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(57)【要約】
本開示は、様々な免疫学的アッセイおよび他の関連技術
に使用される、高性能の免疫試薬を提供する。免疫試薬
は、一次抗体および架橋抗原を含み、架橋抗原が、検出
可能な二次抗体により高親和性で認識される。複数の異
なる標的抗原に特異的な免疫試薬のパネルを含む組成物
、および一次免疫試薬とそれらの相補的な検出可能な二
次抗体のペアを含む組成物もまた提供される。ペアにな
った一次免疫試薬と二次抗体は、様々な免疫学的アッセ
イ、特に、高度に多重化されたアッセイにおいて有用で
あり、単一アッセイにおいて標的抗原の多重性を同時に
検出することができる免疫試薬の多重性が提供されるよ
うに、架橋抗原の構造は、検出可能な二次抗体のバリエ
ーションと並行して変わる。免疫試薬を含むキット、本
開示の免疫試薬を使用する免疫学的アッセイの方法、お
よび免疫試薬の調製方法もまた提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　架橋抗原とカップリングした一次抗体；および
検出可能な二次抗体
を含む免疫試薬組成物であって、該検出可能な二次抗体が該架橋抗原に対して高親和性で
特異的である、免疫試薬組成物。
【請求項２】
　前記架橋抗原がペプチドである、請求項１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項３】
　前記架橋抗原が複数の抗原決定基を含む、請求項１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項４】
　前記複数の抗原決定基における各抗原決定基が同じである、請求項３に記載の免疫試薬
組成物。
【請求項５】
　前記複数の抗原決定基が線状反復構造を含む、請求項３に記載の免疫試薬組成物。
【請求項６】
　前記線状反復構造が線状反復ペプチド構造である、請求項５に記載の免疫試薬組成物。
【請求項７】
　前記複数の抗原決定基が少なくとも３個の抗原決定基を含む、請求項３に記載の免疫試
薬組成物。
【請求項８】
　前記架橋抗原が分岐型構造を含む、請求項３に記載の免疫試薬組成物。
【請求項９】
　前記架橋抗原が、非天然残基を含むペプチドである、請求項１に記載の免疫試薬組成物
。
【請求項１０】
　前記非天然残基が非天然立体異性体である、請求項９に記載の免疫試薬組成物。
【請求項１１】
　前記非天然残基がβ－アミノ酸である、請求項９に記載の免疫試薬組成物。
【請求項１２】
　前記一次抗体および前記架橋抗原が、コンジュゲーション部分を介して化学的カップリ
ング反応によりカップリングしている、請求項１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項１３】
　前記一次抗体および前記架橋抗原が高効率コンジュゲーション部分を介してカップリン
グしている、請求項１２に記載の免疫試薬組成物。
【請求項１４】
　前記高効率コンジュゲーション部分がシッフ塩基である、請求項１３に記載の免疫試薬
組成物。
【請求項１５】
　前記シッフ塩基がヒドラゾンまたはオキシムである、請求項１４に記載の免疫試薬組成
物。
【請求項１６】
　前記高効率コンジュゲーション部分がクリック反応によって形成される、請求項１３に
記載の免疫試薬組成物。
【請求項１７】
　前記コンジュゲーション部分が切断可能なリンカーを含む、請求項１２に記載の免疫試
薬組成物。
【請求項１８】
　前記一次抗体が細胞マーカーに特異的である、請求項１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項１９】
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　前記細胞マーカーが、４－１ＢＢ、ＡＦＰ、ＡＬＫ１、アミロイドＡ、アミロイドＰ、
アンドロゲン受容体、アネキシンＡ１、ＡＳＭＡ、ＢＣＡ２２５、ＢＣＬ－１、ＢＣＬ－
２、ＢＣＬ－６、ＢｅｒＥＰ４、ベータ－カテニン、ベータ－ＨＣＧ、ＢＧ－８、ＢＯＢ
－１、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、カルシトニン、カルデスモン、カルポニン－１、カル
レチニン、ＣＡＭ５．２、ＣＤ１ａ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ７、ＣＤ８
、ＣＤ１０、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５
、ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４３、ＣＤ４
５　ＬＣＡ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ６１、ＣＤ６８、ＣＤ７９ａ、Ｃ
Ｄ９９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３８、ＣＤ１６３、ＣＤＸ２、ＣＥＡ、クロモグラニンＡ、
ＣＭＶ、ｃ－ｋｉｔ、ｃ－ＭＥＴ、ｃ－ＭＹＣ、ＩＶ型コラーゲン、補体３ｃ（Ｃ３ｃ）
、ＣＯＸ－２、ＣＸＣＲ５、ＣＫ１、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ１４、ＣＫ
１８、ＣＫ１７、ＣＫ１９、ＣＫ２０、ＣＫ９０３、ＣＫ　ＡＥ１、ＣＫ　ＡＥ１／ＡＥ
３、Ｄ２－４０、デスミン、ＤＯＧ－１、Ｅ－カドヘリン、ＥＧＦＲ、ＥＭＡ、ＥＲ、Ｅ
ＲＣＣ１、第ＶＩＩＩ因子関連抗原、活性化第ＸＩＩＩ因子、ファスシン、ＦｏｘＰ１、
ＦｏｘＰ３、ガレクチン－３、ＧＡＴＡ－３、ＧＣＤＦＰ－１５、ＧＣＥＴ１、ＧＦＡＰ
、グリコホリンＡ、グリピカン３、グランザイムＢ、ＨＢＭＥ－１、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃ
ｔｅｒ　Ｐｙｌｏｒｉ、ヘモグロビンＡ、Ｈｅｐ　Ｐａｒ１、ＨＥＲ２、ＨＨＶ－８、Ｈ
ＭＢ－４５、ＨＳＶ　ｌ／ｌｌ、ＩＣＯＳ、ＩＦＮガンマ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、Ｉ
ｇＭ、ＩＬ１７、ＩＬ４、インヒビン、ｉＮＯＳ、カッパＩｇ軽鎖、Ｋｉ６７、ＬＡＧ－
３、ラムダＩｇ軽鎖、リゾチーム、マンマグロビンＡ、ＭＡＲＴ－１／メランＡ、マスト
細胞トリプターゼ、ＭＬＨ１、ＭＯＣ－３１、ＭＰＯ、ＭＳＡ、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６、Ｍ
ＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＭ１、ＭｙｏＤ１、ミオゲニン、ミオグロビン、ナプシンＡ、ネ
スチン、ＮＳＥ、Ｏｃｔ－２、ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ｐ４０
、ｐ５３、ｐ６３、ｐ５０４ｓ、ＰＡＸ－５、ＰＡＸ－８、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＰＨ
Ｈ３、ＰＩＮ－４、ＰＬＡＰ、ＰＭＳ２、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｊｉｒｏｖｅｃｉ
（ｃａｒｉｎｉｉ）、ＰＲ、ＰＳＡ、ＰＳＡＰ、ＲＣＣ、Ｓ－１００、ＳＭＡ、ＳＭＭ、
スムーセリン、ＳＯＸ１０、ＳＯＸ１１、サーファクタントアポプロテインＡ、シナプト
フィジン、ＴＡＧ７２、ＴｄＴ、トロンボモジュリン、チログロブリン、ＴＩＡ－１、Ｔ
ＩＭ３、ＴＲＡｃＰ、ＴＴＦ－１、チロシナーゼ、ウロプラキン、ＶＥＧＦＲ－２、ビリ
ン、ビメンチン、およびＷＴ－１からなる群から選択される、請求項１８に記載の免疫試
薬組成物。
【請求項２０】
　前記一次抗体が、異なる種由来の免疫グロブリンに特異的である、請求項１に記載の免
疫試薬組成物。
【請求項２１】
　前記検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、請求項１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項２２】
　前記検出可能な標識が、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、量子
ドット、または検出可能なハプテンである、請求項２１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項２３】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項２２に記載の免疫試薬組成物。
【請求項２４】
　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはグルコースオキシダ
ーゼである、請求項２２に記載の免疫試薬組成物。
【請求項２５】
　前記ペルオキシダーゼが西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダーゼで
ある、請求項２４に記載の免疫試薬組成物。
【請求項２６】
　前記架橋抗原が検出可能な標識を含む、請求項１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項２７】
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　前記架橋抗原の前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項２６に記載の免疫
試薬組成物。
【請求項２８】
　前記検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、請求項２６に記載の免疫試薬組成物
。
【請求項２９】
　前記架橋抗原の前記検出可能な標識および前記二次抗体の前記検出可能な標識がどちら
も、同じ波長の蛍光によって検出可能である、請求項２８に記載の免疫試薬組成物。
【請求項３０】
　前記検出可能な二次抗体が、前記架橋抗原に対して特異的であり、最大で１００ｎＭ、
最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大で１ｎＭ、最大で０．３ｎＭ、最
大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ、または最大で０．００３ｎ
Ｍの解離定数を有する、請求項１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項３１】
　複数の、請求項１～３０のいずれか一項に記載の免疫試薬組成物を含む、多重化免疫試
薬組成物。
【請求項３２】
　少なくとも３個の免疫試薬組成物を含む、請求項３１に記載の多重化免疫試薬組成物。
【請求項３３】
　少なくとも５個の免疫試薬組成物を含む、請求項３１に記載の多重化免疫試薬組成物。
【請求項３４】
　少なくとも１０個の免疫試薬組成物を含む、請求項３１に記載の多重化免疫試薬組成物
。
【請求項３５】
　架橋抗原とカップリングした一次抗体を含む免疫試薬。
【請求項３６】
　前記架橋抗原がペプチドである、請求項３５に記載の免疫試薬。
【請求項３７】
　前記架橋抗原が複数の抗原決定基を含む、請求項３５に記載の免疫試薬。
【請求項３８】
　前記複数の抗原決定基における各抗原決定基が同じである、請求項３７に記載の免疫試
薬。
【請求項３９】
　前記複数の抗原決定基が線状反復構造を含む、請求項３７に記載の免疫試薬。
【請求項４０】
　前記線状反復構造が線状反復ペプチド構造である、請求項３９に記載の免疫試薬。
【請求項４１】
　前記複数の抗原決定基が少なくとも３個の抗原決定基を含む、請求項３７に記載の免疫
試薬。
【請求項４２】
　前記架橋抗原が分岐型構造を含む、請求項３７に記載の免疫試薬。
【請求項４３】
　前記架橋抗原が、非天然残基を含むペプチドである、請求項３５に記載の免疫試薬。
【請求項４４】
　前記非天然残基が非天然立体異性体である、請求項４３に記載の免疫試薬。
【請求項４５】
　前記非天然残基がβ－アミノ酸である、請求項４３に記載の免疫試薬。
【請求項４６】
　前記一次抗体および前記架橋抗原が、コンジュゲーション部分を介して化学的カップリ
ング反応によりカップリングしている、請求項３５に記載の免疫試薬。
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【請求項４７】
　前記一次抗体および前記架橋抗原が高効率コンジュゲーション部分を介してカップリン
グしている、請求項４６に記載の免疫試薬。
【請求項４８】
　前記高効率コンジュゲーション部分がシッフ塩基である、請求項４７に記載の免疫試薬
。
【請求項４９】
　前記シッフ塩基がヒドラゾンまたはオキシムである、請求項４８に記載の免疫試薬。
【請求項５０】
　前記高効率コンジュゲーション部分がクリック反応によって形成される、請求項４７に
記載の免疫試薬。
【請求項５１】
　前記コンジュゲーション部分が切断可能なリンカーを含む、請求項４６に記載の免疫試
薬。
【請求項５２】
　前記一次抗体が細胞マーカーに特異的である、請求項３５に記載の免疫試薬。
【請求項５３】
　前記細胞マーカーが、４－１ＢＢ、ＡＦＰ、ＡＬＫ１、アミロイドＡ、アミロイドＰ、
アンドロゲン受容体、アネキシンＡ１、ＡＳＭＡ、ＢＣＡ２２５、ＢＣＬ－１、ＢＣＬ－
２、ＢＣＬ－６、ＢｅｒＥＰ４、ベータ－カテニン、ベータ－ＨＣＧ、ＢＧ－８、ＢＯＢ
－１、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、カルシトニン、カルデスモン、カルポニン－１、カル
レチニン、ＣＡＭ５．２、ＣＤ１ａ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ７、ＣＤ８
、ＣＤ１０、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５
、ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４３、ＣＤ４
５　ＬＣＡ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ６１、ＣＤ６８、ＣＤ７９ａ、Ｃ
Ｄ９９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３８、ＣＤ１６３、ＣＤＸ２、ＣＥＡ、クロモグラニンＡ、
ＣＭＶ、ｃ－ｋｉｔ、ｃ－ＭＥＴ、ｃ－ＭＹＣ、ＩＶ型コラーゲン、補体３ｃ（Ｃ３ｃ）
、ＣＯＸ－２、ＣＸＣＲ５、ＣＫ１、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ１４、ＣＫ
１８、ＣＫ１７、ＣＫ１９、ＣＫ２０、ＣＫ９０３、ＣＫ　ＡＥ１、ＣＫ　ＡＥ１／ＡＥ
３、Ｄ２－４０、デスミン、ＤＯＧ－１、Ｅ－カドヘリン、ＥＧＦＲ、ＥＭＡ、ＥＲ、Ｅ
ＲＣＣ１、第ＶＩＩＩ因子関連抗原、活性化第ＸＩＩＩ因子、ファスシン、ＦｏｘＰ１、
ＦｏｘＰ３、ガレクチン－３、ＧＡＴＡ－３、ＧＣＤＦＰ－１５、ＧＣＥＴ１、ＧＦＡＰ
、グリコホリンＡ、グリピカン３、グランザイムＢ、ＨＢＭＥ－１、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃ
ｔｅｒ　Ｐｙｌｏｒｉ、ヘモグロビンＡ、Ｈｅｐ　Ｐａｒ１、ＨＥＲ２、ＨＨＶ－８、Ｈ
ＭＢ－４５、ＨＳＶ　ｌ／ｌｌ、ＩＣＯＳ、ＩＦＮガンマ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、Ｉ
ｇＭ、ＩＬ１７、ＩＬ４、インヒビン、ｉＮＯＳ、カッパＩｇ軽鎖、Ｋｉ６７、ＬＡＧ－
３、ラムダＩｇ軽鎖、リゾチーム、マンマグロビンＡ、ＭＡＲＴ－１／メランＡ、マスト
細胞トリプターゼ、ＭＬＨ１、ＭＯＣ－３１、ＭＰＯ、ＭＳＡ、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６、Ｍ
ＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＭ１、ＭｙｏＤ１、ミオゲニン、ミオグロビン、ナプシンＡ、ネ
スチン、ＮＳＥ、Ｏｃｔ－２、ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ｐ４０
、ｐ５３、ｐ６３、ｐ５０４ｓ、ＰＡＸ－５、ＰＡＸ－８、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＰＨ
Ｈ３、ＰＩＮ－４、ＰＬＡＰ、ＰＭＳ２、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｊｉｒｏｖｅｃｉ
（ｃａｒｉｎｉｉ）、ＰＲ、ＰＳＡ、ＰＳＡＰ、ＲＣＣ、Ｓ－１００、ＳＭＡ、ＳＭＭ、
スムーセリン、ＳＯＸ１０、ＳＯＸ１１、サーファクタントアポプロテインＡ、シナプト
フィジン、ＴＡＧ７２、ＴｄＴ、トロンボモジュリン、チログロブリン、ＴＩＡ－１、Ｔ
ＩＭ３、ＴＲＡｃＰ、ＴＴＦ－１、チロシナーゼ、ウロプラキン、ＶＥＧＦＲ－２、ビリ
ン、ビメンチン、およびＷＴ－１からなる群から選択される、請求項５２に記載の免疫試
薬。
【請求項５４】
　前記一次抗体が、異なる種由来の免疫グロブリンに特異的である、請求項３５に記載の
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免疫試薬。
【請求項５５】
　前記検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、請求項３５に記載の免疫試薬。
【請求項５６】
　前記検出可能な標識が、フルオロフォアである、請求項５５に記載の免疫試薬。
【請求項５７】
　複数の、請求項３５～５６のいずれか一項に記載の免疫試薬を含む、多重化免疫試薬組
成物。
【請求項５８】
　少なくとも３個の免疫試薬を含む、請求項５７に記載の多重化免疫試薬組成物。
【請求項５９】
　少なくとも５個の免疫試薬を含む、請求項５７に記載の多重化免疫試薬組成物。
【請求項６０】
　少なくとも１０個の免疫試薬を含む、請求項５７に記載の多重化免疫試薬組成物。
【請求項６１】
　第１の標的抗原を含む第１の試料を供給するステップ；
該第１の標的抗原を第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の標的抗原に特異的な、請求項３５～５６のいずれか一項に記載の免疫試薬であ
る、ステップ；
該第１の免疫試薬を第１の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第１の
検出可能な二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第１の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第１の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
を含む、免疫学的アッセイのための方法。
【請求項６２】
　前記第１の標的抗原が細胞マーカーである、請求項６１に記載の免疫試薬組成物。
【請求項６３】
　前記細胞マーカーが、４－１ＢＢ、ＡＦＰ、ＡＬＫ１、アミロイドＡ、アミロイドＰ、
アンドロゲン受容体、アネキシンＡ１、ＡＳＭＡ、ＢＣＡ２２５、ＢＣＬ－１、ＢＣＬ－
２、ＢＣＬ－６、ＢｅｒＥＰ４、ベータ－カテニン、ベータ－ＨＣＧ、ＢＧ－８、ＢＯＢ
－１、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、カルシトニン、カルデスモン、カルポニン－１、カル
レチニン、ＣＡＭ５．２、ＣＤ１ａ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ７、ＣＤ８
、ＣＤ１０、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５
、ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４３、ＣＤ４
５　ＬＣＡ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ６１、ＣＤ６８、ＣＤ７９ａ、Ｃ
Ｄ９９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３８、ＣＤ１６３、ＣＤＸ２、ＣＥＡ、クロモグラニンＡ、
ＣＭＶ、ｃ－ｋｉｔ、ｃ－ＭＥＴ、ｃ－ＭＹＣ、ＩＶ型コラーゲン、補体３ｃ（Ｃ３ｃ）
、ＣＯＸ－２、ＣＸＣＲ５、ＣＫ１、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ１４、ＣＫ
１８、ＣＫ１７、ＣＫ１９、ＣＫ２０、ＣＫ９０３、ＣＫ　ＡＥ１、ＣＫ　ＡＥ１／ＡＥ
３、Ｄ２－４０、デスミン、ＤＯＧ－１、Ｅ－カドヘリン、ＥＧＦＲ、ＥＭＡ、ＥＲ、Ｅ
ＲＣＣ１、第ＶＩＩＩ因子関連抗原、活性化第ＸＩＩＩ因子、ファスシン、ＦｏｘＰ１、
ＦｏｘＰ３、ガレクチン－３、ＧＡＴＡ－３、ＧＣＤＦＰ－１５、ＧＣＥＴ１、ＧＦＡＰ
、グリコホリンＡ、グリピカン３、グランザイムＢ、ＨＢＭＥ－１、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃ
ｔｅｒ　Ｐｙｌｏｒｉ、ヘモグロビンＡ、Ｈｅｐ　Ｐａｒ１、ＨＥＲ２、ＨＨＶ－８、Ｈ
ＭＢ－４５、ＨＳＶ　ｌ／ｌｌ、ＩＣＯＳ、ＩＦＮガンマ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、Ｉ
ｇＭ、ＩＬ１７、ＩＬ４、インヒビン、ｉＮＯＳ、カッパＩｇ軽鎖、Ｋｉ６７、ＬＡＧ－
３、ラムダＩｇ軽鎖、リゾチーム、マンマグロビンＡ、ＭＡＲＴ－１／メランＡ、マスト
細胞トリプターゼ、ＭＬＨ１、ＭＯＣ－３１、ＭＰＯ、ＭＳＡ、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６、Ｍ
ＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＭ１、ＭｙｏＤ１、ミオゲニン、ミオグロビン、ナプシンＡ、ネ
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スチン、ＮＳＥ、Ｏｃｔ－２、ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ｐ４０
、ｐ５３、ｐ６３、ｐ５０４ｓ、ＰＡＸ－５、ＰＡＸ－８、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＰＨ
Ｈ３、ＰＩＮ－４、ＰＬＡＰ、ＰＭＳ２、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｊｉｒｏｖｅｃｉ
（ｃａｒｉｎｉｉ）、ＰＲ、ＰＳＡ、ＰＳＡＰ、ＲＣＣ、Ｓ－１００、ＳＭＡ、ＳＭＭ、
スムーセリン、ＳＯＸ１０、ＳＯＸ１１、サーファクタントアポプロテインＡ、シナプト
フィジン、ＴＡＧ７２、ＴｄＴ、トロンボモジュリン、チログロブリン、ＴＩＡ－１、Ｔ
ＩＭ３、ＴＲＡｃＰ、ＴＴＦ－１、チロシナーゼ、ウロプラキン、ＶＥＧＦＲ－２、ビリ
ン、ビメンチン、およびＷＴ－１からなる群から選択される、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　前記第１の標的抗原が、異なる種由来の免疫グロブリンである、請求項６１に記載の方
法。
【請求項６５】
　前記第１の検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項６６】
　前記検出可能な標識が、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、量子
ドット、または検出可能なハプテンである、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはグルコースオキシダ
ーゼである、請求項６６に記載の方法。
【請求項６９】
　前記ペルオキシダーゼが西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダーゼで
ある、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
　前記第１の検出可能な二次抗体が、前記第１の免疫試薬の前記架橋抗原に対して特異的
であり、最大で１００ｎＭ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大で１
ｎＭ、最大で０．３ｎＭ、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ
、または最大で０．００３ｎＭの解離定数を有する、請求項６１に記載の方法。
【請求項７１】
　前記第１の標的抗原が組織切片内にある、請求項６１に記載の方法。
【請求項７２】
　前記検出するステップが蛍光検出ステップである、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　前記検出するステップが酵素的検出ステップである、請求項７１に記載の方法。
【請求項７４】
　前記第１の標的抗原が細胞内または細胞上にある、請求項６１に記載の方法。
【請求項７５】
　前記第１の標的抗原が前記細胞の表面上にある、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
　前記第１の標的抗原が前記細胞の細胞質内にある、請求項７４に記載の方法。
【請求項７７】
　前記第１の標的抗原が前記細胞の核内にある、請求項７４に記載の方法。
【請求項７８】
　前記検出するステップが蛍光検出ステップである、請求項７４に記載の方法。
【請求項７９】
　前記第１の検出可能な二次抗体に結合している細胞を選別するステップをさらに含む、
請求項７８に記載の方法。
【請求項８０】
　前記第１の試料における第２の標的抗原を第２の免疫試薬と反応させるステップであっ
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て、該第２の免疫試薬が、該第２の標的抗原に特異的な、請求項３５～５６のいずれか一
項に記載の免疫試薬である、ステップ；
該第２の免疫試薬を第２の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第２の
検出可能な二次抗体が、該第２の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第２の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第２の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
をさらに含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項８１】
　前記試料において少なくとも３個の標的抗原を検出するステップをさらに含む、請求項
８０に記載の方法。
【請求項８２】
　前記試料において少なくとも５個の標的抗原を検出するステップをさらに含む、請求項
８０に記載の方法。
【請求項８３】
　前記試料において少なくとも１０個の標的抗原を検出するステップをさらに含む、請求
項８０に記載の方法。
【請求項８４】
　第２の試料における第２の標的抗原を第２の免疫試薬と反応させるステップであって、
該第２の免疫試薬が、該第２の標的抗原に特異的な、請求項３５～５６のいずれか一項に
記載の免疫試薬である、ステップ；
該第２の免疫試薬を第２の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第２の
検出可能な二次抗体が、該第２の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第２の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第２の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
をさらに含み、前記第１の試料および該第２の試料が、組織試料の連続切片である、請求
項６１に記載の方法。
【請求項８５】
　前記第１の試料において複数の標的抗原が検出され、前記第２の試料において複数の標
的抗原が検出される、請求項８４に記載の方法。
【請求項８６】
　前記第１の試料において少なくとも３個の標的抗原が検出され、前記第２の試料におい
て少なくとも３個の標的抗原が検出される、請求項８５に記載の方法。
【請求項８７】
　少なくとも３個の試料において、少なくとも３個の標的抗原が検出され、該少なくとも
３個の試料が組織試料の連続切片である、請求項８４に記載の方法。
【請求項８８】
　前記少なくとも３個の試料のそれぞれにおいて、複数の標的抗原が検出される、請求項
８７に記載の方法。
【請求項８９】
　前記少なくとも３個の試料のそれぞれにおいて、少なくとも３個の標的抗原が検出され
る、請求項８８に記載の方法。
【請求項９０】
　第１の標的抗原を含む試料を供給するステップ；
該第１の標的抗原を第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の標的抗原に特異的な、請求項３５～５６のいずれか一項に記載の免疫試薬であ
る、ステップ；
該第１の免疫試薬を第１の反応性二次抗体と反応させるステップであって、該第１の反応
性二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原と高親和性で結合する、ステップ；および
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該第１の反応性二次抗体を第１の検出可能な試薬と反応させるステップであって、該第１
の検出可能な試薬が、該第１の標的抗原の近くで該試料と結合している、ステップ
を含む、免疫学的アッセイのための方法。
【請求項９１】
　前記第１の反応性二次抗体が酵素活性を含む、請求項９０に記載の方法。
【請求項９２】
　前記酵素活性がペルオキシダーゼ活性である、請求項９１に記載の方法。
【請求項９３】
　前記ペルオキシダーゼ活性が西洋ワサビペルオキシダーゼ活性である、請求項９２に記
載の方法。
【請求項９４】
　前記第１の検出可能な試薬がチラミドを含む、請求項９０に記載の方法。
【請求項９５】
　前記第１の検出可能な試薬がフルオロフォアまたは発色団を含む、請求項９０に記載の
方法。
【請求項９６】
　前記第１の反応性二次抗体を前記試料から解離させるステップをさらに含む、請求項９
０に記載の方法。
【請求項９７】
　前記第１の反応性二次抗体が選択的処理により前記試料から解離する、請求項９６に記
載の方法。
【請求項９８】
　前記選択的処理が可溶性架橋抗原での処理を含む、請求項９７に記載の方法。
【請求項９９】
　前記選択的処理が切断可能なリンカーの切断を含む、請求項９７に記載の方法。
【請求項１００】
　前記第１の反応性二次抗体が熱処理により前記試料から解離する、請求項９６に記載の
方法。
【請求項１０１】
　前記試料における第２の標的抗原を第２の免疫試薬と反応させるステップであって、該
第２の免疫試薬が、該第２の標的抗原に特異的な、請求項３５～５６のいずれか一項に記
載の免疫試薬である、ステップ；
該第２の免疫試薬を第２の反応性二次抗体と反応させるステップであって、該第２の反応
性二次抗体が、該第２の免疫試薬の架橋抗原と高親和性で結合する、ステップ；および
該第２の反応性二次抗体を第２の検出可能な試薬と反応させるステップであって、該第２
の検出可能な試薬が、該第２の標的抗原の近くで該試料に結合している、ステップ
をさらに含む、請求項９６に記載の方法。
【請求項１０２】
　前記第２の反応性二次抗体が酵素活性を含む、請求項１０１に記載の方法。
【請求項１０３】
　前記酵素活性がペルオキシダーゼ活性である、請求項１０２に記載の方法。
【請求項１０４】
　前記ペルオキシダーゼ活性が西洋ワサビペルオキシダーゼ活性である、請求項１０３に
記載の方法。
【請求項１０５】
　前記第２の検出可能な試薬がチラミドを含む、請求項１０１に記載の方法。
【請求項１０６】
　前記第２の検出可能な試薬がフルオロフォアまたは発色団を含む、請求項１０１に記載
の方法。
【請求項１０７】
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　前記第１の反応性二次抗体が選択的処理により前記試料から解離する、請求項１０１に
記載の方法。
【請求項１０８】
　前記選択的処理が可溶性架橋抗原での処理を含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１０９】
　前記選択的処理が切断可能なリンカーの切断を含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記第１の反応性二次抗体が熱処理により前記試料から解離する、請求項１０１に記載
の方法。
【請求項１１１】
　前記試料において前記第１の検出可能な試薬および前記第２の検出可能な試薬を検出す
るステップをさらに含む、請求項１０１に記載の方法。
【請求項１１２】
　第１の標的抗原を含む試料を供給するステップ；
該第１の標的抗原を第１の一次抗体と反応させるステップであって、該第１の一次抗体が
該第１の標的抗原に特異的である、ステップ；
該第１の一次抗体を第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の一次抗体に特異的な、請求項３５～５６のいずれか一項に記載の免疫試薬であ
る、ステップ；
該第１の免疫試薬を第１の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第１の
検出可能な二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第１の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第１の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
を含む、免疫学的アッセイのための方法。
【請求項１１３】
　請求項３５～５６のいずれか一項に記載の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な検出可能な二次抗体、および
キットを使用するための指示
を含む、免疫学的アッセイのためのキット。
【請求項１１４】
　前記検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、請求項１１３に記載のキット。
【請求項１１５】
　前記検出可能な標識が、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、量子
ドット、または検出可能なハプテンである、請求項１１４に記載のキット。
【請求項１１６】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項１１５に記載のキット。
【請求項１１７】
　前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはグルコースオキシダ
ーゼである、請求項１１６に記載のキット。
【請求項１１８】
　前記ペルオキシダーゼが西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダーゼで
ある、請求項１１７に記載のキット。
【請求項１１９】
　前記検出可能な二次抗体が、前記架橋抗原に対して特異的であり、最大で１００ｎＭ、
最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大で１ｎＭ、最大で０．３ｎＭ、最
大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ、または最大で０．００３ｎ
Ｍの解離定数を有する、請求項１１３に記載のキット。
【請求項１２０】
　請求項１１３に記載のキットであって、



