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(57)【要約】
　本発明の様々な側面は、高い空間的および／または時
間的な分解能で撮像するためのシステムおよび方法に一
般に向けられる。一側面において、本発明は、動的プロ
セスの高い空間的および時間的な分解能に適合した光学
顕微鏡システムおよび関連する方法に一般に向けられる
。前記システムは蛍光撮像と併せて使用することができ
、ここで蛍光は電圧指示タンパク質によって仲介するこ
とができる。いくつかの場合において時間的な分解能は
、画像から受信したシグナル値に対して、既定義の時間
波形をフィッティングすることによって増強できる。前
記システムはまた、高開口数の対物レンズおよび対象領
域への撮像光路に位置するズームレンズを含めてもよい
。本発明の他の側面は、かかるシステム、かかるシステ
ムまたは方法を実施可能な製造された記憶装置などに関
するかかるシステム、キットを作製または使用する技術
に一般に向けられる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動画像を時間分解するための方法であって、該方法は、以下：
　複数の撮像画素から、前記動画像が得られる間の複数の測定時間域に関連する複数のシ
グナル値を受信すること；および、
　少なくともいくつかの前記画素において、既定義の時間波形を、各画素につき受信され
た前記シグナル値の夫々に対してフィッティングすること
を含む、前記方法。
【請求項２】
　フィッティングすることが、測定時間域のいずれか最小の持続時間よりも細かい時間分
解能を提供する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　動画像が、顕微鏡により得られる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　動画像が、蛍光顕微鏡により得られる、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　動画像が、Ｘ線撮像システムにより得られる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項６】
　動画像が、磁気共鳴撮像システムにより得られる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項７】
　動画像が、ビデオ記録システムにより得られる、請求項１～６のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項８】
　複数のシグナル値が、ＣＣＤ撮像装置により得られる、請求項１～７のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項９】
　複数のシグナル値が、ＭＯＳＦＥＴ撮像アレイにより得られる、請求項１～７のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１０】
　複数のシグナル値が、光電子増倍管のアレイにより得られる、請求項１～７のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１１】
　複数のシグナル値が、アバランシェフォトダイオードのアレイにより得られる、請求項
１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　測定時間域が、各撮像画素の夫々につき、シグナル積分時間に対応する、請求項１～１
１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　複数のシグナル値が、一連のフレームとして受信され、各フレームが、１つの測定時間
間隔につき、試料の画像を形成する複数のシグナル値を含む、請求項１～１２のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１４】
　既定義の時間波形が、測定時間域の平均値よりも細かい時間分解能を有する、請求項１
～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　既定義の時間波形が、細胞の活動電位を表す波形である、請求項１～１４のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１６】
　既定義の時間波形が、ガウス波形である、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法
。
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【請求項１７】
　既定義の時間波形が、指数部分を含む、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　既定義の時間波形が、対数正規波形である、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１９】
　各画素につき、波形によって特徴付けられる事象のときの発生率を決定することをさら
に含む、請求項１～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　事象が、波形における特定の特徴に対応する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　事象が、ピーク値に対応する、請求項１９または２０に記載の方法。
【請求項２２】
　事象が、最小値に対応する、請求項１９または２０に記載の方法。
【請求項２３】
　事象が、前選択された閾値に対応する、請求項１９または２０に記載の方法。
【請求項２４】
　各画素につき、動画像を表示する場合に、事象が発生しなかった時間域で受信したシグ
ナル値を抑制することをさらに含む、請求項１９～２３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　抑制することが、事象が発生しなかった時間域でのシグナル値を、ゼロ値またはバック
グラウンドシグナルレベル値まで低減することを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　各画素につき、動画像の時間発展を表す複数の追加シグナル値を生成することであって
、前記追加シグナル値が、各画素につき、シグナル積分時間未満の測定間隔に対応する；
および、
　前記動画像の時間分解された動画像を表示する場合に、時系列的に、少なくとも１つの
前記追加シグナル値を表示すること
を含む、請求項１９～２５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　追加シグナル値の各値が、既定義の時間波形を表す、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　事象の発生を除く時間に発生する追加シグナル値の値が、既定義の時間波形を表す値未
満の値まで抑制される、請求項２６または２７に記載の方法。
【請求項２９】
　複数の撮像画素を有する撮像アレイ；および
　前記撮像アレイと連通するプロセッサー
を含む撮像システムであって、前記プロセッサーが、
　複数の前記撮像画素から、動画像が得られる間の複数の測定時間域と関連する複数のシ
グナル値を受信する；および、
　前記の各画素において、既定義の時間波形を、各画素につき受信された前記シグナル値
の夫々に対してフィッティングする
ために構成される、前記撮像システム。
【請求項３０】
　プロセッサーによって実行された場合に、
　複数の撮像画素から、動画像が得られる間の複数の測定時間域と関連する複数のシグナ
ル値を受信する；および、
　前記の各画素において、既定義の時間波形を、各画素につき受信された前記シグナル値
の夫々に対してフィッティングする
ようにプロセッサーを適合させる使用説明書を含む、製造された記憶装置。
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【請求項３１】
　対象領域；
　約０．９より大きな開口数を有し、かつ前記対象領域からの撮像光路中に位置する対物
レンズ；および
　前記撮像光路中に位置する第１ズームレンズ
を含む、光学システム。
【請求項３２】
　光学システムが、蛍光顕微鏡用に構成される、請求項３１に記載の光学システム。
【請求項３３】
　対象領域が、生体試料を支持する、請求項３１または３２に記載の光学システム。
【請求項３４】
　対象領域が、生きている生体試料を支持する、請求項３１～３３のいずれか一項に記載
の光学システム。
【請求項３５】
　対象領域が、細胞を支持する、請求項３１～３４のいずれか一項に記載の光学システム
。
【請求項３６】
　対象領域が、パッチクランプを支持するために構成される、請求項３１～３５のいずれ
か一項に記載の光学システム。
【請求項３７】
　対象領域が、少なくとも１つのマイクロ流体チャンネルを含む、請求項３１～３６のい
ずれか一項に記載の光学システム。
【請求項３８】
　対物レンズが、照明光路においても存在する、請求項３１～３７のいずれか一項に記載
の光学システム。
【請求項３９】
　対物レンズが、約２０倍超の倍率を提供する、請求項３１～３８のいずれか一項に記載
の光学システム。
【請求項４０】
　対物レンズが、約６０倍超の倍率を提供する、請求項３１～３９のいずれか一項に記載
の光学システム。
【請求項４１】
　第１ズームレンズが、約１８ｍｍと約２００ｍｍとの間で変化する焦点距離を提供する
、請求項３１～４０のいずれか一項に記載の光学システム。
【請求項４２】
　第１ズームレンズが、約３と約７との間でＦ値を提供する、請求項３１～４１のいずれ
か一項に記載の光学システム。
【請求項４３】
　対物レンズが、液浸対物レンズである、請求項３１～４２のいずれか一項に記載の光学
システム。
【請求項４４】
　対物レンズが、対象領域において試料の全反射照明を提供するために構成される、請求
項３１～４３のいずれか一項に記載の光学システム。
【請求項４５】
　対物レンズが、対象領域において試料の薄層近傍入射照明を提供するために構成される
、請求項３１～４４のいずれか一項に記載の光学システム。
【請求項４６】
　第１ズームレンズが、対物レンズに対していずれか調節もせずに、対象領域における試
料の光学システムの撮像平面で、画像倍率を変えるために構成される、請求項３１～４５
のいずれか一項に記載の光学システム。
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【請求項４７】
　対物レンズと第１ズームレンズとの間に配置されたリレー光学系をさらに含む、請求項
３１～４６のいずれか一項に記載の光学システム。
【請求項４８】
　リレー光学系が、第１ズームレンズの入射瞳付近の対物レンズで画像を中継する、請求
項４７に記載の光学システム。
【請求項４９】
　リレー光学系が、第１無色二重レンズと、相隔てられた第２無色二重レンズとを含む、
請求項４７または４８に記載の光学システム。
【請求項５０】
　リレー光学系が、見失っていたであろう対物からの発散放射を、第１ズームレンズへと
向ける、請求項４７～４９のいずれか一項に記載の光学システム。
【請求項５１】
　第１ズームレンズの後ろの撮像光路中に配置される、分割の、ダイクロイック画像捕捉
機器をさらに含む、請求項３１～５０のいずれか一項に記載の光学システム。
【請求項５２】
　画像捕捉機器が、電子増倍ＣＣＤカメラを具備する、請求項５１に記載の光学システム
。
【請求項５３】
　光学システムの照明路中に位置する第２ズームレンズをさらに含む、請求項３１～５２
のいずれか一項に記載の光学システム。
【請求項５４】
　第２ズームレンズが、対象領域内で照明範囲を変化させるために構成される、請求項５
３に記載の光学システム。
【請求項５５】
　第１波長について第１放射を提供する第１放射源；および、
　第２波長について第２放射を提供する第２放射源
をさらに含む、ここで前記の第１放射および第２放射が、対象領域を照明するように第２
ズームレンズへと向けられる、請求項５３または５４に記載の光学システム。
【請求項５６】
　第１放射源が、広帯域放射源および音響光学チューナブルフィルターを含む、請求項５
５に記載の光学システム。
【請求項５７】
　通常照明と、薄層照明と、全反射照明との間の対象領域における照明を変えるために構
成される照明光路中に配置された調節可能なミラーをさらに含む、請求項５５または５６
に記載の光学システム。
【請求項５８】
　照明光路中に配置され、かつ選択された空間的パターンを第１放射に付与するために構
成されるデジタル光ミラーレイをさらに含む、請求項５５～５７のいずれか一項に記載の
光学システム。
【請求項５９】
　電圧指示タンパク質を含む試料および感光部分を提供すること；
　前記感光部分に対し、それを通じてイオン輸送の増大を引き起こさせる強度で、少なく
とも第１波長を有する第１光で、前記試料の少なくとも一部を照明すること；および
　前記電圧指示タンパク質に対し、電圧依存的な様式で蛍光発光を引き起こさせる強度で
、少なくとも第２波長を有する第２光で、前記試料の少なくとも一部を照明すること
を含む、方法。
【請求項６０】
　感光部分が、光ゲートイオンチャンネルである、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
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　光ゲートイオンチャンネルが、チャンネルロドプシンである、請求項５９に記載の方法
。
【請求項６２】
　試料が、さらに細胞を含む、請求項５９～６１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６３】
　細胞が、神経細胞である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　第１波長で神経細胞の軸索のみを照明することをさらに含む、請求項６３の方法。
【請求項６５】
　第１波長で神経細胞の樹状突起のみを照明することをさらに含む、請求項６３の方法。
【請求項６６】
　第１波長で神経細胞の細胞体のみを照明することをさらに含む、請求項６３に記載の方
法。
【請求項６７】
　細胞が、心臓細胞である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６８】
　電圧指示タンパク質および感光部分が、各々細胞内に含まれる、請求項６２に記載の方
法。
【請求項６９】
　電圧指示タンパク質および感光部分が、各々細胞の細胞膜に存在する、請求項６２に記
載の方法。
【請求項７０】
　試料からの少なくとも１つの発光波長を決定することをさらに含む、請求５９～６９の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項７１】
　発光波長が、膜電位を示す参照と比較される、請求項７０に記載の方法。
【請求項７２】
　少なくとも１つの発光波長を使用して試料の少なくとも１つの画像を取得することをさ
らに含む、請求項７０または７１に記載の方法。
【請求項７３】
　少なくとも１つの画像が、約０．９より大きい開口数を有する対物を使用して取得され
る、請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
　少なくとも１つの発光波長を使用して試料から複数の画像を取得することを含む、請求
項７２または７３に記載の方法。
【請求項７５】
　複数の画像が、少なくとも１フレーム／１ｍｓの速度で取得される、請求項７４に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、本明細書中に参照により組み込まれる２０１１年１１月２３日に出願された米
国特許仮出願番号61/563,537題名「SYSTEMS AND METHODS FOR IMAGING AT HIGH SPATIAL 
AND/OR TEMPORAL PRECISION」の優先権を主張する。
【０００２】
政府の資金援助
　本発明の様々な側面につながる研究は、ＮＩＨ助成金番号第1-R01-EB012498-01および1
-DP2-OD007428、ならびにＯＮＲ助成金番号N000141110-549によって少なくとも部分的に
援助された。米国政府は本発明において一定の権利を有する。
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【０００３】
背景
　蛍光顕微鏡は生物学的プロセスを研究するために研究および開発応用において通常使用
される。関心の種、例えば細胞、タンパク質、遺伝子、抗体、抗原などは、１つまたは２
つ以上の蛍光物質を標識し、次に試料を顕微鏡で観察する間に蛍光物質を励起する放射で
照明してもよい。いくつかの場合において、標識された種は、顕微鏡で観察される、より
大きな試料の一成分であってもよい。試料の高分解能の画像は１つまたは２つ以上標識さ
れた種からの蛍光と合わせて得ることができ、観察された蛍光は、例えば遺伝子の発現、
抗体の存在、細胞内の特定のタンパク質の位置などの基礎となる化学的または生化学的プ
ロセスの診断測定を提供できる。
【０００４】
　現在、特別仕様の顕微鏡を蛍光顕微鏡の用途のために購入することができる。かかる顕
微鏡は、周囲の放射および／または励起放射を遮断するための特殊なフィルターを具備す
ることができる。それらはまた、バックグラウンド蛍光を低減させるために低蛍光光学系
を、および撮像対象の近傍で焦点外の材料から画像に対する不要な寄与を低減させる特殊
な照明方式（例えば薄層照明(slim-field illumination)、または全反射照明（ＴＩＲＦ
）など）を備えてもよい。さらに、容易に検出可能な蛍光を提供するために、高い量子効
率を示す緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）などの蛍光標識を操作した。
【０００５】
概要
　本発明は、ある態様において、動的な低光レベル蛍光顕微鏡に関する。本発明のある態
様は、電圧感受性蛍光タンパク質を利用する生物学的プロセスを研究するのためのシステ
ムおよび方法に一般に向けられる。これらのタンパク質は本明細書において電圧指示タン
パク質(voltage-indicating protein)（「ＶＩＰ」）とも呼ばれ、ＶＩＰの存在下で静電
位に（いくつかの場合では、直線的に）依存し得る蛍光シグナルを提供することができる
。したがって、ＶＩＰを使用することによって、時間変化する電位の空間的および時間的
なダイナミクスを、例えば生きている生物学的試料など、細胞または他の試料などの様々
なシステムにおいてリアルタイムおよび／または顕微鏡レベルで観察または測定すること
ができる。
【０００６】
　ある態様において、本発明は高い空間的分解能および時間的分解能の両方で低光レベル
の蛍光を検出するように適合された蛍光顕微鏡光学システムに向けられる。一態様により
、低光レベルの蛍光を観察するための光学システムは対象領域および約０．９より大きい
開口数（「ＮＡ」）を有する対物レンズを備え、対象領域からの撮像光路中に位置する。
前記光学システムは、撮像光路中にまた位置するズームレンズをさらに備えてもよい。対
物レンズは、液浸対物であってもよい。いくつかの態様により、リレー光学系は対物レン
ズとズームレンズ間の撮像光路中に配置され、対物レンズ位置からズームレンズへの入射
瞳のおよその位置に対して画像を中継するように構成される。
【０００７】
　光学システムは、光学システムの撮像位置で検出された撮像シグナルを受信し処理する
ように構成されたプロセッサーをさらに備えてもよい。撮像シグナルの処理は、前記顕微
鏡によって得られた動画像を、時間分解するために使用できる。撮像シグナルは、画素化
検出器（例えば、ＣＣＤまたはＭＯＳＦＥＴ検出器アレイ）から受信することができる。
前記プロセッサーは、複数の時間域（time bins）につき複数の撮像画素から記録された
複数の放射シグナル値を受信するように構成することができる。各画素につき時間域化さ
れた複数のシグナルが存在してもよい。プロセッサーはさらに、各画素につき受信された
夫々のシグナル値に対して既定義の時間波形を各画素につきフィッティングするように構
成することができる。いくつかの態様により、プロセッサーは各画素につき前記フィッテ
ィングに基づいて事象のときの発生率を決定し、動画像を表示する場合に事象が発生しな
かった時間域で、各画素につき記録されたシグナル値を抑制するようにさらに構成される
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。
【０００８】
　また意図されるものは、プロセッサーによって実行された場合に、複数の時間域につき
複数の撮像画素から記録された複数の放射シグナル値を受信するように適合させ、上記の
顕微鏡の動画像を時間分解するための受信シグナルを処理する機械可読命令(machine-rea
dable instruction)を含む、１つまたは２つ以上の製造された記憶装置である。
【０００９】
　別の側面において、本発明は動画像を時間分解するための方法に一般に向けられる。一
組の態様において、前記方法は、動画像が得られる間の複数の測定時間域と関連する複数
のシグナル値を複数の撮像画素から受信し、各画素につき受信された夫々のシグナル値に
対して既定義の時間波形を少なくともいくつかの画素につきフィッティングすることを含
む。
【００１０】
　本発明の別の態様は、光学システムに一般に向けられる。一組の態様において、光学シ
ステムは対象領域、対象領域からの撮像光路中に位置する約０．９より大きい開口数を有
する対物レンズ、および撮像光路中に位置する第１ズームレンズを含む。対物レンズおよ
び関連する撮像光学系は、例えば生物学的標本などの試料の高い空間分解能の画像を取得
するために使用することができる。光学システムは、試料を照明するための機器をさらに
具備してもよい。例えば、照明機器は、蛍光を励起または試料を刺激するために使用され
る励起放射源を具備してもよい。前記照明機器は、少なくとも一部の撮像光路中に１つま
たは２つ以上の励起ビームをカップリングさせることができる。いくつかの態様において
、前記照明機器は、空間的にパターン化された照明を提供するように構成されたデジタル
マイクロミラー装置を具備してもよい。照明機器は、試料上にデジタルマイクロミラーか
ら空間的にパターン化された照明を投影することができる。
【００１１】
　なお別の側面において、本発明は撮像システムに一般に向けられる。ある態様において
、撮像システムは、複数の撮像画素を有する撮像アレイおよび撮像アレイと連通するプロ
セッサーを備え、ここで前記プロセッサーは、複数の撮像画素から、動画像を得る間の複
数の測定時間域に関連する複数のシグナル値を受信し、各画素につき、既定義の時間波形
を、各画素につき受信した夫々のシグナル値に対してフィッティングするように構成され
る。
【００１２】
　本発明は、さらに別の側面において、複数の撮像画素から、動画像を得る間の複数の測
定時間域に関連する複数のシグナル値を受信し、各画素につき、既定義の時間波形を、各
画素につき受信した夫々のシグナル値に対してフィッティングするように適合させる命令
を含む、製造された記憶装置に一般に向けられる。
【００１３】
　さらに別の側面より、本発明は、電圧指示タンパク質を含む試料および感光部分を提供
する行為、前記感光部分に対し、それを通じてイオン輸送の増大を引き起こさせる強度で
、少なくとも第１波長を有する第１光で、前記試料の少なくとも一部を照明する行為、前
記電圧指示タンパク質に対し、電圧依存的な様式で蛍光発光を引き起こさせる強度で、少
なくとも第２波長を有する第２光で、前記試料の少なくとも一部を照明する行為を含む方
法に一般に向けられる。
【００１４】
　上記および他の側面、態様、ならびに本教示の特色は、添付の図面と併せて以下の説明
からより完全に理解することができる。本発明の主題事項は、いくつかの場合において、
相互に関連する製品、特定の問題に対する代替解決策、および／または１つまたは２つ以
上のシステムおよび／または物品の種々の使用に関する。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
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　当業者は、本明細書に記載の図が図示の目的に過ぎないことを理解するだろう。いくつ
かの例において、本発明の理解を容易にするために、本発明の様々な側面が誇張または拡
大されて示され得ると理解されるべきである。図面において、同様の参照文字は、様々な
図全体にわたって機能的に類似および／または構造的に類似な要素である同様の特色を一
般に参照する。図面は、教示の原理を図示する際に、必ずしも記載される代わりにスケー
リングされ強調されることはない。図面は、決して本教示の範囲を限定するものではない
。
【００１６】
【図１Ａ】図１Ａは、脂質二重膜中の微生物ロドプシン（グリーンプロテオロドプシンの
Ｄ９７Ｎ変異体）を図示する。
【００１７】
【図１Ｂ】図１Ｂは、本発明のある態様に従った図１Ａの微生物ロドプシンの電圧感受性
蛍光のメカニズムを描写する。
【００１８】
【図１Ｃ】図１Ｃは、別のある態様における微生物ロドプシンの印加電圧への蛍光依存性
を図示するグラフである。
【００１９】
【図２】図２は、一態様より、動的な低光レベル顕微鏡システムのブロック図である。
【００２０】
【図３Ａ】図３Ａは、本発明の一態様に係る顕微鏡システムを描写する。
【００２１】
【図３Ｂ】図３Ｂは、図３Ａのシステムで実施することができる対象領域の照明の様々な
種類を図示する。
【００２２】
【図４Ａ－４Ｄ】図４Ａ～４Ｄは、ある態様にしたがって、神経細胞に沿った活動電位の
伝播によって、急速に時間変化する蛍光を神経細胞に沿って生じさせることができる、電
圧感受性蛍光タンパク質でトランスフェクトされた神経細胞の描写である。
【００２３】
【図５Ａ】図５Ａは、ある態様において活動電位および最小測定間隔Ｔｍを描写する。
【００２４】
【図５Ｂ】図５Ｂは、ある態様に従って、連続する測定間隔Ｔｍにわたって画素につき記
録された測定試料に対する波形（本例においては活動電位）のフィッティングを図示する
。
【００２５】
【図５Ｃ】図５Ｃは、一態様により、１つの画素につき顕微鏡動画像の時間超分解能を図
示する。
【００２６】
【図５Ｄ】図５Ｄは、他の態様により、１つの画素につき、検出シグナルが１つのサブ測
定間隔で表示される顕微鏡動画像の時間超分解能を図示する。
【００２７】
【図５Ｅ－５Ｆ】図５Ｅ～５Ｆは、本発明の追加の態様により、顕微鏡動画像の１つの画
素につき時間超分解能を図示する。
【００２８】
【図６】図６は、顕微鏡動画像を時間分解するための行為を表すフローチャートである。
【００２９】
【図７Ａ】図７Ａは、電圧センサーとしてのＡｒｃｈのモデルを描写する。ｐＨおよび膜
電位の両方がシッフ塩基のプロトン化を変えることができる。キュベットはＡｒｃｈを発
現する無処置の大腸菌を含む。示された結晶構造はバクテリオロドプシンであり;Ａｒｃ
ｈの構造は解明されていない。
【００３０】
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【図７Ｂ】図７Ｂは、中性および高ｐＨで精製されたＡｒｃｈの吸光度（実線）および蛍
光発光（破線）スペクトルを示す。
【００３１】
【図７Ｃ】図７Ｃは、膜電位の関数としてのＡｒｃｈの蛍光を示す。蛍光は－１５０ｍＶ
でのその値で除した。
【００３２】
【図７Ｄ】図７Ｄは、－７０ｍＶと＋３０ｍＶの間の膜電位におけるステップに対するＡ
ｒｃｈの動的応答を図示する。立ち上がりおよび立ち下がりの端での行き過ぎ量(oversho
ot)は電子補償回路の人為産物であった。図７Ｃと比較して振幅がより小さいのは、図７
Ｄにおいてバックグラウンド減算が行われなかったためである。データは２０サイクルに
わたって平均した。挿入図：ステップ応答は撮像システムの５００μs未満の分解能にお
いて発生した。
【００３３】
【図７Ｅ】図７Ｅ、上図：Ａｒｃｈの蛍光によって可視化されたＡｒｃｈを発現するＨＥ
Ｋ細胞。図７Ｅ、下図：電圧依存性蛍光の画素重み行列(pixel-weight matrix)領域。ス
ケールバーは１０ミクロン。
【００３４】
【図８Ａ】図８Ａは、中性（青）および高ｐＨ（緑）でのＡｒｃｈのＷＴの吸光度を示す
。中性ｐＨでＡｒｃｈは５５８ｎｍで最大限に吸収した。蛍光発光（赤色の破線）を１％
ＤＭ中に可溶化した２μΜタンパク質について約５３２ｎｍのλｅｘｃで記録した。
【００３５】
【図８Ｂ】図８Ｂは、図８Ａと同じ条件下でのＡｒｃｈＤ９５Ｎのスペクトルを示す。吸
収極大は約５８５ｎｍであった。
【００３６】
【図８Ｃ】図８Ｃは、ｐＨ約６とｐＨ約１１の間に精製タンパク質について記録された吸
収スペクトルを図示する。プロトン化状態におけるＳＢの割合をｐＨの関数として算出す
るために、４００～７５０ｎｍの間の吸収スペクトルの特異値分解(Singular Value Deco
mposition)を使用した。結果はＳＢのｐＫａを決定するためにヒル関数にフィッティング
した。
【００３７】
【図９】図９は、本発明のいくつかの態様において、ＡｒｃｈのＷＴの周波数応答を示す
。
【００３８】
【図１０】図１０は、本発明のさらに他の態様における電圧に対するＡｒｃｈのＷＴの感
度を示す。電圧ステップは約１０ｍＶであった。全細胞膜電位は、直流電圧の記録Ｖ（青
色）および重み付けされたＡｒｃｈ蛍光
【数１】

