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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中の光開裂可能標識の存在を検出する工程を含む、第1抗原に特異的に結合す
ることができる第1抗原結合性複合体を含むサンプル上または中の少なくとも第1抗原の存
在を検出するための方法であって、
　光開裂可能標識が、官能性リンカーを通して第1抗原結合性複合体へコンジュゲートさ
れており、
　第1抗原結合性複合体が、第1抗原へ非共有結合されて、式(I)：

の抗原結合された抗原結合性複合体を形成しており、
　光開裂可能標識の存在が、第1抗原の存在を示し、かつ、
　官能性リンカーが、少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドであり、前記少な
くとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドの各オリゴヌクレオチドが23～70ヌクレオチ
ド長であり、前記部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドにおける二本鎖セクションが少な
くとも23ヌクレオチド長であり、前記少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドの
各オリゴヌクレオチドが5’末端にビオチン修飾またはC6アミノ修飾を含む、
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方法。
【請求項２】
　（ｉ）光開裂可能標識を光開裂する工程をさらに含む、または、
　（ｉｉ）光開裂可能標識が、光開裂可能部分へ共有結合されたレポーター部分を含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　（ｉ）部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドが、完全に二本鎖のオリゴヌクレオチドで
ある、または、
　（ｉｉ）少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドが、ヘアピンオリゴヌクレオ
チドである、
請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　第1抗原結合性複合体が、式(II)：

によって定義され、
　第1抗原結合性複合体が、コンジュゲーション部分へ結合された一次抗体を含み、
　抗原結合された抗原結合性複合体が、式(III)：

によってさらに定義される、
請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　第1抗原結合性複合体が、式(IV)：

によって定義され、
　第1抗原結合性複合体が、第1リガンドへ共有結合された一次抗体を含み、
　第1リガンドが、第1抗-リガンドへ非共有結合されており、
　抗原結合された抗原結合性複合体が、式(V)：

によってさらに定義される、
請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　第1抗原結合性複合体が、式(VI)：
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によって定義され、
　第1抗原結合性複合体が、第1リガンドへ共有結合された一次抗体を含み、
　第1リガンドが、第1抗-リガンドへ非共有結合されており、
　第2リガンドが、第1抗-リガンドへ非共有結合されており、
　抗原結合された抗原結合性複合体が、式(VII)：

によってさらに定義される、
請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　第1抗原結合性複合体が、式(VIII)：

によって定義され、
　第1抗原結合性複合体が、二次抗体によって結合された一次抗体を含み、
　二次抗体が、第1リガンドへ共有結合されており、
　第1リガンドが、第1抗-リガンドへ非共有結合されており、
　抗原結合された抗原結合性複合体が、式(IX)：

によってさらに定義される、
請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　第1抗原結合性複合体が、式(X)：
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によって定義され、
　第1抗原結合性複合体が、二次抗体によって結合された一次抗体を含み、
　二次抗体が、第1リガンドへ共有結合されており、
　第1リガンドが、第1抗-リガンドへ非共有結合されており、
　第2リガンドが、第1抗-リガンドへ非共有結合されており、
　抗原結合された抗原結合性複合体が、式(XI)：

によってさらに定義される、
請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　第1抗原結合性複合体が、式(XII)：

によって定義され、
　第1抗原結合性複合体が、二次抗体によって結合された一次抗体を含み、
　二次抗体が、官能性リンカーを通して光開裂可能標識へ共有結合されており、
　抗原結合された抗原結合性複合体が、式(XIII)：

によってさらに定義される、
請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　第1抗原結合性複合体が、アプタマーを含み、
　アプタマーが、官能性リンカーを通して光開裂可能標識へ共有結合されており、
　抗原結合された抗原結合性複合体が、式(XIV)：

によってさらに定義される、
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請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　方法が、サンプル中の少なくとも2つの抗原の存在を検出する方法と定義され、方法が
、サンプル中の少なくとも第2光開裂可能標識の存在を検出する工程をさらに含み、
　第2光開裂可能標識が、官能性リンカーを通して第2抗原結合性複合体へコンジュゲート
されており、
　第2抗原結合性複合体が、第2抗原へ結合されており、
　第2光開裂可能標識の存在が、第2抗原の存在を示す、
請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　（ｉ）光開裂可能標識が、比色色素、蛍光色素、放射性標識、化学発光基、または生物
発光基である、または、
　（ｉｉ）サンプルが、組織切片、生検サンプル、細胞培養サンプル、細胞スミア、また
はタンパク質溶解物である、請求項１記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2015年8月6日に出願された米国仮特許出願第62/201,978号の優先権の恩典を
主張し、その全内容は参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
1．発明の分野
　本発明は、概して、組織学、病理学、および分子生物学の分野に関する。より具体的に
は、本発明は、例えば、多重および連続抗原検出を含む抗原検出のための光開裂可能標識
(PCL)の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
2．関連技術の説明
　典型的に使用される免疫染色プロトコルにおいては、抗原特異的抗体を、組織切片、細
胞、またはタンパク質ブロットを含むがこれらに限定されない抗原含有標本へ添加し、抗
原へ結合させる。この抗原結合化抗体は、次いで、以下を含む様々な技術のいずれかを使
用して検出される：(a)フルオロフォア(例えば、Cy5)または比色検出のために使用される
酵素(例えば、HRP)へコンジュゲートされた、第1抗体について特異的親和性を有する、第
2抗体；(b)フルオロフォア(例えば、Cy5)または比色検出のために使用される酵素(例えば
、HRP)へコンジュゲートされたアビジンまたはストレプトアビジンを使用してその後検出
されるビオチンへコンジュゲートされた、第1抗体について特異的親和性を有する、第2抗
体；ならびに(c)第1抗体へ直接コンジュゲートされている、フルオロフォア(例えば、Cy5
)または比色検出のために使用される酵素(例えば、HRP)またはビオチン。場合(a)および(
b)において、そのような技術は、それぞれユニークに標識された、約3個の抗体が、同じ
サンプルにおいて使用されることを可能にする。場合(c)において、そのような技術は、
別々に画像化することができる別個の標識へコンジュゲートされた約4個の抗体に制限さ
れる。しかしながら、二次抗体間の非特異的相互作用、および個々の標識を検出する制限
された能力は、より高次の多重化を妨げている。新しい多重技術が出現しているが、多く
は、例えば、時間がかかる、高価である、かつ／または広範囲に最適化された一次抗体を
必要とするという欠点に悩まされている。抗原検出を自動化するための改良された方法お
よび機器が望ましい。
【発明の概要】
【０００４】
　多重および連続抗原検出のために光開裂可能標識を使用する方法を本明細書に提供する
。方法は、光開裂可能標識の存在を検出する工程を含み、光開裂可能標識は、抗原結合性
複合体へ官能性リンカーを通してコンジュゲートされており、抗原結合性複合体は、次に
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、抗原へ非共有結合されている。従って、光開裂可能標識の存在は、抗原結合性複合体に
よって特異的にまたは選択的に結合された抗原の存在を示す。
【０００５】
　一局面において、第1抗原に特異的に結合することができる第1抗原結合性複合体を含む
サンプル上または中の少なくとも第1抗原の存在を検出するための方法を提供し、方法は
、サンプル中の光開裂可能標識の存在を検出する工程を含み、ここで、光開裂可能標識は
、官能性リンカーを通して第1抗原結合性複合体へコンジュゲートされており、第1抗原結
合性複合体は第1抗原へ非共有結合され、式(I)：

の抗原結合された抗原結合性複合体を形成しており、
　光開裂可能標識の存在は第1抗原の存在を示す。
【０００６】
　いくつかの態様において、方法は、光開裂可能標識を光開裂する工程をさらに含む。光
開裂は、サンプルを紫外線に曝露することを含み得る。
【０００７】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識は、光開裂可能部分へ共有結合的にコンジュ
ゲートされたレポーター部分を含む。光開裂可能部分は2-ニトロベンジル基、ベンゾイン
基、クマリニル基、またはp-ヒドロキシフェナシル基であり得る。様々な態様において、
光開裂可能部分は2-ニトロベンジル基である。ある態様において、2-ニトロベンジル基は
、α炭素上および／またはベンゼン環上に置換を含む。
【０００８】
　いくつかの態様において、官能性リンカーは、一本鎖オリゴヌクレオチド、少なくとも
部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチド、ペプチド、またはアルカンジイル(C≦16)である
。ある態様において、少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドは、ヘアピンオリ
ゴヌクレオチドである。ある態様において、少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオ
チドは、完全に二本鎖のオリゴヌクレオチドである。
【０００９】
　いくつかの態様において、第1抗原結合性複合体は、式(II)：

によって定義され、
　第1抗原結合性複合体は、コンジュゲーション部分へ結合された一次抗体を含み、抗原
結合された抗原結合性複合体は、式(III)：

によってさらに定義される。
【００１０】
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　いくつかの態様において、一次抗体は、例えばTCEPまたは2-MEAのような、少なくとも1
つの還元剤によって修飾されている。いくつかの態様において、コンジュゲーション部分
は、例えばSulfo-SMCCまたはSM(PEG)nのような、ヘテロ二官能性リンカーである。いくつ
かの態様において、コンジュゲーション部分は一次抗体へ共有結合されている。いくつか
の態様において、コンジュゲーション部分は官能性リンカーへ共有結合されている。いく
つかの態様において、官能性リンカーは、5'末端にC6アミノ修飾および3'末端に光開裂可
能標識を有する部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドである。
【００１１】
　いくつかの態様において、第1抗原結合性複合体は、式(IV)：

によって定義され、
　第1抗原結合性複合体は、第1リガンドへ共有結合的にコンジュゲートされた一次抗体を
含み、第1リガンドは第1抗-リガンドへ非共有結合されており、抗原結合された抗原結合
性複合体は、式(V)：

によってさらに定義される。
【００１２】
　いくつかの態様において、方法は、サンプルを一次抗体および第1抗-リガンドと連続的
に接触させる工程をさらに含む。他の態様において、方法は、サンプルを一次抗体および
第1抗-リガンドと同時に接触させる工程をさらに含む。第1リガンドは、ビオチン、アビ
ジンもしくはストレプトアビジン、または第1の一本鎖オリゴヌクレオチドであり得る。
第1抗-リガンドは、アビジンもしくはストレプトアビジン、ビオチン、または第1の一本
鎖オリゴヌクレオチドに対して少なくとも部分的に相補的な第2の一本鎖オリゴヌクレオ
チドであり得る。
【００１３】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識は、官能性リンカーを通して第1抗-リガンド
へ共有結合されている。いくつかの態様において、同じ光開裂可能標識の2つの事象(occu
rrence)が、官能性リンカーを通して第1抗-リガンドへ共有結合されている。他の態様に
おいて、2つの異なる光開裂可能標識が、官能性リンカーを通して第1抗-リガンドへ共有
結合されている。官能性リンカーは、一本鎖オリゴヌクレオチド、少なくとも部分的に二
本鎖のオリゴヌクレオチド(例えば、しかしこれに限定されないが、ヘアピンオリゴヌク
レオチド)、ペプチド、またはアルカンジイル(C≦16)であり得る。ある態様において、少
なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドは、完全に二本鎖のオリゴヌクレオチドで
ある。
【００１４】
　いくつかの態様において、第1抗原結合性複合体は、式(VI)：
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によって定義され、
　第1抗原結合性複合体は、第1リガンドへ共有結合された一次抗体を含み、第1リガンド
は第1抗-リガンドへ非共有結合されており、第2リガンドは第1抗-リガンドへ非共有結合
されており、抗原結合された抗原結合性複合体は、式(VII)：

によってさらに定義される。
【００１５】
　いくつかの態様において、方法は、サンプルを一次抗体、第1抗-リガンド、および／ま
たは第2リガンドと連続的に接触させる工程をさらに含む。他の態様において、方法は、
サンプルを一次抗体、第1抗-リガンド、および／または第2リガンドと同時に接触させる
工程をさらに含む。第1リガンドは、ビオチン、アビジン、または抗-アビジン抗体であり
得る。第1抗-リガンドは、アビジンもしくはストレプトアビジンまたはビオチンであり得
る。第2リガンドは、ビオチン、アビジン、または抗-アビジン抗体であり得る。いくつか
の局面において、第1抗-リガンドは一本鎖オリゴヌクレオチドを含み、第2リガンドは、
第1の一本鎖オリゴヌクレオチドに対して少なくとも部分的に相補的な第2の一本鎖オリゴ
ヌクレオチドを含む。
【００１６】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識は、官能性リンカーを通して第2リガンドへ
共有結合されている。いくつかの態様において、同じ光開裂可能標識の2つの事象が、官
能性リンカーを通して第2リガンドへ共有結合されている。他の態様において、2つの異な
る光開裂可能標識が、官能性リンカーを通して第2リガンドへ共有結合されている。官能
性リンカーは、一本鎖オリゴヌクレオチド、少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオ
チド(例えば、しかしこれに限定されないが、ヘアピンオリゴヌクレオチド)、ペプチド、
またはアルカンジイル(C≦16)であり得る。ある態様において、少なくとも部分的に二本
鎖のオリゴヌクレオチドは、完全に二本鎖のオリゴヌクレオチドである。
【００１７】
　いくつかの態様において、第1抗原結合性複合体は、式(VIII)：
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によって定義され、
　第1抗原結合性複合体は、二次抗体によって結合された一次抗体を含み、二次抗体は第1
リガンドへ共有結合されており、第1リガンドは第1抗-リガンドへ非共有結合されており
、抗原結合された抗原結合性複合体は、式(IX)：

