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(57)【要約】
検出分子を使用して試料中の標的分子を検出するための
組成物、キット、方法およびシステムが、本明細書に開
示されている。一局面では、試料中の標的分子を検出カ
プレットと接触させるステップを含む方法が提供され、
上記検出カプレットが、第１の核酸および第２の核酸を
含み、各核酸が、標的認識領域および自己ハイブリダイ
ゼーション領域を有し、上記第１の核酸の上記標的認識
領域が、上記標的分子の第１の領域に結合し、上記第２
の核酸の上記標的認識領域が、上記標的分子の第２の領
域に結合し、上記第１の核酸の上記自己ハイブリダイゼ
ーション領域および上記第２の核酸の上記自己ハイブリ
ダイゼーション領域がハイブリダイズされて、二本鎖核
酸標識を形成する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の標的分子を検出カプレットと接触させるステップを含む方法であって、前記検
出カプレットが、第１の核酸および第２の核酸を含み、各核酸が、標的認識領域および自
己ハイブリダイゼーション領域を有し、前記第１の核酸の前記標的認識領域が、前記標的
分子の第１の領域に結合し、前記第２の核酸の前記標的認識領域が、前記標的分子の第２
の領域に結合し、前記第１の核酸の前記自己ハイブリダイゼーション領域および前記第２
の核酸の前記自己ハイブリダイゼーション領域がハイブリダイズされて、二本鎖核酸標識
を形成する、方法。
【請求項２】
　前記二本鎖核酸標識が、少なくとも３個の連続した塩基対を有する、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　前記二本鎖核酸標識が、オーバーハングを有する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記標的分子が、ｍＲＮＡ分子である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記第１の核酸および前記第２の核酸が、一本鎖ＤＮＡである、請求項１～４のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記標的分子の前記第１の領域および前記第２の領域が、２～１５ヌクレオチド離れて
いる、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　クロスリンカーを使用して、前記検出カプレットを前記試料に固定するステップをさら
に含む、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１の核酸または前記第２の核酸が、遊離アミン（－ＮＨ２）修飾を有する、請求
項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記検出カプレットを固定するステップが、前記検出カプレットをアミン特異的クロス
リンカーと接触させるステップを含む、請求項７または８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記オーバーハングが、１個のヌクレオチドを含む、請求項３～９のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記オーバーハングが、複数のヌクレオチドを含む、請求項３～１０のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１２】
　前記オーバーハングが、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個のヌクレ
オチドを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記二本鎖核酸標識をＤＮＡリガーゼと接触させるステップをさらに含む、請求項１～
１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記二本鎖核酸標識を少なくとも１個の検出標識と接触させるステップをさらに含む、
請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
なオーバーハングを有する二本鎖核酸である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】



(3) JP 2020-516232 A 2020.6.11

10

20

30

40

50

　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
な一本鎖核酸である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出標識を含む、請求項１４～１６のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記二本鎖核酸標識および前記少なくとも１個の検出標識が、前記ＤＮＡリガーゼを使
用してライゲーションされる、請求項１４または１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記少なくとも１個の検出標識が、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０
個の検出標識を含む、請求項１４～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記少なくとも１個の検出標識が、切断可能なリンカーを含む、請求項１４～１９のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記少なくとも１個の検出標識が、検出タグを含む、請求項１４～２０のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項２２】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出タグを含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記検出タグが、量子ドットを含む、請求項２１または２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記検出タグが、フルオロフォアを含む、請求項２１または２２に記載の方法。
【請求項２５】
　前記フルオロフォアが、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインまたはシ
アニンを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記検出タグを検出し、これにより、前記試料中の前記標的分子の存在を検出するステ
ップを含む、請求項２１～２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記標的分子を複数の検出カプレットと接触させるステップを含む、請求項１～２６の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記複数の検出カプレットのそれぞれが、異なる標的分子に結合する、請求項２７に記
載の方法。
【請求項２９】
　前記試料が、インタクトな組織試料である、請求項１～２８のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項３０】
　前記インタクトな組織試料が、２０～１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスされ得
るように、樹脂に前記インタクトな組織試料を包埋するステップを含む、請求項２９に記
載の方法。
【請求項３１】
　前記試料中の前記標的分子の存在に関連する状態または疾患を診断するステップを含む
、請求項２６～３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　試料中の標的分子を検出分子およびアンチセンスオリゴマーと接触させるステップを含
む方法であって、前記検出分子が、前記標的分子に結合する少なくとも１個のリガンドを
含み、前記少なくとも１個のリガンドが、一本鎖核酸に連結されており、前記一本鎖核酸
が前記アンチセンスオリゴマーとハイブリダイズされて、オーバーハングを有する二本鎖
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核酸標識を形成する、方法。
【請求項３３】
　前記リガンドが、抗体である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記標的分子が、タンパク質である、請求項３２または３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記オーバーハングが、１個のヌクレオチドを含む、請求項３２～３４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項３６】
　前記オーバーハングが、複数のヌクレオチドを含む、請求項３３～３５のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項３７】
　前記オーバーハングが、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個のヌクレ
オチドを含む、請求項３３～３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　前記二本鎖核酸標識をＤＮＡリガーゼと接触させるステップをさらに含む、請求項３２
～３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記二本鎖核酸標識を少なくとも１個の検出標識と接触させるステップをさらに含む、
請求項３２～３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
なオーバーハングを有する二本鎖核酸である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出標識である、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
な一本鎖核酸である、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出標識を含む、請求項４１～４２のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項４４】
　前記少なくとも１個の検出標識が、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０
個の検出標識を含む、請求項３９～４３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
　前記少なくとも１個の検出標識が、切断可能なリンカーを含む、請求項３２～４４のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項４６】
　前記少なくとも１個の検出標識が、切断可能なリンカーを含まない、請求項３２～４４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４７】
　前記少なくとも１個の検出標識が、検出タグを含む、請求項３２～４６のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項４８】
　前記検出タグが、フルオロフォアを含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記フルオロフォアが、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインまたはシ
アニンを含む、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記検出タグを検出し、これにより、前記試料中の前記標的分子の存在を検出するステ
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ップを含む、請求項４７～４９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５１】
　前記試料を複数の検出分子と接触させるステップを含む、請求項３２～５０のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項５２】
　前記複数の検出分子のそれぞれが、異なる標的分子に結合する、請求項５１に記載の方
法。
【請求項５３】
　前記試料が、インタクトな組織試料である、請求項３２～５２のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項５４】
　前記インタクトな組織試料が、２０～１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスされ得
るように、樹脂に前記インタクトな組織試料を包埋するステップを含む、請求項５３に記
載の方法。
【請求項５５】
　前記インタクトな組織試料が、骨髄組織試料、胃腸管組織試料、肺組織試料、肝臓組織
試料、前立腺組織試料、神経系組織試料、泌尿生殖器系組織試料、脳組織試料、乳房組織
試料、筋肉組織試料または皮膚組織試料である、請求項２９または５３に記載の方法。
【請求項５６】
　前記試料中の前記標的分子の存在に関連する状態または疾患を診断するステップを含む
、請求項２６または５０に記載の方法。
【請求項５７】
　前記状態または疾患が、腎臓疾患、感染性疾患、代謝性疾患、前がん性状態、がん性状
態または脳障害である、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　検出カプレットを含む組成物であって、前記検出カプレットが、第１の核酸および第２
の核酸を含み、各核酸が、標的認識領域および自己ハイブリダイゼーション領域を有し、
前記第１の核酸の前記標的認識領域が、標的分子の領域に結合し、前記第２の核酸の前記
標的認識領域が、前記標的分子の第２の領域に結合し、前記第１の核酸の前記自己ハイブ
リダイゼーション領域および前記第２の核酸の前記自己ハイブリダイゼーション領域がハ
イブリダイズされて、二本鎖核酸標識を形成する、組成物。
【請求項５９】
　前記二本鎖核酸標識が、少なくとも３個の連続した塩基対を有する、請求項５８に記載
の組成物。
【請求項６０】
　前記二本鎖核酸標識が、オーバーハングを有する、請求項５８または５９に記載の組成
物。
【請求項６１】
　前記オーバーハングが、１個のヌクレオチドを含む、請求項６０に記載の組成物。
【請求項６２】
　前記オーバーハングが、複数のヌクレオチドを含む、請求項６０に記載の組成物。
【請求項６３】
　前記オーバーハングが、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個のヌクレ
オチドを含む、請求項６０に記載の組成物。
【請求項６４】
　前記標的分子が、ｍＲＮＡ分子である、請求項５８～６３のいずれか一項に記載の組成
物。
【請求項６５】
　前記第１の核酸および前記第２の核酸が、一本鎖ＤＮＡである、請求項５８～６４のい
ずれか一項に記載の組成物。
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【請求項６６】
　前記第１の核酸および前記第２の核酸のそれぞれが、遊離アミン（－ＮＨ２）修飾を有
する、請求項５８～６５のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項６７】
　ＤＮＡリガーゼをさらに含む、請求項５８～６６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項６８】
　少なくとも１個の検出標識をさらに含む、請求項５８～６７のいずれか一項に記載の組
成物。
【請求項６９】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
なオーバーハングを有する二本鎖核酸である、請求項６８に記載の組成物。
【請求項７０】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
な一本鎖核酸である、請求項６８に記載の組成物。
【請求項７１】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出標識を含む、請求項６８または７０のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項７２】
　前記少なくとも１個の検出標識が、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０
個の検出標識を含む、請求項６９または７０に記載の組成物。
【請求項７３】
　前記少なくとも１個の検出標識が、切断可能なリンカーを含む、請求項６８～７２のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項７４】
　前記少なくとも１個の検出標識が、検出タグを含む、請求項６８～７３のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項７５】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出タグを含む、請求項７４に記載の組成物
。
【請求項７６】
　前記検出タグが、量子ドットを含む、請求項７４または７５に記載の組成物。
【請求項７７】
　前記検出タグが、フルオロフォアを含む、請求項７４または７５に記載の組成物。
【請求項７８】
　前記フルオロフォアが、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインまたはシ
アニンを含む、請求項７７に記載の組成物。
【請求項７９】
　検出分子およびアンチセンスオリゴマーを含む組成物であって、前記検出分子が、標的
分子に結合する少なくとも１個のリガンドを含み、前記少なくとも１個のリガンドが、一
本鎖核酸に連結されており、前記一本鎖核酸が前記アンチセンスオリゴマーにハイブリダ
イズされて、オーバーハングを有する二本鎖核酸標識を形成する、組成物。
【請求項８０】
　前記リガンドが、抗体である、請求項７９に記載の組成物。
【請求項８１】
　前記標的分子が、タンパク質である、請求項７９または８０に記載の組成物。
【請求項８２】
　前記オーバーハングが、１個のヌクレオチドを含む、請求項７９～８１のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項８３】
　前記オーバーハングが、複数のヌクレオチドを含む、請求項７９～８１のいずれか一項
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に記載の組成物。
【請求項８４】
　前記オーバーハングが、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個のヌクレ
オチドを含む、請求項７９～８１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８５】
　ＤＮＡリガーゼをさらに含む、請求項７９～８４のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項８６】
　少なくとも１個の検出標識をさらに含む、請求項７９～８５のいずれか一項に記載の組
成物。
【請求項８７】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
なオーバーハングを有する二本鎖核酸である、請求項８６に記載の組成物。
【請求項８８】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
な一本鎖核酸である、請求項８６に記載の組成物。
【請求項８９】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出標識を含む、請求項８６～８８のいずれ
か一項に記載の組成物。
【請求項９０】
　前記少なくとも１個の検出標識が、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０
個の検出標識を含む、請求項８６～８９のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９１】
　前記少なくとも１個の検出標識が、切断可能なリンカーを含む、請求項８６～９０のい
ずれか一項に記載の組成物。
【請求項９２】
　前記少なくとも１個の検出標識が、切断可能なリンカーを含まない、請求項８６～９０
のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９３】
　前記少なくとも１個の検出標識が、検出タグを含む、請求項８６～９２のいずれか一項
に記載の組成物。
【請求項９４】
　前記少なくとも１個の検出標識が、複数の検出タグを含む、請求項９３に記載の組成物
。
【請求項９５】
　前記検出タグが、量子ドットを含む、請求項９３または９４に記載の組成物。
【請求項９６】
　前記検出タグが、フルオロフォアを含む、請求項９３または９４に記載の組成物。
【請求項９７】
　前記フルオロフォアが、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインまたはシ
アニンを含む、請求項９６に記載の組成物。
【請求項９８】
　複数の検出分子を含む、請求項７９～９７のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９９】
　前記複数の検出分子のそれぞれが、異なる標的分子に結合する、請求項９８に記載の組
成物。
【請求項１００】
　請求項１～３１のいずれか一項に記載の方法における使用のためのキットであって、前
記キットは、以下：
　第１の核酸および第２の核酸を含む検出カプレットであって、各核酸が、標的認識領域
および自己ハイブリダイゼーション領域を有し、前記第１の核酸の前記標的認識領域が、
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標的分子の第１の領域に結合し、前記第２の核酸の前記標的認識領域が、前記標的分子の
第２の領域に結合し、前記第１の核酸の前記自己ハイブリダイゼーション領域および前記
第２の核酸の前記自己ハイブリダイゼーション領域がハイブリダイズされて、二本鎖核酸
標識を形成する、検出カプレットと、
　前記検出カプレットを前記標的分子と接触させる際に使用するための第１の試薬と
を含む、キット。
【請求項１０１】
　前記二本鎖核酸標識が、オーバーハングを有する、請求項１００に記載のキット。
【請求項１０２】
　請求項３２～５７のいずれか一項に記載の方法における使用のためのキットであって、
前記キットは、以下：
　検出分子およびアンチセンスオリゴマーであって、前記検出分子が、標的分子に結合す
る少なくとも１個のリガンドを含み、前記少なくとも１個のリガンドが、一本鎖核酸に連
結されており、前記一本鎖核酸が前記アンチセンスオリゴマーにハイブリダイズされて、
オーバーハングを有する二本鎖核酸標識を形成する、検出分子およびアンチセンスオリゴ
マーと、
　検出カプレットを前記標的分子と接触させる際に使用するための第１の試薬と
を含む、キット。
【請求項１０３】
　前記標的分子の検出における使用のための第２の試薬をさらに含む、請求項１００～１
０２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１０４】
　前記標的分子が、遺伝子編集アッセイにおける構成成分を含む、請求項１または３２に
記載の方法。
【請求項１０５】
　前記遺伝子編集アッセイが、ＣＲＩＳＰＲアッセイである、請求項１０４に記載の方法
。
【請求項１０６】
　前記構成成分が、Ｃａｓヌクレアーゼ、標的ＤＮＡ、ＤＮＡ標的化ＲＮＡ、トランス活
性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）、ドナー修復鋳型、またはこれらのいずれかの組み
合わせを含む、請求項１０４または１０５に記載の方法。
【請求項１０７】
　前記構成成分が、Ｃａｓ９ヌクレアーゼを含む、請求項１０６に記載の方法。
【請求項１０８】
　前記遺伝子編集アッセイが、ＮｇＡｇｏアッセイである、請求項１０４に記載の方法。
【請求項１０９】
　前記標的分子が、細胞分子である、請求項１または３２に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記標的分子が、細胞表面分子である、請求項１または３２に記載の方法。
【請求項１１１】
　前記標的分子が、炭水化物、脂質、タンパク質または核酸である、請求項１０９または
１１０に記載の方法。
【請求項１１２】
　前記標的分子が、タンパク質を含む、請求項１１１に記載の方法。
【請求項１１３】
　前記タンパク質が、細胞骨格タンパク質、細胞外マトリクスタンパク質、血漿タンパク
質、凝固因子、急性期タンパク質、血液タンパク質、細胞接着、膜貫通輸送タンパク質、
イオンチャネル、シンポート／アンチポートタンパク質、ホルモン、増殖因子、受容体、
ＤＮＡ結合タンパク質、ＲＮＡ結合タンパク質、転写調節タンパク質、免疫系タンパク質
、栄養素貯蔵もしくは輸送タンパク質、シャペロンタンパク質、酵素、またはこれらのい
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ずれかの組み合わせを含む、請求項１１２に記載の方法。
【請求項１１４】
　前記標的分子が、核酸を含む、請求項１１１に記載の方法。
【請求項１１５】
　前記核酸が、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、非コードＲＮＡ分子、また
はこれらのいずれかの組み合わせを含む、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１６】
　前記標的分子が、遺伝子編集アッセイにおける構成成分を含む、請求項５８または７９
に記載の組成物。
【請求項１１７】
　前記遺伝子編集アッセイが、ＣＲＩＳＰＲアッセイである、請求項１１６に記載の組成
物。
【請求項１１８】
　前記構成成分が、Ｃａｓヌクレアーゼ、標的ＤＮＡ、ＤＮＡ標的化ＲＮＡ、トランス活
性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）、ドナー修復鋳型、またはこれらのいずれかの組み
合わせを含む、請求項１１６または１１７に記載の組成物。
【請求項１１９】
　前記構成成分が、Ｃａｓ９ヌクレアーゼを含む、請求項１１８に記載の組成物。
【請求項１２０】
　前記遺伝子編集アッセイが、ＮｇＡｇｏアッセイである、請求項１１６に記載の組成物
。
【請求項１２１】
　前記標的分子が、細胞分子である、請求５８または７９に記載の組成物。
【請求項１２２】
　前記標的分子が、細胞表面分子である、請求項５８または７９に記載の組成物。
【請求項１２３】
　前記標的分子が、炭水化物、脂質、タンパク質または核酸である、請求項１２１または
１２２に記載の組成物。
【請求項１２４】
　前記標的分子が、タンパク質を含む、請求項１２３に記載の組成物。
【請求項１２５】
　前記タンパク質が、細胞骨格タンパク質、細胞外マトリクスタンパク質、血漿タンパク
質、凝固因子、急性期タンパク質、血液タンパク質、細胞接着、膜貫通輸送タンパク質、
イオンチャネル、シンポート／アンチポートタンパク質、ホルモン、増殖因子、受容体、
ＤＮＡ結合タンパク質、ＲＮＡ結合タンパク質、転写調節タンパク質、免疫系タンパク質
、栄養素貯蔵もしくは輸送タンパク質、シャペロンタンパク質、酵素、またはこれらのい
ずれかの組み合わせを含む、請求項１２４に記載の組成物。
【請求項１２６】
　前記標的分子が、核酸を含む、請求項１２３に記載の組成物。
【請求項１２７】
　前記核酸が、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、非コードＲＮＡ分子、また
はこれらのいずれかの組み合わせを含む、請求項１２６に記載の組成物。
【請求項１２８】
　前記標的分子が、遺伝子編集アッセイにおける構成成分を含む、請求項１００または１
０２に記載のキット。
【請求項１２９】
　前記遺伝子編集アッセイが、ＣＲＩＳＰＲアッセイである、請求項１２８に記載のキッ
ト。
【請求項１３０】
　前記構成成分が、Ｃａｓヌクレアーゼ、標的ＤＮＡ、ＤＮＡ標的化ＲＮＡ、トランス活
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性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）、ドナー修復鋳型、またはこれらのいずれかの組み
合わせを含む、請求項１２８または１２９に記載のキット。
【請求項１３１】
　前記構成成分が、Ｃａｓ９ヌクレアーゼを含む、請求項１３０に記載のキット。
【請求項１３２】
　前記遺伝子編集アッセイが、ＮｇＡｇｏアッセイである、請求項１２８に記載のキット
。
【請求項１３３】
　前記標的分子が、細胞分子である、請求項１００または１０２に記載のキット。
【請求項１３４】
