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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】神経幹細胞の数を増加させる方法および医薬の
提供。
【解決手段】ポリペプチドホルモンであるプロラクチン
を用いることによって、神経幹細胞の数または神経新生
を増加させる方法および医薬。この方法は、インサイチ
ュでより多くの神経幹細胞を得るためにインビボで実行
され得、欠損または機能不全の神経細胞を補償するため
により多くのニューロンまたはグリア細胞を、順次産生
し得る。この方法はまた、培養において多くの神経幹細
胞を産生するためにインビトロで実施され得る。この培
養された幹細胞は、例えば、神経変性疾患または神経変
性状態に罹患した患者または動物の移植処置のために使
用され得る。また、プロラクチンを含有する医薬を投与
することによっても神経幹細胞の数を増加させ得る。該
神経変性疾患としては、特にアルツハイマー病、多発性
硬化症、ハンティングトン病、筋萎縮性側索硬化症、お
よびパーキンソン病である。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　神経幹細胞の数を増加させる条件下で、少なくとも１つの神経幹細胞に、有効量のプロ
ラクチンを提供する工程を包含する、神経幹細胞の数を増加させるための医薬の製造にお
けるプロラクチンの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、プロラクチンを用いて、神経幹細胞の数、神経新生もしくは嗅覚神経の数を
増加させる方法、ならびに神経変性疾患または神経変性状態を処置または緩和させる方法
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、神経変性疾患は、これらの障害に関する多大な危険のある高齢者の増加に起因し
て、重大な懸念となっている。神経変性疾患としては、中枢神経系（ＣＮＳ）の特定部位
における神経系細胞（ｎｅｕｒａｌ ｃｅｌｌ）の変性に関連している疾患が挙げられ、
意図された機能を実行するこれらの細胞の能力を不能にする。これらの疾患としては、ア
ルツハイマー病、多発性硬化症（ＭＳ）、ハンティングトン病、筋萎縮性側索硬化症、お
よびパーキンソン病が挙げられる。さらに、おそらく（罹患した人の数に対する）ＣＮＳ
機能不全の最大領域は、神経系細胞の欠損によってではなく、存在する神経系細胞の異常
な機能によって特徴付けられている。これは、ニューロンの不適切な興奮、または神経伝
達物質の異常な合成、放出、およびプロセシングに起因し得る。これらの機能不全は、う
つ病および癲癇のような十分に研究され特徴付けられた障害、または壊死および精神病の
ようなあまり理解されていない障害の結果であり得る。さらに、脳損傷は、しばしば、神
経系細胞の欠損、罹患した脳の部位の不適切な機能、およびその結果の行動異常を生じる
。
【０００３】
　従って、神経変性疾患または神経変性状態を処置するために、変性したニューロンまた
は欠損したニューロンを補償するように脳に神経系細胞を供給することが望ましい。この
目標のための１つのアプローチは、患者の脳に神経系細胞を移植することである。このア
プローチは、好ましくは、対移植片性宿主拒絶（ｈｏｓｔ－ｖｅｒｓｕｓ－ｇｒａｆｔ－
ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ）もしくは対宿主性移植片拒絶が最小になり得るように、同じ個体ま
たは非常に関連する個体に由来する神経系細胞の多量の供給源を必要とする。１人の人物
から多量のニューロンまたはグリア細胞を取り出し、別の人物に移植することは現実的で
はないので、多量の神経系細胞を培養する方法が、このアプローチの成功には必須である
。
【０００４】
　別のアプローチは、欠損または変性した細胞を補償するために、インサイチュで神経系
細胞の産生を誘導することである。このアプローチは、脳（特に成体の脳）において神経
系細胞を産生することが可能であるか否か、およびその方法についての広い知識を必要と
する。
【０００５】
　多能性神経幹細胞の単離およびインビトロ培養についての技術（例えば、米国特許第５
，７５０，３７６号；同第５，９８０，８８５号；同第５，８５１，８３２号を参照のこ
と）の開発は、両方のアプローチの見込みを非常に増大させた。胎児の脳は、インビトロ
にて多能性神経幹細胞を単離し、そして培養するために用いられ得ることが発見された。
さらに、生体の脳細胞は、脳細胞を複製も再生もできないと長い間考えられてきたことと
は対照的に、神経幹細胞は、成体の哺乳動物の脳からも単離され得ることが発見された。
胎児または生体の脳のいずれかに由来するこれらの幹細胞は、自己複製し得る。子孫細胞
は、再び増殖し得るか、または神経系の細胞系統（ニューロン、星状細胞および稀突起神
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経膠細胞を含む）の任意の細胞に分化し得る。それゆえ、これらの知見は、移植に用いら
れ得る神経系細胞の供給源を提供するだけでなく、成体脳における多能性神経幹細胞の存
在およびインサイチュにおいてこれらの幹細胞からニューロンまたはグリア細胞を産生す
る能力もまた、実証する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【表１】

