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(57)摘要

本发明公开的主题涉及源自干细胞(例如人

干细胞)的施旺细胞前体和施旺细胞用于周围神

经系统(PNS)和/或中枢神经系统(CNS)的再生、

髓鞘损伤的预防和/或修复、和/或施旺细胞相关

疾病(例如周围神经病变糖尿病性周围神经病

变)的预防和/或治疗的药物发现的用途。

权利要求书5页  说明书56页  附图29页

CN 110249047 A

2019.09.17

CN
 1
10
24
90
47
 A



1.一种筛选化合物的体外方法，所述化合物适合用于周围神经系统(PNS)的再生、用于

中枢神经系统(CNS)的再生、用于髓鞘损伤的预防和/或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病

的预防和/或治疗，所述方法包括：

(a)使表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞群体暴露于至少约30mM的葡萄糖浓

度，其中所述细胞获自干细胞的体外分化；

(b)在葡萄糖暴露之后，使所述细胞与测试化合物接触；

(c)测量不经所述测试化合物处理的所述细胞的第一山梨糖醇水平、第一葡萄糖水平

和第一细胞生存力中的一个或多个；

(d)测量经所述测试化合物处理的所述细胞的第二山梨糖醇水平、第二葡萄糖水平和

第二细胞生存力中的一个或多个；

(e)对以下的一项或多项进行比较：

(i)所述第二山梨糖醇水平与所述第一山梨糖醇水平，

(ii)所述第二葡萄糖水平与所述第一葡萄糖水平，

(iii)所述第二细胞生存力与所述第一细胞生存力；和

(f)在以下的一项或多项存在时，识别出适合用于PNS和/或CNS的再生、用于髓鞘损伤

的预防和/或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病的预防和/或治疗的测试化合物：

(i)所述第二山梨糖醇水平低于所述第一山梨糖醇水平，

(ii)所述第二葡萄糖水平低于所述第一葡萄糖水平，和

(iii)所述第二细胞生存力低于第一细胞生存力。

2.一种筛选化合物的体外方法，所述化合物适合用于周围神经系统(PNS)的再生、用于

中枢神经系统(CNS)的再生、用于髓鞘损伤的预防和/或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病

的预防和/或治疗，所述方法包括：

(a)使表达一种或多种施旺细胞标志物的细胞群体暴露于至少约30mM的葡萄糖浓度，

其中所述细胞获自干细胞的体外分化；

(b)在葡萄糖暴露之后，使所述细胞与测试化合物接触；

(c)测量不经所述测试化合物处理的所述细胞的第一山梨糖醇水平、第一葡萄糖水平

和第一细胞生存力中的一个或多个；

(d)测量经所述测试化合物处理的所述细胞的第二山梨糖醇水平、第二葡萄糖水平和

第二细胞生存力中的一个或多个；

(e)对以下的一项或多项进行比较：

(i)所述第二山梨糖醇水平与所述第一山梨糖醇水平，

(ii)所述第二葡萄糖水平与所述第一葡萄糖水平，

(iii)所述第二细胞生存力与所述第一细胞生存力；和

(f)在以下的一项或多项存在时，识别出适合用于PNS和/或CNS的再生、用于髓鞘损伤

的预防和/或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病的预防和/或治疗的测试化合物：

(i)所述第二山梨糖醇水平低于所述第一山梨糖醇水平，

(ii)所述第二葡萄糖水平低于所述第一葡萄糖水平，和

(iii)所述第二细胞生存力低于第一细胞生存力。

3.根据权利要求2所述的方法，其中所述表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞
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通过包括以下步骤的方法获自干细胞的体外分化：使干细胞群体与一种或多种TGFβ/激活

素-Nodal信号传导抑制剂接触和使所述细胞与一种或多种Wnt激活剂接触，以及进一步使

所述细胞与一种或多种FGF激活剂接触至少约3天。

4.根据权利要求3所述的方法，其中所述表达一种或多种施旺细胞标志物的细胞通过

包括以下步骤的方法获自干细胞的体外分化：

使干细胞群体与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂接触和使所述细胞与

一种或多种Wnt激活剂接触，

进一步使所述细胞与一种或多种FGF激活剂接触至少约3天，以产生表达一种或多种施

旺细胞前体标志物的分化细胞群体，和

使所述表达一种或多种施旺细胞前体标志物的分化细胞群体经受有利于施旺细胞前

体细胞成熟为施旺细胞的条件。

5.根据权利要求3或4所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括使所述细胞与所述一

种或多种FGF激活剂接触约14天。

6.根据权利要求3-5中任一项所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括：不晚于从所

述干细胞与所述一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约20天，使

所述细胞与所述一种或多种FGF激活剂最初接触。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括：在从所述干细胞与所述

一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约10天至约15天，使所述细

胞与所述一种或多种FGF激活剂最初接触。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括：在从所述干细胞与所述

一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约11天，使所述细胞与所述

一种或多种FGF激活剂最初接触。

9.根据权利要求3-8中任一项所述的方法，其还包括使所述细胞与一种或多种SC分化

诱导剂接触，以产生表达一种或多种SC前体标志物的细胞群体。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括使所述细胞与所述一种

或多种SC分化诱导剂接触至少约3天，以产生表达一种或多种施旺细胞前体标志物的分化

细胞群体。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括使所述细胞与所述一

种或多种SC分化诱导剂接触约14天。

12.根据权利要求9-11中任一项所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括：在从所述

干细胞与所述一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约10天至约15

天，使所述细胞与所述一种或多种SC分化诱导剂最初接触。

13.根据权利要求9-12中任一项所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括使所述细

胞与所述一种或多种FGF激活剂和所述一种或多种SC分化诱导剂同时接触。

14.根据权利要求3-13中任一项所述的方法，其中在从所述干细胞与所述一种或多种

TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约25天或之后，所述干细胞群体分化成

表达一种或多种所述施旺细胞前体标志物的分化细胞群体。

15.根据权利要求3-14中任一项所述的方法，其中所述干细胞分化方法还包括使所述

干细胞与一种或多种SMAD抑制剂接触。
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16.根据权利要求15所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括使所述干细胞与所述

一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂和所述一种或多种SMAD抑制剂同时接触。

17.根据权利要求3-16中任一项所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括：不晚于从

所述干细胞与所述一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约4天，使

所述细胞与所述一种或多种Wnt激活剂最初接触。

18.根据权利要求17所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括：在从所述干细胞与所

述一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约2天，使所述细胞与所述

一种或多种Wnt信号传导激活剂最初接触。

19.根据权利要求17所述的方法，其中所述干细胞分化方法包括：在所述干细胞与所述

一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂最初接触的同一天，使所述细胞与所述一

种或多种Wnt信号传导激活剂最初接触。

20.根据权利要求3-19中任一项所述的方法，其中所述一种或多种TGFβ/激活素-Nodal

信号传导抑制剂是选自SB431542、其衍生物及其混合物的小分子。

21.根据权利要求20所述的方法，其中所述一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑

制剂是SB431542。

22.根据权利要求15-21中任一项所述的方法，其中所述一种或多种SMAD抑制剂是选自

LDN193189、其衍生物及其混合物的小分子。

23.根据权利要求22所述的方法，其中所述一种或多种SMAD抑制剂是LDN193189。

24.根据权利要求3-23中任一项所述的方法，其中所述一种或多种Wnt激活剂减少糖原

合成酶激酶3β(GSK3β)以用于激活Wnt信号传导。

25.根据权利要求24所述的方法，其中所述一种或多种Wnt激活剂是选自CHIR99021、

Wnt-1、WNT3A、Wnt4、Wnt5a、其衍生物及其混合物的小分子。

26.根据权利要求25所述的方法，其中所述一种或多种Wnt激活剂是CHIR99021。

27.根据权利要求9-26中任一项所述的方法，其中所述一种或多种SC分化诱导剂选自

神经调节蛋白、LIF、CNTF、毛喉素、TGFβ和FBS。

28.根据权利要求27所述的方法，其中所述一种或多种SC分化诱导剂是NRG1。

29.根据权利要求4-28中任一项所述的方法，其中所述一种或多种FGF激活剂选自

FGF1、FGF2、FGF3、FGF4、FGF7、FGF8、FGF10、FGF18、其衍生物及其混合物。

30.根据权利要求29所述的方法，其中所述一种或多种FGF激活剂是FGF2。

31.根据权利要求1、3-30中任一项所述的方法，其中所述一种或多种施旺细胞前体标

志物选自SOX10、GAP43、BLBP、MPZ、Dhh、P75NTR、CD49D、TFAP2、CDH19、CD44、ERBB3、POU3F1、

GFAP、CALCB、GRP116、TSPYL5、ITPKA、SLC17A6、SYPL2、LOC100128252、ANGPTL7、LOC728978、

ZNF502、SLC16A6、LPL、SLC30A2和SLC10A4。

32.根据权利要求3-31中任一项所述的方法，其中所述干细胞是人干细胞。

33.根据权利要求32所述的方法，其中所述人干细胞选自人胚胎干细胞、人诱导多能干

细胞、人单性生殖干细胞、原始生殖细胞样多能干细胞、外胚层干细胞、F-class多能干细

胞。

34.根据权利要求4所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的

条件包括：使所述细胞与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化诱导剂接触。
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35.根据权利要求34所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞

的条件包括：使所述细胞与所述一种或多种FGF激活剂和所述一种或多种施旺细胞分化诱

导剂接触至少约3天。

36.根据权利要求35所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞

的条件包括：使所述细胞与所述一种或多种FGF激活剂和所述一种或多种施旺细胞分化诱

导剂接触约10天。

37.根据权利要求35所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞

的条件包括：使所述细胞与所述一种或多种FGF激活剂和所述一种或多种施旺细胞分化诱

导剂接触约35天。

38.根据权利要求33-37中任一项所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟

为施旺细胞的条件包括：进一步使所述细胞与一种或多种SC分化增强剂接触。

39.根据权利要求38所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞

的条件包括：使所述细胞与所述一种或多种SC分化增强剂接触至少约3天。

40.根据权利要求39所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞

的条件包括：使所述细胞与所述一种或多种SC分化增强剂接触约10天。

41.根据权利要求39所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞

的条件包括：使所述细胞与所述一种或多种SC分化增强剂接触约35天。

42.根据权利要求38-41中任一项所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟

为施旺细胞的条件包括：使群体细胞与所述一种或多种FGF激活剂、所述一种或多种施旺细

胞分化诱导剂和所述一种或多种SC分化增强剂同时接触。

43.根据权利要求33-42中任一项所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟

为施旺细胞的条件包括：进一步使所述细胞与一种或多种SC分化增强剂接触。

44.根据权利要求38-43中任一项所述的方法，其中所述一种或多种SC分化增强剂选自

神经调节蛋白、环磷酸腺苷(cAMP)、毛喉素、LIF和CNTF。

45.根据权利要求44所述的方法，其中所述一种或多种SC分化增强剂是cAMP。

46.根据权利要求3-45中任一项所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟

为施旺细胞的条件包括：使所述细胞聚集为3D球状体；和使所述3D球状体与所述一种或多

种FGF激活剂和所述一种或多种施旺细胞分化诱导剂接触。

47.根据权利要求46所述的方法，其中所述有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞

的条件还包括在贴壁培养中培养所述3D球状体。

48.根据权利要求4和34-37中任一项所述的方法，其中所述一种或多种施旺细胞标志

物选自LRRTM4、CDH1、FABP7、BDNF、UNCB5、SOSTDC1、OLIG1、PLAT、KCNJ10、SHH、NTN1、GDNF、

ERBB3、GAP43、SOX10、S100、GFAP、POU3F1、PMP22、MBP、AQP4、MPZ、NGFR、NFATC4、MOG、IFNG、

MAL、NTF3、TGFB1、CD9、CD81、CD44、CD98、CD49E、CD49D、TYRP1、ENTHD1、NT5E、HTR2B、NOV、

IL8、SLC16A6、CDKN2A、PLP2、S100A6、AQP9和CDH19。

49.根据权利要求1-48中任一项所述的方法，其中所述葡萄糖浓度为至少约10mM。

50.根据权利要求49所述的方法，其中所述葡萄糖浓度为约30mM。

51.根据权利要求1-50中任一项所述的方法，其中所述测量在从所述细胞初始暴露于

所述葡萄糖起至少约12小时进行。
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52.根据权利要求51所述的方法，其中所述测量在从所述细胞初始暴露于所述葡萄糖

起约72小时进行。

53.根据权利要求1-52中任一项所述的方法，其中所述施旺细胞相关疾病选自周围神

经病变、神经鞘瘤、夏科-马里-图思病和格林巴利综合征。

54.根据权利要求53所述的方法，其中所述施旺细胞相关疾病是周围神经病变。

55.根据权利要求54所述的方法，其中所述周围神经病变是糖尿病性周围神经病变。

56.一种受试者中周围神经系统(PNS)再生、用于中枢神经系统(CNS)再生、用于预防

和/或修复髓鞘损伤、和/或用于预防和/或治疗施旺细胞相关疾病的方法，其包括向患有所

述施旺细胞相关疾病的受试者施用有效量的化合物或包括其的组合物，其中所述化合物选

自钾离子通道阻断剂、去甲肾上腺素-多巴胺再摄取抑制剂、环戊噻嗪、卡托普利、伊拉地

平、易混翠雀花碱、尼美舒利、曲安奈德、其盐、其溶剂化物、其水合物、其包合物、其前药及

其组合。

57.根据权利要求56所述的方法，其中所述钾离子通道阻断剂是磺酰脲化合物。

58.根据权利要求57所述的方法，其中所述磺酰脲化合物选自甲苯磺丁脲、乙酰苯磺酰

环己脲、氨磺丁脲、氯磺丙脲、格列环脲(对甲苯磺酰环己脲)、美他己脲、妥拉磺脲、格列本

脲(优降糖)、格列波脲、格列齐特、格列吡嗪、格列喹酮、格列派特、格列吡脲、格列美脲、其

盐、其溶剂化物、其水合物、其包合物及其前药。

59.根据权利要求56-58中任一项所述的方法，其中所述去甲肾上腺素-多巴胺再摄取

抑制剂选自安非他酮、咪奈丁、哌甲酯(

或 )、托莫西汀、马普替

林、desoxypipradrol、右哌甲酯、苯托雷司、二苯基脯氨醇、哌乙酯、芬坎法明、芬咖明、利非

他明、亚甲二氧基吡咯戊酮、哌甲酯、诺米芬新、O-2172、恶喹酸、哌苯甲醇、苯咯戊烷、吡咯

戊酮、他美曲林、WY-46824、其盐、其溶剂化物、其水合物、其前药及其包合物。

60.根据权利要求56-59中任一项所述的方法，其中所述施旺细胞相关疾病选自周围神

经病变、神经鞘瘤、夏科-马里-图思病和格林巴利综合征。

61.根据权利要求60所述的方法，所述施旺细胞相关疾病是周围神经病变。

62.根据权利要求61所述的方法，所述周围神经病变是糖尿病性周围神经病变。

63.根据权利要求56-62中任一项所述的方法，所述化合物是安非他酮、其盐、溶剂化

物、水合物、包合物或前药。

64.根据权利要求56-62中任一项所述的方法，所述化合物是盐酸安非他酮。

65.根据权利要求56-62中任一项所述的方法，所述化合物是安非他酮代谢物、其盐、溶

剂化物、水合物、包合物或前药。

66.根据权利要求65所述的方法，所述安非他酮代谢物选自羟基安非他酮、苏氨酸氢化

安非他酮和赤藓糖氢化安非他酮。

67.根据权利要求56-66中任一项所述的方法，所述钾离子通道阻断剂是甲苯磺丁脲、

其盐、溶剂化物、水合物、包合物或前药。

68.根据权利要求56-67中任一项所述的方法，所述组合物是还包括药学可接受载体的

药物组合物。
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使用源自干细胞的施旺细胞的药物发现方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2016年11月14日提交的美国申请第62/421,816号的优先权，将其全部

内容并入以供参考，并且对其要求优先权。

技术领域

[0003] 本发明公开的主题涉及源自干细胞(例如人干细胞)的施旺细胞前体和施旺细胞

用于在周围神经系统(PNS)和/或中枢神经系统(CNS)的再生、髓鞘损伤的预防和/或修复、

和/或施旺细胞相关疾病(例如周围神经病变糖尿病性周围神经病变)的预防和/或治疗中

药物发现的用途。本发明还提供使用通过所述药物发现材料和方法识别的化合物治疗施旺

细胞相关疾病的方法。

背景技术

[0004] 施旺细胞(SC)是周围神经系统(PNS)的神经胶质，并且对PNS功能必不可少。它们

经由施旺细胞前体(SCP)中间体从神经嵴(NC)发展而来。SC在PNS的功能调节、维持和修复

中起着关键的作用，并且表现出促进损伤后神经修复的显著能力(Jessen等，2015；Lavdas

等，2008)。SC缺陷涉及广泛的人类疾病，比如神经鞘瘤(Schwannomatosis)、夏科-马里-图

思病(Charcot  Marie  Tooth  Disease)、格林巴利综合征(Guillain  Barre  Syndrome)和各

种其它周围神经病变，包括糖尿病性周围神经病变(DPN)。

[0005] 糖尿病是周围神经病变的主要原因，影响30％(Callaghan等，2012)至60％

(Zochodne，2007)的糖尿病患者。它代表主要的健康问题，导致生活质量下降，发病率和死

亡率增加(La  Fontaine等，2014)。2001年美国与DPN相关的医疗费用估计为每年46-137亿

美元，并且继续增加(Gordois等，2003)。DPN的症状多种多样，但包括感觉功能障碍和疼痛

以及自主和ENS并发症。

[0006] 除了通过仔细监测和调节葡萄糖水平来实现预防进一步损害的主要目标之外，目

前没有有效的对DPN的治疗。症状治疗包括使用抗抑郁药、抗惊厥药和阿片类药物以应对神

经性疼痛。

[0007] DPN的发病机制可能涉及几种导致细胞毒性和周围神经退化的复杂成因(Simmons

和Feldman，2002)。有证据表明，糖尿病中的高血糖、缺氧和氧化应激导致SC的退化，特别是

在感觉神经中(Eckersley，2002)。尽管最终症状是由神经元功能障碍引起，但尚不清楚是

感觉神经元还是神经胶质在DPN的发病机制中起到关键作用(Eckersley，2002)。鉴于包括

系统性血管异常的非细胞自主因素对疾病表型的复杂贡献，在当前的DPN动物模型中详细

分析细胞类型特异性的机制是非常具有挑战性的。因此，对于DPN的体外疾病模型仍有需

求。

发明内容

[0008] 本发明公开的主题涉及如下发现：通过体外分化源自干细胞(例如人干细胞)的施
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旺细胞前体和施旺细胞可以用在用于筛选合适药物的疾病模型中，上述药物适用于周围神