　前記標的分子が、細胞表面分子である、請求項１００または１０２に記載のキット。
【請求項１３５】
　前記標的分子が、炭水化物、脂質、タンパク質または核酸である、請求項１３３または
１３４に記載のキット。
【請求項１３６】
　前記標的分子が、タンパク質を含む、請求項１３５に記載のキット。
【請求項１３７】
　前記タンパク質が、細胞骨格タンパク質、細胞外マトリクスタンパク質、血漿タンパク
質、凝固因子、急性期タンパク質、血液タンパク質、細胞接着、膜貫通輸送タンパク質、
イオンチャネル、シンポート／アンチポートタンパク質、ホルモン、増殖因子、受容体、
ＤＮＡ結合タンパク質、ＲＮＡ結合タンパク質、転写調節タンパク質、免疫系タンパク質
、栄養素貯蔵もしくは輸送タンパク質、シャペロンタンパク質、酵素、またはこれらのい
ずれかの組み合わせを含む、請求項１３６に記載のキット。
【請求項１３８】
　前記標的分子が、核酸を含む、請求項１３５に記載のキット。
【請求項１３９】
　前記核酸が、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、非コードＲＮＡ分子、また
はこれらのいずれかの組み合わせを含む、請求項１３８に記載のキット。
【請求項１４０】
　前記二本鎖核酸標識を第３の核酸と接触させるステップをさらに含み、前記第３の核酸
が、前記第１の核酸の配列、前記第２の核酸の配列またはその両方に相補的な配列を含む
、請求項１～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４１】
　前記第３の核酸が、前記第１の核酸の前記配列、前記第２の核酸の前記配列またはその
両方に結合する、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４２】
　前記第３の核酸が、前記第１の核酸の前記配列および前記第２の核酸の前記配列に結合
し、これにより、３方向分枝を作り出す、請求項１４１に記載の方法。
【請求項１４３】
　前記３方向分枝が、少なくとも２個のオーバーハングを含む、請求項１４２に記載の方
法。
【請求項１４４】
　前記第３の核酸を第４の核酸と接触させるステップをさらに含み、前記第４の核酸が、
前記第１の核酸の配列、前記第２の核酸の配列、前記第３の核酸の配列、またはこれらの
いずれかの組み合わせに相補的な配列を含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４５】
　前記第４の核酸が、前記第３の核酸の前記配列および前記第１の核酸の前記配列または
前記第２の核酸の前記配列に結合し、これにより、４方向分枝を作り出す、請求項１４４
に記載の方法。
【請求項１４６】
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　前記４方向分枝が、少なくとも３個のオーバーハングを含む、請求項１４５に記載の方
法。
【請求項１４７】
　前記オーバーハングのうち少なくとも２個が、同じ配列または特有の配列を含む、請求
項１４３または１４６に記載の方法。
【請求項１４８】
　前記オーバーハングのうち少なくとも２個が、相補的配列を含む、請求項１４３または
１４６に記載の方法。
【請求項１４９】
　前記オーバーハングのうち少なくとも１個を検出標識と接触させるステップをさらに含
む、請求項１４０～１４８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５０】
　前記検出標識が、３方向分枝または４方向分枝を含む、請求項１４９に記載の方法。
【請求項１５１】
　前記検出標識が、前記オーバーハングのうち前記少なくとも１個に相補的なオーバーハ
ングを含む、請求項１４９に記載の方法。
【請求項１５２】
　前記検出標識が、直接的ハイブリダイゼーション、酵素的ライゲーションまたは化学的
ライゲーションによって、前記オーバーハングのうち前記少なくとも１個に連結される、
請求項１４９～１５１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５３】
　第３の核酸をさらに含み、前記第３の核酸が、前記第１の核酸の配列、前記第２の核酸
の配列またはその両方に相補的な配列を含む、請求項５８～７８のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項１５４】
　前記第３の核酸が、前記第１の核酸の前記配列および前記第２の核酸の前記配列に結合
し、これにより、３方向分枝を作り出す、請求項１５３に記載の組成物。
【請求項１５５】
　前記３方向分枝が、少なくとも２個のオーバーハングを含む、請求項１５４に記載の組
成物。
【請求項１５６】
　第４の核酸をさらに含み、前記第４の核酸が、前記第１の核酸の配列、前記第２の核酸
の配列、前記第３の核酸の配列、またはこれらのいずれかの組み合わせに相補的な配列を
含む、請求項１５５に記載の組成物。
【請求項１５７】
　前記第４の核酸が、前記第３の核酸の前記配列および前記第１の核酸の前記配列または
前記第２の核酸の前記配列に結合し、これにより、４方向分枝を作り出す、請求項１５６
に記載の組成物。
【請求項１５８】
　前記４方向分枝が、少なくとも３個のオーバーハングを含む、請求項１５７に記載の組
成物。
【請求項１５９】
　前記オーバーハングのうち少なくとも２個が、同じ配列または特有の配列を含む、請求
項１５５または１５８に記載の組成物。
【請求項１６０】
　前記オーバーハングのうち少なくとも２個が、相補的配列を含む、請求項１５５または
１５８に記載の組成物。
【請求項１６１】
　検出標識をさらに含む、請求項１５３～１６０のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１６２】
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　前記検出標識が、３方向分枝または４方向分枝を含む、請求項１６１に記載の組成物。
【請求項１６３】
　前記検出標識が、前記オーバーハングのうち前記少なくとも１個に相補的なオーバーハ
ングを含む、請求項１６２に記載の組成物。
【請求項１６４】
　前記二本鎖核酸標識を検出標識と接触させるステップをさらに含む、請求項３２～５７
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６５】
　前記検出標識が、３方向分枝または４方向分枝を含む、請求項１６４に記載の方法。
【請求項１６６】
　前記検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的なオーバーハング
を含む、請求項１６５に記載の方法。
【請求項１６７】
　前記検出標識が、直接的ハイブリダイゼーション、酵素的ライゲーションまたは化学的
ライゲーションによって、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに連結される、請求
項１６４～１６６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６８】
　前記検出標識を第２の検出標識と接触させるステップをさらに含む、請求項１６４～１
６７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６９】
　前記第２の検出標識が、３方向分枝または４方向分枝を含む、請求項１６８に記載の方
法。
【請求項１７０】
　前記第２の検出標識が、前記検出標識の前記オーバーハングに相補的なオーバーハング
を含む、請求項１６９に記載の方法。
【請求項１７１】
　前記少なくとも１個の検出標識が、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに相補的
なオーバーハングを含む、請求項８６に記載の組成物。
【請求項１７２】
　前記少なくとも１個の検出標識が、３方向分枝または４方向分枝を含む、請求項１７１
に記載の組成物。
【請求項１７３】
　前記少なくとも１個の検出標識が、直接的ハイブリダイゼーション、酵素的ライゲーシ
ョンまたは化学的ライゲーションによって、前記二本鎖核酸標識の前記オーバーハングに
連結される、請求項１７１または１７２に記載の組成物。
【請求項１７４】
　第２の検出標識をさらに含む、請求項１７１～１７３のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１７５】
　前記第２の検出標識が、前記少なくとも１個の検出標識の前記オーバーハングに相補的
なオーバーハングを含む、請求項１７４に記載の組成物。
【請求項１７６】
　前記第２の検出標識が、３方向分枝または４方向分枝を含む、請求項１７５に記載の組
成物。
【請求項１７７】
　前記請求項のいずれか一項に記載の組成物を含む、請求項１００～１０３および１２８
～１３９のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　相互参照
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　この出願は、２０１６年１２月１６日に出願された米国仮出願第６２／４３５，４２４
号、２０１７年３月３１日に出願された米国仮出願第６２／４８０，１０７号および２０
１７年５月２３日に出願された米国仮出願第６２／５０９，９９５号（これらの各々は、
その全体が参考として本明細書に援用される）の利益を主張する。
【０００２】
　連邦政府により資金提供された研究についての陳述
　本発明は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈによって付
与されたＮＩＮＤＳ　Ｇｒａｎｔ　ＳＢＩＲ　１Ｒ４３ＮＳ０９２１８０－０１の下、政
府の支援を受けてなされた。政府は、本発明に一定の権利を有する。
【背景技術】
【０００３】
　平均して、一次抗体当たりおおよそ約１５個のフルオロフォアのシグナルをもたらす、
伝統的な二次抗体染色に匹敵するシグナルレベルを得ることは、困難な課題となり得る。
多重に標識されたアンチセンスオリゴマーは、一次抗体当たりおおよそ数個のフルオロフ
ォアのシグナルを生じることができるが、アンチセンスオリゴマーの高密度標識は、フル
オロフォアの間にクエンチングをもたらすことがある。二次増幅に匹敵する、より高いシ
グナル強度を生じるためのライゲーション増幅方法が、本明細書に開示されている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　試料中の標的分子を検出するための組成物、キット、方法およびシステムが、本明細書
に開示されている。一態様では、試料中の標的分子を検出カプレットと接触させるステッ
プを含む方法であって、検出カプレットが、第１の核酸および第２の核酸を含み、各核酸
が、標的認識領域および自己ハイブリダイゼーション領域を有し、第１の核酸の標的認識
領域が、標的分子の第１の領域に結合し、第２の核酸の標的認識領域が、標的分子の第２
の領域に結合し、第１の核酸の自己ハイブリダイゼーション領域および第２の核酸の自己
ハイブリダイゼーション領域がハイブリダイズされて、二本鎖核酸標識を形成する、方法
が、ここに開示されている。
【０００５】
　一部の事例では、二本鎖核酸標識は、少なくとも２個の連続した塩基対、例えば、少な
くとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、
少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少な
くとも１３、少なくとも１４、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５、少な
くとも３０、少なくとも３５、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも５０、少な
くとも１００、少なくとも１５０、少なくとも２００または少なくとも２５０個の連続し
た塩基対を有する。
【０００６】
　一部の事例では、二本鎖核酸標識は、オーバーハングを有する。一部の事例では、オー
バーハングは、少なくとも１個の不対合ヌクレオチド、例えば、少なくとも２、少なくと
も３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少な
くとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なく
とも１４、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５、少なくとも３０、少なく
とも３５、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも５０、少なくとも１００、少な
くとも１５０、少なくとも２００または少なくとも２５０個の不対合ヌクレオチドを有す
る。
【０００７】
　一部の事例では、標的分子は、ＲＮＡ分子である。一部の事例では、標的分子は、ｍＲ
ＮＡ分子である。一部の事例では、第１の核酸および第２の核酸は、一本鎖ＤＮＡである
。一部の事例では、標的分子の第１の領域および第２の領域は、２～１５ヌクレオチド離
れている。一部の事例では、標的分子の第１の領域および第２の領域は、２～５ヌクレオ
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チド離れている。一部の事例では、標的分子の第１の領域および第２の領域は、５～１０
ヌクレオチド離れている。一部の事例では、標的分子の第１の領域および第２の領域は、
１０～１５ヌクレオチド離れている。一部の事例では、標的分子の第１の領域および第２
の領域は、１５～２０ヌクレオチド離れている。
【０００８】
　一部の事例では、本方法は、クロスリンカーを使用して、検出カプレットを試料に固定
するステップをさらに含む。一部の事例では、第１の核酸または第２の核酸は、遊離アミ
ン（－ＮＨ２）修飾を有する。一部の事例では、検出カプレットを固定するステップは、
検出カプレットをアミン特異的クロスリンカーと接触させるステップを含む。
【０００９】
　一部の事例では、オーバーハングは、１個のヌクレオチドを含む。一部の事例では、オ
ーバーハングは、複数のヌクレオチドを含む。一部の事例では、オーバーハングは、少な
くとも約２、３、４、５、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、６０、７０、８
０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０または５
００個のヌクレオチドを含む。一部の事例では、本方法は、二本鎖核酸標識をＤＮＡリガ
ーゼと接触させるステップをさらに含む。一部の事例では、本方法は、二本鎖核酸標識を
少なくとも１個の検出標識と接触させるステップをさらに含む。一部の事例では、少なく
とも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハングに相補的なオーバーハングを有
する二本鎖核酸である。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識
のオーバーハングに相補的な一本鎖核酸である。一部の事例では、少なくとも１個の検出
標識は、複数の検出標識を含む。一部の事例では、二本鎖核酸標識および少なくとも１個
の検出標識は、ＤＮＡリガーゼを使用してライゲーションされる。一部の事例では、少な
くとも１個の検出標識は、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個の検出標
識を含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、切断可能なリンカーを含む。
一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、切断可能なリンカーを含まない。
【００１０】
　一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、検出タグを含む。一部の事例では、少
なくとも１個の検出標識は、複数の検出タグを含む。一部の事例では、検出タグは、量子
ドットを含む。一部の事例では、検出タグは、フルオロフォアを含む。一部の事例では、
フルオロフォアは、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインまたはシアニン
を含む。一部の事例では、本方法は、検出タグを検出し、これにより、試料中の標的分子
の存在を検出するステップを含む。一部の事例では、本方法は、試料を複数の検出カプレ
ットと接触させるステップを含む。一部の事例では、複数の検出カプレットのそれぞれは
、異なる標的分子に結合する。
【００１１】
　一部の事例では、試料は、インタクトな組織試料である。一部の事例では、本方法は、
インタクトな組織試料が、２０～１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスされ得るよう
に、樹脂にインタクトな組織試料を包埋するステップを含む。一部の事例では、インタク
トな組織試料は、骨髄組織試料、胃腸管組織試料、肺組織試料、肝臓組織試料、前立腺組
織試料、神経系組織試料、泌尿生殖器系組織試料、脳組織試料、乳房組織試料、筋肉組織
試料または皮膚組織試料である。一部の事例では、本方法は、インタクトな組織試料の脱
水を含む。一部の事例では、本方法は、インタクトな組織試料の脱水を含まない。一部の
事例では、本方法は、試料中の標的分子の存在に関連する状態または疾患を診断するステ
ップを含む。一部の事例では、状態または疾患は、腎臓疾患、感染性疾患、代謝性疾患、
前がん性状態、がん性状態または脳障害である。一部の事例では、試料は、パラフィン包
埋組織試料である。一部の事例では、試料は、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ
）組織試料である。
【００１２】
　一部の事例では、本方法は、二本鎖核酸標識を第３の核酸と接触させるステップをさら
に含み、第３の核酸は、第１の核酸の配列、第２の核酸の配列またはその両方に相補的な
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配列を含む。一例では、第３の核酸は、第１の核酸の配列に相補的な配列を含む。一例で
は、第３の核酸は、第２の核酸の配列に相補的な配列を含む。一例では、第３の核酸は、
第１の核酸の配列および第２の核酸の配列に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３
の核酸は、第１の核酸の配列、第２の核酸の配列またはその両方に結合する。一例では、
第３の核酸は、第１の核酸の配列に結合する。一例では、第３の核酸は、第２の核酸の配
列に結合する。一例では、第３の核酸は、第１の核酸の配列および第２の核酸の配列に結
合する。
【００１３】
　一部の事例では、二本鎖核酸標識における第１の核酸および第２の核酸はそれぞれ、少
なくとも１個の不対合ヌクレオチドを有する。一部の事例では、二本鎖核酸標識における
第１の核酸および第２の核酸はそれぞれ、少なくとも１個の不対合ヌクレオチド、例えば
、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくと
も７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２
、少なくとも１３、少なくとも１４、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５
、少なくとも３０、少なくとも３５、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも５０
、少なくとも１００、少なくとも１５０、少なくとも２００または少なくとも２５０個の
不対合ヌクレオチドを有する。一部の事例では、第３の核酸は、第１の核酸の不対合配列
、第２の核酸の不対合配列またはその両方に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３
の核酸は、第１の核酸の不対合配列全体に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３の
核酸は、第２の核酸の不対合配列全体に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３の核
酸は、第１の核酸の不対合配列全体に相補的な第１の配列、および第２の核酸の不対合配
列全体に相補的な第２の配列を含む。
【００１４】
　一部の事例では、第３の核酸は、第１の核酸の配列および第２の核酸の配列に結合し、
これにより、多方向分枝を作り出す。一部の事例では、多方向分枝は、ｎ方向分枝であり
、ｎ方向分枝は、一緒に連結されて核酸構造を形成する、ｎ個の一本鎖核酸を含む。核酸
構造は、ｎ個の末端および／またはｎ個のオーバーハングを有することができる。例えば
、多方向分枝は、３方向分枝であり得、３方向分枝は、一緒に連結されて３個の末端およ
び／または３個のオーバーハングを有する核酸構造を形成する、３個の一本鎖核酸を含む
（例えば、図１７Ａ～図１７Ｃおよび図１６Ｃを参照）。一部の事例では、３方向分枝は
、少なくとも２個のオーバーハングを含む。一部の事例では、前記少なくとも２個のオー
バーハングのうち少なくとも２個は、同じ配列または特有の配列を含む。一部の事例では
、前記少なくとも２個のオーバーハングのうち少なくとも２個は、相補的配列を含む。
【００１５】
　一部の事例では、本方法は、第３の核酸を第４の核酸と接触させるステップをさらに含
み、第４の核酸は、第１の核酸の配列、第２の核酸の配列、第３の核酸の配列、またはこ
れらのいずれかの組み合わせに相補的な配列を含む。一部の事例では、第４の核酸は、第
３の核酸の配列および第１または第２の核酸の配列に結合し、これにより、４方向分枝を
作り出す（例えば、図１６Ｃを参照）。一部の事例では、４方向分枝は、一緒に連結され
て４個の末端および／または４個のオーバーハングを有する核酸構造を形成する、４個の
一本鎖核酸を含む。一部の事例では、４方向分枝は、少なくとも３個のオーバーハングを
含む。一部の事例では、少なくとも３個のオーバーハングのうち少なくとも２個は、同じ
配列または特有の配列を含む。一部の事例では、少なくとも３個のオーバーハングのうち
少なくとも２個は、相補的配列を含む。
【００１６】
　一部の事例では、本方法は、オーバーハングのうち少なくとも１個を検出標識と接触さ
せるステップをさらに含む。一部の事例では、本方法は、第３の核酸を検出標識と接触さ
せるステップをさらに含む。一部の事例では、本方法は、第４の核酸を検出標識と接触さ
せるステップをさらに含む。一部の事例では、検出標識は、多方向分枝を含む。一部の事
例では、多方向分枝は、３方向分枝または４方向分枝である。一部の事例では、検出標識
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は、オーバーハングのうち少なくとも１個に相補的なオーバーハングを含む。一部の事例
では、検出標識は、直接的ハイブリダイゼーション、酵素的ライゲーションまたは化学的
ライゲーションによって、オーバーハングのうち少なくとも１個に連結される。
【００１７】
　別の態様では、試料中の標的分子を検出分子およびアンチセンスオリゴマーと接触させ
るステップを含む方法であって、検出分子が、標的分子に結合する少なくとも１個のリガ
ンドを含み、少なくとも１個のリガンドが、一本鎖核酸に連結されており、一本鎖核酸が
、アンチセンスオリゴマーとハイブリダイズされて、オーバーハングを有する二本鎖核酸
標識を形成する、方法が本明細書に開示されている。一部の事例では、検出分子またはア
ンチセンスは、少なくとも３個のヌクレオチド、例えば、少なくとも５、少なくとも１０
、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５、少なくとも３０、少なくとも３５
、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも５０、少なくとも６０、少なくとも７０
、少なくとも８０、少なくとも９０、少なくとも１００、少なくとも１５０、少なくとも
２００、少なくとも２５０、少なくとも３００、少なくとも３５０、少なくとも４００、
少なくとも４５０または少なくとも５００個のヌクレオチドを含む。一部の事例では、検
出分子またはアンチセンスは、５００個以下のヌクレオチド、例えば、５個以下、１０個
以下、１５個以下、２０個以下、２５個以下、３０個以下、３５個以下、４０個以下、４
５個以下、５０個以下、６０個以下、７０個以下、８０個以下、９０個以下、１００個以
下、１５０個以下、２００個以下、２５０個以下、３００個以下、３５０個以下、４００
個以下、４５０個以下または５００個以下のヌクレオチドを含む。一部の事例では、検出
分子またはアンチセンスは、約３～５００個のヌクレオチド、例えば、約３～５００、約
３～４００、約３～３００、約３～２００、約３～１００、約３～５０、約３～２０、約
３～１０、約１０～５００、約１０～４００、約１０～３００、約１０～２００、約１０
～１００、約１０～５０、約１０～２０、約２０～５００、約２０～４００、約２０～３
００、約２０～２００、約２０～１００、約２０～５０、約５０～５００、約５０～４０
０、約５０～３００、約５０～２００、約５０～１００、約１００～５００、約１００～
４００、約１００～３００、約１００～２００、約２００～５００、約２００～４００、
約２００～３００、約３００～５００、約３００～４００または約４００～５００個のヌ
クレオチドを含む。例えば、検出分子またはアンチセンスは、約３～１５０個のヌクレオ
チドを含むことができる。
【００１８】
　一部の事例では、リガンドは、抗体である。一部の事例では、標的分子は、タンパク質
である。一部の事例では、オーバーハングは、１個のヌクレオチドを含む。一部の事例で
は、オーバーハングは、複数のヌクレオチドを含む。一部の事例では、本方法は、二本鎖
核酸標識をＤＮＡリガーゼと接触させるステップをさらに含む。一部の事例では、本方法
は、二本鎖核酸標識を少なくとも１個の検出標識と接触させるステップをさらに含む。一
部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハングに相補的
なオーバーハングを有する二本鎖核酸である。一部の事例では、少なくとも１個の検出標
識は、複数の検出標識である。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核
酸標識のオーバーハングに相補的な一本鎖核酸である。一部の事例では、少なくとも１個
の検出標識は、複数の検出標識を含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、
少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個の検出標識を含む。一部の事例では
、少なくとも１個の検出標識は、切断可能なリンカーを含む。一部の事例では、少なくと
も１個の検出標識は、切断可能なリンカーを含まない。
【００１９】
　一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、検出タグを含む。一部の事例では、少
なくとも１個の検出標識は、複数の検出タグを含む。一部の事例では、検出タグは、量子
ドットを含む。一部の事例では、検出タグは、フルオロフォアを含む。一部の事例では、
フルオロフォアは、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインまたはシアニン
を含む。一部の事例では、本方法は、検出タグを検出し、これにより、試料中の標的分子
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の存在を検出するステップを含む。一部の事例では、本方法は、試料を複数の検出分子と
接触させるステップを含む。一部の事例では、複数の検出分子のそれぞれは、異なる標的
分子に結合する。
【００２０】
　一部の事例では、検出標識は、少なくとも３個のヌクレオチド、例えば、少なくとも５
、少なくとも１０、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５、少なくとも３０
、少なくとも３５、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも５０、少なくとも６０
、少なくとも７０、少なくとも８０、少なくとも９０、少なくとも１００、少なくとも１
５０、少なくとも２００、少なくとも２５０、少なくとも３００、少なくとも３５０、少
なくとも４００、少なくとも４５０または少なくとも５００個のヌクレオチドを含む。一
部の事例では、検出標識は、５００個以下のヌクレオチド、例えば、５個以下、１０個以
下、１５個以下、２０個以下、２５個以下、３０個以下、３５個以下、４０個以下、４５
個以下、５０個以下、６０個以下、７０個以下、８０個以下、９０個以下、１００個以下
、１５０個以下、２００個以下、２５０個以下、３００個以下、３５０個以下、４００個
以下、４５０個以下または５００個以下のヌクレオチドを含む。一部の事例では、検出標
識は、約３～５００個のヌクレオチド、例えば、約３～５００、約３～４００、約３～３
