学発光、及び電気化
学物質から選択される、条項１～１９のいずれか１項に記載の方法。
【０１８２】
　条項２１。前記酵素が、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）であり、前記基質が、
フェノール基質である、条項１～２０のいずれか１項の方法。
【０１８３】
　条項２２。前記酵素が、加水分解酵素であり、前記基質が、エステル、アミド、または
グリコシド基質である、条項１～２１のいずれか１項に記載の方法。
【０１８４】
　条項２３。組成物であって、
　（１）複数の標的特異的結合パートナーに結合している試料（各結合パートナーが、核
酸鎖に結合しており）、
　（２）前記標的特異的結合パートナーに結合している前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に対
する酵素、
　（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記酵素が、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されている
）、ならびに
　（３）検出可能に標識された基質からなる基質コンジュゲート（前記基質及び標識が、
任意に第３の放出型リンカーで連結されている）を含む、前記組成物。
【０１８５】
　条項２４。組成物であって、
　（１）複数の標的特異的結合パートナーに結合している試料（各結合パートナーが、核
酸鎖に結合しており）、
　（２）（ｉ）前記標的特異的結合パートナーに結合している前記核酸鎖に相補的な核酸
鎖に連結されている第１のメンバー、及び
　　（ｉｉ）酵素に連結されている第２のメンバー、を含む結合ペア
　（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
　　（ｉｉ）前記結合ペアの前記第１のメンバーが、第２の放出型リンカーで前記相補的
な核酸鎖に連結されている）、ならびに、
　（３）検出可能に標識された基質からなる基質コンジュゲート（前記基質及び標識が、
任意に第３の放出型リンカーで連結されている）、を含み、
　前記結合ペアの前記第２のメンバーが、第４の放出型リンカーで前記酵素に連結されて
いる、前記組成物。
【０１８６】
　条項２５。組成物であって、
　（１）複数の標的特異的結合パートナーに結合している試料（各結合パートナーが、核
酸鎖に結合しており）、
　（２）前記標的特異的結合パートナーに結合している前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連
結されている酵素
　（以下の（ｉ）もしくは（ｉｉ）またはその両方が満たされる：
　　（ｉ）前記核酸鎖が、第１の放出型リンカーで前記標的特異的結合パートナーに連結
されている、及び
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　　（ｉｉ）前記酵素が、第２の放出型リンカーで前記相補的な核酸鎖に連結されている
）、ならびに
　（３）核酸鎖結合型基質からなる基質コンジュゲート（前記基質及び核酸鎖が、任意に
第３の放出型リンカーで連結されている）
　（４）任意に第４の放出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識（（
４）の前記核酸鎖が、（３）の前記核酸鎖に特異的結合ペアのメンバーである）
を含む、前記組成物。
【０１８７】
　条項２６。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
た基質からなる基質コンジュゲートと接触させること（前記基質及び検出可能標識が、任
意に放出型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、前記結合型酵素を不活化すること、
　（８）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、ならびに
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）またはその任意のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【０１８８】
　条項２７。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの第
１のメンバーと接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている結合ペアの未結合の第１のメンバーを
除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、酵素に連結されてい
る前記結合ペアの第２のメンバーと接触させること、及び、任意に、前記酵素に連結され
ている前記結合ペアの未結合の第２のメンバーを除去すること、
　（６）ステップ（５）の前記試料を、標識された基質からなる基質コンジュゲートと接
触させること（前記基質及び標識が、任意に放出型リンカーで連結されている）、
　（７）任意に、未結合の基質コンジュゲートを除去すること、
　（８）任意に、前記結合型酵素を不活化すること、
　（９）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、ならびに
　（１０）任意に、ステップ（１）～（９）またはその任意のサブセットを繰り返すこと
、を含む、前記方法。
