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【 公 報 種 別 】 特 許 法 第 １ ７ 条 の ２ の 規 定 に よ る 補 正 の 掲 載
【 部 門 区 分 】 第 １ 部 門 第 １ 区 分
【 発 行 日 】 令 和 7 年 1 月 7 日 ( 2 0 2 5 . 1 . 7 )
　
【 公 開 番 号 】 特 開 2 0 2 3 - 1 3 9 1 6 4 ( P 2 0 2 3 - 1 3 9 1 6 4 A )
【 公 開 日 】 令 和 5 年 1 0 月 3 日 ( 2 0 2 3 . 1 0 . 3 )
【 年 通 号 数 】 公 開 公 報 ( 特 許 ) 2 0 2 3 - 1 8 6
【 出 願 番 号 】 特 願 2 0 2 3 - 1 1 9 2 1 0 ( P 2 0 2 3 - 1 1 9 2 1 0 )
【 国 際 特 許 分 類 】
   Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 0 4 ( 2 0 0 6 . 0 1 )
   Ｃ １ ２ Ｎ 5 / 0 7 1 ( 2 0 1 0 . 0 1 )
【 Ｆ Ｉ 】
　 Ｃ １ ２ Ｎ 1 / 0 4 　 　 　 　 　 　 　
　 Ｃ １ ２ Ｎ 5 / 0 7 1 　 　 　 　 　 　 　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 令 和 6 年 1 2 月 2 3 日 ( 2 0 2 4 . 1 2 . 2 3 )
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ  
す 濃 度 未 満 で あ る 培 地 を 用 い て 増 殖 さ せ た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆  
細 胞 で あ っ て 、 該 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤  
を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ す 濃 度 未 満 で あ る  
培 地 を 用 い て 増 殖 及 び ／ 又 は 分 化 ・ 成 熟 さ せ て 得 た 細 胞 集 団 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る 純 度 試 験 結  
果 が 以 下 の 範 囲
C D １ ６ ６ ＋ ＞ ９ ９ ％
C D ２ ４ ＋ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｈ ｉ ｇ ｈ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｎ ｅ ｇ ～ ｌ ｏ ｗ ＞ ９ ０ ％
C D ９ ０ ＋ ＜ ５ ％
を 全 て 満 た す ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 以 下 に 挙 げ る （ ａ ）  
～ （ ｄ ） の い ず れ か １ つ 又 は 複 数 の 条 件 を 満 た す 時 期 に 採 取 し 、 懸 濁 状 態 に し て 保 存 す る  
こ と を 特 徴 と す る ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 保 存 方 法 。
　 （ ａ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 紡 錘 状 の  
形 態 か ら 長 径 短 径 の 比 が １ に 近 い 多 角 形 状 又 は 円 形 状 の 形 態 に 転 じ た 直 後 か ら 、 細 胞 間 の  
境 界 が 不 明 瞭 に な る 直 前 ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 直 近 の 継 代 後 に み ら れ る 最 大 値 の 半 分 以 下 に な っ た 時 か ら プ  
ラ ト ー に 達 す る ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｃ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が 、 ９ ０  
０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る 。
　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播 種  
し た 場 合 に お い て 、 直 近 の 継 代 か ら の 培 養 日 数 が 、 ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） を 非 添 加 の 培 地 を 用 い て 増 殖 さ  
せ た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 以 下 に 挙 げ る （ ａ ） ～ （ ｄ ）  
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の い ず れ か １ つ 又 は 複 数 の 条 件 を 満 た す 時 期 に 採 取 し 、 懸 濁 状 態 に し て 保 存 す る こ と を 特  
徴 と す る ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 保 存 方 法 。
　 （ ａ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 紡 錘 状 の  
形 態 か ら 長 径 短 径 の 比 が １ に 近 い 多 角 形 状 又 は 円 形 状 の 形 態 に 転 じ た 直 後 か ら 、 細 胞 間 の  
境 界 が 不 明 瞭 に な る 直 前 ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 直 近 の 継 代 後 に み ら れ る 最 大 値 の 半 分 以 下 に な っ た 時 か ら プ  
ラ ト ー に 達 す る ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｃ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が 、 ９ ０  
０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る 。
　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播 種  
し た 場 合 に お い て 、 直 近 の 継 代 か ら の 培 養 日 数 が 、 ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ  
