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(57)【要約】
本発明は、アレイトモグラフィー（ＡＴ）および免疫組
織化学的検査（ＩＨＣ）のための標識方法を提供し、こ
の方法により、何十～何百個のタンパク質の自動化され
た解析が、組織の劣化を最小限に留め、データの忠実度
を増加させ、処理量を実質的に増加させ、コストを低下
させる様式で可能になる。また、ＡＴおよびＩＨＣのデ
ータの獲得を自動化するための方法も含む。本明細書は
、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つの結合性リガンドと接触させるステッ
プであって、前記結合性リガンドが核酸標識に連結して
いる、ステップと、前記核酸標識を検出し、それにより
、組織試料中の前記タンパク質の存在を検出するステッ
プとを含む方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　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つの結合性リガン
ドと接触させるステップであって、前記少なくとも１つの結合性リガンドが核酸標識に連
結している、ステップと、
前記核酸標識を検出し、それにより、前記インタクトな組織試料中の前記特定のタンパク
質の存在を検出するステップと
を含む方法。
【請求項２】
　前記インタクトな組織試料を複数の結合性リガンドと接触させるステップであって、特
定のタンパク質に結合するそれぞれの結合性リガンドが固有の核酸標識に連結している、
ステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記複数の結合性リガンド中のそれぞれの結合性リガンドが、異なるタンパク質に結合
する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記リガンドが、共通のアイソタイプのリガンドである、請求項２から３のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項５】
　前記核酸標識が、ＤＮＡおよびＲＮＡのうちの少なくとも１つを含む、請求項１から４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記方法が、前記インタクトな組織試料を樹脂中に包埋するステップを含み、その結果
、前記インタクトな組織試料を、２０から１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスする
ことができる、請求項１から５に記載の方法。
【請求項７】
　前記インタクトな組織試料の脱水を含まない、請求項１から５のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項８】
　前記検出するステップが、前記インタクトな組織試料を、それぞれの前記核酸標識に固
有である、少なくとも１つの検出用標識に接触させることを含む、請求項１から７のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　それぞれの前記検出用標識が、少なくとも１つの前記核酸標識の配列に相補的である配
列を含む少なくとも１つの核酸オリゴマーを含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記検出用標識が、少なくとも１つの検出用タグを含む、請求項８から９のいずれかに
記載の方法。
【請求項１１】
　前記検出用標識が、複数の検出用タグを含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記少なくとも１つの検出用タグが、前記少なくとも１つの核酸オリゴマーにつながっ
ている、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記つながっていることが、切断性リンカーによる、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記複数の検出用タグが、前記少なくとも１つの核酸オリゴマーに、相互に７から３０
の核酸塩基の間だけ離してつながっている、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記複数の検出用タグが、２から１０個の間の検出用タグを含む、請求項１４に記載の
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方法。
【請求項１６】
　それぞれの前記検出用タグが、蛍光タグを含む、請求項１０から１５のいずれかに記載
の方法。
【請求項１７】
　前記蛍光タグが、量子ドットである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記蛍光タグが、少なくとも１つの蛍光色素である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記少なくとも１つの蛍光色素が、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセイ
ンおよびシアニンのうちの少なくとも１つを含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　二次の結合性リガンドの検出を含まない、請求項１から１９のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項２１】
　検出するステップが、各前記核酸標識の配列を決定することを含む、請求項１から７の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　各前記核酸標識の前記配列が、合成による配列決定により決定される、請求項２１に記
載の方法。
【請求項２３】
　各前記核酸標識の前記配列が、ハイブリダイゼーションによる配列決定によって決定さ
れる、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　マイクロ流体チャンバーの使用を含む、請求項１から２３のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項２５】
　前記少なくとも１つの結合性リガンドが、組織に架橋結合している、請求項１から２４
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　完全に自動化される、請求項１から２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記インタクトな組織試料のタンパク質組成を同定するのに有用である、請求項１から
２６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記インタクトな組織試料を前記リガンドと接触させるステップが、電場の適用を含む
、請求項１から２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記インタクトな組織試料を前記少なくとも１つの検出用標識と接触させるステップが
、電場の適用を含む、請求項８から１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　検出するステップが、空間分解的である、請求項１から２９のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項３１】
　前記少なくとも１つの結合性リガンドが抗体である、請求項１から３０のいずれかに記
載の方法。
【請求項３２】
　インタクトな組織のタンパク質組成を同定するためのシステムであって、
インタクトな組織試料；
前記インタクトな組織試料中の特定のタンパク質に結合する少なくとも１つの結合性リガ
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ンドであって、固有の核酸標識に連結している結合性リガンド；
前記核酸標識の検出のための検出器
を含む、システム。
【請求項３３】
　前記インタクトな組織試料が、樹脂中に包埋される、請求項３２に記載のシステム。
【請求項３４】
　前記インタクトな組織試料が、脱水されない、請求項３２に記載のシステム。
【請求項３５】
　複数の結合性リガンドを含み、特異的なタンパク質に結合するそれぞれのリガンドが、
固有の核酸標識に連結している、請求項３２から３４に記載のシステム。
【請求項３６】
　前記検出が、前記インタクトな組織試料を、それぞれの核酸標識に固有の検出用標識に
