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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　バーコード化されたナノ構造ではなく、かつ（ａ）約０．１～約５秒間、相補的な蛍光
標識イメージャー鎖に一時的に結合するか、そして／あるいは（ｂ）相補的な蛍光標識イ
メージャー鎖に一時的に結合し、かつ約４～約１０ヌクレオチドの長さを有する、ドッキ
ング鎖に直接的に連結されたタンパク質を含むタンパク質－核酸コンジュゲート。
【請求項２】
　前記タンパク質が、抗体である、請求項１に記載のタンパク質－核酸コンジュゲート。
【請求項３】
　前記相補的な蛍光標識イメージャー鎖が、少なくとも１つのフルオロフォアを含む、請
求項１に記載のタンパク質－核酸コンジュゲート。
【請求項４】
　前記相補的な標識イメージャー鎖が、約８～約１０ヌクレオチドの長さである、請求項
１～３のいずれか１項に記載のタンパク質－核酸コンジュゲート。
【請求項５】
　請求項１に記載の少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートに結合された標的
。
【請求項６】
　前記標的がタンパク質である、請求項５に記載の標的。
【請求項７】
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　複数の、請求項１に記載のタンパク質－核酸コンジュゲート。
【請求項８】
　前記複数が前記タンパク質－核酸コンジュゲートの少なくとも２つのサブセットを含み
、及び各サブセットの前記タンパク質－核酸コンジュゲートが異なる標的に結合する、請
求項７に記載の複数のタンパク質－核酸コンジュゲート。
【請求項９】
　少なくとも１つの前記タンパク質－核酸コンジュゲートが、少なくとも１つの標的に結
合する、請求項７に記載の複数のタンパク質－核酸コンジュゲートを含む組成物。
【請求項１０】
　組成物であって：
　バーコード化されたナノ構造ではないドッキング鎖に直接的に連結されたタンパク質を
含む少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートであって、標的に結合する少なく
とも１つのタンパク質－核酸コンジュゲート；及び
　（ａ）約０．１～約５秒間、前記ドッキング鎖に一時的に結合するか、そして／あるい
は（ｂ）ドッキング鎖に一時的に結合し、かつ約４～約１０ヌクレオチドの長さを有する
、少なくとも１つの相補的な蛍光標識イメージャー鎖
を含む、組成物。
【請求項１１】
　サンプル中の標的を検出する方法であって：
　サンプルを（ａ）バーコード化されたナノ構造ではないドッキング鎖に直接的に連結さ
れたタンパク質を含む少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲート及び（ｂ）前記
少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートの前記ドッキング鎖に相補的であり、
かつ（ｉ）約０．１～約５秒間、前記ドッキング鎖に一時的に結合するか、そして／ある
いは（ｉｉ）前記ドッキング鎖に一時的に結合し、かつ約４～約１０ヌクレオチドの長さ
を有する、少なくとも１つの蛍光標識イメージャー鎖に接触させるステップ；及び
　前記少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートが、前記サンプル中の前記標的
に結合するか否かを決定するステップ
を含む、方法。
【請求項１２】
　サンプルを（ａ）タンパク質－核酸コンジュゲートのうちの少なくとも２つに接触させ
るステップ；及び
　前記タンパク質－核酸コンジュゲートのうちの少なくとも２つが、前記サンプル中の少
なくとも１つの標的に結合するか否かを決定するステップ
を含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　サンプルが連続して（ｂ）の少なくとも２つの標識イメージャー鎖と接触される、請求
項１１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、米国特許法第１１９条（ｅ）の下、それぞれ参照により全開示内容が本明細
書に組み入れられる、２０１４年２月１日出願の米国仮特許出願第６１／９３４，７５９
号、２０１３年９月２９日出願の米国仮特許出願第６１／８８４，１２６号、及び２０１
３年７月３０日出願の米国仮特許出願第６１／８５９，８９１号の優先権を主張するもの
とする。
【０００２】
発明の分野
　本開示は、概して、標的の検出及び定量の分野に関する。
【背景技術】
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【０００３】
発明の背景
　遠視野蛍光顕微鏡法は、従来の回折限界を回避する方法、例えば、超解像顕微鏡法（参
照文献１、２）の出現により、大きく進展した。殆どの実装は、蛍光ＯＮ状態と蛍光ＯＦ
Ｆ状態との間で分子をスイッチングして個々の分子の連続的な局在化を可能にする。スイ
ッチングは、従来、２つの方法の一方で行われる：「標的」スイッチングは、光の回折よ
りも小さい領域に蛍光励起を能動的に閉じ込める一方（例えば、誘導放出抑制顕微鏡法又
はＳＴＥＤ（参照文献３））、「確率的」スイッチングは、光でスイッチング可能なタン
パク質（光活性化局在性顕微鏡法、又はＰＡＬＭ（参照文献４））又は光でスイッチング
可能な有機色素（確率的光学再構成顕微鏡又はＳＴＯＲＭ（参照文献１））。これらの方
法は、改善された空間解像度を提供するが、高価な機器又は非常に専門的な実験条件を必
要とし、従って、依然として一般的な生物学実験技術に至っていない。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本開示は、特に、例えば、細胞環境における目的の標的（例えば、生体分子）を高又は
低空間解像度で画像化するための方法、組成物（例えば、コンジュゲート）、及びキット
を提供する。本開示の方法、組成物、及びキットは、短い標識（例えば、蛍光標識）オリ
ゴヌクレオチド（例えば、ＤＮＡオリゴヌクレオチド）又は「イメージャー」鎖の相補的
な「ドッキング」鎖への反復性の一時的な結合を利用し、この相補的な「ドッキング」鎖
は、一部の実施形態では、介在分子、例えば、抗体、例えば、一次又は二次抗体によって
目的の標的に取り付けられて、蛍光ＯＮ状態と蛍光ＯＦＦ状態との間で確率的スイッチを
形成する（図１Ａ及び図１Ｂ）。非結合状態では、部分的に消光された（参考文献８）イ
メージャー鎖（imager strand）からのバックグラウンド蛍光のみが観察される（図１Ａ
の非結合イメージャー鎖の暗い蛍光によって示される）。これは、「ＯＦＦ」状態と見な
される。イメージャー鎖の結合及び固定時に、蛍光発光が、例えば、全内部反射（ＴＩＲ
）又は薄層斜光照明法（ＨＩＬＯ）（参考文献９）を用いて検出される。これは、「ＯＮ
」状態と見なされる。一般に、本明細書に記載される方法、組成物、及びキットは、イメ
ージングの解像度、従って、検出の感度を高める。一部の態様では、本明細書に記載され
る方法、組成物、及びキットはまた、限定されるものではないが、例えば、天然生体分子
を含む目的の標的を検出するための特異性、及びこの検出に使用できる利用可能なフルオ
ロフォアの数も増大させる。
【０００５】
　短いドッキング鎖を結合パートナー（例えば、一次でも二次でも良い、タンパク質－結
合部分又は核酸－結合部分）、例えば、一次抗体及び二次抗体を含む抗体に連結すること
により、異なる種の標的（例えば、任意選択で細胞環境にある、生体分子）を標識して、
ドッキング鎖に相補的であって一時的なワトソン－クリック相互作用によってこのドッキ
ング鎖に結合する蛍光標識イメージャー鎖を導入することにより後に検出することができ
る。既存の検出方法とは異なり、本開示の方法は、異なる標的（例えば、生体分子）の検
出に利用可能なスペクトルが異なるフルオロフォアの数によって制限されない。むしろ、
本明細書では、核酸（例えば、ＤＮＡ及び／又はＲＮＡ）分子がプログラム可能であるこ
と及び連続的なタイムラプスイメージングを使用して、一部の実施形態では、単一の最適
化フルオロフォアのみを用いて、最大数百もの異なる種の標的の画像を提供する。さらに
、これらの異なる種の標的（例えば、生体分子）は、単一蛍光標識イメージャー鎖のそれ
らの相補的な標的ドッキング鎖への結合の予測可能なキネティクスを用いて定量すること
ができる。
【０００６】
　場合によっては、この方法を使用して、超解像顕微鏡を全く必要とすることなく、超解
像度画像を形成することができる。本明細書に記載される方法、組成物、及びキットは、
超解像イメージングでの使用について説明することができるが、これらは、一部の実施形
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態では、超解像を必要としないイメージングにも使用することができることを理解された
い。従って、一部の実施形態では、本開示の方法、組成物、及びキットは、一般に、イメ
ージングに使用することができる。
【０００７】
　一部の態様では、相補的な標識イメージャー鎖に一時的に結合することができるドッキ
ング鎖に連結されたタンパク質を含むタンパク質－核酸コンジュゲートが本明細書に記載
される。一部の態様では、相補的な標識イメージャー鎖に一時的に結合するドッキング鎖
に連結されたタンパク質を含むタンパク質－核酸コンジュゲートが本明細書に記載される
。イメージャー鎖は、一部の実施形態では、検出可能な標識で標識される。検出可能な標
識は、例えば、蛍光標識又は他の検出可能な標識、例えば、金ナノ粒子であり得る。本明
細書の様々な態様及び実施形態は、蛍光標識イメージャー鎖について言及するが、このよ
うな蛍光標識は、多くの場合、他の検出可能な標識で置き換えることができることを理解
されたい。従って、一部の実施形態では、蛍光標識イメージャー鎖（例えば、蛍光顕微鏡
法で検出することができる）は、例えば、金ナノ粒子（例えば、暗視野顕微鏡法で検出す
ることができる）で標識されたイメージャー鎖で置き換えることができる。また、ドッキ
ング鎖は、複数の相補的な標識鎖に一時的に結合することができる（例えば、ドッキング
鎖は、相補的な標識鎖のための複数の結合部位を備えることができる）ことを理解された
い。
【０００８】
　一部の実施形態では、複数のドッキング鎖とイメージャー鎖の対を用いる方法を行うこ
とができる。このような方法は、複数の標的を検出するために使用することができる（例
えば、ドッキング鎖－イメージャー鎖の各対が１つの標的に対応する）。複数のドッキン
グ鎖－イメージャー鎖の対は、単一の環境又は条件（例えば、温度、塩濃度、鎖の濃度な
どによって定義される）下でハイブリダイズするほぼ等しい確率を共有しなければならな
いため、イメージャー鎖の集団の結合レベル（従って、検出）間に差異が観察されると、
最終使用者は、このような差異が、ドッキング鎖の量、従って、最終的には標的の量の関
数であると結論付けることができる。一部の実施形態では、ドッキング鎖及びイメージャ
ー鎖は、典型的には、それらの結合状態が、約＋／－０．５ｋｃａｌ／ｍｏｌの範囲の熱
安定性を有するように選択される。この範囲の熱安定性では、これらの多重化方法に使用
される少なくとも２００の直交（例えば、異なる）配列を選択することが可能である。
【０００９】
　一部の実施形態では、タンパク質は、抗体、例えば、一次抗体若しくは二次抗体、抗原
結合抗体断片、又はペプチドアプタマーである。
【００１０】
　一部の実施形態では、タンパク質は、介在リンカーによってドッキング鎖に連結される
。一部の実施形態では、介在リンカーは、ビオチン及びストレプトアビジンを含む。
【００１１】
　一部の実施形態では、抗体は、モノクローナル抗体である。
【００１２】
　一部の実施形態では、相補的な蛍光標識イメージャー鎖は、少なくとも１つのフルオロ
フォアを含む。
【００１３】
　一部の実施形態では、任意選択で蛍光標識される、相補的な標識イメージャー鎖は、約
４～約３０ヌクレオチド又は約８～約１０ヌクレオチドの長さである。一部の実施形態で
は、相補的な標識イメージャー鎖は、３０を超えるヌクレオチドの長さである。
【００１４】
　本明細書に記載されるこの態様及び他の態様並びに実施形態では、ドッキング鎖は、複
数のドメインを含み、各ドメインは、標識イメージャー鎖に相補的である。ドメインは、
配列が同一であっても良く（従って、同一のイメージャー鎖に結合する）、又は異なる配
列であっても良い（従って、同一に標識されていないイメージャー鎖に結合することがで
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きる）。このようなドメインは、本明細書では、イメージャー鎖の結合部位とも呼ばれる
こともある。
【００１５】
　一部の実施形態では、ドッキング鎖は、少なくとも２つ又は少なくとも３つのドメイン
を含み、各ドメインはそれぞれ、標識イメージャー鎖に相補的である。
【００１６】
　一部の態様では、少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートに結合する標的が
本明細書に記載される。
【００１７】
　一部の実施形態では、標的はタンパク質である。一部の実施形態では、標的は核酸（例
えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ）である。
【００１８】
　一部の態様では、複数のタンパク質－核酸コンジュゲートが本明細書に記載される。一
部の実施形態では、その複数は、タンパク質－核酸コンジュゲートの少なくとも２つのサ
ブセットを含み、各サブセットのタンパク質－核酸コンジュゲートは、異なる標的に結合
する。
【００１９】
　一部の態様では、複数のタンパク質－核酸コンジュゲートを含む組成物又はキットが本
明細書に記載され、任意選択で、タンパク質－核酸コンジュゲートの少なくとも１つが、
少なくとも１つの標的に結合する。
【００２０】
　一部の態様では、ドッキング鎖に連結されたタンパク質を含む少なくとも１つのタンパ
ク質－核酸コンジュゲートを含む組成物又はキットが本明細書に記載され、任意選択で、
この少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートは、標的、及び任意選択で蛍光標
識される、少なくとも１つの相補的な標識イメージャー鎖に結合し、この相補的な標識イ
メージャー鎖は、少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートに一時的に結合する
（又は一時的に結合することができる）。
【００２１】
　一部の実施形態では、組成物又はキットは、任意選択で蛍光標識される、少なくとも２
つの相補的な標識イメージャー鎖を含み、この少なくとも２つの相補的な標識イメージャ
ー鎖は同一である。一部の実施形態では、組成物又はキットは、少なくとも２つの相補的
な標識イメージャー鎖を含み、この少なくとも２つの相補的な標識イメージャー鎖は異な
る。
【００２２】
　一部の実施形態では、任意選択で蛍光標識される、相補的な標識イメージャー鎖の数は
、タンパク質－核酸コンジュゲートの数よりも少ないか、多いか、又は等しい。
【００２３】
　一部の実施形態では、組成物又はキットは、任意選択で蛍光標識される、少なくとも２
つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、９つ、又は１０の異なる相補的な標識イメージャー
鎖を含む。一部の実施形態では、組成物又はキットは、少なくとも５０又は少なくとも１
００の異なる相補的な蛍光標識イメージャー鎖を含む。
【００２４】
　一部の態様では、（例えば、１つ以上の）ドッキング鎖及び（例えば、１つ以上の）イ
メージャー鎖を含む組成物又はキットが本明細書に記載される。ドッキング鎖は、親和性
標識を含むように改変することができ、これにより、後のこのドッキング鎖の１つ以上の
結合パートナー、例えば、抗体への付着が容易になる。例えば、ドッキング鎖は、ビオチ
ン化しても良く、又はアビジン若しくはストレプトアビジンに取り付けても良い。代わり
に他の親和性標識も使用することができる。イメージャー鎖は、標識、例えば、蛍光標識
することができる。イメージャー鎖は、（例えば、配列及び標識について）複数の同一の
イメージャー鎖であっても良く、又は（例えば、配列及び標識について）複数の異なるイ
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メージャー鎖であっても良い。この組成物又はキットは、標的特異的結合パートナー、例
えば、抗体をさらに含み得る。構成要素は、互いに結合しても良く、又はこのような組成
物及びキット内で互いに物理的に分離されることを含め、結合しなくても良いことを理解
されたい。これら及び他の組成物及びキットは、脱酸素剤を含む１つ以上の緩衝剤をさら
に含み得る。
【００２５】
　一部の態様では、抗体－核酸コンジュゲートを含む組成物又はキットが本明細書に記載
され、この抗体は、抗体に対する特性、典型的には、特定の種に由来する抗体の特定のア
イソタイプ又はＦｃドメインに対する特異性を有する「二次抗体」である（例えば、ヒト
ＩｇＧ１抗体に特異的なマウス抗体）。コンジュゲート中の核酸は、本明細書に記載され
るようにドッキング鎖である。この組成物又はキットは、本明細書に記載されるように、
１つ以上のイメージャー鎖（又はイメージャー鎖の１つ以上のサブセット若しくは集団）
をさらに含み得る。これら及び他の組成物及びキットは、脱酸素剤を含む１つ以上の緩衝
剤をさらに含み得る。
【００２６】
　一部の態様では、本開示は、任意選択で蛍光標識される、相補的な標識イメージャー鎖
に結合されるドッキング鎖に連結されたモノクローナル抗体を含む抗体－ＤＮＡコンジュ
ゲートを提供し、この抗体及びドッキング鎖はそれぞれ、ビオチン化され、アビジン若し
くはストレプトアビジンリンカー又はビオチン－ストレプトアビジンリンカーによって互
いに連結される。
【００２７】
　一部の態様では、任意選択で蛍光標識される、相補的な標識イメージャー鎖に一時的に
結合されるドッキング鎖に連結された核酸アプタマーを含むアプタマー－核酸コンジュゲ
ートが本明細書に記載される。
【００２８】
　一部の態様では、サンプル中の標的を検出する方法が本明細書に記載され、この方法は
、サンプルを（ａ）ドッキング鎖に連結されたタンパク質を含む少なくとも１つのタンパ
ク質－核酸コンジュゲート及び（ｂ）この少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲ
ートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する少なくと
も１つの蛍光標識イメージャー鎖に接触させるステップ、及びこの少なくとも１つのタン
パク質－核酸コンジュゲートが、このサンプル中の標的に結合するか否かを決定するステ
ップを含む。一部の実施形態では、この決定するステップは、少なくとも１つの蛍光標識
イメージャー鎖の、少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートのドッキング鎖へ
の一時的な結合を画像化するステップを含む。
【００２９】
　一部の態様では、サンプル中の標的を検出する方法が本明細書に記載され、この方法は
、サンプルを（ａ）ドッキング鎖に連結されたタンパク質を含む少なくとも１つのタンパ
ク質－核酸コンジュゲート及び（ｂ）この少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲ
ートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する少なくと
も１つの蛍光標識イメージャー鎖に接触させるステップ、及びこの少なくとも１つの蛍光
標識イメージャー鎖の、少なくとも１つのタンパク質－核酸コンジュゲートのドッキング
鎖への一時的な結合を、任意選択でタイムラプスイメージングを用いて画像化するステッ
プを含む。
【００３０】
　一部の実施形態では、タンパク質－核酸コンジュゲートのタンパク質は、抗体、抗原結
合抗体断片、又はペプチドアプタマーである。一部の実施形態では、抗体はモノクローナ
ル抗体である。
【００３１】
　一部の実施形態では、タンパク質－核酸コンジュゲートのタンパク質は、介在リンカー
を介してドッキング鎖に連結される。一部の実施形態では、介在リンカーは、ビオチン及
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び／又はストレプトアビジンを含む。
【００３２】
　一部の実施形態では、相補的な蛍光標識イメージャー鎖は、少なくとも１つのフルオロ
フォアを含む。
【００３３】
　一部の実施形態では、任意選択で蛍光標識される、相補的な標識イメージャー鎖は、約
４～約１０ヌクレオチド又は約８～約１０ヌクレオチドの長さである。
【００３４】
　一部の実施形態では、サンプルは、細胞又は細胞溶解物である。
【００３５】
　一部の実施形態では、標的はタンパク質である。一部の実施形態では、標的は核酸（例
えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ）である。
【００３６】
　一部の実施形態では、標的は、細胞又は細胞溶解物から得られる。
【００３７】
　一部の態様では、サンプル中の少なくとも１つ又は少なくとも２つの標的を検出する方
法が本明細書に記載され、この方法は、サンプルを（ａ）ドッキング鎖に連結されたタン
パク質をそれぞれ含む少なくとも２つのタンパク質－核酸コンジュゲート及び（ｂ）この
少なくとも１つ又は少なくとも２つの異なるタンパク質－核酸コンジュゲートのそれぞれ
のドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する少なくとも２
つの標識された（任意選択で、スペクトルが異なるか、又は蛍光標識されるか、又はスペ
クトルが異なって蛍光標識される）イメージャー鎖に接触させるステップ、及び少なくと
も２つのタンパク質－核酸コンジュゲートが、サンプル中の少なくとも２つの標的に結合
するか否かを決定するステップを含む。一部の実施形態では、決定するステップは、次の
順序で、少なくとも２つの標識イメージャー鎖の１つの、少なくとも２つのタンパク質－
核酸コンジュゲートのドッキング鎖への一時的な結合を画像化して、（例えば、蛍光信号
の）第１の画像を形成するステップ、及び少なくとも２つの標識イメージャー鎖のもう１
つの、少なくとも２つのタンパク質－核酸コンジュゲートのもう１つのドッキング鎖への
一時的な結合を画像化して、少なくとも１つの（例えば、蛍光信号の）別の画像を形成す
るステップを含む。一部の実施形態では、この方法は、第１の画像と少なくとも１つの他
の画像とを組み合わせて信号（例えば、蛍光信号）の合成画像を形成するステップをさら
に含み、この合成画像の信号は、少なくとも２つの標的を表す。
【００３８】
　一部の実施形態では、タンパク質－核酸コンジュゲートのタンパク質は、抗体、抗原結
合抗体断片、又はペプチドアプタマーである。一部の実施形態では、抗体はモノクローナ
ル抗体である。
【００３９】
　一部の実施形態では、タンパク質－核酸コンジュゲートのタンパク質は、介在リンカー
を介してドッキング鎖に連結される。一部の実施形態では、介在リンカーは、ビオチン及
びストレプトアビジンを含む。
【００４０】
　一部の実施形態では、少なくとも２つのスペクトルの異なる蛍光標識イメージャー鎖の
それぞれは、少なくとも１つのフルオロフォアを含む。
【００４１】
　一部の実施形態では、任意選択でスペクトルが異なり蛍光標識される、少なくとも２つ
の標識イメージャー鎖のそれぞれは、約４～約１０ヌクレオチド又は約８～約１０ヌクレ
オチドの長さである。
【００４２】
　一部の実施形態では、サンプルは、細胞又は細胞溶解物である。
【００４３】
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　一部の実施形態では、少なくとも２つの標的はタンパク質である。一部の実施形態では
、少なくとも２つの標的は核酸（例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ）である。
【００４４】
　一部の実施形態では、少なくとも２つの標的は、細胞又は細胞溶解物から得られる。
【００４５】
　一部の態様では、サンプル中の少なくとも１つ又は少なくとも２つのタンパク質標的を
検出する方法が本明細書に記載され、この方法は、（ａ）サンプルを、ドッキング鎖に連
結されたタンパク質をそれぞれ含む少なくとも２つのタンパク質－核酸コンジュゲートに
接触させるステップ及び（ｂ）連続してこのサンプルを、この少なくとも２つのタンパク
質－核酸コンジュゲートのそれぞれのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング
鎖に一時的に結合する少なくとも２つの標識された（例えば、任意選択で、スペクトルが
異なるか、又は蛍光標識されるか、又はスペクトルが異なり蛍光標識される）イメージャ
ー鎖に接触させるステップ、並びに少なくとも１つ又は少なくとも２つのタンパク質－核
酸コンジュゲートが、サンプル中の少なくとも２つの標的に結合するか否かを決定するス
テップを含む。一部の実施形態では、この方法は、次の順序で、サンプルを、第１のタン
パク質－核酸コンジュゲート及び少なくとも１つの他のタンパク質－核酸コンジュゲート
に接触させるステップ、このサンプルを、第１のタンパク質－核酸コンジュゲートのドッ
キング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する、任意選択で蛍光標
識される、第１の標識イメージャー鎖に接触させるステップ、任意選択でタイムラプスイ
メージングを用いて、このサンプルを画像化して第１の画像を得るステップ、第１の標識
イメージャー鎖を除去するステップ、このサンプルを、少なくとも１つの他のタンパク質
－核酸コンジュゲートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に
結合する少なくとも１つの他の標識イメージャー鎖に接触させるステップ、及び任意選択
でタイムラプスイメージングを用いて、このサンプルを画像化して少なくとも１つの他の
画像を得るステップを含む。
【００４６】
　一部の実施形態では、方法は、次の順序で、サンプルを、第１のタンパク質－核酸コン
ジュゲートに接触させるステップ、このサンプルを、第１のタンパク質－核酸コンジュゲ
ートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する、任意選
択で蛍光標識される、第１の標識イメージャー鎖に接触させるステップ、任意選択でタイ
ムラプスイメージングを用いて、このサンプルを画像化して第１の画像を得るステップ、
第１の標識イメージャー鎖を除去するステップ、このサンプルを、少なくとも１つの他の
タンパク質－核酸コンジュゲートに接触させるステップ、このサンプルを、少なくとも１
つの他のタンパク質－核酸コンジュゲートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッ
キング鎖に一時的に結合する、任意選択で蛍光標識される、少なくとも１つの他の標識イ
メージャー鎖に接触させるステップ、及び任意選択でタイムラプスイメージングを用いて
、このサンプルを画像化して少なくとも１つの他の画像を得るステップを含む。
【００４７】
　一部の実施形態では、方法は、第１のタンパク質－ＤＮＡコンジュゲートが第１の標的
に結合するか否か、及び／又は少なくとも１つの他のタンパク質－ＤＮＡコンジュゲート
が少なくとも１つの他の標的に結合するか否かを決定するステップをさらに含む。
【００４８】
　一部の実施形態では、方法は、第１の画像の信号（例えば、蛍光信号）に疑似カラーを
割り当てるステップ、及び少なくとも１つの他の画像の蛍光信号に少なくとも１つの他の
疑似カラーを割り当てるステップをさらに含む。
【００４９】
　一部の実施形態では、方法は、第１の画像と少なくとも１つの他の画像とを組み合わせ
て疑似カラー信号の合成画像を形成するステップをさらに含み、この合成画像の疑似カラ
ー信号は、少なくとも２つの標的を表す。
【００５０】
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　一部の実施形態では、タンパク質－核酸コンジュゲートのタンパク質は、抗体、抗原結
合抗体断片、又はペプチドアプタマーである。一部の実施形態では、抗体はモノクローナ
ル抗体である。
【００５１】
　一部の実施形態では、タンパク質－核酸コンジュゲートのタンパク質は、介在リンカー
を介してドッキング鎖に連結される。一部の実施形態では、介在リンカーは、ビオチン及
び／又はストレプトアビジンを含む。
【００５２】
　一部の実施形態では、蛍光標識イメージャー鎖のそれぞれは、少なくとも１つのフルオ
ロフォアを含む。
【００５３】
　一部の実施形態では、蛍光標識イメージャー鎖のそれぞれは、約４～約３０ヌクレオチ
ド又は約８～約１０ヌクレオチドの長さである。
【００５４】
　一部の実施形態では、サンプルは細胞又は細胞溶解物である。
【００５５】
　一部の実施形態では、標的はタンパク質である。一部の実施形態では、標的は核酸（例
えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ）である。
【００５６】
　一部の実施形態では、標的は、細胞又は細胞溶解物から得られる。
【００５７】
　一部の態様では、任意選択で天然生体分子である標的を検出する方法が本明細書に記載
され、この方法は、任意選択で天然生体分子である少なくとも１つの標的を含むサンプル
を（ａ）任意選択でそれぞれ、ドッキング鎖に連結されたタンパク質又は核酸を含む、少
なくとも１つのＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び（ｂ）この少なくとも１つのＢＰ－ＮＡコ
ンジュゲートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する
、任意選択で蛍光標識される、少なくとも１つの標識イメージャー鎖に接触させるステッ
プ、及びこの少なくとも１つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートが、サンプル中の、任意選択で
天然生体分子である少なくとも１つの標的に結合するか否かを決定するステップを含む。
本明細書に記載されるこの及び他の態様又は実施形態では、この方法は、少なくとも１つ
の標的を含む疑いのあるサンプルを用いて、又はサンプルが標的を含む可能性についての
事前知識の一切ない、最終使用者が少なくとも１つの標的の存在についての分析を望むサ
ンプルを用いて行うことができることを理解されたい。
【００５８】
　一部の実施形態では、決定するステップは、任意選択で蛍光標識される、少なくとも１
つの標識イメージャー鎖の、少なくとも１つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキング鎖
への一時的な結合を画像化するステップを含む。
【００５９】
　一部の実施形態では、サンプルは細胞又は細胞溶解物である。
【００６０】
　一部の実施形態では、任意選択で天然生体分子である少なくとも１つの標的は、細胞又
は細胞溶解物から得られる。
【００６１】
　一部の実施形態では、タンパク質は、抗体、抗原結合抗体断片、又はペプチドアプタマ
ーである。一部の実施形態では、抗体はモノクローナル抗体である。
【００６２】
　一部の実施形態では、タンパク質は、介在リンカーを介してドッキング鎖に連結される
。一部の実施形態では、介在リンカーは、ビオチン及び／又はストレプトアビジンを含む
。
【００６３】
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　一部の実施形態では、核酸は核酸アプタマーである。
【００６４】
　一部の実施形態では、蛍光標識イメージャー鎖は、少なくとも１つのフルオロフォアを
含む。
【００６５】
　一部の実施形態では、任意選択で蛍光標識されるイメージャー鎖は、約４～約３０ヌク
レオチド又は約８～約１０ヌクレオチドの長さである。
【００６６】
　一部の態様では、任意選択で天然生体分子である標的を検出する方法が本明細書に記載
され、この方法は、任意選択で天然生体分子である少なくとも２つの標的を含むサンプル
を（ａ）任意選択でそれぞれ、ＤＮＡドッキング鎖に連結されたタンパク質又は核酸を含
む、少なくとも２つの異なるＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び（ｂ）この少なくとも２つの
ＢＰ－ＮＡコンジュゲートのそれぞれのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキン
グ鎖に一時的に結合する、少なくとも２つの標識（任意選択で、スペクトルが異ならない
か、又は蛍光標識されるか、又はスペクトルが異なって蛍光標識される）イメージャー鎖
に接触させるステップ、及びこの少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートが、サンプ
ル中の少なくとも１つ又は少なくとも２つの天然生体分子に結合するか否かを決定するス
テップを含む。
【００６７】
　一部の実施形態では、方法は、次の順序で、サンプルを、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲ
ート及び少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートに接触させるステップ、このサ
ンプルを、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのド
ッキング鎖に一時的に結合する、任意選択で蛍光標識される、第１の標識イメージャー鎖
に接触させるステップ、任意選択でタイムラプスイメージングを用いて、このサンプルを
画像化して第１の画像を得るステップ、第１の標識イメージャー鎖を除去するステップ、
このサンプルを、少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキング鎖に相補
的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する、任意選択で蛍光標識される、少な
くとも１つの他の標識イメージャー鎖に接触させるステップ、及び任意選択でタイムラプ
スイメージングを用いて、このサンプルを画像化して少なくとも１つの他の画像を得るス
テップを含む。
【００６８】
　一部の実施形態では、方法は、次の順序で、サンプルを、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲ
ートに接触させるステップ、このサンプルを、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキ
ング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する、任意選択で蛍光標識
される、第１の標識イメージャー鎖に接触させるステップ、任意選択でタイムラプスイメ
ージングを用いて、このサンプルを画像化して第１の画像を得るステップ、第１の標識イ
メージャー鎖を除去するステップ、このサンプルを、少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコ
ンジュゲートに接触させるステップ、このサンプルを、少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡ
コンジュゲートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合す
る、任意選択で蛍光標識される、少なくとも１つの他の標識イメージャー鎖に接触させる
ステップ、及び任意選択でタイムラプスイメージングを用いて、このサンプルを画像化し
て少なくとも１つの他の画像を得るステップを含む。
【００６９】
　一部の実施形態では、方法は、第１のタンパク質ＤＮＡコンジュゲートが、任意選択で
天然性多分子である第１の標的に結合するか否か、及び／又は少なくとも１つの他のタン
パク質－ＤＮＡコンジュゲートが、任意選択で天然生体分子である少なくとも１つの他の
標的に結合するか否かを決定するステップをさらに含む。
【００７０】
　一部の実施形態では、方法は、第１の画像の信号（例えば、蛍光信号）に疑似カラーを
割り当てるステップ、及び少なくとも１つの他の画像の信号（例えば、蛍光信号）に少な
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くとも１つの他の疑似カラーを割り当てるステップをさらに含む。
【００７１】
　一部の実施形態では、方法は、第１の画像と少なくとも１つの他の画像とを組み合わせ
て疑似カラー信号の合成画像を形成するステップをさらに含み、この合成画像の疑似カラ
ー信号が、少なくとも１つ又は少なくとも２つの標的（例えば天然生体分子）を表す。
【００７２】
　一部の態様では、試験サンプル中の標的の数を決定する方法が本明細書に記載され、こ
の方法は、任意選択で蛍光標識される、標識イメージャー鎖に直接又は間接的に一時的に
結合する標的を含むサンプルを得るステップ、このサンプルの、任意選択でタイムラプス
回折限界蛍光画像であるタイムラプス画像を得るステップ、回折限界画像に対してスポッ
ト検出（例えば、蛍光スポット検出）及び局在化（例えば、ガウスフィッティングの使用
による）を行ってサンプルの高解像度画像を得るステップ、任意選択で既知の数の標的を
含む対照サンプルを用いて、ｋｏｎ・ｃｉｍａｇｅｒを較正するステップであって、ｋｏ

