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【手続補正書】
【提出日】令和2年8月31日(2020.8.31)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１７０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１７０】
実施例４：ＯｎｃｏＴｙｐｅ　Ｄｘパネルの標的化ＦＩＳＳＥＧ
　標的化ＦＩＳＳＥＱの作業の流れを示すための一例として、ＯｎｃｏＴｙｐｅ　Ｄｘ遺
伝子パネルを使用した。図５は、ヒト乳がん組織生検試料の標的化ＦＩＳＳＥＱの例示的
な画像を示している。標的化逆転写用プライマーのプールが、臨床的に関連のあるＯｎｃ
ｏＴｙｐｅ　Ｄｘ遺伝子パネルの遺伝子において、逆転写反応を開始させる。この画像は
、３Ｄ　ＦＩＳＳＥＱヒドロゲル内及びオリジナルの組織試料内での分子同定を実証する
ために３次元回転される１塩基配列決定反応を示している。ＯｎｃｏＴｙｐｅ　Ｄｘ遺伝
子の遺伝子発現プロファイルが算出される。図６は、図５から得られる配列決定の例示的
な実験データの要約を示している。上部テキストは関連する実験データを含んでいる。左
下のパネルは、組織画像上に重ね合わされた分子同定事象の位置を示している。下中央の
パネルは、配列決定の質のメトリクスを示す同じ分子を示している。上中央のグラフは、
バーコード配列上の各塩基についての配列決定シグナルの分布を示しており、高品質の配
列決定データが示されている。右の表は、アッセイに含まれた遺伝子と、結合された配列
バーコードとを示している。
　本発明の態様の例を以下に示す。
＜１＞　細胞又は細胞マトリックスにおけるハイブリダイゼーション反応を増強するため
の方法であって、
　（ａ）前記細胞又は前記細胞マトリックス、並びに反応混合物を準備すること、
　ここで、前記反応混合物は、（ｉ）標的核酸分子、（ｉｉ）前記標的核酸分子の標的配
列に対する配列相補性を有するプローブ、及び（ｉｉｉ）ポリマー骨格を含むハイブリダ
イゼーション反応増強剤を含み、前記ハイブリダイゼーション反応増強剤は、前記標的核
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酸分子と前記標的分子の前記標的配列に対する配列相補性を有する前記プローブとの間の
ハイブリダイゼーション反応の速度を増強し、前記ハイブリダイゼーション増強剤は、前
記ハイブリダイゼーション反応増強剤の不活性化を促進する官能基を含む；並びに、
　（ｂ）前記標的核酸分子と前記標的核酸分子の前記標的配列に対する配列相補性を有す
る前記プローブとの間の前記ハイブリダイゼーション反応を実行するのに十分な条件を、
前記反応混合物に適用すること、
　ここで、前記ハイブリダイゼーション反応中、前記ハイブリダイゼーション反応増強剤
は、前記ハイブリダイゼーション反応増強剤の非存在下で前記標的核酸分子と前記プロー
ブとの間で実行される別のハイブリダイゼーション反応と比較して、前記標的核酸分子と
前記標的分子の前記標的配列に対する配列相補性を有する前記プローブとの間の前記ハイ
ブリダイゼーション反応の前記速度を増強する、
を含む、前記方法。
＜２＞　（ｂ）の後に、前記官能基に、前記ハイブリダイゼーション反応増強剤を不活性
化するのに十分な条件を適用することをさらに含む、＜１＞に記載の方法。
＜３＞　前記ハイブリダイゼーション反応増強剤を不活性化することをさらに含む、＜２
＞に記載の方法。
＜４＞　酵素反応を開始させることをさらに含み、前記酵素反応は、逆転写、ライゲーシ
ョン、ＤＮＡ重合を含む、＜３＞に記載の方法。
＜５＞　前記官能基が水和性基である、＜１＞に記載の方法。
＜６＞　前記水和性基が、イオン性基、電解質基又は親水性基である、＜５＞に記載の方
法。
＜７＞　前記ハイブリダイゼーション反応増強剤が、前記ポリマー骨格と前記水和性基と
の間に切断可能なリンカーを含む、＜５＞に記載の方法。
＜８＞　前記切断可能なリンカーが、α－ヒドロキシ酸、β－ケト酸、ジスルフィド結合
、又は他の種類の化学結合を含む、＜７＞に記載の方法。
＜９＞　前記官能基が切断可能である、＜１＞に記載の方法。
