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1.一种分离的多肽分子，其包含SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不

是亮氨酸(L)。

2.权利要求1的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)或丙氨酸(A)。

3.权利要求2的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)，且其中所述多肽分

子包含SEQ  ID  NO:13。

4.权利要求2的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是丙氨酸(A)，且其中所述多肽分子

包含SEQ  ID  NO:20。

5.一种分离的多肽分子，其包含SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第159位氨基酸不

是苏氨酸(T)。

6.权利要求5的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是半胱氨酸(C)，丝氨酸(S)，或丙氨

酸(A)。

7.权利要求6的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是半胱氨酸(C)，且其中所述多肽分

子包含SEQ  ID  NO:14。

8.权利要求6的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是丝氨酸(S)，且其中所述多肽分子

包含SEQ  ID  NO:17。

9.权利要求6的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是丙氨酸(A)，且其中所述多肽分子

包含SEQ  ID  NO:23。

10.一种分离的多肽分子，其包含SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸

不是亮氨酸(L)且所述第159位氨基酸不是苏氨酸(T)。
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通道视蛋白-2(Chop2)突变的鉴定及使用方法

[0001] 本申请是申请日为2013年3月5日提交的、申请号为201380022635.5的、发明名称

为“通道视蛋白-2(Chop2)突变的鉴定及使用方法”的中国发明专利申请的分案申请。

[0002] 相关申请

[0003] 本申请要求2012年3月5日提交的美国临时申请No.61/606,663的优先权和权益，

其内容完整并入本文。

[0004] 政府支持

[0005] 本发明是在国立健康研究所/国立眼科研究所拨款NIH  EY  17130下得到美国政府

支持进行的。政府具有本发明的某些权利。

发明领域

[0006] 一般而言，本发明涉及分子生物学领域。鉴定了通道视蛋白-2(Channelopsin-2,

Chop2)基因中的突变。在治疗方法中使用包含突变体Chop2基因的组合物以改善和恢复视

觉丧失。

[0007] 发明背景

[0008] 视网膜由光感受器(或光感受器细胞，杆和锥体)组成。光感受器是高度特化的神

经元，该神经元负责光转导，或光(为电磁辐射形式)转化成电和化学信号，其在视觉系统内

传播事件级联，最终产生我们世界的画像。

[0009] 光感受器丧失或变性若不完全抑制也是严重危及视网膜内视觉信息的光转导。光

感受器细胞的丧失和/或光感受器细胞功能的丧失是降低的视觉敏锐度，降低的光敏感性，

和盲的主要原因。本领域中长期需要恢复经历视觉丧失的受试者的视网膜的光敏感性的组

合物和方法。

[0010] 发明概述

[0011] 本发明提供了对恢复和/或提高光感受器细胞的光敏感性的方法的长期需要的解

决方法，其通过表达通道视蛋白-2(Chop2)基因的有利突变，和/或其组合，随后提供基于通

道视蛋白-2(Chop2)的基因疗法的方法进行。

[0012] 基于通道视蛋白-2(Chop2)的基因疗法提供了用于恢复光感受器变性后视黄醛光

敏感性的卓越策略。Chop2基因的蛋白质产物在与光可异构化发色团全反式视黄醛结合时

形成功能性光门控通道，称作通道视紫红质-2(ChR2,channelrhodopsin-2)。天然ChR2显示

较低的光敏感性。最近，报告了两种突变体ChR2，即L132C和T159C显著提高其光敏感性

(Kleinlogel等(2011)Nat  Neurosci .14:513-8；Berndt等(2011)Proc  Natl  Acad  Sci 

USA.108:7595-600；Prigge等(2012)J  Biol  Chem.287(38)3104:12；每篇的内容完整并入

本文)。检查这两种ChR2突变体(即L132C和T159C)的特性，并且与多种在这两个位点处的双

重突变体比较以鉴定治疗方法的合适候选物。为了恢复视觉，对有此需要的受试者提供包

含这些中一种或多种突变的组合物。具体地，将Chop2基因中的期望突变引入细胞和/或整

合到细胞的基因组DNA中以改善或恢复视觉。Chop2基因中引入细胞以改善或恢复视觉的期

望突变也可以保持为附加体的，尚未整合到基因组DNA中。
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[0013] Chop2的L132或T159氨基酸位置处的突变(且因此所得的ChR2)显著降低引发ChR2

介导的光电流需要的阈值光强度。氨基酸位置L132和T159处的双重突变体进一步提高低光

强度时的光电流，其超过任一种相应单突变的。表达L132和T159位置处的双重突变体的视

网膜神经节细胞可以响应适合于恢复有用视觉的光强度，其落入正常户外光照条件的范围

内，但是应当仍然维持足够的，且高的时间分辨率(temporal  resolution)。因此，形成具有

改善的光敏感性的突变体ChR2的本发明突变体Chop2蛋白单独或组合使用以恢复或改善视

觉。

[0014] 具体地，本发明提供了分离的多肽分子，其包含或组成为(consisting  of)SEQ  ID 

NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)。在分离的多肽分子的某些实施

方案中，所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)或丙氨酸(A)。在第132位氨基酸是半胱氨酸(C)

时，多肽分子可以包含或组成为SEQ  ID  NO:13。在第132位氨基酸是丙氨酸(A)时，多肽分子

可以包含或组成为SEQ  ID  NO:20。

[0015] 本发明提供了分离的多肽分子，其包含或组成为SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:

26的第159位氨基酸不是苏氨酸(T)。在分离的多肽分子的某些实施方案中，第159位氨基酸

是半胱氨酸(C)，丝氨酸(S)，或丙氨酸(A)。在第159位氨基酸是半胱氨酸(C)时，多肽分子可

以包含或组成为SEQ  ID  NO:14。在第159位氨基酸是丝氨酸(S)时，多肽分子可以包含或组

成为SEQ  ID  NO:17。在第159位氨基酸是丙氨酸(A)时，多肽分子可以包含或组成为SEQ  ID 

NO:23。

[0016] 本发明提供了分离的多肽分子，其包含或组成为SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:

26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)，且第159位氨基酸不是苏氨酸(T)。在分离的多肽分子

的某些实施方案中，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26

的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)，且第159位氨基酸不是苏氨酸(T)，第132位氨基酸是半胱

氨酸(C)，且第159位氨基酸是半胱氨酸(C)。在此分离的多肽分子的优选的实施方案中，多

肽分子包含或组成为SEQ  ID  NO:16。本发明提供了编码分离的多肽的分离的核酸分子，所

述分离的多肽包含或组成为SEQ  ID  NO:16。优选地，编码包含或组成为SEQ  ID  NO:16的分

离的多肽的分离的核酸分子是包含或组成为SEQ  ID  NO:15的核酸分子。

[0017] 在分离的多肽分子的某些实施方案中，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID 

NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)，且第159位氨基酸不是苏氨酸

(T)，第132位氨基酸是半胱氨酸(C)，且第159位氨基酸是丝氨酸(S)。分离的多肽分子可以

包含或组成为SEQ  ID  NO:19，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID  NO:26，其中SEQ 

ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)，且第159位氨基酸不是苏氨酸(T)。或者/另外，

分离的多肽分子可以包含或组成为SEQ  ID  NO:19，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ 

ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)，且第159位氨基酸不是苏氨

酸(T)，其中第132位氨基酸是半胱氨酸(C)，且其中第159位氨基酸是丝氨酸(S)。本发明提

供了编码分离的多肽的分离的核酸分子，所述分离的多肽包含或组成为SEQ  ID  NO:19。优

选地，核酸分子包含或组成为SEQ  ID  NO:18。

[0018] 在分离的多肽分子的某些实施方案中，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID 

NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)且第159位氨基酸不是苏氨酸

(T)，第132位氨基酸是丙氨酸(A)且第159位氨基酸是半胱氨酸(C)。分离的多肽分子可以包
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含或组成为SEQ  ID  NO:22，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID 

NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)且第159位氨基酸不是苏氨酸(T)。或者/另外，分离

的多肽分子可以包含或组成为SEQ  ID  NO:22，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID 

NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)且第159位氨基酸不是苏氨酸

(T)，其中第132位氨基酸是丙氨酸(A)且其中第159位氨基酸是半胱氨酸(C)。本发明提供了

编码分离的多肽的分离的核酸分子，所述分离的多肽包含或组成为SEQ  ID  NO:22。优选地，

核酸分子包含或组成为SEQ  ID  NO:21。

[0019] 在分离的多肽分子的某些实施方案中，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID 

NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)且第159位氨基酸不是苏氨酸

(T)，第132位氨基酸是半胱氨酸(C)且第159位氨基酸是丙氨酸(A)。分离的多肽分子可以包

含或组成为SEQ  ID  NO:25，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID 

NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)且第159位氨基酸不是苏氨酸(T)。或者/另外，分离

