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【出願番号】特願2018-169154(P2018-169154)
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【手続補正書】
【提出日】令和1年7月31日(2019.7.31)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１９】
　ＰＥＣの細胞構成は、出願人の先行特許と非特許出願に記載されているように、完全に
キャラクタライズされている。たとえばＫｒｏｏｎ　ら、２００８　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２６：４４３－５２，および米国特許Ｎｏ．７，５３４，６０
８；７，６９５，９６５；および７，９９３，９２０；発明の名称は生体内インシュリン
の製造方法；および８，２７８，１０６、発明の名称はヒト多能性幹細胞から誘導される
膵性細胞のカプセル化。流動細胞計測法を使用して、ＰＥＣの１０以上の異なった発達ロ
ットからの２０個以上のサンプルの定量化は以下のタイプの細胞を示した。細胞混合物の
約５０％（３３－６０％の範囲）は、ＮＫＸ６．１を発現するがクロモグラニン（ＣＨＧ
Ａ）を発現しない細胞から成る。約４４％（３３－６２％の範囲）のポリ－ホルモン性内
分泌細胞はＣＨＧＡを発現する。ＣＨＧＡ陽性細胞は、生体内の移殖に続いて、グルカゴ
ン発現細胞を発達させ、成熟することが示された。約７％（１．３－１３％の範囲）はＰ
ＤＸ１を発現し、同時にＣＨＧＡおよびＮＫＸ６．１を発現しない（ＰＤＸ１だけが存在
する）。非常に小さい細胞群、混合物または集合体における約１％（０．２７－６．９％
の範囲）は上記のマーカー；ＰＤＸ１、ＮＫＸ６．１、ＣＨＧＡのいずれも（または、ト
リプルネガティブ細胞）発現しない。したがって、ＰＥＣまたはそれの同等物は、細胞の
この集合体または混合物をいう。また、ＰＥＣ組成物または集合体は、さらに詳細に実施
例２７と表１２に記載されている。クルーン他、２００８、上掲、シュルツ他、２０１２
、上掲（その開示は本明細書中に参考としてそれらの全体のすべてを援用する）。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３５】
【図１】図１は規定された条件（８ｎｇ／ｍＬ　ＦＧＦ２、１００ｎｇ／ｍＬ　ＬＲ－Ｉ
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ＧＦ１、１ｎｇ／ｍＬ　アクチビンＡ（Ａｃｔｉｖｉｎ　Ａ）における、ＢＧ０１ｖ中の
、ＡＤＡＭ１９、ニューレグリン１、およびＥｒｂＢ１－３のリアルタイムのＲＴ　ＰＣ
Ｒ発現解析について示す。ＧＡＰＤＨとＯＣＴ４コントロール反応を示す。
【図２】図２は、ＡＧ８７９を使用した、ＢＧ０１ｖ細胞の増殖抑制について示す。ＢＧ
０１ｖ細胞は、６－ウエルのトレー中にプレーティングされて、プレーティング後、ＤＭ
ＳＯ（Ａ）、５０ｎＭ－２０マイクロＭ　ＡＧ１４７８（Ｂ）、または１００ｍＭ－２０
マイクロＭ　ＡＧ８７９（Ｃ）に２４時間暴露された。培養５日後に、培養物は、アルカ
リホスファターゼ活性のために固定され、染色された。ＡＧ１４７８は、これらの濃度（
Ｂに示された２０マイクロＭ）では増殖に影響するように見えなかったが、ＡＧ８７９は
５マイクロＭ（Ｃ）で実質的に細胞成育を遅くした。
【図３】図３は１０ｎｇ／ｍＬ　ＨＲＧ－β、１０ｎｇ／ｍＬ　アクチビン　Ａ、２００
ｎｇ／ｍＬ　ＬＲ－ＩＧＦ１、および８ｎｇ／ｍＬ　ＦＧＦ２を含む定義された培養液で
あるＤＣ－ＨＡＩＦ中で培養されたＢＧ０１ｖ細胞のモルホロジー（ＡおよびＢ）につい
て示す。また１０ｎｇ／ｍＬ　ＨＲＧ－β、１０ｎｇ／ｍＬ　アクチビン　Ａ、および２
００ｎｇ／ｍＬ　ＬＲ－ＩＧＦ１を含む定義された培養液で培養されたＢＧ０１ｖ細胞の
モルホロジー（ＣおよびＤ）について示す。
【図４】図４はマウス胚性幹細胞（Ａ）とＭＥＦｓ（Ｂ）中のＲＴ　ＰＣＲによるＡＤＡ
Ｍ１９、ニューレグリン１、およびＥｒｂＢ１－４の発現について示す。
【図５】図５はマウス胚性幹細胞中でのＥｒｂＢ１とＥｒｂＢ２シグナリングの抑制につ
いて示す。２×１０5　Ｍｏｕｓｅ　Ｒ１ＥＳ細胞が、１０％のＦＢＳ中１：１０００の
ＭＡＴＲＩＧＥＬ（登録商標）、１０％のＫＳＲと１０００Ｕ／ｍＬマウスＬＩＦ（ＥＳ
ＧＲＯ）上にプレーティングされた。翌日、ＤＭＳＯ（対照キャリア）、１－５０マイク
ロＭのＡＧ１４７８、または１－５０マイクロＭのＡＧ８７９が新鮮な培地と共に加えら
れた。培地は、８日目に固定されて、アルカリホスファターゼ活性のために染色された。
ＤＭＳＯ（Ａ）および１－５０　マイクロＭのＡＧ１４７８（ＢおよびＣ）は増殖を明白
に抑制しなかった。ＡＧ８７９は５０マイクロＭのときに実質的に細胞成育を禁止して（
ＤおよびＦの比較）、２０マイクロＭ（Ｅ）で増殖を遅くしたかもしれない。
【図６Ａ】図６はコンディショニングされた培地（ＣＭ）中で育てられたＢＧ０２細胞の
増殖抑制について示す。（Ａ）５０マイクロＭのＡＧ８２５は、ＣＭ中で育てられたＢＧ
０２　ｈＥＳＣｓの増殖を禁止した。（Ｂ）ＡＧ８２５はｈＥＳＣｓ中のＥｒｂＢ２　Ｙ
１２４８リン酸化を抑制する。（Ｃ）増殖因子の異なった併用におけるＣｙＴ４９　ｈＥ
ＳＣｓの連続継代のコロニー計数。（Ｄ）ＢＧ０２細胞を使用するｈＥＳＣ増殖における
ＩＧＦ１およびＨＲＧの役割の細胞計数分析（左）。（Ｅ）繰返し実験のＯＣＴ４／ＤＡ
ＰＩ免疫染色は、ＡｃｔＡ／ＦＧＦ２条件と比べて、ＩＧＦ１とＨＲＧがＯＣＴ４+細胞
の割合をかなり増加させたことを示した。（Ｆ）一夜増殖因子のない飢餓状態で、次いで
１５分、ＤＣ－ＨＡＩＦでパルスされたＢＧ０１　ＤＣ－ＨＡＩＦ　ｈＥＳＣｓのＲＴＫ
ブロッティング分析。または、定常状態培養物が示される（左）。規格化された相対強度
の平均と範囲がプロットされた（右）。
【図６Ｂ】図６の続き。
【図６Ｃ】図６の続き。
【図６Ｄ】図６の続き。
【図６Ｅ】図６の続き。
【図６Ｆ】図６の続き。
【図７】図７は異なった増殖因子の組み合わせに従って規定された条件で育てられたマウ
スＥＳ細胞について示す。（Ａ）２×１０5細胞が８日間異なった増殖因子の組み合わせ
で育てられた後の、ＡＰ+コロニーのスコアを示している。（Ｂ－Ｇ）異なった増殖因子
の組み合わせで育てられたＡＰ+コロニーの４倍イメージを示す。
【図８Ａ】図８はＤＣ－ＨＡＩＦ培地中で維持されるヒト胚性幹細胞のキャラクタリゼー
ションについて示す。（Ａ）ＢＧ０２　ＤＣ－ＨＡＩＦ　ｐ２５細胞からの奇形腫の分析
は外胚葉、中胚葉および内胚葉への多分化能分化能を示した。（Ｂ）分化した１５％ＦＣ
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Ｓ／５％ＫＳＲ中で培養されたＢＧ０２細胞の免疫染色。（Ｃ）ＣＭ中（６４継代）また
はＤＣ－ＨＡＩＦ（規定された培地内で１０または３２継代）で維持されたＢＧ０２細胞
中の４７，２９６の転写プローブを含む高密度イルミナ　セントリックス　ヒューマン－
６　エクスプレッション　ビードチップス（Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｓｅｎｔｒｉｘ　Ｈｕｍ
