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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ｉ）複数の検出試薬であって、当該複数の検出試薬の各検出試薬が、第１の核酸鎖に結
合した捕捉剤及び前記第１の核酸鎖にハイブリダイズした第２の核酸鎖を含み、
前記第１または第２の核酸鎖の５’末端または３’末端が、他方の鎖を鋳型として用いて
伸長可能であり、
前記伸長可能な末端の直下流の前記鋳型が前記複数の検出試薬のそれぞれに対して異なり
、かつ、
前記複数の検出試薬のおのおのが異なる相補性部位を認識する、複数の検出試薬；
（ｉｉ）平面試料；及び
（ｉｉｉ）化学的架橋剤を含む捕捉剤組成物であって、
前記化学的架橋剤が、前記複数の検出試薬を前記平面試料に架橋する、捕捉剤組成物。
【請求項２】
前記第１の鎖の配列が前記複数の検出試薬のそれぞれに対して同一であり、かつ、
前記第２の鎖の配列が前記複数の検出試薬のそれぞれについて異なる、請求項１に記載の
組成物。
【請求項３】
伸長可能な３’末端に直接隣接する前記鋳型が、式３’－Ｎ４ｎＮ１、３’－Ｎ４ｎＮ２

または３’－Ｎ４ｎＮ３であり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ及びＣか
ら選択される異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上である、請求項１に記載の組成物。
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【請求項４】
前記伸長可能な３’末端に直接隣接する前記鋳型が、任意に５’末端に１～５の無作為ヌ
クレオチドストレッチが続く、式３’－ＹＮ１－５’または３’－ＹＮ２－５’であり、
式中、ＹはＮ３及びＮ４の交互のストレッチで構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４は
、Ｇ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドである、請求項１に記載の組成
物。
【請求項５】
平面試料の分析方法であって、
（ａ）請求項１から４のいずれかに記載の捕捉剤組成物を提供する工程、
（ｂ）前記複数の検出試薬を、前記化学的架橋剤を用いて前記平面試料に架橋し、それに
より標識された試料を生成する工程、
（ｃ）前記標識された試料と、（ｉ）ポリメラーゼ、及び不完全なヌクレオチドミックス
または可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックスとを接触させ、それ
によって前記複数の検出試薬にヌクレオチドを付加する工程、及び／または（ｉｉ）標識
されたオリゴヌクレオチド及びリガーゼとを接触させ、それによって前記複数の検出試薬
に標識されたオリゴヌクレオチドを付加する工程、及び、
（ｄ）前記複数の検出試薬のすべてではなく一部に前記ヌクレオチドまたは前記標識され
たオリゴヌクレオチドを付加することによって生成されるシグナルを読み取る工程を含む
、分析方法。
【請求項６】
前記シグナルが蛍光シグナルを含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
前記読み取る工程が蛍光顕微鏡を備える、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記（ｃ）が、前記平面試料とポリメラーゼ及び（ｉ）Ｎ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性で
ある複数の蛍光ヌクレオチドならびにＮ４に相補性である可逆的ターミネータヌクレオチ
ドを含むヌクレオチドミックスとを、または（ｉｉ）Ｎ１及びＮ２に相補性である複数の
蛍光ヌクレオチド、Ｎ３に相補性である非標識のヌクレオチドを含み、Ｎ４に相補性であ
るヌクレオチドを含まないヌクレオチドミックスとを接触させ、それによって検出試薬の
すべてではなく一部の核酸に蛍光ヌクレオチドを付加する工程を含み、
前記（ｄ）が、蛍光顕微鏡を用いて、前記複数の検出試薬のすべてではなく一部の核酸に
前記蛍光ヌクレオチドを付加することによって生成される蛍光シグナルを読み取る工程を
含む、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
前記伸長可能な３’末端に直接隣接する前記鋳型が、式３’－Ｎ４ｎＮ１、３’－Ｎ４ｎ

Ｎ２または３’－Ｎ４ｎＮ３であり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４は、Ｇ、Ａ、Ｔ
、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上であり、工程（ｃ）が、
前記平面試料とポリメラーゼ、ならびにＮ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性である複数の蛍光
ヌクレオチドならびにＮ４に相補性である可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレ
オチドミックスとを接触させる工程を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
（ｅ）前記蛍光シグナルを不活化する工程、
（ｆ）任意で、可逆的ターミネータヌクレオチドを脱保護する工程、
（ｇ）前記試料をブロッキングする工程、及び、
（ｈ）工程（ｃ）及び（ｄ）を反復する工程をさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
工程（ｈ）が工程（ｃ）から（ｇ）を複数回反復することを含む、請求項１０に記載の方
法。
【請求項１２】
前記伸長可能な３’末端に直接隣接する前記鋳型が、任意に５’末端に１～５の無作為ヌ
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クレオチドストレッチが続く、式３’－ＹＮ１－５’または３’－ＹＮ２－５’であり、
式中、ＹはＮ３及びＮ４の交互のストレッチで構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４は
Ｇ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドである、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
（ｅ）前記蛍光シグナルを不活化する工程、
（ｆ）前記平面試料と、ポリメラーゼ、及びＮ４に相補性である非標識のヌクレオチドと
を接触させる工程、
（ｇ）工程（ｃ）及び（ｄ）を反復する工程をさらに含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
工程（ｇ）が工程（ｃ）から（ｆ）を複数回反復することを含む、請求項１３に記載の方
法。
【請求項１５】
前記捕捉剤組成物が、前記複数の検出試薬の各検出試薬について、前記第１の鎖から下流
の前記第２の鎖とハイブリッド形成する蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドを含み、前
記蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドが消光剤を含み、前記第１の鎖の伸長が消光され
た蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドのすべてではなく一部から消光剤を除去し、それ
によって前記複数の検出試薬のすべてではなく一部について蛍光シグナルを生成する、請
求項５に記載の方法。
【請求項１６】
前記捕捉剤が、抗体、アプタマー、及びオリゴヌクレオチドプローブからなる群から選択
される、請求項５に記載の方法。
【請求項１７】
前記（ｃ）が、前記標識された試料と（ｉ）ポリメラーゼ、及び不完全なヌクレオチドミ
ックスまたは可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックスとを接触させ
、それによって前記複数の検出試薬にヌクレオチドを付加する工程、及び（ｉｉ）標識さ
れたオリゴヌクレオチド及びリガーゼとを接触させ、それによって前記複数の検出試薬に
標識されたオリゴヌクレオチドを付加する工程を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１８】
前記（ｃ）（ｉｉ）が、前記平面試料と、標識されたオリゴヌクレオチドと非標識のオリ
ゴヌクレオチドとの混合物とを接触させることを含む、請求項５又は１７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
連邦支援の研究に関する記述
　本発明は、国防総省によって授与された契約Ｗ８１ＸＷＨ－１２－１－０５９１ならび
に国立衛生研究所によって授与された契約ＧＭ１０４１４８及びＨＨＳＮ２６８２０１０
０００３４Ｃのもとで政府の支援によってなされた。政府は本発明の特定の権利を有する
。
【０００２】
相互参照
　本特許出願は、その特許出願が全体として参照によって本明細書に組み入れられる２０
１４年６月２３日に出願された米国仮出願第６２／０１５，７９９号及び２０１４年１２
月４日に出願された米国本出願番号１４／５６０，９２１号の利益を主張する。
【背景技術】
【０００３】
　単一細胞の抗原のサイトメトリーについて今までのところ、いくつかの主要なアプロー
チが使用されている。中でも最も評判が良いのは、単一細胞のＰＣＲ、蛍光活性化フロー
サイトメトリー、質量サイトメトリー、及び単一細胞の配列決定である。これら（蛍光及
び質量に基づくサイトメトリー）のアプローチは、検体（この場合、細胞）当たり１００
を超えるパラメータの多重化レベルを突破できないことで、または高い処理能力（単一細
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胞の配列決定）を達成できないことで制限される。また、これらの方法は、保管された組
織及びスライドガラス上の試料の細胞多重化分析を可能にするのに適さない、または可能
にするように容易に改変されない。
【０００４】
　本明細書で開示されているのは、ＤＮＡによる捕捉剤の標識とその後のプライマー伸長
によるこのＤＮＡの検出に基づく捕捉剤検出についてのいくつかの関連する方法である。
【発明の概要】
【０００５】
　平面試料を分析する方法が提供される。特定の実施形態では、該方法は、（ａ）標識さ
れた試料を生じるような方法で捕捉剤（例えば、抗体またはオリゴヌクレオチドプローブ
）によって平面試料（例えば、組織切片）を標識することであって、（ｉ）捕捉剤は第１
の鎖と第２の鎖を含む二本鎖核酸に結合され、かつ（ｉｉ）第１の鎖または第２の鎖のい
ずれかの３’末端または５’末端が他方の鎖を鋳型として用いて伸長可能である、標識す
ることと、（ｂ）標識された試料と（ｉ）ポリメラーゼ及びヌクレオチドミックスとを、
及び／または（ｉｉ）標識されたオリゴヌクレオチド及びリガーゼと、を接触させ、それ
によって二本鎖核酸の鎖の一方に１つまたは複数のヌクレオチド及び／または１つの標識
されたオリゴヌクレオチドを付加することと、（ｃ）蛍光顕微鏡を用いて、１つまたは複
数のヌクレオチド及び／またはオリゴヌクレオチドを二本鎖核酸の鎖の一方に付加するこ
とによって生成される蛍光シグナルを読み取り、それによって捕捉剤の平面試料への結合
のパターンを示す画像を作製することと、を含んでもよい。
【０００６】
　本方法は種々の異なる方式で実施されてもよい。例えば、一部の実施形態では、工程（
ｂ）は、標識された試料と、ポリメラーゼ、及び蛍光ヌクレオチドを含むヌクレオチドミ
ックスとを接触させ、それによって、二本鎖核酸の鎖の一方（すなわち、どちらの鎖が伸
長可能な３’末端を有するにしても上の鎖または下の鎖）に蛍光ヌクレオチドを付加する
ことを含んでもよく、かつ、工程（ｃ）は、二本鎖核酸の鎖の一方（すなわち、どちらの
鎖が伸長可能な３’末端を有するにしても上の鎖または下の鎖）に蛍光ヌクレオチドを付
加することによって生成される蛍光シグナルを読み取ることを含んでもよい。この実施形
態では、蛍光シグナルは、（ｉ）付加されたヌクレオチドから直接放射されてもよく、（
ｉｉ）鎖の一方の３’末端に付加される２つの蛍光ヌクレオチド間でのエネルギー移動に
よって生成されるＦＲＥＴシグナルであってもよく、または（ｉｉｉ）第１の付加される
蛍光ヌクレオチド（すなわち、鎖の一方に付加されている蛍光ヌクレオチド）と鎖の一方
にすでに存在する第２の蛍光ヌクレオチドとの間でのエネルギー移動によって生成される
ＦＲＥＴシグナルであってもよい。
【０００７】
　代替の実施形態では、工程（ｂ）は、標識された試料とリガーゼ及び標識されたオリゴ
ヌクレオチドとを接触させ、それによって標識されたオリゴヌクレオチドを二本鎖核酸の
鎖の一方の３’または５’末端に付加することを含み、かつ工程（ｃ）は、標識されたオ
リゴヌクレオチドを二本鎖核酸の鎖の一方へライゲーションすることによって生成される
蛍光シグナルを読み取ることを含む。場合によっては、伸長可能な３’末端がポリメラー
ゼによって伸長され、標識されたオリゴヌクレオチドにライゲーションされてもよい。こ
れらの実施形態では、蛍光シグナルは、（ｉ）付加されたヌクレオチドから直接放射され
てもよく、（ｉｉ）鎖の一方に付加される２つの蛍光ヌクレオチド間でのエネルギー移動
によって生成されるＦＲＥＴシグナルであってもよく、または（ｉｉｉ）鎖の一方に付加
される第１の蛍光ヌクレオチドと他方の鎖にすでに存在する第２の蛍光ヌクレオチドとの
間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルであってもよい。
【０００８】
　一部の実施形態では、鎖の一方の伸長は、第１の鎖から下流の、他の鎖とハイブリッド
形成する消光された蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドから消光剤を除去する。
【０００９】
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　一部の実施形態では、第１の鎖は、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）の産物であり、
第２の鎖はＲＣＡ産物における複数の部位とハイブリッド形成するオリゴヌクレオチドを
含む。
【００１０】
　他の実施形態では、第１の鎖はオリゴヌクレオチドであり、第２の鎖は第１のオリゴヌ
クレオチドとハイブリッド形成する第２のオリゴヌクレオチドである。これらの実施形態
では、オリゴヌクレオチドは、鋳型として他方のオリゴヌクレオチドを用いて第１の鎖の
オリゴヌクレオチドの３’末端が伸長可能であるように５’オーバーハングを生じるよう
に設計されてもよい。他の実施形態では、オリゴヌクレオチドは、鋳型として他方のオリ
ゴヌクレオチドを用い、ライゲーションによって第１の鎖のオリゴヌクレオチドの５’末
端が伸長可能であるように３’オーバーハングを生じるように設計されてもよい。
【００１１】
　任意の実施形態では、平面試料は組織切片、例えば、ホルマリン固定され、パラフィン
包埋された（ＦＦＰＥ）組織切片であってもよい。
【００１２】
　二本鎖核酸に連結される捕捉剤であって、（ｉ）二本鎖核酸は第１の鎖と第２の鎖とを
含み、（ｉｉ）捕捉剤は第１の鎖に連結され、（ｉｉｉ）鋳型として他方の鎖を用いて第
１の鎖または第２の鎖の３’末端または５’末端が伸長可能である、捕捉剤もまた提供さ
れる。
【００１３】
　また提供されるのは、異なる相補性部位を認識する複数の捕捉剤を含む捕捉剤組成物で
あって、捕捉剤のそれぞれは第１の鎖と第２の鎖とを含む二本鎖核酸に結合され、捕捉剤
は第１の鎖によって二本鎖核酸に連結され、鋳型として他方の鎖を用いて第１の鎖または
第２の鎖の３’末端または５’末端が伸長可能であり、伸長可能な末端の直下流の鋳型が
捕捉剤のそれぞれについて異なる。これらの実施形態では、第１の鎖の配列は捕捉剤のそ
れぞれについて同一であり、第２の鎖の配列は捕捉剤のそれぞれについて異なる。
【００１４】
　可逆的なターミネータを使用する実施形態（「可逆的ターミネータ」のアプローチ）で
は、伸長可能な３’末端での鋳型に直接隣接する鋳型は、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラ
ーゼの存在全体を増やすために５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチ（例え
ば、１～５の残基）が任意で後に続く式３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３－５’のものであ
ってもよく、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異
なるヌクレオチドであり、ｎは０、１以上である。場合によっては、集団はヌクレオチド
Ｎ１、Ｎ２、及びＮ３の単一ヌクレオチドのオーバーハングを含有し、またはオーバーハ
ングの集団は、配列、３’－Ｎ４Ｎ１－５’、３’－Ｎ４Ｎ２－５’及び３’－Ｎ４Ｎ３

－５’の２つのヌクレオチドのオーバーハング、任意で配列、３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ１－５’
，３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ２－５’及び３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ３－５’のオーバーハング等（例えば
、配列、３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ４Ｎ１－５’、３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ４Ｎ２－５’及び３’－Ｎ４

Ｎ４Ｎ４Ｎ３－５’の４つのヌクレオチドのオーバーハング）を含む。これらの式のいず
れかによって定義される配列を有するオリゴヌクレオチドまたはＲＣＡ産物の集団も提供
される。ＲＣＡの実施形態では、配列は、ＲＣＡ産物の各反復で見いだされてもよい。
【００１５】
　これらの実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は、さらに一般的な式
３’－ＸＮ１／Ｎ２／Ｎ３－５’のものであってもよく、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３はＧ、
Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、Ｘは、無作為な組成及び長さ
の塩基Ｘｉ（ＸｉがＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであるような
）のヌクレオチドのストレッチである。場合によっては、集団は、配列、３’－Ｘ１Ｎ１

－５’、３’－Ｘ１Ｎ２－５’及び３’－Ｘ１Ｎ３－５’の２つのヌクレオチドのオーバ
ーハング、任意で配列、３’－Ｎ１Ｘ１Ｘ２－５’、３’－Ｎ２Ｘ１Ｘ２－５’及び３’
－Ｎ３Ｘ１Ｘ２－５’のオーバーハング等（例えば、配列、３’－Ｎ１Ｘ１Ｘ２Ｘ３－５



(6) JP 6910145 B2 2021.7.28

10

20

30

40

50

’、３’－Ｎ２Ｘ１Ｘ２Ｘ３－５’及び３’－Ｎ３Ｘ１Ｘ２Ｘ３－５’の４つのヌクレオ
チドのオーバーハング）を含んでもよい。多くの実施形態では、この集団はさらに、ヌク
レオチドＮ１、Ｎ２、及びＮ３の単一ヌクレオチドのオーバーハングを含有する。これら
の式のいずれかによって定義される配列を有するオリゴヌクレオチドまたはＲＣＡ産物の
集団も提供される。ＲＣＡの実施形態では、配列は、ＲＣＡ産物の各反復で見いだされて
もよい。
【００１６】
　「欠落塩基」のアプローチに依存する実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接す
る鋳型は、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を増やすために５’末端での無
作為ヌクレオチドの短いストレッチ（例えば、１～５の残基）が任意で後に続く式３’－
ＹＮ１／Ｎ２－５’のものであってもよく、式中、Ｙは塩基Ｎ３及びＮ４で構成される長
さｎ（ｎは０、１以上である）のヌクレオチド配列であり、オーバーハングの開始から数
えてヌクレオチドＮ３は奇数の位置にあり、ヌクレオチドＮ４は偶数の位置にあり、Ｎ１

、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドである
。例えば、場合によっては、集団は、配列、３’－Ｎ１－５’及び３’－Ｎ２－５’また
は任意で３’－Ｎ３Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ２－５’または３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ１－５
’及び３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ２－５’の５’オーバーハングを含んでもよく、任意で、配列、
３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ２－５’等のオーバーハング（
例えば、配列、３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ２－５
’及び次いで３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ

２－５’のオーバーハング）を含んでもよい。これらの式のいずれかによって定義される
配列を有するオリゴヌクレオチドまたはＲＣＡ産物の集団も提供される。ＲＣＡの実施形
態では、配列は、ＲＣＡ産物の各反復で見いだされてもよい。
【００１７】
　これらの実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は、さらに一般的な式
３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’のものであってもよく、式中、Ｙは、Ｎ３－ストレッチの整列
番号が奇数となり、Ｎ４ストレッチの整列番号が偶数となるように塩基Ｎ３及びＮ４の交
互に無作為な長さのストレッチから構成される長さｎ（ｎは０、１以上である）のヌクレ
オチド配列であり、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異
なるヌクレオチドである。例えば、集団は、配列、３’－Ｎ１－５’及び３’－Ｎ２－５
’、または任意で３’－Ｎ３Ｎ３Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ３Ｎ２－５’もしくは３’
－Ｎ３Ｎ３Ｎ４Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ３Ｎ４Ｎ２－５’のオーバーハングを含んで
もよく、任意で配列３’－Ｎ３Ｎ３Ｎ３Ｎ３Ｎ４Ｎ４Ｎ３Ｎ３Ｎ３Ｎ１－５’及び３’－
Ｎ３Ｎ３Ｎ３Ｎ３Ｎ４Ｎ４Ｎ３Ｎ３Ｎ３Ｎ－５’等のオーバーハングを含んでもよい。こ
れらの式のいずれかによって定義される配列を有するオリゴヌクレオチドまたはＲＣＡ産
物の集団も提供される。ＲＣＡの実施形態では、配列は、ＲＣＡ産物の各反復で見いださ
れてもよい。
【００１８】
　組織試料を分析する方法も提供される。これらの実施形態では、本方法は、（ａ）上述
の捕捉剤組成物で平面試料を標識することと、（ｂ）標識された試料と（ｉ）ポリメラー
ゼ及び不完全なヌクレオチドミックスまたは可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌク
レオチドミックスとを接触させること、かつ／または（ｉｉ）標識されたオリゴヌクレオ
チド及びリガーゼとを接触させることと、（ｃ）蛍光顕微鏡を用いて、捕捉剤のすべてで
はなく一部にヌクレオチドまたは標識されたオリゴヌクレオチドを添加することによって
生成される蛍光シグナルを読み取ることと、を含んでもよい。
【００１９】
　これらの実施形態では、本方法は、（ｃ）平面試料とポリメラーゼ、及び（ｉ）Ｎ１、
Ｎ２及びＮ３に相補性である蛍光ヌクレオチドならびにＮ４に相補性である可逆的ターミ
ネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックス、または（ｉｉ）Ｎ１及びＮ２に相補性
である蛍光ヌクレオチド、Ｎ３に相補性である非標識のヌクレオチドを含み、かつＮ４に
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相補性であるヌクレオチドを含まないヌクレオチドミックスとを接触させ、それによって
、捕捉剤すべてではないが一部の二本鎖核酸に蛍光ヌクレオチドを付加することと、（ｄ
）蛍光顕微鏡を用いて、捕捉剤のすべてではないが一部に蛍光ヌクレオチドを添加するこ
とによって生成される蛍光シグナルを読み取ることと、を含んでもよい。
【００２０】
　一部の実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は式３’－Ｎ４ｎＮ１／
Ｎ２／Ｎ３のものであり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選
択される異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上であり、工程（ｃ）は平面試料と、ポリ
メラーゼ、ならびにＮ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性である蛍光ヌクレオチド、ならびにＮ

４に相補性である可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックスとを接触
させることを含む。
【００２１】
　一部の実施形態では、本方法はさらに、（ｅ）蛍光ヌクレオチドを不活化すること、可
逆的ターミネータヌクレオチドを脱保護すること、及び試料をブロッキングすることと、
（ｆ）工程（ｃ）及び（ｄ）を反復することとを含んでもよい。場合によっては、工程（
ｆ）は工程（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）を複数回反復することを含んでもよい。
【００２２】
　一部の実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は、ＤＮＡ二本鎖におけ
るポリメラーゼの存在全体を増やすために５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレ
ッチ（例えば、１～５のヌクレオチド）が任意で後に続く式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’の
ものであってもよく、式中、Ｙは塩基Ｎ３及びＮ４の交互のストレッチで構成され、Ｎ１