经系统(PNS)和/或中枢神经系统(CNS)的再生、髓鞘损伤的预防和/或修复、和/或施旺细胞

相关疾病(例如，周围神经病变，例如，糖尿病性周围神经病变(“DPN”))的预防和/或治疗。

本发明还涉及使用通过所述材料和方法识别的分子治疗施旺细胞相关疾病的方法。

[0009] 本发明公开的主题提供筛选适合用于周围神经系统(PNS)的再生、用于中枢神经

系统(CNS)的再生、用于髓鞘损伤的预防和/或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病的预防

和/或治疗的化合物的体外方法。在某些实施方式中，该方法包括：

[0010] (a)使表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞群体暴露于至少约30mM的葡萄

糖浓度，其中细胞获自干细胞的体外分化；

[0011] (b)在葡萄糖暴露之后，使细胞与测试化合物接触；

[0012] (c)测量不经测试化合物处理的细胞的第一山梨糖醇水平、第一葡萄糖水平和第

一细胞生存力中的一个或多个；

[0013] (d)测量经测试化合物处理的细胞的第二山梨糖醇水平、第二葡萄糖水平和第二

细胞生存力中的一个或多个；

[0014] (e)对以下的一项或多项进行比较：

[0015] (i)第二山梨糖醇水平与第一山梨糖醇水平，

[0016] (ii)第二葡萄糖水平与第一葡萄糖水平，

[0017] (iii)第二细胞生存力与第一细胞生存力；和

[0018] (f)在以下的一项或多项存在时，识别出适合用于PNS和/或CNS的再生、用于髓鞘

损伤的预防和/或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病的预防和/或治疗的测试化合物：

[0019] (i)第二山梨糖醇水平低于第一山梨糖醇水平，

[0020] (ii)第二葡萄糖水平低于第一葡萄糖水平，和

[0021] (iii)第二细胞生存力低于第一细胞生存力。

[0022] 在某些实施方式中，该方法包括：(a)使表达一种或多种施旺细胞标志物的细胞群

体暴露于至少约30mM的葡萄糖浓度，其中细胞获自干细胞的体外分化；

[0023] (b)在葡萄糖暴露之后，使细胞与测试化合物接触；

[0024] (c)测量不经测试化合物处理的细胞的第一山梨糖醇水平、第一葡萄糖水平和第

一细胞生存力中的一个或多个；

[0025] (d)测量经测试化合物处理的细胞的第二山梨糖醇水平、第二葡萄糖水平和第二

细胞生存力中的一个或多个；

[0026] (e)对以下的一项或多项进行比较：

[0027] (i)第二山梨糖醇水平与第一山梨糖醇水平，

[0028] (ii)第二葡萄糖水平与第一葡萄糖水平，

[0029] (iii)第二细胞生存力与第一细胞生存力；和

[0030] (f)在以下的一项或多项存在时，识别出适合用于PNS和/或CNS的再生、用于髓鞘

损伤的预防和/或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病的预防和/或治疗的测试化合物：

[0031] (i)第二山梨糖醇水平低于第一山梨糖醇水平，

[0032] (ii)第二葡萄糖水平低于第一葡萄糖水平，和

[0033] (iii)第二细胞生存力低于第一细胞生存力。
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[0034] 在某些实施方式中，表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞通过包括以下步

骤的方法获自干细胞的体外分化：使干细胞群体与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传

导抑制剂接触和使细胞与一种或多种Wnt激活剂接触，和进一步使细胞与一种或多种FGF激

活剂接触至少约3天。

[0035] 在某些实施方式中，表达一种或多种施旺细胞标志物的细胞通过包括以下步骤的

方法获自干细胞的体外分化：使干细胞群体与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑

制剂接触和使细胞与一种或多种Wnt激活剂接触，进一步使细胞与一种或多种FGF激活剂接

触至少约3天，以产生表达一种或多种施旺细胞前体标志物的分化细胞群体，和使表达一种

或多种施旺细胞前体标志物的分化细胞群体经受有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细

胞的条件。

[0036] 在某些实施方式中，干细胞分化方法包括使细胞与一种或多种FGF激活剂接触约

14天。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括：不晚于从干细胞与一种或多种TGFβ/激活

素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约20天，使细胞与一种或多种FGF激活剂最初接触。

在某些实施方式中，干细胞分化方法包括：在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信

号传导抑制剂的最初接触起约10天至约15天，使细胞与一种或多种FGF激活剂最初接触。在

某些实施方式中，干细胞分化方法包括：在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号

传导抑制剂的最初接触起约11天，使细胞与一种或多种FGF激活剂最初接触。

[0037] 在某些实施方式中，上述方法还包括使细胞与一种或多种SC分化诱导剂接触，以

产生表达一种或多种SC前体标志物的细胞群体。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括

使细胞与一种或多种SC分化诱导剂接触至少约3天，以产生表达一种或多种施旺细胞前体

标志物的分化细胞群体。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括使细胞与一种或多种SC

分化诱导剂接触约14天。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括：在从干细胞与一种或多

种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约10天至约15天，使细胞与一种或多

种SC分化诱导剂最初接触。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括使细胞与一种或多种

FGF激活剂和一种或多种SC分化诱导剂同时接触。

[0038] 在某些实施方式中，在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制

剂的最初接触起约25天或之后，干细胞群体分化成表达一种或多种施旺细胞前体标志物的

分化细胞群体。

[0039] 在某些实施方式中，干细胞分化方法还包括使干细胞与一种或多种SMAD抑制剂接

触。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括使干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信

号传导抑制剂和一种或多种SMAD抑制剂同时接触。

[0040] 在某些实施方式中，干细胞分化方法包括：不晚于从干细胞与一种或多种TGFβ/激

活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约4天，使细胞与所述一种或多种Wnt激活剂最初

接触。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括：在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-

Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约2天，使细胞与一种或多种Wnt信号传导激活剂最初

接触。在某些实施方式中，干细胞分化方法包括：在干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-

Nodal信号传导抑制剂最初接触的同一天，使细胞与一种或多种Wnt信号传导激活剂最初接

触。

[0041] 在某些实施方式中，一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂是选自
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SB431542、其衍生物及其混合物的小分子。在某些实施方式中，一种或多种TGFβ/激活素-

Nodal信号传导抑制剂是SB431542。

[0042] 在某些实施方式中，一种或多种SMAD抑制剂是选自LDN193189、其衍生物及其混合

物的小分子。在某些实施方式中，一种或多种SMAD抑制剂是LDN193189。

[0043] 在某些实施方式中，一种或多种Wnt激活剂减少糖原合成酶激酶3β(GSK3β)以用于

激活Wnt信号传导。在某些实施方式中，一种或多种Wnt激活剂是选自CHIR99021、Wnt-1、

WNT3A、Wnt4、Wnt5a、其衍生物及其混合物的小分子。在某些实施方式中，一种或多种Wnt激

活剂是CHIR99021。

[0044] 在某些实施方式中，一种或多种SC分化诱导剂选自神经调节蛋白、LIF、CNTF、毛喉

素、TGFβ和FBS。在某些实施方式中，一种或多种SC分化诱导剂是NRG1。

[0045] 在某些实施方式中，一种或多种FGF激活剂选自FGF1、FGF2、FGF3、FGF4、FGF7、

FGF8、FGF10、FGF18、其衍生物及其混合物。在某些实施方式中，一种或多种FGF激活剂是

FGF2。

[0046] 在某些实施方式中，一种或多种施旺细胞前体标志物选自SOX10、GAP43、BLBP、

MPZ、Dhh、P75NTR、CD49D、TFAP2、CDH19、CD44、ERBB3、POU3F1、GFAP、CALCB、GRP116、TSPYL5、

ITPKA、SLC17A6、SYPL2、LOC100128252、ANGPTL7、LOC728978、ZNF502、SLC16A6、LPL、SLC30A2

和SLC10A4。在某些实施方式中，一种或多种施旺细胞前体标志物选自表1-4所列的基因。在

某些实施方式中，一种或多种施旺细胞前体标志物选自表1所列的基因。在某些实施方式

中，一种或多种施旺细胞前体标志物选自CALCB、GRP116、TSPYL5、ITPKA、SLC17A6、SYPL2、

LOC100128252、ANGPTL7、LOC728978和ZNF502。

[0047] 在某些实施方式中，干细胞是人干细胞。在某些实施方式中，人干细胞选自人胚胎

干细胞、人诱导多能干细胞、人单性生殖干细胞、原始生殖细胞样多能干细胞、外胚层干细

胞、F-class多能干细胞。

[0048] 在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件包括：使细

胞与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化诱导剂接触。在某些实施方式中，有

利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件包括：使细胞与一种或多种FGF激活剂和一

种或多种施旺细胞分化诱导剂接触至少约3天。在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细

胞成熟为施旺细胞的条件包括：使细胞与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分

化诱导剂接触约10天。在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条

件包括：使细胞与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化诱导剂接触约35天。

[0049] 在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件包括：进一

步使细胞与一种或多种SC分化增强剂接触。在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞

成熟为施旺细胞的条件包括：使细胞与一种或多种SC分化增强剂接触至少约3天。在某些实

施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件包括：使细胞与一种或多种SC

分化增强剂接触约10天。在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的

条件包括：使细胞与一种或多种SC分化增强剂接触约35天。在某些实施方式中，有利于施旺

细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件包括：使群体细胞与一种或多种FGF激活剂、一种或多

种施旺细胞分化诱导剂和一种或多种SC分化增强剂同时接触。

[0050] 在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件包括：进一
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步使细胞与一种或多种SC分化增强剂接触。在某些实施方式中，一种或多种SC分化增强剂

选自神经调节蛋白、环磷酸腺苷(cAMP)、毛喉素、LIF和CNTF。在某些实施方式中，一种或多

种SC分化增强剂是cAMP。

[0051] 在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件包括：使细

胞聚集为3D球状体；和使3D球状体与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化诱

导剂接触。在某些实施方式中，有利于施旺细胞前体细胞成熟为施旺细胞的条件还包括在

贴壁培养中培养3D球状体。在某些实施方式中，一种或多种施旺细胞标志物选自LRRTM4、

CDH1、FABP7、BDNF、UNCB5、SOSTDC1、OLIG1、PLAT、KCNJ10、SHH、NTN1、GDNF、ERBB3、GAP43、

SOX10、S100、GFAP、POU3F1、PMP22、MBP、AQP4、MPZ、NGFR、NFATC4、MOG、IFNG、MAL、NTF3、

TGFB1、CD9、CD81、CD44、CD98、CD49E、CD49D、TYRP1、ENTHD1、NT5E、HTR2B、NOV、IL8、SLC16A6、

CDKN2A、PLP2、S100A6、AQP9和CDH19。在某些实施方式中，一种或多种SC标志物选自表1-4所

列的基因。在某些实施方式中，一种或多种SC标志物选自表2-4所列的基因。在某些实施方

式中，一种或多种SC标志物选自TYRP1、CD44、ENTHD1、NT5E、HTR2B、NOV、IL8、SLC16A6和

CDKN2A。

[0052] 在某些实施方式中，葡萄糖浓度为至少约10mM。在某些实施方式中，葡萄糖浓度为

约30mM。在某些实施方式中，在从细胞初始暴露于葡萄糖起至少约12小时进行测量。在某些

实施方式中，在从细胞初始暴露于葡萄糖起约72小时进行测量。

[0053] 在某些实施方式中，施旺细胞相关疾病选自周围神经病变、神经鞘瘤、夏科-马里-

图思病和格林巴利综合征。在某些实施方式中，施旺细胞相关疾病是周围神经病变。在某些

实施方式中，周围神经病变是糖尿病性周围神经病变。

[0054] 在某些实施方式中，本发明公开的主题还提供受试者中周围神经系统(PNS)再生、

用于中枢神经系统(CNS)再生、用于预防和/或修复髓鞘损伤、和/或预防和/或治疗施旺细

胞相关疾病的方法，该方法包括向患有施旺细胞相关疾病的受试者施用有效量的化合物或

包括其的组合物，其中化合物选自钾离子通道阻断剂、去甲肾上腺素-多巴胺再摄取抑制

剂、环戊噻嗪(cyclopenthiazide)、卡托普利(captopril)、伊拉地平(isradipine)、易混翠

雀花碱(condelphine)、尼美舒利(nimesulide)、曲安奈德(triamcinolone)、其盐、其溶剂

化物、其水合物、其包合物、其前药及其组合。

[0055] 在某些实施方式中，钾离子通道阻断剂是磺酰脲化合物。在某些实施方式中，磺酰

脲化合物选自甲苯磺丁脲(tolbutamide)、乙酰苯磺酰环己脲(acetohexamide)、氨磺丁脲

(carbutamide)、氯磺丙脲(chlorpropamide)、格列环脲(glycyclamide)(对甲苯磺酰环己

脲(tolhexamide))、美他己脲(metahexamide)、妥拉磺脲(tolazamide)、格列本脲

(glibenclamide) (优降糖(glyburide))、格列波脲(glibornuride)、格列齐特

(gliclazide)、格列吡嗪(glipizide)、格列喹酮(gliquidone)、格列派特(glisoxepide)、

格列吡脲(glyclopyramide)、格列美脲(glimepiride)、其盐、其溶剂化物、其水合物、其包

合物及其前药。

[0056] 在某些实施方式中，去甲肾上腺素 -多巴胺再摄取抑制剂选自安非他酮

( b u p r o p i o n ) 、咪 奈丁 ( a m i n e p t i n e ) 、哌甲 酯 ( m e t h y l p h e n i d a t e )

或 托莫西汀

(a t o m o x e t i n e) 、马普替林(ma p r o t i l i n e) 、d e s o x y p i p r a d r o l、右哌甲酯
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(dexmethylphenidate)、苯托雷司(difemetorex)、二苯基脯氨醇(diphenylprolinol)、哌

乙酯(ethylphenidate)、芬坎法明(fencamfamine)、芬咖明(fencamine)、利非他明

(lefetamine)、亚甲二氧基吡咯戊酮(methylenedioxypyrovalerone)、哌甲酯

(methylphenidate)、诺米芬新(nomifensine)、O-2172、恶喹酸(oxolinic  acid)、哌苯甲醇

(piprad rol)、苯咯戊烷(prolintane)、吡咯戊酮(pyrovalerone)、他美曲林

(tametraline)、WY-46824、其盐、其溶剂化物、其水合物、其前药及其包合物。

[0057] 在某些实施方式中，施旺细胞相关疾病选自周围神经病变、神经鞘瘤、夏科-马里-

图思病和格林巴利综合征。在某些实施方式中，施旺细胞相关疾病是周围神经病变。在某些

实施方式中，周围神经病变是糖尿病性周围神经病变。

[0058] 在某些实施方式中，化合物是安非他酮、其盐、溶剂化物、水合物、包合物或前药。

在某些实施方式中，化合物是盐酸安非他酮。在某些实施方式中，化合物是安非他酮代谢

物、或其盐、溶剂化物、水合物、包合物或前药。在某些实施方式中，安非他酮代谢物选自羟

基安非他酮、苏氨酸氢化安非他酮(threo-hydrobupropion)和赤藓糖氢化安非他酮

(erythrohydrobupropion)。在某些实施方式中，钾离子通道阻断剂是甲苯磺丁脲、其盐、溶

剂化物、水合物、包合物或前药。

[0059] 在某些实施方式中，组合物是还包括药学可接受载体的药物组合物。

附图说明

[0060] 图1A-1I：由hESC获得SC。(1A)用于获得施旺细胞前体和施旺细胞的方案(第11-35

天)的示意图。(1B)分化第11、25和35天的SOX10::GFP表达。(1C、1D)用于参与施旺细胞分化

和髓鞘化(1C)和神经相互作用和支持(1D)的一组施旺谱系标志物的qRT-PCR。未分选的和

CD49D分选的分化NC细胞对于SOX10的免疫荧光。(1E)在第60天，源自hESC的SC的施旺谱系

标志物的代表性免疫荧光图像。F)(1E)中标志物的定量。(1G)与CNS前体相比，在分化第50

天和第100天，CD49d纯化的NC、CD49d纯化的SCP、人原代施旺细胞和CD98纯化的源自hESC的

SC的主成分分析。(1H)在第25天SCP和第100天SC中前10位(正常字体)和选择的另外的(粗

体字体)显著上调的基因。(1I)(1E)中标志物的定量。B的左图和中间图中比例尺＝100μm，B

右图和E中比例尺为25μm。

[0061] 图2A-2D：hESC-SC对高葡萄糖暴露的选择性易损性(vulnerability)。(2A)用于模

拟源自hESC的细胞类型中糖尿病性神经损伤的实验范例示意图。(2B)使用LDH活性检定，对

源自hESC的SC和感觉神经元响应于不同葡萄糖浓度暴露进行细胞死亡分析。(2C)未分化的

hESC和源自hESC的施旺细胞和感觉神经元中醛糖还原酶(AR)和山梨糖醇脱氢酶(SDH)的

qRT-PCR。(2D)源自hESC的SC和感觉神经元响应于不同葡萄糖浓度暴露的细胞内山梨糖醇

测量。

[0062] 图3A-3F：安非他酮HCl(Bupropion  HCl)保护hESC-SC免于糖毒性。(3A、3E)用于识

别提高经高葡萄糖处理的hESC-SC的生存力的化合物的高通量药物筛选的示意图。(3B)显

示活的经高葡萄糖处理的hESC-SC的总数的初步筛选数据以及1280个筛选出的化合物。

(3C)选择的命中(hit)化合物“安非他酮HCl”对细胞死亡的作用的剂量反应分析。(3D)选择

的命中化合物“安非他酮HCl”对山梨糖醇水平的作用的剂量反应分析。(3F)主要命中化合

物列表(Z-分数>3)。p-值为：*p<0.05；**p<0.01。
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[0063] 图4A-4D：安非他酮对葡萄糖代谢和多元醇通路的影响。安非他酮HCl通过增加糖