す 濃 度 未 満 で あ る 培 地 を 用 い て 増 殖 さ せ た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆  
細 胞 で あ っ て 、 該 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤  
を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ す 濃 度 未 満 で あ る  
培 地 を 用 い て 増 殖 及 び ／ 又 は 分 化 ・ 成 熟 さ せ て 得 た 細 胞 集 団 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る 純 度 試 験 結  
果 が 以 下 の 範 囲
C D １ ６ ６ ＋ ＞ ９ ９ ％
C D ２ ４ ＋ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｈ ｉ ｇ ｈ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｎ ｅ ｇ ～ ｌ ｏ ｗ ＞ ９ ０ ％
C D ９ ０ ＋ ＜ ５ ％
を 全 て 満 た す ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 以 下 に 挙 げ る （ ａ ）  
～ （ ｄ ） の い ず れ か １ つ 又 は 複 数 の 条 件 を 満 た す 時 期 に 採 取 し 、 懸 濁 状 態 に す る こ と を 特  
徴 と す る 、 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 懸 濁 液 調 製 方 法 。
　 （ ａ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 不 規 則 な  
細 長 い 突 起 を 持 つ 紡 錘 状 の 線 維 芽 細 胞 様 の 形 態 か ら 前 記 突 起 を 含 め た 長 径 短 径 の 比 が １ に  
近 い 敷 石 状 の 形 態 に 転 じ た 直 後 か ら 、 細 胞 間 の 境 界 が 不 明 瞭 に な る 直 前 ま で の 期 間 で あ る  
。
　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 直 近 の 継 代 後 に み ら れ る 最 大 値 の 半 分 以 下 に な っ た 時 か ら プ  
ラ ト ー に 達 す る ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｃ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が 、 ９ ０  
０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る 。
　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播 種  
し た 場 合 に お い て 、 直 近 の 継 代 か ら の 培 養 日 数 が 、 ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） を 非 添 加 の 培 地 を 用 い て 増 殖 さ  
せ た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 以 下 に 挙 げ る （ ａ ） ～ （ ｄ ）  
の い ず れ か １ つ 又 は 複 数 の 条 件 を 満 た す 時 期 に 採 取 し 、 懸 濁 状 態 に す る こ と を 特 徴 と す る  
、 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 懸 濁 液 調 製 方 法 。
　 （ ａ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 不 規 則 な  
細 長 い 突 起 を 持 つ 紡 錘 状 の 線 維 芽 細 胞 様 の 形 態 か ら 前 記 突 起 を 含 め た 長 径 短 径 の 比 が １ に  
近 い 敷 石 状 の 形 態 に 転 じ た 直 後 か ら 、 細 胞 間 の 境 界 が 不 明 瞭 に な る 直 前 ま で の 期 間 で あ る  
。
　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 直 近 の 継 代 後 に み ら れ る 最 大 値 の 半 分 以 下 に な っ た 時 か ら プ  
ラ ト ー に 達 す る ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｃ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が 、 ９ ０  
０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る 。
　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播 種  
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し た 場 合 に お い て 、 直 近 の 継 代 か ら の 培 養 日 数 が 、 ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ  
す 濃 度 未 満 で あ る 培 地 を 用 い て 増 殖 さ せ た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆  
細 胞 で あ っ て 、 該 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤  
を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ す 濃 度 未 満 で あ る  
培 地 を 用 い て 増 殖 及 び ／ 又 は 分 化 ・ 成 熟 さ せ て 得 た 細 胞 集 団 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る 純 度 試 験 結  
果 が 以 下 の 範 囲
C D １ ６ ６ ＋ ＞ ９ ９ ％
C D ２ ４ ＋ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｈ ｉ ｇ ｈ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｎ ｅ ｇ ～ ｌ ｏ ｗ ＞ ９ ０ ％
C D ９ ０ ＋ ＜ ５ ％
を 全 て 満 た す ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 以 下 に 挙 げ る （ ａ ）  
～ （ ｄ ） の い ず れ か １ つ 又 は 複 数 の 条 件 を 満 た す 時 期 に 採 取 し 、 継 代 す る こ と を 特 徴 と す  
