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【手続補正書】
【提出日】平成28年9月14日(2016.9.14)
【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】
　軟骨細胞の集団から多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成する方法であって
、該方法は：
　ａ）軟骨細胞の集団においてＯｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌ
ｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドの１以上の発現を導く工程；及び
　ｂ）色素内皮誘導因子（ＰＥＤＦ）の存在下で軟骨細胞を培養する工程を含む
ことを特徴とする方法。
【請求項２】
　発現を導く前記工程は、Ｏｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ４
ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドの発現を導くために、１以上の発現ベクター
を軟骨細胞の集団に導入する工程を含む、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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　多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は、Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１
－６０、及びＴｒａ１－８１から成る群から選択された２以上の遺伝子を発現する、こと
を特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　軟骨細胞の集団は成人のヒトに由来する、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団から軟骨細胞の集団を生成する方法であって
、該方法は：
　ｉ）請求項１に記載の方法に従って多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成す
る工程であって、多能性肝細胞又は分化多能性肝細胞は多能性肝細胞又は分化多能性肝細
胞のコロニーを形成する、工程；
　ｉｉ）細胞集合体を製造するために多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞のコロニーを機
械的に切開する工程；
　ｉｉｉ）集合体由来の細胞を製造するために集密度になるまで、組織培養処理した容器
において細胞集合体を培養する工程；
　ｉｖ）軟骨前駆細胞を製造するために、培養において少なくとも１回、集合体由来の細
胞を継代する工程；及び
　ｖ）軟骨前駆細胞を三次元培養に入れる工程
を含み、
ここで、前記方法は、胚様体の形成を含まない
ことを特徴とする方法。
【請求項６】
　集合体由来の細胞は、軟骨前駆細胞を製造するために少なくとも２回継代される、こと
を特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　軟骨前駆細胞は、ＴＧＦ－β３の存在下で三次元培養に入れられる、ことを特徴とする
請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　軟骨前駆細胞は、ＢＭＰ－２の存在下で三次元培養に入れられる、ことを特徴とする請
求項５に記載の方法。
【請求項９】
　三次元培養は、コラーゲン、プロテオグリカン、フィブリン、ヒアルロン酸、ポリ－Ｄ
－ラクチド、ポリ－Ｌ－ラクチド、ポリ－ＤＬ－ラクチド、ポリグリコール酸、ポリ乳酸
、ヒドロキシアパタイト、リン酸カルシウム、アテロコラーゲン、フィブリン、アルギン
酸塩、寒天、ゼラチン、及びそれらの組み合わせから選択される構成成分を含む、ことを
特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　三次元培養はコラーゲンを含む、ことを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項１１】
　コラーゲンは架橋結合される、ことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　コラーゲンは可溶化される、ことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　三次元培養はプロテオグリカンを含む、ことを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項５に記載の方法により生成される軟骨細胞の集団。
【請求項１５】
　骨又は軟骨の欠損症の処置のために使用される、請求項５に記載の軟骨細胞の集団。


	header
	written-amendment

