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(57)【要約】
本明細書で提供されるのは、非神経細胞をニューロンに
再プログラミングする方法である。本開示の態様は、細
胞再プログラミング剤を使用して、非神経細胞をニュー
ロンに変換するためにPTBの発現または活性を抑制する
ことに関する。また、in vivoで非神経細胞を機能性ニ
ューロンに再プログラミングすることによって神経変性
疾患を治療する方法も本明細書で提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト非神経細胞を成熟ニューロンに再プログラミングする方法であって、ヒト成人線維
芽細胞で発現されるレベルよりも高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現するヒト非神経細
胞を提供すること、及び前記細胞を、前記ヒト非神経細胞におけるPTBの発現または活性
を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物と接触させ、それによって、前記ヒト非神
経細胞を成熟ニューロンに再プログラミングすることを含む、方法。
【請求項２】
　前記ヒト非神経細胞が、ヒト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも少なくとも2倍
高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ヒト非神経細胞が、ヒト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも少なくとも10倍
高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ヒト非神経細胞が、ヒト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも高いレベルでmi
R-9及びBrn2を発現する、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　ヒトグリア細胞を成熟ニューロンに再プログラミングする方法であって、再プログラム
される前記ヒトグリア細胞を提供すること、及び前記ヒトグリア細胞を、前記ヒトグリア
細胞におけるPTBの発現または活性を少なくとも１日間抑制する細胞プログラミング剤を
含む組成物と接触させ、それによって、前記ヒトグリア細胞を成熟ニューロンに再プログ
ラミングすることを含む、方法。
【請求項６】
　前記ヒトグリア細胞が、星状細胞、希突起膠細胞、上衣細胞、シュワン細胞、ミクログ
リア、及び衛星細胞からなる群から選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記ヒトグリア細胞が、GFAP（グリア線維性酸性タンパク質）またはALDH1L1（アルデ
ヒドデヒドロゲナーゼ１ファミリーメンバーL1）に対して陽性である、請求項５または６
に記載の方法。
【請求項８】
　星状細胞を成熟ニューロンに再プログラミングする方法であって、再プログラムされる
前記星状細胞を提供すること、及び前記星状細胞を、前記星状細胞におけるPTBの発現ま
たは活性を少なくとも１日間抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物と接触させ、そ
れによって、前記星状細胞を成熟ニューロンに再プログラミングすることを含む、方法。
【請求項９】
　前記星状細胞が、マウス星状細胞である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記方法が、複数のマウス星状細胞を再プログラムし、前記マウス星状細胞の少なくと
も60％が、Tuj1陽性である成熟ニューロンに変換される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記方法が、複数のマウス星状細胞を再プログラムし、前記マウス星状細胞の少なくと
も40％が、Map2陽性である成熟ニューロンに変換される、請求項９または１０に記載の方
法。
【請求項１２】
　前記星状細胞が、ヒト星状細胞である、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記方法が、複数のヒト星状細胞を再プログラムし、前記ヒト星状細胞の少なくとも40
％、少なくとも60％、または少なくとも80％が、Tuj1陽性である成熟ニューロンに変換さ
れる、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
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　前記方法が、複数のヒト星状細胞を再プログラムし、前記ヒト星状細胞の少なくとも20
％、少なくとも40％、または少なくとも60％が、Map2陽性である成熟ニューロンに変換さ
れる、請求項１２または１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記組成物が、PTBの発現または活性を特異的に抑制する単一の細胞プログラミング剤
を含む、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　ヒトの非神経細胞を成熟ニューロンに再プログラミングする方法であって、再プログラ
ムされる前記ヒト非神経細胞を提供すること、及び前記ヒト非神経細胞を、前記ヒト非神
経細胞におけるPTBの発現または活性を少なくとも3日間抑制する単一の細胞プログラミン
グ剤を含む組成物と接触させ、それによって、前記ヒト非神経細胞を成熟ニューロンに再
プログラミングすることを含む、方法。
【請求項１７】
　ヒトの非神経細胞を再プログラミングする方法であって、再プログラムされる前記ヒト
非神経細胞を提供すること、及び前記ヒト非神経細胞を、前記ヒト非神経細胞におけるPT
Bの発現または活性の減少、及びPTBの前記発現または活性が減少した後のnPTBの発現また
は活性の減少をもたらす単一の細胞プログラミング剤を含む組成物と接触させることを含
む、方法。
【請求項１８】
　PTBの発現または活性が抑制されるにつれて、初期nPTB発現レベルが、高いnPTB発現レ
ベルに増加する、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　PTBの発現または活性が抑制された後、nPTB発現が、前記高いnPTB発現レベルから、前
記初期nPTB発現レベルよりも高い、低いnPTB発現レベルに減少する、請求項１８に記載の
方法。
【請求項２０】
　前記ヒト非神経細胞が、ヒト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも高いレベルでmi
R-9またはBrn2を発現する、請求項１６～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ヒト非神経細胞が、ヒト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも高いレベルでmi
R-9及びBrn2を発現する、請求項１６～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記方法が、複数の前記ヒトの非神経細胞、前記ヒトグリア細胞、または前記星状細胞
を再プログラムし、前記ヒトの非神経細胞、前記ヒトグリア細胞、または前記星状細胞の
少なくとも40％が、NeuN（神経核抗原）、Map2（微小管関連タンパク質2）、NSE（ニュー
ロン特異的エノラーゼ）、160 kDaニューロフィラメント培地、200kDaニューロフィラメ
ントヘビー、PDS-95（シナプス後肥厚タンパク質95）、シナプシンI、シナプトフィジン
、GAD67（グルタミン酸デカルボキシラーゼ67）、GAD65（グルタミン酸デカルボキシラー
ゼ67）、パルブアルブミン、DARPP32（ドーパミン及びcAMP調節ニューロンリンタンパク
質32）、vGLUT1（小胞性グルタミン酸トランスポーター1）、vGLUT2（小胞性グルタメー
トトランスポーター2）、アセチルコリン、及びTH（チロシンヒドロキシラーゼ）ならな
る群から選択される1つまたは複数のニューロンマーカーの発現を特徴とする、成熟ニュ
ーロンに再プログラムされる、請求項１～２１のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記方法が、複数の前記ヒトの非神経細胞、前記ヒトグリア細胞、または前記星状細胞
を再プログラムし、前記ヒトの非神経細胞、前記ヒトグリア細胞、または前記星状細胞の
少なくとも20％が、それらの活動電位、シナプス結合、シナプス前神経伝達物質の生合成
、及び/またはシナプス後応答を確立する能力を特徴とする機能性ニューロンに再プログ
ラムされる、請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
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　前記細胞プログラミング剤が、抗PTB阻害剤である、請求項１～２３のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項２５】
　前記抗PTB阻害剤が、抗PTBアンチセンスオリゴヌクレオチドである、請求項２４に記載
の方法。
【請求項２６】
　前記抗PTB阻害剤が、抗PTB shRNA、抗PTB miRNA、抗PTBアンチセンスオリゴヌクレオチ
ド、抗PTB抗体、PTBの小分子阻害剤、ドミナントネガティブPTB変異体、及びポリピリミ
ジントラクトを含むスポンジポリリボヌクレオチドからなる群から選択される、請求項２
４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記細胞プログラミング剤が、前記PTBの発現または活性を少なくとも5日間抑制する、
請求項１～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記細胞プログラミング剤が、前記PTBの発現または活性を少なくとも10日間抑制する
、請求項１～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記細胞プログラミング剤が、前記PTBの発現または活性を少なくとも15日間抑制する
、請求項１～２６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ヒト非神経細胞、前記ヒトグリア細胞、または前記星状細胞が、培地中で培養され
る、請求項１～２９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記培地が、ALK5の阻害剤、GSK3bの阻害剤、PKAの活性剤、及びそれらの任意の組み合
わせからなる群から選択される薬剤を含む、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記ALK5の阻害剤が、SB431542を含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記GSK3bの阻害剤が、CHIR99021を含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記PKAの活性剤が、ジブチリルアデノシン3',5'-サイクリックモノホスフェート(Db-c
AMP)を含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３５】
　前記細胞プログラミング剤が、レンチウイルスベクターで送達される、請求項３０～３
４に記載のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３６】
　In vivoで機能性ニューロンを生成する方法であって、前記中脳の星状細胞におけるPTB
の発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物を被験者の脳に投与し、
前記星状細胞が前記機能性ニューロンに再プログラムすることを可能にすることを含む、
方法。
【請求項３７】
　In vivoで機能性ニューロンを生成する方法であって、前記中脳の非神経細胞におけるP
TBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物を被験者の中脳に投与
し、前記非神経細胞が前記機能性ニューロンに再プログラムすることを可能にすることを
含む、方法。
【請求項３８】
　In vivoでドーパミン作動性ニューロンを生成する方法であって、前記脳の非神経細胞
におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物を被験者の
脳に投与し、前記非神経細胞が前記ドーパミン作動性ニューロンに再プログラムすること
を可能にすることを含む、方法。
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【請求項３９】
　前記ドーパミン作動性ニューロンが、チロシンヒドロキシラーゼ（TH）、ドーパミン輸
送体（DAT）、小胞モノアミン輸送体2（VMAT2）、エングレイルド（engrailed）ホメオボ
ックス1（En1）、FoxA2、及び／またはLIMホメオボックス転写因子１アルファ（Lmxla）
を発現する、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記方法が、前記脳内の複数の非神経細胞を再プログラムし、前記非神経細胞の少なく
とも10％がドーパミン作動性ニューロンに変換される、請求項３８または３９に記載の方
法。
【請求項４１】
　前記方法が、前記脳内の複数の非神経細胞を再プログラムし、前記非神経細胞の少なく
とも30％がドーパミン作動性ニューロンに変換される、請求項３８～４０のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項４２】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンの軸索終末が、前記被験
者の線条体に到達する、請求項３７～４１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４３】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンの軸索終末が、前記被験
者の尾状被殻、側坐核、中隔核、または嗅結節に到達する、請求項３７～４２のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項４４】
　前記細胞プログラミング剤が、前記被験者の実質的な黒質に投与される、請求項３７～
４３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４５】
　前記被験者が、ヒトである、請求項３６～４４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記被験者が、非ヒト動物である、請求項３６～４４に記載の方法。
【請求項４７】
　In vivoで機能性ニューロンを生成する方法であって、前記脳内の非神経細胞におけるP
TBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤をヒト被験者の脳に投与すること、
及び前記非神経細胞が前記機能性ニューロンに再プログラムすることを可能にすることを
含む、方法。
【請求項４８】
　前記非神経細胞が、グリア細胞である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記グリア細胞が、星状細胞である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記細胞プログラミング剤が、前記ヒト被験者の中脳、皮質、または線条体に投与され
る、請求項４７～４９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５１】
　前記細胞プログラミング剤が、前記ヒト被験者の実質的な黒質に投与される、請求項４
７～５０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５２】
　前記機能性ニューロンが、ドーパミン作動性ニューロンである、請求項４７～５１のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項５３】
　前記機能性ニューロンが、チロシンヒドロキシラーゼ（TH）、ドーパミン輸送体（DAT
）、小胞モノアミン輸送体2（VMAT2）、エングレイルド（engrailed）ホメオボックス1（
En1）、FoxA2、及び／またはLIMホメオボックス転写因子１アルファ（Lmxla）を発現する
、請求項４７～５２のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項５４】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンが、シナプス前神経伝達
物質の生合成を示す、請求項３６～５３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５５】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンが、前記脳内の既存のニ
ューロン回路に統合されている、請求項３６～５４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５６】
　前記方法が、前記脳内の複数の前記非神経細胞または前記星状細胞を再プログラムし、
前記非神経細胞または前記星状細胞の少なくとも30％が、ニューロン核抗原（NeuN）、微
小管関連タンパク質2（Map2）、ニューロン特異的エノラーゼ（NSE）、160 kDaニューロ
フィラメント培地、200kDaニューロフィラメントヘビー、シナプス後肥厚タンパク質95（
PDS-95）、シナプシンI、シナプトフィジン、グルタミン酸デカルボキシラーゼ67（GAD67
）、グルタミン酸デカルボキシラーゼ67（GAD65）、
パルブアルブミン、ドーパミン及びcAMPによって調節される神経細胞リンタンパク質32（
DARPP32）、小胞性グルタミン酸トランスポーター1（vGLUT1）、小胞グルタミン酸トラン
スポーター2（vGLUT2）、アセチルコリン、及びチロシンヒドロキシラーゼ（TH）からな
る群から選択される１つまたは複数のニューロンマーカーの発現を特徴とする成熟ニュー
ロンに再プログラムされる、請求項３６～５５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５７】
　前記方法が、前記脳内の複数の前記非神経細胞または前記星状細胞を再プログラムし、
前記非神経細胞または前記星状細胞の少なくとも20％が、それらの活動電位、シナプス結
合、シナプス前神経伝達物質の生合成、及び/またはシナプス後応答を確立する能力を特
徴とする機能性ニューロンに再プログラムされる、請求項３６～５６のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項５８】
　前記細胞プログラミング剤が、抗PTBアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む、請求項
３６～５７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５９】
　前記細胞プログラミング剤が、抗PTB shRNA、抗PTB miRNA、抗PTBアンチセンスオリゴ
ヌクレオチド、抗PTB抗体、PTBの小分子阻害剤、ドミナントネガティブPTB変異体、ポリ
ピリミジントラクトを含むスポンジポリリボヌクレオチド、及びそれらの任意の組み合わ
せからなる群から選択される、請求項３６～５７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６０】
　前記細胞プログラミング剤が、前記PTBの発現または活性を少なくとも5日間抑制する、
請求項３６～５９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６１】
　前記細胞プログラミング剤が、前記PTBの発現または活性を少なくとも10日間抑制する
、請求項３６～６０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６２】
　前記細胞プログラミング剤が、前記PTBの発現または活性を少なくとも15日間抑制する
、請求項３６～６１のいずれか１項に記載の方5。
【請求項６３】
　前記細胞プログラミング剤が、AAVベクターで送達される、請求項３６～６２のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項６４】
　脳領域における機能性ニューロンの変性に関連する神経学的状態を治療する方法であっ
て、前記脳領域中の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミ
ング剤を含む組成物を、それを必要とする被験者の前記脳領域に投与し、前記非神経細胞
が機能性ニューロンに再プログラムすることを可能にし、それによって、前記脳領域にお
ける前記変性機能性ニューロンを補充することを含む、方法。
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【請求項６５】
　前記神経学的状態が、パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチントン病、統合失調
症、鬱病、及び薬物中毒からなる群から選択される、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　脳領域におけるドーパミン作動性ニューロンの変性に関連する神経学的状態を治療する
方法であって、前記脳領域中の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞
プログラミング剤を含む組成物を、それを必要とする被験者の前記脳領域に投与し、前記
非神経細胞がドーパミン作動性ニューロンに再プログラムすることを可能にし、それによ
って、前記脳領域における前記変性ドーパミン作動性ニューロンを補充することを含む、
方法。
【請求項６７】
　正常レベルと比較してドーパミンの量が減少した被験者においてドーパミン生合成を回
復させる方法であって、前記脳領域の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制す
る細胞プログラミング剤を含む組成物を前記被験者の脳領域に投与し、前記非神経細胞が
ドーパミン作動性ニューロンに再プログラムすることを可能にし、それによって、前記減
少したドーパミンの量の少なくとも50％を回復させることを含む、方法。
【請求項６８】
　前記非神経細胞が、グリア細胞である、請求項６４～６７のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項６９】
　前記非神経細胞が、星状細胞である、請求項６４～６８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７０】
　前記細胞プログラミング剤が、抗PTBアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む、請求項
６４～６９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７１】
　前記単一の細胞プログラミング剤が、抗PTB shRNA、抗PTB miRNA、抗PTBアンチセンス
オリゴヌクレオチド、抗PTB抗体、PTBの小分子阻害剤、ドミナントネガティブPTB変異体
、ポリピリミジントラクトを含むスポンジポリリボヌクレオチド、及びそれらの任意の組
み合わせからなる群から選択される、請求項６４～７０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７２】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンが、前記脳領域の既存の
ニューロン回路に統合されている、請求項６４～６７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７３】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンが、活動電位、シナプス
前神経伝達物質の生合成、及び／またはシナプス後応答を示す、請求項６４～７２のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項７４】
　前記細胞プログラミング剤が、前記被験者の中脳、皮質、または線条体に投与される、
請求項６４～７３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７５】
　前記細胞プログラミング剤が、前記被験者の実質的な黒質に投与される、請求項６４～
７４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７６】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンの軸索終末が、前記被験
者の線条体に到達する、請求項７４または７５に記載の方法。
【請求項７７】
　前記機能性ニューロンまたは前記ドーパミン作動性ニューロンの軸索終末が、前記被験
者の尾状被殻、側坐核、中隔核、または嗅結節に到達する、請求項６４～７６のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項７８】
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　前記神経学的状態が、パーキンソン病である、請求項６４～７７のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項７９】
　前記細胞プログラミング剤の前記投与が、パーキンソン病の１つまたは複数の症状を改
善する、請求項７８に記載の方法。
【請求項８０】
　前記パーキンソン病の１つまたは複数の症状が、振戦、こわばり、遅さ、平衡障害、歩
行のシャッフル、姿勢の不安定性、嗅覚機能障害、認知障害、鬱病、睡眠障害、自律神経
機能障害、痛み、及び倦怠感からなる群から選択される、請求項７９に記載の方法。
【請求項８１】
　前記細胞プログラミング剤が、標的細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するよう
に構成された細胞標的部分と接合されたアンチセンスオリゴヌクレオチドを含み、前記標
的細胞が、前記非神経細胞、前記グリア細胞、または前記星状細胞を含み、前記細胞標的
部分が、前記アンチセンスオリゴヌクレオチドを前記標的細胞に送達するように構成され
る、請求項１～８０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８２】
　前記細胞標的部分が、ペプチドを含む、請求項８１に記載の方法。
【請求項８３】
　前記細胞プログラミング剤が、配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも90％、
または100％同一である核酸配列を含む、請求項１～８２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８４】
　前記非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制することにより、哺乳動物の非神
経細胞を成熟ニューロンに再プログラムするのに有効な量の細胞プログラミング剤を含む
、医薬組成物。
【請求項８５】
1
　注射、吸入、非経口投与、静脈内投与、皮下投与、筋肉内投与、皮内投与、局所投与、
または経口投与のために製剤化された、請求項８４に記載の医薬組成物。
【請求項８６】
　非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成されたアンチセンスオ
リゴヌクレオチドを含む、注射可能な組成物。
【請求項８７】
　前記非神経細胞が、グリア細胞である、請求項８６に記載の組成物。
【請求項８８】
　前記グリア細胞が、星状細胞である、請求項８６に記載の組成物。
【請求項８９】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドが、配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも
90％、または100％同一である核酸配列を含む、請求項８６～８８のいずれか１項に記載
の組成物。
【請求項９０】
　非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成されたAAV-shRNA構築物
を含む、注射可能な組成物。
【請求項９１】
　前記非神経細胞が、グリア細胞である、請求項９０に記載の組成物。
【請求項９２】
　前記グリア細胞が、星状細胞である、請求項９１に記載の組成物。
【請求項９３】
　前記構築物が、配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも90％、または100％同
一である核酸配列を含む、請求項９０～９２のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９４】
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　非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成されたレンチウイルス-
shRNA構築物を含む、組成物。
【請求項９５】
　前記非神経細胞が、グリア細胞である、請求項９４に記載の組成物。
【請求項９６】
　前記グリア細胞が、星状細胞である、請求項９５に記載の組成物。
【請求項９７】
　前記構築物が、配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも90％、または100％同
一である核酸配列を含む、請求項９４～９６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９８】
　前記非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成された細胞標的部
分と接合したアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む、非神経細胞をニューロンに変換す
るための組成物であって、前記細胞標的部分が、前記アンチセンスオリゴヌクレオチドを
前記非神経細胞に送達するように構成される、組成物。
【請求項９９】
　前記細胞標的部分が、ペプチドを含む、請求項９８に記載の組成物。
【請求項１００】
　前記細胞標的部分が、前記非神経細胞を特異的に標的化するように特異的に構成される
、請求項９８または９９に記載の組成物。
【請求項１０１】
　前記非神経細胞が、グリア細胞、成体初代線維芽細胞、胚性線維芽細胞、上皮細胞、メ
ラノサイト、ケラチノサイト、脂肪細胞、血液細胞、骨髄間質細胞、ランゲルハンス細胞
、筋肉細胞、直腸細胞、及び軟骨細胞からなる群から選択される、請求項９８～１００の
いずれか１項に記載の組成物。
【請求項１０２】
　前記非神経細胞が、神経膠芽細胞腫細胞、ヘラ細胞株、NT2細胞株、ARPE19細胞株、及
びN2A細胞株からなる群から選択される細胞株に由来する、請求項９８～１００のいずれ
か１項に記載の組成物。
【請求項１０３】
　前記非神経細胞が、グリア細胞である、請求項９８～１００のいずれか１項に記載の組
成物。
【請求項１０４】
　前記グリア細胞が、星状細胞、希突起膠細胞、上衣細胞、シュワン細胞、NG2細胞、及
び衛星細胞からなる群から選択される、請求項１０３に記載の組成物。
【請求項１０５】
　前記グリア細胞が、星状細胞である、請求項１０３に記載の組成物。
【請求項１０６】
　脳領域における機能性ニューロンの変性に関連する神経学的状態を治療するための、請
求項９８～１０５のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１０７】
　前記神経学的状態が、パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチントン病、統合失調
症、鬱病、及び薬物中毒からなる群から選択される、請求項１０６に記載の組成物。
【請求項１０８】
　前記神経学的状態が、パーキンソン病である、請求項１０６に記載の組成物。。
【請求項１０９】
　脳領域に再プログラムされたニューロンを含む、動物であって、前記再プログラムされ
たニューロンが、請求項１～６２に記載の方法のいずれか１つによって作製される、動物
。
【請求項１１０】
　前記動物が、哺乳動物である、請求項１０９に記載の動物。
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【請求項１１１】
　前記動物が、ヒトである、請求項１１０に記載の動物。
【請求項１１２】
　前記動物が、マウスである、請求項１１０に記載の動物。
【請求項１１３】
　前記再プログラムされたニューロンを含む、請求項１０９～１１１のいずれか１項に記
載の前記動物の脳組織。
【請求項１１４】
　請求項１～３５に記載の方法のいずれか１つによって作製された、再プログラムされた
ニューロン。
【請求項１１５】
　星状細胞を、ポリピリミジントラクト結合（PTB）タンパク質の発現を阻害する阻害性
核酸分子と接触させることにより、星状細胞を神経細胞に変換することによって生成され
る神経細胞。
【請求項１１６】
　神経変性疾患または障害を治療する方法であって、神経変性疾患または障害を有する被
験者の星状細胞を、PTBの発現を阻害する阻害性核酸と接触させ、それによって、星状細
胞をニューロンに分化させ、前記神経変性疾患または障害を治療することを含む、方法。
【請求項１１７】
　前記阻害性核酸が、前記神経変性疾患または障害に関連する被験者の脳の中枢神経系に
おける部位に送達される、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１１８】
　前記被験者が、哺乳動物である、請求項１１６に記載の方法。
【請求項１１９】
　前記哺乳動物が、ヒトである、請求項１１８に記載の方法。
【請求項１２０】
　前記神経変性疾患または障害が、虚血性及び出血性脳卒中、脊髄損傷、脳損傷、ハンチ
ントン病、アルツハイマー病、パーキンソン病、統合失調症、自閉症、運動失調症、筋萎
縮性側索硬化症、ルーゲーリック病、ライム病、髄膜炎、片頭痛、運動ニューロン疾患、
神経障害、痛み、脳損傷、脳機能障害、脊髄障害、末梢神経系障害、頭蓋神経障害、自律
神経系障害、てんかん等の発作障害、パーキンソン病、睡眠障害、頭痛、腰痛、首の痛み
、神経障害性疼痛等の運動障害、アルツハイマー病、めまいとめまい、昏迷と昏睡、頭部
外傷、脳卒中、神経系の腫瘍等のせん妄と認知症、多発性硬化症及びその他の脱髄性疾患
、脳または脊髄の感染症、及びプリオン病からなる群から選択される、請求項１１６に記
載の方法。
【請求項１２１】
　神経変性疾患または障害を治療または阻害する活性について薬物または化合物をスクリ
ーニングする方法であって、前記神経変性疾患または障害を有する被験者から星状細胞を
取得し、前記星状細胞を、PTB発現を阻害する阻害性核酸と接触させ、前記神経細胞を前
記薬物または化合物と接触させることによって、前記星状細胞を神経細胞に分化し、前記
薬物または化合物が前記神経変性疾患または障害の疾患マーカーの発現を阻害するかどう
かを決定することを含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本願は、米国特許法第35条第119項に基づいて、2018年4月11日に出願された仮出願シリ
アル番号62/656,322及び2018年8月14日に出願された仮出願シリアル番号62/718,774の優
先権を主張し、それらの開示は参照により本明細書に組み込まれる。
【政府のライセンス権】
【０００２】
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　本発明は、国立衛生研究所により授与された認可番号5R01GM052872及び5R01HG004659の
政府援助を受けて行われた。政府は本発明に一定の権利を有する。
【技術分野】
【０００３】
　本開示は、非神経細胞を神経細胞に分化するための方法及び組成物、ならびに神経変性
疾患または障害を治療するための方法に関する。
【配列表の参照による組み込み】
【０００４】
　「Sequence_ST25.txt」と題する配列表が本願に付随している。これは、2019年4月11日
に作成され、1,595バイトのデータを有し、IBM-PCのMS-Windows OSでフォーマットされた
ものである。該配列表は、あらゆる目的のためにその全体が参照により本明細書に組み込
まれる。
【背景】
【０００５】
　再生医療は、細胞喪失の障害に対処するための大きな期待を持っている。1つのアプロ
ーチは細胞置換を採用し、別のアプローチは細胞の分化転換を利用する。細胞置換は、造
血障害の治療において目覚ましい成功を収めている。しかし、他の疾患では、このアプロ
ーチは限られた有効性を示しているか、免疫反応及び/または腫瘍形成を引き起こすリス
クに関連している。対照的に、分化転換は、内因性細胞の既存の細胞可塑性を利用して新
しい細胞型を生成することができる。課題は、培養だけでなく、より重要なことに、in v
ivoのネイティブコンテキストで細胞をある細胞型から別の細胞型に変換するための効率
的な戦略を特定することである。
【概要】
【０００６】
　本開示は、星状細胞を、ポリピリミジントラクト結合（PTB）タンパク質の発現を阻害
する阻害性核酸分子と接触させることにより星状細胞を神経細胞に変換することによって
生成される神経細胞を提供する。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記神経細胞
はin vitroで生成される。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記神経細胞はin v
ivoで生成される。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記阻害性核酸分子は、RNA
i分子である。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記RNAi分子はshRNAである。一
実施形態またはさらなる実施形態では、前記阻害性核酸分子はアンチセンス分子である。
一実施形態またはさらなる実施形態では、前記阻害性核酸分子は、ウイルスまたはウイル
スベクター内にある。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記ウイルスまたはウイ
ルスベクターは、アデノウイルス、AAV、レトロウイルス、またはレンチウイルスである
。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記星状細胞はヒト星状細胞である。
【０００７】
　本開示は、神経変性疾患または障害を治療する方法を提供する。これは、神経変性疾患
または障害を有する被験者の星状細胞をPTBの発現を阻害する阻害性核酸と接触させ、そ
れによって星状細胞をニューロンに分化させ、神経変性疾患または障害を治療することを
含む。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記阻害性核酸は、神経変性疾患または
障害に関連する被験者の脳の中枢神経系の部位に送達される。一実施形態またはさらなる
実施形態では、前記被験者は哺乳動物である。一実施形態またはさらなる実施形態では、
前記哺乳動物はヒトである。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記神経変性疾患
または障害は、虚血性及び出血性脳卒中、脊髄損傷、脳損傷、ハンチントン病、アルツハ
イマー病、パーキンソン病、統合失調症、自閉症、運動失調、筋萎縮性側索硬化症、ルー
ゲーリック病、ライム病、髄膜炎、片頭痛、運動ニューロン疾患、神経障害、痛み、脳損
傷、脳機能障害、脊髄障害、末梢神経系障害、頭蓋神経障害、自律神経系障害、てんかん
等の発作障害、パーキンソン病等の運動障害、睡眠障害、頭痛、腰痛、首の痛み、神経障
害性疼痛、アルツハイマー病、めまいと回転性めまい、昏迷と昏睡、頭の怪我、脳卒中、
神経系の腫瘍、多発性硬化症及びその他の脱髄性疾患、脳または脊髄の感染症、プリオン
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病等のせん妄や認知症からなる群より選択される。
【０００８】
　また本開示は、神経変性疾患または障害を有する被験者を治療する方法を提供する。こ
れは、星状細胞をニューロンに分化させ、ニューロンを神経変性の部位で被験者に移植す
ることを含む。ここで、前記星状細胞は、PTBの発現を阻害することによってニューロン
に変換される。一実施形態またはさらなる実施形態では、前記星状細胞は、神経変性疾患
または障害の部位で被験者から得られ、ex vivoで分化される。
【０００９】
　また本開示は、神経変性疾患の治療または阻害における活性を有する、薬物または化合
物をスクリーニングする方法を提供する。これは、神経変性疾患を有する被験者から星状
細胞を取得し、星状細胞を、PTB発現を阻害する阻害性核酸と接触させることによって星
