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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単一の組織サンプルにおける２以上の標的分子のクロモゲン検出法において、
　組織サンプルと、第一の標的分子に特異的に結合する第一特異的結合部位とを接触させ
る工程と、
　組織サンプルにおける第一の標的分子を、アゾ染料を含む芳香族クロモゲン生成物の沈
殿物によって検出する工程と、
　組織サンプルと、第二標的分子に特異的に結合する第二のハプテン標識した特異的結合
部位を接触する工程であって、第二の、ハプテン標識された特異的結合部位のハプテンが
、電子欠損芳香族化合物を含有する工程と、
　第二のハプテン標識された特異的結合部位と、組織サンプルを接触させる前またはそれ
と同時に、組織サンプルと、可溶性、電子豊富な芳香族化合物を含有する溶液を処理する
工程と、
　第一標的分子を検出するため、沈殿したアゾ染料を含む芳香族クロモゲン生成物から区
別することができる第二の不溶性クロモゲン生成物を沈殿させることによって、第二標的
分子を検出する工程であって、組織サンプルと、以下の一般式で表される可溶性、電子豊
富な芳香族化合物を含有する溶液を処理する工程は、ハプテン標識された特異的結合部位
と、第一の標的分子の付近に沈殿した不溶性電子豊富な化合物との非特異的結合によるバ
ックグラウンドを減少させうる工程とを
含有する方法：
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【化１】

 
　Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３の少なくとも１つは、電子供与基であり、－ＮＲ６Ｒ７、－ＯＰＯ３
２－から独立して選択され、Ｒ６およびＲ７は、独立してＨもしくは低級アルキルであり
、またはＲ１、Ｒ２、Ｒ３の２つは、結合した芳香環を共に形成し、１、２または３の電
子供与置換基と置換され、Ｒ２およびＲ３は結合した芳香環を共に形成し、電子豊富な芳
香環は以下の一般式を含有し、
【化２】

　Ｒ８、Ｒ９およびＲ１０は、独立してＨ、－ＯＲ１１、－ＮＲ１２Ｒ１３、－ＯＰＯ３
２－または低級アルキルから選択され；Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３は、独立してＨおよ
び低級アルキルから選択される。
【請求項２】
　可溶性、電子豊富な芳香族化合物は、ナフトールを含有し、ナフトール濃度は、ハプテ
ン標識された特異的結合部位と、第一の標的分子付近に沈殿した不溶性、電子豊富な化合
物のハプテン標識された特異的結合部位の非特異的結合により、バックグラウンドを減少
させ、１ｍｇ／ｍＬ～３０ｍｇ／ｍＬの範囲であり、ナフトール濃度は、１ｍｇ／ｍＬ～
７ｍｇ／ｍＬの範囲であり、またはナフトール濃度は、０．３ｍｇ／ｍＬ～１ｍｇ／ｍＬ
の範囲である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　第二のハプテン標識された特異的結合部位は、ハプテン標識された核酸プローブであり
、ハプテン標識された核酸プローブは、ＤＮＡプローブであり、ハプテン標識された核酸
プローブのハプテンは、ニトロアリール化合物であり、ニトロアリール化合物は、ジニト
ロフェノールであり、ジニトロフェノール核酸標識されたプローブの濃度は、少なくとも
５μｇ／ｍＬであり、ジニトロフェノール核酸標識されたプローブの濃度は、１０μｇ／
ｍＬ～１５μｇ／ｍＬに分布する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　第二のハプテン標識されたプローブのハプテンは、ニトロアリール化合物であり、ニト
ロアリール化合物は、ジニトロフェノールである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　第一の標的分子はタンパク質であり、第二の標的分子は核酸配列であり、または第一の
標的分子はタンパク質であり、第二の標的分子は、最初の標的分子タンパク質をコードす
る核酸配列であり、タンパク質は、ＨＥＲ２／ｎｅｕ、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙｃ、Ａｂｌ
、ＥＧＦＲタンパク質、ＴＯＰ２Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂｌ、ｐ５３もしくはｃ－
Ｍｅｔであり、あるいは第一の標的分子および第二の標的分子は、第一のタンパク質およ
び第二のタンパク質であり、または第一の標的分子および第二の標的分子は、第一の核酸
配列および第二の核酸配列である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　第二の標的分子は、核酸配列であり、核酸配列は、ＨＥＲ２、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙｃ
、Ａｂｌ、ＥＧＦＲ、ＴＯＰ２Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１、ｐ５３、ｃ－Ｍｅｔを
コードする核酸配列である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
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　可溶性、電子豊富な芳香族化合物を含有する溶液で組織サンプルを処理する工程は、第
二のハプテン標識された特異的結合部位と組織サンプルを接触させる前に、可溶性、電子
豊富な芳香族化合物を含有する溶液と組織サンプルを処理する工程を含有し、または可溶
性、電子豊富な芳香族化合物を含有する溶液と組織サンプルを処理する工程は、第二のハ
プテン標識された特異的結合部位と組織サンプルを接触させると同時に、可溶性、電子豊
富な芳香族化合物を含有する溶液と細胞サンプルを処理する工程を含有する、請求項１に
記載の方法。
【請求項８】
　第一標的結合部位は、１次抗体であり、１次抗体は、ＨＥＲ２、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙ
ｃ、Ａｂｌ、ＥＧＦＲタンパク質、ＣＭｅｔ、ＴＯＰ２Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１
、ｐ５３またはｃ－Ｍｅｔペプチドと結合する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　クロモゲン沈殿は、基質と触媒を反応させて、不溶性、電子豊富な芳香族化合物を直接
的または間接的に形成し、触媒は酵素であり、酵素は、アルカリホスファターゼまたはセ
イヨウセイワサビペルオキシダーゼであり、基質は、３，３’－ジアミノベンジン、３－
アミノ－９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ）、４－クロロ－１－ナフトール（４－ＣＮ）
、リン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸（ＢＣ
ＩＰ）もしくはニトロフェニルフォスフェート（ｐＮＮＰ）である、請求項１に記載の方
法。
【請求項１０】
　第一の標的分子の検出は、免疫染色（ＩＨＣ）を実行する工程を含み、第二の標的分子
の検出は、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成（ＩＳＨ）を実行する工程を含み、ＩＨＣの
実行は、アルカリホスファターゼレッドクロモゲン検出法またはセイヨウセイワサビペル
オキシダーゼ－ＤＡＢクロモゲン検出法によって、第一標的分子を検出する工程を含み、
ＩＳＨの実行は、セイヨウセイワサビペルオキシダーゼ銀ＩＳＨ検出またはアルカリホス
ファターゼ赤色銀検出法によって、第二標的分子を検出する工程を含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項１１】
　方法は自動化であり、
　組織サンプルで、１次抗体が第一標的分子と特異的に結合するのに十分な条件下にて、
組織サンプルに１次抗体を自動的に分配する工程と、
　組織サンプルにおいて、第一標的分子と１次抗体をＩＨＣによって検出する工程と、
　ハプテン標識された核酸プローブが第二標識された分子を特異的に結合するのに十分な
条件下にて、組織サンプルにハプテン標識された核酸プローブを自動的に分配する工程で
あって、ハプテン標識された核酸プローブは、電子欠損の芳香族化合物である工程と、
　第二のハプテン標識された核酸プローブを、組織サンプルに自動的に分配の前または同
時に、電子豊富な芳香族化合物を含有する溶液と組織サンプルを処理する工程と、
　第二標的分子をｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成（ＩＳＨ）によって検出し、二重核酸
およびタンパク質の検出を同じ組織サンプルにおいて、単一自動実行で可能とする工程で
あって、電子豊富な芳香族化合物は以下の一般式を有する工程とを含み、
【化３】

　Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３の少なくとも１つは、電子供与基であり、－ＮＲ６Ｒ７から独立して
選択され、Ｒ６およびＲ７は、Ｈまたは低級アルキルであり、Ｒ１、Ｒ２およびＲ３の２
つは結合した芳香族化合物と共に形成し、１、２または３電子供与基と置換され、ＩＨＣ
をＩＳＨの前に実行し、またはＩＳＨをＩＨＣの前に実行する、請求項１～１０のいずれ
かに記載の方法。
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【請求項１２】
　ＩＳＨは、セイヨウセイワサビペルオキシダーゼ染色ＩＳＨもしくはアルカリホスファ
ターゼ赤色銀染色によって、標的核酸を検出し、またはＩＨＣは、標的核酸を、アルカリ
ホスファターゼ赤色クロモゲンもしくはセイヨウセイワサビペルオキシダーゼ―ＤＡＢク
ロモゲンによって検出する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれかに記載の方法に用いられる、単一の組織サンプルにおいて２
以上の標的分子のクロモゲン検出するキットにおいて
　第一標的分子に特異的に結合する第一の特異的結合部位を含有する溶液と；第二の標的
分子に特異的に結合する第二のハプテン標識された特異的結合部位を含有する溶液と；可
溶性、電子豊富な芳香族化合物を含有する溶液とを含有し、ここで、可溶性、電子豊富な
芳香族化合物はナフトールであり、第二のハプテン標識された特異的結合部位はＤＮＰ標
識された核酸プローブであり、可溶性、電子豊富な芳香族化合物を有する溶液は、さらに
ハプテン標識された核酸プローブを含有するキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、２００８年８月２２日出願の米国特許出願公開第６１／１８９，７５２号
明細書の利益を要求し、明細書に完全に引用したものとする。
【０００２】
　本開示は、免疫染色（ＩＨＣ）およびｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＩＳＨ
）、特に単一サンプルにおける２以上のターゲット分子のクロモゲンを検出する方法の実
施形態に関する。
【背景技術】
【０００３】
　免疫染色（ＩＨＣ）は、特異的結合薬剤、例えば抗体を使用して、組織サンプルに存在
する可能性がある関連のある抗原を検出する。ＩＨＣは、臨床および診断の適用において
幅広く使用され、例えば特定の疾患状態または条件を診断される。例えば、特定の癌の種
類を、特定のターゲット分子の存在に基づいて、対象から得られたサンプルから診断する
ことができる。ＩＨＣはまた幅広く基礎研究に使用され、異なった組織におけるバイオマ
ーカーの分布および局在化を理解されている。
【０００４】
　生物学的サンプルは、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）、例えば銀ｉ
ｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＳＩＳＨ）、クロモゲンｉｎ　ｓｉｔｕハイブリ
ダイゼーション（ＣＩＳＨ）、および蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＦＩ
ＳＨ）であり、ＩＳＨとして総括的に称される技術を使用して、調査することができる。
ＩＳＨは、ＩＳＨが組織断片における核酸を検出する一方ＩＨＣはタンパク質を検出する
点で、ＩＨＣとはっきり異なる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　ＩＨＣおよびＩＳＨ法が、研究および臨床環境においてますます重要になるにつれて、
多数の標的、例えば核酸配列およびタンパク質、または複数のタンパク質もしくは核酸の
二重検出を単一のサンプルにてすぐに検出する能力は現状のままである。例えば、二重遺
伝子／タンパク質検出系は、遺伝子およびタンパク質検出を、同じスライドで、２回の別
々の動作に対して、１回の自動動作にて可能にする。しかしながら、現在の検出系は、Ｉ
ＨＣおよびＩＳＨ法が互いによく両立しないため、複数の標的、例えば二重遺伝子／タン
パク質の検出を同じスライドにて検出することを十分に提供しない。  
【０００６】
　本発明は、サンプル中の２以上のターゲット分子のクロモゲン検出する方法およびキッ
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トを提供する。さらに本発明の提供は、単一組織サンプルにおける２以上のターゲット分
子のクロモゲンを検出する方法を実行するときに発生する非特異的なバックグラウンドを
対象とする。従って、本開示は、特に二重検出を促進するとともに、非特異的なバックグ
ラウンドを減少させるあらゆる工程および／または組成物に関してである。これは、電子
不足の芳香族化合物（例えばＤＮＰ）に電子豊富なクロモゲンコンプレックスへの非特異
的結合を、単一サンプルにおける２以上のターゲット分子のクロモゲン検出時に、実質的
に減少または抑制することによって達成することができる。本明細書に記載の方法は、自
動または手動で実行することができる。
【０００７】
　実施形態において、単一の組織サンプルにおける２以上のターゲット分子のクロモゲン
の検出方法は、第一のターゲット分子に特異的に結合する第一の特異的結合部位と組織サ
ンプルを接触することを含む。一例において、第一の特異的結合部位は１次抗体であり、
第一のターゲット分子はタンパク質である。例えば、１次抗体は、癌に関連しているタン
パク質、例えばＨＥＲ２／ｎｅｕ（またはＨＥＲ２タンパク質）、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙ
ｃ、Ａｂｌ、ＥＧＦＲタンパク質、ＴＯＰ２Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１、ｐ５３ま
たはｃ－Ｍｅｔの１次抗体を検出する抗体であることができる。
【０００８】
　クロモゲンを検出する特定の実施形態はまた、第一の特異的結合部位が、第一のターゲ
ット分子に結合する位置またはその付近にて不溶性、電子豊富な芳香族のクロモゲン生成
物を沈澱させることによって、組織サンプルにおいて第一のターゲット分子を検出するこ
とを含有する。一例において、不溶性、電子豊富な芳香族化合物は、アゾ染料である。い
くつかの例において、クロモゲン生成物の沈殿は、基質と触媒を反応させて不溶性、電子
豊富な芳香族化合物を形成することを含有する。例として、触媒は、酵素、例えばアルカ
リホスファターゼまたはセイヨウワサビペルオキシターゼであることができる。さらに基
質は、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、３-アミノ-９-エチルカルバゾール（ＡＥＣ）、
４-クロロ-１-ナフトール（４-ＣＮ）、ナフトールＡＳ－ＴＲリン酸塩、5-ブロモ-4-ク
ロロ-3-インドリル-リン酸塩（ＢＣＩＰ）またはｐ-ニトロフェニルリン酸塩（ｐＮＮＰ
）であることができる。
【０００９】
　単一の組織サンプルにて、２以上の分子のクロモゲン検出方法で開示された実施形態は
、第二のターゲット分子に特異的に結合する第二のハプテン標識の特異的結合部位と、組
織サンプルを接触させることを含む。いくつかの実施形態において、第二のハプテン、ハ
プテン標識の特異的結合部位は、電子不足芳香族化合物である。 
【００１０】
　前記方法の開示された実施形態は、第二の標識の特異的結合部位、例えばハプテン標識
の特異的結合部位と、組織サンプルを接触させる前またはそれと同時に、可溶性、電子豊
富な芳香族化合物を含む溶液と組織サンプルを処理することを含む。一の例において、可
溶性、電子豊富な芳香族化合物を含む溶液と組織サンプルの処理は、第二のハプテン標識
の特異的結合部位と組織サンプルを接触させる前に発生する。他の例において、可溶性、
電子豊富な芳香族化合物を含む溶液と組織サンプルの処理は、第二のハプテン標識の特異
的結合部位と組織サンプルを接触させると同時に発生する。
【００１１】
　２以上の分子のクロモゲン検出で開示された実施形態はまた、第一のターゲット分子を
検出するために沈殿した不溶性、電子豊富な芳香族化合物と区別可能（例えば視覚的に識
別可能）な第二の不溶性クロモゲン生成物を沈殿することによって第二のターゲット分子
を検出することを含む。可溶性、電子豊富な芳香族化合物を含む溶液と組織サンプルの処
理は、第一のターゲット分子付近に沈殿した不溶性、電子豊富な化合物へのハプテン標識
の特異的結合部位の非特異的な結合によるバックグラウンドを減少させる。特定の例にお
いて、可溶性、電子豊富な芳香族化合物は、ナフトールである。
【００１２】
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　例えば、第二のハプテン標識の特異的結合部位は、ハプテン標識の核酸プローブ、例え
ばハプテン標識のＤＮＡプローブ（例えば、ＤＮＰ標識のＤＮＡプローブ）であることが
できる。いくつかの例において、ＤＮＰ核酸標識プローブの濃度は、第一のターゲット分
子と関連のあるクロモゲン生成物に非特異的な結合をするＤＮＰ標識の核酸プローブによ
る、バックグラウンド染色を抑制または防止するのに十分である。特定の例において、Ｄ
ＮＰ標識のプローブの濃度は１を超え、通常５μｇ／ｍＬ以上である。例えば、ＤＮＰ核
酸標識のプローブの濃度は、１０μｇ／ｍＬから１５μｇ／ｍＬまでの範囲である。
【００１３】
　一つの例において、第一のターゲット分子はタンパク質であり、第二のターゲット分子
は第一のターゲット分子タンパク質をコードする核酸配列である。第一のターゲット分子
および第二のターゲット分子は、癌、例えばＨＥＲ２タンパク質、ｃ－Ｍｙｃタンパク質
、ｎ－Ｍｙｃタンパク質、Ａｂｌタンパク質、ＥＧＦＲタンパク質、ＴＯＰ２Ａタンパク
質、Ｂｃｌ２タンパク質、Ｂｃｌ６タンパク質、Ｒｂ１タンパク質、ｐ５３タンパク質も
しくはｃ－Ｍｅｔタンパク質またはこれらのタンパク質の１つをコードする核酸を含む疾
患または疾病と関連することができる。一つの例において、第一のターゲット分子の検出
は、免疫染色（ＩＨＣ）の実行およびｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）
の実行を含有する第二ターゲット分子の検出を含む。ＩＨＣの実行は、酵素介在系、例え
ばアルカリホスファターゼ赤色クロモゲンコンプレックス検出系またはセイヨウワサビペ
ルオキシダーゼ－ＤＡＢクロモゲンコンプレックス検出系による第一のターゲット分子の
検出を含有する。ＩＳＨの実行は、第二ターゲット分子の同一または相違の酵素介在系、
例えばセイヨウワサビペルオキシダーゼ銀染色ＩＳＨ検出またはアルカリホスファターゼ
赤色銀検出法による第二のターゲット分子検出を含むことができる。この方法は自動また
は手動化が可能である。
【００１４】
　開示した方法の特定の実施形態において、自動核酸／タンパク質検出方法を、同じ組織
サンプルにおいて単一の自動動作で二重核酸／タンパク質の検出を可能とすることを開示
する。開示した実施形態の一つの方法は、１次抗体が組織サンプル中の第一のターゲット
分子に特異的に結合するのに十分な条件下に基づいて、１次抗体を組織サンプルに自動的
に分配することを含有する。この実施形態はまた、第一のターゲット分子を組織サンプル
における１次抗体と、ＩＨＣによる検出を含む。この開示した実施形態は、ハプテン標識
された核酸プローブを組織サンプルに、前記プローブが第二のターゲット分子に特異的に
結合するのに十分な条件に基づいて自動的に分配することを含む。いくつかの例において
、ハプテン標識の核酸プローブは、電子不足芳香族化合物を含有する。電子不足芳香族化
合物は、上記のような式を有することができる。この実施形態はまた、第二のハプテン標
識の核酸プローブを、組織サンプルに自動的に分配し、第二のターゲット分子をＩＳＨに
よって検出する前または同時に、組織サンプルを電子豊富な芳香族化合物を含む溶液との
処理を含有することができる。このような実施形態において、電子豊富な芳香族化合物は
、本明細書に記載の一般式を有することができる。特定の例において、電子豊富な芳香族
化合物は、ナフトールを含有する。リン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ（またはリン酸ナフトー
ルＡＳ－ＭＸ等）を、電子豊富な芳香族化合物として使用するとき、ナフトール濃度は変
更することができるが、通常１～６０ｍｇ／ｍＬ、例えば２５ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ／ｍ
Ｌ、好ましくは１０ｍｇ／ｍＬ～４０ｍｇ／ｍＬまで変更することができる。いくつかの
特定の例において、ナフトール濃度は約５０ｍｇ／ｍＬまたは約２５ｍｇ／ｍＬである。
例えば、ナフタレン－１－オルまたはナフタレン－２－オルを、電子豊富な芳香族化合物
として利用するとき、ナフトール濃度は例えば０．２ｍｇ／ｍＬ～７ｍｇ／ｍＬ、好まし
くは０．３ｍｇ／ｍＬ～１ｍｇ／ｍＬと変更することができる。  
【００１５】
　この方法の一実施形態において、ハプテン標識の核酸プローブの組織サンプルへの自動
分配は、組織サンプルを電子豊富な芳香族化合物で処理した後、生じる。他の実施形態に
おいて、ハプテン標識の核酸プローブを組織サンプルへの自動分配は、組織サンプルを電
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ローブを、実質的に同時か、または同じ溶液内のいずれかで組織サンプルに提供する。い
くつかの例において、ハプテン標識の核酸プローブは、ハプテン標識のＤＮＡプローブ、
例えばＤＮＰ標識のＤＮＡプローブである。
【００１６】
　この方法のいくつかの例において、ＩＨＣはＩＳＨ前に実行される。他の実施形態にお
いて、ＩＳＨはＩＨＣ前に実行される。いくつかの例において、ＩＳＨは、セイヨウワサ
ビペルオキシダーゼ銀染色検出法またはアルカリホスファターゼファストレッド／リン酸
ナフトール染色検出法による標的とされた核酸の検出を含む。いくつかの例において、Ｉ
ＨＣ検出は、アルカリホスファターゼファストレッド／リン酸ナフトールクロモゲン検出
法またはセイヨウワサビペルオキシダーゼ－ＤＡＢクロモゲン検出法による標的タンパク
質の検出を含む。
【００１７】
　また開示した実施形態の方法を実行するキットをまた提供する。本明細書において開示
した方法およびキットの実施形態を使用して、疾患または疾病、例えば癌を有すると考え
られる哺乳類からサンプルにおいて標的を検出することができる。  
【００１８】
　特定の実施形態において、単一の組織サンプルにおける２以上のターゲット分子のクロ
モゲンを検出する方法は、組織サンプルと、第一のターゲット分子を特異的に結合する第
一の特異的結合部位を接触させる工程と；組織サンプルにおいて第一のターゲット分子を
、不溶性、電子豊富な芳香族クロモゲン生成物の沈殿物によって検出する工程と；第二の
ハプテンを特異的に結合する第二のハプテン標識の特異的結合部位と、組織サンプルを接
触させる工程であって、第二のハプテン標識の特異的結合部位のハプテンは、電子不足芳
香族化合物を含む工程と；第二のハプテン標識の特異的な結合部位と組織サンプルを接触
する前または同時に、可溶性、電子豊富な芳香族化合物を含有する溶液と組織サンプルを
処理する工程と；第一のターゲット分子を検出するために沈殿した不溶性、電子豊富な芳
香族化合物から識別可能である第二の不溶性クロモゲン生成物の沈殿によって、第二ター
ゲット分子を検出する工程であって、組織サンプルを可溶性、電子豊富な芳香族化合物を
含む溶液との処理が、ハプテン標識の特異的結合部位を第一のターゲット分子付近に沈殿
した不溶性の電子豊富な沈殿物を非特異的に結合することによるバックグラウンドを減少
させる工程とを含む。
【００１９】
　この方法の一実施形態において、可溶性、電子豊富な芳香族化合物は、以下の一般式を
有し、
【化１】