【０００７】
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【表２】

【非特許文献】
【０００８】
【表３】

【０００９】
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【表４】

【００１０】
　本出願において上記または他の部分に引用される刊行物、特許および特許出願の全ては
、各個々の刊行物、特許または特許出願の開示がその全体において参考として援用される
ことが具体的にかつ別個に示されるのと同じ程度まで、その全体が参考として本明細書中
に援用される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　従って、以下の２つの目的のために、神経幹細胞を効率的に産生する方法を開発するこ
とが望ましい：より多くの幹細胞および今後、移植治療において使用され得る神経細胞を
得ること、ならびにインサイチュでより多くの幹細胞を産生するために使用され得る方法
を同定すること。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
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　本発明は、プロラクチンを使用することによって神経幹細胞数を増加させる方法を提供
する。この方法は、インサイチュでより多くの神経幹細胞を得るためにインビボで実施さ
れ得、これは、次いで、欠損した神経系細胞または機能不全の神経系細胞を補償するため
により多くのニューロンまたはグリア細胞を産生し得る。この方法はまた、培地中で多く
の神経幹細胞を産生するために、インビトロで実施され得る。この培養された幹細胞は、
例えば、神経変性疾患または神経変性状態に罹患しているか、あるいは神経変性疾患また
は神経変性状態を有すると疑われる患者または動物の移植処置のために使用され得る。
【００１３】
　従って、本発明の１局面は、神経幹細胞数を増加させる方法を提供し、この方法は、神
経幹細胞の数の増加を生じる条件下で少なくとも１つの神経幹細胞に対して有効量のプロ
ラクチンを提供する工程を包含する。この神経幹細胞は、哺乳動物の脳に、特に哺乳動物
の脳室下帯（ｓｕｂｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ）に配置され得る。好ましくは、プロラクチ
ンは、脳室に投与される。全ての年齢の哺乳動物がこの方法に供され得るが、この哺乳動
物が胚ではないことが好ましい。より好ましくは、哺乳動物は成体である。
【００１４】
　哺乳動物は、神経変性疾患または神経変性状態に罹患しているか、あるいはこれらを有
すると疑われ得る。この疾患または状態は、脳の外科手術によって引き起こされる発作ま
たは損傷のような脳損傷であり得る。この疾患または状態は、加齢であり得、加齢は、神
経幹細胞の数が非常に減少することに関連する。この疾患または状態はまた、神経変性疾
患、特にアルツハイマー病、多発性硬化症、ハンティングトン病、筋萎縮性側索硬化症、
およびパーキンソン病であり得る。
【００１５】
　あるいは、神経幹細胞は、インビトロで培養物内で存在し得る。
【００１６】
　プロラクチンがインビボまたはインビトロのいずれかで使用されるに関わらず、他の因
子がプロラクチンと組み合わせて適用され得、ここでこの他の因子として、エリスロポエ
チン、環状ＡＭＰ、下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド（ＰＡＣＡＰ）、セ
ロトニン、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、形質転換増殖因
子α（ＴＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、エストロゲン、成長ホルモン、インス
リン様増殖因子Ｉ、および／または繊毛神経栄養因子（ＣＮＴＦ）が挙げられる。プロラ
クチンは、幹細胞数の増加を誘導し得る任意のプロラクチンアナログまたは改変体であり
得る。好ましくは、このプロラクチンは、哺乳動物プロラクチン、より好ましくはヒトプ
ロラクチンである。
【００１７】
　本発明の別の局面は、哺乳動物における神経変性疾患または神経変性状態を処置または
改善する方法を提供し、この方法は、哺乳動物の脳に有効量のプロラクチンを提供する工
程を包含する。この疾患または状態は、脳手術によって引き起こされる発作または傷害の
ような脳傷害であり得る。この疾患または状態は加齢であり、これは、神経幹細胞の数の
有意な減少と関連している。この疾患または状態はまた、神経変性疾患、特にアルツハイ
マー病、多発性硬化症、ハンティングトン病、筋萎縮性側索硬化症、またはパーキンソン
病であり得る。
【００１８】
　哺乳動物は、必要に応じて、神経幹細胞および／または神経幹細胞子孫の移植を受容し
得る。この移植は、哺乳動物がプロラクチンを受容する前、プロラクチンを受容した後、
またはプロラクチンを受容するのと同時に、起こり得る。好ましくは、哺乳動物は、プロ
ラクチンの前に、またはプロラクチンと同時に移植を受容する。
【００１９】
　哺乳動物は、必要に応じて、少なくとも１つの追加の因子、例えば、エリスロポエチン
、環状ＡＭＰ、下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド（ＰＡＣＡＰ）、セロト
ニン、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、形質転換増殖因子α
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（ＴＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、エストロゲン、成長ホルモン、インスリン
様増殖因子１、および／または繊毛神経栄養因子（ＣＮＴＦ）を受容し得る。
【００２０】
　プロラクチンおよび／または追加の因子は、当該分野で確立された任意の方法によって
提供され得る。例えば、それらは、脈管内、くも膜下腔内、静脈内、筋内、皮下、腹腔内
、局所的、経口、直腸、膣、鼻腔、吸息によってまたは脳内に投与され得る。この投与は
、好ましくは全身投与（特に、皮下投与）により送達される。プロラクチンまたは追加の
因子はまた、哺乳動物における内因性プロラクチンまたは追加の因子の量を増加し得る有
効量の薬剤を哺乳動物に投与することによって提供され得る。例えば、哺乳動物における
プロラクチンのレベルは、プロラクチン放出ペプチドを使用することによって増加され得
る。
【００２１】
　プロラクチンまたは任意の追加の因子が、脳に直接送達されない場合、血液脳関門浸透
剤が、脳への進入を容易にするために必要に応じて含まれ得る。血液脳関門浸透剤は、当
該分野で公知であり、これらとしては、例として、米国特許第５，６８６，４１６号；同
第５，５０６，２０６号および同第５，２６８，１６４号に記載されるブラジキニンおよ
びブラジキニンアゴニスト（例えば、ＮＨ２－アルギニン－プロリン－ヒドロキシプロキ
シプロリン－グリシン－チエニルアラニン－セリン－プロリン－４－Ｍｅ－チロシン□（
ＣＨ２ＮＨ）－アルギニン－ＣＯＯＨ）が挙げられる。あるいは、これらの因子は、米国
特許第６，３２９，５０８号；同第６，０１５，５５５号；同第５，８３３，９８８号ま
たは同第５，５２７，５２７号に記載されるようなトランスフェリンレセプター抗体に結
合体化され得る。これらの因子はまた、その因子と、脳毛細管内皮細胞レセプター（例え
ば、トランスフェリンレセプター）と反応性のリガンド（例えば、米国特許第５，９７７
，３０７号を参照のこと）とを含む融合タンパク質として送達され得る。
【００２２】
　本発明の別の局面は、神経幹細胞からのニューロン形成を向上させる方法を提供し、こ
の方法は、上記神経幹細胞からの向上したニューロン形成を生じる条件下で少なくとも１
つの神経幹細胞にプロラクチンを提供する工程を包含する。さらに、哺乳動物の嗅球にお
ける新しいニューロン形成を増加させる方法が提供され、この方法は、哺乳動物に有効量
のプロラクチンを提供する工程を包含する。プロラクチンおよび少なくとも１つの追加の
因子を含む組成物および薬学的組成物もまた、提供される。
【００２３】
　本発明のさらなる局面は、本発明において有用な組成物および薬学的組成物を提供し、
この組成物は、プロラクチンおよび必要に応じて追加の因子を含む。この組成物または薬
学的組成物は、好ましくは、プロラクチンおよびエリスロポイエチン、プロラクチンおよ
びＥＧＦ、またはプロラクチンおよびＰＡＣＡＰを含む。
【００２４】
（発明の詳細な説明）
　本発明は、プロラクチンを使用することによって神経幹細胞数を増加させる方法を提供
する。この方法は、インサイチュでより多くの神経幹細胞を得るためにインビボで実施さ
れ得、これは、欠損した神経系細胞または機能不全の神経系細胞を補償するためにより多
くのニューロンまたはグリア細胞を産生し得る。この方法はまた、培地における多くの神
経幹細胞を産生するためにインビトロで実施され得る。この培養された幹細胞は、例えば
、神経変性疾患または神経変性状態に罹患しているか、あるいは神経変性疾患または神経
変性状態を有すると疑われる患者または動物の移植処置のために、使用され得る。
【００２５】
　本発明をさらに詳細に記載する前に、本明細書中において使用される用語は、別の指示
がない限り、以下のように定義される。
【００２６】
（定義）
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　「神経幹細胞」は、神経系の細胞系統における幹細胞である。幹細胞は、自己複製し得
る細胞である。言い換えると、幹細胞の分割から生じた娘細胞は幹細胞を含む。神経幹細
胞は、神経系の細胞系統における全ての細胞型（ニューロン、アストロサイトおよびオリ
ゴデンドロサイト（アストロサイトおよびオリゴデンドロサイトはまとめて、グリアまた
はグリア細胞と呼ばれる）を含む）に最終的に分化し得る。従って、本明細書中で言及さ
れる神経幹細胞は、多能性の神経幹細胞である。
【００２７】
　「ニューロスフィア（ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ）」は、クローン性増殖の結果として単
一の神経幹細胞に由来する細胞の一群である。「初代ニューロスフィア」は、神経幹細胞
を含む初代培養脳組織のプレーティングによって生成されるニューロスフィアをいう。ニ