＜１０＞　前記官能基の切断を誘起することをさらに含む、＜９＞に記載の方法。
＜１１＞　前記官能基を洗浄除去することをさらに含む、＜１０＞に記載の方法。
＜１２＞　酵素反応を開始させることをさらに含む、＜１１＞に記載の方法。
＜１３＞　前記ハイブリダイゼーション増強剤が、さらに、前記酵素反応を増強するよう
に構成されている、＜１２＞に記載の方法。
＜１４＞　前記酵素反応が、逆転写、ライゲーション、ＤＮＡ重合を含む、＜１２＞に記
載の方法。
＜１５＞　イオン性基に中性の電荷を持たせることにより、又は水和性基を弱水和状態に
することにより、前記官能基が選択的に不活性化されるように構成されている、＜１＞に
記載の方法。
＜１６＞　前記細胞又は前記細胞マトリックスがヒドロゲルに組み込まれている、＜１＞
に記載の方法。
＜１７＞　前記反応混合物が緩衝剤をさらに含む、＜１＞に記載の方法。
＜１８＞　前記緩衝剤が塩を含む、＜１７＞に記載の方法。
＜１９＞　前記緩衝剤が、オフターゲット配列へのプローブの非特異的結合を低減するよ
うに構成されたブロッキング剤を含む、＜１７＞に記載の方法。
＜２０＞　前記緩衝剤が、ＤＮＡのアニーリング特性を変化させるように構成された薬剤
を含む、＜１７＞に記載の方法。
＜２１＞　前記ポリマー骨格がイオン性ポリマー骨格である、＜１＞に記載の方法。
＜２２＞　前記ハイブリダイゼーション増強剤が、ポリイオン性ポリマー、高分子電解質
ポリマー、親水性ポリマー又は水和性ポリマーを含む、＜２１＞に記載の方法。
＜２３＞　細胞の１又は複数の標的核酸分子のｉｎ　ｓｉｔｕ核酸配列検出用又は同定用
のプローブセットであって、
　前記プローブセットは、複数の標的特異的配列、複数のアダプター配列及び複数のバー



(3) JP 2019-533432 A5 2020.10.8

コード配列を含む複数のプローブを含み、
　前記複数のプローブのうちの１つであるプローブは、（ｉ）前記細胞の前記１又は複数
の標的核酸分子のうちの１つである標的核酸分子の標的配列に相補的な前記複数の標的特
異的配列のうちの１つである配列；（ｉｉ）前記配列に連結し、前記複数のアダプター配
列のうちの１つであるアダプター配列、ここで、前記アダプター配列は増幅反応用のプラ
イマー用の結合部位を含む；及び、（ｉｉｉ）前記アダプター配列に連結し、前記複数の
バーコード配列のうちの１つであるバーコード配列、ここで、前記バーコード配列は前記
標的配列又は前記標的核酸分子の前記少なくとも前記一部の検出又は同定を可能にするよ
うに構成されており、前記複数のバーコード配列は前記複数のプローブの間で異なってい
る；
を含む、前記プローブセット。
＜２４＞　前記バーコード配列が、特定の遺伝子に対応する遺伝子バーコードを含み、
　前記遺伝子バーコードが、特定の遺伝子の検出を可能にするように構成された、＜２３
＞に記載のプローブセット。
＜２５＞　前記バーコード配列が、標的領域に相補的な配列に対応する配列バーコードを
さらに含み、
　前記配列バーコードが、前記配列の検出を可能にするように構成されている、＜２４＞
に記載のプローブセット。
＜２６＞　前記遺伝子バーコードが、前記バーコード配列の第一の配列集合によって規定
され、
　前記配列バーコードが、前記バーコード配列の残りの配列集合によって規定される、＜
２５＞に記載のプローブセット。
＜２７＞　前記複数のバーコード配列が、種々の標的核酸分子の種々の標的配列の同定を
可能にする、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜２８＞　前記複数のアダプター配列が前記複数のプローブの間で同じである、＜２３＞
に記載のプローブセット。
＜２９＞　前記アダプター配列が、前記増幅反応を実行するためのプライマーに相補的で
ある、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜３０＞　前記増幅反応がローリングサークル増幅（ＲＣＡ）反応である、＜２９＞に記
載のプローブセット。
＜３１＞　前記複数のバーコード配列のうちの１つのバーコード配列が、前記１つの標的
領域の所定の配列の同定を可能にする、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜３２＞　前記１つのアダプター配列が、前記核酸分子に相補的な１つの配列と前記バー
