
(57)【要約】

ドーパミン作動性ニューロンの発生を促進し、ドーパミ

ン作動性の表現型を有する神経細胞を産生させる方法。

ドーパミン作動性神経細胞はパーキンソン病などの神経

変性疾患に罹患している個体の治療に使用し得る。ドー

パミン作動性細胞を個体の脳内に移植してもよく、かつ

/またはドーパミン作動性神経の発生を個体の脳内で誘

導もしくは増強させてもよい。方法は、NG4Aサブファミ

リーの核内受容体、たとえばNurr1を細胞内で基底レベ

ルより高く発現させ、その細胞をWntリガンドで処理す

ることによって増殖、自己再生、生存および/またはド

ーパミン作動性の誘導、分化、生存もしくはニューロン

のドーパミン作動性の表現型の獲得を生じさせるあるい

は増強させることを含む。細胞はアストロサイトまたは

グリア細胞と共に同時培養してよく、FGF成長因子と接

触させてもよい。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 に お い て
増 殖 、 自 己 再 生 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 、 生 存 、 分 化 お よ び /も し く は 成 熟 を 増 強 さ せ
る こ と に よ っ て ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 を 誘 導 さ せ る ま た は 促 進 す る 方 法 で あ
っ て 、
　 前 記 細 胞 内 で Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ 、
　 前 記 細 胞 を Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る こ と に よ っ て 、
増 殖 、 自 己 再 生 、 生 存 お よ び /も し く は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 、 分 化 、 生 存 ま た は ニ ュ
ー ロ ン の ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 の 獲 得 を 起 こ さ せ る か あ る い は 増 強 さ せ る こ と を 含 む
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 核 内 受 容 体 が Nurr1で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 核 内 受 容 体 が Nor1ま た は NGFI-Bで あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 を Nurr1の DNAで 形 質 転 換 さ せ る こ と ま た は 前 記 細 胞 内 に Nurr1の RNAを 導 入 す る こ と
に よ っ て Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 細 胞 内 に Nurr1タ ン パ ク 質 を 導 入 す る こ と に よ っ て Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現
さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 細 胞 内 に Nurr1タ ン パ ク 質 を 保 存 す る こ と に よ っ て Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現
さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt1リ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt5aリ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt3aで あ る 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt-2で あ る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt-4で あ る 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt-7aで あ る 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt-7bで あ る 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は ニ ュ ー ロ ン 細 胞
を Wnt-1ま た は Wnt-5a以 外 の Wntリ ガ ン ド ま た は 追 加 の Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る 、 請 求 項 1～
13の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 が 、 前
記 Wntリ ガ ン ド で 処 理 し た 場 合 に 、 有 糸 分 裂 性 で あ り 、 か つ /ま た は 自 己 再 生 す る 能 力 を 有
す る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を さ ら
に FGF成 長 因 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 接 触 さ せ る 、 請 求 項 1～ 15の い ず れ か 1項 に 記 載 の
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方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を レ チ
ノ イ ド も し く は レ チ ノ イ ド 誘 導 体 、 レ チ ノ イ ド X受 容 体 (RXR)の 活 性 化 因 子 、 レ チ ノ イ ド 酸
受 容 体 (RAR)の リ プ レ ッ サ ー 、 9-シ ス レ チ ナ ー ル 、 DHA、 SR11237、 ま た は LG849と 接 触 さ せ
る 、 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を Wnt
リ ガ ン ド で 処 理 す る 前 に あ る い は そ れ と 同 時 に 、 前 記 細 胞 を bFGFお よ び /ま た は EGFお よ び
/ま た は FGF-8お よ び /ま た は LIFお よ び /ま た は Shhで 処 理 す る 、 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 1項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を 抗 酸
化 剤 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 低 酸 素 圧 ま た は 低 酸 素 誘 導 因 子 の 存 在 下 で 増 殖 さ せ る 、 請 求 項 1
～ 18の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 が 腹 側
中 脳 の ア ス ト ロ サ イ ト ま た は 初 期 グ リ ア 細 胞 の 存 在 下 で 増 殖 お よ び /ま た は 分 化 す る 、 請
求 項 1～ 19の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド を 前 記 細 胞 を 含 む in vitro培 養 物 に 加 え る 、 請 求 項 1～ 20の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Wntリ ガ ン ド が 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く
は 神 経 細 胞 と 同 時 培 養 し た 細 胞 か ら の 発 現 に よ っ て 産 生 さ れ 、 そ の 同 時 培 養 し た 細 胞 は 1
型 ア ス ト ロ サ イ ト も し く は 初 期 グ リ ア 細 胞 以 外 の 細 胞 で あ る か 、 ま た は 前 記 Wntリ ガ ン ド
を コ ー ド し て い る 核 酸 で 形 質 転 換 さ せ た 宿 主 細 胞 も し く は 導 入 し た Wntタ ン パ ク 質 を 含 む
細 胞 で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 同 時 培 養 し た 、 1型 ア ス ト ロ サ イ ト も し く は 初 期 グ リ ア 細 胞 以 外 の 細 胞 ま た は 宿 主
細 胞 が 別 の 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 で あ る 、 請 求 項 22に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 が 、
前 記 Wntリ ガ ン ド を そ れ を コ ー ド し て い る 核 酸 か ら 発 現 す る よ う に 遺 伝 子 操 作 さ れ て い る
、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Wntリ ガ ン ド タ ン パ ク 質 を 前 記 細 胞 内 に 導 入 す る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を 、
初 期 グ リ ア 細 胞 、 ま た は 場 合 に よ っ て は 腹 側 中 脳 由 来 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト と さ ら に 同 時
培 養 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 25の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 1型 ア ス ト ロ サ イ ト が 不 死 化 さ れ て い る か 、 ま た は 前 記 腹 側 中 脳 以 外 の 領 域 の ア ス
ト ロ サ イ ト 細 胞 系 由 来 で あ る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を 非
ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に 対 し て 選 択 す る 陰 性 選 択 剤 と さ ら に 接 触 さ せ る こ と を 含 む
、 請 求 項 1～ 27の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
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　 ニ ュ ー ロ ン を 1つ ま た は 複 数 の 追 加 の 成 分 を 含 む 組 成 物 に 配 合 す る こ と を さ ら に 含 む 、
請 求 項 1～ 28の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 組 成 物 が 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 、 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 ニ ュ ー ロ ン を 個 体 の 脳 内 に 移 植 す る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 Nurr1の 発 現 を 増 大 さ せ る た め に 前 記 細 胞 を 個 体 内 で in situで 処 理 す る 、 請 求 項 1～ 20
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を 個 体
内 で in situで Wntリ ガ ン ド を 用 い て 処 理 す る 、 請 求 項 1～ 20の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド を コ ー ド し て い る 核 酸 を 前 記 細 胞 内 に 導 入 す る 、 請 求 項 34に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 Wntリ ガ ン ド タ ン パ ク 質 を 前 記 細 胞 内 に 導 入 す る 、 請 求 項 34に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 Nurr1の 発 現 を 基 底 レ ベ ル よ り 高 い レ ベ ル ま で 上 昇 さ せ る た め に 前 記 細 胞 を 個 体 内 で in 
situで 処 理 す る 、 請 求 項 34に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 が 前 記
個 体 に と っ て 内 因 性 で あ る 、 請 求 項 33～ 37の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 が 、 前
記 個 体 へ の 移 植 に よ っ て 外 因 的 に 供 給 さ れ る 、 請 求 項 33～ 37の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 個 体 が パ ー キ ン ソ ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 症 候 群 、 ニ ュ ー ロ ン の 消 失 ま た は 神 経 変 性 疾
患 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 31～ 39の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 個 体 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お い て 前 記 方 法 に 従 っ て 産 生 さ せ た ニ ュ ー ロ ン の 使
用 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 30の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 医 薬 が 個 体 の 脳 内 へ 移 植 す る た め の も の で あ る 、 請 求 項 41に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 個 体 が パ ー キ ン ソ ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 症 候 群 、 ニ ュ ー ロ ン の 消 失 ま た は 神 経 変 性 疾
患 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 1～ 28の い ず れ か 1項 の 記 載 に 従 っ て 産 生 さ せ た ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る た め の 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る 、 請 求 項 44に
記 載 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 (i)ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 前 記 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 毒 素 で 処 理 す る
こ と ;
　 (ii)前 記 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 前 記 毒 素 か ら 分 離 す る こ と ;
　 (iii)前 記 処 理 し た ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 と 接 触 さ せ
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る こ と ;
　 (iv)前 記 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 前 記 毒 素 か ら 回 復 す る 能 力 を 決 定 す る こ と ;
　 (v)前 記 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 前 記 毒 素 か ら 回 復 す る 前 記 能 力 を 、 前 記 1つ ま た
は 複 数 の 試 験 物 質 と 接 触 さ せ な い 場 合 に ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 前 記 毒 素 か ら 回 復
す る 能 力 と 比 較 す る こ と 、
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 28の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 (i)1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 の 存 在 下 で ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 前 記 ド ー パ ミ ン
作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 毒 素 で 処 理 す る こ と ;
　 (ii)前 記 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 前 記 毒 素 に 耐 性 を 示 す 能 力 を 決 定 す る こ と ;
　 (iii)前 記 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 前 記 毒 素 に 耐 性 を 示 す 前 記 能 力 を 、 前 記 1つ ま
た は 複 数 の 試 験 物 質 と 接 触 さ せ な い 場 合 に ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 前 記 毒 素 に 耐 性
を 示 す 能 力 と 比 較 す る こ と 、
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 28の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン が 前 記 毒 素 か ら 回 復 す る ま た は そ れ に 耐 性 を 示 す 能 力 を 向
上 さ せ る 物 質 を 、 1つ ま た は 複 数 の 追 加 の 成 分 を 含 む 組 成 物 に 配 合 す る こ と を さ ら に 含 む
、 請 求 項 46ま た は 請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 組 成 物 が 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 、 請 求 項 48に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 49に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 個 体 が パ ー キ ン ソ ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 症 候 群 、 ニ ュ ー ロ ン の 消 失 ま た は 神 経 変 性 疾
患 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 単 独 で ま た は 組 み 合 わ せ て 、 Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細
胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 に お い て 増 殖 、 自 己 再 生 、 生 存
お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 発 生 、 誘 導 、 分 化 、 も し く は 成 熟 を 増 強 さ せ る 因 子 も
し く は 複 数 の 因 子 を 得 る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 を 存 在 さ せ て ま た は 存 在 さ せ ず に 、 Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ
り 高 く 発 現 す る 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経
細 胞 を Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る こ と ;な ら び に
　 (b)前 記 細 胞 の 増 殖 、 自 己 再 生 、 生 存 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 発 生 、 誘 導 、 分
化 、 も し く は 成 熟 を 決 定 し 、 前 記 1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 を 存 在 さ せ た 場 合 ま た は 存 在
さ せ な い 場 合 の 前 記 増 殖 、 自 己 再 生 、 生 存 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 発 生 、 誘 導
、 分 化 も し く は 成 熟 の 程 度 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 前 記 因 子 ま た は 複 数 の 因 子 を 得 る こ
と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド を 前 記 細 胞 を 含 む in vitro培 養 物 に 加 え る こ と に よ っ て 前 記 細 胞 を 前
記 Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る 、 請 求 項 52に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド を コ ー ド し て い る 核 酸 を 前 記 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 前 記 細 胞
を 前 記 Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る 、 請 求 項 52に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 Wntリ ガ ン ド タ ン パ ク 質 を 前 記 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 前 記 細 胞 を 前 記 Wntリ ガ ン
ド で 処 理 す る 、 請 求 項 52に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 1型 ア ス ト ロ サ イ ト も し く は 初 期 グ リ ア 細 胞 以 外 の 細 胞 、 ま た は 前 記 Wntリ ガ ン ド を コ ー
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ド し て い る 核 酸 で 形 質 転 換 さ せ た 宿 主 細 胞 も し く は 導 入 し た Wntタ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 と
同 時 培 養 す る こ と に よ っ て 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細
胞 も し く は 神 経 細 胞 を 前 記 Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る 、 請 求 項 53に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を 初
期 グ リ ア 細 胞 ま た は 場 合 に よ っ て は 腹 側 中 脳 由 来 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト と 同 時 培 養 す る こ
と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 52～ 56の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は
他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 に お い て 増 殖 、 自 己 再 生 、 生 存 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作
動 性 の 発 生 、 誘 導 、 分 化 も し く は 成 熟 を 増 強 さ せ る 能 力 を 有 す る 因 子 も し く は 複 数 の 因 子
が 、 単 離 か つ /ま た は 精 製 さ れ た 形 態 で 提 供 さ れ る 、 請 求 項 52～ 57の い ず れ か 1項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は
他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 に お い て 増 殖 、 自 己 再 生 、 生 存 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作
動 性 の 発 生 、 誘 導 、 分 化 も し く は 成 熟 を 増 強 さ せ る 能 力 を 有 す る 因 子 も し く は 複 数 の 因 子
を 、 1つ ま た は 複 数 の 追 加 の 成 分 を 含 む 組 成 物 に 配 合 す る 、 請 求 項 56～ 58の い ず れ か 1項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 組 成 物 が Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆
細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 59に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 組 成 物 が Wntリ ガ ン ド を 含 む 、 請 求 項 60に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt1リ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 61に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 Wntリ ガ ン ド が Wnt5aリ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 61に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 組 成 物 が 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 、 請 求 項 59～ 63の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 前 記 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 64に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 組 成 物 を 前 記 個 体 の 脳 内 に 移 植 す る 、 請 求 項 65に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 前 記 個 体 が パ ー キ ン ソ ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 症 候 群 、 ニ ュ ー ロ ン の 消 失 ま た は 神 経 変 性 疾
患 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 66に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 あ る い は 他 の 幹 細 胞 に お
け る ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 の 誘 導 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 特 定 の ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の 誘 導 お
よ び 誘 導 の 増 強 、 詳 細 に は 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の 誘 導 お よ び 誘 導 の 増
強 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 パ ー キ ン ソ ン 病 (PD)と は 非 常 に 多 く 見 ら れ る 神 経 変 性 障 害 で あ り 、 そ の 病 因 は 中 脳 ド ー
パ ミ ン 作 動 性 (DA)ニ ュ ー ロ ン の 選 択 的 か つ 進 行 性 な 損 失 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 ニ ュ ー
ロ ン 表 現 型 の 誘 導 を 増 強 す る と 、 パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び 他 の 重 篤 な 衰 弱 性 の 神 経 変 性 障 害
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を 治 療 で き る 可 能 性 が 出 て く る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ま で は 、 結 果 が 陽 性 の パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 に ヒ ト 胎 児 中 脳 組 織 を 移 植 し て い た が 、
本 発 明 を 利 用 す る 特 異 的 細 胞 置 換 治 療 の 開 発 に よ り 、 こ の よ う な 従 来 手 法 に 伴 う 実 用 的 問
題 や 倫 理 的 問 題 が 克 服 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 に よ り 移 植 用 の 細 胞 調 製 物 の 開 発 が 可
能 と な り 、 一 方 、 胚 組 織 ま た は 胚 細 胞 を 使 用 す る 必 要 性 が 低 減 ま た は 完 全 に 排 除 さ れ る 。
幹 細 胞 は 、 通 常 は 廃 棄 さ れ る 組 織 で あ る 臍 帯 か ら 得 ら れ 得 る 。 別 の 選 択 肢 は 、 た と え ば 骨
髄 、 血 液 、 皮 膚 、 眼 、 嗅 球 ま た は 嗅 上 皮 か ら 成 人 幹 細 胞 を 得 る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で に (国 際 公 開 公 報 WO00/66713号 お よ び Wagner他 、 1999)、 本 発 明 者 ら の 研 究 室 に
お い て 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の 誘 導 が Nurr1を 発 現 す る 細 胞 中 で 、 腹 側 中
脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト /初 期 グ リ ア 細 胞 か ら 得 ら れ る 1つ ま た は 複 数 の 因 子 の 存 在 下 で 増
強 さ れ る こ と を 示 し た 。 本 発 明 は 、 Wnt因 子 が Nurr1を 発 現 す る 細 胞 の ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の
誘 導 を 増 強 さ せ る こ と に 有 用 で あ る と い う 実 験 的 知 見 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 詳 細 に は 、 本 発 明 者 ら は 、 DAニ ュ ー ロ ン が 誕 生 す る 時 点 ま で に 背 側 中 脳 よ り も 高 い レ ベ
ル で VM内 に お い て 発 現 さ れ て い る 全 て の Wntが 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞
、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 に お け る 増 殖 、 自 己 再 生 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導
、 生 存 、 分 化 お よ び /あ る い は 成 熟 を 増 強 さ せ る こ と に よ っ て ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ
ン の 発 生 を 誘 導 さ せ る ま た は 促 進 す る こ と に 有 用 で あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 以 下 を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 　 Wnt-1は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 前 駆 体 の 増 殖 な ら び に ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 前 駆 細 胞 お
よ び /ま た は 幹 細 胞 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン へ の 成 熟 を 促 進 す る こ と ;
　 　 Wnt-7aは 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 前 駆 体 の 増 殖 を 促 進 し 、 こ れ ら が ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ
ュ ー ロ ン へ と 分 化 す る こ と を 可 能 に す る こ と ;
　 　 Wnt-3aは 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 前 駆 細 胞 お よ び /ま た は 幹 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 自
己 再 生 を 促 進 す る こ と ;
　 　 Wnt-2は 、 細 胞 周 期 離 脱 お よ び Nurr1+前 駆 体 に よ る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 表 現
型 の 獲 得 を 促 進 す る こ と ;
　 　 Wnt-5aが 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現
型 を 誘 導 さ せ る こ と 、 お よ び ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 ま た は 分 化
を 増 強 さ せ る こ と に 最 も 有 効 で あ る こ と 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Wnt-1は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 前 駆 細 胞 お よ び /ま た は 幹 細 胞 の 増 殖 お よ び 成 熟 を 促 進 す
る こ と に 関 し て Wnt-3aお よ び Wnt-5aよ り も 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 特 定 の ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の 誘 導 は 、 遺 伝 的 お よ び 後 成 的 シ グ ナ ル の ど ち ら も の 組 込 み を
必 要 と す る 。 発 生 中 の 中 脳 で は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 誘 導 は オ ー フ ァ ン 核 内 受
容 体 Nurr1を 必 要 と す る が (Zetterstrom他 、 1997; Saucedo-Cardenas他 、 1998; Castillo
他 、 1998)、 Nurr1の 発 現 は 神 経 幹 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 を 誘 導 さ せ る の
に 十 分 で は な い (Wagner他 、 1999)。 本 発 明 者 ら は 以 前 に 、 Nurr1と 発 生 中 の 腹 側 中 脳 1型 ア
ス ト ロ サ イ ト /初 期 グ リ ア 細 胞 由 来 の 未 知 の 可 溶 性 シ グ ナ ル と の 組 み 合 わ せ が 、 神 経 幹 細
胞 に お い て 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 を 誘 導 さ せ る の に 十 分 で あ る と 報 告 し た (Wagne
r他 、 1999)。 本 発 明 者 ら は 本 明 細 書 中 で 、 Wnt-5aが こ の よ う な シ グ ナ ル の 一 部 で あ り 、 ま
た Wnt-1、 -2、 -3a、 -5aお よ び -7aを 含 め た Wntタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 発 生 的
に 制 御 さ れ て お り 、 か つ 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 を 示 差 的 に 制 御 す る こ と
を 述 べ る 。 部 分 的 に 精 製 し た Wnt-1、 -2、 -5a、 お よ び -7aは 2つ の 異 な る 機 構 に よ り E14.5
中 脳 DAニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ た が 、 Wnt-3aは 増 加 さ せ な か っ た 。 Wnt-1お よ び -7aは 主
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に Nurr1前 駆 体 の 増 殖 を 増 大 さ せ 、 そ れ ら が ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン へ と 分 化 す る こ
と を 可 能 に し た 。 Wnt-2は 細 胞 周 期 離 脱 お よ び Nurr1+前 駆 体 に よ る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ
ー ロ ン 表 現 型 の 獲 得 を 支 持 し た 。 Wnt-5aは 主 に ニ ュ ー ロ ン の DA表 現 型 を 獲 得 し た Nurr1前
駆 体 の 割 合 を 増 加 さ せ た 。 本 発 明 者 ら の 知 見 と 一 致 し て 、 Wnt-5aは Nurr1を 発 現 す る 中 脳
ま た は 皮 質 E13.5前 駆 体 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 誘 導 さ せ る こ と に 関 し て
、 中 脳 ア ス ト ロ サ イ ト /初 期 グ リ ア 細 胞 と 同 様 に 有 効 で あ っ た 。 さ ら に 、 Frizzled8の シ ス
テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン は 、 Nurr1を 発 現 す る 神 経 前 駆 培 養 物 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 の
表 現 型 を 有 す る 細 胞 の 増 加 に 対 す る 基 底 効 果 お よ び VM T1A-、 Wnt-1ま た は Wnt-5aに 媒 介 さ
れ る 効 果 、 な ら び に 神 経 幹 細 胞 ま た は FGF-8で 拡 大 さ せ た Nurr1+中 脳 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に
対 す る 内 因 性 Wntの 効 果 を 有 効 に 遮 断 し た 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 中 に 含 め る デ ー タ は 、
そ れ ぞ れ の Wntが 部 分 的 に 異 な る 機 構 に よ っ て Nurr1を 発 現 す る 前 駆 細 胞 /幹 細 胞 に お け る D
A表 現 型 を 有 す る ニ ュ ー ロ ン の 産 生 を そ れ ぞ れ 独 立 し て 調 節 す る こ と の 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ れ ら の 知 見 に よ り 、 Wntリ ガ ン ド が 腹 側 中 脳 の 神 経 発 生 中 に お け る 増 殖 、 自 己 再 生 、
分 化 お よ び 運 命 決 定 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー と し て 位 置 づ け ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら
の 結 果 に よ り 、 in vitroに お け る 中 脳 DAニ ュ ー ロ ン の 大 規 模 な 産 生 、 お よ び パ ー キ ン ソ ン
病 な ど の 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 に お け る 幹 細 胞 置 き 換 え 戦 略 の 将 来 の 実 行 の 道 が 開 か れ る (B
jorklundお よ び Lindvall、 2000; Priceお よ び Williams、 2001; Arenas、 2002; Rossiお よ
び Cattaneo、 2002; Gottlieb他 、 2002)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 胚 性 、 神 経 性 お よ び 多 能 性 幹 細 胞 は 、 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 を 含 め た 神 経 細 胞 系 列 へ と 分 化 す る 能 力 を 有 す る 。 さ ら に 、 幹 細 胞 を 単 離 し 、 拡
大 さ せ て 、 脳 移 植 用 の 原 料 物 質 と し て 使 用 す る こ と が で き る (Snyder, E.Y.他 、 Cell 68、
33-51 (1992); Rosenthal, A.、 Neuron 20、 169-172 (1998); Bain他 、 1995; Gage, F.H.
他 、 Ann. Rev. Neurosci. 18、 159-192 (1995); Okabe他 、 1996; Weiss, S.他 、 Trends N
eurosci. 19、 387-393 (1996); Snyder, E.Y.他 、 Clin. Neurosci. 3、 310-316 (1996); 
Martinez-Serrano, A.他 、 Trends Neurosci. 20、 530-538 (1997); McKay, R.、 Science 
276、 66-71 (1997); Deacon他 、 1998; Studer, L.他 、 Nature Neurosci. 1、 290-295 (19
98); Bjorklundお よ び Lindvall、 2000; Brustle他 、 1999; Lee他 、 2000; Shuldiner他 、 2
000お よ び 2001; Reubinoff他 、 2000お よ び 2001; Tropepe他 、 2001; Zhang他 、 2001; Pric
eお よ び Williams、 2001; Arenas、 2002; Bjorklund他 、 2002; Rossiお よ び Cattaneo、 200
2; Gottlieb他 、 2002)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ほ と ん ど の 神 経 変 性 疾 患 は ニ ュ ー ロ ン 集 団 を 冒 す 。 さ ら に 、 損 傷 の ほ と ん ど が 特 定 の 神
経 化 学 的 な 表 現 型 に 起 こ る 。 た と え ば ヒ ト の パ ー キ ン ソ ン 病 で は 、 失 わ れ る 主 な 細 胞 型 は
中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン で あ る 。 神 経 組 織 の 移 植 に よ る 特 定 の ニ ュ ー ロ ン 集 団 の
機 能 置 換 は 、 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 魅 力 的 な 治 療 戦 略 を 表 し て い る (Rosenthal, 
A.、 Neuron 20、 169-172 (1998))。 別 の 代 替 方 法 は 、 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞
の 再 生 を 促 進 す る 、 ま た は そ の 発 生 お よ び /も し く は 動 員 を 修 復 ま た は 導 く た め に 必 要 な
シ グ ナ ル を 直 接 注 入 す る こ と 、 あ る い は こ の よ う な 機 能 を 調 節 す る 薬 物 を 投 与 す る こ と で
あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 幹 細 胞 /始 原 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 は 、 拡 大 す る こ と が で き 、 か つ 特 定 の ニ ュ ー ロ ン 表 現
型 を 担 う よ う に 指 示 で き る の で 、 移 植 治 療 用 の 理 想 的 な 材 料 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 で は 、
移 植 用 に ヒ ト 胎 児 組 織 を 使 用 す る こ と に 絡 む 倫 理 的 問 題 お よ び 実 用 的 問 題 が 回 避 さ れ る で
あ ろ う 。 具 体 的 に は 、 移 植 し た 非 自 己 組 織 の 生 存 度 は 制 限 さ れ て お り 免 疫 系 に 拒 絶 さ れ 得
る 。 さ ら に 、 そ れ ぞ れ の 胎 児 か ら は 少 数 の 細 胞 し か 提 供 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 に お い て 単 一 の 特 定 の ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 誘 導
さ せ る こ と は 理 解 し に く い こ と が 分 か っ て い る 。
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【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 中 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の 誘 導 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 の 誘 導 を 可 能 と す る 。 し た が っ て 、 培 養
物 中 も し く は 脳 内 に お け る Wntレ ベ ル お よ び /ま た は 機 能 を 増 大 さ せ る こ と に よ っ て 、 本 発
明 は 以 下 の 誘 導 ま た は 促 進 を 可 能 と す る :ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 前 駆 体 、 始 原 細 胞 も し く は
幹 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 自 己 再 生 ;な ら び に /あ る い は ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 、
前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 幹 細 胞 の 生 存 、 分 化 お よ び 成 熟 の 促 進 (ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ
ー ロ ン の 収 量 を 増 加 さ せ る );な ら び に /あ る い は in vitroま た は in vivoに お け る 幹 細 胞 、
始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の ニ ュ ー ロ ン 性 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 誘
導 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 任 意 の 態 様 ま た は 実 施 形 態 は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 、 す な わ ち ニ ュ ー ロ ン に 適 用 す る
こ と が で き 、 ま た は そ れ を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 開 示 に お け る 「 神 経 細 胞 」 は ニ ュ ー
ロ ン 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に 富 ん だ 細 胞 調 製 物 を 、 パ ー キ ン ソ ン 病 ま た は 他 の 障 害 に
お け る 細 胞 置 換 治 療 に 、 な ら び に ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に お け る シ グ ナ ル 伝 達 現 象
お よ び in vitroに お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 薬 物 の 効 果 を 研 究 す る た め
に 、 た と え ば ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 態 様 お よ び 実 施 形 態 を 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 す よ う に 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 に お
い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 を 誘 導 さ せ る 方 法 、 あ る い は ニ ュ ー ロ ン 細
胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 ま た は 分 化 を 増 強 さ せ る 方 法 、 あ る い は ド ー パ ミ ン 作
動 性 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は Nurr1を 発 現 す る 幹 細 胞 を 拡 大 さ せ る 方 法 で あ っ て
、
　 細 胞 内 で Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ と 、
お よ び
　 細 胞 を Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る こ と 、
に よ っ て ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 産 生 さ せ る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー は NR4Aサ ブ フ ァ ミ リ ー と し て も 知 ら れ て お り 、 Nurr1/NR4A2、 Nor1
/NR4A3お よ び NGFI-B/NR4A1が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 内 で た と え ば
Nurr1/NR4A2、 Nor1/NR4A3お よ び /ま た は NGFI-B/NR4A1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ
と を 含 み 得 る 。 好 ま し く は 、 Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 は Nurr1で あ る 。 し た が っ
て 、 本 発 明 の 方 法 は 細 胞 内 に お い て Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ と を 含 む こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細
胞 に お い て 増 殖 、 自 己 再 生 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 、 生 存 、 分 化 お よ び /あ る い は 成 熟
を 増 強 さ せ る こ と に よ っ て ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 を 誘 導 さ せ る ま た は 促 進 す
る 方 法 で あ っ て 、
　 細 胞 内 に お い て Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ と 、 お よ び
　 細 胞 を Wntリ ガ ン ド で 処 理 す る こ と 、
に よ っ て 増 殖 、 自 己 再 生 、 生 存 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 、 分 化 、 生 存 も し
く は ニ ュ ー ロ ン の ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 の 獲 得 を 生 じ さ せ る あ る い は 増 強 さ せ る こ と
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を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Wntリ ガ ン ド を 用 い た 処 理 は 、 in vivo、 ex vivo、 ま た は 培 養 下 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 Wntリ ガ ン ド を 用 い た 処 理 と は 細 胞 を リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る こ と に
よ り も の と し 得 る 。 Wntリ ガ ン ド を 用 い た 処 理 と は 、 精 製 し た Wntリ ガ ン ド お よ び /も し く
は 組 換 え Wntリ ガ ン ド を 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 を 含 む 培 養 物 に 供 給 す る こ と
、 ま た は そ の よ う な 細 胞 に in vivoで 供 給 す る こ と に よ る も の と し 得 る 。 Wntリ ガ ン ド を 用
い た 処 理 は 、 Wnt核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 1つ も し く は 複 数 の コ ピ ー を 細 胞 内 に 導 入 す る こ
と を 含 み 得 る 。 細 胞 を 核 酸 で 形 質 転 換 さ せ る 方 法 お よ び 細 胞 内 に タ ン パ ク 質 を 導 入 す る 方
法 を 以 下 に 詳 述 す る 。 Wntリ ガ ン ド と 接 触 さ せ る こ と と は 、 in vivoに お い て 、 あ る い は 幹
細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 を 含 む 培 養 物 中 に 、 Wntリ ガ ン ド
を 産 生 す る 細 胞 を 提 供 す る こ と に よ り 得 る 。 Wntリ ガ ン ド を 産 生 す る 細 胞 は 、 組 換 え 発 現
に よ っ て Wntリ ガ ン ド を 産 生 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 で あ り 得 る 。 同 時 培 養 し た 宿 主 細 胞 を Wnt
リ ガ ン ド を コ ー ド し て い る 核 酸 で 形 質 転 換 さ せ て も よ く 、 か つ /ま た は 同 時 培 養 し た 細 胞
は 導 入 さ れ た Wntタ ン パ ク 質 を 含 ん で い て も よ い 。 Wntタ ン パ ク 質 ま た は Wntを コ ー ド し て
い る 核 酸 を 当 技 術 分 野 で 利 用 可 能 な 技 術 に 従 っ て 細 胞 内 に 導 入 し て よ く 、 そ れ ら の 例 を 以
下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 同 時 培 養 し た 細 胞 ま た は 宿 主 細 胞 は 、 別 の 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 ま
た は 神 経 細 胞 で あ り 得 る 。 Wntリ ガ ン ド を 用 い た 処 理 は ま た 、 細 胞 に お い て Wntの 発 現 を ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と 、 ま た は Wntリ ガ ン ド の 阻 害 分 子 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン も し く は 阻 害 す る こ と に も よ り 得 る 。 し た が っ て 、 Wntリ ガ ン ド を 用 い た 処 理 は 、 SFRP
、 WIF、 dkkま た は Cerberusな ど の Wntと 相 互 作 用 す る 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 低 減 さ せ る
こ と に よ っ て 起 こ り う る (Martinez Arias他 、 1999; http://www.stanford.edu/～ rnusse/
wntwindow.html、 ま た は 任 意 の ウ ェ ブ ブ ラ ウ ザ を 使 用 し て 見 つ け る こ と が で き る )。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Wntリ ガ ン ド の 供 給 に 加 え て 、 幹 細 胞 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま
た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 は 1型 ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 と 同 時 培 養 中 で あ る か 、 あ る い は in
 vitroま た は in vivoに お い て こ の よ う な 細 胞 ま た は そ れ ら に 由 来 す る 因 子 と 接 触 し て い
る か も し れ な い 。 し か し 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Wntリ ガ ン ド の 提 供 は 1型 ア ス ト ロ サ イ ト に 依
存 し て お ら ず 、 Wntリ ガ ン ド を 外 部 か ら 供 給 し な い 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 お よ び 1
型 ア ス ト ロ サ イ ト を 含 む 同 時 培 養 物 は 本 発 明 の 範 囲 に 企 図 さ れ て お ら ず 、 ま た こ の よ う な
同 時 培 養 を 使 用 す る 方 法 も そ う で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Nurr1(Law他 、 1992; Xing他 、 1997; Castillo, 1997; GenBank第 S53744号 、 第 U72345号
、 第 U86783号 )は 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン /レ チ ノ イ ン 酸 核 内 受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 転 写 因
子 で あ る 。 以 前 に 国 際 公 開 公 報 WO00/66713号 お よ び Wagner他 、 1999に 示 さ れ て い る よ う に
、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 に お け る 基 底 レ ベ ル よ り 高 い Nurr1の 発 現 に よ り 、 ニ ュ
ー ロ ン と な る 運 命 に 向 か っ て 分 化 す る 細 胞 の 割 合 が 高 ま る 。 ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 の 誘 導
は in vitroま た は in vivoで 実 施 し 得 る 。 移 植 前 ま た は 移 植 後 に 幹 細 胞 ま た は 神 経 幹 細 胞
、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 の 分 化 を ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 に 向 か っ て 誘 導 す る 能 力 に よ
り 、 成 人 の 脳 に 移 植 し た 場 合 に 移 植 し た 幹 細 胞 が ア ス ト ロ サ イ ト と な る 運 命 に 分 化 す る 傾
向 が 改 善 さ れ る 。 Nurr1は NR4Aサ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 Nurr1が 好 ま し い か も し
れ な い が 、 本 発 明 の 方 法 は Nurr1に 限 定 さ れ ず 、 方 法 は 細 胞 内 に お い て NR4Aサ ブ フ ァ ミ リ
ー の 任 意 の 核 内 受 容 体 を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ と を 含 み 得 る 。 NR4Aサ ブ フ ァ ミ
リ ー の 受 容 体 に は Nurr1/NR4A2、 Nor1/NR4A3お よ び NGFI-B/NR4A1が 含 ま れ る 。 し た が っ て
、 本 発 明 の 方 法 で は 、 NR4Aサ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 (た と え ば Nurr1、 Nor1ま た は NGFI
-B)は 細 胞 内 に お い て 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ れ 得 る 。 た と え ば NR4Aサ ブ フ ァ ミ リ ー メ
ン バ ー の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 は 以 下 の と お り で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
　 NGF-IBタ ン パ ク 質 : NP775181、 NP775180、 NP002126
　 NGFI-Bヌ ク レ オ チ ド : NM_173158、 NM_173157、 NM_002135
　 Nor-1タ ン パ ク 質 : NP775292、 NP775291、 NP775290、 NP008912、 S71930、 Q92570
　 Nor-1ヌ ク レ オ チ ド : NM_005413、 NM_173200、 NM_173199、 NM_173198、 NM_006981
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Wnt糖 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 溶 解 性 が 乏 し く (Bradleyお よ び Brown、 1990お
よ び 1995)、 発 生 中 の 中 脳 で 発 現 さ れ る (Parr他 、 1993)。 Wntは 中 脳 -後 脳 の 発 生 (McMahon
お よ び Bradley、 1990; Thomasお よ び Capecchi、 1990)、 神 経 パ タ ー ン 形 成 (Kieckerお よ び
Niehrs、 2001; Nordstrom他 、 2002; Houart他 、 2002)、 前 駆 体 の 増 殖 (Taipaleお よ び Beac
hy、 2001; Chennお よ び Walsh、 2002; Megasonお よ び McMahon、 2002)な ら び に 神 経 系 を 含
め た 複 数 の 組 織 に お け る 運 命 決 定 (Kispert他 、 1998; Ross他 、 2000; Hartmannお よ び Tabi
n、 2001; Marvin他 、 2001; Schneiderお よ び Mercola、 2001; Tzahorお よ び Lassar、 2001;
 Pandur他 、 2002)を 調 節 す る (Dorsky他 、 1998; Baker他 、 1999; Wilson他 、 2001; Garcia
-Castro他 、 2002; Muroyama他 、 2002)。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 Wntポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 Wnt糖 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 Wntリ ガ ン
ド 」 と は 、 細 胞 間 の 相 互 作 用 を 調 節 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 の ingless-i フ ァ ミ リ ー の メ ン
バ ー を い う 。 Wntは シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ (Drosophila)や 線 虫 (Caenorhabditis elegans)か ら
ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル (Xenopus)、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ お よ び 哺 乳 動 物 に 至 る ま で 高 度 に 保 存
さ れ て い る 。 哺 乳 動 物 で 現 在 知 ら れ て い る 19種 の Wntタ ン パ ク 質 は 2種 類 の 細 胞 表 面 受 容 体
型 、 す な わ ち 現 在 10種 の 受 容 体 で 形 成 さ れ て い る 7回 膜 貫 通 ド メ イ ン Frizzled受 容 体 フ ァ
ミ リ ー 、 な ら び に 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 -受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 ( ow density lipoprotei
n-receptor elated roteins、 LRP)5お よ び 6、 な ら び に kremen1お よ び 2受 容 体 に 結 合 す
る 。 Wntに よ っ て 伝 達 さ れ る シ グ ナ ル は 以 下 の 3つ の 既 知 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に よ っ て 伝 達
さ れ る 。 (1)GSK3β が 阻 害 さ れ る い わ ゆ る 古 典 的 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は β -カ テ ニ ン を リ ン 酸
化 せ ず 、 し た が っ て こ れ は 分 解 さ れ ず 核 に 転 位 し て TCFと 複 合 体 を 形 成 し 、 Wnt標 的 遺 伝 子
の 転 写 を 活 性 化 さ せ る 。 (2)Jnkを 介 す る 平 面 極 性 お よ び 収 束 -伸 張 経 路 。 (3)カ ル シ ニ ュ リ
ン が 活 性 化 T細 胞 の 核 因 子 (NFAT)を 脱 リ ン 酸 化 お よ び 活 性 化 す る イ ノ シ ト ー ル 1,4,5三 リ ン
酸 (IP3)/カ ル シ ウ ム 経 路 (Saneyoshi他 、 2002)。 総 説 に は 、 任 意 の 利 用 可 能 な ブ ラ ウ ザ を
使 用 し て ウ ェ ブ 上 で 見 つ け る こ と が で き る Wntホ ー ム ペ ー ジ を 参 照 さ れ た い (www.stanford
.edu/～ rnusse/wntwindow.html)。 Wntシ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し て い る 他 の 補 助 受 容 体 に は 、
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 Ror1お よ び Ror2(Oishi I他 、 2003)、 触 媒 的 に 不 活 性 な 受 容 体 チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ を コ ー ド し て い る derailed/RYK受 容 体 フ ァ ミ リ ー (Yoshikawa他 、 2003)が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 の 一 部 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Wntリ ガ ン ド は Wnt1リ ガ ン ド で あ
