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【手続補正書】
【提出日】令和2年10月9日(2020.10.9)
【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】
　ヒト多能性幹細胞由来の巨核球またはヒト多能性幹細胞由来の血小板を産生する方法で
あって、
　（ａ）骨形態形成タンパク質－４（ＢＭＰ－４）および血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）
を含む培養培地中でヒト多能性幹細胞を培養し、前記多能性幹細胞の血管芽細胞または非
生着血管細胞への分化を誘導する工程、及び
　（ｂ）トロンボポエチン（ＴＰＯ）を含む巨核球（ＭＫ）培養培地中で前記血管芽細胞
または前記非生着血管細胞を培養することにより、前記巨核球または前記血小板に分化さ
せる工程
を含む、方法。
【請求項２】
　前記ヒト多能性幹細胞は、胚幹細胞または胚由来細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ヒト多能性幹細胞は、誘導された多能性幹細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
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　工程（ａ）において、細胞培養の少なくとも最初の４８時間、前記ヒト多能性幹細胞を
ＢＭＰ－４およびＶＥＧＦを含む培養培地中で培養する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　工程（ｂ）において、前記血管芽細胞または非生着血管細胞を少なくとも６～８日間培
養する、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記多能性幹細胞の血管芽細胞または非生着血管細胞への前記分化が、
（ｉ）骨形態形成タンパク質－４（ＢＭＰ－４）および血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）を
含む培養培地中でヒト多能性幹細胞を培養し、前記多能性幹細胞の胚様体への形成を誘導
する工程、及び
（ｉｉ）前記胚様体を半固体培養培地中で培養することにより、血管芽細胞または非生着
血管細胞を生成する工程を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　工程（ｉ）の前記胚様体を分割して、分割された胚様体を生成することをさらに含む、
請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　工程（ｉ）の前記培養培地が、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、Ｆｌｔ－３Ｌ（ＦＬ）ま
たは幹細胞因子（ＳＣＦ）を含まない、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　工程（ｉ）の前記培養培地が、塩基性線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）、エリスロポエ
チン（ＥＰＯ）、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される１つ以上の成長因
子をさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　工程（ｉｉ）の前記半固体培養培地が、インスリン、トランスフェリン、顆粒球マクロ
ファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、インターロイキン－３（ＩＬ－３）、イン
ターロイキン－６（ＩＬ－６）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、幹細胞因子（
ＳＣＦ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、ＦＬＴ３（ＦＬ）およびエリスロポエチン（Ｅ
ＰＯ）からなる群から選択される１つ以上の成長因子を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｉｉ）の前記半固体培地が、さらにメチルセルロースを含む、請求項６に記載の
方法。
【請求項１２】
　工程（ｉｉ）の前記胚様体を少なくとも１０～１３日間、前記半固体培養培地中で培養
する、請求項６に記載の方法。
【請求項１３】
　工程（ｉ）または工程（ｉｉ）における前記培養培地が、ＨＯＸＢ４およびタンパク質
導入ドメイン（ＰＴＤ）を含む融合タンパク質をさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ＨＯＸＢ４が、哺乳類ＨＯＸＢ４である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　工程（ｉ）および工程（ｉｉ）の前記培養が低付着性条件下で行われる、請求項６に記
載の方法。
【請求項１６】
　工程（ｉ）および（ｉｉ）を通して前記培養培地が、支持細胞フリーである、請求項６
に記載の方法。
【請求項１７】
　工程（ａ）および（ｂ）を通して前記培養培地が無血清である、請求項１に記載の方法
。
【請求項１８】
　前記ヒト多能性幹細胞は、分化の前に遺伝子操作される、請求項１に記載の方法。
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【請求項１９】
　前記血管芽細胞または前記非生着血管細胞は、前記巨核球または前記血小板に分化され
る前に増幅される、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記血管芽細胞または前記非生着血管細胞は、エリスロポイエチン（ＥＰＯ）、インタ
ーロイキン－３（ＩＬ－３）、および幹細胞因子（ＳＣＦ）を含む培養培地中で増幅され
る、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　請求項１の方法によって産生される少なくとも１×１０6個の巨核球または血小板を含
む医薬組成物。
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