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【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ   5/078    (2010.01)
   Ｃ１２Ｍ   1/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ    5/078    　　　　
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【手続補正書】
【提出日】令和2年1月22日(2020.1.22)
【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ナチュラルキラー（ＮＫ）系細胞を生成する方法であって、該
方法は、
　（ｉ）ヒト多能性幹細胞を、ＢＭＰ活性化因子を含む組成物と接触させて細胞分化およ
び拡大させて、ヒト多能性幹細胞由来の中胚葉細胞を得るステップと、
　（ｉｉ）該ヒト多能性幹細胞由来の中胚葉細胞を、ＢＭＰ活性化因子、ｂＦＧＦ、およ
びＧＳＫ３阻害剤を含む組成物と接触させて細胞分化および拡大させるステップであって
、該組成物が、ＴＧＦβ受容体阻害剤を含まない、ステップと、
　（ｉｉｉ）ステップ（ｉｉ）の接触された細胞を、ＲＯＣＫ阻害剤とｂＧＦＧ、ＶＥＧ
Ｆ、ＳＣＦ、ＩＬ６およびＩＬ１１からなる群から選択される１または複数の増殖因子お
よびサイトカインとを含む組成物と接触させて細胞分化および拡大させて、ヒト多能性幹
細胞由来の二次造血内皮を得るステップであって、該組成物が、ＴＧＦβ受容体阻害剤を
含まない、ステップと、
　（ｉｖ）該ヒト多能性幹細胞由来の二次造血内皮を、ＳＣＦ、Ｆｌｔ３Ｌ、ＩＬ３、Ｉ
Ｌ７、およびＩＬ１５からなる群から選択される１または複数の増殖因子およびサイトカ
インを含む組成物と接触させて、該ヒト多能性幹細胞由来のＮＫ系細胞を生成するステッ
プであって、該組成物が、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＢＭＰ活性化因子およびＲＯＣＫ阻害剤
のうちの１つまたは複数を含まないか、または実質的に含まない、ステップと
を含む、方法。
【請求項２】
　前記ヒト多能性幹細胞と接触させる組成物が、ｂＦＧＦをさらに含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記方法が、
　播種されたヒト多能性幹細胞、多能性幹細胞由来の中胚葉細胞、および／または二次造
血性内皮を、約２％～約１０％の低酸素圧下に置くステップ；あるいは
　ステップ（ｉ）の前に、ヒト多能性幹細胞をＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、およびＲ
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ＯＣＫ阻害剤を含む組成物と接触させて、該細胞を播種し、拡大するステップであって、
　該組成物が、ＴＧＦβ受容体阻害剤を含まないか、または
　ヒト多能性幹細胞由来のＮＫ系細胞を生成することが、胚様体の発生を欠く；単層培養
下にある；フィーダーフリー条件下にある；および／または間質フリー条件下にあるか、
または
　該ヒト多能性幹細胞が、人工多能性幹細胞（ｉＰＳＣ）またはナイーブｉＰＳＣである
、
ステップと
をさらに含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ヒト多能性幹細胞由来のＮＫ系細胞が、多能性幹細胞由来のプレＮＫ細胞前駆体、
ＮＫ細胞前駆体、またはＮＫ細胞を含む、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　前記ヒト多能性幹細胞が、ｉＰＳＣまたはナイーブｉＰＳＣである、請求項１に記載の
方法。
【請求項６】
　前記ＧＳＫ３阻害剤がＣＨＩＲ９９０２１を含むか、または前記ＢＭＰ活性化因子がＢ
ＭＰ４を含むか、または前記ＲＯＣＫ阻害剤がチアゾビビンまたはＹ－２７６３２を含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　ヒト多能性幹細胞由来のＮＫ細胞を生成するための分化プラットフォームであって、該
分化プラットフォームは、
　（ｉ）ＢＭＰ活性化因子を含む培養培地であって、該培地は、ヒト多能性幹細胞由来の
中胚葉細胞をヒト多能性幹細胞から分化および拡大させるのに適している、培地と、
　（ｉｉ）ＢＭＰ活性化因子、ｂＦＧＦ、およびＧＳＫ３阻害剤を含み、ＴＧＦβ受容体
阻害剤を含まない培養培地と、
　（ｉｉｉ）ＲＯＣＫ阻害剤とｂＧＦＧ、ＶＥＧＦ、ＳＣＦ、ＩＬ６およびＩＬ１１から
なる群から選択される１または複数の増殖因子およびサイトカインとを含み、ＴＧＦβ受
容体阻害剤を含まない培養培地であって、該培地が、ヒト多能性幹細胞由来の二次造血内
皮を（ｉｉ）における培養培地と接触させられた細胞から分化させるのに適している、培
地と、
　（ｉｖ）ＳＣＦ、Ｆｌｔ３Ｌ、ＩＬ３、ＩＬ７、およびＩＬ１５からなる群から選択さ
れる１または複数の増殖因子およびサイトカインを含む培養培地であって、該培地が、Ｖ
ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＢＭＰ活性化因子およびＲＯＣＫ阻害剤のうちの１つまたは複数を含
まず、ヒト多能性幹細胞由来の二次造血内皮をヒト多能性幹細胞由来のＮＫ細胞前駆体ま
たはＮＫ細胞へと分化させるのに適している、培地と
を含む、分化プラットフォーム。
【請求項８】
　（ｉ）における培養培地がｂＦＧＦをさらに含む、請求項７に記載の分化プラットフォ
ーム。
【請求項９】
　（ａ）（ｖ）ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、およびＲＯＣＫ阻害剤を含み、ＴＧＦβ
受容体阻害剤を含まない培養培地であって、該培地が、ヒト多能性幹細胞を播種および拡
大するのに適している、培地をさらに含み、
　（ｂ）該ヒト多能性幹細胞がｉＰＳＣまたはナイーブｉＰＳＣである、
請求項７に記載の分化プラットフォーム。
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