によってさらに定義される。
【００１８】
　いくつかの態様において、方法は、サンプルを一次抗体、二次抗体、および／または第
1抗-リガンドと連続的に接触させる工程をさらに含む。他の態様において、方法は、サン
プルを一次抗体、二次抗体、および／または第1抗-リガンドと同時に接触させる工程をさ
らに含む。第1リガンドは、ビオチン、アビジンもしくはストレプトアビジン、または第1
の一本鎖オリゴヌクレオチドであり得る。第1抗-リガンドは、アビジン、ストレプトアビ
ジン、ビオチン、抗-アビジン、または第1の一本鎖オリゴヌクレオチドに対して少なくと
も部分的に相補的な第2の一本鎖オリゴヌクレオチドであり得る。
【００１９】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識は、官能性リンカーを通して第1抗-リガンド
へ共有結合されている。いくつかの態様において、同じ光開裂可能標識の2つの事象が、
官能性リンカーを通して第1抗-リガンドへ共有結合されている。他の態様において、2つ
の異なる光開裂可能標識が、官能性リンカーを通して第1抗-リガンドへ共有結合されてい
る。官能性リンカーは、一本鎖オリゴヌクレオチド、少なくとも部分的に二本鎖のオリゴ
ヌクレオチド(例えば、しかしこれに限定されないが、ヘアピンオリゴヌクレオチド)、ペ
プチド、またはアルカンジイル(C≦16)であり得る。ある態様において、少なくとも部分
的に二本鎖のオリゴヌクレオチドは、完全に二本鎖のオリゴヌクレオチドである。
【００２０】
　いくつかの態様において、第1抗原結合性複合体は、式(X)：
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　第1抗原結合性複合体は、二次抗体によって結合された一次抗体を含み、二次抗体は第1
リガンドへ共有結合されており、第1リガンドは第1抗-リガンドへ非共有結合されており
、第2リガンドは第1抗-リガンドへ非共有結合されており、抗原結合された抗原結合性複
合体は、式(XI)：

によってさらに定義される。
【００２１】
　いくつかの態様において、方法は、サンプルを一次抗体、二次抗体、第1抗-リガンド、
および／または第2リガンドと連続的に接触させる工程をさらに含む。他の態様において
、方法は、サンプルを一次抗体、二次抗体、第1抗-リガンド、および／または第2リガン
ドと同時に接触させる工程をさらに含む。第1リガンドは、ビオチンまたはアビジンもし
くはストレプトアビジンであり得る。第1抗-リガンドは、アビジンもしくはストレプトア
ビジンまたはビオチンであり得る。第2リガンドは、ビオチンまたはアビジンもしくはス
トレプトアビジンであり得る。いくつかの局面において、第1抗-リガンドは一本鎖オリゴ
ヌクレオチドを含み、第2リガンドは、第1の一本鎖オリゴヌクレオチドに対して少なくと
も部分的に相補的な第2の一本鎖オリゴヌクレオチドを含む。
【００２２】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識は、官能性リンカーを通して第2リガンドへ
共有結合されている。いくつかの態様において、同じ光開裂可能標識の2つの事象が、官
能性リンカーを通して第2リガンドへ共有結合されている。他の態様において、2つの異な
る光開裂可能標識が、官能性リンカーを通して第2リガンドへ共有結合されている。官能
性リンカーは、一本鎖オリゴヌクレオチド、少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオ
チド(例えば、しかしこれに限定されないが、ヘアピンオリゴヌクレオチド)、ペプチド、
またはアルカンジイル(C≦16)であり得る。ある態様において、少なくとも部分的に二本
鎖のオリゴヌクレオチドは、完全に二本鎖のオリゴヌクレオチドである。
【００２３】
　いくつかの態様において、第1抗原結合性複合体は、式(XII)：
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によって定義され、
　第1抗原結合性複合体は、二次抗体によって結合された一次抗体を含み、二次抗体は、
官能性リンカーを通して光開裂可能標識へ共有結合されており、抗原結合された抗原結合
性複合体は、式(XIII)：

によってさらに定義される。
【００２４】
　いくつかの態様において、方法は、サンプルを一次抗体および二次抗体と連続的に接触
させる工程をさらに含む。他の態様において、方法は、サンプルを一次抗体および二次抗
体と同時に接触させる工程をさらに含む。
【００２５】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識は、官能性リンカーを通して二次抗体へ共有
結合されている。いくつかの態様において、同じ光開裂可能標識の2つの事象が、官能性
リンカーを通して二次抗体へ共有結合されている。他の態様において、2つの異なる光開
裂可能標識が、官能性リンカーを通して二次抗体へ共有結合されている。官能性リンカー
は、一本鎖オリゴヌクレオチド、少なくとも部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチド(例え
ば、しかしこれに限定されないが、ヘアピンオリゴヌクレオチド)、ペプチド、またはア
ルカンジイル(C≦16)であり得る。ある態様において、少なくとも部分的に二本鎖のオリ
ゴヌクレオチドは、完全に二本鎖のオリゴヌクレオチドである。
【００２６】
　いくつかの態様において、第1抗原結合性複合体はアプタマーを含み、アプタマーは、
官能性リンカーを通して光開裂可能標識へ共有結合されており、抗原結合された抗原結合
性複合体は、式(XIV)：