ューロスフィアを形成する神経幹細胞の培養方法は、例えば、米国特許第５，７５０，３
７６号に記載されている。「二代目のニューロスフィア」は、初代ニューロスフィアをバ
ラバラにすることによって生じ、そして個々のバラバラにした細胞がニューロスフィアを
再び形成することを可能にするニューロスフィアをいう。
【００２８】
　ネイティブな因子と「実質的な配列の類似性」を共有するポリペプチドは、ネイティブ
因子とアミノ酸レベルで、少なくとも約３０％同一である。このポリペプチドは、ネイテ
ィブ因子とアミノ酸レベルで、好ましくは少なくとも約４０％、より好ましくは少なくと
も約６０％、さらにより好ましくは少なくとも約７０％、そして最も好ましくは少なくと
も約８０％同一である。
【００２９】
　句、ネイティブ因子とアナログまたは改変体の「パーセント同一性」または「％同一性
」は、２つの配列が整列した場合に、アナログまたは改変体にもまた見出される、ネイテ
ィブ因子のアミノ酸配列の割合をいう。パーセント同一性は、当該分野において確立され
た任意の方法またはアルゴリズム（例えば、ＬＡＬＩＧＮまたはＢＬＡＳＴ）によって決
定され得る。
【００３０】
　ポリペプチドは、ネイティブ因子に対するレセプターに結合され得るか、またはネイテ
ィブ因子に対して惹起されたポリクローナル抗体によって認識され得る場合に、ネイティ
ブ因子の「生物学的活性」を有する。好ましくは、このポリペプチドは、レセプター結合
アッセイにおいて、ネイティブ因子に対するレセプターに特異的に結合し得る。
【００３１】
　ネイティブ因子の「機能的アゴニスト」は、ネイティブ因子のレセプターに結合し、そ
してネイティブ因子のレセプターを活性化する化合物であるが、ネイティブ因子と実質的
な配列類似性を共有することは必須ではない。
【００３２】
　「プロラクチン」は、（１）ネイティブな哺乳動物プロラクチン、好ましくはネイティ
ブなヒトプロラクチンと実質的な配列類似性を共有し；そして（２）ネイティブな哺乳動
物のプロラクチンの生物学的活性を有する、ポリペプチドである。このネィティブなヒト
プロラクチンは、脳下垂体で主に合成される１９９アミノ酸のポリペプチドである。従っ
て、用語「プロラクチン」は、ネイティブプロラクチンの欠失変異体、挿入変異体または
置換変異体であるプロラクチンアナログを含む。さらに、用語「プロラクチン」は、他の
種に由来するプロラクチンおよびその天然に存在する改変体を含む。
【００３３】
　さらに、「プロラクチン」はまた、ネイティブな哺乳動物プロラクチンレセプターの機
能的アゴニストであり得る。例えば、機能的アゴニストは、以下であり得る：プロラクチ
ンレセプターについての米国特許第６，３３３，０３１号に開示された活性化アミノ酸配
列；プロラクチンレセプターに対するアゴニスト活性を有する金属錯体レセプターリガン
ド（米国特許第６，４１３，９５２号）；Ｇ１２０ＲｈＧＨ（これは、ヒト成長ホルモン
のアナログであるが、プロラクチンアゴニストとして作用する）（Ｍｏｄｅら、１９９６
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）；または米国特許第５，５０６，１０７号および同第５，８３７，４６０号に記載され
るようなプロラクチンレセプターに対するリガンド。
【００３４】
　「ＥＧＦ」は、ネイティブなＥＧＦまたは任意のＥＧＦのアナログもしくは改変体を意
味し、このアナログまたは改変体は、ネイティブなＥＧＦと実質的なアミノ酸類配列似性
を共有し、そして少なくとも１つ、ネイティブＥＧＦの有する生物学的活性（例えば、Ｅ
ＧＦレセプターへの結合）を共有する。特に、ＥＧＦとしては、任意の種のネイティブＥ
ＧＦ、ＴＧＦ、または組換え改変ＥＧＦが挙げられる。特定の例としては、以下が挙げら
れるが、これらに限定されない：２つのＣ末端アミノ酸の欠失および５１位での１つの中
性アミノ酸置換を有する組換え改変ＥＧＦ（特に、ＥＧＦ５１ｇｌｎ５１；米国特許出願
公開番号２００２００９８１７８Ａ１）、１６位のＨｉｓ残基が中性アミノ酸または酸性
アミノ酸で置換されている、ＥＧＦムテイン（ＥＧＦ－Ｘ１６）（米国特許第６，１９１
，１０６号）、ネイティブＥＧＦのアミノ末端残基を欠く、ＥＧＦの５２アミノ酸欠失変
異体（ＥＧＦ－Ｄ）、Ｎ末端残基ならびに２つのＣ末端残基（Ａｒｇ－Ｌｅｕ）が欠失さ
れた、ＥＧＦ欠失変異体（ＥＧＦ－Ｂ）、２１位のＭｅｔ残基が酸化されているＥＧＦ－
Ｄ（ＥＧＦ－Ｃ）、２１位のＭｅｔ残基が酸化されているＥＧＦ－Ｂ（ＥＧＦ－Ａ）、ヘ
パリン－結合ＥＧＦ様成長因子（ＨＢ－ＥＧＦ）、βセルリン、アンフィレグリン（ａｍ
ｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ）、ニューレグリン（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ）、または上記のいず
れかを含む融合タンパク質。他の有用なＥＧＦのアナログまたは改変体は、米国特許出願
番号２００２００９８１７８Ａ１、ならびに米国特許第６，１９１，１０６号および同第
５，５４７，９３５号に記載されている。
【００３５】
　さらに、「ＥＧＦ」はまた、ネイティブの哺乳動物ＥＧＦレセプターの機能性アゴニス
トであり得る。例えば、機能性アゴニストは、ＥＧＦレセプターの活性化アミノ酸配列（
米国特許第６，３３３，０３１号に開示される）、またはＥＧＦレセプターに対してアゴ
ニスト活性を有する抗体（Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｐｏｌ、１９８５および米国特許第５，
７２３，１１５号）であり得る。
【００３６】
　「ＰＡＣＡＰ」は、ネイティブＰＡＣＡＰ、あるいはネイティブＰＡＣＡＰと実質的な
アミノ酸配列類似性を共有する任意のＰＡＣＡＰアナログまたは改変体、ならびにネイテ
ィブＰＡＣＡＰへの少なくとも１つの生物学的活性（例えば、ＰＡＣＡＰレセプターへの
結合）を共有する任意のＰＡＣＡＰアナログまたは改変体を意味する。有用なＰＡＣＡＰ
アナログおよび改変体としては、以下に限定されないが、ＰＡＣＡＰの３８アミノ酸改変
体および２７アミノ酸改変体（それぞれ、ＰＡＣＡＰ３８およびＰＡＣＡＰ２７）、そし
て例えば、米国特許第５，１２８，２４２号；同第５，１９８，５４２号；同第５，２０
８，３２０号；同第５，３２６，８６０号；同第５，６２３，０５０号；同第５，８０１
，１４７号；ならびに同第６，２４２，５６３号に開示されるアナログおよび改変体が挙
げられる。
【００３７】
　さらに、「ＰＡＣＡＰ」はまた、ネイティブの哺乳動物ＰＡＣＡＰレセプターの機能性
アゴニストであり得る。例えば、機能性アゴニストは、マキサディラン（ｍａｘａｄｉｌ
ａｎ）（ＰＡＣＡＰ１型レセプターの特異的アゴニストとして作用するポリペプチド）（
Ｍｏｒｏら、１９９７）であり得る。
【００３８】
　「エリスロポエチン（ＥＰＯ）」とは、ネイティブＥＰＯ、あるいはネイティブＥＰＯ
と実質的なアミノ酸配列類似性を共有する任意のＥＰＯアナログまたは改変体、ならびに
ネイティブＥＰＯへの少なくとも１つの生物学的活性（例えば、ＥＰＯレセプターへの結
合）を共有する任意のＥＰＯアナログまたは改変体を意味する。エリスロポエチンアナロ
グおよび改変体は、例えば、米国特許第６，０４８，９７１号および同第５，６１４，１
８４号に開示される。
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【００３９】
　さらに、「ＥＰＯ」はまた、ネイティブの哺乳動物ＥＰＯレセプターの機能性アゴニス
トであり得る。例えば、機能性アゴニストは以下のものであり得る：ＥＭＰ１（ＥＰＯ擬
態ペプチド１、Ｊｏｈｎｓｏｎら、２０００）；ＥＰＯの短いペプチド擬態の１つ（Ｗｒ
ｉｇｈｔｏｎら、１９９６および米国特許第５，７７３，５６９号に記載される）；任意
の低分子ＥＰＯ擬態（Ｋａｕｓｈａｎｓｋｙ、２００１に開示される）；ＥＰＯレセプタ
ーを活性化する抗体（米国特許第５，８８５，５７４号、ＷＯ９６／４０２３１、ＷＯ９
７／４８７２９、Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｐｏｌ、１９８５または米国特許第５，７２３，
１１５号に記載される）；活性化アミノ酸配列（米国特許第６，３３３，０３１号にＥＰ
Ｏレセプターについて開示される）；ＥＰＯレセプターに対してアゴニスト活性を有する
金属錯体化レセプターリガンド（米国特許第６，４１３，９５２号）；またはＥＰＯレセ
プターに対するリガンド（米国特許第５，５０６，１０７号および同第５，８３７，４６
０号に記載される）。
【００４０】
　「プロラクチン誘発因子」は、動物に与えられたときに動物におけるプロラクチンの量
を増加し得る物質である。例えば、プロラクチン放出ペプチドは、プロラクチンの分泌を
刺激する。
【００４１】
　細胞型の形成の「増強」は、その細胞型の数が増加することを意味する。従って、ある
因子の存在下におけるニューロン数が、その因子の非存在下におけるニューロン数より大
きい場合に、その因子は、ニューロン形成を増強するために使用され得る。その因子の非
存在下におけるニューロン数は、０以上であり得る。
【００４２】
　「神経変性疾患または神経変性状態」としては、ニューロン欠損またはニューロン機能
不全に関連する疾患または医学的状態である。神経変性疾患または神経変性状態の例とし
ては、神経変性疾患、脳損傷またはＣＮＳ機能不全が挙げられる。神経変性疾患としては
、例えば、以下のものが挙げられる：アルツハイマー病、多発性硬化症（ＭＳ）、黄斑変
性、緑内障、糖尿病性網膜症、末梢神経障害、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症、お
よびパーキンソン病。脳損傷としては、例えば、以下が挙げられる；発作（例えば、出血
性発作、局所性の虚血性発作または全体的な虚血性発作）；および外傷性脳損傷（例えば
、脳外科手術または物理的な事故により引き起こされる損傷）。ＣＮＳ機能不全としては
、例えば、うつ病、てんかん、神経症および精神病が挙げられる。
【００４３】
　「治療または緩和」とは、疾患または医学的状態の症状の軽減あるいは完全な除去を意
味する。
【００４４】
　「神経変性疾患または神経変性状態を有することが疑われる」哺乳動物とは、神経変性
疾患または神経変性状態と正式には診断されないが、神経変性疾患または神経変性状態の