る 。 ヒ ト Wnt1の ア ミ ノ 酸 配 列 は GenBank参 照 番 号 Swiss proteinア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P04628
か ら 利 用 可 能 で あ り 、 コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 DNAは 参 照 番 号 X03072.1か ら 、 RNAは NM_005
430.2か ら 利 用 可 能 で あ る 。 ヒ ト Wnt1核 酸 は 、 以 下 に さ ら に 同 定 し た 配 列 番 号 1お よ び 2を
有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 の 一 部 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Wntリ ガ ン ド は Wnt5aリ ガ ン ド で あ
る 。 ヒ ト Wnt5aの ア ミ ノ 酸 配 列 は GenBank参 照 番 号 Swiss proteinア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P4122
1か ら 利 用 可 能 で あ り 、 コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 DNAは 参 照 番 号 AI634753.1、 AK021503、 L2
0861、 L20861.1、 U39837.1か ら 、 RNAは NM_003392か ら 利 用 可 能 で あ る 。 ヒ ト Wnt5a核 酸 は
、 以 下 に さ ら に 同 定 し た 配 列 番 号 5お よ び 6を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 産 生 に は 好 ま し く な い が 、 本 発 明 の 一 部 の 好 ま し い 実 施
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形 態 で は Wnt3aリ ガ ン ド を 使 用 し 得 る 。 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 産 生 さ せ る お よ び
使 用 す る た め の 本 明 細 書 中 に 開 示 し た も の と 類 似 し た 本 発 明 の 様 々 な 態 様 お よ び 実 施 形 態
が 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ 、 こ こ で は Wnt3aリ ガ ン ド を 使 用 し て 幹 細 胞 /始 原 細 胞 の 増 殖 も
し く は 自 己 再 生 を 維 持 す る お よ び /ま た は そ れ ら が 他 の 、 す な わ ち 非 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の
ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 へ と 分 化 す る こ と を 可 能 に す る も し く は 誘 導 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 し
た 実 験 に よ っ て 実 証 さ れ る よ う に 、 Wnt3aは 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 生 じ さ せ る
、 Nurr-1を 発 現 す る 始 原 体 の 数 を 減 少 さ せ る 。 し か し 、 ニ ュ ー ロ ン の 全 体 数 は 減 少 し な い
の で 他 の ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 、 た と え ば セ ロ ト ニ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 含 め た 背 側 中 脳 表 現
型 が 生 じ る か も し れ な い 。 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 消 失 は う つ 病 に 関 連 し て い る の
で 、 Wnt3aリ ガ ン ド の 使 用 を 含 む 方 法 、 お よ び /ま た は Wnt3aリ ガ ン ド 自 体 に よ っ て 産 生 さ
せ た ニ ュ ー ロ ン を た と え ば う つ 病 の 治 療 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ヒ ト Wnt3aの ア ミ ノ 酸 配 列 は GenBank参 照 番 号 SwissProtア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P56704か ら
入 手 可 能 で あ り 、 コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 DNAは 参 照 番 号 AB060284、 AB060284.1、 AK05627
8、 AK056278.1か ら 、 mRNAは NM_033131か ら 入 手 可 能 で あ る 。 ヒ ト Wnt3a核 酸 は 、 以 下 に さ
ら に 同 定 し た 配 列 番 号 3お よ び 4を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 好 ま し い Wntは Wnt-2、 Wnt-4、 Wnt-7aお よ び Wnt-7b、 特 に Wnt-2お よ び Wnt-7aで あ る
。 Wnt-2は 、 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の 獲 得 を 促 進 す る お よ び /ま た は 誘 導 さ せ る た め 、 ま た 幹 細
胞 な ら び に 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 お よ び 始 原 細 胞 を DAニ ュ ー ロ ン へ と 分 化 お よ び /ま た は
成 熟 さ せ る た め に 使 用 し 得 る 。 Wnt-7aは 、 幹 細 胞 な ら び に 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 お よ び 始
原 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る お よ び /ま た は 誘 導 さ せ る こ と に よ っ て 細 胞 の DAニ ュ ー ロ ン へ の
分 化 お よ び /ま た は 成 熟 を 促 進 す る た め に 使 用 し 得 る 。 Wnt-2お よ び Wnt-7aの ど ち ら か ま た
は 両 方 を 使 用 し て Nurr1+細 胞 か ら の TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Wnt-2核 酸 は 、 GenBank参 照 番 号 SwissProtア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P09544、 NCBI RefSeqタ ン
パ ク 質 NP00382、 NCBI RefSeq mRNA NM_003391お よ び NM_003391.1、 NCBI RefSeq DNA NT_0
07933と し て 寄 託 さ れ て お り 、 核 酸 は 参 照 番 号 AK056742、 AK056742.1、 BC029854、 BC02985
4.1、 X07876、 X07876.1、 AC002465、 AC006326と し て 寄 託 さ れ て お り 、 以 下 に 記 載 の よ う
に 配 列 番 号 33お よ び 34を 有 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 増 幅 す る こ と が で き る 。 Wnt-4核 酸
は GenBank参 照 番 号 SwissProtア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P56705、 NCBI RefSeqタ ン パ ク 質 NP11038
8、 NCBI RefSeq mRNA NM_030761お よ び NM_030761.2、 NCBI RefSeq DNA NT_004610と し て
寄 託 さ れ て お り 、 核 酸 は 参 照 番 号 AA984007、 AL031281、 AY009398.1、 AF009398.1、 AB0627
66.1、 BC034923.1、 AF416743.1、 AB061675.1、 BQ891671.1、 BU502468.1、 BM043406.1、 CB
991983.1と し て 寄 託 さ れ て お り 、 以 下 に 記 載 の よ う に 配 列 番 号 39お よ び 40を 有 す る プ ラ イ
マ ー を 使 用 し て 増 幅 す る こ と が で き る 。 Wnt-7a核 酸 は 、 GenBank参 照 番 号 SwissProtア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 000755、 NCBI RefSeqタ ン パ ク 質 NP004616お よ び NP004616.2、 NCBI RefSeq m
RNA NM_004625お よ び NM_004625.2、 NCBI RefSeq DNA NT_005927と し て 寄 託 さ れ て お り 、
核 酸 は 参 照 番 号 D83175、 D83175.1、 BC008811、 BC008811.1、 U53476、 U53476.1、 BI823772
.1、 CB989433.1、 BI552826.1、 BI551057.1、 BE740508.1と し て 寄 託 さ れ て お り 、 以 下 に 記
載 の よ う に 配 列 番 号 45お よ び 46を 有 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 増 幅 す る こ と が で き る 。 Wn
t-7b核 酸 は 、 GenBank参 照 番 号 SwissProtア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P56706、 NCBI RefSeqタ ン パ
ク 質 NP478679お よ び NP478679.1、 NCBI RefSeq mRNA NM_004625お よ び NM_004625.2と し て
寄 託 さ れ て お り 、 核 酸 は 参 照 番 号 AA062766、 AF416743、 BC034923、 BM047487、 BM047487.1
、 BU543397.1、 BU541891.1、 BU541105.1と し て 寄 託 さ れ て お り 、 以 下 に 記 載 の よ う に 配 列
番 号 47お よ び 48を 有 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 野 生 型 Wntリ ガ ン ド を 使 用 し て も よ く 、 あ る い は 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原
細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 の ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 の 増 強 さ れ た 発
生 の 機 能 が 保 持 さ れ て い る 限 り は 、 た と え ば 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 欠 失 、 置
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換 お よ び /も し く は 挿 入 に よ る 変 異 体 ま た は 誘 導 体 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 幹 細 胞 」 と は 自 己 再 生 が 可 能 な 任 意 の 細 胞 型 を 意 味 し 、 そ れ が 胚 性 幹 (ES)細 胞 で あ る
場 合 は 個 体 内 の 全 て の 細 胞 を 生 み 出 す こ と が で き 、 ま た は そ れ が 多 能 性 も し く は 神 経 幹 細
胞 で あ る 場 合 は 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 を 含 め た 神 経 系
内 の 全 て の 細 胞 型 を 生 み 出 す こ と が で き る 。 幹 細 胞 は 以 下 の マ ー カ ー の う ち 1つ ま た は 複
数 を 発 現 し 得 る :Oct-4;Sox1-3;時 期 に 特 異 的 な 胚 性 抗 原 (SSEA-1、 -3、 お よ び -4)、 な ら び
に 腫 瘍 拒 絶 抗 原 TRA-1-60お よ び -1-81(Tropepe他 、 2001; Xu他 、 2001に 記 載 )。 神 経 幹 細 胞
は 以 下 の マ ー カ ー の う ち 1つ ま た は 複 数 を 発 現 し 得 る :Nestin;p75ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 受 容
体 ;Notch1、 SSEA-1(Capelaお よ び Temple、 2002)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 神 経 始 原 細 胞 」 と は 神 経 幹 細 胞 の 娘 細 胞 ま た は 子 孫 細 胞 を 意 味 し 、 幹 細 胞 と 比 較 し て
よ り 分 化 し た 表 現 型 お よ び /ま た は よ り 低 減 し た 分 化 能 力 を 有 す る 。 前 駆 細 胞 と は 、 発 生
中 に ニ ュ ー ロ ン と 直 接 的 な 系 統 関 係 に あ っ て も な く て も 、 定 義 さ れ た 環 境 条 件 下 で 分 化 転
換 も し く は 再 分 化 す る よ う に 、 ま た は ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 獲 得 す る よ う に 誘 導 さ せ ら れ る
、 任 意 の 他 の 細 胞 を 意 味 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 、
前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 は 、 自 発 的 に ま た は マ イ ト ジ ェ ン (た と え ば bFGF、 EGFも し く は 血
清 )を 欠 乏 さ せ た 際 に チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を 発 現 し な い あ る い は 有 効 に は 発 現 し な
い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 は 、 骨 髄 、 皮 膚 、 眼 、 鼻 上 皮
、 も し く は 臍 帯 を 含 め た 任 意 の 胚 性 、 胎 児 ま た は 成 体 組 織 、 あ る い は 神 経 系 の 領 域 、 た と
え ば 小 脳 、 脳 室 領 域 、 脳 室 下 領 域 、 線 条 体 、 中 脳 、 後 脳 、 大 脳 皮 質 ま た は 海 馬 か ら 得 る か
、 そ れ 由 来 で あ り 得 る 。 こ れ ら は 、 脊 椎 動 物 、 た と え ば ヒ ト ま た は ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、
ラ ッ ト 、 マ ウ ス や 他 の げ っ 歯 類 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 も し く
は 霊 長 類 な ど の 非 ヒ ト で あ り 得 る 哺 乳 動 物 、 あ る い は ニ ワ ト リ な ど の ト リ か ら 得 る か 、 そ
れ 由 来 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 成 人 の 幹 細 胞 /始 原 細 胞 /前 駆 細 胞 を in vitro、 ex viv
oま た は in vivoで 使 用 す る 。 こ れ に は 、 同 意 し た 成 人 (た と え ば 細 胞 が 得 ら れ る 成 人 )お よ
び 適 切 な 倫 理 委 員 会 の 承 認 が 必 要 で あ る 。 ヒ ト 胚 /胎 児 を 供 給 源 と し て 使 用 す る 場 合 は 、
そ の ヒ ト 胚 は 、 本 来 な ら ば 使 用 せ ず に 破 棄 さ れ る か ま た は 無 期 限 に 保 存 さ れ る も の 、 特 に
妊 娠 が 困 難 な カ ッ プ ル の た め の IVF処 理 用 に 作 製 さ れ た ヒ ト 胚 で あ る 。 IVFで は 一 般 に 、 着
床 お よ び 最 終 的 に は 妊 娠 に 使 用 さ れ る 数 よ り も 多 い 数 の ヒ ト 胚 が 作 製 さ れ る 。 こ の よ う な
予 備 の 胚 は 通 常 破 棄 さ れ る こ と が あ る 。 関 係 す る 人 々 、 特 に 関 係 す る 卵 子 ド ナ ー お よ び /
ま た は 精 子 ド ナ ー の 適 切 な 同 意 に よ り 、 本 来 な ら ば 破 棄 さ れ る 胚 を パ ー キ ン ソ ン 病 な ど の
重 篤 な 神 経 変 性 障 害 の 罹 患 者 の 利 益 の た め に 倫 理 的 に 前 向 き な 方 法 で 使 用 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 自 体 は 、 発 生 の 任 意 の 段 階 に あ る ヒ ト 胚 の 使 用 に 関 連 し な い 。 上 述 の よ う に 、
本 発 明 は ヒ ト 胚 に 直 接 由 来 す る 材 料 を 使 用 す る 必 要 の 可 能 性 を 最 小 限 に す る 一 方 で 、 ひ ど
い 病 気 の 貴 重 な 治 療 の 開 発 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 一 部 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Wntリ ガ ン ド と 接 触 さ せ 、 本 発 明 の 任 意 の 態 様 に 従 っ て
他 の 方 法 で 処 理 お よ び /ま た は 使 用 す る 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 は 、 同 意
し た 成 人 ま た は 適 切 な 同 意 が 出 さ れ て い る 子 供 、 た と え ば 障 害 の あ る 患 者 で あ っ て 、 続 い
て 本 発 明 に 従 っ て 産 生 さ せ た ニ ュ ー ロ ン を 患 者 内 に 移 植 し て 戻 す こ と に よ っ て 処 置 す る 、
か つ /あ る い は 内 因 性 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 も し く は 機 能 を 促 進 す る ま た は
誘 導 さ せ る た め に 1つ も し く は 複 数 の Wntリ ガ ン ド な ら び に /ま た は 1つ も し く は 複 数 の 1型
ア ス ト ロ サ イ ト /初 期 グ リ ア 細 胞 由 来 の 因 子 で 処 置 し た 患 者 か ら 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 で 誘 導 さ れ る ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 は 、 未 分 化
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の 表 現 型 ま た は 原 始 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 示 し 得 る 。 こ れ は 、 個 体 内 の 任 意 の 細 胞 型 を 生 み
出 す 能 力 を 有 す る 全 能 性 細 胞 、 ま た は 複 数 の 明 確 な ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 生 み 出 す 能 力 を 有
す る 多 能 性 細 胞 、 ま た は 通 常 の 発 生 中 で は よ り 限 定 さ れ た 表 現 型 を 生 み 出 す 能 力 を 有 す る
が in vitroで 適 切 な 環 境 因 子 に 曝 し た 場 合 に 他 の 細 胞 を 生 み 出 す 能 力 を 有 す る 前 駆 細 胞 も
し く は 始 原 細 胞 で あ り 得 る 。 こ れ は 、 特 定 の ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 に 関 連 す る マ ー カ ー 、
た と え ば チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を 欠 い て い る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 複 数 の 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 な ら び に /ま た は 始 原 細 胞 お よ び /も し く は 前 駆 細 胞 が Nurr1
ま た は Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 別 の 核 内 受 容 体 を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 し 、 細 胞 を Wntリ
ガ ン ド で 処 理 す る 、 本 発 明 に よ る ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 を 誘 導 さ せ る 方 法 で は 、 細 胞 の 大
多 数 が ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 を と る よ う に 誘 導 さ せ 得 る 。 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 で ド ー パ ミ ン 作
動 性 の 誘 導 ま た は 分 化 を 増 強 さ せ 得 る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 60%を 超 え る 、 70%を 超 え
る 、 80%を 超 え る 、 90%を 超 え る 幹 細 胞 お よ び /ま た は 始 原 細 胞 を ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 に
誘 導 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 細 胞 内 に お い て Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ と 」 と は 、 in vivo非 病 的 条
件 下 に お い て (未 改 変 の )細 胞 内 で 発 現 さ れ る レ ベ ル よ り 高 い レ ベ ル で Nurr1を 発 現 さ せ る
こ と を 意 味 す る 。 同 様 に 、 細 胞 内 に お い て Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 を 基 底 レ ベ
ル よ り 高 く 発 現 さ せ る こ と と は 、 in vivo非 病 的 条 件 下 に お い て (未 改 変 の )細 胞 内 で 発 現
さ れ る レ ベ ル よ り 高 い レ ベ ル で 核 内 受 容 体 を 発 現 さ せ る こ と を 意 味 す る 。 基 底 レ ベ ル よ り
高 い 発 現 に は 、 転 写 発 現 、 翻 訳 発 現 、 翻 訳 後 発 現 、 薬 理 学 的 発 現 、 人 工 的 ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン 発 現 お よ び 過 剰 発 現 が 含 ま れ る 。 基 底 レ ベ ル よ り 高 い 核 内 受 容 体 の 発 現 は 、 本 明
細 書 中 で は Nurr1に 関 し て 記 載 す る 。 本 開 示 は Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー に も 適
用 可 能 で あ り 、 こ の サ ブ フ ァ ミ リ ー の 他 の 核 内 受 容 体 、 た と え ば Nor1ま た は NGFI-Bと 共 に
本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 し 得 る 。 し た が っ て 、 Nurr1に つ い て 例 示 し て い る が 、 本 発 明
の 方 法 は Nurr1に 限 定 さ れ ず 任 意 の Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 に ま で 及 ぶ 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 基 底 レ ベ ル よ り 高 い Nurr1の 発 現 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に よ っ て 実 現 さ
れ る 。 例 と し て 、 基 底 レ ベ ル よ り 高 い 発 現 は ネ イ テ ィ ブ ゲ ノ ム Nurr1の 調 節 を モ ジ ュ レ ー
シ ョ ン す る こ と に よ っ て 誘 導 し 得 る 。 こ れ は 、 Nurr1の mRNAも し く は Nurr1タ ン パ ク 質 の 分
解 を 阻 害 ま た は 阻 止 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は Nurr1の 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 を 増 大 さ
せ る こ と に よ っ て 、 た と え ば 細 胞 を Nurr1の 転 写 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 線 維 芽 細
胞 成 長 因 子 8(FGF8)と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て (Rosenthal, A.、 (1998) Cell、 93(5)、 755
-766)、 な ら び に /あ る い は 異 種 調 節 配 列 を Nurr1の ネ イ テ ィ ブ 調 節 領 域 内 ま た は そ の 隣 接
に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 な ら び に /あ る い は Nurr1の ネ イ テ ィ ブ 調 節 領 域 を た と え ば 相 同
組 換 え に よ っ て こ の よ う な 異 種 調 節 配 列 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 、 な ら び に /あ る い は N
urr1の 転 写 、 翻 訳 も し く は 機 能 を 負 に 調 節 す る 、 遮 断 す る ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
す る 分 子 、 た と え ば Nurr2を 破 壊 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て (Ohkura
他 、 (1999) Biochim Biophys Acta 14444: 69-79)行 い 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 転 写 は 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 、 ま た は 神 経 細 胞 に 増 大 さ せ た レ ベ
ル の 転 写 活 性 化 因 子 を 与 え る こ と に よ っ て 、 た と え ば 細 胞 を こ の よ う な 活 性 化 因 子 と 接 触
さ せ る か 、 ま た は 活 性 化 因 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 を 用 い て 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る こ と に
よ っ て 、 増 大 さ せ 得 る 。 あ る い は 、 転 写 は 、 Nurr1の 転 写 イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る ア ン チ セ
ン ス 核 酸 を 用 い て 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る こ と に よ っ て 増 大 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 し た が っ て 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 、 ま た は 神 経 細 胞 に お い て ニ ュ
ー ロ ン と な る 運 命 を 誘 導 さ せ る ま た は 誘 導 を 増 強 す る 本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 を FGF8ま た は
FGF20と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 得 る (Ohmachi他 、 2000)。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 内 因 性 Nurr1の 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 を 増 大 さ せ る こ と に 代 わ っ て ま た は そ れ に 加 え て
、 基 底 レ ベ ル よ り 高 い Nurr1の 発 現 は 1つ ま た は 複 数 の 余 分 な Nurr1の コ ピ ー を 幹 細 胞 、 神
経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 し た が っ て 、 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 を 誘 導 さ せ る な ら び
に /あ る い は 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 神 経 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 に お け る ド
ー パ ミ ン 作 動 性 の 発 生 の 誘 導 を 増 強 す る 、 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動
性 の 誘 導 も し く は 分 化 を 増 強 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 を Wntリ ガ ン ド と 接 触 さ せ る こ と に
加 え て 細 胞 を Nurr1で 形 質 転 換 さ せ る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 形 質 転 換 は in
 vitro、 in vivoま た は ex vivoで 実 施 し 得 る 。 細 胞 に 誘 導 さ せ る ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 は
本 明 細 書 中 に 記 載 の 種 類 の も の で よ く 、 た と え ば 原 始 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 示 し 、 特 定 の ニ
ュ ー ロ ン と な る 運 命 に 関 連 す る マ ー カ ー が 欠 け て い て も よ い 。 本 発 明 は さ ら に 、 Nurr1で
形 質 転 換 さ せ 、 Wntリ ガ ン ド と 接 触 さ せ た 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 も し く
は 前 駆 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 形 質 転 換 さ せ た Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド は ゲ ノ ム 外 ベ ク タ ー に 含 ま れ る か 、 ま
た は ゲ ノ ム 内 に 、 好 ま し く は 安 定 的 に 組 み 込 ま れ 得 る 。 こ れ は 幹 細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞
、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 、 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て そ の 基 底 レ ベ ル よ り 高 い 発
現 を 駆 動 す る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ て お り 、 以 下 に よ り 詳 細 に 記 述 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 」 と は 、 同 じ 核 酸 分 子 の 一 部 と し て 結 合 さ れ て お り 、 プ ロ モ
ー タ ー か ら 転 写 が 開 始 さ れ る よ う 適 切 に 配 置 か つ 配 向 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 細 胞 内 に 遺 伝 子 を 導 入 す る 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン
ド が ベ ク タ ー 上 に 留 ま る の か ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま れ る の か に か か わ ら ず 、 幹 細 胞 、 ま た は
神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 内 に Nurr1お よ び /ま た は Wn
tリ ガ ン ド を 導 入 す る た め に ベ ク タ ー を 使 用 し 得 る 。 適 切 な ベ ク タ ー を 選 択 す る か 、 ま た
は プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 断 片 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 含
め た 適 切 な 調 節 配 列 を 含 む よ う 構 築 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 必 要 に 応 じ て マ ー カ ー
遺 伝 子 お よ び 他 の 配 列 を 含 み 得 る 。 調 節 配 列 は 幹 細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し
く は 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 内 に お い て Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド の 発 現 を 駆 動 し
得 る 。 た と え ば 、 ベ ク タ ー は ゲ ノ ム 外 発 現 ベ ク タ ー で あ り 得 、 ま た は 調 節 配 列 は Nurr1お
よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド と 共 に ゲ ノ ム 内 に 取 り 込 ま れ 得 る 。 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド ま た は
ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド を 使 用 者 の 制 御 下 に お く た め に 、 こ れ を 外 因 的 に 誘 導
性 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て も よ い 。 プ ロ モ ー タ ー に あ て は め た 場 合 の 用 語 「
誘 導 性 」 は 当 業 者 に よ く 理 解 さ れ て い る 。 要 す る に 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お け
る 発 現 が 、 与 え た 刺 激 に 応 答 し て 「 ス イ ッ チ が 入 る 」 ま た は 増 大 さ れ る 。 刺 激 の 性 質 は プ
ロ モ ー タ ー 間 で 異 な る 。 一 部 の 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、 適 切 な 刺 激 が 存 在 し な い 場 合 は わ
ず か な も し く は 検 出 さ れ な い レ ベ ル の 発 現 し か 引 き 起 こ さ な い (ま た は 全 く 発 現 さ せ な い )
。 刺 激 が 存 在 し な い 場 合 の 発 現 レ ベ ル が ど の よ う で あ っ て も 、 任 意 の 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー
に よ る 発 現 は 妥 当 な 刺 激 の 存 在 下 で 増 大 す る 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 例 は テ ト ラ サ イ ク リ
ン ON/OFFシ ス テ ム で あ り (Gossen他 、 1995)、 こ こ で は 遺 伝 子 の 発 現 は テ ト ラ サ イ ク リ ン 類
似 体 に よ っ て 調 節 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 さ ら な る 詳 細 に は 、 た と え ば Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 第 3版 、 Sambr
ookお よ び Russell、 2001、 Cold Spring Harbor Laboratory Pressを 参 照 さ れ た い 。 核 酸
を 操 作 す る た め の 多 く の 知 ら れ て い る 技 術 お よ び プ ロ ト コ ル 、 た と え ば 核 酸 構 築 物 の 調 製
、 突 然 変 異 誘 発 、 シ ー ケ ン シ ン グ 、 細 胞 内 へ の DNAの 導 入 お よ び 遺 伝 子 発 現 、 な ら び に タ
ン パ ク 質 の 解 析 が Current Protocols in Molecular Biology、 Ausubel他 編 、 John Wiley 
& Sons、 1992ま た は そ れ 以 降 の 版 に 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 生 物 質 耐 性 ま た は 感 受 性 遺 伝 子 な ど の マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の よ う に
目 的 核 酸 を 含 む ク ロ ー ン の 同 定 に 使 用 し 得 る 。 ク ロ ー ン は ま た 、 結 合 の 研 究 に よ っ て 、 た
と え ば サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 同 定 ま た は さ ら に 調 査 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Nurr1を 含 む か つ /ま た は Wntリ ガ ン ド を コ ー ド し て い る 核 酸 を 宿 主 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞
、 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま せ 得 る 。 組 込 み は 、 形 質 転 換 さ
せ た 核 酸 に 、 標 準 の 技 術 に 従 っ て 、 ゲ ノ ム と の 組 換 え を 促 進 す る 配 列 を 含 め る こ と に よ っ
て 促 進 さ れ 得 る 。 組 み 込 ま れ た 核 酸 は 、 幹 細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前
駆 細 胞 、 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て Nurr1遺 伝 子 の お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド の 発 現
を 駆 動 す る 能 力 を 有 す る 調 節 配 列 を 含 み 得 る 。 核 酸 は 、 Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド
を コ ー ド し て い る 配 列 が 幹 細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 、 ま た は
ニ ュ ー ロ ン 細 胞 内 に お け る そ の 発 現 を 駆 動 お よ び /ま た は 制 御 す る 能 力 を 有 す る 調 節 エ レ
メ ン ト の 制 御 下 に お か れ る 、 ゲ ノ ム 内 の 部 位 へ の そ の 組 込 み を 指 令 す る 配 列 を 含 み 得 る 。
組 み 込 ま れ た 核 酸 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う に 、 Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド を 幹
細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 、 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 内 に 形 質 転
換 さ せ る た め に 使 用 し た ベ ク タ ー 由 来 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Nurr1を 含 む か つ /ま た は Wntリ ガ ン ド を コ ー ド し て い る 核 酸 の 導 入 は 、 そ の 核 酸 が 直 鎖
状 、 分 枝 鎖 状 ま た は 環 状 で あ る か に か か わ ら ず 、 制 限 な し に 概 し て 「 形 質 転 換 」 と 称 し 得
る 。 こ れ に は 任 意 の 利 用 可 能 な 技 術 を 使 用 し 得 る 。 適 切 な 技 術 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 、 PEI、 電 気 穿 孔 、 微 量 注 入 な ど の 機 械 的 技 法 、
直 接 的 な DNAの 取 り 込 み 、 受 容 体 に 媒 介 さ れ る DNAの 移 送 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は 他 の ウ イ
ル ス を 用 い た 形 質 導 入 な ら び に リ ポ ソ ー ム ま た は 脂 質 に 媒 介 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
が 含 ま れ 得 る 。 選 択 し た 遺 伝 子 構 築 物 を 細 胞 内 に 導 入 す る 際 、 当 業 者 に 周 知 の 特 定 の 検 討
事 項 を 考 慮 に 入 れ な け れ ば な ら な い 。 当 業 者 に は 、 Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド を 幹
細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 内 に 導 入 す る
た め の 具 体 的 な 形 質 転 換 方 法 の 選 択 は 、 本 発 明 に よ っ て 重 要 で は な く そ の 制 限 と な ら な い
こ と が 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Nurr1お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド を 用 い た 幹 細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く
は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の in vivo形 質 転 換 の た め の 適 切 な ベ ク タ ー お よ び 技 術
は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 適 切 な ベ ク タ ー に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 パ
ポ バ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ
イ ル ス が 含 ま れ る 。 無 効 化 し た ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 に 必 要 な
遺 伝 子 が 発 現 さ れ て い る ヘ ル パ ー 細 胞 系 内 で 産 生 さ せ 得 る 。 適 切 な ヘ ル パ ー 細 胞 系 は 当 業
者 に 周 知 で あ る 。 例 と し て 、 Fallaux, F.J.他 、 (1996) Hum Gene Ther 7(2)、 215-222; W
illenbrink, W.他 、 (1994) J Virol 68(12)、 8413-8417; Cosset, F.L.他 、 (1993) Virol
ogy 193(1)、 385-395; Highkin, M.K.他 、 (1991) Poult Sci 70(4)、 970-981; Dougherty
, J.P.他 、 (1989) J Virol 63(7)、 3209-3212; Salmons, B.他 、 (1989) Biochem Biophys
 Res Commun 159(3)、 1191-1198; Sorge, J.他 、 (1984) Mol Cell Biol 4(9)、 1730-1737
; Wang, S.他 、 (1997) Gene Ther 4(11)、 1132-1141; Moore, K.W.他 、 (1990) Science 2
48(4960)、 1230-1234; Reiss, C.S.他 、 (1987) J Immunol 139(3)、 711-714を 参 照 さ れ た
い 。 ヘ ル パ ー 細 胞 系 は 一 般 に 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム を パ ッ ケ ー ジ す る 機 構 に よ っ て 認 識 さ れ る
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配 列 を 欠 い て い る 。 こ れ ら は 、 核 酸 を 全 く 含 ま な い ビ リ オ ン を 産 生 す る 。 無 傷 の パ ッ ケ ー
ジ ン グ シ グ ナ ル と 送 達 す る 遺 伝 子 ま た は 他 の 配 列 (た と え ば Nurr1お よ び /ま た は Wnt)と を
含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ヘ ル パ ー 細 胞 内 に パ ッ ケ ー ジ し て 感 染 性 ビ リ オ ン 粒 子 内 に 入 れ 、
そ の 後 こ れ を 幹 細 胞 、 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細
胞 へ の 遺 伝 子 の 送 達 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 内 因 性 Nurr1お よ び /ま た は Wntの 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 を 増 大 さ せ る こ と に 代 わ っ て ま
た は そ れ に 加 え て 、 基 底 レ ベ ル よ り 高 い Nurr1お よ び /ま た は Wntの 発 現 は 1つ ま た は 複 数 の
余 分 な Nurr1お よ び /ま た は Wntタ ン パ ク 質 の コ ピ ー を 、 微 量 注 入 ま た は 細 胞 透 過 ペ プ チ ド
、 す な わ ち TAT、 ト ラ ン ス ポ ー タ ン 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア ペ ネ ト ラ チ ン (penetratin)ペ プ チ
ド (Lindsay、 2002)を 含 め た 他 の 担 体 系 も し く は タ ン パ ク 質 送 達 系 に よ っ て 幹 細 胞 、 神 経
幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、
ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て 特 定 の ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 を 誘 導 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 が Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 し 、 細 胞
を Wntリ ガ ン ド お よ び 任 意 選 択 で 1型 ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 に よ っ て 供 給 さ れ る ま た
は そ れ 由 来 で あ る 1つ ま た は 複 数 の 因 子 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 因
子 ま た は 複 数 の 因 子 は 、 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 を 1型
ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 と 同 時 培 養 す る あ る い は 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 提 供 し 得 る
。 方 法 は in vitroま た は in vivoで 起 こ り 得 る 。 基 底 レ ベ ル よ り 高 く Nurr1お よ び /ま た は W
ntを 発 現 す る 幹 細 胞 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞
は 、 Nurr1お よ び /ま た は Wntを 用 い た 細 胞 の 形 質 転 換 に よ っ て 産 生 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 因 子 ま た は 複 数 の 因 子 は 不 死 化 し た ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 に よ っ て 供 給 さ れ る ま
た は そ れ 由 来 で あ り 得 る 。 因 子 ま た は 複 数 の 因 子 は グ リ ア 細 胞 系 、 た と え ば ア ス ト ロ サ イ
ト も し く は 放 射 状 グ リ ア も し く は 未 熟 な グ リ ア 中 脳 細 胞 系 に よ っ て 供 給 さ れ る ま た は そ れ
由 来 で あ り 得 る 。 細 胞 系 は 同 種 細 胞 集 団 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 態 様 は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン は 、 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く
は 前 駆 細 胞 か ら in vitroで 、 細 胞 に お い て 基 底 レ ベ ル よ り 高 く Nurr1を 発 現 さ せ る こ と 、
お よ び 細 胞 を 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト /初 期 グ リ ア 細 胞 に よ っ て 供 給 さ れ る ま た は そ
れ 由 来 で あ る 1つ ま た は 複 数 の 因 子 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 産 生 さ せ る こ と
が で き る が 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 誘 導 は Wntリ ガ ン ド と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 増
強 ま た は 促 進 さ れ る と い う 知 見 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は 多 数 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 産 生 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の ド ー パ ミ ン
作 動 性 ニ ュ ー ロ ン は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 に お い て 変 性 す る ま た は 損 傷 も し く は 損 失 さ れ る 細
胞 と 置 き 換 わ る 原 料 物 質 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 ま し く は 、 Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 細 胞 は 、 Wntリ ガ ン ド と 接 触 さ せ た 場
合 に 有 糸 分 裂 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 細 胞 を 以 下 か ら 選 択 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の 物 質 と さ ら に 接 触 さ せ
得 る :塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (bFGF);上 皮 成 長 因 子 (EGF);お よ び レ チ ノ イ ド X受 容 体 (RX
R)の 活 性 化 因 子 、 た と え ば 合 成 レ チ ノ イ ド 類 似 体 SR11237(Gendimenico, G.J.他 、 (1994) 
J Invest Dermatol 102(5)、 676-80)、 9-シ ス レ チ ノ ー ル も し く は ド コ サ ヘ キ サ ン 酸 (DHA)
ま た は LG849(Mata de Urquiza他 、 2000)。 実 験 に よ っ て 以 下 に 実 証 す る よ う に 、 こ れ ら の
物 質 の う ち 1つ ま た は 複 数 を 用 い た 本 発 明 に よ る 細 胞 の 処 理 を 使 用 し て 、 ド ー パ ミ ン 作 動
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性 の 運 命 を と る 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 の 割 合 を 増 加 さ せ る か 、 ま た は ニ ュ ー
ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 も し く は 分 化 を 増 強 さ せ 得 る 。 本 発 明 に よ る ニ
ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 を 誘 導 さ せ る こ と ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性
の 誘 導 も し く は 分 化 を 増 強 さ せ る 方 法 は 、 細 胞 を FGF成 長 因 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 た
と え ば FGF4、 FGF8ま た は FGF20と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 有 利 に は 、 細 胞 を 上 記 物 質 の う ち 2つ 以 上 と 接 触 さ せ 得 る 。 本 発 明 者 ら は 、 bFGFま た は E
GFお よ び SR11237の 有 益 な 効 果 が 飽 和 用 量 で 付 加 的 で あ る こ と を 思 い が け ず 見 出 し た 。 こ
の 知 見 は 、 こ れ ら の 物 質 が 異 な る 機 構 に よ っ て 作 用 す る か も し れ な い こ と を 示 唆 し て い る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 を 誘 導 さ せ る 方 法 は 、 Wntリ ガ ン ド お よ び 任 意 選 択 で 腹 側 中
脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 に よ っ て 供 給 さ れ る ま た は そ れ 由 来 で あ る 1つ ま た は
複 数 の さ ら な る 因 子 と 接 触 さ せ る 前 に 、 た と え ば 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細
胞 も し く は そ れ ら に 由 来 す る 因 子 と 接 触 さ せ る ま た は 同 時 培 養 す る 前 に 、 幹 細 胞 、 神 経 幹
細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 を bFGFお よ び /ま た は EGF
で 前 処 理 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 任 意 選 択 の 前 処 理 ス テ ッ プ は 、 既 に 国 際 公 開 公 報 WO00/66713号 お よ び Wagner他 、 (1999)
に 報 告 さ れ て い る 本 発 明 者 ら に よ る 2つ の 思 い が け な い 知 見 か ら 生 じ る 。 (i)Nurr1を 基 底
レ ベ ル よ り 高 く 発 現 し て お り 、 高 い 増 殖 を 示 す 神 経 幹 細 胞 系 で は 、 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト
ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 と 同 時 培 養 し た 際 に ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 誘 導 の 増 強 が 実 証 さ
れ た こ と ;お よ び (ii)血 清 を 含 ま な い 培 地 (SFM)中 で bFGFま た は EGFを 処 理 し た 後 、 Nurr1を
基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る ほ と ん ど の 幹 細 胞 系 の 基 底 増 殖 が SFMの み に 継 代 し た 後 に 上
昇 し 続 け た こ と 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 を 誘 導 さ せ る 方 法 は 、 幹 細 胞 ま た は 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も
し く は 前 駆 細 胞 を FGF成 長 因 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 た と え ば FGF2、 FGF4、 FGF8ま た は F
GF20で 前 処 理 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 前 処 理 の 代 わ り に ま た は 前 処 理 と 共 に 、 Wnt処 理 と 同 時 に 追 加 の 因 子 を 用 い て 細 胞 を 処
理 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 に お い て ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 が
誘 導 さ れ る 、 あ る い は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 ま た は 分 化 が 増 強
さ れ て い る 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 の マ ー カ ー を 検 出 す る こ と を 含 み
得 る 。 b-チ ュ ー ブ リ ン III(TuJ1)は ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 の マ ー カ ー の 1つ で あ る (Menezes
, J.R.他 、 (1994) J Neurosci 14(9)、 5399-5416)。 他 の ニ ュ ー ロ ン マ ー カ ー に は 神 経 フ
ィ ラ メ ン ト お よ び MAP2が 含 ま れ る 。 特 定 の ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 誘 導 さ せ る 場 合 は 、 マ ー カ
ー は そ の 表 現 型 に 特 異 的 で あ る べ き で あ る 。 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 に は 、 チ ロ シ ン ヒ ド
ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)、 ド ー パ ミ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー (DAT)お よ び ド ー パ ミ ン 受 容 体 の 発 現 を
、 た と え ば 免 疫 反 応 性 ま た は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 し 得 る 。 チ ロ
シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ は DA細 胞 の 主 要 な マ ー カ ー で あ る 。 ド ー パ ミ ン お よ び 代 謝 物 の 含 有
量 お よ び /ま た は 放 出 は 、 た と え ば 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)に よ っ て 検 出 し 得
る (Cooper, J.R.他 、 The Biochemical Basis of Neuropharmacology、 第 7版 、 (1996) Oxf
ord University Press)。 ド ー パ ミ ン β ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ お よ び GABAま た は GADが 存 在 し な
い こ と (TH/ド ー パ ミ ン /DATの 存 在 下 )も ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 指 標 で あ る 。 さ ら な る
マ ー カ ー に は 、 2型 ア ル デ ヒ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (ADH-2)、 GIRK2、 Lmx1bお よ び Ptx3が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 マ ー カ ー の 検 出 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に 従 っ て 実 施 し 得 る 。 検 出 方 法 に は
、 マ ー カ ー を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 特 異 的 な 結 合 メ ン バ ー で あ
っ て 、 そ の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 核 酸 プ ロ ー ブ 、 ま た は 核 酸 配 列 も し く は そ れ に コ
ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン /抗 体 ド メ イ ン を 含
み 、 特 異 的 な 結 合 メ ン バ ー の 配 列 も し く は ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 が 検 出 可 能 で あ る よ う に
標 識 さ れ て い る 特 異 的 な 結 合 メ ン バ ー を 使 用 し 得 る 。 「 特 異 的 な 結 合 メ ン バ ー 」 は あ る マ
ー カ ー に 対 し て 特 有 の 特 異 性 を 有 し 、 通 常 の 条 件 下 で は 他 の 種 類 に 優 先 し て そ の マ ー カ ー
に 結 合 す る 。 あ る い は 、 マ ー カ ー が 特 定 の mRNAで あ る 場 合 は 、 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー へ の 結 合 お よ び た と え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お け る 増 幅 に よ っ て 検 出 し
得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 核 酸 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で マ ー カ ー と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し 得 る 。 た と え ば 約 80～ 90%同 一 で あ る マ ー カ ー 配 列 を 検 出 す る た め の 適 切 な 条 件 に は
、 42℃ 、 0.25Mの Na 2 HPO 4 、 pH7.2、 6.5%の SDS、 10%の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 中 で 終 夜 の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 55℃ 、 0.1× SSC、 0.1%の SDS中 で の 最 終 洗 浄 が 含 ま れ る 。 約 90%
よ り 高 い 同 一 性 の マ ー カ ー 配 列 の 検 出 で は 、 適 切 な 条 件 に は 、 65℃ 、 0.25Mの Na 2 HPO 4 、 pH
7.2、 6.5%の SDS、 10%の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 中 で 終 夜 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 60
℃ 、 0.1× SSC、 0.1%の SDS中 で の 最 終 洗 浄 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 開 示 し た 方 法 の う ち 任 意 の 1つ に 従 っ て 産
生 さ せ た ニ ュ ー ロ ン を 提 供 す る 。 こ の ニ ュ ー ロ ン は 原 始 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 有 し 得 る 。 こ
れ は 、 複 数 の 明 確 な ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 生 み 出 す 能 力 を 有 し 得 る 。 こ の ニ ュ ー ロ ン は 特 定
の ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 有 し 得 、 こ の 表 現 型 は Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞
、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 と 接 触 さ せ た 因 子 も し く は 複 数 の 因
子 が 供 給 さ れ た ま た は そ れ が 由 来 す る Wntリ ガ ン ド お よ び /ま た は ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア
細 胞 の 種 類 、 な ら び に /あ る い は 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細
胞 を 同 時 培 養 し た ま た は 接 触 さ せ た ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 の 種 類 に よ っ て 影 響 を 受
け る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ニ ュ ー ロ ン は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ニ ュ ー ロ ン は 、 ニ ュ ー ロ ン に お い て 分 子 の 発 現 を 駆 動 す る 能 力 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー に
機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 神 経 保 護 ま た は 神 経 再 生 特 性 を 有 す る 分 子 を コ ー ド し て い る 核
酸 を 含 み 得 る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 損 傷 を 与 え る 全 て の 過 剰 発 現 を 阻 止 し 得 る よ う に 誘 導 性
プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば TetONキ メ ラ プ ロ モ ー タ ー で あ り 得 る 。 プ ロ モ ー タ ー は 特 定 の ニ
ュ ー ロ ン 表 現 型 、 た と え ば THプ ロ モ ー タ ー ま た は Nurr1プ ロ モ ー タ ー と 関 連 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 コ ー ド さ れ た 分 子 は 、 そ の 発 現 が そ の 環 境 に 依 存 せ ず に ニ ュ ー ロ ン を 与 え る よ う に 、 す
な わ ち そ の 生 存 が 1つ も し く は 複 数 の 因 子 の 存 在 、 ま た は た と え ば そ れ を 移 植 す る 神 経 環
境 に お け る 条 件 に 依 存 し な い よ う で あ り 得 る 。 例 と し て 、 ニ ュ ー ロ ン は 、 ニ ュ ー ロ ン に お
い て 分 子 の 発 現 を 駆 動 す る 能 力 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 以 下 に
記 載 の 神 経 保 護 ま た は 神 経 再 生 分 子 の う ち 1つ ま た は 複 数 を コ ー ド し て い る 核 酸 を 含 み 得
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 そ れ に 追 加 し て ま た は そ の 代 わ り に 、 コ ー ド さ れ た 分 子 の 発 現 は そ の ニ ュ ー ロ ン を 取 り
囲 む 細 胞 環 境 の 神 経 保 護 ま た は 神 経 再 生 に お い て 機 能 し 得 る 。 こ の よ う に し て 、 ニ ュ ー ロ
ン は 神 経 保 護 お よ び 神 経 再 生 特 性 を 有 す る 分 子 を 送 達 す る た め に 組 み 合 わ せ た 細 胞 お よ び
遺 伝 子 治 療 手 法 に お い て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 神 経 保 護 お よ び 神 経 再 生 特 性 を 有 す る 分 子 の 例 に は 以 下 の も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 (i)神 経 変 性 を 補 償 お よ び 阻 止 す る こ と が で き る 神 経 栄 養 因 子 。 一 例 は グ リ ア 由 来 の 神
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経 栄 養 成 長 因 子 (GDNF)で あ り 、 こ れ は 強 力 な 神 経 生 存 因 子 で あ り 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ
ー ロ ン か ら の 発 芽 を 促 進 し 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 発 現 を 増 大 さ せ る (Tomac他 、 (1
995) Nature、 373、 335-339; Arenas他 、 (1995) Neuron、 15、 1465-1473)。 軸 索 伸 長 GDNF
を 増 強 す る こ と に よ り 、 GDNFは ニ ュ ー ロ ン が そ の 局 所 的 環 境 を 神 経 支 配 す る 能 力 を 増 大 さ
せ 得 る 。 GDNFフ ァ ミ リ ー の 他 の 神 経 栄 養 分 子 に は 、 ニ ュ ー チ ュ リ ン (Neurturin)、 ペ ル セ
フ ィ ン (Persephin)お よ び ア ル テ ミ ン (Artemin)が 含 ま れ る 。 ノ イ ロ ト ロ ピ ン フ ァ ミ リ ー の
神 経 栄 養 分 子 に は 、 神 経 成 長 因 子 (NGF)、 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 (BDNF)、 な ら び に ノ イ ロ ト
ロ ピ ン -3、 -4/5お よ び -6が 含 ま れ る 。 神 経 栄 養 活 性 を 有 す る 他 の 因 子 に は 、 FGFフ ァ ミ リ
ー の メ ン バ ー 、 た と え ば FGF2、 4、 8お よ び 20;Wnt-1、 -2、 -5a、 -3aお よ び 7aを 含 め た Wnt
フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー ;BMP2、 4、 5お よ び 7、 nodal、 ア ク チ ビ ン お よ び GDFを 含 め た BMPフ
ァ ミ リ ー の メ ン バ ー ;な ら び に TGFα /β フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 (ii)抗 ア ポ ト ー シ ス 分 子 。 細 胞 死 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す Bcl2。 Bcl2の 過 剰 発 現
は ニ ュ ー ロ ン を 自 然 に 発 生 す る 細 胞 死 お よ び 虚 血 か ら 保 護 す る (Martinou他 、 (1994) Neur
on、 1017-1030)。 ニ ュ ー ロ ン に 特 異 的 な 別 の 抗 ア ポ ト ー シ ス 分 子 は BclX-Lで あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 (iii)神 経 支 配 お よ び そ の 環 境 と 連 結 を 形 成 す る こ と に お い て ニ ュ ー ロ ン を 補 助 す る 軸
索 再 生 お よ び /ま た は 伸 長 お よ び /ま た は 誘 導 分 子 、 た と え ば エ フ リ ン 。 エ フ リ ン は 、 チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 を 活 性 化 す る 能 力 を 有 す る 膜 結 合 リ ガ ン ド の ク ラ ス を 定 義 す る 。 エ フ
リ ン は 神 経 発 生 に 関 係 づ け ら れ て い る (Irving他 、 (1996) Dev. Biol.、 173、 26-38; Krul
l他 、 (1997) Curr. Biol. 7、 571-580; Frisen他 、 (1998) Neuron、 20、 235-243; Gao他
、 (1996) PNAS、 93、 11161-11166; Torres他 、 (1998) Neuron、 21、 1453-1463; Winslow
他 、 (1995) Neuron、 14、 973-981; Yue他 、 (1999) J Neurosci 19(6)、 2090-2101)。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 (iv)転 写 因 子 、 た と え ば ホ メ オ ボ ッ ク ス ド メ イ ン タ ン パ ク 質 Ptx3(Smidt, M.P.他 、 (199
7) Proc Natl Acad Sci USA、 94(24)、 13305-13310)、 Lmx1b、 Pax2、 Pax5、 Pax8、 ま た は
engrailed 1も し く は 2(Wurstお よ び Bally-Cuif、 2001; Rhinnお よ び Brand、 2001)、 あ る
い は 塩 基 性 ヘ リ ッ ク ス -ル ー プ -ヘ リ ッ ク ス フ ァ ミ リ ー の 神 経 性 遺 伝 子 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 に よ る ニ ュ ー ロ ン ま た は 本 発 明 で 使 用 す る た め の ニ ュ ー ロ ン は 、 1つ ま た は 複 数
の 他 の 細 胞 型 、 た と え ば 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 を 実 質 的 に 含 ま
な く て も よ い 。 ニ ュ ー ロ ン は 、 抗 体 お よ び 磁 気 ビ ー ズ に よ る 細 胞 外 エ ピ ト ー プ の 認 識 に 基
づ い た 方 法 ま た は 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 取 (FACS)を 含 め た 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 技 術
を 用 い て 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 か ら 分 離 し 得 る 。 例 と し て 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前
駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 上 に 見 つ か る が ニ ュ ー ロ ン 上 に は 見 つ か ら な い 分 子 の 細 胞 外 領 域
に 対 す る 抗 体 を 使 用 し 得 る 。 こ の よ う な 分 子 に は 、 Notch1、 CD133、 SSEA1、 プ ロ ミ ニ ン (p
rominin)1/2、 RPTPβ /ホ ス ホ キ ャ ン (phosphocan)、 TIS21お よ び グ リ ア 細 胞 系 由 来 の 神 経
栄 養 因 子 受 容 体 GFRα ま た は NCAMが 含 ま れ る 。 抗 体 に 結 合 し た 幹 細 胞 は 補 体 に 曝 す こ と に
よ っ て 溶 解 す る か 、 ま た は た と え ば 磁 気 選 別 に よ っ て 分 離 し 得 る (Johansson他 、 (1999) C
ell、 96、 25-34)。 ニ ュ ー ロ ン の 対 象 レ シ ピ エ ン ト に 対 し て 異 種 で あ る 抗 体 を 使 用 す る 場
合 は 、 こ の よ う な 細 胞 選 別 手 順 を 回 避 す る 全 て の た と え ば 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原
細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 を 異 種 抗 体 で 標 識 し 、 こ れ ら は レ シ ピ エ ン ト の 免 疫 系 の 第 一 の 標 的
と な る 。 あ る い は 、 所 望 の 表 現 型 を 獲 得 す る 細 胞 は 、 細 胞 外 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 、 ま
た は 細 胞 型 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お け る 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 含 め た 導 入 遺 伝
子 の 発 現 に よ っ て も 分 離 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン は TH
、 DAT、 Ptx3ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に 特 異 的 に 使 用 さ れ る 他 の プ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 で 発 現 さ れ る 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は
神 経 細 胞 に お い て 所 望 の 表 現 型 を 高 め る た め に 追 加 の 陰 性 ま た は 陽 性 選 択 方 法 を 含 み 得 る
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。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 DAニ ュ ー ロ ン を 富 化 す る た め に 陰 性 選 択 を 使 用 し 得 る 。 非 DAニ ュ ー ロ ン 用 の 選 択 的 神 経
毒 素 、 た と え ば 5-7-ジ ヒ ド ロ キ シ ト リ プ タ ミ ン (セ ロ ト ニ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 排 除 す る
た め )、 ま た は サ ポ ニ ン も し く は 毒 素 に 結 合 し た 抗 体 、 ま た は 補 体 の 追 加 後 に 、 た と え ば G
ABAト ラ ン ス ポ ー タ ー に 対 す る 抗 体 (GABA作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 排 除 す る た め )を 使 用 し 得 る
。 本 発 明 の 方 法 は 、 た と え ば 細 胞 を 含 む in vitro培 養 物 に 陰 性 選 択 剤 を 加 え る こ と に よ っ
て 、 ま た は 陰 性 選 択 剤 の 存 在 下 で 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も
し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は 神 経 細 胞 を 陰 性 選 択 剤 で 、 好 ま し く は in vit
roで 処 理 す る あ る い は そ れ と 接 触 さ せ る こ と を さ ら に 含 み 得 る 。 陰 性 選 択 剤 は 所 望 の 細 胞
型 (ま た は 複 数 の 細 胞 型 )以 外 の 細 胞 型 に 対 す る 選 択 を 行 う 。 た と え ば 、 本 発 明 が ド ー パ ミ
ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 促 進 す る 、 増 強 さ せ る ま た は 誘 導 さ せ る こ と に 関 係 す る 場 合
、 陰 性 選 択 剤 は DAニ ュ ー ロ ン な ら び に 幹 細 胞 お よ び 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 お よ び 始 原 細 胞
な ど の DAニ ュ ー ロ ン へ 発 生 す る 細 胞 以 外 の 細 胞 に 対 す る 選 択 を 行 い 得 る 。 し た が っ て 、 陰
性 選 択 剤 は 非 DAニ ュ ー ロ ン な ど の 非 DA表 現 型 を 有 す る 分 化 細 胞 に 対 す る 選 択 を 行 い 得 る 。
陰 性 選 択 剤 は 、 所 望 の 細 胞 型 (ま た は 複 数 の 細 胞 型 )以 外 の 細 胞 の 増 殖 を 低 減 も し く は 阻 止
す る か つ /ま た は 死 滅 さ せ 得 る 。 陰 性 選 択 剤 は 、 DAニ ュ ー ロ ン 以 外 の ニ ュ ー ロ ン 集 団 を 減
少 さ せ る 選 択 的 神 経 毒 素 で あ り 得 る 。 た と え ば 、 陰 性 選 択 剤 は 5-7-ジ ヒ ド ロ キ シ ト リ プ タ
ミ ン で あ り 得 る (セ ロ ト ニ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 減 少 さ せ る た め )。 陰 性 選 択 剤 は 非 DAニ ュ
ー ロ ン に 特 異 的 な 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て よ く 、 こ の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト (た と え ば scFvま た は Fab)は サ ポ ニ ン ま た は 毒 素 に 結 合 し て い る 。 た と え ば 、 抗 体
は GABAト ラ ン ス ポ ー タ ー に 特 異 的 で あ り 得 る (GABA作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 減 少 さ せ る た め )。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 他 の 幹 細 胞 も し く は
神 経 細 胞 を 抗 酸 化 剤 (た と え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 )、 低 酸 素 圧 お よ び /ま た は 低 酸 素 誘 導 因 子 (
た と え ば HIFま た は エ リ ス ロ ポ イ エ チ ン )の 存 在 下 で 増 殖 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 様 々 な 態 様 お よ び 実 施 形 態 中 で 、 Wntリ ガ ン ド 、 ま た は Wntリ ガ ン ド を
コ ー ド し て い る 核 酸 、 ま た は 可 溶 性 frizzed関 連 タ ン パ ク 質 も し く は dikkopfaも し く は WIF
の Wnt阻 害 活 性 を 阻 害 も し く は 遮 断 す る 合 成 Wntリ ガ ン ド 類 似 体 、 ま た は タ ン パ ク 質 、 核 酸
も し く は 合 成 拮 抗 剤 、 ま た は Wntの 下 流 に あ る 1つ も し く は 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 構 成 要 素 を
阻 害 、 遮 断 、 増 強 、 切 り 替 え も し く は モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る よ う に 作 用 す る タ ン パ ク 質 、
核 酸 も し く は 合 成 薬 物 か ら 選 択 さ れ た 物 質 の 使 用 で あ っ て 、 た と え ば パ ー キ ン ソ ン 症 候 群
ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 に 罹 患 し て い る 個 体 の 治 療 に お い て 、 内 因 的 ま た は 外 因 的 に 供 給 さ
れ た も の の ど ち ら か の 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 、 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に 作 用
す る こ と に よ っ て 脳 内 で ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 を 誘 導 さ せ る 、 促 進 す る も し
く は 増 強 さ せ る た め 、 な ら び に /あ る い は ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 消 失 を 阻 害 も し
く は 阻 止 す る 、 ま た は 生 存 、 表 現 型 の 分 化 も し く は 成 熟 、 神 経 突 起 生 成 も し く は シ ナ プ ス
形 成 、 機 能 的 出 力 を 促 進 す る た め の 、 Wntリ ガ ン ド も し く は そ れ を コ ー ド し て い る 核 酸 ま
た は 他 の 前 記 の 物 質 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 治 療 方 法 に お け る 使 用 を 提 供 す る 。 Wnt
リ ガ ン ド も し く は そ れ を コ ー ド し て い る 核 酸 ま た は 他 の 前 記 の 物 質 は 、 た と え ば 製 薬 上 許
容 さ れ る 賦 形 剤 ま た は 担 体 を 含 む 任 意 の 適 切 な 組 成 物 中 で 投 与 し 得 、 神 経 変 性 障 害 、 パ ー
キ ン ソ ン 症 候 群 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に 使 用 し 得 る 。 Wntリ
ガ ン ド も し く は そ れ を コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 中 枢 神 経 系 お よ び /も し く は 脳 に 投 与 す る
か 、 ま た は そ れ を 標 的 と し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 様 々 な 態 様 で 、 本 明 細 書 中 で 開 示 し た 方 法 の う ち 任 意 の 1つ に 従 っ て 産 生 さ せ
た ニ ュ ー ロ ン だ け で な く 、 こ の よ う な ニ ュ ー ロ ン 、 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 お
よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド を 含 む 医 薬 組 成 物 、 医 薬 、 薬 物 ま た は 他 の 組 成 物 、 医 療 の 方 法 に
お け る こ の よ う な ニ ュ ー ロ ン 、 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞
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お よ び /あ る い は Wntリ ガ ン ド あ る い は 組 成 物 の 使 用 、 た と え ば パ ー キ ン ソ ン 病 ま た は 他 の
(た と え ば 神 経 変 性 性 )疾 患 を 治 療 す る (予 防 的 処 置 を 含 み 得 る )た め の こ の よ う な ニ ュ ー ロ
ン 、 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 お よ び /あ る い は Wntリ ガ ン ド あ る
い は 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 、 た と え ば パ ー キ ン ソ ン 病 ま た は 他 の (た と
え ば 神 経 変 性 疾 患 )を 治 療 す る た め の 投 与 用 組 成 物 の 製 造 に お け る こ の よ う な ニ ュ ー ロ ン
ま た は 細 胞 お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド の 使 用 、 な ら び に こ の よ う な ニ ュ ー ロ ン ま た は 細 胞
お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 ビ ヒ ク ル ま た は 担 体 、 お よ び 任 意
選 択 で 1つ ま た は 複 数 の 他 の 成 分 、 た と え ば 神 経 保 護 分 子 、 神 経 再 生 分 子 、 レ チ ノ イ ド 、
成 長 因 子 、 ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 因 子 、 あ る い は 幹 細 胞 、 始 原 細
胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 ま た は 宿 主 脳 内 に お い て 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す
る 因 子 を 混 合 す る こ と を 含 む 医 薬 組 成 物 を 作 製 す る 方 法 に ま で 及 ぶ 。 こ の よ う な 任 意 選 択
の 成 分 は そ の 環 境 に 依 存 せ ず に 、 す な わ ち そ の 生 存 が そ の 環 境 に お け る 1つ も し く は 複 数
の 因 子 ま た は 条 件 の 存 在 に 依 存 し な い よ う に 、 ニ ュ ー ロ ン を 与 え 得 る 。 例 と し て 、 医 薬 組
成 物 を 作 製 す る 方 法 は ニ ュ ー ロ ン を 発 生 中 の 腹 側 中 脳 で 見 つ か る 1つ ま た は 複 数 の 因 子 と
混 合 す る こ と を 含 み 得 る 。 ニ ュ ー ロ ン を GDNFお よ び /ま た は ニ ュ ー チ ュ リ ン (NTN)と 混 合 し
得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に 従 っ て 産 生 さ せ た ニ ュ ー ロ ン 、 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞
ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 お よ び /あ る い は Wntリ ガ ン ド 、 な ら び に 1つ ま た は 複 数 の 追 加 の 成
分 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ る 医 薬 組 成 物 お よ び 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る 医 薬
組 成 物 は 、 ニ ュ ー ロ ン ま た は 細 胞 に 加 え て 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 担 体 、 緩 衝 剤 、 保
存 剤 、 安 定 化 剤 、 抗 酸 化 剤 ま た は 当 業 者 に 周 知 の 他 の 材 料 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 材 料 は
無 毒 性 で あ る べ き で あ り 、 ニ ュ ー ロ ン の 活 性 を 妨 害 す る べ き で な い 。 担 体 ま た は 他 の 材 料
の 正 確 な 性 質 は 投 与 経 路 に 依 存 す る だ ろ う 。 組 成 物 は 、 1つ ま た は 複 数 の 神 経 保 護 分 子 、
神 経 再 生 分 子 、 レ チ ノ イ ド 、 成 長 因 子 、 ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 、 あ る い は 幹 細 胞 、
神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て 遺 伝 子 の 発 現 を 調
節 す る 因 子 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 物 質 は 、 上 述 の よ う に 、 そ の 環 境 に 依 存 せ ず に ニ ュ ー
ロ ン を 与 え 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 液 状 医 薬 組 成 物 は 一 般 に 、 水 、 石 油 、 動 物 性 も し く は 植 物 性 油 、 鉱 油 ま た は 合 成 油 な ど
の 液 状 担 体 を 含 む 。 生 理 食 塩 水 溶 液 、 組 織 も し く は 細 胞 培 養 培 地 、 デ キ ス ト ロ ー ス ま た は
他 の 糖 溶 液 あ る い は エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル も し く は ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル な ど の グ リ コ ー ル を 含 め 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 組 成 物 は 、 発 熱 物 質 を 含 ま ず 適 切 な pH、 等 張 性 お よ び 安 定 性 を 有 す る 、 非 経 口 的 に 許 容
さ れ る 水 溶 液 の 形 態 で あ り 得 る 。 当 業 者 は 、 た と え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン ゲ ル 液 、 ま た
は 乳 酸 化 リ ン ゲ ル 液 な ど の 等 張 ビ ヒ ク ル を 用 い て 適 切 な 溶 液 を 十 分 に 調 製 す る こ と が で き
る 。 人 工 脳 脊 髄 液 を 用 い て 組 成 物 を 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 医 療 方 法 、 特 に ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 変 性 、 損 傷 、 損 失 、 ま た は 障 害 に 関 連 す る
病 状 の 治 療 に お け る 本 発 明 に 従 っ て 産 生 さ せ た ニ ュ ー ロ ン お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド の 使
用 に ま で 及 ぶ 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 特 定 の 表 現 型 の ニ ュ ー ロ ン の 産 生 、 損 傷 、 ま た は 損 失
に 関 連 す る 状 態 、 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 に お け る 、 そ の 表 現 型 の ニ ュ ー ロ ン お よ び /ま た
は Wntリ ガ ン ド の 使 用 を 提 供 し 得 る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は ヒ ト パ ー キ ン ソ ン 病 の 治 療
に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン お よ び /ま た は Wntリ ガ ン ド の 使 用 を 提 供 す る 。 本 発
明 は 神 経 変 性 疾 患 (た と え ば パ ー キ ン ソ ン 病 )を 治 療 す る た め の 材 料 お よ び 方 法 に 特 に 関 す
る が 、 そ れ に 限 定 は さ れ な い 。 例 と し て 、 本 発 明 は 、 脊 髄 お よ び /も し く は 大 脳 皮 質 、 ま
た は Nurr1+細 胞 を 含 む 神 経 系 の 他 の 領 域 の 変 性 ま た は 損 傷 の 治 療 に ま で 及 ぶ 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 投 与 し た 細 胞 が 2つ 以 上 の 明 確 な ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 を 生 み 出 す 能 力 を 有 す る 幹 細 胞 、 始
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原 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 で あ る 治 療 方 法 で は 、 ニ ュ ー ロ ン 、 細 胞 お よ び /も し く は Wntリ ガ ン
ド ま た は 組 成 物 を 、 細 胞 を 所 望 す る 特 定 の ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 へ と 分 化 す る よ う 指 示 す
る ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 を 含 む 領 域 内 に 導 入 し 得 る 。 細 胞 お よ び /も し く は Wntリ ガ
ン ド ま た は 組 成 物 を た と え ば 腹 側 中 脳 に 注 射 し 、 そ れ ら は こ こ で 1型 ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ
ア 細 胞 と 相 互 作 用 し 得 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 を と る よ う に 誘 導 さ せ 得 る 。 あ る い は
ま た は そ れ に 加 え て 、 移 植 し た 組 成 物 は 、 ニ ュ ー ロ ン ま た は 細 胞 を 上 述 の よ う に 特 定 の ニ
ュ ー ロ ン と な る 運 命 に 向 か う そ の 発 生 を 指 示 す る 1つ ま た は 複 数 の 因 子 、 た と え ば 1型 ア ス
ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 と 組 み 合 わ せ て 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 技 法 に よ っ て 患 者 内 に 移 植 し 得 る (た と え ば L
indvall, O.、 (1998) Mov. Disord. 13、 Suppl. 1:83-7; Freed, C.R.他 、 (1997) Cell T
ransplant、 6、 201-202; Kordower他 、 (1995) New England Journal of Medicine、 332、
1118-1124; Freed, C.R.、 (1992) New England Journal of Medicine、 327、 1549-1555)
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 組 成 物 の 投 与 量 は 、 好 ま し く は 「 予 防 上 有 効 量 」 ま た は 「 治 療 上 有 効 量 」
(状 況 次 第 と は い え 、 予 防 は 治 療 と 見 な さ れ 得 る )で あ り 、 こ れ は 、 個 体 に お い て 利 点 を 示
す の に 十 分 で あ る 。 投 与 す る 実 際 の 量 、 な ら び に 投 与 速 度 お よ び 間 隔 は 、 治 療 す る も の の
性 質 お よ び 重 篤 度 に 依 存 す る だ ろ う 。 治 療 の 処 方 、 た と え ば 用 量 の 決 定 な ど は 、 一 般 医 お
よ び 他 の 医 師 の 責 任 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 組 成 物 は 単 独 で ま た は 他 の 治 療 と 組 み 合 わ せ て 、 治 療 す る 状 況 に 応 じ て 同 時 に ま た は 連
続 的 に 投 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 提 供 す る 方 法 は 、 初 代 細 胞 を 用 い て in vivoも し く は in vitroで 、 ま た は
細 胞 系 を 原 料 物 質 と し て 用 い て 実 施 し 得 る 。 in vitroで 拡 大 さ せ た 細 胞 の 利 点 は 、 産 生 さ
せ 得 る ニ ュ ー ロ ン の 数 に 実 質 上 制 限 が な い こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 移 植 し た 細 胞 の 免 疫 学 的 拒 絶 に 関 連 す る 可 能 性 の あ る 不 利 点 を 寛 解 さ せ る た め に 、 幹 細
胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 を 患 者 か ら 単 離 し て 所 望 す る 表 現 型 に 誘 導 さ せ 得 る 。
そ の 後 、 細 胞 を 患 者 に 移 植 し 得 る 。 有 利 な こ と に 、 多 数 の 免 疫 適 合 性 の あ る ニ ュ ー ロ ン 細
胞 を 産 生 さ せ 得 る よ う に 、 単 離 し た 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 を 用 い て 細 胞
系 を 確 立 さ せ 得 る 。 さ ら な る 選 択 肢 は 、 広 範 囲 の 免 疫 学 的 適 合 性 を 網 羅 す る 細 胞 バ ン ク を
確 立 す る こ と で あ り 、 そ こ か ら 個 体 患 者 に 適 切 な 選 択 を す る こ と が で き る 。 一 個 体 由 来 の
幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 を 、 そ れ ら ま た は
そ れ ら の 子 孫 を 第 2の 個 体 へ と 導 入 し た 場 合 に 拒 絶 が 寛 解 さ れ る よ う に 改 変 し 得 る 。 例 と
し て 、 ド ナ ー 細 胞 に お け る 1つ ま た は 複 数 の MHC対 立 遺 伝 子 を レ シ ピ エ ン ト の そ れ と 、 た と
え ば 相 同 組 換 え に よ っ て 置 き 換 え 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 不 死 化 癌 遺 伝 子 を 有 す る 細 胞 系 由 来 の 細 胞 を 使 用 し て 患 者 に 移 植 す る 場 合 は 、 細 胞 を 患
者 に 移 植 す る 前 に CRE-locP系 を 用 い て 癌 遺 伝 子 を 除 去 し 得 る (Westerman, K.A.他 、 Proc. 
Natl. Acad Sci. USA 93、 8971 (1996))。 患 者 の 体 温 で は 不 活 性 で あ る 不 死 化 癌 遺 伝 子 を
使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る 物 質 に つ い て ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 に お け る 、 本 発 明 に 従 っ て 産 生 さ せ た 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン の 使 用 に ま で 及
ぶ 。 ニ ュ ー ロ ン は ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン で あ り 得 る 。 神 経 変 性 疾 患 は パ ー キ ン ソ ン
症 候 群 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 で あ り 得 る 。 物 質 は 神 経 保 護 分 子 お よ び /も し く は 神 経 再 生
分 子 な ら び に /ま た は 発 生 的 可 溶 性 シ グ ナ ル な ら び に /ま た は 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ
ト も し く は グ リ ア 細 胞 由 来 の 因 子 も し く は 複 数 の 因 子 で あ り 得 る 。 方 法 は 、 in vitroま た
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は in vivoで 実 施 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ の 方 法 は 、 以 下 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 (i)本 発 明 の ニ ュ ー ロ ン を 前 記 ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 毒 素 で 処 理 す る こ と ;
　 (ii)ニ ュ ー ロ ン を 毒 素 か ら 分 離 す る こ と ;
　 (iii)処 理 し た ニ ュ ー ロ ン を 1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 と 接 触 さ せ る こ と ;
　 (iv)ニ ュ ー ロ ン が 毒 素 か ら 回 復 す る 能 力 を 決 定 す る こ と ;
　 (v)ニ ュ ー ロ ン が 毒 素 か ら 回 復 す る 前 記 能 力 を 、 試 験 物 質 (ま た は 複 数 の 試 験 物 質 )と 接
触 さ せ な い 場 合 に お け る そ の ニ ュ ー ロ ン ま た は 同 一 の ニ ュ ー ロ ン が 毒 素 か ら 回 復 す る 能 力
と 比 較 す る こ と 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 方 法 は 、 以 下 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 (i)1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 存 在 下 で 本 発 明 の ニ ュ ー ロ ン を そ の ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 毒
素 で 処 理 す る こ と ;
　 (ii)ニ ュ ー ロ ン が 毒 素 に 耐 性 を 示 す 能 力 を 決 定 す る こ と ;
　 (iii)ニ ュ ー ロ ン が 毒 素 に 耐 性 を 示 す 前 記 能 力 を 、 試 験 物 質 (ま た は 複 数 の 試 験 物 質 )と
接 触 さ せ な い 場 合 に お け る そ の ニ ュ ー ロ ン ま た は 同 一 の ニ ュ ー ロ ン が 毒 素 に 耐 性 を 示 す 能
力 と 比 較 す る こ と 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 毒 素 は 6-ヒ ド ロ キ シ ド ー パ ミ ン 、 5,7-ジ ヒ ド ロ キ シ ト リ プ タ ミ ン ま た は 1-メ チ ル -4-フ
ェ ニ ル -1,2,3,6-テ ト ラ ヒ ド ロ ピ リ ジ ン (MPTP)、 ラ ク タ シ ス チ ン を 含 め た プ ロ テ ア ソ ー ム
イ ン ヒ ビ タ ー 、 ま た は ロ テ ノ ン を 含 め た 殺 虫 剤 で あ り 得 、 こ れ ら は 全 て カ テ コ ー ル ア ミ ン
作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 死 を も た ら し 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の 特 徴 が 実 験 的 に 再 現 さ れ る 。 ニ ュ ー
ロ ン が 毒 素 か ら 回 復 す る ま た は 毒 素 に 耐 性 を 示 す 能 力 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 方
法 、 た と え ば 細 胞 生 存 度 を モ ニ タ ー す る こ と (た と え ば 、 た と え ば TUNEL技 法 に よ る 細 胞 計
数 に よ っ て )、 形 態 を モ ニ タ ー す る こ と (た と え ば 発 芽 、 軸 索 伸 長 お よ び /ま た は 枝 分 か れ )
、 お よ び /ま た は 生 化 学 を モ ニ タ ー す る こ と (た と え ば TH活 性 、 た と え ば 神 経 伝 達 物 質 の 取
り 込 み /放 出 /含 有 量 )に よ っ て 決 定 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 し 得 る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 に
は C17.2(Snyder, E.Y.他 、 Cell 68、 33-51 (1992))お よ び H6ヒ ト 細 胞 系 (Flax他 、 Nature 
Biotech 16 (1998))が 含 ま れ る 。 さ ら な る 例 が Gage他 、 1995、 お よ び Gotlieb、 2002)に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 議 論 は 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 に 関 し て 行 っ た が 、 本 明 細 書
中 で 提 供 す る 方 法 は 他 の 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 に お け る ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命
の 誘 導 に 応 用 し 得 る 。 こ の よ う な 細 胞 の 例 に は 、 非 神 経 系 に 関 連 す る 幹 細 胞 が 含 ま れ る 。
こ れ ら の 方 法 は 間 質 も し く は 造 血 幹 細 胞 お よ び /ま た は 表 皮 由 来 の 増 殖 性 細 胞 に 応 用 し 得
る 。 造 血 細 胞 は 血 液 ま た は 骨 髄 生 検 か ら 採 取 し 得 る 。 間 質 細 胞 は 骨 髄 生 検 か ら 採 取 し 得 る
。 上 皮 細 胞 は 皮 膚 生 検 、 ま た は た と え ば 口 腔 粘 膜 を 掻 取 る こ と に よ っ て 採 取 し 得 る 。 ニ ュ
ー ロ ン 表 現 型 は こ れ ら 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 の 生 理 的 な in vivoで の 運 命 で は
な い の で 、 誘 導 過 程 は 分 化 転 換 、 ま た は 脱 分 化 お よ び 神 経 再 分 化 と 呼 ぶ こ と が で き る 。 こ
の よ う な 細 胞 を ニ ュ ー ロ ン と な る 運 命 へ と 誘 導 さ せ る 方 法 は 、 非 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 に 関 連
す る 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス レ ギ ュ レ ー タ ー の 使 用 、 す な わ ち こ の よ う な 細 胞 が ニ ュ
ー ロ ン で な い 運 命 に 向 か っ て 分 化 す る こ と を 抑 制 か つ /ま た は 逆 転 さ せ る こ と を 含 み 得 る
。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 神 経 運 命 に 傾 倒 し て い な い 幹 細 胞 に 適 用 し 得 る 。 こ れ は 、 異 な る 発 生 系
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に 関 連 す る 2つ 以 上 の 娘 幹 細 胞 を 生 み 出 す 能 力 を 有 す る 幹 細 胞 に 適 用 し 得 る 。 こ の よ う な
幹 細 胞 の 例 は 胚 性 幹 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、 表 皮 由 来 の 増 殖 性 細 胞 、 お よ び 神 経 幹 細 胞 で あ る
。
【 ０ １ １ １ 】
　 上 述 の よ う に 、 本 開 示 は 、 基 底 レ ベ ル よ り 高 い Nurr1の 発 現 と 組 み 合 わ せ て Wntリ ガ ン ド
お よ び /ま た は 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト も し く は グ リ ア 細 胞 由 来 の 1つ も し く は 複 数
の 因 子 を 必 要 と す る 方 法 に よ っ て 、 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 か ら ド ー パ ミ
ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 作 製 す る こ と が で き る こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 様 々 な さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞
に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 誘 導 を 増 強 さ せ る 因 子 ま た は 複 数 の 因 子 、 あ る い は Nu
rr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 し 、 Wntリ ガ ン ド お よ び こ れ に よ っ て 同 定 す る 因 子 ま た は 複
数 の 因 子 で 処 理 し た ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 ま た は 分 化 を 増 強 さ
せ る 因 子 ま た は 複 数 の 因 子 の 、 ア ッ セ イ な ら び に ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 供 給 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹
細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て 、 単 独 で ま た は 組 み
合 わ せ て 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 誘 導 を 増 強 、 増 大 ま た は 強 化 す る 能 力 を 有 す る 因 子
も し く は 複 数 の 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 こ の よ
う な 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作
動 性 の 運 命 の 誘 導 を 増 強 さ せ る 因 子 も し く は 複 数 の 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 探 索 お よ
び /も し く は 獲 得 /同 定 に お け る 、 Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現
す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 使 用 を
提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 以 下 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 (a)試 験 物 質 を 、 Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 、
神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と で あ
り 、 こ の 接 触 に よ り 試 験 物 質 と 細 胞 と の 間 の 相 互 作 用 が 生 じ 得 ;お よ び
　 (b)試 験 物 質 と 細 胞 と の 間 の 相 互 作 用 を 決 定 す る こ と 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 試 験 物 質 を 、 Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高
く 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 由
来 の 膜 画 分 、 可 溶 性 画 分 ま た は 核 画 分 と 接 触 さ せ 、 試 験 物 質 と 画 分 と の 間 の 相 互 作 用 を 決
定 す る こ と を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 画 分 の 調 製 は 当 業 者 の 能 力 範 囲 内 に 十 分 あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 結 合 ま た は 相 互 作 用 は 任 意 数 の 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 定 性 的 ま た は 定 量 的 な 技 法 に
よ っ て 決 定 し 得 る 。 試 験 物 質 と 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 と の 間 の 相 互
作 用 は 、 ど ち ら か 一 方 を 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 し 、 こ れ を 、 固 体 支 持 体 上 に 、 た と え ば 固
体 支 持 体 に 結 合 し た 抗 体 を 使 用 し て 、 ま た は Biacoreシ ス テ ム を 含 め た そ れ 自 体 で 知 ら れ
て い る 他 の 技 術 に よ っ て 固 定 し て い て も よ い も う 一 方 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 調 査 し 得
る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 の 存 在 下 で 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た
は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お よ び た と え ば 本 明
細 書 中 に 記 載 の よ う に ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 の マ ー カ ー を 検 出 す る こ と に よ っ て ド ー
パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 へ の 分 化 に つ い て 細 胞 を 解 析 す る こ と を 含 み 得 る 。 チ ロ シ ン ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ (TH)は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 の マ ー カ ー の 1つ で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 本 発 明 に 従 っ て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 全 て の 物 質 は 天 然 ま た は 合 成 化 合 物 で あ り 得 る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト ま た は 初 期 グ リ ア 細 胞 を 、 Wntリ
ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細
胞 も し く は 前 駆 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 を 誘 導 さ せ る 能 力 の な い 神 経 細 胞 (
た と え ば ア ス ト ロ サ イ ト )と 比 較 す る こ と を 含 み 得 る 。 比 較 は 、 た と え ば 腹 側 中 脳 の 発 生
中 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト ま た は 初 期 グ リ ア 細 胞 と 他 の 神 経 位 置 由 来 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト ま
た は 初 期 グ リ ア と の 間 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ア ス ト ロ サ イ ト ま た は 初 期 グ リ ア 細 胞 を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 不 死 化 ア ス ト ロ
サ イ ト ま た は 不 死 化 グ リ ア 細 胞 を 使 用 し 得 る 。 こ れ は 、 ア ス ト ロ サ イ ト 細 胞 系 ま た は グ リ
ア 細 胞 系 、 た と え ば ア ス ト ロ サ イ ト ま た は グ リ ア 中 脳 細 胞 系 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 細 胞
系 は 同 種 細 胞 集 団 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 細 胞 間 の 表 現 型 の 差 を 解 析 す る た め の 任 意 の 知 ら れ て い る 方
法 を 使 用 し 得 、 こ れ は DNA、 mRNA、 cDNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル で あ り 得 る 。 示 差 的
ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ が こ の よ う な 技 法 の う ち の 2つ で あ る 。 本 明
細 書 中 に 記 載 し た 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 同 定 し た 物 質 を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 任
意 の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 試 験 物 質 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 核 発 現 ア レ イ 、 た と え ば マ ウ ス cDNA発 現 ア レ イ を 使 用 し 得 る
。 こ の 手 法 で は 、 様 々 な 核 酸 分 子 の ア レ イ を フ ィ ル タ ー 、 石 英 ま た は 別 の 表 面 上 に 、 た と
え ば 核 酸 を フ ィ ル タ ー に 架 橋 結 合 さ せ る よ っ て 配 列 さ せ る 。 試 験 溶 液 ま た は 抽 出 物 を 得 て
、 そ の 中 に あ る 核 酸 を た と え ば 蛍 光 に よ っ て 標 識 す る 。 そ の 後 、 溶 液 ま た は 抽 出 物 を フ ィ
ル タ ー ま た は 遺 伝 子 チ ッ プ に 施 用 す る 。 試 験 核 酸 と フ ィ ル タ ー ま た は 遺 伝 子 チ ッ プ 上 の 核
酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 決 定 し 、 対 照 溶 液 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と
比 較 す る 。 試 験 試 料 と 対 照 試 料 と で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 差 は 、 異 な る 核 酸
含 有 の 指 標 で あ る 。 核 酸 ア レ イ に つ い て の さ ら な る 情 報 に は 、 任 意 の 利 用 可 能 な ウ ェ ブ ブ
ラ ウ ザ を 使 用 し て 検 索 可 能 な Clontechウ ェ ブ サ イ ト (た と え ば www.clontech.com)ま た は Af
fymetrixウ ェ ブ サ イ ト (た と え ば www.affymetrix.com)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 本 明 細 書 中 で は 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ れ た Nurr1に 関 し て
記 載 し て い る が 、 本 開 示 は Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 全 て の 核 内 受 容 体 、 た と え ば Nor-1お よ
び NGFI-Bに も 及 ぶ 。 し た が っ て 、 Nurr1は 例 と し て 記 載 し 、 限 定 す る も の で は な い 。 本 発
明 の 任 意 の 方 法 に お い て 、 Nurr1ま た は 任 意 の 他 の 受 容 体 、 た と え ば Nor-1や NGFI-Bを 含 め
た Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 は 、 細 胞 に お い て 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 を Wn
tリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は
前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 と 比 較 す る こ と を 含 み 得 る 。 こ れ は 、 た と え ば Nurr1、 な ら び に /
あ る い は 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 に お い て 増 殖 お よ び
/も し く は 自 己 再 生 お よ び /も し く は 分 化 お よ び /も し く は 生 存 を 増 強 さ せ る か つ /あ る い は
ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 獲 得 や 誘 導 を 促 進 す る お よ び /も し く は ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ
ー ロ ン の 発 生 を 誘 導 さ せ る 、 な ら び に /ま た は Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル
よ り 高 く 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 も し く は 分 化 を 増 強 さ
せ る 、 因 子 も し く は 複 数 の 因 子 の 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る た め で あ る 。 標 的 遺 伝 子 (も し く
は 複 数 の 遺 伝 子 )お よ び /ま た は 因 子 (も し く は 複 数 の 因 子 )が 同 定 さ れ た 後 は 、 こ れ ら を 単
離 お よ び /ま た は 精 製 お よ び /ま た は ク ロ ー ニ ン グ し 、 さ ら な る 方 法 で 使 用 し 得 る 。
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【 ０ １ ２ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 物 質 も し く は 複 数 の 物 質 を 混 合 物 か ら 精 製 お よ び /ま た は 単 離
す る こ と を 含 み 得 る 。 こ の 方 法 は 、 混 合 物 の 1つ ま た は 複 数 の 画 分 が 、 Wntリ ガ ン ド の 存 在
下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 神 経 始 原 細 胞 も し く
は 前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 と 相 互 作 用 す る 能 力 、 た と え ば こ の よ う な 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞
、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 に 結 合 す る な ら び に /ま た は 増 殖 お よ び /も し く は 自
己 再 生 を 促 進 す る な ら び に /ま た は そ れ に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 も し く は 運 命
の 誘 導 、 獲 得 、 分 化 ま た は 発 生 を 増 強 さ せ る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 み 得 る 。 精 製 お よ び
/ま た は 単 離 に は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で は 、 試 験 物 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 誘
導 性 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し 得 る 。 こ の よ う な 構 築 物 を 宿 主 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ 、 許 容 条 件
お よ び 非 許 容 条 件 下 に お け る そ の 細 胞 の 1つ ま た は 複 数 の 特 性 を 決 定 し て 比 較 す る 。 決 定
さ れ た 特 性 は 、 宿 主 細 胞 が 、 Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る
幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表
現 型 を 誘 導 さ せ る 能 力 で あ る か も し れ な い 。 許 容 条 件 と 非 許 容 条 件 と に お け る 宿 主 細 胞 の
能 力 の 差 は 、 試 験 物 質 が 、 単 独 で ま た は 組 み 合 わ せ て 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細
胞 も し く は 前 駆 細 胞 に お い て 、 増 殖 お よ び /ま た は 自 己 再 生 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動
性 の 運 命 の 誘 導 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 分 化 、 生 存 も し く は 発 生 を 増 強 さ せ る
、 あ る い は Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン 細 胞 に
お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 ま た は 分 化 を 増 強 さ せ る 能 力 を 有 す る か も し れ な い こ と を
示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 詳 細 な 様 式 は 、 ル ー チ ン な 技 術 お よ び 知 識 を 用 い
て 、 当 業 者 に よ っ て 変 形 さ せ 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 す る い ず れ か 1つ の 方 法 に よ っ て 同 定 し た 因 子 も し く は 複 数 の 因 子
を 単 離 お よ び /ま た は 精 製 し 、 か つ /ま た は さ ら に 調 査 し 得 る 。 こ れ を 製 造 す る こ と も で き
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 様 々 な さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 で 開 示 し た い ず れ か 1つ の 方 法 に よ っ
て 同 定 し た 因 子 ;こ の よ う な 因 子 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 医 薬 、 薬 物 ま た は 他 の 組 成 物 (こ の 組
成 物 は 、 Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く
は 前 駆 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン お よ び Wntリ ガ ン ド を 含 み 得 る );Wntリ ガ ン ド の 存 在 下 で 基 底
レ ベ ル よ り 高 く Nurr1を 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 由
来 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 誘 導 お よ び /ま た は 表 現 型 の 分 化 も し く は 成 熟 お よ び /
ま た は 生 存 お よ び /ま た は 神 経 突 起 生 成 お よ び /ま た は シ ナ プ ス 形 成 お よ び /ま た は 機 能 的
出 力 を 増 強 さ せ る た め の こ の よ う な 因 子 の 使 用 ;医 療 方 法 で あ っ て 、 た と え ば ド ー パ ミ ン
作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 変 性 、 損 傷 、 損 失 、 も し く は 障 害 ま た は そ れ に 影 響 を 与 え る こ と に 関
連 す る 症 状 を 治 療 す る (予 防 的 処 置 を 含 み 得 る )、 た と え ば パ ー キ ン ソ ン 病 ま た は 別 の 神 経
変 性 疾 患 を 治 療 す る た め に こ の よ う な 因 子 ま た は 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法
に お け る 、 こ の よ う な 因 子 ま た は 組 成 物 の 使 用 ;た と え ば パ ー キ ン ソ ン 病 な ど (た と え ば 神
経 変 性 疾 患 )を 治 療 す る た め に 投 与 す る 組 成 物 、 医 薬 ま た は 薬 物 の 製 造 に お け る こ の よ う
な 因 子 の 使 用 ;な ら び に 、 こ の よ う な 因 子 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 ビ ヒ ク ル ま た は 担
体 、 お よ び 任 意 選 択 で 他 の 成 分 と 混 合 す る こ と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 を 作 製 す る 方 法 を さ ら
に 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 関 連 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 に お い て
ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 を 誘 導 さ せ る 、 ま た は Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る ニ ュ
ー ロ ン 細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 誘 導 も し く は 分 化 を 増 強 さ せ る 、 Wntリ ガ ン ド の
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能 力 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 こ の 方 法 で は 、 Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞
、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 に お い て 増 殖 、 自 己 再 生 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 発 生
、 分 化 、 成 熟 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 の 獲 得 を 誘 導 さ せ る 、 Wntリ ガ ン ド の
能 力 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の よ う な 方 法 は 以 下 の う ち の 1つ ま た は 複 数 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 (i)Wntリ ガ ン ド お よ び 1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 の 存 在 下 で Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く
発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 始 原 細 胞 、 前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 を 提 供 す る こ と ;
　 (ii)ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 も し く は 表 現 型 を と る 、 か つ /ま た は Wntに 応 答 す る こ の よ
う な 細 胞 の 割 合 を 解 析 す る こ と ;
　 (iii) ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 を と る こ の よ う な 細 胞 の 割 合 を 、 1つ ま た は 複 数 の 試 験
物 質 を 存 在 さ せ な い 同 等 の 反 応 培 地 お よ び 条 件 に お け る 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 も し く
は 表 現 型 を と る 、 か つ /ま た は Wntに 応 答 す る こ の よ う な 細 胞 の 数 と 、 比 較 す る こ と 。 処 理
し た 細 胞 と 未 処 理 の 細 胞 と の 間 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 割 合 の 差 は 、 関 連 す る 1
つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン 効 果 の 指 標 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 以 下 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 (i)Nurr1を 基 底 レ ベ ル よ り 高 く 発 現 す る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細
胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 を 、 1つ ま た は 複 数 の 試 験 物 質 の 存 在 下 で Wntリ ガ ン ド と 接 触 さ せ
る こ と ;
　 (ii)ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 も し く は 表 現 型 を と る 、 か つ /ま た は Wntに 応 答 す る 幹 細 胞
、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 も し く は 始 原 細 胞 ま た は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 割 合 を 分 析 す る こ と ;
　 (iii)ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 も し く は 表 現 型 を と る 、 か つ /ま た は Wntに 応 答 す る 幹 細
胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 の 割 合 を 、 1つ ま た は 複 数 の 試 験 物
質 を 存 在 さ せ な い 同 等 の 反 応 条 件 に お け る 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 運 命 も し く は 表 現 型 を と
る 、 か つ /ま た は Wntに 応 答 す る 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 の 数 と 比 較 す
る こ と 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 同 等 の も し く は 同 一 の 非 ヒ ト 動 物 に お い て in vivo
で 、 ま た は in vitroも し く は 培 養 中 で 、 細 胞 上 で 実 施 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Wntま た は 誘 導 活 性 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン す る 物 質 を 同 定 し た 後 、 物 質 を さ ら に 調 査 し 得
る 。 こ れ は 、 医 薬 、 医 薬 組 成 物 ま た は 薬 物 な ど の 組 成 物 の 調 製 、 す な わ ち 製 造 ま た は 配 合
に お い て 製 造 お よ び /ま た は 使 用 し 得 る 。 そ の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン 活 性 に つ い て 試 験 し た 全
て の 物 質 は 天 然 ま た は 合 成 化 合 物 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 以 降 、 本 発 明 の 態 様 お よ び 実 施 形 態 を 、 例 と し て 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し な が ら 例 示 す る
。 さ ら な る 態 様 お よ び 実 施 形 態 は 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 本 明 細 書 中 で 言 及 し た 全 て
の 文 献 は 、 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 特 に 組 み 込 ま れ る の は 、 1型 ア ス ト ロ サ イ ト ま た は グ リ ア 細 胞
の 存 在 下 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 の 増 殖 お よ び /ま た は 自 己 再 生 、 お よ び 、 Nurr1を 発 現
し て い る 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー
ロ ン の 誘 導 を 示 し 、 そ し て か か る 細 胞 を 、 FGF(た と え ば FGF8)ま た は レ チ ノ イ ド な ど の 追
加 の 因 子 と 接 触 さ せ た と き に 得 ら れ た 追 加 の 結 果 を 示 し て い る WO OO/66713に 記 載 さ れ た
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実 験 結 果 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Wnt、 Nurr1お よ び チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)の 発 現 を 発 生 中 の 腹 側 中 脳 で 検 討 し 、
E10.5～ P1の 背 側 中 脳 (DM)お よ び 大 脳 皮 質 と 比 較 し た 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCRお よ び ISHは 、
THの メ ッ セ ー ジ が マ ウ ス に お い て E11.5で は っ き り 検 出 さ れ 、 ラ ッ ト 腹 側 中 脳 に お い て E11
.5で 最 初 に 検 出 さ れ た こ と を 示 し た が (図 1aお よ び 図 1b)、 こ れ は 、 Nurr1の 発 現 の 一 日 後
に 起 こ り (図 1c)、 ラ ッ ト VMに お い て E16ま で 続 く ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 誕 生 (Fost
erら 、 1988)と 一 致 す る も の で あ る 。 Wnt-1お よ び Wnt-5aは 、 マ ウ ス 腹 側 中 脳 に お い て 最 高
の 発 現 レ ベ ル を 有 す る Wntで あ り (図 1dお よ び 図 1e)、 ラ ッ ト に お い て E11.5で ピ ー ク と な っ
た (図 1a)。 同 様 の ピ ー ク は 、 背 側 中 脳 に お い て E11.5に 、 Wnt-1お よ び Wnt-3aに つ い て 検 出
さ れ た が 、 Wnt-5aに つ い て は 検 出 さ れ ず 、 こ れ は 、 腹 側 部 の 発 生 に お け る Wnt-5aの 支 配 的
な 役 割 (Saneyoshiら 、 2002)と 整 合 す る も の で あ る 。 さ ら に 、 精 製 し た 1型 ア ス ト ロ サ イ ト
に お け る Wntの 発 現 の リ ア ル タ イ ム RT-PCR分 析 は 、 Wnt-5aが 腹 側 中 脳 の ア ス ト ロ サ イ ト に
発 現 し て お り 、 発 現 レ ベ ル は 、 腹 側 中 脳 で の 方 が 、 背 側 中 脳 ま た は 大 脳 皮 質 の ア ス ト ロ サ
イ ト に お け る よ り 有 意 に 高 か っ た こ と を 示 し た (図 1f)。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 発 生 中 の 中 脳 に お い て 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ て い た Wnt-1、 3aお よ び 5aの mRNA発 現 に 加 え
、 リ ア ル タ イ ム RT-PCRに よ り な さ れ た よ り 詳 細 な 分 析 は 、 Wnt-2お よ び -7aの mRNAが 中 脳 に
お い て 中 レ ベ ル で 発 現 し 、 Wnt-7bお よ び Wnt-16が 中 脳 に お い て 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ て い た
こ と を 明 ら か に し た 。 こ れ ら の リ ガ ン ド は い ず れ も 、 腹 側 中 脳 で の 方 が 、 背 側 中 脳 よ り も
高 い レ ベ ル で 発 現 し て お り 、 こ れ は 、 Wnt-2、 -7a、 -7b、 お よ び -16の 腹 側 中 脳 の 発 生 に お
け る 可 能 な 役 割 を 示 唆 す る も の で あ る 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 Wnt-4、 -6、 -1Ob、 お よ び -11
が 中 脳 に お い て 低 レ ベ ル で 発 現 し て い た こ と を 見 出 し た 。 Wnt-3、 -13お よ び -2bは 、 中 脳
に お い て 極 め て 低 レ ベ ル で 発 現 し て お り 、 Wnt-5b、 -8a/d、 -1Oa、 お よ び -15は 、 中 脳 に お
い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル で 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 VMに お け る DAニ ュ ー ロ ン の 誕 生 は 、 ラ ッ ト に お い て 胚 11.5日 (E11.5)に 起 こ る こ と が 知
ら れ て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 Wntタ ン パ ク 質 の 全 フ ァ ミ リ ー の 発 現 パ タ ー ン を 発 生 中 の ラ
ッ ト 脳 に お い て 検 討 し 、 そ し て 、 本 発 明 者 ら の 研 究 を 、 DAニ ュ ー ロ ン 誕 生 時 ま で に VMに お
い て 有 意 な レ ベ ル で 発 現 し て い る Wntに 広 げ た 。 分 析 し た Wntの 中 で 、 Wnt-2、 -4、 -7a、 -7
bは 、 E11.5に お い て 、 VMで の 方 が DMよ り も 高 い レ ベ ル の 発 現 を 示 し 、 お よ び /ま た は E11.5
の DAニ ュ ー ロ ン 誕 生 時 に VMに お い て ピ ー ク と な っ た (図 8A、 8B、 8Cお よ び 8D)。 こ れ ら の う
ち 、 Wnt-2お よ び Wnt-7aは 、 VMに お い て 、 よ り 高 い レ ベ ル で 発 現 し て い た (そ れ ぞ れ 図 8Aお
よ び 8B)。 こ れ に 対 し 、 Wnt-5b、 -8a/8d、 -10a、 お よ び -15の 発 現 は 、 分 析 し た 脳 領 域 の い
ず れ に お い て も 観 察 さ れ な か っ た 。 Wnt-2b/13、 Wnt-3、 Wnt-6、 お よ び Wnt-1Ob、 お よ び Wn
t-11の 転 写 産 物 は 、 主 と し て 背 側 中 脳 領 域 に 限 定 さ れ て い た が 、 低 レ ベ ル で あ っ た (図 9A
、 9B、 9Cお よ び 9D)。 低 レ ベ ル で は あ っ た が 、 Wnt-16の 転 写 産 物 は 、 胚 発 生 の 間 中 両 方 の
領 域 で 検 出 さ れ た (図 9E)。 こ れ ら の デ ー タ は 、 緊 密 に 関 連 し た 細 胞 外 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の
フ ァ ミ リ ー の 間 で の 、 動 的 な 発 現 の パ タ ー ン を 明 ら か に す る も の で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら
の 遺 伝 子 の 空 間 的 お よ び 時 間 的 発 現 は 、 Wntフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 、 胚 発 生 の 間 中 、 全
く 別 様 に 機 能 す る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 こ こ で 提 示 さ れ た 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル は 、 Wnt-2、 Wnt-4、 Wnt-7a、 お よ び Wnt-7bの 、 DAニ ュ ー ロ ン の 発 生 に お け る 可 能 な
役 割 を 示 し た も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Wntの 標 準 的 な 経 路 の 中 心 的 な シ グ ナ ル 伝 達 構 成 要 素 で あ る β -カ テ ニ ン
の 発 現 を 、 E10.5の マ ウ ス に お け る オ ー フ ァ ン 核 内 受 容 体 Nurr1の 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ
る DA前 駆 細 胞 に お い て 検 討 し た 。 腹 側 中 脳 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 が 高 レ ベ ル の β -カ
テ ニ ン を 発 現 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。 二 重 免 疫 組 織 化 学 は 、 β -カ テ ニ ン が E10.5の マ
ウ ス に お い て 、 Nurr1と 同 じ ド メ イ ン に 発 現 し て い た こ と を 示 し た が 、 こ れ は Wntの シ グ ナ
ル 伝 達 と β -カ テ ニ ン の 安 定 化 と が 、 in vivoの 正 常 な 発 生 の 最 中 に 、 VM DA前 駆 細 胞 で 生
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じ る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 Wntリ ガ ン ド を 分 泌 す る よ う に 操 作 さ れ た 安 定 し た 線 維 芽 細 胞 の 細 胞 系 (Shimizuら 、 199
7)か ら の 部 分 的 に 精 製 さ れ た 馴 化 培 地 は 、 サ イ ズ 排 除 に 基 づ く ろ 過 に よ り 作 製 し た 。 連 続
2回 の 精 製 の 後 、 当 初 の CMに 比 べ て 約 250～ 1500倍 の 濃 度 の 増 大 が 得 ら れ た 。 部 分 的 に 精 製
さ れ た Wntリ ガ ン ド の 個 々 の ロ ッ ト は 、 互 い に 、 合 わ せ た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 産 物 の バ ン
ド の 密 度 に 基 づ い て 正 規 化 し 、 任 意 単 位 と し て 表 現 さ れ 、 こ こ で 、 1単 位 は 、 正 規 化 さ れ
た 部 分 的 に 精 製 さ れ た 産 物 の 1μ lに 等 し い 。 E14.5の ラ ッ ト か ら 得 ら れ た 腹 側 中 脳 の 培 養
物 は 、 そ の 後 、 増 大 す る 濃 度 の 部 分 的 に 精 製 さ れ た Wnt-1、 -3a、 -5a、 ま た は 対 照 (CP)培
地 で 3日 間 処 置 し た (図 2A)。 Wnt-1ま た は 5aに よ る 処 置 は 、 TH+細 胞 数 の 強 い 用 量 反 応 性 の
増 加 を も た ら し た も の の 、 Wnt-3aま た は CPに よ る 処 置 は 、 100単 位 ま で の 用 量 で 効 果 を も
た ら さ ず 、 対 照 培 地 は 、 50単 位 (μ l)ま で わ ず か な 効 果 を も た ら し た か 、 ま た は 効 果 を も
た ら さ な か っ た が 、 こ の こ と は 、 Wnt-1ま た は -5aに よ る 処 置 で 観 察 さ れ た TH+細 胞 数 の 増
加 が 、 こ れ ら の リ ガ ン ド に 特 異 的 で あ る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 10
単 位 の Wnt-1ま た は -5aの 効 果 は in vitroで 早 く も 1日 後 に は 検 出 さ れ 、 3日 目 の CPお よ び Wn
t-3aよ り 高 く 、 そ し て 7日 後 に 減 少 し 始 め た (図 2B)。 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 部 分 的 に 精 製
さ れ た Wntが 少 な く と も 3日 間 は 完 全 に 安 定 し て お り 、 そ し て そ の 効 果 が 1週 間 に わ た っ て
維 持 さ れ た こ と を 示 し た も の で あ る 。 さ ら に 、 TH+細 胞 数 の こ れ ら の 増 加 は 、 こ れ ら が 、 G
DNF、 FGF-2ま た は FGF-8を 含 む 既 知 の ド ー パ ミ ン 栄 養 分 子 (dopaminotrophic molecule)に
よ り 3日 後 に も た ら さ れ る 増 加 を 超 え て お り 、 そ し て Nurr1発 現 神 経 幹 細 胞 の た め の 誘 導 シ
グ ナ ル を 含 む VM T1A馴 化 培 地 の 効 果 に お よ そ 等 し い こ と か ら 、 生 物 学 的 に 意 味 が あ る も の
と 考 え ら れ た (図 2C)。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Wnt-2お よ び Wnt-7aを 過 剰 発 現 し て い る 線 維 芽 細 胞 細 胞 系 か ら の 馴 化 培 地 は 、 Wnt-1お よ
び Wnt-5aの 部 分 的 に 精 製 さ れ た 培 地 と 同 様 の 結 果 を 与 え 、 Wnt-2お よ び Wnt-7aの 両 方 と も E
14.5の 腹 側 中 脳 前 駆 体 培 養 物 に お け る TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 、 対 照 線 維 芽 細 胞 馴 化 培 地 に
比 べ て 増 加 さ せ た 。 部 分 的 に 精 製 さ れ た Wntに よ る 処 置 に よ り 、 TH免 疫 反 応 性 の 増 加 が Wnt
-2お よ び Wnt-7aの 両 方 に つ い て 観 察 さ れ た (図 10A)。 Wnt-7aに よ る 処 置 は 、 対 照 お よ び 他
の Wntに 比 べ て 小 幅 な TH+の 増 加 を も た ら し た 。 並 行 し て 行 っ た 実 験 に お い て 、 Wnt-2に よ
る 処 置 は 、 TH+ニ ュ ー ロ ン の 約 2倍 の 増 加 を も た ら し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Wnt-2お よ び W
nt-7aに よ る 処 置 が 、 VM前 駆 体 培 養 物 に お い て TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し
て い る 。 Wnt-2お よ び Wnt-7aの 同 様 の 効 果 が 、 THお よ び Nurr1マ ー カ ー に よ る 二 重 免 疫 組 織
化 学 を 用 い た 場 合 に 観 察 さ れ た が (図 10B)、 こ れ は 、 こ れ ら の Wntに よ り 発 揮 さ れ る 効 果 が
Nurr1発 現 前 駆 体 に 対 す る も の で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 糖 タ ン パ ク 質 の Wntフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 、 始 原
細 胞 か ら 発 生 す る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 を 極 め て 有 効 に 調 節 し て い る こ と を 示
し て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 Wntリ ガ ン ド が 、 TH細 胞 数 の 調 節 に つ い て 重
複 す る 効 果 を 有 し て い る こ と を 示 し て お り 、 こ れ は 、 Wntの い く つ か の 機 能 が あ る 程 度 冗
長 で あ り 得 る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Wntリ ガ ン ド に よ る 処 置 は ま た 、 大 き な 球 形 の 増 殖 性 ク ラ ス タ ー の 出 現 を 誘 導 し た 。 こ
れ ら の ク ラ ス タ ー は 最 初 は 小 さ く 、 培 養 期 間 中 大 き さ を 増 し た 。 5細 胞 径 よ り 大 き く 、 1個
ま た は そ れ 以 上 の TH+ニ ュ ー ロ ン を 含 む TH+ニ ュ ー ロ ン の ク ラ ス タ ー を 、 in vitroで 様 々 な
時 間 に 計 数 し た 。 注 目 す べ き は 、 10単 位 の Wnt-1お よ び -5aに よ る 処 置 は in vitroで 7日 後
に 観 察 さ れ た こ れ ら の ク ラ ス タ ー の 数 の 3～ 8倍 の 増 加 を も た ら し た が 、 Wnt-3aは こ れ を も
た ら さ な か っ た こ と で あ る (図 2Eお よ び 図 2F)。 さ ら に 、 Wntリ ガ ン ド に 反 応 し て 出 現 し た
ク ラ ス タ ー は 、 よ り 大 き く 、 大 部 分 が ほ と ん ど 全 て TH+ニ ュ ー ロ ン か ら な っ て い た 。 一 方
、 対 照 お よ び Wnt-3aに よ り 処 置 さ れ た 培 養 物 は 、 一 般 的 に よ り 小 さ な ス フ ェ ア を 含 ん で い
た 。 興 味 深 い こ と に 、 実 質 的 に 全 て の ク ラ ス タ ー と 、 培 養 物 中 の 顕 著 な 数 の 単 離 細 胞 と が
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、 固 定 の 前 の BrdUの 急 激 な パ ル ス の 後 に BrdU陽 性 で あ っ た (図 2f)。 し た が っ て 、 有 糸 分 裂
能 の あ る ス フ ェ ア は 、 前 駆 体 (お よ び /ま た は コ ミ ッ ト メ ン ト は 少 な い が 、 依 然 増 殖 性 の )
細 胞 の TH陽 性 細 胞 へ の 誘 導 ま た は 分 化 か ら の 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 の 細 胞 周 期 へ の 動
員 に 由 来 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Wnt-1の 欠 失 (McMahonお よ び Bradley、 1990; Thomasお よ び Capecchi、 1990)ま た は Wnt受
容 体 LRP6の 欠 失 (Pinsonら 、 2000)が 中 脳 -後 脳 接 合 部 全 体 の 欠 損 を も た ら し 、 そ し て Wnt-1
ヌ ル 変 異 体 が ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 欠 損 し て い る (Danielianお よ び McMahon、 199
6)こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は Wntリ ガ ン ド が VM前 駆 体 培 養 物 に お い て TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増
加 さ せ る 可 能 性 を 調 べ た 。 Wntは 、 神 経 系 に お け る 細 胞 運 命 決 定 の 制 御 (Dorskyら 、 1998; 
Bakerら 、 1999; Wilsonら 、 2001; Garcia-Castroら 、 2002; Muroyamaら 、 2002)、 細 胞 増
殖 (Chennお よ び Walsh、 2002; Megasonお よ び McMahon、 2002)お よ び 分 化 (Hallら 、 2000; P
atapoutianお よ び Reichardt、 2000; Krylovaら 、 2002)に 必 須 の 役 割 を 担 っ て い る こ と が
知 ら れ て お り 、 こ れ は 、 複 数 の メ カ ニ ズ ム が VM前 駆 細 胞 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー
ロ ン の 発 生 の 調 節 に 関 与 し 得 る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 リ ア ル タ イ ム RT-PCRに よ り 、 Wnt-5aで は な く (Kioussiら 、 2002)、 Wnt-1
に よ る 細 胞 周 期 の 進 行 を 媒 介 す る (Megasonお よ び McMahon、 2002)β -カ テ ニ ン (Tetsuお よ
び McCormick、 1999; Shtutmanら 、 1999)の 標 的 で あ る サ イ ク リ ン D1、 ま た は そ の 他 の サ イ
ク リ ン の 発 現 が 、 Wnt-1、 -5aお よ び VM-T1Aに よ っ て 調 節 さ れ て い る か ど う か 検 討 し た (図 3
Aお よ び 図 7A)。 サ イ ク リ ン D2の mRNAは 、 こ れ ら の 処 置 の い ず れ に も 影 響 さ れ な か っ た が 、
サ イ ク リ ン D1の mRNAは 、 Wnt-5aま た は VM T1Aに よ っ て で は な く Wnt-1に よ り ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン さ れ 、 そ し て サ イ ク リ ン D3は 、 Wnt-5aに よ っ て で は な く Wnt-1に よ り ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は Wnt-1が 、 細 胞 周 期 の 進 行 を 転 写 レ ベ ル で 調
節 し て い る こ と を 示 し た も の で あ る 。 同 様 に 、 細 胞 周 期 イ ン ヒ ビ タ ー の 分 析 は 、 Wnt-5aで
は な く Wnt-1が p27お よ び p57の mRNAを ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し た が (図 7Bお よ び 7C)、 い
ず れ も p21の mRNAの 発 現 に 影 響 し な か っ た こ と を 明 ら か に し た 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら
の 結 果 は 、 Wnt-1が 、 G1-Sの 進 行 を 転 写 レ ベ ル で 調 節 す る こ と に よ り 、 Nurr1が 誘 導 す る 細
胞 周 期 の 停 止 に 拮 抗 す る よ う 作 用 し 得 る こ と を 示 唆 す る も の で あ る (Castroら 、 2001)。
【 ０ １ ５ １ 】
　 Wntの 標 的 遺 伝 子 は 種 々 の 生 物 系 で 同 定 さ れ て お り 、 多 く の 細 胞 周 期 レ ギ ュ レ ー タ ー を
包 含 す る 。 Wnt-2お よ び Wnt-7aに よ る 処 置 は 、 重 要 な 細 胞 周 期 レ ギ ュ レ ー タ ー の 発 現 に お
け る 明 確 な 差 異 を も た ら し た (図 11)。 驚 く べ き こ と に 、 Wnt-2に よ る 処 置 に よ っ て 、 前 駆
体 培 養 物 は 、 サ イ ク リ ン D1の mRNAレ ベ ル に お け る 若 干 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た
(図 11A)。 予 想 通 り 、 Wnt-7aは サ イ ク リ ン D1の 転 写 レ ベ ル を 増 加 さ せ た が (図 11A)、 こ れ は
、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た BrdUの 取 り 込 み の 増 大 し た レ ベ ル の 知 見 と 整 合 す る も の で あ る 。
サ イ ク リ ン D2は Wnt-7aに よ り 調 節 さ れ な か っ た が 、 Wnt-2に よ る 処 置 は サ イ ク リ ン D2の mRN
Aレ ベ ル の 増 加 を 導 い た (図 11B)。 サ イ ク リ ン D3の 調 節 は 、 Wnt-7aま た は Wnt-2aに よ る 処 置
の い ず れ に お い て も 観 察 さ れ な か っ た (図 11C)。 興 味 深 い こ と に 、 Wnt-7aに よ る 処 置 は 、
細 胞 周 期 イ ン ヒ ビ タ ー p27お よ び p57の 発 現 を 減 少 さ せ た (そ れ ぞ れ 、 図 11Dお よ び 11E)。 こ
れ ら の デ ー タ は 、 Wnt-7aが そ の ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 に 対 す る 機 能 を 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ た Wnt-1の も の と 同 様 の メ カ ニ ズ ム に よ り 発 揮 す る こ と を 示 す も の で あ る 。 こ れ に 対
し て 、 p27お よ び p57の mRNAレ ベ ル に お け る 増 加 は 、 Wnt-2に よ る 処 置 の 後 に 観 察 さ れ た (そ
れ ぞ れ 、 図 11Dお よ び 11E)。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Wnt-2は 前 駆 体 培 養 物 に お け る TH+ニ ュ ー
ロ ン の 数 を 増 加 さ せ る が 、 Wnt-5aの も の と 別 異 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て こ れ を 行 な い 、 そ し
て 、 こ れ は G1-Sの 進 行 の 転 写 レ ベ ル で の 負 の 調 節 を 伴 う こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Wntが 、 VM培 養 物 に お け る DA前 駆 細 胞 の 増 殖 を 調 節 す る か ど う か 検 討 し
た 。 興 味 深 い こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 新 生 DAニ ュ ー ロ ン (Nurr1+/TH+細 胞 )に お い て BrdUの
取 り 込 み を 観 察 で き な か っ た が 、 こ れ は 、 増 殖 し て い る 細 胞 は 、 実 験 の 最 後 の 6時 間 の 標
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識 期 間 中 TH+細 胞 に 分 化 し な い こ と を 示 す も の で あ る 。 本 発 明 者 ら は 次 に 、 Wntが VM前 駆 体
培 養 物 に お い て 増 殖 を 調 節 す る か ど う か 、 お よ び 、 中 脳 に お け る Nurr1発 現 ニ ュ ー ロ ン 前
駆 体 (Nurr1+/BrdU+細 胞 )が Wntリ ガ ン ド の 潜 在 的 な 標 的 で あ る か ど う か を 検 討 し た 。 VM前
駆 体 培 養 物 に お け る BrdUの 取 り 込 み は 、 Wnt-5aに よ る 処 置 に よ っ て で は な く 、 Wnt-1お よ
び -3aに よ る 処 置 に よ っ て 増 加 し た が (図 7D)、 こ れ は 、 Wnt-1お よ び -3aが マ イ ト ジ ェ ン と
し て 作 用 し 得 、 培 養 物 に お け る 全 体 的 な 前 駆 体 の 増 殖 を 促 進 し う る こ と を 示 す も の で あ る
。 Wnt-1お よ び -3aの 効 果 は 、 Nurr1お よ び BrdU二 重 陽 性 前 駆 細 胞 を in vitroで 1日 後 に 検 討
し た 場 合 に さ ら に 大 き か っ た (3倍 増 )。 部 分 的 に 精 製 さ れ た Wnt-5aも 、 Nurr1+集 団 の 有 糸
分 裂 を 増 加 さ せ た が 、 程 度 は そ れ 程 大 き く な か っ た (図 3B)。 in vitroの 1日 目 に お け る Nur
r1お よ び BrdUに 対 す る 二 重 免 疫 組 織 化 学 は 、 Wnt-1お よ び -3aは 、 有 糸 分 裂 を 3倍 増 加 さ せ
た が 、 Wnt-5a、 お よ び Wnt-5aを 発 現 し 、 Nurr1発 現 前 駆 体 に ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 誘
導 す る VM1型 ア ス ト ロ サ イ ト か ら の 馴 化 培 地 は 、 Nurr1+集 団 に お い て 有 糸 分 裂 を 2倍 増 加 さ
せ た こ と を 示 し た (図 3B)。 こ の 知 見 は 、 Wnt-1に よ る サ イ ク リ ン D1発 現 の 増 強 と 合 わ せ て
、 Wnt-1が 、 有 糸 分 裂 /増 殖 を 調 節 す る こ と に よ り TH+細 胞 数 を 主 と し て 増 強 さ せ る こ と を
示 し た も の で あ る 。 驚 く べ き こ と に 、 Wnt-3aは 、 Nurr1陽 性 細 胞 の 有 糸 分 裂 を 増 強 す る こ
と に つ い て Wnt-1と 同 程 度 有 効 で あ っ た も の の 、 TH陽 性 細 胞 数 を わ ず か に 増 加 さ せ る か 、
ま た は 増 加 さ せ な か っ た が 、 こ の こ と は 、 増 加 し た 有 糸 分 裂 は 、 腹 側 中 脳 に お け る Wntの
活 性 の ほ ん の 一 要 素 に す ぎ な い こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 Wnt-1お よ び Wnt-3aに よ っ て
誘 導 さ れ る 増 殖 の 明 確 な 増 加 は 、 β -カ テ ニ ン を 安 定 化 す る こ れ ら の 能 力 (Shimizuら 、 199
7)、 幹 細 胞 お よ び 神 経 前 駆 体 に お い て 細 胞 周 期 リ エ ン ト リ ー (reentry)を 促 進 す る β -カ テ
ニ ン の 役 割 (Taipaleお よ び Beachy、 2001; Chennお よ び Walsh、 2002)、 お よ び 造 血 幹 細 胞
の 自 己 再 生 に お け る Wnt-3aの 役 割 (Reyaら 、 2003)と よ く 相 関 す る 。 し た が っ て 、 Wnt-1の
、 前 駆 体 の 増 殖 お よ び G1-Sの 進 行 を 制 御 す る 遺 伝 子 の 調 節 に 対 す る 効 果 は 、 Wnt-1が 、 前
駆 細 胞 に お け る 有 糸 分 裂 /増 殖 /自 己 再 生 を 調 節 す る こ と に よ り 、 主 と し て TH+細 胞 数 を 増
強 さ せ る こ と を 示 す も の で あ る 。 し か し な が ら 、 Wnt-3aは 、 Nurr1+細 胞 に お け る 有 糸 分 裂
を 増 強 す る こ と に つ い て Wnt-1と 同 程 度 に 有 効 で あ っ た も の の 、 Wnt-1と 異 な り 、 DAニ ュ ー
ロ ン の 数 に 影 響 を 与 え な い か 、 ま た は 数 を 減 少 さ せ た が 、 こ の こ と は 、 自 己 再 生 お よ び /
ま た は 前 駆 体 集 団 の 維 持 に お け る Wnt-3aの 特 異 的 な 役 割 を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 BrdU(有 糸 分 裂 の S期 に あ る 細 胞 の マ ー カ ー )の 取 り 込 み を 評 価 す る 実 験 に お い て 、 BrdU+
細 胞 数 の 増 加 が 、 Wnt-7aに よ る 処 置 の 後 で も 観 察 さ れ た (図 10C)。 実 際 、 Wnt-7aに よ る 処
置 は 、 上 記 の Wnt-1と 同 様 の BrdU+の 増 加 を も た ら し た 。 こ れ に 対 し 、 BrdUの 取 り 込 み の 若
干 の 減 少 が 、 Wnt-2に よ る 処 置 の 後 で 認 め ら れ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Wnt-7aが 前 駆 体 集
団 を 拡 大 す る こ と に よ り TH+細 胞 数 を 増 加 さ せ る 一 方 、 Wnt-2の 効 果 は 、 別 個 の メ カ ニ ズ ム
を 介 し て 起 こ り 、 そ し て 前 駆 体 の 増 殖 の 減 少 を 伴 う こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 Wnt-1の 増 殖 効 果 が 特 異 的 で あ り 、 そ し て Wntイ ン ヒ ビ タ ー で あ る Fr
izzled-8の シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン (Fz8-CRD)(35、 36)に よ り ブ ロ ッ ク さ れ 得 る か ど う
か を 検 討 し た 。 Fz8-CRDを 過 剰 発 現 し て い る 線 維 芽 細 胞 か ら の 部 分 的 に 精 製 さ れ た CMを 対
照 お よ び Wnt-1で 処 置 さ れ た 培 養 物 に 加 え 、 そ し て TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 検 討 し た (図 7Dお
よ び 7E)。 Fz8-CRDは 、 両 方 の 条 件 に お い て TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 減 少 さ せ た が 、 こ れ は 、
内 因 性 の Wntが 培 養 物 中 の DAニ ュ ー ロ ン の 発 生 に 必 要 で あ り 、 そ し て 、 Wntの TH+細 胞 へ の
効 果 が 特 異 的 で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 し た が っ て 、 ま と め る と 、 全 て の 結 果 は 、 Wntの 効 果 が 特 異 的 で あ り 、 そ し て VMに お け
る TH+か つ 増 殖 性 の 細 胞 の 数 が Wntに よ っ て 独 立 し て 調 節 さ れ て い る こ と を 示 し て い た 。 さ
ら に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 増 大 し た 有 糸 分 裂 /増 殖 /自 己 再 生 が 、 腹 側 中 脳 に お け る Wntの 活
性 の ほ ん の 一 要 素 に す ぎ な い こ と を 示 唆 し た も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 Wntリ ガ ン ド の 効 果 が よ り 多 く の ニ ュ ー ロ ン の 数 を も た ら す か ど う
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か 、 お よ び こ れ ら の 効 果 が 増 殖 性 ク ラ ス タ ー 内 部 ま た は 外 部 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ
ン に 特 異 的 か ど う か を 問 う た 。 本 発 明 者 ら は 、 Wnt-1ま た は -3aが 、 TuJ1+細 胞 を 含 む 増 殖
性 ク ラ ス タ ー の 数 を 、 対 照 、 Wnt-5aま た は VM T1Aに 比 べ て 10～ 12倍 増 加 さ せ た こ と を 見 出
し た (図 3d)。 Wnt-1お よ び -3aの 両 方 の 、 ニ ュ ー ロ ン を 発 生 さ せ る こ と が で き る 増 殖 性 ク ラ
ス タ ー の 数 を 増 加 さ せ る 能 力 に も か か わ ら ず 、 Wnt-1の み が 培 養 物 中 の TuJ1+ニ ュ ー ロ ン の
総 数 を 増 加 さ せ た (図 3f)。 さ ら に 、 Wnt-1は 、 TH+ニ ュ ー ロ ン (図 3g)、 ま た は ド ー パ ミ ン 作
動 性 ニ ュ ー ロ ン を 含 む VMク ラ ス タ ー の 比 率 を 増 加 さ せ ず (ク ラ ス タ ー の 約 30%)、 そ し て Wnt
-3aは 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン (図 3g)お よ び ク ラ ス タ ー (図 3e)の 比 率 を 10%未 満 に 減
少 さ せ さ え し た 。 本 発 明 者 ら の 知 見 は 、 Wnt-1お よ び Wnt-3aが 、 全 て の VMニ ュ ー ロ ン の 数
を 、 増 殖 お よ び 増 殖 性 ク ラ ス タ ー の 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ り 増 加 さ せ る こ と を 示 し た も
の で あ る 。 Wnt-1は VMニ ュ ー ロ ン の 総 数 を 、 増 殖 的 な メ カ ニ ズ ム に よ り 非 選 択 的 に 増 加 さ
せ る 一 方 、 Wnt-3aは 、 ク ラ ス タ ー と し て 増 殖 し て い る ニ ュ ー ロ ン 前 駆 細 胞 の 増 殖 を 増 加 さ
せ 、 こ れ ら の TH+細 胞 へ の 分 化 を 抑 制 し た が 、 こ れ は 、 こ れ ら が 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆
体 の 自 己 再 生 に お い て 役 割 を 果 た し 得 る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 Wnt-1お よ び -3aに 対
し て 、 Wnt-5aお よ び VM T1Aは 、 TuJ1+ニ ュ ー ロ ン (図 3f)ま た は ニ ュ ー ロ ン を 含 む 増 殖 性 ク
ラ ス タ ー の 数 を 増 加 さ せ な か っ た も の の (図 3d)、 代 わ り に ド ー パ ミ ン 作 動 性 ク ラ ス タ ー お
よ び ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に つ い て 、 2倍 を 超 え て 選 択 的 に 富 化 し た が (そ れ ぞ れ 図
3eお よ び 3g)、 こ れ は 、 Wnt-5aお よ び VM T1Aが 、 VM培 養 物 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現
型 の 獲 得 を 指 示 ま た は 促 進 す る こ と に 関 与 し 得 る こ と を 示 す も の で あ る 。 Wntの 、 ク ラ ス
タ ー 外 の TuJ1+ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 効 果 は 、 Wnt-3aを 除 き ク ラ ス タ ー 内 の ニ ュ ー ロ ン に 対
す る も の と 極 め て 類 似 し て お り 、 Wnt-3aは TuJ1+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ な か っ た が (図
3f)、 こ れ は 、 Wnt-3aが ク ラ ス タ ー 内 の 前 駆 体 の 増 殖 お よ び /ま た は 自 己 再 生 を 調 節 し 、 こ
れ を 行 う こ と に よ り ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 獲 得 す る ニ ュ ー ロ ン の 比 率 を 減 少 さ せ て い
る こ と を 示 す も の で あ る (図 3g)。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 Wntが 、 VMに お け る 相 異 な る 機 能 :前 駆 体 の 増 殖 お よ
び /ま た は 自 己 再 生 、 ニ ュ ー ロ ン の 数 、 お よ び /ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 獲 得 す る
ニ ュ ー ロ ン の 比 率 、 を 独 立 か つ 示 差 的 に 調 節 し て い る こ と を 示 唆 し た も の で あ る 。 さ ら に
、 Wnt-1、 -5aお よ び VM T1Aの 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン お よ び 細 胞 ク ラ ス タ ー の 数 に
対 す る 同 様 の 効 果 に も か か わ ら ず 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 Wnt-1お よ び Wnt-5aが 、 ド ー パ
ミ ン 作 動 性 細 胞 系 統 に 、 2つ の 部 分 的 に 相 異 な る メ カ ニ ズ ム を 介 し て 作 用 す る こ と を 示 す
も の で あ る 。 Wnt-1は ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 比 率 で は な く 、 細 胞 の 増 殖 を 増 大 さ
せ る 一 方 、 Wnt-5aお よ び VM T1Aは 、 増 殖 に は あ ま り 作 用 し な い が 、 そ の 代 わ り 、 ド ー パ ミ
ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 比 率 を 増 殖 性 ク ラ ス タ ー の 内 部 お よ び 外 部 で 、 追 加 の メ カ ニ ズ ム に
よ り 増 大 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 VM T1Aが ド ー パ ミ ン 作 動 性 誘 導 シ グ ナ ル の 供 給 源 で あ る と い う 前 提 の も と (Wagnerら 、 1
999)、 本 発 明 者 ら は 、 Wntま た は VM T1Aに よ る 処 置 が 、 腹 側 中 脳 の Nurr1+ニ ュ ー ロ ン 前 駆
体 (Nurr1+/TH-細 胞 )の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン (Nurr1+/TH+細 胞 )へ の 変 換 に 影 響 を 与
え る か ど う か 検 討 し た 。 対 照 条 件 に お い て は 、 全 Nurr1陽 性 細 胞 の 約 50%が THを 発 現 し た が
、 Wnt-3aに よ る 処 置 は こ の 集 団 を 30%に 減 少 さ せ る 。 こ れ に 対 し 、 Wnt-1は Nurr1+/TH+の 比
率 を 70%ま で 増 加 さ せ 、 そ し て Wnt-5aま た は VM T1Aは こ の 比 率 を 90%ま で 増 加 さ せ た (図 4A)
。 こ れ ら の 結 果 は 、 ADH-2/TH二 重 免 疫 染 色 に よ り 得 ら れ た も の と 極 め て 類 似 し て い た が 、
こ れ は 、 ADH2も ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 お よ び ニ ュ ー ロ ン を 標 識 し た か ら で あ る (Wagner
ら 、 1999)。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 Wnt-5aが 、 Wnt-1と は 異 な り 、 主 に Nurr
1発 現 前 駆 体 に ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー
ロ ン の 数 を 増 加 さ せ る モ デ ル を 示 唆 し た も の で あ る 。 こ の モ デ ル を 試 験 す る た め に 、 本 発
明 者 ら は 、 VM以 外 の 脳 構 造 に 由 来 す る Nurr1陽 性 /TH陰 性 細 胞 も 、 Wntま た は VM T1Aの い ず
れ か に よ り ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 獲 得 す る よ う 誘 導 さ れ う る か ど う か を 検 討 し た 。 Nu
rr1+前 駆 細 胞 に 富 む 、 E13.5の 大 脳 皮 質 か ら の 初 代 培 養 物 を 、 種 々 の Wntリ ガ ン ド に 暴 露 す
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る か 、 ま た は P1の VMも し く は (対 照 と し て の )皮 質 の ア ス ト ロ サ イ ト と 共 に 共 培 養 し た 。 Wn
t-3aに よ る 処 置 ま た は 皮 質 の T1Aと の 共 培 養 の も と で は 、 THを 共 発 現 し た Nurr1陽 性 の 皮 質
細 胞 は 実 質 的 に 存 在 し な か っ た 。 し か し な が ら 、 Wnt-1、 Wnt-5a、 ま た は VM T1Aに よ る 処
置 は 、 THを 発 現 し た Nurr1陽 性 細 胞 の 比 率 の 有 意 な 増 加 を 誘 導 し た (図 4B)。 最 も 劇 的 な 効
果 は 、 Wnt-5aに よ っ て 誘 導 さ れ 、 こ れ は 、 わ ず か 3日 間 で 、 二 重 Nurr1/TH+細 胞 の 数 を 、 対
照 に 比 べ て >40倍 、 そ し て Wnt-1に 比 べ て >4倍 増 加 さ せ た が 、 こ の 効 果 は 増 殖 の み で は 説 明
で き な い も の で あ る 。 さ ら に 、 Wnt-5aが 腹 側 部 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 の 獲 得 を 促 進 す
る と い う 知 見 は 、 先 に 報 告 さ れ た 、 Wnt-5aの 、 非 古 典 的 な (non-canonical)Wntシ グ ナ ル 伝
達 を 介 し た 腹 側 部 の 運 命 を 促 進 す る 役 割 (Saneyoshiら 、 2002)と よ く 相 関 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 Wnt-5aに よ る 処 置 が 、 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に 特 徴 的 な
遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と に よ り 、 前 駆 体 培 養 物 に お い て よ り 分 化 し た 中 脳 DA表 現 型 の
獲 得 を 促 進 す る か ど う か 検 討 し た 。 本 発 明 者 ら は ま ず 、 ビ コ イ ド (bicoid)関 連 ホ メ オ ド メ
イ ン 遺 伝 子 Ptx3(Smidtら 、 1997)の 発 現 を 、 リ ア ル タ イ ム RT-PCRに よ り 検 討 し 、 そ し て Wnt
-1で は な く 、 Wnt-5aに よ る 処 置 が Ptx3の mRNAを 増 大 さ せ た こ と を 見 出 し た (図 6A)。 こ の 知
見 は 、 Ptx3が DAニ ュ ー ロ ン の 発 生 に 必 要 で あ り (Van Den Munckhof Pら 、 2003; Nunes Iら
、 2003)、 そ し て 同 じ フ ァ ミ リ ー の 別 の ホ メ オ ド メ イ ン 遺 伝 子 で あ る Ptx2が 、 Wntシ グ ナ ル
伝 達 に よ り 直 接 調 節 さ れ て い る こ と か ら (Kioussi Cら 、 2002; Baek SHら 、 2003)、 極 め て
興 味 深 い も の で あ る 。 本 発 明 者 ら は 次 に 、 癌 原 遺 伝 子 c-ret(Trupp Mら 、 1996)な ら び に 2
種 類 の 他 の GDNF補 助 受 容 体 、 GFRα 1(Airaksinenお よ び Saarma、 2002)お よ び NCAM(Paratch
aら 、 2003)の 発 現 も 、 Wntに よ り 調 節 さ れ て い る か ど う か 検 討 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 c-r
etお よ び NCAMと も Wntシ グ ナ ル 伝 達 に よ り 調 節 さ れ (Zheng Sら 、 1996; Conacci-Sorrellら
、 2002)、 そ し て こ れ ら の リ ガ ン ド で あ る GDNFは 、 DAニ ュ ー ロ ン の 出 生 後 の 発 生 に 必 要 で
あ る (Granholmら 、 2000)。 本 発 明 者 ら は 、 分 析 し た 全 て の GDNF受 容 体 が 、 Wnt-1お よ び Wnt
-5aに よ り 示 差 的 に 調 節 さ れ て い る こ と を 見 出 し た 。 c-retの 発 現 は 、 Wnt-1で は な Wnt-5a
に よ っ て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 一 方 (図 6B)、 GFRα 1お よ び NCAMの 発 現 は 、 Wnt-5a
に よ り 維 持 さ れ 、 そ し て Wnt-1に よ り 抑 制 さ れ た (図 6Cお よ び 6D)。 し た が っ て 、 本 発 明 者
ら の 結 果 は 、 Wnt-5aが 、 中 脳 DAニ ュ ー ロ ン の 2つ の 弁 別 的 な 特 徴 で あ る Ptx3お よ び GDNF受
容 体 の 発 現 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 、 前 駆 細 胞 に お け る DA表 現 型 の 獲 得 を 促 進 す る こ と 、
な ら び に こ れ ら の 分 化 お よ び 生 存 を 増 強 す る こ と に 用 い ら れ 得 る こ と を 示 す も の で あ る 。
し た が っ て 、 Wnt-5aは 、 DAニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Wnt-5aの 生 物 学 的 活 性 が 、 測 定 し た パ ラ メ ー タ ー の 全 て に お い て VM T1Aと ほ ぼ 同 一 で あ
っ た と い う 知 見 (図 1、 図 2、 図 3お よ び 図 4)、 お よ び VM T1Aが Wnt-5aを 発 現 す る と い う 知 見
(図 1F)は 、 VM T1Aの 効 果 が 、 一 部 ア ス ト ロ サ イ ト に よ る Wntの 分 泌 に よ り う る こ と を 示 し
た も の で あ り 、 本 発 明 者 ら に Wntの 神 経 幹 細 胞 培 養 物 に お け る 機 能 を 検 討 す る こ と を 促 し
た 。 本 発 明 者 ら は 、 し た が っ て 、 Wntの 効 果 を ブ ロ ッ ク す る Frizzled-8の シ ス テ イ ン リ ッ
チ ド メ イ ン (Fz8-CRD)(Hsiehら 、 1999)を 過 剰 発 現 す る 線 維 芽 細 胞 か ら の 馴 化 培 地 が 、 VM T
1Aま た は Wnt-5aの 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 誘 導 に 対 す る 活 性 を ブ ロ ッ ク す る こ と
が で き る か ど う か 検 討 し た 。 本 発 明 者 ら は Fz8-CRDの 、 VM T1Aと 共 培 養 し て い る Nurr1発 現
神 経 幹 細 胞 (Nurr1-c17.2-c42、 Wagnerら 、 1999)へ の 添 加 が 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ
ン の 誘 導 を 部 分 的 に ブ ロ ッ ク し た こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 、 Fz8-CRDは 、 発 生 中 の マ ウ ス
脳 (Yeら 、 1998)お よ び Nurr1発 現 マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 に 由 来 す る ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア (Kimら 、 2
002)を 包 含 す る 、 ア ス ト ロ サ イ ト を 含 有 す る 調 製 物 に お い て 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ
ン を Shhと の 組 み 合 わ せ で 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る 因 子 で あ る FGF8に よ り 拡 大 さ せ た
ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア と し て 増 殖 さ せ た 、 VM神 経 幹 細 胞 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン
の 数 を 減 少 さ せ た (図 5a)。 同 様 に 、 E14.5の VM前 駆 体 の Fz8-CRDに よ る 共 処 置 は 、 未 処 置 (
図 5b)お よ び VM T1A(図 5c)ま た は Wnt-5aに よ り 処 置 し た 培 養 物 (図 5d)に お け る Nurr1+前 駆
体 か ら の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 誘 導 を ブ ロ ッ ク し た 。 し た が っ て 本 発 明 者 ら の 結
果 は 、 Wntが 発 生 に 関 す る 他 の シ グ ナ ル と 協 力 し て 作 用 し 、 そ し て 部 分 的 に 前 駆 細 胞 /神 経
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幹 細 胞 培 養 物 に お け る ニ ュ ー ロ ン ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 の 獲 得 に 必 要 で あ る こ と を 示 す
も の で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら の 研 究 は 、 Wntが 腹 側 中 脳 に お け る 神 経 発 生 の 重 大
か つ 順 次 的 な 2つ の 側 面 で あ る 、 前 駆 体 の 増 殖 お よ び ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 の 獲 得 の 、
本 質 的 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る モ デ ル を 示 唆 す る も の で あ る (図 5F)。 こ の よ う に 、 Wntは
、 VM前 駆 体 の 運 命 決 定 を 調 節 す る も の で あ る と 思 わ れ る 。 Wnt-1は 、 前 駆 体 の 増 殖 の 増 大
に よ り 神 経 発 生 を 促 進 し 、 か つ DAお よ び 非 DA VMニ ュ ー ロ ン の 両 方 に 影 響 を 与 え た 。 Wnt-3
aは 、 Nurr1+前 駆 体 の 増 殖 ま た は 維 持 お よ び /ま た は 自 己 再 生 を 促 進 し 、 か つ DAニ ュ ー ロ ン
の 数 を 減 少 さ せ た 。 こ れ に 対 し 、 Wnt-5aは 弱 い マ イ ト ジ ェ ン で あ り 、 Ptx3お よ び GDNF受 容
体 の 発 現 を 増 大 さ せ 、 か つ Nurr1発 現 前 駆 体 に お け る DA表 現 型 の 獲 得 を 効 果 的 に 促 進 し た
。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 が 、 Wntに 極 め て 特 異 的 な 様 式 で 応 答 す る こ
と を 明 確 に 示 し て い る 。 Wnt-1、 -3a、 お よ び -5aは 、 中 脳 DAニ ュ ー ロ ン の 発 生 を 、 一 部 重
複 す る メ カ ニ ズ ム に よ り 示 差 的 に 調 節 し て お り 、 こ れ は 、 DA前 駆 体 の 増 殖 を 促 進 す る こ と
(Wnt-1≧ Wnt-3a>Wnt-5a)、 こ れ ら の 分 化 を 抑 制 す る こ と (Wnt-3a)、 神 経 発 生 を 拡 大 す る こ
と (Wnt-1)、 お よ び 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 の 獲 得 を 促 進 す る こ と (DA前 駆 体 の DAニ ュ
ー ロ ン へ の 分 化 を 促 進 す る こ と )(Wnt-5a>Wnt-1)を 包 含 す る 。 Wnt-1と 同 様 に 、 Wnt-7aは 前
駆 体 集 団 を 拡 大 し 、 そ し て 細 胞 周 期 を G1-S移 行 に お い て 促 進 す る こ と に よ り TH+細 胞 の 数
を 増 加 さ せ た 。 Wnt-2は 、 前 駆 体 の 低 減 し た 増 殖 お よ び 細 胞 周 期 の G1で の 停 止 を 伴 う 、 異
な る メ カ ニ ズ ム に よ り 、 DAニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 神 経 幹 細 胞 に お け る 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 の 獲 得 を 調 節 す る こ と に 関 す る Wntの
役 割 に つ い て 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ス ト ロ サ イ ト 由 来 の シ グ ナ ル が 、 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性
ニ ュ ー ロ ン の も の を 包 含 す る 、 Nurr1発 現 前 駆 体 に お け る 組 織 特 異 的 な ニ ュ ー ロ ン 表 現 型
を 誘 導 す る こ と に よ り 、 神 経 発 生 に お い て 決 定 的 な 役 割 を 果 た す こ と を 先 に 示 し た (Wagne
rら 、 1999、 WO00/66713)。 興 味 深 い こ と に 、 海 馬 の ア ス ト ロ サ イ ト の 、 成 人 に お け る 神 経
発 生 へ の 同 様 の 役 割 が 最 近 報 告 さ れ た (Songら 、 2002)。 本 明 細 書 で 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ス
ト ロ サ イ ト 由 来 の シ グ ナ ル が 、 Nurr1発 現 前 駆 体 に 対 し て 部 分 的 に 重 複 す る 相 異 な る 機 能
を 発 揮 す る Wntリ ガ ン ド の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 含 む こ と を 示 し た 。 Wnt-1は 、 ニ ュ ー ロ
ン 前 駆 体 の 増 殖 を 増 大 さ せ る こ と に よ り 神 経 発 生 を 促 進 し 、 か つ 全 て の VMニ ュ ー ロ ン に 影
響 を 与 え た 。 Wnt-3aは 、 Nurr1+前 駆 体 の 増 殖 お よ び /ま た は 自 己 再 生 を 促 進 し 、 か つ ド ー
パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 を 減 少 さ せ た 。 こ れ に 対 し 、 Wnt-5aは マ イ ト ジ ェ ン と し て は
Wnt-1お よ び -3aよ り 有 効 で は な か っ た が 、 Nurr1発 現 前 駆 体 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 表
現 型 を 誘 導 す る こ と に お い て 最 も 有 効 で あ っ た 。 さ ら に 、 Fz8 CRDが 、 Nurr1発 現 前 駆 体 ば
か り で な く FGF8に よ り 拡 大 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に お い て も ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン
の 誘 導 を ブ ロ ッ ク し た と い う 知 見 は 、 Wntが ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 誘 導 に 必 要 で
あ る こ と を 示 し て お り 、 FGF8の 誘 導 効 果 が Wntに よ っ て 媒 介 さ れ て い る 可 能 性 が あ る こ と
を 示 す も の で あ る 。 こ の 可 能 性 は 、 FGF8の 、 発 生 中 の 中 脳 -後 脳 に お い て Wntの 発 現 お よ び
オ ー ガ ナ イ ザ ー 活 性 の 両 方 を 誘 導 す る 既 知 の 能 力 と 合 致 す る も の で あ る (総 説 と し て 、 Wur
stお よ び Bally-Cuif、 2001;お よ び Rhinnお よ び Brand、 2001を 参 照 )。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 Wntを 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 /幹 細 胞 の 拡 大 お よ び 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン
の 誘 導 に お け る 重 要 な 細 胞 外 分 子 プ レ ー ヤ ー と し て 同 定 す る 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 パ ー キ
ン ソ ン 病 に お け る 細 胞 置 換 の た め の 、 幹 細 胞 に 由 来 す る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 有
効 か つ 大 規 模 な 産 生 へ の 扉 を 開 く も の で あ る (Bjorklundお よ び Lindvall、 2000; Priceお
よ び Williams、 2001; Arenas、 2002; Rossiお よ び Cattaneo、 2002; Gottliebら 、 2002)。
し た が っ て 、 Wntリ ガ ン ド お よ び 腹 側 中 脳 ア ス ト ロ サ イ ト ま た は 初 期 グ リ ア 細 胞 に 由 来 す
る 追 加 の シ グ ナ ル は 、 腹 側 中 脳 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 誘 導 す る の に 用 い る こ と
が で き る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 有 効 な 幹 細 胞 治 療 の 将 来 的 な 改 善 に 必 要 な 追 加 の 成 分 の 同
定 を 提 供 す る 。
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【 ０ １ ６ ４ 】