によってさらに定義される。
【００２７】
　いくつかの態様において、方法は、サンプルをアプタマーと接触させる工程をさらに含
む。
【００２８】
　いくつかの態様において、方法は、サンプル中の少なくとも2つの抗原の存在を検出す
る方法と定義され、方法は、サンプル中の少なくとも第2光開裂可能標識の存在を検出す
る工程をさらに含み、ここで、第2光開裂可能標識は、官能性リンカーを通して第2抗原結
合性複合体へコンジュゲートされており、第2抗原結合性複合体は第2抗原へ結合されてお
り、第2光開裂可能標識の存在は第2抗原の存在を示す。同様に、方法は、サンプル中の少
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なくとも3つの抗原の存在を検出する方法と定義され得、方法は、サンプル中の少なくと
も第3光開裂可能標識の存在を検出する工程をさらに含み、ここで、第3光開裂可能標識は
、官能性リンカーを通して第3抗原結合性複合体へコンジュゲートされており、第3抗原結
合性複合体は第3抗原へ結合されており、第3光開裂可能標識の存在は第3抗原の存在を示
す。
【００２９】
　いくつかの態様において、第1光開裂可能標識の検出、ならびに第2光開裂可能標識およ
び任意で第3光開裂可能標識の検出は、同時に行われる。いくつかの態様において、第1抗
原結合性複合体および第2抗原結合性複合体は、各々、ユニークな光開裂可能標識を含む
。他の態様において、第1抗原結合性複合体および第2抗原結合性複合体は、各々、同じ光
開裂可能標識を含む。いくつかの態様において、第1光開裂可能標識の検出および第2光開
裂可能標識の検出は、連続的に行われる。
【００３０】
　いくつかの態様において、方法は、第2光開裂可能標識を検出する前に、第1光開裂可能
標識を光開裂する工程をさらに含む。いくつかの態様において、方法は、第2光開裂可能
標識の検出後に、第2光開裂可能標識を光開裂する工程をさらに含む。いくつかの態様に
おいて、方法は、第1および第2光開裂可能標識を同時に光開裂する工程をさらに含む。光
開裂は、サンプルを紫外線に曝露することを含み得る。
【００３１】
　いくつかの態様において、方法は、サンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、
10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、
70、75、80、85、90、95、または100個の抗原を検出する工程をさらに含む。同じサンプ
ル内で、いくつかの抗原が同時に検出され得、一方、他の抗原は連続的に検出される。同
時検出について、各抗原結合性複合体は、ユニークな光開裂可能標識を含む。少なくとも
2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、または20個の異な
る抗原が、同時に検出され得る。同時抗原検出の方法において、各抗原結合性複合体は、
連続的にサンプルへ添加され、続いて単一の検出段階が行われ得る。あるいは、抗原結合
性複合体のいくつかが、同時に添加され得る。様々な態様において、方法の段階の少なく
とも一部分が、自動化され得る。いくつかの態様において、方法の段階の全部が、自動化
され得る。
【００３２】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識は、比色色素、蛍光色素、放射性標識、化学
発光基、または生物発光基である。いくつかの態様において、サンプルは、組織切片、生
検サンプル、細胞培養サンプル、細胞スミア、またはタンパク質溶解物である。
【００３３】
　ある態様は、本明細書に開示される方法のいずれかを行うように構成された装置を含む
。特定の態様は以下を含む：サンプルを画像化するように構成されたイメージングシステ
ム；流体入口および流体出口を含むサンプルチャンバ；ならびに、複数のリザーバーを含
む流体制御システムであって、サンプルチャンバの流体入口および流体出口と流体連結さ
れている、流体制御システム。
【００３４】
　いくつかの態様において、流体制御システムは、サンプルの自動連続染色を提供するよ
うに構成されている。具体的な態様において、流体制御システムは、サンプルチャンバと
および複数のリザーバーと流体連結されているバルブをさらに含む。ある態様において、
バルブはロータリーバルブである。特定の態様は、第1抗原から第1抗原結合性複合体を光
開裂するように構成された光源をさらに含む。いくつかの態様において、複数のリザーバ
ーは、イメージング溶液を含有する第1リザーバー、洗浄溶液を含有する第2リザーバー、
開裂溶液を含有する第3リザーバー、バッファー溶液を含有する第4リザーバー、ハイブリ
ダイゼーション洗浄溶液を含有する第5リザーバー、および／またはハイブリダイゼーシ
ョン溶液を含有する第6リザーバーを含む。
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【００３５】
　具体的な態様において、流体制御システムは、サンプルチャンバとならびに第1、第2、
第3、第4、第5および第6リザーバーと流体連結されているバルブをさらに含む。ある態様
において、サンプルチャンバは、顕微鏡用スライド、カバーガラス、および顕微鏡用スラ
イドとカバーガラスとの間に配置されたガスケットを含む。
【００３６】
　特定の態様において、サンプルチャンバの流体入口および流体出口は、カバーガラスへ
接続されている。いくつかの態様において、サンプルチャンバは、X-Y面で動くように構
成されたプラットフォームへ接続されている。具体的な態様において、サンプルチャンバ
の流体出口は、流体輸送デバイスへ接続されている。ある態様において、流体輸送デバイ
スはシリンジポンプである。特定の態様において、イメージングシステムは、顕微鏡；光
源；ライトガイドアダプター；およびカメラを含む。
【００３７】
　特定の態様は、サンプル上または中の少なくとも第1抗原の存在を検出するための装置
を含み、装置は以下を含む：流体入口および流体出口を含むサンプルチャンバ；サンプル
チャンバ中のサンプルを画像化するように構成されたイメージングシステム；サンプル上
または中の第1抗原から第1抗原結合性複合体を光開裂するように構成された光源；ならび
に、サンプルチャンバの流体入口および流体出口と流体連結されている流体制御システム
であって、サンプルチャンバと流体連結されている複数のリザーバーを含む、流体制御シ
ステム。
【００３８】
　具体的な態様において、流体制御システムは、サンプルの自動連続染色を提供するよう
に構成されている。特定の態様において、イメージングシステムは、サンプルの自動画像
化を提供するように構成されている。いくつかの態様において、複数のリザーバーは、イ
メージング溶液を含有する第1リザーバー、洗浄溶液を含有する第2リザーバー、開裂溶液
を含有する第3リザーバー、バッファー溶液を含有する第4リザーバー、ハイブリダイゼー
ション洗浄溶液を含有する第5リザーバー、およびハイブリダイゼーション溶液を含有す
る第6リザーバーを含む。ある態様において、流体制御システムは、サンプルチャンバと
ならびに第1、第2、第3、第4、第5および第6リザーバーと流体連結されているバルブをさ
らに含む。特定の態様において、バルブはロータリーバルブである。いくつかの態様にお
いて、サンプルチャンバは、顕微鏡用スライド、カバーガラス、および顕微鏡用スライド
とカバーガラスとの間に配置されたガスケットを含む。
【００３９】
　具体的な態様において、サンプルチャンバは、X-Y面で動くように構成されたプラット
フォームへ接続されている。ある態様において、サンプルチャンバの流体入口および流体
出口は、カバーガラスへ接続されている。特定の態様において、サンプルチャンバの流体
出口は、流体輸送デバイスへ接続されている。いくつかの態様において、流体輸送デバイ
スはシリンジポンプである。具体的な態様において、イメージングシステムは、顕微鏡、
光源、ライトガイドアダプター、およびカメラを含む。ある態様において、装置は、同時
にまたはランダムアクセスによって複数のサンプルチャンバを染色および画像化するよう
に構成されている。
【００４０】
　本発明の他の目的、特徴および利点は、下記の詳細な説明から明らかとなるであろう。
しかしながら、詳細な説明および具体例は、本発明の好ましい態様を示すが、例示のため
にのみ提供されることが理解されるべきであり、何故ならば、本発明の精神および範囲内
の様々な変更および改変が、この詳細な説明から当業者に明らかとなるであろうためであ
る。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
　本特許または出願ファイルは、カラーで作成された少なくとも1つの図面を含有する。
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カラー図面を含む本特許または特許出願公報の写しは、請求および必要な手数料の支払い
で特許庁によって提供されるだろう。
【００４２】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成し、本発明のある局面をさらに示すために含まれ
る。本発明は、本明細書に提示される具体的な態様の詳細な説明と組み合わせて、これら
の図面の1つまたは複数への参照によって、よりよく理解され得る。
【００４３】
【図１】一本鎖のビオチン-オリゴヌクレオチド-光開裂可能Cy5蛍光色素を使用しての組
織切片中の抗原の検出。ビオチン化およびフルオレセイン標識化プローブが対照として含
まれる。
【図２】例示的な部分的に二本鎖のビオチン-オリゴヌクレオチド-光開裂可能蛍光色素。
上部鎖の配列はSEQ ID NO: 1として提供され；下部鎖の配列はSEQ ID NO: 2として提供さ
れる。
【図３】一本鎖のおよび部分的に二本鎖のビオチン-オリゴヌクレオチド-光開裂可能Cy5
蛍光色素を使用しての組織切片中の抗原の検出。
【図４】単一の光開裂可能蛍光色素と複合体化された、例示的な一本鎖のビオチン-オリ
ゴヌクレオチド-光開裂可能標識。各例の配列はSEQ ID NO: 3として提供される。
【図５】同じ色の2つの光開裂可能蛍光色素と複合体化された、例示的な二本鎖のビオチ
ン-オリゴヌクレオチド-光開裂可能標識。第1(Cy5)例の上部鎖の配列はSEQ ID NO: 3とし
て提供され；第1(Cy5)例の下部鎖の配列はSEQ ID NO: 4として提供される。第2(AF594)例
の上部鎖の配列はSEQ ID NO: 5として提供され；第2(AF594)例の下部鎖の配列はSEQ ID N
O: 6として提供される。第3(AF532)例の上部鎖の配列はSEQ ID NO: 7として提供され；第
3(AF532)例の下部鎖の配列はSEQ ID NO: 8として提供される。第4(AF488)例の上部鎖の配
列はSEQ ID NO: 9として提供され；第4例(AF488)の下部鎖の配列はSEQ ID NO: 10として
提供される。
【図６】単一の光開裂可能蛍光色素を有する、例示的なヘアピンのビオチン-オリゴヌク
レオチド-光開裂可能標識。第1(Cy5)例の配列はSEQ ID NO: 11として提供され；第2(AF59
4)例の配列はSEQ ID NO: 12として提供され；第3(AF532)例の配列はSEQ ID NO: 13として
提供され；第4(AF488)例の配列はSEQ ID NO: 14として提供される。
【図７】官能性リンカーを通してビオチン分子へ共有結合された例示的な光開裂可能標識
。官能性リンカーは、核酸、ペプチド、または脂肪酸鎖であり得る。
【図８】図2および4～6に示されるもののような、例示的なヌクレオチド-光開裂可能部分
-蛍光色素構造。
【図９Ａ】光開裂の効率。図9Aは、開裂前の染色組織切片の画像を示す。
【図９Ｂ】光開裂の効率。図9Bは、UV 365 nm曝露による2分間の開裂後の染色切片の画像
を示す。
【図９Ｃ】光開裂の効率。図9Cは、バッファーリフレッシュ後の染色切片の画像を示す。
【図９Ｄ】光開裂の効率。図9Dは、開裂境界を示す異なるFOVの画像である(左上隅を開裂
した)。
【図９Ｅ】光開裂の効率。図9Eは、開裂後および洗浄後の画像輝度変化を示す、図9A～C
にわたる線に沿った画像ピクセル強度プロフィールである。
【図１０Ａ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Aは、最大シグナル強度の
トレースを示す。
【図１０Ｂ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Bは、シグナルの絶対差(
シグナル対バックグラウンド)のトレースを示す。
【図１０Ｃ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Cは、最大シグナルのパー
センテージとしてのシグナルの相対差(シグナル対バックグラウンド)のトレースを示す。
【図１０Ｄ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Dは、視野の中央における
光開裂前および後のスタンダード・デュプレックスPCL（Standard Duplex PCL）の画像を
示す。
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【図１０Ｅ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Eは、光開裂前および後の
ロング・デュプレックスPCL（Long Duplex PCL）の画像を示す。
【図１０Ｆ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Fは、光開裂前および後の
ショートPCL（Short PCL）の画像を示す。
【図１０Ｇ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Gは、光開裂前および後の
シングル・ビオチン・デュプレックスPCL（Single Biotin Duplex PCL）の画像を示す。
【図１０Ｈ】様々なPCLを使用しての光開裂の時間的経過。図10Hは、開裂前および開裂後
の両方の光開裂可能ビオチンを有するオリゴヌクレオチド(IDTデュプレックスPCL（IDT D
uplex PCL）)の画像を示す。
【図１１】連続組織染色。異なる色の2つの光開裂可能標識を用いての2つの標的タンパク
質のFFPE組織染色。同じ視野を、第1色で画像化し、ImageJソフトウェアを用いて前回の
色の上に重ね合わせた。
【図１２】実施例5において使用された光開裂可能標識の図。スタンダード・デュプレッ
クスPCLは、それらの5'末端上にビオチンおよびそれらの3'末端上に光開裂可能蛍光標識
を有する2つの34-ヌクレオチドオリゴからなり、オリゴをアニーリングし、各末端上に4
ヌクレオチド一本鎖突出部を有する28-ヌクレオチド二本鎖セクションを形成させた。ス
タンダード・デュプレックスPCLの上部鎖の配列はSEQ ID NO: 3として提供され；スタン
ダード・デュプレックスPCLの下部鎖の配列はSEQ ID NO: 4として提供される。ロング・
デュプレックスPCLは、それらの5'末端上にビオチンおよびそれらの3'末端上に光開裂可
能蛍光標識を有する2つの69-ヌクレオチドオリゴからなり、オリゴをアニーリングし、各
末端上に2ヌクレオチド一本鎖突出部を有する67-ヌクレオチド二本鎖セクションを形成さ
せた。ロング・デュプレックスPCLの上部鎖の配列はSEQ ID NO: 15として提供され；ロン
グ・デュプレックスPCLの下部鎖の配列はSEQ ID NO: 16として提供される。ショートPCL
は、その5'末端上にビオチンおよびその3'末端上に光開裂可能蛍光標識を有する単一の12
-ヌクレオチドオリゴ(SEQ ID NO: 17)からなった。シングル・ビオチン・デュプレックス
PCLは、各ハイブリッド中の2つのオリゴのうちの1つのみがその5'末端上にビオチンを有
したことを除いて、スタンダード・デュプレックスPCLと同じであった。シングル・ビオ
チン・デュプレックスPCLの上部鎖の配列はSEQ ID NO: 3として提供され；シングル・ビ
オチン・デュプレックスPCLの下部鎖の配列はSEQ ID NO: 4として提供される。IDTデュプ
レックスPCLは、それらの5'末端上に光開裂可能ビオチンおよびそれらの3'末端上に蛍光
標識を有する2つの34-ヌクレオチドオリゴからなり、オリゴをアニーリングし、各末端上
に4ヌクレオチド一本鎖突出部を有する28-ヌクレオチド二本鎖セクションを形成させた。
IDTデュプレックスPCLの上部鎖の配列はSEQ ID NO: 3として提供され；IDTデュプレック
スPCLの下部鎖の配列はSEQ ID NO: 4として提供される。
【図１３】本明細書に開示される例示的な態様に従う装置の図。
【図１４】本明細書に開示される例示的な態様に従うサンプルチャンバの分解図。
【図１５】図14のサンプルチャンバの組立図。
【図１６】流体制御システムおよびサンプルチャンバを含む図13の装置の一部分の図。
【図１７】電力および制御システムを含む図13の装置の一部分の図。
【図１８】SMCC(スクシンイミジル-4-[N-マレイミドメチル]シクロヘキサン-1-カルボキ
シレート)二官能性架橋剤を有する例示的な修飾オリゴ。
【図１９Ａ】3つの連続する染色および画像化サイクルの図。
【図１９Ｂ】コラーゲン、ALCAMおよびHoechstを示す、20×対物レンズで撮影された25枚
の写真(5 × 5)の継ぎ合わされた画像。点線の正方形は、図19C～Eにおいて拡大されチャ