(11) JP 2018-506726 A 2018.3.8

10

20

30

40

50

請求項３５～５６のいずれか一項に記載の少なくとも３個の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な、少なくとも３個の検出可能な二次抗体、お
よび
該キットを使用するための指示
を含む、キット。
【請求項１２１】
　請求項１１３に記載のキットであって、
請求項３５～５６のいずれか一項に記載の少なくとも５個の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な、少なくとも５個の検出可能な二次抗体、お
よび
該キットを使用するための指示
を含む、キット。
【請求項１２２】
　請求項１１３に記載のキットであって、
請求項３５～５６のいずれか一項に記載の少なくとも１０個の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な、少なくとも１０個の検出可能な二次抗体、
および
該キットを使用するための指示
を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本願は、２０１５年２月６日に出願された米国仮特許出願第６２／１１３，１４１号、
および２０１５年１０月２８日に出願された米国仮特許出願第６２／２４７，４１５号の
利益を主張し、この米国仮特許出願の開示内容は、その全体が参照により本明細書におい
て援用される。
【背景技術】
【０００２】
　免疫学的アッセイの使用、特に免疫組織化学（ＩＨＣ）染色の使用は、がん性腫瘍細胞
を含む異常細胞の分析などの病理学的状態の分析において決定的な重要性をもつ。ＩＨＣ
において、罹患組織に存在し得る特異抗原を認識する免疫グロブリンまたは抗体が、生検
により得られたその組織の薄切片に適用される。その後、抗体のそれの同族の抗原への結
合が、組織切片内で、典型的には、免疫グロブリンと共局在化している、ペルオキシダー
ゼなどの酵素により生成される色素形成酵素生成物の分布を画像化することにより、検出
される。組織学的染色の分布と比較して、酵素生成物の分布を調べることにより、組織切
片における抗原の分布の評価が可能になる。他の免疫学的アッセイにおいて、抗原への抗
体の結合が、光学シグナル、電気シグナル、または化学シグナルを含む他の手段により検
出され得る。特異抗原は、特定の細胞事象、例えば、感染、傷害、細胞増殖、炎症、また
は薬物応答を特徴付け得る。免疫学的アッセイはまた、細胞または生物学的組織の異なる
部分に差次的に発現するタンパク質などのバイオマーカーとしての役割を果たす抗原の分
布および局在化を理解するため、ならびに生化学的アッセイにおいてそれらの抗原を同定
および定量するための、基礎研究において広く使用される。したがって、免疫学的アッセ
イは、例えば、ブロット、サンドイッチアッセイ、免疫吸着アッセイ、免疫細胞化学的ア
ッセイ、および他の関連方法に有用である。これらの方法の全てが、免疫化学的試薬の改
善から恩恵を受けることができる。
【０００３】
　臨床病理における組織分析の現在の方法は、単一の顕微鏡スライド上で実施される単一
抗原の決定に本質的に制限される。重要なことには、抗体とそれの抗原の間の１対１の対
応があり、そのことが、抗体の結合または結合の欠如により抗原の即時の決定を可能にす
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る。各抗体がペルオキシダーゼまたは他の酵素と連結している場合、抗原の存在は、代理
としてのそれぞれの組織切片上の酵素生成物の量および分布により決定することができる
。しかしながら、特定の分析を完了するために評価されなければならない１つより多い抗
原が存在する場合が多い。例えば、乳がんにおいて、治療を各患者へ最適にマッチさせる
ために、生検標本の最小限の抗原プロファイルが、腫瘍の悪性細胞における少なくとも３
個の抗原：Ｈｅｒ２／ｎｅｕ受容体（ＨＥＲ２）、エストロゲン受容体（ＥＲ）、および
プロゲステロン受容体（ＰＲ）の存在および存在量の評価を含む。したがって、分析を実
施することは、その３つの別個の免疫グロブリンのそれぞれについてのアッセイを必要と
し、その免疫グロブリンのそれぞれが、典型的には、その３個の抗原の１個のみを検出す
る能力がある単一特異性モノクローナル抗体である。したがって、その３個の異なる免疫
グロブリンの悪性細胞への結合の度合を従来のアッセイを使用して調べるために、３つの
異なるＩＨＣ試験が、腫瘍材料の同じブロックに由来する３つの異なる組織切片上で実施
される必要がある。加えて、日常的な組織分析に現在、典型的に使用されているような、
従来の酵素に基づいたアッセイに関して、各スライドは、所定の抗原の存在または非存在
および発現のレベルを決定するために定性的スコアリングシステムを使用して、病理学者
により評価されなければならない。その後、その３つの試験からの結果が組み合わされて
、プロファイルが決定されるべきであり、それが、予後情報を提供し、治療の選択を助け
る。そのようなアッセイの効率、精度、および信頼性は、その分野において大きな重要性
をもつ。
【０００４】
　検査室間にわたり高レベルの再現性が必要であるため、免疫組織化学的分析は、典型的
には、酵素的検出などの標準方法、および十分特徴付けられた抗体により認識されるよう
な少数の十分研究された抗原に依拠する（Ｍｏｒｉｙａら（２００６年）Ｍｅｄ．　Ｍｏ
ｌ．　Ｍｏｒｐｈｏｌ．　３９巻：８～１３頁；Ｐａｙｎｅら（２００８年）Ｈｉｓｔｏ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　５２巻：８２～９０頁；ＹｅｈおよびＭｉｅｓ（２００８年）Ａｒ
ｃｈ．　Ｐａｔｈｏｌ．　Ｌａｂ．　Ｍｅｄ．　１３２巻：３４９～５７頁）。一次抗体
に会合したペルオキシダーゼの直接的検出は場合によっては使用されるが、ペルオキシダ
ーゼ連結二次抗体により、またはビオチンおよびアビジンなどの高親和性小分子／結合タ
ンパク質ペアでタグ付けされた一次抗体を通しての間接的検出を使用して、シグナルを増
幅し、それにしたがって、アッセイの感度を向上させることができる。しかしながら、こ
れらの場合のそれぞれにおいて、シグナルの強度は、典型的には、主観的に判断され、し
たがって、アッセイの診断的および予後的価値を制限している。
【０００５】
　米国において、典型的には、乳房のしこりを発生している女性において、１年あたり約
１６０万の乳房生検が実施されている。生検は、皮膚を通しての細針吸引もしくはコア針
、または開放手術によりしこりの組織をサンプリングすることを必要とする。その後、得
られた組織は、悪性細胞の存在を検出するために調べられる。そのような生検の大部分は
、組織学技術を使用する組織の検査に基づいて良性と見なされる。２０１０年において、
組織学的分析により、２６０，０００個の生検が悪性を示すことが決定された。これらの
うち、およそ２００，０００人の女性は浸潤性乳がんを有し、他の女性は、がん細胞が周
囲組織に浸潤していない非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）として記載された。原発性腫瘍の早
期検出および根治的処置の進歩が、乳がん生存統計を劇的に向上させている。しかしそれ
でも、多くの腫瘍が早期検出を逃れ、または効果的な一次治療にもかかわらず、乳がん死
亡率の主な原因である遠隔転移を発生し続ける。乳がんの分子分析における現在の努力の
多くは、新しいバイオマーカーを同定すること、ならびに予後および予測の機構的決定因
子を定義することに向けられている。いかなるそのような新規な疾患マーカーも、組織生
検の日常的な免疫組織化学染色へ容易に組み入れることができるならば、有益であると予
想される。
【０００６】
　上記で言及されているように、酵素コンジュゲートを使用する検出の限界のため、各標
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的抗原が、別々の組織学的切片上で評価される場合が多く、内部対照が容易には実行され
ない。結果として、定量、共局在化の評価、および細胞以下の分解能が問題である。免疫
組織化学検査における検出のための酵素コンジュゲートの、十分確立された代替物は、蛍
光標識プローブを使用する。このアプローチの主要な利点は、多重化の可能性にある。手
短に言えば、その抗体自体か、または、より典型的には、二次抗体もしくは他の間接的検
出試薬のいずれかが、蛍光基、タンパク質、または既知の分光学的性質をもつ他の材料で
標識される。蛍光標識の励起波長の光での試料の照射により、特定の発光波長の蛍光シグ
ナルの存在、および組織切片内の部位におけるそのシグナルの局在化が観察される。した
がって、蛍光シグナルは、抗原の量および分布に関する情報を提供することにおいて、色
素形成酵素生成物と同じ目的を果たす。
【０００７】
　蛍光抗体を形成するための免疫グロブリンの化学反応性蛍光試薬での共有結合的修飾、
および抗原の検出における蛍光抗体の使用は、現在、十分確立されており、１９４１年に
、フルオレセインイソチオシアネートでの特定の免疫グロブリンのＣｏｏｎｓの修飾によ
り実証されている。Ｃｏｏｎｓら（１９４１年）Ｐｒｏｃ　Ｓｏｃ　Ｅｘｐ　Ｂｉｏｌ．
　４７巻：２００～２頁。その後まもなく、別個の蛍光色、フルオレセインおよびローダ
ミンで標識された抗体による２個の抗原の同時検出が続いた。現代化学は、紫外から赤外
まで及ぶ励起および発光スペクトルを有する幅広い範囲の化学反応性フルオロフォアを提
供している。次には、現代のコーティング方法は、特定の励起および発光バンドを選択す
ることにより、１０よりはるかに高いシグナル対ノイズ比を有する、可視光スペクトルに
わたる４つまたはそれ超の異なるフルオロフォアを容易に区別することができる干渉フィ
ルターを生み出している。
【０００８】
　蛍光に基づいた免疫学的アッセイは、病理学的切片の染色およびサイトメトリにおいて
、少なくとも一部、複数の、異なって標識された蛍光抗体の使用を通して複数の抗原を区
別する能力のために、重要性が増している。これらのアプローチにおいて、異なる抗体は
、例えば、異なる波長で放射される蛍光を測定することにより、区別可能である。異なる
フルオロフォアの他の分光学的性質もまた、結合した抗体を区別するために使用される可
能性があり得る。蛍光に基づいたアッセイが、単一組織上で３つより多い抗原を検出する
ために使用される可能性があり得ることは認識されている一方で、蛍光標識一次抗体を用
いる現在の方法は、十分な感度を提供していない。特に、５つより多いフルオロフォアの
抗体への取り込みでの蛍光クエンチングまたは免疫反応性の低下により、３～５つだけの
フルオロフォアが、単一抗体へコンジュゲートすることができる。さらに、モノクローナ
ル抗体は、任意の標的抗原上の単一のエピトープと結合し、それゆえにさらに、抗原上の
複数部位への複数の抗体の結合によるシグナルのいかなる可能な増幅も制限する。
【０００９】
　対照的に、蛍光標識ポリクローナル二次抗体は、複数の二次抗体が各一次抗体分子上に
提示された別個のエピトープと結合することができるため、蛍光標識一次抗体より強いシ
グナルを生じることができる。しかしながら、このアプローチは、典型的には、一次抗体
の大部分が２つの種、マウスおよびウサギにおいてのみ産生されているため、１個または
２個だけの標的の検出に限定される。
【００１０】
　１つの種由来の抗体を使用する多重化を可能にするための１つのアプローチは、ハプテ
ン修飾抗体および蛍光標識抗ハプテン抗体の使用であった。しかしながら、通常の試薬を
使用して、この方法は、蛍光標識二次抗体により生じるシグナルより有意に低い強度であ
るシグナルを生成し、これは、おそらく、小分子ハプテンに対する市販抗体の相対的に低
い親和性のためである。
【００１１】
　したがって、免疫組織化学検査をさらに進歩させるために、以下の基準の一部または全
部を満たすことができる試薬のパネルを作製することができる技術の必要性が依然として
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ある：１）単一の組織試料内、および組織形態学の文脈の中において、現在利用可能なも
のより高い感度および特異性で、複数の抗原を同時に分析する能力、２）複数の抗原の空
間分布をお互いの関係において分析する能力、３）より高い感度および特異性で、各抗原
を個々に定量し、１個の抗原の別の抗原に対する比率を決定する能力、４）目的の対象（
細胞型）をそれらの染色パターンに基づいて同定する能力、５）目的の対象を数値的に定
量する能力、ならびに６）単一の組織上の複数の抗原の分析の完全な自動化を可能にする
自動染色および画像分析パラダイムに組み入れられる能力。さらに、診断または研究を目
的とした、迅速な標準化された複数抗原の検出および定量を可能にする、使いやすいキッ
トの必要性が依然としてある。本開示は、これらの必要性、および現在取り組まれていな
い免疫学的アッセイにおける他の問題に取り組むことに向けられる。
【００１２】
　例えば、ＨａｅｒｔｉｇおよびＦｒｉｔｓｃｈｙ（２００９年）Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄ
ｉａ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　（ＥＬＳ）、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓ
ｏｎｓ（ＤＯＩ：１０．１００２／９７８０４７００１５９０２．ａ０００２６２６．ｐ
ｕｂ２）は、ビオチンでハプテン化された一次抗体での、ジゴキシゲニンでハプテン化さ
れた一次抗体での、およびフルオレセイン化された（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎａｔｅｄ）
レクチンでの組織切片の標識を開示する。その後、標識された試料は、蛍光標識ストレプ
トアビジン、抗ジゴキシゲニン、および抗フルオレセインを使用して染色された。しかし
ながら、これらのハプテンを使用して可能な多重化のレベルは制限され、ハプテンに対す
る利用可能な抗体の低親和性はさらに、これらのアッセイの感度を制限する。
【００１３】
　Ｆｒｉｓｃｈら（２０１１年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　７１７巻：２
３３～２４４頁（ＤＯＩ：１０．１００７／９７８－１－６１７７９－０２４－９＿１３
）は、単一の宿主源由来の一次抗原を使用する多色免疫蛍光技術を開示する。Ｈａｅｒｔ
ｉｇおよびＦｒｉｔｓｃｈｙと同様に、一次抗体は、ビオチンおよびジゴキシゲニンでハ
プテン化され、二次染色は、蛍光標識ストレプトアビジンおよび抗ジゴキシゲニンを含有
した。試料は、追加として、ハプテン化された一次抗体での処理の前に、従来の蛍光標識
異種間二次抗体／一次抗体のペアで標識されて、三重染色を提供する。その技術は、無関
係の一次抗体と二次抗体の間の交差反応性を最小限にし、限定された同時的多重化を可能
にするが、そのアプローチは、感度が制限され、多重化のより高いレベルへ容易に拡大す
ることができない。
【００１４】
　Ｇｅｒｄｅｓら（２０１３年）ＰＮＡＳ　１１０巻：１１９８２～７頁（ＤＯＩ：１０
．１０７３／ｐｎａｓ．１３００１３６１１０）は、ホルマリン固定パラフィン包埋（Ｆ
ＦＰＥ）がん組織において６１個のタンパク質バイオマーカーを検出するためのＭｕｌｔ
ｉＯｍｙｘ（商標）（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）超多重化（ｈｙｐｅｒｐｌｅｘｉｎ
ｇ）技術の使用を記載する。このアッセイは、それぞれの次のラウンドの前に色素の過酸
化物漂白が続く、染色の各ラウンドにおいて蛍光標識抗体のペアを使用する。（ｗｗｗ．
ｍｕｌｔｉｏｍｙｘ．ｃｏｍもまた参照。）しかしながら、その技術は、蛍光標識一次抗
体で、高発現の標的だけを検出するそれの能力、および蛍光標識二次抗体で低発現の標的
を画像化するために間接的検出を使用する必要性によってかなり制限される。この技術は
また、各ラウンドについて抗体のペアリングの最適化を必要とする。その方法はまた、３
１ラウンドの染色、画像化、および漂白があるため、極めて大きな労働力を要する。複数
回の過酸化物インキュベーションが、次のラウンドの染色および画像化における各標的の
検出の感度に悪影響を与え得ることはさらに認識されている。
【００１５】
　Ｈｏｌｌｍａｎ－Ｈｅｗｇｌｅｙら（２０１４年）Ａｍ．　Ｊ．　Ｐａｔｈ．　Ｓｕｒ
ｇ．　３８巻：１１９３～１２０２頁は、同様に、ＦＦＰＥホジキンリンパ腫組織におい
て１０個のタンパク質バイオマーカーを検出するためのＭｕｌｔｉＯｍｙｘ（商標）（Ｇ
Ｅ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）超多重化技術の使用を記載する。
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【００１６】
　Ｓｔａｃｋら（２０１４年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　７０巻：４６～５８頁（ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｙｍｅｔｈ．２０１４．．０８．０１６）は、各マーカーについて別々の
一重化ＩＨＣアッセイを必要とする異なる反復性多重化アプローチを記載する。最初の標
識、続いて、ペルオキシダーゼ／チラミド検出により単一のバイオマーカーを画像化する
一連のステップ、続いて、マイクロ波抗原回復（ｒｅｔｒｉｅｖａｌ）ステップを使用す
る抗体取り除きがある。この手順は、調べるバイオマーカーの数によって、必要に応じて
、５～６回、繰り返される。その手順は、完了するのに２日間、必要とする。
　上記の試みにもかかわらず、感度がより高く、特異性がより高く、単一のアッセイにお
いて複数の抗原を検出する能力がより高い、向上した免疫学的アッセイの試薬、方法、お
よびキットの開発が引き続き、必要である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１７】
【非特許文献１】Ｃｏｏｎｓら（１９４１年）Ｐｒｏｃ　Ｓｏｃ　Ｅｘｐ　Ｂｉｏｌ．　
４７巻：２００～２頁
【非特許文献２】ＨａｅｒｔｉｇおよびＦｒｉｔｓｃｈｙ（２００９年）Ｅｎｃｙｃｌｏ
ｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　（ＥＬＳ）、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　
＆　Ｓｏｎｓ（ＤＯＩ：１０．１００２／９７８０４７００１５９０２．ａ０００２６２
６．ｐｕｂ２）
【非特許文献３】Ｆｒｉｓｃｈら（２０１１年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．
　７１７巻：２３３～２４４頁（ＤＯＩ：１０．１００７／９７８－１－６１７７９－０
２４－９＿１３）
【非特許文献４】Ｇｅｒｄｅｓら（２０１３年）ＰＮＡＳ　１１０巻：１１９８２～７頁
（ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．１３００１３６１１０）
【非特許文献５】Ｈｏｌｌｍａｎ－Ｈｅｗｇｌｅｙら（２０１４年）Ａｍ．　Ｊ．　Ｐａ
ｔｈ．　Ｓｕｒｇ．　３８巻：１１９３～１２０２頁
【非特許文献６】Ｓｔａｃｋら（２０１４年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　７０巻：４６～５８頁（
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｙｍｅｔｈ．２０１４．．０８．０１６）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本開示は、一態様では、様々な免疫学的アッセイにおいて有用性がある、免疫試薬組成
物を提供することにより、これらおよびその他の必要性に対処する。具体的には、本発明
のこの態様によれば、免疫試薬組成物は、
　架橋抗原とカップリングした一次抗体；および
　検出可能な二次抗体
を含み、該検出可能な二次抗体が該架橋抗原に対して高親和性で特異的である。
【００１９】
　一部の実施形態では、架橋抗原はペプチドまたは低分子ハプテンである。
【００２０】
　一部の実施形態では、架橋抗原は複数の抗原決定基を含む。具体的な実施形態では、複
数の抗原決定基における各抗原決定基は同じである。別の具体的な実施形態では、複数の
抗原決定基は線状反復構造を含む。より具体的には、線状反復構造は線状反復ペプチド構
造である。
【００２１】
　別の具体的な実施形態では、複数の抗原決定基は少なくとも３個の抗原決定基を含むか
、または架橋抗原は分岐型構造を含む。
【００２２】
　一部の実施形態では、架橋抗原は、非天然残基を含むペプチドである。具体的には、　
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非天然残基は、非天然立体異性体またはβ－アミノ酸であり得る。
【００２３】
　一部の実施形態では、一次抗体および架橋抗原は、コンジュゲーション部分を介して化
学的カップリング反応によりカップリングしている。具体的な実施形態では、一次抗体お
よび架橋抗原が、高効率コンジュゲーション部分によりカップリングされる。これらの実
施形態の一部では、高効率コンジュゲーション部分は、ヒドラゾンまたはオキシムなどの
シッフ塩基である。一部の実施形態では、高効率コンジュゲーション部分は、クリック反
応により形成される。一部の実施形態では、コンジュゲーション部分は、開裂可能なリン
カーを含む。
【００２４】
　ある特定の実施形態では、一次抗体は、細胞マーカーに特異的である。具体的には、細
胞マーカーは、４－１ＢＢ、ＡＦＰ、ＡＬＫ１、アミロイドＡ、アミロイドＰ、アンドロ
ゲン受容体、アネキシンＡ１、ＡＳＭＡ、ＢＣＡ２２５、ＢＣＬ－１、ＢＣＬ－２、ＢＣ
Ｌ－６、ＢｅｒＥＰ４、ベータ－カテニン、ベータ－ＨＣＧ、ＢＧ－８、ＢＯＢ－１、Ｃ
Ａ１９－９、ＣＡ１２５、カルシトニン、カルデスモン、カルポニン－１、カルレチニン
、ＣＡＭ５．２、ＣＤ１ａ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ７、ＣＤ８、ＣＤ１
０、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、ＣＤ３
０、ＣＤ３１、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４３、ＣＤ４５　ＬＣ
Ａ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ６１、ＣＤ６８、ＣＤ７９ａ、ＣＤ９９、
ＣＤ１１７、ＣＤ１３８、ＣＤ１６３、ＣＤＸ２、ＣＥＡ、クロモグラニンＡ、ＣＭＶ、
ｃ－ｋｉｔ、ｃ－ＭＥＴ、ｃ－ＭＹＣ、ＩＶ型コラーゲン、補体３ｃ（Ｃ３ｃ）、ＣＯＸ
－２、ＣＸＣＲ５、ＣＫ１、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ１４、ＣＫ１８、Ｃ
Ｋ１７、ＣＫ１９、ＣＫ２０、ＣＫ９０３、ＣＫ　ＡＥ１、ＣＫ　ＡＥ１／ＡＥ３、Ｄ２
－４０、デスミン、ＤＯＧ－１、Ｅ－カドヘリン、ＥＧＦＲ、ＥＭＡ、ＥＲ、ＥＲＣＣ１
、第ＶＩＩＩ因子関連抗原、活性化第ＸＩＩＩ因子、ファスシン、ＦｏｘＰ１、ＦｏｘＰ
３、ガレクチン－３、ＧＡＴＡ－３、ＧＣＤＦＰ－１５、ＧＣＥＴ１、ＧＦＡＰ、グリコ
ホリンＡ、グリピカン３、グランザイムＢ、ＨＢＭＥ－１、Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　
Ｐｙｌｏｒｉ、ヘモグロビンＡ、Ｈｅｐ　Ｐａｒ１、ＨＥＲ２、ＨＨＶ－８、ＨＭＢ－４
５、ＨＳＶ　ｌ／ｌｌ、ＩＣＯＳ、ＩＦＮガンマ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＭ、Ｉ
Ｌ１７、ＩＬ４、インヒビン、ｉＮＯＳ、カッパＩｇ軽鎖、Ｋｉ６７、ＬＡＧ－３、ラム
ダＩｇ軽鎖、リゾチーム、マンマグロビンＡ、ＭＡＲＴ－１／メランＡ、マスト細胞トリ
プターゼ、ＭＬＨ１、ＭＯＣ－３１、ＭＰＯ、ＭＳＡ、ＭＳＨ２、ＭＳＨ６、ＭＵＣ１、
ＭＵＣ２、ＭＵＭ１、ＭｙｏＤ１、ミオゲニン、ミオグロビン、ナプシンＡ、ネスチン、
ＮＳＥ、Ｏｃｔ－２、ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ｐ４０、ｐ５３
、ｐ６３、ｐ５０４ｓ、ＰＡＸ－５、ＰＡＸ－８、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＰＨＨ３、Ｐ
ＩＮ－４、ＰＬＡＰ、ＰＭＳ２、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｊｉｒｏｖｅｃｉ（ｃａｒ
ｉｎｉｉ）、ＰＲ、ＰＳＡ、ＰＳＡＰ、ＲＣＣ、Ｓ－１００、ＳＭＡ、ＳＭＭ、スムーセ
リン、ＳＯＸ１０、ＳＯＸ１１、サーファクタントアポプロテインＡ、シナプトフィジン
、ＴＡＧ７２、ＴｄＴ、トロンボモジュリン、チログロブリン、ＴＩＡ－１、ＴＩＭ３、
ＴＲＡｃＰ、ＴＴＦ－１、チロシナーゼ、ウロプラキン、ＶＥＧＦＲ－２、ビリン、ビメ
ンチン、およびＷＴ－１からなる群から選択され得る。別の実施形態では、一次抗体は、
異なる種由来の免疫グロブリンに特異的である。
【００２５】
　実施形態では、検出可能な二次抗体は検出可能な標識を含む。一部の実施形態では、検
出可能な標識は、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、量子ドット、
または検出可能なハプテンである。具体的な実施形態では、検出可能な標識はフルオロフ
ォアである。他の具体的な実施形態では、酵素は、西洋ワサビペルオキシダーゼもしくは
ダイズペルオキシダーゼなどのペルオキシダーゼであり、アルカリホスファターゼであり
、またはグルコースオキシダーゼである。
【００２６】
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　一部の実施形態によれば、検出可能な二次抗体は、架橋抗原に対して特異的であり、最
大で１００ｎＭ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大で１ｎＭ、最大
で０．３ｎＭ、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ、または最
大で０．００３ｎＭまたはさらに低い解離定数を有する。
【００２７】
　一部の組成物の実施形態は、複数の、架橋抗原をカップリングさせた一次抗体（ｂｒｉ
ｄｇｉｎｇ　ａｎｔｉｇｅｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ　ｐｒｉｍａｒｙ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）、
および複数の検出可能な二次抗体を含み、それらには、３個、５個、１０個、またはさら
にそれ超の試薬ペアを含む組成物が挙げられる。
【００２８】
　別の態様では、本開示は、架橋抗原にカップリングした一次抗体を含む免疫試薬を提供
する。
【００２９】
　具体的な実施形態では、免疫試薬は、上記の免疫試薬組成物の免疫試薬の特徴のうちの
１つまたは複数を含む。
【００３０】
　別の態様によれば、本開示は、上記の免疫試薬のいずれか複数を含む多重化免疫試薬組
成物を提供する。具体的な実施形態では、組成物は、少なくとも３個、少なくとも５個、
少なくとも１０個、またはさらにそれ超の免疫試薬を含む。
【００３１】
　別の態様では、本開示は、
第１の標的抗原を含む第１の試料を供給するステップ；
該第１の標的抗原を第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の標的抗原に特異的な上記免疫試薬のいずれかである、ステップ；
該第１の免疫試薬を第１の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第１の
