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(57)【要約】
　本発明は、哺乳類の血液幹細胞、好ましくはＣＤ３４＋／ＣＤ３８－細胞のＴＶＥＭＦ
拡張、ＴＶＥＭＦ拡張された細胞からもたらされる組成、および、上記組成で、心臓の病
気を処置または心臓の組織を治療する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　その体積当たりの数が、自然由来の血液よりも少なくとも７倍多い、拡張された血液幹
細胞であり、自然由来の血液の幹細胞と本質的に同じ三次元形状および細胞間支持および
細胞間形状を有する前記血液幹細胞を含有する薬剤血液幹細胞組成の、治療上効果的な量
を哺乳類へ投与する工程を含有する、心臓の組織を治療する方法。
【請求項２】
　その体積当たりの数が、自然由来の血液よりも少なくとも２倍多い、ＴＶＥＭＦ拡張さ
れた血液幹細胞であり、自然由来の血液の幹細胞と本質的に同じ三次元形状および細胞間
支持および細胞間形状を有する前記血液幹細胞を含有する薬剤血液幹細胞組成の、治療上
効果的な量を哺乳類へ投与する工程を含有する、心臓の組織を治療する方法。
【請求項３】
　前記ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の体積当たりの数が、少なくとも７倍多いことを
特徴とする、請求項２にかかる方法。
【請求項４】
　前記投与工程が、哺乳類の末梢血流、心臓に隣接する組織、または心臓の組織の少なく
とも一つへ、前記薬剤血液幹細胞組成を投与することを含有することを特徴とする、請求
項３の方法。
【請求項５】
　前記薬剤血液幹細胞組成が、人間のＧＭ－ＣＳＦおよび人間のＧ－ＣＳＦの少なくとも
一つをさらに含有することを特徴とする、請求項３の方法。
【請求項６】
　前記哺乳類が人間であることを特徴とする、請求項３の方法。
【請求項７】
　ａ．ＴＶＥＭＦバイオリアクタの培養チャンバ内に、血液混合物を配置する工程と；
　ｂ．前記血液混合物にＴＶＥＭＦを受けさせ、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の体積
当たりの数が、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に配置された血液幹細胞の体積当たりの数の
７倍を超えるまで、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内で血液幹細胞をＴＶＥＭＦ拡張する工程
と；
　ｃ．薬剤血液幹細胞組成を調製するために、前記ＴＶＥＭＦ拡張された細胞を、許容可
能な薬剤キャリアと混合する工程と；を、前記投与工程に先立って、さらに含有する、請
求項３の方法。
【請求項８】
　前記ＴＶＥＭＦ拡張された細胞から、有毒物質を除去することをさらに含有する、請求
項７の方法。
【請求項９】
　前記ＴＶＥＭＦが、約０．０５～約６．０ガウスであることを特徴とする、請求項７に
かかる方法。
【請求項１０】
　ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に前記血液混合物を配置するのに先立って、血液を採取す
る工程をさらに含有し、
　前記血液が、自己由来源から採取されることを特徴とする、請求項７にかかる方法。
【請求項１１】
　ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に前記血液混合物を配置するのに先立って、血液を採取す
る工程をさらに含有し、
　前記血液が、同種異系源から採取されることを特徴とする、請求項７にかかる方法。
【請求項１２】
　ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に前記血液混合物を配置するのに先立って、血液を採取す
る工程をさらに含有し、
　前記血液が、哺乳類、血液バンク、病院、および低温保存された血液サンプルの少なく
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とも一つから採取されることを特徴とする、請求項１１にかかる方法。
【請求項１３】
　前記血液混合物が、他の血液成分から分離されたＣＤ３４＋／ＣＤ３８－血液幹細胞を
含有することを特徴とする、請求項７の方法。
【請求項１４】
　前記血液混合物が、他の血液成分から分離されたバッフィーコートを含有することを特
徴とする、請求項７の方法。
【請求項１５】
　前記血液混合物が、赤血球を含まないことを特徴とする、請求項７の方法。
【請求項１６】
　前記哺乳類へ投与されるＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の、治療上効果がある量が、