（赤）によって測定した。
【００３９】
【図１１Ａ】図１１Ａは、Ａｒｃｈの蛍光によって画像化された培養ラット海馬神経細胞
を示す。タンパク質は膜に局在した。スケールバーは１０μｍ。図１１Ａ～１１Ｇの群は
、一態様により、Ａｒｃｈを有するＡＰの光学的記録を描写する。
【００４０】
【図１１Ｂ】図１１Ｂ、左図：図１１Ａにおける神経細胞の低倍率画像。図１１Ｂ、右図
：５００フレーム／ｓで単一試行記録の間の全視野(whole-field)蛍光トレース（赤）。
蛍光は７．３ｍＶのｒｍｓ偏差で電気生理学的データ（青）に重ねるようにスケーリング
した。
【００４１】
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【図１１Ｃ】図１１Ｃ、左図：平均蛍光（シアン）の上に重ねた全視野と単一画素の強度
（赤色）の間の相互相関の画素毎のマップ。細胞体の左上に伸びるプロセスが電気的に細
胞から切り離され消えていることに注意。図１１Ｃ、右図：全視野強度との相関によって
決定された重み係数(weighting coefficient)を有する画素重み付け(Pixel-weighted)蛍
光トレース（赤）。重み付け蛍光は、４．２ｍＶでのｒｍｓ偏差で電気生理学的データ（
青）に重ねるようにスケーリングした。
【００４２】
【図１１Ｄ】図１１Ｄ、左図：平均蛍光（シアン）の上に重ねた電気生理学データと単一
画素強度（赤色）の間の相互相関の画素毎のマップ。図１１Ｄ、右図：電気生理学データ
に相関により決定された重み係数を有する画素重み付け蛍光トレース（赤）。蛍光と電圧
の間のｒｍｓ偏差は４．０ｍＶである。図１１Ｂ～図１１Ｄ中のスケールバーは５０μｍ
。
【００４３】
【図１１Ｅ】図１１Ｅは、ＡＰの細胞内局在を図示する。左図：色付けされた多角形で指
示された関心領域。右図：対応する色で指示された領域中の９８の事象にわたって平均し
たＡＰの時間経過。一番上の黒のトレースは電気的記録である。光学的記録は、カメラの
有限な露光時間（２ｍｓ）のため広がったように見える。白い矢印で指示された小さな突
出部は細胞の残りの部分に対して相対的に大幅に遅れたＡＰを有する。蛍光トレースの縦
のスケールは任意である。スケールバーは１０μｍ。
【００４４】
【図１１Ｆ】図１１Ｆは、５００μｓ／フレームで記録されたＡＰの単一試行の記録のギ
ャラリーを表す。画素重み行列は、添付の電気生理学的記録から決定し、蛍光は電圧に重
なるように自動的にスケーリングした。図１１Ｆ、右上：電圧（青）および蛍光（赤）を
示す、単一細胞中の２６９の事象につき平均化されたスパイク応答。
【００４５】
【図１１Ｇ】図１１Ｇは、高密度な培養において単一の標的神経細胞に関連するプロセス
の識別を描写する。左図：トランスフェクトされた複数の神経細胞の時間平均したＡｒｃ
ｈ蛍光。右図：膜電位は、全細胞電圧クランプ(whole-cell voltage clamp)によって調整
した。応答画素は画素強度および印加電圧の相互相関によって識別され、標的細胞の神経
突起（赤）を強調する。スケールバーは１０μｍ。
【００４６】
【図１２】図１２は、本発明のある態様に従った細胞の活動電位を図示する。蛍光トレー
スの縦のスケールは任意である。細胞の下の領域は、単一試行毎にＡＰを指示するために
十分なＳＮＲを有していなかった。
【００４７】
【図１３Ａ－１３Ｂ】図１３Ａ～１３Ｂは、本発明のさらに他の態様において細胞の様々
な活動電位を図示する。
【００４８】
【図１４Ａ】Ｖ＝０でクランプされたＨＥＫ細胞において発現されたＡｒｃｈのＷＴおよ
びＤ９５Ｎにおける光電流。細胞はλ＝６４０ｎｍ、１８００Ｗ／ｃｍ２で光のパルスで
照明した。図１４Ａ～１４Ｄの群は、一態様により、電圧依存性蛍光を示すが光電流を示
さないＡｒｃｈＤ９５Ｎを描写する。
【００４９】
【図１４Ｂ】図１４Ｂは、－１２０～＋１２０ｍＶのほぼ線形な感受性で－１５０ｍＶと
＋１５０ｍＶの間で約３倍増加したＡｒｃｈＤ９５Ｎの蛍光を示す。挿入図：電圧感受性
のマップ。スケールバーは５μｍ。
【００５０】
【図１４Ｃ】図１４Ｃは、－７０ｍＶと３０ｍＶの間の膜電位におけるステップに対する
ＡｒｃｈＤ９５Ｎの動的応答を描写する。データは２０サイクルにわたって平均した。挿
入図：５００μｓ（応答の２０％）よりも速い構成成分および４１ｍｓの時定数を有する
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構成成分を含んだステップ応答。
【００５１】
【図１４Ｄ】図１４Ｄは、電圧ランプでの校正後、ＡｒｃｈＤ９５Ｎが膜電位の高度に正
確な推定値を提供し、１２ｓ未満の時間スケールにかけて２６０μＶ／（Ηｚ）１／２の
蛍光から推定された電圧におけるノイズで、約１０ｍＶの電圧ステップを明確に分解する
ことを図示する。
【００５２】
【図１５】図１５は、ＡｒｃｈＷＴと同じ様式で測定されたＡｒｃｈＤ９５Ｎの周波数応
答を描写する（図９）。
【００５３】
【図１６Ａ】図１６Ａは、電流注入のパルスおよびレーザー照明（Ｉ＝１８００Ｗ／ｃｍ
２、λ＝６４０ｎｍ）を施し、ＡｒｃｈＷＴを発現する神経細胞の電気的に記録された膜
電位。照明は、細胞が閾値に近い場合に、ＡＰを抑制するために十分な光電流を産生した
。赤いバーは、レーザー照明を指示する。図１６Ａ～１６Ｄの群は、一態様より、Ａｒｃ
ｈＤ９５Ｎを有するＡＰの光学的記録を表描写する。
【００５４】
【図１６Ｂ】図１６Ｂは、ＡｒｃｈＤ９５Ｎを発現する神経細胞において図１６Ａと同じ
注射および照明条件の下で記録されたデータを示し、スパイクまたは静止電位に対する照
明の効果を示さない。
【００５５】
【図１６Ｃ】図１６Ｃは、ＡｒｃｈＤ９５Ｎを発現する神経細胞を示し、ＡｒｃｈＤ９５
Ｎの蛍光（シアン）、および電圧依存性蛍光の領域（赤）を示す。スケールバーは１０μ
ｍ。
【００５６】
【図１６Ｄ】図１６Ｄは、一連のＡＰの間、全細胞膜電位（青）および重み付けされたＡ
ｒｃｈＤ９５Ｎ蛍光（赤色）の単一試行の記録を表す。
【００５７】
【図１７】図１７は、速度および感受性によって分類される膜電位の光学的指標の描写で
ある。緑の四角は、ＧＦＰのホモログの膜タンパク質への融合に基づく指標を表す。ピン
クの四角は、微生物ロドプシンに基づく指標を表す。青いダイヤモンドは、有機色素およ
び色素－タンパク質のハイブリッドの指標を表す。伸ばしたバーは、２つの時定数が報告
されている指標を意味する。プロテオロドプシン光学プロトンセンサー（ＰＲＯＰＳ）は
ＡｒｃｈＤ９５Ｎのホモログである。大半の有機色素の速度は精密に知られてないが、５
００μｓ未満で応答する。ここでプロットしたデータは表４から取り出される。
【００５８】
【図１８Ａ】図１８Ａは、いくつかの態様により、Ｏｐｔｏｐａｔｃｈコンストラクトの
デザインを描写する。
【００５９】
【図１８Ｂ】図１８Ｂは、細胞の原形質膜におけるＯｐｔｏｐａｔｃｈコンストラクトの
図示である。青色光（４８８ｎｍ）はＣｈＲ６４を刺激し、イオンチャンネルを開けさせ
、細胞を発火させる。赤色光（６４０ｎｍ）はＡｒｃｈからの蛍光を膜電圧に依存する程
度まで励起する。
【００６０】
【図１８Ｃ】図１８Ｃは、図１８ＢのようにＯｐｔｏｐａｔｃｈコンストラクトを発現す
る神経細胞からの蛍光および電圧を示す。光刺激は、従来のパッチクランプ電気生理学（
一番下の行）およびＡｒｃｈの蛍光（一番上の行）の両方によって検出された活動電位を
産生した。
【００６１】
【図１９Ａ】図１９Ａは、一態様より、Ｏｐｔｏｐａｔｃｈ実験と併せて、空間的にパタ
ーン化され局所化された活動電位の開始に使用される照明機器を描写する。
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【００６２】
【図１９Ｂ】１９Ｂは、Ｏｐｔｏｐａｔｃｈ実験において青色光の励起に応答する単一活
動電位の発生を示す赤色蛍光の過渡バースト(transient burst)を示す。
【００６３】
【図２０Ａ】図２０Ａは、細胞体が青色光で励起された神経細胞の時間分解顕微鏡像を示
す。伝播する活動電位の時間ダイナミクスは本生データにおいて分解されなかった。
【００６４】
【図２０Ｂ】図２０Ｂは、時間的な神経細胞内の活動電位ダイナミクスの時間超分解能を
図示する。達成した時間分解能は約１００マイクロ秒であった。
【００６５】
　本発明の特色および利点は、図面と併せて以下の詳細な説明からより明白になるだろう
。
【００６６】
詳細な説明
Ｉ．緒言
　本発明の様々な側面は、高い空間的および／または時間的な分解能で撮像するためのシ
ステムおよび方法に一般に向けられる。一態様において、本発明は、動的プロセスの高い
空間的および時間的な分解能に適合した、光学または顕微鏡システムおよび関連した方法
に一般に向けられる。前記システムは、蛍光撮像と併せて使用してもよく、ここで蛍光は
電圧指示タンパク質によって仲介されてもよい。いくつかの場合において、時間分解能は
、既定義された時間波形を、画像から受信したシグナル値に対してフィッティングするこ
とによって増強することができる。前記システムはまた、高開口数の対物レンズおよび対
象領域への撮像光路中に位置するズームレンズを具備してもよい。本発明の他の側面は、
かかるシステム、かかるシステムに関するキット、かかるシステムまたは方法を実施する
ことができる製造された記憶装置などの製造または使用の技術に一般に向けられる。
【００６７】
　したがって、ある態様において、本発明は、例えば時間的に変化するプロセスおよび／
または低光レベルのプロセスを観察および／または定量できるものなど、光学または顕微
鏡システムに一般に向けられる。かかるプロセスは、例えば電圧指示タンパク質（ＶＩＰ
）に関連した顕微鏡試料の急速および／または空間的に変化する蛍光を含むことができる
。いくつかの場合において、ＶＩＰは蛍光である。本明細書で議論されるような顕微鏡シ
ステムはかかるタンパク質との使用に限定されることを意図しないが、顕微鏡システムの
開発はＶＩＰ（例えば細菌ロドプシン）に関係する研究と併せて進行した。代わりに、前
記顕微鏡システムは、例えば時間的に変化するプロセスおよび／または低光レベルのプロ
セスなどを有する様々な用途で使用することができる。例えば、いくつかの態様において
、細胞や生体などの試料においてミクロンレベルの分解能以下でサブミリ秒のダイナミク
スを、本明細書で議論されるような一定の顕微鏡システムで分解できる。いくつかの態様
において、３００ｎｍもの小さい空間分解能を２０マイクロ秒もの短い時間分解能で得る
ことができる。
【００６８】
ＩＩ．顕微鏡システム
　様々な側面において、本発明は、電圧指示タンパク質を使用して細胞または他の試料を
決定するための方法およびシステムに一般に向けられる。かかる電圧指示タンパク質の例
は、以下に詳細に議論されるもの、ならびに、２０１２年３月１日に国際特許公開番号WO
/2012/027358の下で公開された２０１１年８月２３日に出願された国際特許出願番号PCT/
US11/48793；２０１０年８月２３日に出願された米国特許第61/376,049号；２０１０年１
１月１２日に米国特許第61/412,972号；および２０１１年１１月２３日に出願された米国
特許第61/563,337号に記載されるものも含み、その各々の全体が本明細書中に参照により
取り込まれ、紙上または電子的に提出されようとなかろうと、それらのいずれかおよび全
ての配列を含む。例えば心臓細胞または神経細胞など、電圧または膜透過電位を変えるこ
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とができる細胞を含むいずれか細胞を使用または研究することができるがこれらに限定さ
れない。細胞の他の例は、本明細書または国際出願番号PCT/US11/48793に議論されている
。
【００６９】
　本発明の一側面は、比較的高い開口数を有する対物レンズ、および対象領域への撮像光
路中に位置するズームレンズを有する顕微鏡システムなどの光学システムに一般に向けら
れる。典型的には、顕微鏡対物は倍率と集光能力（開口数）の間のトレードオフを提供す
る。しかしながら、本発明のいくつかの態様において、ズームレンズは高ＮＡの対物レン
ズが使用された顕微鏡システムにおける撮像光路中に置かれる。以下に詳細に議論される
ように、様々な態様は、前記トレードオフを回避することができ、比較的高い開口数を有
する対物レンズと対象領域への撮像光路中に位置するズームレンズの両方を使用すること
ができる。
【００７０】
　前置きとして、非限定的な例として、高速、低光レベルの顕微鏡システム２００は、図
２のブロック図に対する参照と議論される。顕微鏡システム２００は、動的蛍光撮像用途
などの用途、または本明細書に議論されるような他の用途に使用することができる。例え
ば、前記システムは、時間的に変化するダイナミクスを顕微鏡レベルおよびサブミリ秒レ
ベルで観察し定量化するいくつかの態様で使用されてもよい。一態様より、顕微鏡システ
ム２００は、観察される試料を設置できる対象領域２０５および機器２０８を支持する試
料を含む。前記システムはさらに、照明光学系２３０、撮像光学系２５０、１つまたは２
つ以上の放射源２１０、２２０、検出器２６０、およびプロセッサー２８０を含む。図２
に示されるように、前記システムのいくつかの光学構成成分は、いくつかの態様において
、照明光学系２３０および撮像光学系２５０の両方における成分として働くことができる
。これは、対物レンズ３１０が放射を照明するためのフォーカスレンズおよび撮像レンズ
の両方として働く図３Ａを参照して見ることができる。
【００７１】
　再び図２を参照すると、対象領域２０５は、観察される試料を設置できる、いずれか空
間的な領域を含んでもよい。様々な態様において、光学対象面または撮像光学系２５０の
ための箇所に対象領域２０５が位置する。試料の対応する拡大画像は、検出器２６０での
撮像光学系によって形成することができる。
【００７２】
　機器２０８を支持する試料は、対象領域で試料を支持するように構成された好適な装置
をいずれも含むことができる。非限定的な例として、機器２０８を支持する試料は、対象
領域２０５に対して試料を運ぶことができ、かつ対象領域２０５から試料を運ぶことがで
きる少なくとも１つのマイクロ流体チャンネルを有する、低蛍光ガラスまたはポリマープ
レート、低蛍光マルチウェルプレート、または低蛍光材料を含むことができる。機器２０
８を支持する試料はまた、いくつかの態様において、マイクロポジショナーおよび／また
はナノポジショナーを含むことができ、パッチクランプの支持を任意に備えることができ
る。例えば、かかるマイクロまたはナノポジショナーは、試料を並行移動または横切って
移動させる（例えば、試料の異なる領域を観察するために試料を移動させる、またはマル
チウェルプレートの種々のウェルに移動させるなど）ために使用することができる。マイ
クロまたはナノポジショナーはまた、試料を焦点および焦点外に移動させるためにいくつ
かの場合に使用することができる。
【００７３】
　いくつかの態様において、試料を支持する機器２０８は、細胞、生物学的システム、生
体などを支持するための環境性の筐体(environmental enclosure)を含む。例えば、環境
性の筐体は、温度制御、制御されたガス流、湿度制御、光制御、および／または制御され
た栄養分の流れを有してもよい。環境制御は、いくつかの実施において、３７℃、５％Ｃ
０２の環境、または研究された細胞または生物学的システムに依存する他の環境を維持す
ることができる。いくつかの態様において、電気的遮蔽はまた、例えば、パッチクランプ
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に干渉することができる電気シグナルを抑制するために、試料を支持する機器２０８によ
って提供されてもよい。いくつかの態様において、試料の位置、環境制御、流体制御、マ
イクロ流体制御などのいずれか１つまたはその組合せは、自動または半自動制御のための
プロセッサー２８０と接続することができる。さらに、いくつかの態様において、空気流
は、対象領域の振動を最小限にするように向けることができる。また、設置は、培地に試
験化合物の注射可能で、対象領域２０５における試料に対して温度制御された酸素化培地
を流すためのいくつかの場合において行うことができる。
【００７４】
　検出器２６０は、好適な検出器のいずれであってもよい。例えば、ある態様において、
検出器２６０は、低光レベルの光感受性素子のアレイを含む。いくつかの場合において、
アレイの各素子は、測定時間間隔または時間域にわたって検出強度レベルを表す出力シグ
ナルを提供するように構成されてもよい。出力シグナルは、例えば、検出器２６０によっ
て検知された光学画像を表すビデオ画像を形成するために、プロセッサー２８０によって
認識可能な好適なデータ構造（例えば、複数のデジタルワードを含むデータフレーム）で
、提供されてもよい。いくつかの場合において、例えば、検出器２６０によって検知され
た画像の時間変化を追跡するように、出力シグナルを経時的にプロセッサー２８０に対し
て繰り返し提供することができる。
【００７５】
　いくつかの態様において、検出器２６０は、ＣＣＤアレイまたはカメラまたは電子増倍
ＣＣＤ（ＥＭＣＣＤ）アレイカメラを含む。いくつかの態様において、検出器２６０は、
ＭＯＳＦＥＴアレイまたはカメラを含む。カメラは、例えば、いくつかの態様において約
２００フレーム／秒より大きい、いくつかの態様において約５００フレーム／秒より大き
い、さらにいくつかの態様において約１０００フレーム／秒よりも大きい高フレーム速度
で操作することができる。別の態様において、検出器２６０は、シグナル出力がシグナル
処理回路に対して提供される光電子増倍管のアレイまたはアバランシェフォトダイオード
のアレイを含む。一態様により、検出器２６０は（小さい関心領域および画素ビニングを
使用することによって）最大２０００フレーム／秒で動作するAndor iXon+ 860 ＥＭＣＣ
Ｄカメラを含む。別の実施では、検出器２６０は、より細かい空間分解能で画像を形成す
るために使用される、より画素数が大きく、より低いフレーム速度で動作するAndor iXon
+ 860 ＥＭＣＣＤカメラを含む。
【００７６】
　対象領域２０５を照明するために使用される放射源はいくらでもあってもよい。例えば
、図２において、複数の放射源２１０、２２０は、対象領域２０５を照明するために使用
される。他の態様において、１つの放射源、または２つまたは３つ以上の放射源があって
もよい。放射源は、例えばいくつかの態様において約５０ｎｍ未満、またはいくつかの態
様において約２０ｎｍ未満の放射帯域幅を有する、例えば白色光源または狭帯域である独
立した広帯域であってもよい。いくつかの実施において、音響光学チューナブルフィルタ
ー(acousto-optic tunable filter)は、白色光源からの放射帯域を制御下で選択するため
に使用してもよい。例えば種々の波長帯域で対象領域を照明するために、いくつかまたは
全ての放射源を提供することができる。特定の例として、第１放射源は、約４００ｎｍと
約５５０ｎｍの間の第１波長帯域における第１放射を提供してもよく、第２放射源は、約
５６０ｎｍと約６５０ｎｍの間の第２波長帯域の第２放射を提供してもよい。
【００７７】
　１つまたは２つ以上の放射源はいくつかの態様においてレーザーであってもよく、また
は、例えば１つまたは２つ以上の高輝度発光ダイオード(high-intensity light-emitting
 diode)、白熱光源などの別の種類の光源であってもよい。例えば、レーザーが光源とし
て使用される場合、約１ｍＷと約１０００ｍＷの間のいずれの値に対するいくつかの実施
において、その出力電力は調整可能であってもよい。いくつかの態様において、第１放射
源は、約６０ｍＷの出力電力で約４８８ｎｍに中心をもつ第１波長帯域における第１放射
を提供してもよく（例えば、ドイツのOmicron Laserage of Dudenhofenから入手可能なOm
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icron PhoxX 488-60 laser）、第２放射源は、約１００ｍＷの出力電力で約６４０ｎｍに
中心をもつ第２波長帯域における第２放射を提供してもよい。（例えば、ネバダ州リノの
Crystal Laserから入手可能なモデルレーザー、ウルトラステイブルオプション、DL638-1
00-O）。
【００７８】
　放射源の１つまたは２つ以上が、いくつかの態様において、調整可能であってもよい。
いくつかの態様において、試料中の蛍光の励起に対して特定な放射帯域は、フィルターま
たは光源の調整によって１つまたは２つ以上の放射源から選択可能であってもよい。例え
ば、１つまたは２つ以上の放射源は、広帯域の波長にかけて放射を出力することができ、
チューナブルフィルター（例えば、音響光学チューナブルフィルター）は、レーザーの出
力から特定の励起帯域を選択するために使用してもよい。チューナブルフィルターは、い
くつかの実施において、例えば、約１ＭＨｚより大きい周波数または約１マイクロ秒未満
のオン／オフ速度などの高速でレーザーの強度を調整するために使用することができる。
いくつかの態様において、１つまたは２つ以上の放射源は、プロセッサー２８０によって
通信接続２８１、２８２を介して制御することができる。
【００７９】
　プロセッサー２８０は、１つまたは２つ以上のマイクロプロセッサー含み得る、および
／または１つまたは２つ以上の光学システム２００の動作を管理するように構成されたマ
イクロコントローラーを含むことができ、検出器２６０からのデータを受信し、処理する
ことができる。プロセッサー２８０は、いくつかの場合において、少なくとも１つのデー
タ記憶装置、１つまたは２つ以上のデータ通信ポート、および／またはユーザーインター
フェースを含んでもよい。いくつかの態様において、プロセッサー２８０は、パーソナル
コンピューターまたはラップトップコンピューターなどのコンピューターを含むことがで
きる。いくつかの態様より、プロセッサー２８０は、コンピューターとインターフェース
するように構成された１つまたは２つ以上のマイクロコントローラーを含んでもよい。あ
る態様において、データ記憶デバイスは、システム２００に含まれてもよく、および／ま
たは周辺機器および／または取り外し可能な記憶媒体として統合することができる。様々
な態様において、プロセッサー２８０は、機械可読命令および／またはシステム制御の機
能性を実行するためのハードウェアおよび／または本明細書に記載のデータ処理で適合さ
れる。いくつかの態様において、プロセッサー２８０は生データを蓄積するように、また
はその後処理および表示のために検索することができる、部分的に処理された生データを
蓄積するように構成されてもよい。いくつかの態様において、プロセッサー２８０は、例
えばインターネット接続または無線接続を介して、ネットワーク接続によって遠隔操作さ
れるように構成されてもよい。システム２００によって得られたデータは、その後の処理
および／またはディスプレイのためにネットワーク接続を介して転送することができる。
【００８０】
　照明光学系２３０は、１つまたは２つ以上の放射源（例えば図２における２１０、２２
０）からの放射を直接的に対象領域２０５に向ける、１つまたは２つ以上の光学構成成分
を含んでもよい。いくつかの態様に従い、照明光学系２３０は、対象領域２０５上に複数
の放射源の可変焦点を結合し、かつ／または提供する。高照明強度（小焦点スポット）お
よび／または広視野照明（大焦点スポット）を提供するために可変焦点は一定の場合に使
用することができる。いくつかの態様において、焦点スポットは、約５０ミクロンと約５
００ミクロンの間で変えることができ、約４０Ｗ／ｃｍ２と約４０００Ｗ／ｃｍ２の間の
照明強度において対応する変化を提供する。少なくともいくつかの例において、放射源か
らの出力を制御することによって、さらに強度を変化させることができる。
【００８１】
　図３Ａを参照すると、一態様により、落射照明のために照明光学系２３０を構成しても
よい。照明光学系２３０は、非限定的な本例において、対象領域２０５で照明スポットの
大きさをユーザーが選択することを可能にする可変倍率ズームレンズ３４３を含む。ズー
ムレンズ３４３は、１つまたは２つ以上の放射源２１０（Ｓ１）、２２０（Ｓ２）、およ
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び対象領域上に放射の焦点を合わせる集光光学系の間に配置する。各源からの放射は、照
明光路に従うように、例えばダイクロイック光学系Ｄ４と組み合わせてもよい。ダイクロ
イック光学系Ｄ４は、例えば、第１波長を反射し、ズームレンズ３４３に向かう第２波長
を伝えることができる。いくつかの態様において、これらのミラーを省略してもよいし、
レーザーをダイクロイック光学系Ｄ４に夫々の出力を向けるように調節可能に置いてもよ
いが、照明光学系２３０は、例えば、放射を源Ｓ１、Ｓ２からダイクロイック光学系Ｄ４
に向けるミラー３０５、３０７など追加のミラーを含むことができる。
【００８２】
　いくつかの態様において、照明光学系２３０は、デジタルマイクロミラーデバイス（Ｄ
ＭＤ）を含むことができ、例えば、ミラー３０７はデジタルマイクロミラーであってもよ
い。一態様より、１放射源からの放射は、ＤＭＤに反射されてもよいし、照明光路に沿っ
て向けてもよい。ＤＭＤの画素の活性化は、照明光路から逸らして放射ビームの一部を反
射することができ、放射ビームにパターンを付与することができる。パターン化された放
射ビームは、空間的にパターン化された試料の照明を形成するために、対象領域上に結像
することができる。いくつかの態様において、ＤＭＤの画像が対象領域２０５において形
成されるような照明光路における画像面でＤＭＤを配置することができる。他の態様にお
いて、例えば、ＤＭＤのフーリエ変換が対象領域２０５において形成されるようなミラー
３０３の位置など、照明光路におけるフーリエ面でＤＭＤが配置されてもよい。フーリエ
平面に位置する場合、対象領域における所望の画像のフーリエ変換を、ＤＭＤによって、
放射ビームに付与することができる。空間的にパターン化された照明は、細胞の、例えば
、細胞、生物有機体などの選択された部分などの試料の部分を励起するために使用するこ
とができる。
【００８３】
　図３Ａの例に示すように、集束光学系ＬＩは、ズームレンズ３４３の前の照明光路中に
配置されてもよい。一態様より、集束光学系ＬＩおよびズームレンズ３４３は、レンズＬ
１／ズームレンズ３４３対を通過する各放射ビームの可変膨張を提供する。いくつかの態
様において、ズームレンズ３４３は、約１８ｍｍ～約２００ｍｍの間で可変焦点距離およ
び約３．６と約６．３の間の可変Ｆ値を提供する。ズームレンズ３４３は、一例として、
米国ロンコンコマ、ニューヨークのSigmaから入手可能なSigma 18-200 mm F3.5-6.3 DC 
レンズであってもよい。
【００８４】
　いくつかの態様により、ズームレンズ３４３は、後述される可変倍率撮像光学系と協調
して働くように構成されてもよい。例えば、ズームレンズ３４３は、高倍率で小さい照明
焦点スポットが生じ、低倍率で大きな焦点スポットが生じるような、撮像倍率の調整に応
答するように調整してもよい。いくつかの態様において、低および高倍率で一定の照明強
度（Ｗ／ｃｍ）を維持するように、放射源を調整することもできる。
【００８５】
　照明光学系２３０は、いくつかの場合において、ズームレンズ３４３の後の照明光路中
に位置する第２レンズ対Ｌ２、Ｌ３によって提供される追加のビーム拡大光学系をさらに
含むことができる。反射ミラー３０３は、図３Ａに示される照明光路を折り返す、いくつ
かの態様において使用することができるが、他の態様において、反射ミラー３０３は省略
してもよく、照明光路は実質的に直線であってもよく、例えば、後述する撮像光路に対し
て実質的に並行であってもよい。いくつかの態様において、例えばピンホールなどの空間
フィルターは、両方の放射ビームからの空間的な高周波構成成分を除去するために、レン
ズＬ２とＬ３の間の焦点領域に位置してもよい。いくつかの実施において、レンズＬＩ、
Ｌ２、およびＬ３は無色二重レンズである。
【００８６】
　照明光学系２３０は、反射ミラーＭ１、集光レンズＬ４、マルチクロイックファイバＤ
１、図３Ａの例に描写される対物レンズ３１０をさらに含むことができる。反射ミラーＭ
１は、調整機構（例えば、手動ノブまたは器具制御アクチュエーターなど）を含んでもよ
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く、例えば対物レンズ３１０を横切った転換など、対象領域に近い照明ビームの転換を第
一に提供するように、対象領域２０５からの十分に離れた距離で配置できる。集光レンズ
Ｌ４は、無色二重レンズであってもよく、対物への照明ビームの入り口で対物３１０の入
口開口よりも小さい値に照明ビームウェストを減少させるために配置されてもよい。
【００８７】
　マルチクロイック光学系Ｄ１は、１つまたは２つ以上の波長帯域の照明放射を対象領域
２０５へ向けるために使用される、いくつかの態様において選択的に設計されてもよく、
システム２００の撮像光路に沿って１つまたは２つ以上の波長帯域の蛍光放射を伝えても
よい。一態様より、マルチクロイック光学系Ｄ１が四重(quad)帯域フィルターを含む。光
学系Ｄ１および対物３１０は、照明光学系２３０および撮像光学系２５０の両方で共通ま
たは共有されてもよい。
【００８８】
　図３Ｂに描写されるように、本発明のある態様に従って、ミラーＭ１の調整は照明の種
類を変化させることができる。例えば、第１の位置における場合、ミラーＭ１は、通常ま
たは従来の落射照明を提供する通常の照明経路２５０に沿って照明ビームを向けることが
できる。第二の位置に調整した場合、ミラーＭ１は、薄層照明経路３５２に沿って照明ビ
ームを向けることができ、対象領域２０５において、対物を貫通し近傍に入射する薄層照
明を提供する。第三の位置に調整した場合、ミラーＭ１は、全反射経路３５４に沿って照
明ビームを向けることができ、対象領域における対物を貫通する全反射蛍光（ＴＩＲＦ）
照明を提供する。薄層およびＴＩＲＦ照明は、対象領域における焦点外の物質からの不要
な蛍光の寄与を低減するために使用してもよい。ゴミや焦点外の蛍光物質の非存在下で、
従来の落射蛍光照明は、十分なシグナル対ノイズ比を提供することができる。
【００８９】
　対物レンズ３１０は、例えば高品質の顕微鏡または複数の光学系構成部品を有する蛍光
顕微鏡の対物レンズであってもよい。対物３１０は、例えば、いくつかの態様において約
２０倍の倍率、いくつかの態様において約２０倍よりも大きい、いくつかの態様において
約４０倍より大きい、いくつかの態様において約５０倍よりも大きい、さらにいくつかの
態様において約６０倍である、好適な倍率をいずれも提供できる。一態様において、対物
３１０は、約１００倍の倍率を提供することができる。対物レンズ３１０は、対物レンズ
を油浸対物レンズまたは漬水(water dipping)対物レンズとしての使用のために構成する
ことができ、約０．９よりも大きい開口数（ＮＡ）を提供する。より高いＮＡ値は、対象
領域から収集された放射量を増加させる。いくつかの態様において、対物レンズは、約１
．０よりも大きい、いくつかの場合において約１．１よりも大きい、いくつかの場合にお
いて約１．２よりも大きい、いくつかの場合において約１．３よりも大きい、さらにいく
つかの実施において約１．４よりも大きいＮＡを提供する。１つの非限定的な例として、
前記対物レンズは、ペンシルバニア州センターバレーのOlympus Americaから入手可能な
約１．４５のＮＡを提供する油浸レンズである、Olympus objective, model 1-U2B616, 6
0xを具備してもよい。
【００９０】
　例えば正立、倒立などの好適な構成のいずれも顕微鏡システムのために使用してもよい
。いくつかの態様より、一例として、顕微鏡システム２００は、図３Ａに描写されるよう
に、落射側照明を提供する倒立型顕微鏡として構成することができる。かかる構成によっ
て、環境制御、流体制御、試料交換、および／またはパッチクランプの用途の使用を可能
にする十分な作業空間を上側からの対象領域の近くに残すことができる。図３Ｂは、対物
３１０および対象領域の１つの構成を描写する。油または水は、対物３１０と試料プレー
ト３２０の間に配置できる。観察される試料３２５は、例えばマイクロ流体チャンネルの
ウェルの液滴における、プレート上の流体３３０であってもよい。照明放射は、対物を通
過し、試料を照明することができる。試料からの蛍光は、対物によって収集し、システム
２００の画像検出面に向けることができる。
【００９１】
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　再び図３Ａを参照すると、撮像光学系２５０は、上述のように、対物３１０およびマル
チクロイック光学Ｄ１を具備することができる。撮像光学系は、本図に描写されるように
、撮像光路におけるズームレンズ３４４をさらに具備することができる。ズームレンズは
、一定の場合において、対象領域２０５において試料の撮像を連続可変倍率で提供するよ
うに構成されてもよい。例えば、ズームレンズ３４４は、対物に触れずに約１０倍と６６
倍の間で連続的に可変な撮像倍率を提供するために使用してもよい。一態様より、ズーム
レンズは、約１８ｍｍ～約２００ｍｍの間で可変焦点距離、および、約３．６と約５．６
の間で可変Ｆ値を提供する。ズームレンズ３４４は、非限定的な一例として、ニューヨー
ク州メルヴィルのNikonから入手可能な18-200mm f/3.5-5.6G IF-ED lレンズとしてもよい
。
【００９２】
　撮像光学系２５０におけるズームレンズの使用は、ある態様において、高効率で蛍光の
集光を可能とし、一方で大きな視野も提供する。するための例では、視野は、細胞の少な
くとも一部、またはいくつかの場合においては細胞全体を撮像するために十分に大きくて
もよい。特定の例として、視野は、神経細胞全体およびその生物学的プロセス（例えば、
軸索、樹状突起など）を含んでもよい。
【００９３】
　さらに、いくつかの場合において、撮像システムは、ユーザーが研究試料に触れたり影
響を与えたりせずに（例えば、細胞にパッチクランプの接続を維持したまま）倍率を変更
することを可能にする。いくつかの場合において、図３Ａに示されるように、撮像光学系
およびズームレンズ３４４は、２つの波長帯域に視野を分割することができ、本明細書に
記載されるように、画像の両半分の位置合わせ(registration)を変更することなく、倍率
を変更することができる。
【００９４】
　いくつかの態様において、撮像経路中にズームレンズを格納するために、図３Ａの例に
示されるように、リレー光学系３４２は対物レンズ３１０とズームレンズ３４４の間に配
置されてもよい。一態様より、リレー光学系は、画像を対物レンズ３１０からズームレン
ズ３４４の入射開口または入射瞳付近の位置に中継するように構成された無色二重レンズ
対Ｌ５、Ｌ６を具備することができる。リレー光学系３４２は、対物レンズ３１０から発
散放射を向けることができるが、そうでなければ、ズームレンズ３４４を見逃し、ズーム
レンズに失われるであろう。回転ミラー３０２は、空間の考慮のため、いくつかの態様に
おいて経路を折り返すように撮像経路中に配置することができる。別の態様において、回
転ミラー３０２を省略してもよく、撮像光路は対物レンズから直線的に、例えば照明光路
に実質的に平行に作られてもよい。リレー光学系３４２の要素の直径は、対物レンズ３１
０の背面開口部から出射する実質的に全ての光を捕捉し、かつ画像に最小の収差を導入す
るために選択される。
【００９５】
　ある態様において、いくつかの態様において、上述した検出器２６０はズームレンズ３
４４に続く画像面に配置されてもよいが、撮像光学系２５０はズームレンズ３４４の後に
配置された分割視野、ダイクロイック、画像捕捉機器３４８をさらに具備することができ
る。いくつかの態様において、分割視野、ダイクロイック、画像捕捉機器３４８は、ズー
ムレンズ３４４に続く画像面に実質的に位置する調整可能なスリット３４６を含むことが
できる。画像面およびスリットの画像は、いくつかの場合において、レンズ対Ｌ７～Ｌ８
およびＬ７～Ｌ９によって、検出器２６０への２つの経路（図３ＡのＥＭＣＣＤとして示
される）に沿って中継することができる。撮像ビームは、一定の場合において、レンズＬ
７の後に配置されるダイクロイックミラーＤ２によって色を基準に分割することができる
。例えば、Ｄ２は選択された波長（例えば、約６６０ｎｍ）よりも短い波長を反射しても
よいし、選択された波長よりも長い波長を伝えることができる。分割された画像は、所望
の蛍光帯域外の放射を遮断するように選択される狭帯域フィルターＦ１およびＦ２を通過
することができる。撮像ビームは、次に、検出器２６０で２つの画像が形成されるような
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第２のダイクロイックミラーＤ３を使用して再結合することができる。いくつかの態様に
おいて、各々の２つの画像が検出器の撮像アレイの実質的に半分を充填するように、スリ
ットは調整される。この様式で異なる波長の蛍光の並んだ画像を同時に観察することがで
きる。非限定的な例として、一態様において、例えば、ＧＦＰのような蛍光団からの蛍光
およびＶＩＰは、分割視野、ダイクロイック、画像捕捉機器３４８で同時に見ることがで
きる。
【００９６】
　回転ミラーＭ２およびＭ３は、いくつかの態様において、各々の撮像経路中に具備し、
検出器アレイ上の各画像を置くための調整を含むことができる。分割視野、ダイクロイッ
ク、画像捕捉機器３４８は、いくつかの態様において、ほんの僅かな再構成で容易に単一
帯域および二重帯域の撮像の間で変換することができる。例えば、スリット３４６を広げ
ることができ、２つ撮像ビーム経路のうちの１つは遮断することができる。反射ミラーＭ
２またはＭ３は、次に、検出器２６０で検出器アレイ上に画像を中心に位置するように調
整することができる。
【００９７】
　一態様より、図３Ａに描写されるシステム３００の光学系構成部品のためのパラメータ
ーは、以下のリストに記載される。本リストは例のために提供するに過ぎず、本発明を限
定するものではない。
　照明源：S1 - 488 nm、60 mW (Omicron PhoxX)。S2 - 640 nm、100 mW (CrystaLaser, 
DL638-100-O, ウルトラステイブルオプション)。
　ダイクロイックミラー：D1 - 405/488/561/635 四重経路 (Semrock)。D2, D3 - 662 長
経路、撮像平坦性 (Semrock)。D4 - 503 長経路 (Semrock)。
　広帯域ミラー：M1, M2 および M3 は Φ2" 広帯域誘電体ミラーである。 示した他のミ
ラーは全て Φ1"である。
　固定レンズ（全て無色二重レンズ）：L1 - Φ1" f = 25 mm、L2 - Φ1" f = 60 mm、L3
 Φ2" f = 150 mm、L4, L6, L7, L8, L9 - Φ2" f = 100 mm、L5 - Φ1" f = 100 mm。
　フィルター：F1 - 700/75 帯域通過 (Chroma)。F2 - 580/60 帯域通過 (Chroma)。
　ズームレンズ：Z1 - 18-200 mm f/3.5-6.3 (Sigma)。Z2 - 18-200mm f/3.6-5.6 (Nikon
)。
　対物：Olympus 1-U2B616 60X oil NA 1.45。
【００９８】
ＩＩＩ．顕微鏡システムによる動的プロセスの観察
　上記の顕微鏡システム２００は、例えば一定の種類の細胞における電気的活動などの動
的な生物学的プロセスなど、高速プロセスを観察し捕捉するために、ＶＩＰと併せて使用
することができる。いくつかの種類の細胞（例えば、神経細胞または心臓細胞）における
電気的スパイクのタイミング、および電気的スパイクの伝搬における細胞内ダイナミクス
は、本発明のある態様に従って観察することができる。さらに、電圧によって誘発される
蛍光の変動は、いくつかの態様において、多くの細胞種の過度に密な画像内の単一細胞を
識別するために使用することができる。
【００９９】
　本データの細胞における電気的活動の顕微鏡による光学的記録は、対象を捕捉し分析す
る。急速なダイナミクスを顕微鏡レベルで観察することの挑戦の１つは、既存のＥＭＣＣ
Ｄカメラが１２８×１２８画素の画素分解能で５００フレーム／秒未満のフレーム速度、
または１０００フレーム／秒で６４×６４画素の分解能でデータを取得することである。
しかし、細胞における電気的活動は、例えば活動電位が１ｍｓのオーダーで続くように、
比較において速くすることができる。したがって、多くのカメラは、一定の種類の事象を
観察する時間的な精度を十分持っていない。
【０１００】
　非限定的な例として、図４Ａ～図４Ｃに描写されるＶＩＰを使用して神経細胞における
活動電位の展開を追跡したい場合がある。図４Ａは、細胞体４１０および複数の軸索端末
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を有する神経細胞を描写する。例えば、１つまたは２つ以上の軸索に沿って細胞体４１０
から軸索末端へ伝播するように、ＶＩＰを介して蛍光を刺激するかもしれない活動電位の
展開を追跡したい場合がある。高い時間分解能によって、かかる事象は、光斜線部分４２
０、４３０、４４０が、活動電位が神経細胞内に伝播するようにＶＩＰ仲介蛍光の展開を
描写することを意味する、図４Ｂ～４Ｃに描写するように見えるかもしれない。しかし、
それらのフレーム速度の制限のため、多くのカメラは、かかる速い電気的活動の細胞内ダ
イナミクスを観察するために十分な時間分解能を欠く。
【０１０１】
　したがって、本発明の別の側面は、動画像を時間分解することに一般に向けられる。下
記のシステムおよび方法は、本明細書で議論される顕微鏡システムおよび／またはＶＩＰ
と併せて使用することができるが、それらはそのように限定されない。他の態様において
、本明細書で議論されるシステムおよび方法は、動画像を取得するための時間域またはフ
レーム速度未満である分解能や精度で、動画像を時間分解するために使用することができ
、つまり、本明細書において詳細に議論されるように、動画像の時間超分解能を得ること
ができる。ある態様において、動画像のシグナル値を既定義の時間波形に対してフィッテ
ィングすることによって、時間超分解能を得ることができ、例えば、当該アルゴリズムは
、既知または疑われる、分解されるべき動的事象の時間的なプロファイルを利用する。
【０１０２】
　一例として、活動電位の時間超分解能について記述する。本例において、カメラなどの
検出器から収集されたデータは、細胞内ダイナミクスを明らかにするために開発された時
間超分解能アルゴリズムに従って処理することができる。しかし、これは単なる例に過ぎ
ないことが理解されるべきであり、本発明の他の態様において、他の種類の動画像を分析
することができる。当該試料は、神経細胞である必要はなく、例えば心臓細胞または他の
細胞など、生物学的試料、または他の試料のいずれかであってもよい。例えば、本明細書
に議論されるように、高速化学反応を高時間分解能で画像化することができる。さらに、
本明細書で議論されるシステムおよび方法は、蛍光画像を検出することのみに限定される
ものではないことが理解されるべきである。他の種類の顕微鏡画像、または他の種類の画
像もまた高時間分解能で研究することができる。例として、磁気共鳴撮像、Ｘ線撮像、（
例えば、顕微鏡または非顕微鏡の）ビデオ画像などを含むが、これらに限定されない。時
間域またはフレーム速度を使用して取得される動画像のいずれかも、本発明の様々な態様
において研究されてもよい。いくつかの場合において、後述するように、動画像は、動画
像内に捕捉された動的事象のための既知または疑わしい時間プロファイルを使用して研究
することができる。例えば、時間プロファイルが実際に知られていない場合、ガウス分布
などの推定されたプロファイルを本発明のある態様に従って使用することができる。
【０１０３】
　前述のように、本例は、活動電位が神経細胞内に伝播するようにＶＩＰ仲介蛍光の展開
を図示する。活動電位の時間経過は、先験的におよそ知られており、その波形は少なくと
ものための一定の種類の神経細胞に対して図５Ａに描写されるものとおよそ同じである。
活動電位がＶＩＰおよび上述の顕微鏡システムを使用した高速カメラ（または他の好適な
検出器）によって記録される場合、当該カメラの各画素は、検出器内の画素に対する積分
時間によって制限される時間分解能で波形（試料の対応領域からの蛍光発光を積分）をサ
ンプリングする。積分時間はまた、測定「時間間隔」または測定「時間域」と呼ぶことも
でき、これは、各画素につき、当該カメラのフレーム速度の逆数にほぼ等しくてもよく、
低分解能（６４×６４画素）で動作する高速カメラの約１ｍｓである。これは、時間域を
規則的に時間的に離してもよいが、これは必要条件ではないことに留意すべきである；い
くつかの場合において、不規則な時間域もまた使用してもよい。
【０１０４】
　本例において、活動電位の波形５１０は、検出器２６０によって離散化され、図５Ｂに
描写するように、離散的な値５２０－１～５２０－６のシーケンスとして現れてもよい。
活動電位が細胞内で迅速に伝播する場合に、カメラまたは他の検出器のフレーム速度で作
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成された比較的低い時間分解能が存在すると仮定すると、全体の細胞は、細胞において同
時にどこでも同じ時間発展にしたがうように現れることはなく、細胞内ダイナミクスは、
かかる検出器を使用して分解されないであろう。
【０１０５】
　しかし、活動電位の波形５１０が知られるため、基礎となる波形５１０を、例えば、波
形の開始、ピーク値、半ピーク値、ピークの幅、ゼロ交差値などのフィッティングパラメ
ーターとして波形の１つまたは２つ以上のパラメーターを使用して、画素のいくつかまた
は全てにつき、測定された離散化データにフィッティングすることができる。いくつかの
態様において、反復される測定は、例えば実質的に同一である、例えば反復される動事象
に関する試料において、離散化データ５２０－１～５２０－６の平均値を得るために取る
ことができる。本明細書で議論されるように、かかるフレーム速度よりもはるかに小さい
精度（すなわち、時間分解能が時間域または単一フレームの持続時間よりも小さい精度を
有するような）でフィッティング手順を行うことができる。動画像に対応するシグナル値
は、基礎となる波形を有する各画素に独立してフィッティング可能であり、その結果、各
画素のシグナル積分時間よりも微細または高精度な時間分解能をもたらし、時間超分解能
を達成する。
【０１０６】
　各画素で記録されたシグナル値に対して基礎となる波形をフィッティング後、波形によ
って特徴付けられた事象の発生は、本発明の一部の態様において決定することができる。
例えば、波形におけるピーク（図５Ｂにおいて描写される時間Ｔｐで発生するＦｐ）の発
生は、測定時間間隔Ｔｍよりもはるかに高い分解能Ｔｓｍに対してフィッティングされた
波形５１０から決定することができる。他の事象の発生は、例えば、活動電位の開始、電
位のゼロ交差などの時間波形の知識に基づいて決定することができる。
【０１０７】
　基本となる波形５１０のために使用される特定の形状は、本発明のある態様においては
、必ずしも重大ではない。いくつかの場合において、時間的な基本となる波形が知られて
いない場合であっても、または選択された基礎となる波形が正しくない場合であっても、
時間超分解能を生じさせるために波形の形状を使用することができる。他の態様において
、基礎となる波形が試料にわたって変化することは先験的に知られてもよく（例えば、位
置の関数として、またはその他の事象の数の関数などとして変化する）、それに応じてフ
ィッティング波形を変化させることができる。いくつかの態様において、ガウス波形を使
用してもよく、一態様においてローレンツ波形を使用してもよく、一態様において対数正
規波形を使用してもよく、一態様において１つまたは２つ以上の指数を含む波形を使用し
てもよい。生物学的プロセス、または観察されるプロセスを表すことが知られる様々な波
形は、測定されたシグナル値に対してフィッティングすることができることが理解される
であろう。いくつかの場合において、いくつかのケースでは、動的事象の時間的なプロフ
ァイルが確実には知られていない場合であっても、本明細書に議論されるように、動的事
象の時間的なプロファイルの推定を使用することによって動的事象はまだ研究することが
できる。例えば、ガウス、ローレンツ、または対数正規などの時間波形は、時間波形それ
自体についてほとんど知られていない場合であっても、例えば事象の知識が有限時間にか
けて生じるということだけであっても、動的事象を研究するために使用することができる
。
【０１０８】
　いくつかの場合において、使用される波形は一定のオフセット、例えば、図５Ｃに示す
ようにバックグラウンドシグナルを示すオフセットＦＰを含むことができる。測定された
シグナル値５２０－０から５２０－８は、バックグラウンドからの寄与を含み、そのため
、波形５１０はバックグラウンド上に乗る。他の場合において、バックグラウンドシグナ
ル値はデータに対して波形をフィッティングする前に測定されたデータから差し引くこと
ができる。
【０１０９】
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　新しい「動画」または一連の動画像は、本発明のいくつかの態様において、フィッティ
ングの結果を使用して動画像から作り出してもよい。このことは、例えば、動事象の可視
化に有用であり得る。一態様より、測定時間間隔Ｔｍはサブ間隔Ｔｓｍおよび数値的に生
成された各サブ間隔のシグナル値に細分することができる。Ｔｓｍは、波形における事象
の発生が知られた不確実性に対応することができ、記録されたシグナル値のシグナル対ノ
イズの質に依存し得る。いくつかの態様において、Ｔｓｍは、Ｔｍの約１／３とＴｍの約
１／８の間であってもよい。いくつかの態様において、Ｔｓｍは、Ｔｍの約１／８とＴｍ

