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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　切断点に関連した染色体転座についてサンプルを分析するための方法であって、
　－　切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成され
た第一配列を含む第一核酸プローブ、
　－　切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成され
た第二配列を含む第二核酸プローブ、及び
　－　切断点に隣接したゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成された第三配列を
含む第三核酸プローブ
とサンプルを接触させ、
　サンプル中でゲノムＤＮＡにハイブリダイズするためにプローブに適した条件を確立し
、
　第一核酸プローブに関連した第一シグナル、第二核酸プローブに関連した第三シグナル
、及び第三核酸プローブに関連した第二シグナルを検出することによりプローブのハイブ
リダイゼーションを検出し、
　サンプルの順序と配向とは第一シグナル、第二シグナル、及び第三シグナルの配置であ
る、サンプルの順序と配向を同定し、及び
　サンプルの順序と配向を、対照の順序と配向と比較することを含む方法。
【請求項２】
　第三配列は、切断点に対して５’に隣接したゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように
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構成され、そしてサンプルの順序と配向を、対照の順序と配向と比較することは、サンプ
ルの順序と配向が、対照の順序と配向と比較した場合に第一シグナルと第三シグナルの逆
転を含むかどうかを確立することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　第三配列は、切断点に対して３’に隣接したゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように
構成され、そしてサンプルの順序と配向を、対照の順序と配向と比較することは、サンプ
ルの順序と配向が、対照の順序と配向と比較した場合に第二シグナルと第三シグナルの逆
転を含むかどうかを確立することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　第三配列は、切断点に対して５’及び３’の両方に位置する切断点に隣接したゲノムＤ
ＮＡにハイブリダイズするように構成され、そしてサンプルの順序と配向を、対照の順序
と配向と比較することは、サンプルの順序と配向が、対照の順序と配向と比較した場合に
第一シグナル又は第二シグナルのどちらかと第三シグナルとの逆転を含むかどうかを確立
することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　－　切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成され
た第一配列を含む第一核酸プローブ、
　－　切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成され
た第二配列を含む第二核酸プローブ、及び
　－　切断点に隣接したゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成された第三配列を
含む第三核酸プローブ
と対照サンプルを接触させ、
　対照中でゲノムＤＮＡにハイブリダイズするためにプローブに適した条件を確立し、及
び
　第一核酸プローブに関連した第一シグナル、第二核酸プローブに関連した第三シグナル
、及び第三核酸プローブに関連した第二シグナルを検出することによりプローブのハイブ
リダイゼーションを検出する
ことを含み、切断点に関連した染色体転座を欠いていることが知られる対照サンプルを分
析することにより対照の順序と配向を決定することを更に含む請求項１～４の何れか一項
に記載の方法。
【請求項６】
　核酸プローブは、検出可能な部分で標識されたＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、ＬＮＡ及びこ
れらの組み合わせからなる群から選択される核酸を含み、検出可能な部分は、ハプテン、
酵素、蛍光分子、発光分子、及び放射性分子からなる群から選択される、請求項１～５の
何れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　検出可能な部分はハプテンであり、第一、第二及び第三核酸プローブは、それぞれ異な
る第一、第二及び第三ハプテンで標識され、任意で、異なる第一、第二および第三ハプテ
ンは、ビオチン、２，４－ジニトロフェニル（ＤＮＰ）、フルオレセイン誘導体、ジゴキ
シゲニン（ＤＩＧ）、５－ニトロ－３－ピラゾールカルバミド（ニトロピラゾール、ＮＰ
）、４，５，－ジメトキシ－２－ニトロシンナミド（ニトロシンナミド、ＮＣＡ）、２－
（３，４－ジメトキシフェニル）－キノリン－４－カルバミド（フェニルキノロン、ＤＰ
Ｑ）、２，１，３－ベンゾオキサジアゾール－５－カルバミド（ベンゾフラザン、ＢＦ）
、３－ヒドロキシ－２－キノキサリンカルバミド（ヒドロキシキノキサリン、ＨＱ）、４
－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４’－スルホンアミド（ＤＡＢＳＹＬ）、ロテノン
イソキサゾリン（Ｒｏｔ）、（Ｅ）－２－（２－（２－オキソ－２，３－ジヒドロ－１Ｈ
－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン－４－イル）フェノキシ）アセトアミド（ベンゾジ
アゼピン、ＢＤ）、７－（ジエチルアミノ）－２－オキソ－２Ｈ－クロメン－３－カルボ
ン酸（クマリン　３４３、ＣＤＯ）、２－アセトアミド－４－メチル－５－チアゾールス
ルホンアミド（チアゾールスルホンアミド、ＴＳ）、及びｐ－メトキシフェニルピラゾポ
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ドフィルアミド（Ｐｏｄｏ）からなる群から選択される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　検出することが、第一、第二、及び第三ハプテンにそれぞれ特異的である第一、第二及
び／又は第三抗体とサンプルとを接触させることを含み、又は検出することが、抗ハプテ
ン認識及び酵素的シグナル増幅を用いて、第一ハプテン、第二ハプテン及び第三ハプテン
を検出することを更に含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズするように構成
された配列を有する第一核酸プローブ、
　切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズするように構成
された配列を有する第二核酸プローブ、及び
　切断点に隣接したＤＮＡの一部分にハイブリダイズするように構成された配列を有する
第三核酸プローブ
を含む、切断点に関連した染色体転座についてサンプルを分析するためのキット。
【請求項１０】
　第三核酸プローブは、切断点の５’側と３’側の両方で切断点に隣接してまたいでいる
ＤＮＡの一部分にハイブリダイズするように構成される配列を有する、請求項９に記載の
キット。
【請求項１１】
　第一、第二、及び第三核酸プローブは、第一、第二、及び第三ハプテンでハプテン化さ
れ、キットが第一、第二、及び第三ハプテンの視覚化を可能にするように構成された検出
試薬を更に含む、請求項９に記載のキット。
【請求項１２】
　検出試薬は、第一、第二、及び第三ハプテンの明視野可視化を可能にするように構成さ
れた発色検出試薬である、請求項１１に記載のキット。
【請求項１３】
　患者から単離されたサンプル中のゲノムＤＮＡが切断点に関連した染色体転座を持つか
どうかを判定するための方法であって、
　サンプル中でゲノムＤＮＡにハイブリダイズするためにプローブに適した条件下で、サ
ンプルを一連の核酸プローブと接触させ、その一連は、切断点に関連した染色体転座の欠
損下において、その一連が第一の順序と配向に従ってサンプル中でゲノムＤＮＡにハイブ
リダイズするように、及び、切断点に関連した染色体転座の存在下において、その一連が
異なる順序と配向に従ってサンプルにハイブリダイズするように選択され、
　サンプル中でゲノムＤＮＡにハイブリダイズしたその一連の核酸プローブの順序と配向
を検出することを含み、ここで、第一の順序と配向を検出することは、サンプル中のゲノ
ムＤＮＡが切断点に関連した染色体転座を持たないとする判定を提供する
ことを含む方法。
【請求項１４】
　第一の順序と配向は、染色体に沿って長軸方向に配置された３つのシグナルの予め決め
られた連続である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　検出は、明視野画像を用いて視覚化される発色性検出試薬を用いることを含む、請求項
１３又は１４に記載の方法。
【請求項１６】
　請求項１３～１５の何れか一項に記載の方法を含む、患者における切断点に関連した染
色体転座に関連した疾患を診断するために用いられる、データの収集方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、染色体転座を分析するためのシステムおよび方法に関し、特にインサイツハ
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イブリダイゼーションによる染色体転座の解析に関する。
【背景技術】
【０００２】
　罹患した生物から採取した組織又は細胞サンプルの解釈に基づいた、疾患の診断、予後
、及び治療の決定は、過去数年間で飛躍的に拡大している。従来の組織学的染色技術及び
免疫組織化学的アッセイに加えて、インサイツハイブリダイゼーション及びインサイツポ
リメラーゼ連鎖反応などの原位置技法は、現在ヒトの疾患状態の診断を支援するために使
用される。従って、細胞形態のみならす細胞及び組織内の特定の巨大分子の存在をも評価
することができる様々な技術が存在する。
【０００３】
　例えば発色性インサイツハイブリダイゼーション（ＣＩＳＨ）などの分子細胞遺伝学的
技術は、染色体の目視評価（核型解析）を分子技術と組み合わせている。分子細胞遺伝学
的方法は、細胞内における核酸プローブとその相補的核酸とのハイブリダイゼーションに
基づいている。特定の染色体領域のためのプローブは、（例えば組織サンプル中における
）中期染色体上又は間期核内においてその相補的配列を認識し、ハイブリダイズするであ
ろう。プローブは、様々な診断及び研究目的のために開発されてきた。
【０００４】
　配列プローブは、特定の染色体領域又は遺伝子の単一コピーのＤＮＡ配列にハイブリダ
イズする。これらは、目的の症候群又は病気に関連付けられた、染色体の決定的な領域又
は遺伝子を識別するために使用されるプローブである。
【０００５】
　中期染色体では、そのようなプローブは、各染色分体にハイブリダイズし、通常、染色
体ごとに２つの小さな別個のシグナルを与える。
【０００６】
　配列プローブのハイブリダイゼーション、例えば、反復枯渇プローブ又は独特な配列プ
ローブ（例えば米国特許出願公開第２０１１／０１６００７６号を参照）は、例えば微小
欠失症候群、染色体転座、遺伝子増幅及び異数性症候群などの構成的遺伝子異常、腫瘍性
疾患並びに病原体感染を含む多くの疾患や症候群に関連付けられている染色体異常の検出
を可能とした。最も一般的なこれらの技術は、顕微鏡スライド上の標準的な細胞遺伝学的
調製物に適用される。更に、これらの手順は、ホルマリン固定パラフィン包埋組織、血液
又は骨髄塗抹標本、及び直接固定された細胞又は他の核分離物のスライドに使用すること
ができる。
【０００７】
　これらのアッセイから得られた情報が、患者の病気を診断し、病気に罹患した患者の予
後を決定し、また、疾患を持つ患者のための治療の治療コースを決定するために使用する
ことができる。多くの場合、特定のマーカーの存在は、薬剤の予測される有効性と関連付
けることができる。
【０００８】
　非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）は、悪性（癌）細胞が肺の組織に形成される疾患である。
ＮＳＣＬＣは、実は、癌で見つかった細胞の種類、及び細胞の顕微鏡下での外見にちなん
で名付けられる肺癌のグループである。非小細胞肺癌の３つの主要な型は、扁平上皮癌、
大細胞癌、及び腺癌である。ＮＳＣＬＣは肺癌の最も一般的な種類である。
【０００９】
　扁平上皮癌は、魚のうろこのように見える薄い、平らな細胞である扁平上皮細胞におい
て始まる癌である。これは、類表皮癌とも呼ばれる。大細胞癌は、幾つかのタイプの大細
胞において始まり得る癌である。腺癌は、肺胞を覆い、粘液などの物質を作る細胞から始
まる癌である。他のあまり一般的でない型の非小細胞肺癌は、多形性、カルチノイド腫瘍
、唾液腺癌、及び未分類の癌である。
【００１０】
　喫煙、パイプ、又は葉巻はＮＳＣＬＣの最も一般的な原因である。ヒトは人生で早期に
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喫煙を始めるほど、ヒトはより頻繁に喫煙し、ヒトはより多年にわたり喫煙し、より多く
のリスクを伴う。ヒトは喫煙をやめた場合には、年が経つにつれてリスクはより低くなる
。
【００１１】
　非小細胞肺癌を検出し、診断し、病期分類する手順及び検査はしばしば同時に行われる
。以下のような検査及び手順が一般的に使用される：胸部Ｘ線；ＣＢＣ、がん細胞を探す
ために喀痰検査；骨のスキャン；胸部ＣＴスキャン；胸部のＭＲＩ；陽電子放射断層撮影
法（ＰＥＴ）スキャン；及び胸腔穿刺。幾つかの場合において、生検が採取され、分析さ
れる。生検により肺癌の存在が明らかになった場合には、複数の撮像検査が、癌のステー
ジを決定するために行われる。ステージは、腫瘍の大きさと、それが拡がっている程度に
関する。非小細胞肺癌は５つの段階に分けられる：ステージ０－癌は、肺の内層を越えて
転移していない；ステージＩ－癌は小さく、リンパ節には未だ転移していない；ステージ
ＩＩ－癌は元の腫瘍近傍の幾つかのリンパ節に転移している；ステージＩＩＩ－癌は近く
の組織又は遠くのリンパ節に転移している；ステージＩＶ－癌は身体の多の臓器、例えば
他の肺、脳又は肝臓に転移している。
【００１２】
　非小細胞肺癌の多くの異なるタイプの処置がある。処置は癌の病期によって異なる。手
術は、多くの場合、近くのリンパ節を越えて転移していない非小細胞肺癌患者の第１選択
の治療法である。外科医は除去することができる：肺のローブの一つ（肺葉切除）、肺の
ごく一部（楔状または区域の除去）、全体の肺（肺全摘）。一部の患者は、化学療法を必
要とする。化学療法は癌細胞を死滅させる薬を使用し、新たなものの増殖を停止する。癌
が転移している時に（ステージＩＶ）、化学療法単独がしばしば用いられる。
【００１３】
　ある症例では、遺伝子解析が、ＮＳＣＬＣの最善の治療コースを決定するために行われ
る。例えば、ＥＧＦＲ遺伝子の特定の変異を有する患者の一部は、ゲフィチニブなどのＥ
ＧＦＲチロシンキナーゼ阻害剤に応答する。別の事例として、ＥＭＬ４－ＡＬＫ転座を持
つ７％のＮＳＣＬＣは、臨床試験においてＡＬＫ阻害剤からの恩恵を受ける場合がある。
【００１４】
　ブレイク－アパート（Break-apart）プローブシステムが、ＮＳＣＬＣ患者からの組織
の分析のために使用されている。しかし、ＮＳＣＬＣにおいて生じる染色体再配置の性質
に起因して、特に再構成が、反転など同じ染色体の中である場合、偽陽性結果を伴う問題
が生じる可能性がある。これらの事例では、適切にブレイク－アパートプローブの各セッ
トからのシグナルを分離することができない場合がある。シグナルは、再構成が生じてい
ないにもかかわらず、２つの別々のシグナルとして現れることができる。このことは、誤
った結果を得ること及び生検材料の希少性のため、真の問題となる可能性がある。三色系
が染色体分析のために使用されている。例えば、Makretsov et al., Genes, Chromosomes
 and Cancer, 40:152-57 (2004); Martin-Subero, et al., Cancer Res., 66(21):10332-
38 (2006); Yoshimoto et al., Neoplasia 8(6):465-69 (2006); Renne et al., J. Mol.
 Diagnost., 7(3): 352-56 (2005)を参照。しかしながら、これらのシステムの何れもブ
レイク－アパートプローブシステムにおける偽陽性の結果に関連する問題を解決するため
には適用されていない。偽陽性の結果の問題に対処するブレイク－アパートプローブシス
テムは、癌に罹患した患者に利益を提供するであろう。
【発明の概要】
【００１５】
　本開示は、染色体転座を分析するためのシステムおよび方法に関し、特にインサイツハ
イブリダイゼーションによる染色体転座を解析することに関する。
【００１６】
　例示的な実施態様において、切断点に関連付けられている染色体転座に関してサンプル
を分析するための方法は、そのサンプルを、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡ
にハイブリダイズするように構成されている第一配列を含む第一核酸プローブ、切断点に
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対して３’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成されている第二配列
を含む第二核酸プローブ、及び切断点に隣接するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするよう
に構成されている第三配列を含む第三核酸プローブと接触させることを含む。
【００１７】
　本方法は、サンプル中のゲノムＤＮＡにハイブリダイズするためにプローブに適した条
件を確立すること、及び第一核酸プローブに関連した第一シグナル、第二核酸プローブに
関連した第二シグナル、及び第三核酸プローブに関連した第三シグナルを検出することに
よりプローブのハイブリダイゼーションを検出することを更に含む。一実施態様において
、本方法はサンプルの順序と配向を同定することを更に含み、サンプルの順序と配向は、
染色体に沿って長軸方向に配置された、第一シグナル、第二シグナル、及び第三シグナル
の順序である。別の実施態様において、本方法は、サンプルの順序と配向を、対照の順序
と配向と比較することを更に含む。別の実施態様において、対照の順序と配向は、染色体
に沿って長軸方向に配置された、第一シグナル、第二シグナル、及び第三シグナルの順序
であり、ここで染色体は、切断点に関連付けられている染色体転座を欠いていることが知
られている。
【００１８】
　事例的実施態様において、第三配列は、切断点に対して５’で近傍のゲノムＤＮＡにハ
イブリダイズするように構成され、そしてサンプルの順序と配向を、対照の順序と配向と
比較することは、サンプルの順序と配向が、対照の順序と配向と比較した場合に第一シグ
ナルと第三シグナルの逆転を含むかどうかを確立することを含む。一実施態様において、
第三配列は、切断点に対して３’で近傍のゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成
され、そしてサンプルの順序と配向を、対照の順序と配向と比較することは、サンプルの
順序と配向が、対照の順序と配向と比較した場合に第二シグナルと第三シグナルの逆転を
含むかどうかを確立することを含む。別の実施態様において、第三配列は、切断点に対し
て５’及び３’の両方に位置する切断点の近傍のゲノムＤＮＡにハイブリダイズするよう
に構成され、そしてサンプルの順序と配向を、対照の順序と配向と比較することは、サン
プルの順序と配向が、対照の順序と配向と比較した場合に第一シグナル又は第二シグナル
のどちらかと第三シグナルとの逆転を含むかどうかを確立することを含む。
【００１９】
　例示的な実施態様において、本方法は、切断点に関連した染色体転座を欠いていること
を知られている対照を解析することにより対照の順序と配向を決定することを含み、ここ
で、決定することは、その対照を、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡにハイブ
リダイズするように構成されている第一配列を含む第一核酸プローブ、切断点に対して３
’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成されている第二配列を含む第
二核酸プローブ、及び切断点に隣接するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成さ
れている第三配列を含む第三核酸プローブと接触させることを含む。本方法は、対照群中
のゲノムＤＮＡにハイブリダイズするためにプローブに適した条件を確立すること、及び
第一核酸プローブに関連した第一シグナル、第二核酸プローブに関連した第二シグナル、
及び第三核酸プローブに関連した第三シグナルを検出することによりプローブのハイブリ
ダイゼーションを検出することを更に含む。
【００２０】
　例示的実施態様において、核酸プローブは、検出可能な部分で標識されたＲＮＡ、ＤＮ
Ａ、ＰＮＡ、ＬＮＡ及びこれらの組み合わせからなる群から選択される核酸を含む。一実
施態様において、検出可能な部分は、ハプテン、酵素、蛍光分子、発光分子、及び放射性
分子からなる群から選択される。別の実施態様において、検出可能な部分はハプテンであ
り、第一、第二及び第三核酸プローブは、それぞれ異なる第一、第二及び第三ハプテンで
標識される。幾つかの実施態様において、ハプテンは、ビオチン、２，４－ジニトロフェ
ニル（ＤＮＰ）、フルオレセイン誘導体、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、５－ニトロ－３－
ピラゾールカルバミド（ニトロピラゾール、ＮＰ）、４，５，－ジメトキシ－２－ニトロ
シンナミド（ニトロシンナミド、ＮＣＡ）、２－（３，４－ジメトキシフェニル）－キノ
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リン－４－カルバミド（フェニルキノロン、ＤＰＱ）、２，１，３－ベンゾオキサジアゾ
ール－５－カルバミド（ベンゾフラザン、ＢＦ）、３－ヒドロキシ－２－キノキサリンカ
ルバミド（ヒドロキシキノキサリン、ＨＱ）、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４
’－スルホンアミド（ＤＡＢＳＹＬ）、ロテノンイソキサゾリン（Ｒｏｔ）、（Ｅ）－２
－（２－（２－オキソ－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン－
４－イル）フェノキシ（phenozy））アセトアミド（ベンゾジアゼピン、ＢＤ）、７－（
ジエチルアミノ）－２－オキソ－２Ｈ－クロメン－３－カルボン酸（クマリン ３４３、
ＣＤＯ）、２－アセトアミド－４－メチル－５－チアゾールスルホンアミド（チアゾール
スルホンアミド、ＴＳ）、及びｐ－メトキシフェニルピラゾポドフィルアミド（p-Mehtox
yphenylpyrazopodophyllamide）（Ｐｏｄｏ）からなる群から選択される。
【００２１】
　他の例示的実施態様において、本方法は、標識ハプテンに特異的なサンプル抗体を、例
えば、第一ハプテン、第二ハプテン、及び第三ハプテンにそれぞれ特異的な第一抗体、第
二抗体、及び／又は第三抗体抗体と接触させることを含む検出を含む。一実施態様におい
て、検出は、抗ハプテン認識及び酵素的シグナル増幅を用いて、ハプテン（例えば第一ハ
プテン、第二ハプテン及び第三ハプテン）を検出することを更に含む。
【００２２】
　例示的な実施態様において、切断点に関連付けられている染色体転座に関してサンプル
を分析するためのキットは、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡの一部分にハイ
ブリダイズするように構成されている配列を有する第一核酸プローブ、切断点に対して３
’に位置するゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズするように構成されている配列を有
する第二核酸プローブ、及び切断点に隣接するゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズす
るように構成されている配列を有する第三核酸プローブを含む。一実施態様において、第
三核酸プローブは、切断点の５’側と３’側の両方で切断点に隣接してまたいでいるＤＮ
Ａの一部分にハイブリダイズするように構成される配列を有する。別の実施態様において
、第一、第二、及び第三核酸プローブは、第一、第二、及び第三ハプテンでハプテン化さ
れ、そのキットは第一、第二、及び第三ハプテンの視覚化を可能にするように構成された
検出試薬を更に含む。別の実施態様において、検出試薬は、第一、第二、及び第三ハプテ
ンの明視野可視化を可能にするように構成された発色検出試薬である。
【００２３】
　例示的な実施態様において、患者サンプルのいて切断点にに関連付けられている染色体
転座に関連する疾患を診断するための方法は、患者サンプルを一連の核酸プローブと接触
させ、その一連は、切断点に関連した染色体転座の欠損下において、その一連が第一の順
序と配向に従って患者のサンプルにハイブリダイズするように、及び、切断点に関連した
染色体転座の存在下において、その一連が異なる順序と配向に従って患者のサンプルにハ
イブリダイズするように選択され、そしてその一連の核酸プローブが第一の順序と配向に
従って患者のサンプルにハイブリダイズするかどうかを検出することを含み、ここで、第
一の順序と配向を検出することは、患者のサンプルが患者のサンプル中で切断点に関連し
た染色体転座を持たないとする診断を提供する。一実施態様において、第一の順序と配向
は、染色体に沿って長軸方向に配置された３つのシグナルの予め決められた配列順（sequ
ence）である。別の実施態様において、検出は、明視野画像を用いて視覚化される発色性
検出試薬を用いることが含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１は、切断点領域とそれにハイブリダイズするように構成されたプローブを示
す染色体の概略図である。
【図２（Ａ－Ｄ）】図２（Ａ－Ｄ）は、典型的な検出方式の概略図を示す。
【図３】図３は、反転染色体転座が発生する可能性がある２つの切断点の位置を示す染色
体及びこれにハイブリダイズするように構成されたプローブの概略図である。
【図４】図４は、反転染色体転座後の図３の染色体及び結果として得られたプローブの局
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在を示す模式図である。
【図５（Ａ－Ｂ）】図５（Ａ－Ｂ）は、三重比色検出及び明視野イメージングを用いて見
られるであろう（Ａ）野生型ＡＬＫ及び（Ｂ）再編成されたＡＬＫについて報告されたシ
グナルを示す拡大された平面図である。
【図６（Ａ－Ｂ）】図６（Ａ－Ｂ）は、図５（Ａ－Ｂ）にそれぞれ対応する写真像である
。
【図７】図７は、再編成染色体転座が発生する可能性がある２つの切断点の位置を示す２
つの染色体の概略図である。
【図８】図８は、再編成染色体転座後の図７の染色体及び結果として得られたプローブの
局在を示す模式図である。
【図９（Ａ－Ｂ）】図９（Ａ－Ｂ）は、三重比色検出及び明視野イメージングを用いて見
られるであろう（Ａ）野生型ＡＬＫ及び（Ｂ）再編成されたＡＬＫについて報告されたシ
グナルを示す拡大された平面図である。
【００２５】
定義
　特に説明がない限り、本明細書で使用される全ての技術用語及び科学用語は、本開示が
属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同一の意味を持つ。分子生物学
の一般的な用語の定義は、オックスフォード大学出版局により出版されたBenjamin Lewin
, Genes V, 1994 (ISBN 0-19-854287-9)；ブラックウェルサイエンス社（Blackwell Scie
nce Ltd.,）により出版された、Kendrewら（編），The Encyclopedia of Molecular Biol
ogy,1994(ISBN 0-632-02182-9)；及びＶＣＨ出版社（VCH Publishers, Inc.）により出版
されたRobert A. Meyers （編）, Molecular Biology and Biotechnology:a Comprehensi
ve Desk Reference,1995 (ISBN 1-56081-569-8)に見いだすことができる。
【００２６】
　文脈が明確に示さない限り、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、複数の指示対
象を含む同様に、単語「ｏｒ」は、文脈が明確に示さない限り、「ａｎｄ」を含む。用語
「複数」は、フレーズの「一以上」、つまり、二又はそれ以上と同義に用いられる。さら
に、核酸又はポリペプチドについて与えられる、全ての塩基の大きさ又はアミノ酸の大き
さ、及び全ての分子量又は分子量の値は、概算値であり、説明のために提供されることが
理解されるべきである。用語「含む（comprises）」は「含む（includes）」を意味する
。略語「例えば（e.g.）」は、ラテン語の例えば（exempli gratia）に由来し、本明細書
では非限定的な例を示すために用いられる。略語「例えば（e.g.）」は、用語「例えば（
for example）」と同義である。本明細書に記載されるものと類似又は同等な方法及び材
料が、本開示の実施又は試験において使用可能であるが、適切な方法及び材料は以下に記
載される。
【００２７】
　抗体：「抗体」は、まとめて、免疫グロブリン又は免疫グロブリン様分子（一例として
、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭ、それらの組み合わせ、及び任意の脊椎
動物、例えば、ヒト、ヤギ、ウサギ、およびマウス等の哺乳類における免疫応答中に産生
される同様の分子を含むが、それらに限定されない）、及び、他の分子（例えば、対象の
分子の結合定数、すなわち、生物試料における他の分子の結合定数よりも少なくとも１０
３Ｍ－１より大、少なくとも１０４Ｍ－１より大、または少なくとも１０５Ｍ－１より大
である結合定数を有する抗体及び抗体断片）への結合を実質的に除いて、対象の分子（ま
たは対象の極めて類似する分子の群）に特異的に結合する、抗体断片を指す。
【００２８】
　より具体的には、「抗体」は、抗原のエピトープを特異的に認識して結合する少なくと
も１つの軽鎖もしくは重鎖免疫グロブリン可変領域を含んでなるポリペプチドリガンドを
指す。抗体は重鎖および軽鎖からなり、これらの各々は可変重（ＶＨ）領域および可変軽
（ＶＬ）領域と呼ばれる可変領域を有する。一緒に、ＶＨ領域及びＶＬ領域は抗体により
認識される抗原を結合することに関与する。
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【００２９】
　これには、インタクトな免疫グロブリン及び当該技術分野において周知であるそれらの
変異体及び一部が包含される。抗体断片には、タンパク質分解抗体断片［例えば、当該技
術分野において既知であるようなＦ（ａｂ’）２断片、Ｆａｂ’断片、Ｆａｂ’－ＳＨ断
片およびＦａｂ断片］、組換え抗体断片（例えばｓＦｖ断片、ｄｓＦｖ断片、二重特異性
のｓＦｖ断片、二重特異性ｄｓＦｖ断片、Ｆ（ａｂ）’２断片、単鎖Ｆｖタンパク質（「
ｓｃＦｖ」）、ジスルフィド安定化Ｆｖタンパク質（「ｄｓＦｖ」）、ダイアボディ、及
びトリアボディ（当該技術分野で知られている）及び、ラクダ科動物抗体が挙げられる（
例えば、米国特許第６０１５６９５号；同６００５０７９号－同５８７４５４１号；同５
８４０５２６号；同５８００９８８号；及び同５７５９８０８号を参照のこと）。ｓｃＦ
ｖタンパク質は、免疫グロブリンの軽鎖可変領域および免疫グロブリンの重鎖領域が、リ
ンカーによって結合される融合タンパク質であるが、ｄｓＦｖｓにおいて、鎖は突然変異
してジスルフィド結合を導入し、鎖の関連を安定化している。該用語は、キメラ抗体（例
えば、ヒト化マウス抗体）、ヘテロ共役体（例えば、二重特異性抗体）等の遺伝子組み換
え形態も含む。Pierce Catalog and Handbook,1994-1995(Pierce Chemical Co.,Rockford
,IL)、Kuby,J.,Immunology,3rd Ed.,W.H.Freeman&Co.,New York,1997も参照されたい。
【００３０】
　典型的に、天然に存在する免疫グロブリンはジスルフィド結合により相互に連結される
重（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖を有する。２つのタイプの軽鎖、ラムダ（λ）およびカッパ
（κ）がある。抗体分子の機能活性を決定する５つの主要な重鎖クラス（もしくはアイソ
タイプ）：ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＥがある。
【００３１】
　各重鎖および軽鎖は、定常領域および可変領域を含有する（これらの領域はまた、「ド
メイン」としても知られている）。組み合わせて、重鎖および軽鎖可変領域は抗原に特異
的に結合する。軽鎖および重鎖可変領域は、「相補性決定領域」もしくは「ＣＤＲ」とも
呼ばれる３つの超可変領域により遮られる「フレームワーク」領域を含有する。フレーム
ワーク領域およびＣＤＲの範囲は特定されている（Kabat et al.,Sequences of Proteins
 of Immunological Interest,U.S.Department of Health and Human Services,1991を参
照）。Ｋａｂａｔデータベースは、現在、オンラインで維持されている。異なる軽鎖もし
くは重鎖のフレームワーク領域の配列は、種内で比較的保存されている。構成する軽鎖お
よび重鎖の組み合わされたフレームワーク領域である抗体のフレームワーク領域は、３次
元空間においてＣＤＲを配置しそして並べる働きをする。
【００３２】
　ＣＤＲは、抗原のエピトープへの結合に主に関与する。各鎖のＣＤＲは、Ｎ末端から開
始して順次番号が付され、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３と典型的に呼ばれ、そして
また特定のＣＤＲが位置する鎖によっても典型的に同定される。従って、ＶＨ ＣＤＲ３
はそれが存在する抗体の重鎖の可変ドメインに位置し、一方、ＶＬ ＣＤＲ１はそれが見
いだされる抗体の軽鎖の可変ドメインからのＣＤＲ１である。ＲＥＴに結合する抗体は特
定のＶＨ領域およびＶＬ領域配列、従って、特定のＣＤＲ配列を有する。異なる特異性（
すなわち、異なる抗原に対する異なる結合部位）を有する抗体は、異なるＣＤＲを有する
。抗体ごとに異なるのはＣＤＲであるが、ＣＤＲ内の限られた数のアミノ酸位置のみが抗
原結合に直接関与する。ＣＤＲ内のこれらの位置は、特異性決定残基（ＳＤＲ）と呼ばれ
る。
【００３３】
　「結合または安定な結合」は、２つの物質又は分子間の結合、例えば、一つの核酸分子
（例えば、結合領域）のその他（又はそれ自身）に対するハイブリダイゼーションを指す
。核酸分子は、標的核酸分子に結合する又は安定に結合する。十分な量の核酸分子が塩基
対を形成するか、又はその標的核酸分子へハイブリダイズし、その結合の検出を可能にす
る。
【００３４】
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　核酸分子は、例えば、ワトソン－クリック塩基対、フーグスティーン塩基対、または逆
フーグスティーン塩基対を形成することにより、鎖がお互いに結合（ハイブリダイズ）し
、２つの分子が十分な数の相補性ヌクレオチドを共有し、安定な２本鎖又は３本鎖を形成
する場合、別の核酸分子と「相補的である」と言われる。安定な結合は、核酸分子が、必
要な条件下で標的核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列）に検出可能に結合したままで
ある場合に生じる。
【００３５】
　相補性とは、一方の核酸分子（例えば標的核酸プローブ）の塩基が二番目の核酸分子（
例えばゲノム標的核酸分子）の塩基と塩基対を形成する度合いである。相補性は便宜上パ
ーセンテージにより、すなわち、２つの分子間又は２つの分子の特定領域又はドメイン内
で塩基対を形成するヌクレオチドの割合いにより、記述される。
【００３６】
　本開示において、「十分な相補性」とは、十分な数の塩基対が１つの核酸分子又はその
領域と標的核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列）との間に存在し、検出可能な結合を
獲得することを意味する。結合条件の確立に関わる定性的及び定量的な検討事項の徹底し
た処置が、Beltz et al. Methods Enzymol. 100:266-285, 1983, and by Sambrook et al
. (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989に与えられる。
【００３７】
　「コンピュータに実装されたアルゴリズム」は、ユーザの指示で計算装置により行われ
又は実行されるアルゴリズム又はプログラム（コンピュータ可読媒体で実行可能なコード
のセット）である。本開示の文脈において、コンピューターに実装されたアルゴリズムは
、特定の特徴を持つポリヌクレオチド配列の選択、例えば標的核酸配列の反復性（又は別
の所望されない、例えばバックグランドを生じる）核酸配列又は一意的結合領域の同定な
どを容易にする（例えば自動化する）ために使用することができる。典型的には、ユーザ
は、配列データベースにアクセスすることができるコンピューターへコマンドを入力する
ことでアルゴリズムの実行を開始して、一又は複数の選択閾値を設定する。配列のデータ
ベースはコンピュータの記憶媒体内に包含することができ、又は遠隔地に格納され、イン
トラネット又はインターネット経由で近くまたは遠隔地にあるコンピュータや記憶媒体と
の間の接続を介してアクセスすることができる。アルゴリズムを開始した後に、例えば、
選択条件を満たす１つまたはそれ以上のポリヌクレオチド配列を選択するために、アルゴ
リズム又はプログラムがコンピュータによって実行される。最も一般的には、選択された
ポリペプチド配列は、（例えば、画面上に）表示されるか又は（例えば、印刷形式または
コンピュータ可読媒体上に）出力される。
【００３８】
　用語「コンジュゲートする、連結する、結合する、又はリンクする」とは、一つの分子
を別の分子に共有結合性にリンクして、より大きな分子を作ることを指す。例えば、二本
のポリペプチドを一本の連続したポリペプチド分子にすること、又はハプテン又は他の分
子を、例えばｓｃＦｖ抗体などのポリペプチドに共有結合すること。特定の文脈において
、その用語は、抗体など特異的結合分子を半導体ナノ結晶などのシグナル発生部分に結合
させることへの言及が含まれる。結合は、化学的または組換え手段によりどちらかによる
。「化学的手段」は、１つの分子を生成せしめるために２つの分子間で形成される共有結
合があるような抗体部分とエフェクター分子との間の反応をさす。
【００３９】
　用語「連結された」とは、第一の原子もしくは分子に適用する場合、第二の原子もしく
は分子に「連結される」ことは、直接連結される及び間接的に連結されるの両方であるこ
とができる。二次抗体は、間接的連結の例を提供する。間接的連結の１つの具体例はウサ
ギ抗ハプテン一次抗体であり、それはマウス抗ウサギＩｇＧ抗体により結合され、次にそ
れは検出可能な標識に共有結合されているヤギ抗マウスＩｇＧ抗体により結合される。
第一及び第二の核酸（例えば、結合領域と標的核酸配列）に関して「対応する」という用
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語は、その第一及び第二の核酸が、第一及び／又は第二の核酸の全配列の少なくとも一部
分において実質的な配列同一性又は相補性を有することを示す。従って、もし結合領域が
、標的核酸配列の少なくとも一部と（例えば、もしそれが少なくとも８０％、少なくとも
８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、あるいは１００％、同一又は相補的なら
ば）実質的な配列同一性または相補性を有する場合（例えば、逆相補性）、結合領域は、
標的核酸配列に対応している。例えば、結合領域が、二本鎖標的核酸配列（例えば、ゲノ
ム標的ＤＮＡ配列）の一方の鎖に実質的な配列同一性を有している場合、又は結合領域が
、一本鎖標的核酸配列（例えば、ＲＮＡまたはＲＮＡウイルスゲノム）に実質的に相補的
である場合、結合領域は、標的核酸配列に対応することができる。
【００４０】
　「ゲノム」は生物の全遺伝子構成成分である。真核生物の場合には、ゲノムは、細胞の
染色体の一倍体セットに含まれている。原核生物の場合には、ゲノムは単一の染色体に含
まれ、場合によっては、エピソームなど１つまたは複数の染色体外遺伝的要素（例えば、
プラスミド）に含まれる。ウイルスゲノムは、特定のウイルスに応じて、１つ以上の一本
鎖または二本鎖ＤＮＡ又はＲＮＡ分子の形を取ることができる。
【００４１】
　用語「ハプテン」は、典型的には抗体と特異的に結合することができる小分子であるが
、典型的には担体分子との組み合わせ以外で免疫原性であることが実質的に不可能である
分子を指す。
【００４２】
　用語「単離された」とは、生物学的成分（例えば核酸分子、タンパク質、又は細胞）に
関して、生物の細胞、又は生物それ自体において（そこでは他の染色体及び染色体外ＤＮ
ＡやＲＮＡ、タンパク質及び細胞、及びオルガネラなどの成分が天然に生じる）、他の生
物学的成分から実質的に分離又は精製されている生物学的成分を指す。「単離された」核
酸分子は、標準的な精製方法で精製された核酸分子を含む。その用語はまた、増幅または
クローニングすることによって調製された核酸、並びに化学的に合成された核酸を包含す
る。
【００４３】
　「標識」は、その分子の検出を容易にするために、直接的または間接的に別の分子にコ
ンジュゲートした検出可能な化合物又は組成物である。特異的な、非限定的な標識の例と
して、蛍光及び蛍光発生部分、発色部分、ハプテン、アフィニティタグ、および放射性同
位元素を含む。標識は直接的に検出可能（例えば、光学的に検出可能）であるか又は間接
的に検出可能（例えば、同様に検出可能な１つまたは複数の追加の分子との相互作用を介
して）である。本明細書で開示されるプローブとの関連で典型的な標識は以下に記載され
る。核酸を標識するための方法、様々な目的のために有用な標識の選択の指針は、例えば
、Sambrook and Russell, in Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Ed., Cold
 Spring Harbor Laboratory Press (2001) 及びAusubel et al., in Current Protocols 
in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley-Intersciences（1987
，更新を含む）に議論されている。
【００４４】
　用語「多重」は、複数の異なるコンジュゲートを用いて、所望されるように、サンプル
中の複数の標的を実質的に同時か又は逐次に、検出されることを可能にする実施態様を指
す。多重化とは、核酸、一般的には、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ペプチド、タンパク質を、両方個
別に、かつ任意の及び全ての組み合わせで、同定及び／又は定量することを含み得る。多
重化とはまた、その解剖学的文脈において、細胞内の遺伝子、メッセンジャー及びタンパ
ク質の２つ以上を検出することを含めることができる。
【００４５】
　「核酸」とは、一本鎖又は２本鎖の何れかの形態のデオキシリボヌクレオチド又はリボ
ヌクレオチドポリマーで、他に限定されない限り、天然に存在するヌクレオチドと同様の
方法で核酸にハイブリダイズする天然ヌクレオチドのアナログを包含する。用語「ヌクレ
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オチド」は、限定されないが、糖に結合した塩基（ピリミジン、プリン又はそれらの合成
アナログ）、又はペプチド核酸（ＰＮＡ）にあるようなアミノ酸に結合した塩基を包含す
るモノマーを含む。ヌクレオチドは、ポリヌクレオチドの１つのモノマーである。ヌクレ
オチド配列は、ポリヌクレオチドの塩基配列を意味する。
【００４６】
　核酸「セグメント」は、標的核酸分子の補欠部分又は部分配列である。核酸セグメント
は、様々な方法で標的核酸分子から仮想的に又は実際に派生させることができる。例えば
、標的核酸分子（例えば、ゲノムの標的核酸分子など）のセグメントは、制限断片である
核酸セグメントを生成する１つまたは複数の制限酵素で消化することによって得ることが
できる。核酸セグメントはまた、増幅により、ハイブリダイゼーション（例えば、サブト
ラクティブハイブリダイゼーション）により、人工合成により、又は配列が標的核酸分子
に対応する一以上の核酸を生成する任意の別の方法により、標的核酸分子から生成するこ
とができる。核酸セグメントの特定な例は結合領域である。
【００４７】
　「プローブ」又は「核酸プローブ」とは、標的核酸分子（例えば、ゲノムの標的核酸分
子）とハイブリダイズすることが可能で、かつ標的へハイブリダイズした場合に、直接的
又は間接的のどちらかで検出されることが可能である核酸分子又は一組の核酸分子である
。従って、プローブは、標的の核酸分子の検出、及び幾つかの例では、定量化を許容する
。特定の実施例では、プローブは、標的核酸分子由来の結合領域を含み、標的核酸分子の
少なくとも一部分に特異的にハイブリダイズすることが可能である複数の核酸分子を包含
する。プローブは、「標識核酸プローブ」と呼ぶことができ、プローブが直接的又は間接
的に検出可能な部分又は「標識」へ結合され、プローブを検出可能な状態にすることを意
味している。
【００４８】
　用語「半導体ナノ結晶」は、量子閉じ込めに起因する大きさに依存する電子的および光
学的特性を示すナノスケール粒子を指す。半導体ナノ結晶は例えば半導体材料（例えばカ
ドミウムセレニドおよび硫化鉛）から、および晶子（分子ビームエピタクシーを介して成
長した）等から構成されてきた。種々の表面化学および蛍光特性を有する様々な半導体ナ
ノ結晶がLife Technologiesから市販されている（例えば、米国特許第６，８１５，０６
４号，同第６，６８２５９６号および同第６，６４９，１３８号明細書を参照にされたい
）。半導体ナノ結晶はまた、eBiosciences及びEvident Technologiesから市販されている
。他の半導体ナノ結晶には、ＺｎＳＳｅ、ＺｎＳｅＴｅ、ＺｎＳＴｅ、ＣｄＳＳｅ、Ｃｄ
ＳｅＴｅ、ＳｃＳＴｅ、ＨｇＳＳｅ、ＨｇＳｅＴｅ、ＨｇＳＴｅ、ＺｎＣｄＳ、ＺｎＣｄ
Ｔｅ、ＺｎＣｄＴｅ、ＺｎＨｇＳ、ＺｎＨｇＳｅ、ＺｎＨｇＴｅ、ＣｄＨｇＳ、ＣｄＨｇ
Ｓｅ、ＣｄＨｇＴｅ、ＺｎＣｄＳＳｅ、ＺｎＨｇＳＳｅ、ＺｎＣｄＳｅＴｅ、ＺｎＨｇＳ
ｅＴｅ、ＣｄＨｇＳＳｅ、ＣｄＨｇＳｅＴｅ、ＩｎＧａＡｓ、ＧａＡｌＡｓおよびＩｎＧ
ａＮ半導体ナノ結晶のような合金半導体ナノ結晶がある（合金半導体ナノ結晶およびその
作成法は、例えば米国特許出願公開第２００５／００１２１８２号及びＰＣＴ公開国際公
開第２００５／００１８８９号に開示されている）。
【００４９】
　「サンプル」は、被験者から得た、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ（ｍＲＮＡを含む）、タンパ
ク質、又はそれらの組合わせを含む生物学的標本である。例としては、限定されないが、
染色体の調製物、末梢血、尿、唾液、組織生検、手術標本、骨髄、羊水のサンプル、およ
び剖検材料が含まれる。一例において、サンプルはゲノムＤＮＡ又はＲＮＡを含む。幾つ
かの例において、サンプルとは、例えば、顕微鏡スライドに置くことができる細胞遺伝学
的調製物である。特定の例において、サンプルは直接使用されるか、または（例えば、ホ
ルマリンを使用して）例えば固定することにより、使用する前に操作することができる。
【００５０】
　用語「シグナル発生部分」は、アッセイによって検出可能なシグナルを発生する組成物
または分子を指す。
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【００５１】
　用語「特異的結合部分」は、結合対のメンバーを指す。特異的結合対は、それらが、別
の分子への結合を実質的に排除してお互いに結合することを特徴とする一対の分子である
（例えば、特異的結合対は、生物学的サンプル中の他の分子との結合対の２つのメンバー
のどちらかについての結合定数よりも、少なくとも１０３Ｍ－１より大きい、１０４Ｍ－