、Ｎ２、Ｎ３及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ及びＣから選択される異なるヌクレオチドである。
【００２３】
　これらの実施形態では、本方法は、（ｅ）蛍光シグナルを不活化し、平面試料とポリメ
ラーゼ、及びＮ４に相補性である非標識のヌクレオチドとを接触させることと、（ｆ）工
程（ｃ）及び（ｄ）を反復することと、を含んでもよい。場合によっては、工程（ｆ）は
工程（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）を複数回反復することを含んでもよい。
【００２４】
　代替の実施形態では、二本鎖オリゴヌクレオチドはそれぞれ、第１の鎖の下流の第２の
鎖とハイブリッド形成された蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドを含み、蛍光で標識さ
れたオリゴヌクレオチドは消光剤を含み、第１の鎖の伸長は消光された蛍光で標識された
オリゴヌクレオチドのすべてではなく一部から消光剤を除去し、それによって捕捉剤のす
べてではなく一部について蛍光シグナルを生成する。
【００２５】
　他の実施形態では、捕捉剤は、非標識であるか、またはＦＲＥＴアクセプター蛍光色素
分子で標識することができる一本鎖オリゴヌクレオチドに結合される。そのような一本鎖
オリゴヌクレオチドは、非標識の塩基またはＦＲＥＴ励起蛍光色素分子で標識された塩基
によって伸長されることになる相補性のオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成する専用
の配列を組み込み、それによって捕捉剤のすべてではなく一部について蛍光シグナルを生
成する。
【００２６】
　一部の実施形態では、平面試料を分析する方法。一部の実施形態では、本方法は、（ａ
）平面試料を捕捉剤で標識して標識された試料を作製することであって、（ｉ）捕捉剤は
第１の鎖と第２の鎖とを含む二本鎖核酸に結合され、かつ（ｉｉ）第１の鎖または第２の
鎖のいずれかの３’末端または５’末端が鋳型としての他方の鎖を用いて伸長可能である
、作製することと、（ｂ）標識された試料と、（ｉ）ポリメラーゼ及び複数のヌクレオチ
ド、ならびに／または（ｉｉ）標識された１つのオリゴヌクレオチド及びリガーゼとを接
触させ、それによって複数のヌクレオチドの１つもしくは複数のヌクレオチド及び／また
は標識された１つのオリゴヌクレオチドを二本鎖核酸の鎖の一方の末端に付加することと
、（ｃ）二本鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方に１つまたは複数ヌクレオチド及び
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／または標識されたオリゴヌクレオチドを付加することによって生成されるシグナルを読
み取ることと、を含む。一部の実施形態では、シグナルは蛍光シグナルであってもよい。
一部の実施形態では、読み取ることは蛍光顕微鏡を含んでもよい。任意の実施形態、本方
法は、平面試料への捕捉剤の結合のパターンを示す画像を作製することをさらに含んでも
よい。
【００２７】
　任意の実施形態では、工程（ｂ）は標識された試料と、ポリメラーゼ及び蛍光ヌクレオ
チドを含む複数のヌクレオチドとを接触させ、それによって二本鎖核酸の第１の鎖または
第２の鎖の一方に蛍光ヌクレオチドを付加することを含んでもよく、工程（ｃ）は、二本
鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方に蛍光ヌクレオチドを付加することによって生成
される蛍光シグナルを読み取ることを含む。これらの実施形態では、蛍光シグナルは、（
ｉ）付加されたヌクレオチドから直接放射されてもよく、（ｉｉ）二本鎖核酸の第１の鎖
または第２の鎖の一方に付加される複数の蛍光ヌクレオチドのうちの２つの蛍光ヌクレオ
チド間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルであってもよく、または
（ｉｉｉ）付加された蛍光ヌクレオチドと二本鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方に
存在する第２の蛍光ヌクレオチドとの間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴ
シグナルであってもよい。
【００２８】
　任意の実施形態では、本方法の工程（ｂ）は、標識された試料と、リガーゼ及び標識さ
れたオリゴヌクレオチドとを接触させ、それによって標識されたオリゴヌクレオチドを二
本鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方に付加することを含んでもよく、かつ工程（ｃ
）は、二本鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方に標識されたオリゴヌクレオチドを付
加することによって生成される蛍光シグナルを読み取ることを含む。この実施形態では、
蛍光シグナルは、（ｉ）付加された標識されたヌクレオチドから直接放射されてもよく、
（ｉｉ）二本鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方に付加される２つの標識されたヌク
レオチド間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルであってもよく、ま
たは（ｉｉｉ）二本鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方に付加される標識されたヌク
レオチドと他方の鎖に存在する第２の標識されたヌクレオチドとの間でのエネルギー移動
によって生成されるＦＲＥＴシグナルであってもよい。これらの実施形態では、標識され
たヌクレオチドは蛍光ヌクレオチドを含んでもよい。
【００２９】
　任意の実施形態では、二本鎖核酸の第１の鎖または第２の鎖の一方の伸長は、第１の鎖
の下流の、他方の鎖とハイブリッド形成する消光された蛍光で標識されたオリゴヌクレオ
チドから消光剤を除去してもよい。
【００３０】
　任意の実施形態では、二本鎖核酸の第１の鎖はローリングサークル増幅（ＲＣＡ）の産
物であってもよく、二本鎖核酸の第２の鎖はＲＣＡ産物における複数の部位とハイブリッ
ド形成するオリゴヌクレオチドを含む。
【００３１】
　任意の実施形態では、二本鎖核酸の第１の鎖は第１のオリゴヌクレオチドであってもよ
く、二本鎖核酸の第２の鎖は第１のオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成する第２のオ
リゴヌクレオチドである。
【００３２】
　任意の実施形態では、平面試料は、ホルマリン固定され、パラフィン包埋された（ＦＦ
ＰＥ）切片であってもよい。
【００３３】
　任意の実施形態では、捕捉剤は、抗体、アプタマーまたはオリゴヌクレオチドプローブ
であってもよい。
【００３４】
　二本鎖核酸に連結される捕捉剤も提供される。一部の実施形態では、（ｉ）二本鎖核酸
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は第１の鎖と第２の鎖とを含み、（ｉｉ）捕捉剤は第１の鎖に連結され、（ｉｉｉ）第１
の鎖または第２の鎖のいずれかの５’末端または３’末端は鋳型として他方の鎖を用いて
伸長することができる。
【００３５】
　それぞれ異なる相補性部位を認識する複数の捕捉剤を含む捕捉剤組成物もまた提供され
る。これらの実施形態では、複数の捕捉剤のそれぞれは、第１の鎖と第２の鎖とを含む二
本鎖核酸に結合されてもよく、第１または第２の鎖の５’末端または３’末端は鋳型とし
て他方の鎖を用いて伸長可能であってもよく、伸長可能な末端の直下流の鋳型は複数の捕
捉剤のそれぞれについて異なってもよい。これらの実施形態では、第１の鎖の配列は複数
の捕捉剤のそれぞれについて同一であってもよく、かつ第２の鎖の配列は複数の捕捉剤の
それぞれについて異なってもよい。
【００３６】
　一部の実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は式３’－Ｎ４ｎＮ１／
Ｎ２／Ｎ３のものであってもよく、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及
びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上である。
【００３７】
　一部の実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は、ＤＮＡ二本鎖におけ
るポリメラーゼの存在全体を増やすために５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレ
ッチが任意で後に続く式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’のものであってもよく、式中、ＹはＮ

３及びＮ４の交互のストレッチで構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３及び、Ｎ４はＧ、Ａ、Ｔ、
及びＣから選択される異なるヌクレオチドである。
【００３８】
　平面試料を分析する方法が提供される。この方法は、（ａ）上記で要約された捕捉剤組
成物で平面試料を標識することと、（ｂ）標識された試料と、（ｉ）ポリメラーゼ及び不
完全なヌクレオチドミックスまたは可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチド
ミックスのいずれかとを接触させ、それによって複数の捕捉剤にヌクレオチドを付加する
こと、かつ／または（ｉｉ）標識されたオリゴヌクレオチド及びリガーゼとを接触させ、
それによって複数の捕捉剤に標識されたオリゴヌクレオチドを付加することと、（ｃ）複
数の捕捉剤のすべてではなく一部にヌクレオチドまたは標識されたオリゴヌクレオチドを
付加することによって生成されるシグナルを読み取ることを含んでもよい。これらの実施
形態では、シグナルは蛍光シグナルであってもよい。一部の実施形態では、読み取ること
は蛍光顕微鏡によって実施されてもよい。
【００３９】
　一部の実施形態では、本方法は、（ｂ）平面試料と、ポリメラーゼ、及び（ｉ）Ｎ１、
Ｎ２、及びＮ３に相補性である複数の蛍光ヌクレオチドならびにＮ４に相補性である可逆
的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックス、または（ｉｉ）Ｎ１及びＮ２

に相補性である複数の蛍光ヌクレオチド、Ｎ３に相補性である非標識のヌクレオチドを含
み、Ｎ４に相補性であるヌクレオチドを含まないヌクレオチドミックスと、を接触させ、
それによって複数の捕捉剤のすべてではなく一部の二本鎖核酸に蛍光ヌクレオチドを付加
することと、（ｃ）蛍光顕微鏡を用いて、複数の捕捉剤のすべてではなく一部の二本鎖核
酸に蛍光ヌクレオチドを付加すること生成される蛍光シグナルを読み取ることとによって
実施されてもよい。これらの実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は、
式３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３のものであってもよく、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及び
Ｎ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上であり
、工程（ｂ）は、平面試料と、ポリメラーゼならびにＮ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性であ
る複数の蛍光ヌクレオチドならびにＮ４に相補性である可逆的ターミネータヌクレオチド
を含むヌクレオチドミックスとを接触させることを含む。これらの実施形態では、本方法
はさらに、（ｄ）蛍光シグナルを不活化することと、（ｅ）任意で可逆的ターミネータヌ
クレオチドを脱保護することと、（ｆ）試料をブロッキングすることと、（ｇ）工程（ｂ
）及び（ｃ）を反復することと、を含んでもよい。一部の実施形態では、工程（ｇ）は工
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程（ｂ）～（ｆ）を複数回反復することを含んでもよい。
【００４０】
　一部の実施形態では、伸長可能な３’末端に直接隣接する鋳型は、ＤＮＡ二本鎖におけ
るポリメラーゼの存在全体を増やすために５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレ
ッチが任意で後に続く式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’のものであってもよく、式中、ＹはＮ

３及びＮ４の交互のストレッチで構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、
及びＣから選択される異なるヌクレオチドである。これらの実施形態では、本方法はさら
に、（ｄ）蛍光シグナルを不活化することと、（ｅ）平面試料と、ポリメラーゼ、及びＮ

４に相補性である非標識のヌクレオチドとを接触させることと、（ｆ）工程（ｂ）及び（
ｃ）を反復することとを含んでもよい。場合によっては、工程（ｆ）は工程（ｂ）～（ｅ
）を複数回反復することを含んでもよい。
【００４１】
　一部の実施形態では、二本鎖核酸はそれぞれ、第１の鎖から下流の第２の鎖とハイブリ
ッド形成される蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドを含み、蛍光で標識されたオリゴヌ
クレオチドは消光剤を含み、第１の鎖の伸長は、消光された蛍光で標識されたオリゴヌク
レオチドのすべてではなく一部から消光剤を除去し、それによって複数の捕捉剤のすべて
ではなく一部について蛍光シグナルを生成する。
【００４２】
　一部の実施形態では、二本鎖核酸の伸長は、平面試料と、標識されたオリゴヌクレオチ
ドと非標識のオリゴヌクレオチドとの混合物及びリガーゼとを接触させることを含む。
【００４３】
　任意の実施形態では、複数の捕捉剤は、抗体、アプタマー、及びオリゴヌクレオチドプ
ローブからなる群から選択されてもよい。
【００４４】
　キットも提供される。これらの実施形態では、キットは、（ａ）平面試料における相補
性部位に特異的に結合することができる１つまたは複数の捕捉剤と、（ｂ）第１の鎖と第
２の鎖を含む１つまたは複数の二本鎖核酸とを含んでもよく、１つまたは複数の捕捉剤の
それぞれは二本鎖核酸に結合され、第１の鎖または第２の鎖のいずれかの５’末端または
３’末端は他方の鎖を鋳型として用いて伸長可能である。一部の実施形態では、キットは
さらに、ポリメラーゼまたはリガーゼを含んでもよい。一部の実施形態では、キットはさ
らに蛍光ヌクレオチド、非標識のヌクレオチド、及び可逆的ターミネータヌクレオチドの
少なくとも１つを含むヌクレオチドミックスを含んでもよい。一部の実施形態では、１つ
または複数の捕捉剤は、抗体、アプタマー、及びオリゴヌクレオチドプローブからなる群
から選択されてもよい。
【００４５】
　一部の態様では、平面試料を分析する方法が提供される。場合によっては、本方法は、
捕捉剤が平面試料の相補性部位に特異的に結合する条件下で、平面試料を捕捉剤とインキ
ュベートすることを含む。場合によっては、捕捉剤は第１の鎖と第２の鎖を含む二本鎖オ
リゴヌクレオチドに結合される。場合によっては、第１の鎖の３’末端は第２の鎖の５’
末端と比較して陥凹しており、それによってオーバーハングが生じる。場合によっては、
本方法は、平面試料とポリメラーゼ及び複数のヌクレオチドとを接触させ、それによって
オーバーハングに複数のヌクレオチドの１つまたは複数のヌクレオチドを付加することを
含む。場合によっては、本方法は、オーバーハングに１つまたは複数のヌクレオチドを付
加することによって生成されるシグナルを読み取ることを含む。場合によっては、複数の
ヌクレオチドは複数の蛍光ヌクレオチドを含む。場合によっては、複数のヌクレオチドの
蛍光ヌクレオチドがオーバーハングに付加される。場合によっては、シグナルは蛍光シグ
ナルを含む。場合によっては、蛍光シグナルはオーバーハングに付加された蛍光ヌクレオ
チドから直接放射される。他の場合では、複数の蛍光ヌクレオチドのうちの２つがオーバ
ーハングに付加される。この例では、蛍光シグナルは、オーバーハングに付加された複数
の蛍光ヌクレオチドのうちの２つの間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシ
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グナルである。代替の例では、蛍光シグナルは、オーバーハングに付加された複数の蛍光
ヌクレオチドに由来する蛍光ヌクレオチドと第２の鎖に存在する蛍光ヌクレオチドとの間
でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルである。場合によっては、第１
の鎖の伸長は、第１の鎖から下流の、第２の鎖とハイブリッド形成する消光された蛍光で
標識されたオリゴヌクレオチドから消光剤を除去する。場合によっては、平面試料はホル
マリン固定され、パラフィン包埋された（ＦＦＰＥ）切片である。場合によっては、捕捉
剤は第１の鎖の５’末端によって二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される。他の場合では
、捕捉剤は第２の鎖の３’末端によって二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される。場合に
よっては、本方法はさらに捕捉剤を平面試料に架橋することを含む。場合によっては、読
み取ることは蛍光顕微鏡を含む。場合によっては、本方法はさらに、平面試料への捕捉剤
の結合のパターンを示す画像を作製することを含む。場合によっては、複数のヌクレオチ
ドの１つまたは複数のヌクレオチドがプライマー伸長によってオーバーハングに付加され
る。場合によっては、捕捉剤は、抗体、アプタマー、またはオリゴヌクレオチドプローブ
である。
【００４６】
　一部の態様では、平面試料の異なる相補性部位に特異的に結合する複数の捕捉剤を含む
組成物が提供される。場合によっては、複数の捕捉剤のそれぞれが第１の鎖と第２の鎖と
を含む二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される。場合によっては、二本鎖オリゴヌクレオ
チドのそれぞれにおける第１の鎖の３’末端は第２の鎖の５’末端と比較して陥凹してお
り、それによってオーバーハングが生じる。場合によっては、オーバーハングは複数の捕
捉剤のそれぞれについて異なる。場合によっては、複数の捕捉剤のそれぞれは第１の鎖の
５’末端によって二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される。他の場合では、複数の捕捉剤
のそれぞれは第２の鎖の３’末端によって二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される。場合
によっては、第１の鎖の配列は複数の捕捉剤のそれぞれに対して同一であり、第２の鎖の
配列は複数の捕捉剤のそれぞれに対して異なる。場合によっては、オーバーハングは、式
３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３のものであり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、
Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上である。他の場合
では、オーバーハングは、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を増やすために
第１の鎖の５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチが任意で後に続く式３’－
ＹＮ１／Ｎ２－５’のものであってもよく、式中、ＹはＮ３及びＮ４の交互のストレッチ
で構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌ
クレオチドである。場合によっては、Ｙは長さｎのヌクレオチド配列であり、ｎは０、１
以上である。場合によっては、Ｎ３ストレッチの整列番号は奇数であり、Ｎ４ストレッチ
の整列番号は偶数である。場合によっては、平面試料はホルマリン固定され、パラフィン
包埋された切片（ＦＦＰＥ）である。場合によっては、複数の捕捉剤は抗体、アプタマー
、またはオリゴヌクレオチドプローブである。
【００４７】
　一部の態様では、平面試料を分析する方法が提供される。場合によっては、本方法は、
複数の捕捉剤のそれぞれが平面試料の異なる相補性部位に特異的に結合する条件下で、平
面試料を上述の組成物とインキュベートすることを含む。場合によっては、本方法は、平
面試料と、ポリメラーゼ及び複数のヌクレオチドとを接触させ、それによって、複数の捕
捉剤のすべてではなく一部のオーバーハングに複数のヌクレオチドの１つまたは複数のヌ
クレオチドを付加することを含む。場合によっては、本方法は、複数の捕捉剤のすべてで
はなく一部のオーバーハングに複数のヌクレオチドに由来する１つまたは複数のヌクレオ
チドを付加することによって生成されるシグナルを読み取ることを含む。場合によっては
、本方法はさらに複数の捕捉剤を平面試料に架橋することを含む。場合によっては、複数
のヌクレオチドは不完全なヌクレオチドミックスまたは可逆的ターミネータヌクレオチド
を含むヌクレオチドミックスを含む。場合によっては、シグナルは蛍光シグナルを含む。
場合によっては、読み取ることは蛍光顕微鏡を含む。場合によっては、本方法はさらに平
面試料への複数の捕捉剤の結合のパターンを示す画像を作製することを含む。場合によっ
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ては、複数のヌクレオチドは、（ｉ）Ｎ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性である複数の蛍光ヌ
クレオチドならびにＮ４に相補性である可逆的ターミネータヌクレオチド、または（ｉｉ
）Ｎ１及びＮ２に相補性である複数の蛍光ヌクレオチドならびにＮ３に相補性である非標
識のヌクレオチドを含み、Ｎ４に相補性であるヌクレオチドを含まない。場合によっては
、複数の蛍光ヌクレオチドのうちの１つの蛍光ヌクレオチドが複数の捕捉剤のすべてでは
なく一部のオーバーハングに付加される。場合によっては、シグナルは、複数の捕捉剤の
すべてではなく一部に複数の蛍光ヌクレオチドのうちの１つの蛍光ヌクレオチドを付加す
ることのよって生成される蛍光シグナルを含む。場合によっては、読み取ることは蛍光顕
微鏡を含む。場合によっては、本方法はさらに、平面試料への複数の捕捉剤の結合のパタ
ーンを示す画像を作製することを含む。場合によっては、オーバーハングは、３’－Ｎ４
ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３のものであり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及
びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上であり、複数のヌクレオチド
は、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３に相補性である複数の蛍光ヌクレオチド及びＮ４に相補性である可
逆的ターミネータヌクレオチドを含む。場合によっては、本方法はさらに、蛍光シグナル
を不活化することと、任意で可逆的ターミネータヌクレオチドを脱保護することと、平面
試料をブロッキングすることと、接触させる工程及び読み取る工程を反復することと、を
含む。場合によっては、反復することは、接触させる工程、読み取る工程、不活化する工
程、任意で脱保護する工程、及びブロッキングする工程を複数回反復することを含む。他
の場合では、オーバーハングは、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を増やす
ために第１の鎖の５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチが任意で後に続く式
３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’のものであり、式中、ＹはＮ３及びＮ４の交互のストレッチで
構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌク
レオチドである。場合によっては、Ｙは長さｎのヌクレオチド配列であり、ｎは０、１以
上である。場合によっては、Ｎ３ストレッチの整列番号は奇数であり、Ｎ４ストレッチの
整列番号は偶数である。場合によっては、本方法はさらに、蛍光シグナルを不活化するこ
とと、平面試料とポリメラーゼ及びＮ４に相補性である非標識のヌクレオチドとを接触さ
せることと、接触させる工程及び読み取る工程を反復することと、を含む。場合によって
は、反復することは、接触させる工程、読み取る工程、不活化する工程及び接触させる工
程を複数回反復することを含む。場合によっては、二本鎖オリゴヌクレオチドのそれぞれ
は第１の鎖から下流の第２の鎖とハイブリッド形成される蛍光で標識されたオリゴヌクレ
オチドを含み、蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドは消光剤を含み、第１の鎖の伸長は
、消光された蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドのすべてではなく一部から消光剤を除
去し、それによって捕捉剤のすべてではなく一部についての蛍光シグナルを生成する。
【００４８】
　当業者は、以下に記載される図面が説明目的のみのものであることを理解するであろう
。図面は本発明の教示の範囲を限定することを決して意図するものではない。
【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１】（Ａ）は、二本鎖オリゴヌクレオチドにコンジュゲートされる捕捉剤の組み合わ
せで構成される検出試薬を模式的に説明する。未結合の検出試薬の検出及び除去の際、ポ
リメラーゼ誘導プライマー伸長によって結合パターンが提供される。パネル（Ｂ）は、二
本鎖オリゴヌクレオチドへの捕捉剤（この場合、抗体であるが、他の想定される捕捉剤を
排除しない）の結合についての３つのアプローチ（すなわち、捕捉剤への上の鎖のオリゴ
ヌクレオチドの化学的コンジュゲートによるもの、中間体としてストレプトアビジンを用
いてビオチン化抗体とビオチン化オリゴヌクレオチドを結合させるもの、及びストレプト
アビジンに化学的にコンジュゲートされた抗体にビオチン化オリゴヌクレオチドを結合さ
せることによるもの）を模式的に説明する。
【図２】異なるオーバーハングを有する二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される捕捉剤の
例を模式的に説明する。そのような異なるオーバーハングは、検出剤塩基（この場合ｄＵ
）に相補性の下の鎖のオリゴヌクレオチドの位置の増加によって特定の捕捉剤から回収さ
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れるシグナルを増やす方略を表す。下のパネルは、異なる蛍光色素分子で標識された異な
る塩基が、「検出剤」塩基についてのＦＲＥＴ励起対としてどのように使用されるのかも
示す。配列番号１～４。
【図３】可逆性色素のターミネータに依存する多重化検出法のいくつかのサイクルを模式
的に説明する。
【図４】サイクル当たりの４つのヌクレオチドの１つを省くことに依存する多重化検出法
のいくつかのサイクルを模式的に説明する。
【図５】「可逆的ターミネータ」及び「欠落塩基」の多重化法についてのオリゴヌクレオ
チド二本鎖の例示的な設計を模式的に説明する。配列番号５～１２。
【図６】高度に多重化した捕捉剤のパネルの場合、下の鎖のオリゴヌクレオチドの長さを
縮小してオーバーハングを作製するのを可能にする方略のためのオリゴヌクレオチド二本
鎖の例示的な設計を模式的に説明する図である。配列番号１３～３０。
【図７】ニックトランスレーションによって標識されたオリゴヌクレオチドから消光剤を
除去することに依存する検出法の例を模式的に説明する。配列番号３１～３５。
【図８】標識されたオリゴヌクレオチドから消光剤を除去することに依存する多重化検出
法を模式的に説明する。工程１：配列番号３６～４４、工程２：配列番号４５～５２、工
程３：配列番号５３～６０、工程４：配列番号６１～６７。
【図９】ポリメラーゼプライミングヌクレオチドの循環再アニーリングに依存する実施形
態及びＦＲＥＴを利用する同じアプローチの変異形を模式的に説明する。配列番号６８～
８０。
【図１０】ポリメラーゼプライミングヌクレオチドのサイクル再アニーリングに依存する
実施形態及びＦＲＥＴを利用する同じアプローチの変異形を模式的に説明する。配列番号
８１～８６。
【図１１】プライマー伸長によって染色されるように設計されたオリゴヌクレオチド二本
鎖に結合させた抗ＣＤ４抗体（パネルＡ）、及びポリメラーゼの不在下での浮遊液におけ
る脾臓細胞の標識された集団から得られたデータ（パネルＢ）、及びポリメラーゼの存在
下での浮遊液における脾臓細胞の標識された集団から得られたデータ（パネルＣ）を示す
。配列番号８７及び８８。
【図１２】スライドガラス上に予め付着させた脾臓細胞の集団のプライマー伸長による標
識から得られたデータを示す。「通常の」ＴＣＲｂ－ＦＩＴＣ抗体、及びプライマー伸長
によって染色されるように設計されたオリゴヌクレオチド二本鎖に結合させたＣＤ４抗体
によって細胞を同時染色した。
【図１３】オリゴヌクレオチド二本鎖に結合させた２つの捕捉剤ＣＤ４及びＣＤ８の模式
的説明（パネルＡ）、及び多重化法から得たデータを示し、それによってこの捕捉剤によ
る染色が「可逆的ターミネータ」法を用いてスライドガラス上に塗抹された脾臓細胞上で
順次検出されたことを示す（パネルＣ～Ｄ）。配列番号８９～９２。
【図１４】「欠落塩基」のアプローチによって多重化染色を検査する実験の模式図を示す
。マウスの脾臓試料を試料ごとに特異的なオリゴヌクレオチド二本鎖にコンジュゲートさ
れた汎白血球ＣＤ４５抗体によってバーコード化した。染色の後、試料を混合し、ＣＤ４
５－オリゴヌクレオチド変異体を順次提供することによって混合物を解像した。
【図１５】（図１４におけるスキームのように）ＣＤ４５によってバーコード化された３
０の集団を提供する最初の６サイクルを示す画像の１２枚のパネルである。２つの集団は
提供サイクルごとに同時に検出された。各サイクルでは、対照の画像は蛍光を不活化した
後に取得した。
【図１６】ローリングサークル増幅によって増強された抗体のシグナルを説明する。（Ａ
）抗体、共有結合した線形リンカーオリゴヌクレオチド、５’－リン酸化されたパドロッ
クヌクレオチドとからなる抗体－ＤＮＡコンジュゲートを用いて細胞抗原を染色する。パ
ドロックプローブは、後に蛍光ヌクレオチドの組み込み部位（Ｔ）が続く検出プライマー
の配列（橙色）を含有する。（Ｂ）パドロックオリゴヌクレオチドをＴ４ＤＮＡリガーゼ
で処理してその環化を誘導する。（Ｃ）鎖を置き換えるｐｈｉ２９ＤＮＡポリメラーゼに
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よるローリングサークル増幅は検出プライマー部位（緑色）の逆相補体の反復を作り出し
た。（Ｆ～Ｇ）ローリングサークル増幅を行わずに（Ｆ）及びローリングサークル増幅を
行った後の（Ｇ）ｄＵＴＰ－Ｃｙ５によるプライマー伸長によって視覚化された抗体－Ｄ
ＮＡコンジュゲートによるマウス脾臓細胞の染色。
【図１７】反復プライマー伸長のプロトコルによって提供される２２の異なる抗原の染色
を示す細胞の蛍光画像である。各サイクルにて、１つの抗原－抗体－ＤＮＡの複合体がｄ
ＵＴＰ－ＳＳ－Ｃｙ５蛍光色素分子（赤色）を組み込み、１つの複合体がｄＵＴＰ－ＳＳ
－Ｃｙ３（緑色）を組み込み、他の複合体はすべて非標識の「ウォーキング」塩基（奇数
サイクルではｄＧＴＰ、偶数サイクルではｄＡＴＰ）を受ける。
【図１８】（Ａ）３’－ジデオキシターミネータ塩基のために抗体－ＤＮＡコンジュゲー
トをプライマー伸長できないが、パネルに特異的なプライマーを加えることによって他と
は無関係に伸長のために各パネルを活性化することができる多重パネル設計を示す。（Ｂ
）マウス脾臓細胞の１８のアリコートをそのように設計された様々なＣＤ４５抗体コンジ
ュゲートで独立して染色した。アリコート１～３（パネル１）は通常のＡＢｓｅｑプライ
マー伸長によって検出することができ（上の列）、アリコート４～６（パネル２）はスペ
ーサー１オリゴヌクレオチドプライマーの添加の後に伸長したが、アリコート７～９（パ
ネル３）はスペーサー２オリゴヌクレオチドプライマーの添加の後に伸長することができ
る。（Ｃ）画像定量の結果。個々の細胞強度の強度はバーコード、各列に対する１細胞と
して提示され、赤色はより高い染色強度を表した。柱状のものは各伸長サイクルの細胞の
強度を表す。対角線状のパターンは、スペーサーに基づく伸長の特異性が高いこと、及び
パネルと伸長サイクルとの間にシグナルのクロストークが存在しないことを示す。
【図１９】（Ａ）一致検出プローブの対を標的ＲＮＡとハイブリッド形成させる。上流の
オリゴヌクレオチドプローブ（スプリントプライマー）は、下流のオリゴヌクレオチドプ
ローブ（パドロック）の環化及びライゲーションのスプリントとして機能する。パドロッ
クプローブは後に蛍光ヌクレオチドの組み込み部位（赤色）が続く検出プライマー配列（
イタリック体）を含有する。（Ｂ）ローリングサークル増幅は上流プローブの３’末端で
開始され、検出プライマー配列（イタリック体）の逆相補体の複数のコピーを作製する。
（Ｃ）検出プライマーを増幅産物の複数の部位にアニーリングする。（Ｄ）ｄＵＴＰ-Ｃ
ｙ５によるポリメラーゼ反応が結果的に組み込みを生じる。（Ｅ～Ｆ）ＮＡＬＭ細胞にお
ける小さなかつ明るい点は単一のＨＬＡＤＲＡのＲＮＡ分子に相当するが、これらは陰性
対照のＪｕｒｋａｔ細胞には存在しない。双方のパネルに存在する大きな赤い斑点は、蛍
光ヌクレオチドを非特異的に結合するアポトーシス細胞に相当する。
【図２０】プライマー伸長及び短い標識されたオリゴヌクレオチドのライゲーションに依
存する代替法を示す。上から下の左側：配列番号９３～１０８。上から下の右側：配列番
号１０９～１２４。
【図２１】ユーザーが試料の画像を検出し、解析し、処理するのを可能にするシステムを
示す。
【発明を実施するための形態】
【００５０】
定義
　本明細書で特に定義されない限り、本明細書で使用されている専門用語及び科学用語は
すべて、本発明が属する当該技術の当業者によって共通して理解されるものと同じ意味を
有する。本明細書に記載されているものに類似するまたはそれらと同等である任意の方法
及び材料を本発明の実践及び試験で使用することができるが、好ましい方法及び材料が記
載されている。
【００５１】
　本明細書で引用される特許及び出版物は、そのような特許及び出版物で開示されている
配列をすべて含めて、そのすべてが参照によって明白に組み入れられる。
【００５２】
　数値範囲は範囲を定義する数を含む。特に指示されない限り、それぞれ、核酸は５’か
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ら３’の方向に左から右に書かれ、アミノ酸配列はアミノからカルボキシの方向に左から
右に書かれる。
【００５３】
　本明細書で提供される見出しは、本発明の種々の態様または実施形態を限定するもので
はない。したがって、直下で定義される用語は全体として明細書を参照してさらに完全に
定義される。
【００５４】
　特に定義されない限り、本明細書で使用されている専門用語及び科学用語はすべて、本
発明が属する当該技術の当業者によって共通して理解されるものと同じ意味を有する。Ｓ
ｉｎｇｌｅｔｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，ＤＩＣＴＩＯＮＡＲＹ　ＯＦ　ＭＩＣＲＯＢＩＯＬＯ
ＧＹ　ＡＮＤ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，２Ｄ　ＥＤ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９４），ならびにＨａｌｅ　＆　Ｍａ
ｒｋｈａｍ，ＴＨＥ　ＨＡＲＰＥＲ　ＣＯＬＬＩＮＳ　ＤＩＣＴＩＯＮＡＲＹ　ＯＦ　Ｂ
ＩＯＬＯＧＹ，Ｈａｒｐｅｒ　Ｐｅｒｅｎｎｉａｌ，Ｎ．Ｙ．（１９９１）は、当業者に
本明細書で使用されている用語の多数の一般的な意味を提供している。さらに、参照の明
瞭さ及び容易さのために特定の用語が以下で定義される。
【００５５】
　本明細書で使用されるとき、「対象とする生物学的特徴」は、捕捉剤への結合によって
示され得る細胞の任意の部分を指す。対象とする例示的な生物学的特徴には、細胞壁、核
、細胞質、膜、ケラチン、筋肉線維、コラーゲン、骨、タンパク質、核酸（例えば、ｍＲ
ＮＡまたはゲノムＤＮＡ等）、脂肪等が挙げられる。対象とする生物学的特徴は、免疫学
的な方法、例えば、オリゴヌクレオチドに連結される捕捉剤によって示すこともできる。
これらの実施形態では、捕捉剤は試料における部位、例えば、タンパク質エピトープに結
合する。例示的なエピトープには、癌胎児性抗原（腺癌特定用、サイトケラチン（癌腫特
定用のものではあるが、一部の肉腫にも発現され得る）、ＣＤ１５及びＣＤ３０（ホジキ
ン病用）、アルファフェトタンパク質（卵黄嚢腫瘍及び肝細胞癌用）、ＣＤ１１７（消化
管間質腫瘍用）、ＣＤ１０（腎細胞癌及び急性リンパ芽球性白血病用）、前立腺特異抗原
（前立腺癌用）、エストロゲン及びプロゲステロン（腫瘍の特定用）、ＣＤ２０（Ｂ細胞
リンパ腫の特定用）、ＣＤ３（Ｔ細胞リンパ腫特定用）が挙げられるが、これらに限定さ
れない。試料における相補性核酸分子（例えば、ＤＮＡ及び／またはＲＮＡ）はオリゴヌ
クレオチドプローブのための結合相補性部位を提供する。
【００５６】
　本明細書で使用されるとき、用語「多重化」は、生物学的に活性のある物質を同時また
は順次検出かつ測定するのに１超の標識を使用することを指す。
【００５７】
　本明細書で使用されるとき、用語「抗体」及び「免疫グロブリン」は、本明細書では相
互交換可能に使用され、当業者によってよく理解されている。これらの用語は、抗原を特
異的に結合する１つまたは複数のポリペプチドからなるタンパク質を指す。抗体の１つの
形態は、抗体の基本構造単位を構成する。この形態は四量体であり、２つの同一の対の抗
体鎖からなり、各対は１つの軽鎖及び１つの重鎖を有する。各対では、軽鎖及び重鎖の可
変領域は一緒に抗原への結合に関与し、定常領域は抗体のエフェクター機能に関与する。
【００５８】
　認識されている免疫グロブリンのポリペプチドには、カッパ及びラムダの軽鎖、ならび
にアルファ、ガンマ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）、デルタ、イプシロン
及びミューの重鎖、または他の種における同等物が挙げられる。完全長の免疫グロブリン
「軽鎖」（約２５ｋＤａまたは約２１４アミノ酸の）は、ＮＨ２末端における約１１０ア
ミノ酸の可変領域及びＣＯＯＨ末端におけるカッパまたはラムダの定常領域を含む。完全
長の免疫グロブリン「重鎖」（約５０ｋＤａまたは約４４６アミノ酸の）は、同様に可変
領域（約１１６アミノ酸の）及び前述の重鎖定常領域の１つ、例えば、ガンマ鎖（約３３
０アミノ酸の）を含む。
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【００５９】
　用語「抗体」及び「免疫グロブリン」には、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、及びＦｄの断片
、キメラ抗体、ヒト化抗体、ミニボディ、単鎖抗体、ならびに抗体の抗原結合部分及び非
抗体タンパク質を含む融合タンパク質を含むが、これらに限定されない、抗原への特異的
な結合を保持する任意のアイソタイプの抗体または免疫グロブリン、抗体の断片が挙げら
れる。その用語によって包含されるのはまた、抗原への特異的な結合を保持するＦａｂ’
、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ’）２及びまたは他の抗体断片、ならびにモノクローナル抗体である。
抗体は、例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、及びＦ（ａｂ’）２、ならびに二官能性（すなわち、二
重特異性の）ハイブリッド抗体（例えば、Ｌａｎｚａｖｅｃｃｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅ
ｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７，１０５（１９８７））を含む種々の他の形態で、かつ
単鎖（例えば、参照によって本明細書に組み入れられるＨｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８５，５８７９－５８８３（１９
８８）及びＢｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４２，４２３－４２６（１９８
８））で存在してもよい．（一般に、Ｈｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，
Ｂｅｎｊａｍｉｎ，Ｎ．Ｙ．，２ｎｄ　ｅｄ．（１９８４），ならびにＨｕｎｋａｐｉｌ
ｌｅｒ　ａｎｄ　Ｈｏｏｄ，Ｎａｔｕｒｅ，３２３，１５－１６（１９８６）を参照のこ
と）。
【００６０】
　用語「特異的な結合」は、異なる検体の均質な混合物に存在する特定の検体に優先的に
結合する結合試薬の能力を指す。特定の実施形態では、特異的な結合の相互作用により試
料における望ましい検体と望ましくない検体とを識別され、一部の実施形態では、約１０
～１００倍以上（例えば、約１０００～１０，０００倍を超えて）を超えて識別するであ
ろう。
【００６１】
　特定の実施形態では、捕捉剤／検体の複合体にて特異的に結合する場合、結合試薬と検
体との間の親和性は、１０－６Ｍ未満、１０－７Ｍ未満、１０－８Ｍ未満、１０－９Ｍ未
満、１０－９Ｍ未満、１０－１１Ｍ未満、または約１０－１２Ｍ未満またはそれ以下のＫ