曝露させることを含む、請求項３２から３５のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項３７】
　それぞれの検出用標識が、少なくとも１つの核酸標識の配列に相補的な配列を含む少な
くとも１つの核酸オリゴマーを含む、請求項３６に記載のシステム。
【請求項３８】
　前記検出用標識が、少なくとも１つの検出用タグを含む、請求項３６から３７のいずれ
か一項に記載のシステム。
【請求項３９】
　各前記少なくとも１つの検出用タグが、蛍光タグを含む、請求項３８に記載のシステム
。
【請求項４０】
　前記検出が、各核酸標識の配列を決定することを含む、請求項３２に記載のシステム。
【請求項４１】
　各核酸標識の前記配列が、合成による配列決定、またはハイブリダイゼーションによる
配列決定により決定される、請求項４０に記載のシステム。
【請求項４２】
　前記検出が、空間分解的である、請求項３２から４１のいずれか一項に記載のシステム
。
【請求項４３】
　前記少なくとも１つの結合性リガンドと前記インタクトな組織との接触の間の電場の適
用のための電場発生器をさらに含む、請求項３２から４２のいずれかに記載のシステム。
【請求項４４】
　マイクロ流体チャンバーを含む、請求項３２から４３のいずれかに記載のシステム。
【請求項４５】
　前記少なくとも１つの結合性リガンドが、抗体である、請求項３２から４４のいずれか
に記載のシステム。
【請求項４６】
　前記少なくとも１つの結合性リガンドが、アンキリンリピートタンパク質、アンチカリ
ン、システインノッチン骨格、環状ペプチド、フィノマー、アフィチン、ｓｓｏ７ｄ、フ
ィブロネクチン、アフィボディ、およびＧｐ２タンパク質またはその断片から選択される
、請求項３２から４４のいずれかに記載のシステム。
【請求項４７】
　請求項３２から４６のいずれか一項に記載のシステムにおける使用のためのキットであ
って、
特定のタンパク質に結合する少なくとも１つの結合性リガンドであって、固有の核酸標識
に連結している結合性リガンド；
前記少なくとも１つの結合性リガンドを、前記組織試料と接触させる場合に使用するため
の第１のセットの試薬；および
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前記核酸標識の検出において使用するための第２のセットの試薬
を含むキット。
【請求項４８】
　結合性リガンドのライブラリーを含み、特異的なタンパク質に結合するそれぞれの結合
性リガンドが固有の核酸標識に連結している、請求項４７に記載のキット。
【請求項４９】
　前記検出が、空間分解的である、請求項４７に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、米国特許法１１９（ｅ）の下、２０１４年１０月８日に出願された米国仮特
許出願第６２／０６１，６２２号の利益を請求し、その全体が参照によって本明細書に組
み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　アレイトモグラフィー（ＡＴ）は、三次元組織構造の状況における、タンパク質発現の
定量的分子解析のための画像化法である。詳細な組織の構造（ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ
）の再構築が、（約２０～１０００ｎｍの）薄い組織スライスの切片を作製し、免疫蛍光
標識し、回折限界またはその付近で画像化し、インシリコで三次元データを集めることに
よって達成される。三次元のプロテオミクスのデータセットを蓄積するために、抗体が除
去され、染色および画像化のサイクルを多数回繰り返すことができる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　本発明の目的は、アレイトモグラフィーを、インタクトな組織試料に対して実施して、
組織中の複数のタンパク質の空間分解的な同定を促進する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本明細書は、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つの
結合性リガンドと接触させるステップであって、前記結合性リガンドが核酸標識に連結し
ている、ステップと、前記核酸標識を検出し、それにより、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を提供する。ある態様では、方法は、インタクト
な組織を複数の結合性リガンドと接触させるステップであって、特異的なタンパク質に結
合するそれぞれのリガンドが固有の核酸標識に連結しているステップを含むことができる
。場合によっては、複数の結合性リガンド中のそれぞれの結合性リガンドが、異なるタン
パク質に結合することができる。
【０００５】
　本明細書は、インタクトな組織試料を、特定のタンパク質に結合する抗体である少なく
とも１つの結合性リガンドと接触させるステップであって、前記抗体が核酸標識に連結し
ている、ステップと、前記核酸標識を検出し、それにより、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を提供する。ある態様では、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であって、特異的なタンパク質に結合するそ
れぞれの抗体が固有の核酸標識に連結している、ステップを含むことができる。場合によ
っては、複数の抗体中のそれぞれの抗体が、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抗体であり得、核酸標識は、ＤＮＡおよび／ま
たはＲＮＡを含むことができる。
【０００６】
　本明細書に記載する一部の方法では、少なくとも１つの結合性リガンドが、ペプチドま
たは核酸の親和性試薬である。本明細書に記載する方法において使用する親和性試薬とし
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て、例えば、設計されたアンキリンリピートタンパク質（２０ｋＤ）およびアンチカリン
（２０ｋＤ）が挙げられ、これらは、特定のタンパク質に結合し、かつ安定性を維持する
ように進化させてある。本明細書に記載する方法において使用する追加の親和性試薬とし
て、例えば、システインノッチン骨格（２０～５０個のアミノ酸）、環状ペプチド（１７
個のアミノ酸）、フィノマー（ｆｙｎｏｍｅｒ）（６３個のアミノ酸）、アフィチン（ａ
ｆｆｉｔｉｎ）（６５個のアミノ酸）、ｓｓｏ７ｄ（６３個のアミノ酸）、およびフィブ
ロネクチン（９４個のアミノ酸）が挙げられ、これらは、特定のタンパク質に結合するよ
うに設計される。場合によっては、少なくとも１つの結合性リガンドが、アフィボディで
あり、これは、特定のタンパク質に結合するように設計されている。また、Ｔ７ファージ
遺伝子２タンパク質（Ｇｐ２）の４５個のアミノ酸のストレッチまたはその断片も、本明
細書に記載する一部の方法において、結合性リガンドとして使用することができる。
【０００７】
　本明細書に記載する方法の一部では、インタクトな組織を樹脂中に包埋することができ
、したがって、組織を、２０から１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスすることがで
きる。場合によっては、方法は、インタクトな組織の脱水および樹脂中への包埋を含まな
い場合がある。
【０００８】
　本明細書に記載する方法の一部では、検出が、組織を、それぞれの核酸標識に固有の検
出用標識に曝露させることを含む。それぞれの検出用標識が、少なくとも１つの核酸標識
の配列に相補的な配列を含む少なくとも１つの核酸オリゴマーを含むことができる。場合
によっては、検出用標識が、少なくとも１つの検出用タグを含む。また、検出用標識が、
複数の検出用タグを含むこともできる。場合によっては、検出用タグの１つまたは複数は
、オリゴマーにつながっていてもよい。検出用タグは、切断性または非切断性のリンカー
により、オリゴマーにつながっていてもよい。場合によっては、複数の検出用タグは、相
互に７から３０塩基の間だけ離してオリゴマーにつながっている。場合によっては、複数
の検出用タグが、２から１０個の間の検出用タグを含むことができる。
【０００９】
　本明細書に記載する方法の一部では、それぞれの検出用タグが、蛍光タグを含むことが
できる。場合によっては、蛍光タグは、量子ドット（ＱＤ）であり得る。場合によっては
、蛍光タグは、少なくとも１つの蛍光染料であり得る。一部の例示的な事例では、蛍光染
