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【 誤 訳 訂 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 6月 30日 (2006.6.30)
【 誤 訳 訂 正 １ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 脂 肪 組 織 か ら 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 及 び マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 回 収 及 び 保 存 す る 方 法 で あ っ て
、
　 a.容 器 の 細 胞 収 集 部 分 の 中 に で あ っ て 、
前 記 細 胞 収 集 部 分 は 記 容 器 か ら 透 過 性 膜 に よ っ て 離 さ れ て お り 、 前 記 透 過 性 膜 は 、 脂
肪 組 織 の 所 望 成 分 細 胞 収 集 部 分 の 中 に 保 持 し て 、 廃 棄 し 得 る 成 分 を 廃 棄
処 分 の た め に 通 り 抜 け さ せ る 前 記 工 程 ；
　 b.前 記 収 集 部 分 に 保 持 さ れ て い る 前 記 を 廃 棄 し 得 る 成 分 か ら 分 離 し 、

マ ト リ ッ ク ス 物 質 及 び 脂 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 の う ち 少 な く と も 一 つ を 分 離 す る 前 記 工
程 ；
　 c.前 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 及 び マ ト リ ッ ク ス 物 質 の う ち 、 一 つ 又 は そ れ 以 凍 結 保
存 及 び 低 温 貯 蔵 す る 工 程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 所 望 成 分 が 、 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 及 び マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 含 む 細 胞 集 団 を 含 み 、 廃 棄 し 得
る 成 分 が 膨 張 溶 液 、 生 理 食 塩 水 、 血 液 、 血 餅 、 遊 離 脂 質 及 び 成 熟 脂 肪 細 胞 を 含 む 、 請 求 項
１ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 透 過 性 膜 が 、 規 定 さ れ た 多 孔 度 の フ ィ ル タ ー 材 で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　

、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 脱 凝 集 が 、 収 集 部 分 中 の の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 へ 曝 露 、 機 械 的 脱 凝 集 又 は こ れ
ら の 組 合 せ に よ っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 脱 凝 集 が 、 収 集 部 分 中 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 DNase若
し く は リ パ ー ゼ 、 細 か く 刻 む 若 し く は 剪 断 す る 行 為 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ に よ

真 空 吸 引 さ れ た 脂 肪 組 織 を 処 理 す る 工 程
、 前

を 含 む 材 料 を 前 記
も の で あ る

細 胞 材 料 前 記 材 料
か ら

記 脂 上 を

細 胞 収 集 部 分 に 保 持 さ れ て い る 材 料 を 分 離 す る こ と が 、 前 記 材 料 を 単 離 及 び 洗 滌 す る こ
と を 含 み 、 脂 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 を 分 離 す る こ と が 、 前 記 単 離 さ れ た 材 料 を 脱 凝 集 す る こ
と 並 び に 遊 離 脂 質 及 び 脂 肪 細 胞 を 除 去 す る こ と を 含 む

細 胞 材 料

細 胞 材 料 を 、
へ 曝 露 す る



っ て 達 成 さ れ る 、 請 求 項 ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 幹 細 胞 及 び 前 駆
細 胞 が 、 遠 心 分 離 又 は 浮 遊 密 度 浮 揚 に よ っ て 廃 棄 し 得 る 成 分 か ら 分 離 さ れ る 、 請 求 項 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 が 、 か ら 遠 心 分 離 、 ス ピ ニ ン グ 膜 分 離 、 固 相 構 造 物 に 対 す る 示 差 的 付 着
及 び 溶 離 の い ず れ か と 蛍 光 発 色 セ ル ソ ー テ ィ ン グ と に よ っ て 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ に よ っ
て 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 固 相 構 造 物 が 抗 体 被 覆 ビ ー ズ で あ る 、 請 求 項 ８ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 を 、 幹 細 胞 に 富 む 相 と 前 駆 細 胞 に 富 む 相 と に 分 離 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項
８ の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 治 療 目 的 で 同 種 の 哺 乳 動 物 へ の 送 達 に 適 す る 哺 乳 動 物 幹 細 胞 で あ っ て 、 脂 肪 組 織 か ら 分
離 さ れ た 生 存 能 力 の あ る 幹 細 胞 を 含 み 、 凍 結 保 存 さ れ た 後 に 解 凍 さ れ た 状 態 で あ る 前 記 幹
細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 凍 結 保 存 す る 工 程 が 、