酵解通量而降低山梨糖醇水平(4A-4C)。响应于安非他酮HCl的细胞内葡萄糖水平(4A)、葡

萄糖再摄取(4B)和丙酮酸盐(4C)的测量。(4D)安非他酮对SC中葡萄糖代谢的影响的模型示

意图。p-值为：*p<0.05；**p<0.01。

[0064] 图5A-5G：安非他酮处理防止小鼠中的糖尿病性神经损伤。(5A)模拟小鼠中糖尿病

和安非他酮处理的示意图。(5B)正常小鼠和经STZ和安非他酮处理的小鼠中的血糖水平。

(5C)测量正常小鼠和经STZ和安非他酮处理的小鼠中后爪撤回(withdrawal)延迟

(latency)的热敏感度试验。(5D、5E)正常小鼠和经STZ和安非他酮处理的小鼠的坐骨神经

中的TUNEL染色和定量。(5F、5G)正常小鼠和经STZ和安非他酮处理的小鼠的坐骨神经中损

伤髓鞘结构的透射电子显微镜检和定量。p-值为：*p<0.05；**p<0.01；***p<0.001；****p<

0.000。D中比例尺＝100μm，F中比例尺为5μm。BP，安非他酮HCL。

[0065] 图6A-6B：源自hESC的SCP和SC谱系的表征。(6A)在源自hESC的NC(第11天)和SCP

(第25天)中SOX10::GFP的流式细胞术分析。(6B)体外分化过程中不同时间点源自hESC的SC

中GFAP的流式细胞术分析。

[0066] 图7A-7C：抗体筛选识别出新的人SC表面标志物。(7A)抗体筛选范例的示意图。

(7B)初步筛选识别出新的hESC-SC表面标志物。(7C)基于免疫细胞化学和流式细胞术，验证

SC分化不同阶段的表面标志物表达。

具体实施方式

[0067] 本发明公开的主题涉及源自干细胞的施旺细胞前体和/或施旺细胞用于预防和/

或治疗施旺细胞相关疾病(例如，周围神经病变，例如，糖尿病性周围神经病变)药物发现的

用途。本发明公开的主题还涉及从该药物发现方法筛选出的化合物和这样的化合物的药物

组合物用于预防和/或治疗施旺细胞相关疾病(例如，周围神经病变，例如，糖尿病性周围神

经病变)的用途。

[0068] 出于清楚的公开而非限制的目的，具体实施方式分为以下小节：

[0069] 1.定义

[0070] 2.干细胞分化方法

[0071] 3.治疗性化合物筛选方法

[0072] 4.治疗方法

[0073] 5.试剂盒

[0074] 1.定义

[0075] 本说明书中使用的术语在本发明的上下文中和在使用每个术语的具体上下文中

通常具有其在本领域中的通常含义。某些术语在下文或说明书中的其它地方讨论，以便向

从业者提供对描述本发明的组合物和方法以及如何制备和使用它们的额外指导。

[0076] 术语“约”或“大约”是指在由本领域普通技术人员确定的特定值的可接受误差范

围内，这将部分地取决于如何测量或确定该值，即测量系统的局限性。例如，根据本领域的

惯例，“约”可以指在3个或多于3个标准偏差内。或者，“约”可以表示给定值的至多20％例如

至多10％、至多5％、或至多1％的范围。或者，特别是关于生物系统或过程，该术语可以表示

在数值的一个数量级内、例如在5倍以内或2倍以内。
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[0077] 如本文所用，涉及“信号转导蛋白”时术语“信号传导”是指通过配体结合膜受体蛋

白质或一些其它刺激而得以激活或以其它方式影响的蛋白质。信号转导蛋白的实例包括，

但不限于，成纤维细胞生长因子(FGF)、SMAD、无翼(Wnt)复合蛋白，包括β-catnin、NOTCH、转

化生长因子β(TGFβ)、激活素、Nodal和糖原合成酶激酶3β(GSK3P)蛋白。对于许多细胞表面

受体或内部受体蛋白质，配体-受体相互作用与细胞的应答没有直接联系。配体激活的受体

可以首先与细胞内的其它蛋白质相互作用，然后产生配体对细胞行为的最终生理效应。通

常，在受体激活或抑制后，一连串的数种相互作用的细胞蛋白质的行为发生改变。由受体激

活诱导的整组细胞变化称为信号转导机制或信号传导通路。

[0078] 如本文所用，术语“信号”是指控制细胞结构和功能变化的内部和外部因素。它们

本质上可以是化学的或物理的。

[0079] 如本文所用，术语“配体”是指与受体结合的分子和蛋白质，例如TFGβ、激活素、

Nodal、骨形态发生蛋白(BMP)等。

[0080] 如本文所用的“抑制剂”是指干扰(例如，减少、降低、抑制、消除或阻断)分子或通

路的信号传导功能的化合物或分子(例如，小分子、肽、拟肽(peptidomimetic)、天然化合

物、siRNA、反义核酸、适体或抗体)。抑制剂可以是改变指定蛋白质(信号传导分子、与指定

信号传导分子有关的任何分子、指定的相关分子，比如糖原合成酶激酶3β(GSK3β))(例如，

包括但不限于本文所述的信号传导分子)的任何活性的任何化合物或分子，例如，经由直接

接触SMAD信号传导、接触SMAD  mRNA、引起SMAD的构象变化、降低SMAD蛋白质水平或干扰

SMAD与信号传导配偶体的相互作用(例如，包括本文所述的那些)并且影响SMAD靶基因(例

如本文所述的那些)的表达。抑制剂还包括通过拦阻上游信号传导分子(例如，在细胞外结

构域内)间接调节SMAD生物活性的分子，信号传导分子和效果的例子包括：隔离骨形态发生

蛋白的Noggin，其抑制ALK受体1、2、3和6的激活，从而阻止下游SMAD激活。同样，Chordin、

Cerberus、Follistatin，类似地隔离SMAD信号传导的细胞外激活剂。Bambi是一种跨膜蛋

白，也充当假受体来隔离细胞外TGFb信号传导分子。阻断激活素、Nodal、TGFb和BMP的抗体

预期用于中和SMAD信号传导的细胞外激活剂等。除通过结合并影响指定信号传导分子上游

的分子转而引起指定分子抑制而诱导的抑制以外，还就竞争性抑制(以排除或减少另一种

已知结合化合物的结合的方式结合活性位点)和变构抑制(以干扰化合物与蛋白质活性位

点结合的方式改变蛋白质构象的方式结合蛋白质)而言对抑制剂进行了描述。抑制剂可以

是通过实际接触信号传导靶标来抑制信号传导靶标或信号传导靶通路的“直接抑制剂”。

[0081] 如本文所用，术语“施旺细胞前体”是指表达一种或多种施旺细胞前体标志物(其

包括但不限于本文公开的施旺细胞前体标志物)的细胞。在合适的成熟条件下，施旺细胞前

体可以成为施旺细胞。

[0082] 如本文所用，术语“施旺细胞”是指表达一种或多种施旺细胞标志物(其包括但不

限于本文公开的施旺细胞标志物)的细胞。施旺细胞可以是髓鞘化施旺细胞或非髓鞘化施

旺细胞。在某些实施方式中，施旺细胞能够在周围神经系统中维持神经元的轴突和使其再

生(例如健康轴突的维持)。在某些实施方式中，施旺细胞能够形成髓鞘。在某些实施方式

中，施旺细胞能够形成Remak束。

[0083] 如本文所用，“激活剂”是指增加、诱导、刺激、激活、促进或增强分子或通路(例如

Wnt信号传导或FGF信号传导)的信号传导功能的激活的化合物。
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[0084] 如本文所用，术语“衍生物”是指具有类似核心结构的化合物。

[0085] 如本文所用，术语“细胞的群体”或“细胞群体”是指一组至少两个细胞。在非限制

性实例中，细胞群体可以包括至少约10、至少约100、至少约200、至少约300、至少约400、至

少约500、至少约600、至少约700、至少约800、至少约900、至少约1000个细胞。群体可以是包

括一种细胞类型例如SC前体群体、SC群体或未分化干细胞群体的纯群体。或者，群体可以包

括多于一种细胞类型，例如混合细胞群体，例如SC前体和SC的混合群体。

[0086] 如本文所用，术语“干细胞”是指能够在培养中无限期分裂并产生特化细胞的细

胞。人干细胞是指来自人的干细胞。

[0087] 如本文所用，术语“胚胎干细胞”是指源自植入前阶段胚胎的原始(未分化)细胞，

其能够在培养中长时期地分裂而不分化，并且已知会发育成三原胚层的细胞和组织。人胚

胎干细胞是指来自人的胚胎干细胞。如本文所用，术语“人胚胎干细胞”或“hESC”是指源自

早期人胚胎、直至并包括胚泡期的一类多能干细胞(“PSC”)，其能够在培养中长时期地分裂

而不分化，并且已知会发育成三原胚层的细胞和组织。

[0088] 如本文所用，术语“胚胎干细胞系”是指已经在体外条件下培养的胚胎干细胞群

体，上述条件允许增殖而不分化长达数天、数月至数年。

[0089] 如本文所用，术语“全能(totipotent)”是指产生身体的所有细胞类型加上构成胚

外组织(例如胎盘)的所有细胞类型的能力。

[0090] 如本文所用，术语“多潜能(multipotent)”是指发育成身体的多于一种细胞类型

的能力。

[0091] 如本文所用，术语“多能(pluripotent)”是指发育成有机体的三个发育胚层(包括

内胚层、中胚层和外胚层)的能力。

[0092] 如本文所用，术语“诱导多能干细胞”或“iPSC”是指一类与胚胎干细胞类似的多能

干细胞，其通过将某些胚胎基因(例如OCT4、SOX2和KLF4转基因)(参见，例如，Takahashi和

Yamanaka  Cell  126,663-676(2006)，在此并入以供参考)引入体细胞而形成，例如CI  4、

C72等。

[0093] 如本文所用，术语“体细胞”是指配子(卵子或精子)以外的任何体内细胞；有时称

为“成体”细胞。

[0094] 如本文所用，术语“体细胞(成体)干细胞”是指在许多器官和分化组织中发现的相

对罕见的未分化细胞，其具有有限的自我更新(在实验室中)和分化的能力。这些细胞的分

化能力各有不同，但通常限于起源器官中的细胞类型。

[0095] 如本文所用，术语“神经元”是指神经细胞，即神经系统的主要功能单元。神经元由

细胞体及其突起——轴突和一个或多个树突组成。神经元通过在突触处释放神经递质将信

息传递给其它神经元或细胞。

[0096] 如本文所用，术语“增殖”是指细胞数量的增加。

[0097] 如本文所用，术语“未分化”是指尚未发育成特化细胞类型的细胞。

[0098] 如本文所用，术语“分化”是指非特化的胚胎细胞获得特化细胞如心脏、肝脏或肌

肉细胞的特征的过程。分化受细胞基因与细胞外部的物理和化学条件的相互作用控制，通

常是通过涉及嵌入细胞表面的蛋白质的信号传导通路。

[0099] 如本文所用，术语“定向分化”是指操纵干细胞培养条件以诱导分化成特定(例如，
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所要求的)细胞类型，比如SC前体。

[0100] 如本文所用，涉及干细胞时术语“定向分化”是指使用小分子、生长因子蛋白和其

它生长条件来促进干细胞从多能状态转变成更成熟或特化的细胞命运(例如SC前体、SC

等)。

[0101] 如本文所用，涉及细胞时术语“诱导分化”是指将默认细胞类型(基因型和/或表

型)改变为非默认细胞类型(基因型和/或表型)。因此，“诱导干细胞分化”是指诱导干细胞

(例如，人干细胞)分裂成具有与干细胞不同的特征的子代细胞，上述特征例如基因型(例

如，如通过遗传分析例如微阵列所确定的基因表达的变化)和/或表型(例如，蛋白质如SC前

体标志物和SC标志物的表达的变化)。

[0102] 如本文所用，术语“细胞培养”是指在用于研究或医疗的人工培养基中细胞的体外

生长。

[0103] 如本文所用，术语“培养基”是指覆盖培养容器如培养皿、多孔板等中的细胞、并含

有滋养和支持细胞的营养物的液体。培养基还可以包括添加来在细胞中产生所需的变化的

生长因子。

[0104] 如本文所用，术语使细胞与化合物(例如，一种或多种抑制剂、激活剂和/或诱导

剂)“接触”是指将化合物置于允许其接触细胞的位置。接触可以使用任何合适的方法完成。

例如，接触可以通过将化合物加入细胞的管中完成。接触也可以通过将化合物加入到包括

细胞的培养基中完成。可以将每种化合物(例如，本文公开的抑制剂、激活剂和诱导剂)作为

溶液(例如浓缩溶液)加入到包括细胞的培养基中。另外可选地或额外地，化合物(例如，本

文公开的抑制剂、激活剂和诱导剂)以及细胞可以存在于配制的细胞培养基中。

[0105] 如本文所用，术语“体外”是指人造环境以及在人造环境中发生的过程或反应。体

外环境例示但不限于试管和细胞培养物。

[0106] 如本文所用，术语“体内”是指天然环境(例如，动物或细胞)以及在天然环境中发

生的过程或反应，如胚胎发育、细胞分化、神经管形成等。

[0107] 如本文所用，与基因或蛋白质相关的术语“表达”是指制备可以使用例如微阵列检

定、抗体染色检定等的检定观察到的mRNA或蛋白质。

[0108] 如本文所用，术语“标志物”或“细胞标志物”是指识别特定细胞或细胞类型的基因

或蛋白质。细胞的标志物可以不限于一种标志物，标志物可以指标志物的“模式

(pattern)”，使得标志物的指定组可以使细胞或细胞类型从另一种细胞或细胞类型中识别

出。

[0109] 如本文所用，当涉及本文公开的任何细胞时，术语“源自”或“建立自”或“分化自”

是指使用任何操作从细胞系、组织(如解离的胚胎)或流体中的亲本细胞获得(例如，分离、

纯化等)的细胞，上述操作例如但不限于，单细胞分离，体外培养，使用例如蛋白质、化学品、

辐射、病毒感染、用DNA序列转染例如用形态发生素等的处理和/或诱变，选择(如通过连续

培养)所培养亲本细胞中含有的任何细胞。产生的细胞可以借助对生长因子、细胞因子、细

胞因子处理的选择进展、粘附性、粘附性的缺乏、分选程序等的应答从混合群体中选择出。

[0110] 本文的“个体”或“受试者”是脊椎动物，例如人或非人动物，例如哺乳动物。哺乳动

物包括但不限于人、灵长类动物、家畜、运动动物(sport  animal)、啮齿类动物和宠物。非人

动物受试者的非限制性实例包括啮齿类动物，如小鼠、大鼠、仓鼠和豚鼠；兔；狗；猫；绵羊；
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猪；山羊；牛；马；和非人灵长类动物，如猿和猴。

[0111] 如本文所用，术语“疾病”是指损害或干扰细胞、组织或器官的正常功能的任何症

状或病症。

[0112] 如本文所用，术语“治疗(treating)”或“治疗(treatment)”是指试图改变所治疗

的个体或细胞的疾病进程的临床干预，并且可以用于预防或在临床病理过程中进行。治疗

的治疗性效果包括，但不限于，预防疾病的发生或复发、症状的缓解、疾病的任何直接或间

接病理后果的减少、预防转移、降低疾病进展的速度、改善或缓解疾病状态以及缓和或改善

预后。通过预防疾病或病症的进展，治疗可以防止由于受影响或所诊断的受试者或疑似患

有该病症的受试者的病症导致的恶化，但是治疗也可以防止处于该病症风险或疑似患有该

病症的受试者中病症的发作或病症的症状。

[0113] 2.干细胞分化成施旺细胞的方法

[0114] 施旺细胞可以自干细胞(例如人干细胞)的体外分化获得。在某些实施方式中，干

细胞是人干细胞。人干细胞的非限制性实例包括人胚胎干细胞(hESC)、人多能干细胞

(hPSC)、人诱导多能干细胞(hiPSC)、人单性生殖干细胞、原始生殖细胞样多能干细胞、外胚

层干细胞、F-class多能干细胞、体干细胞、癌症干细胞或任何其它能够谱系特异性分化的

细胞。在某些实施方式中，人干细胞是人多能干细胞。在某些实施方式中，人干细胞是人胚

胎干细胞(hESC)。在某些实施方式中，人干细胞是人诱导多能干细胞(hiPSC)。在某些实施

方式中，干细胞是非人干细胞，其包括但不限于哺乳动物干细胞、灵长类动物干细胞或者来

自啮齿类动物、小鼠、大鼠、狗、猫、马、猪、牛、羊等的干细胞。

[0115] 双SMAD抑制的应用可以用于诱导干细胞(例如hPSC)分化成一种类型的神经谱系，

例如，Chambers(2009)，其全部内容并入以供参考。此外，通过相继抑制SMAD信号传导、然后

激活Wnt信号传导，可以使干细胞分化成神经嵴谱系细胞(例如伤害感受器)，例如，

Chambers(2012)；Mica(2013)；WO2011/149762；Fattahi(2016)；和2015年12月23日提交的

美国专利临时申请第62/387,468号，将其全部内容均并入以供参考。

[0116] 在某些实施方式中，干细胞分化成SC包括三个阶段：干细胞在体外分化成表达一

种或多种神经嵴谱系标志物的细胞(神经嵴谱系细胞)，神经嵴谱系细胞在体外分化成SC前

体，以及SC前体在体外分化或成熟为SC。在第一阶段可以使用任何使干细胞在体外分化成

神经嵴谱系细胞的合适方法，其包括但不限于Chambers(2012)；Mica(2013)；WO2011/

149762；2015年12月23日提交的美国专利临时申请第62/387,468号；和Fattahi(2016)中公

开的方法。在某些实施方式中，干细胞群体在体外分化成神经嵴谱系细胞群体，其在体外分

化成SC前体群体，其进一步在体外诱导成SC群体。

[0117] 神经嵴谱系标志物的非限制性实例包括SOX10、p75、HNK1、CD49D、ERBB3、TFAP2、

SNAIL和SLUG。

[0118] 在某些实施方式中，通过抑制SMAD信号传导和激活Wnt信号传导，使神经嵴谱系细

胞从干细胞在体外分化。在某些实施方式中，该方法包括使干细胞(例如人干细胞)群体与

一种或多种转化生长因子β(TGFβ)/激活素-Nodal信号传导抑制剂和一种或多种Wnt激活剂

接触。

[0119] 在某些实施方式中，通过诱导SC分化，使SC前体从神经嵴谱系细胞在体外分化。在

某些实施方式中，该方法包括使神经嵴谱系细胞(例如通过抑制SMAD信号传导和激活Wnt信
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号传导而源自干细胞的神经嵴谱系细胞)群体与一种或多种Wnt激活剂和一种或多种FGF激

活剂接触。在某些实施方式中，该方法包括使神经嵴谱系细胞(例如通过抑制SMAD信号传导

和激活Wnt信号传导而源自干细胞的神经嵴谱系细胞)群体与一种或多种SC分化诱导剂接

触。

[0120] 在某些实施方式中，通过增强SC分化，SC从SC前体在体外分化。在某些实施方式

中，该方法包括使SC前体(例如通过诱导SC分化而源自神经嵴谱系细胞的SC前体细胞)群体

与一种或多种FGF激活剂、一种或多种SC分化诱导剂接触。在某些实施方式中，该方法包括

使SC前体(例如通过诱导SC分化而源自神经嵴谱系细胞的SC前体细胞)群体与一种或多种

SC分化增强剂接触。

[0121] 1.干细胞体外分化成神经嵴谱系细胞

[0122] 在某些实施方式中，体外诱导干细胞分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物的

细胞的方法包括：使干细胞(例如人干细胞)群体与一种或多种转化生长因子β(TGFβ)/激活

素-Nodal信号传导抑制剂接触。在某些实施方式中，TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂中