料は、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセインおよびシアニンのうちの少な
くとも１つを含むことができる。
【００１０】
　本明細書に記載する方法の一部は、二次抗体の検出を含まない場合がある。
【００１１】
　場合によっては、本明細書に記載する方法は、各核酸標識の配列を決定することを含む
検出ステップを含むことができる。場合によっては、各核酸標識の配列を、合成による配
列決定（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）により決定することができ
る。場合によっては、各核酸標識の配列を、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には、本明細書に記
載する、タグハイブリダイゼーションの方法を使用する場合がある。
【００１２】
　本明細書に記載する一部の方法は、マイクロ流体チャンバーの使用を含む。一部の方法
は、完全に自動化することができる。
【００１３】
　一部の方法では、少なくとも１つの結合性リガンドを組織に架橋結合させることができ
る。
【００１４】
　本明細書に記載す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こと
ができる。
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【００１５】
　本明細書に記載する方法は、インタクトな組織試料を複数の結合性リガンドと接触させ
るステップであって、特異的なタンパク質に結合する結合性リガンドのそれぞれのタイプ
が固有の核酸標識に連結している、ステップを含むことができる。場合によっては、結合
性リガンドは、上記で記載したように、抗体、または特異的なタンパク質に結合するよう
に設計されたペプチドもしくは核酸の親和性試薬である。
【００１６】
　本明細書に記載する方法では、核酸標識の検出は、空間分解的であり得る。
【００１７】
　本明細書に記載する方法の一部では、組織を、結合性リガンドと接触させるステップが
、電場の適用を含むことができる。また、オリゴマーのハイブリダイゼーションを含む方
法においては、電場を、そのようなハイブリダイゼーションの間に適用することもできる
。
【００１８】
　本明細書は、インタクトな組織のタンパク質組成を同定するためのシステムであって、
インタクトな組織試料；特定のタンパク質に結合する少なくとも１つの結合性リガンドで
あって、固有の核酸標識に連結している結合性リガンド；および前記核酸標識の検出のた
めの検出器を含む、システムを提供する。一部のシステムでは、インタクトな組織を樹脂
中に包埋する。一部のシステムでは、インタクトな組織を脱水しない場合がある。本明細
書に記載するシステムは、複数の結合性リガンドを含むことができ、特異的なタンパク質
に結合するそれぞれの結合性リガンドが固有の核酸標識に連結している。一部のシステム
では、検出は、組織を、それぞれの核酸標識に固有の検出用標識に曝露させることを含む
ことができる。ある特定のシステムでは、それぞれの検出用標識が、少なくとも１つの核
酸標識の配列に相補的な配列を含む少なくとも１つの核酸オリゴマーを含むことができる
。場合によっては、結合性リガンドは、上記で記載したように、抗体、または特異的なタ
ンパク質に結合するように設計されたペプチドもしくは核酸の親和性試薬である。
【００１９】
　本明細書に記載する一部のシステムでは、検出用標識は、少なくとも１つの検出用タグ
を含むことができる。一部の検出用タグは、蛍光タグを含むことができる。一部のシステ
ムでは、検出は、各核酸標識の配列を決定することを含むことができる。核酸標識の配列
を、当業者に公知の方法のうちのいずれかにより決定することができる。一部のシステム
では、各核酸標識の配列を、合成による配列決定、またはハイブリダイゼーションによる
配列決定により決定する。
【００２０】
　本明細書に記載するシステムの一部では、核酸標識の検出が、空間分解的である。一部
のシステムは、電場の適用を行って、少なくとも１つの結合性リガンドを、インタクトな
組織と接触させるための電場発生器を含むことができる。一部のシステムは、マイクロ流
体チャンバーを含むことができる。
【００２１】
　本明細書に記載するシステムは、本明細書に記載する方法において使用することができ
る。
【００２２】
　本明細書は、本明細書に記載するシステムおよび／または方法において使用することが
できるキットであって、特定のタンパク質に結合する少なくとも１つの結合性リガンドで
あって、固有の核酸標識に連結している結合性リガンド；少なくとも１つの結合性リガン
ドを、組織試料と接触させる場合に使用するための第１のセットの試薬；および核酸標識
の検出において使用するための第２のセットの試薬を含むキットを提供する。場合によっ
ては、結合性リガンドは、上記で記載したように、抗体、または特異的なタンパク質に結
合するように設計されたペプチドもしくは核酸の親和性試薬である。
【００２３】
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　一部のキットは、結合性リガンドのライブラリーを含むことができ、特異的なタンパク
質に結合するそれぞれの結合性リガンドが固有の核酸標識に連結している。一部のキット
は、検出が空間分解的である場合に使用するための構成成分を含むことができる。
【００２４】
　以下の詳細な説明から、本開示のさらなる態様および利点が、当業者に容易に明らかに
なるであろう；詳細な説明は、本開示の例示的な実施形態を示し、記載するに過ぎない。
本開示から、その他のおよび異なる実施形態が可能になり、本開示のいくつかの詳細な箇
所は、多様な明らかな点における改変が可能であり、それらは全て、本開示から逸脱しな
いことが理解されるであろう。したがって、図面および説明は本来、例証とみなすべきで
あり、本発明を制限するものではない。
参照による組込み
【００２５】
　本明細書で言及する刊行物、特許および特許出願は全て、あたかも個々の刊行物、特許
または特許出願がそれぞれ参照により組み込まれていることを具体的かつ個々に示されて
いるのと同程度に、参照により本明細書に組み込まれている。
【００２６】
　添付の特許請求の範囲において、本発明の新規の特徴が具体的に記載されている。本発
明の原理を利用する例示的な実施形態を記載する以下の詳細な説明、および付随する図面
または図（ｆｉｇｕｒｅｓ）（本明細書では、「図（ＦＩＧ．）」および「図（ＦＩＧＳ
．）」ともいう）を参照することにより、本発明の特徴および利点がより良好に理解され
るであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図１Ａ～１Ｈは、ＤＮＡコンジュゲート抗体および検出用標識と接触させて、マ
ウスの一次体性感覚皮質および線条体領域から得られた皮質白質の追跡結果を含む組織試
料中のタンパク質を可視化した図である。図１Ａ～１Ｄは、白質の軸索追跡結果が、チュ
ーブリンについて濃密に染色されているが、シナプスはほとんどないことを示す。図１Ｅ
～１Ｆは、線条体領域は、シナプシンの密度が増加しており、シナプスが極めて濃密であ
ることを示す。図１Ａは、ウサギ抗アルファチューブリン一次抗体に、ストレプトアビジ
ンの架橋を介してつながっているセンスオリゴマーに対して、蛍光標識アンチセンスオリ
ゴマーを使用した、単一切片中のアルファチューブリンの染色を示す。図１Ｂは、ＤＮＡ
二本鎖を、オリゴマー内に設計した制限部位によって切断した結果を示す。図１Ｃは、図
１Ｂに示した、制限消化による蛍光ＤＮＡの除去の後に、一次ウサギ抗体の場所を明らか
にする、蛍光抗ウサギ二次抗体を示す。図１Ｄは、アルファ－チューブリンに対する、直
接コンジュゲートさせたフルオロフォアのバージョンのウサギ一次抗体を使用した、同じ
組織切片の再染色を示す。図１Ｅは、ウサギ抗シナプシンに直接コンジュゲートしている
オリゴマーに相補的な蛍光標識ＤＮＡオリゴマーが明らかにする、同じ切片上でのシナプ
シンの染色を示す。図１Ｆは、図１Ｅで認めた蛍光が、制限エンドヌクレアーゼを用いる
消化の後では除去されていることを示す。図１Ｇは、一次抗体が、ＤＮＡが除去された後
に留まることを明らかにする、蛍光標識二次抗体を示す。図１Ｈは、量子ドットにコンジ
ュゲートしている二次抗ウサギにより可視化される抗シナプシンを使用した、同じ切片の
再染色を示す。
【００２８】
【図２】図２は、組織を、アルファ－チューブリンおよびシナプシンに結合する抗体それ
ぞれと接触させ、続いて、それらをそれぞれ画像化することによって形成した画像化され
た組織領域中のアルファ－チューブリンとシナプシンとを複合投影し、それにより、白質