ａｎ－６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｂｅａｄｃｈｉｐｓ）を使用して調査された転写の分
配のベン図。（Ｄ）ＢＧ０２　ＤＣ－ＨＡＩＦ　ｐ３２細胞の転写プロフィールが、ＣＭ
中で維持されたＢＧ０２細胞のものと非常に類似し（上部）、ＤＣ－ＨＡＩＦでの初期お
よび終期の継代培養と実質的に変化されなかった（下部）ことを示すスキャッタープロッ
ト分析。（Ｅ）ビードスタジオ（Ｂｅａｄｓｔｕｄｉｏ）ソフトウェアを使用することで
作られた異なったポピュレーションにおける相対遺伝子表現の階層的な菌株群形成樹状図
。
【図８Ｂ】図８の続き。
【図８Ｃ】図８の続き。
【図８Ｄ】図８の続き。
【図９】図９はＤＣ－ＨＡＩＦ媒地の存在下で、ヒト化細胞外マトリックス（ＥＣＭｓ）
上で培養された細胞のモルホロジーについて示す。（Ａ）増殖因子の減少されたＭＡＴＲ
ＩＧＥＬ（登録商標）（１：２００に希釈）上で成長されたＣｙＴ４９細胞（１：２００
に希釈）。ＣｙＴ４９細胞はまた、（Ｂ）全ヒト血清、（Ｃ）ヒトフィブロネクチン、お
よび（Ｄ）ＶＩＴＲＯＧＲＯ（登録商標）でコーティングされた組織培養皿で成長された
。
【図１０】図１０はヒト胚性幹細胞の単独細胞継代について示す。（Ａ－Ｄ）ＡＣＣＵＴ
ＡＳＥ（登録商標）での継代および６０ｍｍの培養ざら中のおよそ５×１０5の細胞のプ
レーティングの後の、ステージごとのＢＧ０２細胞のイメージ。（Ａ）初期の平板培養の
１．５時間後、生存細胞が皿に接着していることを示す。（Ｂ）平板培養後２０時間では
、細胞の大多数は集合し、小さいコロニーを形成した。これらのコロニーは、平板培養後
４日まで、増殖して拡大し（Ｃ）、５－６日間の経過で皿全体を覆いながら上皮のような
単分子層を形成する（Ｄ）。（Ｅ）ＤＣ－ＨＡＩＦ中でＡＣＣＵＴＡＳＥ（登録商標）と
ともに１９回継代したＢＧ０２培養で示された正常な男性核型。
【図１１】図１１は、（Ａ）ＡＣＣＵＴＡＳＥ（登録商標）、（Ｂ）０．２５％トリプシ
ン（Ｔｒｙｐｓｉｎ）／ＥＤＴＡ、（Ｃ）ＴｒｙｐＬＥ、または（Ｄ）バーシーン（Ｖｅ
ｒｓｅｎｅ）を使用したヒト胚性幹細胞の単独細胞継代の後の細胞モルホロジーを示す。
【図１２】図１２はＤＣ－ＨＡＩＦ中で培養されたヒト胚性幹細胞の大規模な成長につい
て示す。（Ａ）＞１０10の細胞へのエキスパンションの後のＢＧ０２細胞のフローサイト
メトリー解析。＞　８５％の細胞はＯＣＴ４、ＣＤ９、ＳＳＥＡ－４、ＴＲＡ－１－８１
を発現した。（Ｂ）ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ、ＲＥＸ１、ＳＯＸ２、ＵＴＦ１、ＣＲＩＰＴ
Ｏ、ＦＯＸＤ３、ＴＥＲＴ、およびＤＰＰＡ５の多分化能マーカーの発現のＲＴ　ＰＣＲ
分析。分化型リネッジ（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ　ｌｉｎｅａｇｅｓ）のマーカー
、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、ＭＳＸ１、およびＨＡＮＤ１は検出されなかった。
（Ｃ）ヒト染色体特異性反復配列（ｈｕｍａｎ　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ－ｓｐｅｃｉｆｉ
ｃ　ｒｅｐｅａｔｓ）を使用する蛍光　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーション（ＦＩ
ＳＨ）が、ｈＣｈｒ１２、１７、ＸおよびＹの標準のコピー数の維持を示した。
【図１３】図１３は、７代または２カ月より長い期間、ＦＧＦ２の非存在下で、ＨＲＧ－
βとＩＧＦ１を含む規定された培地中で成長されたｈＥＳＣ　ＢＧ０２細胞のモルホロジ
ー（Ａ）と正常核型（Ｂ）について示す。
【図１４】図１４は、ＤＣ－ＨＡＩＦ（３２代）またはＤＣ－ＨＡＩ（１０代）中で維持
されたｈＥＳＣｓ（ＢＧ０２）からの転写のスキャッタープロット分析について示す。大
部分の転写の発現が両方のサンプルで検出された。そして、転写性は、外因のＦＧＦ２が
非存在下でのｈＥＳＣｓの培養によっては、実質的に変化されなかった。相関係数（Ｒ2

）が、＞０（すべてのドット）の発現水準でのすべての検出された転写を使用することで
、または＞０．９９の検出信頼度を示す転写で求められた（Ｒ2　ｓｅｌｅｃｔ、点線の
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楕円形により示される）。斜線は、平均および２フォールドディファレンス（２－ｆｏｌ
ｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）の限界を示す。
【図１５】図１５はＤＣ－ＨＡＩＦで維持された初期および晩期の継代ＢＧ０２細胞の異
なったポピュレーションにおける相対遺伝子発現の階層的な菌株群形成樹状図を示す。細
胞は、密接（約０．００７５）に群生し、コンディショニングされた培地（ＣＭ）でＢＧ
０２およびＢＧ０３細胞が同様に維持された（約０．０３７）。また、ＤＣ－ＨＡＩ中で
維持されたＢＧ０２細胞は、他の評価されるｈＥＳＣポピュレーションと密接して群生さ
れる。説明として、図１５では、ＣＭはコンディショニングされた媒体である。ＤＣは、
上で定義されるように、定義された培養液ＤＣ－ＨＡＩＦである。ａｐはＡＣＣＵＴＡＳ
Ｅ（登録商標）単独細胞継代である。ＤＣ－ＨＡＩは、ＦＧＦ２を含まないことを除いて
、本明細書に定義されるような、ＤＣ－ＨＡＩＦと同じである。
【図１６】図１６は９６－ウエルおよび３８４－ウエルのＤＣ－ＨＡＩＦ中で培養された
ＢＧ０２細胞のモルホロジーとアルカリ性ホスファターゼ染色について示す。９６－ウエ
ルプレートの１つのウエルで成長したＢＧ０２細胞（１０4細胞／ウエル）の相コントラ
ストイメージング（Ａ）および（Ｂ）アルカリ性ホスファターゼ染色。３８４－ウエルプ
レートの１つのウエルで成長したＢＧ０２細胞（１０3細胞／ウエル）の相コントラスト
イメージング（Ｃ）および（Ｄ）アルカリ性ホスファターゼ染色。
【図１７】図１７はＤＣ－ＨＡＩＦで懸濁培養で育てられたＢＧ０２の暗視野イメージに
ついて示す。２日目と６日目の培養物について示す。４倍率を使用することでイメージを
得た。
【図１８】図１８はＤＣ－ＨＡＩＦの接着および懸濁培養での成長速度について示す。接
着および懸濁培養で平行なウエルで１×１０6細胞のＢＧ０２がプレーティングされた。
細胞数は１－６日で数えられた。
【図１９】図１９は懸濁および接着ｈＥＳＣｓのｑＰＣＲ分析について表現する。懸濁液
で成長するＢＧ０２細胞（Ｓ．ｈＥＳＣｓ）と接着培地で成長するもの（ｈＥＳＣｓ）は
同等なレベルのＯＣＴ４発現およびＳＯＸ１７発現の欠如を示した。胚体内胚葉（ＤＥ）
に分化した接着細胞、および懸濁液中で胚体内胚葉（Ｓ．ＤＥ　ｄ３）に分化した懸濁ｈ
ＥＳＣｓは、ともに期待された顕著なＯＣＴ４の少ない発現とＳＯＸ１７の多い発現を示
した。
【図２０】図２０は懸濁培養におけるＹ２７６３２の存在下でのｈＥＳＣ集合の増大につ
いて示す。３ｍＬのＤＣ－ＨＡＩＦまたはＤＣ－ＨＡＩＦ　＋　Ｙ２７６３２中に、２×
