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【公報種別】特許法第１７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
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【公表日】令和2年5月21日(2020.5.21)
【年通号数】公開・登録公報2020-020
【出願番号】特願2019-546831(P2019-546831)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ   5/079    (2010.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/02     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/6869   (2018.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/48     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/68     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ａ６１Ｋ  35/30     (2015.01)
   Ａ６１Ｐ  25/28     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ    5/079    　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/02     　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/6869   　　　Ｚ
   Ｇ０１Ｎ   33/48     　　　Ｍ
   Ｇ０１Ｎ   33/68     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　
   Ａ６１Ｋ   35/30     　　　　
   Ａ６１Ｐ   25/28     　　　　

【手続補正書】
【提出日】令和3年2月24日(2021.2.24)
【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】
　多能性幹細胞（ＰＳＣ）からヒトミクログリア様細胞（ｉＭＧＬ）を産生する方法であ
って、
（ｉ）造血分化因子を補充した培地を使用してＰＳＣを分化させて誘導造血始原細胞（ｉ
ＨＰＣ）を産生する工程と、
　（ｉｉ）ミクログリア分化培地を使用してＣＤ４３＋　ｉＨＰＣをヒトミクログリア様
細胞（ｉＭＧＬ）に分化させる工程と
を含む方法。
【請求項２】
　工程（ｉ）が、１日～２１日の間のインキュベーション期間を含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　前記インキュベーション期間の１～１０日目に、前記ＰＳＣが低酸素または正常酸素環
境においてインキュベートされる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
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　前記インキュベーション期間の１日目および２日目に、前記培地がＦＧＦ２、ＢＭＰ４
、アクチビンＡ、ＬｉＣｌ、およびＶＥＧＦの造血分化因子を含む、請求項３に記載の方
法。
【請求項５】
　前記インキュベーション期間の３日目および４日目に、前記培地がＦＧＦ２およびＶＥ
ＧＦの造血分化因子を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記インキュベーション期間の５～１０日目に、前記培地がＦＧＦ２、ＶＥＧＦ、ＴＰ
Ｏ、ＳＣＦ、ＩＬ３、およびＩＬ６の造血分化因子を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　前記培地中のＦＧＦ２、ＢＭＰ４、ＶＥＧＦ、ＴＰＯ、ＳＣＦ、ＩＬ－３、およびＩＬ
－６の各々の濃度が、５ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌの間であり、
前記培地中のアクチビンＡの濃度が、０．１ｎｇ／ｍｌ～３０ｎｇ／ｍｌの間であり、か
つ
ＬｉＣｌの濃度が約２ｍＭである、
請求項４－６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を使用してＣＤ４３＋　ｉＨＰＣを単離することをさ
らに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　ＣＤ４３＋　ｉＨＰＣを単離することが、ＣＤ４３＋マーカーを選択することによって
実行される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　単離された前記ｉＨＰＣが、８０％を超える純度である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｉｉ）が、２０～３０日の間のインキュベーション期間をさらに含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項１２】
　工程（ｉｉ）の前記ミクログリア分化培地が、因子ＣＳＦ－１、ＩＬ－３４、およびＴ
ＧＦβ１を含み、前記ミクログリア分化培地が無血清である、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記培地中のＣＳＦ－１の濃度が、５ｎｇ／ｍｌ～５０ｎｇ／ｍｌの間である、請求項
１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記培地中のＩＬ－３４の濃度が、２５ｎｇ／ｍｌ～１２５ｎｇ／ｍｌの間である、請
求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記培地中のＴＧＦβ１の濃度が、２．５ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌの間である、
請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　工程（ｉｉ）が、１～５日の間のインキュベーション期間で前記ｉＭＧＬを成熟させる
ことを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　工程（ｉｉ）が、ＣＤ２００およびＣＸ３ＣＬ１を含む培地中で前記ｉＭＧＬをインキ
ュベートすることにより、前記ｉＭＧＬを成熟させることを含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１８】
　ＣＤ２００がヒト組換えＣＤ２００である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　ＣＸ３ＣＬ１がヒト組換えＣＸ３ＣＬ１である、請求項１７に記載の方法。
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【請求項２０】
　前記培地中のＣＤ２００およびＣＸ３ＣＬ１の各々の濃度が、１ｎｇ／ｍｌ～１μｇ／
ｍｌの間である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ＣＤ４３＋　ｉＨＰＣがＣＤ２３５ａ＋／ＣＤ４１ａ＋であり；
産生された前記ｉＭＧＬがｃ－ｋｉｔ－／ＣＤ４５＋であり；
前記ｃ－ｋｉｔ－／ＣＤ４５＋　ｉＭＧＬが２５日のインキュベーション期間の１４日目
に検出することができ；
前記ｉＭＧＬが、２つの別個のｉＭＧＬの集団：（１）ＣＤ４５＋／ＣＸ３ＣＲ１－およ
び（２）ＣＤ４５＋／ＣＸ３ＣＲ１＋を含み；
産生された前記ｉＭＧＬが少なくとも７０％の純度レベルを有し；かつ
純度レベルが、プリン受容体、Ｐ２ｒｙ１２の発現、Ｔｒｅｍ２の発現、Ｉｂａ１の発現
、またはＰｕ１の発現を使用して評価される、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　ミクログリアの運命への拘束性に関する既知のマーカーである因子の発現について試験
することをさらに含み、ここで試験される因子の前記発現がＰＵ．１およびＴＲＥＭ２を
含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項２３】
　多能性幹細胞（ＰＳＣ）からヒトミクログリア様細胞（ｉＭＧＬ）を産生する方法であ
って、
（ｉ）ＰＳＣを誘導造血始原細胞（ｉＨＰＣ）に分化させる工程と、
（ｉｉ）前記ｉＨＰＣを分化させてｉＭＧＬを産生する工程と
を含む方法。
【請求項２４】
　ＣＤ２００およびＣＸ３ＣＬ１を含む培地中で前記ｉＭＧＬをインキュベートすること
により、前記ｉＭＧＬを成熟させる工程（ｉｉｉ）をさらに含み、工程（ｉｉｉ）が１～
５日の間のインキュベーション期間を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記ｉＨＰＣがＣＤ４３＋／ＣＤ２３５ａ＋／ＣＤ４１＋である、請求項２３に記載の
方法。
【請求項２６】
　前記ｉＨＰＣが、工程（ｉｉ）において無血清分化培地中に前記ｉＨＰＣを置くことに
よって、前記ｉＭＧＬに分化し、ここで前記無血清分化培地が、ＭＣＳＦ、ＩＬ－３４、
およびＴＧＦβ１を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　前記産生されたｉＭＧＬがｃ－ｋｉｔ－／ＣＤ４５＋であり、前記ｉＭＧＬが、２つの
別個のｉＭＧＬの集団を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　前記２つの別個のｉＭＧＬの集団が：（１）ＣＤ４５＋／ＣＸ３Ｒ１－および（２）Ｃ
Ｄ４５＋／ＣＸ３Ｒ１＋を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　工程（ｉ）が５～１５日の間のインキュベーション期間を含む、請求項２３に記載の方
法。
【請求項３０】
　工程（ｉｉ）が２０～３０日の間のインキュベーション期間を含む、請求項２３に記載
の方法。
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