１より大きい、又は１０５Ｍ－１より大きい結合定数を有し得る）。特異的結合部分の特
定の例は、特異的結合タンパク質（例えば、抗体、レクチン、ストレプトアビジンなどの
アビジン、プロテインＡ）、核酸配列、及びタンパク質－核酸を含む。特異的結合部分は
、そうした特異的結合タンパク質が特異的に結合している分子（又はその一部）を含むこ
とができる。
【００５２】
　用語「特異的結合剤」は、シグナル発生部分にコンジュゲートした特異的結合部分を含
む分子を指す。
【００５３】
　「被検体」は、ヒトおよび非ヒト哺乳動物（例えば、獣医学的被検体）などの任意の多
細胞脊椎動物生物を含む。
【００５４】
　「標的の核酸配列又は分子」は、核酸分子の定義された領域又は特定の部分、例えば、
ゲノム（例えば、目的の遺伝子を含む遺伝子又は哺乳動物のゲノムＤＮＡなど）である。
標的核酸配列が標的ゲノム配列である一例において、そのような標的は、（例えば、正常
細胞内で）染色体上の位置により定義されることができ、例えば、細胞遺伝学的命名法に
従い、染色体上の特定の位置を参照することにより；遺伝地図上の位置への参照により；
仮想的又は集合したコンティグへの参照により；その特異的な配列または機能により；そ
の遺伝子またはタンパク質名により；又はゲノムの他の遺伝子配列の中からそれを一意的
に同定する任意の他の手段によって定義することができる。いくつかの例では、標的核酸
配列は、哺乳類又はウイルスのゲノム配列である。別の例では、標的核酸配列は、ＲＮＡ
配列である。
【００５５】
　いくつかの例では、標的核酸配列（例えばゲノム核酸配列）の変化は疾患又は病気と「
関連する」。すなわち、標的核酸配列の検出は、疾患又は病気に関してサンプルの状態を
推論するために使用することができる。例えば、標的核酸配列は２つ（又はそれ以上の）
区別可能な形態で存在し得、第一の形態は疾患又は病気の非存在と関連し、第二（又は異
なる）形態は疾患又は病気の存在と関連する。二つの異なる形態は、例えばポリヌクレオ
チド多型などによって、定性的に区別することができ、及び／又は二つの異なる形態は、
例えば細胞内に存在する標的核酸配列のコピー数などによって、定量的に区別することが
できる。
【００５６】
　「ベクター」は、ベクターに対して天然型ではない他の（外来の）核酸配列のための担
体としてはたらく任意の核酸である。適切な宿主細胞に導入されると、ベクターはそれ自
身（それによって、外来の核酸配列）を複製し得、又は外来核酸配列の少なくとも一部を
発現し得る。一つの文脈において、ベクターは直鎖状または環状核酸であって、その中へ
、複製（例えば生産）及び／又は標準的な組換え核酸技術（例えば制限酵素消化）を用い
て操作する目的のため、目的の標的核酸配列が導入（例えば、クローニング）される。ベ
クターは、宿主細胞内で複製することを可能とする核酸配列、例えば複製起点などを含め
ることができます。ベクターはまた、当技術分野で知られている１つ以上の選択マーカー
遺伝子および他の遺伝的要素を含めることができる。一般的なベクターは、例えば、プラ
スミド、コスミド、ファージ、ファージミド、人工染色体（例えば、ＢＡＣ、ＰＡＣ、Ｈ
ＡＣ、ＹＡＣ）及びこれらの型のベクターの一以上の特徴を取り込んだハイブリッドを含
有する。典型的には、ベクターは、標的核酸配列の挿入を容易にする１カ所又は複数の固
有の制限部位（場合によってはマルチクローニングサイト）を含む。
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【００５７】
詳細な記述
　本開示は、染色体再配置を分析するためのシステムおよび方法に関し、特にインサイツ
ハイブリダイゼーションによる染色体転座の解析に関する。染色体再配置は、新しい連鎖
関係において遺伝子を配置し、正常な対形成パートナーなしで染色体を生成する。本開示
は、本開示は、の任意の特定のタイプの染色体再配置の分析に限定されるものではない。
幾つかの実施態様において、染色体再配置は、同じ染色体の中に生じる。このタイプの再
配置の例は反転である。幾つかの実施態様において、再配置は転座である。転座では、一
方の染色体からのセグメントが非相同染色体に、又は同じ染色体上の新しい部位へ転移さ
れる。非相互転座は、染色体セグメントが非相同染色体上に転移された一方向の転座であ
る。一方、相互転座は、２つの非相同染色体からのセグメントの交換を含む。再配置が２
つの本来分離している遺伝子を結合するとき、遺伝子融合が作り出される場合があり、そ
の発生は癌において一般的である。染色体切断点は、正常配置された染色体の二本鎖が再
配置が起きることができるように切断された染色体の領域である。転座は、２つの二本鎖
の切断を必要とする。
【００５８】
　本開示は、生物学的サンプル中の標的遺伝子配列の検出に使用するためのプローブ及び
プローブシステムを提供する。好ましい実施態様において、標的配列は、遺伝子及び再配
置しやすい周囲の配列（５’及び３’）である。染色体の切断点に依存して、再配置は、
正常な遺伝子機能の停止又は誤制御をもたらすことができる。これらの分子の再配置は、
多くの場合、様々な癌の主な原因であると考えられる。実際、過去数十年にわたって、臨
床の細胞遺伝学者は、白血病、リンパ腫、及び肉腫のサブタイプを含む、臨床的に定義さ
れている癌に特有の染色体切断点を連結することができる。腫瘍で観察される事実上全て
の再配置が体細胞変異を通じて生じているので、これらは、家族で遺伝しない。
【００５９】
　これらの再配置切断点の多くを囲むＤＮＡ配列の解析は、癌に対する重要なメカニズム
の洞察を提供した。いくつかの場合において、再配置は、第二遺伝子の調節配列に近接す
る第一遺伝子のコード配列を配置する。説明されるべきこの種の第一の再配置は、バーキ
ットリンパ腫患者における染色体８と１４を含む再配置であった。この特定の再配置は、
１４番染色体上の強力な免疫グロブリン重鎖遺伝子（ＩＧＨ）プロモーターの制御下で、
染色体８由来のＭＹＣ癌原遺伝子を配置する。
【００６０】
　ＭＹＣタンパク質は、通常、細胞増殖のためのシグナルをトリガーし、ＩＧＨプロモー
ターが正常に活性がある場合、その再配置は、リンパ系細胞において高レベルのＭＹＣ過
剰発現を引き起こす。
【００６１】
　他の癌では、再配置は、強力な癌遺伝子を生成するために２つの遺伝子のコード配列を
一緒に融合する。歴史的興味の例は、フィラデルフィア染色体であり、これらは当初、慢
性骨髄性白血病（ＣＭＬ）を有する患者における微小、又は異常に小さい染色体として同
定された。フィラデルフィア染色体は、実際には、染色体９と２２のｑアームの両端で小
さなセグメントを含む相互転座の産物である。複数の研究室が関与するその後の分子解析
は、転座は、第２２染色体上のＢＣＲ（切断点クラスター領域）遺伝子のコード配列を染
色体９上のＡＢＬ遺伝子のコード配列と融合することを明らかにした。キメラ遺伝子によ
りコードされるＢＣＲ－ＡＢＬ融合タンパク質は、細胞の成長と増殖に関与するシグナル
伝達経路を恒常的に活性化するタンパク質チロシンキナーゼである。この特定の切断点の
知識は、研究者らが、ＢＣＲ－ＡＢＬタンパク質を過剰発現して結晶化するために配列情
報を使用することができ、そのことが次にこのタンパク質の活性を阻害する薬剤の開発に
つながったため、ＣＭＬの治療成功へと導いた。
【００６２】
　幾つかの好ましい実施態様では、プローブ及びプローブシステムは、インサイツハイブ
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リダイゼーション法、例えば、蛍光インサツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、比色
インサツハイブリダイゼーション（ＣＩＳＨ）、及び銀インサイツハイブリダイゼーショ
ン（ＳＩＳＨ）のために利用される。幾つかの実施態様において、生物学的サンプルは組
織切片（生検によって得られたような）、または細胞診標本（例えばパパニコロウスメア
または血液塗抹など）が含まれる。開示されたプローブ及びプローブシステムを使用する
ことができる他の型のアッセイは、当業者に容易に明らかであり、特定の実施例は以下に
議論される。
【００６３】
　幾つかの好ましい実施態様において、プローブシステムは、染色体切断点を含む特定の
標的配列の解析用に少なくとも３つのプローブを含む。好ましい実施態様において、各プ
ローブは、好ましくはゲノムＤＮＡの定められた領域にハイブリダイズする複数のプロー
ブを含む。好ましい実施態様において、プローブセットは、Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｏｍｅ Ｂ
ｒｏｗｓｅｒ及びＲｅｐｅａｔ Ｍａｓｋｅｒなどのバイオインフォマティクスツールを
使って設計される。好ましい実施態様において、反復的な要素は、プローブ設計から排除
される。幾つかの実施態様において、プローブは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法に
よって合成される。例えば、幾つかの実施態様において、Ｐｒｉｍｅｒ３プログラム（ワ
ールド・ワイド・ウェブ上のprimer3.sourceforge.net）が、染色体の定義された領域に
またがる固有の配列に対するプライマーを設計するために使用される。幾つかの実施態様
において、設計されたＰＣＲ断片及びプライマーは、例えば、ヒトゲノム転写産物との類
似度について、Ｈｕｍａｎ ＢＬＡＴ及びＢｌａｓｔｎｔを用いて分析される（ワールド
・ワイド・ウェブ上のgenome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat）。他の領域への高い類似性を示
す断片（即ち、染色体他の定義された領域であって、それに対して他のプローブが設計さ
れる）が除外され、全てのＰＣＲ断片が配列決定により確認される。幾つかの好ましい実
施態様において、ＰＣＲ断片は、ハプテンにコンジュゲートしたヌクレオチド（例えば、
ｄＵＴＰ又はｄＣＴＰ）を用いるニックトランスレーションにより連結され、ランダムに
増幅され、標識化される（以下でより詳細に説明する）。
【００６４】
　さて図１を参照すると、切断点領域１２０を有する染色体の模式図が示されている。切
断点領域（１２０）を横断して、第一核酸プローブ（１２１），第二核酸プローブ（１２
３）、及び第三核酸プローブ（１２２）が、切断点領域（１２０）にハイブリダイズする
ように構成され得る。矢印（１２４，１２５，１２６）は、３つの例示的なプローブ構造
における切断点についての説明に役立つ切断点である。一実施態様において、プローブ（
１２１，１２２，１２３）は、矢印１２４で示されるように、プローブ（１２１）の５’
末端及びプローブ（１２２）の３’末端で切断点を配置するように構成される。同様に、
プローブ構造は、矢印（１２６）で示されるように、プローブ（１２３）の３’末端及び
プローブ（１２２）の５’末端で切断点を配置する。別の実施態様において、プローブ構
造は、矢印（１２５）で示されるように、プローブ（１２２）の全長内に切断点を配置す
る。プローブは、プローブとの関連で複数の異なる場所に切断点を配置するように構成す
ることができる。矢印（１２４，１２５，１２６）により示される切断点の場所は、有用
であることが、この時点で理解される位置の単なる例示である。プローブ（１２１）又は
プローブ（１２３）の内部の切断点の局在はまた、好ましい実施態様ではないかもしれな
いが、合理的である。例示的な実施形態において、プローブは別個のシグナルを生じるよ
うに構成される。従って、図１は異なる陰影を持つプローブを示す（例えば、プローブ（
１２１）は垂直の縞模様によって描かれ、プローブ（１２２）は黒一色として描かれ、プ
ローブ（１２３）は水平の縞模様で描かれている）。幾つかの実施態様において、これら
のプローブは、それらは、互いに視覚的に区別されるように、標識を含むように構成され
るであろう。特定の検出の手法に限定されるものではないが、図２（Ａ－Ｄ）は、サンプ
ル遺伝子のＤＮＡへのハイブリダイゼーションに続く、異なる標識を検出することに対す
る例示的アプローチを示す。
【００６５】