の約１／２０の間であってもよい。いくつかの態様において、Ｔｓｍは、Ｔｍの約１／２
０とＴｍの約１／５０の間であってもよい。いくつかの態様において、Ｔｓｍは、Ｔｍの
約１／５０とＴｍの約１／１００の間であってもよい。いくつかの態様において、Ｔｓｍ

は、Ｔｍの約１／１００とＴｍの約１／２００の間であってもよい。いくつかの態様にお
いて、Ｔｓｍは、Ｔｍの約１／２００とＴｍの約１／５００の間であってもよい。新規な
映像は、例えばビデオモニター、サブ間隔につき生成された少なくともいくつかのシグナ
ル値のシーケンスを含むビデオデータ上にシーケンシャルな表示を含むことができる。新
作な映像の時間分解能が、カメラのはるかに高速なフレーム速度に対応するであろうこと
が理解されるであろう。例えば、動画像が、フレーム当たり約１ｍｓの測定時間間隔Ｔm

で記録され、上記の方法を使用することによって動画像がＴｍの１／１００程度まで時間
分解できる場合、カメラの有効または同等のフレーム率は、約１００，０００フレーム／
秒になるだろう。したがって、映像は、元の動画像と比較して時間超分解能を有するだろ
う。
【０１１０】
　様々な態様において、各サブ間隔につき、および各撮像画素に対応して新しいデータ値
を生成することができる。一態様より、各サブ間隔につきデータ値は、図５Ｄに示す基礎
となる波形５１０の値に対応することができる。新規な映像は、各画素、サブ間隔につき
生成されたデータ値のシーケンスに関連して表示することを含むであろう。理解されるよ
うに、記録された動画像の時間分解能は、約Ｔｍから約Ｔｓｍまで改善する。
【０１１１】
　いくつかの態様において、基礎となる波形で特徴付けられる事象の発生以外の場合にお
いて、時間間隔または時間域のシグナル値は、図５Ｅおよび５Ｆに描写される波形未満に
抑えることができる。例として、基礎となる波形で特徴付けられた事象は、波形のピーク
であってもよい。すべての生成されたシグナル値は、ピーク近傍を除いて、ヌル値または
既選択の値まで抑えることができる。ピークの近くで、シグナル値は、図５Ｅに描写する
ように、ピーク値Ｆｐ、またはスケーリングされたピーク値まで上昇することができる。
一態様より、全てのシグナル値は、図５Ｆに描写するピーク値を除く時間間隔で抑制する
ことができる。この場合、フィッティングされた波形のピークに対応する時間でフラッシ
ュが表示される場合がある。
【０１１２】
　別のある態様において、期待される時間波形に十分に対応しない事象は除外または抑制
することができる。このことは、例えば、動画像における「ノイズ」、例えば関心のある
時間事象の一部ではないシグナル、を低減または排除することに有用であり得、したがっ
て、さらなる検討から除外することができる。例えば、期待される時間波形の約半分未満
または約３分の１未満の持続時間を有する事象は、疑わしいノイズであるとして、さらな
る検討から除外することができた。同様に、いくつかの場合において、期待される時間波
形の２、３、または４倍の持続時間よりも大きい持続時間を有する事象は、さらなる検討
から除外することができた。
【０１１３】
　いくつかの態様において、生成されたシグナル値の抑制は、各画素につき記録されたバ
ックグラウンドシグナル値までであってもよい。バックグラウンドシグナル値は、測定試
行の前、間、または後に取得してもよい。例えば、バックグラウンドシグナルは、観察さ
れる動的プロセスの非存在下において各画素につき平均シグナルであってもよい。動的プ
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ロセスの動映像を表示する場合、平均バックグラウンドレベルまでシグナルを抑制するこ
とによって、試料の画像を維持できる。
【０１１４】
　１つの実施において、例えば、特徴的事象が受信されたシグナル値の測定間隔Ｔｍ内で
発生しない場合、または、期待した通りに特徴的事象が発生しない場合、受信した各種シ
グナル値は、上記のいずれかの方法でも抑制することができる。かかる実施において、元
の動画像は、同じ画素および時間分解能で中継することができるが、少なくともいくつか
の受信されたシグナル値は抑制される。
【０１１５】
　シグナル値を抑制することは、特徴的事象が発生する場合を除き、速い動的プロセスの
ための顕微鏡システムの時空間分解能を改善できる。例えば、それは、試料全体にわたっ
て活動電位などの波形のピークまたは頂上の追跡を可能にする。この様式で、高い空間的
および時間的な分解能を有する動画像を生成、記録、および表示することができる。図４
Ｂ～４Ｄでおよそ描写された時間発展は、本発明の一態様より、動的な生物学的プロセス
の時空間的な動映像にほぼ類似するだろう。
【０１１６】
　上記のフィッティングの手順は、いくつかの態様において、より高いシグナル対ノイズ
比から利益を得ることができる。いくつかの態様において、単一試行の測定は、正確な時
間超分解能を提供するために十分なシグナル対ノイズ比を欠く。この場合、複数の試行の
記録された映像は、十分なシグナル対ノイズ比を有する平均化された映像を作成するため
に時間的に登録し、一緒に平均化することができ、次に、波形のフィッティングおよび時
間的および／またはプロセスの時空間超分解能映像の生成に使用することができる。いく
つかの動的なプロセスは高速であってもよいため、例えば、少なくとも本発明のいくつか
の態様において、数十、数百、または数千の数ミリ秒の活動電位の試行でさえ、数秒以内
に実施できる。
【０１１７】
　一態様より、シグナル対ノイズの質を改善するために試料ついて事象（例えば、複数の
活動電位応答）の複数の動画像を記録してもよい。複数の事象は、記録することができ、
共通の基準の場合には登録することができ、さらに、シグナル対ノイズ比を増大させるた
めに組み合わせることができる（例えば、合計または平均化できる）。一例において、各
活動電位の応答は、約３０フレーム継続できる。ＡＰ応答の約１００の映像は記録するこ
とができ、事象に対応する３０フレームの断片の各々を抽出することができる。次に、断
片は、例えばＡＰの初期励起、ＡＰの最大値、ＡＰの立ち上がりの端で選択されたシグナ
ル値などの共通の基準に時間的に登録することができる。次に、断片は「平均」ＡＰの３
０フレームの映像を作成するために一緒に平均化することができる。次に、波形のフィッ
ティングは平均化された映像を使用することによって行うことができる。いくつかの態様
において、観測される事象は、３０フレームより大きい、または未満である持続時間（例
えば、約３０～約１００の間、約１００～約２００の間、約２００～約５００の間、また
は、約１０～約３０の間、約４～約１０の間）を有してもよく、平均化のために記録され
た映像の数は１００よりも大きい、または未満（約１００～約２００の間、約２００～約
５００の間、約５００～約１０００の間、約５０～約１００の間、約２０～約５０の間、
約１０～約２０の間、約２～約１０の間）であってもよい。
【０１１８】
　図６は、フロー図によって、動画像を時間分解するための方法６００の一態様を図示す
る。既に議論されたように、本方法の多様性は、本発明の他の態様においても可能である
。本例において、本方法は、複数の撮像画素、動画像が得られる間の複数の測定時間域に
関連する複数のシグナル値から６１０を受信する行為を含む。時間域は、撮像画素に関連
するシグナル積分時間であってもよい。この方法はさらに、各画素につき６３０、既定義
の時間波形を各画素につき受信された夫々のシグナル値に対してフィッティングする行為
をさらに含むことができる。