　
【００２０】
　Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３の少なくとも１つは、電子供与基であり、－ＯＲ４、－ＮＲ６Ｒ７、
－ＯＰＯ３

２－から独立して選択され、Ｒ６およびＲ７は、独立してＨもしくは低級アル
キルまたはＲ１、Ｒ２およびＲ３の中の２つは、共に結合した芳香環を形成し、任意に１
、２または３の電子供与性置換基と置換される。  
【００２１】
　一実施形態の方法において、Ｒ２およびＲ３は共に結合芳香族環を形成し、電子豊富な
芳香族環は、以下の一般式を有し、
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【化２】

【００２２】
　Ｒ８、Ｒ９およびＲ１０は、独立してＨ、－ＯＲ１１、－ＮＲ１２Ｒ１３、－ＯＰＯ３
２－または低級アルキルから選択され；Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３は、独立してＨおよ
び低級アルキルから選択される。  
【００２３】
　前記方法の一実施形態において、可溶性、電子豊富な芳香族化合物は、ナフトールを含
有し、ナフトール濃度は、ハプテン標識の特異的結合部位の第一のターゲット分子付近に
沈殿した不溶性、電子豊富な化合物への非特異的結合によりバックグラウンドを減少し、
１ｍｇ／ｍＬ～３０ｍｇ／ｍＬ、約１ｍｇ／ｍＬ～約７ｍｇ／ｍＬ、約０．３ｍｇ／ｍＬ
～約１ｍｇ／ｍＬまたは約０．３ｍｇ／ｍＬ～約１ｍｇ／ｍＬまでの範囲である。例えば
、第二のハプテン標識の特異的結合部位は、ハプテン標識の核酸プローブであり、例えば
ハプテン標識の核酸プローブはＤＮＡプローブである。実施形態において、ハプテン標識
の核酸のハプテンは、ニトロアリール化合物、例えばジニトロフェノールである。一の実
施形態において、前記方法は、ジニトロフェノールであるハプテン標識の核酸プローブで
あり、ジニトロフェノール核酸標識のプローブの濃度は、少なくとも５μｇ／ｍＬ、例え
ば１０μｇ／ｍＬ～１５μｇ／ｍＬである。  
【００２４】
　前記方法の一の実施形態において、第二の、ハプテン標識のプローブのハプテンは、ニ
トロアリール化合物、例えばジニトロフェノールである。
【００２５】
　前記方法の一の実施形態において、第一のターゲット分子はタンパク質であり、第二の
ターゲット分子は核酸配列、例えば第一のターゲット分子タンパク質をコードする核酸配
列である。例えば、タンパク質はＨＥＲ２／ｎｅｕ、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙｃ、Ａｂｌ、
ＥＧＦＲタンパク質、ＴＯＰ２Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１、ｐ５３またはｃ－Ｍｅ
ｔであり、核酸配列はＨＥＲ２、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙｃ、Ａｂｌ、ＥＧＦＲ、ＴＯＰ２
Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１、ｐ５３、ｃ－Ｍｅｔをコードする核酸配列である。 
【００２６】
　前記方法の一の実施形態において、第一のターゲット分子および第二のターゲット分子
は、第一のタンパク質および第二のタンパク質である。
【００２７】
　前記方法の一の実施形態において、第一のターゲット分子および第二のターゲット分子
は、第一の核酸配列および第二の核酸配列である。
【００２８】
　前記方法のいくつかの実施形態において、組織サンプルを、可溶性、電子豊富な芳香族
化合物を含む溶液で処理する工程は、第二のハプテン標識の特異的結合部位と組織サンプ
ルを接触する前に、組織サンプルを、可溶性、電子豊富な芳香族化合物を含む溶液で処理
する工程を含む。
【００２９】
　前記方法のいくつかの実施形態において、組織サンプルを、可溶性、電子豊富な芳香族
化合物を有する溶液で処理する工程は、第二のハプテン標識の特異的結合部位と組織サン
プルを接触すると同時に、組織サンプルを、可溶性、電子豊富な芳香族化合物を有する溶
液で処理する工程を含む。
【００３０】
　前記方法の一の実施形態において、第一の特異的結合部位は、１次抗体、例えばＨＥＲ
２、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙｃ、Ａｂｌ、ＥＧＦＲタンパク質、Ｃ－Ｍｅｔ、ＴＯＰ２Ａ、
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Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１、ｐ５３またはｃ－ＭＥＴペプチドに結合する１次抗体であ
る。
【００３１】
　前記方法の一の実施形態において、不溶性、電子豊富な芳香族化合物は、アゾ染料を含
有する。 
【００３２】
　前記方法の一の実施形態において、クロモゲン生成的な沈殿する工程は、基質と触媒を
反応させて、直接または間接的に不溶性、電子豊富な芳香族化合物を形成することを含む
。例えば、触媒は酵素、例えばアルカリホスファターゼまたはセイヨウワサビペルオキシ
ターゼである。一の実施形態において、基質は、３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ
）、３－アミノ－９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ）、４－クロロ－１－ナフトール（４
－ＣＮ）、リン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ、5－ブロモ－４－クロロ－3－インドリル－リン
酸（ＢＣＩＰ）またはニトロフェニルリン酸塩（ｐＮＮＰ）であることができる。
【００３３】
　一実施形態において、第一のターゲット分子の検出は、免疫組織化学（ＩＨＣ）を実行
する工程を含み；第二ターゲット分子の検出は、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
（ＩＳＨ）の実行を含み；ＩＨＣの実行は、アルカリホスファターゼ－赤色クロモゲン検
出法またはセイヨウワサビペルオキシダーゼ－ＤＡＢクロモゲン検出法による第一のター
ゲット分子の検出を含み；ＩＳＨの実行は、セイヨウワサビペルオキシダーゼ銀ＩＳＨ検
出またはアルカリホスファターゼ赤色銀検出法による第二ターゲット分子の検出を含む。
【００３４】
　一実施形態において、前記方法は自動的に実行される。
【００３５】
　前記方法の一実施形態において、自動核酸およびタンパク質の検出法を：１次抗体が組
織サンプル中で第一のターゲット分子に特異的に結合するのに十分な条件下にて１次抗体
を組織サンプル上に自動分配する工程と；組織サンプル中の第一のターゲット分子を１次
抗体とＩＨＣによって検出する工程と；ハプテン標識の核酸プローブが第二ターゲット分
子に特異的に結合するのに十分な条件下にて組織サンプル上にハプテン標識の核酸プロー
ブを自動分配する工程であって、ハプテン標識の核酸プローブは、電子不足の芳香族化合
物を含む工程と；第二のハプテン標識の核酸プローブを組織サンプル上にて自動分配する
前またはそれと同時に、電子豊富な芳香族化合物を有する溶液と組織サンプルを処理する
工程と：第二ターゲット分子を、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ISH）によっ
て検出し、その結果二重核酸およびタンパク質検出を同じ組織サンプルにて、単一の自動
動作において可能とする工程であって、電子豊富な芳香族化合物は一般式である工程とを
含有するもので提供する
【化３】

【００３６】
　Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３の少なくとも１つは、電子供与基であり、－ＯＲ４、－ＮＲ６Ｒ７か
ら独立して選択され、Ｒ６およびＲ７は、独立してＨもしくは低級アルキルまたはＲ１、
Ｒ２およびＲ３の中の２つは、共に結合された芳香環を形成し、任意に１、２または３電
子供与性置換基と置換される。  
【００３７】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一の実施形態において、Ｒ２およびＲ３が結合し
た芳香族化合物を共に形成する電子豊富な芳香族化合物であり、電子豊富な芳香族化合物
は以下の一般式を有する
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【化４】