検出可能な二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第１の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第１の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
を含む、免疫学的アッセイのための方法を提供する。
【００３２】
　実施形態では、第１の標的抗原は、細胞マーカー、例えば、ＥＲ、ＨＥＲ２、ＰＲ、Ｋ
ｉ６７、ＥＧＦＲ、ＣＫ１、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ１４、ＣＫ１７、サイトケラ
チンＡＥ１／ＡＥ３、ネスチン、ビメンチン、ＡＳＭＡ、Ｂｅｒ－ＥＰ４、ｐ１６、ｐ４
０、ｐ５３、ｐ６３、ｃ－ｋｉｔ、ＣＤマーカーまたは上記マーカーのいずれかである。
別の実施形態では、第１の標的抗原は異なる種由来の免疫グロブリンである。
【００３３】
　具体的な実施形態では、第１の検出可能な二次抗体は検出可能な標識を含む。より具体
的には、検出可能な標識は、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、量
子ドット、または検出可能なハプテンである。一部の実施形態では、検出可能な標識はフ
ルオロフォアであり、一部の実施形態では、酵素は、ペルオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ、またはグルコースオキシダーゼである。具体的な実施形態では、ペルオキシダ
ーゼは西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダーゼである。
【００３４】
　一部の実施形態では、第１の標的抗原は組織切片内にある。これらの実施形態では、検
出するステップは、蛍光検出ステップまたは酵素的検出ステップであり得る。
【００３５】
　一部の実施形態では、第１の標的抗原は、細胞内または細胞上に存在し得る。これらの
実施形態では、第１の標的抗原は、細胞の表面上、細胞の細胞質内、または細胞の核内に
存在し得る。
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【００３６】
　一部の実施形態では、検出するステップは、蛍光検出ステップであり、具体的な実施形
態では、方法は、第１の検出可能な二次抗体を結合している細胞を選別するステップをさ
らに含み得る。
【００３７】
　一部の実施形態では、方法は、
前記第１の試料における第２の標的抗原を第２の免疫試薬と反応させるステップであって
、該第２の免疫試薬が、該第２の抗原に特異的な上記免疫試薬のいずれかである、ステッ
プ；
該第２の免疫試薬を第２の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第２の
検出可能な二次抗体が、該第２の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第２の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第２の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
をさらに含む。
【００３８】
　より具体的な方法の実施形態は、試料における少なくとも３個の標的抗原、試料におけ
る少なくとも５個の標的抗原、またはさらに、試料における少なくとも１０個の標的抗原
を検出することをさらに含む。
【００３９】
　一部の方法の実施形態は、第２の試料における第２の標的抗原を第２の免疫試薬と反応
させるステップであって、該第２の免疫試薬が、該第２の標的抗原に特異的な上記免疫試
薬のいずれかである、ステップ；
該第２の免疫試薬を第２の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第２の
検出可能な二次抗体が、該第２の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第２の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第２の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
をさらに含み、前記第１の試料および該第２の試料が、組織試料の連続切片である。
【００４０】
　別の方法の実施形態は、第１の標的抗原を含む試料を供給するステップ；
該第１の標的抗原を第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の標的抗原に特異的な上記免疫試薬のいずれかである、ステップ；
該第１の免疫試薬を第１の反応性二次抗体と反応させるステップであって、該第１の反応
性二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原と高親和性で結合する、ステップ；および
該第１の反応性二次抗体を第１の検出可能な試薬と反応させるステップであって、該第１
の検出可能な試薬が、該第１の標的抗原の近くで該試料と結合している、ステップ
を含む。
【００４１】
　一部の実施形態では、これらの方法は、第１の反応性二次抗体を前記試料から解離させ
るステップをさらに含む。
【００４２】
　一部の実施形態では、これらの方法は、前記試料における第２の標的抗原を第２の免疫
試薬と反応させるステップであって、該第２の免疫試薬が、該第２の標的抗原に特異的な
上記免疫試薬のいずれかである、ステップ；
該第２の免疫試薬を第２の反応性二次抗体と反応させるステップであって、該第２の反応
性二次抗体が、該第２の免疫試薬の架橋抗原と高親和性で結合する、ステップ；および
該第２の反応性二次抗体を第２の検出可能な試薬と反応させるステップであって、該第２
の検出可能な試薬が、該第２の標的抗原の近くで該試料に結合している、ステップ
をなおさらに含む。
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【００４３】
　一部の実施形態では、これらの方法は、前記試料において前記第１の検出可能な試薬お
よび前記第２の検出可能な試薬を検出するステップを含む。
【００４４】
　免疫学的アッセイのための他の方法は、
第１の標的抗原を含む試料を供給するステップ；
該第１の標的抗原を第１の一次抗体と反応させるステップであって、該第１の一次抗体が
該第１の標的抗原に特異的である、ステップ；
該第１の一次抗体を第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の一次抗体に特異的な上記免疫試薬のいずれかである、ステップ；
該第１の免疫試薬を第１の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、該第１の
検出可能な二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第１の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第１の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
を含む。
【００４５】
　別の態様によれば、本開示は、免疫学的アッセイのためのキットを提供する。実施形態
では、キットは、上記の免疫試薬のいずれか、免疫試薬の架橋抗原に対して高親和性で特
異的である検出可能な二次抗体、およびキットを使用するための指示（ｉｎｓｔｒｕｃｔ
ｉｏｎ）を含む。具体的な実施形態では、キットは、上記の免疫試薬のいずれかの少なく
とも３個、少なくとも５個、またはさらに、少なくとも１０個；免疫試薬の架橋抗原に対
して高親和性で特異的である、少なくとも３個、少なくとも５個、またはさらに、少なく
とも１０個の検出可能な二次抗体；およびキットを使用するための指示を含む。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】図１Ａ～１Ｃは、架橋抗原をカップリングさせた一次抗体、およびその架橋抗原
に特異的な蛍光二次抗体を使用する例示的な免疫組織化学アッセイの概略図を示す。（Ａ
）目的の組織または他の試料の表面上に２個の灰色の星として表された、標的抗原、（Ｂ
）標的抗原に結合した架橋抗原をカップリングさせた一次抗体、および（Ｃ）架橋抗原を
カップリングさせた一次抗体に結合した蛍光二次抗体であって、ここで該二次抗体上のフ
ルオロフォアが２個の黒色の星として表されている。
【００４７】
【図２】図２Ａ～２Ｂは、従来の異種間二次抗体での、およびＦＬＡＧタグ付き一次抗体
に特異的な低親和性の市販の抗体でのＭＣＦ７細胞の免疫組織化学染色を示す。細胞を、
非標識ヒト抗ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体一次抗体（Ａ）か、またはＦＬＡＧタグ標識ヒト抗
ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体一次抗体（Ｂ）のいずれかで標識した。その後、細胞を、市販の
抗ヒト－Ｄｙ４８８二次抗体（Ａ）または市販の抗ＦＬＡＧ－Ｄｙ４９０二次抗体（Ｂ）
で染色した。
【００４８】
【図３】図３Ａ～３Ｂは、異種間二次抗体での、または架橋抗原に特異的な高親和性の抗
体でのトリプルポジティブ乳がん細胞の免疫組織化学染色を示す。細胞を、非標識ウサギ
抗ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体一次抗体（Ａ）か、またはペプチド結合ウサギ抗ＨＥＲ２／ｎ
ｅｕ受容体一次抗体（Ｂ）のいずれかで標識した。その後、細胞を、標準蛍光抗ウサギ二
次抗体（Ａ）または蛍光高親和性抗ペプチド抗体（Ｂ）で染色した。
【００４９】
【図４】図４Ａ～４Ｄは、４個のペプチドをカップリングさせた一次抗体／フルオロフォ
ア標識抗ペプチド二次抗体のペアの比較を示す。ペアのそれぞれについて、抗Ｋｉ６７一
次抗体を、対象ペプチドにコンジュゲートした。対象ペプチドに特異的なフルオロフォア
標識二次抗体を適用して、Ｋｉ６７ポジティブシグナルを可視化した：（Ａ）ＰＥＰ２、
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（Ｂ）ＰＥＰ３、（Ｃ）ＰＥＰ４、および（Ｄ）ＰＥＰ５。
【００５０】
【図５】図５Ａ～５Ｂは、ＰＥＰ１ペアおよびＰＥＰ５ペアでのエストロゲン受容体の染
色強度の比較を示す。抗ＥＲ一次抗体を、ＰＥＰ１（Ａ）か、またはＰＥＰ５（Ｂ）のい
ずれかとカップリングさせ、フルオロフォアで標識された、対応する高親和性抗ペプチド
抗体で染色した。
【００５１】
【図６】図６Ａ～６Ｄは、ペプチドをカップリングさせた一次抗体および高親和性蛍光抗
ペプチド二次抗体の３個の異なるペア：ＰＥＰ７をカップリングさせた抗ＥＲ一次抗体／
Ｄｙ５５０標識抗ＰＥＰ７二次抗体、ＰＥＰ５をカップリングさせた抗ＨＥＲ２一次抗体
／Ｄｙ４９０標識抗ＰＥＰ５二次抗体、およびＰＥＰ１をカップリングさせた抗Ｋｉ６７
一次抗体／Ｄｙ７５５標識抗ＰＥＰ１二次抗体での乳がん組織の多重化染色を示す。（Ａ
）Ｄｙ５５０発光、（Ｂ）Ｄｙ４９０発光、（Ｃ）Ｄｙ７５５発光、および（Ｄ）３つの
画像のオーバーレイ。
【００５２】
【図７】図７は、抗原をカップリングさせた異種間二次抗体を使用する例示的な３ステッ
プの増幅型染色プロトコールの概略図を示す。ステップＡ：試料を、第１の種由来の非修
飾抗体で標識する；ステップＢ：結合した抗体を、架橋抗原をカップリングさせた異種間
抗体で標識する；およびステップＣ：架橋抗原を、架橋抗原に特異的な蛍光抗体で染色す
る。
【００５３】
【図８】図８Ａ～８Ｂは、ペプチドをカップリングさせた異種間抗体での３ステップ染色
手順を使用した、トリプルポジティブ乳がん組織におけるＨＥＲ２（Ａ）およびＥＲ（Ｂ
）の染色の結果を示す。
【００５４】
【図９】図９Ａ～９Ｄは、ペプチドをカップリングさせた一次抗体および蛍光高親和性抗
ペプチド二次抗体の３個の異なるペアでのメラノーマ組織切片の多重化染色を示す。（Ａ
）抗ＣＤ４ペアからの発光、（Ｂ）抗ＣＤ２０ペアからの発光、（Ｃ）抗ＣＤ６８ペアか
らの発光、ならびに（Ｄ）抗ＣＤ４ペア、抗ＣＤ２０ペア、および抗ＣＤ６８ペアからの
発光のオーバーレイ。図９Ａ、９Ｂ、および９Ｃにおける挿入図は、各切片のズームイン
視野である。
【００５５】
【図１０】図１０Ａ～１０Ｄは、ペプチドをカップリングさせた一次抗体および蛍光高親
和性抗ペプチド二次抗体の３個の異なるペアでのトリプルネガティブ乳がん組織切片の多
重化染色を示す。（Ａ）抗ＣＫ５ペアからの発光、（Ｂ）抗ＣＫ６ペアからの発光、（Ｃ
）抗Ｋｉ－６７ペアからの発光、ならびに（Ｄ）抗ＣＫ５ペア、抗ＣＫ６ペア、および抗
Ｋｉ－６７ペアからの発光のオーバーレイ。
【００５６】
【図１１】図１１Ａ～１１Ｅは、ペプチドをカップリングさせた一次抗体および蛍光高親
和性抗ペプチド二次抗体の４個の異なるペアでの扁平上皮細胞子宮頚部がん組織切片の多
重化染色を示す。（Ａ）抗ＣＫ５ペアからの発光、（Ｂ）抗ＥＧＦＲペアからの発光、（
Ｃ）抗ｐ４０ペアからの発光、（Ｄ）抗Ｋｉ－６７ペアからの発光、ならびに（Ｅ）抗Ｃ
Ｋ５ペア、抗ＥＧＦＲペアおよび、抗ｐ４０ペア、および抗Ｋｉ－６７ペアからの発光の
オーバーレイ。
【００５７】
【図１２】図１２Ａ～１２Ｄは、ペプチドをカップリングさせた一次抗体および蛍光高親
和性抗ペプチド二次抗体のペアでの腎臓がんコア生検切片の染色を示す。（Ａ）抗ＩｇＡ
ペアからの発光であって、二次抗体がＤｙ４９１で標識されている；（Ｂ）抗Ｃ３ｃペア
からの発光であって、二次抗体がＤｙ５５０で標識されている；（Ｃ）抗ＣＯＬ４Ａ５ペ
アからの発光であって、二次抗体がＤｙ６５０で標識されている；および（Ｄ）抗ＩｇＧ
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ペアからの発光であって、二次抗体がＤｙ７５５で標識されている。
【００５８】
【図１３】図１３Ａ～１３Ｅは、単一の組織切片におけるトリプルポジティブ乳がんマー
カーの四重染色を示す：（Ａ）ＨＥＲ２、（Ｂ）ＥＲ、（Ｃ）ＰＲ、（Ｄ）Ｋｉ－６７、
および（Ｅ）４つの画像のオーバーレイ。
【００５９】
【図１４】図１４Ａ～１４Ｅは、（Ａ）ＣＤ３、（Ｂ）ＣＤ４、（Ｃ）ＣＤ８、および（
Ｄ）ＣＤ２０を検出する、単一の組織切片におけるトリプルポジティブ乳がんマーカーの
四重染色を示す。（Ｅ）において、４つの画像のオーバーレイが示されている。
【００６０】
【図１５】図１５は、ＨＥＲ２、ＥＲ、ＰＲ、Ｋｉ－６７、ＣＤ３、ＣＤ４、およびＣＤ
８を示す、トリプルポジティブ乳がんパネル（図１４）および四重免疫マーカーパネル（
図１５）での四重染色からの連続組織染色結果のオーバーレイを示す。
【００６１】
【図１６】図１６Ａ～１６Ｅは、（Ａ）ＣＫ５、（Ｂ）ビメンチン、（Ｃ）ＥＧＦＲ、（
Ｄ）Ｋｉ－６７を検出し、（Ｅ）４つの画像のオーバーレイである、トリプルネガティブ
乳がん組織の四重染色を示す。
【００６２】
【図１７】図１７Ａ～１７Ｅは、（Ａ）ＣＤ８、（Ｂ）ＣＤ４、（Ｃ）ＣＤ２０、（Ｄ）
ＣＤ３を検出し、（Ｅ）４つの画像のオーバーレイである、トリプルネガティブ乳がん組
織の四重染色を示す。
【００６３】
【図１８】図１８は、ＥＧＦＲ、ビメンチン、ＣＫ５、Ｋｉ－６７、ＣＤ３、ＣＤ４、お
よびＣＤ８を示す、トリプルネガティブ乳がんパネル（図１６）、および四重免疫マーカ
ーパネル（図１７）での四重染色からの連続組織染色結果のオーバーレイを示す。（ＣＤ
２０はソフトウェアの限界のため、示されていない。）
【００６４】
【図１９】図１９は、ＣＫ５、ビメンチン、ＥＧＦＲ、およびＫｉ－６７を検出する、ト
リプルネガティブ乳がん組織の四重染色のオーバーレイを示す。
【００６５】
【図２０】図２０Ａは、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ６８、およびＦｏｘＰ３を検出する、トリ
プルネガティブ乳がん組織の四重染色のオーバーレイを示す。図２０Ｂは、マーカー表現
型（および推定の細胞型）および図２０Ａの切片からの代表的な視野内の各表現型の総数
を示す、例示的な単一細胞画像を示す。
【００６６】
【図２１】図２１は、ＣＤ３、ＰＤ－１、およびＰＤ－Ｌ１を検出する、トリプルネガテ
ィブ乳がん組織の三重染色のオーバーレイを示す。代表的な単一細胞画像およびそれらの
表現型もまた示されている。（ＴＩＬ＝腫瘍浸潤リンパ球）。
【００６７】
【図２２】図２２は、トリプルネガティブ乳がんパネル（図１９）、四重免疫マーカーパ
ネル（図２０Ａ）、および三重免疫マーカーパネル（図２１）での多重染色の３つの連続
組織のオーバーレイを示す。
【００６８】
【図２３】図２３は、同じ組織試料上の２個の標的に関する、例示的な逐次的チラミド染
色増幅プロトコールの概略図を示す。第１の検出可能な二次抗体は、ステップＤにおいて
、過剰量の可溶形態の架橋抗原での処理により試料から選択的に取り除かれる。
【００６９】
【図２４】図２４Ａ～２４Ｃは、逐次的チラミド染色増幅プロトコールの結果を示す。抗
ペプチド二次抗体－ＨＲＰコンジュゲートのペプチドによる取り除きによるチラミドシグ
ナル増幅プロトコールを使用して、単一組織切片において、２個の標的が同定される。（
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１）ウサギ抗ＨＥＲ１－ＰＥＰ５／抗ＰＥＰ５－ＨＲＰ／チラミド－Ｄｙ４９０（図２４
Ａ）、（２）過剰ＰＥＰ５での抗ＰＥＰ５－ＨＲＰの取り除き、および（３）ウサギ抗Ｅ
Ｒ－ＰＥＰ－２／抗ＰＥＰ２－ＨＲＰ／チラミド－Ｄｙ５５０でのＥＲの染色（図２４Ｂ
）によるＨＥＲ２およびＥＲの逐次的染色。図２４Ｃは、図２４Ａおよび２４Ｂの画像の
オーバーレイを提示する。
【００７０】
【図２５】図２５は、検出可能な抗ペプチド二次抗体との反応のための抗原決定基の数を
増加させるための、タンデムリピートペプチド架橋抗原を含む一次抗体での染色の概略図
を示す。
【００７１】
【図２６】図２６Ａ～２６Ｂは、二次抗体（Ａ）での、およびタンデムリピートコンジュ
ゲート化一次抗体（Ｂ）でのトリプルポジティブ乳がん組織の染色を示す。この場合、ト
リプルポジティブ乳がん組織（ＩＬＳ３０３８０）を、ウサギ抗ＨＥＲ２／Ｄｙ４９０－
抗ウサギＩｇＧ（Ａ）、およびタンデムリピート３Ｘ－ペプチド（ＰＥＰ６’）コンジュ
ゲート化抗ＨＥＲ２／Ｄｙ６５０－抗ＰＥＰ６で染色した。
【００７２】
【図２７】図２７は、フルオロフォア標識架橋抗原にカップリングした一次抗体を含む免
疫試薬での染色の概略図を示す。
【００７３】
【図２８】図２８Ａ～２８Ｄは、ウサギ抗ＨＥＲ２／抗ウサギ－ＦＩＴＣを、３つの漸増
レベルの蛍光標識で修飾したＨＥＲ２－ＰＥＰ７－ＦＩＴＣと比較する、トリプルポジテ
ィブ乳がん組織上での染色結果を示す。
【００７４】
【図２９】図２９Ａ～２９Ｂは、最初の染色後、免疫試薬を取り除くための加熱ステップ
による、トリプルポジティブ乳がん組織の連続染色を示す。図２９Ａは、免疫マーカーＣ
Ｄ８（原画では赤色）、ＣＤ４（原画では青色）、ＣＤ２０（原画では緑色）、およびＣ
Ｄ３（原画ではマゼンタ色）を標的とする免疫試薬のカクテルを使用する最初の四重染色
を示す。画像化後、免疫試薬をマイクロ波加熱により取り除いた。図２９Ｂは、続いて、
乳がんマーカーＨＥＲ２（原画では赤色）、ＥＲ（原画では青色）、ＰＲ（原画では緑色
）、およびＫｉ－６７（原画ではマゼンタ色）を標的とする免疫試薬のカクテルを使用し
て、染色され、画像化された同じ切片を示す。乳がんパネルシグナルを、免疫マーカーパ
ネルシグナルによって生じたシグナルに対して正規化した。
【発明を実施するための形態】
【００７５】
　抗原をカップリングさせた免疫試薬
　本開示は、一態様では、一次抗体および架橋抗原を含む高性能の免疫試薬であって、一
次抗体および架橋抗原がカップリングされており、架橋抗原が、高親和性の検出可能な二
次抗体により認識可能である、免疫試薬を提供する。
【００７６】
　当技術分野において周知であるように、抗体は、免疫グロブリンスーパーファミリーに
属する糖タンパク質である。抗体は、典型的には、２つの大きい重鎖および２つの小さい
軽鎖を含むが、様々な代替の、または改変された抗体構造が、本開示の免疫試薬および組
成物に適切に用いられ得る。例えば、抗体は、天然抗体、人工抗体、遺伝子操作された抗
体、一価抗体、多価抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、ラクダ科抗体（ｃ
ａｍｅｌｉｄ）、モノボディ、一本鎖可変断片（ｓｃＦｖ）、ならびに／またはＦａｂ断
片およびＦ（ａｂ’）２断片を含むそれらの断片もしくは誘導体であり得る。ある特定の
適用において、抗体は、単一特異性、多特異性、ヒト化、一本鎖、キメラ、ラクダ科単一
ドメイン、サメ単一ドメイン、合成、組換え、ハイブリッド、変異型、ＣＤＲグラフト化
抗体、および／またはそれらの断片もしくは誘導体であり得る。ある特定の実施形態では
、抗体は、任意の適切な哺乳類種に由来し得る。例えば、抗体は、ヒト、ラット、マウス
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、ヤギ、モルモット、ロバ、ウサギ、ウマ、ラマ、またはラクダに由来し得る。他の実施
形態では、抗体は、鳥類、例えば、ニワトリまたはアヒルなどに由来し得る。抗体の起源
は、産生の方法には関係なく、ゲノム配列によって定義される。本免疫試薬の抗体は、様
々なアイソタイプ、例えば、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、またはサブクラ
ス、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４であり得る。抗体は、組換えで、
または他の手段によって産生され得、それらには、まだなお抗原を結合することができる
抗体断片、例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）２、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、ＶｈＨ、および／またはＶ
－ＮＡＲが挙げられ得る。
【００７７】
　本免疫試薬に使用するのに適切なポリクローナル抗体は、様々な方法を通して産生され
得る。例えば、この目的のために、様々な動物が、目的の抗原、例えば、標的の生体分子
、または標的の生体分子のエピトープを共有する別の分子をそれらに注射することにより
免疫され得る。そのような抗原分子は、天然起源であってもよいし、またはＤＮＡ組換え
もしくは合成方法により得てもよいし、またはそれらの断片であってもよく、所望のポリ
クローナル抗体は、生じた血清から得てもよいし、精製されてもよい。あるいは、標的の
生体分子、または標的分子の適切なエピトープを配置する無傷細胞が使用され得る。様々
なアジュバントもまた、免疫のために選択された動物に依存して、抗原の投与に対する免
疫応答を増加させるために使用され得る。これらのアジュバントの例には、フロイントア
ジュバント、水酸化アルミニウムなどのミネラルゲル、ポリアニオンなどの表面活性物質
、ペプチド、油乳剤、ヘモシアニン、ジニトロフェノール、またはリゾレシチンが挙げら
れる。
【００７８】
　本免疫試薬に使用するのに適切なモノクローナル抗体は、典型的には、ハイブリドーマ
細胞から得られ、そのハイブリドーマ細胞は、所望の抗原で免疫されている動物由来の脾
臓細胞と骨髄腫細胞の融合により調製される。その後、所望の抗体を発現する細胞が、所
望の抗原に結合するそれらの能力によって同定される。その後、有意な量の所望の抗体を
産生する安定なハイブリドーマクローンが、その抗体を有用な量で生成するように培養さ
れ得る。これらの技術は当技術分野において周知である。
【００７９】
　本免疫試薬は、免疫学的アッセイに使用されて、そのアッセイにおいて、目的の標的抗
原を同定し、それと結合し得、標的結合の特異性は、免疫試薬を調製するために使用され
た抗体の特異性によって決定される。特に、本免疫試薬の一次抗体は、細胞内か、または
細胞の表面上のいずれかで、目的のタンパク質または他の抗原性分子を提示する標的抗原
に向けられ得る。標的抗原は、ある場合には、細胞内小器官内、例えば、細胞の核内また
はミトコンドリア内に見出され得る。あるいは、標的抗原は、目的の表面上、例えば、イ
ムノブロットまたは他の型の２次元媒体上などにディスプレイされ得る。標的抗原は、あ
る場合には、不純な形態、部分的に精製された形態、または精製された形態であり得る。
一般的に、標的抗原は、免疫試薬と特異的に相互作用することが有効である限り、任意の
適切な表面上、もしくはその中にあり得、またはさらに溶液中で遊離していてもよい。
【００８０】
　さらに、目的の標的抗原は、任意の、目的のタンパク質または他の分子であり得る。一
部の実施形態では、標的抗原は、動物における細胞または組織の疾患状態についての情報
を提供する細胞マーカーであり得る。例えば、標的抗原は、エストロゲン受容体（ＥＲ）
、ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体（ＨＥＲ２）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）、Ｋｉ６７、Ｅ
ＧＦＲ、サイトケラチン１（ＣＫ１）、サイトケラチン５（ＣＫ５）、サイトケラチン６
（ＣＫ６）、サイトケラチン７（ＣＫ７）、サイトケラチン１４（ＣＫ１４）、サイトケ
ラチン１７（ＣＫ１７）、サイトケラチンＡＥ１／ＡＥ３、ネスチン、ビメンチン、ＡＳ
ＭＡ、Ｂｅｒ－ＥＰ４、ｐ１６、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｃ－ｋｉｔ、下記で列挙され
たものを含む様々なＣＤマーカー、または本免疫試薬の一次抗体により特異的に認識可能
な任意の他の標的抗原であり得る。一部の実施形態では、複数の細胞マーカーが標的とさ
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れ得る。例えば、一部の実施形態では、標的抗原はＥＲおよびＰＲであり得る。他の実施
形態では、標的抗原は、ＨＥＲ２、ＥＲ、およびＰＲ、またはＨＥＲ２、ＥＲ、およびＫ
ｉ６７であり得る。まだ他の実施形態では、標的抗原は、ＨＥＲ２、ＥＲ、ＰＲ、および
Ｋｉ６７であり得る。まだなお他の実施形態では、標的抗原は、Ｋｉ６７、ＥＧＦＲ、お
よびＣＫ５であり得る。さらに他の実施形態では、標的抗原は、Ｋｉ６７、ＥＧＦＲ、Ｃ
Ｋ５、およびＣＫ６であり得る。
【００８１】
　他の特異的な標的抗原として、４－１ＢＢ、ＡＦＰ、ＡＬＫ１、アミロイドＡ、アミロ
イドＰ、アンドロゲン受容体、アネキシンＡ１、ＡＳＭＡ、ＢＣＡ２２５、ＢＣＬ－１、
ＢＣＬ－２、ＢＣＬ－６、ＢｅｒＥＰ４、ベータ－カテニン、ベータ－ＨＣＧ、ＢＧ－８
、ＢＯＢ－１、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、カルシトニン、カルデスモン、カルポニン－
１、カルレチニン、ＣＡＭ５．２、ＣＤ１ａ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ７
、ＣＤ８、ＣＤ１０、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ２３、
ＣＤ２５、ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４２ｂ、ＣＤ４３
、ＣＤ４５　ＬＣＡ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ６１、ＣＤ６８、ＣＤ７
９ａ、ＣＤ９９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３８、ＣＤ１６３、ＣＤＸ２、ＣＥＡ、クロモグラ
ニンＡ、ＣＭＶ、ｃ－ｋｉｔ、ｃ－ＭＥＴ、ｃ－ＭＹＣ、ＩＶ型コラーゲン、補体３ｃ（
Ｃ３ｃ）、ＣＯＸ－２、ＣＸＣＲ５、ＣＫ１、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ１
