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2

DESCRIPCIÓN

Célula madre neuronal que tiene una capacidad de paso incrementada, método para producir dicha célula madre 
neuronal que tiene capacidad de paso incrementada, y método para cultivar célula madre neuronal para incrementar 
la capacidad de paso de dicha célula madre neuronal

Campo técnico5

La presente invención se refiere a (1) una célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada 
(algunas veces denominada como “capacidad de proliferación de paso potenciada”), (2) un método para fabricar una 
célula madre neuronal que tiene dicha capacidad de paso incrementada, (3) un método para cultivar células madre 
neuronales para incrementar la capacidad de paso de células madre neuronales, (4) el uso de un agente en el 
cultivo de células madre neuronales para incrementar la capacidad de paso de células madre neuronales, y 10
similares.

Más específicamente, en un aspecto, la presente invención se refiere a una célula madre neuronal que tiene una 
capacidad de paso incrementada que tiene las siguientes características:

(a) el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,

(b) el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N (1) está sustancialmente ausente cuando el gen del 15
canal de calcio de tipo N está suprimido, o (2) está suprimido cuando el gen del canal de calcio de tipo N está 
inactivado en dicha célula,

(c) dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones (más preferiblemente, 15 generaciones) o 
más, y

(d) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 20
durante 4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones).

Técnica antecedente

Se ha pensado convencionalmente que no se produce la regeneración del sistema nervioso central. Sin embargo, el 
reciente descubrimiento de células madre endógenas en cerebro adulto ha apuntado la posibilidad de que se 
produce la regeneración nerviosa incluso en un cerebro maduro. Por ejemplo, la neurogénesis constitutiva mediante 25
células madre neuronales se ha mostrado previamente en el sistema nervioso subventricular/olfativo y el giro 
dentado hipocámpico del cerebro de rata adulta. Además, se sabe que, junto con la lesión cerebral, aparecen y 
proliferan células madre neuronales en otros sitios tales como la neocorteza cerebral o el estriado, y se espera 
enormemente la aplicación terapéutica de estas células madre neuronales que aparecieron y proliferaron a daño 
cerebroespinal o enfermedad neurodegenerativa, etc. (Bibliografías 1 y 2 No de Patente).30

Se sabe que las células madre neuronales de los animales se diferencian en células nerviosas y gliocitos (astrocitos 
y oligodendrocitos) (multipotencia). Además, las células madre neuronales de los animales pueden reproducir 
células que tienen la misma multipotencia mediante división (capacidad de autorrenovación).

Las células madre neuronales de los animales se pueden emplear para medicina regenerativa (tal como terapia de 
transplante), y también se pueden emplear como una herramienta de ensayo (tal como una herramienta de ensayo 35
para explorar el sistema de control de la diferenciación). En consecuencia, las células madre neuronales de los 
animales han encontrado una gran atención, y se están llevando a cabo diversos análisis sobre células madre 
neuronales de animales.

Las células madre neuronales de animales se pueden cultivar añadiendo un factor proliferativo (EGF, FGF) 
(Bibliografías 3 y 4 No de Patente). Cuando las células madre neuronales de animales se emplean para medicina 40
regenerativa, o se emplean como una herramienta de ensayo, es esencial (1) el mantenimiento de la capacidad para 
ser capaces de proliferar (“capacidad de autopropagación”), o simplemente (“capacidad de proliferación”), o (2) el 
mantenimiento de la capacidad para ser capaces de producir células nerviosas mediante inducción de la 
diferenciación (“potencial de diferenciación en una célula nerviosa”), y similares.

Sin embargo, se sabe generalmente que las células madre neuronales con paso repetido (1) tienen una capacidad 45
de autopropagación reducida, así como (2) pierden su potencial de diferenciación en una célula nerviosa y tienen 
más tendencia a diferenciarse en gliocitos (Bibliografía 5 No de Patente). En consecuencia, es esencial una 
tecnología para el paso continuo de células madre neuronales durante una generación más prolongada, a la vez que 
mantienen tanto la “capacidad de autopropagación” como el “potencial de diferenciación en una célula nerviosa”.

Se conoce un animal no humano modificado genéticamente que tiene suprimido el gen del canal de calcio de tipo N. 50
También se sabe que dicho animal se emplea para agentes de cribado implicados en el control de la tensión arterial, 
transmisión del dolor, control de la glucemia, y similar (Bibliografías 1 y 2 de Patente). También se conoce la 
inhibición de la función o expresión del canal de calcio de tipo N en células madre neuronales con un inhibidor, para 
verificar el estado de inhibición de la actividad neuronal (Bibliografía 6 No de Patente).
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Sumario de la invención 

Problemas a resolver por la invención 

La presente invención se ha logrado a la luz de tal situación, y el problema que busca resolver es proporcionar (1) 20
una célula madre neuronal que tiene una capacidad de paso incrementada, (2) un método para fabricar una célula 
madre neuronal que tiene dicha capacidad de paso incrementada, (3) un método para cultivar células madre 
neuronales para incrementar la capacidad de paso de células madre neuronales, (4) el uso de un agente en el 
cultivo de células madre neuronales para incrementar la capacidad de paso de células madre neuronales, y 
similares.25

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores realizaron investigaciones repetidas con animales no humanos genéticamente modificados 
que tienen suprimido el gen del canal de calcio de tipo N, con el objeto de elucidar patologías relacionadas con el 
nervio, para desarrollar una terapia para ellas, y similares.

Como resultado de las intensas investigaciones para resolver los problemas anteriores, se tuvo éxito en el desarrollo 30
de (1) una célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada, (2) un método para fabricar una célula 
madre neuronal que tiene dicha capacidad de paso incrementada, (3) un método para cultivar células madre 
neuronales para incrementar la capacidad de paso de células madre neuronales, (4) el uso de un agente en el 
cultivo de células madre neuronales para incrementar la capacidad de paso de células madre neuronales, y 
similares.35

En otras palabras, en un aspecto, la presente invención se refiere a una célula madre neuronal que tiene capacidad 
de paso incrementada, que tiene las siguientes características:

(a) el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,

(b) el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N (1) está sustancialmente ausente cuando el gen del 
canal de calcio de tipo N está suprimido, o (2) está suprimido cuando el gen del canal de calcio de tipo N está 40
inactivado en dicha célula,

(c) dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones (más preferiblemente, 15 generaciones) o 
más, y

(d) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 
durante 4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones).45

Además, en un aspecto de la presente invención, “supresión o inactivación del gen del canal de calcio de tipo N” en 
dicho (a) puede ser una supresión o inactivación que se dirige al gen que codifica la subunidad 1B del canal de 
calcio de tipo N. Además, en un aspecto de la presente invención, se muestra que dicha “célula madre neuronal que 
tiene capacidad de paso incrementada” es positiva a nestina incluso después del paso durante 4 generaciones (más 
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preferiblemente 15 generaciones). Además, en un aspecto de la presente invención, dicha “célula madre neuronal
que tiene capacidad de paso incrementada” tiene una capacidad de proliferación elevada y una capacidad elevada 
para formar esferas, incluso después del paso durante 4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones).

Además, en un aspecto, la presente invención se refiere a un método para fabricar una célula madre neuronal que 
tiene capacidad de paso incrementada, en el que dicho método de fabricación comprende:5

(A) una etapa de preparar un animal no humano genéticamente modificado que tiene suprimido o inactivado 
el gen de canal de calcio de tipo N,

(B) una etapa de aislar una célula madre neuronal a partir de tejido obtenido de dicho animal no humano 
genéticamente modificado, y

(C) según se desee, una etapa de subcultivar además dicha célula madre neuronal aislada,10

y en el que dicha “célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada” tiene las siguientes 
características:

(a) el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,

(b) el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N (1) está sustancialmente ausente cuando el gen del 
canal de calcio de tipo N está suprimido, o (2) está suprimido cuando el gen del canal de calcio de tipo N está 15
inactivado en dicha célula,

(c) dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones (más preferiblemente, 15 generaciones) o 
más, y

(d) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 
durante 4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones).20

Aquí, en un aspecto de la presente invención, dicho animal no humano genéticamente modificado puede ser un 
roedor.

Además, en un aspecto, la presente invención se refiere a un método para fabricar una célula madre neuronal que 
tiene capacidad de paso incrementada, en el que dicho método de fabricación comprende:

(J) una etapa de preparar in vitro una célula madre neuronal,25

(K) una etapa de suprimir o inactivar el gen del canal de calcio de tipo N de dicha célula madre neuronal, y

(H) según se desee, una etapa de subcultivar además dicha célula madre neuronal que tiene suprimido o 
inactivado el gen del canal de calcio de tipo N,

y en el que dicha “célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada” tiene las siguientes 
características:30

(a) el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,

(b) el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N (1) está sustancialmente ausente cuando el gen del 
canal de calcio de tipo N está suprimido, o (2) está suprimido cuando el gen del canal de calcio de tipo N está 
inactivado en dicha célula,

(c) dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones (más preferiblemente, 15 generaciones) o 35
más, y

(d) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 
durante 4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones).

Aquí, en un aspecto de la presente invención, la célula madre neuronal en dicha etapa (J) puede ser una célula 
derivada de un ser humano. Además, en un aspecto de la presente invención, la célula madre neuronal en dicha 40
etapa (J) puede ser una célula madre neuronal preparada mediante inducción de la diferenciación de una célula ES 
o iPS en una célula madre neuronal, o puede ser una célula madre neuronal preparada como una célula iNS.

En un aspecto de la presente invención, en los dos métodos de fabricación de una célula madre neuronal que tiene 
capacidad de paso incrementada descritos anteriormente, dicha “supresión o inactivación del gen del canal de calcio 
de tipo N” puede ser una supresión o inactivación que selecciona como diana al gen que codifica la subunidad 1B 45
del canal de calcio de tipo N.

Además, en un aspecto, la presente invención se refiere a un método para cultivar células madre neuronales para 
incrementar la capacidad de paso de células madre neuronales, que comprende:
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(X) una etapa de preparar una célula madre neuronal, e

(Y) una etapa de cultivar dicha célula madre neuronal en condiciones que inhiban la función o expresión del 
canal de calcio de tipo N.

La “etapa de cultivar” en la etapa (Y) anterior puede ser “una etapa de hacer proliferar la célula madre neuronal
mediante cultivo”.5

Además, en un aspecto, la presente invención, además de las etapas (X) e (Y) anteriores, puede comprender 
además (Z) una etapa de evaluar que dicha célula madre neuronal cultivada en dicha etapa (Y) tiene una capacidad 
de paso incrementada.

Además, en un aspecto, la presente invención se refiere a una célula madre neuronal obtenida mediante el método 
de cultivo anterior.10

En un aspecto del método de cultivo anterior de la presente invención, dicha “etapa de cultivar en condiciones que 
inhiban la función o expresión del canal de calcio de tipo N” puede comprender una etapa de aplicar a una célula un 
agente que inhibe la función o expresión del canal de calcio de tipo N. Los ejemplos no limitantes de tal agente 
incluyen -conotoxina GVIA y/o la proteína ciclina.

En un aspecto del método de cultivo anterior de la presente invención, dicha “etapa de cultivar en condiciones que 15
inhiban la función o expresión del canal de calcio de tipo N” puede comprender una etapa de aplicar a una célula un 
agente que inhibe la transcripción o traducción del gen del canal de calcio de tipo N. Los ejemplos no limitantes de 
tal agente incluyen ARNhp o ARNpi.

Además, en un aspecto, la presente invención se refiere a una célula madre neuronal que tiene capacidad de paso 
incrementada, que tiene las siguientes características:20

(a) el canal de calcio de tipo N está inhibido en dicha célula al cultivarla en condiciones que inhiben la función 
o expresión del canal de calcio de tipo N,

(b) se muestra que dicha célula es positiva a nestina incluso después del paso durante 4 generaciones (más 
preferiblemente 15 generaciones), y

(c) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 25
durante 4 generaciones (más preferiblemente, 15 generaciones).

Además, en un aspecto, la presente invención se refiere al uso de un agente que inhibe la función o expresión del 
canal de calcio de tipo N en el cultivo de células madre neuronales para incrementar la capacidad de paso de células 
madre neuronales. Los ejemplos no limitantes de tal agente incluyen -conotoxina GVIA y/o la proteína ciclina.

Además, en un aspecto, la presente invención se refiere al uso de un agente que inhibe la transcripción o traducción 30
del gen del canal de calcio de tipo N en el cultivo de células madre neuronales para incrementar la capacidad de 
paso de células madre neuronales. Los ejemplos no limitantes de tal agente incluyen ARNhp o ARNpi.

De esta manera, los presentes inventores han encontrado que, con respecto a la célula madre neuronal de la 
presente invención que tiene capacidad de paso incrementada:

 el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,35

 el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N está sustancialmente ausente o suprimido en dicha célula,

 dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones) o más, 

 dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso durante 
4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones),

 se muestra que dicha célula es positiva a nestina incluso después del paso durante 4 generaciones (más 40
preferiblemente 15 generaciones), y/o

 dicha célula tiene una capacidad de proliferación elevada y una elevada capacidad de formación de esferas 
incluso después del paso durante 4 generaciones (más preferiblemente 15 generaciones).