００、約３～２００、約３～１００、約３～５０、約３～２０、約３～１０、約１０～５
００、約１０～４００、約１０～３００、約１０～２００、約１０～１００、約１０～５
０、約１０～２０、約２０～５００、約２０～４００、約２０～３００、約２０～２００
、約２０～１００、約２０～５０、約５０～５００、約５０～４００、約５０～３００、
約５０～２００、約５０～１００、約１００～５００、約１００～４００、約１００～３
００、約１００～２００、約２００～５００、約２００～４００、約２００～３００、約
３００～５００、約３００～４００または約４００～５００個のヌクレオチドを含む。例
えば、検出標識は、約３～１５０個のヌクレオチドを含むことができる。
【００２１】
　一部の事例では、試料は、インタクトな組織試料である。一部の事例では、本方法は、
インタクトな組織試料が、２０～１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスされ得るよう
に、樹脂にインタクトな組織試料を包埋するステップを含む。一部の事例では、インタク
トな組織試料は、骨髄組織試料、胃腸管組織試料、肺組織試料、肝臓組織試料、前立腺組
織試料、神経系組織試料、泌尿生殖器系組織試料、脳組織試料、乳房組織試料、筋肉組織
試料または皮膚組織試料である。一部の事例では、本方法は、インタクトな組織試料の脱
水を含む。一部の事例では、本方法は、インタクトな組織試料の脱水を含まない。一部の
事例では、本方法は、試料中の標的分子の存在に関連する状態または疾患を診断するステ
ップを含む。一部の事例では、状態または疾患は、腎臓疾患、感染性疾患、代謝性疾患、
前がん性状態、がん性状態または脳障害である。
【００２２】
　一部の事例では、標的分子は、遺伝子編集アッセイにおける構成成分を含む。一部の事
例では、遺伝子編集アッセイは、ＣＲＩＳＰＲアッセイである。一部の事例では、遺伝子
編集アッセイは、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓアッセイである。一部の事例では、遺伝子編集ア
ッセイは、ＮｇＡｇｏアッセイである。一部の事例では、構成成分は、Ｃａｓヌクレアー
ゼ、標的ＤＮＡ、ＤＮＡ標的化ＲＮＡ、トランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）
、ドナー修復鋳型またはこれらのいずれかの組み合わせを含む。一部の事例では、構成成
分は、Ｃａｓヌクレアーゼを含む。一部の事例では、構成成分は、Ｃａｓ９ヌクレアーゼ
を含む。一部の事例では、標的分子は、細胞分子を含む。一部の事例では、標的分子は、
細胞表面分子を含む。一部の事例では、標的分子は、炭水化物、脂質、タンパク質または
核酸を含む。一部の事例では、標的分子は、タンパク質を含む。一部の事例では、タンパ
ク質は、細胞骨格タンパク質、細胞外マトリクスタンパク質、血漿タンパク質、凝固因子
、急性期タンパク質、血液タンパク質、細胞接着、膜貫通輸送タンパク質、イオンチャネ
ル、シンポート（ｓｙｎｐｏｒｔ）／アンチポートタンパク質、ホルモン、増殖因子、受
容体、ＤＮＡ結合タンパク質、ＲＮＡ結合タンパク質、転写調節タンパク質、免疫系タン
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パク質、栄養素貯蔵もしくは輸送タンパク質、シャペロンタンパク質、酵素、またはこれ
らのいずれかの組み合わせを含む。一部の事例では、標的分子は、核酸を含む。一部の事
例では、核酸は、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、非コードＲＮＡ分子、ま
たはこれらのいずれかの組み合わせを含む。
【００２３】
　一部の事例では、本方法は、二本鎖核酸標識を検出標識と接触させるステップをさらに
含む。一部の事例では、検出標識は、多方向分枝を含む。一部の事例では、多方向分枝は
、３方向分枝または４方向分枝である。一部の事例では、検出標識は、二本鎖核酸標識の
オーバーハングに相補的なオーバーハングを含む。一部の事例では、検出標識は、直接的
ハイブリダイゼーション、酵素的ライゲーションまたは化学的ライゲーションによって、
二本鎖核酸標識のオーバーハングに連結される。
【００２４】
　一部の事例では、本方法は、検出標識を第２の検出標識と接触させるステップをさらに
含む。一部の事例では、第２の検出標識は、多方向分枝を含む。一部の事例では、多方向
分枝は、３方向分枝または４方向分枝である。一部の事例では、第２の検出標識は、検出
標識のオーバーハングに相補的なオーバーハングを含む。
【００２５】
　別の態様では、検出カプレットを含む組成物であって、検出カプレットが、第１の核酸
および第２の核酸を含み、各核酸が、標的認識領域および自己ハイブリダイゼーション領
域を有し、第１の核酸の標的認識領域が、標的分子の第１の領域に結合し、第２の核酸の
標的認識領域が、標的分子の第２の領域に結合し、第１の核酸の自己ハイブリダイゼーシ
ョン領域および第２の核酸の自己ハイブリダイゼーション領域がハイブリダイズされて、
二本鎖核酸標識を形成する、組成物が本明細書に開示されている。一部の事例では、二本
鎖核酸標識は、少なくとも２個の連続した塩基対、例えば、少なくとも２、少なくとも３
、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくと
も９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも
１４または少なくとも１５個の連続した塩基対を有する。一部の事例では、二本鎖核酸標
識は、オーバーハングを有する。一部の事例では、オーバーハングは、１個のヌクレオチ
ドを含む。一部の事例では、オーバーハングは、複数のヌクレオチドを含む。一部の事例
では、オーバーハングは、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個のヌクレ
オチドを含む。一部の事例では、オーバーハングは、少なくとも１個の不対合ヌクレオチ
ド、例えば、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、少なくとも６
、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少な
くとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４または少なくとも１５個の不対合ヌクレオ
チドを有する。一部の事例では、標的分子は、ｍＲＮＡ分子である。一部の事例では、第
１の核酸および第２の核酸は、一本鎖ＤＮＡである。一部の事例では、第１の核酸および
第２の核酸のそれぞれは、遊離アミン（－ＮＨ２）修飾を有する。一部の事例では、本組
成物は、ＤＮＡリガーゼをさらに含む。一部の事例では、本組成物は、少なくとも１個の
検出標識をさらに含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識
のオーバーハングに相補的なオーバーハングを有する二本鎖核酸である。一部の事例では
、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハングに相補的な一本鎖核酸
である。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、複数の検出標識を含む。一部の
事例では、少なくとも１個の検出標識は、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または
３０個の検出標識を含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、切断可能なリ
ンカーを含まない。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、切断可能なリンカー
を含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、検出タグを含む。一部の事例で
は、少なくとも１個の検出標識は、複数の検出タグを含む。一部の事例では、検出タグは
、量子ドットを含む。一部の事例では、検出タグは、フルオロフォアを含む。一部の事例
では、フルオロフォアは、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインまたはシ
アニンを含む。一部の事例では、本組成物は、複数の検出カプレットを含む。一部の事例
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では、複数の検出カプレットのそれぞれは、異なる標的分子に結合する。
【００２６】
　別の態様では、本組成物は、第３の核酸をさらに含み、第３の核酸は、第１の核酸の配
列、第２の核酸の配列またはその両方に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３の核
酸は、第１の核酸の配列に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３の核酸は、第２の
核酸の配列に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３の核酸は、第１の核酸の配列お
よび第２の核酸の配列に相補的な配列を含む。一部の事例では、第３の核酸は、第１の核
酸の配列および第２の核酸の配列に結合し、これにより、多方向分枝を作り出す。一部の
事例では、多方向分枝は、３方向分枝である。一部の事例では、３方向分枝は、少なくと
も２個のオーバーハングを含む。
【００２７】
　一部の事例では、本組成物は、第４の核酸をさらに含み、第４の核酸は、第１の核酸の
配列、第２の核酸の配列、第３の核酸の配列、またはこれらのいずれかの組み合わせに相
補的な配列を含む。一部の事例では、第４の核酸は、第３の核酸の配列および第１または
第２の核酸の配列に結合し、これにより、４方向分枝を作り出す。一部の事例では、４方
向分枝は、少なくとも３個のオーバーハングを含む。一部の事例では、オーバーハングの
うち少なくとも２個は、同じ配列または特有の配列を含む。一部の事例では、前記オーバ
ーハングのうち少なくとも２個は、相補的配列を含む。
【００２８】
　一部の事例では、本組成物は、検出標識をさらに含む。一部の事例では、検出標識は、
多方向分枝を含む。一部の事例では、多方向分枝は、３方向分枝または４方向分枝である
。一部の事例では、検出標識は、オーバーハングのうち少なくとも１個に相補的なオーバ
ーハングを含む。
【００２９】
　別の態様では、検出分子およびアンチセンスオリゴマーを含む組成物であって、検出分
子が、標的分子に結合する少なくとも１個のリガンドを含み、少なくとも１個のリガンド
が、一本鎖核酸に連結されており、一本鎖核酸がアンチセンスオリゴマーにハイブリダイ
ズされて、オーバーハングを有する二本鎖核酸標識を形成する、組成物が本明細書に開示
されている。一部の事例では、リガンドは、抗体である。一部の事例では、標的分子は、
タンパク質である。一部の事例では、オーバーハングは、１個のヌクレオチドを含む。一
部の事例では、オーバーハングは、複数のヌクレオチドを含む。一部の事例では、オーバ
ーハングは、少なくとも５、１０、１５、２０、２５または３０個のヌクレオチドを含む
。一部の事例では、本組成物は、ＤＮＡリガーゼをさらに含む。一部の事例では、本組成
物は、少なくとも１個の検出標識をさらに含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出
標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハングに相補的なオーバーハングを有する二本鎖核酸
である。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハン
グに相補的な一本鎖核酸である。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、少なく
とも５、１０、１５、２０、２５または３０個の検出標識を含む。一部の事例では、少な
くとも１個の検出標識は、切断可能なリンカーを含む。一部の事例では、少なくとも１個
の検出標識は、切断可能なリンカーを含まない。一部の事例では、少なくとも１個の検出
標識は、検出タグを含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、複数の検出タ
グを含む。一部の事例では、検出タグは、量子ドットを含む。一部の事例では、検出タグ
は、フルオロフォアを含む。一部の事例では、フルオロフォアは、クマリン、ローダミン
、キサンテン、フルオレセインまたはシアニンを含む。一部の事例では、本組成物は、複
数の検出分子を含む。一部の事例では、複数の検出分子のそれぞれは、異なる標的分子に
結合する。
【００３０】
　一部の事例では、標的分子は、遺伝子編集アッセイにおける構成成分を含む。一部の事
例では、遺伝子編集アッセイは、ＣＲＩＳＰＲアッセイである。一部の事例では、遺伝子
編集アッセイは、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓアッセイである。一部の事例では、遺伝子編集ア
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ッセイは、ＮｇＡｇｏアッセイである。一部の事例では、構成成分は、Ｃａｓヌクレアー
ゼ、標的ＤＮＡ、ＤＮＡ標的化ＲＮＡ、トランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）
、ドナー修復鋳型またはこれらのいずれかの組み合わせを含む。一部の事例では、構成成
分は、Ｃａｓヌクレアーゼを含む。一部の事例では、構成成分は、Ｃａｓ９ヌクレアーゼ
を含む。一部の事例では、標的分子は、細胞分子を含む。一部の事例では、標的分子は、
細胞表面分子を含む。一部の事例では、標的分子は、炭水化物、脂質、タンパク質または
核酸を含む。一部の事例では、標的分子は、タンパク質を含む。一部の事例では、タンパ
ク質は、細胞骨格タンパク質、細胞外マトリクスタンパク質、血漿タンパク質、凝固因子
、急性期タンパク質、血液タンパク質、細胞接着、膜貫通輸送タンパク質、イオンチャネ
ル、シンポート／アンチポートタンパク質、ホルモン、増殖因子、受容体、ＤＮＡ結合タ
ンパク質、ＲＮＡ結合タンパク質、転写調節タンパク質、免疫系タンパク質、栄養素貯蔵
もしくは輸送タンパク質、シャペロンタンパク質、酵素、またはこれらのいずれかの組み
合わせを含む。一部の事例では、標的分子は、核酸を含む。一部の事例では、核酸は、ｍ
ＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、非コードＲＮＡ分子、またはこれらのいずれ
かの組み合わせを含む。
【００３１】
　一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハングに相
補的なオーバーハングを含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、多方向分
枝を含む。一部の事例では、多方向分枝は、３方向分枝または４方向分枝である。一部の
事例では、少なくとも１個の検出標識は、直接的ハイブリダイゼーション、酵素的ライゲ
ーションまたは化学的ライゲーションによって、二本鎖核酸標識のオーバーハングに連結
される。
【００３２】
　一部の事例では、本組成物は、第２の検出標識をさらに含む。一部の事例では、第２の
検出標識は、前記少なくとも１個の検出標識の前記オーバーハングに相補的なオーバーハ
ングを含む。一部の事例では、第２の検出標識は、多方向分枝を含む。一部の事例では、
多方向分枝は、３方向分枝または４方向分枝である。
【００３３】
　別の態様では、上述の方法において使用することができるキットであって、第１の核酸
および第２の核酸を含む検出カプレットであって、各核酸が、標的認識領域および自己ハ
イブリダイゼーション領域を有し、第１の核酸の標的認識領域が、標的分子の第１の領域
に結合し、第２の核酸の標的認識領域が、標的分子の第２の領域に結合し、第１の核酸の
自己ハイブリダイゼーション領域および第２の核酸の自己ハイブリダイゼーション領域が
ハイブリダイズされて、二本鎖核酸標識を形成する、検出カプレットと、検出カプレット
を標的分子と接触させる際に使用するための第１の試薬とを含む、キットが本明細書に開
示されている。一部の事例では、二本鎖核酸標識は、オーバーハングを有する。一部の事
例では、本キットは、上述の１種または複数の組成物を含む。
【００３４】
　別の態様では、上述の方法において使用することができるキットであって、検出分子お
よびアンチセンスオリゴマーであって、検出分子が、標的分子に結合する少なくとも１個
のリガンドを含み、少なくとも１個のリガンドが、一本鎖核酸に連結されており、一本鎖
核酸がアンチセンスオリゴマーにハイブリダイズされて、オーバーハングを有する二本鎖
核酸標識を形成する、検出分子およびアンチセンスオリゴマーと、検出カプレットを標的
分子と接触させる際に使用するための第１の試薬とを含む、キットが本明細書に開示され
ている。
【００３５】
　一部の事例では、本キットは、標的分子の検出において使用するための第２の試薬をさ
らに含む。
【００３６】
　一部の事例では、標的分子は、遺伝子編集アッセイにおける構成成分を含む。一部の事
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例では、遺伝子編集アッセイは、ＣＲＩＳＰＲアッセイである。一部の事例では、遺伝子
編集アッセイは、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓアッセイである。一部の事例では、遺伝子編集ア
ッセイは、ＮｇＡｇｏアッセイである。一部の事例では、構成成分は、Ｃａｓヌクレアー
ゼ、標的ＤＮＡ、ＤＮＡ標的化ＲＮＡ、トランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）
、ドナー修復鋳型またはこれらのいずれかの組み合わせを含む。一部の事例では、構成成
分は、Ｃａｓヌクレアーゼを含む。一部の事例では、構成成分は、Ｃａｓ９ヌクレアーゼ
を含む。一部の事例では、標的分子は、細胞分子を含む。一部の事例では、標的分子は、
細胞表面分子を含む。一部の事例では、標的分子は、炭水化物、脂質、タンパク質または
核酸を含む。一部の事例では、標的分子は、タンパク質を含む。一部の事例では、タンパ
ク質は、細胞骨格タンパク質、細胞外マトリクスタンパク質、血漿タンパク質、凝固因子
、急性期タンパク質、血液タンパク質、細胞接着、膜貫通輸送タンパク質、イオンチャネ
ル、シンポート／アンチポートタンパク質、ホルモン、増殖因子、受容体、ＤＮＡ結合タ
ンパク質、ＲＮＡ結合タンパク質、転写調節タンパク質、免疫系タンパク質、栄養素貯蔵
もしくは輸送タンパク質、シャペロンタンパク質、酵素、またはこれらのいずれかの組み
合わせを含む。一部の事例では、標的分子は、核酸を含む。一部の事例では、核酸は、ｍ
ＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、非コードＲＮＡ分子、またはこれらのいずれ
かの組み合わせを含む。
【００３７】
　一部の事例では、本キットは、本明細書に開示されている組成物のいずれかを含む。
【００３８】
　本開示の追加的な態様および利点は、当業者であれば、本開示の単なる説明的な実施形
態が示され記載されている、次の詳細な説明から容易に明らかになるであろう。理解でき
るであろうが、本開示は、他のおよび異なる実施形態が可能であり、そのいくつかの詳細
は、様々な明らかな観点から修正が可能であり、これらは全て、本開示から逸脱するもの
ではない。したがって、図面および記載は、本質的に制限的ではなく説明的として考慮さ
れるべきである。
【００３９】
　参照による組み込み
　本明細書で言及されているあらゆる刊行物、特許および特許出願は、あたかも個々の刊
行物、特許または特許出願のそれぞれが、参照により組み込まれていると特にかつ個々に
示されているのと同じ程度まで、参照により本明細書に組み込まれている。
【００４０】
　本発明の新規特色は、添付の特許請求の範囲に特に明記されている。本発明の特色およ
び利点をより良く理解するには、本発明の原理が利用されている説明的な実施形態を明記
する次の詳細な説明、および下に示す添付の図面または図（本明細書において同様に、「
ＦＩＧ．」および「ＦＩＧＳ．」）を参照することが求められるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】図１は、本明細書に記載されている組成物、キット、方法およびシステムを使用
する例示的なプロセスを例証する。
【００４２】
【図２Ａ】図２Ａは、組織試料中の標的分子を検出するための例示的なライゲーションオ
リゴマー化方法を例証する。
【００４３】
【図２Ｂ】図２Ｂは、組織試料中の標的分子を検出するための例示的な鋳型によるオリゴ
マー化方法を例証する。
【００４４】
【図３】図３は、単一グアニン（Ｇ）オーバーハングを有する二本鎖核酸（例えば、ＤＮ
Ａ）標識に連結された抗体を例証する。
【００４５】
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【図４】図４Ａは、第１の核酸および第２の核酸を含む検出カプレットを例証し、各核酸
は、認識領域（例えば、ＲＮＡ認識領域）、自己ハイブリダイゼーション領域および固定
可能な末端を有することができる。図４Ｂは、第１の核酸および第２の核酸の自己ハイブ
リダイゼーション領域がハイブリダイズされて、オーバーハングを有する二本鎖核酸標識
を形成することができることを例証する。
【００４６】
【図５】図５は、検出分子の二本鎖核酸標識が、ライゲーション反応により、同じ配列を
有する４個の二本鎖検出標識により増幅され得ることを例証する。
【００４７】
【図６】図６は、本開示の方法を実行する例としての制御システムを模式的に例証する。
【００４８】
【図７】図７Ａ～図７Ｊは、１０枚の（７０ｎｍ）切片からのＤＮＡタグ付けされたアセ
チル化チューブリンの最大投射（ｍａｘ　ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ）を例証する。図７Ａは
、ライゲーションオリゴマー化により可視化されたＤＮＡ標識された一次を例証する。図
７Ｂは、同じ組織切片における伝統的な蛍光二次によって可視化された同じＤＮＡ－一次
を例証する。図７Ｃは、図４Ａおよび図４Ｂと同じ組織における蛍光標識されたアンチセ
ンスオリゴマーにより可視化されたＤＮＡ標識された一次を例証する。図７Ｄ～図７Ｆは
、図７Ａ～図７Ｃの接写図を例証する（黄色のボックスによって強調されている）。図７
Ｄは、図７Ｅには存在しない、核のオフターゲットライゲーション可視化へのポイントを
例証する（白色の矢じり）。図７Ｆは、オフターゲットシグナルを同様に被ったアンチセ
ンス検出を例証するが、核の標識はより少ない。図７Ｇ～図７Ｉは、異なる組織において
、ＤＮＡ標識されたシナプシン抗体が、ホスファターゼおよび超音波処理ＤＮＡによるブ
ロッキング後に可視化され得ることを例証する。図７Ｇは、二次検出図７Ｈ（白色の矢じ
り）と同等のオフターゲット標識（白色の矢じり）をもたらす、核標識の有意な減少を例
証する。図７Ｉは、超音波処理ＤＮＡによるブロッキングが、アンチセンス検出ノイズも
改善したことを例証する。図７Ｊは、対数目盛りで、各方法の重ね合わせた強度ヒストグ
ラムを例証する。
【００４９】
【図８】図８は、皮質における２７枚の切片の投射を含有するパネルを例証する。
【００５０】
【図９】図９は、９種の抗体を使用した、同じ構造（皮質シナプス）の同時標的化を例証
する。
【００５１】
【図１０－１】図１０Ａ～図１０Ｄは、タグ配列決定を使用した、マルチプレックス化抗
原の迅速検出の例を例証する。図１０Ａは、オリゴマーモジュールの逐次検出と、それに
続く制限エンドヌクレアーゼ切断による蛍光標識されたオリゴマーの除去のサイクル１を
例証する。図１０Ｂは、オリゴマーモジュールの逐次検出と、それに続く制限エンドヌク
レアーゼ切断による蛍光標識されたオリゴマーの除去のサイクル２を例証する。図１０Ｃ
は、オリゴマーモジュールの逐次検出と、それに続く制限エンドヌクレアーゼ切断による
蛍光標識されたオリゴマーの除去のサイクル３を例証する。図１０Ｄは、イメージングサ
イクルにわたって生成された色の組み合わせを使用して、抗原毎の最終画像を再構築する
ことができることを例証する。
【図１０－２】図１０Ａ～図１０Ｄは、タグ配列決定を使用した、マルチプレックス化抗
原の迅速検出の例を例証する。図１０Ａは、オリゴマーモジュールの逐次検出と、それに
続く制限エンドヌクレアーゼ切断による蛍光標識されたオリゴマーの除去のサイクル１を
例証する。図１０Ｂは、オリゴマーモジュールの逐次検出と、それに続く制限エンドヌク
レアーゼ切断による蛍光標識されたオリゴマーの除去のサイクル２を例証する。図１０Ｃ
は、オリゴマーモジュールの逐次検出と、それに続く制限エンドヌクレアーゼ切断による
蛍光標識されたオリゴマーの除去のサイクル３を例証する。図１０Ｄは、イメージングサ
イクルにわたって生成された色の組み合わせを使用して、抗原毎の最終画像を再構築する
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ことができることを例証する。
【００５２】
【図１１】図１１Ａは、ＧＦＰ標識ニューロンを囲むシナプシン標識を例証する。図１１
Ｂは、蛍光ＤＮＡオリゴマーを使用した、シナプシンのパス１検出を例証する。図１１Ｃ
は、蛍光ＤＮＡオリゴマーを使用した、シナプシンのパス２検出を例証する。図１１Ｄは
、二次抗体を使用した、シナプシンのパス３検出を例証する。図１１Ｅは、全３パスの合
成図を例証する。
【００５３】
【図１２】図１２Ａは、１０ｕｍパラフィン切片（例えば、ホルマリン固定パラフィン包
埋（ＦＦＰＥ）組織）において得られる、ＤＮＡコンジュゲート抗ａｃチューブリン抗体
を使用して可視化されたアセチル化チューブリンを例証する。図１２Ｂは、エンドヌクレ
アーゼ溶液において３０分後の同じ切片が、アセチル化チューブリンシグナルを除去した
ことを例証する。図１２Ｃは、二次抗体を使用して再染色された同じ組織を例証する。図
１２Ｄは、図１２Ａおよび図１２Ｃの黄色のボックスにおけるアセチル化チューブリン構
造の接写図を例証する。図１２Ｅは、グリオーマを有する皮質組織におけるアセチル化チ
ューブリン染色を例証する。
【００５４】
【図１３】図１３Ａ～図１３Ｂは、２種のライゲーション関連方法を比較する。図１３Ａ
は、ライゲーションオリゴマー化方法による蛍光増幅を例証する。フルオロフォアを有す
る低分子ＤＮＡ二重鎖が、粘着末端の特異的認識により、伸びている鎖へと逐次ライゲー
ションされ、蛍光シグナルの増幅をもたらす。図１３Ｂは、鋳型オリゴマー化による蛍光
増幅を例証する。蛍光増幅は、フルオロフォアを有する一本鎖低分子ＤＮＡの逐次ハイブ
リダイゼーションおよびライゲーションにより起こり、蛍光シグナルの増幅をもたらす。
【００５５】
【図１４】図１４Ａ～図１４Ｆは、アーカイブイメージングのためのＤＮＡ－抗体アーカ
イブ免疫組織化学を例証する。図１４Ａは、抗原におけるＤＮＡコンジュゲートされた一
次を例証する。図１４Ｂは、コンジュゲートのアンチセンス検出を例証する。図１４Ｃは
、鋳型によるライゲーション検出および組織のイメージングを例証する。図１４Ｄは、エ
ンドヌクレアーゼを使用した全検出ＤＮＡの除去を例証する。図１４Ｅ～図１４Ｆは、組
織が、二本鎖（図１４Ｅ）または一本鎖形態（図１４Ｆ）のいずれかで脱水および貯蔵さ
れ得ることを例証する。図１４Ｅは、組織が、二本鎖または一本鎖形態のいずれかで脱水
および貯蔵され得ることを例証する。アンチセンスは、変性または酵素消化により除去さ
れ得る。図１４Ｆは、アンチセンスの除去の際に、ＤＮＡコンジュゲート一次で染色され
た組織が、本来の抗体染色状態に戻り、よって、新鮮な蛍光検出の準備ができていること
を例証する。
【００５６】
【図１５】図１５Ａ～図１５Ｆは、シグナル増幅および検出の例を例証する。図１５Ａは
、タグ付けされた標的が、タグにおける相補的領域に塩基対合する単一プローブによって
認識され得ることを示す。図１５Ｂは、長いプローブが、ｎ個の検出標識（例えば、検出
器（ｄｅｔｅｃｔｏｒ）…ｎ個の検出器）をドッキングすることができることを示す。図
１５Ｃは、長い一次検出器標識（例えば、一次検出器）が、短いプローブにハイブリダイ
ズされ得ることを示す。図１５Ｄは、一本鎖オリゴの付加の代わりに、単独にまたは多重
に標識された二重鎖検出器を使用することができることを示す。図１５Ｅは、直鎖状二重
鎖検出器の代わりに、ｎ－分枝状検出器を使用して、伸長された標識構造を構築すること
ができることを示す。図１５Ｆは、ｎ－分枝状構造の伸長において、直鎖状および分枝状
検出器を混合することができることを示す。
【００５７】
【図１６】図１６Ａ～図１６Ｅは、直鎖状および分枝状二重鎖ライゲーションオリゴマー
化の例を例証する。図１６Ａは、特有の相補的末端［αおよびα’］および［βおよびβ
’］を有する標識された二重鎖核酸単位を示す。図１６Ｂは、交互のα／βおよびα’／
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β’標識された二重鎖単位を使用した直鎖状増幅を示す。図１６Ｃは、例示的な３方向お