(16) JP 5840708 B2 2016.1.6

10

20

30

40

50

　図２（Ａ－Ｄ）を参照すると、切断点に関連した染色体転座についてサンプルを分析す
ることに対する例示的アプローチの模式図が示される。切断点領域２７は、第一核酸プロ
ーブ（２１），第二核酸プローブ（２３），及び第三核酸プローブ（２２）に及んでいる
ものとして描かれている。核酸プローブは標識され、第一標識は菱形（２２１）として示
され、第二標識は三角形（２２２）として示され、第三標識（２２３）は五角形として示
さる。プローブは単一の標識で示されているが、この表示は単なる象徴である。各プロー
ブは、実際には複数の標識で標識される。例えば、第一核酸プローブ（２１）は、非常に
多数の小さなハプテン化オリゴヌクレオチドプローブ種へ翻訳される、７００ｋｂの核酸
配列の切れ目を含み得る。切断点の典型的な場所は、矢印（２４）、（２５）及び（２６
）として示される。図２（Ａ－Ｄ）は、サンプルを解析するための例示的な方法を示す。
（Ａ）サンプルを少なくとも３つのプローブと接触させ、サンプルで見つかった遺伝子の
ＤＮＡを持つそれらのプローブのハイブリダイゼーションのための適切な条件を確立し、
（Ｂ）標識されたプローブの一つに対して指向される抗体（２８）とサンプルを接触させ
、（Ｃ）複数の酵素分子にコンジュゲートした第二抗体２９とサンプルを接触させ、及び
（Ｄ）酵素的沈着を用いて、プローブの近位で、検出可能な種（１９）の沈着を生じる検
出試薬とサンプルを接触させることを含む。
【００６６】
　図２Ａを再び参照すると、説明のための実施態様において、第一核酸プローブをサンプ
ルと接触させることは、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズす
るように構成された第一配列を有する第一核酸プローブ２１を含む。３つの潜在的な切断
点が、矢印（２４）、（２５）、及び（２６）で示されている。どの切断点の位置が選択
されているかに関係なく、プローブ（２１）は、切断点の５’にとどまる。同様に、切断
点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成された第二配列
を有する第二核酸プローブ（２３）が、切断点の位置の各々に対して３’の位置で示され
ている。サンプルを解析するための方法は、切断点に近接したゲノムＤＮＡにハイブリダ
イズするように構成された第三配列を含んでなる第三核酸プローブとサンプルを接触させ
ることを含む。切断点に隣接したゲノムＤＮＡにハイブリダイズするように構成された例
示的配列がプローブ（２２）として示される。例示的な切断点（２４）、（２５）及び（
２６）により示されるように、プローブ（２２）は、一方又は他方に直接的にその位置が
切断点（例えば矢印（２４）又は（２６）により示される）に隣接しているか又は切断点
をまたぐことによる（矢印（２５））かのどちらかである。
【００６７】
　図２Ｂを参照すると、示されるのは、標識プローブの一つに対して指向される抗体（２
８）とサンプルを接触させる例示的工程の表示である。例えば、ハプテン標識プローブは
、抗ハプテン抗体とサンプルを接触させることによって検出することができる。図２（Ａ
－Ｄ）は、３つのプローブの代表的なハイブリダイゼーション、及びその後のこれらのプ
ローブの一つの検出を示す。逐次又は同時検出の戦略を、他のプローブのハイブリダイゼ
ーションを検出するために使用することができる。つまり、標識（２２２）と標識（２２
３）に特異的な更なる抗体は、同時又は逐次にサンプルと接触することができ、抗体（２
８）となる。更に、複数の酵素分子にコンジュゲートした第二抗体とサンプルを接触させ
る図２Ｃにより表された工程は、標識（２２２）と標識（２２３）を検出するために同様
の工程を同時又は逐次に伴う場合がある。同じ方法で、図２Ｄにより表された検出工程は
、標識（２２２）及び標識（２２３）に対応する追加の検出可能な種を沈着する同様の工
程を同時又は逐次に伴う場合がある。実例として、各標識を標識するための検出可能な種
は異なる。
【００６８】
　図１を参照すると、プローブ（１２１）、（１２２），及び（１２３）は異なるパター
ンで示される。同様に、図２Ａ－２Ｄを参照すると、標識（２２１）、（２２２）及び（
２２３）は異なる形状で示される。異なるパターン及び形状の使用は、多種多様な検出戦
略は、これらの様々なプローブの検出に用いることができることを示すことを意図してい