的多肽分子可以包含或组成为SEQ  ID  NO:25，所述分离的多肽分子包含或组成为SEQ  ID 

NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基酸不是亮氨酸(L)且第159位的氨基酸不是苏氨酸

(T)，其中第132位氨基酸是半胱氨酸(C)且其中第159位氨基酸是丙氨酸(A)。本发明提供了

编码分离的多肽的分离的核酸分子，所述分离的多肽包含或组成为SEQ  ID  NO:25。优选地，

核酸分子包含或组成为SEQ  ID  NO:24。

[0020] 本发明提供了本文中描述的任一种分离的多肽分子，其中所述多肽分子编码突变

体Chop2蛋白，该突变体Chop2蛋白形成突变体ChR2，该突变体ChR2响应比野生型ChR2蛋白

的阈值低的阈值光强度而引发电流。此外，电流传导阳离子。例示性的阳离子包括但不限于

H+，Na+，K+，和Ca2+离子。本文中描述的ChR2野生型和突变体蛋白非特异性传导阳离子。因此，

电流传导下列一种或多种：H+，Na+，K+，和Ca2+离子。

[0021] 本发明提供了本文中描述的任一种分离的多肽分子，其进一步包含药学可接受载

体。本发明还提供了组合物，其包含本文中描述的至少一种分离的多核苷酸分子。组合物可

以进一步包含药学可接受载体。

[0022] 本发明提供了分离的核酸分子，其编码本文中描述的任何分离的多肽。此外，分离

的核酸分子可以进一步包含药学可接受载体。本发明还提供了组合物，其包含本文中描述

的至少一种分离的核酸分子。组合物可以进一步包含药学可接受载体。

[0023] 本发明提供了细胞，其中该细胞已经接触或包含本发明的分离的多肽分子。此外，

本发明提供了细胞，其中该细胞已经接触或包含本发明的分离的核酸分子，其编码本发明

的分离的多肽分子。本发明提供了组合物，其包含，组成基本上为(consis ting 

essentially  of)，或组成为细胞，该细胞包含本发明的分离的多肽分子或编码本发明的分

离的多肽分子的核酸分子。本发明的细胞可以在体外，离体，在体内，或原位与分离的多肽

或编码多肽的分离的核酸接触。在本发明的某些实施方案中，细胞是光感受器；水平细胞；

双极细胞(bipolar  cell)；无长突细胞，和特别是AII无长突细胞；或视网膜神经节细胞，包

括感光性视网膜神经节细胞。优选地，细胞是视网膜神经节细胞，感光性视网膜神经节细

胞，双极细胞，ON型双极细胞，杆状双极细胞，或AII无长突细胞。在本发明的某些方面，细胞

是光感受器，双极细胞，杆状双极细胞，ON型锥体双极细胞，视网膜神经节细胞，感光性视网

膜神经节细胞，水平细胞，无长突细胞，或AII无长突细胞。
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[0024] 本发明提供了改善或恢复视觉的方法，其包括对受试者施用本文中描述的任一种

组合物。本发明进一步提供了保护视觉的预防方法，其包括对受试者施用本文中描述的任

一种组合物。

[0025] 本文中描述的方法也可以应用于那些健康的盲(部分或完全)的受试者，和/或那

些患有视网膜变性(以杆状和/或锥体光感受器细胞丧失为特征)的受试者，但是可以依赖

于感光性视网膜神经节细胞的活性以测定周围光水平。例如，可以使用本文中描述的方法

来保护，改善，或恢复感光性视网膜神经节细胞的活性，其介导用于将生理节奏(circadian 

rhythm)同步到24小时光照/黑暗周期的光照信息的转换，瞳孔控制和反射，和黑素释放的

光调节。

[0026] 在本发明的方法的某些实施方案中，受试者可以具有正常的视觉或受损的视觉。

或者/另外，受试者可以有风险形成导致视觉损伤的眼科疾病。例如，受试者可以具有眼科

疾病，包括黄斑变性(macular  degeneration)和色素性视网膜炎(retinitis  pigmentosa)

的家族史。受试者可以有风险招致眼损伤，其对视网膜中的感光性细胞引起损伤。受试者可

以具有遗传标志物或遗传/先天性状况，其导致受损的视觉，低视觉，法定盲(legal 

blindness)，部分盲(partial  blindness)，或完全盲。受试者可以具有屈折缺陷

(refractive  defect)，其导致近视(myopia) (近视眼(near-sightedness))或远视

(hyperopia)(远视眼(far-sightedness))。

[0027] 可以对受试者系统或局部施用本发明的方法的组合物。局部施用的优选路径是玻

璃体内(intravitreal)注射。

[0028] 本发明还提供以下内容：

[0029] 1.一种分离的多肽分子，其包含SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨基

酸不是亮氨酸(L)。

[0030] 2.项1的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)或丙氨酸(A)。

[0031] 3.项2的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)，且其中所述多肽分子

包含SEQ  ID  NO:13。

[0032] 4.项2的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是丙氨酸(A)，且其中所述多肽分子包

含SEQ  ID  NO:20。

[0033] 5.一种分离的多肽分子，其包含SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第159位氨基

酸不是苏氨酸(T)。

[0034] 6.项5的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是半胱氨酸(C)，丝氨酸(S)，或丙氨酸

(A)。

[0035] 7.项6的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是半胱氨酸(C)，且其中所述多肽分子

包含SEQ  ID  NO:14。

[0036] 8.项6的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是丝氨酸(S)，且其中所述多肽分子包

含SEQ  ID  NO:17。

[0037] 9.项6的多肽分子，其中所述第159位氨基酸是丙氨酸(A)，且其中所述多肽分子包

含SEQ  ID  NO:23。

[0038] 10.一种分离的多肽分子，其包含SEQ  ID  NO:26，其中SEQ  ID  NO:26的第132位氨

基酸不是亮氨酸(L)且所述第159位氨基酸不是苏氨酸(T)。

说　明　书 4/29 页

6

CN 111378020 A

6



[0039] 11.项10的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)，其中所述第159位

氨基酸是半胱氨酸(C)。

[0040] 12.项10或11的多肽分子，其中所述多肽分子包含SEQ  ID  NO:16。

[0041] 13.一种分离的核酸分子，其编码项12的分离的多肽。

[0042] 14.项13的核酸分子，其中所述核酸分子包含SEQ  ID  NO:15。

[0043] 15.项10的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)，其中所述第159位

氨基酸是丝氨酸(S)。

[0044] 16.项10或15的多肽分子，其中所述多肽分子包含SEQ  ID  NO:19。

[0045] 17.一种分离的核酸分子，其编码项16的分离的多肽。

[0046] 18.项17的核酸分子，其中所述核酸分子包含SEQ  ID  NO:18。

[0047] 19.项10的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是丙氨酸(A)，其中所述第159位氨

基酸是半胱氨酸(C)。

[0048] 20.项10或19的多肽分子，其中所述多肽分子包含SEQ  ID  NO:22。

[0049] 21.一种分离的核酸分子，其编码项22的分离的多肽。

[0050] 22.项21的核酸分子，其中所述核酸分子包含SEQ  ID  NO:21。

[0051] 23.项10的多肽分子，其中所述第132位氨基酸是半胱氨酸(C)，其中所述第159位

氨基酸是丙氨酸(A)。

[0052] 24.项10或23的多肽分子，其中所述多肽分子包含SEQ  ID  NO:25。

[0053] 25.一种分离的核酸分子，其编码项24的分离的多肽。

[0054] 26.项25的核酸分子，其中所述核酸分子包含SEQ  ID  NO:24。

[0055] 27.一种分离的核酸分子，其编码项1，3，4，5，6，7，8，9，10，11，15，16，19，20，23，和

24中任一项的分离的多肽。

[0056] 28 .项27的分离的核酸分子，其中所述分离的多肽长约315，310，300，275，250，

225，200，175，或160个氨基酸。

[0057] 29.项27或28的分离的核酸分子，其进一步包含药学可接受载体。

[0058] 30.项1，2，3，4，5，6，7，8，9，10，11，12，13，15，16，19，20，23，和24中任一项的分离

的多肽分子，其中所述多肽分子编码突变体ChR2蛋白，其响应比野生型ChR2蛋白的阈值低

的阈值光强度而引发电流。

[0059] 31.项30的分离的多肽分子，其中所述多肽分子长约315，310，300，275，250，225，

200，175，或160个氨基酸。

[0060] 32.项30或31的分离的多肽分子，其进一步包含药学可接受载体。

[0061] 33.一种组合物，其包含项27，28，和29中任一项的分离的核酸分子。

[0062] 34.一种组合物，其包含项1，2，3，4，5，6，7，8，9，10，11，12，13，15，16，19，20，23，

24，29，30和31中任一项的分离的多肽分子。

[0063] 35.一种细胞，其包含项1，2，3，4，5，6，7，8，9，10，11，12，13，15，16，19，20，23，24，

29，30和31中任一项的分离的多肽分子。

[0064] 36.一种细胞，其包含分离的核酸分子，该分离的核酸分子编码项1，2，3，4，5，6，7，

8，9，10，11，12，13，15，16，19，20，23，24，29，30和31中任一项的分离的多肽分子。

[0065] 37.一种细胞，其包含项27或28的分离的核酸分子。
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[0066] 38.一种组合物，其包含项35，36，和37中任一项的细胞。