コードとの間に位置する、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜３３＞　前記１つのバーコード配列が、前記複数の標的特異的配列のうちの前記１つの
配列と前記１つのアダプター配列との間に位置する、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜３４＞　前記標的核酸分子が、リボ核酸（ＲＮＡ）であり、
　前記複数の配列のうちの前記１つの配列が、逆転写をプライミングするように構成され
た、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜３５＞　前記複数の標的特異的配列のうちの前記１つ配列が各プローブの３’末端に位
置する、＜３４＞に記載のプローブセット。
＜３６＞　前記複数の標的特異的配列のうちの前記１つの配列、前記アダプター配列、及
び前記バーコード配列が前記１つのプローブの３’末端から５’末端へ向かって連続して
配置されている、＜３５＞に記載のプローブセット。
＜３７＞　前記１つのプローブの５’末端がリン酸化されている、＜２３＞に記載のプロ
ーブセット。
＜３８＞　前記１つのプローブを核酸配列にハイブリダイズしてハイブリダイゼーション
産物を生成すること、及び前記ハイブリダイゼーション産物を環状化すること、及び増幅
反応を介して前記プローブライブラリを作製すること、を含む、＜２３＞に記載の所定の
プローブを用いたｉｎ　ｓｉｔｕ核酸検出のためのプローブライブラリを作製する方法。
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＜３９＞　ハイブリダイゼーション産物を環状化することが、前記プローブが前記核酸配
列にアニールしているときにリガーゼにより環状化することを含む、＜３８＞に記載の方
法。
＜４０＞　前記ハイブリダイゼーション産物を環状化することが、前記核酸配列と独立し
た追加のスプリントオリゴヌクレオチドを用いてリガーゼにより環状化することを含む、
＜３８＞に記載の方法。
＜４１＞　前記ハイブリダイゼーション産物を環状化することが、逆転写酵素、ＤＮＡポ
リメラーゼ、又はリガーゼの補助により前記プローブにおけるギャップを充填することを
含む、＜３８＞に記載の方法。
＜４２＞　前記核酸配列が、リボ核酸（ＲＮＡ）配列又は相補的デオキシリボ核酸（ｃＤ
ＮＡ）配列である、＜３８＞に記載の方法。
＜４３＞　前記核酸配列がデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）配列である、＜３８＞に記載の方
法。
＜４４＞　前記複数のプローブが直鎖状プローブである、＜２３＞に記載のプローブセッ
ト。
＜４５＞　前記複数のプローブが環状プローブである、＜２３＞に記載のプローブセット
。
＜４６＞　前記複数のプローブが分子反転プローブを含む、＜２３＞に記載のプローブセ
ット。
＜４７＞　前記複数のプローブがパドロックプローブを含む、＜２３＞に記載のプローブ
セット。
＜４８＞　前記複数のプローブのうちの前記１つのプローブがプロセシング部位をさらに
含む、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜４９＞　前記プロセシング部位が追加の増幅領域を含む、＜４８＞に記載のプローブセ
ット。
＜５０＞　前記追加の増幅領域がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマー配列を含む
、＜４９＞に記載のプローブセット。
＜５１＞　前記プロセシング部位が追加の切断部位を含む、＜４８＞に記載のプローブセ
ット。
＜５２＞　前記追加の切断部位を介して追加の増幅領域を切断除去することを含む、＜５
１＞に記載の複数のプローブを成熟させる方法。
＜５３＞　前記複数のプローブのうちの前記１つのプローブが、環状化されるのに十分な
長さを有する、＜２３＞に記載のプローブセット。
＜５４＞　前記十分な長さが３５ヌクレオチド長以上である、＜５３＞に記載のプローブ
セット。
