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(57)【要約】
　本発明は、７－クロロ－４－アミノキノリン化合物、例えば、アモジアキンおよびグラ
フェニン、によるパーキンソン氏病の進展を治療または阻止する方法およびキットを特徴
とする。幹細胞は、本発明の方法に有用であり、７－クロロ－４－アミノキノリン化合物
と一緒にまたは別々に投与することができる。本発明は、さらに、パーキンソン氏病の進
展を治療または阻止に有用な追加的な科学物質を同定する方法を特徴とする。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　パーキンソン氏病の治療または発症を阻止する方法であって、次のステップ：
（ａ）患者が、パーキンソン病であるか、または、パーキンソン氏病の発症のリスクを有
するかを決定し；そして、
（ｂ）前記患者がパーキンソン氏病であるか、または、発症のリスクを有していれば、前
記患者にパーキンソン氏病を治療又は発症を阻止するに十分な量の７－クロロ－４－アミ
ノキノリン構造を含む化合物を投与する、
ステップを含む方法。
【請求項２】
　パーキンソン氏病を治療または発症を阻止する方法であって、次のステップ：
（ａ）患者が、パーキンソン病であるか、または、パーキンソン氏病の発症のリスクを有
するかを決定し；そして、
（ｂ）前記患者がパーキンソン氏病であるか、または、発症のリスクを有していれば、前
記患者に７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物を、前記患者の細胞中のＮｕ
ｒｒｌを活性化するのに十分な量を投与する、
ステップを有する方法。
【請求項３】
　前記化合物が、アモジアキン（ａｍｏｄｉａｑｕｉｎｅ）である、請求項１または２の
方法。
【請求項４】
　前記化合物がグラフェニン（ｇｌａｆｅｎｉｎｅ）である、請求項１または２の方法。
【請求項５】
　（ａ）７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物；および、
　（ｂ）パーキンソン氏病を発症しているか、または、発症のリスクを有すると診断され
た患者に前記化合物を投与するための使用説明書、
を含むキット。
【請求項６】
　前記化合物が、アモジアキン（ａｍｏｄｉａｑｕｉｎｅ）である請求項５記載のキット
。
【請求項７】
　前記化学物質が、グラフェニン（ｇｌａｆｅｎｉｎｅ）である請求項５記載のキット。
【請求項８】
　生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）で幹細胞をドーパミン作働性神経細胞に分化を引き起こす方
法であって、前記方法が、前記幹細胞の分化を誘導するに十分な量が存在する７－クロロ
－４－アミノキノリン構造を含む化合物と生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）で接触させることを
含む方法。
【請求項９】
　前記幹細胞が、ヒト胚細胞である請求項８記載の方法。　
【請求項１０】
　前記化学物質が、アモジアキン（ａｍｏｄｉａｑｕｉｎｅ）である請求項８記載の方法
。
【請求項１１】
　前記化学物質が、グラフェニン（ｇｌａｆｅｎｉｎｅ）である請求項８記載の方法。
【請求項１２】
　パーキンソン氏病を治療またはその発症を阻害する方法であって、次のステップ：
（ａ）患者の脳内に幹細胞を含む組成物を注射すること；そして、
（ｂ）前記（ａ）のステップに続いて、前記幹細胞の分化を誘導するに十分な量の７－ク
ロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物を前記患者に投与すること、
を含む方法。



(3) JP 2009-527478 A 2009.7.30

10

20

30

40

50

【請求項１３】
　前記幹細胞が、ヒト胚性幹細胞である請求項１２の方法。
【請求項１４】
　前記化学物質が、アモジアキンである請求項１２の方法。
【請求項１５】
　前記化学物質が、グラフェニンである請求項１２の方法。
【請求項１６】
　幹細胞と７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物を含む組成物を患者の脳に
注射することを含むパーキンソン病を治療又はその発症を阻止する方法。
【請求項１７】
　前記幹細胞が、ヒト胚性幹細胞である請求項１６の方法。
【請求項１８】
　前記化合物が、アモジアキンである請求項１６の方法。
【請求項１９】
　前記化合物が、グラフェニンである請求項１６の方法。
【請求項２０】
（ａ）幹細胞；及び
（ｂ）７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物、
を含む薬学的組成物。
【請求項２１】
　前記幹細胞が、ヒト胚性幹細胞である請求項２０の薬学的組成物。
【請求項２２】
　前記化学物質が、アモジアキンである請求項２０の薬学的組成物。
【請求項２３】
　前記化学物質が、グラフェニンである請求項２０の薬学的組成物。
【請求項２４】
　パーキンソン病における治療のための化合物を同定する方法であって、前記方法が、次
の工程：
（ａ）Ｎｕｒｒ１遺伝子のドメインを含む第１のプラスミド、及び、操作可能にレポータ
遺伝子に結合したプロモータを含む第２のプラスミドをほ乳類細胞に同時に遺伝子導入す
る工程；
（ｂ）前記細胞を候補化学物質に接触させる工程；
（ｃ）得られたレポータ遺伝子の発現量を測定する工程；
（ｄ）もし、前記量が少なくとも前記対照値より２０％以上大きい場合は、前記候補化学
物質がパーキンソン病の治療剤用の化学物質として同定されることを特徴とする、前記量
を対照量と比較する工程；
を含む方法。
【請求項２５】
　ステップ（ｂ）でつくられた混液が、ステップ（ｃ）の前１８時間培養される、請求項
２４記載の方法。
【請求項２６】
　前記細胞が、ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞である請求項２４の方法。
【請求項２７】
　前記第１のプラスミドと前記第２のプラスミド間のモル比が０．１と１０の間である請
求項２４の方法。
【請求項２８】
　前記第２のプラスミドが１００塩基のチロシンヒドロキシラーゼのプロモータを含む請
求項２４記載の方法。
【請求項２９】
　前記第２のプラスミドが、２６００塩基のチロシンヒドロキシラーゼのプロモータを含
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む請求項２８の方法。
【請求項３０】
　前記レポータ遺伝子が、ホタルルシフェラーゼである請求項２４の方法。
【請求項３１】
　前記第１のプラスミドが、Ｎｕｒｒ１遺伝子の前記ドメインに操作可能に結合したＧＡ
Ｌ４ＤＮＡ－結合ドメインを含み、さらに、前記第２のプラスミドが、前記レポータ遺伝
子に操作可能に結合したＧＡＬ４結合部位を含むものである請求項２４記載の方法。
【請求項３２】
　パーキンソン病における治療のための化合物を同定する方法であって、前記方法が、次
の工程：
（ａ）
　（i）ドーパミンを生産し得るほ乳類細胞；及び、
　（ii）請求項２４記載の方法を用いて同定した化学物質；
を提供する工程；
（ｂ）前記細胞に候補化学物質を接触させる工程；
（ｃ）チロシンハイドロキシラーゼ、又は、ドーパミンの発現の得られた量を測定する工
程；及び、
（ｄ）前記発現量を対照値と比較し、もし、前記発現量が少なくとも前記対照値より２０
％以上大きい場合は、前記候補化学物質がパーキンソン病の治療剤用の化学物質として同
定される工程；
を含むことを特徴とする方法。
【請求項３３】
　前記測定する工程が、リアルタイムＰＣＲを用いたチロシンハイドロキシラーゼの定量
を含むものである請求項３２の方法。
【請求項３４】
　前記測定する工程が、ＨＰＬＣ分析を用いたドーパミンの定量を含むものである請求項
３２の方法。
【請求項３５】
　前記測定する工程が、免疫染色を用いたチロシンハイドロキシラーゼの定量を含むもの
である請求項３２の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　パーキンソン氏病（ＰＤ）は、慢性、進行性の運動系の障害である。約５万人の米国人
が毎年ＰＤと診断されている。この神経変性疾患の一次症状は、震え、硬直、運動の緩慢
、及び、平衡障害である。付け加えて、多くのＰＤ患者は、感情変化、記憶喪失、会話障
害、睡眠困難を含む他の色々な症状に悩んでいる。
【０００２】
　ＰＤは、中脳ドーパミン（ＤＡ）ニューロンの特定の、かつ、進行性の神経変性により
引き起こされる。もともとは、これらの神経は、ドーパミンという、黒質と線条体の間の
シグナル伝達のための化学伝達物質を生産して、円滑な目的のある筋肉活動をもたらす。
しかしながら、ドーパミンの喪失は、制御されないで活動する線条体の神経細胞をもたら
し、運動を指示及び抑制する能力を障害された患者を残している。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　現在のＰＤの治療は、患者にドーパミン前駆体Ｌ－ＤＯＰＡ（Ｌ－ジヒドロキシフェニ
ル－アラニン）の経口投与を与えることによるドーパミンの補充に主として頼っている。
この治療は、治療の継続につれて用量の増加を必要とし、いつかは、重篤な副作用を引き
起こす。ＰＤにとって追加の治療法が必要とされている。
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【０００４】
　本発明者らは、パーキンソン病の新しい治療、及び幹細胞を分化してドーパミン作働性
神経細胞にもたらす方法、及びパーキンソン病の治療のための化学物質の同定に有用なス
クリーニング方法を開発した。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　したがって、一例では、本発明は、（ａ）パーキンソン病であるか、又は、パーキンソ
ン氏病の進展リスクをもつ者であるかを決定するステップと、（ｂ）仮に、パーキンソン
氏病の患者であるか、又は、パーキンソン氏病に進展するリスクをもつときは、その患者
に７－クロロ－４－アミノ－キノリン構造を含む化合物、例えば、アモジアキン又はグラ
フェニンをパーキンソン氏病の進展を治療又は阻止するに十分な量を投与し、または、別
の態様では患者の細胞中のＮｕｒｒ１を活性化するに十分な量を投与するステップを含む
パーキンソン病の進展を治療又は阻止する方法を特色としている。
【０００６】
　別の例では、本発明は、７－クロロ－４－アミノ－キノリン構造を含む化合物と共に、
パーキンソン氏病であるか、またはそれに進展するリスクをもつと診断された患者へその
化合物を投与するための指示書を含むキットであることを特徴とする。
【０００７】
　本発明は、さらに、ドーパミン作働性神経中で、生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）の幹細胞、
例えばヒト胚幹細胞、の分化を誘導するのに十分量が存在する７－クロロ－４－アミノ－
キノリン構造を含む化合物と幹細胞を接触させることによる幹細胞の分化を引き起こす方
法を特色とする。
【０００８】
　本発明は、付け加えると、（ａ）患者の脳内に幹細胞を含む組成物を注射すること；そ
して、（ｂ）前記（ａ）のステップに続いて、前記幹細胞の分化を誘導するに十分な量の
７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物を前記患者に投与するステップを含む
パーキンソン氏病の治療又は進展を阻止する方法を特色とする。
【０００９】
　本発明は、さらに、患者の脳内に幹細胞及び７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含
む化合物を含む組成物を注入することによりパーキンソン氏病の治療又は進展を阻止する
方法を特徴とする。
【００１０】
　別の例では、本発明は、幹細胞及び７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物
を含む薬学的組成物を特徴とする。
【００１１】
　本発明は、その上に、パーキンソン病における治療のための化合物を同定する方法であ
って、次の工程：
（ａ）Ｎｕｒｒ１遺伝子のドメインを含む第１のプラスミド、及び、レポータ遺伝子に操
作可能に結合したプロモータを含む第２のプラスミドをもつ、ほ乳類細胞、例えば、ＳＫ
－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞、に同時に遺伝子導入する工程；
（ｂ）前記細胞に候補化学物質を接触させる工程；
（ｃ）得られたレポータ遺伝子の発現量を測定する工程；
（ｄ）対照値に対するレポータ遺伝子の発現量を比較して、仮に、レポータ遺伝子の発現
量が少なくとも対照量より２０％以上大きい場合は、前記候補化学物質がパーキンソン病
の治療用の化学物質として同定される、を含むことを特徴とする方法。ある場合には、ス
テップ（ｂ）でつくられた混液は、ステップ（ｃ）の１８時間前にインキュベトされる。
第１のプラスミドと第２のプラスミドの間のモル比は、いかなる比率は、例えば、０．１
～１０の間、でとることができる。第２のプラスミドは、チロシンハイドロキシラーゼプ
ロモータの全部又は一部を含むことができ、例えば、チロシンハイドロキシラーゼプロモ
ータの１００塩基又は２，６００塩基である。どのようなレポータ遺伝子であっても、例
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ミドは、Ｎｕｒｒ１ドメイン遺伝子に操作可能に結合したＧＡＬＡ４　ＤＮＡ－結合ドメ
インを含み、さらに、第２のプラスミドは、レポータ遺伝子に操作可能に結合したＧＡＬ
４結合部位を含む。
【００１２】
　本発明は、その上に、パーキンソン病における治療のための化合物を同定する方法であ
って、その方法が、次の工程：
（ａ）ドーパミンを生産可能なほ乳類細胞及び本発明の方法を用いて同定された化学物質
を提供し；（ｂ）そのように同定された化学物質を細胞に接触させ；（ｃ）その結果得ら
れるチロシンハイドロキシラーゼ又はドーパミンの発現量を測定し；そして、（ｄ）対照
値と発現量を比較し、発現量が少なくとも対照値より２０％以上大きい場合は、その化学
物質が、パーキンソン氏病に治療的に使用できる化学物質として同定される。ステップ（
ｃ）の測定は、例えば、リアルタイムＰＣＲ、又は、免疫染色、又は、ＨＰＬＣ分析を用
いたドーパミンの定量を用いたチロシンハイドロキシラーゼの定量を含むことができる。
ステップ（ａ）の同定は、化合物を同定するあらゆる方法を用いることが含まれる；例え
ば、次のステップを含む方法を用いることができる：すなわち、（i）ほ乳類細胞、例え
ば、ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞に、Ｎｕｒｒ１遺伝子のドメインを含む第１のプラスミ
ド、及び、レポータ遺伝子に操作可能に結合したプロモータを含む第２のプラスミドを、
同時に遺伝し導入し；(ii)その細胞を候補化学物質と接触させ；(iii)その結果得られる
レポータ遺伝子の発現量を測定し；(iv)対照値に対するレポータ遺伝子の発現量を比較し
、対照値より少なくとも２０％以上大きい場合であれば、パーキンソン氏病の治療用の候
補化学物質として同定される。
【００１３】
　本発明のどのような方法、組成物、キットにおいても、前記７－クロロ－４－アミノキ
ノリン構造を含む化合物、例えば、アモジアキン又はグラフェニンを利用することができ
る。本発明のあらゆる方法、組成物、キットに用いるための適当な幹細胞は、例えば、ヒ
ト胚幹細胞を含む。
【００１４】
　上記のように、本発明のある方法は、７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合
物を用いる。このような化合物は、下記式：

