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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 4月 6日 (2004.4.6)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
 【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 内 胚 葉 由 来 の 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混
合 物 を 、 培 地 の 存 在 下 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 含 む 層 の 上 で 培 養 す る 段 階 を 含 む 、 内 胚 葉 由 来
の 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 の 増 殖 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 が 脊 椎 動 物 細 胞 を 含 む 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 が ヒ ト 細 胞 、 非 ヒ ト 霊 長 類 細
胞 、 ブ タ 細 胞 、 イ ヌ 細 胞 、 ウ サ ギ 細 胞 、 ラ ッ ト 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 、 ま た は そ の 組 み 合 せ を
含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 が 肝 臓 、 肺 、 腸 、 膵 臓 、 甲 状
腺 、 性 腺 の 前 駆 細 胞 、 ま た は そ の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 が 肝 臓 に 由 来 す る 、 請 求 項 4
記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 培 地 が 基 礎 培 地 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 基 礎 培 地 が ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 お よ び ハ ム F12を 含 む 、 請 求
項 6記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 培 地 が 少 な く と も 1つ の ホ ル モ ン を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 ホ ル モ ン が イ ン ス リ ン で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 培 地 が グ ル コ コ ル チ コ イ ド ホ ル モ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8記 載 の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 グ ル コ コ ル チ コ イ ド ホ ル モ ン が デ キ サ メ タ ゾ ン で あ る 、 請 求 項 8記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 培 地 が 鉄 飽 和 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
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　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 培 地 が ニ コ チ ン ア ミ ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 培 地 が 血 清 ア ル ブ ミ ン を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 培 地 が 少 な く と も 1つ の 還 元 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 還 元 剤 が β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 培 地 が 少 な く と も 1つ の 脂 質 補 給 剤 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 脂 質 補 給 剤 が 遊 離 脂 肪 酸 混 合 物 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 遊 離 脂 肪 酸 混 合 物 が 、 パ ル ミ チ ン 酸 、 パ ル ミ ト レ イ ン 酸 、 ス テ ア リ
ン 酸 、 オ レ イ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 リ ノ レ ン 酸 、 ま た は そ の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 17記 載
の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 培 地 が グ ル タ ミ ン 酸 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ １ 】 　 培 地 が 微 量 元 素 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ２ 】 　 微 量 元 素 が CuSO 4 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ３ 】 　 微 量 元 素 が H 2 SeO 3 を 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ４ 】 　 培 地 が 抗 酸 化 剤 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ５ 】 　 抗 酸 化 剤 が H 2 SeO 3 を 含 む 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ６ 】 　 培 地 が 抗 生 物 質 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ７ 】 　 培 地 が 上 皮 成 長 因 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ８ 】 　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 供 給 源 が 、 少 な く と も 1つ の 脊 椎 動 物 か ら 得 た 組
織 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ２ ９ 】 　 脊 椎 動 物 が 胚 を 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ０ 】 　 脊 椎 動 物 が 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、
マ ウ ス 、 ま た は そ の 組 み 合 せ を 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ １ 】 　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 が ク ロ ー ン で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ２ 】 　 ク ロ ー ン が STO5で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ３ 】 　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 が 間 質 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ４ 】 　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 が 線 維 芽 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ５ 】 　 肝 前 駆 細 胞 が 、