症状を示す哺乳動物であり、家族歴または遺伝素因に起因して神経変性疾患または神経変
性状態と疑われるか、または、以前に神経変性疾患または神経変性状態を有しており、そ
して再発の危険にさらされている哺乳動物である。
【００４５】
　哺乳動物への組成物の「移植」は、当該分野において確立された任意の方法によって、
哺乳動物の身体内へ組成物を導入することをいう。導入される組成物は「移植片」であり
、哺乳動物は「レシピエント」である。移植片およびレシピエントは、同系、同種異系、
または異種であり得る。好ましくは、移植は、自己移植である。
【００４６】
　「有効な量」は、意図する目的を達成するために十分な治療剤の量である。例えば、神
経幹細胞の数を増加させるための因子の有効な量は、インビボまたはインビトロのいずれ
の場合もあり得るが、神経幹細胞数の増加という結果を生じさせるために十分な量である
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。神経変性疾患または神経変性状態を処置または改善するためのプロラクチンの有効な量
は、神経変性疾患または神経変性状態の症状を軽減または取り除くのに十分なプロラクチ
ンの量である。所定の治療剤の有効な量は、因子（例えば、薬剤の性質、投与経路、治療
剤を受ける動物のサイズおよび種、ならびに投与の目的）によって変化する。各個々の症
例における有効な量は、当該分野において確立された方法に従って、当業者によって経験
的に決定され得る。
【００４７】
（方法）
　脳に及ぼす妊娠関連ホルモン／生理学的変化の影響を評価する試みにおいて、本発明者
らは、神経幹細胞の数（ＮＳＣ）が妊娠の間二波パターンで増加することを発見した。従
って、妊娠７日目で検出可能な様式でＮＳＣ数が増加し、妊娠１４日目で最大４０％の増
加に達し、生誕の際にベースラインに戻った。驚くべきことに、生誕後、分娩後の最初の
１週間の間に、第２の増加が起こった。神経幹細胞が主に位置する脳室下帯における増殖
細胞の数がまた、妊娠の間、二波パターンで増加し；妊娠７日後に倍になり、妊娠１４日
後にベースラインに戻り、そして生誕時に第２の増加が続いた（実施例１）。
【００４８】
　この二波パターンは、同じ期間におけるプロラクチンレベルのパターンと類似している
。プロラクチン濃度は、妊娠の最初の半分の間は高く、次いで妊娠の最後まで減少し、そ
れらは再び上昇する。これはおそらく、その授乳および母性挙動におけるその役割による
（Ｆｒｅｅｍａｎら、２０００で概説）。それゆえに、本発明者らは、インビボおよびイ
ンビトロで神経幹細胞数におけるプロラクチンの影響を調べた（実施例２および４）。我
々は、プロラクチンはインビボで脳室下帯における増殖を誘発し得、そしてインビトロで
神経幹細胞数を増加し得る。
【００４９】
　哺乳動物において、前脳脳室下帯における大人の神経幹細胞が、吻側の移動流に沿って
嗅球に移動する神経前駆体を形成することによって臭覚介在ニューロンを生じる。それ故
に、本発明者らはまた、妊娠または神経幹細胞におけるプロラクチン誘発増加が臭覚介在
ニューロン形成を生じるかどうかについて調べた。実際に、妊娠マウスにおける新しい臭
覚介在ニューロンの数は、それらの処女カウンターパートにおける数より顕著に高かった
。さらに、神経幹細胞の二波の各々が増加した後、臭覚介在ニューロンが増加する。同様
に、プロラクチン注入は、同様に、新しい臭覚介在ニューロンの数の顕著な増加を導いた
（実施例３）。
【００５０】
　神経発生に対するプロラクチンおよび妊娠の影響（約１００％の増加）は、幹細胞増殖
に対する影響（約４０～６０％）よりも大きい。従って、本発明者らは、プロラクチンが
、神経幹細胞のニューロンへの分化を促進し得るか否かを試験した。この目的のために、
ニューロスフィア（ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ）を、ＥＧＦの存在下またはＥＧＦ＋プロラ
クチンの存在下において培養し、そして多数のニューロンを計測した（実施例５）。この
結果により、ＥＧＦとプロラクチンとの両方の存在下において生成されるニューロスフィ
アが、ＥＧＦ単独で生成されるニューロスフィアよりも２倍多いニューロンを生成するこ
とが示される。従って、神経幹細胞の増殖増加および新たな嗅覚ニューロンの生成に加え
て、プロラクチンはまた、神経幹細胞からのニューロンの形成も増強する。
【００５１】
　神経幹細胞に対するプロラクチンの効果は、直接的または間接的に発揮され得る。イン
ビボにおいて、以前にプロラクチンレセプターは、前脳の側脳室脈絡叢に存在することが
報告された。脈絡叢は、神経幹細胞の増殖を調節する増殖因子（例えば、トランスホーミ
ング増殖因子α（ＴＧＦ））を分泌するので、プロラクチンは、ＴＧＦを分泌するように
脈絡叢を刺激し得、それによって、神経幹細胞が増殖するように誘導する。本発明者らは
、プロラクチンレセプターが、ＳＶＺの側背端部（ｄｏｒｓｏｌａｔｅｒａｌ ｃｏｒｎ
ｅｒ）（ここで神経前駆体は、吻側移動流（ｒｏｓｔｒａｌ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ｓｔｒ
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ｅａｍ）に沿って嗅球へとその移動を開始する）においても発現されることを発見した。
従って、プロラクチンはまた、直接的に神経幹細胞に対して作用し得る。培養された神経
幹細胞もまた、プロラクチンレセプターを有することが見出された。
【００５２】
　従って、本発明は、インビボまたはインビトロのいずれかにおいて、神経幹細胞数を増
加させる方法を提供する。インビボにおいて神経幹細胞数を増加させるために使用される
場合、本方法は、脳において神経幹細胞のより大きなプールを生じる。この神経幹細胞の
より大きなプールは、引き続いて、プロラクチンを伴わない幹細胞集団よりも多くの神経
系細胞（特に、ニューロンまたはグリア細胞）を生成し得る。次いで、この神経系細胞は
、神経変性疾患および神経変性状態に関連する神経系細胞の欠損または変性（神経系の損
傷を含む）を補償し得る。
【００５３】
　プロラクチンはまた、インビトロにおいて神経幹細胞数を増加させるために使用され得
る。得られる幹細胞は、インビトロにおいてより多くのニューロンおよび／またはグリア
細胞を生成するために使用され得るか、または神経変性疾患または神経変性状態に罹患し
たヒトまたは動物への移植手順において使用され得る。ニューロンでもグリア細胞でもな
く、本発明に従って生成される神経幹細胞を移植することが好ましい。一旦、神経幹細胞
が移植されると、増殖因子および／または分化因子が、インビボで投与されて、さらに幹
細胞数を増加し得るか、または選択的にニューロン形成またはグリア細胞形成を増強し得
る。例えば、本発明者らは、エリスロポエチンが、グリア細胞よりもニューロンの選択的
な生成を誘導することを見出した。サイクリックＡＭＰおよびｃＡＭＰ経路を増強する因
子（例えば、下垂体アデニレートシクラーゼ活性化ポリペプチド（ＰＡＣＡＰ）およびセ
ロトニン）もまた、選択的にニューロンの生成を促進するための優良な候補である。他方
、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）は、成体ＳＶＺ細胞によるニューロンの生成を阻害し
そしてグリアの生成を増強することが報告された（Ｌｉｍら、２０００）。神経幹細胞数
を増加し得る因子としては、プロラクチン、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、トランスホーミン
グ増殖因子α（ＴＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、エストロゲン、成長ホルモン
、インスリン様増殖因子１、および毛様好中球因子（ＣＮＴＦ）が挙げられるが、これら
に限定されない。
【００５４】
　さらに、インビトロまたはインビボにおいて神経幹細胞からのニューロンの形成を増加
させる方法、および新たな嗅覚ニューロンの生成を増強する方法が、本発明により提供さ
れる。
【００５５】
　神経幹細胞、ニューロンまたは嗅覚介在ニューロンにおける増加は、好ましくは、少な
くとも約１０％、より好ましくは、少なくとも約２０％、なおより好ましくは、少なくと
も約３０％、さらにより好ましくは、少なくとも約４０％、まだより好ましくは、少なく
とも約５０％、そしてさらにより好ましくは、少なくとも約６０％である。最も好ましく
は、この増加は、少なくとも約８０％である。
【００５６】
　本発明はまた、動物（特に、哺乳動物）において、神経変性疾患または神経変性状態を
処置または改善する方法を提供する。この方法は、例えば、有効量のプロラクチンを哺乳
動物の脳に投与することによってか、または本発明に従って生成された神経幹細胞、神経
幹細胞に由来する前駆体細胞、ニューロンおよび／またはグリア細胞を哺乳動物に移植す
ることによって達成され得る。好ましくは、神経幹細胞が移植される。移植に加えて、プ
ロラクチンおよび／またはさらなる因子が、特に、移植と同時にかまたは移植後に、移植
レシピエントにさらに提供され得る。
【００５７】
　１つの特に興味深い神経変性状態は加齢である。本発明者らは、脳室下帯における神経
幹細胞の数が、高齢マウスにおいて有意に低下されることを見出した。従って、プロラク
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チンを用いて神経幹細胞を増加させることによって、加齢に伴う問題を改善することは特
に興味深い。
【００５８】
　例えば、脳室下帯における神経幹細胞は、嗅覚ニューロンの供給源であり、そして嗅覚
の機能不全は、前脳神経変性疾患（例えば、アルツハイマー病、パーキンソン病およびハ
ンティングトン病）の特徴である。嗅球へのニューロンの移動を破壊することによって、
嗅覚識別の欠損が引き起こされ、そして新たな嗅覚介在ニューロンの倍加は、新たな臭気
記憶を増強する（Ｒｏｃｈｅｆｏｒｔら、２００２）。従って、プロラクチンを使用して
、嗅覚識別または嗅覚記憶を増強し得、ならびに、嗅覚作用および嗅覚識別に関連する生
理的機能（例えば、交配、子孫認識および養育）を増強し得る。さらに、神経幹細胞数（
特に、ＳＶＺにおける神経幹細胞数）の増加を引き起こす任意の他の方法によって、新た
な嗅覚ニューロンの形成の増加が導かれ、それにより嗅覚機能が増強される。
【００５９】
　本発明の別の特に重要な適用が、脳の損傷（例えば、脳卒中（ｓｔｒｏｋｅ））の処置