４、ＣＫ１８、ＣＫ１７、ＣＫ１９、ＣＫ２０、ＣＫ９０３、ＣＫ　ＡＥ１、ＣＫ　ＡＥ
１／ＡＥ３、Ｄ２－４０、デスミン、ＤＯＧ－１、Ｅ－カドヘリン、ＥＧＦＲ、ＥＭＡ、
ＥＲ、ＥＲＣＣ１、第ＶＩＩＩ因子関連抗原、活性化第ＸＩＩＩ因子、ファスシン、Ｆｏ
ｘＰ１、ＦｏｘＰ３、ガレクチン－３、ＧＡＴＡ－３、ＧＣＤＦＰ－１５、ＧＣＥＴ１、
ＧＦＡＰ、グリコホリンＡ、グリピカン３、グランザイムＢ、ＨＢＭＥ－１、Ｈｅｌｉｃ
ｏｂａｃｔｅｒ　Ｐｙｌｏｒｉ、ヘモグロビンＡ、Ｈｅｐ　Ｐａｒ１、ＨＥＲ－２、ＨＨ
Ｖ－８、ＨＭＢ－４５、ＨＳＶ　ｌ／ｌｌ、ＩＣＯＳ、ＩＦＮガンマ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩＬ１７、ＩＬ４、インヒビン、ｉＮＯＳ、カッパＩｇ軽鎖、Ｋｉ－６
７、ＬＡＧ－３、ラムダＩｇ軽鎖、リゾチーム、マンマグロビンＡ、ＭＡＲＴ－１／メラ
ンＡ、マスト細胞トリプターゼ、ＭＬＨ１、ＭＯＣ－３１、ＭＰＯ、ＭＳＡ、ＭＳＨ２、
ＭＳＨ６、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＭ１、ＭｙｏＤ１、ミオゲニン、ミオグロビン、ナ
プシンＡ、ネスチン、ＮＳＥ、Ｏｃｔ－２、ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ｐ１６、ｐ２１、ｐ
２７、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｐ５０４ｓ、ＰＡＸ－５、ＰＡＸ－８、ＰＤ－１、ＰＤ
－Ｌ１、ＰＨＨ３、ＰＩＮ－４、ＰＬＡＰ、ＰＭＳ２、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｊｉ
ｒｏｖｅｃｉ（ｃａｒｉｎｉｉ）、ＰｇＲ、ＰＳＡ、ＰＳＡＰ、ＲＣＣ、Ｓ－１００、Ｓ
ＭＡ、ＳＭＭ、スムーセリン、ＳＯＸ１０、ＳＯＸ１１、サーファクタントアポプロテイ
ンＡ、シナプトフィジン、ＴＡＧ７２、ＴｄＴ、トロンボモジュリン、チログロブリン、
ＴＩＡ－１、ＴＩＭ３、ＴＲＡｃＰ、ＴＴＦ－１、チロシナーゼ、ウロプラキン、ＶＥＧ
ＦＲ－２、ビリン、ビメンチン、およびＷＴ－１などが挙げられるが、これらに限定され
ない。
【００８２】
　一部の実施形態では、本免疫試薬の一次抗体は、同じ種内の異なる免疫グロブリン間で
有意には異ならない、免疫グロブリン分子における１つまたは複数の配列に対して誘導さ
れる異種間反応性抗体（ｃｒｏｓｓ－ｓｐｅｃｉｅｓ　ｒｅａｃｔｉｖｅ　ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ）であり得る。そのような配列は、典型的には、免疫グロブリン配列のいわゆる「定
常領域」内に見出される。これらの配列の認識は可能であり、その理由は、免疫試薬に使
用される抗体が、特定の動物種、例えばヤギの、異なる動物種、例えば、マウスまたはウ
サギから単離された免疫グロブリンでの免疫により生じるからである。マウス免疫グロブ
リンに対して、ヤギで生じた抗体は、したがって、「ヤギ抗マウス」抗体と呼ばれ、ウサ
ギ免疫グロブリンに対して、ヤギで産生された抗体は、したがって、「ヤギ抗ウサギ」抗
体と呼ばれる。異種間免疫グロブリンに対して誘導されたポリクローナル抗体は、実施例
セクションにおいて例証されているように、異種間一次抗体における複数のエピトープを
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認識するそれらの能力に起因して、免疫学的アッセイにおける、シグナル増幅に有用であ
り得る。
【００８３】
　本免疫試薬の架橋抗原は、二次抗体により、理想的には高親和性で認識可能であるよう
に選択される。したがって、架橋抗原の構造は、適切な動物において免疫応答を誘発する
ことができる分子、または別の手段により適切な二次抗体を生じるように使用することが
できる分子によってのみ限定される。
【００８４】
　一部の実施形態では、架橋抗原は、一次抗体とは別々の分子実体であり、化学的カップ
リング反応により一次抗体に結合している。これらの実施形態では、架橋抗原は、架橋抗
原を免疫試薬の一次抗体に化学的にカップリングすることができる少なくとも１つの基を
含有するように設計される。その基はまた、二次抗体を生じるために使用される免疫原の
調製において、架橋抗原をキャリアタンパク質または他の適切な分子に化学的にカップリ
ングさせるのに有用であり得る。下記でより詳細に記載されているように、カップリング
基は、具体的な実施形態では、架橋抗原が、一次抗体またはキャリアタンパク質に、高い
特異性および効率性でコンジュゲートされるように、選択され得る。加えて、架橋抗原の
一次抗体へのカップリングは、検出可能な二次抗体により認識される架橋抗原の能力に有
意には影響を及ぼすべきではない。架橋抗原およびカップリング基は、いかなるバックグ
ラウンドシグナルも避けるために、それら自体、干渉する吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ
）または蛍光を有しないことも望ましい。さらに、架橋抗原およびカップリング基は、高
純度で、理想的には低費用で、利用可能であるべきである。
【００８５】
　一部の実施形態では、本開示の架橋抗原は合成架橋抗原である。一部の実施形態では、
架橋抗原は、天然産物である。具体的な実施形態では、架橋抗原はペプチドである。
【００８６】
　合成か、または天然源から単離されたかのいずれかのペプチドは、当業者により広く知
られ、理解されているように、様々な手段により特異的な高親和性抗体を生じるために広
範囲に使用されている。ペプチドに関して可能な構造バリエーションの範囲は、ほとんど
無制限であり、したがって、そのことが、ペプチドを、本免疫試薬における架橋抗原とし
ての使用に理想的に適したものにさせている。さらに、合成ペプチドは、例えば、固相ペ
プチド合成中、または合成後、Ｃ末端もしくはＮ末端に、または内部に取り込まれたアミ
ノ酸残基または他の連結部分を含むことにより、ペプチド配列内の望ましい反応特性と共
に、一次抗体へのそれらのカップリングを促進するための反応基を含むように設計するこ
とができる。ペプチド架橋抗原は、天然および人工のどちらも、任意のサイズであり得、
任意の適切なアミノ酸または他の残基を含有し得る。それらは線状または環状であり得る
。ペプチド架橋抗原は、これらの実施形態では、目的の抗体にコンジュゲートするそれら
の能力、および検出可能な二次抗体により認識可能であるそれらの能力によってのみ限定
される。
【００８７】
　一部の実施形態では、架橋抗原は、非天然残基を含むペプチドである。例えば、架橋抗
原は、Ｄ－アミノ酸などの非天然立体異性体を含み得る。一部の実施形態では、非天然残
基は、β－アミノ酸などの非天然アミノ酸であり得る。一部の実施形態では、架橋抗原の
残基は、当業者により理解されているように、非ペプチド結合を使用してカップリングさ
れ得る。
【００８８】
　一部の実施形態では、架橋抗原は、一次抗体自体のタンパク質配列の部分として発現す
るように操作されているペプチド抗原である。抗体の一次配列へ操作され、それにしたが
って、架橋抗原として働き得る抗原の例には、非限定的に、Ｍｙｃタグ、ＦＬＡＧタグ、
ＨＡタグ、Ｓタグ、Ｓｔｒｅｐｔａｇ、Ｈｉｓタグ、またはＶ５タグが挙げられる。
【００８９】
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　本免疫試薬に有用に含まれる他の適切な架橋抗原には、非ペプチドの小分子抗原が挙げ
られる。ペプチド架橋抗原に関して当てはまるように、そのような抗原は、一次抗体にカ
ップリングされるそれらの能力、および検出可能な二次抗体により認識可能であるそれら
の能力によってのみ限定される。本明細書で「ハプテン」とも呼ばれる場合がある、例示
的な非ペプチドの小分子抗原には、非限定的に、ニトロフェニル、ジニトロフェニル、ト
リニトロフェニル、ジゴキシゲニン、ビオチン、５－ブロモデオキシウリジン、３－ニト
ロチロシン、小分子薬物、および任意の他の類似した化学的タグが挙げられる。
【００９０】
　免疫試薬あたりの結合部位の数を増加させるために、ある場合には、単一の架橋抗原が
、複数の抗原決定基またはエピトープを含むことが有利であり得る。架橋抗原における抗
原決定基の多重度は、その免疫試薬と結合することができる二次抗体の数、および、それ
にしたがって、その免疫試薬を使用するアッセイの感度を増加させ得る。一部の実施形態
では、複数の抗原決定基は、同じ抗原決定基の複数のコピーを含み得、一方、一部の実施
形態では、複数の抗原決定基は、異なる抗原決定基を含み得る。一部の実施形態では、複
数の抗原決定基は、線状反復構造を含み得る。より具体的には、線状反復構造は、線状反
復ペプチド構造であり得る。一部の実施形態では、複数の抗原決定基は、少なくとも２個
の抗原決定基、少なくとも３個の抗原決定基、少なくとも４個の抗原決定基、少なくとも
６個の抗原決定基、またはさらにより多くの抗原決定基を含み得る。
【００９１】
　一部の実施形態では、架橋抗原は、分岐型構造を含み得る。例えば、分岐型構造は、当
業者により理解されているように、例えば、他の重合構築物などのデンドリマー構造など
を含み得る。
【００９２】
　さらに、複数の抗原決定基を含む架橋抗原は、抗原決定基間、例えば、ペプチド抗原決
定基間に１つまたは複数のポリエチレングリコールリンカーなどを含み得ることが理解さ
れるものとする。
【００９３】
　一部の実施形態では、ペプチド抗原決定基は、抗原決定基あたり、少なくとも４個、少
なくとも６個、少なくとも８個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、少なくとも２０
個、またはさらにより多くのアミノ酸残基を含む。
【００９４】
　一次抗体および架橋抗原が別々の分子実体から調製される場合、一次抗体と架橋抗原の
カップリングは、所望の結果に依存して多種多様な方法で達成され得ることが理解される
ものとする。架橋抗原の一次抗体へのカップリングの位置および度合の制御が重要ではな
い場合には、非特異的化学クロスリンカーがカップリングを達成するのに使用され得る。
しかしながら、架橋抗原が、一次抗体に、制御された特異的な様式でカップリングされる
ことは一般的に望ましく、カップリング方法およびカップリング剤の選択は、カップリン
グの位置、度合、および効率に影響し得る。例えば、反応性チオール基は、抗体タンパク
質の表面上では相対的に稀であるため、チオール反応性コンジュゲーション試薬の使用は
、典型的には、相対的により低いレベルのタンパク質修飾を生じる。反応性アミノ基は、
抗体の表面上にはるかにより一般的であり、それゆえに、アミン反応性コンジュゲート試
薬（ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ　ｒｅａｇｅｎｔ）の使用は、典型的には、架橋抗原による
相対的により高いレベルのタンパク質修飾を生じる。加えて、抗体のコンジュゲート試薬
による修飾の程度は、例えば、抗体上の反応基の数に対するコンジュゲート試薬の限られ
た量を使用することにより、ある程度、滴定され得る。
【００９５】
　一部の免疫試薬の実施形態では、一次抗体と架橋抗原は、コンジュゲーション部分を介
して化学的カップリング反応によりカップリングされる。具体的な実施形態では、一次抗
体と架橋抗原は、高効率コンジュゲーション部分によりカップリングされる。免疫試薬は
、好ましくは、相対的に低いモル濃度の出発材料で合成されるため、およびそれらの出発
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材料、例えば、一次抗体は、高価で相対的に少ない化学量で入手可能であるため、コンジ
ュゲーション部分の形成は、できる限り効率的で特異的であること、およびそれの形成は
、低いモル濃度の反応物で完了、またはほぼ完了することが非常に望ましい。具体的には
、コンジュゲーション部分は、一次抗体と架橋抗原を速い反応速度および／または高い会
合定数でカップリングすることができること、および、したがって、会合反応が、それの
完了に関してできる限り効率的であることが望ましい。
【００９６】
　本免疫試薬の高効率コンジュゲーション部分は、典型的には、下記でより詳細に記載さ
れているように、免疫試薬の各構成成分の相補的コンジュゲート試薬での別々の修飾によ
り、形成される。相補的コンジュゲート試薬は、追加として、コンジュゲート試薬が、関
連した免疫試薬構成成分、例えば、抗体へ、および架橋抗原へ結合するのを可能にする、
さらなる反応性部分、例えば、チオール反応性部分またはアミノ反応性部分を含む。抗体
および架橋抗原が、それぞれの相補的コンジュゲート試薬により、典型的には抗体上の複
数の位置で、しかし架橋抗原上の単一の位置で修飾された後、修飾された構成成分上の相
補的コンジュゲート形体（ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ　ｆｅａｔｕｒｅ）は、非常に効率的
で特異的な様式でお互いに会合して、コンジュゲーション部分を形成する。
【００９７】
　状況に応じて、本免疫試薬の高効率コンジュゲーション部分は、共有結合性または非共
有結合性コンジュゲーション部分であり得る。具体的な実施形態では、高効率コンジュゲ
ーション部分は、共有結合性コンジュゲーション部分、例えば、ヒドラゾン、オキシム、
または別の適切なシッフ塩基部分である。そのようなコンジュゲーション部分の非限定的
例は、例えば、米国特許第７，１０２，０２４号に見出すことができ、その特許は、全て
の目的のために、その全体が、本明細書に参照により組み入れられている。これらのコン
ジュゲーション部分は、免疫試薬の一方の構成成分（例えば、一次抗体）に結合したコン
ジュゲート試薬上の一級アミノ基の、免疫試薬の他方の構成成分（例えば、架橋抗原）に
結合したコンジュゲート試薬上の相補的カルボニル基との反応により、形成され得る。
【００９８】
　例えば、ヒドラゾンコンジュゲーション部分は、ヒドラジノ基、または保護されたヒド
ラジノ基の、カルボニル部分との反応により形成され得る。例示的なヒドラジノ基には、
脂肪族、芳香族、もしくはヘテロ芳香族のヒドラジン基、セミカルバジド基、カルバジド
基、ヒドラジド基、チオセミカルバジド基、チオカルバジド基、炭酸ジヒドラジン（ｃａ
ｒｂｏｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｄｉｈｙｄｒａｚｉｎｅ）基、またはヒドラジンカルボキシレ
ート基が挙げられる。米国特許第７，１０２，０２４号参照。オキシムコンジュゲーショ
ン部分は、オキシアミノ基、または保護されたオキシアミノ基の、カルボニル部分との反
応により形成され得る。例示的なオキシアミノ基は下に記載されている。ヒドラジノ基お
よびオキシアミノ基は、ヒドラジノ基またはオキシアミノ基の塩の形成（非限定的に塩酸
塩および硫酸塩などの鉱酸塩、ならびに非限定的に、酢酸塩、乳酸塩、リンゴ酸塩、酒石
酸塩、クエン酸塩、アスコルビン酸塩、コハク酸塩、酪酸塩、吉草酸塩、およびフマル酸
塩などの有機酸の塩が挙げられるが、それらに限定されない）により、または当業者に公
知の任意のアミノもしくはヒドラジノ保護基（例えば、Ｇｒｅｅｎｅら（１９９９年）Ｐ
ｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（第３
版）（Ｊ．　Ｗｉｌｅｙ　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．）参照）により保護され得る。シッフ塩
基コンジュゲーション部分を生成するために使用されるカルボニル部分は、上記のヒドラ
ジノ部分またはオキシアミノ部分の１つまたは複数とヒドラゾン結合またはオキシム結合
を形成することができる任意のカルボニル含有基である。好ましいカルボニル部分には、
アルデヒドおよびケトン、特に芳香族アルデヒドおよびケトンが挙げられる。本開示の好
ましい実施形態では、高効率コンジュゲーション部分は、オキシアミノ含有構成成分と芳
香族アルデヒド含有構成成分の、アニリン触媒の存在下での反応により形成される（Ｄｉ
ｒｋｓｅｎら（２００６年）Ａｎｇｅｗ．　Ｃｈｅｍ．　４５巻：７５８１～７５８４頁
（ＤＯＩ：１０．１００２／ａｎｉｅ．２００６０２８７７））。
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【００９９】
　あるいは、本免疫試薬の高効率コンジュゲーション部分は、「クリック」反応、例えば
、トリアゾールコンジュゲーション部分を形成する、アジド置換構成成分のアルキン置換
構成成分との銅触媒による反応により形成され得る。Ｋｏｌｂら（２００１年）Ａｎｇｅ
ｗ．　Ｃｈｅｍ．　Ｉｎｔ．　Ｅｄ．　Ｅｎｇｌ．　４０巻：２００４頁；Ｅｖａｎｓ（
２００７年）Ａｕｓ．　Ｊ．　Ｃｈｅｍ．　６０巻：３８４頁参照。この反応の銅を含ま
ない変形型、例えば、歪促進アジド－アルキンクリック反応もまた、高効率コンジュゲー
ション部分を形成するために使用され得る。例えば、Ｂａｓｋｉｎら（２００７年）Ｐｒ
ｏｃ．　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．　１０４巻：１６７９３～９７
頁参照。他のクリック反応の変形型には、テトラジン置換構成成分の、イソニトリル置換
構成成分（Ｓｔｏｅｃｋｍａｎｎら（２０１１年）Ｏｒｇ．　Ｂｉｏｍｏｌ．　Ｃｈｅｍ
．　９巻：７３０３頁）か、または歪んだアルケン置換構成成分（Ｋａｒｖｅｒら（２０
１１年）Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．　２２巻：２２６３頁）のいずれかとの
反応が挙げられる。
【０１００】
　クリック反応の基本的特徴は、当業者によってよく理解されている。Ｋｏｌｂら（２０
０１年）Ａｎｇｅｗ．　Ｃｈｅｍ．　Ｉｎｔ．　Ｅｄ．　Ｅｎｇｌ．　４０巻：２００４
頁参照。有用なクリック反応には、一般的に、［３＋２］環化付加、例えば、ヒュスゲン
１，３－双極子環化付加、および、特に、Ｃｕ（Ｉ）触媒による段階的変形型、チオール
－エンクリック反応、ディールス－アルダー反応および逆電子要求ディールス－アルダー
反応、イソニトリル（イソシアニド）とテトラジンの間の［４＋１］環化付加、特にエポ
キシおよびアジリジン化合物のような小さい歪んだ環への、求核置換、尿素のカルボニル
化学反応様形成、ならびに炭素－炭素二重結合へのいくつかの付加反応が挙げられるが、
それらに限定されない。上記の反応のいずれも、非限定的に、本免疫試薬において共有結
合性の高効率コンジュゲーション部分を生成するために使用され得る。
【０１０１】
　一部の実施形態では、本免疫試薬のコンジュゲーション部分は切断可能なリンカーを含
む。本高効率コンジュゲーション部分に有用に含まれる例示的な切断可能なリンカーは、
当技術分野において公知である。例えば、Ｌｅｒｉｃｈｅら（２０１２年）Ｂｉｏｏｒｇ
．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　２０巻：５７１～５８２頁（ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｍｃ．２０１１．０７．０４８）参照。高効率コンジュゲーション部分に切断可能なリ
ンカーを含ませることにより、本免疫試薬において、架橋抗原の一次抗体からの選択的切
断が可能になる。そのような選択的切断は、いくつかのイムノアッセイ方法において、例
えば、架橋抗原およびそれの会合した二次抗体の放出の場合、有利であり得る。
【０１０２】
　他の実施形態では、高効率コンジュゲーション部分は、非共有結合性コンジュゲーショ
ン部分である。非共有結合性コンジュゲーション部分の非限定的例には、オリゴヌクレオ
チドハイブリダイゼーションペアまたはタンパク質－リガンド結合ペアが挙げられる。具
体的な実施形態では、タンパク質－リガンド結合ペアは、アビジン－ビオチンペア、スト
レプトアビジン－ビオチンペア、または別のタンパク質－ビオチン結合ペア（一般的には
、Ａｖｉｄｉｎ－Ｂｉｏｔｉｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．
（１９９０年）１８４巻、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｖｉｄｉｎ－Ｂｉｏｔｉｎ
　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ：　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（
２００８年）ＭｃＭａｈｏｎ編、Ｈｕｍａｎａ；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（登
録商標）Ｈａｎｄｂｏｏｋ、４章（２０１０年）参照）、抗体－ハプテン結合ペア（一般
的には、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（登録商標）Ｈａｎｄｂｏｏｋ、４章（２０
１０年）参照）、Ｓ－ペプチドタグ－Ｓ－タンパク質結合ペア（ＫｉｍおよびＲａｉｎｅ
ｓ（１９９３年）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．　２巻：３４８～５６頁）、または任意の他
の高親和性ペプチド－ペプチドもしくはペプチド－タンパク質結合ペアである。そのよう
な高親和性非共有結合性コンジュゲーション部分は、当技術分野において周知である。そ
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れぞれのコンジュゲートペアの反応性バージョン、例えば、チオール反応性バージョンま
たはアミノ反応性バージョンもまた、当技術分野において周知である。これらのコンジュ
ゲート試薬は、それぞれの抗体および架橋抗原を、場合によっては抗体上の複数の位置に
おいて、修飾するために使用され得る。修飾された抗体および架橋抗原は、その後、相補
的形体、例えば、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションペアまたはタンパク質－リ
ガンド結合ペアが、お互いに会合し、非共有結合性高効率コンジュゲーション部分を形成
することを可能にするために、混合され得る。上記の共有結合性および非共有結合性連結
基は高効率の会合反応を行うことができ、したがって、本免疫試薬の作製に使用するのに
よく適している。
【０１０３】
　一部の実施形態では、高効率コンジュゲーション部分は、抗体と架橋抗原をカップリン
グすることにおいて、少なくとも５０％、８０％、９０％、９３％、９５％、９７％、９
８％、９９％、またはさらにより効率的である。より具体的な実施形態では、高効率コン
ジュゲーション部分は、０．５ｍｇ／ｍＬ以下のタンパク質濃度において、少なくとも５
０％、８０％、９０％、９３％、９５％、９７％、９８％、９９％、またはさらにより効
率的である。一部の実施形態では、効率は、０．５ｍｇ／ｍＬ以下、０．２ｍｇ／ｍＬ以
下、０．１ｍｇ／ｍＬ以下、０．０５ｍｇ／ｍＬ以下、０．０２ｍｇ／ｍＬ以下、０．０
１ｍｇ／ｍＬ以下、またはそれよりも低いタンパク質濃度で達成される。架橋抗原は、典
型的には、本免疫試薬の調製において、抗体より多く使用されるため、連結反応の効率は
、典型的には、会合反応の抗体構成成分の免疫試薬生成物への変換の程度によって判断さ
れる。例えば、抗体と架橋抗原をカップリングすることにおいて少なくとも５０％効率的
である高効率コンジュゲーション部分は、出発抗体の少なくとも５０％が、会合反応にお
いて、抗体あたり所望の数の架橋抗原を有する免疫試薬へ変換されるという結果になる部
分である。
【０１０４】
　別の態様では、本開示は、複数の上記の免疫試薬を含む、免疫試薬パネルとも呼ばれる
、免疫試薬組成物を提供する。実施形態では、組成物は、少なくとも３個、５個、１０個
、２０個、３０個、５０個、１００個、またはさらにそれ超の免疫試薬を含む。一部の実
施形態では、含まれる免疫試薬の一次抗体は、細胞マーカーに特異的である。具体的な実
施形態では、細胞マーカーは、少なくともＥＲおよびＰＲである。他の具体的な実施形態
では、細胞マーカーは、少なくともＨＥＲ２、ＥＲ、およびＰＲ、または少なくともＨＥ
Ｒ２、ＥＲ、およびＫｉ６７である。なお他の具体的な実施形態では、細胞マーカーは、
少なくともＨＥＲ２、ＥＲ、ＰＲ、およびＫｉ６７である。まだなお他の具体的な実施形
態では、細胞マーカーは、少なくともＫｉ６７、ＥＧＦＲ、およびＣＫ５である。さらに
他の具体的な実施形態では、細胞マーカーは、少なくともＫｉ６７、ＥＧＦＲ、ＣＫ５、
およびＣＫ６であり、または少なくともＣＫ５、ＣＫ６、およびＫｉ－６７である。なお
他の具体的な実施形態では、細胞マーカーは、少なくともＣＫ５、ＥＧＦＲ、ｐ４０、お
よびＫｉ－６７であり、または少なくともＩｇＡ、補体３ｃ（Ｃ３ｃ）、コラーゲンＩＶ
型アルファ鎖５（ＣＯＬ４Ａ５）、およびＩｇＧである。一部の実施形態では、含まれる
免疫試薬の架橋抗原はペプチドである。
【０１０５】
　一部の実施形態では、本開示の免疫試薬組成物は、免疫細胞上の細胞マーカー、例えば
、任意の組合せでの、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＣＤ６８、および／またはＦ
ｏｘＰ３、ならびに上記で列挙された細胞マーカーのいずれかに特異的である。一部の実
施形態では、免疫試薬組成物は、例えば、ＣＴＬＡ－４、ＣＤ１５２、ＰＤ－１、ＰＤ－
Ｌ１などのようなチェックポイント経路に関連するマーカーに特異的である。
　検出可能な二次抗体
【０１０６】
　上記で言及されているように、本免疫試薬の架橋抗原は、検出可能な二次抗体により認
識可能である。本免疫試薬を使用する免疫学的アッセイにおいて感度を増加させ、バック
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グラウンドを減少させるために、それぞれの検出可能な二次抗体の、それの対応する架橋
抗原に対する親和性および／または特異性を最大限にすることが一般的に望ましい。当業
者により理解されているように、抗体の抗原に対する親和性は、典型的には、平衡パラメ
ータ、解離定数または「ＫＤ」を使用して評価される。所定の濃度の抗体について、解離
定数は、大まかに、抗体の半分が抗原に結合しており、抗体の半分が抗原に結合していな
い場合の抗原の濃度に対応する。したがって、より低い解離定数は、抗体の抗原に対する
より高い親和性に対応する。
【０１０７】
　解離定数はまた、抗体と抗原の解離および会合についての動力学速度定数の比に関係す
る。したがって、解離定数は、平衡結合測定によるか、または反応速度測定によるかのい
ずれかで、推定され得る。そのようなアプローチは当技術分野において周知である。例え
ば、抗体－抗原結合パラメータは、Ｂｉａｃｏｒｅ表面プラズモン共鳴に基づいた装置（
ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｃｈａｌｆｏｎｔ、Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍ
ｓｈｉｒｅ、ＵＫ）、Ｏｃｔｅｔバイオレイヤー干渉法システム（Ｐａｌｌ　Ｆｏｒｔｅ
Ｂｉｏ　Ｃｏｒｐ．、Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ、ＣＡ）などを使用して得られるセンサーグ
ラムの動態分析から日常的に決定される。例えば、一連の抗体クローンおよびそれらの対
応するペプチド抗原結合パートナーについての解離定数の決定の記載に関する米国特許出
願公開第２０１３／０３３１２９７号参照。
【０１０８】
　典型的な抗体は、マイクロモル濃度から高いナノモル濃度まで（すなわち、１０－６Ｍ
～１０－８Ｍ）の範囲の平衡解離定数を有する。高親和性抗体は、一般的に、より低いナ
ノモル濃度から高いピコモル濃度（すなわち、１０－８Ｍ～１０－１０Ｍ）の範囲の平衡
解離定数を有する。超高親和性抗体は、一般的に、ピコモル濃度範囲（すなわち、１０－