【００３８】
　Ｒ８、Ｒ９およびＲ１０は、独立してＨ、－ＯＲ１１、－ＮＲ１２Ｒ１３または低級ア
ルキルから選択され；Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３は、独立してＨおよび低級アルキルか
ら選択される。        
【００３９】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一実施形態において、電子豊富な芳香族化合物は
、ナフトールを含有し、ナフトール濃度は二重核酸およびタンパク質の検出を単一サンプ
ルにて可能とするのに効果的であり、１ｍｇ／ｍＬ～３０ｍｇ／ｍＬ、例えば１ｍｇ／ｍ
Ｌ～７ｍｇ／ｍＬまたは約０．３ｍｇ／ｍＬ～約１ｍｇ／ｍＬまでの範囲である。
【００４０】
　自動核酸およびタンパク質検出法の一実施形態において、ハプテン標識の核酸プローブ
のハプテンは、ニトロアリール化合物であり、例えばニトロアリール化合物がジニトロフ
ェノールである。一実施形態において、ジニトロフェノール核酸標識のプローブの濃度は
、少なくとも５μｇ／ｍＬであり、例えば１０μｇ／ｍＬ～１５μｇ／ｍＬまでの範囲で
ある。
【００４１】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一実施形態において、組織サンプル上にて、ハプ
テン標識の核酸プローブが、第二ターゲット分子に特異的に結合するのに十分な条件下で
、ハプテン標識の核酸プローブの自動分配は、組織サンプルを電子豊富な芳香族化合物の
処理後に生じる。
【００４２】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一実施形態において、組織サンプル上にてハプテ
ン標識の核酸プローブが、第二ターゲット分子に特異的に結合するのに十分な条件下で、
ハプテン標識の核酸プローブの自動分配は、組織サンプルを電子豊富な芳香族化合物の処
理と同時に生じる。
【００４３】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一実施形態において、ＩＨＣをＩＳＨ前に実行す
る。
【００４４】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一実施形態において、ＩＳＨをＩＨＣ前に実行す
る。　
【００４５】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一実施形態において、ＩＳＨはセイヨウワサビペ
ルオキシダーゼ銀染色ＩＳＨまたはアルカリホスファターゼ赤色銀染色による標的核酸検
出を含有する。　
【００４６】
　自動核酸およびタンパク質の検出法の一実施形態において、ＩＨＣはアルカリホスファ
ターゼ赤色クロモゲンまたはセイヨウワサビペルオキシダーゼ－ＤＡＢクロモゲンによる
標的タンパク質検出を含有する。
【００４７】
　一実施形態において、単一の組織サンプルにおける２以上のターゲット分子のクロモゲ
ンを検出するキットは、第一のターゲット分子に特異的に結合する第一の特異的結合部位
を有する溶液；第二のターゲット分子に特異的に結合する第二のハプテン標識の特異的結
合部位を有する溶液；可溶性、電子豊富な芳香族化合物を有する溶液を含む。
【００４８】
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　前記キットの一実施形態において、可溶性、電子豊富な芳香族化合物は、ナフトールで
あり、第二のハプテン標識の特異的結合部位は、ＤＮＰ標識の核酸プローブである。
【００４９】
　前記キットの一実施形態において、可溶性、電子豊富な芳香族化合物を有する溶液は、
さらにハプテン標識の核酸プローブを含有する。
【００５０】
　開示の前記および他の特徴は、以下の詳細な説明で明らかになり、添付された図を参考
にすることでさらに理解されるだろう。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
【図１】ＩＨＣ　ファストレッドおよびＳＩＳＨ検出法でＩＨＣ／ＩＳＨ染色の後、弱い
（１＋）ＨＥＲ２で染色した試験サンプルの例示的な顕微鏡（６０×）の図である。この
画像は銀のバックグラウンド染色であり、銀色の斑点染色が赤色クロモゲンとして同じ位
置で存在する場合、赤色クロモゲンが異なった色になるようにするＩＨＣ染色のパターン
化した後のものを示す。
【図２】ＩＨＣ　ファストレッドおよびＳＩＳＨ検出法でＩＨＣ／ＩＳＨ染色後、弱い（
１＋）ＨＥＲ２染色で試験サンプルの例示的な顕微鏡（６０×）の図である。この画像は
、ハイブリッド形成を実行する前にナフトールで処理後、銀のバックグラウンド染色を行
わない試験サンプルを示す。
【図３】ＩＨＣ　ファストレッドおよびＳＩＳＨ検出法でＩＨＣ／ＩＳＨ染色の後、強い
（３＋）ＨＥＲ２染色で試験サンプルの例示的な顕微鏡（６０×）の図である。この画像
は、強い（３＋）ターゲット染色で試験サンプルにおける銀のバックグラウンド染色がな
いことを示す。
【図４】ＨＥＲ２抗体ＩＨＣ　ファストレッド染色およびＨＰＶＩＩＩプローブ（１０μ
ｇ／ｍＬ）ＳＩＳＨ検出法後、ＨＰＶＩＩＩプローブ染色で試験サンプルの例示的顕微鏡
（６０×）の図である。この画像は銀のバックグラウンド染色であり、銀色の斑点染色が
赤色沈殿物クロモゲンとして同じ位置で存在する場合、赤色クロモゲンが異なった色にな
るようにするＩＨＣ染色のパターン化した後にものを示す。
【図５】ＨＰＶ　ＦＩＴＣ標識のプローブでＨＥＲ２抗体ＩＨＣおよびＩＳＨ染色した後
の試験サンプルの例示的顕微鏡（６０×）の図である。この画像は、プローブを、ＤＮＰ
の代わりにＦＩＴＣと標識するとき銀のバックグラウンド染色を行わないサンプルにて示
す。
【図６】Ｋｉ６７抗体（赤）およびＴＯＰ２Ａプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色した
後の試験サンプル（正常）の例示的顕微鏡（６０×）の図である。ナフトール（３００μ
ｇ／ｍＬ）を有するＴＯＰ２Ａプローブのハイブリッド溶液は、Ｋｉ６７タンパク質およ
びＫｉ６７タンパク質と相関のある核酸配列の両方を最小のバックグラウンド染色で可視
化することを可能とする。
【図７】Ｋｉ６７抗体（赤）およびＴＯＰ２Ａプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色した
後の試験サンプル（欠失型）の例示的顕微鏡（６０×）の図である。
【図８】Ｋｉ６７抗体（赤）およびＴＯＰ２Ａプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色後の
試験サンプル（増幅された標的）の例示的顕微鏡（６０×）であり、ナフトール（３００
μｇ／ｍＬ）を有するＴＯＰ２Ａプローブのハイブリッド溶液はタンパク質および遺伝子
の両方を最小のバックグラウンド染色で可視化することを可能にする。
【図９】ＴＯＰ２Ａ抗体（赤）およびＴＯＰ２Ａプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色後
の試験サンプル（正常）の例示的顕微鏡（６０×）であり、ナフトール（３００μｇ／ｍ
Ｌ）を有するＴＯＰ２Ａプローブのハイブリッド溶液はＴＯＰ２Ａタンパク質およびＴＯ
Ｐ２Ａタンパク質と相関のある核酸の両方を最小のバックグラウンド染色で可視化するこ
とを可能とする。
【図１０】ＴＯＰ２Ａ抗体（赤）およびＴＯＰ２Ａプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色
した後の試験サンプル（欠失型）の例示的顕微鏡（６０×）の図である。
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【図１１】ＴＯＰ２Ａ抗体（赤）およびＴＯＰ２Ａプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色
後の試験サンプル（増幅した）の例示的顕微鏡（６０×）であり、ナフトール（３００μ
ｇ／ｍＬ）を有するＴＯＰ２Ａプローブのハイブリッド溶液はＴＯＰ２Ａタンパク質およ
び相関のある核酸を最小のバックグラウンド染色で可視化することを可能とする。
【図１２】ＥＧＦＲ抗体（赤）およびＥＧＦＲプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色後の
試験サンプル（増幅した標的）の例示的顕微鏡（６０×）であり、ナフトール（３００μ
ｇ／ｍＬ）を有するＥＧＦＲプローブのハイブリッド溶液はＥＧＦＲタンパク質および相
関のある核酸の両方を最小のバックグラウンド染色で可視化することを可能とする。
【図１３】ｃ－Ｍｅｔ抗体（赤）およびｃ－Ｍｅｔプローブ（銀）でＩＨＣ／ＩＳＨ染色
後の試験サンプル（増幅した）の例示的顕微鏡（６０×）であり、ナフトール（３００μ
ｇ／ｍＬ）を有するｃ－Ｍｅｔプローブのハイブリッド溶液はｃ－Ｍｅｔタンパク質およ
び相関のある核酸を最小のバックグラウンド染色で可視化することを可能とする。
【図１４】ＤＮＰ標識したニックトランスレーションのＤＮＡプローブへの結合する炭粉
沈着を阻害するナフトールを示す、試験サンプルの顕微鏡の一連の図である。左パネルは
、ＥＧＦＲおよび染色体７セントロメア（ＣＥＮ７）ＤＮＡプローブの二重色ｉｎ　ｓｉ
ｔｕハイブリダイゼーションを示す。炭粉沈着の向上した外観を、ダークブルーの塊とし
て観測する（左パネル）。ＤＮＰ標識のニックトランスレーションプローブを、分析から
除去したとき（中央パネル）、炭粉沈着が黒い塊（炭粉沈着の自然な外観）として観測さ
れた。ナフトールをＥＧＦＲ　ＤＮＰ標識のニックトランスレーションプローブで、ハイ
ブリッド工程にて添加したとき（右パネル）、炭粉沈着を黒い塊として観測した。
【図１５】ハイブリッドバッファー中で、ナフトール（２５ｍｇ／ｍＬ）で処理（左列）
か、または未処理（右列）の試験サンプルの顕微鏡の一連の図である（未拡大、上段；拡
大、下段）。画像は、ＤＡＢおよびＤＮＰ間の化学的相互作用、従ってＳＩＳＨ検出から
生じるバックグラウンド染色を、ナフトール処理によって除去したものを示す。
【発明を実施するための形態】
【００５２】
　Ｉ．導入
　癌等の疾患は、数々の異なった方法によって診断することができる。一の方法はバイオ
マーカー、例えば癌のバイオマーカーを組織または細胞における存在を同定し、バイオマ
ーカーは特定の癌種と相関性を有するか、相関性を有すると考えられる。免疫染色をしば
しば使用して、特定の癌種と関連のあるタンパク質バイオマーカーを標的とするのに対し
て、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション技術をしばしば用いて特定の癌種と関連のあ
る核酸配列を標的とする。　　
【００５３】
　標的を同定するための免疫染色およびｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション法は、研
究の応用および臨床、例えば診断および／または予測の目的で、ますます重要になってい
る。現在の方法は、組織または細胞サンプルごとに、タンパク質または核酸配列となるよ
うに、１つの標的の同定で通常提供する。しかしながら、それは、研究者が２以上の標的
を１つの組織サンプル上にて同定、例えば２以上の異なったタンパク質、２以上のタンパ
ク質および核酸配列、または２以上の異なった核酸配列の同定することができる場合には
、この結果時間、試薬および貴重な組織または細胞サンプルを節約できるため、有利であ
る。前記多重標的の同定は、臨床医に、疾患のより正確な診断および正確な予測による能
力を提供する。本明細書に記載したような方法はコンパニオン診断の有用性を見出す一方
、開始した方法を診断のみだけではなく、最適な療法を決定し、臨床設計において前記治
療の進行および成功を追跡する。
【００５４】
　本発明は、単一の組織サンプル中における、２以上のターゲット分子の検出を提供する
。特に、本発明に、同じ組織サンプルにおいて２つ以上の核酸配列およびタンパク質、２
つのタンパク質または２つの核酸配列を、クロモゲン検出法を提供する。　
【００５５】
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　本発明の開発した実施形態において、銀、ＨＲＰに基づく検出法を使用するＩＳＨの後
に、ファストレッド／ナフトールリン酸複合体検出法を使用するＩＨＣ実験は、スライド
上で、適切なシグナルを観測する特性を弱める銀のバックグラウンドの十分な量を生じる
点に留意した。ＤＮＰ標識の核酸プローブなしでネガティブコントロールスライド実験は
、バックグラウンドを全く示さず、バックグラウンドがＩＨＣ試薬または多量のＨＲＰ結
合でないことを示した。後の研究は、ファストレッドまたはファストレッド／ナフトール
リン酸複合体によるバックグラウンドが、主にＤＮＰ標識のＤＮＡプローブとの相互作用
によるものであることを示唆した。バックグラウンドを、ラビット抗ＤＮＰ抗体またはゴ
ート抗ラビットＨＲＰ結合系成分で全く観測しなかった。　　
【００５６】
　どの方法成分がバックグラウンドの原因となったか決定するため、ＩＳＨ法の様々な成
分を方法から除外した。ＤＮＰ標識のＤＮＡプローブの存在は、存在すべきバックグラウ
ンドで重要である。バックグラウンドが、多量体ＨＲＰ結合による場合、バックグラウン
ドは、ＤＮＰ標識のＤＮＡプローブのみが方法から取り除かれたとき存在すると考えられ
るが、この場合は例外である。バックグラウンドは、ＤＮＰ標識されたプローブによるも
のであることを示すさらなる証拠を、バックグラウンドを、スライド上で、ナフトールＡ
Ｓ－ＴＲリン酸の添加およびＤＮＰ標識のプローブと共にインキュベートに取り除かれた
とき、得た。ナフトールの存在は、ＤＮＰ標識のプローブをファストレッド／ナフトール
リン酸複合体と結合することによって阻害し、従ってバックグラウンドを減少した。　　
【００５７】
　銀のバックグラウンドは、必ずしも再現可能ではなく、それは機器または試薬に関連す
る原因のいずれをたどることが困難にさせる機器から機器、動作から動作によって変更し
た。銀のバックグラウンドが、様々なＤＮＰ標識のプローブで観測されたにも関わらず、
バックグラウンドはＦＩＴＣ標識のプローブで見られなかった。これらの研究は、銀のバ
ックグラウンドがファストレッドクロモゲンで相互作用するＤＮＰ分子の結果であること
を示唆した。これは、遊離ＤＮＰをファストレッドクロモゲンの進展後組織でインキュベ
ートする研究を行なうことによって確認された。この研究からの結果は、ファストレッド
クロモゲンパターンと関連のある相当な銀のバックグラウンドで生じた。
【００５８】
　本発明の開発する実施形態において、実験を観測される非特異的バックグラウンドを阻
害または減少するために利用することができる化合物および方法を同定するために行った
。一連の研究を、ＤＮＰ標識のプローブのＤＮＰ部分が、ファストレッド／ナフトールリ
ン酸複合体のナフトールリン酸成分に主に結合することを示す結論に応じた実行した。Ｄ
ＮＰとナフトールリン酸成分のスライド上の正確な性質は知られていないが、観測される
非特異的結合が電子不足芳香族化合物（この場合ＤＮＰハプテン）と、電子豊富なクロモ
ゲン複合体（例えばファスト／ナフトールリン酸複合体）の結合、例えばπスタッキング
によるものであると考えられる。　　
【００５９】
　これらの観測に基づいて、本開示は、単一のサンプルにおける２以上のターゲット分子
のクロモゲン検出時に、電子不足芳香族化合物（例えばハプテン）に電子豊富なクロモゲ
ン複合体の非特異的結合を実質的に減少または防止することによる二重検出を提供する方
法および／または組成物を提供することを特に目的とする。特定の開示の実施形態は、電
子不足芳香族化合物に電子豊富なクロモゲン複合体へのπスタッキングを、実質的に抑制
または防止する方法および／または組成物に関する。この方法は自動または手動的な実行
であることができる。
【００６０】
　ＩＩ．略語および用語      
　特に明記しない限り、技術用語を従来の用法に従って使用する。分子生物学における一
般的な用語を、Ｂｅｎｊａｍｉｎ　Ｌｅｗｉｎ，　Ｇｅｎｅｓ　ＶＩＩ，　ｐｕｂｌｉｓ
ｈｅｄ　ｂｙ　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，　２０００；　Ｋｅ
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ｎｄｒｅｗ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ．），　Ｔｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｂｙ　Ｂｌａｃｋｗｅ
ｌｌ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，　１９９４）；　Ｒｏｂｅｒｔ　Ａ．　Ｍｅｙｅｒｓ　（
ｅｄ．），　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ：　ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，　ｐｕｂｌｉ
ｓｈｅｄ　ｂｙ　Ｗｉｌｅｙ，　Ｊｏｈｎ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．，　１９９５；　
ａｎｄ　Ｇｅｏｒｇｅ　Ｐ．　Ｒeｄｅｉ，　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉｃ　Ｄｉｃｔｉｏ
ｎａｒｙ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉ
ｃｓ，　２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，　２００３で見出すことができる。
【００６１】
　用語および方法の以下の説明を、本開示を十分に記載し、本開示を実行する当業者を導
くために提供する。文脈が明確に記載しない限り、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈ
ｅ」は、１以上のものとして規定する。例えば、「一つの細胞を含む」という用語は、単
一または複数の細胞を含有し、「少なくとも１つの細胞を含む」という表現と同じである
と考えられる。「または」という用語は、文脈が明白に示さない限り、定められた代替の
要素の単一の要素または２以上の要素の組み合わせとする。　　
【００６２】
　本明細書に記載のものと同等または類似の方法および材料を使用して、開示した技術を
実行または試験することができるが、適切な方法および材料を以下に記載する。材料、方
法および例は、例証のみで、限定される目的とはしない。
【００６３】
　本開示の様々な実施形態の検討を促進するために、特定の用語で以下の説明を提供する
：
【００６４】
　アルカリホスファターゼ：（Ｐ（Ｏ）（ＯＲ）３）を分子から取り除く加水分解酵素で
ある。例えば、アルカリホスファターゼは、ナフトールリン酸エステル（基質）をフェノ
ール化合物およびリン酸塩に加水分解する。フェノールアゾは無色のジアゾニウム塩（ク
ロモゲン、例えばファストレッド）と結合して、不溶性且つ色の付いた沈殿物を生成する
。　
【００６５】
　脂肪族化合物：以下に記載のようなアルキル基、アルケニル基、アルキニル基、ハロゲ
ン化アルキル基およびシクロアルキル基を含有する部位である。「低級脂肪族」基は、炭
素原子１～１０を有する分岐鎖または非分岐鎖の脂肪族群である。　
【００６６】
　アルキル：炭素原子１～２４の分岐鎖または非分岐鎖の飽和炭化水素基、例えばメチル
、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、イソブチル、ｔ－ブチル、ペンチ
ル、ヘキシル、ヘプチル、オクチル、デシル、テトラデシル、ヘキサデシル、エイコシル
、テトラコシル等である。「低級アルキル」基は、炭素原子１～１０を有する分岐鎖また
は非分岐鎖の炭化水素である。「ハロゲン化アルキル」または「ハロアルキル基」という
用語は、ハロゲン（Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ）で置換したコレラの基が存在する１以上の水素
原子で上記に規定するようなアルキル基とする。「シクロアルキル」という用語は、炭素
原子少なくとも３から構成する非芳香族の炭素に基づく環式とする。シクロアルキル基の
例は、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル等を含有するが
、これらに限定されない。「ヘテロシクロアルキル基」という用語は、環式の少なくとも
１の炭素原子を、ヘテロ原子、例えば窒素、酸素、硫黄またはリンであるがこれらに限定
されないものと置換した上記のように規定したシクロアルキル基である。任意に置換され
た基、例えば「置換されたアルキル」は、置換基１～５、通常置換基１～３を有するアル
キル基であり、アルコキシル、任意に置換されたアルコキシル、アシル、アシルアミノ、
アシルオキシ、アミノ、アミノアシル、アミノアシルオキシ、アリール、カルボキシアル
キル、任意に置換されたシクロアルキル、任意に置換されたシクロアルケニル、任意に置
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換されたヘテロアリール、任意に置換されたヘテロシクリル、ヒドロキシ、チオールおよ
びチオアルコキシルから選択される基を記載する。　　
【００６７】
　抗体：少なくとも軽鎖または重鎖免疫グロブリンの可変領域を含有し、抗原のエピトー
プに特異的に結合するポリペプチドである。抗体は、モノクローナル抗体、ポリクローナ
ル抗体、または抗体の断片ならびに従来技術に知られている他のものを含む。いくつかの
例において、抗体は検出可能な標識、例えば酵素または蛍光色素分子で標識された。　
【００６８】
　抗原：免疫反応を刺激する分子である。抗原は、通常タンパク質または多糖類である。
エピトープは、特定の免疫反応を引き起こす分子で化学基またはペプチド配列から構成さ
れる抗原決定基である。抗体は、特定の抗原またはエピトープと結合する。抗体と特定の
抗原または抗原のエピトープへの結合を使用して、抗原の位置を、例えば生物学的サンプ
ルにて局在化；または特定の抗原が生物学的サンプルにて存在するかどうかを決定するこ
とができる。関連のある抗原は、ＩＨＣ分析が試験サンプルで検出するように設計される
抗原である。例えば、関連のある抗原を検出するために、ＩＨＣ分析にて使用される１次
抗体は、関連のある抗原と特異的に結合する。
【００６９】
　結合または安定結合：２つの基質または分子間の会合、例えば特異的結合物質（例えば
抗体）と抗原の会合である。
【００７０】
　クロモゲン：着色された生成物、例えば色素または染色に変換することができる物質。
特定のクロモゲンは、酸化されたとき着色した生成物となる電子供与体である。着色した
生成物の生成および、化学転換、例えば酸化に応じて不溶性になる特徴は、クロモゲンを
ＩＨＣで役立たせることができる。クロモゲン化合物の特定の例は、限定されないが、ジ
アミノベンジジン（ＤＡＢ）、４－クロロ－２－メチル－ベンゼンジアゾニウム（ファス
トレッド）、２，２’－アジノージー（３－エチルベンゾチアゾリンスルホン酸）（ＡＢ
ＴＳ）、Ｎｅｗ　Ｆｕｃｈｓｉｎ、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、ブルーテト
ラゾリウムおよびテトラゾリウムバイオレットを含有する。
【００７１】
　ＤＡＢは、アルコールおよび他の有機溶媒に非常に不溶性である茶色の最終生成物を生
成するクロモゲンである。ＤＡＢの酸化は重合を生じ、四酸化オスミウムと反応すること
ができる結果であり、従ってその染色強度および電子密度を上昇させる。いくつかの金属
および方法で使用して、重合ＤＡＢの光学密度を向上させて、硫化銀と組み合わせた塩化
金は、最も良好であると考えられる。
【００７２】
　ジアゾニウム塩は、酵素アルカリホスファターゼ、例えばナフトールリン酸エステル（
基質）をフェノール化合物およびリン酸塩に加水分解することによって生じるフェノール
と結合するクロモゲンの更なる例である。クロモゲンファストレッドＴＲおよびファスト
ブルーＢＢは、それぞれ明るい赤色または青色の最終生成物を生成する。双方ともアルコ
ールおよび他の有機溶媒に可溶性であるため、水溶性封入剤を使用する。新しいフクシン
はまた、赤色の最終生成物を生じる。ファストレッド　ＴＲおよびファストブルーＢＢと
異なり、新しいフクシンによって生じる色素は、アルコールおよび他の有機溶媒に不溶性
であり、試料をカバーガラスする前に脱水することが可能である。　　　　　
【００７３】
　検出するのに十分な条件：所望の活性を可能とする、例えばプローブを標的への結合お
よび相互作用を検出することを可能にするあらゆる環境である。例えば、前記条件は適切
な温度、バッファー溶液および検出手段、例えば顕微鏡およびデジタル画像処理装置を含
有する。
【００７４】
　接触：２以上の部位間の会合、特に直接的な物理的会合、例えば固体形状および／また
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は液体形状の双方（例えば、生物学的サンプルの配置、スライドに固定された生物学的サ
ンプル等を、抗原を放出する溶液での接触）を可能とする配置である。
【００７５】
　コントロール：試験有効性を評価するための実行したサンプルまたは製法。一例におい
て、コントロールは品質管理、例えば陽性対象である。例えば、陽性対象は、実際の試験
サンプルと同様であるが、従来の実験から肯定的な結果が得られることを知られている方
法またはサンプル、例えば組織または細胞である。陽性対象は、実際の試験サンプルがこ
のような結果を全く生じない場合でさえも、試験の基礎的条件が肯定的な結果をもたらす
ことを確認する。特定の例において、陽性対象は、推測した抗原を含む従来試験すること
によって知られているサンプルである。
【００７６】
　他の例において、コントロールは陰性対象である。陰性対象は、従来の経験から否定的
結果を生じることが知られている製法または試験サンプルである。陰性対象は、試験が予
測可能な工程な結果をもたらさないときに得られる基礎的な結果を示す；しばしば陰性対
象の値は、試験サンプルの結果から差し引かれる「バックグラウンド」値として扱われる
。特定の例において、陰性対象は特異的１次抗体を含まない試薬である。他の例は、校正
器コントロールを含み、既知の量のコントロール抗原を含有するサンプルである。上記の
校正器のコントロールは、予想されるシグナル強度を有し、従ってインターランまたはイ
ントラランの染色の変化を修正するために使用することができる。
【００７７】
　検出：例えば、試薬（例えばシグナルまたは特定抗原もしくはタンパク質）が、例えば
サンプル中の有無を見つけ出す。いくつかの例において、さらにこれは定量化を含有する
ことができる。「検出」とは、何かが存在するか、または存在しないかを、例えばターゲ
ット分子が生物学的サンプル内に存在するかを決定するあらゆる方法とする。例えば、「
検出」は、視覚的または機械的な装置を使用して、サンプルが特定の特徴を示すかを見つ
け出すことを含むことができる。特定の例において、検出は標的に結合したプローブを視
覚的に観測または、標的に結合しないプローブを観測するとする。例えば、顕微鏡検査お
よび他の顕微鏡による手段を通常使用して、本明細書に記載の方法におけるクロモゲン沈
殿物を検出する。
【００７８】
　検出可能な標識：サンプル中の標的の存在および／または濃度を示す検出可能な（例え
ば、視覚的、電子的またはそれ以外）シグナルが生じることができる分子または物質であ
る。特異的結合分子に結合したとき、検出可能な標識を使用して、特異的結合分子を目的
とする標的を局在化および／または定量化することができる。そのため、サンプル中の標
的の存在および／または濃度を、検出可能な標識によって生じたシグナルを検出すること
によって検出することができる。検出可能な標識を、直接または間接的に検出することが
でき、異なる特異的結合分子に結合するいくつかの異なった検出可能な標識を組み合わせ
て使用して、１以上の標的を検出することができる。例えば、第一の検出可能な標識、標
的に特異的な抗体に結合するハプテン等を、第一の検出可能な標識に特異的に結合する分
子に結合する第二の検出可能な標識を使用することによって、間接的に検出することがで
きる。別々に検出することができる多数の検出可能な標識を、異なった標的に特異的に結
合してサンプル中にて多数の標的の検出を提供することができる多重化分析を提供する、
異なった特異的結合分子に結合することができる。
【００７９】
　検出可能な標識は、着色、蛍光、リン光および発光の分子および原料；一つの物質を他
の物質に変換して検出可能な違い（例えば無色物質を着色物質に変換するかもしくはその
逆、または沈殿物を製造またはサンプルの混濁を増加させることによる）を提供する触媒
（例えば酵素）；更なる検出標識の抗体結合を使用して抗体ハプテン結合相互作用によっ
て検出することができるハプテン、ならびに常磁性および磁性の分子または原料を含有す
る。検出可能な標識の特定の例は、酵素、例えばセイヨウワサビペルオキシダーゼ、アル
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カリホスファターゼ、酸性ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダ
ーゼまたはβ－グルクロニダーゼ；蛍光色素分子、例えばフルオレセイン、発光団、クマ
リン、ＢＯＤＩＰＹ染料、レゾルフィンおよびローダミン（多くの更なる例の蛍光分子が
、Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　－　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，　Ｅｕｇｅｎｅ，　ＯＲに見出すことができる）；ナノ粒子、例え
ば量子ドット（米国特許第６８１５０６４号明細書、米国特許第６６８２５９６号明細書
および米国特許第６６４９１３８号明細書、それぞれの特許を本明細書の参考文献として
取り入れる）；金属キレート、例えばＧｄ３＋のような放射性または常磁性の金属イオン
のＤＯＴＡおよびＤＰＴＡキレート；ならびにリポソーム、例えば閉じ込められた蛍光分
子を含むリポソームを含有する。検出可能な標識が酵素を含む場合、検出可能な基質、例
えばクロモゲン、蛍光性化合物、または発光原化合物を、酵素と組み合わせて使用して、
検出可能なシグナルを発生する。　
【００８０】
　選択的に、酵素を金属組織検出方式において使用することができる。金属組織検出法は
、酵素の使用、例えばアルカリホスファターゼを水溶性金属イオンおよび酵素のレドック
ス不活性基質との組み合わせを含有する。基質は酵素によってレドックス活性剤へ変換し
、レドックス活性剤は金属イオンを還元し、検出可能な沈殿物の形成を生じる。（例えば
、出願中の２００４年１２月２０日に出願された米国特許公開第１１／０１５６４６号明
細書、ＰＣＴ公開第２００５／００３７７７号明細書および米国特許公開第２００４／０
２６５９２２号明細書を参照；それぞれ本明細書に組み込むものとする。）金属組織検出
法は、水溶性金属イオン、酸化剤および還元剤と共に酸化還元酵素酵素（例えばセイヨウ
ワサビペルオキシダーゼ）を使用して、検出可能な沈殿物を再形成することを含有する。
（例えば、米国特許第６６７０１１３号明細書参照、本願明細書において組み込むものと
する）。ハプテンは、抗体によって結合する小分子であるが、それら自体は免疫反応を動
物において誘発しなく、最初に大きいキャリア分子、例えばタンパク質に結合して、免疫
反応を発生する必要がある。ハプテンの例は、ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲ
ニンおよびフルオレセインを含有する。オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロ
アリール、ベンゾフラン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリンおよび
シクロリグナンハプテンを含有する更なる例を、出願中の２００７年１１月１日に出願さ
れた米国特許出願公開１１／９８２６２７号明細書であり、本明細書において引用したも
のとする。
【００８１】
　電子欠損：ニトロベンゼンまたはアクリロニトリルにて見出されるように、付着して電
子求引基を有するπシステム、例えばアルケンまたはアレーンを示す。前記部位に共通の
典型的な反応性を示す代わりに、電子不足πシステムは、求電子であり、求核攻撃の作用
を受けやすくすることができる。例において、電子不十分なハプテンは、ＤＮＰである。
【００８２】
　エピトープ：抗原結合分子（例えば、抗体、抗体断片、抗体結合領域を含むスカフォー
ルドタンパク質またはアプタマー）が結合する部位であるターゲット分子（例えばタンパ
ク質または核酸分子のような抗原）。エピトープを、ターゲット分子（例えば、タンパク
質間相互作用）の隣接または並列された非隣接残基（例えば、アミノ酸またはヌクレオチ
ド）の両方から形成することができる。隣接した残基（例えば、アミノ酸またはヌクレオ
チド）から形成されるエピトープを、通常、変性溶媒にさらして保つことができる、一方
通常三次折りたたみ構造から形成されるエピトープは、変性溶媒で処理することによって
欠失する。通常、エピトープは少なくとも３、更に一般的には、５または８　１０残基（
例えば、アミノ酸またはヌクレオチド）を含有する。通常、エピトープはまた２０未満の
残基（たとえばアミノ酸またはヌクレオチド）の長さ、例えば１５未満または１２未満の
残基である。
【００８３】
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　固定：可能な限り生存状態に近いような、細胞および組織の構成要素を保存し、それら
が調整方法の変化なしに経ることを可能とする工程である。固定は、細胞死と共に開始す
る自己分解および細菌分解の工程を抑制し、細胞および組織の構成要素を、それらが組織
処理後の段階、例えばＩＨＣを抵抗するように安定させる。
【００８４】
　組織を、潅流、または定着剤、例えばアルデヒド（例えばホルムアルデヒド、パラホル
ムアルデヒド、グルタルアルデヒド等）の中に入れるいずれかによって、固定することが
できる。他の定着剤は、酸化剤（例えば、金属イオンおよび複合体、例えば四酸化オスミ
ウムおよびクロム酸）、タンパク質変性剤（例えば酢酸、メタノールおよびエタノール）
、定着剤の未知のメカニズム（例えば塩化第二水銀、アセトンおよびピクリン酸）、組合
せ試薬（例えばカルノア固定液、メタカーン、ブアン液、Ｂ５定着剤、ロスマンの液体お
よびジャンドルの液体）、マイクロ波および種々のもの（例えば、体積固定および蒸気固
定を除く）を含有する。また添加剤を定着剤、例えばバッファー、洗剤、タンニン酸、フ
ェノール、金属塩類（例えば、塩化亜鉛、硫酸亜鉛およびリチウム塩）およびランタンに
含有する。
【００８５】
　ＩＨＣでサンプルを調製する際に最も一般的に使用される定着剤は、ホルムアルデヒド
、一般的にはホルマリン溶液状である（バッファー溶液中４％ホルムアルデヒドであり、
１０％バッファーのホルマリンとする）。　　
【００８６】
　ハプテン：通常特異的に抗体と結合することができるが、キャリア分子と組み合わせる
以外で、通常は免疫原性を実質的にできない分子である。ハプテンの例は、ジニトロフェ
ノール（ＤＮＰ）およびジゴキシゲニンを含有するが、これら限定されない、フルオレセ
イン、ビオチン、ニトロアリールを含有するが、これらに限定されないものである。
【００８７】
　ハイブリッド形成：ＤＮＡ、ＲＮＡまたはＤＮＡおよびＲＮＡの間の２鎖に相補的な領
域の間の塩基対を形成し、それによって二重分子を形成する。一定の程度の厳格に生じる
ハイブリッド形成条件は、ハイブリッド法の性質ならびにハイブリッド形成する核酸配列
の組成物および長さに依存して変更するだろう。通常、ハイブリッド形成の温度およびハ
イブリッドバッファーのイオン強度（例えばＮａ＋濃度）は、ハイブリッド形成の厳格さ
を決定する。特定の程度の厳格さを達成するためのハイブリッド形成条件に関係する算出
を、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　（１９８９）　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ，　ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，　Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ，　ＮＹ　（ｃｈａｐｔｅｒｓ　９　ａｎ
ｄ　１１）に記載する。　　
【００８８】
　免疫染色（ＩＨＣ）：抗原と特異的結合物質、例えば抗体との相互作用を検出すること
によって、サンプル中の抗原の存在または分布を決定する方法である。抗原（例えば標的
抗原）を含有するサンプルを、抗体―抗原結合を可能とする条件下において抗体とインキ
ュベートする。抗体―抗原の結合を、抗体に結合した検出可能な標識（直接的な検出）ま
たは２次抗体に結合した検出可能な標識によって検出し、１次抗体に対して（例えば間接
的な検出）生じることができる。検出可能な標識は、放射性同位体、蛍光色素（例えばフ
ルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、およびローダミン）および色素産生
分子を含有するが、これらに限定されない。
【００８９】
　ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成（ＩＳＨ）：標識された相補的ＤＮＡまたはＲＮＡ鎖
（即ちプローブ）を使用して、特定のＤＮＡまたはＲＮＡ配列を、部位または組織の断片
（ｉｎ　ｓｉｔｕ）、すなわち組織が完全な組織（全組織標本ＩＳＨ）において十分に小
さい場合（例えば、植物の種、ショウジョウバエの胚）に局在化する、ハイブリッド形成
の種である。これは免疫染色と区別して、タンパク質を組織断片中に局在化することがで
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の医療診断を使用することで決定することができる。ＲＮＡ　ＩＳＨ（ハイブリッド組織
化学）を使用して、ｍＲＮＡおよび他の転写因子を、組織断片または全組織標本にて測定
および局在化する。
【００９０】
　ハイブリッド形成の組織化学に関して、、サンプル細胞および組織を通常処理して、標
的転写因子をその場に固定し、プローブのターゲット分子への接近を向上させる。上記の
ように、プローブは標識された相補的ＤＮＡまたは相補的ＲＮＡ（リボプローブ）のいず
れかである。プローブは標的配列に上昇した温度にてハイブリッド形成し、その後過剰な
プローブを洗い流す（ハイブリッド形成されていなく、過剰なＲＮＡプローブの場合ＲＮ
ａｓｅを使用して従来の加水分解後）。溶液パラメータ、例えば温度、塩および／または
洗剤濃度を調節して、あらゆる同一でない相互作用を取り除くことができる（即ち、正確
な配列の候補が結合して残る）。その後、効率的に例えばラジオ、蛍光または抗原標識塩
基（例えばジゴキシゲニン）のいずれかで標識された、標識プローブを局在化し、オート
ラジオグラフィー、蛍光顕微鏡検査または免疫組織化学のいずれかをそれぞれ使用して、
組織中にて潜在的に定量化する。またＩＳＨは、２以上のプローブを、放射性標識または
他の非放射性標識、例えばハプテン標識で標識して、通常２以上の転写因子を同時に検出
する異なった標識を使用することができる。
【００９１】
　低級アルキル：炭素原子１～１０を有する飽和分岐鎖または非分岐鎖の炭化水素である
。
【００９２】
　哺乳類：この用語は、ヒトおよびヒトでない哺乳類の両方を含有する。同様に、「対象
」という用語は、ヒトおよび獣医学的対象の両方を含有する。
【００９３】
　関連またはターゲット分子：存在、局在および／または濃度を決定する分子である。関
連のある分子の例は、核酸配列およびハプテンと結合したタンパク質を含有する。
【００９４】
　ナフトール：ナフトールまたはナフタレン－１－オルおよびナフタレン－２－オルは、
ナフタレンで水素基の位置によって異なる位置異性体である一般式Ｃ１０Ｈ７ＯＨを有す
る、２つの無色結晶固体アイソフォームのいずれかである。　　
【００９５】
　α－ナフトールは、以下の一般式を有するナフタレン－１－オルである。　
【００９６】
【化５】