よび４方向分枝構造を示す。図１６Ｄは、３方向分枝のサイクリングによって生成される
構造を示す。図１６Ｅは、４方向分枝のサイクリングによって生成される構造を示す。
【００５８】
【図１７】図１７Ａ～図１７Ｃは、ｉｎ　ｓｉｔｕ核酸検出における分枝状増幅の例を例
証する。図１７Ａは、２個の隣接する核酸プローブが、ステムヘアピン構造を生成するこ
とができ、そこに、二次プローブがハイブリダイズすることを示す。図１７Ｂは、２個の
核酸近接プローブが、３方向分枝状構造を生成することができることを示す。図１７Ｃは
、プローブのハイブリダイゼーションが、分枝状増幅において直接的に使用され得る３方
向分枝構造を生成することを示す。
【００５９】
【図１８】図１８Ａ～図１８Ｉは、分枝状オリゴマー化が、ホルマリン固定パラフィン包
埋（ＦＦＰＥ）組織におけるシグナルを大幅に増幅することを例証する。図１８Ａは、ａ
ｌｅｘａ－５９４標識された二次抗体を用いた画像を示す。図１８Ｂは、２サイクルによ
る分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状検出器を用いた画像を示す。
図１８Ｃは、４サイクルによる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状
検出器を用いた画像を示す。図１８Ｄは、６サイクルによる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘ
ａ－５９４標識された直鎖状検出器を用いた画像を示す。図１８Ｅは、８サイクルによる
分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状検出器を用いた画像を示す。図
１８Ｆは、１０サイクルによる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状
検出器を用いた画像を示す。図１８Ｇは、細胞体マスクのオーバーレイによる６サイクル
増幅の例を示す。図１８Ｈは、図１８Ｇにおいて使用された細胞体マスクを示す。図１８
Ｉは、二次抗体（菱形）および２～１０サイクルの分枝状オリゴマー化（丸）の細胞体マ
スク内のピクセルの平均ピクセル強度を示す。
【００６０】
【図１９】図１９Ａ～図１９Ｆは、ＤＮＡタグ付けされた抗アセチル化チューブリン一次
抗体で標識され、６３×／１．４ＮＡにおいて油浸下で撮像されたマウス脳皮質の７０ｎ
ｍ厚切片の例示的な画像を例証する。図１９Ａは、ａｌｅｘａ－５９４標識された二次抗
体を用いた画像を示す。図１９Ｂは、２サイクルによる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－
５９４標識された直鎖状検出器を用いた画像を示す。図１９Ｃは、４サイクルによる分枝
状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状検出器を用いた画像を示す。図１９
Ｄは、６サイクルによる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状検出器
を用いた画像を示す。図１９Ｅは、８サイクルによる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５
９４標識された直鎖状検出器を用いた画像を示す。図１９Ｆは、二次抗体（菱形）および
２～８サイクルの分枝状オリゴマー化（丸）の平均画像強度（１６ビット画像からの灰色
の値）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００６１】
　別段の定めがない限り、本明細書で使用されているあらゆる技術および科学用語は、本
開示が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されているものと同じ意義を有する
。本明細書に記載されているものと同様または均等ないかなる方法および材料が、本明細
書における製剤または単位用量の実施または検査において使用されてもよいが、一部の方
法および材料をここに記載する。他に言及がなければ、本明細書で用いられているまたは
考慮されている技法は、標準的な方法論である。材料、方法および実施例は、単に説明的
であり、限定的ではない。
【００６２】
　１種または複数の発明に関する実施形態の詳細が、本明細書における添付の図面、特許
請求の範囲および明細書に明記されている。本明細書に開示および考慮されている発明に
関する実施形態の他の特色、目的および利点は、それが明確に除外されていない限り、他
のいずれかの実施形態と組み合わせることができる。
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【００６３】
　本明細書において、別段の指示がない限り、「含有する（ｃｏｎｔａｉｎ）」、「含有
している（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」、「含んでいる（ｉ
ｎｃｌｕｄｉｎｇ）」その他等の用語は、「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」を意
味する。
【００６４】
　本明細書において、別段の指示がない限り、いずれかの実施形態を、他のいずれかの実
施形態と組み合わせることができる。
【００６５】
　本明細書において、別段の指示がない限り、本明細書における一部の発明に関する実施
形態は、数的範囲を考慮する。範囲が存在する場合、範囲は、範囲の終点を含む。その上
範囲内の全ての部分範囲および値が、あたかも明確に書き出されたかのように存在する。
【００６６】
　参照数値に関連した用語「約」は、ある値から当該値プラスまたはマイナス１０％の範
囲を含むことができる。例えば、「約１０」の量は、９、１０および１１の参照数を含む
、９～１１の量を含む。参照数値に関連した用語「約」は、ある値から当該値プラスまた
はマイナス１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％または１％の範囲
を含むこともできる。
【００６７】
　単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」および「その（ｔｈｅ）」は、文脈がそ
れ以外を明らかに指示しない限り、複数の参照を含むように本明細書で使用されている。
【００６８】
　選択肢（例えば、「または（ｏｒ）」）の使用は、選択肢のいずれか一方、両方、また
はこれらのいずれかの組み合わせを意味するものと理解されたい。
【００６９】
　用語「核酸」は、本明細書において、いずれかの長さのポリマー形態のヌクレオチドを
一般に指す。核酸は、プリンおよびピリミジン塩基、または他の天然の、化学的もしくは
生化学的に修飾された、非天然のまたは誘導体化されたヌクレオチド塩基を含む、リボヌ
クレオチド、デオキシリボヌクレオチドまたはペプチド核酸（ＰＮＡ）を含むことができ
る。核酸は、一本または二本鎖であり得る。ポリヌクレオチドの骨格は、ＲＮＡもしくは
ＤＮＡに典型的に見出すことができる、糖およびリン酸基、または修飾もしくは置換され
た糖もしくはリン酸基を含むことができる。ポリヌクレオチドは、メチル化されたヌクレ
オチドおよびヌクレオチドアナログ等、修飾されたヌクレオチドを含むことができる。ヌ
クレオチドの配列は、非ヌクレオチド構成成分によって中断され得る。よって、ヌクレオ
シド、ヌクレオチド、デオキシヌクレオシドおよびデオキシヌクレオチドという用語は、
本明細書に記載されているもの等、アナログを一般に含む。このようなアナログは、核酸
またはオリゴヌクレオチド配列に取り込まれると、溶液中の天然に存在する核酸配列との
ハイブリダイゼーションが可能になるような、天然に存在するヌクレオシドまたはヌクレ
オチドと共通したいくつかの構造的特色を有する分子である。典型的には、このようなア
ナログは、塩基、リボースまたはホスホジエステル部分を置き換えるおよび／または修飾
することにより、天然に存在するヌクレオシドおよびヌクレオチドから得られる。変化を
調整して、望み通りに、ハイブリッド形成を安定化もしくは不安定化する、または相補的
核酸配列とのハイブリダイゼーションの特異性を増強することができる。核酸分子は、Ｄ
ＮＡ分子であり得る。核酸分子は、ＲＮＡ分子であり得る。核酸分子は、合成分子であり
得る。核酸分子は、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子と対合する合成分子であり得る。
【００７０】
　本明細書において、用語「ＩＨＣ」または「免疫組織化学」は、組織切片の細胞におけ
る抗原（例えば、タンパク質または核酸）を選択的にイメージングするプロセスを指す。
この方法は、生体組織における特異的抗原に結合する抗体を用いることができる。検出シ
グナル（例えば、蛍光）は、本明細書に提供されているライゲーション増幅方法によって
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増幅することができる。一部の実施形態では、検出シグナルは、ライゲーションオリゴマ
ー化により増幅される。一部の実施形態では、検出シグナルは、鋳型によるオリゴマー化
により増幅される。
【００７１】
　本発明の実施は、分子生物学の分野における慣例的な技法を利用する。本発明における
使用の一般方法を開示している基礎の教科書は、ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＲｕｓｓｅｌｌ
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（
第３版、２００１年）；Ｋｒｉｅｇｌｅｒ、Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９９０年）；ならび
にＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（
Ａｕｓｕｂｅｌら編、１９９４年）を含む。
【００７２】
　概要
　試料中の標的分子を検出するための組成物、キット、方法およびシステムが本明細書に
開示されている。図１は、本明細書に記載されている組成物、キット、方法およびシステ
ムを使用する例示的なプロセスを例証する。先ず、検出分子を使用して、試料（例えば、
組織全体試料）を接触させることができる。検出分子の存在は、イメージング装置（ｉｍ
ａｇｉｎｇ　ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）（例えば、顕微鏡）によって検出することができ
る。次に、コンピュータシステムを使用して、１種もしくは複数の組織型、試料中の１種
もしくは複数の標的分子、および／または１種もしくは複数の状態を同定することができ
る。結果は、疾患または状態の同定または診断のために医者または医師へと通信すること
ができる。
【００７３】
　一部の実施形態では、本明細書に提供されているライゲーション増幅方法は、試料中の
標的分子を、オーバーハングを有する検出分子（例えば、検出カプレット）と接触させる
ステップと、検出分子を、相補的オーバーハングを有する１個または複数の二本鎖核酸と
接触させるステップと、ＤＮＡリガーゼを使用して、１個または複数の二本鎖核酸を検出
分子にライゲーションするステップと（例えば、検出シグナルを増幅するために）を含む
ことができる。本方法は、本明細書において、ライゲーションオリゴマー化と称すること
もできる。
【００７４】
　別の実施形態では、本明細書に提供されているライゲーション増幅方法は、試料中の標
的分子を、オーバーハングを有する検出分子（例えば、検出カプレット）と接触させるス
テップと、検出分子を、検出分子のオーバーハング配列に相補的（ｃｏｍｐｌｉｍｅｎｔ
ａｒｙ）な１個または複数の一本鎖核酸と接触させるステップと、ＤＮＡリガーゼを使用
して、１個または複数の一本鎖核酸を検出分子にライゲーションするステップと（例えば
、検出シグナルを増幅するために）を含むことができる。本方法は、本明細書において、
鋳型によるオリゴマー化と称することもできる。用語「鋳型によるオリゴマー化」および
「制御されたオリゴマー化」は、検出カプレットオーバーハングに相補的な少なくとも１
個の一本鎖検出標識を接触させるステップを含む、ライゲーション増幅の方法を指すよう
、本明細書で互換的に使用することができる。組織試料２０１における標的分子を検出す
るためのライゲーションオリゴマー化または鋳型によるオリゴマー化を含む例示的な方法
が、図２Ａ、図２Ｂおよび図１３に例証されている。図２Ａは、組織試料２０１における
標的分子を検出するための例示的なライゲーションオリゴマー化方法を例証する。一部の
事例では、標的分子は、ｍＲＮＡ分子２０２であり得る。本方法は、標的分子を検出カプ
レットと接触させるステップを含むことができ、検出カプレットは、第１の核酸２０３お
よび第２の核酸２０４を含む。第１の核酸２０３および第２の核酸２０４はそれぞれ、標
的認識領域２０５Ａ＆２０５Ｂおよび自己ハイブリダイゼーション領域２０６Ａ＆２０６
Ｂを有することができる。第１の核酸の標的認識領域２０５Ａは、標的分子の第１の領域
に結合することができ、第２の核酸の標的認識領域２０５Ｂは、標的分子の第２の領域に
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結合することができる。第１の核酸の自己ハイブリダイゼーション領域２０６Ａおよび第
２の核酸の自己ハイブリダイゼーション領域２０６Ｂは、ハイブリダイズされて、二本鎖
核酸標識２０６Ａ＆２０６Ｂを形成することができる。二本鎖核酸標識２０６Ａ＆２０６
Ｂは、少なくとも３個の連続した塩基対を有することができる。二本鎖核酸標識２０６Ａ
＆２０６Ｂは、オーバーハング２０７を有することができる。本方法は、二本鎖核酸標識
２０６Ａ＆２０６Ｂを検出標識２０８と接触させるステップをさらに含むことができ、検
出標識２０８は、二本鎖核酸標識２０６のオーバーハング２０７に相補的なオーバーハン
グ２０９を有する二本鎖核酸である。検出標識２０８は、検出タグ（例えば、フルオロフ
ォア）を含むことができる。本方法は、検出標識をＤＮＡリガーゼ２１０と接触させるス
テップをさらに含むことができ、ＤＮＡリガーゼ２１０は、検出標識２０８および二本鎖
核酸標識２０６Ａ＆２０６Ｂをライゲーションすることができる。
【００７５】
　本明細書に提供されているライゲーションオリゴマー化方法は、ＤＮＡリガーゼ２１０
をさらに含むことができ、ライゲーションプロセスを複数回反復して、複数の二本鎖検出
標識２０８を二本鎖核酸標識２０６Ａ＆２０６Ｂに付加し、イメージング適用のための検
出シグナルを増幅する。
【００７６】
　図２Ｂは、組織試料２０１における標的分子を検出するための例示的な鋳型によるオリ
ゴマー化方法を例証する。例えば、本明細書に提供されている鋳型によるオリゴマー化方
法は、検出カプレットをさらに含むことができ、検出カプレットは、第１の核酸２０３お
よび第２の核酸２０４を含む。第１の核酸２０３および第２の核酸２０４はそれぞれ、標
的認識領域２０５Ａ＆２０５Ｂおよび自己ハイブリダイゼーション領域２０６Ａ＆２０５
Ｂを有することができる。鋳型によるオリゴマー化の一部の実施形態では、本方法は、二
本鎖核酸標識２０６Ａ＆２０６Ｂを検出標識２０８と接触させるステップをさらに含むこ
とができ、検出標識２０８は、二本鎖核酸標識２０６のオーバーハング２０７に相補的な
オーバーハング２０９を有する二本鎖核酸である。検出標識２０８は、検出タグ（例えば
、フルオロフォア）を含むことができる。本方法は、検出標識をＤＮＡリガーゼ２１０と
接触させるステップをさらに含むことができ、ＤＮＡリガーゼ２１０は、検出標識２０８
および二本鎖核酸標識２０６Ａ＆２０６Ｂをライゲーションすることができる。本方法は
、鎖２１３にオーバーハング２１１を合成するステップをさらに含むことができる。鋳型
によるオリゴマー化の別の実施形態では、検出カプレットは、複数のヌクレオチド、例え
ば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
、１７、１８、１９または２０個のヌクレオチドを含むオーバーハング２１１をさらに含
むことができ、オーバーハングは、複数の一本鎖核酸検出標識２１２に相補的である。検
出標識２１２は、検出タグ（例えば、フルオロフォア）を含むことができる。鋳型による
オリゴマー化方法は、複数の検出標識２１２をＤＮＡリガーゼ２１０と接触させるステッ
プをさらに含むことができ、ＤＮＡリガーゼ２１０は、複数の検出標識２１２およびオー
バーハング２１１をライゲーションすることができる。一部の実施形態では、少なくとも
２個の検出標識の配列は、同一である、例えば、少なくとも２、少なくとも３、少なくと
も４、少なくとも５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少な
くとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１３、少なくとも１４または
少なくとも１５または少なくとも１６または少なくとも１７または少なくとも１８または
少なくとも１９または少なくとも２０個の検出標識は、同一である。一部の実施形態では
、少なくとも第１の検出標識の配列は、少なくとも第２の検出標識の配列と異なる。一部
の実施形態では、複数の検出標識は、少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９または２０個の検出標識２１
２を含むことができ、第１の検出標識の配列は、オーバーハング２１１の少なくとも第１
の２個の連続したヌクレオチドに相補的であり、第２の検出標識の配列は、オーバーハン
グ２１１の少なくとも第２の２個の連続したヌクレオチドに相補的であり、第３の検出標
識の配列は、オーバーハング２１１の少なくとも第３の２個の連続したヌクレオチドに相
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補的である、等々。本明細書に提供されている方法は、イメージング適用のための検出シ
グナルを増幅することができる。
【００７７】
　一部の実施形態では、蛍光検出シグナルは、図１３Ａに示す通り、ライゲーションオリ
ゴマー化により増幅される。一部の実施形態では、蛍光検出シグナルは、図１３Ｂに示す
通り、フルオロフォアを有する一本鎖低分子ＤＮＡの逐次ハイブリダイゼーションおよび
ライゲーションにより蛍光増幅が起こる、鋳型オリゴマー化により増幅される。
【００７８】
　本明細書に開示されている方法は、試料または検出分子を少なくとも１個の検出標識（
例えば、二本鎖ＤＮＡ）と接触させるステップを含むことができ、少なくとも１個の検出
標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハングに相補的なオーバーハングを有する。本明細書
に開示されている方法は、試料または検出分子を少なくとも１個の検出標識（例えば、一
本鎖ＤＮＡ）と接触させるステップを含むことができ、少なくとも１個の検出標識は、検
出カプレットの第１または第２の鎖のいずれかのオーバーハングに相補的である。少なく
とも１個の検出標識は、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡまたは二本鎖ＤＮＡ等、核酸分子で
あり得る。例えば、二本鎖核酸標識が、５’－ＴＡＧ－３’のオーバーハング配列を有す
る場合、検出標識は、３’－ＡＴＣ－５’の相補的オーバーハング配列を有することがで
きる。例えば、一本鎖核酸標識の配列が、５’－ＧＧＴＡ－３’である場合、オーバーハ
ング配列は、３’－ＣＣＡＴ－５’を含む。検出標識のオーバーハング配列は、特定の二
本鎖核酸標識のオーバーハングに特有に相補的であり得る。検出標識のオーバーハング配
列は、複数の二本鎖核酸標識、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９～２０個の間の二本鎖核酸標識の
オーバーハングに相補的であり得る。同様に、二本鎖核酸標識のオーバーハング配列は、
特定の検出標識のオーバーハングに特有に相補的であり得る。二本鎖核酸標識のオーバー
ハング配列は、複数の検出標識、例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９～２０個の間の検出標識のオー
バーハングに相補的であり得る。
【００７９】
　本明細書に開示されている方法は、試料または検出分子を少なくとも１個のＤＮＡリガ
ーゼと接触させるステップを含むことができる。ＤＮＡリガーゼは、ホスホジエステル結
合の形成の触媒により、ＤＮＡ鎖を一緒に接合することを容易にすることができる。例え
ば、ＤＮＡリガーゼは、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼまたは哺
乳動物ＤＮＡリガーゼＩ、ＩＩ、ＩＩＩもしくはＩＶを含むことができる。
【００８０】
　例えば、ＤＮＡリガーゼを使用して、二本鎖核酸標識は、第１の検出標識にライゲーシ
ョンされて、増幅された二本鎖核酸標識を形成することができる。増幅された二本鎖核酸
標識は、第２の検出標識にライゲーションされて、別の増幅された二本鎖核酸標識を形成
することができる。このプロセスを複数回反復して、複数の検出標識を含む増幅された二
本鎖核酸標識を形成することができる。一部の事例では、第１の検出標識は、第２の検出
標識と同じ配列を有することができる。図５に示す通り、検出分子５２０の二本鎖核酸標
識５１０は、ライゲーション反応により、同じ配列を有する４個の二本鎖検出標識５３０
により増幅することができる。一部の事例では、第１の検出標識は、第２の検出標識とは
異なる配列を有することができる。一部の事例では、検出分子５２０は、図２Ｂに例証さ
れる通り、鋳型によるオリゴマー化ライゲーション反応により、同じ配列を有する４個の
一本鎖検出標識により増幅することができる。一部の事例では、検出分子５２０は、図２
Ｂに例証される通り、鋳型によるオリゴマー化ライゲーション反応により、１個の二本鎖
核酸分子５１０および同じ配列を有する３個の一本鎖検出標識により増幅することができ
る。
【００８１】
　検出分子を使用した標的分子の検出
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　試料中の標的分子を検出するための組成物、キット、方法およびシステムが本明細書に
開示されている。標的分子は、試料中の目的のいずれかの分子であり得る。標的分子は、
炭水化物、脂質、タンパク質または核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）であり得る。標
的分子は、ＲＮＡ分子、例えば、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡまたは非コ
ードＲＮＡ分子であり得る。
【００８２】
　本方法は、試料を、標的分子に結合する検出分子と接触させるステップを含むことがで
きる。検出分子は、少なくとも１個のリガンド（例えば、抗体）、ビーズまたは核酸を含
むことができる。リガンドは、一本鎖核酸に連結された抗体であり得る。一本鎖核酸は、
一本鎖核酸に相補的な配列を有するアンチセンスオリゴマーにハイブリダイズされて、二
本鎖核酸標識を形成することができ、二本鎖核酸標識は、オーバーハングを有する。一本
鎖核酸およびアンチセンスオリゴマーのハイブリダイゼーションは、標的分子へのリガン
ドの結合後に行うことができる。一本鎖核酸およびアンチセンスオリゴマーのハイブリダ
イゼーションは、標的分子へのリガンドの結合前に行うことができる。一部の事例では、
リガンドは、二本鎖核酸標識に連結された抗体であり得、二本鎖核酸標識は、オーバーハ
ングを有する。
【００８３】
　オーバーハング
　用語「オーバーハング」は、本明細書において、核酸（例えば、ＤＮＡ）分子の末端に
おける不対合ヌクレオチドのストレッチを指す。このような不対合ヌクレオチドは、どち
らの鎖にあってもよく、３’または５’オーバーハングのいずれかを作り出す。オーバー
ハングは、単一のヌクレオチドを含むことができる。例えば、図３において、検出分子は
、単一グアニン（Ｇ）オーバーハング３２０を有する二本鎖核酸（例えば、ＤＮＡ）標識
に連結された抗体３１０である。別の例では、次の配列を有する二本鎖ＤＮＡ分子は、単
一ヌクレオチドオーバーハングを形成することができる：
５’－ＡＴＣＴＧＡＣＴＡ－３’
３’－ＴＡＧＡＣＴＧＡ－５’
【００８４】
　オーバーハングは、単一のヌクレオチドまたは複数のヌクレオチド、例えば、１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８
、１９または２０個のヌクレオチドを含むことができる。一部の事例では、オーバーハン
グは、少なくとも約１、少なくとも約２、少なくとも約３、少なくとも約４、少なくとも
約５、少なくとも約６、少なくとも約７、少なくとも約８、少なくとも約９、少なくとも
約１０、少なくとも約１１、少なくとも約１２、少なくとも約１３、少なくとも約１４、
少なくとも約１５、少なくとも約１６、少なくとも約１７、少なくとも約１８、少なくと
も約１９または少なくとも約２０個のヌクレオチドを含むことができる。一部の事例では
、オーバーハングは、約１～約２０個のヌクレオチド、例えば、約１～約２、約１～約３
、約１～約４、約１～約５、約１～約１０、約１～約１５、約１～約２０、約２～約３、
約２～約４、約２～約５、約２～約１０、約２～約１５、約２～約２０、約３～約４、約
３～約５、約３～約１０、約３～約１５、約３～約２０、約４～約５、約４～約１０、約
４～約１５、約４～約２０、約５～約１０、約５～約１５、約５～約２０、約１０～約１
５、約１０～約２０または約１５～約２０個のヌクレオチドを含むことができる。例えば
、オーバーハング配列は、ＴＡＧ、ＣＡＴ、ＡＣＡ、ＣＡＴまたはＡＡＴであり得る。別
の例では、次の配列を有する二本鎖ＤＮＡ分子は、３ヌクレオチドオーバーハングを形成
することができる：
５’－ＡＴＣＴＧＡＣＴＡＣＡ－３’
３’－ＴＡＧＡＣＴＧＡ－５’
【００８５】
　検出カプレット
　検出分子は、標的分子に結合する複数のヌクレオチドを含むことができる。例えば、検
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出分子は、第１の核酸および第２の核酸を含む検出カプレットであり得る。第１および第
２の核酸は、一本鎖ＤＮＡであり得る。
【００８６】
　第１および／または第２の核酸は、複数のヌクレオチドの長さ、例えば、少なくとも約
１０、少なくとも約１５、少なくとも約２０、少なくとも約２５、少なくとも約３０、少
なくとも約３５、少なくとも約４０、少なくとも約４５、少なくとも約５０、少なくとも
約５５、少なくとも約６０、少なくとも約６５、少なくとも約７０、少なくとも約７５、
少なくとも約８０、少なくとも約８５、少なくとも約９０、少なくとも約９５または少な
くとも約１００個のヌクレオチドを含むことができる。第１および／または第２の核酸は
、約５～１５０個のヌクレオチドの長さ、例えば、約５～１５０、約５～１３０、約５～
１１０、約５～９０、約５～７０、約５～５０、約５～３０、約５～１０、約１０～１５
０、約１０～１３０、約１０～１１０、約１０～９０、約１０～７０、約１０～５０、約
１０～３０、約３０～１５０、約３０～１３０、約３０～１１０、約３０～９０、約３０
～７０、約３０～５０、約５０～１５０、約５０～１３０、約５０～１１０、約５０～９
０、約５０～７０、約７０～１５０、約７０～１３０、約７０～１１０、約７０～９０、
約９０～１５０、約９０～１３０、約９０～１１０、約１１０～１５０、約１１０～１３
０または約１３０～１５０個のヌクレオチドを含むことができる。
【００８７】
　認識領域
　図４Ａの例において例証される通り、第１の核酸は、第１の標的分子（例えば、ｍＲＮ
Ａ）に結合する第１の認識領域２０５Ａ（例えば、ＲＮＡ認識領域）を有する。同様に、
第２の核酸は、第２の標的分子（例えば、ｍＲＮＡ）に結合する第２の認識領域２０５Ａ
（例えば、ＲＮＡ認識領域）を有する。一部の事例では、第１および第２の標的分子は、
同じ分子であり得る。一部の事例では、第１の標的分子および第２の標的分子は、異なる
分子であり得る。第１および／または第２の核酸の認識領域は、認識領域の配列に相補的
な標的分子の配列にハイブリダイズすることにより、標的分子に結合する。
【００８８】
　認識領域は、単一のヌクレオチドまたは複数のヌクレオチド、例えば、１、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９
または２０個のヌクレオチドを含むことができる。一部の事例では、認識領域は、少なく
とも約１、少なくとも約２、少なくとも約３、少なくとも約４、少なくとも約５、少なく
とも約６、少なくとも約７、少なくとも約８、少なくとも約９、少なくとも約１０、少な
くとも約１１、少なくとも約１２、少なくとも約１３、少なくとも約１４、少なくとも約
１５、少なくとも約１６、少なくとも約１７、少なくとも約１８、少なくとも約１９また
は少なくとも約２０個のヌクレオチドを含むことができる。一部の事例では、認識領域は
、約１～約２０個のヌクレオチド、例えば、約１～約２、約１～約３、約１～約４、約１
～約５、約１～約１０、約１～約１５、約１～約２０、約２～約３、約２～約４、約２～
約５、約２～約１０、約２～約１５、約２～約２０、約３～約４、約３～約５、約３～約
１０、約３～約１５、約３～約２０、約４～約５、約４～約１０、約４～約１５、約４～