を 、 一 つ 以 上 の 凍 結 保 護 添 加 剤 と 混 合 す る こ と ；
そ の よ う に し て 生 成 し た 混 合 物 を 、 － 50℃ に 到 達 す る ま で 約 － 1℃ か ら 約 － 3℃ の 一 定
な 冷 却 速 度 に て 冷 却 す る こ と ； 及 び
冷 却 し た 前 記 混 合 物 を 、 液 体 窒 素 が 入 っ て い る 貯 蔵 容 器 の 中 に 置 く こ と ；
を 含 む 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 凍 結 保 護 添 加 剤 が 、 浸 透 性 の 凍 結 保 護 剤 、 非 浸 透 性 の 凍 結 保 護 剤 及 び こ れ ら の 組 合 せ か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 浸 透 性 の 凍 結 保 護 剤 が ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 、 グ リ セ ロ ー ル 、 1,2-プ ロ パ ン ジ オ ー ル 又
は こ れ ら の 組 合 せ 、 非 浸 透 性 の 凍 結 保 護 剤 が 自 家 血 漿 、 ヒ ト 血 清 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ
ル ス タ ー チ 、 ア ル ブ ミ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 又 は こ れ ら の 組 合 せ 、 請 求 項 １ ３
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 a. が 、 5％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 溶 液 の 細 胞 懸 濁 液 と し て 調 製 さ れ ；
　 b.前 記 懸 濁 液 が 4℃ ま で 冷 却 さ れ ；
　 c.前 記 懸 濁 液 が 4℃ に 維 持 さ れ 、 一 方 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド が 冷 却 さ れ た 懸 濁 液
に ゆ っ く り 添 加 さ れ て 、 約 5体 積 ％ ～ 約 20体 積 ％ の 最 終 DMSO濃 度 に さ れ ；
　 d.前 記 細 胞 懸 濁 液 を 、 － 50℃ の 温 度 が 得 ら れ る ま で 毎 分 約 － 1℃ の 速 度 に て 冷 却 し ；
　 e.前 記 細 胞 懸 濁 液 を 、 － 90℃ の 温 度 が 得 ら れ る ま で 毎 分 約 － 10℃ の 速 度 に て 冷 却 し て ；
　 f.前 記 細 胞 懸 濁 液 が 、 液 体 窒 素 貯 蔵 容 器 の 気 相 中 に 置 か れ る ；
請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 が 、 凍 結 保 存 前 に 二 つ 以 上 の 部 分 に 分 離 さ れ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 最 終 DMSO濃 度 が 10体 積 ％ で あ る 、 請 求 項 １ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 凍 結 保 存 さ れ た を 前 記 の 温 度 を 約 4℃ ま で ゆ っ く り 上 昇 さ せ る こ と