中の軸索の管およびシナプスが濃密な線条体組織を明らかにした図である。
【００２９】
【図３】図３は、ＤＮＡの配列決定において使用されるリンカーを示す図であり、これら
のリンカーは、化学的に切断されて、フルオロフォアを遊離させることができる。
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【００３０】
【図４】図４Ａ～４Ｃは、マウス皮質の試料の３つの異なる場から得られた画像を示す図
である。上部の画像、図４Ａは、試料を抗ＳＶ２と共に一晩インキュベートした後に、１
．９秒かけて獲得し、中央の画像、図４Ｂは、試料を抗ＳＶ２と共に電場の存在下で１０
分間インキュベートした後に、２．２秒かけて獲得し、下部の画像、図４Ｃは、試料を抗
ＳＶ２と共に電場なしで１０分間インキュベートした後に、４．４秒かけて獲得した。
【００３１】
【図５】図５は、プロセスを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　本発明の多様な実施形態を、本明細書で示し、記載してきたが、そのような実施形態は
、例としてのみ提供されていることが当業者に明らかであろう。当業者であれば、本発明
から逸脱することなく、多数の変更形態、変化形態および置換形態を思いつくことができ
る。本明細書に記載する本発明の実施形態の多様な代替形態を用いることができることを
理解すべきである。本発明の異なる態様を、個々に、まとめて、または相互に組み合わせ
て認識することができることを理解されたい。
【００３３】
　本開示の目的は、アレイトモグラフィーを、インタクトな組織に対して実施して、組織
中の複数のタンパク質の空間分解的な同定を促進するための方法、システムおよびキット
を提供することである。
【００３４】
　本明細書は、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つの
結合性リガンドと接触させるステップであって、前記結合性リガンドが核酸標識に連結し
ている、ステップと、前記核酸標識を検出し、それにより、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を提供する。場合によっては、結合性リガンドは
、上記で記載したように、抗体、または特異的なタンパク質に結合するように設計された
ペプチドもしくは核酸の親和性試薬である。
【００３５】
　本明細書は、インタクトな組織のタンパク質組成を同定するためのシステムであって、
インタクトな組織試料；特定のタンパク質に結合する少なくとも１つの結合性リガンドで
あって、固有の核酸標識に連結している結合性リガンド；および前記核酸標識の検出のた
めの検出器を含む、システムを提供する。
【００３６】
　本明細書は、本明細書に記載するシステムおよび／または方法において使用することが
できるキットであって、特定のタンパク質に結合する少なくとも１つの結合性リガンドで
あって、固有の核酸標識に連結している結合性リガンド；少なくとも１つの結合性リガン
ドを、組織試料と接触させる場合に使用するための第１のセットの試薬；および核酸標識
の検出において使用するための第２のセットの試薬を含む、キットを提供する。場合によ
っては、結合性リガンドは、上記で記載したように、抗体、または特異的なタンパク質に
結合するように設計されたペプチドもしくは核酸の親和性試薬である。
【００３７】
　現時点で実行されているものに従う、ＡＴプロセスの１つのバージョンは、電子顕微鏡
法のために使用される組織処理に類似する組織処理を含むことに注目することができ、こ
の処理は、化学的固定、脱水および樹脂中への包埋を含む。組織ブロックを、ウルトラミ
クロトーム上で、ダイヤモンドナイフを使用して切断する。ブロックの側面に適用したコ
ンタクトセメントにより、連続切片がくっついて、長いリボンを形成するのを確実にする
。これらを、コートしたカバーガラス上に収集し、コーティングは、包埋組織切片にしっ
かり付着して、確実なオートフォーカスのために、それらを平らに保持し、複数回の染色
サイクルの間ずっと、それらを留保するように操作されている。アレイを、結合性リガン
ド、レクチンまたはその他の試薬を使用して染色し、自動化された蛍光顕微鏡法により、
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しばしば回折限界で検出する。所与の組織体積から高次元のデータセットを蓄積するため
に、結合性リガンド、例えば、抗体を除去し、染色および画像化を複数回繰り返すことが
できる。また、アレイを、重金属を用いて染色し、電界放出型走査型電子顕微鏡法（ＳＥ
Ｍ）により画像化することもできる。画像を、つなぎ合わせ（ｓｔｉｔｃｈ）、整列させ
、各光（およびＳＥＭ）のサイクルを、全てのチャネルを含む３Ｄ体積に統合させる。体
積を解析して、例えば、多様なマーカー間の空間関係を評価し、目的のシナプス、細胞型
およびその他の特徴の同定および特徴付けを提供することができる。
【００３８】
　現在のプロセスの２つの態様には、制約があり、すなわち、１）単回の運転で４つの抗
原を画像化するためには、一次抗体が４つの明確に異なるアイソタイプにより生成される
ことが必要であり、このことは一般に、明確に異なる種、例えば、ウサギ、マウス、モル
モットおよびニワトリを意味し、２）組織切片に対して、除去および再染色を行うのに必
要な処理は、労働集約的であり、時間がかかり、極めて失敗になりやすい。
【００３９】
　第１の問題は、一次抗体を、フルオロフォアを用いて直接標識することによって克服し
得る。このアプローチは一般的でなく、わずか数個の直接標識された抗体しか市販されて
いない。閉鎖チャンバーマイクロ流体システムは、第２の問題に解決策を提供し得、実際
に、このシステムは、本明細書に記載する方法およびシステムにおいて説明されている。
しかし、現在のプロトコールは複雑であり、染色プロトコールは、一晩のインキュベーシ
ョンを含めて、およそ１０個のステップで構成され、溶出プロトコールは、カバーガラス
を焼くことを含み、このことにより、自動化染色チャンバーの価値が限定的なものになる
。
【００４０】
　さらに、試料の手作業による操作の間に生じる可能性がある物理的な損傷とは別に、除
去用溶液が、組織に化学的な損傷も引き起こす。このことは、ＳＥＭの超微細構造におい
て明らかになる。本明細書に記載する方法およびシステムは、一次抗体を除去する必要性
を排除する。さらに、本発明は、妥当性が確認された試薬も提供し、これらの試薬は、完
全に自動化することができるプロセスにおいて、数十から数百を組み合わせて使用するこ
とができる。
【００４１】
　別段の定義がない限り、本明細書で使用する全ての科学技術用語は、請求する主題が属
する技術分野の当業者が通常理解する意味と同じ意味を有する。本明細書の用語に対して
、複数の定義がある場合には、本セクションの定義が優先する。ＵＲＬまたはその他のそ
のような識別子もしくはアドレスを参照する場合、そのような識別子は変更される場合が
あり、インターネット上の特定の情報は、出現したり、抹消されたりし得るが、インター
ネットを検索することによって、同等の情報を見出す場合があることが理解される。それ
らを参照することによって、そうした情報が利用可能であり、公衆に向けて伝達されてい
ることが証明される。
【００４２】
　上記の一般的な説明および以下の詳細な説明は、例示および説明のためのものに過ぎず
、それらにより、請求するいずれの主題も制限されないことを理解されたい。本出願にお
いては、そうでないことが具体的に言及されない限り、単数形の使用は、複数形を含む。
【００４３】
　本明細書では、別段の記載がない限り、任意の濃度範囲、パーセント範囲、割合範囲ま
たは整数範囲が、記載される範囲内の任意の整数の値、ならびに適切であれば、それらの
分数（例として、ある整数の１／１０および１／１００）を含むことを理解されたい。本
明細書で使用する場合、別段の記載がない限り、「約」は、表示する範囲、値、配列また
は構造の±１０％を意味する。用語「ある（ａ）」および「ある（ａｎ）」は、本明細書
で使用する場合、別段の記載がない限りまたは文脈から明らかでない限り、挙げられてい
る構成成分の「１つまたは複数」を指すことを理解すべきである。選択肢（例えば、「ま
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たは（ｏｒ）」）の使用により、選択肢のうちの、１つ、両方またはそれらの任意の組合
せのいずれかを意味することを理解すべきである。本明細書で使用する場合、用語「含む