[0067] 39.项35，36，和37的细胞，其中所述细胞在体外，离体，在体内，或原位与所述分离

的多肽或编码所述多肽的分离的核酸接触。

[0068] 40.项35，36，和37的细胞，其中所述细胞是光感受器，双极细胞，杆状双极细胞，ON

型锥体双极细胞，视网膜神经节细胞，感光性视网膜神经节细胞，水平细胞，无长突细胞，或

AII无长突细胞。

[0069] 41.项40的细胞，其中所述细胞是视网膜神经节细胞或感光性视网膜神经节细胞。

[0070] 42.一种改善或恢复视觉的方法，其包括对受试者施用项33的组合物。

[0071] 43.一种改善或恢复视觉的方法，其包括对受试者施用项34的组合物。

[0072] 44.一种改善或恢复视觉的方法，其包括对受试者施用项38的组合物。

[0073] 45.项42，43和44的方法，其中所述受试者具有正常的视觉。

[0074] 46.项42，43和44的方法，其中所述受试者具有受损的视觉。

[0075] 47.项42，43和44的方法，其中所述受试者患有眼疾病。

[0076] 48.项47的方法，其中所述眼疾病是黄斑变性(macular  degeneration)或色素性

视网膜炎(retinitis  pigmentosa)。

[0077] 49.项42，43和44的方法，其中通过玻璃体内或视网膜下注射施用所述组合物。

[0078] 50.项42，43和44的方法，其中所述改善或恢复视觉包括下列任一项：提高光敏感

性；降低引发光电流需要的阈值光强度；及提高视皮质中的视觉诱发电位。

[0079] 本发明的其它特征和优点从以下详细描述和权利要求书看会是显而易见的，并且

由以下详细描述和权利要求书涵盖。

[0080] 附图简述

[0081] 图1显示了用于比较其光敏感性的HEK细胞中来自野生型(WT)ChR2，L132C，L132C/

T159C，和L132C/159S突变体的光引发电流(light-evoked  current)的代表性记录(A)。光

刺激(光子/cm2 .s，于460nm)由氙弧灯产生并且通过中性密度滤光片(neutral  density 

filter)减弱：ND4.0(2.8x1014)，ND3.0(1 .4x1015)，ND2.5(4 .8x1015)；ND2.0(1 .6x1016)，

ND1.0(1.3x1017)，ND0(1.2x1018)(B)。以不同电流比例显示了相同的电流迹线。以箭头指向

的迹线通过相同的光强度(ND2.5)引发。

[0082] 图2显示了用于比较其失活时间过程(deactivation  time  course)(光照关闭后

的衰减时间过程)的HEK细胞中针对10ms光脉冲(1.2x1018个光子/cm2/s，于460nm)的来自野

生型(WT)ChR2，T159C，L132C，L132C/T159C，和L132C/T159S突变体的光引发电流的代表性

记录。

[0083] 图3显示了用于比较其光敏感性的视网膜整装(retinal  whole-mount)中来自视

网膜神经节细胞的WT  ChR2，L132C，L132C/T159C，和L132C/T159S介导的尖峰形成活性

(spiking  activities)的代表性多通道阵列记录。光刺激(光子/cm2/s)由473nm蓝色激光

产生，并且通过中性密度滤光片减弱：ND0(6.3x1016)，ND1.0(7.4x1015)，ND1.5(2.7x1015)，

ND2 .0(7 .3x1014)，ND2 .5(3 .2x1014)，ND3 .0(8 .5x1013)，ND3 .5(3 .8x1013)，和ND4 .0

(9.5x1012)。

[0084] 图4显示了用于比较其时间动态(temporal  dynamics)的视网膜整装中来自视网

膜神经节细胞的WT  ChR2，L132C，L132C/T159C，和L132C/T159S介导的尖峰形成活性的代表
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性多通道阵列记录。在每个小图中，显示了源自单个光子的10个连续光引发尖峰(light-

elicited  spike)的光栅图(顶部)和平均尖峰率(averaged  spike  rate)直方图(底部)。以

高于每个突变体的阈值强度约1个对数单位的强度通过473nm蓝色激光产生不同频率的光

脉冲。WT  ChR2和L132C的记录显示于(A)，且L132C/T159C和L132C/T159S的记录显示于(B)。

[0085] 发明详述

[0086] 视觉系统

[0087] 中枢神经系统经由视觉系统中存在的特化细胞和信号转导的独特方法介导视觉

(在本文中又称为视力)。视觉系统的原则责任是将电磁辐射形式的光转化成周围世界的画

像或图像。在此系统的“视觉”功能外，视觉系统还调节瞳孔光反射(pupillary  light 

reflex,PLR)，向周期性光照/黑暗周期的生理节奏光牵引(circadian  photoentrainment 

to  periodic  light/dark  cycle)，和激素褪黑素的释放。

[0088] 视网膜的细胞是视觉或神经系统遇到光(不同波长和强度的电磁辐射)的第一种

细胞。光子在达到视网膜前穿过角膜，瞳孔，和晶状体。视网膜由于直接吸收光子的光感受

器细胞位于视网膜的外层而具有独特的结构。在达到光感受器细胞(又称为杆和椎体)的外

层前，穿过晶状体的光子首先遇到视网膜神经节细胞(少数视网膜神经节细胞通过表达视

蛋白黑视蛋白(melanopsin)而为感光性)的内层和双极细胞的中间层。杆状光感受器在暗

淡照明条件(暗适应视觉)中起作用，而椎体光感受器在明亮照明条件(光适应视觉)中起作

用，负责颜色视觉。椎体光感受器直接对ON和OFF型锥体双极细胞上形成突触，其继而直接

对ON和OFF型视网膜神经节细胞上形成突触。杆状光感受器向杆状双极细胞(一种独特类型

的双极细胞，其为ON型)形成突触，所述杆状双极细胞向AII无长突细胞形成突触。AII无长

突细胞然后通过缝隙连接对ON型锥体双极细胞及通过抑制性甘氨酸能突触对OFF型锥体双

极细胞及OFF神经节细胞中继(relay)视觉信号。视网膜神经节细胞负责将视觉信号与脑神

经元关联。

[0089] 光转导

[0090] 在视网膜内，光感受器细胞吸收光子颗粒，并将光频率和波长的原始数据转化成

化学及随后电信号，其遍及视觉和神经系统传播此种初始信息。具体地，位于光感受器(杆

状，椎体，和/或感光性视网膜神经节细胞)表面上的蛋白质视蛋白吸收光子，并且启动胞内

信号传导级联，其导致光感受器的超极化。在黑暗中，蛋白质视蛋白不吸收光子，光感受器

是去极化的。光感受器的视觉信号然后经由双极细胞，无长突细胞，和神经节细胞中继到脑

的高视觉中心。具体地，当杆状和椎体光感受器去极化(在黑暗中)时，它们引起杆状双极细

胞和ON型锥体双极细胞的去极化，但OFF性锥体双极细胞的超极化，这继而引起AII无长突

细胞的去极化和ON型视网膜神经节细胞的尖峰形成(spiking)增加和OFF型视网膜神经节

细胞的尖峰形成减少。当杆状和椎体光感受器超极化(响应光)时，发生相反的事情(就杆

状，ON和OFF双极细胞，AII无长突细胞及ON和OFF神经节细胞而言)。

[0091] 光照信息通过光感受器，双极细胞，水平细胞，无长突细胞，和视网膜神经节细胞

的作用被显著加工和提炼(refine)。为了增加此系统的复杂性，光感受器以三种主要种类

发现，包括杆状，椎体(其中三类最强烈响应不同的光波长)，和感光性视网膜神经节细胞。

因此，在差异响应某些光波长和强度的光感受器水平发生第一层信息加工。视网膜的双极

细胞接受来自光感受器细胞和水平细胞两者的信息。视网膜的水平细胞接受来自多种光感
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受器细胞的信息，且因此整合视网膜中细胞类型和穿过距离之间的信息(information 