１０6のＢＧ０２細胞をシードし、６－ウエルのトレイ中で、１００ｒｐｍの回転台上で
インキュベータ内においた。１日目と３日目に集合体のイメージを得た。
【図２１】図２１はＹ２７６３２の存在下での懸濁集合体のＲＴ　ＰＣＲ分析について示
す。ＲＴ－ＰＣＲは、多分化能のマーカーの発現を評価するために増殖した培養物に実行
された。ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ、ＲＥＸ１、ＳＯＸ２、ＵＴＦ１、ＣＲＩＰＴＯ、ＦＯＸ
Ｄ３、ＴＥＲＴおよびＤＰＰＡ５は検出された。分化型リネッジのマーカーであるＡＦＰ
、ＭＳＸ１、およびＨＡＮＤ１は検出されなかった。
【図２２Ａ】図２２Ａ－Ｎはマーカー遺伝子ＯＣＴ４（パネルＡ）、ＢＲＡＣＨ（パネル
Ｂ）、ＳＯＸ１７（パネルＣ）、ＦＯＸＡ２またはＨＮＦ３ｂｅｔａ（パネルＤ）、ＨＮ
Ｆ１ｂｅｔａ（パネルＥ）、ＰＤＸ１（パネルＦ）ＮＫＸ６．１（パネルＧ）、ＮＫＸ２
．２（パネルＨ）、ＩＮＳ（パネルＩ）、ＧＣＧ（パネルＪ）、ＳＳＴ（パネルＫ）、Ｓ
ＯＸ７（パネルＬ）、ＺＩＣ１（パネルＭ）、ＡＦＰ（パネルＮ）、ＨＮＦ４Ａ（パネル
Ｏ）、およびＰＴＦ１Ａ（パネルＰ）の発現様式を示す棒グラフである。これは完全なリ
ストではないが、多分化能ヒト胚性幹（ｈＥＳ）細胞（ステージ０、ｄ０）、胚体内胚葉
細胞（ステージ１；ｄ２）、ＰＤＸ１－陰性の前腸内胚葉細胞（ステージ２；ｄ５）、Ｐ
ＤＸ１－陽性内胚葉細胞（ステージ３、ｄ８）、膵性内胚葉細胞（ステージ４；ｄ１１）
、膵性内分泌性先駆、および／またはホルモン分泌細胞（ステージ５；ｄ１５）を同定す
るために使用できる。
【図２２Ｂ】図２２の続き。
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【図２２Ｃ】図２２の続き。
【図２２Ｄ】図２２の続き。
【図２２Ｅ】図２２の続き。
【図２２Ｆ】図２２の続き。
【図２２Ｇ】図２２の続き。
【図２２Ｈ】図２２の続き。
【図２２Ｉ】図２２の続き。
【図２２Ｊ】図２２の続き。
【図２２Ｋ】図２２の続き。
【図２２Ｌ】図２２の続き。
【図２２Ｍ】図２２の続き。
【図２２Ｎ】図２２の続き。
【図２２Ｏ】図２２の続き。
【図２２Ｐ】図２２の続き。
【図２３】図２３は、培養物における培地の全容積（ｍＬ）と相関した懸濁液の細胞集合
体の直径（ミクロン）の範囲を示すグラフである。
【図２４Ａ】図２４Ａ－Ｄは、ｈＥＳ－由来細胞中のＰＤＸ１（パネルＡ）、ＮＫＸ６．
１（パネルＢ）、ＮＧＮ３（パネルＣ）、およびＮＫＸ２．２（パネルＤ）の、それらが
由来するｈＥＳ細胞培養の細胞濃度との相関での、マーカー遺伝子の発現パターンを示す
棒グラフである。
【図２４Ｂ】図２４の続き。
【図２４Ｃ】図２４の続き。
【図２４Ｄ】図２４の続き。
【図２５】図２５は、０日（ｄ０）での多能性細胞の細胞集合体の直径と、２、５、８お
よび１２日目（それぞれｄ２、ｄ５、ｄ８、およびｄ１２）の分化した細胞集合体の直径
を示す。測定された細胞集合体サイズは、最小、最大、２番目と３番目の四分線、および
メジアンを示しながらプロットされた。毎日、１ｘ１０6細胞／ｍＬ（左）と２ｘ１０6細
胞／ｍＬ（右）から形成された細胞集合体を示している。
【図２６Ａ】図２６Ａ－Ｄは、回転ボトル容器フォーマット中の種々の示した標識遺伝子
の発現パターンを示している棒グラフである。それぞれのチャートの左のサンプルは６ウ
ェルのトレーの中に形成されたゼロ日目（ｄ０）の細胞集合体（多能性細胞マーカー対照
）を表す。棒によってマークされたサンプルは、（左から右に向かって）：０日目の未分
化集合体、および２、５、８、１２日目の分化した集合体を示す。黒い棒は、１ｘ１０6

細胞／ｍＬの回転ボトル；黒いダッシュの付いた棒は２ｘ１０6細胞／ｍＬの回転ボトル
；灰色の棒は、６ウェルのトレーである。
【図２６Ｂ】図２６の続き。
【図２６Ｃ】図２６の続き。
【図２６Ｄ】図２６の続き。
【図２７Ａ】図２７Ａ－Ｄは、実施例２７の表１１と１２に記載されているように、より
大きい回転ボトル容器フォーマット中の種々の示したマーカー遺伝子の発現パターンを示
している棒グラフである。左のサンプルは６ウェルのトレーｈＥＳＣ集合と分化（対照；
図２７Ａ）を表す。０、２、５、８、および１２日目での、ベントされた（Ｖ）またはベ
ントされない（ＮＶ）４９０ｃｍ2ローラーボトル（約１．２Ｌ容量）での分化が示され
ている。２日目のサンプルは培養物の損失のため、最後の４９０Ｖのサンプル（一番右の
カラム）については採取されなかった。同じｄ０コントロールはそれぞれのローラーボト
ル分化（アスタリスク）に使用された。
【図２７Ｂ】図２７の続き。
【図２７Ｃ】図２７の続き。
【図２７Ｄ】図２７の続き。
【手続補正３】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８１】
　本明細書において使用される時、「分化可能な細胞」という用語は、少なくとも部分的
に成熟した細胞に分化できる細胞または細胞集合、または細胞の分化、たとえば他の細胞
との融合、または少なくとも部分的に成熟した細胞への分化に参加できるものを記載する
ために使用される。本明細書において使用される時，「部分的に成熟している細胞（ｐａ
ｒｔｉａｌｌｙ　ｍａｔｕｒｅ　ｃｅｌｌｓ）」、「前駆細胞（ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　
ｃｅｌｌｓ）」、「未熟細胞（ｉｍｍａｔｕｒｅ　ｃｅｌｌｓ）」、「前駆体細胞（ｐｒ
ｅｃｕｓｏｒ　ｃｅｌｌｓ）」、「多能性細胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ｃｅｌｌｓ）
」、およびそれらと同等の用語は、例えば、胚体内胚葉細胞、ＰＤＸ１陰性前腸内胚葉細
胞、ＰＤＸ１陽性プレ膵性内胚葉細胞を含むＰＤＸ１陽性の膵性内胚葉細胞、ＰＤＸ１陽
性膵性内胚葉端細胞のような、末端分化細胞を含む。すべてが、同じ臓器または組織から
の成熟細胞の、たとえばモルホロジーまたは蛋白質発現などの遺伝表現型の少なくとも１
つの特徴を示すが、さらに他の少なくとも１つの細胞タイプに分化できる。例えば、正常
の、成熟したヘパトサイトは、アルブミン、線維素原、α－１－アンチトリプシン、プロ
トロンビン凝固因子、鉄結合性グロブリン、およびシトクロムＰ－４５０などの解毒酵素
のようなタンパク質を通常発現する。したがって、本発明において「部分的に成熟してい
るヘパトサイト」は、アルブミンまたは別の１種以上のタンパク質を発現することができ
るか、または正常で、成熟したヘパトサイトの外観または機能を持ち始めることができる
。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８５】
　本明細書に記載された細胞集合体は、ホモ細胞集合体またはヘテロ細胞の集合体である
場合がある。本明細書において使用される時、「ホモ細胞」、「単細胞」の細胞集合体ま
たはそれの同等の表現は懸濁液中の複数の細胞集合体を示す。ここで各細胞集合体は実質
的に単独細胞の複数の生細胞を含む。たとえば本明細書の方法で製造されるｈＥＳ細胞集
合体は、実質的にホモ細胞であることができ、多分化能ｈＥＳ細胞から実質的に成ること