１０Ｍ～１０－１２Ｍ）の平衡解離定数を有する。ペプチドまたは他の大分子に対する抗
体は、典型的には、小分子ハプテンに対する抗体（マイクロモル濃度範囲またはさらによ
り高い解離定数を示し得る）より、それらの抗原に対するより高い親和性（より低いＫＤ

）を有する。
【０１０９】
　本免疫試薬の二次抗体は、抗原をカップリングさせた一次抗体に対するそれらの親和性
を増加させるために最適化され得る。例えば、米国特許出願公開第２０１３／０３３１２
９７号は、本免疫試薬に利用される検出可能な二次抗体を生じるために適切に修飾され得
る、高親和性の抗体クローンを同定するための方法を開示する。これらの方法において、
合成ペプチドをコードする短いＤＮＡ断片が、目的の抗体ライブラリーをコードする遺伝
子プールの重鎖に融合され、酵母細胞が、酵母ディスプレイ抗体ライブラリーを作製する
ように形質転換される。酵母細胞は、高特異性を有する高親和性抗体クローンを単離する
ために、高速蛍光活性化細胞選別機（ＦＡＣＳ）でスクリーニングされる。Ａｇａ２など
の他の酵母ディスプレイシステムと比較して、このシステムは、形質転換された酵母細胞
が、十分な量の抗体を培養培地へ分泌して、所望の特異性および親和性を有する候補クロ
ーンの同定のためのクローニングおよび抗体精製の追加のステップを必要とすることなし
に、個々の酵母クローンの培養培地を直接アッセイして、発現した抗体の特異性および親
和性を決定することができるという追加の利点を有する。
【０１１０】
　上記の酵母ディスプレイライブラリーシステムは、高特異性および親和性を有するウサ
ギモノクローナル抗体を産生するために免疫されたウサギから作製される抗体ライブラリ
ーを使用し、したがって、優れた親和性および特異性を有する抗体クローンを単離するた
めの酵母ディスプレイの効率と共に、小さいハプテンまたはペプチドに対する抗体を生じ
るためのウサギ免疫系の優れた能力を利用している。このアプローチを使用して、＜０．
０１～０．８ｎＭの範囲の抗体親和性を有する、小分子、ペプチド、およびタンパク質に
対するウサギモノクローナル抗体のパネルが作製された。これらの親和性は、従来のハイ
ブリドーマ技術を使用して生じるげっ歯類由来のほとんどのモノクローナル抗体の親和性
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を凌ぐ。そのアプローチはまた、ウサギハイブリドーマ技術で遭遇する低い融合効率およ
び乏しい安定性の固有の問題を克服する。
【０１１１】
　上記の酵母ディスプレイライブラリーシステムは、本免疫試薬組成物に使用される二次
抗体の結合親和性を最適化するための１つのアプローチであるが、任意の適切なアプロー
チが、非限定的に、親和性を最適化するために使用され得ることが理解されるものとする
。場合によっては、適切な高親和性抗体が最適化なしに利用可能であり得る。
【０１１２】
　したがって、一部の実施形態では、検出可能な二次抗体は、架橋抗原に対して特異的で
あり、最大で１００ｎＭ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大で１ｎ
Ｍ、最大で０．３ｎＭ、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ、
最大で０．００３ｎＭ、またはそれよりも低い解離定数を有する。より具体的な実施形態
では、検出可能な二次抗体は、架橋抗原に対して特異的であり、最大で１ｎＭ、最大で０
．３ｎＭ、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ、最大で０．０
０３ｎＭ、またはそれよりも低い解離定数を有する。さらにより具体的な実施形態では、
検出可能な二次抗体は、架橋抗原に対して特異的であり、最大で１００ｐＭ、最大で３０
ｐＭ、最大で１０ｐＭ、最大で３ｐＭ、またはそれよりも低い解離定数を有する。
【０１１３】
　本免疫試薬の二次抗体は、検出可能な二次抗体であり、したがって、実施形態では、そ
れは、検出可能な標識を含む。当業者により理解されているように、検出可能な二次抗体
の検出可能な標識は、抗体への適切な結合が可能であるべきであり、その結合は、その抗
体の架橋抗原との相互作用を有意に損なうことなく、実行されるべきである。
【０１１４】
　一部の実施形態では、検出可能な標識は、それが、いかなる追加の構成成分も必要とす
ることなく検出され得るように、直接検出可能であり得る。例えば、直接検出可能な標識
は、蛍光色素、生物蛍光タンパク質、例えば、フィコエリトリン、アロフィコシアニン、
ペリジニンクロロフィルタンパク質複合体（「ＰｅｒＣＰ」）、緑色蛍光タンパク質（「
ＧＦＰ」）、もしくはそれらの誘導体（例えば、赤色蛍光タンパク質、シアン蛍光タンパ
ク質、または青色蛍光タンパク質）、ルシフェラーゼ（例えば、ホタルルシフェラーゼ、
ウミシイタケルシフェラーゼ、遺伝子改変型ルシフェラーゼ、またはコメツキムシルシフ
ェラーゼ）、もしくはサンゴ由来シアンおよび赤色蛍光タンパク質（加えて、サンゴ由来
の赤色蛍光タンパク質のバリアント、例えば、黄色、オレンジ色、および遠赤のバリアン
ト）、化学発光種、電気化学発光種、もしくは生物発光種を含む発光種、リン光種、放射
性物質、ナノ粒子、ＳＥＲＳナノ粒子、量子ドットもしくは他の蛍光結晶ナノ粒子、回折
粒子、ラマン粒子、キレート金属を含む金属粒子、磁気粒子、ミクロスフェア、ＲＦＩＤ
タグ、マイクロバーコード粒子、またはこれらの標識の組合せであり得る。
【０１１５】
　他の実施形態では、検出可能な標識は、それが、検出のために１つまたは複数の追加の
構成成分の使用を必要とし得るように、間接的に検出可能であり得る。例えば、間接的に
検出可能な標識は、適切な基質において色の変化をもたらす酵素、および標識を有する別
の物質によって特異的に認識され得、または標識を有する物質と反応し得る他の分子であ
り得る。適切な間接的に検出可能な標識の非限定的例には、例えば、ペルオキシダーゼ、
アルカリホスファターゼ、グルコースオキシダーゼなどの酵素が挙げられる。具体的な実
施形態では、ペルオキシダーゼは、西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシ
ダーゼである。間接的に検出可能な標識の他の例には、ハプテン、例えば、小分子または
ペプチドなどのハプテンが挙げられる。非限定的例示的ハプテンには、ニトロフェニル、
ジニトロフェニル、ジゴキシゲニン、ビオチン、Ｍｙｃタグ、ＦＬＡＧタグ、ＨＡタグ、
Ｓタグ、Ｓｔｒｅｐｔａｇ、Ｈｉｓタグ、Ｖ５タグ、ＲｅＡｓｈタグ、ＦｌＡｓｈタグ、
ビオチン化タグ、Ｓｆｐタグ、または別の化学的タグもしくはペプチドタグが挙げられる
。
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【０１１６】
　具体的な実施形態では、検出可能な標識は蛍光色素である。適切な蛍光色素の非限定的
例は、その全体が参照により本明細書に組み入れられている、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ／Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）およびＴｈｅｒ
ｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒ
ｏｄｕｃｔｓ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）のカタログに見出され得る。例示的な色素には
、フルオレセイン、ローダミン、および他のキサンテン色素誘導体、シアニン色素および
それらの誘導体、ナフタレン色素およびそれらの誘導体、クマリン色素およびそれらの誘
導体、オキサジアゾール色素およびそれらの誘導体、アントラセン色素およびそれらの誘
導体、ピレン色素およびそれらの誘導体、ならびにＢＯＤＩＰＹ色素およびそれらの誘導
体が挙げられる。好ましい蛍光色素には、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｉｅ
ｒｃｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓから入手できるＤｙＬｉ
ｇｈｔフルオロフォアファミリーが挙げられる。
【０１１７】
　一部の実施形態では、検出可能な標識は、二次抗体へ直接結合しなくてもよいが、通常
結合し得るよりも多数の検出可能な標識が二次抗体に結合することを可能にする、ポリマ
ーまたは他の適切なキャリア中間体に結合し得る。
【０１１８】
　具体的な実施形態では、検出可能な標識はオリゴヌクレオチドバーコードタグ、例えば
、ＰＣＴ国際特許公開第ＷＯ２０１２／０７１４２８Ａ２号（その開示はその全体が参照
により本明細書に組み入れられている）に開示されたバーコードタグである。そのような
検出可能な標識は、標的とされた試料の単離および／または選別を含むイムノアッセイ、
例えば、フローサイトメトリに基づいた多重化免疫検出アッセイなどにおいて、特に有利
である。これらの標識はまた、試料中の標的抗原のレベルが低く、検出の可能な限りの感
度が必要とされる場合のイムノアッセイにおいても有用である。
【０１１９】
　いくつかの実施形態では、本開示の検出可能な二次抗体は、複数の検出可能な標識を含
み得る。これらの実施形態では、所定の二次抗体と会合した複数の検出可能な標識は、同
じ標識の複数のコピーであってもよいし、または適切な検出可能なシグナルを生じる異な
る標識の組合せでもよい。
【０１２０】
　一部の免疫試薬の実施形態では、１つまたは複数の検出可能な標識を一次抗体の架橋抗
原に結合させることは、試薬からのシグナル出力を増加させるために有利であり得る。架
橋抗原へ有用に結合する検出可能な標識は、上記の検出可能な標識のいずれでもあり得る
。そのような検出可能な標識は、一次抗体と二次抗体のペアからのシグナルが相加的であ
るように、理想的には、二次抗体の検出可能な標識と検出能において重なるべきである。
さらに、検出可能な標識の架橋抗原への結合は、理想的には、一次抗体上の架橋抗原への
二次抗体の結合に有意には影響するべきではない。同様に、架橋抗原への二次抗体の結合
は、理想的には、検出可能な標識の検出能に有意には影響するべきではない。
【０１２１】
　好ましい実施形態では、架橋抗原の検出可能な標識は、フルオロフォアである。より好
ましい実施形態では、架橋抗原の検出可能な標識および二次抗原（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　
ａｎｔｉｇｅｎ）の検出可能な標識は、どちらもフルオロフォアである。他の好ましい実
施形態では、架橋抗原の検出可能な標識および二次抗体の検出可能な標識は、同じ波長の
蛍光によってどちらも検出可能である。まだ他の好ましい実施形態では、架橋抗原の検出
可能な標識および二次抗体の検出可能な標識は、同じである。
【０１２２】
　用語「一次抗体」および「二次抗体」は、その用語が免疫学的アッセイの分野において
時々適用されるのとは、若干異なる方法で使用される場合があることが、本開示の関連に
おいて理解されるものとする。したがって、本一次抗体は、他の抗体を含む、目的の任意
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の分子を標的とするものとして広く解釈されるべきであり、本二次抗体は、架橋抗原が一
次抗体にカップリングしている場合の架橋抗原を標的とするものとして広く解釈されるべ
きである。他の関連において、（例えば別の種由来の）別の抗体を標的とする抗体は、二
次抗体であると見なされ得るが、その抗体は、本明細書においては、一次抗体であり得る
。したがって、本開示における用語「一次抗体」および「二次抗体」は、その用語が、一
方の抗体を他方から区別するために特許請求の範囲において使用される場合のみ限定的と
見なされるべきである。
　免疫試薬組成物ペア
【０１２３】
　別の態様によれば、本開示は、架橋抗原とカップリングした一次抗体、および架橋抗原
に特異的な検出可能な二次抗体を含む免疫試薬組成物を提供する。これらの組成物におい
て、検出可能な二次抗体および抗原コンジュゲート化一次抗体は、架橋抗原に対する二次
抗体の高親和性によりペアになる。ペアになった組成物は、組成物の別々の構成成分が水
溶液中で一緒に混合された時はいつでも、例えば、その試薬が免疫学的アッセイに一緒に
使用された時はいつでも、形成されると理解される。
【０１２４】
　一次抗体およびカップリングした架橋抗原を含む免疫試薬は、本免疫試薬ペアに使用さ
れるのに適した検出可能な二次抗体と同様、上記で詳細に記載される。当業者により理解
されているように、これらの構成成分を含む組成物は、免疫学的アッセイの実施に有用性
が見出され、その免疫学的アッセイには、ＩＨＣ、サイトメトリ、フローサイトメトリ、
例えば、蛍光活性化細胞選別、顕微鏡画像化、プレターゲティングイメージング、ならび
にｉｎ　ｖｉｖｏでの腫瘍および組織画像化の他の型、ハイコンテンツスクリーニング（
ＨＣＳ）、免疫細胞化学法（ＩＣＣ）、免疫磁気細胞除去（ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉ
ｃ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ）、免疫磁気細胞捕捉、サンドイッチアッセ
イ、一般的なアフィニティアッセイ、酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）、酵素結合イムノア
ッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ＥＬＩＳｐｏｔ、マスサイトメトリ（ＣｙＴＯＦ）、マイクロス
フェアアレイ、多重化マイクロスフェアアレイ、マイクロアレイ、抗体アレイ、細胞アレ
イを含むアレイ、液相捕捉、側方フローアッセイ、化学発光検出、赤外線検出、ウェスタ
ンブロット、サウスウェスタンブロット、ドットブロット、組織ブロットなどを含むブロ
ッティング方法、またはそれらの組合せが挙げられる。
　多重化免疫試薬ペア
【０１２５】
　上記で言及されているように、現在の免疫学的アッセイは、従来の二次抗体の限られた
機能性に起因して、単一試料において複数の抗原を検出するそれらの能力において非常に
制限されている。当業者により理解されているように、異種間免疫グロブリンに対して誘
導された抗体は、そのような免疫学的アッセイにおいて、目的の試料において一次抗体を
標識するために使用される場合が多い。免疫学的アッセイにおいて一次抗体を検出するた
めのそのような異種間二次抗体の使用は、そのアッセイにおいていくらかの柔軟性を提供
し、それは、一次抗体が同じ種から得られる限り、単一の検出可能な異種間二次抗体を使
用して、多種多様な非標識一次抗体を染色することができるからである。異種間二次抗体
の使用は、状況によっては、検出可能なシグナルを増幅することによりアッセイにおける
感度の増加も提供する：特に二次抗体がポリクローナル抗体であり、複数のエピトープと
結合することができる場合、単一の一次抗体は複数の二次抗体と結合し得、ならびに、二
次抗体が重合され、および／または複数の検出可能な標識を担持し得る。それにより、そ
のようなシグナル増幅は、所定の一次抗体についてのアッセイの感度を増加させ得る。複
数の一次抗体に対する単一の検出可能な二次抗体の使用もまた、各一次抗体が検出剤で個
々に標識される必要がないため、相対的に便利で安価である。
【０１２６】
　異種間二次抗体の使用は、免疫学的アッセイを実施するにおいていくつかの利点を提供
するが、目的の全ての標的抗原に対して、一次抗体が同じ種から得られない場合には、そ
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のような使用は不利であり得る。加えて、異種間二次抗体の使用はまた、従来の免疫学的
アッセイの多重化能力を非常に制限し、これは、そのようなアッセイにおいて一度にたっ
た１つの一次抗体しか検出することができないからである。第１の一次抗体での逐次的処
理、二次抗体での染色、検出剤を除去するための試料の漂白または洗浄、第２の一次抗体
での処理の繰り返しなどにより目的の同じ組織切片または他の試料を逐次的に標識するこ
とは可能であり、複数の細胞マーカーを評価するために一重化試薬で別々に逐次的な組織
切片を染色することは可能であるが、そのような手順は、扱いにくく、信頼できず、可能
な多重化のスケールにおいて非常に制限される。現在の多重化能力の限界は、最近、Ｓｔ
ａｃｋら（２０１４年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　７０巻：４６～５８頁（ＤＯＩ：１０．１０１
６／ｊ．ｙｍｅｔｈ．２０１４．０８．０１６）によって概説されている。
【０１２７】
　本開示の免疫試薬は、多重化免疫学的アッセイにおいて異種間二次抗体を使用する必要
性を排除することにより、上記の限界を克服する。その代わりとして、各ペアが異なる架
橋抗原および対応する異なる二次抗体を有する、本免疫試薬組成物ペアの多重性は、単一
の免疫学的アッセイにおいて同時に使用されて、高感度、高特異性、および低バックグラ
ウンドを有する高レベルの多重化を達成し得る。架橋抗原は、検出可能な二次抗体による
一次抗体の異種間認識の代わりに、効果的に機能する。架橋抗原の選択は、それが、目的
の一次抗体とカップリングすることが可能であること、およびそれが、二次抗体により、
理想的には高親和性で認識可能であることの必要条件によってのみ制限されることが理解
されるものとする。これらの基準に合う、実質的に無制限の架橋抗原構造があるため、本
免疫試薬を使用して可能な多重化のレベルは、同様に、実質的に無制限である。唯一の他
の制限は、アッセイにおいて標的抗原を識別するために、異なる検出可能な二次抗体がお
互いに、および試料におけるいかなる他のバックグラウンドシグナルからも、検出可能に
区別できることである。しかしながら、免疫学的アッセイに使用される現在入手できる、
多種多様な検出可能な標識に関して、この必要条件は有意な制限ではない。蛍光に基づい
たアッセイにおいて高レベルの多重化を達成するのに有用な蛍光色素の例は、Ｓｔａｃｋ
ら（２０１４年）Ｍｅｔｈｏｄｓ　７０巻：４６～５８頁（ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ
．ｙｍｅｔｈ．２０１４．０８．０１６）に記載されている。
【０１２８】
　したがって、実施形態では、本開示は、複数の架橋抗原にカップリングした複数の一次
抗体、および複数の検出可能な二次抗体を含む免疫試薬組成物を提供する。これらの組成
物における各架橋抗原は、異なる一次抗体にカップリングされており、少なくとも１個の
検出可能な二次抗体は各架橋抗原と高親和性で結合する。これらの組成物における複数の
抗原をカップリングさせた一次抗体および検出可能な二次抗体は、前のセクションに記載
された免疫試薬組成物ペアのいずれかであり得る。
【０１２９】
　具体的な実施形態では、組成物は、少なくとも３個の免疫試薬組成物ペアを含む。より
具体的な実施形態では、組成物は、少なくとも５個の免疫試薬組成物ペアを含む。なおよ
り具体的な実施形態では、組成物は、少なくとも１０個の免疫試薬組成物ペアを含む。さ
らにより具体的な実施形態では、組成物は、少なくとも２０個、３０個、５０個、１００
個、またはさらにより多い免疫試薬組成物ペアを含む。
　免疫試薬パネル
【０１３０】
　上記の免疫試薬は、目的のある特定の組織、特に、腫瘍組織などの目的の罹患組織にお
いて、細胞マーカーの特定の組合せの発現をモニターすることに使用される診断パネルを
作製するためにあらかじめ定義された群に組み合わせることができる。そのようなパネル
は、そのような罹患組織を同定するための診断アッセイに有用であり、さらに、コンパニ
オン診断として有用であり、その場合、パネルは、特定の処置レジメンの経過中に時間と
共に罹患組織において細胞マーカーのレベルをモニターするために使用される。そのよう
なコンパニオン診断は、処置レジメンの有効性の適時で信頼できる評価を提供し、さらに
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、処置投与量および頻度を特定の患者について最適化することを可能にし得る。上記のよ
うに、現在のＩＨＣ技術を使用する標的組織のモニタリングは、組織切片あたり１個もし
くは２個の一次抗体に制限され、または異なる抗体での別々の、もしくは逐次的な組織切
片の染色を必要とする。対照的に、上で記載されているように、本明細書に開示された免
疫試薬パネルは、目的の組織または他の試料の染色が、単一組織切片または他の試料にお
いて多数の一次抗体で同時に実施することができるような、高レベルの多重化を可能にす
る。
【０１３１】
　したがって、この態様によれば、本発明は、本開示の少なくとも３個の免疫試薬を含む
免疫試薬組成物を提供する。具体的な実施形態では、免疫試薬組成物は、上記で詳細に記
載されているように、本開示の少なくとも５個、少なくとも少なくとも１０個、少なくと
も１５個、少なくとも２０個、少なくとも３０個、またはさらにより多い免疫試薬を含む
。
【０１３２】
　特に関心が高いのは、例えば自己免疫疾患およびがんの処置において、免疫療法のレジ
メンを使用して処置される患者において組織試料をプロファイリングするための本免疫試
薬パネルの使用である。例えば、細胞傷害性Ｔリンパ球関連抗原－４（ＣＴＬＡ－４、Ｃ
Ｄ１５２）を標的とする抗体（例えば、イピリムマブ）またはプログラム死受容体もしく
はそれらのリガンド（ＰＤ－１またはＰＤ－Ｌ１）を標的とする抗体（例えば、ペンブロ
リズマブ、ニボルマブ、ピジリズマブなど）を使用する、チェックポイント経路の遮断に
おける最近の進歩は、特に効果的であることが示されている。例えば、Ａｄａｍｓら（２
０１５年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ．　１４巻：６０３～２２
頁；Ｍａｈｏｎｅｙら（２０１５年）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ
．　１４巻：５６１～８４頁；Ｓｈｉｎら（２０１５年）Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．　３３巻：２３～３５頁参照。
【０１３３】
　他の最近承認された抗がん剤は、腫瘍および他の疾患において上方制御または増幅され
る他の細胞表面タンパク質または遺伝子産物を標的とする（例えば、リンパ腫細胞におけ
るＣＤ２０に対するリツキシマブ、乳がん細胞におけるＨＥＲ２／ｎｅｕに対するトラス
ツズマブ、様々な腫瘍細胞におけるＥＧＦＲに対するセツキシマブ、様々ながん細胞およ
び目におけるＶＥＧＦに対するベバシズマブ、ならびに骨における破骨細胞に対するデノ
スマブ参照）。したがって、これらの薬剤で処置される患者由来の組織試料のプロファイ
リングもまた、臨床医学において大きな現在の関心事となっている。
【０１３４】
　同様に、抗がん剤での処置前か、または処置中のいずれかで患者から得られた組織試料
もまた、分子プロファイリングから恩恵を受け得る。例えば、イマチニブ、レナリドミド
、ペメトレキセド、ボルテゾミブ、リュープロレリン、アビラテロン酢酸エステル、イブ
ルチニブ、カペシタビン、エルロチニブ、エベロリムス、シロリムス、ニロチニブ、スニ
チニブ、ソラフェニブなどで処置される患者は、有利には、本免疫試薬パネルを使用する
、組織、特に罹患組織のプロファイリングによりモニターすることができる。
【０１３５】
　免疫モジュレーターの分析を含む組織の分子プロファイリングのための方法およびシス
テム、ならびに疾患処置を評価およびモニターするためのそれらのプロファイルの使用も
また報告されている。例えば、米国特許第８，７００，３３５Ｂ２号；同第８，７６８，
６２９Ｂ２号；同第８，８３１，８９０Ｂ２号；同第８，８８０，３５０Ｂ２号；同第８
，９１４，２３９Ｂ２号；同第９，０５３，２２４Ｂ２号；同第９，０５８，４１８Ｂ２
号；同第９，０６４，０４５Ｂ２号；同第９，０９２，３９２Ｂ２号；ＰＣＴ国際特許公
開第ＷＯ２０１５／１１６８６８号参照。そのようなアプローチは、有利には、本免疫試
薬の適切なパネルを使用して実施される。
【０１３６】
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　例示的なパネルは、以下のマーカーを含む腫瘍細胞、免疫細胞および種々の疾患関連マ
ーカー抗原の組み合わせを標的とする：４－１ＢＢ、ＡＦＰ、ＡＬＫ１、アミロイドＡ、
アミロイドＰ、アンドロゲン受容体、アネキシンＡ１、ＡＳＭＡ、ＢＣＡ２２５、ＢＣＬ
－１、ＢＣＬ－２、ＢＣＬ－６、ＢｅｒＥＰ４、ベータ－カテニン、ベータ－ＨＣＧ、Ｂ
Ｇ－８、ＢＯＢ－１、ＣＡ１９－９、ＣＡ１２５、カルシトニン、カルデスモン、カルポ
ニン－１、カルレチニン、ＣＡＭ５．２、ＣＤ１ａ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、
ＣＤ７、ＣＤ８、ＣＤ１０、ＣＤ１５、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ２２、ＣＤ
２３、ＣＤ２５、ＣＤ３０、ＣＤ３１、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４２ｂ、Ｃ
Ｄ４３、ＣＤ４５　ＬＣＡ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ＣＤ５７、ＣＤ６１、ＣＤ６８、
ＣＤ７９ａ、ＣＤ９９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３８、ＣＤ１６３、ＣＤＸ２、ＣＥＡ、クロ
モグラニンＡ、ＣＭＶ、ｃ－ｋｉｔ、ｃ－ＭＥＴ、ｃ－ＭＹＣ、ＩＶ型コラーゲン、補体
３ｃ（Ｃ３ｃ）、ＣＯＸ－２、ＣＸＣＲ５、ＣＫ１、ＣＫ５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ８、
ＣＫ１４、ＣＫ１８、ＣＫ１７、ＣＫ１９、ＣＫ２０、ＣＫ９０３、ＣＫ　ＡＥ１、ＣＫ
　ＡＥ１／ＡＥ３、Ｄ２－４０、デスミン、ＤＯＧ－１、Ｅ－カドヘリン、ＥＧＦＲ、Ｅ
ＭＡ、ＥＲ、ＥＲＣＣ１、第ＶＩＩＩ因子関連抗原、活性化第ＸＩＩＩ因子、ファスシン
、ＦｏｘＰ１、ＦｏｘＰ３、ガレクチン－３、ＧＡＴＡ－３、ＧＣＤＦＰ－１５、ＧＣＥ
Ｔ１、ＧＦＡＰ、グリコホリンＡ、グリピカン３、グランザイムＢ、ＨＢＭＥ－１、Ｈｅ
ｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　Ｐｙｌｏｒｉ、ヘモグロビンＡ、Ｈｅｐ　Ｐａｒ１、ＨＥＲ－２
、ＨＨＶ－８、ＨＭＢ－４５、ＨＳＶ　ｌ／ｌｌ、ＩＣＯＳ、ＩＦＮガンマ、ＩｇＡ、Ｉ
ｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩＬ１７、ＩＬ４、インヒビン、ｉＮＯＳ、カッパＩｇ軽鎖、Ｋ
ｉ－６７、ＬＡＧ－３、ラムダＩｇ軽鎖、リゾチーム、マンマグロビンＡ、ＭＡＲＴ－１
／メランＡ、マスト細胞トリプターゼ、ＭＬＨ１、ＭＯＣ－３１、ＭＰＯ、ＭＳＡ、ＭＳ
Ｈ２、ＭＳＨ６、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＭＵＭ１、ＭｙｏＤ１、ミオゲニン、ミオグロビ
ン、ナプシンＡ、ネスチン、ＮＳＥ、Ｏｃｔ－２、ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ｐ１６、ｐ２
１、ｐ２７、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｐ５０４ｓ、ＰＡＸ－５、ＰＡＸ－８、ＰＤ－１
、ＰＤ－Ｌ１、ＰＨＨ３、ＰＩＮ－４、ＰＬＡＰ、ＰＭＳ２、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ
　ｊｉｒｏｖｅｃｉ（ｃａｒｉｎｉｉ）、ＰｇＲ、ＰＳＡ、ＰＳＡＰ、ＲＣＣ、Ｓ－１０