between  cell  types  and  across  distances  in  the  retina)。双极细胞通过对视网膜神

经节细胞产生主要分段电势(mainly  graded  potential)进一步整合直接来自光感受器细

胞和水平细胞的信息，尽管一些最近的研究指示一些双极细胞可以产生作用电势。锥体双

极细胞在视网膜神经节细胞和无长突细胞上形成突触，而杆状双极细胞仅对AII无长突细

胞形成突触。类似于水平细胞，大多数无长突细胞在视网膜内侧向整合信息。不同于水平细

胞，大多数无长突细胞是抑制性(GABA能)中间神经元。无长突细胞也比水平细胞更为特化，

因为每个无长突细胞在特定类型的双极细胞(双极细胞的10个种类之一)上特异性形成突

触。特别地，AII无长突细胞是杆状途径(在暗适应视觉下，此时椎体光感受器不响应)中的

一种重要中继神经元。AII无长突细胞接受来自杆状双极细胞的突触输入，然后将信号捎带

确认(piggy-back)到如上文描述的从ON和OFF锥体双极细胞至ON和OFF神经节细胞的椎体

途径。因此，杆状双极细胞或AII无长突细胞中的Chop2的表达和所得的ChR2形成可以在视

网膜神经节细胞中创建开启(ON)和关闭(OFF)响应。此外，视网膜神经节细胞整合来自双极

细胞及来自无长突细胞的信息。虽然视网膜神经节细胞就大小，连接性(connectivity)，和

对视觉刺激(例如视野)的响应而言显著变化，所有视网膜神经节细胞将长的轴突延伸到脑

中。除了转导关于瞳孔光反射和生理节奏光牵引的非视觉信息的一小部分视网膜神经节细

胞外，从视网膜神经节细胞延伸的全部轴突形成中枢神经系统的视神经，视交叉，和视束。

因此，视网膜自身中发生大量的信息加工。

[0092] 光感受器细胞表达内源视蛋白蛋白质，诸如视紫红质。本发明的突变体Chop2蛋白

可以在任何细胞类型中表达，并且形成功能性ChR2通道。优选地，细胞是视网膜细胞。例示

性的细胞包括但不限于光感受器细胞(例如杆状，椎体和感光性视网膜神经节细胞)，水平

细胞，双极细胞，无长突细胞，和视网膜神经节细胞。

[0093] 通道视蛋白-2(Chop2)

[0094] 通道视蛋白-2(Chop2)首次从绿藻莱茵衣藻(Chlamydomonas  reinhardtii)分离。

通道视蛋白-2是一种七跨膜域蛋白质，其在与发色团全反式视黄醛结合时变为光可转换的

(光敏感性)。Chop2在经由Schiff碱连接与视网膜分子连接时形成光门控的，非特异性，内

部整流的阳离子通道，称作通道视紫红质-2(Channelrhodopsin-2)(Chop2  retinalidene，

缩写为ChR2)。

[0095] 如本文中提及的，“通道视蛋白-2”或“Chop2”指编码通道视蛋白-2的基因，所述通

道视蛋白-2在结合视黄醛后然后形成通道视紫红质-2(ChR2)。本发明的基因构建体主要指

通道视蛋白-2(即，没有视黄醛)，并且本文中公开的所有Chop2变体形成功能性通道视紫红

质-2变体。本文中公开的方法可以包括将Chop2投递到没有外源视黄醛的细胞。应当理解，

在细胞(即视网膜神经元)中表达Chop2后，内源可用的视黄醛结合野生型Chop2或本发明的

Chop2突变体以形成功能性光门控通道WT  ChR2或突变体ChR2。因此，如本文中提及的Chop2

蛋白与ChR2也可以是同义的。

[0096] 如本文中使用的，“通道视紫红质-2”或“ChR2”指视黄醛结合的功能性光敏感性通

道。在一个实施方案中，可以外源提供结合的视黄醛。在一个优选的实施方案中，从细胞中

可用的内源水平提供结合的视黄醛。本发明还涵盖由编码本文中描述的Chop2突变体的多

肽和多核苷酸形成的功能性通道视紫红质-2通道。
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[0097] 在通过优选剂量的光发射照明后，ChR2开放通道的孔，H+，Na+，K+，和/或Ca2+离子通

过该孔从胞外空间流到细胞中。ChR2通道的活化通常引起表达通道的细胞的去极化。去极

化的细胞产生分段电势和或作用电势(action  potential)以将信息从Chop2/ChR2表达细

胞携带到视网膜或脑的其他细胞。

[0098] ChR2的野生型形式或具有高时间分辨率的突变体ChR2已经变为神经科学研究的

中心焦点。在哺乳动物神经元中表达时，ChR2介导体外或离体培养物的光控制去极化。野生

型ChR2或具有高时间分辨率的突变体ChR2(后者通常展现出低光敏感性)提出了使其能够

用于视觉恢复目的必须解决的几项挑战。为了视觉恢复，具有较高光敏感性而非高时间分

辨率的ChR2是期望的。

[0099] 野生型ChR2蛋白需要来自较高蓝光强度的照明以实现完全活化(即1018-1019个光

子s-1cm-2，于480nm的波长)。此类连续照明可以损伤细胞。

[0100] 野生型ChR2蛋白的动力学对于使通道效力最大化是次优的。效力可以通过修饰野

生型ChR2蛋白的一个或多个氨基酸以延长通道的开放状态或者提高通道的单位电导，或两

者提高。野生型ChR2的单通道电导是小的。因此，体内的神经元活化应当需要野生型通道的

高表达或用优选的蓝光波长的非常强烈的活化。更简单的解决办法可以通过改变通道电导

发现或延长通道开放时间。这些机制的任一种及特别是这些机制的组合使得能使用更低且

更安全的光强度达到相同水平的细胞去极化。

[0101] 例如，本发明的突变体ChR2蛋白经由通道开放状态的延长实现更大的光敏感性。

因此，在被相同光强度活化时，每个突变体ChR2通道比野生型ChR2通道传导更大的光电流。

因此，突变体通道被比野生型ChR2通道活化需要的光强度低的光强度活化。可以通过比引

发来自表达野生型ChR2的视网膜神经节细胞的尖峰形成活性需要的光强度低1.5-2个对数

单位的光强度引发表达突变体ChR2蛋白的视网膜神经节细胞的数量上可检测的尖峰形成

活性。因此，活化突变体ChR2蛋白需要的光强度选择为或落入正常户外光照条件的范围。

[0102] 以下序列提供了野生型和突变体Chop2蛋白，和编码本发明的所述WT和突变体

Chop2蛋白的多核苷酸，并形成本发明的WT和野生型ChR2的多核苷酸的非限制性例子。

[0103] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由以下莱茵衣藻衣视蛋白4(chlamyopsin  4)光门

控离子通道(COP4)mRNA序列(GenBank登陆号XM_001701673和SEQ  ID  NO:1)编码：
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[0104]

[0105]

[0106] 本发明的野生型(WT)ChR2可以由以下莱茵衣藻衣视蛋白4光门控离子通道(COP4)
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氨基酸序列(GenBank登录号XP_001701725，和SEQ  ID  NO:2)编码：

[0107]

[0108] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由以下莱茵衣藻视黄醛结合蛋白(cop4)基因序列

(GenBank登录号AF461397，和SEQ  ID  NO:3)编码：

[0109]

[0110] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由以下莱茵衣藻视黄醛结合蛋白(cop4)氨基酸序

列(GenBank登录号AAM15777，和SEQ  ID  NO:4)编码：
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[0111]

[0112]

[0113] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由以下莱茵衣藻感觉视蛋白B(CSOB)mRNA序列

(GenBank登录号AF508966，和SEQ  ID  NO:5)编码：
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[0114]

[0115]

[0116] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由以下莱茵衣藻感觉视蛋白B(CSOB)氨基酸序列

说　明　书 13/29 页

15

CN 111378020 A

15



(GenBank登录号AAM44040，和SEQ  ID  NO:6)编码：

[0117]

[0118] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由古细菌型视蛋白2核酸序列(GenBank登录号

AB058891，和SEQ  ID  NO:7)的以下莱茵衣藻acop2  mRNA编码：

[0119]

[0120]

[0121] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由古细菌型视蛋白2氨基酸序列(GenBank登录号
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BAB68567，和SEQ  ID  NO:8)的以下莱茵衣藻acop2  mRNA编码：

[0122]

[0123] ChR2突变体

[0124] 本发明提供了Chop2突变体，其中一个或多个氨基酸是突变的。在一些实施方案

中，Chop2是具有至少一个氨基酸突变的全长多肽，诸如SEQ  ID  NO:2，4，6，和8。在一些实施

方案中，突变在氨基酸132和/或氨基酸159处。在一些优选的实施方案中，第132位氨基酸从

亮氨酸突变为半胱氨酸或丙氨酸。在一些优选的实施方案中，第159位氨基酸从苏氨酸突变

为丙氨酸，半胱氨酸，或丝氨酸。在所有实施方案中，Chop2突变体形成功能性ChR2通道。

[0125] 本发明还涵盖Chop2蛋白和编码Chop2的生物学活性片段或保守氨基酸取代或其

它突变变体的核酸。有用片段的非限制性例子包括编码野生型Chop2(即SEQ  ID  NO:26)的

氨基酸1-315的多肽，其中至少一个氨基酸是突变或保守取代的，例如在氨基酸位置132和/

或159。野生型Chop2的较小片段，其中至少一个氨基酸是突变或保守取代的(即在氨基酸位

置132和/或159)，也可用于本发明。因而，本发明的Chop2多肽和核酸进一步包括但不限于

编码野生型Chop2的氨基酸1-315，1-310，1-300，1-275，1-250，1-225，1-200，1-175，或1-

160的生物学活性片段，其中至少一个氨基酸是突变或保守取代的，例如在氨基酸位置132

和/或159。在其它实施方案中，本发明的Chop2多肽和核酸可以多达或约长315个氨基酸，长

310个氨基酸，长300个氨基酸，长275个氨基酸，长250个氨基酸，长225个氨基酸，长200个氨

基酸，长175个氨基酸，或长160个氨基酸。

[0126] 本发明的单一突变体Chop2可以由以下合成构建体hVChR1-mKate-betahChR2

(L132C)基因序列(GenBank登录号JN836746，和SEQ  ID  NO:9)编码，具有以下注释，GFP序列

为粗体，L132C  Chop2序列是有下划线的：
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[0127]