る 、 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 培 養 方 法 。
　 （ ａ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 不 規 則 な  
細 長 い 突 起 を 持 つ 紡 錘 状 の 線 維 芽 細 胞 様 の 形 態 か ら 、 長 径 短 径 の 比 が １ に 近 い 敷 石 状 の 形  
態 に 転 じ た 直 後 か ら 、 細 胞 間 の 境 界 が 不 明 瞭 に な る 直 前 ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 直 近 の 継 代 後 に み ら れ る 最 大 値 の 半 分 以 下 に な っ た 時 か ら プ  
ラ ト ー に 達 す る ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｃ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が 、 ９ ０  
０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る 。
　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播 種  
し た 場 合 に お い て 、 直 近 の 継 代 か ら の 培 養 日 数 が 、 ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） を 非 添 加 の 培 地 を 用 い て 増 殖 さ  
せ た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 以 下 に 挙 げ る （ ａ ） ～ （ ｄ ）  
の い ず れ か １ つ 又 は 複 数 の 条 件 を 満 た す 時 期 に 採 取 し 、 継 代 す る こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト  
角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 培 養 方 法 。
　 （ ａ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 不 規 則 な  
細 長 い 突 起 を 持 つ 紡 錘 状 の 線 維 芽 細 胞 様 の 形 態 か ら 、 長 径 短 径 の 比 が １ に 近 い 敷 石 状 の 形  
態 に 転 じ た 直 後 か ら 、 細 胞 間 の 境 界 が 不 明 瞭 に な る 直 前 ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 直 近 の 継 代 後 に み ら れ る 最 大 値 の 半 分 以 下 に な っ た 時 か ら プ  
ラ ト ー に 達 す る ま で の 期 間 で あ る 。
　 （ ｃ ） 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 前 記 ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が 、 ９ ０  
０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る 。
　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播 種  
し た 場 合 に お い て 、 直 近 の 継 代 か ら の 培 養 日 数 が 、 ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る 。
【 請 求 項 ７ 】
　 培 養 し た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 で あ っ て 、 該 ヒ ト 角 膜  
内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因  
子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ す 濃 度 未 満 で あ る 培 地 を 用 い て 増 殖 及 び ／ 又  
は 分 化 ・ 成 熟 さ せ て 得 た 細 胞 集 団 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る 純 度 試 験 結 果 が 以 下 の 範 囲
C D １ ６ ６ ＋ ＞ ９ ９ ％
C D ２ ４ ＋ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｈ ｉ ｇ ｈ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｎ ｅ ｇ ～ ｌ ｏ ｗ ＞ ９ ０ ％
C D ９ ０ ＋ ＜ ５ ％
を 全 て 満 た す ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 保 存 す る 方 法 で あ っ て  
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、
　 複 数 の ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 得 る 工 程 と 、
　 前 記 複 数 の 細 胞 の 少 な く と も 一 部 を 分 離 し て 、 評 価 用 の 細 胞 集 団 と 保 存 用 の 細 胞 集 団 を  
生 成 す る 工 程 と 、
　 前 記 細 胞 集 団 の 少 な く と も 一 部 を 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の 評 価 基  
準 う ち の １ つ 以 上 に つ い て 評 価 す る 工 程 と 、
　 　 （ ａ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 紡 錘 形 か ら  
、 （ ｉ ） 多 角 形 ま た は （ ｉ ｉ ） 長 軸 と 短 軸 の 比 が １ に 近 い 楕 円 形 の い ず れ か に 変 化 し 、 か  
つ 細 胞 間 の 境 界 が は っ き り し て い る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 、 直 前 の 継 代 後 に 観 察 さ れ た 最 大 値 の 半 分 以 下 の レ ベ ル で  
Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 言 し た 後 、 一 定 量 の Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｃ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が ９ ０ ０ 個  