状細胞を神経細胞に分化させ、神経細胞を薬物または化合物と接触させ、薬物または化合
物が神経変性疾患または障害の疾患マーカーの発現を阻害するかどうかを測定することを
含む。
【００１０】
　一実施形態またはさらなる実施形態では、前記阻害性核酸は、配列番号1または2と少な
くとも80～100％同一であり、及び／またはTがUである配列を含む。
【００１１】
　本開示はまた、アンチセンス分子を提供する。該アンチセンス分子は、配列番号2と少
なくとも98％同一であり、PTB発現を阻害し、及び／またはTがUである配列を含む。
【００１２】
　本開示はまた、ベクターを提供する。該ベクターは、配列番号1または2に記載の配列、
または前記配列と少なくとも80～99％同一であり、及び/またはTが前記配列（例えば、DN
AまたはRNA）においてUである配列を含み、PTB発現を阻害する。
【００１３】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、ヒト非神経細胞を成熟ニューロンに
再プログラミングする方法である。いくつかの実施形態では、該方法は、ヒト成人線維芽
細胞で発現されるレベルよりも高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現するヒト非神経細胞
を提供し、該細胞を、ヒト非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プロ
グラミング剤を含む組成物と接触させ、それにより、ヒト非神経細胞を成熟ニューロンに
再プログラミングすることを含む。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、前記ヒト非神経細胞は、miR-9またはBrn2を、ヒトの成人線
維芽細胞で発現するレベルの少なくとも2倍のレベルで発現する。いくつかの実施形態で
は、前記ヒト非神経細胞は、ヒト成人線維芽細胞において発現されるレベルよりも少なく
とも10倍高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現する。いくつかの実施形態では、前記ヒト
非神経細胞は、ヒト成人線維芽細胞において発現されるレベルよりも高いレベルでmiR-9
及びBrn2を発現する。
【００１５】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、ヒトグリア細胞を成熟ニューロンに
再プログラミングする方法である。該方法は、再プログラムされるヒトグリア細胞を提供
し、ヒトグリア細胞を、ヒトグリア細胞におけるPTBの発現または活性を少なくとも1日間
抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物と接触させ、それにより、ヒトグリア細胞を
成熟ニューロンに再プログラミングすることを含む。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、前記ヒトグリア細胞は、星状細胞、希突起膠細胞、上衣細胞
、シュワン細胞、ミクログリア、及び衛星細胞からなる群から選択される。いくつかの実
施形態では、前記ヒトグリア細胞は、GFAP（グリア線維性酸性タンパク質）またはALDH1L
1（アルデヒドデヒドロゲナーゼ1ファミリーメンバーL1）に対して陽性である。
【００１７】
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　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、星状細胞を成熟ニューロンに再プロ
グラミングする方法である。該方法は、再プログラムされる星状細胞を提供し、星状細胞
を、星状細胞におけるPTBの発現または活性を少なくとも１日間抑制する細胞プログラミ
ング剤を含む組成物と接触させ、それにより、星状細胞を成熟ニューロンに再プログラミ
ングすることを含む。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、前記星状細胞は、マウス星状細胞である。いくつかの実施形
態では、該方法は、複数のマウス星状細胞を再プログラムし、該マウス星状細胞の少なく
とも60％が、Tuj1陽性の成熟ニューロンに変換される。いくつかの実施形態では、該方法
は、複数のマウス星状細胞を再プログラムし、該マウス星状細胞の少なくとも40％が、Ma
p2陽性の成熟ニューロンに変換される。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、前記星状細胞は、ヒト星状細胞である。いくつかの実施形態
では、該方法は、複数のヒト星状細胞を再プログラムし、該ヒト星状細胞の少なくとも40
％、少なくとも60％、または少なくとも80％が、Tuj1陽性の成熟ニューロンに変換される
。いくつかの実施形態では、該方法は、複数のヒト星状細胞を再プログラムし、該ヒト星
状細胞の少なくとも20％、少なくとも40％、または少なくとも60％が、Map2陽性の成熟ニ
ューロンに変換される。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、前記組成物は、PTBの発現または活性を特異的に抑制する単
一の細胞プログラミング剤を含む。
【００２１】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、ヒト非神経細胞を成熟ニューロンに
再プログラミングする方法である。該方法は、再プログラムされるヒト非神経細胞を提供
し、ヒト非神経細胞を、ヒト非神経細胞におけるPTBの発現または活性を少なくとも3日間
抑制する単一の細胞プログラミング剤を含む組成物と接触させ、それにより、ヒト非神経
細胞を成熟ニューロンに再プログラミングすることを含む。
【００２２】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、ヒト非神経細胞を再プログラミング
する方法である。該方法は、再プログラムされるヒト非神経細胞を提供し、ヒト非神経細
胞をヒト非神経細胞におけるPTBの発現または活性を低下し、PTBの発現または活性が低下
した後のnPTBの発現または活性を低下する単一細胞プログラミング剤を含む組成物と接触
させることを含む。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、初期のnPTB発現レベルは、PTBの発現または活性が抑制され
るにつれて、高いnPTB発現レベルに増加する。いくつかの実施形態では、nPTB発現は、PT
Bの発現または活性が抑制された後、高いnPTB発現レベルから、初期のnPTB発現レベルよ
りも高い、低いnPTB発現レベルに減少する。いくつかの実施形態では、前記ヒト非神経細
胞は、ヒト成人線維芽細胞において発現されるレベルよりも高いレベルでmiR-9またはBrn
2を発現する。いくつかの実施形態では、前記ヒト非神経細胞は、ヒト成人線維芽細胞に
おいて発現されるレベルよりも高いレベルでmiR-9及びBrn2を発現する。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、該方法は、複数のヒト非神経細胞、ヒトグリア細胞、または
星状細胞を再プログラムする。ここで、ヒト非神経細胞、ヒトグリア細胞、または星状細
胞の少なくとも40％が、NeuN（神経核抗原）、Map2（微小管関連タンパク質2）、NSE（ニ
ューロン特異的エノラーゼ）、160 kDaニューロフィラメント培地、200kDaニューロフィ
ラメントヘビー、PDS-95（シナプス後肥厚タンパク質95）、シナプシンI、シナプトフィ
ジン、GAD67（グルタミン酸デカルボキシラーゼ67）、GAD65（グルタミン酸デカルボキシ
ラーゼ67）、パルブアルブミン、DARPP32（ドーパミン及びcAMP調節ニューロンリンタン
パク質32）、vGLUT1（小胞グルタミン酸トランスポーター1）、vGLUT2（小胞グルタメー
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トトランスポーター1）、アセチルコリン、及びTH（チロシンヒドロキシラーゼ）からな
る群から選択された1つまたは複数のニューロンマーカーの発現を特徴とする成熟ニュー
ロンに再プログラムされる。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、該方法は、複数のヒト非神経細胞、ヒトグリア細胞、または
星状細胞を再プログラムする。ここで、ヒト非神経細胞、ヒトグリア細胞、または星状細
胞の少なくとも20％は、活動電位、シナプス結合、シナプス前神経伝達物質放出、及び/
またはシナプス後応答を確立する能力を特徴とする機能性ニューロンに再プログラムされ
る。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、抗PTB阻害剤である。いくつ
かの実施形態では、前記抗PTB阻害剤は、抗PTBアンチセンスオリゴヌクレオチドである。
いくつかの実施形態では、前記抗PTB阻害剤は、抗PTB shRNA、抗PTB miRNA、抗PTBアンチ
センスオリゴヌクレオチド、抗PTB抗体、PTBの小分子阻害剤、ドミナントネガティブPTB
変異体、及びポリピリミジントラクトを含むスポンジポリリボヌクレオチドからなる群か
ら選択される。
【００２７】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、PTBの発現または活性を少な
くとも5日間抑制する。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、PTBの発
現または活性を少なくとも10日間抑制する。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラ
ミング剤は、PTBの発現または活性を少なくとも15日間抑制する。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、前記ヒト非神経細胞、ヒトグリア細胞、または星状細胞は、
培地中で培養される。いくつかの実施形態では、該培地は、ALK5の阻害剤、GSK3bの阻害
剤、PKAの活性化因子、及びそれらの任意の組み合わせからなる群から選択される薬剤を
含む。いくつかの実施形態では、前記活性化因子ALK5は、SB431542を含む。いくつかの実
施形態では、前記阻害剤GSK3bは、CHIR99021を含む。いくつかの実施形態では、前記PKA
の活性化因子は、ジブチリルアデノシン3',5'-サイクリックモノホスフェート（Db-cAMP
）を含む。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、レンチウイルスベク
ターで送達される。
【００２９】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、in vivoで機能性ニューロンを生成
する方法である。該方法は、脳内の星状細胞におけるPTBの発現または活性を抑制し、星
状細胞が機能性ニューロンに再プログラミングできるようにする細胞プログラミング剤を
含む組成物を被験者の脳に投与することを含む。
【００３０】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、in vivoで機能性ニューロンを生成
する方法である。該方法は、中脳の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制し、
非神経細胞が機能性ニューロンに再プログラミングできるようにする細胞プログラミング
剤を含む組成物を被験者の中脳に投与することを含む。
【００３１】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、in vivoでドーパミン作動性ニュー
ロンを生成する方法である。該方法は、脳内の非神経細胞におけるPTBの発現または活性
を抑制し、非神経細胞がドーパミン作動性ニューロンに再プログラミングできるようにす
る細胞プログラミング剤を含む組成物を被験者の脳に投与することを含む。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、前記ドーパミン作動性ニューロンは、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/SLC6A3）、小胞モノアミントランスポー
ター2（VMAT2）、エングレイルド（engrailed）ホメオボックス1（En1）、FoxA2、及び/
またはLIMホメオボックス転写因子1アルファ（Lmx1a）を発現する。
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【００３３】
　いくつかの実施形態では、該方法は、脳内の複数の非神経細胞を再プログラムする。こ
こで、前記非神経細胞の少なくとも10％がドーパミン作動性ニューロンに変換される。い
くつかの実施形態では、該方法は、脳内の複数の非神経細胞を再プログラムする。ここで
、前記非神経細胞の少なくとも30％がドーパミン作動性ニューロンに変換される。
【００３４】
　いくつかの実施形態では、機能性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロンの軸索
終末は、被験者の線条体に到達する。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、被験者の黒質に投与される。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、前記被験者はヒトである。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、前記被験者は非ヒト動物である。
【００３８】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、in vivoで機能性ニューロンを生成
する方法である。該方法は、脳内の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制し、
非神経細胞が機能性ニューロンに再プログラミングできるようにする細胞プログラミング
剤をヒト被験者の脳に投与することを含む。
【００３９】
　いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、グリア細胞である。いくつかの実施形態
では、該グリア細胞は、星状細胞である。
【００４０】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、ヒト被験者の中脳、線条体、
または皮質に投与される。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、ヒト
被験者の黒質に投与される。
【００４１】
　いくつかの実施形態では、前記機能性ニューロンは、ドーパミン作動性ニューロンであ
る。いくつかの実施形態では、前記機能性ニューロンは、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）、小胞モノアミントランスポーター2（VMAT2）
、エングレイルド（engrailed）ホメオボックス1（En1）、フォークヘッドボックスA2（F
oxA2）、及び/またはLIMホメオボックス転写因子1アルファ（Lmx1a）を発現する。
【００４２】
　いくつかの実施形態では、前記機能性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロンは
、シナプス前神経伝達物質を示す。いくつかの実施形態では、前記機能性ニューロンまた
はドーパミン作動性ニューロンは、脳内の既存のニューロン回路に統合される。
【００４３】
　いくつかの実施形態では、該方法は、脳内の複数の非神経細胞または星状細胞を再プロ
グラムする。ここで、前記非神経細胞または星状細胞の少なくとも30％が、ニューロン核
抗原（NeuN）、微小管関連タンパク質2（Map2）、ニューロン特異的エノラーゼ（NSE）、
160 kDaニューロフィラメント培地、200kDaニューロフィラメントヘビー、シナプス後肥
厚タンパク質95（PDS-95）、シナプシンI、シナプトフィジン、グルタミン酸デカルボキ
シラーゼ67（GAD67）、グルタミン酸デカルボキシラーゼ67（GAD65）、パルブアルブミン
、ドーパミン及びcAMP調節ニューロンリン酸化タンパク質32（DARPP32）、小胞グルタミ
ン酸トランスポーター1（vGLUT1）、小胞グルタミン酸トランスポーター2（vGLUT2）、ア
セチルコリン、及びチロシンヒドロキシラーゼ（TH）からなる群から選択された1つまた
は複数のニューロンマーカーの発現を特徴とする成熟ニューロンに再プログラムされる。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、該方法は、脳内の複数の非神経細胞または星状細胞を再プロ
グラムする。ここで、非神経細胞または星状細胞の少なくとも20％が、活動電位、シナプ
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ス接続、シナプス前神経伝達物質、及び/またはシナプス後応答を確立する能力を特徴と
する機能性ニューロンに再プログラムされる。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、抗PTBアンチセンスオリゴヌ
クレオチドを含む。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、抗PTB shRN
A、抗PTB miRNA、抗PTBアンチセンスオリゴヌクレオチド、抗PTB抗体、PTBの小分子阻害
剤、ドミナントネガティブPTB変異体、ポリピリミジントラクトを含むスポンジポリリボ
ヌクレオチド、及びそれらの任意の組み合わせからなる群から選択される。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、PTBの発現または活性を少な
くとも5日間抑制する。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、PTBの発
現または活性を少なくとも10日間抑制する。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラ
ミング剤は、PTBの発現または活性を少なくとも15日間抑制する。いくつかの実施形態で
は、前記細胞プログラミング剤は、AAVベクターで送達される。
【００４７】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、脳領域の機能性ニューロンの変性に
関連する神経学的状態を治療する方法。該方法は、脳領域の非神経細胞におけるPTBの発
現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物を、それを必要とする被験者
の脳領域に投与すること、及び非神経細胞が機能性ニューロンに再プログラムすることを
可能にし、それによって脳領域の変性した機能性ニューロンを補充することを含む。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、前記神経学的状態は、パーキンソン病、アルツハイマー病、
ハンチントン病、統合失調症、鬱病、及び薬物中毒からなる群から選択される。
【００４９】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、脳領域におけるドーパミン作動性ニ
ューロンの変性に関連する神経学的状態を治療する方法である。該方法は、必要とする被
験者の脳領域に、脳領域の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プロ
グラミング剤を含む組成物を投与すること、及び非神経細胞がドーパミン作動性ニューロ
ンに再プログラムすることを可能にし、それによって脳領域の変性したドーパミン作動性
ニューロンを補充することを含む。
【００５０】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、正常レベルと比較してドーパミンの
量が減少した被験者のドーパミン生合成を回復する方法である。該方法は、被験者の脳領
域に、脳領域の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング
剤を含む組成物を投与すること、及び非神経細胞がドーパミン作動性ニューロンに再プロ
グラムすることを可能にし、それによって、減少した量のドーパミンの少なくとも50％を
回復させることを含む。
【００５１】
　いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、グリア細胞である。いくつかの実施形態
では、前記非神経細胞は、星状細胞である。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、抗PTBアンチセンスオリゴヌ
クレオチドを含む。いくつかの実施形態では、前記単一の細胞プログラミング剤は、抗PT
B shRNA、抗PTB miRNA、抗PTBアンチセンスオリゴヌクレオチド、抗PTB抗体、PTBの小分
子阻害剤、ドミナントネガティブPTB変異体、ポリピリミジントラクトを含むスポンジポ
リリボヌクレオチド、及びそれらの任意の組み合わせからなる群から選択される。
【００５３】
　いくつかの実施形態では、前記機能性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロンは
、脳領域の既存のニューロン回路に統合されている。
【００５４】
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　いくつかの実施形態では、前記機能性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロンは
、活動電位、シナプス前神経伝達物質、及び／またはシナプス後応答を示す。
【００５５】
　いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、被験者の中脳、線条体、また
は皮質に投与される。いくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、被験者の
黒質に投与される。
【００５６】
　いくつかの実施形態では、前記機能性ニューロンまたはドーパミン作動性ニューロンの
軸索終末は、被験者の線条体に到達する。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、前記神経学的疾患は、パーキンソン病である。いくつかの実
施形態では、前記細胞プログラミング剤の投与は、パーキンソン病の１つまたは複数の症
状を改善する。いくつかの実施形態では、パーキンソン病の1つまたは複数の症状は、振
戦、こわばり、遅さ、平衡障害、歩行のシャッフル、姿勢の不安定性、嗅覚機能障害、認
知障害、鬱病、睡眠障害、自律神経機能障害、痛み、及び倦怠感からなる群から選択され
る。
【００５８】
　本明細書で提供される方法のいくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤は、標的
細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成される細胞標的化部分と結合し
たアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態では、前記細胞標的化部
分は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを標的細胞に送達するように構成される。いくつ
かの実施形態では、前記標的細胞は、非神経細胞、グリア細胞、または星状細胞を含む。
いくつかの実施形態では、前記細胞標的部分は、ポリペプチドを含む。
【００５９】
　本明細書で提供される方法のいくつかの実施形態では、前記細胞プログラミング剤は、
配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも90％、または100％同一である核酸配列
を含む。
【００６０】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、医薬組成物である。これは、非神経
細胞におけるPTBの発現または活性を抑制することによって、哺乳動物の非神経細胞を成
熟ニューロンに再プログラムするのに有効な量の細胞プログラミング剤を含む。
【００６１】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、医薬組成物である。これは、注射、
吸入、非経口投与、静脈内投与、皮下投与、筋肉内投与、皮内投与、局所投与、または経
口投与のために処方される。
【００６２】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、注射可能な組成物である。これは、
非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成されたアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、グリア細胞である
。いくつかの実施形態では、前記グリア細胞は、星状細胞である。いくつかの実施形態で
は、前記アンチセンスオリゴヌクレオチドは、配列番号1または2と少なくとも80％、少な
くとも90％、または100％同一である核酸配列を含む。
【００６３】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、組成物である。これは、非神経細胞
におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成されたレンチウイルス－shRNA構築物
を含む。いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、グリア細胞である。いくつかの実
施形態では、前記グリア細胞は、星状細胞である。いくつかの実施形態では、前記構築物
は、配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも90％、または100％同一である核酸
配列を含む。
【００６４】
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　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、注射可能な組成物である。これは、
非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するように構成されたAAV-shRNA構築物を
含む。いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、グリア細胞である。いくつかの実施
形態では、前記グリア細胞は、星状細胞である。いくつかの実施形態では、前記構築物は
、配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも90％、または100％同一である核酸配
列を含む。
【００６５】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、非神経細胞をニューロンに変換する
ための組成物である。これは、非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制するよう
に構成された細胞標的化部分と結合したアンチセンスオリゴヌクレオチドを含む。ここで
、前記細胞標的化部分は、アンチセンスオリゴヌクレオチドを非神経細胞に送達するよう
に構成される。
【００６６】
　いくつかの実施形態では、前記細胞標的化部分は、ポリペプチドを含む。いくつかの実
施形態では、前記細胞標的化部分は、非神経細胞を特異的に標的化するように特異的に構
成される。いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、グリア細胞、成体初代線維芽細
胞、胚性線維芽細胞、上皮細胞、メラノサイト、ケラチノサイト、脂肪細胞、血球、骨髄
間質細胞、ランゲルハンス細胞、筋細胞、直腸細胞、及び軟骨細胞からなる群から選択さ
れる。いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、神経膠芽細胞腫細胞、ヘラ細胞株、
NT2細胞株、ARPE19細胞株、及びN2A細胞株からなる群から選択される細胞株に由来する。
いくつかの実施形態では、前記非神経細胞は、グリア細胞である。いくつかの実施形態で
は、前記グリア細胞は、星状細胞、希突起膠細胞、上衣細胞、シュワン細胞、NG2細胞、
及び衛星細胞からなる群から選択される。いくつかの実施形態では、前記グリア細胞は、
星状細胞である。いくつかの実施形態では、前記組成物は、脳領域における機能性ニュー
ロンの変性に関連する神経学的状態を治療するためのものである。いくつかの実施形態で
は、前記神経学的状態は、パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチントン病、統合失
調症、鬱病、及び薬物中毒からなる群から選択される。いくつかの実施形態では、前記神
経学的状態は、パーキンソン病である。いくつかの実施形態では、前記アンチセンスオリ
ゴヌクレオチドは、配列番号1または2と少なくとも80％、少なくとも90％、または100％
同一である核酸配列を含む。
【００６７】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、脳領域に再プログラムされたニュー
ロンを含む動物であり、該再プログラムされたニューロンは、本明細書に開示される任意
の方法によって作製される。いくつかの実施形態では、前記動物は、哺乳動物である。い
くつかの実施形態では、前記動物は、ヒトである。いくつかの実施形態では、前記動物は
、げっ歯類である。いくつかの実施形態では、前記動物は、ブタである。
【００６８】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、本明細書に開示される任意の動物の
脳組織である。これは、前記再プログラムされたニューロンを含む。
【００６９】
　特定の実施形態では、本明細書に開示されるのは、再プログラムされたニューロンであ
る。これは、本明細書に開示される方法の１つによって作製された。
【図面の簡単な説明】
【００７０】
【図１】ニューロン誘導のためのPTBとニューロン成熟のためのnPTBによって制御される2
つの連続した調節ループの概略図である。
【００７１】
【図２Ａ－Ｆ】は、マウス星状細胞、マウス胚性線維芽細胞（MEF）及びマウスニューロ
ン（図2A、2C及び2E）、ならびにヒト星状細胞、ヒト成人線維芽細胞（HDF）及びヒトニ
ューロン（図2B、2D及び2F）におけるウエスタンブロットによるBrn2及びRT-qPCRによるm
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iR-124及びmiR-9の発現レベルを示す。統計結果は平均±SEMとして表される。**p<0.01、
***p<0.001、事後テューキー検定を使用したANOVAに基づく（n=3生物学的反復）。
【００７２】
【図３Ａ】は、HDF（左）、マウス（中央）、及びヒト星状細胞（右）におけるPTBのダウ
ンレギュレーションに応答したウエスタンブロットによるnPTBレベルの経時的分析を示す
。
【００７３】
【図３Ｂ】は、前記データの定量化を示す。
【００７４】
【図４】は、分離されたマウスとヒトの星状細胞の特性を示す。培養中のマウス及びヒト
の星状細胞の大部分は、神経細胞マーカー（Tuj1、NSE、NeuN、GAD67、VGluT1、TH）、オ
リゴデンドロサイトマーカー（オリゴデンドロサイト転写因子2、OLIG2）、ミクログリア
マーカー（CD11抗原様ファミリーメンバーB、CD11b）、NG2細胞マーカー（神経/グリア抗
原2、NG2）、神経前駆細胞マーカー（ネスチン）多能性マーカー（NANOG）及び線維芽細
胞マーカー（フィブロネクチン）のネガティブ染色によって示されるように、星状細胞マ
ーカー（GFAP及びALDH1L1）に対して免疫陽性であり、検出可能な他の細胞型はない。ス
ケールバー：30 um
【００７５】
【図５Ａ】は、マウス星状細胞からのPTBノックダウン誘導ニューロンが汎ニューロンマ
ーカーTuj1（赤）及びMAP2（緑）に対して免疫陽性であったことを示す。コントロールウ
イルス（shCtrl）に感染したマウス星状細胞は、同じ培養条件下でニューロンマーカーの
陽性染色を示さなかった。5つの生物学的反復に基づく正しい定量化。スケールバー：100
 um。
【００７６】
【図５Ｂ】は、成熟ニューロンのマーカー（NeuN、NSE）、及びグルタミン酸作動性ニュ
ーロン（VGlut1）、GABA作動性ニューロン（GAD67）、ドーパミン作動性ニューロン（TH
）のマーカーを含む異なるニューロンサブタイプのマーカーによる誘導ニューロンの特性
を示す。スケールバー：30 um。
【００７７】
【図５Ｃ】は、マウス星状細胞から変換されたニューロンのサブタイプの定量化を示す。
4つの生物学的反復からのデータである。
【００７８】
【図５Ｄ】は、マウス星状細胞から誘導されたニューロンの電気生理学的分析を示す。こ
れには、反復活動電位（左、調べた18個の細胞のうち12個が記録された活性を示した）と
電位依存性ナトリウム及びカリウムチャンネルの大電流（中央、調べた17個の細胞のうち
13個が記録された活動を示した）が示されている。ラット星状細胞との共培養後、自発的
なシナプス後電流も記録された（右、15個の検査された細胞のうち10個が記録された活性
を示した）。スケールバー：100 um。
【００７９】
【図５Ｅ】は、ヒト星状細胞におけるPTBノックダウンによるTuj1（赤）及びMAP2（緑）
の誘導発現を示す。右のパネルは、4つの生物学的反復からの定量化を示す。
【００８０】
【図５Ｆ】は、成熟ニューロンのマーカー（NeuN、NSE）及び異なる神経サブタイプのマ
ーカー（VGlut1、GAD67、及びTH）を発現するヒト星状細胞から誘導されたニューロンを
示す。スケールバー：40 um。
【００８１】
【図５Ｇ】は、ヒト星状細胞から変換されたニューロンのサブタイプの定量化を示す。5
つの生物学的反復からのデータである。
【００８２】
【図５Ｈ】は、ヒト星状細胞から誘導されたニューロンの電気生理学的分析を示す。これ
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には、反復活動電位（左、調べた11個の細胞のうち9個が記録された活性を示した）、電
位依存性ナトリウム及びカリウムチャンネルの電流（中央、調べた20個の細胞のうち17個
が記録された活性を示した）、及び自発的なシナプス後電流（右、調べた14個の細胞のう
ち13個が記録された活性を示した）が示されている。
【００８３】
【図５Ｉ】は、AAV-shPTBでニューロンに変換する前後のマウス皮質星状細胞でRT-qPCRに
よって測定されたSLC6A3（左）とFoxA2（右）の発現レベルを定量化したグラフを示す。
【００８４】
【図５Ｊ－Ｋ】は、DAT（J）及びVMAT2（K）の免疫染色を特徴とする誘導ドーパミン作動
性ニューロンの例示的な画像を示す。スケールバー：20 um。
【００８５】
【図５Ｌ】は、THと比較したDAP及びVMAT2を発現する変換されたニューロンの百分率の定
量化（3つの生物学的反復に基づく）を示す。
【００８６】
【図６Ａ．６Ｃ】は、PTBノックダウンによって誘発されたニューロン変換後にマウス（
図6A）及びヒト（図6C）の星状細胞で検出された自発的な興奮性及び抑制性シナプス後電
流をそれぞれ示す。これらはまた、興奮性（NBQX+APV）及び抑制性（PiTX）受容体に対す
る阻害剤によって順次ブロックされることが実証された。
【００８７】
【図６Ｂ．６Ｄ】は、模擬マウス（図6B）及びヒト星状細胞（図6D）が、活動電位（上）
、電位依存性チャンネルの電流（中央）、及びシナプス後イベント（下）等のニューロン
の電気生理学的特性をそれぞれ示さなかったことを示す。
【００８８】
【図６Ｅ】は、中脳由来の星状細胞からのshPTB変換Tuj1陽性ニューロンのTH染色を示す
。スケールバー：10 um。
【００８９】
【図６Ｆ】は、皮質と中脳に由来する星状細胞間のニューロン変換効率の比較を示す。こ
れには、Tuj1陽性ニューロンの割合が同様に高い（左）が、皮質由来の星状細胞と比較し
て、中脳由来の星状細胞から変換されたドーパミン作動性ニューロンの割合が大幅に高く
なっている(右)ことが示されている。3回の生物学的反復に基づく***p<0.001（スチュー
デントのt検定）。
【００９０】
【図６Ｇ】は、皮質及び中脳の星状細胞由来ニューロンにおける汎ニューロンマーカー（
Tuj1）及びドーパミン作動性ニューロンの2つの特異的マーカー（TH、VMAT2）の発現を示
すウエスタンブロットの結果を示す。
【００９１】
【図７Ａ－７Ｋ】は、マウス中脳におけるPTBのダウンレギュレーションによる星状細胞
の機能性ニューロンへの変換を例示する。（A）は、PTBに対するRFP及びshRNAが後に続く
停止シグナルを囲む2つのloxP部位を含むAAVベクターの設計の概略図である。（B）には
、空のベクターに感染した星状細胞がGFAP陽性染色を示すが、NeuN染色は示さなかった（
上のパネル）、対照的に、shPTB発現ベクターに感染した星状細胞のほとんどは感染後10
週間でNeuN陽性であった（下のパネル）ことが示されている。マウス3匹からの定量デー
タが右側に示される。スケールバー：30 um。（C）には、変換されたニューロンが、Tuj1
、MAP2、NSE、PSD95等の複数のニューロンマーカーに対して免疫陽性であったことが示さ
れている。スケールバー：10 um。（D）には、中脳の変換されたニューロンの主要な集団
がTHを発現したことが示されている。右のパネルは、変換されたドーパミン作動性ニュー
ロンのサブグループの定量化を示している。マウス3匹からのデータであった。スケール
バー：20 um。（E-G）は、異なる脳領域におけるin situ変換されたドーパミン作動性ニ
ューロンの特異性と効率を示唆する例示的な結果を示している。（E）及び（F）は、中脳
、線条体、及び皮質におけるshPTB誘導成熟ニューロン（NeuN）及びドーパミン作動性ニ
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ューロン（TH）の免疫染色画像を示している。矢印は、RFPとNeuN（A）またはTH（B）の
信号が重複しているいくつかの変換された神経細胞体を示している。スケールバー：30 u
m。（G）は、（E）と（F）における染色結果の定量化を示している。マウス3匹からのデ
ータであった。有意差は、事後テューキー検定を使用したANOVAのp値によって示される。
（H）は、変換されたニューロンの例示的なパッチクランプ記録を示している。パッチを
当てた細胞は、記録ピペットに充填されたニューロビオチン488によって標識された。パ
ッチ記録後の免疫染色は、追跡された細胞がTH陽性であることを示した。スケールバー：
20 um。（I-K）には、脳スライス上の変換されたニューロンの例が、電位依存性ナトリウ
ム及びカリウムチャンネルの電流（I、調べた12個の細胞のうち11個が記録された活性を
示した）、反復活動電位（J、調べた12個の細胞のうち9個が記録された活性を示した）、
及び自発的なシナプス後電流（K、調べた11個の細胞のうち9個が記録された活性を示した
）を示したことが示されている。
【００９２】
【図８Ａ－８Ｆ】は、マウス中脳における例示的なAAV-shPTB誘導ニューロン変換の特性
を示す。（A）は、注射されたWTマウスにおけるLoxP-Stop-LoxPAAV発現ユニットの検出で
きない漏出を示す。同じウイルス注射を受けたGFAP-Creトランスジェニックマウス（右）
と比較して、AAV-Empty及びAAV-shPTBウイルスの注射後の野生型マウスの中脳（左）では
RFP陽性細胞はめったに検出されなかった。スケールバー：150 um。（B）は、RFP陽性細
胞が中脳で徐々にニューロンに変換されたことを示す。RFPで標識されたNeuN陽性細胞の
割合は、AAV-shPTBの注射後3週間から10週間まで徐々に増加した。スケールバー：50 um
。（C）は、（B）のデータの定量化と、マウス3匹に基づいてそれぞれ示されていない他
のポイントを示す。（D）は、NG2細胞がRFP陽性細胞の周囲でめったに検出されなかった
のに対し（左のパネル）、NG2陽性細胞は一般にAAV-Empty形質導入中脳の同じスライスで
RFP陽性細胞に囲まれていなかったことを示す（右のパネル）。スケールバー：15 um。（
E）は、グルタミン酸作動性ニューロンマーカー（VGluT2）とGABA作動性ニューロンマー
カー（GAD65）の免疫染色を示し、変換されたニューロンの異なるサブタイプを示す。ス
ケールバー：20 um。（F）は、A9ドーパミン作動性ニューロンマーカーGirk2の免疫染色
を示す。矢印は、Girk2とRFP及びTHで染色された信号の共局在を示す。スケールバー：20
 um。
【００９３】
【図８Ｇ】は、A10ドーパミン作動性ニューロンマーカーであるカルビンジンの免疫染色
を示す。矢印は、カルビンジンとRFP及びTH信号の共局在を示す。星印は、カルビンジン
に対して陰性に染色された変換されたドーパミン作動性ニューロン（RFP及びTH陽性）を
示す。スケールバー：20 um。
【００９４】
【図８Ｈ】は、AAV-shPTBを注入した黒質の低倍率ビューを示す。該黒質は、該脳領域のR
