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【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 単 離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 内 分 泌 細 胞 を 移 植 に 適 切 な よ う に イ ン ビ ト ロ 培
養 及 び 増 殖 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
　 イ ン ス リ ン 生 産 細 胞 に 分 化 し 得 る 細 胞 を 包 含 す る 生 存 可 能 な ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 内 分 泌 細
胞 を 供 給 し 、
　 血 清 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 、 マ ン ニ ト ー ル ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー 、 イ ン ス リ ン ト ラ ン ス フ ェ リ ン
セ レ ナ イ ト （ Ｉ Ｔ Ｓ ） 、 表 皮 増 殖 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） 、 ト
ロ ン ビ ン 、 リ ノ ー ル 酸 － Ｂ Ｓ Ａ 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 及 び プ ロ ゲ ス テ ロ ン か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 増 殖 因 子 及 び イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 － Ｉ （ Ｉ Ｇ Ｆ １ ） 及 び － II
（ Ｉ Ｇ Ｆ ２ ） 、 血 管 性 内 皮 増 殖 因 子 （ Ｖ ｅ Ｇ Ｆ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る

抗 壊 死 ま た は 抗 因 子 を 補 足 さ れ た 基 本 培 地 を 含 む 第 １ 培 地 を 供 給 し 、
　 イ ン ス リ ン 生 産 細 胞 に 分 化 し 得 る 細 胞 を 包 含 す る ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 内 分 泌 細 胞 を 前 記 第
１ 培 地 中 で 約 １ 日 の 期 間 培 養 し て 、 第 １ 培 養 増 殖 を 生 成 さ せ 、
　 前 記 第 １ 培 養 増 殖 を 捕 集 し 、 抗 － イ ン テ グ リ ン β １ 抗 体 を 有 す る 、 新 鮮 な ダ ル ベ ッ コ

イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） ま た は 血 清 不 含 基 本 培 地 中 で 室 温 で ４ ５ ～ １ ２ ０ 分 イ ン キ ュ
ベ ー ト し て 、 第 ２ 培 養 増 殖 を 生 成 さ せ 、
　 前 記 第 ２ 培 養 増 殖 を マ ト リ ッ ク ス 材 料 中 に 懸 濁 さ せ て 、 ３ 次 元 培 養 増 殖 環 境 を 供 給 し 、
前 記 補 足 さ れ た 基 本 培 地 を 含 み さ ら に 少 な く と も 他 の 増 殖 因 子 を 包 含 す る 第 ２ 培 地 を 加 え
、 次 い で 、 １ ま た は ２ 日 培 養 し て 前 記 マ ト リ ッ ク ス 材 料 中 に 分 散 し た 第 ３ 培 養 増 殖 を 供 給
し 、
　 前 記 マ ト リ ッ ク ス 材 料 中 で 第 ３ 培 養 増 殖 を 培 養 す る た め の 第 ３ 培 地 を 供 給 し 、 前 記 第 ３
培 地 は Ｖ ｅ Ｇ Ｆ を 含 ま な い 補 足 さ れ た 基 本 培 地 を 含 み 、 も し 、 前 記 第 ３ 培 養 増 殖 の 前 記 島
が 厚 く 見 え 、 か つ 前 記 島 の 中 心 が 暗 く 見 え る な ら 、 前 記 第 ３ 培 地 に 任 意 に 神 経 増 殖 因 子 （
Ｎ Ｇ Ｆ ） 及 び 肝 細 胞 増 殖 因 子 を 加 え 、 ま た は 、 前 記 島 が 拡 が り す ぎ る よ う に 見 え る な ら 、
前 記 第 ３ 培 地 に 任 意 に Ｎ Ｇ Ｆ 及 び 抗 － イ ン テ グ リ ン β １ 抗 体 を 加 え 、 約 １ ま た は ２ 日 の 期
間 培 養 さ せ て 第 ４ 培 養 増 殖 を 生 成 さ せ
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　 マ ト リ ッ ク ス 材 料 か ら 前 記 島 を 捕 集 し 、 前 記 捕 集 し た 島 及 び 任 意 の 接 着 性 ゲ ル に 酵 素 を