和包括TGFβ、骨形态发生蛋白(BMP)、Nodal和激活素在内的配体，或通过阻断受体和下游效

应子而阻断其信号通路。TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的非限制性实例公开于

WO2011/149762、Chambers(2009)和Chambers(2012)，其全部内容并入以供参考。在某些实

施方式中，一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂是选自SB431542、其衍生物及其

混合物的小分子。在某些实施方式中，一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂是

SB431542。

[0123] “SB431542”是指CAS号为301836-41-9的分子，分子式为C22H18N4O3，命名为4-[4-

(1,3-苯并间二氧杂环戊烯-5-基)-5-(2-吡啶基)-1H-咪唑-2-基]-苯甲酰胺，例如，参见下

文结构：

[0124]

[0125] 在某些实施方式中，体外诱导干细胞分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物的

细胞的方法还包括：使干细胞与一种或多种Small  Mothers  Against  Decapentaplegic

(SMAD)信号传导抑制剂(“SMAD抑制剂”)接触。SMAD抑制剂的非限制性实例公开于WO2011/

149762、Chambers(2009)和Chambers(2012)，其全部内容并入以供参考。在某些实施方式

中，一种或多种SMAD信号传导抑制剂是选自LDN193189、其衍生物及其混合物的小分子。在

某些实施方式中，一种或多种SMAD抑制剂是LDN193189。

[0126] “LDN193189”是指小分子DM-3189，IUPAC名为4-(6-(4-(哌嗪-1-基)苯基)吡唑并

[1,5-a]嘧啶-3-基)喹啉，化学式为C25H22N6，其具有下式。
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[0127]

[0128] LDN193189能够起到SMAD信号传导抑制剂的作用。LDN193189也是ALK2、ALK3和

ALK6、蛋白质酪氨酸激酶(PTK)的高度有效的小分子抑制剂，其抑制I型TGFβ受体的ALK1和

ALK3家族成员的信号传导，导致多种生物信号传送的抑制，上述生物信号包括骨形态发生

蛋白(BMP)BMP2、BMP4、BMP6、BMP7和激活素细胞因子信号以及后续的Smad1、Smad5、和Smad8

的 S M A D磷酸化 (Y u等 ,(2 0 0 8) N a t  M e d  1 4 : 1 3 6 3 - 1 3 6 9 ；C u n y等 ,(2 0 0 8)

Bioorg.Med.Chem.Lett.18:4388-4392，并入本文以供参考)。

[0129] 在某些实施方式中，体外诱导干细胞分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物的

细胞的方法还包括：使细胞与一种或多种Wnt激活剂接触。如本文所用，涉及配体时术语

“WNT”或“无翼”是指一组能够与WNT受体(例如Frizzled和LRPDerailed/RYK受体家族中的

受体)相互作用的分泌蛋白(即人的Intl(integration  1))。如本文所用，涉及信号传导通

路时术语“WNT”或“无翼”是指由Wnt家族配体和Wnt家族受体例如Frizzled和LRPDerailed/

RYK受体组成的经由或不经β-连环蛋白介导的信号通路。在某些实施方式中，WNT信号传导

通路包括通过β-连环蛋白介导，例如WNT/-连环蛋白。

[0130] 在某些实施方式中，一种或多种Wnt激活剂减少糖原合成酶激酶3β(GSK3β)以用于

激活Wnt信号传导。因此，Wnt激活剂可以是GSK3β抑制剂。GSK3P抑制剂能够激活WNT信号传

导通路，参见例如Cadigan ,等 ,J  Cell  Sci .2006；119:395-402；Kikuchi等 ,Cell 

Signaling.2007；19:659-671，其全部内容并入本文以供参考。如本文所用，术语“糖原合成

酶激酶3β抑制剂”是指抑制糖原合成酶激酶3β酶的化合物，例如，参见Doble等,J  Cell 

Sci.2003；116:1175-1186，其全部内容并入本文以供参考。

[0131] Wnt激活剂或GSK3β抑制剂的非限制性实例公开于WO2011/149762、Chambers

(2012)和Calder等,J  Neurosci.2015  Aug19；35(33):11462-81，其全部内容并入以供参

考。在某些实施方式中，一种或多种Wnt激活剂是选自CHIR99021、WNT3A、Wnt-1、Wnt4、

Wnt5a、其衍生物及其混合物的小分子。在某些实施方式中，一种或多种Wnt激活剂是

CHIR99021。

[0132] “CHIR99021”(也称为“氨基嘧啶”或“3-[3-(2-羧乙基)-4-甲基吡咯-2-亚甲基]-

2-吲哚酮”)是指IUPAC名为6-(2-(4-(2,4-二氯苯基)-5-(4-甲基-1H-咪唑-2-基)嘧啶-2-

基氨基)乙基氨基)烟腈，其具有下式。
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[0133]

[0134] CHIR99021具有高度选择性，对一组相关和不相关的激酶显示出近千倍的选择性，

针对人GSK3β的IC50＝6.7nM，针对啮齿类动物GSK3β同源物为纳摩尔IC50值。

[0135] 对于干细胞在体外分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞，干细胞可以

与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂接触至少约3天、至少约4天、至少约5天、

至少约6天、至少约7天、至少约8天、至少约9天、至少约10天、至少约11天、至少约12天、至少

约13天、至少约14天、至少约15天、至少约16天、至少约17天、至少约18天、至少约19天、至少

约20天、至少约21天、至少约22天、至少约23天、至少约24天、至少约25天、至少约26天、至少

约27天、至少约28天、至少约29天或者至少约30天。在某些实施方式中，干细胞与一种或多

种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂接触至多约3天、至多约4天、至多约5天、至多约6天、

至多约7天、至多约8天、至多约9天、至多约10天、至多约11天、至多约12天、至多约13天、至

多约14天、至多约15天、至多约16天、至多约17天、至多约18天、至多约19天、至多约20天、至

多约21天、至多约22天、至多约23天、至多约24天、至多约25天、至多约26天、至多约27天、至

多约28天、至多约29天或者至多约30天。在某些实施方式中，干细胞与一种或多种TGFβ/激

活素-Nodal信号传导抑制剂接触约4天至约30天、约4天至约27天、约4天至约26天、约4天至

约25天、约4天至约24天、约4天至约20天、约4天至约15天、约4天至约10天、约5天至约15天、

约5天至约10天、约10天至约15天、约15天至约20天、约10天至约20天、约20天至约25天或者

约25天至约30天。在某些实施方式中，干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑

制剂接触10天至约15天。在某些实施方式中，干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号

传导抑制剂接触约3天、约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天、约10天、约11天、约12天、

约13天、约14天、约15天、约16天、约17天、约18天、约19天、约20天、约21天、约22天、约23天、

约24天、约25天、约26天、约27天、约28天、约29天或者约30天。在某些实施方式中，干细胞与

一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂接触约10天。在某些实施方式中，干细胞与

一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂接触约11天。

[0136] 对于干细胞在体外分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞，干细胞可以

与一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触至少约3天、至少约4天、至少约5天、至少约6天、至

少约7天、至少约8天、至少约9天、至少约10天、至少约11天、至少约12、至少约13天、至少约

14天、至少约15天、至少约16天、至少约17天、至少约18天、至少约19天、至少约20天、至少约

21天、至少约22天、至少约23天、至少约24天、至少约25天、至少约26天、至少约27天、至少约

28天、至少约29天或者至少约30天。在某些实施方式中，干细胞与一种或多种SMAD信号传导

抑制剂接触至多约3天、至多约4天、至多约5天、至多约6天、至多约7天、至多约8天、至多约9

天、至多约10天、至多约11天、至多约12天、至多约13天、至多约14天、至多约15天、至多约16
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天、至多约17天、至多约18天、至多约19天、至多约20天、至多约21天、至多约22天、至多约23

天、至多约24天、至多约25天、至多约26天、至多约27天、至多约28天、至多约29天或者至多

约30天。在某些实施方式中，干细胞与一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触约4天至约30

天、约4天至约27天、约4天至约26天、约4天至约25天、约4天至约24天、约4天至约20天、约4

天至约15天、约4天至约10天、约5天至约15天、约5天至约10天、约10天至约15天、约15天至

约20天、约10天至约20天、约20天至约25天或者约25天至约30天。在某些实施方式中，干细

胞与一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触10天至约15天。在某些实施方式中，干细胞与一

种或多种SMAD信号传导抑制剂接触约3天、约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天、约10

天、约11天、约12天、约13天、约14天、约15天、约16天、约17天、约18天、约19天、约20天、约21

天、约22天、约23天、约24天、约25天、约26天、约27天、约28天、约29天或者约30天。在某些实

施方式中，干细胞与一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触约10天。在某些实施方式中，干细

胞与一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触约11天。

[0137] 而且，细胞可以与一种或多种Wnt信号传导激活剂接触至少约4天、至少约5天、至

少约6天、至少约7天、至少约8天、至少约9天、至少约10天、至少约11天、至少约12天、至少约

13天、至少约14天、至少约15天、至少约16天、至少约17天、至少约18天、至少约19天、至少约

20天、至少约21天、至少约22天、至少约23天、至少约24天、至少约25天、至少约26天、至少约

27天、至少约28天或者至少约29天、至少约30天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt

信号传导激活剂接触至多约4天、至多约5天、至多约6天、至多约7天、至多约8天、至多约9

天、至多约10天、至多约11天、至多约12天、至多约13天、至多约14天、至多约15天、至多约16

天、至多约17天、至多约18天、至多约19天、至多约20天、至多约21天、至多约22天、至多约23

天、至多约24天、至多约25天、至多约26天、至多约27天、至多约28天、至多约29天或者至多

约30天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt信号传导激活剂接触约4天至约30天、约

4天至约27天、约4天至约26天、约4天至约25天、约4天至约24天、约4天至约20天、约4天至约

15天、约4天至约10天、约5天至约15天、约5天至约10天、约10天至约15天、约15天至约20天、

约10天至约20天、约20天至约25天或者约25天至约30天。在某些实施方式中，细胞与一种或

多种Wnt信号传导激活剂接触5天至约15天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt信号

传导激活剂接触约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天、约10天、约11天、约12天、约13

天、约14天、约15天、约16天、约17天、约18天、约19天、约20天、约21天、约22天、约23天、约24

天、约25天、约26天、约27天、约28天、约29天或者约30天。在某些实施方式中，细胞与一种或

多种Wnt信号传导激活剂接触约11天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt信号传导

激活剂接触约10天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt信号传导激活剂接触约9天。

[0138] 在某些实施方式中，干细胞与以下浓度的一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传

导抑制剂接触：约1nM至约300nM、约5nM至约250nM、约10nM至约200nM、约10nM至约50nM、约

50nM至约150nM、约80nM至约120nM、约90nM至约110nM、约50nM至约100nM、约100nM至约

150nM、约150nM至约200nM、约200nM至约250nM或者约250nM至约300nM。在某些实施方式中，

干细胞与浓度约80nM至约120nM的一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂接触。在

某些实施方式中，干细胞与浓度约100nM的一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂

接触。在某些实施方式中，干细胞与任一上述浓度的一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传

导抑制剂每日、每隔一日或者每隔两日接触。在某些实施方式中，干细胞与浓度约100nM的
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一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂每日接触。

[0139] 在某些实施方式中，干细胞与以下浓度的一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触：

约1μM至100μM、约1μM至20μM、约1μM至15μM、约1μM至10μM、约1μM至5μM、约5μM至10μM、约5μM

至15μM、约15μM至20μM、约20μM至30μM、约30μM至40μM、约40μM至50μM、约50μM至60μM、约60μ

M至70μM、约70μM至80μM、约80μM至90μM或者约90μM至100μM。在某些实施方式中，干细胞与

浓度约5μM至15μM的一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触。在某些实施方式中，干细胞与浓

度约10μM的一种或多种SMAD信号传导抑制剂接触。在某些实施方式中，干细胞与任一上述

浓度的一种或多种SMAD信号传导抑制剂每日、每隔一日或者每隔两日接触。在某些实施方

式中，干细胞与浓度约10μM的一种或多种SMAD信号传导抑制剂每日接触。

[0140] 在某些实施方式中，细胞与以下浓度的一种或多种Wnt信号传导激活剂接触：约1μ

M至100μM、约1μM至20μM、约1μM至15μM、约1μM至10μM、约1μM至5μM、约5μM至10μM、约5μM至15

μM、约15μM至20μM、约20μM至30μM、约30μM至40μM、约40μM至50μM、约50μM至60μM、约60μM至

70μM、约70μM至80μM、约80μM至90μM或者约90μM至100μM。在某些实施方式中，细胞与浓度约

1μM至5μM的一种或多种Wnt信号传导激活剂接触。在某些实施方式中，细胞与浓度约3μM的

一种或多种Wnt信号传导激活剂接触。在某些实施方式中，细胞与任一上述浓度的一种或多

种Wnt信号传导激活剂每日、每隔一日或者每隔两日接触。在某些实施方式中，细胞与浓度

约3μM的一种或多种Wnt信号传导激活剂每日接触。

[0141] 2.神经嵴谱系细胞在体外分化成施旺细胞前体

[0142] 在某些实施方式中，神经嵴谱系细胞通过包括以下步骤的方法分化成施旺细胞前

体：使细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞，例如在使干细胞群体与一种或

多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导和任选地一种或多种SMAD抑制剂接触、并且进一步使细

胞与一种或多种Wnt激活剂接触之后分化的细胞)与本文所述的一种或多种Wnt激活剂和一

种或多种FGF信号传导激活剂(“FGF激活剂”)接触，以产生SC前体群体，例如表达一种或多

种施旺细胞前体标志物的细胞。在某些实施方式中，该方法包括使细胞(例如表达一种或多

种神经嵴谱系标志物的细胞，例如在使干细胞群体与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号

传导和任选地一种或多种SMAD抑制剂接触、并且进一步使细胞与一种或多种Wnt激活剂接

触之后分化的细胞)与一种或多种诱导施旺细胞分化的分子(“SC分化诱导剂”)接触，以产

生SC前体群体，例如表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞。

[0143] SC分化诱导剂的非限制性实例包括神经调节蛋白、LIF、CNTF、毛喉素、TGFβ和FBS。

在某些实施方式中，一种或多种SC分化诱导剂是神经调节蛋白1(NRG1)。

[0144] FGF信号传导激活剂的非限制性实例包括FGF1、FGF2、FGF3、FGF4、FGF7、FGF8、

FGF10、FGF18、其衍生物及其混合物。在某些实施方式中，一种或多种FGF激活剂是FGF2。

[0145] 在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与一种

或多种Wnt激活剂和一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂同时接触。

在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与一种或多种

Wnt激活剂、一种或多种FGF激活剂和一种或多种SC分化诱导剂同时接触。例如，一种或多种

Wnt激活剂和一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂都存在于包括细

胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)的细胞培养基中。在某些实施方式中，

每日(或每隔一日或每隔两日)将一种或多种Wnt激活剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地

说　明　书 16/56 页

22

CN 110249047 A

22



一种或多种SC分化诱导剂一起加入包括细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细

胞，例如在使干细胞群体与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导和任选地一种或多种

SMAD抑制剂接触、并且进一步使细胞与一种或多种Wnt激活剂接触之后分化的细胞)的细胞

培养基。

[0146] 表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞可以与一种或多种Wnt激活剂、一种或

多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂接触至少约3天、至少约4天、至少约5

天、至少约6天、至少约7天、至少约8天、至少约9天、至少约10天、至少约11天、至少约12天、

至少约13天、至少约14天、至少约15天、至少约16天、至少约17天、至少约18天、至少约19天

或者至少约20天，以产生SC前体。在某些实施方式中，表达一种或多种神经嵴谱系标志物的

细胞与一种或多种Wnt激活剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂

接触至少约10天，以产生SC前体。在某些实施方式中，表达一种或多种神经嵴谱系标志物的

细胞与一种或多种Wnt激活剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂

接触至多约15天、至多约16天、至多约17天、至多约18天、至多约19天、至多约20天、至多约

21天、至多约22天、至多约23天、至多约24天、至多约25天、至多约26天、至多约27天、至多约

28天、至多约29天或者至多约30天，以产生SC前体。在某些实施方式中，表达一种或多种神

经嵴谱系标志物的细胞与一种或多种Wnt激活剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或

多种SC分化诱导剂接触约3天至约5天、约5天至约10天、约10天至约15天、约15天至约20天、

约20天至约25天或者约25天至约30天，以产生SC前体。在某些实施方式中，表达一种或多种

神经嵴谱系标志物的细胞与一种或多种Wnt激活剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地一种

或多种SC分化诱导剂接触约10天至约15天，以产生SC前体。在某些实施方式中，表达一种或

多种神经嵴谱系标志物的细胞与一种或多种Wnt激活剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地

一种或多种SC分化诱导剂接触约3天、约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天、约10天、约

11天、约12天、约13天、约14天、约15天、约16天、约17天、约18天、约19天、约20天、约21天、约

22天、约23天、约24天、约25天、约26天、约27天、约28天、约29天或者约30天，以产生SC前体。

在某些实施方式中，表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞与一种或多种Wnt激活剂、一

种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂接触约14天，以产生SC前体。在某

些实施方式中，表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞与一种或多种Wnt激活剂、一种或

多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂接触约15天，以产生SC前体。

[0147] 在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt激活剂接触，以产生表达一种或多种神

经嵴谱系标志物的细胞群体，神经嵴谱系细胞群体进一步与一种或多种Wnt激活剂接触。因

此，细胞可以与一种或多种Wnt激活剂接触总计至少约14天、至少约15天、至少约16天、至少

约17天、至少约18天、至少约19天、至少约20天、至少约21天、至少约22天、至少约23天、至少

约24天、至少约25天、至少约26天、至少约27天、至少约28天、或至少约29天、至少约30天、至

少约31天、至少约32天、至少约33天、至少约34天、至少约35天、至少约36天、至少约37天、至

少约38天、至少约39天或者至少约40天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt激活剂

接触总计至多约15天、至多约16天、至多约17天、至多约18天、至多约19天、至多约20天、至

多约21天、至多约22天、至多约23天、至多约24天、至多约25天、至多约26天、至多约27天、至

多约28天、至多约29天、至多约30天、至多约31天、至多约32天、至多约33天、至多约34天、至

多约35天、至多约36天、至多约37天、至多约38天、至多约39天、至多约40天、至多约41天、至
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多约42天、至多约43天、至多约44天、至多约45天、至多约46天、至多约47天、至多约48天、至