(25) JP 2015-505979 A 2015.2.26

10

20

30

40

50

【０１１９】
　いくつかの態様より、方法６００は、各画素につき、波形によって特徴付けられる事象
のときの発生率の決定６５０をさらに含む。例えば、フィッティングされた波形のピーク
の発生率は、フィッティングに基づいて決定することができる。各画素につきシグナル積
分時間未満の測定間隔に対応する複数の追加シグナル値の各画素の生成６７０の行為をさ
らに含んでもよい。例えば図５Ｄに描写される基礎となる波形をおよそ追跡することなど
、生成されたシグナル値は動画像の時間発展を表すことができる。いくつかの態様におい
て、例えば、図５Ｅまたは図５Ｆに描写するフィッティングされた波形における特徴的な
事象を強調するなど、生成されたシグナル値は動画像の時間発展を表さない場合もあり得
る。
【０１２０】
　方法６００は、動画像を表示する場合、および測定した動画像の時間分解されたビデオ
の表示６９５の場合に事象が発生しなかった、時間域での受信したシグナル値または生成
したシグナル値の抑制６９０の行為をさらに任意に含んでもよい。シグナル値の抑制６９
０は、フィッティングされた波形を表す値未満の値までであってもよい。いくつかの態様
において、抑制されたシグナル値は、ゼロシグナルレベルまたはバックグラウンドシグナ
ルレベルまででもよい。前記表示は、時間分解された動画像のビデオモニターにビデオを
表示することを任意に含んでもよい。前記方法は、いくつかの態様において、後の検索お
よびさらなるデータ分析のためのデータ記憶装置において時間分解された動画像を蓄積す
ることをさらに含んでもよい。
【０１２１】
　前述の通り、上記の議論は、本明細書および一定のＶＩＰで議論されるように顕微鏡シ
ステムと併せて神経細胞の決定との関連において行われたが、そのように限定されると理
解されるべきではない。様々な態様において、本明細書で議論される前記システムおよび
方法は、動画像を取得するために使用される時間域またはフレームレート未満である分解
能または精度でのいずれか動画像を時間分解するために使用してもよい。
【０１２２】
ＩＶ．電圧指示タンパク質の分析のシステムおよび方法
　前述したように、本発明のいくつかの側面は、電圧指示タンパク質（ＶＩＰ）を使用し
て、細胞または他の試料の様々な特性を研究するためのシステムおよび方法に一般に向け
られる。例えば、ある態様において、本明細書に議論されるシステムおよび方法は、１つ
の非限定的な例として、膜電位または細胞または他の生物学的試料の電気的挙動を調節す
ることが疑われる薬物または他の薬剤をスクリーニングするために使用することができる
。いくつかの場合において、例えば潜在的な薬物または他の薬剤に対するそれらの応答を
決定するために様々な生物学的プロセスを研究することができる。一定の場合において、
かかる研究は、例えば、細胞または生体試料中のミクロンレベルの分解能以下のミリ秒以
下のダイナミクスを含んでもよい。
【０１２３】
　他の用途の範囲は、ｈＥＲＧアンタゴニスト（ｈＥＲＧはカリウムイオンチャンネルで
ある）または心毒性のためのアッセイ；神経細胞のイオンチャンネルの調節因子；心臓の
イオンチャンネルの調節因子；および幹細胞を増殖および分化へ向ける化合物を含むが、
これらに限定されない。本明細書に記載の部分は、神経細胞におけるＶＩＰの使用に向け
られるが、これは単なる例であることが理解されるであろうし、他の態様において、他の
ＶＩＰは、顕微鏡システムと組み合わせて、例えば本明細書に記載されるように、心筋細
胞、免疫細胞、膵臓ベータ細胞などの他の電気的に活性な細胞のために使用できる。
【０１２４】
　例えば、ある態様において、細胞（またはその部分）は励起または刺激されてもよく、
例えば細胞の電圧または膜電位など、細胞の応答を決定することができる。例えば、細胞
またはその一部は励起または刺激されてもよく、細胞の電圧または膜電位は、細胞が刺激
された後に、空間および／または時の関数として決定することができる。ある態様におい
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て、例えば細胞の約７５％以下、約５０％以下、約２５％以下、または約１０％以下を、
例えば本明細書で議論されるように、刺激することができる。特定の非限定的な例として
、神経細胞の特定の部分（例えば軸索、樹状突起、細胞体など）を例えば脱分極化など刺
激でき、神経細胞の電圧または膜電位の刺激に対する応答を研究できる。別の非限定的な
例として、心臓細胞を刺激することができ、例えば心臓細胞または組織内の電気シグナル
の伝達を決定するために、刺激に応答した心臓細胞の電圧または膜電位を研究することが
できる。いくつかの場合において、細胞は薬物または他の医薬剤（例えば、潜在的な薬物
または医薬剤の存在下における細胞の挙動を決定するスクリーニングアッセイにおける、
潜在的な薬物または医薬剤を含む）に曝しながら試験することができる。
【０１２５】
　ある態様において、細胞（またはその一部）は、感光部分を使用して刺激することがで
きる。感光部分は、刺激するか、またはそうでない場合は細胞と相互作用するために光に
対して反応できる部分のいずれであってもよい。例えば細胞の電圧または膜電位の変化な
どの細胞の電気的特性の変化を生じさせるために光を使用することができる。例えば、光
は感光部分に適用することができ、それに応答して実体は感光部分によって放出され、光
感受性反応が生じ、イオンチャンネルの開閉などが起こり得る。ある態様において、電圧
指示タンパク質および感光部分は、各々、細胞内に含まれている。例えば、一方または両
方が細胞の原形質膜に存在してもよい。
【０１２６】
　したがって、ある態様において、細胞（または他の試料）は、電圧指示タンパク質およ
び感光部分を含んでもよい。電圧指示タンパク質および感光部分は細胞内（例えば原形質
膜内）で別々に存在していてもよく、および／または電圧指示タンパク質と感光部分は相
互に連結され、例えば、相互に共有結合されるか、または融合タンパク質を形成するため
に一緒に融合される。光は、例えばイオンチャンネルの開閉およびイオン輸送の増減など
、感光部分に適用してもよく、実体などの放出を引き起こす。いくつかの場合において、
感光部分に対する光の照射は、細胞内の電圧または膜電位を変化させるために使用するこ
とができる。いくつかの場合において、電圧または膜電位の変化は、例えば本明細書で議
論するように蛍光を使用して、電圧指示タンパク質を決定することによって決定すること
ができる。
【０１２７】
　例えば、ある態様において、感光部分は、光ゲートイオンチャンネルである。典型的に
は、光ゲートイオンチャンネルは、孔を含むか、または光に応答して開閉することができ
る「チャンネル」を含むタンパク質である。光ゲートイオンチャンネルは、いくつかの場
合において、膜貫通タンパク質でもよい。光ゲートイオンチャンネルの特定の非限定的な
例は、チャンネルロドプシン（例えば、チャンネルロドプシン－１、チャンネルロドプシ
ン－２、またはボルボックスチャンネルロドプシン）を含む。光ゲートイオンチャンネル
は、イオン輸送を増加または減少させることができる。
【０１２８】
　特定の非限定的な例として、一定のチャンネルロドプシンは青色光を用いて励起され、
励起光が照射される場合、イオン輸送を増加させる。例えば、チャンネルロドプシン（ま
たは他の感光性イオンチャンネル）を活性化するために適用した前記光は約４６０ｎｍと
約４８０ｎｍの間の波長、例えば、約４７０ｎｍを有してもよい。いくつかの場合におい
て、前記光は、実質的にコヒーレントであってもよく（例えばレーザー光）、かつ／また
は前記光は平均波長の周辺の約＋／－５０ｎｍ以下、約＋／－２０ｎｍ以下、約＋／－５
ｎｍ以下、または約＋／－５ｎｍ以下の波長分布を有してもよい。他の態様において、他
の励起波長を使用することができる。
【０１２９】
　感光部分の別の例は、例えば、正イオンを外に、または負イオンを内にポンプして細胞
内の電気的活動を抑制することによって、細胞を過分極することができる光駆動ポンプで
ある。非限定的な例は、ハロロドプシン、アーキアロドプシン、光受容体タンパク質（例
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えば、ロドプシン、フィトクロム、バクテリオロドプシン、またはバクテリオフィトクロ
ム）を含む。したがって光は細胞を過分極するために適用することができる。例えば、ハ
ロロドプシンまたはアーキアロドプシンなどのロドプシンに黄色光を適用することができ
る。例えば、光は約５６０ｎｍと約５８０ｎｍの間の波長、例えば約５７０ｎｍを有して
もよい。
【０１３０】
　感光部分のさらなる別の例として、ケージド(caged)部分は、細胞の電圧または膜電位
の変化を引き起こすことができる、神経伝達物質を放出または伝達するために使用するこ
とができる。特定の非限定的な例として、ケージドグルタミン酸は、グルタミン酸が紫外
線への露光によって「アンケージド(uncaged)」とすることができる細胞に適用すること
ができる。ケージドグルタミン酸の例は、例えば約３５５ｎｍ、または約３５０ｎｍと約
３６０ｎｍの間の波長を有する紫外光を使用してアンケージドすることが可能である、単
一のケージドグルタミン酸（例えば、ガンマ－（アルファ－カルボキシニトロベンジル）
－グルタミン酸）または二重のケージドグルタミン酸塩（例えば、アルファ，ガンマ－ビ
ス－（アルファ－カルボキシニトロベンジル）－グルタミン酸）を含む。
【０１３１】
　電圧指示タンパク質および感光部分は、好適な技術のいずれかを使用して細胞内に送達
または導入することができる。例えば、電圧指示タンパク質および／または感光部分は、
膜融合などの技術を使用してインビトロで細胞に送達することができ、または一方または
両方を、例えば、電圧指示タンパク質および／または感光部分をコードする核酸を含むベ
クターを用いたトランスフェクションを使用することによって細胞に導入することができ
る。いくつかの場合において、一方または両方はまた、原形質膜または細胞内小器官など
の特定部位に対してタンパク質を標的化することができる標的配列を含むことができる。
非限定的な例として、標的配列はアルファ－２ニコチン性アセチルコリン受容体からのＣ
－末端シグナル配列（ＭＲＧＴＰＬＬＬＶＶＳＬＦＳＬＬＱＤ；配列番号１）、小胞体輸
出モチーフ（例えば、ＦＣＹＥＮＥＶ、配列番号２）、ゴルジ輸送配列（例えば、ＲＳＲ
ＦＶＫＫＤＧＨＣＮＶＱＦＩＮＶ、配列番号３）または膜局在化配列（例えば、ＫＳＲＩ
ＴＳＥＧＥＹＩＰＬＤＱＩＤＩＮＶ；配列番号４）を含むことができる。
【０１３２】
　細胞の電圧または膜電位は、本明細書で議論するように、電圧感受性状態に入ると、電
圧指示タンパク質によって放射される光を使用して、ある態様に従って決定することがで
きる。したがって、いくつかの態様において、１つまたは２つ以上の発光波長を細胞（ま
たは他の試料）から決定することができる。いくつかの場合において発光波長は膜電位を
示す参照と比較される。いくつかの場合において、決定される光は、約６８０ｎｍと約７
００ｎｍの間、例えば約６８７ｎｍの波長を有してもよい。前記の光はまた、実質的に単
色であってもよく、かつ／または光は、平均波長の周辺の約＋／－５０ｎｍ以下、約＋／
－２０ｎｍ以下、約＋／－５ｎｍ以下、または約＋／－５ｎｍ以下の波長分布を有してい
てもよい。前述したように、本発明の一定の側面は、電圧指示タンパク質、およびかかる
電圧指示タンパク質の製造および使用のためのシステムおよび技術に一般に向けられる。
【０１３３】
Ｖ．電圧指示タンパク質
　上記の様々な側面は、いくつかの態様において、電圧指示タンパク質（ＶＩＰ）に一般
に向けられるか、または含む。電圧指示蛋白質の非限定的な例は、本明細書に記載される
２０１１年８月２３日に出願された国際特許出願番号PCT/US11/48793（本明細書の付録を
参照）；２０１０年８月２３日に出願され、２０１０年１１月１２日に出願された米国特
許第61/376,049号；夫々の全体は本明細書に引用として取り込まれ、紙面上または電子的
に提出されようとなかろうと、含まれるいずれかおよび全てのシーケンスを含む。
【０１３４】
　電圧指示タンパク質は、いくつかの態様において、微生物ロドプシンタンパク質であっ
てもよい。いくつかの場合において、微生物ロドプシンタンパク質は、シッフ塩基の基端
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の変異プロトン受容体を含む。かかる電圧指示蛋白質の１つの非限定的な例は、Halorubr
um sodomenseからのアーキアロドプシン３である。タンパク質は、野生型（「ＷＴ」）ア
ーキアロドプシン３の形態であってもよく、かつ　または、例えば少なくとも１つのアミ
ノ酸残基の置換によって改変された、改変された形態であってもよい。例えば、前記タン
パク質は、少なくとも１個、２個、３個、４個、または５個のアミノ酸残基の置換によっ
て改変することができる。いくつかの場合において、前記タンパク質は、少なくとも１個
および３個以下のアミノ酸残基の置換によって改変することができる。特定の非限定的な
例は、Ｄ９５Ｎ（９５番目のアミノ酸残基がアスパラギン酸からアスパラギンに変異する
場合）、Ｄ８５Ｎ（８５番目のアミノ酸残基がアスパラギン酸からアスパラギンに変異す
る場合）または本明細書中で議論されるような他の変異または本明細書中に参照により取
り込まれる国際特許出願番号PCT/US11/48793に記載のものを含む。
【０１３５】
　操作された微生物ロドプシンの非限定的な一例を図１Ａに示す。描写は脂質二重膜１２
０にまたがるグリーンプロテオロドプシン１１０のＤ９７Ｎ変異体である。前記ロドプシ
ン１１０はタンパク質のコアに結合したレチニリデン蛍光団１３０を含む。図１Ｂは、蛍
光団１３０の拡大図を描写する。蛍光団はシッフ塩基１４０を介してタンパク質の主鎖に
共有結合的に連結する。このロドプシンについて、＞１２の野生型の値から約９．８の値
までシッフ塩基１４０のｐＫａを減少させるために、野生型構造におけるアスパラギン酸
９７をアスパラギン１５０に変異させた。この変異は、プロトンポンプの光サイクルを除
外する。
【０１３６】
　図１Ａのように、ロドプシンが膜中に取り込まれ、かつ膜１２０全体にわたって電位が
印加される場合、局所的な電気化学電位の変化が誘発される。かかる変化は、ロドプシン
近傍の酸塩基平衡およびシッフ塩基１４０のプロトン化に影響を与えることがある。例え
ば、膜１２０全体にわたって電位を適用することによって、シッフ塩基１４０の近くまた
は遠方にプロトン１６０を動かすことができる。レチナール１３０の吸収スペクトルおよ
び蛍光は、シッフ塩基１４０のプロトン化状態に依存する。ある態様において、プロトン
化形態は蛍光性であり、脱プロトン化形態は蛍光性ではない。いくつかの態様において、
蛍光の量は、図１Ｃに見られる印加電圧の量に依存する。したがって、いくつかの実施に
おいて、試料内の局所的な電圧または電気化学的電圧は、ロドプシンからの蛍光の量を測
定することによって決定することができる。
【０１３７】
　本明細書で議論するように、電圧指示タンパク質が発する蛍光のレベルは、タンパク質
が経験した電圧を示すことができる。ある場合において、蛍光のレベルは、細胞の膜電位
または電圧の指標である参照と比較してもよい。例えば、Halorubrum sodomenseからのア
ーキアロドプシン３またはその改変体などの微生物ロドプシンタンパク質に対して、細胞
は、約５９４ｎｍと約６４５ｎｍの間、約６２５ｎｍと約６５０ｎｍの間、約５２５ｎｍ
と約５７０ｎｍの間の波長を有する光、または、電圧指示タンパク質が電圧感受性状態に
なることを可能にする強度および／または周波数を有する他の好適な光のいずれでも照明
されてもよい。潜在的に有用な周波数の特定の非限定的な例は、約６４０ｎｍ、約６３３
ｎｍ、約５５８ｎｍ、約５８５ｎｍ、または約５３２ｎｍが含まれる。いくつかの場合に
おいて、光は、実質的にコヒーレント（例えばレーザー光）であってもよく、かつ／また
は光が平均波長の周辺の約＋／－５０ｎｍ以下、約＋／－２０ｎｍ以下、約＋／－５ｎｍ
以下、または約＋／－５ｎｍ以下の波長分布を有してもよい。
【０１３８】
　微生物ロドプシンは、一般に７回膜貫通ドメイン、およびタンパク質のコアにおいてシ
ッフ塩基を介してリジンに結合したレチニリデン蛍光団によって典型的に特徴付けられる
タンパク質の大きなクラスである。５，０００以上の微生物ロドプシンが知られており、
これらのタンパク質は、生物の全ての界で見出される。微生物ロドプシンは、それらのホ
ストに対して様々な機能を果たす：いくつかは光駆動プロトンポンプ（バクテリオロドプ
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塩素ポンプ（ハロロドプシン）であり、または純粋に光センサー容量として働く（感受性
ロドプシン）。レチニリデン蛍光団は珍しい光学特性を有する微生物ロドプシンに普及し
ている。レチナールの線形および非線形の応答はタンパク質ホストとの相互作用に高い感
受性であり得る：静電環境における小さな変化は、吸収スペクトルに大きな変化をもたら
すことができる。これらの電気光学カップリングは、微生物ロドプシンにおける電圧感受
性のための基礎を提供する。
【０１３９】
　本明細書に記載された電圧指示タンパク質のいくつかは、改変のない自然なタンパク質
であり、真核細胞などの細胞へのトランスフェクションされた微生物ロドプシンを通常発
現しない細胞において使用される。例えば、野生型Ａｒｃｈ３は、膜電位およびその変化
を特異的に検出する神経細胞において使用することができる。
【０１４０】
　本明細書で使用される電圧指示タンパク質のいくつかは、ロドプシンタンパク質の光誘
発イオンポンプを減らすか、または阻害するように当該タンパク質を改変した微生物ロド
プシンタンパク質に由来する。かかる改変は、改変された微生物ロドプシンタンパク質が
、その天然のイオンポンプ活性を有する細胞の膜電位を変化させることなく電圧を感知す
ることを可能にし、したがって当該システムの電圧を変化させる。他の変異は、増加した
蛍光の明るさ、改善された光安定性、感受性および電圧応答のダイナミックレンジの調整
、増加した応答速度、および／または吸収および発光スペクトルの調整などを含む、微生
物ロドプシン電圧センサーに対して他の有利な特性を付与する。
【０１４１】
　微生物ロドプシンのポンプを除外する変異は、シッフ塩基のカウンターイオン;ロドプ
シンタンパク質の第３膜貫通ヘリックス（ヘリックスＣ）に保存されたカルボキシアミノ
酸（ＡｓｐまたはＧｌｕ）への変異を含む。アミノ酸配列は、Ｘが非保存アミノ酸である
、ＲＹＸ（ＤＥ）である。カルボキシ残基への変異は、プロトン伝導経路に影響を及ぼす
ことがあり、プロトンポンプを除外する。他の変異も可能であるが、最も典型的には、変
異は、ＡｓｎまたはＧｌｎへのものである。したがって、本発明のいくつかの態様は、微
生物ロドプシンタンパク質によって低減または不在のイオンポンプをもたらす変異体に一
般に向けられる。一態様において、改変された微生物ロドプシンタンパク質は、Ａｓｐか
らＡｓｎまたはＧｌｎへの変異、またはＧｌｕからＡｓｎまたはＧｌｎへの変異を含む。
いくつかの態様において、タンパク質はＡｓｐからＡｓｎまたはＧｌｎへの変異、または
ＧｌｕからＡｓｎまたはＧｌｎへの変異から本質的になる。いくつかの態様において、タ
ンパク質はＡｓｐからＡｓｎまたはＧｌｎへの変異、またはＧｌｕからＡｓｎまたはＧｌ
ｎへの変異からなる。
【０１４２】
　表１ａは、本発明のある態様において有用な代表的な微生物ロドプシンを含む。例えば
、微生物ロドプシンにおいてポンプを除外する変異はシッフ塩基カウンターイオンへの変
異；ロドプシンタンパク質の第３膜貫通ヘリックス（ヘリックスＣ）に保存されたカルボ
キシアミノ酸（ＡｓｐまたはＧｌｕ）を一般に含む。表１ａは、代表的なGenbankまたは
配列番号として提供される配列中のアミノ酸位置を指す。しかし、当該位置は、利用可能
なアミノ酸配列の多様性に基づいて、わずかに異なる可能性がある。本明細書に記載のモ
チーフの記載に基づいて、本発明の他の態様は、同じ機能的特色、すなわち問題の微生物
ロドプシンのポンプ活性の減少、を達成するために他の微生物ロドプシン遺伝子への同様
な変異に向けられる。
【０１４３】
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【０１４４】
　次の表１ｂは、本発明のいくつかの態様において変異させ、使用することができる代表
的な追加のロドプシンを含む。
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【表１ｂ】

【０１４５】
　議論されたように、発明のある態様は、電圧指示タンパク質（「ＶＩＰ」）に一般に向
けられる。ある態様において、電圧指示タンパク質は、アーキアロドプシンに基づく蛍光
の電圧指示タンパク質（ＶＩＰ）のファミリーのタンパク質のいずれも含む。タンパク質
は、いくつかの態様において、神経細胞およびヒト幹細胞由来の心筋細胞を含む、哺乳動
物細胞において機能することができる。これらのタンパク質は、サブミリ秒の時間分解能
およびサブミクロンの空間分解能で電気的なダイナミクスを示すことができる。本発明の
ある態様において、例えば本明細書に議論されるように膜電位の光学的測定を使用して、
電圧指示タンパク質は、非接触、高いスループット性、および／または高含量の哺乳動物
細胞および組織における電気的なダイナミクスの研究を示す。これらのＶＩＰは、例えば
ヒト細胞を含む哺乳動物細胞などの真核細胞において、様々な用途に広く有用である。
【０１４６】
　いくつかの態様において、ＶＩＰはアーキアロドプシン３（Ａｒｃｈ３）および／また
はそのホモログに基づいてもよい。Ａｒｃｈ３はH sodomenseからのアーキアロドプシン
であり、遺伝的にコードされた高性能な黄／緑光の神経サイレンシングのための試薬とし
て知られる。GenBank：GU045593.1（２００９年９月２８日提出の合成コンストラクトＡ
ｒｃｈ３遺伝子、完全ｃｄｓ）の遺伝子配列。いくつかの場合において、これらのタンパ
ク質は、真核細胞における原形質膜に局在し、電圧依存性の蛍光を示す。
【０１４７】
　ある態様において、ＶＩＰは、GenBank：HM367071.1（２０１０年５月２７日提出の合
成コンストラクトＡｒｃｈＴ遺伝子、完全ｃｄｓ）の遺伝子配列のＡｒｃｈＴにおいて、
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同等な電圧感受性で、さらに改良された膜局在を示すことができる。ＡｒｃｈＴは、Ａｒ
ｃｈ３よりも３．５倍感光性が高く、Halorubrum sp. TP009：遺伝的にコードされた高性
能な黄／緑光の神経サイレンシングのための試薬、からのアーキアロドプシンである。
【０１４８】
　電圧指示タンパク質の他の例は、プロテオロドプシン光学プロトンセンサー（ＰＲＯＰ
Ｓ）、Ａｒｃｈ３ ＷＴ、およびＡｒｃｈ３ Ｄ９５Ｎを含む。例えば、ある態様において
、ＰＲＯＰＳは、細菌において使用してもよく、一方でＡｒｃｈ３ ＷＴおよびＡｒｃｈ
３ Ｄ９５Ｎは、哺乳動物細胞において使用してもよい。
【０１４９】
　表２は、蛍光の電圧指示タンパク質の代表的なおよその特性を示し、蛍光指示薬の全て
のファミリーの代表的なメンバーを含む。
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【表２】