＜５５＞　＜２３＞に記載の複数のプローブのうちの前記１つのプローブを核酸配列にハ
イブリダイズさせること、及び
　前記配列を枯渇させること、
を含む、＜２３＞に記載の複数のプローブのうちの前記１つのプローブを用いて標的配列
を枯渇させる方法。
＜５６＞　前記枯渇がリボヌクレアーゼＨ消化を介して行われる、＜５５＞に記載の方法
。
＜５７＞　前記枯渇がＣａｓ９又は他のタンパク質核酸複合体を介して行われる、＜５５
＞に記載の方法セット。
＜５８＞　細胞の１又は複数の標的核酸分子をｉｎ　ｓｉｔｕ核酸配列検出又は同定する
ための方法であって、
　（ａ）前記１又は複数の標的核酸分子及び複数のプローブを含む反応混合物を準備する
ことであって、前記複数のプローブは複数の標的特異的配列、複数のアダプター配列及び
複数のバーコード配列を含み、前記複数のプローブのうちの１つであるプローブは、（ｉ
）前記１又は複数の標的核酸分子のうちの１つである標的核酸分子の標的配列に相補的な
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前記複数の標的特異的配列のうちの１つである配列；（ｉｉ）前記配列に連結し、前記複
数のアダプター配列のうちの１つであるアダプター配列、ここで、前記アダプター配列は
前記１つの配列が前記標的配列にハイブリダイズしたときに前記１つのプローブ上で増幅
反応を行うためのものである；及び、（ｉｉｉ）前記アダプター配列に連結し、前記複数
のバーコード配列のうちの１つであるバーコード配列、ここで、前記バーコード配列は前
記標的配列又は前記標的核酸分子の前記少なくとも前記一部の検出又は同定を可能にする
ように構成されており、前記複数のバーコード配列は前記複数のプローブの間で異なって
いる、前記バーコード配列、を含む、前記準備すること；
　（ｂ）前記反応混合物に、前記１つの配列を前記標的配列にハイブリダイズさせるのに
十分な条件を適用すること；並びに
　（ｃ）前記バーコードを用いて、前記標的配列又は前記標的核酸分子の前記少なくとも
前記一部を検出又は同定すること、
を含む、前記方法。
＜５９＞　（ｃ）の前に、前記１つの配列が前記標的配列にハイブリダイズしたときに、
前記１つのプローブに対して前記増幅反応を行うことをさらに含む、＜５８＞に記載の方
法。
＜６０＞　前記標的核酸分子がリボ核酸分子であり、
　（ｂ）が、前記１つの配列に対して逆転写増幅を行うことで、前記１つのプローブの増
幅産物として相補的デオキシリボ核酸分子を得るのに十分な条件を、前記１つの配列に適
用することをさらに含む、＜５８＞に記載の方法。
＜６１＞　前記バーコード配列が、特定の遺伝子に対応する遺伝子バーコードを含み、
　前記遺伝子バーコードが、前記特定の遺伝子の検出を可能にするように構成された、＜
５８＞に記載の方法。
＜６２＞　前記バーコード配列が、標的領域に相補的な１つの配列に対応する配列バーコ
ードをさらに含み、
　前記配列バーコードが、前記１つの配列の検出を可能にするように構成されている、＜
６１＞に記載の方法。
＜６３＞　前記遺伝子バーコードが、前記バーコード配列の第一の配列集合によって規定
され、前記配列バーコードが前記バーコード配列の残りの配列集合によって規定される、
＜６２＞に記載の方法。
＜６４＞　標的核酸配列検出用の核酸配列ライブラリを作製する方法であって、
　一群の標的核酸配列を同定すること；
　前記一群の標的核酸配列を標的とする複数の直鎖状プローブを設計すること；
　前記複数の直鎖状プローブを前記標的核酸配列にハイブリダイズすること；
　前記複数の直鎖状プローブを環状化すること；及び
　蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕ配列決定（ＦＩＳＳＥＱ）で前記標的核酸配列を検出すること、
を含む、前記方法。
＜６５＞　前記プローブが、核酸、ＤＮＡトランスポザーゼ、又はＣａｓ９を含むプロー
ブ複合体である、＜６４＞に記載の方法。
＜６６＞　前記複数の直鎖状プローブが酵素によって環状化される、＜６４＞に記載の方
法。
＜６７＞　前記酵素がリガーゼを含む、＜６６＞に記載の方法。
＜６８＞　環状化前の前記プローブに塩基を組み込むために、前記酵素が逆転写酵素、ポ
リメラーゼ、又はその両方をさらに含む、＜６７＞に記載の方法。