(17) JP 5840708 B2 2016.1.6

10

20

30

40

50

る。このように、検出化学物質は、種々のプローブの位置の区別を可能にすることを選択
することができる。例示的実施態様において、プローブのハイブリダイゼーションを検出
することは、第一核酸プローブに関連した第一シグナル、第二核酸プローブに関連した第
二シグナル、及び第三核酸プローブに関連した第三シグナルを検出することを含む。一実
施態様では、シグナルが区別される。幾つかの好ましい実施態様において、第一、第二及
び第三のプローブは、異なる検出可能な部分、例えばハプテンで標識され、それは分離さ
れるべき３つのプローブのそれぞれのハイブリダイゼーションを可能にする。
【００６９】
　本開示の幾つかの実施態様において、本システムは、染色体切断点に対して５’である
ゲノムＤＮＡの一部（即ちゲノムＤＮＡの第一定義領域））にハイブリダイズする第一核
酸プローブセット、染色体切断点に対して３’であるゲノムＤＮＡの一部（即ちゲノムＤ
ＮＡの第二定義領域））にハイブリダイズする第二核酸プローブセット、及び、第三核酸
プローブが、再配置を欠くときに染色体切断点領域（即ちゲノムＤＮＡの第三定義領域）
をまたぐ（即ち、またがる定義領域にハイブリダイズする）ように、染色体切断点に近接
した５’及び３’配列にハイブリダイズする、５’部分と３’部分を含む第三核酸プロー
ブセットを含む。
【００７０】
　切断点領域に対するプローブセットは、切断点に対してゲノムＤＮＡの５’にハイブリ
ダイズする個々のプローブの一部（即ち５’でハイブリダイズする部分）、及び切断点に
対してゲノムＤＮＡの３’にハイブリダイズする個々のプローブの一部（即ち３’でハイ
ブリダイズする部分）を含むことが理解されるであろう。切断点が遺伝子内にある一実施
態様において、本システムは、標的配列の５’非コード領域にハイブリダイズする第一核
酸プローブ、標的配列の３’非コード領域にハイブリダイズする第二核酸プローブ、及び
、第三核酸プローブが、標的配列が再配置されないときは、標的配列の切断点にわたって
（即ち、またがる定義領域にハイブリダイズする）ように、標的配列の切断点に近接した
５’及び３’配列にハイブリダイズする、５’部分と３’部分を含む第三核酸プローブを
含む。
【００７１】
　例示的な実施態様では、サンプルを分析する方法は、転座の検出を含む。図３を参照す
ると、同じ染色体上で発生する転座（例えばＥＭＬ４－ＡＬＫ融合遺伝子）であることが
示されている。図７を参照すると、異なる染色体の間で発生する転座（例えばＫＩＦ５Ｂ
－ＡＬＫ融合又はＴＦＧ－ＡＬＫ融合）が示されている。図３を参照すると、切断点に関
連した染色体転座についてサンプルを分析するためのシステムの方法と適用が示されてい
る。示されるのは、染色体２の表示（１０）、ＡＬＫ遺伝子に関連した切断点領域（２０
）及びＥＭＬ４遺伝子に関連した切断点（３０）である。ＥＭＬ４及びＡＬＫ遺伝子にお
いては、遺伝子間の距離（１１）は約１２Ｍｂであり、ＡＬＫは２ｐ２３に位置しており
、ＥＭＬ４は２ｐ２１に位置している。ＡＬＫ遺伝子に関連した切断点（２０）にわたっ
て、３つのプローブは、ＡＬＫ遺伝子の固有領域に相補的配列を有するように構成されて
いる。第一プローブ（３２１）は切断点に対して３’で配列に相補的であり、第二プロー
ブ（３２３）は切断点に対して５’で配列に相補的であり第三プローブ（３２２）は切断
点にまたがる配列に相補的である。染色体２（１０）は、図３に、転座が無いその野生型
で示されている。図４は、ＡＬＫ－ＥＭＬ４融合遺伝子に関連付けられた反転が含まれる
染色体２（４１０）を示す。プローブの局在における反転の影響が、プローブ（３２１）
、（３２２）及び（３２３）の局在化によって示される。すなわち、染色体転座は遺伝子
ＤＮＡプローブにハイブリダイズする別個の方法により同定することができる。図５（Ａ
－Ｂ）を参照すると、野生型遺伝子配置を有する染色体スプレッド（５００）（図５Ａ）
が、本明細書に記載の方法に従って、ＡＬＫ－ＥＭＬ４融合遺伝子を有する染色体スプレ
ッド（５０１）（図５Ｂ）と区別することができる方法を示す模式図が示されている。特
に、図５Ａは図３に示される模式図に対応し；標識される順序は、（３２１）、（３２２
）及び（３２３）の順である。図６Ａを参照すると、プローブ（３２１）は赤色色素原で
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検出され、プローブ（３２２）は青色色素原で検出され、そしてプローブ（３２３）は黄
色色素原で検出される実施態様が示されている。従って、図６Ａに画像で示され、図５Ａ
に模式的に示されるように、プローブの順序と配向は、染色体の長さに沿って長軸方向に
整列された赤、青、黄色の順序と配向を有するシグナルを生成する。図６Ａにおいて、赤
、青、及び黄色のシグナルは「Ｒ」（赤シグナル）、「Ｂ」（青シグナル）又は「Ｙ」（
黄色シグナル）が付いた矢印で示される。同様に、図５Ｂは、図４に示される模式図に対
応し；標識付けの順序は、２つの別々のクラスタに配置されている（３２１）、（３２２
）、（３２３）及び（３２２）の順である。図６Ｂを参照すると、プローブ（３２１）は
赤色色素原で検出され、プローブ（３２２）は青色色素原で検出され、そしてプローブ（
３２３）は黄色色素原で検出される実施態様が示されている。従って、図６Ｂに画像で示
され、図５Ｂに模式的に示されるように、プローブの順序は、一方は赤と青を含み、他方
は黄色と青を含む、２つのクラスターのシグナルに配置された、赤、青、黄色の順序と配
向を有するシグナルを生成する。図６Ｂにおいて、赤、青、及び黄色のシグナルは「Ｒ」
（赤シグナル）、「Ｂ」（青シグナル）又は「Ｙ」（黄色シグナル）が付いた矢印で示さ
れる。図５Ｂにおいて、遺伝子のコピーは、野生型配置のままであるが、遺伝子の第二の
コピーは反転ＩＳＨシグナルを示すことが見て取れる。反転ＩＳＨシグナルは、切断点に
またがるプローブ（３２２）の分割を含み、２つのシグナルとなる（図６Ｂと５Ｂにそれ
ぞれ青い点として、又は黒い点として示される）。分割されたプローブからのシグナルは
、同じ長さのプローブが２つの場所で局在しているという事実のために強度が減少してい
ても良い。野生型染色体において、プローブは互いに近接するように構成されており、緊
密にクラスタ化されたＩＳＨシグナルが得られる。これは、図５Ａに明瞭に見ることがで
きる。転座を含む染色体においては、図５Ｂに二重の矢印（５１０）として示すように、
ＩＳＨシグナルは広がりを示す。
【００７２】
　一実施態様では、サンプルを分析する方法は、転座の検出を含む。図７を参照すると、
異なる染色体の間で発生する転座（例えばＫＩＦ５Ｂ－ＡＬＫ融合又はＴＦＧ－ＡＬＫ融
合）が示されている。示されるのは、染色体２の表示（１０）、ＡＬＫ遺伝子に関連した
切断点領域（２０）及び染色体１０の表示（５０）及びＫＩＦ５Ｂ遺伝子に関連した切断
点（５２）である。この転座によると、染色体２（１０）の領域（１２）は、矢印５５に
従って染色体１０（５０）の領域（５１２）と転座する。この転座は図８に示した修飾さ
れた染色体、修飾された染色体２（８１０）及び修飾された染色体１０（８５０）を生じ
る。ＡＬＫ遺伝子２０に関連した切断点領域にわたって、ＡＬＫ遺伝子の固有領域に相補
的な配列を有する３つのプローブが設計されている。第一プローブ（３２１）は切断点に
対して３’で配列に相補的であり、第二プローブ（３２３）は切断点に対して５’で配列
に相補的であり第三プローブ（３２２）は切断点にまたがる配列に相補的である。ＡＬＫ
遺伝子（２０）に関連した切断点領域にまたがるこれらのプローブは、図３に示される。
図９（Ａ－Ｂ）を参照すると、野生型遺伝子配置を有する染色体スプレッド（９００）は
（図９Ａ）、本明細書に記載される方法に従って、ＫＩＦ５Ｂ－ＡＬＫ融合遺伝子を有す
る染色体スプレッド（９０１）（図９Ｂ）から区別され得る。特に、図９Ａは、図７に示
される模式図に対応し；標識付けの順序は、緊密に分布したクラスターにおいて染色体の
長さに沿って長軸方向に配置された（３２１）、（３２２）、（３２３）の順序と配向で
ある。図９Ａに模式的に示されるように、プローブの順序は第一の順序を有するシグナル
（例えば、赤、黒、及び青）を生成する。同様に、図９Ｂは、図８に示される模式図に対
応し；標識付けの順序は、（３２１）、（３２２）、（３２３）及び（３２２）の順序と
配向である（例えば、赤黒は青黒から分離される）。図９Ｂにおいて、遺伝子のコピーは
、野生型配置のままであるが、遺伝子の第二のコピーは転座したＩＳＨシグナルを示すこ
とが見て取れる。転座したＩＳＨシグナルは、切断点にまたがるプローブ（３２２）の分
割を含み、２つのシグナル（図９Ｂに黒い点として示される）は、実質的な距離で分離せ
られ、二重の矢印（９１０）により表わされる。分割されたプローブからのシグナルは、
同じ長さのプローブが２つの場所で局在しているという事実のために強度が減少していて
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も良い。図９Ｂに示されるシグナルの間の距離は、図９Ａに示したクラスタ化されたシグ
ナルに対比すると、融合遺伝子が存在するという証拠を提供する。
【００７３】
　例示的実施態様において、本開示に係る方法は、第一核酸プローブに関連した第一シグ
ナル、第二核酸プローブに関連した第二シグナル、及び第三核酸プローブに関連した第三
シグナルを検出することにより、プローブのハイブリダイゼーションを検出することを含
む。図５（Ａ－Ｂ）及び９（Ａ－Ｂ）に示されるように、染色体再配置が起きるときに、
シグナルが生成され、ここで第三核酸プローブからのシグナル（例えば、以下でより詳細
に説明するように、適切な標識からの比色定量シグナル、蛍光定量的シグナル又は発光シ
グナル）は、第一及び第二核酸プローブからのシグナルの各々と別々に共局在する。見て
とれるように、第一核酸プローブからのシグナルと第三核酸プローブからのシグナルを含
む明確な第一シグナル、及び第二核酸プローブからのシグナルと第三核酸プローブからの
シグナルを含む明確な第二シグナルがある。第一及び第二の異なるシグナルは、再配置に
依存して同一又は異なる染色体に属するゲノムＤＮＡ上に配置することができる。再配置
が生じたサンプルにおいて、切断点領域に対応するプローブセットは分割され、切断点に
隣接する５’及び３’領域にハイブリダイズするプローブセットの別個の部分を伴い、即
ち、プローブセットの５’ハイブリダイズする部分は再配置された標的配列の５’末端に
ハイブリダイズし、プローブセットの３’ハイブリダイズする部分は再配置された標的配
列の３’部分にハイブリダイズする。このハイブリダイゼーションパターンは、第三プロ
ーブの分割（即ち、２つの別々の信号）につながる。第三プローブは最初の二つのプロー
ブからの別々の色で標識されている場合、アッセイの分解能及び偽陽性シグナルを識別す
る能力は大幅に向上する。
【００７４】
　また、図５（Ａ－Ｂ）及び９（Ａ－Ｂ）に示されるように、染色体転座が生じない場合
、シグナルが生成され、ここで第三核酸プローブからのシグナル（例えば、以下でより詳
細に説明するように、適切な標識からの比色定量シグナル、蛍光定量的シグナル又は発光
シグナル）は、第一及び第二核酸プローブからのシグナルの各々と共局在する。見てとれ
るように、第一、第二及び第三の核酸からのシグナルを含む単一シグナルがある。この状
況では、第一及び第二プローブは、標的配列の５’及び３’領域にハイブリダイズし、第
三プローブは推定される切断点にまたがるように（すなわち、貫通する領域にハイブリダ
イズするように）、標的配列にハイブリダイズする。
【００７５】
　本開示の幾つかの実施態様において、本システムは、染色体切断点に対して５’である
ゲノムＤＮＡの一部（即ちゲノムＤＮＡの第一定義領域））にハイブリダイズする第一核
酸プローブセット、染色体切断点に対して３’であるゲノムＤＮＡの一部（即ちゲノムＤ
ＮＡの第二定義領域））にハイブリダイズする第二核酸プローブセット、及び、再配置の
欠損下で染色体の切断点領域に対してゲノムの直近５’の範囲にハイブリダイズし、好ま
しい実施態様において、標的再配置遺伝子（例えば、図３に示したＡＬＫ遺伝子）にハイ
ブリダイズする第三核酸プローブ（即ち、ゲノムＤＮＡの第三定義領域）を含む。代替的
な実施態様では、第三核酸プローブセットは、再配置の欠損下で染色体の切断点領域に対
してゲノムの直近３’の範囲にハイブリダイズし（即ち、ゲノムＤＮＡの第三定義領域）
、好ましい実施態様において、標的再配置遺伝子にハイブリダイズする。幾つかの好まし
い実施態様において、第一、第二及び第三のプローブは、異なる検出可能な部分、例えば
ハプテンで標識され、それは分離されるべき３つのプローブのそれぞれのハイブリダイゼ
ーションを可能にする。例えば、染色体再配置が起きるときに、シグナルが生成され、こ
こで第三核酸プローブからのシグナル（例えば、本明細書でより詳細に説明するように、
適切な標識からの比色定量シグナル、蛍光定量的シグナル又は発光シグナル）は、再配置
されないゲノムＤＮＡと比較して、配向が変化した５’プローブからのシグナルと別々に
共局在する。好ましい実施態様において、変化した配向は、例えば図５Ｂに示すように、
逆方向である。本明細書で使用される場合、逆なる用語は、プローブハイブリダイゼーシ
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ョンのパターに関して使用される場合、野生型サンプルで観察されたのと反対である配向
をいう。別の実施態様において、第三プローブセットが、再配置の欠損下で染色体の切断
点領域に対してゲノムの直近３’の範囲にハイブリダイズする場合、第三プローブセット
からのシグナルは３’プローブと共局在する。
【００７６】
　幾つかの実施態様において、第一、第二及び第三の核酸プローブは、検出可能な部分を
含む。幾つかの実施態様において、検出可能な部分は、ハプテン、酵素、蛍光分子、蛍光
分子、及び放射性分子からなる群から選択される。幾つかの実施態様において、検出可能
な部分はハプテンであり、第一、第二及び第三核酸プローブは、それぞれ異なる第一、第
二及び第三ハプテンで標識される。幾つかの実施態様において、異なる第一、第二および
第三ハプテンは、ビオチン、２，４－ジニトロフェニル（ＤＮＰ）、フルオレセイン誘導
体、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、５－ニトロ－３－ピラゾールカルバミド（ニトロピラゾ
ール、ＮＰ）、４，５，－ジメトキシ－２－ニトロシンナミド（ニトロシンナミド、ＮＣ
Ａ）、２－（３，４－ジメトキシフェニル）－キノリン－４－カルバミド（フェニルキノ
ロン、ＤＰＱ）、２，１，３－ベンゾオキサジアゾール－５－カルバミド（ベンゾフラザ
ン、ＢＦ）、３－ヒドロキシ－２－キノキサリンカルバミド（ヒドロキシキノキサリン、
ＨＱ）、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４’－スルホンアミド（ＤＡＢＳＹＬ）
、ロテノンイソキサゾリン（Ｒｏｔ）、（Ｅ）－２－（２－（２－オキソ－２，３－ジヒ
ドロ－１Ｈ－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン－４－イル）フェノキシ（ｐｈｅｎｏｚ
ｙ））アセトアミド（ベンゾジアゼピン、ＢＤ）、７－（ジエチルアミノ）－２－オキソ
－２Ｈ－クロメン－３－カルボン酸（クマリン ３４３、ＣＤＯ）、２－アセトアミド－
４－メチル－５－チアゾールスルホンアミド（チアゾールスルホンアミド、ＴＳ）、及び
ｐ－メトキシフェニルピラゾポドフィルアミド（p-Mehtoxyphenylpyrazopodophyllamide
）（Ｐｏｄｏ）からなる群から選択される。幾つかの実施態様において、検出することは
、第一、第二、及び第三ハプテンにそれぞれ特異的である第一、第二及び／又は第三抗体
とサンプルとを接触させることを含む。幾つかの実施態様において、第一、第二及び第三
の抗体は、酵素とコンジュゲートしている。幾つかの実施態様において、酵素は、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、酸性ホスファターゼ、グルコースオキ
シダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、β－グルクロニダーゼ及びβ－ラクタマーゼから成る
群から選択される。幾つかの実施態様において、本方法は、第一、第二及び／又は第三抗
体に結合する抗体にサンプルを接触させることを更に含む。幾つかの実施態様において、
第一、第二及び第三の抗体に結合する抗体は、酵素とコンジュゲートしている。幾つかの
実施態様において、酵素は、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、酸
性ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、β－グルクロニダ
ーゼ及びβ－ラクタマーゼから成る群から選択される。幾つかの実施態様において、第一
、第二及び第三の抗体に結合する抗体は、異なる蛍光分子とコンジュゲートしている。
【００７７】
　幾つかの実施態様では、本方法は、比色検出試薬とサンプルを接触させることを更に含
む。幾つかの実施態様では、本方法は、比色検出試薬とサンプルを接触させることを更に
含む。幾つかの実施態様において、検出は、比色検出、蛍光検出、及び放射検出からなる
群から選択される方法を含む。幾つかの実施態様において、染色体転座の存在は、切断点
に対して５’に位置するゲノムＤＮＡに対する第一核酸プローブ部分のハイブリダイゼー
ション、切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡに対する第二核酸プローブ部分のハ
イブリダイゼーション、切断点に近接する５’配列に対する第三核酸プローブの５’部分
、及び切断点に近接する３’配列に対する第三核酸プローブの３’部分の別々のハイブリ
ダイゼーションにより示される。幾つかの実施態様において、染色体転座の欠損は、切断
点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡに対する第一核酸プローブ部分のハイブリダイゼ
ーション、切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡに対する第二核酸プローブ部分の
ハイブリダイゼーション、及び、第三プローブが切断点にまたがるゲノムＤＮＡの領域に
対してハイブリダイズできるような、切断点に近接する５’配列に対する第三核酸プロー
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ブの５’部分、及び切断点に近接する３’配列に対する第三核酸プローブの３’部分のハ
イブリダイゼーションにより示される。
【００７８】
　幾つかの実施態様において、本開示は、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡの
一部分にハイブリダイズする第一核酸、切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡの一
部分にハイブリダイズする第二核酸、及び切断点に隣接するＤＮＡの一部分にハイブリダ
イズすう第三核酸プローブを含む、切断点に関連した染色体転座を有することが疑われる
サンプルを解析するためのシステムを提供する。
【００７９】
　幾つかの実施態様において、第三核酸プローブは５’部分及び３’部分を更に含み、こ
こで第三核酸プローブは、再配置の欠損下で切断点にまたがってゲノムＤＮＡの領域にハ
イブリダイズすることができるように、５’部分は、切断点に隣接して５’であるゲノム
ＤＮＡの一部分にハイブリダイズし、３’部分は、切断点に隣接して３’であるゲノムＤ
ＮＡの一部分にハイブリダイズする。幾つかの実施態様において、再配置の存在下で、第
一核酸プローブに対して検出されたシグナル及び第三核酸プローブに対して検出されたシ
グナルは、再配置の欠損下で第一核酸プローブに対して検出されたシグナル及び第三核酸
プローブに対して検出されたシグナルの配向と比較した場合、逆転している配向を有する
ように、第三核酸プローブは切断点に隣接して５’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブ
リダイズする。幾つかの実施態様において、再配置の存在下で、第二核酸プローブに対し
て検出されたシグナル及び第三核酸プローブに対して検出されたシグナルは、再配置の欠
損下で第二核酸プローブに対して検出されたシグナル及び第三核酸プローブに対して検出
されたシグナルの配向と比較した場合、逆転している配向を有するように、第三核酸プロ
ーブは切断点に隣接して３’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする。
【００８０】
　幾つかの実施態様において、本発明は、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡの
一部分にハイブリダイズする第一核酸、切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡの一
部分にハイブリダイズする第二核酸、及び切断点に隣接するＤＮＡの一部分にハイブリダ
イズすう第三核酸プローブを含む、切断点に関連した染色体転座を有することが疑われる
サンプルを解析するためのキットを提供する。幾つかの実施態様において、第三核酸プロ
ーブは５’部分及び３’部分を更に含み、ここで第三核酸プローブは、再配置の欠損下で
切断点にまたがってゲノムＤＮＡの領域にハイブリダイズすることができるように、５’
部分は、切断点に隣接して５’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズし、３’部
分は、切断点に隣接して３’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする。幾つか
の実施態様において、再配置の存在下で、第一核酸プローブに対して検出されたシグナル
及び第三核酸プローブに対して検出されたシグナルは、再配置の欠損下で第一核酸プロー
ブに対して検出されたシグナル及び第三核酸プローブに対して検出されたシグナルの配向
と比較した場合、逆転している配向を有するように、第三核酸プローブは切断点に隣接し
て５’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする。幾つかの実施態様において、
再配置の存在下で、第二核酸プローブに対して検出されたシグナル及び第三核酸プローブ
に対して検出されたシグナルは、再配置の欠損下で第二核酸プローブに対して検出された
シグナル及び第三核酸プローブに対して検出されたシグナルの配向と比較した場合、逆転
している配向を有するように、第三核酸プローブは切断点に隣接して３’であるゲノムＤ
ＮＡの一部分にハイブリダイズする。
【００８１】
　幾つかの実施態様において、本開示は、切断点に関連した染色体転座に関連した疾患を
診断するための方法を提供する。
【００８２】
　切断点に関連した染色体転座に関連する疾患を有することが疑われる患者からのサンプ
ルを提供し、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする
第一核酸プローブ、切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイ
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ズする第二核酸プローブ、及び切断点に隣接するＤＮＡの一部分にハイブリダイズする第
三核酸プローブを提供し；サンプル中でゲノムＤＮＡに対してプローブをハイブリダイズ
し；サンプル中でゲノムＤＮＡに対するプローブのハイブリダイゼーションを検出し；検
出の結果を用いて、患者の疾患の診断を提供することを含む。
【００８３】
　幾つかの実施態様において、本開示は、切断点に関連した染色体転座に関連する疾患を
有することが疑われる患者からのサンプルを提供し、切断点に対して５’に位置するゲノ
ムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする第一核酸プローブ、切断点に対して３’に位置す
るゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする第二核酸プローブ、及び切断点に隣接する
ＤＮＡの一部分にハイブリダイズする第三核酸プローブを提供し；サンプル中でゲノムＤ
ＮＡに対してプローブをハイブリダイズし；サンプル中でゲノムＤＮＡに対するプローブ
のハイブリダイゼーションを検出し；及び検出の結果を用いて、患者の疾患に関連する予
後を提供することを含む、切断点に関連した染色体転座に関連した疾患に罹患した患者に
対する転帰のための方法を提供する。
【００８４】
　幾つかの実施態様において、本開示は、切断点に関連した染色体転座に関連する疾患を
有することが疑われる患者からのサンプルを提供し、切断点に対して５’に位置するゲノ
ムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする第一核酸プローブ、切断点に対して３’に位置す
るゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする第二核酸プローブ、及び切断点に隣接する
ＤＮＡの一部分にハイブリダイズする第三核酸プローブを提供し；サンプル中でゲノムＤ
ＮＡに対してプローブをハイブリダイズし；サンプル中でゲノムＤＮＡに対するプローブ
のハイブリダイゼーションを検出し；及び検出の結果を用いて、患者に対する治療的処置
を決定することを含む、切断点に関連した染色体転座に関連した疾患に罹患した患者のた
めの治療を決定する方法を提供する。
【００８５】
　以前に記述された２色ブレークアパートプローブシステムにおいては、５’及び３’ブ
レークアパートプローブの間のギャップに起因する問題があった。細胞内部で５’及び３
’プローブシグナルがどの程度曲がっているかに依存して、５’及び３’プローブシグナ
ルは、たとえ全く転位が発生していないとしても、２つの別個のプローブシグナルとして
見ることができる。これが、偽陽性シグナルである。現在のシステムは、最初の二つのプ
ローブと連動してシグナルを発生する第三のプローブを導入することによってこれらの問
題を解決する。本システムはまた、転座が染色体の間で発生したときに、読みやすいシグ
ナルを生成するという利点を有するものの、本システムは、再配置が同じ染色体で発生し
た（例えば、反転）場所で特に有用である。様々な実施態様を以下でより詳細に説明する
。
【００８６】
Ａ．標的核酸プローブ
　本開示は、核酸プローブを利用する。好ましい実施態様において、核酸プローブは、上
述されたように、サンプル中でゲノムＤＮＡの定義された領域（即ち標的核酸配列）に結
合する又はハイブリダイズするプローブセットである。好ましくは、核酸プローブは、Ｒ
ＮＡ（リボ核酸）、ＤＮＡ（デオキシリボ核酸）、ＬＮＡ（ロックト核酸）、ＰＮＡ（ペ
プチド核酸）、またはそれらの組み合わせなどの任意の適切な核酸を含み、デオキシリボ
ヌクレオチドなどの標準ヌクレオチド、及びヌクレオチドアナログを含み得る。
【００８７】
　幾つかの実施態様において、核酸プローブセットは、所望の標的核酸配列にに８０％以
上相補的であり、好ましくは、所望の標的核酸配列に９０％以上相補的であり、より好ま
しくは、所望の標的核酸配列に９９％以上相補的であり、最も好ましくは、所望の標的核
酸配列に約１００％相補的である。一般に、核酸プローブの設計は、当該分野で標準的で
ある実践を使い遂行される。例えば、得られたプローブが、標的核酸に結合することを犠
牲にして自分自身に折り重なるか、またはお互いにハイブリダイズするような自己相補性
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を有する配列は一般的に回避される。
【００８８】
　標的プローブ部分の長さを選択する際の１つの考慮事項は、標的核酸を含むサンプルの
複雑さである。例えば、ヒトゲノムは、長さが約３Ｘ１０９塩基対である。任意の１０ヌ
クレオチド配列は、３０億塩基対において約２８６１回の頻度で現れる。この長さの標的
プローブ部分は、ヒトゲノムの大きさの配列を持つ標的内にある１０ヌクレオチド領域に
一意的に結合する機会は乏しいであろう。しかし仮に、標的配列がプラスミド３キロバイ
ト以内であった場合は、そのようなオリゴヌクレオチドは、一意的に結合することが非常
に合理的な機会がある可能性がある。これと同じ計算により、１６ヌクレオチドのオリゴ
ヌクレオチド（すなわち、１６量体）が３Ｘ１０９塩基対に一回現れることが、数学的に
可能性がある配列の長さの最小値であることが分かる。このレベルの特異性はまた、２つ
以上の短い核酸配列が協調的な方法で（すなわち、それらが両方もしくは全てがそれらの
意図した標的配列に結合している場合にのみ、意図した複合体を生成することができるよ
うに）結合するように形成されている場合、２つ以上の短い核酸配列によって提供される
場合があり、ここでその短い配列の組み合わせが所望の特異性を提供する。
【００８９】
　標的プローブ部分の長さを選択する際の第二の考慮事項は、標的プローブ部分が機能す
ることが期待されるであろう温度範囲である。平均塩基含有量（５０％のＧ－Ｃ塩基）の
１６量体は、とりわけ、プローブとその標的の濃度、反応の塩濃度、及びヌクレオチドの
正確な順序に依存する、約４１℃と計算されるＴｍを有するであろう。実際問題として、
長い標的プローブ部分は、通常、ハイブリダイゼーションの特異性を高めるために選択さ
れる。例えば、長さが２０から２５ヌクレオチドの標的プローブ部分は、Ｔｍの近傍（Ｔ
ｍの約５℃以内）の温度で行う反応で使用した場合、非常に特異的である可能性があるた
め、使用することができる。
【００９０】
　好ましい実施態様において、標的プローブ部分がユーザーによって定義された適切な条
件下で、標的核酸にハイブリダイズするように、核酸プローブセットはこれらの考慮事項
を考慮して設計されている。
【００９１】
　核酸は、手動で、又は、温度、長さ、ＧＣ含量などの所望のパラメータに基づいて、プ
ライマーの選択を最適化する、コンピュータ実装されたアルゴリズムの支援を受けて選択
することができる。インターネットを介して又はパーソナルコンピューター上で使用する
数多くのコンピューターに実装されたアルゴリズムが入手できる。例えば、標的核酸配列
（例えば、ゲノム標的核酸配列）から複数の結合領域を生成するため、反復的な（または
他の望ましくない、例えば、バックグラウンドを生みだす）核酸配列を欠いた配列の領域
が、例えば手動で、あるいはコンピューター・アルゴリズムを使用して、同定される。数
キロから数百キロベースまたがる標的核酸配列内（例えば、ゲノム標的核酸配列）におい
て、実質的に又は完全に反復が無い（または他の望ましくない、例えば、バックグラウン
ドを生じる）核酸配列である典型的な多くの結合領域が同定される。
【００９２】
　核酸プローブは、任意の公知の方法により合成することができる。幾つかの実施態様に
おいて、核酸プローブをコードする配列は、プラスミド発現ベクターにクローニングされ
る。核酸プローブは、核酸プローブをコードするＲＮＡ分子を提供するために、好ましく
はＲＮＡポリメラーゼによりベクターから転写される。幾つかの実施態様において、核酸
プローブは、例えば、ホスホロアミダイトアナログを用いて、化学的に合成される。幾つ
かの実施態様において、ＤＮＡプローブは、プラスミドＤＮＡの増殖、精製、制限酵素消
化によって合成され、標的核酸プローブをコードするＤＮＡ分子を提供する。二本鎖ＤＮ
Ａは、続いてハイブリダイゼーションプロトコルにおける使用のための一本鎖に溶融させ
ることができる。幾つかの実施態様において、標的核酸プローブは、非対称ＰＣＲにより
合成される。幾つかの実施態様において、一方のプライマーは、例えば、核酸アナログ（



