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【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【発明の詳細な説明】
【発明の名称】光遺伝的方法で使用するための光の上方変換
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、その開示がその全体で参照することにより本明細書に組み込まれる、２０１０
年１１月５日出願の米国仮出願第６１／４１０，７２９号に対して優先権を請求する。
【０００２】
　本願は、赤外線または近赤外線波長からの電磁放射線を可視光スペクトルに上方変換す
る、ランタニドをドープしたナノ粒子を含む、組成物と、光を送達してニューロンにおい
て発現された光応答性オプシンタンパク質を活性化し、ニューロンの膜分極状態を選択的
に改変するために、ランタニドをドープしたナノ粒子を使用する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　光遺伝学は、機能している無傷の生体系とペースを保つために必要とされる時間精度（
ミリ秒の時間尺度）で、自由に行動しているほ乳類および他の動物の体内でさえも、生体
組織の標的細胞内の特定の事象を制御するために使用される、遺伝的および光学的方法の
組み合わせである。光遺伝学の特徴は、特定の標的機構の使用を通して細胞型分解能を維
持しながら、ニューロン膜電位の時間的に正確な操作を可能にする、標的神経細胞の原形
質膜への高速光応答性オプシンチャネルまたはポンプタンパク質の導入である。神経系の
機能を調べるために使用することができる微生物オプシンの中には、照射された時に膜過
分極を推進するために使用される、ハロロドプシン（ＮｐＨＲ）、および光への暴露時に
膜を脱分極化するために使用される、チャネルロドプシンがある。わずか２～３年の間に
、光遺伝学の分野は、特定の細胞型が、生体内の神経回路等の生物組織の機能にどのよう
に貢献するかという基本的な科学的理解をさらに深めてきた。また、臨床側では、光遺伝
学によって動かされた研究が、不安、記憶、恐怖、および依存症等の複雑なほ乳類の挙動
の根底にある神経学的機構への洞察につながってきた。
【０００４】
　これらの進歩にもかかわらず、動物での光遺伝的方法の使用は、動物が光源に係留され
る、または動物に外科学的に埋め込まれた光源を有することを要求するという有意な欠点
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を抱えている。また、脳の中のニューロンの機能を改変するために光遺伝的方法が使用さ
れる時に、これらのニューロンに近接して光源が配置されなければならない。これは、動
物の頭蓋骨にドリルで穴を開けることを必要とし、また、関心の脳領域が脳自体の奥深く
に位置する時に、実用的困難も提示する。光が神経組織を不十分に通過するため、これは
、周辺脳組織への意図しない損傷をもたらし得る、光ファイバ光源を脳に挿入することを
余儀なくさせる。
【０００５】
　したがって、必要とされるものは、神経細胞の原形質膜上に光応答性オプシンタンパク
質を発現する動物の脳および末梢神経系内に位置するニューロンへ光を非侵襲的に送達す
る方法である。
【０００６】
　本明細書の全体を通して、出版物（例えば、科学論文）、特許出願、特許等を参照し、
その全ては、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる。
【発明の概要】
【０００７】
　本明細書では、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ）スペクトルと関連付けられる
波長からの電磁放射線を、可視光と関連付けられる波長に上方偏移させることが可能なナ
ノ粒子の使用を介して、神経原形質膜上で光応答性オプシンタンパク質を発現するニュー
ロンへ光を非侵襲的に送達するための組成物および方法が提供される。
【０００８】
　したがって、本明細書では、（ａ）神経細胞に近接して複数のランタニドをドープした
ナノ粒子を配置することと、（ｂ）複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（
ＮＩＲ）スペクトル内の電磁放射線に暴露させることであって、ＩＲまたはＮＩＲスペク
トル内の電磁放射線は、ナノ粒子によって可視スペクトル内の光に上方変換され、光応答
性オプシンが、神経細胞の原形質膜上で発現され、可視スペクトル内の光によるオプシン
の活性化は、原形質膜の脱分極を誘発する、暴露させることとを含む、個体の神経細胞の
原形質膜を脱分極化する方法が提供される。
【０００９】
　他の態様では、（ａ）光応答性オプシンをコードするポリヌクレオチドを個体に投与す
ることであって、光応答性タンパク質は、前記個体の神経細胞の原形質膜上で発現され、
オプシンは、光で照射された時に神経細胞の膜脱分極を誘発することが可能である、投与
することと、（ｂ）神経細胞に近接して複数のランタニドをドープしたナノ粒子を投与す
ることと、（ｃ）複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ）スペクト
ル内の電磁放射線に暴露させることであって、ＩＲまたはＮＩＲスペクトル内の電磁放射
線は、可視スペクトル内の光に上方変換され、可視スペクトル内の光によるオプシンの活
性化は、原形質膜の脱分極を誘発する、暴露させることとを含む、個体の神経細胞の原形
質膜を脱分極する方法が本明細書で提供される。
【００１０】
　いくつかの態様では、（ａ）神経細胞に近接して複数のランタニドをドープしたナノ粒
子を配置することと、（ｂ）複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ
）スペクトル内の電磁放射線に暴露させることであって、ＩＲまたはＮＩＲスペクトル内
の電磁放射線は、ナノ粒子によって可視スペクトル内の光に上方変換され、光応答性オプ
シンが、原形質膜上で発現され、可視スペクトル内の光によるオプシンの活性化は、原形
質膜の過分極を誘発する、暴露させることとを含む、個体の神経細胞の原形質膜を過分極
化する方法が本明細書で提供される。
【００１１】
　さらに他の態様では、（ａ）光応答性オプシンをコードするポリヌクレオチドを個体に
投与することであって、光応答性タンパク質は、前記個体の神経細胞の原形質膜上で発現
され、オプシンは、光で照射された時に神経細胞の膜過分極を誘発することが可能である
、投与することと、（ｂ）神経細胞に近接して複数のランタニドをドープしたナノ粒子を
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投与することと、（ｃ）複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ）ス
ペクトル内の電磁放射線に暴露させることであって、ＩＲまたはＮＩＲスペクトル内の電
磁放射線は、可視スペクトル内の光に上方変換され、可視スペクトル内の光によるオプシ
ンの活性化は、原形質膜の過分極を誘発する、暴露させることとを含む、個体の神経細胞
の原形質膜を過分極化する方法が本明細書で提供される。
【００１２】
　本開示は、生体内の光の深部送達のための上方変換を伴う装置および方法を対象とする
。本開示の態様は、概して、可視光スペクトルへの近赤外光の上方変換を使用する、生体
内の組織への光の送達、および本明細書で論議される用途に関する方法に関する。
【００１３】
　本開示のある態様は、生体組織内に埋め込まれる光源を対象とする。ナノ粒子溶液から
のナノ粒子は、光応答性チャネル／オプシンを発現する細胞を含む、標的細胞集団に固着
する。ナノ粒子は、第２の異なる波長の光を発することによって、第１の波長の光の受容
に応答するように構成される。例えば、ナノ粒子は、受容した光を上方変換し、それによ
り、より高い周波数の光を発することができる。
【００１４】
　本開示の実施形態は、オプシン遺伝子を持つウイルスおよびナノ粒子溶液の関心部位の
注射を対象とする。ウイルスは、関心部位における標的細胞集団にオプシン遺伝子を発現
させる。種々の異なる光源が可能である。異なる波長の使用は、例えば、ある波長が、脳
またはその他の組織による吸収の対応する減少を示すため、異なる（外部）光源の使用を
促進するために特に有用となり得る。
【００１５】
　本開示の特定の実施形態と一致して、発光ダイオード（「ＬＥＤ」）は、薄くなった頭
蓋骨の一部分の上に配置される。ＬＥＤは、頭蓋骨の薄くなった部分の付近で皮下に配置
され、ＬＥＤの場所および／または配向は、少なくとも部分的に、標的細胞集団の場所に
基づいて選択される。例えば、ＬＥＤは、ＬＥＤと標的細胞集団との間の距離を短縮する
ように配置し、それに従って配向することができる。
【００１６】
　本開示のあるより具体的な態様では、ＬＥＤからの光は、周辺組織を通ってナノ粒子へ
と進む。（近）赤外光がナノ粒子に衝突する時に、ナノ粒子は、赤外線（ＩＲ）光子を吸
収し、可視光子を発する。次いで、可視光子は、その中で応答を引き起こす（例えば、神
経興奮または阻害を誘起する）標的細胞集団内で発現されるオプシンによって吸収される
。
【００１７】
　ＬＥＤは、ペースメーカーに使用されるものと同様のバッテリによって電力供給するこ
とができる。ＬＥＤは、頭蓋骨および介在組織を通って進むことができる、特に７００ｎ
ｍ～１０００ｎｍの間の赤外線スペクトル内の光を発することができる。ナノ粒子から発
せられた光は、４５０～５５０ｎｍの間を中心としたスペクトルを有する。発せられる光
の波長は、ナノ粒子の特性に依存する。
【００１８】
　上記の概説は、本開示の各例証実施形態または全実装を説明することを目的としていな
い。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
　種々の例示的実施形態は、以下の説明および添付図面を考慮して、より完全に理解され
てもよい。
【図Ａ】図１：本開示の実施形態と一致する、頭蓋骨の断面図を示す。図２：本開示の実
施形態と一致する、標的ニューロンへの光送達を示す。
【図Ｂ】図３：本開示の実施形態と一致する、複数の光源を使用するシステムを描写する
。
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【００２０】
　本開示は、種々の修正および代替形態に従うが、それらの詳細は、一例として図面に示
されており、詳細に説明される。しかしながら、本開示を説明される特定の実施形態に限
定することを意図しないと理解されたい。逆に、請求項で定義される態様を含む、本開示
の範囲内に入る全ての修正、同等物、および代替案を対象とすることを意図する。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明は、とりわけ、神経細胞の原形質膜上で１つ以上の光応答性オプシンタンパク質
を発現する、それらの神経細胞へ光を送達するための組成物および方法を提供する。本発
明者らは、神経細胞の原形質膜上の光応答性オプシンタンパク質を活性化し、細胞の膜分
極状態を選択的に改変するために、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ）電磁放射線
を可視光スペクトルに対応する波長に変換する、ランタニド金属（例えば、ガドリニウム
）でドープされたナノ粒子を使用することができると発見した。可視光と違って、ＩＲま
たはＮＩＲ電磁エネルギーは、生物組織に容易に浸透する。例えば、ＮＩＲは、最大で４
センチメートルの距離にわたって生物組織に浸透することができる（Ｈｅｙｗａｒｄ　＆
　Ｄａｌｅ　Ｗａｇｎｅｒ，“Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｏｄｙ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　Ａ
ｓｓｅｓｓｍｅｎｔ”，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（２００４），ｐ．１００）。波長の関
数としての組織中の光浸透を計算するために有用なある方程式が、米国特許第７，０４３
，２８７号で開示され、その内容は参照することにより本明細書に組み込まれる。同様に
、米国特許出願公開第２００７／００２７４１１号は、近赤外線低水準レーザ治療光が３
～５ｃｍの間の深さまで身体に浸透することを開示している。したがって、光遺伝的方法
での電磁放射線のＩＲまたはＮＩＲ源の使用は、神経細胞に直接近接して光源を配置する
必要性を軽減することができる。具体的には、脳での光遺伝的技法については、ＩＲまた
はＮＩＲ電磁エネルギーと組み合わせた、ランタニドをドープしたナノ粒子の使用が、頭
蓋骨を穿孔する、または光ファイバ光源を脳に挿入する必要なく、オプシンタンパク質の
活性化を可能にすることができる。同様に、末梢神経系では、皮下に配置された、または
皮膚に対して装着されたＩＲまたはＮＩＲ源を介して、オプシン発現神経を活性化するこ
とができる。
【００２２】
一般的技法
　本発明の実践は、特に指示されない限り、当業者に周知である、分子生物学、微生物学
、細胞生物学、生化学、核酸化学、免疫学、および生理学の従来の技法を採用する。その
ような技法は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９
）ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ，ｔｈｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌ，２００
１），（ｊｏｉｎｔｌｙ　ｒｅｆｅｒｒｅｄ　ｔｏ　ｈｅｒｅｉｎ　ａｓ“Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋ”）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９８７，ｉｎｃｌｕｄｉ
ｎｇ　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ　ｔｈｒｏｕｇｈ　２００１）；ＰＣＲ　：Ｔｈｅ　Ｐｏ
ｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ，（Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｅ
ｄｓ．，１９９４）；Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ（１９８８），Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ（
１９９９），Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（ｊｏｉｎｔｌｙ　ｒｅｆｅｒｒｅｄ　ｔｏ
　ｈｅｒｅｉｎ　ａｓ“Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ”），Ｂｅａｕｃａｇｅ　ｅｔ
　ａｌ．ｅｄｓ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　
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Ｙｏｒｋ，２０００），Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉｒ　＆　Ｃ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗ
ｅｌｌ，ｅｄｓ．，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｉｎｃ．，１９８７）、およ
びＧｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌ
ｌｓ（Ｊ．Ｍ．Ｍｉｌｌｅｒ　＆　Ｍ．Ｐ．Ｃａｌｏｓ，ｅｄｓ．，１９８７）等の文献
で十分に説明されている。他の有用な参考文献は、ＨａｒｒｉｓｏｎのＰｒｉｎｃｉｐｌ
ｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ＭｃＧｒａｗ　Ｈｉｌｌ；Ｊ．Ｉｓ
ｓｅｌｅａｃｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．）、およびＬａｎｔｈａｎｉｄｅ　Ｌｕｍ