[0128]

[0129] 本发明的单一突变体ChR2可以由以下合成构建体hVChR1-mKate-betahChR2

(L132C)氨基酸序列(GenBank登录号AER29839，和SEQ  ID  NO:10)编码，具有以下注释，GFP

序列为粗体，L132C  Chop2序列是有下划线的：
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[0130]

[0131] 本发明的单一突变体Chop2可以由以下合成构建体hVChR1-mKate-betahChR2

(L132C)基因序列(GenBank登录号JN836745和SEQ  ID  NO:11)编码，具有以下注释，GFP序列

为粗体，L132C  Chop2序列是有下划线的：

[0132]
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[0133]

[0134] 本发明的单一突变体Chop2可以由以下合成构建体hVChR1-mKate-betahChR2

(L132C)氨基酸序列(GenBank登录号AER29838和SEQ  ID  NO:12)编码，具有以下注释，GFP序

列为粗体，L132C  Chop2序列是有下划线的：

[0135]

[0136] 本发明的L132C单一突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第132位加下划线且粗

体，SEQ  ID  NO:13)编码：
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[0137]

[0138] 本发明的T159C单一突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第159位加下划线且为

粗体，SEQ  ID  NO:14)编码：

[0139]

[0140] 本发明的L132C/T159C双重突变体Chop2可以由以下核苷酸序列(SEQ  ID  NO:15)

编码：

[0141]

[0142] 本发明的L132C/T159C双重突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第132位和第159

位加下划线且为粗体，SEQ  ID  NO:16)编码：

[0143]

[0144] 本发明的T159S单一突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第159位加下划线且为

粗体，SEQ  ID  NO:17)编码：

[0145]

[0146] 本发明的L132C/T159S双重突变体Chop2可以由以下核苷酸序列(SEQ  ID  NO:18)

编码：
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[0147]

[0148] 本发明的L132C/T159S双重突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第132位和第159

位加下划线且为粗体，SEQ  ID  NO:19)编码：

[0149]

[0150] 本发明的L132A单一突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第132位加下划线且为

粗体，SEQ  ID  NO:20)编码：

[0151]

[0152] 本发明的L132A/T159C双重突变体Chop2可以由以下核苷酸序列(SEQ  ID  NO:21)

编码：

[0153]
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[0154] 本发明的L132A/T159C双重突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第132位和第159

位加下划线且为粗体，SEQ  ID  NO:22)编码：

[0155]

[0156] 本发明的T159A单一突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第159位加下划线且为

粗体，SEQ  ID  NO:23)编码：

[0157]

[0158] 本发明的L132C/T159A双重突变体Chop2可以由以下核苷酸序列(SEQ  ID  NO:24)

编码：

[0159]

[0160] 本发明的L132C/T159A双重突变体Chop2可以由以下氨基酸序列(第132位和第159

位加下划线且为粗体，SEQ  ID  NO:25)编码：

[0161]

[0162] 本发明的野生型(WT)Chop2可以由以下氨基酸序列(SEQ  ID  NO:26)编码：
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[0163]

[0164] 本发明的突变体ChR2蛋白还表明了较慢的通道动力学。发现较高的光敏感性与较

慢的通道动力学相关联，这指示光敏感性和通道动力学之间的平衡。形成本发明的ChR2蛋

白的Chop2蛋白还可以包含能改善ChR2的通道动力学，或提高其失活速率的其它突变或修

饰。特别优选的ChR2突变体平衡光敏感性阈值与通道动力学。

[0165] 组合物和试剂盒

[0166] 本发明的组合物和试剂盒包含至少一种核酸分子或多肽分子，其编码本发明的突

变体Chop2蛋白和所得的ChR2。编码本发明的突变体Chop2蛋白的至少一种核酸分子或多肽

分子可以进一步包含药学可接受载体。本发明的试剂盒进一步包含关于对受试者施用本发

明的组合物的用法说明。

[0167] 治疗用途

[0168] 对经密码子优化的Chop2-GFP融合蛋白进行突变以创建L132(亮氨酸132)和T159

(苏氨酸159)位点处的单一和双重突变。首先在HEK细胞中检查每个突变体ChR2或其组合的

功能性特性。将AAV2病毒载体生成，并玻璃体内注射到成年小鼠的眼中，所述AAV2病毒载体

携带由CAG启动子驱动的突变体Chop2-GFP构建体。通过使用来自整装视网膜的多电极阵列

记录检查突变体Chop2介导的光应答。

[0169] 单一突变体ChR2，即L132和T159C显著降低引发ChR2介导的光电流需要的阈值光

强度。此外，发现几种双重突变体ChR2变体，包括L132C/T159C，L132A/T159C，和L132C/

T159S进一步提高光电流，其在低光强度时高于任何单一突变体ChR2的结果。双重突变体展

现出较慢的关闭速率(off-rate)，其可能促成在低光强度时升高的光电流。在1013个光子/

cm2/s的光强度和473nm的波长观察到由L132C/T159C双重突变体介导的视网膜神经节细胞

的尖峰形成活性。此光水平比在野生型ChR2情况下引发尖峰形成活性需要的光水平低约

1.5至2个对数单位。表达L132C/T159C的视网膜神经节细胞的尖峰激发(spike  firing)可

以因多达15Hz的光闪烁频率而起。正在进行的研究评估本发明的突变体ChR2在视网膜神经

元中的长期表达和安全性。

[0170] 此外，发现本发明的突变体Chop2蛋白和所得的ChR2蛋白的表达在小鼠中病毒注

射后没有引起长达2个月的神经毒性，这证明了本发明对于治疗用途的安全性。

[0171] 本发明中使用的载体可以包括各种病毒载体，诸如质粒和重组病毒，即重组腺伴

随病毒毒(rAAV)，重组腺病毒，重组逆转录病毒，重组慢病毒，和本领域中已知的其他病毒。

[0172] 在一些实施方案中，本发明的Chop2蛋白的表达由组成型启动子，即CAG启动子，

CMV启动子，LTR驱动。在其他实施方案中，启动子是诱导性或细胞特异性启动子。在细胞的

特定亚群，即视网膜神经元细胞或变性细胞中实现Chop2蛋白表达的细胞类型特异性启动

子可以是优选的。这些细胞可以包括但不限于视网膜神经节细胞，光感受器细胞，双极细

胞，杆状双极细胞，ON型锥体双极细胞，视网膜神经节细胞，感光性视网膜神经节细胞，水平

细胞，无长突细胞，或AII无长突细胞。细胞类型特异性启动子是本领域中公知的。特别优选
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的细胞类型特异性启动子包括但不限于mGluR6，NK-3，和Pcp2(L7)。

