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【手続補正書】
【提出日】平成29年3月10日(2017.3.10)
【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】
　クロモグラニンＡ（ＣＨＧＡ）陰性細胞を生成する方法であって、ヒト胚体内胚葉系列
細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏでＴＧＦβスーパーファミリーメンバーおよびＷｎｔファミリー
メンバーと接触させ、それによりＣＨＧＡ陰性細胞を生成することを含む、方法。
【請求項２】
　前記ＴＧＦβスーパーファミリーメンバーはアクチビンＡである、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記ＷｎｔファミリーメンバーはＷｎｔ３ａである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ヒト胚体内胚葉系列細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏでＥＲＢＢ受容体キナーゼ活性化作用
物質と接触させることをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ＥＲＢＢ受容体キナーゼ活性化作用物質はヘレグリンである、請求項４に記載の方
法。
【請求項６】
　前記ＣＨＧＡ陰性細胞に単能性の未成熟ベータ細胞を形成させることをさらに含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記単能性のヒト未成熟ベータ細胞はＩＮＳおよびＮＫＸ６．１を発現する、請求項６
に記載の方法。
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【請求項８】
　成熟ベータ細胞をｉｎ　ｖｉｖｏで生成するための方法であって、
　（ａ）ヒト胚体内胚葉系列細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏでＴＧＦβスーパーファミリーメン
バーおよびＷｎｔファミリーメンバーと接触させ、それによりＣＨＧＡ陰性細胞を生成す
るステップと、
　（ｂ）前記ＣＨＧＡ陰性細胞を未成熟ベータ細胞に分化させるステップと、
　（ｃ）ステップ（ｂ）の前記未成熟ベータ細胞を哺乳動物対象に移植するステップと、
　（ｄ）前記未成熟ベータ細胞をｉｎ　ｖｉｖｏで成熟させて、インスリン分泌性ベータ
細胞を含む細胞の集団を生成するステップと
を含む、方法。
【請求項９】
　前記ＴＧＦβスーパーファミリーメンバーはアクチビンＡである、請求項８に記載の方
法。
【請求項１０】
　前記ヒト胚体内胚葉系列細胞を、少なくとも５０ｎｇ／ｍＬの前記ＴＧＦβスーパーフ
ァミリーメンバーと接触させる、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＷｎｔファミリーメンバーはＷｎｔ３ａである、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ヒト胚体内胚葉系列細胞を、少なくとも２５ｎｇ／ｍＬの前記Ｗｎｔファミリーメ
ンバーと接触させる、請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ヒト胚体内胚葉系列細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏでＥＲＢＢ受容体キナーゼ活性化作用
物質と接触させることをさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ＥＲＢＢ受容体キナーゼ活性化作用物質はヘレグリンである、請求項１３に記載の
方法。
【請求項１５】
　前記ヒト胚体内胚葉系列細胞を、前記ＴＧＦβスーパーファミリーメンバーおよび前記
Ｗｎｔファミリーメンバーの５分の１～１５分の１の前記ＥＲＢＢ受容体キナーゼ活性化
作用物質と接触させる、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記未成熟ベータ細胞はＩＮＳおよびＮＫＸ６．１を発現する、請求項８に記載の方法
。
【請求項１７】
　前記未成熟ベータ細胞はＩＮＳ、ＮＫＸ６．１、およびＭＡＦＢを発現する、請求項８
に記載の方法。
【請求項１８】
　単能性ヒト未成熟ベータ細胞を生成する方法であって、
　ａ）ヒト胚体内胚葉系列細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏでアクチビンＡおよびＷｎｔ３ａと接
触させ、それによりＣＨＧＡ陰性細胞を生成するステップと、その後に
　ｂ）前記ＣＨＧＡ陰性細胞を単能性ヒト未成熟ベータ細胞に分化させるステップと
を含む、方法。
【請求項１９】
　前記単能性ヒト未成熟ベータ細胞はＩＮＳおよびＮＫＸ６．１を発現する、請求項１８
に記載の方法。
【請求項２０】
　ステップ（ａ）は、前記ヒト内胚葉系列細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏでヘレグリンと接触さ
せることをさらに含む、請求項１８に記載の方法。
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