／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ 個 ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る こ と を 識 別 す る も の で あ る 、 及 び
　 　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播  
種 し た 場 合 に お い て 、 前 記 評 価 か ら 直 前 の 継 代 ま で の 期 間 が ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る か  
ど う か を 特 定 す る も の で あ る 。
　 評 価 用 の 細 胞 集 団 が 、 前 記 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の い ず れ か の 評 価 基 準 を  
１ つ 以 上 満 た し て い る 場 合 に 、 細 胞 集 団 か ら 少 な く と も 一 部 の 細 胞 を 保 存 す る た め に 保 存  
媒 体 に 配 置 す る 工 程 と 、 を 備 え る 保 存 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ を 非 添 加 の 培 地 で 培 養 し た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細  
胞 を 保 存 す る 方 法 で あ っ て 、
　 複 数 の ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 得 る 工 程 と 、
　 前 記 複 数 の 細 胞 の 少 な く と も 一 部 を 分 離 し て 、 評 価 用 の 細 胞 集 団 と 保 存 用 の 細 胞 集 団 を  
生 成 す る 工 程 と 、
　 前 記 細 胞 集 団 の 少 な く と も 一 部 を 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の 評 価 基  
準 う ち の １ つ 以 上 に つ い て 評 価 す る 工 程 と 、
　 　 （ ａ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 紡 錘 形 か ら  
、 （ ｉ ） 多 角 形 ま た は （ ｉ ｉ ） 長 軸 と 短 軸 の 比 が １ に 近 い 楕 円 形 の い ず れ か に 変 化 し 、 か  
つ 細 胞 間 の 境 界 が は っ き り し て い る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 、 直 前 の 継 代 後 に 観 察 さ れ た 最 大 値 の 半 分 以 下 の レ ベ ル で  
Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 言 し た 後 、 一 定 量 の Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｃ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が ９ ０ ０ 個  
／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ 個 ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る こ と を 識 別 す る も の で あ る 、 及 び
　 　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播  
種 し た 場 合 に お い て 、 前 記 評 価 か ら 直 前 の 継 代 ま で の 期 間 が ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る か  
ど う か を 特 定 す る も の で あ る 。
　 評 価 用 の 細 胞 集 団 が 、 前 記 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の い ず れ か の 評 価 基 準 を  
１ つ 以 上 満 た し て い る 場 合 に 、 細 胞 集 団 か ら 少 な く と も 一 部 の 細 胞 を 保 存 す る た め に 保 存  
媒 体 に 配 置 す る 工 程 と 、 を 備 え る 保 存 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 培 養 し た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 で あ っ て 、 該 ヒ ト 角 膜  
内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 Ｒ Ｏ Ｃ Ｋ 阻 害 剤 を 含 有 し 、 か つ 上 皮 成 長 因  
子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） の 含 有 量 が 形 質 転 換 を 引 き 起 こ す 濃 度 未 満 で あ る 培 地 を 用 い て 増 殖 及 び ／ 又  
は 分 化 ・ 成 熟 さ せ て 得 た 細 胞 集 団 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る 純 度 試 験 結 果 が 以 下 の 範 囲
C D １ ６ ６ ＋ ＞ ９ ９ ％
C D ２ ４ ＋ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｈ ｉ ｇ ｈ ＜ ５ ％
C D ４ ４ ｎ ｅ ｇ ～ ｌ ｏ ｗ ＞ ９ ０ ％
C D ９ ０ ＋ ＜ ５ ％
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を 全 て 満 た す ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 処 理 す る 方 法 で あ っ て  
、
　 複 数 の ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 培 養 液 を 含 む 培 養 容  
器 内 で 培 養 す る 工 程 と
　 前 記 複 数 の ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 少 な く と も 一 部 を  
分 離 し て 、 評 価 用 の 細 胞 集 団 と 残 り の 細 胞 集 団 と を 生 成 す る 工 程 と 、
　 細 胞 集 団 の 少 な く と も 一 部 を 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の 評 価 基 準 の  
１ つ 以 上 に つ い て 評 価 す る 工 程 と 、
