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【手続補正書】
【提出日】平成20年1月23日(2008.1.23)
【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】
　幹細胞または幹細胞由来の細胞を凍結する方法であって、細胞懸濁液を提供する工程と
、前記細胞懸濁液に氷核形成を実施する工程と、前記幹細胞の長期保存を可能にするのに
十分に低い温度まで前記氷核形成細胞の懸濁液の温度を下げる工程とを含む方法。
【請求項２】
　前記幹細胞は、胚性幹細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記幹細胞は、ヒト胚性幹細胞である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　解凍したとき、前記細胞は、肝細胞、腎細胞、真皮細胞、心血管細胞、神経細胞、骨細
胞、膵細胞および生殖細胞からなる群から選択される細胞型に分化することができる、請
求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　解凍したとき、前記細胞は、腸管上皮細胞、軟骨細胞、骨細胞、心筋細胞様細胞、β様
細胞、および毛嚢細胞からなる群から選択される細胞型に分化することができる、請求項
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１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記氷核形成工程は、前記細胞懸濁液の温度を、前記低温活性化工程の終わりにおける
温度から、約－１０～約－１２℃の温度に下げることによって実施される、請求項１～５
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記温度は、約－１０．９℃である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記温度は、約－１５／分～約－５５℃／分の速度で急速に下げられる、請求項６また
は７に記載の方法。
【請求項９】
　前記温度は、約－３５／分～約－３８℃／分の速度で下げられる、請求項８に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記氷核形成工程は、前記細胞懸濁液の温度を、約－１１～約－１３℃の温度に下げる
ことを含む、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記細胞懸濁液の温度は、約－１２．１℃の温度に下げられる、請求項１０に記載の方
法。
【請求項１２】
　前記細胞懸濁液の温度は、約－５／分～約－１５℃／分の速度で下げられる、請求項１
０または１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記細胞懸濁液は、約－９℃／分の速度で下げられる、請求項１０～１２のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記氷核形成工程の終わりにおける、前記細胞懸濁液の温度は、約－１２．１℃である
、請求項１０～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記細胞懸濁液は、前記細胞における適切なシード又は適切な複数のシードの形成を可
能にするため、氷核形成が実施される温度に一定期間維持される、請求項１～１４のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記期間は約５分である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記細胞懸濁液は、前記氷核形成工程の前に低温活性化工程に付される、請求項１～１
６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記低温活性化工程は、前記細胞懸濁液を、約－４～約－１２℃の温度に冷却すること
を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記低温活性化工程は、前記細胞懸濁液を約－８℃に冷却することを含む、請求項１７
または１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記低温活性化工程は、約－１℃／分の速度で前記細胞懸濁液を冷却することを含む、
請求項１７～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記細胞懸濁液は、前記低温活性化工程後および／または前記氷核形成工程前に、浸漬
工程に付せられる、請求項１～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
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　前記浸漬工程は、前記細胞懸濁液を、前記低温活性化工程により達成された最終温度に
約５～約１０分間、維持することを含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記氷核形成工程後、前記細胞懸濁液の温度は、前記核形成点から凝固点に下げられる
、請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記氷核形成工程後に脱水工程を含み、それによって前記細胞懸濁液の温度が約－３５
～約－３８℃の温度に下げられる、請求項１～２３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記細胞懸濁液の温度は、約－０．８℃／分の速度で下げられる、請求項２４に記載の
方法。
【請求項２６】
　前記氷核形成工程または脱水工程の後で、前記細胞懸濁液の温度は、約－１８０℃の温
度に急速に下げられる、請求項１～２５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記細胞懸濁液は、外因性の生物学的低温防護剤を含まない、請求項１～２６のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項２８】
　前記外因性の生物学的低温防護剤は、血清である、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　細胞パラメーターは、解凍後、実質的に変化せず、前記細胞パラメーターは、生存能力
および／または適切な刺激を受けて分化する能力を含む、請求項１～２８のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項３０】
　解凍したとき、前記細胞懸濁液中の前記細胞集団は、最高９０％の生存率を有する、請
求項１～２９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３１】
　解凍したとき、前記細胞は、多分化能を保持しおよび／または未分化の表現型を保持す
る、請求項１～３０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３２】
　解凍したとき、前記細胞は、非胞性増殖を示す、請求項１～３１のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項３３】
　解凍後前記細胞は、Ｏｃｔ－４、ＴＲＡ１－６０、ＴＲＡ１－８１、ＳＳＥＡ－３およ
びＳＳＥＡ－４からなる群より選択されるマーカーを保持する、請求項１～３２のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項３４】
　解凍したとき、前記細胞は、ごくわずかなマーカーＳＳＥＡ－１の保持を示す、請求項
１～３３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３５】
　解凍したとき、前記細胞は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏで、内胚葉細胞、
中胚葉細胞または外胚葉細胞に分化することができる、請求項１～３４のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項３６】
　少なくとも２ヶ月間、凍結保存された細胞が、多分化能を保持する、請求項１～３５の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
　解凍したとき、前記細胞は、正常な核型を示す、請求項１～３６のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項３８】
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　解凍したとき、前記細胞は、正常な増殖速度を示す、請求項１～３７のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項３９】
　請求項１～３８のいずれか１項による方法で凍結された細胞。
【請求項４０】
　解凍された細胞であって、請求項１～３９のいずれか１項による方法で予め凍結されて
いた解凍細胞。
【請求項４１】
　請求項４０に記載の解凍細胞に由来する細胞。
【請求項４２】
　前記細胞は、前駆細胞、肝細胞、腎細胞、真皮細胞、心血管細胞、神経細胞、骨細胞、
膵細胞および生殖細胞からなる群より選択される、請求項４１に記載の細胞。
【請求項４３】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、器官または組織を成長又は増殖させる方法であって、請求項３９
に記載の凍結細胞または請求項４０に記載の解凍細胞を使用することを含む方法。
【請求項４４】
　薬学的に許容し得る担体と組み合わせて、請求項３９に記載の凍結細胞または請求項４
０に記載の解凍細胞を含む、医薬組成物。
【請求項４５】
　幹細胞移植を必要とする病気の治療または予防の薬剤の調製における、請求項３９に記
載の凍結細胞または請求項４０に記載の解凍細胞の使用。
【請求項４６】
　幹細胞移植の必要性は、神経変性障害、心臓疾患または糖尿病に起因する、請求項４５
に記載の使用。
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