【００９７】
　β－ナフトールは、以下の一般式を有するナフタレン－２－オルである。
【００９８】
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【化６】

【００９９】
　ナフトールは、フェノールのナフタレン相同物であり、水酸基がフェノールより反応性
である。ナフトールは、単純アルコール、エーテルおよびクロロホルムに溶解する。一例
において、ナフトールはハイブリッド形成バッファーに溶解する。リン酸ナフトールＡＳ
－ＴＲおよびリン酸ナフトールＡＳ－ＭＸ等の化合物を、基質、例えばホスファターゼで
あり、アルカリホスファターゼ等およびファストレッド／リン酸ナフトールクロモゲン複
合体の通常の成分として利用する。
【０１００】
　腫瘍形成および腫瘍：異常且つ抑制できない細胞成長の工程である。腫瘍形成は、増殖
疾患の一例である。
【０１０１】
　新生組織形成は、新生物（腫瘍）であり、過度な細胞分裂の結果である組織の異常な成
長である。転移しない腫瘍を「良性」とする。周辺組織に侵入する腫瘍および／または転
移を「悪性」とする。血液学的な腫瘍の例は、急性白血病（例えば急性リンパ球性白血病
、急性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病ならびに骨髄芽球性、骨髄球性、骨髄単核性、単
球性および赤白血病）、慢性白血病（例えば慢性骨髄性（顆粒球）白血病、慢性骨髄性白
血病および慢性リンパ球性白血病）、真性赤血球増加症、リンパ腫、ホジキン病、非ホジ
キンリンパ腫（不活性および高い度合いの形状）、多発性骨髄腫、ヴァルデンストレーム
マクログロブリン血症、重鎖病、骨髄異形成症候群、毛のような細胞白血病および脊髄形
成異常を含有する白血病を含む。
【０１０２】
　固形腫瘍の例、例えば肉腫および癌腫は、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨性肉腫
、骨原性肉種および他の肉腫、滑液腫瘍、中皮腫、ユーイングの腫瘍、平滑筋肉腫、横紋
筋肉腫、結腸癌、リンパ悪性、膵癌、乳癌、肺癌、卵巣癌、前立腺癌、肝臓癌、扁平上皮
癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、甲状腺髄様癌、甲状腺乳頭癌、褐色細胞腫脂腺癌、乳頭
癌、乳頭腺癌、髄様癌、気管支癌、腎臓細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛膜癌腫、ウィルムス
腫瘍、子宮頸癌、睾丸腫瘍、精上皮腫、膀胱癌および中枢神経系腫瘍（例えば神経膠腫、
星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管芽細胞腫、音響神経腫、
乏突起細胞腫、月経血管腫、黒色腫、神経芽腫および網膜芽腫）を含有する。
【０１０３】
　ニトロアリール：一般的な種類のハプテンは、ニトロフェニル、ニトロビフェニル、ニ
トロトリフェニル等および以下の一般の化学式を有するあらゆるおよび全てのヘテロアリ
ール相対物を含有するが、これらに限定されない。
【０１０４】
【化７】
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【０１０５】
　この一般式に関して、前記化合物は少なくとも１、任意に複数のニトロ基を有する。従
って、Ｒ１～Ｒ６の１を超えるものが、ニトロ基である。Ｒ１～Ｒ６の１を超えるものが
ニトロ基である場合、複数のニトロ基の置換基に相対的の環式の位置、またはほかの環式
の置換基に相対的なニトロ基置換基の全ての組み合わせが、開示のハプテンのこれら種類
の範囲内で含有される。ジニトロアリール化合物は、最も典型的である。当業者は、ニト
ロ基の数が増加するため、一般式における残りの環状の置換基の数は減少することを理解
するだろう。これらの置換基は、水素、アシル基、アルデヒド基、アルコキシル基、脂肪
族、特に低級な脂肪族、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えばヘテロ原子を有する有
機鎖、例えば酸素基、窒素基、硫黄基、アルキル基、特に炭素原子２０以下を有するアル
キル基、より一般的に炭素原子１０以下を有する低級アルキル基、例えばメチル基、エチ
ル基、プロピル基、イソプロピル基およびブチル基、置換されたアルキル基、例えばハロ
ゲン化アルキル基（例えば、－ＣＸ３において、Ｘはハロゲン基およびそれらの組み合わ
せ、いずれか鎖またはそれに結合したもの）、オキシム基、オキシムエーテル基（例えば
、メトキシイミン基、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール基（即ち、脂肪族またはアルキル
ヒドロキシ基、特に低級アルキル水酸基）、アミド、アミノ基、アミノ酸、アリール基、
アルキルアリール基、例えばベンジル、炭水化物、単糖類、例えばグルコースおよびフル
クトース、二糖類、例えばサッカロースおよびラクトース、オリゴ糖類および多糖類、カ
ルボニル基、カルボキシル基、カルボン酸塩（その塩類、例えば第一族金属またはアンモ
ニウムイオンカルボン酸塩を含有する）、環式、異種環状化合物、シアン基（－ＣＮ）、
エステル基、エーテル基、ヒドロキシルアミン基、オキシム基（ＨＯ－Ｎ＝）、ケト基、
例えば脂肪族ケトン基、ニトロ基、スルフヒドリル基、スルホニル基、スルホキシド基、
エキソメチレン基、ならびにそれらの組み合わせから独立して選択される。置換基Ｒ１～
Ｒ６の少なくとも１は、リンカーに結合しているか、またはリンカーもしくはキャリア分
子のカップリングに適切な官能基である。　　
【０１０６】
　置換基Ｒ１～Ｒ６の２以上はまた、環系、例えばナフタレン（以下に示す）またはアン
トラセン誘導体における、原子、通常炭素原子であることができる。６員環系以外の環系
を、例えば結合された６～５環系で形成することができる。
【０１０７】
【化８】

【０１０８】
　また、Ｒ１～Ｒ６を占める環式の位置の少なくとも１つは、リンカーに結合しているか
、またはキャリア分子にカップリング、例えば共有結合によって適切な変異性の官能基で
ある。例えば、ニトロアリール化合物はキャリアまたはリンカーに、様々な任意の環状部
位でカップリングする官能基であることができる。　　
【０１０９】
　実用的な実施形態は、ニトロフェニル化合物によって例証される。単なる例として、モ
ノニトロアリール化合物をニトロシナマイド化合物によって例証する。一実施形態のニト
ロシナマイドに基づく化合物を、以下に示すような４，５－ジメトキシ－２－ニトロシナ
マイドに例証する。　
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【０１１０】
【化９】

【０１１１】
　化合物ニトロフェニル族をまた、ジニトロフェニル化合物によって示す。ニトロ基を有
さない環状の位置の残りの炭素原子少なくとも１つは、官能基、リンカー、または直接キ
ャリアに結合する。これらの基の相関的な位置のあらゆるおよび全ての組み合わせを、開
示したハプテン族の範囲に含有する。
【０１１２】