　 本 発 明 の ニ ュ ー ロ ン の 、 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 す る 能 力 の 確 認 は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の in v
ivoモ デ ル を 用 い て 得 る 。 ド ー パ ミ ン 神 経 毒 素 で あ る 、 6-ヒ ド ロ キ シ ド ー パ ミ ン (6-OHDA)
ま た は MPTPは 、 ニ ュ ー ロ ン に よ り 特 異 的 に 取 り 込 ま れ 、 そ し て 酸 化 ス ト レ ス な ら び に ド ー
パ ミ ン 作 動 性 お よ び ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 消 失 を 引 き 起 こ す 。 ま た 、 ラ ク
タ シ ス チ ン を 包 含 す る プ ロ テ ア ソ ー ム イ ン ヒ ビ タ ー 、 ま た は ロ テ ノ ン を 包 含 す る 殺 虫 剤 の
注 入 が 、 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 死 を 引 き 起 こ し 、 そ し て 実 験 的 に パ ー キ ン ソ
ン 病 の 特 徴 を 再 現 す る こ と も 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 Nurr1サ ブ フ ァ ミ リ ー の 核 内 受 容 体 、 た と え ば Nurr1を 発 現 す る 細 胞 で あ っ て 、 in vitro
で ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に 分 化 し た も の を 、 6-OHDAま た は MPTPま た は ラ ク タ シ ス チ
ン ま た は ロ テ ノ ン で 処 置 し た マ ウ ス も し く は そ の 他 の 非 ヒ ト 動 物 の 、 黒 質 お よ び /ま た は
線 条 体 に 外 科 的 に 移 植 す る 。 こ れ ら の 細 胞 の 、 統 合 お よ び 完 全 に 分 化 す る 能 力 は 、 LacZお
よ び EGFPな ど の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 に お い て 、 電 気 生 理 学 的 お よ び /ま た は
形 態 学 的 技 法 に よ り 評 価 す る 。 神 経 化 学 的 技 法 は 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン の 含 量 お よ び 放 出 の
測 定 を 含 む 。 形 態 学 的 分 析 は 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 ド ー パ ミ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー
お よ び ド ー パ ミ ン 受 容 体 、 Ptx3、 Lmx1bお よ び ADH-2を 包 含 す る 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー
ロ ン に 特 徴 的 な マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 、 お よ び シ ナ プ ス 接 合 の 形 成 を 研 究 す る こ と を 含 み
得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 未 分 化 の Nurr1+細 胞 が in vivoで ド ー パ ミ ン 作 動 性 の 表 現 型 に 向 け て 自 発 的 に 分 化 す る
能 力 は 、 か か る 細 胞 を 、 軸 索 を 切 断 し た 、 ま た は 6-OHDAも し く は MPTPPも し く は ラ ク タ シ
ス チ ン も し く は ロ テ ノ ン に よ り 処 置 し た 動 物 に 、 線 条 体 内 ま た は 黒 質 内 移 植 す る こ と に よ
り 評 価 し た 。 ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 、 分 化 お よ び 統 合 は 、 上 記 の と お り に 検 出 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 線 条 体 お よ び /ま た は 黒 質 内 に 移 植 さ れ た Nurr1+細 胞 に 由 来 す る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ
ー ロ ン の 、 片 側 性 の 毒 素 (た と え ば 6-OHDA)に よ る 処 置 に よ っ て 誘 導 さ れ た 運 動 非 対 称 性 、
ま た は MPPの 全 身 投 与 に よ っ て 誘 導 さ れ た 運 動 異 常 の い ず れ か を 救 済 す る 能 力 は 、 ア ポ モ
ル フ ィ ン お よ び ア ン フ ェ タ ミ ン 試 験 に お け る 旋 回 行 動 の 評 価 (Schwarting、 R. K.ら 、 (199
6)Progress in Neurobiology、 50(2-3)、 275～ 331)、 お よ び /ま た は 、 階 段 試 験 、 足 踏 み
試 験 も し く は シ リ ン ダ ー 試 験 (cylinder test)に お け る 熟 練 し た 足 使 い の 能 力 (performanc
e in skilled paw usage)に よ っ て 確 認 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 in vivoで 基 底 レ ベ ル を 超 え る Nurr1を 発 現 す る 、 宿 主 由 来 の 内 因 性 の 幹 細 胞 、 神 経 幹 細
胞 、 始 原 細 胞 も し く は 前 駆 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 を 、 Wntリ ガ ン ド の in vivoで の 投 与 後 に お
け る 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン へ 分 化 す る こ れ ら の 能 力 に つ い て 検 討 す る こ と が で き
る 。 分 析 は 、 上 記 の と お り 、 形 態 学 的 、 生 化 学 的 お よ び 行 動 学 的 レ ベ ル で の 評 価 を 含 ん で
も よ い 。 腹 側 中 脳 の ア ス ト ロ サ イ ト /グ リ ア 細 胞 ま た は こ れ ら に 由 来 す る 因 子 の 能 力 は 、
上 記 の と お り 、 Wntリ ガ ン ド 投 与 と 共 に 分 析 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 Wntは 、 細 胞 増 殖 、 自 己 再 生 、 運 命 決 定 お よ び 分 化 を 調 節 す る 糖 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ
ー で あ る 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 β -カ テ ニ ン が Nurr1+DA前 駆 細 胞 で 発 現 し て い る こ と 、
な ら び に Wnt-1、 -3aお よ び -5aが VMに お い て 高 レ ベ ル で 存 在 し て お り 、 そ し て 発 生 の 最 中
に 示 差 的 に 調 節 さ れ て い る こ と を 示 す も の で あ る 。 部 分 的 に 精 製 さ れ た Wntは 、 VMの 発 生
を 弁 別 的 に 調 節 し た :Wnt-3aは Nurr1+前 駆 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 自 己 再 生 を 促 進 し た が
、 TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ な か っ た 。 代 わ り に 、 Wnt-1お よ び -5aは 前 駆 体 培 養 物 に
お け る ラ ッ ト 中 脳 の DAニ ュ ー ロ ン の 数 を 、 2つ の 相 異 な る メ カ ニ ズ ム に よ っ て 増 加 さ せ た
。 Wnt-1は 、 主 に Nurr1+前 駆 体 の 増 殖 を 増 大 さ せ 、 サ イ ク リ ン D1お よ び D3を ア ッ プ レ ギ ュ
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レ ー シ ョ ン し 、 か つ p27お よ び p57の mRNAを ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し た 。 こ れ に 対 し 、 Wn
t-5aは 、 主 と し て ニ ュ ー ロ ン DA表 現 型 を 獲 得 す る Nurr1+前 駆 体 の 比 率 を 増 加 さ せ 、 こ れ は
、 Ptx3お よ び c-retの mRNAの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 含 ん だ 。 さ ら に 、 Frizzled8(Wntイ
ン ヒ ビ タ ー )の 可 溶 性 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン は 、 Wnt-1お よ び Wnt-5aの 、 増 殖 お よ び 前
駆 体 培 養 物 に お け る DA表 現 型 の 獲 得 に 対 す る 効 果 を ブ ロ ッ ク し 、 そ し て ま た 、 内 因 性 Wnt
の 、 Nurr1発 現 神 経 幹 細 胞 お よ び FGF8拡 大 VMニ ュ ー ロ ス フ ェ ア 培 養 物 に お け る ド ー パ ミ ン
作 動 性 表 現 型 の 獲 得 に 対 す る 効 果 を も ブ ロ ッ ク し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 結 果 は 、 発 生 中 の ラ ッ ト 中 脳 に お け る 、 Wntタ ン パ ク 質 の 全 フ ァ
ミ リ ー の 複 雑 な 空 間 的 お よ び 時 間 的 発 現 パ タ ー ン を 明 ら か に す る も の で あ る 。 Wnt-1、 Wnt
-3aお よ び Wnt-5aに 加 え て 、 こ の 広 範 な 発 現 分 析 は 、 Wnt-2、 Wnt-4、 Wnt-7aお よ び Wnt-7b
を 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 生 成 に お け る 役 割 を 有 す る 候 補 と し て 同 定 し た 。 こ の
研 究 に 記 載 さ れ て い る 知 見 は 、 Wnt-7aが 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 の 増 殖 を 促 進 し 、 そ し
て こ れ ら の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン へ の 分 化 を 可 能 に す る こ と に よ り 、 Wnt-1と 同 様
の 様 式 で 作 用 す る こ と を 示 す も の で あ る 。 Wnt-7aに よ る 処 置 で の 、 増 大 し た BrdUの 取 り 込
み 、 増 大 し た サ イ ク リ ン D1の 発 現 、 お よ び 低 減 し た cdkイ ン ヒ ビ タ ー の 発 現 と い う 本 発 明
者 ら の 観 察 は 、 こ れ を 強 く 支 持 す る も の で あ る 。 ま た 、 こ の 調 査 は 、 Wnt-2に よ る 処 置 の
結 果 が 、 低 減 し た レ ベ ル の BrdUの 取 り 込 み 、 サ イ ク リ ン D2の 発 現 の 増 大 、 お よ び 細 胞 周 期
イ ン ヒ ビ タ ー p27お よ び p57の 発 現 の 大 幅 な 増 大 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 こ れ ら の デ ー
タ は 、 Wnt-2が 、 研 究 し た 他 の Wntに 比 べ 、 細 胞 周 期 離 脱 お よ び Nurr1+前 駆 体 に よ る ド ー パ
ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン 表 現 型 の 獲 得 を 有 利 に す る 、 新 規 な メ カ ニ ズ ム を 介 し て 作 用 す る こ
と を 示 す も の で あ る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Wntに よ る 類 似 し て い る が 、 相 異 な る 作 用 メ カ ニ
ズ ム を 浮 き 彫 り に し 、 そ し て Wntが 、 増 殖 、 自 己 再 生 お よ び 幹 細 胞 /前 駆 細 胞 の DAニ ュ ー ロ
ン へ の 分 化 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、
分 析 し た 全 て の Wntが 、 前 駆 細 胞 /幹 細 胞 の 増 殖 の 維 持 お よ び ニ ュ ー ロ ン ド ー パ ミ ン 作 動 性
表 現 型 の 獲 得 に 関 し て ユ ニ ー ク な 活 性 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す こ と を 見 出 し た が 、 こ れ は 、 Wn
tフ ァ ミ リ ー の 全 て の メ ン バ ー が ニ ュ ー ロ ン 変 性 の 処 置 の た め の 魅 力 あ る 標 的 と な り 得 る
こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 し た が っ て 、 幹 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 、 始 原 細 胞 ま た は 神 経 細 胞 の 増 殖 お よ び 分
化 ポ テ ン シ ャ ル 、 Nurr1な ど の 選 択 遺 伝 子 、 未 成 熟 グ リ ア 細 胞 ま た は ア ス ト ロ サ イ ト 、 お
よ び Wntを 利 用 す る 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 は 、 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 に お い て 、 所 望 の 神
経 化 学 的 表 現 型 の ニ ュ ー ロ ン の 作 製 を 提 供 す る (た と え ば ニ ュ ー ロ ン 移 植 の 供 給 原 料 と し
て )。 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 誘 導 は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 を 治 療 す る 細 胞 置 換 戦
略 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 雄 お よ び 雌 の 野 生 型 CD-1マ ウ ス (25～ 35g、 Charles River、 Uppsala)は 、 欧 州 共 同 体 (86
/609/EEC)、 神 経 科 学 学 会 (1985年 1月 )の ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 飼 育 、 給 餌 お よ び 処 置 し 、
そ し て 全 て の 実 験 は 、 地 域 の 倫 理 委 員 会 に よ り 承 認 を 受 け た 。 胚 10.5お よ び 11.5日 か ら の
マ ウ ス を 取 り 出 し 、 O.C.T.中 に -70℃ で 迅 速 に 凍 結 し た 。 胚 全 体 に わ た る 連 続 矢 状 切 片 (14
μ m厚 )を 、 ガ ラ ス 製 顕 微 鏡 ス ラ イ ド (StarFrost、 KnittelGlaser)上 に 回 収 し た 。 ISHは 、
新 鮮 な 凍 結 組 織 に 対 し 、 3 5 S標 識 リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い て 先 に 記 載 さ れ た と お り に 行 っ た (Tr
uppら 、 1997)。 mRNAレ ベ ル を 保 全 す る た め 、 切 片 を 15分 間 、 氷 冷 4%PFAに て 固 定 し 、 そ し
て PBSで 2回 す す い だ 。 組 織 を 、 0.2Mの HCl中 で 12分 間 除 タ ン パ ク し 、 0.1Mの ト リ エ タ ノ ー
ル ア ミ ン 中 の 0.25%無 水 酢 酸 で 20分 間 ア セ チ ル 化 し 、 そ し て 増 加 す る 濃 度 の エ タ ノ ー ル 中
で 脱 水 し た 。 ス ラ イ ド を 、 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 で 16時 間 、 54℃ で 200μ lの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン カ ク テ ル 中 の 10 6 cpmの プ ロ ー ブ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 全 て の 洗 浄 は 、 62℃ で
行 な っ た 。 1× SSC中 の 15分 間 の 最 初 の 2回 の 洗 浄 、 50%ホ ル ム ア ミ ド /0.5× SSC中 の 30分 間
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お よ び 1× SSC中 の 15分 間 で あ っ た 。 引 き 続 き 、 37℃ で の 30分 間 の RNase処 置 (40μ g/ml)お
よ び 1× SSC中 の 15分 間 の 2回 の 洗 浄 が な さ れ 、 そ の 後 に 、 エ タ ノ ー ル 中 で の 脱 水 お よ び 風
乾 を 行 な っ た 。 ク ロ ロ ホ ル ム は 省 略 し 、 脱 水 時 間 は 30秒 ～ 1分 に 短 縮 し た 。 そ の 後 、 ス ラ
イ ド を 水 で 1:1に 希 釈 し た NTB-2感 光 乳 剤 (Eastman Kodak、 Rochester、 NY)中 に 浸 し 、 4℃
で 6～ 8週 間 感 光 さ せ 、 D19(Eastman Kodak)で 現 像 し 、 AL-4(Agfa Gevaert、 Kista、 Sweden
)で 固 定 し 、 そ し て チ オ ニ ン で 対 比 染 色 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 免 疫 組 織 化 学 は 、 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)を 最 後 に 添 加 し た (postfixed)ス ラ イ ド
上 で 行 な っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 4℃ で 一 晩 、 希 釈 バ ッ フ ァ ー (1%の ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン 、 BSA、 お よ び 0.3%の Triton-X100を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 PBS)中 の マ ウ ス
抗 β -カ テ ニ ン 、 1:250(BD Transduction Lab.)お よ び ウ サ ギ 抗 Nurr1、 1:200(Santa Cruz 
Biotech.)と 共 に 行 な っ た 。 0.2%Tween-20/PBSで の 洗 浄 に 引 き 続 き 、 切 片 を 希 釈 バ ッ フ ァ
ー 中 30分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 こ れ に 2次 抗 体 (全 て Jacksonか ら の 、 Cy2ウ マ 抗 マ ウ ス IgGも
し く は ウ マ 抗 ウ サ ギ IgG、 ま た は ロ ー ダ ミ ン ウ マ 抗 マ ウ ス IgG)、 1:200に よ る 2時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン を 続 け た 。
【 ０ １ ７ ４ 】