ネルへ分割された領域の輪郭を描く。
【図１９Ｃ】ALCAM、CD44、Hoechst。
【図１９Ｄ】SMA、サイトケラチン、Hoechst。
【図１９Ｅ】フィブロネクチン、ヒストンH3、Hoechst。
【図２０】同時に3色の光開裂可能標識を使用する多重染色でのFFPE組織切片の画像。画
像は、Cy3、Cy5、およびCy7についての3つの適切な波長でシグナルをキャプチャーし、次
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いで、ImageJソフトウェアを使用して画像合成を行い、3つの別個の領域を共視覚化した
。
【図２１Ａ】図20における多重染色組織の開裂後の画像。全てのシグナルが1つの光開裂
事象後に放出された。
【図２１Ｂ】総開裂時間にわたる総シグナルの相対的パーセントのトレースを示す。
【図２１Ｃ】最大シグナル強度のトレースを示す。
【発明を実施するための形態】
【００４４】
例示的態様の説明
　固定組織標本中の抗原の免疫蛍光検出は、臨床診療および研究所において慣例的に使用
されている。現在の方法は、1組織切片当たり1～4つの抗原の検出に制限されている。従
って、追加の抗原の検出は、別個の切片上における複数の独立した染色を必要とし、単一
の切片上における抗原の共局在化を制限する。さらに、現在の方法は、染色および画像化
が分離されたプロセスであるために、非常に時間を消費する。
【００４５】
　ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織切片についての自動次世代組織学(NGH：Next
 Generation Histology)プラットフォームが、これらの制限を克服するために開発された
。このプラットフォームは、伝統的な蛍光タグが、UV照射によって放出される新規の光開
裂可能フルオロフォアで置き換えられているプローブを使用するように設計された。光開
裂可能標識は、抗原検出抗体を除去する必要なく、同じ組織切片における繰り返し染色の
迅速なサイクルを可能にする。NGHプラットフォームはまた、手動時間の短縮のための自
動流体工学、および単一のプラットフォーム上における多重PCL検出のための四色落射蛍
光顕微鏡イメージングシステムを含む。
【００４６】
I．抗原検出方法
　様々な態様において、本発明は、光開裂可能標識が官能性リンカーを介してコンジュゲ
ートされている「抗原結合性複合体」を構築するために必要とされる様々なインキュベー
ティング段階を含む、サンプル上または中の少なくとも第1抗原の存在を検出する方法を
提供する。
【００４７】
　いくつかの態様において、本発明は、以下の段階を含む、サンプル上または中の少なく
とも第1抗原の存在を検出する方法を提供する：
　1．必要に応じて抗原検出のためにサンプルを調製する(例えば、脱パラフィン、再水和
など)。これらについての方法は当業者に周知である。
　2．抗原回復を行う(例えば、熱 + 塩 + pH)。
　3．非特異的抗原ブロッキングを行う(例えば、BSA、血清、または非タンパク質ベース
のブロッキング剤、例えばTween（登録商標）-20)。
　4．第1リガンド/第1抗-リガンドブロック(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン
/ビオチンブロック)を行う。
　5．一次抗体と共にインキュベートする。
　6．洗浄する。
　7．第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)二次抗体と共にインキュベー
トする。
　8．洗浄する。
　9．第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)と共にインキュベー
トする。
　10．洗浄する。
　11．第2リガンド(例えば、ビオチン)-結合化光開裂可能標識と共にインキュベートする
。
　12．洗浄する。
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　13．光開裂可能標識からのシグナルを検出する。
　14．光開裂する。
　15．任意で、光開裂可能標識からのシグナルの非存在を検出することによって光開裂の
成功を確認する。
【００４８】
　いくつかのバリエーションにおいて、段階7および9は同時に行われ得；これらのバリエ
ーションにおいて、第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)二次抗体および
第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)を同時に添加し、段階8を
行わない。いくつかの態様において、それらは同じ溶液中にある。いくつかのバリエーシ
ョンにおいて、段階5～15は、第2(またはそれ以上)の抗原について繰り返され得る。いく
つかの態様において、方法の段階は、サンプル中の複数の抗原を検出するために、少なく
とも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、
35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、または100回繰り返され得る。
例えば、方法は、単一のサンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、
13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、
85、90、95、または100個の抗原の存在を検出するために使用され得る。
【００４９】
　いくつかの態様において、本発明は、以下の段階を含む、サンプル上または中の少なく
とも第1抗原の存在を検出する方法を提供する：
　1．必要に応じて抗原検出のためにサンプルを調製する(例えば、脱パラフィン、再水和
など)。これらについての方法は当業者に周知である。
　2．抗原回復を行う(例えば、熱 + 塩 + pH)。
　3．非特異的抗原ブロッキングを行う(例えば、BSA、血清、または非タンパク質ベース
のブロッキング剤、例えばTween（登録商標）-20)。
　4．第1リガンド/第1抗-リガンドブロック(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン
/ビオチンブロック)を行う。
　5．一次抗体と共にインキュベートする。
　6．洗浄する。
　7．第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)二次抗体と共にインキュベー
トする。
　8．洗浄する。
　9．第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)-結合化光開裂可能標
識と共にインキュベートする。
　10．洗浄する。
　11．光開裂可能標識からのシグナルを検出する。
　12．光開裂する。
　13．任意で、光開裂可能標識からのシグナルの非存在を検出することによって光開裂の
成功を確認する。
【００５０】
　いくつかのバリエーションにおいて、段階7および9は同時に行われ得；これらのバリエ
ーションにおいて、第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)二次抗体および
第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)を同時に添加し、段階8を
行わない。いくつかの態様において、それらは同じ溶液中にある。いくつかのバリエーシ
ョンにおいて、段階5～13は、第2(またはそれ以上)の抗原について繰り返され得る。いく
つかの態様において、方法の段階は、サンプル中の複数の抗原を検出するために、少なく
とも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、
35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、または100回繰り返され得る。
例えば、方法は、単一のサンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、
13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、
85、90、95、または100個の抗原の存在を検出するために使用され得る。
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【００５１】
　別の局面において、本発明は、以下の段階を含む、サンプル上または中の少なくとも第
1抗原の存在を検出する方法を提供する：
　1．必要に応じて抗原検出のためにサンプルを調製する(例えば、脱パラフィン、再水和
)。これらについての方法は当業者に周知である。
　2．抗原回復を行う(例えば、熱 + 塩 + pH)。
　3．非特異的抗原ブロッキングを行う(例えば、BSA、血清、または非タンパク質ベース
のブロッキング剤、例えばTween（登録商標）-20)。
　4．一次抗体と共にインキュベートする。
　5．洗浄する。
　6．光開裂可能標識へコンジュゲートされた二次抗体と共にインキュベートする。
　7．洗浄する。
　8．光開裂可能標識からのシグナルを検出する。
　9．光開裂する。
　10．任意で、光開裂可能標識からのシグナルの非存在を検出することによって光開裂の
成功を確認する。
【００５２】
　いくつかのバリエーションにおいて、段階4～10は、第2(またはそれ以上)の抗原につい
て繰り返され得る。いくつかの態様において、方法の段階は、サンプル中の複数の抗原を
検出するために、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17
、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、または
100回繰り返され得る。例えば、方法は、単一のサンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55
、60、65、70、75、80、85、90、95、または100個の抗原の存在を検出するために使用さ
れ得る。
【００５３】
　いくつかの態様において、本発明は、以下の段階を含む、サンプル上または中の少なく
とも第1抗原の存在を検出する方法を提供する：
　1．必要に応じて抗原検出のためにサンプルを調製する(例えば、脱パラフィン、再水和
など)。これらについての方法は当業者に周知である。
　2．抗原回復を行う(例えば、熱 + 塩 + pH)。
　3．非特異的抗原ブロッキングを行う(例えば、BSA、血清、または非タンパク質ベース
のブロッキング剤、例えばTween（登録商標）-20)。
　4．第1リガンド/第1抗-リガンドブロック(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン
/ビオチンブロック)を行う。
　5．第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)一次抗体と共にインキュベー
トする。
　6．洗浄する。
　7．第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)-結合化光開裂可能標
識と共にインキュベートする。
　8．洗浄する。
　9．光開裂可能標識からのシグナルを検出する。
　10．光開裂する。
　11．任意で、光開裂可能標識からのシグナルの非存在を検出することによって光開裂の
成功を確認する。
【００５４】
　いくつかのバリエーションにおいて、段階5および7は同時に行われ得；これらのバリエ
ーションにおいて、第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)一次抗体および
第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)を同時に添加し、段階6を
行わない。いくつかの態様において、それらは同じ溶液中にある。いくつかのバリエーシ
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ョンにおいて、段階5～11は、第2(またはそれ以上)の抗原について繰り返され得る。いく
つかの態様において、方法の段階は、サンプル中の複数の抗原を検出するために、少なく
とも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、
35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、または100回繰り返され得る。
例えば、方法は、単一のサンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、
13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、
85、90、95、または100個の抗原の存在を検出するために使用され得る。
【００５５】
　いくつかの態様において、本発明は、以下の段階を含む、サンプル上または中の少なく
とも第1抗原の存在を検出する方法を提供する：
　1．必要に応じて抗原検出のためにサンプルを調製する(例えば、脱パラフィン、再水和
など)。これらについての方法は当業者に周知である。
　2．抗原回復を行う(例えば、熱 + 塩 + pH)。
　3．非特異的抗原ブロッキングを行う(例えば、BSA、血清、または非タンパク質ベース
のブロッキング剤、例えばTween（登録商標）-20)。
　4．第1リガンド/第1抗-リガンドブロック(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン
/ビオチンブロック)を行う。
　5．第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)一次抗体と共にインキュベー
トする。
　6．洗浄する。
　7．第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)と共にインキュベー
トする。
　8．洗浄する。
　9．第2リガンド(例えば、ビオチン)-結合化光開裂可能標識と共にインキュベートする
。
　10．洗浄する。
　11．光開裂可能標識からのシグナルを検出する。
　12．光開裂する。
　13．任意で、光開裂可能標識からのシグナルの非存在を検出することによって光開裂の
成功を確認する。
【００５６】
　いくつかのバリエーションにおいて、段階5および7は同時に行われ得；これらのバリエ
ーションにおいて、第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)一次抗体および
第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)を同時に添加し、段階6を
行わない。いくつかの態様において、それらは同じ溶液中にある。いくつかのバリエーシ
ョンにおいて、段階5～13は、第2(またはそれ以上)の抗原について繰り返され得る。いく
つかの態様において、方法の段階は、サンプル中の複数の抗原を検出するために、少なく
とも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、
35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、または100回繰り返され得る。
例えば、方法は、単一のサンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、
13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、
85、90、95、または100個の抗原の存在を検出するために使用され得る。
【００５７】
　いくつかの態様において、本発明は、以下の段階を含む、サンプル上または中の少なく
とも第1抗原の存在を検出する方法を提供する：
　1．必要に応じて抗原検出のためにサンプルを調製する(例えば、脱パラフィン、再水和
など)。これらについての方法は当業者に周知である。
　2．抗原回復を行う(例えば、熱 + 塩 + pH)。
　3．非特異的抗原ブロッキングを行う(例えば、BSA、血清、または非タンパク質ベース
のブロッキング剤、例えばTween（登録商標）-20)。
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　4．非タンパク質第1リガンド-結合化光開裂可能標識と共にインキュベートする。
　5．洗浄する。
　6．光開裂可能標識からのシグナルを検出する。
　7．光開裂する。
　8．任意で、光開裂可能標識からのシグナルの非存在を検出することによって光開裂の
成功を確認する。
【００５８】
　いくつかのバリエーションにおいて、段階4～8は、第2(またはそれ以上)の抗原につい
て繰り返され得る。いくつかの態様において、方法の段階は、サンプル中の複数の抗原を
検出するために、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17
、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、または
100回繰り返され得る。例えば、方法は、単一のサンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55