を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】

(2) JP 2005-502712 A5 2006.8.17
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　 マ ト リ ッ ク ス 物 質 が 、 か ら 分 離 さ れ 、 残 留 す る 水 分 含 有
量 が 約 0.5体 積 ％ ～ 約 5.0体 積 ％ に な る ま で 凍 結 乾 燥 さ れ 、 約 25℃ 以 下 に て 貯 蔵 さ れ る 、 請
求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 患 者 に 送 達 す る た め の 担 体 溶 液 中 に 生 存 能 力 の あ る 幹 細 胞 を 含 む 治 療 用 組 成 物 で あ っ て
、
前 記 幹 細 胞 は 、 脂 肪 組 織 か ら 回 収 さ れ た も の で あ っ て 脂 肪 組 織 中 に 存 在 す る 他 の 細 胞 材 料
か ら 分 離 さ れ た も の で あ り 、 凍 結 保 存 さ れ た 後 に 解 凍 さ れ た 状 態 で あ っ て 治 療 的 又 は 美 容
的 用 途 の た め に 生 存 能 力 が あ る 、 前 記 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 脂 肪 組 織 か ら 回 収 さ れ 、 幹 細 胞 と 同 様 な 処 理 を 受 け た 前 駆 細 胞 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ０
の 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 単 一 ド ナ ー の 脂 肪 組 織 に 由 来 す る 生 存 能 力 の あ る 幹 細 胞 を 、 前 記 幹 細 胞 の 生 存 度 を 適 切
な レ ベ ル に 保 つ の に 充 分 な 量 の 凍 結 保 存 剤 中 に 含 む 凍 結 保 存 治 療 用 組 成 物 で あ っ て 、
前 記 幹 細 胞 は 、 解 凍 さ れ 前 記 凍 結 保 存 剤 を 除 去 さ れ た 後 に 種 々 の 細 胞 種 に 分 化 し て 増 殖 す
る の に 充 分 な 量 で 存 在 し て い る 、 前 記 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 生 存 能 力 の あ る 前 駆 細 胞 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ２ の 凍 結 保 存 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 脂 肪 組 織 か ら 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 及 び マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 回 収 及 び 保 存 す る 方 法 で あ っ て
、
　 a.脂 肪 組 織 を 工 程 ；
　 b.前 記 脂 肪 組 織 か ら 、 脂 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 及 び マ ト リ ッ ク ス 物 質 の 少 な く と も 一 つ を
分 離 す る 工 程 ； 及 び
　 c.前 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 及 び マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 凍 結 保 存 す る 工
程 ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 凍 結 保 存 さ れ た 脂 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 を 解 凍 す
る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 解 凍 す る 工 程 が 、 脂 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 を 約 37
℃ の 温 度 ま で 温 め る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　

、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 分 離 す る 工 程 が 、 実 質 的 に 同 一 で あ る が 前 記 分 離 す る 工 程 を 含 ま な い 方 法 に 対 し て 、 生
存 能 力 の あ る 細 胞 数 を 増 加 さ せ る こ と を 提 供 す る の に 有 効 で あ る 、 請 求 項 ２ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 分 離 す る 工 程 が 、 脂 肪 組 織 か ら 多 能 性 幹 細 胞 を 分 離 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ の 方 法
。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 凍 結 保 存 す る 工 程 が 、 脂 肪 細 胞 枯 渇 細 胞 集 団 を 凍 結 保 護 剤 と 混 合 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 ２ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 、 分 離 す る 工 程 及 び 凍 結 保 存 す る 工 程 が 連 続 的 に 行 わ れ る 、 請 求 項 ２ ４ の
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方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 分 離 す る 工 程 が 、 遠 心 分 離 、 ス ピ ニ ン グ 膜 分 離 、 固 相 構 造 物 に 対 す る 示 差 的 付 着 及 び 溶
離 の 少 な く と も 一 つ と 蛍 光 発 色 セ ル ソ ー テ ィ ン グ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 凍 結 保 存 さ れ た マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 解 凍 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求 項 ２ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 解 凍 す る 工 程 が 、 マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 約 37℃ の 温 度 ま で 温 め る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ ４
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　