【化１】

ここで、各Ｒ１、Ｒ２とＲ３は、独立して、Ｈ、ＯＨ、ＯＣ（Ｏ）－Ｒ４、Ｃ（Ｏ）－Ｏ
－Ｒ５、ハロゲン、Ｃ１－７アルキル、Ｃ２－７アルケニル、Ｃ２－７アルキニル、及び
Ｃ１－７へテロアルキル、から選択され；そして、各Ｒ４とＲ５は、独立して、Ｃ１－７

アルキル、Ｃ２－７アルケニル、Ｃ２－７アルキニル、及びＣ１－７ヘテロアルキル、か
ら選択される。このような化合物は、例えば、米国特許第２，４７４，８２１号及び第３
，２３２，９４４号に記載されているように調製することができ、各々は、参照により本
明細書に取り込まれている。その典型的な市販品として入手可能な７－クロロ－４－アミ
ノキノリン構造を含む化合物は、アモジアキン及びグラフェニンである。



(7) JP 2009-527478 A 2009.7.30

10

20

30

40

50

【化２】

【００１５】
　本発明の方法及びキットに用いることのできる他の７－クロロ－４－アミノキノリン構
造を含む化合物は、４－（３’－ピペリジルメチル－４’－ヒドロキシアニリノ）－７－
クロロキノン；４－（３’－ジエチルアミノメチル－４’－ヒドロキシアニリノ）－７－
クロロキノン；４－（３’－エチルアミノエチル－４’－ヒドロキシアニリノ）－７－ク
ロロキノン；４－（３’－ジ－ｎ－ブチルアミノメチル－４’－ヒドロキシアニリノ）－
７－クロロキノン；４－（３’－Ｎ－ピペリジルメチル－４’，６’－ジヒドロキシアニ
リノ）－７－クロロキノン；４－（３’－ジエチルアミノメチル－４’－ヒドロキシアニ
リノ）－７－クロロキノン；２－（（７－クロロ－４－キノリニル）アミノ）－メチルエ
ステル；及び、ベンゾイックアシッド，２－（（７－クロロ－４－キノリニル）アミノ）
，エチルエステルを挙げることができる。
【００１６】
　本発明の化合物の一般的な記述において、置換基における特定のタイプの原子数は、通
常は、例えば、１から７の炭素原子を含むアルキル基又はＣ１～７アルキルである。この
ような範囲の言及は、特定の範囲内の原子の整数の各々を有する基を含むことを意味する
。例えば、炭素原子１～７のアルキル基は、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６及びＣ