ｉｎｅｓｃｅｎｃｅ：Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃａｌ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｓｐｅｃｔｓ（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｂｅｒｌｉｎ
，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ；Ｈａｎｎｉｎｅｎ　＆　Ｈａｒｍａ，ｅｄｓ．，２０１１）を
含む。
【００２３】
定義
　本明細書で使用されるように、「赤外線」または「近赤外線」または「赤外光」または
「近赤外光」とは、０．７４μｍにおける可視赤色光の公称境界から測定され、３００μ
ｍにまで及ぶ、可視光の直上にあるスペクトル内の電磁放射線を指す。これらの波長は、
約１から４００ＴＨｚの周波数範囲に対応する。具体的には、「近赤外線」または「近赤
外光」はまた、水の吸収によって定義される、波長が０．７５～１．４μｍとなる電磁放
射線も指す。
【００２４】
　「可視光」は、３８０ｎｍから７５０ｎｍの間の波長を伴う電磁放射線として定義され
る。一般に、光を含む「電磁放射線」は、高い熱エネルギーを伴う分子（または隣接原子
）の一部あるいは原子（または分子）中の電子等の帯電粒子の移動（振動）の加速および
減速または変化によって生成される。
【００２５】
　本明細書で使用されるような「ナノ粒子」という用語はまた、ナノ結晶、ナノロッド、
ナノクラスタ、クラスタ、粒子、ドット、量子ドット、小粒子、およびナノ構造材料を指
すこともできる。「ナノ粒子」という用語は、量子サイズ効果と関連付けられる、１００
ｎｍ未満の（必ずしもではないが一般的に）小さいサイズを伴う全ての材料を包含する。
【００２６】
　「個体」は、ヒトを含むほ乳類である。ほ乳類は、家畜、スポーツ用動物、ペット、霊
長類、マウス、およびラットを含むが、それらに限定されない。個体はまた、イヌおよび
ネコを含むが、それらに限定されない、伴侶動物も含む。いくつかの態様では、個体は、
ほ乳類等のヒトではない動物である。別の態様では、個体は、ヒトである。
【００２７】
　本明細書で使用されるように、「１つの」および「その」という単数形は、特に指示さ
れない限り、複数の参照を含む。
【００２８】
　本明細書の全体を通して挙げられる全ての最大数値制限は、全てのより低い数値制限が
本明細書で明示的に書かれたかのように、そのようなより低い数値制限を含むことが意図
される。本明細書の全体を通して挙げられる全ての最小数値制限は、全てのより高い数値
制限が本明細書で明示的に書かれたかのように、そのようなより高い数値制限を含む。本
明細書の全体を通して挙げられる全ての数値範囲は、そのようなより広い数値範囲内に入
る全てのより狭い数値範囲が、本明細書で明示的に書かれたかのように、そのようなより
狭い数値範囲を含む。
【００２９】
ランタニドをドープしたナノ粒子
　材料科学では、ドーピングは、特定の鉄または原子種をホスト格子核構造に組み込んで
、新しい有用な性質を伴うハイブリッド材料を生産するために一般的に使用されている。



(6) JP 2014-502177 A5 2016.5.19

ナノ粒子を合成する時に、ドーピングは、粒子のサイズおよび形状だけでなく、近赤外線
（ＮＩＲ）励起を可視発光に変換する能力等の他の性質にも影響を及ぼすことができる。
【００３０】
　ランタニド金属またはランタノイド（「希土類」金属としても知られている）は、原子
番号５７（ランタン）から７１（ルテチウム）の要素であり、しばしば、それらの化学的
類似性により、イットリウム（原子番号３９）およびスカンジウム（原子番号２１）を含
む。ランタニドイオンは、光子上方変換として知られている過程を通して、近赤外線長波
長励起放射をより短い可視波長に変換する能力を含む、独特のルミネセンス特性を示す。
ランタニドは通常、三価カチオンとして存在し、その場合、それらの電子構成は、１（Ｃ
ｅ３＋）から１４（Ｌｕ３＋）まで様々であるｎを伴う（Ｘｅ）４ｆである。ｆ多様体内
の遷移は、長期ルミネセンスならびに明確な吸収および発光線等の、ランタニドイオンの
光物理的性質の多くに関与する。ｆ電子は、充填５ｓおよび５ｐ軌道によって外部摂動か
ら保護され、したがって、線状スペクトルを生じる。加えて、ランタニドのｆ－ｆ電子遷
移は、ラポルテの法則で禁止され、マイクロ～ミリ秒範囲内で長い励起状態存続期間につ
ながる。
【００３１】
　いくつかの実施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子を合成するために、任意の
公知の方法を使用することができる。そのような方法は、当技術分野で周知である（例え
ば、そのそれぞれの開示が、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる
、Ｘｕ　＆　Ｌｉ，２００７，Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ．，５３（８）：１５０３－１０；Ｗ
ａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０，Ｎａｔｕｒｅ，４６３（７２８４）：１０６１－５；
米国特許出願公開第２００３／００３００６７号および第２０１０／０２６１２６３号、
ならびに米国特許第７，５５０，２０１号を参照されたい）。例えば、いくつかの実施形
態では、ランタニドをドープしたナノロッドをＮａＹＦ４誘電体コアで合成することがで
き、０．３ｇＮａＯＨの脱イオン水溶液（１．５ｍｌ）が、撹拌下で５ｍｌのエタノール
および５ｍｌのオレイン酸と混合される。結果として生じる混合物に、２ｍｌのＲＥＣｌ

３（０．２Ｍ、ＲＥ＝Ｙ、Ｙｂ、Ｅｒ、Ｇｄ、Ｓｍ、Ｎｄ、またはＬａ）および１ｍｌの
ＮＨ４Ｆ（２Ｍ）が選択的に添加される。次いで、溶液は、オートクレーブの中へ移され
、２００℃で２時間加熱される。次いで、遠心分離によってナノロッドが得られ、水およ
びエタノールで数回洗浄され、最終的にシクロヘキサン中で再分散させられる。別の非限
定的実施例では、３ｍｌのオレイン酸および７ｍｌの１－オクタデセンを含有するフラス
コに添加されたメタノール中の２ｍｌのＲＥＣｌ３（０．２Ｍ、ＲＥ＝Ｙ、Ｙｂ、Ｅｒ、
Ｇｄ、またはＴｍ）を使用して、ナノ粒子を合成することができる。次いで、この溶液は
、１６０℃で３０分間加熱され、室温まで冷却される。その後、ＮＨ４Ｆ（１．６ｍｍｏ
ｌ）およびＮａＯＨ（１ｍｍｏｌ）の５ｍｌメタノール溶液が添加され、溶液は３０分間
撹拌される。メタノールの蒸発後、溶液は次に、アルゴン下で１．５時間にわたって３０
０℃まで加熱され、室温まで冷却される。結果として生じるナノ粒子は、エタノールの添
加によって沈殿させられ、遠心分離によって収集され、メタノールおよびエタノールで数
回洗浄され、最終的にシクロヘキサン中で再分散させられる。
【００３２】
　一実施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子コアの材料は、多種多様な誘電材料
を含むことができる。種々の実施形態では、誘電体コアは、ランタニドをドープした酸化
物材料を含むことができる。ランタニドは、ランタン（Ｌａ）、セリウム（Ｃｅ）、プラ
セオジム（Ｐｒ）、ネオジム（Ｎｄ）、プロメチウム（Ｐｍ）、サマリウム（Ｓｍ）、ユ
ーロピウム（Ｅｕ）、ガドリニウム（Ｇｄ）、テルビウム（Ｔｂ）、ジスプロシウム（Ｄ
ｙ）、ホルミウム（Ｈｏ）、エルビウム（Ｅｒ）、ツリウム（Ｔｍ）、イッテルビウム（
Ｙｂ）、およびルテチウム（Ｌｕ）を含む。他の好適な誘電体コア材料は、イットリウム
（Ｙ）およびスカンジウム（Ｓｃ）等の非ランタニド元素を含む。したがって、好適な誘
電体コア材料は、Ｙ２Ｏ３、Ｙ２Ｏ２Ｓ、ＮａＹＦ４、ＮａＹｂＦ４、Ｎａをドープした
ＹｂＦ３、ＹＡＧ、ＹＡＰ、Ｎｄ２Ｏ３、ＬａＦ３、ＬａＣｌ３、Ｌａ２Ｏ３、ＴｉＯ２
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、ＬｕＰＯ４、ＹＶＯ４、ＹｂＦ３、ＹＦ３、またはＳｉＯ２を含むが、それらに限定さ
れない。一実施形態では、誘電体ナノ粒子コアは、ＮａＹＦ４である。これらの誘電体コ
アは、１つ以上のＥｒ、Ｅｕ、Ｙｂ、Ｔｍ、Ｎｄ、Ｔｂ、Ｃｅ、Ｙ、Ｕ、Ｐｒ、Ｌａ、Ｇ
ｄ、および他の希土類種、またはそれらの組み合わせでドープすることができる。一実施
形態では、誘電体コア材料は、Ｇｄでドープされる。別の実施形態では、ランタニドをド
ープしたナノ粒子は、ＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｘ／Ｇｄを含み、Ｘは、Ｅｒ、Ｔｍ、またはＥ
ｒ／Ｔｍである。いくつかの実施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子は、約０ｍ
ｏｌ％、約５ｍｏｌ％、約１０ｍｏｌ％、約１５ｍｏｌ％、約２０ｍｏｌ％、約２５ｍｏ
ｌ％、約３０ｍｏｌ％、約３５ｍｏｌ％、約４０ｍｏｌ％、約４５ｍｏｌ％、約５０ｍｏ
ｌ％、約５５ｍｏｌ％、または約６０ｍｏｌ％Ｇｄ３＋イオンを含めた、これらの値の間
の任意のｍｏｌ％を含む、いずれかでドープされたＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｅｒ（１８／２ｍ
ｏｌ％）誘電体コアを含む。他の実施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子は、約
０ｍｏｌ％、約５ｍｏｌ％、約１０ｍｏｌ％、約１５ｍｏｌ％、約２０ｍｏｌ％、約２５
ｍｏｌ％、または約３０ｍｏｌ％Ｙｂ３＋イオンを含めた、これらの値の間の任意のｍｏ
ｌ％を含む、いずれかでドープされたＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｅｒ（１８／２ｍｏｌ％）誘電
体コアを含む。さらに他の実施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子は、約０ｍｏ
ｌ％、約５ｍｏｌ％、約１０ｍｏｌ％、約１５ｍｏｌ％、約２０ｍｏｌ％、約２５ｍｏｌ
％、または約３０ｍｏｌ％Ｅｒ３＋イオンを含めた、これらの値の間の任意のｍｏｌ％を
含む、いずれかでドープされたＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｅｒ（１８／２ｍｏｌ％）誘電体コア
を含む。他の実施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子は、約０ｍｏｌ％、約５ｍ
ｏｌ％、約１０ｍｏｌ％、約１５ｍｏｌ％、約２０ｍｏｌ％、約２５ｍｏｌ、または約３
０ｍｏｌ％Ｔｍ３＋イオンを含めた、これらの値の間の任意のｍｏｌ％を含む、いずれか
でドープされたＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｅｒ（１８／２ｍｏｌ％）誘電体コアを含む。別の実
施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子は、ＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｅｒ／Ｇｄ（１８
／２／５ｍｏｌ％）、ＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｔｍ／Ｅｒ／Ｇｄ（２０／０．２／０．１／５
ｍｏｌ％）、ＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｔｍ／Ｅｒ／Ｇｄ（２０／０．２／０．０５／５ｍｏｌ
％）、およびＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｔｍ／Ｇｄ（２０／０．２／５ｍｏｌ％）から成る群よ
り選択される。
【００３３】
　いくつかの態様では、本明細書で開示されるランタニドをドープしたナノ粒子は、関心
の神経細胞（その原形質膜上で１つ以上の光応答性オプシンタンパク質を発現する神経細
胞等）の表面上で発現される１つ以上の分子に、１つ以上の送達分子を標的化するように
、それらに共役される。これらは、制限なく、抗体またはそれらの断片、小分子、ならび
にレクチンまたは任意の他の炭水化物モチーフを含むことができる。送達分子は、ランタ
ニドをドープしたナノ粒子が、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線の上方変換時に活性化を可能
にするように、オプシンタンパク質にごく接近したままであることを確実にする。ナノ粒
子への抗体共役は、当技術分野で周知である（例えば、そのそれぞれの内容が、それらの
全体で参照することにより本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第２０１０／０２
０９３５２号および第２００８／０２６７８７６号を参照）。
【００３４】
　別の態様では、ランタニドをドープしたナノ粒子は、関心の神経細胞（その原形質膜上
で１つ以上の光応答性オプシンタンパク質を発現する神経細胞等）の近位に（隣接して、
または周辺等）外科的に配置される、生体適合性材料内に埋め込む、または閉じ込めるこ
とができる。いくつかの実施形態では、ランタニドをドープしたナノ粒子によるＩＲまた
はＮＩＲ電磁放射線の上方変換によって産生される可視光が、関心の神経細胞の表面上で
発現される光応答性オプシンタンパク質に到達することができるように、生体適合性材料
は透明である。ランタニドをドープしたナノ粒子を埋め込む、または閉じ込めるために使
用される生体適合性材料は、Ｉｏｐｌｅｘ材料および２－ヒドロキシエチルメタクリレー
トまたはアクリルアミドに基づくもの等の他のヒドロゲル、およびＢｉｏｍｅｒ（Ｅｔｈ
ｉｃｏｎ　Ｃｏｒｐ．）、Ａｖｃｏｔｈａｎｅ（Ａｖｃｏ－Ｅｖｅｒｒｅｔｔ　Ｌａｂｏ
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ｒａｔｏｒｉｅｓ）を含む、ポリエーテルポリウレタン尿素（ＰＥＵＵ）、ポリエチレン
、ポリプロピレン、ポリテトラフルオロエチレン（Ｇｏｒｅ－Ｔｅｘ（商標））、ポリ（
塩化ビニル）、ポリジメチルシロキサン、エチレン・アクリル酸共重合体、編物または織
物Ｄａｃｒｏｎ、ポリエステル・ポリウレタン、ポリウレタン、ポリカーボネートポリウ
レタン（Ｃｏｒｅｔｈａｎｅ（商標））、ポリアミド（Ｎｙｌｏｎ）、およびポリスチレ
ンを含むことができるが、それらに限定されない。一実施形態では、生体適合性材料は、
ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）となり得る。本明細書で開示されるランタニドをド
ープしたナノ粒子を埋め込む、および／または閉じ込めるために使用されてもよい、付加
的な化合物は、そのそれぞれの内容が、それらの全体で参照することにより本明細書に組
み込まれる、Ｋｉｒｋ－Ｏｔｈｍｅｒ，Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　１９８２（Ｖｏｌ．１９，ｐｐ
．２７５－３１３，ａｎｄ　Ｖｏｌ．１８，ｐｐ．２１９－２２２０），ｖａｎ　ｄｅｒ
　Ｇｉｅｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，９４：１６９０
－１９９７（１９９６）、米国特許出願公開第２０１１／００５４３０５号、および米国
特許第６，４９１，９６５号で説明されている。
【００３５】
光応答性オプシンタンパク質
　本明細書では、中枢または末梢神経系のニューロンを選択的に過分極化または脱分極化
するための光遺伝学ベースの組成物が提供される。光遺伝学とは、機能している無傷の生
体系とペースを保つために必要とされる時間精度（ミリ秒の時間尺度）で、自由に行動し
ているほ乳類および他の動物の体内でさえも、生体組織の標的細胞内の特定の事象を制御
するために使用される、遺伝的および光学的方法の組み合わせを指す。光遺伝学は、特定
の標的機構の使用を通して細胞型分解能を維持しながら、ニューロン膜電位の時間的に正
確な操作を可能にする、標的神経細胞の原形質膜への高速光応答性チャネルまたはポンプ
タンパク質の導入を必要とする。
【００３６】
　本発明で使用されてもよい、光応答性オプシンは、光によってニューロンにおける過分