【化１０】

【０１１３】
実用的な実施形態を、以下に示すようなリンカーにカップルする２，４－ジニトロフェニ
ル化合物に、特に例証する。
【０１１４】
【化１１】

　
【０１１５】
　Ｒ１～Ｒ３を上記のように定める。
【０１１６】
　オリゴヌクレオチド：約６～約３００ヌクレオチドの長さの間で、天然ホスホジエステ
ル結合によって結合した複数の結合ヌクレオチドである。オリゴヌクレオチドの類似体は
、オリゴヌクレオチドと同様に機能するが、天然に発生した部位でないものとする。例え
ば、オリゴヌクレオチドの類似体は、天然に発生した部位でない、例えば変換した糖部位
または糖間結合、例えばホスホロチオエートオリゴデオキシヌクレオチドを含有すること
ができる。自然に分泌されるポリヌクレオチドの機能的な類似体は、ＲＮＡまたはＤＮＡ
と結合することができ、ペプチド核酸分子を含有する。
【０１１７】
　特定のオリゴヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドの類似体は、直鎖配列の約２００
ヌクレオチドまでの長さ、例えば少なくとも６塩基、例えば少なくとも８、１０、１５、
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２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、１００またはさらに２００塩基の長さ、ま
たは約６～５０塩基、例えば約１０～２５塩基、例えば１２、１５または２０塩基である
配列（例えばＤＮＡまたはＲＮＡ）である。
【０１１８】
　重合物質：構造単位、すなわちモノマーの繰り返しで構成され、共有化学結合によって
結合される高分子量を有する分子からなる物質である。本明細書において使用されるよう
に、重合物質の例は、パラフィン、アガロースおよびゼラチンを含有することができる。
【０１１９】
　プローブ：検出可能な標識またはレポーター分子に付着し、単離された核酸、単離合成
されたオリゴヌクレオチドとする。典型的な標識は、放射性同位体、酵素基質、補助因子
、リガンド、化学発光もしくは蛍光物質、ハプテン（ＤＮＰを含有するが、これに限定し
ない）および酵素を含有する。標識法および様々な目的に適切な標識の選択のガイダンス
を、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉ
ｎｇ：　　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　ＣＳＨＬ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，　１９８９）　ａｎｄ　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｉｎ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕ
ｂｌ．　Ａｓｓｏｃ．　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅｓ，　１９９２
）に記載する。
【０１２０】
　当業者は、特定のプローブの特異性はその長さとともに増加させることを認識するであ
ろう。従って、プローブは、所望の特性を提供するために選択することができ、所望のヌ
クレオチド配列の少なくとも１７、２０、２３、２５、３０、３５、４０、４５、５０ま
たはより連続的なヌクレオチドを含有することができる。特定の例において、プローブは
、所望ヌクレオチド配列の少なくとも１００、２５０、５００、６００または１０００の
連続的なヌクレオチドを含有することができる。
【０１２１】
　サンプル：「サンプル」という用語は、標的が存在することができるあらゆる液体、半
固体または固体物質（または原料）とする。特に、サンプルは、生物学的サンプルまたは
生物学的材料から得られるサンプルであることができる。生物学的サンプルの例は、組織
サンプルおよび細胞学的サンプルを含有する。いくつかの例において、生物学的サンプル
は、動物の対象、例えばヒトの対象から得られる。生物学的サンプルは、単細胞生命体、
例えばバクテリア、酵母、原生動物およびアメーバ、とりわけ多細胞生命体（例えば植物
または健康もしくは外見上健康なヒトの対象、または癌等と診断または検査された状態も
しくは疾患によって影響を受けるヒトの患者を含有する動物）を含有するが、これらに限
定されないあらゆる生物から得られ、排出されるか、分泌されるあらゆる固体または液体
のサンプルである。例えば、生物学的サンプルは、例えば血液、血漿、血清、尿、胆汁、
腹水、唾液、脳脊髄液、水溶性もしくは硝子体液またはあらゆる生体分泌物から得られる
生物流体または浸出液、滲出液（例えば膿瘍または感染症もしくは炎症の他のいかなる部
位から得られる液体）、または関節から得られる液体（例えば、正常な関節または疾患に
影響を受ける関節）であることができる。生物学的サンプルは、またあらゆる器官または
組織（生検または剖検材料、例えば腫瘍生検を含有する）から得られるサンプルであるこ
とができるか、または細胞（初代細胞または培養細胞）もしくはあらゆる細胞、組織、器
官によって状態を整える培地を含有することができる。いくつかの例において、生物学的
サンプルは核抽出物である。いくつかの例において、生物学的サンプルは細菌細胞質であ
る。特定の例において、サンプルは、優良なコントロールサンプル、例えば開示した細胞
ペレット断片サンプルの１つである。他の例において、サンプルは試験サンプルである。
例えば、試験サンプルは対象から得られた生物学的サンプルで調製した細胞、組織または
細胞ペレット断片である。例において、対象は危険性があり、または特定の状態もしくは
疾患もたらすものである。
【０１２２】
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　特異的結合：規定された標的に優先して結合する薬剤の結合の用語である（例えば、特
定の抗原への抗体または特定の核酸配列への核酸プローブ）。抗原に関して、「特異的結
合」とは、特異的なポリペプチドと、全部または一部において、抗体または他のリガンド
の優先的な関連とする。核酸配列に関して、「特異的結合」とは、特異的核酸配列と、全
部または一部において、核酸プローブの優先的な関連とする。　　
【０１２３】
　特異的な結合剤は、規定した標的のみに実質的に結合する。わずかな程度の非特異的相
互作用が分子間、例えば特異的結合剤、および標的でないポリペプチドもしくは標的でな
い核酸配列に生じることができることが認める。選択的反応性抗体が抗原に結合するが、
それは低い親和性でそうすることができる。抗原に特異的に結合する抗体は、標的でない
ポリペプチドと比較して、標的ポリペプチドに結合した抗体または他のリガンドの量（単
位時間について）において、通常２倍を超え、例えば５倍を超え、１０倍を超えるか、１
００倍を超える増加である。様々な免疫測定法が、特定のタンパク質と特異的に免疫反応
性である抗体を選択するために適切である。例えば、固体相ＥＬＩＳＡ免疫測定法を通常
使用して、タンパク質と特異的に免疫反応性を有するモノクローナル抗体を選択する。Ｈ
ａｒｌｏｗ　＆　Ｌａｎｅ，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９８８）を、特異的な免疫反応を決定するために使用することが
できる免疫測定法の記載および条件として参照する。　　
【０１２４】
　核酸配列に特異的な結合のための核酸プローブは、標的でない核酸と比較して、標的核
酸配列に結合した核酸プローブの量において、通常２倍を超え、例えば５倍を超え、１０
倍を超えるか、１００倍を超える増加である。様々なＩＳＨ条件は、特定の核酸配列と特
異的に結合する核酸プローブを選択するために、適切である（本明細書に記載）。　　
【０１２５】
　特異的結合部位：特定の結合対の部分である。特定の結合対とは、それらが他の分子に
結合を実質的に除外して、互いに結合する点で特徴付けられる分子対である（例えば、特
定の結合対は、生物学的サンプルにおいて、他の分子を有する結合対の２部のいずれかで
の結合定数より、少なくとも１０３Ｍ－１を超え、１０４Ｍ－１を超え、または１０５Ｍ
－１を超える結合定数を、有することができる）。特異的結合部位の特定の例は、特異的
結合タンパク質（例えば、抗体、レクチン、アビジン、例えばストレプトアビジンおよび
タンパク質Ａ）を含有する。特異的結合部位はまた、このような特異的結合タンパク質と
特異的に結合する分子（またはその一部）を含むことができる。
【０１２６】
　基質：触媒、例えば酵素に作用した分子である。一例において、基質は、４－クロロ－
１－ナフトール（４－ＣＮ）、リン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ、５－ブロモ－４－クロロ－
３－インドリル－リン酸（ＢＣＩＰ）、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）またはパラ－ニト
ロフェニルリン酸塩（ｐＮＮＰ）である。
【０１２７】
　標的：存在、位置および／または濃度を決定するか、または決定することができるあら
ゆる分子である。標的分子の例は、タンパク質、核酸およびハプテン、例えばタンパク質
または核酸配列に共有結合するハプテンを含有する。標的分子を、特異的結合分子および
検出可能な標識の１以上の複合体を使用して、通常検出する。
【０１２８】
　組織：生命体内で、同様な機能を行う相互接続した細胞の一群である。
【０１２９】
　ＩＩＩ．単一組織サンプルにおいて、２以上の分子の検出法の実施形態
　開示した実施形態は、サンプルにおけるＩＨＣまたはＩＳＨを、第二のＩＨＣまたはＩ
ＳＨ法の実行を排除しない方法で実行する工程を含む。従って、ＩＨＣ－ＩＨＣ、ＩＳＨ
－ＩＳＨ、ＩＨＣ－ＩＳＨまたはＩＳＨ－ＩＨＣ法を実行する。特定の市販の実施形態に
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おいて、ＩＨＣおよびＩＳＨを、同じサンプルにおいて実行する。　　
【０１３０】
　本明細書の開示は、単一の組織サンプルにおける２以上の標的分子のクロモゲン検出法
を含有する実施形態である。一実施形態において、方法は組織サンプルと、第一の標的分
子に特異的に結合する第一の特異的結合部位とを接触させることを含む。一例において、
第一の特異的結合部位は１次抗体であり、第一の標的分子はタンパク質である。例えば、
１次抗体は、癌に関連しているタンパク質、例えばＨＥＲ２、ｃ－Ｍｙｃ、ｎ－Ｍｙｃ、
Ａｂｌ、ＥＧＦＲタンパク質、ＴＯＰ２Ａ、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ６、Ｒｂ１、ｐ５３または
ｃ－Ｍｅｔを検出する抗体である。　　
【０１３１】
　いくつかの実施形態の方法は、組織サンプルにおける第一の標的分子の検出を含有する
。例えば、第一の標的分子を、クロモゲン、例えば不溶性電子豊富な芳香族化合物をサン
プルに、第一標的分子に結合する第一の特異的結合部位を検出するような方法で、クロモ
ゲン生成的に検出する。一実施形態において、不溶性、電子豊富な芳香族化合物は、アゾ
染料である。いくつかの例において、クロモゲンの沈殿は、基質と触媒を反応させて、不
溶性、電子豊富な芳香族化合物を形成することを有する。例えば、触媒は酵素であり、ア
ルカリホスファターゼまたはセイヨウワサビペルオキシターゼ等である。酵素に関する基
質は、３，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾール
（ＡＥＣ）、４－クロロ－１－ナフトール（４－ＣＮ）、ナフトールＡＳ－ＴＲリン酸塩
、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－リン酸（ＢＣＩＰ）またはパラ－ニトロフ
ェニルリン酸塩（ｐＮＮＰ）から選択される。具体的な実施形態において、ＤＡＢに基づ
くクロモゲン検出法を使用する。例えば、ＤＡＢ－ＩＨＣ検出法を使用して、第一タンパ
ク質標的を検出する。他の実施形態において、ファストレッドアルカリホスファターゼ検
出法を用いた。一実施形態において、ファストレッドアルカリホスファターゼＩＨＣ検出
法を使用して、第一のタンパク質標的を検出する。例えば、本明細書に開示のようなＵＬ
ＴＲＡＶＩＥＷ　ＲＥＤ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔｓを、抗体のアルカリホスファタ
ーゼの標識が付いたカクテルを使用して、結合した１次抗体を局在化する。１次抗体、ア
ルカリホスファターゼ標識抗体の複合体を、ファストレッド／リン酸ナフトールクロモゲ
ン複合体を使用して視覚化した。肯定的な結果は、結合部位に局在化した明るい赤色沈殿
物をもたらす。例えば、ＩＨＣを皮膚病理学組織サンプルにて実行するとき、明るい赤色
は標的タンパク質および自然に分泌されるメラニン色素の間の相違をサンプルにおいて提
供する。
【０１３２】
　一実施形態において、単一の組織サンプルにおける２以上の標的分子のクロモゲン検出
の方法は、第二の標的分子に特異的に結合する第二のハプテン標識された特異的結合部位
と組織サンプルを接触させることを含む。いくつかの実施形態において、第二の、ハプテ
ン標識された結合部位のハプテンは、電子不足芳香族化合物である。例えば、第二の、ハ
プテン標識された特異的結合部位は、ハプテン標識された核酸プローブ、例えばハプテン
標識されたＤＮＡプローブである（例えば、ＤＮＰ標識されたＤＮＡプローブ）。いくつ
かの実施形態において、ＤＮＰ核酸標識されたプローブの濃度は、少なくとも５μｇ／ｍ
Ｌである。いくつかの実施形態において、ＤＮＰ核酸標識されたプローブの濃度は、約１
０μｇ／ｍＬから約１５μｇ／ｍＬの範囲である。
【０１３３】
　一実施形態において、第一の標的分子はタンパク質であり、第二の標的分子はタンパク
質である。他の実施形態において、第一の標的分子はタンパク質であり、第二の標的分子
は核酸配列である。他の実施形態において、第一の標的は核酸配列であり、第二の標的分
子は核酸配列である。例えば、第一の標的分子はタンパク質であり、第二の標的分子は標
的分子タンパク質と相関する核酸配列である（例えば、配列をコードする標的タンパク質
を局在化する染色体の局在部位もしくはその付近で、標的タンパク質または核酸配列をコ
ードする核酸配列）。第一の標的分子および第二の標的分子は癌、例えばＨＥＲ２タンパ
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ク質、ｃ－Ｍｙｃタンパク質、ｎ－Ｍｙｃタンパク質、Ａｂｌタンパク質、ＥＧＦＲタン
パク質、ＴＯＰ２Ａタンパク質、Ｂｃｌ２タンパク質、Ｂｃｌ６タンパク質、Ｒｂ１タン
パク質、ｐ５３タンパク質もしくはｃ－Ｍｅｔタンパク質；これらのタンパク質の１つを
コードする核酸；またはコードする配列を局在化する染色体部位またはその付近の核酸配
列に関連している分子が可能である。一例において、第一の標的分子の検出は、ＩＨＣの
実行およびＩＳＨの実行を含有する第二標的分子の検出を含有する。ＩＨＣの実行は、ア
ルカリホスファターゼ赤色クロモゲン検出法またはセイヨウワサビペルオキシダーゼ－Ｄ
ＡＢクロモゲン検出法による第一標的分子の検出を含有する。ＩＳＨの実行は、セイヨウ
ワサビペルオキシダーゼ銀ＩＳＨ検出またはアルカリホスファターゼ赤色銀検出法による
第二標的分子の検出を含有する。クロモゲン検出法を、自動または手動で実行することが
できる。　　
【０１３４】
　開示の実施形態は、第二のハプテン標識された特異的結合部位と組織サンプルを接触さ
せる前、同時または実質的に同時に、可溶な、電子の豊富な芳香族化合物を含む溶液と組
織サンプルの処理を含む。一の実施形態において、組織サンプルと、可溶な、電子豊富な
芳香族化合物を有する溶液との処理は、第二のハプテン標識された特異的結合部位とサン
プルを接触させる前に生じる。他の実施形態において、組織サンプルと、可溶な、電子豊
富な芳香族化合物を有する溶液との処理は、第二のハプテン標識された特異的結合部位と
サンプルを接触させる同時または少なくとも実質的に同時に生じる。
【０１３５】
　２以上の分子のクロモゲン検出の開示した方法は、第一の標的分子を検出するために使
用される不溶性、電子豊富な芳香族化合物と区別できる第二の、不溶性クロモゲンの沈殿
による第二標的分子の検出を含む。可溶性、電子豊富な芳香族化合物を有する溶液と組織
サンプルの処理は、ハプテン標識された特異的結合部位と、第一の標的分子付近に沈殿し
た不溶性、電子豊富な化合物への非特異的な結合により、バックグラウンドを減少させる
。
【０１３６】
　一実施形態において、可溶性、電子豊富な芳香族化合物は、以下の一般式を有し、　
【０１３７】
【化１２】

【０１３８】
　少なくともＲ１、Ｒ２およびＲ３の１つは、Ｈ、－ＯＲ４、－ＮＲ６Ｒ７、－ＯＰＯ３
２－および低級アルキルから独立して選択される電子供与基であり；Ｒ１、Ｒ２およびＲ
３の２つは、縮合環または第一の芳香環とともに１以上の部位を有する不飽和な環、任意
に１、２または３電子供給置換基と置換され；Ｒ６およびＲ７は、独立してＨまたは低級
アルキルである。
【０１３９】
　さらなる実施形態において、Ｒ２およびＲ３は共に結合した芳香族環を形成し、電子豊
富な結合芳香族環は、以下の一般式を有する　
【０１４０】