FP陽性細胞と比較して、THで染色された新たに変換されたニューロンを監視するためのRF
Pも発現している。スケールバー：100 um。これらのデータは損傷を受けていない脳から
のものであり、多数の内因性TH陽性ドーパミン作動性ニューロン（緑色）を示している。
RFP陽性細胞は、黒質（破線で近似）内及び周辺領域で検出された。
【００９５】
【図８Ｉ】は、黒質におけるTH及びRFP陽性細胞体の増幅図を示す。RFPとTHの二重陽性細
胞体は、各パネルのメイン画像の右と下に添付されているzスタック画像の直交ビューに
よって強調表示される。矢印は、THとRFPの両方に陽性のニューロンプロセスを示す。ス
ケールバー：10 um。
【００９６】
【図８Ｊ】は、黒質と周辺領域の両方でRFPとTHの両方を発現する変換されたドーパミン
作動性ニューロンと比較した総RFP陽性細胞の定量化を示す。データはマウス3匹からのも
のである。
【００９７】
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【図９Ａ－９Ｉ】は、黒質から線条体への例示的なPTBノックダウン誘発ドーパミン作動
性ニューロンの投射の特徴を示す。（A）は、マウス中脳の例示的な変換ニューロンから
のRFP陽性線維の概要であり、背側から腹側までの3つの連続切片を示している。上の白い
矢印：中隔核;真ん中の黒い矢印：側坐核;下の黄色い矢印：嗅結節。（B）は、DAT（ドー
パミントランスポーター）、VMAT2（小胞モノアミントランスポーター2）、En1（エング
レイルドホメオボックス1）、Lmx1a（LIMホメオボックス転写因子1アルファ）等のドーパ
ミン作動性ニューロンのマーカーの変換細胞の染色を示す。スケールバー：20 um。（C）
は、黒質のTH及びRFP陽性細胞体を示す。矢印はRFPとTHの二重陽性細胞を示している。ス
ケールバー：30 um。（D）は、RFP陽性線維の線条体への投射を示す。これらの線維のい
くつかは、THに対しても陽性に染色された。スケールバー：20 um（左）;10 um（右）。
（E）は、以前にAAV-shPTBで処理されたマウスへの蛍光逆行性軸索追跡ビーズの線条体注
射のスキームを示す。（F）は、黒質のTH/RFP陽性細胞を逆行性ビーズで標識したことを
示す。矢印はビーズで標識された変換細胞を示し、矢印はビーズで標識された内因性ドー
パミン作動性ニューロンを指す（TH陽性、RFP陰性）。スケールバー：20 um。（G）は、R
FP陽性の投影によって神経支配された線条の低倍率のビューを示す。スケールバー：300 
um。挿入されたパネルは、異なる領域でのRFP陽性の投影の増幅されたビューを示す。CPu
：尾状核-被殻;NAc：側坐核;Sept：セプタム;OT：嗅結節。スケールバー：15 um。（H）
は、RFP陽性ファイバーの一部の画像がTHとの共染色を示し（矢印）、他のファイバーはT
H陰性（矢印）を示す。スケールバー：5 um。（I）は、野生型マウスの脳におけるAAV-sh
PTBの形質導入後の総RFP陽性線維及びRFP/TH-二重陽性線維の密度の定量化を示す。デー
タはマウス3匹からの画像に基づいている。
【００９８】
【図１０】は、パーキンソン病のマウスモデルの構築を示す。上のパネルは、マウスの実
質的な黒質への6-OHDAの注射と、それに続くマウスの脳の固定及び染色のタイムラインを
示す。下の蛍光画像は、6-OHDA注射を受けていないマウスの線条体（左）と6-OHDA注射を
受けたマウスの線条体（右）の免疫染色結果を示す。左と右の画像を比較すると、6-OHDA
注射後、TH陽性線維束が失われ、病変線維束に沿ってGFAP陽性星状細胞が増加しているこ
とが分かる。
【００９９】
【図１１Ａ－１１Ｅ】は、化学的に誘発されたマウスPDモデルにおける黒質線条体経路の
再構築とPD表現型の救済を例示する。（A）は、黒質（SN）の6-OHDA誘発病変と、それに
続くAAV-PTBによる再プログラミング及び行動分析の実験スケジュールの概略図である。
（B）は、中脳の6-OHDA誘発病変（上、スケールバー：500 um）及び線条体のTH染色線維
束（下、スケールバー：500 um）におけるTH陽性細胞体の片側喪失の誘発を示す。（D）
は、GFAP陽性星状細胞の集団が損傷した黒質で劇的に増加したことを示す。スケールバー
：50 um。（D）は、コントロール（上）と6-OHDA損傷ニグラ（中央）の比較を示し、AAV-
shPTB（下）による変換されたドーパミン作動性ニューロン（黄色、矢印）の増加を示し
、星は内因性ドーパミン作動性ニューロン（緑）を示す。スケールバー：50 um。（E）は
、線条体の再生されたRFP及びTH陽性線維の例示的な画像を示す。スケールバー：50 um（
上）; 10 um（下）。
【０１００】
【図１１Ｆ－１１Ｊ】は、shPTB変換ニューロンが黒質の失われたドーパミン作動性ニュ
ーロンのかなりの部分を補充したことを示す例示的な結果を示す。（F）は、THで染色さ
れた損傷を受けていない黒質の低倍率像を示す。スケールバー：80 um。（G）は、6-OHDA
で損傷を受け、AAV-shPTBで形質導入されたニグラを示す。スケールバー：80 um。6-OHDA
で損傷したが空のウイルスベクターで処理したニグラは、損傷したが未処理のニグラ間で
同一に見えた（図示せず）。（H）は、黒質でTHを共発現しているRFP陽性細胞の拡大図を
示す。スケールバー：10 um。2つのRFP/TH-ダブルポジティブセルボディは、各パネルの
メイン画像の右と下に添付されたzスタック画像の直交ビューによって強調表示される。
（I）は、ニグラにおけるRFP/TH-ダブルポジティブプロセス（矢印）またはRFPポジティ
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ブ、THネガティブプロセス（矢印）の画像を示す。スケールバー：10 um。（J）は、病変
側のドーパミン作動性ニューロンの定量化（青）、空のベクターで処理された病変側の内
因性ドーパミン作動性ニューロンの残りの集団（緑）、及び病変側の変換されたRFP陽性
ドーパミン作動性ニューロン（オレンジ）を示す。データは、AAV-shPTBまたは空のベク
ターのいずれかで処理されたマウス3匹からの2セットの画像からのものである。
【０１０１】
【図１１Ｋ】は、AAV-shPTBによる形質導入後の6-OHDA損傷脳における総RFP陽性線維及び
RFP/TH-二重陽性線維の密度を定量化したグラフを示す。データはマウス3匹からの画像に
基づいている。
【０１０２】
【図１１Ｌ】は、損傷を受けていないマウス及びAAV-shPTBで形質導入された損傷を受け
たマウスの線条体における総TH陽性線維の光学密度を定量化するグラフを示し、損傷を受
けた脳におけるTH陽性ドーパミン作動性ニューロンの回復を示す。データは、各群のマウ
ス3匹の分析に基づいている。
【０１０３】
【図１２Ａ－１２Ｃ】は、6-OHDAで処理されたAAV-shPTBで再プログラムされたマウスのW
Tレベルへの行動の回復を示す。（A）は、模擬治療、6-OHDA治療、AAV-shPTB再プログラ
ムマウスの行動の回復を示す。回転は、アンフェタミン（左、6匹のマウスからのデータ
に基づく）またはアポモルヒネ（右、7匹のマウスからのデータに基づく）によって誘発
された。（B）及び（C）は、模擬処理、6-OHDA処理、AAV-shPTB再プログラムマウスにお
ける行動回復の経時的分析を示す。回転はアポモルヒネ（B）によって誘発され、片側病
変マウスの同側接触の割合（C）が記録された。n=各群で分析されたマウス。平均+/-SEM
として表される統計結果。有意差は、事後テューキー検定を使用したANOVAに基づくp値に
よって示される。*p<0.05;**p<0.01。
【０１０４】
【図１３Ａ】は、PTBを標的とする効率的なアンチセンスオリゴヌクレオチドの選別を示
す。PTBレベルは、異なるASOsで処理されたマウス星状細胞のウエスタンブロットによっ
て調べられた。残りの実験ではASO4＃を選択した。
【０１０５】
【図１３Ｂ】は、Tuj1とMAP2（左）、NSEとNeuN（中央）、及びドーパミン作動性ニュー
ロンマーカーTH（右）で陽性に染色されたマウス星状細胞からの例示的なPTB-ASO誘導ニ
ューロンを示す。GFP-ASOで処理されたマウス星状細胞は、同じ培養条件下でニューロン
マーカーのいずれの陽性染色も示さなかった（開示せず）。スケールバー：20 um。
【０１０６】
【図１３Ｃ】は、GFP-ASOではなくPTB-ASOが、6-OHDA損傷マウスでアポモルヒネによって
誘発された回転行動を救済したことを示す。平均+/-SEMとして表される統計結果；*不対
のスチューデントのt検定に基づくp<0.01。
【０１０７】
【図１４Ａ－１４Ｄ】は、例示的なPTB-ASOがマウス中脳において星状細胞のニューロン
変換を誘導したことを示す。（A）は、in vivoで星状細胞を標識及び追跡するために使用
されるトランスジェニックマウスの概略図である。（B）は、ダブルトランスジェニックG
FAP-CreERの中脳では、Rosa-tdTomatoマウス、tdTomato標識細胞のいずれもNeuN陽性に染
色されなかったことを示す（左）が、タモキシフェンの治療後3週間で、それらのほとん
どはGFAP陽性（右）であった。スケールバー：50 um。（C）は、tdTomato標識細胞の一部
が中脳にPTB-ASOを注射してから8週間後にNeuN陽性になったことを示す。スケールバー：
20 um。（D）は、例示的なPTB-ASO変換ニューロンがドーパミン作動性ニューロンマーカ
ーTHに対して陽性に染色されたことを示す。スケールバー：15 um。
【０１０８】
【図１５Ａ－Ｆ】は、AAV-shPTB治療が線条体ドーパミンレベルを有意に回復させたこと
を示す。（A）は、野生型脳のドーパミンの範囲内で2つの異なる用量の「スパイクイン」
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ドーパミンを添加した後にHPLCによって検出された脳のドーパミンレベルを示すグラフを
示す。（B）は、異なるレベルに追加された「スパイクイン」ドーパミンによって生成さ
れた標準曲線を示す。（C）及び（D）は、病変のない脳の両側の線条体ドーパミンレベル
の比較（C）及び片側の6-OHDA病変に応答した線条体ドーパミンの減少（D）を示す。（E
）同側の黒質にAAV-shPTBを注射した後の線条体ドーパミンの有意な回復を示す。（F）は
、示されているように、異なる条件下での線条体ドーパミンレベルを定量化するグラフで
ある。n：各群で分析されたマウスの数。有意差は、事後テューキー検定を使用したANOVA
のp値によって示される。
【０１０９】
【図１６Ａ】は、変換されたニューロンが表現型の回復に直接関与していることを示すた
めの化学発生的アプローチの概略図である。
【０１１０】
【図１６Ｂ】は、化学発生実験の行動結果を定量化するグラフである。ここで、シリンダ
ー試験を実施し、AAV－hM4Di-shPTBの注射の前後、ならびにCNOによる処理及び薬物離脱
の3日後の損傷マウスにおける優先的な同側接触を示した。病変のないマウスを対照とし
て使用した。n=各群で分析されたマウス。
【０１１１】
【図１７Ａ－Ｆ】は、変換されたドーパミン作動性ニューロンによる黒質-線条体経路の
再構築を示す。（A）は、ニグラから線条体に拡張されたRFP陽性の投影の画像を示す。概
略図は、水平断面の背腹レベルを示す。スケールバー：100 um。CPu、尾状核-被殻;GP、
淡蒼球;IC、内包;SN、黒質。（B）-（E）は、異なる脳領域の高倍率ビューを示す。スケ
ールバー：25 um。（F）は、淡蒼球でTH（矢印先端）と共染色されたRFP陽性線維の一部
の画像を示す。矢印は内因性ドーパミン作動性線維を示す。スケールバー：5 um。
【発明の詳細な説明】
【０１１２】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用されるように、単数形「1つ」及び「該」は
、文脈が明確に別段の指示をしない限り、複数の指示物を含む。従って、例えば、「1つ
阻害剤」への言及は、複数の阻害剤を含み、「該薬剤」への言及は、当業者に知られてい
る1つまたは複数の薬剤及びその同等物への言及等を含む。
【０１１３】
　別段の定義がない限り、本明細書で使用されるすべての技術用語及び科学用語は、本開
示が属する技術分野の当業者に一般に理解されているのと同じ意味を有する。本明細書に
記載されるものと類似または同等の任意の方法及び試薬を、開示される方法及び組成物の
実施に使用することができるが、例示的な方法及び材料をここで記載する。
【０１１４】
　本明細書に記載のすべての刊行物、特許、及び特許出願は、方法論を説明及び開示する
目的で、参照により完全に本明細書に組み込まれる。これらは、本明細書の説明に関連し
て使用される可能性のある刊行物に記載されており、あたかも個々の刊行物、特許、また
は特許出願が参照により組み込まれることが具体的かつ個別に示されているかのようであ
る。上記及び本文全体で説明されている刊行物は、本願の出願日より前の開示のためにの
み提供されている。本明細書のいかなるものも、発明者が事前の開示のためにそのような
開示に先行する権利がないことを認めるものと解釈されるべきではない。また、本開示で
明示的に定義された用語に類似または同一である１つまたは複数の刊行物に提示された用
語に関して、本開示で明示的に提供された用語の定義は、すべての点で支配する。
【０１１５】
　また、「及び」の使用は、特に明記されていない限り、「及び/または」を意味する。
同様に、「含む」、「含んでいる」、「包含する」、及び「包含している」は交換可能で
あり、限定することを意図するものではない。
【０１１６】
　さらに理解されたいこととして、様々な実施形態の説明が「含む」という用語を使用す
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る場合、当業者は、いくつかの特定の例では、実施形態が「本質的にからなる」または「
からなる」という言葉を用いて代替的に記載できることは理解できる。
【０１１７】
　「星状細胞」は、脳及び脊髄の特徴的な星型グリア細胞を指すことがある。当業者には
明らかであろうように、星状細胞は、その星の形、グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）
及びアルデヒドデヒドロゲナーゼ1ファミリーメンバーL1（ALDH1L1）、興奮性アミノ酸ト
ランスポーター1/グルタミン酸アスパラギン酸トランスポーター（EAAT1/GLAST）、グル
タミンシンテターゼ、S100ベータ、または興奮性アミノ酸トランスポーター1/グルタミン
酸トランスポーター1（EAAT2/GLT-1）、内皮細胞と一緒に血液脳関門の参加、送信機の取
り込みと放出、細胞外空間におけるイオン濃度の調節、ニューロン損傷への反応と神経系
修復への参加等のマーカーの発現、及び周囲のニューロンの代謝サポートで特徴付けるこ
とができる。本開示の特定の実施形態では、星状細胞は、グリア線維性酸性タンパク質（
GFAP）、アルデヒドデヒドロゲナーゼ1ファミリーメンバーL1（ALDH1L1）、またはその両
方を発現する神経系における非神経細胞を指す場合がある。特定の実施形態では、星状細
胞は、グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）プロモーター駆動導入遺伝子（例えば、赤色
蛍光タンパク質（RFP）、Creリコンビナーゼ）を発現する神経系における非神経細胞を指
すことができる。
【０１１８】
　「BRN2転写因子」または「Brain-2転写因子」は、「POUドメイン、クラス3、転写因子2
」（「POU3F2」）または「Oct-7」とも呼ばれる。それらは、クラスIIIのPOU-ドメイン転
写因子を指すことができ、約75アミノ酸のN末端POU特異的ドメインと約60アミノ酸のC末
端POU-ホメオドメインからなるDNA結合POUドメインを有する。これらは、短いa-ヘリカル
フォールドを含むリンカーを介して連結されており、主に中枢神経系で発現することがで
きる。BRN2は中枢神経系で発現することができ、前神経の塩基性ヘリックスループヘリッ
クス転写因子Mashlと相互作用して、神経分化等の神経新生の側面を調節することができ
る。
【０１１９】
　本明細書で使用される場合、本開示の組成物と細胞を「接触」するという用語は、「接
触」細胞を生成するために細胞に接触することを可能にする位置に組成物（例：化合物、
核酸、ウイルスベクター等）を配置することを指す。接触は、任意の適切な方法を使用し
て達成することができる。例えば、一実施形態では、接触は、細胞の培養物に化合物を加
えることによるものである。接触はまた、それを注入するか、または組成物が標的とされ
る細胞型に「接触」するように、組成物を体内のある場所に送達することによって達成さ
れ得る。
【０１２０】
　本明細書で、「分化する」の「分化」、「分化の誘導」の「変換」という用語は、デフ
ォルトの細胞型（遺伝子型及び／または表現型）をデフォルト以外の細胞型（遺伝子型及
び/または表現型）に変化させることを指すために交換可能に使用される。従って、「星
状細胞における分化の誘導」は、細胞がその形態を星状細胞から神経細胞型（即ち、マイ
クロアレイ等の遺伝子分析によって決定された遺伝子発現の変化）及び／または表現型（
即ち、タンパク質の発現の変化）に変化させるように誘導することを指す。
【０１２１】
　本明細書で使用される場合、「グリア細胞」という用語は、一般に、中枢神経系（例え
ば、脳及び脊髄）及び末梢神経系における一種の支持細胞を指すことができる。いくつか
の実施形態では、ニューロンとは異なり、グリア細胞は電気インパルスを伝導せず、また
は活動電位を示さない。いくつかの実施形態では、グリア細胞は、シナプス接続または電
気信号を介して、互いに、またはニューロンと情報を伝達しない。神経系またはin vitro
培養システムでは、グリア細胞がニューロンを取り囲み、ニューロンをサポートし、ニュ
ーロン間の絶縁を提供する。グリア細胞の非限定的な例には、オリゴデンドロサイト、星
状細胞、上衣細胞、シュワン細胞、ミクログリア、及び衛星細胞が含まれる。
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【０１２２】
　本明細書で交換可能に使用される用語「iRNA」、「RNAi剤」、「iRNA剤」、「RNA干渉
剤」は、RNAを含み、RNA誘導サイレンシング複合体（RISC）経路を介してRNA転写物の標
的切断を媒介する剤を指す。iRNAは、RNA干渉（RNAi）として知られるプロセスを通じて
、mRNAの配列特異的な分解を指示する。iRNAは、細胞、例えば、哺乳動物被験者等の被験
者の細胞におけるPTBの発現を調節し、例えば、阻害する。RNAi剤には、「低分子干渉RNA
（siRNA）」、「エンドリボヌクレアーゼで調製されたsiRNA（e-siRNA）」、「ショート
ヘアピンRNA（shRNA）」、及び「低分子時間調節RNA（stRNA）」、「さいの目に切ったsi
RNA（d-siRNA）」、ならびに少なくとも1つのウラシル塩基を含むアプタマー、オリゴヌ
クレオチド及び他の合成核酸が含まれるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態
では、そのようなRNAi剤は、複製欠陥または複製能力のあるウイルスベクター（例えば、
アデノウイルスベクター、レンチウイルスベクター、ガンマレトロウイルスベクター等）
等のベクターによって送達されるが、これらに限定されない。
【０１２３】
　「マイクロRNA」または「miRNA」は、少なくとも部分的に相補的な核酸配列（mRNA）に
結合し、転写後レベルで標的mRNAの発現を負に調節する非コード核酸（RNA）配列を指す
。マイクロRNAは通常、二本鎖のヘアピンループ構造を持つ「前駆体」miRNAから「成熟し
た」形態に処理される。通常、成熟したマイクロRNA配列の長さは約19～25ヌクレオチド
である。
【０１２４】
　「miR-9」は、遺伝子調節に関与し、ショウジョウバエやマウスからヒトまで高度に保
存されている短い非コードRNA遺伝子である。成熟した約21ntのmiRNAは、ヘアピン前駆体
配列からDicer酵素によって処理される。miR-9は、発達中及び成体の脊椎動物の脳で最も
高度に発現するマイクロRNAの1つである。FoxG1、Hes1、Tlx等の主要な転写調節因子は、
miR-9の直接の標的となり、これをニューロンの前駆細胞の状態を制御する遺伝子ネット
ワークのコアに配置する。
【０１２５】
　本明細書で使用される場合、「ニューロン」または「神経細胞」という用語は、当業者
が理解するような通常の意味を有することができる。いくつかの実施形態では、ニューロ
ンは、電気信号（例えば、膜電位放電）及び化学信号（例えば、神経伝達物質のシナプス
伝達）を介して情報を受信、処理、及び送信することができる電気的に興奮可能な細胞を
指すことができる。当業者が理解するように、ニューロン間で伝達される化学信号（例え
ば、神経伝達物質の放出及び認識に基づく）は、シナプスと呼ばれる特殊な接続を介して
発生する可能性がある。本明細書で使用される場合、「成熟ニューロン」という用語は、
分化したニューロンを指すことができる。いくつかの実施形態では、ニューロンは、成熟
ニューロンの１つまたは複数のマーカー、例えば、微小管関連タンパク質2（MAP2）及び
神経核（NeuN）、ニューロン特異的エノラーゼ（NSE）、160 kDaニューロフィラメント培
地、200 kDaニューロフィラメント重、シナプス後肥厚タンパク質95（PDS-95）、シナプ
シンI、シナプトフィジン、グルタミン酸デカルボキシラーゼ67（GAD67）、グルタミン酸
デカルボキシラーゼ67（GAD65）、パルブアルブミン、ドーパミン及びcAMPによって調節
されるニューロンリン酸化タンパク質32（DARPP32）、小胞性グルタミン酸トランスポー
ター1（vGLUT1）、小胞性グルタミン酸トランスポーター2（vGLUT2）、アセチルコリン、
及びチロシンヒドロキシラーゼ（TH）を発現する場合、成熟ニューロンである。本明細書
で使用される場合、「機能性ニューロン」という用語は、化学的または電気的信号を介し
て情報を送受信することができるニューロンを指すことができる。いくつかの実施形態で
は、機能性ニューロンは、正常な神経系に存在する成熟ニューロンの1つ以上の機能的特
性を示す。該機能的特性には、興奮性（例えば、活動電位を示す能力、例えば、細胞膜を
横切る電圧または膜電位の急速な上昇及びその後の低下）、他のニューロンとのシナプス
接続の形成、シナプス前神経伝達物質の放出、及びシナプス後反応（例：興奮性シナプス
後電流または抑制性シナプス後電流）が含まれるが、これらに限定されない。いくつかの
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実施形態では、機能性ニューロンは、シナプシン、シナプトフィジン、グルタミン酸デカ
ルボキシラーゼ67（GAD67）、グルタミン酸デカルボキシラーゼ67（GAD65）、パルブアル
ブミン、ドーパミン及びcAMPによって調節される神経細胞リンタンパク質32（DARPP32）
、小胞性グルタミン酸トランスポーター1（vGLUT1）、小胞性グルタミン酸トランスポー
ター2（vGLUT2）、アセチルコリン、チロシンヒドロキシラーゼ（TH）、ドーパミン、小
胞性GABAトランスポーター（VGAT）、及びガンマアミノ酪酸（GABA）を含む、機能性ニュ
ーロンの1つまたは複数のマーカーの発現を特徴とするが、これらに限定されない。
【０１２６】
　本明細書で使用される場合、「非神経細胞」という用語は、ニューロンではない任意の
タイプの細胞を指すことができる。例示的な非神経細胞は、神経系統以外の細胞系統（例
えば、造血系統）のものである細胞である。いくつかの実施形態では、非神経細胞は、ニ
ューロン系統の細胞であるが、ニューロン、例えば、グリア細胞ではない。いくつかの実
施形態では、非神経細胞は、ニューロンではない体細胞であり、例えば、グリア細胞、成
体初代線維芽細胞、胚性線維芽細胞、上皮細胞、メラノサイト、ケラチノサイト、脂肪細
胞、血液細胞、骨髄間質細胞、ランゲルハンス細胞、筋肉細胞、直腸細胞、または軟骨細
胞等であるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態では、非神経細胞は、神経膠
芽細胞腫細胞株、ヘラ細胞株、NT2細胞株、ARPE19細胞株、またはN2A細胞株等の非神経細
胞株に由来するが、これらに限定されない。「細胞系統」または「系統」は、受精した胚
からの組織または器官の発達履歴を示すことができる。「神経系統」は、神経幹細胞から
成熟ニューロンまでの発達履歴を参照できる。これには、神経幹細胞（神経上皮細胞、放
射状グリア細胞）、神経前駆細胞（例：中間ニューロン前駆体）、ニューロン、星状細胞
、オリゴデンドロサイト、及びミクログリア等、このプロセスに沿った様々な段階（神経
新生として知られている）が含まれるが、これらに限定されない。
【０１２７】
　本明細書で互換的に使用される「核酸」及び「ポリヌクレオチド」という用語は、一本
鎖または二本鎖のいずれかの形態のデオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチド及
びそれらのポリマーを指すことができる。この用語は、合成、天然に存在する、及び天然
に存在しない、参照核酸と同様の結合特性を有し、参照ヌクレオチドと同様の方法で代謝
される、既知のヌクレオチド類似体または修飾されたバックボーン残基または結合を含む
核酸を包含することができる。そのような類似体の例には、ホスホロチオエート、ホスホ
ルアミデート、メチルホスホネート、キラルメチルホスホネート、2-O-メチルリボヌクレ
オチド、ロックド核酸（LNA）、及びペプチド核酸（PNA）が含まれるが、これらに限定さ
れない。
【０１２８】
　「オリゴデンドロサイト」は、中枢神経系の軸索に支持と絶縁を提供するために神経軸
索を取り囲むミエリン鞘を作り出すことができるグリア細胞の一種を指すことができる。
オリゴデンドロサイトはまた、PDGF受容体アルファ（PDGFR-α）、SOX10、神経/グリア抗
原2（NG2）、オリゴ1、2、及び3、オリゴデンドロサイト特異的タンパク質（OSP）、ミエ
リン塩基性タンパク質（MBP）、またはミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（MOG
）の発現において特徴付けることができる。
【０１２９】
　「ポリピリミジントラクト結合タンパク質」または「PTB」とそのホモログ神経PTB（nP
TB）は、どちらも遍在するRNA結合タンパク質である。PTBはポリピリミジントラクト結合
タンパク質1とも呼ばれ、ヒトではPTBP1遺伝子によってコードされている。PTBP1遺伝子
は、遍在的に発現する異種核リボ核タンパク質（hnRNP）のサブファミリーに属している
。hnRNPはRNA結合タンパク質であり、異種核RNA（hnRNA）と複合体を形成する。これらの
タンパク質は、核内のプレmRNAと関連しており、プレmRNAプロセッシング及びmRNA代謝と
輸送の他の側面に影響を与えるようである。PTBは、RNAに結合する準RNA認識モチーフ（R
RM）ドメインの4つの繰り返しを持つことができる。その広範な表現と一致して、PTBは多
数の選択的スプライシングイベントの抑制に寄与することができる。PTBは、UCUUやUCUCU
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等の短いRNAモチーフを認識できる。これらは、ピリミジンが豊富なコンテキスト内にあ
り、構成エクソンと代替エクソンの両方の3'スプライス部位の上流のポリピリミジントラ
クトに関連付けられていることがよくある。場合によっては、PTBの結合部位には、エキ
ソン配列や、調節されたエキソンの下流のイントロンの配列も含まれる。PTBによって調
節されるほとんどの選択的スプライシングシステムでは、PTBと代替エクソンを取り巻く
複数のPTB結合部位との相互作用によって抑制を達成することができる。場合によっては
、抑制には単一のPTB結合部位が関与する可能性がある。PTBによるスプライシング抑制は
、PTBとU2AF65の間の直接の競合によって発生する可能性があり、その結果、分岐点でのU
2snRNPの組み立てが妨げられる可能性がある。場合によっては、PTBによるスプライシン
グ抑制には、代替エクソンの両側にあるPTB結合部位が関与し、RNAをループアウトするPT
B分子間の協調的相互作用から生じる可能性があり、それによってスプライス部位がスプ
ライシング機構にアクセスできなくなる。PTBによるスプライシング抑制には、高親和性
結合部位からのPTBの多量体化も含まれ、代替エクソンを覆い、その認識を妨げる抑制波
を作り出す可能性がある。
【０１３０】
　PTBは非神経細胞で広く発現する可能性があるが、nPTBはニューロンに限定することが
できる。PTBとnPTBは、ニューロンの分化中にプログラムされたスイッチを受けることが
できる。例えば、図1に示すように、ニューロンの分化中、PTBはニューロンの誘導段階で
徐々にダウンレギュレートされ、偶然または結果として、nPTBレベルはピークレベルまで
徐々にアップレギュレートされる。その後、ニューロンの分化がニューロンの成熟段階に
入ると、nPTBレベルは最初の上昇後に減少し、細胞が成熟ニューロンに発達するときのニ
ューロンの分化中のピークレベルと比較して比較的低いレベルに戻る。
【０１３１】
　PTBの配列は既知である（例えば、Romanelli et al. (2005) Gene、August 15：356：1
1-8;Robinson et al.、PLoS One. 2008年3月12日;3(3）：e1801.doi：10.1371/journal.p
one.0001801;Makeyev et al.、Mol. Cell、2007年8月3日;27(3）：435-48）を参照)。従
って、当業者は、アンチセンス、miRNA、siRNA分子等を設計及び構築して、例えば、PTB
の発現を調節するか、または阻害して本開示の方法を実施することができる。
【０１３２】
　交換可能に使用される「タンパク質」、「ペプチド」、及び「ポリペプチド」という用
語は、アミノ酸ポリマーまたは2つ以上の相互作用または結合したアミノ酸ポリマーのセ
ットを指すことができる。
【０１３３】
　本明細書で使用される「プロモーター」という用語は、核酸の転写を指示する一連の核
酸制御配列を指すことができる。本明細書で使用される場合、プロモーターは、ポリメラ
ーゼII型プロモーターの場合、TATAエレメント等の、転写の開始部位の近くに必要な核酸
配列を含む。プロモーターはまた、任意選択で、転写の開始部位から数千塩基対まで位置
することができる遠位エンハンサーまたはリプレッサーエレメントを含む。プロモーター
には、構成的及び誘導性プロモーターが含まれる。「構成的」プロモーターは、ほとんど
の環境及び発達条件下で活性化することができるプロモーターである。「誘導性」プロモ
ーターは、環境または発生の調節下で活性化することができるプロモーターである。「作
動可能に連結された」という用語は、核酸発現制御配列（プロモーター、または転写因子
結合部位の配列等）と第2の核酸配列との間の機能的連結を指し得、ここで、発現制御配
列は、第2の配列に対応する核酸の転写を指示する。
【０１３４】
　本明細書で使用される場合、「再プログラミング」または「分化転換」という用語は、
細胞を多能性幹細胞の特徴を示す細胞に脱分化する中間プロセスなしに、異なるタイプの
細胞（例えば、線維芽細胞）からの特定の系統の細胞（例えば、神経細胞）の生成を指す
ことができる。「多能性」とは、細胞が体または体細胞のすべての系統（即ち、適切な胚
）を形成する能力を指すことがある。例示的な「多能性幹細胞」には、胚性幹細胞及び人
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工多能性幹細胞が含まれ得る。
【０１３５】
　互換的に使用される「被験者」及び「患者」という用語は、示された場合を除き、ヒト
及び非ヒト霊長類等の哺乳動物、ならびにウサギ、ラット、マウス、ヤギ、ブタ、及び他
の哺乳動物種を指すことができる。この用語は、必ずしも被験者が特定の疾患と診断され
たことを示すわけではなく、代わりに医学的監督下にある個人を指す場合がある。例えば
、開示された方法及び組成物から利益を得る哺乳動物種には、類人猿、チンパンジー、オ
ランウータン、ヒト、サル等の霊長類、犬、猫、モルモット、ハムスター、ベトナムのポ
ットベリーピッグ、ウサギ、フェレット等の飼いならされた動物（ペット等、牛、水牛の
バイソン、馬、ロバ、豚、羊、山羊等の家畜、プレーリードッグ、コアラクマ、カンガル
ーオポッサム、アライグマ、パンダ、ハイエナ、アザラシ、アシカ、ゾウアザラシ、オッ
ター、ネズミイルカ、イルカ、クジラ、クマ、ライオン、トラ、ヒョウ、ゾウ、カバ、サ
イ、キリンのカモシカ、ナナカマド、ガゼル、シマウマ、ヌー等の動物園で一般的に見ら
れるエキゾチックな動物等が含まれるが、これらに限定されない。
【０１３６】
　「ベクター」は、別の核酸を細胞に輸送することができる核酸である。ベクターは、適
切な環境に存在する場合、ベクターによって運ばれる、1つまたは複数の遺伝子によって
コードされる1つまたは複数のタンパク質、またはポリヌクレオチドによってコードされ
るマイクロRNAの発現を指示することができる。
【０１３７】
　「ウイルスベクター」は、別の核酸を細胞に輸送することができるウイルス由来の核酸
である。ウイルスベクターは、適切な環境に存在する場合、ベクターによって運ばれる、
1つまたは複数の遺伝子によってコードされる1つまたは複数のタンパク質、またはポリヌ
クレオチドによってコードされるマイクロRNAの発現を指示することができる。ウイルス
ベクターの例には、レトロウイルス、アデノウイルス、レンチウイルス、及びアデノ随伴
ウイルスベクターが含まれるが、これらに限定されない。
【０１３８】
　本開示は、ポリピリミジントラクト結合タンパク質（PTB）のノックダウンによって非
ニューロン哺乳動物細胞または星状細胞を機能性ニューロンに変換または分化させるため
の組成物及び方法を提供する。本開示のいくつかの態様は、非神経細胞を成熟ニューロン
に再プログラミングする方法を提供する。例示的な方法は、非神経細胞を提供し、非神経
細胞を、非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含
む組成物と接触させ、それによって非神経細胞を成熟ニューロンに再プログラミングする
ことを含む。該方法及び組成物は、in vitroで細胞を変換するだけでなく、脳内で直接in
 vivoでも変換する。
【０１３９】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、ヒト非神経細胞が成人の線維芽細胞で発現され
るレベルよりも高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現する場合、ヒトの非神経細胞でPTBの
発現または活性を抑制する単一の細胞プログラミング剤は非神経細胞を成熟ニューロンに
直接変換することができる。本開示のいくつかの実施形態では、単一の細胞プログラミン
グ剤による非神経細胞のニューロンへの直接変換は、非神経細胞のニューロンへの変換が
、単一の細胞プログラミング剤と接触すること以外の介入を必要としないことを意味し得
る。
【０１４０】
　例示的な方法は、ヒト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも高いレベルでmiR-9ま
たはBrn2を発現するヒト非神経細胞を提供すること及び、ヒト非神経細胞を、ヒト非神経
細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物と接触
させ、それにより、ヒト非神経細胞を成熟ニューロンに再プログラミングすることを含む
。
【０１４１】
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　本開示のいくつかの実施形態によれば、ヒトグリア細胞は、ヒト成人線維芽細胞で発現
されるレベルよりも高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現することができる。別の実施形
態では、本開示は、ヒトグリア細胞を成熟ニューロンに再プログラミングする方法を提供
する。例示的な方法は、再プログラムするヒトグリア細胞を提供すること、及びヒトグリ
ア細胞をヒトグリア細胞におけるPTBの発現または活性を少なくとも1日間抑制する細胞プ
ログラミング剤を含む組成物と接触させ、それにより、ヒトグリア細胞を成熟ニューロン
に再プログラミングすることを含む。
【０１４２】
　別の実施形態では、本開示は、星状細胞を成熟ニューロンに再プログラミングする方法
を提供する。例示的な方法は、再プログラムされる星状細胞を提供すること、及び星状細
胞を星状細胞におけるPTBの発現または活性を少なくとも１日間抑制する細胞プログラミ
ング剤を含む組成物と接触させ、それにより、星状細胞を成熟ニューロンに再プログラミ
ングすることを含む。いくつかの実施形態では、星状細胞におけるPTBの発現または活性
を抑制する単一の細胞プログラミング剤は、星状細胞をニューロンに直接変換することが
できる。
【０１４３】
　本開示によれば、場合によっては、PTBの減少は、いくつかの重要なニューロン分化因
子を誘発する可能性がある。例えば、特定の理論に拘束されることを望まずに、PTBとnPT
Bは、ニューロンの分化に重要な2つの別々であるが絡み合ったループに別々に関与するこ
とができる。図1に示すように、PTBは、マイクロRNA miR-124が転写抑制因子RE1-Silenci
ng Transcription factor（REST）を阻害できるニューロン誘導ループを抑制できる。こ
れにより、miR-124及び多くのニューロン特異的遺伝子の誘導がブロックされる（ループI
）。通常のニューロンの分化過程では、PTBは徐々にダウンレギュレートされる可能性が
あり、PTBのダウンレギュレーションは、転写活性化因子Brn2及びmiR-9を含むニューロン
成熟の2番目のループの一部であるnPTBの発現を誘導する可能性がある（図1、ループII）
。図1に示すように、ループIIでは、nPTBはBrn2を抑制でき、その結果、miR-9を抑制でき
、miR-9はnPTBを抑制できる。
【０１４４】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、非神経細胞におけるmiR-9またはBrn2の発現レ
ベルは、非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤によ
る非神経細胞の成熟ニューロンへの変換に影響を与える可能性がある。例えば、ヒト成人
線維芽細胞は、miR-9及びBrn2の発現レベルが低い可能性がある。いくつかの実施形態で
は、ヒト成人線維芽細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する単一の薬剤は、ヒト成
人線維芽細胞を誘導してニューロン様細胞、例えば、Tuj1タンパク質の発現に分化させる
ことができるが、成熟ニューロン、例えば、NeuNタンパク質または成熟ニューロンの他の
マーカーの発現には分化させない。特定の理論に拘束されることを望まずに、いくつかの
実施形態における主題の方法及び組成物は、非神経細胞のニューロンへの変換を指示する
分子変化における強化フィードバックループを作成するのに特に効果的である。特定の理
論に拘束されることを望まずに、PTBの発現または活性が外因性抗PTB剤によって最初にダ
ウンレギュレートされると、RESTレベルがダウンレギュレートされる可能性があり、それ
が次にmiR-124レベルのアップレギュレーションにつながる可能性がある。特定の理論に
拘束されることを望まずに、図1に示すように、場合によって、miR-124はPTBの発現を標
的にして阻害できるため、アップレギュレートされたmiR-124は細胞内のPTBの阻害を強化
することができる。そのような正の強化効果は、場合によっては、抗PTB剤、例えば、PTB
に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドが細胞内に存在し、単に一時的に活性である場
合でも、長続きする可能性がある。
【０１４５】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、ヒト非神経細胞におけるPTBの発現または活性
を抑制する単一の細胞プログラミング剤は、ヒトの非神経細胞がヒト成人線維芽細胞で発
現されるレベルよりも高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現する場合、非神経細胞を成熟
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ニューロンに直接変換することができる。本明細書で提供される方法で使用できる例示的
なヒト非神経細胞は、ヒト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも少なくとも2倍高い
レベルでmiR-9またはBrn2を発現する。いくつかの実施形態では、ヒト非神経細胞は、ヒ
ト成人線維芽細胞で発現されるレベルよりも少なくとも約1.2倍、少なくとも約1.5倍、少
なくとも約1.6倍、少なくとも約1.8倍、少なくとも約2倍、少なくとも約2.5倍、少なくと
も約3倍、少なくとも約3.5倍、少なくとも約4倍、少なくとも約4.5倍、少なくとも約5倍
、少なくとも約5.5倍、少なくとも約6倍、少なくとも約6.5倍、少なくとも約7倍、少なく
とも約7.5倍、少なくとも約8倍、少なくとも約8.5倍、少なくとも約9倍、少なくとも約9.
