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【手続補正書】
【提出日】令和3年9月21日(2021.9.21)
【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】
　インビトロで胸腺オルガノイドを調製する方法であって、
（ｉ）インビトロで多能性幹細胞を内胚葉細胞に分化させることと；
（ｉｉ）インビトロで前記内胚葉細胞を第３咽頭嚢内胚葉（ＰＰＥ）細胞に分化させるこ
とと；
（ｉｉｉ）インビトロで前記第３ＰＰＥ細胞を胸腺上皮前駆様細胞（ＴＥＰＬＣ）に分化
させることと；
（ｉｖ）インビトロ三次元培養で前記ＴＥＰＬＣを胸腺上皮前駆細胞（ＴＥＰＣ）に分化
させることと；
（ｖ）骨形成タンパク質４（ＢＭＰ４）の存在下においてインビトロ三次元培養で前記Ｔ
ＥＰＣを胸腺上皮細胞（ＴＥＣ）に分化させることと；
（ｖｉ）インビトロ三次元培養で前記ＴＥＣから胸腺オルガノイドを形成させることとを
含み、
　前記胸腺オルガノイドが、β５ｔ、ＤＬＬ４、及びインターロイキン７のうちのいずれ
か１つ以上を発現し、
　前記方法が、前記細胞を間葉又は間質細胞と共培養することを含まない方法。
【請求項２】
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（ｖ）が、Ｗｎｔ３ａ及び線維芽細胞成長因子７（ＦＧＦ７）の一方又は両方の存在下に
おいてインビトロ三次元培養で前記ＴＥＰＣをＴＥＣに分化させることを含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
（ｉ）の前に少なくとも１日間、哺乳類細胞基底マトリクスにおいて前記多能性幹細胞を
培養することを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＴＥＰＬＣが、ケラチン５＋／ケラチン８＋／ＦＯＸＮ１－である、請求項１～３
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞を継代することを含まない、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
（ｉｉｉ）が、前記細胞を解離させることなく前記第３ＰＰＥ細胞をＴＥＰＬＣに分化さ
せることを含む、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記胸腺オルガノイドが、ケラチン５＋／ケラチン８＋／ＦＯＸＮ１＋細胞を含む、請
求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記胸腺オルガノイドが、ケラチン５＋／ケラチン８＋／胸腺プロテオソームβ５ｔ＋

細胞を含む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記胸腺オルガノイドが、ケラチン５高／ケラチン８低細胞を含む、請求項１～６のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記胸腺オルガノイドが、ケラチン５低／ケラチン８高細胞を含む、請求項１～６のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
（ｉ）～（ｖｉ）のうちのいずれか１つ以上がゼノフリー培地で実施される、請求項１～
１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記胸腺オルガノイドを培養して、Ｔ細胞の分化を促進する１つ以上の自己タンパク質
を過剰発現させることを更に含む、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　Ｔ細胞の分化を促進する１つ以上の前記自己タンパク質が、ＤＬ１４及びＩＬ－７のう
ちの１つ以上を含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
（ｉｖ）が、１つ以上の間葉系幹細胞（ＭＳＣ）因子の存在下で前記ＴＥＰＬＣをＴＥＰ
Ｃに分化させることを含む、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記１つ以上のＭＳＣ因子が、ＦＧＦ７、ＢＭＰ４、Ｗｎｔ３ａ、線維芽細胞成長因子
１０（ＦＧＦ１０）、インスリン様成長因子－１（ＩＧＦ－１）、線維芽細胞成長因子８
（ＦＧＦ８）、トランスフォーミング成長因子β阻害剤（ＴＧＦβｉｎｈ）、及びシクロ
パミンのうちの１つ以上を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＭＳＣ因子のうちの１つ以上が、ＦＧＦ１０、ＩＧＦ－１、ＦＧＦ８、ＴＧＦβｉ

ｎｈ、及びシクロパミンを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法によって生成される、胸腺オルガノイド。
【請求項１８】
　インビトロで胸腺移出Ｔ細胞を調製する方法であって、前駆細胞を請求項１７に記載の
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胸腺オルガノイドに遊走させることと；前記細胞を前記胸腺オルガノイドから放出させる
ことであって、前記胸腺オルガノイドから放出される前記細胞が、胸腺移出Ｔ細胞である
ことと；前記胸腺オルガノイドから前記胸腺移出Ｔ細胞を単離することとを含む方法。
【請求項１９】
　哺乳類における病態の治療又は予防のための剤を製造する方法であって、：
請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法により胸腺オルガノイドを調製することと；
前駆細胞を前記胸腺オルガノイドに遊走させることと；
前記細胞を前記胸腺オルガノイドから放出させることであって、前記胸腺オルガノイドか
ら放出される前記細胞が、胸腺移出Ｔ細胞であることと；
前記胸腺オルガノイドから前記胸腺移出Ｔ細胞を単離することとを含み、
前記胸腺移出Ｔ細胞が前記剤に製剤化される、方法。
【請求項２０】
　前記病態が、がん、免疫不全、自己免疫病態、感染症、又は血液病態である、請求項１
９に記載の方法。
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