および／または改善である。実施例６に示されるように、プロラクチンは、化学的に誘導
された脳卒中に罹患した動物の脳において神経変性を増加させた。さらに、これらの動物
はまた、運動－関連症状における有意な改善を示し、これは、脳の損傷の処置におけるプ
ロラクチンの効果を実証する。プロラクチンとエリスロポエチンとが、この処置において
組み合わせられる場合、動物は行動的に完全に回復し、そして損傷から生じた運動皮質の
空洞もまた、細胞および組織によって完全にまたは部分的に満たされた。
【００６０】
　従って、プロラクチンを使用して、神経変性疾患または神経変性状態（特に、脳の損傷
、そして最も特には、脳卒中）を処置または改善し得る。好ましくは、プロラクチンおよ
び／または神経幹細胞を増加させる任意の他の方法は、神経発生および／またはグリア形
成を増強するさらなる因子と組合せて使用され得る。プロラクチンとエリスロポエチンと
は、本発明における特に好ましい組み合わせである。さらに、プロラクチンとＥＧＦとも
また、ならびに、プロラクチンとＰＡＣＡＰともまた、好ましい実施形態である。
【００６１】
（組成物）
　本発明は、プロラクチンと少なくとも１つのさらなる因子とを含む組成物を提供する。
このさらなる因子は、神経幹細胞数を増加させ得るか、またはニューロンもしくはグリア
細胞への神経幹細胞の分化を増強し得る。このさらなる因子は、好ましくは、エリスロポ
エチン、ＥＧＦおよび／またはＰＡＣＡＰである。
【００６２】
　プロラクチンは、当初、乳汁分泌を促進するその活性のために名付けられた、ポリペプ
チドホルモンである。しかし、現在では、プロラクチンは、その名称によって表されない
３００を超える異なる生物学的活性を有することが知られている（Ｆｒｅｅｍａｎら、２
０００）。さらに、プロラクチンは、脳下垂体前葉の特定の細胞（乳腺刺激体（ｌａｃｔ
ｏｔｒｏｐｈ））のみにおいて合成されそしてそこからのみ分泌されると長い間信じられ
ていたが、身体中の他の器官および組織も同様にプロラクチンを産生し得ることを示唆す
るますますの証拠が存在する。
【００６３】
　脳は、とりわけ、プロラクチンを含むことが報告された（そしておそらくプロラクチン
を合成する）器官である。プロラクチンの免疫反応性は、視床下部軸索終末において最初
に見出され、そして引き続いて、終脳において、大脳皮質、海馬、扁桃、隔壁、尾状被殻
、脳幹、小脳、脊髄、脈絡叢および脳室周囲器官群において見出される。中枢神経系（Ｃ
ＮＳ）に対するプロラクチンの既知の効果としては、母性行動、生殖行動、毛づくろい行
動、給餌行動、睡眠－覚醒サイクル、視床下部ニューロンの刺激（ｆｉｒｉｎｇ）速度、
ならびに神経伝達物質および神経ペプチドの代謝に対する作用が挙げられる。プロラクチ
ンはまた、星状細胞の増殖および星状細胞のＴＧＦ発現を誘導することもまた見出された
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（ＤｅＶｉｔｏら、１９９５）。しかし、プロラクチンが、神経幹細胞に対して影響を有
することを見出したのはこれが初めてである。
【００６４】
　ヒトゲノムでは、単一の遺伝子がプロラクチンをコードする。第６染色体に見出される
プロラクチン遺伝子は、１０ｋｂのサイズであり、そして５つのエキソンおよび４つのイ
ントロンを含む。プロラクチン遺伝子の転写物は、２つの独立したプロモーター領域によ
って調節される。近位の５ｋｂ領域は、下垂体特異的発現を指示し、一方、より上流のプ
ロモーター領域は、下垂体外での発現を担う。この遺伝子は、２２７アミノ酸のプロラク
チンプロホルモンをコードし、このプロラクチンプロホルモンが、１９９アミノ酸の成熟
ヒトプロラクチンへとプロセスされる。
【００６５】
　下垂体において見出されるプロラクチンの主要形態は、２３ｋＤａの分子量を有するが
、プロラクチンの改変体が、多くの哺乳動物（ヒトを含む）において特徴付けられている
。プロラクチン改変体は、一次転写物の選択的スプライシング、タンパク質分解切断、お
よび他の翻訳後修飾から生じ得る。１３７アミノ酸のプロラクチン改変体は、下垂体前葉
にあると記載されており、これは、選択的スプライシングの産物であるようである。プロ
ラクチンの種々のタンパク質分解産物が特徴付けられており（特に、１４ｋＤａ、１６ｋ
Ｄａ、および２２ｋＤａのプロラクチン改変体）、これらは全て、Ｃ末端で短縮されたプ
ロラクチンフラグメントであるようである。プロラクチンについて報告された他の翻訳後
修飾としては、二量体化、重合化、リン酸化、グリコシル化、硫酸化、および脱アミド化
が挙げられる。
【００６６】
　本発明において有用なプロラクチンは、神経幹細胞数を増加させ得る、任意のプロラク
チンアナログ、改変体またはプロラクチン関連タンパク質を含む。プロラクチンアナログ
または改変体は、ネイティブヒトプロラクチンのアミノ酸配列の少なくとも約３０％を含
み、かつプロラクチンの生物学的活性を有する、ポリペプチドである。好ましくは、この
プロラクチンの生物学的活性は、プロラクチンレセプターに結合する能力である。プロラ
クチンレセプターのいくつかのアイソフォームが、単離されているが（例えば、ラットに
おける長い形態、中間の形態、および短い形態）、これらのアイソフォームは、プロラク
チンに結合する同じ細胞外ドメインを共有する。従って、任意のレセプターアイソフォー
ムを使用して、プロラクチン結合活性についてアッセイし得る。プロラクチンとしては、
具体的に、以下が挙げられる：天然に存在するプロラクチン改変体、プロラクチン関連タ
ンパク質、胎盤ラクトゲン、Ｓ１７９Ｄヒトプロラクチン（Ｂｅｒｎｉｃｈｔｅｉｎら、
２００１）、種々の哺乳動物種（ヒト、他の霊長類、ラット、マウス、ヒツジ、ブタ、お
よびウシがあげられるがこれらに限定されない）由来のプロラクチン、ならびに米国特許
第６，４２９，１８６号および同第５，９５５，３４６号に記載されるプロラクチン変異
体。
【００６７】
　同様に、本発明において有用な任意のさらなる化合物または因子は、そのネイティブの
化合物または因子と実質的な類似性および少なくとも１つの生物学的活性を共有する、そ
れらのアナログおよび改変体を含む。例えば、ＥＧＦが、本発明においてプロラクチンと
組合せて使用され得る。ネイティブのＥＧＦに加えて、ＥＧＦアナログまたはＥＧＦ改変
体もまた使用され得、これらは、ネイティブのＥＧＦと実質的なアミノ酸配列類似性を共
有するべきであり、かつネイティブのＥＧＦと少なくとも１つの生物学的活性（例えば、
ＥＧＦレセプターへの結合）を共有するべきである。ＥＧＦとして特に挙げられるものは
、任意の種のネイティブＥＧＦ、ＴＧＦ、または組換え改変されたＥＧＦである。具体例
としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：２つのＣ末端アミノ酸の欠失お
よび５１位において中性アミノ酸の置換を有する組換え改変されたＥＧＦ（特にＥＧＦ５
１ｇｌｎ５１；米国特許出願公開第２００２００９８１７８Ａ１号）、１６位のＨｉｓ残
基が中性または酸性のアミノ酸で置き換えられているＥＧＦムテイン（ＥＧＦ－Ｘ１６）
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（米国特許第６，１９１，１０６号）、ネイティブＥＧＦのアミノ末端残基を欠く、ＥＧ
Ｆの５２－アミノ酸欠失変異体（ＥＧＦ－Ｄ）、Ｎ末端残基および２つのＣ末端残基（Ａ
ｒｇ－Ｌｅｕ）が欠失されているＥＧＦ欠失変異体（ＥＧＦ－Ｂ）、２１位のＭｅｔ残基
が酸化されているＥＧＦ－Ｄ（ＥＧＦ－Ｃ）、２１位のＭｅｔ残基が酸化されているＥＧ
Ｆ－Ｂ（ＥＧＦ－Ａ）、ヘパリン結合ＥＧＦ様成長因子（ＨＢ－ＥＧＦ）、βセルリン、
アンフィレグリン（ａｍｐｈｉｒｅｇｕｌｉｎ）、ニューレグリン（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉ
ｎ）、または上記のうちのいずれかを含む融合タンパク質。他の有用なＥＧＦアナログま
たは改変体は、米国特許出願公開第２００２００９８１７８Ａ１号、および米国特許第６
，１９１，１０６号および同第５，５４７，９３５号に記載される。
【００６８】
　別の例として、ＰＡＣＡＰもまたプロラクチンと組合せて使用され得る。有用なＰＡＣ
ＡＰアナログおよび改変体としては、以下：ＰＡＣＡＰの３８アミノ酸改変体および２７
アミノ酸改変体（それぞれ、ＰＡＣＡＰ３８およびＰＡＣＡＰ２７）、ならびに例えば、
米国特許第５，１２８，２４２号；同第５，１９８，５４２号；同第５，２０８，３２０
号；同第５，３２６，８６０号；同第５，６２３，０５０号；同第５，８０１，１４７号
および同第６，２４２，５６３号に開示されるアナログおよび改変体、が挙げられるが、
これらに限定されない。
【００６９】
　エリスロポエチンのアナログおよび改変体は、例えば、米国特許第６，０４８，９７１
号および同第５，６１４，１８４号に開示される。
【００７０】
　さらに、本発明において有用なプロラクチンまたはさらなる因子の機能的アゴニストが
本発明において意図される。これらの機能的アゴニストは、そのネイティブの因子のレセ
プターに結合しそしてそれを活性化するが、これらの機能的アゴニストは、必ずしも、そ
のネイティブの因子と実質的な配列類似性を共有する必要はない。例えば、マキサジラン
（ｍａｘａｄｉｌａｎ）は、１型ＰＡＣＡＰレセプターの特異的アゴニストとして機能す
るポリペプチドである（Ｍｏｒｏら、１９９７）。
【００７１】
　ＥＰＯの機能的アゴニストは、広く研究されている。ＥＭＰ１（ＥＰＯ擬似体ペプチド
１）は、Ｊｏｈｎｓｏｎら、２０００に記載されるＥＰＯ擬似体のうちの１つである。Ｅ
ＰＯの短いペプチド擬似体は、例えば、Ｗｒｉｇｈｔｏｎら、１９９６および米国特許第
５，７７３，５６９号に記載される。低分子ＥＰＯ擬似体は、例えば、Ｋａｕｓｈａｎｓ
ｋｙ、２００１に開示される。ＥＰＯレセプターを活性化する抗体は、例えば、米国特許
第５，８８５，５７４号；ＷＯ９６／４０２３１およびＷＯ９７／４８７２９に記載され
る。
【００７２】
　ＥＧＦレセプターに対してアゴニスト活性を有する抗体は、例えば、Ｆｅｒｎａｎｄｅ
ｚ－Ｐｏｌ，１９８５および米国特許第５，７２３，１１５号に記載される。さらに、Ｅ
ＰＯレセプター、ＥＧＦレセプター、プロラクチンレセプターおよび多くの他の細胞表面
レセプターについての活性化アミノ酸配列もまた、米国特許第６，３３３，０３１号に開
示される；プロラクチンレセプターおよびＥＰＯレセプターに対してアゴニスト活性を有