Ｄ（解離定数）を特徴とする。
【００６２】
　「複数」は少なくとも２つのメンバーを含有する。特定の場合では、複数は、少なくと
も２、少なくとも５、少なくとも１０、少なくとも１００、少なくとも１０００、少なく
とも１０，０００、少なくとも１００，０００、少なくとも１０６、少なくとも１０７、
少なくとも１０８、または少なくとも１０９以上のメンバーを有する場合がある。
【００６３】
　本明細書で使用されるとき、用語「標識すること」は、部位の存在及び／または存在量
が、標識の存在及び／または存在量を評価することによって決定することができるように
、試料における特定の部位（例えば、使用される抗体についてのエピトープを含有する部
位）に検出可能な蛍光色素分子を結合することを指す。
【００６４】
　用語「標識すること」は、必要とされる標識された試料が作製される限り、任意の必要
な工程が好都合な順で実施される標識された試料を作製する方法を指す。例えば、一部の
実施形態では、以下で例示されるように、試料が抗体に結合する前に捕捉剤がすでに二本
鎖核酸に連結されていてもよく、その場合、試料は相対的に少ない工程を用いて標識する
ことができる。他の実施形態では、捕捉剤は、試料とインキュベートされる時点で二本鎖
核酸の第１の鎖に連結されてもよい。これらの実施形態では、抗体が試料に結合した後、
二本鎖核酸の第２の鎖は二本鎖核酸の第１の鎖とハイブリッド形成してもよい。同様に、
捕捉剤はそれが試料とインキュベートされる時点でローリングサークル増幅（ＲＣＡ）プ
ライマーに結合されてもよい。これらの実施形態では、二本鎖核酸は、図１６にて示され
るように、（ａ）ＲＣＡプライマーに相補性である末端を有するパドロックプローブと試
料をハイブリッド形成させ、パドロックプローブの末端を一緒にライゲーションし、ロー
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リングサークル増幅によってパドロックプローブをコピーすることによって、かつ（ｂ）
オリゴヌクレオチドをＲＣＡ産物とハイブリッド形成させることとによって作製されても
よい。この例では、ＲＣＡ産物は二本鎖核酸の第１の鎖であり、ＲＣＡ産物とハイブリッ
ド形成するオリゴヌクレオチドは二本鎖核酸の第２の鎖である。多くの実施形態では、標
識する工程は、平面試料における相補性部位から捕捉剤を解離させずにその後の操作を実
施することができるように平面試料に捕捉剤を架橋することを含んでもよい。これらの実
施形態では、抗体が試料に結合する前に捕捉剤が二本鎖核酸に結合される場合、架橋工程
は、抗体が試料に結合した直後に実施することができる。捕捉剤が試料とインキュベート
される時点で第１の鎖（またはそれを作製するためのＲＣＡプライマー）に結合される実
施形態では、抗体が試料に結合した後に試料が架橋されてもよく、かつ二本鎖は架橋の後
に作製されてもよい。
【００６５】
　本明細書で使用されるとき、「平面試料」は、細胞、または、例えば、タンパク質、核
酸、脂質、オリゴ糖類／多糖類、生体分子複合体、細胞小器官、細胞残渣または排泄物（
エキソソーム、微小胞）のような細胞に由来する生体分子の任意の組み合わせを含む、実
質的に平面の、すなわち、二次元の物質（例えば、ガラス、金属、セラミック、有機ポリ
マーの表面またはゲル）を指す。平面的な細胞試料は、例えば、平面的な表面上で細胞を
増殖させることによって、例えば、遠心により細胞を平面的な表面に堆積させることによ
って、細胞を含有する三次元の物体を切片に切断し、該切片を平面的な表面に載置するこ
とによって、すなわち、組織切片を作製し、親和性作用剤（例えば、抗体、ハプテン、核
酸プローブ）で官能化されている表面に細胞成分を吸着することによって、生体分子をポ
リマーゲルに導入し、または電気的にもしくは他の手段によりそれらをポリマー表面に移
動させることによって作製することができる。細胞または生体分子は、ホルマリン、メタ
ノール、パラホルムアルデヒド、メタノール：酢酸、グルタールアルデヒド、二官能性架
橋剤、例えば、スベリン酸ビス（スクシンイミジル）、ビス（スクシンイミジル）ポリエ
チレングリコール等を含む任意の数の試薬を用いて固定されてもよい。この定義は細胞性
試料（例えば、組織切片等）、電気泳動ゲル及びそのブロット、ウエスタンブロット、ド
ットブロット、ＥＬＩＳＡ、抗体マイクロアレイ、核酸マイクロアレイ等を網羅するよう
に意図されている。
【００６６】
　本明細書で使用されるとき、用語「組織切片」は、対象から得られ、固定され、切片に
され、平面的な表面、例えば、顕微鏡スライドガラスの上に載置された組織の小片を指す
。
【００６７】
　本明細書で使用されるとき、「ホルマリン固定され、パラフィン包埋された（ＦＦＰＥ
）組織切片」は、対象から得られ、ホルムアルデヒド（例えば、リン酸緩衝生理食塩水中
で３～５％のホルムアルデヒド）またはブアン液にて固定され、ワックスに包埋され、薄
い切片に切断され、顕微鏡スライドガラスの上に載置されている組織、例えば、生検の小
片を指す。
【００６８】
　本明細書で使用されるとき、用語「空間的に指定可能な測定」は、それぞれ表面上の特
定の位置に関連する値のセットを指す。空間的に指定可能な測定は、試料の位置にマッピ
ングすることができ、試料の画像を再構築するのに使用することができる。
【００６９】
　「診断マーカー」は、疾患を検出する、疾患の進行または治療の効果を測定するのに、
または対象とする過程を測定するのに有用な特定の分子特性を有する体内での特定の生化
学物質である。
【００７０】
　「病状を示す（ｐａｔｈｏｉｎｄｉｃａｔｉｖｅ）」細胞は、組織に存在する場合、組
織が位置する（または組織が得られる）動物が疾患または障害に罹患していることを示す
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細胞である。例として、動物の肺組織に１つまたは複数乳腺細胞が存在することは、動物
が転移性乳癌に罹患していることを示す。
【００７１】
　用語「相補性部位」は、捕捉剤がオリゴヌクレオチドプローブである場合、抗体もしく
はアプタマーのエピトープ、または核酸分子を指すのに使用される。具体的には、捕捉剤
が抗体である場合、捕捉剤についての相補性部位は、抗体が結合する試料におけるエピト
ープである。捕捉剤がオリゴヌクレオチドプローブである場合、捕捉剤についての相補性
部位は、試料中のＤＮＡまたはＲＮＡの分子における相補性の配列である。
【００７２】
　用語「エピトープ」は、本明細書で使用されるとき、抗体によって結合される抗原分子
上の小さな化学基として定義される。抗原は１つまたは複数のエピトープを有することが
できる。多くの場合、エピトープのサイズはおよそアミノ酸または糖５つ分である。当業
者は、一般に分子の三次元構造全体または特定の線状配列が抗原特異性の主な基準であり
得ることを理解する。
【００７３】
　診断または治療の「対象」はヒトを含む植物または動物である。診断または治療の非ヒ
ト動物対象には、例えば、家畜及びペットが挙げられる。
【００７４】
　本明細書で使用されるとき、「インキュベートすること」は、平面試料における分子（
例えば、エピトープまたは相補性の核酸）に捕捉剤が特異的に結合するのに好適である条
件下（その条件には時間、温度、適切な結合緩衝液及び洗浄が含まれる）で平面試料及び
捕捉剤を維持することを指す。
【００７５】
　本明細書で使用されるとき、用語「捕捉剤」は、平面試料における相補性部位に特異的
に結合することができる薬剤を指す。例示的な捕捉剤には、例えば、結合部位とハイブリ
ッド形成する抗体、アプタマー、及び核酸（例えば、オリゴヌクレオチド）プローブ（Ｄ
ＮＡまたはＲＮＡであってもよい）が挙げられる。抗体が使用される場合は、多くの場合
、抗体はタンパク質エピトープに結合してもよい。核酸プローブが使用される場合、核酸
プローブは、（細胞内ＲＮＡの位置及び存在量を検出することができるように）、例えば
、ゲノムのＤＮＡまたはＲＮＡに結合してもよい。
【００７６】
　本明細書で使用されるとき、用語「伸長可能な」は、例えば、「鋳型として他方の鎖を
用いて伸長可能である」３’末端の文脈では、ポリメラーゼまたはリガーゼを核酸分子の
３’末端に付加することができることを意味し、その場合、３’末端の直下流である鋳型
配列（すなわち、他方の鎖）は、どのヌクレオチド（ポリメラーゼが使用される場合）ま
たはオリゴヌクレオチド（リガーゼが使用される場合）を付加するかを決定する。「鋳型
として他方の鎖を用いて伸長可能である５’末端」は、リガーゼがオリゴヌクレオチドを
核酸分子の５’末端に付加することができることを意味し、その場合、５’末端の直下流
である鋳型配列（すなわち、他方の鎖）は、どのオリゴヌクレオチドが付加されるかを決
定する。
【００７７】
　本明細書で使用されるとき、用語「３’末端の直下流にある鋳型配列」は、第１のヌク
レオチドで出発する、３’末端を伸長するための鋳型として使用される他方の鎖における
配列を指す。第１の鎖がＲＣＡ産物である実施形態では、３’末端の直下流にある鋳型配
列はＲＣＡ産物における配列であってもよい。第１の鎖がオリゴヌクレオチドである実施
形態では、３’末端の直下流である鋳型配列は５’オーバーハングであってもよい。
【００７８】
　本明細書で使用されるとき、「二本鎖核酸に結合される捕捉剤」という用語は、捕捉剤
が依然として結合部位に結合することができ、核酸の一方の３’末端がポリメラーゼ及び
／またはリガーゼにアクセス可能であるような方法で、二本鎖核酸（一緒にハイブリッド
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形成する２つの一本鎖オリゴヌクレオチド鎖または複数のオリゴヌクレオチドとハイブリ
ッド形成するＲＣＡ産物で構成されてもよい）に非共有結合される（例えば、ストレプト
アビジン／ビオチンの相互作用を介して）または共有結合される（例えば、クリック反応
等を介して）捕捉剤、例えば、抗体またはオリゴヌクレオチドプローブを指す。核酸及び
捕捉剤は、システイン反応性である、マレイミドまたはハロゲン含有基を使用するものを
含む多数の様々な方法によって結合されてもよい。捕捉剤及び核酸は、二本鎖核酸の鎖の
一方の５’末端の近傍でもしくは５’末端で、二本鎖核酸の鎖の一方の３’末端の近傍で
もしくは３’末端で、またはその間のどこかで結合されてもよい。
【００７９】
　本明細書中で、用語「核酸」及び「ポリヌクレオチド」を互換的に使用して、ヌクレオ
チド、例えば、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、またはそれらの組み合わ
せで構成される任意の長さ、例えば、約２塩基より長い、約１０塩基より長い、約１００
塩基より長い、約５００塩基より長い、約１０００塩基より長い、最長約１０，０００以
上の塩基の長さのポリマーについて説明し、それらを酵素的にまたは合成で（例えば、米
国特許第５，９４８，９０２号及びその中で引用された参考文献にて記載されているＰＮ
Ａ）作製することができ、それらは、２つの天然に存在する核酸が、例えば、ワトソン－
クリック塩基対形成相互作用に関与し得るものに類似する配列特異的な方法で天然に存在
する核酸とハイブリッド形成することができる。天然に存在するヌクレオチドには、グア
ニン、シトシン、アデニン、チミン、ウラシル（それぞれＧ、Ｃ、Ａ、Ｔ、及びＵ）が挙
げられる。ＤＮＡ及びＲＮＡはそれぞれ、デオキシリボース及びリボースの糖主鎖を有す
るのに対して、ＰＮＡの主鎖はペプチド結合で結合される反復Ｎ－（２－アミノエチル）
－グリシン単位で構成される。ＰＮＡでは、種々のプリン塩基及びピリミジン塩基がメチ
レンカルボニル結合によって主鎖に結合される。アクセスできないＲＮＡと呼ばれること
が多いロックド核酸（ＬＮＡ）は修飾されたＲＮＡ分子である。ＬＮＡ分子のリボース部
分が２’酸素と４’炭素を接続する余分な架橋で修飾される。架橋が３’末端（ノース）
構成でリボースを「ロック」するが、これはＡ形態の二本鎖で見いだされることが多い。
所望であればいつでもＬＮＡ分子はオリゴヌクレオチドにおけるＤＮＡ残基またはＲＮＡ
残基と混合することができる。用語「非構造化核酸」または「ＵＮＡ」は、低い安定性で
互いに結合する非天然のヌクレオチドを含有する核酸である。例えば、非構造化核酸はＧ
’残基及びＣ’残基を含有してもよく、この場合、これらの残基は、天然に存在しない形
態、すなわち、低下した安定性で互いに塩基対を形成するが、それぞれ天然に存在するＣ
残基及びＧ残基と塩基対を形成する能力を保持するＧ及びＣの類似体に相当する。非構造
化核酸はＵＳ２００５０２３３３４０に記載されており、これはＵＮＡを開示するために
参照によって本明細書に組み入れられる。
【００８０】
　本明細書で使用されるとき、用語「オリゴヌクレオチド」は少なくとも１０、例えば、
少なくとも１５または少なくとも３０のヌクレオチドの多量体を指す。一部の実施形態で
は、オリゴヌクレオチドの長さは、１５～２００のヌクレオチドの範囲内、またはそれ以
上であってもよい。
【００８１】
　本明細書で使用されるとき、蛍光シグナルを読み取ることという文脈における用語「読
み取ること」は、走査によってまたは顕微鏡によって画像を得ることを指し、この場合、
画像は、蛍光のパターン及び視野における蛍光の強度を示す。
【００８２】
　本明細書で使用されるとき、用語「プライマー」は、ポリヌクレオチドの鋳型と共に二
本鎖を形成する際、核酸合成の開始点として作用することができ、かつ伸長された二本鎖
が形成されるように鋳型に沿って３’末端から伸長することが可能である天然のまたは合
成のオリゴヌクレオチドである。伸長過程中に付加されるヌクレオチドの配列は、鋳型ポ
リヌクレオチドの配列によって決定される。通常、プライマーはＤＮＡポリメラーゼによ
って伸長される。プライマーは、長さ少なくとも１０、例えば、少なくとも１５または少
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なくとも３０のヌクレオチドであってもよい。
【００８３】
　本明細書で使用されるとき、用語「単一ヌクレオチドの５’オーバーハング」はオーバ
ーハングが長さで単一のヌクレオチドである５’オーバーハングを指す。同様に、「２つ
のヌクレオチドの５’オーバーハング」はオーバーハングの長さが２つのヌクレオチドで
ある５’オーバーハングである。３’末端は５’オーバーハングで陥凹する。
【００８４】
　特定の場合では、オーバーハングの種々のヌクレオチドは、その位置によって、例えば
、「第１の位置」及び「第２の位置」によって呼ばれてもよい。この場合、「位置」は陥
凹した３’末端に対して相対的なものである。したがって、複数塩基の５’オーバーハン
グでは、オーバーハングの「第１の」位置は陥凹した３’末端に直接隣接し、オーバーハ
ングの「第２の」位置は第１の位置に直接隣接する。
【００８５】
　特定の場合では、二本鎖のオリゴヌクレオチドまたは核酸の相補性の鎖は本明細書では
、「第１の」及び「第２の」、または「上の」及び「下の」鎖と呼ばれてもよい。「上の
」または「下の」鎖としての鎖の割り当ては任意であり、任意の特定の方向性、機能また
は構造を暗示するものではない。
【００８６】
　本明細書で使用されるとき、蛍光ヌクレオチドの付加によって生成される蛍光シグナル
を読み取ることという文脈における用語「によって生成されるシグナル」は、蛍光ヌクレ
オチドから直接放射されるシグナル、別の蛍光ヌクレオチドへのエネルギー移動によって
（すなわち、ＦＲＥＴによって）間接的に放射されるシグナルを指す。
【００８７】
　本明細書で使用されるとき、用語「消光剤を含む、蛍光で標識されたオリゴヌクレオチ
ド」は、蛍光色素分子及び消光剤を含有するオリゴヌクレオチドを指し、この場合、同一
オリゴヌクレオチドにて消光剤は蛍光色素分子を消光する。
【００８８】
　本明細書で使用されるとき、異なっている様々な５’オーバーハングの文脈における用
語「異なる」は、異なる配列を有するオーバーハングを指す。異なる長さのオーバーハン
グ（例えば、ＧＡＴＣ対ＧＡＴ）は、一方の配列が他方に包含されてもよいが、暗に異な
る配列を有する。
【００８９】
　本明細書で使用されるとき、用語「オーバーハング」は、他方の鎖を鋳型として用いて
、ポリメラーゼによってその鎖から核酸合成を開始することができる（またはリガーゼに
よってオリゴヌクレオチドを末端にライゲーションすることができる）ように二本鎖核酸
の一方の鎖が終了する構造を指す。
【００９０】
　本明細書で使用されるとき、１つまたは複数のヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチド
を伸長可能な３’末端に付加することという文脈における用語「伸長可能な３’末端に付
加すること」は、他方の鎖を鋳型として用いて伸長可能な３’末端にヌクレオチド（また
はオリゴヌクレオチド）を付加すること（例えば、オーバーハングを鋳型として用いて５
’オーバーハングの陥凹した３’末端に付加すること）を指す。
【００９１】
　本明細書で使用されるとき、用語「ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を増
やすための５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチ（例えば、１～５の残基）
が任意で後に続く式３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３－５’の鋳型（式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ

３、及びＮ４がＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、ｎが０、
１以上である）」は、ヌクレオチドＮ１、Ｎ２、及びＮ３の単一ヌクレオチドのオーバー
ハングを潜在的に含有する配列の集団を指し、またはオーバーハングの集団は、配列３’
－Ｎ４Ｎ１－５’、３’－Ｎ４Ｎ２－５’及び３’－Ｎ４Ｎ３－５’ －５’の２つのヌ
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クレオチドのオーバーハング、任意で配列３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ１－５’，３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ

２－５’及び３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ３－５’のオーバーハング等（例えば、配列３’－Ｎ４Ｎ

４Ｎ４Ｎ１－５’、３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ４Ｎ２－５’及び３’－Ｎ４Ｎ４Ｎ４Ｎ３－５’の
４つのヌクレオチドのオーバーハング）を含む。
【００９２】
　本明細書で使用されるとき、用語「ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を増
やすための５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチ（例えば、１～５の残基）
が任意で後に続く式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’の鋳型（式中、Ｙは塩基Ｎ３及びＮ４で構
成される長さｎ（ｎは０、１以上である）のヌクレオチド配列であり、オーバーハングの
開始から数えてヌクレオチドＮ３は奇数の位置にあり、ヌクレオチドＮ４は偶数の位置に
あり、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオ
チドである）」は、配列３’－Ｎ１－５’及び３’－Ｎ２－５’または任意で３’－Ｎ３

Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ２－５’または３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ

４Ｎ２－５’を潜在的に含有する配列の集団、ならびに任意で、配列３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３

Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ２－５’等のオーバーハング（例えば、配列３’－
Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ２－５’及び次いで３’－Ｎ

３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ１－５’及び３’－Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ４Ｎ３Ｎ２－５’のオーバーハ
ング）の集団を指す。
【００９３】
　本明細書で使用されるとき、用語「交互のストレッチ」は、２つのヌクレオチドストレ
ッチを指し、この場合、一方の「ストレッチ」は、例えば、最大１０の同じヌクレオチド
（例えば、Ｇ、Ａ、Ｔ、またはＣ）の連続的な配列であり、第２のストレッチは、例えば
、最大１０の異なるヌクレオチドの連続的な配列であり、それらは互いに交互に存在する
、すなわち、一方のストレッチ（例えば、Ｔ’の列）が奇数の位置を占有し、他方のスト
レッチ（例えば、Ａ’の列）が偶数の位置を占有する。
【００９４】
　本明細書で使用されるとき、用語「不完全なヌクレオチドミックス」はＧ、Ａ、Ｔ及び
Ｃから選択される１、２、または３つのヌクレオチド（しかし、４つのヌクレオチドすべ
てではない）を含有するヌクレオチドミックスを含む。ヌクレオチドは標識されてもよい
し、または非標識であってもよい。
【００９５】
　本明細書で使用されるとき、用語「可逆的ターミネータ」は、ＤＮＡポリメラーゼによ
って成長しているＤＮＡ鎖に組み込まれると塩基のさらなる組み込みを阻止する化学的に
修飾されたヌクレオチド塩基を指す。そのような「可逆的ターミネータ」塩基及びＤＮＡ
鎖は化学的な処理によって脱保護することができ、そのような脱保護に続いて、ＤＮＡポ
リメラーゼによってＤＮＡ鎖をさらに伸長することができる。
【００９６】
　本明細書で使用されるとき、用語「蛍光で標識された可逆的ターミネータ」は、この塩
基で終了するＤＮＡ鎖を脱保護するのに使用される同じ処理によって切断することができ
るリンカーを介して蛍光色素分子によって標識される「可逆的ターミネータ」塩基を指す
。「蛍光で標識された可逆的ターミネータ」を脱保護することによって同時に、さらなる
伸長のためにＤＮＡ鎖が活性化して、それから蛍光標識が除去される。
【００９７】
　記載を容易にするために、本明細書に記載されている配列の多くは３’から５’の方向
で記述されている。ＤＮＡ配列は通常５’から３’の方向で示されるが、記載を容易にす
るために、以下の本文における特定のＤＮＡ配列は３’から５’の方向で記載されている
。そのような場合ではそれぞれ、方向性には具体的に注釈が付けられている。
【００９８】
　これらの用語の別の定義が明細書の全体中に現れる場合もある。
【００９９】
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詳細な説明
　一部の実施形態では、方法は、平面試料における相補性部位に特異的に結合する捕捉剤
を用いて標識された平面試料（例えば、顕微鏡スライドガラスのような平面的な表面に載
置されたＦＦＰＥ切片）を作製することを含む。平面試料における部位に抗体及び／また
は核酸を結合する方法は周知である。これらの実施形態では、標識された試料における捕
捉剤は、第１の鎖及び第２の鎖を含む二本鎖核酸（例えば、一緒にハイブリッド形成する
２つのオリゴヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成するＲＣＡ産物
）に結合され、捕捉剤は、二本鎖核酸の第１の鎖によって（例えば、５’末端、３’末端
またはその間のどこかによって）二本鎖核酸に（共有結合でまたはビオチンを介した非共
有結合で）結合され、鎖の一方の３’末端または５’末端（例えば、第１の鎖の３’末端
、第２の鎖の３’末端、第１の鎖の５’末端、または第２の鎖の任意の５’末端）は他方
の鎖を鋳型として用いて伸長可能である。場合によっては、第１の鎖の３’末端は、第２
の鎖の５’末端と比較して陥凹している場合があり、それによってオーバーハングを定義
することができる。他の場合では、第１の鎖の５’末端は第２の鎖の３’末端と比較して
陥凹している場合があり、それによってオーバーハングを定義することができる。多くの
実施形態では、捕捉剤は平面試料に架橋され、それによってその後の工程中に捕捉剤が解
離するのを防ぐ。所望であれば、種々の他の化学物質を用いて捕捉剤を平面試料に架橋す
ることができるが、この架橋工程はアミン－アミン架橋剤（例えば、ホルムアルデヒド、
ジスクシンイミイルタレート、または類似の作用の別の試薬）を用いて実施することがで
きる。本方法は、鎖の一方の伸長可能な末端（例えば、３’末端）にヌクレオチドまたは
より短いオリゴヌクレオチド（例えば、２～１０塩基の）を付加することによって生成さ
れる蛍光シグナルを読み取ることを含む。この工程は、平面試料とポリメラーゼ及びヌク
レオチドミックス、リガーゼ及び標識されたオリゴヌクレオチド、またはその２つの組み
合わせとを接触させ、それによって１つまたは複数のヌクレオチド及び／または標識され
たオリゴヌクレオチドを伸長可能な末端に付加すること、及び伸長可能な末端に１つまた
は複数のヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドを付加することによって生成される蛍光
シグナルを読み取ることによって実施されてもよい。
【０１００】
　以下でさらに詳細に記載されるように、種々の異なる方法によって蛍光シグナルが生成
されてもよい。例えば、一部の実施形態では、蛍光シグナルは、プライマーの末端に付加
された蛍光ヌクレオチドに由来する蛍光、またはそれから結果的に生じるＦＲＥＴ（蛍光
共鳴エネルギー移動）シグナルであってもよい。他の実施形態では、シグナルは、オリゴ
ヌクレオチドともハイブリッド形成する蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドから消光剤
を除去することによって生成されてもよい。
【０１０１】
　本方法の任意の実施態様では、読み取る工程には、他の結合事象を検出して読み取るこ
とができるように読み取りの後に蛍光を不活化することが続いてもよい。これらの実施形
態では、蛍光は、例えば、過酸化物に基づく退色、切断可能なリンカーによって（例えば
、切断試薬としてＴＣＥＰを用いて）ヌクレオチドに結合された蛍光色素分子の切断、例
えば、Ｖｅｎｔのようなエキソ＋ポリメラーゼによる塩基交換、または消光剤のその後の
組み込みによって不活化されてもよい。
【０１０２】
　また、以下でさらに詳細に記載されているように、本方法は、単一の平面試料を複数の
異なる捕捉剤によって調べることができるような方法で多重化されてもよく、この場合、
各抗体は異なるオリゴヌクレオチド（すなわち、異なる配列のオリゴヌクレオチド）に結
合される。多重化実施形態では、平面試料は、それぞれ異なるオリゴヌクレオチドに連結
される少なくとも５、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも３０、少なくとも５
０、または少なくとも１００、最大１５０以上の捕捉剤を用いて標識されてもよく、捕捉
剤の結合は、各蛍光色素分子に対する適切なフィルターを備えた蛍光顕微鏡を用いて、ま
たは複数の蛍光色素分子を観察するための二重もしくは三重の帯域通過フィルターセット
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を使用することによって別々に読み取ることができる。米国特許第５，７７６，６８８号
を参照のこと。以下で言及されるように、捕捉剤に結合されたオリゴヌクレオチドは、パ
ドロックプローブのスプリントとしてかつローリングサークル増幅を開始するためのプラ
イマーとして作用することができる。
【０１０３】
　本方法の一部の実施形態で使用される捕捉剤は、５’オーバーハング（すなわち、ポリ
メラーゼまたはリガーゼによって伸長することができる陥凹した３’末端）または３’ 
オーバーハング（すなわち、リガーゼによって伸長することができる陥凹した５’末端）
を含有する二本鎖オリゴヌクレオチドに結合されてもよい。そのような捕捉剤の例は図１
及び図２にて示される。図１Ｂにて示される例では、オーバーハングは、単一ヌクレオチ
ドのオーバーハング（例えば、Ａ）であるが、さらに長いオーバーハング（例えば、少な
くとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも８、
少なくとも１０、少なくとも２０、または少なくとも３０）が他の用途（例えば、多重化
用途）に有用な場合がある。図５Ａ～Ｄにて示されるように、特定の場合では、オーバー
ハングは、反復配列、例えば、２、３、４、５、または６のヌクレオチドの同じ配列の２
、３、４、５、または６回以上の反復を含有してもよく、それによって以下に記載される
ように捕捉剤を多重化用途で使用されるようにすることができる。特定の実施形態では、
二本鎖オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドの他方の末端で（すなわち、捕捉剤に
最も近い末端で）陥凹した３’末端を有してもよい。しかしながら、この末端は伸長でき
ないように設計されてもよい。特定の状況では、二本鎖オリゴヌクレオチドは、オーバー
ハングとハイブリッド形成する１つまたは複数の第３のオリゴヌクレオチドを含有しても
よい。これらの実施形態では、二本鎖オリゴヌクレオチドの第２の鎖と、オーバーハング
とハイブリッド形成するオリゴヌクレオチドとの間で１、２、３、４、または５以上のヌ
クレオチドのギャップが存在することになる（例えば、図７及び図８を参照）。多重化実
施形態では、複数の捕捉剤は、二本鎖オリゴヌクレオチドの第１の鎖の配列によってでは
なく、オーバーハングの配列によって区別されてもよい。これらの実施形態では、二本鎖
オリゴヌクレオチドの第２の鎖は捕捉剤のそれぞれに対して異なる。他の図で示されるよ
うに、本方法は、パドロックプローブを環化するためのかつローリングサークル増幅によ
って環化されたパドロックプローブの増幅を刺激するためのスプリントとして作用するプ
ライマーに結合される捕捉剤を用いて実施されてもよい。これらの実施形態では、標識さ
れた試料における捕捉剤はローリングサークル増幅の産物に結合されてもよい。
【０１０４】
　特定の場合では、使用される蛍光色素分子は、クマリン、シアニン、ベンゾフラン、キ
ノリン、キナゾリノン、インドール、ベンザゾール、ボラポリアザインダセン、及びまた
はフルオレセイン、ローダミン及びロードールを含むキサンテンであってもよい。多重化
実施形態では、蛍光色素分子は、それらが識別可能であるように、すなわち、互いに独立
して検出可能であり、標識が、混合される場合でも、独立して検出されて測定され得るこ
とを意味するように選択されてもよい。言い換えれば、標識のそれぞれに対して存在する
標識の量（例えば、蛍光の量）は、標識が、（例えば、同一試験管にてまたは切片の同一
領域にて）同時局在する場合でも、別々に測定可能である。
【０１０５】
　対象とする具体的な蛍光色素には、キサンテン色素、例えば、フルオレセイン及びロー
ダミン色素、例えば、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、６－カルボキシ
フルオレセイン（略記ＦＡＭ及びＦによって一般に知られる）、６－カルボキシ－２’，
４’，７’，４，７－ヘキサクロロフルオレセイン（ＨＥＸ）、６－カルボキシ－４’，
５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフルオレセイン（ＪＯＥまたはＪ）、Ｎ，Ｎ，
Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ＴＡＭＲＡまたはＴ）、６－カ
ルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸまたはＲ）、５－カルボキシローダミン－６Ｇ（Ｒ６
Ｇ５またはＧ５）、６－カルボキシローダミン－６Ｇ（Ｒ６Ｇ６またはＧ６）、及びロー
ダミン１１０、シアニン色素、例えば、Ｃｙ３、Ｃｙ５及びＣｙ７の色素；クマリン、例
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リジン色素、例えば、テキサスレッド、エチジウム色素、アクリジン色素、カルバゾール
色素、フェノキサジン色素、ポルフィリン色素、ポリメチン色素、例えば、ＢＯＤＩＰＹ
色素及びキノリン色素が挙げられる。主題の適用で一般に使用される対象とする具体的な
蛍光色素分子には、ピレン、クマリン、ジエチルアミノクマリン、ＦＡＭ、フルオレセイ
ンクロロトリアジニル、フルオレセイン、Ｒ１１０、エオシン、ＪＯＥ、Ｒ６Ｇ、テトラ
メチルローダミン、ＴＡＭＲＡ、リサミン、ナフトフルオレセイン、テキサスレッド、Ｃ
ｙ３及びＣｙ５等が挙げられる。
【０１０６】
　主題の方法にて有用な好適な区別可能な蛍光標識対には、Ｃｙ-３及びＣｙ-５（Ａｍｅ
ｒｓｈａｍ　Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）、クエーサー５７０及びクエーサ
ー６７０（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｎｏｖａｔｏ，ＣＡ）、アレク
サフルオル５５５及びアレクサフルオル６４７（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅ
ｕｇｅｎｅ，ＯＲ）、ＢＯＤＩＰＹ　Ｖ－１００２及びＢＯＤＩＰＹ　Ｖ１００５（Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）、ＰＯＰＯ－３及びＴＯＴＯ－３
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）、ならびにＰＯＰＲＯ３及
びＴＯＰＲＯ３（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）が挙げられ
る。さらに好適で区別可能かつ検出可能な標識は、Ｋｒｉｃｋａ　ｅｔ　ａｌ．（Ａｎｎ
．Ｃｌｉｎ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．３９：１１４－２９，２００２）、Ｒｉｅｄ　ｅｔ　ａｌ
．（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．１９９２：８９：１３８８－１３９２）、
及びＴａｎｋｅ　ｅｔ　ａｌ．（Ｅｕｒ．Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．１９９９，７：２－
１１）等にて見いだすことができる。
【０１０７】
　上述の標識法に加えて、上述の方法を実施する前にまたは後で細胞染色を用いて試料を
染色してもよい。これらの実施形態では、染色は、例えば、ファロイジン、ガドジアミド
、アクリジンオレンジ、ビスマルクブラウン、バーミン、クマシーブルー、ブレシルバイ
オレット、ブリスタルバイオレット、ＤＡＰＩ、ヘマトキシリン、エオシン、臭化エチジ
ウム、酸フクシン、ヘマトキシリン、ヘキスト染色、ヨウ素、マラカイトグリーン、メチ
ルグリーン、メチレンブルー、中性赤、ナイルブルー、ナイルレッド、四酸化オスミウム
（以前の名称：四酸化オスミウム）、ローダミン、サフラニン、リンタングステン酸、四
酸化オスミウム、四酸化ルテニウム、モリブデン酸アンモニウム、ヨウ化カドミウム、カ
ルボヒドラジド、塩化第二鉄、ヘキサミン、三塩化インジウム、硝酸ランタン、酢酸鉛、
クエン酸鉛、硝酸鉛ＩＩ、過ヨウ素酸、リンモリブデン酸、フェリシアン化カリウム、フ
ェロシアン化カリウム、ルテニウムレッド、硝酸銀、プロテイン銀、塩化金酸ナトリウム
、硝酸タリウム、チオセミカルバジド、酢酸ウラニル、硝酸ウラニル、硫酸バナジル、ま
たはそれらの任意の誘導体であってもよい。染色は、対象とする任意の特徴、例えば、タ
ンパク質またはタンパク質のクラス、リン脂質、ＤＮＡ（例えば、ｄｓＤＮＡ、ｓｓＤＮ
Ａ）、ＲＮＡ、細胞内小器官（例えば、細胞膜、ミトコンドリア、小胞体、ゴルジ体、核
エンベロープ等）、細胞の区画（例えば、細胞質ゾル、核分画等）について特異的であっ
てもよい。染色は細胞内または細胞外の構造の明暗差または画像化を向上させてもよい。
一部の実施形態では、試料はヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色されてもよい
。
【０１０８】
　本発明の方法で使用することができる例示的なスルフヒドリルで切断可能なデオキシヌ
クレオチド類似体の構造を以下に示す。認識されるように、これらのヌクレオチドは単に
例示的なものにすぎず、他の刺激によって切断可能であるヌクレオチド（例えば、光切断
可能なヌクレオチド）を含む他のヌクレオチドを本発明の方法で使用することができる
ｄＵＴＰ－ＳＳ－Ｃｙ５：
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【化１】

ｄＣＴＰ－ＳＳ－Ｃｙ３：
【化２】

【０１０９】
　本発明をさらに説明するために、以下の具体的な例が提供されているが、それらは本発
明を説明するために提供されているものであり、その範囲を限定するものと決して解釈さ
れるべきではないと理解されている。
【０１１０】
実施態様１
　この例では、蛍光シグナルは、プライマーの３’末端に付加される（すなわち、ポリメ
ラーゼによって付加される、または蛍光ヌクレオチドがオリゴヌクレオチドである場合、
ライゲーションされる）蛍光ヌクレオチドによって生成されてもよい。この方法は、付加
された蛍光ヌクレオチドからのシグナルを読み取ること、またはプライマーに付加されて
いる２つの蛍光ヌクレオチド間のエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルを
読み取ることを含んでもよい。
【０１１１】
　図１及び図２に示す例は、抗体がビオチン／ストレプトアビジン相互作用を介してどの
ようにオリゴヌクレオチドに化学的に結合され得るか（図１Ｂ）、及び蛍光シグナルがプ
ライマーの末端に蛍光ヌクレオチドを付加することによってどのように生成され得るか（
図２）を示している。この例では、抗原は、オーバーハングしている５’末端（下の鎖）
及び陥凹した３’末端（上の鎖）を伴ったＤＮＡ二量体に化学的に（図１の上のパネル）
またはストレプトアビジンを介して（図１の下の及び真ん中のパネル）カップリングされ
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ている抗体によって染色される。
【０１１２】
　組織試料に捕捉剤を結合した後、捕捉剤の結合パターンは、好適なポリメラーゼ（例え
ば、エキソ－クレノウ、Ｂｓｔ、Ｔａｑ、Ｋｌｅｎｔａｑ、またはエキソ－クレノウ?Ｖ
ｅｎｔの混合物によって）かつ蛍光で標識されたヌクレオチド（図１及び図２の上のパネ
ル）を用いることによってスライドガラス上での末端埋め込み反応を用いて測定されても
よい。
【０１１３】
　必要に応じて、シグナル対ノイズの比を、ａ）標識ヌクレオチドに相補性の位置の多量
体化（図２真ん中のパネル）によって、またはｂ）組み込まれる２つのヌクレオチド間で
ＦＲＥＴを生成することによって増大させることができ、それによってヌクレオチドの一
方（図２、図における下のパネルＣ）の放射波長がもう一方（図２、図における下のパネ
ルＵ）のための励起波長として機能する。
【０１１４】
　光退色法、過酸化物に基づく退色法、オゾンによる不活化、切断可能なリンカーを介し
て（例えば、切断試薬としてＴＣＥＰを用いて）ヌクレオチドに結合された蛍光色素分子
を切断すること、Ｖｅｎｔのようなエキソ＋ポリメラーゼによる塩基交換、消光剤のその
後の組み入れを含むが、これらに限定されない任意の好都合な方法によって、その後の染
色試薬を添加する前に蛍光を不活化してもよい。
【０１１５】
　これらの実施形態では、蛍光を不活化した後、本方法を反復することができる。すなわ
ち、異なる抗体を用いて平面試料を再染色することができ、蛍光を読み取ることができる
。
【０１１６】
多重化
　以下でさらに詳細に記載されている「可逆的ターミネータ」及び「欠落塩基」のアプロ
ーチと呼ばれる２つの異なるアプローチを用いて特別に設計されたオリゴヌクレオチドを
用いて多重化を実施することができる。これらの方法は双方とも、異なる相補性部位を認
識する複数の（例えば、少なくとも５、少なくとも１０、少なくとも２０、少なくとも３
０、少なくとも５０、少なくとも１００、最大１５０以上）の捕捉剤を含む組成物に依存
するが、この場合、捕捉剤のそれぞれは、第１の鎖及び第２の鎖を含む二本鎖核酸（例え
ば、オリゴヌクレオチド）に結合され、捕捉剤は第１の鎖の（例えば、５’末端）によっ
て二本鎖核酸に結合され、二本鎖核酸のそれぞれにおける鎖の一方の３’末端は鋳型とし
て他方の鎖を用いて伸長可能であり、鋳型は捕捉剤のそれぞれに対して異なる。そのよう
な組成物の例は図３及び図４にて説明されており、鋳型はオーバーハングである。図３及
び図４にて示される一般的な原理はＲＣＡ産物を含む二本鎖核酸に拡大することができる
。図３は、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を増やすために５’末端での無
作為組成物の短いストレッチが後に続く式３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３－５’によって
定義される鋳型（例えば、オーバーハング）を有する捕捉剤の集団を示し、式中、Ｎ１、
Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、
ｎは０、１以上である。一方、図４は、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を
増やすために５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチ（例えば、１～５の残基
）が任意で後に続く式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’によって定義されるオーバーハングを有
する捕捉剤の集団を示し、式中、Ｙは塩基Ｎ３及びＮ４で構成される長さｎ（ｎは０、１
以上である）のヌクレオチド配列であり、オーバーハングの開始から数えてヌクレオチド
Ｎ３は奇数の位置にあり、ヌクレオチドＮ４は偶数の位置にあり、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及
びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドである。図３、４、及び
５で説明されるように、第１の鎖の配列は捕捉剤のそれぞれに対して同一であり、第２の
鎖の配列は捕捉剤のそれぞれに対して異なる。これらの実施形態では、異なる第２の鎖に
よって異なる捕捉剤間でオーバーハングが異なるものになる。
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【０１１７】
　一部の実施形態では、多重化法は一般に、（ａ）捕捉剤が平面試料における相補性部位
に結合する条件下で平面試料を上述の抗体組成物とインキュベートすることと、（ｂ）平
面試料に捕捉剤を架橋することと、（ｃ）平面試料とポリメラーゼ、及び標識された及び
未標識のヌクレオチドの不完全なヌクレオチドミックス、または一部のもしくはすべての
ヌクレオチドが蛍光であり、かつ一部のもしくはすべてのヌクレオチドが可逆的ターミネ
ータヌクレオチドもしくは蛍光の可逆的ターミネータヌクレオチドであるヌクレオチドミ
ックスとを接触させることと、任意で平面試料と標識された及び未標識のヌクレオチドの
混合物ならびに特定の捕捉剤に結合されるオリゴヌクレオチド二本鎖の３’末端に短い標
識されたオリゴヌクレオチドを共有結合するＤＮＡリガーゼ酵素とを接触させることとを
含んでもよい。これらの実施形態では、オリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドに相
補性であるオーバーハングの二本鎖に単に付加される。この方法はさらに、（ｄ）蛍光顕
微鏡を用いて、捕捉剤のすべてではなく一部にヌクレオチドを付加することによって生成
される蛍光シグナルを読み取ることを含む。シグナルの登録に続いて、この方法は、（ｅ
）可逆的ターミネータのアプローチが使用される場合、標識されたヌクレオチドの化学切
断または光切断によって蛍光シグナルを除去し、その後、オリゴヌクレオチドの３’末端
を脱保護し、さらなるヌクレオチド及び／またはオリゴヌクレオチドの付加を可能にする
ことを含んでもよい。この方法の工程（ｃ）は、（ｃ）平面試料と、ポリメラーゼ、なら
びに（ｉ）Ｎ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性である蛍光ヌクレオチド及びＮ４に相補性であ
る可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックス、または（ｉｉ）Ｎ１、
Ｎ２、及びＮ３に相補性である蛍光可逆的ターミネータヌクレオチド及びＮ４に相補性で
ある可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックス、または（ｉｉｉ）Ｎ