【０１５０】
　一態様において、緑の吸収プロテオロドプシン（ＧＰＲ）は出発分子として使用される
。この分子は、比較的赤にシフトした吸収スペクトルおよび大腸菌などの異種ホストにお
ける発現の容易さのために選択される。別の態様において、青色吸収プロテオロドプシン
（ＢＰＲ）は、電圧の光学センサーとして使用される。本明細書に記載されるように、天
然で見出される微生物ロドプシンのかなりの数を、光学電圧センサーとして働くように操
作することができると本明細書において意図される。
【０１５１】
　微生物ロドプシンは電圧以外の数量に敏感である。本明細書に記載されるＧＰＲおよび
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ＢＰＲの変異体は、細胞内のｐＨにも敏感である。また、ハロロドプシンの変異体は局所
的な塩化物濃度に敏感であり得ると意図される。
【０１５２】
　一態様において、電圧センサーは、吸収または蛍光の電圧誘発シフトを提供する微生物
ロドプシンタンパク質（野生型または変異体）から選択される。これらのコンストラクト
を操作することができる出発配列は、ロドプシンおよびタンパク質産物の性能を増強する
遺伝子を作製することができる代表的な変異を一覧で記載する表１ａ～１ｂにおいて一覧
で記載された配列を含むが、これらに限定されない。
【０１５３】
　本発明のいくつかの態様は、光誘発の電荷ポンプ能力を最小化するための変異に一般に
向けられる。例えば、いくつかの態様において、レチナール蛍光団をシッフ塩基によって
リジンに連結することができる。保存されたアスパラギン酸は、シッフ塩基に近接したプ
ロトン受容体として働く。このアスパラギン酸からアスパラギンへの変異は、プロトンポ
ンプを抑制する。したがって、いくつかの態様において、変異は、以下：Ｄ９７Ｎ（緑色
吸収性プロテオロドプシン）、Ｄ９９Ｎ（青色吸収プロテオロドプシン）、Ｄ７５Ｎ（感
受性ロドプシンＩＩ）、およびＤ８５Ｎ（バクテリオロドプシン）からなる群から選択さ
れる。他の態様において、ポンプを阻害するために変異させることができる残基は、（バ
クテリオロドプシンの番号付けを使用）Ｄ９６、Ｙ１９９、およびＲ８２、ならびに他の
微生物ロドプシンにおけるそれらのホモログを含む。別の態様において、残基Ｄ９５は、
プロトンポンプを阻害するようにアーキアロドプシンにおいて変異させることができる（
例えばＤ９５Ｎ）。
【０１５４】
　本発明のある態様は、吸収および発光スペクトルを所望の範囲にシフトさせるために導
入される変異に一般に向けられる。結合ポケット付近の残基は、所望の吸収および発光波
長にスペクトルを調整するために単独でまたは組み合わせて変異させることができる。バ
クテリオロドプシンにおいて、これらの残基はＬ９２、Ｗ８６、Ｗ１８２、Ｄ２１２、Ｉ
１１９、およびＭ１４５を含むが、これらに限定されない。相同な残基は、他の微生物ロ
ドプシンにおいて変異させてもよい。したがって、いくつかの態様において、微生物ロド
プシンタンパク質を改変する変異は、Ｌ９２、Ｗ８６、Ｗ１８２、Ｄ２１２、ＩＩ１１９
、またはＭ１４５からなる群から選択される残基で行われる。
【０１５５】
　本発明のある態様は、所望の帯域に電圧感受性のダイナミックレンジをシフトさせるた
めに導入される変異に一般に向けられる。かかる変異は、シッフ塩基の近傍における電荷
の分布をシフトすることによって機能し、それによってこのグループからプロトンを追加
または除去するために必要な電圧を変化させる。緑色吸収性プロテオロドプシンにおける
電圧をシフトさせる変異は、一例として、緑色吸収性プロテオロドプシンの位置、または
別のロドプシンにおける相同な残基を使用して、Ｅ１０８Ｑ、Ｅ１４２Ｑ、Ｌ２１７Ｄ、
単独または組み合わせを含むが、これらに限定されない。一態様において、Ｄ９５Ｎ変異
は、シッフ塩基のｐＫａを中性ｐＨに向けて調節するためにアーキアロドプシン３に導入
される。
【０１５６】
　本発明のある態様は、蛍光の明るさおよび光安定性を増強させるために導入された変異
に一般に向けられる。変異した場合に蛍光を増加させるために結合ポケットを制限するこ
とができる残基は、Ｙ１９９、Ｙ５７、Ｐ４９、Ｖ２１３、およびＶ４８を含むが（バク
テリオロドプシンの番号付けを使用）、これらに限定されない。
【０１５７】
　例えば、一組の態様は、ＧＰＲに由来する光遺伝的電圧センサーである、ＰＲＯＰＳに
一般に向けられる。ＧＰＲはその光サイクルにおいて通過する７つの分光学的に識別可能
な状態を有する。原則として、状態のいずれかの対の間の遷移は膜電位に敏感である。一
態様において、シッフ塩基の酸塩基平衡は、波長がシフトする遷移として選択され、した
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がってセンサーの名前は：プロテオロドプシン光学プロトンセンサー（ＰＲＯＰＳ）であ
る。
【０１５８】
　ＰＲＯＰＳの簡潔な説明は以下の通りである。一態様において、単一の点変異は、シッ
フ塩基のｐＫａが、周囲のｐＨに近い値まで－１２の野生型の値からシフトすることがで
きる、ＧＰＲにおける変化を誘発する。ｐＫａがｐＨに近い場合、プロトン化の状態は、
膜電位に最大限に敏感になる。さらに、最適には電圧プローブは研究中の量を混乱されな
いため、内因性電荷ポンプ能力は除去することができる。Ａｓｐ９７からＡｓｎへの変異
は、シッフ塩基近くの負電荷を除外し、シッフ塩基のプロトンを不安定化させる。ｐＫａ
は約１２から９．８にシフトする。野生型ＧＰＲにおいて、Ａｓｐ９７は、光サイクルの
第一工程において、プロトン受容体としても働くため、このアミノ酸の除去はプロトンポ
ンプを除外する。
【０１５９】
　別の態様において、ＢＰＲに由来する相同な電圧センサーにおいて、Ａｓｐ９９からＡ
ｓｎへの相同変異はシッフ塩基のｐＫａを低下させ、プロトンポンプ光サイクルを除外す
る。したがって、一態様において、ＶＩＰは、アミノ酸残基Ａｓｐ９９がＡｓｎに変異さ
れたＢＰＲに由来する。
【０１６０】
　ＧＰＲにおいて、追加の変異はｐＫａを７．４の生理学的な値付近へシフトさせる。特
に、Ｇｌｕｌ０８のＧｌｎへの変異とＧｌｕｌ４２のＧｌｎへの変異は個別に、または組
み合わせて、ｐＫａの減少、および電圧に対する感受性のさらなる増大をもたらす。ここ
で議論されたもの以外の多くの変異は、追加のｐＫａの変化およびＰＲＯＰＳの光学的特
性の改善につながる可能性があり、かつ本明細書で意図される。
【０１６１】
　いくつかの場合において、蛍光はＶＩＰを検出するために使用してもよい。例えば、多
くの微生物ロドプシンタンパク質およびそれらの変異体（本明細書に記載されたものを含
む）は、測定可能な蛍光を生じさせる。例えば、ＰＲＯＰＳの蛍光は、５００と６５０ｎ
ｍの波長間の波長で励起され、発光は７１０ｎｍでピークに達する。ＰＲＯＰＳの光退色
の速度は、より長い励起波長で減少するため、励起波長の一例は６３３ｎｍ付近のスペク
トルの赤色部分に存在する。これらの波長は、他のいかなる蛍光タンパク質の励起および
発光波長よりも赤色をさらに上回り、インビボ撮像のための極めて所望の特性である。さ
らに、ＰＲＯＰＳの蛍光は無視できる光退色を示す。６３３ｎｍで励起された場合、ＰＲ
ＯＰＳはおよびＧＦＰは、光退色の前に同等な数の光子を発する。したがって、微生物ロ
ドプシンは光安定、膜結合蛍光マーカーとして使用することができる。
【０１６２】
　いくつかの場合において、ＰＲＯＰＳの蛍光は、プロトン化した形態のみが蛍光を発す
るという点で、シッフ塩基のプロトン化の状態に敏感であり得る。したがってある態様に
おいて、電圧によって誘発されたプロトン化の変化は、蛍光の変化につながる。いくつか
の態様において、ＰＲＯＰＳの蛍光は、例えば、蛍光顕微鏡、蛍光プレートリーダー、蛍
光の細胞をソ－ティングするＦＡＣＳなどを使用して検出される。
【０１６３】
　電圧指示タンパク質が発する蛍光も、ある態様において参照値と比較することができる
。本発明は、別のある態様において、微生物ロドプシンタンパク質をコードする核酸を発
現する細胞における膜電位を測定するためのシステムおよび方法を提供する。いくつかの
態様において、当該方法は、微生物ロドプシンタンパク質をコードする核酸を含む少なく
とも１つの細胞を少なくとも１つの波長の光で励起し、少なくとも１つの細胞からの少な
くとも１つの光学シグナルを検出する工程を含む。いくつかの場合において、参照と比較
した少なくとも１つの細胞が発する蛍光のレベルは当該細胞の膜電位を示す。
【０１６４】
　本明細書で使用される用語「参照」は本明細書で議論するように、当業者が使用できる
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、いずれの種類のベースライン値をも参照する。いくつかの態様において、当該参照は、
膜電位を変化させることが可能な、または可能であることが疑われる、刺激にさらされて
いない細胞である。一態様において、当該参照は、微生物ロドプシンでトランスフェクシ
ョンされたが、異なる時点で観察された細胞と同じである。別の態様において、当該参照
は、作動可能に（operably）微生物ロドプシンに融合した緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）
のホモログの蛍光である。
【０１６５】
　ある態様において、本発明は、改変された微生物ロドプシンからの蛍光を検出すること
に一般に向けられる。本発明のいくつかの態様において、細胞は光源で励起されるため、
発光された蛍光を検出することができる。励起光の波長は、蛍光分子に依存してもよい。
例えば、アーキアロドプシンは、約５９４ｎｍと約６４５ｎｍの間で変化する波長を有す
る光を使用して励起されてもよい。いくつかの場合において、当該範囲は約６３０ｎｍと
約６４５ｎｍの間であってもよい。例えば、通常使用されるヘリウム－ネオンレーザーは
６３２．８ｎｍで発光し、蛍光発光の励起に使用することができる。
【０１６６】
　いくつかの態様において、第２の光を使用してもよい。例えば、細胞（または他の試料
）が参照蛍光分子または、ｐＨまたはカルシウム濃度などの細胞の別の特色を検出するた
めに使用される蛍光分子を含んでもよい。いくつかの場合において、第２の波長は第１の
波長とは異なる。有用な波長の例は、例えば４７３ｎｍ、４８８ｎｍ、５１４ｎｍ、５３
２ｎｍ、または５６１ｎｍなど、約４４７ｎｍから約５９４ｎｍの範囲の波長を含む。
【０１６７】
　いくつかの態様では、深い組織または厚い試料における撮像は、共焦点顕微鏡または側
方薄層(lateral sheet)照明顕微鏡などの技術を必要としてもよい。いくつかの場合にお
いて、深い撮像は、二光子蛍光または二次調波発生(second harmonic generation)を含む
非線形顕微鏡法を必要としてもよい。従来の落射蛍光撮像は、例えば培養液中の細胞のた
めなど、いくつかの場合に使用することができる。一組の態様において、全反射蛍光（Ｔ
ＩＲＦ）を使用することができる。
【０１６８】
　いくつかの態様において、高速ＣＣＤ、またはカスタム軌道をスキャンすることができ
る高速共焦点顕微鏡でサブミリ秒の時間分解能を達成することができる。遅いダイナミク
スおよび準定常状態の電圧は、従来のカメラで測定することができる。これらの測定は、
例えば、心筋細胞などの心臓細胞における薬剤のスクリーニングに向けられる方法および
アッセイに使用することができる。ＶＩＰの決定の他の例は、本明細書で議論される。
【０１６９】
　いくつかの場合において、スペクトルシフト蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を、
ＶＩＰを検出するために使用してもよい。ＦＲＥＴは、タンパク質－タンパク質相互作用
、タンパク質－ＤＮＡ相互作用、およびタンパク質立体構造変化などの生物物理学および
生化学における分子のダイナミクスを定量化するための有用なツールである。２つの分子
間の複合体形成をモニターするために（例えばレチナールと微生物ロドプシン）、それら
の１つはドナーで標識され、かつ他方はアクセプターで標識され、これら蛍光団標識分子
は混合される。それらが解離される場合、ドナー励起時にドナー発光が検出される。一方
、２つの分子の相互作用のためにドナーおよびアクセプターが近接する場合（１～１０ｎ
ｍ）、ドナーからアクセプターへの分子間ＦＲＥＴのためアクセプター発光が主に観察さ
れる。
【０１７０】
　いくつかの態様において、微生物ロドプシンに融合された蛍光分子は、例えば、レチナ
ールの吸収スペクトルが蛍光団の発光スペクトルと重複する場合、レチナールにその励起
エネルギーを転送することができる。レチナールの吸収スペクトルの変化は、いくつかの
場合において蛍光団の蛍光の明るさの変化につながる。スペクトルシフトＦＲＥＴを行う
ために、蛍光タンパク質は、微生物ロドプシン電圧センサーと融合してもよく、タンパク
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質の蛍光はモニターされる。したがって、いくつかの態様において、微生物ロドプシンの
吸収スペクトルの電圧誘発の変化は、スペクトルシフトＦＲＥＴを使用して検出される。
【０１７１】
　電圧指示タンパク質は、増強された明るさおよび／または２光子撮像のためのスペクト
ルシフトＦＲＥＴ（ｓｓＦＲＥＴ）、レシオメトリック電圧撮像、および電圧および／ま
たは濃度の同時測定のためのマルチモーダルセンサーを使用して決定することもできる。
いくつかの態様において、本発明のシステムは、強い赤色レーザー、高開口数の対物レン
ズ、および電子増倍ＣＣＤ（ＥＭＣＣＤ）カメラを含むことができる。しかし他の態様に
おいて、ＶＩＰは、従来の広視野または共焦点蛍光顕微鏡、またはインビボ用途のための
２光子共焦点顕微鏡上で撮像するために十分明るい。
【０１７２】
　本明細書に議論するように、一定のＶＩＰは、比較的高い感受性を示す。例えば、哺乳
動物細胞において、本明細書で議論されるいくつかのＶＩＰは、－１５０ｍＶと＋１５０
ｍＶの間の蛍光において約３倍の増加を示し、応答はこの範囲の大部分にわたって線形で
ある。ＶＩＰは1ｓ間隔における＜１ｍＶの精度で膜電位を介して測定することができる
。
【０１７３】
　いくつかの態様において、本明細書に議論されるＶＩＰは、例えば電圧または膜電位の
変化に対して高い速度または応答を示す。例えば、Ａｒｃｈ３ ＷＴは、＜０．５ｍｓに
おいてステップ応答の９０％を示す。神経細胞の活動電位は、１ｍｓ継続するため、この
速度は神経細胞の電気的活動を撮像するためのベンチマーク満たす。いくつかの場合にお
いて、Ａｒｃｈ３ ＷＴは、光誘発プロトンポンプを保持するため、照明はわずかに細胞
を過分極させることができる。
【０１７４】
　別の例として、改変された微生物ロドプシン、Ａｒｃｈ３ Ｄ９５Ｎは、４０ｍｓの応
答時間を有し、光誘起プロトンポンプを欠く。Ａｒｃｈ３ Ｄ９５Ｎは、例えば、他の種
類の細胞における膜電位および活動電位を示すために使用することができ、例えば、心筋
細胞において、それが使用される細胞において膜電位を乱さない。
【０１７５】
　いくつかの態様において、ロドプシン光学ロックイン撮像（ＲＯＬＩ）は、ＶＩＰを検
出するために使用することができる。レチナールの多くの状態の吸収スペクトルは、短い
光パルスによって時間的に変化する。ＲＯＬＩにおいて、「ポンプ」ビームの周期的なパ
ルスは試料に送達される。第二の「プローブ」ビームは、当該ポンプビームが光吸光度の
大きな変化を誘発する波長で試料の吸光度を測定する。したがって、ポンプビームは、プ
ローブビームの透過強度に周期的な調整を刻印する。これらの周期的な強度変化は、ロッ
クイン撮像システムによって検出される。従来の吸収撮像とは対照的に、ＲＯＬＩはレチ
ナール特定のコントラストを提供する。高い周波数でのポンプの調整は、吸光度における
極めて小さい変化の検出を可能にする。
【０１７６】
　ある態様において、ラマン分光法はＶＩＰ（ＶＩＰコンストラクトであってもよい）を
検出するために使用してもよい。ラマン分光法は、振動、回転、およびシステムにおける
他の低周波モードを検出することができる技術である。当該技術は単色光（例えば可視光
レーザー、近赤外レーザーまたは近紫外レーザー）の非弾性散乱に依存する。単色光は、
当該システムにおける分子の振動、フォノンまたは他の励起と相互作用し、レーザー光子
のエネルギーシフトをもたらす。エネルギーのシフトは、当該システムにおけるフォノン
モードに関する情報を提供する。微生物ロドプシン分子のレチナールは、強い共鳴ラマン
シグナルを有することが知られている。このシグナルは、蛍光団の周りの静電環境に依存
し、したがって電圧に敏感である。
【０１７７】
　いくつかの態様において、二次調波発生（ＳＨＧ）は、ＶＩＰ（ＶＩＰコンストラクト
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であってもよい）を検出するために使用してもよい。また、「周波数倍増」として当技術
分野で公知の二次調波発生は、２倍のエネルギー、したがって初期の光子の２倍の周波数
と半分の波長である新しい光子を形成するために、非線形材料と相互作用する光子が効果
的に「組み合わされる」、非線形光学プロセスである。例えば、ＳＨＧシグナルは、細胞
膜中のバクテリオロドプシンの配向フィルムから観察された。ＳＨＧは光電圧センサーに
おけるレチナール周辺の静電環境の効果的なプローブである。さらに、ＳＨＧ撮像は赤外
光での励起に関する。したがってＳＨＧ撮像は、本明細書に記載される三次元光電圧感知
に使用することができる。
【０１７８】
　いくつかの態様において、ロドプシンの状態制御は、ＶＩＰでの蛍光撮像において使用
することができる。ＶＩＰの光励起は、タンパク質の立体構造の遷移を誘発することがで
きる。いくつかの場合において、ＶＩＰの光サイクルにおけるただ１つの状態は、電圧感
受性状態を示すことができる。電圧感受性状態が暗順応状態であってもよいし、光生成中
間体であってもよい。いずれの場合においても、いくつかの態様において、タンパク質が
電圧感受性状態にある時間の割合を最大にすることが望まれる。
【０１７９】
　「ロドプシンの状態制御」は、タンパク質を励起するために使用される入射光のタイミ
ングおよび選択の慎重な制御によって達成することができる。電圧感受性状態からの蛍光
を検出するために、ＶＩＰは、選択された第１波長または波長の選択された第１帯域、例
えば本明細書で議論される波長、の入射放射で光学的に励起することができる。しかしな
がら、いくつかの態様において、選択された励起は、他の電圧の非感受性状態にタンパク
質を駆動することができる。
【０１８０】
　いくつかの態様において、タンパク質の「基底状態」は光感受性でなくてもよい。これ
らの特性に対抗するために、選択された第２波長または波長の選択された第２帯域の光は
、電圧感受性状態へＶＩＰを駆動または「ポンプ」、または戻すために使用することがで
きる。したがって、２つまたは３つ以上の波長または波長帯域で試料を照明することによ
って（例えばポンププローブの様式で）、タンパク質が電圧感受性状態にある時間の割合
は増強され、したがって電圧依存状態から蛍光シグナルレベルを増強する。
【０１８１】
　したがって、いくつかの場合において、電圧感受性状態を再構築するために使用される
２次ビームは、不要なバックグラウンド蛍光を生成し得る。不要なバックグラウンド蛍光
は、励起とポンプ放射の間で試料照明を急速に変化させることによって軽減される。さら
に、時間ゲート検出は、励起照明の間に放出された光子のみを検出するために用いること
ができる。いくつかの実施において、バックグラウンド蛍光は有意でなくてもよく、ポン
プおよび励起放射を同時に適用することができる。
【０１８２】
　本発明のある態様は、光シグナルを生じさせる部分との融合タンパク質に一般に向けら
れる。本明細書で議論される微生物ロドプシンタンパク質または他のＶＩＰは、電圧の変
化に応答してそれ自体が蛍光性であるが、いくつかの用途において、電圧変化の検出を可
能にするために、蛍光のレベルを増強、または別の光シグナル（例えば比色シグナル）を
提供することが望ましい、または必要であり得る。また、光シグナルを生じさせる部分は
、ＶＩＰの細胞内局在をモニターするためにＶＩＰに取り付けることができる。したがっ
て、いくつかの態様において、ＶＩＰはさらに光シグナルを生じさせる部分を含み、それ
によってＶＩＰから測定された光シグナルを増強またはＶＩＰのために行われる局在化の
研究を可能にする。
【０１８３】
　例えば、ＧＦＰファミリーまたはそのホモログの蛍光タンパク質の遺伝子または他の好
適な蛍光団は、ＶＩＰをコードする核酸に対して任意に添付、または特許請求の範囲で示
されるように、「作動可能に連結」することができる。他の好適な蛍光団の非制限的な例
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は、ＹＦＰ、ｅＧＦＰ、ｅＹＦＰ、ＢＦＰ、ｅＢＦＢ、ＤｓＲｅｄ、ＲＦＰおよびその蛍
光変異体を含む。一態様において、蛍光タンパク質の同一性、電圧感知複合体へのリンカ
ー、およびタンパク質全体の配列中の当該位置は、リンカーの当該レベルの指標、遺伝子
発現産物の分布として働く、および／またはＶＩＰの内因性蛍光から独立した電圧の代わ
り読み出しとして働くように選択される。
【０１８４】
　例えば、蛍光タンパク質がタンパク質の局在化の指標として働く場合、発現レベルにお
ける細胞間の多様性によって混乱しない定量的な光電圧測定を可能にすることができる。
例えば、蛍光タンパク質およびＶＩＰの蛍光は同時に測定することができ、これら２つの
シグナルの比は、膜電位の濃度依存的な測定を提供する。
【０１８５】
　したがって、本発明のある態様は、微生物ロドプシンまたは他のＶＩＰ、および、ＧＦ
Ｐホモログまたは追加あるいは改善された特性を有する他の蛍光団の間の融合の生成に一
般に向けられる。ある態様において、例えば、ＶＩＰは電圧指標としてＧＦＰホモログタ
ンパク質と融合してもよい。付録の図１６は、これらのコンストラクトの例を図示し、対
応する凡例はこれらのコンストラクトの配列を提供する。したがって、いくつかの態様に
おいて、本明細書で議論される電圧指示タンパク質は、他の態様においてＶＩＰは必ずし
も改変されなくてもよいが、改変ＶＩＰ（例えば、追加のまたは改善された特性を有する
ＧＦＰホモログまたは他のフルオロフォアと融合したＶＩＰ）を含むことが理解されるべ
きである。
【０１８６】
　いくつかの態様において、ＧＦＰホモログ（一般にＧＦＰという）は、微生物ロドプシ
ンまたは他のＶＩＰに融合する。レチナールの吸収スペクトルの電圧依存性の変化は、Ｇ
ＦＰとレチナールの間の非放射性の蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）の電圧依存的な
速度につながり得る。非吸収性、非蛍光状態のレチナールはＧＦＰを消光しない一方、そ
の吸収、蛍光状態のレチナールには、ＧＦＰを消光することが可能であってもよい。
【０１８７】
　したがって、一態様において、本発明は微生物ロドプシンまたはプロテオロドプシンや
アーキアロドプシンなどの改変された微生物ロドプシンに融合したＧＦＰを含む融合タン
パク質を提供する。かかる融合タンパク質は、本発明の様々な態様において記載されるい
ずれかおよび全ての方法において使用することができる。
【０１８８】
　例えば、ある態様において、例えば蛍光タンパク質ＶｅｎｕｓとＰＲＯＰＳのＮ末端の
融合など、蛍光タンパク質を含むＰＲＯＰＳ融合タンパク質に一般に向けられる。このタ
ンパク質は、細胞内のＰＲＯＰＳの局在を示し、またはＶｅｎｕｓおよびＰＲＯＰＳ蛍光
のレシオメトリック撮像を可能にする安定な参照を提供するために使用することができる
。レシオメトリック撮像は、この技術が細胞内のタンパク質の総量に対して敏感ではない
ため、膜電位の定量的測定を可能にする。他の蛍光タンパク質は、同様な効果を有するＶ
ｅｎｕｓの代わりに使用してもよい。いくつかの態様において、当該蛍光ポリペプチドは
、ＧＦＰ、ＹＦＰ、ＥＧＦＰ、ＥＹＦＰ、ＥＢＦＢ、ＤｓＲｅｄ、ＲＦＰおよびその蛍光
性変異体からなる群から選択される。
【０１８９】
　ある態様において、蛍光団を使用することができる。野生型微生物ロドプシンは、光活
性エレメントとして働くレチナールの結合分子を含む。これらのタンパク質は、同様な構
造およびおそらく良好な光学的特性を有する他の多くの蛍光団の周辺で結合し折り畳む。
ロックリング(locked rings)を有するレチナールのアナログはトランス－シス異性化を受
けることができず、したがってより高い蛍光量子収率を有する。電子吸引性置換基を有す
るレチナールのアナログは天然のレチナールよりも低いｐＫａを有するシッフ塩基を有し
、したがって電圧により敏感であり得る。
【０１９０】
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　本発明のある態様は、他の光学撮像および制御での多重化に一般に向けられる。例えば
、いくつかの場合において、ＶＩＰの撮像は、例えば、ｐＨ、カルシウム、またはＡＴＰ
などの他の構造的かつ機能的な撮像と組み合わせることができる。ＶＩＰの撮像は、例え
ばチャンネルロドプシン、ハロロドプシン、およびアーキアロドプシンを使用して膜電位
の光遺伝的な制御もまたあってもよい。さらに、本発明のある態様は、微生物ロドプシン
における電圧誘発シフトの分光的な読み出しに一般に向けられる。
【０１９１】
　ある態様において、ＶＩＰは、細胞内小器官を標的としてもよい。ＶＩＰが標的とする
ことができる細胞内小器官の例は、ミトコンドリア、小胞体、筋小胞体、シナプス小胞、
およびファゴソームを含む。したがって、一態様において、本発明は、例えば、ミトコン
ドリア、小胞体、筋小胞体、シナプス小胞、またはファゴソームを含む、細胞内小器官へ
のタンパク質を標的とする配列に作動可能に連結されたＶＩＰを含むウイルスコンストラ
クトの発現コンストラクトなどのコンストラクトを提供する。本発明は、いくつかの態様
において、コンストラクトを発現する細胞、および／または、かかるコンストラクトを発
現する細胞において膜電位の変化を測定する方法、ならびに細胞内膜の１つまたは２つ以
上の膜電位に影響を与える薬剤のスクリーニング方法を提供する。
【０１９２】
　したがって、ある態様において、本明細書で議論されるＶＩＰは高い標的志向性を示す
。例えば、いくつかの態様において、本明細書で議論されるように、一定のＶＩＰは、画
像の一次神経細胞培養、心筋細胞（ＨＬ－１およびヒトｉＰＳＣ由来）、ＩＩＥＫ細胞、
グラム陽性およびグラム陰性菌などを撮像するためにに使用することができる。例えば、
本明細書で議論されるＶＩＰは、小胞体、またはミトコンドリアを標的とすることができ
る。ＶＩＰは、線虫、ゼブラフィッシュ、マウスなどのインビボの撮像にも有用であり得
る。
【０１９３】
　本発明のある態様は、以下の組織またはプロセスを標的とする薬物のスクリーニングに
おけるＶＩＰの用途に一般に向けられる。例えば、本明細書に開示されるＶＩＰは、例え
ば、神経システムを標的とする薬物などの薬物スクリーニングの方法に使用することがで
きる。特定のイオンチャンネルを発現する細胞の培養液中で、パッチクランプを細胞１つ
ずつに適用する手間なく、アゴニストまたはアンタゴニストをスクリーニングすることが
できる。神経細胞の培養液中において、活動電位の開始、伝播、およびシナプス伝達への
薬物の効果を探ることができる。ヒトｉＰＳＣ由来の神経細胞における用途は、遺伝的に
決定された神経性疾患の研究、ならびに環境ストレス（例えば無酸素）に対する応答の研
究において使用してもよい。
【０１９４】
　同様に、本発明の他の態様において、本明細書で提供されるＶＩＰを使用した光電圧感
知は、心臓の活動電位およびその細胞間伝播を調整する薬剤をスクリーニングするための
方法を提供する。これらのスクリーニングは候補薬物の安全性の決定、または新しい心臓
薬物リードの識別に有用であり得る。ｈＥＲＧの阻害は、長ＱＴ間隔症候群(long QT syn
drome)を有する患者における心室細動に関連するため、ｈＥＲＧチャンネルと相互作用す
る薬物を識別することは、特に有望な方向である。ヒトｉＰＳＣ由来の心筋細胞における
用途は、遺伝的に決定された心臓の状態に関する研究、ならびに環境ストレス（例えば無
酸素）への応答に関する研究を可能とし得る。
【０１９５】
　さらに、本発明のＶＩＰは、いくつかの態様において、発達および創傷治癒を研究する
ための方法に使用することができる。正常および異常な発達、ならびに組織の修復におけ
る電気シグナリングの役割は、あまり理解されていない。本明細書で議論されるＶＩＰは
、組織、臓器、および生体の発達または治癒において長い時間にわたって電圧のダイナミ
クスの研究において使用でき、これらのダイナミクスを調整する薬物につながる。
【０１９６】
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　さらに別の態様において、本発明は、ミトコンドリアの膜電位に影響を与える薬剤をス
クリーニングするためのシステムおよび方法を提供する。ミトコンドリアは、老化、癌、
および神経変性疾患において必須な役割を果たす。本明細書に記載のものなどのＶＩＰは
、ミトコンドリア膜電位を決定するためのプローブとして使用することができ、ミトコン
ドリア活性を調整する薬剤の探索において使用することができる。
【０１９７】
　本発明はさらに、別のある態様において、医学的、工業的、および環境的に重要な微生
物の広い範囲の電気生理を調整する薬剤をスクリーニングするためのシステムおよび方法
を提供する。
【０１９８】
　さらに別のある態様において、本明細書に記載のものなどのＶＩＰは、例えば細菌など
原核生物における膜電位を測定するために使用してもよい。いくつかの場合において、細
菌は複雑な電気的ダイナミクスを有する。本明細書に議論されるものなどのＶＩＰは、医
学的、工業的、および環境的に重要な微生物の広い範囲の電気生理を調整する薬剤をスク
リーニングするために使用することができる。例えば、電気的活動は、大腸菌における排
出ポンプと相関させることができる。
【０１９９】
　膜電位の変化は、マクロファージの活性化にも関連する。しかし、運動性細胞にパッチ
クランプを適用することが困難であるため、このプロセスはあまり理解されていない。あ
る態様において、本明細書に記載されるようなＶＩＰは、マクロファージ、および受精能
の研究のための精子細胞を含む他の運動性細胞の電気生理の研究において使用できる。し
たがって、本明細書のＶＩＰは、例えば、免疫および免疫疾患、ならびに生殖能力に影響
を与える薬物または薬剤をスクリーニングするためのシステムまたは方法に使用すること
ができる。
【０２００】
　例えば、一態様において、本発明は、微生物ロドプシンを発現する細胞を、膜電位を変
化させることが可能であるか、または可能であることが疑われる刺激に対してさらに露出
させる方法を提供する。
【０２０１】
　使用することができる刺激は、薬剤候補、小さな有機および無機分子、より大きな有機
分子、および分子のライブラリーならびにこれらの組み合わせなどの候補薬剤を含む。抗
生物質などの１つまたは２つ以上の既存の薬剤の有効性を高めることができる薬剤をスク
リーニングするために、候補薬剤と抗生物質などの公知の薬物の組み合わせを使用するこ
ともできる。
【０２０２】
　本発明のシステムおよび方法は、いくつかの態様において、インビトロの毒性スクリー
ニングおよび薬物の開発に有用であり得る。例えば、本明細書に記載のシステムおよび方
法を使用して、プロトンポンプ活性が実質的に低減または除去された改変アーキアロドプ
シンを安定的に発現するヒト心筋細胞を誘発された多能性細胞から調製することができる
。かかる細胞は、薬物開発におけるインビトロ毒性スクリーニングに特に有用であり得る
。
　いくつかの態様において、ハイスループットな薬物スクリーニング方法において典型的
に遭遇する大規模なライブラリーまたは条件の多数をスクリーニングするために、ロボッ
トおよびカスタムソフトウェアを使用することができる。
【０２０３】
　いくつかの態様において、ハイスループットな薬物スクリーニング方法において典型的
に遭遇する大規模なライブラリーまたは条件の多数をスクリーニングするために、ロボッ
トおよびカスタムソフトウェアを使用することができる。
【０２０４】
　一態様において、本明細書に議論されるＶＩＰの遺伝子の設計は、少なくとも３つの要
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素：プロモーター、微生物ロドプシン電圧タンパク質または他の電圧誘導タンパク質（１
つまたは２つ以上の標的モチーフ）および任意のアクセサリー蛍光タンパク質の選択、を
含むか、からなるか、または、から本質的になる。いくつかの非限定的な例は、これらの
要素の各々につき、表１ａおよび１ｂ、ならびに表３に一覧で記載される。一態様におい
て、各カラムからの少なくとも１つの要素は、所望の特性を有する光電圧センサーを作成
するために選択される。いくつかの態様において、本明細書に記載される電圧感知のため
の方法および組成物は、以下：１）細菌ロドプシンタンパク質、２）電圧または関心の他
の量に対する感受性をタンパク質に付与するための、および光駆動電荷ポンプを除外する
ための１つまたは２つ以上の変異、３）ホストの種に適切なコドン使用頻度、４）関心の
細胞種においてタンパク質を発現させるための、ならびに関心の細胞内構造に対してタン
パク質を標的化するためのプロモーターおよび配列、５）レシオメトリック撮像を提供す
る従来の蛍光タンパク質との任意の融合、６）微生物ロドプシンに挿入する蛍光団、およ
び７）光学撮像方式の選択に関する。
【表３】