約２０、約５～約１０、約５～約１５、約５～約２０、約１０～約１５、約１０～約２０
または約１５～約２０個のヌクレオチドを含むことができる。
【００８９】
　第１の認識領域および第２の認識領域は、少なくとも約１、少なくとも約２、少なくと
も約３、少なくとも約４、少なくとも約５、少なくとも約６、少なくとも約７、少なくと
も約８、少なくとも約９、少なくとも約１０、少なくとも約１１、少なくとも約１２、少
なくとも約１３、少なくとも約１４、少なくとも約１５、少なくとも約１６、少なくとも
約１７、少なくとも約１８、少なくとも約１９または少なくとも約２０ヌクレオチド離れ
ている、標的分子の２個の配列を認識することができる。第１の認識領域および第２の認
識領域は、約１～約２０ヌクレオチド、例えば、約１～約２、約１～約３、約１～約４、
約１～約５、約１～約１０、約１～約１５、約１～約２０、約２～約３、約２～約４、約
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２～約５、約２～約１０、約２～約１５、約２～約２０、約３～約４、約３～約５、約３
～約１０、約３～約１５、約３～約２０、約４～約５、約４～約１０、約４～約１５、約
４～約２０、約５～約１０、約５～約１５、約５～約２０、約１０～約１５、約１０～約
２０または約１５～約２０ヌクレオチド離れている、標的分子の２個の配列を認識するこ
とができる。例えば、図４Ｂにおいて、第１の認識領域および第２の認識領域は、３ヌク
レオチド（図４Ｂにおける「ＵＣＡ」および「ＣＣＵ」）離れている、標的ｍＲＮＡ分子
の２個の配列を認識することができる。
【００９０】
　自己ハイブリダイゼーション領域
　第１の核酸は、第１の自己ハイブリダイゼーション領域２０６Ａを含むことができる（
図４Ａ）。同様に、第２の核酸は、第２の自己ハイブリダイゼーション領域２０６Ｂを含
むことができる。第１および第２の自己ハイブリダイゼーション領域の配列は、相補的で
あり得る。第１および第２の自己ハイブリダイゼーション領域は、センス－アンチセンス
ハイブリダイゼーションによりハイブリダイズして、二本鎖核酸標識を形成することがで
きる。二本鎖核酸標識は、部分的に二本鎖かつ部分的に一本鎖であり得る。
【００９１】
　自己ハイブリダイゼーション領域は、単一のヌクレオチドまたは複数のヌクレオチド、
例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、
１６、１７、１８、１９または２０個のヌクレオチドを含むことができる。一部の事例で
は、自己ハイブリダイゼーション領域は、少なくとも約１、少なくとも約２、少なくとも
約３、少なくとも約４、少なくとも約５、少なくとも約６、少なくとも約７、少なくとも
約８、少なくとも約９、少なくとも約１０、少なくとも約１１、少なくとも約１２、少な
くとも約１３、少なくとも約１４、少なくとも約１５、少なくとも約１６、少なくとも約
１７、少なくとも約１８、少なくとも約１９または少なくとも約２０個のヌクレオチドを
含むことができる。一部の事例では、自己ハイブリダイゼーション領域は、約１～約２０
個のヌクレオチド、例えば、約１～約２、約１～約３、約１～約４、約１～約５、約１～
約１０、約１～約１５、約１～約２０、約２～約３、約２～約４、約２～約５、約２～約
１０、約２～約１５、約２～約２０、約３～約４、約３～約５、約３～約１０、約３～約
１５、約３～約２０、約４～約５、約４～約１０、約４～約１５、約４～約２０、約５～
約１０、約５～約１５、約５～約２０、約１０～約１５、約１０～約２０または約１５～
約２０個のヌクレオチドを含むことができる。
【００９２】
　本明細書における方法は、第１の核酸および第２の核酸の自己ハイブリダイゼーション
領域をハイブリダイズさせて、本明細書に記載されているオーバーハング２０７（例を図
４Ａおよび図４Ｂに示す）を有する二本鎖核酸標識を形成するステップを含むことができ
る。
【００９３】
　試料への検出分子の固定
　検出カプレットは、試料（例えば、組織）への検出カプレットの固定に使用することが
できる３’および／または５’修飾を含むことができる。組織への検出カプレットの固定
は、標的分子（例えば、ｍＲＮＡ）の検出性に負の影響を与えることなく、様々な処理を
可能にすることができる。
【００９４】
　第１および第２の核酸を含む検出カプレットは、遊離アミン（－ＮＨ２）修飾（図４Ａ
に示す）等、３’または５’修飾を有することができる。本明細書に開示されている方法
は、ＮＨＳエステルクロスリンカー、イミドエステルクロスリンカーまたはジフルオロク
ロスリンカー等、アミン反応性クロスリンカーを接触させるステップを含むことができる
。ＮＨＳエステルクロスリンカーは、グルタル酸ジスクシンイミジル（ＤＳＧ）、スベリ
ン酸ジスクシンイミジル（ＤＳＳ）、スベリン酸ビス（スルホスクシニミジル）（ＢＳ３
）、トリス－（スクシニミジル）アミノトリアセテート（ＴＳＡＴ）、ペグ化スベリン酸
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ビス（スルホスクシニミジル）（ＢＳ（ＰＥＧ）５、ＢＳ（ＰＥＧ）９）、ジチオビス（
プロピオン酸スクシニミジル）（ＤＳＰ）、３，３’－ジチオビス（プロピオン酸スルホ
スクシニミジル）（ＤＴＳＳＰ）、酒石酸ジスクシンイミジル（ＤＳＴ）、ビス（２－（
スクシニミドオキシカルボニルオキシ）エチル）スルホン（ＢＳＯＣＯＥＳ）、エチレン
グリコールビス（コハク酸スクシニミジル）（ＥＧＳ）またはスルホ－ＥＧＳであり得る
。イミドエステルクロスリンカーは、アジプイミド酸ジメチル（ＤＭＡ）、ピメルイミド
酸ジメチル（ＤＭＰ）、スベルイミノ酸ジメチル（ｄｉｍｅｔｈｙｌ　ｓｕｂｅｒｉｍｉ
ｄａｔｅ）（ＤＭＳ）またはＷａｎｇおよびＲｉｃｈａｒｄ試薬（ＤＴＢＰ）であり得る
。ジフルオロクロスリンカーは、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン（ＤＦ
ＤＮＢ）であり得る。
【００９５】
　検出標識およびライゲーション増幅
　本明細書に開示されている方法は、試料または検出分子を少なくとも１個の検出標識（
例えば、二本鎖ＤＮＡ）と接触させるステップを含むことができ、少なくとも１個の検出
標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハングに相補的なオーバーハングを有する。少なくと
も１個の検出標識は、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡまたは二本鎖ＤＮＡ等、核酸分子であ
り得る。例えば、二本鎖核酸標識が、５’－ＴＡＧ－３’のオーバーハング配列を有する
場合、検出標識は、３’－ＡＴＣ－５’の相補的オーバーハング配列を有することができ
る。検出標識のオーバーハング配列は、特定の二本鎖核酸標識のオーバーハングに特有に
相補的であり得る。検出標識のオーバーハング配列は、複数の二本鎖核酸標識、例えば、
１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９～２０個の間の二本鎖核酸標識のオーバーハングに相補的であり得る。同
様に、二本鎖核酸標識のオーバーハング配列は、特定の検出標識のオーバーハングに特有
に相補的であり得る。二本鎖核酸標識のオーバーハング配列は、複数の検出標識、例えば
、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９～２０個の間の検出標識のオーバーハングに相補的であり得る。検出標
識は、１個または複数の検出タグを含むことができる。検出標識は、手動アセンブリおよ
び／または自己アセンブリに適応され得る少なくとも１個のオーバーハングを有すること
ができる。一部の事例では、検出標識は、手動アセンブリに適応させることができ、より
大型の複合体（例えば、シグナリング複合体）を構築するために、個々のユニットの系列
適用を有することができる。一部の事例では、検出標識は、自己アセンブリに適応させる
ことができ、より大型の複合体（例えば、シグナリング複合体）を構築するために、全構
成成分の同時適用を有することができる。
【００９６】
　本明細書に開示されている方法は、試料または検出分子を少なくとも１個のＤＮＡリガ
ーゼと接触させるステップを含むことができる。ＤＮＡリガーゼは、ホスホジエステル結
合の形成の触媒により、ＤＮＡ鎖を一緒に接合することを容易にすることができる。例え
ば、ＤＮＡリガーゼは、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡリガーゼ、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼまたは哺
乳動物ＤＮＡリガーゼＩ、ＩＩ、ＩＩＩもしくはＩＶを含むことができる。
【００９７】
　例えば、ＤＮＡリガーゼを使用して、二本鎖核酸標識は、第１の検出標識にライゲーシ
ョンされて、増幅された二本鎖核酸標識を形成することができる。増幅された二本鎖核酸
標識は、第２の検出標識にライゲーションされて、別の増幅された二本鎖核酸標識を形成
することができる。このプロセスを複数回反復して、複数の検出標識を含む増幅された二
本鎖核酸標識を形成することができる。一部の事例では、第１の検出標識は、第２の検出
標識と同じ配列を有することができる。図５に示す通り、検出分子５２０の二本鎖核酸標
識５１０は、ライゲーション反応により、同じ配列を有する４個の二本鎖検出標識５３０
により増幅することができる。一部の事例では、第１の検出標識は、第２の検出標識とは
異なる配列を有することができる。一部の事例では、検出分子５２０は、図２Ｂに例証さ
れる通り、鋳型によるオリゴマー化ライゲーション反応により、同じ配列を有する４個の
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一本鎖検出標識により増幅することができる。一部の事例では、検出分子５２０は、図２
Ｂに例証される通り、鋳型によるオリゴマー化ライゲーション反応により、１個の二本鎖
核酸分子５１０および同じ配列を有する３個の一本鎖検出標識により増幅することができ
る。
【００９８】
　天然および合成核酸は、直接的ハイブリダイゼーション、酵素的ライゲーションまたは
化学的ライゲーションによって接合することができる。一部の事例では、直接的ハイブリ
ダイゼーションは、塩基対合のみによる核酸の接合を含む。直接的ハイブリダイゼーショ
ンは、非共有結合性であり得、接合された構造の安定性は、塩濃度および温度等の環境因
子に対して感受性となり得る。酵素的ライゲーションは、核酸の直接的共有結合連結をも
たらすことができるが、タンパク質リガーゼを要求する場合がある。化学的ライゲーショ
ンは、２個の核酸を共有結合により接合する簡便な方法をもたらすことができる。化学的
ライゲーション形態は、次のものを含むことができる：アルデヒドを使用して３’および
５’アミノ基により核酸を架橋して、鎖を直接的に接合すること；３’および５’スルフ
ヒドリル基を酸化して、ジスルフィド連結された核酸鎖を生成すること；ならびに隣接す
る核酸鎖の３’および５’末端を共有結合により接合することができる、生体直交型（ｂ
ｉｏ－ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ）「クリック」ケミストリー、例えば、３’標識アジドおよ
び５’標識アルキンは、Ｃｕ（Ｉ）触媒環化付加により接合して、通常のリン酸結合の代
わりにトリアゾール共有結合連結を形成することができる（Ｅｌ－Ｓａｇｈｅｅｒ，　Ａ
．　Ｈ．およびＢｒｏｗｎ，　Ｔ．、Ｃｌｉｃｋ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｌｉｇａ
ｔｉｏｎ：　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｎａｎｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ．、Ａｃｃ．　Ｃｈｅｍ．　Ｒｅｓ．４５巻、１２５８～１２６７頁（
２０１２年））。ライゲーションは、酵素的ライゲーション、化学的架橋、例えば、アル
デヒドもしくはスルフヒドリル架橋、またはアルキン－アジド環化付加等の生体直交型「
クリック」ケミストリーによってなすことができる。
【００９９】
　分枝状オリゴマー化
　より大型の複合体の生成に使用される検出標識は、直鎖状または分枝状のいずれかであ
り得る。直鎖状検出標識のみでできた構造は、直鎖状モジュールの数に対して線形にシグ
ナルを増幅することができる。分枝状、または直鎖状および分枝状の組み合わせでできた
構造では、検出標識は、分枝する検出標識の数に対して指数関数的に増幅され得るシグナ
ルをもたらすことができる。分枝状オリゴマー化の構造および効果を実施例１１～１４に
示す。
【０１００】
　一部の事例では、多方向分枝は、ｎ方向分枝であり、ｎ方向分枝は、一緒に連結されて
核酸構造を形成する、ｎ個の一本鎖核酸を含む。核酸構造は、ｎ個の末端および／または
ｎ個のオーバーハングを有することができる。例えば、多方向分枝は、３方向分枝であり
得、３方向分枝は、一緒に連結されて３個の末端および／または３個のオーバーハングを
有する核酸構造を形成する、３個の一本鎖核酸を含む（例えば、図１７Ａ～図１７Ｃおよ
び図１６Ｃを参照）。別の例では、多方向分枝は、４方向分枝であり得る。４方向分枝は
、一緒に連結されて４個の末端および／または４個のオーバーハングを有する核酸構造を
形成する、４個の一本鎖核酸を含むことができる。
【０１０１】
　検出タグ
　検出標識は、少なくとも１個の検出タグを含むことができる。一部の事例では、検出標
識は、複数の検出タグを含むこともできる。一部の事例では、検出標識は、１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９～２０個の間の検出タグを含むことができる。一部の事例では、複数の検出タグは、同
じ種類の検出タグであり得る。一部の事例では、複数の検出タグは、２種類以上の検出タ
グを含むことができる。一部の事例では、複数の検出タグは、同じ色を有する２種類以上
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の検出タグを含むことができる。一部の事例では、複数の検出タグは、異なる色を有する
２種類以上の検出タグを含むことができる。一部の事例では、複数の検出タグは、２色以
上を含むことができる。
【０１０２】
　少なくとも１個の検出タグは、リンカー、例えば、切断可能または切断不能なリンカー
によって検出標識に取り付けることができる。一部の事例では、複数の検出タグは、それ
ぞれ互いに７～１０個の間の塩基をおいて間隔をあけて、検出標識に取り付けられる。一
部の事例では、複数の検出タグは、各タグが、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４～１５個の間の塩基をおいて間隔をあけるように、取り付けられ
る。一部の実例では、複数の検出タグは、２～１０個の間の検出タグを含むことができる
。一部の事例では、複数の検出タグは、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９～２０個の間の検出タグを含むこ
とができる。
【０１０３】
　一部の事例では、検出タグは、量子ドット（ＱＤ）であり得る。一部の事例では、検出
タグは、フルオロフォアであり得る。本明細書に記載されている方法およびシステムにお
いて、当業者にとって公知のいかなるフルオロフォアおよび／またはＱＤを用いてもよい
。一部の例示的な実例では、フルオロフォアは、クマリン、ローダミン、キサンテン、フ
ルオレセインまたはシアニンを含むことができる。一部の事例では、検出タグの配置およ
び数は、検出の空間的分解能を増強するように最適化することができる。
【０１０４】
　一部の事例では、検出タグは、ハプテンであり得る。ハプテンは、アニリン、アニリン
誘導体（ｏ－、ｍ－またはｐ－アミノ安息香酸）、ウルシオール、ヒドララジン、フルオ
レセイン、ビオチン、ジゴキシゲニンまたはジニトロフェノールを含むことができる。例
えば、ハプテンは、ジゴキシゲニンであり得る。ハプテン（例えば、ジゴキシゲニン）は
、吸収性または蛍光分子の生成を触媒することができる酵素標識された抗体（例えば、Ｈ
ＲＰ、ＡＰ）によって認識され得る。
【０１０５】
　核酸標識との検出タグのハイブリダイゼーションは、電場の印加を含むことができる。
一部の事例では、電場は、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、１５、
２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５または６０秒間印加することができる
。一部の事例では、電場は、０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５
～５分間の間印加することができる。一部の事例では、電場は、最大５、１０、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５
または９０分間印加することができる。一部の事例では、電場は、１～６０分間の間印加
することができる。
【０１０６】
　本明細書に開示されている方法は、試料および／または検出分子を、ホスファターゼお
よび／または超音波処理されたサケ精子等の別の二本鎖ＤＮＡと接触させるステップを含
むことができる。ホスファターゼおよび／または別の二本鎖ＤＮＡ（例えば、超音波処理
されたサケ精子）を使用して、ＤＮＡ（クロマチン）およびＤＮＡ結合タンパク質の存在
による、核および／またはサイトゾルにおける望まれないシグナルを低下させることがで
きる。
【０１０７】
　本明細書に記載されている方法の実行に適したシステム、およびかかるシステムによる
使用のためのキットも提供されている。
【０１０８】
　配列決定による検出
　本明細書に記載されている方法は、各核酸標識の配列の決定を含む検出ステップを含む
ことができる。一般に、本明細書における核酸標識を配列決定するために、ｉｎ－ｓｉｔ
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ｕで行われ得るいずれかの配列決定方法を利用することができる。これらは、例えば、当
業者にとって公知の他の方法の中でもとりわけ、合成による配列決定、ライゲーションに
よる配列決定、ハイブリダイゼーションによる配列決定を含む。本明細書に記載されてい
る方法およびシステムによる使用のために、市販の核酸配列決定キットを最適化すること
ができる。
【０１０９】
　一部の事例では、各核酸標識の配列は、合成による配列決定によって決定することがで
きる。一部の実例では、各核酸標識の配列は、ハイブリダイゼーションによる配列決定に
よって決定することができる。ハイブリダイゼーションによる配列決定は、後述する実施
例に記載されているタグハイブリダイゼーション方法の使用が関与し得る。
【０１１０】
　タグ配列決定は、直接的配列決定の変形であり、後述する実施例に記載されている４個
の約１５ｍｅｒ単位からなる約６０塩基対（ｂｐ）であるタグを使用する。一部の事例で
は、各オリゴマーは、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９または２０個の核酸の長さである。一部の事例では、ハイブリダイゼーションによるタ
グ「配列決定」は、ＱＤ標識オリゴマーと共に使用される。ＱＤの使用は、適度に高速な
ＳＴＯＲＭ様イメージングを可能にする。さらに、量子ドットは、光活性化される必要が
なく、光退色に対して抵抗性であり、励起のために単一色を要求する。一部の事例では、
タグ配列決定は、切断可能な蛍光標識と共に使用される。
【０１１１】
　本明細書に記載されている方法の実行に適したシステム、およびかかるシステムによる
使用のためのキットも提供されている。
【０１１２】
　アレイ断層撮影
　インタクトな組織においてアレイ断層撮影（ＡＴ）を行って、組織における複数のタン
パク質の空間的に分解された同定を容易にするための組成物、キット、方法およびシステ
ムも、本明細書に開示されている。一部の事例では、本方法は、脳組織等、神経回路構造
を撮像することができる。
【０１１３】
　現在実施されているＡＴプロセスの１バージョンが、化学的固定、脱水、および樹脂中
の包埋を含む、電子顕微鏡に使用されているものと同様の組織処理を含むことを注記する
ことができる。組織ブロックは、ダイアモンドナイフを使用して、ウルトラミクロトーム
においてカットされる。ブロック側面に塗布されたコンタクトセメントは、連続切片が一
緒に密着して、長いリボンを形成することを確実にする。これらは、コーティングされた
カバーガラス上に収集され、このコーティングは、包埋された組織切片に緊密に接着する
ように操作されており、切片を信頼のおけるオートフォーカスのために平らに保持し、複
数の染色サイクルを通して維持する。アレイは、抗体、レクチンまたは他の試薬を使用し
て染色され、多くの場合回折限界で、自動蛍光顕微鏡によって検出される。抗体はストリ
ッピングすることができ、染色およびイメージングを複数回反復して、所与の組織容積か
ら高次元データセットを構築することができる。アレイは、重金属で染色して、電界放射
走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）によって撮像することもできる。画像をステッチし、整列し
、各光学（およびＳＥＭ）サイクルを、全チャネルを含む３Ｄ容積へと統合する。容積を
解析して、例えば、様々なマーカーの間の空間的関係性を評価し、シナプス、細胞型およ
び他の目的の特色の同定および特徴付けをもたらすことができる。
【０１１４】
　インタクトな組織
　本明細書に記載されている方法およびシステムを使用して、インタクトな組織試料にお
いてアレイ断層撮影を行うことができる。本明細書に記載されているインタクトな組織は
、１つの次元において薄切され、他の２つの次元において近接している組織を含む。この
ような組織は、最小限の解離によって特徴付けされる。インタクトな組織試料は、薄切後
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に、試料が、組織全体で正常に見出される組織構造および他の細胞を保持する組織試料で
ある。本明細書に記載されている方法およびシステムのためのインタクトな組織を固定す
る例示的な方法は、後述する実施例１に提示されている。その上、当業者にとって公知の
インタクトな組織試料を単離および固定する方法を、本明細書に記載されている方法およ
びシステムのために用いることができる。本明細書に記載されている方法の一部では、イ
ンタクトな組織は、組織を２０～１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスすることがで
きるように、樹脂に包埋することができる。一部の事例では、試料は、パラフィン包埋組
織試料である。一部の事例では、試料は、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組
織試料である。一部の方法では、切片の厚さは、２５、３０、３５、４０、４５、５０、
５５、６０、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４
００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９
００、９５０または１０００ｎｍであり得る。一部の方法では、切片の厚さは、約１００
、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、６００、７００
、８００、９００または１０００ｎｍであり得る。一部の事例では、本方法は、インタク
トな組織の脱水を含まなくてよい。一部の事例では、組織は、脱水および樹脂包埋されな
い。一部の事例では、切片収集器を利用して、ウルトラミクロトームにおいて産生された
リボンを自動的に収集し、これを、顕微鏡スライドからマイクロタイタープレートに及ぶ
サイズの、コーティングされた高精度カバーガラスの予め画定された領域に置く。本方法
によって研究することができるインタクトな組織試料は、例えば、１種または複数の状態
の検出のための生検された組織を含むことができる。
【０１１５】
　組織におけるオフターゲットバックグラウンドシグナルのブロッキングおよび洗浄
　組織不均一性は、特異的な生物学的シグナルを不明瞭にする非特異的バックグラウンド
シグナルの原因となり得る、複雑な化学的環境を呈し得る。望まれないオフターゲットシ
グナルを低下させるために、非標識一本または二本鎖核酸、アルカリホスファターゼ、ポ
リメラーゼ、リガーゼおよびヌクレアーゼ等の酵素、ＰＥＧ等の荷電ポリマー、ヘパリン
等の荷電多糖、ならびにＢＳＡおよびカゼイン等のタンパク質の混合物を含むブロッキン
グ溶液を使用することができる。ブロッキング溶液は、手順において組織の標識、染色、
検出または洗浄に使用される溶液のいずれかに添加することができる。塩およびｐＨレベ
ルを使用して、望まれないオフターゲットバックグラウンドを低下または除去することも
できる。溶液における塩およびｐＨレベルを使用して、特異性および／またはシグナル強
度を改善することができる。塩およびｐＨレベルを使用して、望まれないバックグラウン
ドを除去することもできる；例えば、タンパク質安定性の破壊のための過塩素酸塩、グア
ニジウム、尿素、またはホフマイスター順列で高いイオンの塩等、カオトロピック塩の使
用。ホルムアミド、尿素またはホルムアルデヒド等、核酸ハイブリダイゼーションを不安
定化し得る化学物質を、標識、染色、検出または洗浄において使用して、オフターゲット
シグナルを防止または除去することもできる。
【０１１６】
　インタクトな組織のアレイ断層撮影
　インタクトな組織試料を、特定のタンパク質に結合する少なくとも１個の抗体と接触さ
せるステップであって、前記抗体が、核酸に連結されている、ステップと、前記核酸を検
出し、これにより、組織試料中の前記タンパク質の存在を検出するステップとを含む方法
が、本明細書に提供されている。ある態様では、本方法は、インタクトな組織を複数の抗
体と接触させるステップを含むことができ、特異的タンパク質に結合する各抗体は、特有
の核酸に連結されている。一部の事例では、複数の抗体における各抗体は、異なるタンパ
ク質に結合することができる。抗体は、同じまたは異なるアイソタイプのものであり得、
核酸は、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡを含むことができる。一部の事例では、異なるタン
パク質に結合する抗体は、同じまたは異なるアイソタイプのものであり得る。一部の方法
では、少なくとも１個の抗体は、組織に架橋され得る。一部の事例では、本明細書に記載
されている方法は、インタクトな組織を複数の抗体と接触させるステップを含むことがで
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き、特異的タンパク質に結合する各抗体は、特有の核酸に連結されている。
【０１１７】
　試料中の標的分子を検出カプレットと接触させるステップを含む方法であって、検出カ
プレットが、第１の核酸および第２の核酸を含み、各核酸が、標的認識領域および自己ハ
イブリダイゼーション領域を有し、第１の核酸の標的認識領域が、標的分子の第１の領域
に結合し、第２の核酸の標的認識領域が、標的分子の第２の領域に結合し、第１の核酸の
自己ハイブリダイゼーション領域および第２の核酸の自己ハイブリダイゼーション領域が
ハイブリダイズされて、二本鎖核酸標識を形成する、方法も本明細書に提供されている。
一部の事例では、二本鎖核酸標識は、オーバーハングを有する。一部の事例では、本方法
は、二本鎖核酸標識をＤＮＡリガーゼと接触させるステップをさらに含む。一部の事例で
は、本方法は、二本鎖核酸標識を少なくとも１個の検出標識と接触させるステップをさら
に含む。一部の事例では、少なくとも１個の検出標識は、二本鎖核酸標識のオーバーハン
グに相補的なオーバーハングを有する二本鎖核酸である。一部の事例では、二本鎖核酸標
識および少なくとも１個の検出標識は、ＤＮＡリガーゼを使用してライゲーションされる
。
【０１１８】
　本明細書に記載されている方法の一部では、複数の抗体の検出は、空間的に分解され得
る。本明細書に記載されている方法およびシステムの一部は、マイクロ流体チャンバの使
用を含む。一部の方法は、完全に自動化され得る。
【０１１９】
　本明細書に記載されている一部の方法を使用して、組織試料のタンパク質組成を同定す
る、および／または上述の生理的状態もしくは疾患を診断することができる。一部の方法
を使用して、特定のインタクトな組織の組織クラスを同定することができる。
【０１２０】
　本明細書に記載されている方法の一部では、抗体と組織との接触は、電場の印加を含む
ことができる。一部の事例では、電場は、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０
、１２、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５または６０秒間印加す
ることができる。一部の事例では、電場は、０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．
５、４、４．５または５分間の間印加することができる。一部の事例では、電場は、最大