、 請 求 項 ３ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 凍 結 保 存 す る 工 程 が 、 マ ト リ ッ ク ス 物 質 を 凍 結 保 護 剤 と 混 合 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２
４ の 方 法 。
【 誤 訳 訂 正 ２ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ １
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2001年 9月 14日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/322,070号 の 利 益 を 主 張 す
る 。
　 本 発 明 は 、 後 に 続 く 使 用 の た め に 凍 結 保 存 さ れ る 脂 肪 組 織 由 来 の 細 胞 、 特 に 脂 肪 組 織 由
来 の 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 の 集 団 を 対 象 と し て お り 、 前 記 凍 結 保 存 さ れ た 細 胞 の 治 療 的 使 用
も 対 象 と す る 。 本 発 明 は 、 脂 肪 組 織 か ら 抽 出 さ れ る 結 合 組 織 マ ト リ ッ ク ス 物 質 (connectiv
e tissue matrix material)の 調 製 及 び 貯 蔵 、 並 び に 貯 蔵 後 の 前 記 物 質 の 治 療 的 及 び 美 容
的 使 用 も 対 象 と す る 。 前 記 細 胞 集 団 及 び 前 記 マ ト リ ッ ク ス 物 質 は 、 種 々 の 疾 患 及 び 障 害 を
有 す る 患 者 に 対 す る 治 療 的 、 構 造 的 及 び /又 は 美 容 的 処 置 に 用 い ら れ 得 る 。 好 ま し い 態 様
で は 、 凍 結 保 存 さ れ 解 凍 さ れ た 細 胞 が 、 自 家 （ 自 己 ） 修 復 、 再 構 成 、 再 構 築 及 び 診 断 的 用
途 に 用 い ら れ 得 る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞 及 び 結 合 組 織 の 収 集 、 処 理 及 び
保 存 の 方 法 に も 関 す る 。 前 述 の 方 法 及 び 回 収 し て 保 存 し た は 、 主 と し て ヒ ト へ の 使 用
の た め に 意 図 さ れ た が 、 動 物 薬 に 用 い る こ と も で き 、 他 の 哺 乳 動 物 に 対 し て 応 用 し 得 る 。
【 誤 訳 訂 正 ３ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ３
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 組 織 生 存 度 の 保 護 は 、 処 理 設 備 へ の 速 い 効 率 的 な 輸 送 を 確 実 に す る こ と に よ っ て 達 成 さ
れ る 。 細 胞 生 存 度 を 最 大 限 に す る た め に 、 温 度 制 御 も 用 い ら れ 得 る 。
　 従 っ て 、 収 集 缶 は 断 熱 容 器 の 中 に 置 か れ る べ き で あ る 。 パ ッ キ ン グ は 、 本 技 術 分 野 に 既
知 の 温 度 制 御 手 段 の い ず れ か で （ 例 え ば 湿 っ た 氷 、 凍 結 ゲ ル パ ッ ク ） 補 わ れ て 、 予 期 さ れ
る 輸 送 所 要 時 間 の 間 中 、 適 切 な 温 度 が 維 持 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 冷 却 剤 及 び 断 熱
容 器 が 所 定 の 温 度 制 御 機 能 を 提 供 す る こ と が 検 証 さ れ る べ き で あ る （ 例 え ば 、 前 記 冷 却 剤
及 び 断 熱 容 器 が 、 少 な く と も 所 定 の 時 間 の 間 は 所 定 の 温 度 よ り 下 の 温 度 を 保 つ べ き で あ る
） 。
　 当 業 者 に は 他 の 密 封 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ の 態 様 が 思 い 浮 か ぶ で あ ろ う し 、 そ の よ う な 態
様 は 、 要 求 に 応 じ て 用 い ら れ て 、 法 的 な 要 求 事 項 又 は 品 質 シ ス テ ム 改 良 に 適 合 さ れ 得 る 。