【０１８９】
　条項２８。さらに、（１１）任意に、前記標識及び前記基質間の前記放出型リンカーを
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切断することにより、ステップ（９）の後に、前記結合型検出可能標識を放出すること、
ならびに、任意に、ステップ（１）～（９）及び（１１）のうちのいずれかを繰り返すこ
と、を含む、条項２７に記載の方法。
【０１９０】
　条項２９。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（１）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つ以上の標的特異的結合パ
ートナーと接触させること（各標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されており、
特異性が異なる標的特異的結合パートナーが、異なる核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）ステップ（１）または任意にステップ（２）の前記試料を、前記標的特異的結合
パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補的な核酸鎖に連結されている酵素と接触さ
せること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、核酸鎖結合型基質か
らなる基質コンジュゲートと接触させること（前記基質及び核酸鎖が、任意に第１の放出
型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合基質コンジュゲートを除去すること、
　（７）任意に、前記結合型酵素を不活化すること、
　（８）ステップ（５）または任意にステップ（６）～（７）の前記試料を、任意に第２
の放出型リンカーで連結されている、核酸鎖結合型検出可能標識と接触させること（前記
核酸鎖が、ステップ（５）の前記核酸鎖に対する特異的結合ペアメンバーである）、
　（９）任意に、前記結合型標識を検出するために前記試料をイメージングすること、
　（１０）任意に、ステップ（５）または任意にステップ（８）または任意にステップ（
５）及び（８）の前記リンカーを放出することにより、ステップ（８）の前記結合型標識
を放出すること、ならびに
　（１１）任意に、ステップ（１）～（１０）またはその任意のサブセットを繰り返すこ
と、
を含む、前記方法。
【０１９１】
　条項３０。１つ以上の標的の存在について試料を試験するための方法であって、
　（1）１つ以上の標的の存在について試験される試料を、１つの標的特異的結合パート
ナーと接触させること（前記標的特異的結合パートナーが、核酸鎖に連結されている）、
　（２）任意に、未結合の標的特異的結合パートナーを除去すること、
　（３）前記試料を、前記標的特異的結合パートナーに連結されている前記核酸鎖に相補
的なＨＲＰ結合核酸鎖と接触させること、
　（４）任意に、相補的な核酸鎖に連結されている未結合の酵素を除去すること、
　（５）ステップ（３）または任意にステップ（４）の前記試料を、検出可能に標識され
たフェノール含有基質からなる基質コンジュゲートと接触させること（前記基質及び前記
検出可能標識が、任意に放出型リンカーで連結されている）、
　（６）任意に、未結合の基質を除去すること、
　（７）任意に、前記試料をイメージングして、前記結合型検出可能標識を検出すること
、
　（８）任意に、前記ＨＲＰを不活化すること、ならびに
　（９）任意に、ステップ（１）～（８）のサブセットを繰り返すこと、
を含む、前記方法。
【０１９２】
　条項３１。前記酵素が、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、トリス（２－カルボキシエチ
ル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）、還元型グルタチオン、過酸化物、シアン化物、フッ化物、
またはアジドを使用して不活化される、条項２６～３０のいずれか１項に記載の方法。
【０１９３】
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均等物
　上述の書面による明細書は、当業者が実施形態を実施することを可能にするのに十分で
あると考えられる。上述の説明及び実施例は、特定の実施形態を詳述し、本発明者らによ
り企図される最良の方法を記載する。しかし、上述のものが、いかに詳細にテキストで表
され得るとしても、実施形態は、多くの方法で実施されてもよく、添付の特許請求の範囲
及びその任意の均等物に従って解釈されるべきであることが、理解されるであろう。
【０１９４】
　本明細書で使用される場合、約という用語は、明示的に示されているか否かに関わらず
、例えば、整数、分数、及び割合を含む数値を指す。約という用語は一般に、当業者が列
挙した値と同等と考える（例えば、同じ機能または結果を有する）数値の範囲（列挙され
た範囲の例えば、＋／－５～１０％）を指す。少なくとも及び約などの用語が、数値また
は範囲の一覧に先行する場合、用語は、一覧に提示される数値または範囲の全てを修飾す
る。一部の場合では、約という用語には、有効数字に四捨五入される数値を含んでもよい
。

【図１】 【図２】
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