５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０
、７５、８０、８５または９０分間印加することができる。一部の事例では、電場は、１
～６０分間の間印加することができる。
【０１２１】
　本明細書に記載されている方法の実行に適したシステム、およびかかるシステムによる
使用のためのキットも提供されている。
【０１２２】
　マルチプレックス検出アッセイ
　本明細書に開示されている組成物、キット、方法およびシステムは、検出アッセイ（例
えば、マルチプレックス検出アッセイ）において使用することもできる。一部の事例では
、検出アッセイは、ＤＮＡマイクロアレイ（例えば、遺伝子発現またはＳＮＰ検出のため
の）において使用することができる。一部の事例では、検出アッセイは、遺伝子発現連続
解析（ＳＡＧＥ）（例えば、遺伝子発現のための）において使用することができる。一部
の事例では、検出アッセイは、ハイスループット配列決定（例えば、数百万個の短いＤＮ
Ａ配列を並行して産生する）において使用することができる。一部の事例では、検出アッ
セイは、マルチプレックスポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（例えば、ＤＮＡまたはＲＮ
Ａの増幅または配列決定を要求する適用のための）において使用することができる。一部
の事例では、検出アッセイは、マルチプレックスライゲーション依存性プローブ増幅（Ｍ
ＬＰＡ）において使用することができる。一部の事例では、検出アッセイは、ライゲーシ
ョンによるＤＮＡ配列決定において使用することができる。一部の事例では、検出アッセ
イは、蛍光マイクロビーズアレイにおいて使用することができる。
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【０１２３】
　一部の事例では、検出アッセイは、タンパク質マイクロアレイ（例えば、タンパク質－
タンパク質相互作用または小分子結合を測定するための）において使用することができる
。一部の事例では、検出アッセイは、抗体マイクロアレイ（例えば、抗体が配置されたタ
ンパク質アレイの一種）において使用することができる。一部の事例では、検出アッセイ
は、ファージディスプレイ（例えば、相互作用するタンパク質または他の分子に関して大
型のタンパク質ライブラリーをスクリーニングするための）において使用することができ
る。一部の事例では、検出アッセイは、抗体プロファイリング（例えば、臓器ドナー集団
のパネルに対する複数ＨＬＡ抗体同定または反応性予測）において使用することができる
。一部の事例では、検出アッセイは、Ｌｕｍｉｎｅｘ／ＸＭＡＰ原理に基づくマルチプレ
ックス化において使用することができる。一部の事例では、検出アッセイは、結合抗体マ
ルチプレックスアッセイ（ＢＡＭＡ）（例えば、複数抗体アイソタイプおよび／またはサ
ブクラスのプロファイリングのための）において使用することができる。
【０１２４】
　一部の事例では、検出アッセイは、組織マイクロアレイ（例えば、複数の組織試料を解
析するための）において使用することができる。一部の事例では、検出アッセイは、細胞
マイクロアレイ（例えば、材料のパネルに対する細胞応答を観察するための）において使
用することができる。一部の事例では、検出アッセイは、化合物マイクロアレイ（例えば
、比活性に関して複数の化合物をアッセイするための）において使用することができる。
一部の事例では、検出アッセイは、ウエスタンブロットのマルチプレックス検出（例えば
、ウエスタンブロットにおける２種またはそれよりも多い標的の同時検出のための）にお
いて使用することができる。一部の事例では、検出アッセイは、マルチプレックスバイオ
マーカー解析（例えば、尿を解析するための）において使用することができる。一部の事
例では、検出アッセイは、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）（例えば、マイクロタ
イタープレートを使用した並列化処理のための）において使用することができる。一部の
事例では、検出アッセイは、フローサイトメトリーにおいて使用することができる。
【０１２５】
　一部の事例では、検出アッセイは、検出アッセイを使用して、試料中の複数の標的を同
時に検出することができる。一部の事例では、検出アッセイは、試料中の少なくとも２種
の標的、例えば、少なくとも１、少なくとも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくと
も５、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、少なくとも９、少なくとも１０、少
なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも２５、少なくとも３０、少なくとも３５、少
なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも５０、少なくとも５５、少なくとも６０、少
なくとも６５、少なくとも７０、少なくとも７５、少なくとも８０、少なくとも８５、少
なくとも９０、少なくとも９５、少なくとも１００、少なくとも１５０、少なくとも２０
０、少なくとも２５０、少なくとも３００、少なくとも３５０、少なくとも４００、少な
くとも４５０または少なくとも５００種の標的を同時に検出することができる。一部の事
例では、検出アッセイは、試料中の２～５００種の標的、例えば、２～５、２～１０、２
～１００、２～５００、５～１０、５～１００、５～５００、１０～１００、１０～５０
０または１００～５０種の標的を同時に検出することができる。
【０１２６】
　一部の事例では、検出アッセイは、細胞を検出することができる。一部の事例では、細
胞は、特定の型の細胞であり得る。一部の事例では、細胞は、特定の起源を有することが
できる（例えば、特定の臓器に由来）。一部の事例では、細胞は、特定の状態を有するこ
とができる（例えば、健康な細胞、がん細胞）。一部の事例では、検出アッセイは、試料
中の複数の標的を検出することができる。一部の事例では、複数の標的は、複数の細胞で
ある。一部の事例では、複数の細胞は、異なる型の細胞である。一部の事例では、複数の
細胞は、異なる起源を有する（例えば、異なる臓器に由来）。一部の事例では、複数の細
胞は、異なる状態を有する（例えば、健康な細胞、がん細胞）。
【０１２７】
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　一部の事例では、検出アッセイは、標的分子を検出することができる。標的分子は、試
料中のいずれかの目的の分子であり得る。標的分子は、炭水化物、脂質、タンパク質また
は核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）であり得る。標的分子は、ＲＮＡ分子、例えば、
ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｓｎＲＮＡまたは非コードＲＮＡ分子であり得る。
【０１２８】
　一部の事例では、標的分子は、細胞分子であり得る。一部の事例では、細胞分子は、外
側の環境から全ての細胞の内部を隔てる細胞膜の内側の分子であり得る。一部の事例では
、細胞分子は、炭水化物、脂質、タンパク質または核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）
であり得る。
【０１２９】
　一部の事例では、標的分子は、細胞表面分子であり得る。一部の事例では、細胞表面分
子は、外側の環境から全ての細胞の内部を隔てる細胞膜における分子であり得る。一部の
事例では、細胞表面分子は、炭水化物、脂質、タンパク質または核酸（例えば、ＤＮＡま
たはＲＮＡ）であり得る。
【０１３０】
　一部の事例では、検出アッセイは、タンパク質を検出することができる。一部の事例で
は、検出アッセイは、複数のタンパク質を検出することができる。一部の事例では、タン
パク質は、アクチン、Ａｒｐ２／３、フォルミン（Ｆｏｒｍｉｎ）、コロニン、ジストロ
フィン、ＦｔｓＺ、ケラチン、ミオシンおよびチューブリン等、細胞骨格タンパク質であ
り得る。一部の事例では、タンパク質は、コラーゲン、エラスチン、Ｆ－スポンジン（ｓ
ｐｏｎｄｉｎ）、ピカチュリン（Ｐｉｋａｃｈｕｒｉｎ）およびフィブロネクチン等、細
胞外マトリクスタンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク質は、血清アミロイド
Ｐ成分および血清アルブミン等、血漿タンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク
質は、補体タンパク質（例えば、Ｃ１－阻害剤、Ｃ３－コンバターゼ）、第ＶＩＩＩ因子
、第ＸＩＩＩ因子、プロテインＣ、プロテインＳ、プロテインＺ、プロテインＺ関連プロ
テアーゼ阻害剤、トロンビンおよびフォンヴィルブランド因子等、凝固因子であり得る。
一部の事例では、タンパク質は、急性期タンパク質（例えば、Ｃ反応性タンパク質）であ
り得る。一部の事例では、タンパク質は、ヘモグロビン（例えば、オキシヘモグロビン、
デオキシヘモグロビン）等、血液タンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク質は
、カドヘリン、エペンジミン（Ｅｐｅｎｄｙｍｉｎ）、インテグリン、ＮＣＡＭおよびセ
レクチン等、細胞接着であり得る。一部の事例では、タンパク質は、ＣＦＴＲ、グリコホ
リンＤおよびスクランブラーゼ等、膜貫通輸送タンパク質であり得る。一部の事例では、
タンパク質は、イオンチャネルであり得る。一部の事例では、タンパク質は、ニコチン性
アセチルコリン受容体およびＧＡＢＡａ受容体等、リガンド開口型イオンチャネルであり
得る。一部の事例では、タンパク質は、カリウムチャネル、カルシウムチャネルおよびナ
トリウムチャネル等、電位開口型イオンチャネルであり得る。一部の事例では、タンパク
質は、グルコース輸送体等、シンポート／アンチポートタンパク質であり得る。一部の事
例では、タンパク質は、ホルモンまたは増殖因子であり得る。一部の事例では、タンパク
質は、コロニー刺激因子（ＣＳＦ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（Ｆ
ＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦ）お
よび血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）等、増殖因子であり得る。一部の事例では、タンパク
質は、インスリン、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）およびオキシトシン等、ペプチドホ
ルモンであり得る。一部の事例では、タンパク質は、受容体であり得る。一部の事例では
、タンパク質は、Ｇタンパク質共役型受容体（例えば、ロドプシン）等、膜貫通受容体で
あり得る。一部の事例では、タンパク質は、エストロゲン受容体等、細胞内受容体であり
得る。一部の事例では、タンパク質は、ヒストンおよびプロタミン等、ＤＮＡ結合タンパ
ク質であり得る。一部の事例では、タンパク質は、Ｃ－ｍｙｃ、ＦＯＸＰ２、ＦＯＸＰ３
、ＭｙｏＤおよびＰ５３等、転写調節タンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク
質は、ＳＲＲＴ等、ＲＮＡ結合タンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク質は、
免疫グロブリン（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｉｎ）、主要組織適合抗原およびＴ細胞受容体等
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、免疫系タンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク質は、フェリチン等、栄養素
貯蔵または輸送タンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク質は、ＧｒｏＥＬ等、
シャペロンタンパク質であり得る。一部の事例では、タンパク質は、酵素であり得る。
ゲノム編集適用
【０１３１】
　本明細書に開示されている組成物、キット、方法およびシステムは、ゲノム編集アッセ
イにおいて使用することもできる。ゲノム編集アッセイは、ＣＲＩＳＰＲ（クラスター化
して規則的な配置の短い回文配列リピート）アッセイであり得る。ゲノム編集アッセイは
、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ（ＣＲＩＳＰＲ関連タンパク質）ヌクレアーゼアッセイであり得
る。ゲノム編集アッセイは、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）アッセイであり得
る。ゲノム編集アッセイは、ＴＡＬ－エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）アッセイ
であり得る。ゲノム編集アッセイは、メガヌクレアーゼアッセイであり得る。ゲノム編集
アッセイは、ＮｇＡｇｏ（Ｎａｔｒｏｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇｒｅｇｏｒｙｉアルゴ
ノート）アッセイであり得る。
【０１３２】
　本明細書に開示されている組成物、キット、方法およびシステムは、ＣＲＩＳＰＲ（例
えば、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ）アッセイにおける構成成分を検出することができる。一部
の事例では、構成成分は、Ｃａｓヌクレアーゼまたはそのバリアントであり得る。Ｃａｓ
ヌクレアーゼは、標的ＤＮＡ配列の位置における一方または両方の鎖の切断を方向付ける
ことができる。例えば、Ｃａｓヌクレアーゼは、標的ＤＮＡ配列の一本鎖を切断する、１
個または複数の不活性化された触媒ドメインを有するニッカーゼであり得る。Ｃａｓヌク
レアーゼの非限定的な例として、Ｃａｓ１、Ｃａｓ１Ｂ、Ｃａｓ２、Ｃａｓ３、Ｃａｓ４
、Ｃａｓ５、Ｃａｓ６、Ｃａｓ７、Ｃａｓ８、Ｃａｓ９（Ｃｓｎ１およびＣｓｘ１２とし
ても公知）、Ｃａｓ１０、Ｃｓｙ１、Ｃｓｙ２、Ｃｓｙ３、Ｃｓｅ１、Ｃｓｅ２、Ｃｓｃ
１、Ｃｓｃ２、Ｃｓａ５、Ｃｓｎ２、Ｃｓｍ２、Ｃｓｍ３、Ｃｓｍ４、Ｃｓｍ５、Ｃｓｍ
６、Ｃｍｒ１、Ｃｍｒ３、Ｃｍｒ４、Ｃｍｒ５、Ｃｍｒ６、Ｃｐｆ１、Ｃｓｂ１、Ｃｓｂ
２、Ｃｓｂ３、Ｃｓｘ１７、Ｃｓｘ１４、Ｃｓｘ１０、Ｃｓｘ１６、ＣｓａＸ、Ｃｓｘ３
、Ｃｓｘ１、Ｃｓｘ１５、Ｃｓｆ１、Ｃｓｆ２、Ｃｓｆ３、Ｃｓｆ４、それらのホモログ
、それらのバリアント、それらの変異体、およびそれらの誘導体が挙げられる。
【０１３３】
　一部の事例では、構成成分は、標的ＤＮＡであり得る。一部の事例では、構成成分は、
Ｃａｓ９を標的ゲノムＤＮＡに標的化させるガイド配列を含有するＤＮＡ標的化ＲＮＡ（
例えば、単一ガイドＲＮＡまたはｓｇＲＮＡ）であり得る。一部の事例では、構成成分は
、トランス活性化ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）等、Ｃａｓ９と相互作用する足場配列
であり得る。一部の事例では、構成成分は、ドナー修復鋳型であり得る。ＤＮＡ標的化Ｒ
ＮＡをコードするヌクレオチド配列は、発現カセットまたは発現ベクターにクローニング
することができる。一部の実施形態では、ヌクレオチド配列は、ＰＣＲによって産生され
、発現カセットに含有される。例えば、ＤＮＡ標的化ＲＮＡをコードするヌクレオチド配
列は、ＰＣＲ増幅され、プロモーター配列、例えば、Ｕ６　ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプ
ロモーター配列に付属させることができる。他の実施形態では、ＤＮＡ標的化ＲＮＡをコ
ードするヌクレオチド配列は、プロモーター、例えば、Ｕ６　ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ
プロモーター、および転写制御エレメント、エンハンサー、Ｕ６終止配列、１個または複
数の核局在化シグナル等を含有する発現ベクターにクローニングされる。一部の実施形態
では、発現ベクターは、マルチシストロニック（ｍｕｌｔｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃ）または
バイシストロニックであり、蛍光タンパク質、エピトープタグおよび／または抗生物質抵
抗性マーカーをコードするヌクレオチド配列を含むこともできる。バイシストロニック発
現ベクターのある特定の実例では、例えば、蛍光タンパク質をコードする第１のヌクレオ
チド配列は、ウイルス２Ａペプチド等、自己切断ペプチドをコードする配列を使用して、
例えば、抗生物質抵抗性マーカーをコードする第２のヌクレオチド配列に連結される。口
蹄疫ウイルス２Ａ（Ｆ２Ａ）；ウマ鼻炎Ａウイルス２Ａ（Ｅ２Ａ）；ブタテッショウウイ
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ルス－１　２Ａ（Ｐ２Ａ）およびＴｈｏｓｅａ　ａｓｉｇｎａウイルス２Ａ（Ｔ２Ａ）を
含む２Ａペプチドは、２個のタンパク質が、同じＲＮＡ転写物から同時に、ただし別々に
発現され得るように、高い切断効率を有する。
【０１３４】
　本明細書に開示されている組成物、キット、方法およびシステムは、ＮｇＡｇｏアッセ
イにおける構成成分を検出することができる。一部の事例では、構成成分は、エンドヌク
レアーゼであり得る。一部の事例では、構成成分は、アルゴノートエンドヌクレアーゼで
あり得る。一部の事例では、構成成分は、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）であり得る。一部
の事例では、構成成分は、ガイドｓｓＤＮＡであり得る。一部の事例では、構成成分は、
５’リン酸化ｓｓＤＮＡ（ｇＤＮＡ）であり得る。一部の事例では、ｇＮＤＡは、約１０
～約１００ヌクレオチド、例えば、約１０～約２０ヌクレオチド、約１０～約４０ヌクレ
オチド、約１０～約６０ヌクレオチド、約１０～約８０ヌクレオチド、約１０～約１００
ヌクレオチド、約２０～約４０ヌクレオチド、約２０～約６０ヌクレオチド、約２０～約
８０ヌクレオチド、約２０～約１００ヌクレオチド、約４０～約６０ヌクレオチド、約４
０～約８０ヌクレオチド、約４０～約１００ヌクレオチド、約６０～約８０ヌクレオチド
、約６０～約１００ヌクレオチドまたは約８０～約１００ヌクレオチドであり得る。一部
の事例では、ｇＮＤＡは、約２０ヌクレオチドであり得る。一部の事例では、ｇＮＤＡは
、約２４ヌクレオチドであり得る。一部の事例では、ｇＮＤＡは、約３０ヌクレオチドで
あり得る。
【０１３５】
　状態または疾患
　生理的状態または疾患は、かかる状態または疾患に関連する標的分子（例えば、タンパ
ク質、ｍＲＮＡ）の同定によって、本明細書に提供されている方法によって診断すること
ができる。一部の事例では、標的分子は、インタクトな組織試料に見出され得る。状態ま
たは疾患は、例えば、半月体形成性糸球体腎炎（ｃｒｅｓｃｅｎｔｉｃ　ｇｌｏｍｅｒｕ
ｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ）等の腎臓疾患、生検リンパ節組織の試験によって診断され得る
感染性疾患、アミロイドーシスを含む代謝性疾患、および精巣生検から検出され得る繁殖
可能性レベルを含むことができる。前がん性およびがん性状態は、本明細書に記載されて
いる方法を生検インタクト腫瘍組織に適用することにより同定することができる。生検に
よって一般に試験される他の組織は、本明細書に記載されている方法およびシステムによ
って解析することができ、例えば、骨髄、胃腸管、肺、肝臓、前立腺、神経系、泌尿生殖
器系、脳、乳房、筋肉および皮膚が挙げられる。
【０１３６】
　一部の事例では、状態または疾患は、脳障害、例えば、聴神経腫、後天性脳傷害、脳梁
欠損症、アルツハイマー病、筋萎縮性側索硬化症、動脈瘤、失語症、動静脈奇形、注意欠
陥多動障害（ＡＤＨＤ）、自閉症、バッテン病、ベーチェット病、眼瞼痙攣、脳腫瘍およ
び／またはがん、脳性ループス、脳性麻痺、痙性斜頸、シャルコー－マリー－トゥース障
害、キアリ奇形、慢性炎症性脱髄性多発ニューロパシー、昏睡、振盪、クロイツフェルト
－ヤコブ病、認知症（非アルツハイマー型）、ダウン症候群、自律神経障害、失読症、統
合運動障害、ジストニア、脳炎、てんかん、本態性振戦、フリートライヒ運動失調症、ゴ
ーシェ病、ギラン－バレー症候群、ハンチントン病、水頭症、頭蓋内圧亢進、白質ジスト
ロフィー、閉じ込め症候群（ＬｉＳ）、メニエール病、髄膜炎、髄膜炎菌性疾患、片頭痛
、僅かに意識がある状態、運動ニューロン疾患、多発性硬化症、多系統萎縮症、筋ジスト
ロフィー、重症筋無力症、ナルコレプシー、パーキンソン病、末梢性ニューロパチー、プ
ラダー－ウィリー症候群、進行性核上性麻痺、不穏下肢症候群、レット症候群、シャイド
レーガー症候群、睡眠障害、痙攣性発声障害、脳卒中、くも膜下出血、シデナム舞踏病、
テイ－サックス病、トゥレット症候群、一過性脳虚血発作、横断脊髄炎、外傷性脳傷害、
三叉神経痛、結節性硬化症、植物状態、ならびにフォンヒッペル－リンダウ症候群を含む
こともできる。
【０１３７】
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　一部の事例では、状態または疾患は、がんを含むこともできる。がんは、再発性および
／または難治性がんであり得る。がんの例として、肉腫、癌腫、リンパ腫または白血病が
挙げられるがこれらに限定されない。
【０１３８】
　一部の事例では、肉腫は、骨、軟骨、脂肪、筋肉、血管、または他の結合もしくは支持
組織のがんである。肉腫として、骨がん、線維肉腫、軟骨肉腫、ユーイング肉腫、悪性血
管内皮腫、悪性神経鞘腫、両側性前庭神経鞘腫、骨肉腫、軟部組織肉腫（例えば、胞状軟
部肉腫、血管肉腫、葉状嚢肉腫（ｃｙｓｔｏｓａｒｃｏｍａ　ｐｈｙｌｌｏｉｄｅｓ）、
皮膚線維肉腫、類腱腫、類上皮肉腫、骨外性骨肉腫、線維肉腫、血管外皮腫、血管性肉腫
、カポジ肉腫、平滑筋肉腫、脂肪肉腫、リンパ管肉腫、リンパ肉腫、悪性線維性組織球腫
、神経線維肉腫、横紋筋肉腫および滑膜肉腫）を挙げることができるがこれらに限定され
ない。
【０１３９】
　一部の事例では、癌腫は、身体の表面を覆い、ホルモンを産生し、腺を構成する細胞で
ある上皮細胞で始まるがんである。癌腫として、乳がん、膵がん、肺がん、結腸がん、結
腸直腸がん、直腸がん、腎臓がん、膀胱がん、胃がん、前立腺がん、肝臓がん、卵巣がん
、脳がん、膣がん、外陰部がん、子宮がん、口腔がん、陰茎がん、精巣がん、食道がん、
皮膚がん、ファロピウス管のがん、頭頸部がん、消化管間質がん、腺癌、皮膚または眼内
メラノーマ、肛門領域のがん、小腸のがん、内分泌系のがん、甲状腺のがん、副甲状腺の
がん、副腎のがん、尿道のがん、腎盂のがん、尿管のがん、子宮内膜のがん、子宮頸部の
がん、脳下垂体のがん、中枢神経系（ＣＮＳ）の新生物、原発性ＣＮＳリンパ腫、脳幹グ
リオーマ、および脊髄軸腫瘍（ｓｐｉｎａｌ　ａｘｉｓ　ｔｕｍｏｒ）を挙げることがで
きるがこれらに限定されない。がんは、基底細胞癌、扁平上皮、メラノーマ、非メラノー
マまたは光線性（日光）角化症等、皮膚がんであり得る。
【０１４０】
　がんは、肺がんであり得る。肺がんは、気管から分岐して肺に供給する気道（気管支）
、または肺の小さな気嚢（肺胞）で始まることができる。肺がんは、非小細胞肺癌（ＮＳ
ＣＬＣ）、小細胞肺癌および中皮腫を含むことができる。ＮＳＣＬＣの例として、扁平上
皮細胞癌、腺癌および大細胞癌を挙げることができる。中皮腫は、肺および胸腔（胸膜）
の内層または腹部（腹膜）の内層のがん性腫瘍であり得る。中皮腫は、アスベスト曝露に
よるものであり得る。がんは、神経膠芽腫等、脳がんであり得る。
【０１４１】
　がんは、中枢神経系（ＣＮＳ）腫瘍であり得る。ＣＮＳ腫瘍は、グリオーマまたは非グ
リオーマとして分類することができる。グリオーマは、悪性グリオーマ、高悪性度グリオ
ーマ、びまん性内因性橋グリオーマであり得る。グリオーマの例として、星状細胞腫、乏
突起神経膠腫（または乏突起神経膠腫および星状細胞腫エレメントの混合物）および上衣
腫を挙げることができる。星状細胞腫として、低悪性度星状細胞腫、未分化星状細胞腫、
多形神経膠芽腫、重細胞性星状細胞腫、多形性黄色星状膠細胞腫および上衣下巨細胞星状
細胞腫を挙げることができるがこれらに限定されない。乏突起神経膠腫は、低悪性度乏突
起神経膠腫（または乏突起星状細胞腫（ｏｌｉｇｏａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ））および退
形成型乏突起膠腫を含むことができる。非グリオーマは、髄膜腫、下垂体腺腫、原発性Ｃ
ＮＳリンパ腫および髄芽腫を含むことができる。がんは、髄膜腫であり得る。
【０１４２】
　リンパ腫は、リンパ球のがんであり得、ＢまたはＴリンパ球のいずれかから発生し得る
。２種の主要型のリンパ腫は、ホジキン病として以前に公知のホジキンリンパ腫、および
非ホジキンリンパ腫であり得る。ホジキンリンパ腫は、リード－シュテルンベルク細胞の
存在を特徴とすることができる。非ホジキンリンパ腫は、ホジキンリンパ腫でないあらゆ
るリンパ腫であり得る。非ホジキンリンパ腫は、緩徐進行性リンパ腫および中悪性度リン
パ腫（ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ　ｌｙｍｐｈｏｍａ）であり得る。非ホジキンリンパ腫とし
て、びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫、濾胞性リンパ腫、粘膜関連リンパ性組織リンパ
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腫（ＭＡＬＴ）、小細胞リンパ球性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、バーキットリンパ
腫、縦隔大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫、ワルデンストレーム高ガンマグロブリン血症、結節
性辺縁帯Ｂ細胞性リンパ腫（ＮＭＺＬ）、脾辺縁帯リンパ腫（ＳＭＺＬ）、節外性辺縁帯
Ｂ細胞性リンパ腫、血管内大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫、原発性浸出性リンパ腫およびリン
パ腫様肉芽腫症を挙げることができるがこれらに限定されない。
【０１４３】
　白血病は、急性リンパ球性白血病、急性骨髄球性白血病、慢性リンパ球性白血病または
慢性骨髄球性白血病であり得る。追加的な種類の白血病は、ヘアリー細胞白血病、慢性骨
髄単球性白血病および若年性骨髄単球性白血病を含むことができる。
【０１４４】
　疾患および／または状態として、粥状動脈硬化、炎症性疾患、自己免疫性疾患、リウマ
チ性心疾患を挙げることができるがこれらに限定されない。炎症性疾患の例として、尋常
性ざ瘡、アルツハイマー病、強直性脊椎炎、関節炎（変形性関節症、関節リウマチ（ＲＡ
）、乾癬性関節炎）、喘息、粥状動脈硬化、セリアック病、慢性前立腺炎、クローン病、
大腸炎、皮膚炎、憩室炎、線維筋痛症、糸球体腎炎、肝炎、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、
全身性エリテマトーデス（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｕｓ）
（ＳＬＥ）、腎炎、パーキンソン病、骨盤腹膜炎、サルコイドーシス、潰瘍性大腸炎およ
び脈管炎が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１４５】
　一部の事例では、状態または疾患は、急性播種性脳脊髄炎（ＡＤＥＭ）、アジソン病、
無ガンマグロブリン血症、円形脱毛症、筋萎縮性側索硬化症、強直性脊椎炎、抗リン脂質
症候群、抗シンテターゼ（ａｎｔｉｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ）症候群、アトピー性アレルギ
ー、アトピー性皮膚炎、自己免疫性再生不良性貧血、自己免疫性心筋症、自己免疫性腸症
、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性内耳疾患、自己免疫性リンパ増殖
性症候群、自己免疫性末梢性ニューロパチー、自己免疫性膵炎、自己免疫性多内分泌症候
群、自己免疫性プロゲステロン皮膚炎、自己免疫性血小板減少性紫斑病、自己免疫性蕁麻
疹、自己免疫性ぶどう膜炎、バロー（Ｂａｌｏ）病／バロー同心円性硬化症、ベーチェッ
ト病、ベルジェ病、ビッカースタッフ脳炎、ブラウ症候群、水疱性類天疱瘡、キャッスル
マン病、セリアック病、シャーガス病、慢性炎症性脱髄性多発ニューロパシー、慢性再発
性多巣性骨髄炎、慢性閉塞性肺疾患、チャーグ－ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、コ
ーガン症候群、寒冷凝集素病、補体成分２欠乏、接触性皮膚炎、頭蓋動脈炎、ＣＲＥＳＴ
症候群、クローン病、クッシング症候群、皮膚性白血球破砕性血管炎、デゴス病、ダーカ
ム病、疱疹状皮膚炎、皮膚筋炎、真性糖尿病１型、びまん性皮膚性全身性硬化症、ドレス