極を誘発するオプシンと、光によってニューロンにおける脱分極を誘発するオプシンとを
含む。オプシンの実施例は、以下の表１および２で示される。
【００３７】
【表１】

【００３８】
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【表２】

【００３９】
　本明細書で使用されるように、光応答性オプシン（ＮｐＨＲ、ＢＲ、ＡＲ、ＧｔＲ３、
Ｍａｃ、ＣｈＲ２、ＶＣｈＲ１、ＤＣｈＲ、およびＣｈＥＴＡ等）は、自然発生タンパク
質および機能的変異形、断片、断片を含む融合タンパク質、または全長タンパク質を含む
。例えば、シグナルペプチドが削除されてもよい。変異形は、自然発生タンパク質配列と
少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％、または１００％のうちのいずれかで同一である、アミノ酸配列を有してもよ
い。機能的変異形は、自然発生タンパク質と同じまたは同様の過分極機能または脱分極機
能を有してもよい。
【００４０】
強化細胞内輸送アミノ酸モチーフ
　本開示は、ほ乳類細胞の原形質膜への輸送を強化する、１つ以上のアミノ酸配列モチー
フの追加によって、細胞において発現される光応答性オプシンタンパク質の修飾を提供す
る。進化的により単純な生物に由来する構成要素を有する、光応答性オプシンタンパク質
は、ほ乳類細胞によって発現されない、または耐えられなくてもよく、あるいはほ乳類細
胞において高レベルで発現された時に低下した細胞内局在性を示してもよい。その結果と
して、いくつかの実施形態では、細胞において発現される光応答性オプシンタンパク質は
、シグナルペプチド、小胞体（ＥＲ）移行シグナル、膜輸送シグナル、および／またはＮ
末端ゴルジ移行シグナルから成る群より選択される、１つ以上の１つ以上のアミノ酸配列
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モチーフに融合させることができる。ほ乳類細胞の原形質膜への光応答性オプシンタンパ
ク質輸送を強化する、１つ以上のアミノ酸配列モチーフは、光応答性オプシンタンパク質
のＮ末端、Ｃ末端、またはＮおよびＣ末端の両方に融合させることができる。随意で、光
応答性オプシンタンパク質および１つ以上のアミノ酸配列モチーフは、リンカーによって
分離されてもよい。いくつかの実施形態では、光応答性オプシンタンパク質は、細胞原形
質膜へのタンパク質の輸送を強化する輸送シグナル（ｔｓ）の追加によって修飾すること
ができる。いくつかの実施形態では、輸送シグナルは、ヒト内向き整流カリウムチャネル
Ｋｉｒ２．１のアミノ酸配列から導出することができる。他の実施形態では、輸送シグナ
ルは、アミノ酸配列ＫＳＲＩＴＳＥＧＥＹＩＰＬＤＱＩＤＩＮＶを含むことができる。
【００４１】
　細胞の原形質膜への光応答性オプシンタンパク質の輸送を強化することができる、付加
的なタンパク質モチーフは、その全体で参照することにより本明細書に組み込まれる、米
国特許出願公開第２００９／００９３４０３号で説明されている。いくつかの実施形態で
は、タンパク質の中のシグナルペプチド配列を削除するか、または異なるタンパク質から
のシグナルペプチド配列と置換することができる。
【００４２】
光応答性塩素ポンプ
　いくつかの態様では、本明細書で説明される光応答性オプシンタンパク質は、光応答性
塩素ポンプである。本明細書で提供される方法のいくつかの態様では、光応答性塩素ポン
プのハロロドプシン族の１つ以上の構成要素が、中枢および末梢神経系のニューロンの原
形質膜上で発現される。
【００４３】
　いくつかの態様では、中枢または末梢神経系の神経細胞の原形質膜上で発現される、１
つ以上の光応答性塩素ポンプタンパク質は、ナトロノモナス・パラオニスに由来すること
ができる。いくつかの実施形態では、光応答性塩素ポンプタンパク質は、琥珀色光ならび
に赤色光に応答することができ、光応答性塩素ポンプタンパク質が琥珀色または赤色光で
照射された時に、介在ニューロン内の過分極電流を仲介することができる。光応答性塩素
ポンプを活性化することができる光の波長は、約５８０から約６３０ｎｍの間となり得る
。いくつかの実施形態では、光は、約５９０ｎｍの波長にあり得る、または光は、約６３
０ｎｍよりも大きい（例えば、約７４０ｎｍ未満）波長を有することができる。別の実施
形態では、光は、約６３０ｎｍの波長を有する。いくつかの実施形態では、光応答性塩素
ポンプタンパク質は、光の連続パルスに暴露された時に、少なくとも約９０分にわたって
神経細胞膜を過分極化することができる。いくつかの実施形態では、光応答性塩素ポンプ
タンパク質は、配列番号１で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である、ア
ミノ酸配列を含むことができる。加えて、光応答性塩素ポンプタンパク質は、光に対する
感受性を増加または減少させ、光の特定の波長に対する感受性を増加または減少させ、お
よび／または細胞の原形質膜の分極状態を調節する光応答性タンパク質の能力を増加また
は減少させるように、天然アミノ酸配列に導入される置換、削除、および／または挿入を
含むことができる。いくつかの実施形態では、光応答性塩素ポンプタンパク質は、１つ以
上の保存アミノ酸置換を含有する。いくつかの実施形態では、光応答性タンパク質は、１
つ以上の非保存アミノ酸置換を含有する。天然アミノ酸配列に導入される置換、削除、お
よび／または挿入を含む、光応答性タンパク質は、光に応答して、神経細胞の原形質膜を
過分極化する能力を好適に保持する。
【００４４】
　加えて、他の態様では、光応答性塩素ポンプタンパク質は、配列番号１で示される配列
と少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９
８％、９９％、または１００％同一である、コアアミノ酸配列と、小胞体（ＥＲ）移行シ
グナルとを含むことができる。このＥＲ移行シグナルは、コアアミノ酸配列のＣ末端に融
合させることができ、またはコアアミノ酸配列のＮ末端に融合させることができる。いく
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つかの実施形態では、ＥＲ移行シグナルは、リンカーによってコアアミノ酸配列に結合さ
れる。リンカーは、長さで約５、１０、２０、３０、４０、５０、７５、１００、１２５
、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、４００、または５００個
のうちのいずれかであるアミノ酸を含むことができる。リンカーはさらに、例えば、黄色
蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、緑色蛍光タンパク質、またはシアン蛍光タンパク
質であるが、それらに限定されない、蛍光タンパク質を含んでもよい。いくつかの実施形
態では、ＥＲ移行シグナルは、アミノ酸配列ＦＸＹＥＮＥを含むことができ、Ｘは、任意
のアミノ酸となり得る。別の実施形態では、ＥＲ移行シグナルは、アミノ酸配列ＶＸＸＳ
Ｌを含むことができ、Ｘは、任意のアミノ酸となり得る。いくつかの実施形態では、ＥＲ
移行シグナルは、アミノ酸配列ＦＣＹＥＮＥＶを含むことができる。
【００４５】
　他の態様では、本明細書で提供される光応答性塩素ポンプタンパク質は、細胞膜上で発
現される光応答性タンパク質を含むことができ、タンパク質は、配列番号１で示される配
列と少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、
９８％、９９％、または１００％同一である、コアアミノ酸配列と、輸送シグナル（例え
ば、原形質膜への光応答性塩素ポンプタンパク質の輸送を強化することができる）とを含
む。輸送シグナルは、コアアミノ酸配列のＣ末端に融合させることができ、またはコアア
ミノ酸配列のＮ末端に融合させることができる。いくつかの実施形態では、輸送シグナル
は、長さで約５、１０、２０、３０、４０、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７
５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、４００、または５００個のうちのいずれ
かであるアミノ酸を含むことができる、リンカーによって、コアアミノ酸配列に結合する
ことができる。リンカーはさらに、例えば、黄色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、
緑色蛍光タンパク質、またはシアン蛍光タンパク質であるが、それらに限定されない、蛍
光タンパク質を含んでもよい。いくつかの実施形態では、輸送シグナルは、ヒト内向き整
流カリウムチャネルＫｉｒ２．１のアミノ酸配列から導出することができる。他の実施形
態では、輸送シグナルは、アミノ酸配列ＫＳＲＩＴＳＥＧＥＹＩＰＬＤＱＩＤＩＮＶを含
むことができる。
【００４６】
　いくつかの態様では、光応答性塩素ポンプタンパク質は、配列番号１で示される配列と
少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％、または１００％同一である、コアアミノ酸配列と、ＥＲ移行シグナル、シグ
ナルペプチド、および膜輸送シグナルから成る群より選択される、ほ乳類細胞の原形質膜
への輸送を強化する、少なくとも１つの（１つ、２つ、３つ、またそれ以上等）アミノ酸
配列モチーフとを含むことができる。いくつかの実施形態では、光応答性塩素ポンプタン
パク質は、Ｎ末端シグナルペプチド、Ｃ末端ＥＲ移行シグナル、およびＣ末端輸送シグナ
ルを含む。いくつかの実施形態では、Ｃ末端ＥＲ移行シグナルおよびＣ末端輸送シグナル
は、リンカーによって結合することができる。リンカーは、長さで約５、１０、２０、３
０、４０、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２
７５、３００、４００、または５００個のうちのいずれかであるアミノ酸を含むことがで
きる。リンカーはまた、例えば、黄色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、緑色蛍光タ
ンパク質、またはシアン蛍光タンパク質であるが、それらに限定されない、蛍光タンパク
質をさらに含むこともできる。いくつかの実施形態では、ＥＲ移行シグナルは、輸送シグ
ナルよりもＣ末端に位置することができる。他の実施形態では、輸送シグナルは、ＥＲ移
行シグナルよりもＣ末端に位置することができる。いくつかの実施形態では、シグナルペ
プチドは、アミノ酸配列ＭＴＥＴＬＰＰＶＴＥＳＡＶＡＬＱＡＥを含む。別の実施形態で
は、光応答性塩素ポンプタンパク質は、配列番号２と少なくとも９５％同一であるアミノ
酸配列を含む。
【００４７】
　また、他の態様では、光応答性塩素ポンプタンパク質は、配列番号１で示される配列と
少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８
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％、９９％、または１００％同一である、コアアミノ酸配列を含むことができ、配列番号
１のＮ末端シグナルペプチドは、削除または置換される。いくつかの実施形態では、他の
シグナルペプチド（他のオプシンからのシグナルペプチド等）を使用することができる。
光応答性タンパク質はさらに、本明細書で説明されるＥＲ移行シグナルおよび／または膜
輸送シグナルを含むことができる。いくつかの実施形態では、光応答性塩素ポンプタンパ
ク質は、配列番号３と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、光応答性オプシンタンパク質は、配列番号１で示される配列
と少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なく
とも９９％、または１００％同一であるアミノ酸配列を含む、ＮｐＨＲオプシンタンパク
質である。いくつかの実施形態では、ＮｐＨＲオプシンタンパク質はさらに、小胞体（Ｅ
Ｒ）移行シグナルおよび／または膜輸送シグナルを含む。例えば、ＮｐＨＲオプシンタン
パク質は、配列番号１で示される配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列と、小
胞体（ＥＲ）移行シグナルとを含む。いくつかの実施形態では、配列番号１で示される配
列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列は、リンカーを通してＥＲ移行シグナルに
結合される。いくつかの実施形態では、ＥＲ移行シグナルは、アミノ酸配列ＦＸＹＥＮＥ
を含み、Ｘは、任意のアミノ酸となり得る。別の実施形態では、ＥＲ移行シグナルは、ア
ミノ酸配列ＶＸＸＳＬを含み、Ｘは、任意のアミノ酸となり得る。いくつかの実施形態で
は、ＥＲ移行シグナルは、アミノ酸配列ＦＣＹＥＮＥＶを含む。いくつかの実施形態では
、ＮｐＨＲオプシンタンパク質は、配列番号１で示される配列と少なくとも９５％同一で
あるアミノ酸配列と、ＥＲ移行シグナルと、膜輸送シグナルとを含む。他の実施形態では
、ＮｐＨＲオプシンタンパク質は、Ｎ末端からＣ末端まで、配列番号１で示される配列と
少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列と、ＥＲ移行シグナルと、膜輸送シグナルとを
含む。他の実施形態では、ＮｐＨＲオプシンタンパク質は、Ｎ末端からＣ末端まで、配列
番号１で示される配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列と、膜輸送シグナルと
、ＥＲ移行シグナルとを含む。いくつかの実施形態では、膜輸送シグナルは、ヒト内向き
整流カリウムチャネルＫｉｒ２．１のアミノ酸配列から導出される。いくつかの実施形態
では、膜輸送シグナルは、アミノ酸配列ＫＳＲＩＴＳＥＧＥＹＩＰＬＤＱＩＤＩＮＶを含
む。いくつかの実施形態では、膜輸送シグナルは、リンカーによって、配列番号１で示さ
れる配列と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列に結合される。いくつかの実施形態
では、膜輸送シグナルは、リンカーを通してＥＲ移行シグナルに結合される。リンカーは
、長さで５、１０、２０、３０、４０、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、
２００、２２５、２５０、２７５、３００、４００、または５００個のうちのいずれかで
あるアミノ酸を含んでもよい。リンカーはさらに、例えば、黄色蛍光タンパク質、赤色蛍
光タンパク質、緑色蛍光タンパク質、またはシアン蛍光タンパク質であるが、それらに限
定されない、蛍光タンパク質を含んでもよい。いくつかの実施形態では、光応答性オプシ
ンタンパク質はさらに、Ｎ末端シグナルペプチドを含む。いくつかの実施形態では、光応
答性オプシンタンパク質は、配列番号２のアミノ酸配列を含む。いくつかの実施形態では
、光応答性オプシンタンパク質は、配列番号３のアミノ酸配列を含む。
【００４９】
　また、本明細書では、配列番号１で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一で
ある、コアアミノ酸配列と、ＥＲ移行シグナルと、膜輸送シグナルとを含む、光応答性タ
ンパク質等の、本明細書で説明される光応答性塩素イオンポンプタンパク質のうちのいず
れかをコードするポリヌクレオチドも提供される。別の実施形態では、ポリヌクレオチド
は、配列番号２および／または配列番号３と少なくとも９５％同一であるアミノ酸をコー
ドする、配列を含む。ポリヌクレオチドは、発現ベクター（本明細書で説明されるウイル
スベクター等であるが、それに限定されない）の中にあってもよい。ポリヌクレオチドは
、中枢または末梢神経系のニューロンでの光応答性塩素イオンポンプタンパク質の発現に
使用されてもよい。



(13) JP 2014-502177 A5 2016.5.19

【００５０】
　光応答性塩素ポンプタンパク質に関係付けられるさらなる開示は、米国特許出願公開第
２００９／００９３４０３号および第２０１０／０１４５４１８号、ならびに国際特許出
願第ＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０２８８９３号で見出すことができ、そのそれぞれの開示は