ができ、胚体内胚葉細胞から実質的に成ることができ、前腸内胚葉細胞から実質的に成る
ことができ、膵性内胚葉細胞から実質的に成ることができ、さらにＰＤＸ１－陽性のプレ
膵性内胚葉細胞、ＰＤＸ１－陽性の膵性内胚葉細胞、ＰＤＸ１－陽性の膵性内胚葉、膵性
の内分泌性前駆細胞、膵臓内分泌細胞、および同様のものであることができる。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８６】
　本明細書において使用される時、「実質的に」または「本質的に」との用語は、「デ　
ミニマム（ｄｅ　ｍｉｎｉｍｕｓ）」または少量の成分または細胞が細胞集合体懸濁液タ
イプ内に存在することを意味し、たとえば本明細書に記載された懸濁液における細胞集合
体は「本質的にまたは実質的に均質」であり、「本質的にまたは実質的にホモ細胞」であ
り、「本質的にｈＥＳ細胞」であり、「本質的にまたは実質的に胚体内胚葉細胞」であり
、「本質的にまたは実質的に前腸内胚葉細胞」であり、「本質的にまたは実質的にＰＤＸ
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１－陰性の前腸内胚葉細胞」であり、「本質的にまたは実質的にＰＤＸ１－陽性のプレ膵
性内胚葉細胞」であり、「本質的にまたは実質的にＰＤＸ１－陽性の膵性内胚葉または前
駆細胞」であり、「本質的にまたは実質的にＰＤＸ１－陽性の膵性内胚葉端細胞」であり
、「本質的にまたは実質的に膵性内分泌腺の前駆細胞」であり、「本質的にまたは実質的
に膵性内分泌腺の細胞」、および同様のものである。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９３】
　胚様体は本発明で記載される細胞集合体とは異なり、３つの胚葉からの多数の細胞タイ
プで作られた細胞集合体であり、典型的には未分化型胚性幹細胞の集合体を非有向性分化
シグナル（ｎｏｎ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｓｉｇｎａｌ
ｓ）、たとえば２０％のウシ胎仔血清などに暴露することによって作成される細胞集合体
である。この非有向性方法論の結果は、生体外で通常の胎児成長をまねることを意図する
細胞タイプの混合物である。このアプローチは基礎研究レベルで胎児成長を調べることの
役に立つが、それは細胞収率、集合体のアイデンティティ、集合体の純粋さ、バッチの一
貫性、安全性、細胞機能、および商品原価が主要な関心であるところのすべての大規模な
細胞治療製造プロセスには適用できない。そのうえ、胚様体から所定の細胞タイプを精製
するのに使われた任意の富化作用戦略にかかわらず、分化プロトコールは単独細胞タイプ
の大集合体を発生させる直接的なアプローチを提供しない。それに続いて、汚染物集合体
がいつも支配的であり、特定集合体を精製するどんな試みも妨げるだろう。胚性幹細胞の
集合体を作成して、分化することへのすべての先行研究は、それらの方法論において以下
のコンポーネンツの一個以上を有する：
１）　　ヒト胚性幹細胞ではなくマウスの使用
２）　　通常の細胞接着過程ではなく、細胞を集合させるために遠心沈殿に依存する強制
集合プロトコール
３）　　静的条件における、細胞塊の集合
４）　　非単独細胞解離または表面の細胞をこすり落とすことによる集合体の形成
５）　　すべての胚様体と胚葉の細胞タイプの形成をもたらす、１５－２０％の胎児ウシ
血清を使用する細胞集合体の非直接分化。
　我々の知識によれば、胚様体を分化するのに１５－２０％のＦＣＳを利用しない唯一の
研究が、細胞集合体が強制的な集合で形成されて、次に集合体がすぐに中胚葉に、適切な
培地を使用して分化されるプロトコールについて説明する（Ｎｇら、Ｂｌｏｏｄ．２００
５　１０６（５）：１６０１）。しかしながら、この仕事では、１０－１２日間静的に集
合された後、研究者が非集合の接着培養に胚様体を移しているので、本発明とは無関係で
ある。従来の仕事と対照的に、本発明は１）　ヒト胚性幹細胞を単独細胞に分離し、集合
直径および細胞生存のコントロールを改良するために最適化されたせん断速度で回転培養
（ｒｏｔａｔｉｏｎａｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ）することによる集合体の形成、
２）　　次に直接、胚体内胚葉へＥＳ細胞集合体を分化させ、前腸内胚葉に分化させ、プ
レ膵性前腸内胚葉へ分化させ、次いで膵性内胚葉および最終的に膵臓内分泌細胞へ分化さ
せる。
　この分化プロトコールは高能率と最小量の汚染物集合体で、胚体内胚葉および膵性リネ
ッジ集合体を発生させる。そのうえ、他のすべての公開された研究と対照的に、胚性幹細
胞集合と分化へのこのアプローチは胚様体を作成しない。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９４
【補正方法】変更
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【補正の内容】
【００９４】
　分化型および未分化細胞の混合物であり、典型的には数個の胚葉からの細胞から成り、
ランダムな分化を行う胚様体と対照的に、本明細書に記載された細胞集合体は、本質的に
または実質的にホモ－セルであり、多分化能、バイポーテント（ｂｉｐｏｔｅｎｔ）、ま
たはユニポーテント（ｕｎｉｐｏｔｅｎｔ）タイプの細胞の集合体として存在し、たとえ
ば胚細胞、胚体内胚葉、前腸内胚葉、ＰＤＸ１－陽性の膵性内胚葉、膵臓内分泌細胞、お
よび同様のものとして存在する。
【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９６】
　本明細書に記載された分化培養条件とｈＥＳ－由来の細胞タイプは、実質的にｄ’Ａｍ
ｏｕｒ他、２００６、上掲、で記載されていたものと同様である。ｄ’Ａｍｏｕｒ他、２
００６、は５ステップ分化プロトコールについて説明する：
ステージ１（実質的に胚体内胚葉生産）
ステージ２（実質的にＰＤＸ１－陰性の前腸内胚葉生産）
ステージ３（実質的にＰＤＸ１－陽性の前腸内胚葉生産）
ステージ４（実質的に、膵性内胚葉、または上皮または膵性内分泌性前駆体生産）、およ
び
ステージ５（実質的に、ホルモン発現性内分泌細胞生産）。
　重要なことには、初めて、本明細書に記載された懸濁法でこれらのすべての細胞形を製
造できる。
【手続補正９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９７】
　本明細書において使用される時、「胚体内胚葉（ＤＥ）」は、腸管または腸管に由来す
る臓器細胞に分化できる多分化能内胚葉リネッジ細胞を示す。ある実施態様によると、胚
体内胚葉細胞はほ乳動物細胞である。そして、好適な実施態様では、胚体内胚葉細胞はヒ
ト細胞である。本発明のいくつかの実施態様では、胚体内胚葉細胞は、発現するか、また
はあるマーカーを有意に発現しない。いくつかの実施態様では、ＳＯＸ１７、ＣＸＣＲ４
、ＭＸＬ１、ＧＡＴＡ４、ＨＮＦ３ｂｅｔａ、ＧＳＣ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ
、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１、ＣＲＩＰ１、およびＣＥＲから選ばれた１種以上のマーカ