（ｉｎｃｌｕｄｅ）」および「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」は、同義的に使用する。
【００４４】
　本明細書で使用するセクションの見出しは、構成のためのものに過ぎず、記載する主題
を制限するものであると解釈してはならない。これらに限定されないが、特許、特許出願
、記事、書籍、マニュアルおよび論文を含めた、本出願に引用する全ての文献または文献
の一部は、それらの全体が、あらゆる目的で、本明細書に参照により明示的に組み込まれ
ている。
【００４５】
　本明細書に記載する方法および組成物は、本明細書に記載する特定の方法論、プロトコ
ール、方法および試薬に限定されず、そのようなものが変化し得ることを理解されたい。
また、本明細書で使用する専門用語は、特定の実施形態を記載するためのものに過ぎず、
本明細書に記載する方法および組成物の範囲を制限することを意図するものではないこと
も理解されたい、そうした範囲は、添付の特許請求の範囲によってのみ制限される。
【００４６】
　本明細書で言及する刊行物および特許は全て、それらの全体が本明細書に参照により組
み込まれており、これは、本明細書に記載する方法、組成物および化合物に関連して使用
することができるであろう、例えば、刊行物に記載されている構築物および方法論を記載
し、開示するためである。本明細書で論じる刊行物を提供するのは単に、それらが本出願
の出願日の前に開示されているからである。本明細書のいかなる箇所も、先行発明である
というまたは任意のその他の理由で、本明細書に記載する発明者らにはそのような開示に
先行する権利が与えられていないことを認めていると解釈してはならない。
【００４７】
　インタクトな組織：
【００４８】
　本明細書に記載する方法およびシステムを使用して、アレイトモグラフィーを、インタ
クトな組織試料に対して実施することができる。インタクトな組織は、本明細書に記載す
る場合、一次元で切片化され、その他の２つの次元に隣接する組織を含む。これらの組織
は、最低限の解離により特徴付けられる。インタクトな組織試料は、切片作製の後に、試
料が、組織全体に通常見出される組織の構造およびその他の細胞を留保する組織試料であ
る。本明細書に記載す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
的な方法を、下記の実施例１に提供する。当業者に公知の、インタクトな組織試料を単離
し、固定するさらなる方法も、本明細書に記載する方法およびシステムのために用いるこ
とができる。一部の本明細書に記載する方法では、インタクトな組織を樹脂中に包埋する
ことができ、その結果、組織を、２０から１０００ｎｍの間の厚さの切片にスライスする
ことができる。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
、約１５０、約２００、約２５０、約３００、約３５０、約４００、約４５０、約５００
、約６００、約７００、約８００、約９００または約１０００ｎｍであり得る。場合によ
っては、方法は、インタクトな組織の脱水を含まない場合がある。場合によっては、組織
を脱水せず、樹脂中に包埋する。場合によっては、切片収集器を利用して、自動的に、ウ
ルトラミクロトーム上で生成したリボンを収集し、それらを、顕微鏡スライドからマイク
ロタイタープレートまでの範囲に及ぶサイズの、コートした精密カバーガラスの所定の領
域上に配置する。この方法により試験することができるインタクトな組織試料は、例えば
、１つまたは複数の状態を検出するための生検組織を含むことができる。生理学的状態ま
たは疾患を、本明細書が提供する方法により、インタクトな組織試料中のそのような状態
または疾患と関連があるタンパク質を同定することによって診断することができる。これ
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らとして、例えば、腎臓疾患、例として、半月体形成性糸球体腎炎、生検リンパ節組織を
試験することによって診断することができる感染性疾患、アミロイドーシスを含めた、代
謝疾患、および精巣の生検から検出することができる場合の受精能のレベルの検出が挙げ
られる。本明細書に記載する方法を、生検したインタクトな腫瘍組織に適用することによ
って、前癌性および癌性の状態を同定することができる。本明細書に記載する方法および
システムにより、一般に生検により試験されるその他の組織、例えば、骨髄、胃腸管、肺
、肝臓、前立腺、神経系、泌尿生殖器系、乳房、筋肉および皮膚を解析することができる
。
【００４９】
　インタクトな組織のアレイトモグラフィー：
【００５０】
　本明細書は、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つの
結合性リガンドと接触させるステップであって、前記リガンドが核酸標識に連結している
、ステップと、前記核酸標識を検出し、それにより、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を提供する。ある態様では、方法は、インタクトな組織
を複数の結合性リガンドと接触させるステップであって、特異的なタンパク質に結合する
それぞれのリガンドが固有の核酸標識に連結している、ステップを含むことができる。場
合によっては、複数の結合性リガンド中のそれぞれのリガンドが、異なるタンパク質に結
合することができる。場合によっては、それぞれの結合性リガンドは、上記で記載したよ
うに、抗体、または特異的なタンパク質に結合するように設計されたペプチドもしくは核
酸の親和性試薬である。リガンドは、同じまたは異なるアイソタイプのリガンドであり得
、核酸標識は、ＤＮＡおよび／またはＲＮＡを含むことができる。場合によっては、異な
るタンパク質に結合するリガンドは、同じまたは異なるアイソタイプのリガンドであり得
る。一部の方法では、少なくとも１つの結合性リガンドを、組織に架橋結合させることが
できる。場合によっては、本明細書に記載する方法は、インタクトな組織を複数の結合性
リガンドと接触させるステップであって、特異的なタンパク質に結合するそれぞれの結合
性リガンドが固有の酸標識に連結している、ステップを含むことができる。場合によって
は、結合性リガンドは、上記で記載したように、抗体、または特異的なタンパク質に結合
するように設計されたペプチドもしくは核酸の親和性試薬である。
【００５１】
　本明細書に記載する方法では、複数の結合性リガンドの検出が、空間分解的であり得る
。一部の本明細書に記載する方法およびシステムは、マイクロ流体チャンバーの使用を含
む。一部の方法は、完全に自動化することができる。
【００５２】
　上記で記載したように、本明細書に記載する一部の方法を使用して、組織試料のタンパ
ク質組成を同定し、および／または生理学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。
【００５３】
　一部の本明細書に記載する方法では、組織を、結合性リガンドと接触させるステップが
、電場の適用を含むことができる。場合によっては、電場を、約１、約２、約３、約４、
約５、約６、約７、約８、約９、約１０、約１２、約１５、約２０、約２５、約３０、約
３５、約４０、約４５、約５０、約５５または約６０秒間適用することができる。場合に
よっては、電場を、０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５または５
分の間適用することができる。場合によっては、電場を、最高５、最高１０、最高１５、
最高２０、最高２５、最高３０、最高３５、最高４０、最高４５、最高５０、最高５５、
最高６０、最高６５、最高７０、最高７５、最高８０、最高８５または最高９０分間適用
することができる。場合によっては、電場を、１から６０分間適用することができる。
【００５４】
　また、本明細書に記載する方法を実施するのに適切なシステム、およびそのようなシス
テムと共に使用するためのキットも提供する。
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【００５５】
　検出用標識および検出用タグ：
【００５６】
　一部の本明細書に記載する方法では、検出が、組織を、それぞれの核酸標識に固有の検
出用標識に曝露させることを含む。それぞれの検出用標識が、少なくとも１つの核酸標識
の配列に相補的な配列を含む少なくとも１つの核酸オリゴマーを含むことができる。場合
によっては、検出用標識が、少なくとも１つの検出用タグを含む。場合によってはまた、
検出用標識が、複数の検出用タグを含むこともできる。場合によっては、検出用標識が、
１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１