5倍、少なくとも約10倍、少なくとも約11倍、少なくとも約12倍、少なくとも約15倍、少
なくとも約20倍、または少なくとも約50倍高いレベルでmiR-9またはBrn2を発現する。い
くつかの実施形態では、ヒトの非神経細胞は、ヒトの成人線維芽細胞で発現するレベルよ
りも約1.2倍、約1.5倍、約1.6倍、約1.8倍、約2倍、約2.5倍、約3倍、約3.5倍、約4倍、
約4.5倍、約5倍、約5.5倍、約6倍、約6.5倍、約7倍、約7.5倍、約8倍、約8.5倍、約9倍、
約9.5倍、約10倍、約11倍、約12倍、約15倍、約20倍、または約50倍高いレベルでmiR-9ま
たはBrn2を発現する。
【０１４６】
　いくつかの実施形態では、ヒトの非神経細胞でPTBの発現または活性を抑制する単一の
細胞プログラミング剤は、ヒトの非神経細胞がヒト成人線維芽細胞で発現するレベルより
も高いレベルでmiR-9とBrn2の両方を発現する場合、非神経細胞を成熟ニューロンに直接
変換できる。本明細書で提供される方法で使用できる例示的なヒト非神経細胞は、ヒト成
人線維芽細胞で発現されるレベルよりも少なくとも２倍高いレベルでmiR-9及びBrn2の両
方を発現する。いくつかの実施形態では、ヒト非神経細胞は、ヒト成人線維芽細胞におい
て発現されるレベルよりも少なくとも約1.2倍、少なくとも約1.5倍、少なくとも約1.6倍
、少なくとも約1.8倍、少なくとも約2倍、少なくとも約2.5倍、少なくとも約3倍、少なく
とも約3.5倍、少なくとも約4倍、少なくとも約4.5倍、少なくとも約5倍、少なくとも約5.
5倍、少なくとも約6倍、少なくとも約6.5倍、少なくとも約7倍、少なくとも約7.5倍、少
なくとも約8倍、少なくとも約8.5倍、少なくとも約9倍、少なくとも約9.5倍、少なくとも
約10倍、少なくとも約11倍、少なくとも約12倍、少なくとも約15倍、少なくとも約20倍、
または少なくとも約50倍高いレベルでmiR-9及びBrn2の両方を発現する。
【０１４７】
　いくつかの実施形態では、ヒトの非神経細胞でPTBの発現または活性を抑制する単一の
細胞プログラミング剤は、ヒトの非神経細胞がヒト成人線維芽細胞で発現するレベルより
も高いレベルで内因性miR-9または内因性Brn2を発現する場合、非神経細胞を成熟ニュー
ロンに直接変換できる。いくつかの実施形態では、外因性miR-9は、ヒト非神経細胞に導
入されない。いくつかの実施形態では、外因性Brn2は、ヒト非神経細胞に導入されない。
【０１４８】
　いくつかの実施形態では、非神経細胞におけるmiR-9またはBrn2の発現レベルは、当業
者が理解するであろう任意の技術によって評価することができる。例えば、細胞内のmiR-
9の発現レベルは、逆転写（RT）-ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）、miRNAアレイ、RNA配列
（RNA-seq）、及びマルチプレックスmiRNAアッセイによって測定できる。miR-9の発現レ
ベルは、in situハイブリダイゼーション等のin situ法でもアッセイできる。タンパク質
としてのBrn2の発現レベルは、ウエスタンブロット、酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）
、免疫染色等の従来の技術、またはタンパク質マイクロアレイや分光法（例：高速液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）及び液体クロマトグラフィー-質量分析（LC/MS））等の他の技
術によってアッセイできるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態では、細胞ま
たは特定の種類の組織/細胞におけるmiR-9の発現レベルに関する情報は、Human MiRNA Ex
pression Database（HMED）、miRGator 3.0、miRmine、及びPhenomiR等、マイクロRNAに
ついて公開されているデータベースを参照することで取得できる。いくつかの実施形態で
は、細胞または特定の種類の組織/細胞におけるmiR-9の発現レベルに関する情報は、Huma
n Protein Atlas、GeMDBJ Proteomics、Human Proteinpedia、Kahn Dynamic Proteomics 
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Database等、公的に利用可能なタンパク質発現データベースを参照することで取得できる
。
【０１４９】
　本開示の特定の実施形態によれば、例示的な方法は、再プログラムされるヒトの非神経
細胞を提供すること及びヒト非神経細胞を、ヒト非神経細胞におけるPTBの発現または活
性の低下をもたらす単一の細胞プログラミング剤を含む組成物と接触させ、発現後のnPTB
の発現または活性の低下またはPTBの活性が低下することを含む。いくつかの実施形態で
は、細胞プログラミング剤は、特定のタイプの非神経細胞、例えば、ヒト非神経細胞、例
えば、ヒトグリア細胞におけるPTB及びnPTBの発現または活性レベルに関して連続的な事
象を引き起こす可能性がある。いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤との接触
の直接的な効果は、非神経細胞におけるPTBの発現または活性の減少である。いくつかの
実施形態では、非神経細胞において、非神経細胞におけるPTBの発現または活性の減少は
、非神経細胞におけるnPTB発現レベルの最初の増加を伴う。いくつかの実施形態では、初
期のnPTB発現レベルは、PTBの発現または活性が抑制されるにつれて、高いｎPTB発現レベ
ルに増加する。いくつかの実施形態では、最初の増加に続いて、nPTB発現は、高いnPTB発
現レベルから低いnPTB発現レベルに減少する。いくつかの実施形態では、低いnPTB発現レ
ベルは、PTBの発現または活性が抑制された後でも、最初のnPTB発現レベルよりも高い。
いくつかの実施形態では、nPTB発現レベルは、PTBの発現または活性を抑制する細胞プロ
グラミング剤以外の外部介入なしに、最初の増加後に自発的に減少する。特定の理論に拘
束されることなく、PTBの発現または活性後の非神経細胞におけるnPTB発現レベルのその
後の減少は、細胞プログラミング剤によって減少し、細胞プログラミング剤による非神経
細胞の成熟ニューロンへの直接変換と相関させることができる。いくつかの実施形態によ
れば、PTBの発現または活性を抑制する単一の細胞プログラミング剤は、ヒト成人線維芽
細胞において上記のような連続的なイベントを誘発しない。例えば、nPTBは発現レベルの
最初の上昇を経験できるが、その後の特定の低レベルへの低下はない。いくつかの実施形
態では、ヒト星状細胞では、ヒト星状細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する単一
の細胞プログラミング剤は、PTBの発現または活性の即時の減少、nPTBの発現レベルの最
初の増加、及びその後のnPTBの発現レベルの減少をもたらす。いくつかの実施形態では、
PTBの発現または活性を抑制する単一の細胞プログラミング剤は、ヒト星状細胞を成熟ニ
ューロンに直接変換する。いくつかの実施形態では、非神経細胞におけるmiR-9またはBrn
2の発現レベルは、PTB発現または活性が細胞プログラミング剤によって抑制された後の最
初の増加後に非神経細胞におけるnPTB発現レベルが減少するかどうかと相関させることが
できる。例えば、miR-9またはBrn2がヒト成人線維芽細胞よりも高いレベルで発現してい
るヒト星状細胞では、PTBの発現または活性が細胞プログラミング剤によって抑制された
後、最初の増加後に非ニューロンにおけるnPTB発現レベルが減少する。一方、成人の線維
芽細胞では、上記のように、場合によっては、その後のnPTB発現レベルの低下が起こらな
いことがある。
【０１５０】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、本明細書で提供される方法で成熟ニューロンに
再プログラムすることができる例示的な非神経細胞は、星状細胞、オリゴデンドロサイト
、上衣細胞、シュワン細胞、NG2細胞、及び衛星細胞等であるが、これらに限定されない
グリア細胞を含むことができる。いくつかの実施形態では、グリア細胞は、ヒトグリア細
胞、例えば、ヒト星状細胞であり得る。いくつかの実施形態では、グリア細胞は、マウス
グリア細胞であり得る。いくつかの実施形態では、グリア細胞は、非ヒト霊長類動物、ブ
タ、イヌ、ロバ、ウマ、ラット、ウサギ、及びラクダ等他の任意の哺乳動物由来のグリア
細胞であり得る。これらに限定されない。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法で使用できるグリア細胞は、脳か
ら単離されたグリア細胞である。いくつかの実施形態では、グリア細胞は、例えば、親グ
リア細胞から分割された細胞培養物中のグリア細胞である。いくつかの実施形態では、本
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明細書で提供されるグリア細胞は、外部誘導下で異なるタイプの細胞から分化したグリア
細胞であり、例えば、分化因子を含む培地中の神経幹細胞からin vitroで分化し、または
誘導された多能性幹細胞から分化した。いくつかの他の実施形態では、グリア細胞は、神
経系のグリア細胞、例えば、脳領域に存在する星状細胞である。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法で使用することができる星状細胞
は、脳または脊髄において星形であるグリア細胞である。いくつかの実施形態では、星状
細胞は、グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）及びアルデヒドデヒドロゲナーゼ1ファミ
リーメンバーL1（ALDH1L1）、興奮性アミノ酸トランスポーター1/グルタミン酸アスパラ
ギン酸トランスポーター（EAAT1/GLAST）、グルタミンシンテターゼ、S100ベータ、また
は興奮性アミノ酸トランスポーター1/グルタミン酸トランスポーター1（EAAT2/GLT-1）を
含むがこれらに限定されない、よく認識されている星状細胞マーカーの1つまたは複数を
発現する。いくつかの実施形態では、星状細胞は、グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）
、アルデヒドデヒドロゲナーゼ1ファミリーメンバーL1（ALDH1L1）、またはその両方を発
現する。特定の実施形態では、星状細胞は、グリア線維性酸性タンパク質（GFAP）プロモ
ーター駆動導入遺伝子（例えば、赤色蛍光タンパク質（RFP）、Creリコンビナーゼ）を発
現する神経系の非神経細胞である。いくつかの実施形態では、本明細書に記載の星状細胞
は、ニューロンマーカー、例えば、Tuj1、NSE、NeuN、GAD67、VGluT1、またはTHに対して
免疫陽性ではない。いくつかの実施形態では、本明細書に記載される星状細胞は、オリゴ
デンドロサイトマーカー、例えば、オリゴデンドロサイト転写因子2、OLIG2に対して免疫
陽性ではない。いくつかの実施形態では、本明細書に記載の星状細胞は、ミクログリアマ
ーカー、例えば、膜貫通タンパク質119（TMEM119）、CD45、イオン化カルシウム結合アダ
プター分子1（Iba1）、CD68、CD40、F4/80、またはCD11抗原様ファミリーメンバーB（CD1
1b）に対して免疫陽性ではない。いくつかの実施形態では、本明細書に記載の星状細胞は
、NG2細胞マーカー（例えば、神経／グリア抗原2、NG2）に対して免疫陽性ではない。い
くつかの実施形態では、本明細書に記載される星状細胞は、神経前駆細胞マーカー、例え
ば、Nestin、CXCR4、Musashi、Notch-1、SRY-Box 1（SOX1）、SRY-Box 2（SOX2）、段階
特異的胚性抗原１（SSEA-1、CD15とも呼ばれる）、またはビメンチンに対して免疫陽性で
はない。いくつかの実施形態では、本明細書に記載の星状細胞は、多能性マーカー、例え
ば、NANOG、オクタマー結合転写因子4（Oct-4）、SOX2、Kruppel Like Factor 4（KLF4）
、SSEA-1、またはステージ特異的胚性抗原4（SSEA-4）に対して免疫陽性ではない。いく
つかの実施形態では、本明細書に記載の星状細胞は、線維芽細胞マーカー（例えば、フィ
ブロネクチン）に対して免疫陽性ではない。
【０１５３】
　星状細胞には、様々なタイプまたは分類が含まれる。開示の方法によると、様々な種類
の星状細胞に適用できる。異なるタイプの星状細胞の非限定的な例には、Ran2+、GFAP+、
線維芽細胞成長因子受容体3陽性（FGFR3+）、及びA2B5-であり得る1型星状細胞が含まれ
る。1型星状細胞は、三電位グリア制限前駆細胞（GRP）から発生する可能性がある。1型
星状細胞は、二能性O2A/OPC（オリゴデンドロサイト、2型星状細胞前駆細胞）細胞からは
生じない可能性がある。別の非限定的な例には、A2B5+、GFAP+、FGFR3-、及びRan2-であ
り得る2型星状細胞が含まれる。2型星状細胞は、in vitroで三電位GRPまたは二電位O2A細
胞から、あるいはこれらの前駆細胞が病変部位に移植されるとin vivoで発生する可能性
がある。本明細書で提供される方法で使用することができる星状細胞は、それらの解剖学
的表現型に基づいてさらに分類することができる。例えば、灰白質に見られ、エンドフィ
ートがシナプスを包む多くの分岐過程を持つ原形質星状細胞；灰白質に見られ、ランヴィ
エ絞輪の端足が節を包む長く細い非分岐突起を持つことができる線維性星状細胞。本明細
書で提供される方法で使用できる星状細胞はまた、GluT型及びGluR型を含み得る。GluTタ
イプの星状細胞は、グルタメートトランスポーター（EAAT1/SLC1A3及びEAAT2/SLC1A2）を
発現し、トランスポーター電流によるグルタメートのシナプス放出に応答することができ
、一方、GluRタイプの星状細胞は、グルタメート受容体（主にmGluR及びAMPAタイプ）を
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発現し、チャンネルを介した電流及びIP3依存性のCa2+トランジェントによるグルタメー
トのシナプス放出に応答する。
【０１５４】
　本明細書で提供されるように、細胞プログラミング剤は、PTBの発現または活性を内因
性または天然レベルの少なくとも約5％、少なくとも約10％、少なくとも約15％、少なく
とも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なくとも約35％、少なくとも約40
％、少なくとも約45％、少なくとも約50％、少なくとも 約55％、少なくとも約60％、少
なくとも約65％、少なくとも約70％、少なくとも約75％、少なくとも約80％、少なくとも
約85％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、少なくとも約96％、少なくとも約97％、
少なくとも約98％、または少なくとも約99％抑制する。本明細書で提供されるように、細
胞プログラミング剤は、PTBの発現または活性を内因性または天然レベルの約5％、約10％
、約15％、約20％、約25％、約30％、約35％、約40％、約45％、約50％、約55％、約60％
、約65％、約70％、約75％、約80％、約85％、約90％、約95％、約96％、約97％、約98％
、約99％、または約100％抑制する。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される細
胞プログラミング剤は、PTBの発現レベルを直接抑制し、例えば、PTBの転写、翻訳、また
はタンパク質の安定性を抑制する。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される細胞
プログラミング剤は、PTBの活性を直接抑制し、例えば、PTBのその標的分子への結合を遮
断する。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される細胞プログラミング剤は、他の
細胞シグナル伝達経路に影響を与えることなく、PTBの発現または活性に直接影響を与え
る。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される細胞プログラミング剤は、別のタン
パク質またはマイクロRNA、例えば、miR-124、miR-9、またはBrn2の発現または活性レベ
ルを抑制または上方制御することによって、PTBの発現または活性を抑制しない。
【０１５５】
　本明細書で提供されるように、PTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤
は、PTBのタンパク質発現またはタンパク質活性を抑制または排除する任意のタイプの試
薬であり得る。いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤は、小さな化学分子、干
渉RNA、ショートヘアピンRNA、マイクロRNA、ドミナントネガティブPTB、スポンジポリヌ
クレオチド、リボザイム、アンチセンスオリゴヌクレオチド、モノクローナル抗体、また
はPTBの発現または活性を抑制するように構成されたポリクローナル抗体であり得る。
【０１５６】
　PTBの小さな化学分子阻害剤は、有機または無機の化合物であり得る。本明細書で使用
される場合、「小分子」は、約3,000ダルトン未満の分子量の小さな有機または無機分子
を指すことがある。前記小分子は、天然物または合成製品である可能性がある。PTBの小
分子阻害剤は、PTBの活性フラグメントに基づく構造を有することができる。例えば、で
知られているコンピュータモデリング法を使用して、PTBの活性フラグメント（RNA結合モ
チーフ等）に類似した構造を持つ分子を合理的に設計できる（例えば、1、2、3、4、また
はそれ以上の異なるRNA結合モチーフ）。
【０１５７】
　RNA干渉は、標的遺伝子PTBの発現レベルを低下させるのに役立つ。本明細書で提供され
るように、該方法は、非神経細胞におけるPTBの発現を抑制するためのRNA干渉の使用を含
むことができる。dsRNA分子は、DICER（Bernstein et al.、Nature 409：363、2001）と
呼ばれるRNase E様酵素による2つの21 nt鎖からなる小さなdsRNA分子へのプロセシングを
受けた後、様々なタイプの細胞でmRNAの配列特異的分解を指示すると考えられ、それぞれ
が5'リン酸基と3'ヒドロキシルを持ち、他の鎖と正確に相補的な19 nt領域を含むため、2
 nt-3'オーバーハングに隣接する19nt二重領域がある。従って、RNAiは短い干渉RNA（siR
NA）によって媒介される可能性があり、これは通常、長さが約19ヌクレオチドで各鎖に1
～2ヌクレオチドの3'オーバーハングがある二本鎖領域を含み、全長は約21～23ヌクレオ
チドになる。
【０１５８】
　本明細書で提供される方法で使用できる短い干渉RNA（siRNA）は、約19塩基対の長さの
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RNA二重鎖を含み、オプションで1つまたは2つの一本鎖オーバーハングまたはループをさ
らに含み、全長が約21及び23ヌクレオチドの間になることがある。siRNAは、一緒にハイ
ブリダイズする２つのRNA鎖を含むことができ、あるいは、自己ハイブリダイズする部分
を含む単一のRNA鎖を含むことができる。siRNAは、リン酸基及び/またはヒドロキシル基
を含むことができる1つまたは複数の遊離鎖末端を含むことができる。siRNAは通常、スト
リンジェントな条件下で標的転写産物とハイブリダイズする部分を含むことができる。si
RNAの1本の鎖（またはsiRNAの自己ハイブリダイズ部分）は、標的転写物（例えば、PTB m
RNA転写物）の領域と正確に相補的であり得、これは、siRNAが単一のミスマッチなしに標
的転写物にハイブリダイズすることを意味する。特定の実施形態では、完全な相補性は達
成されない。いくつかの実施形態では、ミスマッチは、siRNA末端またはその近くに位置
する。
【０１５９】
　本明細書で使用される場合、siRNAはまた、そのような分子を生成するためにin vivoで
処理され得る様々なRNA構造（例えば、短いヘアピンRNA（shRNA））を含む。shRNAは、互
いにハイブリダイズしてステム、ループ、及び任意選択でオーバーハング、例えば3'オー
バーハングを形成する2つの相補的要素を含むRNA鎖を含むことができる。ステムは約19 b
pの長さ、ループは約1～20、例えば約4～10、及び約6～8 ntの長さ、及び/またはオーバ
ーハングは約1～20、例えば約2～15 ntの長さにすることができる。特定の実施形態では
、ステムは、最小で19ヌクレオチドの長さであり得、最大で約29ヌクレオチドの長さであ
り得る。本明細書で提供される古典的なsiRNAは、それらが標的とされるmRNA（例えば、P
TB mRNA転写物）の分解を引き起こし、それによってタンパク質合成の速度も低下させる
可能性がある。いくつかの実施形態では、PTBmRNA転写産物の3'UTRに結合する特定のsiRN
A（例えば、マイクロRNA）は、古典的なRNA干渉に関連するが、それとは異なるメカニズ
ムによって、例えば安定性を低下させるのではなく、転写物の翻訳を低下させることによ
る、テンプレート転写産物によってコードされるタンパク質の発現を阻害することができ
る。マイクロRNAは、長さが約20～26ヌクレオチド、例えば22 ntの長さである可能性があ
る。マイクロRNAは、標的転写物を不安定化及び/またはそれらの翻訳（例えば、PTB発現
）をブロックするために使用することができる。
【０１６０】
　特定の所望のsiRNA配列をコードするDNA配列を含むプラスミドは、トランスフェクショ
ンまたはウイルス媒介感染を介して標的細胞に送達される。細胞内に入ると、DNA配列はR
NA分子に継続的に転写され、RNA分子はそれ自体でループバックし、分子内の塩基対形成
によってヘアピン構造を形成する。これらのヘアピン構造は、細胞によって処理されると
、トランスフェクトされたsiRNA分子と同等であり、目的のタンパク質のRNAiを仲介する
ために細胞によって使用される。shRNAの使用は、前者がタンパク質発現の安定した長期
阻害につながる可能性があるため、siRNAトランスフェクションよりも優れている。トラ
ンスフェクトされたsiRNAによるタンパク質発現の阻害は、数日より長い期間は発生しな
い一過性の現象である。
いくつかの場合には、これは好ましく、望ましい場合がある。より長期間のタンパク質阻
害が必要な場合は、shRNAを介した阻害が望ましい。ショートヘアピンRNA（shRNA）は、5
'フランキング領域、siRNA領域セグメント、ループ領域、3'siRNA領域、及び3'フランキ
ング領域を含むように設計できるステムループ構造で構成できる。shRNAは、標的配列を
効果的にノックダウンすることができる。
【０１６１】
　標的RNA転写物（例えば、PTB mRNA転写物）の一部または全部に相補的な塩基配列を有
するスポンジポリヌクレオチドは、本明細書で提供される方法でも使用することができる
。例えば、スポンジポリヌクレオチドは、ポリピリミジントラクトを含むことができる。
スポンジポリヌクレオチドを使用してPTBmRNA転写物を「トラップ」し、それによってそ
れらが通常スプライシング、翻訳、または輸送されるのをブロックし、PTBタンパク質の
発現レベルを低下させることができる。
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【０１６２】
　いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤は、PTB分子の活性を阻害することが
できるドミナントネガティブ変異体であり得る。ドミナントネガティブ変異体は、PTB分
子の活性を阻害することができるペプチドまたはペプチド模倣物、またはPTBの活性を阻
害することができるドミナントネガティブポリペプチドを発現するDNAベクターまたは遺
伝子治療ベクターの形態の核酸組成物であり得る。ドミナントネガティブ変異体は、ター
ゲットRNAまたはPTBのリガンドに結合し、そのターゲット相互作用に影響を与える可能性
がある。ドミナントネガティブ分子は、例えば、タンパク質間相互作用またはタンパク質
間相互作用をブロックすることによって作用することができる。
【０１６３】
　ポリペプチド模倣組成物は、二次構造、例えば、ベータターン、ガンマターン、ベータ
シート、アルファヘリックスコンフォメーション等を誘導または安定化するために、典型
的にはa）天然のアミド結合（「ペプチド結合」）結合以外の残基結合基、b）天然に存在
するアミノ酸残基の代わりに非天然残基、またはc）二次構造模倣を誘発する残基、等3つ
の構造グループに由来する非天然構造成分の任意の組み合わせを含むことができる。個々
のペプチド模倣残基は、ペプチド結合、他の化学結合、またはカップリング手段、例えば
、グルタルアルデヒド、N-ヒドロキシスクシンイミドエステル、二官能性マレイミド、N
、N'－ジシクロヘキシルカルボジイミド（DCC）またはN、N'－ジイソプロピルカルボジイ
ミド（DIC）によって結合することができる。従来のアミド結合（「ペプチド結合」）結
合の代替となり得る結合基には、例えば、ケトメチレン(例えば、-C(=O）-NH-の場合、-C
(=O）-CH2-、アミノメチレン(CH2-NH）、エチレン、オレフィン(CH=CH）、エーテル(CH2-
O）、チオエーテル(CH2-S）、テトラゾール(CN4-）、チアゾール、レトロアミド、チオア
ミド、またはエステルが含まれる。
【０１６４】
　細胞プログラミング剤の別の非限定的な例は、抗PTB抗体であり得る。抗PTB抗体は、PT
Bに特異的に結合するポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体であり得る。本明細
書で使用される抗PTB抗体は、その活性フラグメントまたは不活性フラグメントでPTBに結
合することができる。いくつかの構成では、PTBの活性フラグメントに結合する抗PTB抗体
は、PTBがその機能的標的（例えば、標的RNA転写物）またはパートナー（例えば、タンパ
ク質リガンド）と相互作用するのを阻止し、それによってPTBの活性を阻害することがで
きる。他の構成では、PTBの不活性フラグメントに結合する抗PTB抗体は、場合によっては
PTB凝集を誘発し、それによって細胞内にPTBを固定化し、標的またはパートナーと相互作
用するために再配置するのを防ぎる。場合によっては、抗PTB抗体は、抗体に結合してい
るため、PTBのタンパク質分解を誘発することもある。
【０１６５】
　アンチセンス核酸（例えば、DNA、RNA、修飾DNA、または修飾RNA）は、一般に、標的核
酸（例：PTB mRNA転写物）の一部に相補的な一本鎖核酸であり、従って、標的に結合して
二本鎖を形成することができる。抗PTBアンチセンスヌクレオチドは、例えば細胞内でのP
TBの発現または活性を抑制するように構成することができる。アンチセンスオリゴヌクレ
オチド（ASO）は、ターゲットmRNAとペアリングして、RNAを核内酵素RNaseHによる切断の
基質にすることができる。いくつかの実施形態では、アンチセンスオリゴヌクレオチドは
、脳脊髄液への注射後、神経系、例えば、げっ歯類及び非ヒト霊長類神経系において約3
ヶ月間、標的mRNA分解を媒介することができる。本明細書で提供されるように、本明細書
で提供される方法で使用できるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、典型的には、長さが
15から35ヌクレオチドの範囲であるが、長さが10から約50ヌクレオチドの範囲であること
ができるオリゴヌクレオチドである。結合は、標的PTB核酸の機能を低下または阻害する
可能性がある。例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ゲノムDNA例えば、PTB遺伝
子）に結合すると転写をブロックし、mRNA（例えば、PTB mRNA転写物）に結合すると翻訳
を阻害し、及び／または核酸の分解をもたらすことができる。PTBの発現の減少は、ポリ
ペプチドをコードするmRNAの配列に相補的な配列を含むアンチセンス核酸またはペプチド
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核酸の投与によって達成することができる。アンチセンス技術及びその応用は当技術分野
で周知であり、Phillips,M．I.（ed.）Antisense Technology, Methods Enzymol., 313及
び314：2000、及びそこに記載されている参考文献に記載されている。また、Crooke, S.