、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる。
【００５１】
光応答性プロトンポンプ
　いくつかの態様では、本明細書で説明される光応答性オプシンタンパク質は、光応答性
プロトンポンプである。本明細書で提供される組成物および方法のいくつかの態様では、
１つ以上の光応答性プロトンポンプが、中枢または末梢神経系のニューロンの原形質膜上
で発現される。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、光応答性プロトンポンプタンパク質は、青色光に応答するこ
とができ、かつグィラルディア・セータに由来することができ、プロトンポンプタンパク
質は、細胞が青色光で照射された時に、過分極電流を仲介することが可能となり得る。光
は、約４５０から約４９５ｎｍの間の波長を有することができ、または約４９０ｎｍの波
長を有することができる。別の実施形態では、光応答性プロトンポンプタンパク質は、配
列番号４で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である、アミノ酸配列を含む
ことができる。光応答性プロトンポンプタンパク質は、加えて、光に対する感受性を増加
または減少させ、光の特定の波長に対する感受性を増加または減少させ、および／または
細胞の原形質膜の分極状態を調節する光応答性プロトンポンプタンパク質の能力を増加ま
たは減少させるように、天然アミノ酸配列に導入される置換、削除、および／または挿入
を含むことができる。加えて、光応答性プロトンポンプタンパク質は、１つ以上の保存ア
ミノ酸置換および／または１つ以上の非保存アミノ酸置換を含有することができる。天然
アミノ酸配列に導入される置換、削除、および／または挿入を含む、光応答性プロトンポ
ンプタンパク質は、光に応答して、神経細胞の原形質膜を過分極化する能力を好適に保持
する。
【００５３】
　本明細書で開示される方法の他の態様では、光応答性プロトンポンプタンパク質は、配
列番号４で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である、コアアミノ酸配列と
、シグナルペプチド、ＥＲ移行シグナル、および膜輸送シグナルから成る群より選択され
る、ほ乳類細胞の原形質膜への輸送を強化する、少なくとも１つの（１つ、２つ、３つ、
またそれ以上等）アミノ酸配列モチーフとを含むことができる。いくつかの実施形態では
、光応答性プロトンポンプタンパク質は、Ｎ末端シグナルペプチドと、Ｃ末端ＥＲ移行シ
グナルとを含む。いくつかの実施形態では、光応答性プロトンポンプタンパク質は、Ｎ末
端シグナルペプチドと、Ｃ末端輸送シグナルとを含む。いくつかの実施形態では、光応答
性プロトンポンプタンパク質は、Ｎ末端シグナルペプチドと、Ｃ末端ＥＲ移行シグナルと
、Ｃ末端輸送シグナルとを含む。いくつかの実施形態では、光応答性プロトンポンプタン
パク質は、Ｃ末端ＥＲ移行シグナルと、Ｃ末端輸送シグナルとを含む。いくつかの実施形
態では、Ｃ末端ＥＲ移行シグナルおよびＣ末端輸送シグナルは、リンカーによって結合さ
れる。リンカーは、長さで約５、１０、２０、３０、４０、５０、７５、１００、１２５
、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５、３００、４００、または５００個
のうちのいずれかであるアミノ酸を含むことができる。リンカーはさらに、例えば、黄色
蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、緑色蛍光タンパク質、またはシアン蛍光タンパク
質であるが、それらに限定されない、蛍光タンパク質を含んでもよい。いくつかの実施形
態では、ＥＲ移行シグナルは、輸送シグナルよりもＣ末端に位置する。いくつかの実施形
態では、輸送シグナルは、ＥＲ移行シグナルよりもＣ末端に位置する。
【００５４】
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　また、本明細書では、配列番号４で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一で
ある、コアアミノ酸配列を含む、光応答性プロトンポンプタンパク質等の、本明細書で説
明される光応答性プロトンポンプタンパク質のうちのいずれかをコードする単離ポリヌク
レオチドも提供される。また、本明細書では、配列番号４で示される配列と少なくとも約
９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、
または１００％同一である、コアアミノ酸配列を含む、光応答性プロトンポンプタンパク
質等の、本明細書で説明されるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む、発現ベ
クター（本明細書で説明されるウイルスベクター等）も提供される。ポリヌクレオチドは
、中枢または末梢神経系の神経細胞での光応答性プロトンポンプの発現に使用されてもよ
い。
【００５５】
　光応答性プロトンポンプタンパク質に関係付けられるさらなる開示は、国際特許出願第
ＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０２８８９３号で見出すことができ、その開示は、その全体で参
照することにより本明細書に組み込まれる。
【００５６】
光活性化カチオンチャネルタンパク質
　いくつかの態様では、本明細書で説明される光応答性オプシンタンパク質は、光活性化
カチオンチャネルタンパク質である。本明細書で提供される方法のいくつかの態様では、
１つ以上の光活性化カチオンチャネルは、中枢または末梢神経系の神経細胞の原形質膜上
で発現することができる。
【００５７】
　いくつかの態様では、光活性化カチオンチャネルタンパク質は、コナミドリムシに由来
することができ、カチオンチャネルタンパク質は、細胞が光で照射された時に、細胞内の
脱分極電流を仲介することが可能となり得る。別の実施形態では、光活性化カチオンチャ
ネルタンパク質は、配列番号５で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である
、アミノ酸配列を含むことができる。コナミドリムシに由来する光活性化カチオンチャネ
ルタンパク質を活性化するために使用される光は、約４６０から約４９５ｎｍの間の波長
を有することができ、または約４８０ｎｍの波長を有することができる。加えて、光は、
少なくとも約１００Ｈｚの強度を有することができる。いくつかの実施形態では、１００
Ｈｚの強度を有する光を用いた、コナミドリムシに由来する光活性化カチオンチャネルの
活性化は、光活性化カチオンチャネルを発現するニューロンの脱分極誘発性シナプス枯渇
を引き起こすことができる。光活性化カチオンチャネルタンパク質は、加えて、光に対す
る感受性を増加または減少させ、光の特定の波長に対する感受性を増加または減少させ、
および／または細胞の原形質膜の分極状態を調節する光活性化カチオンチャネルタンパク
質の能力を増加または減少させるように、天然アミノ酸配列に導入される置換、削除、お
よび／または挿入を含むことができる。
【００５８】
　加えて、光活性化カチオンチャネルタンパク質は、１つ以上の保存アミノ酸置換および
／または１つ以上の非保存アミノ酸置換を含有することができる。天然アミノ酸配列に導
入される置換、削除、および／または挿入を含む、光活性化プロトンポンプタンパク質は
、光に応答して、神経細胞の原形質膜を脱分極化する能力を好適に保持する。
【００５９】
　光活性化カチオンチャネルタンパク質と関連付けられるさらなる開示は、米国特許出願
公開第２００７／００５４３１９号、ならびに国際特許出願公開第ＷＯ２００９／１３１
８３７号および第ＷＯ２００７／０２４３９１号で見出すことができ、そのそれぞれの開
示は、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる。
【００６０】
段階機能オプシンおよび安定化段階機能オプシン
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　他の実施形態では、光活性化カチオンチャネルタンパク質は、タンパク質のレチナール
結合ポケットの全体を通した主要位置に特定のアミノ酸置換を有することができる、段階
機能オプシン（ＳＦＯ）タンパク質または安定化段階機能オプシン（ＳＳＦＯ）タンパク
質となり得る。いくつかの実施形態では、ＳＦＯタンパク質は、配列番号５のアミノ酸残
基Ｃ１２８に突然変異を有することができる。他の実施形態では、ＳＦＯタンパク質は、
配列番号５の中にＣ１２８Ａ突然変異を有する。他の実施形態では、ＳＦＯタンパク質は
、配列番号５の中にＣ１２８Ｓ突然変異を有する。別の実施形態では、ＳＦＯタンパク質
は、配列番号５の中にＣ１２８Ｔ突然変異を有する。いくつかの実施形態では、ＳＦＯタ
ンパク質は、配列番号６で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％
、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である、アミ
ノ酸配列を含むことができる。
【００６１】
　いくつかの実施形態では、ＳＳＦＯタンパク質は、配列番号５のアミノ酸残基Ｄ１５６
に突然変異を有することができる。他の実施形態では、ＳＳＦＯタンパク質は、配列番号
５の両方のアミノ酸残基Ｃ１２８およびＤ１５６に突然変異を有することができる。一実
施形態では、ＳＳＦＯタンパク質は、配列番号５の中にＣ１２８ＳおよびＤ１５６Ａ突然
変異を有する。別の実施形態では、ＳＳＦＯタンパク質は、配列番号７で示される配列と
少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８
％、９９％、または１００％同一である、アミノ酸配列を含むことができる。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供されるＳＦＯまたはＳＳＦＯタンパク質は、
細胞が青色光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介することが可能となり得る。
他の実施形態では、光は、約４４５ｎｍの波長を有することができる。加えて、光は、約
１００Ｈｚの強度を有することができる。いくつかの実施形態では、１００Ｈｚの強度を
有する光を用いた、ＳＦＯまたはＳＳＦＯタンパク質の活性化は、ＳＦＯまたはＳＳＦＯ
タンパク質を発現するニューロンの脱分極誘発性シナプス枯渇を引き起こすことができる
。いくつかの実施形態では、開示された段階機能オプシンおよび安定化段階機能オプシン
タンパク質のうちのそれぞれは、光に応じて神経細胞の膜を脱分極化する際に使用するた
めの特定の性質および特性を有することができる。
【００６３】
　ＳＦＯまたはＳＳＦＯタンパク質と関連付けられるさらなる開示は、国際特許出願公開
第ＷＯ２０１０／０５６９７０号、ならびに米国仮特許出願第６１／４１０，７０４号お
よび第６１／５１１，９０５号で見出すことができ、そのそれぞれの開示は、それらの全
体で参照することにより本明細書に組み込まれる。
【００６４】
Ｃ１Ｖ１キメラカチオンチャネル
　他の実施形態では、光活性化カチオンチャネルタンパク質は、ボルボックス・カルテリ
のＶＣｈＲ１タンパク質およびコナミドリムシのＣｈＲ１タンパク質に由来するＣ１Ｖ１
キメラタンパク質となり得て、タンパク質は、ＣｈＲ１の第１および第２の膜貫通ヘリッ
クスによって置換される、少なくとも第１および第２の膜貫通ヘリックスを有する、ＶＣ
ｈＲ１のアミノ酸配列を含み、光に応答し、細胞が光で照射された時に、細胞内の脱分極
電流を仲介することが可能である。いくつかの実施形態では、Ｃ１Ｖ１タンパク質はさら
に、キメラ光応答性タンパク質の第２および第３の膜貫通ヘリックスの間に位置する、細
胞内ループドメイン内に置換を含むことができ、細胞内ループドメインの少なくとも一部
分は、ＣｈＲ１の対応する部分によって置換される。別の実施形態では、Ｃ１Ｖ１キメラ
タンパク質の細胞内ループドメインの一部分は、ＣｈＲ１のアミノ酸残基Ａ１４５にまで
及ぶ、ＣｈＲ１からの対応する部分と置換することができる。他の実施形態では、Ｃ１Ｖ
１キメラタンパク質はさらに、キメラ光応答性タンパク質の第３の膜貫通ヘリックス内に
置換を含むことができ、第３の膜貫通ヘリックスの少なくとも一部分は、ＣｈＲ１の対応
する配列によって置換される。さらに別の実施形態では、Ｃ１Ｖ１キメラタンパク質の細
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胞内ループドメインの一部分は、ＣｈＲ１のアミノ酸残基Ｗ１６３にまで及ぶ、ＣｈＲ１
からの対応する部分と置換することができる。他の実施形態では、Ｃ１Ｖ１キメラタンパ
ク質は、配列番号８で示される配列と少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９
４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％同一である、アミノ酸
配列を含むことができる。
【００６５】
　いくつかの実施形態では、Ｃ１Ｖ１タンパク質は、細胞が緑色光で照射された時に、細
胞内の脱分極電流を仲介することができる。他の実施形態では、光は、約５４０ｎｍから
約５６０ｎｍの間の波長を有することができる。いくつかの実施形態では、光は、約５４
２ｎｍの波長を有することができる。いくつかの実施形態では、Ｃ１Ｖ１キメラタンパク
質は、細胞が紫色光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介することが可能ではな
い。いくつかの実施形態では、キメラタンパク質は、細胞が約４０５ｎｍの波長を有する
光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介することが可能ではない。加えて、光は
、約１００Ｈｚの強度を有することができる。いくつかの実施形態では、１００Ｈｚの強
度を有する光を用いた、Ｃ１Ｖ１キメラタンパク質の活性化は、Ｃ１Ｖ１キメラタンパク
質を発現するニューロンの脱分極誘発性シナプス枯渇を引き起こすことができる。いくつ
かの実施形態では、開示されたＣ１Ｖ１キメラタンパク質は、光に応じて神経細胞の膜を
脱分極化する際に使用するための特定の性質および特性を有することができる。
【００６６】
Ｃ１Ｖ１キメラ突然変異体
　いくつかの態様では、本発明は、置換または変異アミノ酸配列を含む、ポリペプチドを
含むことができ、変異ポリペプチドは、前駆体Ｃ１Ｖ１キメラポリペプチドの特徴的な光
応答性質を保持するが、また、いくつかの特定の態様では、改変した性質を保有してもよ
い。例えば、本明細書で説明される変異光活性化Ｃ１Ｖ１キメラタンパク質は、動物細胞
内または動物細胞原形質膜上の両方での増加したレベルの発現、光の異なる波長、具体的
には赤色光に暴露された時の改変した応答性、および／または特質の組み合わせを示すこ
とができ、それにより、キメラＣ１Ｖ１ポリペプチドは、低い脱感作、高速非活性化、他
の光活性化カチオンチャネルを用いた最低限の相互活性化のための低い紫色光活性化、お
よび／または動物細胞での強力な発現という性質を保有する。
【００６７】
　したがって、本明細書では、キメラポリペプチドのＶＣｈＲ１部分のレチナール結合ポ
ケットの全体を通した主要位置に特定のアミノ酸置換を有することができる、Ｃ１Ｖ１キ
メラ光活性化タンパク質が提供される。いくつかの実施形態では、Ｃ１Ｖ１タンパク質は
、配列番号８のアミノ酸残基Ｅ１２２に突然変異を有することができる。いくつかの実施
形態では、Ｃ１Ｖ１タンパク質は、配列番号８のアミノ酸残基Ｅ１６２に突然変異を有す
ることができる。他の実施形態では、Ｃ１Ｖ１タンパク質は、配列番号８のアミノ酸残基
Ｅ１６２およびＥ１２２の両方に突然変異を有することができる。他の実施形態では、Ｃ
１Ｖ１タンパク質は、配列番号９、配列番号１０または配列番号１１で示される配列と少
なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％
、９９％、または１００％同一である、アミノ酸配列を含むことができる。いくつかの実
施形態では、開示された変異Ｃ１Ｖ１キメラタンパク質のうちのそれぞれは、光に応じて
動物細胞の膜を脱分極化する際に使用するための特定の性質および特性を有することがで