７の各々を含む。Ｃ１～７ヘテロアルキル基は、例えば、Ｃ１から６の炭素原子に１又は
それ以上のヘテロ原子が追加されたものを含む。原子の他の数や他のタイプ原子は、同様
な方法で表示されている。
【００１７】
　本明細書で用いたように、用語「アルキル」及び接頭辞「アルキ－」は、直鎖及び分岐
鎖基の両者及び環状基、例えば、シクロアルキルを含んでいる。環状基は、単環及び多環
であり、好ましくは３～６員環原子を含まれる。典型的な環状基は、シクロプロピル、シ
クロブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル基である。Ｃ１～７アルキルは、置換され
ているか、又は、置換されないことができる。代表的な置換基は、アルコキシ、アリール
オキシ、スルフヒドリル、アルキルチオ、アリールチオ、ハロゲン化合物、ヒドロキシル
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、フルオロアルキル、パーフルオロアルキル、アミノ、アミノアルキル、２置換基アミノ
、第４級アミノ、ヒドロキシアルキル、カルボキシアルキル、及びカルボキシル基、を含
む。Ｃ１～７アルキルは、限定されるものではないが、メチル、エチル、ｎ－プロピル、
イソプロピル、シクロプロピル、シクロプロピルメチル、シクロプロピルエチル、ｎ－ブ
チル、イソ－ブチル、第２級ブチル、第３級ブチル、シクロブチル、シクロブチルメチル
、ｎ－シクロブチルエチル、ｎ－ペンチル、シクロペンチル、チクロペンチルメチル、シ
クロペンチルエチル、１－メチルブチル、２－メチルブチル、３－メチルブチル、２，２
－ジメチルプロピル、１－エチルプロピル、１，１－ジメチルプロピル、１，２－ジメチ
ルプロピル、１－メチルペンチル、２－メチルペンチル、３－メチルペンチル、４－メチ
ルペンチル、１，１－ジメチルブチル、１，２－ジメチルブチル、１，３－ジメチルブチ
ル、２，２－ジメチルブチル、２，３－ジメチルブチル、３，３－ジメチルブチル、１－
エチルブチル、２－エチルブチル、１，１，２－トリメチルプロピル、１，２，２－トリ
メチルプロピル、１－エチル－１－メチルプロピル、及びシクロヘキシルを含む。
【００１８】
　「Ｃ２～７アルケニル」は、分岐又は分岐していない、１又は２以上の二重結合を含む
炭素数２～７を有する炭化水素基を意味する。Ｃ２～７アルケニルは、選択的に、単環又
は多環を含み、各環は、望ましくは３～６員である。Ｃ２～７アルケニルは、置換される
ことができ、また、置換されないこともできる。典型的な置換基は、アルコキシ、アリー
ルオキシ、スルフヒドリル、アルキルチオ、アリールチオ、ハロゲン化物、ヒドロキシル
、フルオロアルキル、パーフルオロアルキル、アミノ、アミノアルキル、２置換アミノ基
、第４級アミノ、ヒドロキシアルキル、カルボキシアルキル、及び、カルボキシル基を挙
げることができる。Ｃ２～７アルケニルは、限定されないが、ビニル、アリル、２－シク
ロプロピル－１－エテニル、１－プロペニル、１－ブテニル、２－ブテニル、３－ブテニ
ル、２－メチル－1－プロペニル、２－メチル－２－プロペニル、１－ペンテニル、２－
ペンテニル、３－ペンテニル、４－ペンテニル、３－メチル－１－ブテニル、３－メチル
－２－ブテニル、３－メチル－３－ブテニル、２－メチル－１－ブテニル、２－メチル－
２－ブテニル、２－メチル－３－ブテニル、２－エチル－２－プロペニル、１－メチル－
１－ブテニル、１－メチル－２－ブテニル、１－メチル－３－ブテニル、２－メチル－２
－ペンテニル、３－メチル－２－ペンテニル、４－メチル－２－ペンテニル、２－メチル
－３－ペンテニル、３－メチル－３－ペンテニル、４－メチル－３－ペンテニル、２－メ
チル－４－ペンテニル、３－メチル－ ４－ペンテニル、１，２－ジメチル－１－プロペ
ニル、１，２－ジメチル－１－ブテニル、１，３－ジメチル－１－ブテニル、１，２－ジ
メチル－２－ブテニル、１，１－ジメチル－２－ブテニル、２，３－ジメチル－２－ブテ
ニル、２，３－ジメチル－３－ブテニル、１，３－ジメチル－３－ブテニル、１，１－ジ
メチル－３－ブテニル、及び、２，２－ジメチル－３－ブテニル基を挙げることができる
。
【００１９】
　「Ｃ２～７アルキニル」は、１又は２以上の３重結合を含み、２～７の炭素原子をもつ
分岐している、又は、分岐していない炭化水素基を意味している。Ｃ２～７アルキニルは
、選択的に、単環、二環、又は三環であり、それらの環は、好ましくは、５員又は６員で
ある。Ｃ２～７アルキニル基は、置換されることができ、また、置換されないこともでき
る。典型的な置換基は、アルコキシ、アリールオキシ、スルフヒドリル、アルキルチオ、
ハロゲン化物、ヒドロキシル、フルオロアルキル、パーフルオロアルキル、アミノ、アミ
ノアルキル、２置換アミノ、第４級アミノ、ヒドロキシアルキル、カルボキシアルキル、
及び、カルボキシル基を挙げることができる。Ｃ２～７アルキニルは、限定されることは
ないが、エチニル、１－プロピニル、２－プロピニル、１－ブチニル、２－ブチニル、３
－ブチニル、１－ペンチニル、２－ペンチニル、３－ペンチニル、４－ペンチニル、５－
ヘキセン－１－イニル、２－ヘキシニル、３－ヘキシニル、４－ヘエキシニル、５－ヘキ
シニル、１－メチル－２－プロピニル、１－メチル－２－ブチニル、１－メチル－３－ブ
チニル、２－メチル－３－ブチニル、１，２－ジメチル－３－ブチニル、２，２－ジメチ
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ル－３－ブチニル、１－メチル－２－ペンチニル、２－メチル－３－ペンチニル、１－メ
チル－４－ペンチニル、２－メチル－４－ペンチニル、及び、３－メチル－４－ペンチニ
ルを挙げることができる。
【００２０】
　「Ｃ１～７ヘテロアルキル」は、分岐しているか又は分岐していない、炭素原子１～７
をもち、Ｎ、Ｏ、Ｓ及びＰから独立して選択される１、２、３又は４のヘテロ原子を付加
されたアルキル、アルケニル、又は、アルキニル基である。ヘテロアルキル、限定される
ものではないが、第３級アミン類、第２級アミン類、エーテル類、チオエーテル類、アミ
ド類、チオアミド類、カルバメート類、チオカルバメート類、ヒドラゾン類、イミン類、
ホスホジエステル類、ホスフォールアミデイト類、スルフォンアミド類、及びジスルフィ
ド類を挙げることができる。ヘテロアルキルは、選択的に、単環、二環、又は三環であり
、それらの環は、好ましくは、３員から６員である。ヘテロアルキニル基は、置換される
ことができ、また、置換されないこともできる。典型的な置換基は、アルコキシ、アリー
ルオキシ、スルフヒドリル、アルキルチオ、アリールチオ、ハロゲン化物、ヒドロキシル
、フルオロアルキル、パーフルオロアルキル、アミノ、アミノアルキル、２置換アミノ、
第４級アミノ、ヒドロキシアルキル、カルボキシアルキル、及び、カルボキシル基を挙げ
ることができる。
【００２１】
　「投与すること」は、患者に所定量の薬剤を与える方法を意味する。本発明の方法で用
いる組成物は、限定されるものではないが、吸入、眼内、非経口的に、皮膚的に、経皮的
、口腔内、直腸内、舌下、舌周辺（ｐｅｒｉｌｉｎｇｕａｌ）、鼻腔内、局所投与、又は
経口投与から選択される経路で投与されることができる。非経口投与は、静脈内、腹腔内
、皮下、及び、筋肉内投与を含む。好ましい投与方法は、種々の要因に依存して変化する
ことができ、例えば、投与される組成物の成分、投与される症状の重篤度である。
【００２２】
　「治療するために十分な量」は、患者の状態、病気の症状、臨床上の関連態様において
、改善、阻止、又は、よくなることを意味する。患者における何らかの改善は治療を達成
するに十分であると考える。パーキンソン氏病の治療のための本発明を実施するために用
いる活性化合物の十分量は、投与の態様、年齢、体重、患者の全体的な健康に依存して変
化する。最終的には、処方する人又は研究者が適切な投与量と用法・用量を決めるであろ
う。
【００２３】
　「細胞中のＮｕｒｒ１を活性化するに十分な量」は、細胞中のチロシンハイドロキシラ
ーゼのプロモータに操作可能に結合した遺伝子の転写を、検出できる再現可能な態様で、
増加するに要する本発明の化合物の量を意味する。望ましくは、転写の増加が、少なくと
も、基準又は対照の量と相対的に、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％又は１００％の増加である。遺伝子は、チロシンハイドロキシラ
ーゼ又はレポータ遺伝子のいずれかであり、例えば、レポータ遺伝子としては、ホタル、
ルシフェラーゼである。チロシンハイドロキシラーゼ　プロモーターがＮｕｒｒ１の直接
の標的であるため、チロシンハイドロキシラーゼの活性は、Ｎｕｒｒ１レベルの増加を示
している。
【００２４】
　幹細胞の「分化を誘導するに十分な量」は、未分化幹細胞を希望する細胞のタイプ、例
えば神経細胞、に分化をもたらすに要する本発明の化合物の量を意味する。
【００２５】
　「候補化学物質」は、本明細書に記載した試験方法の１つを用いて試験した結果、遺伝
子若しくは蛋白発現レベル、又は、遺伝子若しくは蛋白の生理活性を変化させる能力をも
つあらゆる化学物資を意味する。候補化合物は、例えば、ペプチド、ポリペプチド、合成
有機分子、天然で生じた有機分子、核酸分子、及びそれらの構成成分を含む。
【００２６】
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　分化は、特殊化されていない幹細胞が特殊化された細胞、例えば神経細胞、の特質を獲
得する経過を意味する。分化は、細胞の自己複製能力を制限すると参照されることができ
、そして、一般には、細胞の機能的な能力の変化を伴う。幹細胞の分化は、その技術分野
でよく知られた方法により測定することができ、その方法とは、分化したと定義された状
態の細胞に伴われる細胞マーカ又は形態学的特徴の分析を含んでいる。このようなマーカ
の特徴の例は、糖蛋白、アルカリフォスファターゼ、や、癌胎児性抗原の発現の測定を含
み、これらの蛋白のいずれかの増加が分化の指標である。
【００２７】
　「治療上の使用のための化学物質」は、信頼できる医学的判断の範囲内で、ヒトの組織
と接触しての使用に適しており、過度の毒性、刺激、アレルギー性反応、及びそれと同様
なことがなく、リスク／利点が妥当に釣り合ったものであり、意図された使用に有効であ
り、両イオンの形をとる、ことが本発明の組成物である。