[0173] 在一些实施方案中，在本发明的突变体Chop2蛋白外不同视蛋白基因的使用和靶

向基因表达可以进一步提高光敏感性或改善视觉。视觉信息通过视网膜经由两种途径加

工：发出光开启(ON)信号的ON途径，和发出光关闭(OFF)信号的OFF途径。ON和OFF途径的存

在对于对比灵敏度的增强是重要的。ON途径中的视觉信号从ON锥体双极细胞中继到ON神经

节细胞。ON锥体双极细胞和ON神经节细胞两者响应光而去极化。在另一个方面，OFF途径中

的视觉信号从OFF-锥体双极细胞携带到OFF神经节细胞。OFF锥体双极细胞和OFF-神经节细

胞两者响应光而极化不足的(hypopolarized)。负责暗淡光(暗适应视觉)中观看的能力的

杆状双极细胞是ON双极细胞(响应光而去极化)。杆状双极细胞将视觉信号从AII无长突细

胞(ON型视网膜细胞)中继到ON，OFF锥体双极细胞。

[0174] 因而，可以使用双重视紫红质系统重演对于视觉加工和锐度而言完整的ON和OFF

途径。简言之，本发明的Chop2蛋白可以特异性靶向到ON型视网膜神经元(即ON型神经节细

胞和/或ON型双极细胞)，而极化不足光传感器(即盐细菌视紫红质(halorhodopsin)或本领

域中已知的其他氯化物泵)可以靶向到OFF型视网膜神经元(即OFF型神经节细胞和/或OFF

型双极细胞)以创建ON和OFF途径。可以通过使用不同细胞类型特异性启动子实现对优选细

胞亚群的特异性靶向。例如，Chop2表达可以由mGluR6启动子驱动以在ON型视网膜神经元

(即ON型神经节细胞和/或ON型双极细胞)中靶向表达，而极化不足通道(诸如盐细菌视紫红

质)表达由NK-3启动子驱动以在OFF型视网膜神经元(即OFF型神经节细胞和/或OFF型双极

细胞)中靶向表达。

[0175] 在视网膜中恢复ON和OFF途径的备选方法通过对杆状双极细胞或AII无长突细胞

表达去极化光传感器，诸如ChR2实现。在此方法中，杆状双极细胞或AII无长突细胞的去极

化可以在锥体双极细胞和下游视网膜神经节细胞水平上导致ON和OFF应答。因此，视网膜中

固有的ON和OFF途径得到维持。

[0176] 本发明可以配制为适合于对受试者或患者施用的药物组合物或药物。合适的施用

路径包括例如玻璃体内，眼内，或视网膜下注射。

[0177] 此类配制剂包含药学和/或生理学可接受媒介物，稀释剂，载体或赋形剂，诸如缓

冲盐水或其他缓冲液，例如HEPES，以维持生理pH。为了讨论此类组分及其配制，一般参见

Gennaro ,AE .,Remington:The  Science  and  Practice  of  Pharmacy ,Lippincott 

Williams&Wilkins  Publishers；2003或最近版本)。还可参见WO00/15822。若制剂要贮存较

长的时段，则可以将其例如在存在甘油的情况下冷冻。

[0178] 根据靶向的视网膜层，通过任何合适的路径，优选通过玻璃体内或视网膜下注射

对具有视觉或失明疾病的受试者施用上文描述的药物组合物。

[0179] 来自Bennett及同事(本文引用)的公开内容关注视网膜色素上皮(距离玻璃体

(vitreal)空间的最远端层)的靶向。根据本发明，将Chop2构建体或多肽靶向到视网膜细

胞，即视网膜神经节细胞或双极细胞。已知此类细胞适当好地经受如本文中公开的玻璃体

内注射。玻璃体内和/或视网膜下注射可以提供对双极细胞的必要接近，尤其是在光感受器

细胞层由于变性而缺乏的情况中，在本发明意图克服的某些变性形式中正是如此。

[0180] 为了通过AAV介导的递送测试载体表达本发明的Chop2突变体的能力，特别是在哺

乳动物视网膜神经元中，可以将优选的启动子序列，与其连接的报告基因诸如LacZ或GFP，
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与其连接的SV40多聚A序列的组合插入质粒中，并包装到rAAV病毒颗粒中，浓缩，测试污染

性腺病毒，并使用感染中心测定法(infectious  center  assay)对rAAV滴定。可以对多个测

试受试者(优选近交小鼠)的右眼在视网膜下注射约1μl  rAAV制剂(例如大于约1010个感染

单位ml)。2周后，可以将半数动物的右眼(测试)和左眼(对照)取出，固定并用合适的底物或

抗体或其它物质染色以揭示报告基因的存在。注射眼中的大多数测试视网膜会展现出焦点

染色区，例如蓝色(对于LacZ/Xgal)，或绿色(对于GFP)，其与创建局部视网膜分开的注射病

毒的视网膜下起泡一致。所有对照眼在报告基因产物方面可以呈阴性。在后来的时段中处

死的小鼠中检查的报告基因表达在注射后检出至少10周，这提示了报告转基因的持久表

达。

[0181] 在一个实施方案中，将Chop2构建体在腺病毒载体中包装以进行转基因递送。优选

地，rAAV病毒体的有效量的范围为每次注射的约150-约800μl的体积中约1010至约1013个

rAAV感染单位，所述rAAV病毒体携带选择启动子，优选组成性CMV启动子或细胞特异性启动

子诸如mGluR6的控制下编码Chop2  DNA的核酸序列。rAAV感染单位可以依照McLaughlin,SK

等,1988,J  Virol  62:1963测量。更优选地，有效量是约1010-约1012个rAAV感染单位，并且

注射体积优选是约250-约500μl。其它剂量和体积优选在这些范围内，但是可能在它们外

部，可以考虑所治疗的受试者(优选人)的身体状态，包括年龄，重量，一般健康，和特定眼病

的性质和严重性，由治疗专业人员选择。

[0182] 也可以期望施用本核酸或rAAV组合物的额外剂量(“加强”)。例如，根据盐靶细胞

内的转基因表达的持续时间，可以在6个月后或每年施用第二治疗，并且可以类似重复。鉴

于使用的路径和剂量，预期不产生针对AAV的中和性抗体，由此容许重复治疗轮次。

[0183] 例如，治疗专业人员可以使用公知的电生理学和其它视网膜和视觉功能测试和视

觉行为测试监测对此类额外剂量的需要。治疗专业人员会能够选择应用本领域常规技术的

合适测试。可以期望在单一或多次剂量中注射更大体积的组合物，以进一步改善相关的结

果参数。

[0184] 眼病症

[0185] 目前的Chop2蛋白和所得的ChR2蛋白意图针对并且可以用于改善一种或多种视觉

参数的眼病症包括但不限于影响眼的前段和后段两者的发育异常。前段病症(anterior 

segment  disorder)包括青光眼(glaucoma)，白内障(cataract)，角膜营养失调(corneal 

dystrophy)，圆锥形角膜(keratoconus)。后端病症(posterior  segment  disorder)包括由

光感受器机能失常引起的盲病症(blinding  disorder)和/或由视网膜营养失调和变性引

起的死亡。视网膜病症包括先天性静止性夜盲(congenital  stationary  night 

blindness)，年龄相关黄斑变性(age-related  macular  degeneration)，先天性椎体营养

失调(congenital  cone  dystrophy)，和一大批色素性视网膜炎(RP)相关病症。这些病症包

括各个年龄发生的视网膜中光感受器细胞，杆和椎体的有遗传素因的死亡。那些之一是重

度视网膜病，诸如随年龄进展并引起儿童和早期成人失明的RP亚型自身和RP相关疾病，诸

如LCA的遗传亚型，其经常导致儿童(早到生命的第一岁)期间的视觉丧失。后一种病症一般

以光感受器细胞，杆和椎体的严重减少及经常完全丧失为特征。(Trabulsi,EI编,Genetic 

Diseases  of  the  Eye,Oxford  University  Press,NY,1998)。

[0186] 特别地，本发明的Chop2和ChR2蛋白可用于对受试者治疗和/或恢复至少部分视
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觉，所述受试者由于眼病症，诸如RPE相关视网膜病(其以眼组织结构的长期保持尽管功能

丧失为特征且以受试者的眼细胞中功能丧失与正常基因的缺陷或缺乏之间的关联为特征)

而丧失视觉。多种此类眼病症是已知的，诸如幼发性失明疾病(childhood  onset  blinding 

disease)，色素性视网膜炎，黄斑变性(macular  degeneration)，和糖尿病性视网膜病

(diabetic  retinopathy)，及本领域中已知的眼失明疾病。预期的是，这些其它病症及目前

未知原因但以后以如上文的相同描述表征的失明病症也可以通过本发明的Chop2和ChR2蛋

白成功治疗。因此，通过本发明治疗的特定眼病可以包括上文提及的病症和许多尚未如此

表征的疾病。

[0187] 光遗传学(Optogenetics)

[0188] 光遗传学的新兴领域牵涉组合遗传和光学方法来控制活组织的靶定细胞中的特

定事件。光遗传学可以在自由活动的哺乳动物和其它动物内使用。此外，光遗传方法的时间

精确性(毫秒-时间量程)足以在完整的生物学系统内发挥功能。

[0189] 本发明对眼的视网膜组织提供Chop2基因疗法，其通过对视网膜细胞导入编码至

少一种Chop2突变体形式的核酸或多肽。本发明的突变体Chop2/ChR2蛋白特别适合于在比

起野生型对应物低的光强度阈值被光活化。因而，可以使用本发明的突变体Chop2/ChR2蛋

白来活化视网膜和视觉系统的细胞，其使用损害较小的照明源进行。突变体Chop2/ChR2蛋

白在活化后也传导较大的光电流，导致来自突变体Chop2/ChR2表达细胞的更稳健(robust)