ｎが二次会合定数であり、かつｃｉｍａｇｅｒが試験サンプル中の標識（例えば、蛍光標
識）イメージャー鎖の濃度である、ステップ、任意選択で蛍光ＯＦＦ時間分布を累積分布
関数にフィッティングすることによって、変数τｄを決定するステップ、及び式、試験標
的の数＝（ｋｏｎ・ｃｉｍａｇｅｒ・τｄ）－１に基づいて、サンプル中の試験標的の数
を決定するステップを含む。
【００７３】
　一部の態様では、試験サンプル中の標的の相対量を決定する方法が本明細書に記載され
、この方法は、標識イメージャー鎖に直接又は間接的に一時的に結合する標的を含むサン
プルを得るステップ、このサンプルのタイムラプス画像を得るステップ、画像に対してス
ポット検出及び局在化を行ってこのサンプルの高解像度画像を得るステップ、変数τｄを
決定するステップ、及びτｄに基づいて、サンプル中の２つ以上の試験標的の相対量を決
定するステップを含む。
【００７４】
　一部の実施形態では、試験標的はタンパク質標的である。
【００７５】
　一部の実施形態では、タンパク質標的は、ドッキング鎖に連結されたタンパク質を含む
タンパク質－核酸コンジュゲートに結合し、及び標識（例えば、蛍光標識）イメージャー
鎖は、このタンパク質－核酸コンジュゲートのそれぞれのドッキング鎖に相補的であり、
かつこのドッキング鎖に一時的に結合する。
【００７６】
　一部の実施形態では、タンパク質－核酸コンジュゲートのタンパク質は、抗体、抗原結
合抗体断片、又はペプチドアプタマーである。
【００７７】
　一部の実施形態では、試験標的は一本鎖核酸である。
【００７８】
　一部の実施形態では、一本鎖核酸は、ＤＮＡ又はＲＮＡである。
【００７９】
　一部の実施形態では、蛍光標識イメージャー鎖のそれぞれは、少なくとも１つのフルオ
ロフォアを含む。
【００８０】
　一部の実施形態では、任意選択で蛍光標識される、標識イメージャー鎖のそれぞれは、
約４～約３０ヌクレオチド又は約８～約１０ヌクレオチドの長さである。
【００８１】
　一部の実施形態では、タイムラプス蛍光画像は、約２５分の期間に亘って得られる。
【００８２】
　一部の実施形態では、試験標的の数は、９０％を超える精度で決定される。
【００８３】
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　一部の態様では、一本鎖ＤＮＡプローブが本明細書に記載され、この一本鎖ＤＮＡプロ
ーブは、少なくとも１つ、少なくとも２つ、又は少なくとも３つのサブドメインのドッキ
ングドメインに、任意選択でその３’末端に連結される約２０ヌクレオチドの長さの標的
結合ドメインを含み、この少なくとも１つ、少なくとも２つ、又は少なくとも３つのサブ
ドメインがそれぞれ、約４～約３０又は約８～１０ヌクレオチドの長さの少なくとも１つ
、少なくとも２つ、又は少なくとも３つの、任意選択で蛍光標識される、標識イメージャ
ー鎖に相補的であり、この標的結合ドメインは、一本鎖ｍＲＮＡ標的鎖の相補的なドメイ
ンに結合する。
【００８４】
　一部の実施形態では、少なくとも１つ、少なくとも２つ、又は少なくとも３つのサブド
メインの少なくとも１つが、少なくとも１つの、任意選択で蛍光標識される、標識イメー
ジャー鎖に一時的に結合する。
【００８５】
　一部の態様では、複数の画像のドリフト補正を行う方法が本明細書に記載され、複数の
画像のそれぞれが、時系列の画像のフレームを含み、この時系列の画像が、複数の一時的
な事象を捉え、この方法は、複数の画像で特定された複数のドリフトマーカーのそれぞれ
の時間トレースを決定するステップであって、各ドリフトマーカーの時間トレースが、時
系列の画像に対する画像における物体の動きに一致する、ステップ、少なくとも１つのコ
ンピュータプロセッサを用いて、複数のドリフトマーカーの時間トレースに少なくとも部
分的に基づいて、複数のドリフトマーカーの少なくとも１つの第１のドリフト補正を決定
するステップ、複数の画像から特定された複数のドリフト鋳型の複数の幾何学的にアドレ
ス可能なマーカー部位のそれぞれの時間トレースを決定するステップであって、複数のド
リフト鋳型における各ドリフト鋳型が、ドリフト鋳型における一時的な事象の複数の幾何
学的にアドレス可能なマーカー部位間の幾何学的な関係を示す、ステップ、複数のドリフ
ト鋳型の複数の幾何学的にアドレス可能なマーカー部位の時間トレースに少なくとも部分
的に基づいて第２のドリフト補正を決定するステップ、第１のドリフト補正及び第２のド
リフト補正に少なくとも部分的に基づいて複数の画像を補正するステップ、及び補正され
た複数の画像に基づいて最終画像を出力するステップを含む。
【００８６】
　一部の実施形態では、方法は、複数の画像のそれぞれにおける複数の局在化を特定する
ステップ、この複数の局在化の２次元ヒストグラムを作成するステップ、及びこの２次元
ヒストグラムに少なくとも部分的に基づいて複数のドリフトマーカーの位置を特定するス
テップをさらに含み、複数のドリフトマーカーのそれぞれの時間トレースを決定するステ
ップが、複数のドリフトマーカーの位置に少なくとも部分的に基づいて時間トレースを決
定するステップを含む。
【００８７】
　一部の実施形態では、複数の局在化を特定するステップは、複数の画像のそれぞれに対
して複数のスポットを特定するステップ、及び局所ガウスフィッティングアルゴリズムを
用いて、複数のスポットのそれぞれの近似中心位置（fitted center position）を決定す
るステップを含み、複数の局在化のそれぞれが、画像で特定されたスポット及びその関連
する近似中心位置を含む。
【００８８】
　一部の実施形態では、複数の局在化のそれぞれが、局在化に一致する検出された光子カ
ウントをさらに含む。
【００８９】
　一部の実施形態では、複数の局在化の２次元ヒストグラムを作成するステップが、全て
の局在化を２次元格子にビニングするステップ、及び各ビンにおける局在化の総数をヒス
トグラムカウントとして使用するステップを含む。
【００９０】
　一部の実施形態では、複数の局在化の２次元ヒストグラムを作成するステップが、全て
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の局在化を２次元格子にビニングするステップ、及び各ビンにおける複数の局在化の光子
カウントの総数をヒストグラムカウントとして使用するステップを含む。
【００９１】
　一部の実施形態では、２次元ヒストグラムに少なくとも部分的に基づいて複数のドリフ
トマーカーの位置を特定するステップは：１つ以上の選択基準を用いて２次元ヒストグラ
ムを２値化するステップであって、１つ以上の選択基準が、ヒストグラム値の下限閾値又
はヒストグラム値の上限閾値を含む、ステップ；２値化画像を区分に分割し、かつこの区
分を１つ以上の選択基準に基づいてフィルタリングするステップであって、１つ以上の選
択基準が、区画領域のうちの領域の下限閾値、この領域の上限閾値、最も長い区画の最も
長い又は最も短い線寸法の下限又は上限、及び区画の偏心の下限又は上限の１つ以上を含
む、ステップ；及び１つ以上の２値画像操作を用いて２値化画像を膨張及び収縮させるス
テップであって、１つ以上の２値画像操作が、膨張、退縮、ブリッジ（bridge）、接続（
close）、切断（open）、塗りつぶし（fill）、除去（clean）、トップハット（top-hat
）、ボトムハット（bottom-hat）、太線化（thicken）、及び細線化（thin）などの１つ
以上を含む、ステップの少なくとも１つを含む。
【００９２】
　一部の実施形態では、複数のドリフトマーカーの時間トレースに少なくとも部分的に基
づいて第１のドリフト補正を決定するステップは：複数のドリフトマーカーのそれぞれの
相対時間トレースを決定するステップであって、この相対時間トレースが、ドリフトマー
カーの時間トレースと同じトレースの平均位置とを比較することによって決定される、ス
テップ；及び複数のドリフトマーカーのそれぞれの相対時間トレースに基づいて組み合わ
せ時間トレースを決定するステップを含み、複数のドリフトマーカーの時間トレースに少
なくとも部分的に基づいて第１のドリフト補正を決定するステップは、複数のドリフトマ
ーカーのそれぞれの相対時間トレースに少なくとも部分的に基づいて第１のドリフト補正
を決定するステップを含む。
【００９３】
　一部の実施形態では、複数のドリフトマーカーのそれぞれの相対時間トレースに少なく
とも部分的に基づいて第１のドリフト補正を決定するステップは、複数のドリフトマーカ
ーのそれぞれの相対時間トレースの重み付き平均を行うステップを含む。
【００９４】
　一部の実施形態では、重み付き平均を行うステップは：相対時間トレースのそれぞれの
品質スコアを決定するステップであって、この品質スコアが、時間トレースに関連した時
間による変動の指標及び／又は時間トレース内の個々の局在化の局在化不確実性の指標に
少なくとも部分的に基づいて決定される、ステップを含む。
【００９５】
　一部の実施形態では、時間による変動の指標は、時間による時間トレースの標準偏差を
含む。
【００９６】
　一部の実施形態では、個々の局在化の局在化不確実性の指標は、ガウスフィッティング
による不確実性の推定値又は他の同時局在化との比較を少なくとも部分的に含み、他の同
時局在化は、同じ画像内から、及び複数のドリフトマーカーからの他の時間トレースから
であり、この比較は、全ての同時局在化の平均及び標準偏差を含む。
【００９７】
　一部の実施形態では、この方法は、複数のドリフトマーカーの第１のドリフトマーカー
が、時系列の画像の少なくとも１つのフレームに存在しないことを決定するステップ、及
び少なくとも１つのフレームの第１のドリフトマーカーの時間トレースを線形内挿して、
第１のドリフトマーカーの平滑化時間トレースを作成するステップをさらに含む。
【００９８】
　一部の実施形態では、複数の画像から特定された複数のドリフト鋳型の複数の幾何学的
にアドレス可能なマーカー部位のそれぞれの時間トレースを決定するステップは：複数の
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画像のそれぞれにおける複数の局在化を特定するステップ；複数の局在化の２次元ヒスト
グラムを作成するステップ；及び２次元ヒストグラムに少なくとも部分的に基づいて複数
のドリフト鋳型を特定するステップを含み、複数のドリフト鋳型を特定するステップは、
ヒストグラムカウントの下限閾値及び／又は上限閾値を用いて２次元ヒストグラムを評価
するステップを含む。
【００９９】
　一部の実施形態では、複数の画像から特定された複数のドリフト鋳型の複数の幾何学的
にアドレス可能なマーカー部位のそれぞれの時間トレースを決定するステップは、複数の
ドリフト鋳型のそれぞれの中の複数の幾何学的にアドレス可能なマーカー部位のそれぞれ
の時間トレースを決定するステップを含み、第２のドリフト補正を決定するステップは、
複数のドリフト鋳型のそれぞれの中の複数のマーカー部位のそれぞれの時間トレースに少
なくとも部分的に基づいて第２のドリフト補正を決定するステップを含む。
【０１００】
　一部の実施形態では、複数のドリフト鋳型のそれぞれの複数の幾何学的にアドレス可能
なマーカー部位のそれぞれの時間トレースに少なくとも部分的に基づいて第２のドリフト
補正を決定するステップは：複数のドリフト鋳型のそれぞれの中の複数の幾何学的にアド
レス可能なマーカー部位を特定するステップ；及び複数のドリフト鋳型のそれぞれの複数
の幾何学的にアドレス可能なドリフトマーカーのそれぞれの相対時間トレースを決定する
ステップを含み；複数のドリフト鋳型の時間トレースに少なくとも部分的に基づいて第２
のドリフト補正を決定するステップは、複数のドリフト鋳型のそれぞれの中の複数のドリ
フトマーカーのそれぞれの相対時間トレースに少なくとも部分的に基づいて第２のドリフ
ト補正を決定するステップを含む。
【０１０１】
　一部の実施形態では、複数のドリフト鋳型のそれぞれの複数の幾何学的にアドレス可能
なマーカー部位を特定するステップは、対応するドリフト鋳型における複数の局在化の２
次元ヒストグラム及び／又は１つ以上の選択基準に少なくとも部分的に基づいて複数のマ
ーカー部位を決定するステップを含み、１つ以上の選択基準は、局在化の総数、局在化の
表面密度、及び局在化の標準偏差の１つ以上を含む。
【０１０２】
　一部の実施形態では、複数のドリフト鋳型のそれぞれの中の複数のドリフトマーカーの
それぞれの相対時間トレースに少なくとも部分的に基づいて第２のドリフト補正を決定す
るステップは、ドリフト鋳型のそれぞれの中の複数のドリフトマーカーのそれぞれの相対
時間トレースの重み付き平均を行うステップを含む。
【０１０３】
　一部の実施形態では、重み付き平均を行うステップは：相対時間トレースのそれぞれの
品質スコアを決定するステップであって、この品質スコアは、時間トレースに関連した時
間による変数の指標及び／又は時間トレース内の局在化不確実性の指標に少なくとも部分
的に基づいて決定される、ステップを含む。
【０１０４】
　一部の実施形態では、時間による変動の指標は、時間による時間トレースの標準偏差を
含む。
【０１０５】
　一部の実施形態では、個々の局在化の局在化不確実性の指標は、ガウスフィッティング
による不確実性の推定値又は他の同時局在化との比較を含み、他の同時局在化は、同じ画
像内から、及び複数のドリフト鋳型の複数のマーカー部位の他の時間トレースからであり
、この比較は、全ての同時局在化の平均及び標準偏差を含む。
【０１０６】
　一部の実施形態では、第１のドリフト補正及び第２のドリフト補正に少なくとも部分的
に基づいて複数の画像を補正するステップは、第１のドリフト補正を用いて複数の画像を
補正して、第１の補正された複数の画像を得るステップを含み、複数の画像から特定され
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た複数のドリフト鋳型のそれぞれの時間トレースを決定するステップは、第１の補正され
た複数の画像から特定された複数のドリフト鋳型のそれぞれの時間トレースを決定するス
テップを含む。
【０１０７】
　一部の実施形態では、方法は、第１のドリフト補正を用いて、複数の画像を補正するス
テップの前に第１のドリフト補正を平滑化するステップをさらに含む。
【０１０８】
　一部の実施形態では、第１のドリフト補正を平滑化するステップは、第１のドリフト補
正の特徴的なドリフト時間スケールによって決定されるウィンドウを用いる局所回帰法を
使用して、第１のドリフト補正を処理するステップを含む。
【０１０９】
　一部の実施形態では、方法は、第２のドリフト補正を用いて、複数の画像を補正するス
テップの前に第２のドリフト補正を平滑化するステップをさらに含む。
【０１１０】
　一部の実施形態では、第２のドリフト補正を平滑化するステップは、第２のドリフト補
正の特徴的なドリフト時間スケールによって決定されるウィンドウを用いる局所回帰法を
使用して、第２のドリフト補正を処理するステップを含む。
【０１１１】
　一部の実施形態では、方法は、複数のドリフトマーカーの単一ドリフトマーカーを選択
するステップ；及び選択された単一ドリフトマーカーに少なくとも部分的に基づいて第３
のドリフト補正を決定するステップをさらに含み、複数の画像を補正するステップは、第
３のドリフト補正に少なくとも部分的に基づいて複数の画像を補正するステップを含む。
【０１１２】
　一部の実施形態では、第３のドリフト補正に少なくとも部分的に基づいて複数の画像を
補正するステップは、第１のドリフト補正及び第２のドリフト補正に少なくとも部分的に
基づいて複数の画像を補正するステップの前に行われる。
【０１１３】
　一部の実施形態では、方法は、複数のフレームの第１の画像における第１の複数の点の
位置を特定するステップ；複数の画像の第２の画像における第２の複数の点の位置を特定
するステップであって、第２の画像が、時系列の画像における第１の画像の隣接フレーム
に一致する、ステップ；及び第１の複数の点の位置と第２の複数の点の位置との間の差異
に少なくとも部分的に基づいて第４のドリフト補正を決定するステップをさらに含み；複
数の画像を補正するステップは、第４のドリフト補正に少なくとも部分的に基づいて複数
の画像を補正するステップを含む。
【０１１４】
　一部の実施形態では、第２の画像が、時系列の画像における第１の画像に一致するフレ
ームの直後のフレームに一致する。
【０１１５】
　一部の実施形態では、第１の複数の点の位置と第２の複数の点の位置との間の差異に少
なくとも部分的に基づいて第４のドリフト補正を決定するステップは：第１の複数の点の
位置と第２の複数の点の位置との間の距離のヒストグラムを作成するステップ；ヒストグ
ラムに少なくとも部分的に基づいて、同じ一時的な事象に一致する第１の画像と第２の画
像との間の点の対を決定するステップ；及び決定された点の対のそれぞれの間の位置のオ
フセットを決定するステップを含み、第４のドリフト補正を決定するステップは、決定さ
れた点の対のそれぞれの位置のオフセットのベクトル平均に基づいている。
【０１１６】
　一部の実施形態では、複数の画像は、ＤＮＡベースの画像に一致し、複数の一時的な事
象は、イメージング鎖とＤＮＡドッキング鎖との間の結合事象である。
【０１１７】
　一部の実施形態では、イメージング鎖は、ＤＮＡドッキング鎖に会合すると蛍光を発す
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るように構成された蛍光イメージングプローブである。
【０１１８】
　一部の実施形態では、ドリフトマーカーの少なくとも１つは、ＤＮＡベースのナノ構造
である。
【０１１９】
　一部の実施形態では、ＤＮＡベースのナノ構造は、ドッキング鎖を備えるＤＮＡ折り紙
ナノ構造である。
【０１２０】
　一部の実施形態では、ドリフト鋳型の少なくとも１つは、ＤＮＡベースのナノ構造であ
る。
【０１２１】
　一部の実施形態では、ＤＮＡベースのナノ構造は、ドッキング鎖を備えるＤＮＡ折り紙
ナノ構造である。
【０１２２】
　一部の実施形態では、ドリフト鋳型の少なくとも１つは、３次元ドリフト鋳型である。
【０１２３】
　一部の実施形態では、３次元ドリフト鋳型は４面体である。
【０１２４】
　一部の実施形態では、ドリフト鋳型の少なくとも１つは、異なるタイプの一時的な事象
に一致する複数の色を含む。
【０１２５】
　一部の実施形態では、異なるタイプの一時的な事象は、第１のイメージング鎖の第１の
タイプのＤＮＡドッキング鎖への第１の結合事象、及び第２のイメージング鎖の第２のタ
イプのＤＮＡドッキング鎖への第２の結合事象を含む。
【０１２６】
　一部の実施形態では、最終画像を出力するステップは、最終画像をディスプレイに表示
するステップを含む。
【０１２７】
　一部の実施形態では、最終画像を出力するステップは、最終画像を少なくとも１つのネ
ットワークを介してコンピュータに送信するステップを含む。
【０１２８】
　一部の実施形態では、最終画像を出力するステップは、最終画像を少なくとも１つの記
憶装置に保存するステップを含む。
【０１２９】
　一部の態様では、少なくとも１つのコンピュータプロセッサによって実行されると、複
数の画像のドリフト補正を行う方法を実施する、複数の命令で符号化された非一時的なコ
ンピュータ可読媒体が本明細書に記載され、複数の画像のそれぞれは、時系列の画像のフ
レームを含み、この時系列の画像は、複数の一時的な事象を捉え、この方法は：複数の画
像で特定された複数のドリフトマーカーのそれぞれの時間トレースを決定するステップで
あって、各ドリフトマーカーの時間トレースが、時系列の画像に対する画像における物体
の動きに一致する、ステップ；複数のドリフトマーカーの時間トレースに少なくとも部分
的に基づいて複数のドリフトマーカーの少なくとも１つの第１のドリフト補正を決定する
ステップ；複数の画像から特定された複数のドリフト鋳型の複数の幾何学的にアドレス可
能なマーカー部位のそれぞれの時間トレースを決定するステップであって、複数のドリフ
ト鋳型における各ドリフト鋳型が、ドリフト鋳型における一時的な事象の複数の幾何学的
にアドレス可能なマーカー部位間の幾何学的関係を示す、ステップ；複数のドリフト鋳型
の複数の幾何学的にアドレス可能なマーカー部位の時間トレースに少なくとも部分的に基
づいて第２のドリフト補正を決定するステップ；第１のドリフト補正及び第２のドリフト
補正に少なくとも部分的に基づいて複数の画像を補正するステップ；及び補正された複数
の画像に基づいて最終画像を出力するステップを含む。
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【０１３０】
　一部の態様では、コンピュータが本明細書に記載され、このコンピュータは：複数の画
像を受け取るように構成された入力インターフェイスであって、複数の画像のそれぞれが
、時系列の画像のフレームを含み、この時系列の画像が、複数の一時的な事象を捉える、
入力インターフェイス；少なくとも１つのプロセッサであって：複数の画像で特定された
複数のドリフトマーカーのそれぞれの時間トレースを決定するステップであって、各ドリ
フトマーカーの時間トレースが、時系列の画像に対する画像における物体の動きに一致す
る、ステップ；複数のドリフトマーカーの時間トレースに少なくとも部分的に基づいて複
数のドリフトマーカーの少なくとも１つの第１のドリフト補正を決定するステップ；複数
の画像から特定された複数のドリフト鋳型の複数の幾何学的にアドレス可能なマーカー部
位のそれぞれの時間トレースを決定するステップであって、複数のドリフト鋳型における
各ドリフト鋳型が、ドリフト鋳型における一時的な事象の複数の幾何学的にアドレス可能
なマーカー部位間の幾何学的関係を示す、ステップ；複数のドリフト鋳型の複数の幾何学
的にアドレス可能なマーカー部位の時間トレースに少なくとも部分的に基づいて第２のド
リフト補正を決定するステップ；第１のドリフト補正及び第２のドリフト補正に少なくと
も部分的に基づいて複数の画像を補正するステップ；及び補正された複数の画像に基づい
て最終画像を決定するステップを行うようにプログラムされている、少なくとも１つのプ
ロセッサ；並びに最終画像を出力するように構成された出力インターフェイスを含む。
【図面の簡単な説明】
【０１３１】
【図１Ａ】図１Ａは、約１６ナノメートル（ｎｍ）離隔した（濃い灰色で示されている）
一対の相反する面にある、一本鎖ＤＮＡドッキング鎖で「標識された」微小管様ＤＮＡ折
り紙ポリマーを示している。相補的な蛍光標識イメージャー鎖が、溶液からドッキング鎖
に一時的に結合する。（底部の２つの中心にある螺旋に存在する）ビオチン化ＤＮＡ鎖を
使用して、蛍光イメージングのために微小管様ＤＮＡ構造をガラス表面に結合させる。
【図１Ｂ】図１Ｂは、蛍光標識イメージャー鎖のドッキング鎖への一時的な結合が蛍光「
明滅」（蛍光強度対時間トレース）を生じさせることを実証するグラフを示している。こ
の明滅を使用して、連続的に点を回折限界よりも低く局在化させる。
【図１Ｃ】図１Ｃは、１６±１ｎｍ（平均±標準偏差）［スケールバー：４０ｎｍ］の測
定幅を有するＤＮＡ折り紙ポリマーの透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）画像を示している。
【図１Ｄ】図１Ｄは、Ｃｙ３ｂ標識イメージャー鎖を用いて得られた超解像蛍光画像（１
５，０００フレーム、５Ｈｚのフレームレート）を示している。２つの異なる線が見える
［スケールバー：４０ｎｍ］。図１Ｅは、図１Ｄの強調された領域＜ｉ＞及び＜ｉｉ＞の
断面ヒストグラム（矢印はヒストグラムの方向を示す）を示し、このヒストグラムは、約
１６ｎｍの設計距離は、明確に解像されている（各分布の半値全幅（ＦＷＨＭ）は、約９
ｎｍであると観察される）。
【図２】図２は、タンパク質（例えば、タンパク質標的）が本開示の抗体－ＤＮＡコンジ
ュゲートで標識され、相補的な蛍光標識イメージャー鎖である、本開示の生体分子標識ス
キームの一例を示している。抗体は、ビオチン及びストレプトアビジンを含むリンカー（
例えば、ビオチン－ストレプトアビジン―ビオチンリンカー）によってドッキング鎖に連
結される。
【図３Ａ】図３Ａは、抗体－ＤＮＡコンジュゲート及びＡｔｔｏ６５５標識イメージャー
鎖を用いた固定ＨｅＬａ細胞内の微小管網の超解像度画像（１０，０００フレーム、１０
Ｈｚのフレームレート）［スケールバー：５μｍ］を示している。
【図３Ｂ】図３Ｂは、図３Ａの強調された領域の高倍率画像を示している［スケールバー
：１μｍ］。
【図３Ｃ】図３Ｃは、図３Ｂの同じ領域の回折限界表現を示している。矢印は、画像の解
像度の増加がはっきりと見える位置を強調している。図３Ｂにおける位置＜ｉ＞での約４
６ｎｍの見かけ上の幅を有する隣接する微小管が、約７９ｎｍ分離されている［スケール
バー：１μｍ］。
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【図３Ｄ】図３Ｄは、抗体－ＤＮＡコンジュゲート、微小管（線状構造）用のＣｙ３ｂ標
識イメージャー鎖、及びミトコンドリア（パッチ状構造）用のＡｔｔｏ６５５標識イメー
ジャー鎖を用いて得られた固定ＨｅＬａ細胞内の微小管及びミトコンドリアの二色超解像
度画像（１５，０００フレーム、１０Ｈｚのフレームレート）を示している［スケールバ
ー：５μｍ］。
【図３Ｅ】図３Ｅは、図３Ｄの強調された領域の高倍率画像を示している［スケールバー
：１μｍ］。
【図３Ｆ】図３Ｆは、図３Ｅに示されている同じ領域の回折限界画像を示している［スケ
ールバー：１μｍ］。
【図４Ａ】図４Ａは、（例えば、それぞれ同じ色のフルオロフォアで標識された）スペク
トルが異ならないイメージャー鎖を用いて本開示の一実施形態を示している。ステップ［
１］で、３つの異なる種のドッキング鎖（ａ、ｂ、ｃ）を表面に標識化する。このような
標識化は、ドッキング鎖のみ、若しくはタンパク質－結合（例えば、抗体）に連結された
ドッキング鎖、又は目的の表面／生体分子に結合する核酸－結合分子を用いて行うことが
できる。ステップ［２］で、イメージャー鎖ａ＊の複数のコピーを導入し（ａ＊はａに相
補的な配列を有する）、ドッキング鎖ａで標識された点が画像化される。ステップ［３］
で、イメージャー鎖ａ＊のコピーが洗い流され、イメージャー鎖ｂ＊が導入されてｂ標識
された点が画像化される。画像が得られ、イメージャー鎖ｂ＊が洗い流される。ステップ
［４］で、ｃ標識された点が、同じ要領で画像化される。ステップ［５］で、［２～４］
からの画像に、疑似カラーが割り当てられ、組み合わせられて最終画像が形成される。画
像の最終レンダリングに疑似カラーを使用することができるが、全てのイメージャー鎖は
、実際は同じ色の色素（例えば、フルオロフォア）で標識される。
【図４Ｂ１】図４Ｂ（１）～図４Ｂ（３）は、画像の密度を低下させると同時に、達成可
能な解像を最大
【数１】