、60、65、70、75、80、85、90、95、または100個の抗原の存在を検出するために使用さ
れ得る。
【００５９】
　いくつかのバリエーションにおいて、非タンパク質第1リガンドは、アプタマー、糖質
、核酸(例えば、DNA)、ホルモン、または小分子であり得る。
【００６０】
　いくつかの態様において、本発明は、以下の段階を含む、サンプル上または中の少なく
とも第1抗原の存在を検出する方法を提供する：
　1．必要に応じて抗原検出のためにサンプルを調製する(例えば、脱パラフィン、再水和
など)。これらについての方法は当業者に周知である。
　2．抗原回復を行う(例えば、熱 + 塩 + pH)。
　3．非特異的抗原ブロッキングを行う(例えば、BSA、血清、または非タンパク質ベース
のブロッキング剤、例えばTween（登録商標）-20)。
　4．第1リガンド/第1抗-リガンドブロック(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン
/ビオチンブロック)を行う。
　5．第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)アプタマーと共にインキュベ
ートする。
　6．洗浄する。
　7．第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)と共にインキュベー
トする。
　8．洗浄する。
　9．第2リガンド(例えば、ビオチン)-結合化光開裂可能標識と共にインキュベートする
。
　10．洗浄する。
　11．光開裂可能標識からのシグナルを検出する。
　12．光開裂する。
　13．任意で、光開裂可能標識からのシグナルの非存在を検出することによって光開裂の
成功を確認する。
【００６１】
　いくつかのバリエーションにおいて、段階5および7は同時に行われ得；これらのバリエ
ーションにおいて、第1リガンド-コンジュゲート化(例えば、ビオチン化)アプタマーおよ
び第1抗-リガンド(例えば、アビジンまたはストレプトアビジン)を同時に添加し、段階6
を行わない。いくつかの態様において、それらは同じ溶液中にある。いくつかのバリエー
ションにおいて、段階5～13は、第2(またはそれ以上)の抗原について繰り返され得る。い
くつかの態様において、方法の段階は、サンプル中の複数の抗原を検出するために、少な
くとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30
、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95、または100回繰り返され得る
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。例えば、方法は、単一のサンプル中の少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12
、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80
、85、90、95、または100個の抗原の存在を検出するために使用され得る。
【００６２】
　いくつかの態様において、本明細書に提供される方法は、ウェスタンブロット法、マイ
クロアレイ、酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)、逆相タンパク質アレイ(RPPA)、および免
疫組織化学(比色または蛍光読み出しに基づく)を含むが、これらに限定されない、抗原検
出について公知の技術と併用してかつ／または組み合わせて使用され得る。
【００６３】
　いくつかの態様において、サンプルは、抗原結合性複合体の様々な構成要素と共にイン
キュベートされる前に、抗原検出のために調製される必要があるだろう。いくつかのバリ
エーションにおいて、標的細胞は、例えば、架橋するための化学固定剤（例えばアルデヒ
ドまたはパラホルムアルデヒド）、沈殿させるためのアルコール、酸化剤、水銀剤、およ
びピクリン酸塩を添加することによって、固定される必要があるだろう。いくつかのバリ
エーションにおいて、細胞透過性は、例えば、有機溶媒、例えばメタノールおよびアセト
ン、または界面活性剤、例えばTriton（商標）-X 100、サポニンおよびTween（登録商標
）-20を添加することによって、増加させる必要があるだろう。いくつかのバリエーショ
ンにおいて、ブロッキング段階は、例えば、ウシ血清アルブミン、ヤギ血清、フィッシュ
スキンゼラチン、ウマ血清、ブタ血清、ロバ血清、またはウサギ血清を添加することによ
って、非特異的反応を減少させるために行われる必要があるだろう。
【００６４】
　いくつかの態様において、様々なインキュベーティング段階は、サンプル中において抗
原結合された抗原結合性複合体を構築するために行われる。いくつかの場合において、抗
原結合性複合体の2つ以上の構成要素が、同時にサンプルへ添加され得、一方、他のもの
が連続的に添加される。いくつかの場合において、抗原結合性複合体の各構成要素が、連
続的にサンプルへ添加される。いくつかの場合において、抗原結合性複合体の全ての構成
要素が、同時にサンプルへ添加され得る。一次抗体、アプタマーなどと、サンプル中に存
在し得る標的抗原との相互作用、あるいは／さらに、一次抗体と二次抗体との相互作用、
第1リガンドと第1抗-リガンドとの相互作用、または第1抗-リガンドと第2リガンドとの相
互作用を促進する条件下で、様々なインキュベーティング段階が行われ得る。所望の相互
作用に影響を与えるように調節され得る例示的な条件は、温度およびpHを含む。インキュ
ベーション段階についての例示的な温度は、15℃～30℃、18℃～27℃、もしくは20℃～25
℃、またはその中で導出可能な任意の範囲の任意の温度を含む。インキュベーション段階
についての例示的な温度は、例えば、15℃、16℃、17℃、18℃、19℃、20℃、21℃、22℃
、23℃、24℃、25℃、26℃、27℃、28℃、29℃、および30℃を含む。インキュベーション
段階についての例示的なpH値は、6～8、6.2～7.8、もしくは6.5～7.5、またはその中で導
出可能な任意の範囲の任意のpHを含む。インキュベーション段階についての例示的なpH値
は、6.0、6.1、6.2、6.3、6.4、6.5、6.6、6.7、6.8、6.9、7.0、7.1、7.2、7.3、7.4、7
.5、7.6、7.7、7.8、7.9、および8.0を含む。
【００６５】
　いくつかの態様において、洗浄段階は、サンプル中の抗原結合された抗原結合性複合体
へ特異的に結合されていないあらゆる構成要素を除去するために、様々なインキュベーテ
ィング段階に続いて行われる。洗浄は、例えば、水、バッファー溶液(例えば、PBS)、生
理食塩水、またはそれらの組み合わせを含む、洗浄溶液を使用して行われ得る。
【００６６】
　いくつかの態様において、抗原結合性複合体の様々な構成要素が、ビオチン化され得る
。生化学において、ビオチン化は、タンパク質、核酸、または他の分子へビオチンを共有
結合するプロセスである。ビオチン化は、迅速であり、特異的であり、ビオチンの小さな
サイズ(MW = 244.31 g/mol)に起因して分子の天然機能を乱す可能性が低い。例えばタン
パク質および核酸のような、生体高分子をビオチン化するための様々な方法が当技術分野
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において公知である。例えば、Moritz and Wahle (2014); Hermanson (2013)を参照のこ
と。さらに、複数のビオチン分子を関心対象の分子へコンジュゲートすることができる。
タンパク質は、化学的にまたは酵素的にビオチン化することができる。化学的ビオチン化
は、様々なコンジュゲーション化学を利用し、アミン、カルボキシレート、スルフヒドリ
ルおよび糖質の非特異的ビオチン化をもたらす(例えば、NHSカップリングはタンパク質中
の任意の第1級アミンのビオチン化を与える)。酵素的ビオチン化は、細菌ビオチンリガー
ゼによってある配列内の特定のリジンのビオチン化を生じさせる。大抵の化学的ビオチン
化試薬は、ビオチンの吉草酸側鎖へリンカーを介して結合された反応基からなる。アビジ
ン/ストレプトアビジン中のビオチン結合ポケットはタンパク質表面下に埋もれているた
め、より長いリンカーを有するビオチン化試薬が望ましく、何故ならば、それらは、ビオ
チン分子が、アビジン/ストレプトアビジン/ニュートラアビジンタンパク質への結合によ
り利用されやすくするためである。このリンカーはまた、ビオチン化試薬の可溶性を媒介
することができ；ポリ(エチレン)グリコール(PEG)を組み込むリンカーは、不水溶性試薬
を可溶性にするか、またはある程度既に可溶性であるビオチン化試薬の可溶性を増加させ
ることができる。オリゴヌクレオチドは、市販のビオチンホスホルアミダイトを使用する
ホスホルアミダイト法によってオリゴヌクレオチド合成の過程において容易にビオチン化
される。標準脱保護後に、得られたコンジュゲートを、逆相または陰イオン交換HPLCを使
用して精製することができる。
【００６７】
　いくつかの態様において、光開裂可能標識からのシグナルを検出することは、サンプル
中に存在する抗原結合された抗原結合性複合体から発生されるシグナルを測定することを
含む。検出は、例えば、蛍光顕微鏡を使用して、抗原結合された抗原結合性複合体の蛍光
色素によって発生されるシグナルを測定することを含み得る。例えば蛍光色素によって発
生されるシグナルの存在は、抗原がサンプル中に存在することを示し得る。従って、検出
は、サンプル中の抗原の存在を決定することを含み得る。いくつかのバリエーションにお
いて、シグナルを検出することは、光開裂可能標識からのシグナルを測定することと定義
され得、該測定は、サンプル中に存在する抗原の量の相対的定量的測定、絶対的定量的測
定、または定性的測定のいずれかを提供する。
【００６８】
　本明細書に記載されるいくつかの態様において、光開裂可能標識は、2-ニトロベンジル
または置換2-ニトロベンジル基を含み、これは、例えば365 nm UV光で、効率的に光化学
的に開裂され得る。参照により本明細書に組み入れられる、米国特許出願公開第2010/004
1041号を参照のこと。>300 nmの波長は、DNAおよびタンパク質に対する損傷を最小限にす
るために使用されることが、一般に理解され(Corrie, 2005)、365 nm以外のいくつかの特
定の例示的な波長は340 nmおよび355 nmである(Seo, 2005)。従って、用語「光開裂」ま
たは「光開裂する」は、本明細書において使用される場合、一般に、>300 nmの光の波長
へサンプルを曝露して光開裂可能結合の開裂をもたらす行為を指すように意図される。
【００６９】
　いくつかの態様において、光開裂段階後、方法は、サンプル上または中において抗原結
合性複合体を構築するためにインキュベーティング段階を繰り返すこと、および抗原結合
された抗原結合性複合体へコンジュゲートされた光開裂可能標識からのシグナルを検出し
、サンプル中の第2抗原の存在を検出することをさらに含み得る。抗原結合性複合体を構
築する任意の所定の方法について、前回構築された抗原結合性複合体からの標識の光開裂
後、新しい抗原結合性複合体を構築するためのインキュベーション段階、および光開裂可
能標識からのシグナルを検出する段階は、少なくとも1回、連続的に繰り返され得る。い
くつかのバリエーションにおいて、段階は、少なくとも2回、3回、4回、5回、10回、20回
、30回、40回、50回、60回、70回、80回、90回、または100回、連続的に繰り返され得る
。いくつかのバリエーションにおいて、光開裂可能標識は、段階の各繰り返しの間に、光
開裂をもたらす条件へ供され得る。いくつかのバリエーションにおいて、段階は、光開裂
段階が行われる前に、1回、2回、3回、4回、5回、6回、7回、8回、9回、または10回、連
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続して繰り返され得る。いくつかのバリエーションにおいて、任意の所定の繰り返しにお
ける抗原結合性複合体へコンジュゲートされた光開裂可能標識は、任意の前回の繰り返し
において使用された標識と同じであっても異なっていてもよい。
【００７０】
　いくつかのバリエーションにおいて、抗原結合性複合体を構築するためのインキュベー
ティング段階は、検出段階が行われる前に、1回、2回、3回、4回、5回、6回、7回、8回、
9回、または10回、連続して繰り返され得る。これらのバリエーションにおいて、各抗原
結合性複合体へコンジュゲートされた光開裂可能標識は、1つの検出段階中に識別され得
るように、異なるものであり、即ち、標識は、様々な標識の発光スペクトルの重複が最小
化されるように選択される。
【００７１】
　いくつかのバリエーションにおいて、各繰り返しにおいて使用される抗原結合性複合体
の構成要素は、前回のサイクルからの抗原結合性複合体中において使用された構成要素と
同じであっても異なっていてもよい。いくつかのバリエーションにおいて、抗原へ直接結
合する構成要素のみが異なり、一方、他の構成要素は同じである。
【００７２】
II．光開裂可能標識
　本発明のいくつかの局面は、連続的にかつ／または同時に単一のサンプル中における複
数のタンパク質を検出することに使用するための、改善されたUV開裂速度を有する光開裂
可能標識を提供することへ向けられる。例えば365 nm UV光での、2-ニトロベンジルまた
は置換2-ニトロベンジル基の開裂は、前回のサイクルにおいて使用された標識からの干渉
なしに、抗原検出の次のサイクルが行われることを可能にする。理論によって拘束されな
いが、少なくとも2つの因子が、置換2-ニトロベンジル基のUV開裂速度に影響を与えるこ
とがわかった：(a)2-ニトロベンジル基のα炭素置換の立体化学、および(b)ベンジル環上
の置換。
【００７３】
　光開裂可能標識は、任意で、リボヌクレオシド三リン酸(NTP)およびデオキシリボヌク
レオシド三リン酸(dNTP)へコンジュゲートされる。例えば、ヌクレオチドまたはヌクレオ
シド化合物は、蛍光色素のような、レポーター基で標識された化学的にまたは酵素的に開
裂可能な基を含み得る。ヌクレオチドおよびヌクレオシド化合物は、DNA合成を終結する
ように設計されている化学的にまたは酵素的に除去可能な保護基を含み得る。ヌクレオチ
ドおよびヌクレオシド化合物上の蛍光色素で標識されたそのような開裂可能基の存在は、
単一のサンプル中の複数のタンパク質の間接的検出の速度および正確度を高めることがで
きる。そのようなヌクレオチドおよびヌクレオシド化合物の例としては、PCT公開公報第W
O 2003/006625号、第WO 2005/084367号、第WO 2008/070749号、第WO 2009/152353号、第W
O 2013/040257号に開示されるものが挙げられ、これらは参照によりそれらの全体が本明
細書に各々組み入れられる。いくつかの場合において、市販されているものような、光開
裂可能リンカー(Gene Link Cat. No. 26-6888)または光開裂可能スペーサー(Gene Link C
at. No. 26-6889)を含む、オリゴヌクレオチドが生成され得る。加えて、光開裂可能ヌク
レオチド-フルオロフォアコンジュゲートは、Ambergen Technologyから入手可能である。
さらに、光開裂可能蛍光基がヌクレオシド塩基へ結合されているオリゴヌクレオチドを作
製するために、アミノ修飾剤C6-dT(Integrated DNA Technologies)を使用することができ
る。
【００７４】
　本明細書において使用される場合、用語「レポーター」または「標識」は、検出可能な
シグナルを直接的にまたは間接的に生成することができる化学部分を指す。レポーターの
例としては、蛍光色素基、比色色素基、放射性標識、または化学発光手段もしくは生物発
光手段を通じてシグナルを産出する基が挙げられる。蛍光色素基の例としては、キサンテ
ン誘導体色素(例えば、フルオレセインおよびその誘導体、フルオレセインイソチオシア
ネート[FITC]、カルボキシフルオレセインスクシンイミジルエステル[CFSE]、カルボキシ
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フルオレセインジアセテートスクシンイミジルエステル[CFDA-SE]、エオシンY、エオシン
B、ローダミンB、ローダミン6G、ローダミン123、ローダミンレッド-X[RRX]、カルボキシ
テトラメチルローダミン[TAMRA]、テトラメチルローダミン[TMR]、ローダミンのイソチオ
シアネート誘導体[TRITC]、スルホローダミン101、スルホローダミン101の塩化スルホニ
ル誘導体[Texas Red]、Oregon Green)、BODIPY誘導体色素(例えば、BODIPY FL、BODIPY R
6G、BODIPY TMR、BODIPY 581/591、BODIPY TR、BODIPY 630/650、BODIPY 650/665)、クマ
リン誘導体色素(例えば、アミノメチルクマリン[AMCA])、アロフィコシアニン[APC]、ピ
レン誘導体色素(例えば、Cascade Blue)、4',6-ジアミニジノ-2-フェニルインドール[DAP
I]、DyLight色素(例えば、DyLight（商標）350、DyLight（商標）405、DyLight（商標）4
88、DyLight（商標）550、DyLight（商標）594、DyLight（商標）633、DyLight（商標）6