＜６９＞　前記複数の環状化プローブを増幅することをさらに含む、＜６４＞に記載の方
法。
＜７０＞　前記複数の環状化プローブがローリングサークル増幅によって増幅される、＜
６９＞に記載の方法。
＜７１＞　前記複数のプローブの各々がアダプター配列を含む、＜６４＞に記載の方法。
＜７２＞　前記複数のプローブの各々がバーコード配列をさらに含む、＜７１＞に記載の
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方法。
＜７３＞　前記複数のプローブがＤＮＡマイクロアレイによって合成される、＜６４＞に
記載の方法。
＜７４＞　前記複数のプローブが、クラウディング剤の存在下で標的核酸配列にハイブリ
ダイズされる、＜６４＞に記載の方法。
＜７５＞　前記配列決定が、合成による配列決定（ＳＢＳ）、ライゲーションによる配列
決定（ＳＢＬ）、又はハイブリダイゼーションによる配列決定（ＳＢＨ）である、＜６４
＞に記載の方法。
＜７６＞　前記標的核酸がリボ核酸又はデオキシリボ核酸を含む、＜６４＞に記載の方法
。
＜７７＞　前記デオキシ核酸が二本鎖デオキシ核酸である、＜７６＞に記載の方法。
＜７８＞　前記二本鎖デオキシ核酸が、熱融解又は酵素消化によって一本鎖デオキシ核酸
に変換される、＜７７＞に記載の方法。
＜７９＞　前記複数のプローブが核酸アナログを含む、＜６４＞に記載の方法。
＜８０＞　前記核酸アナログがロックド核酸（ＬＮＡ）を含む、＜７９＞に記載の方法。
＜８１＞　標的核酸配列検出用の核酸配列ライブラリを作製する方法であって、
　検出用の一群の標的核酸配列を同定すること；
　前記一群の標的核酸配列から配列部分を含む参照配列データベースを作成すること；
　前記参照配列データベースから候補配列部分を選択すること；
　所定の判定基準に従って前記候補配列部分をスコア付けすることを含む、前記核酸配列
ライブラリを計算により設計すること；
　前記核酸配列ライブラリを合成すること；
　前記核酸配列ライブラリを増幅すること；
　前記核酸配列ライブラリを精製すること；及び
　前記核酸配列ライブラリを標的核酸配列検出について検証すること、ここで、前記標的
核酸配列検出は蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕ配列決定（ＦＩＳＳＥＱ）によるものである；
を含む、前記方法。
＜８２＞　前記核酸配列ライブラリが、前記標的核酸配列の前記候補配列部分に相補的な
配列部分を含む、＜８１＞に記載の方法。
＜８３＞　前記核酸配列ライブラリがアダプター配列をさらに含む、＜８２＞に記載の方
法。
＜８４＞　前記核酸配列ライブラリがバーコード配列をさらに含む、＜８３＞に記載の方
法。
＜８５＞　前記核酸配列ライブラリが１種又は複数種のタンパク質と複合化される、＜８
１＞に記載の方法。
＜８６＞　前記核酸配列ライブラリがＤＮＡマイクロアレイ上で合成される、＜８１＞に
記載の方法。
＜８７＞　前記核酸配列ライブラリが、ガイドＲＮＡをＦＩＳＳＥＱ検出するための複合
型ＣＲＩＳＰＲ酵素となるガイドＲＮＡを含み、前記ガイドＲＮＡの各々がアダプター配
列を含む、＜８６＞に記載の方法。
＜８８＞　前記核酸配列の検証が、合成による配列決定（ＳＢＳ）、ライゲーションによ
る配列決定（ＳＢＬ）、又はハイブリダイゼーションによる配列決定（ＳＢＨ）によるも
のである、＜８１＞に記載の方法。
＜８９＞　標的核酸配列検出が、合成による配列決定（ＳＢＳ）、ライゲーションによる
配列決定（ＳＢＬ）、又はハイブリダイゼーションによる配列決定（ＳＢＨ）によるもの
である、＜８１＞に記載の方法。
＜９０＞　前記核酸配列ライブラリが、検出のために前記一群の標的核酸配列にｉｎ　ｓ
ｉｔｕでハイブリダイズされる、＜８１＞に記載の方法。
＜９１＞　前記核酸配列ライブラリと前記一群の標的核酸配列との間のハイブリダイゼー
ションの酵素適合性増強のためのクラウディング剤が含まれる、＜９０＞に記載の方法。
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＜９２＞　前記標的核酸配列にハイブリダイズした核酸配列ライブラリを環状化すること
をさらに含む、＜９１＞に記載の方法。