【化１３】
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【０１４１】
　Ｒ８、Ｒ９およびＲ１０は、独立してＨ、－ＯＲ１１、－ＮＲ１２Ｒ１３、―ＯＰＯ３
２－および低級アルキルから選択され；Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３は、独立してＨおよ
び低級アルキルから選択される。具体的な実施形態において、可溶性の電子豊富な芳香族
化合物は、ヒドロキシアリール基またはヒドロキシビアリール化合物、例えばナフトール
である。
【０１４２】
　開示した方法の特定の実施形態において、自動核酸タンパク質検出方法を、同じ組織サ
ンプルで単一の自動動作において二重核酸／タンパク質検出を提供して開示する。開示し
た実施形態の方法の一つは、１次抗体が組織サンプル中で第一の標的分子に特異的に結合
するのに十分な条件に基づいて、１次抗体を組織サンプルに自動的に分配することを含有
する。いくつかの実施形態において、本明細書に開示の方法は、さらに第一標的分子と組
織サンプルにおいて１次抗体をＩＨＣによって検出することを含有する。この開示した実
施形態は、ハプテンラベルされた核酸プローブを組織サンプルに、前記プローブが第二標
的分子に特異的に結合するのに十分な条件において自動的に分配することを含む。いくつ
かの例において、ハプテン標識された核酸プローブは、電子不足芳香族化合物を上記のよ
うに含有する。さらなる実施形態はまた、第二の、ハプテン標識された核酸プローブを、
組織サンプルに自動的に分配し、第二標的分子をＩＳＨによって検出する前または同時に
、電子豊富な芳香族化合物を含む溶液と組織サンプルの処理を含有する。前記実施形態に
おいて、電子豊富な芳香族化合物は上記一般式を含有する。具体的な実施形態において、
電子豊富な芳香族化合物は、ヒドロキシアリール基またはヒドロキシビアリール化合物、
例えばナフトールである。ナフトール濃度は変更することができるが、通常約０．１～１
０ｍｇ／ｍＬ、約０．２ｍｇ／ｍＬ～７ｍｇ／ｍＬ、または約０．３ｍｇ／ｍＬ～１ｍｇ
／ｍＬの範囲である。
【０１４３】
　本発明の方法の一実施形態において、ハプテン標識された核酸プローブを組織サンプル
での自動分配は、組織サンプルと電子豊富な芳香族化合物を処理した後に生じる。他の実
施形態において、ハプテン標識された核酸プローブで組織サンプルの自動分配は、電子豊
富な芳香族化合物との処理と同時に生じ、電子豊富な芳香族化合物およびハプテン標識さ
れた核酸標識されたプローブを、組織サンプルに実質的に同時か、同じ溶液のいずれかに
て適応される。いくつかの例において、ハプテン標識された核酸プローブは、ハプテン標
識されたＤＮＡプローブ、例えばＤＮＰ標識されたＤＮＡプローブである。
【０１４４】
　本発明のいくつかの実施形態において、ＩＨＣはＩＳＨ前に実行される。他の実施形態
において、ＩＳＨはＩＨＣ前に実行される。いくつかの例において、ＩＳＨは、セイヨウ
ワサビペルオキシダーゼ銀染色またはアルカリホスファターゼ赤色銀染色による標的核酸
の検出を含有する。いくつかの例において、ＩＨＣ検出は、アルカリホスファターゼレッ
ド酵素クロモゲン複合体またはセイヨウワサビペルオキシダーゼ－ＤＡＢ酵素クロモゲン
複合体による標的タンパク質の検出を含む。
【０１４５】
　本明細書に開示の方法を、手動または自動、例えば自動組織処理計測器で実行すること
ができる。自動化システムは、通常少なくとも部分的に、実質的に完全である必要はない
が、コンピューターの制御下にある。通常、自動化システムは少なくとも部分的にコンピ
ューターの制御にあるため、本開示の特定の実施形態はまた、コンピューターが開示の実
施形態の方法を実行させる実行可能な指示を記憶する１つ以上具体的なコンピューター可
読のメディアに関する。　　
【０１４６】
　ＩＶ．サンプルおよび標的
　サンプルは、生物学的成分を含有し、一般的には１以上の関連のある標的分子を含有す
ると考えられる。標的分子は細胞の表面上にあり、細胞は懸濁液または組織断片に存在す
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ることができる。また標的分子は細胞内であることができ、細胞溶解物またはプローブに
よる細胞浸透にて検出される。当業者は、サンプルにおける標的分子の検出方法は、使用
されるサンプルおよびプローブの種類に依存して異なることを評価するだろう。サンプル
の収集および調製する方法は技術において知られている。
【０１４７】
　本明細書に記載の方法にて使用されるサンプル、例えば組織またはほかの生物学的サン
プルを、知られている技術のあらゆる方法を使用して調製することができる。サンプルを
、定期的なスクリーニングで対象または疾患、例えば遺伝学的異常または腫瘍形成を有す
ると考えられる対象から得ることができる。また記載の方法を、遺伝子異常、疾病、疾患
等を有さなく、「正常」サンプルとするサンプルに適応することができる。とりわけ前記
正常サンプルは、他のサンプルとの比較するためのコントロールとして実用的である。サ
ンプルを、多くの異なる目的のために分析することができる。例えば、サンプルを科学的
研究、疑わしい疾患の診断または治療の成功、生存等で前兆の指標として使用することが
できる。
【０１４８】
　サンプルは、プローブまたはレポーター分子と特異的に結合することができる複数の標
的を含有することができる。標的は核酸配列またはタンパク質であることができる。本開
示を通じて、参照を標的タンパク質とする場合、タンパク質と関連のある核酸配列はまた
標的として使用することができると理解される。いくつかの例において、標的は病原体、
例えばウイルス、バクテリアまたは細胞内寄生虫、例えばウイルスゲノムからのタンパク
質または核酸分子である。例えば、標的タンパク質は、疾患と関連のある（例えば、相関
関係があり、原因となっていることを意味する等）標的核酸配列から生成することができ
る。　
【０１４９】
　標的核酸配列は実質的に大きさを変更することができる。限定しないが、核酸配列は様
々な数の核酸残基を有することができる。例えば、標的核酸配列は少なくとも約１０核酸
残基、または少なくとも約２０、３０、５０、１００、１５０、５００、１０００残基を
有することができる。同様に、標的ポリペプチドは実質的に大きさを変更することができ
る。限定しないが、標的ポリペプチドは、ペプチドに特異的な抗体またはその断片に結合
する少なくとも１つのエピトープを含有する。いくつかの実施形態において、ポリペプチ
ドはペプチド特異的な抗体またはその断片に結合する少なくとも２つのエピトープを含有
することができる。　　
【０１５０】
　特定の非制限の例において、標的タンパク質は新生物（例えば、癌）と関連のある標的
核酸配列（例えばゲノム標的核酸配列）によって生成される。多くの染色体異常（転座お
よび他の再配置、増幅または欠損を含有する）を、腫瘍細胞、特に癌細胞、例えばＢ細胞
およびＴ細胞白血病、リンパ腫、乳癌、大腸癌、神経性腫瘍等において同定した。したが
って、いくつかの例において、標的分子の少なくとも一部を、サンプル中の少なくとも細
胞のサブセットにおいて、増幅または除去された核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列
）によって生成した。
【０１５１】
　発癌遺伝子がいくつかのヒトの悪性腫瘍の原因であることが知られている。例えば、染
色体１８ｑ１１．２の切断点に位置するＳＹＴ遺伝子を含む染色体再配置が、滑膜肉腫軟
部組織腫瘍において一般的である。ｔ（１８ｑ１１．２）転座を、例えばプローブと異な
る標識を使用して、同定することができる：第一のプローブは、ＳＹＴ遺伝子から遠位に
延在する標的核酸配列から発生するＦＰＣ核酸分子を含有し、第二のプローブは、３’ま
たはＳＹＴ遺伝子の近位に延在する標的核酸配列から発生するＦＰＣ核酸を含有する。こ
れらの標的核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列）に対応するプローブを、ｉｎ　ｓｉ
ｔｕハイブリダイゼーション法において使用するとき、正常細胞は、ＳＹＴ遺伝子領域に
てｔ（１８ｑ１１．２）を欠損し、２つの融合シグナル（近接近の２つのラベルから生じ
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る）を示し、ＳＹＴの２つの完全なコピーを反映する。ｔ（１８ｑ１１．２）を有する異
常細胞は、単一の融合シグナルを示す。
【０１５２】
　他の例において、核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列）から産出される標的タンパ
ク質は、悪性細胞において消失（欠失）する腫瘍抑制因子遺伝子であるものを選択する。
例えば、染色体９ｐ２１に位置するｐ１６領域（Ｄ９Ｓ１７４９、Ｄ９Ｓ１７４７、ｐ１
６（ＩＮＫ４Ａ）、ｐ１４（ＡＲＦ）、Ｄ９Ｓ１７４８、ｐ１５（ＩＮＫ４Ｂ）およびＤ
９Ｓ１７５２を含む）は、特定の膀胱癌にて欠失された。染色体１の短腕の末端領域（例
えば、ＳＨＧＣ５７２４３、ＴＰ７３、ＥＧＦＬ３、ＡＢＬ２、ＡＮＧＰＴＬ１およびＳ
ＨＧＣ－１３２２を包含する）および動原体周辺領域（例えば、１９ｐ１３－１９ｑ１３
）の染色体１９（例えば、ＭＡＮ２Ｂ１、ＺＮＦ４４３、ＺＮＦ４４、ＣＲＸ、ＧＬＴＳ
ＣＲ２およびＧＬＴＳＣＲ１を包含する）を含む染色体欠失が、ある種の中枢神経系の固
形腫瘍に、特徴的な分子特性である。　　
【０１５３】
　上記例を、単に説明の目的のために提供し、限定することを目的としない。悪性形質転
換および／または成長と相互に関連を示す多くの他の細胞発生異常が、当業者に知られて
いる。核酸配列によって産出される標的タンパク質（例えばゲノム標的核酸配列）は、腫
瘍性変性と相関し、開示の方法において実用的であり、またＥＧＦＲ遺伝子を含有し（７
ｐ１２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号＿ＮＣ＿０００００７，ヌクレオチド５５
０５４２１９-５５２４２５２５），Ｃ－ＭＹＣ　遺伝子（８ｑ２４．２１；例えば、Ｇ
ＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００８，ヌクレオチド１２８８１７４９８-１２
８８２２８５６），Ｄ５Ｓ２７１（５ｐ１５．２），リポ蛋白リパーゼ（ＬＰＬ）遺伝子
（８ｐ２２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００８，ヌクレオチド１
９８４１０５８-１９８６９０４９），ＲＢ１（１３ｑ１４；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴ

Ｍ取得番号ＮＣ＿００００１３，ヌクレオチド４７７７５９１２-４７９５４０２３），
ｐ５３（１７ｐ１３．１；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１７，相
補体，　ヌクレオチド７５１２４６４-７５３１６４２）），Ｎ－ＭＹＣ　（２ｐ２４；
例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００２，相補体，ヌクレオチド　１５
１８３５２３１-１５１８５４６２０），ＣＨＯＰ　（１２ｑ１３；例えば、ＧＥＮＢＡ
ＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１２，相補体，ヌクレオチド５６１９６６３８-５６２
００５６７），ＦＵＳ　（１６ｐ１１．２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿
００００１６，ヌクレオチド３１０９８９５４-３１１１０６０１），ＦＫＨＲ　（１３
ｐ１４；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１３，相補体，ヌクレオチ
ド４００２７８１７-４０１３８７３４）ならびに例えば：ＡＬＫ（２ｐ２３；例えば、
ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００２，相補体，ヌクレオチド　２９２６９１
４４　２９９９７９３６），Ｉｇ重鎖，　ＣＣＮＤ１　（１１ｑ１３；例えば、ＧＥＮＢ
ＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１１，ヌクレオチド　６９１６５０５４．．６９１７
８４２３），　ＢＣＬ２　（１８ｑ２１．３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ
＿００００１８，相補体，ヌクレオチド　５８９４１５５９　５９１３７５９３），ＢＣ
Ｌ６　（３ｑ２７；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００３，相補体，
ヌクレオチド　１８８９２１８５９　１８８９４６１６９），ＭＡＬＦ１，ＡＰ１（１ｐ
３２－ｐ３１；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００１，相補体，ヌク
レオチド５９０１９０５１　５９０２２３７３），ＴＯＰ２Ａ　（１７ｑ２１－ｑ２２；
例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１７，相補体，ヌクレオチド　３５
７９８３２１　３５８２７６９５），ＴＭＰＲＳＳ　（２１ｑ２２．３；例えば、ＧＥＮ
ＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００２１，相補体，ヌクレオチド４１７５８３５１　４
１８０１９４８），ＥＲＧ（２１ｑ２２．３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ
＿００００２１，相補体，ヌクレオチド　３８６７５６７１　３８９５５４８８）；　Ｅ
ＴＶ１　（７ｐ２１．３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００７，相
補体，ヌクレオチド　１３８９７３７９　１３９９５２８９），ＥＷＳ　（２２ｑ１２．
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２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００２２，ヌクレオチド　２７９９
４２７１　２８０２６５０５）；ＦＬＩ１（１１ｑ２４．１－ｑ２４．３；例えば、ＧＥ
ＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１１，ヌクレオチド　１２８０６９１９９　１２
８１８７５２１），　ＰＡＸ３　（２ｑ３５　ｑ３７；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得
番ＮＣ＿０００００２，　相補体，ヌクレオチド　２２２７７２８５１　２２２８７１９
４４），　ＰＡＸ７　（１ｐ３６．２－ｐ３６．１２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得
番号ＮＣ＿０００００１，ヌクレオチド　１８８３００８７　１８９３５２１９），　Ｐ
ＴＥＮ　（１０ｑ２３．３；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１０，
ヌクレオチド　８９６１３１７５　８９７１６３８２），　ＡＫＴ２（１９ｑ１３．１－
ｑ１３．２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿００００１９，　相補体，ヌク
レオチド　４５４３１５５６　４５４８３０３６），　ＭＹＣＬ１（１ｐ３４．２；例え
ば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００００１，　相補体，ヌクレオチド４０１３
３６８５　４０１４０２７４），ＲＥＬ（２ｐ１３－ｐ１２；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴ

Ｍ取得番号ＮＣ＿０００００２，ヌクレオチド６０９６２２５６　６１００３６８２）お
よびＣＳＦ１Ｒ（５ｑ３３　ｑ３５；例えば、ＧＥＮＢＡＮＫＴＭ取得番号ＮＣ＿０００
００５，　相補体，ヌクレオチド１４９４１３０５１　１４９４７３１２８）を含有する
。
【０１５４】
　他の例において、標的タンパク質は、疾病または状態に関連するウイルスまたは他の微
生物から選択される。細胞または組織サンプルにおけるウイルスまたは微生物の誘導標的
核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列）の検出は、生命体の存在を示す。例えば標的ペ
プチド、ポリペプチドまたはタンパク質は、発癌性のゲノムまたは病原性ウイルス、バク
テリアまたは細胞内寄生虫（例えば、熱帯熱マラリア原虫および他の帯熱マラリア種、リ
ーシュマニア（ｓｐ．）、クリプトスポリジウムパルブス（赤痢アメーバ）およびランブ
ル鞭毛虫ならびに、トキソプラズマ属、アイメリア属、タイレリア属およびバベシア属の
種）から選択することができる。
【０１５５】
　いくつかの例において、標的タンパク質は、ウイルスゲノムの核酸配列（例えばゲノム
標的核酸配列）から産出される。例示的なウイルスおよび相当するゲノム配列（ＧＥＮＢ
ＡＮＫTM括弧内に参照配列取得番号記載）は、ヒトアデノウイルスＡ（ＮＣ＿００１４６
０），ヒトアデノウイルスＢ（ＮＣ＿００４００１），ヒトアデノウイルスＣ（ＮＣ＿０
０１４０５），ヒトアデノウイルスＤ（ＮＣ＿００２０６７），ヒトアデノウイルスＥ（
ＮＣ＿００３２６６），ヒトアデノウイルスＦ（ＮＣ＿００１４５４），ヒトアストロウ
イルス（ＮＣ＿００１９４３），　ヒトＢＫポリオーマウイルス（Ｖ０１１０９；　ＧＩ
：６０８５１）ヒトボカウイルス（ＮＣ＿００７４５５），ヒトコロナウイルス２２９Ｅ
　（ＮＣ＿００２６４５），ヒトコロナウイルスＨＫＵ１　（ＮＣ＿００６５７７），ヒ
トコロナウイルスＮＬ６３　（ＮＣ＿００５８３１），ヒトコロナウイルスＯＣ４３　（
　ＮＣ＿００５１４７），ヒトエンテロウイルスＡ　（ＮＣ＿００１６１２），ヒトエン
テロウイルスＢ（ＮＣ＿００１４７２），ヒトエンテロウイルスＣ（ＮＣ＿００１４２８
），ヒトエンテロウイルスＤ（ＮＣ＿００１４３０），ヒトエリスロウイルスＶ９（ＮＣ
＿００４２９５），ヒト泡沫状ウイルス（ＮＣ＿００１７３６），ヒトヘルペスウイルス
１　（単純ヘルペスウイルス１型）　（ＮＣ＿００１８０６），ヒトヘルペスウイルス２
（単純ヘルペスウイルス２型）　（ＮＣ＿００１７９８），ヒトヘルペスウイルス３（水
痘帯状疱疹ウイルス）　（ＮＣ＿００１３４８），ヒトヘルペスウイルス４の１型（エプ
スタインバーウイルス１型）（ＮＣ＿００７６０５），ヒトヘルペスウイルス４の２型（
エプスタインバーウイルス２型）　（ＮＣ＿００９３３４），ヒトヘルペスウイルス５病
原菌ＡＤ１６９　（ＮＣ＿００１３４７），ヒトヘルペスウイルス５　病原菌Ｍｅｒｌｉ
ｎ　Ｓｔｒａｉｎ（ＮＣ＿００６２７３），ヒトヘルペスウイルス６Ａ（ＮＣ＿００１６
６４），ヒトヘルペスウイルス６Ｂ（ＮＣ＿０００８９８），ヒトヘルペスウイルス７（
ＮＣ＿００１７１６），ヒトヘルペスウイルス８のＭ型　（ＮＣ＿００３４０９），ヒト
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ヘルペスウイルス８のＰ型（ＮＣ＿００９３３３），ヒト免疫不全ウイルス１（ＮＣ＿０
０１８０２），ヒト免疫不全ウイルス１（ＮＣ＿００１７２２），ヒトメタ肺炎ウイルス
（ＮＣ＿００４１４８），ヒトパピロマウイルス-１（ＮＣ＿００１３５６），ヒトパピ
ロマウイルス-１８（ＮＣ＿００１３５７），ヒトパピロマウイルス-２（ＮＣ＿００１３
５２），ヒトパピロマウイルス５４　（ＮＣ＿００１６７６），ヒトパピロマウイルス６
１　（ＮＣ＿００１６９４），ヒトパピロマウイルス-ｃａｎｄ９０　（ＮＣ＿００４１
０４），ヒトパピロマウイルスＲＴＲＸ７　（ＮＣ＿００４７６１），ヒトパピロマウイ
ルス１０型（ＮＣ＿００１５７６），ヒトパピロマウイルス１０１型　（ＮＣ＿００８１
８９），ヒトパピロマウイルス１０３型（ＮＣ＿００８１８８），ヒトパピロマウイルス
１０７型（ＮＣ＿００９２３９），ヒトパピロマウイルス１６型（ＮＣ＿００１５２６）
，ヒトパピロマウイルス２４型（ＮＣ＿００１６８３），ヒトパピロマウイルス２６型（
ＮＣ＿００１５８３），ヒトパピロマウイルス３２型（ＮＣ＿００１５８６），ヒトパピ
ロマウイルス３４型　（ＮＣ＿００１５８７），ヒトパピロマウイルス４型（ＮＣ＿００
１４５７），ヒトパピロマウイルス４１型（ＮＣ＿００１３５４），ヒトパピロマウイル
ス４８型（ＮＣ＿００１６９０），ヒトパピロマウイルス４９型（ＮＣ＿００１５９１）
，ヒトパピロマウイルス５型（ＮＣ＿００１５３１），ヒトパピロマウイルス５０型（Ｎ
Ｃ＿００１６９１），ヒトパピロマウイルス５３型（ＮＣ＿００１５９３），ヒトパピロ
マウイルス６０型（ＮＣ＿００１６９３），ヒトパピロマウイルス６３型（ＮＣ＿００１
４５８），ヒトパピロマウイルス６ｂ型（ＮＣ＿００１３５５），ヒトパピロマウイルス
７型（ＮＣ＿００１５９５），ヒトパピロマウイルス７１型（ＮＣ＿００２６４４），ヒ
トパピロマウイルス９型（ＮＣ＿００１５９６），ヒトパピロマウイルス９２型（ＮＣ＿
００４５００），ヒトパピロマウイルス９６型（ＮＣ＿００５１３４），ヒトパラインフ
ルエンザウイルス１（ＮＣ＿００３４６１），ヒトパラインフルエンザウイルス２（ＮＣ
＿００３４４３），ヒトパラインフルエンザウイルス３（ＮＣ＿００１７９６），ヒトパ
レコウイルス（ＮＣ＿００１８９７），ヒトパレコウイルス４（ＮＣ＿００７０１８），
ヒトパレコウイルスＢ１９（ＮＣ＿０００８８３），呼吸系発疹ウイルス（ＮＣ＿００１
７８１），ヒトライノウイルスＡ（ＮＣ＿００１６１７），ヒトライノウイルスＢ（ＮＣ
＿００１４９０），ヒトスプマウイルス（ＮＣ＿００１７９５），ヒトＴ－リンパ向性ウ
イルス１（ＮＣ＿００１４３６），ヒトＴ－リンパ向性ウイルス２（ＮＣ＿００１４８８
）を含有する。
【０１５６】
　特定の例において、標的タンパク質を、発癌性ウイルス、例えばイプシュタイン－バー
ウイルス（ＥＢＶ）またはヒトパピロマウイルス（ＨＰＶ、例えばＨＰＶ１６、ＨＰＶ１
８）からの核酸配列（例えば、ゲノム標的核酸配列）から産出する。他の例において、核
酸配列から産出される標的タンパク質（例えば、ゲノム標的核酸配列）は、病原性ウイル
ス、例えば呼吸器合胞体ウイルス、肝炎ウイルス（例えば、Ｃ型肝炎ウイルス）、コロナ
ウイルス（例えば、ＳＡＲＳウイルス）、アデノウイルス、ポリオーマウイルス、サイト
メガロウイルス（ＣＭＶ）、または単純疱疹ウイルス（ＨＳＶ）に由来する。　
【０１５７】
　サンプル調製
　本明細書に記載の組織サンプルは、現在知られているか、今後開発される技術のあらゆ
る方法を使用して調製することができる。一般的に、組織サンプルを、媒体の組織を固定
し包埋することによって調製することができる。
【０１５８】
　いくつかの例において、包埋剤を使用する。包埋剤は、組織および／または細胞が将来
の分析でそれらを保存するのを補助するため包埋する不活性材料である。また包埋物は、
組織サンプルを薄い断片に切断することを可能にする。包埋剤は、パラフィン、セロイジ
ン、ＯＣＴＴＭ化合物、アガー、プラスチックまたはアクリルを含有するが、これらに限
定されない。
【０１５９】
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　多くの包埋剤は、疎水性である；したがって、不活性材料を、組織学的または細胞学的
分析の前に除去する必要があることができ、主に親水性試薬を利用する。脱パラフィンま
たは脱ろうという用語を本明細書において幅広く使用して、生物学的サンプルからのあら
ゆる種の包埋剤を部分的または完全に除去することをいう。例えば、パラフィンに包埋さ
れた組織断片を、有機溶媒、例えばトルエン、キシレン、リモネンまたは他の適切な溶媒
を通して脱ろうする。
【０１６０】
　試料を固定する工程は変更することができる。組織サンプルの固定は、可能な限り生存
状態に近く、細胞および組織構成要素を保持し、それらが著しい変化なしに調整方法を受
けることを可能とする。固定を細胞死と共に開始する自己分解および細菌分解工程を抑制
し、それらが組織処理後の次の段階、例えばＩＨＣまたはＩＳＨを耐えることができるよ
うに、細胞および組織構成成分を安定させる。
【０１６１】
　組織を、潅流を含有するあらゆる適切な方法、または定着剤で浸水によって固定するこ
とができる。定着剤を架橋剤（例としてアルデヒド、例えばホルムアルデヒド、パラホル
ムアルデヒドおよびグルタルアルデヒド、ならびに非アルデヒド架橋剤）、酸化剤（例と
して金属的イオンおよび複合体、例えば四酸化オスミウムおよびクロム酸）、タンパク質
－変性剤（例えば酢酸、メタノールおよびエタノール）、未知のメカニズムの定着剤（例
えば、塩化第二水銀、アセトンおよびピクリン酸）、組合せ試薬（例えば、カルノア固定
液、メタカーン、ブアン液、Ｂ５定着剤、Ｒｏｓｓｍａｎ液体およびＧｅｎｄｒｅ液体）
、マイクロ波および種々の固定剤（例えば、排除された容積固定および蒸気固定）として
分類することができる。また添加剤を定着剤、例えばバッファー、洗剤、タンニン酸、フ
ェノール金属塩類（例えば、塩化亜鉛、硫酸亜鉛およびリチウム塩）およびランタンを含
有する。
【０１６２】
　ＩＨＣに関するサンプルを調製する際に最も一般的に使用される定着剤は、ホルムアル
デヒド、通常ホルマリン溶液状である（バッファー溶液中４％ホルムアルデヒドであり、
１０％バッファーのホルマリンとする）。一例において、定着剤は、１０％の中性の緩衝
ホルマリンである。
【０１６３】
　ＶＩ．プローブ
　上記のように、プローブは標的部位および標識を含有する。標的部位は、標的分子への
特異的結合および標識との関連、例えば標識が検出可能であるものの双方に機能する。標
的部位は標識と間接的または直接的に関連することができる。当業者は、標識が当業者に
知られているあらゆる様々な分子、例えば色素産生分子（例えば、顔料または着色剤を生
じる分子）または蛍光色素分子（例えば、光量子を吸収し、異なる波長で他の光量子の放
出を誘発する分子）であると認識するだろう。いくつかの例において、クロモゲン産生分
子は、それらが酵素および／または付加的な基質と作用するまで、検出可能でない。標識
を使用して、プローブ標的複合体を検出または視覚化する。
【０１６４】
　プローブの一の特定の例は、ハプテン標識プローブ、例えばＤＮＰ標識核酸プローブで
ある。開示の方法の特定の実施形態において、ＤＮＰ標識された核酸プローブを使用して
核酸配列の検出し、ＤＮＰ標識核酸プローブ濃度は５μｇ／ｍＬ～１５μｇ／ｍＬ、例え
ば１０μｇ／ｍＬ～１５μｇ／ｍＬの範囲である。特定の実施形態において、検出は抗ハ
プテンモノクローナル抗体を用いて促進する。例えば、標的核酸配列に対するハプテン標
識プローブを、プローブが標的を認識するために効果的な方法で投与した。その後サンプ
ルはハイブリッド形成を受け、酵素分子を含有する抗ハプテンモノクローナル抗体を添加
して、標的／プローブ複合体の検出のために基質／クロモゲン複合体の添加を行う。
【０１６５】
　標的部位を標識に直接結合するように設計することができる。この方法で使用される標
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的部位／標識複合体（即ちプローブ）をサンプルと接触し、標的を検出する。　　
【０１６６】
　また標的部位は標識と間接的に関連する。いくつかの例において、第一の標的部位はサ
ンプルと接触する。標的部位は核酸またはタンパク質に基づくもののいずれかであること
ができる。標的部位は、例えば２次抗体または非ペプチドに基づく結合部位、例えばビオ
チンと結合する他の部位と接合することができる。その後、２次抗体または非ペプチド結
合の対を標識と結合することができる。他の例において、標的部位を、直接的または間接
的のいずれかで、酵素活性を有するペプチドに、標的部位を接合することによって、標識
と間接的に会合することができる。酵素活性を、（複数の）基質の添加に応じて（複数の
）基質が標識に変換またはより活性化した標識になるように選択する。　　
【０１６７】
　酵素／基質の対の限定しない例は、以下を含有する：ＨＲＰ／ＤＡＢ；　ＡＰ／リン酸
ナフトールＡＳ－ＴＲ（またはリン酸ナフトールＡＳ－ＭＳ等）；およびクロモゲン基質
（例えばｐ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ）または蛍光基質（例えば、４
－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ）とβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ（
β－Ｄ－Ｇａｌ）。多くの他の酵素－基質の組合せが、当業者に知られている。これらの
一般的な概念は、米国特許番第４，２７５，１４９号明細書および４，３１８，９８０号
明細書を参照。プローブを１以上の付加的分子と間接的に関連するように作成するとき、
付加的分子をプローブ成分とすることができる。
【０１６８】
　前述したように、いくつかの例において、標識は、抗体と間接的に結合する。例えば、
抗体はビオチンに結合することができ、ビオチンはその後の検出で選択的にアビジンに結
合する。選択的に、抗体は小さいハプテンと結合し、標識は抗ハプテン抗体と結合する。
したがって、標識と標的部位の間接的な結合を達成することができる。　　
【０１６９】
　プローブが、基質と反応して検出標識を発生する酵素を含有するとき、基質はクロモゲ
ン化合物であることができる。前記基質の多くの例が存在する。例えば、多くの前記化合
物はＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｅｕｇｅｎｅ　ＯＲから購入することができる。クロモゲン
化合物の特定の限定しない例は、ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰ
Ｇ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａ
ｌ）、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌ）、ｐ－ニ
トロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－
インドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、および３－アミノ－９－エチルカ
ルバゾール（ＡＥＣ）を含有する。さらなるクロモゲン分子、例えば量子ドットを標識と
して使用することができる。特定の量子ドットは、例えばＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）からの市販品である。　
【０１７０】
　ＶＩＩ．対比染色
　対比染色は、サンプルの処理後の方法であり、それらが薬剤ですでに染色されて、１以
上の標的を検出した後に、それらの構造が顕微鏡に基づいてより容易に視覚化することが
できるようなものである。例えば、対比染色をカバーガラスの前に任意に使用して、免疫
染色をより明確白にする。対比染色は１次染色と彩色において異なる。多数の対比染色は
、例えばヘマトキシリン、エオシン、メチルグリーン、メチレンブルー、ギムザ、アルシ
アンブルー、およびヌクレアファストレッドがよく知られている。
【０１７１】
　いくつかの例において、１を超える染色剤を共に混合して、対比染色剤を生成すること
ができる。これは、染色剤を選択する柔軟性および可能性を提供する。例えば、第１染色
は、特定の特性を有するが、異なった所望の特性を有さない混合物で選択することができ
る。第２染色液を、欠けている所望の特性を示す混合物に添加することができる。例えば
、トルイジンブルー、ＤＡＰＩおよびポンタミンスカイブルーを共に混合して、対比染色
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【０１７２】
　一実施形態において、細胞調整を、二重遺伝子－タンパク質染色で１相または１を超え
る相で達成することができる。ＩＨＣ部位の分析はＩＳＨ部位の分析前または後に実行す
ることができる。　　
【０１７３】
　ＶＩＩＩ．イメージング
　開示の実施形態の、特定の態様または全てを、コンピューター分析および／またはイメ
ージ分析システムによって、自動化および促進することができる。いくつかの応用におい
て、正確な色彩比率を測定した。いくつかの実施形態において、顕微鏡検査が画像分析に
活用される。特定の開示した実施形態は、デジタル画像の取得を含有する。これはデジカ
メを顕微鏡に連結することによって行うことができる。染色サンプルから得られたデジタ
ル画像を、イメージ分析ソフトウェアを使用して分析する。色彩はいくつかの異なった方
法で測定することができる。例えば、色彩は赤色、青色および緑色の値；色相、彩度およ
び輝度値；および／またはスペクトルイメージングカメラを使用して特異的波長または波
長の範囲によって測定することができる。
【０１７４】
　一の開示した実施形態は、クロモゲン染料で明視野画像の使用を含む。可視スペクトル
における白色光を、染料から伝達する。染料は特定の波長の光を吸収し、他の波長として
伝達する。これは伝達した光の特異的な波長に依存して、光を白色から着色したものに変
換する。　　
【０１７５】
　またサンプルを質的および半定量的に評価することができる。質的評価は、染色強度の
評価、陽性染色法細胞および染色に関する細胞内コンパートメントの同定、ならびに全体
のサンプルまたはスライド品質の評価を含有する。独立した評価を、試験サンプルにおい
て実行し、この分析は、サンプルが異常な状態を示しているかを決定するための知られて
いる平均値との比較を含有することができる。　　
【０１７６】
　ＩＸ．試験キット
　本発明の開示された実施形態は、部分的に、発明の方法の様々な実施形態を実行するた
めのキットを提供する。前記キットの例は、コレステロール分析、妊娠キット、癌診断キ
ット等に実用的なものを含有する。本発明の試験キットは、通常第一試薬、一般的に、可
溶性、電子豊富な芳香族化合物、例えば以下の一般式を有する可溶性、電子豊富な芳香族
化合物を含有する溶液を有し、
【０１７７】
【化１４】