１及びＮ２に相補性である蛍光ヌクレオチド及びＮ３に相補性である非標識ヌクレオチド
とを含み、Ｎ４に相補性であるヌクレオチドを含まないヌクレオチドミックスと、を接触
させ、それによって捕捉剤のすべてではなく一部の二本鎖オリゴヌクレオチドに蛍光ヌク
レオチドを付加することにより、捕捉剤のすべてではなく一部の二本鎖オリゴヌクレオチ
ドに蛍光ヌクレオチドを付加することと、（ｄ）蛍光顕微鏡を用いて、捕捉剤のすべてで
はなく一部への蛍光ヌクレオチドを付加することによって生成される蛍光シグナルを読み
取ることと、を含んでもよい。工程（ｃ）はまた、リガーゼを用いて二本鎖に標識された
オリゴヌクレオチドを付加することによっても実施することができる。そのような方法の
例は以下でさらに詳細に説明されている。
【０１１８】
　図６を参照して、捕捉剤のより大きなパネル（例えば、１００以上）が採用される場合
、オリゴヌクレオチドのオーバーハングの読み取りの長さは結果的に増加する場合がある
ことが予想される。これによって、オリゴヌクレオチド二本鎖の長さに沿ったプライマー
伸長のエラーが蓄積するために染色の効率が低下する場合もしない場合もある。そのよう
なシグナル喪失の潜在的な原因を回避するために、設計の軽微な改変を実施することがで
きる。セットの捕捉剤の数が、多重化プロトコルの顕著なシグナル喪失なしで染色をもた
らす能力を超えるように、複数の捕捉剤をセットで分割することができる（例えば、３０
）。そのような捕捉剤の各セットは、元の型の「欠落塩基」のアプローチのように、同じ
配列の「終結させる」（最後の３’塩基がジデオキシ修飾またはプロピル修飾される）上
の鎖のオリゴヌクレオチドにコンジュゲートされることになる。下の鎖のオリゴヌクレオ
チドは、それらが提供されるときに複数の抗体の合計の特定のサブセットとスライドガラ
ス上でハイブリッド形成される追加のプライマーのために接地点として機能する追加のセ
ットに特異的な領域を組み込むことになる。このアプローチによって、特定の閾値を超え
て読み取りを拡張されず、同時に試料の捕捉剤の潜在数が限定されないようになる。
【０１１９】
可逆的ターミネータ法
　本発明のこの実施態様は、可逆的ターミネータ、すなわち、組み込みの後に脱保護する
ことができる鎖ターミネータヌクレオチドに依存し、それによってさらなるヌクレオチド
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がそのヌクレオチドに付加されるのを可能になる。
【０１２０】
　この方法は、図３で説明されるように、二本鎖核酸（例えば、オリゴヌクレオチド）に
結合される複数の捕捉剤を含む組成物を用いて実施することができる。これらの実施形態
では、二本鎖核酸の上の鎖は捕捉剤に結合され、各抗体に対して同一であってもよく、下
の鎖の配列は捕捉剤間で変化する。図５Ａにて示されるように、二本鎖核酸（オーバーハ
ングを形成することができる）の下の鎖の５’末端は、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラー
ゼの存在全体を増やすために５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチが後に続
く一般的な３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３－５’のものであり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３

、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、ｎは０、１
以上である。図５Ｂにて示されるように、下のオリゴヌクレオチドのオーバーハングのさ
らに一般的な式は３’－ＸＮ１／Ｎ２／Ｎ３－５’であり、式中、Ｎ１、Ｎ２、及びＮ３

はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、Ｘは無作為組成物の塩
基Ｘｉのヌクレオチドストレッチであり（そのため、ＸｉはＧ、Ａ、Ｔ及びＣから選択さ
れる異なるヌクレオチドとなる）、長さもこの方法では適用することができる。
【０１２１】
　特定の実施形態では、この方法は、（ａ）捕捉剤が平面試料における相補性部位に特異
的に結合する条件下で、平面試料を、オーバーハングが式５’－Ｎ１／Ｎ２／Ｎ３Ｎ４ｎ

のものであり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される
異なるヌクレオチドであり、ｎは１以上である多重化抗体組成物とインキュベートするこ
とと、（ｂ）平面試料に捕捉剤を架橋することと、（ｃ）平面試料とポリメラーゼ、なら
びにＮ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性である蛍光ヌクレオチド及びＮ４に相補性である可逆
的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックスと、を接触させること、及び／
または標識されたヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドをライゲーションすることと、
（ｄ）蛍光顕微鏡を用いて、捕捉剤のすべてではなく一部にヌクレオチドを付加すること
によって生成される蛍光シグナルを読み取ることとを含んでもよい。このサイクルは、（
ｅ）蛍光シグナルを不活化し、可逆的ターミネータヌクレオチドを脱保護すること、（ｆ
）平面試料をブロッキングすること、ならびに工程（ｃ）及び（ｄ）を反復することによ
って反復されてもよい。特定の実施形態では、本方法は工程（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、及
び（ｆ）を複数回反復することを含んでもよい。ブロッキングするのに使用される試薬は
、使用される化学的性質に応じて変化してもよい。特定の実施形態では、試料は、例えば
、システイン、グルタチオン、またはヨードアセトアミドのようなチオール反応性化合物
によってブロッキングされてもよい。
【０１２２】
　例えば、本方法は、塩基Ｎ１を含む単一ヌクレオチドの５’オーバーハングを含む第１
の二本鎖オリゴヌクレオチドに結合された第１の抗体と、塩基Ｎ２を含む単一ヌクレオチ
ドの５’オーバーハングを含む第２の二本鎖オリゴヌクレオチドに結合された第２の抗体
と、塩基Ｎ３を含む単一ヌクレオチドの５’オーバーハングを含む第３の二本鎖オリゴヌ
クレオチドに結合された第３の抗体と、オーバーハングの第１の位置が塩基Ｎ４を含み、
オーバーハングの第２の位置が塩基Ｎ１を含む２つのヌクレオチドの５’オーバーハング
を含む第４の二本鎖オリゴヌクレオチドに結合された第４の抗体と、２つのヌクレオチド
の５’オーバーハングを含み、オーバーハングの第１の位置が塩基Ｎ４を含み、オーバー
ハングの第２の位置が塩基Ｎ２を含む第５の二本鎖オリゴヌクレオチドに結合された第５
の抗体と、２つのヌクレオチドの５’オーバーハングを含み、オーバーハングの第１の位
置が塩基Ｎ４を含み、オーバーハングの第２の位置が塩基Ｎ３を含む第６の二本鎖オリゴ
ヌクレオチドに結合された第６の抗体と、を含む組成物を用いて実施することができ、式
中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチ
ドである。そのような捕捉剤の集団の例は図３にて示される。
【０１２３】
　ＲＣＡの実施形態では、抗体に連結される鎖は抗体のそれぞれに対して異なってもよく
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、ＲＣＡ産物は、ＲＣＡ産物の各反復における上述の式に一致する配列を含有する。
【０１２４】
　特定の実施態様では、組成物はまた第７の二本鎖オリゴヌクレオチドに結合された第７
の抗体も含有してもよく、この場合、第７の二本鎖オリゴヌクレオチドは複数ヌクレオチ
ドの５’オーバーハングを含み、オーバーハングの第１の位置は塩基Ｎ４を含み、オーバ
ーハングの第２の位置は塩基Ｎ４を含み、第３はＮ１、Ｎ２、及びＮ３から選択される。
同じ原理が７を超える位置（例えば、９、１０、１１、最大２０、３０、または４０以上
の）位置を有するオーバーハングに適用されてもよい。
【０１２５】
　本方法のこの実施態様では、図３で概略された方略に従って設計された１つのオリゴヌ
クレオチド二本鎖でそれぞれ標識された捕捉剤のパネルを用いて平面試料を同時に共染色
することができる。二本鎖は、各抗体が５’末端を介する抗体に共有結合されるかまたは
ストレプトアビジンを介して結合される同じ上の鎖の配列を有するような方法で設計され
る。下の鎖は抗体ごとに変化する。この実施態様では、下の鎖についての一般式は上の鎖
ＧｎＡ／Ｔ／Ｃ－５’に相補性の３’－ジデオキシｄＣ－配列である。下の鎖の塩基の型
の１つ（この例ではヌクレオチドＧ）は段階的な進行のために留保され、上の鎖における
相補性の対は標識された形態では決して使用されない。他の３つの塩基は標識されたヌク
レオチドに相補性であり、サイクル当たり３つの捕捉剤を特定するのに使用することがで
きる。さらに一般的な場合、下の鎖についての一般式は、上の鎖Ｘ－Ｎ１／Ｎ２／Ｎ３－
５’ に相補性の３’－ジデオキシＣ－配列であり、式中、ＸのＸｉはこの特定のサイク
ルの「ウォーキング塩基」のために留保される１つを除く任意のヌクレオチドであり、Ｘ
は図５Ｂにて示されるような任意の塩基である。この設計では、（ａ）２つの抗体種が同
じ二本鎖を含有しないこと、及び（ｂ）３つの異なる捕捉剤のみが一度に検出されること
を保証する。各サイクルには、（ａ）３つの捕捉剤が標識され、残りの二本鎖が一度に１
塩基伸長される標識工程と、（ｂ）画像化工程と、（ｃ）脱染／脱保護工程が含まれる。
サイクルからサイクルへの移行の間に、前のサイクルに由来する付加された蛍光標識は、
ヌクレオチドからの蛍光色素分子の切断（標識されたヌクレオチドが切断可能なリンカー
を介して蛍光色素分子に結合する場合）、過酸化物に基づく退色、光退色、化学的に支援
された光退色、エキソ＋ポリメラーゼによる標識された塩基の置換等を含むが、これらに
限定されない好適な方法のいずれかによって不活化される。前の反応に付加された蛍光色
素分子の不活化の後、またはそれと同時に、捕捉剤の残りに付加されている非標識の「伸
長」ヌクレオチドが保護基の３’末端からの切断によって活性化される。保護基の切断は
、結果として次のサイクルでヌクレオチドが伸長されるのを可能にする。Ａ、Ｔ、及びＣ
は標識されたヌクレオチドの組み込みのために留保されるので、これらのヌクレオチドは
二本鎖の各下の鎖の末端でのみ存在する。このアプローチは可逆的ターミネータの化学的
性質に基づき、これは、下の鎖のポリＧストレッチ上でも一度に１超のヌクレオチドに対
して上の鎖が伸長するのを妨げる。任意で、標識されたヌクレオチドに続いて消光剤で標
識されたヌクレオチドを組み込むことができる。マウスの脾細胞の塗抹標本におけるＣＤ
４及びＣＤ８陽性Ｔ細胞の連続検出にて例示されるような「可逆的ターミネータ法」の性
能は、図１３のＡ～Ｄで説明されている。
【０１２６】
欠落塩基法
　本方法のこの実施態様は、「欠落した」塩基の設計に依存するものであり、この場合、
各サイクルでは、２つの標識されたヌクレオチド及び１つの非標識のヌクレオチドが反応
に付加され、「欠落塩基」は１超のヌクレオチドによってプライマーが伸長するのを妨げ
る。
【０１２７】
　この方法は、図４にて説明されるように、二本鎖核酸に結合される複数の捕捉剤を含む
組成物を用いて実施することができる。これらの実施形態では、二本鎖核酸の上の鎖は捕
捉剤に結合され、各抗体に対して同一であってもよく、下の鎖の配列は捕捉剤間で変化す
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る。図４に示されるように、二本鎖オリゴヌクレオチドの下の鎖の５’末端（オーバーハ
ングを形成する）は、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体を増やすために５’
末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチ（例えば、１～５の残基）が任意で後に続
く一般式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’のものであり、式中、Ｙは塩基Ｎ３及びＮ４で構成さ
れる長さｎ（ｎは０、１以上である）のヌクレオチド配列であり、オーバーハングの開始
から数えてヌクレオチドＮ３は奇数の位置にあり、ヌクレオチドＮ４は偶数の位置にあり
、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチド
である。
【０１２８】
　また、さらに一般的な式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’（式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ

４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、Ｙは、Ｎ３－ストレ
ッチの整列番号が奇数となり、Ｎ４－ストレッチの整列番号が偶数となるように塩基Ｎ３

及びＮ４の交互に無作為な長さのストレッチから構成される長さｎ（ｎは０、１以上であ
る）のヌクレオチド配列である）もこの方法にて適用することができる。
【０１２９】
　特定の実施形態では、この方法は、（ａ）捕捉剤が平面試料における相補性部位に特異
的に結合する条件下で、平面試料を、オーバーハングが前の段落で記載された式（３’－
ＹＮ１／Ｎ２－５’）のものである多重化抗体組成物とインキュベートすることと、（ｂ
）平面試料に捕捉剤を架橋することと、（ｃ）平面試料とポリメラーゼ、ならびにＮ１及
びＮ２に相補性である蛍光ヌクレオチド及びＮ３に相補性である非標識ヌクレオチドを含
み、Ｎ４に相補性であるヌクレオチドを含まないヌクレオチドミックスとを接触させるこ
と、及び／または標識されたヌクレオチドを有するオリゴヌクレオチドをライゲーション
することと、（ｄ）蛍光顕微鏡を用いて、捕捉剤のすべてではなく一部にヌクレオチドを
付加することによって生成される蛍光シグナルを読み取ることと、を含んでもよい。この
サイクルは、（ｅ）蛍光シグナルを不活化すること、（ｆ）試料をブロッキングし、平面
試料と、ポリメラーゼ及びＮ４に相補性である非標識ヌクレオチドとを接触させること、
ならびに／または試料と標識されたオリゴヌクレオチド及びリガーゼとを接触させること
、工程（ｃ）（ｄ）を反復することによって反復されてもよい。特定の実施形態では、本
方法は、工程（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、及び（ｆ）を複数回反復することを含んでもよい
。
【０１３０】
　本方法は、塩基Ｎ１を含む単一ヌクレオチドの５’オーバーハングを含む第１の二本鎖
オリゴヌクレオチドに連結される第１の抗体と、塩基Ｎ２を含む単一ヌクレオチドの５’
オーバーハングを含む第２の二本鎖オリゴヌクレオチドに連結される第２の抗体と、第３
の二本鎖オリゴヌクレオチドが２つのヌクレオチドの５’オーバーハングを含み、オーバ
ーハングの３’位置からの第１が塩基Ｎ４を含み、第２の位置がＮ１を含む第４の二本鎖
オリゴヌクレオチドに結合される第３の抗体と、第４の二本鎖オリゴヌクレオチドが２つ
のヌクレオチドの５’オーバーハングを含み、オーバーハングの第１の位置が塩基Ｎ４を
含み、第２の位置がＮ２を含む第４の二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される第４の抗体
と、を含む捕捉剤組成物を用いて実施することができ、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ

４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドである。そのような捕捉剤の
集団の例は図４にて示される。
【０１３１】
　特定の実施態様では、組成物は第５の二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される第５の抗
体も含んでもよく、この場合、第５の二本鎖オリゴヌクレオチドは複数のヌクレオチドの
５’オーバーハングを含み、オーバーハングの第１の位置は塩基Ｎ４を含み、第２の位置
はＮ３を含み、第３の位置はＮ１またはＮ２を含む。
【０１３２】
　全般的に、「可逆的ターミネータ」及び「欠落塩基」のアプローチ双方で同時検出され
る相補性部位、例えば、抗体の数に対する理論的な限界は存在しない。
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【０１３３】
　欠落塩基のアプローチは可逆的ターミネータを使用しない。その代わりに、２つの相互
交換可能な塩基（例えば、「可逆的ターミネータ」のアプローチにて相当するＧの代わり
に図４で示すようなＴ及びＣ）を用いることによって、かつプライマー伸長反応にて２つ
のｄＮＴＰのうちの１つのみを一度に付加することによって単一ヌクレオチドを確実に伸
長させる。第１のヌクレオチドの組み込みの後、第２のｄＮＴＰが存在しないことにより
、鎖の伸長が停止し、それによってプライマーがわずか１つのヌクレオチドによって確実
に伸長する。前の方略のように、それぞれ特異的なオリゴヌクレオチド二本鎖によって標
識された捕捉剤を用いて相補性部位すべてを同時に共染色することができる。
【０１３４】
　この実施態様では、各抗体が共有結合によってまたはストレプトアビジン－ビオチンの
相互作用を介して結合される同じ上の鎖のオリゴヌクレオチド配列を有するように、図４
で示される方略を用いて二本鎖を設計することができる。この実施態様では、下の鎖は抗
体ごとに変化する。この方法では、下の鎖についての一般式は、上の鎖－ＹＡ／Ｎ２－５
’に相補性の３’ｄｄＣ－配列であり、式中、Ｙは、Ｔが偶数位置のみで見いだされてＣ
が奇数のみで見いだされるように塩基Ｔ及びＣで構成される。または、さらに一般的な場
合では、３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’であり、式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４がＧ、Ａ
、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドであり、Ｙが、Ｎ３ストレッチの整列番
号が奇数となり、かつＮ４ストレッチの整列番号が偶数となるように塩基Ｎ３及びＮ４の
交互に無作為な長さのストレッチから構成される長さｎ（ｎは０、１以上である）のヌク
レオチド配列である。第１の単純な実施態様では、下の鎖の２つの塩基対（図４における
例示的な設計ではＴ及びＣ）は段階的な進行のために留保され、上の鎖のその相補性の対
は決して標識されない。他の２つの塩基は標識されたヌクレオチドに相補性であり、サイ
クル当たり２つの異なる捕捉剤による染色を提供することができる。そのような設計は、
（ａ）２つの捕捉剤が同じ二本鎖を含有しないこと、及び（ｂ）サイクル当たり２つの異
なる抗体のみが読み取られることを保証する。この実施態様では、各サイクルは、３つの
工程、すなわち、２つの捕捉剤が蛍光ｄＮＴＰの組み込みによって標識され、他の二本鎖
のすべてが一度に１塩基伸長される標識工程、画像化工程、及び脱保護／不活化工程を有
することができる。
【０１３５】
　ＲＣＡの実施形態では、抗体に連結された鎖は抗体のそれぞれに対して異なってもよく
、この場合、ＲＣＡ産物はＲＣＡ産物の各反復における上述の式に一致する配列を含有す
る。
【０１３６】
　サイクルからサイクルへの移行の間に、前のサイクルに由来する標識された捕捉剤は上
述と同じ方法で退色／脱染することができる。任意で退色剤の代わりに、消光剤で標識さ
れたヌクレオチドを標識された塩基の後に組み込むことができる。この実施形態では、標
識される位置はオーバーハングにおける最後の位置であるため、オーバーハングにおける
ヌクレオチドの位置はすべて充填されているため、前のサイクルに由来する標識された捕
捉剤は後のサイクルで再標識することはできない。マウスの脾細胞の塗抹標本におけるＣ
Ｄ４及びＣＤ８陽性Ｔ細胞の連続検出にて例示されるような「可逆的ターミネータ法」の
能力は図１３、１５、及び図１６で説明されている。
【０１３７】
実施態様ＩＩ
　この方法では、ニックトランスレーションによるプライマーの伸長によって、上の鎖の
プライマーから下流に位置付けられるように下の鎖のオリゴヌクレオチドとハイブリッド
形成する蛍光で標識された「検出器」オリゴヌクレオチドから消光剤を除去する。この方
法の原理は図７にて説明されている。この方法の多重化版は図８に示されている。
【０１３８】
　特定の実施形態では、多重化実施態様は、（ａ）平面試料を二本鎖オリゴヌクレオチド
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に結合される複数の捕捉剤とインキュベートすることと、（ｂ）捕捉剤を平面試料に架橋
することと、（ｃ）複数の捕捉剤の第１のセットのオリゴヌクレオチドとハイブリッド形
成するプライマーを伸長し、それによって、例えば、ポリメラーゼを用いてヌクレオチド
を付加することにより、またはリガーゼを用いてオリゴヌクレオチドを付加することによ
り、蛍光シグナルの第１のセットを生成する（例えば、プライマーから下流のオリゴヌク
レオチドとハイブリッド形成する標識されたヌクレオチドから消光剤を除去することによ
って）ことと、（ｄ）蛍光顕微鏡を用いて蛍光シグナルの第１のセットを読み取ることと
、（ｅ）蛍光を不活化することと、（ｆ）複数の捕捉剤の第２のセットのオリゴヌクレオ
チドとハイブリッド形成するプライマーを伸長し、それによって蛍光シグナルの第２のセ
ットを生成することと（例えば、プライマーから下流のオリゴヌクレオチドとハイブリッ
ド形成する標識されたヌクレオチドから消光剤を除去することによって）、（ｇ）蛍光顕
微鏡を用いて蛍光シグナルの第２のセットを読み取ることと、（ｈ）工程（ｄ）及び（ｇ
）の画像生成物を比較することと、を含んでもよい。
【０１３９】
　この方法では、捕捉剤に結合される二本鎖オリゴヌクレオチドの構造は、「ニックトラ
ンスレーション」による捕捉剤結合のパターンの提供を効果的に可能にする特定の設計を
有する。特に、上の鎖及び長い５’オーバーハングを伴った下の鎖のオリゴヌクレオチド
の二本鎖はさらに、蛍光及び消光剤の双方によって標識される小さな検出器オリゴヌクレ
オチドとハイブリッド形成する。当初の上の鎖と上の鎖の検出器オリゴとの間には予め設
計されたギャップが存在する。サイクル染色の間、このギャップは、単一塩基のニックに
縮小するまで、「可逆的ターミネータ」または「欠落塩基」（前の節で説明されたものに
類似する）のいずれかによって「ウォーキング」される。ＤＮＡ　ｐｏｌ　Ｉのような「
ニックトランスレーションする」ポリメラーゼによる上の鎖のニックを介する伸長及び進
行によって、消光された蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドのすべてではなく一部から
消光剤が除去され、それによって捕捉剤のすべてではなく一部に対する蛍光シグナルが生
成される。
【０１４０】
　一部の実施形態では、本方法は一般に、（ｉ）平面試料を、ｉ．独特の配列が、（ｉ）
オリゴヌクレオチドの上の鎖「プライマー」、（ｉｉ）プライマーから下流である部位に
て５’消光剤を含む標識された上の鎖オリゴヌクレオチド、及び消光剤から下流の蛍光色
素分子にハイブリッド形成される下の鎖のオリゴヌクレオチドを含む第１のオリゴヌクレ
オチド二本鎖に結合される第１の抗体、及びｉｉ．（ｉ）オリゴヌクレオチドの上の鎖「
プライマー」ならびに蛍光色素分子及び消光剤の双方で標識される上の鎖オリゴヌクレオ
チドであって、プライマーの３’末端と標識されたオリゴヌクレオチドの５’末端との間
のギャップは第１及び第２のオリゴヌクレオチドについて異なるオリゴヌクレオチドにハ
イブリッド形成される下の鎖のオリゴヌクレオチドを含む第２のオリゴヌクレオチド二本
鎖に結合される第２の抗体で標識することと、（ｉｉ）組織試料を第１のヌクレオチドミ
ックス及びポリメラーゼとインキュベートし、それによって第１のオリゴヌクレオチドと
ハイブリッド形成する標識されたオリゴヌクレオチドのみから消光剤を除去し、第１の蛍
光シグナルを生成することと、（ｉｉｉ）蛍光顕微鏡を用いて第１の蛍光シグナルを読み
取ることと、（ｉｖ）ポリメラーゼのニックトランスレーションをさらに進行することに
よって蛍光シグナルを不活化することと、（ｖ）組織試料を第２のヌクレオチドミックス
及びポリメラーゼとインキュベートし、それによって第２のオリゴヌクレオチドとハイブ
リッド形成する標識されたオリゴヌクレオチドのみから消光剤を除去し、第１の蛍光シグ
ナルを生成することと、（ｖｉ）蛍光顕微鏡を用いて平面試料から第２の蛍光シグナルを
読み取ることと、を含む。
【０１４１】
　図７及び８はこの方法の例を示す。図８で示される多重化法は以下の工程を有する。
【０１４２】
　工程１：平面試料は、二本鎖の上の鎖がニックまたは単一塩基の欠失を含有し、２つの
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末端における蛍光色素分子及びその消光剤が接するヌクレオチドのストレッチがそれに続
くように化学的にまたはストレプトアビジンを介して（図１で記載されるように）ＤＮＡ
二本鎖オリゴヌクレオチドにカップリングされる捕捉剤によって染色される（「分子ベー
コン」または「Ｔａｑｍａｎに基づく設計）。
【０１４３】
　工程２：染色パターンは、一文字（例えば、図５のようにＡ）の存在下でＤｎａＰｏｌ
Ｉクレノウ断片のような任意の５’エキソ＋ポリメラーゼによって実施されるニックトラ
ンスレーション反応によって提供される。ニックトランスレーションは消光剤を除去する
が、蛍光色素分子を伴う二本鎖の一部を除去する前に停止する。
【０１４４】
　工程３：他の染色試薬の提供するために、蛍光は、蛍光色素分子を伴うストレッチの文
字の存在下でニックトランスレーションを継続することによって除去する。
【０１４５】
　工程４：多重化が所望される場合、多重化は、検出試薬に結合されるオリゴヌクレオチ
ド二本鎖の特殊な設計によって達成することができる。特に、各抗体のセット（サイクル
当たり２つまたは３つ）は、上の鎖のプライミングと検出器オリゴヌクレオチドとの間で
増大する長さのギャップを有する。消光剤／蛍光色素分子の対を搬送する鎖上のこの配列
ギャップは、方法１でそれがどのように達成されるかに類似して、単一塩基がサイクル当
たり伸長されるような方法で最終的なニックまで満たされる（図８を参照のこと）。
【０１４６】
実施態様ＩＩＩ
　この実施態様では、本方法は、蛍光色素分子で標識された塩基によるプライマー伸長に
よって抗体の染色を提供すること、またはさもなければ、プライマー伸長によってプライ
マーに付加された第１の蛍光ヌクレオチドとオリゴヌクレオチド図１０に存在する第２の
ヌクレオチドとの間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルを読み取る
ことを含む。この方法の原理は図９Ａにて説明されている。多重化は、二本鎖を融解する
ことによりまたはエキソヌクレアーゼにより伸長が刺激するオリゴヌクレオチドを除去し
、かつ異なる抗体で伸長可能である別のプライマーオリゴヌクレオチドを再アニーリング
することによって達成される。この方法の多重化版は図９Ｂにて示される。特定の実施形
態では、多重化された実施態様は、（ａ）平面試料を複数の捕捉剤とインキュベートする
ことと、（ｂ）捕捉剤を平面試料に架橋することと、（ｃ）複数の捕捉剤の第１のセット
のオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成するプライマーを伸長し（例えば、第１のプラ
イマーの３’末端が第１の集団のオリゴヌクレオチドのみとアニーリングする）、それに
よって第１のセットの蛍光シグナルを生成すること（その工程は、ポリメラーゼを用いて
標識されたヌクレオチドを付加すること、ならびに／または試料と標識されたオリゴヌク
レオチド及びリガーゼと、を接触させることによって実施することができる）と、（ｄ）
蛍光顕微鏡を用いて第１のセットの蛍光シグナルを読み取ることと、（ｅ）蛍光を不活化
することと、（ｆ）複数の捕捉剤の第２のセットのオリゴヌクレオチドとハイブリッド形
成するプライマーを伸長し（例えば、第１のプライマーの３’末端が第２の集団のオリゴ
ヌクレオチドのみとアニーリングする）、それによって第２のセットの蛍光シグナルを生
成すること（その工程は、ポリメラーゼを用いて標識されたヌクレオチドを付加すること
、ならびに／または試料と標識されたオリゴヌクレオチド及びリガーゼとを接触させるこ
とによって実施することができる）と、（ｇ）蛍光顕微鏡を用いて第２のセットの蛍光シ
グナルを読み取ることと、（ｈ）工程（ｄ）及び工程（ｇ）の画像生成物を比較すること
と、を含んでもよい。
【０１４７】
　特定の実施形態では、この方法は、（ａ）平面試料を、（ｉ）第１の標識されたオリゴ
ヌクレオチドに結合される第１の抗体及び（ｉｉ）第２の標識されたオリゴヌクレオチド
に結合される第２の抗体と共にインキュベートすることと、（ｂ）捕捉剤を平面試料に架
橋することと、（ｃ）第１及び第２の標識されたオリゴヌクレオチドを、３’末端が第１
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の標識されたオリゴヌクレオチドのみとアニーリングする第１のプライマーにハイブリッ
ド形成させることと、（ｄ）蛍光ヌクレオチドを伴うプライマーを伸長すること（その工
程はポリメラーゼを用いて標識されたヌクレオチドを付加すること、ならびに／または試
料と標識されたオリゴヌクレオチド及びリガーゼとを接触させることによって実施するこ
とができる）と、（ｅ）第１のオリゴヌクレオチドの標識と第１のプライマーに付加され
た蛍光ヌクレオチドとの間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルを蛍
光顕微鏡によって読み取ることと、（ｆ）第１のプライマーに付加された蛍光ヌクレオチ
ドを不活化することと、（ｇ）３’末端が第２の標識されたオリゴヌクレオチドのみとア
ニーリングする第２のプライマーと第１及び第２の標識されたオリゴヌクレオチドをハイ
ブリッド形成させることと、（ｈ）蛍光ヌクレオチドを伴う第２のプライマーを伸長する
ことと、（ｉ）第２のオリゴヌクレオチドの標識と第２のプライマーに付加された蛍光ヌ
クレオチドとの間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルを蛍光顕微鏡
によって読み取ることと、を含む。
【０１４８】
　図９～１０はこの方法の例を示す。図８～１１に示される方法は以下の工程を有する。
【０１４９】
　工程１：平面試料は、一本鎖オリゴヌクレオチドにカップリングされる捕捉剤を用いて
染色される。オリゴヌクレオチドは非標識であってもよく、または３’末端でＦＲＥＴア
クセプター（例えば、Ｃｙ５）蛍光色素分子によって標識されてもよい。
【０１５０】
　工程２：結合パターンは、相補性プローブのスライドガラス上でのハイブリッド形成及
びその後の蛍光で標識されたヌクレオチドが伸長された鎖におけるオーバーハングを満た
すプライマー伸長反応によって決定することができる。この例（図１０を参照）では、伸
長された塩基は、シグナル対ノイズ比を増大することができるＦＲＥＴドナー（例えば、
Ｃｙ３）によって標識される。捕捉剤に結合されているオリゴヌクレオチドが非標識であ
る場合、ＤＮＡ合成によって組み込まれているヌクレオチドの蛍光放射はＦＲＥＴなしで
直接検出することができる（図９）。
【０１５１】
　工程３：他の捕捉剤の結合パターンは、例えば、Ｖｅｎｔのようなエキソ＋ＤＮＡポリ
メラーゼによる下の鎖の切断によって蛍光を除去することにより決定することができる（
図９）。代替として、ＤＮＡ鎖の融点を超えて温度を上昇させることによって、または前
に記載された脱染技法の１つによって蛍光を除去することができる。
【０１５２】
　工程４：多重化は、特異的なオリゴヌクレオチドでそれぞれ標識された捕捉剤のライブ
ラリによって試料を染色することにより、かつコンジュゲート上述の工程１～３のサイク
ルで毎回捕捉剤をコンジュゲートしたオリゴヌクレオチドの１つに相補性である異なる検
出オリゴヌクレオチドを用いることによって、達成することができる。プライマーが特異
的にアニーリングする二本鎖のみが適正に伸長されることになる（図１１）。これらの実
施形態では、各プライマーは、その３’末端が捕捉剤に結合されるオリゴヌクレオチドの
１つのみとハイブリッド形成するように設計される。
【０１５３】
さらなる実施態様
　図１６にて模式的に説明されているように、ローリングサークル増幅を用いてシグナル
が増幅されてもよい。これらの実施形態では、オリゴヌクレオチドに結合されている捕捉
剤は、パドロックプローブの末端がライゲーション可能に隣接するようにオリゴヌクレオ
チドとハイブリッド形成するパドロックプローブとハイブリッド形成される。この実施形
態では、ライゲーションの後、オリゴヌクレオチドによってプライムされているローリン
グサークル増幅によってパドロックプローブ（ここでは環化されている）をコピーするこ
とができる。この反応によって、捕捉剤に結合される縦一列での同じ配列のいくつかの（
多くの場合、数百または数千）コピーを含有するパドロックプローブのコンカテマーが生
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じる。ローリングサークル増幅の産物（抗体に結合される）は、上述及び図示の方法を用
いて検出することができ、検出される配列は反復されるため、シグナルが増幅される。こ
れらの実施形態では、（ｉ）捕捉剤は、第１の鎖（すなわち、ＲＣＡ産物）及び第２の鎖
（検出オリゴヌクレオチドを含む）を含む二本鎖核酸に結合される。そのような方法を用
いて単一分子を検出することができる。
【０１５４】
　図１９は、パドロックプローブ／ＲＣＡ増幅のアプローチを用いてＲＮＡ分子をどのよ
うに検出することができるかを示している。この方法では、パドロックプローブは捕捉剤
と同じｍＲＮＡ（「スプリント－プライマー」）とハイブリッド形成し、それによってパ
ドロックプローブが標的ＲＮＡの存在下でのみ確実に環化する。この実施態様では、スプ
リント－プライマーは標的ＲＮＡとハイブリッド形成し、パドロックプローブのスプリン
トとして作用し、またローリングサークル増幅のためのプライマーとしても作用し、それ
によって図１６と同様にシグナルを増幅させることができる。
【０１５５】
　図２０はプライマー伸長及び短い標識されたオリゴヌクレオチドのライゲーションに依
存する代替法を示す。この実施態様では、上の鎖のオリゴヌクレオチドへの短い標識され
たオリゴヌクレオチドのライゲーションは、オーバーハングが特定の点まで満たされた後
にのみ生じる。ライゲーションに依存する実施形態では、標識されたオリゴヌクレオチド
は伸長可能な末端の３’末端または５’末端のいずれかに付加することができる。
【０１５６】
有用性
　本明細書に記載されている方法及び組成物には、任意の平面試料の分析のための多種多
様な応用で一般的な用途が見いだされる（例えば、組織切片、細胞のシート、遠心した細
胞、電気泳動ゲルのブロット、ウエスタンブロット、ドットブロット、ＥＬＩＳＡ、抗体
マイクロアレイ、核酸マイクロアレイ等の分析にて）。
【０１５７】
　特定の実施形態では、平面試料は患者から得られる組織生検の切片であってもよい。対
象とする生検には、皮膚（黒色腫、癌腫等）、軟組織、骨、乳腺、結腸、肝臓、腎臓、副
腎、消化器、膵臓、胆嚢、唾液腺、子宮頸部、卵巣、子宮、精巣、前立腺、肺、胸腺、甲
状腺、副甲状腺、下垂体（腺腫等）、脳、脊髄、眼、神経、骨格筋等の腫瘍及び非腫瘍双
方の生検が挙げられる。
【０１５８】
　特定の実施形態では、捕捉剤は、タンパク質様または核酸であってもよい癌の生体マー
カーを含む生体マーカーに特異的に結合する。例示的な癌の生体マーカーには、癌胎児性
抗原（腺癌の特定用）、サイトケラチン（癌腫の特定用であるが、一部の肉腫にも発現さ
れ得る）、ＣＤ１５及びＣＤ３０（ホジキン病用）、アルファフェトタンパク質（卵黄嚢
腫瘍及び肝細胞癌用）、ＣＤ１１７（消化管間質腫瘍用）、ＣＤ１０（腎細胞癌及び急性
リンパ芽球性白血病用）、前立腺特異抗原（前立腺癌用）、エストロゲン及びプロゲステ
ロン（腫瘍の特定用）、ＣＤ２０（Ｂ細胞リンパ腫の特定用）、ＣＤ３（Ｔ細胞リンパ腫
の特定用）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１５９】
　上述の方法を用いて対象に由来する細胞を分析し、例えば、細胞が正常であるか否か、
または細胞が治療に応答しているかどうかを決定することができる。一実施形態では、本
方法を用いて癌細胞における異形成の程度を決定することができる。これらの実施形態で
は、細胞は多細胞生物に由来する試料であってもよい。生物試料は個体から、例えば、軟
組織から単離されてもよい。特定の場合では、本方法を用いてＦＦＰＥ試料の異なる型の
癌細胞を区別してもよい。
【０１６０】
　上述の方法によって、それぞれが異なるマーカーを認識する複数の抗体を用いて平面試
料を確認することにおいて特定の有用性が見いだされる。癌及びそれらの癌を特定するの
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断を行うために以下に列挙したマーカーのすべてを確認する必要はない。
【０１６１】
【表１】
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【表２】

【０１６２】
　一部の実施形態では、本方法を用いて、ＤＮＡ分子及び／またはＲＮＡ分子の位置及び
任意で存在量をインサイチュで検出することができる。例示的な一実施形態では、本方法
を用いて細胞内ＲＮＡを検出してもよい。これらの実施形態では、捕捉剤は核酸であって
もよく、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡまたはｌｎｃＲＮＡ）の細胞内での位置及び任意
で存在量はインサイチュで検出することができる。そのようなハイブリッド形成法は、既
知のＲＮＡまたはＤＮＡのＦＩＳＨ法（参照によって本明細書に組み入れられる、例えば
、Ｍａｈａｄｅｖａｉａｈ　ｅｔ　ａｌ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２００９
，５５８：４３３－４４），Ｓｈａｆｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ（ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ．２０１３
，８：ｅ７５１２０）及びＰｏｌｌｅｘ　ｅｔ　ａｌ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．２０１３，１０４２：１３－３１）を参照のこと）から適応されてもよい。
【０１６３】
　一部の実施形態では、本方法は上述のような画像（遠隔地から転送することができる電
子形態）を得ることに関与し、医師または他の医療専門家が分析することによって、患者
が異常細胞（例えば、癌様細胞）を有するかどうか、または異常細胞のどの型が存在する
のかを判定することができる。画像を診断として用いて対象が疾患または病態、例えば、
癌を有するかどうかを判定することができる。特定の実施形態では、本方法を用いて、例
えば、癌のステージを判定し、転移した細胞を特定し、または治療に対する患者の応答を
モニターすることができる。
【０１６４】
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　本明細書に記載されている組成物及び方法を用いて疾患のある患者を診断することがで
きる。場合によっては、患者の試料における生体マーカーの存在または不在によって、患
者が特定の疾患（例えば、癌）を有することを示すことができる。場合によっては、患者
の試料と健常対照の試料と比較することによって患者に疾患があると診断することができ
る。この例では、対照と比較した生体マーカーのレベルを測定することができる。対照と
比較する患者の試料における生体マーカーのレベルの差異は疾患を示すことができる。場
合によっては、患者に疾患があることを診断するために１つまたは複数の生体マーカーが
分析される。本開示の組成物及び方法は、試料における複数の生体マーカーの存在もしく
は不在を特定すること、またはその発現レベルを測定することに特に適している。
【０１６５】
　場合によっては、本明細書の組成物及び方法を用いて患者のための治療計画を決定する
ことができる。生体マーカーの存在または不在は患者が特定の治療に応答性であるまたは
抵抗性であることを示すことができる。例えば、１つまたは複数の生体マーカーの存在ま
たは不在は、疾患が特定の治療法に抵抗性であり、代わりの治療法を投与してもよいこと
を示すことができる。場合によっては、患者は現在治療を受けており、１つまたは複数の
生体マーカーの存在または不在はその治療がもはや効果的ではないことを示す場合がある
。
【０１６６】
　任意の実施形態では、データを「遠隔地」に転送することができるが、この場合、「遠
隔地」は画像が調査される場所以外の場所を意味する。例えば、遠隔地は同じ町の別の場
所（例えば、オフィス、研究室等）、異なる町の別の場所、異なる州の別の場所、異なる
国の別の場所等であってもよい。したがって、１つの項目がもう１つとは「遠隔」にある
と示される場合、それが意味することは、２つの項目が、同じ部屋にあるが、離れている
場合がある、または少なくとも異なる部屋または異なる建物にある場合がある、少なくと
も１マイル、１０マイル、もしくは少なくとも１００マイル離れている場合があるという
ことである。情報を「伝えること」は電子信号としてその情報を表すデータを好適な伝達
経路（例えば、プライベートまたは公的なネットワーク）によって伝達することに言及す
る。項目を「転送すること」は、その項目を物理的に搬送することによって、または別の
方法で（それが可能である場合）その項目を１つの場所から次の場所に移動する手段を指
し、かつ少なくともデータの場合、データを搬送するまたはデータを伝達する媒体を物理
的に輸送することを含む。伝達媒体の例には、無線または赤外線の伝達経路、ならびに別
のコンピュータまたはネットワークデバイスへのネットワーク接続、ならびに電子メール
伝達及びウェブサイト等で記録された情報を含むインターネットが挙げられる。特定の実
施形態では、画像はＭＤまたは他の適格な医療専門家が分析することができ、画像の分析
の結果に基づいた報告を試料の提供元である患者に転送することができる。
【０１６７】
　場合によっては、本方法は、疾患または病態の診断またはモニタリング（画像によって
疾患または病態のマーカーが特定される）、薬剤標的の発見（画像におけるマーカーが薬
剤療法のための標的とされてもよい）、薬剤スクリーニング（画像で示されるマーカーに
よって薬剤の効果がモニターされる）、薬剤感受性を判定すること（薬剤感受性はマーカ
ーに関連する）及び基礎研究（試料における細胞間での差異を測定することが望ましい）
を含むが、これらに限定されない種々の診断、創薬、及び研究応用にて採用されてもよい
。
【０１６８】
　特定の実施形態では、上記の方法を用いて２つの異なる試料を比較してもよい。異なる
試料は、「実験上の」試料、すなわち、対象とする試料、及び実験上の試料と比較するこ
とができる「対照」試料で構成されてもよい。多くの実施形態では、異なる試料は細胞の
型またはその分画の対であり、一方の細胞型は対象とする細胞型、例えば、異常細胞であ
り、他方は対照、例えば、正常細胞である。細胞の２つの分画を比較する場合、分画は通
常、２種類の細胞のそれぞれに由来する同じ分画である。しかしながら、特定の実施形態
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では、同じ細胞の２つの分画が比較されてもよい。例示的な細胞型の対には、例えば、組
織生検から（例えば、結腸癌、乳癌、前立腺癌、肺癌、皮膚癌のような疾患を有する、ま
たは病原体に感染した組織等から）単離された細胞及び通常同じ患者の同じ組織に由来す
る正常細胞、不死である組織培養で増殖する細胞（例えば、増殖性の変異または不死化し
ている導入遺伝子を持つ細胞）、病原体に感染した細胞、または処理された細胞（例えば
、ペプチド、ホルモン、温度変化、増殖条件、物理的ストレス、細胞の形質転換等のよう
な環境的なまたは化学的な作用因子によって）及び正常な細胞（例えば、不死ではないこ
と、感染していないこと、または処理されていないこと等を除いて実験上の細胞とその他
の点では同一である細胞）、癌、疾患を有する哺乳類、高齢哺乳類、または病態に曝露さ
れた哺乳類から単離された細胞及び健常であるまたは若年である同一種、好ましくは同一
家族の哺乳類に由来する細胞、ならびに同一哺乳類に由来する分化した細胞及び未分化の
細胞（例えば、哺乳類における他の前駆細胞である細胞１つ）が挙げられる。一実施形態
では、異なる型の細胞（例えば、神経細胞及び非神経細胞）、または異なる状態の細胞（
例えば、細胞の刺激の前と後）が採用されてもよい。本発明の別の実施形態では、実験物
質は、例えば、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）等のようなウイルスのような病原体によ
る感染に感受性がある細胞であり、対照物質は病原体による感染に耐性がある細胞である
。別の実施形態では、試料の対は未分化の細胞、例えば、幹細胞、及び分化した細胞によ
って表される。
【０１６９】
　本方法によって作製される画像は並べて見てもよいし、一部の実施形態では、画像を重
ねてもよいし、または組み合わせてもよい。場合によっては、画像はカラーであってもよ
く、この場合、画像で使用される色は使用される標識に対応してもよい。
　例えば、細菌、酵母、植物、ならびに例えば、魚類、鳥類、爬虫類、両生類及び哺乳類
のような動物に由来する細胞及び生物が主題の方法で使用されてもよい。特定の実施形態
では、哺乳類細胞、すなわち、マウス、ウサギ、霊長類、もしくはヒトに由来する細胞、
または培養されたその派生物が使用されてもよい。
【０１７０】
コンピュータシステム
　本発明はまた、本開示の方法を実施するように構成されるコンピュータシステムも提供
する。本システムは、本明細書に記載されている方法を実施するようにプログラムされる
コンピュータサーバー（「サーバー」）を含むことができる。図２１は、ユーザーが試料
の画像を検出し、解析し、かつ処理するのを可能にするように適応させたシステム１６０
０を示す。システム１６００には、本明細書に記載されている例示的な方法を実施するよ
うにプログラムされる中央コンピュータサーバー１６０１が含まれる。サーバー１６０１
には、単一コアのプロセッサ、複数コアのプロセッサ、または並行処理のための複数のプ
ロセッサであり得る中央処理ユニット（ＣＰＵ、また「プロセッサ」）１６０５が含まれ
る。サーバー１６０１にはまた、メモリ１６１０（例えば、ランダムアクセスメモリ、読
み取り専用メモリ、フラッシュメモリ）、電子保存ユニット１６１５（例えば、ハードデ
ィスク）、１つまたは複数の他のシステムと通信するための通信インターフェース１６２
０（例えば、ネットワークアダプタ）、ならびにキャッシュ、他のメモリ、データ保存、
及び／または電子表示アダプタを含んでもよい周辺デバイス１６２５が含まれる。メモリ
１６１０、保存ユニット１６１５、インターフェース１６２０、及び周辺デバイス１６２
５は、マザーボードのような通信バス（実線）を介してプロセッサ１６０５と通信する。
保存ユニット１６１５はデータを保存するためのデータ保存ユニットであり得る。サーバ
ー１６０１は通信インターフェース１６２０によってコンピュータネットワーク（「ネッ
トワーク」）１６３０に操作可能に連結される。ネットワーク１６３０は、インターネッ
ト、イントラネット及び／もしくはエクストラネット、インターネットと通信するイント
ラネット及び／もしくはエクストラネット、電気通信、またはデータネットワークである
ことができる。ネットワーク１６３０は、場合によっては、サーバー１６０１によって、
ピアツーピアのネットワークを実施することができ、それによってサーバー１６０１に連
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結されたデバイスがクライアントまたはサーバーとして挙動することができるようになる
。顕微鏡は、周辺デバイス１６２５または遠隔コンピュータシステム１６４０であり得る
。
【０１７１】
　保存ユニット１６１５は、例えば、個々の画像、タイムラプス画像、個々の細胞につい
てのデータ、個々の生体マーカーについてのデータ、試料への捕捉剤の結合のパターンを
示す画像、または本発明に関連するデータの任意の態様のようなファイルを保存すること
ができる。データ保存ユニット１６１５は仮想グリッドにおける細胞の位置に関連するデ
ータに連結されてもよい。
【０１７２】
　サーバーはネットワーク１６３０を介して１つまたは複数の遠隔のコンピュータシステ
ムと通信することができる。１つまたは複数の遠隔のコンピュータシステムは、例えば、
パーソナルコンピュータ、ラップトップ、タブレット、電話、スマートフォン、または携
帯情報端末であってもよい。
【０１７３】
　一部の状況では、システム１６００は単一のサーバー１６０１を含む。他の状況では、
システムは、イントラネット、エクストラネット、及び／またはインターネットを介して
互いに通信する複数のサーバーを含む。
【０１７４】
　本明細書に記載されているような方法は、サーバー１６０１の電子保存場所、例えば、
メモリ１６１０または電子保存ユニット１６１５にて保存されるマシン（コンピュータプ
ロセッサ）コンピュータ可読媒体（またはソフトウエア）によって実施することができる
。使用の間、コードはプロセッサ１６０５によって実行され得る。場合によっては、コー
ドは保存ユニット１６１５によって読み出され、プロセッサ１６０５によるアクセスを容
易にするためにメモリ１６１０に保存され得る。一部の状況では、電子保存ユニット１６
１５を除外することができ、マシンで実行可能な指示をメモリ１６１０に保存することが
できる。代替として、第２のコンピュータシステム１６４０でコードを実行することがで
きる。
【０１７５】
　サーバー１６０１のような本明細書で提供されているシステム及び方法の態様はプログ
ラミングにて具体化することができる。技術の種々の態様は、ある種のマシン可読媒体（
例えば、コンピュータ可読媒体）にて実行されるか具体化される、通常マシン（またはプ
ロセッサ）実行可能コード及び／またはそれに関連するデータの形態の「製品」または「
製造物品」として考えられてもよい。マシン実行可能コードは、メモリ（例えば、読み取
り専用メモリ、ランダムアクセスメモリ、フラッシュメモリ）またはハードディスクのよ
うな電子保存ユニットに保存することができる。「保存」型の媒体には、コンピュータ、
プロセッサ等、または関連するそのモジュールの有形メモリ、例えば、種々の半導体メモ
リ、テープドライブ、ディスクドライブ等のいずれかまたはすべてが含まれるが、それら
はソフトウエアのプログラミングのときはいつでも非一時的な保存を提供することができ
る。ソフトウエアのすべてまたは一部は、インターネットまたは種々のその他の電気通信
ネットワークを介して通信する場合もある。そのような通信は、例えば、１つのコンピュ
ータまたはプロセッサから別のものへの、例えば、管理サーバーまたはホストコンピュー
タから応用サーバーのコンピュータプラットフォームへのソフトウエアの読み込みを可能
にしてもよい。したがって、ソフトウエアの要素を有することができる別の型の媒体には
、有線ネットワーク及び光学的な地上ネットワークならびに種々のエアリンクによるロー
カルデバイス間の物理的なインターフェースにわたって使用されるような光学波、電子波
、及び電磁波が挙げられる。そのような波を搬送物理的な要素、例えば、有線または無線
のようなもの、光学的なリンク等もソフトウエアを搬送する媒体として考慮されてもよい
。本明細書で使用されるとき、非一時的な有形の「保存」媒体に制限されない限り、コン
ピュータまたはマシン「可読媒体」のような用語はプロセッサに実行指示を提供すること
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に関与する媒体を指す。
【０１７６】
　したがって、マシン可読媒体、例えば、コンピュータ実行可能コードは、有形の保存媒
体、搬送波媒体、または物理的伝達媒体を含むが、これらに限定されない多数の形態を取
ってもよい。不揮発性保存媒体として、例えば、光学ディスクまたは磁気ディスク、例え
ば、コンピュータ（複数可）等における保存デバイスのいずれかを挙げることができ、そ
のようなものを用いてシステムを実装してもよい。有形の伝達媒体として、共軸ケーブル
、銅ワイヤ、及びファイバー光学（コンピュータシステム内のバスを含むワイヤを含む）
を挙げることができる。搬送波伝達媒体は、例えば、無線周波（ＲＦ）または赤外線（Ｉ
Ｒ）のデータ通信の間に生成されるもののような電気信号もしくは電磁信号、または音響
波もしくは光波の形態を取ってもよい。したがって、コンピュータ可読媒体の一般的な形
態には、例えば、フロッピーディスク、フレキシブルディスク、ハードディスク、磁気テ
ープ、任意の他の磁気媒体、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ、ＤＶＤ－ＲＯＭ、任意の他の光学媒
体、パンチカード、紙テープ、穴のパターンを伴った任意の他の物理的保存媒体、ＲＡＭ
、ＲＯＭ、ＰＲＯＭ及びＥＰＲＯＭ、ＦＬＡＳＨ－ＥＰＲＯＭ、任意の他のメモリチップ
もしくはカートリッジ、データもしくは指示書を輸送する搬送波、そのような搬送波を輸
送するケーブルもしくはリンク、またはコンピュータがプログラミングコード及び／もし
くはデータを読み取ることができる任意の他の媒体が挙げられる。これらの形態のコンピ
ュータ可読媒体の多くは、プロセッサに１つまたは複数の連続する１つまたは複数の実行
指示を搬送することに関与してもよい。
【０１７７】
　試料の染色または標識の結果は、ユーザーのインターフェース、例えば、グラフィカル
ユーザーインターフェースによってユーザーに提示することができる。
【０１７８】
キット
　一部の態様では、本明細書の開示はキットを提供する。本キットは本開示の方法を実施
するための任意の数の組成物を含むことができ、そのそれぞれは本明細書に記載されてい
る。例えば、キットは少なくとも１つの捕捉剤を含んでもよい。捕捉剤は、抗体、アプタ
マー、またはオリゴヌクレオチドプローブであり得る。捕捉剤は、所望の標的に特異的に
結合するように特注することができる。例えば、ユーザーは、キットに含む１つまたは複
数の捕捉剤を特注してもよい。場合によっては、捕捉剤は別々に販売されている場合があ
る。捕捉剤は対象とする標的分子に特異的に結合することができる。追加としてまたは代
替として、パネルとして捕捉剤を注文することができる（すなわち、捕捉剤を予め選択す
る）。パネルは特定の型の疾患（例えば、癌）または特定の亜型の疾患（例えば、結腸癌
）について特異的であることができる。本開示のキットは、１つまたは複数のオリゴヌク
レオチドを含むこともできる。本明細書に記載されているように、オリゴヌクレオチドは
第１の鎖及び第２の鎖を含むことができる。オリゴヌクレオチドは、一本鎖オリゴヌクレ
オチドとして、または二本鎖オリゴヌクレオチドとして提供され得る。後者の場合、キッ
トは、オリゴヌクレオチドの第１の鎖及び第２の鎖をアニーリングして二本鎖オリゴヌク
レオチドを作製するための試薬及び／または指示書を含むことができる。一本鎖または二
本鎖のオリゴヌクレオチドを捕捉剤にコンジュゲートすることができ、または非コンジュ
ゲートで提供することができる。後者の場合、二本鎖オリゴヌクレオチドを捕捉剤にコン
ジュゲートするために試薬をキットに含むことができる（例えば、クリック反応を行うた
めの試薬）。場合によっては、キットは複数のオリゴヌクレオチドを提供してもよく、こ
の場合、第１の鎖のそれぞれは同一であり、第２の鎖のそれぞれは異なる。キットはさら
に、本明細書に開示されているヌクレオチド混合物を含むことができる。ヌクレオチド混
合物は、蛍光ヌクレオチド、非標識のヌクレオチド、可逆的ターミネータヌクレオチド等
の任意の組み合わせを含むことができる。一般に、キットで提供されるヌクレオチド混合
物は提供されるオリゴヌクレオチドと適合することになる。キットはさらに、、プライマ
ー伸長を行うためのポリメラーゼ、シグナル（例えば、ＴＣＥＰ）を不活化するための試
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薬、ブロッキング溶液（例えば、ヨードアセトアミド溶液）、及び本明細書の方法を実施
するのに好適な任意の緩衝液または溶液を限定せずに含むことができる。キットは、固定
剤（例えば、ホルムアルデヒド）のような標識用試料を調製するための任意の試薬または
試料包埋用試薬（すなわち、パラフィンワックス）を含むことができる。キットはさらに
、試験試料と比較するための対照試料を含むことができる。対照試料は健常な試料または
疾患試料であり得る。対照試料は、検査中の組織もしくは細胞の型に、または試験される
疾患と照合することができる。場合によっては、対照試料は陽性対照または陰性対照であ
ってもよい。
【０１７９】
実施形態
　平面試料を分析する方法が提供される。特定の実施形態では、本方法は、（ａ）捕捉剤
が平面試料における相補性部位に特異的に結合する条件下で捕捉剤と平面試料をインキュ
ベートすることであって、（ｉ）捕捉剤が第１の鎖及び第２の鎖を含む二本鎖オリゴヌク
レオチドに結合され、（ｉｉ）捕捉剤が第１の鎖の５’末端によって二本鎖オリゴヌクレ
オチドに結合され、（ｉｉｉ）第１の鎖の３’末端が第２の鎖の５’末端に対して陥凹し
、それによってオーバーハングが作製される、インキュベートすること、（ｂ）捕捉剤を
平面試料に架橋すること、（ｃ）平面試料とポリメラーゼ及びヌクレオチドミックスとを
接触させ、それによって１つまたは複数のヌクレオチドをオーバーハングに付加すること
、ならびに／または平面試料と、その一部が標識されてもよい、または標識されなくても
よい短いオリゴヌクレオチドの混合物及びＤＮＡリガーゼとを接触させること、（ｄ）蛍
光顕微鏡を用いて、オーバーハングに１つまたは複数のヌクレオチドを付加することによ
って生成される蛍光シグナルを読み取り、それによって平面試料に捕捉剤が結合するパタ
ーンを示す画像を作製することを含む。一部の実施形態では、試料が読み取られた後、こ
の方法は、蛍光部分を除去し、付加された蛍光ヌクレオチドを脱保護し、それによって本
方法を反復させることに関与してもよい。
【０１８０】
　任意の実施形態では、工程（ｃ）は、平面試料とポリメラーゼ及び蛍光ヌクレオチドを
含むヌクレオチドミックスとを接触させ、それによってオーバーハングに蛍光ヌクレオチ
ドを付加すること、または平面試料と１つまたは複数の蛍光で標識されたオリゴヌクレオ
チドとを接触させ、それによってオーバーハングに蛍光で標識されたオリゴヌクレオチド
を付加することを含んでもよく、工程（ｄ）は、オーバーハングに蛍光ヌクレオチドまた
はオリゴヌクレオチドを付加することによって生成される蛍光シグナルを読み取ることを
含む。この実施態様では、蛍光シグナルは、付加されたヌクレオチドもしくはオリゴヌク
レオチドから直接放射されてもよく、オーバーハングに付加されている２つの蛍光ヌクレ
オチド間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルであってもよく、また
はオーバーハングに付加されている第１の蛍光ヌクレオチドと第２の鎖に存在している第
２の蛍光ヌクレオチドとの間でのエネルギー移動によって生成されるＦＲＥＴシグナルで
あってもよい。
【０１８１】
　一部の実施形態では、第１の鎖の伸長によって、第１の鎖の下流の、第２の鎖とハイブ
リッド形成する消光された蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドから消光剤を除去する。
【０１８２】
　任意の実施形態では、試料は、ホルマリンで固定され、パラフィンに包埋された（ＦＦ
ＰＥ）切片であってもよい。
【０１８３】
　また、本明細書で提供されるの、二本鎖オリゴヌクレオチドに結合される捕捉剤であっ
て、（ｉ）二本鎖オリゴヌクレオチドが第１の鎖及び第２の鎖を含み、（ｉｉ）捕捉剤が
第１の鎖の５’末端に結合され、（ｉｉｉ）第１の鎖の３’末端が第２の鎖の５’末端に
対して陥凹し、それによってオーバーハングが作製されるか、または（ｉｉｉｉ）５’末
端が第２の鎖の３’末端に対して陥凹し、それによってオーバーハングが作製される、捕
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捉剤である。
【０１８４】
　また、本明細書で提供されるのは、異なる相補性部位を認識する複数の捕捉剤を含む捕
捉剤組成物であって、捕捉剤のそれぞれが、第１の鎖及び第２の鎖を含む二本鎖オリゴヌ
クレオチドに結合され、捕捉剤が第１の鎖の５’末端によって二本鎖オリゴヌクレオチド
に結合され、二本鎖オリゴヌクレオチドのそれぞれの第１の鎖の３’末端が第２の鎖の５
’末端に対して陥凹し、それによってオーバーハングが作製され、オーバーハングは捕捉
剤のそれぞれに対して異なる、捕捉剤組成物である。代替として、５’末端が第２の鎖の
３’末端に対して陥凹し、それによって各捕捉剤に特異的であるオーバーハングが作製さ
れる。この実施態様では、第１の鎖の配列は捕捉剤のそれぞれに対して同一であってもよ
く、第２の鎖の配列は捕捉剤のそれぞれに対して異なってもよい。
【０１８５】
　これらの実施形態では、オーバーハングは、式３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ２／Ｎ３（式中、
Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４がＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異なるヌクレオチドで
あり、ｎが１以上である）のもの、またはＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在全体
を増やすために式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’（式中、Ｙが塩基Ｎ３及びＮ４の交互のスト
レッチで構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４がＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異
なるヌクレオチドである）で、５’末端での無作為ヌクレオチドの短いストレッチが任意
で後に続くものであってもよい。
【０１８６】
　組織試料を分析する方法も提供される。これらの実施形態では、本方法は、（ａ）捕捉
剤が平面試料における部位に特異的に結合する条件下で平面試料を前の実施形態の捕捉剤
組成物とインキュベートすることと、（ｂ）捕捉剤を平面試料に架橋することと、（ｃ）
平面試料と、ポリメラーゼ及び不完全なヌクレオチドミックスもしくは可逆的ターミネー
タヌクレオチドを含むヌクレオチドミックス、ならびに／またはリガーゼ及び標識された
オリゴヌクレオチドとを接触させることと、（ｄ）蛍光顕微鏡を用いて、捕捉剤のすべて
ではなく一部にヌクレオチドを付加することによって生成される蛍光シグナルを読み取る
ことと、を含んでもよい。
【０１８７】
　この実施態様では、本方法は、（ｃ）平面試料とポリメラーゼ及び（ｉ）Ｎ１、Ｎ２、
及びＮ３に相補性である蛍光ヌクレオチドならびにＮ４に相補性である可逆的ターミネー
タヌクレオチドを含むヌクレオチドミックス、または（ｉｉ）Ｎ１及びＮ２に相補性であ
る蛍光ヌクレオチドならびにＮ３に相補性である非標識のヌクレオチドを含み、Ｎ４に相
補性であるヌクレオチドを含まないヌクレオチドミックスとを接触させ、それによって捕
捉剤のすべてではなく一部の二本鎖オリゴヌクレオチドに蛍光ヌクレオチドを付加するこ
とを含んでもよい。この工程はまた、ライゲーションによって、すなわち、平面試料と標
識されたオリゴヌクレオチド（またはその混合物）とを接触させることによっても実施す
ることができ、この場合、標識されたオリゴヌクレオチドの付加はオーバーハングの下部
の配列によって決定される。この方法はまた、（ｄ）蛍光顕微鏡を用いて、捕捉剤のすべ
てではなく一部に蛍光ヌクレオチドを付加することによって生成される蛍光シグナルを読
み取ることも含む。これらの実施形態では、オーバーハングは、式３’－Ｎ４ｎＮ１／Ｎ