増加させることを示している。ここで、再構築された局在化のＦＷＨＭとして既に定義さ
れた解像度は、スパース点を用いる局在顕微鏡法と同様に局在化の標準偏差として理解す
ることができる。図４Ｂ（１）は、１０ｎｍの間隔の線形ジオメトリにある７つの点を示
している（上部）。約１４ｎｍの解像度の超解像度データをシミュレーションした（中心
）。これらの点は、解像することができない。断面ヒストグラムデータは、幅広いピーク
を示している（底部）。
【図４Ｂ２】図４Ｂ（２）及び図４Ｂ（３）は、１つおきの画像化が個々のスポットの局
在化を可能にすることを示している。次いで、これらの局在化を組み合わせて、全パター
ンの最終画像を形成することができる。
【図４Ｂ３】図４Ｂ（２）及び図４Ｂ（３）は、１つおきの画像化が個々のスポットの局
在化を可能にすることを示している。次いで、これらの局在化を組み合わせて、全パター
ンの最終画像を形成することができる。
【図４Ｃ】図４Ｃは、１０ｎｍの間隔でドッキング鎖を表示するＤＮＡ折り紙構造の画像
を示している。
【図５Ａ】図５Ａは、数字の０～３（０、１、２、及び３）に類似した異なる種類のドッ
キング鎖を指定位置に備えたＤＮＡ折り紙構造を用いた本開示の一実施形態を示している
。各回で、それぞれのイメージャー鎖配列が、イメージングチャンバに加えられ、画像の
取得が行われ、イメージャー鎖が洗い流される。各イメージングの回では、設計の数字が
画像化され、異なる回の間にクロストークのない非常に配列特異的な相互作用を示してい
る［スケールバー：５０ｎｍ］。全てのイメージャー鎖が、同じ色の色素で標識されるが
、各構造（例えば、０～３（０、１、２、及び３））は、異なる色（例えば、紫色、黄色
、青色、又は赤色；カラーレンダリングは不図示）でレンダリングされることに留意され
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たい。
【図５Ｂ１】図５Ｂ（ｉ）～図５Ｂ（ｖ）は、数字の０～９（０、１、２、３、４、５、
６、７、８、及び９）に類似した異なる種のドッキング鎖を指定位置に備えたＤＮＡ折り
紙構造を用いた本開示の別の実施形態を示している。図５Ｂ（ｉ）は、同じフルオロフォ
アで標識されたイメージャー鎖を用いた複数の標的の連続的なイメージングを示すexchan
ge－PAINTの概略図を示している。図５Ｂ（ｉｉ）は、数字の４に類似したドッキング鎖
を表示するＤＮＡ折り紙（７０　１００ｎｍ）の概略図を示している。
【図５Ｂ２】図５Ｂ（ｉｉｉ）は、１０回の全てのExchange－PAINTサイクルが組み合わ
せられた全体の画像を示し、イメージングサイクル間にクロストークが存在しないそれぞ
れの標的との特異的な相互作用を実証している。スケールバー：２５０ｎｍ。図５Ｂ（ｉ
ｖ）は、同じＤＮＡ折り紙上に全て存在する数字の０～３の４「色」画像を示している（
それぞれ１０，０００フレーム、５Ｈｚのフレームレート；底部の概略図）。スケールバ
ー：２５ｎｍ。図５Ｂ（ｖ）は、１０の異なる折り紙構造の疑似カラー画像を示し、それ
ぞれに異なる色（例えば、橙色、緑色、青色、紫色、ピンクなど；カラーレンダリングは
不図示）がレンダリングされ、高解像度（棒状の特徴のＦＷＨＭ＜１０ｎｍ）及び特異性
を用いて１つのサンプルで数字の０～９が示されている。１０回のイメージング－洗浄サ
イクルによって唯１つのフルオロフォア（Ｃｙ３ｂ）を用いて得られた画像（イメージン
グ：７，５００フレーム／サイクル、５Ｈｚのフレームレート；洗浄：１～２分／サイク
ル）。スケールバー：２５ｎｍ。
【図６Ａ】図６Ａは、固定ＨｅＬａ細胞を用いた本開示の一実施形態の実験の概略図を示
し、１回で、ドッキング鎖が標的に結合され、次いで標識イメージャー鎖が添加され、画
像が得られ、イメージャー鎖が洗い流される。各回が、異なる標識イメージャー鎖と共に
異なる標的に特異的なドッキング鎖を用いて繰り返される。ドッキング鎖は、単独で、又
はタンパク質－結合（例えば、抗体）又は目的の標的に結合する核酸－結合分子に連結さ
れて使用することができる。
【図６Ｂ】図６Ｂは、固定ＨｅＬａ細胞内のＣｙ３ｂ標識イメージャー鎖を用いた本開示
の方法の２回を示している。ここで、微小管（緑の疑似カラー；カラーレンダリングは不
図示）をドッキング配列ａで標識し、ミトコンドリア（赤紫の疑似カラー；カラーレンダ
リングは不図示）を直交ドッキング配列ｂで標識した。
【図６Ｃ】図６Ｃは、図６Ｂと同様に固定ＨｅＬａ細胞で行われたＡＴＴＯ６５５標識イ
メージャー鎖を用いた本開示の方法の２回を示している。［スケールバー：５μｍ］。全
てのイメージャー鎖が同じ色の色素で標識されることに留意されたい。
【図７Ａ】図７Ａは、溶液から、目的の構造又は分子上の相補的なドッキング鎖に一時的
に結合する蛍光標識イメージャー鎖を示している。一時的な結合により、特徴的な蛍光Ｏ
Ｎ時間及びＯＦＦ時間（それぞれτｂ及びτｄ）を用いて結合対時間トレースで示されて
いる見かけ上の明滅が生じる。溶液からのイメージャー鎖の検出された結合頻度は、所与
の画像領域における利用可能なドッキング鎖の数に線形従属する（即ち、ドッキング鎖が
多ければ多いほど、結合頻度が高くなる）。結合事象間の時間、即ち、蛍光ＯＦＦ時間（
τｄ）は、ドッキング鎖の数に逆比例する。
【図７Ｂ】図７Ｂは、平均蛍光ＯＦＦ時間（τｄ）を、ＯＦＦ時間分布の累積分布関数（
ＣＤＦ）を計算することによって決定できることを示している。既知の会合定数ｋｏｎ及
びイメージャー鎖濃度ｃと仮定すると、結合部位の数は、結合部位の数＝（τｄ・ｃ・ｋ

ｏｎ）－１によって計算することができる。
【図７Ｃ】図７Ｃは、概念実証のプラットフォームとして１３の結合部位を表すように設
計されたＤＮＡ折り紙構造の超解像度画像を示している。ドッキング部位の取り込み効率
は、１００％ではなく、実際に取り込まれた部位の分布となる（図７Ｄ（１））。表示さ
れるドッキング部位の数を、スポットの数をカウントして（直接カウント）、この数を、
推奨される結合キネティック分析（binding kinetic analysis）を用いて計算された部位
の対応する数と比較することによって視覚的に決定することができるため、この構造は理
想的な試験系システムとして役立つ。
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【図７Ｄ１】図７Ｄ（１）は、直接の目視カウントによって得られた３７７の折り紙構造
の結合部位の分布を示している。
【図７Ｄ２】図７Ｄ（２）は、本開示の結合キネティック分析（キネティクス）によって
得られた同じ構造の結合部位の分布を示している。
【図７Ｄ３】図７Ｄ（３）は、直接カウントとキネティックカウントとの間の「オフセッ
ト」を示し：本開示の方法のカウント「エラー」又は不確実性は、７％未満であった（ガ
ウス分布の変動係数によって決定）。
【図８Ａ】図８Ａは、ＦＩＳＨ様ハイブリダイゼーションスキームにおいてドッキング鎖
を用いてタグが付けられた固定大腸菌細胞内の目的のｍＲＮＡ分子を示している。
【図８Ｂ】図８Ｂは、各イメージングカラーの結合頻度を決定するために使用される読み
出しスキームを示している。各単一ｍＲＮＡの位置の強度対時間プロフィールにより、１
色につき特有の一時的な結合パターン（明滅）が得られる。結合事象の頻度は、結合部位
の数によって決まり、結合頻度を使用して、結合部位の異なる整数を区別することが可能
となる。
【図８Ｃ１】図８Ｃは、赤色、緑色、及び青色のイメージャー鎖（カラーレンダリングは
不図示）のそれぞれに対してそれぞれ３、９、２２、及び４４の結合部位を表示する、Ｄ
ＮＡ折り紙構造に対するin vitro原理証明実験を示している。異なる結合レベルが、各色
で明確に区別可能であり、１色につき４つの可能な「頻度レベル」を示唆し、バーコーデ
ィング、例えば、細胞内のｍＲＮＡ分子の１２４の異なる可能な組み合わせが得られる。
バーコーディング空間は、蛍光ＯＮ時間及び追加の符号化実体（coding entity）を用い
ることによって増大させることができる。
【図８Ｃ２】図８Ｃは、赤色、緑色、及び青色のイメージャー鎖（カラーレンダリングは
不図示）のそれぞれに対してそれぞれ３、９、２２、及び４４の結合部位を表示する、Ｄ
ＮＡ折り紙構造に対するin vitro原理証明実験を示している。異なる結合レベルが、各色
で明確に区別可能であり、１色につき４つの可能な「頻度レベル」を示唆し、バーコーデ
ィング、例えば、細胞内のｍＲＮＡ分子の１２４の異なる可能な組み合わせが得られる。
バーコーディング空間は、蛍光ＯＮ時間及び追加の符号化実体（coding entity）を用い
ることによって増大させることができる。
【図９】図９は、蛍光ＯＮ時間（解離速度ｋｏｆｆに関連）は、蛍光ＯＦＦ時間（会合速
度ｋｏｎに関連）とは独立に調整することができることを実証するグラフである。単一Ｃ
Ｇ塩基対の追加による９～１０ヌクレオチド（ｎｔ）のイメージング／ドッキング二重鎖
の伸長により、キネティックＯＦＦ速度は、桁（８）がほぼ１桁減少する。
【図１０Ａ】図１０Ａは、約５０ヌクレオチド（ｎｔ）の長さのバーコードプローブを示
し、２１ｎｔの標的検出ドメインｔ＊及びこれに続く赤色、緑色、又は青色イメージャー
鎖の８、９、又は１０ｎｔの長さの結合ドメインの組み合わせを備えた約３０ｎｔの長さ
の「バーコード」領域を用いて生体分子にタグを付けることができる。ここで、８、９、
又は１０ｎｔの長さのドッキング鎖はそれぞれ、ｋｏｆｆが１秒当たり１０、１、及び０
．１の３色で表示される（カラーレンダリングは不図示）。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、９ｎｔの相互作用ドメインでは、８ｎｔの相互作用ドメインと
比較して、蛍光ＯＮ時間τｂが増加した特徴的な強度対時間トレースを示している。
【図１０Ｃ】図１０Ｃは、１秒当たり１０、１、及び０．１のｋｏｆｆ値を区別できるこ
とを実証する確率的シミュレーションを示している。
【図１１Ａ】図１１Ａは、単一フルオロフォアがイメージング表面に安定に取り付けられ
（図１１Ｂ（１）を参照）、１つの「スイッチング」事象当たり限られた数の光子が放出
される従来の検出方法において、「補充可能な」イメージャー鎖からの全ての光子の抽出
（図１１Ｂ（２）を参照）により、１つのスイッチング事象当たりの局在化精度が高くな
ること（中央のパネル）、及びＤＮＡメタフルオロフォア（図１１Ｂ（３）及び図１１Ｂ
（４）を参照）が、図１１Ｂ（２）の単一フルオロフォアよりも１つのスイッチング事象
当たりの光子の数が非常に多いこと（底部）を示している。
【図１１Ｂ１】図１１Ｂ（１）～図１１Ｂ（３）は、現行のイメージング法及び本開示の
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方法の概略図を示している。図１１Ｂ（１）は、イメージング表面に安定に取り付けられ
たフルオロフォアを使用する従来の検出方法（例えば、ＳＴＯＲＭで使用される）を示し
ている。
【図１１Ｂ２】図１１Ｂ（２）は、イメージング表面に一時的に結合するフルオロフォア
を用いる、本開示の検出方法の一実施形態を示している。
【図１１Ｂ３】図１１Ｂ（３）は、コンパクトなＤＮＡナノ構造内の８つのフルオロフォ
アを含む明るいメタフルオロフォアを示している。
【図１１Ｂ４】図１１Ｂ（４）は、表面に一時的に結合したときにのみ蛍光を発するフル
オロフォア（星）及びクエンチャー（暗いドット）の両方で飾られた条件付きメタフルオ
ロフォアを示している。
【図１１Ｃ】図１１Ｃは、ドッキング部位が２０ｎｍの間隔で４×３の格子に配置された
ＤＮＡ折り紙構造を示している。単一部位が、現在最も高い実証された解像度である約３
ｎｍの精度で光学的に局在化している［スケールバー：５０ｎｍ］。
【図１１Ｄ】図１１Ｄは、超解像イメージングの試験プラットフォームとして使用される
７又は５ｎｍの間隔の２０００の一本鎖ドッキング鎖（ドット）を表示する２８０ｎｍ×
２４０ｎｍのＤＮＡナノ長方形（一本鎖タイル構造（１５）、折り紙よりも１０倍大きい
領域）を示している［スケールバー：１００ｎｍ］。
【図１２Ａ】図１２Ａ（ｉ）は、ドリフト補正の各段階の原理を示す概略図を例示してい
る。各画像では、黒色マーカー及び線はソースデータを示し、濃淡値及び曲線は、計算上
のドリフト補正を示している。図１２Ａ（ｉｉ）は、各段階で使用される主なタイプのド
リフトマーカー（例えば、ＤＮＡドリフトマーカー）の概略図を示している。
【図１２Ｂ】図１２Ｂ（ｉ）は、各段階又は補正後のイメージングの品質を示す構造の一
例を示し、図１２Ｂ（ｉｉ）は、各段階での図１２Ｂ（ｉ）の対応する緑色長方形のズー
ム画像を示している。図１２Ｂ（ｉ）及び図１２Ｂ（ｉｉ）に示されているスケールバー
は５０ｎｍに相当する。
【図１２Ｃ】図１２Ｃ（ｉ）は、各段階の補正後のドリフトトレースの一例を示し、図１
２Ｃ（ｉｉ）は、各段階での図１２Ｃ（ｉ）の対応する長方形のズーム画像を示している
。図１２Ｃ（ｉ）のスケールバーは、ｘ：５００ｎｍ、ｔ：５００秒に相当し、図１２Ｃ
（ｉｉ）のスケールバーは、ｘ：１０ｎｍ、ｔ：１０秒に相当する。
【図１３】図１３は、一部の実施形態によるドリフト補正を行うためのプロセスを例示し
ている。
【図１４】図１４は、図１３の段階２３０に対応するドリフト補正を行うためのプロセス
を例示している。
【図１５】図１５は、図１３の段階２４０に対応するドリフト補正を行うためのプロセス
を例示している。
【図１６】図１６は、３Ｄドリフト補正用の鋳型として使用される３Ｄ　４面体を例示し
ている。４つの角は、ドッキング部位で標識されている。図１６Ａは、４つの角が明確に
解像されていることを示している。図１６Ｂは、高さが約８５ｎｍの構造のＸ－Ｚ投影を
例示している。
【図１７】図１７は、本明細書に記載の本開示のいずれかの実施形態に関連して使用する
ことができるコンピュータシステム６００の例示的な一実施を示している。
【図１８Ａ】図１８Ａ～図１８Ｃは、本開示の一部の実施形態によるドリフト補正のプロ
セスにおける段階の代替の表現を例示している。単一分子ＤＮＡ折り紙ナノ構造上の１０
ｎｍの間隔の規則的な格子の超解像度画像が示されている。ＤＮＡ折り紙構造は、垂直及
び水平の両方向に１０ｎｍの間隔の５×８の正方形の格子となるように設計されていた。
図１８Ａは、十字形で表されている、収集されてフィルタリングされた局在化の散布図を
示している。
【図１８Ｂ】図１８Ｂは、上の構造のビニングされた２Ｄヒストグラム図である。
【図１８Ｃ】図１８Ｃは、図１８Ａ及び図１８Ｂの長方形の全ての局在化のｘ軸への投影
による１Ｄヒストグラム、及び８つのガウス成分を用いた最小二乗フィッティングを示し
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ている。フィッティングされたガウスピークは全て、１．５～２．４ｎｍの範囲の標準偏
差を有し、原理上は３．５～５．６ｎｍの解像度を可能にし；隣接するピーク間の間隔は
９．８～１１．０ｎｍの範囲であり、ＤＮＡ折り紙設計に一致している。集合反応でのス
テープルの不完全な取り込みのために、少数（この場合は５）のスポットが、構造内で欠
落しているが、超解像イメージング中には欠落していない。
【図１９Ａ】図１９Ａ及び図１９Ｂは、ＲＮＡアプタマーがＧＦＰ様フルオロフォアの蛍
光を調節することを示している。図１９Ａは、ＧＦＰに関連したＨＢＩ（緑色）及びＤＭ
ＨＢＩの構造を示している。
【図１９Ｂ】図１９Ｂは、１３－２ＲＮＡアプタマーが、蛍光発光に好ましい特定の分子
配置を安定させることによるＤＭＨＢＩの蛍光を促進することを示している。ＤＭＨＢＩ
、１３－２ＲＮＡ、１３－２ＲＮＡを含むＤＭＨＢＩ、又は全ＨｅＬａ細胞ＲＮＡを含む
ＤＭＨＢＩを含む溶液を、３６５ｎｍの光の照明下で撮影した。画像は、同一の画像取得
条件下で得られたモンタージュである。（Paigeらによる画像、参考文献１９）。
【図２０Ａ】図２０Ａ及び図２０Ｂは、ＤＦＨＢＩ結合キネティクスの単一分子蛍光の特
徴付けを示している。図２０Ａは、ビオチン化ＤＮＡ補足配列（赤色色素、例えば、Alex
a647で標識された：カラーレンダリングは不図示）を用いてＢＳＡ／ビオチン被覆ガラス
基板に固定された５’延長Spinach（緑色）を示している。
【図２０Ｂ】図２０Ｂは、アプタマーの追加の前（底部の線）及び後（上部の線）のSpin
ach－ＤＦＨＢＩのバルク蛍光測定を示し、ＤＦＨＢＩ結合活性が、図２０Ａのガラス表
面に固定するために必要なSpinachの延長部の追加の後にも十分に維持されることを示し
ている。
【図２１Ａ】図２１Ａ及び図２１Ｂは、ベンチマークのSpinach－PAINTの性能を示してい
る。図２１Ａは、２つのSpinach分子を指定された位置に配置するために使用される６重
螺旋ＤＮＡ折り紙構造を示している。
【図２１Ｂ】図２１Ｂは、ＤＮＡ構造（Ｐ）を局在化させるＤＮＡ－PAINT及びSpinach分
子を３つの異なる距離に局在化させるSpinach－PAINTを用いた超解像再構成のシミュレー
ション表現を示している。
【図２２】図２２は、Spinachベースのセンサを示している。Spinachベースのセンサのア
ロステリック変異体（左）は、Spinachドメイン（黒色）、トランスデューサモジュール
（灰色）、及び認識モジュール（明るい灰色）を含む。標的分子の非存在下では、トラン
スデューサモジュールが、主に構造化されていない状態であり、これにより、ＤＦＨＢＩ
の活性化に必要なSpinach構造の安定化が妨げられる。標的分子が結合すると、トランス
デューサモジュールが二重鎖を形成し、Spinachモジュールの構造的な硬直化及びＤＦＨ
ＢＩ蛍光の活性化がもたらされる（参考文献２４）。
【図２３Ａ】図２３Ａは、in vitro及びin situ Exchange－PAINTチャンバの例を示して
いる。
【図２３Ｂ】図２３Ｂは、in vitro及びin situ Exchange－PAINTチャンバの例を示して
いる
【発明を実施するための形態】
【０１３２】
発明の説明
　本開示は、特に、核酸を使用するイメージングプローブ（例えば、ＤＮＡを使用するイ
メージングプローブ）を用いた、例えば、細胞環境での多重イメージングのための方法、
組成物、及びキットを提供する。多重蛍光イメージングのための方法、組成物、及びキッ
トは、得られる解像度の程度によって限定されるものではない。従って、本明細書に記載
される方法、組成物、及びキットは、一般にイメージングに使用することができる。
【０１３３】
　一部の態様では、本開示は、特に、核酸ベースのイメージングプローブ（例えば、ＤＮ
Ａベースのイメージングプローブ）を使用する、例えば、細胞環境での多重超解像蛍光イ
メージングのための方法、組成物、及びキットをさらに提供する。本明細書で使用される
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「超解像」イメージングとは、同じ領域の一連の低解像度画像を組み合わせてより高い解
像度の単一画像を得るプロセスのことである。本開示の多くの態様を使用して、目的の標
的（例えば、生体分子）を蛍光ＯＮ状態と蛍光ＯＦＦ状態との間でスイッチングして、連
続的な、又は場合によっては同時の、個々の標的の局在化を可能にすることができる。蛍
光「ＯＮ」状態は、蛍光が発光されている状態である。蛍光「ＯＦＦ」状態は、蛍光が発
光されていない状態である。２つの状態間のスイッチングは、一部の実施形態では、検出
可能な標識（例えば、蛍光分子）が標識された核酸分子で達成され、この核酸分子は、こ
の検出可能な標識（例えば、蛍光分子）を含み、標的に結合する中間部分を用いて標的に
一時的に相互作用する。本開示の方法、組成物、及びキットは、一部の態様では、目的の
標的標的の検出、識別、及び定量に有用である。
【０１３４】
　本開示の結合パートナー－核酸コンジュゲート（「ＢＰ－ＮＡコンジュゲート」）は、
相補的な、任意選択で蛍光標識される、標識イメージャー鎖と一時的に結合する。本明細
書で使用される「結合パートナー－核酸コンジュゲート」又は「ＢＰ－ＮＡコンジュゲー
ト」とは、一本鎖核酸（例えば、ＤＮＡ）ドッキング鎖に（例えば、Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミド（ＮＨＳ）リンカーを介して）連結された分子のことである。このコンジュゲ
ートの結合パートナーは、目的の標的、例えば、生体分子（例えば、タンパク質又は核酸
）に対して（例えば、結合する）親和性を有するあらゆる部分（例えば、抗体又はアプタ
マー）であり得る。一部の実施形態では、結合パートナーはタンパク質である。ドッキン
グ鎖に連結されたタンパク質（又はペプチド）を含むＢＰ－ＮＡ－コンジュゲートは、本
明細書では、「タンパク質－核酸コンジュゲート」又は「タンパク質－ＮＡコンジュゲー
ト」と呼ぶこともある。本開示のコンジュゲートに使用されるタンパク質の例として、限
定されるものではないが、抗体（例えば、モノクローナルモノボディー）、抗原－結合抗
体断片（例えば、Ｆａｂ断片）、受容体、ペプチド、及びペプチドアプタマーが挙げられ
る。他の結合パートナーは、本開示に従って使用することができる。本明細書では、例え
ば、静電（例えば、静電粒子）相互作用、疎水性相互作用、又は磁気（例えば、磁気粒子
）相互作用によって標的に結合する結合パートナーが考えられる。
【０１３５】
　本明細書で使用される「抗体」には、完全長抗体、及びその任意の抗原結合断片（例え
ば、「抗原－結合部分」）又は一本鎖が含まれる。「抗体」という語には、限定されるも
のではないが、ジスルフィド結合によって相互に連結された少なくとも２つの重（Ｈ）鎖
及び２つの軽（Ｌ）鎖又はその抗原結合部分を含む糖タンパク質が含まれる。抗体は、ポ
リクローナル若しくはモノクローナル；異種、同種、若しくは同系；又はその修飾形態（
例えば、ヒト化キメラ）であり得る。
【０１３６】
　本明細書で使用される抗体の「抗原－結合部分」とは、抗原に特異的に結合する能力を
保持した抗体の１つ以上の断片のことである。抗体の抗原－結合機能は、完全長抗体の断
片によって果たされ得る。抗体の「抗原－結合部分」という語の範囲に含まれる結合断片
の例として、（ｉ）Ｆａｂ断片、即ちＶＨ、ＶＬ、ＣＬ、及びＣＨ１ドメインからなる一
価断片；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２断片、即ちヒンジ領域のジスルフィドブリッジによって
結合された２つのＦａｂ断片を含む二価断片；（ｉｉｉ）ＶＨ及びＣＨ１ドメインからな
るＦｄ断片；（ｉｖ）抗体の１つの腕のＶＨ及びＶＬドメインからなるＦｖ断片、（ｖ）
ＶＨドメインからなるｄＡｂ断片（Ward et al., Nature 341:544 546, 1989）；及び（
ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）又は（ｖｉｉ）任意選択で同系リンカーによ
って接続され得る、２つ以上の単離されたＣＤＲの組み合わせが挙げられる。さらに、Ｆ
ｖ断片の２つのドメイン、ＶＨ及びＶＬは、別の遺伝子によってコードされるが、これら
は、ＶＨ領域とＶＬ領域とが対合して一価分子を形成する１本のタンパク質鎖（一本鎖Ｆ
ｖ（ｓｃＦｖ）として知られる；例えば、Bird et al. Science 242:423 426, 1988；及
びHuston et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883, 1988を参照されたい）と
してこれらを形成することを可能にする同系リンカーによって、組換え法を用いて結合す
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ることができる。このような一本鎖抗体もまた、抗体の「抗原－結合部分」という語の範
囲に含まれる。これらの抗体断片は、当業者に公知の従来の技術によって得られ、このよ
うな断片は、無傷の抗体と同じ方式で有用性についてスクリーニングされる。
【０１３７】
　本明細書で使用される「受容体」とは、リガンド、例えば、ペプチド又は小分子（例え
ば、低分子量（＜９００ダルトン）の有機又は無機化合物）などに結合する細胞由来分子
（例えば、タンパク質）のことである。
【０１３８】
　本明細書で使用される「ペプチドアプタマー」とは、定常足場タンパク質に挿入された
可変ペプチド配列を有する分子のことである（例えば、Baines IC, et al. Drug Discov.
 Today 11:334-341, 2006を参照されたい）。
【０１３９】
　一部の実施形態では、ＢＰ－ＮＡコンジュゲートの分子は、核酸、例えば、核酸アプタ
マーなどである。本明細書で使用される「核酸アプタマー」とは、タンパク質又は他の細
胞標的を特異的に結合することができる二次構造及び三次構造を形成することができる小
さいＲＮＡ分子又はＤＮＡ分子のことである（例えば、Ni X, et al. Curr Med Chem. 18
(27): 4206-4214, 2011を参照されたい）。従って、一部の実施形態では、ＢＰ－ＮＡコ
ンジュゲートは、アプタマー－核酸コンジュゲートであり得る。
【０１４０】
　本明細書で使用される「ドッキング鎖」とは、約５ヌクレオチド～約５０ヌクレオチド
の長さである（又は５ヌクレオチド～５０ヌクレオチドの長さである）一本鎖核酸（例え
ば、ＤＮＡ）のことである。一部の実施形態では、ドッキング鎖は、約４～約６０、約６
ヌクレオチド～約４０ヌクレオチド、約７ヌクレオチド～約３０ヌクレオチド、約８～約
２０ヌクレオチド、又は約９ヌクレオチド～約１５ヌクレオチドの長さである。一部の実
施形態では、ドッキング鎖は、（又は約）４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０　２１、２２、２３、２４、２５、２
６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９
、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、
５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、又はそれを超えるヌクレオチドの長
さである。
【０１４１】
　ドッキング鎖は、１つのドメイン又は２つ以上のドメイン（即ち、複数のドメイン）を
有することができ、各ドメインは、それぞれのイメージャー鎖に相補的である。本明細書
で使用される「ドッキング鎖ドメイン」とは、イメージャー鎖のヌクレオチド配列に相補
的であるドッキング鎖のヌクレオチド配列のことである。ドッキング鎖は、例えば、１つ
、２つ、３つ、又はそれを超えるドメインを含むことができ、各ドメインは、イメージャ
ー鎖に相補的である。それぞれの相補的なイメージャー鎖は、異なる標識（例えば、赤色
蛍光、青色蛍光、又は緑色蛍光）を含んでも良く、又は全ての相補的なイメージャー鎖が
、同じ標識（例えば、赤色蛍光）を含んでも良い。例えば、３ドメインドッキング鎖では
、このドッキング鎖は、赤色蛍光で標識されたイメージャー鎖に相補的な第１のドメイン
、青色蛍光で標識されたイメージャー鎖に相補的な第２のドメイン、及び緑色蛍光で標識
されたイメージャー鎖に相補的な第３のドメインを含み得る。あるいは、３つのドッキン
グドメインのそれぞれは、赤色蛍光で標識されたイメージャー鎖に相補的であっても良い
。一部の実施形態では、ドッキング鎖は、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも
４つ、少なくとも５つ、又はそれを超えるドメインを有し、それぞれは、イメージャー鎖
にそれぞれ相補的である。一部の実施形態では、ドッキング鎖は、１～５、１～１０、１
～１５、１～２０、１～２５、１～５０、又は１～１００のドメインを有し、それぞれは
、イメージャー鎖にそれぞれ相補的である。
【０１４２】
　本明細書で使用される「イメージャー鎖」とは、約４～約３０ヌクレオチド、約５～約
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１８ヌクレオチド、約６～約１５ヌクレオチド、約７～約１２ヌクレオチド、又は約８～
１０ヌクレオチドの長さであり、かつ蛍光標識されている一本鎖核酸（例えば、ＤＮＡ）
のことである。一部の実施形態では、イメージャー鎖は、（又は約）４、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２
２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、若しくは３０のヌクレオチドの長さで
あり得る。本開示のイメージャー鎖は、ドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキン
グ鎖に一時的に結合する。２つの核酸又は核酸ドメインは、互いに塩基対を形成する、又
は互いに結合してワトソン－クリック相互作用によって二本鎖核酸分子を形成する場合は
、互いに「相補的」である。本明細書で使用される「結合」とは、例えば、生理学的条件
下で静電相互作用、疎水性相互作用、イオン相互作用、及び／又は水素結合相互作用によ
る少なくとも２つの分子間の会合のことである。イメージャー鎖は、例えば、室温で、ド
ッキング鎖の相補的な領域に結合して短時間のうちにこのドッキング鎖から解離する場合
、ドッキング鎖に一時的に結合すると見なされる。一部の実施形態では、イメージャー鎖
は、約０．１～約１０又は約０．１～約５秒間、ドッキング鎖との結合を維持する。例え
ば、イメージャー鎖は、約０．１、約１、約５、又は約１０秒間、ドッキング鎖との結合
を維持し得る。
【０１４３】
　本開示のイメージャー鎖は、検出可能な標識で標識することができる（例えば、蛍光標
識、従って「蛍光標識された」と見なされる）。例えば、一部の実施形態では、イメージ
ャー鎖は、少なくとも１つ（即ち、１つ以上）のフルオロフォアを含み得る。本開示に従
って使用されるフルオロフォアの例として、限定されるものではないが、キサンテン誘導
体（例えば、フルオレセイン、ローダミン、オレゴングリーン、エオシン、及びテキサス
レッド）、シアニン誘導体（例えば、シアニン、インドカルボシアニン、オキサカルボシ
アニン、チアカルボシアニン、及びメロシアニン）、ナフタレン誘導体（例えば、ダンシ
ル及びプロダン誘導体）、クマリン誘導体、オキサジアゾール誘導体（例えば、ピリジル
オキサゾール、ニトロベンズオキサジアゾール、及びベンゾオキサジアゾール）、ピレン
誘導体（例えば、カスケードブルー）、オキサジン誘導体（例えば、ナイルレッド、ナイ
ルブルー、クレシルバイオレット、及びオキサジン１７０）、アクリジン誘導体（例えば
、プロフラビン、アクリジンオレンジ、及びアクリジンイエロー）、アリールメチン誘導
体（arylmethine derivative）（例えば、オーラミン、クリスタルバイオレット、及びマ
ラカイトグリーン）、及びテトラピロール誘導体（例えば、ポルフィン、フタロシアニン
、及びビリルビン）が挙げられる。他の検出可能な標識、例えば、金ナノ粒子又は他の検
出可能な粒子若しくは部分などを、本開示に従って使用することができる。
【０１４４】
　本明細書に使用される「スペクトルの異なる」分子（例えば、コンジュゲート及び／又
はイメージャー鎖）とは、異なるスペクトル信号又は波長の標識（例えば、フルオロフォ
ア）を有する分子のことである。例えば、Ｃｙ２フルオロフォアで標識されたイメージャ
ー鎖は、約５１０ｎｍの光の波長で信号を放射するが、Ｃｙ５フルオロフォアで標識され
たイメージャー鎖は、約６７０ｎｍの光の波長で信号を放射する。従って、Ｃｙ２標識さ
れたイメージャー鎖は、本明細書では、Ｃｙ５標識イメージャー鎖とはスペクトルが異な
ると見なされる。逆に、本明細書の本開示の「スペクトルが異ならない」分子とは、同じ
スペクトル信号又は波長を有する標識を含む分子のことである。即ち、標識の放射波長は
、（例えば、波長が互いに同じか又は近いため）２つのスペクトルが異ならない蛍光標識
分子を区別することができない。
【０１４５】
　本開示のＢＰ－ＮＡコンジュゲート（例えば、タンパク質－核酸コンジュゲート）は、
一部の実施形態では、（例えば、共有結合又は非共有結合で）分子をドッキング鎖に連結
する介在リンカーを含み得る。介在リンカーは、ビオチン及び／又はストレプトアビジン
を含み得る。例えば、一部の実施形態では、抗体及びドッキング鎖はそれぞれ、図２に示
されているように、ビオチン化され（即ち、少なくとも１つのビオチン分子に結合され）
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、介在ストレプトアビジン分子へのビオチンの結合によって互いに連結され得る。他の介
在リンカーも、本開示に従って使用することができる。一部の実施形態では、例えば、分
子が核酸である場合は、介在リンカーが必要ないであろう。例えば、ＢＰ－ＮＡコンジュ
ゲートのドッキング鎖は、核酸分子、例えば、核酸アプタマーなどの延長部（例えば、５
’又は３’延長部）であり得る。
【０１４６】
　複数のＢＰ－ＮＡコンジュゲート（例えば、後タンパク質－核酸コンジュゲート）及び
イメージャー鎖が本明細書に記載される。複数とは、同じ種又は異なる種の集団であり得
る。同じ種の複数のＢＰ－ＮＡコンジュゲートは、全て同じ標的（例えば、生体分子）（
例えば、同じエピトープ又は領域／ドメイン）に結合するコンジュゲートを含み得る。逆
に、異なる種の複数のＢＰ－ＮＡコンジュゲートは、コンジュゲート又はコンジュゲート
のサブセットを含み得、コンジュゲート又はコンジュゲートのサブセットはそれぞれ、同
じ標的又は異なる標的の異なるエピトープに結合する。同じ種の複数のイメージャー鎖は
、同じヌクレオチド配列及び同じ蛍光標識（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、又はＣｙ４）を有
するイメージャー鎖を含み得る。逆に、異なる種の複数のイメージャー鎖は、異なるヌク
レオチド配列（例えば、ＤＮＡ配列）及び異なる蛍光標識（例えば、Ｃｙ２、Ｃｙ３、又
はＣｙ４）又は異なるヌクレオチド配列及び同じ蛍光（例えば、全てＣｙ２）を有するイ
メージャー鎖を含み得る。所与の複数のＢＰ－ＮＡコンジュゲートの異なる種の数は、結
合パートナー（例えば、抗体）の数及び異なるヌクレオチド配列のドッキング鎖（従って
、相補的なイメージャー鎖）の数によって限定される。一部の実施形態では複数のＢＰ－
ＮＡコンジュゲート（例えば、タンパク質－核酸コンジュゲート）は、少なくとも１０、
５０、１００、５００、１０００、２０００、３０００、４０００、５０００、１０４、
５００００、１０５、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１０１０、１０１１の
ＢＰ－ＮＡコンジュゲートを含む。同様に、一部の実施形態では、複数の蛍光標識イメー
ジャー鎖は、少なくとも１０、５０、１００、５００、１０００、２０００、３０００、
４０００、５０００、１０４、５００００、１０５、１０５、１０６、１０７、１０８、
１０９、１０１０、１０１１の蛍光標識イメージャー鎖を含む。一部の実施形態では複数
は、１～約２００又はそれを超える異なる種のＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び／又はイメ
ージャー鎖を含み得る。例えば、複数は、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０
、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１２５、１５０、１７５、２００又はそれを
超える異なる種を含み得る。一部の実施形態では複数は、約５未満～約２００未満の異な
る種のＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び／又はイメージャー鎖を含み得る。例えば、複数は
、５未満、６未満、７未満、８未満、９未満、１０未満、１５未満、２０未満、２５未満
、３０未満、３５未満、４０未満、４５未満、５０未満、５５未満、６０未満、６５未満
、７０未満、７５未満、８０未満、８５未満、９０未満、９５未満、１００未満、１２５
未満、１５０未満、１７５未満、又は２００未満の異なる種を含み得る。
【０１４７】
　本開示は、標的に直接結合することができるドッキング鎖も企図し得る。例えば、図８
Ａに示されているように、ドッキング鎖は、イメージャー－結合ドメイン（例えば、同じ
又は異なるフルオロフォアを有する１つ、２つ、３つ、又はそれを超える）に加えて、標
的、例えば、ｍＲＮＡ若しくは他の核酸に相補的であり、これに結合する標的ドメインを
含み得る。
【０１４８】
方法
　本明細書に記載される方法は、核酸ドッキング鎖及びイメージャー鎖がプログラム可能
であることに部分的に基づいている。即ち、例えば、ドッキング鎖及びイメージャー鎖は
、特定の条件下で特定の時間互いに結合するように設計することができる。このプログラ
ム可能であることは、本明細書に記載されるように、イメージャー鎖のドッキング鎖への
一時的な結合を可能にする。一般に、本明細書に記載される方法は、特定のサンプル（例
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えば、生体サンプル）中で１つ以上の標的（例えば、タンパク質又は核酸のような生体分
子）を特定することに関する。場合によっては、１つ以上の標的がサンプル中に存在する
か否かは未知である。従って、本開示の方法は、標的を含む疑いのあるサンプル中の１つ
以上の標的の存在又は非存在を決定するために使用することができる。本明細書に記載さ
れる態様及び実施形態のいずれか１つでは、サンプルは、１つ以上の標的を含み得るか、
又は含む疑いがあり得る。
【０１４９】
　本明細書に記載される方法はまた、１つの標的（例えば、特定のタンパク質など）の絶
対量、又は１つの標的の１つ以上の他の標的に対する量を特定するために使用することも
できる。
【０１５０】
　さらに、本明細書に記載される方法は、標的のサンプル内での位置、又はサンプル内で
の他の標的に対する標的の位置を特定するために使用することができる。
【０１５１】
　本明細書に記載される方法は、一部の実施形態では、サンプルを（ａ）ドッキング鎖に
連結された結合パートナーを含む少なくとも１つのＢＰ－ＮＡコンジュゲート（例えば、
タンパク質－核酸コンジュゲート）及び（ｂ）この少なくとも１つのＢＰ－ＮＡコンジュ
ゲートのドッキング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する少なく
とも１つの、任意選択で蛍光標識される、標識イメージャー鎖に接触させるステップ、及
び続いて、この少なくとも１つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートがサンプル中の少なくとも１
つの標的（例えば、生体分子標的）に結合するか否かを決定するステップを含み得る。一
部の実施形態では、この決定するステップは、少なくとも１つの標識された（任意選択で
蛍光標識される）イメージャー鎖の少なくとも１つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキ
ング鎖への一時的な結合を（例えば、タイムラプス蛍光顕微鏡技術を用いて）画像化する
ステップを含む。
【０１５２】
　本明細書に記載される他の方法は、一部の実施形態では、サンプルを（ａ）それぞれド
ッキング鎖に連結された結合パートナーを含む少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲー
ト及び（ｂ）この少なくとも２つの異なるＢＰ－ＮＡコンジュゲートのそれぞれのドッキ
ング鎖に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する、任意選択でスペクト
ルが異なり蛍光標識される、少なくとも２つの標識イメージャー鎖に接触させるステップ
、及び続いて、この少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートがサンプル中の少なくと
も１つ、又は少なくとも２つの標的（例えば、生体分子標的）に結合するか否かを決定す
るステップを含み得る。ＢＰ－ＮＡコンジュゲートのそれぞれの標的への結合は、任意選
択でスペクトルが異なり蛍光標識される、少なくとも２つの標識イメージャー鎖のうちの
１つの、少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートのうちの１つのドッキング鎖への一
時的な結合をイメージングして第１の画像を形成するステップ、及び続いて、任意選択で
スペクトルが異なり蛍光標識される、少なくとも２つの標識イメージャー鎖のうちの別の
、少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートのうちの別のドッキング鎖への一時的な結
合をイメージングして第２の画像を形成するステップによって決定することができる。一
部の実施形態では、この方法は、第１の画像と第２の画像を組み合わせて信号（例えば、
蛍光信号）の合成画像を形成するステップをさらに含み、複合画像の信号（例えば、蛍光
信号）が、少なくとも２つの標的を表している。本明細書で使用される「合成画像」とは
、同じ（又は実質的に同様の）領域の複数の画像を組み合わせる（例えば、オーバーレイ
する）ことによって形成される１つの画像のことである。合成画像はまた、本明細書の他
の部分に記載されているように、超解像度画像とも呼ばれることもある。
【０１５３】
　図３は、固定ＨｅＬａ細胞サンプル中の生体分子を標識するために２つの異なる種のＢ
Ｐ－ＮＡコンジュゲート（例えば、抗体－核酸コンジュゲート）が使用される本開示の一
実施形態を示している。１つの種の抗体－核酸コンジュゲートは、ミトコンドリアのエピ
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トープを認識してこれに結合する抗体を含む。ミトコンドリア特異的抗体は、Ｃｙ３ｂ標
識イメージャー鎖に相補的な配列を有するドッキング鎖に連結される。他の種の抗体－核
酸コンジュゲートは、微小管のエピトープを認識してこれに結合する抗体を含む。微小管
特異的抗体は、ＡＴＴＯ６５５標識イメージャー鎖に相補的な配列を有するドッキング鎖
に連結される。次いで、２つのスペクトルの異なる種のイメージャー鎖が同時に導入され
る：一方の種は、Ｃｙ３ｂで標識され、かつミトコンドリア特異的抗体に連結されたドッ
キング鎖に相補的であり、他方の種は、ＡＴＴＯ６５５で標識されかつ微小管特異的抗体
に連結されたドッキング鎖に相補的である。Ｃｙ３ｂ標識イメージャー鎖とＡＴＴＯ６５
５標識イメージャー鎖との両方が、サンプルを含む溶液中に同時に存在する間に、イメー
ジングが、Ｃｙ３ｂチャネル及びＡＴＴＯ６５５チャネルで連続的に行われる。
【０１５４】
　本明細書に提供されるなお他の方法は、一部の実施形態では、サンプルを（ａ）それぞ
れドッキング鎖に連結されたタンパク質を含む少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲー
ト及び（ｂ）この少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートのそれぞれのドッキング鎖
に相補的であり、かつこのドッキング鎖に一時的に結合する少なくとも２つのスペクトル
の異なる（例えば、同じフルオロフォアで標識された）蛍光標識されたイメージャー鎖に
接触させるステップ、及び続いて、この少なくとも２つのＢＰ－ＮＡコンジュゲートがサ
ンプル中の少なくとも２つの標的（例えば、生体分子標的）に結合するか否かを決定する
ステップを含み得る。一部の実施形態では、この方法は、次の順序で、サンプルを第１の
ＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートに接触さ
せるステップ、サンプルを、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキング鎖に相補的で
、このドッキング鎖に一時的に結合する第１の蛍光標識イメージャー鎖に接触させるステ
ップ、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートが第１の標的に結合するか否かを決定するステッ
プ、第１の蛍光標識イメージャー鎖を除去するステップ、サンプルを、少なくとも１つの
他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキング鎖に相補的で、このドッキング鎖に一時的に
結合する少なくとも１つの他の蛍光標識イメージャー鎖に接触させるステップ、及び少な
くとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートが少なくとも１つの他の標的に結合するか否
かを決定するステップを含む。
【０１５５】
　あるいは、他の実施形態では、方法は、次の順序で、サンプルを第１のＢＰ－ＮＡコン
ジュゲートに接触させるステップ、サンプルを、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッ
キング鎖に相補的で、このドッキング鎖に一時的に結合する第１の蛍光標識イメージャー
鎖に接触させるステップ、第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートが第１の標的（例えば、生体
分子）に結合するか否かを決定するステップ、第１の蛍光標識イメージャー鎖を除去する
ステップ、サンプルを、少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートに接触させるス
テップ、サンプルを、少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキング鎖に
相補的で、このドッキング鎖に一時的に結合する少なくとも１つの他の蛍光標識イメージ
ャー鎖に接触させるステップ、及び少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートが少
なくとも１つの他の標的に結合するか否かを決定するステップを含む。
【０１５６】
　一部の実施形態では、第１の決定するステップは、第１の蛍光標識イメージャー鎖の、
第１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキング鎖への一時的な結合をイメージングして第
１の画像を形成するステップを含み、第２の決定するステップは、少なくとも１つの他の
蛍光標識イメージャー鎖の、少なくとも１つの他のＢＰ－ＮＡコンジュゲートのドッキン
グ鎖への一時的な結合をイメージングして第２の画像を形成するステップを含む。一部の
実施形態では、この方法は、第１の画像の蛍光信号に疑似カラーを割り当てるステップ、
及び第２の画像の蛍光信号に少なくとも１つの他の疑似カラーを割り当てるステップをさ
らに含む。なおさらに、一部の実施形態では、この方法は、第１の画像と第２の画像とを
組み合わせて疑似カラー信号の合成画像を形成するステップを含み、この合成画像の疑似
カラー信号が、少なくとも２つの標的（例えば、生体分子標的）を表している。図４Ａに
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例示されているように、ステップ［１］で、３つの異なる種のドッキング鎖（ａ、ｂ、ｃ
）が、（例示目的のために選択された）格子の表面を標識する。ステップ［２］で、イメ
ージャー鎖ａ＊の複数のコピーが導入され、ドッキング鎖ａで標識された点が画像化され
る。ステップ［３］で、イメージャー鎖ａ＊のコピーが洗い流され、イメージャー鎖ｂ＊