【０１７８】
　Ｒ基は上記のものである。
【０１７９】
　さらなる例において、キットは、Ｒ２およびＲ３が、以下の一般式を有する共に結合し
た芳香族環を共に形成する電子豊富な芳香族化合物を有することができ、
【０１８０】
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【化１５】

【０１８１】
　Ｒ基は上記のものである。具体例において、キットはヒドロキシアリールまたはヒドロ
キシビアリール化合物、例えばナフトールと、ハイブリッド溶液およびハプテン標識プロ
ーブ、例えばＤＮＰ標識核酸プローブを混合したものを含有する。
【０１８２】
　キットは、抗体、ハプテン標識プローブ、およびクロモゲン検出によるＩＨＣおよび／
またはＩＳＨを実行するために必要である他の試薬を含有する付加的成分を含有すること
ができる。前記キットを、例えば臨床医または医師によって特定の患者または診断目的の
適切な治療の選択する補助として、使用することができる。
【０１８３】
　Ｘ．自動化の例
当業者は、２以上の分子のクロモゲン検出を本明細書に開示の方法の実施形態が自動化す
ることができることを認識するだろう。Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ，　Ｉｎｃ．は、自動化の分析を実行するために開示されたシステムおよび方法を、米
国特許第５，６５０，３２７号、第５，６５４，２００号、第６，２９６，８０９号、第
６，３５２，８６１号、第６，８２７，９０１号および第６，９４３，０２９号明細書お
よび米国特許第２００３０２１１６３０号明細書および第２００４００５２６８５号明細
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書を含む数々の米国特許の譲受人であり、各々を本明細書に参考としたものとする。特定
の実施形態の方法を、様々な自動化工程を使用して実行した。
【実施例】
【０１８４】
　ＸＩ．実施例
　以下の実施例を、実用的な実施形態の一定の特定の特性を例示するために提供する。本
発明の範囲は以下の実施例によって例証されるものに限定されない。
【０１８５】
　実施例１：
　この実施例は核酸およびタンパク質を単一のサンプルにおいて検出することを可能とす
る染色分析を提供する。
【０１８６】
　Ａ．材料および方法 
　二重核酸／タンパク質ハイブリッド形成を実行するために用いられる試薬および検出分
析は、ＵＬＴＲＡＶＩＥＷ　ＳＩＳＨ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｖｅｎｔａｎａ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ７８０－００１）、ＩＮＦＯＲＭ　
ＨＥＲ２　ＤＮＡ　Ｐｒｏｂｅ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　ＳｙｓｔｅｍｓＩｎ
ｃ．，ｐ／ｎ　７８０－４３３２）、Ｒａｂｂｉｔ　Ａｎｔｉ－ＤＮＰ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ７８０－４３
３５）、Ｒａｂｂｉｔ　Ａｎｔｉ－ＨＥＲ２（４Ｂ５）Ａｎｔｉｂｏｄｙ（Ｖｅｎｔａｎ
ａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ８００－２９９６）およびＵＬ
ＴＲＡＶＩＥＷ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ａｌｋａｌｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ｒ
ｅｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ　７６０－５０１）を含有する。標準のバルク溶液を、ＢＥＮＣＨＭ
ＡＲＫ　ＸＴ計測器で用いた。ＮｅｘＥＳソフトウェアプログラムを、試薬、温度および
インキュベーション時間の添加の順序を確立するために必要に応じて修正した。
【０１８７】
　組織：二重ハイブリッド形成および検出研究を、乳癌組織および異種移植片原料に実行
した（ＨＥＲ２　３－ｉｎ－１　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｓｌｉｄｅｓ，Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅ
ｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ７８３－４３３２）。乳癌組織サンプル
は、ラビット抗ＨＥＲ２（４Ｂ５）抗体およびＨＥＲ２のＤＮＡプローブを使用して、Ｈ
ＥＲ２陽性細胞に対してスクリーニングを実行した。いくつかの状態を、これらの研究に
使用される主な組織モデルである複数の組織ブロックにおける使用で、選択した。複数の
組織ブロックは、ＮＢＦ固定された組織およびＰｒｅｆｅｒ固定された組織を含有した。
状態は３＋ならびに１＋ＨＥＲ２染色を含有した。３＋の状態はゲノム増幅を示す一方、
１＋の状態は正常なゲノムコピー数を示した。また条件付の組織をＴＯＰ２Ａ、ＥＧＦＲ
およびｃ－ＭｅｔのＤＮＡプローブで使用した。これらプローブに関する抗体は、それぞ
れＴＯＰ２Ａ（５１－８／５Ｂ４）Ｋｉ６７（３０－９）、ＥＧＦＲ（５Ｂ７）およびｃ
－Ｍｅｔ（３Ｄ４）を含有する。
【０１８８】
　検出法：ＩＳＨ部位の分析を、ＵＬＴＲＡＶＩＥＷ　ＳＩＳＨ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　
Ｋｉｔで実行した。ＩＳＨ部位の分析を、ＨＲＰ－ＤＡＢシステム（ＵＬＴＲＡＶＩＥＷ
　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＤＡＢ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄ
ｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ７６０－５００）またはＡＰ－Ｆａｓｔ　
Ｒｅｄシステム（ＵＬＴＲＡＶＩＥＷ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ａｌｋａｌｉｎｅ　Ｐｈｏ
ｓｐｈａｔａｓｅ　Ｒｅｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃ
ａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ７６０－５０１およびＵＬＴＲＡＶＩＥＷ　Ａ
ｌｋａｌｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ｒｅｄ　ＩＳＨ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉ
ｔ，Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，ｐ／ｎ８００－５０
４）で実行した。
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【０１８９】
　Ｂ．結果
　ＩＳＨの後に続くＤＡＢ検出システムでのＩＨＣの実行は、さらなるクロモゲンシグナ
ル検出を低下させる著しい量の銀のバックグラウンド染色を生じる。最初に、それは、こ
のバックグラウンドが、ＩＨＣ　ＤＡＢ検出キットにて見いだされる複数のＨＲＰ結合に
よるものと考えられた。組織のポストＩＨＣの検出を熱（４分間、６０℃～９０℃）また
は過酸化水素（３％）で処理することによる前記活性を中和する試みは、失敗に終わった
。銀検出試薬（ＳＩＳＨ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔの銀クロモゲンＡ、ＢおよびＣ）
のポストＩＨＣの添加は、バックグラウンドを全く示さなかった。したがって、それは観
測されたバックグラウンドがＳＩＳＨ検出試薬によるものではなかったと結論づけた。バ
ックグラウンドは、ラビット抗ＤＮＰ抗体またはゴート抗ラビットＨＲＰ結合系で全く観
測されなかった。ＩＨＣ部位の分析に関するＤＡＢ検出法を、アルカリホスファターゼフ
ァストレッド検出法に変更した。アルカリホスファターゼファストレッド検出法（いずれ
かＵＬＴＲＡＶＩＥＷ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ａｌｋａｌｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓ
ｅ　Ｒｅｄ　ＩＨＣおよびＩＳＨ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ）は、ＤＡＢ検出法と比
較してより低下した銀のバックグラウンド染色を生じる一方、バックグラウンド染色が依
然として観測される状態が存在する。その後の研究は、ＤＡＢ検出キットと共に観測され
たバックグラウンドは、ＨＥＲ２ＤＮＡプローブによるものであることを示した。
【０１９０】
　銀のバックグラウンド染色の様々な量を、ＩＨＣ／ＩＳＨ二重分析と、ＤＡＢおよびフ
ァストレッドＩＨＣ検出法の双方で観測した。ファストレッド検出法を使用したとき、銀
のバックグラウンドは、銀のまだら染色と局在化したとき異なる色相を見られる赤色クロ
モゲンに結果として生じるＩＨＣ検出染色のパターンに従った。この銀のバックグラウン
ドは、必ずしも再現可能ではなく、それは原因に関連する機器または試薬のいずれを追跡
することを困難にさせる機器から機器、動作から動作によって異なる。銀のバックグラウ
ンドは強い３＋染色（図３参照）で明らかではないが、弱い１＋染色（図１参照）では有
意であった。バックグラウンドがＤＮＡプローブのハイブリッド形成前に上昇したプロテ
アーゼ消化に伴って、上昇しているように考えられた。
【０１９１】
　ファストレッド検出法と関連のある銀のバックグラウンドは、ラビット抗ＨＥＲ２４Ｂ
５抗体に結合するゴート抗ラビットＨＲＰの交差反応のためであると最初に考えられ、こ
のバックグラウンドは、ポストＩＨＣ固定工程を使用して減少することができる。しかし
ながら、陰性対照のスライドを、ハイブリッドバッファーからＤＮＡプローブを除いたも
のと検定したとき、バックグラウンド染色は全く存在しなく、バックグラウンドがゴート
抗ラビットＨＲＰの交差反応によるものでなく、ＤＮＡプローブ自身によるものであるこ
とを示した。
【０１９２】
　銀のバックグラウンドを、１次抗体に独立して観測した。抗体、例えばＣＤ２０および
ＴＯＰＯＩＩに生じるものは、またＩＨＣ染色パターンに従う銀のバックグラウンドを示
した（ＣＤ２０は扁桃腺の細胞質であり、ＴＯＰＯＩＩは細胞核である）。銀のバックグ
ラウンドを、異なるＤＮＰ標識されたＤＮＡプローブでまた観測した。ＥＧＦＲおよびＴ
ＯＰＯＩＩ　ＤＮＡプローブを検出分析における用いる分析はまた銀のバックグラウンド
を示した。ＨＰＶ　ＩＩＩ（１６）ＤＮＡプローブを使用する分析は、銀のバックグラウ
ンドを最初生じなかったが、ＨＰＶプローブの濃度をＨＥＲ２ＤＮＡプローブ（１０μｇ
／ｍＬ）のものと同じレベルまで上昇したとき、銀のバックグラウンドを観測した（図４
参照）。バックグラウンドをＨＰＶ（１６）のＤＮＡプローブ（図１５参照）のＦＩＴＣ
標識バージョンで観測せず、相互作用はファストレッド／リン酸ナフトールクロモゲン複
合体と相互作用するＤＮＰ分子に基づくものであることを示した。染色体７および染色体
１７に特異的なＤＮＰ標識オリゴヌクレオチドプローブを用いる分析は、銀のバックグラ
ウンドを含まず、おそらく２μｇ／ｍＬの濃度が観測されるこの反応で低すぎるためであ
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る。
【０１９３】
　一研究を、遊離ＤＮＰをファストレッドクロモゲンの発現後組織サンプルとインキュベ
ートすることを実施した。この研究からの結果は、Ｆａｓｔ　Ｒｅｄクロモゲンパターン
と関連のある同様の銀のバックグラウンドを生じた。
【０１９４】
　競合阻害研究を、銀のバックグラウンドが、ＤＮＡプローブの存在下プローブハイブリ
ッド形成の間、スライドに様々な化合物を添加することによって妨げることができるかを
決定するために、実行した。阻害研究は、ナフトールが銀のバックグラウンドを少なくと
も痕跡レベルまでに妨げることを決定した。ナフトールをハイブリッドバッファー中に希
釈し、銀のバックグラウンドを、ディスペンサー中の濃度３００μｇ／ｍＬ以上にて１０
０％阻害することを発見した。ナフトール濃度が約１０μｇ／ｍＬ以下のとき、銀のバッ
クグラウンドの阻害は、高いｐＨの状態（ハイブリッド溶液のｐＨをｐＨ１０に調整した
）を除いて全く存在しなかった。これら全ての結果は、ＤＮＰ標識プローブのＤＮＰ成分
が、主にファストレッドクロモゲン複合体中のリン酸ナフトール成分に結合することを示
唆した。この結合は、ＤＮＰ標識プローブ濃度１０μｇ／ｍＬ以上で重要である。　　　
　　　
【０１９５】
　実験を、また増幅および増幅されてない核酸ゲノム配列の組織サンプルならびにＴＯＰ
２Ａの場合に配列欠損に、ＴＯＰ２Ａ、ＥＧＦＲおよびｃ－ＭｅｔのＤＮＡプローブを使
用して実行した。ＴＯＰ２ＡＤＮＡプローブをＴＯＰ２Ａ抗体およびＫｉ６７抗体の双方
でハイブリッド形成した。全ての場合において、ＤＮＡプローブハイブリッド形成を、抗
体の結合と共に二重分析において検出した。ハイブリッド形成条件は、ナフトール（３０
０μｇ／ｍＬ）を含有し、検出分析への銀のバックグラウンドへの寄与を最小限にした。
これらの研究は、二重ＩＨＣ／ＩＳＨハイブリッド形成および検出分析を実行する方法を
支持する。
【０１９６】
　実施例２：
　最適な細胞調整
　この実施例は、二重遺伝子タンパク質染色法で最適な細胞調整条件を提供する。　　
【０１９７】
　Ａ．材料および方法
　細胞調整：それぞれの分析に最適な細胞条件を、異なった種類の細胞調整と比較するこ
とによって見出した。細胞調整の選択肢はＣＣ１（Ｔｒｉｓ／ホウ酸／ＥＤＴＡ、ｐＨ８
．６）、ＣＣ２（クエン酸、ｐＨ６．０）および反応バッファーを含有した。細胞調整の
程度は、細胞調整、例えば、軽度、正常または延長で、異なった時間を選択することによ
って調整した。また組織を、ＩＳＨ染色で、約４分間ＩＳＨプロテアーゼ３、約８分間プ
ロテアーゼ３または約４分間ＩＳＨプロテアーゼ２のいずれかで消化した。
【０１９８】
　Ｂ．結果
　実験を、前述した方法に従って抗ＨＥＲ２　４Ｂ５抗体染色の最適な細胞調整条件を決
めるために実行した。最適な抗ＨＥＲ２　４Ｂ５抗体標的検出は、ＣＣ１正常が選択され
たとき観測された。また染色をＣＣ２および比較的長いプロテアーゼとの前処理ならびに
反応バッファーで達成した。染色はＣＣ１を使用したときよりは強力ではないが、十分な
染色であった。反応バッファーは細胞調整に最小の効力を有する溶液であった。
【０１９９】
　実験を、ＨＥＲ２のＤＮＡプローブに最適な細胞調整条件を決定するために、実行した
。ＨＥＲ２ＤＮＡプローブを、組織が長期の時間でＣＣ２と細胞調整したとき、および細
胞調整をプロテアーゼの前処理で補足したとき、標的ハイブリッド形成において最適に実
行した。プロテアーゼの前処理が長いほど、シグナルはより大きくなる；しかしながら、
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プロテアーゼの前処理が長すぎると、損なわれた組織形態（例えば、組織分解）を生じた
。反応バッファーは、ＤＮＡプローブのハイブリッド形成および検出で細胞調整溶液とし
て最も低い効果であった。
【０２００】
　これらの研究は、塩基性細胞調整（ＣＣ１はＴｒｉｓ／ホウ酸／ＥＤＴＡのｐＨ８．６
である）は、最適な抗ＨＥＲ２　４Ｂ５抗体ＩＨＣが望ましい一方、プロテアーゼ消化と
結合した酸性細胞調整（ＣＣ２はクエン酸のｐＨ６．０である）は、ＤＮＡプローブＩＳ
Ｈが好ましいことを示す。しかしながら、ＨＥＲ２タンパク質抗原は、酸性細胞調整に抵
抗することが可能であり、プロテアーゼ消化を加えたＣＣ２での細胞調整がＣＣ２のみよ
り強いＩＨＣ染色を生成する。
【０２０１】
　ほとんどのｐＨレベルで、ヒストンは高いリジン／アルギニンの含有量のため、正に荷
電したタンパク質である。リジンおよびアルギニンは、高いｐＫａ（それぞれ１０．５お
よび１２．５）で、ヒストンにｐＨ範囲１０．５～１１．０でｐＩを付与するアミノ酸で
ある。ほとんどのタンパク質はｐＨ範囲４．０～６．０でｐＩを有する。酸性（ｐＨ６．
０）の細胞調整は、それが塩基性（ｐＨ８．６）細胞調整よりタンパク質に厳しいため、
ＤＮＡプローブに最適であることを示唆した。細胞調整は、タンパク質を共に保持するよ
り、共有および非共有の結合を分解するもので、基本的な変性である。ほとんどのタンパ
ク質が環境のｐＨがタンパク質のｐＩ付近であるとき、変性の対象である。したがって、
ｐＨがそのアミノ酸のｐＫａ付近であるとき、電荷されたアミノ酸基の間で正常の静電相
互作用は、十分な割合がもはや電荷されていないため、弱まる。電荷がない場合、静電相
互作用は全く存在しない。その結果として、タンパク質は、特に温度が３７℃を超えて十
分に上昇するとき、低下した安定性および多くの変性の対象となる。
【０２０２】
　ｐＩ１０．５～１１．０を有するヒストンに関して、静電力は、ｐＨがｐＩ付近でない
ため、ほとんど影響を受けない。これは静電力が依然としてほとんど損なわれていないこ
とを意味する。したがって、それは細胞調整によって最も影響をうける比較的低いｐＩを
有する周囲のタンパク質である。このように、ヒストンを取り除くプロテアーゼ消化は、
隣接したタンパク質を可能な限り取り除くため、酸性の細胞調整下で最最善に行うことが
できる。　
【０２０３】
　実施例３：
　最適な二重遺伝子／タンパク質染色　
　この実施例は、二重遺伝子／タンパク質染色法によって生成したＩＨＣシグナルは、Ｉ
ＨＣがＩＳＨの前または後に実行されたかに依存していることを示す。　　
【０２０４】
　Ａ．材料および方法
　細胞調整：それぞれの分析に最適な細胞調整を、上記のように決定した。
【０２０５】
　ＩＨＣおよびＩＳＨの順序：２つの検出分析の順序は、ＩＨＣに続くＩＳＨと、ＩＳＨ
に続くＩＨＣを比較して決定した。細胞調整の順序をまた、それぞれの分析を同時または
順に細胞調整を実行するかを探求した。
【０２０６】
　Ｂ．結果
　実験を、ＩＨＣおよびＩＳＨの順序がＩＨＣ検出シグナルに影響を及ぼすか判定するた
めに実行した。ＩＨＣ検出シグナルは、ＩＳＨ後に実行した場合減少し、ＩＨＣを最初に
実行した場合良好であることを見出した。このシグナルでの差の１つの説明は、温度が９
５℃まで上昇したハイブリッド形成時に厳しい条件である。
【０２０７】
　ＩＨＣをＩＳＨの前に実行すると、２つの分析の組み合わせるいくつかの形体を試みた
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。これらフォーマットの少数の実施例を表１に示す。フォーマット１および２を、ＩＳＨ
検出シグナルが良好であり、ＩＨＣ染色が観測可能であったが、単一のＩＨＣ分析から得
られた結果より低い（例えば、低いシグナル強度）と判定した点において、十分な結果で
実行した。組織形態はプロテアーゼ２消化で最適ではなかった。　　
【０２０８】
　全ての細胞調整をＩＨＣ分析の初期に行い、フォーマット３に記載したようなＩＨＣ検
出後のプロテアーゼ消化を実行することが可能である。ＩＨＣおよびＩＳＨの双方のシグ
ナルを多数の異なったフォーマットで発生することが可能である一方、所望のフォーマッ
トは単一の染色分析と比較して最良のシグナルおよび形体を生みだすものである。　　
【０２０９】
【表１】