７、１８、１９から２０個の間の検出用タグを含むことができる。
【００５７】
　場合によっては、検出用タグの１つまたは複数は、オリゴマーにつながっていてもよい
。検出用タグは、切断性または非切断性のリンカーにより、オリゴマーにつながっていて
もよい。場合によっては、複数の検出用タグがそれぞれ、相互に７から３０塩基の間だけ
離して間隔を開けてオリゴマーにつながっている。場合によっては、それぞれのタグの間
隔が、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９から
３０塩基の間だけ開くように、複数の検出用タグがつながっている。場合によっては、複
数の検出用タグが、２から１０個の間の検出用タグを含むことができる。場合によっては
、複数の検出用タグが、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９から２０個の間の検出用タグを含むことができる
。
【００５８】
　一部の本明細書に記載する方法では、それぞれの検出用タグが、蛍光タグを含むことが
できる。場合によっては、蛍光タグは、下記の実施例に記載するように、量子ドット（Ｑ
Ｄ）であり得る。場合によっては、蛍光タグは、少なくとも１つの蛍光染料であり得る。
一部の例示的な事例では、蛍光染料は、クマリン、ローダミン、キサンテン、フルオレセ
インおよびシアニンのうちの少なくとも１つを含むことができる。一般に、当業者に公知
の任意の蛍光染料および／またはＱＤを、本明細書に記載する方法およびシステムにおい
て用いることができる。本明細書に記載する一部の方法およびシステムでは、検出用タグ
の配置および数を最適化して、検出の空間分解能を増強することができる。
【００５９】
　一部の本明細書に記載する方法では、検出用タグの核酸標識とのハイブリダイゼーショ
ンは、電場の適用を含むことができる。場合によっては、電場を、約１、約２、約３、約
４、約５、約６、約７、約８、約９、約１０、約１２、約１５、約２０、約２５、約３０
、約３５、約４０、約４５、約５０、約５５または約６０秒間適用することができる。場
合によっては、電場を、０．５、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５また
は５分の間適用することができる。場合によっては、電場を、最高５、１０、１５、２０
、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５ま
たは９０分間適用することができる。場合によっては、電場を、１から６０分間適用する
ことができる。
【００６０】
　一部の本明細書に記載する方法は、二次抗体の検出を含まない場合がある。
【００６１】
　また、本明細書に記載する方法を実施するのに適切なシステム、およびそのようなシス
テムと共に使用するためのキットも提供する。
【００６２】
　配列決定による検出：
【００６３】
　場合によっては、本明細書に記載する方法は、各核酸標識の配列を決定することを含む
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検出ステップを含むことができる。一般に、インサイツで実施することができる任意の配
列決定法を利用して、本明細書の核酸標識の配列決定を行うことができる。これらとして
、例えば、当業者に公知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が挙げられる。市販されている
核酸の配列決定のキットを、本明細書に記載する方法およびシステムと共に使用するため
に最適化することができる。
【００６４】
　場合によっては、各核酸標識の配列を、合成による配列決定により決定することができ
る。場合によっては、各核酸標識の配列を、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には、下記の実施例
に記載する、タグハイブリダイゼーションの方法を使用する場合がある。
【００６５】
　タグ配列決定は、直接配列決定の変形形態であり、下記の実施例に記載するように、４
つの約１５マー単位からなる約６０塩基対（ｂｐ）であるタグを使用する。場合によって
は、それぞれのオリゴマーの長さは、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９または２０個の核酸である。場合によっては、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する。ＱＤを使用すると、適
度に高速のＳＴＯＲＭ様画像化が可能になる。さらに、量子ドットは、光活性化される必
要もなく、光退色に対して抵抗性であり、励起に単色を必要とする。場合によっては、タ
グ配列決定は、切断性蛍光標識と共に使用する。
【００６６】
　また、本明細書に記載する方法を実施するのに適切なシステム、およびそのようなシス
テムと共に使用するためのキットも提供する。
【００６７】
　本明細書に記載する実施例および実施形態は、例示のためのものに過ぎず、それらに照
らした多様な改変形態または変化形態が当業者に示唆され、それらは本出願および添付の
特許請求の範囲の精神および範囲の内に含まれるものとすることが理解される。
【実施例】
【００６８】
　本明細書に記載する実施例および実施形態は、例示のためのものに過ぎず、それらに照
らした多様な改変形態または変化形態が当業者に示唆され、それらは本出願および添付の
特許請求の範囲の精神および範囲の内に含まれるものとすることが理解される。
【００６９】
　実施例で用いる試薬は、市販されているか、または当技術分野で公知の市販されている
機器装備、方法もしくは試薬を使用して調製することができる。上記の実施例は、本発明
の多様な態様、および本発明の方法の実施を例示する。実施例は、本発明の多くの異なる
実施形態を網羅的に記載することを意図するものではない。したがって、上記の発明を、
明確に理解する目的で、例証および例により、ある程度詳細に記載してきたが、当業者で
あれば、添付する特許請求の範囲の精神またはその範囲から逸脱することなく、それらに
、多くの変化形態および改変形態をもたらすことができることに容易に気づくであろう。
　（実施例１）
組織の調製：
【００７０】
　一般に、Micheva,　K.　D.、O'Rourke,　N.、Busse,　B.、およびSmith,　S.　J.（２
０１０年）、「Array　Tomography:　Rodent　Brain　Fixation　and　Embedding」、Col
d　Spring　Harbor　Protocols、２０１０年（１１巻）に概要が述べられている組織の調
製方法を、（組織型、および組織を得る生物の差について適応させ、最適化することによ
って）使用する。
【００７１】
　マウス脳を、以下に従って解剖し、固定する。
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【００７２】
　解剖ツールをセットし、ＰＢＳおよび濾過した固定液を調製し、気泡がない状態にして
、流す準備を整えた。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
、０．１Ｍリン酸緩衝液中に６．８から７．２の間のｐＨで溶解させた。
【００７３】
　げっ歯類を屠殺せずに、麻酔を施し、心臓を曝露させ、右心房を切断し、カニューレを
左心室内に挿入した。約１ｃｍに短縮させた、平滑な、約２０Ｇの針を使用した。場合に
よっては、大動脈が脆弱でなく、容易に破壊されない生物の場合、大動脈をカニューレ処
置するのが最適である。次いで、固定液を、約１０分間自然落下により流した；または場
合によっては、灌流ポンプを使用する。次いで、これを、最大５ｍｌのＰＢＳを用いて灌
流した。
【００７４】
　次いで、血液をフラッシュするのを支援するために、約５ｃｃのヘパリン処置生理食塩
水をチューブ中に加えた。固定液を用いる灌流を、１０分間実施した。固定から２０分以
内に脳を取り出した。冷蔵庫内で、全脳を同じ固定液中で一晩灌流後固定（ｐｏｓｔｆｉ
ｘ）した。組織を、０．１Ｍリン酸緩衝液中で２回濯いだ後、４℃で最長１週間保存した
。
【００７５】
　ある特定の事例では、樹脂中に包埋した組織の場合、厚い組織切片は、およそ２００ｎ
ｍ－１□ｍで解析する。厚い切片は、単位時間当たり、より大きな体積を画像化するのが
可能にすることが注目される。画像化を、高い倍率で実施しても、または比較的低い倍率
、１０～２０×の対物を用いて実施してもよい。例えば、生検組織、例として、腫瘍の解
析においては、厚い切片をより低い倍率で解析するのが好ましい場合がある。より低い倍