多约49天、至多约50天、至多约51天、至多约52天、至多约53天、至多约54天、至多约55天、至

多约56天、至多约57天、至多约58天、至多约59天或者至多约60天。在某些实施方式中，细胞

与一种或多种Wnt激活剂接触约14天至约20天、约20天至约25天、约25天至约30天、约30天

至约35天、约35天至约40天、约40天至约45天、约45天至约50天、约50天至约55天或者约55

天至约60天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt激活剂接触总计20天至约30天。在

某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt信号传导激活剂接触总计20天至约25天。在某些实

施方式中，细胞与一种或多种Wnt激活剂接触总计25天至约30天。在某些实施方式中，细胞

与一种或多种Wnt信号传导激活剂接触总计约14天、约15天、约16天、约17天、约18天、约19

天、约20天、约21天、约22天、约23天、约24天、约25天、约26天、约27天、约28天、约29天、约30

天、约31天、约32天、约33天、约34天、约35天、约36天、约37天、约38天、约39天、约40天、约41

天、约42天、约43天、约44天、约45天、约46天、约47天、约48天、约49天、约50天、约51天、约52

天、约53天、约54天、约55天、约56天、约57天、约58天、约59天或者约60天。在某些实施方式

中，细胞与一种或多种Wnt激活剂接触总计约26天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种

Wnt信号传导激活剂接触总计约25天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt激活剂接

触总计约24天。在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt激活剂接触总计约23天。

[0148] 在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与以下

浓度的一种或多种FGF信号传导激活剂接触：约1nM至100nM、约1nM至20nM、约1nM至15nM、约

1nM至10nM、约1nM至5nM、约5nM至10nM、约5nM至15nM、约15nM至20nM、约20nM至30nM、约30nM

至40nM、约40nM至50nM、约50nM至60nM、约60nM至70nM、约70nM至80nM、约80nM至90nM或者约

90nM至100nM，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标

志物的细胞)与浓度约5nM至15nM的一种或多种FGF信号传导激活剂接触，以产生SC前体。在

某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与浓度约10nM的一

种或多种FGF信号传导激活剂接触，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种

或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与任一上述浓度的一种或多种FGF信号传导激活剂每日、

每隔一日或每隔两日接触，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种

神经嵴谱系标志物的细胞)与浓度约10nM的一种或多种FGF信号传导激活剂每日接触，以产

生SC前体。

[0149] 在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与以下

浓度的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子接触：约1ng/ml至100ng/ml、约1ng/ml至20ng/

ml、约1ng/ml至15ng/ml、约1ng/ml至10ng/ml、约1ng/ml至5ng/ml、约5ng/ml至10ng/ml、约

5ng/ml至15ng/ml、约15ng/ml至25ng/ml、约15ng/ml至20ng/ml、约20ng/ml至30ng/ml、约

30ng/ml至40ng/ml、约40ng/ml至50ng/ml、约50ng/ml至60ng/ml、约60ng/ml至70ng/ml、约

70ng/ml至80ng/ml、约80ng/ml至90ng/ml或者约90ng/ml至100ng/ml，以产生SC前体。在某

些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与浓度约5ng/ml至

15ng/ml的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子接触，以产生SC前体。在某些实施方式中，

细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与浓度约10ng/ml的一种或多种诱导

施旺细胞分化的分子接触，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种

神经嵴谱系标志物的细胞)与任一上述浓度的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子每日、
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每隔一日或每隔两日接触，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种

神经嵴谱系标志物的细胞)与浓度约10ng/ml的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子每日

接触，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的

细胞)与浓度约10ng/ml的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子每日接触，以产生SC前体。

[0150] 在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与以下

浓度的一种或多种Wnt信号传导激活剂接触：约1μM至100μM、约1μM至20μM、约1μM至15μM、约

1μM至10μM、约1μM至5μM、约5μM至10μM、约5μM至15μM、约15μM至20μM、约20μM至30μM、约30μM

至40μM、约40μM至50μM、约50μM至60μM、约60μM至70μM、约70μM至80μM、约80μM至90μM或者约

90μM至100μM，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标

志物的细胞)与浓度约1μM至5μM的一种或多种Wnt信号传导激活剂接触，以产生SC前体。在

某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与浓度约3μM的一

种或多种Wnt信号传导激活剂接触，以产生SC前体。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种

或多种神经嵴谱系标志物的细胞)与任一上述浓度的一种或多种Wnt信号传导激活剂每日、

每隔一日或每隔两日接触。在某些实施方式中，细胞(例如表达一种或多种神经嵴谱系标志

物的细胞)与浓度约3μM的一种或多种Wnt信号传导激活剂每日接触。

[0151] 在某些实施方式中，包括至少约50％表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞的

细胞群体分化成表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞，其中细胞群体与一种Wnt激

活剂(例如CHIR99021，例如3μMCHIR99021)、一种FGF激活剂(例如FGF2，例如10nM  FGF2)和

一种SC分化诱导剂(例如NRG1，例如10ng/ml  NRG1)接触约15天(例如约14天或约15天)。

[0152] 在某些实施方式中，干细胞分化成表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞，

其中细胞与一种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂(例如SB431542，例如10μM  SB431542)

和任选地一种SMAD抑制剂(例如LDN193189，例如100nM  LDN193189)接触约10天(例如约10

天或约11天)；与一种Wnt激活剂(例如CHIR99021，例如3μMCHIR99021)接触约23天(例如约

23天或约24天)；并且与一种FGF激活剂(例如FGF2，例如10nM  FGF2)和一种SC分化诱导剂

(例如NRG1，例如10ng/ml  NRG1)接触约15天(例如约14或15天)。

[0153] 在某些实施方式中，细胞不暴露于音猬因子(Sonic  Hedgehog)(SHH)信号传导激

活剂。SHH信号传导激活剂的非限制性实例包括音猬因子(SHH)、C25II、smoothened(SMO)受

体小分子激动剂(例如purmorphamine)、其衍生物及其混合物。在某些实施方式中，细胞不

暴露于SHH。

[0154] 3.施旺细胞前体体外诱导为施旺细胞

[0155] 施旺细胞前体可以进一步体外诱导为施旺细胞。分化的SC前体可以经受有利于SC

前体成熟为施旺细胞群体的条件。施旺细胞可以是髓鞘化施旺细胞或非髓鞘化施旺细胞。

[0156] 在某些实施方式中，施旺细胞前体(SC前体)与本文所述的一种或多种FGF激活剂、

本文所述的一种或多种施旺细胞分化诱导剂接触，以产生SC群体。在某些实施方式中，施旺

细胞前体(SC前体)与一种或多种增强施旺细胞分化的分子(称为“SC分化增强剂”)接触。SC

分化增强剂的非限制性实例包括神经调节蛋白、环磷酸腺苷(cAMP)、毛喉素、LIF和CNTF。在

某些实施方式中，神经调节蛋白是NRG1。在某些实施方式中，一种或多种SC分化增强剂是

cAMP。在某些实施方式中，施旺细胞前体(SC前体)与一种FGF激活剂和两种施旺细胞分化诱

导剂接触，以产生SC群体。在某些实施方式中，两种施旺细胞分化诱导剂是cAMP和NRG1。
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[0157] 在某些实施方式中，SC前体与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化

诱导剂以及任选地一种或多种SC分化增强剂在细胞培养基中接触，以产生SC。在某些实施

方式中，细胞培养基是补充有L-谷氨酰胺(例如来自Gibco，25030-164)、N2(例如来自Stem 

Cell  Technologies，07156)和B27(例如来自Life  Technologies，17504044)的NB培养基。

[0158] 在某些实施方式中，SC前体与以下浓度的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子接

触：约1ng/ml至100ng/ml、约1ng/ml至20ng/ml、约1ng/ml至15ng/ml、约1ng/ml至10ng/ml、

约1ng/ml至5ng/ml、约5ng/ml至10ng/ml、约5ng/ml至15ng/ml、约15ng/ml至25ng/ml、约

15ng/ml至20ng/ml、约20ng/ml至30ng/ml、约30ng/ml至40ng/ml、约40ng/ml至50ng/ml、约

50ng/ml至60ng/ml、约60ng/ml至70ng/ml、约70ng/ml至80ng/ml、约80ng/ml至90ng/ml或者

约90ng/ml至100ng/ml，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与浓度约15ng/ml至25ng/ml

的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子接触，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与浓度

约20ng/ml的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子接触，以产生SC。在某些实施方式中，SC

前体与任一上述浓度的一种或多种诱导施旺细胞分化的分子每日、每隔一日、每隔两日接

触，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与浓度约10ng/ml的一种或多种诱导施旺细胞分

化的分子每日接触，以产生SC。

[0159] 在某些实施方式中，SC前体与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化

诱导剂以及任选地一种或多种SC分化增强剂接触至少约3天、至少约4天、至少约5天、至少

约6天、至少约7天、至少约8天、至少约9天、至少约10天、至少约11天、至少约12天、至少约13

天、至少约14天、或至少约15天，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与一种或多种FGF激

活剂和一种或多种施旺细胞分化诱导剂以及任选地一种或多种SC分化增强剂接触约3天至

约40天、约3天至约35天、约3天至约30天、约3天至约25天、约3天至约20天、约3天至约15天、

约10天至约40天、约10天至约20天、约20天至约40天、约20天至约30天或者约30天至约40

天，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞

分化诱导剂以及任选地一种或多种SC分化增强剂接触约3天至约15天，以产生SC。在某些实

施方式中，SC前体与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化诱导剂以及任选地

一种或多种SC分化增强剂接触约30天至约40天，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与一

种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化诱导剂以及任选地一种或多种SC分化增强

剂接触约10天，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与一种或多种FGF激活剂和一种或多

种施旺细胞分化诱导剂以及任选地一种或多种SC分化增强剂接触约11天，以产生SC。在某

些实施方式中，SC前体与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞分化诱导剂以及任

选地一种或多种SC分化增强剂接触约35天，以产生SC。

[0160] 在某些实施方式中，SC前体与以下浓度的一种或多种FGF信号传导激活剂接触：约

1nM至100nM、约1nM至20nM、约1nM至15nM、约1nM至10nM、约1nM至5nM、约5nM至10nM、约5nM至

15nM、约15nM至20nM、约20nM至30nM、约30nM至40nM、约40nM至50nM、约50nM至60nM、约60nM

至70nM、约70nM至80nM、约80nM至90nM或者约90nM至100nM，以产生SC。在某些实施方式中，

SC前体与浓度约5nM至15nM的一种或多种FGF信号传导激活剂接触，以产生SC前体。在某些

实施方式中，干细胞与浓度约10nM的一种或多种FGF信号传导激活剂接触，以产生SC。在某

些实施方式中，SC前体与任一上述浓度的一种或多种FGF信号传导激活剂每日、每隔一日或

每隔两日接触，以产生SC。在某些实施方式中，SC前体与浓度为约10nM的一种或多种FGF信
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号传导激活剂每日接触，以产生SC。

[0161] 在某些实施方式中，有利于SC前体成熟为SC的条件包括：使分化的SC前体细胞聚

集为3D球状体，和进一步使所述3D球状体与一种或多种FGF激活剂和一种或多种施旺细胞

分化诱导剂以及任选地一种或多种SC分化增强剂接触。在某些实施方式中，培养基是悬浮

培养基。

[0162] 在某些实施方式中，包括至少约50％表达一种或多种施旺细胞前体标志物的细胞

的细胞群体分化成表达一种或多种施旺细胞标志物的细胞，其中细胞群体与一种FGF激活

剂(例如FGF2，例如10nMFGF2)、两种SC分化诱导剂(例如NRG1(例如10ng/ml  NRG1)和cAMP

(例如100mM  cAMP))接触至少约10天。

[0163] 在某些实施方式中，细胞不暴露于音猬因子(SHH)信号传导激活剂。SHH信号传导

激活剂的非限制性实例包括音猬因子(SHH)、C25II、smoothened(SMO)受体小分子激动剂

(例如purmorphamine)、其衍生物及其混合物。在某些实施方式中，细胞不暴露于SHH。

[0164] 4.细胞培养基

[0165] 在某些实施方式中，将上述抑制剂、激活剂、诱导剂和增强剂添加至包括细胞的细

胞培养基中，上述细胞例如干细胞、表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞、表达一种或

多种SC前体标志物的细胞、表达一种或多种SC标志物的细胞或其组合。合适的细胞培养基

包括，但不限于， 血清替代物(“K SR”)培养基、N2培养基、Essentia l

(“E8/E6”)培养基和神经元基质(NB)培养基(例如补充有N2和 补充

剂的NB培养基)。KSR培养基、N2培养基、E8/E6培养基和NB培养基都是市售的。在某些实施方

式中，用于干细胞体外分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞的培养基是选自

KSR培养基、N2培养基及其组合的培养基。在某些实施方式中，用于干细胞体外分化成表达

一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞的培养基是E8/E6培养基。在某些实施方式中，用于将

表达一种或多种神经嵴谱系标志物的细胞体外诱导为表达一种或多种SC前体标志物的细

胞的培养基是NB培养基。在某些实施方式中，用于将表达一种或多种SC前体标志物的细胞

体外诱导为表达一种或多种SC标志物的细胞的培养基是NB培养基。

[0166] KSR培养基是一种明确的无血清制剂，经过优化以在培养中使未分化的hESC细胞

生长和维持。KSR培养基的组分公开于WO2011/149762。在某些实施方式中，KSR培养基包括

KnockoutDMEM、Knockout血清替代物、L-谷氨酰胺、Pen/Strep、MEM和13-巯基乙醇。在某些

实施方式中，1升KSR培养基可以包括820mLKnockout  DMEM、150mL  Knockout血清替代物、

10mL  200mM  L-谷氨酰胺、10mL  Pen/Strep、10mL  10mM  MEM和55μΜ13-巯基乙醇。

[0167] E8/E6培养基是一种支持人多能干细胞的生长和扩增的无饲养层(feeder-free)

和无异源(xeno-free)培养基。E8/E6培养基已经证明支持体细胞重排(reprogramming)。此

外，E8/E6培养基可以用作配制PSC培养的定制培养基的基质。E8/E6培养基的一个实例描述

于Chen等,Nat  Methods.2011May；8(5):424-9，其全部内容并入以供参考。E8/E6培养基的

一个实例公开于WO15/077648，其全部内容并入以供参考。在某些实施方式中，E8/E6细胞培

养基包括DMEM/F12、抗坏血酸、硒、胰岛素、NaHCO3、转铁蛋白、FGF2和TGFβ。E8/E6培养基与

KSR培养基的不同之处在于E8/E6培养基不包括活性BMP或Wnt成分。因此，在某些实施方式

中，当E8/E6培养基用于培养干细胞时，不需要添加一种或多种SMAD抑制剂(例如抑制BMP的

说　明　书 21/56 页

27

CN 110249047 A

27



那些)至E8/E6培养基。

[0168] N2补充剂是化学上明确的、不含动物成分的、用于在培养中扩增未分化神经干细

胞和祖细胞的补充剂。N2补充剂适用于与DMEM/F12培养基一起使用。N2培养基的组分公开

于WO2011/149762。在某些实施方式中，N2培养基包括补充有葡萄糖、碳酸氢钠、腐胺、黄体

酮、亚硒酸钠、转铁蛋白和胰岛素的DMEM/F12培养基。在某些实施方式中，1升N2培养基包括

985ml具有DMEM/F12粉末的蒸馏H2O、1.55g葡萄糖、2.00g碳酸氢钠、腐胺(1.61g溶于100mL

蒸馏水中的100μL等分试样)、黄体酮(0.032g溶于100mL  100％乙醇中的20μL等分试样)、亚

硒酸钠(0.5mM蒸馏水溶液的60μL等分试样)、100mg转铁蛋白和10mL  5mM  NaOH中的25mg胰

岛素。

[0169] 在某些实施方式中，干细胞最初在KSR培养基中培养，从干细胞与一种或多种TGF

β/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触之后约1天、约2天、约3天、约4天、或约5天、约6

天、约7天或约8天，用增加量的N2培养基逐渐替换KSR培养基，直至干细胞与SC分化诱导剂

和FGF激活剂接触。在某些实施方式中，干细胞最初在KSR培养基中培养，从干细胞与一种或

多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触之后第4天至第10天，用增加量的N2培

养基逐渐替换KSR培养基。

[0170] 用于培养本发明公开的干细胞群体的细胞培养基不仅确定将要与细胞接触的抑

制剂、激活剂、诱导剂和增强剂(例如，对于KSR培养基，需要一种或多种TGFβ/激活素-Nodal

信号传导抑制剂和一种或多种SMAD抑制剂；对于E8/E6培养基，仅需要一种或多种TGFβ/激

活素-Nodal信号传导抑制剂)，而且确定着抑制剂、激活剂、诱导剂和增强剂添加至细胞培

养基的顺序。

[0171] 在某些实施方式中，细胞与一种或多种Wnt激活剂的最初接触不晚于从干细胞与

一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约4天(例如同时(在同一

天)，或约1天至约4天，例如约1天、约2天、约3天或约4天)。

[0172] 在某些实施方式中，用于干细胞在体外分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物

的细胞的细胞培养基是KSR培养基，并且细胞与一种或多种Wnt激活剂的最初接触在从干细

胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约2天。在某些实施方式

中，干细胞与一种或多种SMAD抑制剂的最初接触在干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-

Nodal信号传导抑制剂的最初接触的同一天，例如通过最初在同一天将SMAD抑制剂和TGFβ/

激活素-Nodal信号传导抑制剂加入包括干细胞的细胞培养基。

[0173] 在某些实施方式中，用于干细胞在体外分化成表达一种或多种神经嵴谱系标志物

的细胞的细胞培养基是E8/E6培养基，并且细胞与一种或多种Wnt激活剂的最初接触在干细

胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触的同一天，例如通过最初

在同一天将Wnt激活剂和TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂加入包括干细胞的细胞培养

基。在某些实施方式中，将BMP活性试剂加入E8/E6培养基。在某些实施方式中，BMP活性试剂

在培养约1天、约2天、约3天、约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天或约10天后从培养基

中收回。在某些实施方式中，BMP活性试剂在培养约3天后从培养基中收回。在某些实施方式

中，BMP活性试剂以约0.5至约20ng/mL、或约1至约15ng/ml、或约2至约10ng/ml、或约3至约

5ng/ml的浓度存在于培养基中。在某些实施方式中，BMP活性试剂以约5ng/ml的浓度存在于

培养基中。BMP活性试剂的非限制性实例包括BMP1、BMP2、BMP3、BMP4、BMP5、BMP6、BMP7、
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BMP8a、BMP8b、BMP10、BMP11、BMP15、其衍生物及其混合物。

[0174] 在某些实施方式中，一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂

与细胞的最初接触不晚于从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最

初接触起约20天。在某些实施方式中，一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化

诱导剂与细胞的最初接触在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的

最初接触起至少约5天。在某些实施方式中，一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种

SC分化诱导剂与细胞的最初接触在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑

制剂的最初接触起约5天至约20天之间(例如约5天、约6天、约7天、约8天、约9天、约10天、约

11天、约12天、约13天、约14天、约15天、约16天、约17天、约18天、约19天或约20天)。在某些

实施方式中，一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂与细胞的最初接

触在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约10天。在

某些实施方式中，一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂与细胞的最

初接触在从干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约11

天。

[0175] 在某些实施方式中，将Wnt激活剂、FGF激活剂以及任选地SC分化诱导剂(每日、每

隔一日或每隔两日)加入补充有L-谷氨酰胺(例如来自Gibco，25030-164)、N2(例如来自

Stem  Cell  Technologies，07156)和B27(例如来自Life  Technologies，17504044)的NB培

养基，以产生SC前体。

[0176] 在某些实施方式中，将SC分化诱导剂、FGF激活剂以及任选地SC分化增强剂(每日、

每隔一日或每隔两日)加入补充有L-谷氨酰胺(例如来自Gibco，25030-164)、N2(例如来自

Stem  Cell  Technologies，07156)和B27(例如来自Life  Technologies，17504044)的NB培

养基，以产生SC前体。

[0177] 在某些实施方式中，将TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂、SMAD抑制剂、Wnt激活