(24) JP 5840708 B2 2016.1.6

10

20

30

40

50

例えば、ＬＮＡ）である可能性がある。このプロセスは、ロックトヌクレオチド及び標準
的ｄＮＴＰから作成される検出標的部分を含む標的特異的部分を有するプローブを生成す
る。幾つかの実施態様において、ＬＮＡ含有プライマーは、望まれるストランドの精製を
容易にするためにビオチンを含有する。
【００９３】
　幾つかの実施態様において、核酸プローブは、１つ又は検出可能な部分を含む。幾つか
の実施態様において、検出可能な部分は直接検出可能であり、他の実施態様において、検
出可能な部分は、間接的に検出可能である。幾つかの実施態様において、検出可能な部分
は、検出プローブに組み込まれる。幾つかの実施態様において、検出可能な部分は、検出
可能なシグナルを生成するシグナル生成部分である。幾つかの実施態様において、検出可
能な部分は検出プローブの合成に用いられるヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログに
結合している。例えば、望まれる検出可能な部分に結合しているヌクレオシドホスホロア
ミダイトは、当技術分野で知られているように、化学合成を介して検出プローブを合成す
るために使用される。
【００９４】
　幾つかの実施態様において、検出可能な部分を間接的に検出される。幾つかの実施態様
において、検出可能な部分は、第一及び第二のメンバー、又は第一、第二、及び第三メン
バーを含む結合分子システムの第一のメンバーである。これらの実施態様において、結合
対の第一のメンバーにコンジュゲートしたヌクレオチドは、好ましくは、結合対の第一の
メンバーにコンジュゲートしたヌクレオシドホスホルアミダイトの使用を介して、検出プ
ローブに組み込まれる。次に、サンプルを結合ペアの第二メンバー（すなわち、特異的結
合部分）を含む特異的結合剤と接触させる。幾つかの実施態様において、結合ペアの第二
のメンバーは、シグナル生成部分に結合し、結合ペアの第一のメンバーへの結合を介して
検出プローブを検出するために使用される。他の実施態様において、サンプルは第二の結
合メンバーに特異的に結合する第三の結合メンバーと接触させる。これらの実施態様にお
いて、第三のメンバーはシグナル生成部分にコンジュゲートしている。適切な結合分子系
の例としては、限定されないが、アビジン、ビオチン、ハプテンは、抗ハプテン抗体、抗
抗体抗体、及びそれらの組み合わせが挙げられる。例えば、幾つかの実施態様において、
検出プローブの検出可能な成分の部分は、１つまたは複数のハプテニル化された（ｈａｐ
ｔｅｎｙｌａｔｅｄ）ヌクレオチドを含む。これらのハプテニル化されたヌクレオチドは
、抗ハプテン抗体及びシグナル生成部分にコンジュゲートした抗（抗ハプテン抗体）抗体
の使用により検出される。
【００９５】
　従って、幾つかの実施態様において、本開示は、結合分子システムの第一のメンバーに
結合している１つ以上のヌクレオチドを含む核酸プローブを提供する。幾つかの実施態様
において、結合分子システムの第一のメンバーは、ハプテンである。幾つかの実施態様に
おいて、検出プローブの検出可能な成分部分は、ハプテン分子（例えばニトロ芳香族化合
物（例えば、ジニトロフェニル（ＤＮＰ））、ビオチン、フルオレセイン、ジゴキシゲニ
ンなど）に共有結合したｄＮＴＰを組込んだ核酸分子である。（例えば、標識プローブへ
の組み込みを容易にするために）ハプテン及び他の標識をｄＮＴＰにコンジュゲートする
ための方法は、当技術分野で周知である。方法の例については、例えば、米国特許第５，
２５８，５０７号、同４，７７２，６９１号、同５，３２８，８２４号、及び同４，７１
１，９５５号を参照のこと。実際に、数多くの標識されたｄＮＴＰが、例えば、Invitrog
en Detection Technologies (Molecular Probes社、ユージーン、オレゴン州）から市販
されている。標識は、直接的または間接的にｄＮＴＰの上の任意の位置、例えば、リン酸
（例えば、α、β又はγリン酸）や糖などでｄＮＴＰへ結合させることができる。
【００９６】
　様々なハプテンが核酸プローブに使用され得る。そのようなハプテンは、限定されない
が、ピラゾール、特にニトロピラゾール；ニトロフェニル化合物；ベンゾフラザン；トリ
テルペン；尿素及びチオ尿素類、特にフェニル尿素、更に具体的にはフェニルチオ尿素；
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ロテノン及びロテノン誘導体、ここではロテノイドとも言う；オキサゾール及びチアゾー
ル、特にオキサゾール及びチアゾールスルホンアミド；クマリンおよびクマリン誘導体；
ポドフィロトキシン及びポドフィロトキシン誘導体に代表されるシクロリグナン；及びそ
れらの組み合わせが挙げられる。ハプテンの具体的な例としては、限定されないが、２，
４－ジニトロフェニル（ＤＮＰ）、ビオチン、フルオレセイン誘導体（ＦＩＴＣ、ＴＡＭ
ＲＡ、テキサスレッドなど）、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、５－ニトロ－３－ピラゾール
カルバミド（ニトロピラゾール、ＮＰ）、４，５，－ジメトキシ－２－ニトロシンナミド
（ニトロシンナミド、ＮＣＡ）、２－（３，４－ジメトキシフェニル）－キノリン－４－
カルバミド（フェニルキノロン、ＤＰＱ）、２，１，３－ベンゾオキサジアゾール－５－
カルバミド（ベンゾフラザン、ＢＦ）、３－ヒドロキシ－２－キノキサリンカルバミド（
ヒドロキシキノキサリン、ＨＱ）、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４’－スルホ
ンアミド（ＤＡＢＳＹＬ）、ロテノンイソキサゾリン（Ｒｏｔ）、（Ｅ）－２－（２－（
２－オキソ－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン－４－イル）
フェノキシ（ｐｈｅｎｏｚｙ））アセトアミド（ベンゾジアゼピン、ＢＤ）、７－（ジエ
チルアミノ）－２－オキソ－２Ｈ－クロメン－３－カルボン酸（クマリン ３４３、ＣＤ
Ｏ）、２－アセトアミド－４－メチル－５－チアゾールスルホンアミド（チアゾールスル
ホンアミド、ＴＳ）、及びｐ－メトキシフェニルピラゾポドフィルアミド（p-Mehtoxyphe
nylpyrazopodophyllamide）（Ｐｏｄｏ）が挙げられる。これらのハプテンとそれらのプ
ローブにおける使用については、共同所有の出願である、米国特許出願公開第２００８／
０３０５４９７号、同２００８／０２６８４６２号、及び同２００８／００５７５１３号
により詳細が説明されている。
【００９７】
　核酸プローブがハプテンを含む実施態様では、結合分子システムの第二のメンバーは、
好ましくは、抗原結合分子としてハプテンに特異的に結合する分子である。適切な抗原結
合分子の例としては、限定されないが、抗体、免疫グロブリン又は免疫グロブリン様分子
（一例として、限定するものでないが、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭを
含む）、抗体断片、例えば、当該技術分野において知られているＦ（ａｂ’）２断片、抗
体断片、Ｆａｂ’断片、Ｆａｂ’－ＳＨ断片など、組換え抗体断片（例えばｓＦｖ断片、
ｄｓＦｖ断片、二重特異性のｓＦｖ断片、二重特異性ｄｓＦｖ断片、Ｆ（ａｂ）’２断片
、単鎖Ｆｖタンパク質（「ｓｃＦｖ」）、ジスルフィド安定化Ｆｖタンパク質（「ｄｓＦ
ｖ」）、ダイアボディ、及びトリアボディ（当該技術分野で知られている）及び、ラクダ
科動物抗体が挙げられる（例えば、米国特許第６，０１５，６９５号；同６，００５，０
７９号－同５，８７４，５４１号；同５，８４０，５２６号；同５，８００，９８８号；
及び同５，７５９，８０８号を参照のこと）。幾つかの実施態様において、検出可能なシ
グナルを生成する検出可能な部分は、抗原結合分子に、付着するか、そうでなければ共有
結合している。適切な第二の結合対のメンバーは、限定されないが、検出可能なシグナル
を生成する検出可能な部分にコンジュゲートしている抗ＤＮＰ抗体、抗ビオチン抗体、抗
ＦＩＴＣ抗体、抗ＤＩＧ抗体、抗ＮＰ抗体、抗ＮＣＡ抗体は、抗ＤＰＱ抗体、抗ＢＦ抗体
、抗ＨＱ抗体、抗ダブシル抗体、抗Ｒｏｔ抗体、抗ＢＤ抗体、抗ＣＤＯ抗体、抗ＴＳ抗体
、および抗Ｐｏｄｏ抗体が挙げられる。更なる実施態様において、結合分子システムの第
二のメンバーは、検出可能な部分を含まない抗ハプテン一次抗体である。これらの実施態
様において、結合性分子システムの第三のメンバーは、二次抗抗体（例えば、ヤギ抗マウ
スＩｇＧ抗体など）であり、検出可能なシグナルを生成するために利用されるシグナルを
生成する検出可能な部分を含む。
【００９８】
　上述したように、検出プローブは、直接的に検出可能であるか又は間接的に検出可能で
あってよい。幾つかの直接的検出の実施態様では、検出プローブは、検出可能なシグナル
を発生する検出可能な部分（例えば、シグナル発生部分）を含み、一方幾つかの間接的検
出の実施態様では、検出可能なシグナルを発生するシグナル発生部分にコンジュゲートし
ている結合分子システム（例えば二次抗体など）のメンバーを含む特異的結合剤が利用さ
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れている。これらの実施態様では、検出可能なシグナルを発生する様々なシグナル発生部
分が、検出プローブに組み込まれ得、又は結合対のメンバーにコンジュゲートされ得る。
【００９９】
　好ましい実施態様において、シグナル生成部分は、光子（無線周波数、マイクロ波周波
数、赤外線周波数、可視周波数と紫外線周波数の光子を含む）の吸収、放出及び／又は散
乱を含む、任意の公知又は未発見のメカニズムによって検出することができる。シグナル
生成部分は着色、蛍光、燐光及び発光分子や物質を含む。一つの物質を別の物質に変換し
、（例えば、無色の物質を着色物質に変換したり、又はその逆であったり、又は沈殿物を
生成するか、サンプルの濁度を増加させるなどにより）検出可能な差を与える触媒（酵素
など）、及び常磁性分子及び磁性分子または物質を包含する。
【０１００】
　シグナル発生部分の特定の例においては、蛍光分子（又は蛍光色素）が含まれる。多数
の蛍光色素が、当業者に知られており、例えばInvitrogenから選択することができ、例え
ば、The Handbook--A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies, Invit
rogen Detection Technologies, Molecular Probes, Eugene, Oreg.）を参照。核酸分子
又は抗原結合分子などのタンパク質に結合させる（例えば、化学的にコンジュゲートさせ
る）ことができる特定の蛍光色素は、限定されないが、以下を包含する；４－アセトアミ
ド－４’－イソチオシアン酸スチルベン－２，２’－ジスルホン酸、アクリジン及びアク
リジンイソチオシアネートなどのアクリジン及び誘導体、５－（（２－アミノエチル）ア
ミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤＡＮＳ）、４－アミノ－Ｎ－［３－（ビニルスル
ホニル）フェニル］ナフタルイミド－３，５ジスルホン酸（ルシファーイエローＶＳ）、
Ｎ－（４－アニリノ－ｌ－ナフチル）マレイミド；アントラニルアミド；ブリリアントイ
エロー、例えば、クマリン、７－アミノ－４－メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン１２０
）などのクマリン及び誘導体、７－アミノ－４－トリフルオロメチルクルアリン（7-amin
o-4-trifluoromethylcouluarin）（クマリン１５１）；シアノシン；４’，６－ジアミジ
ノ－２－フェニリンドール（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；ジエチレントリアミンペンタアセテート；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－ｌ－スルホニルクロライド（ＤＮＳ、塩化ダンシル）；４－（４’－ジメチルアミノ
フェニルアゾ）安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）；４－ジメチルアミノフェニルアゾフェニル－
４’－イソチオシアネート（ＤＡＢＩＴＣ）；エオシンおよびエオシンイソチオシアネー
トなどのエオシンおよび誘導体；エリトロシンＢおよびエリトロシンイソチオシアネート
などのエリトロシンおよび誘導体；エチジウム；５－カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ
）、５－（４，６－ジクロロトリアジン－２－イル）アミノフルオレセイン（ＤＴＡＦ）
、２’７’－ジメトキシ－４’５’－ジクロロ－６－カルボキシフルオレセイン（ＪＯＥ
）、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、およびＱＦＩＴ
Ｃ（ＸＲＩＴＣ）などのフルオレセインおよび誘導体；２′，７′－ジフルオロフルオレ
セイン（ＯＲＥＧＯＮ ＧＲＥＥＮＴＭ；フルオレスカミン；ＩＲ１４４；ＩＲ１４４６
；マラカイトグリーンイソチオシアナート；４‐メチルウンベリフェロン；オルト‐クレ
ゾールフタレイン；ニトロチロシン；パラローザニリン；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；ピレン酪酸、１－ピレン酪酸スクシンイミジルな
どのピレンおよび誘導体；リアクティブレッド４（シバクロン（商標）ブリリアントレッ
ド３Ｂ－Ａ）；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）などのローダミン及び誘導体；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、ローダミングリーン、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１、スルホロー
ダミン１０１の塩化スルホニル誘導体（テクサスレッド）、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
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チルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）；リボフラビン；ロゾール酸およびテ
ルビウムキレート誘導体。
【０１０１】
　他の適切なフルオロフォアは、約６１７ｎｍで放射するチオール反応性ユウロピウムキ
レート（Heyduk and Heyduk, Analyt. Biochem. 248:216-27, 1997; J. Biol. Chem. 274
:3315-22, 1999）、並びにＧＦＰ、リサミン．ＴＭ、ジエチルアミノクマリン、フルオレ
セインクロロトリアジニル、ナフトフルオレセイン、４，７－ジクロロローダミン及びキ
サンテン（Ｌｅｅらによる米国特許第５，８００，９９６号に記載された）及びそれらの
誘導体を包含する。当業者に既知である他のフルオロフォア、例えば、Invitrogen Detec
tion Technologies, Molecular Probes (Eugene, Oreg.)から入手可能なものもまた使用
でき、色素のＡＬＥＸＡ ＦＬＵＯＲＴＭ系（例えば、米国特許第５，６９６，１５７号
、同６，１３０，１０１号、及び同６，６，７１６，９７９号に記載される）、色素のＢ
ＯＤＩＰＹ系（ジピロメテンボロンジフルオリド色素（dipyrrometheneboron difluoride
 dyes）、例えば、米国特許第４，７７４，３３９号、同５，１８７，２８８号、同５，
２４８，７８２号、同５，２７４，１１３号、同５，３３８，８５４号、同５，４５１，
６６３号、及び同５，４３３，８９６号に記載される）、カスケードブルー（米国特許第
５，１３２，４３２号に記載されるスルホン化ピレンのアミン反応性誘導体）、及びマリ
ーナブルー（米国特許第５，８３０，９１２号）を包含する。
【０１０２】
　上記の蛍光色素に加えて、蛍光標識は、半導体ナノ結晶などの蛍光ナノ粒子が可能であ
る（例えば、QDOT NANOCRYSTALS, Life Technologies；米国特許第６，８１５，０６４号
、同第６，６８２，５９６号及び同第６，６４９，１３８号も参照）。半導体ナノ結晶は
、大きさに依存する光学的および／または電気的特性を有する微細な粒子である。半導体
ナノ結晶は、一次エネルギー源で照射されている場合、エネルギーの二次電子放出は、半
導体ナノ結晶で使用される半導体材料のバンドギャップに対応する周波数で発生する。こ
の放出は、特定の波長または蛍光色の光として検出することができる。異なるスペクトル
特性を持つ半導体ナノ結晶は、例えば、米国特許第６６０２６７１号に記載されている。
半導体ナノ結晶は、様々な生体分子（ｄＮＴＰ及び／又は核酸を含む）、及び基質に対し
て、例えば、Bruchez et. al. (1998) Science 281:2013-6, Chan et al. (1998) Scienc
e 281; 及び米国特許第６，２７４，３２３号に記載された技術によって結合することが
できる。
【０１０３】
　様々な組成物の半導体ナノ結晶の形成は、例えば、米国特許第６，９２７，０６９号；
同６，９１４，２５６号；同６，８５５，２０２号；同６，７０９，９２９号；同６，６
８９，３３８号；同６，５００，６２２号；同６，３０６，７３６号；同６，２２５，１
９８号；同６，２０７，３９２号；同６，１１４，０３８号；同６，０４８，６１６号；
同５，９９０，４７９号；同５，６９０，８０７号；同５，５７１，０１８号；同５，５
０５，９２８号；同５，２６２，３５７号及び米国特許出願公開第２００３／０１６５９
５１号並びにＰＣＴ出願公開番号第９９／２６２９９号（１９９９年５月２７日公開）に
開示されている。半導体ナノ結晶の別個の集団を、その異なるスペクトル特性に基づいて
識別可能であるように生成することができる。例えば、半導体ナノ結晶は、その組成、サ
イズまたはサイズおよび組成に基づいて異なる色の光を発するように生成することができ
る。例えば、サイズに基づいて異なる波長（５６５ｎｍ、６５５ｎｍ、７０５ｎｍ、又は
８００ｎｍの発光波長）で発光する半導体ナノ結晶は、本明細書に開示されたプローブに
おいて蛍光標識として適しており、Invitrogenから入手される。
【０１０４】
　更なるシグナル発生部分は、例えば、放射性同位元素（３Ｈ，３５Ｓ及び３２Ｐなど）
、Ｇｄ３＋などの放射性金属イオン又は常磁性金属イオンのＤＯＴＡ及びＤＰＴＡキレー
トなどの金属キレート、及びリポソームを包含する。
【０１０５】
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　シグナル発生部分はまた、酵素、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホス
ファターゼ、酸性ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、β
－グルクロニダーゼ、β－ラクタマーゼを含む。検出可能な標識が酵素を含む場合、色素
原、蛍光発生化合物、又は発光性化合物が、酵素と組み合わせて使用することができま、
検出可能なシグナルを生成する（多くのそうした化合物が、例えば、Life Technologies
から市販されている）。発色化合物の特定の例としては、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）
、４－ニトロフェニルリン酸（ｐＮＰＰ）、ファーストレッド（fast red）、ブロモクロ
ロインドリルリン酸（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／
ＮＢＴ、ファーストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチルベンジジン（ＴＭ
Ｂ）、２，２’－アジノ－ジ（３－エチルベンゾチアゾリンスルホン酸（ＡＢＴＳ）、ｏ
－ジアニシジン、４ークロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラク
トピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）、５－ブロモ－４－クロ
ロ－３－インドイル－βーガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）、メチルウンベリフェリル
－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌ）、ｐ－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラク
トピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドイル－βーＤ－グルクロ
ニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ）、フクシン、ヨ
ードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブルー、及びテトラゾリウムバイ
オレッドを包含する。
【０１０６】
　あるいは、酵素は、金属組織学的検出方式で使用することができる。例えば、ＳＩＳＨ
の方法は、ハイブリダイズしたゲノムの標的核酸配列の同定及び局在についての金属組織
学的検出方式を含む。金属組織学的検出方法は、水溶性金属イオン及び酵素の酸化還元に
不活性な基質と組み合わせて、アルカリフォスファターゼ等の酵素を使用することを包含
する。基質は酵素により酸化還元活性剤に変換され、その酸化還元活性剤は金属イオンを
還元し、それを検出可能な沈殿物を形成させる。（例えば、米国特許出願公開第２００５
／０１００９７６、ＰＣＴ国際公開第２００５／００３７７７及び米国特許出願公開第２
００４／０２６５９２２を参照）。金属組織学的検出方法には、オキシドレダクターゼ酵
素（例えば西洋ワサビペルオキシダーゼなど）を、水溶性金属イオン、酸化剤及び還元剤
と一緒に使用することを含み、再び検出可能な沈殿物を形成する。（例えば、米国特許第
６６７０１１３を参照）。
【０１０７】
　幾つかの実施態様において、シグナル生成部分は、蛍光タンパク質である。蛍光タンパ
ク質はまた、可視化を容易にするために、担体として使用することができ、又は担体に結
合させることができる。例えば、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）は、もともとはオワンク
ラゲの発光器官から単離された。キメラＧＦＰ融合は、細胞への遺伝子導入によりインサ
イツで発現させることができ、適切な標的化シグナルによって、細胞内の特定の部位に局
在化させることができる。青、シアン、黄緑色の発光を伴うスペクトルの変異が首尾よく
オワンクラゲＧＦＰから生成されるが、何一つ５２９ｎｍより長い発光極大を示すものは
無かった。ＧＦＰ様タンパク質が、生物学的用途のために利用可能な色の範囲を著しく拡
大した花虫綱（サンゴ動物）から単離されている。配列データベースに寄託された「ＧＦ
Ｐ様タンパク質」のファミリーは、現在およそ３０の有意に異なるメンバーを有している
。蛍光タンパク質は、発色団の自己触媒的合成によって自発的に蛍光を発することができ
るタンパク質を指す。赤色波長又は遠赤色波長（赤色蛍光タンパク質又はＲＦＰ）で蛍光
を発するタンパク質が知られている。ＲＦＰは、多色標識実験及び蛍光共鳴エネルギー移
動（ＦＲＥＴ）実験の両方において、より短い波長で蛍光を発する他の蛍光タンパク質と
の組み合わせで使用することができる。市販のＲＦＰは、２つの野生型ＧＦＰ様タンパク
質に由来する。ＤｓＲｅｄ（ｄｒＦＰ５８３）は、５５８ｎｍと５８３ｎｍで、それぞれ
励起極大及び発光極大を持つ。遠赤外蛍光タンパク質は、５７１ｎｍで吸収する色素タン
パク質の変異誘発によって生成された。ＨｃＲｅｄ１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）は、５８８ｎ
ｍと６１８ｎｍで、それぞれ励起極大及び発光極大を持つ。最長波長（導入されている任