きる。
【００６８】
　いくつかの態様では、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２変異キメラタンパク質は、細胞が光で照射さ
れた時に、細胞内の脱分極電流を仲介することが可能である。いくつかの実施形態では、
光は、緑色光となり得る。他の実施形態では、光は、約５４０ｎｍから約５６０ｎｍの間
の波長を有することができる。いくつかの実施形態では、光は、約５４６ｎｍの波長を有
することができる。他の実施形態では、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２変異キメラタンパク質は、細
胞が赤色光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介することができる。いくつかの
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実施形態では、赤色光は、約６３０ｎｍの波長を有することができる。いくつかの実施形
態では、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２変異キメラタンパク質は、細胞が紫色光で照射された時に、
細胞内の脱分極電流を仲介しない。いくつかの実施形態では、キメラタンパク質は、細胞
が約４０５ｎｍの波長を有する光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介しない。
加えて、光は、約１００Ｈｚの強度を有することができる。いくつかの実施形態では、１
００Ｈｚの強度を有する光を用いた、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２変異キメラタンパク質の活性化
は、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２変異キメラタンパク質を発現するニューロンの脱分極誘発性シナ
プス枯渇を引き起こすことができる。いくつかの実施形態では、開示されたＣ１Ｖ１－Ｅ
１２２変異キメラタンパク質は、光に応じて神経細胞の膜を脱分極化する際に使用するた
めの特定の性質および特性を有することができる。
【００６９】
　他の態様では、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１６２変異キメラタンパク質は、細胞が光で照射された時
に、細胞内の脱分極電流を仲介することが可能である。いくつかの実施形態では、光は、
緑色光となり得る。他の実施形態では、光は、約５４０ｎｍから約５３５ｎｍの間の波長
を有することができる。いくつかの実施形態では、光は、約５４２ｎｍの波長を有するこ
とができる。他の実施形態では、光は、約５３０ｎｍの波長を有することができる。いく
つかの実施形態では、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１６２変異キメラタンパク質は、細胞が紫色光で照射
された時に、細胞内の脱分極電流を仲介しない。いくつかの実施形態では、キメラタンパ
ク質は、細胞が約４０５ｎｍの波長を有する光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を
仲介しない。加えて、光は、約１００Ｈｚの強度を有することができる。いくつかの実施
形態では、１００Ｈｚの強度を有する光を用いた、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１６２変異キメラタンパ
ク質の活性化は、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１６２変異キメラタンパク質を発現するニューロンの脱分
極誘発性シナプス枯渇を引き起こすことができる。いくつかの実施形態では、開示された
Ｃ１Ｖ１－Ｅ１６２変異キメラタンパク質は、光に応じて神経細胞の膜を脱分極化する際
に使用するための特定の性質および特性を有することができる。
【００７０】
　さらに他の態様では、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２／Ｅ１６２変異キメラタンパク質は、細胞が
光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介することが可能である。いくつかの実施
形態では、光は、緑色光となり得る。他の実施形態では、光は、約５４０ｎｍから約５６
０ｎｍの間の波長を有することができる。いくつかの実施形態では、光は、約５４６ｎｍ
の波長を有することができる。いくつかの実施形態では、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２／Ｅ１６２
変異キメラタンパク質は、細胞が紫色光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介し
ない。いくつかの実施形態では、キメラタンパク質は、細胞が約４０５ｎｍの波長を有す
る光で照射された時に、細胞内の脱分極電流を仲介しない。いくつかの実施形態では、Ｃ
１Ｖ１－Ｅ１２２／Ｅ１６２変異キメラタンパク質は、Ｅ１２２／Ｅ１６２において突然
変異が欠けているＣ１Ｖ１キメラタンパク質と比べて、または他の光活性化カチオンチャ
ネルタンパク質と比べて、紫色光に暴露された時に少ない活性化を示すことができる。加
えて、光は、約１００Ｈｚの強度を有することができる。いくつかの実施形態では、１０
０Ｈｚの強度を有する光を用いた、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２／Ｅ１６２変異キメラタンパク質
の活性化は、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２／Ｅ１６２変異キメラタンパク質を発現するニューロン
の脱分極誘発性シナプス枯渇を引き起こすことができる。いくつかの実施形態では、開示
されたＣ１Ｖ１－Ｅ１２２／Ｅ１６２変異キメラタンパク質は、光に応じて神経細胞の膜
を脱分極化する際に使用するための特定の性質および特性を有することができる。
【００７１】
　Ｃ１Ｖ１キメラカチオンチャネルならびに同チャネルの突然変異体に関係付けられるさ
らなる開示は、米国仮特許出願第６１／４１０，７３６号、第６１／４１０，７４４号お
よび第６１／５１１，９１２号で見出すことができ、そのそれぞれの開示は、それらの全
体で参照することにより本明細書に組み込まれる。
【００７２】
ポリヌクレオチド
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　本開示はまた、本明細書で説明される光応答性オプシンタンパク質をコードするヌクレ
オチド配列を含む、ポリヌクレオチドも提供する。いくつかの実施形態では、ポリヌクレ
オチドは、発現カセットを含む。いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドは、上記の
核酸を含むベクターである。いくつかの実施形態では、本開示の光活性化タンパク質をコ
ードする核酸は、プロモータに動作可能に結合される。プロモータは、当技術分野で周知
である。宿主細胞で機能する任意のプロモータを、本開示の光応答性オプシンタンパク質
および／またはその任意の変異形の発現に使用することができる。一実施形態では、光応
答性オプシンタンパク質の発現を駆動するために使用されるプロモータは、運動ニューロ
ンに特有であるプロモータである。別の実施形態では、光応答性オプシンタンパク質の発
現を駆動するために使用されるプロモータは、中枢神経系ニューロンに特有であるプロモ
ータである。他の実施形態では、プロモータは、交感および／または副交感神経系の両方
のニューロンにおける光応答性オプシンタンパク質の発現を駆動することが可能である。
特定の動物細胞における光応答性オプシンタンパク質またはその変異形の発現を駆動する
のに有用である、開始制御領域またはプロモータは、多数あり、当業者に周知である。こ
れらの核酸を駆動することが可能な事実上いかなるプロモータも使用することができる。
運動ニューロン特有の遺伝子の例は、例えば、Ｋｕｄｏ，ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍａｎ　Ｍ
ｏｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０１０，１９（１６）：３２３３－３２５３で見出すことが
でき、その内容は、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる。いくつ
かの実施形態では、光活性化タンパク質の発現を駆動するために使用されるプロモータは
、中枢および末梢神経系の両方のニューロンにおいて導入遺伝子の堅調な発現を駆動する
ことが可能である、Ｔｈｙ１プロモータとなり得る（例えば、Ｌｌｅｗｅｌｌｙｎ，ｅｔ
　ａｌ．，２０１０，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，１６（１０）：１１６１－１１６６を参照）。
他の実施形態では、光応答性オプシンタンパク質の発現を駆動するために使用されるプロ
モータは、ＥＦ１αプロモータ、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモータ、ＣＡＧプ
ロモータ、シナプシンプロモータ、あるいはほ乳類の末梢および／または中枢神経系ニュ
ーロンにおいて光応答性オプシンタンパク質の発現を駆動することが可能な任意の他の普
遍的プロモータとなり得る。
【００７３】
　また、本明細書では、本明細書で説明される光応答性オプシンタンパク質またはその任
意の変異形をコードするヌクレオチド配列を含む、ベクターが提供される。本発明に従っ
て投与することができるベクターはまた、ベクターのポリヌクレオチドから転写された時
に標的動物細胞の原形質膜上で光応答性オプシンタンパク質の蓄積をもたらす、ＲＮＡ（
例えば、ｍＲＮＡ）をコードするヌクレオチド配列を含む、ベクターも含む。使用されて
もよいベクターは、制限なく、レンチウイルス、ＨＳＶ、アデノウイルス、およびアデノ
随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターを含む。レンチウイルスは、ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、
ＳＩＶ、ＦＩＶ、およびＥＩＡＶを含むが、それらに限定されない。レンチウイルスは、
ＶＳＶ、狂犬病、Ｍｏ－ＭＬＶ、バキュロウイルス、およびエボラを含むが、それらに限
定されない、他のウイルスの外膜タンパク質を伴う偽型であってもよい。そのようなベク
ターは、当技術分野での標準方法を使用して調製されてもよい。
【００７４】
　いくつかの実施形態では、ベクターは、組み換えＡＡＶベクターである。ＡＡＶベクタ
ーは、安定した部位特異的方式で、感染する細胞のゲノムに統合することができる、比較
的小さいサイズのＤＮＡウイルスである。それらは、細胞成長、形態、または分化にいず
れの影響も誘発することなく、広範囲の細胞に感染することができ、ヒトの病理に関与す
るように思われない。ＡＡＶゲノムは、クローン化され、配列決定され、特徴付けられて
いる。それは、約４７００個の塩基を包含し、ウイルスの複製起点としての機能を果たす
、約１４５個の塩基の逆方向末端反復（ＩＴＲ）領域を各端に含有する。残りのゲノムは
、ウイルス複製およびウイルス遺伝子の発現に関与するｒｅｐ遺伝子を含有するゲノムの
左側部分、およびウイルスのカプシドタンパク質をコードするｃａｐ遺伝子を含有するゲ
ノムの右側部分といった、カプシド形成機能を持つ２つの必須領域に分けられる。
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【００７５】
　ＡＡＶベクターは、当技術分野での標準方法を使用して調製されてもよい。任意の血清
型のアデノ随伴ウイルスが好適である（例えば、そのそれぞれの開示が、それらの全体で
参照することにより本明細書に組み込まれる、Ｂｌａｃｋｌｏｗ，ｐｐ．１６５－１７４
　ｏｆ“Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｅｓ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｄｉｓｅａｓｅ”　Ｊ．Ｒ．
Ｐａｔｔｉｓｏｎ，ｅｄ．（１９８８）；Ｒｏｓｅ，Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｖｉ
ｒｏｌｏｇｙ　３：１，１９７４；Ｐ．Ｔａｔｔｅｒｓａｌｌ“Ｔｈｅ　Ｅｖｏｌｕｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ　Ｔａｘｏｎｏｍｙ”　ｉｎ　Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ
ｅｓ（ＪＲ　Ｋｅｒｒ，ＳＦ　Ｃｏｔｍｏｒｅ．ＭＥ　Ｂｌｏｏｍ，ＲＭ　Ｌｉｎｄｅｎ
，ＣＲ　Ｐａｒｒｉｓｈ，Ｅｄｓ．）ｐ５－１４，Ｈｕｄｄｅｒ　Ａｒｎｏｌｄ，Ｌｏｎ
ｄｏｎ，ＵＫ（２００６）；およびＤＥ　Ｂｏｗｌｅｓ，ＪＥ　Ｒａｂｉｎｏｗｉｔｚ，
ＲＪ　Ｓａｍｕｌｓｋｉ“Ｔｈｅ　Ｇｅｎｕｓ　Ｄｅｐｅｎｄｏｖｉｒｕｓ”（ＪＲ　Ｋ
ｅｒｒ，ＳＦ　Ｃｏｔｍｏｒｅ．ＭＥ　Ｂｌｏｏｍ，ＲＭ　Ｌｉｎｄｅｎ，ＣＲ　Ｐａｒ
ｒｉｓｈ，Ｅｄｓ．）ｐ１５－２３，Ｈｕｄｄｅｒ　Ａｒｎｏｌｄ，Ｌｏｎｄｏｎ，ＵＫ
（２００６）を参照されたい）。ベクターを純化するための方法は、例えば、米国特許第
６，５６６，１１８号、第６，９８９，２６４号、および第６，９９５，００６号、なら
びに「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　Ｈｉｇｈ　Ｔｉｔｅｒ　Ｈｅｌ
ｐｅｒ－ｆｒｅｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＡＡＶ　
Ｖｅｃｔｏｒｓ」と題された国際特許出願公開第ＷＯ／１９９９／０１１７６４号で見出
されてもよく、その開示は、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる
。ハイブリッドベクターの調製は、例えば、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０２７
０９１号で説明されており、その開示は、その全体で参照することにより本明細書に組み
込まれる。生体外および生体内で遺伝子を導入するためのＡＡＶに由来するベクターの使
用が説明されている（例えば、その全てがそれらの全体で参照することにより本明細書に
組み込まれる、国際特許出願公開第ＷＯ９１／１８０８８号および第ＷＯ９３／０９２３
９号、米国特許第４，７９７，３６８号、第６，５９６，５３５号および第５，１３９，
９４１号、ならびに欧州特許第０４８８５２８号を参照）。これらの出版物は、ｒｅｐお
よび／またはｃａｐ遺伝子が削除され、関心遺伝子によって置換される、種々のＡＡＶ由
来構築物、および生体外で（培養細胞に）または生体内で（生物に直接）関心遺伝子を導
入するためのこれらの構築物の使用を説明する。２つのＡＡＶ逆方向末端反復（ＩＴＲ）
領域が両側に並ぶ、関心の核酸配列を含有するプラスミド、およびＡＡＶカプシド形成遺
伝子（ｒｅｐおよびｃａｐ遺伝子）を持つプラスミドを、ヒトヘルパーウイルス（例えば
、アデノウイルス）に感染した細胞株に同時導入することによって、本発明による複製欠
損組み換えＡＡＶを調製することができる。次いで、産生されるＡＡＶ組み換え型は、標
準技法によって純化される。
【００７６】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法で使用するためのベクターは、ウイルス粒子（
例えば、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、Ａ
ＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２、ＡＡＶ１３、ＡＡＶ１４、Ａ
ＡＶ１５、およびＡＡＶ１６を含むが、それらに限定されない、ＡＡＶウイルス粒子）に
カプシド形成される。したがって、本発明は、本明細書で説明されるベクターのうちのい
ずれかを含む、組み換えウイルス粒子を含む（組み換えポリヌクレオチドを含有するため