Efectos de la invención

La célula madre neuronal proporcionada por la presente invención tiene capacidad de paso incrementada con 45
respecto a una célula madre neuronal normal. Además, la célula madre neuronal proporcionada por la presente 
invención no solamente tiene simplemente una capacidad de paso incrementada, sino que mantiene tanto la 
“capacidad de autopropagación” como el “potencial de diferenciación en una célula nerviosa”.
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En consecuencia, empleando la célula madre neuronal proporcionada por la presente invención, se pueden preparar 
(obtener fácilmente) células madre neuronales o células nerviosas (que se diferencian y se obtienen a partir de 
aquellas) para diversos experimentos (tales como un experimento para evaluar los efectos del fármacos o los 
efectos secundarios, etc., relacionados con un agente, y similar). Además, se espera que estas células madre 
neuronales o células nerviosas (que se diferencian y obtienen a partir de aquellas) se empleen favorablemente para 5
medicina regenerativa.

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra la capacidad formadora de esferas para cada una de las células madre neuronales
derivadas de ratón deficientes en NVDCC, y células madre neuronales derivadas de ratón WT (Ejemplo 1).

La Figura 2 muestra que las neuroesferas de células madre neuronales derivadas de ratón deficientes en 10
NVDCC tienen capacidad de proliferación incluso después de pasos repetidos (Ejemplo 1).

La Figura 3 muestra la diferenciación de células madre neuronales en diversos tipos de nervios (Ejemplo 1).

La Figura 4 muestra que las neuroesferas de células madre neuronales derivadas de ratón deficientes en 
NVDCC mantienen el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después de repetir 80 pasos 
(Ejemplo 1).15

La Figura 5 muestra la capacidad formadora de esferas y la capacidad de proliferación de células madre 
neuronales derivadas de ratón WT a las que se aplicó un inhibidor específico de NVDCC (Ejemplo 2).

La Figura 6 muestra que las células madre neuronales derivadas de ratón WT a las que se les aplicó un 
inhibidor específico de NVDCC se diferencian en células nerviosas positivas para Tuj1 y en astrocitos 
positivos para GFAP (Ejemplo 2).20

La Figura 7 muestra que células progenitoras neuronales derivadas de ser humano a las que se les aplicó un 
inhibidor específico de NVDCC mantienen la capacidad para formar repetidamente neuroesferas incluso 
después del 6º paso (Ejemplo 3).

La Figura 8 muestra que una célula nerviosa diferenciada a partir de una célula madre neuronal derivada del 
ventrículo lateral de ratón deficiente en NVDCC (neurona diferenciada) se diferencia en una célula nerviosa 25
que tiene un receptor de ácido glutámico que es activado por AMPA (Ejemplo 4).

La Figura 9 muestra que una célula nerviosa diferenciada a partir de una célula madre neuronal derivada del 
ventrículo lateral de ratón deficiente en NVDCC (neurona diferenciada) se diferencia en una célula nerviosa 
que tiene un receptor de acetilcolina que comprende un subtipo de receptor de muscarina y un subtipo de 
receptor de nicotina (Ejemplo 4).30

La Figura 10 muestra que el potencial de actividad está significativamente incrementado por 4-AP mediante 
inducción de la diferenciación de una célula madre neuronal derivada de ratón deficiente en NVDCC (Ejemplo 
5).

La Figura 11 muestra que el potencial de actividad está suprimido por TTX mediante inducción de la 
diferenciación de una célula madre neuronal derivada de ratón deficiente en NVDCC (Ejemplo 5).35

La Figura 12 muestra que las células progenitoras neuronales derivadas de ser humano a las que se les 
aplicó un inhibidor específico de NVDCC mantienen la capacidad para formar repetidamente neuroesferas 
incluso después de 8º paso (Ejemplo 6).

La Figura 13 muestra que células progenitoras neuronales derivadas de ser humano a las que se les aplicó 
un inhibidor específico de NVDCC se diferencian en células nerviosas positivas para Tuj1 y en astrocitos 40
positivos para GFAP (Ejemplo 6)

Descripción de realizaciones

Más abajo se describirán las realizaciones de la presente invención. Las siguientes realizaciones son 
ejemplificaciones para describir la presente invención, y su fin no es limitar la presente invención solamente a estas 
realizaciones. La presente invención se puede llevar a cabo en diversas realizaciones.45

Nótese que excepto que se mencione particularmente, todos los términos técnicos, términos científicos, y términos 
especializados usados aquí tienen los mismos significados que los entendidos generalmente por aquellos de pericia 
normal en el campo técnico al que pertenece la presente invención, y se emplean simplemente para describir 
aspectos particulares y no pretenden ser limitantes. La presente invención se puede llevar a cabo en diversas 
realizaciones en tanto que no se separe de su alcance. Todas las bibliografías de la técnica anterior, así como 50
publicaciones de solicitudes de patente no examinadas publicadas, solicitudes de patentes examinadas publicadas, 
y otras bibliografías de patente citadas aquí, se incorporan aquí como referencia, y se pueden emplear para llevar a 
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cabo la presente invención.

[1. Célula madre neuronal]

Una célula madre neuronal puede proliferar y pasar repetidamente (capacidad de autorreprodución). Una célula 
madre neuronal es también una célula no diferenciada que puede crear tres tipos de células que configuran el 
sistema nervioso central (es decir, células nerviosas, astrocitos, y oligodendrocitos) (multipotencia).5

Sin embargo, la célula madre neuronal aquí no está particularmente limitada en tanto que sea una célula que se 
pueda diferenciar en una célula nerviosa. En consecuencia, la célula madre neuronal aquí es un concepto que 
comprende una célula progenitora neuronal, etc.

La célula madre neuronal empleada aquí se puede emplear con un método conocido a partir de tejido nervioso 
embrionario, un tejido nervioso fetal, un tejido nervioso de un individuo después del parto, un tejido nervioso de un 10
individuo joven, o un tejido nervioso de un adulto. Para aislar una célula madre neuronal derivada de tejido cerebral, 
se pueden emplear los métodos de las patentes U.S. nos 5.750.376 y 5.851.832 de Weiss et al., y similares.

Además, como otro método de adquisición, se puede emplear una célula madre neuronal diferenciada a partir de 
una célula madre tal como una célula ES (célula madre embrionaria) o una célula iPS, mediante un método conocido 
(tal como Watts C, Anatomical perspectives on adult neural stem cells. J Anat Sep; 207(3):197-208. (2005)), o, como 15
la célula madre neuronal empleada aquí, se puede emplear una célula madre neuronal preparada como una célula
iNS.

Por ejemplo, una célula ES se puede obtener con un método conocido, tal como haciendo crecer un óvulo fertilizado 
a partir de un embrión, recuperando la masa celular interna (ICM) que está en el interior, y cultivando ésta en un 
medio particular.20

Por ejemplo, una célula iPS se puede obtener con un método conocido, tal como obteniendo una célula a partir de la 
piel, cabello, u otros tejidos de un animal, introduciendo varios genes particulares en dicha célula con traducción o 
un vector vírico, etc., y cultivando ésta en un medio particular.

Una célula iNS (célula madre neuronal inducida) aquí es una célula obtenida a partir de la piel, cabello, u otros 
tejidos de un animal, que se diferenció directamente en una célula madre neuronal sin sufrir inducción en una célula 25
iPS. Por ejemplo, una célula iNS se puede obtener con un método conocido, tal como obteniendo una célula a partir 
de la piel, cabello, u otros tejidos de un animal, introduciendo varios genes particulares en dicha célula con 
transfección o un vector vírico, etc., y cultivando ésta en un medio particular (Stem Cells. 2012 Jun; 30(6):1109-
1119).

El animal para suministrar la célula madre neuronal de la presente invención no está particularmente limitado, y los 30
ejemplos incluyen pájaros, anfibios, reptiles, peces, mamíferos, y similares. Un aspecto preferido del animal para 
suministrar la célula madre neuronal de la presente invención aquí es un mamífero. Se prefieren particularmente un 
ratón, un hámster, una rata, un cobaya, un conejo, un gato, un perro, una vaca, un caballo, un cerdo, un mono, y un 
ser humano, y los más preferidos como tal animal son una rata y un ser humano.

[2. Canal de calcio de tipo N (NVDCC)]35

Un canal de calcio (también denominado como “canal de Ca” es una proteína de membrana que transmite 
información a una célula ajustando el influjo de Ca2+ en la célula.

Un canal de calcio puede comprender ampliamente un receptor ionotrópico, pero generalmente se usa para referirse 
simplemente a un canal de calcio dependiente del voltaje.

Se han identificado diversos canales de calcio dependientes del voltaje procedentes de células nerviosas y células 40
musculares (Bean, B. P. et al, Ann. Rev. Physiol., 51:367-384, 1989, Hess P., Ann. Rev. Neurosci., 56:337, 1990). El 
canal de calcio dependiente del voltaje se clasifica en seis tipos de tipo activado transitorio/de bajo umbral (tipo T) y 
de tipos activados sostenidos/de alto umbral (tipo L, N, P, Q, y R) dependiendo de la naturaleza electrofisiológica, 
sensibilidad a un antagonista, y similar.

Los canales de calcio de tipo N, P, Q, y R existen todos ellos específicamente en el nervio. Se está centrando la 45
atención en los papeles de estos canales de calcio en la función nerviosa (por ejemplo, Lane D. H. et al, Science, 
239:57-61, 1988, Diane L, et al, Nature 340:639-642, 1989).

Entre estos, el canal de calcio de tipo N es un canal de calcio caracterizado por que el influjo de Ca2+ está suprimido 
por una toxina peptídica, -conotoxina GVIA, aislada de un caracol de concha cónica. El canal de calcio de tipo N 
también se denomina como NVDCC (canal de calcio dependiente del voltaje de tipo N).50

El gen que codifica el canal de calcio de tipo N se denomina aquí simplemente como el gen del canal de calcio de 
tipo N.
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[3. Supresión e inactivación]

La célula madre neuronal de la presente invención que tiene capacidad de paso incrementada también se puede 
obtener suprimiendo o inactivando el gen del canal de calcio de tipo N.

[3-1. Supresión (interrupción del gen)]

La supresión (algunas veces denominada interrupción del gen) significa introducir una mutación en un gen para 5
hacer que su producto génico pierda función.

Un método de supresión incluye la interrupción dirigida. La interrupción dirigida es un método para interrumpir un 
gen mediante la selección del gen como diana.

Por ejemplo, la interrupción dirigida, con respecto a la secuencia de bases del gen a seleccionar como diana, es un 
método para integrar cierta clase de secuencia de bases (preferiblemente una secuencia de bases que comprende 10
la secuencia de bases de un gen marcador de selección (muy típicamente un gen de resistencia para un agente)) en 
la secuencia de bases de dicho gen a seleccionar como diana, o la secuencia de bases en su vecindad, de manera 
que se perderá la función del producto génico de dicho gen.

El gen a seleccionar como diana en la presente invención es el gen del canal de calcio de tipo N. Si se suprime el 
gen del canal de calcio de tipo N, no se producirá el producto génico del gen del canal de calcio de tipo N, y como 15
resultado obvio de esto, el canal de calcio de tipo N no ejercerá su función.

Obsérvese que la interrupción dirigida es una ejemplificación de una tecnología para interrumpir dicho gen en base a 
la información de la secuencia de bases del gen que codifica el canal de calcio de tipo N. El método de supresión en 
la presente invención pueden ser otros métodos, en tanto que la interrupción se base en la información de la 
secuencia de bases de dicho gen.20

Además, la función del canal de calcio de tipo N (es decir, el producto génico del gen del canal de calcio de tipo N) 
en la presente invención es el ajuste del influjo de Ca2+. En consecuencia, se puede llevar a cabo la confirmación de 
que ya no se ejerce la función del canal de calcio de tipo N verificando si el influjo de Ca2+, que se suprime de otro 
modo por la -conotoxina GVIA, está sustancialmente o no. 

Aquí, la -conotoxina GVIA es un péptido purificado a partir de una toxina de caracol de concha cónica (Conus 25
geographus) (Baldomero M. O. et al., Biochemistry 23, 5087, 1984), que se caracteriza por la secuencia de 
aminoácidos expuesta en SEQ ID NO.7.

El gen que codifica la subunidad 1B, que es la subunidad del canal de calcio de tipo N (algunas veces denominada 
aquí como “Cacnalb”), se puede emplear como el gen que codifica el canal de calcio de tipo N que va a ser el objeto 
de la supresión.30

Los ejemplos específicos del gen que codifica la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N pueden incluir, por 
ejemplo, un gen que consiste en los siguientes ADN (a)-(d):

(a) un ADN que consiste en la secuencia de bases expuesta en SEQ ID NOs. 1, 3, o 5.

(b) Un ADN que consiste en una secuencia de bases que se hibrida a un ADN que consiste en una secuencia 
de bases complementarias a las secuencias de bases expuestas en SEQ ID NOs. 1, 3, o 5, en condiciones 35
restrictivas, en el que la secuencia de bases codifica la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N que 
posee una función.

(c) Un ADN que consiste en las secuencias de bases que codifican las secuencias de aminoácidos expuestas 
en SEQ ID NOs. 2, 4, o 6.

(d) Un ADN que consiste en una secuencia de bases que se hibrida a secuencias de bases complementarias 40
a las secuencias de bases que codifican las secuencias de aminoácidos expuestas en SEQ ID NOs. 2, 4, o 6, 
en condiciones restrictivas, en el que la secuencia de bases codifica la subunidad 1B del canal de calcio de 
tipo N que posee una función.