０、ＳＭＡ、ＳＭＭ、スムーセリン、ＳＯＸ１０、ＳＯＸ１１、サーファクタントアポプ
ロテインＡ、シナプトフィジン、ＴＡＧ７２、ＴｄＴ、トロンボモジュリン、チログロブ
リン、ＴＩＡ－１、ＴＩＭ３、ＴＲＡｃＰ、ＴＴＦ－１、チロシナーゼ、ウロプラキン、
ＶＥＧＦＲ－２、ビリン、ビメンチン、およびＷＴ－１など。
【０１３７】
　好ましくは、パネルは、以下のマーカーの１個または複数を標的とする：ＣＤ４、ＣＤ
８、ＣＤ２０、ＣＤ６８、ＰＤ－１、ＰＤ－Ｌ１、ＦｏｘＰ３、ＳＯＸ１０、グランザイ
ムＢ、ＣＤ３、ＣＤ１６３、ＩＬ１７、ＩＬ４、ＩＦＮガンマ、ＣＸＣＲ５、ＦｏｘＰ１
、ＬＡＧ－３、ＴＩＭ３、ＣＤ３４、ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ＩＣＯＳ、および４－１Ｂ
Ｂ。
【０１３８】
　パネルは、下で詳細に記載された免疫学的アッセイのための方法での使用のための、キ
ットの形態か、または別々に提供される一群の異なる免疫試薬としてかのいずれかで、提
供される。特に、パネルは、試料を同時検出のために複数の免疫試薬と反応させる多重化
方法において、使用される。免疫試薬は、上記の免疫試薬のいずれかであり、特に、上記
で定義された標的抗原のいずれかに特異的な一次抗体および架橋抗原を含む免疫試薬であ
って、一次抗体および架橋抗原がカップリングされており、架橋抗原が検出可能な二次抗
体により高親和性で認識される免疫試薬である。
【０１３９】
　具体的な実施形態では、パネルは、細胞マーカーの以下の例示的な組合せを標的とする
：
ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ６８、およびＰＤ－Ｌ１；
ＣＤ４、ＣＤ８、ＦｏｘＰ３、およびＣＤ６８（任意の固形腫瘍について）；
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ＣＤ８、ＣＤ６８、ＰＤ－Ｌ１、加えて、腫瘍関連マーカー（頭頚部腫瘍および膵腫瘍に
ついて）；
ＳＯＸ１０、ＣＤ８、ＰＤ－１、およびＰＤ－Ｌ１（メラノーマについて）；
ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、およびサイトケラチン（乳がんＴＩＬについて）；
ＣＤ８、ＣＤ３４、ＦｏｘＰ３、およびＰＤ－Ｌ１（メラノーマ免疫学について）；
ＣＤ８、ＣＤ３４、ＰＤ－Ｌ１、およびＦｏｘＰ１（がん免疫学について）；
ＣＤ３、ＰＤ１、ＬＡＧ－３、およびＴＩＭ３（Ｔ細胞疲弊について）；
ＣＤ４およびＦｏｘＰ３（Ｔｒｅｇについて）；
ＣＤ４およびＩＬ１７（Ｔｈ１７について）；
ＣＤ８およびグランザイムＢ（活性化ＣＤ８について）；
ＣＤ４およびＣＸＣＲ５（ＴＦｈについて）；
ＣＤ４およびＩＬ４（Ｔｈ２について）；
ＣＤ４およびＩＦＮｇ（Ｔｈ１について）；
ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ３、およびＣＤ２０（一般的なリンパ球について）；
ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ６８、およびＣＤ２０（リンパ球およびマクロファージについて）
；
ＣＤ４、ＦｏｘＰ３、ＣＤ８、およびＣＤ２０（Ｔｒｅｇおよびリンパ球について）；
ＣＤ４、ＦｏｘＰ３、ＣＤ８、およびグランザイムＢ（ＴｒｅｇおよびＡｃｔ　ＣＴＬに
ついて）；
ＣＤ６８（マクロファージについて）；
ＣＤ６８およびＣＤ１６３（Ｍ２マクロファージについて）；
ＣＤ２０（Ｂ細胞について）；ならびに
ＯＸ４０、ＯＸ４０Ｌ、ＩＣＯＳ、および４１ＢＢ（目的の他の分子について）。
　免疫学的アッセイの方法
【０１４０】
　別の態様では、本開示は、免疫試薬を標的抗原と反応させるステップ、検出可能な二次
抗体を免疫試薬と反応させるステップであって、検出可能な二次抗体が免疫試薬の架橋抗
原と高親和性で結合する、ステップ、および結合した検出可能な二次抗体を検出するステ
ップを含む、免疫学的アッセイの方法を提供する。これらの方法における免疫試薬および
検出可能な二次抗体は、有用には、任意の適切な組合せでの、上記の免疫試薬および検出
可能な二次抗体のいずれかであり得る。
【０１４１】
　実施形態では、検出の方法は、免疫組織化学的方法である。上で記載されているように
、免疫組織化学染色は、腫瘍細胞などの異常細胞の診断に頻繁に適用される、広く使用さ
れている技術である。具体的な分子マーカーは、特定の腫瘍細胞、例えば、乳がん細胞の
特性を示す。ＩＨＣもまた、バイオマーカー、および生物学的組織の異なる部分における
差次的に発現したタンパク質の分布および局在化を理解するために頻繁に使用される。
【０１４２】
　具体的な実施形態では、標的抗原は、組織切片内に存在する。組織切片内の抗原の検出
は、臨床病理学分野の当業者によってよく理解されている。組織切片内の抗原を検出する
例示的な方法は、例えば、Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ、第６版（Ｄａｋｏ／Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）に
提供されている。典型的には固定化工程後の、固形組織試料が、試料の表面上の目的の１
個または複数の標的抗原を露出させるために、薄片に切り分け得ることが理解されるもの
とする。連続組織切片、すなわち、最初の組織試料においてお互いに隣接、またはほとん
ど隣接していた切片の分析は、下でより詳細に記載されているように、最初の組織試料の
３次元モデルの再構築、または標的抗原の多重化に関する能力の増加を可能にする。好ま
しい実施形態では、第１の標的抗原は、腫瘍試料の組織切片内の標的抗原である。
【０１４３】
　他の具体的な実施形態では、方法により検出される抗原は、細胞内または細胞上にある
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。そのような検出は、例えば、サイトメトリの分野の当業者によって、よく理解されてい
る。一部の実施形態では、抗原は細胞の表面上に存在し得る。他の実施形態では、抗原は
、細胞の細胞質内に存在し得る。まだ他の実施形態では、抗原は細胞の核内に存在し得る
。一部の実施形態では、抗原は、細胞内の１つより多い位置に存在し得る。
【０１４４】
　上記方法に従って分析される組織は、任意の適切な組織試料であり得る。例えば、一部
の実施形態では、組織は、結合組織、筋肉組織、神経組織、または上皮組織であり得る。
同様に、分析される組織は、目的の任意の器官から入手され得る。適切な組織の非限定的
例には、乳房、結腸、卵巣、皮膚、膵臓、前立腺、肝臓、腎臓、心臓、リンパ系、胃、脳
、肺、および血液が挙げられる。
【０１４５】
　一部の実施形態では、検出するステップは、蛍光検出ステップである。適切な蛍光検出
標識は上で詳細に記載されている。
【０１４６】
　一部の実施形態では、検出の方法は、検出可能な二次抗体に結合している細胞を選別す
るステップをさらに含む。細胞選別は、フローサイトメトリの分野内のよく理解された技
術である。例示的なフローサイトメトリ検出方法は、例えば、Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｆｌ
ｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ、第４版、Ｓｈａｐｉｒｏ、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、２００３
年；Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ、Ｒｏｂ
ｉｎｓｏｎ編、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、１９９３年；およびＦｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒ
ｙ　ｉｎ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ、第４版、Ｃａｒｅｙら編、ＡＳＣＰ
　Ｐｒｅｓｓ、２００７年に提供されている。定量的多重化免疫学的アッセイ、特に、定
量的フローサイトメトリアッセイにおけるヒドラゾン連結抗体－オリゴヌクレオチドコン
ジュゲートの使用は、ＰＣＴ国際公開第ＷＯ２０１３／１８８７５６号およびＦｌｏｒら
（２０１３年）Ｃｈｅｍｂｉｏｃｈｅｍ．　１５巻：２６７～７５頁に記載されている。
【０１４７】
　一部の実施形態では、免疫学的アッセイの方法は、多重化アッセイにおいて追加の免疫
試薬を追加の標的抗原と反応させるステップであって、追加の免疫試薬が追加の標的抗原
に特異的な上記で定義された免疫試薬のいずれかである、ステップ、追加の免疫試薬を追
加の検出可能な二次抗体と反応させるステップであって、追加の検出可能な二次抗体が追
加の免疫試薬の架橋抗原と高親和性で結合する、ステップ、および結合した検出可能な追
加の二次抗体を検出するステップを含む。多重化方法における追加の免疫試薬および二次
抗体の反応の順番は、当業者によって理解されているように、所望の結果を達成するため
に、任意の適切な方法において変わり得る。一部の実施形態では、異なる免疫試薬の全部
が、複数の標的抗原を含有する標的試料へ同時に加えられ得る。他の実施形態では、異な
る免疫試薬が、任意の順番で逐次的に加えられ得る。二次抗体に関しても同様に、同時か
、または任意の順番で逐次的かのいずれかで加えられ得る。多重化アッセイにおいて、方
法は、単一のアッセイにおいて、２個、３個、５個、１０個、２０個、３０個、５０個、
１００個、またはさらにより多い異なる標的抗原を検出し得る。上で詳細に記載されてい
るように、本免疫試薬をそのようなより高いレベルの多重化免疫学的アッセイに使用でき
ることは、本免疫試薬の主な利点である。特に、および実施例に例証されているように、
これらの免疫試薬は、優れた感度、選択性、およびバックグラウンドシグナルの極めて低
いレベルを有する免疫学的アッセイを可能にする。
【０１４８】
　一部の実施形態では、免疫学的アッセイの本方法は、所定の組織試料について可能な、
検出可能な抗原の多重化のレベルを増加させるために、または試料の３次元画像を再構築
するために、固定化組織試料の隣接した、またはほとんど隣接した切片の分析を含む。例
えば、一部の実施形態では、方法は、第２の免疫試薬を第２の試料上の第２の標的抗原と
反応させるステップをさらに含む。これらの方法の一部において、第１の試料および第２
の試料は、組織試料の連続切片（すなわち、試料においてお互いに隣接し、またはほとん
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ど隣接している切片）であり得、第２の免疫試薬は、第２の抗原に特異的な上記の免疫試
薬のいずれかである。方法は、第２の検出可能な二次抗体を第２の免疫試薬と反応させる
ステップであって、第２の検出可能な二次抗体が第２の免疫試薬の架橋抗原に対して高親
和性で特異的である、ステップ、および第２の免疫試薬の架橋抗原と会合している第２の
検出可能な二次抗体を検出するステップをさらに含む。
【０１４９】
　所定の組織試料の連続切片のイムノアッセイは、現在のハードウェアおよびソフトウェ
アの限界を考慮しても、抗原検出の多重化の著しい増加を提供することは理解される。例
えば、本明細書に記載された免疫試薬および方法は、原理上は、架橋抗原および二次抗体
の無制限のバリエーションに起因して無制限の多重化を可能にするが、それでもやはり、
そのようなアッセイは、現在、利用可能な検出デバイスで単一の組織切片上で同時に区別
することができる蛍光色素の数によって制限される。しかしながら、同じ組織試料の連続
切片を、一次抗体の異なるパネルで染色して、異なる切片上での検出可能な標識、例えば
、蛍光標識の同じパネルの再使用により標的抗原の異なるセットを同定することができる
。検出可能な標識は、第１の試料切片を標識するのに使用された同じセットの二次抗体に
結合し得、その場合、一次抗体の第２のパネルは、抗体の第１のパネルと共に使用された
のと同じセットの架橋抗原で標識される。代替として、および任意選択で、検出可能な標
識は、第１の試料切片を標識するのに使用されたのとは異なるセットの二次抗体に結合し
得、その場合、一次抗体の第２のパネルは、抗体の第１のパネルと共に使用されたのとは
異なるセットの架橋抗原で標識される。
【０１５０】
　所定の組織試料の連続切片のイムノアッセイは、３次元での標的組織抗原の分析を可能
にし、それにしたがって、例えば、断層撮影技術により、試料組織の全体的構造に関する
さらなる情報を提供することもまた理解される。一部の実施形態では、第１の試料および
第２の試料は、試料の連続切片ではなく、代わりに、最初の組織内の空間で引き離されて
いる場合があり、それゆえに、３次元における標的抗原の相対的空間的配置についてのな
おさらなる情報を提供する。当業者は、３次元組織構造の再構築における連続切片画像の
利用を理解している。
【０１５１】
　一部の実施形態では、試料のそれぞれにおいて、複数の標的抗原が検出される。具体的
な実施形態では、試料のそれぞれにおいて、少なくとも２個の標的抗原、少なくとも３個
の標的抗原、少なくとも５個の標的抗原、少なくとも１０個の標的抗原、少なくとも１５
個の標的抗原、少なくとも２５個の標的抗原、またはさらにより多い標的抗原が検出され
る。一部の実施形態では、１個または複数の標的抗原が、少なくとも３個の試料、少なく
とも４個の試料、少なくとも５個の試料、少なくとも１０個の試料、少なくとも１５個の
試料、少なくとも２５個の試料、またはさらにより多くの試料において検出される。
【０１５２】
　別の態様では、本開示は、試料中の複数の標的抗原が、架橋抗原を含む一次抗体での最
初の処理、および架橋抗原に特異的な反応性二次抗体でのその後の逐次処理により標識さ
れる、免疫学的アッセイの方法を提供する。具体的には、第１の標的抗原および第２の標
的抗原を含む試料を、第１の標的抗原に特異的な第１の免疫試薬および第２の標的抗原に
特異的な第２の免疫試薬と反応させ、その場合、第１の免疫試薬および第２の免疫試薬が
上記の免疫試薬のいずれかである。第１の免疫試薬を、第１の反応性二次抗体と反応させ
、その場合、第１の反応性二次抗体が第１の免疫試薬の架橋抗原と高親和性で結合する。
その後、試料中の第１の抗原の位置は、第１の反応性二次抗体を第１の検出可能な試薬と
反応させることにより強調され、それにより、第１の検出可能な試薬が、第１の抗原の近
くで試料に結合している。その後、第１の反応性二次抗体を、試料から選択的に解離させ
、第２の免疫試薬を、第２の反応性二次抗体と反応させ、その場合、第２の反応性二次抗
体が第２の免疫試薬の架橋抗原と高親和性で結合する。その後、試料中の第２の抗原の位
置は、第２の反応性二次抗体を第２の検出可能な試薬と反応させることにより強調され、
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それにより、第２の検出可能な試薬が、第２の抗原の近くで試料に結合している。その後
、第１の検出可能な試薬および第２の検出可能な試薬を検出し、それにしたがって、試料
における第１の標的抗原および第２の標的抗原の位置を同定する。
【０１５３】
　これらの方法の具体的な実施形態では、第１の反応性二次抗体および第２の反応性二次
抗体はそれぞれ、酵素活性、より具体的には、西洋ワサビペルオキシダーゼ活性などのペ
ルオキシダーゼ活性を含む。他の具体的な実施形態では、第１の検出可能な試薬か、もし
くは第２の検出可能な試薬のいずれかが、チラミドを含み、または第１の検出可能な試薬
および第２の検出可能な試薬のそれぞれが、チラミドを含む。まだ他の具体的な実施形態
では、第１の検出可能な試薬か、もしくは第２の検出可能な試薬のいずれかが、フルオロ
フォアもしくは発色団を含み、または第１の検出可能な試薬および第２の検出可能な試薬
のそれぞれが、フルオロフォアもしくは発色団を含む。
【０１５４】
　好ましい実施形態では、第１の反応性二次抗体は、選択的処理により試料から解離する
。具体的には、選択的処理は、一次抗体を試料から解離させることなく、第１の反応性二
次抗体を試料から解離させ得る。より具体的には、選択的処理は、可溶性架橋抗原での処
理を含み得る。そのような処理は、当業者により理解されているように、相対的に高い濃
度の可溶性架橋抗原、例えば、少なくとも１μＭ、少なくとも１０μＭ、少なくとも１０
０μＭ、少なくとも１ｍＭ、少なくとも１０ｍＭ、またはさらにより高い濃度の可溶性架
橋抗原の使用を含み得る。
【０１５５】
　上記方法において、反応性二次抗体を試料から解離させるステップ、追加の免疫試薬を
試料上の追加の標的抗原と反応させるステップ、追加の反応性二次抗体を追加の免疫試薬
と反応させるステップ、および追加の反応性二次抗体を追加の検出可能な試薬と反応させ
るステップであって、その結果、追加の検出可能な試薬が追加の標的抗原の近くで試料に
結合している、ステップが、試料上の望まれるだけの数の標的抗原の位置を検出するため
に、必要とされるだけの回数、繰り返され得ることも理解されるものとする。一部の実施
形態では、ステップは、試料上の少なくとも３個の標的抗原、少なくとも４個の標的抗原
、少なくとも５個の標的抗原、少なくとも１０個の標的抗原、またはさらにより多い標的
抗原の位置を検出するために繰り返される。
【０１５６】
　これらのアッセイ方法に使用されるステップの順番は、使用される特定の反応条件に依
存し得ること、および場合によっては、アッセイを完了させるために追加の反応ステップ
もまた必要であり得ることも理解されるものとする。例えば、反応性二次抗体を試料から
解離させるために、非選択的方法（例えば、熱、変性など）が使用される場合には、アッ
セイにおいて追加の反応ステップを含むことが必要になる場合がある。具体的には、解離
条件がまた一次抗体を試料から除去する場合には、追加の反応性二次抗体および追加の検
出可能な試薬との反応の前に、追加の免疫試薬とのさらなる反応が工程に含まれてよい。
言い換えれば、新しい免疫試薬の新しい標的抗原との反応が、各標的抗原についての工程
に含まれる。しかしながら、好ましい実施形態では、反応性二次抗体が選択的に解離する
場合、所望の標的抗原の全部との反応のために所望の免疫試薬の全部を、最初の反応ステ
ップに加えることができ、反応性二次抗体だけが、次のサイクルにおいて加えられる。反
応性二次抗体を試料から解離させるための選択的処理の使用は、過酷な処理からの試料へ
の損傷を最小限にし、それにしたがって、アッセイからの結果を向上させる。
【０１５７】
　本開示の免疫試薬は、様々な免疫化学的な検出方法に有用に用いられ得、その免疫化学
的な検出方法には、非限定的に、顕微鏡画像化、プレターゲティングイメージング、なら
びにｉｎ　ｖｉｖｏでの腫瘍および組織画像化の他の型、ハイコンテンツスクリーニング
（ＨＣＳ）、免疫細胞化学法（ＩＣＣ）、免疫磁気細胞除去、免疫磁気細胞捕捉、サンド
イッチアッセイ、一般的なアフィニティアッセイ、酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）、酵素
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結合イムノアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ＥＬＩＳｐｏｔ、マスサイトメトリ（ＣｙＴＯＦ）
、マイクロスフェアアレイ、多重化マイクロスフェアアレイ、マイクロアレイ、抗体アレ
イ、細胞アレイを含むアレイ、液相捕捉、側方フローアッセイ、化学発光検出、赤外線検
出、ウェスタンブロット、サウスウェスタンブロット、ドットブロット、組織ブロットな
どを含むブロッティング方法、またはそれらの組合せが挙げられる。これらのアッセイの
それぞれは、本免疫試薬を使用して達成される高レベルの多重化から恩恵を受け得る。
【０１５８】
　本免疫試薬の抗体により認識される標的抗原は、例えば、目的の細胞タンパク質もしく
は他の抗体か、または小分子抗原、例えば、ハプテンなどのいずれかのポリペプチド抗原
であり得る。他の抗原もまた、当業者により理解されているように、本免疫試薬により有
用に標的となり得る。例えば、本免疫試薬の標的には、タンパク質、微生物、ウイルス、
細菌、薬物、ホルモン、毒素、生体分子、脂質、炭水化物、核酸、合成分子、修飾タンパ
ク質などが挙げられる。
【０１５９】
　上記方法は、制限なしに、研究および臨床実践場面に使用される。それらは、予測スク
リーニングを含め診断を目的として、および他の型の予後アッセイにおいて、例えば、診
断検査室の環境において、または臨床現場即時検査として、使用され得る。当該多重化抗
体技術はまた、ハイスループットスクリーニングにおける使用にも十分適している。
　調製の方法
【０１６０】
　別の態様では、本開示は、上記の免疫試薬などの抗原をカップリングさせた免疫試薬を
調製する新規な方法を提供する。一部の実施形態では、方法は、化学的カップリング反応
を使用して、一次抗体を架橋抗原にカップリングするステップを含む。具体的な実施形態
では、一次抗体と架橋抗原は、高効率コンジュゲーション部分によってカップリングされ
る。一部の実施形態では、方法は、抗体を第１のコンジュゲート試薬で修飾するステップ
、架橋抗原を第２のコンジュゲート試薬で修飾するステップ、および修飾された抗体を修
飾された架橋抗原と反応させて、抗原をカップリングさせた免疫試薬を生成するステップ
を含む。具体的な実施形態では、第１のコンジュゲート試薬および第２のコンジュゲート
試薬は、高効率でお互いに会合する。
【０１６１】
　高効率とは、抗体の抗原をカップリングさせた抗体への変換の効率が、コンジュゲーシ
ョン反応の条件下で、少なくとも５０％、７０％、９０％、９５％、または９９％完了で
あることを意味する。一部の実施形態では、これらの効率は、０．５ｍｇ／ｍＬ以下、０
．２ｍｇ／ｍＬ以下、０．１ｍｇ／ｍＬ以下、０．０５ｍｇ／ｍＬ以下、０．０２ｍｇ／
ｍＬ以下、０．０１ｍｇ／ｍＬ以下、またはそれよりも低いタンパク質濃度で達成される
。
【０１６２】
　調製方法に有用に用いられる抗体および架橋抗原には、上記の抗体および架橋抗原のい
ずれかが挙げられる。第１および第２のコンジュゲート試薬は、所望の結果に従って選択
される。特に、アミノ基またはチオール基と特異的で選択的に反応することができる高効
率コンジュゲート試薬が、抗体およびペプチド架橋抗原などのペプチドおよびタンパク質
の修飾において特に有用である。加えて、第１および第２のコンジュゲート試薬は、高効
率でお互いに会合するそれらの能力、および、それにしたがって、上記の抗原をカップリ
ングさせた免疫試薬の一部において高効率コンジュゲーション部分を生じるそれらの能力
について選択される。
【０１６３】
　上で記載されているように、生じたコンジュゲーション部分は、共有結合性部分または
非共有結合性部分であり得、それに応じて、修飾された抗体および修飾された架橋抗原を
調製するために使用される第１および第２のコンジュゲート試薬が選択される。例えば、
非共有結合性コンジュゲーション部分の場合、第１のコンジュゲート試薬は、好ましくは
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、その試薬を抗体の特定の反応性残基に結合させるための選択的反応基、およびコンジュ
ゲーションペアの第１の構成成分を含む。同様に、第２のコンジュゲート試薬は、好まし
くは、その試薬を架橋抗原の特定の反応性残基に結合させるための選択的反応基、および
コンジュゲーションペアの第２の構成成分を含む。コンジュゲーションペアの第１および
第２の構成成分は、高効率で、非共有結合的にお互いに会合することができ、それにした
がって、抗原をカップリングさせた免疫試薬を生成することができる。
【０１６４】
　前に記載されているように、非共有結合性コンジュゲーション部分の例には、オリゴヌ
クレオチドハイブリダイゼーションペアおよびタンパク質－リガンド結合ペアが挙げられ
る。例えば、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションペアの場合、抗体を、ハイブリ
ダイゼーションペアの１つのメンバーを含む第１のコンジュゲート試薬と反応させ、架橋
抗原を、ハイブリダイゼーションペアの第２のメンバーを含む第２のコンジュゲート試薬
と反応させる。したがって、修飾された抗体および修飾された架橋抗原は、お互いと混合
することができ、ハイブリダイゼーションペアの２つのメンバーの会合により、高効率コ
ンジュゲーション部分が生じる。
【０１６５】
　同様に、抗原をカップリングさせた免疫試薬の非共有結合性コンジュゲーション部分を
生じるためにタンパク質－リガンド結合ペアが使用される場合、抗体を、タンパク質－リ
ガンドペアの一方または他方を含む第１のコンジュゲート試薬と反応させ、架橋抗原を、
タンパク質－リガンドペアの相補的メンバーを含む第２のコンジュゲート試薬と反応させ
る。そのように修飾された抗体および架橋抗原は、その後、お互いと混合され、高効率コ
ンジュゲーション部分が生じる。
【０１６６】
　上で詳細に記載されているように、高効率共有結合性コンジュゲーション部分の例には
、ヒドラゾン、オキシム、他のシッフ塩基、および様々なクリック反応のいずれかの生成
物が挙げられる。高効率コンジュゲーション部分を形成するのに使用される例示的なヒド
ラジノ、オキシアミノ、およびカルボニルコンジュゲート試薬は、米国特許第７，１０２
，０２４号に例証されており、本反応方法での使用に適応することができる。そこに記載
されているように、ヒドラジン部分は、脂肪族、芳香族、もしくはヘテロ芳香族のヒドラ
ジン、セミカルバジド、カルバジド、ヒドラジド、チオセミカルバジド、チオカルバジド
、炭酸ジヒドラジン、またはヒドラジンカルボキシレートであり得る。カルボニル部分は
、上記のヒドラジンまたはオキシアミノ部分の１つまたは複数とヒドラジンまたはオキシ
ム結合を形成することができる任意のカルボニル含有基であり得る。好ましいカルボニル
部分には、アルデヒドおよびケトンが挙げられる。本方法においてコンジュゲート試薬と
して使用されるこれらの試薬の一部の活性化バージョンは、例えば、Ｓｏｌｕｌｉｎｋ，
Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）およびＪｅｎａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｇｍｂ
Ｈ（Ｊｅｎａ、Ｇｅｒｍａｎｙ）から市販されている。一部の実施形態では、試薬は、抗
原の合成中、例えば、固相合成によるペプチド架橋抗原の合成中に、架橋抗原へ取り込ま
れ得る。
【０１６７】
　固定化および他のコンジュゲーション反応に使用される、オリゴヌクレオチドへのヒド
ラジン、オキシアミノ、およびカルボニルに基づいたモノマーの取り込みは、米国特許第
６，６８６，４６１号；同第７，１７３，１２５号；および同第７，９９９，０９８号に
記載されている。生体分子のコンジュゲーションおよび固定化に使用されるヒドラジンに
基づいた、およびカルボニルに基づいた二官能性架橋試薬は、米国特許第６，８００，７
２８号に記載されている。様々な検出アッセイおよび他の適用においてオリゴヌクレオチ
ドコンジュゲートを形成するための高効率ビスアリール－ヒドラゾンリンカーの使用は、
ＰＣＴ国際公開第ＷＯ２０１２／０７１４２８号に記載されている。上記参考文献のそれ
ぞれは、その全体が参照により本明細書に組み入れられている。
【０１６８】
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　一部の実施形態では、本開示の免疫試薬は、新規なコンジュゲート試薬および条件を使
用して調製される。例えば、抗原をカップリングさせた免疫試薬の調製に有用なチオール
反応性マレイミドオキシアミノ（ＭＯＡ）コンジュゲート試薬は、スキーム１に示されて
いるように調製され得る：
【化１】