組み換え型である）。そのような粒子を産生する方法は、当技術分野で公知であり、米国
特許第６，５９６，５３５号で説明されており、その開示は、その全体で参照することに
より本明細書に組み込まれる。
【００７７】
光応答性オプシンタンパク質およびランタニドをドープしたナノ粒子の送達
　いくつかの態様では、本明細書で開示される光応答性オプシンタンパク質をコードする
ポリヌクレオチド（例えば、ＡＡＶ１ベクター）は、定位固定注射（例えば、そのそれぞ
れの内容が、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる、Ｓｔｅｉｎ　
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ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，１９９９，７３：３４２４３４２９；Ｄａｖｉｄｓｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，２０００，９
７：３４２８－３４３２；Ｄａｖｉｄｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．，１
９９３，３：２１９－２２３；およびＡｌｉｓｋｙ　＆　Ｄａｖｉｄｓｏｎ，Ｈｕｍ．Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．，２０００，１１：２３１５－２３２９を参照）または蛍光透視法に
よるもの等の当技術分野で公知の神経外科技法を使用した、針、カテーテル、または関連
デバイスを用いて、中枢または末梢神経系のニューロンに直接送達することができる。い
くつかの実施形態では、本明細書で開示される光応答性オプシンタンパク質をコードする
ポリヌクレオチド（例えば、ＡＡＶ１ベクター）は、脊髄神経（頸部脊髄神経、胸部脊髄
神経、腰椎神経、仙骨脊髄神経、および／または尾骨脊髄神経）のうちのいずれか１つへ
の注射によって、末梢神経系のニューロンに送達することができる。
【００７８】
　イオン脂質またはポリマーを用いたトランスフェクション、エレクトロポレーション、
光学トランスフェクション、インペールフェクション、または遺伝子銃を介する等である
が、それらに限定されない、光応答性オプシンタンパク質を関心の神経へ送達する他の方
法も使用することができる。
【００７９】
　別の態様では、本明細書で開示される光応答性オプシンタンパク質をコードするポリヌ
クレオチド（例えば、ＡＡＶ２ベクター）は、末梢神経系のニューロンによって神経支配
された筋肉に直接送達することができる。特定の筋肉を神経支配する特定の細胞体に直接
ウイルスベクターを注射することに固有の制限により、研究者らは、筋肉に直接ウイルス
ベクターを注射することによって、導入遺伝子を末梢ニューロンに送達しようとしてきた
。これらの実験は、アデノウイルス、ＡＡＶ２、および狂犬病糖タンパク質偽型レンチウ
イルス等のいくつかのウイルス血清型を、筋細胞によって取り込み、神経筋シナプスを横
断して運動ニューロンへ逆行的に輸送することができると示した（例えば、そのそれぞれ
の開示が、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込まれる、Ａｚｚｏｕｚ　
ｅｔ　ａｌ．，２００９，Ａｎｔｉｏｘｉｄ　Ｒｅｄｏｘ　Ｓｉｇｎａｌ．，１１（７）
：１５２３－３４；Ｋａｓｐａｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｓｃｉｅｎｃｅ，３０１（
５６３４）：８３９－８４２；Ｍａｎａｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，２００２，Ａｐｏｐｔｏｓ
ｉｓ，７（４）：３２９－３３４を参照）。
【００８０】
　したがって、いくつかの実施形態では、本明細書で開示される光応答性オプシンタンパ
ク質を発現するベクター（例えば、ＡＡＶ２ベクター）は、関心の筋肉への直接注射によ
って、筋肉の神経支配に関与するニューロンに送達することができる。
【００８１】
　本明細書で開示されるランタニドをドープしたナノ粒子は、ナノ粒子が送達される１つ
または複数の解剖学的部位に応じて、血管内で、頭蓋内で、脳内で、筋肉内で、皮内で、
静脈内で、眼球内で、経口で、経鼻的に、局所的に、または切開外科手技による等の任意
の経路によって、１つ以上の光応答性オプシンタンパク質を発現するニューロンに送達す
ることができる。加えて、ナノ粒子は、上記で説明されるもののうちのいずれか等の光応
答性オプシンタンパク質を発現するポリヌクレオチドベクターの送達に使用される同じ経
路によって、送達することができる。ナノ粒子はまた、心臓切開手術の場合のような切開
方式で、または定位固定手術中に脳の中で、または特定の臓器の血液供給まで進むカテー
テルを使用する血管内介入方法によって、または他の介入方法によって、投入することも
できる。
【００８２】
　本明細書で開示される光応答性オプシンタンパク質をコードする、ポリヌクレオチドお
よび／またはランタニドをドープしたナノ粒子の送達および／または保管に使用される医
薬組成物は、薬学的に有用な組成物を調製するための既知の方法に従って製剤することが
できる。製剤は、当業者に周知であり、容易に利用可能ないくつかの情報源で説明されて
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いる。例えば、ＲｅｍｉｎｇｔｏｎのＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
（Ｍａｒｔｉｎ　Ｅ　Ｗ，１９９５，Ｅａｓｔｏｎ　Ｐａ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈ
ｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９ｔｈ　ｅｄ．）は、本発明と関連して使用することができ
る製剤を説明している。非経口投与に好適な製剤は、例えば、製剤を意図した受容者の血
液と等張性にする酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、および溶質を含有してもよい、水性滅菌
注射液と、懸濁化剤および増粘剤を含んでもよい、水性および非水性滅菌懸濁液とを含む
。製剤は、単位用量または複数用量容器、例えば、密閉アンプルおよびバイアルの中で提
示されてもよく、使用前に、滅菌液体キャリア、例えば、注射用蒸留水の状態のみを必要
とする、フリーズドライした（凍結乾燥した）状態で保管されてもよい。
【００８３】
　ランタニドをドープしたナノ粒子はまた、注入または注射によって、血管内で、または
腹腔内で投与されてもよい。ナノ粒子および／または細胞の溶液を、水中で調製し、随意
で、非毒性界面活性剤と混合することができる。分散もまた、グリセロール、液体ポリエ
チレングリコール、トリアセチン、およびそれらの混合物の中で、および油の中で調製す
ることもできる。保管および使用の通常の条件下で、これらの調合液は、微生物の成長を
防止する防腐剤を含有する。
【００８４】
　本明細書で説明されるランタニドをドープしたナノ粒子の注入または注射に好適な医薬
剤形は、滅菌注射または注入剤または分散の即時調製のために適合される、活性成分を含
む滅菌水溶液または分散または滅菌粉末を含むことができる。液体キャリアまたは媒体は
、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール
、液体ポリエチレングリコール、および同等物）、植物油、非毒性グリセリルエステル、
およびそれらの好適な混合物を含む、溶媒または液体分散媒質となり得る。微生物の作用
の防止は、種々の抗菌および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノー
ル、ソルビン酸、チメロサール、および同等物によって引き起こすことができる。
【００８５】
赤外線または近赤外線電磁放射線源
　赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ）スペクトル内の波長を有する電磁放射線源を
産生することが可能である、任意のデバイスが、本明細書で説明されるランタニドをドー
プしたナノ粒子と組み合わせて、ニューロンの表面上で発現される１つ以上の光応答性タ
ンパク質を活性化するために使用されてもよい。ＩＲまたはＮＩＲ源は、光刺激を脳の特
定の標的領域に提供するように構成することができる。ＩＲまたはＮＩＲ源は、加えて、
連続ＩＲあるいはＮＩＲ電磁放射線および／またはパルスＩＲあるいはＮＩＲ電磁放射線
を提供することができ、所定のパルス系列でＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線を提供するよう
にプログラム可能であってもよい。
【００８６】
　他の態様では、埋込型ＩＲまたはＮＩＲ源は、外部電源への物理的係留を必要としない
。いくつかの実施形態では、電源は、ＩＲまたはＮＩＲ源に電力供給するための内部バッ
テリとなり得る。別の実施形態では、埋込型ＩＲまたはＮＩＲ源は、ＩＲまたはＮＩＲ源
に電力供給するための外部電源から無線で伝達された電磁エネルギーを受容するための外
部アンテナを備えてもよい。無線で伝達された電磁エネルギーは、電波、マイクロ波、あ
るいはＩＲまたはＮＩＲ発生源に電力供給するように外部源から伝達することができる任
意の他の電磁エネルギー源となり得る。一実施形態では、ＩＲまたはＮＩＲ源は、半導体
または当技術分野で公知の他の過程を使用して生産される、集積回路によって制御される
。
【００８７】
　いくつかの態様では、埋込型ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源は、外部コントローラによ
って外部から起動することができる。外部コントローラは、伝送コイルに載置することが
できる、発電機を備えることができる。外部コントローラのいくつかの実施形態では、電
力を発電機に提供するために、バッテリをそれに接続することができる。スイッチを発電
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機に接続することができ、個人が発電機を手動で起動または動作停止することを可能にす
る。いくつかの実施形態では、スイッチの起動時に、発電機は、外部コントローラ上の伝
送コイルと埋込型ＩＲまたはＮＩＲ源の外部アンテナとの間の電磁結合を通して、電力を
ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源に提供することができる。無線周波数磁気インダクタンス
結合が使用される時に、電波の動作周波数は、約１から２０ＭＨｚの間を含めた、これら
の数の間の任意の値を含むことができる（例えば、約１ＭＨｚ、約２ＭＨｚ、約３ＭＨｚ
、約４ＭＨｚ、約５ＭＨｚ、約６ＭＨｚ、約７ＭＨｚ、約８ＭＨｚ、約９ＭＨｚ、約１０
ＭＨｚ、約１１ＭＨｚ、約１２ＭＨｚ、約１３ＭＨｚ、約１４ＭＨｚ、約１５ＭＨｚ、約
１６ＭＨｚ、約１７ＭＨｚ、約１８ＭＨｚ、約１９ＭＨｚ、または約２０ＭＨｚ）。しか
し、受光器または生物医学テレメトリシステム等の他の結合技術が使用されてもよい（例
えば、Ｋｉｏｕｒｔｉ，“Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｔｅｌｅｍｅｔｒｙ：Ｃｏｍｍｕｎｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｉｍｐｌａｎｔｅｄ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ
　Ｅｘｔｅｒｎａｌ　Ｗｏｒｌｄ，Ｏｐｔｉｃｏｎ１８２６，（８）：Ｓｐｒｉｎｇ，２
０１０を参照）。
【００８８】
　いくつかの態様では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線によって産生される、神経細胞（１
つ以上の光応答性オプシンタンパク質を発現する神経細胞等）に到達するＩＲまたはＮＩ
Ｒ電磁放射線の強度は、約０．０５ｍＷ／ｍｍ２、０．１ｍＷ／ｍｍ２、０．２ｍＷ／ｍ
ｍ２、０．３ｍＷ／ｍｍ２、０．４ｍＷ／ｍｍ２、０．５ｍＷ／ｍｍ２、約０．６ｍＷ／
ｍｍ２、約０．７ｍＷ／ｍｍ２、約０．８ｍＷ／ｍｍ２、約０．９ｍＷ／ｍｍ２、約１．
０ｍＷ／ｍｍ２、約１．１ｍＷ／ｍｍ２、約１．２ｍＷ／ｍｍ２、約１．３ｍＷ／ｍｍ２
、約１．４ｍＷ／ｍｍ２、約１．５ｍＷ／ｍｍ２、約１．６ｍＷ／ｍｍ２、約１．７ｍＷ
／ｍｍ２、約１．８ｍＷ／ｍｍ２、約１．９ｍＷ／ｍｍ２、約２．０ｍＷ／ｍｍ２、約２
．１ｍＷ／ｍｍ２、約２．２ｍＷ／ｍｍ２、約２．３ｍＷ／ｍｍ２、約２．４ｍＷ／ｍｍ
２、約２．５ｍＷ／ｍｍ２、約３ｍＷ／ｍｍ２、約３．５ｍＷ／ｍｍ２、約４ｍＷ／ｍｍ
２、約４．５ｍＷ／ｍｍ２、約５ｍＷ／ｍｍ２、約５．５ｍＷ／ｍｍ２、約６ｍＷ／ｍｍ
２、約７ｍＷ／ｍｍ２、約８ｍＷ／ｍｍ２、約９ｍＷ／ｍｍ２、または約１０ｍＷ／ｍｍ
２のうちのいずれかを含めた、これらの数の間の値を含む強度を有する。
【００８９】
　他の態様では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源によって産生されるＩＲまたはＮＩＲ電
磁放射線は、約７４０ｎｍから約３００，０００ｎｍ等の赤外線スペクトル全体を包含す
る波長を有することができる。他の実施形態では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源によっ
て産生されるＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線は、約７４０ｎｍから約１４００ｎｍ等のＮＩ
Ｒスペクトルに対応する波長を有することができる。他の実施形態では、産生されるＮＩ
Ｒ電磁放射線は、７００ｎｍから１０００ｎｍの間の波長を有する。
【００９０】
　いくつかの態様では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源は、本明細書で開示されるランタ
ニドをドープしたナノ粒子と組み合わせて使用された時に、個体の脳または中枢神経系内
の神経細胞（１つ以上の光応答性オプシンタンパク質を発現する神経細胞等）の原形質膜
を過分極化または脱分極化するために使用される。いくつかの実施形態では、個体の頭蓋
骨が、骨を穿孔することなく、脳の関心領域に隣接する領域中で外科的に薄くされる。次
いで、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源を、薄くなった頭蓋骨領域上に直接配置することが
できる。他の実施形態では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線発生器が、薄くなった頭蓋骨領
域に直接隣接して個体の皮下に埋め込まれる。
【００９１】
　いくつかの態様では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源は、本明細書で開示されるランタ
ニドをドープしたナノ粒子と組み合わせて使用された時に、個体の脳または末梢神経系内
の神経細胞（１つ以上の光応答性オプシンタンパク質を発現する神経細胞等）の原形質膜
を過分極化または脱分極化するために使用される。いくつかの実施形態では、ＩＲまたは
ＮＩＲ電磁放射線源は、関心の末梢神経細胞に直接隣接して個体の皮下に外科的に埋め込
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まれる。他の実施形態では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源は、関心の末梢神経細胞に直
接隣接して皮膚に当てて配置される。一実施形態では、ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源は
、ブレスレットまたはカフ構成で皮膚に当てて保持される。
【００９２】
　ＩＲまたはＮＩＲ電磁放射線源の実施例、具体的には、皮下に埋め込まれるほど十分小
さいものは、米国特許出願公開第２００９／０１４３８４２号、第２０１１／０１５２９
６９号、第２０１１／０１４４７４９号、および第２０１１／００５４３０５号で見出す
ことができ、そのそれぞれの開示は、それらの全体で参照することにより本明細書に組み
込まれる。