MHCク ラ ス Ibを 弱 く 発 現 す る 、 OX18を 弱 く 発 現
す る 、 α フ ェ ト プ ロ テ イ ン を 発 現 す る 、 ア ル ブ ミ ン を 発 現 す る 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 19を 発 現
す る 、 ま た は そ の 組 み 合 せ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ６ 】 　 ICAMが ICAM-1で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ７ 】 　 肝 子 孫 細 胞 が 、 MHCク ラ ス Ibを 発 現 す る
、 ICAMを 弱 く 発 現 す る 、 OX18を 弱 く 発 現 す る 、 α フ ェ ト プ ロ テ イ ン を 発 現 す る 、 ア ル ブ ミ
ン を 発 現 す る 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 19を 発 現 す る 、 ま た は そ の 組 み 合 せ で あ る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ８ 】 　 ICAMが ICAM-1で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ３ ９ 】 　 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 組 み 合 せ が 、 積 み 重 な っ た コ ロ
ニ ー と し て 増 殖 す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ０ 】 　 肝 前 駆 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ １ 】 　 ク ロ ー ニ ン グ に 細 胞 数 の 希 釈 、 ク ロ ー ニ ン グ ・ カ ラ ー （ collar） 、
ア ガ ロ ー ス 中 で の 増 殖 、 ビ ー ズ 上 で の 増 殖 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 ま た は そ の 組 み 合 せ
が 利 用 さ れ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ２ 】 　 肝 前 駆 細 胞 が 少 な く と も 1回 の 有 糸 分 裂 を 行 な う 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ３ 】 　 肝 前 駆 細 胞 が 少 な く と も 10回 の 有 糸 分 裂 を 行 な う 、 請 求 項 42記 載 の
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ４ 】 　 肝 前 駆 細 胞 が 、 別 の 運 命 を も つ 娘 細 胞 を 生 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
　 　 【 請 求 項 ４ ５ 】 　 娘 細 胞 が 胆 管 細 胞 に 分 化 す る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ６ 】 　 娘 細 胞 が 肝 実 質 細 胞 に 分 化 す る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
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　 　 【 請 求 項 ４ ７ 】 　 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 、 お よ び 少 な く と も 1つ
の 肝 増 殖 因 子 を 含 む と 考 え ら れ る 試 料 を 提 供 す る 段 階 、 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の
混 合 物 と 試 料 と を 混 合 す る 段 階 、 な ら び に 肝 前 駆 細 胞 の 増 殖 の 刺 激 を 観 察 す る 段 階 を 含 む
、 肝 増 殖 因 子 の 同 定 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ８ 】 　 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 、 お よ び 少 な く と も 1つ
の 肝 分 化 因 子 を 含 む と 考 え ら れ る 試 料 を 提 供 す る 段 階 、 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の
混 合 物 と 試 料 と を 混 合 す る 段 階 、 な ら び に 肝 前 駆 細 胞 の 分 化 を 観 察 す る 段 階 を 含 む 、 肝 分
化 因 子 の 同 定 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ４ ９ 】 　 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 、 お よ び 少 な く と も 1つ
の 肝 毒 素 を 含 む と 考 え ら れ る 試 料 を 提 供 す る 段 階 、 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合
物 と 試 料 と を 混 合 す る 段 階 、 お よ び 肝 前 駆 細 胞 の 死 を 観 察 す る 段 階 を 含 む 、 肝 毒 素 の 同 定
方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ０ 】 　 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 、 お よ び 肝 前 駆 細 胞 ・ 代
謝 に 影 響 を 与 え る 能 力 が あ る と 考 え ら れ る 薬 剤 を 提 供 す る 段 階 、 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま
た は そ の 混 合 物 と 試 料 と を 混 合 す る 段 階 、 な ら び に 肝 前 駆 細 胞 の 代 謝 の 変 化 を 観 察 す る 段
階 を 含 む 、 薬 剤 の 開 発 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ １ 】 　 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 、 お よ び 抗 菌 効 果 を 持 つ
と 考 え ら れ る 薬 剤 を 少 な く と も 1つ 提 供 す る 段 階 、 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合
物 と 薬 剤 と を 混 合 す る 段 階 、 な ら び に 肝 前 駆 細 胞 の 増 殖 の 変 化 を 観 察 す る 段 階 を 含 む 、 新
規 の 抗 菌 剤 の 同 定 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ２ 】 　 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 を 提 供 す る 段 階 、 お よ び
前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 を 、 体 外 肝 臓 と し て 働 く た め に 十 分 な 細 胞 群 が 得
ら れ る ま で 、 バ イ オ リ ア ク タ ー 中 で 培 養 す る 段 階 を 含 む 、 体 外 肝 臓 の 調 製 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ３ 】 　 (a) 少 な く と も 1つ の 肝 前 駆 細 胞 を 提 供 す る 段 階 、 お よ び
(b) 少 な く と も 1つ の フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 生 合 成 産 物 を 含 む 培 地 中 で 肝 前 駆 細 胞 を 培 養 す る
段 階
を 含 む 、 肝 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 の 増 殖 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ４ 】 　 培 地 が グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 イ ン ス リ ン 、 上 皮 成 長 因 子 、 ニ コ チ ン
ア ミ ド 、 ま た は 組 み 合 せ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ５ 】 　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 生 合 成 産 物 が 、 ペ プ チ ド 、 糖 ペ プ チ ド 、 リ ポ ペ プ
チ ド 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 炭 化 水 素 、 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 、 リ ポ 蛋 白 質 、 ま た は そ の 組 み 合 せ を
含 み 、 生 合 成 産 物 が 肝 前 駆 細 胞 の 増 殖 ま た は 分 化 を 促 進 す る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ６ 】 　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 生 合 成 産 物 が 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン 6フ ァ ミ リ ー の 増 殖 因 子 、 肝 細 胞 増 殖 因 子 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 、 細 胞 外 マ ト リ
ッ ク ス 、 ま た は そ の 組 み 合 せ を 含 み 、 生 合 成 産 物 が 肝 前 駆 細 胞 の 増 殖 ま た は 分 化 を 促 進 す
る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ７ 】 　 少 な く と も 1つ の 肝 前 駆 細 胞 が 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ブ タ 、 イ ヌ
、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 ま た は マ ウ ス か ら 得 ら れ る 少 な く と も 1つ の 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 53記
載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ８ 】 　 少 な く と も 1つ の 肝 前 駆 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 5
3記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ５ ９ 】 　 増 殖 因 子 の 添 加 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ ０ 】 　 肝 実 質 細 胞 、 胆 管 細 胞 、 ま た は そ の 組 み 合 せ を 生 産 す る た め の 分 化
因 子 の 添 加 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 59記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ １ 】 　 培 地 が 無 血 清 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
　 　 【 請 求 項 ６ ２ 】 　 内 胚 葉 由 来 の 前 駆 細 胞 、 そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 を 無 血 清 培 地
の 存 在 下 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 含 む 層 の 上 で 培 養 す る 段 階 を 含 む 、 内 胚 葉 由 来 の 前 駆 細 胞 、
そ の 子 孫 、 ま た は そ の 混 合 物 の 増 殖 方 法 。

(3) JP 2004-510434 A5 2005.11.17

樹 立 細 胞 系 で は な い
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