剂、SC分化诱导剂、FGF激活剂以及任选地SC分化增强剂每日(或每隔一日或每隔两日)加入

包含干细胞的细胞培养基。

[0178] 在某些实施方式中，干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂和

一种或多种SMAD抑制剂的最初接触在第0天，细胞与一种或多种Wnt激活剂的最初接触在第

2天，细胞与一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化诱导剂的最初接触在第11

天，细胞与一种或多种SC分化诱导剂和一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分

化增强剂的最初接触在第25天。在某些实施方式中，用于第0天至第10天的细胞培养基是

KSR培养基、N2培养基或其混合物。在某些实施方式中，用于第0天至第3天的细胞培养基是

KSR培养基。在某些实施方式中，用于第4天至第10天的细胞培养基是KSR培养基和N2培养基

的组合。在某些实施方式中，用于第10天的细胞培养基是N2培养基。在某些实施方式中，用

于第11天和之后的细胞培养基是补充有L-谷氨酰胺、N2和B27的NB培养基。

[0179] 在某些实施方式中，干细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂和

一种或多种Wnt激活剂的最初接触在第0天，细胞与一种或多种FGF激活剂以及任选地一种

或多种SC分化诱导剂的最初接触在第11天(或每隔一日或每隔两日)，细胞与一种或多种SC

分化诱导剂和一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多种SC分化增强剂的最初接触在第

25天。在某些实施方式中，用于第0天至第10天的细胞培养基是E8/E6培养基、N2培养基或其
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混合物。在某些实施方式中，用于第11天和之后的细胞培养基是补充有L-谷氨酰胺、N2和

B27的NB培养基。

[0180] 在某些实施方式中，细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂和一

种或多种SMAD抑制剂接触约10天；与一种或多种Wnt激活剂接触约23天；与一种或多种FGF

激活剂接触约14天，并且任选地与一种或多种SC分化诱导剂接触约14天，以产生SC前体。在

某些实施方式中，SC前体与一种或多种SC分化诱导剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地一

种或多种SC分化增强剂接触至少8天(例如10天或35天)，以产生SC。

[0181] 在某些实施方式中，细胞与一种或多种TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂接触

约10天；与一种或多种Wnt信号传导激活剂接触约25天；与一种或多种FGF信号传导激活剂

接触约14天，并且任选地与一种或多种SC分化诱导剂接触约14天，以产生SC前体。在某些实

施方式中，SC前体与一种或多种SC分化诱导剂、一种或多种FGF激活剂以及任选地一种或多

种SC分化增强剂接触至少8天(例如10天或35天)，以产生SC。

[0182] 施旺细胞(SC)前体(例如表达一种或多种早期施旺细胞标志物的细胞)可以在从

与TGFβ/激活素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起小于约35天内、小于约34天内、小于约

33天内、小于约32天内、小于约31天内、小于约30天内、小于约29天内、小于约28天内、小于

约27天内、小于约26天内、小于约25天内、小于约24天内、小于约23天内、小于约22天内、小

于约21天或小于约20天内，从干细胞分化出。在某些实施方式中，在从干细胞与TGFβ/激活

素-Nodal信号传导抑制剂的最初接触起约25天或之后，SC前体从干细胞分化出。

[0183] 5.标志物和报道物

[0184] 分化的SC前体表达一种或多种施旺细胞前体标志物。施旺细胞前体标志物的非限

制性实例包括SOX10、GAP43、BLBP、髓鞘蛋白0(myelin  protein  zero)(MPZ)、Dhh、P75NTR、

CD49D、TFAP2、CDH19、CD44、ERBB3、POU3F1、和神经胶质纤维酸性蛋白(GFAP)、CALCB、

GRP116、TSPYL5、ITPKA、SLC17A6、SYPL2、LOC100128252、ANGPTL7、LOC728978、ZNF502、

SLC16A6、LPL、SLC30A2、SLC10A4、和表1-4中所列的基因。

[0185] SC表达一种或多种施旺细胞标志物。施旺细胞标志物的的非限制性实例包括富亮

氨酸重复跨膜神经元4(LRRTM4)、钙粘蛋白1(CDH1)、脂肪酸结合蛋白7(FABP7)、脑源性神经

营养因子(BDNF)、UNCB5、含硬化蛋白域蛋白1(sclerostin  domain  containing  1)

(SOSTDC1)、少突胶质细胞转录因子1(OLIG1)、纤维蛋白溶酶原激活剂(PLAT)、钾向内整流

通道亚家族J成员10(KCNJ10)、音猬因子(SHH)、轴突生长诱向因子1(netrin  1)(NTN1)、神

经胶质细胞源性神经营养因子(GDNF)、Erb-b2受体酪氨酸激酶3(ERBB3)、生长相关蛋白43

(GAP43)、SOX10、S100、GFAP、POU3F1、PMP22、髓鞘碱性蛋白(MBP)、水通道蛋白4(AQP4)、

NGFR、NFATC4、MOG、IFNG、MAL、NTF3、TGFB1、MPZ、CD9、CD49D、CD49E、CD44、CD98和CD81、

TYRP1、ENTHD1、NT5E、HTR2B、NOV、IL8、SLC16A6、CDKN2A、PLP2、S100A6、AQP9、CDH19和表1-4

中所列的基因。

[0186] 分化的SC前体和进一步成熟的SC可以进一步表达一种或多种报道物(reporter)。

报道物的非限制性实例包括荧光蛋白(如绿色荧光蛋白(GFP)、蓝色荧光蛋白(EBFP、EBFP2、

Azurite、mKalama1)、青色荧光蛋白(ECFP、Cerulean、CyPet、mTurquoise2)和黄色荧光蛋白

衍生物(YFP、Citrine、Venus、YPet、EYFP))、β-半乳糖苷酶(LacZ)；氯霉素乙酰转移酶

(cat)；新霉素磷酸转移酶(neo)；酶(如氧化酶和过氧化物酶)；和抗原性分子。如本文所用，
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术语“报道基因”或“报道构建体”是指包括编码易于检测或易于检定的蛋白质例如有色蛋

白质、荧光蛋白如GFP或酶如β-半乳糖苷酶(lacZ基因)的核酸的遗传构建体。

[0187] 分化的SC前体和进一步成熟的SC可以在分化之后纯化，例如在细胞培养基中。如

本文所用，术语“纯化的(purified)”、“纯化(purify)”、“纯化(purification)”、“分离的

(isolated)”、“分离(isolate)”和“分离(isolation)”是指从样品中减少至少一种污染物

的量。例如，将所需的细胞类型纯化至少约10％、至少约30％、至少约50％、至少约75％并且

至少约90％>，相应地减少不需要的细胞类型的量。术语“纯化”可以指从样品中去除某些细

胞(例如不期望的细胞)。去除或选择不期望的细胞导致样品中所需SC前体或SC的百分比增

加。在某些实施方式中，通过将混合细胞群体分选成表达至少一种施旺细胞前体标志物的

细胞来纯化SC前体。在某些实施方式中，一种或多种施旺细胞前体标志物选自SOX10、

GAP43、BLBP、MPZ、Dhh、P75NTR、CD49D、TFAP2、CDH19、CD44、ERBB3、POU3F1、GFAP、CALCB、

GRP116、TSPYL5、ITPKA、SLC17A6、SYPL2、LOC100128252、ANGPTL7、LOC728978、ZNF502、

SLC16A6、LPL、SLC30A2和SLC10A4。在某些实施方式中，一种或多种施旺细胞前体标志物选

自表1-4中所列的基因。在某些实施方式中，一种或多种施旺细胞前体标志物选自表1中所

列的基因。在某些实施方式中，一种或多种施旺细胞前体标志物选自CALCB、GRP116、

TSPYL5、ITPKA、SLC17A6、SYPL2、LOC100128252、ANGPTL7、LOC728978和ZNF502。

[0188] 本发明公开的主题还提供通过本文所述的体外方法产生的SC前体和SC的群体以

及包括这些细胞的组合物。

[0189] 3.治疗性化合物的筛选方法

[0190] 源自干细胞的SC前体或成熟SC可以成为确定促成神经病变(例如，周围神经病变，

例如DPN)的细胞类型特异性机制的方法。在该方法中，可以将源自hESC的单独的细胞类型

暴露于糖尿病中发生的高葡萄糖浓度。因此，可以在每个潜在起作用的细胞类型中评价这

些治疗的代谢和功能结果。

[0191] 本发明公开的源自干细胞的SC前体或成熟SC可以用于模拟施旺细胞相关疾病(例

如，周围神经病变，例如DPN)，并充当筛选可以克服施旺细胞相关疾病中的疾病相关缺陷的

候选化合物的平台。通过检定候选化合物挽救高葡萄糖毒性导致的生理或细胞缺陷(其导

致施旺细胞相关疾病(例如，周围神经病变，例如DPN))的能力，可以确定候选化合物减轻施

旺细胞相关疾病(例如，周围神经病变，例如DPN)的能力。在挽救经STZ处理的糖尿病小鼠中

神经病变相关的组织学缺陷和行为缺陷方面，发明人识别出安非他酮，这代表着本发明公

开的源自干细胞的SC前体或成熟SC在药物发现中的用途的概念验证。参见实施例1。

[0192] 本发明公开的主题提供一种筛选化合物的体外方法，上述化合物适合用于PNS和/

或CNS的再生、用于髓鞘损伤的预防和/或治疗或修复、和/或用于施旺细胞相关疾病(例如，

周围神经病变，例如DPN)的预防和/或治疗。在某些实施方式中，该方法包括识别化合物，该

化合物能够在本发明公开的SC前体或成熟SC中挽救高血糖诱导的细胞毒性(例如，高葡萄

糖诱导的毒性)，例如，降低葡萄糖水平，降低山梨糖醇水平，和/或降低高葡萄糖暴露后这

些细胞中的细胞生存力。

[0193] 在某些实施方式中，上述方法包括：(a)使如本文所公开的从干细胞的体外分化获

得的SC前体和/或成熟SC的群体暴露于至少约10mM的葡萄糖浓度；和(b)在葡萄糖暴露之

后，使细胞群体与测试化合物接触。在某些实施方式中，上述方法包括：(c)测量不经所述测

说　明　书 25/56 页

31

CN 110249047 A

31



试化合物处理的细胞群体的第一山梨糖醇水平、第一葡萄糖水平和第一细胞生存力中的一

个或多个；和(d)测量经所述测试化合物处理的细胞群体的第二山梨糖醇水平、第二葡萄糖

水平和第二细胞生存力中的一个或多个。而且，该方法包括：(e)比较(i)第二山梨糖醇水平

与第一山梨糖醇水平，(ii)第二葡萄糖水平与第一葡萄糖水平，和/或(iii)第二细胞生存

力与第一细胞生存力。

[0194] 该方法还包括：(f)在第二山梨糖醇水平低于第一山梨糖醇水平、(ii)第二葡萄糖

水平低于第一葡萄糖水平、和/或(iii)第二细胞生存力低于第一细胞生存力的情况下，识

别出适合用于PNS和/或CNS的再生、用于髓鞘损伤的预防和/或治疗或修复、和/或用于预防

和/或治疗施旺细胞相关疾病(例如，周围神经病变，例如DPN)的测试化合物。

[0195] 在某些实施方式中，葡萄糖浓度为至少约10mM，例如，10mM至100mM。在某些实施方

式中，葡萄糖浓度为约30mM。在某些实施方式中，测量(包括第一和第二山梨糖醇水平、葡萄

糖水平和细胞生存力的测量)在初始葡萄糖暴露之后至少约12小时、至少约24小时(1天)、

约48小时(2天)、约72小时(3天)、约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天或约10天时进

行。在某些实施方式中，测量(包括第一和第二山梨糖醇水平、葡萄糖水平和细胞生存力的

测量)在初始葡萄糖暴露之后至少约72小时(3天)进行。

[0196] 在某些实施方式中，通过本文公开的筛选方法识别出的化合物包括，但不限于，钾

离子通道阻断剂、去甲肾上腺素-多巴胺再摄取抑制剂、环戊噻嗪、卡托普利、伊拉地平、易

混翠雀花碱、尼美舒利和曲安奈德。在某些实施方式中，钾离子通道阻断剂是磺酰脲化合

物。磺酰脲化合物的非限定性例子包括甲苯磺丁脲、乙酰苯磺酰环己脲、氨磺丁脲、氯磺丙

脲、格列环脲(对甲苯磺酰环己脲)、美他己脲、妥拉磺脲、格列本脲(优降糖)、格列波脲、格

列齐特、格列吡嗪、格列喹酮、格列派特、格列吡脲、格列美脲、其盐、其溶剂化物、其水合物、

其包合物及其前药。去甲肾上腺素-多巴胺再摄取抑制剂的非限定性例子包括安非他酮、咪

奈 丁 、哌 甲 酯 或

托莫西汀、马普替林、desoxypipradrol、右哌甲酯、苯托雷司、二苯基脯氨

醇、哌乙酯、芬坎法明、芬咖明、利非他明、亚甲二氧基吡咯戊酮、哌甲酯、诺米芬新、O-2172、

恶喹酸、哌苯甲醇、苯咯戊烷、吡咯戊酮、他美曲林、WY-46824、其盐、其溶剂化物、其水合物、

其前药及其包合物。

[0197] 4.用治疗性化合物治疗的方法

[0198] 本发明公开的药物发现方法中识别出的化合物或者包括这些化合物的组合物(例

如，还包括药学可接受载体和/或额外的药理学活性成分的药物组合物)可以治疗性用于，

例如，但不限于，促进例如周围神经系统(PNS)中的神经再生，预防或降低或修复髓鞘损伤，

和/或预防和/或治疗施旺细胞相关病症(例如，周围神经病变，例如但不限于糖尿病性周围

神经病变)。

[0199] 适合于用于上述治疗的化合物的非限定性例子包括钾离子通道阻断剂、去甲肾上

腺素-多巴胺再摄取抑制剂、环戊噻嗪、卡托普利、伊拉地平、易混翠雀花碱、尼美舒利和曲

安奈德。在某些实施方式中，钾离子通道阻断剂是磺酰脲化合物。磺酰脲的非限定性例子包

括甲苯磺丁脲、乙酰苯磺酰环己脲、氨磺丁脲、氯磺丙脲、格列环脲(对甲苯磺酰环己脲)、美

他己脲、妥拉磺脲、格列本脲(优降糖)、格列波脲、格列齐特、格列吡嗪、格列喹酮、格列派

说　明　书 26/56 页

32

CN 110249047 A

32



特、格列吡脲、格列美脲、其盐、其溶剂化物、其水合物、其包合物及其前药。

[0200] 在某些实施方式中，盐是药学可接受的盐，例如，由药学可接受的无毒无机或有机

的酸或碱制备的盐。包括药理学可接受的阴离子的盐包括，但不限于，盐酸盐、氢溴酸盐、氢

碘酸盐、硝酸盐、硫酸盐、硫酸氢盐、磷酸盐、酸性磷酸盐、甲酸盐、乙酸盐、丙酸盐、琥珀酸

盐、樟脑磺酸盐、柠檬酸盐、酸性柠檬酸盐、富马酸盐、葡糖酸盐、异硫代硫酸盐、乳酸盐、苹

果酸盐、粘酸盐(mucate)、龙胆酸盐、异烟酸盐、糖酸盐、酒石酸盐、酒石酸氢盐、对甲苯磺酸

盐、乙醇酸盐、葡糖醛酸盐、马来酸盐、糠酸盐、谷氨酸盐、抗坏血酸盐、苯甲酸盐、邻氨基苯

甲酸盐、水杨酸盐、苯乙酸盐(phentylacetate)、扁桃酸盐、双羟萘酸盐(pamoate)、甲磺酸

盐、乙磺酸盐、泛酸盐、苯磺酸盐、硬脂酸盐、氨基苯磺酸盐、藻酸盐、对甲苯磺酸盐和半乳糖

醛酸盐。在某些实施例中，阴离子为氢溴酸根、盐酸根、磷酸根、酸性磷酸根、马来酸根、硫酸

根和酸性磷酸根。在某些实施例中，阴离子为盐酸根和马来酸根。

[0201] 包括药理学可接受的阳离子的盐包括，但不限于，碱金属盐或碱土金属盐，具体为

钙盐、镁盐、钠盐或钾盐。合适的有机碱包括，但不限于，N,N-二苄基乙二胺、氯普鲁卡因、胆

碱、二乙醇胺、乙二胺、葡甲胺(N-甲基葡糖胺)、赖氨酸和普鲁卡因。

[0202] 在某些实施方式中，化合物是去甲肾上腺素-多巴胺再摄取抑制剂(NDRI)。去甲肾

上腺素-多巴胺再摄取抑制剂是分别通过阻断去甲肾上腺素转运体和多巴胺转运体的作用

而充当神经递质去甲肾上腺素和多巴胺的再摄取抑制剂的试剂。示例性的NDRI包括，但不

限于安非他酮、咪奈丁、哌甲酯

或 托莫西汀、马普替林、desoxypipradrol、右哌甲酯、苯托雷司、

二苯基脯氨醇、哌乙酯、芬坎法明、芬咖明、利非他明、亚甲二氧基吡咯戊酮、哌甲酯、诺米芬

新、O-2172、恶喹酸、哌苯甲醇、苯咯戊烷、吡咯戊酮、他美曲林、WY-46824、其盐、其溶剂化

物、其水合物、其前药及其包合物。

[0203] 在某些实施方式中，化合物是安非他酮或其药学可接受的盐、溶剂化物、水合物、

包合物或前药。“安非他酮”是NDRI，并且还具有干扰钾通道的功能。它已经被批准作为抗抑

郁药以及用于戒烟。安非他酮的商品名为Wellbutrin、Elontril和Zyban。它的IUPAC命名为

3-氯-N-叔丁基-β-酮-α-甲基苯乙基胺，化学式为C13H18ClNO，分子式如下：

[0204]

[0205] 在某些实施方式中，化合物是盐酸安非他酮。它是安非他酮的盐酸盐，是一种单环

氨基酮抗抑郁药。它的IUPAC命名为2-(叔丁基氨基)-1-(3-氯苯基)丙-1-酮盐酸盐，化学式

为C13H19Cl2NO，分子式如下：
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[0206]