【００９３】
　なおも他の態様では、本明細書で開示されるランタニドをドープしたナノ粒子は、より
高い波長可視光をより低い波長可視光（青色または緑色光等）に上方変換するように、可
視スペクトル内のより高い波長の光（赤色光等）に暴露させることができる。上記で説明
されるように、光は生物組織を不十分に通過する。しかしながら、可視光は、組織に浸透
する時に、赤色光に対応するより高い波長（例えば、約６２０ｎｍから７４０ｎｍの間）
で浸透する。したがって、本明細書で開示されるランタニドをドープしたナノ粒子は、加
えて、赤色光に対応する波長を、緑色または青色光に対応する波長（例えば、約４４０ｎ
ｍから５７０ｎｍの間）に上方偏移するために、可視光の光源と組み合わせて使用するこ
とができる。光源を含む、光刺激デバイスの例は、国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０８／５
０６２８号および第ＰＣＴ／ＵＳ０９／４９９３６号で、ならびにＬｌｅｗｅｌｌｙｎ　
ｅｔ　ａｌ．，２０１０，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．，１６（１０）：１６１－１６５で見出すこ
とができ、そのそれぞれの開示は、それらの全体で参照することにより本明細書に組み込
まれる。
本発明の方法
【００９４】
神経細胞の脱分極
　本明細書では、神経細胞に近接して複数のランタニドをドープしたナノ粒子を配置する
ことと、複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ）スペクトル内の電
磁放射線に暴露させることであって、ＩＲまたはＮＩＲスペクトル内の電磁放射線は、ナ
ノ粒子によって可視スペクトル内の光に上方変換され、光応答性オプシンが、神経細胞の
原形質膜上で発現され、可視スペクトル内の光によるオプシンの活性化は、原形質膜の脱
分極を誘発する、暴露させることとを含む、個体の神経細胞の原形質膜を脱分極化する方
法が提供される。
【００９５】
　また、本明細書では、光応答性オプシンをコードするポリヌクレオチドを、個体の脳内
の神経細胞に投与することであって、光応答性タンパク質は、神経細胞の原形質膜上で発
現され、オプシンは、光で照射された時に神経細胞の膜脱分極を誘発することが可能であ
る、投与することと、神経細胞に近接して複数のランタニドをドープしたナノ粒子を投与
すること、複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近（ＩＲ）スペクトル内の電磁放射
線に暴露させることであって、ＩＲまたは近ＩＲスペクトル内の電磁放射線は、可視スペ
クトル内の光に上方変換され、可視スペクトル内の光によるオプシンの活性化は、原形質
膜の脱分極を誘発する、暴露させることとを含む、個体の神経細胞の原形質膜を脱分極化
する方法が提供される。
【００９６】
　いくつかの実施形態では、光応答性オプシンタンパク質は、ＣｈＲ２、ＶＣｈＲ１、ま
たはＣ１Ｖ１である。他の実施形態では、光応答性オプシンタンパク質は、ＳＦＯ、ＳＳ
ＦＯ、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１２２、Ｃ１Ｖ１－Ｅ１６２、およびＣ１Ｖ１－Ｅ１２２／Ｅ１６２
から成る群より選択される。
【００９７】
　ランタニド金属は、ランタン、セリウム、プラセオジム、ネオジム、プロメチウム、サ
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マリウム、ユーロピウム、ガドリニウム、テルビウム、ジスプロシウム、ホルミウム、エ
ルビウム、ツリウム、イッテルビウム、またはルテチウム等のランタニド系列の元素のう
ちのいずれかからのイオンまたは原子となり得る。他の実施形態では、ナノ粒子は、Ｎａ
ＹＦ４：Ｙｂ／Ｘ／Ｇｄを含み、Ｘは、Ｅｒ、Ｔｍ、またはＥｒ／Ｔｍである。
【００９８】
　ＩＲまたは近ＩＲスペクトル内の電磁放射線は、約４５０ｎｍから約５５０ｎｍの波長
を有する光に上方変換することができる。光は、赤色、黄色、琥珀色、橙色、緑色、また
は青色光に対応する波長を有することができる。いくつかの実施形態では、個体は、ヒト
またはヒトではない動物である。他の実施形態では、神経細胞は、末梢神経系内にある。
別の実施形態では、神経細胞は、中枢神経系内にある。
【００９９】
神経細胞の過分極
　本明細書では、神経細胞に近接して複数のランタニドをドープしたナノ粒子を配置する
ことと、複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近赤外線（ＮＩＲ）スペクトル内の電
磁放射線に暴露させることであって、ＩＲまたはＮＩＲスペクトル内の電磁放射線は、ナ
ノ粒子によって可視スペクトル内の光に上方変換され、光応答性オプシンが、神経細胞の
原形質膜上で発現され、可視スペクトル内の光によるオプシンの活性化は、原形質膜の過
分極を誘発する、暴露させることとを含む、個体の神経細胞の原形質膜を過分極化する方
法が提供される。
【０１００】
　また、本明細書では、光応答性オプシンをコードするポリヌクレオチドを、個体の脳内
の神経細胞に投与することであって、光応答性タンパク質は、神経細胞の原形質膜上で発
現され、オプシンは、光で照射された時に神経細胞の膜過分極を誘発することが可能であ
る、投与することと、神経細胞に近接して複数のランタニドをドープしたナノ粒子を投与
することと、複数のナノ粒子を、赤外線（ＩＲ）または近（ＩＲ）スペクトル内の電磁放
射線に暴露させることであって、ＩＲまたは近ＩＲスペクトル内の電磁放射線は、可視ス
ペクトル内の光に上方変換され、可視スペクトル内の光によるオプシンの活性化は、原形
質膜の過分極を誘発する、暴露させることと、個体の神経細胞の原形質膜を過分極化する
方法が提供される。
【０１０１】
　いくつかの実施形態では、光応答性オプシンタンパク質は、ＮｐＨＲまたはＧｔＲ３で
ある。
【０１０２】
　ランタニド金属は、ランタン、セリウム、プラセオジム、ネオジム、プロメチウム、サ
マリウム、ユーロピウム、ガドリニウム、テルビウム、ジスプロシウム、ホルミウム、エ
ルビウム、ツリウム、イッテルビウム、またはルテチウム等のランタニド系列の元素のう
ちのいずれかからのイオンまたは原子となり得る。他の実施形態では、ナノ粒子は、Ｎａ
ＹＦ４：Ｙｂ／Ｘ／Ｇｄを含み、Ｘは、Ｅｒ、Ｔｍ、またはＥｒ／Ｔｍである。
【０１０３】
　ＩＲまたは近ＩＲスペクトル内の電磁放射線は、約４５０ｎｍから約５５０ｎｍの波長
を有する光に上方変換することができる。光は、赤色、黄色、琥珀色、橙色、緑色、また
は青色光に対応する波長を有することができる。いくつかの実施形態では、個体は、ヒト
またはヒトではない動物である。他の実施形態では、神経細胞は、末梢神経系内にある。
別の実施形態では、神経細胞は、中枢神経系内にある。
【０１０４】
キット
　また、本明細書では、光応答性オプシンタンパク質（本明細書で説明される光応答性オ
プシンタンパク質のうちのいずれか等）をコードするポリヌクレオチドと、中枢および／
または末梢神経系の１つ以上のニューロンの膜分極状態を改変するために本明細書で開示
される方法のうちのいずれかで使用するためのランタニドをドープしたナノ粒子とを含む
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、キットが提供される。いくつかの実施形態では、キットはさらに、赤外線または近赤外
線電磁放射線源を備える。他の実施形態では、キットはさらに、本明細書で説明されるポ
リヌクレオチドおよびランタニドをドープしたナノ粒子を使用するための説明書を備える
。なおも他の実施形態では、本明細書で説明されるランタニドをドープしたナノ粒子は、
生体適合性材料（上記で説明される生体適合性材料のうちのいずれか等）に埋め込まれる
、および／または閉じ込められる。
例示的実施形態
【０１０５】
　本開示の態様は、添付図面と関連して以下に続く、本開示の種々の実施形態の詳細な説
明を考慮して、より完全に理解されてもよい。この説明および種々の実施形態は、以下の
ように提示される。
【０１０６】
　本明細書で論議される実施形態および具体的用途は、上記の態様、実施形態、および実
装のうちの１つ以上と、ならびに図に示され、以下で説明されるものと関連して実装され
てもよい。また、参照することにより本明細書に完全に組み込まれる、Ｗａｎｇ　ｅｔ　
ａｌ．，２０１０，Ｎａｔｕｒｅ，４６３（７２８４）：１０６１－５を参照してもよい
。方法論、デバイス、および物質を含む、光応答性分子および／またはオプシンに関する
さらなる詳細については、Ｚｈａｎｇらに対する「Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　Ｏｐｔｉｃａ
ｌ　Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｃｅｌｌｓ」と題された米国特許出
願公開第２０１０／０１９０２２９号、Ｂｏｙｄｅｎらに対する「Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ
　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｃｅｌｌｓ」と題さ
れた米国特許出願公開第２００７／０２６１１２７号といった、背景出版物も参照しても
よい。これらの出願は、暫定特許文書の一部を形成し、参照することにより本明細書に完
全に組み込まれる。これらの出版物と一致して、光刺激および標的細胞の制御を提供する
ために、多数のオプシンを生体内および生体外のほ乳類細胞で使用することができる。例
えば、ＣｈＲ２がニューロン等の電気的興奮性細胞に導入された時に、ＣｈＲ２チャネル
ロドプシンの光活性化が、細胞の興奮および／または発火をもたらすことができる。Ｎｐ
ＨＲがニューロン等の電気的興奮性細胞に導入された時の場合において、ＮｐＨＲオプシ
ンの光活性化が、細胞の発火の阻害をもたらすことができる。上記で参照した特許出願の
開示のこれらおよび他の態様は、本開示の種々の態様を実装する際に有用であってもよい
。
【０１０７】
　本開示の種々の実施形態では、例えば、近赤外線上方変換ナノ結晶を使用した、光遺伝
学を用いた神経回路の操作に有用となり得るような光の低侵襲的送達が達成される。これ
は、例えば、被検体の脳を含む、生体組織内の光源の埋込を回避するために使用される。
ほ乳類組織は、スペクトルの近赤外線部分（７００～１０００ｎｍ）の中に透過性窓を有
する。したがって、本開示の態様は、関心部位で赤外光を可視波長に変換することによっ
て、脳の奥深くへエネルギーを送達するために（近）赤外光を使用する目的でのナノ粒子
の使用に関する。
【０１０８】
　ある実施形態では、脳内の関心部位で可視波長を送達することは、ランタニドをドープ
したナノ結晶における光学的上方変換の過程を通して達成される。上方変換中に、３～４
つの光子が材料によって吸収され、次いで、材料は、吸収された光子のエネルギーの約１
．５～２倍のエネルギーで１つの光子を放出する。例えば、ＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｘ／Ｇｄ
ナノ結晶は、ドーパントの性質および相対含量（Ｘ＝Ｅｒ、Ｔｍ、Ｅｒ／Ｔｍ）に応じて
、９８０ｎｍの光を吸収し、４５０～５５０ｎｍの間を中心としたスペクトルを伴う光を
発する。ナノ粒子から発せられる光を修飾することに関するさらなる情報については、そ
の開示が、その全体で参照することにより本明細書に組み込まれる、Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，２０１０，４６３（７２８４）：１０６１－５を参照されたい。
【０１０９】
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　ある実施形態では、標的細胞集団を修飾し、近赤外光を、修飾標的細胞集団を刺激する
可視光に変換するナノ粒子を提供するように、単一段階手術が行われる。手術中に、外科
医は、オプシン遺伝子を持つアデノ随伴ウイルスおよびナノ粒子溶液の両方を関心部位に
注射する。
【０１１０】
　ウイルスは、標的細胞集団のみに感染するように最適化される。同様に、ナノ粒子も標
的細胞集団に固着するように、ナノ粒子は、抗体で機能化される。あるより具体的な実施
形態では、標的細胞集団は、特定のニューロン型である。手術が完了した後に、近赤外光
を発するＬＥＤが、皮膚の下で、患者の頭蓋骨の薄くなった部分の上に配置される。バッ
テリもまた、ＬＥＤに電力供給するように皮膚の下に埋め込むことができる。ある実施形
態では、バッテリは、ペースメーカーバッテリのものと同様の特性を有する。バッテリを
制御して特定間隔でエネルギーをＬＥＤに送達し、特定間隔でＬＥＤ光パルスをもたらす
ために、マイクロコントローラを使用することができる。
【０１１１】
　本開示のある態様は、生体内の光遺伝学の使用を対象とする。生体内で適用される光遺
伝学は、脳内の深くに位置することができる、特定のニューロン集団への光送達に依存す
る。ほ乳類組織は、高度に吸収性であり、可視スペクトル内の光を散乱させる。しかしな
がら、近赤外光は、過剰な吸収または散乱を伴わずに、脳の深い準位まで浸透することが
できる。
【０１１２】
　本開示のある態様は、標的ニューロンの付近で脳にナノ粒子を埋め込むことを対象とす
る。ナノ粒子は、ランタニドをドープしたナノ粒子となり得る。ランタニドまたは他のド
ーパントでドープされたナノ粒子は、特定のオプシンの活性スペクトルに対して最適化す
ることができる。その開示が、その全体で参照することにより本明細書に組み込まれる、
Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，２０１０，４６３（７２８４）：１０６１－５
でさらに詳細に論議されるように、ランタニドをドープしたナノ結晶から発せられる光の
スペクトルは、どのドーパントがどれだけ使用されるかに基づいて操作することができる
。同様に、他の分子でドープされたナノ粒子から発せられる光は、ドーパントの濃度に基
づいて操作することができる。
【０１１３】
　ナノ粒子のドーピングに応じて、異なる出力スペクトルを提供する能力は、急性神経操
作への非侵襲的アプローチを可能にする。ＬＥＤ等の光源を、皮下の薄くなった頭蓋骨上
に載置することができる。ナノ粒子の組成物、および標的ニューロンに送達されるオプシ
ンに応じて、本開示の態様は、神経の興奮またはサイレンシングに使用することができる
。同様に、複数の神経細胞集団が、組み合わせた種々のドーパントおよびオプシンの使用
を通して同時に制御されてもよい。
【０１１４】
　図１を参照すると、患者の頭部１００が示されている。標的（神経）細胞集団１１４は
、光応答性分子を含む。これらの光応答性分子は、チャネルロドプシン（例えば、ＣｈＲ
１またはＣｈＲ２）またはハロロドプシン（ＮｐＨＲ）に由来するオプシンを含むことが
できるが、必ずしもそれらに限定されない。特定の分子を、標的細胞集団への所望の効果
および／または分子が光に応答する波長に基づいて、調整／選択することができる。
【０１１５】
　ナノ結晶１１０が、標的細胞集団の付近に、または標的細胞集団に導入される。本開示
の種々の実施形態は、標的細胞集団の付近にナノ結晶を位置付け、位置付けを維持するた
めの方法およびデバイスを対象とする。ある実施形態は、抗体を使用して、ナノ結晶を標
的細胞集団の（または付近の）細胞に固着することを対象とする。
【０１１６】
　他の例示的実施形態によれば、ナノ結晶を含む構造を導入することができる。例えば、
メッシュ構造をナノ結晶で被覆することができる。合成メッシュは、ニューロン全体（例
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えば、細胞体）が通過することを可能にすることなく、樹状突起および軸索がメッシュを
通過することを可能にするよう構築することができる。そのようなメッシュの一実施例は
、直径が約３～７ミクロンである細孔を有し、ポリエチレンテレフタレートでできている
。このメッシュ構造は、その中に含有された光応答性細胞／ニューロンで構築し、および
／または光応答性細胞を含む標的細胞集団の付近に配置することができる。別の実施形態
と一致して、それぞれナノ結晶の溶液を含有する、１つ以上の透明カプセルを、標的細胞
集団の付近に位置付けることができる。
【０１１７】