率により、組織の大きな視野を、細胞以下の分解能で解析することが可能になる。
【００７６】
　場合によっては、組織を脱水せず、樹脂中に包埋するが、むしろ、下記に記載する標識
方法を、固定した水和組織の染色について妥当性を確認してある結合性リガンドに適用す
る。
【００７７】
　場合によっては、切片収集器を利用して、自動的に、ウルトラミクロトーム上で生成し
たリボンを収集し、それらを、顕微鏡スライドからマイクロタイタープレートまでの範囲
に及ぶサイズの、コートした精密カバーガラスの所定の領域上に配置する。
　（実施例２）
インタクトな組織試料を、核酸オリゴマーを含む検出用標識に結合する核酸標識に連結し
ている抗体と接触させることによるタンパク質検出：
【００７８】
　下記に、マウスから得られたアレイトモグラフィー（ＡＴ）のインタクトな組織試料中
のタンパク質であるチューブリンおよびシナプシンの検出のための本明細書に記載する方
法の使用を記載し、これは、核酸標識に相補的な核酸オリゴマーを含む検出用標識に結合
する核酸標識に連結している抗体と接触させることによって行う。オリゴマーを、１つま
たは複数のフルオロフォアまたは量子ドット（ＱＤ）につないで、検出を促進する。
【００７９】
　組織試料を、実施例１に記載した方法により調製した。
【００８０】
　ストレプトアビジン架橋によりつながった核酸標識を用いる、抗体の標識化：
【００８１】
　ウサギ抗アルファチューブリン抗体（一次抗体）を、組織試料に導入し、次いで、これ
を、ストレプトアビジンと、続いて、ビオチン化核酸標識と、次いで、蛍光標識アンチセ
ンスオリゴマーと接触させた；アンチセンスオリゴマーは、一次抗体につながっているセ
ンスオリゴマーに相補的である。図１Ａに見られるように、こうして、組織試料中のチュ
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ーブリンの良好な染色が得られた。
【００８２】
　１つの例では、制限酵素（ＳｍａＩ）についての認識部位を用いて、一次抗体上の核酸
標識を設計した。この場合、相補的な核酸オリゴマーを含む検出用標識を核酸標識とハイ
ブリダイズさせ、画像化した後で、相補的なオリゴマーのハイブリダイゼーションにより
形成されたｄｓＤＮＡを、制限酵素により切断して、蛍光標識を、ｄｓＤＮＡの短い小片
と併せて放出させた。図１Ｂに見られるように、このことから、ＡＴ組織はＤＮＡハイブ
リダイゼーション反応を許容し、反応は特異的であることが実証された。
【００８３】
　次いで、組織を、一次抗チューブリン抗体に結合する、蛍光標識された二次抗体に曝露
させた。図１Ｃは、一次ウサギチューブリン抗体の位置を明らかにする、蛍光抗ウサギ二
次抗体を示す。
【００８４】
　ストレプトアビジン架橋を使用せずにつながった核酸標識を用いる、抗体の標識化：
【００８５】
　別の例では、上記の実験のために使用した組織切片を、センスオリゴマーを含む核酸標
識に直接コンジュゲートしているウサギ抗シナプシン抗体に曝露させ、続いて、蛍光標識
された、相補的なＤＮＡアンチセンスオリゴマーに曝露させた。図１Ｅは、ウサギ抗シナ
プシンに直接コンジュゲートしているオリゴマーに相補的な蛍光標識ＤＮＡオリゴマーが
明らかにする、同じ切片上でのシナプシンの染色を示す。図１Ｆに見られるように、得ら
れたｄｓＤＮＡを、制限エンドヌクレアーゼの使用により消化すると、蛍光が除去された
。続いて、蛍光標識二次抗体の導入により、二次抗体の、抗シナプシン一次抗体への結合
が生じた。図１Ｇは、一次ウサギシナプシン抗体の位置を明らかにする、蛍光抗ウサギ二
次抗体を示す。図１Ｈは、量子ドット（ＱＤ）にコンジュゲートさせた二次抗ウサギによ
り可視化した抗シナプシンを使用する、組織切片の染色を実証する。ＱＤの発光スペクト
ルは、典型的な染料の蛍光よりも狭く、このことにより、運転１回当たりの検出チャネル
の数を、４つから、６つまたはそれ超に増加させることが可能になることが注目される。
これにより、大きなデータセットの場合には、全体的な画像化時間が低下する。
【００８６】
　核酸標識は、抗シナプシン抗体に、ＳｏｌｕｌｉｎｋのＡｌｌ－ｉｎ－ｏｎｅ－ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ－ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎキットおよびＩ
ｎｎｏｖａ　ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓのＴｈｕｎｄｅｒ－ｌｉｎｋ　ｏｌｉｇｏ　ｃｏｎ
ｊｕｇａｔｉｏｎシステムを使用して別々にコンジュゲートさせた。
【００８７】
　画像化は、６３×、１．４ＮＡで実施した。露光時間は、およそ１秒であった。検出用
オリゴは、ＩＤＴから購入した。
【００８８】
　一部の組織構造、例として、シナプス前終末においては、込み入った構造により、結合
することができる結合性リガンドの数が制限される。これらの事例では、それぞれのタン
パク質の検出と関連があるシグナルを、同定することができるタンパク質の数の対応する
増加と引き換えに低下させることが許容され、それらの相対量の定量化が改善される。
【００８９】
　場合によっては、複数のフルオロフォアを用いて標識された相補的なオリゴマーを含む
検出用標識を使用する。連続するフルオロフォアから増加した明るさを得るためには、フ
ルオロフォアは平均して、８～１０塩基だけ離して間隔を開ける。場合によっては、最適
化された検出用オリゴマーは、約３～６つのフルオロフォアを有する。場合によっては、
検出用標識は、相補的な核酸配列に連結している１つまたは複数の量子ドット（ＱＤ）を
含むことが注目される。これらの標識において使用するＱＤは、無機ナノ結晶半導体であ
り、これらは、フルオロフォアとして際立って良好な挙動を示す。カドミウムを含有しな
いＱＤが利用される場合もあれば、ＱＤがＣｄＳｅのコアを有する場合もある。ＣｄＳｅ
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のコアを有するＱＤは、ＺｎＳのシェルを有する場合があり、かつ／またはヒドロゲル中
に封入する場合がある。ＱＤの発光スペクトルは、典型的な蛍光染料よりも比較的狭く、
ほとんどの組織型に関して、単回の画像化運転で、約６つの明確に異なるＱＤ標識結合性
リガンドを検出するのを可能にする。
　（実施例３）
インタクトな組織試料を、核酸標識に連結している抗体と接触させ、続いて、核酸標識を
配列決定することによるタンパク質の検出：
【００９０】
　下記に、マウスから得られたアレイトモグラフィー（ＡＴ）のインタクトな組織試料中
のタンパク質であるシナプシンの検出のための本明細書に記載する方法の使用を記載し、
これは、核酸標識に連結している抗体と接触させ、次いで、核酸標識を配列決定により検
出することによって行う。
【００９１】
　組織試料を、実施例１に記載した方法により調製する。次いで、組織試料を、核酸標識
に直接コンジュゲートしているウサギ抗シナプシン抗体に曝露させた。次いで、核酸標識
を、配列決定により同定する。
【００９２】
　複数のタンパク質を検出する場合、配列決定の使用には、いくつかの固有の利点がある
。例えば、組織試料中の１００個のタンパク質の検出は、実施例２に記載した方法を使用
して、一度に４つを読み取る場合には、２５回の画像化運転が必要になり；一方、結合性
リガンドの固有の核酸標識の直接配列決定は、約４回の読取りを必要とするに過ぎないで
あろう。塩基の順番が分かっているので、４つの塩基は、４４＝２５６個の組合せを提示
し、同じ塩基が連続して存在し得ないという制約を適用しても、４マーについて可能な配
列の数は、４×３×３×３＝１０８個である。
【００９３】
　ＤＮＡの合成による配列決定：
【００９４】
　一般に、ＤＮＡの合成による配列決定は、Bentley,　D.　R.ら（２００８年）、「Accu
rate　whole　human　genome　sequencing　using　reversible　terminator　chemistry
」、Nature、４５６巻（７２１８号）、５３～５９頁に概要が述べられている方法および
プロトコールにより実施する。
【００９５】
　図３は、ＤＮＡの配列決定において使用される多様なリンカーを示し、これらのリンカ
ーは、化学的に切断されて、フルオロフォアを遊離させる。蛍光標識は、酵素的または化
学的な切断により除去される。多数の化学的切断性リンカーがあり、これらを使用して、
フルオロフォアをヌクレオチドにつなぐ。アジドおよびアリル基を含めた、その他の化学
物質も同様に使用される。また、光切断性リンカーも実証されている。Ｔｒｉｌｉｎｋか