加 え 、 約 １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 イ ン キ ュ ベ ー ト 生 成 物 を 供 給 し 、 そ し て 、
　 前 記 イ ン キ ュ ベ ー ト 生 成 物 を 前 後 に 多 数 回 吸 引 し て 、 酵 素 を 作 用 さ れ た ゲ ル を 前 記 島 か
ら 除 去 す る よ う に し 、 そ れ に よ り 、 前 記 繊 維 芽 細 胞 を 前 後 へ の 吸 引 の 間 に 創 造 さ れ た 力 に
さ ら し て 、 繊 維 芽 細 胞 が 前 記 島 の 表 面 か ら 分 離 す る よ う に さ せ て 繊 維 芽 細 胞 の な い 島 を 製
造 す る こ と を 含 む 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 血 清 、 イ ン ス リ ン － ト ラ ン ス フ ェ リ ン － ナ ト リ ウ ム セ レ ナ イ ト （ Ｉ Ｔ
Ｓ ） 、 リ ノ ー ル 酸 － Ｂ Ｓ Ａ 、 ト ロ ン ビ ン 、 Ｅ Ｇ Ｆ 、 ニ コ チ ン ア ミ ド 、 Ｖ ｅ Ｇ Ｆ ， Ｉ Ｇ Ｆ －
１ ， Ｉ Ｇ Ｆ － ２ 、 及 び マ ン ニ ト ー ル で 補 足 し た 基 本 培 地 を
含 む 第 ４ 培 地 を 更 に 供 給 し 、
　 前 記 繊 維 芽 細 胞 不 含 の 島 を 約 ８ ～ １ ２ 時 間 培 養 し て 第 ５ 培 養 増 殖 を 供 給 し 、
　 抗 － イ ン テ グ リ ン β １ 抗 体 を 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 含 む 第 ５ 培 地 を 供 給 し 、 前 記 第 ５ 培 地 を
室 温 で ４ ５ ～ １ ２ ０ 分 間 培 養 し て 、 第 ６ 培 養 増 殖 を 生 成 さ せ 、
　 マ ト リ ッ ク ス 材 料 中 に 第 ６ 培 養 増 殖 を 懸 濁 さ せ て 、 ３ 次 元 培 養 増 殖 環 境 を 供 給 し 、 前 記
補 足 さ れ た 基 本 培 地 及 び 更 に 少 な く と も 他 の 増 殖 因 子 を 包 含 す る 第 ６ 培 地 を 加 え 、 次 い で
１ ま た は ２ 日 培 養 さ せ て 、 前 記 マ ト リ ッ ク ス 材 料 中 に 分 散 さ れ た 第 ７ 培 養 増 殖 を 供 給 し 、
　 前 記 マ ト リ ッ ク ス 材 料 中 に 分 散 し た 第 ７ 培 養 増 殖 を 培 養 す る た め に 第 ７ 培 地 を 供 給 し 、
前 記 第 ７ 培 地 は 、 Ｖ ｅ Ｇ Ｆ 不 含 の 補 足 さ れ た 基 本 培 地 を 含 み 、 も し 前 記 第 ３ 培 養 増 殖 が 厚
く 見 え 、 前 記 島 の 中 心 が 暗 く 見 え た な ら 、 任 意 に 第 ３ 培 地 に Ｎ Ｇ Ｆ 及 び Ｈ Ｇ Ｆ を 加 え る か
、 ま た は も し 前 記 島 が 拡 が り す ぎ る よ う に 見 え た ら 、 任 意 に 第 ３ 培 地 に Ｎ Ｇ Ｆ 及 び 抗 － イ
ン テ グ リ ン β １ 抗 体 を 加 え 、 約 １ ま た は ２ 日 の 期 間 培 養 さ せ て 第 ８ 培 養 増 殖 を 生 成 さ せ 、
　 マ ト リ ッ ク ス 材 料 か ら 前 記 島 を 捕 集 し 、 前 記 捕 集 し た 島 及 び 任 意 の 接 着 性 ゲ ル に 酵 素 を
加 え 、 約 １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ て 、 イ ン キ ュ ベ ー ト 生 成 物 を 供 給 し 、 そ し て 、
　 前 記 イ ン キ ュ ベ ー ト 生 成 物 を 前 後 に 多 数 回 吸 引 し て 、 酵 素 を 作 用 さ れ た ゲ ル を 前 記 島 か
ら 除 去 す る よ う に し 、 そ れ に よ り 前 記 繊 維 芽 細 胞 を 前 後 へ の 吸 引 の 間 に 創 造 さ れ た 力 に さ
ら し て 、 繊 維 芽 細 胞 が 前 記 島 の 表 面 か ら 分 離 す る よ う に さ せ て 、 増 加 し た 数 の 繊 維 芽 細 胞
不 含 の 島 を 製 造 す る こ と を 含 む 請 求 項 １ の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 血 清 が ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 と 同 じ 種 か ら 得 ら れ る も の で あ る 請 求 項
１ の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 が ラ ッ ト か ら の も の で 、 か つ 、 前 記 用 い ら れ る