　 マ ウ ス お よ び ヒ ト Wnt1、 Wnt3a、 Wnt5a、 Frizzled8、 Ptx3、 サ イ ク リ ン D1お よ び サ イ ク
リ ン D2お よ び チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に つ い て の も の を 含 む Genbankの cDNA配 列 を 、 プ
ラ イ マ ー の 設 計 の た め に Primer Express 1.0(PE Applied Biosystems、 Foster City、 CA
、 USA)お よ び Primer 3(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
)に 用 い た 。 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た :
QuantumRNA古 典 18S内 部 標 準 (米 国 オ ー ス チ ン 、 Ambion);
mWnt1フ ォ ワ ー ド  - 5'-CTTCGGCAAGATCGTCAACC-3'(配 列 番 号 1);
mWnt1リ バ ー ス  - 5'-GCGAAGATGAACGCTGTTTCT-3'(配 列 番 号 2);
mWnt3aフ ォ ワ ー ド  - 5'-GAACGCGACCTGGTCTACTACG-3'(配 列 番 号 3);
mWnt3aリ バ ー ス  - 5'-GTTAGGTTCGCAGAAGTTGGGT-3'(配 列 番 号 4);
mWnt5aフ ォ ワ ー ド  - 5'-AATAACCCTGTTCAGATGTCA-3'(配 列 番 号 5);
mWnt5aリ バ ー ス  - 5'-TACTGCATGTGGTCCTGATA-3'(配 列 番 号 6);
チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ フ ォ ワ ー ド  - 5'-AGTACTTTGTGCGCTTCGAGGTG-3'(配 列 番 号 7);
チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ リ バ ー ス  - 5'-CTTGGGAACCAGGGAACCTTG-3'(配 列 番 号 8);
Fz8フ ォ ワ ー ド  - 5'-TTGGAAGTGACCTCGCTCCTAG-3'(配 列 番 号 9);
Fz8リ バ ー ス  - 5'-GGTTGGGCATGTAAGTGTAGTTGT-3'(配 列 番 号 10);
Ptx3フ ォ ワ ー ド  - 5'-AGGGTGGACTCCTACAGATTGG-3'(配 列 番 号 11);
Ptx3リ バ ー ス  - 5'-CCGATCCCAGATATTGAAGCC-3'(配 列 番 号 12);
サ イ ク リ ン D1フ ォ ワ ー ド  - 5'-ACCCTGACACCAATCTCCTCAAC-3'(配 列 番 号 13);
サ イ ク リ ン D1リ バ ー ス  - 5'-GTAAGATACGGAGGGCGCACAG-3'(配 列 番 号 14);
サ イ ク リ ン D2フ ォ ワ ー ド  - 5'-ACTGATGTGGATTGTCTCAAAGCCT-3'(配 列 番 号 15);
サ イ ク リ ン D2リ バ ー ス  - 5'-CGTTATGCTGCTCTTGACGGAA-3'(配 列 番 号 16);
C-retフ ォ ワ ー ド  - 5'-ATGCACAATTACAGGCTGGTTCT-3'(配 列 番 号 17)
C-retリ バ ー ス : 5'-GTCATTGACCAGGACTACTAGCTGC-3'(配 列 番 号 18)
NCAMフ ォ ワ ー ド  5'-CACTTCGTGTTCAGGACTTCAGC-3'(配 列 番 号 19)
NCAMリ バ ー ス  5'-GGACGAAAATGACAATGAGGATG-3'(配 列 番 号 20)
GFRa1フ ォ ワ ー ド : 5'-GTCTGAGAATGAGATCCCCACAC-3'(配 列 番 号 21)
GFRa1リ バ ー ス : 5'-ACACATTGGATTTCAGCTTCTGAG-3'(配 列 番 号 22)
サ イ ク リ ン D3フ ォ ワ ー ド : 5'-GGCTATGAACTACCTGGATCGCTA-3'(配 列 番 号 23)
サ イ ク リ ン D3リ バ ー ス : 5'-ACGGTACCTAGAAGCTGCAATTG-3'(配 列 番 号 24)
p21フ ォ ワ ー ド  - 5'-AGCAAAGTGTGCCGTTGTCTCT-3'(配 列 番 号 25)
p21リ バ ー ス  - 5'-TCTCCGTGACGAAGTCAAAGTTC-3'(配 列 番 号 26)
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p27フ ォ ワ ー ド  - 5'-TTAATTGGGTCTCAGGCAAACTCT-3'(配 列 番 号 27)
p27リ バ ー ス  - 5'-CTAACCCAGCCTGATTGTCTGAC-3'(配 列 番 号 28)
p57フ ォ ワ ー ド  - 5'-GAGGACCAGAACCGCTGGGACTT-3'(配 列 番 号 29)
p57リ バ ー ス  - 5'-ACTCGCTGTCCACCTCCATCCA-3'(配 列 番 号 30)
GDNFフ ォ ワ ー ド : 5'-TTTCGATATTGTAGCGGTTCCTGT-3'(配 列 番 号 31)
GDNFリ バ ー ス : 5'-GCCTACCTTGTCACTTGTTAGCCT-3'(配 列 番 号 32)
Wnt2フ ォ ワ ー ド : 5'-AACGTCCCTCTCGGTGGAATC-3'(配 列 番 号 33)
Wnt2リ バ ー ス : 5'-TGTACCACCATGAAGAGCTGACC-3'(配 列 番 号 34)
Wnt2b/13フ ォ ワ ー ド : 5'-CCACCCGGACTGATCTTGTCTACT-3'(配 列 番 号 35)
Wnt2b/13リ バ ー ス : 5'-GGAACCTGAAGCCTTGTCCAA-3'(配 列 番 号 36)
Wnt3フ ォ ワ ー ド : 5'-CAGCGTAGCAGAAGGTGTGAAG-3'(配 列 番 号 37)
Wnt3リ バ ー ス : 5'-ATGGCCAGGCTGTCATCTATG-3'(配 列 番 号 38)
Wnt4フ ォ ワ ー ド : 5'-GCTGTACCTGGCCAAGCTGTC-3'(配 列 番 号 39)
Wnt4リ バ ー ス : 5'-TGGATCAGGCCTTTGAGTTTCTC-3'(配 列 番 号 40)
Wnt5bフ ォ ワ ー ド : 5'-GCCGAGCTCTCATGAACCTACAG-3'(配 列 番 号 41)
Wnt5bリ バ ー ス : 5'-GGCGACATCAGCCATCTTATACAC-3'(配 列 番 号 42)
Wnt6フ ォ ワ ー ド : 5'-GCGGAGACGATGTGGACTTC-3'(配 列 番 号 43)
Wnt6リ バ ー ス : 5'-ATGCACGGATATCTCCACGG-3'(配 列 番 号 44)
Wnt7aフ ォ ワ ー ド : 5'-TGCGTGCCAGTCGAAACAAG-3'(配 列 番 号 45)
Wnt7aリ バ ー ス : 5'-GATATACACCAGGTCAGTGTCCATGG-3'(配 列 番 号 46)
Wnt7bフ ォ ワ ー ド :5'-GCCAACATCATCTGCAACAAGA-3'(配 列 番 号 47)
Wnt7bリ バ ー ス : 5'-CCGATCACAATGATGGCATC-3'(配 列 番 号 48)
Wnt8a/8dフ ォ ワ ー ド : 5'-CAGCGACAACGTGGAGTTCG-3'(配 列 番 号 49)
Wnt8a/8dリ バ ー ス : 5'-CATCCTTCCCTTTCTCCAAACTG-3'(配 列 番 号 50)
Wnt1Oaフ ォ ワ ー ド : 5'-CCACTCCGACCTGGTCTACTTTG-3'(配 列 番 号 51)
Wnt1Oaリ バ ー ス : 5'-TGCTGCTCTTATTGCACAGGC-3'(配 列 番 号 52)
Wnt1Obフ ォ ワ ー ド : 5'-ACGACATGGACTTCGGAGAGAAGT-3'(配 列 番 号 53)
Wnt1Obリ バ ー ス : 5'-CATTCTCGCCTGGATGTCCC-3'(配 列 番 号 54)
Wnt11フ ォ ワ ー ド : 5'-CAAGTTTTCCGATGCTCCTATGAA-3'(配 列 番 号 55)
Wnt11リ バ ー ス : 5'-TTGTGTAGACGCATCAGTTTATTGG-3'(配 列 番 号 56)
Wnt15フ ォ ワ ー ド : 5'-CTGTTCGTACCTGTTGGAAGCA-3'(配 列 番 号 57)
Wnt15リ バ ー ス : 5'-CAGCCGTGTCATAGCGTAGCT-3'(配 列 番 号 58)
Wnt16フ ォ ワ ー ド : 5'-ACCCCCATTCTCAAGGATGACTT-3'(配 列 番 号 59)
Wnt16リ バ ー ス : 5'-CAGTTTCTTGTTCTCCACGCAGTA-3'(配 列 番 号 60)
【 ０ １ ７ ５ 】
　 18Sを 除 き 、 残 り の 全 て の プ ラ イ マ ー は Eurogentec、 Seraing、 Belgiumお よ び DNA Techn
ology A/S、 Aarhus、 Denmarkか ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 全 RNAを 、 P1の ラ ッ ト の 腹 側 中 脳 、 背 側 中 脳 お よ び 皮 質 に 由 来 す る コ ン フ ル エ ン ト な T1A
ア ス ト ロ サ イ ト 培 養 物 、 な ら び に E10.5、 E11.5、 E13.5、 E15.5お よ び P1の 腹 側 中 脳 お よ び
背 側 中 脳 、 お よ び E14、 E16、 E18お よ び P1の 皮 質 か ら 切 除 し た 組 織 か ら 、 RNeasy抽 出 キ ッ
ト (Qiagen、 Hilden、 Germany)を 用 い て 単 離 し た 。 全 RNAは ま た 、 Wntで 3日 間 in vitroに て
処 置 し た E14.5の VM前 駆 体 培 養 物 (100mmデ ィ ッ シ ュ に 細 胞 750万 個 )か ら も 抽 出 し た (3重 測
定 )。 逆 転 写 の た め に 、 1μ gの 全 RNAを 最 初 に 1単 位 の RQ1 Rnaseフ リ ー DNAse(Promega、 Mad
ison、 USA)で 40分 間 処 置 し た 。 DNAseは 、 1μ lの EDTA 0.02Mの 添 加 と 、 65℃ で の 10分 間 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と に よ り 不 活 化 し た 。 0.5μ gの ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー (Life Technologi
es、 Grand Island、 NY、 USA)を 次 に 添 加 し 、 そ し て 混 合 物 を 70℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 次 に 、 各 試 料 を 2本 の チ ュ ー ブ 、 cDNA反 応 チ ュ ー ブ と 陰 性 対 照 チ ュ ー ブ と に 均 等 に
分 割 し た 。 次 に 、 1× First-Strand Buffer(Life Technologies、 Grand Island、 NY、 USA)
、 0.01Mの DTT(Life Technologies、 Grand Island、 NY、 USA)お よ び 0.5mMの dNTPS(Promega
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、 Madison、 USA)を 含 有 す る マ ス タ ー ミ ッ ク ス を 、 cDNAお よ び RT-チ ュ ー ブ の 両 方 に 添 加 し
、 そ し て 25℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 42℃ で の 2分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
を 続 け た 。 200単 位 の Superscript II逆 転 写 酵 素 (Life Technologies、 Grand Island、 NY
、 USA)を 、 次 に 、 cDNAチ ュ ー ブ の み に 加 え 、 全 て の 試 料 を 42℃ で 50分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 Superscript IIは 、 70℃ で の 10分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 不 活 化 し た 。 次 に 、
cDNAお よ び RT-の 両 方 を 、 さ ら な る 分 析 の た め に 10倍 に 希 釈 し た 。 リ ア ル タ イ ム PCRは 1μ l
の 1:10に 希 釈 し た cDNAお よ び RT-と 共 に 、 総 容 量 25μ lで 、 三 重 で 行 な っ た 。 各 PCR反 応 は
、 1× PCRバ ッ フ ァ ー (Life Technologies、 Grand Island、 NY、 USA)、 3mMの MgCl 2 (Life Te
chnologies、 Grand Island、 NY、 USA)、 0.2mMの dNTPs(Promega、 Madison、 USA)、 0.3μ M
の 各 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 1単 位 の Platinum Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Life
 Technologies、 Grand Island、 NY、 USA)お よ び 1× SYBR Green(Molecular Probes、 Leide
n、 The Netherlands)で 構 成 さ れ た 。 PCRは 、 94℃ で 2分 間 、 そ の 後 94℃ で 30秒 間 、 60℃ で 3
0～ 45秒 間 、 72℃ で 45～ 60秒 間 を 35～ 40サ イ ク ル お よ び 80℃ で 15秒 間 (SYBR Green検 出 に つ
い て )、 ABI PRISM 5700検 出 シ ス テ ム (PE Applied Biosystems、 Foster City、 CA、 USA)で
行 な っ た 。 他 の ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 、 Wnt5aに つ い て の 54℃ 、 p27に つ い て の 57℃ 、 サ イ ク
リ ン D1に つ い て の 62℃ 、 サ イ ク リ ン D2に つ い て の 61℃ お よ び p57に つ い て の 65℃ を 含 め た
。 SYBR Greenシ グ ナ ル が 、 ユ ニ ー ク か つ 特 異 的 な ア ン プ リ コ ン に 一 致 す る こ と を 確 認 す る
た め に 、 各 ラ ン の 後 、 各 PCR産 物 に つ い て 融 解 曲 線 を 得 た 。 PCR産 物 の 特 異 性 は 、 シ ー ケ ン
シ ン グ に よ っ て 検 証 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 標 準 曲 線 は 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト の リ ア ル タ イ ム PCRラ ン ご と に 、 逆 転 写 さ れ た RNAま た は
各 プ ロ ー ブ の 対 象 と な る 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 3倍 連 続 希 釈 を 用 い て 作 成 し た 。 得 ら れ
た 標 準 曲 線 の プ ロ ッ ト を 、 次 に 、 Cts(所 定 の テ ン プ レ ー ト を 設 定 し た 蛍 光 閾 値 ま で 増 幅 す
る の に 必 要 な PCRサ イ ク ル 数 )を 、 所 定 の 試 料 の 最 初 の テ ン プ レ ー ト の 任 意 量 に 変 換 す る の
に 用 い た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 発 現 レ ベ ル は 、 各 試 料 の RT-値 を 対 応 す る RT+値 か ら 減 じ 、 そ し て こ の 数 値 を 、 各 試 料 に
つ い て 並 行 す る ア ッ セ イ で 得 た ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 18Sの 値 で 除 す こ と に よ り 得 た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 結 果 の 統 計 学 的 分 析 は 、 一 元 配 置 ANOVAで 行 な っ た 。 種 々 の 発 生 段 階 が 、 最 も 早 い 発 生
段 階 と 異 な っ た 特 定 の 時 点 を 、 有 意 な 相 互 作 用 が 生 じ た 場 合 に の み 同 定 す る た め に 、 フ ィ
ッ シ ャ ー の 制 約 付 最 小 有 意 差 (protected least significant difference)を 事 後 的 に 用 い
た 。 全 て の 試 験 に つ い て 、 有 意 性 は p<0.05の レ ベ ル と 仮 定 し た (*p<0.05; **p<0.001; ***
p<0.0001)。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 特 定 の 遺 伝 子 に つ い て の 各 ア ッ セ イ は 、 3重 で 、 2回 ま た は 3回 反 復 し た 。 18Sの ア ッ セ イ
は 、 各 試 料 に つ い て 、 ア ッ セ イ の 開 始 時 、 お よ び ア ッ セ イ の 途 中 に 1回 ま た は 2回 、 試 料 の
完 全 性 を 検 証 す る た め に 実 行 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー の 特 異 性 は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 の BLASTラ
ン (BLAST run)に よ り 決 定 し た 。 全 て の PCR産 物 は 、 ア ン プ リ コ ン の サ イ ズ を 検 証 す る た め
に ゲ ル に 流 し た 。 PCR産 物 の 特 異 性 は 、 無 作 為 試 料 中 の ア ン プ リ コ ン の シ ー ケ ン シ ン グ に
よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】