La secuencia de bases de SEQ ID NO. 1 y la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 2 están registradas en 
GenBank como Número de Acceso NM0007183, las secuencias de bases de SEQ ID NO. 3 y la secuencia de45
aminoácidos de SEQ ID NO. 4 están registradas en GenBank como Número de Acceso NM001042528.1, y la 
secuencia de bases de SEQ ID NO. 5 y la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 6 están registradas en 
GenBank como Número de Acceso NM001195199.1.

Aquí, una “condición restrictiva” se refiere a una condición en la que solamente se producen hibridaciones 
específicas, y no se producen hibridaciones no específicas. Las condiciones de hibridación aquí pueden incluir 50
condiciones tales como “2×SSC, 0,1% SDS, 50ºC”, “2×SSC, 0,1% SDS, 42ºC”, y “1×SSC, 0,1% SDS, 37ºC”, y una 
condición más restrictiva puede incluir, por ejemplo, “2×SSC, 0,1% SDS, 65ºC”, “0,5×SSC, 0,1% SDS, 42ºC”, y
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“0,2×SSC, 0,1% SDS, 65ºC”.

[3-2. Animal con gen suprimido (gen interrumpido)]

El animal no humano con el gen suprimido, para aislar la célula madre neuronal de la presente invención, es un 
animal no humano que tiene suprimido el gen que codifica el canal de calcio de tipo N, y se puede crear según un 
método para crear un animal no humano genosuprimido mediante selección génica convencional.5

El animal que tiene suprimido el gen del canal de calcio de tipo N, usado aquí, es un animal no humano. Un aspecto 
preferido del animal no humano que tiene suprimido el gen del canal de calcio de tipo N usado aquí es un roedor. Se 
prefiere particularmente como tal animal un ratón.

La clonación del gen de la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N, la construcción del vector seleccionador de 
diana empleado para la interrupción dirigida, la adquisición de una célula madre embrionaria (célula ES) que ha 10
sufrido recombinación homóloga, y la adquisición de un animal no humano genosuprimido se describirán más abajo 
en ese orden, con la interrupción dirigida del gen que codifica el canal de calcio de tipo N como el ejemplo.

1. Clonación de ADN que comprende parte del gen de la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N

El ADN que codifica la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N se puede obtener diseñando cebadores en base 
a la secuencia de bases del ADN que codifica la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N descrita en Thierry C. 15
et. al, FEBS Letters, 338, 1, 1994, y llevando a cabo la PCR en base al ADN genómico o ADNc de un animal no 
humano, o llevando a cabo la RT-PCR con dichos cebadores en base al ARN de un animal no humano.

Como otro método, el gen de la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N, o una parte del mismo, preferiblemente 
un clon que comprende una secuencia de bases de 500 pb o mayor, y además preferiblemente 1 kpb o mayor, se 
puede seleccionar sintetizando una sonda en base a las secuencias de bases del ADN que codifica la subunidad 20
1B del canal de calcio de tipo N descrita en el mencionado Thierry C. et al, seleccionando un clon que se hibrida a 
dicha sonda de la biblioteca de ADN genómico o de la biblioteca de ADNc de un animal no humano, y determinando 
la secuencia de bases del clon seleccionado.

Se puede crear el mapa de enzimas de restricción de dicho ADN clonado confirmando los sitios de las enzimas de 
restricción que están comprendidos en las secuencias de bases de dicho ADN clonado.25

Cuando no se pudo obtener un ADN de longitud suficiente para la recombinación homóloga, preferiblemente un clon 
de 7 kpb o mayor, y además preferiblemente 10 kpb o mayor, se puede crear el ADN de longitud suficiente para la 
recombinación homóloga escindiendo los ADN de múltiples clones en los sitios de las enzimas de restricción 
apropiados, y conectándolos.

2. Construcción del vector seleccionador de diana30

Un vector seleccionador de diana se refiere aquí a un vector empleado para la selección de un gen, que tiene 
integrada una secuencia de bases de manera que se produce la recombinación homóloga del ADN cuando se pone 
en contacto con el gen a seleccionar.

El ADN empleado para la recombinación homóloga se puede obtener introduciendo un marcador de selección 
positivo, tal como un gen de resistencia a fármaco, preferiblemente un gen de resistencia a neomicina, en el sitio de 35
la enzima de restricción de la región exónica en el ADN de longitud suficiente para la recombinación homóloga 
obtenido por dicha clonación. Además, se puede eliminar una porción del exón a partir de dicho ADN empleado para 
la recombinación homóloga, y sustituirlo en su lugar por un gen de resistencia a fármaco. Cuando no hay sitios de 
enzimas de restricción apropiados en las secuencias de bases del ADN obtenido mediante dicha clonación, se 
puede introducir un sitio de enzimas de restricción apropiado, y este sitio de enzimas de restricción se puede 40
emplear para introducir un gen de resistencia a fármaco, etc., en el ADN empleado para la recombinación homóloga 
mediante PCR empleando cebadores diseñados para comprender un sitio de enzimas de restricción. Mediante 
ligación de un oligonucleótido que comprende un sitio de enzimas de restricción, y similares.

El vector seleccionador de diana comprende preferiblemente aquí un marcador de selección negativo, tal como un 
gen de timidina cinasa, y un gen de la toxina de la difteria, etc., a fin de eliminar las células ES en las que no se 45
produce recombinación homóloga entre el ADN en el vector seleccionador de diana introducido en una célula y el 
gen de la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N de la célula ES que tiene introducido el vector seleccionador 
de diana, sino que en su lugar, el ADN en el vector seleccionador de diana introducido se insertó en un sitio distinto 
del gen de la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N.

Estas tecnologías de ADN recombinante se pueden realizar mediante el método descrito, por ejemplo, en Sambruck, 50
J., Fritsch, E. F., y Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, NY, pero no se limita a ellos, en tanto que se pueda obtener un ADN recombinante apropiado.

3. Adquisición de células madre embrionarias (células ES) que han sufrido recombinación homóloga
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El mencionado vector seleccionador de diana creado se obtiene en un ADN lineal escindiendo con una enzima de 
restricción, y se purifica mediante un método tal como extracción con fenol/cloroformo, electroforesis en agarosa, 
ultracentrifugación, y similar. El mencionado ADN lineal purificado se transfiere entonces a una célula ES, tal como 
TT2. Los ejemplos del método de transfección pueden incluir electroporación, lipofección, y similar, pero el método 
de transfección aquí no está limitado a estos métodos.5

Una célula ES que tiene el vector seleccionador de diana transfectada se cultiva en un medio de selección apropiado 
(por ejemplo, en un medio de selección que comprende neomicina y ganciclovir en el medio cuando se construyó un 
vector seleccionador de diana que tiene integrado un gen de resistencia a neomicina y un gen de timidina cinasa).

La confirmación de que está ocurriendo la recombinación homóloga apropiada al ADN de dicha célula ES que ha
proliferado con resistencia a fármaco en el medio de selección se puede hacer, por ejemplo, mediante un método 10
como sigue.

(i) La integración de un gen de resistencia a neomicina y un gen de timidina cinasa (estos genes se 
denominan a veces aquí como “transgenes”) se puede confirmar fácilmente mediante PCR, etc. (ii) Además, 
el hecho de que haya ocurrido o no recombinación homóloga se puede confirmar llevando a cabo el análisis 
de transferencia Southern del ADN de dicha célula ES usando como sonda una parte del ADN en dirección 5’ 15
o en dirección 3’ en el exterior del vector seleccionador de diana. (iii) Además, la confirmación de que el 
vector seleccionador de diana no está insertado en ninguna porción distinta de la del sitio del gen diana se 
puede realizar llevando a cabo el análisis de transferencia Southern usando como sonda el ADN dentro del 
vector seleccionador de diana. Combinando estos métodos, se pueden adquirir células ES que han sufrido 
recombinación homóloga.20

El método de introducir una mutación en un gen diana introduciendo un gen insertado de manera que la función del 
producto génico se perderá en una célula madre embrionaria, y seleccionando una célula madre embrionaria que ha 
sufrido recombinación homóloga entre el gen introducido y el gen diana, también se puede llevar a cabo mediante el 
método descrito, por ejemplo, en Suzanne L. et. al., Nature, 336,348,1988.

4. Método para crear un animal no humano genosuprimido25

Un aspecto preferido de un animal no humano que tiene suprimido el gen del canal de calcio de tipo N, que se 
puede usar aquí, es un roedor. Como tal animal, el más preferido es un ratón.

El método para crear un animal no humano genosuprimido se describirá más abajo con un ratón como ejemplo.

Un ratón genosuprimido se crea a través de las siguientes etapas: la recogida de embriones de 8 etapas celulares 
tras la fertilización o blastocitos, la microinyección de células ES que han sufrido recombinación homóloga, el 30
transplante de óvulos manipulados mediante ingeniería a un ratón pseudopreñado, el parto del ratón pseudopreñado 
y el amamantamiento de la camada, la selección de los ratones transgénicos mediante métodos de PCR y de 
transferencia Southern, y el establecimiento de una estirpe de ratón que posea un transgén (Yagi T. et. al., Analytical 
Biochem. 214, 70, 1993).

(1) Recogida de embriones de 8 etapas celulares o de blastocitos 35

Los embriones de ocho etapas celulares se obtuvieron administrando intraperitonealmente cada una de 5 unidades 
internacionales de gonadotropina de suero de yegua preñada y 2,5 unidades internacionales de gonadotropina 
coriónica humana a un ratón hembra, a fin de inducir la superovulación, y entonces apareándola con un ratón 
macho, extirpando la trompa de Falopio y el útero del ratón hembra a los 2,5 días tras el apareamiento, y entonces 
perfusionando. Cuando se emplean blastocitos, los embriones se obtienen extirpando el útero del ratón hembra a los 40
3,5 días tras el apareamiento, y entonces perfusionando. 

(2) Microinyección de células ES que han sufrido recombinación homóloga

Células ES que han sufrido recombinación homóloga, adquiridas mediante el método descrito en dicho “3. 
Adquisición de células madre embrionarias (células ES) que han sufrido recombinación homóloga”, se microinyectan 
en los embriones de 8 etapas celulares o en blastocitos obtenidos en (1). La microinyección se puede realizar, por 45
ejemplo, en base al método descrito en Hogan, B. L M, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, Nueva York, 1986, Yagi T. et. al., Analytical Biochem. 214, 70, 1993, bajo un microscopio 
invertido, con un micromanipulador, un microinyector, una pipeta de inyección, y una pipeta de soporte. Además, 
como cápsula para inyección, se puede emplear una gotita de 5 l del medio y una gotita de células ES suspendidas 
creadas en Falcon 3002 (Becton Dickinson Labware) en capas con parafina líquida.50

El embrión de 8 etapas celulares o blastocito microinyectado con una célula ES que ha sufrido recombinación 
homóloga se denomina aquí como un “óvulo manipulado mediante ingeniería”.

(3) Transplante de óvulos manipulados mediante ingeniería en un ratón pseudopreñado

Un ratón pseudopreñado se crea apareándolo con un ratón macho vasoligado y un ratón hembra de tipo salvaje, y 
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una vez que está en un estado pseudopreñado, se transplantan los óvulos manipulados mediante ingeniería creados 
en (2). 

El transplante de los óvulos manipulados mediante ingeniería se puede realizar en base a los métodos descritos en, 
por ejemplo, Hogan, B. L M, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva
York, 1986 o Yagi T. et. al., Analytical Biochem. 214, 70, 1993.5

Más abajo se describirá un ejemplo de la operación específica, pero el transplante de los óvulos manipulados 
mediante ingeniería no está limitado aquí a aquél.

Un ratón pseudopreñado se somete a anestesia general con, por ejemplo, 50 mg/kg de peso corporal de 
pentobarbital sódico, alrededor de 1 cm de ambos flancos se cortan para exponer el ovario y la trompa de Falopio, y 
la bolsa ovárica se corta con un estereomicroscopio con pinzas para exponer la fimbria de la trompa de Falopio. A 10
continuación, los óvulos manipulados mediante ingeniería se suministran desde la fimbria de la trompa de Falopio a 
una tasa de 7 a 8 óvulos por trompa de Falopio. En este momento, la confirmación del transplante dentro del tubo de 
Falopio se puede hacer observando visualmente microburbujas insertadas junto con el óvulo manipulado mediante 
ingeniería, bajo un estereomicroscopio.

La trompa de Falopio y el ovario del ratón que tiene transplantados los óvulos manipulados mediante ingeniería se 15
devuelven a la cavidad peritoneal, se suturan ambos sitios de incisión, y entonces se despierta de la anestesia.

En algunos casos, los óvulos manipulados mediante ingeniería se pueden cultivar hasta el día después de la 
creación, y se pueden desarrollar hasta una etapa de blastocito antes de transplantarlos al útero de un ratón 
pseudopreñado.