が導入されてｂ標識された点が画像化される。ステップ［４］で、ｃ標識された点が、同
じ要領で画像化される。ステップ［５］で、ステップ［２～４］の画像に、（例えば、ソ
フトウェアプログラムを用いて）人工の疑似カラーが割り当てられ、組み合わせられて最
終的な合成画像が形成される。全てのイメージャー鎖を同じフルオロフォアで標識するこ
とができる　－　即ち、イメージャー鎖はスペクトルが異なっていない。一部の実施形態
では、ドッキング鎖は、結合パートナー（例えば、タンパク質、例えば、抗体、又は核酸
、例えば、ＤＮＡ若しくは核酸アプタマー）に連結される。
【０１５７】
　本開示の方法の利点は、区分け及び連続的なイメージングを用いて、唯１つの最適化蛍
光色素で最大数百もの異なる種の多数超解像度画像を得ることができることである。これ
らの方法を用いると、異なるヌクレオチド配列（例えば、ＤＮＡ配列）の数が、スペクト
ルの異なる色素の数とは異なり、多重能力を制限する。本開示の一部の方法、例えば、９
ヌクレオチドの長さのイメージャー鎖を使用する方法では、単一のサンプルに使用するこ
とができる数百の種が、結合キネティクスのためにタイトな境界内に存在し、直接的な「
従来の」イメージング方式と比較して、多重化の大幅な増加を表している。
【０１５８】
　図５Ａは、スペクトルの異なるイメージャー鎖を用いる本明細書に開示の別の実施形態
を例示している。１つのＤＮＡナノ構造が、それぞれ数字の０～３に類似するように設計
された（任意選択で、タンパク質結合パートナー又は核酸結合パートナーに連結される）
４つの異なる種のドッキング鎖を表示している。イメージングは、単純な流動チャンバの
構成を用いて連続的に行われ、数字の０のドッキング鎖に相補的な蛍光標識イメージャー
鎖で最初のフラッシュが行われ、次いで、蛍光標識イメージャー鎖の溶液を、数字の１の
ドッキング鎖に相補的な配列の溶液と交換し、他の数字でもこのステップを続ける。得ら
れた画像に、それぞれのイメージングサイクルを表すように疑似カラーを付ける。本明細
書で使用される「イメージングサイクル」又は「イメージングラウンド」とは、ドッキン
グ鎖に相補的な蛍光標識イメージャー鎖を、たとえ一時的であったとしてもこのイメージ
ャー鎖のドッキング鎖への結合を可能にする条件下で導入し、画像を得る（又は領域をイ
メージングする）プロセスのことである。
【０１５９】
　本開示の態様は、上記のように、複数のドメインのドッキング鎖（例えば、２つ以上の
ドメインを含むドッキング鎖）を用いる多重検出も企図する。例示目的として、以下の実
施形態は、例えば、介在結合パートナーなしで標的に結合するドッキング鎖について説明
される。しかしながら、複数のドメインのドッキング鎖は、本明細書に記載されるように
、（例えば、ＢＰ－ＮＡコンジュゲートの）結合パートナーに連結され得ることを理解さ
れたい。
【０１６０】
　一部の実施形態では、方法は、１つ以上の標的を、それぞれ２つ以上の結合ドメインを
含む１つ以上のドッキング鎖に接触させるステップを含む。他の実施形態では、方法は、
１つ以上の標的を、それぞれ１つの結合ドメインを含む２つ以上のドッキング鎖に接触さ
せるステップを含む。ドッキング鎖のドメインは、直交配列を有し得る。以下の実施例で
は、３つ全ての標的（タンパク質＃１～＃３）がサンプル中に存在する。
【０１６１】
　スペクトル解像に基づいた検出。例示的な多重標的検出法は次の通りである。サンプル
は、３つの標的種　－　タンパク質＃１、タンパク質＃２、及びタンパク質＃３を含むか
、又は含む疑いがある。３つのドッキング鎖は：第１のドッキング鎖が、イメージャー結
合ドメインＡを含み、タンパク質＃１に結合し；第２のドッキング鎖が、イメージャー結
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合ドメインＢを含み、タンパク質＃２に結合し；第３のドッキング鎖が、イメージャー結
合ドメインＡ及びＢを含み、タンパク質＃３に結合する、ように設計されている。相補的
なイメージャー鎖Ａ’は、ドッキング鎖のイメージャー結合ドメインＡに結合し、かつ青
色フルオロフォアで標識され、イメージャー鎖Ｂ’は、ドッキング鎖のイメージャー結合
ドメインＢに結合し、かつ赤色フルオロフォアで標識される。サンプルは、まずドッキン
グ鎖に接触され、続いて、イメージャー鎖Ａ’及びＢ’に接触される。次いで、サンプル
は画像化される。ドッキング鎖及びイメージャー鎖を含むサンプルは、青色フルオロフォ
アを検出する条件下で最初に画像化される。青色フルオロフォアの画像化により、それぞ
れ青色フルオロフォアで標識されたイメージャー鎖によって結合されたタンパク質＃１及
びタンパク質＃３を検出する。赤色フルオロフォアの画像化により、それぞれ赤色フルオ
ロフォアで標識されたイメージャー鎖によって結合されたタンパク質＃２及びタンパク質
＃３を検出する。赤色フルオロフォアの画像と青色フルオロフォアの画像との重ね合わせ
により、赤色フルオロフォアで標識されたイメージャー鎖及び青色フルオロフォアで標識
されたイメージャー鎖によって結合されたタンパク質＃３のみを検出する。従って、タン
パク質＃１～＃３の識別及び位置が、それぞれ赤色フルオロフォア及び青色フルオロフォ
アを検出する画像のオーバーレイによって特定される。
【０１６２】
　イメージャー鎖の交換に基づいた検出。別の例示的な多重標的検出法は次の通りである
：サンプルは、３つの標的種　－　タンパク質＃１、タンパク質＃２、及びタンパク質＃
３を含むか、又は含む疑いがある。３つのドッキング鎖は：第１のドッキング鎖が、イメ
ージャー結合ドメインＡを含み、タンパク質＃１に結合し；第２のドッキング鎖が、イメ
ージャー結合ドメインＢを含み、タンパク質＃２に結合し；第３のドッキング鎖が、イメ
ージャー結合ドメインＡ及びＢを含み、タンパク質＃３に結合する、ように設計されてい
る。相補的なイメージャー鎖Ａ’は、ドッキング鎖のイメージャー結合ドメインＡに結合
し、青色フルオロフォアで標識され、イメージャー鎖Ｂ’は、ドッキング鎖のイメージャ
ー結合ドメインＢに結合し、同様に青色フルオロフォアで標識される。サンプルは、まず
ドッキング鎖に接触され、続いて、イメージャー鎖Ａ’に接触される。次いで、サンプル
は、青色フルオロフォアを検出する条件下で画像化される。青色フルオロフォアの画像化
により、青色フルオロフォアで標識されたイメージャー鎖Ａ’によってそれぞれ結合され
たタンパク質＃１及びタンパク質＃３を検出する。次いで、サンプルは、イメージャー鎖
Ａ’を除去するために洗浄される。次に、サンプルは、イメージャー鎖Ｂ’に接触される
。次いで、サンプルは、青色フルオロフォアを検出する条件下で再び画像化される。ここ
で、青色フルオロフォアの画像化により、青色フルオロフォアで標識されたイメージャー
鎖Ｂ’によってそれぞれ結合されたタンパク質＃２及びタンパク質＃３を検出する。（例
えば、重ね合わせられていないフルオロフォアと比較して強い信号になる）青色フルオロ
フォアの画像の重ね合わせにより、青色フルオロフォアで標識された２つのイメージャー
鎖によって結合されたタンパク質＃３のみを検出する。従って、タンパク質＃１～＃３の
識別及び位置が、青色フルオロフォアを検出する画像のオーバーレイによって特定され、
信号強度に基づいている。
【０１６３】
　スペクトル検出と交換検出の組み合わせに基づいた検出。なお別の例示的な多重標的検
出法は次の通りである：サンプルは、１５の標的種を含む、又は含む疑いがある。ドッキ
ング鎖は、各標的種がドッキング鎖に結合するように設計され、各ドッキング鎖は、ドメ
インＡ～Ｄの単一の異なるドメイン又は異なる組み合わせ（例えば、Ａ、又はＡ及びＢ（
即ち、Ａ／Ｂ）、又はＡ／Ｃ、又はＡ／Ｄ、又はＡ／Ｂ／Ｃ、又はＡ／Ｂ／Ｄ、又はＡ／
Ｃ／Ｄ、又はＡ／Ｂ／Ｃ／Ｄ、又はＢ、又はＢ／Ｃ、又はＢ／Ｄ、又はＢ／Ｃ／Ｄ、又は
Ｃ、又はＣ／Ｄ、又はＤ）を含む。イメージャー鎖は、２つのセットに分割され：第１の
セット（セット＃１）は、赤色フルオロフォアによって標識されたイメージャー鎖Ａ’及
び青色フルオロフォアで標識されたイメージャー鎖Ｂ’を含み；第２のセットは、赤色フ
ルオロフォアで標識されたイメージャー鎖Ｃ’及び青色フルオロフォアで標識されたイメ
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ージャー鎖Ｄ’を含む。サンプルは、最初にドッキング鎖に接触され、続いて、イメージ
ャー鎖セット＃１に接触される。次いで、サンプルは、青色フルオロフォア及び赤色フル
オロフォアを検出する条件下で画像化される。イメージャー鎖Ａ’によって結合された標
的は赤色で検出され、イメージャー鎖Ｂ’によって結合された標的は青色で検出される。
従って、ドッキングドメインＡ及びＢを含む全ての標的種は、最初の画像又は最初の画像
のセットで検出される。次いで、サンプルが洗浄されて、イメージャー鎖セット＃１が除
去される。次に、サンプルは、イメージャー鎖セット＃２に接触される。次いで、サンプ
ルは、青色フルオロフォア及び赤色フルオロフォアを検出する条件下で再び画像化される
。イメージャー鎖Ｃ’によって結合された標的は、赤色で検出され、イメージャー鎖Ｄ’
によって結合された標的は、青色で検出される。従って、ドッキングドメインＣ及びＤを
含む全ての標的種は、第２の画像又は第２の画像のセットで検出される。収集された全て
の画像を組み合わせることにより、１５の標的種のそれぞれを、僅か４つのイメージャー
鎖及び２つのフルオロフォアを用いて特定することができる。例えば、標的の数によって
は、５つ以上のイメージャー鎖及び３つ以上のフルオロフォアを使用できることを理解さ
れたい。
【０１６４】
　一時的な結合の期間に基づいた検出。一部の実施形態では、本開示は、標的種を、異な
るドッキング鎖のドメイン配列及び異なる長さのそれらの配列に接触させることも企図す
る。ドッキング鎖のイメージャー結合ドメインの長さは、イメージャー鎖への一時的な結
合の時間に影響を及ぼす。長い結合ドメインを有するドッキング鎖はそれぞれ、短い結合
ドメインと比較してより長い時間、相補的なイメージャー鎖に結合する。以下の例示的な
実施形態では、サンプルは、４つの標的種を含むか、又は含む疑いがある。４つのドッキ
ング鎖は：第１のドッキング鎖が、１０ヌクレオチドの長さの結合ドメインＡ（Ａ１０）
を含み、タンパク質＃１に結合し；第２のドッキング鎖が、イメージャー結合ドメインＡ
１０及び８ヌクレオチドの長さのイメージャー結合ドメインＢ（Ｂ８）を含み、タンパク
質＃２に結合し；第３のドッキング鎖が、８ヌクレオチドの長さのイメージャー結合ドメ
インＡ（Ａ８）及び１０ヌクレオチドの長さのイメージャー結合ドメインＢ（Ｂ１０）を
含み、タンパク質＃３に結合し；第４のドッキング鎖が、イメージャー鎖結合ドメインＢ
１０を含む、ように設計されている。イメージャー鎖Ａ’は、１０ヌクレオチドの長さで
あり、Ａ８及びＡ１０の両方に結合し、かつ青色フルオロフォアで標識される。イメージ
ャー鎖Ｂ’は、１０ヌクレオチドの長さであり、Ｂ８及びＢ１０の両方に結合し、かつ赤
色フルオロフォアで標識される。サンプルは、まずドッキング鎖に接触され、続いて、イ
メージャー鎖Ａ’及びＢ’に接触される。次いで、サンプルは、青色フルオロフォアを検
出する条件下で画像化される。青色フルオロフォアの画像化により、結合時間（即ち、イ
メージャー鎖とドッキング鎖との間の結合時間）の長いタンパク質＃３及びタンパク質＃
４、並びに結合時間の短いタンパク質＃２を検出する。赤色フルオロフォアの画像化によ
り、結合時間の長いタンパク質＃１及びタンパク質＃２、並びに結合時間の短いタンパク
質＃３を検出する。青色フルオロフォアの画像と赤色フルオロフォアの画像との重ね合わ
せにより、４つのタンパク質標的のそれぞれを検出する。
【０１６５】
　本開示はまた、スペクトル解像及び期間に基づいた多重検出、交換及び期間に基づいた
多重検出、並びにスペクトル解像、交換、及び期間に基づいた多重検出を組み合わせるこ
とも企図する。
【０１６６】
　「サンプル」は、複数の細胞（若しくは１つの細胞）、組織、又は体液、例えば、血液
（血清及び／又は血漿）、尿、精液、リンパ液、脳脊髄液、又は羊水を含み得る。サンプ
ルは、限定されるものではないが、ヒト、動物、細菌、ウイルス、微生物、及び植物を含
むあらゆる供給源から得られ（又は由来し）得る。一部の実施形態では、サンプルは、細
胞溶解物又は組織溶解物である。サンプルは、１つの供給源又は異なる供給源からの材料
の混合物も含み得る。サンプルは、空間的領域又は体積（例えば、アレイの格子、又はプ
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レート若しくは皿のウェル）であり得る。サンプルは、一実施形態では、標的、ＢＰ－Ｎ
Ａコンジュゲート、及びイメージャー鎖を含む。
【０１６７】
　「標的」は、観察又は定量が求められ、かつ結合パートナーが存在する任意の部分であ
る。標的は、一実施形態では、天然でなくても良い。標的は、一実施形態では、生体分子
でも良い。本明細書で使用される「生体分子」は、大きい巨大分子、例えば、タンパク質
、多糖、脂質、及び核酸（例えば、ＤＮＡ及びＲＮＡ、例えば、ｍＲＮＡ）、並びに小さ
い分子、例えば、一次代謝産物、二次代謝産物、及び天然産物を含む、生物によって産生
される任意の分子である。生体分子の例としては、限定されるものではないが、ＤＮＡ、
ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、又はＲＮＡの逆転写によるＤＮＡ産物、Ａ２３１８７（カルシマイシ
ン、カルシウムイオノフォア）、アバメクチン、アビエチン酸、酢酸、アセチルコリン、
アクチン、アクチノマイシンＤ、アデノシン、アデノシン二リン酸（ＡＤＰ）、アデノシ
ン一リン酸（ＡＭＰ）、アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）、アデニル酸シクラーゼ、アドニ
トール、アドレナリン、エピネフリン、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）、エクオリン
、アフラトキシン、寒天、アラメチシン、アラニン、アルブミン、アルドステロン、アリ
ューロン、α－アマニチン、アラントイン、アレスリン、α－アマナチン（α-Amanatin
）、アミノ酸、アミラーゼ、アナボリックステロイド、アネトール、アンジオテンシノー
ゲン、アニソマイシン、抗利尿ホルモン（ＡＤＨ）、アラビノース、アルギニン、アスコ
マイシン、アスコルビン酸（ビタミンＣ）、アスパラギン、アスパラギン酸、非対称ジメ
チルアルギニン、心房性ナトリウム利尿ペプチド（ＡＮＰ）、オーキシン、アビジン、ア
ザジラクチンＡ－Ｃ３５Ｈ４４Ｏ１６、バクテリオシン、ボーベリシン、ビククリン、ビ
リルビン、バイオポリマー、ビオチン（ビタミンＨ）、ブレフェルジンＡ、ブラシノライ
ド、ブルシン、カダベリン、カフェイン、カルシフェロール（ビタミンＤ）、カルシトニ
ン、カルモジュリン、カルモジュリン、カルレティキュリン、カンフル－（Ｃ１０Ｈ１６
Ｏ）、カンナビノール、カプサイシン、カルボヒドラーゼ、炭水化物、カルニチン、カラ
ギーナン、カゼイン、カスパーゼ、セルラーゼ、セルロース－（Ｃ６Ｈ１０Ｏ５）、セル
レニン、セトリモニウムブロミド（セトリミド）－Ｃ１９Ｈ４２ＢｒＮ、ケレリスリン、
クロモマイシンＡ３、シャパロニン（Chaparonin）、キチン、α－クロラロース、クロロ
フィル、コレシストキニン（ＣＣＫ）、コレステロール、コリン、コンドロイチン硫酸、
桂皮アルデヒド、シトラール、クエン酸、シトリニン、シトロネラール、シトロネロール
、シトルリン、コバラミン（ビタミンＢ１２）、コエンザイム、コエンザイムＱ、コルヒ
チン、コラーゲン、コニイン、コルチコステロイド、コルチコステロン、副腎皮質刺激ホ
ルモン放出ホルモン（ＣＲＨ）、コルチゾール、クレアチン、クレアチンキナーゼ、クリ
スタリン、α－シクロデキストリン、シクロデキストリングリコシルトランスフェラーゼ
、シクロパミン、シクロピアゾン酸、システイン、シスチン、シチジン、サイトカラシン
、サイトカラシンＥ、チトクローム、シトクロムＣ、シトクロムｃオキシダーゼ、シトク
ロムｃペルオキシダーゼ、サイトカイン、シトシン－Ｃ４Ｈ５Ｎ３Ｏ、デオキシコール酸
、ＤＯＮ（デオキシニバレノール）、デオキシリボフラノース、デオキシリボース、デオ
キシリボース核酸（ＤＮＡ）、デキストラン、デキストリン、ＤＮＡ、ドーパミン、酵素
、エフェドリン、エピネフリン－Ｃ９Ｈ１３ＮＯ３、エルカ酸－ＣＨ３（ＣＨ２）７ＣＨ
＝ＣＨ（ＣＨ２）１１ＣＯＯＨ、エリスリトール、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、エスト
ラジオール、オイゲノール、脂肪酸、フィブリン、フィブロネクチン、葉酸（ビタミンＭ
）、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、ホルムアルデヒド、ギ酸、ホルミノシ（Formnoci）、
フルクトース、フモニシンＢ１、γグロブリン、ガラクトース、γグロブリン、γ－アミ
ノ酪酸、γ－ブチロラクトン、γヒドロキシ酪酸（ＧＨＢ）、ガストリン、ゼラチン、ゲ
ラニオール、グロブリン、グルカゴン、グルコサミン、グルコース－Ｃ６Ｈ１２Ｏ６、グ
ルコースオキシダーゼ、グルテン、グルタミン酸、グルタミン、グルタチオン、グルテン
、グリセリン（グリセロール）、グリシン、グリコーゲン、グリコール酸、糖タンパク質
、ゴナドトロピン放出ホルモン（ＧｎＲＨ）、グランザイム、緑色蛍光タンパク質、成長
ホルモン、成長ホルモン放出ホルモン（ＧＨＲＨ）、ＧＴＰアーゼ、グアニン、グアノシ
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ン、グアノシン三リン酸（＋ＧＴＰ）、ハプトグロビン、ヘマトキシリン、ヘム、ヘムエ
リトリン、ヘモシアニン、ヘモグロビン、ヘムタンパク質、ヘパラン硫酸、高密度リポタ
ンパク質、ＨＤＬ、ヒスタミン、ヒスチジン、ヒストン、ヒストンメチルトランスフェラ
ーゼ、ＨＬＡ抗原、ホモシステイン、ホルモン、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）、
ヒト成長ホルモン、ヒアルロン酸、ヒアルロニダーゼ、過酸化水素、５－ヒドロキシメチ
ルシトシン、ヒドロキシプロリン、５－ヒドロキシトリプタミン、インディゴ染料、イン
ドール、イノシン、イノシトール、インスリン、インスリン様成長因子、内在性膜タンパ
ク質、インテグラーゼ、インテグリン、インテイン、インターフェロン、イヌリン、イオ
ノマイシン、イオノン、イソロイシン、鉄－硫黄クラスター、Ｋ２５２ａ、Ｋ２５２ｂ、
ＫＴ５７２０、ＫＴ５８２３、ケラチン、キナーゼ、ラクターゼ、乳酸、乳糖、ラノリン
、ラウリン酸、レプチン、レプトマイシンＢ、ロイシン、リグニン、リモネン、リナロー
ル、リノール酸、リノレン酸、リパーゼ、脂質、脂質アンカータンパク質、リポアミド、
リポタンパク質、低密度リポタンパク質、ＬＤＬ、黄体形成ホルモン（ＬＨ）、リコピン
、リジン、リゾチーム、リンゴ酸、マルトース、メラトニン、膜タンパク質、金属タンパ
ク質、メタロチオネイン、メチオニン、ミモシン、ミトラマイシンＡ、マイトマイシンＣ
、モノマー、ミコフェノール酸、ミオグロビン、ミオシン、天然フェノール、核酸、オク
ラトキシンＡ、エストロゲン、オリゴペプチド、オリゴマイシン、オルシン、オレキシン
、オルニチン、シュウ酸、オキシダーゼ、オキシトシン、ｐ５３、ＰＡＢＡ、パクリタキ
セル、パルミチン酸、パントテン酸（ビタミンＢ５）、副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）、パ
ラプロテイン、パルダキシン、パルテノライド、パツリン、パキシリン（Paxilline）、
ペニシリン酸、ペニシリン、ペニトレムＡ、ペプチダーゼ、ペプシン、ペプチド、ペリマ
イシン、末梢膜タンパク質、ペロサミン、フェネチルアミン、フェニルアラニン、ホスフ
ァゼン、ホスファターゼ、リン脂質、フェニルアラニン、フィチン酸、植物ホルモン、ポ
リペプチド、ポリフェノール、多糖、ポルフィリン、プリオン、プロゲステロン、プロラ
クチン（ＰＲＬ）、プロリン、プロピオン酸、プロタミン、プロテアーゼ、タンパク質、
プロテイノイド、プトレシン、ピレトリン、ピリドキシン又はピリドキサミン（ビタミン
Ｂ６）、ピロリジン、ピルビン酸、キノン、ラディシコール、ラフィノース、レニン、レ
チネン、レチノール（ビタミンＡ）、ロドプシン（視紅）、リボフラビン（ビタミンＢ２
）、リボフラノース、リボース、リボザイム、リシン、ＲＮＡ－リボ核酸、ＲｕＢｉｓＣ
Ｏ、サフロール、サリチルアルデヒド、サリチル酸、サルビノリンＡ－Ｃ２３Ｈ２８Ｏ８
、サポニン、セクレチン、セレノシステイン、セレノメチオニン、セレノプロテイン、セ
リン、セリンキナーゼ、セロトニン、スカトール、シグナル認識粒子、ソマトスタチン、
ソルビン酸、スクワラン、スタウロスポリン、ステアリン酸、ステリグマトシスチン、ス
テロール、ストリキニーネ、スクロース（糖）、（一般的な）糖、スーパーオキシド、Ｔ
２毒素、タンニン酸、タンニン、酒石酸、タウリン、テトロドトキシン、ソーマチン、ト
ポイソメラーゼ、チロシンキナーゼ、タウリン、テストステロン、テトラヒドロカンナビ
ノール（ＴＨＣ）、テトロドトキシン、タプシガルジン、ソーマチン、チアミン（ビタミ
ンＢ１）－Ｃ１２Ｈ１７ＣｌＮ４ＯＳ・ＨＣｌ、トレオニン、トロンボポエチン、チミジ
ン、チミン、トリアクシンＣ、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン放出
ホルモン（ＴＲＨ）、チロキシン（Ｔ４）、トコフェロール（ビタミンＥ）、トポイソメ
ラーゼ、トリヨードサイロニン（Ｔ３）、膜貫通受容体、トリコスタチンＡ、栄養ホルモ
ン、トリプシン、トリプトファン、チューブリン、ツニカマイシン、チロシン、ユビキチ
ン、ウラシル、尿素、ウレアーゼ、尿酸－Ｃ５Ｈ４Ｎ４Ｏ３、ウリジン、バリン、バリノ
マイシン、バナビンス（Vanabins）、バソプレシン、ベルルクロゲン（Verruculogen）、
（一般的な）ビタミン、ビタミンＡ（レチノール）、ビタミンＢ、ビタミンＢ１（チアミ
ン）、ビタミンＢ２（リボフラビン）、ビタミンＢ３（ナイアシン又はニコチン酸）、ビ
タミンＢ４（アデニン）、ビタミンＢ５（パントテン酸）、ビタミンＢ６（ピリドキシン
又はピリドキサミン）、ビタミンＢ１２（コバラミン）、ビタミンＣ（アスコルビン酸）
、ビタミンＤ（カルシフェロール）、ビタミンＥ（トコフェロール）、ビタミンＦ、ビタ
ミンＨ（ビオチン）、ビタミンＫ（ナフトキノン）、ビタミンＭ（葉酸）、ワートマニン
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、及びキシロースが挙げられる。
【０１６８】
　一部の実施形態では、標的は、例えば、細胞環境のタンパク質（例えば、細胞内タンパ
ク質又は膜タンパク質）などのタンパク質標的とすることができる。タンパク質の例とし
ては、限定されるものではないが、線維性タンパク質、例えば、細胞骨格タンパク質（例
えば、アクチン、ａｒｐ２／３、コロニン、ジストロフィン、ＦｔｓＺ、ケラチン、ミオ
シン、ネブリン、スペクトリン、タウ、タイチン、トロポミオシン、チューブリン、及び
コラーゲン）及び細胞外マトリックスタンパク質（例えば、コラーゲン、エラスチン、ｆ
－スポンジン、ピカチュリン、及びフィブロネクチン）；球状タンパク質、例えば、血漿
タンパク質（例えば、血清アミロイドＰ成分及び血清アルブミン）、血液凝固因子（例え
ば、補体タンパク質、Ｃ１－インヒビター及びＣ３－転換酵素、第ＶＩＩＩ因子、第ＸＩ
ＩＩ因子、フィブリン、プロテインＣ、プロテインＳ、プロテインＺ、プロテインＺ関連
プロテアーゼ阻害剤、トロンビン、フォン・ヴィレブランド因子）、及び急性期タンパク
質、例えば、Ｃ反応性タンパク質；ヘムタンパク質；細胞接着タンパク質（例えば、カド
ヘリン、エペンジミン（ependymin）、インテグリン、Ｎｃａｍ、及びセレクチン）；膜
貫通輸送タンパク質（例えば、ＣＦＴＲ、グリコホリンＤ、及びスクランブラーゼ）、例
えば、イオンチャネル（例えば、ニコチン性アセチルコリン受容体及びＧＡＢＡａ受容体
のようなリガンド依存性イオンチャネル、及び電位依存性イオンチャネル、例えば、カリ
ウム、カルシウム、及びナトリウムチャネル）、シンポート（synport）／アンチポート
タンパク質（例えば、グルコーストランスポーター）；ホルモン及び成長因子（例えば、
上皮成長因子（ＥＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ
）、ペプチドホルモン、例えば、インスリン、インスリン様成長因子及びオキシトシン、
及びステロイドホルモン、例えば、アンドロゲン、エストロゲン、及びプロゲステロン）
；受容体、例えば、膜貫通受容体（例えば、Ｇタンパク質共役受容体、ロドプシン）及び
細胞内受容体（例えば、エストロゲン受容体）；ＤＮＡ結合タンパク質（例えば、ヒスト
ン、プロタミン、ＣＩタンパク質）；転写調節因子（例えば、ｃ－ｍｙｃ、ＦＯＸＰ２、
ＦＯＸＰ３、ＭｙｏＤ、及びＰ５３）；免疫系タンパク質（例えば、免疫グロブリン、主
要組織適合性抗原、及びＴ細胞受容体）；栄養貯蔵／輸送タンパク質（例えば、フェリチ
ン）；シャペロンタンパク質；及び酵素が挙げられる。
【０１６９】
　一部の実施形態では、標的は、細胞環境の核酸標的、例えば、核酸などであり得る。「
核酸」とは、標的、ドッキング鎖、及びイメージャー鎖に関して本明細書で使用される場
合、任意の長さのヌクレオチドのポリマー形態、例えば、デオキシリボヌクレオチド若し
くはリボヌクレオチド、又はそれらの類似体のことである。例えば、核酸は、ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ、又は逆転写を受けたＲＮＡのＤＮＡ産物であり得る。核酸の非限定的な例の例とし
て、遺伝子又は遺伝子断片、即ち、連鎖解析から定義される複数の遺伝子座（遺伝子座）
のコーディング領域又は非コーディング領域、エクソン、イントロン、メッセンジャーＲ
ＮＡ（ｍＲＮＡ）、トランスファーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、リボザイム、ｃＤＮＡ、
組換え核酸、分岐核酸、プラスミド、ベクター、任意の配列の単離ＤＮＡ、任意の配列の
単離ＲＮＡ、核酸プローブ、及びプライマーが挙げられる。核酸の他の例として、限定さ
れるものではないが、ｃＤＮＡ、アプタマー、ペプチド核酸（「ＰＮＡ」）、２’－５’
ＤＮＡ（短縮された主鎖がＤＮＡのＡコンフォメーションに一致する塩基間隔を有する合
成物質；２’－５’ＤＮＡは、通常のＢ形のＤＮＡとはハイブリダイズしないが、ＲＮＡ
とは容易にハイブリダイズする）、ロックド核酸（「ＬＮＡ」）、及び主鎖が修飾された
核酸（例えば、塩基修飾型又は糖修飾型の天然核酸）が挙げられる。核酸は、修飾ヌクレ
オチド、例えば、メチル化ヌクレオチド及びヌクレオチド類似体（プリン及びピリミジン
の「類似体」型は、当技術分野で公知である）を含み得る。存在する場合は、ヌクレオチ
ド構造の修飾は、ポリマーの構築の前又は後で行うことができる。核酸は、一本鎖、二本
鎖、部分的に一本鎖、又は部分的に二本鎖のＤＮＡ又はＲＮＡであり得る。
【０１７０】
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　一部の実施形態では、核酸（例えば、核酸標的）は天然である。本明細書で使用される
「天然」とは、ヒトの介入なしで自然に存在する生物又はウイルス中に存在する核酸のこ
とである。一部の実施形態では、核酸は、生物又はウイルスで自然に生じる。一部の実施
形態では、核酸は、ゲノムＤＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、マイクロ
ＲＮＡ、プレ－マイクロＲＮＡ、プロ－マイクロＲＮＡ、ウイルスＤＮＡ、ウイルスＲＮ
Ａ、又はｐｉｗｉ－ＲＮＡである。一部の実施形態では、核酸標的は、合成ＤＮＡナノ構
造（例えば、Ｗａｔｓｏｎ－クリック相互作用によって相互にハイブリダイズして２－Ｄ
又は３－Ｄナノ構造を形成している２つ以上の核酸を含む２次元（２－Ｄ）又は３次元（
３－Ｄ）ＤＮＡナノ構造）ではない。
【０１７１】
　本明細書に記載の核酸ドッキング鎖及びイメージャー鎖は、上述のいずれか１つの核酸
（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾核酸、核酸類似体、天然核酸、合成核酸）とすることが
できる。
【０１７２】
定量的イメージング
　本開示はまた、先行技術のイメージング技術では空間的に解像することができない高密
度クラスターにおける蛍光部分又は放射体を定量するための方法も提供する。本発明の前
には、蛍光シグナルの光スイッチングのキネティクスを説明する系統的モデルが一切存在
しなかった。
【０１７３】
　短いオリゴヌクレオチド（例えば、イメージャー鎖）のそれらの標的への一時的な結合
を用いる確率的超解像イメージングは、回折限界領域における標識分子を整数で定量的に
カウントする独自の可能性を提供する。本開示の方法における蛍光ＯＦＦ状態から蛍光Ｏ
Ｎ状態への分子の「スイッチング」は、単一分子核酸（例えば、ＤＮＡ）のハイブリダイ
ゼーション事象によって促進され、このようなハイブリダイゼーション事象は、二次会合
速度ｋｏｎ及び一次解離速度ｋｏｆｆを有する高度に予測可能なキネティックモデルによ
って制御される。
【数２】