　 　 （ ａ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 紡 錘 形 か ら  
、 （ ｉ ） 多 角 形 ま た は （ ｉ ｉ ） 長 軸 と 短 軸 の 比 が １ に 近 い 楕 円 形 の い ず れ か に 変 化 し 、 か  
つ 細 胞 間 の 境 界 が は っ き り し て い る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 、 直 前 の 継 代 後 に 観 察 さ れ た 最 大 値 の 半 分 以 下 の レ ベ ル で  
Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 言 し た 後 、 一 定 量 の Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｃ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が ９ ０ ０ 個  
／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ 個 ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る こ と を 識 別 す る も の で あ る 、 及 び
　 　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播  
種 し た 場 合 に お い て 、 前 記 評 価 か ら 直 前 の 継 代 ま で の 期 間 が ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る か  
ど う か を 特 定 す る も の で あ る 。
　 前 記 評 価 用 の 細 胞 集 団 が 前 記 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の 評 価 基 準 の う ち １ つ  
以 上 を 満 た し て い る 場 合 に 、 細 胞 集 団 か ら 細 胞 の 少 な く と も 一 部 を 保 存 す る た め に 保 存 媒  
体 に 配 置 す る 工 程 、 ま た は 前 記 評 価 用 の 細 胞 集 団 が （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の  
各 評 価 基 準 を 満 た さ な い 場 合 に 、 培 養 液 を 含 む 培 養 容 器 に 前 記 残 り の 細 胞 集 団 か ら 少 な く  
と も 一 部 の 細 胞 を 入 れ て 、 さ ら に 一 定 期 間 培 養 す る 工 程 と 、 を 含 む 処 理 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ を 非 添 加 の 培 地 で 培 養 し た ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細  
胞 を 処 理 す る 方 法 で あ っ て 、
　 複 数 の ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 を 、 Ｅ Ｇ Ｆ を 非 添 加 の 培  
養 液 を 含 む 培 養 容 器 内 で 培 養 す る 工 程 と
　 前 記 複 数 の ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 少 な く と も 一 部 を  
分 離 し て 、 評 価 用 の 細 胞 集 団 と 残 り の 細 胞 集 団 と を 生 成 す る 工 程 と 、
　 細 胞 集 団 の 少 な く と も 一 部 を 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の 評 価 基 準 の  
１ つ 以 上 に つ い て 評 価 す る 工 程 と 、
　 　 （ ａ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 形 態 が 、 紡 錘 形 か ら  
、 （ ｉ ） 多 角 形 ま た は （ ｉ ｉ ） 長 軸 と 短 軸 の 比 が １ に 近 い 楕 円 形 の い ず れ か に 変 化 し 、 か  
つ 細 胞 間 の 境 界 が は っ き り し て い る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｂ ） Ｃ Ｄ ４ ４ の 発 現 量 が 、 直 前 の 継 代 後 に 観 察 さ れ た 最 大 値 の 半 分 以 下 の レ ベ ル で  
Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 言 し た 後 、 一 定 量 の Ｃ Ｄ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 特 定 す る も の で あ る 、
　 　 （ ｃ ） ヒ ト 角 膜 内 皮 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 角 膜 内 皮 前 駆 細 胞 の 細 胞 密 度 が ９ ０ ０ 個  
／ ｍ ｍ ２ 以 上 ２ ５ ０ ０ 個 ／ ｍ ｍ ２ 以 下 で あ る こ と を 識 別 す る も の で あ る 、 及 び
　 　 （ ｄ ） ３ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 上 ５ ０ ０ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｍ ２ 以 下 の 細 胞 密 度 で 播  
種 し た 場 合 に お い て 、 前 記 評 価 か ら 直 前 の 継 代 ま で の 期 間 が ４ 日 以 上 １ ４ 日 以 下 で あ る か  
ど う か を 特 定 す る も の で あ る 。
　 前 記 評 価 用 の 細 胞 集 団 が 前 記 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の 評 価 基 準 の う ち １ つ  
以 上 を 満 た し て い る 場 合 に 、 細 胞 集 団 か ら 細 胞 の 少 な く と も 一 部 を 保 存 す る た め に 保 存 媒  
体 に 配 置 す る 工 程 、 ま た は 前 記 評 価 用 の 細 胞 集 団 が （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） の  
各 評 価 基 準 を 満 た さ な い 場 合 に 、 培 養 液 を 含 む 培 養 容 器 に 前 記 残 り の 細 胞 集 団 か ら 少 な く  
と も 一 部 の 細 胞 を 入 れ て 、 さ ら に 一 定 期 間 培 養 す る 工 程 と 、 を 含 む 処 理 方 法 。
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