【０２１０】
　実施例４：
ＤＮＰ、ＤＡＢ、ＤＮＰおよび炭粉沈着の間の相互作用を阻害するリン酸ナフトールＡＳ
－ＴＲの使用
【０２１１】
　この実施例は、ＤＮＰ標識プローブの炭粉沈着吸収が、組織サンプルにおいて、リン酸
ナフトールＡＳ－ＴＲとＤＮＰ標識プローブのコインキュベーションによって阻害される
ことを例示する。さらに、実験はＤＮＰおよびＤＡＢの間の相互作用はまたハイブリッド
バッファー中のナフトールを含有する分析で阻害されたことを示す。
【０２１２】
　炭粉沈着の出現がＳＩＳＨ検出後に向上し、シグナル解釈を妨害した。したがって、Ｓ
ＩＳＨ検出が炭粉沈着の出現を向上させたメカニズムを研究した。ＤＮＰ標識されたニッ
クトランスレーションのＤＮＡプローブは、炭粉沈着と関連する一方、ＤＮＰ標識された
オリゴプローブは、炭粉沈着が原因となるバックグラウンド染色は生じないことを見出し
た。１説となりえるのは、オリゴプローブがニックトランスレーションされたプローブと
比較して、より少ないＤＮＰ分子と標識され、ＤＮＰ標識されたオリゴプローブの炭粉沈
着への結合は、ＤＮＰ濃度が低いときに、有意なバックグラウンド染色を生じない。　
【０２１３】
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　ＳＩＳＨ分析シグナルおよび炭粉沈着と自然に関連するシグナルのクロモゲンの出現は
、同程度である。前記アルカリホスファターゼ（ＡＰ）に基づくブルー検出を、ＩＳＨシ
グナルの検出に使用した。
【０２１４】
　リン酸ナフトールＡＳ－ＴＲをハイブリッドバッファーに溶解した（ＨｙｂＲｅａｄｙ
，　ＵＬＴＲＡＶＩＥＷ　ＳＩＳＨ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ，　Ｖｅｎｔａｎａ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．，　ｐ／ｎ　７８０－００１）。リン酸ナ
フトールＡＳ－ＴＲを含有するハイブリッドバッファーをｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形
成に利用した。
【０２１５】
　組織サンプルの脱パラフィン後、約１００μＬの残余ＳＳＣがスライド上に残存した。
リン酸ナフトールＡＳ－ＴＲを含有するハイブリッドバッファーの約３００μＬをスライ
ド上に添加した。液晶カバーガラス（ＬＣＳ）（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）をスライドに添加し、蒸発を防いだ。ＤＮＰ標識のニックトラン
スレーションされたＨＥＲ２のＤＮＡプローブ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．，　ｐ／ｎ　７８０－４３３２）またはＥＧＦＲのＤＮＡプロー
ブ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．，　ｐ／ｎ　８００
－４３４３）約２００μＬをスライド上に変性の前に適応した。サンプルを加熱し、核酸
を一本鎖分子に変性し、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成を進行することを可能とした。
ハイブリッド形成および洗浄の工程後、ラビット抗ＤＮＰ抗体を適応し、スライドを濯ぎ
、ラビット抗ＤＮＰ抗体、ＨＲＰ標識されたゴート抗ラビットまたはＡＰ標識されたゴー
ト抗ラビット抗体を適応し、スライドをインキュベートし、最終検出のために銀検出また
はブルー検出のいずれかそれぞれで分析した。実験を、ＤＮＰのＤＡＢへの結合による銀
バックグラウンド染色または炭粉沈着を減少させるまで繰り返した。減少は、銀のバック
グラウンド染色が、ハイブリッドバッファー中のリン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ濃度での上
昇と相関することである。　
【０２１６】
　ハイブリッドバッファー中のリン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ１０ｍｇ／ｍＬの添加は、炭
粉沈着に結合するＤＮＡプローブのＤＮＰ成分により、銀のバックグラウンド染色を減少
した。使用したハイブリッド溶液中のリン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ５ｍｇ／ｍＬは、銀の
バックグラウンドで著しい減少を生じた。　　
【０２１７】
　図１４（左パネル）は、ＥＧＦＲおよび染色体７セントロメア（ＣＥＮ７）ＤＮＡプロ
ーブで、二重ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを示す。ＥＧＦＲ　ＩＳＨシグナル
を、ＥＧＦＲのＤＮＰ標識のニックトランスレーションされたＤＮＡプローブおよびＡＰ
に基づくブルー検出を使用して検出する一方、ＣＥＮ７のＩＳＨシグナルをＣＥＮ７のＤ
ＮＰ標識されたオリゴプローブおよびＡＰに基づく赤色検出を使用して検出した。炭粉沈
着の向上した外観を、ダークブルーの塊として観測した（左パネル）。ＤＮＰ標識された
ニックトランスレーションプローブを、分析から除いたとき（中央パネル）、炭粉沈着を
黒い塊（炭粉沈着の通常の外観）として観測した。
【０２１８】
　炭粉沈着は、多環式芳香族炭化水素、例えばナフトールを吸収することが知られた炭素
粒子から部分的になる。したがって、ＤＮＰの炭粉沈着への非特異的結合を阻害するため
の水溶性多環式芳香族炭化水素（例えば、ナフトール）の使用を評価した。ナフトールを
ＥＧＦＲのＤＮＰ標識されたニックトランスレーションプローブとｉｎ　ｓｉｔｕハイブ
リッド形成のためにハイブリッドバッファー中に含む場合、炭粉沈着を黒い塊として見た
（図１４、右パネル）。これらの研究は、プローブと炭粉沈着の結合は、ナフトールとＤ
ＮＰ標識されたニックトランスレーションＤＮＡプローブのコインキュベーションによっ
てハイブリッド形成中に、効率よく妨げられたことを示す。
【０２１９】
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　実施例５：
　ＤＡＢのＩＨＣ後のＳＩＳＨ検出バックグラウンドの除去　
　この実施例は、ハイブリッドバッファー中のリン酸ナフトールＡＳ－ＴＲの高い濃度（
２５ｍｇ／ｍＬ）が、ＤＡＢおよびＤＮＰ間の化学相互作用を取り除き、このことにより
ＳＩＳＨ検出から発生したバックグラウンド染色を取り除くことを例示する。　
【０２２０】
　ＩＨＣおよびＩＳＨの二重ならびに三重検出分析の現像時に、ＤＡＢに基づくＩＨＣ検
出後のバックグラウンド染色のＳＩＳＨ検出からの十分な量を観測した。バックグラウン
ドはＤＮＰ標識されたニックトランスレーションＤＮＡプローブのＤＮＰ成分と、核中の
ＤＮＡおよび沈殿したＤＡＢ染色への結合の結果である可能性がある。ＤＡＢは電子豊富
であり、ＤＮＡに結合し、これによってＤＡＢは癌の原因となる薬剤である。ＤＮＰは電
子豊富なＤＡＢと結合することができる電子欠損の芳香族分子である。競合的阻害電子豊
富な芳香族の分子（例えば、リン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ）の添加は、非特異的結合を妨
げると考えた。
【０２２１】
　この実験において、ＩＨＣ検出分析の標的は、ＨＥＲ２遺伝子増幅細胞において高レベ
ルにて発現するＨＥＲ２タンパク質である。ＩＳＨ検出分析の標的はＨＥＲ２遺伝子領域
および染色体１７セントロメア（ＣＥＮ１７）である。ＨＥＲ２タンパク質標的を、抗Ｈ
ＥＲ２抗体およびＤＡＢに基づく検出で検出した。ＨＥＲ２遺伝子標的領域を、ＤＮＰ標
識されたニックトランスレーションＤＮＡプローブおよびＳＩＳＨ検出法で検出した一方
、ＣＥＮ１７標的を、ＤＮＰ標識されたオリゴプローブおよびＡＰに基づく赤色検出法で
検出した。ＨＥＲ２　ＩＨＣ後のＨＥＲ２　ＳＩＳＨ核酸検出は、ＨＥＲ２タンパク質陰
性細胞の核（図１５、上左パネル）ならびにＨＥＲ２タンパク質陽性細胞の細胞質、細胞
膜および核にて（図１５、下左パネル）高いバックグラウンド染色を生じた。様々なリン
酸ナフトールＡＳ－ＴＲ濃度を、標識同定のためにリン酸ナフトールＡＳ－ＴＲとＤＮＰ
標識されたプローブのコインキュベーションが、ＤＮＰ標識されたニックトランスレーシ
ョンＤＮＡプローブのＤＡＢへの結合を、妨害することができるか判定するために試験し
た。ＤＮＰのＤＡＢ染色への結合を抑制するために、スライド上に高濃度（２５ｍｇ／ｍ
Ｌ）が必要とされる。ＤＡＢリン酸ナフトールＡＳ－ＴＲに結合するＤＮＰ標識されたニ
ックトランスレーションＤＮＡプローブの妨害を効率よく達成したとき、ＨＥＲ２陰性細
胞の核（図１５、上右パネル）ならびにＨＥＲ２陽性細胞の細胞膜、細胞質および核（図
１５、下右パネル）に十分な銀バックグラウンド染色が全く存在しなかった。ＤＮＰ標識
されたニックトランスレーションＤＮＡプローブのＤＡＢへの結合を妨げることによって
、全ての３つの標的、即ちＨＥＲ２タンパク質、ＨＥＲ２遺伝子およびＣＥＮ１７を、同
じ組織断片上で、全て視覚化した（図１５、下右パネル）。
【０２２２】
　これらの研究は、ハイブリッドバッファー中の高濃度のリン酸ナフトールＡＳ－ＴＲ（
２５ｍｇ／ｍＬ）が、ＤＡＢおよびＤＮＰの間の化学相互作用を、除外することを例示す
る。　　
【０２２３】
　開示した発明の原理を適用することができる多くの可能な実施形態を考慮して、例示さ
れた実施例は、本発明の好ましい例だけであり、本発明の範囲を制限するものでないこと
を認識すべきである。それよりも、本発明の範囲は添付の請求項によって規定する。した
がって、これらの請求項の範囲および趣旨に含まれる全てを我々の発明として請求する。
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靶分子附近的不溶性富电子化合物的非特异性结合，所公开的方法降低
了背景。