【０１７４】
　キネティックパラメータｋｏｎ及びｋｏｆｆは、ここでは、図７Ａに示されている蛍光
ＯＮ時間及び蛍光ＯＦＦ時間（それぞれ、τｂ及びτｄ）に直接関係している。蛍光ＯＮ
時間τｂは、解離速度ｋｏｆｆ：τｂ＝１／ｋｏｆｆによって決定され、蛍光ＯＦＦ時間
τｄは、会合速度ｋｏｎ、溶液中におけるイメージャー鎖の濃度ｃｉｍａｇｅｒ、及び観
察された結合部位ｂｓの数によって決定される。

【数３】

【０１７５】
　（例えば、ＤＮＡナノ構造を用いて容易に行うことができる）既知の数の結合部位ｂｓ
を有するサンプルを用いた較正ｋｏｎ・ｃｉｍａｇｅｒの後、未知の分子又は領域の結合
部位の数を次の式によって得ることができる。
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【数４】

【０１７６】
　従って、蛍光画像の定量化は、結合キネティクス解析ソフトウェアを用いて自動的に行
うことができる。簡単に述べると、典型的な画像が、タイムラプス方式（例えば、１０Ｈ
ｚのフレームレートで１５０００フレーム）で記録される。蛍光スポットの検出及びフィ
ッティング（例えば、ガウスフィッティング、セントロイドフィッティング（Centroid f
itting）、又はベッセルフィッティング（Bessel fitting））が、回折限界画像に対して
行われ、これにより超解像度画像が得られる。次のステップで、較正マーカーが選択され
る（例えば、図７Ｃのような指定数のスポットを有するＤＮＡ折り紙構造）。ソフトウェ
アが、ＯＦＦ時間分布を累積分布関数にフィッティングすることによって蛍光の暗い時間
τｄを自動的に計算する。上記の式を用いると、ｋｏｎ・ｃｉｍａｇｅｒの積を計算する
ことができる。この積は、ドッキング部位、従って画像化領域の標的の数を計算するため
に使用される。
【０１７７】
　一部の実施形態では、解像（例えば、超解像）画像における目的の領域の選択は、例え
ば、クラスター内の標的の数を計算する第２のスポット検出ステップを行うことによって
自動的に行うことができる。
【０１７８】
　従って、一部の実施形態では、本開示の方法は、蛍光標識されたイメージャー鎖に直接
又は間接的に一時的に結合される標的を含むサンプルを提供するステップ、サンプルのタ
イムラプス回折限界蛍光画像を得るステップ、回折限界画像に対して蛍光スポット検出及
びフィッティング（例えば、ガウスフィッティング、セントロイドフィッティング、又は
ベッセルフィッティング）を行ってサンプルの高解像度画像を得るステップ、既知の数の
標的を有するサンプルを用いて較正ｋｏｎ・ｃｉｍａｇｅｒを行うステップであって、ｋ

ｏｎが二次会合定数であり、ｃｉｍａｇｅｒがサンプル中の、結合していないイメージャ
ー鎖を含む蛍光標識イメージャー鎖の濃度である、ステップ、蛍光ＯＦＦ時間分布を累積
分布関数にフィッティングすることによって変数τｄを決定するステップ、及び式、標的
の数＝（ｋｏｎ・ｃｉｍａｇｅｒ・τｄ）－１に基づいてサンプル中の標的の数を決定す
るステップを含む。
【０１７９】
　本開示の一部の態様は、フィッティング関数に関連する。本明細書で使用される「フィ
ッティング関数」とは、分子の強度プロフィールをフィッティングするために使用される
数学的関数のことである。本明細書に記載される使用のためのフィッティング関数の例と
して、限定されるものではないが、ガウスフィッティング、セントロイドフィッティング
、及びベッセルフィッティングが挙げられる。本明開示の多くの態様及び実施形態は、ガ
ウスフィッティングに言及しているが、他のフィッティング関数も、ガウスフィッティン
グの代わりに、又はガウスフィッティングに加えて使用することができることを理解され
たい。
【０１８０】
組成物
　本開示の少なくとも１つ又は少なくとも２つ（例えば、複数）のＢＰ－ＮＡコンジュゲ
ート（例えば、タンパク質－核酸コンジュゲート）を含む組成物が本明細書に記載される
。ＢＰ－ＮＡコンジュゲートは、目的の標的（例えば、生体分子）に結合しても良く、か
つ／又は相補的な蛍光標識イメージャー鎖に一時的に結合しても良い。組成物は、複数の
同じ種又は異なる種のＢＰ－ＮＡコンジュゲートを含み得る。一部の実施形態では、組成
物は、少なくとも１０、５０、１００、５００、１０００、２０００、３０００、４００
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０、５０００、１０４、５００００、１０５、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９