或有效的应答。

[0190] 例如，通过局部，玻璃体内或视网膜下注射编码突变体Chop2的核酸分子，突变体

Chop2多肽分子，或表达突变体Chop2/ChR2的细胞对受试者施用本发明的突变体Chop2蛋

白。受试者的视网膜细胞在质膜内表达突变体Chop2蛋白。在经转染的或经转化的视网膜细

胞遇到光发射时，经转染的或经转化的视网膜细胞转导改善的或恢复的信号。

[0191] 这些方法可以在正常和/或受损视觉的受试者中使用。本发明的Chop2/ChR2突变

体可以保持，改善，或恢复视觉。此外，使用本发明的Chop2/ChR2突变体来保持，改善，或恢

复非视觉信息从感光性视网膜神经节细胞转导到脑。

[0192] 如本文中使用的，术语“视觉”定义为生物体有用检测光作为区别或作用的刺激的

能力。视觉意图涵盖下列各项：

[0193] 1.光检测或感知：辨别是否存在光的能力；

[0194] 2.光投射：辨别光刺激来到的方向的能力；

[0195] 3.分辨率(Resolution)：在格子(grating)或字母靶标(letter  target)中检测不

同光亮水平(即对比度)的能力；和

[0196] 4.识别：通过参考靶物内的不同对比度水平识别视觉靶物形状的能力。

[0197] 如此，“视觉”包括简单检测光存在的能力。可以使用编码本发明的突变体Chop2的

多肽和多核苷酸来改善或恢复视觉，其中视觉的改善或恢复包括例如光检测或感知的升

高，响应光刺激的光照敏感性或光敏感性的升高，分辨光刺激来源的方向的能力升高，检测

不同光亮水平的能力的升高，识别视觉靶物的形状的能力升高，和视觉诱发电位或从视网

膜传输到皮质的升高。因此，视觉的改善或恢复可以或不可以包括视力的完全恢复，即其中

将用本发明治疗的患者的视觉在程度上恢复到未受累个体的视觉。下文描述的动物研究中

描述的视觉恢复就人而言可以将个体置于视觉功能的低端，通过提高视觉的一个方面(即，
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光敏感性，或视觉诱发电位)而不恢复完全视力进行。不过，在此水平的放置会是一种重大

益处，因为这些个体可以在活动性中以及潜在地在可给他们提供与全盲相比大大改善的视

觉独立水平的低阶分辨率任务中受训练(because  these  individuals  could  be  trained 

in  mobility  and  potentially  in  low  order  resolution  tasks  which  would  provide 

them  with  a  greatly  improved  level  of  visual  independence  compared  to  total 

blindness)。使用本组合物和方法改善其视觉的视觉受损个体使用甚至可以基本光感知来

完成特定的每日任务，并改善一般活动性，能力，和生命质量。

[0198] 可以在施用包含例如编码Chop2的DNA的载体之前且优选之后通过测量视觉测定

视觉恢复的程度。可以使用本领域中公知的许多方法或尚未建立的方法测量视觉。如通过

本发明改善或恢复的视觉可以通过下列任一种视觉应答测量：

[0199] 1 .在暴露于光刺激后受试者的光检测应答：其中寻求如下的证据，其关于在光被

开启时受试者个体对光的一般方向的指示或移动的可靠应答；

[0200] 2.在暴露于光刺激后受试者的光投射应答：其中寻求如下的证据，其关于在光被

开启时个体对光的特定方向的指示或移动的可靠应答；

[0201] 3 .受试者对光照与黑暗图案的视觉刺激(light  vs  dark  patterned  visual 

stimuli)的光分辨率，其测量受试者分辨光照与黑暗图案的视觉刺激的能力，如以下证明

的：

[0202] a.存在可论证的可靠视动产生眼球震颤样(nystagmoid)眼运动和/或相关的头或

身体运动，其证明靶物的追踪(参见上文)和/或

[0203] b.存在分辨图案视觉刺激及通过口头或非口头手段(包括指向，或按下条或按钮)

指出此类区别的可靠能力；或

[0204] 4.对光闪光刺激或图案视觉刺激的视皮质应答的电记录，其是从恢复视网膜到视

皮质的电传输的端点，又称为视觉诱发电位(VEP)。测量可以通过视皮质区的头皮表面，皮

质表面上的电记录，和/或视皮质细胞内的记录。

[0205] 因此，依照本发明的视觉改善或恢复可以包括但不限于：视网膜细胞中响应光刺

激的光电流或电应答的振幅或动力学升高，视网膜细胞的光敏感性升高(即降低启动响应

光刺激的光电流或电应答需要的阈值光强度，由此需要更少或更低的光来引发光电流)，光

引发的尖峰形成或尖峰激发的数目或幅度的升高，对视皮质的光应答的升高，其包括从视

网膜或视网膜细胞传输到视皮质或脑的视觉诱发电位升高。

[0206] 可以使用用于评估本发明的各种参数的体外和体内研究两者，包括公认的盲人眼

病动物模型。人视网膜病(例如儿童失明)的大动物模型是有用的。本文中提供的例子容许

本领域技术人员容易地预期此方法可以在治疗一大批视网膜疾病中类似使用。

[0207] 虽然其他人的早期研究已经证明了视网膜变性可以通过基因疗法技术延迟，但是

本发明证明了明确的生理学功能恢复，预期其产生或改善视觉的各种参数，包括行为参数。

[0208] 行为测量(behavioral  measure)可以使用已知的动物模型和测试中获得，例如在

水迷宫中的表现，其中其视觉已经被保持或恢复到不同程度的受试者会游向光(Hayes,JM

等,1993,Behav  Genet  23:395-403)。

[0209] 在失明在成年生命期间诱导或先天性失明缓慢形成得足以使个体在其丧失前经

历视觉的模型中，可以完成受试者在各项测试中的训练。这样，在这些测试在视觉丧失后再
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次施行以对本组合物和方法的效力测试其视觉恢复效果时，动物没有必要重新而在盲的状

态中 学 习任务 。其 它行 为 任务不需 要学 习 ，并 且 依赖于 某些行 为的 本能 性

(instinctiveness)。一个例子是视动眼球震颤测试(optokinetic  nystagmus  test)

(Balkema  GW等,1984,Invest  Ophthalmol  Vis  Sci.25:795-800；Mitchiner  JC等,1976,

视觉Res.16:1169-71)。

[0210] 本发明也可以与本领域中已知的其它形式的视觉疗法组合使用以改善或恢复视

觉。例如，使用视觉假体(visual  prostheses)，其包括视网膜植入物，皮质植入物，外侧膝

状核(lateral  geniculate  nucleus)植入物，或视神经植入物。因此，在使用本方法使视网

膜神经元存活的遗传修饰外，可以在采用分子方法之前，同时，或之后给所治疗的受试者提

供视觉假体。可以通过训练个体改善视觉假体的有效性，如此增强如本文中涵盖的患者细

胞的Chop2转化的潜在影响。训练方法，诸如适应训练(habituation  training)，其以训练

受试者以识别(i)不同水平的光和/或图案刺激，和/或(ii)如本领域技术人员会理解的来

自常见光源或物体的环境刺激为特征；和方向和活动性训练，其以训练受试者以检测视觉

局部物体并且比在不训练情况下更有效地在所述物体间移动为特征。实际上，通常用于低

视觉复原领域的任何视觉刺激技术在本文是可适用的。

实施例

[0211] 实施例1：经标记的突变体Chop2构建体的产生。

[0212] 对密码子优化的Chop2-GFP融合蛋白进行突变以创建L132(亮氨酸132)和T159(苏

氨酸159)位点处的单一和双重突变。产生几个突变体，例如单一突变体，诸如L132A，L132C，

T159A，T159C，和T159S，和双重突变体，诸如L132C/T159C，L132C/T159S，L132A/T159C，和

L132C/T159A。使用本领域中已知的方法将Chop2-GFP转基因克隆到rAAV载体中，在CAG启动

子的控制下。

[0213] 实施例2：突变体Chop2构建体的体外分析。

[0214] 首先，在HEK细胞中检查每种突变体Chop2或其组合的功能性特性。例如通过腺病

毒感染将Chop2构建体递送到HEK细胞。在表达WT或突变体Chop2后，形成功能性WT和突变体

ChR2通道。如本文中描述的，评估ChR2通道的光敏感性和其它特性的测量。光刺激(光子/

cm2 .s，于460nm)由氙弧灯产生并且通过中性密度滤光片减弱：ND4 .0(2 .8x1014)，ND3 .0

(1.4x1015)，ND2.5(4.8x1015)；ND2.0(1.6x1016)，ND1.0(1.3x1017)，ND0(1.2x1018)。从野生

型ChR2，T159C，L132C，L132C/T159C，和L132C/T159S测量光引发的电流。使用本领域中已知

的方法实施膜片钳(patch  clamp)记录。

[0215] 来自比较Chop2构建体间的光敏感性的此实验的代表性记录证明单独或与T159突

变组合的L132突变与WT相比显示升高的光电流(图1A和1B)。图1B显示了在不同刻度的相同

电流迹线以更清楚显示WT  ChR2和ChR2突变体之间的光电流幅度的差异。图1B特别比较使

用中性密度滤光片(ND  2.5)源自光刺激(等同于4.8x  1015个光子/cm2/s)的电流迹线；迹线

以箭头标示。L132C突变体的光电流的幅度大于WT的；双重突变体L132C/T159C的光电流幅

度大于L132C的；而L132C/T159S突变体的光电流幅度大于L132/T159C。ChR2突变体，特别是

双重突变体L132C/T159C和L132C/T159S的电流迹线在与WT和L132C比较时也显示更慢的失

活动力学。
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[0216] 图2显示了通过10ms光脉冲(1.2x  1018个光子/cm2/s，于460nm波长)刺激后来自WT 