(4) Parto de ratón pseudopreñado y cuidado de la camada20

En muchos casos, los bebés de ratones se pueden obtener hacia el día 17 tras el transplante de los óvulos 
manipulados mediante ingeniería. Los bebés de ratones son normalmente quimeras de una célula derivada de una 
célula ES que ha sufrido recombinación homóloga y una célula derivada del ratón a partir del cual se recogió el óvulo 
fertilizado. Por ejemplo, cuando se empleó TT2 como célula ES, y se inyectó TT2, que ha sufrido recombinación 
homóloga, en el embrión de 8 etapas celulares recogido de un ratón ICR, el color del pelo corporal de los bebés de 25
los ratones con quimerismo elevado se hizo agutí dominante, y el color del pelo corporal con bajo quimerismo se 
hizo blanco dominante.

(5) selección de ratones transgénicos mediante métodos de PCR y de transferencia Southern

La confirmación de si el transgén se inserta en la célula germinal de dicho ratón quimérico se puede realizar, por 
ejemplo, mediante un método como sigue.30

(i) Cuando dicho ratón quimérico se apareó con un ratón que tiene color blanco de pelo corporal (tal como
ICR), la presencia o ausencia del transgén se puede confirmar fácilmente verificando el color del pelo 
corporal del bebé de ratón obtenido. (ii) La presencia o ausencia del transgén también se puede confirmar 
extrayendo ADN de la cola del bebé de ratón obtenido y sometiéndolo a PCR. (iii) Además, se puede llevar a 
cabo una identificación genotípica más auténtica llevando a cabo el análisis de transferencia Southern en 35
lugar de la PCR.

Aquí, puesto que se espera que un ratón quimérico con quimerismo elevado comprenda asimismo el transgén en la 
célula germinal, se prefiere someter a apareamiento a un ratón con quimerismo que sea tan elevado como sea 
posible.

(6) Establecimiento de una estirpe de ratón que posee el transgén40

Un ratón genosuprimido del canal de calcio de tipo N, en el que el transgén existe en homo (algunas veces 
denominado aquí como un “ratón N-KO” o un “ratón deficiente en NVDCC”) se puede obtener apareando entre sí 
ratones genosuprimidos del canal de calcio de tipo N hetero (algunas veces denominados aquí como un “ratón He”). 
El ratón N-KO se puede obtener mediante cualquiera de apareamientos de ratones He entre sí, un ratón He y un 
ratón N-KO, y ratones N-KO entre sí.45

Una célula madre neuronal que tiene suprimido el canal de calcio de tipo N se puede obtener de tejido nervioso 
embrionario, de un tejido nervioso fetal, de un tejido nervioso de un individuo post-parto, de un tejido nervioso de un 
individuo joven, o de un tejido nervioso adulto de un animal genosuprimido obtenido como tal con un método de 
preparación descrito más abajo.

[3-3. Inactivación]50

La inactivación se refiere aquí a disminuir la cantidad de transcripción o inhibir la traducción de un gen particular 
mediante transformación. En otras palabras, se refiere a aquellos que no extinguen completamente la función 
génica, sino que disminuyen (atenúan) la función génica seleccionada como diana.
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Como método para inactivar un gen, se puede emplear el método antisentido, que introduce un ARN 
correspondiente en la cadena antisentido del ARNm en una célula. Como método para inactivar un gen, también se 
puede utilizar la ARNi (interferencia del ARN), que emplea un ARN bicatenario (ARNhp, ARNpi) o un microARN, etc. 

Más específicamente, como método para inactivar un gen, se puede emplear un método para disminuir la cantidad 
de transcripción o inhibir la traducción de un gen particular transformando una célula con un vector de expresión de 5
ARNhp o ARNpi, o transformando una célula con un ARNpi.

En células de mamífero, se sabe que la expresión de solamente una única proteína o ARNm es suprimida 
específicamente con interferencia de ARN mediante un ARN corto de 30 pb o menos.

[3-4. Animal genoinactivado]

Un animal genoinactivado es un animal en el que se introduce artificialmente un ARN bicatenario corto (ARNhp, 10
ARNpi) o un ácido nucleico antisentido que corresponde al ARNm del gen diana, y se expresa en una célula que 
configura a dicho animal para suprimir la expresión del gen diana mediante la acción de dicho ARNpi o ácido 
nucleico antisentido. Tal animal genoinactivado se puede crear empleando, por ejemplo, un sistema de expresión de 
ARNpi mediante un sistema de vector (por ejemplo, Science 296:550-553 (2002), Nature Biotech. 20:500-505 
(2002)).15

Obsérvese que un animal que tiene inactivado el gen del canal de calcio de tipo N que se puede usar aquí es un 
animal no humano. Se prefiere particularmente un roedor, y como tal animal, el más preferido es un ratón.

Más abajo se describe un ejemplo de un método para crear un animal que tiene genoinactivado el canal de calcio de 
tipo N. En el ejemplo mostrado más abajo, el gen que codifica el canal de calcio de tipo N que va a ser el objeto de 
la inactivación es el gen que codifica la subunidad 1B, que es la subunidad del canal de calcio de tipo N.20

El ARNpi, ARNhp, etc., para inhibir el gen del canal de calcio de tipo N, no está particularmente limitado en tanto que 
sea un ácido nucleico que pueda inhibir la transcripción o traducción del gen del canal de calcio de tipo N, y aquellos 
expertos en la técnica serán capaces de diseñar y fabricar apropiadamente la secuencia del ARNpi, ARNhp, etc.

Un vector que expresa un ARNhp que inhibe la transcripción o traducción del gen del canal de calcio de tipo N se 
puede diseñar de manera que la secuencia de la región que codifica ARNhp tenga, por ejemplo, las siguientes 25
características que comprendan:

(i): una secuencia de 11 a 30 bases contiguas (preferiblemente 21 a 25 bases) en la secuencia de bases que 
codifica el gen del canal de calcio de tipo N,

(ii): una secuencia de bases complementaria a la secuencia de (i) y en orientación inversa, y

(iii): una secuencia de bases que enlaza la secuencia de bases de (i) y la secuencia de bases de (ii), y30

cuando las regiones (i)-(iii) se transcriben en un ARN, la porción de ARN transcrita a partir de (i) y la porción de ARN 
transcrita a partir de (ii) forma un ARN bicatenario, y la porción de ARN transcrita a partir de (iii) forma una región de 
bucle que enlaza el mencionado ARN bicatenario.

El vector de expresión de ARNhp anterior comprende preferiblemente además un promotor en base a la polimerasa 
II o un promotor específico del proceso de desarrollo, y un ejemplo de tal promotor puede incluir el promotor del gen 35
temprano de citomegalovirus (CMV).

Además, el vector de expresión de ARNhp anterior comprende preferiblemente además una secuencia que escinde 
autocatalíticamente el ARN, tal como un sitio de ribozima, etc., en dirección 5’ de la secuencia de bases de dichas 
regiones (i)-(iii).

El vector de expresión de ARNhp anterior comprende preferiblemente además una secuencia que detiene la ARN 40
polimerasa, tal como una secuencia de dominio MAZ, etc., en dirección 3’ de la secuencia de bases de dichas 
regiones (i)-(iii).

Además, la secuencia de bases de (iii) en el vector de expresión de ARNhp anterior no está particularmente limitada 
en tanto que pueda tomar una estructura de bucle apropiada.

Un animal no humano genoinactivado del canal de calcio de tipo N se puede crear empleando, por ejemplo, un 45
método similar al método descrito en “3-2. Animal genosuprimido (genointerrumpido)” aquí. En este caso, un animal 
no humano genosuprimido del canal de calcio de tipo N se puede crear empleando un vector de expresión de 
ARNhp en lugar del vector seleccionador de diana empleado en el método descrito en “3-2. Animal genosuprimido 
(genointerrumpido)”.

Una célula madre neuronal que tiene genoinactivado el canal de calcio de tipo N se puede obtener a partir de un 50
tejido nervioso embrionario, un tejido nervioso fetal, un tejido nervioso de un individuo post-parto, un tejido nervioso 
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de un individuo joven, o un tejido nervioso adulto de un animal no humano genoinactivado obtenido como tal con un 
método de preparación descrito más abajo.

[4. Agente que inhibe la función o expresión del canal de calcio de tipo N]

Un agente que inhibe la función o expresión del canal de calcio de tipo N que se puede usar aquí no está 
particularmente limitado en tanto que inhiba transitoriamente o disminuya (atenúe) el canal de calcio de tipo N de la 5
célula madre neuronal, cuyos ejemplos pueden incluir una sustancia química, una proteína, un gen, y similares. Más 
específicamente, se puede incluir la -conotoxina GVIA, la proteína ciclina, y similar.

Un agente que inhibe la función o expresión del canal de calcio de tipo N aquí también incluye un agente que inhibe 
la transcripción o traducción del gen del canal de calcio de tipo N. Más específicamente, se puede incluir un ARNpi 
químicamente sintetizado, un ARNpi transcrito in vitro usando una enzima, una mezcla de ARNpi producida 10
escindiendo un ARNbc con Dicer o ARNasa III, un casete de expresión de ARNpi sintetizado mediante PCR, y 
similar.

La inhibición del canal de calcio de tipo N de la célula madre neuronal con estos agentes que inhiben la función o 
expresión del canal de calcio de tipo N se puede lograr añadiendo dicho agente que inhibe la función o expresión del 
canal de calcio de tipo N a una célula madre neuronal a una temperatura apropiada en un medio apropiado, tal como 15
DMEM/F12 (DMEM/F-12 de Ham).

[5. Preparación de célula madre neuronal]

La célula madre neuronal de la presente invención se puede preparar, por ejemplo, mediante un método mostrado 
más abajo.

[5-1. Preparación de célula madre neuronal derivada de animal no humano genosuprimido o genoinactivado]20

El cerebro, preferiblemente el cerebro, el hipocampo, y el ventrículo lateral, etc., de un animal no humano que tiene 
suprimido o inactivado el gen del canal de calcio de tipo N mediante el método descrito en [3. Supresión e 
inactivación] aquí se extirparon por medios convencionales, se liberaron en un medio apropiado, tal como medio 
DMEM/F12 (DMEM/F-12 de Ham) para preparar una sola suspensión celular. Dicha suspensión celular sola se filtra 
subsiguientemente con, por ejemplo, una malla de nailon, y entonces el tejido se somete a varios minutos de 25
centrifugación a, por ejemplo, alrededor de 100 a 300 g, y se recoge como un precipitado. A continuación, las células 
recogidas como dicho precipitado se resuspenden en un medio apropiado, tal como medio DMEM/F12 (DMEM/F-12 
de Ham). Dichas células resuspendidas se centrifugan adicionalmente, se recoge el precipitado, y la operación de 
resuspensión se repite varias veces para lavar las células. A continuación, dichas células lavadas se suspenden en 
un medio apropiado, tal como medio DMEM/F12 (DMEM/F-12 de Ham) que comprende un factor de crecimiento tal 30
como EGF o FGF, un suplemento de sustitución del suero, tal como suplemento N2, así como un antibiótico, tal 
como penicilina G, estreptomicina, y anfotericina B, según sea necesario.

Cuando se cultivan las células suspendidas en dicho medio, algunas células comienzan a proliferar y comienzan a 
formar esferas (masas celulares). Las esferas (masas celulares) se pueden obtener en alrededor de dos semanas 
continuando adicionalmente el cultivo con intercambio de medio a una velocidad de varias veces a la semana.35

[5-2. Preparación de célula madre neuronal obtenida a partir de célula madre neuronal derivada de animal no 
modificado genéticamente suprimiendo el gen del canal de calcio de tipo N]

Una célula madre neuronal derivada de un animal no modificado genéticamente se puede obtener mediante un 
método similar al método descrito en [5-1. Preparación de célula madre neuronal derivada de animal no humano 
genosuprimido o genoinactivado] aquí, a partir de un tejido derivado de animal no modificado genéticamente.40

Además, suprimiendo el gen del canal de calcio de tipo N de la célula madre neuronal derivada de animal no 
modificado genéticamente preparada como antes con una tecnología tal como nucleasa de dedos de cinc o TALEN, 
se puede obtener una célula madre neuronal deseada. Además, suprimiendo el gen del canal de calcio de tipo N con 
un método conocido en la etapa de célula ES o iPS, y llevando a cabo la inducción de la diferenciación con, por 
ejemplo, el método descrito en [8. Potencial de diferenciación] más abajo, se puede obtener una célula madre 45
neuronal deseada.

[5-3. Preparación de célula madre neuronal obtenida a partir de célula madre neuronal derivada de animal no 
modificado genéticamente inactivando el gen del canal de calcio de tipo N]

Una célula madre neuronal derivada de animal no modificado genéticamente se puede preparar mediante un método 
similar al método descrito en [5-1. Preparación de célula madre neuronal derivada de animal no humano 50
genosuprimido o genoinactivado] aquí, a partir de un tejido derivado de animal no modificado genéticamente.

Además, inactivando el gen del canal de calcio de tipo N de la célula madre neuronal derivada de animal no 
modificado genéticamente preparada como antes con un vector de expresión de ARNhp o un vector de expresión de 
ARNpi, o transformando la célula con un ARNpi, se puede obtener una célula madre neuronal deseada.
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Como dicho vector de expresión de ARNhp o de ARNpi, se puede emplear un vector de expresión de ARN de tipo 
horquilla de pelo o un vector de expresión de ARN de tipo tándem.