、１０１０、１０１１のＢＰ－ＮＡコンジュゲートを含み得る。一部の実施形態では、組
成物は、少なくとも１０、５０、１００、５００、１０００、２０００、３０００、４０
００、５０００、１０４、５００００、１０５、１０５、１０６、１０７、１０８、１０
９、１０１０、１０１１の相補的な蛍光標識イメージャー鎖を含み得る。一部の実施形態
では、組成物は、１～約２００以上の異なる種のＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び／又はイ
メージャー鎖を含み得る。例えば、組成物は、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、
７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１２５、１５０、１７５、２００、又は
それを超える異なる種を含み得る。一部の実施形態では、組成物は、約５～約２００未満
の異なる種のＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び／又はイメージャー鎖を含み得る。例えば、
組成物は、５未満、６未満、７未満、８未満、９未満、１０未満、１５未満、２０未満、
２５未満、３０未満、３５未満、４０未満、４５未満、５０未満、５５未満、６０未満、
６５未満、７０未満、７５未満、８０未満、８５未満、９０未満、９５未満、１００未満
、１２５未満、１５０未満、１７５未満、又は２００未満の異なる種を含み得る。
【０１８１】
　組成物中の相補的な蛍光標識イメージャー鎖イメージャー鎖の数は、組成物中のＢＰ－
ＮＡコンジュゲートの数よりも少なくても、同数であるか、又は多くても良いことを理解
されたい。
【０１８２】
キット
　本開示は、本明細書に記載される１つ以上の組成物を含むキットをさらに提供する。こ
のキットは、例えば、ＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び／又は蛍光標識イメージャー鎖を含
み得る。キットはまた、ＢＰ－ＮＡコンジュゲートを作製するため、又はイメージャー鎖
を標識するための構成要素も含み得る。例えば、キットは、結合パートナー（例えば、抗
体）、ドッキング鎖、及び介在リンカー、例えば、ビオチン及びストレプトアビジン分子
など、及び／又はイメージャー鎖を含み得る。キットは、上記の目的を含め、当業者に明
らかなあらゆる目的のために使用することができる。
【０１８３】
　キットは、他の試薬、例えば、ハイブリダイゼーション反応を行うための緩衝液も含み
得る。キットはまた、キットの構成要素の使用のため、及び／又はＢＰ－ＮＡコンジュゲ
ート及び／又は標識イメージャー鎖の作製及び／又は使用のための取扱説明書も含み得る
。
【０１８４】
　一部の実施形態では、キットは、少なくとも１つのドッキング鎖、及びドッキング鎖に
一時的に結合できる少なくとも１つの標識イメージャー鎖を含む。ドッキング鎖は、結合
パートナーにコンジュゲートしても良く、又はしなくても良い。一部の実施形態では、ド
ッキング鎖は、「一般的な」非標的特異的親和性分子（例えば、ビオチン又はストレプト
アビジン）にコンジュゲートされ、この非標的特異的親和性分子は、最終使用者によって
選択される結合パートナーにドッキング鎖を結合するために使用することができる。一部
の実施形態では、この親和性分子は二次抗体である。従って、一部の実施形態では、キッ
トは、少なくとも１つのドッキング鎖、少なくとも１つの親和性分子、例えば、二次抗体
、及び少なくとも１つのイメージャー鎖を含む。
【０１８５】
　一部の実施形態では、キットは、（ａ）結合パートナー、例えば、タンパク質（例えば
、標的に結合するタンパク質）に連結された少なくとも１つのドッキング鎖及び（ｂ）ド
ッキング鎖に一時的に結合することができる（例えば、一時的に結合する）少なくとも１
つ（例えば、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ、少な
くとも１０、少なくとも１００）の標識イメージャー鎖を含む。ドッキング鎖は、例えば
、少なくとも２つのドメイン又は少なくとも３つのドメインを含み得、各ドメインは、そ
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れぞれに相補的な標識イメージャー鎖に結合する。標識イメージャー鎖の数は、例えば、
ドッキング鎖の数よりも少なくても、多くても、又は同数でも良い。結合パートナーは、
タンパク質、例えば、抗体（例えば、モノクローナル抗体）、抗原結合抗体断片、又はペ
プチドアプタマーなどであり得る。一部の実施形態では、キットは、少なくとも２つの異
なる結合パートナー（例えば、タンパク質）を含み、それぞれが、異なる標的に特異的で
ある。結合パートナー（例えば、タンパク質）は、一部の実施形態では、介在リンカー、
例えば、ビオチン及びストレプトアビジンを含むリンカー（例えば、ビオチン－ストレプ
トアビジン－ビオチンリンカー）などによってドッキング鎖に連結されている。一部の実
施形態では、ドッキング鎖は、ドッキング鎖を結合パートナーに連結するために使用する
ことができる親和性分子を含むように変更されている。一部の実施形態では、親和性分子
は二次抗体である。イメージャー鎖は、一部の実施形態では、少なくとも１つの蛍光標識
（例えば、少なくとも１つのフルオロフォア）で標識される。一部の実施形態では、イメ
ージャー鎖の長さは、４～３０ヌクレオチド又はそれを超える。例えば、イメージャー鎖
の長さは、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７
、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、又は３
０ヌクレオチドであり得る。一部の実施形態では、イメージャー鎖の長さは、８～１０ヌ
クレオチドである。一部の実施形態では、キットは、少なくとも２つのイメージャー鎖を
含み、それぞれのイメージャー鎖は互いに異なっている。一部の実施形態では、相補的な
標識イメージャー鎖に一時的に結合したドッキング鎖の熱安定性は、他のドッキング鎖で
あって、それらのそれぞれの標識イメージャー鎖に一時的に結合した他のドッキング鎖の
０．５ｋｃａｌ／ｍｏｌの熱安定性の範囲内である。
【０１８６】
　一部の実施形態では、キットは、（ａ）モノクローナル抗体又はその抗原結合断片（例
えば、モノクローナル抗体又は標的に結合するその抗原結合断片）に連結された少なくと
も１つのドッキング鎖及び（ｂ）ドッキング鎖に一時的に結合することができる（例えば
、一時的に結合する）少なくとも１つ（例えば、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少な
くとも４つ、少なくとも５つ、少なくとも１０、少なくとも１００）の標識イメージャー
鎖を含む。ドッキング鎖は、例えば、少なくとも２つのドメインを含み得、各ドメインは
、それぞれに相補的な標識イメージャー鎖に結合する。標識イメージャー鎖の数は、例え
ば、ドッキング鎖の数よりも少なくても、多くても、又は同数でも良い。一部の実施形態
では、キットは、少なくとも２つの異なるモノクローナル抗体又はその抗原結合断片を含
み、それぞれが異なる標的に特異的である。モノクローナル抗体又はその抗原結合断片は
、一部の実施形態では、ビオチン及びストレプトアビジンを含む介在リンカー（例えば、
ビオチン－ストレプトアビジン－ビオチンリンカー）によってドッキング鎖に連結されて
いる。イメージャー鎖は、一部の実施形態では、少なくとも１つの蛍光標識（例えば、少
なくとも１つのフルオロフォア）で標識される。一部の実施形態では、イメージャー鎖の
長さは、４～３０ヌクレオチド又はそれを超える。例えば、イメージャー鎖の長さは、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９
、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、又は３０ヌクレオチ
ドであり得る。一部の実施形態では、イメージャー鎖の長さは、８～１０ヌクレオチドで
ある。一部の実施形態では、キットは、少なくとも２つのイメージャー鎖を含み、それぞ
れのイメージャー鎖は互いに異なっている。一部の実施形態では、相補的な標識イメージ
ャー鎖に一時的に結合したドッキング鎖の熱安定性は、他のドッキング鎖であって、それ
らのそれぞれの標識イメージャー鎖に一時的に結合した他のドッキング鎖の０．５ｋｃａ
ｌ／ｍｏｌの熱安定性の範囲内である。
【０１８７】
用途
　本開示のＢＰ－ＮＡコンジュゲート（例えば、タンパク質－核酸コンジュゲート又は抗
体－核酸コンジュゲート）は、特に、既存の標的検出技術が使用される任意のアッセイで
使用することができる。
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【０１８８】
　典型的には、アッセイとして、診断アッセイ、予後アッセイ、患者監視アッセイ、スク
リーニングアッセイ、生物戦アッセイ（biowarfare assay）、法医学的分析アッセイ、及
び出生前ゲノム診断アッセイなどを含む検出アッセイが挙げられる。アッセイは、in vit
roアッセイ又はin vivoアッセイであり得る。本開示は、たとえこのような標的が従来技
術のイメージング法で空間的に解像可能でなくても（従って、空間的に異なっていなくて
も）、多数の異なる標的を、本開示の方法を用いて単一サンプルから一度に分析できると
いう利点を提供する。これにより、例えば、１つのサンプルに対して行われるいくつかの
診断検査が可能となる。
【０１８９】
　ＢＰ－ＮＡコンジュゲートはまた、部位又は領域を単純に観察するために使用すること
もできる。
【０１９０】
　本開示の方法は、病変細胞型がサンプル中に存在するか否かを決定し、かつ／又は疾患
の病期を分類するために、患者から得られたサンプル又は患者由来のサンプルの分析に適
用することができる。例えば、血液サンプルは、サンプル中の癌細胞型の存在及び／又は
癌細胞型のマーカーの量を決定し、これにより癌を診断又は病期を分類するために、本明
細書に記載される任意の方法に従ってアッセイすることができる。
【０１９１】
　あるいは、本明細書に記載の方法は、病原体感染、例えば、細胞内細菌及びウイルスに
よる感染を、サンプル中の細菌又はウイルスのそれぞれの存在及び／又はマーカーの量を
決定することによって診断するために使用することができる。従って、本開示の方法、組
成物、及びキットを用いて検出された標的は、患者のマーカー（例えば、腫瘍マーカー）
又は外来病原体での感染のマーカー、例えば、細菌マーカー若しくはウイルスマーカーで
あり得る。
【０１９２】
　本開示の定量的イメージング法は、例えば、その存在量が生物学的状態又は病状（例え
ば、病態の結果として上方制御又は下方制御される血液マーカー）を示す標的（例えば、
標的生体分子）を定量するために使用することができる。
【０１９３】
　さらに、本開示の方法、組成物、及びキットは、患者の治療過程の決定に役立つ診断情
報を提供するために使用することができる。例えば、腫瘍の特定のマーカーの量は、たと
え患者の少量のサンプルからでも正確に定量することができる。乳癌のような特定の疾患
では、特定のタンパク質、例えば、Ｈｅｒ２－ｎｅｕの過剰発現は、より積極的な治療過
程が必要となることを示す。
【０１９４】
　本開示の方法はまた、化合物、突然変異、温度変化、成長ホルモン、成長因子、疾患、
又は培養条件の変化を含む摂動の様々な標的に対する影響を決定し、これにより、その存
在、非存在、又はレベルが特定の生物学的状態を示す標的を特定するために使用すること
ができる。一部の実施形態では、本開示は、病態の成因及び経路を解明及び発見するため
に使用される。例えば、疾患組織に存在する標的の量と「正常」組織に存在する標的の量
の比較により、疾患に関与する重要な標的の解明が可能となり、これにより、疾患の治療
に使用することができる新たな薬剤候補の発見／スクリーニングのための標的を特定する
ことができる。
【０１９５】
　分析されるサンプルは、生物学的サンプル、例えば、血液、痰、リンパ液、粘液、便、
及び尿などであり得る。サンプルは、環境サンプル、例えば、水サンプル、空気サンプル
、及び食品サンプルなどであり得る。アッセイは、固定化された結合反応の１つ以上の成
分を用いて行うことができる。従って、標的又はＢＰ－ＮＡコンジュゲートを固定化する
ことができる。アッセイは、固定化されていない結合反応の１つ以上の成分を用いて行う
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ことができる。アッセイは、本開示のＢＰ－ＮＡコンジュゲート及び蛍光標識イメージャ
ー鎖によって提供される多重化の可能性を考慮して、実質的に同時にサンプル中の標的の
数の検出を含み得る。一例として、アッセイは、（例えば、特異的な細胞表面受容体に基
づいた）特定の細胞型、及びこの特定の細胞型における特定の遺伝子突然変異を検出する
ために使用することができる。このようにして、最終使用者は、一例として、特定の型の
細胞のどの程度が目的の突然変異を有するかを決定することもできる。
【０１９６】
装置
　図２３Ａ及び図２３Ｂに示されているように、液体の処理のための流体チャンバ装置も
本明細書に記載される。一部の実施形態では、この装置は、それぞれ一端がサンプルチャ
ンバに接続された第１の通路及び第２の通路を備えるポリマー系（例えば、ポリジメチル
シロキサン（ＰＤＭＳ））装置である。この構成により、１つ以上の流体が制御された速
度でサンプルに連続的に投与される。例えば、シリンジを使用して、第１の流体を装置の
第１の通路を介してサンプルに投与することができる。次いで、シリンジを使用して、装
置の第１の通路を通ってサンプルチャンバに流れる第２の流体を投与し、これにより、第
１の流体をサンプルチャンバから押し出して、第２の通路から、例えば、この第２の通路
に接続されたタンクに入れることができる（図２３Ａ）。一部の実施形態では、装置は、
この装置の下に配置された顕微鏡対物レンズから見ることができるようにスライドガラス
に配置される。
【０１９７】
超解像イメージング
　空間解像度が増大したスーパー解像イメージング（本明細書では「超解像」イメージン
グと呼ばれる）は、一実施形態では、図１１Ａに示されている、２つの戦略の一方を用い
て１つの局在化事象当たりの光子の数を増加させることによって達成することができる。
第１の戦略では、１つ１つの補充可能なフルオロフォアからの光子の最大数が推論される
。フルオロフォア安定化緩衝液（１６、１７）と共に高いレーザー励起出力を使用して、
ドッキング部位（又はドッキング鎖の部位）で一時的に結合したフルオロフォアを「消光
」させ、これにより１つの結合事象及び色素当たりの光子の最大数を推論することができ
る（図１１Ａ）。イメージャー鎖の反復的な結合により、いずれの結合鎖の「消光」も可
能となり、従って、放射された光子を最大限利用することができ、従来のイメージング技
術に対して局在化の精度が大幅に向上することになる。第２の戦略では、明るいメタフル
オロフォア（metafluorophore）が使用される。蛍光ＤＮＡナノ構造、又は「メタフルオ
ロフォア」を、コンパクトＤＮＡナノ構造に多数のフルオロフォアを付加することによっ
て形成することができる（図１１Ｂ３）。メタフルオロフォアからの個々の色素発光の全
てが、同じ点源を起源とすると解釈され、従って、標準的なフルオロフォア（例えば、Ｃ
ｙ３）の代わりにメタフルオロフォアを用いることにより、局在化の精度がさらに向上す
る。能動的にバックグラウンドが抑制されたメタフルオロフォアのより進展した形態が図
１１Ｂ４に示されている。ここで、貝殻様構造が、ドッキング鎖に結合したときにのみ蛍
光を発する条件付きフルオロフォアとして機能する。
【０１９８】
　本開示は、上記のように、スポット検出、フィッティング、及びドリフト補正に使用さ
れるアルゴリズムも提供する。
【０１９９】
ドリフト補正用のソフトウェアアルゴリズム
　一部の実施形態は、時系列に記録された画像におけるドリフトを補正するための方法及
び装置に関する。以下にさらに詳細に説明される、ドリフト補正を行うための技術の非限
定の適用例では、ドッキング鎖とイメージング鎖との間の一時的な結合に関与する、本明
細書に記載の分子レベルのＤＮＡベースのイメージングにおけるドリフトを補正する。し
かしながら、本明細書に記載の技術は、別法として、１つ以上の一時的なイメージング事
象が時系列の画像の際に記録される他のイメージングの適用例においてドリフトを補正す
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るために使用することができ、かつドリフト補正に関連した実施形態は、分子レベルのＤ
ＮＡベースのイメージングに限定されるものではないことを理解されたい。
【０２００】
　一部の実施形態では、ＤＮＡナノ構造は、ドリフトマーカーとして使用することができ
る。任意の適切なＤＮＡナノ構造（例えば、（Rothemundによる米国特許出願公開第２０
０７／０１１７１０９　Ａ１号）、single-stranded tiles（Yin et al., “Programming
 DNA Tube Circumferences,” Science (2008): 321: 824-826）、ＤＮＡヘアピン（Yin
らによる米国特許出願公開第２００９／００１１９５６　Ａ１号；Yin et al., “Progra
mming biomolecular self-assembly pathways,” Nature (2008) 451:318-323）を使用す
ることができ、このようなナノ構造は、例えば、ＤＮＡ折り紙技術を用いて形成すること
ができる。先進的分析及び後処理技術と組み合わせられた、ＤＮＡナノ構造ベースのドリ
フトマーカーを使用するドリフト補正は、高精度の補正、長時間のイメージングとの適合
性、及び実施の容易さの利点を有する。蛍光ビーズに基づいたドリフトマーカーを含む従
来の核酸ベースのイメージング技術は、ビーズが消光されるまでのイメージング時間の長
さが限定されているという問題があり；明視野イメージングは、専用の機器、例えば、二
重視野カメラビュー（dual-field camera view）を必要とする。
【０２０１】
　本明細書に記載の一部の実施形態によるドリフト補正技術は、複数の段階を含み得、各
段階は、異なる技術を使用してドリフト補正を行う。一部の実施形態では、ある段階の出
力は、追加のドリフト補正処理のための次の段階への入力として供給される。第１の段階
では、粗ドリフト補正が、隣接フレームの局在化の比較によって行われる。第２の段階で
は、単一ドリフトマーカーが選択され、その時間トレースが、異なる粗補正として使用さ
れる。第３の段階では、ドリフトマーカーの群が、自動的又は使用者の入力で選択され、
次いで、その時間トレースが、より正確なドリフト補正を計算するために組み合わせられ
る。第４の段階では、局在化が、画定されて空間的に解像可能なジオメトリ（例えば、４
×３の格子点）にスポットを表示する鋳型ベースのドリフトマーカーからプールされる。
第５の段階では、ノイズをさらに低減して、最終画像の解像度を可能にして分子レベルの
解像度に到達するように、ドリフト補正の平滑化が行われる。
【０２０２】
　これらの５つの段階の任意の数及び／又は組み合わせを、本明細書に記載の技術に従っ
て行うことができる。例えば、一部の実施形態では、時系列の画像におけるドリフトの量
は、品質測定を用いて特徴付けることができ、この品質測定に少なくとも部分的に基づい
て、１つ以上の段階を排除することができる。他の実施形態では、実施形態がこれに関し
て限定されるものではないため、５つの段階全てを行うことができる。なお他の実施形態
では、本明細書に記載の少なくとも１つの段階と組み合わせられて使用される追加のドリ
フト補正段階も使用することができる。
【０２０３】
　ドリフト補正を行うための技術の以下の説明では、ＦＷＨＭ（半値全幅）という語は、
「解像度」の数学的代用として使用される。ガウス分布ではＦＷＨＭ≒σ＊２．３５とい
う近似も使用され、σは標準偏差である。ドリフト補正を行うための本明細書に記載の技
術は、時系列の画像の処理に関する。記録された画像スタックは、本明細書では「ムービ
ー」と呼ばれ、個々の画像はそれぞれ、「フレーム」と呼ばれる。ムービーの各フレーム
は、スポット発見アルゴリズムで動作され、次いで、局所ガウスフィッティングアルゴリ
ズムを、それぞれの識別されたスポットに使用することができ；このスポットとそのフィ
ッティングされた中心位置の特定は、本明細書では互換的に「局在化」と呼ばれる。ムー
ビーのフレームは、一部のフレームには存在するが他のフレームには存在しない１つ以上
の一時的事象を捕捉する。ムービーのフレームが、上記の核酸ベースのイメージングに関
連している技術の例示的な適用例では、解離までのイメージャー鎖のドッキング鎖へのハ
イブリダイゼーションは、本明細書では結合「事象」と呼ばれ；従って、事象は、一連の
隣接フレームにおけるいくつかの局在化を有し得、典型的にはこれらの局在化からなる。
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結合事象は、ドリフト補正を行うための本明細書に記載の技術を用いて分析することがで
きる１つの例示的な一時的な事象として以下にさらに詳細に説明されるが、時系列に画像
化される他のタイプの一時的な事象を別法として使用できることを理解されたい。視野の
特定の領域内で、全ムービーに亘る全ての局在化の集合体が、まとめて「時間トレース」
と呼ばれ、この時間トレースは、観察する構造の動きを反映し、以下により詳細に説明さ
れるように、いくつかの異なる方法でドリフト補正に使用される。
【０２０４】
ドリフト補正技術の概要
　図１２は、本明細書に記載の技術に従って行うことができるドリフト補正手順の５つの
段階の模式的な概略図を例示している。これらの段階は、未処理画像から、５つの段階の
それぞれ技術を用いて処理された最終画像へと順に連続的に行われるとして例示されてい
る。これらの段階はそれぞれ、以下により詳細に説明される。簡単に述べると、図１２Ａ
（ｉ）は、ドリフト補正の各段階の原理を示す模式図を示している。各画像では、黒いマ
ーカー及び線はソースデータを示し、赤い値及び曲線は、計算上のドリフト補正を例示し
ている。図１２Ａ（ｉｉ）は、各段階で使用される主要なタイプのドリフトマーカー（例
えば、ＤＮＡドリフトマーカー）の模式図を示している。図１２Ｂ（ｉ）は、各段階又は
補正後のイメージングの質を示す構造の一例を例示し、図１２Ｂ（ｉｉ）は、各段階での
図１２Ｂ（ｉ）の対応する緑色の長方形のズーム画像を示している。図１２Ｂ（ｉ）及び
図１２Ｂ（ｉｉ）に示されているスケールバーは５０ｎｍに相当する。図１２Ｃ（ｉ）は
、補正の各段階の後のドリフトトレースの一例を例示し、図１２Ｃ（ｉｉ）は、各段階で
の図１２Ｃ（ｉ）の対応する緑色の長方形のズーム画像を示している。図１２Ｃ（ｉ）の
スケールバーは、ｘ：５００ｎｍ、ｔ：５００秒に相当し、図１２Ｃ（ｉｉ）のスケール
バーは、ｘ：１０ｎｍ、ｔ：１０秒に相当する。図１８は、一部の実施形態に従ったドリ
フト補正のプロセスにおける段階の代替の表現を例示している。
【０２０５】
　一部の実施形態では、第１の段階からの画像解像出力は、約１μｍであり得る。
【０２０６】
　一部の実施形態では、第２の段階からの画像解像出力は、約２００ｎｍであり得る。
【０２０７】
　一部の実施形態では、第３の段階からの画像解像出力は、約２０ｎｍであり得る。
【０２０８】
　一部の実施形態では、第４の段階からの画像解像出力は、約５ｎｍであり得る。
【０２０９】
　一部の実施形態では、第４の段階からの画像解像出力は、約５ｎｍ未満であり得る。
【０２１０】
イメージングの質及び達成可能な解像の限界
　ドリフト補正画像の可能な最高の質は、個々の局在化の質によって制限され、この質は
、イメージングセッション中に使用される様々な条件（例えば、顕微鏡イメージングセッ
ション）によって決まる。異なるイメージング条件の質を定量的に評価し、これらの質同
士を効果的に比較するために、隣接フレーム局在化間の距離（ＤＮＦＬ）と呼ばれる量が
、連続的な画像フレームから検出された局在化間の平均離隔距離として定義され、この平
均離隔距離は、同じ一時的な事象（例えば、結合事象）から生じる。
【０２１１】
　画像のＤＮＦＬを計算するための手順は、次のように概要が説明される。ＮＦの各対（
隣接するフレーム、例えば、フレーム＃１及び＃２）では、両方のフレームからの全ての
局在化がプールされ、フレーム間にドリフトが存在しないと仮定して、異なるフレームか
らの局在化の各対（例えば、フレーム＃１からの１つの局在化と別のフレーム＃２からの
局在化）間の距離が計算される。全てのＮＦ対から得られる距離が、二峰性分布を得るた
めにプールされる。二峰性分布の第１のモードは、幅が広く、振幅が高く、かつ視野の幅
に亘っている。二峰性分布の第２のモードは、急であり、振幅が低く、０に近く、かつ同
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じ結合事象からの局在化に一致する。第２のモードの最大値を決定することができ、局所
ガウスフィッティングアルゴリズムを、ほぼ最大値で行ってピークの中心を決定すること
ができる。この値は、特定の画像のＤＮＦＬと見なすことができる。連続したフレームか
らの局在化を組み合わせなくても、ＤＮＦＬ値が、特定の画像から達成することができる
可能な最高の解像の限界を設定し、最良の達成可能な解像度とＤＮＦＬとの間の数学的関
係は、最良の達成可能な解像度＝ＤＮＦＬ／ルート２×２．３５である。
【０２１２】
ドリフト補正の品質及び対応可能な解像度
　最終ドリフト補正画像の質は、１つの結合部位の点広がり関数（ＰＳＦ）を特徴付ける
ことによって評価することができる。数千を超える単一ドッキング部位の画像の統計オー
バーレイを、ＰＳＦ分布の基準として作成することができる。２－Ｄガウスフィッティン
グを統計オーバーレイに対して行って、ＰＳＦの標準偏差（σ）を決定し、これにより、
上記と同様の式：画像の対応可能な解像度＝σ×２．３５によって得られる、形成された
画像の最良の対応可能な解像度が決まる。補助ＤＮＡナノ構造を利用して単一の分離され
たドッキング部位の分離及びオーバーレイを行うことができる。この構造は、十分に分離
されたドッキング部位の既知のパターン（例えば、格子パターン）を有し、以下により詳
細に説明される、鋳型ベースのドリフト補正段階に使用される構造と同じ構造とすること
ができる。レーザー強度のばらつき、光学面の蒸着のむら、及び他の系統的因子、並びに
イメージングプロセスの起こり得る確率的性質により、上で決定された全画像の画質は、
イメージング視野における各単一サンプル物体の実際のイメージングの質を反映すること
ができない。典型的には、イメージング視野の中心に近く、かつ光学面に良好に固定され
た構造は、良好に照明され、周辺にある十分には固定されていない構造よりも優れた解像
度を示す。単一分子の画質及び解像度は、上記の手順と同様の手順で決定することができ
る。補助ＤＮＡナノ構造（上記と同じ）の単一分子の投影は、ドッキング部位を最良に分
離する方向に沿って（格子構造の場合は、これは任意の格子方向に沿って）行うことがで
き、多重ガウスフィットを、投影された１－Ｄ分布に対して行うことができる。次いで、
フィッティングされたガウスピークの標準偏差を決定し、これを同様に使用して単一分子
画像の解像度を推論することができる。
【０２１３】
ドリフトの評価及びドリフト補正段階の選択
　一部の実施形態では、以下にさらに詳細に説明される、ドリフト補正を行うための技術
を含む５つの段階を順次行って、未処理画像のドリフトを減少させ、それぞれの連続した
段階がドリフトをさらに減少させ、次の段階の動作の成功に十分なほど低くなる。捕捉し
た画像におけるドリフトの程度によっては、５つの段階の全てを使用しなくても良い。例
えば、元の画像のドリフトが低いと決定された場合は、各フレームにおける局在化が分離
可能であり得、処理を、第１の段階による処理を必要とすることなく、第２の段階から開
始することができる。元の画像のドリフトがさらに低いと決定された場合は、処理を、最
終画像の質を著しく低下させることなく、第３の段階から開始することができる。とりわ
け、熱変動及び熱膨張、電気モーターの作動による顕微鏡ステージの動き、建物からの振
動、及び光学台の複雑さを含み得るドリフトの複雑な起源により、元の画像におけるドリ
フトの制御は、困難な傾向にあり、最初の２つの段階を含むことは、しばしば、所望の解
像度の最終画像を形成するのに有用である。例えば、本明細書に記載の５つ全ての段階を
含むことは、専用のハードウェア又は建物の要件を必要とすることなく、殆どの生物研究
所で撮影される画像に適用可能であるドリフト補正の強力な戦略となる。
【０２１４】
　一部の実施形態では、元の未処理画像のドリフトの程度及び画像全体の質を任意の適切
な技術を用いて決定することができ、決定された画質を使用して、ドリフト補正の実施に
使用するためにドリフト補正の段階を選択することができる。例えば、画質を決定するた
めの技術は、同じ画像の異なる時間セグメントを比較することができる。この例示的な技
術では、元の画像を、ムービーの第１の半分から局在化と第２の半分からの局在化とを別
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々にプールすることによって２等分することができる。２つの画像間の相互関連を計算し
て、最良のオフセットを推定して、全体のドリフトの兆候を提供することができる。全体
のドリフトの兆候を１つ以上の閾値と比較して、１つ以上のドリフト補正段階を、本明細
書に記載の技術に従ってドリフト補正を行う際に省略することができるか否かを決定する
ことができる。
【０２１５】
　図１３は、一部の実施形態に従ってドリフト補正を行うためのプロセスを例示している
。動作２１０で、ドリフト補正が、ムービーの隣接するフレームに亘る局在化の差異を考
慮することによって行われる。次いで、プロセスは動作２２０に進み、単一ドリフトマー
カーが選択され、ムービー中の時間に対するドリフトマーカーの動きを表現する時間トレ
ースが決定され、かつこの単一ドリフトマーカーの時間トレースが使用されて、画像のド
リフト補正が行われる。次いで、プロセスは動作２３０に進み、画像で識別された複数の
ドリフトマーカーのそれぞれに対して時間トレースが決定される。以下により詳細に説明
されるように、時間トレース間の差異を使用して、最終画像のさらなるドリフト補正を行
うことができる。次いで、プロセスは動作２４０に進み、幾何学的に拘束された鋳型を用
いたドリフト補正が行われる。次いで、プロセスは動作２５０に進み、以下により詳細に
説明されるように、適切な平滑化技術を用いてドリフトトレースを平滑化することによっ
て画像がさらにドリフト補正される。本明細書に記載の技術に従ってドリフト補正を行う
ための５つの段階のそれぞれが、以下にさらに詳細に説明される。前述の説明から分かる
ように、全ての実施形態が、ドリフト補正処理に５つ全ての段階の使用を必要とするもの
ではない。例えば、一部の実施形態では、動作２３０及び２４０のみを行うことができる
。他の実施形態では、動作２３０、２４０、及び２５０を行うことができる。なお他の実
施形態では、動作２１０を含まずに、動作２２０、２３０、２４０、及び２５０を行うこ
とができる。
【０２１６】
ドリフト補正の第１の段階
　ドリフト補正の第１の段階（例えば、図１３の動作２１０）は、ムービーにおける隣接
するフレームからの局在化を比較することによって行われる。上記のＤＮＦＬの計算と同
様の手順（又はその他の適切な技術）を使用して、同じ一時的な事象（例えば、１つの結
合事象）から生じる局在化の対を識別することができる。同じ一時的な事象から生じる全
ての局在化の対をプールして二峰性分布を作成することができる。隣接する画像からの局
在化の二峰性分布の作成後に、カットオフ値を自動的に決定して、同じ事象からの局在化
の対（近い局在化）を異なる局在化から分離することができる。次に、同じ隣接するフレ
ーム（ＮＦ）対の全ての近い局在化の対がプールされ、各対間のオフセット値が計算され
る。全てのオフセットのベクトル平均が、ドリフト補正として出力される。適切な近い局
在化が存在しないＮＦ対が特定された場合、０ドリフトを出力することができる。ドリフ
ト補正の第１の段階は、典型的には、高振幅（オフセットが１μｍよりも離れている）を
有する全体的なドリフトを補正し、これにより、異なるドリフトマーカー間の干渉が効果
的に取り除かれ、次の段階を含めることが可能となる。上記のように、異なるドリフトマ
ーカーが既に互いに分離可能であり得る一部の実施形態では、処理の第１の段階を省略す
ることができる。処理の第１の段階を省略できるか否かの決定は、上記のように画質因子
分析を用いて、又はその他の適切な技術（例えば、手動検査）で行うことができる。
【０２１７】
ドリフト補正の第２の段階
　ドリフト補正の第２の段階（例えば、図１３の動作２２０）は、単一ドリフトマーカー
又はサンプル物体で行われる。この段階のドリフト補正処理に使用される単一ドリフトマ
ーカーは、任意の適切な方法で選択することができる。例えば、一部の実施形態では、単
一ドリフトマーカーは、特定された全てのドリフトマーカーのセットからランダムに選択
することができる。他の実施形態では、望ましい質（例えば、全ムービーに対するドリフ
トの平均量）に関連した特定のドリフトマーカーを、この段階で使用される単一ドリフト
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マーカーとして選択することができる。単一ドリフトマーカーの選択後に、その時間トレ
ースが自動的に決定され、平滑化され、ドリフト補正として出力される。あるいは、ドリ
フトトレースは、ドリフトマーカー間の分離を自動的に識別するのが困難な場合は、手動
で引くことができる。
【０２１８】
　ドリフト補正の第２の段階は、ムービーの全体的なドリフトをさらに減少させ（典型的
には、＜２００ｎｍ）、以降の段階におけるドリフトマーカーの自動的なバッチ識別が可
能となる。
【０２１９】
ドリフト補正の第３の段階
　ドリフト補正の第３の段階（例えば、図２の段階２３０）は、複数のドリフトマーカー
の時間トレースを組み合わせて、ドリフト補正の第２の段階よりも細かい解像度でドリフ
ト補正を計算する。各ドリフトマーカーは、高い一時的な適用範囲を可能にするために多
数のドッキング部位を有し；多数のこれらのドリフトマーカーが、サンプルと共にイメー
ジング表面に配置される。この段階の実施におけるドリフト補正の改善が、画像における
各ドリフトマーカーの広がり及び１フレーム当たりのドリフトマーカーの有効数によって
主に決まるため、各ドリフトマーカーの結合部位の数及び表面におけるドリフトマーカー
の濃度を適切に選択して、高品質のドリフト補正を保障することができる。
【０２２０】
　図１４は、図２の段階２３０に一致するドリフト補正を行うためのプロセスを例示して
いる。動作３１０では、複数のドリフトマーカーの位置が特定される。複数のドリフトマ
ーカーの位置の特定は、２次元（２Ｄ）ヒストグラムを計算するためにムービーの全ての
フレームからの局在化をプールすることを含み得る。次いで、ドリフトマーカーの位置を
、ヒストグラムのビニングサイズの適切な調整及び他の選択基準の組み合わせによって特
定することができる。例えば、ヒストグラムのビニングサイズは、ドリフトマーカーのフ
ィーチャーサイズ、例えば、第４又は第３のそれらの全サイズを反映するように調整する
ことができる。選択基準の範囲は、限定されるものではないが、ヒストグラム値の下限閾
値及び幾何学的特性（例えば、領域、寸法）に基づいたフィルタリングを含む。近接ドリ
フトマーカー間の十分な分離は、例えば、二重結合事象の疑似局在化から生じる偽局在化
を排除するためにしばしば必要である。（例えば、数千の）ドリフトマーカーのプールの
特定の後、プロセスは動作３２０に進み、そこで、各ドリフトマーカーの時間トレースが
決定され、組み合わせトレースの中心からの各時間トレースのオフセットとして決定され
る相対時間トレースが計算される。画像が、一時的な事象（例えば、核酸－結合事象）を
捉えるため、ドリフトマーカーの全ての時間トレースが、ムービーの全ての時点をカバー
できるものではない。このような場合、時間トレースは、より細かくて平滑な結果を得る
ために「欠落点」で線形内挿することができる。
【０２２１】
　複数のドリフトマーカーのそれぞれの時間トレースの決定後に、プロセスは動作３３０
に進み、そこで、画像のドリフト補正が、各ドリフトマーカーに対して決定された時間ト
レースに基づいて決定される。時間トレースの任意の適切な組み合わせを用いてドリフト
補正を決定することができ、実施形態は、これに関して限定されるものではない。一部の
実施形態では、この段階からのドリフト補正出力を決定するために、時間トレースの重み
付き平均が使用される。例えば、相対時間トレースのプールの重み付き平均は、ドリフト
補正の結果として計算することができ、この補正は、ドリフトマーカートレースの質によ
って重み付きされる。ドリフトマーカートレースの質は、限定されるものではないが、ド
リフトマーカーの質又は個々の局在化の質を評価することによって質を決定することを含
め、任意の適切な方法で決定することができる。一部の実施形態では、各ドリフトマーカ
ートレースの質は、時系列のトレースの標準偏差（σ）をとることによって計算される。
各トレースのこの値の逆数（例えば、１／σ）を重み因子として使用することができる。
あるいは、時間トレース内の個々の局在化の質は、Thomson, 2002の式によって与えられ
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る局在化不確実性として計算することができる。この計算の標準偏差の逆数を、各時間ト
レースの重み因子として使用することができる。ドリフト補正の決定後に、プロセスは動
作３４０に進み、そこで、この決定されたドリフト補正を用いて画像が補正される。
【０２２２】
　ドリフト補正のこの段階は、任意の回数行うことができる。一部の実施形態では、この
ドリフト補正の段階は、各反復に使用される異なるパラメータで繰り返し行われる。ドリ
フト補正が進むにつれて、残りのドリフト振幅が次第に減少し、ドリフトマーカーの空間
的な広がりが次第に小さくなり、ドリフトマーカーの選択をより厳密に行うことができる
。この結果、最初の反復では、閾値ヒストグラムカウントをより低い値に設定することが
でき、この値を、後の反復中により高い値に調整することができる。加えて、一部の実施
形態では、ドリフトマーカーの有効面積及び寸法は、最初の反復でより大きい値に設定す
ることができ、次の反復中により小さい値に調整される。なおさらに、一部の実施形態で
は、ドリフトマーカー間の分離は、次の反復で大きい値から小さい値に変更され得る。一
部の実施形態では、（手動又は自動的に行われる）対話型の質のチェックを、さらなる作
業の決定を容易にするために反復間で決定することができる。
【０２２３】
　イメージングの質によっては、このドリフト補正の段階は、典型的には、得られる画像
の解像度を、最良の許容解像度の２倍以内にする（即ち、個々の局在化の精度が、約５ｎ
ｍの解像度を可能にし、これにより、この段階で、通常は約１０ｎｍの解像度が得られる
）。典型的には、良好なイメージングの条件では、この段階での処理の後に、解像度＜１
０ｎｍを得ることができる。
【０２２４】
ドリフト補正の第４の段階
　ドリフト補正の第４の段階（例えば、図１３の動作２４０）は、ドリフトマーカー「鋳
型」を使用し、従って、この段階は「鋳型ドリフト補正」と呼ばれる。１つ以上のドリフ
トマーカー鋳型（例えば、ドッキング部位が既知の十分に分離された幾何学的配置にある
ＤＮＡナノ構造）が、段階３に関連して上記説明されたように、「通常の」ドリフトマー
カーと共にイメージング表面に配置される。これらのドッキング部位間の分離は、好まし
くは、異なるドッキング部位からの局在化間の容易な分離が可能となるように、前の段階
（例えば、段階３）から得られる解像度の２倍よりも小さくなることがないように選択さ
れる。これらの鋳型におけるドッキング部位の数、及び表面におけるドッキング部位の濃
度は、好ましくは、第３の段階で説明された補正と同様に、有効な鋳型補正が達成される
ように選択される。
【０２２５】
　図１５は、図２の段階２４０に対応するドリフト補正を行うためのプロセスを例示して
いる。動作４１０では、複数のドリフト補正鋳型が、ムービーの全てのフレームに亘って
プールされた局在化の２－Ｄヒストグラムから特定される。ドリフト鋳型を第３の段階で
使用されるドリフトマーカーと区別するために、上記の選択基準の範囲に加えて、ヒスト
グラムカウントの別の上限閾値を含めることができる。ドリフト鋳型が特定されたら、プ
ロセスは動作４２０に進み、そこで、各ドリフト鋳型の時間トレースが決定される。ドッ
キング部位は、鋳型で十分に分離されるように設計されているため、個々のドッキング部
位からのいくつかの非重複時間トレースを、全ドリフト鋳型の各時間トレースから分離す
ることができる。この特定及び分離ステップは、画像全体からのドリフトマーカーの特定
と同様の方式で行うことができる。例えば、各ドリフト鋳型の個々の時間トレースの標準
偏差に対する局所ヒストグラム閾値化とフィルタリングの組み合わせを使用することがで
きる。
【０２２６】
　各ドリフト鋳型の時間トレースが決定された後に、プロセスは動作４３０に進み、そこ
で、時間トレースの組み合わせが、このドリフト補正の段階を決定するために使用される
。一部の実施形態では、これは、各時間トレースの相対時間トレースを計算することによ