約１０７～１０９幹細胞／ｍｌの約２０ｍｌであることを特徴とする、請求項２の方法。
【請求項１７】
　自然由来の血液の、少なくとも７倍多い体積当たりの数の拡張された血液幹細胞を含有
する、哺乳類の心臓の組織を治療するための薬剤血液幹細胞組成であって、
　前記血液幹細胞が、自然由来の血液の幹細胞と本質的に同じ三次元形状および細胞間支
持および細胞間形状を有することを特徴とする、薬剤血液幹細胞組成。
【請求項１８】
　自然由来の血液の、少なくとも２倍多い体積当たりの数のＴＶＥＭＦ拡張された血液幹
細胞を含有する、哺乳類の心臓の組織を治療するための薬剤血液幹細胞組成であって、
　前記血液幹細胞が、自然由来の血液の幹細胞と本質的に同じ三次元形状および細胞間支
持および細胞間形状を有することを特徴とする、薬剤血液幹細胞組成。
【請求項１９】
　前記ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の体積当たりの数が、少なくとも７倍多いことを
特徴とする、請求項１８にかかる薬剤血液幹細胞組成。
【請求項２０】
　プラズマ(plasma)、血液、アルブミン、および５％の人間の血清アルブミンを有する塩
水から成る群から選択された、少なくとも一つの薬剤として許容可能なキャリアをさらに
含有する、請求項１９にかかる組成。
【請求項２１】
　心臓の組織の治療のための薬の調製における、請求項１７から請求項２０の組成の使用
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、心臓の組織を治療および／または再生する方法、および、そのような治療お
よび／または再生を提供する組成に関する。
【背景技術】
【０００２】
　哺乳類の、特に人間の心臓の組織の再生は、長い間医学界の念願であった。一部の組織
においては、人間の組織の治療は、ドナーからの同類の組織の移植によって大部分が成し
遂げられた。まず、双子のへリック(Herrick)兄弟の一方から他方への腎臓移植から始ま
り、後に世界的に有名になった、南アフリカの医師クリスチャン・バーナード(Christian
 Barnard)による１９６７年１２月３日のデニス・ダーバル(Denise Darval)からルイス・
ワシュカンスキー(Louis Washkansky)への心臓移植、組織移植は末期症状の患者の延命の
広く受け入れられた方法である。
【０００３】
　最初の使用から、哺乳類の組織の移植は、大きな問題に遭遇した。最初に、体の自然な
免疫システムに起因する組織の拒絶である（ワシュカンスキーは、手術後１８日しか生存
していない）。体の免疫システムの問題を克服するために、免疫システムを抑制するため



(4) JP 2008-531696 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

に数々の拒絶反応抑制剤（例えばイムラン、シクロスポリン）がすぐに開発され、これに
より、拒絶の前に組織の使用を延長した。しかしながら拒絶の問題は、組織移植の代替を
必要とし続ける。
【０００４】
　近年、研究者達は組織移植の代替として多能性胚幹細胞の使用の実験をした。胚幹細胞
の使用の裏にある理論は、胚幹細胞は、ほとんどの任意の体の組織の再生に、理論上利用
することができるというものである。しかしながら、組織の再生のための胚幹細胞の使用
も、問題に遭遇した。これらの問題のなかでもより深刻なものは、胚幹細胞の移植には限
られた可制御性があること、腫瘍へと成長する場合があること、および研究用に使用でき
る人間の胚幹細胞は、患者の免疫システムによって拒絶されること(ネイチャー（Nature
）, June 17, 2002年６月１７日：ピアソン（Pearson）、「幹細胞はダブルを望む(Stem 
Cell Hopes Double)」、２００２年６月２１にオンラインで発行されたnews@nature.com)
。さらに、胚幹細胞の使用の普及には、倫理上、道徳上および政治的関心の問題があり、
使用の普及には依然として疑問が呈されている。
【０００５】
　幹細胞の多能性は、骨髄から見つかった、成人の幹細胞から最初に発見された。Ｃ．Ｍ
．バーファイユ(Verfaille, CM. et al)等の成人の骨髄に由来する間葉幹細胞の多能性。
ネイチャー417、６月２０日オンラインで発行；ピアソン（Pearson）、「幹細胞はダブル
を望む(Stem Cell Hopes Double)」、２００２年６月２１にオンラインで発行された new
s@nature.com)に引用されたドイ；10.1038/ネイチャー00900, (2002)；ドイ：10.1038／n
ews020617-11.