アミノ反応性オキシアミノコンジュゲート試薬（ＡＯＡ）は、スキーム２に示されている
ように調製され得る：
【化２】

【０１６９】
　代替のチオール反応性およびアミノ反応性コンジュゲート試薬は、合成化学の分野の当
業者によって理解されているように、上記の反応スキームの変形型を使用して調製され得
る。そのような代替試薬は、本明細書に開示された調製方法の範囲内と見なされるべきで
ある。
【０１７０】
　上記のオキシアミノ含有試薬の一方または他方を使用して修飾された抗体および架橋抗
原は、有用には、カルボニル含有試薬、例えば、ホルミルベンゾエート基などの芳香族ア
ルデヒドでそれ自体、修飾される相補的抗体または架橋抗原と反応し得る。そのようなコ
ンジュゲーション反応の代替の例は、スキーム３および４（Ｒ１基およびＲ２基は、独立
して、抗体または架橋抗原を表す）に示されている。
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【化３】

【０１７１】
　抗体上および架橋抗原上のコンジュゲーション部分を形成する基の異なるメンバーの相
対的配向は、その基がお互いに反応して、高効率コンジュゲーション部分を形成すること
ができる限り、重要であるとは一般的に考えられていないことが理解されるものとする。
言い換えれば、スキーム３および４の例において、Ｒ１基は抗体であり得、Ｒ２基は架橋
抗原であり得、またはＲ１基は架橋抗原であり得、Ｒ２基は抗体であり得る。上記のコン
ジュゲートペアの全部について、共有結合性であろうと非共有結合性であろうと、一般的
に同じことが当てはまる。実施例の表１に示されたペプチドは、スキーム４に示された反
応を使用して一次抗体に結合し、ここで、ＡＯＡ基はペプチドのアミノ末端で結合してお
り、「Ｒ１」基はペプチドに対応し、「Ｒ２」基は抗体である。
【０１７２】
　上記のコンジュゲーション方法は、従来の架橋方法、例えば、二官能性架橋試薬を使用
する方法と比べていくつかの利点を提供する。特に、その反応は、特異的、効率的、安定
的である。特異性は、ホモ共役反応などの副反応が起こらず、または極めて低レベルで起
こることを意味する。効率は、反応が、低タンパク質濃度でさえも完了、または完了近く
まで進み、したがって、化学量論的量で、またはそれ近くで生成物を生じることを意味す
る。形成されるコンジュゲーション部分の安定性は、生じた免疫試薬が、コンジュゲート
された生成物が使用中に解離するという心配なしに、多種多様な目的のために使用するこ
とができることを意味する。場合によっては、上記コンジュゲーション方法は、その反応
の一部において反応が起こるにつれて、発色団（ｃｈｒｏｍａｐｈｏｒｅ）が形成される
ため、コンジュゲーション反応の過程が分光学的にモニターされ得るというさらなる利点
を与える。
【０１７３】
　ヒドラゾン連結アドリアマイシン／モノクローナル抗体コンジュゲートの合成および安
定性は、Ｋａｎｅｋｏら（１９９１年）Ｂｉｏｃｏｎｊ．　Ｃｈｅｍ．　２巻：１３３～
４１頁に記載されている。一連の芳香族ヒドラジド、ヒドラジン、およびチオセミカルバ
ジドの合成およびタンパク質修飾特性は、米国特許第５，２０６，３７０号；同第５，４
２０，２８５号；および同第５，７５３，５２０号に記載されている。コンジュゲーショ
ン的に拡張されたヒドラジン化合物および蛍光ヒドラジン化合物の作製は、米国特許第８
，５４１，５５５号に記載されている。
　診断キット
【０１７４】
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　別の態様では、本開示は、診断または研究を目的とした免疫化学的アッセイに使用され
るキットを提供する。診断キットは、本開示の１つまたは複数の免疫試薬を、免疫学的ア
ッセイにおける使用のための指示と共に含む。一部の実施形態では、キットはさらに、二
次抗体、例えば、免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である二次抗体を含む
。さらに、本キットに含まれる免疫試薬は、典型的には、細胞マーカーに向けられた抗体
を含み、それにより、キットは、組織試料内、細胞の懸濁物中、別の表面上、または別の
媒体中の細胞マーカーの検出のための免疫学的アッセイに使用され得ることが理解される
ものとする。しかしながら、状況によっては、キットが、異種間免疫グロブリンに向けら
れた抗体、例えば、抗マウス抗体、抗ウサギ抗体などを含む免疫試薬を提供することは有
用であり得る。これらのキットにおいて、免疫試薬は、標的種の一次抗体の検出のための
免疫学的アッセイに使用され得る。
【０１７５】
　さらなる実施形態では、キットは、さらなる構成成分、例えば、細胞または組織を染色
するためのキットの利用を可能にするための様々な組成のバッファー、および試料形態（
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ）の可視化を可能にするための細胞の対比染色剤などを含み得る。
キットは、様々な様式で提供されて、上記の列挙された構成成分の一部もしくは全部を含
み得、または本明細書に列挙されていない追加の構成成分を含み得る。
　代替結合剤
【０１７６】
　本開示の別の態様では、本免疫試薬の一次抗体構成成分は、標的抗原に高親和性で結合
することができる別の作用物質で置き換えられ得る。例えば、アプタマーは、様々な三次
構造を形成することができ、金属イオン、小分子、タンパク質、ウイルス、細胞などの標
的と結合することができる一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡオリゴマーである。Ｍａら（２０１
５年）Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　Ｒｅｖ．（ＤＯＩ：１０．１０３９／Ｃ４ＣＳ００３５７
Ｈ）参照。所定の標的分子に対して高親和性および高特異性を有するアプタマーは、当業
者により理解されているように、試験管内進化法（Ｓｙｔｅｍａｔｉｃ　Ｅｖｏｌｕｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　ＥＸｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）
（ＳＥＬＥＸ）として知られた手順を使用して、ランダムライブラリーから選択され得る
。適切なアプタマーは、一旦同定され特徴付けられれば、例えば標識または他の所望の修
飾が付加されることによってさらに改変され得る。例えば、アプタマーに基づいた蛍光バ
イオセンサーの概説としてＷａｎｇら（２０１１年）Ｃｕｒｒ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．
　１８巻：４１７５～４１８４頁参照。
【０１７７】
　本開示の免疫試薬は、有利には、より従来的な抗体から調製される免疫試薬について上
で記載されているように、アプタマー、または他の類似した高親和性および高選択性結合
剤を、それらの作用物質を架橋抗原にカップリングさせることにより、用い得る。したが
って、この開示の目的のために、当業者により理解されているように、アプタマー、なら
びに他の関連した高親和性および高選択性結合剤は、試料上の特定の標的分子を特異的に
認識し、結合するアプタマーの能力により、本明細書で使用され特許請求される場合、用
語「抗体」の範囲内に入ると見なされるべきであることが理解されるものとする。
【０１７８】
　したがって、一部の実施形態では、本開示の免疫試薬は、
アプタマーおよび
架橋抗原
を含み得、そこでは、アプタマーおよび架橋抗原がカップリングされており、
架橋抗原が検出可能な二次抗体により高親和性で認識される。具体的な実施形態では、免
疫試薬は、従来の抗体を含む上記の免疫試薬の特徴の１つまたは複数を含む。
　他の態様
【０１７９】
　他の態様では、本開示は、以下の番号付けされた項に記載される特徴を提供する。
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１．架橋抗原とカップリングした一次抗体；および
検出可能な二次抗体
を含む免疫試薬組成物であって、該検出可能な二次抗体が該架橋抗原に対して高親和性で
特異的である、免疫試薬組成物。
２．前記架橋抗原がペプチドまたは低分子ハプテンである、段落１に記載の免疫試薬組成
物。
３．前記一次抗体および前記架橋抗原が、化学的カップリング反応によりカップリングし
ている、段落１に記載の免疫試薬組成物。
４．前記一次抗体および前記架橋抗原が高効率コンジュゲーション部分によってカップリ
ングしている、段落１に記載の免疫試薬組成物。
５．前記高効率コンジュゲーション部分がシッフ塩基である、段落４に記載の免疫試薬組
成物。
６．前記シッフ塩基がヒドラゾンまたはオキシムである、段落５に記載の免疫試薬組成物
。
７．前記高効率コンジュゲーション部分がクリック反応によって形成される、段落４に記
載の免疫試薬組成物。
８．前記一次抗体が細胞マーカーに特異的である、段落１に記載の免疫試薬組成物。
９．前記細胞マーカーが、ＥＲ、ＨＥＲ２、ＰＲ、Ｋｉ６７、ＥＧＦＲ、ＣＫ１、ＣＫ５
、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ１４、ＣＫ１７、サイトケラチンＡＥ１／ＡＥ３、ネスチン、ビ
メンチン、ＡＳＭＡ、Ｂｅｒ－ＥＰ４、ｐ１６、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｃ－ｋｉｔお
よびＣＤマーカーからなる群から選択される、段落８に記載の免疫試薬組成物。
１０．前記一次抗体が、異なる種由来の免疫グロブリンに特異的である、段落１に記載の
免疫試薬組成物。
１１．前記検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、段落１に記載の免疫試薬組成物
。
１２．前記検出可能な標識が、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、
量子ドット、または検出可能なハプテンである、段落１１に記載の免疫試薬組成物。
１３．前記検出可能な標識がフルオロフォアである、段落１２に記載の免疫試薬組成物。
１４．前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはグルコースオキ
シダーゼである、段落１２に記載の免疫試薬組成物。
１５．前記ペルオキシダーゼが西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダー
ゼである、段落１４に記載の免疫試薬組成物。
１６．前記検出可能な二次抗体が、前記架橋抗原に対して特異的であり、最大で１００ｎ
Ｍ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大で１ｎＭ、最大で０．３ｎＭ
、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ、または最大で０．００
３ｎＭの解離定数を有する、段落１に記載の免疫試薬組成物。
１７．複数の架橋抗原にカップリングした複数の一次抗体、および
複数の検出可能な二次抗体
を含む免疫試薬組成物であって、各架橋抗原が異なる一次抗体にカップリングしており、
少なくとも１個の検出可能な二次抗体が少なくとも１個の架橋抗原に対して高親和性で特
異的である、免疫試薬組成物。
１８．それぞれの架橋抗原がペプチドまたは低分子ハプテンである、段落１７に記載の免
疫試薬組成物。
１９．前記複数の一次抗体および前記複数の架橋抗原が、化学的カップリング反応により
カップリングしている、段落１７に記載の免疫試薬組成物。
２０．前記複数の一次抗体および前記複数の架橋抗原が高効率コンジュゲーション部分に
よってカップリングしている、段落１７に記載の免疫試薬組成物。
２１．前記高効率コンジュゲーション部分がシッフ塩基である、段落２０に記載の免疫試
薬組成物。
２２．前記シッフ塩基がヒドラゾンまたはオキシムである、段落２１に記載の免疫試薬組
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成物。
２３．前記高効率コンジュゲーション部分がクリック反応によって形成される、段落２０
に記載の免疫試薬組成物。
２４．前記複数の一次抗体が複数の細胞マーカーに特異的である、段落１７に記載の免疫
試薬組成物。
２５．前記細胞マーカーが、ＥＲ、ＨＥＲ２、ＰＲ、Ｋｉ６７、ＥＧＦＲ、ＣＫ１、ＣＫ
５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ１４、ＣＫ１７、サイトケラチンＡＥ１／ＡＥ３、ネスチン、
ビメンチン、ＡＳＭＡ、Ｂｅｒ－ＥＰ４、ｐ１６、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｃ－ｋｉｔ
およびＣＤマーカーからなる群から選択される、段落２４に記載の免疫試薬組成物。
２６．前記複数の一次抗体が、異なる種由来の複数の免疫グロブリンに特異的である、段
落１７に記載の免疫試薬組成物。
２７．前記複数の検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、段落１７に記載の免疫試
薬組成物。
２８．前記検出可能な標識が、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、
量子ドット、または検出可能なハプテンである、段落２７に記載の免疫試薬組成物。
２９．前記検出可能な標識がフルオロフォアである、段落２８に記載の免疫試薬組成物。
３０．前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはグルコースオキ
シダーゼである、段落２８に記載の免疫試薬組成物。
３１．前記ペルオキシダーゼが西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダー
ゼである、段落３０に記載の免疫試薬組成物。
３２．前記少なくとも１つの検出可能な二次抗体が、前記少なくとも１つの架橋抗原に対
して特異的であり、最大で１００ｎＭ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ
、最大で１ｎＭ、最大で０．３ｎＭ、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０
．０１ｎＭ、または最大で０．００３ｎＭの解離定数を有する、段落１７に記載の免疫試
薬組成物。
３３．各検出可能な二次抗体が各架橋抗原に対して高親和性で特異的である、項１７に記
載の免疫試薬組成物。
３４．少なくとも３個の異なる架橋抗原を含む、項１７に記載の免疫試薬組成物。
３５．少なくとも５個の異なる架橋抗原を含む、項３４に記載の免疫試薬組成物。
３６．少なくとも１０個の異なる架橋抗原を含む、項３５に記載の免疫試薬組成物。
３７．一次抗体、および
架橋抗原
を含む免疫試薬であって、一次抗体および架橋抗原がカップリングされており、
架橋抗原が検出可能な二次抗体により高親和性で認識される、免疫試薬。
３８．前記架橋抗原がペプチドである、段落３７に記載の免疫試薬。
３９．前記一次抗体および前記架橋抗原が、化学的カップリング反応によりカップリング
している、段落３７に記載の免疫試薬。
４０．前記一次抗体および前記架橋抗原が高効率コンジュゲーション部分によってカップ
リングしている、段落３７に記載の免疫試薬。
４１．前記高効率コンジュゲーション部分がシッフ塩基である、段落４０に記載の免疫試
薬。
４２．前記シッフ塩基がヒドラゾンまたはオキシムである、段落４１に記載の免疫試薬。
４３．前記高効率コンジュゲーション部分がクリック反応によって形成される、段落４０
に記載の免疫試薬。
４４．前記一次抗体が細胞マーカーに特異的である、段落３７に記載の免疫試薬。
４５．前記細胞マーカーが、ＥＲ、ＨＥＲ２、ＰＲ、Ｋｉ６７、ＥＧＦＲ、ＣＫ１、ＣＫ
５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ１４、ＣＫ１７、サイトケラチンＡＥ１／ＡＥ３、ネスチン、
ビメンチン、ＡＳＭＡ、Ｂｅｒ－ＥＰ４、ｐ１６、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｃ－ｋｉｔ
およびＣＤマーカーからなる群から選択される、段落４４に記載の免疫試薬。
４６．前記一次抗体が、異なる種由来の免疫グロブリンに特異的である、段落３７に記載
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の免疫試薬。
４７．前記架橋抗原が、最大で１００ｎＭ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３
ｎＭ、最大で１ｎＭ、最大で０．３ｎＭ、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大
で０．０１ｎＭ、または最大で０．００３ｎＭの解離定数で前記検出可能な二次抗体によ
って認識される、段落３７に記載の免疫試薬。
４８．少なくとも３の、段落３７～４７のいずれか１項に記載の免疫試薬を含む免疫試薬
組成物。
４９．少なくとも５の、段落３７～４７のいずれか１項に記載の免疫試薬を含む、段落４
８に記載の免疫試薬組成物。
５０．少なくとも１０の、段落３７～４７のいずれか１項に記載の免疫試薬を含む、段落
４８に記載の免疫試薬組成物。
５１．前記一次抗体が複数の細胞マーカーに対して特異的である、段落４８に記載の免疫
試薬組成物。
５２．前記細胞マーカーが、ＥＲ、ＨＥＲ２、ＰＲ、Ｋｉ６７、ＥＧＦＲ、ＣＫ１、ＣＫ
５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ１４、ＣＫ１７、サイトケラチンＡＥ１／ＡＥ３、ネスチン、
ビメンチン、ＡＳＭＡ、Ｂｅｒ－ＥＰ４、ｐ１６、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｃ－ｋｉｔ
およびＣＤマーカーからなる群から選択される、段落５１に記載の免疫試薬組成物。
５３．前記架橋抗原がペプチドである、段落４８に記載の免疫試薬組成物。
５４．第１の標的抗原を含む試料を供給するステップ；
第１の免疫試薬を該第１の標的抗原と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の標的抗原に特異的な、段落３７～４７のいずれか一項に記載の免疫試薬である
、ステップ；
第１の検出可能な二次抗体を該第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の
検出可能な二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第１の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第１の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
を含む、免疫学的アッセイのための方法。
５５．前記第１の標的抗原が細胞マーカーである、段落５４に記載の方法。
５６．前記細胞マーカーが、ＥＲ、ＨＥＲ２、ＰＲ、Ｋｉ６７、ＥＧＦＲ、ＣＫ１、ＣＫ
５、ＣＫ６、ＣＫ７、ＣＫ１４、ＣＫ１７、サイトケラチンＡＥ１／ＡＥ３、ネスチン、
ビメンチン、ＡＳＭＡ、Ｂｅｒ－ＥＰ４、ｐ１６、ｐ４０、ｐ５３、ｐ６３、ｃ－ｋｉｔ
およびＣＤマーカからなる群から選択される、段落５５に記載の方法。
５７．前記第１の標的抗原が、異なる種由来の免疫グロブリンである、段落５４に記載の
方法。
５８．前記第１の検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、段落５４に記載の方法。
５９．前記検出可能な標識が、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、
量子ドット、または検出可能なハプテンである、段落５８に記載の方法。
６０．前記検出可能な標識がフルオロフォアである、段落５９に記載の方法。
６１．前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはグルコースオキ
シダーゼである、段落５９に記載の方法。
６２．前記ペルオキシダーゼが西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダー
ゼである、段落６１に記載の方法。
６３．前記第１の検出可能な二次抗体が、前記第１の免疫試薬の前記架橋抗原に対して特
異的であり、最大で１００ｎＭ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大
で１ｎＭ、最大で０．３ｎＭ、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１
ｎＭ、または最大で０．００３ｎＭの解離定数を有する、段落５４に記載の方法。
６４．前記第１の標的抗原が組織切片内にある、段落５４に記載の方法。
６５．前記検出するステップが蛍光検出ステップである、段落６４に記載の方法。
６６．前記検出するステップが酵素的検出ステップである、段落６４に記載の方法。
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６７．前記第１の標的抗原が細胞内または細胞上にある、段落５４に記載の方法。
６８．前記第１の標的抗原が前記細胞の表面上にある、段落６７に記載の方法。
６９．前記第１の標的抗原が前記細胞の細胞質内にある、段落６７に記載の方法。
７０．前記第１の標的抗原が前記細胞の核内にある、段落６７に記載の方法。
７１．前記検出するステップが蛍光検出ステップである、段落６７に記載の方法。
７２．前記第１の検出可能な二次抗体に結合している細胞を選別するステップをさらに含
む、請求項７１に記載の方法。
７３．第２の免疫試薬を前記試料における第２の標的抗原と反応させるステップであって
、該第２の免疫試薬が、該第２の抗原に特異的な、段落３７～４７のいずれか一項に記載
の免疫試薬である、ステップ；
第２の検出可能な二次抗体をと該第２の免疫試薬反応させるステップであって、該第２の
検出可能な二次抗体が、該第２の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第２の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第２の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
をさらに含む、段落５４に記載の方法。
７４．前記試料において少なくとも３個の標的抗原を検出するステップをさらに含む、段
落７３に記載の方法。
７５．前記試料において少なくとも５個の標的抗原を検出するステップをさらに含む、段
落７４に記載の方法。
７６．前記試料において少なくとも１０個の標的抗原を検出するステップをさらに含む、
段落７５に記載の方法。
７７．第１の標的抗原を含む試料を供給するステップ；
第１の一次抗体を該第１の標的抗原と反応させるステップであって、該第１の一次抗体が
該第１の標的抗原に特異的である、ステップ；
第１の免疫試薬を該第１の一次抗体と反応させるステップであって、該第１の免疫試薬が
、該第１の一次抗体に特異的な、段落３７～４７のいずれか一項に記載の免疫試薬である
、ステップ；
第１の検出可能な二次抗体を該第１の免疫試薬と反応させるステップであって、該第１の
検出可能な二次抗体が、該第１の免疫試薬の架橋抗原に対して、高親和性で特異的である
、ステップ；および
該第１の免疫試薬の該架橋抗原と会合している該第１の検出可能な二次抗体を検出するス
テップ
を含む、免疫学的アッセイのための方法。
７８．段落３７～４７のいずれか一項に記載の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な検出可能な二次抗体、および
キットを使用するための指示
を含む、免疫学的アッセイのためのキット。
７９．前記検出可能な二次抗体が検出可能な標識を含む、段落７８に記載のキット。
８０．前記検出可能な標識が、フルオロフォア、酵素、アップコンバージョンナノ粒子、
量子ドット、または検出可能なハプテンである、段落７９に記載のキット。
８１．前記検出可能な標識がフルオロフォアである、段落８０に記載のキット。
８２．前記酵素が、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはグルコースオキ
シダーゼである、段落８１に記載のキット。
８３．前記ペルオキシダーゼが西洋ワサビペルオキシダーゼまたはダイズペルオキシダー
ゼである、段落８２に記載のキット。
８４．前記検出可能な二次抗体が、前記架橋抗原に対して特異的であり、最大で１００ｎ
Ｍ、最大で３０ｎＭ、最大で１０ｎＭ、最大で３ｎＭ、最大で１ｎＭ、最大で０．３ｎＭ
、最大で０．１ｎＭ、最大で０．０３ｎＭ、最大で０．０１ｎＭ、または最大で０．００
３ｎＭの解離定数を有する、段落７８に記載のキット。
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８５．段落７８に記載のキットであって、
段落３７～４７のいずれか一項に記載の少なくとも３個の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な、少なくとも３個の検出可能な二次抗体、お
よび
該キットを使用するための指示
を含む、キット。
８６．段落７８に記載のキットであって、
段落３７～４７のいずれか一項に記載の少なくとも５個の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な、少なくとも５個の検出可能な二次抗体、お
よび
該キットを使用するための指示
を含む、キット。
８７．段落７８に記載のキットであって、
段落３７～４７のいずれか一項に記載の少なくとも１０個の免疫試薬、
前記架橋抗原に対して、高親和性で特異的な、少なくとも１０個の検出可能な二次抗体、
および
該キットを使用するための指示
を含む、キット。
【０１８０】
　本明細書に記載されている方法および適用の他の適切な修正および翻案が、本発明の範
囲またはその任意の実施形態から逸脱することなく行われ得ることは、関連技術分野にお
ける当業者には容易に明らかである。本発明をこれまで詳細に記載してきたが、下記の実
施例を参照することによって、本発明はより明瞭に理解される。実施例は、例示をする目
的のみのために本明細書に含まれ、本発明を限定するものではない。
【実施例】
【０１８１】
　ペプチド標識一次抗体および蛍光抗ペプチド二次抗体での組織切片の多重標識
　材料および方法
　修飾バッファー（１００ｍＭホスフェート、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．４～７．
６）、コンジュゲーションバッファー（１００ｍＭホスフェート、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、ｐＨ６．０）、アニリンバッファー（１００ｍＭホスフェート、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、１００ｍＭアニリン、ｐＨ６．０）、ＰＢＳ（１０ｍＭホスフェート、１５０ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ、ｐＨ７．０）。ＴｈｅｒｍｏＰｉｅｒｃｅ（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）製のＺｅ
ｂａ脱塩カラム。
【０１８２】
　アミノ反応性蛍光色素Ｄｙ４８８－ＯＳｕ、Ｄｙ５５０－ＯＳｕ、およびＤｙ６５０－
ＯＳｕを、Ｄｙｏｍｉｃｓ，Ｉｎｃ、Ｊｅｎａ、Ｇｅｒｍａｎｙから購入した。
　抗体
【０１８３】
　ヤギ抗マウス抗体およびヤギ抗ウサギ抗体を、ＩｍｍｕｎｏＲｅａｇｅｎｔｓ，Ｉｎｃ
．（Ｒａｌｅｉｇｈ、ＮＣ）から購入した。ウサギモノクローナル抗エストロゲン受容体
（ＥＲ）抗体、抗プロゲステロン受容体（ＰＲ）抗体、および抗ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体
（ＨＥＲ２）抗体をＥｐｉｔｏｍｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｍｏｎｔ、ＣＡ）から購入し
た。マウス抗Ｋｉ６７をＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡから
購入した。ＰＥＰ１、ＰＥＰ２、ＰＥＰ３、ＰＥＰ４、およびＰＥＰ５に対するウサギモ
ノクローナル抗ペプチド抗体をＡｖａｎｔＧｅｎ，Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ
）から入手した。
　蛍光染色および画像化
【０１８４】
　以下のプロトコールを、下記の免疫蛍光染色実験に用いた。スライドをＶａｌａ　Ｓｃ
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ｉｅｎｃｅｓ　ＩＣ２００Ｈｉｓｔ　Ｉｍａｇｅｒ（Ｖａｌａ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａ
ｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）において画像化した。画像を、オープンソースＩｍａｇｅＪソフ
トウェアを使用して処理し、ＣｙｔｅＳｅｅｒソフトウェア（Ｖａｌａ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を使用して定量した。
【０１８５】
　他に指示がない限り、全ての乳がん組織は、Ｋｅｙ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ、Ｏｊａｉ
、ＣＡから購入された。
　手作業での染色プロトコール：
１．スライドを以下の通り、脱蝋した：
キシレン　　　　　　５分間
キシレン　　　　　　５分間
１００％エタノール　２分間
１００％エタノール　２分間
９５％エタノール　　２分間
２．水道水で各２分間、２回、洗浄する。
３．蒸留水で２分間、１回、洗浄する。
４．抗原回復を、１０ｍＭクエン酸、ｐＨ６．０中、１５分間、蒸すことにより達成した
。
５．圧力を解放する前に１０分間、スライドを圧力鍋の中で冷却した。
６．圧力を解放し、スライドを熱い蒸留水へ２分間、移動させた。
７．スライドを、流れる水道水の下、５分間、洗浄した。
８．スライドを、洗浄バッファー中、５分間、すすいだ。
９．疎水性ペンを使用して組織の周りにサークルを描いた。
１０．スライドを、正常血清（３％ヤギまたはウサギ血清、時々、染色に応じて他の血清
）で２０分間、ブロッキングした。
１１．前の溶液の除去後、１５０ｕＬ～２００ｕＬの架橋抗原標識一次抗体（抗体希釈剤
を使用して希釈することができる）を、直接スライド上に加え、室温で１時間、インキュ
ベートした。
１２．スライドを、洗浄バッファーで各５分間、３回、洗浄した。
１３．所望の濃度の蛍光標識抗架橋抗原抗体をスライドに加え、室温で１時間、インキュ
ベートした。
１４．スライドを、洗浄バッファーで各５分間、３回、洗浄した。
１５．スライドを蒸留水ですすぎ、過剰の水をペーパータオルで除去した。
１６．ＤＡＰＩを含むＦｌｕｏｒｏｓｈｉｅｌｄ（Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
，Ｉｎｃ、ｃａｔ＃　ＡＲ－６５０１－０１）１～３滴を各スライドに加え、３～５分後
、暗所中、室温で、カバーグラスを適用した。
　三重染色プロトコール改変：
代替ステップ１１．最適化濃度のペプチド標識一次抗体のカクテルをスライドに加え、室
温で１時間、インキュベートした。具体的な例において、抗ＥＲ－ＰＥＰ７（１０ｕｇ／
ｍＬ）および抗ＨＥＲ２－ＰＥＰ５（５ｕｇ／ｍＬ）および抗Ｋｉ６７－ＰＥＰ１（５ｕ
ｇ／ｍＬ）のカクテルを、トリプルポジティブ乳がん組織に加え、室温で１時間、インキ
ュベートした。
代替ステップ１３．所望の濃度のフルオロフォア標識抗架橋抗原抗体のカクテルを調製し
、スライドに加え、室温で１時間、インキュベートした。具体的な例において、抗ＰＥＰ
７－Ｄｙ５５０、抗ＰＥＰ５－Ｄｙ４９０、および抗ＰＥＰ１－Ｄｙ７５５（全て、５ｕ
ｇ／ｍＬ）のカクテルを加え、室温で１時間、インキュベートした。結果は図６に提示さ
れている。
　ペンタフルオロフェニルＢｏｃ－アミノオキシアセテート合成
【０１８６】
　ＤＭＦ（３０ｍＬ）中のＢｏｃ－アミノオキシ酢酸（５．０ｇ、２６．２ｍｍｏｌ；Ｅ
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ＭＤ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）の溶液に、ペンタフルオロフェノール（４．５７ｇ、２４．
８ｍｍｏｌ；Ｏａｋｗｏｏｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）およびＥＤＣ（５．５１ｇ、２．８
８ｍｍｏｌ；Ｏａｋｗｏｏｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）を加えた。反応混合物を室温で１６
時間、撹拌した。ＤＭＦをロータリーエバポレータにおいて除去し、残留物を、酢酸エチ
ルと飽和重炭酸ナトリウムの間で分配した。重炭酸塩溶液を酢酸エチルで逆抽出し、合わ
せた有機抽出物をブラインで洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、濾過し、濃縮し
て、３．２ｇの白色固体（ＴＬＣ（１００％酢酸エチル）による単一スポット）を得た。
　ペプチドへのＡＯＡコンジュゲーション試薬の取り込み
【０１８７】
　ＡＯＡリンカーを、ペプチドのＮ末端に、ペンタフルオロフェニルＢｏｃ－アミノオキ
シアセテートを用いた標準固相ペプチド合成を使用して、取り込ませたが、ただし、最終
アミノ酸のＦＭＯＣ脱保護後、樹脂をアセトニトリルで繰り返し洗浄し、塩基、すなわち
、ジイソプロピルエチルアミンなしで、ＤＭＦ中のペンタフルオロフェニルＢｏｃ－アミ
ノオキシアセテートの溶液で処理した。全てのＡＯＡペプチドを逆相ＨＰＬＣにより精製
し、全てのペプチドが、予想された質量を有することが示された。
　抗体－ペプチドコンジュゲーションプロトコール
【０１８８】
　ＤＭＦ中のペンタフルオロフェニルＢｏｃ－アミノオキシアセテートの溶液（７．５モ
ル当量）を、それぞれの固相ペプチド合成中のペプチドの脱保護Ｎ末端へ加え、２時間、
インキュベートした。リンカー溶液には塩基を加えなかった。インキュベーションおよび
洗浄後、ペプチドを、ＴＦＡ（９５％）／水（２．５％）／トリイソプロピルシラン（２
．５％）の存在下で樹脂から切断し、凍結乾燥し、逆相ＨＰＬＣにより精製した。
【０１８９】
　以下のプロトコールを使用して、ＡＯＡ修飾ＰＥＰ５を抗ＨＥＲ２一次抗体にコンジュ
ゲートさせた。同様のプロトコールを使用して、その他のペプチドをそれらのそれぞれの
抗体にコンジュゲートさせた。修飾バッファー中の抗ＨＥＲ２の溶液（８０ｕＬ；１．０
ｍｇ／ｍＬにおいて８０ｕｇ；０．５ｎｍｏｌ）に、スルホ－４－ホルミルベンズアミド
（ＤＭＳＯ中２．０ｍｇ／ｍＬ溶液の０．４５ｕＬ；１２．８ｎｍｏｌ；２４モル当量；
Ｃｅｌｌ＿ＩＤｘ，Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ））の溶液を加えた。その反応
物を室温で２時間、インキュベートし、コンジュゲーションバッファーであらかじめ平衡
化した０．５ｍＬ　Ｚｅｂａカラムを使用して、コンジュゲーションバッファーへ脱塩し
た。抗体回収は、前のＺｅｂａカラム回収率に基づいて９０％（７２ｕｇ）であると想定
された。ＡＯＡ修飾ＰＥＰ５（ＤＭＳＯ中５ｍｇ／ｍＬ溶液の０．４３ｕＬ；１．２ｎｍ
ｏｌ：５モル当量；ＩｎｎｏＰｅｐ，Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ））を、ＨＥ
Ｒ２－４ＦＢに加え、続いて、アニリンバッファー（７ｕＬ）を加えて、室温で２時間、
インキュベートした。遊離ペプチドおよびアニリンを、Ｓｐｉｎ－Ｘ　ＵＦ　３０Ｋ分子
量カットオフ濃縮器（Ｃｏｒｎｉｎｇ、ＵＫ）を使用して、完全な除去およびバッファー
交換を確実にするために濃縮器における試料体積量の少なくとも５倍の、１０ｍＭホスフ
ェート、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．０バッファーの３回の別々の添加を加えること
により、除去した。抗体－ペプチド生成物の濃度を、１．４の抗体吸光係数を使用して、
分光測定で決定した。
【０１９０】
　表１は、この実施例において一次抗体へ共有結合的に結合したペプチドのペプチド名お
よびアミノ酸配列を示す。「ＡＯＡ」基（アミノオキシアセトアミド）を使用して、ペプ
チドを４ＦＢ修飾一次抗体に結合させた。ペプチドとそれの対応する抗体との間の解離定
数（ＫＤ）もまたは表１に示されている。これらの値は、ＦｏｒｔｅＢｉｏ装置（ｗｗｗ
．ｆｏｒｔｅｂｉｏ．ｃｏｍ）を使用して得られた。
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【表１】

　抗ペプチド二次抗体のフルオロフォアでの修飾
【０１９１】
　高親和性抗ペプチド二次抗体を、以下の通り、フルオロフォアで修飾した：修飾バッフ
ァー（０．０３０ｍｇ；２．５ｍｇ／ｍＬ溶液の１２ｕＬ）中の抗ペプチド抗体の溶液に
、Ｄｙ４８８－ＮＨＳエステル（無水ＤＭＳＯ中の５．０ｍｇ／ｍＬ溶液の０．５ｕＬ；
１２モル当量）を加えた。その反応混合物を、室温で２時間、インキュベートし、ＰＢＳ
であらかじめ平衡化した０．５ｍＬ　４０　Ｋ　ＭＷＣＯ　Ｚｅｂａカラムを使用して、
２回、脱塩した。
【０１９２】
　表２は、架橋抗原をカップリングさせた一次抗体およびそれらの標的抗原、加えて、こ
の実施例で調製された相補的な蛍光標識高親和性二次抗体ペア、ならびにトリプルポジテ
ィブ乳がん組織上でのそれらの染色の結果を提示する。
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【表２】

　結果
【０１９３】
　本開示の例示的な免疫試薬での標的抗原の染色の概略図は、図１Ａ～図１Ｃに示されて
いる。この図面において、標的抗原は目的の試料の表面上に灰色の輪郭線で描かれた２個
の星として表されており（Ａ）、その標的抗原は、その標的抗原に特異的な一次抗体で標
識される（Ｂ）。この図に示されているように、一次抗体は、（図面において直線によっ
て表された）２つの架橋抗原とカップリングされたが、必要に応じて、架橋抗原の一次抗
体へのより高いレベルのカップリングが達成され得ることが理解されるものとする。その
後、架橋抗原に対する高特異性および高親和性を有する検出可能な二次抗体を使用して、
試料を染色し（Ｃ）、その図において、検出可能な標識は色の濃い輪郭線をもつ星として
図示されている。
【０１９４】
　図２Ａおよび図２Ｂは、市販の低親和性マウスモノクローナル抗ペプチド抗体を使用し
た、ペプチド標識一次抗体の弱い染色を図示する。具体的には、ＭＣＦ７細胞を、Ｈｅｒ
ｃｅｐｔｉｎ抗体（Ａ）か、またはＨｅｒｃｅｐｔｉｎ抗体のスルホ－Ｓ－４ＦＢでの修
飾、続いて、アニリン触媒の存在下におけるＨｙＮｉｃ－Ｐｅｇ２－Ｆｌａｇ－タグ（Ｓ
ｏｌｕｌｉｎｋ，Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）の添加により調製されたＦＬＡ
Ｇタグ標識Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ抗体（Ｂ）のいずれかを使用した、免疫細胞化学染色に供
した。その後、その細胞を、標準蛍光ヤギ抗ヒト二次抗体（Ａ）か、または抗ペプチド抗
体のフルオロフォア標識について上で記載されているように調製された蛍光抗ＦＬＡＧ二
次抗体（Ｂ）のいずれかで染色した。市販の低親和性抗ＦＬＡＧ抗体で染色された細胞は
、標識された異種間二次抗体での従来の染色と比較して有意に低いシグナルを示している
。
【０１９５】
　ペプチドをカップリングさせた一次抗体を染色するための高親和性抗ペプチド抗体の使
用は、図３Ａおよび図３Ｂに図示されている。この実験において、ＨＥＲ２ポジティブ乳
房組織（Ｋｅｙ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ，Ｉｎｃ．、Ｏｊａｉ、ＣＡ）由来の組織切片を
、非標識ウサギ抗ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体一次抗体（Ａ）か、またはペプチドをカップリ
ングさせたウサギ抗ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体一次抗体（Ｂ）のいずれかで標識した。その
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後、試料を、Ｄｙ４８８標識ヤギ抗ウサギ二次抗体（Ａ）か、またはＰＥＰ５配列に対す
る高親和性を有するＤｙ４９０標識ウサギ抗ＰＥＰ５抗体（Ｂ）のいずれかで染色した。
その結果は、従来の二次抗体アプローチ（Ａ）および架橋抗原に特異的な高親和性抗体で
の二次染色（Ｂ）について同等の染色を示している。
【０１９６】
　図４Ａ～４Ｄに示されているように、染色度と、架橋抗原を認識するために使用される
抗体の親和性との間の相関が実証された。Ｋｉ６７ポジティブ組織の切片を、まず、様々
なペプチドをカップリングさせた抗Ｋｉ６７一次抗体で標識した。その後、その切片を、
カップリングされた様々なペプチドに特異的だが、異なる親和性を有するフルオロフォア
標識二次抗体で染色した。その結果は、最高の親和性のペプチド－抗体ペア（ＰＥＰ５／
抗ＰＥＰ５；ＫＤ＝４０ｐＭ）（Ｄ）で標識された試料が、最も明るい蛍光強度を示し、
一方、中間の親和性を有するペプチド－抗体ペア（ＰＥＰ３／抗ＰＥＰ３およびＰＥＰ４
／抗ＰＥＰ４；ＫＤ＝９０ｐＭ）（Ｂ）および（Ｃ）は、中間の蛍光を示し、最低の親和
性を有するペプチド－抗体ペア（ＰＥＰ２／抗ＰＥＰ２；ＫＤ＝１６０ｐＭ）（Ａ）は若
干、より低い蛍光強度を有した。
【０１９７】
　２つの異なるペプチド／抗ペプチド抗体ペアのもう１つの比較において、図５Ａおよび
図５Ｂは、ＰＥＰ１（Ａ）か、またはＰＥＰ５（Ｂ）のいずれかとカップリングした抗Ｅ
Ｒ一次抗体でのＥＲポジティブ組織切片の標識を示す。続いて、試料を、高親和性抗ＰＥ
Ｐ１抗体（Ａ）または高親和性抗ＰＥＰ５抗体（Ｂ）（それぞれ、Ｄｙ６５０で標識した
）で染色した。
【０１９８】
　単一の、ＥＲポジティブ、ＨＥＲ２ポジティブ、およびＫｉ－６７ポジティブの乳がん
組織試料の、３個のペプチド－抗体ペアの混合物での同時標識もまた実証されている。試
料を、ＰＥＰ７をカップリングさせたウサギモノクローナル抗ＥＲ一次抗体、ＰＥＰ５を
カップリングさせたウサギモノクローナル抗ＨＥＲ２／ｎｅｕ受容体一次抗体、およびＰ
ＥＰ１をカップリングさせたウサギモノクローナル抗Ｋｉ６７一次抗体の混合物で処理し
た。その後、標識された切片を、高親和性Ｄｙ５５０標識抗ＰＥＰ７、Ｄｙ４９０標識抗
ＰＥＰ５、およびＤｙ７５５標識抗ＰＥＰ１の混合物で染色した。図６Ａ～６Ｃは、（Ａ
）Ｄｙ５５０チャネル、（Ｂ）Ｄｙ４９０チャネル、および（Ｃ）Ｄｙ７５５チャネルか
らの発光を示す染色組織切片の画像を示す。図６Ｄは、その３つの別々のチャネルからの
画像のオーバーレイを示す。３個の重要な診断腫瘍抗原の高い感度および特異性での同時
標識は、本免疫試薬の強力な多重化能力を実証している。
【０１９９】
　本開示の免疫試薬はまた、抗原をカップリングさせた一次抗体が異種間反応性抗体であ
る、増幅型３ステップ染色手順に使用され得る。図７で図画的に示されているように、目
的の組織試料における標的抗原（灰色の星）を、ステップＡにおいて、第１の種由来の非
修飾第１の一次抗体で標識する。その後、結合した抗体を、ステップＢにおいて、第１の
抗体の定常領域に特異的である第２の種由来の抗原をカップリングさせた第２の一次抗体
で標識する。図７の図面において、カップリングさせた架橋抗原は、第２の一次抗体と共
有結合的に会合した２つの灰色の線として図示されている。その後、抗原をカップリング
させた第２の一次抗体を、ステップＣに示されているように、をカップリングさせた抗原
に対して高親和性を有する検出可能な二次抗体で染色する。
【０２００】
　増幅型３ステップ染色手順の実験による確認は、図８Ａおよび８Ｂに提供されている。
この実験において、トリプルポジティブ（ＥＲ＋、ＨＥＲ２＋、およびＰＲ＋）乳がん組
織切片を、ウサギ抗ＨＥＲ２抗体（Ａ）か、またはウサギＥＲ抗体（Ｂ）のいずれかで別
々に標識した。次に、切片を、ＰＥＰ１をカップリングさせた抗ウサギ抗体（Ａ）で標識
した。最後に、切片を、Ｄｙ６５０標識高親和性抗ＰＥＰ６抗体で染色した。明るい染色
は、その技術の有効性を実証している。
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　組織プロファイリングのための免疫試薬パネル
【０２０１】
　抗ＥＲ、抗ＨＥＲ２、および抗Ｋｉ－６７免疫試薬ペアのパネルを使用した、トリプル
ポジティブ乳がん組織切片の同時染色は、上で記載され、図６Ａ～６Ｄに示された。以下
の実施例は、罹患組織の多重化染色における本免疫試薬の定義済みのパネルの使用につい
てのさらなる支持を提供する。したがって、そのようなパネルは、複数の免疫試薬を含み
、免疫試薬が、一次抗体および架橋抗原を含み、一次抗体および架橋抗原がカップリング
されており、架橋抗原が、検出可能な二次抗体により高親和性で認識される。
【０２０２】
　例えば、図９Ａ～図９Ｄは、メラノーマ組織切片の標識のための本免疫試薬のパネルの
使用を実証する。具体的には、悪性メラノーマ組織スライド（ＩＬＳ３４１１６；ＩＬＳ
Ｂｉｏ（ｗｗｗ．ｉｌｓｂｉｏ．ｃｏｍ）から購入した）上のＣＤ４、ＣＤ２０、および
ＣＤ６８標的を、ペプチドをカップリングさせた一次抗体および蛍光高親和性抗ペプチド
二次抗体のパネルを使用して同時に検出した。一次抗体および二次抗体は、表３に記載さ
れている。染色および画像化プロトコールは上記の通りである。
【表３】