血 清 が 約 １ ０ ％ の ラ ッ ト 血 清 で あ る か 、 ま た は 前 記 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 が ヒ ト か ら の も の で
、 前 記 用 い ら れ る 血 清 が 約 １ ０ ％ の ヒ ト 血 清 で あ る か の い ず れ か で あ る 請 求 項 １ の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 前 記 第 ２ 培 地 に 加 え る 増 殖 因 子 が 下 垂 体 抽 出 物 で あ る 請 求 項 １ の 方 法
。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 前 記 第 ６ 培 地 に 加 え る 増 殖 因 子 が 下 垂 体 抽 出 物 で あ る 請 求 項 ２ の 方 法
。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 増 殖 の た め の イ ン ス リ ン 生 産 細 胞 に 分 化 し 得 る 細 胞 を 包 含 す る 生 存 可
能 な ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 内 分 泌 細 胞 が 自 己 移 植 の た め の 患 者 に 由 来 す る 請 求 項 １ ま た は ２ の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 イ ン ビ ト ロ 増 殖 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の 表 面 か ら 生 ず る 繊 維 芽 細 胞 を 除 去
す る 方 法 で あ っ て 、
　

、 捕 集
　 前 記 捕 集 さ れ た 島 及 び 前 記 捕 集 さ れ た 島 の 表 面 に 接 着 す る 任 意 の ゲ ル に 酵 素 を 加 え 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト し て 、 イ ン キ ュ ベ ー ト 生 成 物 を 供 給 し 、
　 前 記 イ ン キ ュ ベ ー ト 生 成 物 の 前 後 を 多 数 回 吸 引 し て 、 ジ ア パ ー ゼ を 作 用 さ れ た ゲ ル を 前
記 島 か ら 除 去 す る よ う に し 、 そ れ に よ り 前 記 繊 維 芽 細 胞 を 前 後 へ の 吸 引 の 間 に 創 造 さ れ た
力 に さ ら し て 、 繊 維 芽 細 胞 が 前 記 島 の 表 面 か ら 分 離 す る よ う に さ せ て 、 繊 維 芽 細 胞 不 含 の
島 を 製 造 す る こ と を 含 む 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 前 記 酵 素 が ジ ア パ ー ゼ で あ る 請 求 項 ８ の 方 法 。
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ゲ ル 増 殖 マ ト リ ッ ク ス 中 の 多 数 の 増 殖 し た 島 で あ っ て 、 当 該 島 と 共 に 増 殖 し て い る 繊 維
芽 細 胞 を 有 す る 島 を 供 給 し 、 そ し て ゲ ル 増 殖 マ ト リ ッ ク ス か ら 前 記 島 を し 、



　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 請 求 項 １ ま た は ２ の 方 法 に よ り 生 産 さ れ た 増 殖 し た 繊 維 芽 細 胞 不 含
の 島 の 培 養 産 物 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 請 求 項 １ ま た は ２ の 方 法 に よ り 生 産 し た 増 殖 し た 繊 維 芽 細 胞 不 含 の
島 の 、 真 正 糖 尿 病 に か か っ て い る 患 者 に 増 殖 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 内 分 泌 細 胞 を 移 植 す る こ と
に よ る 、 真 正 糖 尿 病 の 治 療 に お け る 使 用 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 請 求 項 ７ の 方 法 に よ り 生 産 し た 増 殖 し た 繊 維 芽 細 胞 不 含 の 島 の 、 真
正 糖 尿 病 に か か っ て い る 患 者 に 前 記 増 殖 し た ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 内 分 泌 細 胞 を 自 己 移 植 す る
こ と に よ る 、 真 正 糖 尿 病 の 治 療 の た め 及 び 島 を 再 生 す る た め の 使 用 。
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