ら入手可能であるジスルフィドリンカーを有する標識オリゴマーが使用される。ＴＣＥＰ
－ＨＣｌ［トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン塩酸塩］を添加することによって
、切断を達成し、この化合物は、最も安定な水溶性アルキルジスルフィドでさえ、広いｐ
Ｈ範囲にわたり、室温において約５分で選択的かつ完全に還元する。
【００９６】
　ハイブリダイゼーションによるＤＮＡの配列決定（タグ「配列決定」）：
【００９７】
　場合によっては、ハイブリダイゼーションによるタグの配列決定を用いる。これは、直
接配列決定の変形形態であり、４つの約１５マー単位からなる約６０塩基対（ｂｐ）であ
るタグを使用する。このアプローチを用いると、固有の組合せの数は、４ｎ、またはｎ＝
４の場合には、２５６個である。例えば、組織試料中の１００個のタンパク質を検出する
ためには、１００個の結合性リガンドのそれぞれが、１つのタグを有し、タグは、それぞ
れの位置における（Ａ、Ｔ、ＣまたはＧに対応する）固有の１５マー４つからなり、合計
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して、１６個の固有のオリゴマーが必要になる。「配列決定」は、いずれかの末端から行
うことができるであろう。ｍ位を配列決定する場合、必要なのは、ｍ位のタグのオリゴマ
ーに相補的な４つのオリゴマーを導入することだけである。例えば、タグの遠位末端上の
４つの固有の配列に相補的なオリゴマーは、それぞれが、区別可能なフルオロフォアを用
いて標識されており、これらのオリゴマーを導入し、読取り；次いで、フルオロフォアを
放出させるためのリンカーの切断またはｄｓＤＮＡの酵素的切断のいずれかにより、フル
オロフォアを取り除く。後者の方法では、遠位末端からの配列決定が必要となる。このタ
グ配列決定のスキームにより、各々の蛍光物質を毎回使用することが可能になることから
、固有のタグの数を求める式は、ｐｎである（上記では、ｐ＝４と想定した）。ＱＤを使
用することによって、ｐを、４つから、６つまたはそれ超に増加させることが可能になる
。
【００９８】
　ハイブリダイゼーションによるタグの「配列決定」は、ＱＤ標識オリゴマーを用いて良
好に機能する。ｐ＝６およびｎ＝３と仮定すると、２１６個の結合性リガンドを、固有に
標識することができ、これには、わずか６×３＝１８個の固有のオリゴマー、および３回
の読取りが使用される。ＱＤを使用すると、適度に高速のＳＴＯＲＭ様画像化が可能にな
る。量子ドットの点滅を活用して、平面において、約１５ｎｍの三次元超分解能で画像化
を行うことができることが示されている。さらに、量子ドットは、光活性化される必要も
なく、光退色に対して抵抗性であり、励起に単色を必要とする。
　（実施例４）
マイクロ流体チャンバーの使用：
【００９９】
　場合によっては、上記で記載した検出方法を、マイクロ流体チャンバーを含む自動化さ
れた装置中で実行する。「切片収集器」が自動的に、ウルトラミクロトーム上で生成した
リボンを収集し、それらを、顕微鏡スライドからマイクロタイタープレートまでの範囲に
及ぶサイズの、コートした精密カバーガラスの所定の領域上に配置する。チャンバーを、
「上部部分」を追加することによって形成し、上部部分は、ポートを有して、ピペット操
作ロボットがアクセスするように、または閉鎖マイクロ流体システムが形成されるように
、フィッティングに結合するように設計する。
【０１００】
　場合によっては、それぞれの結合性リガンドについて、別個の検出用オリゴマーを使用
する方法を処理するマイクロ流体チャンバーは、例えば、１００個のタンパク質を検出す
る間に、１００個の試薬をマルチプレックス化するバルブシステム、ならびに切断用溶液
および洗浄用溶液を必要とする。これは、チャンバーを、１０個のインプット－１つのア
ウトプットのバルブに接続し、それぞれのインプットを、同様のバルブに接続することに
よって達成する。２段階のシステムであれば、１００個の別個の溶液を取り扱うことがで
きるであろう。
【０１０１】
　場合によっては、適切な電場の適用を促進するために、チャンバーの上部および底部に
透明または半透明の電極を設けて、マイクロ流体チャンバーを構築する。電極に適切な材
料は、酸化インジウムスズ（ＩＴＯ）、炭素および金を含む。
　（実施例５）
電場の適用：
【０１０２】
　場合によっては、電場を適用して、それぞれの結合性リガンドを、組織試料に接触させ
るのに必要な時間の長さを短縮する。
【０１０３】
　例えば、図４Ａ～４Ｃは、マウス皮質の試料の３つの異なる場から得られた画像を示す
。図４Ａは、試料を抗ＳＶ２と共に一晩インキュベートした後に、１．９秒かけて獲得し
、図４Ｂは、試料を抗ＳＶ２と共に電場の存在下で１０分間インキュベートした後に、２
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トした後に、４．４秒かけて獲得した。炭素でコートしたカバーガラス上に、試料を配置
した。試料のカバーガラス、および約０．５ｍｍのオフセットで平行に置いた、炭素でコ
ートした別のカバーガラスにより、チャンバーを形成した。対向するカバーガラス間に適
用した電圧は、１５０Ｖであった。
【０１０４】
　上記で記載した一部の実施例で示したようなオリゴマーのハイブリダイゼーションを含
む事例では、ハイブリダイゼーションの時間は、電場の適用により、１５～３０分から、
およそ１分に短縮する。場合によっては、短い逆方向のパルスをさらに適用して、未結合
のオリゴマーを除去することによって、特異性を増加させる。
　（実施例６）
ＲＮＡ結合性リガンドの局在化：
【０１０５】
　上記で記載したように核酸タグ付きのリガンドを使用して、タンパク質を抽出し、続い
て、質量分析および／またはＲＮＡの配列決定を用いる解析を行う。例えば、ＲＮＡ結合
性タンパク質に結合する結合性リガンド、および局在化するかまたは特定の細胞コンパー
トメントもしくは特定のタンパク質複合体に結合するリガンドを、インタクトな組織試料
に適用する。ＤＮＡ架橋を形成することができる、相補的なオリゴマーを用いて、かつＱ
Ｄおよび電磁ビーズをさらに含むリンカーを用いて、リガンドを標識する。ＱＤの発光を
画像化することによって、リガンド複合体が、細胞中の適当なコンパートメントに局在す
ることが確認される。架橋の形成、および単鎖ＤＮＡｓｅを用いる処理の後に、リガンド
を、組織に固定し、組織を壊し、タンパク質複合体を、電磁ビーズを用いて抽出する。タ
ンパク質複合体を、質量分析またはＲＮＡｓｅｑを用いて解析する。
【０１０６】
　場合によっては、一方はＴオーバーハングを有し、他方はＡオーバーハングを有する二
本鎖ＤＮＡを用いてそれぞれ標識されている２つのリガンド（ＡおよびＢ）を組織試料に
導入する。リガーゼを適用すると、ＴＡクローニングに類似して、２つのリガンドが十分
に近い場合には、ＴＡによる塩基対形成により、ライゲーションが可能になる。一方のリ
ガンドは、電磁ビーズにコンジュゲートしており、他方は、ビオチンにコンジュゲートし
ている。組織を壊し、標識されたタンパク質複合体を、磁気およびストレプトアビジンに
よる精製の手順で抽出する。こうして、３つの群の組織（Ａのみ、Ｂのみ、およびＡＢ）
を生成し、さらなる解析を行う。
【０１０７】
　本明細書で使用する専門用語は、特定の実施形態を記載するために使用するのであって
、本発明の範囲を制限することを意図するものではないことを理解されたい。本明細書で
使用する場合、単数形、すなわち、「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、そうでないこ
とが文脈から明らかでない限り、複数形への言及を含むことに注目すべきである。さらに
、別段の定義がない限り、本明細書で使用する全ての科学技術用語は、本発明が属する技
術分野の当業者が通常理解する意味と同じ意味を有する。
【０１０８】
　本明細書において、本発明の好ましい実施形態を示し、記載してきたが、そのような実
施形態は、例として提供されているに過ぎないことが当業者に明らかであろう。当業者で
あれば今にも、本発明から逸脱することなく、多数の変更形態、変化形態および置換形態
を思いつくであろう。本発明を実行するに際しては、本明細書に記載する本発明の実施形
態に対して、多様な代替形態を用いることができることを理解すべきである。以下の特許
請求の範囲により、本発明の範囲が定義され、こうした特許請求の範囲に属する方法およ
び構造ならびにそれらの均等物は、特許請求の範囲により保護することを意図するものと
する。
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