50、DyLight（商標）680、DyLight（商標）755、DyLight（商標）800)、フィコエリトリ
ン[PE]、PI、ペリジニン-クロロフィル-タンパク質[PerCP]、シアニン誘導体色素(例えば
、Cy（登録商標）5.5、インドジカルボシアニン(Cy（登録商標）5)、シアニン(Cy（登録
商標）2)、インドカルボシアニン(Cy（登録商標）3)、Cy（登録商標）3B、Cy（登録商標
）3.5、Cy（登録商標）7、Cy（登録商標）7Q、オキサカルボシアニン、チアカルボシアニ
ン、メロシアニン、フタロシアニン)、アントラセン誘導体色素(例えば、Draq-5、Draq-7
、CyTRAK Orange、IRIS 2、IRIS 3、IRIS 3.5、IRIS 5、IRIS 5.5、IRIS 7G)、eFluor色
素(例えば、eFluor（登録商標）450、PE-eFluor（登録商標）615、eFluor（登録商標）66
0、eFluor（登録商標）710、PE-eFluor（登録商標）610、PerCP-eFluor（登録商標）710
、APC-eFluor（登録商標）780)、FluoProbes色素(FluoProbes 390、FluoProbes 488、Flu
oProbes 532、FluoProbes 547H、FluoProbes 594、FluoProbes 647H、FluoProbes 682、F
luoProbes 752、FluoProbes 782)、GFP、IRDye 800、Pacific Blue、Pacific Green、Pac
ific Orange、ピレン、フィコビリタンパク質、Quasar（登録商標）色素(例えば、Quasar
（登録商標）570、Quasar（登録商標）670、Quasar（登録商標）705)、SNAFL、スルホシ
アニン誘導体色素(例えば、スルホ-Cy3、スルホ-Cy5、スルホ-Cy7)、Tokyo Green、Alexa
 fluor（登録商標）色素(例えば、ALEXA FLUOR（登録商標）350、ALEXA FLUOR（登録商標
）405、ALEXA FLUOR（登録商標）430、ALEXA FLUOR（登録商標）488、ALEXA FLUOR（登録
商標）500、ALEXA FLUOR（登録商標）514、ALEXA FLUOR（登録商標）532、ALEXA FLUOR（
登録商標）546、ALEXA FLUOR（登録商標）555、ALEXA FLUOR（登録商標）568、ALEXA FLU
OR（登録商標）568、ALEXA FLUOR（登録商標）594、ALEXA FLUOR（登録商標）610、ALEXA
 FLUOR（登録商標）633、ALEXA FLUOR（登録商標）635、ALEXA FLUOR（登録商標）647、A
LEXA FLUOR（登録商標）660、ALEXA FLUOR（登録商標）680、ALEXA FLUOR（登録商標）70
0、ALEXA FLUOR（登録商標）750、ALEXA FLUOR（登録商標）790)、スクアライン色素(例
えば、Seta（商標）色素、SeTau色素、Square色素)、またはそれらの組み合わせが挙げら
れる。本発明のいくつかの態様において使用され得る蛍光色素基の追加の例は、本明細書
の全体にわたって、ならびにHaugland, 2005ならびに米国特許第4,439,356号および第5,1
88,934号に開示されており、これらは参照により本明細書に組み入れられる。蛍光色素は
、特定の官能基、例えば、アミノ基(例えば、スクシンイミド、イソチオシアネートもし
くはヒドラジンを介して)、カルボキシル基(例えば、カルボジイミドを介して)、チオー
ル(例えば、マレイミドもしくは臭化アセチルを介して)、アジド(例えば、クリック化学
を介して)を介して、または非特異的に(グルタルアルデヒド)もしくは非共有結合的に(例
えば、疎水性を介してなど)、生体高分子(即ち、タンパク質、核酸、および脂肪酸鎖)へ
結合することができる。例えば、Proudnikov and Mirzabekov, 1996; Riedel et al., 20
12を参照のこと。当技術分野において周知である、本発明のいくつかの態様においてレポ
ーターとして使用され得る放射性標識の例としては、35S、3H、32P、または33Pが挙げら
れる。化学発光手段または生物発光手段によって機能し、本発明のいくつかの態様におい
てレポーターとして使用され得るレポーターの例は、Nieman, 1989; Givens & Schowen, 
1989; Orosz et al., 1996; およびHastings, 1983に記載されており、これらは参照によ
り本明細書に組み入れられる。
【００７５】
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　本明細書に開示される方法の各連続繰り返しにおいて使用される抗原結合性複合体の光
開裂可能標識は、同じサンプルにおける前回の繰り返しについての抗原結合性複合体中に
おいて使用された任意の光開裂可能標識と同じであっても異なっていてもよい。いくつか
の場合において、光開裂可能標識は、単独で使用されるレポーターのいずれかのシグナル
とは異なるユニークなシグナルを組み合わせで提供する、複数のレポーターから構成され
得る。
【００７６】
　本明細書に開示される方法の多重繰り返しにおいて同時に使用される抗原結合性複合体
の各々の光開裂可能標識は、各レポーターを他のものから識別可能にするために、好まし
くは異なるものである。換言すれば、蛍光レポーターの場合、複数の抗原結合性複合体の
各蛍光レポーターは、各蛍光レポーターの発光スペクトル間の重複が最小化されるように
選択され得る。いくつかの場合において、2つの異なる色素が、同時に使用され、しかし
独立して画像化され位置を提供し得る。本明細書に開示される方法の多重繰り返しにおい
て同時に使用され得る異なる光開裂可能標識の数は、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、
12、13、14、または15である。
【００７７】
III．装置
　前述したように、本明細書に開示される例示的な方法は、自動次世代組織学(NGH)装置
によって行ってもよい。最初に図13を参照して、そのような装置100の一つの例示的な態
様の図が提供される。装置100は、抗原検出抗体を除去する必要なく、サンプルの同じ組
織切片における複数の迅速な染色サイクルを可能にすることができる。さらに下記におい
て考察されるように、装置100はまた、手動時間の短縮のための自動流体工学、および多
重PCL検出のための顕微鏡イメージングシステムを含む。示される態様において、装置100
は、イメージングシステム110、サンプルチャンバ120、および流体制御システム130を含
む。
【００７８】
　示される態様において、流体制御システム130は、サンプルチャンバ120とおよび複数の
リザーバー132～137と流体連結されているバルブ131を含む。リザーバー132～137は、分
析下のサンプルについての自動染色プロセスにおいて使用される様々な流体を含有するこ
とができる。特定の態様において、リザーバー132はタンパク質ブロッキングバッファー
を含み得、リザーバー133は洗浄溶液を含み得、リザーバー134はイメージング溶液を含み
得、リザーバー135は開裂溶液を含み得、リザーバー136はビオチンを含み得、リザーバー
137はアビジンブロッキングバッファーを含み得る。
【００７９】
　イメージングシステム110は、顕微鏡101、ならびにサンプルチャンバ120中のサンプル
を画像化するように構成されたイメージング光源140を含む。示される態様において、光
源140は、ライトガイドアダプター148、リキッドライトガイド147、およびTTLシャッター
コントロール105へ接続されている。特定の態様において、イメージング光源140は、ソリ
ッドステートライトエンジンである。図示される態様において、顕微鏡101は、ベース115
、電動ステージ111、ステージコントローラー112、カメラ113、対物レンズ107、電動ノー
ズピース109を含む。特定の態様において、イメージングシステム110はまた、電動フィル
ターターレット、フィルターブロックおよびフィルターキューブを含み得る(明瞭さの目
的のために図に表示されていない)。
【００８０】
　示される態様において、装置100は、遠隔制御ユニット114を介して制御することができ
る。装置100は、この態様において、多機能データ収集(DAQ)デバイス116、フレームグラ
バー118、コンピューター117およびシリアルUSBハブ119をさらに含む。示される態様にお
いて、装置100はまた、サンプルチャンバ120についての冷却エレメント145を含む。特定
の態様において、冷却エレメント145は、温度制御ブロック(例えば、ペルチェユニット)
および液体冷却器を含み得る。
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【００８１】
　今度は図14および15をそれぞれ参照して、サンプルチャンバ120の一態様の分解図およ
び組立図が提供される。この態様において、サンプルチャンバは、顕微鏡用スライド121
、カバーガラス122、および顕微鏡用スライド121とカバーガラス122との間に配置された
ガスケット123を含む。示される態様はまた、カバーガラス122へ接続された流体入口124
および流体出口126を含む。ガスケット123は、ガスケット123が開口部分125を囲むように
、ガスケット123の内部に配置された開口部分125を含む。この態様において、開口部分12
5は、流体入口124および流体出口126と流体連結されている中央体積および拡張部分を含
む。図15の組立図において、サンプル127は、開口部分125中かつ顕微鏡用スライド121と
カバーガラス122との間に置かれている。従って、サンプル127は、サンプルチャンバ120
内に含有され、流体入口124および流体出口126は、サンプルチャンバ120中へ流体フロー
を提供することができる。
【００８２】
　今度は再び図13を参照して、流体入口124および流体出口126は、それぞれ、光学バブル
センサー142および146へ各々接続されている。流体入口124はまた、バルブ141および143
ならびにリザーバー138および139(これらは、それぞれ、抗体溶液およびPCL溶液を含有し
得る)へ接続および流体連結されている。ある態様において、バルブ141および142は、ソ
レノイドバルブとして構成されている場合がある。流体出口126はまた、バルブ151および
流体輸送デバイス150へ接続されており、これは、ある態様において、シリンジポンプと
して構成されている場合がある。バルブ151はまた廃棄物リザーバー152へ接続されている
。作動中、リザーバー132～137からの流体のフローは、流体入口124へ(例えば、バルブ13
1、141および143の作動によって)制御され、本明細書に開示される方法に従うサンプル12
7の自動標識および染色を提供することができる。
【００８３】
　図16は、流体制御システム130およびサンプルチャンバ120の部分図を提供する。この態
様において示されるように、ガスケット123は、顕微鏡用スライド121とカバーガラス122
との間に置かれている。流体入口124および流体出口126は、サンプル127の自動連続染色
を可能にする流体制御システム130の構成要素と流体連結されている。例えば、流体制御
システム130は、本明細書に記載される方法において開示される段階を行うために、リザ
ーバー132～139からサンプルチャンバ120への流体の移送を提供することができる。
【００８４】
　図17は、サンプルチャンバ120中のサンプル上または中の抗原から抗原結合性複合体を
光開裂するように構成された光源106についての電力および制御システム160の一つの例示
的な態様の図を提供する。特定の態様において、光源106は、LEDヘッドユニットとして構
成され得る。図16に示される構成要素モデル番号は、単に一態様の例示であり、例示的な
システムの他の態様は異なる構成要素およびモデル番号を含み得ることが理解される。
【００８５】
　図17に示される態様において、システム160は、紫外線(UV)リバースターミネーション
サブシステムであり、LEDヘッドユニット106は、PCLの開裂のために365 nmでの励起を提
供するように構成されたHamamatsu LC-L5 UV LEDアレイである。この態様において、シス
テム160は、多機能データ収集(DAQ)デバイス116を通してLabViewソフトウェアによりコン
ピューター117によって制御され、LEDヘッドユニット106をオンおよびオフするためのデ
ジタル出力ライン、ならびに0～10 VシグナルによってUV強度を設定するためのアナログ
出力ラインを提供する。エレクトロメカニカルリレー162と接続されたソリッドステート
リレー164は、120VAC-12VDC変圧器163からの12VDCシグナルをスイッチングし、LEDヘッド
ユニット106中のUV LEDアレイをオンおよびオフする。5VDCスイッチングモード電源165は
、ソリッドステートリレー164へ電力を供給する。LEDヘッドユニット106は、それ自体の3
6VDC電源161から電力を得る。
【００８６】
IV．定義
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　用語「抗原」は、本明細書において使用される場合、サンプル上または中に存在する任
意の標的物質を指す。例えば、抗原は、タンパク質、糖類、脂質、核酸、リガンド、糖質
、薬物標的、またはそれらの組み合わせであり得る。抗原は、細胞中または上に存在し得
る。抗原は、正常細胞ではなく癌細胞中または上にのみ存在し得る。抗原は、細胞フリー
サンプル、例えば、血清または細胞溶解物中に存在し得る。
【００８７】
　用語「サンプル」は、本明細書において使用される場合、抗原が存在し得る任意の生物
学的サンプルを指す。例えば、サンプルは、生検サンプル、組織サンプル、細胞浮遊液、
細胞培養物、またはそれらの組み合わせであり得る。さらに、サンプルは、動物、例えば
、霊長動物(例えば、ヒト)、マウス、ラット、モルモット、ハムスター、ウサギ、ネコ、
イヌ、ブタ、ウシ、またはウマより単離され得る。いくつかの場合において、サンプルは
、植物サンプル、細菌サンプル、または真菌サンプルであり得る。サンプルは、動物の体
液、例えば、血液、骨髄液、リンパ液、唾液、涙液、尿、粘液、羊水、またはそれらの組
み合わせであり得る。サンプルは、その中に混合された異なるタイプの細胞を含む細胞混
合物であり得る。混合物は、抗原を有する細胞、および抗原を有さない細胞を含み得る。
サンプルは、循環腫瘍細胞(CTC)、癌幹細胞、免疫細胞、胎児幹細胞、胎児細胞、癌細胞
、腫瘍細胞、および／または正常細胞を含み得る。
【００８８】
　用語「抗原結合性複合体」は、本明細書において使用される場合、抗原へ選択的にまた
は特異的に結合することができる構成要素を含む任意の複合体を指す。抗原結合性複合体
はまた、光開裂可能標識が共有結合される構成要素を含み、この構成要素は、抗原へ結合
する構成要素と同じであっても異なっていてもよい。抗原へ選択的にまたは特異的に結合
することができる構成要素は、非限定的に、一次抗体；アプタマー；受容体に対するリガ
ンドであって、受容体が抗原である、リガンド；リガンドに対する受容体であって、リガ
ンドが抗原である、受容体；酵素に対する基質、阻害剤、または補因子であって、酵素が
抗原である、基質、阻害剤、または補因子；薬物分子であって、薬物標的が抗原である、
薬物分子；レクチンであって、糖質が抗原である、レクチン；RNA分子であって、少なく
とも部分的に相補的な核酸(例えば、DNAまたはRNA)が抗原である、RNA分子；DNA分子であ
って、少なくとも部分的に相補的な核酸(例えば、DNAまたはRNA)が抗原である、DNA分子
；などであり得る。追加の例としては、細胞表面上のホスファチジルセリンへ特異的に結
合するためのアネキシンA5の使用、糖質部分へ特異的に結合するためのレクチンの使用、
ホルモンリガンドへ特異的に結合するための核受容体の使用が挙げられ、抗原は、ホルモ
ンリガンド、またはホルモンリガンドの存在において核受容体によって結合されるDNA調
節エレメントのいずれかである。
【００８９】
　用語「一次抗体」は、本明細書において使用される場合、抗原へ選択的にまたは特異的
に結合する抗原結合性複合体中の構成要素を一般に指す。一次抗体は、例えば、抗体、抗
体模倣物、アプタマー、受容体、リガンド、酵素基質、酵素阻害剤、酵素補因子、または
酵素であり得る。
【００９０】
　用語「抗体模倣物」は、本明細書において使用される場合、抗体と同様に、抗原に特異
的に結合することができるが、抗体と構造的に関係がない有機化合物(約3～20 kDaのモル
質量を有する人工ペプチドまたはタンパク質、核酸、および小分子を含む)を指す。抗体
模倣物の例としては、非限定的に、アフィボディ（affibody）分子、アフィリン（affili
n）、アフィマー（affimer）、アフィチン（affitin）、アルファボディ（alphabody）、
アンチカリン（anticalin）、アビマー（avimer）、DARPin、フィノマー（fynomer）、Ku
nitzドメインペプチド、およびモノボディ（monobody）が挙げられる。
【００９１】
　用語「アプタマー」は、本明細書において使用される場合、特定の標的分子、例えば抗
原へ結合するオリゴヌクレオチドまたはペプチド分子を指す。いくつかのアプタマーは、