【０００６】
　ボイセ(Boyse)等の特許文献１は、貧血、悪性腫瘍、自己免疫疾患、および、様々な免
疫機能障害および欠損症などの様々な病気および疾患の処置または予防における、低温保
存、および低温保存された胎児または新生児の血液の有用性を開示する。またボイセは、
異種遺伝子配列の使用とともに、遺伝子治療における造血再構成の使用を開示する。しか
しながら、ボイセの開示は、治療法の使用のための細胞の拡張には至らない。コーセル（
CorCell）、臍帯血バンクは、臍帯血幹細胞の拡張、低温保存、および移植についての統
計を提供する。「臍帯血幹細胞の拡張」、臍帯血インフォーメーションシート、コーセル
法人(2003)。一つの拡張プロセスは、セントラルコラーゲンベースのマトリックスを有す
るバイオリアクタの利用を開示する。リサーチセンターユーリッヒ：バイオリアクタから
の血液幹細胞、２００１年５月１７日プレスリリース。
【０００７】
　幹細胞の拡張に関与する分子機構を解明するための努力が研究において続けられている
。例えば、コールセルアーティクルは、デルタ－１という名のシグナル分子が臍帯血幹細
胞の発生を助けることを開示している。オーイシ(Ohishi)Ｋ等：デルタ－１は、人間のＣ
Ｄ３４＋／ＣＤ３８－臍帯血細胞の、髄質および胸腺の複製能を強化する。臨床試験学会
誌１１０：１１６５－１１７４（２００２）。
【０００８】
　そのため、臓器移植または胚幹細胞の利用に基づかない、心臓の組織を治療する方法の
提供へのニーズがある。
【０００９】
【特許文献１】米国特許６，５６９，４２７号Ｂ１
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、好ましくはＴＶＥＭＦ拡張された、好ましくはＴＶＥＭＦ拡張された血液由
来の成人の幹細胞を含有する血液幹細胞組成を用いることによる、心臓の組織を治療およ
び心臓細胞を補給するための方法および、体の自己治療能力に関する。心臓の治療を必要
とする哺乳類、好ましくは人間を処置するための本発明の方法は、その体積当たりの数が
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、それが由来する血液の体積当たりの数よりも少なくとも７倍にＴＶＥＭＦ拡張された、
血液由来の拡張された成人の幹細胞であり、ＴＶＥＭＦ拡張された幹細胞が三次元形状お
よび細胞間支持および細胞間形状を維持したものの、治療上効果的な量を哺乳類へ投与す
ることを含む。上記方法は、人間の体のシステムが損傷した心臓の組織を効果的に治療す
るために血液細胞を利用することを許容するのに十分な期間、このような投与をすること
を含む。
【００１１】
　また、本発明は、一部は、好ましくは幹細胞がＴＶＥＭＦ拡張されたものである、哺乳
類、好ましくは人間の心臓の組織を治療するための血液幹細胞組成に関する。また、本発
明は、体積当たり数が、原料物質（例えば、ＴＶＥＭＦ拡張前の幹細胞の血液原料）のそ
れよりも少なくとも７倍多い幹細胞；および血液幹細胞が、自然由来（すなわち原料）の
血液の幹細胞と同じまたは本質的に同じ三次元形状および細胞間支持および細胞間形状を
有する、哺乳類、好ましくは人間からの血液幹細胞に関する。そのような細胞は、ここに
記載されるＴＶＥＭＦ拡張プロセスによって作られることが好ましい。また、本発明は、
薬剤として許容可能なキャリア、低温保存薬、および細胞培養培地を含む、他の所望の成
分が添加された、これらの細胞を含有する血液幹細胞組成に関する。
【００１２】
　また、本発明は、ＴＶＥＭＦバイオリアクタの培養チャンバ内に血液混合物を配置する
こと；および上記血液混合物にＴＶＥＭＦを受けさせ、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞
および幹細胞組成を調製するために、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内で血液幹細胞をＴＶＥ
ＭＦ拡張することによる、幹細胞を調製するプロセスおよび心臓の組織を治療するための