　 適 時 に 交 配 さ せ た (timed-mated)Sprague-Dawleyラ ッ ト か ら 得 た E13.5～ 14.5の 胚 か ら の
腹 側 中 脳 お よ び 大 脳 皮 質 を 切 除 し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 ポ リ -D-リ ジ ン で コ ー ト さ れ た 12ま
た は 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 規 定 無 血 清 培 地 (defined, serum-free medium)(イ ン ス リ ン (10
ng/ml)、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン (100μ g/ml)、 プ ト レ シ ン (100μ M)、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン (20nM)、
セ レ ン (30nM)、 グ ル コ ー ス (6mg/ml)、 お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (1mg/ml)を 含 有 す る F12
と DMEMと の 1:1混 合 物 か ら な る N2)中 、 最 終 密 度 1× 10 5 細 胞 /cm 2 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 精
製 し た 1型 ア ス ト ロ サ イ ト は 、 P1の ラ ッ ト の VMま た は CTXに 由 来 す る 混 合 グ リ ア 培 養 物 か ら
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、 標 準 的 な プ ロ ト コ ル (Wagnerら 、 1999)に し た が っ て 得 た 。 振 盪 し 、 12ウ ェ ル プ レ ー ト に
再 プ レ ー テ ィ ン グ し た 後 、 ア ス ト ロ サ イ ト を 15%ウ シ 胎 児 血 清 含 有 培 地 中 で コ ン フ ル エ ン
ト ま で 増 殖 さ せ 、 N2培 地 に 変 え 、 そ の と き に 新 鮮 に 切 除 し た VMま た は CTX細 胞 を 、 ア ス ト
ロ サ イ ト の 上 に 1× 10 5 細 胞 /cm 2 の 密 度 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 固 定 の 4～ 6時 間 前 に 添 加 し
た 5-ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (BrdU)を 除 き 、 全 て の 因 子 は 、 培 養 の 開 始 時 に 一 度 に 加 え た
。 培 養 物 は 、 加 湿 さ れ た 、 C0 2  5%、 空 気 95%の イ ン キ ュ ベ ー タ 内 で 37℃ に て 維 持 し 、 そ し
て 所 定 時 間 後 、 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 45分 間 、 免 疫 細 胞 化 学 分 析 の 前 に 固 定 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】