２／Ｎ３（式中、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４がＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択される異な
るヌクレオチドであり、ｎが１以上である）のものであってもよく、工程（ｃ）は、平面
試料とポリメラーゼならびにＮ１、Ｎ２、及びＮ３に相補性である蛍光ヌクレオチド及び
Ｎ４に相補性である可逆的ターミネータヌクレオチドを含むヌクレオチドミックスとを接
触させることを含む。この工程はまた、リガーゼを用いて標識されたオリゴヌクレオチド
を付加することによっても実施することができる。これらの実施形態では、本方法は、（
ｅ）蛍光シグナルを不活化し、可逆的ターミネータヌクレオチドを脱保護し、試料をブロ
ッキングすることと、（ｆ）工程（ｃ）及び（ｄ）を反復することとを含んでもよい。場
合によっては、工程（ｆ）は工程（ｃ）、（ｄ）、及び（ｅ）を複数回反復することを含



(44) JP 6910145 B2 2021.7.28

10

20

30

40

50

んでもよい。代替として、オーバーハングは、ＤＮＡ二本鎖におけるポリメラーゼの存在
全体を増やすために式３’－ＹＮ１／Ｎ２－５’で、５’末端での無作為ヌクレオチドの
短いストレッチが任意で後に続くものであってもよく、式中、Ｙは塩基Ｎ３及びＮ４の交
互のストレッチで構成され、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、及びＮ４はＧ、Ａ、Ｔ、及びＣから選択
される異なるヌクレオチドである。これらの実施形態では、本方法はさらに、（ｅ）蛍光
シグナルを不活化し、平面試料とポリメラーゼ及びＮ４に相補性である非標識のヌクレオ
チドとを接触させることと、（ｆ）工程（ｃ）及び（ｄ）を反復することとを含んでもよ
い。場合によっては、工程（ｆ）は工程（ｃ）、（ｄ）、及び（ｅ）を複数回反復するこ
とを含んでもよい。
【０１８８】
　一部の実施形態では、二本鎖オリゴヌクレオチドはそれぞれ、第１の鎖から下流の第２
の鎖とハイブリッド形成する蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドを含み、この場合、蛍
光で標識されたオリゴヌクレオチドは消光剤を含み、第１の鎖の伸長によって消光された
蛍光で標識されたオリゴヌクレオチドのすべてではなく一部から消光剤が除去され、それ
によって捕捉剤のすべてではなく一部に対して蛍光シグナルが生成される。
【実施例】
【０１８９】
実施例１
材料及び方法
　２％ホルムアルデヒドで固定し、透過処理し、－８０℃でメタノールにて保存された脾
臓細胞をメタノールから遠心分離し、緩衝液４（１０ｍＭのＴｒｉｓ　＆．５，１０ｍＭ
のＭｇＣｌ２，１５０ｍＭのＮａＣｌ，０．１％のトリトンＸ１００）に再浮遊させ、回
転体で５分間洗浄した。ａｂ－オリゴヌクレオチドの複合体の非特異的な結合をブロッキ
ングするために、細胞をさらに遠心分離し、１ｍＬのＰＢＳ、０．５％ＢＳＡ（ＳＭ）に
再浮遊させ、追加の０．５ＭのＮａＣｌ（０．９ｍＬのＳＭ＋１００ｕＬの５ＭのＮａＣ
ｌ）に至るまで補完した。２０ｕＬの剪断したｓｓＤＮＡ（１０ｍｇ／ｍＬ）、５０ｕＬ
のマウスＩｇＧ（１０ｍｇ／ｍＬ）、及び２０ｕＬの０．５ＭのＥＤＴＡをさらに１ｍＬ
の細胞に加え、その混合物を回転体上で３０分間インキュベートした。染色のために、予
め作製した抗体／オリゴヌクレオチド複合体（０．２ｕｇのＣＤ４５－１４６複合体をチ
ューブ当たり１ｕＬの特異的なオリゴヌクレオチド（１４７等）と４０Ｃで３０分間アニ
ーリングした）と共に細胞を３０の２５０ｕＬのチューブ（ＰＣＲ小片チューブの選択は
本事項に好都合である）に再分配し、回転させて１時間インキュベートした。細胞を２回
洗浄し（ＰＢＳ、０．１％トリトン、０．５Ｍの塩、５ｍＭのＥＤＴＡ）で２回洗浄し、
ポリリジン処理したガラス製のカバースリップ上に載置し、１０分間静置し／付着させ、
さらに５ｍＭのＢＳ３を含むＰＢＳ（４ｍＬ当たり７．４ｍｇ）、０．１％トリトン、０
．５ＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＥＤＴＡで１時間固定した。
【０１９０】
　染色はサイクルで提供した。奇数のサイクル（１、３、５、７、９、１１、１３、１５
）については、カバースリップをｄＧ／ｄＵミックス（１ｍＬ当たり１５０ｎＭのｄＧ、
１５０ｎＭのｄＵｓｓＣｙ５、１５０ｎＭのｄＣｓｓＣｙ３、２５ｕＬのＮＥＢエキソ－
クレノウを含む緩衝液＃４（１０ｍＭのＴｒｉｓ　７．５、０．５ＭのＮａＣｌ、０．１
％のトリトンＸ１００、１０ｍＭのＭｇＣｌ２））にて２分間インキュベートし、４０５
（０．６５ＭのＮａＣｌに至るまで補完された緩衝液＃４）で２回洗浄し、共焦点顕微鏡
によって撮像した。撮像に続いて、緩衝液４０５Ｅ（１０ｍＭのＴｒｉｓ、７．５，０．
５ＭのＮａＣｌ、０．１％のトリトン×１００、５ｍＭのＥＤＴＡ）中の５０ｍＭのＴＣ
ＥＰにおける２分間のインキュベートによって細胞から蛍光色素分子を切り離した。切断
の後、細胞を４０５Ｅで洗浄し、ヨードアセトアミド溶液（新しく作製した１００ｍＭの
ヨードアセトアミドを含む緩衝液４０５Ｅ）にて１分間ブロッキングした。緩衝液＃４で
２回洗浄することによってブロッキング溶液を除去した。次のサイクルに進む前に、細胞
を再び共焦点顕微鏡によって撮像した。偶数のサイクル（２、４、６、８、１０、１２、
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１４）は、標識工程でｄＧをｄＡと置き換え、かつ切断を室温での４分までの延長したこ
とを除いて、奇数のサイクルと同様に実施した。
【０１９１】
予備データ
　プライマー伸長によるインサイチュでの染色の可能性を検討するために、浮遊液におけ
る（図１１）またはスライドガラス上に不動化した（図１２）マウスの脾臓細胞にてＣＤ
４の発現を視覚化した。Ｔリンパ細胞を視覚化するために、脾臓細胞を従来のＴｃｒＢ－
Ａｘ４８８抗体で共染色した。（図１１Ａ）のように、オリゴヌクレオチド二本鎖にコン
ジュゲートされたＣＤ４抗体で双方の試料を染色した。ＴｃｒＢ陽性Ｔ細胞をサブセット
に分離させない対照試料にはクレノウポリメラーゼを添加しなかった（図１１Ｂ）。クレ
ノウポリメラーゼを供給すると、ＣＤ４陽性Ｔ細胞はＴｃｒＢ陽性Ｔ細胞のＣｙ５陽性サ
ブセットとして観察することができる（図１１Ｃ及び図１２）。スライドガラス上で染色
された細胞の共焦点画像化によって明瞭な膜染色パターンが観察された（図１２Ａ）。総
合すると、このデータは、捕捉剤の結合パターンを提供するのにスライドガラス上のプラ
イマー伸長反応を使用できることを示している。
【０１９２】
図１１．プライマー伸長によって染色されたマウス脾臓細胞のフローサイトメトリー解析
。
　細胞内タンパク質の染色で実施されるように、マウス脾臓細胞をメタノールで固定し、
透過処理した。（Ａ）のように、細胞を従来のＴｃｒＢ－Ａｘ４８８抗体及びオリゴヌク
レオチド二本鎖にコンジュゲートされたＣＤ４抗体によって共染色した。染色の後、クレ
ノウエキソ－ポリメラーゼを伴わずに（Ｂ）またはそれ伴って（Ｃ）ｄＵＴＰ－Ｃｙ５と
伸長緩衝液にて細胞をインキュベートした。（Ｂ）におけるＴｃｒＢ陽性Ｔ細胞はＡｘ－
４８８染色によって示されることに留意されたい。クレノウの添加に応じて、ＴｃｒＢ陽
性ＣＤ４陽性Ｔ細胞は（Ｃ）にてＴｃｒＢ陽性Ｔ細胞のＣｙ５陽性サブセットとして認識
される。
【０１９３】
　図１２．プライマー伸長によって染色されたマウス脾臓細胞のスライドガラス上での解
析。
　細胞内タンパク質の染色で実施されるように、マウス脾臓細胞をメタノールで固定し、
透過処理した。ポリリジンを被覆したスライドガラス上に細胞を付着させ、図１２Ａのよ
うに従来のＴｃｒＢ－Ａｘ４８８抗体及びオリゴヌクレオチド二本鎖にコンジュゲートさ
れたＣＤ４抗体によって共染色した。染色の後、ｄＵＴＰ－Ｃｙ５クレノウエキソ－ポリ
メラーゼと伸長緩衝液にて細胞をインキュベートし、共焦点顕微鏡によって視覚化した。
示されるのは、ＣにおけるＤＩＣ画像、ＡにおけるＣｙ５チャネル、ＢにおけるＡｘ４８
８チャネル、ならびにＤにおけるＡｘ４８８チャネル及びＣｙ５チャネルを合わせたもの
である。（Ａ）で確認されるように、（Ｂ）におけるＴｃｒＢ－Ａｘ４８８陽性Ｔ細胞の
サブセットのみがプライマー伸長によってＣｙ５陽性ＣＤ４陽性Ｔ細胞にされることに留
意されたい。ＣＤ４の膜のパターンは、特定の予想された細胞内の局在化で生じるプライ
マー伸長による染色の特異性を指し示す。
【０１９４】
　プライマー伸長によるいくつかの抗原の多重化検出の可能性を証明するために、方法１
、及び特に「可逆的ターミネータ」に基づいた多重化アプローチによってスライドガラス
上に不動化されたマウス脾臓細胞にてＣＤ４及びＣＤ８の発現を同時解析した。同時に（
図１４、Ａ）のように、オリゴヌクレオチド二本鎖にコンジュゲートされたＣＤ４及びＣ
Ｄ８抗体によって細胞を同時に染色した。ＣＤ８が第１のサイクルで視覚化され（図１４
、Ｃ）、ＣＤ４が第２のサイクルで視覚化される（図１４、Ｄ）ように２サイクルの提供
を実施した。細胞をＴｃｒＢ－Ａｘ４８８で対比染色し、脾臓細胞におけるＴリンパ球を
表した。予想通り、ＣＤ４陽性細胞は、Ｔリンパ球のＣＤ８陽性サブセットを相互に排除
するＴｃｒＢ陽性Ｔ細胞のサブセットとして提供された（図１４、Ａ～Ｄ）。データによ
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って、ポリマー（ＤＮＡ二本鎖）伸長による抗体の染色を提供することは、感受性の抗原
の検出及び多重化を可能にするアプローチであることが示唆されている。
【０１９５】
　図１３．可逆的ターミネータと共に方法１を用いたマウス脾臓におけるＣＤ４及びＣＤ
８染色の２サイクル解析。
　細胞内タンパク質の染色で実施されるように、マウス脾臓細胞をメタノールで固定し、
透過処理した。ポリリジンを被覆したスライドガラス上に細胞を付着させ、従来のＴｃｒ
Ｂ－Ａｘ４８８抗体及び（Ａ）にて示したようなオリゴにコンジュゲートされたＣＤ４抗
体とＣＤ８抗体との混合物とによって共染色した。染色の第１のサイクルについては、細
胞をイルミナ可逆的ターミネータ及びクレノウエキソ－ポリメラーゼと伸長緩衝液にてイ
ンキュベートし、共焦点顕微鏡によって視覚化した（Ｃ）。第１のサイクル後の画像化に
続いて、ＴＣＥＰを含有するイルミナ切断緩衝液によって細胞を脱染した。脱染－ターミ
ネータの再活性化に続いて、細胞を再びイルミナ可逆的ターミネータ及びクレノウエキソ
－ポリメラーゼと伸長緩衝液にてインキュベートし、共焦点顕微鏡によって視覚化した（
Ｄ）。（Ｂ）上で４種のＴ細胞が高いレベルのＴｃｒＢによって特定され、４つの白い矢
印によってマークされたことに留意されたい。これらの細胞のうちの２種はＣＤ８ａ陽性
（（Ｃ）にて紫色の矢印にてマークされた）であることが染色の第１のサイクルの後に明
らかになる。染色の第２のサイクルによって他の２種の細胞がＣＤ４陽性である（（Ｄ）
にて緑色の矢印にてマークされた）ことが明らかになる。ＣＤ４及びＣＤ８ａの予想され
た相互の排他性と同様に組み込まれた標識されたヌクレオチドの膜パターンはさらに、プ
ライマー伸長のサイクルのよる染色の特異性を支持している。
【０１９６】
　異なる細胞サブセットの多重性を含有する不均質な組織のモデルにて「欠落塩基」の多
重化アプローチについて試験した（図１４）。この目的で、均質化されたマウス脾臓に由
来する白血球を３０の試料に分割した。精製したＣＤ４５を共通する上の鎖のオリゴヌク
レオチドにコンジュゲートし、次いで、「欠落塩基のアプローチ」の多重化版にて順次提
供され得る（サイクル当たり２）オーバーハングを作製するように設計された３０の異な
る下の鎖のオリゴヌクレオチドを別々にアニーリングすることによってＣＤ４５の３０の
異なる型を作製した。試料を３０のＣＤ４５抗体コンジュゲートによって個々に染色し（
バーコード化し）、未結合のＣＤ４５を洗浄し、バーコード化された試料を混合してスラ
イドガラス上に付着させた。偽型細胞のこの混合物の染色は「欠落塩基」のアプローチに
よって提供された。６回の第１のサイクル（１２集団、サイクル当たり２つの赤及び緑）
と同様にサイクル間でＴＣＥＰによって修飾塩基から蛍光色素分子を切断することによる
蛍光色素分子の不活化は図１５に示される。確認され得るように、同じ２つの細胞は各サ
イクルにてかつサイクル間で染色されず、それによって細胞上でのプライマー伸長が特異
的な抗体染色を確実に提供することが証明される。
【０１９７】
　「欠落塩基」法の性能及び多重化能について試験するために、図１４及び図１５で示さ
れるように、以下のモデルアプローチを採用した。マウスのＣＤ４５抗体を「上の鎖」の
オリゴヌクレオチド（オリゴヌクレオチドｉｄ－１４６）に化学的にコンジュゲートさせ
た。コンジュゲートされた抗体をさらに分割し、（４０℃で３０分間一緒にインキュベー
トすることによって）３０の異なる「下の鎖」のオリゴヌクレオチドに別々にアニーリン
グし、こうしてＣＤ４５抗体の３０の異なる種を効果的に作製した。「欠落塩基」方略に
従って、さらに異なる蛍光色素分子（Ｃｙ５及びＣｙ３）に可逆的に（Ｓ－Ｓリンカーを
介して）結合された２つの塩基（ｄＵＴＰ及びｄＣＴＰ）を用いて２つの抗体がサイクル
ごとに提供され得るように、３０の「下の鎖」のオリゴヌクレオチドを設計した。各試料
における細胞の大半が特定のＣＤ４５－上／下オリゴヌクレオチドの組み合わせで標識さ
れるように、均質化されたマウス脾臓の３０の試料をこれらのＣＤ４５－オリゴヌクレオ
チド二本鎖の複合体によって「バーコード化」した。染色及び洗浄に続いて、試料を組み
合わせて、３０の異なる細胞サブセットを伴った組織を模倣させた。混合物をスライドガ
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ラス上で塗抹標本にし、染色サイクル当たり２つのサブセットが異なる撮像チャネルで同
時に視覚化されるように「欠落塩基」のアプローチによるサイクル染色によって提供した
。
【０１９８】
実施例２
ローリングサークル増幅によるインサイチュの抗体のシグナルの増幅
材料及び方法
　記載されたようにオリゴヌクレオチド１４６ｖ２に対するラット抗マウスＢ２２０抗体
のコンジュゲートを調製した。コンジュゲートは、１４６ｖ２にて環状ハイブリッドを形
成するように設計されたパドロックオリゴヌクレオチド（ＰａｔｇｃｔａｃｃｇｔｔＡＡ
ＴＴＡＴＴＡＣＴＧＡＡＡＣＡＴＡＣＡＣＴＡＡＡＧＡＴＡＡＣＡＴＴＡｔｔｃｔｇｃａ
ａｇ、配列番号１２５）とハイブリッド形成させた。マウス脾臓細胞をコンジュゲートの
いずれかで染色し、次いでパドロック構築物で染色されたそれらの細胞を製造元のライゲ
ーション緩衝液にて３７℃で１時間Ｔ４　ＲＮＡリガーゼ（ＮＥＢ）とインキュベートし
、次いでｐｈｉ２９ポリメラーゼ及びｄＮＴＰミックスと１５分間インキュベートした。
細胞をＰＢＳで３回洗浄し、次いで１０ｎＭのＲＣＡ産物検出オリゴヌクレオチド（ＴＧ
ＡＡＡＣＡＴＡＣＡＣＴＡＡＡＧＡ、配列番号１２６）と１０分間インキュベートした。
その後、細胞を蛍光ｄＵＴＰ－Ｃｙ５（Ｊｅｎａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）とインキュ
ベートし、２００ｎＭのｄＵＴＰ－Ｃｙ５を含む緩衝液＃４及び１ｕＬのエキソ－クレノ
ウポリメラーゼ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）とインキュベートすることによ
ってそれを細胞に組み込んだ。細胞のアリコートを取り出し、ローリングサークル増幅（
ＲＣＡ）工程を行わず、次いで参照として使用して染色に対するＲＣＡの効果を評価した
。
【０１９９】
結果
　抗体の染色を向上させるために抗体に結合された多重化ＤＮＡバーコードのローリング
サークル増幅の効率について試験した。リンカー（１４６ｖ２）オリゴヌクレオチドハイ
ブリッドにアニーリングされた環化「パドロック」オリゴヌクレオチドを含有する抗Ｂ２
２０抗体に基づいた特殊な抗体－ＤＮＡコンジュゲートを収集し、それでマウスの細胞を
染色した。染色の後、パドロックオリゴヌクレオチドをＴ４リガーゼとライゲーションさ
せて、ｐｈｉ２９ポリメラーゼとローリングサークルのプロトコルを用いて増幅させたと
ころ、検出プライマーに相補性の反復配列を含有する各抗体に結合された長い反復ＤＮＡ
のストレッチが生じた。プライマーのアニーリングの後、ｄＵＴＰ－Ｃｙ５の複数の分子
は、その性質が反復性であるため、増幅されたＤＮＡ分子に組み込むことができる。図１
６のパネルＡ～Ｅはこの方法を模式的に説明している。図１６のパネルＦ～Ｇは、ローリ
ングサークル増幅による細胞の染色は、それがない場合と比較してはるかに強力であるこ
とを示している。
【０２００】
実施例３
分散した脾臓細胞にて２２の抗原を同時検出すること
材料及び方法
　以下のプロトコルを用いて抗体コンジュゲートを調製した。抗体に対して、ＴＣＥＰ（
最終濃度１ｍＭ）のＰＢＳ、ｐＨ７．４と室温で３０分間インキュベートすることによっ
てジスルフィドの部分的な還元を行った。コンジュゲート緩衝液（ＰＢＳ、ｐＨ７．０）
によって飽和されたＢｉｏＧｅｌＰ－３０スピンカラムにおける緩衝液交換によって抗体
をＴＣＥＰから精製した。保護されたマレイミド基を有するオリゴヌクレオチド１４６ｖ
２（５’マレイミド－ＡＴＡＧＣＡＧＴＣＣＡＧＣＣＧＡＡＣＧＧＴＡ　ＧＣＡＴＣＴＴ
ＧＣＡＧＡＡ、配列番号１２７）がＴｒｉｌｉｎｋ　ｉｎｃから注文された。製造元から
の指示に従って抗体への共有結合架橋を調製するために、オリゴヌクレオチドに存在する
マレイミド基をＡｄｌｅｒ反応（トルエンにて９０℃で４時間）によって脱保護／活性化
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した。無水エタノールにおける数回の洗浄によってオリゴヌクレオチドからトルエンを除
去した。活性化されたオリゴヌクレオチドをコンジュゲート緩衝液に溶解し、５０：１の
モル比で還元した抗体と混合した。最終濃度が１Ｍとなるまで塩化ナトリウムをコンジュ
ゲート反応に添加した。コンジュゲート反応を１時間進行させた。未結合のオリゴヌクレ
オチドを除去するために、分子量カットオフフィルター（Ａｍｉｃｏｎ　５０ｋＤａ）で
コンジュゲートされた抗体を４回濾過した。０．５Ｍの塩化ナトリウム及び０．１％のＴ
ｗｅｅｎ－２０を伴ったリン酸緩衝液にて最終洗浄及び保存を行った。
【０２０１】
　ＤＮＡ二本鎖タグを収集するために、１００ピコモルの下の鎖のオリゴヌクレオチドを
含む０．６Ｍの塩化ナトリウムを伴ったリン酸緩衝液と０．２ｕｇのコンジュゲートされ
た抗体とを混合し、４０℃で３０分間インキュベートした。
【０２０２】
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【表４】