【０２０３】
　スライドを、特異的ペプチド抗原にコンジュゲートした一次抗体の、各抗体について５
ｕｇ／ｍＬのカクテルとインキュベートした。図９Ａは、抗ＣＤ４免疫試薬染色Ｔ細胞の
蛍光を示す。図９Ｂは、抗ＣＤ２０免疫試薬染色Ｂ細胞の蛍光を示す。図９Ｃは、抗ＣＤ
６８免疫試薬染色マクロファージの蛍光を示す。図９Ｄは、３個全ての免疫試薬からの合
わせた蛍光を示す。各パネルにおける挿入図は、スライドのズームインされた領域を表す
。
【０２０４】
　図１０Ａ～図１０Ｄは、サイトケラチン５（ＣＫ５）、サイトケラチン６（ＣＫ６）、
およびＫｉ－６７を標的とする免疫試薬のパネルで標識されたトリプルネガティブ乳がん
組織切片の同時染色を示す。免疫試薬を、表４に列挙された一次抗体および架橋ペプチド
抗原から調製した。一次抗体を、蛍光標識高親和性抗ペプチド二次抗体を使用して検出し
た。染色および画像化プロトコールは、上記の通りである。

【表４】

【０２０５】
　図１０Ａは、抗ＣＫ５免疫試薬ペアからの蛍光を示す。図１０Ｂは、抗ＣＫ６免疫試薬
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ペアからの蛍光を示す。図１０Ｃは、抗Ｋｉ６７免疫試薬ペアからの蛍光を示す。図１０
Ｄは、３つ全ての標識からの蛍光のオーバーレイを示す。
【０２０６】
　図１１Ａ～図１１Ｅは、子宮頚部扁平上皮がん組織切片の四重標識を示す。ＣＫ５に特
異的な蛍光は図１１Ａに示され、ＥＧＦＲについては図１１Ｂに示され、ｐ４０について
は図１１Ｃに示され、Ｋｉ－６７については図１１Ｄに示され、４つ全ての標識からの蛍
光のオーバーレイは図１１Ｅに示されている。免疫試薬は、表５に列挙された一次抗体お
よび架橋抗原から調製された。染色および画像化プロトコールは上記の通りである。
【表５】

【０２０７】
　図１２Ａ～図１２Ｄは、糸球体腎炎（ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｔｉｔｉｓ）コアに
おけるＩｇＡ（Ａ）、Ｃ３ｃ（Ｂ）、ＣＯＬ４Ａ５（Ｃ）、およびＩｇＧ（Ｄ）の同時標
識を示す。免疫試薬は、表６に列挙された一次抗体および架橋抗原から調製された。免疫
試薬ペアのそれぞれからの蛍光は別々に示されている。染色および画像化プロトコールは
上記の通りである。

【表６】

　蛍光免疫試薬パネルでの連続組織切片の多重染色
【０２０８】
　正常または罹患の任意の組織において、組織内でお互いに相互作用する、免疫細胞を含
む多くの型の細胞がある。したがって、目的の組織内の細胞の密度および相対的位置を同
定し、定量し、および決定する必要性がある。免疫細胞が腫瘍を攻撃し、排除するのをブ
ロックするように腫瘍が腫瘍の表面上でシグナルを生じることが最近発見されたため、組
織内の細胞のそのような特徴付けは、がん組織において特に重要である。ペムブロリズマ
ブ（Ｋｅｙｔｒｕｄａ）およびニボルマブ（Ｏｐｄｉｖｏ）などのチェックポイント阻害
薬は、このブロッキングを阻害し、それにしたがって、Ｔ細胞および他のリンパ球が腫瘍
を排除するのを可能にする。それゆえに、そのような処置は、メラノーマ、非小細胞肺が
ん（ＮＳＣＬＣ）、乳がん、および膀胱がんを含む様々な腫瘍において、ある特定のパー
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センテージの患者で、長期治癒をもたらし得る。Ｔｕｍｅｈら（２０１４年）Ｎａｔｕｒ
ｅ　５１５巻：５６８～５７１頁（ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１３９５４）
。しかしながら、チェックポイント阻害薬が有効であるかどうかを前もって決定すること
ができる、現在利用可能な診断検査がない。したがって、間質に存在する多くの異なる細
胞の同定、および腫瘍浸潤リンパ球（ＴＩＬ）の浸潤と治療成績との間の相関の決定は、
指向型治療をもたらし得る因子を同定することにおいて大きな効果を有する。
【０２０９】
　罹患組織において同定することができる免疫細胞型および他の重要な細胞型の数をさら
に拡大するために、複数の細胞バイオマーカーが同時に検出することができる、免疫細胞
上のマーカーに向けられた記載の免疫試薬を使用することが本明細書で実証されている。
さらに、連続組織検体および免疫試薬の複数のパネルを使用して、各連続組織からのシグ
ナルをオーバーレイして、例えば８個および１１個の標的マーカーを同時に検出し得るこ
とが本明細書で実証されている。（下に記載された）一例において、４個のトリプルポジ
ティブ乳がんマーカー（ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２、およびＫｉ－６７）を４個の免疫細胞マ
ーカー（ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、およびＣＤ２０）とオーバーレイし（ｏｖｅｒｌａｉ
ｎ）、合計８個の標的マーカーに関する画像がもたらされた。（同様に下記に示された）
第２の例において、４個のトリプルネガティブ乳がんマーカー（ＥＧＦＲ、ＣＫ５、ビメ
ンチン、およびＫｉ－６７）を免疫細胞マーカーの同じパネル（ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８
、およびＣＤ２０）とオーバーレイし、もう１つの八重画像がもたらされた。
【０２１０】
　（同様に下に記載された）なお別の例において、免疫試薬の３つのパネルを使用して、
３つの連続組織上で複数のマーカーを検出した。この例において、上記の４個のトリプル
ネガティブがんマーカー（ＣＫ５、ＥＧＦＲ、ビメンチン、およびＫｉ－６７）、第２の
連続組織における４個の免疫マーカーのセット（ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ６８、およびＦｏ
ｘＰ３）、および第３の連続組織における３個の免疫マーカーの第２のセット（ＣＤ３、
ＰＤ－１、およびＰＤ－Ｌ）を標的とする免疫試薬で３つのトリプルネガティブ乳がん連
続組織検体を標識し、十一重画像がもたらされた。これらの画像は、腫瘍組織の切片にお
いて複数の免疫マーカーを可視化する能力を実証している。
【０２１１】
　具体的には、図１３Ａ～図１３Ｅは、トリプルポジティブ乳がん組織（ＩＬＳ３２７０
７；ＩＬＳＢｉｏ、Ｃｈｅｓｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＤ）上でのＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２、およ
びＫｉ－６７の同時標識を示す。免疫試薬は、表７に列挙された一次抗体および架橋抗原
から調製された。免疫試薬ペアのそれぞれからの蛍光は別々に示されている。染色および
画像化プロトコールは上記の通りである。
【表７】

【０２１２】
　図１４Ａ～図１４Ｅは、トリプルポジティブ乳がん組織（ＩＬＳ３２７０７；ＩＬＳＢ
ｉｏ、Ｃｈｅｓｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＤ）について図１３に提示された組織データに関する
連続組織上でのＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、およびＣＤ２０の同時標識を示す。免疫試薬は
、表８に列挙された一次抗体および架橋抗原から調製された。免疫試薬ペアのそれぞれか
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らの蛍光は別々に示されている。染色および画像化プロトコールは上記の通りである。
【表８】

【０２１３】
　図１５は、トリプルポジティブ乳がんパネル（図１３）および四重免疫マーカーパネル
（図１４）での四重染色からの連続組織染色結果のオーバーレイを示す。ＨＥＲ２（原画
では赤色）、ＥＲ（原画では青色）、ＰＲ（原画では緑色）、Ｋｉ－６７（原画ではマゼ
ンタ色）、ＣＤ３（原画ではシアン色）、ＣＤ４（原画ではタリウム色）、およびＣＤ８
（原画ではオレンジ色）。ＣＤ２０が画像化ソフトウェアにおける限界により示されてい
ないことに留意されたい。
【０２１４】
　図１６Ａ～図１６Ｅは、トリプルネガティブ乳がん組織（ＩＬＳ３６８５１；ＩＬＳＢ
ｉｏ、Ｃｈｅｓｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＤ）上でのＥＧＦＲ、ＣＫ５、ビメンチン、およびＫ
ｉ－６７の同時標識を示す。免疫試薬は、表９に列挙された一次抗体および架橋抗原から
調製された。免疫試薬ペアのそれぞれからの蛍光は別々に示されている。染色および画像
化プロトコールは上記の通りである。

【表９】

【０２１５】
　図１７Ａ～図１７Ｅは、トリプルネガティブ乳がん組織（ＩＬＳ３６８５１；ＩＬＳＢ
ｉｏ、Ｃｈｅｓｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＤ）について図１４に提示された組織データに関する
連続組織上でのＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、およびＣＤ２０の同時標識を示す。免疫試薬は
、表８に列挙された一次抗体および架橋抗原から調製された。免疫試薬ペアのそれぞれか
らの蛍光は別々に示されている。染色および画像化プロトコールは上記の通りである。
【０２１６】
　図１８は、トリプルネガティブ乳がんパネル（図１６）および四重免疫マーカーパネル
（図１７）での四重染色からの連続組織染色結果のオーバーレイを示す。ＥＧＦＲ（原画
では赤色）、ビメンチン（原画では青色）、ＣＫ５（原画では緑色）、Ｋｉ－６７（原画
ではマゼンタ色）、ＣＤ３（原画ではシアン色）、ＣＤ４（原画ではタリウム色）、およ
びＣＤ８（原画ではオレンジ色）。ＣＤ２０が画像化ソフトウェアにおける限界により示
されていないことに留意されたい。
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　図１９は、トリプルネガティブ乳がん組織（ＩＬＳ３６８５１；ＩＬＳＢｉｏ、Ｃｈｅ
ｓｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＤ）上でのＥＧＦＲ、ＣＫ５、ビメンチン、およびＫｉ－６７の同
時標識を示す。免疫試薬は、表９に列挙された一次抗体および架橋抗原から調製された。
免疫試薬ペアのそれぞれからの蛍光は別々に示されている。染色および画像化プロトコー
ルは上記の通りである。ＣＫ５（原画では黄色）、ビメンチン（原画では銀色）、ＥＧＦ
Ｒ（原画では青緑色）、およびＫｉ－６７（原画では虹色）。
【０２１８】
　図２０Ａは、トリプルネガティブ乳がん組織（ＩＬＳ３６８５１；ＩＬＳＢｉｏ、Ｃｈ
ｅｓｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＤ）について図１９に提示された組織データに関する連続組織上
でのＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ６８、およびＦｏｘＰ３の同時標識を示す。免疫試薬は、表１
０に列挙された一次抗体および架橋抗原から調製された。免疫試薬ペアのそれぞれからの
蛍光は別々に示されている。染色および画像化プロトコールは上記の通りである。ＣＤ４
（原画ではタリウム色）、ＣＤ８（原画ではオレンジ色）、ＣＤ６８（原画ではマゼンタ
色）、およびＦｏｘＰ３（原画では赤色）。
【表１０】

【０２１９】
　図２０Ｂは、図２０Ａの視野から取り出された別々の例示的なクローズアップ細胞画像
を示す。各細胞画像についてのマーカー表現型（加えて、推定の細胞型）が示されている
。最初の切片における各細胞型についての細胞数の定量もまた示されている。ＣｙｔｅＳ
ｅｅｒソフトウェア（Ｖａｌａ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を使用
して、表現型数を決定した。
【０２２０】
　図２１は、トリプルネガティブ乳がん組織（ＩＬＳ３６８５１；ＩＬＳＢｉｏ、Ｃｈｅ
ｓｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＤ）について図２０に提示された組織データに関する連続組織上で
のＣＤ３、ＰＤ－１、およびＰＤ－Ｌ１の同時標識を示す。免疫試薬は、表１１に列挙さ
れた一次抗体および架橋抗原から調製された。免疫試薬ペアのそれぞれからの蛍光は別々
に示されている。染色および画像化プロトコールは上記の通りである。ＣＤ３（原画では
赤色）、ＰＤ－１（原画では緑色）、およびＰＤ－Ｌ１（原画ではシアン色）。例示的な
クローズアップ細胞画像もまた、それらのマーカー表現型および推定の細胞型と共に示さ
れている。
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【表１１】

【０２２１】
　図２２は、四重トリプルネガティブ乳がんパネル（図１９）、四重免疫マーカーパネル
（図２０）、および三重免疫マーカーパネル（図２１）を使用する３つの連続組織染色結
果のオーバーレイを示す。ＣＫ５（原画では黄色）、ＥＧＦＲ（原画では青緑色）、ビメ
ンチン（原画ではＴｈａｉ色）、Ｋｉ－６７（原画では虹色）、ＦｏｘＰ３（原画では赤
色）、ＣＤ６８（原画ではマゼンタ色）、ＣＤ４（原画ではタリウム色）、ＣＤ８（原画
ではオレンジ色）、ＣＤ３（原画では青色）、ＰＤ－１（原画では緑色）、およびＰＤ－
Ｌ１（原画ではシアン色）。
　可溶性ペプチドを使用する免疫試薬の選択的取り除き
【０２２２】
　試料表面上の１個より多いマーカーを同定するためのウェスタンブロットアッセイと免
疫組織化学アッセイの両方を染色し、取り除く能力は、典型的には、過酷な条件を必要と
する。例えば、ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ（ｗｗｗ．ｐｅｒｋｉｎｅｌｍｅｒ．ｃｏｍ）製
のＯｐａｌチラミドシグナル増幅（ＴＳＡ）に基づいたアッセイに記載されているような
３個より多いマーカーを検出するための免疫蛍光アッセイにおいて、弱酸性バッファー中
での組織の１５分間のマイクロ波処理が、一次抗体／二次抗体－ＨＲＰコンジュゲートを
取り除くのに必要とされる。第２の報告された方法は、ＨＲＰを不活化するためにアジ化
ナトリウム／ナトリウムペルオキシダーゼ（ｓｏｄｉｕｍ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ）処理
を用いる。Ｏｒｔｉｚ　ｄｅ　Ｍｏｎｔｅｌｌａｎｏら（１９８８年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　２７巻：５４７０～５４７６頁（ＤＯＩ：　　１０．１０２１／ｂｉ００４１
５ａ０１３）。他では、相対的に高い温度および変性界面活性剤の使用を必要とする、組
織から一次抗体を取り除く方法が開発されている。Ｐｉｒｉｃｉら（２００９年）Ｊ．　
Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．　５７巻：５６７～５７５頁（ＤＯＩ：１０
．１３６９／ｊｈｃ．２００９．９５３２４０）。
【０２２３】
　本明細書に記載および実証されているように、本免疫試薬は、温和な条件下、過剰量の
可溶形態の架橋抗原での試料の処理により、組織試料から選択的に取り除くことができる
。特に、図２３は、その手順の例示的なバージョンを概略的に図示し、その手順において
、２個の標的抗原を、ステップＡにおいて、異なる架橋抗原を有する２個の特異的な免疫
試薬で標識する。ステップＢにおいて、試料を、第１の免疫試薬の架橋抗原に対して高親
和性で特異的である第１の反応性二次抗体と反応させる。この例において、反応性二次抗
体は、反応基として西洋ワサビペルオキシダーゼを担持する。試料を、ステップＣにおい
て、蛍光標識チラミド試薬で処理し、それにしたがって、第１の標的抗原に近い第１の免
疫試薬を含む試料タンパク質が修飾される。
【０２２４】
　第１の反応性二次抗体を次に、ステップＤに示されているように、可溶形態の架橋抗原
での処理により、試料から選択的に解離させる。可溶性架橋抗原は、二次抗体の結合部位
についての効果的な競合物質であること、および可溶性架橋抗原は相対的に高い効果的な
濃度で供給され得ることの理由から、このステップは、温和な条件下で実施することがで
き、したがって、試料への損傷を最小限にする。手順のステップＥおよびＦは、ステップ
ＢおよびＣと同じであり、ただし、ステップＥで使用される第２の反応性二次抗体は、第
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２の免疫試薬の架橋抗原に特異的であり、ステップＦの蛍光標識チラミド試薬は、ステッ
プＣで使用されるチラミド試薬とは検出可能的に異なるフルオロフォアを担持する。ステ
ップＦの反応後、試料を画像化して、第１および第２の検出可能な試薬の位置、ならびに
、それにしたがって、第１および第２の標的抗原の位置を検出することができる。
【０２２５】
　上記の工程は、単に、本発明の追加の免疫試薬（その免疫試薬は追加の抗原に特異的で
ある）で試料を処理することにより、望まれる数だけの標的抗原を検出するように容易に
改変できることが理解されるものとする。追加の免疫試薬は、当業者により理解されてい
るように、適切な反応性二次抗体、蛍光標識チラミド試薬、および可溶性架橋抗原で、必
要な回数だけ、図２３のステップＢ、Ｃ、およびＤを繰り返すことにより、逐次的に標識
される。
【０２２６】
　上で記載され実証された、試料から反応性二次抗体を選択的に解離させる方法において
、一次抗体および会合した架橋抗原は、その工程を通して試料に結合したままであり、そ
れゆえに、標識のさらなるラウンドを、異なる架橋抗原に特異的である反応性二次抗体に
限定する。上記の技術のバリエーションにおいて、架橋抗原を、切断可能なリンカーを使
用して一次抗体にカップリングさせ得、したがって、単独で、または過剰量の可溶性架橋
抗原の添加と組み合わせてのいずれかで、リンカーの切断により反応性二次抗体の選択的
解離を可能にする。例えば、酵素、求核／塩基性試薬、還元剤、光照射、求電子／酸性試
薬、有機金属試薬および金属試薬、ならびに酸化試薬により切断可能である、切断可能な
リンカーは、当技術分野において公知である（例えば、Ｌｅｒｉｃｈｅら（２０１２年）
Ｂｉｏｏｒｇ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　２０巻：５７１～５８２頁（ｄｏｉ：１０．１
０１６／ｊ．ｂｍｃ．２０１１．０７．０４８）参照）。各標識サイクル中の架橋抗原の
一次抗体からの切断により、引き続き添加される一次抗体は、同じ架橋抗原を使用して標
識することができる。各サイクルにおける同じ架橋抗原で標識される一次抗体の使用は、
同じ反応性二次抗体（例えば、ＨＲＰ標識二次抗体）をまた各サイクルに使用することが
できるため、工程を単純化する。上記の方法で真実であったように、異なる標的抗原の標
識における差は、異なる検出可能な試薬（例えば、異なるフルオロフォアで標識されたチ
ラミド試薬）の使用により達成される。
【０２２７】
　図２４Ａ～図２４Ｃは、記載された方法（さらなる詳細は下記に提供されている）を使
用した、単一のトリプルポジティブ乳がん組織上でのＨＥＲ２およびＥＲの染色を図示す
る。図２４Ａは、ＰＥＰ５標識一次抗体、ＨＲＰ標識抗ＰＥＰ５二次抗体、およびチラミ
ド－Ｄｙ４９０蛍光試薬を使用するＨＥＲ２の染色を示す。抗ＰＥＰ５二次抗体を、過剰
量のＰＥＰ５ペプチドを使用して取り除いた。図２４Ｂは、ＰＥＰ７標識一次抗体、ＨＲ
Ｐ標識抗ＰＥＰ７二次抗体、およびチラミド－Ｄｙ５５０蛍光試薬を使用する、同じ組織
切片上でのその後のＥＲの染色を示す。図２４Ｃは、その２つの画像（ＨＥＲ２、原画で
は赤色；ＥＲ、原画では青色）のオーバーレイを示す。
【０２２８】
　この方法の利点には以下が挙げられる：（１）全ての一次抗体を、先行技術方法とは違
って、同時に加えることができ、先行技術方法においては、ストリンジェントな取り除き
条件により、一次抗体の同時添加が可能でない；（２）蛍光標識は、熱または過酷な化学
物質に曝露されず、したがって、それらのシグナル出力を損傷しない；および（３）画像
化は、染色ステップの終わりに、たった一度だけ、実施される必要がある。
　実験
【０２２９】
　図２４Ａ～図２４Ｃの画像を得るために使用された選択的取り除き方法を、以下のよう
に、トリプルポジティブ乳がん組織上で実施した：
１）抗ＨＥＲ２－ＰＥＰ５および抗ＥＲ－ＰＥＰ７のカクテルとの１時間のインキュベー
ション
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２）組織をＰＢＳで３回、洗浄した
３）抗ＰＥＰ５抗体－ＨＲＰコンジュゲートとの３０分間のインキュベーション
４）洗浄バッファー（ＰＢＳ／２％　ｔｗｅｅｎ２０）で３回、洗浄した
５）チラミド－Ｄｙ－４９０で、１０分間、処理した
６）洗浄バッファーで３回、洗浄した
７）組織を、ＰＢＳ中のＰＥＰ５ペプチドの１５０μＭ溶液とインキュベートし、続いて
１０分間、洗浄した。
８）洗浄バッファーで３回、洗浄した
９）抗ＰＥＰ７抗体－ＨＲＰコンジュゲートとの３０分間のインキュベーション
１０）洗浄バッファーで３回、洗浄した
１１）チラミド－Ｄｙ５５０とインキュベートした
１２）ＤＡＰＩ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を含むＦｌｕｏ
ｒｏｓｈｉｅｌｄを加えた
１３）カバーグラスで覆った
１４）画像
　複数の抗原決定基を有する架橋抗原
【０２３０】
　タンパク質へ組み込まれた、連続したアフィニティペプチドリピート、すなわち、タン
デムリピートが、蛍光標識抗ペプチド抗体の結合で、有意により高いシグナルを生じるこ
とは認識されている。例えば、タンパク質配列内の反復性ＧＣＮ４ペプチドエピトープの
組込みは、蛍光抗ＧＣＮ４抗体誘導体を使用する標識タンパク質の検出能を有意に増加さ
せ得ることが示されている。Ｔａｎｅｎｂａｕｍら（２０１４年）Ｃｅｌｌ　１５９巻：
６３５～６４６頁。
【０２３１】
　本明細書に記載されているように、連結可能な３Ｘタンデムリピートペプチドは、固相
技術によって合成されており、抗ペプチド抗体での検出能の向上を示すために使用されて
いる。配列ＡＯＡ－（ＳＧＬＱＥＱＲＮＨＬＱ）３－ＮＨ２（ＰＥＰ６’；配列番号８）
を有するタンデムリピートペプチドは、上記で参照されたＰＥＰ６配列のトランケート型
バージョンである。ＡＯＡ－３Ｘ－ＰＥＰ６’ペプチドを、ウサギ抗ＰＲにコンジュゲー
トし、このコンジュゲートの染色度を、蛍光標識二次抗体での標準２ステップ染色と比較
した。このプロトコールは図２５に概略的に表されており、図２５において、示された一
次抗体は、３Ｘタンデムリピートペプチドの２個で修飾され、したがって、複数の検出可
能な抗ペプチド二次抗体に対する結合部位を提供している。
【０２３２】
　図２６Ａは、ウサギ抗ヒトＰＲ一次抗体をＤｙ６５０標識抗ウサギ二次抗体と共に使用
した、トリプルポジティブ乳がん組織（ＩＬＳ３０３８０）の従来の染色を図示する。図
２６Ｂは、３ＸタンデムリピートＰＥＰ６’ペプチドにカップリングしたウサギ抗ヒトＰ
Ｒ一次抗体をＤｙ６５０標識抗ＰＥＰ６二次抗体と共に使用した、同じ組織試料の染色を
図示する。これらの結果は、タンデムリピートコンジュゲートの染色度が、従来の蛍光標
識二次抗体より１５％強かったことを実証している。
　蛍光標識を含む架橋抗原
【０２３３】
　蛍光標識抗体からのシグナル発生の強度は、結合部位におけるフルオロフォアの数に依
存する。しかしながら、抗体上のフルオロフォアの数は、おおよそ４～６個のフルオロフ
ォアに制限され、これは、そのレベルを上回って標識の数を増加させることは、Ｆｏｒｓ
ｔｅｒ共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）により蛍光のクエンチングをもたらし得るからで
ある。直接標識モノクローナル抗体は、非常に弱いシグナルを生じ、これは、単一の蛍光
標識モノクローナル抗体上のフルオロフォアの数が限られているからであることは認識さ
れている。しかしながら、蛍光標識二次抗体は、複数（すなわち、２～４個）の二次抗体
が、標的に結合している各一次抗体と結合することができる場合、有意により強いシグナ
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ルを生成することも理解されている。
【０２３４】
　例えば、図２７に概略的に図示されているように、本発明の免疫試薬のシグナルを増加
させるための試みにおいて、ペプチド架橋抗原の遠位末端にコンジュゲートした蛍光標識
を含む連結可能な架橋抗原を合成した。フルオロフォア標識架橋抗原を、一次抗体にコン
ジュゲートし、その標識抗体を、その標識一次抗体により標的とされる抗原を含有する組
織とインキュベートした（図２７、ステップＡ、蛍光標識は「Ｚ」と表されている）。次
に、蛍光標識抗ペプチド二次抗体を、その試料に加え（図２７、ステップＢ）、その後、
そのように標識された試料を画像化した。
【０２３５】
　トリプルポジティブ乳がん組織および一次抗体として抗ＨＥＲ２抗体を使用することに
より、蛍光標識二次抗体と共に蛍光標識一次抗体は、一次抗体がフルオロフォアを含有し
ない場合のアッセイにおいて得られるシグナルより強いシグナルを提供することが実証さ
れた（図２８Ａ～２８Ｄ）。
　実験
【０２３６】
　連結可能な蛍光ペプチドＡＯＡ－ＥＴＳＧＬＱＥＱＲＮＨＬＱＧＫ（ＦＩＴＣ）－ＮＨ
２（ＰＥＰ６－ＦＩＴＣ）を、Ｉｎｎｏｐｅｐ（ｗｗｗ．ｉｎｎｏｐｅｐ．ｃｏｍ）にお
いて固相ペプチド合成により合成した。そのペプチドを、以下のインプット：５ｍｇ／ｍ
ＬのＨＥＲ２、スルホ－Ｓ４ＦＢ（２５当量）、ペプチド、１０、２０、および３０当量
での上記手順を使用してＨＥＲ２に連結した。コンジュゲーション後、ペプチドの数を、
ＦＩＴＣのＡ２８０への寄与の引き算した後のＡ４９０／Ａ２８０比によって決定した。
５個、６個、および７個のペプチドが、それぞれ、ＨＥＲ２に組み込まれたことが決定さ
れた。組織を、上記の手順を使用して染色した。
【０２３７】
　図２８Ａ～図２８Ｄは、ウサギ抗ＨＥＲ２／抗ウサギ－ＦＩＴＣを、３つの漸増レベル
、すなわち、５Ｘ、６Ｘ、および７Ｘの標識度（ＤＯＬ）で修飾されたＨＥＲ２－ＰＥＰ
６－ＦＩＴＣと比較した、トリプルポジティブ乳がん組織（ＩＬＳ２５０９２）における
染色結果を示し、ＨＥＲ２の最高レベルのＰＥＰ６－ＦＩＴＣ修飾の後のＦＩＴＣ－抗Ｐ
ＥＰ６が、ＦＩＴＣ－抗ウサギ二次抗体より強いシグナルを与えることを実証している。
定量的結果は表１２に提示されている。
【表１２】

　免疫試薬の熱による取り除き
【０２３８】
　可溶性架橋抗原ペプチドまたは切断可能なコンジュゲーション部分を使用する免疫試薬
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の選択的取り除き（上記参照）の代替法として、本発明の免疫試薬で染色された試料をま
た、熱処理を使用して組織試料から解離させている。具体的には、免疫試薬、ＣＤ３、Ｃ
Ｄ４、ＣＤ８、およびＣＤ２０のカクテルでの最初の四重染色および画像化後、スライド
を、洗浄バッファー中で一晩、インキュベートし、組織を害することなくカバーグラスを
除去した。その後、スライドを、クエン酸バッファー、ｐＨ６中に置き、１００％出力（
４×４５秒間）でマイクロ波により加熱して（ｍｉｃｒｏｗａｖｅｄ）、沸点へと導いた
。スライドを、さらに１５分間、２０％出力でマイクロ波により加熱し、その後、２０分
間、室温まで冷却させた。スライドを蒸留水中で２分間、その後、洗浄バッファー中で２
分間、洗浄した。組織を、免疫試薬ＨＥＲ２、ＥＲ、ＰＲ、およびＫｉ－６７で染色し、
画像化した。
【０２３９】
　図２９Ａおよび図２９Ｂは、熱による取り除き実験の結果を示し、同じ組織切片が各画
像に示されている。組織切片は、ＣＤ８、ＣＤ４、ＣＤ２０、およびＣＤ３に特異的な免
疫試薬のカクテルで染色されたトリプルポジティブ乳がん組織（ＩＬＳ３２７０７）であ
った（図２９Ａ）。マイクロ波加熱による取り除き後、同じ組織切片を、乳がんマーカー
ＨＥＲ２、ＥＲ、ＰＲ、およびＫｉ－６７に対する免疫試薬のパネル（ｐａｎｅｔ）で染
色した（図２９Ｂ）。シグナルを、各スライドについての抗体インキュベーションの第１
のラウンドに対して正規化した。
【０２４０】
　本明細書において記述した全ての特許、特許刊行物、および他の公表された参照文献は
、それぞれが本明細書において参照により個々にかつ具体的に組み込まれているかのよう
に、その全体が参照により本明細書に組み込まれている。
【０２４１】
　具体的な例を提供してきたが、上記の説明は例示的なものであり、限定されるものでは
ない。上記実施形態の特色のうちの任意の１つまたは複数は、本発明における任意の他の
実施形態のうちの１つまたは複数の特色と任意の様式で合わせることができる。さらに、
本発明の多くのバリエーションは、明細書を見直せば当業者には明らかであろう。したが
って、本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲をそれらの均等物の完全な範囲と共に参照
することにより決定すべきである。
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本发明可以以各种免疫学测定法和其它相关技术的使用，提供免疫试剂
的性能。免疫试剂包括抗体和抗原交联，交联抗原，被公认是与由检测
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的组合物。成对的一抗和二抗可用于各种免疫学测定，特别是在高度多
重测定中，并且可以在单次测定中同时检测靶抗原的多重性质。设计交
联抗原的结构以使可检测的二级抗原它与抗体变异平行变化。还提供了
包含免疫学试剂的试剂盒，使用本公开的免疫试剂的免疫学测定方法，
以及制备免疫学试剂的方法。
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