　本開示の実施形態はまた、刺激の種々の光源も対象とする。これらの光源は、外部レー
ザ源および発光ダイオード（ＬＥＤ）を含むことができるが、それらに限定されない。本
開示の特定の態様は、光がある波長（例えば、（近）赤外線）にある時に介在材料によっ
て引き起こされる、比較的低い吸収および／または散乱／拡散を対象とする。したがって
、光源は、光の強度または力の損失をほとんど伴わずに組織に浸透する能力により、外部
に位置することができる。また、低減した拡散が、光の送達のための比較的高い空間精度
を提供するために特に有用となり得る。したがって、本開示の実施形態は、空間的に正確
な光刺激を使用して個別に制御することができる、それぞれのナノ結晶を伴う複数の標的
細胞集団を対象とする。例えば、ナノ結晶は、脳内のいくつかの場所に埋め込むことがで
きる。次いで、光源は、それぞれの特定の場所に向けることができる。複数の光源もまた
、複数の場所の同時刺激に使用することができる。
【０１１８】
　本開示の特定の実施形態と一致して、頭蓋骨１０２は、薄くなった部分１０６を有する
。ＬＥＤ１０４は、頭蓋骨の薄くなった部分より上側に位置し、近赤外光１０８を発する
。ＩＲは、ナノ結晶１１０に衝突する時に吸収される。ナノ結晶は、ＩＲ光１０８の吸収
に応じて、可視光１１２を発する。可視光１１２は、修飾細胞１１４によって吸収される
。
【０１１９】
　図１に示されるシステムは、患者の脳組織の奥深くの標的細胞への光の送達を可能にす
る。光応答性分子は、関心の神経細胞型へ特異的に標的化することができる。同様に、ナ
ノ結晶１１２は、標的化されている神経細胞１１４の種類に基づいて選択される抗体で神
経細胞に固着される。
【０１２０】
　図２を参照すると、一群のニューロンが、７００～１０００ｎｍの赤外光２０８で照射
される。標的ニューロン２１４は、オプシン遺伝子を発現し、どのオプシン、およびどの
ような光の波長がニューロン２１４によって吸収されるかに応じて、ニューロンが活性化
または阻害されることを可能にする。標的ニューロン２１４は、他のニューロン２１６の
間に間置することができる。差し込み図２０２に示されるように、標的ニューロン２１４
は、抗体を介して神経細胞膜に固着される上方変換ナノ粒子２１０で被覆される。ナノ粒
子２１０は、ＩＲ光子を吸収し、神経活性化を誘起するオプシンによって吸収される可視
光子を発する。
【０１２１】
　図２のシステムは、種々の標的ニューロン２１４とともに使用することができる。標的
ニューロン２１４において発現されるオプシン遺伝子２１５は、標的ニューロンに基づい
て修飾される。同様に、ナノ粒子２１０を標的ニューロン膜に固着するために使用される
抗体は、特定の膜型に付着するように修飾される。差し込み図２０２に示されるように、
ナノ粒子２１０は、ナノ粒子２１０によって放出される可視光子が標的ニューロン２１４
によって吸収されるように、標的ニューロンに密接に結合される。
【０１２２】
　図３は、本開示の実施形態と一致する、複数の光源を使用するシステムを描写する。患
者は、標的場所３０８～３１２に位置するナノ粒子を有する。システムは、標的場所３０
８～３１２に位置するナノ粒子によって上方変換される周波数で光を生成するように構成
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することができる、光源３０２～３０６を含む。３つの光源が描写されているが、任意の
数の光源があり得る。これらの光源は、埋め込まれた光源（例えば、頭蓋骨上に埋め込ま
れたＬＥＤ）またはそれらの組み合わせを使用して、患者の外部にあり得る（例えば、機
械的位置付けを使用して、いくつかの光源を方向付ける標的化システム）。標的場所３０
８～３１２は、光学的応答性膜分子を有する細胞を含む。これらの光学的応答性膜分子は
、上方変換された周波数における光に反応する。
【０１２３】
　異なる光源３０２～３０６からの光の交差点３１４に位置するナノ粒子は、単一の光源
からの光路内の場所を含む、他の場所に対して増加した強度の光刺激を受容する。このよ
うにして、光源のうちのそれぞれの光強度を閾値レベル未満に設定することができる。複
数の光源が同じ場所に方向付けられる時に、その場所で閾値強度レベルを超えることがで
きる。これは、３次元での空間制御を可能にし、また、非標的組織への不慮の影響の低減
を可能にする。一実施形態と一致して、閾値レベルは、標的細胞への所望の影響（例えば
、興奮または阻害）を引き起こすために必要な光の量に従って設定することができる。他
の実施形態と一致して、閾値レベルは、非標的組織への悪影響（例えば、加熱）を回避す
るように設定することができる。
【０１２４】
　複数の光源の使用はまた、光強度の段階的な増加をもたらすこともできる。例えば、光
強度の増加によって引き起こされる付加的な刺激の影響を監視することによって、疾患モ
デルを検査することができる。独立光源の使用は、時間的および空間的増加または減少に
対する比較的単純な制御を可能にする。本開示の他の実施形態と一致して、光源の空間精
度を、異なる光源の間で変化させることができる。例えば、第１の光源は、標的細胞場所
全体を照射する光を提供することができる。これは、集団内の全ての細胞が照射されるこ
とを可能にする。第２の光源は、標的細胞場所全体未満を照射する焦点を有する光を提供
することができる。第１および第２（またはそれ以上）の光源の組み合わせは、同じ細胞
集団内で異なるレベルの刺激を提供するために使用することができる。
【０１２５】
　本開示の実施形態は、走査モードで動作する１つ以上の光源の使用に関する。光源は、
標的細胞集団内の特定の場所に向けられる。標的細胞集団内で走査する、または別様に移
動するために光源が使用されるにつれて、刺激の影響を監視することができる。これは、
複数の光源の使用によって提供される３次元制御と関連して特に有用となり得る。
【０１２６】
　本開示の種々の実施形態は、異なる波長で光を発するナノ結晶の使用を対象とする。こ
れは、異なる光吸収スペクトルを有する複数のオプシンを使用する時に、特に有用となり
得る。ナノ結晶は、異なるオプシンに向けて標的化し、および／または対応する場所に配
置することができる。本開示は、種々の修正および代替形態に従うが、それらの詳細は、
一例として図面に示されており、さらに詳細に説明される。本開示を説明される特定の実
施形態および／または用途に限定することを意図しないと理解されたい。逆に、本開示の
精神および範囲内に入る全ての修正、同等物、および代替案を対象とすることを意図する
。
【実施例】
【０１２７】
実施例１：側坐核のコリン作動性介在ニューロンを過分極化するための光遺伝学の使用に
おけるランタニドをドープしたナノ粒子の使用
　側坐核（ＮＡｃ）は、腹側線条体の主要部を形成するニューロンの集合である。ＮＡｃ
は、報酬、喜び、笑い、依存症、攻撃、恐怖、およびプラセボ効果と関連付けられる複雑
なほ乳類の挙動において重要な役割を果たすと考えられている。ＮＡｃ内のコリン作動性
介在ニューロンは、局所神経細胞集団の１％未満を構成するが、それでもなお、ＮＡｃの
全体を通して突出し、その既知のコリン作動性入力のみを提供する。この実施例では、ラ
ンタニドをドープしたナノ粒子と組み合わせて光応答性塩素ポンプタンパク質を使用する



(29) JP 2014-502177 A5 2016.5.19

、光遺伝的アプローチは、高い時間分解能および高い細胞型特性の両方を伴って、これら
の細胞における活動電位発火を阻止するために使用される。特異的にコリン作動性介在ニ
ューロンにおいて微生物オプシン遺伝子を発現するために、Ｃｒｅリコンビナーゼを発現
する遺伝子導入マウス系が、コリンアセチルトランスフェラーゼ（ＣｈＡＴ）プロモータ
の下で採用される。強化黄色蛍光タンパク質（ｅＹＦＰ）のためのコード配列を伴ってフ
レーム内で融合された、黄色光ゲート第３世代塩素ポンプハロロドプシン（ｅＮｐＨＲ３
．０）遺伝子を持つ、Ｃｒｅ誘発性アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターが、定位固定
的に注射される。
【０１２８】
　具体的には、マウスに麻酔をし、次いで、定位固定頭部装置に配置する。手術を４～６
週齢マウスに行い、眼が乾燥することを防止するように、全体を通して眼軟膏を塗布する
。頭皮の正中切開を行い、その後に開頭術が続き、次いで、１０μｌ注射器および３４ゲ
ージ金属針を用いてＡＡＶベクターを注射する。注入ポンプによって、注射量および流速
（０．１５μｌ／分で１μｌ）を制御する。各ＮＡｃは、２回の注射（注射１：ＡＰ１．
１５ｍｍ、ＭＬ０．８ｍｍ、ＤＶ－４．８ｍｍ、注射２：ＡＰ１．１５ｍｍ、ＭＬ０．８
ｍｍ、ＤＶ－４．２ｍｍ）を受容する。ウイルス注射および線維位置は、事実上シェル全
体が刺激されるように選択される。
【０１２９】
　次に、針を引き出す前に、ＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｅｒ／Ｇｄナノ粒子をＮａｃに注射する
。３．４、８．５、または１７ｎｍｏｌの濃度のＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｅｒ／Ｇｄナノ粒子
が使用される。ＡＡＶベクターおよびランタニドをドープしたナノ粒子の両方の注射が完
了した後に、針を定位置でさらに５分間残し、次いで、非常にゆっくりと引き出す。
【０１３０】
　回復期間後、マウスに再び麻酔し、マウスの頭蓋骨を薄くし、電磁放射線のＮＩＲ源を
薄くなった頭蓋骨領域に隣接して配置する。光刺激を使用して、以前に説明された方法（
Ｇｒａｄｉｎａｒｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，２７，１４２３１－１４
２３８（２００７））に基づいて、同時ＮＩＲ刺激および細胞外電気的記録を行う。電極
は、電極の先端が３００～５００μｍだけ線維を超えて突出している状態で、タングステ
ン電極（１ＭΩ、．００５ｉｎ、パリレン絶縁）から成る。電極を、約１００μｍ増分で
ＮＡｃを通して低減し、ＮＩＲ上方変換光応答を、各増分で記録する。デジタル化し、デ
ィスクに記録する前に、信号を増幅し、帯域通過フィルタにかける（３００Ｈｚ低カット
オフ、１０ｋＨｚ高カットオフ）。各部位において、５回の刺激反復を提示して保存する
。
【０１３１】
　本発明を純粋に例示することを目的とし、したがって、決して本発明を限定すると見な
されるべきではない、実施例はまた、上記で論議される本発明の態様および実施形態を説
明および詳述する。先述の実施例および詳細な説明は、限定ではなく例証として提供され
る。本明細書で引用される出版物、特許出願、および特許は、各個別出版物、特許出願、
または特許が、参照することにより組み込まれると特異的および個別に示されたかのよう
に、参照することにより本明細書に組み込まれる。具体的には、本明細書で引用される全
ての出版物は、本発明と関連して使用され得る組成物および方法を説明および開示する目
的で、参照することにより本明細書に明示的に組み込まれる。先述の発明は、理解を明確
にする目的で、例証および一例として、いくらか詳細に説明されているが、本発明の教示
に照らして、添付の請求項の精神または範囲から逸脱することなく、ある変更および修正
が行われてもよいことが、当業者に容易に明白となるであろう。
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体の神経細胞の原形質膜を脱分極化または過分極化する方法に用いるための、ランタ
ニドをドープした複数のナノ粒子と光応答性オプシンとを含む製造品であって、
　前記複数のナノ粒子は、赤外線または近赤外線スペクトル内の電磁放射線に曝露される
と、前記赤外線または近赤外線スペクトル内の前記電磁放射線が、前記ナノ粒子によって
可視スペクトル内の光に上方変換されるものであり、前記光応答性オプシンは、前記神経
細胞の原形質膜上で発現され、前記可視スペクトル内の光によるオプシンの活性化が、前
記原形質膜の脱分極または過分極を誘導するものであり、
　前記光応答性オプシンが、配列番号６、７、８、９、１０、１１、２および３のいずれ
か一に示すアミノ酸配列と少なくとも８５％のアミノ酸配列同一性があるアミノ酸配列を
含み、光応答性オプシンのアミノ酸配列が配列番号６、７、８、９、１０および１１のい
ずれかである場合には前記原形質膜が脱分極化され、光応答性オプシンのアミノ酸配列が
配列番号２または３である場合には前記原形質膜が過分極化される、製造品。
【請求項２】
　個体の神経細胞の原形質膜を脱分極化または過分極化する方法に用いるための、ランタ
ニドをドープした複数のナノ粒子と光応答性オプシンをコードするポリヌクレオチドとを
含む製造品であって、
　前記光応答性タンパク質は、個体の神経細胞の原形質膜上で発現され、前記オプシンが
、光で照明されたときに神経細胞の膜の脱分極または過分極を誘導することが可能であり
、
　前記ランタニドをドープした複数のナノ粒子は前記神経細胞に近接しており、
　前記複数のナノ粒子は、赤外線または近赤外線スペクトル内の電磁放射線に曝露される
と、前記赤外線または近赤外線スペクトル内の前記電磁放射線が、可視スペクトル内の光
に上方変換され、前記可視スペクトル内の光によるオプシンの活性化が、前記原形質膜の
脱分極または過分極を誘導するものであり、
　前記光応答性オプシンが、配列番号６、７、８、９、１０、１１、２および３のいずれ
か一に示すアミノ酸配列と少なくとも８５％のアミノ酸配列同一性があるアミノ酸配列を
含み、光応答性オプシンのアミノ酸配列が配列番号６、７、８、９、１０および１１のい
ずれかである場合には前記原形質膜が脱分極化され、光応答性オプシンのアミノ酸配列が
配列番号２または３である場合には前記原形質膜が過分極化される、製造品。
【請求項３】
　前記光応答性オプシンが、配列番号６、７、８、９、１０および１１のいずれか一に示
すアミノ酸配列と少なくとも９０％のアミノ酸配列同一性があるアミノ酸配列を含む、請
求項１または２に記載の製造品。
【請求項４】
　前記光応答性オプシンが、配列番号６、７、８、９、１０および１１のいずれか一に示
すアミノ酸配列と少なくとも９５％のアミノ酸配列同一性があるアミノ酸配列を含む、請
求項１または２に記載の製造品。
【請求項５】
　前記ランタニドをドープしたナノ粒子が、ランタン、セリウム、プラセオジム、ネオジ
ム、プロメチウム、サマリウム、ユーロピウム、ガドリニウム、テルビウム、ジスプロシ
ウム、ホルミウム、エルビウム、ツリウム、イッテルビウム、およびルテチウムからなる
群より選択されるランタニド金属を含む、請求項１から４のいずれか一項に記載の製造品
。
【請求項６】
　前記ランタニドをドープしたナノ粒子が、ＮａＹＦ４：Ｙｂ／Ｘ／Ｇｄを含み、Ｘが、
Ｅｒ、Ｔｍ、またはＥｒ／Ｔｍである、請求項１から５のいずれか一項に記載の製造品。
【請求項７】
　前記赤外線または近赤外線スペクトル内の電磁放射線が、約４５０ｎｍ～約５５０ｎｍ
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の波長を有する光に上方変換される、請求項１から６のいずれか一項に記載の製造品。
【請求項８】
　前記赤外線または近赤外線スペクトル内の電磁放射線が、赤色、黄色または琥珀色の光
に対応する波長を有する光に上方変換される、請求項１から６のいずれか一項に記載の製
造品。
【請求項９】
　前記赤外線または近赤外線スペクトル内の電磁放射線が、緑色または青色の光に対応す
る波長を有する光に上方変換される、請求項１から６のいずれか一項に記載の製造品。
【請求項１０】
　前記個体が、ヒト以外の動物である、請求項１から９のいずれか一項に記載の製造品。
【請求項１１】
　前記個体が、ヒトである、請求項１から９のいずれか一項に記載の製造品。
【請求項１２】
　前記神経細胞が、中枢神経系内の神経細胞である、請求項１から１１のいずれか一項に
記載の製造品。
【請求項１３】
　前記神経細胞が、末梢神経系内の神経細胞である、請求項１から１１のいずれか一項に
記載の製造品。
【請求項１４】
　ヒトまたはヒト以外の動物の頭蓋骨が外科的に薄くされ、赤外線または近赤外線の源が
、薄くなった頭蓋骨領域上に直接配置される、請求項１０または１１に記載の製造品。
【請求項１５】
　前記神経細胞が、中枢神経系または末梢神経系内の神経細胞である、請求項１から１４
のいずれか一項に記載の製造品。
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