【０２０５】
　微生物ロドプシンの遺伝子（例えばＧＰＲ）は大腸菌でよく発現する。一態様において
、真核生物における発現を可能にするために、真核生物（例えばヒト）細胞に適したコド
ン使用頻度を有する遺伝子のバージョンが設計され、合成される。例えばGene Designer 
2.0パッケージ（dna20.com/genedesigner2/のワールドワイドウェブ上で利用可能）など
の公的に利用可能なソフトウェアを使用していずれか遺伝子についてもこの手順を実施す
ることができる。いくつかの「ヒト化」遺伝子は、本明細書では名前の前に文字「ｈ」を
配置することによって、例えばｈＧＰＲという。Ａｒｃｈ３ロドプシン、ならびに、本明
細書および例に記載のその変異体は、全てヒトのコドン使用頻度に最適化される。
【０２０６】
　一態様において、ＶＩＰ遺伝子は送達ベクターを含む。かかるベクターは、プラスミド
（例えばｐＢＡＤＴＯＰＯ、ｐＣＩ－Ｎｅｏ、ｐｃＤＮＡ３．０）、コスミド、およびウ
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イルス（レンチウイルス、アデノ随伴ウイルス、またはバキュロウイルスなど）を含むが
、これらに限定されない。
【０２０７】
　１つのコドンの別への交換は、当技術分野で公知の標準的な方法を使用して達成するこ
とができる。例えば、親のポリヌクレオチドのコドン改変は、例えば、オリゴヌクレオチ
ド指向性誘発変異、縮重オリゴヌクレオチドによる変異誘発、および領域特定の変異を含
む。いくつかの既知の変異誘発技術を使用して影響を与えることができる。代表的なイン
ビトロ変異技術は、例えば米国特許第4,184,917号、第4,321,365号、および第4,351,901
号またはAusubelら（CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, In
c. 1997）およびSambrookら（MOLECULAR CLONING. A LABORATORY MANUAL, Cold Spring H
arbor Press, 1989）の関連箇所に記載される。インビトロ変異の代わりに、合成ポリヌ
クレオチドは、例えば米国特許第4,293,652号に記載されるように容易に利用可能な機械
を使用して新規に合成することができる。しかし、本発明は合成ポリヌクレオチドを構築
するためのいずれか１つの特定の技術にも依存せず、かつ向けられないことに留意すべき
である。
【０２０８】
　前述のように、本発明のある態様において、膜融合技術は、電圧指示タンパク質および
／または発光部分を送達するために使用することができる。ある態様において、本発明は
、電圧指示タンパク質の膜融合仲介性送達に一般に向けられる。膜融合反応は、真核細胞
において普遍的である。膜は、エンドサイトーシス、オルガネラの形成、オルガネラ間の
交通、および恒常的かつ調節されたエキソサイトーシスを含むプロセスにおいて細胞内で
融合される。膜融合もまた、細胞膜がリポソーム膜と融合されたリポソームを使用するこ
と、および、ヘテロカリオンを生じさせるために細胞－細胞融合を誘発する様々な化学物
質または脂質によって人工的に誘発された。生体膜の融合を誘発することが示されている
天然に存在するタンパク質は、主にエンベロープウイルスの融合タンパク質である。した
がって、いくつかの態様において、電圧指示タンパク質は、融合性タンパク質を含むリポ
ソームを使用して投薬される。
【０２０９】
　生体膜の細胞内融合を誘発するために使用され得るタンパク質は、エンベロープウイル
スのそれおよび非エンベロープウイルスからの２つのタンパク質を含む。エンベロープウ
イルスは、細胞膜とウイルスエンベロープとの融合に関与するタンパク質をコードするこ
とができる。これらのウイルスの融合タンパク質は感受性細胞の感染のために使用するこ
とができる。エンベロープウイルスからの融合タンパク質の活動のメカニズムは、タンパ
ク質仲介性膜融合のためのパラダイムとして働いた。本明細書で使用することができるエ
ンベロープウイルス融合タンパク質の例は、比較的大きい多量体であり、低ｐＨで活性化
される融合タンパク質であるインフルエンザウイルスＨＡタンパク質および中性ｐＨで機
能するセンダイウイルスＦタンパク質によって典型的に表される、タイプＩ膜タンパク質
を含む。これらはウイルス粒子と細胞膜の間の相互作用を容易にするために、ウイルス粒
子の外面上に配向された大部分の融合タンパク質を有するウイルスの構造タンパク質であ
る。
【０２１０】
　エンベロープウイルスからの融合タンパク質の活動のメカニズムより、細胞膜とウイル
スのエンベロープの融合は、ウイルス融合タンパク質中に存在する融合ペプチドモチーフ
と呼ばれる両親媒性アルファヘリックス領域によって仲介される。融合ペプチドモチーフ
のこのタイプは、典型的に１７～２８の残基長、疎水性（約０．６±０．１の平均疎水性
）であり、典型的には３６％±７％の高含有量のグリシンおよびアラニンを含む。
【０２１１】
　エンベロープウイルスの融合タンパク質は、熱力学的障壁を克服するためのエネルギー
を供給することにより、膜融合を促進する広範な立体構造変化を介して機能すると考えら
れる。これらの立体構造変化は、しばしば、多重コイル構造を形成する７アミノ酸(hepta
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d)繰り返し領域によって仲介される。膜融合の始動における融合ペプチドモチーフの重要
性の認識は、リポソームと細胞の融合を増強する融合ペプチドモチーフを含む小ペプチド
の使用をもたらした。
【０２１２】
　エンベロープウイルスの融合タンパク質は、細胞と細胞の融合を始動するいくつかの態
様においても使用することができ、多核細胞（合胞体）の形成をもたらす。感染細胞の内
部のウイルス融合タンパク質の合成は、感染細胞からの感染性子孫ウイルス粒子の組み立
ておよび出芽に必須の工程である、小胞体ゴルジ輸送系を通じた融合タンパク質の細胞膜
への輸送をもたらす。合成、輸送、および融合タンパク質のフォールディングは、細胞内
輸送経路、タンパク質へのＮ連結型糖付加のグリコシル化シグナル、および細胞膜中にタ
ンパク質を固定するための膜貫通ドメインに対して当該タンパク質を標的化させるシグナ
ルペプチドを含む様々な構成成分によって容易にされ得る。これらのタンパク質は、細胞
培養液およびインビボの両方における増強されたタンパク質仲介リポソーム－細胞融合の
ために、再構成されたプロテオリポソーム（「ビロソーム」）において使用された。
【０２１３】
　したがって、本明細書に記載の方法および組成物のいくつかの態様において、ミセル、
リポソームまたは電圧指示タンパク質を含む他の人工膜は細胞に投薬される。一態様にお
いて、組成物はさらに、特定の細胞型に送達システムを標的化させる標的化配列を含む。
望まれる場合、人工膜組成物の外因性脂質は、侵入を容易にするために哺乳動物細胞に結
合する標的化部分（例えばリガンド）をさらに含むことができる。例えば組成物は、哺乳
動物のレクチンに結合するアシアロ糖タンパク質（例えば肝臓のアシアロ糖タンパク質受
容体）をリガンドとして含むことができ、哺乳動物細胞への侵入を容易にする。特定の細
胞表面マーカーを標的とすることができる単鎖抗体もまた、本明細書では標的部分として
の使用として意図される。標的部分は、例えば、薬物、受容体、抗体、抗体断片、アプタ
マー、ペプチド、ビタミン、炭水化物、タンパク質、接着分子、糖タンパク質、糖残基ま
たはグリコサミノグリカン、治療薬、薬物、またはこれらの組み合わせを含むことができ
る。
【０２１４】
　膜融合媒介送達を使用する方法について、本発明のいくつかの態様において、使用する
電圧指示タンパク質は異種発現系において発現され生じると意図される。光センサーの発
現ための本明細書に記載される光センサーまたは誘導体をコードする核酸を含む種々の発
現ベクターは様々な細胞の型または種類との使用のために作製できる。発現ベクターは、
例えばプロモーター配列、リボソーム認識およびＴＡＴＡボックスなどの、必要な５’上
流および３’下流の調節因子、および所望の細胞における効率的な遺伝子転写および翻訳
のための転写終了配列３’ＵＴＲ ＡＡＵＡＡＡを有するべきである。いくつかの態様に
おいて、光センサーは、異種タンパク質発現システムにおいて作製され、次に所望の細胞
型との融合のための脂質仲介送達薬剤の生成のために精製される。かかる態様において、
発現ベクターは、６Ｘ－ヒスチジン、Ｖ５、チオレドキシン、グルタチオン－Ｓ－トラン
スフェラーゼ、ｃ－Ｍｙｃ、ＶＳＶ－Ｇ、ＨＳＶ、ＦＬＡＧ、マルトース結合ペプチド、
金属結合ペプチド、ＨＡ、および、精製の簡便のために発現された組換え光センサーに取
り込まれる「分泌」シグナル（例えばミツバチメリチンＰｈｏ、ＢｉＰ）などの追加の配
列を有することができる。さらに、それらが必要とされない後に追加の配列の酵素的除去
を容易にするために、これらの配列の後に取り込まれた酵素消化部位が存在し得る。これ
らの追加の配列は、光センサー発現の検出、アフィニティークロマトグラフィーによるタ
ンパク質精製、ホスト細胞質における組み換えタンパク質の増強された溶解性、良好なタ
ンパク質、特に小ペプチドの発現、および／または発現された組換えタンパク質の培地、
原核生物の細菌のペリプラズム、または酵母細胞のスフェロプラストへの分泌に有用であ
る。組換え光センサーの発現は、ホスト細胞において構成的であってもよく、または選択
したホストおよびベクターシステムに依存して例えば、硫酸銅、ガラクトースなどの糖、
メタノール、メチルアミン、チアミン、テトラサイクリン、バキュロウイルスによる感染
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、およびラクトースの安定な合成アナログであるＩＰＴＧ（イソプロピル－β－Ｄ-ガラ
クトピラノシド）で誘発することができる。
【０２１５】
　他の発現ベクターおよびホスト細胞の例は、ＢＬ２１、ＢＬ２１（ＤＥ３）、ならびに
ＡＤ４９４（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ、Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）、およびＯｒｉｇａｍｉ（
ＤＥ３）（Novagen社）などの大腸菌ホスト細胞におけるタンパク質発現のための、ｐＥ
Ｔベクター（Novagen社）、ｐＧＥＸベクター（Amersham Pharmacia社）、およびｐＭＡ
Ｌベクター（New England Labs社）である。例えばＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨＥＫ-２９３、Ｊ
ｕｒｋａｔ細胞およびＭＣＦ-７などの哺乳動物細胞株における発現のための、強力なＣ
ＭＶプロモーターに基づくｐｃＤＮＡ３．１（Invitrogen社）およびｐＣＩｎｅｏベクタ
ー（Promega社）；アデノウイルス仲介遺伝子導入および哺乳動物細胞における発現のた
めの、複製不能アデノウイルスベクターｐＡｄｅｎｏ Ｘ、ｐＡｄ５Ｆ３５、ｐＬＰ－Ａ
ｄｅｎｏ－X－ＣＭＶ（Clontech社）、ｐＡｄ／ＣＭＶ／Ｖ５－ＤＥＳＴ、ＰＡＤ－ＤＥ
ＳＴベクター（Invitrogen社）；レトロウイルス仲介遺伝子導入および哺乳動物細胞にお
ける発現のためのClontech社からのRetro-X（商標）システムでの使用のためのｐＬＮＣ
Ｘ２、ｐＬＸＳＮ、およびｐＬＡＰＳＮレトロウイルスベクター；レンチウイルス仲介遺
伝子移入および哺乳動物細胞における発現のためのｐＬｅｎｔｉ４／Ｖ５－ＤＥＳＴ（商
標）、ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５－ＤＥＳＴ（商標）、およびｐＬｅｎｔｉ６．２／Ｖ５－Ｇ
Ｗ／ｌａｃＺ（Invitrogen社）；アデノ随伴ウイルス仲介遺伝子導入および哺乳動物細胞
における発現のための、ｐＡＡＶ－ＭＣＳ、をｐＡＡＶ－ＩＲＥＳ－ｈｒＧＦＰおよびｐ
ＡＡＶ－ＲＣベクター（Stratagene社）などのアデノ随伴ウイルス発現ベクター；Spodop
era frugiperda 9（Ｓｆ９細胞）およびＳｆ１１昆虫細胞株における発現のためのＢａｃ
ＰＡＫ６バキュロウイルス（Clontech社）およびｐＦａｓｔＢａｃ（商標）ＨＴ（Invitr
ogen社）；ショウジョウバエSchneider S2細胞における発現のためのｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ
５－Ｈｉｓ（Invitrogen社）; Pichia pastoris における発現のためのPichia発現ベクタ
ーｐＰＩＣＺａ、ｐＰＩＣＺ、ｐＦＬＤ（Invitrogen社）、ならびにP. methanolicaにお
ける発現のためのｐＭＥＴαおよびｐＭＥＴ；酵母Saccharomyces cerevisiaeにおける発
現のためのｐＹＥＳ２／ＧＳおよびｐＹＤ１（Invitrogen社）ベクターである。Chlamydo
monas reinhardtiiにおける異種タンパク質の大規模発現を使用してもよい。外来異種コ
ード配列は、相同組換えによって、核、葉緑体およびミトコンドリアのゲノムに挿入され
る。スペクチノマイシンまたはストレプトマイシンに対する耐性を付与する多目的葉緑体
選択マーカーであるアミノグリコシドアデニルトランスフェラーゼ（ａａｄＡ）を担持す
る葉緑体発現ベクターＰ６４は、葉緑体において外来タンパク質を発現させるために使用
することができる。遺伝子銃法(biolistic gene gun method)は藻類にベクターを導入す
ることができる。葉緑体への侵入には、外来ＤＮＡは遺伝子銃粒子から放出され、相同組
換えを通じて葉緑体ゲノムに統合される。
【０２１６】
　無細胞発現システムもまた、本発明のある態様における使用のために意図される。無細
胞発現システムは、タンパク質のフォールディング、産物の毒性に対する感受性の減少、
および、反応体積および処理時間の減少のため、迅速な発現スクリーニングなどのハイス
ループット戦略または大量のタンパク質産生に対する適合性に有利に働く反応条件の変更
が容易であることを含む、従来の細胞に基づく発現方法を上回るいくつかの利点を提供す
る。無細胞発現システムは、プラスミドまたは直鎖ＤＮＡを使用することができる。また
、翻訳効率の改善は、反応溶液のミリリットル当たりのタンパク質のミリグラムを超える
収率をもたらした。一例として、高い収率でタンパク質を生じさせることが可能な無細胞
翻訳システムを使用してもよい。当該方法は、反応溶液全体にわたってアミノ酸、アデノ
シン三リン酸（ＡＴＰ）、およびグアノシン三リン酸（ＧＴＰ）を含む供給バッファーの
連続流の設計、および翻訳されたポリペプチド産物の連続的な除去を使用する。当該シス
テムは、無細胞連続供給バッファーを提供するために、大腸菌溶解物を使用する。この連
続流システムは、原核および真核生物の両方の発現ベクターと互換性がある。一例として
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、内在性膜タンパク質ＥｍｒＥ多剤トランスポーターの大規模無細胞産生であってもよい
。他の市販の無細胞発現システム（Invitrogen）は、チューブ反応形式で活性を有する組
換えタンパク質をミリグラム量まで生じさせる効率的かつ共役した転写および翻訳反応の
ための、大腸菌システムに基づくインビトロシステムを利用するExpressway（商標）Cell
-Free Expression Systems；大腸菌に基づくインビトロシステムを使用するRapid Transl
ation System（ＲＴＳ）（Roche Applied Science）；およびウサギ網状赤血球に基づく
インビトロシステムを使用するTNT Coupled Reticulocyte Lysate Systems（Promega）を
含む。
【０２１７】
ＶＩ．結論
　本明細書に使用されるセクションの見出しは単に構成上の目的のためであり、いずれか
方法において記載されても主題を限定するものとして解釈されるべきではない。
【０２１８】
　本教示は、様々な態様および例と併せて記載されたが、本教示はかかる態様または例に
限定されるものではない。それどころか、本教示は、当業者によって理解されるように、
様々な代替、修正、および等価物を包含する。
【０２１９】
　様々な発明の態様が本明細書に記載および図示されたが、当業者は容易に、他の様々な
手段および／または機能を行うための構造および／または結果の取得および／または本明
細書に記載される１つまたは２つ以上の利点、および各々のかかる多様性および／または
改変は、本明細書に記載される本発明の態様の範囲内であると考えられることを想定する
。より一般には、当業者は、全てのパラメーター、寸法、材料、および本明細書に記載の
構成は代表的であることを意味すること、実際のパラメーター、寸法、材料、および／ま
たは構成は、特定の用途または本発明の教示が使用される用途に依存するであろうことを
理解するであろう。当業者は、本明細書に記載の本発明の特定の態様に対する多くの等価
物を認識するか、または日常的な実験のみを使用して確認することができるだろう。した
がって、前述の態様は例としてのみ提示されること、および添付の特許請求およびそれら
の均等物の範囲内において、本発明の態様は、具体的に記載および請求した以外の方法で
実施することができることは理解されるべきである。本開示の発明の態様は、各々の個々
の特色、システム、物品、材料、キット、および／または本明細書に記載の方法に向けら
れる。さらに、２つまたは３つ以上のかかる特色、システム、物品、材料、キット、およ
び／または方法のいずれか組み合わせは、かかる特色、システム、物品、材料、キット、
および／または方法が相互に矛盾しない場合、本開示の発明の範囲内に含まれる。
【０２２０】
　本発明の上述の態様は、いずれか多数の方法で実施することができる。例えば、いくつ
かの態様は、ハードウェア、ソフトウェア、またはそれらの組み合わせを使用して実施さ
れてもよい。態様のいずれか側面がソフトウェアにおいて少なくとも部分的に実施される
場合、当該ソフトウェアコードは、単一のコンピューターにおいて提供されようとなかろ
うと、または複数のコンピューター間で分散されようとなかろうと、いずれか好適なプロ
セッサーまたはプロセッサーの集合について実行することができる。
【０２２１】
　この点において、例えば、測定された動画像の時間超解能のための方法を実行するのた
めの機械可読命令、顕微鏡システム２００の自動または半自動制御のための機械可読命令
など、本発明の様々な側面は、１つまたは２つ以上のコンピューターまたは他のプロセッ
サー上で実行される場合、上述の技術の様々な態様を実施する方法を行う、１つまたは２
つ以上のプログラムでコードされたコンピューター可読記憶媒体（または複数のコンピュ
ーター可読記憶媒体）（例えば、コンピューターメモリー、１つまたは２つ以上のフロッ
ピー（登録商標）ディスク、コンパクトディスク、光ディスク、磁気テープ、フラッシュ
メモリー、フィールドプログラマブルゲートアレイ(Field Programmable Gate Array)ま
たは他の半導体装置における回路構成、または他の有形なコンピューター記憶媒体あるい
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は無形な記憶媒体）として、少なくとも部分的に実施することができる。当該コンピュー
ター可読媒体または媒体は可搬型であり、当該プログラムまたは記憶されたプログラムは
、上述した本技術の様々な側面を行うための１つまたは２つ以上の種々のコンピューター
または他のプロセッサー上にロードすることができる。
【０２２２】
　当該用語「プログラム」または「ソフトウェア」は、上述した本技術の様々な態様を実
施するためのコンピューターまたは他のプロセッサーをプログラムするために用いること
ができる、いずれか型のコンピューターコードまたはコンピューター実行可能命令の組を
指すために、本明細書中に一般的な意味で使用される。さらに、本態様の一側面より、実
行された場合に本技術の方法を行う１つまたは２つ以上のコンピュータープログラムは、
単一のコンピューターまたはプロセッサー上に常駐する必要はないが、本技術の様々な側
面を実施するための数多くの種々のコンピューターまたはプロセッサー間で、モジュール
方式で分散させることができることは理解されるべきである。
【０２２３】
　コンピューター実行可能命令は、１つまたは２つ以上のコンピューターまたは他のデバ
イスによって実行されるプログラムモジュールなどの多くの形態であってもよい。一般に
、プログラムモジュールは、特定のタスクを実行するか、または特定の抽象データ型を実
施するルーチン、プログラム、オブジェクト、コンポーネント、データ構造などを含む。
通常、当該プログラムモジュールの機能は、様々な態様で望まれるように、組み合わせる
か、または分散させることができる。
【０２２４】
　また、本明細書に記載の当該技術は、少なくとも１つの例が提供された方法として実施
することができる。当該方法の一部として行われる行為は、いずれか好適な方法で順序付
けされてもよい。したがって、行為が図示とは異なる順序で行われ、同時にいくつかの行
為を行うことを含むことができる態様は、代表的な態様において連続的な行為として示さ
れるとしても、構成することができる。
【０２２５】
　すべての定義は、本明細書で定義および使用されるように、辞書の定義、参照により取
り込まれる文献中の定義、および／または定義された用語の通常の意味を制御すると理解
されるべきである。
【０２２６】
　本明細書および特許請求の範囲において使用される不定冠詞「a」および「aｎ」は、明
確に反対に示されない限り、「少なくとも１つ」を意味すると理解されるべきである。
【０２２７】
　本明細書および特許請求の範囲において使用される語句「および／または」は、結合さ
れた要素、すなわち、いくつかの場合において結合的に存在し、他の場合において別々に
存在する要素の「いずれか一方または両方」を意味すると理解されるべきである。「およ
び／または」で一覧として記載される複数の要素、すなわち、結合された要素の「１つま
たは２つ以上」は、同じ方式で構築されるべきである。他の要素は、特異的に識別された
それらの要素に関連しようとなかろうと、「および／または」節によって特異的に識別さ
れる要素以外で任意に存在することができる。したがって、非限定的な例として、「Ａお
よび／またはＢ」への参照は、「含む」などのオープンエンドの言語と併せて使用する場
合、一態様において、Ａのみ（Ｂ以外の要素を任意に含む）；別の態様において、Ｂのみ
（Ａ以外の要素を任意に含む）；さらに別の態様において、ＡとＢの両方（他の要素を任
意に含む）；などを指すことができる。
【０２２８】
　本明細書および特許請求の範囲において使用される「または」は、上記に定義した「お
よび／または」と同じ意味を有すると理解されるべきである。例えば、一覧において項目
を別々に分ける場合、「または」または「および／または」は包括的であり、つまり、要
素の数または一覧の少なくとも１つ、しかし２つ以上も含み、追加の一覧に非記載の項目
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も任意に含むと解釈されなければならない。「ただ１つの」または「正確に１つの」、ま
たは、特許請求の範囲において使用される場合、「からなる」など、反対に明らかに示さ
れた用語のみ、要素の数または一覧の正確に１つの要素の包含を指すだろう。一般に、「
いずれか一方の」、「１つの」、「ただ１つの」、または「正確に１つの」などの排他性
の用語が先行する場合、本明細書で使用される用語「または」は、排他的な代替（つまり
、「一方または他方だが両方ではない」）を示すものとしてのみ解釈されるものとする。
「から本質的になる」は、特許請求の範囲において使用される場合、特許法の分野で使用
されるその通常の意味を有するものとする。
【０２２９】
　本明細書および特許請求の範囲において使用されるように、１つまたは２つ以上の要素
の一覧を参照して、語句「少なくとも１つ」は、要素の一覧における、いずれか１つまた
は２つ以上の要素から選択される少なくとも１つの要素を意味すると理解されるべきであ
るが、要素の一覧内で具体的に一覧として記載される、各々および全ての要素の少なくと
も１つを必ずしも含む必要はなく、要素の一覧における要素のいずれか組み合わせを除外
しない。この定義はまた、要素が、特異的に識別されたそれらの要素に関連しようとなか
ろうと、語句「少なくとも１つ」が指す、要素の一覧内で特異的に識別された要素以外に
任意に存在してもよいことも可能にする。したがって、非限定的な例として、「Ａおよび
Ｂの少なくとも１つ」（または、同等に、「ＡまたはＢの少なくとも１つ」、または、同
等に、「Ａおよび／またはＢの少なくとも１つ」）は、一態様において、少なくとも１つ
、２つ以上を任意に含む、Ｂは存在しない（Ｂ以外の要素を任意に含む）Ａ；別の態様に
おいて、少なくとも１つ、２つ以上を任意に含む、Ａは存在しない（Ａ以外の要素を任意
に含む）Ｂ；さらに別の態様において、少なくとも１つ、２つ以上を任意に含む、Ａであ
り、かつ、少なくとも１つ、２つ以上を任意に含む、Ｂ（他の要素を任意に含む）；など
を指すことができる。
【０２３０】
　特許請求の範囲ならびに上記明細書において、「含む」、「含有する」、「載せる」、
「有する」、「包含する」、「関する」、「保持する」、「からなる」などの全ての移行
句はオープンエンドである、つまり、これらを含むがこれらに限定されないことを意味す
ると理解されるべきである。移行句「からなる」および「から本質的になる」のみ、米国
特許庁特許審査便覧の第2111.03項に述べられているように、夫々クローズまたはセミク
ローズの移行句であるものとする。
【０２３１】
　その旨を明記しない限り、特許請求の範囲は、記載された順序または要素に限定される
ものとして読まれるべきではない。形態および詳細における様々な変化が、添付の特許請
求の精神および範囲から逸脱することなく、当業者によってなされてもよいと理解される
べきである。以下の特許請求の精神および範囲内に入る全ての態様およびそれらの等価物
が記載される。
【０２３２】
例
　理解のさらなる目的のために、予備実験試験の結果を以下に示す。これらの例は、本発
明のある態様を図示することを意図するが、本発明の全範囲を図示するものではない。こ
れらの例の詳細は、また、２０１１年１１月２７日にオンライン公開された“Optical re
cording of action potential in mammalian neurons using a microbial rhodopsin,” 
to J. M. Kralj et al., Nature Methodsにおいても見出すことができ、その全体が参照
により本明細書に取り込まれる。
【０２３３】
　実験的試験において、哺乳動物の神経細胞の単一活動電位の信頼性の高い光検出を、約
１０倍改善した感受性および他のタンパク質に基づく電圧指標を上回る速度を有する、遺
伝的にコードされた電圧指示タンパク質を使用して観察した。微生物ロドプシンタンパク
質、アーキアロドプシン３（Ａｒｃｈ）の内因性蛍光は、サブミリ秒の応答時間で、－１
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発プロトンポンプ活性のために、Ａｒｃｈは撮像レーザーで露光した膜の過分極を引き起
こした。それにもかかわらず、単一の電気的に始動された活動電位は、約１０よりも大き
い光シグナル対ノイズ比で蛍光のバーストを生んだ。変異ＡｒｃｈＤ９５Ｎは、野生型よ
り５０％高い感受性を示し、内因性プロトンポンプを欠いたが、遅い応答を有した（４１
ｍｓ）。Ａｒｃｈは依然として個々の活動電位を分解することが可能であった。実験の観
点において、微生物ロドプシンに基づく電圧指標は、複雑な神経回路、および、電極に基
づく技術が挑戦的であるシステムにおける電気生理の光学調査を可能にしてもよい。
【０２３４】
　本例は、緑色吸収プロテオロドプシン（ＧＰＲ）に基づいた電圧指標を図示する。この
プロテオロドプシン光プロトンセンサー（ＰＲＯＰＳ）は、大腸菌における電気スパイク
を明らかにしたが、タンパク質が原形質膜に局在しなかったため、真核細胞においてＰＲ
ＯＰＳを使用する努力は失敗した。ＰＲＯＰＳに対する標的化配列および局在化配列の追
加は助けにはならなかった。他の微生物ロドプシンを、真核生物の原形質膜に局在するタ
ンパク質に着目し、推定上の電圧センサーとして試験した。Halorubrum sodomenseからの
アーキアロドプシン３（Ａｒｃｈ）は、光駆動の外側プロトンポンプであり、そのホスト
に対して太陽エネルギーを捕捉する。Ａｒｃｈは、哺乳動物の神経細胞で発現されてもよ
く、神経活動の光サイレンシングを可能にし、暗所での内因性機能に対する動揺が最小限
であることが示された。この例は、膜電位がタンパク質の光学特性を変化させることがで
き、それによってＰＲＯＰＳと同様なメカニズムを通じて機能した電圧センサーを提供す
るであろうことを示す。
【０２３５】
　Ａｒｃｈは、本例において細菌的に発現させた。中性ｐＨで、細菌的に発現させたＡｒ
ｃｈはピンクだったが、高ｐＨでは、１０．１のｐＫの推移で（方法１）タンパク質は黄
色に変わった（図７Ａ参照）。他の微生物ロドプシンとの相同性に基づき、ｐＨによって
誘発される色は、レチナール蛍光団を当該タンパク質コアに連結するシッフ塩基（ＳＢ）
の脱プロトン化に対して変化すると考えられた。膜電位の変化は、ＳＢでのプロトンの局
所的な電気化学電位を変える可能性があり、酸－塩基平衡を傾け、同様な色のシフトを誘
発すると考えられた（図７Ａ）。電圧によって誘導される色のシフトのメカニズムは、以
前バクテリオロドプシンの乾燥フィルムで報告され、ＰＲＯＰＳでの電圧感受性の仮説の
基礎を形成した。
【０２３６】
　大半の微生物ロドプシンは、弱い蛍光性であるため、Ａｒｃｈは期待される蛍光指標（
表４）として特徴付けられる（方法１～３）。中性ｐＨで、Ａｒｃｈは近赤外蛍光（λｅ