【００２８】
　「胚幹細胞」は、胞胚期の胚に由来する細胞、又は、３胚葉へ入る細胞の実質的分化の
前の細胞であり、自己複製でき、未分化細胞の形態学的特徴を有し、胚の分化した細胞又
は成熟細胞とは区別される細胞である。典型的な形態学的特徴は、顕微鏡下で、高い（核
／原形質）の比及び顕著な核小体を含む。当業者に知られている適切な条件下では、幹細
胞は、胚幹細胞は、３胚葉の細胞又は組織に分化することができる：すなわち、内胚葉、
中胚葉、外胚葉である。胚幹細胞の確認試験は、適当な宿主で奇形腫の形成能力であるか
、又は、Ｏｃｔ－４のような未分化のマーカとしての染色されることである。
【００２９】
　化学物質のスクリーニングとの関連において「ヒット」は、所与の試験においてポジテ
ィブの評価を得た候補化合物を意味する。ポジティブな結果がレポータ遺伝子の活性増加
により示されたスクリーニングにおいては、仮にそれが、所定の基準値を超えるレポータ
遺伝子の活性が得られる場合、例えば、対照の活性よりも、１０％、２０％、３０％、４
０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、２００％又は５００％であ
る場合、候補化合物はヒットであると考える。
【００３０】
　「Ｎｕｒｒ１生理活性」生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）、又は、生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）
、でＮｕｒｒ１ポリペプチドにより引き起こされたことが知られているあらゆる活性を意
味する。例えば、このような活性は、チロシンヒドロキシラーゼの転写活性を含むことが
できる。
【００３１】
　「Ｎｕｒｒ１核酸」及び「Ｎｕｒｒ１遺伝子」は、本明細書では交互に用いられ、Ｎｕ
ｒｒ１ポリペプチドの全部又は一部をコードするか、又は、ジーンバンク受付番号第ＡＢ
０１７５８６（ｉｃｈｉｎｏｓｅ等、Ｇｅｎｅ２３０：２３３－２３９，１９９９）の核
酸配列の全部又は一部であるか、そのアナログと実質的に同定される核酸であると参照さ
れる。
【００３２】
　「Ｎｕｒｒ１ポリペプチド」は、ジーンバンク受付番号第７５６６６号のポリペプチド
、そのアナログであってＮｕｒｒ１の生理活性をもつものの、配列の全部又は一部と実質
的に同一であるポリペプチドを意味する。
【００３３】
　「操作可能に結合された」は、適当な分子、例えば、転写活性蛋白が調節エレメントに
結合するとき、遺伝子発現を許容するために、遺伝子と１又はそれ以上の調節エレメント
の結合を意味する。
【００３４】
　「患者」は、医薬治療を受けるヒトを意味する。
【００３５】
　「プロモータ」は、操作可能に結合されたコーディング領域の転写開始を促進する遺伝
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子の調節エレメントを意味する。
【００３６】
　「レポータ遺伝子」は、レポータ分子、例えば酵素、をコードする遺伝子配列を意味す
る。レポータ分子は、あらゆる検出システムで検出することができ、限定されるものでは
ないが、蛍光、酵素（例えば、エライザは、酵素をベースとした組織化学的測定法と同様
）、放射活性、発光系を含んでいる。典型的なレポータ遺伝子は、ホタルルシフェラーゼ
、緑色蛍光蛋白（ＧＦＰ）、大腸菌β－ガラクトシダーゼ、又は、グルクロニダーゼ、ヒ
ト胎盤アルカリホスファターゼ、及びクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
（ＣＡＴ）；他のレポータ遺伝子は、この分野で公知であるものは、所望により使用する
ことができる。
【００３７】
　「幹細胞」は、自己複製能力を具え、適切な条件下で定められた前駆細胞、特定された
細胞又は組織に向って分化するあらゆる細胞を意味する。幹細胞は、複数の能力又は多く
の能力をもっている。幹細胞は、限定されるものではないが、胚幹細胞、胚生殖細胞、成
熟幹細胞、及び臍帯血の幹細胞を含む。
【００３８】
　「実質的に同一」は、基準のアミノ酸又は塩基配列に対して少なくとも、７５％、８５
％、９０％、９５％又は９９％でさえも示すポリペプチド又は核酸を意味する。ポリペプ
チドにとっては、比較する配列の長さが、通常は、少なくとも、３５アミノ酸、４５アミ
ノ酸、５５アミノ酸、又は７０アミノ酸であろう。核酸にとっては、比較する配列の長さ
が、少なくとも、６０ヌクレオチド、９０ヌクレオチド、１２０ヌクレオチドであろう。
【００３９】
　配列の確認は、典型的には、公に利用可能なコンピュータプログラムを用いて測定され
る。コンピュータプログラムは、２つの配列間の同一性を判定するコンピュータプログラ
ムは、限定されるものではないが、ＧＣＧプログラムパッケッジ（Ｄｅｖｅｒｅｕｘ等、
　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２：３８７，１９８４）、ＢＬＡ
ＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ及びＦＡＳＴＡ（Ａｌｔｓｃｈｕｌ等、Ｊ．ＭｏＩ．Ｂｉｏｌ．２
１５：４０３、１９９０）を含む。よく知られているスミス　ウオーターマンアルゴリズ
ム（Ｓｍｉｔｈ　Ｗａｔｅｒｍａｎ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）は、同定するために使うこと
ができる。ブラスト（BLAST）プログラムは、ＮＣＢＩや他の機関から公に利用できる（
例えば、ＢＬＡＳＴ　Ｍａｎｕａｌ，　Ａｌｔｓｃｈｕｌ等、ＮＣＢＩ　ＮＬＭ　ＮＩＨ
、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ　２０８９４）。これらのソフトウエアプログラムは、種々の
置換、削除、及び他の修飾に対するホモロジの程度を割り当てることにより近似した配列
を適合させる。アミノ酸比較のための同類置換は、次の群内での置換：すなわち、グリシ
ン、アラニン、バリン、イソロイシン、ロイシン；アスパラギン、グルタミン酸、アスパ
ラギン、グルタミン；セリン、スレオニン；リジン、アルギニン；及びフェニルアラニン
、チロシンを、を含んでいる。
【００４０】
　「チロシンヒドロキシラーゼプロモーター」は、転写開始促進によりハイドロキシラー
ゼ遺伝子の発現調節をすることができるチロシンハイドロキシラーゼの上流エレメントを
意味する。チロシンキシラーゼプロモータは、その遺伝子発現を調節するためにあらゆる
遺伝子に操作可能に結合することができる。どのようなチロシンハイドロキシラーゼ、例
えば、キム（Ｋｉｍ）等（Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．，８５：６２２－６３４、２００３
）は、本発明に用いることができる。
【００４１】
　本発明の態様は、多くの利点を提供している。例えば、７－クロロ－４－アミノキノリ
ン構造を含む化合物によるパーキンソン氏病の治療は、障害を受けた平衡と調整；腕、顎
、脚、顔のリズミカルな震え；筋肉の硬直；及び動作の緩慢、例えば、自発運動の緩慢、
等のような症状の軽減をすることができる。付け加えると、幹細胞と７－クロロ－４－ア
ミノキノリン構造を含む化合物の両方によるパーキンソン氏病の治療は、さらに治療効果
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の増強をもたらす利点、又は、それ以外の方法で、有効な治療を必要としている７－クロ
ロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物の用量を減少させる利点を提供することができ
る。本明細書に記載したスクリーニング方法は、パーキンソン氏病の治療に有用な追加の
化合物を同定する方法を提供する利益がある。
【００４２】
　本発明の他の特徴と利点は、以下の詳細な説明の記述及び特許請求の範囲から明らかに
であろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４３】
　本発明は、パーキンソン氏病のユニークな治療を特徴とする。治療の方法は、この疾病
を治療するに十分な量で７－クロロ－４－アミノキノリン構造を有する化合物の投与をす
ることを特徴とし；これは、一般的には、治療される患者の細胞中のＮｕｒｒ１を活性化
するに十分量での投与が関係する。幹細胞は、本発明の他の治療の態様において使われる
。例えば、胚幹細胞、骨髄幹細胞、臍帯血幹細胞、及び、末梢血幹細胞が用いられ得る。
本発明は、加えて、胚幹細胞のドーパミン作働性神経への分化を引き起こすための方法を
特徴とし、このような方法は、７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物の使用
することを特徴とする。本発明は、さらに、パーキンソン氏病の治療のための化学物質を
同定するための有用なスクリーニング方法を特徴とする。同定する方法は、DA神経の生存
及び／又は維持を促進する役割をもつ１又はそれ以上の転写因子を活性化する低分子のス
クリーニングを特徴とする。例えば、Ｎｕｒｒ１、中脳ドーパミン神経の運命を決定づけ
る重要な転写因子、は、本発明のスクリーニングにおいて有用な標的である。　
【００４４】
７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物類：
　７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物類は、上記により定義され、本発明
の方法、キット、組成物において有用である。本発明の方法において用いられた典型的な
化合物は、アモジアキン、殺シゾント活性をもつ抗マラリア剤であり、グラフェニン、疼
痛の軽減に用いられている特性を有するアントラニル酸誘導体である。
【００４５】
　本発明の治療は、単独で又は別の治療と併用して行うことができ、家庭で、医者のオフ
ィスで、医院で、病院の外来部門で、又は病院で提供することができる。治療は一般には
、病院で始まるが、医者は、治療効果を厳密に観察することができ、必要とされる調整を
する。治療期間は、年齢、患者の症状、患者のパーキンソン氏病のステージに依存する。
付け加えると、パーキンソン氏病の高リスクをもつ人（例えば、一般的に遺伝的になりや
すい人）は、この病気の阻止又は症状の遅延のための予防措置を受けることができる。