「ANTISENSEDRUG TECHNOLOGY：PRINCIPLES, STRATEGIES, AND APPLICATIONS」（第1版） 
Marcel Dekker及びそこに引用されている参考文献も参照されたい。
【０１６６】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供されるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、
ロックされた核酸（LNA）を含むことができる。いくつかの実施形態では、LNAは修飾され
たRNAヌクレオチドを指し、リボース部分は2'酸素と4'炭素を接続する追加のブリッジで
修飾され、ブリッジは3'-エンド（北）コンフォメーションでリボースを「ロック」する
。いくつかの実施形態では、LNAは、必要なときはいつでもオリゴヌクレオチド中のDNAま
たはRNA残基と混合され、ワトソン－クリック塩基対形成規則に従ってDNAまたはRNAとハ
イブリダイズする。ロックされたリボースコンフォメーションは、ベーススタッキングと
バックボーンの事前編成を強化できる。本明細書で提供されるようなオリゴヌクレオチド
へのLANの包含は、いくつかの実施形態では、オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーシ
ョン特性（融解温度）を増加させる。場合によっては、LNAを含めると、ターゲットmRNA
の翻訳がブロックされるが、ターゲットmRNAの分解は引き起こされない。LNAを使用する
例示的な技術及び用途は、PCT/US2013/047157及びCampbell MA et al., Chem. Soc. 改訂
版、40(12）, 5680-9に見出すことができ、これらは、その全体が参照により本明細書に
組み込まれる。
【０１６７】
　本明細書で提供される細胞プログラミング剤はまた、RNA分子の配列特異的切断を触媒
することができるリボザイムまたはデオキシリボザイムを含み得る。切断部位は、RNAま
たはDNA酵素のヌクレオチドと標的RNAのヌクレオチド（PTB mRNA転写物等）との相補的な
ペアリングによって決定される。従って、RNA及びDNA酵素は、PTB mRNA転写物を切断する
ように設計することができ、それによってその分解速度を増加させる。
【０１６８】
　本明細書で提供されるように、非神経細胞と細胞プログラミング剤の接触は、再プログ
ラミングする非神経細胞のタイプ、非神経細胞が存在する環境、細胞プログラミング剤の
タイプ、及び望ましい細胞再プログラミングの結果に応じて、任意の適切な方法で実行で
きる。いくつかの実施形態では、PTBの小分子阻害剤またはアンチセンスオリゴヌクレオ
チド等の細胞プログラミング剤は、細胞プログラミング剤自体が細胞膜浸透能力を示すこ
とを前提として、非神経細胞に直接適用される。いくつかの実施形態では、shRNA、抗体
、またはドミナントネガティブ変異体等の細胞プログラミング剤は、目的の細胞プログラ
ミング剤を発現する核酸ベクターの形で導入される。これらの構成では、非ウイルストラ
ンスフェクション法またはウイルス形質導入法を利用して、細胞プログラミング剤を導入
する。非ウイルストランスフェクションとは、ウイルスを介さないすべての細胞トランス
フェクション法を指す。非ウイルストランスフェクションの非限定的な例には、エレクト
ロポレーション、マイクロインジェクション、リン酸カルシウム沈殿、DEAE-デキストラ
ン等のカチオン性ポリマーとそれに続くポリエチレングリコールによるトランスフェクシ
ョン、デンドリマーによるトランスフェクション、リポソームを介したトランスフェクシ
ョン（「リポフェクション」）、微小発射体衝撃（「遺伝子銃」）、fugene、直接音波負
荷、細胞圧搾、光学的トランスフェクション、プロトプラスト融合、インパレフェクショ
ン、マグネトフェクション、ヌクレオフェクション、及びそれらの任意の組み合わせが含
まれる。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、細胞プログラミング剤
を非神経細胞に送達するための適切な培地としてウイルスベクターを利用する。適切なウ
イルスベクターの例には、アデノウイルス、レンチウイルス、アデノ随伴ウイルス（AAV
）、ポリオウイルス、単純ヘルペスウイルス（HSV）、またはネズミマロニーベースのウ
イルスベクターが含まれ得る。いくつかの実施形態では、ベクターはAAVベクターである
。本明細書で提供されるように、ウイルスベクター法は、DNAまたはRNAウイルスベクター
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のいずれかの使用を含み得る。いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤は、AAV
ベクターの形態で投与される。いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤は、レン
チウイルスベクターの形態で投与される。例えば、レンチウイルスまたはアデノ随伴ウイ
ルス（AAV）を使用して、PTBに対してshRNAを発現させることにより、細胞プログラミン
グ剤を非神経細胞に送達することができる。
【０１６９】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、本明細書で提供される方法は、非神経細胞を成
熟ニューロンに再プログラミングするのに十分な量の細胞プログラミング剤を介して、非
神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制することを含む。当業者が容易に理解する
ように、十分な量の細胞プログラミング剤を経験的に決定することができる。いくつかの
実施形態では、細胞プログラミング剤の量は、非神経細胞における細胞プログラミング剤
の活性を調べる任意のタイプのアッセイによって決定することができる。例えば、細胞プ
ログラミング剤が非神経細胞におけるPTBの発現を抑制するように構成されている場合、
十分な量の細胞プログラミング剤は、薬剤の投与後、例えばウエスタンブロットによって
、例示的な非神経細胞におけるPTBの発現レベルを評価することによって決定することが
できる。いくつかの実施形態では、機能アッセイは、例示的な非神経細胞への細胞プログ
ラミング剤の送達後のPTBの活性を評価するために利用される。いくつかの実施形態では
、ニューロンマーカーの免疫染色、ニューロンの機能特性の電気的記録等、下流のニュー
ロンの特性を調べる他の機能アッセイを使用して、十分な量の細胞プログラミング剤を決
定する。いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤は、ウイルスベクターの形態で
送達される。ウイルスベクターは、細胞プログラミング剤、例えば、shRNA、マイクロRNA
、ドミナントネガティブ変異体、または抗体、例えば、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10
、20、30、50、または100コピーをコードする発現配列の1つまたは複数のコピーを含むこ
とができる。当業者が決定できるように、ウイルスベクターは、投与のために任意の適切
な量にいじくり回すことができる。例えば、PCR、RT-PCR、または他の方法によって決定
される力価は、少なくとも約105ウイルス粒子/mL、少なくとも約106粒子/mL、少なくとも
約107粒子/mL、少なくとも約108粒子/mL、少なくとも約109粒子/mL、少なくとも約1010粒
子/mL、少なくとも約1011粒子/mL、少なくとも約1012粒子/mL、少なくとも約1013粒子/mL
、少なくとも約1014粒子/mL、または少なくとも約1015粒子/mLであり得る。いくつかの実
施形態では、投与されるウイルスベクターの力価は、少なくとも約1010ウイルス粒子/mL
である。いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤はアンチセンスオリゴヌクレオ
チドであり、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、当業者が理解するように、任意の有効
量で送達することができる。いくつかの実施形態では、アンチセンスオリゴヌクレオチド
は、少なくとも約0.05 μg、少なくとも約0.075 μg、少なくとも約0.1 μg、少なくとも
約0.125 μg、少なくとも約0.15 μg、少なくとも約0.175 μg、少なくとも約0.2 μg、
少なくとも約0.225 μg、少なくとも約0.25 μg、少なくとも約0.275 μg、少なくとも約
0.3 μg、少なくとも約0.325 μg、少なくとも約0.35 μg、少なくとも約0.375 μg、少
なくとも約0.4 μg、少なくとも約0.425 μg、少なくとも約0.045 μg、少なくとも約0.4
75 μg、少なくとも約0.5 μg、少なくとも約0.6 μg、少なくとも約0.7 μg、少なくと
も約0.8 μg、少なくとも約0.9 μg、少なくとも約1.0 μg、少なくとも約1.2 μg、少な
くとも約1.25 μg、少なくとも約1.3 μg、少なくとも約1.4 μg、少なくとも約1.5 μg
、少なくとも約1.6 μg、少なくとも約1.7 μg、少なくとも約1.8 μg、少なくとも約1.9
 μg、少なくとも約2.0 μg、少なくとも約2.1 μg、少なくとも約2.2 μg、少なくとも
約2.3 μg、少なくとも約2.4 μg、少なくとも約2.5 μg、少なくとも約2.75 μg、少な
くとも約3 μg、少なくとも約4 μg、少なくとも約5 μg、少なくとも約6 μg、少なくと
も約7 μg、少なくとも約8 μg、少なくとも約9 μg、または少なくとも約10 μg投与さ
れる。いくつかの実施形態では、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、約0.05 μg、約0.
075 μg、約0.1 μg、約0.125 μg、約0.15 μg、約0.175 μg、約0.2 μg、約0.225 μg
、約0.25 μg、約0.275 μg、約0.3 μg、約0.325 μg、約0.35 μg、約0.375 μg、約0.
4 μg、約0.425 μg、約0.045 μg、約0.475 μg、約0.5 μg、約0.6 μg、約0.7 μg、
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約0.8 μg、約0.9 μg、約1.0 μg、約1.2 μg、約1.25 μg、約1.3 μg、約1.4 μg、約
1.5 μg、約1.6 μg、約1.7 μg、約1.8 μg、約1.9 μg、約2.0 μg、約2.1 μg、約2.2
 μg、約2.3 μg、約2.4 μg、約2.5 μg、約2.75 μg、約3 μg、約4 μg、約5 μg、約
6 μg、約7 μg、約8 μg、約9 μg、または約10 μg投与される。いくつかの場合では、
アンチセンスオリゴヌクレオチドは、in vitroで約0.075～約0.325 μg、約0.1～約0.3 
μg、または約0.125～約0.25 μg投与される。いくつかの場合では、アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドは、in vivoで約1～約10 μg、約1～約5 μg、約1～約3 μg、約1.5～約2.5
 μg、または約1.75～約2.25 μg投与される。
【０１７０】
　本明細書で提供される方法は、非神経細胞を成熟ニューロンに再プログラミングするの
に十分な一定期間、非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制することを含み得る
。いくつかの実施形態では、例示的な方法は、非神経細胞におけるPTBの発現または活性
を少なくとも１日、少なくとも2日、少なくとも3日、少なくとも4日、少なくとも5日、少
なくとも6日、少なくとも7日、少なくとも8日、少なくとも9日、少なくとも10日、少なく
とも11日、少なくとも12日、少なくとも13日、少なくとも14日、少なくとも15日、少なく
とも3週間、少なくとも4週間、少なくとも5週間、少なくとも2か月間、少なくとも3か月
間、少なくとも4か月間、または少なくとも5ヶ月間抑制する細胞プログラミング剤を含む
非神経細胞と接触することを含み、それによって非神経細胞を成熟ニューロンに再プログ
ラミングする。いくつかの実施形態では、例示的な方法は、非神経細胞を、非神経細胞に
おけるPTBの発現または活性を約１日、約2日、約3日、約4日、約5日、約6日、約7日、約8
日、約9日、約10日、約11日、約12日、約13日、約14日、約15日、約3週間、約4週間、約5
週間、約2ヶ月間、約3ヶ月間、約4ヶ月間、または約5ヶ月間抑制する細胞プログラミング
剤と接触させ、それによって非神経細胞を成熟ニューロンに再プログラミングすることを
含む。いくつかの実施形態では、例示的な方法は、非神経細胞を、非神経細胞におけるPT
Bの発現または活性を最大2日、最大3日、最大4日、最大5日、最大6日、最大7日、最大8日
、最大9日、最大10日、最大11日、最大12日、最大13日、最大14日、最大15日、最大3週間
、最大4週間、最大5週間、最大2か月間、最大3か月間、最大4か月間、または最大5ヶ月間
抑制する細胞プログラミング剤と接触させ、それによって非神経細胞から成熟ニューロン
に再プログラミングすることを含む。いくつかの構成では、ここで提供される方法は、細
胞プログラミング剤を１回だけ投与することを含み、例えば、細胞プログラミング剤の非
神経細胞を含む細胞培養物に加えるか、または細胞プログラミング剤の非神経細胞を含む
脳領域に1回だけ送達し、細胞プログラミング剤は、抑制する発現または非神経細胞にお
けるPTBの活性として所望の時間、例えば、少なくとも1日間、少なくとも2日、少なくと
も4日、または最後に10日、活性を維持することができる。例えば、細胞プログラミング
剤が抗PTBshRNAを発現するAAVベクターを含む場合、AAVベクターの設計により、長期間転
写活性を維持することができる。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は
、細胞プログラミング剤を2回以上、例えば、少なくとも2回、少なくとも3回、少なくと
も4回、少なくとも5回、少なくとも6回、少なくとも7回、少なくとも8回、少なくとも9回
、少なくとも10回、少なくとも12回、少なくとも15回、少なくとも20回または20回以上投
与することを含む。
【０１７１】
　本明細書で提供されるように、方法は、適切な培養条件下で、in vitroで非神経細胞を
ニューロンに再プログラミングすることを含み得る。当業者は、ニューロンの成長を促進
するために適切な細胞培養条件を選択できることを理解するであろう。いくつかの実施形
態では、非神経細胞、再プログラミングを受けている細胞、及び再プログラミングされた
ニューロンの生存を維持するために、様々な因子を培地に提供することができる。細胞増
殖をサポートすることができる任意の既知の培地を使用し、望ましい結果のために最適化
することができる。培地には、HEM、DMEM、RPMI、F-12等が含まれる。培地は、グルタミ
ンまたは他のアミノ酸、ビタミン、ミネラル、またはトランスフェリン等の有用なタンパ
ク質等の細胞代謝に重要である可能性があるサプリメントを含むことができる。培地はま



(40) JP 2021-520200 A 2021.8.19

10

20

30

40

50

た、酵母、細菌、及びペニシリン、ストレプトマイシン、ゲンタマイシン等の真菌による
汚染を防ぐための抗生物質を含むことができる。いくつかの場合では、培地は、ウシ、ウ
マ、ニワトリ等に由来する血清を含むことができる。出発細胞としての星状細胞のための
例示的な培地は、DMEM/F12、FBS、ペニシリン／ストレプトマイシン、B27、上皮成長因子
（EGF）、及び線維芽細胞成長因子2（FGF2）を含み得る。いくつかの場合では、ニューロ
ン分化培地は、再プログラミング及び／または再プログラミングされたニューロンの維持
中に使用される。いくつかの場合では、ニューロン分化培地は、SB431542、A-77-01、ALK
5阻害剤II、RepSox、SB525334、GW788388、SD-208、LY215729、またはLY364947等のALK5
の阻害剤（TGFβI型受容体キナーゼ）を含む。いくつかの場合では、ニューロン分化培地
は、CHIR99021、IM-12、TWS119、BIO、3F8、AR-A014418、AT9283、または2-チオ(3-ヨー
ドベンジル）-5-(1-ピリジル）-[1,3,4]-オキサジアゾール等のGSK3b（グリコーゲンシン
ターゼキナーゼ3ベータ）の阻害剤を含む。いくつかの場合では、ニューロン分化培地は
、ジブチリル-cAMP（サイクリックアデノシン一リン酸）、8-ブロモ-cAMP、8-CPT-cAMP、
タキソール、ベリノスタット、またはSp-cAMP等のPKA（プロテインキナーゼA）の活性化
因子を含む。例示的なニューロン分化培地には、N3/基礎培地が含まれる。これは、B27、
FBS、ChIR99021、SB431542、及びDb-cAMPが添加されたDMEM/F12、ニューロベーサル、イ
ンスリン、トランスファー、レナイトナトリウム、プロゲステロン、プトレシン、及び/
またはBDNF、GDNF、NT3及びCNTF等の神経栄養因子を含む。
【０１７２】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、本明細書で提供される方法は、複数の非神経細
胞を高効率で成熟ニューロンに再プログラミングすることを含む。
【０１７３】
　いくつかの実施形態では、方法は、マウス星状細胞を成熟ニューロンに再プログラミン
グすることを含み、マウス星状細胞の少なくとも60％が、Tuj1陽性である成熟ニューロン
に変換される。いくつかの実施形態では、マウス星状細胞の少なくとも40％は、Map2陽性
である成熟ニューロンに変換される。いくつかの実施形態では、マウス星状細胞の少なく
とも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なくとも約35％、少なくとも約38
％、少なくとも約40％、少なくとも約42％、少なくとも約44％、少なくとも約46％、少な
くとも約48％、少なくとも約50％、少なくとも約52％、少なくとも約54％、少なくとも約
56％、少なくとも約58％、少なくとも約60％、少なくとも約62％、少なくとも約64％、少
なくとも約66％、少なくとも約68％、少なくとも約70％、少なくとも約72％、少なくとも
約74％、少なくとも約76％、少なくとも約78％、少なくとも約80％、少なくとも約82％、
少なくとも約84％、少なくとも約86％、少なくとも約88％、少なくとも約90％、少なくと
も約92％、少なくとも約94％、少なくとも約96％、少なくとも約98％、少なくとも約99％
、または100％が、Tuj1またはMap2に陽性の成熟ニューロンに変換される。
【０１７４】
　いくつかの実施形態では、方法は、ヒト星状細胞を成熟ニューロンに再プログラミング
することを含み、ヒト星状細胞の少なくとも40％、少なくとも60％、または少なくとも80
％が、Tuj1陽性である成熟ニューロンに変換される。いくつかの実施形態では、ヒト星状
細胞の少なくとも20％、少なくとも40％、または少なくとも60％が、Map2陽性である成熟
ニューロンに変換される。いくつかの実施形態では、ヒト星状細胞の少なくとも約20％、
少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なくとも約35％、少なくとも約38％、少なくと
も約40％、少なくとも約42％、少なくとも約44％、少なくとも約46％、少なくとも約48％
、少なくとも約50％、少なくとも約52％、少なくとも約54％、少なくとも約56％、少なく
とも約58％、少なくとも約60％、少なくとも約62％、少なくとも約64％、少なくとも約66
％、少なくとも約68％、少なくとも約70％、少なくとも約72％、少なくとも約74％、少な
くとも約76％、少なくとも約78％、少なくとも約80％、少なくとも約82％、少なくとも約
84％、少なくとも約86％、少なくとも約88％、少なくとも約90％、少なくとも約92％、少
なくとも約94％、少なくとも約96％、少なくとも約98％、少なくとも約99％、または約10
0％が、Tuj1またはMap2に陽性の成熟ニューロンに変換される。
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【０１７５】
　いくつかの実施形態では、ここに提供される方法は、複数の非神経細胞、例えば、ヒト
非神経細胞、例えば、ヒトグリア細胞、または星状細胞を再プログラミングすることを含
み、非神経細胞、例えば、ヒト非神経細胞、例えば、ヒトグリア細胞、または星状細胞の
少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なくとも約35％、少なくと
も約38％、少なくとも約40％、少なくとも約42％、少なくとも約44％、少なくとも約46％
、少なくとも約48％、少なくとも約50％、少なくとも約52％、少なくとも約54％、少なく
とも約56％、少なくとも約58％、少なくとも約60％、少なくとも約62％、少なくとも約64
％、少なくとも約66％、少なくとも約68％、少なくとも約70％、少なくとも約72％、少な
くとも約74％、少なくとも約76％、少なくとも約78％、少なくとも約80％、少なくとも約
82％、少なくとも約84％、少なくとも約86％、少なくとも約88％、少なくとも約90％、少
なくとも約92％、少なくとも約94％、少なくとも約96％、少なくとも約98％、または少な
くとも約99％が成熟ニューロンに再プログラミングされる。いくつかの実施形態では、本
明細書で提供される方法は、非神経細胞、例えば、ヒト非神経細胞、例えば、ヒトグリア
細胞、または星状細胞の約20％、約25％、約30％、約35％、約38％、約40％、約42％、約
44％、約46％、約48％、約50％、約52％、約54％、約56％、約58％、約60％、約62％、約
64％、約66％、約68％、約70％、約72％、約74％、約76％、約78％、約80％、約82％、約
84％、約86％、約88％、約90％、約92％、約94％、約96％、約98％、約99％、または約10
0％を成熟ニューロンに再プログラムする。
【０１７６】
　いくつかの実施形態では、成熟ニューロンは、NeuN（神経核抗原）、Map2（微小管関連
タンパク質2）、NSE（ニューロン特異的エノラーゼ）、160 kDaニューロフィラメント培
地、200kDaニューロフィラメントヘビー、PDS-95（シナプス後肥厚タンパク質95）、シナ
プシンI、シナプトフィジン、GAD67（グルタミン酸デカルボキシラーゼ67）、GAD65（グ
ルタミン酸デカルボキシラーゼ67）、パルブアルブミン、DARPP32（ドーパミン及びcAMP
によって調節される神経細胞リンタンパク質32）、vGLUT1（小胞性グルタミン酸トランス
ポーター1）、vGLUT2（小胞性グルタミン酸トランスポーター2）、アセチルコリン、小胞
性GABAトランスポーター（VGAT）、γ-アミノ酪酸（GABA）、及びTH（チロシンヒドロキ
シラーゼ）からなる群から選択された1つまたは複数のニューロンマーカーの発現によっ
て特徴付けられる。いくつかの実施形態では、非神経細胞、例えば、ヒト非神経細胞、例
えば、ヒトグリア細胞、または星状細胞の少なくとも40％が、成熟ニューロンに再プログ
ラムされる。
【０１７７】
　当業者が容易に理解するであろうように、上記のすべてのこれらのマーカーの発現は、
任意の一般的な技術によって評価することができる。例えば、本明細書に記載の特定の細
胞型マーカーに対する抗体を使用する免疫染色は、目的の細胞が対応する細胞型マーカー
を発現するかどうかを明らかにすることができる。特定の条件下での免疫染色は、細胞型
マーカーの細胞内分布を明らかにすることもできる。これは、目的の細胞の発生段階を決
定するためにも重要である。例えば、Map2の発現は、有糸分裂後の成熟ニューロンの様々
な神経突起（樹状突起等）に見られるが、ニューロンの軸索には見られない。電位依存性
ナトリウムチャンネル（例えば、αサブユニットNav1.1-1.9及びβサブユニット）の発現
は別の例であり、活動電位を開始できる軸索の初期セグメントの成熟ニューロンとランヴ
ィエ絞輪にクラスター化することができる。いくつかの実施形態では、フローサイトメト
リー、質量分析、in situハイブリダイゼーション、RT-PCR、及びマイクロアレイ等であ
るがこれらに限定されない他の技術もまた、本明細書に記載される特定の細胞型マーカー
の発現を評価するために使用され得る。
【０１７８】
　本開示の特定の側面は、複数の非神経細胞を再プログラミングすることを含む方法を提
供し、非神経細胞の少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なくと
も約35％、少なくとも約38％、少なくとも約40％、少なくとも約42％、少なくとも約44％
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、少なくとも約46％、少なくとも約48％、少なくとも約50％、少なくとも約52％、少なく
とも約54％、少なくとも約56％、少なくとも約58％、少なくとも約60％、少なくとも約62
％、少なくとも約64％、少なくとも約66％、少なくとも約68％、少なくとも約70％、少な
くとも約72％、少なくとも約74％、少なくとも約76％、少なくとも約78％、少なくとも約
80％、少なくとも約82％、少なくとも約84％、少なくとも約86％、少なくとも約88％、少
なくとも約90％、少なくとも約92％、少なくとも約94％、少なくとも約96％、少なくとも
約98％、または少なくとも約99％例えば、ヒト非神経細胞、例えば、ヒトグリア細胞、ま
たは星状細胞は、機能性ニューロンに再プログラミングされる。いくつかの実施形態では
、本明細書で提供される方法は、非神経細胞、例えば、ヒト非神経細胞、例えば、ヒトグ
リア細胞、または星状細胞の少なくとも20％を再プログラムして、機能性ニューロンに再
プログラムする。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、非神経細胞、
例えば、ヒト非神経細胞、例えば、ヒトグリア細胞、または星状細胞の約20％、約25％、
約30％、約35％、約38％、約40％、約42％、約44％、約46％、約48％、約50％、約52％、
約54％、約56％、約58％、約60％、約62％、約64％、約66％、約68％、約70％、約72％、
約74％、約76％、約78％、約80％、約82％、約84％、約86％、約88％、約90％、約92％、
約94％、約96％、約98％、約99％、または約100％を再プログラムして、機能性ニューロ
ンに再プログラムする。
【０１７９】
　いくつかの実施形態では、機能性ニューロンは、ニューロンネットワークを形成する能
力、ニューロン信号を送受信する能力、またはその両方の能力を特徴とする。いくつかの
実施形態では、機能性ニューロンは活動電位を発火させる。いくつかの実施形態では、機
能性ニューロンは、他のニューロンとのシナプス接続を確立する。例えば、機能性ニュー
ロンは、シナプス内のシナプス後ニューロンであり得、例えば、その樹状突起末端、例え
ば、樹状突起棘を有し、別のニューロンとのシナプスにおいてシナプス後区画を形成する
。例えば、機能性ニューロンは、シナプス内のシナプス前ニューロンであり得、例えば、
別のニューロンとのシナプスにおいてシナプス前終末を形成する軸索終末を有する。機能
性ニューロンが別のニューロンと形成できるシナプスには、軸索、軸索樹状突起、及び軸
索細胞体が含まれるが、これらに限定されない。機能性ニューロンが別のニューロンと形
成することができるシナプスは、興奮性（例えば、グルタミン酸作動性）、抑制性（例え
ば、GABA作動性）、調節性、またはそれらの任意の組み合わせであり得る。いくつかの実
施形態では、機能性ニューロンが別のニューロンと形成するシナプスは、グルタミン酸作
動性、GABA作動性、コリン作動性、アドレナリン作動性、ドーパミン作動性、または任意
の他の適切なタイプである。シナプス前ニューロンとして、機能性ニューロンは、グルタ
メート、GABA、アセチルコリン、アスパラギン酸、D-セリン、グリシン、一酸化窒素（NO
）、一酸化炭素（CO）、硫化水素（H2S）、ドーパミン、ノルエピネフリン（ノルアドレ
ナリンとしても知られている）、エピネフリン（アドレナリン）、ヒスタミン、セロトニ
ン、フェネチルアミン、N-メチルフェネチルアミン、チラミン、3-ヨードチロナミン、オ
クトパミン、トリプタミン、ソマトスタチン、サブスタンスP、オピオイドペプチド、ア
デノシン三リン酸（ATP）、アデノシン、及びアナンダミド等の神経伝達物質を放出する
ことができるが、これらに限定されない。シナプス後ニューロンとして、機能性ニューロ
ンは、シナプス前ニューロンによってシナプス間隙に放出される神経伝達物質に対するシ
ナプス後応答を誘発することができる。本明細書で提供される方法で生成されるシナプス
後応答は、機能性ニューロンが発現する神経伝達物質受容体のタイプに応じて、興奮性、
抑制性、またはそれらの任意の組み合わせのいずれかであり得る。いくつかの実施形態で
は、機能性ニューロンは、イオン性神経伝達物質受容体、例えば、イオン性グルタミン酸
受容体及びイオン性GABA受容体を発現する。イオン性グルタミン酸受容体には、α-アミ
ノ-3-ヒドロキシ-5-メチル-4-イソキサゾールプロピオン酸（AMPA）型グルタミン酸受容
体（例えば、GluA1/GRIA1;GluA2/GRIA2;GluA3/GRIA3;GluA4/GRIA4）、デルタ受容体（例
えば、GluD1/GRID1; GluD2/GRID2）、カイニン酸受容体（例えば、GluK1/GRIK1; GluK2/G
RIK2; GluK3/GRIK3; GluK4/GRIK4; GluK5/GRIK5）、及びN-メチル-D-アスパラギン酸（NM
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DA）受容体（例えば、GluN1/GRIN1; GluN2A/GRIN2A; GluN2B/GRIN2B; GluN2C/GRIN2C; Gl
uN2D/GRIN2D; GluN3A/GRIN3A; GluN3B/GRIN3B））が含まれるが、これらに限定されまな
い。イオン性GABA受容体には、GABAA受容体が含まれ得るが、これに限定されない。いく
つかの実施形態では、機能性ニューロンは、代謝型神経伝達物質受容体、例えば、代謝型
グルタミン酸受容体（例えば、mGluR1、mGluR5、mGluR2、mGluR3、mGluR4、mGluR6、mGlu
R7、mGluR8）、及び代謝性GABA受容体（例えば、GABA受容体）を発現する。いくつかの実
施形態では、機能性ニューロンは、D1様ファミリードーパミン受容体（例えば、D1及びD5
受容体（D1R及びD5R））またはD2様ファミリードーパミン受容体（例えば、D2、D3、及び
D4受容体（D2R、D3R、及びD4R））のいずれかのタイプのドーパミン受容体を発現する。
いくつかの実施形態では、本明細書で提供される機能性ニューロンは、別のニューロン（
例えば、ギャップ結合）と電気シナプスを形成する。いくつかの実施形態では、本明細書
で提供される機能性ニューロンは、オータプスとして知られるように、それ自体と化学的
または電気的シナプスのいずれかを形成する。
【０１８０】
　機能性ニューロンの特徴は、当業者が利用できる一般的な技術によって評価することが
できる。例えば、活動電位の発火や神経伝達物質放出に対するシナプス後反応等の機能性
ニューロンの電気的特性は、パッチクランプ記録（例えば、電流クランプと電圧クランプ
の記録）、細胞内記録、細胞外記録（例えば、四極管記録、単線記録、及びファイルされ
た潜在的な記録）等の手法で調べることができる。機能性ニューロン（例えば、イオンチ
ャンネルの発現と静止膜電位）の具体的な特性は、パッチクランプ記録によって調べるこ
ともできる。パッチクランプ記録の様々なバリエーションを、セルアタッチパッチ、イン