(29) JP 5840708 B2 2016.1.6

10

20

30

40

50

意の変異なし）で蛍光を発する蛍光タンパク質は、イソギンチャクEntacmaea quadricolo
rからクローニングされた、ｅｑＦＰ６１１である。このタンパク質は、５５９ｎｍで吸
収し、６１１ｎｍで発光する。
【０１０８】
Ｂ．プローブ及びプローブシステムの使用
　本開示は、開示されたプローブ及びプローブシステムを使用する方法を提供する。例え
ば、プローブは標的核酸分子を検出し分析するために使用することができる。一例におい
て、本方法は、サンプル中の核酸分子と標的核酸プローブとのハイブリダイゼーションを
可能にするのに十分な条件下で、核酸分子を含むサンプルと開示された標的核酸プローブ
の一つ以上を接触させることを含む。次いで、検出プローブと標的核酸プローブとの間の
ハイブリダイゼーションを可能にするのに十分な条件下で、サンプルを検出プローブと接
触させる。検出プローブは、上述したように検出される。
【０１０９】
　本開示のプローブ及びプローブシステムは、インサイツハイブリダイゼーション手順（
例えば、蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、発色インサイツハイブリ
ダイゼーション（ＣＩＳＨ）及び銀インサイツハイブリダイゼーション（ＳＩＳＨ））の
ような、核酸検出のために使用することができる。相補的な核酸分子間のハイブリダイゼ
ーションは、相補的なヌクレオチド単位間のワトソン－クリック型、フーグスティーン型
または逆転フーグスティーン型水素結合を含む水素結合を介して媒介される。例えば、ア
デニン及びチミンは、水素結合の形成を介して対になる相補的核酸塩基である。本開示の
プローブの特定の位置にあるヌクレオチド単位が、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子（例えば、標
的核酸配列）の同じ位置にあるヌクレオチド単位と水素結合することが可能である場合、
オリゴヌクレオチドは、その位置でお互いに相補的である。プローブ及びＤＮＡ又はＲＮ
Ａは、各分子において十分な数の対応する位置が、互いに水素結合し、検出可能な結合を
生成することができるヌクレオチド単位によって占有されている場合、互いに相補的であ
る。プローブは、特異的にハイブリダイズ可能な、標的核酸配列（例えば、ゲノム標的核
酸配列）と１００％相補的である必要はない。その配列が複雑な混合物中（例えば、全細
胞ＤＮＡ又はＲＮＡ）に存在する場合には、プローブが標的核酸配列に結合し、二重鎖を
作り、又は標的核酸配列にのみハイブリダイズするか又は実質的にそれのみにハイブリダ
イズするために、十分な相補性が必要である。
【０１１０】
　インサイツハイブリダイゼーションは、標的核酸配列（例えば、ゲノムの標的核酸配列
）を含むサンプルを、中期または間期の染色体調製物（例えば、スライド上にマウントさ
れた細胞または組織サンプルなど）の関連で、標的核酸配列（例えば、ゲノムの標的核酸
配列）に対して特異的にハイブリダイズできるか又は特異的であるプローブ（例えば、上
述の標的核酸プローブ）に、接触させることを包含する。スライドは、例えば、パラフィ
ン又は均一なハイブリダイゼーションを妨げる可能性がある他の材料を除去するために、
必要に応じて前処理される。染色体サンプルおよびプローブの両方は、二本鎖核酸を変性
させるため、例えば加熱により処理される。（適当なハイブリダイゼーション緩衝液中に
調製された）プローブとサンプルは、ハイブリダイゼーションが起こることを可能にする
ため（典型的には平衡に達するまで）の条件下で十分な時間において混ぜ合わされる。染
色体の調製物は、過剰な標的核酸プローブを除去するために洗浄され、染色体標的の特異
的標識の検出が行われる。本開示のいくつかの実施態様によれば、検出は、標的核酸プロ
ーブ二対する検出プローブのハイブリダイゼーションによって促進される。検出プローブ
は、直接検出又は間接的検出にによって検出することができる。
【０１１１】
　例えば、幾つかの直接検出の実施態様では、検出プローブは、１つまたはそれ以上の蛍
光化合物で標識され、サンプルは蛍光顕微鏡又はイメージングにより解析される。幾つか
の間接的検出の実施態様では、検出プローブは、上述のように，結合システムの第二又は
第二及び第三メンバーとサンプルを接触させることにより検出される、結合システムの第