ーは、胚体内胚葉細胞の中で発現される。他の実施態様では、ＯＣＴ４、α－フェトタン
パク（ＡＦＰ）、スロムボムデュリン（Ｔｈｒｏｍｂｏｍｏｄｕｌｉｎ（登録商標））、
ＳＰＡＲＣ、ＳＯＸ７、およびＨＮＦ４ａｌｐｈａから選ばれた１種以上のマーカーは、
胚体内胚葉細胞の中で有意に発現されない。胚体内胚葉細胞集合体とそれの生産方法は、
２００４年１２月２３日に出願された、名称が胚体内胚葉（ＤＥＦＩＮＩＴＩＶＥ　ＥＮ
ＤＯＤＥＲＭ）の、米国特許出願第１１／０２１，６１８に記載されており、この出願は
全体が本明細書に組み込まれる。
【手続補正１０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９８
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【００９８】
　本発明のさらに異なる実施態様は、「ＰＤＸ１－陰性の前腸内胚葉細胞」および「前腸
内胚葉細胞」、およびそれらの同等物の細胞培養と細胞集合体に関する。ＰＤＸ１－陰性
の前腸内胚葉細胞は、また多分化能であり、様々な細胞と、胸腺、甲状腺、副甲状腺、肺
／気管支、肝臓、咽頭部、鰓嚢、十二指腸の一部およびエウスターキオ管を含む組織をも
たらすことができる。いくつかの実施態様では、前腸内胚葉細胞は、ＳＯＸ１７、ＨＮＦ
１Ｂ、ＨＮＦ１α、ＦＯＸＡ１を非前腸内胚葉細胞、たとえばこれらのマーカーを有意に
発現しない胚体内胚葉またはＰＤＸ陽性の内胚葉と比べて、増加するレベルで発現する。
ＰＤＸ１－陰性の前腸内胚葉細胞は、ＰＤＸ１、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、およびＳＯＸ１を低
レベルで発現するかまたは全く発現しない。ＰＤＸ１－陰性の前腸内胚葉細胞集合体とそ
の生産方法は、２００６年１０月２７日に出願された、ＰＤＸ１発現性の背側および腹側
の前腸内胚葉細胞（ＰＤＸ１－ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｄｏｒｓａｌ　ａｎｄ　ｖｅｎｔ
ｒａｌ　ｆｏｒｅｇｕｔ　ｅｎｄｏｄｅｒｍ）のタイトルの米国特許出願第１１／５８８
，６９３に記載され、この出願は全体が本明細書に組み込まれる。
【手続補正１１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１０４】
　間葉の胚体内胚葉細胞と比べて、上記の細胞形の大部分は上皮化される。いくつかの実
施態様において、膵性内胚葉細胞は、２００６年１０月２７日に出願された、ＰＤＸＩ発
現性の背側および腹側の前腸内胚葉細胞（ＰＤＸ１　ＥＸＰＲＥＳＳＩＮＧ　ＤＯＳＡＬ
　ＡＮＤ　ＶＥＮＴＲＡＬ　ＦＯＲＥＧＵＴ　ＥＮＤＯＤＥＲＭ）の名称の米国特許出願
１１／５８８，６９３に記載された表３から選択される１つ以上のマーカー、および／ま
たは表４から選択される１つ以上のマーカー、および２００５年４月２６日に出願された
ＰＤＸ１発現性の内胚葉細胞（ＰＤＸ１－ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｅｎｄｏｄｅｒｍ）の
名称の米国特許出願１１／１１５，８６８の１種以上のマーカーを発現する。これらは本
明細書中に参考として全体が援用される。
【手続補正１２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１９５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１９５】
　部分的に、末端に、または可逆的に本発明の分化可能な細胞を分化するのに細胞分化媒
体または環境を利用できる。本発明によると、細胞分化環境の培地は、さまざまな成分、
たとえば、ＫＯＤＭＥＭ培地（Ｋｎｏｃｋｏｕｔ　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉ
ｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ）、ＤＭＥＭ、ＨａｍのＦ１２培地、ＦＢＳ（ウシ
胎仔血清）、ＦＧＦ２（線維芽細胞増殖因子２）、ＫＳＲまたはｈＬＩＦ（ヒト白血病阻
止因子）を含むことができる。また、細胞分化環境は、たとえばＬ－グルタミン、ＮＥＡ
Ａ（非必須アミノ酸）、Ｐ／Ｓ（ペニシリン／ストレプトマイシン）、Ｎ２、Ｂ２７およ
びβメルカプトエタノール（βＭＥ）のようなサプリメントを含むことができる。以下の
ような追加要素を細胞分化環境に加えることができると企図される；フィブロネクチン、
ラミニン、ヘパリン、ヘパリン硫酸塩、レチノイン酸、表皮細胞増殖因子ファミリー（Ｅ
ＧＦｓ）のメンバー；ＦＧＦ２、ＦＧＦ７、ＦＧＦ８、および／またはＦＧＦ１０を含む
線維芽細胞増殖因子ファミリー（ＦＧＦｓ）のメンバー、血小板由来増殖因子ファミリー
（ＰＤＧＦｓ）のメンバー；転換増殖因子（ＴＧＦ）／骨形成たん白質の（ＢＭＰ）／成
長および分化因子（ＧＤＦ）ファミリーのアンタゴニスト、これらに限定されるものでは
ないがたとえば、ノギン、ホリスタチン、コルジン、グレムリン、セルベラス／ＤＡＮフ
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ァミリー蛋白質、ベントピン、高ドーズアクチビン、およびアムニオンレス（ａｍｎｉｏ
ｎｌｅｓｓ）；変異体またはそれらの機能的な断片。ＴＧＦ／ＢＭＰ／ＧＤＦアンタゴニ
ストも、ＴＧＦ／ＢＭＰ／ＧＤＦ受容体－Ｆｃキメラの形で加えることができる。加える
ことができる他の要素としては、Ｎｏｔｃｈ受容体ファミリー（Ｎｏｔｃｈ　ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ　ｆａｍｉｌｙ）を介してシグナリングを活性化または不活性化できる分子類、こ
れらに制限されるものではないが、たとえば、デルタ－様（Ｄｅｌｔａ－ｌｉｋｅ）およ
びジャグド（Ｊａｇｇｅｄ）ファミリーのタンパク質、並びにノッチ（Ｎｏｔｃｈ）プロ
セッシング、または解裂の阻害剤、またはそれらの変異体および機能的な断片を含んでい
る。他の増殖因子としては、インスリンの様の増殖因子ファミリー（ｉｎｓｕｌｉｎ　ｌ
ｉｋｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｆａｍｉｌｙ：ＩＧＦ）、インスリン、ウイング
レスリレイテッド（ＷＮＴ）因子ファミリー（ｗｉｎｇｌｅｓｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　（Ｗ
ＮＴ）　ｆａｃｔｏｒ　ｆａｍｉｌｙ）、ヘッジホッグ因子ファミリー（ｈｅｄｇｅｈｏ
ｇ　ｆａｃｔｏｒ　ｆａｍｉｌｙ）、それらの変異体または機能的な断片があげられる。
内胚葉系中胚葉幹／前駆細胞、内胚葉幹／前駆細胞、中胚葉幹／前駆細胞、または胚体内
胚葉幹／前駆細胞の増殖と生存を促進するため、並びにこれらの前駆細胞の由来体の生存
や分化を促進するために、追加要素を加えることができる。
【手続補正１３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２４０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２４０】