(28) JP 6893914 B2 2021.6.23

10

20

30

40

50

十分に定義された三次元構造へ折り畳まれる一本鎖核酸である。アプタマーは、それらの
標的分子について高い親和性および特異性を示し、いくつかの場合において、それらの生
物学的機能を阻害する。アプタマーは、大きなランダム配列プールからそれらを選択する
ことによって作られ得る。天然のアプタマーはまたリボスイッチの形態で存在し、これら
は、リガンド抗原を選択的にまたは特異的に検出するために使用され得る。オリゴヌクレ
オチドベースのアプタマーの場合、光開裂可能標識は、アプタマー自体へ直接共有結合さ
れ得、従って、単一構成要素抗原結合性複合体が生成され得る。
【００９２】
　用語「二次抗体」は、本明細書において使用される場合、一次抗体のFc部分へ特異的に
結合する任意の免疫グロブリンクラスの抗体を指す。免疫グロブリン(Ig)単量体のFc部分
は、Y型Ig分子の幹に対応し、1つまたは複数のジスルフィド結合によって連結された2つ
の重鎖のC末端部分からなる。
【００９３】
　用語「第1リガンド」は、本明細書において使用される場合、抗原結合性複合体の構成
要素(例えば、一次抗体、二次抗体など)へ共有結合され得る任意の分子を指す。第1リガ
ンドの一例はビオチンである。ビオチンは、アビジンまたはストレプトアビジンへ高親和
性で結合する、全ての生細胞中に存在するビタミンである。ビオチンとアビジン/ストレ
プトアビジンとの結合は、タンパク質とリガンドとの最も強い(Ka = 10