＜９３＞　前記核酸配列ライブラリが酵素によって環状化される、＜９２＞に記載の方法
。
＜９４＞　前記酵素がリガーゼを含む、＜９３＞に記載の方法。
＜９５＞　前記酵素が、逆転写酵素、ポリメラーゼ、又はその両方をさらに含む、＜９４
＞に記載の方法。
＜９６＞　前記核酸配列ライブラリは、スプリントオリゴヌクレオチドにハイブリダイズ
すると環状化される、＜９２＞に記載の方法。
＜９７＞　前記環状化核酸配列ライブラリが、ローリングサークル増幅によって増幅され
る、＜９２＞に記載の方法。
＜９８＞　前記標的核酸がリボ核酸又はデオキシリボ核酸を含む、＜８１＞に記載の方法
。
＜９９＞　前記デオキシ核酸が二本鎖デオキシ核酸である、＜９８＞に記載の方法。
＜１００＞　前記二本鎖デオキシ核酸が、熱融解又は酵素消化によって一本鎖デオキシ核
酸に変換される、＜９９＞に記載の方法。
＜１０１＞　前記核酸配列ライブラリが核酸アナログを含む、＜８１＞に記載の方法。
＜１０２＞　前記核酸アナログがロックド核酸（ＬＮＡ）を含む、＜１０＞１に記載の方
法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞の１又は複数の標的核酸分子をｉｎ　ｓｉｔｕ核酸配列検出又は同定するための方
法であって、
　（ａ）前記１又は複数の標的核酸分子及び複数のプローブを含む反応混合物を含む前記
細胞を準備することであって、前記複数のプローブは複数の標的特異的配列、複数のアダ
プター配列及び複数のバーコード配列を含み、前記複数のプローブのうちの１つであるプ
ローブは、（ｉ）前記１又は複数の標的核酸分子のうちの１つである標的核酸分子の標的
配列に相補的な、前記複数の標的特異的配列のうちの１つである標的特異的配列；（ｉｉ
）前記標的特異的配列に連結し、前記複数のアダプター配列のうちの１つであるアダプタ
ー配列、ここで、前記アダプター配列は前記１つの標的特異的配列が前記標的配列にハイ
ブリダイズしたときに前記１つのプローブ上で増幅反応を行うためのものである；及び、
（ｉｉｉ）前記アダプター配列に連結し、前記複数のバーコード配列のうちの１つである
バーコード配列、ここで、前記バーコード配列は前記標的配列又は前記標的核酸分子の少
なくとも一部の検出又は同定を可能にするように構成されており、前記複数のバーコード
配列は前記複数のプローブの間で異なっている；を含む、
　（ｂ）前記細胞において、前記反応混合物に、前記１つの標的特異的配列を前記標的配
列にハイブリダイズさせるのに十分な条件を適用すること、並びに
　（ｃ）前記バーコード配列を用いて、前記標的配列又は前記標的核酸分子の前記少なく
とも一部を検出又は同定すること、
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記細胞が固定されている、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記細胞がヒドロゲルに組み込まれている、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
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　前記標的核酸分子がリボ核酸分子であり、
　（ｂ）が、前記１つの配列に対して逆転写を行うことで相補的デオキシリボ核酸分子を
得るのに十分な条件を、前記１つの配列に適用することをさらに含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項５】
　前記複数のバーコード配列が、前記１又は複数の標的核酸分子に含まれる種々の標的核
酸分子の種々の標的配列の同定を可能にする、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記複数のアダプター配列が前記複数のプローブの間で同じである配列を含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項７】
　前記アダプター配列が、前記増幅反応を実行するためのプライマーに相補的である、請
求項１に記載の方法。
【請求項８】
　（ｃ）の前に、前記プライマーを前記アダプター配列に結合することをさらに含む、請