(30) JP 5840708 B2 2016.1.6

10

20

30

40

50

一メンバー（即ちハプテン又はビオチン）を含んでなる一又は複数の検出可能な部分を含
む。インサイツハイブリダイゼーションの方法の一般的な記述については、例えば米国特
許第４８８８２７８号を参照。蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）、発
色インサイツハイブリダイゼーション（ＣＩＳＨ）及び銀ハイブリダイゼーションのため
の多数の手順が、当技術分野で知られている。例えば、ＦＩＳＨを実施するための方法は
、米国特許第５，４４７，８４１号、同５，４７２，８４２号、同５，４２７，９３２号
、及び例えば、Pinkel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83:2934-2938, 1986; Pinkel e
t al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85:9138-9142, 1988; 及びLichter et al., Proc. Natl
. Acad. Sci. 85:9664-9668, 1988に記載される。CISHは、例えば、Tanner et al., Am. 
J. Pathol. 157:1467-1472, 2000及び米国特許第６，９４２，９７０号に記載される。更
なる検出方法が、米国特許第６，２８０，９２９号に与えられている。インサイツハイブ
リダイゼーションによって、ウイルスを検出するための典型的な手順は、Poddighe et al
., J. Clin. Pathol. 49:M340-M344, 1996に見いだすことができる。
【０１１２】
　多数の試薬および検出方式が、感度、解像度、または他の望ましい特性を向上させるた
めにＦＩＳＨ、ＣＩＳＨ、及びＳＩＳＨの方法と併せて用いることができる。幾つかの実
施態様において、検出プローブ、又は特異的結合剤（抗体、例えば、一次抗体、レセプタ
ー又は他の結合剤など）は、蛍光性又は発色性の組成物を、蛍光性、着色された、或いは
そうでなければ検出可能なシグナル（例えば、ＳＩＳＨにおける検出可能な金属粒子の蒸
着など）へと変換することが可能な酵素を含む。上に示したように、酵素は、関連するプ
ローブ又は検出試薬へリンカーを介して直接または間接的に結合することができる。適切
な試薬の例（例えば、結合試薬）及び化学物質（例えば、リンカー及び結合化学物質）は
、米国特許出願公開第２００６／０２４６５２４号；同２００６／０２４６５２３号及び
同２０１０／０１３６６５２号に記載されている。
【０１１３】
　他の実施態様において、ＦＩＳＨを行う際に蛍光物質（蛍光色素と半導体ナノ結晶を含
む）で標識した検出プローブは、直接光学的に検出することができる。あるいは、検出プ
ローブは、ハプテンなどの非蛍光分子（例えば、以下の非限定的な例など：ビオチン、ジ
ゴキシゲニン、ＤＮＰ、およびそれらの様々なオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、
ニトロアリル、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノン、クマリン、
クマリン系化合物、ポドフィロトキシン、ポドフィロトキシン系化合物、およびそれらの
組み合わせ）、リガンド又は他の間接的に検出可能な部分で標識することができる。この
ような非蛍光分子で標識した検出プローブ（及びそれらが結合する標的核酸配列）は、サ
ンプル（例えば、プローブが結合した細胞又は組織サンプル）を標識検出試薬、例えば、
選択されたハプテン又はリガンドに特異的な抗体（又は受容体、又は他の特異的結合パー
トナー）と接触させることによって検出することができる。検出試薬は、フルオロフォア
（例えば、半導体ナノ結晶）又は他の間接的に検出可能部分で標識することができ、又は
一つ又は複数の更なる特異的結合剤（例えば、二次的又は特異的抗体）と接触することが
でき、それらは順にフルオロフォアで標識することができる。任意で、検出可能な標識は
、抗体、受容体（または他の特異的結合剤）に直接結合される。あるいは、検出可能な標
識がリンカー、例えば、ヒドラジドチオールリンカー、ポリエチレングリコールリンカー
など、又は匹敵する反応性を持った他の柔軟な連結部分を介して結合剤に結合される。例
えば、抗体、レセプター（又は他の抗リガンド）、アビジン等の特異的結合剤は、ヘテロ
二官能性ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカーなどのヘテロ二官能性アルキレング
リコールリンカーを介して、フルオロフォア（又は他の標識）で共有結合性に修飾するこ
とができる。ヘテロ二官能性リンカーは、例えば、カルボニル反応性基、アミン反応性基
、チオール反応性基及び光反応性基から選択された２つの異なる反応性の基を結合し、そ
の第一番目は標識に結合し、その第２番目は特異的結合剤に結合する。
【０１１４】
　標識された検出プローブ及び／又は標識された結合対を適切に選択することにより、多
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重検出方式を作り出すことができ、１回のアッセイによって（例えば、単一の細胞又は組
織サンプルに関して、又は複数の細胞又は組織サンプルに関して）、複数の標的核酸配列
又は標的核酸配列の複数の部分（例えば、ゲノムの標的核酸配列）の検出を容易にするこ
とが可能であることが当業者によって理解されるであろう。例えば、好ましい実施態様に
おいて、標的配列の第一の部分に対応する第一検出プローブは第一ハプテンで標識するこ
とができ、標的配列の第二の部分に対応する第二検出プローブは第二ハプテン、例えばＤ
ＮＰで標識することができ、標的配列の第三の部分に対応する第三検出プローブは第三ハ
プテン、例えばＮＰで標識することができる。プローブセットへのサンプルの暴露後、結
合したプローブは結合システムの第二又は第二及び第三メンバーで検出することができる
。標準的な光学又は蛍光顕微鏡は、比色分析化合物又は蛍光化合物を組み込ん試薬および
プローブの検出のための安価なツールである。
【０１１５】
　一つの好ましい実施態様は、図３に示されたアプローチで、これは、ＡＬＫ転座を検出
するための検出方式を示す。図３つのプローブは、各々異なる検出可能な部分で、本実施
例では、異なるハプテンで標識される。標的の５’非コード領域に対する第一核酸プロー
ブは、ＤＩＧで標識される。標的の３’非コード領域に対する第二核酸プローブは、ＤＮ
Ｇで標識される。推定される切断点にまたがる第三の核酸プローブはＮＰで標識される。
ハイブリダイゼーションの後、３つの異なるプローブは、異なるシグナル発生システム、
例えば、比色試薬、蛍光剤、半導体ナノ結晶、又は他の適切なシグナル発生部分で検出す
ることができる。図６（Ａ－Ｂ）は、３つのプローブの各々に特異的シグナルを生成する
ための比色試薬の使用を示す。本例示的なシステムにおいては、試薬は逐次適用される。
しかし、他のシステムでは、試薬を同時に添加することができる。一例では、サンプルは
、マウス抗ＮＰ抗体と接触させる。次いで、サンプルを、西洋ワサビペルオキシダーゼに
コンジュゲートされたヤギ抗マウス抗体と接触させる。次いで、サンプルを銀検出するた
めの試薬と接触させる。これにより、第三核酸プローブのシグナルを生成する。次いで、
サンプルをマウス抗ＤＩＧ抗体と接触させる。次に、サンプルをアルカリホスファターゼ
にコンジュゲートしたヤギ抗マウス抗体と接触させる。次いで、サンプルをファストブル
ー検出するための試薬と接触させる。これにより、第一核酸プローブのシグナルを生成す
る。次いで、サンプルをアルカリホスファターゼ活性をブロックする試薬と接触させる。
次にサンプルをウサギ抗ＤＮＰ抗体と接触させ、続いてアルカリホスファターゼにコンジ
ュゲートしたヤギ抗ウサギ抗体と接触させる。次いで、サンプルをファストレッド検出用
の試薬と接触させる。これにより、第二核酸プローブのシグナルを生成する。これらの検
出工程に続いて、サンプルは、上述したように三つのプローブの各々に特異的なシグナル
の同時視覚化のために顕微鏡検査によって分析することができる。このアプローチを用い
て生成することができる得られた画像を図６（Ａ－Ｂ）に示す。
【０１１６】
　当業者には、上記の検出システム及び試薬、並びに当技術分野で公知の他の試薬及び検
出システムは、これらの例示的な試薬で置換することができることが理解されるであろう
。例えば、代替システムは、直接標識された核酸プローブ、標識された第一抗体、又は第
一及び第二抗体の異なる組み合わせを使用することができる。プローブ又は抗体を標識す
るために用いられるシグナル生成部分は、例えば他の比色試薬、蛍光分子、発光分子、及
び半導体ナノ結晶から選択することができる。記述されたプローブシステムで利用３つの
プローブの各々に特異的な検出可能な信号を生成するための数多くの異なるスキームが存
在することが理解されるであろう。
【０１１７】
Ｃ．標的
　本開示に係る標的核酸配列は、染色体転座事象に関わる染色体切断点を含む任意の配列
であって良い。特定の実施態様では、標的配列は、例えばヒトゲノムなどの真核生物のゲ
ノム由来のゲノム標的配列又はゲノムのサブシーケンスである。固有の非反復ＤＮＡの少
なくとも一部分を含有する、本質的に任意のゲノムの標的配列に対応する、標的核酸プロ
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ーブを作成することができる。
【０１１８】
　幾つかの実施態様において、標的核酸分子は、疾患に関連した（例えば、相関し、因果
的に関与したなどの）配列とすることができる。幾つかの実施態様において、疾患や病気
に関連した標的核酸が選択され、ハイブリダイゼーションによる検出を、疾患又は病気に
関連する情報（サンプルが得られた患者の診断又は予後情報など）を推測するために用い
ることができる。所定の実施態様において、選択された標的核酸分子は、腫瘍性疾患（又
は癌）に関連付けられた標的核酸分子である。幾つかの実施態様において、ゲノム標的配
列は、癌に関連した染色体転座に関連した染色体切断点を含む配列である。そのような転
座の例としては、ワールド・ワイド・ウェブ上のatlasgeneticsoncology.org//Anomalies
/Anomlisteで利用できる「腫瘍学及び血液学における遺伝学と細胞遺伝学のアトラス（At
las of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology）」で同定されたもの
を含む。
【０１１９】
　標的核酸配列（例えば、ゲノムの標的配列）は、任意の数の塩基対にまたがることがで
きる。幾つかの実施態様において、標的核酸配列は、少なくとも１０００塩基対に及ぶ。
特定の実施例において、標的核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列）は、長さが少なく
とも１００００塩基対、少なくとも５００００塩基対、少なくとも１０００００塩基対、
少なくとも１５００００塩基対、少なくとも２５００００塩基対、又は少なくとも５００
０００塩基対（例えば、１００ｋｂから６００ｋｂ、２００ｋｂから５００ｋｂ、又は３
００ｋｂから５００ｋｂ）である。実施例において、標的核酸配列が、真核生物のゲノム
（例えば、哺乳動物のゲノム、例えば、ヒトゲノムなど）由来である場合、標的配列は、
典型的には、生物のゲノムのごく一部（又は単一染色体の小さな部分）を表している（例
えば、生物のゲノムＤＮＡ（又は単一染色体）の２０％未満、１０％未満、５％未満、２
％未満、又は１％未満）。
【０１２０】
　幾つかの実施態様では、標的配列へのプローブのハイブリダイゼーションの分析から得
られた情報は、癌の転帰に関連する診断又は予後を判断するために使用される。幾つかの
実施態様において、癌は、非小細胞肺癌であり、再配置は、ＡＬＫ再配置である。未分化
リンパ腫キナーゼ（ＡＬＫ）遺伝子の発癌性再配置は、一部の非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ
）で発生する。ＡＬＫ遺伝子を遮断してそれを別の遺伝子と融合させる染色体再配置は、
発癌性のＡＬＫ融合遺伝子の作成を生じる。次に、これらは、細胞増殖と生存を高める。
幾つかの実施態様において、ＡＬＫ融合遺伝子は、ＡＬＫ－ＥＭＬ４である。
【０１２１】
　アッセイがＡＬＫ再配置を示す幾つかの実施態様において、情報は、ＡＬＫ再配置の存
在及び種類に応じて患者に対する治療的処置を選択するために使用される。幾つかの実施
態様において、治療的処置はＡＬＫ阻害剤の投与である。ＡＬＫ阻害剤の例としては、Ｐ
Ｆ０２３４１０６６（ファイザー）に限定されるものではない。
【０１２２】
Ｄ．キット
　幾つかの実施態様において、本開示は、少なくとも第一、第二及び第三核酸プローブを
含むキットを提供する。幾つかの実施態様において、第一核酸プローブは染色体切断点に
対して５’である染色体の一部分にハイブリダイズし、第二核酸プローブは染色体切断点
に対して３’である染色体の一部分にハイブリダイズし、第三核酸プローブは５’部分と
３’部分を含み、転座の欠損下で、第三核酸プローブが染色体切断点にまたがることがで
きるように、染色体切断点の近傍の５’と３’配列にハイブリダイズする。幾つかの実施
態様において、ＦＩＳＨ，ＣＩＳＨ、及び／又はＳＩＳＨなどのインサイツハイブリダイ
ゼーション法のためのキットは、本明細書に記載される少なくとも第一、第二、及び第三
核酸プローブを含んでなる。幾つかの実施態様において、キットはさらに、少なくとも一
つの標的核酸プローブと組み合わせて使用するための１つ以上の検出試薬を含む。幾つか
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の実施態様において、キットはさらに、第一、第二及び第三核酸プローブと組み合わせて
使用するための少なくとも一の特異的結合剤を含む。従って、キットは、１つ以上の標的
核酸プローブ、１つ以上の検出プローブ、及び１つ以上の特異的結合剤を含むことができ
る。
【０１２３】
　キットはまた、インサイツハイブリダイゼーションアッセイを実施するための、又はプ
ローブを作成するための一以上の試薬を含み得る。例えば、キットは、一以上のバッファ
ー、標識されたｄＮＴＰ、標識酵素（ポリメラーゼなど）、プライマー、核酸分解酵素フ
リーの水、及び標識化プローブを作成するためのインストラクションとともに、少なくと
も一つの核酸分子（又はそのような分子の集団）を含めることができる。
【０１２４】
　一実施例において、キットは、バッファー及びインサイツハイブリダイゼーションを行
うための他の試薬、例えばパラフィン前処理バッファー、プロテアーゼ、及びプロテアー
ゼバッファ、プレハイブリダイゼーションバッファー、ハイブリダイゼーションバッファ
ー、洗浄バッファ、対比染色、封入剤、またはそれらの組み合わせなどと一緒に、第一、
第二、及び第三核酸プローブ及び一以上の特異的結合剤を含む。キットには、必要に応じ
てさらに、ハイブリダイゼーションおよびプローブの信号を評価するための対照のスライ
ドを含めることができる。
【０１２５】
Ｅ．自動化
　当業者は、ハプテンコンジュゲートを使用するための本明細書に開示される方法の実施
態様が自動化することができることを理解するであろう。Ventana Medical Systems, Inc
.は、米国特許第５，６５０，３２７号、第５，６５４，２００号、第６，２９６，８０
９号、第６，３５２，８６１号、第６，８２７，９０１号および第６，９４３，０２９号
、及び米国特許出願公開第２００３０２１１６３０号及び第２００４００５２６８５号を
含む、自動化された分析を実行するためのシステムおよび方法を開示する数々の米国特許
の譲受人である。高分子ハプテン染色手順の特定の実施態様が、様々な自動化工程を使用
して行うことができる。
典型的な作業実施態様に関する更なる詳細は、実施例に記載されれる。
【実施例】
【０１２６】
実施例１
材料と方法
ＡＬＫトリプルプローブの設計
　ブレーク－アパートインサイツハイブリダイゼーション（ｂａ－ＩＳＨ）アッセイは、
ＡＬＫ遺伝子座（ＡＬＫ－ＥＭＬ４融合）の配置を評価するように設計される。３つのプ
ローブが、隣接するセントロメア領域（７７０ｋｂ）及びＡＬＫ遺伝子のテロメア領域（
６８３ｋｂ）及びＡＬＫ遺伝子領域（７２８Ｋｂ）とハイブリダイズさせるために生成さ
れた（図１）。ＡＬＫ遺伝子プローブはＮＰハプテンで標識され、５’ＡＬＫプローブは
ＤＩＧハプテンで標識され、３’ＡＬＫプローブはＤＮＰハプテンで標識される。
【０１２７】
　自動化された明視野プレーク－アパ－トインサイツハイブリダイゼーションプロトコル
明視野インサイツハイブリダイゼーションＡＬＫ遺伝子ｂａ－ＩＳＨアッセイのための全
ての最適化及び性能評価は、ＢｅｎｃｈＭａｒｋ（登録商標）ＸＴ自動化スライド処理シ
ステム（Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ）で実施される。ｂａ－ＩＳＨ機
器のソフトウェアは、ベーキングから対比染色までの全工程が中断することなく行うこと
ができるように作成される。スライドは、パラフィンを溶かすために機器上で６５℃で２
０分間ベーキングされ、液体カバーガラス（Liquid Coverslip (Ventana Medical System
s, Inc.)）プライムドＥＺ Ｐｒｅｐ（Ventana Medical Systems, Inc.）脱パラフィン工
程が続く。ＤＮＡ標的は、細胞コンディショニング２（酸性ｐＨ、クエン酸緩衝液、Vent
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ana Medical Systems, Inc.）及びＩＳＨプロテアーゼ２又はＩＳＨプロテアーゼ３（Ven
tana Medical Systems, Inc.）による組織消化と熱処理の併用により回収される。適切な
プロテアーゼ消化時間は、臨床サンプルの異なる組織固定および処理条件に起因し、各組
織サンプルについて決定される。５’及び３’ＡＬＫ及びＡＬＫプローブの混合物は、Ve
ntanaのハイブリダイゼーション緩衝液中のヒト胎盤ＤＮＡ（２ｍｇ／ｍｌ）で用いて調
整される。プローブと標的ＤＮＡを８５℃で２０分間共変性させ、４４℃で５時間ハイブ
リダイゼーションを実施する。ストリンジェンシー洗浄工程を、２ＸＳＳＣ（Ventana Me
dical Systems, Inc.）を用い、７２℃で実施する。ＩＳＨシグナル検出の順序は、１）
西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）に基づく銀検出、２）アルカリホスファターゼ（
ＡＰ）に基づく青色検出、３）ＡＰに基づく赤検出である。ＮＰハプテンは、マウス抗Ｎ
Ｐ抗体、続いてＨＲＰ結合ヤギ抗マウス抗体で検出される。ＨＲＰ酵素は、酢酸銀、ヒド
ロキノン、及びＨ２Ｏ２で着色されている（ｕｌｔｒａＶｉｅｗ ＳＩＳＨ検出キットVen
tana Medical Systems, Inc.）。ＤＩＧハプテンは、マウス抗ＤＩＧ抗体で標識され、抗
ＤＩＧ抗体は、ＡＰ－結合ヤギ抗マウス抗体と反応させ、そしてＡＰ酵素はファストブル
ー検出で着色される。次いで、ＡＰ酵素は、３７℃で３０分間、ハイブリダイゼーション
緩衝液で変性される。２ＸＳＳＣでスライドを洗浄した後、３度目のＩＳＨ検出が行われ
る。ＤＮＰハプテンは、ウサギ抗ＤＮＰ抗体で標識され、ＤＮＰ抗体は、ＡＰ結合ヤギ抗
ウサギ抗体と反応させ、そしてＡＰ酵素がファストレッド検出で着色される（ｕｌｔｒａ
Ｖｉｅｗ Ｒｅｄ ＩＳＨ検出キットVentana Medical Systems, Inc．）。全てのスライド
は、ヘマトキシリンＩＩ（Ventana Medical Systems, Inc.）及び青味剤（Ventana Medic
al Systems, Inc.）で対比染色される。対比染色されたスライドを、ＤＡＷＮ（登録商標
）（Proctor & Gamble Company, Cincinnati, OH）を含有する蒸留水ですすぐ。最後に、
空気乾燥されたスライドは、Ｔｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ（登録商標）フィルムカバースライド
（Sakura Finetek Japan, Tokyo, Japan）をかぶせる。
【０１２８】
実施例２
　以下の実施例は、３色ブレークアパートシステムによるＡＬＫ再編成の解析についての
方法を説明する。スライドは、パラフィンを溶かすために機器上で６５℃で２０分間ベー
キングされ、液体カバーガラス（Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｏｖｅｒｓｌｉｐ (Ventana Medical S
ystems, Inc.)）プライムドＥＺ Ｐｒｅｐ（Ventana Medical Systems, Inc.）脱パラフ
ィン工程が続いた。ＤＮＡ標的は、クエン酸緩衝液に基づいた標的回収溶液（Ventana Me
dical Systems, Inc.）及びＩＳＨプロテアーゼ２（Ventana Medical Systems, Inc.）に
よる組織消化と熱処理の併用により回収された。適切なプロテアーゼ消化時間は、臨床サ
ンプルの異なる組織固定および処理条件に起因し、各組織サンプルについて決定された。
３つのＡＬＫプローブ（ＤＮＰ標識５’ＡＬＫプローブ、フルオレセイン標識の内部ＡＬ
Ｋプローブ及びＤＩＧ標識３’ＡＬＫプローブ、各々は１２μｇ／ｍｌ）が、Ventanaハ
イブリダイゼーション緩衝液中でｆｉｓｈ ＤＮＡを用いて調製された。プローブと標的
ＤＮＡを８５℃で２０分間共変性させ、４４℃で５時間ハイブリダイゼーションを実施し
た。ストリンジェンシー洗浄工程を、２ＸＳＳＣ（Ventana Medical Systems, Inc.）を
用い、７２℃で実施した。フルオレセイン標識の内部ＡＬＫプローブは、マウス抗フルオ
レセイン抗体、続いてＨＲＰ結合ヤギ抗マウス抗体でインキュベートした後、ＤＡＢ検出
で可視化された。５’ＡＬＫプローブ上のＤＮＰハプテンは、ウサギ抗ＤＮＰ抗体で標識
され、その抗ＤＮＰ抗体を、ＡＰ－結合ヤギ抗ウサギ抗体と反応させ、そしてＡＰ酵素は
ファストブルー検出で着色された。次いで、ＡＰ酵素は、３７℃で３０分間、ハイブリダ
イゼーション緩衝液で変性された。２ＸＳＳＣでスライドを洗浄した後、３度目のＩＳＨ
検出が行われた。３’ＡＬＫプローブ上のＤＩＰハプテンは、マウス抗ＤＩＧ抗体で標識
され、その抗ＤＩＧ抗体を、ＡＰ－結合ヤギ抗マウス抗体と反応させ、そしてＡＰ酵素は
ファストレッド検出で着色された。全てのスライドは、希釈されたヘマトキシリンＩＩ（
Ventana Medical Systems, Inc.）及び青味剤（Ventana Medical Systems, Inc.）で対比
染色された。対比染色されたスライドを、ＤＡＷＮ（登録商標）（Proctor & Gamble Com
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は、Ｔｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ（登録商標）フィルムカバースライド（Sakura Finetek Japan
, Tokyo, Japan）をかぶせた。ｂａ－ＩＳＨスライドを分析し、ニコンデジタルカメラＤ
Ｓ－Ｆｉ１（Nikon Instruments Inc.）を具備するニコンＥＣＬＰＳＥ ９０ｉ顕微鏡（N
ikon Instruments Inc., Melville, NY）を用いて写真を撮った。結果は図６（Ａ－Ｂ）
に与えられる。
【０１２９】
　前述の実施例によれば、本開示は、切断点に対して５’に位置するゲノムＤＮＡの一部
分にハイブリダイズする第一核酸、切断点に対して３’に位置するゲノムＤＮＡの一部分
にハイブリダイズする第二核酸、及び切断点に隣接するＤＮＡの一部分にハイブリダイズ
すう第三核酸プローブを接触させ；サンプル中でゲノムＤＮＡに対してハイブリダイスす
るためにプローブに適した条件を確立し；及びサンプル中でゲノムＤＮＡに対するプロー
ブのハイブリダイゼーションを検出することを含む、切断点に関連した染色体転座を有す
ることが疑われるサンプルを解析するための方法を提供する。幾つかの実施態様において
、第三核酸プローブは５’部分及び３’部分を更に含み、ここで第三核酸プローブは、再
配置の欠損下で切断点にまたがってゲノムＤＮＡの領域にハイブリダイズすることができ
るように、５’部分は、切断点に隣接して５’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダ
イズし、３’部分は、切断点に隣接して３’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイ
ズする。幾つかの実施態様において、再配置の存在下で、第一核酸プローブに対して検出
されたシグナル及び第三核酸プローブに対して検出されたシグナルは、再配置の欠損下で
第一核酸プローブに対して検出されたシグナル及び第三核酸プローブに対して検出された
シグナルの配向と比較した場合、逆転している配向を有するように、第三核酸プローブは
切断点に隣接して５’であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする。幾つかの実施
態様において、再配置の存在下で、第二核酸プローブに対して検出されたシグナル及び第
三核酸プローブに対して検出されたシグナルは、再配置の欠損下で第二核酸プローブに対
して検出されたシグナル及び第三核酸プローブに対して検出されたシグナルの配向と比較
した場合、逆転している配向を有するように、第三核酸プローブは切断点に隣接して３’
であるゲノムＤＮＡの一部分にハイブリダイズする。幾つかの実施態様において、核酸プ
ローブは、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、ＬＮＡ及びこれらの組み合わせからなる群から選択
される核酸を含む。
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