する金属錯化レセプターリガンドは、米国特許第６，４１３，９５２号に見出され得る。
レセプター（例えば、ＥＰＯレセプターおよびプロラクチンレセプター）に対するリガン
ドを同定および調製する他の方法は、例えば、米国特許第５，５０６，１０７号および同
第５，８３７，４６０号に記載される。
【００７３】
　各アナログ、改変体または機能的アゴニストの有効量が、ネイティブの因子または化合
物についての有効量と異なり得ることに留意すべきであり、そして各々の場合における有
効量は、本明細書中の開示に従って当業者により決定され得る。好ましくは、ネイティブ
の因子、またはそのネイティブの因子と実質的な配列類似性を共有するアナログおよび改
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変体は、本発明において使用される。
【００７４】
薬学的組成物もまた提供され、この薬学的組成物は、プロラクチンと、上記のようなさら
なる因子と、薬学的に受容可能な賦形剤および／またはキャリアとを含む。
【００７５】
　薬学的組成物は、以下のような当該分野で公知の任意の経路を介して送達され得る：非
経口的、髄腔内、脈管内、静脈内、筋内、経皮的、皮内、皮下的、鼻腔内、局所的、経口
的、直腸的、経膣、肺または腹腔内。好ましくは、この組成物は、注射または注入によっ
て中枢神経系に送達される。より好ましくは、この組成物は、脳の脳室、特に、側脳室に
送達される。あるいは、この組成物は、好ましくは全身経路（例えば、皮下投与）によっ
て送達される。例えば、本発明者らは、プロラクチン、成長ホルモン、ＩＧＦ－１、ＰＡ
ＣＡＰおよびＥＰＯが、皮下投与により有効に送達されて、脳室下帯における神経幹細胞
の数を調節し得ることを発見した。
【００７６】
　組成物が、脳に直接送達されない場合、およびこの組成物中の因子が、血液脳関門を容
易に横切らない場合、血液脳関門浸透剤が、脳への進入を容易にするために必要に応じて
含まれ得る。血液脳関門浸透剤は、当該分野で公知であり、これらとしては、例として、
米国特許第５，６８６，４１６号；同第５，５０６，２０６号および同第５，２６８，１
６４号に記載されるブラジキニンおよびブラジキニンアゴニスト（例えば、ＮＨ２－アル
ギニン－プロリン－ヒドロキシプロキシプロリン－グリシン－チエニルアラニン－セリン
－プロリン－４－Ｍｅ－チロシン （ＣＨ２ＮＨ）－アルギニン－ＣＯＯＨ）が挙げられ
る。あるいは、これらの因子は、米国特許第６，３２９，５０８号；同第６，０１５，５
５５号；同第５，８３３，９８８号または同第５，５２７，５２７号に記載されるような
トランスフェリンレセプター抗体に結合体化され得る。これらの因子はまた、その因子と
、脳毛細管内皮細胞レセプター（例えば、トランスフェリンレセプター）と反応性のリガ
ンド（例えば、米国特許第５，９７７，３０７号を参照のこと）とを含む融合タンパク質
として送達され得る。
【００７７】
　薬学的組成物は、所望の治療剤と、意図された投与経路に適した適切なビヒクルとを混
合することにより調製され得る。本発明の薬学的組成物の作製において、治療剤は、通常
、賦形剤と混合されるか、賦形剤により希釈されるか、またはカプセル、サシェ、紙また
は他の容器の形態であり得るようなキャリアの内部に封入される。薬学的に受容可能な賦
形剤が、希釈剤として作用する場合、これは、固体、半固体、または液体の材料であり得
、これらは、治療剤のためのビヒクル、キャリアまたは媒体として機能する。従って、組
成物は、錠剤、丸剤、粉末、ロゼンジ、サシェ、カシェ剤、エリキシル、懸濁液、エマル
ジョン、液剤、シロップ、エアロゾル（固体としてまたは液体媒体中において）、軟膏（
例えば、１０重量％までの治療剤を含有する）、軟質および硬質のゼラチンカプセル、坐
剤、滅菌注射溶液、ならびに滅菌パッケージされた粉末の形態であり得る。
【００７８】
　適切な賦形剤のいくつかの例としては、人工脳脊髄液、ラクトース、デキストロース、
スクロース、ソルビトール、マンニトール、デンプン、アカシアガム、リン酸カルシウム
、アルギネート、トラガカント、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶性セルロース、ポ
リビニルピロリドン、セルロース、滅菌水、シロップ、およびメチルセルロースが挙げら
れる。処方物は、さらに以下を含み得る：タルク、ステアリン酸マグネシウム、および鉱
油のような滑沢剤；湿潤剤；乳化剤および懸濁剤；ヒドロキシ安息香酸メチルおよびヒド
ロキシ安息香酸プロピルのような防腐剤；甘味料；ならびに香味料。本発明の組成物は、
当該分野で公知の手順を使用することにより、患者への投与後に、治療剤の迅速な放出、
持続された放出、または遅延した放出を提供するように処方され得る。
【００７９】
　錠剤のような固形組成物を調製するために、治療剤は、薬学的賦形剤と混合されて、本
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発明の化合物の均一な混合物を含む固体の予備処方された組成物を形成する。これらの予
備処方された組成物を均一として言及する場合、これは、その組成物が、等しく有効な単
位投薬形態（例えば、錠剤、丸剤およびカプセル）に容易に小分けされ得るように、その
組成物全体にわたって一様に治療剤が分散されていることを意味する。
【００８０】
　本発明の錠剤または丸剤は、コーティングされ得るか、または他の方法で、長期作用と
いう利点を提供する投薬形態を提供するように調合され得る。例えば、錠剤または丸剤は
、内部投薬成分および外部投薬成分を含み得、後者は、前者を包み込む形態をとる。これ
らの２つの成分は、腸溶性の層により隔てられ得、この腸溶性の層は、胃における崩壊に
抵抗するように作用し、そして内部成分がインタクトなままで十二指腸に通過するかまた
は放出を遅らせることを可能にする。種々の材料が、このような腸溶性の層またはコーテ
ィングのために使用され得、このような材料としては、多数の高分子酸、および、高分子
酸と、シェラック、セチルアルコール、および酢酸セルロースのような材料との混合物が
挙げられる。
【００８１】
　本発明の新規な組成物が経口投与または注射による投与のために組み込まれ得る液体形
態としては、水溶液、適切に香味付けされたシロップ、水性懸濁液または油性懸濁液、お
よび食用油（例えば、トウモロコシ油、綿実油、ゴマ油、ココナッツ油、またはピーナッ
ツ油）を用いて香味付けされたエマルジョン、ならびにエリキシルおよび同様の薬学的ビ
ヒクルが挙げられる。
【００８２】
　吸入または通気のための組成物としては、薬学的に受容可能な、水性溶媒もしくは有機
溶媒またはそれらの混合物中の溶液および懸濁液、ならびに粉末が挙げられる。液体また
は固体の組成物は、本明細書中に記載されるような適切な薬学的に受容可能な賦形剤を含
み得る。これらの組成物は、局所作用または全身作用のために経口または経鼻呼吸経路に
より投与される。好ましくは薬学的に受容可能な溶媒中にある組成物は、不活性ガスの使
用により噴霧され得る。噴霧される溶液は、噴霧デバイスから直接吸入され得るか、また
は噴霧デバイスは、フェースマスクテントもしくは間欠的陽圧呼吸機に取り付けられ得る
。溶液、懸濁液または粉末の組成物は、適切な様式で処方物を送達するデバイスから、好
ましくは経口的または経鼻的に、投与され得る。
【００８３】
　本発明の方法において使用される別の処方物は、経皮送達デバイス（「パッチ」）を使
用する。このような経皮パッチを使用して、制御された量で本発明の治療剤の連続的また
は断続的な注入を提供し得る。薬学的薬剤の送達のための経皮パッチの構築および使用は
、当該分野で周知である。例えば、米国特許第５，０２３，２５２号（本明細書中に参考
として援用される）を参照のこと。このようなパッチは、薬学的薬剤の連続的送達、拍動
性送達、または要求に応じた送達のために構築され得る。
【００８４】
　本発明において使用される他の適切な処方物が、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓに見出され得る。
【００８５】
　以下の実施例は、本発明を例示するために提供され、そしていかようにも、本発明の範
囲を制限するものとして解釈されるべきではない。
【図面の簡単な説明】
【００８６】
【図１】図１は、妊娠した雌マウスにおけるＳＶＺ増殖およびＮＳＣ数の時間経過を示す
。＊年齢の一致した処女とは有意に異なる、ｐ＜０．０５。＊＊ｐ＜０．０１。Ｎ．Ｄ．
：検出されず。
【図２】図２は、プロラクチン注入の効果を示す。ＰＲＬ：プロラクチン；ＶＥＨ：ビヒ
クル；ＰＲＰ：ＰＲＬ－放出ペプチド；２Ｗ：２週間；４Ｗ：４週間。＊ｐ＜０．０５。
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（Ａ）プロラクチン注入は、皮下経路および脳室内経路の両方を介して前脳ＳＶＺにおけ
るＢｒｄＵ標識細胞を増加した。（Ｂ）プロラクチン注入は、ＢｒｄＵ注入の２週間（２
Ｗ）後および４週間（４Ｗ）後、嗅球における新しい糸球周囲細胞（ｐｅｒｉｇｌｏｍｅ
ｒｕｌａｒ ｎｅｕｒｏｎ）を増加させた。（Ｃ）プロラクチン注入は、雄および雌の哺
乳動物における前脳ＳＶＺにおいてＢｒｄＵ標識細胞を増加させた。卵巣切除していない
雌、および雄において、プロラクチン（ＰＲＬ）およびＰＲＬ放出ペプチド（ＰＲＰ）の
脳室内注入は、ＳＶＺ増殖を刺激した。
【図３】図３は、プロラクチンが、ＥＧＦのニューロスフィアを増加させる効果を増強し
たことを示す。ＥＧＦの存在下において、プロラクチン（ＰＲＬ）は、神経幹細胞（ＮＳ
Ｃ）の増殖およびそれらの自己複製における用量依存性増加を誘発した。＊ｐ＜０．０５
。＊＊ｐ＜０．０１。
【図４】図４は、プロラクチンが、神経幹細胞によって産生したニューロンの数を倍増さ
せたことを示す。ＥＧＦ単独またはＥＧＦ＋３０ｎＭプロラクチン（ＰＲＬ）の存在下で
増殖したニューロスフィアは、基本培地において分化し得た。そしてＥＧＦ＋プロラクチ
ンにおいて増殖したニューロスフィアにおけるニューロンのパーセンテージは、ＥＧＦ単
独において増殖したニューロスフィアにおけるニューロンのパーセンテージの二倍であっ
た。＊ｐ＜０．０５。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【００８７】
　下記の実施例において、以下の略語は、以下の意味を有する。略語は、その一般に受け
入れられている意味を有するとは規定されない。
【表５】