【００４６】
　パーキンソン氏病をもつ又はリスクをもつ患者の診断方法は、この分野ではよく知られ
ている。例えば、次のような症状の１又はそれ以上の存在が、PD診断の一部として用いら
れている：振え、例えば、片腕又は片足の無意識の、リズミカルな振え；筋肉硬直、（筋
肉の）凝り；不快感；日常生活のあらゆる活動が一般に遅く、例えば、無運動、動作緩慢
；歩行困難、平衡困難、姿勢困難；環状変化；記憶喪失；会話障害；及び睡眠障害である
。患者の症状、活動、医薬、を再調査すると、共通な医薬の問題、又は、毒物接触の可能
性が、PD診断をするために有用である。付け加えると、患者は、パーキンソン氏病の可能
性が増すことを示す遺伝的な変化の存在の有無の検査を受けさせることができる。例えば
、ＮＵＲＲ１における1又はそれ以上の特定部位の変異又はポリモルフィズム（多型）の
存在、α－シヌクレイン、パーキン、MAPT,　DJ－１、PINK１、SNCA、NAT2又は、LRRK２
遺伝子が、パーキンソン氏病であるか又はそのリスクをもつかの診断に用いられる。これ
らは、次の文献を参照されたい： 米国特許公報第２００３－０１１９０２６及び２００
５－０１８６５９１；Ｂｏｎｉｆａｔｉ、Ｍｉｎｅｒｖａ　Ｍｅｄ．９６：１７５－１８
６、２００５；及びＣｏｏｋｓｏｎ等、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．１８：７０
６－　７１１，２００５；これらの各々は、参照により本明細書に取り込まれている。
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【００４７】
薬学的組成物の製剤
　本発明の薬学的組成物は、当業者に知られている方法で調製することができ、例えば、
通常の溶解をし、凍結乾燥し、混合し、粒状化し、調合することによる。この分野で製剤
を製造する周知の方法は、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａ
ｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，２０ｔｈ編、ｅｄ．Ａ．Ｒ．Ｇｅｎ
ｎａｒｏ，２０００，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ及びＷｉｌｋｉｎｓ，Ｐ
ｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ及びＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ｅｄｓ．Ｊ．　Ｓｗａｒｂｒｉｃｋ及びＪ．Ｃ．Ｂｏｙ
ｌａｎ、１９８８－１９９９、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、により
知られている。　
【００４８】
　投与の適切な様式は、これに限定されるものではないが、経口、直腸内、静脈内、筋肉
内、皮下、吸入、鼻腔内、局所、又は、経皮、膣内及び眼内を含む。
【００４９】
　本発明の化合物の投与は、パーキンソン氏病の進展を治療又は阻止（例えば、遅延）す
るための有効な化合物の濃度をもたらすあらゆる適切な方法によることができる。その化
合物は、適切なキャリア物質と混合することができ、例えば、投与される化合物の治療上
の特質を維持する薬学的に許容される賦形剤である。典型的な薬学的に許容される賦形剤
の1例は、生理食塩水である。適切なキャリア物質は、一般的には、組成物の総重量の１
～９５％の量である。組成物は、適切な経口、直腸内、静脈内、筋肉内、皮下、吸入、鼻
腔内、局所、又は、経皮、膣内及び眼内投与される剤形で提供される。したがって、組成
物は、例えば、錠剤、カプセル剤、丸剤、顆粒剤、懸濁剤、乳剤、液剤、ヒドロゲルを含
むゲル剤、ペースト、オイントメント、クリーム、プラスター、浸剤、デリバリーデバイ
ス、座剤、注腸、注射剤、埋め込み、スプレイ剤、又は、エアロゾール剤等の剤形であり
得る。
【００５０】
　本発明の組成物は、投与に対し実質的に即時に活性化合物を放出するように製剤化され
得る、また、投与後、所与の期間に放出される抑制放出製剤に製剤化され得る。
【００５１】
　抑制放出製剤での化合物の投与は、次の場合に有用である、すなわち、化合物が、単独
で又は併用のいずかで、（i）狭い治療指数（例えば、有害な副作用又は毒性反応を導く
血漿濃度と治療効果に導く血漿濃度の差が小さい；一般に、治療指標は、中間有効量（ED
50）に対する致死量値（LD５０）の比率として定義される：(ii)　消化管における狭い吸
収受入口、又は(iii)　生理的に短いハーフライフ；それは、治療濃度を維持するために
一日中に頻繁な投与が必要とされるためである。
【００５２】
　多くの戦略が、放出率が治療化合物の代謝率を上回るような抑制放出を得るために、追
求されるべきである。例えば、抑制放出は、製剤パラメータや構成成分、例えば、抑制放
出や被覆を含む、の適切な選択により得ることができる。適切な製剤は、当業者に公知で
ある。単一の又は複数単位の錠剤、又はカプセル組成物、オイル溶液、懸濁液、乳剤、マ
イクロカプセル、マイクロスフェア、ナノカプセル、パッチ、及びリポソームを含む。
【００５３】
経口投与用固体製剤
　経口投与用製剤は、無毒の薬学的に許容される賦形剤と共に混合物中に活性成分を含有
する錠剤を含んでいる。このような賦形剤は、例えば、不活性な希釈剤又は充填剤（例え
ば、蔗糖、ソルビトール）、滑剤、流動促進剤、付着防止剤（例えば、ステアリン酸マグ
ネシウム、ステアリン酸亜鉛、シリカ、水素添加した植物油又はタルク）である。
【００５４】
　経口投与用の製剤は、チュアブル錠、又は、活性成分が不活性な固体希釈剤と混合した
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堅いゼラチンカプセル剤、又は活性成分が水又はオイルメディウムで混合されたソフトゼ
ラチンカプセル剤として提供され得る。
【００５５】
用量
　本発明の方法で用いる化合物の適切な用量は、投与方法、パーキンソン氏病の重篤度、
年齢、治療される患者の健康を含む幾つかの要因に依存しており、付け加えると、特定さ
れた患者の薬理ゲノミック（薬物動態解析、薬動力学、または治療剤の有効性の特性）情
報が、使用する用量に影響を与えることがあり得る。
【００５６】
　本発明の方法で用いた化合物の毎日の連続的な投与は、要求されない。治療計画は、薬
物が投与されない、または、必要に応じて治療が行われる期間という周期が求められる。
【００５７】
　上述したように、本発明で取り上げている化合物又は組成物は、錠剤、カプセル剤、エ
リキシル剤、シロップ剤の剤形で経口的に、又は直腸内に座剤で投与され得る。化合物の
非経口投与は、例えば、生理食塩水溶液の形で、または、リポソームに取り込まれた化合
物の形で適切に行われる。化合物自身が、溶解されるのに十分可溶性でない場合は、エタ
ノールのような溶解剤が適用される。
【００５８】
　本発明の方法に用いるあらゆる化学物質の用量は、当業者により容易に決めることがで
きる。好ましくは、本発明の方法に用いるあらゆる化学物質の用量は、患者のパーキンソ
ン氏病の症状を緩和するために十分であるべきである。別の態様では、患者の細胞のＮｕ
ｒｒ１細胞を活性化させるに十分であるべきである。生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）で幹細胞
の分化に関与する本発明の方法にとっては、望ましくは用量が、幹細胞の分化を誘導する
に十分であるべきである。
【００５９】
　以下に、説明の目的で、アモジアキン又はグラフェニンの用量が記載されている。当業
者は、本発明で用いる有用な他の７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物の適
切な用量を容易に確認することができるであろう。
【００６０】
経口投与
　平均的な成人ヒトのアモジアキンの一日当たりの総経口投与量は、約１～６００ｍｇ（
０．０２～８．５ｍｇ／ｋｇ）、好ましくは約２５～４００ｍｇ／ｋｇ（０．３５～５．
７ｍｇ／ｋｇ）、及びより好ましくは、約１００～３００ｍｇ（１．４～４．２ｍｇ／ｋ
ｇ）一日あたりの総用量であり得る。投与は、一日当たり、１回から３回を一日から１年
間とすることができ、患者に生涯に毎日さえも投与できる。慢性的な、長期間投与が、多
くの場合に指示されるであろう。一日当たりの用量は、最大で６００ｍｇまでが必要とさ
れることができる。
【００６１】
　全身投与用の経口投与に適したグラフェニンにとっては、一日の投与量は、約０．１～
６０ｍｇ（０．００２～０．８５ｍｇ／ｋｇ）、好ましくは約２．５～４０ｍｇ（０．０
３５～０．５７ｍｇ／ｋｇ）、そしてより好ましくは約１０～３０ｍｇ（０．１４～０．
４２ｍｇ／ｋｇ）を総一日当たりの投与量とすることができる。アモジアキンのように、
グラフェニンは、一日から一年間投与することができ、また、患者の生涯の間さえも投与
できる。一日最大で６０ｍｇの投与量を必要とすることができる。
【００６２】
投与経路の追加
　アモジアキンの静脈内、筋肉内、皮下、直腸内、吸入、局所、膣内、又は眼内にとって
、一日当たりの総投与量は、約１～６００ｍｇ（０．０２～８．５ｍｇ／ｋｇ）、好まし
くは約２．５～４００ｍｇ（０．３５～５．７ｍｇ／ｋｇ）、そして最も好ましくは約１
００～３００ｍｇ（１．４～４，２ｍｇ／ｋｇ）であることができる。グラフェニンの一
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日当たりの投与量は、約０．１～６０ｍｇ（０．００２～０．８５ｍｇ／ｋｇ）、好まし
くは約２．５～４０ｍｇ（０．０３５～０．５７ｍｇ／ｋｇ）、そして最も好ましくは約
１０～３０ｍｇ（０．１４～０．４２ｍｇ／ｋｇ）であることができる。これらの経路に
よれば、アモジアキン又はグラフェニンのいずれかの投与は、一日当たり１回から４回で
ある。
【００６３】
幹細胞
　幹細胞は、本発明の方法、キット、及び組成物において７－クロロ－４－アミノキノリ
ン構造を有する化合物と併用して用いることができる。例えば、本発明は、幹細胞を７－
クロロ－４－アミノキノリン構造を有する化合物と接触させることにより、生体外（ｅｘ
　ｖｉｖｏ）で幹細胞をドーパミン作働性神経への分化を引き起こす方法を特徴とする。