(47) JP 6475718 B2 2019.2.27

10

20

30

40

50

って達成され、この相対時間トレースが、ドリフト補正を決定するために少なくとも部分
的に使用される。相対時間トレースは、ドリフト補正を決定するために任意の適切な方法
で使用することができる。例えば、一部の実施形態では、個々のドッキング部位の全ての
時間トレースの重み付き平均を平均して最終ドリフト補正を得ることができる。重み因子
は、任意の適切な方法で決定することができる。例えば、重み因子は、個々の部位の質、
又は時間トレースにおける個々の局在化の質に基づき得る。ドリフト補正の決定の後に、
プロセスは動作４４０に進み、そこで、決定されたドリフト補正を用いて画像が補正され
る。
【０２２７】
　イメージングの質によっては、このドリフト補正の段階により、最終画像の解像度が、
可能な最高の解像度に近づき得る。即ち、個々の局在化の精度が、約５ｎｍの解像度を可
能にする場合は、本明細書に記載の技術に従った鋳型ドリフト補正の実施により、約６ｎ
ｍに近い解像度を達成することができる。一部の実施形態では、第３の段階の後に＜１０
ｎｍの解像度が達成される場合、格子面間隔が２０ｎｍの４×３の格子に配置された１２
のドッキング部位を有するＤＮＡナノ構造をドリフト補正鋳型として使用することができ
る。このセクションに記載された技術を用いる鋳型ベースのドリフト補正は、この段階の
後に６～７ｎｍの解像度を達成することができる。
【０２２８】
ドリフト補正の第５の段階
　ドリフト補正の第５の段階（例えば、図１３の動作２５０）は、ドリフト補正トレース
の平滑化を行い、平滑化されたドリフト補正トレースを、ドリフト補正を行うために使用
することができる。例えば、上記の第２、第３、及び第４の段階の１つ以上のドリフト補
正を決定した後に、得られたドリフト補正を任意の適切な技術を用いて平滑化して、最終
のドリフト補正の結果を得ることができる。平滑化は、隣接するフレームの局在化を考慮
することによって、各フレームにおけるドリフトマーカー又はドリフト鋳型の数を効果的
に増加させることができる。平滑化は、任意の適切なウィンドウ期間を用いて任意の適切
な方式で行うことができる。例えば、一部の実施形態では、平滑化は、特徴的なドリフト
時間スケールによって決定されるウィンドウ期間に対して行われるロバストな局所回帰法
で行われる。平滑化ウィンドウ期間の非限定の例は、１０～３０秒であり得る。
【０２２９】
３Ｄイメージングへの拡張
　上記の全ての段階は、３Ｄ画像（例えば、超解像度画像）を補正するためにも直接適用
することができる。３Ｄ超解像イメージングでは、例えば、非点収差レンズをイメージン
グの経路に導入することができ、得られるガウス放射プロフィールの楕円率を使用して、
分子のｚ位置を決定することができる。上記の折り紙ドリフトマーカー構造（例えば、幾
何学的に拘束された鋳型）を、ドリフト補正の段階を行うために１対１方式で使用するこ
とができる。鋳型ベースのドリフト補正段階の場合、画定された３Ｄ形状（例えば、四面
体）を有するＤＮＡ折り紙構造を使用することができる。
【０２３０】
　図１６は、３Ｄドリフト補正の鋳型として使用される３Ｄ四面体を例示している。４つ
の角が、ドッキング部位で標識されている。図１６Ａは、４つの角が明確に解像されてい
ることを示している。図１６Ｂは、高さが約８５ｎｍの構造のＸ－Ｚ投影を例示している
。
【０２３１】
多色イメージングへの拡張
　複数の時系列画像におけるドリフトの補正のための上記の技術は、画像における単色を
用いて特定される一時的な事象のイメージングに関連して説明されている。しかしながら
、これらの技術は、異なる一時的な事象（例えば、異なる核酸ドリフトマーカーのドッキ
ング部位との結合）が、同じ画像で識別することができる異なる色で標識される多色イメ
ージングに拡張することができることを理解されたい。多色イメージングが使用される場
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合、鋳型ベースのドリフト補正のための上記の幾何学的鋳型は、異なる色に一致する異な
る一時的な事象についての特定の既知のジオメトリを説明する情報を含み得る。例えば、
３×４の格子における単一ドッキング部位で生じる単一結合事象だけではなく、同じ幾何
学的鋳型の異なる色を用いて色分けされた複数の結合事象を表現することができ、複数の
結合事象からの情報を用いてドリフト補正を行うことができる。本明細書に記載の技術を
多色イメージングに拡張するための他のプロセスも考えられ、実施形態は、これに関連し
て限定されるものではない。
【０２３２】
例示的なコンピュータシステム
　本明細書に記載の本開示の任意の実施形態に関連して使用することができるコンピュー
タシステム６００の例示的な一実施が図１７に示されている。コンピュータシステム６０
０は、１つ以上のプロセッサ６１０及び１つ以上の非一時的なコンピュータ可読記憶媒体
（例えば、メモリ６２０及び１つ以上の不揮発性記憶媒体６３０）を備えることができる
。本明細書に記載の本開示の態様がこれに関連して限定されるものではないため、プロセ
ッサ６１０は、メモリ６２０及び不揮発性記憶媒体６３０へのデータの書き込み及びこれ
らのメモリ６２０及び不揮発性記憶媒体６３０からのデータの読み取りを任意の適切な方
式で制御することができる。本明細書に記載の任意の機能を果たすために、プロセッサ６
１０は、１つ以上のコンピュータ可読記憶媒体（例えば、メモリ６２０）に保存された１
つ以上の命令を実行することができ、この１つ以上のコンピュータ可読記憶媒体は、この
プロセッサ６１０によって実行される命令を保存する非一時的なコンピュータ可読記憶媒
体として機能し得る。
【０２３３】
　本開示の上記の実施形態は、様々な方法のいずれかで実施することができる。例えば、
実施形態は、ハードウェア、ソフトウェア、又はこれらの組み合わせを用いて実施するこ
とができる。ソフトウェアで実施される場合、１つのコンピュータに提供されるか、又は
複数のコンピュータ間に分配されるにかかわらず、ソフトウェアコードを、任意の適切な
プロセッサ又は一群のプロセッサで実行することができる。上記の機能を果たす任意の構
成要素又は一群の構成要素は、一般的に、上述の機能を制御する１つ以上の制御装置とし
て見なすことができることを理解されたい。１つ以上の制御装置は、様々な方法、例えば
、専用のハードウェアを用いて、又は上で言及された機能を果たすためにマイクロコード
若しくはソフトウェアを用いてプログラムされた汎用ハードウェア（例えば、１つ以上の
プロセッサ）を用いて実施することができる。
【０２３４】
　これに関連して、本開示の実施形態の一実施は、プロセッサで実行されると本開示の実
施形態の上述の機能を果たす、コンピュータプログラム（即ち、複数の命令）で符号化さ
れた少なくとも１つの非一時的なコンピュータ可読記憶媒体（例えば、コンピュータメモ
リ、フロッピーディスク、コンパクトディスク、テープなど）を含むことを理解されたい
。このコンピュータ可読記憶媒体は、この記憶媒体に保存されたプログラムを任意のコン
ピュータ資源にロードして、本明細書に記載の本開示の態様を実施することができるよう
に転送可能であり得る。加えて、実行されると上述の機能を果たすコンピュータプログラ
ムについての言及は、ホストコンピュータで動作するアプリケーションプログラムに限定
されるものではないことを理解されたい。むしろ、コンピュータプログラムという語は、
プロセッサをプログラムして本開示の上述の態様を実施するために利用することができる
任意のタイプのコンピュータコード（例えば、ソフトウェア又はマイクロコード）を指す
ために本明細書で一般的に使用される。
【０２３５】
均等物
　いくつかの発明の実施形態は、本明細書に記載及び例示されるが、当業者であれば、機
能を果たすため及び／又は本明細書に記載の１つ以上の利点及び／又は結果を得るために
様々な他の手段及び／又は構造に容易に想到し、このような変形形態及び／又は変更形態
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のそれぞれは、本明細書に記載の発明の実施形態の範囲内であると見なされる。より一般
的には、当業者であれば、本明細書に記載の全てのパラメータ、寸法、材料、及び構成は
、例示することが目的であり、かつ実際のパラメータ、寸法、材料、及び／又は構成は、
発明の技術が使用される特定の１つ又は複数の用途によって決まることを容易に理解され
よう。当業者であれば、本明細書に記載の特定の発明の実施形態の多数の均等物を、一般
的な実験のみを用いて理解する、又は特定することができるであろう。従って、前述の実
施形態が単なる例として表され、かつ添付の特許請求の範囲及びその均等物の範囲内で、
発明の実施形態を、具体的に記載及び特許請求される以外の方法で実施できることを理解
されたい。本開示の発明の実施形態は、本明細書に記載の個々の特徴、システム、製品、
材料、キット、及び／又は方法に関する。加えて、このような特徴、システム、製品、材
料、キット、及び／又は方法の２つ以上の任意の組合せは、このような特徴、システム、
製品、材料、キット、及び／又は方法が相互に矛盾していない場合、本開示の発明の範囲
内に含まれる。
【０２３６】
　本明細書で定義されて使用される全ての定義は、辞書による定義、参照により本明細書
に組み入れられる文献中の定義、及び／又は定義済みの語の通常の意味に優先することを
理解されたい。
【０２３７】
　本明細書に開示される全ての参考文献、特許、及び特許出願は、それぞれが言及される
主題に関する参照により本明細書に組み入れられ、場合によっては文献全体を包含し得る
。
【０２３８】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される不定冠詞「１つの（a）」及び「１つ
の（an）」は、明確にこれに反する意味が記載されていなければ、「少なくとも１つ」を
意味することを理解されたい。
【０２３９】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される「及び／又は」という句は、等位接続
された要素、即ち、ある場合には接続されて存在し、別の場合には離接されて存在する要
素の「いずれか又は両方」を意味することを理解されたい。「及び／又は」を用いて列記
される複数の要素は、同じ方式、即ち、「１つ以上の」結合された要素であると解釈され
るべきである。具体的に特定された要素に関連する関連しないにかかわらず、「及び／又
は」の節によって具体的に特定された他の要素が、任意選択で存在しても良い。従って、
非限定の例として、「及び／又は」は、非限定の語、例えば、「含む（comprising）」に
関連して使用される場合、一実施形態では、Ａのみ（任意選択でＢ以外の要素を含む）；
別の実施形態では、Ｂのみ（任意選択でＡ以外の要素を含む）；なお別の実施形態では、
Ａ及びＢの両方（任意選択で他の要素を含む）などを意味し得る。
【０２４０】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される「又は」は、上で定義された「及び／
又は」と同じ意味を有することを理解されたい。例えば、項目が一覧の中で別々である場
合、「又は」若しくは「及び／又は」は、包含的である、即ち、多数又は一覧の要素の少
なくとも１つを含むが、２つ以上も含み、任意選択で一覧にない項目もさらに含むと解釈
されるべきである。明確にこの逆を意味する「のみ」という語、例えば、「～の１つのみ
」又は「～の正確に１つ」、又は請求項で使用される場合は「～からなる」は、多数又は
一覧の要素の正確に１つの要素を含むことを指す。一般に、本明細書で使用される「又は
」という語は、限定的な語、例えば、「いずれか」、「～の１つ」、「～の１つのみ」、
又は「～の正確に１つ」が前にある場合は、限定的な代替（即ち、「一方又は他方である
が、両方ではない」）を意味するとのみ解釈されるものとする。「～から実質的になる」
は、請求項で使用される場合、特許法の分野で使用される通常の意味を有するものとする
。
【０２４１】
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　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される、１つ以上の要素の一覧に関する「少
なくとも１つの」という句は、この要素の一覧のいずれか１つ以上の要素から選択される
少なくとも１つの要素を意味するが、この要素の一覧の中に具体的に列記された１つ１つ
の要素の少なくとも１つを必ずしも含む必要はなく、かつこの要素の一覧の要素の任意の
組合せを排除するものではないことを理解されたい。この定義はまた、「少なくとも１つ
の」という句が言及する要素の一覧の中の具体的に特定された要素以外の要素が、この具
体的に特定された要素に関連するかしないかにかかわらず、任意選択で存在し得ることを
許容する。従って、非限定の例として、「Ａ及びＢの少なくとも１つ」（又は同様に「Ａ
又はＢの少なくとも１つ」、又は同様に「Ａ及び／又はＢの少なくとも１つ」）は、一実
施形態では、Ｂを含まずに、任意選択で２つ以上のＡを含む、少なくとも１つのＡ（及び
任意選択でＢ以外の要素を含む）；別の実施形態では、Ａを含まずに、任意選択で２つ以
上のＢを含む、少なくとも１つのＢ（及び任意選択でＡ以外の要素を含む）；なお別の実
施形態では、任意選択で２つ以上のＡを含む、少なくとも１つのＡ、及び任意選択で２つ
以上のＢを含む、少なくとも１つのＢ（及び任意選択で他の要素を含む）などを意味し得
る。
【０２４２】
　また、明確に反する記載がなければ、２つ以上のステップ又は動作を含む、本明細書で
請求されるあらゆる方法では、方法のステップ又は動作の順序は、この方法のステップ又
は動作が列挙される順序に必ずしも限定されるものではないことを理解されたい。
【０２４３】
　特許請求の範囲及び上記の説明では、全ての移行句、例えば、「含む（comprising）」
、「含む（including）」、「有する（carrying）」、「有する（having）」、「含む（c
ontaining）」、「含む（involving）」、「保持する（holding）」、及び「～構成され
る（composed of）」などは非限定である、即ち、限定されないが含むことを意味すると
理解されたい。米国特許商標庁特許審査手続マニュアル（United States Patent Office 
Manual of Patent Examining Procedures）のセクション２１１１．０３に記載されるよ
うに、「～からなる（consisting of）」及び「～から実質的になる（consisting essent
ially of）」の移行句のみがそれぞれ、限定又は半限定の移行句であるものとする。
【実施例】
【０２４４】
実施例
実施例１：細胞イメージング
　固定細胞における細胞内成分の多重化超解像イメージングを、ドッキング鎖の抗体への
結合によって達成した（図２）。これらの抗体－ＤＮＡコンジュゲートを、まずビオチン
化ドッキング鎖をストレプトアビジンと反応させ、次いで目的のタンパク質に対するビオ
チン化抗体をインキュベートすることによって形成した。次いで、固定ＨｅＬａ細胞を、
β－チューブリンに対する予備構築抗体－ＤＮＡコンジュゲートを用いて免疫染色した。
イメージングの前に、ＡＴＴＯ６５５標識イメージャー鎖を、ハイブリダイゼーション緩
衝液（５００ｍＭのＮａＣｌが添加された１×ＰＢＳ）中のサンプルに導入し、単一分子
イメージングを、斜照明を用いて行った（９）。得られた超解像度画像は、回折限界表現
とは対照的に空間解像度の明確な増加を示している（図３ａ～図３ｃ）。図３Ｂの位置＜
ｉ＞で撮影された断面プロフィールは、微小管のそれぞれが約４７及び約４４ｎｍの見か
け上の幅を有する２つの隣接する微小管間に約７９ｎｍの距離を示し、これは、免疫染色
された微小管の以前の報告に一致している（１３）。本開示の抗体－ＤＮＡコンジュゲー
ションのアプローチは、高い標識密度をもたらし、イメージャー鎖の非標識細胞成分への
非特異的な結合が殆ど又は全く起こらない。
【０２４５】
　直交イメージャー鎖配列がスペクトルの異なる色素に結合する本開示の標識スキームの
多色への拡張を実証するために、固定ＨｅＬａ細胞における微小管網を、Ｃｙ３ｂ－標識
鎖のドッキング配列を有する予備構築抗体－ＤＮＡコンジュゲートで標識し、ミトコンド
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リアを、ＡＴＴＯ６５５イメージャー配列の直交配列に連結された第２の抗体を用いて染
色した。Ｃｙ３ｂ－標識イメージャー鎖及びＡＴＴＯ６５５標識イメージャー鎖の両方が
溶液中に同時に存在し、イメージングを、Ｃｙ３ｂチャネル及びＡＴＴＯ６５５チャネル
の両方で連続的に行い、得られた超解像度画像は、回折限界表現と比較して空間解像度の
明確な増加を示した（図３ｄ～図３ｆ）。単色の場合と同様に、細胞環境でのイメージャ
ー鎖の非標識成分への非特異的な結合は殆ど又は全く観察されなかった。加えて、in vit
roの場合と同様に、２色間にクロストークが全く観察されず、イメージャー鎖の配列特異
的相互作用を示唆した。
【０２４６】
実施例２：多重化
　一定の局在化精度と仮定すると、イメージング解像度で直接２倍の増加を容易に達成す
ることができる。これは、イメージングスポットを、実際の現在の解像度限界よりもさら
に離れた同じドッキング鎖配列（例えば、図４のドッキング部位ａ）で間隔を空け、これ
により、これらの部位を超解像度画像における単一スポットとして明確に特定することに
よって実現することができる。ここで、全ての得られた局在化を特定の部位に割り当てる
ことができるため、得られるイメージング解像度は、再構築されたスポットの半値全幅（
ＦＷＨＭ）ではなくなり、標準偏差（ＦＷＨＭの約２．３５分の１の大きさ）となる。こ
れは、図４Ｂ１に示されており、１０ｎｍの間隔の７つの点のセットが、約１４ｎｍの解
像度で画像化され、個々の点が解像不可能のまま残る。断面ヒストグラムデータは、幅広
いピーク（底部）を示した。図４Ｂ２及び図４Ｂ３では、１つおきの部位ごとのイメージ
ングにより、個々のスポットの局在化が可能となった。次いで、これらの局在化を組み合
わせて、解像度が増加した最終複合画像を形成した。
【０２４７】
　図５Ａは、それぞれ数字の０～３に類似するように設計された４つの異なるＤＮＡ配列
のセットを表示する単一ＤＮＡナノ構造を示している。イメージングを、単純な流動チャ
ンバの構成を用いて連続的に行い、数字の０のドッキング鎖に相補的なイメージャー鎖で
最初のフラッシュを行い、次いで、イメージャー鎖の溶液を、数字の１のドッキング鎖に
相補的な配列の溶液と交換し、他の数字でもこのステップを続ける。得られた画像を、そ
れぞれのイメージングの回を示すために疑似着色した。ＤＮＡ折り紙構造を用いる実証は
、高いイメージング効率、及び連続するイメージング動作間にクロストークがないことを
示した。
【０２４８】
　Exchange－PAINTを用いたＤＮＡ構造の１０「色」超解像イメージングを実証するため
に、それぞれが数字の０～９に類似した直交ドッキング鎖の異なるパターンを表示する、
１０の独自の長方形ＤＮＡ折り紙構造を設計した（パターン「４」については図５（ｉｉ
）を参照）。１０全ての構造の表面固定の後、連続的なイメージングを、液体の取り扱い
を容易にする特注の流動チャンバ（図２３Ａ）を用いて行った。全てＣｙ３ｂで標識され
た１０の直交イメージャー鎖（Ｐ１＊～Ｐ１０＊）を使用してExchange－PAINTを行った
。１０回の全てのイメージングで得られた数字が図５Ｂ（ｖ）に示されている。各標的は
、高い空間解像度で解像されている。数字のバーに沿った断面ヒストグラムは、１０ｎｍ
以下のＦＷＨＭの分布を示している（データは不図示）。同じ最適化色素（Ｃｙ３ｂ）及
びイメージング条件が各サイクルで使用されているため、高い解像度が全ての数字で維持
されていることに留意されたい。
【０２４９】
　図５Ｂ（ｉｉｉ）は、１０回の全ての組み合わせ画像を示し、サイクル間に観察可能な
クロストークが存在しないイメージャー鎖とそれぞれの標的との特異的な相互作用を実証
している。数字の８及び９は、選択された領域に存在していない。２ではなく明らかな「
緑色の」数字の５が観察された（図５Ｂ（ｉｉｉ）では＜ｉ＞）。これは、クロストーク
から誤って画像化された数字の５ではなく、むしろ数字の２の「鏡像」であるようである
。鏡像は、ドッキング鎖が下に捕捉され、それでもなおイメージャー鎖にアクセス可能で
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ある、逆さに固定された折り紙から生じる可能性が高い。
【０２５０】
　流動構成は、流体タンク及びシリンジを可撓性チューブを介して実際の流動チャンバか
ら「分離する」ことによってサンプルの動きを最小限するように設計されている。サンプ
ルの歪みを回避するために、洗浄ステップ中に流体の流れが緩やかになるように特別な注
意を払った。サンプルが、実際に殆ど動きを示さず、殆ど又は全く歪まないのを検証する
ために、Exchange－PAINT実験を１０回行った。ＤＮＡ折り紙を、１回目に数字の４で画
像化し、１０回の緩衝液の交換後に再び画像化した。サンプルの全体の動き（物体に対す
る流動チャンバの物理的な動き）は２μｍ未満であり、基準マーカーで容易に補正するこ
とができる。選択された構造の正規化相互相関分析は、０．９２の相関係数を示し、サン
プルの歪みが殆どないことを実証している（細胞イメージングのセクションの記述も参照
されたい）。
【０２５１】
　最後に、Exchange－PAINTを用いて、４つの異なる数字のパターンを、同じＤＮＡ折り
紙構造上で画像化するのに成功した（図５Ｂ（ｉｖ））。従って、Exchange－PAINTは、
空間的に分離された種に限定されるものではなく、観察可能なクロストーク又はサンプル
の歪みなしで同じ構造における回折パターン以下を解像することができる。異なるExchan
ge－PAINTの回からの画像の整合は、ＤＮＡ折り紙ベースのドリフトマーカーを用い、単
純である。加えて、イメージングは、同じ色素を用いて行われるため、色収差をイメージ
ングの回の間で補正する必要がない。
【０２５２】
　本開示の方法の細胞環境への適用性を、図３に類似しているが、単色フルオロフォアの
み又はスペクトルの異ならないイメージャー鎖を用いて固定ＨｅＬａ細胞の微小管及びミ
トコンドリアを標的にすることによって示した。イメージングは、同じ色素で標識された
イメージャー鎖を用いて連続的に行った（２回、図６）。
【０２５３】
実施例３：定量的イメージング
　本開示の定量的方法の実行可能性を実証するために、格子状の配置で１３の結合部位を
備えたＤＮＡ折り紙ナノ構造を使用した（図７Ｃ）。ドッキング部位の取り込み効率は１
００％ではなく、実際に取り込んだ部位の分布となる（図７Ｃ及び図７Ｄ１）。それでも
なお、スポットの数を（直接）カウントして、この数を、推奨される結合キネティック分
析を用いて計算された部位の対応する数と比較することによって利用可能な部位の数（キ
ネティクス）を視覚的に決定することができるため、この構造は理想的な試験システムで
あった。図７Ｄ１は、直接のカウントによって得られた３７７の折り紙構造の結合部位の
分布を示している。結合キネティック分析によって得られた同じ構造の結合部位の分布は
図７Ｄ２に示されている。最後に、ベンチマークとして、直接のカウントとキネティック
カウントとの間の「オフセット」を各構造について計算した。この方法のカウント「エラ
ー」又は不確実性は、約２５分のイメージング時間では７％未満であった（ガウス分布の
変動係数によって決定）。
【０２５４】
実施例４：キネティックバーコーディング
　高多重化超解像バーコーディングを、幾何学的符号化又はスペクトル符号化ではなく、
結合頻度分析によって得た。ＢＰ－ＮＡコンジュゲート、又はドッキング鎖の目的の分子
への結合頻度は、この分子の結合部位の数に線形従属する。蛍光標識イメージャー鎖の特
定の濃度及び会合速度が与えられると、結合頻度は、結合部位の数と共に線形に変化し、
従って、識別に使用することができる。例えば、１２４の異なる動的「明滅シグネチャ」
を、３色と、１色当たり４つのレベルの結合頻度を用いて作成した（図８）。幾何学的符
号化と比較すると、このアプローチは、遥かに小型の非構造プローブが特徴である。スペ
クトル符号化（１４）と比較すると、本開示の方法は、よりコスト効率が良く、測定可能
であり、かつ実施が容易である。この頻度符号化法には、３つの蛍光標識イメージャー鎖
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のみが必要であり、高スループットスクリーニング実験にとって非常にコスト効率が良い
。ＤＮＡ折り紙試験構造におけるin vitro試験が図８Ｃに示されている。
【０２５５】
　利用可能な結合部位の数を決定して分子にバーコードを付けるために事象間期間（inte
r-event lifetime）τｄ又は結合頻度を使用することに加えて、蛍光ＯＮ時間又はτｂ、
従って解離定数ｋｏｆｆを使用して情報を符号化することもできる。ｋｏｆｆは、ドッキ
ング鎖及びイメージャー鎖の二本鎖の塩基成分及び／又は長さによって正確に調整するこ
とができる。このアプローチの実行可能性は、図９に例示されており：１／τｄ及び１／
τｂが、ドッキング／イメージャー二本鎖の長さに対してプロットされている。１／τｄ

、従ってｋｏｎは、二本鎖安定性に依存する。しかしながら、１つのＣＧ塩基対の付加に
よるイメージャー／ドッキング二本鎖の９ｎｔから１０ｎｔへの伸長により、キネティッ
クＯＦＦ速度がほぼ１桁低下する。
【０２５６】
　最後に、イメージャー／ドッキング二本鎖の熱力学的安定性の差異を検出するために本
発明者の能力を使用する「マイクロバーコード」、最小バーコードを、経済的な短い非構
造プローブを用いて多数の分子を識別するために作製した。このバーコードは、約５０ｎ
ｔの長さの１つのＤＮＡ分子のみを含み、このＤＮＡ分子は、赤色、緑色、又は青色のイ
メージャー鎖の８、９、又は１０ｎｔの長さの結合ドメインの組み合わせを含む約３０ｎ
ｔの長さの「バーコード」領域が続く２１ｎｔの標的検出ドメインｔ＊（図１０Ａ）を用
いて目的の分子を標識するために使用される。僅か３０ｎｔの長さにもかかわらず、この
バーコード領域を用いて、３つのスペクトルの異なる色及び３つの熱力学的に異なる配列
の長さのみで３３＝２７の異なるバーコードを表現することができる。図１０は、ｋｏｆ