実施例１４－懸濁培養でエキスパンドされた分化可能な細胞の特性
　定量的ＲＴ－ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）は、ＤＣ－ＨＡＩＦ中での懸濁培養および接着培養で
育てられたｈＥＳＣｓの遺伝子発現を比較するのに使用された。多能性細胞のマーカーで
あるＯＣＴ４の同程度が、両方の培養形式で観測され、懸濁培養で維持された培養が、本
来未分化であったことが確認された。胚体内胚葉のマーカーであるＳＯＸ１７は、ｈＥＳ
Ｃｓのどちらの集合体でも発現されなかった。また、ｑＰＣＲ分析は懸濁培養ｈＥＳＣｓ
が、懸濁における集合体として胚体内胚葉に分化する可能性を調べた。接着および懸濁ｈ
ＥＳＣｓは、同じ条件を使用して分化された。２％のＢＳＡ、１００ｎｇ／ｍＬ　アクチ
ビン　Ａ、８ｎｇ／ｍＬ　ＦＧＦ２、および２５ｎｇ／ｍＬ　Ｗｎｔ３Ａを含むＲＰＭＩ
でｈＥＳＣ培養物が２４時間処理され、次いで、Ｗｎｔ３Ａを含まずに同じ培地で２日間
処理した。未分化型ｈＥＳＣｓと比べて、両方の胚体内胚葉のサンプルでＯＣＴ４の発現
は減少され、ＳＯＸ１７の発現は増大された。この分化分析は、ＤＣ－ＨＡＩＦでの懸濁
培養で培養されたｈＥＳＣｓが、胚体内胚葉の同様な形成で証明されるように、それらの
分化能を維持したことが確認された。
【手続補正１４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２５５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２５５】
　細胞集合体の直径はせん断速度に従って変化するが、様々な条件、すなわち異なる回転
速度、および／または細胞集合体の異なるサイズおよび形状において遺伝子発現には甚大
な効果は全くないことに留意することは重要である。すなわち、多分化能ｈＥＳ細胞また
はｈＥＳ細胞－由来細胞タイプ（例えば、胚体内胚葉、前腸内胚葉、ＰＤＸ１内胚葉、膵
性内胚葉、および内分泌細胞）のために観察された署名マーカーが、上記の本明細書に参
照され組み込まれているｄ’Ａｍｏｕｒ他の出願およびそれらの関連出願で説明されたこ
とと一致していた。
【手続補正１５】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２５９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２５９】
実施例１８－懸濁培養におけるｈＥＳ細胞集合体は内胚葉リネッジタイプ細胞に分化でき
る
　上記のｄ’Ａｍｏｕｒ他（２００６）および米国特許出願番号２００５／０２６６５５
４、２００５／０１５８８５３、２００６／０００３３１３、２００６／０１４８０８１
、２００７／０１２２９０５と２００７／０２５９４２１で記載されているように、ヒト
胚性幹（ｈＥＳ）細胞は、生体外で維持され、胚体内胚葉（ステージ１）、前腸内胚葉、
およびＰＤＸ１内胚葉に分化する。上記の文献は参照され、その全体が本明細書の一部と
して組み込まれる。
【手続補正１６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２６４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２６４】
胚体内胚葉（ステージＩ）への分化
　ヒトＥＳ細胞集合体は初日はＲＰＭＩ、１００ｎｇ／ｍＬアクチビンＡおよび可変濃度
のＦＢＳ（ＵＳ　Ｄｅｆｉｎｅｄ　ＦＢＳ、ＨｙＣｌｏｎｅ、カタログＮｏ．ＳＨ３００
７０．０３）、および２５ｎｇ／ｍＬ－７５ｎｇ／ｍＬ　Ｗｎｔ３ａ、２日目と３日目（
ｄ０からｄ２）は、さらに１００ｎｇ／ｍＬアクチビンＡおよび可変濃度のＦＢＳ（Ｈｙ
Ｃｌｏｎｅ）を含むＲＭＰＩ、ペン／ストレプ、およびグルタマックス培地において分化
された。３日のステージ１実験計画が使用されるか、または望ましい場合には、ほとんど
の分化実験ＦＢＳ濃度は、最初の２４時間（ｄ１）では０％、第２の２４時間（ｄ２）に
ついては０．２％（ｄ２）、および第３の２４時間（ｄ３）については０．２％（ｄ３）
である。望ましくは、２日のステージ１実験計画が実行される。
【手続補正１７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２６５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２６５】
　２日のステージ１実験計画の終わりの懸濁培養における、ｈＥＳ－由来細胞集合体のＱ
ＰＣＲ分析は、接着プレート対照と比べて、ｈＥＳ集合体の胚体内胚葉へ向けての高能率
的な有向分化を示す。細胞集合体は１００ｒｐｍ、１２０ｒｐｍ、および１４０ｒｐｍで
形成された。いくつかの実験では、ｈＥＳ－由来集合体が、分化の前にバイオリアクタ（
スピナーフラスコ）に移された。胚体内胚葉細胞に分化したｈＥＳ細胞培養と、接着ｈＥ
Ｓ細胞培養物がコントロールとして使用された。未分化型ｈＥＳ細胞集合体と接着性のプ
レートコントロールと比べて、ＳＯＸ１７とＦＯＸＡ２の増加した発現レベルが懸濁培養
と接着培養の細胞集合体で観測された。図２２、パネルＣ（ＳＯＸ１７）、およびＤ（Ｆ
ＯＸＡ２）のステージ１（ｄ２）を参照。さらに、内胚葉の最終的な接着プレートコント
ロールと比較して、ＳＯＸ７、胚体外および臓器の内胚葉を汚染と関連する遺伝子の発現
水準は、胚体内胚葉細胞集合体内でかなり減少した。図２２、パネルＬのステージ１（ｄ
２）を参照。
【手続補正１８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２６７
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２６７】
　さらにｈＥＳ細胞集合体分化の効率を評価するために、ＥＳ－由来細胞集合体の凍結切
片が、ＳＯＸ１７およびＨＮＦ３ｂｅｔａ発現について、免疫細胞学および共焦点顕微鏡
を使用することで調べられた。染色された凍結切片の像解析は、ステージ１（胚体内胚葉
細胞）の終期のすべての細胞のほぼ９０％以上が、ＨＮＦ３ｂｅｔａおよび／または、Ｓ
ＯＸ１７を発現したことを示した。
【手続補正１９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２６８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２６８】
　これらのデータはすべて、細胞集合体としての胚性幹細胞の高能率的な分化が達成でき
、識別領域の胚体内胚葉マーカー（ｓｉｇｎａｔｕｒｅ　ｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅ　ｅｎｄ
ｏｄｅｒｍ　ｍａｒｋｅｒ）の発現水準に基づいて、接着平板培養の分化と比べて、本明
細書に記載されるように、胚体内胚葉を製造するための方法は、より効率的であることを
示す。
【手続補正２０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２７０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２７０】