Un vector de ARN de tipo horquilla de pelo es un vector de expresión que tiene la secuencia de bases de ARNhp 
insertada en dirección 3’ de la secuencia promotora, y el ARNhp transcrito a partir del vector de expresión 
introducido es transportado desde el núcleo al citoplasma y recibe procesamiento mediante Dicer para convertirse 5
en un ARNpi bicatenario similar a ARNpi. Un vector de ARN de tipo tándem es un vector que tiene las secuencias 
molde de cadenas sentido y antisentido que tienen cada una una secuencia promotora insertada, y cadenas sentido 
y antisentido que se hibridan de forma transcrita separadamente para formar un ARNpi.

[5-4. Preparación de célula madre neuronal mediante adición de agente que inhibe la función o expresión del canal 
de calcio de tipo N en la célula madre neuronal derivada de animal no modificado genéticamente]10

Una célula madre neuronal derivada de animal no modificado genéticamente se puede preparar mediante un método 
similar al método descrito en [5-1. Preparación de célula madre neuronal derivada de animal no humano 
genosuprimido o genoinactivado] aquí, a partir de un tejido derivado de animal no modificado genéticamente.

Una célula madre neuronal derivada de animal no modificado genéticamente también se puede preparar como 
sigue. Se obtienen células madre neuronales inducidas por diferenciación a partir de una célula ES o iPS 15
genéticamente no modificada con, por ejemplo, el método descrito en [8. Potencial de diferenciación] más abajo, o 
se obtienen células madre neuronales preparadas como células iNS inducidas por diferenciación a partir de células 
derivadas de animal no modificado genéticamente, y se recogen en una cápsula mientras se añade un medio, tal 
como el Bullet Kit, según sea necesario. A continuación, las neuroesferas formadas a partir de las células madre 
neuronales se recogen mediante separación centrífuga. Las células deseadas se pueden obtener cultivando dichas 20
neuroesferas en un medio, tal como el medio Bullet Kit, que comprende un inhibidor del canal de calcio de tipo N, tal 
como -conotoxina GVIA y la proteína ciclina. Además, en dicho método de cultivo, el medio se puede intercambiar 
varias veces a la semana según sea necesario, y las células se pueden pasar una vez en varios días según sea 
necesario.

Las células madre neuronales derivadas de animal no modificado genéticamente, o las células madre neuronales 25
inducidas por diferenciación a partir de células ES o iPS genéticamente no modificadas, o las células iNS inducidas 
por diferenciación a partir de células derivadas de animal no modificado genéticamente, se pueden congelar según 
sea necesario, y descongelar antes del uso.

En contraste con las células madre neuronales preparadas como antes, las células deseadas se pueden obtener 
inhibiendo la función o expresión del canal de calcio de tipo N, por ejemplo con un método como sigue.30

(1) Método para aplicar sustancia que inhibe la función o expresión del canal de calcio de tipo N en la célula

Se siembran en un matraz células madre neuronales suspendidas en un medio, se añaden FGF-b y EGF según sea 
necesario, y se añade además y se cultiva un agente tal como -conotoxina GVIA y proteína ciclina. Además, la 
mitad del medio se puede intercambiar cada varios días según sea necesario.

(2) Método para introducir ARNhp o ARNpi sintetizado químicamente en la célula35

El ARNpi, que se sintetiza químicamente a partir de dos ARN (cadenas sentido y antisentido) que se hibridan, se 
sintetiza o se adquiere de, por ejemplo, Dharmacon, Inc., y el ARNhp se adquiere de, por ejemplo, Dharmacon, Inc., 
y se introduce en una célula madre neuronal con un método conocido tal como transfección, microinyección, y 
electroporación. El ARNhp o ARNpi introducido inhibe la expresión del canal de calcio de tipo N formando RISC en 
el citoplasma, y provocando la degradación específica de la secuencia del ARNm del gen diana.40

(3) Método para introducir ARNpi transcrito in vitro usando enzima en la célula

Un ARNpi se sintetiza a partir de una secuencia molde combinada con un promotor (T7, T3, SP6) usado en 
transcripción in vitro, usando una ARN polimerasa. Después de que el ARNpi sintetizado se purifica, éste se 
introduce en la célula madre neuronal con un método conocido tal como transfección, microinyección, y 
electroporación, a fin de inhibir la función o expresión del canal de calcio de tipo N.45

(4) Método para introducir una mezcla de ARNpi producida escindiendo ARNbc con Dicer o ARNasa III en la célula

La función o expresión del canal de calcio de tipo N se inhibe introduciendo una mezcla de un fragmento (ARNpi) de 
un ARNbc de cadena larga escindido con Dicer o ARNasa III en una célula madre neuronal con un método conocido 
tal como transfección, microinyección, y electroporación. Puesto que se mezclan en el fragmento de ARN a 
introducir ARNpi correspondientes a las secuencias de bases de diversas porciones del gen diana, se puede 50
potenciar la probabilidad de ser capaces de inactivar el gen diana.

(5) Método para introducir un casete de expresión de ARNpi sintetizado mediante PCR en la célula

La función o expresión del canal de calcio de tipo N se inhibe introduciendo un producto de PCR, compuesto del 
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promotor de la secuencia – secuencia molde de ARNhp – señal de terminación de la transcripción, en una célula 
madre neuronal con un método conocido tal como transfección, microinyección, y electroporación.

[6. Cultivo de células madre neuronales]

El método para cultivar células madre neuronales no está particularmente limitado en tanto que sea un método de 
cultivo en el que dichas células puedan sobrevivir, proliferar o diferenciarse en células nerviosas, pero se prefiere el 5
método de las neuroesferas.

El método de las neuroesferas, que se puede usar aquí, es uno de los métodos de cultivo selectivo usados 
generalmente para células madre neuronales. El método de las neuroesferas es un método de cultivar en 
suspensión células madre neuronales en una condición de temperatura apropiada con un medio libre de suero que 
comprende EGF y/o bFGF, a fin de permitir la proliferación de células madre neuronales como masas celulares 10
esféricas (neuroesferas).

Las células madre neuronales humanas, de forma similar a las células madre neuronales de ratón, se pueden 
mantener en un medio de cultivo libre de suero que comprende un mitógeno (los representantes son factor 
proliferativo del epitelio y/o factor proliferativo de fibroblastos básico). Dichas células madre neuronales suspendidas 
en un medio proliferan y forman agregados celulares conocidos como masas celulares (neuroesferas).15

[7. Subcultivo]

Las células madre neuronales de la presente invención se pueden pasar mediante un método conocido. El paso se 
refiere a transferir una porción de células a un nuevo medio y cultivarla como una generación siguiente. El paso de 
células madre neuronales mediante el método habitual de las neuroesferas tiene alrededor de 3 pasos. Las células 
madre neuronales obtenidas mediante la presente invención son células madre neuronales que se pueden pasar 20
durante 4 pasos o más, preferiblemente 5 pasos o más, más preferiblemente 6 pasos o más, aún preferiblemente 7 
pasos o más, entre otros, preferiblemente 8 pasos o más, particularmente de forma preferible 9 pasos o más, y lo 
más preferible 10 pasos o más, pero dicho número de pasos no está particularmente limitado en tanto que se 
retenga el potencial de diferenciación para diferenciarlas en células nerviosas.

Además, el sustrato para subcultivar las células madre neuronales no está particularmente limitado en tanto que sea 25
un sustrato que permita el paso normal sin promover la diferenciación/inducción de las células madre neuronales. 
Dicho sustrato consiste preferiblemente en, por ejemplo, un material cerámico o un vidrio de al menos uno 
cualquiera de circonia, itria, titania, alúmina, sílice, hidroxiapatita, y -fosfato tricálcico.

Estos materiales cerámicos o vidrio se pueden emplear favorablemente debido a que tienen una elevada 
bioestabilidad sin promover la diferenciación/inducción de células no diferenciadas.30

En el método del subcultivo de las células madre neuronales usadas aquí, las masas celulares de células madre 
neuronales que proliferaron mientras que aún estaban en un estado no diferenciado se pueden obtener empleando 
un sustrato de cultivo como se describe anteriormente, y sembrando y cultivando dichas células madre neuronales 
en al menos una posición en dicho sustrato de cultivo.

Además, en dicho método de subcultivo, el subcultivo se puede llevar a cabo dispersando masas celulares 35
cultivadas y obtenidas como antes en células individuales o subpoblaciones de células, y repitiendo el método de 
cultivo anterior con las células madre neuronales obtenidas. Además, la separación de la masa celular se puede 
llevar a cabo fácilmente tratando la masa celular con, por ejemplo, papaína o tripsina, o pipeteando la masa celular.

[8. Potencial de diferenciación]

El potencial de diferenciación se refiere a la capacidad de una célula para diferenciarse en un tipo celular diferente. 40
El potencial de neurodiferenciación se refiere aquí a la capacidad para diferenciarse en una célula nerviosa. Los 
ejemplos de una célula que tiene la capacidad para diferenciarse en una célula nerviosa aquí pueden incluir una 
célula madre neuronal, una célula progenitora neuronal, y similar. Una célula que tiene la capacidad para 
diferenciarse en una célula nerviosa también comprende una célula madre neuronal, una célula progenitora 
neuronal, y similar, que se inducen por diferenciación a partir de una célula madre tal como una célula ES o iPS con45
un método conocido. Además, una célula que tiene la capacidad para diferenciarse en una célula nerviosa también 
comprende una célula madre neuronal preparada como una célula iNS, una célula progenitora rural que se induce 
por diferenciación a partir de dicha célula, y similar.

La diferenciación a partir de una célula ES en una célula madre neuronal se puede llevar a cabo, por ejemplo, 
mediante un método como sigue.50

En primer lugar, las células ES preparadas con el método como antes se cultivan en una condición sin células 
alimentadoras o LIF. A continuación, dichas células ES cultivadas se suspendieron una vez mediante tratamiento 
enzimático o separación mecánica, y se separaron en pequeñas masas mediante pipeteo. Además, cultivando 
posteriormente en una nueva cápsula de cultivo dichas masas pequeñas de células ES separadas, las células ES se 
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diferencian espontáneamente vía embrioides en células madre neuronales (Roy. S. et al., Mol. Cell. Biol., 18:3947-
3955 (1998)).

Estos embrioides se pueden obtener cultivando células ES en una cápsula de cultivo no revestida, con un medio de 
células ES sin LIF, durante alrededor de 7 a 14 días, y observando la aparición de esferas que se forman mediante 
agregación de células en un microscopio. Estos embrioides también se pueden obtener cultivando en presencia de 5
vitamina B12 según sea necesario y heparina o una sustancia con acción similar a heparina (Republicación de la 
Solicitud de Patente Examinada Publicada 2006-004149).

Por ejemplo, como células ES, también se pueden emplear aquellas preparadas mediante un método conocido por 
aquellos expertos en la técnica (Doetschman TC, et al. J Embryol Exp Morphol, 1985, 87, 27-45, Williams RL et al., 
Nature, 1988, 336, 684-687).10

Una célula madre neuronal diferenciada a partir de una célula madre tal como una célula iPS se puede obtener con 
un método similar a dicho método para diferenciar una célula ES en una célula madre neuronal.

Como células madre neuronales preparadas como células iNS, también se pueden emplear aquellas preparadas 
mediante un método conocido (Stem Cells. 2012 Jun; 30(6):1109-1119).

[9. Diferenciación de célula madre neuronal en célula nerviosa]15

La célula madre neuronal de la presente invención se puede diferenciar en una célula nerviosa mediante un método 
conocido. Específicamente, las células madre neuronales de la presente invención se cultivan, por ejemplo, en un 
medio tal como medio de Eagle modificado de Dulbecco/mezcla de nutrientes medio Ham F-12, con adición de un 
factor de crecimiento, etc., tal como EGF y FGF, según sea necesario. Las células madre neuronales de la presente 
invención se cultivan preferiblemente en forma de neuroesferas. Las células madre neuronales de la presente 20
invención se cultivan mientras intercambian alrededor de la mitad del medio alrededor de varias veces a la semana, 
según sea necesario.

Las neuroesferas se dispersan en células individuales con una enzima tal como NeuroCult después de 5 a 100 
pasos, preferiblemente 10 a 70 pasos, y preferiblemente aún 30 a 50 pasos. A continuación, las células madre 
neuronales dispersas en células individuales se siembran a una densidad celular de 1×103 a 1×106, preferiblemente 25
1×104 a 5×105 en un Cellware. Las células sembradas se cultivan en un medio sin un factor proliferativo, en una 
condición de temperatura apropiada en presencia de unos pocos % de dióxido de carbono, según sea necesario, 
durante varias semanas para permitir que se diferencien en células nerviosas.

Además, las células madre neuronales de la presente invención también son inducidas por diferenciación 
sembrándolas en una cápsula de cultivo de múltiples electrodos revestida previamente con, por ejemplo, poli-D-30
lisina, y cultivándolas en una condición de temperatura apropiada en presencia de unos pocos % de dióxido de 
carbono, según sea necesario, durante varias semanas. Durante la etapa de diferenciación, dichas células madre 
neuronales se mantienen en un medio sin un factor proliferativo.

Las células madre neuronales de la presente invención se pueden diferenciar en células nerviosas mediante las 
etapas anteriores. La mitad del medio se puede intercambiar alrededor de varias veces por semana según sea 35
necesario.

[10. Condición de cultivo]

La condición de temperatura del cultivo celular de la presente invención es 20ºC a 40ºC, preferiblemente 33 a 39ºC, 
y todavía preferiblemente 36 a 38ºC, y lo más preferible 37ºC.