ChR2，L132C，L132C/T159C，和L132C/T159S的光引发电流的代表性记录以比较失活时间过

程，或光关闭后的衰减时间过程。突变体ChR2显示更长的失活时间过程，双重突变体L132C/

T159S具有最长的。如由L132C/T159C和L132C/T159S表明的较高光敏感性可以与较慢的通

道动力学相关联。

[0217] 实施例3：突变体Chop2构建体的体内眼施用和分析。

[0218] 制备AAV2病毒载体，并玻璃体内注射到C57BL/6J成年小鼠的眼中，所述AAV2病毒

载体携带由CAG启动子驱动的突变体Chop2-GFP构建体。通过氯胺酮(ketamine)(100mg/kg)

和甲苯噻嗪(10mg/kg)的IP注射麻醉成年小鼠。在解剖显微镜下，通过剪刀经由眼睑产生切

口以暴露巩膜。用针在晶状体后的巩膜区中进行小穿孔，并用具有32号钝末端针的

Hamilton注射器将约1011个基因组颗粒/ml的浓度的0.8–1.5μl病毒载体悬浮液经由孔注射

到玻璃体内空间中。对于每只动物，通常仅对一只眼注射携带Chop2构建体的病毒载体，并

且对另一只眼不注射或注射仅携带GFP的对照病毒载体。在表达本发明的WT或突变体Chop2

后，利用内源视黄醛形成功能性WT或突变体ChR2通道，并且评估这些ChR2蛋白的特性，如本

文中描述的。

[0219] 通过使用来自整装视网膜的多电极阵列记录检查ChR2介导的光应答。光刺激(光

子/cm2/s)由473nm蓝色激光产生，并且通过中性密度滤光片减弱：ND0(6 .3x1016)，ND1 .0

(7.4x1015)，ND1.5(2.7x1015)，ND2.0(7.3x1014)，ND2.5(3.2x1014)，ND3.0(8.5x1013)，ND3.5

(3.8x1013)，和ND4.0(9.5x1012)。

[0220] 多电极阵列记录基于由Tian和Copenhagen(2003)报告的规程。简言之，将视网膜

剖开，并在硝酸纤维素滤纸条(Millipore  Corp.,Bedford ,MA)上光感受器侧向下放置。将

安放好的视网膜置于间隔200μm放置的30μm直径电极的MEA-60多电极阵列记录室(Multi 

Channel  System  MCS  GmbH,Reutlingen,Germany)中，其中神经节细胞层面向记录电极。将

视网膜在充氧胞外溶液中于34℃在所有实验期间连续灌注。胞外溶液含有(以mM计)：NaCl,

124；KCl,2.5；CaCl2,2；MgCl2,2；NaH2PO4,1.25；NaHCO3,26；和葡萄糖,22(pH  7.35以及95％

O2和5％CO2)。通常在记录室中放置视网膜后60分钟开始记录。每个光刺激的启动间的时间

间隔是10–15s。将信号在200Hz(低截留)和20kHz(高截留)之间过滤。使用Offline  Sorter

软件(Plexon,Inc.,Dallas,TX)分析来自各个神经元的应答。

[0221] 单一突变体Chop2/ChR2突变体，即L132和T159C显著降低引发ChR2介导的光电流

需要的阈值光强度。此外，发现几个双重突变体，包括L132C/T159C，L132A/T159C，和L132C/

T159S进一步提高低光强度的光电流。使用不同中性密度滤光片减弱光刺激以区别低光照

中的Chop2构建体的光引发应答。在比野生型ChR2情况下引发尖峰形成活性需要的光水平

低约1.5至2个对数单位的光强度观察到由本发明的突变体介导的视网膜神经节细胞的尖

峰形成活性(图3)。特别地，展现的WT  ChR2没有展现响应用中性密度滤光片2.5得到的光刺

激(3.2x  1014个光子/cm2/s)的任何尖峰形成活性，而ChR2突变体(L132C，L132C/T159C，和

L132C/T159S)表明尖峰形成活性。实际上，ChR2突变体在中性密度滤光片3.0和3.5的情况

下仍展现出响应光的尖峰形成活性。因此，本发明的ChR2突变体拥有较高的光敏感性及因

此明显较低的引发ChR2介导的光电流需要的阈值光强度。此外，ChR2双重突变体比单一突

变体，即L132C拥有更高的光敏感性。另外，表达L132C/T159C和L132/T159S的视网膜神经节
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细胞的尖峰形成激发可以分别在多达15Hz和5Hz的光闪烁频率后(图4)。

[0222] L132C/T159A突变体显示高的光敏感性，可能是这些突变体间最为光敏感的，但是

其也显示极慢的关闭速率(off-rate)(通道连续开放以实现通道关闭后的许多许多次发

送)。令人感兴趣地，它可以使用具有长波长的光，诸如黄光更快速关闭。L132C/T159A突变

体(由SEQ  ID  NO:24和25编码)表明显著的潜力。

[0223] 鉴于光敏感性和通道动力学之间的折衷，表明光敏感性和通道动力学之间平衡的

Chop2/ChR2突变体，诸如L132C/T159C或L132C/T159S可适合于视觉恢复的应用。

[0224] 实施例4：在小鼠疾病模型中分析突变体Chop2构建体。

[0225] 变性性眼病的小鼠模型是本领域中已知的。例如，纯合rd1(rd1/rd1)小鼠是常用

的光感受器变性(degeneration)模型。Rd1小鼠携带环GMP磷酸二酯酶PDE6的无效突变，类

似于人色素性视网膜炎的一些形式。可以特别有兴趣证明ChR2突变体安全性和效力的其他

公知小鼠眼病模型包括rds(又称为PrphRd2) ,rd3,rd4,rd5,rd6,rd7,rd8,rd9,Pde6brd10或

cpfl1小鼠。

[0226] 可以将本发明的Chop2-GFP构建体在玻璃体内注射到2-12月龄的新生(P1)或成年

小鼠的眼中。可以在注射有Chop2-GFP的视网膜中观察到GFP信号，以测定特定细胞群体，诸

如视网膜神经节细胞中ChR2表达水平或表达。可以对突变体Chop2-GFP表达监测预定的时

间量，即病毒注射后3-6个月，或1年。膜片钳和多通道阵列记录可以使用本领域中已知和本

文中描述的方法实施以测量体内突变体Chop2-GFP表达细胞的光引发应答。

[0227] 其他技术和测试是本领域中完善建立的，用以测试光敏感性或视觉的恢复。可以

检查来自Chop2-GFP表达细胞或视皮质的视觉诱发电位，如记载于PCT公开文本WO  2007/

131180的。其他测试包括小鼠的视觉敏锐度的行为评估，即视觉视动(optomotor)测试和视

觉水迷宫。

[0228] 实施例5：突变体Chop2构建体的长期表达和对视网膜神经元施用的安全性的分析

[0229] 在注射本发明的Chop2构建体的C57BL/6J成年小鼠中评估神经毒性。通过暴露于

强蓝光2周后的免疫染色和细胞计数评估视网膜中的Chop2突变体的表达安全性。发现小鼠

无一在注射后长达2个月展现出神经毒性症状。

[0230] 其他进行中的研究评估本发明的Chop2/ChR2突变体在视网膜神经元中的长期表

达和安全性。

[0231] 其它实施方案

[0232] 虽然本发明已经结合其详细描述进行了描述，但是前述描述意图例示而不限制本

发明的范围，其以所附权利要求书的范围限定。其它方面，优点和修改在所附权利要求书的

范围内。

[0233] 本文中提及的专利和科学文献建立了本领域技术员可用的知识。本文中引用的所

有美国专利和公开或未公开的美国专利申请通过提及并入。本文中提及的所有公开的外国

专利和专利申请在此通过提及并入。本文中引用的所有其他公开参考文献，文件，手稿和科

学文献在此通过提及并入。

[0234] 虽然本发明已经参考其具体实施方案具体显示并描述，但是本领域技术人员应当

理解，可以在不偏离所附权利要求书涵盖的本发明范围的前提下对其进行形式和详情的各

种变化。
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图3
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图4a
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图4b

说　明　书　附　图 5/5 页

36

CN 111378020 A

36


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025
	DES00026
	DES00027
	DES00028
	DES00029
	DES00030
	DES00031

	DRA
	DRA00032
	DRA00033
	DRA00034
	DRA00035
	DRA00036