ラー症候群、薬物誘導性ループス、円板状エリテマトーデス、湿疹、子宮内膜症、腱付着
部炎関連関節炎（ｅｎｔｈｅｓｉｔｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ）、好酸
球性筋膜炎、好酸球性胃腸炎、後天性表皮水疱症、結節性紅斑、胎児赤芽球症、本態性混
合型クリオグロブリン血症、エヴァンス症候群、進行性骨化性線維形成異常、線維化肺胞
炎（または特発性肺線維症）、胃炎、胃腸管類天疱瘡、巨細胞動脈炎、糸球体腎炎、グッ
ドパスチャー症候群、グレーブス病、ギラン－バレー症候群（ＧＢＳ）、橋本脳症、橋本
甲状腺炎、ヘノッホ－シェーンライン紫斑病、妊娠性疱疹、別名、妊娠性類天疱瘡、化膿
性汗腺炎、ヒューズ－ストービン（Ｈｕｇｈｅｓ－Ｓｔｏｖｉｎ）症候群、低ガンマグロ
ブリン血症、特発性炎症性脱髄性疾患、特発性肺線維症、ＩｇＡ腎症、封入体筋炎、慢性
炎症性脱髄性多発ニューロパシー、間質性膀胱炎、若年性特発性関節炎、別名、若年性関
節リウマチ、川崎病、ランバート－イートン筋無力症症候群、白血球破砕性脈管炎、扁平
苔癬、硬化性苔癬、線状ＩｇＡ病（ＬＡＤ）、ルーゲーリック病（同様に筋萎縮性側索硬
化症）、ルポイド肝炎、別名、自己免疫性肝炎、エリテマトーデス、マジード症候群、メ
ニエール病、顕微鏡的多発性血管炎、混合型結合組織疾患、限局性強皮症、ムッハ－ハー
ベルマン病、多発性硬化症、重症筋無力症、筋炎、視神経脊髄炎（同様にデビック病）、
神経性筋強直症、眼性瘢痕性類天疱瘡（ｏｃｃｕｌａｒ　ｃｉｃａｔｒｉｃｉａｌ　ｐｅ
ｍｐｈｉｇｏｉｄ）、眼球クローヌスミオクローヌス症候群、オード甲状腺炎、回帰性リ
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ウマチ、ＰＡＮＤＡＳ（連鎖球菌に関連する小児自己免疫性精神神経系障害）、傍腫瘍性
小脳変性症、発作性夜間ヘモグロビン尿症（ＰＮＨ）、パリーロンベルク（Ｐａｒｒｙ　
Ｒｏｍｂｅｒｇ）症候群、パーソネージ－ターナー症候群、毛様体扁平部炎、尋常性天疱
瘡、悪性貧血、静脈周囲脳脊髄炎、ＰＯＥＭＳ症候群、結節性多発動脈炎、リウマチ性多
発筋痛症、多発性筋炎、原発性胆汁性肝硬変、原発性硬化性胆管炎、進行性炎症性ニュー
ロパチー、乾癬、乾癬性関節炎、壊疽性膿皮症、赤芽球癆、ラスムッセン脳炎、レイノー
現象、再発性多発軟骨炎、ライター症候群、不穏下肢症候群、後腹膜線維症、関節リウマ
チ、リウマチ熱、サルコイドーシス、シュミット症候群、別の形態のＡＰＳ、シュニッツ
ラー症候群、強膜炎、強皮症、血清病、シェーグレン症候群、脊椎関節症、全身硬直症候
群、亜急性細菌性心内膜炎（ＳＢＥ）、スザック症候群、スイート症候群、交感性眼炎、
高安動脈炎、側頭動脈炎（「巨細胞動脈炎」としても公知）、血小板減少症、トロサ－ハ
ント症候群、横断脊髄炎、潰瘍性大腸炎、混合型結合組織疾患とは異なる未分化結合組織
疾患、未分化脊椎関節症、蕁麻疹様脈管炎、脈管炎、白斑およびウェゲナー肉芽腫症が挙
げられるがこれらに限定されない、自己免疫性疾患であり得る。
【０１４６】
　本明細書に開示されている組成物、キット、方法およびシステムは、植え込み式機器に
対する被験体の応答の検出、モニター、診断および／または予測に有用でもあり得る。例
示的な医療機器として、ステント、置換用心臓弁、植え込み式小脳刺激装置、人工股関節
置換用関節、乳房インプラントおよび膝インプラントを挙げることができるがこれらに限
定されない。
【０１４７】
　本明細書に開示されている組成物、キット、方法およびシステムは、１種もしくは複数
の病原体由来核酸分子、または１種もしくは複数の病原体によって引き起こされる１種も
しくは複数の疾患もしくは状態の検出、モニター、定量化または評価に有用でもあり得る
。例示的な病原体として、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ、Ｂｏｒｒｅｌｉａ、Ｂｒｕｃｅｌｌａ
、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ、Ｃｈｌａｍｙｄｉａ、Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ、Ｃ
ｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ、
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ、Ｈｅｌｉ
ｃｏｂａｃｔｅｒ、Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ、Ｌｉｓｔｅｒｉａ、
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ、Ｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ、Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ、Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ、Ｖｉｂ
ｒｉｏまたはＹｅｒｓｉｎｉａを挙げることができるがこれらに限定されない。追加的な
病原体として、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｓｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔ
ｅｒおよびＳａｌｍｏｎｅｌｌａを挙げることができるがこれらに限定されない。
【０１４８】
　１種または複数の病原体に起因する疾患または状態は、結核、肺炎、食物由来疾病、テ
タヌス、腸チフス、ジフテリア、梅毒、ハンセン病、細菌性膣炎、細菌性髄膜炎、細菌性
肺炎、尿路感染、細菌性胃腸炎および細菌性皮膚感染を含むことができる。細菌性皮膚感
染の例として、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓまたはＳｔｒｅｐｔｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓによって引き起こされ得る膿痂疹；リンパ性伝播による表皮
深層の連鎖球菌の細菌性感染によって引き起こされ得る丹毒；および正常皮膚細菌叢また
は外因的細菌によって引き起こされ得る蜂巣炎を挙げることができるがこれらに限定され
ない。
【０１４９】
　病原体は、Ｃａｎｄｉｄａ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｈ
ｉｓｔｏｐｌａｓｍａ、ＰｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓおよびＳｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓ等、
真菌であり得る。真菌によって引き起こされる疾患または状態の例として、いんきんたむ
し（ｊｏｃｋ　ｉｔｃｈ）、酵母感染、白癬および水虫を挙げることができるがこれらに
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限定されない。
【０１５０】
　病原体は、ウイルスであり得る。ウイルスの例として、アデノウイルス、コクサッキー
ウイルス、エプスタイン－バーウイルス、肝炎ウイルス（例えば、Ａ、ＢおよびＣ型肝炎
）、単純ヘルペスウイルス（１および２型）、サイトメガロウイルス、ヘルペスウイルス
、ＨＩＶ、インフルエンザウイルス、麻疹ウイルス、ムンプスウイルス、パピローマウイ
ルス、パラインフルエンザウイルス、ポリオウイルス、呼吸器多核体ウイルス、風疹ウイ
ルスおよび水痘帯状疱疹ウイルスを挙げることができるがこれらに限定されない。ウイル
スによって引き起こされる疾患または状態の例として、感冒、インフルエンザ、肝炎、Ａ
ＩＤＳ、水痘、風疹、ムンプス、麻疹、疣贅および灰白髄炎を挙げることができるがこれ
らに限定されない。
【０１５１】
　病原体は、Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ（例えば、Ａ．ａｓｔｒｏｎｙｘｉｓ、Ａ．ｃａ
ｓｔｅｌｌａｎｉｉ、Ａ．ｃｕｌｂｅｒｔｓｏｎｉ、Ａ．ｈａｔｃｈｅｔｔｉ、Ａ．ｐｏ
ｌｙｐｈａｇａ、Ａ．ｒｈｙｓｏｄｅｓ、Ａ．ｈｅａｌｙｉ、Ａ．ｄｉｖｉｏｎｅｎｓｉ
ｓ）、Ｂｒａｃｈｉｏｌａ（例えば、Ｂ　ｃｏｎｎｏｒｉ、Ｂ．ｖｅｓｉｃｕｌａｒｕｍ
）、Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ（例えば、Ｃ．ｐａｒｖｕｍ）、Ｃｙｃｌｏｓｐｏ
ｒａ（例えば、Ｃ．ｃａｙｅｔａｎｅｎｓｉｓ）、Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ（例
えば、Ｅ．ｃｕｎｉｃｕｌｉ、Ｅ．ｈｅｌｌｅｍ、Ｅ．ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ）、Ｅ
ｎｔａｍｏｅｂａ（例えば、Ｅ．ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃａ）、Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏ
ｏｎ（例えば、Ｅ．ｂｉｅｎｅｕｓｉ）、Ｇｉａｒｄｉａ（例えば、Ｇ．ｌａｍｂｌｉａ
）、Ｉｓｏｓｐｏｒａ（例えば、Ｉ．ｂｅｌｌｉ）、Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ（例
えば、Ｍ．ａｆｒｉｃａｎｕｍ、Ｍ．ｃｅｙｌｏｎｅｎｓｉｓ）、Ｎａｅｇｌｅｒｉａ（
例えば、Ｎ．ｆｏｗｌｅｒｉ）、Ｎｏｓｅｍａ（例えば、Ｎ．ａｌｇｅｒａｅ、Ｎ．ｏｃ
ｕｌａｒｕｍ）、Ｐｌｅｉｓｔｏｐｈｏｒａ、Ｔｒａｃｈｉｐｌｅｉｓｔｏｐｈｏｒａ（
例えば、Ｔ．ａｎｔｈｒｏｐｏｐｈｔｈｅｒａ、Ｔ．ｈｏｍｉｎｉｓ）およびＶｉｔｔａ
ｆｏｒｍａ（例えば、Ｖ．ｃｏｒｎｅａｅ）等、原生動物であり得る。
【０１５２】
　コンピュータ制御システム
　本開示は、本開示の方法を実行するようにプログラムされたコンピュータ制御システム
を提供する。図６は、本開示の方法に従って遺伝子型データを解析するようにプログラム
されたまたは他の仕方で構成されたコンピュータシステム６０１を示す。コンピュータシ
ステム６０１は、例えば、遺伝パターンスコアによる解析および／または関連パターンス
コアによる解析等、本開示の遺伝子型解析の様々な態様を調節することができる。
【０１５３】
　コンピュータシステム６０１は、シングルコアもしくはマルチコアプロセッサ、または
並列処理のための複数のプロセッサとなり得る、中央処理装置（ＣＰＵ、本明細書におい
て同様に「プロセッサ」および「コンピュータプロセッサ」）６０５を含む。コンピュー
タシステム６０１は、メモリまたはメモリ場所６１０（例えば、ランダムアクセスメモリ
、読出し専用メモリ、フラッシュメモリ）、電子記憶装置６１５（例えば、ハードディス
ク）、１個または複数の他のシステムと通信するための通信インターフェース６２０（例
えば、ネットワークアダプタ）、ならびにキャッシュ、他のメモリ、データ記憶および／
または電子ディスプレイアダプタ等の周辺機器６２５も含む。メモリ６１０、記憶装置６
１５、インターフェース６２０および周辺機器６２５は、マザーボード等、通信バス（実
線）を介してＣＰＵ６０５と通信している。記憶装置６１５は、データを記憶するための
データ記憶装置（またはデータリポジトリ）であり得る。コンピュータシステム６０１は
、通信インターフェース６２０を活用してコンピュータネットワーク（「ネットワーク」
）６３０に操作可能にカップリングされ得る。ネットワーク６３０は、インターネット、
インターネットおよび／またはエクストラネット、またはインターネットと通信したイン
トラネットおよび／またはエクストラネットであり得る。ネットワーク６３０は、一部の
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事例では、遠隔通信および／またはデータネットワークである。ネットワーク６３０は、
クラウドコンピュータ処理等、分散型コンピュータ処理を可能にし得る１個または複数の
コンピュータサーバを含むことができる。ネットワーク６３０は、一部の事例では、コン
ピュータシステム６０１を活用して、コンピュータシステム６０１にカップリングされた
機器がクライアントまたはサーバとして振る舞うことを可能にし得る、ピアツーピアネッ
トワークを実行することができる。
【０１５４】
　ＣＰＵ６０５は、プログラムまたはソフトウェアにおいて具体化され得る、機械可読命
令のシーケンスを実行することができる。命令は、メモリ６１０等、メモリ場所において
記憶され得る。ＣＰＵ６０５によって行われる演算の例として、フェッチ、デコード、実
行およびライトバックを挙げることができる。ＣＰＵ６０５は、遺伝子の特色に基づくラ
ンキング（ＦＲＯＧ）の方法、バリアント遺伝パターンランキング（ＶＩＰＲ）の方法、
分離パターンを決定する方法、遺伝パターンを決定する方法、関連スコアを決定する方法
、ならびに表現型、遺伝子型および本開示の方法に関連するいずれかのデータのランキン
グの方法を行うためにプログラムされたプロセッサであり得る。
【０１５５】
　記憶装置６１５は、ドライバ、ライブラリーおよび保存されたプログラム等、ファイル
を記憶することができる。記憶装置６１５は、ユーザーによって作成されたプログラムお
よび記録されたセッション、ならびにプログラムに関連するアウトプット（複数可）を記
憶することができる。記憶装置６１５は、ユーザーデータ、例えば、ユーザー優先度およ
びユーザープログラムを記憶することができる。コンピュータシステム６０１は、一部の
事例では、イントラネットまたはインターネットを介してコンピュータシステム６０１と
通信したリモートサーバに位置する等、コンピュータシステム６０１に対して外部である
１個または複数の追加的なデータ記憶装置を含むことができる。
【０１５６】
　コンピュータシステム６０１は、ネットワーク６３０を介して１個または複数のリモー
トコンピュータシステムと通信することができる。例えば、コンピュータシステム６０１
は、ユーザー（例えば、オペレータ）のリモートコンピュータシステムと通信することが
できる。リモートコンピュータシステムの例として、パーソナルコンピュータ（例えば、
ポータブルＰＣ）、スレートもしくはタブレットＰＣ（例えば、Ａｐｐｌｅ（登録商標）
ｉＰａｄ（登録商標）、Ｓａｍｓｕｎｇ（登録商標）Ｇａｌａｘｙ　Ｔａｂ）、電話、ス
マートフォン（例えば、Ａｐｐｌｅ（登録商標）ｉＰｈｏｎｅ（登録商標）、Ａｎｄｒｏ
ｉｄ対応機器、Ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ（登録商標））またはパーソナルデジタルアシスタ
ントが挙げられる。ユーザーは、ネットワーク６３０を経由してコンピュータシステム６
０１にアクセスすることができる。
【０１５７】
　本明細書に記載されている方法は、例えば、メモリ６１０または電子記憶装置６１５等
、コンピュータシステム４０１の電子記憶場所に記憶された機械（例えば、コンピュータ
プロセッサ）実行可能コードにより実行され得る。機械実行可能または機械可読コードは
、ソフトウェアの形態で提供され得る。使用の際に、コードは、プロセッサ６０５によっ
て実行され得る。一部の事例では、コードは、記憶装置６１５から回収され、プロセッサ
６０５による迅速なアクセスのためにメモリ６１０に記憶され得る。一部の局面では、電
子記憶装置６１５が除外されることがあり、機械実行可能命令は、メモリ６１０に記憶さ
れる。
【０１５８】
　コードは、コードの実行に適応されたプロセッサを有する機械による使用のために事前
にコンパイルおよび構成され得る、またはランタイムにおいてコンパイルされ得る。コー
ドは、コードが、事前にコンパイルされたまたはコンパイルとしての（ａｓ－ｃｏｍｐｉ
ｌｅｄ）様式で実行することを可能にするように選択され得るプログラミング言語で供給
され得る。
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【０１５９】
　コンピュータシステム６０１等、本明細書に提供されているシステムおよび方法の態様
は、プログラミングにおいて具体化され得る。技術の様々な態様は、典型的に、機械可読
媒体の一型において送られるまたは具体化される、機械（またはプロセッサ）実行可能コ
ードおよび／または関連データの形態の、「製品」または「製造品」と考えることができ
る。機械実行可能コードは、メモリ（例えば、読出し専用メモリ、ランダムアクセスメモ
リ、フラッシュメモリ）またはハードディスク等、電子記憶装置に記憶され得る。「記憶
」型の媒体は、ソフトウェアプログラミングのいずれかの時点で非一時的記憶をもたらし
得る、様々な半導体メモリ、テープドライブ、ディスクドライブその他等、コンピュータ
の有形メモリ、プロセッサその他またはそれらの関連モジュールのいずれかまたは全てを
含むことができる。ソフトウェアの全体または一部は、時に、インターネットまたは様々
な他の遠隔通信ネットワークを介して通信され得る。かかる通信は、例えば、あるコンピ
ュータまたはプロセッサから別のコンピュータまたはプロセッサへの、例えば、管理サー
バまたはホストコンピュータからアプリケーションサーバのコンピュータプラットフォー
ムへの、ソフトウェアのローディングを可能にし得る。よって、ソフトウェアエレメント
を有することができる別の型の媒体は、ローカル機器間の物理インターフェースを越えて
、有線および光学的地上通信線ネットワークを介して、ならびに様々な空中を介したリン
ク（ａｉｒ－ｌｉｎｋ）にわたって使用される等、光波、電波および電磁波を含む。有線
または無線リンク、光リンクその他等、かかる波を運ぶ物理的エレメントも、ソフトウェ
アを有する媒体として考慮され得る。本明細書において、非一時的有形「記憶」媒体に制
限されない限り、コンピュータまたは機械「可読媒体」等の用語は、実行のためのプロセ
ッサへの命令の提供に関与するいかなる媒体も指す。
【０１６０】
　したがって、コンピュータ実行可能コード等、機械可読媒体は、有形記憶媒体、搬送波
媒体または物理的伝送媒体が挙げられるがこれらに限定されない、多くの形態をとること
ができる。不揮発性記憶媒体は、例えば、図面に示すデータベース等の実行に使用され得
るもの等、いずれかのコンピュータ（複数可）その他における記憶機器のいずれか等、光
または磁気ディスクを含む。揮発性記憶媒体は、かかるコンピュータプラットフォームの
メインメモリ等、ダイナミックメモリを含む。有形伝送媒体は、コンピュータシステム内
のバスを含むワイヤを含む、同軸ケーブル；銅線および光ファイバを含む。搬送波伝送媒
体は、無線周波数（ＲＦ）および赤外（ＩＲ）データ通信の際に生成されるもの等、電気
もしくは電磁シグナルまたは音波もしくは光波の形態をとることができる。したがって、
コンピュータ可読媒体の一般的形態は、例えば、次のものを含む：フロッピー（登録商標
）ディスク、フレキシブルディスク、ハードディスク、磁気テープ、他のいずれかの磁気
媒体、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤまたはＤＶＤ－ＲＯＭ、他のいずれかの光学媒体、パンチカ
ード、紙テープ、孔のパターンを有する他のいずれかの物理的記憶媒体、ＲＡＭ、ＲＯＭ
、ＰＲＯＭおよびＥＰＲＯＭ、ＦＬＡＳＨ－ＥＰＲＯＭ、他のいずれかのメモリチップも
しくはカートリッジ、データもしくは命令を輸送する搬送波、かかる搬送波を輸送するケ
ーブルもしくはリンク、またはコンピュータがプログラミングコードおよび／またはデー
タを読み取ることができる他のいずれかの媒体。コンピュータ可読媒体のこれらの形態の
多くは、実行のためのプロセッサへの１種または複数の命令の１種または複数のシーケン
スを運ぶことに関与し得る。
【０１６１】
　コンピュータシステム６０１は、例えば、遺伝解析、原因バリアント発見解析および診
断を含むことができる、本開示の方法に従った遺伝子型解析のグラフィカルおよび／また
は数値形態で、ディスプレイ、グラフ、チャートおよび／またはリストを提供するための
ユーザーインターフェース（ＵＩ）を含む電子ディスプレイを含むことができるまたはそ
れと通信することができる。ＵＩの例は、グラフィカルユーザーインターフェース（ＧＵ
Ｉ）およびウェブに基づくユーザーインターフェースを限定することなく含む。
【０１６２】
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　ランキングによって作成されたデータは、ディスプレイすることができる（例えば、コ
ンピュータに）。データは、数値および／またはグラフィカル形態でディスプレイするこ
とができる。例えば、データは、リストとして、統計量（例えば、ｐ値、標準偏差）とし
て、チャート（例えば、円チャート）として、グラフ（例えば、折れ線グラフ、棒グラフ
）として、ヒストグラムとして、マップとして、ヒートマップとして、タイムラインとし
て、ツリーチャートとして、フローチャートとして、統計地図として、バブルチャート、
ポーラーエリア（ｐｏｌａｒ　ａｒｅａ）図表として、図表として、ストリームグラフと
して、ガント（Ｇａｎｔｔ）チャートとして、ノーラン（Ｎｏｌａｎ）チャートとして、
スミス（ｓｍｉｔｈ）チャートとして、シェブロンプロットとして、プロットとして、ボ
ックスプロットとして、ドットプロットとして、確率プロットとして、散布図プロットと
して、およびバイプロットとして、またはこれらのいずれかの組み合わせとしてディスプ
レイすることができる。
【０１６３】
　被験体
　多くの場合、本方法は、被験体、好ましくは、ヒトに対して使用される。被験体は、男
性または女性であり得る。被験体は、胎児、乳児、小児、青年、ティーンエイジャーまた
は成人であり得る。被験体は、いかなる年齢の患者でもあり得る。例えば、被験体は、約
１０歳未満の患者であり得る。例えば、被験体は、少なくとも約０、５、１０、２０、３
０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または１００歳の患者であり得る。被験体は、
子宮内に存在することができる。多くの場合、被験体は、処置レジメンを受けている、ま
たは処置レジメン（例えば、免疫抑制療法）に関して評価されている患者または他の個体
である。しかし、一部の実例では、被験体は、処置レジメンを受けていない。例えば、被
験体は、健康な被験体であり得る。
【０１６４】
　一部の事例では、被験体は、哺乳動物または非哺乳動物であり得る。好ましくは、被験
体は、ヒト、非ヒト霊長類（例えば、類人猿、サル、チンパンジー）、ネコ、イヌ、ウサ
ギ、ヤギ、ウマ、ウシ、ブタ、齧歯類、マウス、ＳＣＩＤマウス、ラット、モルモットま
たはヒツジ等、哺乳動物である。一部の方法では、これらの遺伝子の種バリアントまたは
ホモログは、非ヒト動物モデルにおいて使用することができる。種バリアントは、互いに
機能特性において最大配列同一性および類似性を有する、異なる種における遺伝子であり
得る。かかる種バリアントヒト遺伝子の多くは、スイスプロット（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ
）データベースに収載され得る。
【０１６５】
　本明細書に開示されている方法は、固形臓器または固形臓器の断片のレシピエントであ
る移植レシピエントに対して使用することができる。固形臓器は、肺、腎臓、心臓、肝臓
、膵臓、大腸、小腸、胆嚢、生殖器またはこれらの組み合わせであり得る。一部の実例で
は、移植レシピエントは、組織または細胞のレシピエントであり得る。組織または細胞は
、羊膜、皮膚、骨、血液、骨髄、血液幹細胞、血小板、臍帯血、角膜、中耳、心臓弁、静
脈、軟骨、腱、靱帯、神経組織、胚性幹（ＥＳ）細胞、人工多能性幹細胞（ＩＰＳＣ）、
幹細胞、成体幹細胞、造血幹細胞またはこれらの組み合わせであり得る。
【０１６６】
　本明細書に記載されている実施例および実施形態が、単に説明を目的としており、これ
を踏まえた様々な修正または変更が、当業者に示唆されるであろうこと、また、本願の精
神および範囲ならびに添付の特許請求の範囲内に含まれるべきであることが理解される。
【実施例】
【０１６７】
　本明細書に記載されている実施例および実施形態が、単に説明を目的としており、これ
を踏まえた様々な修正または変更が、当業者に示唆されるであろうこと、また、本願の精
神および範囲ならびに添付の特許請求の範囲内に含まれるべきであることが理解される。
【０１６８】
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　実施例において用いられている試薬は、市販されている、または本技術分野で公知の市
販の器具、方法もしくは試薬を使用して調製することができる。前述の実施例は、本発明
の様々な態様および本発明の方法の実施を例証する。実施例は、本発明の多くの異なる実
施形態の徹底的な記載の提供を意図するものではない。よって、前述の発明について、理
解を明確にする目的で例証および例として、ある程度詳細に記載してきたが、当業者であ
れば、添付の特許請求の範囲の精神または範囲から逸脱することなく、前述の発明に多く
の変更および修正をなすことができることが容易に分かるであろう。
【０１６９】
　（実施例１　組織調製）
　一般に、Ｍｉｃｈｅｖａ，　Ｋ．　Ｄ．、Ｏ’Ｒｏｕｒｋｅ，　Ｎ．、Ｂｕｓｓｅ，　
Ｂ．、およびＳｍｉｔｈ，　Ｓ．　Ｊ．（２０１０年）、Ａｒｒａｙ　Ｔｏｍｏｇｒａｐ
ｈｙ：　Ｒｏｄｅｎｔ　Ｂｒａｉｎ　Ｆｉｘａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ．
、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ、２０１０年（１１巻）
に概要が述べられている組織調製方法を使用した（組織型および組織が得られる生物の差
に関して適応および最適化させることにより）。
【０１７０】
　次の通りにマウス脳を解剖および固定した：
【０１７１】
　解剖ツールをセットアップし、ＰＢＳおよび濾過された固定液を調製し、気泡を生じな
いよう流動の準備ができた。２％グルタルアルデヒドおよび２％脱重合パラホルムアルデ
ヒドを、６．８～７．２の間のｐＨを有する０．１Ｍリン酸緩衝液に溶解した。
【０１７２】
　齧歯類を殺さずに麻酔し、心臓を露出させ、右心房をカットし、カニューレを左心室に
挿入した。約１ｃｍに短縮した、ほぼ２０Ｇの鈍な針を使用した。一部の事例では、大動
脈が脆弱でなく容易に破壊もされない生物に対しては、大動脈にカニューレ挿入するのが
最適である。次に、重力流；または一部の実例では、灌流ポンプの使用により、固定液を
約１０分間流動させた。次に、これを最大５ｍｌのＰＢＳにより灌流させた。
【０１７３】
　次に、約５ｃｃのヘパリン処理された生理食塩水をチューブに入れて、血液を流すのを
助けた。固定液による灌流を１０分間行った。固定の２０分以内に脳を取り出した。全脳
を同じ固定液で一晩、冷蔵庫内で後固定（ｐｏｓｔｆｉｘ）した。０．１Ｍリン酸緩衝液
で２回すすいだ後に、組織を最大１週間４℃で貯蔵した。
【０１７４】
　ある特定の事例では、厚い組織切片が解析され、これは樹脂包埋組織に関しておよそ２
００ｎｍ～１μｍである。厚い切片が、単位時間当たりより大きい容積のイメージングを
可能にすることが認められる。イメージングは、高い倍率で、または比較的低い倍率の対
物レンズ、１０～２０×により行うことができる。例えば、腫瘍等、生検された組織の解
析において、より低い倍率で厚い切片の解析を行うことが好まれる場合がある。より低い
倍率は、細胞下分解能（ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）による組織の
大きい視野の解析を可能にする。
【０１７５】
　一部の事例では、組織は、脱水および樹脂包埋されず、むしろ、後述する標識方法が、
固定され水分補給された組織の染色に関して検証された抗体に適用される。
【０１７６】
　一部の事例では、切片収集器を利用して、ウルトラミクロトームにおいて産生されたリ
ボンを自動的に収集し、これを、顕微鏡スライドからマイクロタイタープレートに及ぶサ
イズの、コーティングされた高精度カバーガラスの予め画定された領域に置く。
【０１７７】
　（実施例２　ライゲーション増幅されたマルチプレックス化検出抗原（ＬＡＭＤＡ））
　試薬：
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１．ＤＮＡコンジュゲート抗体
２．粘着性オーバーハング（例えば、ＧＧＧ）を有するアンチセンス検出オリゴマー
３．５’リン酸、内部フルオロフォア（例えば、Ａｌｅｘａ　５９４）および末端の粘着
末端（例えば、５’ＣＣＣ＆３’ＧＧＧ）を有する二本鎖オリゴマー（ＤＳＯ）
４．Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ　－　ＰＥＧを含有するリガーゼ溶液
５．制限エンドヌクレアーゼ　－　フルオロフォアの除去に使用される。ＤＳＯは、特有
のエンドヌクレアーゼが特定の色を除去することができるように設計されている（例えば
、ＣＣＣＧＧＧ＝ＳＭＡ１）。室温で１００％活性を有するエンドヌクレアーゼが使用さ
れる（例えば、ＳＭＡ１、ＢａｍＨ１＆Ｓａｃ１）
６．トリス緩衝液　－　０．１％Ｔｗｅｅｎおよび５０ｍＭグリシンを含有する０．０５
Ｍトリス　－　ヌクレアーゼを含まない水において作製され、次いでオートクレーブされ
る