Otras condiciones de cultivo no están particularmente limitadas en tanto que sea una condición que permita que las 40
células se puedan hacer crecer apropiadamente. Las células se pueden cultivar en un estado suspendido (estado de 
neuroesferas) o se pueden cultivar adheridas a la vasija de cultivo.

[11. Evaluación de los agentes]

La evaluación de los agentes que emplean las células madre neuronales de la presente invención se puede realizar, 
por ejemplo, añadiendo un agente a células madre neuronales o a células nerviosas diferenciadas a partir de células 45
madre neuronales, e investigando el cambio en el potencial de acción de dichas células antes y después de añadir el 
agente, o el cambio morfológico de las células.

Específicamente, la evaluación se puede llevar a cabo mediante el método ejemplificado más abajo.

Dichas células nerviosas en una cápsula de cultivo de electrodos se dejan reposar en una incubadora en una 
condición de temperatura apropiada durante la medida del potencial de acción. El potencial de campo eléctrico que 50
apareció en las sondas en 64 localizaciones se registran todos ellos con un dispositivo de medida tal como un 
sistema de registro de múltiples canales a una velocidad de muestreo de varios kHz a varias decenas, y al mismo 
tiempo se filtran con varias decenas a centenares de filtro de banda de paso de Hz. Se midió para cada experimento 

E13851107
25-04-2018ES 2 666 970 T3

 



17

el umbral del valor base del potencial eléctrico mediante actividad espontánea de los neutrones, y el cambio en la 
frecuencia promedio se puede registrar tras añadir el agente que va a ser el sujeto de evaluación.

Dicho umbral del valor base se puede ajustar según el agente, y por ejemplo se puede ajustar a ± 0,001 a 0,020 V 
en un experimento de activación de 4-aminopiridina (4-AP), y a -0,001 a 0,010 mV en un experimento de supresión 
de tetradotoxina (TTX). La frecuencia (Hz) de aplicación que excede el umbral se puede promediar, según sea 5
necesario. La actividad del valor base y la actividad tras la estimulación se midieron cada una durante varios 
centenares de segundos para el experimento de activación de cada agente.

La medida del potencial de acción de las células también se puede llevar a cabo fijando las células madre 
neuronales de la presente invención con un manipulador o un micromanipulador, etc., insertando directamente una 
pipeta de inyección, etc., en dichas células madre neuronales o células nerviosas diferenciadas a partir de dichas 10
células madre neuronales, y midiendo el potencial eléctrico intracelular.

La evaluación de un agente (por ejemplo, la influencia del agente sobre las células madre neuronales o células 
nerviosas (independientemente del efecto principal o efecto secundario)) se puede llevar a cabo sin administrar 
directamente dicho agente a un ser humano investigando el potencial de acción de las células madre neuronales de 
la presente invención o células nerviosas diferenciadas a partir de dichas células madre neuronales antes y después 15
de la adición del agente.

[12. Medicina regenerativa]

Los seres humanos sufren a menudo un estado deficiente, disfunción, o disfunción de células, tejidos, y órganos, 
etc., del cuerpo debido a accidentes o enfermedades, etc. La medicina regenerativa es un cuidado médico para 
reconstruir la función de dichas células, tejidos, y órganos, etc., transplantando células, tejidos, y órganos, etc., al 20
cuerpo a fin de regenerar la función perdida de células, tejidos, y órganos, etc.

Las células madre neuronales de la presente invención se pueden proliferar apropiadamente según sea necesario, y 
además se pueden cultivar de manera que se diferencian en células nerviosas. Por esta razón, las células madre 
rurales de la presente invención se pueden convertir en un material de medicina regenerativa para enfermedades 
neurológicas, incluyendo daño de la médula espinal, enfermedad de Parkinson, y similares. En otras palabras, la 25
presente invención puede proporcionar una célula madre neuronal para medicina regenerativa, y una célula nerviosa 
diferenciada a partir de dicha célula madre neuronal.

Ejemplos

La presente invención se describirá ahora específicamente mediante los Ejemplos a continuación, pero la presente 
invención no está limitada de ninguna manera por estos Ejemplos.30

[Ejemplo 1] Establecimiento de células madre neuronales derivadas de ratón genosuprimido del canal de 
calcio de tipo N (deficiente en NVDCC), y análisis de la capacidad de proliferación y del potencial de 
diferenciación en células nerviosas 

1. Establecimiento de células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC

La preparación de células madre neuronales se llevó a cabo mediante el siguiente método.35

En primer lugar, el tejido circundante del ventrículo lateral de ratones deficientes en NVDCC machos de 10 semanas 
(C57BL6N) se extirpó por medios convencionales. Los tejidos celulares extirpados se dispusieron entonces con 
Neural Tissue Dissociation Kit (papaína), y se separaron en células madre rurales con microperlas de anti-prominina-
1 (nº de Catálogo 130-092-752, de Miltenyi Biotec GmbH).

Las células obtenidas como antes se suspendieron en medio D-MEM/F-12 de Ham (1:1) (nº de Catálogo 11039-021, 40
de Invitrogen Corporation) que comprende ×1 B-27™ Supplement (nº de Catálogo 12587010, de GIBCO Inc.), ×1 
N2-Supplement (nº de Catálogo 17502-048, de Invitrogen Corporation), y ×1 de disolución mixta de pencilina-
estreptomicina (nº de Catálogo P4333, de Sigma-Aldrich Corporation), se sembraron en un matraz de 25 cm2 (nº de 
Catálogo 3103-025X, de IWAKI), y se añadieron FGF (factor de crecimiento de fibroblastos)-b (nº de Catálogo 450-
33, de peprotech) y EGF (factor de crecimiento epidérmico) (nº de Catálogo PGM8045, de Invitrogen Corporation) a 45
concentraciones finales de 25 ng/ml.

El día de inicio del cultivo se estableció como día 0, se añadieron FGF-b y EGF en incrementos en los días 3 y 6, las 
neuroesferas se recogieron/dispersaron en los días 9 a 10, se sembraron en las condiciones medioambientales 
similares a lo anterior, y esto se empleó como el paso. Obsérvese que cuando se lleva a cabo el paso, se empleó un 
medio del medio empleado para el cultivo antes de dicho paso, y el medio recientemente empleado se mezcló a una 50
relación 1:1.

Además, como experimento de control, las células madre neuronales se prepararon/pasaron desde el tejido 
circundante del ventrículo lateral de un ratón de tipo salvaje (WT) macho de 10 semanas (C57BL6N) con un método 
similar.
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Como se usa aquí, las células madre neuronales en el momento de la adquisición a partir de un tejido se denominan 
como células madre neuronales del paso 0. En otras palabras, las células madre neuronales adquiridas a partir de 
un tejido que se pasaron una vez se denominan como células madre neuronales después del 1er paso.

2. Observación de formación de esferas y de la capacidad de proliferación de células madre neuronales derivadas 
de ratón deficiente en NVDCC5

La capacidad formadora de esferas de células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC y de 
células madre neuronales derivadas de ratón WT después del 1er paso fue 28 esferas/ratón y 6,2 esferas/ratón, 
respectivamente (valor promedio de tres ensayos). En otras palabras, las células madre neuronales derivadas de 
ratón deficiente en NVDCC mostraron un valor mayor que las células madre neuronales derivadas de ratón WT.

Además, en la Figura 1 se muestran las imágenes (fotografías) de neuroesferas de células madre neuronales 10
derivadas de ratón deficiente en NVDCC y de células madre neuronales derivadas de ratón WT en el día 9 después 
del 3er paso, así como el histograma de los resultados de medida del diámetro de cada neuroesfera.

Las neuroesferas de células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC mostraron un aspecto 
grande y sano en comparación con las neuroesferas de células madre neuronales derivadas de ratón WT. Al 
encontrarse, después, después del 4º paso, las células madre neuronales derivadas de ratón WT no formaron 15
neuroesferas ni proliferaron, y condujeron a la muerte celular. Por otro lado, las células madre neuronales derivadas 
de ratón deficiente en NVDCC pudieron formar después neuroesferas, y fueron capaces de repetir el paso con una 
buena capacidad de proliferación. De hecho, esta capacidad de proliferación se estabilizó después de cada paso, 
conduciendo a la formación de esferas masivas hacia el 5º paso. En la Figura 2 se muestra la imagen (fotografía) de 
neuroesferas masivas.20

3. Potencial de diferenciación de células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC en células 
nerviosas 

En general, se sabe que las células madre neuronales, con paso repetido, (1) disminuyen su capacidad de 
autopropagación, así como (2) pierden su potencial de diferenciación en células nerviosas y tienden a diferenciarse 
en gliocitos. Sin embargo, las células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC podrían repetir el 25
paso (1) sin disminuir su capacidad de autopropagación, y (2) sin perder su potencial de diferenciación en células 
nerviosas.

Por ejemplo, las neuroesferas de células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC, tras el 15º 
paso, son positivas para nestina (proteína del filamento intermedio de clase VI), que es un marcador de células 
madre neuronales multipotente. Esto significa que dichas células madre neuronales retienen la multipotencia incluso 30
después del 15º paso.

Cuando se llevaron a cabo 5 días de inducción de la diferenciación en dichas células madre neuronales con 10 
ng/ml de PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas)-AA, se pudo confirmar la diferenciación en (1) células 
nerviosas positivas para Tuj1 (-tubulina de clase III), (2) astrocitos positivos para GFAP (proteína ácida fibrilar glial), 
y (3) oligodendrocitos positivos para 04 (antígeno de sulfátido) (Figura 3).35

Además, cuando se llevaron a cabo 5 días de inducción de la diferenciación en dichas células madre neuronales con 
100 ng/ml de ATRA (ácido todo trans-retinoico), también se confirmó que la mayoría de las células se diferenciaron 
en células nerviosas positivas para MAP2 (proteína 2 asociada a los microtúbulos), y la diferenciación terminal en 
diversos tipos de células nerviosas (tales como células nerviosas positivas para ácido glutámico, células nerviosas 
positivas para GABA (ácido -aminobutírico), células nerviosas positivas para TH (tirosina hidroxilasa: marcador 40
neuronal que contiene dopamina), etc.) (Figura 3).

Además, el incremento en el número de pasos de las células madre neuronales no condujo a (1) una disminución en 
la capacidad de autopropagación, y (2) pérdida de su potencial de diferenciación en células nerviosas. Antes al 
contrario aumentó, el potencial de diferenciación en células nerviosas y se redujo la capacidad de producción de 
glías, en respuesta a la estimulación de la inducción de la diferenciación. Los resultados se muestran en la Figura 4. 45
En la Figura 4, las células positivas para Tuj-1 indican células nerviosas, y las células positivas para GFAP indican 
gliocitos. Además, Hoechst tiñe el núcleo de las células.

En consecuencia, las células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC tienen una capacidad de 
paso incrementada, comparable a la capacidad de paso ilimitada, y permiten el suministro de una gran cantidad de 
células nerviosas de cultivo primario.50

[Ejemplo 2] Capacidad de proliferación de células madre neuronales derivadas de ratón WT a las que se les 
aplicó inhibidor específico del canal de calcio de tipo N (NVDCC), y análisis del potencial de diferenciación 
en células nerviosas 

1. Preparación y paso de células madre neuronales derivadas de ratón WT
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La preparación de células madre neuronales se llevó a cabo mediante el siguiente método.

En primer lugar, se extirpó por medios convencionales el cerebro anterior de ratones de 8 días neonatos (C57BL6N, 
Charles River Laboratories Japan, Inc.). Los tejidos celulares extirpados se separaron entonces en células con 
Neural Tissue Dissociation Kit (#130-092-628, de Miltenyi Biotec GmbH).

Las células obtenidas como antes se suspendieron en medio D-MEM/F-12 de Ham (1:1) (nº de Catálogo 11039-021, 5
de Invitrogen Corporation) que comprende cada uno de (1) ×1 B-27™ Supplement (nº de Catálogo 12587010, de 
GIBCO Inc.), (2) ×1 N2-Supplement (nº de Catálogo 17502-048, de invitrogen Corporation), y (3) ×1 de disolución 
mixta de penicilina-estreptomicina (nº de Catálogo P4333, de Sigma-Aldrich Corporation), y se prepararon hasta 7 × 
105 células/ml.

Subsiguientemente, 10 ml de la suspensión celular preparada como antes se sembraron en cada uno de múltiples 10
matraces de 25 cm2. Se añadieron adicionalmente FGF-b (nº de Catálogo 450-33, de Peprotech) y EGF (nº de 
Catálogo 315-09, de Peprotech), cada uno a una concentración final de 25 ng/ml.

Las suspensiones celulares sembradas en los matraces anteriores se dividieron en dos grupos.

En el “primer grupo”, se añadió -conotoxina GVIA (nº de Catálogo 4161-v, de PEPTIDE), a una concentración final 
de 1 M en presencia de 15 mM de KCl, y la mitad del medio se intercambió cada 3 a 4 días. En el día 14, las 15
neuroesferas se recogieron/suspendieron, se prepararon hasta 4×104 células/ml, se sembraron en una placa de 24 
pocillos a 500 l, y esto se empleó como el paso. Obsérvese que cuando se realiza el paso, se empleó un medio del 
medio de cultivo celular previo al paso y el medio nuevo, mezclados a 1:1.