サイドアウトパッチ、アウトサイドアウトパッチ、全セル記録、穴あきパッチ、ルーズパ
ッチ等の様々な目的に適用できる。電気的方法によるシナプス後応答の評価は、シナプス
前ニューロンの電気刺激、神経伝達物質または受容体アゴニストまたはアンタゴニストの
適用のいずれかと組み合わせることができる。いくつかの場合では、AMPA型グルタミン酸
受容体を介したシナプス後電流は、AMPA受容体アゴニスト（AMPA等）またはアンタゴニス
ト（2,3-ジヒドロキシ-6-ニトロ-7-スルファモイル-ベンゾキノキサリン（NBQX）または6
-シアノ-7-ニトロキノキサリン-2,3-ジオン（CNQX））等によって評価できる。いくつか
の場合では、NMDA型グルタミン酸受容体を介したシナプス後電流は、NMDA受容体アゴニス
ト、例えば、NMDA及びグリシン、またはアンタゴニスト、例えば、AP5及びケタミンによ
って評価できる。いくつかの実施形態では、機能性ニューロンは、電気的アプローチ以外
の技術によって検査される。例えば、様々な蛍光色素または遺伝的にコード化された蛍光
タンパク質の最近の開発及びイメージング技術は、機能性ニューロンによって伝達または
伝達される電気信号を監視するために利用することができる。この文脈では、カルシウム
依存性蛍光色素（例えば、カルシウム指示薬）、例えば、これらに限定されないが、フラ
-2、インド-1、フルオロ-3、フルオ-4、及びカルシウムグリーン-1及びカメレオン、FIP-
CBSM、ペリカム、GCaMP、TN-L15、TN-humTnC、TN-XL、TN-XXL、Twitch等のカルシウム依
存性蛍光タンパク質は、神経細胞膜電位の指標としてカルシウムの流入と流出を追跡する
ために使用できる。代替的または追加的に、電圧変化に応答してそれらのスペクトル特性
を変化させることができる電位感受性色素もまた、ニューロン活動を監視するために使用
され得る。
【０１８１】
　神経伝達物質の放出は、機能性ニューロンの重要な側面になる可能性がある。本明細書
で提供される方法は、非神経細胞を、特定のタイプの神経伝達物質を放出する機能性ニュ
ーロンに再プログラムすることを含むことができる。いくつかの実施形態では、機能性ニ
ューロンは、グルタメート、GABA、アセチルコリン、アスパラギン酸、D-セリン、グリシ
ン、一酸化窒素（NO）、一酸化炭素（CO）、硫化水素（H2S）、ドーパミン、ノルエピネ
フリン（ノルアドレナリンとしても知られている）、エピネフリン（アドレナリン）、ヒ
スタミン、セロトニン、フェネチルアミン、N-メチルフェネチルアミン、チラミン、3-ヨ
ードチロナミン、オクトパミン、トリプタミン、ソマトスタチン、サブスタンスP、オピ
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オイドペプチド、アデノシン三リン酸（ATP）、アデノシン、及びアナンダミド等の神経
伝達物質を放出するが、これらに限定されない。いくつかの実施形態では、機能性ニュー
ロンは、主要な神経伝達物質としてドーパミンを放出する。いくつかの実施形態では、機
能性ニューロンは、２つ以上のタイプの神経伝達物質を放出する。いくつかの実施形態で
は、機能性ニューロンは、活動電位に応答して神経伝達物質を放出する。いくつかの実施
形態では、機能性ニューロンは、段階的電位（例えば、活動電位を誘発するための閾値を
超えない膜電位変化）に応答して神経伝達物質を放出する。いくつかの実施形態では、機
能性ニューロンは、基礎レベルで神経伝達物質放出を示す（例えば、自発的な神経伝達物
質放出）。機能性ニューロンからの本明細書に記載の神経伝達物質放出は、当業者に利用
可能な様々な技術によって評価することができる。いくつかの実施形態では、イメージン
グアプローチは、機能性ニューロンの神経伝達物質の放出を特徴づけるために使用できる
。例えば、小胞タンパク質を含む遺伝的にコード化された蛍光融合分子を画像化すること
により、シナプス小胞がシナプス前膜に融合されるプロセスを監視することができる。代
替的または追加的に、特定の神経伝達物質のレベルを直接監視するために他の方法を適用
することができる。例えば、HPLCプローブを使用して、機能性ニューロンが軸索を投射す
る培養皿または脳領域内のドーパミンの量を測定できる。HPLCで検出されたドーパミンの
レベルは、機能性ニューロンのシナプス前活動を示している可能性がある。いくつかの実
施形態では、そのような評価は、その膜電位を変化させるために、例えば、活動電位を誘
発させるために、機能性ニューロンの刺激と組み合わせることができる。
【０１８２】
　一態様では、本開示は、in vivoで機能性ニューロンを生成する方法を提供する。例示
的な方法は、被験者の神経系の領域、例えば、脳または脊髄に、神経系の領域、例えば、
脳または脊髄中の非神経細胞中の細胞プログラミング剤を含む組成物を投与し、非神経細
胞が機能性ニューロンに再プログラムすることを可能にすることを含む。いくつかの実施
形態では、細胞プログラミング剤は、PTBの発現または活性を抑制する。いくつかの実施
形態では、細胞プログラミング剤は、NeuroD1タンパク質、またはNeuroD1をコードする発
現構築物を含まない。
【０１８３】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、本明細書で提供される方法は、被験者の神経系
、例えば、脳または脊髄の領域への細胞プログラミング剤の直接投与を含む。いくつかの
実施形態では、細胞プログラミング剤は、神経系の領域に局所的に送達される。一実施形
態では、ウイルスベクター、アンチセンスオリゴヌクレオチド、小分子阻害剤、または発
現カセット等であるがこれらに限定されない細胞プログラミング剤を含む組成物は、脳領
域への定位的または対流増強送達によって被験者または生物に投与される。定位位置決め
システムを使用して、当業者は、細胞プログラミング剤を含む組成物と共に投与される特
定の脳領域を特定することができるであろう。そのような方法及び装置は、本明細書で提
供される組成物を被験者または生物に送達するために容易に使用することができる。別の
実施形態では、本明細書で提供される組成物は、被験者または神経系の領域、例えば、脳
脊髄液または脳室に送達される、被験者の脳または脊髄に全身的に送達され、該組成物は
、神経系の特定の地域または被験者の神経系の細胞の特定のタイプに細胞プログラミング
剤を再配置するように構成される1つ以上の薬剤を含む。
【０１８４】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供されるメソッドで使用される細胞プログラミ
ング剤は、抗PTB shRNA、抗PTBマイクロRNA、ドミナントネガティブPTB変異体、またはポ
リピリミジントラクトを含むスポンジポリリボヌクレオチドを発現するウイルスを含み、
該方法は、所望の脳領域へのウイルスの定位注射を含む。いくつかの実施形態では、該ウ
イルスには、アデノウイルス、レンチウイルス、アデノ随伴ウイルス（AAV）、ポリオウ
イルス、単純ヘルペスウイルス（HSV）、またはマウスマロニーベースのウイルスが含ま
れる。本明細書で提供される方法で使用できるAAVは、AAV2、AAV5、AAV6、AAV7、及びAAV
8等であるが、これらに限定されない、任意の適切な血清型のAAVであり得る。いくつかの
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実施形態では、方法は、神経系、例えば、脳または脊髄の領域における非神経細胞におけ
るPTBの発現または活性を抑制する薬剤を発現するAAV2ベースのウイルスベクターを送達
することを含む。いくつかの実施形態では、細胞プログラミング剤は、PTBの小分子阻害
剤を含む。
【０１８５】
　いくつかの実施形態では、上記のように、本明細書で提供される方法は、様々な非神経
細胞を成熟ニューロンに再プログラミングすることを含む。いくつかの実施形態では、こ
こで提供される方法は、被験者の神経系の領域、例えば、脳または脊髄に、グリア細胞、
例えば、星状細胞、希突起膠細胞、NG2細胞、衛星細胞、または神経系の上衣細胞等であ
るがこれらに限定されない様々な非神経細胞のPTBの発現または抑制する活性を含む細胞
プログラミング剤を含む組成物を投与し、非神経細胞が機能性ニューロンに再プログラム
することを可能にすることを含む。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法
は、被験者の神経系、例えば脳または脊髄の領域内の星状細胞を機能性ニューロンに再プ
ログラミングすることを含む。
【０１８６】
　上記のように、本明細書で提供される方法は、特定の脳領域の非神経細胞を機能性ニュ
ーロンに再プログラミングすることを含むことができる。本明細書で提供される方法で使
用することができる例示的な脳領域は、後脳、中脳、または前脳のいずれかにあり得る。
いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、被験者の中脳、線条体、または
皮質に、中脳の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング
剤を含む組成物を投与し、非神経細胞が機能性ニューロンに再プログラムすることを可能
にすることを含む。いくつかの実施形態では、ここで提供される方法は、被験者の中脳に
、中脳の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含
む組成物を投与し、非神経細胞が機能性ニューロンに再プログラムすることを可能にする
ことを含む。
【０１８７】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、これらに限定されないが、延
髄、延髄錐体、オリーブ体、下オリーブ核、吻側腹外側髄質、尾側腹外側髄質、孤立核、
呼吸中枢-呼吸群、背側呼吸群、腹側呼吸群または呼吸中枢、プレベチンガー複合体、ボ
チンガー複合体、後台形核、疑核、疑核、傍正中網様核、巨大細胞網様核、傍顔面帯、ク
ネエート核、グラシル核、視床下部周囲核、挿入核、前置核、舌下核、最後野、延髄脳神
経核、下唾液核、疑核、迷走神経の背側核、低光沢核、中脳、橋、橋核、橋頭蓋神経核、
三叉神経感覚核の主核または橋核、三叉神経の運動核（v）、外転神経核（vi）、顔面神
経核（vii）、前庭神経核（前庭神経核及び蝸牛神経核）（viii）、上唾液核、橋核、橋
排尿中枢（バリントン核）、青斑核、脚橋被蓋核、後背側被蓋核、腹側被蓋網様核、傍小
脳脚領域、内側傍小脳脚核、外側傍小脳脚核、傍小脳脚核（kolliker-fuse核）、橋呼吸
器群、上オリーブ核、内側上オリーブ、外側上オリーブ、台形体の内側核、傍正中橋網様
体、小細胞網様体、尾側橋網様核、小脳脚、上小脳脚、中小脳脚、下小脳脚、第四脳室、
小脳、小脳虫部、小脳半球、前葉、後葉、片葉小節葉、小脳核、固定核、介在核、球状核
、栓状核、歯状核、中脳（中脳）、蓋、四丘体、下丘、上丘、視蓋前域、被蓋、中脳水道
周囲灰白質、内側縦筋束の吻側間質核、中脳網状形成、背側裂孔核、赤核、腹側被蓋野、
傍小脳脚色素核、傍黒質核、吻側被蓋核、尾側線形核、縫線の吻側線形核、束間核、黒質
緻密部、網様部、脚間核、大脳脚、大脳脚、中脳脳神経核、動眼神経核（iii）、エディ
ンガー・ウェストファル核、滑車神経核（iv）、中脳水道（中脳水道、シルビウス水道）
、前脳（前脳）、間脳、視床上部、松果体、手綱核、髄線条、視床ヒモ、第三脳室、交連
下器官、視床、前核群、前腹核（別名腹前前核）、前背核、前内側核、内側核群、内側背
内側核、正中核グループ、傍テニアル核、結合核、菱形核、層内核グループ、セントロメ
ディアン核、傍束核、傍中心核、中央外側核、外側核群、外側背側核、外側後核、肺、腹
側核群、腹側前核、腹側外側核、腹側後核、腹側後外側核、腹側後内側核、視床後部、内
側膝状体、外側膝状体、視床網様核、視床下部（大脳辺縁系）（hpa軸）、前部、内側領
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域、視索前野の一部、内側視索前野、視交叉上核、室傍核、視索上核（主に）、前視索前
野、外側領域、視索前野の一部、外側視索前野、外側視索前野の前部、視索前野の一部、
視索前野の他の核、正中視索前核、脳室周囲視索前野、結節、内側領域、背内側視床下部
核、腹内側核、弓状核、外側領域、外側核の結節部分、外側結節核、後部、内側領域、乳
頭核、後核、外側領域、外側核の後部、視交叉、脳弓下器官、脳室周囲核、下垂体茎、灰
白隆起、結核核、隆起乳頭核、結核領域、乳頭体、乳頭核、腹側視床、視床下核、不確帯
、下垂体、神経下垂体後葉、中葉（中葉）、下垂体前葉、前頭葉、頭頂葉、後頭葉、側頭
葉、小脳、脳幹、半卵円中心、放射冠、内包、外包、最外包、皮質下、海馬、歯状回、ア
ンモニス角膜（CAフィールド）、アンモニス角膜領域1（CA1）、アンモニス角膜領域2（C
A2）、アンモニス角膜領域3（CA3）、アンモニス角膜領域4（CA4）、扁桃体、扁桃体の中
心核、扁桃体の内側核、扁桃体の皮質及び基底外側核、扁桃体の外側及び基底外側核、拡
張扁桃体、分界条、分界条の床核、クローストラム、大脳基底核、線条体、背側線条体、
被殻、尾状核、腹側線条体、臀部核、嗅結結節、パリダス球、腹側淡蒼球、視床下核、前
脳基底部、前有孔質、無名質、基底核、ブローカ対角帯、中隔核、内側中隔核、終板、終
末層の血管器官、嗅脳（古淡蒼球）、嗅球、嗅索、前嗅核、梨状皮質、前交連、海馬鉤、
ミグダロイド周囲皮質、大脳皮質、前頭葉、皮質、一次運動野（中心前回、M1）、補助運
動野、運動前野、前頭前野、眼窩前頭皮質、背外側前頭皮質、脳回、上前頭回、中前頭回
、下前頭回、ブロドマン領域4、6、8、9、10、11、12、24、25、32、33、44、45、46、及
び47、頭頂葉、皮質、一次体性感覚野（S1）、二次体性感覚野（S2）、後頭頂葉、脳回、
中心後回（一次体性感覚野）、楔前部、ブロードマンの脳地図1、2、3、5、7、23、26、2
9、31、39、及び40、後頭葉、皮質、一次視覚野（V1）、v2、v3、v4、v5/mt、脳回、外側
後頭回、楔部、ブロードマンの脳地図17（V1、一次視覚野）18、及び19、側頭葉、皮質、
一次聴覚野（A1）、二次聴覚野（A2）、下側頭回、後部下側頭回、脳回、上側頭回、中側
頭回、下側頭回、嗅内皮質、鼻周囲皮質、海馬傍回、紡錘状回、ブロードマンの脳地図20
、21、22、27、34、35、36、37、38、41、42、内側上部側頭領域（MST）、島皮質、帯状
皮質、前帯状回、後帯状回、脳梁膨大後皮質、灰白層、膝下領域25、ブロードマンの脳地
図23、24; 26、29、30（脳梁膨大後部）; 31、及び32等の脳領域において非神経細胞を機
能性ニューロンに再プログラミングすることを含む。
【０１８８】
　一態様では、本開示は、in vivoでドーパミン作動性ニューロンを生成する方法を提供
する。例示的な方法は、被験者の脳に、脳内の非神経細胞におけるPTBの発現または活性
を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物を投与し、非神経細胞がドーパミン作動性
ニューロンに再プログラミングすることを可能にすることを含む。いくつかの実施形態で
は、方法は、ドーパミン作動性ニューロンを生成するために、組成物を被験者の中脳に投
与することを含む。いくつかの実施形態では、組成物は実質的な黒質（SN）に投与される
。いくつかの実施形態では、組成物は腹側被蓋野（VTA）に投与される。
【０１８９】
　いくつかの実施形態では、ここで提供される方法は、被験者の神経系、例えば脳または
脊髄の領域に、その領域の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プロ
グラミング剤を含む組成物を投与し、非神経細胞がその領域で優勢であるサブタイプの機
能性ニューロンに再プログラムすることを可能にすることを含む。特定の理論に拘束され
ることなく、本明細書で提供される方法は、非神経細胞をin vivoで機能性ニューロンに
再プログラミングするときに、領域、例えば特定の脳領域における局所誘導信号を利用す
ることができる。例えば、ドーパミンニューロンは中脳領域、例えば黒質（SN）、腹側被
蓋野（VTA）、または後陰部（RRF）に集まっている。局所ニューロン、非神経細胞、例え
ば、星状細胞、ミクログリア、またはその両方、または中脳の他の局所成分は、細胞プロ
グラミング剤の誘導下で非神経細胞から生成されるニューロンのサブタイプ仕様に寄与す
ることができる。
【０１９０】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、複数の脳領域の非神経細胞に
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おけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物を被験者の脳
領域に投与することを含み、該方法は、非神経細胞の少なくとも約５％、少なくとも約10
％、少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なくとも約35％、少な
くとも約38％、少なくとも約40％、少なくとも約42％、少なくとも約44％、少なくとも約
46％、少なくとも約48％、少なくとも約50％、少なくとも約52％、少なくとも約54％、少
なくとも約56％、少なくとも約58％、少なくとも約60％、少なくとも約62％、少なくとも
約64％、少なくとも約66％、少なくとも約68％、少なくとも約70％、少なくとも約72％、
少なくとも約74％、少なくとも約76％、少なくとも約78％、少なくとも約80％、少なくと
も約82％、少なくとも約84％、少なくとも約86％、少なくとも約88％、少なくとも約90％
、少なくとも約92％、少なくとも約94％、少なくとも約96％、少なくとも約98％、または
少なくとも約99％をドーパミン作動性ニューロンに再プログラミングすることをさらに含
む。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、被験者の脳領域に、脳領域
の複数の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含
む組成物を投与することを含み、該方法によって生成される機能性ニューロンの少なくと
も約5％、少なくとも約10％、少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％
、少なくとも約35％、少なくとも約38％、少なくとも約40％、少なくとも約42％、少なく
とも約44％、少なくとも約46％、少なくとも約48％、少なくとも約50％、少なくとも約52
％、少なくとも約54％、少なくとも約56％、少なくとも約58％、少なくとも約60％、少な
くとも約62％、少なくとも約64％、少なくとも約66％、少なくとも約68％、少なくとも約
70％、少なくとも約72％、少なくとも約74％、少なくとも約76％、少なくとも約78％、少
なくとも約80％、少なくとも約82％、少なくとも約84％、少なくとも約86％、少なくとも
約88％、少なくとも約90％、少なくとも約92％、少なくとも約94％、少なくとも約96％、
少なくとも約98％、または少なくとも約99％はドーパミン作動性である。いくつかの実施
形態では、本明細書で提供される方法で生成されたドーパミン作動性ニューロンは、ドー
パミン、チロシンヒドロキシラーゼ（TH）、ドーパミン輸送体（DAT）、小胞モノアミン
輸送体2（VMAT2）、エングレイルド（engrailed）ホメオボックス1（En1）、核内受容体
関連-1（Nurr1）、Gタンパク質調節内向き整流カリウムチャンネル2（Girk2）、フォーク
ヘッドボックスA2（FoxA2）、オルソデンティクルホメオボックス2（OTX2）及び/またはL
IMホメオボックス転写因子1アルファ（Lmx1a）を含むがこれらに限定されない、ドーパミ
ン作動性ニューロンの１つまたは複数のマーカーを発現する。いくつかの実施形態では、
本明細書で提供される方法で生成されたドーパミンニューロンは、過分極活性化サイクリ
ックヌクレオチド依存性（HCN）チャンネルによって媒介され得るIh電流を示す。Ih電流
は、ゆっくりと活性化する内向き電流として特徴付けることができ、過分極ステップによ
って活性化することができる。例えば、電圧クランプ下で、保持電位Vhが-40 mVの場合、
ドーパミンニューロンで内向きにゆっくりと活性化する電流がトリガーされ、反転電位は
-30 mVに近くなる。本明細書で提供される方法で生成されたドーパミンニューロンに特徴
的なIh電流の活性化曲線は、-50～-120 mVの範囲であり得、中間活性化点は-84-1 mVであ
る。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法で生成されたドーパミン作動性
ニューロンは、天然のドーパミン作動性ニューロンと同様の遺伝子発現プロファイルを有
する。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法で生成されたドーパミン作動
性ニューロンは、神経伝達物質としてドーパミンを放出する。本明細書で提供される方法
で生成されたドーパミン作動性ニューロンCは、A9（例：Girk2に対して免疫陽性）、A10
（例えば、カルビンジン-D28kに対して免疫陽性）、A11、A12、A13、A16、Aaq、及び終脳
ドーパミンニューロンを含むがこれらに限定されない、ドーパミン作動性ニューロンの任
意のサブタイプであり得る。
【０１９１】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、本明細書で提供される方法は、機能性ニューロ
ンの被験者の神経系、例えば、脳または脊髄の領域における非神経細胞を再プログラミン
グすることを含む。いくつかの実施形態では、ここで論じられるような機能性ニューロン
は、神経系のニューラルネットワークに統合される。本明細書に記載されるように、再プ
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ログラムされた機能性ニューロンは、局所ニューロン、例えば、再プログラムされた機能
性ニューロンに隣接するニューロンとシナプス接続を形成することができる。例えば、再
プログラムされたニューロンと隣接する一次ニューロン（例えば、グルタミン酸作動性ニ
ューロン）、GABA作動性介在ニューロン、または他の隣接するニューロン（例えば、ドー
パミン作動性ニューロン、アドレナリン作動性ニューロン、またはコリン作動性ニューロ
ン）の間のシナプス接続は、再プログラムされたニューロンがin vivoで成熟するにつれ
て形成され得る。局所ニューロンとのこれらのシナプス接続の中で、再プログラムされた
機能性ニューロンは、シナプス前ニューロン、シナプス後ニューロン、またはその両方で
ある可能性がある。いくつかの実施形態では、再プログラムされた機能性ニューロンは、
軸索投射を遠隔の脳領域に送る。例えば、本明細書のいくつかの実施形態に従って生成さ
れる中脳領域のドーパミン作動性ニューロンは、中脳領域からの天然ドーパミン作動性ニ
ューロンの通常の標的である線条体に投射することができる。本明細書のいくつかの実施
形態に従って生成される中脳領域のドーパミン作動性ニューロンは、被殻、側坐核、中隔
核、嗅結節、またはそれらの任意の組み合わせを尾状核に投射することができる。本明細
書のいくつかの実施形態に従って生成される中脳領域のドーパミン作動性ニューロンは、
中脳領域の天然のドーパミン作動性ニューロンが投射できる脳領域に投射することができ
る。いくつかの実施形態では、再プログラムされた機能性ニューロンは、脳または脊髄の
1つまたは複数の既存の神経経路に統合できる。例えば、上縦束、弓状束、鉤状束、穿孔
経路、視床皮質放射線、脳梁、前交連、アミグダロフガル経路、視床間接着、後交連、手
綱交連、脳弓、乳頭被蓋束、視床下部経路、大脳脚、内側前脳束、内側縦束、ミオクロニ
ックトライアングル、中皮質経路、中脳辺縁系経路、黒質線条体経路、結核漏斗経路、錐
体外路系、錐体路、皮質脊髄路または脳脊髄線維、外側皮質脊髄路、前部皮質脊髄路、皮
質橋線維、前頭橋線維、側頭橋線維、皮質延髄路、皮質中脳路、視蓋脊髄路、間質脊髄路
、赤核脊髄路、赤核オリーブ路、オリーブ小脳路、オリーブ脊髄路、前庭脊髄路、外側前
庭脊髄路、内側前庭脊髄路、網様体脊髄路、外側縫線核脊髄路、後柱-内側毛帯経路、繊
細な毛帯、くねくねした毛帯、内側毛帯、脊髄視床路、外側脊髄視床路、前脊髄視床路、
脊髄中脳路、脊髄小脳路、脊髄オリーブ路、及び脊髄小脳路等であるが、これらに限定さ
れない。特定の理論に拘束されることなく、局所的な細胞環境は、本開示のいくつかの実
施形態に従って生成された機能性ニューロンの投射と相関させることができる。例えば、
本明細書で提供される方法のいくつかの実施形態に従って中脳で生成された機能性ニュー
ロンは、中脳の局所環境にある他の細胞、例えば、他のネイティブドーパミン作動性ニュ
ーロンの軸索成長のガイダンス信号を放出する細胞、または共通の標的脳領域を投射する
ネイティブドーパミン作動性ニューロンの影響を受ける可能性がある。
【０１９２】
　一態様では、本開示は、神経系の領域における機能性ニューロンの変性に関連する神経
学的治療の方法を提供する。例示的なものは、それを必要とする被験者の神経系の領域、
例えば脳または脊髄に、その領域の非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する
細胞プログラミング剤を含む組成物を投与し、非神経細胞が機能性ニューロンに再プログ
ラムすることを可能にし、それによってその領域に縮退した機能性ニューロンを補充する
ことを含む。
【０１９３】
　本開示のいくつかの実施形態によれば、本明細書で提供される方法は、これらに限定さ
れないが、パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチントン病、統合失調症、鬱病、及
び薬物中毒を含む神経学的状態の治療を含む。該当する神経学的状態には、これらに限定
されないが、筋萎縮性側索硬化症（ALS）や運動ニューロン疾患等の脊髄のニューロン喪
失に関連する障害も含まれる。本明細書で提供される方法はまた、これらに限定されない
が、常染色体優性小脳性運動失調、Charlevoix-Saguenayの常染色体劣性痙性運動失調、
大脳皮質基底核変性症、大脳皮質基底核症候群、クロイツフェルト・ヤコブ病、脆弱X随
伴振戦/運動失調症候群、前頭側頭型認知症、及び染色体17に関連するパーキンソン症候
群、Kufor-Rakeb症候群、ライム病、Machado-Joseph病、Niemann-Pick病、橋小脳形成不
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全、Refsum病、ピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体欠損症、サンドホフ病、Shy-Drager症
候群、Tay-Sachs病、及びWobblyヘッジホッグ症候群を含む神経変性疾患の1つまたは複数
の症状の治療または改善にも使用できる。本明細書で提供されるように、「神経変性」ま
たはその文法上の同等物は、ニューロンの死を含む、ニューロンの構造、機能、または両
方の進行性の喪失を指すことができる。神経変性は、あらゆる種類のメカニズムが原因で
ある可能性がある。本明細書で提供される方法が適用可能である神経学的状態は、任意の
病因のものであり得る。神経学的状態は、遺伝性または散発性である可能性があり、遺伝
子変異、タンパク質のミスフォルディング、酸化ストレス、または環境曝露（例えば、毒
素または乱用薬物）が原因である可能性がある。
【０１９４】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、脳領域におけるドーパミン作
動性ニューロンの変性に関連する神経学的状態を治療する。他の実施形態では、本明細書
で提供される方法は、これらに限定されないが、グルタミン酸作動性ニューロン、GABA作
動性ニューロン、コリン作動性ニューロン、アドレナリン作動性ニューロン、ドーパミン
作動性ニューロン、または神経伝達物質アスパラギン酸を放出する他の適切なタイプのニ
ューロン、D-セリン、グリシン、一酸化窒素（NO）、一酸化炭素（CO）、硫化水素（H2S
）、ノルエピネフリン（ノルアドレナリンとしても知られている）、ヒスタミン、セロト
ニン、フェネチルアミン、N-メチルフェネチルアミン、チラミン、3-ヨードチロナミン、
オクトパミン、トリプタミン、ソマトスタチン、サブスタンスP、オピオイドペプチド、
アデノシン三リン酸（ATP）、アデノシン、またはアナンダミド等あらゆるタイプのニュ
ーロンの変性に関連する神経学的状態を治療する。本明細書で提供される方法は、中脳領
域（例えば、実質的な黒質または腹側被蓋野）、前脳領域、後脳領域、または脊髄等の任
意の領域におけるニューロン変性に関連する神経学的状態の治療に使用できる。本明細書
で提供される方法は、神経変性に関連する神経学的状態を治療するために、非神経細胞を
神経系の任意の適切な領域の機能性ニューロンに再プログラミングすることを含むことが
できる。
【０１９５】
　本明細書で提供される方法は、パーキンソン病に関連する１つまたは複数の症状を治療
または改善するのに使用を見出すことができる。パーキンソン病は、黒質緻密部（SNpc）
のドーパミン作動性ニューロンの初期の顕著な機能障害または死を伴う神経変性疾患であ
る。結果として生じる大脳基底核内のドーパミン欠乏は、古典的なパーキンソン症候群の
運動症状を特徴とする運動障害につながる可能性がある。パーキンソン病はまた、多くの
非運動症状と関連している可能性がある。パーキンソン病の診断の1つの基準は、死後の
病理検査でのSNpc変性とレビー小体型認知症の存在である可能性がある。レビー小体型認
知症には、レビー小体及びレビー神経突起と呼ばれるα-シヌクレインタンパク質の異常
な凝集体が含まれる場合がある。パーキンソン病の患者は、運動症状や非運動症状等、様
々な症状を示す可能性がある。本明細書で提供される方法は、パーキンソン病に関連する
これらの運動症状または非運動症状の1つまたは複数を治療または改善することができる
。パーキンソン病の運動症状（パーキンソン症候群の症状）には、動作緩慢（遅さ）、こ
わばり、平衡障害、歩行のシャッフル、姿勢の不安定等がある。パーキンソン病患者の運
動機能は不均一である可能性があり、これにより疾患のサブタイプを分類する試みが促さ
れた。例えば、振戦優性パーキンソン病（他の運動症状が比較的ない）、非振戦優性パー
キンソン病（無動無言症候群及び姿勢不安定性歩行障害として説明される表現型を含むこ
とができる）、及び同等の重症度のいくつかの運動症状を伴う混合または不確定な表現型
を伴う追加のサブグループ。パーキンソン病の非運動症状には、嗅覚機能障害、認知障害
、精神症状（鬱病等）、睡眠障害、自律神経機能障害、痛み、倦怠感等がある。これらの
症状は、初期のパーキンソン病によく見られる。非運動機能は、古典的な運動症状の発症
前にパーキンソン病に頻繁に存在する可能性がある。この疾患の運動前または前駆期は、
嗅覚障害、便秘、鬱病、日中の過度の眠気、及びレム睡眠行動障害を特徴とする可能性が
ある。
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【０１９６】
　いくつかの実施形態では、本明細書で提供される方法は、パーキンソン病の進行を軽減
または遅らせる。パーキンソン病の進行は、運動機能の悪化を特徴とする可能性がある。
病気が進行するにつれて、運動及び非運動の変動、ジスキネジア、精神病等、長期の対症
療法に関連する合併症が発生する可能性がある。
【０１９７】
　パーキンソン病の病理学的特徴の1つは、実質的な黒質緻密部（SNpc）等の実質的な黒
質内のドーパミン作動性ニューロンの喪失である可能性がある。いくつかの実施形態によ
れば、本明細書で提供される方法は、患者の実質的な黒質（例えば、SNpc）において機能
的等パミンニューロンを補充する。パーキンソン病のニューロン喪失は、青斑核、マイネ
ルト基底核、脚橋被蓋核、縫線核、迷走神経の背側運動核、扁桃体、視床下部等、他の多
くの脳領域でも発生する可能性がある。いくつかの実施形態では、本明細書で提供される
被験者におけるパーキンソン病の１つまたは複数の症状を治療または改善する方法は、パ
ーキンソン病の患者でニューロン喪失を経験している脳領域の機能性ニューロンに非神経