　 E13.5の ラ ッ ト 胚 か ら の 腹 側 中 脳 を 切 除 し 、 そ し て 一 緒 に プ ー ル し 、 N2無 血 清 培 地 に 再
懸 濁 し 、 機 械 的 に 解 離 し 、 そ し て 、 事 前 に ポ リ -D-リ ジ ン (Sigma、 Stockholm、 Sweden)で
コ ー ト し た 24ウ ェ ル プ レ ー ト (BD Bioscience、 Erembodegem、 Belgium)に 、 最 終 密 度 100～
125× 10 3 細 胞 /cm 2 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 細 胞 は 、 20ng/mlの FGF8b(R&D Systems、 Minnea
polis、 USA)お よ び 8μ g/mlの ヘ パ リ ン (Sigma、 Stockholm、 Sweden)の 存 在 下 で 増 殖 さ せ 、
そ し て 7～ 10日 後 に 、 高 い ス フ ェ ア 密 度 で 、 部 分 的 に 精 製 さ れ た 馴 化 培 地 、 お よ び タ ン パ
ク 質 125～ 250μ g/mlの Fz8CRDが 添 加 さ れ た N2に 再 プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア
は 、 そ の 後 5～ 7日 間 分 化 さ せ た 。 固 定 お よ び 免 疫 組 織 化 学 分 析 は 、 上 述 の と お り に 行 な っ
た 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 ヘ マ グ ル チ ニ ン タ グ 付 Wnt-1a、 3a、 ま た は 5aを 安 定 的 に 過 剰 発 現 す る B1A線 維 芽 細 胞 系 (
Shimizu H.、 1997)を 、 1OOμ g/mlの G-418が 添 加 さ れ た 標 準 的 な 完 全 培 地 (DMEM+10%FBS)中
で 増 殖 さ せ た 。 馴 化 培 地 の 回 収 の た め に 、 細 胞 を 完 全 倍 地 中 に 低 密 度 で 再 プ レ ー テ ィ ン グ
し 、 そ し て 50～ 70%コ ン フ ル エ ン ト に 到 達 さ せ 、 そ の 時 点 で 細 胞 を 洗 浄 し 、 培 地 を 無 血 清 N
2(1Oμ Mの 酪 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む )と 24時 間 置 換 し た 。 次 に 、 シ ス タ ー (sister)フ ラ ス コ か
ら の 馴 化 培 地 を 採 取 し 、 ロ ッ ト と し て プ ー ル し 、 -80℃ で 2カ 月 ま で の 間 保 存 し た 。 こ の 回
収 お よ び 保 存 の ル ー チ ン を 用 い た 場 合 、 新 鮮 な CMと 比 べ 活 性 の 喪 失 は 観 察 さ れ な か っ た 。
T1A CMは 、 培 地 を in vitroで 3日 後 に 回 収 す る こ と を 除 き 、 同 様 の 手 順 で 採 取 し た 。 濃 縮
の た め 、 CMの 個 々 の ロ ッ ト を 室 温 で 解 凍 し 、 80mlの ア リ コ ー ト に 分 割 し 、 Centricon-Plus
 80カ ラ ム (Millipore)に ロ ー デ ィ ン グ し 、 そ し て 製 造 者 の 指 示 に 従 い 、 遠 心 分 離 に よ り 濃
縮 し た 。 濃 縮 に 続 き 、 ア リ コ ー ト を 再 プ ー ル し 、 そ し て 、 タ ン パ ク 質 含 量 の 決 定 お よ び ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の た め の 試 料 を 取 っ て か ら 、 -80℃ で 凍 結 さ せ た 。 簡 単 に 述 べ る と
、 20μ gの タ ン パ ク 質 を 10%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ミ ニ ゲ ル に ロ ー デ ィ ン グ し 、 変 性 条 件 下 15
0Vで 約 30分 間 流 し た 。 PVDF膜 (Hybond P、 Amersham Pharmacia Biotech、 Uppsala、 Sweden
)へ の ド ラ イ エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト ト ラ ン ス フ ァ ー 、 お よ び ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 の 3%ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と X%の Triton-X100と か ら な る ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー (TBST)中 で の 30
分 間 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ブ ロ ッ ト を TBST中 1:1000に 希 釈 し た マ ウ ス 抗 ヘ マ グ
ル チ ニ ン (Babco)と 共 に 一 晩 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ ト を 、 TBST中 1:10
00に 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(Santa Cruz)と 共 に 、 室 温 で 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ ト を Amersham ECF試 薬 で 視 覚 化 し 、 そ し て 青 色 蛍 光 を Mo
lecular Devices Storm 840 phosphoimagerで 定 量 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 B1A線 維 芽 細 胞 系 を 、 mFz8CRD-IgG/pRK5お よ び pIRES puro 2(Clontech、 BD Bioscience
、 Erembodegem、 Belgium)プ ラ ス ミ ド で 、 Lipofectamine Plus試 薬 (Invitrogen、 Lidingo
、 Sweden)を 用 い 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐
性 (1μ g/ml Sigma、 Stockholm、 Sweden)に つ い て 選 択 し 、 ク ロ ー ン を 単 離 し 、 そ し て 増 殖
さ せ た 。 Fz8CRD 700xを 過 剰 発 現 す る ク ロ ー ン (リ ア ル タ イ ム RT-PCR分 析 )を 同 定 し た 。 Fz8
CRD馴 化 培 地 の 採 取 お よ び 部 分 精 製 を 上 述 の と お り に 行 な っ た 。 行 な っ た 全 て の ブ ロ ッ キ
ン グ 実 験 に お い て 、 Fz8CRDお よ び B1Aの 対 照 部 分 精 製 馴 化 培 地 を 、 125～ 250μ g/mlの 最 終
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濃 度 で 用 い た 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 固 定 し た 培 養 物 を 、 1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び 0.3%Triton-X100を 含 有 す る リ ン 酸 緩
衝 生 理 食 塩 水 (PBS)で 適 切 に 希 釈 し た 以 下 の 抗 体 の 1つ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た :マ ウ ス
抗 BrdU、 1:50(DAKO、 Denmark)、 マ ウ ス 抗 β チ ュ ー ブ リ ン 、 III型 (TuJ1)、 1:250(Sigma)、
マ ウ ス 抗 TH、 1:1000(Incstar、 USA)、 ウ サ ギ 抗 TH、 1:250(PelFreeze)、 ウ サ ギ 抗 Nurr1、 1
:2000(Dr. T. Perlmann、 Swedenか ら の 寄 贈 )、 ウ サ ギ 抗 Nurr1、 1:1000(Santa Cruz、 USA)
ま た は マ ウ ス 抗 Nurr1、 1:250(BD Transduction Laboratories、 USA)、 ウ サ ギ 抗 Adh2、 1:4
000(Dr. R. Lindahl、 South Carolinaか ら の 寄 贈 )。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 4℃ で 一 晩 か
、 ま た は 室 温 で 1時 間 行 な っ た 。 両 方 の 方 法 と も 同 様 の 結 果 を も た ら し た 。 洗 浄 後 、 培 養
物 を 1～ 3時 間 、 同 じ 希 釈 バ ッ フ ァ ー 中 の 適 切 な 2次 抗 体 (ビ オ チ ン 化 1:500; CY2-、 FITC-、
ま た は ロ ー ダ ミ ン 結 合 ウ マ 抗 マ ウ ス IgG 1:100;ま た は ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG 1:100;全 て Vector
、 USAか ら )と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 明 視 野 免 疫 染 色 は 、 Vector Laboratory ABC免 疫
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ キ ッ ト に よ り NovaRed(赤 )、 ま た は AEC(赤 )、 SGも し く は 3-3'ジ ア ミ ノ ベ
ン ジ ジ ン 四 塩 酸 塩 (DAB 0.5mg/ml)/塩 化 ニ ッ ケ ル (1.6mg/ml)(灰 /黒 )、 ま た は VIP(紫 )基 質
の い ず れ か を 用 い て 視 覚 化 し た 。 二 重 染 色 は 、 記 載 の と お り に 順 次 的 な 単 一 染 色 に よ り 行
な っ た 。 染 色 の 順 序 は 、 BrdU二 重 標 識 に つ い て の み 重 要 で あ り 、 こ の 場 合 、 BrdU手 技 は 常
に 2番 目 に 行 な っ た 。 用 い た 1次 ま た は 2次 抗 体 の い ず れ か を 欠 い た 対 照 実 験 は 、 用 い た 抗
体 ペ ア の 間 に 交 差 反 応 性 が わ ず か に あ る か 、 ま た は な い こ と を 示 し た 。 写 真 は Zeiss Axio
plan 100M顕 微 鏡 で 得 、 そ し て 浜 松 ホ ト ニ ク ス 社 製 カ メ ラ C4742-95(QED画 像 化 ソ フ ト 付 )に
集 め た 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 明 瞭 に 染 色 さ れ た 細 胞 の み を 陽 性 細 胞 と し て 計 数 し た 。 ス フ ェ ア は 、 こ れ ら が 1個 ま た
は そ れ 以 上 の 陽 性 細 胞 を 含 む 場 合 に 陽 性 と み な し た 。 個 々 の 細 胞 に つ い て の 定 量 的 免 疫 細
胞 化 学 の デ ー タ は 、 他 に 別 記 の な い 限 り 、 盲 検 化 さ れ た 観 察 者 に よ り 、 3～ 4回 の 独 立 し た
実 験 か ら の 、 条 件 あ た り そ れ ぞ れ 3～ 4ウ ェ ル に お け る 10～ 20の 重 複 し な い 視 野 (細 胞 )か ら
の 、 ま た は ウ ェ ル 全 体 に お け る (ク ラ ス タ ー )得 ら れ た 計 測 数 の 平 均 値 お よ び 標 準 誤 差 を 表
す 。 各 変 数 に つ い て 、 初 期 の 統 計 学 的 比 較 は 、 用 量 、 時 点 、 処 置 お よ び /ま た は 領 域 の 、
複 数 の 要 因 に よ る グ ロ ー バ ル ANOVA(global ANOVA)に よ り 行 い 、 処 置 と 他 の 任 意 の 変 数 と
の 間 に 有 意 な 相 互 作 用 が 存 在 す る 場 合 は 、 デ ー タ を 、 別 個 の 時 間 、 用 量 ま た は 領 域 に さ ら
に 分 割 し た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 制 約 付 最 小 有 意 差 は 、 処 置 が 対 照 か ら (ま た は 相 互 に )異 な っ
た 特 定 の ポ イ ン ト を 、 要 因 で あ る 処 置 と 他 の 変 数 と の 間 に 有 意 な 相 互 作 用 が 生 じ た と き の
み 同 定 す る た め に 、 事 後 的 に 用 い た 。 全 て の 試 験 に つ い て の 有 意 性 は 、 p<0.05の レ ベ ル を
前 提 と し た 。 結 果 部 分 に お け る 表 示 を 簡 略 化 す る た め に 、 個 々 の 統 計 分 析 の 結 果 、 な ら び
に 行 な っ た 分 析 の 種 類 は 、 個 々 の 図 の 凡 例 中 に 表 示 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ８ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 Wntリ ガ ン ド が 発 生 中 の 中 脳 で 示 差 的 に 発 現 し て い る こ と を 示 す 。 図 1aは
、 Wnt-1が 腹 側 中 脳 お よ び 背 側 中 脳 で 高 レ ベ ル に 発 現 さ れ て い る が 、 Wnt-3aの 発 現 が 背 側
中 脳 で 、 お よ び Wnt-5aが 腹 側 中 脳 で 優 勢 で あ る こ と を 明 ら か に し た リ ア ル タ イ ム PCR分 析
の 結 果 を 示 す 。 図 1b、 図 1c、 図 1dお よ び 図 1eは 、 腹 側 中 脳 内 に お い て 、 Wnt-1(図 1d)お よ
び Wnt-5a発 現 (図 1e)の ド メ イ ン が 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 お よ び ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ
ー ロ ン を 標 識 す る Nurr1(図 1c)お よ び チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)(図 1b)の も の と 合 致
す る こ と を 示 し た in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 示 す 。 図 1fは 、 出 生 後 1日 の 腹
側 中 脳 (VM)か ら 単 離 し た 1型 ア ス ト ロ サ イ ト が 、 背 側 中 脳 (DM)ま た は 大 脳 皮 質 (CC)よ り も
有 意 に 高 い レ ベ ル の Wnt-5a mRNAを 発 現 す る こ と を 実 証 す る in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 結 果 を 示 す 。 各 脳 領 域 に つ い て 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 事 後 検 定 を 用 い た 一 元 配 置 ANOVAに
よ り E10.5に 対 し て 比 較 し た 場 合 、 *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001で あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ラ ッ ト の E14.5の 腹 側 中 脳 (VM)培 養 物 に お い て 、 Wnt-1お よ び Wnt-5aは 、
ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ (図 2a、 図 2bお よ び 図 2c)、 ド ー パ ミ ン 作 動 性
ニ ュ ー ロ ン (図 2eお よ び 図 2f)を 含 む ク ラ ス タ ー を 増 殖 さ せ た が 、 Wnt-3aは こ れ ら を し な か
っ た こ と を 示 す 。 図 2aお よ び 図 2eは 用 量 依 存 性 を 示 し 、 図 2bお よ び 図 2fは 経 時 変 化 分 析 を
示 し 、 そ し て 図 2cは Wntリ ガ ン ド の 効 果 の 、 対 照 (N2)、 グ リ ア 細 胞 系 由 来 神 経 栄 養 因 子 (GD
NF)、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 2お よ び 8(FGF-2お よ び -8)、 VM1型 ア ス ト ロ サ イ ト (T1A)お よ び 対
照 精 製 培 地 (control purified media)(CP)と の 比 較 を 示 す 。 結 果 は 、 部 分 的 に 精 製 さ れ た
Wntは 、 活 性 が あ り 、 安 定 で あ り 、 お よ び 培 養 中 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 の 増
加 に 関 し て 、 VM T1Aと 同 程 度 に 有 効 で あ り 得 る こ と を 示 し て い る 。 図 2bお よ び c:フ ィ ッ シ
ャ ー の 事 後 検 定 を 用 い た 一 元 配 置 ANOVAに よ り N2お よ び CPと 比 較 し た 場 合 、 そ れ ぞ れ *、 **
p<0.01で あ る 。 図 2e:フ ィ ッ シ ャ ー の 事 後 検 定 を 用 い た 一 元 配 置 ANOVAに よ り CPと 比 較 し た
場 合 、 *p<0.01で あ る 。 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)の 免 疫 染 色 培 養 物 は 、 Wnt-1お よ び
Wnt-5aが 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ク ラ ス タ ー の 外 部 ま た は 内 部 で の ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ
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ン の 数 の 極 め て 劇 的 な 増 加 を 誘 導 す る こ と を 示 し た 。 視 野 は 3.14mm<SUP>2で あ り 、 ウ ェ ル
は 4cm 2 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 Wnt-1が 前 駆 体 の 増 殖 お よ び ニ ュ ー ロ ン の 総 数 を 増 大 さ せ た が 、 Wnt-5aと
は 異 な り 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 獲 得 し た ド ー パ ミ ン 作 動 性 前 駆 体 の 比 率 は 増 大 さ せ
な か っ た こ と を 示 す 。 図 3aは 、 Wnt-1は 、 サ イ ク リ ン D1の mRNAの 発 現 を 増 大 さ せ た が 、 Wnt
-5aは そ れ を し な か っ た こ と を 示 す 。 図 3bは 、 Wnt-1お よ び Wnt-3aが 、 BrdUを 取 り 込 ん だ Nu
rr1免 疫 染 色 細 胞 の 比 率 の 3倍 の 増 加 を 誘 導 し た が 、 Wnt-5aお よ び 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト ロ
サ イ ト (VM T1A)か ら の 馴 化 培 地 は 、 Nurr1+細 胞 に お け る BrdUの 取 り 込 み を よ り 少 な い 程 度
で 増 加 さ せ た こ と を 示 す 。 図 3dは 、 Wnt-1お よ び Wnt-3aが 、 Tuj1陽 性 ニ ュ ー ロ ン を 含 む 増
殖 性 ク ラ ス タ ー の 数 を 増 大 さ せ た こ と を 示 す 。 図 3eは 、 ニ ュ ー ロ ン を 含 む 増 殖 性 ク ラ ス タ
ー に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 比 率 は 、 Wnt-1処 置 の 後 で は 変 化 せ ず 、 Wnt-3a
に よ り 減 少 し 、 Wnt-5aお よ び VM T1Aで の 処 置 に よ り 増 大 し た こ と を 示 す 。 図 3fは 、 Wnt-1
の み が 、 増 殖 性 ク ラ ス タ ー 外 の 個 々 の TuJ1陽 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ た こ と を 示 す 。
図 3gは 、 ク ラ ス タ ー 外 の ニ ュ ー ロ ン 数 の 増 加 に も か か わ ら ず 、 Wnt-1は 、 ド ー パ ミ ン 作 動
性 ニ ュ ー ロ ン の 比 率 を 増 大 さ せ な か っ た こ と を 示 す 。 一 方 、 Tuj1陽 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 を 変
化 さ せ な か っ た 処 置 は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 比 率 を 減 少 (Wnt-3a)、 ま た は 増 大
さ せ た (Wnt-5aま た は VM T1A)。 フ ィ ッ シ ャ ー の 事 後 検 定 を 用 い た 一 元 配 置 ANOVAに よ り 対
照 精 製 培 地 (CP)と 比 較 し た 場 合 、 *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 Wnt-5aが 、 Nurr1+細 胞 に お い て ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 誘 導 す る の に
最 も 有 効 な 因 子 で あ る こ と を 示 す 。 図 4aは 、 Wnt-5aま た は VM T1A処 置 が 、 ド ー パ ミ ン 作 動
性 表 現 型 を 獲 得 し た VMに お け る Nurr1発 現 細 胞 の 比 率 を 、 対 照 条 件 に お け る 50%か ら 90%に
増 大 さ せ た こ と を 明 ら か に し た 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)と Nurr1と の 二 重 免 疫 組
織 化 学 の 結 果 を 示 す 。 一 方 、 増 殖 を 誘 導 す る の に 最 も 効 果 的 な 2因 子 、 Wnt-1お よ び Wnt-3a
は 、 Wnt-5aよ り 有 効 で は な い か (Wnt-1)、 ま た は ド ー パ ミ ン 作 動 性 細 胞 の 比 率 を 50%か ら 30
%に 減 少 さ せ さ え し た (Wnt-3a)。 図 4bは 、 同 様 に 、 Wnt-5aお よ び VM T1Aが 、 Nurr1を 発 現 し
た E13.5の 皮 質 前 駆 体 培 養 物 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 の 獲 得 を 促 進 す る の に 最 も
効 果 的 な 処 置 で あ っ た こ と を 示 す 。 Wnt-1は Wnt-5aよ り は る か に 低 い 効 果 を 有 し 、 そ し て W
nt-3aま た は 皮 質 1型 ア ス ト ロ サ イ ト (CTX T1A)は 、 THを 発 現 す る Nurr1+細 胞 の 比 率 を 変 化
さ せ な か っ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 事 後 検 定 を 用 い た 一 元 配 置 ANOVAに よ り 対 照 精 製 培 地 (CP)
と 比 較 し た 場 合 、 *p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 Wntシ グ ナ ル 伝 達 が ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 に 必 要 で あ る こ と
を 説 明 す る 。 図 5aは 、 FGF8で 増 殖 さ せ た E13.5の VMニ ュ ー ロ ス フ ェ ア が 、 5～ 7日 で グ リ ア
お よ び ニ ュ ー ロ ン 系 統 に 分 化 し 、 ス フ ェ ア の 12%に ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 生 じ さ
せ た こ と を 示 す 。 こ れ に 対 し 、 培 養 培 地 へ の Fz8 CRDの 添 加 は 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー
ロ ン を 含 む ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア の 数 を 、 対 照 (CM=CP)に 比 べ 減 少 さ せ た 。 同 様 に 、 E14.5の VM
前 駆 体 培 養 物 の Fz8 CRD過 剰 発 現 線 維 芽 細 胞 か ら の 馴 化 培 地 に よ る 処 置 (図 5b、 図 5cお よ び
図 5d)は 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 発 現 を 獲 得 し た Nurr1免 疫 反 応 性 細 胞 の 比 率 を 、 対
照 条 件 に て (CM、 図 5b)、 ま た は 腹 側 中 脳 の 1型 ア ス ト ロ サ イ ト か ら の 馴 化 培 地 (VM T1A、 図
5c)も し く は Wnt-5a(図 5d)に よ る 処 置 の 後 に 減 少 さ せ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 事 後 検 定 を 用 い
た 一 元 配 置 ANOVAに よ り 対 照 (N2)ま た は 馴 化 培 地 (CM)と 比 較 し た 場 合 、 *p<0.05; ***p<0.0
001で あ り 、 VM T1Aま た は Wnt-5aと 比 較 し た 場 合 、 #p<0.05; ###p<0.0001で あ る 。 図 5fは
、 Wnt-1、 -3aお よ び -5aが 、 VMド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 を 調 節 す る メ カ ニ ズ ム
の モ デ ル で あ る 。 Wnt1は 、 恐 ら く 中 脳 -終 脳 の オ ー ガ ナ イ ザ ー に 由 来 し 、 Nurr1発 現 前 駆 体
の 増 殖 を 制 御 し 、 そ し て 、 VMニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ る 。 Wnt-5aは 、 VMア ス ト ロ サ イ ト
に よ っ て 発 現 さ れ 、 Nurr1発 現 前 駆 体 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 の 誘 導 を 調 節 す る
こ と に よ り VMド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 を 特 異 的 に 増 加 さ せ る 。 最 後 に 、 Wnt-3aは
、 主 に 背 側 中 脳 で 発 現 さ れ 、 Nurr1発 現 前 駆 体 の 増 殖 お よ び /ま た は 自 己 再 生 を 増 進 さ せ 、
そ し て ド ー パ ミ ン 作 動 性 表 現 型 を 獲 得 す る ニ ュ ー ロ ン の 比 率 を 減 少 さ せ た 。 疑 問 符 は 、 Wn
t-1お よ び Wnt-3aの 正 確 な 細 胞 供 給 源 が 不 明 で あ る こ と を 示 す 。 矢 印 の 大 き さ は 効 果 の 強
度 に 相 関 す る こ と に 留 意 さ れ た い 。
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【 図 ６ 】 図 6は 、 Wntが ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 発 生 を 、 前 駆 体 の 増 殖 お よ び DA表 現
型 の 獲 得 を 調 節 す る こ と に よ り 、 示 差 的 に 制 御 す る こ と を 示 す 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCRで 評
価 し た と こ ろ 、 Wnt-5aは 、 in vitroで 3日 目 に 、 Ptx3の mRNA(A)お よ び c-ret(B)の 発 現 を ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し 、 GFRα 1(C)お よ び NCAM(D)の 発 現 を 維 持 し た が 、 Wnt-1は こ れ ら
を し な か っ た 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 Wnt-1が サ イ ク リ ン D1お よ び 細 胞 周 期 イ ン ヒ ビ タ ー p27お よ び p57の 発 現 を
調 節 し 、 VM前 駆 体 の 増 殖 を 増 大 さ せ 、 そ し て THニ ュ ー ロ ン の 数 を 特 異 的 に 増 加 さ せ る こ と
を 示 す 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCRは 、 in vitroで 3日 目 に 、 Wnt-1は 、 サ イ ク リ ン D3の mRNAの 発
現 を 増 加 さ せ (A)お よ び 細 胞 周 期 イ ン ヒ ビ タ ー p27(B)お よ び p57(C)の 発 現 を 減 少 さ せ た が
、 Wnt-5aが こ れ ら を し な か っ た こ と を 示 し た 。 Dに 示 す よ う に 、 Wnt-1お よ び Wnt-3aは 、 in
 vitroで 3日 目 に 、 VM前 駆 体 の 増 殖 を 増 大 さ せ た が 、 Wnt-5aは こ れ を し な か っ た 。 Eに 示 す
よ う に 、 Wnt遮 断 試 薬 で あ る 部 分 的 に 精 製 さ れ た Fz8-CRDの 増 大 す る 単 位 は 、 in vitroで 3
日 後 、 VM培 養 物 に お け る TH+ニ ュ ー ロ ン の 数 を 用 量 依 存 的 に 減 少 さ せ た が 、 こ れ は 内 因 性 W
ntが DAの 発 生 に 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。 Fに 示 す よ う に 、 Wnt-1に よ る TH+ニ ュ ー ロ
ン の 数 の 増 加 は 、 Fz8-CRDに よ り 部 分 的 に ブ ロ ッ ク さ れ た が 、 こ れ は 、 Wntの 効 果 が 特 異 的
で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 統 計 学 :フ ィ ッ シ ャ ー の 事 後 検 定 を 用 い た 一 元 配 置 ANOVAに よ
り 対 照 と 比 較 し た 場 合 、 ・ p<0.05;*p<0.01;**p<0.001;***p<0.0001で あ り 、 そ し て Wnt処
置 の み と 比 較 し た 場 合 、 ###p<O.0001で あ る (n=3～ 5、 Fz8-CRDに つ い て は 例 外 的 に 、 n=2～
3)。 濃 度 :10単 位 /μ lの Wntま た は CP、 お よ び 5単 位 /μ lの Fz8-CRD。 視 野 は 3.14mm<SUP>2で
あ る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 発 生 中 の 中 脳 に お け る Wntの 発 現 を 示 す 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCR分 析 は 、 Wn
t-2(8a)、 Wnt-4(8b)、 Wnt-7a(8c)、 お よ び Wnt-7b(8d)の 転 写 産 物 が 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ
ュ ー ロ ン 誕 生 時 の 腹 側 中 脳 領 域 で 優 勢 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 発 生 中 の CNSに お け る Wntの 発 現 を 示 す 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCR分 析 は 、 Wnt
-3(9A)、 Wnt-6(9B)、 Wnt-1Ob(9C)、 Wnt-11(9D)、 お よ び Wnt-16(9E)の 発 現 が 、 背 側 中 脳 領
域 お よ び CNSの そ の 他 の 領 域 に 、 よ り 特 異 的 で あ る こ と を 示 し た 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 Wnt-2お よ び Wnt-7aが 、 ラ ッ ト の E14.5の 腹 側 部 前 駆 体 培 養 物 に お け る
ド ー パ ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 数 を 増 加 さ せ た こ と を 示 す 。 Wnt-2お よ び Wnt-7aに よ る 処
置 は 、 培 養 物 (10A)お よ び Nurr1発 現 前 駆 体 (10B)に お け る チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 陽 性
ニ ュ ー ロ ン の 総 数 を 両 方 と も 増 加 さ せ た 。 Wnt-7aは 、 腹 側 部 前 駆 体 の 増 殖 を 増 大 さ せ た が
(10C)、 Wnt-2に よ る 処 置 は 、 初 代 培 養 物 に お け る BrdUの 取 り 込 み 量 の 減 少 を も た ら し た (1
0C)。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 細 胞 周 期 レ ギ ュ レ ー タ ー へ の Wntの 種 々 の 効 果 を 示 す 。 Wnt-7aは 、 サ
イ ク リ ン D1の mRNAを 増 加 さ せ た が 、 cdkイ ン ヒ ビ タ ー p27お よ び p57を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン し た (11A、 11Dお よ び 11E)。 Wnt-2に よ る 処 置 で は 、 サ イ ク リ ン D2の 発 現 の 増 加 と 共 に
、 p27お よ び p57の mRNAの 増 加 が 観 察 さ れ た (11B、 11Dお よ び 11E)。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

(49) JP 2006-509497 A 2006.3.23



【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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