ｆがそれぞれ１秒当たり１０、１、及び０．１の３つの色の８、９、又は１０ｎｔの長さ
のドッキング鎖を例示している。図１０Ａは、赤色イメージャー鎖用の８ｎｔの長さの結
合ドメイン、緑色イメージャー鎖用及び青色イメージャー鎖用の２つの９ｎｔの長さの結
合ドメインからなるバーコードの一例を示している。これが、８ｎｔの相互作用ドメイン
と比較して９ｎｔの相互作用ドメインで蛍光ＯＮ時間τｂが増加した特徴的な時間トレー
スに対する強度をもたらしている（図１０Ｂ）。確率的シミュレーションが、それぞれ１
秒当たり１０、１、及び０．１のｋｏｆｆ値を区別することが明らかに可能であることを
示している（図１０Ｃ）。
【０２５７】
実施例５：遺伝的に符号化された生細胞超解像イメージング
　蛍光イメージングの重要な利点は、生細胞における生体分子のプロセスを可視化する潜
在力にある。しかしながら、生細胞超解像イメージングの実証には課題が存在する（参考
文献２２～２２）。このような１つの課題は、適切なイメージング条件を可能にすると共
に生体適合性に十分な濃度の合成イメージングプローブの生細胞への送達にある。別の課
題は、高分子の密集が固定細胞環境と比較してより重要な因子であり得る生細胞環境にお
ける非結合プローブのバックグラウンド蛍光の程度であり、「生」ヘリカーゼ（“live”
 helicase）が、結合キネティクスに影響を与える。
【０２５８】
　本開示は、生細胞中の標的分子に特異的に結合することができ、結合したときにのみ蛍
光を開始して明滅し、特定の標的の超解像イメージングを可能にする遺伝的に符号化され
たＲＮＡプローブを利用することによってこれら及び他の課題に取り組んでいる。
【０２５９】
　この条件付き「明滅」プローブは、標的結合ドメイン（ＴＢＤ）及び条件付き明滅ドメ
イン（ＣＢＤ）を有する小さい一本鎖ＲＮＡ（＜１００ｎｔ）である。ＣＢＤは、ＴＢＤ
の機械制御下であり、ＴＢＤが標的Ｔに結合していないときは暗い。ＴＢＤの標的「Ｔ」
への結合により、ＣＢＤが再構築され、Ｔの超解像イメージングに適した強度及び頻度で
ＣＢＤを明滅させることができる。
【０２６０】
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　明滅ＲＮＡプローブは、Spinachアプタマー系（参考文献１９）、ＧＦＰの蛍光ＲＮＡ
模倣体に基づいている（図１９）。Spinachは、当初は暗い小分子ＤＦＨＢＩ（ＤＭＨＢ
Ｉに類似）の蛍光を発光させることができ、この小分子ＤＦＨＢＩは、非毒性であり、か
つ細胞透過性である。Spinachを標的ＲＮＡにタグ付けすることにより、細菌及び哺乳動
物細胞中での標的ＲＮＡの発現を画像化することができる（参考文献１９）。
【０２６１】
　小分子ＤＦＨＢＩは、Spinachに結合及び解離するため、蛍光ＯＮ状態と蛍光ＯＦＦ状
態を交互させる。得られる明滅挙動は、超解像蛍光顕微鏡法を行うために使用し、この蛍
光顕微鏡法は、本明細書では「Spinach－PAINT」と呼ぶ（図２０）。殆どの生細胞超解像
イメージング技術とは異なり、Spinach－PAINTは、特殊なイメージング条件、例えば、特
殊な緩衝系又は外部の光スイッチング若しくは活性化を必要としない。より重要なことに
、ＤＦＨＢＩは、小さい細胞透過性分子であり、生細胞の非毒性イメージングを実現する
ことを示している。超解像イメージングに必要な「明滅」挙動は、溶液中のＤＦＨＢＩ濃
度を調整して、イメージング鎖のそのパートナーとのＤＮＡ－ＤＮＡ結合相互作用を調整
する概念と同じ概念でＤＦＨＢＩのSpinachへの結合を促進／減弱させるためにSpinachを
修飾／突然変異させて、蛍光ＯＮ時間と蛍光ＯＦＦ時間とを交互させることによって得る
ことができる。単一分子測定に基づいたＤＦＨＢＩの表面固定Spinachへの結合キネティ
クスを特徴付けて最適化することが可能である（図２０）。結合キネティクスを、一時的
な結合に基づいた超解像顕微鏡法で適合性についてチェックする。
【０２６２】
　超解像イメージング用の最適化明滅特性を有するspinach変異体を作製する：ＤＮＡ－P
AINTに基づいて、開始点で、約２Ｈｚのレートで生じる、少なくとも５０ミリ秒のＯＮ時
間を示すSpinach変異体を得る。Spinachは、０．０２秒－１のｋｏｆｆを示し、約５０秒
の滞留時間となることが分かった。これは、超解像イメージングに必要な時間よりも著し
く長い。１～２０秒－１のｋｏｆｆを有するSpinach変異体を見つけるために、各位置のS
pinachで見られるｄＮＴＰと他の３つのｄＮＴＰを２：１：１：１の比率で含むｄＮＴＰ
混合物を用いてSpinach変異体の「ドープ」ライブラリ（“doped” library）を調製する
。このアプローチは、典型的には、アプタマー配列（ＳＥＬＥＸ）（参考文献２３）を最
適化するために使用される。次いで、Spinach変異体を、ＤＦＨＢＩ滞留時間の短い変異
体についてスクリーニングする。５～１０回のＳＥＬＥＸの後、クローンをそれぞれ特徴
付ける。第１のステップでは、全てのSpinach変異体が、ＤＦＨＢＩに結合時に相当な量
子収率及び吸光係数のSpinach様蛍光をなお示すことを確認する。一般に、アプタマーと
小分子との間の結合相互作用を弱めることは強めることよりも容易である。
【０２６３】
　第２のステップでは、単一分子イメージングによってこれらのSpinach変異体の結合及
び解離速度定数を測定する。正確な超解像イメージングを得るために十分な光子カウント
を提供する結合持続時間を示すSpinach変異体が選択される。
【０２６４】
　明滅頻度を最適化するために、本発明者らは、ＲＮＡ－フルオロフォア複合体の形成の
レートがｋｏｎ及びＤＦＨＢＩの濃度の両方によって決まるため、ＤＦＨＢＩで滴定し、
５～１０Ｈｚの明滅レートをもたらす濃度を特定する。最後に、本発明者らは、超解像イ
メージングに必要な最適化された明滅を示すSpinach変異体のセットを特定する。
【０２６５】
　試験プラットフォームとして、本発明者らは、ＤＮＡベースのナノ構造（例えば、ＤＮ
Ａ折り紙によって形成されたナノ構造）のin vitro「イメージング」によるSpinach－PAI
NTの超解像能力を最適化する。ＤＮＡ折り紙基質は、定められた距離及び幾何学的配置に
複数のSpinach分子を配置するためのプログラム可能な環境を提供する利点を有する。こ
のナノスケールのルーラーシステム（ruler system）により、本発明者らが、この超解像
イメージング技術の達成可能な解像度を正確に定量することが可能となる（図２１）。
【０２６６】
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　細胞骨格タンパク質の超解像イメージングのための、チューブリンに結合すると明滅を
示すＲＮＡ：代謝産物（参考文献２４）及びタンパク質（参考文献２５）によって活性化
されるSpinachベースのセンサを作製した。この開示のアプローチは、本明細書に記載の
チューブリン結合アプタマー及び明滅Spinach変異体を用いた、チューブリンの結合によ
って活性化されるSpinachベースのセンサを作製するために使用する。
【０２６７】
　Spinachのアロステリック型は、目的の標的に結合するアプタマーからなる「制御」又
は「検出」モジュールに融合した修飾Spinachアプタマードメインから構成されている（
参考文献２４）。標的の結合により、修飾Spinachアプタマーの「活性」構造へのアロス
テリックな折り畳みが起こり、ＤＦＨＢＩ結合及び蛍光発光が可能となる（図２２）。い
くつかのチューブリン結合ＤＮＡアプタマーが説明されている（参考文献２６）。この開
示は、既に確立されたプロトコルを用いてチューブリンを検出することができるSpinach
用の制御モジュールの進展を実現する。簡単に述べると、候補アプタマーは、Spinachに
融合してチューブリン依存性のSpinach蛍光を達成し、（in vitroでＣｙ５標識され、重
合される）チューブリンの存在下でのみSpinach活性化が検証される。
【０２６８】
　in vitroイメージングについて試験された超解像条件に基づいた、上記のように作製さ
れた条件付きSpinachプローブを用いることにより、Spinach－PAINTを、例えば、哺乳動
物生細胞の微小管の超解像イメージングに使用することができる。
【０２６９】
実施例６：流動チャンバ
　図２３Ａは、本明細書に記載される、in vitro ＤＮＡ折り紙実験に使用される実験構
成の一例を示している。このサンプルは、ＰＤＭＳチャネルのガラスカバースリップに固
定されている。イメージング緩衝液及び洗浄緩衝液を容器に入れ、シリンジによってチャ
ネルを介して引き込む。容器及びシリンジは、可撓性チューブを介してＰＤＭＳチャネル
に接続され、従って、機械的に取り外される。図２３Ｂは、in situ細胞イメージングに
使用される実験構成を示している。細胞は、Lab-Tek IIチャンバで画像化される。一方の
シリンジが、新しい緩衝液を供給し、第２のシリンジが、前の緩衝液を除去する。
【０２７０】
　例えば、図２３Ａ及び図２３Ｂに示されている流動チャンバを用いるExchange－PAINT
イメージングの例示的なプロトコルは次の通りである：
ＰＤＭＳ流動チャンバの容量：４０μｌ
・流動チャンバを１００μｌの１Ｍ　ＫＯＨですすぐ
・流動チャンバを１００μｌの緩衝液Ａで２回すすぐ
・５分間インキュベートする
・流動チャンバを１００μｌの緩衝液Ａですすぐ
・流動チャンバを、緩衝液Ａ中、５０μｌの１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ－ビオチンですすぐ
・２分間インキュベートする
・流動チャンバを、緩衝液Ａ中、５０μｌの１ｍｇ／ｍｌ　ＢＳＡ－ビオチンですすぐ
・２分間インキュベートする
・流動チャンバを１００μｌの緩衝液Ａで２回すすぐ
・流動チャンバを、緩衝液Ａ中、５０μｌの０．５ｍｇ／ｍｌストレプトアビジンですす
ぐ
・２分間インキュベートする
・流動チャンバを、緩衝液Ａ中、５０μｌの０．５ｍｇ／ｍｌストレプトアビジンですす
ぐ
・２分間インキュベートする
・流動チャンバを１００μｌの緩衝液Ａで２回すすぐ
・流動チャンバを１００μｌの緩衝液Ｂで２回すすぐ
・３０分間インキュベートする



(56) JP 6475718 B2 2019.2.27

10

20

30

40

50

・流動チャンバを１００μｌの緩衝液Ｂで２回すすぐ
・流動チャンバを、緩衝液Ｂ中、５０μｌの１ｎＭ折り紙ですすぐ
・１０分間インキュベートする
・流動チャンバを１００μｌの緩衝液Ｂで２回すすぐ
・チューブを取り付ける
・緩衝液Ｂで行う。
【０２７１】
追加の材料及び方法
　材料。未修飾ＤＮＡオリゴヌクレオチドをIntegrated DNA Technologiesから購入した
。蛍光修飾ＤＮＡオリゴヌクレオチドをBiosynthesisから購入した。β－チューブリンに
対するビオチン化モノクローナル抗体（９Ｆ３；カタログ番号：６１８１）及びＣＯＸ　
ＩＶに対するビオチン化モノクローナル抗体（３Ｅ１１；カタログ番号：６０１４）をCe
ll Signalingから購入した。抗ＰＭＰ７０（カタログ番号：ａｂ２８４９９）をAbcamか
ら購入した。抗ＴＧＮ４６（カタログ番号：ＮＢＰ１－４９６４３Ｂ）をVWRから購入し
た。ストレプトアビジンをInvitrogenから購入した（カタログ番号：Ｓ－８８８）。ウシ
血清アルブミン（ＢＳＡ）及びＢＳＡ－ビオチンをSigma Aldrichから得た（カタログ番
号：Ａ８５４９）。スライドガラス及びカバースリップをVWRから購入した。Lab-Tek II
チャンバ付きカバーガラスをThermo Fisher Scientificから購入した。Ｍ１３ｍｐ１８足
場をNew England Biolabsから得た。微小管様ＤＮＡ折り紙構造用のｐ８０６４足場を、
１９に記載されているように調製した。「Freeze N Squeeze」カラムをBio-Radに注文し
た。TetraSpeck BeadsをLife Technologiesから購入した。パラホルムアルデヒド、グル
タルアルデヒド、及びＴＥＭ格子（FORMVAR 400 Mesh Copper Grids）をElectron Micros
copy Sciencesから得た。３つの緩衝液をサンプルの調製及びイメージングに使用した：
緩衝液Ａ（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０５％　Tween-20
、ｐＨ７．５）、緩衝液Ｂ（５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１ｍＭ
　ＥＤＴＡ、０．０５％　Tween-20、ｐＨ８）、及び緩衝液Ｃ（１×ＰＢＳ、５００ｍＭ
　ＮａＣｌ、ｐＨ８）。
【０２７２】
　光学構成。蛍光イメージングを、油浸対物レンズ（CFI Apo TIRF 100×、NA 1.49、Oil
）を備えるNikonのＴＩＲＦ照明器を用いる対物型ＴＩＲＦ構成を利用して、Perfect Foc
us Systemを用いて倒立Nikon Eclipse Ti顕微鏡（Nikon Instruments）で行った。２Ｄイ
メージングの場合は、１０７ｎｍの画素サイズに一致する約１５０倍の最終倍率を得るた
めに追加の１．５の倍率を使用した。励起のために３つのレーザーを使用した：４８８ｎ
ｍ（２００ｍＷ公称、Coherent Sapphire）、５６１ｎｍ（２００ｍＷ公称、Coherent Sa
pphire）、及び６４７ｎｍ（３００ｍＷ公称、MBP Communications）。レーザービームを
、浄化フィルタ（ZT488/10、ZET561/10、及びZET640/20、Chroma Technology）に通して
、マルチバンドビームスプリッター（ZT488rdc/ZT561rdc/ZT640rdc、Chroma Technology
）を用いて顕微鏡対物レンズに結合した。蛍光を、発光フィルタ（ET525/50m、ET600/50m
、及びET700/75m、Chroma Technology）を用いてスペクトルフィルタリングし、ＥＭＣＣ
Ｄカメラ（iXon X3 DU-897、Andor Technologies）で撮影した。
【０２７３】
　ＤＮＡ折り紙自己集合。微小管様ＤＮＡ折り紙構造を、折り畳み緩衝液（２０ｍＭ　Ｍ
ｇＣｌ２を含む１×ＴＡＥ緩衝液）中、１０ｎＭ足場鎖（scaffold strand）（ｐ８０６
４）、５００ｎＭ折り畳みステープル（folding staple）及びビオチンハンドル（biotin
 handle）、７５０ｎＭビオチン抗ハンドル（biotin anti-handle）、及び１．１μＭ　
ＤＮＡ－PAINTドッキング鎖を含む４０μｌの総量でワンポット反応で形成した。この溶
液を、１５時間に亘る８０℃から１４℃に冷却するサーマルランプ１３（thermal ramp 1
3）を用いてアニーリングした。自己集合後、モノマー構造を、１．５時間の４．５Ｖ／
ｃｍでのアガロースゲル電気泳動法（１．５％アガロース、０．５×ＴＢＥ、１０ｍＭ　
ＭｇＣｌ２、１×ＳｙｂｒＳａｆｅ）によって精製した。ゲルバンドをカットし、粉砕し
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、及び「Freeze ‘N Squeeze」カラムに充填し、４℃で５分間、１０００×ｇで回転させ
た。重合を、折り畳み緩衝液中、５倍過剰の重合ステープル（polymerization staple）
で、３０℃で４８時間行った。重合構造を、さらなる精製なしでイメージングに使用した
。ＤＮＡ折り紙ドリフトマーカーは、ワンポット反応（総量４０μｌ、２０ｎＭ　Ｍ１３
ｍｐ１８足場、１００ｎＭビオチン化ステープル（biotinylated staple）、ＤＮＡ－PAI
NTドッキング部位を含む５３０ｎＭステープル、１２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２を含む１×Ｔ
ＡＥ）で自己集合した。自己集合構造を前述のように精製した。４「色」in vitro Excha
nge－PAINT実証用のＤＮＡ折り紙構造が、ワンポット反応（総量４０μｌ、３０ｎＭ　Ｍ
１３ｍｐ１８足場、４７０ｎＭビオチン化ステープル、数字イメージング用のドッキング
部位を含む４００ｎＭステープル、３７０ｎＭコア構造ステープル（core structure sta
ple）、１２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２を含む１×ＴＡＥ）で自己集合した。自己集合構造を
前述のように精製した。１０「色」in vitro Exchange－PAINT実証用のＤＮＡ折り紙構造
が、ワンポット反応（総量４０μｌ、３０ｎＭ　Ｍ１３ｍｐ１８足場、３６ｎＭビオチン
化ステープル、数字イメージング用のドッキング部位を含む７５０ｎＭステープル、３０
０ｎＭコア構造ステープル、１２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２を含む１×ＴＡＥ）で自己集合し
た。この構造を精製しなかった。過剰なステープルを、構造の表面への固定の後にサンプ
ルから洗い落とした。微小管様ＤＮＡ折り紙構造用のＤＮＡ鎖配列は、表１で確認するこ
とができる。ＤＮＡ折り紙ドリフトマーカー用のＤＮＡ鎖配列は、表２で確認することが
できる。１０「色」in vitro Exchange－PAINT実証用のＤＮＡ折り紙構造用のＤＮＡ鎖配
列は、奇数の数字を表３で、偶数の数字を表４で確認することができる。in vitro Excha
nge－PAINT実証用のＤＮＡ折り紙構造のためのＤＮＡ鎖配列（数字の０～３）は、表５で
確認することができる。ｐ８０６４及びＭ１３ｍｐ１８用の足場配列はそれぞれ、配列番
号：８８２及び８８３に一致している。ＤＮＡ－PAINTイメージャー及びドッキング配列
並びにビオチンを介した表面付着用の配列は表６に列記されている。
【０２７４】
　抗体－ＤＮＡコンジュゲート。目的のタンパク質をＤＮＡ－PAINTドッキング部位で特
異的に標識するために使用される抗体－ＤＮＡコンジュゲートを、２つのステップで予め
形成した：まず、３．２μｌの１ｍｇ／ｍｌストレプトアビジン（緩衝液Ａに溶解）を、
０．５μｌの１００μＭビオチン化ＤＮＡ－PAINTドッキング鎖及び追加の５．３μｌの
緩衝液Ａと、ゆっくりと振盪させながら３０分間、室温（ＲＴ）で反応させた。次いで、
溶液を第２のステップで、目的のタンパク質に対する１μｌの１ｍｇ／ｍｌモノクローナ
ルビオチン化抗体と共に３０分間、室温でインキュベートした。フィルタカラム（Amicon
 100 kDa、Millipore）を使用して、未反応ストレプトアビジン－オリゴコンジュゲート
から予め形成されたコンジュゲートを精製した。
【０２７５】
　細胞免疫染色。ＨｅＬａ及びＤＬＤ１細胞を、ペニシリン及びストレプトマイシンを含
む１０％ＦＢＳで強化されたイーグル最小必須培地で培養し、３７℃で、５％ＣＯ２を用
いてインキュベートした。１ウェル当たり約３０％コンフルエンスの細胞を、固定の２４
時間前にLab-Tek IIチャンバ付きカバーガラスに播種した。微小管、ミトコンドリア、ゴ
ルジ複合体、及びペルオキシソームを、以下の手順で免疫染色した：ＰＢＳで洗浄する；
ＰＢＳ中、３％パラホルムアルデヒド及び０．１％グルタルアルデヒドの混合物で１０分
間固定する；ＰＢＳで３回洗浄する；約１ｍｇ／ｍｌ　ＮＡＢＨ４で７分間、還元する；
ＰＢＳで３回洗浄する；ＰＢＳ中、０．２５％（ｖ／ｖ）Triton X-100で１０分間、透過
化処理する；ＰＢＳで３回洗浄する；３％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミンで３０分間ブロ
ックし、β－チューブリン、ＣＯＸ　ＩＶ、ＰＭＰ７０、又はＴＧＮ４６に対する予め形
成された抗体－ＤＮＡコンジュゲートで一晩染色する（コンジュゲートは、５％ＢＳＡ中
、１０μｇ／ｍｌに希釈した）；ＰＢＳで３回洗浄する；ＰＢＳ中、３％パラホルムアル
デヒド及び０．１％グルタルアルデヒドの混合物で１０分間、後固定する；そしてＰＢＳ
で３回洗浄する。
【０２７６】
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　微小管様ＤＮＡ折り紙構造の超解像ＤＮＡ－PAINTイメージング。サンプルの調製では
、１枚のカバースリップ（Ｎｏ．１．５、１８×１８ｍｍ２、約０．１７ｍｍの厚さ）及
びスライドガラス（３×１インチ２、１ｍｍの厚さ）を、両面テープの２つのストリップ
によって互いに挟んで、約２０μｌの容積の流動チャンバを形成した。まず、２０μｌの
ビオチン標識ウシアルブミン（１ｍｇ／ｍｌ、緩衝液Ａに溶解）を、チャンバに流し込ん
で２分間インキュベートした。次いで、チャンバを４０μｌの緩衝液Ａで洗浄した。次い
で、２０μｌのストレプトアビジン（０．５ｍｇ／ｍｌ、緩衝液Ａに溶解）をチャンバに
流し込んで、２分間結合させた。４０μｌの緩衝液Ａでの洗浄、及びこれに続く４０μｌ
の緩衝液Ｂでの洗浄後、緩衝液Ｂ中、２０μｌのビオチン標識微小管様ＤＮＡ構造（約３
００ｐＭモノマー濃度）及びＤＮＡ折り紙ドリフトマーカー（約１００ｐＭ）を最終的に
チャンバに流し込んで５分間インキュベートした。チャンバを、４０μｌの緩衝液Ｂで洗
浄した。最終イメージング緩衝液は、緩衝液Ｂ中、１．５ｎＭ　Ｃｙ３ｂ標識イメージャ
ー鎖を含んでいた。次のイメージングの前に、チャンバをエポキシで密封した。ＣＣＤ読
み取り帯域幅を、１６ビットで１ＭＨｚ、及び５．１のプリアンプ利得に設定した。ＥＭ
利得は使用しなかった。イメージングを、５６１ｎｍで２９４Ｗ／ｃｍ２の励起強度のＴ
ＩＲ照明を用いて行った。
【０２７７】
　ＤＮＡナノ構造の超解像Exchange－PAINTイメージング。流体交換のために、特注の流
動チャンバを形成した。詳細な調製プロトコルは、実施例６で確認することができる。イ
メージングチャネルをＢＳＡ－ビオチンで機能させる前に、洗浄のために１Ｍ　ＫＯＨで
すすいだ。折り紙構造の流動チャンバの表面への結合を前述のように行った。各画像取得
ステップの後に、それぞれ２００μｌの緩衝液Ｂを用いた少なくとも３回の洗浄からなる
短い約１～２分の洗浄ステップを行った。次いで、次のイメージャー鎖溶液を導入した。
洗浄手順の間、イメージャー溶液の完全な交換が行われるように表面を監視した。１０全
ての標的が画像化されるまで、取得及び洗浄ステップを繰り返した。ＣＣＤ読み取り帯域
幅を、１４ビットで３ＭＨｚ、及び５．１のプリアンプ利得に設定した。ＥＭ利得は使用
しなかった。イメージングを、５６１ｎｍで１６６Ｗ／ｃｍ２（緩衝液Ｂ中、３ｎＭ　Ｃ
ｙ３ｂ標識イメージャー鎖を用いた１０「色」Exchange－PAINT、図５Ｂ（ｉｉｉ）及び
図５Ｂ（ｖ））及び６４７ｎｍで６００Ｗ／ｃｍ２（緩衝液Ｂ中、３ｎＭ　ＡＴＴＯ６５
５標識イメージャー鎖を用いた４「色」Exchange－PAINT、図５Ｂ（ｉｖ））の励起強度
のＴＩＲ照明を用いて行った。
【０２７８】
　細胞の超解像ＤＮＡ－PAINTイメージング。全てのデータを、１４ビットで５ＭＨｚ、
５．１のプリアンプ利得、及び２５５の電子増倍利得のＥＭＣＣＤ読み取り帯域幅で得た
。イメージングは、ＨＩＬＯ照明１１を用いて行った。レーザー出力密度は、図３Ａでは
６４７ｎｍで２８３Ｗ／ｃｍ２、図３Ｄでは６４７ｎｍで１４２Ｗ／ｃｍ２、及び５６１
ｎｍで１９Ｗ／ｃｍ２であった。イメージング条件：図３Ａ：緩衝液Ｃ中、７００ｐＭ　
ＡＴＴＯ６５５標識イメージャー鎖。図３Ｄ：緩衝液Ｃ中、６００ｐＭ　Ｃｙ３ｂ標識イ
メージャー鎖及び１．５ｎＭ　ＡＴＴＯ６５５標識イメージャー鎖。
【０２７９】
　細胞の超解像Exchange－PAINTイメージング。Lab-Tek IIチャンバを、流体交換のため
に適合した。２Ｄ画像（図６Ｂ及び図６Ｃ）を、１４ビットで５ＭＨｚ、５．１のプリア
ンプ利得、及び２５５のＥＭ利得のＥＭＣＣＤ読み取り帯域幅で得た。３Ｄ画像（図６）
を、１５４ビットで３ＭＨｚ、５．１のプリアンプ利得、及びＥＭ利得なしのＣＣＤ読み
取り帯域幅で得た。いずれの場合も、イメージングはＨＩＬＯ照明を用いて行った。連続
イメージングを、２Ｄ折り紙ナノ構造の記載のように行ったが、洗浄ステップは、緩衝液
Ｃを用いて行った。
【０２８０】
　３Ｄ　ＤＮＡ－PAINTイメージング。３Ｄ画像を、検出回路の円柱レンズ（Nikon）で得
た。NIS Elements（Nikon）のN-STORM分析パッケージをデータ処理に使用した。イメージ
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ングは、検出経路に追加の倍率を用いずに行い、１６０ｎｍの画素サイズが得られた。３
Ｄ較正を、製造者の取扱説明書に従って行った。
【０２８１】
　イメージャー鎖濃度の決定。最適なイメージャー鎖濃度を、標識密度に従って経験的に
決定する。一般に、十分に高い蛍光ＯＦＦ／ＯＮ比は、１回折限界領域当たりの単一イメ
ージャー鎖のみの結合を保障するために正確にしなければならい。さらに、十分な結合事
象、従って、画像取得中の各ドッキング鎖のロバストな検出を保障するために、十分なイ
メージャー鎖濃度（従って、十分に低い蛍光ＯＦＦ時間）が必要である。
【０２８２】
　超解像データ処理。超解像ＤＮＡ－PAINT画像を、LabVIEW10でプログラムされたスポッ
ト検出及び２Ｄ－ガウスフィッティングアルゴリズムを用いて再構築した。このソフトウ
ェアの簡易型が、ＤＮＡ－Paintウェブサイト（org suffix）でダウンロード可能である
。
【０２８３】
　正規化相互相関分析。正規化相互相関係数を、それぞれの再構築されたグレースケール
超解像度画像をまず正規化し、続いてMATLAB R2013b（MathWorks, Natick, MA, USA）で
相互相関分析を行うことによって得た。
【０２８４】
　ドリフト補正及びチャネルの整合。ＤＮＡ折り紙構造を、in vitro ＤＮＡ－PAINT及び
Exchange－PAINTイメージングの整合マーカーとしてドリフト補正に使用する。ドリフト
補正は、各ムービーの間中、各折り紙ドリフトマーカーの位置を追跡することによって行
った。次いで、全ての検出されたドリフトマーカーの軌道を平均して、これを、最終超解
像再構築のドリフトを全体的に補正するために使用した。Exchange－PAINTにおける異な
るイメージングサイクル間のチャネルの整合では、これらの構造を、各Exchange－PAINT
画像のそれらの位置を一致させることによって整合点として使用する。細胞イメージング
では、１００ｎｍの金ナノ構造（Sigma Aldrich；緩衝液Ｃ中、１０ｎＭ、イメージング
の前に添加される）を、ドリフトマーカー及び整合マーカーとして使用した。金ナノ粒子
は、イメージングチャンバのガラス底部に非特異的に吸着される。ドリフト補正及びドリ
フト整合は、折り紙ドリフトマーカーの場合と同様の方式で行われる。同様に、視野にお
ける全ての金ナノ粒子の明らかな動きを、ムービーの間中、追跡する。次いで、得られた
軌道を平均して、これを、最終超解像度画像の全体的なドリフト補正に使用する。図３Ｄ
～図３Ｆにおけるミトコンドリア及び微小管の二色画像では、金粒子は、両方の色のチャ
ネルで見ることができる。同じ金ナノ粒子はまた、in situ Exchange－PAINT実験の異な
るイメージングの回のドリフト補正及び再整合にも使用される（図６）。
【０２８５】
　透過電子顕微鏡イメージング。イメージングのために、３．５μｌの未希釈微小管様Ｄ
ＮＡ構造を、グロー放電炭素被覆ＴＥＭ格子に２分間吸着した。次いで、この格子を、超
濾過（０．２μｍのフィルタ）された２５ｍＭ　ＮａＯＨを含む２％ギ酸ウラニル水溶液
を用いて１０秒間染色した。イメージングを、８０ｋＶで動作するJEOL JEM-1400を用い
て行った。
【０２８６】
　原子間力顕微鏡イメージング。イメージングを、E-scanner（Bruker）を備えたMultimo
de VIII原子間力顕微鏡（AFM）でタッピングモードを用いて行った。イメージングは、狭
い１００μｍの７～９ｋＨｚの共振周波数、０．３８Ｎ／ｍの力定数カンチレバー（forc
e constant cantilever）を用いて、ＤＮＰ－Ｓの酸化物の尖った窒化ケイ素カンチレバ
ー（DNP-S oxide-sharpened silicon nitride cantilever）及びＳＮＬの鋭い窒化レバー
（SNL sharp nitride lever）（Bruker Probes）を含むＴＡＥ／Ｍｇ２＋緩衝液で行った
。折り紙構造の自己集合の後、約２０μｌのＴＡＥ／Ｍｇ２＋緩衝液を、金属パック（Te
d Pella）に接着された新しく切断された雲母表面（Ted Pella）に堆積させた。３０秒後
、雲母表面を、Ｎ２の緩やかな流れで乾燥させ、５μｌの折り紙溶液を雲母表面に堆積さ
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せた。この３０秒後に、３０μｌの追加の緩衝液をサンプルに添加した。イメージングパ
ラメータを最高の画質のために最適化したが、サンプルの損傷を最小限にするために可能
な最も高い設定値を維持した。画像は、それぞれのスキャンラインから一次多項式を減じ
ることによって後処理した。駆動振幅が約０．１１Ｖであり、積分利得が約２であり、か
つ比例利得が約４である。
【０２８７】
　以下の表１～表５に、説明した構造における各オリゴヌクレオチドの位置が示されてい
る。第１の列における各オリゴヌクレオチドの位置（例えば、ｎ［ｎ］ｎ［ｎ］）は、コ
ンマで区切られ、それぞれ、同じ行にある第２の列の配列識別番号に一致する。各配列識
別番号は、参照により本明細書に組み入れられる添付の配列表にある対応するオリゴヌク
レオチド配列を示す。例えば、表１では、位置０［３９］２１［３９］は、配列番号：１
によって表されるオリゴヌクレオチドに一致し；位置０［７９］１［７９］は、配列番号
：２によって表されるオリゴヌクレオチドに一致し；以下同様である。
【０２８８】
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【表５】

【０２９３】
【表６】

【０２９４】
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