【０２０３】
　標準の手順に従ってマウスの脾臓細胞及び骨髄細胞を調製し、室温にて１０分間２％ホ
ルムアルデヒドで固定した。固定に続いて、細胞を遠心分離し、５％ＤＭＳＯを伴ったＰ
ＢＳにて－８０で凍結保存するか、または氷冷メタノールで１０分間インキュベートする
ことによって透過処理し、さらにメタノールにて－８０℃で保存した。
【０２０４】
　染色の前に、保存した細胞をＳＭ（０．５％ＢＳＡのＰＢＳ、５ｍＭのＥＤＴＡ）で１
回洗浄し、染色緩衝液（０．６ＭのＮａＣｌ、０．５％ＢＳＡ、５０ｕｇ／ｍｌのラット
ＩｇＧ、２００ｕｇ／ｍｌのｓｓＤＮＡ、５ｍＭのＥＤＴＡ、ｍｌ当たり３ナノモルのブ
ロッキングオリゴヌクレオチドＴＴＴＴｃｃｃｔｃｔｃｃｔｃｔｔｃｃｔｔｔＣｃＴＣｔ
－ｄｄＣを含むリン酸緩衝液、ｐＨ７．４）にて室温で３０分間ブロッキングした。凍結
切片を使用した場合、組織切片を温めたカバースリップで取り、切片を乾燥させずに直ち
にドライアイスに入れた。切片を伴ったカバースリップをドライアイスの温度に予め冷却
したエタノールに３０秒間浸し、４％のホルムアルデヒドを伴ったＳＭＥに２０分間移し
た。その後、固定した切片をＳＭで２回洗浄し、さらに染色緩衝液で３０分間ブロッキン
グした。１００ｕｌの溶液当たり０．２ｕｇの各抗体で使われるコンジュゲートされた抗
体の混合物によって室温にて染色緩衝液中でマウスの脾臓細胞を２～３時間染色した。染
色後、細胞をＳＭ０５（０．６５Ｍの最終濃度までＮａＣｌで補完されたＳＭ）で２回洗
浄し、次いでポリ－Ｌ－リジンを被覆したカバースリップに付着させ、さらに５ｍＭのＢ
Ｓ３架橋剤を含むＰＢＳと２０分間インキュベートすることによってカバースリップ表面
に固定した。メタノール固定／透過処理に続いて、細胞をＳＭ０５で１回洗浄し、カバー
スリップ表面に付着させ、さらに５ｍＭのＢＳ３架橋剤を含むＰＢＳと２０分間インキュ
ベートすることによってカバースリップ表面に固定した。凍結切片が使用された場合、染
色に続いて切片をＳＭ０５によって２回洗浄し、５ｍＭのＢＳ３架橋剤を含むＰＢＳと２
０分間インキュベートすることによって固定した。染色手順及び平面的な形態への変換（
浮遊細胞の場合）に続いて、あらゆる種類の試料に対して類似のＡＢｓｅｑ提供プロトコ
ルを行った。
【０２０５】
　細胞を伴ったカバースリップを緩衝液４（１０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ６．５、１０ｍＭ
のＭｇＣｌ２、１５０ｍＭのＮａＣｌ，０．１％のトリトン×１００）で２回洗浄した。
　染色はポリメラーゼ反応ミックスとの反復インキュベートによって提供された。奇数の
サイクル（１、３、５…）では、細胞をＧ－ミックス（ｍｌ当たり１５０ｎＭのｄＧ、１
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５０ｎＭのｄＵｓｓＣｙ５、１５０ｎＭのｄＣｓｓＣｙ３、２５ｕｌ／ｍｌのＮＥＢエキ
ソ－クレノウを含む緩衝液４）にて２分間インキュベートし、４０５（ＭｇＣｌを含まず
、最終０．６５ＭまでＮａＣｌで補完した緩衝液４）で３回洗浄し、写真撮影し、５０ｍ
ＭのＴＣＥＰを含む緩衝液４０５にて２分間インキュベートし、４０５で２回洗浄し、写
真撮影し、新しく作製した１００ｍＭのヨードアセトアミドを含む緩衝液４０５にて１分
間インキュベートし、緩衝液４で３回洗浄した。偶数のサイクル（２、４、６…）では、
細胞をＡ－ミックス（ｍｌ当たり１５０ｎＭのｄＡＴＰ、１５０ｎＭのｄＵＴＰｓｓＣｙ
５、１５０ｎＭのｄＣＴＰｓｓＣｙ３、２５ｕｌ／ｍｌのＮＥＢエキソ－クレノウを含む
緩衝液４）にて２分間インキュベートし、４０５（ＭｇＣｌを含まず、最終０．６５Ｍま
でＮａＣｌで補完した緩衝液４）で３回洗浄し、写真撮影し、５０ｍＭのＴＣＥＰを含む
緩衝液４０５にて４分間インキュベートし、４０５で２回洗浄し、写真撮影し、新しく作
製した１００ｍＭのヨードアセトアミドを含む緩衝液４０５にて１分間インキュベートし
、緩衝液＃４で３回洗浄した。可逆的に標識された蛍光ヌクレオチド三リン酸はＪｅｎａ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅによって特別に合成された。
【０２０６】
結果
　ＡＢｓｅｑを用いて、２２－抗体パネルを使用してマウスの脾臓及び骨髄における種々
の細胞サブセットについて調査した。単離した脾臓細胞及び骨髄細胞をＮＨＳ－ＰａｃＢ
ｌｕ及びＮＨＳ－Ａｘ－４８８の色素による全細胞染色によってバーコード化し、混合し
、ＤＮＡ二本鎖でタグ付けした２２の抗体のパネルで染色し、スライドガラス上に付着さ
せ、１１のプライマー伸長におけるＡＢｓｅｑ及び画像化の繰り返しによって提供した（
図１７）。明白に、すべてのマーカー発現データを有する疑似着色された画像における２
２の色マーカーの発現データは、多色パレットにおける色の近接性の故に視覚的に解析す
るのは不可能であることが明白に判明した（図１７、右下のパネル）。
【０２０７】
実施例４
スペーサーによる多重パネルの設計
材料及び方法
　抗体のコンジュゲート、細胞の染色、及びレンダリングはセクション４（分散させた脾
臓細胞にて２２の抗原を同時検出すること）と同じ実験手順に従って行った。脾臓細胞の
９つのアリコートを異なるＣＤ４５抗体－ＤＮＡのコンジュゲートで別々に染色した。各
パネルのコンジュゲートは以下の方法で形成された。
パネル１：１４６ｖ２（５’マレイミド－ＡＴＡＧＣＡＧＴＣＣＡＧＣＣＧＡＡＣＧＧＴ
ＡＧＣＡＴＣＴＴＧＣＡＧＡＡ（配列番号１７４）にコンジュゲートされ、かつ
１．ＴＴＴＴＡＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡＣＣＧＴＴＣＧＧ－ジデオキシＣ（配列
番号１５０）
２．ＴＴＴＴＡｔＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡＣＣＧＴＴＣＧＧｚ－ジデオキシＣ（
配列番号１５１）
３．ＴＴＴＴＡＣｔＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡＣＣＧＴＴＣＧＧｚ－ジデオキシＣ
（配列番号１５２）とＤＮＡ二本鎖を形成するＣＤ４５。
パネル２：１４６ｖ２－ｄｄＣ（５’マレイミド－ＡＴＡＧＣＡＧＴＣ　ＣＡＧＣＣＧＡ
ＡＣＧＧＴＡＧＣＡＴＣＴＴＧＣＡＧＡＡ－ジデオキシＣ）（配列番号１５３）にコンジ
ュゲートされ、
４．ＴＴＴＴＡＧＣＧＡＴＴＡＡＧＣＧＴＧＡＡＣＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡＣＣ
ＧＴＴＣＧＧ－ジデオキシＣ（配列番号１５４）
５．ＴＴＴＴＡｔＧＣＧＡＴＴＡＡＧＣＧＴＧＡＡＣＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡＣ
ＣＧＴＴＣＧＧｚ－ジデオキシＣ（配列番号１５５）
６．ＴＴＴＴＡＣｔＧＣＧＡＴＴＡＡＧＣＧＴＧＡＡＣＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡ
ＣＣＧＴＴＣＧＧｚ－ジデオキシＣ（配列番号１５６）とＤＮＡ二本鎖を形成するＣＤ４
５。
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パネル３：１４６ｖ２－ｄｄＣ（５’マレイミド－ＡＴＡＧＣＡＧＴＣＣＡＧＣＣＧＡ　
ＡＣＧＧＴＡＧＣＡＴＣＴＴＧＣＡＧＡＡ－ジデオキシＣ）（配列番号１５７）にコンジ
ュゲートされ、
７．ＴＴＴＴＡＣＧＣＴＡＡＴＴＣＧＣＡＣＴＴＧＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡＣＣ
ＧＴＴＣＧＧ－ジデオキシＣ（配列番号１５８）
８．ＴＴＴＴＡｔＣＧＣＴＡＡＴＴＣＧＣＡＣＴＴＧＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡＣ
ＣＧＴＴＣＧＧｚ－ジデオキシＣ（配列番号１５９）
９．ＴＴＴＴＡＣｔＣＧＣＴＡＡＴＴＣＧＣＡＣＴＴＧＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＴＧＣＴＡ
ＣＣＧＴＴＣＧＧｚ－ジデオキシＣ（配列番号１６０）
とＤＮＡ二本鎖を形成するＣＤ４５。
【０２０８】
　染色後、細胞を洗浄し、緩衝液４（１０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ６．５，１０ｍＭのＭｇ
Ｃｌ２、１５０ｍＭのＮａＣｌ，０．１％のトリトンｘ１００）で２回洗浄して、未結合
の抗体－ＤＮＡコンジュゲートを除去し、次いで細胞のアリコートを一緒に混合し、リジ
ンを被覆したカバースリップに付着させた。抗原の染色はインキュベートの以下の順で提
供された：ｄＧＴＰ＋ｄＵＴＰ－Ｃｙ５→ｄＡＴＰ＋ｄＵＴＰ－Ｃｙ５→ｄＧＴＰ＋ｄＵ
ＴＰ－Ｃｙ５→１ｕＭのスペーサー１（ＧＴＴＣＡＣＧＣＴＴＡＡＴＣＧＣ、配列番号１
６１）を含む緩衝液＃４との２０分間のインキュベート→ｄＧＴＰ＋ｄＵＴＰ－Ｃｙ５→
ｄＡＴＰ＋ｄＵＴＰ－Ｃｙ５→ｄＧＴＰ＋ｄＵＴＰ－Ｃｙ５→１ｕＭのスペーサー２（Ｃ
ＧＣＴＡＡＴＴＣＧＣＡＣＴＴＧ、配列番号１６２）を含む緩衝液＃４との２０分間のイ
ンキュベート→ｄＧＴＰ＋ｄＵＴＰ－Ｃｙ５→ｄＡＴＰ＋ｄＵＴＰ－Ｃｙ５→ｄＧＴＰ＋
ｄＵＴＰ－Ｃｙ５。画像化、５０ｍＭのＴＣＥＰ、ｐＨ７.０による蛍光色素分子の不活
化、及びヨードアセトアミドによるバックグランドのブロッキングはレンダリングの各工
程の後に実施した。
【０２０９】
結果
　ポリメラーゼの誤取り込みエラーのために、ＡＢｓｅｑによるレンダリングのシグナル
強度は、個々のヌクレオチドの順次付加を利用するディープシーケンシングプロトコルの
開発に関する他の研究で認められたようにサイクル数の増加と共に低下すると予想される
。それを回避し、かつ抗体に結合される過度に長いＤＮＡ断片の使用を回避するために、
設計に対する以下の修正について試験した（図１８、パネルＡ）。これらのサブパネルに
おける伸長反応がｄｄＣ、プロピル、または任意の他の３’末端基を持つ上の鎖のオリゴ
ヌクレオチドの終結によって防止されるように、大きな抗体のパネルをサブパネルに分割
することができる。各サブパネルの伸長が終了した後、短い「活性化」スペーサーのイン
サイチュのハイブリッド形成によって次のサブパネルを活性化するが、これはその３’末
端で終結部分を有さないため、プライマー伸長の連続的なサイクルを開始する。この設計
を３つの順次３サイクルのパネル（合計９回の伸長サイクル）で実験的に試験した（図１
８、パネルＢ）。画像の定量は、スペーサーオリゴヌクレオチドを活性化するパネルのス
ライドガラス上でのハイブリッド形成に関連するＡＢｓｅｑレンダリングの効率の有意な
低下が観察されないことを示し、個々のパネル間でシグナルのキャリーオーバーがないこ
とを示した（図１８、パネルＣ）。
【０２１０】
実施例５
多重化された単一分子ＲＮＡの検出
材料及び方法
　ＮＡＬＭ及びＪｕｒｋａｔの細胞株を１００万個／ｍｌの密度に増殖させ、１．６％の
ホルムアルデヒドで１０分間固定し、次いで氷冷メタノールに移した。２００Ｋ細胞のア
リコートをＰＢＳＴＲ（ＰＢＳ、０．１％のＴｗｅｅｎ－２０及び１：１０００のＲｎａ
ｓｉｎ）で洗浄し、ハイブリッド形成緩衝液（１×ＳＳＣ、１０％ホルムアミド、１０％
バナジル－リボヌクレオチド複合体、１０％ポリビニルスルホン酸）に移した。ＤＮＡプ
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ローブ混合物を最終濃度が１００ｎＭになるまで添加し、４０℃で１時間インキュベート
した。細胞を室温にて５分間ＰＢＳＴＲで２回洗浄し、４０℃で２０分間、高塩緩衝液（
４×ＳＳＣのＰＢＳＴＲ）で２回洗浄し、ＰＢＳＴＲでもう一度洗浄し、ライゲーション
溶液（０．１ｕｌのＴ４ＤＮＡリガーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）、５ｕｌの１０×Ｔ４リガーゼ緩衝液（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）、４５ｕｌのＨ２Ｏ）に移した。ライゲーションは３７℃で１時間進行した。
次いで細胞を増幅溶液（１ｕｌのｐｈｉ２９ポリメラーゼ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ）、５ｕｌの１０×ポリメラーゼ緩衝液（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
）、１ｕｌの１０ｍＭのｄＮＴＰミックス、４３ｕｌのＨ２Ｏ）に移し、３０℃で１時間
インキュベートした。細胞をＰＢＳＴＲで洗浄し、３７℃で１０分間１ｍＭの「ＲＣＡ検
出」オリゴヌクレオチドとインキュベートし、配列決定緩衝液（１０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐ
Ｈ７．５，１０ｍＭのＭｇＣｌ２、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のトリトン×１００
、１：５０のクレノウポリメラーゼ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、２００ｍ
ＭのｄＵＴＰ－Ｃｙ５（Ｊｅｎａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ））に移した。細胞を高塩洗
浄緩衝液（１０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ７．５、１０ｍＭのＭｇＣｌ２、６５０ｍＭのＮａ
Ｃｌ，０．１％トリトン×１００）で２回洗浄し、蛍光顕微鏡を用いて撮像した。
【０２１１】
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【表５】

【０２１２】
結果
　スライドガラス上でのプライマー伸長プロトコルを適用して、ＮＡＬＭプロＢ細胞株に
おけるヒトＨＬＡＤＲ ｍＲＮＡの単一分子を検出した。ＪｕｒｋａｔＴ細胞リンパ腫株
を陰性対照として用いてバックグランドを評価した。単一分子ｍＲＮＡの検出を可能にす
るために、近接ライゲーション及びローリングサークル増幅（ＲＣＡ）に基づいて単一増
幅系を設計した。各対の２つのオリゴがＨＬＡＤＲＡｍＲＮＡの直接隣接する２０ｎｔの
ストレッチに相補性であり、かつ上流のオリゴヌクレオチドの３’領域が下流のパドロッ
クオリゴヌクレオチドの環化のスプリント（図１９、Ａ）としてかつローリングサークル
増幅のプライマーとして機能するように、５対のプローブを設計した。複合体の構築の後
、細胞を洗浄し、Ｔ４ＤＮＡリガーゼで処理してパドロックオリゴヌクレオチドを環化し
、ｐｈｉ２９ポリメラーゼ及びｄＮＴＰミックスとインキュベートしてローリングサーク
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ル増幅を実施した（図１９、Ｂ）。増幅産物を「ＲＣＡ検出」オリゴヌクレオチドと共に
インキュベートし（図１９、Ｃ）、次いでクレノウポリメラーゼによる単一塩基伸長によ
って蛍光ｄＵＴＰ－Ｃｙ５を組み込んだ（図１９、Ｄ）。細胞を洗浄し、蛍光顕微鏡によ
って撮像した。ＨＬＡＤＲを発現しているＮＡＬＭ細胞の画像がＲＣＡ産物に相当する細
胞質にて豊富な点状の染色を示し（図１９、Ｅ）、ＨＬＡＤＲに対して陰性であるＪｕｒ
ｋａｔ細胞が非常に少ない点を示し（図１９、Ｆ）、これによってＨＬＡＤＲ ｍＲＮＡ
の近接ライゲーションの基づく検出の特異性が高いことが証明されている。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】 【図５】

【図６】 【図７】
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【図８】 【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】



(58) JP 6910145 B2 2021.7.28

【図１３】 【図１４】

【図１５】 【図１６】



(59) JP 6910145 B2 2021.7.28

【図１７】 【図１８】

【図１９】 【図２０】
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