En el “segundo grupo”, el cultivo y el paso se llevó a cabo en las mismas condiciones como el primer grupo, excepto 
que el cultivo se realizó sin añadir KCl ni -conotoxina GVIA.20

2. Observación de formación de esferas y capacidad de proliferación de células madre neuronales derivadas de 
ratón WT a las que se les aplicó inhibidor específico de NVDCC

Las células madre neuronales derivadas de ratón WT cultivadas sin añadir -conotoxina GVIA (es decir, el segundo 
grupo), después del 5º paso, no formaron ni neuroesferas ni proliferaron, y condujeron a la muerte celular. Por otro 
lado, las células madre neuronales derivadas de ratón WT con adición continua de -conotoxina GVIA (es decir, el 25
primer grupo) pudieron continuar formando neuroesferas mientras proliferan, incluso después del 15º paso. En la 
Figura 5 se muestran las imágenes (fotografías) de neuroesferas y el estado de proliferación en este experimento.

3. Potencial de diferenciación en células nerviosas de células madre neuronales derivadas de ratón WT a las que se 
les aplicó inhibidor específico de NVDCC

Neuroesferas de células madre neuronales derivadas de ratón WT, después del 15º paso llevado a cabo por adición 30
continua de -conotoxina GVIA en presencia de 15 mM de KCl, se sembraron en un portaobjetos de vidrio 
recubierto con poli-L-ornitina (nº de Catálogo P3655, de sigma corporation) y laminina (nº de Catálogo 23017-015, 
de invitrogen Corporation), y se indujo la proliferación en un medio en el que tanto EGF como FGF-b están ausentes, 
a 37ºC durante 3 días.

Las células cultivadas se fijaron con 4% de PFA/PBS a 4ºC durante 20 minutos, y se lavaron dos veces con PBS a 35
4ºC durante 10 minutos. Después, dichas células se permeabilizaron con 0,1% de Triton X-100/PBS a temperatura 
ambiente durante 15 minutos. Dichas células permeabilizadas se sometieron entonces a 20 minutos de bloqueo con 
Block Ace (de DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) a temperatura ambiente. Subsiguientemente, dichas células 
bloqueadas se hicieron reaccionar con una disolución que comprende un anticuerpo primario (10% de Block Ace, 
0,1% de Triton X-100PBS) a temperatura ambiente durante 1 hora, y entonces continuaron reaccionando toda la 40
noche a 4ºC. Al día siguiente, esto se lavó tres veces con 0,1% de Triton X-100/PBS a temperatura ambiente 
durante 10 minutos, y se hizo reaccionar con una disolución que comprende un anticuerpo secundario marcado 
fluorescentemente (de Jackson; el número del producto del anticuerpo secundario para el anticuerpo primario Tuj-1 
es 715-096-151, y el número del producto del anticuerpo secundario para el anticuerpo primario GFAP es 711-166-
152) (10 g/ml de anticuerpo secundario, 10% de Block Ace, 0,1% de Triton X-100/PBS) a temperatura ambiente 45
durante 30 minutos. Esto se lavó entonces con PBS a temperatura ambiente, se montó por medios convencionales, 
y se observó.

Como anticuerpos primarios, se usaron los siguientes.

Tuj-1: adquirido de Covance (nº de Catálogo: COVANCE#MMS435P)

GFAP: adquirido de DAKO (nº de Catálogo: DAKO#Z0334)50

Como resultado, se pudo confirmar la diferenciación en células nerviosas positivas para Tuj-1 (-tubulina de clase III) 
y astrocitos positivos para GFAP (proteína ácida fibrilar de glía) (Figura 6).
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En consecuencia, se mostró que, de forma similar a las células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en 
NVDCC, es posible pasar durante un tiempo largo células madre neuronales de tipo salvaje inhibiendo el canal de 
calcio de tipo N (NVDCC) con un inhibidor. También se mostró que las células madre neuronales que se pasaron 
mediante este método, de forma similar a las células madre neuronales derivadas de ratón deficiente en NVDCC, 
continúan reteniendo el potencial de diferenciación en células nerviosas.5

En otras palabras, el paso próximo al cultivo ilimitado de células madre neuronales se puede llevar a cabo inhibiendo 
el canal de calcio de tipo N (NVDCC) con un inhibidor (Ejemplo 2), o suprimiendo genéticamente el gen del canal de 
calcio de tipo N (Ejemplo 1), y se permite el suministro de una gran cantidad de células nerviosas de cultivo primario.

[Ejemplo 3] Análisis de la capacidad de proliferación de células progenitoras neuronales derivadas de ser 
humano a las que se aplicó un inhibidor específico de NVDCC10

Las células progenitoras neuronales humanas no modificadas genéticamente (NHNP) (el número de pasos 1: 
registrado en el momento de la adquisición) se adquirieron de Lonza Walkersville Inc. (Walkersville, MD).

Dichas células congeladas con nitrógeno líquido se descongelaron a 37ºC por medios convencionales, y se 
sembraron en una cápsula de baja unión a células (90 mm de diámetro, Nunc) suplementada con 14 ml de medio 
Bullet Kit™. Al día siguiente, las neuroesferas formadas a partir de NHNP se recogieron mediante centrifugación 15
(120 x g, 5 minutos).

Las células se dividieron subsiguientemente en dos grupos. El “primer grupo” se cultivo en medio Bullet Kit™ que 
comprende 100 nM de -conotoxina GVIA esterilizada con filtro (-CTX, Peptide Institute Inc., Osaka, Japón). El 
“segundo grupo” se cultivó con medio Bullet Kit™ sin co-conotoxina GVIA. Para cada grupo, el medio se intercambió 
3 veces a la semana. Además, para cada grupo, las células se pasaron una vez cada 7 a 10 días.20

Las neuroesferas formadas a partir de las células que proliferaron se recogieron mediante centrifugación (120 x g, 5 
minutos). Las neuroesferas se dispersaron tratando con Accutase (Innovative Cell Technologies, Inc., San Diego, 
CA) a 37ºC durante 10 minutos (es decir, se suspendieron como monocélulas). Esto se centrifugó a 310 x g durante 
5 minutos, y los peletes obtenidos se suspendieron en cada medio.

La mayoría de NHNP formaron neuroesferas grandes en la etapa temprana de cultivo (es decir, la etapa antes de 25
dividir las células en dos grupos).

Sin embargo, en la etapa después de la división de las células en dos grupos, en el “segundo grupo” (es decir, el 
grupo cultivado en un medio sin -CTX), las células obtenidas dispersando las neuroesferas no pudieron formar 
neuroesferas en un medio normal, y la supervivencia se detuvo después del 2º paso. Por el contrario, en el “primer 
grupo” (es decir, el grupo cultivado en un medio que comprende -CTX), las células obtenidas dispersando las 30
neuroesferas mantuvieron la capacidad para formar repetidamente neuroesferas, incluso después del 6º paso 
(Figura 7). A partir de este resultado, se observa que la capacidad de paso de las células progenitoras neuronales 
humanas se incrementa al inhibir el canal de calcio de tipo N (NVDCC) con -CTX.

[Ejemplo 4] Actividad glutamatérgica y actividad colinérgica de células nerviosas diferenciadas a partir de 
células madre neuronales derivadas del ventrículo lateral de ratón deficiente en NVDCC35

Células madre neuronales derivadas del ventrículo lateral de ratón deficiente en NVDCC se mantuvieron en cultivo 
en forma neuroesférica en medio de Eagle modificado de Dulbecco/mezcla de nutrientes medio de Ham F-12 
(Sigma-Aldrich) que comprende (1) 1% de N2 supplement (Invitrogen), (2) 2% de B-27 supplement (Invitrogen), (3) 
25 ng/ml de FGF básico de ratón (PeproTech Inc.), y (4) 25 ng/ml de factor proliferativo de epitelio de ratón 
(Invitrogen).40

La mitad de la cantidad del medio se intercambió dos veces a la semana. Las neuroesferas se pasaron a lo largo de 
30 a 40 generaciones, y entonces se dispersaron en monocélulas con NeuroCult (Stemcell Technologies).

Las células dispuestas en monocélulas obtenidas como tales se sembraron en un 96 BIOCOAT poli-D-lisina 
negro/limpio cellware (Becton Dickinson) a densidades celulares de 2×104, 6×104, 2×105, y 6×105 células/200 
l/pocillo (que corresponden a “2e4,” “6e4,” “2e5,” y “6e5” en la Figura 8, respectivamente) o 6×104 células/200 45
l/pocillo (Figura 9).

Las células sembradas se diferenciaron subsiguientemente en un medio sin un factor proliferativo a 37ºC en una 
condición de 5% de CO2 durante 2 semanas.

A las células diferenciadas se añadió Calcium 5 dye (Molecular Devices) a 37ºC durante 1 hora, y la actividad del 
canal iónico se midió con un lector de placas Hamamatsu FDSS 6000 y un sistema de manipulación de líquidos. 50

La intensidad de la fluorescencia del fondo (longitud de onda de excitación: 480 nm, longitud de onda de emisión: 
540 nm) se monitorizó en primer lugar durante 12 segundos, entonces se añadieron de una sola vez a 20 l/pocillo 
una disolución de ligando (AMPA (ácido -amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiónico), de Tocris Bioscience), 
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acetilcolina (de Sigma-Aldrich Corporation), muscarina (de Sigma-Aldrich Corporation), y nicotina (de Sigma-Aldrich 
Corporation)), y los receptores mostrados en las Figuras 8 y 9 (receptor del ácido glutámico, receptor muscarínico, y 
receptor de acetilcolina que comprende el receptor nicotínico) se activaron. Bajo esta condición, la reacción de 
fluorescencia se capturó a intervalos de 0.3 segundos durante 93 segundos.

El dato se analizó, y se normalizó frente a la velocidad máxima de reacción para cada compuesto (CTL%). La curva 5
de respuesta a la dosis sigmoidal se calculó con el software Prism (MDF Co., Ltd.) (Figuras 8 y 9). La dosis del 
compuesto usado es como se muestra en las figuras.

Las células nerviosas derivadas de células madre neuronales derivadas del ventrículo lateral de ratón deficiente en 
NVDCC (neuronas diferenciadas) reaccionaron con AMPA de una manera dependiente de la dosis y del número de 
células (Figura 8). La EC50 de cada una de las condiciones de 2×104, 6×104, 2×105, y 6×105 células/pocillo fueron 10
113 M, 6,5 M, 5,0 M, y 5,1 M, respectivamente. Dichas células también reaccionaron con acetilcolina de forma 
dependiente de la concentración. Dichas células también reaccionaron con muscarina y nicotina (Figura 9).

En otras palabras, se mostró que las células nerviosas obtenidas diferenciando las células madre neuronales de la 
presente invención tienen propiedades similares a las células nerviosas normales con respecto a la respuesta a un 
neurotransmisor.15

[Ejemplo 5] Análisis electrofisiológico de células nerviosas producidas a partir de células madre neuronales 
derivadas de ratón deficiente en NVDCC

Células madre neuronales derivadas del hipocampo de ratón deficiente en NVDCC se sembraron en una cápsula de 
múltiples electrodos (MED-P210A, Alpha MED Scientific Inc.) revestida previamente con 0,1 mg/ml de poli-D-lisina 
(Sigma-Aldrich), y se diferenciaron a 37ºC en una condición de 5% de CO2 durante 6 semanas.20

Durante la etapa de diferenciación, dichas células se mantuvieron en medio de Eagle modificado de 
Dulbecco/mezcla de nutrientes medio de Ham F-12 (Sigma-Aldrich) (sin factor proliferativo) que comprende (1) N2 
supplement (Invitrogen) y (2) B-27 supplement (Invitrogen), y la mitad de la cantidad del medio se intercambió dos 
veces a la semana.

Durante el ensayo electrofisiológico, las células diferenciadas (neuronas diferenciadas) en la sonda MED se dejaron 25
reposar en una pequeña incubadora (37ºC). El potencial de campo eléctrico que apareció en las sondas en 64 
localizaciones se registraron todos ellos con un sistema de registro de múltiples canales (sistema MED64; Alpha 
MED Science) a una velocidad de muestreo de 20 kHz, y al mismo tiempo se filtraron con un filtro de paso de banda 
de 100 Hz. El umbral del valor inicial del potencial eléctrico mediante actividad espontánea de las neuronas se midió 
para cada experimento, y el cambio en la frecuencia promedio se registró tras añadir 1 mM de 4-aminopiridina (4-30
AP) (Figura 10) o 100 nM de tetradotoxina (TTX) (Figura 11).

El umbral se ajustó a ± 0,007 mV para el experimento de activación de 4-AP, y a -0,015 a 0,005 mV para el 
experimento de supresión de TTX. La frecuencia de adición (Hz) que excede el umbral se promedió. Para el 
experimento de activación de 4-AP, la actividad del valor inicial y la actividad tras la estimulación se midieron durante 
210 segundos y 490 segundos, respectivamente. Para el experimento de supresión de TTX, tanto la actividad del 35
valor inicial como la actividad tras la estimulación se midieron durante 180 segundos. En las Figuras 10 y 11 se 
muestran los valores promedio y las barras de error estándar.