[0207] 在某些实施方式中，化合物是安非他酮代谢物或其药学可接受的盐、溶剂化物、水

合物、包合物或前药。安非他酮代谢物包括，但不限于，外消旋和光学纯形式的2-(3-氯苯

基)-2-羟基-3,5 ,5-三甲基-吗啉醇(也称作羟基安非他酮)、2-(叔丁基氨基)-1-(3-氯苯

基)-丙-1-醇(也称作二氢安非他酮)和1-(3-氯苯基)-2-[(1 ,1-二甲基乙醇)氨基]-1-丙

酮。如本文所使用，术语“光学纯安非他酮代谢物”包括，但不限于，光学纯的以下化合物：

(R,R)-2-(3-氯苯基)-2-羟基-3,5,5-三甲基-吗啉醇(也称作(R,R)-羟基安非他酮)；(S,

S)-2-(3-氯苯基)-2-羟基-3,5,5-三甲基-吗啉醇(也称作(S,S)-羟基安非他酮)；(R,R)-2-

(叔丁基氨基)-1-(3-氯苯基)-丙-1-醇(也称作(R,R)-二氢安非他酮)；(S,R)-2-(叔丁基氨

基)-1-(3-氯苯基)-丙-1-醇(也称作(S,R)-二氢安非他酮)；(S,S)-2-(叔丁基氨基)-1-(3-

氯苯基)-丙-1-醇(也称作(S,S)-二氢安非他酮)；(R,S)-2-(叔丁基氨基)-1-(3-氯苯基)-

丙-1-醇(也称作(R,S)-二氢安非他酮)；(R)-1-(3-氯苯基)-2-[(1,1-二甲基-乙醇)氨基]-

1-丙酮；和(S)-1-(3-氯苯基)-2-[(1,1-二甲基乙醇)氨基]-1-丙酮；羟基安非他酮；苏氨酸

氢化安非他酮；和赤藓糖氢化安非他酮。

[0208] 在某些实施方式中，化合物是钾通道阻断剂。钾通道阻断剂是干扰通过钾通道的

传导、并抑制通过细胞膜的钾外流的试剂。阻断钾通道可以延长动作电位的持续时间。示例

性钾通道阻断剂包括但不限于胺碘酮、多非利特(dofetilide)、索他洛尔(sotalol)、伊布

利特(ibutilide)、阿奇利特(azimilide)、溴苄胺(bretylium)、氯非铵(clofilium)、E-

4031、尼非卡兰(nifekalant)、替地沙米(tedisamil)和思美利特(sematilide)、四乙铵Cl

(TEA)、普鲁卡因、4-氨基吡啶(4AP)、奎尼丁(quinidine)、蜂毒明肽(apamin)、甲苯磺丁脲

和格列本脲。

[0209] 在某些实施方式中，钾通道阻断剂是甲苯磺丁脲或其药学可接受的盐、溶剂化物、

水合物、包合物或前药。甲苯磺丁脲是磺脲降血糖药。它的IUPAC命名为1-丁基-3-(4-甲基

苯基)磺酰脲，化学式为C12H18N2O3S，分子式如下：

[0210]

[0211] 在某些实施方式中，化合物选自环戊噻嗪、卡托普利、伊拉地平、易混翠雀花碱、尼

美舒利、曲安奈德及其药学可接受的盐、溶剂化物、水合物、包合物或前药。
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[0212] 本发明公开的治疗方法包括经由局部注射、正交(orthotropic)(OT)注射、全身注

射、静脉内注射或肠胃外给药来施用化合物或包括其的药物组合物。

[0213] 本发明公开的化合物可以方便地作为无菌液体制剂提供，例如等渗水溶液、混悬

液、乳液、分散体或粘性组合物，其可以缓冲至选定的pH。液体制剂通常比凝胶、其它粘性组

合物和固体组合物更容易制备。此外，液体组合物在施用方面多少要更方便，尤其是通过注

射。另一方面，粘性组合物可以配制在适当的粘度范围内，以提供与特定组织的更长的接触

时间。液体或粘性组合物可以包括载体，其可以是溶剂或分散介质，其含有，例如，水、盐水、

磷酸盐缓冲盐水、多元醇(例如，甘油、丙二醇、液体聚乙二醇等)及其合适的混合物。通过将

本发明公开的主题的组合物、例如包括本发明公开的化合物的组合物掺入所需量的适当溶

剂以及根据需要具有的各种量的其它成分中，可以制备无菌可注射溶液。这些组合物可以

与合适的载体、稀释剂或赋形剂混合，比如无菌水、生理盐水、葡萄糖、右旋糖(dextrose)

等。组合物也可以冻干。组合物可以含有助剂，例如润湿剂、分散剂或乳化剂(例如甲基纤维

素)、pH缓冲剂、胶凝剂或粘度增强添加剂、防腐剂、芳香剂、着色剂等，这取决于给药途径和

期望的制剂。可以翻阅标准文本，例如“REMINGTON’S  PHARMACEUTICALSCIENCE”，第17版，

1985，并入本文以供参考，以在无需过多实验的情况下制备合适的制剂。

[0214] 可以加入各种提高组合物稳定性和无菌性的添加剂，包括抗微生物防腐剂、抗氧

化剂、螯合剂和缓冲剂。通过各种抗菌剂和抗真菌剂，例如对羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯酚、

山梨酸等，可以确保防止微生物的作用。通过使用延迟吸收的试剂，例如单硬脂酸铝和明

胶，可以延长可注射药物形式的吸收。然而，根据本发明公开的主题，使用的任何载体、稀释

剂或添加剂必须与本发明公开的化合物或包括其的组合物相容。

[0215] 本领域技术人员将会认识到，药物组合物的组分应选择为化学惰性的，并且不会

影响本发明公开的化合物的功效。这对于化学和药学原理方面的技术人员来说不产生问

题，或者通过参考标准文本或通过简单实验(不涉及过度实验)，从本公开和本文引用的文

献中可以容易地避免问题。

[0216] “有效量”(或“治疗有效量”)是足以在治疗时实现有益或期望的临床结果的量。有

效量可以以一个或多个剂量施用于受试者。就治疗而言，有效量是足以减轻、改善、稳定、逆

转或减缓施旺细胞相关疾病(例如DPN)的进展，或以其它方式减少施旺细胞相关疾病(例如

DPN)的病理后果的量。有效量通常由医生根据具体情况确定，并且在本领域技术人员的技

能范围内。当确定合适的剂量以达到有效量时，通常考虑若干因素。这些因素包括受试者的

年龄、性别和体重，所治疗的病症，病症的严重程度以及所施用细胞的形式和有效浓度。

[0217] 本发明公开的主题提供一种治疗对该治疗有需求的受试者中糖尿病性周围神经

病变的方法，其包括向受试者施用有效量的去甲肾上腺素-多巴胺再摄取抑制剂(NDRI)(例

如，选自以下者：安非他酮、咪奈丁、哌甲酯

或 托莫西

汀、马普替林、desoxypipradrol、右哌甲酯、苯托雷司、二苯基脯氨醇、哌乙酯、芬坎法明、芬

咖明、利非他明、亚甲二氧基吡咯戊酮、哌甲酯、诺米芬新、O-2172、恶喹酸、哌苯甲醇、苯咯

戊烷、吡咯戊酮、他美曲林、WY-46824、其盐、其溶剂化物、其水合物、其前药及其包合物)，以

减轻一种或多种糖尿病性周围神经病变的征兆或症状。在某些实施方式中，NDRI是安非他

酮或其药学可接受的盐、溶剂化物、水合物、包合物或前药。例如，但不限于，糖尿病性周围
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神经病变的症状和/或征兆包括：一个或多个肢端(extremity)的麻木、刺痛感和/或灼烧

感；一个或多个肢端的疼痛和/或温度感知降低；一个或多个肢端的感觉过敏；一个或多个

肢端的反射降低；一个或多个肢端的肌无力；一个或多个肢端的溃疡和/或感染。

[0218] 5.试剂盒

[0219] 本发明公开的主题提供用于筛选适合用于PNS和/或CNS的再生、髓鞘损伤的预防

和/或修复、和/或用于治疗和/或预防施旺细胞相关疾病(例如周围神经病变，例如DPN)的

化合物的试剂盒。在某些实施方式中，试剂盒包括有效量的通过本文公开的分化方法从干

细胞的体外分化获得的SC前体和/或成熟SC的群体。在某些实施方式中，试剂盒包括含有细

胞的无菌容器；这些容器可以是盒、安瓿、瓶、小瓶、管子、袋子、小袋(pouch)、泡罩包装或者

本领域已知的其它合适容器形式。这些容器可以由塑料、玻璃、层压纸、金属箔或其它适用

于保持药物的材料制成。

[0220] 在某些实施方式中，试剂盒还包括用于识别能够从高葡萄糖诱导的毒性挽救SC前

体和/或成熟SC的化合物的说明书。在某些实施方式中，说明书包括：(a)使获得的SC前体

和/或成熟SC暴露于至少约10mM的葡萄糖浓度；和(b)在葡萄糖暴露之后，使细胞群体与测

试化合物接触。在某些实施方式中，说明书包括：(c)测量不经所述测试化合物处理的细胞

的第一山梨糖醇水平、第一葡萄糖水平和第一细胞生存力中的一个或多个；和(d)测量经所

述测试化合物处理的细胞的第二山梨糖醇水平、第二葡萄糖水平和第二细胞生存力中的一

个或多个。而且，说明书包括：(e)比较(i)第二山梨糖醇水平与第一山梨糖醇水平，(ii)第

二葡萄糖水平与第一葡萄糖水平，和/或(iii)第二细胞生存力与第一细胞生存力。

[0221] 说明书还包括：(f)识别出适合用于PNS和/或CNS的再生、用于预防和/或治疗或修

复髓鞘损伤、和/或用于预防和/或治疗施旺细胞相关疾病(例如，周围神经病变，例如DPN)

的测试化合物，其中第二山梨糖醇水平低于第一山梨糖醇水平，(ii)第二葡萄糖水平低于

第一葡萄糖水平，和/或(iii)第二细胞生存力低于第一细胞生存力。

[0222] 在某些实施方式中，葡萄糖浓度为至少约10mM，例如，10mM至100mM。在某些实施方

式中，葡萄糖浓度为约30mM。在某些实施方式中，测量(包括第一和第二山梨糖醇水平、葡萄

糖水平和细胞生存力的测量)在初始葡萄糖暴露之后至少约12小时、至少约24小时(1天)、

约48小时(2天)、约72小时(3天)、约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天或约10天时进

行。在某些实施方式中，测量(包括第一和第二山梨糖醇水平、葡萄糖水平和细胞生存力的

测量)在初始葡萄糖暴露之后至少约72小时(3天)进行。

[0223] 而且，本发明公开的主题提供用于PNS和/或CNS的再生、髓鞘损伤的预防和/或修

复、和/或用于治疗和/或预防施旺细胞相关疾病(例如周围神经病变，例如DPN)的试剂盒。

在某些实施方式中，试剂盒包括有效量的通过本文公开的筛选方法识别出的化合物。在某

些实施方式中，试剂盒包括含有治疗性组合物的无菌容器；这些容器可以是盒、安瓿、瓶、小

瓶、管子、袋子、小袋(pouch)、泡罩包装或者本领域已知的其它合适容器形式。这些容器可

以由塑料、玻璃、层压纸、金属箔或其它适用于保持药物的材料制成。

[0224] 在某些实施方式中，试剂盒包括用于将识别出的化合物或包括其的组合物施用于

受试者例如患有施旺细胞相关疾病(例如周围神经病变，例如DPN)的受试者的说明书。说明

书可以包括关于使用化合物或组合物用于PNS和/或CNS的再生、髓鞘损伤的预防和/或修

复、和/或用于治疗和/或预防施旺细胞相关疾病(例如周围神经病变，例如DPN)的信息。在
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某些实施方式中，说明书包括以下的至少一种：化合物的说明；用于PNS和/或CNS的再生、髓

鞘损伤的预防和/或修复、和/或用于治疗和/或预防施旺细胞相关疾病(例如周围神经病

变，例如DPN)或其症状的剂量方案和给药；注意事项；警告；适应症；禁忌症；过剂量信息；不

良反应；动物药理学；临床研究；和/或参考资料。说明书可以直接打印在容器(如果存在的

话)上，或者作为贴于容器的标签，或者作为容器中或与容器一起提供的单独的纸、册、卡或

折叠印刷品。

[0225] 实施例

[0226] 通过参照以下实施例将更好地理解本发明公开的主题，实施例作为本发明公开的

主题的示例提供，而不是作为限制。

[0227] 实施例1

[0228] 概要

[0229] 施旺细胞前体和施旺细胞源自人干细胞(例如hPSC)。发明人建立了基于hESC的体

外DPN模型，其反映了人SC对高血糖诱导的细胞毒性和多元醇通路的激活的选择性易损性。

发明人进一步使用该模型进行了高通量药物筛选，并识别出安非他酮作为治疗DPN的化合

物。安非他酮在体外可以抵消SC中高葡萄糖诱导的细胞毒性，并挽救经STZ处理的糖尿病小

鼠中神经病变相关的组织学缺陷和行为缺陷。

[0230] 方法和材料

[0231] 未分化人胚胎干细胞(hESC)的培养

[0232] hESC系H9(WA-09)和衍生物(SOX10::GFP；SYN::ChR2-YFP；SYN::YFP；PHOX2B:GFP；

EF1::RFP  EDNRB-/-)以及2个独立的hiPSC系(健康，和家族性自主神经功能障碍症，基于仙

台，OMSK(Cytotune))维持在含有hESC培养基的KSR(Life  Technologies，10828-028)中的

小鼠胚胎成纤维细胞(MEF，Global  Stem，Rockville，MD)上(Chambers等,2009)。以每月间

隔对细胞进行支原体检测，并对STR进行分析以确认研究开始时的细胞身份。

[0233] 神经嵴诱导和从hESC诱导和扩增施旺细胞

[0234] 将hESC铺于含有10nM  FGF2(R&D  Systems，233-FB-001MG/CF)的hESC培养基中的

基质胶(BD  Biosciences，354234)包被的培养皿(105细胞/cm2)上。在含有LDN193189

(100nM，Stemgent，Cambridge，MA)和SB431542(10μM，Tocris，Ellisville，MI)的敲除血清

替代(KSR)培养基(KO  DMEM+15％KSR，L-谷氨酰胺(Life  Technologies，25030-081)，NEAA

(Life  Technologies，11140-050)中开始分化。从第4天至第10天，KSR培养基逐渐用增加量

的N2培养基替换，如前所述((Chambers等,2009)。对于颅NC(CNC)诱导，从第2天至第11天，

除了LDN和SB之外，还将细胞用3uM  CHIR99021(Tocris  Bioscience，4423)处理。通过从第0

天至第11天用LDN和SB处理，产生CNS前体对照细胞，如前所述(Chambers等,2009)。在整个

该实施例中，第0天是培养基从hESC培养基转换为含有LDN和SB的培养基的那天。文字和图

中的分化天数是指自多能阶段(第0天)以来的天数。

[0235] 在第11天，NC细胞在Ultra  Low  Attachment  6孔培养板(Fisher  Scientific，

3471)中聚集为3D球状体(5百万细胞/孔)，并在补充有L-谷氨酰胺(Gibco，25030-164)、N2

(Stem  Cell  Technologies，07156)和B27(Life  Technologies，17504044)、含有CHIR(3uM，

Tocris  Bioscience，4423)和FGF2(10nM，R&D  Systems，233-FB-001MG/CF)和NRG1(10ng/

ml，R&D  378-SM-025)的神经元基质(NB)培养基中培养。在14天的悬浮培养后，将球状体铺

说　明　书 31/56 页

37

CN 110249047 A

37



于补充有L-谷氨酰胺(Gibco，25030-164)、N2(Stem  Cell  Technologies，07156)和B27

(Life  Technologies，17504044)、含有NRG1(20ng/ml，R&D  378-SM-025)、FGF2(10nM，R&D 

Systems，233-FB-001MG/CF)和cAMP(100mM，Sigma，D0260)的神经元基质(NB)培养基中的聚

鸟氨酸/层粘连蛋白/纤连蛋白(PO/LM/FN)包被的培养皿(如前所述制备)上(Lee  G等，

2007)。SC前体从所铺球状体中迁移出来并在10天内分化成SC。对于长期扩增，细胞在PO/

LM/FN包被的培养皿上在施旺细胞培养基(Sciencell，1701)中培养。在分化的第25天、第35

天、第50天、第60天和第100天，将细胞固定用于免疫染色或收获用于基因表达分析。

[0236] FACS和免疫荧光(IF)分析

[0237] 对于IF，将细胞用4％多聚甲醛(PFA，Affymetrix-USB，19943)固定20分钟，然后使

用1％牛血清白蛋白(BSA，Thermo  Scientific，23209)和0.3％triton  X-100(Sigma，

T8787)封闭并透化。然后在4℃(摄氏度)下将细胞在一抗溶液中温育过夜，并在室温(RT)下

用荧光团缀合的二抗染色1小时，然后将染色的细胞与DAPI(1ng/ml，Sigma，D9542-5MG)一

起孵育，并在成像前洗涤几次。对于流式细胞术分析，将细胞用Accutase(Innovative  Cell 

Technologies，AT104)解离，并使用BD  Cytofix/Cytoperm(BD  Bioscience，554722)溶液固

定和透化，然后使用BD  Perm/Wash缓冲液(BD  Bioscience，554723)根据制造商的说明书进

行洗涤、封闭和透化。然后将细胞用一抗(在4℃过夜)和二抗(在室温下30min)染色，并使用

流式细胞仪(FlowJo软件)分析。一抗和稀释液的列表在表5提供。

[0238] 表面标志物筛选

[0239] 在分化的第80天，在hESC-SC上使用 (BD，560747)进行特异

性表面抗原的筛选。将细胞铺于96孔板(10,000细胞/孔)中，并根据制造商的说明用一抗和

二抗染色。对染色的细胞进行固定，用于全板成像和定量。对于每种抗体，对总GFAP中双阳

性细胞的百分比进行定量。进一步使用流式细胞术验证高命中者(tophits)(>60％双阳

性)。

[0240] 基因表达分析

[0241] 对于RNA测序，使用RNeasy  RNA纯化试剂盒(Qiagen，74106)提取总RNA。对于qRT-

PCR检定，使用Superscript  II逆转录酶(Life  Technologies，18064-014)将总RNA样品逆

转录成cDNA。qRT-PCR反应使用QuantiTect  SYBR  Green  PCR  mix(Qiagen，204148)建立。每

个数据点代表三次独立的生物学重复。使用TopHat  v2.0将RNA-seq读数映射至人参考基因

组(hg19)。TopHat使用默认参数运行，但覆盖范围搜索除外。然后使用HTSeq对比对进行定

量，并使用标准化为颅神经嵴样品的DESeq计算差异基因表达。

[0242] 生存力检定

[0243] 为了监测SC的生存力，使用CytoTox  96细胞毒性检定试剂盒(Promega，G1780)检

定细胞的LDH活性。简言之，将细胞以30,000细胞/cm2铺在96孔板中。24小时后收获上清液

和细胞裂解物，并使用酶标仪(490nm吸光度)检定LDH活性。通过将裂解物的LDH信号除以总

LDH信号(来自裂解物加上清液)来计算生存力。在检定过程中，在PO/LM/FN包被的培养皿上

在施旺细胞培养基(Sciencell，1701)中培养细胞。

[0244] 代谢物测量

[0245] 根据制造商说明书，对经高葡萄糖、低葡萄糖和药物处理的SC和感觉神经元进行

山梨糖醇(abcam，ab118968)、葡萄糖(abcam，ab65333)、丙酮酸盐(abcam，ab65342)和2DG摄

说　明　书 32/56 页

38

CN 110249047 A

38



取(abcam，ab136955)测量的生化检定。数据根据细胞数量进行标准化，并在3-6次生物学重

复上进行平均。

[0246] 逆转葡萄糖介导的SC细胞毒性的药物的高含量筛选检定

[0247] 化合物筛选使用Prestwick  Chemical 进行。将RFP-标记的hESC-SC铺于

384孔板(1,000/孔)中，在加入化合物之前即刻用30mM葡萄糖处理。化合物以1μM浓度加入。

72小时之后，将板用DAPI处理10分钟，洗涤两次，并固定，用于全板成像。通过对DAPI阴性、

RFP阳性的细胞进行计数，对每个孔的活细胞数量进行定量。通过将DAPI阳性细胞数除以总

RFP阳性细胞，计算每个孔的死亡细胞百分比。

[0248] 为了对所选的命中化合物(安非他酮HCL，Sigma，B102)加以验证，将细胞用不同浓

度的化合物处理以进行剂量反应分析。后续实验中使用最高无毒性剂量(0.7μM-基于最优

的山梨糖醇降低和生存力)。

[0249] 糖尿病小鼠的药物治疗

[0250] 所有程序均遵循NIH指南进行，并获得当地机构动物护理和使用委员会(IACUC)的

批准。将3-8周龄雄性C57BL6小鼠用一剂链脲菌素(180mg/kg，sigma，85882)IP注射处理，以

诱导胰腺β细胞死亡。通过自尾端采一滴血，在处理后一周开始每周使用标准血糖仪

(Freestyle  Lite)测量血糖水平。链脲菌素处理后一周，开始BP处理。将BP与标准饲料以

1.63mg/克饲料混合，每日以～300mg/kg口服给药。剂量基于平均日食物摄取量(5.5克/天)