　 収 集 時 と 処 理 時 と の 間 に お い て 脂 肪 組 織 の 幹 細 胞 区 画 の 生 存 度 を 保 つ た め に 、 輸 送 条 件
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が 制 御 さ れ る こ と が 必 要 不 可 欠 で あ る 。 加 え て 、 試 験 さ れ て い な い ヒ ト 生 体 の 輸 送 に
関 す る 法 的 な 要 求 事 項 が 存 在 す る 。
【 誤 訳 訂 正 ４ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ０
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
［ 細 胞 の 凍 結 保 存 及 び 貯 蔵 ］
　 上 に 示 す よ う に 、 適 切 な 添 加 剤 及 び 有 効 な 凍 結 保 存 処 理 を 欠 い て い る 細 胞 凍 結 は 、 細 胞
に 対 し て 破 壊 的 で あ る 。 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 が 、 凍 結 前 に 脂 肪 組 織 及 び 他 の 生 体 か ら
分 離 さ れ な け れ ば な ら な い こ と も 見 出 さ れ た 。 脂 肪 組 織 を 凍 結 保 存 し て 解 凍 し た 後 に 幹 細
胞 を 分 離 す る 試 み で は 、 生 存 能 力 の あ る 幹 細 胞 が 有 用 な 量 で 生 成 し な か っ た 。
　 凍 結 保 存 添 加 剤 は 、 二 つ の 一 般 的 な カ テ ゴ リ ー ； 細 胞 膜 を 通 過 し 得 る 浸 透 性 の 凍 結 保 護
剤 と 非 浸 透 性 の 凍 結 保 護 剤 と に 分 類 さ れ る 。 浸 透 性 の 凍 結 保 護 剤 の 例 に は 、 ジ メ チ ル ス ル
ホ キ シ ド (DMSO)、 グ リ セ ロ ー ル 及 び 1,2-プ ロ パ ン ジ オ ー ル が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限
ら れ な い 。 非 浸 透 性 の 凍 結 保 護 剤 の 例 に は 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ス タ ー チ 、 ア ル ブ ミ ン 及 び
ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ な い 。
　 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 浸 透 凍 結 保 護 剤 は DMSOで あ り 、 し ば し ば 、 自 家 血 漿 、 ヒ ト 血 清
ア ル ブ ミ ン 及 び /又 は ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ス タ ー チ の よ う な 非 浸 透 剤 と 組 合 せ て 用 い ら れ る
。
　 好 ま し い 態 様 で は 、 用 い ら れ る 特 定 の 凍 結 保 護 添 加 剤 が 検 証 さ れ て 、 解 凍 後 の 細 胞 の 適
切 な 回 復 が 保 証 さ れ る 。
　 凍 結 保 存 に 続 い て 、 凍 結 過 程 の 間 の 冷 却 速 度 を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 生 存 能 力 の あ る
細 胞 の 回 復 が 最 適 化 さ れ 得 る 。 最 も 一 般 的 な 冷 却 プ ロ ト コ ル は 、 開 始 か ら 約 － 50℃ ま で の
重 要 な 冷 却 段 階 の 間 、 － 1℃ か ら － 3℃ の 一 定 な 冷 却 速 度 を 維 持 す る 。
　 前 記 冷 却 速 度 は 、 種 々 の 手 段 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 手 段 に は コ ン ピ ュ ー タ
制 御 さ れ た 凍 結 速 度 を 使 用 す る こ と 、 冷 却 し た 有 機 溶 媒 浴 に 浸 漬 す る こ と 、 又 は メ カ ニ カ
ル フ リ ー ザ ー の 中 に 設 置 す る こ と が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ な い 。 好 ま し い 態 様
で は 、 選 択 さ れ た シ ス テ ム の 能 力 が 、 所 定 の 冷 却 速 度 を 生 じ る こ と に つ い て 検 証 さ れ る 。