本発明は、また、幹細胞を用いる生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）での方法を特徴とする、例え
ば、幹細胞を７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物と共に患者の脳内への注
射である。したがって、本発明の観点からは、幹細胞は、ドーパミン作働性神経の喪失又
は劣化を含む障害、例えばパーキンソン氏病、に苦しむ患者を治療する強力なツールを提
供している。
【００６４】
　幹細胞は、無期限な分裂（自己再生）する能力をもち、正しい状況又はシグナルの下で
は臓器に創りあげられる、異なるタイプの多くの細胞に分化をするユニークな細胞集団で
ある。胚盤胞（ｂｌａｓｔｃｙｓｔ）の内細胞塊は、胚幹細胞（ＥＳ細胞）として知られ
ている。始原生殖細胞に由来する幹細胞、成熟配偶子（卵子及び精子）に正常に発達する
が、それは、胚生殖（ＥＧ）細胞として知られている。幹細胞のこれらのタイプの両方は
、３つのすべての胚葉（内胚葉、中胚葉、外胚葉）の類に分化するユニークな能力のため
に、多機能性細胞として知られている。
【００６５】
　多機能（ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ）幹細胞は、しばしば成熟組織から由来する別のタイ
プの多能性（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ）幹細胞にさらに特化することができる。多能性（
ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ）幹細胞は、自己再生と分化を経験し得る。しかし、胚幹細胞の
ようではなく、特定の機能をもつ細胞になるように委ねられている。成熟幹細胞の例は、
造血幹細胞（ＨＳＣ）であり、この細胞は分裂し、分化した後、リンパ球や骨髄性タイプ
の細胞になる；骨髄細胞に由来する幹細胞（ＢＭＳＣ）、これは、脂肪細胞、軟骨細胞、
骨細胞、肝細胞、心筋細胞及び神経に分化し得る；神経幹細胞（ＮＳＣ）、これはアスト
ロサイト、神経、及び乏突起膠細胞に分化し得る；そして、末梢血幹細胞である。多能性
（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ）幹細胞は、また、上皮、脂肪組織、及び臍帯血（ＵＣＢ）に
由来している。
【００６６】
　着床前の胚の内細胞塊に由来するＥＳ細胞は、最高の多能性幹細胞集団として理解され
ており、それゆえ、本発明の方法にとって好ましい細胞である。これらの細胞は、生体外
（ｅｘ　ｖｉｖｏ）で無限分裂をすることができる、一方、多くの体細胞及び胚体外組織
へ分化し得る能力を維持している。ＥＳ細胞は、雄性（ＸＹ）または雌性（ＸＸ）である
ことができる；雌性ＥＳ細胞が好ましい。
【００６７】
　多能性、成熟幹細胞は、また、本発明の方法に用いることができる。好ましい成熟幹細
胞は、造血幹細胞（ＨＳＣ）、これは、分裂し、分化して、生涯にわたってリンパ球や骨
随タイプの細胞をつくる；骨髄由来－幹細胞（ＢＭＳＣ）、これは、脂肪細胞、軟骨細胞
、骨細胞、肝細胞、心筋細胞、及び神経を含む種々の細胞に分化することができる；神経
幹細胞、これは、アストロサイト、神経、及び乏突起膠細胞に分化することができる。上
皮及び脂肪組織、臍帯血細胞に由来する多能性幹細胞は、また、本発明の方法に使用する
ことができる。
【００６８】
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　幹細胞は、制限されるものではないが、マウス、ヒト、及び霊長類を含むあらゆるほ乳
類に由来することができる。幹細胞の獲得に続いて、これらの細胞は、本発明の方法に直
接使用することができる；例えば、臍帯血細胞は、治療の目的で直接に使用するに十分な
質を獲得されている。別の態様では、幹細胞は、利用できる細胞の数を増やすために、ま
ず、数を拡大することができる；例えば、米国特許第６，３３８，９４２号を参照された
い。幹細胞標本のための好ましいマウスは、１２９，Ｃ５７ＢＬ／６、および、交配種（
Ｂｒｏｏｋ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９４：５７０９－
５７１２、１９９７、Ｂａｈａｒｖａｎｄ等、Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ．Ｂ
ｉｏｌ．Ａｎｉｍ．４０：７６－８１、２００４）である。マウス、ヒト、又は霊長類幹
細胞の調製方法は、この技術分野で知られており、例えば、Ｎａｇｙ等、Ｍａｎｉｐｕｌ
ａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｍｏｕｓｅ　ｅｍｂｒｙｏ：　Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎ
ｕａｌ，　３ｒｄｉｎ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、２００２；Ｔｈｏｍｓｏｎ等、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８２：１１４
５－１１４７、１９９８、Ｍａｒｓｈａｌｌ等、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭｏＬ　Ｂｉｏｌ．１
５８：１１－１８、２００１；Ｔｈｏｍｓｏｎ等、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
　１８：５３－５７、２０００；Ｊｏｎｅｓ等、Ｓｅｍｉｎ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｍｅｄ．１
８：２１９－２２３、２０００；Ｖｏｓｓ等、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓ．２３０：４５
－４９、１９９７；及び、Ｏｄｏｒｉｃｏ等、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　１９：１９３－２
０４、２００１、記載されている。
【００６９】
　ＥＳ細胞は、胚盤胞（ｂｌａｓｔｃｙｓｔ）又は発達中の他のあらゆる初期の段階に直
接的に由来することができ、体細胞の核移植その他の類似した手法により「クローン化し
た」幹細胞株とすることができる。胚盤胞（ｂｌａｓｔｃｙｓｔ）からのマウス、ヒト、
又は霊長類のＥＳ細胞の培養する一般的な方法は、Ａｐｐｅｎｄｉｘ　Ｃ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ＮＩＨ　ｒｅｐｏｒｔ　ｏｎ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｅｎｔｉｔｌｅｄ　Ｓｔｅｍ　
Ｃｅｌｌｓ：　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ、Ｊｕｎｅ　２００１に、知られている。例えば、
第一段階では、着床前の胚盤胞（ｂｌａｓｔｃｙｓｔ）の内細胞塊が、それを取り囲む栄
養外胚葉から離れる。（ヒトＥＳ細胞の培養にとっては、胚盤胞が、イン　ビトロで受精
により発生し、研究用に提供される。）細胞を増殖させるために用いる小さなプラスチッ
ク製培養ディシュは、牛胎児血清を補充した増殖培地を含み、非分裂細胞の「フィーダ層
」でしばしば被覆されている。フィーダ細胞は、分裂しないように化学的に不活性化され
たマウス胚繊維芽細胞（ＭＥＦ）である場合もある。サイトカインの白血病抑制因子（Ｌ
ＩＦ）のような追加試薬がマウスＥＳ細胞の培養メディウムに加えることができる。第二
段階では、数日から1週間後、細胞の増殖中のコロニーは、分離して、新しい培養ディシ
ュに分散させ、各々は、ＭＥＦフィーダ層を含むこともでき、含まないこともできる。細
胞がヒトへの治療用に用いるものであるならば、ＭＥＦフィーダ層は含まないことが好ま
しい。このような生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）では、ＥＳ細胞は、コロニー凝集して、コロ
ニーを形成する。ＥＳ細胞のラインをつくるために要する第三段階では、個々の分裂して
いないコロニーを分離し、新しいディシュに移す、このステップを「パッセージ」と呼ぶ
。この再プレーティングの工程がＥＳ細胞の「ライン」を確立させる。細胞の「ライン」
は、単一のＥＳ細胞が生じるならば、「クローン」と呼ばれる。限定希釈法が、クローン
化されたＥＳ細胞ラインをつくるために用いることができる。幹細胞の培養に必要な試薬
は、市販で入手可能であり、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、及び、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈで
あり、また、例えば、米国特許公報第２００４／０２３５１５９及び２００５／００３７
４９２、Ａｐｐｅｎｄｉｘ　Ｃ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＮＩＨ　ｒｅｐｏｒｔ、Ｓｔｅｍ　Ｃｅ
ｌｌｓ：　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ、ｓｕｐｒａ、に記載されている。
【００７０】
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　本明細書に記載の幹細胞を用いる方法は、ES細胞に由来する分化した細胞の移植を介し
て治療し得る疾病の治療に用いることができる。本発明の幹細胞又は本発明の方法を用い
て造られた幹細胞は、パーキンソン氏病、及び他の神経変性疾患、例えば、アルツハイマ
疾患、又は、脳、又は、脊髄の外傷のあらゆる患者、好ましくは、ヒトを治療するために
用いることができる。
【００７１】
　本発明は、分化又は進化の研究の目的のために用いることができ、本明細書に記載した
幹細胞と使用する方法を用いることができる、例えば、パーキンソン氏病の動物モデルや
他の神経学の傷害モデルを創り、その試験をするためである。本発明の幹細胞及び方法は
、また、特定の化合物の幹細胞分化、進化、及び、組織の発生、又は再生に対する効果を
検討するために用いることができる。
【００７２】
Ｎｕｒｒ１の活性化を検出する評価及び選抜