ｍは約６８７ｎｍ）を発し、一方、高ｐＨでＡｒｃｈは蛍光性ではなかった（図７Ｂおよ
び図８Ａ～８Ｃを参照）。Ａｒｃｈの蛍光量子収率は低かったが（約９×１０－４）、光
安定性は、ＧＦＰファミリーのメンバーに相当した。１：１のＡｒｃｈ－ｅＧＦＰ融合体
における、Ａｒｃｈ（約６４０ｎｍで励起）の光退色速度のｅＧＦＰ（約４８８ｎｍで励
起）との比較は、光退色前に１分子当たり放出される光子の平均数は、比においておよそ
１：３．９（Ａｒｃｈ：ｅＧＦＰ）であることを示した。広範な吸収ピークは、約６４０
ｎｍのλでのＡｒｃｈの励起を可能にし、ある波長は、いくつかの他の細胞構成成分が吸
収し、近赤外発光が、わずかなバックグラウンド自家蛍光のスペクトル領域において発生
した。
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【表４】

【０２３７】
　表４は、ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎの光学的および電気的応答を記載する。注釈は以
下の通りである。（１）λ＝５３２ｎｍでの励起；（２）バクテリオロドプシン、６３，
０００Ｍ－１ｃｍ－１と同じピーク吸光係数を想定する校正された吸収スペクトル（方法
２を参照）；（３）λ＝６３３ｎｍで励起されるＡｌｅｘａ６４７との比較によって決定
された；（４）ｅＧＦＰとの１：１の融合において測定された；（５）吸収スペクトルの
特異値分解によって決定された；（６）ステップ応答によって決定された（ＡｒｃｈＤ９
５Ｎは、その速い（約５００ｓ未満）応答の微量構成成分（約２０％）を有する）；（７

）

【数２】

は蛍光から推定した膜電位である。ノイズはＨＥＫ細胞において０．１Ｈｚ以上の周波数
ｆで決定した。（これらの測定のさらなる詳細は方法の項に記載されている）。
【０２３８】
　約５μΜ全トランスレチナールで補った（方法４を参照）ＨＥＫ２９３細胞におけるＡ
ｒｃｈの蛍光は、倒立蛍光顕微鏡において、赤色照明（λが約６４０ｎｍであり、約２０
ｍＷ、およびＩが約５４０Ｗ／ｃｍ２）、高開口数対物レンズ（ＮＡ）、Ｃｙ５フィルタ
ーセット、およびＥＭＣＣＤカメラ（方法５、図３Ａを参照）で容易に撮像できる。図３
Ａに描写する顕微鏡システム３００を使用した試料のビデオ記録において観察され得るよ
うに、細胞は主に原形質膜に局在化した蛍光を示した。Ａｒｃｈを発現しない細胞は蛍光
性ではなかった。細胞は、継続的な１０分間の露光にかけて約１７％の光退色を示し、こ
の間、正常な形態を保持した。
【０２３９】
　Ａｒｃｈを発現するＨＥＫ細胞の蛍光は、顕微鏡システムを使用して試料のビデオ記録
においても観察され得るように、全細胞電圧クランプを介して決定されるように、膜電位
に対して高度に敏感であることが見出された（方法６）。原形質膜におけるＡｒｃｈの蛍
光は、約－１５０ｍＶと約＋１５０ｍＶの間、この範囲全体にわたってほぼ線形応答で、
約２倍に増加した（図７Ｃ）。膜電位のステップに対する蛍光の応答は、立ち上がりおよ
び立ち下がりの端の両方における撮像システムの５００μsの時間分解能内で発生した（
図１ｄ、方法７）。正弦波的に変化する膜電位の適用は、正弦波的に蛍光を変化させるこ
とにつながった；周波数fが約１ｋＨｚで、蛍光振動は、それらの低周波振幅の約５５％
を保持した（方法８、図９を参照）。Ａｒｃｈは、その内因性プロトンポンプ能力を保持
し、かつ撮像レーザーでの照明は約１０ｐＡ～約２０ｐＡの外向きの光電流を生成した。
【０２４０】
　図９のデータについて、に示すように、約５０ｍＶの振幅および約１Ｈｚ～約１ｋＨｚ
の周波数を有するチャープ(chirped)正弦波を細胞に適用した。膜電位

【数３】

は蛍光から決定され、
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【数４】

のフーリエ変換を算出した。約１ｋＨｚでの上昇は、電子補償回路の人為産物である。挿
入図：一定のＶ＝０ｍＶでの電圧クランプ下の
【数５】

におけるノイズのパワースペクトルは、約４７０μＶ／（Ηz）１／２のショットノイズ
制限ノイズフロア（shot-noise limited noise floor）を、約１０Ｈｚを上回る周波数で
示す。ここで報告されたノイズの図は、我々の撮像システムに特定のものであり、Ａｒｃ
ｈの可能性のある感受性の指標として主に働く。
【０２４１】
　線形回帰アルゴリズムは、強度が外部「トレーニング」刺激と同時変化した画素を識別
するために開発された（方法９）。重み付けされていない全視野蛍光でトレーニングする
と、このアルゴリズムは、細胞膜に関連する画素を識別し（図７Ｅ）、明るいが電圧非感
受性の細胞内凝集体に対応する画素を拒絶した。画素重み行列の値の生の蛍光に対する適
用は、重み付けされていない全視野蛍光に対して改善されたシグナル対ノイズ比（ＳＮＲ
）で蛍光の電圧によって誘発される変化の推定を導いた。この画素重み付けアルゴリズム
の使用は、電気生理学的データを利用しなかった。
【０２４２】
　発現レベルの細胞間の多様性のため、蛍光データ単独では、真の膜電位を決定するには
不十分であり、膜局在化は蛍光と電圧の間の先験的な未知のオフセットおよびスケールフ
ァクターにつながった。電気生理学的データ上でトレーニングすると、アルゴリズムは、
膜電位の最尤推定値に蛍光画像を変換するために使用することができるでろう画素重み係
数を返した（方法７）。約－１５０ｍＶ～約＋１５０ｍＶの電圧掃引上でのトレーニング
の後、蛍光に基づく
【数６】

は電気的に記録されたＶｍに約６２５μＶ／（Ηz）１／２の正確性で匹敵した（図１０
を参照）。約１０ｓよりも長い時間スケールにわたって、レーザパワーの変動および細胞
の動きは、電圧決定のサブｍＶの精度を低下させたが、Ｖｍにおいて高速過渡を検出する
能力に影響を与えなかった。
【０２４３】
　Ａｒｃｈは、培養ラット海馬神経細胞における電圧指標としてウイルス送達を使用して
試験した（方法１０～１１）。Ａｒｃｈを発現する神経細胞は、膜局在化した蛍光を示し
た（図１１Ａ）。全細胞電流クランプの下では、細胞は約２００ｐＡの電流パルスを注入
するとスパイクを示した。個々のスパイクは、全視野蛍光の明確に識別できる増加を伴っ
た（図１１Ｂ）。強度が全視野蛍光と共に変化する、優先的に重み付けされた画素は、Ｓ
ＮＲで約７４％改善につながった（図１１Ｃ）。このトレーニング手順は、電気的記録を
利用しなかった。電気的記録上で画素重み付けアルゴリズムをトレーニングすることは、
ＳＮＲでさらに５％の増加につながった。（図１１Ｄ）。
【０２４４】
　ＡＰダイナミクスのビデオを生じさせるために、ＡＰのダイナミクスは、図３Ａに描写
するように、顕微鏡システムを使用して細胞内の分解能で撮像した（図１２を参照）。シ
グナル対ノイズ比を改善するために、単一スパイクの複数の映像を登録し、時間的に平均
した（図１１Ｅを参照）。ＡＰは、定められた視野（１００μｍ）および露光時間（２ｍ
ｓ）で、期待通り、細胞の大半の領域全体にわたってほぼ同時に発生したように見えた。
しかし、局所化された領域においてＡＰは２～３ｍｓ遅れた。この遅れは、記録したビデ
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オにおいて特に明らかである。今回の結果は、Ａｒｃｈが、電圧感受性色素での最近の実
証と同様な様式で、遺伝的に特定された神経細胞におけるＡＰの細胞内ダイナミクスをマ
ッピングするために使用できることを示唆する。
【０２４５】
　図１１Ｆは単一試行の光学的および電気的記録のギャラリーを示す。２ｋＨｚのフレー
ム速度で、蛍光のシグナル対ノイズ比（スパイク振幅：ベースラインノイズ）は約１０．
５であった。スパイク発見アルゴリズムはスパイクの９９．６％を０．７％の偽陽性率（
Ｎ＝２６９スパイク）（方法１２）で正しく判別した（同時に記録された膜電位との比較
に基づいて）。蛍光によって決定された平均のＡＰ波形は、電気的に記録された波形と一
致した。単一細胞は、静止電位またはスパイク周波数における検出可能な変化なしで、最
大４分の累積露光で観察された。
【０２４６】
　手順は、神経細胞の過増殖した視野において、電気的に単一細胞にタグ付けするために
開発された。Ａｒｃｈを発現する全ての細胞の集団の平均蛍光は、はっきりと分解された
細胞構造を示さなかった（図１１Ｇ）。全細胞パッチは単一細胞上に形成され、その後、
ビデオ観察の下で、振幅が１５０ｍＶの電圧クランプ三角波に供した。どの画素が印加電
圧に関する情報を含んだか示す重み行列は、標的細胞の鮮明な画像およびそのプロセスの
全てを生んだ。電気的なタグ付けは、単一の神経細胞を標識するために現在使用される遺
伝的および化学的な方法を補完する。
【０２４７】
　追加されたレチナールが存在しない場合、Ａｒｃｈを表現する神経細胞は、個々のスパ
イクを伴う明確に識別可能な蛍光点滅を示し（図１３Ａ）、神経細胞がいくつかのタンパ
ク質を集合させるために十分な内因性のレチナールを含んでいたことを示す。図１３Ａに
おいて、ＡｒｃｈＷＴを発現する１４ＤＩＶ神経細胞からのＡＰの単一試行記録は、外因
性レチナールなしに、電気（青）および蛍光（赤）トレースを示す。ＡＰは明確に分解さ
れる。補足レチナールの添加は、３０分にわたる約３０～６０％の蛍光の増加につながっ
た（図１３Ｂ）。図１３Ｂは、１０μΜレチナールの添加後の時間の関数としての単一神
経細胞の蛍光を示す。レチナールの取り込みの影響での電圧ダイナミクスの混交を回避す
るために、神経細胞を実験前に、ＣＣＣＰで処理することにより脱分極した。Ａｒｃｈお
よび他の微生物ロドプシンを用いたインビボの実験は、内因性レチナールが神経活動の光
遺伝的制御に十分であることを示した。したがってＡｒｃｈは、外因性レチナールなしに
インビボの電圧指標として機能することができる。
【０２４８】
　６４０ｎｍでの照明は、Ａｒｃｈの吸収スペクトル（λ＝５５８ｎｍ）のピークから遠
かったが、撮像レーザーは、それにもかかわらず、Ａｒｃｈを発現するＨＥＫ細胞におい
て約１０～２０ｐＡの光電流を誘発した（図１４Ａ）。膜電位を乱さないが、電圧感受性
を維持する変異体が求められた。バクテリオロドプシンにおける変異Ｄ８５Ｎは、プロト
ンポンプを除外し、相同変異Ｄ９５ＮはＡｒｃｈに導入した。この変異は光電流を除外し
（図１４Ａ）、電圧感知にとって重要ないくつかの他の光物理的特性をシフトした（表４
、図１４Ａ～１４Ｄ、図１５）。膜電位の変化に対する蛍光応答の映像を図３Ａに描写す
る顕微鏡システムを使用して記録した。ＡｒｃｈＤ９５ＮはＡｒｃｈＷＴよりも高感度で
あったが、遅い応答を有した（図１４Ｂ～１４Ｄ）。
【０２４９】
　神経活動を撮像するために一般的に使用される照明条件の下で（全反射（ＴＩＲ）モー
ドでＩ＝１８００Ｗ／ｃｍ２）、光によって誘発される外向きの光電流は、ＡｒｃｈＷＴ
を発現する神経細胞において典型的には約１０ｐＡであった。電流クランプ条件下では、
この光電流は最大－２０ｍＶで、神経細胞の静止電圧をシフトさせた。活性化閾値付近の
神経細胞について、この光電流は発火を抑制し得るであろうから（図１６Ａ）、その非ポ
ンプ変異体Ｄ９５Ｎは、神経細胞における電圧指標として探索された。ＡｒｃｈＤ９５Ｎ
の照明は神経細胞における膜電位を乱さなかった（図１６Ｂ）。
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【０２５０】
　ＡｒｃｈＤ９５Ｎは単一試行的に神経細胞のＡＰを報告した（図１６Ｃ）。脱分極電流
パルスに対する応答はステップ応答の遅い構成成分によって優位に占められた；しかし応
答の速い構成成分はＡＰを示すために十分であった。
【０２５１】
　図１７は、感受性および応答速度にしたがってプロットされた他の蛍光電圧指標に対す
るＡｒｃｈＷＴとＤ９５Ｎの比較を示す。既存の指標の位置はおおよそのものであり、文
献データから得られる。最も感受性が高い蛍光タンパク質ＶＳＦＰ２.ｘファミリーは、
およそ１００ｍｓの応答時間で、１００ｍＶの電圧当たり約１０％の蛍光の変化を有する
。電圧センサーのＳＰＡＲＣファミリーは、１ｍｓの応答時間を有し、１００ｍＶ当たり
１％未満の蛍光変化を示す。微生物ロドプシンに基づく指標は他のプローブよりもはるか
に感受性が高い。最も感受性が高い微生物ロドプシンに基づく指標は、プロテオロドプシ
ン光学プロトンセンサー（ＰＲＯＰＳ）であるが、ＰＲＯＰＳは原核生物においてのみ機
能する。蛍光電圧感受性色素（ＶＳＤ）もまた図１７に示される。これらの化合物のいく
つかは、Ａｒｃｈのそれを上回るシグナル対ノイズで脳切片における活動電位の光学的記
録を可能にした。表５は図１７が基づくデータを含む。表５は蛍光電圧指示タンパク質の
おおよその特性を示す。いくつかの場合において、番号は公開されたプロットから推定し
た。当該表は蛍光指標の全ファミリーの代表的なメンバーが含むが、多くが省略されてい
る。
【表５】