し か し な が ら 、 選 択 さ れ た 前 記 冷 却 速 度 は 、 用 い る 冷 却 速 度 が 凍 結 保 存 後 の 細 胞 の 適 切 な
回 復 を 提 供 す る こ と に つ い て 検 証 さ れ て い る 限 り は 、 上 で 指 定 す る パ ラ メ ー タ （ 開 始 か ら
－ 50℃ ま で は 、 － 1℃ か ら － 3℃ ） を 超 え て も よ い 。
【 誤 訳 訂 正 ５ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ３
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
［ 凍 結 保 存 さ れ た 細 胞 の 回 復 ］
　 温 度 を 上 昇 さ せ て 細 胞 が 解 凍 さ れ る 条 件 も 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 細 胞 内 の 非 常 に 小 さ い
氷 の 粒 子 が 、 核 形 成 及 び 再 結 晶 化 を も た ら し 得 る 。 同 様 に 、 凍 結 の 間 に 観 察 さ れ た 浸 透 圧
が 、 解 凍 の 間 に お け る 細 胞 損 傷 の 源 で も あ り 得 る 。 さ ら に 、 凍 結 保 護 剤 DMSOは 、 4℃ よ り
上 で は 細 胞 に と っ て 有 害 で あ る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が 存 在 す る （ Hak A.M., F.G. Offerij
ins and C.C. Verheul“ Toxic Effects Of DMSO On Cultured Beating Heart Cells At T
emperatures Above Zero” Cryobiology 10, p244-250,(1973)） 。 こ の よ う に 、 解 凍 後 の
前 記 凍 結 保 護 剤 へ の 曝 露 は 、 最 小 限 に さ れ る べ き で あ る 。
　 加 え て 、 無 菌 閉 鎖 シ ス テ ム 及 び 許 可 さ れ た 試 薬 の 使 用 が 、 本 発 明 の 施 用 の 好 ま し い 点 で
あ る 。
　 好 ま し い 態 様 で は 、 細 胞 を 入 れ て い る カ セ ッ ト が 液 体 窒 素 貯 蔵 容 器 か ら 取 り 出 さ れ 、 フ
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リ ー ザ ー バ ッ グ が 前 記 カ セ ッ ト か ら 取 り 出 さ れ て 柔 軟 な 滅 菌 外 部 容 器 （ 例 え ば 、 滅 菌 済 み
の ジ ッ プ ロ ッ ク 形 式 プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ ） の 中 に 置 か れ る 。 前 記 プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ は 、
密 封 さ れ て 37℃ の 水 浴 に 浸 漬 さ れ て 、 そ の 温 度 を 約 4℃ ま で 上 昇 さ せ る 。 前 記 プ ラ ス チ ッ
ク バ ッ グ は 解 凍 す る 間 そ っ と 操 作 さ れ て 、 バ ッ グ 内 部 の の 粘 稠 性 が 半 解 け 雪 の よ う に
な る ま で 温 め る 間 、 全 体 に わ た る 均 一 な 熱 移 動 が 確 実 に さ れ る 。 こ の 時 点 で 、 ク ラ イ
オ バ ッ グ は 水 浴 及 び 外 部 容 器 か ら 取 り 出 さ れ て コ ー ル ド パ ッ ク 上 に 置 か れ 、 そ の 間 に 、 ク
ラ イ オ バ ッ グ か ら 導 か れ て い る チ ュ ー ブ 又 は ポ ー ト が 、 閉 鎖 滅 菌 容 器 に 通 じ て い る 閉 鎖 滅
菌 チ ュ ー ブ に 接 続 さ れ る 。 閉 鎖 滅 菌 容 器 は 、 5％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の よ う な タ ン パ ク 質
源 が 補 足 さ れ た 緩 衝 化 等 張 溶 液 を 含 み 得 る 。 次 に 細 胞 が チ ュ ー ブ を 通 っ て ク ラ イ オ バ ッ グ
か ら 閉 鎖 滅 菌 容 器 に 移 さ れ る 。 次 に 、 無 菌 閉 鎖 流 体 系 を 保 つ 手 段 に よ り 接 続 さ れ て い る 第
二 の 閉 鎖 滅 菌 バ ッ グ に 液 相 を 圧 出 す る こ と に よ っ て 、 過 剰 な ア ル ブ ミ ン 溶 液 及 び DMSOが 細