和初始体重(30g)计算。小鼠热敏感度试验

[0251] 使用热板试验对热伤害性感受(thermal  nociception)进行评价。热板(Ugo 

Basile  35100)由具有透明树脂玻璃柱体的金属表面(55℃)组成，以容纳小鼠。受试者置于

恒温的热板上，通过舔舐/摇晃后爪或跳起评估，确定表现出不适所需的延迟。典型的基线

延迟为5-10秒，最大延迟为30秒。在最大延迟30秒之后任何没有表现出不适行为的动物将

被取出，以避免组织损伤。

[0252] 统计分析

[0253] 数据表示为平均值±SEM，并且来自至少3次独立实验。重复数据(n)在图例中给

出。统计分析使用Student  t-检验(比较2组)或具有Dunnett检验的ANOVA(相对于对照比较

多组)进行。原始数据的分布近似于具有足够重复次数的数据的正态分布(Kolmogorov 

Smirnov正态性检验)以测试正态性。存活分析使用时序(Mantel-Cox)检验进行。主要命中

物(hit)的Z-分数计算为Z＝(x-μ)/σ。X是迁移分数值，对于所有命中化合物均为3。μ是平均

迁移分数值，σ是所有化合物和DMSO对照的标准偏差。

[0254] 结果

[0255] 从hESC获得和预期分离SC谱系

[0256] 为仔细分析DPN中感觉神经损伤的细胞类型特异性机制，从hPSC产生人感觉神经

元和SC。用于从hESC诱导感觉神经元的方法描述于Cai等，2016；Chambers等，2012，但是SC

的获得仍然难以捉摸。因此，作为建立DPN的hESC模型的第一步，建立将hESC分化成SC的有

效策略。

[0257] 更近的研究报道了由hPSC获得SC-样细胞，但未显示关键谱系标志物如SOX10的表

达，并且未能证明功能性髓鞘化(Liu等，2012；Ziegler等，2011)。在胚胎发育期间，认为SC

以逐步过程从SOX10+  NC细胞产生。基于小鼠和鸡胚的研究，NC首先产生SC前体，其与发育
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中的神经中的神经束相关联。相关联的神经元表达NRG1，并通过激活其ERBB3受体促进SC前

体的存活和进一步分化(Newbern和Birchmeier，2010)。通过小鼠发育的E13.5，SC前体产生

不成熟的SC，其在维持SOX10表达的同时上调谱系标志物如GFAP、S100和POU3F1。SC最终分

化成髓鞘化和非髓鞘化命运持续到出生后(Jessen等，2015)。

[0258] 最初的基于hESC的NC分化方案依赖于假定的NC细胞从神经上皮谱系的分层并结

合p75+和/或HNK1+NC前体的预期分离(Bajpai等，2010；Lee等，2007)。虽然这些方案产生各

种源自NC的谱系，但SOX10表达水平通常较低。相比之下，基于定时暴露于WNT信号传导激活

剂的更加定向的NC诱导方案显示出，到分化的第11天，在大多数细胞中有强健的SOX10的诱

导(Fattahi等，2016；Menendez等，2011；Mica等，2013)。进一步培养后，那些源自hESC的NC

细胞可以被导向成SOX10+黑素细胞(Mica等，2013)，但也可产生SOX10-间充质和神经元前

体(Mica等，2013)。由于SOX10的表达是整个发育过程中保留在SC谱系中的关键标志物，首

先着重的是在指导其朝向神经胶质命运之前在培养中建立维持SOX10+前体的条件。测定了

在存在EGF、FGF、WNT、Notch、TGFβ、BMP、NRG和内皮素3信号传导调节剂的情况下2D或3D  NC

培养物中SOX10+细胞的百分比。3D聚集步骤和除了FGF2和NRG1处理之外还通过CHIR99021

激活WNT信号传导的组合导致直到第25天，SOX10表达得以维持(图6A)，并且S100和其它早

期SC标志物得以诱导(图1A-1C)。在此阶段，用FGF2、NRG1和cAMP处理第25天培养物前体另

外10天，促进几种SC标志物如GFAP、POU3F1、PMP22、MBP、AQP4、MPZ的强健诱导以及参与神经

元相互作用和支持的基因(包括GDNF、ERBB3和GAP43等)的上调(图1A-1D)。基于S100、MBP和

GFAP的表达(图1E、1F和1I)，长期培养导致GFAP+细胞的富集，到第60-90天产生几乎同质的

SC群体(图6B)。这些源自hESC的群体可以增殖另外数周，同时保持高百分比的表达S100、

MBP和GFAP的SC(图1E、1F和1I)。

[0259] 为了能够在分化期间预期分离hESC-SC，筛选了对于特异性标记GFAP+SC的表面抗

原的242种抗体的文库(图7A)。经确定，CD44、CD49e、CD81和CD98标记GFAP+细胞群体(图

7B)。进一步的验证显示，CD98是第60天SC中特异性表达的唯一标志物，但在第11天NC或第

25天SCP细胞(其表达之前显示为标记早期SOX10+NC谱系的标志物CD49D(Fattahi等，

2016))中不表达(图7C)。纯化细胞的RNA测序证明，第25天源自hESC的SCP与早期NC细胞密

切相关，而第50天、特别是第100天SC显示出与原代成人SC密切匹配的基因表达模式(图

1G)。通过比较第25天和第100天细胞与第11天NC，基因表达数据也产生了新的候选SCP和SC

标志物(图1H)。每个谱系的前200个富集转录物的列表在表1-4中提供。

[0260] hESC-SC对糖毒性具有选择性易损性

[0261] 上述结果建立起获得功能性SC的高效方案。为了识别介导DPN的特定细胞类型，通

过评价对糖尿病中发生的高葡萄糖暴露的反应，考察糖尿病对源自hESC的SC以及感觉神经

元的影响(图2A)。为了评价细胞类型特异性易损性，将源自hESC的感觉神经元和SC的培养

物用一系列葡萄糖浓度处理。在至多45mM的葡萄糖水平下，感觉神经元没有表现出毒性。但

是，源自hPSC的SC对温和增加的葡萄糖水平敏感(图2B、2E)。

[0262] 糖尿病中葡萄糖水平升高可以激活某些细胞类型中的多元醇通路(Oates,2002)。

多元醇通路经由分别由醛糖还原酶(AR)和山梨糖醇脱氢酶(SDH)催化的两个酶促步骤将过

量葡萄糖代谢成山梨糖醇，并随后代谢成果糖。在大鼠中关于葡萄糖诱导的晶状白内障

(lenscataract)的研究中，多元醇通路和山梨糖醇介导的渗透和氧化应力可能是因高葡萄
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糖引起的组织损伤的潜在中介(Van  Heyningen,1959)。山梨糖醇积累在动物模型中也参与

糖尿病诱导的周围神经损伤(Mizisin,2014；Oates,2002)。鉴于葡萄糖对hESC-SC的毒性作

用，对于它们是否响应于高葡萄糖暴露而显示出山梨糖醇的堆积(buildup)进行了评价，这

将表明其选择性易损性的可能机制。与之前的报道(Maekawa等,2001；Mizisin和Powell ,

1993)一致，相比于感觉神经元，源自hESC的SC中观察到AR/SDH比例的增加(图2C)。这一点

进一步得到以下观察结果的支持：当暴露于高葡萄糖时，SC表现出山梨糖醇水平的增加，但

感觉神经元则没有(图2D)。

[0263] 高含量筛选识别出抵消hESC-SC中糖毒性的药物

[0264] 这些数据表明了SC对高葡萄糖的易损性，将其降低展现出新的DPN治疗机会。重现

hESC-SC中这种细胞损伤的能力，为可以抵消这种毒性的药物的高通量筛选(HTS)提供了平

台。因此，建立起在30mM葡萄糖的存在下测量源自hPSC的SC的生存力的HTS系统(图3A和

3E)。发明人对含有1,280个经批准(FDA、EMA或其他管理机构)的药物小分子的Prestwick文

库进行了筛选。在提高经高葡萄糖处理的hESC-SC的生存力方面最有潜力的化合物是抗抑

郁药安非他酮(BP)，商品名为 (图3B)。验证研究显示了BP在挽救SC生存力和降

低山梨糖醇水平的剂量-反应，IC50为263nM(图3C、3D)，在0.7μM下效果最大，在所有进一步

的研究中使用该剂量。2μM以上的BP水平诱导逐渐的依赖于剂量的毒性。我们接下来探讨BP

是否通过调节细胞内葡萄糖水平来发挥作用。鉴于BP对山梨糖醇水平的影响，发明人考察

了BP处理是否改变SC中的葡萄糖水平。BP在不影响葡萄糖摄取的情况下降低了hESC-SC中

的细胞内葡萄糖水平(图4A、4B)。因此，推测BP通过增加糖酵解通量并使平衡远离山梨糖醇

的生成来降低葡萄糖水平。丙酮酸盐的水平增加支持了这一推测，丙酮酸盐是经BP处理的

hESC-SC中的糖酵解终产物(图4C)。总之，这些研究阐明，hESC-SC中暴露于高葡萄糖导致细

胞内葡萄糖和山梨糖醇的升高，其可以通过用BP处理标准化(图4D)。

[0265] 安非他酮挽救DPN小鼠模型中的疾病表型

[0266] 鉴于BP在体外挽救经高葡萄糖处理的hESC-SC的生存力的显著能力，对BP处理在

DPN小鼠模型中的治疗效果进行了研究。将野生型C57BL6小鼠用导致β细胞死亡、胰岛素生

成受损和高血糖的胰腺β细胞特异性毒素链脲菌素(STZ)处理，作为1型糖尿病小鼠模型(Wu

和Huan,2008)。这一方法广泛应用于在啮齿类动物中模拟1型糖尿病(Akbarzadeh等,2007；

Wu和Huan,2001)。在DPN患者和动物模型中，感觉神经损伤常常导致肢端感觉的丧失。使用

热感觉试验作为功能性读出来评价BP处理对经STZ处理的小鼠中的DPN表型的影响，并通过

坐骨神经的组织学分析评估结构损伤(图5A)。与无糖尿病的对照动物相比，经STZ处理的小

鼠表现出不依赖于BP处理的血糖水平的显著增加(图5B)，说明BP处理不影响葡萄糖水平。

在STZ处理后7周和8周时，未经BP处理的糖尿病小鼠显示出对热刺激的反应延迟。经BP处理

的糖尿病小鼠则显示出显著改善的反应时间，与正常的无糖尿病动物相当(图5C)。组织学

分析显示，STZ小鼠的坐骨神经中TUNEL+凋亡细胞的百分比增加。相比于未经处理的组中的

动物，经BP处理的动物显示出显著更少的凋亡细胞(图5D、5E)。接下来，使用透射电子显微

镜检评价了STZ和BP处理对周围髓鞘的影响。在经STZ处理的动物的坐骨神经中观察到了百

分比很大的深度髓鞘损伤，但是，在经BP处理的STZ小鼠中该百分比得以显著降低(图5F-

5G)。这些研究表明BP在DPN  STZ-模型中具有强健的治疗效果。

[0267] 讨论
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[0268] SC在周围神经发育、功能和修复中发挥重要作用。然而，由于从原发组织以可行的

数量获得它们受到限制，人们不太理解它们的发育和功能。其他人先前报道了在长期维持

P75+/HNK1+NC前体后来自hPSC的施旺样细胞(Lee等，2007)，然而，这些研究具有诱导效率

低和体外培养数月、分化旷日持久、SC成熟有限以及髓鞘化数据缺乏的局限性(Lee等，

2007；Liu等，2012；Ziegler等，2011)。试图通过其它来获得人SC也导致了产量低、表型特征

有限以及体外或体内髓鞘化的缺乏(Li等，2015；Mica等，2013)。建立了用于产生良好表征

且纯的人SC群体的高效方法，为未来的深度发育研究和转化应用如疾病建模和细胞治疗奠

定了基础。

[0269] 我们基于hESC的平台的一个重要特征在于所得的SC的可扩展性(scalability)和

纯度，以及长时间培养细胞而不会失去SC特性的能力。相比之下，原代SC在长期培养时倾向

于迅速丧失其性质，这导致施旺细胞培养物被成纤维细胞样细胞污染增加。现在可以使用

这种新的分化技术获得的重要发育问题包括：控制从多潜能NC干细胞向定型SC转变的机

制，以及鉴于最近在小鼠中表明黑素细胞和副交感神经元均可以源自早期SC谱系的数据而

对人SC可塑性的研究(Adameyko等，2009；Espinosa-Medina等，2014)。将CD98识别为用于预

期分离定型SC的表面标志物代表着用于这些研究的有力工具。PNS病理学的建模可能特别

令人感兴趣。培养的源自hESC的施旺细胞的一个令人惊讶的特征在于其基因表达模式，其

不仅证实了施旺细胞的身份，而且表明多能衍生的细胞与成人施旺细胞的表达模式匹配。

这与大多数其它体外获得的hPSC谱系(例如表达胎儿期标志物的神经元)(Studer等，2015)

相反。

[0270] 生成髓鞘化SC的能力使得能够模拟遗传性髓鞘化疾病，例如夏科-马里-图思

(CMT)病。目前模拟CMT的尝试受限于限定SC前体中的早期分子事件，而没有捕获实际的疾

病表型。CMT是最常见的PNS遗传疾病，但是，大多数周围神经病变都因作为最常见原因的糖

尿病获得(所有糖尿病患者中有15-60％受影响(Martyn和Hughes,1997))。

[0271] 发明人提出了基于hESC的DPN模型，其显示SC对糖尿病相关的高血糖具有选择性

易损性。尽管大多数数据是响应于高葡萄糖暴露而取得的，但发明人在即使非常温和的葡

萄糖增加水平下也观察到SC生存力的降低。BP抵消葡萄糖介导的施旺细胞毒性的能力与细

胞内葡萄糖和蔗糖水平的降低、但是丙酮酸盐水平的增加(表明氧消耗的增加)相关。有趣

的是，BP似乎是唯一常常与患者的适度体重减少而不是体重增加相关的抗抑郁药物，因此，

葡萄糖代谢中BP介导的变化可能与这些全身效果有关。体内研究阐明，BP处理可以挽救DPN

相关的行为缺陷和神经损伤。BP已经在患有神经性疼痛的患者的治疗中显示出一些益处

(Semenchuk等,2001)，这提出了如下问题：药物对于另外的适应症的这些效果是否也可以

通过其对SC易损性的作用来介导。除BP以外，发明人还识别了若干其他的能够挽救施旺细

胞易损性的化合物。确定这些化合物是否经由共同的还是不同的机制发挥作用，以及它们

在STZ小鼠中是否显示出与BP相当的体内活性，将会非常有趣。

[0272] 本项研究可以导致其他获得性周围神经病变的建模方面的进步。癌症患者在用化

疗药物例如顺铂治疗之后常常观察到医源性神经病变(Quasthoff和Hartung；Thompson等,

1984)。使用源自hPSC的谱系进行的体外细胞毒性试验和HTS的结合，可以充当识别潜在药

物的平台，该潜在药物逆转这些化疗药的细胞类型特异性副作用。

[0273] 总之，本研究提供了一个获取人SC谱系的有效框架，用于探索其在健康和疾病中
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的生物学，并且开发新的DPN疗法。hPSC的定向分化代表了人SC大规模获得的有效方法，在

基础和转化研究中具有广泛的意义。该框架为深入研究神经胶质在PNS生物学和疾病中的

作用提供了新的可能性，并有助于未来开发新的周围神经病变疗法。该工作进一步表明了

DPN发病机制中的SC缺陷，并且提出BP作为获FDA批准的药物可以在体内和体外治疗DPN-相

关损伤。

[0274] 表1.相比于源自hESC的NC(第11天)，在源自hESC的施旺细胞前体(第25天)中的前

200个上调基因

[0275]
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[0279]

[0280] 表2.相比于源自hESC的NC(第11天)，在源自hESC的施旺细胞(第50天)中的前200

个上调基因

[0281]
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[0283]
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[0284]

[0285] 表3.相比于源自hESC的NC(第11天)，在源自hESC的施旺细胞(第100天)中的前200

个上调基因
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[0289]

[0290] 表4.相比于源自hESC的NC(第11天)，人原代施旺细胞中前200个上调基因
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[0295]

[0296] 表5.一抗和工作稀释液的列表

[0297]

抗体 来源 稀释

CD49D Biolegend 1:800

TUJ1 Covance 1:1000

CHAT Millipore 1:1000

GFAP Dako 1:1000

S100B Dako 1:200

MBP Millipore 1:200

MAG Millipore 1:200

NFH Encore 1:1000

PanNa Joel  Black 1:1000

Kv1.2 Joel  Black 1:200

CASPR Joel  Black 1:1000

SC101 STEM  Cell  Tech 1:1000

抗体 来源 稀释
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