【０２５２】
　Ａｒｃｈはおよそ５，０００の既知の微生物ロドプシンの１つである。このタンパク質
のファミリーは、色の調整が可能であり、光安定的で、かつ環境に対する感受性が高い、
ＧＦＰに対する相同性を有さない蛍光団で生体膜を標識することが可能な能力について検
討することができる。野生型および変異微生物ロドプシンのスクリーニングは、Ａｒｃｈ
ＷＴのように高速だがＡｒｃｈＤ９５Ｎのようにポンプを欠く変異体を識別するために使
用することができる。輝度を高める努力、または他の非蛍光撮像モダリティーを見出す努
力もまた意図される。Ａｒｃｈから２光子蛍光を観察するための初期の努力は成功しなか
った；しかし、Ａｒｃｈの励起は大半の２光子蛍光団に対して赤にシフトするため、スペ
クトル的に調整された２光子励起での追加の研究が認められる。他の蛍光タンパク質との
Ａｒｃｈの融合は、レシオメトリック電圧測定、ならびに電圧およびｐＨまたはＣａ２＋
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の同時測定を可能にしてもよい。それらは発現レベルにおける変化または運動の人為産物
に対してはるかに非感受性であるため、レシオメトリック測定は有用である可能性がある
。光遺伝的な電圧制御の最近確立された技術での光遺伝的な電圧測定の組み合わせは、全
ての光電気生理に向けた進展を可能にすることができる。
【０２５３】
　別の例において、「Ｏｐｔｏｐａｔｃｈ」と呼ばれる遺伝子コンストラクトは、同時光
刺激および神経細胞からの記録を提供するために使用される。Ｏｐｔｏｐａｔｃｈコンス
トラクトの一態様は、チャンネルロドプシン６４（ＣｈＲ６４）－ｍＯｒａｎｇｅ ＩＩ
およびアーキアロドプシン３（Ａｒｃｈ）－ｅＧＦＰの共発現のための２シストロン性の
ベクターからなる。このコンストラクトは図１８Ａに描写される。当該図において使用さ
れる略語は以下のように解釈することができる。ｓｓ：原形質膜へのＡｒｃｈの輸送を改
善するように設計されたシグナル配列；Ａｒｃｈ：アーキアロドプシン３；ｅＧＦＰ：増
強された緑色蛍光タンパク質；ＥＲ２：原形質膜へのＡｒｃｈの輸送を改善するように設
計された小胞体輸出モチーフ；Ｐ２Ａ：単一のｍＲＮＡの転写物から２つのタンパク質の
発現をもたらすリボソームスキップサイトである、テッショウウイルス－１　２Ａ配列；
ＣｈＲ６４：青色光活性化イオンチャンネルであるチャンネルロドプシン６４；ｍＯｒ２
：ｍＯｒａｎｇｅ ２蛍光タンパク質。
【０２５４】
　図１８Ｂの描写に図示されるように、当該コンストラクトは、１：１の化学量論比にお
いて、単一のｍＲＮＡ転写産物からの２つのタンパク質を生じさせるリボソームスキップ
配列（Ｐ２Ａリンカーペプチド）を含んだ。このコンストラクトは、発現レベル、膜輸送
、化学量論的な共発現、ならびにアクチュエーターおよびレポーターのスペクトル的な分
離性について最適化された。ＣｈＲ６４は、より一般に使用されるチャンネルロドプシン
２と比較して、青にシフトした作用スペクトル、高発現、および大きい光電流を有した。
Ａｒｃｈは赤にシフトした有利な照明波長（６４０ｎｍ）、高い感受性、および高速を有
した。
【０２５５】
　当該ｏｐｔｏｐａｔｃｈコンストラクトは、培養マウス海馬神経細胞におけるＣａｍＫ
ＩＩａまたはｈＳｙｎａｐｓｉｎ１プロモーターの制御下で発現させた。標準的な広視野
撮像条件下（２３０Ｗ／ｃｍ２、６４０ｎｍ）での赤色光の照射は、３４±７ｐＡ（Ｎ＝
６細胞）のＡｒｃｈによって仲介される外向きの光電流につながった。この電流は細胞を
６．１±１．１ｍＶ（Ｎ＝８細胞）によって過分極させた。この過分極にもかかわらず、
Ｏｐｔｏｐａｔｃｈを発現する神経細胞は、培養液中のシナプス伝達によって駆動される
可能性が高い自発的な活動を示す、赤色蛍光の自発的な発火を示した。薄暗い青色光（１
５ｍＷ／ｃｍ２、４８８ｎｍ）を有する照明は、２１６±１１４ｐＡ（ｎ＝７細胞）のＣ
ｈＲ６４によって仲介される内向きの光電流につながった。したがって、過分極させるＡ
ｒｃｈ光電流は、脱分極させるＣｈＲ６４光電流に容易に圧倒された。
【０２５６】
　青色光のパルスでの全視野照明（２０ｍＷ／ｃｍ２、１０ｍｓ、４８８ｎｍ、１０Ｈｚ
で繰り返し）は、高速ＥＭＣＣＤカメラ上で検出された赤色蛍光（ｅｍ：６６０～７６０
ｎｍ）の点滅につながった。同時パッチクランプ記録は、各点滅が単一の活動電位に対応
することを示した。光学的に記録された蛍光波形は、（図１８Ｃに示す）単一試行的に電
気的に記録された波形、１ｋＨｚの取得速度で１．１ｍＶの光学的に記録された電圧にお
けるノイズと密接に一致した。
【０２５７】
　デジタルマイクロミラー装置（ＤＭＤ；６０８×６８４画素、４０００フレーム／秒）
は空間かつ時間分解された様式でＯｐｔｏｐａｔｃｈコンストラクトを刺激するための４
８８ｎｍ励起経路に取り込まれた。ＤＭＤの配置を図１９Ａに示す。当該構成は、青色光
（４８８ｎｍ）での空間的にパターン化された照明、および赤色光（６４０ｎｍ）での蛍
光の撮像を同時に可能とする。青色レーザーからの光は、デジタルマイクロミラー装置（
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ＤＭＤ）に反射する。ＤＭＤの各画素は、個別にアドレス指定可能であり、顕微鏡または
ビームダンプに光を向けることができる。ダイクロイックミラーは、赤色（６４０ｎｍ）
レーザーからのビームと、ＤＭＤからのパターン化された照明を組み合わせる。リレーレ
ンズは、対物レンズの後焦点面上に両ビームを集束させる。赤色光で広視野照明を提供す
る一方、対物レンズは、試料上にＤＭＤの画像を投影する。（図２Ａに示さない）リレー
光学系は、試料上にＤＭＤの縮小された画像を投影した。ＤＭＤの各画素は、試料面で０
．６５μｍに対応した。カスタムソフトウェアはＤＭＤ座標をＥＭＣＣＤカメラ座標にマ
ッピングし、ユーザーが選択した試料のいずれか領域の正確な光学的な標的化を可能にし
た。
【０２５８】
　典型的な実験において、ユーザーは、広視野照明を使用して、１つまたは２つ以上の神
経細胞の画像を取得した。ユーザーは、刺激するために、１つまたは２つ以上の領域を選
択し、かつ刺激の時間的なプロファイルを特定した。励起機器は、青色照明のパターンで
刺激を送達した。ＥＭＣＣＤカメラは、画素数と速度の間の所望のトレードオフに依存し
て、Ａｒｃｈの続く近赤外蛍光を５００～２０００フレーム／秒で記録した。実験試行は
、５～１０Ｈｚの光刺激での３０～５０秒の継続的な記録からなった。かかるいくつかの
試行は活動電位波形の明らかな変化なしに典型的に実施され、１，０００～２，０００の
活動電位のデータ組につなげることができるだろう。
【０２５９】
　図１９Ｂは、典型的なＯｐｔｏｐａｔｃｈ実験からの結果を示す。神経細胞の細胞体は
、青色光（１５０ｍＷ／ｃｍ２、１０ｍｓ）で標的化された。これは活動電位応答を誘発
した。１つの励起事象について、全体の神経細胞（細胞体およびプロセス）は、２～３ｍ
ｓ続いた蛍光のスパイクを示し、単一の活動電位応答を示した。刺激は１００ｍｓの間隔
で４００回繰り返された。図１９Ｂは、３９７回繰り返された刺激全体にわたって平均し
た蛍光応答を示す。図中の画像。図１９Ｂは、平均Ａｒｃｈ蛍光（グレー）、Ａｒｃｈ蛍
光（δＦ／Ｆヒートマップ）および光刺激（青）の変化を示す合成である。
【０２６０】
　Ｏｐｔｏｐａｔｃｈ技術は、前述の時間超分解能技術と組み合わされた。Ｏｐｔｏｐａ
ｔｃｈコンストラクトを発現する神経細胞の細胞体は光刺激で標的化され、一連の活動電
位を生成した。Ａｒｃｈの蛍光は約１ｍｓ／フレームでＥＭＣＣＤカメラ上に記録された
これらの活動電位を報告した。図２０Ａは、カメラが１ｍｓ／フレームの最大フレーム速
度で操作されたにも関わらず、活動電位の伝播が明らかに生画像において分解されなかっ
たことを示す。図２０Ｂは、１００μｓ毎に算出された活動電位の一連の超分解能画像を
示す。当該伝播は生データにおいて明らかではなかったが、超分解能の手順は、ＡＰが刺
激の点で発信し、ほぼ一定の速度で外側に伝播したことを明確に示した。
【０２６１】
方法
　以下は上記の例において有用な様々な方法である。
【０２６２】
　（１）タンパク質コンストラクトおよび膜分画。全ての実験はＡｒｃｈ－ｅＧＦＰ融合
体で行った。ＡｒｃｈｅＧＦＰ（ＦＣＫ：ＡｒｃｈｅＧＦＰ）をコードするレンチウイル
スのバックボーンプラスミドは、Edward Boyden博士（ＭＩＴ）からの寛大な贈り物であ
る。当該遺伝子は、制限部位ＥｃｏＲＩおよびＮｃｏＩを使用してｐｅｔ２８ｂベクター
にクローニングした。Ｄ９５Ｎ変異は、フォワードプライマー（５’－ＴＴＡＴＧＣＣＡ
ＧＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＴＧＧＣＴＧＴＴＴＡＣＣＡＣ；配列番号４８）およびリバース
プライマー（５’－ＧＴＧＧＴＡＡＡＣＡＧＣＣＡＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＣＴＧＧＣＡＴ
ＡＡ；配列番号４９）を使用してQuikChangeII kit（Agilent）を使用して作成した。
【０２６３】
　ＡｒｃｈおよびそのＤ９５Ｎ変異体は大腸菌で発現させた。簡潔には、大腸菌（ＢＬ２
１株、ｐｅｔ２８ｂプラスミド）は、３７℃で０．４のＯＤ６００まで、１００マイクロ
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グラム／ｍＬのカナマイシンを有する１ＬのＬＢにおいて増殖させた。全てのトランスレ
チナール（５マイクロモル）およびインデューサー（０．５ｍＭのＩＰＴＧ）を添加し、
暗闇の中でさらに３．５時間、細胞を増殖させた。細胞を遠心分離によって回収し、ｐＨ
７．３の５０ｍＭのＴｒｉｓ、２ｍＭのＭｇＣｌ２中に再懸濁し、チップソニケーターを
使用して５分間溶解させた。溶解物を遠心分離し、ペレットを１．５％のドデシルマルト
シド（ＤＭ）を補足したＰＢＳ中に再懸濁した。混合物をガラス／テフロン（登録商標）
ポッターエルベージェムホモジナイザー(glass/Teflon Potter Elvehjem homogenizer)で
ホモジナイズし、再び遠心分離した。上清中の可溶化タンパク質を実験に使用した。
【０２６４】
　（２）ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎの分光学的特徴付け。ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎ
を含有する分画された大腸菌の膜の吸収スペクトルは、ＤＴ－ＭＩＮＩ－２－ＧＳ光源を
有するＯｃｅａｎ Ｏｐｔｉｃｓ ＵＳＢ４０００分光計を使用して測定した（図８）。微
生物ロドプシンのピーク吸光係数は、ロドプシン型によって４８，０００～６３，０００
Ｍ－１ｃｍ－１まで異なる。Ａｒｃｈとバクテリオロドプシン（ＢＲ）の間の高い相同性
のため、ＢＲの吸光係数、６３，０００Ｍ－１ｃｍ－１、をＡｒｃｈに使用した。Ａｒｃ
ｈＷＴ（５５８ｎｍ）およびＤ９５Ｎ（５８５ｎｍ）の異なる最大吸収波長は、表１に示
すように、６３３ｎｍで著しく異なる吸光係数をもたらした。ＡｒｃｈＷＴについて、６
３３ｎｍは当該吸収の裾に存在したが、ＡｒｃｈＤ９５Ｎについては、６３３ｎｍは肩下
の途中に位置した。ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎの６３３ｎｍでの相対吸光係数は、ピー
ク吸光係数の参照としてＢＲを使用する選択に依存しない。ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎ
の吸収スペクトルはｐＨ６と１１の間のｐＨの関数として測定された。
【０２６５】
　ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎの蛍光発光スペクトルは、１００ｍＷ、５３２ｎｍレーザ
ー（Dragon Lasers、532GLM100）または２５ｍＷ、６３３ｎｍのＨｅＮｅレーザー（Spec
tra-Physics）の照明を使用して決定した（図８）。散乱レーザー光は、５３２ｎｍのRam
an notch filter（Omega Optical、XR03）または710/100 emission filter（Chroma）で
遮断し、蛍光は、Ocean Optics QE65000 spectrometerへ光を通す１０００ミクロンファ
イバーでの照明に対して垂直に集光した。スペクトルは２秒間積算された。ＡｒｃｈＷＴ
およびＤ９５Ｎの両方が６８７ｎｍで発光極大を有した。
【０２６６】
　ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎの蛍光量子収率は、積算された発光強度をＡｌｅｘａ６４
７色素の試料の発光に対して比較することによって決定した。簡潔には、色素およびタン
パク質のマイクロモル溶液の濃度は可視吸収スペクトルを使用して決定された。これらの
微生物ロドプシンがバクテリオロドプシンと同じ吸光係数を有すると仮定し、Ａｌｅｘａ
６４７の２７０，０００Ｍ－１ｃｍ－１ならびにＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎの６３，０
００Ｍ－１ｃｍ－１の吸光係数を使用した。Ａｒｃｈに相当する蛍光発光を有する溶液を
得るために、当該色素溶液は次に１：１０００に希釈された。色素およびタンパク質試料
の蛍光発光スペクトル試料は６３３ｎｍの励起で測定した。次に量子収率を以下の式によ
って決定した。
【数７】

ここで、Ｆｌは６６０～７６０ｎｍの積算蛍光であり、イプシロン（ε）は６３３ｎｍで
の吸光係数であり、ｃは濃度である。
【０２６７】
　（３）ＡｒｃｈおよびｅＧＦＰの相対光安定性。ＡｒｃｈおよびｅＧＦＰの光安定性の
直接比較を行うために、Ａｒｃｈ－ｅＧＦＰ融合体の光退色を検討した。この戦略では、
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２つの蛍光団の１：１の化学量論比を保証し、分析を単純化させた。実験は透過性細胞上
で顕微鏡において行い、細胞の光退色をビデオ記録した。Ａｒｃｈの光退色の映像は当初
６４０ｎｍの照明の下で記録し；次に、同じ視野上で４８８ｎｍの照明下でｅＧＦＰの光
退色を、同じＡｒｃｈに関しておおよそ初期の計数率が得られるように調整された照射強
度で記録した。蛍光バックグラウンドレベルは、各映像のタンパク質を含まない領域付近
から得られ、タンパク質を含む領域の強度から差し引かれた。各光退色のタイムトレース
下の面積を算出し、各蛍光団から検出された光子の総数の推定値を得た。ｅＧＦＰの発光
（ｌａｍｂｄａ－ｍａｘ＝５０９ｎｍ）およびＡｒｃｈ発光（ｌａｍｂｄａ－ｍａｘ＝６
８７ｎｍ）は異なる発光フィルターを通して集光したため、フィルターの透過スペクトル
およびＥＭＣＣＤカメラの波長依存的な量子収率について生カウントを修正した。その結
果、光退色の前に放出された光子の相対数はｅＧＦＰ：ＡｒｃｈＷＴについて３．９：１
であり、ｅＧＦＰ：ＡｒｃｈＤ９５Ｎについてこの比は１０：１であった。
【０２６８】
　（４）ＨＥＫ細胞培養。３７℃、５％Ｃ０２で、１０％ＦＢＳおよびペニシリン－スト
レプトマイシンを補足したＤＭＥＭにおいてＨＥＫ－２９３細胞を増殖させた。プラスミ
ドは、LipofectamineおよびPLUS reagent（Invitrogen）を使用して、メーカーの指示に
したがってトランスフェクションし、４８～７２時間後の間でアッセイした。記録の前日
に、細胞を約５０００細胞／ｃｍ２の密度でガラスボトムディッシュ（MatTek）上に再播
種した。
【０２６９】
　ＨＥＫ細胞における内因性のレチナールの濃度は知られていなかったため、細胞を、５
マイクロモルの最終濃度まで増殖培地中においてストックのレチナール溶液（４０ｍＭ 
ＤＭＳＯ）で希釈することによって、レチナールを補足し、次に細胞をインキュベーター
に１～３時間戻した。全ての撮像および電気生理は、タイロードバッファー（以下をｍＭ
で含む：１２５ ＮａＣｌ、２ ＫＣｌ、３ ＣａＣｌ２、１ ＭｇＣｌ２、１０ ＨＥＰＥ
Ｓ、３０ グルコース、ｐＨ７．３、およびスクロースで３０５～３１０ｍＯｓｍに調整
））中で行った。－１０と－４０ｍＶの間で逆転電位を有するＨＥＫ細胞のみを分析に含
めた。
【０２７０】
　（５）顕微鏡。同時蛍光および全細胞パッチクランプ記録は、室温で操作された自家製
の倒立落射蛍光顕微鏡上で取得した。詳細な仕様は、図３Ａに示される。１つの目標は、
蛍光を高効率に集光させること、また神経細胞全体およびそのプロセスを撮像するための
十分に大きな視野を達成することであった。典型的には、顕微鏡対物は、倍率と集光能力
（開口数）の間のトレードオフを提供する。さらに、単一細胞にパッチを維持しながら、
倍率を変化させる能力は、いくつかの場合に重要であった。典型的には、切換え対物―特
に水または油浸対物―に関連する振動は同時パッチクランプと互換性がない。さらに、い
くつかの場合において、２つの波長帯域に視野を分割する能力および画像の両半分の位置
合わせを変更することなく倍率を変更する能力は重要であった。
【０２７１】
　これらの目標を同時に達成するために、顕微鏡は、照明領域および倍率を変えるための
可変ズームカメラのレンズを有する６０ｘ　ＮＡ　１．４５油浸対物レンズ（Olympus 1-
U2B616 60X Oil NA 1.45）を中心に設計された。倍率は１０ｘと６６ｘの間で対物に触れ
ることなく継続的に変化可能であった。当該顕微鏡は、わずかな再配置で容易に単一バン
ドおよび二重バンド撮像の間で変換した。
【０２７２】
　Ａｒｃｈ蛍光を観察するためにレーザー照明およびＥＭＣＣＤ検出が必要であることが
見出された。レーザーおよびＥＭＣＣＤカメラを後付けした直立電気生理学装置上におい
て、液浸対物（Olympus LUMPlanFl - 40x W/IR; NA 0.8）はＨＥＫ細胞の電圧依存的な蛍
光を記録するために十分な光を集めた。しかし、高いシグナル対ノイズ比でのＡＰの記録
は高いＮＡの対物（例えばOlympus 1-U2B893 60x Water NA 1.2；または1-U2B616 60x Oi
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l NA 1.45）を必要とした。
【０２７３】
　（６）電気生理。フィラメントガラスマイクロピペット（ＷＰＩ）は火災研磨した３～
１０メガオームの先端抵抗まで引き伸ばされ、内部液（以下をｍＭで含む：１２５ グル
コン酸カリウム、８ ＮａＣｌ、０．６ ＭｇＣｌ２、０．１ ＣａＣｌ２、１ ＥＧＴＡ、
１０ ＨＥＰＥＳ、４ Ｍｇ－ＡＴＰ、０．４ Ｎａ－ＧＴＰ、ｐＨ７．３：スクロースで
２９５ｍＯｓmに調整）で満たされた。マイクロピペットはBurleigh PCS 5000 micromani
pulatorで置いた。全細胞、電圧クランプ記録は、AxoPatch 200B amplifier（Molecular 
Devices）を使用して取得し、内部Bessel filterで、２ｋＨｚでフィルタリングし、Nati
onal Instruments PCIE-6323 acquisition boardで１０ｋＨｚでデジタル化された。周囲
６０ＨｚのノイズはHumBug Noise Eliminator （AutoMate Scientific）を使用して除去
された。膜電位の迅速な調節を必要とする実験のために、直列抵抗および全細胞の静電容
量は９５％と予測され、約５０％に補正された。電気刺激はPCIE-6323 acquisition boar
dを使用して生成され、AxoPatchに送られ、次に定電流または定電圧モードのいずれかで
これらのシグナルを印加した。
【０２７４】
　光電流の測定は、１８００Ｗ／ｃｍ２の強度で６４０ｎｍの照明の短いパルス（２００
ｍｓ）に露光しながら０ｍＶで電圧クランプに保持されたＨＥＫ細胞上で行った。
【０２７５】
　全ての実験は室温で行われた。
【０２７６】
　（７）ランプならびにＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎのステップ応答。膜電位の関数とし
て蛍光を測定するために、三角波は、－１５０ｍＶ～＋１５０ｍＶの振幅および１２s周
期、フレーム当たり１００ｍｓでのビデオ録画で適用された。画素重み行列は、式Ｓ２（
下）に従って算出され、各フレームにつき蛍光番号を生成するために、映像画像に適用さ
れた。これらの蛍光値はＶ＝－１５０ｍＶでそれらの最小値によって除した。結果は、図
１１および１４中のＶの関数としてプロットされている。この手順は、細胞膜における画
素からのデータを優先的に重み付けしたが、いずれかバックグラウンドの減算を伴わなか
った。同等の結果は、手動で原形質膜の領域に対応する画素を選択すること、および、バ
ックグラウンドの減算なしにＶの関数としてそれらの強度をプロットすることによって得
られた。生蛍光からのバックグラウンドの減算を行えば、delta-F/Fのかなり大きな値が
得られたであろう。
【０２７７】
　ステップ応答は、テスト波形が３００ｍｓの持続時間および１秒周期で、－７０ｍＶ～
＋３０ｍＶの一連の電圧パルスからなることを除き、同様の様式で測定された。細胞は、
２０回の繰り返し波形に供し、蛍光応答は全ての反復にわたって平均された。
【０２７８】
　（８）ＡｒｃｈＷＴおよびＤ９５Ｎの周波数依存的応答関数。テスト波形は、連結され
た一連の正弦波、各々２秒の持続時間、１００ｍＶの振幅、ゼロ平均、および１Ｈｚと１
ｋＨｚの間の対数スケール上で一様に等間隔の周波数（合計３１周波数）からなった。当
該波形は１０ｋＨｚで離散化され、かつ細胞に印加される一方、２ｋＨｚのフレーム速度
で蛍光映像が取得された。
【０２７９】
【数８】

を抽出するためのモデルパラメーターは、低周波電圧に対する蛍光応答からから算出した
。これらのパラメーターは次に推定電圧を全ての周波数で算出するために使用された。
【０２８０】
　印加電圧は、瞬間的な応答を有する電圧指標の応答を模倣するために２ｋＨｚまでダウ
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【数９】

のフーリエ変換を算出し、ダウンサンプリングしたＶ（ｔ）のフーリエ変換で除した。こ
の比の振幅は応答感受性を決定した。正確な応答スペクトルを得るために、先端抵抗およ
び細胞膜の静電容量を適切に補償することは、いくつかの場合において重要であった。膜
に結合したＧＦＰを発現する細胞の対照実験は、ほとんどまたは全く電圧依存的な蛍光を
示さなかった。
【０２８１】
　一定のＶ＝０の下での
【数１０】

のパワースペクトルもまた、いずれか印加されたＶ（ｔ）シグナル対ノイズ比の計算を可
能にするために測定された。
【０２８２】
　（９）蛍光画像からの膜電位の推定。蛍光電圧指標を特徴付ける一般的な方法は、１０
０ｍＶの膜電位当たりのdelta-F/Fの値を報告することである。しかし、これはここでは
使用されなかった。いくつかの場合においてdelta-F/Fの値は、特にいくつかの電圧でＦ
がゼロに接近する指標について、バックグラウンド減算方法に感受性が高い。第二に、de
lta-F/Fは、絶対的な蛍光レベル、バックグラウンド、および当該指標の膜標的化に依存
するシグナル対ノイズ比について、ほとんどまたは全く情報を含まない。第三に、delta-
F/Fの比は、蛍光の時間的な安定性についての情報をほとんどまたは全く含まない。変動
は、細胞内輸送、光退色、または他の光物理のために発生することもある。
【０２８３】
　これらの例では、一連の蛍光画像から膜電位を推測するアルゴリズムを含む、蛍光シグ
ナルの情報内容を報告した電圧指標の性能の尺度が使用された。推定膜電位が真の膜電位
に相当した正確性は、（パッチクランプ記録によって報告されるように）指示薬の性能の
尺度として使用された。
【０２８４】
　推定された膜電位、
【数１１】

は、２つのステップで蛍光から決定された。第一に、モデルはトレーニングされ、各画素
で蛍光に対して膜電位を関連づけた。蛍光シグナルＳｉ（ｔ）が、画素ｉおよび時間ｔで
、以下によって与えられる非常に単純化されたモデル：

【数１２】

ここで、ａｉおよびｂｉは位置依存的であるが、時間非依存的な定数であり、膜電位Ｖ（
ｔ）は時間依存的であるが位置には非依存的であり、かつεｉ（ｔ）（イプシロン）は、
空間および時間に無相関な、画素依存的な分散を有するガウス型白色ノイズである：
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【数１３】

該式は時間を通じての平均を示す。
【０２８５】
　このモデルは、電圧に対する蛍光応答における非線形性、電圧の変化に対するタンパク
質の有限の応答時間、光退色、細胞運動またはステージドリフト、および、εｉ（ｔ）が
ショットノイズによって占められる場合、その分散はＳｉ（ｔ）に比例すべきであり、そ
の分布はガウスではなくポアソンであるはずであるという事実を無視する。これらの単純
化にもかかわらず、式Ｓ１のモデルは、それが適用された同じデータセットから校正され
た場合に膜電位の良好な推定値を提供した。
【０２８６】
　式１における式の画素特定なパラメーターは、以下のようにに示すように、最小二乗法
によって決定される。平均蛍光および平均電圧からの偏差は以下によって定義された：

【数１４】

【数１５】

この重み行列は、蛍光が当該トレーニングセットにおける電圧の正確な推定量である画素
を好む。
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【０２８７】
　膜電位を推定するために、画素毎の推定は、次式にしたがって組み合わせられる：
【数１６】

式Ｓ１の基礎となる近似値内において、式Ｓ３はＶ（ｔ）の最尤推定値である。
【０２８８】
　膜電位が知られていない場合、画像内に変化する膜電位を有する単一の細胞のみが存在
することを条件として、全体画像Ｉ（ｔ）の合計強度によってＶ（ｔ）を置き換えること
ができる。この場合、当該アルゴリズムは、強度が平均強度と共に変化する画素を優先的
に重み付けする。かかる画素は膜に関連する。この修正された手順によって、当該膜にお
ける基礎となる強度変化の推定値が得られる。出力は、未知のオフセットおよびスケール
ファクターとは別に、真の膜電位に近似する。この修正された手順の重要な特色は、それ
がパッチピペットなしにスパイクの識別を可能にすることである。
【０２８９】
　取られた３０,０００フレームのビデオ記録（例えば、１,０００フレーム／sで３０sの
データ）上で、アルゴリズムのトレーニング段階は、デスクトップＰＣ上で実行するため
におよそ３分を要した。受信ビデオデータに対する重み付け係数の適用は、ほぼリアルタ
イムで行うことができるだろう。
【０２９０】
　（１０）分子生物学およびウイルス生産。Ａｒｃｈ－ＥＧＦＰ（ＦＣＫ：Ａｒｃｈ－Ｅ
ＧＦＰ）をコードするプラスミドは、ＨＥＫ細胞における実験にいずれも直接的に使用さ
れ、または公開された方法に従ってＶＳＶｇ偽型ウイルスを生じさせるために最初に使用
された。シュードタイピングのために、ＨＥＫ２９３細胞を、LipofectamineおよびPLUS 
reagent（Invitrogen）を使用して、ｐＤｅｌｔａ８．７４、ＶＳＶｇ、およびＡｒｃｈ
バックボーンプラスミドのいずれかと共にトランスフェクションした。ウイルス上清を４
８時間後に回収し、０．４５マイクロメートルの膜を使用して濾過した。ウイルス媒体は
、さらに濃縮させることなく、神経細胞に感染させるために使用した。
【０２９１】
　Ｄ９５Ｎ変異は、大腸菌プラスミドと同じプライマーを使用して、メーカーの指示に従
ってQuickChange kit（Stratagene）を使用して導入された。
【０２９２】
　（１１）神経細胞培養液。Ｅ１８ラット海馬をBrainBitsから購入し、１ｍｇ／ｍＬパ
パイン（Worthington）の存在下で機械的に解離させた後、ポリ－Ｌ－リシンおよびマト
リゲルでコートされた（BD Biosciences）ガラスボトムディッシュ上にディッシュ当たり
５，０００～３０，０００の細胞を播種した。この密度ではシナプス入力は自発的な発火
を生成しなかった。細胞をＮ＋培地（１００ｍＬのNeurobasal培地、２ｍＬのＢ２７サプ
リメント、０．５ｍＭグルタミン、２５マイクロモルのグルタミン酸、ペニシリン－スト
レプトマイシン）中において３時間インキュベートした。追加の３００マイクロリットル
のウイルス培地を細胞に添加、一晩インキュベートし、Ｎ＋培地を２ｍＬの最終体積とし
た。２日後、細胞に１．５ｍＬのＮ＋培地を与えた。細胞にグルタミン酸なしの１ｍＬの
Ｎ＋培地を４ ＤＩＶで与え、かつ３～４日毎に１ｍＬを与えた。１０～１４ ＤＩＶまで
成長することが可能であった。細胞は５マイクロモルの最終濃度まで増殖培地中において
ストックレチナール溶液（４０ｍＭ、ＤＭＳＯ）で希釈することにより、細胞にレチナー
ルを補足し、次にインキュベーターに細胞を１～３時間戻し、その後実験に使用した。
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【０２９３】
　全細胞電流クランプ記録は、ＨＥＫ細胞の記録に使用した同じ条件下で、成熟した神経
細胞から得られた。直列抵抗およびピペットの静電容量を補正した。－５０と－７０ｍＶ
の間の静止電位を有する神経細胞のみを分析に使用した。
【０２９４】
　（１２）スパイクソーティグ。電気的に記録されたＶ（ｔ）または光学的に決定された
【数１７】

のいずれかに適用することができるであろうスパイク識別アルゴリズムを開発した。入力
トレースは参照スパイクによって畳み込まれた。ユーザー定義の閾値を超えた畳み込まれ
た波形のセクションは、推定スパイクとして識別された。１０ｍｓ以内に入る複数のスパ
イク（閾値に近いノイズ誘発異常の結果）は、クラスター化され、１として識別された。
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