胞 か ら 除 去 さ れ 得 る 。 次 に 、 患 者 へ 送 達 す る た め に 、 細 胞 が 更 に 別 の 等 張 溶 液 に 再 懸 濁 さ
れ 得 る 。
【 誤 訳 訂 正 ６ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ４
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ［ 細 胞 及 び マ ト リ ッ ク ス 物 質 の 貯 蔵 後 の 検 査 ］
　 臨 床 使 用 を 対 象 と し た 細 胞 及 び 物 質 を 、 臨 床 応 用 に 先 立 っ て 検 査 及 び /又 は テ ス ト し て
も よ い 。 そ の よ う な 行 為 を 行 う 場 合 に は 、 解 凍 し た 細 胞 の 生 存 度 を 保 つ よ う に 注 意 す べ き
で あ る 。
　 見 込 ま れ る テ ス ト に は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 排 除 試 験 又 は 同 様 な 技 術 を 用 い る 細 胞 の 数
及 び 生 存 度 の 測 定 、 並 び に DNAフ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ 又 は 同 様 な ア プ ロ ー チ に よ る 細
胞 ド ナ ー の 同 一 性 の 確 認 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ な い 。 好 ま し い 態 様 で は 、 凍
結 貯 蔵 バ ッ グ に 通 じ る 滅 菌 チ ュ ー ブ の 中 に 密 封 さ れ て い る 凍 結 保 存 の 一 部 が 、 解
凍 を 妨 害 す る こ と な く 又 は バ ッ グ の 中 身 が 周 囲 環 境 に 曝 露 さ れ る こ と な く 、 バ ッ グ か ら 切
り 離 さ れ 得 る 。 前 記 チ ュ ー ブ の 全 長 に 密 封 さ れ た 細 胞 は 、 前 記 バ ッ グ の 中 身 全 て が 解 凍 す
る の に 先 立 っ て 、 解 凍 さ れ 検 査 さ れ 得 る 。 こ の よ う に し て 、 細 胞 の 主 体 が 解 凍 さ れ る 前 に
テ ス ト が 行 わ れ て 、 ド ナ ー と 細 胞 と の 同 一 性 が 確 か め ら れ 得 る 。
　 加 え て 、 処 理 の 終 了 時 点 の 細 胞 に 対 し て 、 上 に 列 挙 す る 検 査 及 び テ ス ト （ 例 え ば 表 現 型
の 検 査 又 は ク ロ ー ン 原 性 培 養 ） の 一 部 又 は 全 部 が 用 い ら れ て も よ い 。
　 ［ 臨 床 応 用 に 先 立 っ て の 細 胞 及 び 物 質 の 貯 蔵 後 操 作 ］
　 脂 肪 組 織 に 含 ま れ る 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 集 団 の 性 質 は 、 組 織 工 学 及 び 遺 伝 子 医 学 を 含 む
非 常 に 多 く の 用 途 に 用 い ら れ 得 る 。 そ の よ う な 分 野 の あ る 種 の 特 別 な 用 途 で は 、 レ シ ピ エ
ン ト 内 へ の 配 置 又 は 研 究 で の 使 用 に 先 だ っ て 、 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 集 団 の 操 作 が 必 要 と さ
れ る こ と も あ る 。
　 そ の 例 に は 、 細 胞 培 養 し て 細 胞 集 団 の 数 及 び /又 は 純 度 を 増 加 さ せ る こ と 、 小 集 団 の 濃
縮 又 は 精 製 、 細 胞 へ の 遺 伝 物 質 の 導 入 、 又 は 細 胞 培 養 に 基 づ き 細 胞 集 団 を 分 化 さ せ て 所 望
の 表 現 型 若 し く は 機 能 の 獲 得 を 容 易 に す る こ と が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ な い 。
【 誤 訳 訂 正 ７ 】
【 訂 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 訂 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ７
【 訂 正 方 法 】 変 更
【 訂 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 脂 肪 組 織 に 由 来 す る 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 集 団 並 び に マ ト リ ッ ク ス 物 質 は 、 様 々