　Ｎｕｒｒ１は、中脳ドーパミンのための鍵となる運命を決める転写因子であり（図１）
、したがって、本発明のスクリーニング試験において有用な標的である。Ｎｕｒｒ１は、
チロシンハイドロキシラーゼ（TH）のプロモータの転写活性化を細胞特異的な態様で行う
（Ｋｉｍ　等、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．８５：６２２－６３４、２００３）（図２）。
付け加えると、ドーパミン作働性表現型の年齢に関連した傾向は、（中脳）黒質における
Ｎｕｒｒ１発現の抑制制御を伴っている。それゆえ、Ｎｕｒｒ１機能を活性化させる分子
が、ＤＰの神経の生存を促進することができ、ＴＨ遺伝子発現を増加させることによりド
ーパミンの生産を増加させる。スクリーニング、例えば、低分子ライブラリの高生産性（
ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ）スクリーニングは、本発明の方法において用いること
ができる。
【００７３】
　本発明は、ＤＡ神経の神経生存を促進し、ＴＨ遺伝子発現の増強によりドーパミンの生
産を増加させることによる、Ｎｕｒｒ１機能を活性化させる化合物のための評価を特徴と
する。本発明の１つの試験においては、Ｎｕｒｒ１遺伝子の全部又は一部を含むエフェク
タープラスミドが本来の又は修飾されたチロシンハイドロキシラーゼプロモータの一部に
操作可能に結合したレポータ遺伝子を含むレポータプラスミドと同時にトランスフェクト
される。レポータ遺伝子の試験は、個々の候補化合物又は化合物ライブラリの存在下又は
非存在下で行われる。種々のパラメータに、これらに限定されるものではないが、プラス
ミドの比率、エフェクタープラスミド中でＮｕｒｒ１遺伝子が存在する位置、ＴＨプロモ
ータの長さと配列、レポータ遺伝子、細胞のライン、及びレポータ遺伝子の試験を含む、
スクリーニングの条件を最適化するためには、個々に又は一緒になって、変動することが
できる。
【００７４】
　例えば、エフェクタプラスミドは、Ｎｕｒｒ１をコードする遺伝子、又はそのドメイン
を含む、例えば、ＬＢＤ（リガント－結合ドメイン）であり、これは、別のドメインをコ
ードする遺伝子に融合している、例えば、ＧＡＬＡＤＮＡ－結合ドメイン（ＤＢＤ）であ
る。対応するＤＮＡの活性化領域の上流、例えば、ＧＡＬＡ結合部位、は、レポータプラ
スミド中でレポータ遺伝子に操作可能に結合している。エフェクタとレポータプラスミド
は、候補化合物の存在下又は非存在下で細胞へ共にトランスフェクトされており、ヒット
候補（化合物）が、レポータ遺伝子試験の結果に基づいて同定される。
【００７５】
　望ましくは、候補化合物のライブラリは、生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）試験でテストされ
、この試験で得られたヒット化合物は、偽陽性候補化合物を除くために、独特な生体外（
ｅｘ　ｖｉｖｏ）試験である、第２次試験にかけられる。
【００７６】
　ヒット候補化合物のセットを同定する生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）試験又は他の試験に続
いて、ヒット化合物の妥当性を確認するために動物（ｉｎ　ｖｉｖｏ）試験を行うことが
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望ましい。例えば、候補化合物は、被験動物、例えば、マウス、に投与することができ、
引き続いての試験は、被験動物からの中脳ドーパミン作働性神経に対してヒット化合物が
対照試験に比べて、ドーパミンの発現量を増加したか否かを決定するためにおこなうこと
ができる。
【００７７】
　図３は、新規に創作した細胞べースの試験において、ヒット化合物の同定と選抜、及び
、これらの化合物の動物（ｉｎ　ｖｉｖｏ）試験に関する概略を示している。スクリーニ
ングと試験の詳細な例は、以下に述べる。
【００７８】
実施例
　以下の実施例は、本発明を説明する目的で提供するものであり、これに限定されると解
釈すべきではない。
【００７９】
実施例１．Ｎｕｒｒ１細胞－ベースの評価試験
　ＴＨのＮｕｒｒ１活性化を引き出す細胞ベースの系は、Ｎｕｒｒ１活性化化合物の同定
試験を開発するために考案された。ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ（ＴＨ発現）細胞が、宿主細
胞ラインとして用いられ、トランスフェクッションにおいて、レポータプラスミドに対し
Ｎｕｒｒ１エフェクタの明瞭な反応を示している。付け加えると、安定した細胞のライン
化のトランスフェクションを用いるのではなく、一次スクリーニングでは、低親和性のヒ
ット化合物を検出するためにレポータ遺伝子に対し化合物の最大の反応性が好ましいため
、一過性のトランスフェクションを選択した。別のパラメータが、人為的に複製されたプ
ロモータよりも、天然のプロモータがより近い生物的スクリーニング条件を生じるという
仮説に基づいて、ある特定の種類のＮＢＲＥ－モチーフよりもすべての必須ＮＢＲＥ（Ｎ
ｕｒｒ１－結合）－様モチーフとの短いサイズの天然ＴＨプロモータの選択が考えられ、
そして偽陽性化学物質は、無関係の転写因子との相互作用のために、二次スクリーニング
の方法で容易に除外することができる。
【００８０】
　この新規なＮｕｒｒ１細胞ベースの評価系を調査するため、エフェクタ遺伝子プロモー
タ、内部対照遺伝子のプロモータ、ＴＨプロモータサイズ、内部対照遺伝子のプロモータ
、一過性トランスフェクションの条件、血清濃度、及びＤＭＳＯ効果等を含む、様々なパ
ラメータのいくらかの組み合わせが試された。例えば、レポータ遺伝子に対するＴＨプロ
モータサイズの効果が検討され（図４）、外来性Ｎｕｒｒ１の発現は、ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（
２）Ｃ細胞の６．０ｋｂ－ＴＨよりも２．６ｋｂ－ＴＨにより駆動されたレポータ遺伝子
の発現をより強固に転写を活性化したことを示している。 
【００８１】
　部分的に最適化した条件でＮｕｒｒ１アクチベータの予備的なスクリーニングが化学物
質ライブラリを用いて行われた。図５Ａ、５Ｂ及び６に示すように、幾つかの候補化合物
は、対照に比較してルシフェラーゼ活性を数倍上昇させた。
【００８２】
　このアプローチを用いて、数種の一次ヒット化合物が、Ｎｕｒｒ１エフェクタとホタル
ルシフェラーゼに融合した２，６－ＴＨプロモータを用いて当初のスクリーニングからＮ
ｕｒｒ１活性化剤として同定された。二次スクリーニングシステムとしては、ＧＡＬ４Ｄ
ＮＡ結合ドメイン（ＤＢＤ）構築物が用いられ、それは、全Ｎｕｒｒ１、Ｎｕｒｒ１－リ
ガンド結合ドメイン（ＬＢＤ）、又はイーストＧＡＬ４ＤＢＤへのＮｕｒｒ１－ＤＮＡ結
合ドメインを別々に融合したものである。例えば、一次ヒット候補のＧＡＬ４ＤＢＤ－Ｎ
ｕｒｒ１ＬＢＤを用いたレポータ遺伝子の効果は、図７に示しており、図７は、この二次
スクリーニングが、一次でヒット候補の偽陽性を除外することができたことを示した。ア
ミノ末端領域を介してＮｕｒｒ１を調節している６－ＭＰをこの実験のネガティブコント
ロールとして用いた。アモジアキンとグラフェニンは、この二次評価でヒット候補化合物
として同定された。
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【００８３】
　この実験シリーズは、パーキンソン氏病の治療のために有用であり得るリード化合物を
同定するために一次及び二次スクリーニングを用いた値を示した。
【００８４】
実施例２．７－クロロ－４－アミノキノリン構造を含む化合物の相対活性試験
　ヒト神経芽細胞腫ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞が、１０％牛胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ
）、１００ユニット／ｍｌのストレプトマイシン、及び１００ユニットのペニシリンを補
充されたダルベッコ修正イーグルメディウムで増殖され、トランスフェクション1日前に
９６穴ウエルプレート中に抗生物質を含まない上記メディウム中にウエルあたり２５，０
００個を植え付けた。各９６穴プレートは、Ｎｕｒｒ１遺伝子を含むエフェクタプラスミ
ドと、レポータ遺伝子を含むレポータ構築物の１：１のモル比でトランスフェクトを行っ
た（図８Ａ～８Ｂ、及び、９Ａ～９Ｂ）。トランスフェクションは、リポフェクタミン法
で行い、トランスフェクション用のプラスミドは、キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ）カラム（Ｑ
ｉａｇｅｎ　Ｃｏ．Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒｉｔａ、ＣＡ、米国）を用いて調製した。総Ｄ
ＮＡ量は、９６穴プレートあたり０．２μｇ、内部標準としてｐＲＳＶ－ｂ－ｇａｌの０
．０２μｇを用いた。トランスフェクションの日に、０．２μｇのＤＮＡが２５μｌのＯ
ｐｔｉ－ＭＥＭＩ血清減量メディウムで希釈し、０．５μｌのリポフェクタミンは、各９
６穴プレートにおいて、２５μｌのＯｐｔｉ－ＭＥＭＩ血清減量メディウムで希釈した。
5分間インキュべーション後、その希釈したＤＮＡと希釈したリポフェクタミンを併せて
、室温で40分間インキュベーションし、ＤＮＡ－リポフェクタミン複合体を形成させた。
【００８５】
　ＤＮＡ－リポフェクタミン複合体の５０μｌを分離した後、3種の化合物（アモジアキ
ン、グラフェニン、及び、クロロキンジホスフェイト）を活性炭処理済み３％牛胎児血清
含有ＤＭＥＭ中で適切な濃度にその希釈液が、添加され、一晩インキュべーションされた
。各９６穴プレートからの細胞は、次いで、50μｌの溶解緩衝液（２５ｍＭトリス－リン
酸緩衝液　（ｐＨ　７．８）、２ｍＭ　ＤＴＴ、２ｍＭ　ＣＤＴＡ（１，２－ジアミノシ
クロヘキサン－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸）、１０％グリセロール及び１％トライトン
Ｘ－１００）で溶解した。次いで、ホタルルシフェラーゼ基質の等容量を添加し、ルシフ
ェラーゼ活性は、ルミノメータープレートリーダで測定し、下記の表に示すように、β－
ガラクトシダーゼ活性に対して標準化した。
［表］