７．核酸ハイブリダイゼーションおよび検出のためのＲｏｃｈｅブロッキング試薬（Ｓｉ
ｇｍａ　１１０９６１７６００１）　－　１０％（ｗ／ｖ）ストック［１０×］
８．グルタルアルデヒド
９．水素化ホウ素ナトリウム
１０．ヌクレアーゼを含まない水
【０１７８】
　手順：
１．プレブロッキング　－　１％（ｗ／ｖ）［１×］ブロッキング試薬を含有するトリス
緩衝液に組織を１分間置く。
２．抗体染色　－　１％（ｗ／ｖ）［１×］ブロッキング試薬を含有するトリス緩衝液に
おいてＤＮＡ－抗体を一晩希釈する。抗体の濃度は、抗体　対　抗体基準で決定される。
３．一次洗浄　－　それぞれ１分間を３回で、トリス緩衝液で組織を洗浄する。ヌクレア
ーゼを含まない水で１回洗浄することにより完了する（インキュベートする必要はない）
。＞３種のＤＮＡ－抗体が使用される場合、すなわち、多重検出ラウンドが予想される場
合、水における１％グルタルアルデヒド（ｇｌｕｔｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ）により１分間
固定する。水で１分間洗浄し、次いでトリス（Ｔｗｅｅｎおよびグリシンを含まない）に
おける１％水素化ホウ素ナトリウムで組織を１分間処理する（自己蛍光（ａｕｔｏｆｌｕ
ｏｒｅｓｅｎｃｅ）を除去するため）。水で１分間洗浄する。
４．ＤＮＡハイブリダイゼーション（全ステップを室温で）　－　リガーゼ緩衝液におい
てアンチセンス検出オリゴマーを希釈して、最終濃度１００ｎＭとする。組織の上にリガ
ーゼ緩衝液を置く。その間に、組織上の検出オリゴ（ｏｌｉｇｏ）溶液と同じ容積で、リ
ガーゼ緩衝液において２×濃度の２００ｎＭ　ＤＳＯを調製する。
５．ライゲーション反応　－　組織オリゴ混合物を有する２０ｕｌ溶液当たり１ｕｌのＴ
４　ＤＮＡリガーゼを置き、次いでＤＳＯリガーゼ緩衝液混合物を添加し、混合する。５
分間静置する。
６．二次洗浄　－　ヌクレアーゼを含まない水で組織を洗浄し、続いてトリス緩衝液によ
るそれぞれ１分間の３回の洗浄を行う。
７．マウントおよび撮像　－　再度水で洗浄し、次いで試料をマウントし、撮像する。
８．洗浄および脱染　－　ヌクレアーゼを含まない水で洗浄し、消化緩衝液における制限
エンドヌクレアーゼを組織上に置き、５分間インキュベートする。続いて水洗浄。
９．再染色　－　他のＤＮＡ－抗体を撮像する必要がある場合、ＤＮＡハイブリダイゼー
ションを再度開始する。
【０１７９】
　切断可能なリンカー
１．リン酸緩衝液における２％ヒドラジンにおける切断；３０～１２０分間、ＲＴ：Ｄｄ
ｅ
２．１０ｍＭ過ヨウ素酸ナトリウム（ＮａＩＯ４）リン酸緩衝液における切断；２０分間
、ＲＴ、暗所；ジオール
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３．５０ｍＭ亜ジチオン酸ナトリウム（Ｎａ２Ｓ２０４）における切断；ジアゾ
【０１８０】
　（実施例３　ホスファターゼおよび超音波処理ＤＮＡによるブロッキングによるライゲ
ーション増幅）
　実施例１および２に記載されているものと同様の試薬およびプロトコールを本実施例で
使用した。
【０１８１】
　図７Ａ～図７Ｊに示す通り、ホスファターゼおよび超音波処理ＤＮＡによるブロッキン
グによるライゲーション増幅は、シグナル対ノイズ比を改善した。図７Ａは、１０枚の（
７０ｎｍ）切片からのＤＮＡタグ付けされたアセチル化チューブリンの最大投射を示す。
図７Ａは、ライゲーションオリゴマー化により可視化されたＤＮＡ標識された一次を示す
。図７Ｂは、同じ組織切片における伝統的蛍光二次によって可視化された同じＤＮＡ－一
次を示す。図７Ｃは、図７Ａおよび図７Ｂと同じ組織における蛍光標識アンチセンスオリ
ゴマーにより可視化されたＤＮＡ標識された一次を示す。図７Ｄ～図７Ｆは、図７Ａ～図
７Ｃの接写図を示す（黄色のボックスによって強調）。図７Ｄにおける白色の矢じりは、
核のオフターゲットライゲーション可視化へのポイントを示し、これは図７Ｅには存在し
ない（白色の矢じり）。図７Ｆは、オフターゲットシグナルを同様に被ったアンチセンス
検出を示すが、核の標識はより低い。図７Ｇ～図７Ｉは、異なる組織において、ＤＮＡ標
識シナプシン抗体が、ホスファターゼおよび超音波処理ＤＮＡによるブロッキング後に可
視化されることを示す。図７Ｇは、二次検出図７Ｈ（白色の矢じり）と同等のオフターゲ
ット標識（白色の矢じり）をもたらす、核標識の有意な減少を示す。図７Ｉは、超音波処
理ＤＮＡによるブロッキングが、アンチセンス検出ノイズも改善したことを示す。図７Ｊ
は、対数目盛りで、各方法の重ね合わせた強度ヒストグラムを示す。
【０１８２】
　（実施例４　ＤＮＡコンジュゲート抗体を使用したディープマルチプレックス化）
　実施例１および２に記載されているものと同様の試薬およびプロトコールを本実施例で
使用した。
【０１８３】
　図８は、皮質における２７枚の切片の投射を含有するパネルを示す。マークされた（Ｄ
ＮＡ）全タンパク質は、蛍光標識ＤＮＡオリゴマーを使用して検出した。ＧｌｕＲ１（ウ
サギ）およびＮＲ１（マウス）は、先ず二次抗体を使用して検出し、一次は、組織に適用
され、グルタルアルデヒドで固定されている。他の全抗体を同時にインキュベートし、次
いでグルタルアルデヒドを使用して組織に固定した。ＶＧｌｕＴ１（モルモット）および
ＭＢＰ（ニワトリ）は、適切な種特異的抗体を使用して検出した。各抗体は、個々に、お
よび高密度標識条件下で同様のパターンを示した。マウスおよびウサギ抗体の最終適用は
、このパネルにおける全抗体による組織の高密度標識を示す。
【０１８４】
　（実施例５　ディープマルチプレックス化標的化の９種の抗体）
　実施例１および２に記載されているものと同様の試薬およびプロトコールを本実施例で
使用した。
【０１８５】
　本実施例（図９に示す）は、９種の抗体を使用した同じ構造（皮質シナプス）の同時標
的化が、抗体標識に影響を与えず、シナプス周囲の緊密なタンパク質検出を破壊しないこ
とを実証した。９種の抗体を次に示す：２種のシナプス前足場タンパク質（Ｂａｓｓｏｏ
ｎ、シナプシン）、３種のシナプス前小胞タンパク質（シナプス小胞タンパク質２、シナ
プトフィジン、小胞グルタミン酸輸送体１）、２種のシナプス後足場タンパク質（Ｈｏｍ
ｅｒ、シナプス後密度タンパク質９５）、および２種のシナプス後受容体タンパク質（グ
ルタミン酸受容体１、ＮＭＤＡ受容体１）。
【０１８６】
　シナプス前およびシナプス後構造を定義するタンパク質マーカーは、単一標識の場合と
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同様に、高密度条件（同じ構造の９種の同時標的化）下で標識した。さらに、本発明者ら
の本方法を使用して、この１８種のタンパク質チャネルデータの取得は、複数イメージン
グセッションにより、ほんの１日を要した一方、伝統的アレイ断層撮影方法（Ｍｉｃｈｅ
ｖａら）を使用すると、これは１週間かかったであろう。
【０１８７】
　（実施例６　タグ配列決定を使用したマルチプレックス化抗原の迅速検出）
　実施例１および２に記載されているものと同様の試薬およびプロトコールを本実施例で
使用した。
【０１８８】
　一部の事例では、ハイブリダイゼーションによるタグ配列決定が用いられる。これは、
直接的配列決定の変形であり、４個の約１５ｍｅｒ単位からなる約６０塩基対（ｂｐ）で
あるタグを使用する。このアプローチにより、特有の組み合わせの数は、４ｎである、ま
たはｎ＝４に対して２５６である。組織試料中の例えば１００種のタンパク質の検出のた
め、１００種の抗体のそれぞれが、位置のそれぞれにおいて、４種の特有の１５ｍｅｒ（
Ａ、Ｔ、ＣまたはＧに対応）からなるタグを有し、総計で１６種の特有のオリゴマーを要
求する。「配列決定」は、いずれの末端からであってもよい。要求されることは、位置ｍ
を配列決定する場合、位置ｍにおけるタグオリゴマーに相補的な４種のオリゴマーが導入
されることだけである。例えば、タグの遠位末端における４種の特有の配列に相補的な、
それぞれ識別可能なフルオロフォアで標識されたオリゴマーが、導入され読み出される；
次に、リンカーを切断することにより、またはｄｓＤＮＡを酵素により切断して、フルオ
ロフォアを放出することにより、フルオロフォアが除去される。後者の方法は、遠位末端
からの配列決定を要求する。このタグ配列決定方法は、各ラウンドにおける各フルオロフ
ォアの使用を可能にするため、特有のタグの数の式は、ｐｎ（ｐ＝蛍光チャネルの数、ｎ
＝読み取りデータの数）である（図１０に示す通り、上で、本発明者らはｐ＝４と仮定）
。
【０１８９】
　例えば、図１０Ａ～図１０Ｄにおいて、タグ配列決定を使用したマルチプレックス化抗
原の迅速検出の例を示す。図１０Ａ～図１０Ｃは、オリゴマーモジュールの逐次検出と、
それに続く制限エンドヌクレアーゼ切断による蛍光標識されたオリゴマーの除去を示す。
図１０Ｄは、イメージングサイクルにわたって生成された色組み合わせの使用を示し、抗
原毎の最終画像が再構築される。特有の抗原の潜在的な数は、ｐｎ（ｐ＝蛍光チャネル、
例えば、特有の検出オリゴマーの数；ｎ＝モジュールの数）である。図１０において、３
種のモジュールおよび３種の蛍光チャネルが存在するため、３３＝２７種の潜在的な抗原
が存在する。モジュール数または蛍光チャネル数のいずれかを増加させることにより、本
発明者らは、短い時間量で数百種の抗原を容易に撮像することができ、例えば、４種のモ
ジュール群および４種の蛍光チャネル＝２５６種の潜在的な抗原である。
【０１９０】
　ハイブリダイゼーションによるタグ「配列決定」は、ＱＤ標識オリゴマーにより十分に
機能する。ＱＤの使用は、４から６またはそれよりも多くへの、ｐの増加を可能にする。
ｐ＝６およびｎ＝３を仮定すると、僅か６×３＝１８種の特有のオリゴマーおよび３種の
読み取りデータを使用して、２１６種の抗体を特有に標識することができる。ＱＤの使用
は、適度に高速なＳＴＯＲＭ様イメージングを可能にする。量子ドット点滅を活用して、
平面におけるほぼ１５ｎｍでの３次元超分解能イメージングを得ることができることが実
証された。さらに、量子ドットは、光活性化される必要はなく、光退色に対して抵抗性で
あり、励起に単一色を要求する。
【０１９１】
　（実施例７　単一抗体のマルチラウンド配列決定）
　実施例１および２に記載されているものと同様の試薬およびプロトコールを本実施例で
使用した。
【０１９２】
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　実施例６における方法を使用して長いＤＮＡタグを有する抗体を生成し、逐次的な読み
取りデータにより撮像し、個々のタグ間で優れた読み取りデータ間一貫性を得た。画像の
統合により、単一抗原を特有に同定することが可能になった（図１１Ａ～図１１Ｅに示す
）。
【０１９３】
　図１１Ａは、ＧＦＰ標識されたニューロンを囲むシナプシン標識を示す。ＧＦＰ樹状突
起および細胞体周囲のシナプシン標識は、総容積からシナプシン斑点を抽出するためのマ
スクとしての拡張バージョンのＧＦＰ標識を使用して計算により強調した。図１１Ｂは、
蛍光ＤＮＡオリゴマーを使用した、シナプシンのパス１検出を示す。基準として同じシナ
プシン染色の二次検出を使用して、ＤＮＡを使用して、１１１９７０個の二次標識された
シナプシン斑点のうち１０３７６１個が検出されたこと（または７．３％偽陰性率）が決
定された。ＤＮＡ標識された斑点が二次標識された斑点に対応しない、３．９％偽陽性率
も存在した（図１１Ｄに示す）。図１１Ｃは、蛍光ＤＮＡオリゴマーを使用した、シナプ
シンのパス２検出を示す。二次と比較して（図１１Ｄに示す）、パス２は、９．５％偽陰
性率および３．５％偽陽性率を有した。第１のパスと比較して、パス２は、５％偽陰性率
および２．４％偽陽性率を有した。図１１Ｅは、全３パスの合成図を示す。
【０１９４】
　本実施例は、「タグ配列決定」が、１対１のＤＮＡ抗体コンジュゲーションおよび超分
解能イメージングを用いずとも、実際に可能であったこと、また、本方法を使用して、困
難かつ非効率的な化学または複雑なイメージング方法を使用せずに、高度マルチプレック
ス化抗原を撮像することができることを実証した。
【０１９５】
　（実施例８　ＤＮＡコンジュゲート抗体を使用した、腫瘍組織の厚いパラフィン切片に
おける抗原の可視化）
　実施例１および２に記載されているものと同様の試薬およびプロトコールを本実施例で
使用した。
【０１９６】
　本実施例は、本明細書に開示されている方法が、薄い（５０～１００ｎｍ）樹脂包埋組
織を超えて有用であることを実証した。本実施例における試料は、がん研究および診断適
用において一般的に使用される、より厚いパラフィン包埋組織切片（５～２０ｕｍ）（例
えば、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織）において得られた。アセチル化
チューブリンに対する抗体を使用して、検出方法が、細胞分化した正常脳組織におけるア
セチル化チューブリンの密度を明らかにした一方、より低分化のがん細胞が、この安定形
態のチューブリンを発現しなかったことが実証された。
【０１９７】
　図１２Ａ～図１２Ｅに示す通り、１０ｕｍパラフィン切片において全試料を得た。図１
２Ａは、ＤＮＡコンジュゲート抗ａｃチューブリン抗体を使用して可視化されたアセチル
化チューブリンを示す。ホスファターゼおよび超音波処理ＤＮＡによるブロッキング後に
ライゲーション増幅を使用して、検出を行った。図１２Ｂは、エンドヌクレアーゼ溶液に
おける３０分間の後の同じ切片が、アセチル化チューブリンシグナルを除去したことを示
す。血管の自己蛍光およびより長い露光時間による残存蛍光。図１２Ｃは、二次抗体を使
用して、同じ組織を再染色したことを示す。図１２Ｄは、図１２Ａおよび図１２Ｃの黄色
のボックスにおけるアセチル化チューブリン構造の接写図を示す。図１２Ｅは、グリオー
マを有する皮質組織におけるアセチル化チューブリン染色を示す。トレースされた軸索の
強い染色は、安定アセチル化チューブリンが最高密度であった一方、未分化腫瘍は、この
安定形態のチューブリンを発現しなかった。
【０１９８】
　（実施例９　アーカイブイメージングのためのＤＮＡ－抗体）
　ＤＮＡの安定性（例えば、５００年間の半減期）および脱水の場合、長い期間の後であ
ってもその機能特徴を保持するＤＮＡの能力は、ＤＮＡコンジュゲート抗体を、免疫組織
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化学（ＩＨＣ）検出のための理想的なアーカイブ試薬とする。本実施形態では、ＤＮＡコ
ンジュゲート抗体は、ライゲーションされた蛍光検出オリゴの消化および除去の際にその
本来の配列に戻る末端制限部位を用いて設計されるため、これを将来のアーカイブ検出の
ために調製する。抗体コンジュゲートＤＮＡにおける末端（…ＧＧＧ［ヘミ－ＳＭＡ１部
位］）は、ライゲーション検出後に完全ＳＭＡ１部位（…ＧＧＧｃｃｃ…）を生成するこ
とができる（図１４Ａ）。イメージングおよびＳＭＡ１による切断（…ＧＧＧ　ｘ　ｃｃ
ｃ…）後に、抗体コンジュゲートＤＮＡ鎖は、末端（…ＧＧＧ）を有する本来の配列に戻
る（図１４Ｂ～図１４Ｄ）。抗体に取り付けられたＤＮＡは、二本鎖であり得る。ＤＮＡ
コンジュゲート抗体は、二本鎖形態でアーカイブされ得る。別の実施形態では、ＤＮＡコ
ンジュゲート抗体は、一本鎖形態でアーカイブされ得る。二本鎖ＤＮＡは、一本鎖ＤＮＡ
よりも安定であり得る。アーカイブされたＤＮＡコンジュゲート抗体が、二本鎖形態の場
合、イメージングのためにライゲーション検出を開始する前に、アーカイブ回復（ａｒｃ
ｈｉｖａｌ　ｒｅｔｒｉｅｖａｌ）の際にアンチセンス鎖を除去することができる。アン
チセンス鎖の除去は、貯蔵前に行うことができる。アンチセンス鎖の除去は、変性（化学
物質または熱）、ニッカーゼ促進変性（この場合、ニッカーゼが、アンチセンスをより短
いセグメントとし、これにより融解温度を低下させる）またはＲＮＡアンチセンス（この
場合、ＲＮＡｓｅが、二重鎖のＲＮＡ部分を選択的に除去することができる）により達成
することができる（図１４Ｅ）。アンチセンスの除去の際に、染色された組織は、本来の
抗体染色状態に戻り、これにより、新鮮な蛍光検出の準備ができる（図１４Ｆ）。
【０１９９】
　（実施例１０　分枝状オリゴマー化によるシグナル増幅）
　図１５Ａ～図１５Ｆは、分枝状標識核酸を使用したシグナル増幅による、生体試料中の
核酸およびタンパク質結合試薬の改善された検出の例を提供した。
【０２００】
　図１５Ａは、試料中の標的分子（例えば、標的）が、本明細書に記載されている方法に
よって検出されることを示す。標的分子は、タンパク質、ＲＮＡ、ＤＮＡ、または増幅プ
ロセスによって検出される他の分子もしくは構造であり得る。標的は、標的分子に結合す
ることができるリガンドを含む検出分子によって接触される。リガンドは、１個または複
数の一本鎖核酸（例えば、タグ）に連結される。タグは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＤＮＡもしく
はＲＮＡの非天然誘導体、またはＤＮＡもしくはＲＮＡのように塩基対合することができ
る合成塩基であり得る。タグは、相補的領域およびオーバーハング領域を含むアンチセン
スオリゴマー（例えば、プローブ）によって認識される。タグの相補的領域は、タグにお
ける相補的領域にハイブリダイズされ得る。プローブは、オーバーハングを有する二本鎖
核酸を形成することができる。オーバーハング領域は、塩基対合により、検出標識（例え
ば、図１５Ａにおける標識された検出器）のドッキングを可能にすることができる。１種
または複数の検出標識は、ライゲーションオリゴマー化または鋳型による（ハイブリダイ
ゼーション）オリゴマー化により付加することができる。プローブは、任意の長さのもの
であってもよく、例えば、２５０塩基よりも短くなることができる。
【０２０１】
　図１５Ｂは、長いプローブが、ｎ個の検出標識（例えば、検出器…ｎ個の検出器）をド
ッキングすることができることを示す。検出器鎖は、３～１５０塩基であり得る。一部の
事例では、検出器のドッキングは、末端オーバーハングがない核酸を作り出すことができ
る。一部の事例では、検出器のドッキングは、末端オーバーハングを作り出すことができ
る。存在する場合、末端オーバーハングは、標識されていても標識されていなくてもよい
、ヘアピン末端の直鎖状もしくは分枝状伸長または付加を可能にすることができる（図１
５Ｄを参照）。
【０２０２】
　図１５Ｃは、プローブが相対的に短くなることができ、長い一次検出器標識（例えば、
一次検出器）が、プローブにハイブリダイズされ得ることを示す。そして次に、一次検出
器は、複数の標識された二次検出器鎖の塩基対合（ｐａｒｉｎｇ）標的であり得る。一次
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検出器、プローブおよびタグは、標識されていても標識されていなくてもよい。
【０２０３】
　図１５Ｄは、一本鎖オリゴの付加の代わりに、単独にまたは多重に標識された二重鎖検
出器を使用することができることを示す。この二重鎖は、手動サイクリングまたは自己ア
センブリのいずれかによりｎ倍に伸長され得る。この構造の末端は、オーバーハング、平
滑末端またはヘアピンであり得る。
【０２０４】
　図１５Ｅは、直鎖状二重鎖検出器の代わりに、ｎ－分枝状検出器を使用して、伸長され
た標識された構造を構築することができることを示す。例えば、第１の検出標識（Ｄ１）
の配列の部分は、プローブのオーバーハングに相補的である。Ｄ１は、プローブにハイブ
リダイズされる。第２の検出標識（Ｄ２）は、Ｄ１の配列の別の部分にハイブリダイズす
る。第３の検出標識（Ｄ３）は、Ｄ１およびＤ２の部分に相補的でありこれにハイブリダ
イズされ、これにより、分枝状検出器を作り出す。分枝状検出器は、第４の検出標識（Ｄ
４）に結合することによりさらに伸長され得、Ｄ４は、第５の検出標識（Ｄ５）および第
６の検出標識（Ｄ６）にさらにハイブリダイズされ得る。この構造の末端は、オーバーハ
ング、平滑末端またはヘアピンであり得る。
【０２０５】
　図１５Ｆは、直鎖状および分枝状検出器が、ｎ－分枝状構造の伸長において混合され得
ることを示す。直鎖状検出器は、図１５Ｃにおいて認められる通り、二重鎖または短いも
しくは長い一本鎖と二次検出器のいずれかであり得る。この構造は、単位のサイクリング
または自己アセンブリのいずれかにより構築することができる。この構造の末端は、オー
バーハング、平滑末端またはヘアピンであり得る。
【０２０６】
　（実施例１１　直鎖状および分枝状二重鎖ライゲーションオリゴマー化）
　図１６Ａ～図１６Ｆは、直鎖状および分枝状二重鎖ライゲーションオリゴマー化の例を
提供した。標識された直鎖状核酸モジュール（例えば、検出標識）は、一末端において、
試料中の目的の分子を標的とすることができる二本鎖核酸（例えば、リガンドおよびアン
チセンスオリゴマーに連結された一本鎖核酸によって形成される）にライゲーションする
ことができる。標識された直鎖状核酸モジュールは、他の末端において、分枝状二重鎖核
酸モジュールにライゲーションすることができる。ライゲーションは、酵素的ライゲーシ
ョンまたは化学的架橋によってもたらすことができる。直鎖状核酸モジュールは、二重鎖
または一本鎖核酸のいずれかであり得る。直鎖状核酸モジュールは、１個または複数の検
出タグ（例えば、フルオロフォア）によりタグ付けすることができる。直鎖状核酸モジュ
ールが一本鎖である場合、これは、１個または複数の検出タグで標識された、１個または
複数の相補的一本鎖核酸オリゴをアニールすることにより標識することができる。直鎖状
モジュールは、いかなる長さのものであってもよく、５’および３’末端の両方における
特有のまたは相補的なオーバーハングのいずれかを用いて設計することができる。オーバ
ーハングが特有である場合（例えば、αおよびβは、特有の末端である）、直鎖状モジュ
ールは、自己オリゴマー化しなくてよい（図１６Ａを参照）。図１６Ａは、特有の相補的
末端［αおよびα’］および［βおよびβ’］を有する標識された二重鎖核酸単位を示す
。円形のドットは、種々のモダリティによって検出され得る標識を表す。標識は、蛍光分
子および他の蛍光実体、ならびに酵素、ペプチドおよび放射性同位元素を含むことができ
る。一部の事例では、密度は、標識の種類および核酸鎖の長さに依存するであろうことか
ら、核酸鎖当たりの標識の数は、示されている円形のドットの数に制限されない。増幅を
達成するために、単位のサイクリングを使用することができる。オーバーハングが相補的
である場合（図示せず）、例えば、直鎖状核酸モジュールは、相補的末端αおよびα’を
有し、検出単位は自己集合することができる。
【０２０７】
　図１６Ｂに示す通り、抗体または別の核酸等、核酸にタグ付けされた構造は、相補的一
本鎖プローブをアニールし、これにより、直鎖状および分枝状標識単位と適合性のオーバ
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ーハングを形成することにより検出することができる。図１６Ｂには、交互のα／βおよ
びα’／β’標識された二重鎖単位を使用した直鎖状増幅が示されている。
【０２０８】
　図１６Ｃは、分枝状核酸構造が、同じ特有の相補的末端により生成され得ることを示す
。例示的な３方向および４方向分枝構造を図１６Ｃに示す。
【０２０９】
　図１６Ｄは、シグナルの２ｙ増幅をもたらし得る３方向分枝のサイクリングを示し、式
中、ｙ＝サイクルの数である。示されている構造は、交互のα／βおよびα’／β’標識
された３方向分枝単位のサイクリングにより生成することができる（図１６Ｃ）。
【０２１０】
　図１６Ｅは、シグナルの３ｙ増幅をもたらし得る４方向分枝のサイクリングを示し、式
中、ｙ＝サイクルの数である。示されている構造は、交互のα／βおよびα’／β’標識
された４方向分枝単位のサイクリングにより生成することができる（図１６Ｃ）。ｎ分枝
状単位のサイクリングは、（ｎ－１）ｙの増幅をもたらすことができ、式中、ｎ＝分枝単
位の分枝の数であり、ｙ＝行われたサイクルの数である。図に示されている分枝状単位の
末端は、相補的末端を用いて設計することができ、これにより、構造の自己集合を可能に
する。
【０２１１】
　系列サイクリングによる２個の相補的モジュールの制御された逐次適用は、オリゴマー
化およびシグナル増幅を促進することができる（図１６Ｂ）。３方向、４方向またはｎ方
向分枝が、モジュールのサイクリング内に導入されて、シグナル増幅を増加させることが
できる（図１６Ｃ～図１６Ｅ）。３方向分枝は、３個のオーバーハングを有するＴ字構造
を作り出す３個の一本鎖核酸によって生成することができる。４方向分枝は、４個のオー
バーハングを有する十字構造を作り出す４個の一本鎖核酸によって生成することができる
、等々。分枝状および／または非分枝状構造の逐次適用は、式：（ｎ－１）ｙによって表
すことができるオリゴマー化サイクルの数によって指示される、シグナルの指数関数的増
幅を可能にすることができ、式中、ｎ＝分枝単位の分枝の数であり、ｙ＝行われたサイク
ルの数である。
【０２１２】
　さらに、分枝状核酸構造は、エンドヌクレアーゼ部位または切断可能なリンカーを有す
る標識を用いて設計することができ、そのどちらも、検出タグ（例えば、蛍光部分）のそ
の後の除去に使用することができる。これは、組織試料中のタンパク質および／または核
酸の高度にマルチプレックス化された同定のための標識された核酸構造の系列適用、検出
および除去を可能にすることができる。さらに、本明細書に記載されている分枝状および
直鎖状検出器単位は、記載されている構造の自己集合を可能にすることができるように、
相補的末端を有することができる。
【０２１３】
　（実施例１２　ｉｎ　ｓｉｔｕ核酸検出の分枝状増幅）
　分枝状検出方法を使用して、組織における核酸を検出することができる（図１７Ａ～図
１７Ｃ）。この適用において、２種の特異的認識プローブは、標的核酸における隣接する
配列を標的とすることができる（図１７Ａ）。プローブは、相補的領域を有することがで
き、それによって、２個の分子がごく近接している場合、核酸ハイブリダイゼーションは
、２個の分子を一緒にまとめることができる（図１７Ａ）。本実施例では、２個の隣接す
る核酸プローブは、ステムヘアピン構造を生成し、その際、二次プローブがハイブリダイ
ズすることができる。さらに、図１７Ｂ～図１７Ｃは、２個のプローブが、二次一本鎖核
酸プローブによって認識され得る２個の特有の配列を有し得ることを示し、近接するプロ
ーブへのハイブリダイゼーションの際に、上述の分枝状オリゴマー化の開始ポイントとな
り得る３方向分枝状構造を生成することができる（図１６Ｃ～図１６Ｄ）。
【０２１４】
　（実施例１３　分枝状オリゴマー化は、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組
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　図１８Ａ～図１８Ｆは、ＤＮＡタグ付けされた抗アセチル化チューブリン一次抗体で標
識されたＦＦＰＥマウス脳皮質の５μｍ厚切片の例示的な画像を示す。ａｌｅｘａ－５９
４標識された二次抗体（図１８Ａ）または分枝状オリゴマー化（図１８Ｂ～図１８Ｆ）に
より一次抗体を検出した。タグに相補的な検出器プローブと共に、次いで２（図１８Ｂ）
、４（図１８Ｃ）、６（図１８Ｄ）、８（図１８Ｅ）または１０（図１８Ｆ）サイクルに
よる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状検出器のサイクルと共に、
組織をインキュベートし、サイクルは、１個の「Ｔ」および１個の直鎖状検出器ライゲー
ション反応を含む。主要な画像は、同一の露光およびコントラストで示す；挿入図は、最
適なコントラスト設定におけるそれぞれの部分領域を示す。
【０２１５】
　図１８Ｇは、細胞体マスクのオーバーレイによる６サイクル増幅の例を示す（図１８Ｈ
における白色領域）。図１８Ｉは、二次抗体（菱形）および２～１０サイクルの分枝状オ
リゴマー化（丸）の細胞体マスク内のピクセルの平均ピクセル強度を示す。異なるチャネ
ル（Ａｌｅｘａ　６４７）における蛍光二次抗体の染色パターンを使用して、マスクを作
り出した。全体的に見て、分枝状オリゴマー化例は、サイクルの数が増加するにつれてシ
グナル増幅を実証した。
【０２１６】
　（実施例１４　分枝状オリゴマー化は、樹脂包埋組織におけるシグナルを大幅に増幅す
る）
　図１９Ａ～図１９Ｆは、ＤＮＡタグ付けされた抗アセチル化チューブリン一次抗体で標
識され、６３×／１．４ＮＡにおいて油浸下で撮像されたマウス脳皮質の７０ｎｍ厚切片
の例示的な画像を示す。ａｌｅｘａ－５９４標識された二次抗体（図１９Ａ）または分枝
状オリゴマー化（図１９Ｂ～図１９Ｅ）により一次抗体を検出した。タグに相補的な検出
器プローブと共に、次いで２（図１９Ｂ）、４（図１９Ｃ）、６（図１９Ｄ）または８（
図１９Ｅ）サイクルによる分枝状「Ｔ」およびａｌｅｘａ－５９４標識された直鎖状検出
器のサイクルと共に組織をインキュベートし、サイクルは、１個の「Ｔ」および１個の直
鎖状検出器ライゲーション反応を含む。主要な画像は、同一の露光およびコントラストで
示す。挿入図は、同じ血管の中央に置かれた、最適なコントラスト設定におけるそれぞれ
の部分領域を示し、ＤＡＰＩ染色された核は青色で、チューブリン免疫蛍光は緑色で示す
。図１９Ｆは、二次抗体（菱形）および２～８サイクルの分枝状オリゴマー化（丸）の平
均画像強度（１６ビット画像からの灰色の値）を示す。
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