な 治 療 的 、 構 造 的 及 び 美 容 的 用 途 の 可 能 性 を 有 す る 。 そ の よ う な 用 途 の た め の 細 胞 及 び /
又 は マ ト リ ッ ク ス 物 質 は 、 こ れ ら が 用 い ら れ る 予 定 の 個 人 か ら （ 自 家 適 用 ） 、 又 は 血 縁 ド
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ナ ー 若 し く は 非 血 縁 ド ナ ー か ら （ 同 種 適 用 ） 提 供 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 細 胞 集 団 の 好 ま し い
態 様 で は 、 細 胞 及 び /又 は マ ト リ ッ ク ス 物 質 が 、 脂 肪 組 織 を 得 た 人 に 戻 さ れ る 自 家 適 用 で
用 い ら れ る 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 抗 拒 絶 反 応 薬 物 の 使 用 を 回 避 し 、 組 織 の 拒 絶 と 病
原 菌 の 導 入 と の 危 険 性 を 減 少 す る 。 そ の よ う な ア プ ロ ー チ は 、 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 集 団 並
び に マ ト リ ッ ク ス 物 質 が 、 そ れ ら の 細 胞 が 意 図 さ れ る 健 康 状 態 の 背 景 の 一 部 で な い 状 況 に
お い て 、 実 行 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 自 家 の 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 は 、 心 筋 組 織 の 修 復 を 促 進
す る こ と 又 は 軟 骨 修 復 に 適 し 得 る 。 し か し な が ら 、 遺 伝 子 導 入 を 欠 く 場 合 に 、 自 家 の 脂 肪
組 織 由 来 の 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 は 、 骨 形 成 の 遺 伝 病 で あ る 骨 形 成 不 全 を 患 っ て い る 患 者 の
骨 の 修 復 に 使 用 す る こ と に は 適 さ な い 。 そ の よ う な 設 定 の 場 合 は 、 血 縁 ド ナ ー 又 は 非 血 縁
ド ナ ー か ら の 同 種 の 幹 細 胞 及 び 前 駆 細 胞 が 好 ま れ 得 る 。
　 本 発 明 の 変 更 及 び 変 形 は 、 本 発 明 の 意 図 及 び 範 囲 か ら 離 れ る こ と な く 成 さ れ 得 る 。 本 開
示 に 含 ま れ る 具 体 的 な 実 施 例 及 び 態 様 は 例 示 の 目 的 で の み 提 供 さ れ る も の で あ り 、 本 発 明
は 付 記 す る ク レ ー ム の 点 か ら の み 限 定 さ れ る 。
　 例 え ば 好 ま し い 収 集 法 は 、 廃 棄 し 得 る 成 分 か ら 所 望 成 分 を 最 初 に 分 離 す る た め に 中 に 透
過 性 膜 を 有 す る 収 集 装 置 を 利 用 し て い る が 、 単 一 患 者 か ら の 脂 肪 吸 引 の 吸 引 物 を 全 て 単 一
収 集 容 器 に 集 め て 、 次 に そ の 収 集 全 て を 、 凍 結 乾 燥 に 先 だ っ て 幹 細 胞 、 前 駆 細 胞
、 マ ト リ ッ ク ス 物 質 及 び 他 の 所 望 成 分 の 分 離 及 び 単 離 す る 場 所 へ 輸 送 し て も よ い 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 脂 肪 吸 引 吸 引 物 全 体 の 収 集 、 輸 送 及 び 凍 結 保 存 も 企 図 す る 。 幹 細 胞 、
前 駆 細 胞 、 マ ト リ ッ ク ス 物 質 及 び 他 の 所 望 成 分 は 、 前 記 吸 引 物 が 適 切 な 処 理 温 度 、 例 え ば
4℃ 又 は 4℃ よ り 高 い が 好 ま し く は 体 温 よ り 低 い 温 度 ま で 再 加 熱 さ れ た 後 に 、 上 述 の 方 法 を
用 い て 回 収 及 び 分 離 さ れ 得 る 。
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