【００８６】
実施例３．ヒット候補を試験するための生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）機能系の確立：
　生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）機能系は、パーキンソン病を治療するためのさらなるリード
薬剤開発の最適ヒット候補を選択するために組み立てることができる。Ｎｕｒｒ１活性化
の考えられる機能試験は、リアルタイムＰＣＲによるＴＨ遺伝子の増加を検出すること、
ＨＰＬＣ又はドーパミン作働性細胞ラインでＴＨ蛋白の免疫染色によりドーパミン量を検
出することから構成されている。
【００８７】
　リアルタイムＰＣＲによるＴＨｍＲＮＡの定量：　ドーパミン細胞ラインＭＮ９Ｄは、
ヒット候補の機能を試験するための有用な生体外（ｅｘ　ｖｉｖｏ）モデルを提供する。
ＭＮ９Ｄは、吻側中脳被蓋と神経芽腫細胞ラインＮ１８ＴＧ2マウス胚１４日からのプラ
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イマリ神経の体細胞融合により生じた（Ｃｈｏｉ等、Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．５５２：６７
－７６、１９９１）。ＭＮ９Ｄは、カテコ－ルアミンを合成し、胚の性質を有し、神経特
異的なマーカを発現し、そしてＤＡ細胞毒である、Ｎ－メチル－４－フェニルピリジニウ
ム（ＭＰＰ）に感受性である（Ｋｉｍ等、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃ
ｏｍｍｕｎ．２８６：６５９－６６５、２００１）。これらの試験では、ＭＮ９Ｄは、１
０％牛胎児血清、１００Ｕ／ｍｌペニシリン及び１００Ｕ／ｍｌストレプトマイシンを補
充したＤＭＥＭ／Ｆ１２メディウム中で、５％炭酸ガス、３７℃で維持した。候補化合物
に接触させたＭＮ９Ｄからの総ＲＮＡは、Ｔｒｉ試薬を用いて調製し、Ｄｎエース（Ｄｎ
ａｓｅ）Ｉ処理をした。ｃＤＮＡは、ＲＴ－ＰＣＲ用のスーパスクリプトＴＭ第一鎖合成
系でＲＮＡ５μｇを用いて得た。その結果得られたｃＤＮＡは、ＰＣＲ試薬用のテンプレ
ートとして用いた。下記のプライマセットは、リアルタイムＰＣＲ分析に用いることがで
きる：
　　　Ａｃｔｉｎ：　５’－ＧＧＣＡＴＴＧＴＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＧＧ－３’及び
　　　５’－ＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣ－３’（３５８ｂｐ）；
　　　ＴＨ：　５’－ＴＴＧＧＣＴＧＡＣＣＧＣＡＣＡＴＴＴＧ　及び
　　　５’－ＡＣＧＡＧＡＧＧＣＡＴＡＧＴＴＣＣＴＧＡＧＣ－３’（３３６ｂｐ）；
　　　ＧＡＤ：５’－ＧＧＧＴＴＴＧＡＧＧＣＡＣＡＣＡＴＴＧＡＴＡＡＧ－３’及び
　　　５’－ＧＣＧＧＡＡＧＡＡＧＴＴＧＡＣＣＴＴＧＴＣＣ－３’（２７９ｂｐ）；　
　　　Ｎｕｒｒｌ：５’－ＣＡＴＧＧＡＣＣＴＣＡＣＣＡＡＣＡＣＴＧ－３’及び
　　　５’－ＧＡＧＡＣＡＧＧＴＧＴＣＴＴＣＣＴＣＴＧ－３’（３８３ｂｐ）。
　リアルタイムＰＣＲは、発現レベルを定量するために行うことができる。増幅は、０．
５μＭの各プライマ、０．５Ｘ　ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ）、及び２μｌの１０倍希釈したｃＤＮＡ（ＤＮＡ　ｅｎｇｉｎｅ　Ｏｐｔｉｃｏ
ｎ?（ＭＪリサーチ社製、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）を含む２５μｌで行うことができる。
ＰＣＲ反応は、温度プロフィールが、９５℃30秒、６０℃30秒、７２℃３０秒、７９℃５
秒を用いた５０サイクルから構成される。ＰＣＲ産物の融点が測定された。各ＰＣＲサイ
クル後、プライマダイマを融解するために蛍光シグナルは、７９℃で検出した（ここで用
いた全てのプライマダイマのＴｍは、７９℃より小さい。）。ＰＣＲ産物（単一で、特徴
的なバンドの存在として定義される）の純度は、次に、ゲル電気泳動により確認した。標
準曲線がＧＡＰＤＨプラスミド（１０３～１０８分子）を用いてつくられた。特定のＰＣ
Ｒ産物からの蛍光シグナルがアクチンのそれにより標準化された。各遺伝子にとって、２
つの独立したサンプルが分析され、反応の全てが、少なくとも２回繰り返されるべきであ
る。
【００８８】
　ＨＰＬＣによるドーパミンの定量：　ドーパミンのＨＰＬＣ分析は候補化合物に接触後
細胞を融解により行われた。６ウエルからの細胞溶解物はプールされ、２００μｌの過塩
素酸（ＰＣＡ）とＥＤＴＡの最終濃度０．３３Ｍと０．１７ｍＭの各々で蛋白を沈殿させ
た。１，４０００ｘｇ１０分間の遠心後、細胞内画分（上清）と細胞ペレットが、細胞内
ＤＡと蛋白分析の各々のために分離される。電気化学的なＨＰＬＣの分析が、Ａｎｄｅｒ
ｓｓｏｎ　等、Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ、１６：２０１－２１０、１９９５の記
載により、分離のために逆相カラムを用いて行った。
【００８９】
　ＴＨ蛋白の免疫染色：　化合物で処理後、ＭＮ９Ｄ細胞は、４％ホルムアルデヒド（Ｅ
ｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｆｔ．Ｗａｓｈｉｎｇｔｏ
ｎ、ＰＡ）で３０分間固定し、ＰＢＳで洗浄し、次いでブロッキング緩衝液 ［ＰＢＳ、
１０％　正常ロバ血清（ＮＤＳ）又は正常ヤギ血清（ＮＧＳ）、０．１％トライトンＸ－
１００］で１０分間インキュベーションした。細胞は、２％ＮＤＳ又はＮＧＳを含むＰＢ
Ｓで希釈した一次抗体と４℃で一晩インキュべートされる。様々な一次抗体を用いること
ができる、例えば、ウサギ抗－β－チュブリン（１：２０００；Ｃｏｖａｎｃｅ，Ｒｉｃ
ｈｍｏｎｄ、ＣＡ）、ヤギ抗－ＴＨ（１：２００；Ｐｅｌ－Ｆｒｅｅｚ、Ｒｏｇｅｒｓ、
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Ａｒｋａｎｓａｓ）、ヤギ抗－ＡＡＤＣ（１：２００；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ、Ｔｅｍｅｃｕ
ｌａ、ＣＡ）、ラット抗－ＤＡＴ（１：１０００；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）、又はウサギ抗－
５－ヒドロキシトリプタミン（ＨＴ）（１：３０００；Ｄｉａｓｏｒｉｎ、Ｓｔｉｌｌｗ
ａｔｅｒ、ＭＮ）である。蛋白は次いで、抗－γ－アミノ酪酸（ＧＡＢＡ）（１：５００
０；Ｓｉｇｍａ）を用いて沈殿させる。ＰＢＳで洗浄後、カバースリップは、蛍光レベル
した二次抗体でインキュベトした、例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８（緑）又は
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８（赤）－標識ロバ／ヤギＩｇＧ（１：５００；Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，ＯＲ）をＰＢＳ中で２％ＮＤＳ又はＮＧＳで室温で30分間で
ある。ＰＢＳで３ｘ１０分間洗浄後、カバースリップが、次いで、Ｇｅｌ／Ｍｏｕｎｔ（
Ｂｉoｍｅｄａ　Ｃｏｒｐ．、Ｆｏｓｔｅｒ市、ＣＡ）を用いてスライドグラスにマウン
トする。細胞は、クリプトン、クリプトン／アルゴン及びヘリウムレーザで装備された共
焦点顕微鏡ＬｅｉｃａＴＣＳ／ＮＴを用いて検査した。細胞は、ｉｎ　Ｃｈｕｎｇ等、Ｅ
ｕｒ．Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１６：１８２９－１８３８、２００２、及びその改訂版、
に記載のプロトコールに従って計測した。
【００９０】
実施例４．ドーパミン作働性神経細胞の分化：
　ＥＳ細胞のイン　ビトロでの分化については、本発明者らは、５段階方式を用いた、そ
の方法は、この分野では公知である（例えば、Ｌｅｅ等、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．１８：６７５－６７９、２０００を参照）、また、これは、ＥＳ細胞の発達段階の各ス
テージを区別するために有用である。マウス杯盤胞細胞由来ＥＳ細胞ラインＤ３及びＪ１
は、増殖させ、この技術分野で公知の方法により維持した（例えば、Ｄｅａｃｏｎ等、Ｅ
ｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．，１４９：２８－４１、１９９８及びＣｈｕｎｇ等、Ｓｔｅｍ　Ｃ
ｅｌｌｓ，２０：１３９－１４５、２００２を参照）。マウスＥＳ細胞は、胚様体（ＥＢ
ｓ）として非粘着性の細菌培養用のディシュに４日間、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、０．０
０１％β－メルカプトエタノール、１Ｘ　非必須アミノ酸（これら全ては、Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ社製）、及び１０％ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ社製）を補充されたＤＭＥＭを含む
培地で発生させた。ＥＢｓは、次いで、粘着性の組織培養用ディシュ表面上に移植した。
２４時間培養後、ネスチン陽性細胞の選択が無血清ＩＴＳＦｎ培地で行われた。１０日間
の選抜の後、ネスチン陽性細胞は、トリプシン処理に続いて、ポリ－Ｌ－オルニチン／フ
ァイブロネクチン－被覆のカバースリップ上に移し、ラミニン（１μｇ／ｍｌ）及び最小
限の基本の繊維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）（１０μｇ／ｍｌ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）を補充したＮ２培地中で拡大増殖させた。神経細胞の前駆細胞の分化は、ラミニン含有
Ｎ２培地からｂＦＧＦを取り出したものにより誘導された。アモジアキン（４Ｅ）の効果
をみるために、本発明者らは、４Ｅ化合物の２μＭをＥＳ由来神経に、ＥＳ由来神経段階
（ステージ）の第５日に、４日間加えた。
【００９１】
　細胞は、１ｘＰＢＳ中４パーセントパラホルムアルデヒドで固定し、スライドグラス上
にマウントし、抗－ＴＨ（Ｐｅｌｆｒｅｅｓｅ）及び抗－β－チュブリンＩＩＩ（Ｃｏｂ
ａｖｎｃｅ）を含む一次抗体で染色した（図１０Ａ～１０Ｂ）。適当なＡｌｅｘａ４８８
－及びＡｌｅｘａ５５５－標識二次抗体（分子プローブ）及び４’，６－アミジノ－２－
フェニルインドール対比染色を視覚化のために用いた。
【００９２】
他の態様：
　本明細書で述べた全ての刊行物、特許及び特許出願は、参照により本明細書に取り込ま
れている。当業者であれば、本発明の範囲および趣旨から逸脱しない、記載した本発明の
方法やシステムの他の様々な変更形態が容易にわかるであろう。本発明が特別な態様との
関連で記載されたものであっても、このように特別な態様に制限されるべきではない。事
実、当業者に明確である本発明を実施するために記載した態様の様々な変更態様は、本発
明の範囲内に含まれるものと解釈すべきである。
　他の態様は、特許請求の範囲に含まれる。
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【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】図１は、ドーパミン神経の発達におけるＮｕｒｒ１の役割を示す略図である。
【図２】図２は、Ｎｕｒｒ１と、チロシンヒドロキシラーゼ及びドーパミンの間の相互関
係を示す略図である。
【図３】図３は、Ｎｕｒｒ１活性化剤を見いだす方法、及び、それを試験する方法を示す
略図である。
【図４】図４は、ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞における一過性トランスフェクションの結
果を示すフローチャートである。ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞での一過性に発現したＮｕ
ｒｒ１活性は、２．６ｋｂ－ＴＨプロモータと６．０－ＴＨプロモータで同時トランスフ
ェクションにより、各々測定された。トランスフェクションのために用いたエフェクタプ
ラスミドのレポータプラスミドに対するモル比は、各試験において０．５であった。ルシ
フェラーゼ活性を求めた後、内部標準としてのβ－ガラクトシダーゼの活性で標準化した
。
【図５Ａ】図５Ａは、小規模の化学物質ライブラリでの初期のスクリーニングデータのチ
ャートを示す図である。ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞で一過性に発現したＮｕｒｒ１活性
は、各化合物添加して１８時間インキュベーション後に２．６－ＴＨプロモータを用いて
ルシフェラーゼ活性を測定した。細胞ベースの測定系は、ポジティブなヒット候補、フォ
ルスコリン（ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ）、を得た、それは、対照のＤＭＳＯに比べてルシフェ
ラーゼ活性の明らかな増加を示した。各カラムは、８種の異なる化合物である。
【図５Ｂ】図５Ｂは、さらに、小規模化学物質ライブラリでの初期のスクリーニングデー
タのチャートを示す図である。ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞で一過性に発現したＮｕｒｒ
１活性は、各化合物添加して１８時間インキュベーション後に２．６－ＴＨプロモータを
用いてルシフェラーゼ活性を測定した。細胞ベースの測定系は、ポジティブなヒット候補
、クロロキンジホスフェート、を得た、それは、対照のＤＭＳＯに比べてルシフェラーゼ
活性の明らかな増加を示した。各カラムは、８種の異なる化合物である。
【図６】図６は、一次ヒット候補を用いて繰り返した一次スクリーニングデータのチャー
トを示す図である。ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞で一過性に発現したＮｕｒｒ１活性は、
各化合物と共に、ｐｃDNA－Ｎｕｒｒ１構築物を添加して１８時間インキュベーション後
にルシフェラーゼ活性を測定した。２つのヒット候補、アモジアキンおよびグラフェニン
、が確認された。
【図７】図７は、一次ヒット化学物質を用いた二次スクリーニングデータのチャートを示
す図である。ＳＫ－Ｎ－ＢＥ（２）Ｃ細胞で一過性に発現したＮｕｒｒ１活性は、Ｎｕｒ
ｒ１－ＬＢＤで結合したＧＡＬ４－ＤＢＤ構築物と各化合物とを共に添加して１８時間イ
ンキュベーション後にルシフェラーゼ活性を測定した。２つのヒット候補、アモジアキン
およびグラフェニンが、確認された。同様に、ホタル、ルシフェラーゼレポータ遺伝子を
活性化させるＧＡＬ４－ＤＢＤ－Ｎｕｒｒ１－ＬＢＤ融合構築物の概略図を示している。
【図８Ａ】図８Ａは、一過性にトランスフェクションしたレポータ遺伝子の測定を示した
略図である。
【図８Ｂ】図８Ｂは、Ｎｕｒｒ１がエフェクタ遺伝子であり、プロモータは、TH遺伝子由
来であり、ホタルルシフェラーゼが、レポータ遺伝子であることを示した一過性トランス
フェクション－レポータ試験を示す略図である。
【図９Ａ】図９Ａは、ｐｃＤＮＡ－Ｎｕｒｒ１がエフェクター遺伝子であり、プロモータ
がＴＨ遺伝子の２．６Kｂ上流に由来し、ホタルルシフェラーゼがレポータ遺伝子である
、一過性のトランスフェクションレポータ試験を示す略図である。
【図９Ｂ】図９Ｂは、２．６KｂTHプロモータとホタルルシフェラーゼレポータ遺伝子の
存在下で、エフェクタ遺伝子の存在しない、一過性トランスフェクションレポータ試験を
示す略図である。この系で増強したルシフェラーゼ活性を示すヒット化合物は、偽陽性（
フォールスポジティブ）である。
【図１０Ａ】図１０Ａは、間接免疫化学試験（ＴＨ＋／Tｕｊ１＋染色）に従った胚幹細
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胞由来神経細胞を示す１対の写真を示す図である。ＥＳ由来神経細胞は、抗－β－チュブ
リンＩＩＩおよび抗ＴＨで免疫ラベルした。蛍光顕微鏡で両蛋白質の重ね合わせが白く認
められた。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、アモジアキンが対照のＤＭＳＯに比べて、イン　ビトロ（ｉｎ
 ｖｉｔｒｏ）でのＥＳ細胞の分化中にＴＨ＋細胞数の増加させたことを示す棒グラフを
示す。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５Ａ】

【図５Ｂ】
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【図７】

【図８Ａ】

【図８Ｂ】

【図９Ａ】

【図９Ｂ】

【図１０Ａ】

【図１０Ｂ】
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