求項７に記載の方法。
【請求項９】
　（ｃ）の前に、前記１つの標的特異的配列が前記標的配列にハイブリダイズしたときに
、前記１つのプローブに対して前記増幅反応を行うことをさらに含む、請求項８に記載の
方法。
【請求項１０】
　前記１つのプローブが環状プローブである、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記標的特異的配列、前記アダプター配列、及び前記バーコード配列が前記１つのプロ
ーブの３’末端から５’末端へ向かって連続して配置されている、請求項１に記載の方法
。
【請求項１２】
　前記１つのプローブを環状化することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記環状化することが、前記プローブの前記標的特異的配列が前記標的配列にハイブリ
ダイズしたときに、前記プローブの３’末端と前記プローブの５’末端をライゲーション
することを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記環状化することが、リガーゼ及び前記標的核酸分子と独立したスプリントオリゴヌ
クレオチドを用いて、前記３’末端と前記５’末端をライゲーションすることを含む、請
求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記環状化することが、逆転写酵素又はポリメラーゼの補助により、前記プローブの前
記３’末端を伸長させて伸長産物を得ること、及び前記伸長産物の末端同士をライゲーシ
ョンすることを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記反応混合物が複数の核酸結合タンパク質をさらに含み、ここで、前記複数の核酸結
合タンパク質は、前記複数のプローブの前記１又は複数の標的核酸分子への結合を仲介す
る、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記反応混合物が、前記標的核酸分子と前記プローブとの間のハイブリダイゼーション
反応の速度を増強するハイブリダイゼーション反応増強剤をさらに含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項１８】
　（ｂ）の後に、前記ハイブリダイゼーション反応増強剤を前記細胞から除去することを
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さらに含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　細胞又は細胞マトリックスにおけるハイブリダイゼーション反応を増強するための方法
であって、
　（ａ）前記細胞又は前記細胞マトリックス、及び反応混合物を準備すること、
　ここで、前記反応混合物は、（ｉ）標的核酸分子、（ｉｉ）前記標的核酸分子の標的配
列に対する配列相補性を有するプローブ、及び（ｉｉｉ）ポリマー骨格を含むハイブリダ
イゼーション反応増強剤を含み、前記ハイブリダイゼーション反応増強剤は、前記標的核
酸分子と前記標的核酸分子の前記標的配列に対する配列相補性を有する前記プローブとの
間のハイブリダイゼーション反応の速度を増強する；
　（ｂ）前記標的核酸分子と前記標的核酸分子の前記標的配列に対する配列相補性を有す
る前記プローブとの間の前記ハイブリダイゼーション反応を実行するのに十分な条件を、
前記反応混合物に適用すること、
　ここで、前記ハイブリダイゼーション反応中、前記ハイブリダイゼーション反応増強剤
は、前記標的核酸分子と前記標的分子の前記標的配列に対する配列相補性を有する前記プ
ローブとの間の前記ハイブリダイゼーション反応を促進する；並びに
　（ｃ）前記細胞又は前記細胞マトリックスから前記ハイブリダイゼーション反応増強剤
を除去すること、
を含む、前記方法。
【請求項２０】
　（ｃ）における除去することが、前記細胞又は前記細胞マトリックスから前記ハイブリ
ダイゼーション反応増強剤を洗浄除去することを含む、請求項１９に記載の方法。
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