Se observó potencial de actividad espontánea cuando se indujo a las células madre neuronales derivadas del 
hipocampo de ratón deficiente en NVDCC a diferenciarse durante 6 semanas. El cuerpo celular de las neuronas 
diferenciadas debe estar en contacto con la sonda del electrodo a fin de registrar el potencial de actividad de la 40
neurona. 56 sondas (experimento de activación de 4-AP) y 15 sondas (experimento de supresión de TTX), de las 64 
sondas, registraron potencial de actividad de reacción (Figura 10). A partir de este resultado, se confirmó que los 
cuerpos celulares neuronales estaban en contacto con la sonda del electrodo, y la medida del potencial de acción se 
llevó a cabo normalmente en este experimento.

Además, el potencial de actividad de las neuronas diferenciadas aumentó significativamente por 4-AP (Figura 10), y 45
se suprimió por TTX (Figura 11). A partir de este resultado, se observó que la evaluación de agentes se puede llevar 
a cabo electrofisiológicamente empleando células nerviosas diferenciadas a partir de las células madre neuronales 
de la presente invención.

[Ejemplo 6] Análisis del potencial de diferenciación de células progenitoras neuronales derivadas de ser 
humano a las que se les aplicó un inhibidor específico de NVDCC50

1. Preparación y paso de células progenitoras neuronales derivadas de ser humano a las que se les aplicó inhibidor 
específico de NVDCC

Las células progenitoras neuronales humanas no modificadas genéticamente (NHNP) (el número de pasos 1: 
registrado en el momento de la compra) se adquirieron de Lonza Walkersville Inc. (Walkersville, MD).
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Dichas células congeladas con nitrógeno líquido se descongelaron a 37ºC por medios convencionales, y se 
sembraron en una placa de baja unión a células (60 mm de diámetro, Nunc) suplementada con 14 ml de medio 
NPMM Bullet Kit™ (Lonza, nº de Catálogo CC3209). Al día siguiente, las neuroesferas formadas a partir de NHNP 
se recogieron mediante centrifugación (90 x g, 3 minutos).

Las células se dividieron subsiguientemente en dos grupos. El “primer grupo” se cultivó con medio NPMM Bullet 5
Kit™ que comprende 1 M de -conotoxina GVIA esterilizada mediante filtro (-CTX, Peptide Institute Inc., Osaka, 
Japón). El “segundo grupo” se cultivó con medio Bullet Kit™ sin -conotoxina GVIA. Para cada grupo, el medio se 
intercambió 3 veces a la semana. Además, para cada grupo, las células se pasaron una vez cada 4 a 7 días.

Las neuroesferas formadas a partir de las células que proliferaron se recogieron mediante centrifugación (90 x g, 3 
minutos). Las neuroesferas se dispersaron tratándolas con Accutase (Innovative Cell Technologies, Inc., San Diego, 10
CA) a temperatura ambiente durante 5 minutos (es decir, se suspendieron como monocélulas). Esto se centrifugó a 
200 x g durante 5 minutos, y los peletes obtenidos se suspendieron en cada medio.

La mayoría de NHNP formó neuroesferas grandes en la etapa temprana de cultivo (es decir, la etapa antes de dividir 
las células en dos grupos).

Sin embargo, en la etapa después de la división de la célula en dos grupos, en el “segundo grupo” (es decir, el grupo 15
cultivado en un medio sin -CTX), las células obtenidas dispersando las neuroesferas no pudieron formar 
neuroesferas grandes en un medio normal, y la proliferación se redujo gradualmente. Por el contrario, en el “primer 
grupo” (es decir, el grupo cultivado en un medio que comprende -CTX), las células obtenidas dispersando las 
neuroesferas mantuvieron la capacidad para formar repetidamente neuroesferas, incluso después del 20º paso. En 
la Figura 12 se muestra el aspecto de la formación de las neuroesferas en el 8º paso para el primer grupo.20

2. Potencial de diferenciación en células nerviosas de células progenitoras neuronales derivadas de ser humano a 
las que se les aplicó inhibidor específico de NVDCC

Neuroesferas de células progenitoras neuronales derivadas de ser humano después del 8º paso cultivadas en 
presencia de -conotoxina GVIA se sembraron en un portaobjetos de vidrio revestido con poli-L-ornitina (nº de 
Catálogo P3655, de sigma corporation) y laminina (nº de Catálogo 23017-015, de invitrogen Corporation), y se indujo 25
la diferenciación en un medio en el que tanto EGF como FGF-b estaban ausentes, a 37ºC durante 3 días.

Las células cultivadas se fijaron con 4% de PFA/PBS a 4ºC durante 20 minutos, y se lavaron dos veces con PBS a 
4ºC durante 10 minutos. Después, dichas células se permeabilizaron con 0,1% de Triton X-100/PBS a temperatura 
ambiente durante 15 minutos. Dichas células permeabilizadas se sometieron entonces a 20 minutos de bloqueo con 
Block Ace (de DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) a temperatura ambiente. Subsiguientemente, dichas células 30
bloqueadas se hicieron reaccionar con una disolución que comprende un anticuerpo primario (10% de Block Ace, 
0,1% de Triton X-100/PBS) a temperatura ambiente durante 1 hora, y entonces continuaron reaccionando toda la 
noche a 4ºC. Al día siguiente, esto se lavó tres veces con 0,1% de Triton X-100/PBS a temperatura ambiente 
durante 10 minutos, y se hizo reaccionar con una disolución que comprende un anticuerpo secundario marcado 
fluorescentemente (de Jackson: el número del producto del anticuerpo secundario para el anticuerpo primario Tuj-1 35
es 715-096-151, y el número del producto del anticuerpo secundario para el anticuerpo primario GFAP es 711-166-
152) (10 g/ml de anticuerpo secundario, 10% de Block Ace, 0,1% de Triton X-100/PBS) a temperatura ambiente 
durante 30 minutos. Esto se lavó entonces con PBS a temperatura ambiente, se montó por medios convencionales, 
y se observó.

Como anticuerpos primarios, se usaron los siguientes.40

Tuj-1: adquirido de Covance (nº de Catálogo: COVANCE#MMS435P)

GFAP: adquirido de DAKO (nº de Catálogo: DAKO#Z0334)

Como resultado, se pudo confirmar que muchas células se diferencian en células nerviosas positivas para Tuj-1 (-
tubulina de clase III), y algunas células se diferencian en astrocitos positivos para GFAP (proteína ácida fibrilar de 
glía) (Figura 13).45

En consecuencia, se mostró que, de forma similar a las células madre neuronales derivadas de ratón, es posible 
pasar células progenitoras neuronales humanas durante un tiempo prolongado a la vez que retienen el potencial de 
diferenciación en una célula nerviosa inhibiendo el canal de calcio de tipo N (NVDCC) con un inhibidor. 

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> EISAI R&D MANAGEMENT CO., LTD.50

<120> CÉLULAS MADRE NEURONALES CON AGILIDAD DE PASO INCREMENTADA, UN MÉTODO PARA 
PRODUCIR DICHA CÉLULA MADRE NEURONAL CON AGILIDAD DE PASO INCREMENTADA, Y UN MÉTODO 
PARA CULTIVAR CÉLULAS MADRE NEURONALES PARA INCREMENTAR LA AGILIDAD DE PASO DE LAS 
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CÉLULAS MADRE NEURONALES

<130> ESAP1201F

<150> JP2012-241366

<151> 2012/10/31

<160> 75

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 9805

<212> ADN

<213> Homo sapiens10

<400> 1 
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<210> 2

<211> 2339

<212> PRT

<213> Homo sapiens5

<400> 2 
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<210> 3

<211> 6984

<212> ADN

<213> Mus musculus5

<400> 3 
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<210> 4
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<211> 2327

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4 

5
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<210> 5

<211> 7065

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus5

<400> 5 
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<210> 6

<211> 2354

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus5

<400> 6 
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<210> 7

<211> 27

<212> PRT

<213> Conus geographus5

<220>

<221> MOD_RES

<222> 4, 10, 21

<223> Xaa=hidroxiprolina

<400> 7 10
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REIVINDICACIONES

1. Una célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada, que tiene las siguientes características:

(a) el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,

(b) el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N (1) está sustancialmente ausente cuando el gen del 
canal de calcio de tipo N está suprimido, o (2) está suprimido cuando el gen del canal de calcio de tipo N está 5
inactivado en dicha célula,

(c) dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones o más, y

(d) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 
durante 4 generaciones.

2. La célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada según la reivindicación 1, en la que dicha 10
“supresión o inactivación del gen del canal de calcio de tipo N” es una supresión o inactivación que se dirige contra 
el gen que codifica la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N.

3. La célula madre neuronal según la reivindicación 1 o reivindicación 2, caracterizada por que se muestra que dicha 
célula madre neuronal es positiva para nestina incluso después del paso durante 4 generaciones.

4. La célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada según una cualquiera de las 15
reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que dicha célula madre neuronal tiene una elevada capacidad de 
proliferación y una elevada capacidad de formación de esferas incluso después del paso durante 4 generaciones.

5. Un método para fabricar una célula madre nerviosa que tiene capacidad de paso incrementada, en el que dicho 
método de fabricación comprende:

(A) una etapa de preparar un animal no humano genéticamente modificado que tiene suprimido o inactivado 20
el gen de canal de calcio de tipo N,

(B) una etapa de aislar una célula madre neuronal a partir de tejido obtenido de dicho animal no humano 
genéticamente modificado, y

(C) según se desee, una etapa de subcultivar además dicha célula madre neuronal aislada,

y en el que dicha “célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada” tiene las siguientes 25
características:

(a) el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,

(b) el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N (1) está sustancialmente ausente cuando el gen del 
canal de calcio de tipo N está suprimido, o (2) está suprimido cuando el gen del canal de calcio de tipo N está 
inactivado en dicha célula,30

(c) dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones o más, y

(d) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 
durante 4 generaciones.

6. Un método para fabricar una célula madre nerviosa que tiene capacidad de paso incrementada, en el que dicho 
método de fabricación comprende: 35

(J) una etapa de preparar in vitro una célula madre neuronal,

(K) una etapa de suprimir o inactivar el gen del canal de calcio de tipo N de dicha célula madre neuronal, y

(H) según se desee, una etapa de subcultivar además dicha célula madre neuronal que tiene suprimido o 
inactivado el gen del canal de calcio de tipo N,

y en el que dicha “célula madre neuronal que tiene capacidad de paso incrementada” tiene las siguientes 40
características:

(a) el gen del canal de calcio de tipo N está suprimido o inactivado en dicha célula,

(b) el influjo de Ca2+ vía el canal de calcio de tipo N (1) está sustancialmente ausente cuando el gen del 
canal de calcio de tipo N está suprimido, o (2) está suprimido cuando el gen del canal de calcio de tipo N está 
inactivado en dicha célula,45
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(c) dicha célula se puede pasar durante al menos 4 generaciones o más, y

(d) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 
durante 4 generaciones.

7. El método para fabricar una célula madre nerviosa que tiene capacidad de paso incrementada según la 
reivindicación 5 o reivindicación 6, en el que dicha “supresión o inactivación del gen del canal de calcio de tipo N” es 5
una supresión o inactivación dirigida contra el gen que codifica la subunidad 1B del canal de calcio de tipo N.

8. El método para fabricar una célula madre nerviosa que tiene capacidad de paso incrementada según la 
reivindicación 5, en el que dicho animal no humano modificado genéticamente es un roedor.

9. El método para fabricar una célula madre nerviosa que tiene capacidad de paso incrementada según la 
reivindicación 6, en el que la célula madre neuronal en dicha etapa (J) es una célula derivada de un ser humano.10

10. El método para fabricar una célula madre nerviosa que tiene capacidad de paso incrementada según la 
reivindicación 6, en el que la célula madre neuronal en dicha etapa (J) es una célula madre neuronal preparada 
mediante inducción de la diferenciación de una célula ES o iPS en una célula madre neuronal.

11. Un método para cultivar células madre neuronales para incrementar la capacidad de paso de células madre 
neuronales, que comprende15

(X) una etapa de preparar una célula madre neuronal, e

(Y) una etapa de cultivar dicha célula madre neuronal en condiciones que inhiban el canal de calcio de tipo N.

12. El método de cultivo según la reivindicación 11, en el que dicha “etapa de cultivar en condiciones que inhiban el 
canal de calcio de tipo N” comprende una etapa de aplicar a una célula un agente que inhibe el canal de calcio de 
tipo N.20

13. El método de cultivo según la reivindicación 12, en el que dicho agente es -conotoxina GVIA y/o proteína 
ciclina.

14. El método de cultivo según la reivindicación 11, en el que dicha “etapa de cultivar en condiciones que inhiban el 
canal de calcio de tipo N” comprende una etapa de aplicar a una célula un agente que inhiba la transcripción o 
traducción del gen del canal de calcio de tipo N.25

15. El método de cultivo según la reivindicación 14, en el que dicho agente es ARNhp o ARNpi.

16. Una célula madre nerviosa que tiene capacidad de paso incrementada, que tiene las siguientes características:

(a) el canal de calcio de tipo N es inhibido en dicha célula cultivándola en condiciones que inhiban el canal de 
calcio de tipo N,

(b) se muestra que dicha célula es positiva para nestina incluso después del paso durante 4 generaciones, y30

(c) dicha célula mantiene el potencial de diferenciación en una célula nerviosa incluso después del paso 
durante 4 generaciones.
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