細胞を再プログラミングすることを含む。
【０１９８】
　本明細書で提供される方法は、様々な病因のパーキンソン病の治療に使用できる。例え
ば、遺伝子SNCA、LRRK2、VPS35、EIF4G1、DNAJC13、CHCHD2、パーキン、PINK1、DJ-1、AT
P13A2、C9ORF72、FBXO7、PLA2G6、POLG1、SCA2、SCA3、SYNJ1、RAB39Bの変異、及び22q11
.2微小欠失症候群に影響を受ける1つ以上の遺伝子等、1つ以上の遺伝子変異の結果として
、パーキンソン病が発生する可能性がある。または、既知の遺伝的特徴のないパーキンソ
ン病が存在する可能性がある。
【０１９９】
　本明細書で提供されるように、本明細書で提供される方法が改善できるパーキンソン病
の1つまたは複数の症状は、上記の運動症状及び非症状だけでなく、他のレベルでの病理
学的特徴も含み得る。例えば、パーキンソン病患者の脳におけるドーパミンシグナル伝達
の低下は、機能的等パミンニューロンを補充することによって本明細書で提供される方法
によって逆転または軽減することができ、これは神経回路に統合され、ドーパミンニュー
ロンの投射を適切な脳領域、例えば線条体に再構築することができる。
【０２００】
　一態様では、本開示はまた、正常レベルと比較してドーパミン生合成の量が減少した被
験者においてドーパミン放出を回復する方法を提供する。例示的な方法は、被験者の脳領
域内の非神経細胞を再プログラミングし、非神経細胞がドーパミン作動性ニューロンに再
プログラミングすることを可能にし、それによって減少した量のドーパミンの少なくとも
50％を回復することを含む。いくつかの実施形態では、再プログラミングは、脳領域の非
神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制する細胞プログラミング剤を含む組成物を
被験者の脳領域に投与することによって実行される。いくつかの実施形態では、本明細書
で提供される方法は、減少した量のドーパミンの少なくとも約20％、少なくとも約25％、
少なくとも約30％、少なくとも約35％、少なくとも約40％、少なくとも約45％、少なくと
も約50％、少なくとも約55％、少なくとも約60％、少なくとも約65％、少なくとも約70％
、少なくとも約75％、少なくとも約80％、少なくとも約85％、少なくとも約90％、少なく
とも約95％、または少なくとも約98％を回復させる。いくつかの実施形態では、本明細書
で提供される方法は、減少した量のドーパミンの約20％、約25％、約30％、約35％、約40
％、約45％、約50％、約55％、約60％、約65％、約70％、約75％、約80％、約85％、約90
％、約95％、約98％、または約100％を回復させる。いくつかの実施形態では、本明細書
で提供される方法は、減少した量のドーパミンの少なくとも約20％、少なくとも約25％、
少なくとも約30％、少なくとも約35％、少なくとも約40％、少なくとも約45％、少なくと
も約50％、少なくとも約55％、少なくとも約60％、少なくとも約65％、少なくとも約70％
、少なくとも約75％、少なくとも約80％、少なくとも約85％、少なくとも約90％、少なく
とも約95％、または少なくとも約98％を回復させる。いくつかの実施形態では、本明細書
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で提供される方法は、減少した量のドーパミンの少なくとも約50％を回復させる。
【０２０１】
　一態様では、本開示は、非神経細胞におけるPTBの発現または活性を抑制することによ
って、哺乳動物の非神経細胞を成熟ニューロンに再プログラムするのに有効な量の細胞プ
ログラミング剤を含む医薬組成物を提供する。例示的な医薬組成物は、薬学的に許容され
る担体または賦形剤をさらに含むことができる。上記のように、本明細書で提供されるよ
うな細胞プログラミング剤は、小さな化学分子、干渉RNA、ショートヘアピンRNA、マイク
ロRNA、ドミナントネガティブ変異体、リボザイム、アンチセンスオリゴヌクレオチド、
タンパク質阻害剤、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、ペプチド、または任意の
形態の修飾核酸である可能性がある。
【０２０２】
　本明細書で提供される医薬組成物は、1つ以上の担体及び賦形剤（緩衝液、炭水化物、
マンニトール、タンパク質、ペプチド、またはグリシン、抗酸化剤、静菌剤、キレート剤
、懸濁剤、増粘剤及び/または防腐剤等のアミノ酸を含むが、これらに限定されない。）
、水、ピーナッツ油等の石油、動物、植物または合成起源のものを含む油、大豆油、鉱油
、ごま油等、食塩水、デキストロース及びグリセロール水溶液、香料、着色剤、粘着防止
剤及びその他の許容される添加物、または結合剤、pH緩衝剤、張性調整剤、乳化剤、湿潤
剤等の生理学的状態を近似するために必要とされる他の薬学的に許容される補助物質を含
み得る。賦形剤の例には、デンプン、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、
麦芽、米、小麦粉、チョーク、シリカゲル、ステアリン酸ナトリウム、モノステアリン酸
グリセロール、タルク、塩化ナトリウム、乾燥脱脂乳、グリセロール、プロピレン、グリ
コール、水、エタノール等が含まれる。別の例では、組成物は実質的に防腐剤を含まない
。他の実施形態では、該組成物は少なくとも１つの防腐剤を含む。医薬品剤形に関する一
般的な方法論は、Ansel et ah、Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Syste
ms（Lippencott Williams & Wilkins、Baltimore Md.（1999））に記載されている。本明
細書に記載の医薬組成物を投与するために当業者に知られている任意の適切な担体を使用
することができるが、担体のタイプは投与様式に応じて変化し得ることが認識されるであ
ろう。適切な製剤及び追加の担体は、Remington「薬学の科学及び実践」（第20版、Lippi
ncott Williams & Wilkins, Baltimore Md.）に記載されており、その教示は、参照によ
りその全体が本明細書に組み込まれる。例示的な医薬組成物は、注射、吸入、非経口投与
、静脈内投与、皮下投与、筋肉内投与、皮内投与、局所投与、または経口投与のために処
方することができる。当業者が理解するように、医薬組成物は、細胞プログラミング剤の
タイプ及び組成物が設計されている投与経路に応じて、任意の適切な担体または賦形剤を
含むことができる。例えば、本明細書で提供される細胞プログラミング剤を含む組成物は
、非経口投与用に処方することができ、アンプル、プレフィルドシリンジ、少量注入、ま
たは防腐剤を添加した複数回投与容器で単位剤形で提示することができる。該組成物は、
油性または水性媒体中の懸濁液、溶液、または乳濁液、例えば、ポリエチレングリコール
水溶液中の溶液等の形態をとることができる。例えば、注射可能な製剤の場合、媒体は、
水溶液または油懸濁液、またはごま油、コーン油、綿実油またはピーナッツ油を含むエマ
ルジョン、ならびにエリキシル剤、マンニトール、デキストロース、または滅菌水溶液、
及び同様の医薬用媒体を含む、適切であることが当技術分野で知られているものから選択
することができる。該配合物はまた、ポリ（乳酸－コ－グリコール）酸等の生体適合性、
生分解性であるポリマー組成物を含み得る。これらの材料は、マイクロスフェアまたはナ
ノスフェアに作成し、薬物をロードし、さらにコーティングまたは誘導体化して、優れた
徐放性能を提供することができる。眼周囲または眼内注射に適した媒体には、例えば、注
射グレードの水中の活性剤の懸濁液、リポソーム、及び親油性物質及び当技術分野で知ら
れているものに適した媒体が含まれる。本明細書で提供される組成物は、細胞プログラミ
ング剤及び薬学的に許容される担体または賦形剤に加えて、追加の薬剤をさらに含むこと
ができる。例えば、ニューロンの生存目的を促進するために追加の薬剤を提供することが
できる。代替的または追加的に、薬力学の目的を監視するために追加の薬剤を提供するこ
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とができる。いくつかの実施形態では、組成物は、浸透促進剤として、または活性成分の
持続放出または制御放出のための追加の薬剤、例えば、細胞プログラミング剤を含む。
【０２０３】
　本明細書で提供される組成物は、約0.0005、0.001、0.002、0.005、0.01、0.02、0.05
、0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.35、0.4、0.45、0.5、0.55、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0
 mL、またはそれ以上の投与量で被験者に投与することができる。該組成物は、1、2、3、
4、5、6、7、8、9、10、またはそれ以上の用量経過レジメンとして投与することができる
。場合によっては、組成物は、2、3、または4回の用量コースレジメンとして投与するこ
とができる。時々、該組成物は、1用量コースレジメンとして投与することができる。
【０２０４】
　2用量コースレジメンの1回目及び2回目の投与は、約0日、1日、2日、5日、7日、14日、
21日、30日、2か月、4か月、6か月、9か月、1年、1.5年、2年、3年、4年、5年、10年、20
年、またはそれ以上で区切ることができる。本明細書に記載の組成物は、1日1回、1週間
に1回、2週間に1回、1ヶ月に1回、1年に1回、1年に2回、1年に3回、1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10年ごと、またはそれ以上の年ごとに被験者に投与することができる。時々、該
組成物は、2、3、4、5、6、7、またはそれ以上の年ごとに被験者に投与され得る。時々、
該組成物は被験者に一度投与することができる。
【０２０５】
　本開示のいくつかの実施形態は、細胞または組織移植のための方法及び組成物を提供す
る。例示的な方法は、非神経細胞をin vitroでニューロンに再プログラミングすること、
及び再プログラムされたニューロンを被験者の脳領域に移植することを含むことができる
。いくつかの実施形態では、in vitroでの再プログラミングは、本明細書で提供される方
法に従って実施することができる。例示的な組成物は、本明細書で提供される方法の任意
の実施形態に従って再プログラムされたニューロンを含むことができる。
【０２０６】
　他の実施形態では、本明細書で提供される方法は、非神経細胞をin vivoでニューロン
に再プログラミングすること、及び再プログラミングされたニューロンを外植することを
含む。いくつかの実施形態では、外植片は、再プログラムされたニューロンを含む脳組織
を含む。いくつかの実施形態では、外植片は、被験者の脳領域に移植される。本明細書で
提供されるように、本明細書で提供される方法に従って再プログラムされたニューロンの
移植は、ニューロン喪失に関連する状態に苦しむ被験者において変性ニューロンを補充す
るために使用され得る。
【０２０７】
　本開示の他のいくつかの態様は、本明細書で提供される方法の任意の実施形態に従って
再プログラムされたニューロンを含む動物に関する。本明細書で提供されるように、動物
は任意の哺乳動物であり得る。動物は人間になることができる。動物は、アカゲザル、カ
ニクイザル、ベニガオザル、ベニガオザル、リスザル、フクロウサル、ヒヒ、チンパンジ
ー、マーモセット、クモザル等の非ヒト霊長類である可能性があるが、これらに限定され
ない。動物は、研究動物、遺伝子組み換え動物、またはその他の適切な種類の動物である
可能性がある。例えば、本開示の実施形態に従って再プログラムされた１つまたは複数の
ニューロンを含むマウスまたはラットを提供することができる。本開示の任意の実施形態
に従って再プログラムされた１つまたは複数のニューロンを含む動物の脳組織（例えば、
外植片）も本明細書で提供される。そのような脳組織は生きている可能性がある。いくつ
かの実施形態では、脳組織は、任意の適切な固定剤によって固定することができる。脳組
織は、移植、医学研究、基礎研究、またはあらゆる種類の目的に使用できる。
【０２０８】
　本開示は、この方法が神経変性の疾患モデルに適用可能であることを示している。例え
ば、本開示は、星状細胞からニューロンへの変換戦略が、化学物質によって誘発されるパ
ーキンソン病モデルで機能する可能性があることを示している。該方法と組成は、星状細
胞をドーパミン作動性、グルタミン酸作動性、GABA作動性ニューロンを含むニューロンに
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変換でき、これらのニューロンは脳内でシナプスを形成することができ、驚くべきことに
、変換されたニューロンは損傷した黒質線条体経路を効率的に再構築して、測定可能なパ
ーキンソン病の表現型を修正することができる。該方法の有効性は、培養中の星状細胞（
ヒト及びマウス）と、抗PTBASOの単回投与を使用したマウスパーキンソン病モデルのin v
ivoの両方で実証された。それだけでなく、変換されたニューロンはプロセスを線条体に
拡張することができる。従って、この戦略はパーキンソン病を治療する可能性があり、パ
ーキンソン病は様々な神経変性疾患（神経機能障害に関連する他の神経疾患等）にも適用
できる。いくつかの実施形態では、本開示のアプローチは、PTB抑制によって再プログラ
ムされると成熟ニューロンを漸進的に産生する両方の哺乳動物星状細胞にすでに存在する
が潜在的なニューロン成熟プログラムの遺伝的基盤を利用する。これらの発見は、抗PTB 
ASOの単回投与またはsiRNAを含むベクターの送達を使用して、哺乳類の脳の局所星状細胞
からニューロンを生成するための臨床的に実行可能なアプローチを提供する。PTBノック
ダウン誘発ニューロンの表現型は、それらが生成される状況及び/またはそれらが由来す
る星状細胞の関数である可能性がある。
【０２０９】
　本開示は、星状細胞のニューロンへの強力な変換を示している（例えば、黒質のドーパ
ミンニューロン、その一部は線条体に投射を送り、黒質線条体ドーパミン経路の再構築の
証拠を提供する）。より具体的には、本開示は、化学的に誘発されたマウスパーキンソン
病（PD）モデルにおいて、戦略がPD表現型を効率的に修正できることを示し、従って、in
 vivo再プログラミングの５つの要因すべてを満たす。本開示はさらに、PTBに対するアン
チセンスオリゴヌクレオチド（ASO）がPD表現型を修正するのにも有効であり得ることを
示し、PD及びおそらく他の神経変性疾患を治療するための一過性のヒットアンドラン戦略
の実現可能性を示唆している。
【０２１０】
　本明細書で提供されるデータは、哺乳動物の脳におけるPTBの減少が星状細胞をニュー
ロン（例えば、新しく変換されたニューロンの黒質内の存在によって判断されるように、
黒質線条体経路を再構成することができるドーパミン作動性ニューロン）に変換し、行動
障害を逆転させること（例えば、化学的に誘発されたPDモデルにおいて）ができることを
示している。
【０２１１】
　本開示の組成物の「治療有効量」は、個体の病状、年齢、性別、及び体重、ならびに個
体において所望の応答を誘発する組成物の能力等の要因に応じて変化するであろう。治療
上有効な量はまた、組成物の毒性または有害な効果が治療上有益な効果よりも重要である
量であり得る。特定の理論に拘束されることを望まずに、ある場合には、本明細書で提供
される治療有効量の細胞プログラミング剤は、ニューロン喪失を経験する脳領域の星状細
胞の特定の割合を変換する細胞プログラミング剤の量であり得、脳領域におけるそのよう
な割合の星状細胞の機能性ニューロンへの変換は、脳領域におけるニューロン喪失に関連
する疾患または状態を改善または治療するのに十分であると考えられる。一方、そのよう
な星状細胞の割合は、例えば、ニューロン変換の直接的な結果として脳領域の星状細胞の
数が過度に減少するために、ニューロンの変換によってもたらされる有益な効果を上回る
可能性のある嫌悪効果につながる可能性があるしきい値レベルを超えない。
【０２１２】
　以下の例は、開示を説明することを意図しているが、限定するものではない。それらは
使用される可能性のあるものの典型であるが、当業者に知られている他の手順を代わりに
使用することができる。
【実施例】
【０２１３】
実施例1．星状細胞におけるmiR-9及びBrn2の発現
【０２１４】
　PTB/nPTBによって調節される遺伝子発現プログラムは、マウスとヒトの初代星状細胞で
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試験された。図2C-2Fに示すように、miR-124とmiR-9はどちらもニューロンで高度に発現
しているが、線維芽細胞では発現していない。ヒトとマウスの両方の星状細胞で、miR-12
4が低レベルで存在することがわかった（図2C及び2D）。これは、この非神経細胞型の高
いRESTレベルを説明し、星状細胞のタイトなPTB制御ループを示唆している可能性がある
。しかし、予期せぬことに、miR-9はマウスとヒトの両方の星状細胞で高度に発現してい
ることが分かった（図2E及び2F）。Brn2はmiR-9と同じ発現パターンに従い、線維芽細胞
は少ないが、星状細胞とニューロンの両方が高い（図2A及び2B）。これらの観察結果は、
星状細胞とニューロンが共通の前駆細胞を共有している可能性があるという考えと一致し
ている。
【０２１５】
実施例2.マウス及びヒトの星状細胞におけるPTBのノックダウンは、nPTBの誘導とそれに
続くnPTBの低下をもたらした。
【０２１６】
　本開示では、星状細胞がニューロンの成熟に重要である可能性のある因子（例えば、mi
R-9及びBrn2）をすでに発現していることが認識されており、PTBノックダウン誘導nPTBが
miR-9によって即座に打ち消される可能性について試験した。ヒト線維芽細胞におけるPTB
/nPTB発現プロファイルとは対照的に、PTBノックダウンはマウス及びヒト星状細胞におけ
るnPTB誘導とそれに続くnPTB低下をもたらすことが示された（図3A及び3B）。従って、星
状細胞でPTBのみを枯渇させることにより、高レベルのmiR-9は、星状細胞の成熟ニューロ
ンへの安定した再プログラミングを強化することができる。
【０２１７】
実施例3.PTBをノックダウンすると、in vitroで星状細胞が機能性ニューロンに効率的に
変換される。
【０２１８】
　PTBのダウンレギュレーションが星状細胞の成熟ニューロンへの効率的な変換をもたら
す可能性を探るために、マウス星状細胞を生後4～5日（P4-5）の子犬の大脳皮質から分離
し、ヒト胎児星状細胞を商業的供給源（ScienCell）から入手した。両方の供給源からの
細胞は、ニューロンまたは神経堤前駆細胞のマーカーがないことによって示されるように
、神経細胞の検出可能な汚染なしに、予想される星状細胞マーカーGFAP及びALDH1L1を発
現した（図4）。
【０２１９】
　マウス星状細胞は、PTB（shPTB）に対する小さなヘアピンRNAを発現するレンチウイル
スベクターに感染した。形質導入の4週間後、小分子のセットを含む標準的なニューロン
分化培地で維持されたshPTB処理細胞の約50％は、ニューロンの形態と汎ニューロンマー
カーTuj1及びMAP2の陽性染色を示したが、コントロールshRNAで形質導入された細胞は示
さなかった（図5A）。shPTB誘導ニューロンは、NeuNやニューロン特異的エノラーゼ（NSE
）等の成熟ニューロンのマーカーも発現していた（図5B）。変換されたニューロンのタイ
プを定義するために、グルタミン酸作動性ニューロン（VGlut1）、GABA作動性ニューロン
（GAD67）、ドーパミン作動性ニューロン（チロシンヒドロキシラーゼ、TH）等のマーカ
ーを調べた（図5C）。誘導されたニューロンの大部分はグルタミン酸作動性またはGABA作
動性のいずれかであり、少数（1～2％）のTuj-1陽性細胞がドーパミン作動性マーカー（T
H）を発現していた（図5C）。RT-qPCRによるSLC6A3やFoxA2、DATやVMAT2等の追加のドー
パミン作動性マーカーの発現を免疫染色で調べたところ、それらの誘導は低効率で観察さ
れた（図5I-L）。誘導されたニューロンのいずれも、コリンアセチルトランスフェラーゼ
またはトリプトファンヒドロキシラーゼを含む、検出可能なコリン作動性またはセロトニ
ン作動性マーカーを発現しなかった。
【０２２０】
　PTBノックダウン変換細胞の機能をテストするために、shPTB発現の5～6週間後にパッチ
クランプ記録を行った。ほとんどのパッチを当てた細胞は、電位依存性ナトリウム/カリ
ウムチャンネルの電流と反復活動電位発火を示し、これらの変換された細胞の神経活動を
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示している（図5D）。さらに、変換されたニューロンを新たに単離されたGFPマーク付き
ラット星状細胞と共培養すると、様々な頻度の自発的なシナプス後イベントが検出された
（図5D）。2,3-ジヒドロキシ-6-ニトロ-7-スルファモイル-ベンゾ[f]キノキサリン-2,3-
ジオン（NBQX）、D（-）-2-アミノ-5-ホスホノ吉草酸（APV）（グルタミン酸作動性チャ
ンネル受容体のアンタゴニスト）及びピクロトキシン（PiTX、GABAAチャンネル受容体の
アンタゴニスト）が信号を順次ブロックする可能性があるため、これらのニューロン活動
はグルタミン酸作動性ニューロンとGABA作動性ニューロンの両方からのシナプス入力への
応答を反映している可能性がある（図6A）。コントロールshRNAで形質導入された細胞の
パッチクランプ記録では、ニューロンの電気生理学的特性は検出されなかった（図6B）。
【０２２１】
　ヒトの星状細胞は、マウスの星状細胞よりもさらに効率的に再プログラムされているよ
うに見えた。shPTBレンチウイルスベクターによる形質導入の4週間後、ほぼ定量的な星状
細胞からニューロンへの変換が観察され、Tuj1抗体によって認識されるニューロン特異的
β-チューブリンによってマークされた細胞の約90％が観察された（図5E）。変換された
ニューロンはNeuN及びNSEを発現し（図5F）、マウスの星状細胞と同様に、ヒトの星状細
胞は主にグルタミン酸作動性またはGABA作動性ニューロンに変換され、わずかな割合（1
～2％）が検出可能なレベルのTHを発現した（図5H）。実験条件下では、マウス星状細胞
と比較して、変換効率はヒト星状細胞でより高かったが、GAD67及びVGlut1ニューロンサ
ブタイプの相対的な百分率はより低く、おそらくヒト星状細胞由来ニューロンのより高い
多様化を示していることに留意された。電気生理学的研究は、PTBの枯渇後5～6週間でニ
ューロンの大部分で電位依存性チャンネルによって運ばれる電流と反復活動電位を示し、
ラット星状細胞と共培養すると、ほとんどのヒト星状細胞変換ニューロンも自発的なシナ
プス後イベントを示した（図5H）。これらのシナプス後活動は、NBQX + APV及びPiTXを順
次ブロックすることができ（図6C）、コントロールshRNAで形質導入された細胞のパッチ
クランプ記録ではニューロンの電気生理学的特性は検出されなかった（図6D）。これらの
データは、PTBをダウンレギュレートすることにより、マウスとヒトの両方の星状細胞を1
つのステップで機能性ニューロンに効率的に変換できることを示している。
【０２２２】
実施例4.PTBをノックダウンすると、マウス中脳で星状細胞がニューロンに直接変換され
る。
【０２２３】
　AAVベースの戦略は、AAV血清型2ベクターを使用してin vivoデリバリー用のshPTBを発
現させることにより設計された（図7A）。変換されたニューロンの系統追跡を可能にする
ために、赤色蛍光タンパク質（RFP）遺伝子をshPTBの5'に配置した。LoxP-Stop-LoxPユニ
ットがRFPの5’に挿入され、RFPとshPTBの両方の条件付き表現が可能になった。このAAV-
shPTBベクターを野生型（WT）マウスの中脳に注射してから10週間後、RFP陽性細胞は事実
上存在しなかった（図8A）。対照的に、同じAAVベクターを星状細胞特異的GFAPプロモー
ター下でCreリコンビナーゼを発現するトランスジェニックマウスの脳に注入した場合、R
FPとshPTBの両方が星状細胞で選択的に発現した（以下を参照）。
【０２２４】
　AAV-shPTBは、GFAP-Creマウスの黒質の片側にP30とP40の間に注入された。これは、星
状細胞が中脳でニューロスフェアを生成する可能性をすでに失っていることが知られてい
る発達段階である。陰性対照として、RFP（AAV-Empty）のみをエンコードするベクターを
使用して同様の注入を実行した。AAV-Emptyを注入した群では、予想どおり、ほとんどのR
FP陽性細胞はGFAP陽性であったが、NeuN陰性であり、形質導入された星状細胞がニューロ
ンに変換されなかったことを示している（図7B、左上の2つのパネル）。対照的に、AAV-s
hPTBの注入後3週間までに、ほとんどの形質導入細胞はGFAP陽性のままで、典型的な星状
細胞の形態を持っていたが、RFP陽性細胞の約20％が成熟ニューロンマーカーNeuNを発現
し始め、これらのRFP標識NeuN陽性細胞の割合は5週間で劇的に増加した（図8B及び8C）。
10週間までに、>80％のRFP陽性細胞がNeuN陽性になり、検出可能なGFAPを発現しなくなっ
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た（図7B、左下の2つのパネル、右で定量化）。これらのデータは、RFP陽性細胞が中脳で
徐々にニューロンに変換されたことを示している。
【０２２５】
　変換されたニューロンは、Tuj1、MAP2、NSE、PSD-95等の一連のニューロンマーカーを
使用した免疫染色によって調べられた。変換されたニューロンのほとんどは、AAV-shPTB
送達の10週間後にこれらのマーカーの4つすべてを発現した（図7C）。シナプス後膜に存
在する膜結合型グアニル酸キナーゼであるPSD-95の染色は、NeuN/RFP二重陽性細胞で典型
的な点状パターンを示した。特に、in vitroでの星状細胞からニューロンへの変換の結果
（図5Cを参照）とは対照的に、RFP陽性ニューロンのかなりの部分（30～35％）は、ドー
パミン作動性ニューロンの典型的なマーカーであるチロシンヒドロキシラーゼ（TH）に対
して陽性に染色されたが（図7D）、グルタミン酸作動性及びGABA作動性ニューロンは比較
的低いレベルで検出された（図8E）。変換された細胞のほとんどは、A9ドーパミン作動性
ニューロンのマーカーであるGirk2も発現したが（図8F）、A10ドーパミン作動性ニューロ
ンのマーカーであるカルビンジン-D28kでは少数の集団が陽性に染色された（図8G）。こ
れらの発見は、星状細胞の異なるニューロンサブタイプへの分化転換における地域特異性
を示唆している。
【０２２６】
　ニューロンのサブタイプ誘導における領域特異性をさらに調査するために、皮質からの
星状細胞の変換を、in vitroで中脳と比較した。免疫染色とイムノブロッティングの両方
で測定したところ、中脳由来の星状細胞は、皮質由来の星状細胞（わずか1～2％の変換）
と比較して、はるかに高い効率（8～10％）でTH陽性ニューロンに変換されることが分か
った（図6E-G）。これらのデータは、特定の例では、異なる脳領域からの星状細胞が異な
る遺伝子発現プログラムを示す可能性があるという本開示の認識と一致しており、脳内に
領域的に異なるタイプの星状細胞が存在することを示唆している。
【０２２７】
　次に、マウス脳の様々な部分の星状細胞から変換されたニューロンのサブタイプを調べ
た。中脳星状細胞は、皮質または線条体からのものではなく、in vivoで効率的にTH陽性
ニューロンにトランス分化されたが、すべてが同様に高い（～80％）効率でNeuN陽性ニュ
ーロンに変換されたことが見出された（図7E-G）。黒質ドーパミン作動性ニューロンの軸
索によって神経支配される領域であるため、線条体に星状細胞由来のTH陽性ニューロンが
ほとんど存在しないことは印象的である。in vitro（～10％）と比較してin vivo（～35
％）で変換された星状細胞由来のTH陽性ニューロンの割合が高いことは、局所的な環境手
がかりが変換されたニューロンをさらに増強して、異なる脳領域で特定のサブタイプに発
達する可能性があることを示唆している。これらの発見は、他の脳領域ではなく中脳から
の星状細胞が神経幹細胞からドーパミン作動性ニューロンへの分化を促進するという本開
示の認識と一致している。
【０２２８】
実施例5.星状細胞―変換ニューロンは、脳スライスで特徴づけられるように機能的であっ
た。
【０２２９】
　星状細胞に変換されたニューロンをin situで機能的に特徴づけるために、AAV-shPTBに
よる形質導入の5～6週間後に脳スライスで電気生理学的研究を実施した。RFP陽性ニュー
ロンに蛍光色素ニューロビオチン488を注入して、パッチクランプ記録が取得された細胞
をマークし、パッチされた細胞のドーパミン作動性サブタイプを記録後のTH染色で確認し
た（図7H）。Na+及びK+チャンネルの典型的な電位依存性電流が検出された（図7I）。こ
れらのニューロンはまた、反復活動電位を発火する能力を示し（図7J）、自発的なシナプ
ス後電流を示した（図7K）。これらのデータは、星状細胞に変換されたTH陽性ニューロン
が機能していることを示唆しており、それらが神経回路に組み込まれていることを示唆し
ている。
【０２３０】
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実施例6.中脳星状細胞由来ニューロンの黒質線条体経路への統合
【０２３１】
　定量分析により、合計約4000個のRFP陽性細胞が、黒質内に約1300個のTH陽性ニューロ
ンを生じさせることが明らかになった（図8H-J）。これらの再プログラムされたニューロ
ンのサブタイプ特異性は、ドーパミントランスポーター（DAT）、小胞モノアミントラン
スポーター2（VMAT2）、及び脳スライス上のエングレイルド（engrailed）ホメオボック
ス1（En1）及びLIMホメオボックス転写因子1アルファ（Lmx1a）等の中脳ドーパミン作動
性ニューロンの特定のマーカーの免疫染色によってさらに確認された（図9B）。RFP陽性
の細胞体は黒質にのみ存在していたが、マウス中脳に神経幹細胞を移植した初期の研究で
観察されたように、RFP陽性線維は、尾状核及び側坐核、中隔、嗅結節（図9A及び9G）を
含む他の標的領域で検出された。これらの繊維の一部もTH陽性であった（図9H）。繊維密
度の定量化は、RFP/TH-ダブルポジティブプロセスが主に線条体の尾状核-被殻（CPu）及
び側坐核（NAc）領域に分布していることを明らかにした（図9I）が、セプタム(Sept)に
はより多くの（～3倍）RFPポジティブファイバーが存在する（図9Gも参照）。これらのデ
ータは、黒質線条体経路の環境手がかりが星状細胞変換ニューロンによる神経支配のパタ
ーンに影響を与える可能性を裏付けている。
【０２３２】
　新たに変換されたニューロンの軸索が線条体に伸びたことをさらに実証するために、蛍
光逆行性軸索追跡ビーズを、AAV-shPTB送達の10週間後にマウスの尾状被殻に注射した（
図9E）。レトロビーズを注入してから1日後、黒質内の内因性TH陽性細胞と変換されたTH/
RFP二重陽性細胞の両方が検出され、緑色のビーズで逆行的に標識された（図9Fの矢印）
。まとめると、これらのデータは、中脳星状細胞へのAAV-shPTBの注射が、再プログラミ
ング及び機能的等パミン作動性ニューロンへの変換をもたらす可能性があることを示して
いる。
【０２３３】
実施例7.黒質線条体経路で失われたドーパミン作動性ニューロンを補充する。
【０２３４】
　ドーパミン作動性ニューロンに変換された星状細胞の数及び線条体へのそれらの軸索の
比較的強い成長は、PTB媒介星状細胞変換ニューロンが損傷した黒質線条体経路を再構成
できる可能性があることを示唆した。この可能性を探求するために、ドーパミン作動性ニ
ューロンに毒性のあるドーパミン類似体である6-ヒドロキシドーパミン（6-OHDA）を内側
前脳束に片側注射することにより、ドーパミン作動性ニューロンの変性を誘発した（図11