【００８８】
（材料および方法）
（神経幹細胞の培養）
　神経幹細胞の培養のためのプロトコールは、米国特許第５，７５０，３７６号またはＳ
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ｈｉｎｇｏら，２００１に詳細に記載される。簡単にいうと、胚性神経幹細胞を、Ｅ１４
内側神経節隆起および側方神経節隆起から調製した。成体の神経幹細胞を、成体マウスの
脳室下帯から調製した。組織を、２０ｎｇ／ｍｌ ＥＧＦ、または各々の場合に示される
ような他の増殖因子を含む基本培地内で培養して、ニューロスフィア（ｎｅｕｒｏｓｐｈ
ｅｒｅ）を形成した。基本培地の組成は、以下の通りである：ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１：１
）；グルコース（０．６％）；グルタミン（２ｍＭ）；炭酸水素ナトリウム（３ｍＭ）；
ＨＥＰＥＳ（５ｍＭ）；インスリン（２５μｇ／ｍｌ）；トランスフェリン（１００μｇ
／ｍｌ）；プロゲステロン（２０ｎＭ）；プトレシン（６０μＭ）；および塩化セレン（
３０ｎＭ）。
【００８９】
　７日後、機械的分離によってニューロスフィア（初代ニューロスフィア）を継代し、単
一の細胞（第１継代）として再度播種した。第２代ニューロスフィアのために、次いで、
この単一の細胞を７日間培養し、第２代ニューロスフィアを形成した。
【００９０】
（脳卒中の研究のための試験動物）
　成体雄性Ｌｏｎｇ－Ｅｖａｎｓラット（２５０～３５０ｇ）を、Ｃｈａｒｌｅｓ Ｒｉ
ｖｅｒ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ Ｆａｒｍｓ（Ｌａｖａｌ，Ｑｕｅｂｅｃ，Ｃａｎａｄａ）から
入手し、すべての処理前に、２週間にわたってコロニーに適合させた。手術の１週間前に
、このラットに、前脚抑止試験におけるベースライン試験を行った。
【００９１】
（局所虚血性の損傷および注入）
　脳卒中研究のための動物に、感覚運動皮質の片側脈管遮断を施した。イソフルラン麻酔
を用いて、皮膚を切開し、収縮させ、そして表面に存在する筋膜を頭蓋から取り除いた。
頭蓋の開口部を、硬膜を傷つけないように注意しながら、以下の座標に作製した：ＡＰ 
＋４．０～－２．０；Ｌ １．５～４（傍矢状の隆線；Ｋｏｌｂら，１９９７）。この硬
膜を切り、頭蓋の開口部から収縮させた。滅菌生理食塩水中に浸漬した綿棒で、露出した
軟膜越しに穏やかに擦り、血管を除いた。次いで、反対側の半球に穴を開け、浸透圧ミニ
ポンプを備えたカニューレのための開口部を、ＡＰ －０．５；Ｌ １．５に提供した。浸
透圧ミニポンプを、肩甲骨の間の皮膚の下に配置し、そしてチューブを、速乾性セメント
で頭蓋に付けたカニューレに皮膚の下で接続した。一旦止血が達成されると、頭皮を５－
Ｏ 滅菌縫合糸を用いて縫合して閉じた。この動物に、Ｂａｎａｍｉｎｅ（鎮痛薬）の注
射を１回与え、そしてそのホームケージに戻した。骨に穴を開けた偽性動物には麻酔のみ
を与え、そして皮膚を切開し、そして縫合した。
【００９２】
　６日後、この動物を、行動試験を用いて評価した。翌日、この動物を再度麻酔し、そし
てミニポンプを、適切な溶液を含有する第２のミニポンプと置換した。偽性動物は、麻酔
のみを行った。これらの動物を、７日後、１４日後、および２８日後に再度試験し、１週
間目、２週間目、３週間目、４週間目および６週間目に行動測定値を得た。
【００９３】
（前肢抑止試験）
　この試験は、新皮質前方領域の機能的な保全性に関して、感度の高い測定を構成するこ
とが示されている。正常なラットにおいて、泳ぎは、後肢からの推進力によって達成され
る。前肢は、通常、任意の動作が抑止され、動かずに、そしてその動物の頚部の下部と一
緒になったままである。前肢の抑止は、泳いでいる間、動物を撮影することによって評価
された。動物を、室温の水（約２５℃）で深さ２５ｃｍまで満たした水槽（３０ｗ × ９
０ｌ × ４３ｈ ｃｍ）の一方の端に導入し、これらの動物が、９．５ｃｍ四方の可視的
プラットフォームに泳ぐのを撮影した。このプラットフォームを、水面の２ｃｍ上に張り
出させ、そして水槽の反対側の端に配置する。水槽の長さに沿った３回の泳ぎにおいて、
各前肢によってなされることがある場合、動作回数の計数によって抑止のスコアリングを
行った。泳ぎは、動物が、泳ぎを試行している間に水槽の側面に接触しなかった場合にの