　ＱＰＣＲ分析は、実質的に上で議論したようにして実行された。接着性の平板培養のコ
ントロールと比較して、ＨＮＦ１βとＨＮＦ４ａｌｐｈａの増加した発現レベルが細胞集
合体培養で観測された。図２２、パネルＥ（ＨＮＦ１Ｂ）、およびパネルＯ（ＨＮＦ４ａ
ｌｐｈａ）のステージ２（ｄ５）を参照。具体的ステージ０、１、２、および５ｈＥＳま
たはｈＥＳ－由来細胞集合体（または、分化型集合体についての「ｄＡｇｇｓ」）を製造
する方法はパネルＯでわずかに変更された。この文脈では、分化された細胞集合体は、対
応するステージの、それらが由来する接着平板対照培養から開始された、分化されたｈＥ
ＳまたはｈＥＳ－由来細胞集合体をいう。例えば、ステージ１では、分化細胞集合体（「
ｄＡｇｇｓ」）懸濁培養は、ステージ０の接着性プレートから開始され、１００ｒｐｍか
ら１４０ｒｐｍの回転プラットホーム上で約２４時間、本明細書に記載された培地のいず
れでインキュベートされる。これらの分化型細胞集合体は、対応する接着性のプレート対
照でステージ１の胚体内胚葉細胞にさらに分化された。図２２、パネルＯは、ステージの
１つの分化細胞の集合体または接着性のプレート対照のどちらかにも、顕著なＨＮＦ４ａ
ｌｐｈａ（ＨＮＦ４Ａ）発現がないことを示している。対照的に、同様の方法がステージ
２のサンプルのために行われて、ＨＮＦ４Ａを発現量の増加したレベルで製造した。ステ
ージ５のサンプルでは、ＨＮＦ４Ａの発現も確固としている。
【手続補正２１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２８９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２８９】
　ステージ１（分化プロトコールへの約ｄ２またはｄ３；胚体内胚葉タイプ細胞）の終期
で、接着培養はＰＢＳ＋／－で１度洗浄され、１ｍＬまたは５ｍＬピペットを使用して３
７℃にあらかじめ暖かくされたアキュターゼ（Ａｃｃｕｔａｓｅ）の２ｍＬで、約２－５
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分、単独細胞に分離された。次に、ＲＭＰＩ、ペン／ストレプ、およびグルタマックス培
地中の１０％ＦＢＳの４ｍＬが加えられ、単独細胞懸濁液は４０ミクロンの青色フィルタ
ー（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を通して濾過され、５０ｍＬ円錐管に入れられた。
細胞は、実質的に上で説明したように、数えられて、ペレットにされた（遠心分離された
）。
【手続補正２２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３０４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３０４】
　ステージ３の間に使用される細胞密度とノギンの濃度は、膵性内胚葉前駆細胞、および
／または、内分泌性前駆細胞または前駆体を示すそれらの遺伝子類の発現に異なった影響
を与えた。簡潔にいえば、細胞密度の増大と膵性前駆細胞細胞タイプ（例えば、膵性内胚
葉、膵性上皮、ＰＤＸ１－陽性の膵性内胚葉）の対応する増大の間には、直線関係がある
。例えば、ステージ３（または、８日目）の後に、細胞密度の増大は、ＰＤＸ１とＮＫＸ
６．１の高められた遺伝子発現で示したように、膵性前駆細胞の細胞数の増大に対応する
。図２４Ａおよび２４Ｂを参照。対照的に、ステージ４（または、１４日目）の後の、細
胞密度の増大と内分泌性前駆細胞細胞タイプにおける減少の間には逆相関性がにあった。
例えば、細胞密度が減少するにつれて、ステージ３（または、８日目）の後に、少なくと
もＮＧＮ３とＮＫＸ２．２の減少した発現がみられた。図２４Ｃおよび２４Ｄを参照。
【手続補正２３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３０５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３０５】
　しかし、与えられる任意の密度でのノギンの低い濃度（例えば、２５ｎｇ／ｍＬ）は、
ＮＧＮ３とＮＫＸ２．２の減少した発現で示されるように、内分泌性前駆細胞タイプを減
少させた。図２４Ｃおよび２４Ｄを参照。細胞培養における、ノギンの細胞密度非依存性
作用は、細胞から内因的に生成されたＢＭＰシグナルが外因的に加えられたノギンによっ
て拮抗されることを示唆する。内因的に生成された信号の分化結果への影響は、ＢＭＰの
みに制限されるのではなく、他の増殖因子、および／または、細胞によって培地中に分泌
された薬剤が、単独または外因の増殖因子、および／または、薬剤と組み合わされて類似
的または対照的な作用を持つことができる。
【手続補正２４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３２７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３２７】
　ステージ１－４中で遺伝子発現を調べるために、１ｘ１０6細胞／ｍＬと２ｘ１０6細胞
／ｍＬの出発濃度で実行された分化を分析するためにＱ－ＰＣＲが使用された（図２６）
。ある特定の遺伝子だけが図２６に示されているが、出願人は、以前に非常に詳細にステ
ージ１－４のそれぞれにおいて多くの遺伝子の発現および非発現について説明した。米国
特許８，２１１，６９９、　ＥＲＢＢ３リガンドを使用した、懸濁液中での多能性幹細胞
の培養方法、２０１２年７月３日発行；米国特許７，９５８，５８５、プリミティブスト
リークおよび内胚葉系中胚葉細胞、２０１１年７月２６日発行；米国特許７，５１０，８
７６、胚体内胚葉　（ＣＹＴＨＥＲＡ．０４５Ａ）、２００９年３月３１日発行；米国特
許７，５４１，１８５、胚体内胚葉の分化のためのファクターの同定方法、２００９年６
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月２日発行；米国特許７，６２５，７５３、胚体内胚葉の増殖、２００９年１２月１日発
行；米国特許７，６９５，９６３、胚体内胚葉産生の増大方法、２０１０年４月１３日発
行；米国特許７，７０４，７３８、胚体内胚葉、２０１０年４月２７日発行；米国特許７
，９９３，９１６、胚体内胚葉産生の増大方法、２０１１年８月９日発行；米国特許８，
００８，０７５、幹細胞集合体懸濁組成物およびその分化方法、２０１１年８月３０日発
行；米国特許８，１７８，８７８、自己再生のための組成物および方法、およびヒト胚性
幹細胞の分化、２０１２年５月２９日発行；米国特許８，２１６，８３６、胚体内胚葉の
分化のためのファクターの同定方法、２０１２年７月１０日発行；米国特許７，５３４，
６０８、膵性ホルモンの製造方法、２００９年５月１９日発行；米国特許７，６９５，９
６５、膵性ホルモンの製造方法、２０１０年４月１３日発行；米国特許７，９９３，９２
０、膵性ホルモンの製造方法、２０１１年８月９日発行；米国特許８，１２９，１８２、
内分泌性前駆体細胞、膵性ホルモン発現細胞、およびその製造方法、２０１２年３月６日
発行；米国特許出願１１／８７５，０５７、ヒト血清を含むフィダーフリーな多能性幹細