A）。予想通り、6-OHDA注射の1か月後、TH陽性細胞体の片側喪失が中脳及び線条体除神経
で観察された（図11B）。損傷した黒質におけるドーパミン作動性ニューロンの喪失に伴
い、GFAP陽性星状細胞の集団が劇的に増加し（図11C）、予想される反応性星状細胞応答
を示した。
【０２３５】
　6-OHDAによる片側性病変の１ヶ月後、AAV-shPTBまたはAAV-Emptyが中脳に注入された。
AAV-shPTB注射の10週間後の損傷した黒質の検査は、AAV-Emptyではなく、TH陽性ニューロ
ンの数の増加を示し、その一部はRFP陽性でもあった（図11D-I）。ニューロンのカウント
により、病変のない黒質に見られる最初の約4500個のTH陽性神経細胞体が、病変側で90％
以上減少（約400個に）したことが明らかになった。重要なことに、AAV-PTBの投与により
、約1000個の新しいRFP/TH-double陽性ニューロンが誘導され（図11J）、それによってTH
陽性ニューロンが初期数の約1/3に回復した。
【０２３６】
　かなりの量のRFP陽性線維も線条体及び黒質線条体経路に沿って検出され、その一部はT
Hにも陽性であった（図11E、図17A-F）。繊維密度の定量分析は、6-OHDAがTH陽性繊維を
初期レベルの約15％に減少させ、AAV-PTBがTH陽性繊維を非病変側で検出された野生型レ
ベルの約40％に回復させることを示した（図11L）。異なる線条体領域のRFP陽性及びRFP/
TH-二重陽性線維を定量化することにより、尾状核-被殻（CPu）領域がRFP/TH-二重陽性線
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維の割合が最も高いことが測定された（図11K）。同様の部分的に再構成された黒質線条
体経路がマウス脳への幹細胞由来のドーパミン作動性ニューロンの移植で達成されたが、
これらのデータは、ニューロンのサブタイプを指定する追加の治療がないと、AAV-shPTB
が内因性中脳星状細胞から変換された新しいニューロンを誘導して失われたドーパミン作
動性ニューロンを補充できることを示している。
【０２３７】
実施例8.中脳での直接的な再プログラミングによるパーキンソン病表現型の逆転
【０２３８】
　再構成された黒質線条体経路が回路機能を回復する能力を決定するために、AAV-shPTB
形質導入マウスが片側6-OHDA病変後に運動機能の改善を示すかどうかを調べた。3つの標
準的な行動テストが実行された。2つは薬物誘発性の回転に基づいており、3つ目は自発的
な運動活動に基づいている。アポモルヒネによって誘発された対側回転とアンフェタミン
によって誘発された同側回転の両方が、6-OHDA誘発病変に続いて著しく増加した。注目す
べきことに、これらの表現型は両方とも、AAV-shPTB治療の3か月後にほぼ野生型レベルに
回復したが、AAV-Empty形質導入マウスでは有意な修正は記録されなかった（図12A）。同
じセットのマウスでのアポモルヒネ誘発回転の時間経過は、2～3ヶ月で進行性の表現型の
回復を示した（図12B）。
【０２３９】
　自発的な運動活動を調べるために、四肢の使用バイアスをスコアリングするためにシリ
ンダーテストを実施した。病変のないマウスは比較的等しい頻度で両肢を使用したが、片
側に病変のあるマウスは優先的な同側の接触を示し、対側の前肢機能が無効になっている
ことを示した。AAV-shPTB形質導入マウスでは、前肢使用の劇的な時間依存性の改善が観
察され、治療後3か月までに野生型レベルのパフォーマンスに達したが、AAV-Empty形質導
入マウスでは改善が見られなかった（図12C）。
【０２４０】
　再プログラムされたニューロンが正常な運動機能の回復に直接関与しているかどうかを
テストするために、変換されたニューロンで抑制性hM4Di受容体（AAV-shPTBベクターのRF
Pの代わりに）を発現させることによって化学発生アプローチを採用した（図16A）。hM4D
i受容体を発現するニューロンの活動電位は、注射後1～2日以内に代謝される薬剤である
クロザピン-N-オキシド（CNO）によって強力に阻害されることが十分に確立されている。
シリンダーアッセイで測定した6-OHDA処理マウスの運動能力の回復は、CNOの腹腔内注射
後に消失し、注射から40分以内に表現型が再び現れた。損傷を受けていないマウスへのCN
Oの注射は効果がなかった。注目すべきことに、そして薬物の代謝と相関して、運動表現
型は3日以内に再び消えた（図16B）。これらの結果は、星状細胞に変換されたニューロン
が運動回復に直接関与している可能性があることを示している。
【０２４１】
実施例9.再プログラムされた脳における線条体ドーパミンの回復
【０２４２】
　線条体からの抽出物は、AAV-shPTBを介した星状細胞変換の有無にかかわらず、病変側
と比較して、両方の非病変側のドーパミンのHPLC分析のために調製された。ドーパミンシ
グナルを特定するために、正常等パミンレベルの範囲の既知の量を線条体溶解物にスパイ
クした。シグナルは添加量と直線的に相関していることが示された（図15A及び15B）。次
に、ドーパミンのレベルを異なる条件下で線条体で測定し、6-OHDA損傷マウスではドーパ
ミンの効果的な除去を示したが、AVV-shPTB再プログラムマウスではドーパミンの有意な
回復を示した（図15C-15F）。3つの独立した実験に基づく結果の定量化は、損傷していな
い線条体と比較して、ドーパミンのレベルが損傷した線条体の約25％からAAV-shPTB治療
時に65％に上昇したことを示した（図6F）。ドーパミン生合成におけるこの約40％の正味
の増加は、ニグラのRFP/TH-二重陽性細胞体及び線条体のプロセスの30～35％の回復の範
囲内であり、AAV-shPTB再プログラムニューロンが観察された表現型回復の原因である可
能性があることを示唆している 。
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【０２４３】
実施例10.PTB mRNAに対するアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ニューロンの変換を誘
発し、化学的に誘発されたパーキンソン病の表現型を救済した。
【０２４４】
　ホスホロチオエート骨格（全体的な安定性を高め、送達を助けるため）と3'フルオレセ
イン（注入されたASOの追跡を可能にするため）を含むPTB（PTB-ASO）を標的とする5つの
21ヌクレオチド塩基アンチセンスオリゴヌクレオチド（ASO）を合成した。GFPを標的とす
るASO（GFP-ASO）も陰性対照として合成された。GFP-ASOではなく3つのPTB-ASOが、単離
されたマウス星状細胞へのトランスフェクション時にPTB発現を低下させるのに効果的で
あった（図13A）。ターゲティング効率が最も高いPTB-ASOのPTB-ASO導入から5週間後（＃
4）、標準的なニューロン分化培地で培養されたマウス星状細胞は、Tuj1、MAP2、NSE及び
NeuNを含む一連のニューロンマーカーの合成を示したが、コントロールASOでトランスフ
ェクトされた星状細胞は合成を示さなかったため（図13B）、変換されたニューロンは少
なくとも3か月間（試験した最長期間）健康なニューロン形態を維持した（データは表示
されていない）。AAV-shPTBウイルスベクターと同様に、TH染色陽性で示されるように、
変換されたニューロンのごく一部がドーパミン作動性であった（図13B）。
【０２４５】
　PTB-ASOは、GFAP-CreERTM導入遺伝子（タモキシフェンでの処理により誘導）とtdTomat
oをコードする導入遺伝子（Rosa26遺伝子座に組み込まれる）の両方を運ぶマウスの中脳
でin vivoでニューロン変換を誘導することが示され、その発現はCreリコンビナーゼの作
用によって永続的に活性化される。得られた二重トランスジェニックマウスをタモキシフ
ェンで処理すると、Creが誘導され、これらのマウスの星状細胞でTdTomatoが活性化され
た。Creは生後35日目（P35）に系統的に誘導され（図14A）、3週間後、ASOはこれらのマ
ウスの黒質に一方的に定位注射された。ASOを注入しない場合、すべてのtdTomato標識細
胞はNeuN陰性であったが、それらの細胞のほとんどはGFAP陽性であった（図14B）。しか
し、PTB-ASO注射後2か月までに、tdTomato標識細胞の一部がNeuN陽性になり（図14C）、
そのうちのいくつかはTH陽性でもあった（図14D）。重要なことに、PTB-ASOを注射した6-
OHDA治療マウスは、治療後3か月までに劇的に減少したアポモルヒネ誘発回転を示したが
、対照GFP-ASOはレスキュー効果を示さなかった（図13C）。これらの発見は、オリゴヌク
レオチドベース（ASOまたはRNAi）の治療法で、PDを含む神経変性疾患を治療する可能性
を高める。
【０２４６】
実施例11.材料と方法
【０２４７】
　本実施例では、実施例1～10で使用されるいくつかの方法について記載する。
【０２４８】
ベクターとウイルス産生
【０２４９】
　マウス星状細胞でshPTBを発現するレンチウイルスベクターを構築するために、標的配
列（5'-GGGTGAAGATCCTGTTCAATA-3';配列番号1）をpLKO.1-ハイグロマイシンベクター（Ad
dgene、＃24150）にシャトルした。ヒト星状細胞については、標的配列（5'-GCGTGAAGATC
CTGTTCAATA-3';配列番号2）を含む同様のベクターを使用した。ウイルス粒子は、2つのパ
ッケージプラスミドpCMV-VSV-G（Addgene、＃8454）及びpCMV-dR8.2 dvpr（Addgene、＃8
455）とともにLenti-X 293T細胞（Clontech）にパッケージされた。ウイルス粒子は、SW-
28ローターを備えたBeckmanXL-90遠心分離機での超遠心分離によって濃縮された。
【０２５０】
　AAVベクターを構築するために、マウスPTBに対する同じ標的配列を最初にEcoRIサイト
とXhoIサイトの間のpTRIPZ-RFPベクターに挿入した。次に、RFPとshRNAを含むセグメント
をサブクローニングして、Asc Iを使用してAAV-CMV-LOX-STOP-LOX-mG-CaMP3.0ベクター（
Addgene、＃50022）のCaMP3.0を置き換えた。コントロールベクターを構築するために、R
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FPのみを含む同様のセグメントをAAV-CMV-LOX-STOP-LOX-mG-CaMP3.0ベクターにクローニ
ングした。得られたベクターは、AAV-shPTBまたはAAV-Emptyと呼ばれていた。AAV-hM4Di-
shPTBベクターは、AAV-shPTBのRFPをpAAV-CBA-DIO-hM4Di-mCherryベクター（Addgene、＃
81008）からサブクローニングされたhM4DiのcDNAで置き換えることによって構築された。
【０２５１】
　AAV2のウイルス粒子は、他の2つのプラスミド（pAAV-RC及びpAAV-Helper（Agilent Gen
omics））とともにトランスフェクトされた293T細胞にパッケージされた。採取後、ウイ
ルス粒子をヘパリンカラム（GE HEALTHCARE BIOSCIENCES）で精製し、Ultra-4遠心フィル
ターユニット（Amicon、分子量カットオフ100,000）で濃縮した。ウイルス粒子の力価は
、qPCRによって>1x1012粒子/mlであると測定された。
【０２５２】
アンチセンスオリゴヌクレオチドの合成
【０２５３】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、Integrated DNATechnologiesから合成された。マ
ウスPTBを標的とするASO（ASO-mPTB）の配列は、5'-GGGTGAAGATCCTGTTCAATA-3'（配列番
号1）であった。ターボGFP（5'-GTTGGTGCTCTTCATCTTGTT-3'）（配列番号3）を標的とする
ASOを対照として合成した。すべてのASOのバックボーンには、ホスホロチオエート修飾が
含まれている。フルオレセイン（FAM）は、蛍光検出のためにこれらのASOの3'末端に取り
付けられた。
【０２５４】
ウエスタンブロット及びRT-PCR
【０２５５】
　ウエスタンブロッティングによる分析のために、細胞を1xSDSローディング緩衝液で溶
解し、定量化後、ブロモフェノールブルーを最終濃度0.1％になるように添加した。25～3
0ugの総タンパク質を10％Nupage Bis-Trisゲルで分離し、以下の抗体でプローブした：ウ
サギ抗PTBP1（ダグラスブラックから提供された、1：3000）、マウス抗PTBP2（Santa Cru
z、sc-376316、1：1000）、マウス抗ベータアクチン（Sigma、A2228、1：10000）、ウサ
ギ抗Tuj1（Covance、MRB-435P、1：10000）、ウサギ抗Brn2（Cell Signaling、12137、1
：1000）、ニワトリ抗TH（Aves lab、TYH、1：1000）及びウサギ抗VMAT2（Proteintech、
20873-1-AP、1：500）。
【０２５６】
　RT-qPCR分析では、RNAをTrizol（Life Technology）で抽出し、10ug/mlのグリコーゲン
を使用して低分子RNAの沈殿を促進した。全RNAは最初にDNaseI（Promega）で処理され、
続いてmiScript II RT キット（QIAGEN、218160）で逆転写された。RT-qPCRは、miScript
 SYBR Green PCRキット（QIAGEN、218073）を使用して、step-one plus PCRマシン（Appl
ied Biosystems）で実行した。使用したプライマーは、U6-F：5'-ACGCAAATTCGTGAAGCGTT-
3'（配列番号4）、miR-124-F：5'-TAAGGCACGCGGTGAA TGCC-3'（配列番号5）、及びmiR-9-
F：5'-GCGCTCTTTGGTTATCTAGCTGTATG-3'（配列番号6）であった。
【０２５７】
In vitroでの細胞培養と分化転換
【０２５８】
　マウス星状細胞は出生後（P4～P5）の子犬から分離された。皮質組織を脳全体から解剖
し、トリプシンとインキュベートした後、ポリ-D-リジン（Sigma）でコーティングした皿
にプレーティングした。単離された星状細胞は、DMEM（GIBCO）と10％ウシ胎児血清（FBS
）及びペニシリン/ストレプトマイシン（GIBCO）で培養された。非星状細胞を排除するた
めに、皿を毎日注意深く振とうした。約90％のコンフルエンスに達した後、星状細胞をAc
cutase（Innovative Cell Technologies）で分離した後、800 rpmで3分間遠心分離し、DM
EM/F12（GIBCO）、10％FBS（GIBCO）、ペニシリン/ストレプトマイシン（GIBCO）、B27（
GIBCO）、10 ng/ml表皮成長因子（EGF、PeproTech）、及び10 ng/ml線維芽細胞成長因子2
（FGF2、PeproTech）を含む培地で培養した。
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【０２５９】
　In vitroで分化転換を誘導するために、マウスの星状細胞を、マウスPTBを標的とする
レンチウイルスを含む星状細胞培養培地に再懸濁し、Matrigel Matrix（Corning）でコー
ティングしたカバースリップ（12 mm）に播種した。24時間後、新鮮な星状細胞培養培地
中のハイグロマイシンB（100ug/ml、Invitrogen）で72時間細胞を選択した。次に、該培
地を、0.4％B27、2％FBS、3つの小分子のカクテル（1uM ChIR99021、10 uMSB431542及び1
mMDb-cAMP）、及び神経栄養因子（BDNF、GDNF、NT3、CNTF、すべて10ng/ml）を添加したN
3/基本培地（DMEM/F12とNeurobasalの1：1混合、25 μg/mlインスリン、50 μg/mlトラン
スファー、30 nM亜セレン酸ナトリウム、20 nMプロゲステロン、100 nMプトレシン、）に
切り替えた。該培地は1日おきに半分交換された。シナプス電流を測定するために、6週間
後の変換細胞に新鮮なGFP標識ラット星状細胞を添加し、さらに3～4週間の共培養後、パ
ッチクランプ記録を行った。
【０２６０】
　ヒト星状細胞は商業的供給源（ScienCell）から購入した。細胞を星状細胞培地（Scien
Cell）で増殖させ、約80％のコンフルエンスに達するまで継代培養した。In vitroでの分
化転換の場合、培養されたヒト星状細胞は、最初にトリプシンとの結合を解除し、ヒトPT
Bを標的とするレンチウイルスを含む星状細胞培地に再懸濁し、マトリゲルマトリックス
でコーティングされたカバースリップにプレーティングした。24時間後、細胞をハイグロ
マイシンB（100ug/ml、Invitrogen）で72時間選択した。該培地を、0.4％B27、2％FBS、
及び神経栄養因子（BDNF、GDNF、NT3、CNTF、すべて10ng/ml）を添加したN3/基本培地に
切り替えた。シナプス電流を測定するために、3週間後の変換細胞に新鮮なGFP標識ラット
星状細胞を添加し、さらに2～3週間の共培養後、パッチクランプ記録を行った。
【０２６１】
免疫細胞化学
【０２６２】
　スライドガラス上で増殖した培養細胞を、4％パラホルムアルデヒド（Affymetrix）及
び室温で15分間固定した後、氷上で15分間PBS中の0.1％TritonX-100で透過処理した。PBS
で2回洗浄した後、3％BSAを含むPBS及び室温で細胞を1時間ブロックした。固定した細胞
を、3％BSAを含むPBS中、4℃で一晩一次抗体とともにインキュベートした。PBSで2回洗浄
した後、該細胞をAlexa Fluor 488、Alexa 546、Alexa 594、またはAlexa 647（1：500、
Molecular Probes）に結合した二次抗体と1時間インキュベートした。PBS中の300nM DAPI
を細胞に室温で20分間適用して、核を標識した。PBSでさらに3回洗浄した後、Fluoromoun
t-G封入剤をスライドガラスに塗布し、Olympus FluoView FV1000で画像を検査及び記録し
た。
【０２６３】
　脳切片を染色するために、マウスをCO2で犠牲にし、すぐに灌流した。最初に15～20 mL
の生理食塩水（0.9％NaCl）で、次に15 mLの4％パラホルムアルデヒド（PFA）を含むPBS
で組織を固定した。脳全体を抽出し、4％PFA及び4℃で一晩固定した後、クリオスタット
（Leica）で14～18umの切片に切断した。染色する前に、脳切片をクエン酸ナトリウム緩
衝液（10 mMクエン酸ナトリウム、0.05％Tween 20、pH6.0）とともに95℃で15分間インキ
ュベートし、抗原を回収した。次に、PBS中の5％正常ロバ血清及び0.3％TritonX-100及び
室温でスライドを1時間処理した。残りのステップは、培養細胞と同様に実行された。
【０２６４】
　以下の一次抗体を使用した：ウサギ抗Tuj1（Covance、MRB-435P、1:1,000）、マウス抗
Tuj1（Covance、MMS-435P、1：1,000）、マウス抗MAP2（Milipore、MAB3418、1：1000）
、マウス抗NeuN（Milipore、MAB377、1：200）、ニワトリ抗NSE（Aves lab、NSE、1：100
0）、ウサギ抗VGlut1（Synaptic Systems、135-303、1：200）、ウサギ抗GAD67（Cell Si
gnaling、63080、1：200）、ニワトリ抗TH（Aves lab、TYH、1：1000）、ウサギ抗PSD95
（Cell Signaling、3450、1：200）、ウサギ抗DAT（Bioss、bs-1714R、1：100）、ヤギ抗
VMAT2（Everest biotech、EB06558、1：100）、ウサギ抗En1（Abgent、AP7278a、1：100
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）、ウサギ抗Lmx1a（ProSci、7087、1：100）、ウサギ抗GFAP（Cell Signaling、12389、
1：200）、ニワトリ抗GFAP（Aves lab、GFAP、1：100）、ウサギ抗ALDH1L1（EnCor Biote
chnology、RPCA-ALDH1L1、1：2000）、マウス抗OLIG2（Santa Cruz、sc-293163、1：100
）、ニワトリ抗CD11b（Aves lab、MAC、1：1000）、マウス抗NG2（Santa Cruz、sc-53389
、1：100）、マウス抗ネスチン（Cell Signaling、4760、1：200）、マウス抗NANOG（San
ta Cruz、sc-293121、1：100）、マウス抗フィブロネクチン（DSHB、1H9、1：500）、ウ
サギ抗GAD65（Cell Signaling、5843、1：50）、ウサギ抗VGlut2（Bioss、bs-9686R、1：
100）、ウサギ抗Girk2（Proteintech、21647-1-AP、1：100）、ウサギ抗Calbindin D28K
（Proteintech、14479-1-AP、1：100）及びマウス抗RFP（ThermoFisher、MA5-15257、1：
200）。
【０２６５】
神経細胞体と繊維密度の定量化
【０２６６】
　TH及びRFPの免疫染色のために、中脳全体の冠状切片を120～140 umの間隔でサンプリン
グした。被験者の細胞型の総数（Nt）は、Nt = Ns*（St/Ss）の式を使用して計算された
。ここで、Nsはカウントされたニューロンの数、Stは脳領域のセクションの総数、Ssは前
述のようにサンプリングされたセクションの数である。RFP陽性及びRFP/TH二重陽性線維
は、以前に公開された方法を使用して定量化された。分析のために、各脳から3つの冠状
切片（A/P +1.3、+1.0、及び+0.70）を選択した。選択したセクションごとに、ランダム
に選択した3つの領域を、60倍の油浸対物レンズを使用して1 μmの間隔でzスタック画像
の1つのセクションからキャプチャした。次に、球（直径：14 μm）をプローブとして生
成し、zスタック全体のファイバー密度を測定した。球の表面を横切る各繊維には1つのス
コアが与えられた。線条体THファイバーの光学密度は同じセクションから決定された。サ
ンプリングされたセクションのデジタル化された画像は、10倍の対物レンズでキャプチャ
され、Image-J 1.47v（Wayne Rasband、Bethesda、MD）によって分析された。
【０２６７】
電気生理学
【０２６８】
　パッチクランプ記録は、Axopatch-1D増幅器またはAxopatch 200B増幅器（Axon Instrum
ents）をDigidata1440Aインターフェース（Axon Instruments）に接続して実行した。デ
ータはpClamp10.0またはIgor4.04ソフトウェアで取得し、MatLabv2009bで分析した。In v
itroでのマウス星状細胞からの変換されたニューロンについては、パッチクランプ記録の
1週間前に小分子を培地から除去した。培養されたマウスとヒトの両方の細胞は、最初に
酸素化（95％O2/5％CO2）人工脳脊髄液（150 mM NaCl、5 mM KCl、1 mM CaCl2、2 mM MgC
l2、10 mMグルコース、10 mM HEPES、pH7.4）と37℃で30分間インキュベートされ、全細
胞パッチクランプが選択された細胞で実行された。
【０２６９】
　In vivoで変換されたニューロンの活動を記録するために、皮質スライス（300 μm）を
AAVベクターの注射の6～8週間後に調製した。該スライスを酸素化（95％O2/5％CO2）解剖
緩衝液（110.0 mM塩化コリン、25.0 mM NaHCO3、1.25 mM NaH2PO4、2.5 mM KCl、0.5 mM 
CaCl2、7.0 mM MgCl2、25.0 mMグルコース、11.6 mMアスコルビン酸、3.1 mMピルビン酸
）中のビブラトームで4℃で切断し、続いて酸素化ACSF（124 mM NaCl、3 mM KCl、1.2 mM
 NaH2PO4、26 mM NaHCO3、2.4 mM CaCl2、1.3 mM MgSO4、10 mMデキストロース、5 mM HE
PES; pH7.4）中及び室温で1時間インキュベートしてから実験を行なった。
【０２７０】
　パッチピペット（5～8MΩ）溶液には、150 mM KCl、5 mM NaCl、1 mM MgCl2、2 mMエチ
レングリコール四酢酸(EGTA）-Na、及び10 mM Hepes pH7.2が含まれていた。電圧クラン
プ実験では、膜電位は通常-75 mVに保持された。以下の濃度のチャンネル遮断薬が使用さ
れた：PiTX：50uM; NBQX：20uM; APV：50uM。これらのブロッカーはすべて、濃縮原液か
ら外部溶液に希釈した後、浴に適用した。すべての実験は室温で実施された。
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【０２７１】
マウスモデルの構築
【０２７２】
　GFAP-Creトランスジェニックマウス（B6.Cg-Tg（Gfap-cre）77.6Mvs/2J）は、AAV-shPT
Bによって誘発されるin vivo再プログラミング実験で使用された。In vivoでのASOの効果
をテストするために、GFAP-CreERTMマウス（B6.Cg-Tg（GFAP-cre/ERT2）505Fmv/J）をRos
a-tdTomatoマウス（B6.Cg-Gt（ROSA）26Sortm14（CAG-tdTomato）Hze/J）と交配させた。
生後35日齢のこれらのダブルGFAP-CreERTM; Rosa-tdTomatoトランスジェニックマウスの
子孫に、24時間ごとに合計5日連続、腹腔内注射によりタモキシフェン（コーン油に20 mg
/mlの濃度で溶解）を注射した。各注射の用量は75 mg/kgであった。タモキシフェン適用
の2週間後、PTB-ASOまたはコントロールASOをこれらのマウスの黒質に注射して、ASOによ
って誘発されるin vivoでの再プログラミングと行動の利点を調べた。すべてのトランス
ジェニックマウスはジャクソン研究所から購入した。
【０２７３】
6-OHDA及び定位注射による同側病変
【０２７４】
　生後40日齢の成体WT及びGFAP-Creマウスを使用して、病変を誘発する手術を行った。動
物を最初にケタミン（80-100mg/kg）とキシラジン（8-10mg/kg）の混合物で麻酔し、次に
定位固定マウスフレームに入れた。6-ヒドロキシドーパミン（6-OHDA、Sigma）を注射す
る前に、マウスを最初にデシプラミン（25 mg/kg）とパルギリン（5 mg/kg）の混合物で
治療した。6-OHDAを0.02％氷冷アスコルビン酸塩/生理食塩水に15mg/mlの濃度で溶解し、
3時間以内に使用した。有毒な溶液は、次の座標（ブレグマに対して）で内側前脳束（MFB
）に注入された：前後（A/P）= -1.2mm;中外側（M/L）= -1.3mm及び背腹（D/V）= -4.75m
m（硬膜から）。注射は、33G針を備えた5 ulハミルトンシリンジに0.1ul/minの速度で3分
間適用した後、針をゆっくりと取り外した。病変後、創傷の洗浄及び縫合を行った。
【０２７５】
　AAVベクターまたはASOは、6-OHDA誘発病変の約30日後に黒質に注射された。4ulのAAVベ
クターまたは2ulのASO（1ug/ul）を、以下の座標で損傷した黒質に注入した:A/P = -3.0m
m; M/L = -1.2mm及びD/V = -4.5mm。同じ注射器と針を使用して、0.5ul/minの速度で3分
間注射を行った後、針をゆっくりと取り外した。
【０２７６】
逆行トレース
【０２７７】
　黒質線条体経路の逆行性追跡については、6-OHDA誘発病変を伴うまたは伴わないGFAP-C
reマウスに、最初にAAV-shPTBベクターを注射した。AAV配信から3か月後、緑のRetrobead
sIX（Lumafluor, Naple, FL）は、AAV注射の同じ側の線条体に2つの部位で一方的に注射
され、次の2つの座標が使用され：A/P = + 0.5mm、M/L = + 2.0mm、D/V = + 3.0mm及びA/
P = + 1.2mm、M/L = + 2.0mm、D/V = + 3.0mm、約2ulのビーズが注入された。24時間後、
動物を犠牲にし、すぐに灌流した。彼らの脳は、切片化と免疫染色のために4％PFAで固定
された。
【０２７８】
線条体ドーパミンの測定
【０２７９】
　マウス線条体のドーパミンレベルは、逆相高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によっ
て測定された。HPLC分析は、Agilent Zorbax SB-C18セミプレップカラム（ID 9.4 x 250 
mm、5 μm、80Å）を備えたAgilent 1260 Infinity HPLCシステムを使用し、0.1％ギ酸を
含む水/メタノールのグラジエントを使用して実施した。各物質は、前述のように、可変
波長検出器（VWD）での保持時間と260 nmの吸光度によって特徴付けられる。線条体サン
プルは、脳組織から直接調製された。手短に言えば、線条体解剖は、マウスの安楽死の直
後に実施された。スクイーザーを使用して200 μLの0.1M塩酸でホモジナイズした後、サ
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心分離装置でろ過し、HPLC分析に適用した。
【０２８０】
行動テスト
【０２８１】
　すべての行動試験は、6-OHDA誘発病変の21～28日後、またはAAVベクターまたはASOの送
達後2、3、及び5か月に実施された。回転試験では、ライブビデオシステム下でアポモル
ヒネ（Sigma、0.5mg/kg）を腹腔内注射した後、マウスのアポモルヒネ誘発回転を記録し
た。最終結果を不明瞭にする可能性のある「ワインドアップ」効果を防ぐことを目的とし
たローテーションテスト（例えば、テストが金曜日に実行される場合、マウスは最初に月
曜日と水曜日に注射される）を実行する前に、2日間に分けてマウスにアポモルヒネ（0.5
mg/kg）を注射した。前述のように、注射の5分後に10分間回転を測定し、全身の回転のみ
をカウントした。データは、1分あたりの正味の対側ターンとして表される。シリンダー
テストでは、マウスを個別にガラスシリンダー（直径19 cm、高さ25 cm）に入れ、説明し
たように、すべてのタッチを完全に表示するためにミラーを後ろに配置した。マウスをラ
イブビデオシステムで5分間記録した。記録前に、シリンダーへのマウスの馴化は行われ
なかった。スコアリングには、フレームごとのビデオプレーヤー（KMPlayerバージョン4.
0.7.1）が使用された。同側または反対側の前肢と独立して壁に触れるだけを数えた。同
時壁タッチ（両方の足で同時に実行されたタッチ）は分析に含まれていなかった。データ
は、総タッチ数に対する同側タッチの百分率として表される。
【０２８２】
　化学発生実験では、6-OHDA誘発病変の21～28日後及びAAV-hM4Di-shPTBの送達の2か月後
にシリンダー試験を実施した。後のテストでは、回復のベースラインを記録するために、
最初に動物に生理食塩水を注射した。その後の記録は、CNO（Biomol International、4 m
g/kg）の腹腔内注射の40分後、または薬物代謝の72時間後に実行された。
【０２８３】
実施例12.タンパク質または核酸配列

【０２８４】
　本開示の好ましい実施形態が本明細書に示され、説明されてきたが、そのような実施形
態が例としてのみ提供されることは当業者には明らかであろう。多数の変形、変更、及び
置換が、本開示から逸脱することなく、当業者に発生するであろう。本開示の実施形態の
様々な代替案が、本開示を実施する際に使用され得ることが理解されるべきである。以下
の特許請求の範囲は、本開示の範囲を定義し、これらの特許請求の範囲内の方法及び構造
、ならびにそれらの同等物は、それによってカバーされることが意図されている。
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