15 M-1)公知の非
共有結合相互作用である。ビオチンは比較的小分子であるため、それは、タンパク質(例
えば、抗体)へ、それらの生物活性を変更させることなく、コンジュゲートされ得る。さ
らに、単一のタンパク質(例えば、抗体)が、ビオチンのいくつかの事象へコンジュゲート
され得、これらは、各々、次いで、アビジンの分子に結合することができる。ビオチンは
天然に生じ；従って、ビオチン-アビジン/ストレプトアビジンシステムを使用する場合、
ビオチンまたはアビジン/ストレプトアビジンの非特異的結合の表面ブロッキングが必要
とされる。一般的に使用される二段階ブロッキング戦略は以下を含む：内因性ビオチンリ
ッチ酵素をブロックするための過剰のアビジン/ストレプトアビジンと共のインキュベー
ション、次いで、導入されたアビジン/ストレプトアビジンをブロックするための過剰の
ビオチンと共のインキュベーション。第1リガンドの別の例はオリゴヌクレオチドである
。そのようなオリゴヌクレオチドは、抗原結合性複合体の構成要素(例えば、一次抗体、
二次抗体など)へ共有結合され得る。そのようなオリゴヌクレオチドは一本鎖であり得る
。そのようなオリゴヌクレオチドは、リボ核酸、デオキシリボ核酸、またはそれらの誘導
体から構成され得る。そのようなオリゴヌクレオチドは、少なくとも10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90
、95、または100ヌクレオチド長であり得る。
【００９４】
　用語「第1抗-リガンド」は、本明細書において使用される場合、第1リガンドへ特異的
におよび／または選択的に結合することができる任意の分子を指す。例えば、第1リガン
ドがビオチンである場合、第1抗-リガンドはアビジンであり得る。用語「アビジン」は、
本明細書において使用される場合、天然のタンパク質ならびに組換えおよび遺伝子操作タ
ンパク質の両方を含む、任意のビオチン結合性タンパク質を総称的に指す。この用語は、
「卵白またはトリアビジン」および「ストレプトアビジン」として公知の2つの一般的な
ビオチン結合性タンパク質を含む。一般的に単にアビジンと呼ばれる、卵白またはトリア
ビジンは、卵白の構成成分であり、ビオチンと非共有結合複合体を形成するタンパク質で
ある。ストレプトアビジンは、放線菌門ストレプトミセス・アビジニイ（Streptomyces a
vidinii）から単離されたタンパク質であり、同様にビオチンと非共有結合複合体を形成
する。ビオチン結合性タンパク質の他の細菌供給源も公知である。卵白アビジンおよびス
トレプトアビジンは両方とも、ビオチン結合性部位がアビジン分子の反対面に対で配置さ
れている四量体タンパク質である。従って、上記アビジンの両方は、遊離型または誘導体
型いずれかの4分子までのビオチンへ結合する能力を有し、それによって「複合体」を形
成する。ビオチンの誘導体型は別の分子へのビオチンのコンジュゲーションにより生じる
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。別の例として、第1リガンドがオリゴヌクレオチドである場合、第1抗-リガンドは、第1
リガンドに対して少なくとも部分的に相補的である第2オリゴヌクレオチドであり得る。
【００９５】
　用語「第2リガンド」は、本明細書において使用される場合、第1抗-リガンドへ特異的
におよび／または選択的に結合することができる任意の分子を指す。例えば、第1リガン
ドがビオチンでありかつ第1抗-リガンドがアビジンである場合、第2リガンドはビオチン
であり得る。
【００９６】
　用語「官能性リンカー」は、本明細書において使用される場合、光開裂可能標識および
抗原結合性複合体の構成要素(例えば、第1リガンド、第1抗-リガンド、第2リガンド、一
次抗体、二次抗体、またはアプタマー)によって共有結合され得る任意の分子を指す。官
能性リンカーは核酸であり得る。そのような核酸は、少なくとも2、3、4、5、6、7、8、9
、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65
、70、75、80、85、90、95、または100ヌクレオチド長であり得る。そのような核酸は、
一本鎖、二本鎖、または部分的に二本鎖であり得る。官能性リンカーはペプチドであり得
る。官能性リンカーは脂肪酸鎖であり得る。官能性リンカーは光安定性であり得る。
【００９７】
　本明細書において使用される場合、「本質的に含まない」は、指定の構成要素の文脈に
おいて、指定の構成要素が、意図的に組成物中へ製剤化されていないこと、および／また
は混入物としてもしくは微量にのみ存在することを意味する。組成物の意図しない汚染か
ら生じる指定の構成要素の総量は、従って、0.05%を大きく下回り、好ましくは0.01%を下
回る。最も好ましいのは、指定の構成要素の量が標準分析方法で検出することができない
組成物である。
【００９８】
　特許請求の範囲および／または明細書において「含む」という用語との組み合わせで使
用される場合の「1つの（a）」または「1つの（an）」という単語の使用は、「1つ」を意
味し得るが、「1つまたは複数」、「少なくとも1つ」および「1つまたは複数」の意味と
も一致している。
【００９９】
　本開示は選択肢のみおよび「および／または」を指す定義を支持するが、特許請求の範
囲における用語「または」の使用は、選択肢のみを指すように明確に示されない限り、ま
たは選択肢が互いに排他的でない限り、「および／または」を意味するよう用いられる。
本明細書において使用される場合、「別の」は、少なくとも第2のまたはそれ以上を意味
し得る。
【０１００】
　本明細書の全体にわたって、用語「約」は、ある値が、その値を決定するために使用さ
れる装置や方法に固有の誤差の変動、または試験対象の間で存在する変動を含むことを示
すために使用される。
【０１０１】
　用語「含む(comprise)」、「有する(have)」および「包含する(include)」は、非限定
的な連結動詞である。「含む(comprises)」、「含む(comprising)」、「有する(has)」、
「有する(having)」、「包含する(includes)」および「包含する(including)」などの1つ
または複数のこれらの動詞の任意の形態または時制も非限定的である。例えば、1つまた
は複数の段階を「含む」、「有する」または「包含する」任意の方法は、それらの1つま
たは複数の段階のみを有することに限定されず、他の列挙されていない段階も網羅する。
【０１０２】
　上記定義は、参照により本明細書に組み入れられる任意の参考文献における任意の矛盾
する定義に取って代わる。しかし、特定の用語が定義されているという事実を、未定義の
任意の用語が不確定であることを示すと考えるべきではない。むしろ、使用される全ての
用語は、当業者が範囲を認識しかつ本発明を実施することができる用語で本発明を説明す
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ると考えられる。
【実施例】
【０１０３】
V．実施例
　以下の実施例は、本発明の好ましい態様を示すために含まれる。当業者は、以下の実施
例で開示される技術が、本発明の実施において十分に機能すると本発明者によって発見さ
れた技術を代表するものであり、従って、その実施の好ましい様式を構成すると考えられ
得ることを認識すべきである。しかし、当業者は、本開示に照らして、本発明の精神およ
び範囲を逸脱することなく、開示されている具体的な態様に多くの変更を行い、なお類似
または同様の結果を得ることができることを認識すべきである。
【０１０４】
実施例1－一本鎖のビオチン-ヌクレオチド-フルオロフォアタグを使用しての組織切片中
の抗原の検出
　この実施例は、式(IX)の抗原結合された抗原結合性複合体を説明する。先ず、ホルマリ
ン固定パラフィン包埋(FFPE)前立腺癌組織切片を調製し、PBS中のBSAでブロッキングした
。次いで、切片をマウス抗-サイトケラチン抗体と共にインキュベートし、続いて洗浄し
た。次に、切片をビオチン化ヤギ抗-マウスIgG二次抗体と共にインキュベートし、続いて
洗浄した。次いで、切片をアビジンもしくはストレプトアビジンまたはバッファー単独の
いずれかと共にインキュベートし、続いて洗浄した。次いで、切片をビオチン-コンジュ
ゲート化光開裂可能Cy5またはアビジン-フルオレセインのいずれかと共にインキュベート
し、続いて洗浄した。ビオチン-コンジュゲート化光開裂可能Cy5は、その5'末端でビオチ
ン修飾およびその3'末端でdC-Cy5(図8)を有した。最後に、20×水浸レンズを使用して、
切片を画像化した。図1は、ビオチン-コンジュゲート化光開裂可能Cy5が、二次抗体のビ
オチン化に依存する様式でシグナルを生じさせたことを示している。
【０１０５】
　別の実験において、ホルマリン固定パラフィン包埋ヒト前立腺の切片を、ビオチン化抗
-平滑筋アクチンと共にインキュベートした。次いで、切片を、アビジンまたはストレプ
トアビジン、および光開裂可能Cy5を含有するビオチン-コンジュゲート化プローブと共に
連続的にインキュベートした。この場合において、自動流体交換プログラムを、プローブ
と連携して使用し、このプローブは、2つの対向するビオチンを連結する二本鎖ヌクレオ
チドからなった。Cy5は、ヌクレオチド骨格中へ組み込まれた。未結合プローブを洗浄し
、組織を光開裂前および後で画像化した。スライドをCy5で蛍光顕微鏡によって画像化し
た後、組織中の単一の位置を、2分間のUV曝露を使用して光開裂し、プレプログラム様式
で再画像化した。図9Aは、開裂前の染色切片の画像を示し、一方、図9Bは、光開裂後の同
じ領域を示す。バッファー洗浄後に切片を再び画像化した(図9C)。図9Eは、開裂および洗
浄後の画像輝度変化を示す、図9A～C中の線に沿った画像ピクセル強度プロフィールを示
す。図9Dは、開裂後の異なる視野を示し、開裂境界を示す(左上隅をUV光に曝露した)。
【０１０６】
実施例2－異なる色の2つの光開裂可能標識を用いての2つの標的タンパク質の自動連続FFP
E組織染色
　この実施例は、式(VII)の抗原結合された抗原結合性複合体を説明する。連続FFPEにつ
いて、組織を、先ず、ビオチン化抗-平滑筋アクチンと共に2時間、アビジンと共に30分間
、光開裂可能AF532を含有するビオチン-コンジュゲート化プローブと共に20分間インキュ
ベートし、その後、緑色チャネルを画像化した。150 mW/cm2での2分間のUV曝露後、組織
に対して、ヒストンH3抗体および赤色光開裂可能Cy5を用いて同じ染色手順を行った。同
じ視野を、赤色チャネルにおいて画像化し、ImageJソフトウェアを使用して前回の緑色チ
ャネル上に重ね合わせた(図11)。
【０１０７】
　Cy色素の化学的不活性化および光退色とPCLとの直接比較は、PCLからの色素の放出が10
～100倍より迅速であることを実証している。他の光開裂可能結合との同様の比較が、PCL
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は、他の光開裂可能反応と比べてより速くかつより完全な色素放出をもたらすことを実証
した。
【０１０８】
　UV照射を使用して数秒内に放出される光開裂可能フルオロフォアを使用するように、FF
PE組織切片についての自動NGHプラットフォームを開発および設計した。このユニークな
光開裂可能標識は、抗原検出抗体を除去する必要なく、同じ組織切片における繰り返し染
色の迅速なサイクルを可能にする。NGHプラットフォームはまた、手動時間の短縮のため
の自動流体工学、および多重レポーター検出のための四色落射蛍光顕微鏡イメージングシ
ステムを含む。
【０１０９】
　FFPE組織切片を、標準スライドガラス上に載せ、熱固定し、脱ろうし、水和させ、そし
て特殊なフローセル中に置いた。自動流体工学を使用して、標準試薬を使用して、組織を
ブロッキングし、洗浄し、そしてビオチン化一次抗体に曝露した。抗体結合を、アビジン
またはストレプトアビジン-光開裂可能標識複合体を使用して検出し、これらを画像化し
、その後、次の染色サイクルに備えて標識を光開裂した。
【０１１０】
　NGHアプローチは前立腺組織切片の連続染色を可能にした。この染色戦略は抗原の迅速
な画像化を可能にした。
【０１１１】
実施例3－2色の光開裂可能標識を用いての単一のFFPE組織切片上の8つの標的領域の多重
染色
　別の実験において、ヒト前立腺(正常)の6μm切片を調製し、3つの連続するサイクルに
おいて染色した。各サイクルにおいて組織切片を複数の標的タンパク質についてプローブ
し、各サイクルでの様々な波長での単一のイメージング事象は、様々な標的タンパク質か
らのシグナルをキャプチャーした。UV曝露による開裂事象に続いて、組織を、標的タンパ
ク質の次のセットについて再びプローブした。3つのそのような多重サイクルは、単一の
組織切片中において以下の8つの標的をキャプチャーした：サイクルI：コラーゲン(CNA35
)、Hoechst(核DNA)、抗-ALCAMおよび抗-CD44；サイクルII：抗-サイトケラチンおよび抗-
SMA；サイクルIII：抗-フィブロネクチンおよび抗-ヒストンH3。各サイクルは4つのチャ
ネルからの画像をキャプチャーした：Cy7(750nm)、Cy5(650nm)、Cy2(488 nm)およびHoech
st(365 nm)。実験の完了時に、Cy2チャネルを使用して、3つの画像データセットを共表示
した。単一の12-チャネル画像への画像統合を、ImageJソフトウェアを使用して行った。
図19は、循環的な多重染色および画像化を示す。
【０１１２】
　循環的な多重染色は、染色の3サイクルにわたって、2つの非抗体ステイン(コラーゲン
および核ステイン)に加えて、6つの別個の抗体を用いての免疫蛍光検出を首尾よく達成し
た。この手順中に組織の目に見える劣化または変形はなく、ベースライン画像(サイクルI
前のキャプチャー)と光開裂後の画像(サイクルI、II、およびIII後にキャプチャーした)
とを比較した場合に、サイクルにわたる非特異的シグナルの有意な蓄積はなかった。
【０１１３】
実施例4－3色の光開裂可能標識でのFFPE組織切片の多重染色
　実施例2に記載される手順を使用して、FFPE組織切片を調製した。各々がユニークな蛍
光色素を有する、3つのユニークなビオチン-光開裂可能標識を有する3つの抗体を使用し
て、同じ組織切片上の3つの組織領域において、多重染色を達成した。組織切片をブロッ
キングし、ビオチン標識化一次抗体、ストレプトアビジン、ビオチン標識化光開裂可能標
識と共に連続的にインキュベートし、そしてこのサイクルをその後の2つの抗体および光
開裂可能標識について繰り返した。抗-CD44は光開裂可能Cy3によって、抗-29-7は光開裂
可能Cy5によって、そして抗-ヒストンH3は光開裂可能Cy7によって検出された。単一の画
像が、3つの適切な波長でシグナルをキャプチャーし、ImageJソフトウェアを使用して画
像合成を行い、3つの別個の色で3つの別個の領域を共視覚化した(図20)。単一の光開裂事
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象が、画像化後、全ての光開裂可能標識からシグナルを放出させた(図21)。
【０１１４】
実施例5－部分的に二本鎖のビオチン-ヌクレオチド-フルオロフォアタグを使用しての組
織切片中の抗原の検出
　部分的に二本鎖のビオチン-オリゴヌクレオチド-光開裂可能Cy5蛍光色素を調製するた
めに、dC-Cy5(図8)を、図2に示されるように、DNAポリメラーゼを使用して、上部オリゴ
の3'へ伸長した。二本鎖産物をRP-HPLCによって精製した。収集された二本鎖産物溶液の
体積を減らした。次いで、産物を1× PBS中50μM最終濃度へ希釈した。
【０１１５】
　部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチド-光開裂可能Cy5蛍光色素を、実施例1に記載され
るような実験において使用し、一本鎖オリゴを使用して得られた結果と比較した。光開裂
可能標識の両方の設計がうまく機能した。
【０１１６】
実施例6－様々なPCLでの染色および光開裂の評価
　個々の組織切片(前立腺癌、ヒト)を単一のバッチ中において調製した。切片をブロッキ
ングし(アビジンもしくはストレプトアビジン、ビオチン、総タンパク質)、ビオチン化抗
-SMA抗体で染色し、続いて、アビジンを添加し、次いで、一連のPCL(スタンダード・デュ
プレックスPCL、ロング・デュプレックスPCL、ショート・デュプレックスPCL、およびシ
ングルビオチンPCL；図12を参照のこと)のうちの1つを同一の濃度で添加した。スタンダ
ード・デュプレックスPCLは、それらの5'末端上にビオチンおよびそれらの3'末端上に光
開裂可能蛍光標識を有する2つの34-ヌクレオチドオリゴからなり、オリゴをアニーリング
し、各末端上に4ヌクレオチド一本鎖突出部を有する28-ヌクレオチド二本鎖セクションを
形成させた。ロング・デュプレックスPCLは、それらの5'末端上にビオチンおよびそれら
の3'末端上に光開裂可能蛍光標識を有する2つの69-ヌクレオチドオリゴからなり、オリゴ
をハイブリダイズさせ、各末端上に2ヌクレオチド一本鎖突出部を有する67-ヌクレオチド
二本鎖セクションを形成させた。ショート・デュプレックスPCLは、その5'末端上にビオ
チンおよびその3'末端上に光開裂可能蛍光標識を有する単一の12-ヌクレオチドオリゴか
らなった。シングルビオチンPCLは、各ハイブリッド中の2つのオリゴのうちの1つのみが
その5'末端上にビオチンを有したことを除いて、スタンダードPCLと同じであった。加え
て、光開裂可能ビオチンを有するオリゴヌクレオチド(IDT-PCL；Integrated DNA Technol
ogies, Coralville, Iowa製)での染色を、同一の濃度のPCLで別個のバッチ中において行
った。IDT-PCLは、それらの5'末端上に光開裂可能ビオチンおよびそれらの3'末端上に蛍
光標識を有する2つの34-ヌクレオチドオリゴからなり、オリゴをハイブリダイズさせ、各
末端上に4ヌクレオチド一本鎖突出部を有する28-ヌクレオチド二本鎖セクションを形成さ
せた(図12)。各切片についての視野の中央を、タイムラプスイメージング中、光開裂した
(それぞれの間に2分間フラッシュを伴って3 × 2秒間)。等しいサイズの2つの領域(ROI)
においてシグナル強度を測定した：特定のステインの1つの領域およびバックグラウンド
の1つの領域。ステインの最大強度を経時的に追跡した(図10A)。シグナルとバックグラウ
ンドとの差を、絶対的シグナル(図10B)および最大シグナルの%(図10C)として両方ともプ
ロットした。タイムラプスキャプチャーに加えて、各染色切片の画像を、光開裂前および
光開裂後の両方において得た。図11D～Hは、約25枚の画像を一緒に継ぎ合わせることによ
って作られた各切片の画像を示す。これらのデータは、全てのプローブバリエーションが
PCLとして使用可能であることを示している。
【０１１７】
実施例7－SMCC架橋剤を有するPCLを使用しての組織切片中の抗原の検出
　この実施例は、式(III)の抗原結合された抗原結合性複合体を説明する。2つの一本鎖オ
リゴヌクレオチドをIDT(Integrated DNA Technologies, Coralville, Iowa)から得、その
うちの1つのオリゴヌクレオチドは5'C6アミノ修飾を有した。オリゴヌクレオチドをアニ
ーリングし、部分的に二本鎖のオリゴヌクレオチドを形成し、-dC-Cy5またはdU-Cy7PCLを
3'末端へ伸長した。PCL合成に続いて、RP-HPLC精製を行った。Sulfo-SMCC(二官能性架橋
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剤)を二本鎖の5'アミノ修飾鎖へ結合し、反応物をRP-HPLCによって精製した。Sulfo-SMCC
をアミド連結によってオリゴヌクレオチドの5'末端上の第1級アミンへ結合した。SMCCリ
ンカーは抗体へのプローブの直接連結を可能にし、プローブと抗体との間の別個のリガン
ド-レセプターコネクション、例えば、前述した、ビオチン-アビジンまたはストレプトア
ビジン連結の必要性を排除した。追加のリガンドの排除は、非特異的相互作用および立体
障害（stearic hindrance）のリスクを減らした。
【０１１８】
　抗体へのプローブの直接コンジュゲーションは、染色を完了するための手動時間を短縮
させ、最小限の工程および試薬での多重抗体染色を可能にする。ユニークに標識されたPC
L(少なくとも3色まで)へコンジュゲートされた複数の抗体は、予め混合され、組織染色に
おいて使用され、単一の染色／画像化サイクルにおいて3つの抗原を検出する。各イメー
ジング事象の終了時に開裂サイクルを伴う3つのそのような染色サイクルは、従って、以
前のリガンドベースのアプローチから70%の時間短縮を伴って、9つの抗原を検出する。
【０１１９】
　SMCCリンカーを有するPCLの他の構造的バリエーションは、リン酸の代わりに塩基上で
オリゴへアミノ修飾を付加すること、アミノ修飾についてC6リンカーの代わりのC12リン
カー、オリゴの末端から離れてSMCCを連結すること、および反対の鎖ではなく組み込みと
同じ鎖上にSMCCリンカーを付加することを含む。
【０１２０】
　SMCCリンカーへのPCLの直接コンジュゲーションはまた、ポリエチレングリコール(PEG)
スペーサーが、Sulfo-SMCC架橋剤中の炭化水素ベースのスペーサーに取って代わっている
、SM(PEG)nヘテロ二官能性架橋剤によって達成される。PEGスペーサーは、2つの官能基間
により大きな可撓性を提供し、反応物および最終コンジュゲートの可溶性を改善し、コン
ジュゲートの凝集の可能性を減らし、従って、機能性を保存する。抗体のサイズに基づい
て、PCL部分を有する架橋剤の立体障害を最小限にしかつスペーサーアームの可撓性を最
大限にするために、PEGリンカーの異なる長さが選択される。
【０１２１】
　PCL分子の直接コンジュゲーションは、好適なpH下で(PBSまたはPBS-EDTA中においてpH 
7～7.2で)ヘテロ二官能性リンカーをアミノ修飾オリゴヌクレオチドと共にインキュベー
トし、続いてRP-HPLCおよび／または脱塩を使用して精製することによって、合成される
。その後、活性化PCLを、露出されたスルフヒドリル基を有する(5 mM TCEPを使用して還
元された)抗体と共にインキュベートする。コンジュゲーション反応物は、未結合オリゴ
を除去するために脱塩カラムによってさらに精製される。あるいは、PCLと抗体とのコン
ジュゲーションは、市販のコンジュゲーションキットの使用によって達成され、これらは
、コンジュゲーションを達成するために必要な最適化された試薬およびバッファーを提供
する(例えば、Innova Biosciencesによって提供される、Thunder-Link PLUSオリゴコンジ
ュゲーションシステム, Cat #425-000, 425-0300)。
【０１２２】
　本明細書において開示および特許請求した全ての方法を、本開示に照らして、過度の実
験なしに実施および実行することができる。本発明の組成物および方法を好ましい態様に
よって説明してきたが、本発明の概念、精神および範囲から逸脱することなく、これらの
方法、および本明細書に記載の方法の段階または段階の順序に変動を適用できることは、
当業者には明らかであろう。より具体的には、化学的にかつ生理学的に関連する特定の薬
剤で、同一のまたは同様の結果を達成しながら、本明細書に記載の薬剤を代用することが
できることは明らかであろう。当業者に明らかな全てのそのような同様の代用物および修
正は、添付の特許請求の範囲により定義される本発明の精神、範囲および概念内にあると
見なされる。
【０１２３】
参考文献
　以下の参考文献は、それらが本明細書に記載されるものを補足する例示的な手順上のま
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