(20) JP 2009-149677 A 2009.7.9

10

20

30

40

50

み、スコアリング可能であるとみなした。
【００９４】
（脳の解剖学的分析）
　６週目の終りに、動物に過剰用量のエタノール（Ｅｕｔｈａｎｏｌ）を与え、そしてピ
クリン酸中にある０．９％生理食塩水および４％パラホルムアルデヒドで心臓内を灌流し
た。この脳を凍結保護し、そしてビブラトームで、４０ミクロンに切った。５セットの切
片を、４００ミクロンごとにした。２セットを染色した（一方をクレシルバイオレットで
、そしてもう一方をダブルコルチンで）。残りのセットは、保存した。クレシルバイオレ
ット染色を、スライド上で実施し、一方ダブルコルチンは、自由に浮遊する切片における
免疫組織化学手順として実施した。クレシルバイオレット染色は、損傷範囲の評価を可能
にし、一方、ダブルコルチンは、移動性の神経前駆細胞中に存在する微小管結合タンパク
質を染色する。
【００９５】
（実施例１ 神経幹細胞数は、妊娠中に増加する）
　成体ＣＤ１マウスの前脳における神経幹細胞数を、妊娠マウス（６～８週齢）および週
齢の一致した処女マウスにおいて決定し、妊娠の影響を研究した。成体雌性マウスの前脳
（両方の半球）の脳室下帯全体を、妊娠の間の種々の時点で収集し、切開し、酵素的に解
離し、そして米国特許第５，７５０，３７６号に記載されているように、上皮増殖因子の
存在下において、規定された培養培地中にプレーティングした。これらの細胞を、初代ニ
ューロスフィアへと発生させた。７～１０日後、ニューロスフィア数（この各々は、単一
の幹細胞からクローン的に由来する）を計数した。
【００９６】
　並行実験において、妊娠中のマウスの脳室下帯における増殖性細胞の数もまた評価した
。マウスを、ブロモデオキシウリジン（ＢｒｄＵ）で標識し、そして脳室下帯の切片を、
ＢｒｄＵ特異的抗体を用いたイムノアッセイに供した。
【００９７】
　両方の測定の結果を、図１に示す。妊娠マウスの前脳において、ＮＳＣ数は、一過的に
増加した；在胎７日目に初めて検出可能になり、在胎１４日目に最大値に達し（４０％増
加）、そして出産時にベースラインに戻った。驚くべきことに、第２の増加が、出産後、
産後の最初の週の間に起こった。ＢｒｄＵ免疫反応性細胞の数もまた、妊娠中に同様のパ
ターンで増加し、これはＮＳＣ数における増加に先行した：在胎７日目に６５％増加し、
そして在胎１４日目にベースラインに戻った。出産時に、ＢｒｄＵ免疫反応性細胞におい
て第２の増加（３５％）が観察された。従って、ＮＳＣ数および脳室下帯における増殖は
両方とも、妊娠中および／または産後期間の間に２つの波で増加する。
【００９８】
（実施例２ インビボにおけるプロラクチン効果）
　実施例１に記載された、妊娠中および／または産後期間におけるＮＳＣ数増加の二波パ
ターンは、同じ期間におけるプロラクチンレベルのパターンと類似する。プロラクチン濃
度は、妊娠の前半の間に高く、次いで、妊娠の終わりまで減少し、妊娠の終わりに、乳汁
分泌および母性行動におけるその役割（Ｆｒｅｅｍａｎら、２０００に概説される）にお
そらく起因して、再度上昇する。プロラクチンは最初、生殖ホルモンとして同定されたが
、次いで、プロラクチンの機能は、非常に多岐に渡ることが明らかとなった。中枢神経系
（ＣＮＳ）に対するプロラクチンの効果としては、母性行動、生殖行動、毛づくろい行動
、給餌行動、睡眠－覚醒サイクル、視床下部ニューロンの刺激速度、ならびに神経伝達物
質および神経ペプチドの代謝に対する作用が挙げられる。
【００９９】
　プロラクチンがＮＳＣ数を増加させ得るか否かを決定するために、本発明者らは、皮下
的（ＳＣ、６日間にわたり８μｇ／日）または脳室内（ＩＣＶ、６日間にわたり０．８μ
ｇ／日）のいずれかで、６～８週齢の卵巣切除されたマウスにプロラクチンを注入した。
ＢｒｄＵを、同時に脳に注入して、脳における増殖活性を評価した。６日後に、ＢｒｄＵ
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免疫反応性細胞の数を、ＢｒｄＵ特異的抗体を用いて決定した。この結果から、プロラク
チンの注入は、両方の経路を介して、前脳のＳＶＺにおいてＢｒｄＵ標識化細胞を増加さ
せたことが示される（ＳＣについては５３％の増加、およびＩＣＶについては６１％の増
加；図２Ａ）。従って、プロラクチンは、成体マウスにおけるＮＳＣの主要な位置である
脳室下帯において細胞増殖を刺激し得る。
【０１００】
　本発明者らはさらに、雌性動物および雄性動物におけるプロラクチンに対する応答を比
較した。そしてこの結果を、図２Ｃに示す。プロラクチン（６日間にわたり０．８μｇ／
日）またはプロラクチン放出ペプチド（６日間にわたり９ｐｇ／日）のいずれかの側脳室
への注入は、６～８週齢の雄性マウスの前脳ＳＶＺにおいて、増殖を、それぞれ５７％お
よび３８％増加させた。これらの増加は、より低い程度ではあるが、週齢の一致した卵巣
切除されていない雌において観察された増加（それぞれ、７４％および５６％）に匹敵し
た。従って、プロラクチンは、雄性動物および雌性動物の両方において、神経幹細胞の増
殖を刺激し得る。
【０１０１】
（実施例３ 嗅覚ニューロンに対する妊娠およびプロラクチンの効果）
　ＳＶＺの神経幹細胞は、嗅球における持続的な神経発生の供給源であるので、本発明者
らは、神経幹細胞に対する妊娠およびプロラクチンの効果がまた、嗅覚の神経発生に反映
されるか否かを研究した。処女６～８週齢ＣＤ１マウスまたは週齢の一致した妊娠６～８
週齢ＣＤ１マウスに、ブロモデオキシウリジン（ＢｒｄＵ）を注射して、妊娠７日目また
は分娩後７日目に、実施例１におけるように有糸分裂細胞を標識した。ＢｒｄＵ注射から
４週間後、脳の種々の部分におけるＢｒｄＵ標識化細胞の数を計数した。妊娠７日目に注
射された妊娠マウスは、嗅球の顆粒細胞層およびドーパミン作用性の糸球体周囲細胞層の
両方において、その処女対応動物よりも有意に多くのＢｒｄＵ標識化細胞を有した。これ
らの結果は、妊娠が、嗅球へと移動する神経前駆細胞を形成することが知られている脳室
下帯において神経幹細胞を増加させるという観察と一致する。
【０１０２】
　嗅球のドーパミン作用性糸球体周囲層は、均一なニューロン集団を提示するので、次い
で、本発明者らは、この層に焦点を当て、そしてＢｒｄＵ標識化チロシンヒドロキシラー
ゼと免疫反応性の糸球体周囲ニューロンの数を計数した。ＢｒｄＵ注射から２週間後また
は４週間後に、妊娠７日目および分娩後７日目の両方において、標識された妊娠マウスは
、処女コントロールよりも５０～１００％多くの新しい糸球体周囲ニューロンを有した。
従って、ＳＶＺの神経幹細胞増殖の二波（それぞれ、妊娠の期間および分娩後の期間）の
各々は、新たな嗅球介在ニューロン形成の倍加を生じさせる。
【０１０３】
　本発明者らはまた、妊娠マウスにおいて観察された嗅球における神経発生がまた、プロ
ラクチンによって刺激されるか否かを決定した。成体マウスに、実施例２に記載のように
してプロラクチンを注入し、そして新たな嗅覚介在ニューロンの数を決定した。この結果
により、新たな嗅覚介在ニューロン数が、プロラクチン注入後４週間で倍加することが示
され（図２Ｂ）、これにより、プロラクチン注入が、神経発生に対して、妊娠が有するの
と同じ効果を有し、そしてプロラクチンが、この生理的プロセスを媒介する母性因子であ
ることが示される。
【０１０４】
（実施例４ インビトロにおけるプロラクチンの効果）
　培養された神経幹細胞に対するプロラクチンの効果を決定するために、初代幹細胞培養
物を、材料および方法に記載のようにして調製した。この細胞を、基本培地に加えて、Ｅ
ＧＦ単独またはＥＧＦ＋プロラクチンの存在下において、７日間インキュベートした。生
じたニューロスフィア（初代ニューロスフィア）の数を計数し、そしてニューロスフィア
を分離させて、第２代ニューロスフィアを形成させた。プロラクチン単独は、インビトロ
においてニューロスフィア数を有意に増加させることはなかったが（データは示さず）、
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この結果により、ＥＧＦがニューロスフィアを増加させる効果を、プロラクチンが増強し
得ることが示される（図３）。さらに、初代ニューロスフィアが第２代ニューロスフィア
を生成する能力もまた、プロラクチンの存在下において２５％増加した（図３）。これに
より初めて、プロラクチンが神経幹細胞に対して作用することが示される。
【０１０５】
（実施例５ プロラクチンはニューロンの分化を増強する）
　ニューロスフィアを、実施例４に記載のように、ＥＧＦ単独またはＥＧＦ＋３０ｎＭプ
ロラクチンの存在下において培養した。７日後に、ニューロスフィアを基本培地のみ中で
分化させ、ニューロン数を、チューブリンについて免疫染色することによって決定し、計
数し、そして全細胞のパーセンテージとして表した。図４に示されるように、ニューロン
のパーセンテージは、プロラクチンを含ませてニューロスフィアを増殖させた場合に、２
倍高くなった。従って、プロラクチンは、神経幹細胞からのニューロン形成を増強し得る
。
【０１０６】
（実施例６ 脳卒中モデルにおけるプロラクチンの効果）
　脳損傷に罹患した動物におけるプロラクチン投与の効果を決定するために、限局的虚血
性損傷を、脳卒中のモデルとしてラットの脳に導入した。脳損傷の結果として、この動物
は、運動皮質に病変を有し、そして前肢抑止試験（これは、前部新皮質領域の機能的統合
性に関する高感度な測定である）において異常に行動した。次いで、この動物は、種々の
試験因子を受け、そして前肢抑止試験に対するこれらの因子の効果および脳の解剖学的構
造を評価した。コントロールとして、偽性コントロール群は、偽性の脳損傷を受け、そし
ていかなる試験因子も受けず、そしてビヒクルコントロール群は、脳損傷および人工脳脊
髄液（ＣＳＦ）の注入を受けた。各試験群が受けた処理を、以下にまとめる：
【０１０７】
【表６】

　脳損傷、注入、行動試験および解剖学的分析のスケジュールおよび手順は、材料および
方法に記載される。
【０１０８】
　脳損傷の前に、すべてのラットは、前肢抑止試験において、正常ラットから予期される
両方の前肢を抑止された。損傷後、すべての虚血群（群２～４）は、対側の前肢を抑止で
きなかったが、これらの群は、同側の前肢を抑止されたままであった。試験因子の注入に
際して、２つのプロラクチン群（群３および群４）は、より高い前肢抑止を示した。実際
、最終週の終わり（注入終了時から４週間後）に、プロラクチン＋ＥＰＯ群（群４）は、
コントロールと区別不可能であった。従って、プロラクチンは、そして特にプロラクチン
とＥＰＯとの組み合わせは、脳卒中の典型的な症状からの回復をもたらした。
【０１０９】
　解剖学的に、プロラクチン群は、脳において高い程度のダブルコルチン染色を示し、こ
れによりプロラクチンが広範な神経発生を誘導することが示された。プロラクチン＋ＥＰ
Ｏ群のラットは、拡大した脳室下帯を有した。これは、この領域における顕著な細胞増加
を示す。さらに、多くのダブルコルチン陽性細胞は、病変領域（白質および側脳室）に現
れた。ダブルコルチン陽性細胞の流動が、脳室下帯と病変領域との間で観察され得た。ダ
ブルコルチンは、移動性の神経前駆細胞のマーカーであるので、これらの結果は、神経幹
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細胞が処置に際して神経前駆細胞を生じさせ、そしてこの前駆細胞が病変領域に移動した
ことを示す。病変領域における新たな増殖は、この群のラットの大半において、虚血性損
傷によって作られた空洞を完全にまたは部分的に満たすほどに広範であった。従って、こ
れらの解剖学的結果は、プロラクチンまたはプロラクチンとＥＰＯとの組み合わせを使用
して、脳卒中のような脳損傷を処置し得るという行動試験を強く支持する。

【図１】 【図２】
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【図３】

【図４】
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