胞のための組成物および方法、２００７年１０月１９日出願；米国特許出願１２／６１８
，６５９、ヒト多能性幹細胞から誘導された膵性リネッジ細胞のカプセル化、２００９年
１１月１３日出願；本明細書中に参考としてそれらの全体が援用される。分化方法に高い
信頼度を得た後にだけ、出願人はマーカーのより小さいセットをシグネチャーマーカーと
して選択し、図２６に示されているように、様々なステージ１－４細胞集合体を同定した
。
【手続補正２５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３２８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３２８】
　図２６は、回転するボトルフォーマット内で分化された細胞集合体が、分化のそれぞれ
のステージで期待される典型的なシグネチャーマーカーを発現することを示す。これは同
時に６ウエルトレーで実行された分化の研究と一致している（対照、図２６）。同様に、
シグネチャーマーカーの発現の欠如が、予想される場合で観測された。例えば、ＯＣＴ４
やＮａｎｏｇなどの多分化能性幹細胞マーカーはすべての培養条件でｄ０に存在していた
（図２６Ａ）。同様に、内胚葉系中胚葉マーカーのＭＩＸＬ１とＥｏｍｅｓの１時的な増
殖機構が、ローラーボトル分化と６－ウエルトレーの分化の両方に存在する（図２６、そ
れぞれ黒色の棒、黒色の斜線、灰色の棒の比較）。ステージ２の細胞は胚体内胚葉を産生
した。これはＳＯＸ１７およびＨＮＦ３β［ＦＯＸＡ２］を発現する。これは６－ウエル
トレーで分化されたステージ２タイプの細胞に観察されるものと同様である。ステージ４
タイプの細胞はＰＤＸ１とＮＫＸ６．１を発現する。これは６－ウエルトレーで分化され
た培養物に観察されるものと同様である（図２６、それぞれ黒色の棒、黒色の斜線、灰色
の棒の比較）。最後に、オフターゲットリネッジのためのマーカーの発現は、１５０ｍＬ
の回転されたボトルと６ウェルのトレーの培養物において実質的に差は無かった。分化の
コントロールは回転フォーマット中で厳しく保持される。これらのマーカーはＺＩＣ１（
外胚葉リネッジ）、初期発現ＰＡＸ６（神経リネッジ）、ＳＯＸ７（胚体外内胚葉）、Ｃ
ＤＸ２（栄養外胚葉）、および初期発現ＡＦＰ（卵黄袋）を含む。
【手続補正２６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３３５】
　表１１および９の分化プロセスのＱ－ＰＣＲ分析は、適切なリネッジ特定がＰＥＣの形
成までの各段階で現れたことを示した。図２７Ａ－Ｄを参照されたい。表１１に記載され
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ている４つの培地は、多分化能のマーカー（例えば、ＯＣＴ４、Ｎａｎｏｇ）の下向き調
節と、内胚葉系中胚葉マーカー（例えば、ＭｉｘＬ１、Ｅｏｍｅｓ）の上向き調節を示し
た。図２７Ａを参照されたい。胚体内胚葉（例えば、ＳＯＸ１７とＨＮＦ３β）のマーカ
ーは２日目から予想通りに発現され、次いで他の内胚葉と膵性マーカー（例えば、ＨＮＦ
１β、ＰＤＸ１、ＮＫＸ６．１、ＰＴＦ１Ａ、ＮＧＮ３、およびＮＫＸ２．２）が発現さ
れた。図２７Ｂを参照されたい。重要なことには、６ウエルトレー対照分化（例えば、Ｐ
ＡＸ６、ＳＯＸ７、ＣＤＸ２、ＡＦＰ、およびＺＩＣ１）と比べて、オフターゲットリネ
ッジ（非内胚葉の、または、非膵性のリネッジ）を示すマーカーは上がらなかった。した
がって、膵性の内訳の厳格な管理がこれらのスケールアップされた分化実験で維持された
。図２７Ｃを参照されたい。例えば、典型的にいくつかの分化で散発的に起こる小規模の
オフターゲット集合体の存在を示すＡＦＰ発現は６ウェルのトレー対照では低かった。図
２７Ｄとシュルツ他を参照されたい。２０１２、上掲。ＡＦＰ発現はローラーボトル培地
でさえ低かった。これは潜在的にｄ１２での集合体の小さい個体数の低下を示す。図２７
Ｄを参照されたい。
【手続補正２７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３３６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３３６】
　多段階（ステージ１－４）実験計画でｈＥＳＣから分化された膵性細胞培養物の細胞構
成を評価するために、共染色との組み合わせに基づくフローサイトメトリー分析が、以前
にケリー他に実質的に記載されていたように使用された。２０１１、ネイチャーバイオテ
クノロジー２９：７５０－－５６。Ｄ’Ａｍｏｕｒ他、２００５、上掲、クルーン他、２
００８、上掲、シュルツ他、２０１２、上掲。本明細書に参考としてそれらの全体が援用
される。シュルツ他、２０１２、上掲は、少なくとも３７の分化について大規模なフロー
サイトメトリー分析とＰＥＣ細胞組成を示した。シュルツ他はＰＥＣの細胞構成を以下か
ら成るものとして記述した：約２６－３６％のＣＨＧＡ-／ＮＫＸ６．１+／ＰＤＸ１+/-

、約４６－５６％のＣＨＧＡ+／ＮＫＸ６．１+/-／ＰＤＸ１+/-（ポリ－ホルモン性内分
泌細胞）、約１０－１５％のＣＨＧＡ-／ＮＫＸ６．１-／ＰＤＸ１+（ＰＤＸ１－内胚葉
細胞のみ）、および３％以下のＣＨＧＡ-／ＮＫＸ６．１-／ＰＤＸ１-（残りのまたは、
トリプルネガティブ細胞）。シュルツ他を参照されたい。２０１２、上掲、図２Ｃ。
【手続補正２８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３３７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３３７】
　同様に、図１１に示されるように、フローサイトメトリー分析がローラーボトルで分化
微分されたステージ４（１２日目）ＰＥＣ培養物について実行された。ＰＥＣ組成物は上
記のシュルツの他で記載されていたものと一致し、正確な割合は表１２に示された条件で
４つのローラーボトルからの平均である。これらのスケールアップされたローラーボトル
分化のＰＥＣは、約４０％のＣＨＧＡ-／ＮＫＸ６．１+／ＰＤＸ１+/-、約４３％のＣＨ
ＧＡ+／ＮＫＸ６．１+/-／ＰＤＸ１+/-または（ポリ－ホルモン性内分泌細胞）、約１０
％のＣＨＧＡ-／ＮＫＸ６．１-／ＰＤＸ１+（またはＰＤＸ１－内胚葉細胞のみ）、およ
び約２％のＣＨＧＡ-／ＮＫＸ６．１-／ＰＤＸ１-（または残りのまたは、トリプルネガ
ティブ細胞）。ＰＥＣ組成物のフローサイトメトリー分析は、５ｒｐｍと８ｒｐｍの異な
った回転速度も、ベント付きのまたはベント無しのキャップのタイプも、ＰＥＣ細胞組成
に見かけの影響を与えなかったことを示す。上記の記載およびＱ－ＰＣＥ分析に基づいて
、これらの条件はＰＥＣへの途中のステージ１－４の細胞のリネッジ内訳に効果を与えな
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い（図２６）。したがって、上記の研究と分析はスケールアップ可能な回転ボトルフォー
マットでのｈＥＳＣの集合とＰＥＣへの分化の有効性を確認した。表１２中、Ｖはベント
有り、ＮＶはベント無しを表す。
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