幹細胞組成に関する。好ましくは、細胞に印加されるＴＶＥＭＦが、約０．０５～約６．
０ガウスである。また、本発明は、上記拡張された幹細胞の温度を一年以上の間－１２０
℃から－１９６℃に下げ、その後、上記細胞を哺乳類へ導入するのに適した温度まで、温
度を上げることによる、拡張された幹細胞を低温保存する方法に関する。
【００１３】
　またここには、心臓の組織を治療するための組成、および、そのような組成および／ま
たは拡張された血液幹細胞自身の、心臓の組織の治療または再生のための薬の調製におけ
る使用を含有する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　図の詳細な説明
　簡単に言うと、回転ＴＶＥＭＦバイオリアクタは、細胞培養チャンバと、時間的に変化
する電磁気力源とを含有する。作動において、血液混合物が上記細胞培養チャンバ内に配
置される。上記細胞培養チャンバは、時間的に変化する電磁気力源によって、上記チャン
バにおいて時間的に変化する電磁気力が生じている間である、一定期間の間回転される。
一定期間が経過すると、ＴＶＥＭＦ拡張された血液混合物はチャンバから除去される。よ
り複雑なＴＶＥＭＦバイオリアクタシステムにおいては、図２～５に示すように時間的に
変化する電磁気力源がＴＶＥＭＦバイオリアクタと一体化していてもよいが、図６～８に
示すようにバイオリアクタに隣接していてもよい。さらに、上記細胞に栄養を提供する、
細胞培養培地のような流体キャリアまたはバッファ（後述するように、血液混合物に添加
される培地と似ているものが好ましい）は、定期的に補給および除去することができる。
好ましいＴＶＥＭＦバイオリアクタは、ここで述べられる。
【００１５】
　図１を参照すると、好ましくは回転細胞培養チャンバである細胞培養チャンバ１９、酸
素供給器２１、好ましくはメインポンプ１５の使用による、培養キャリアの指向性のある
流れを促進する機器、および、これらには限定されないが、栄養素３、バッファ５、フレ
ッシュな培地７、サイトカイン９、成長因子１１、およびホルモン１３などの培養キャリ
ア必需品の選択的な投入のための供給マニホールド１７を有する、哺乳類の細胞を育てる
ための、全体的なバイオリアクタ培養システムにおける培養キャリアフローループ１の好
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ましい態様を説明する。この好ましい態様においては、メインポンプ１５が、流体キャリ
アに酸素が送り込まれ、細胞培養チャンバ１９へと通過される所である酸素供給器２１へ
と、フレッシュな流体キャリアを提供する。細胞培養チャンバ１９からの使用済みの流体
キャリアにおける廃棄物は、除去され、廃棄物１８へと送られ、残りの細胞培養キャリア
は、酸素供給器２１を通って細胞培養チャンバ１９へとポンプ１５によってリサイクルさ
れる前に、必要に応じてフレッシュな装入物を受け取る所であるマニホールド１７へと戻
される。
【００１６】
　上記培養キャリアフローループ１において培養キャリアは、図１に示されるように、上
記チャンバ１９において生きている細胞培養を通り、培養キャリアフローループ１を回っ
て循環される。このループ１においては、細胞培養リアクタチャンバ１９内における状態
を一定に維持するケミカルセンサー（図示せず）に応えて調整される。二酸化炭素の圧力
の制御および酸または塩基の導入はｐＨを是正する。細胞の呼吸を支援するために、酸素
窒素、および二酸化炭素がガス交換システム（図示せず）に溶解されている。閉ループ１
は、循環しているガスキャパシタンスに酸素を添加し、そこから二酸化炭素を除去する。
図１は本発明において用いることができる、培養キャリアフローループの好ましい一態様
であるが、本発明はこのように限定されるものではない。これらには限定されないが、酸
素、栄養素、バッファ、フレッシュな培地、サイトカイン、成長因子、およびホルモンな
どの培養キャリアのバイオリアクタへの投入は、廃棄物および二酸化炭素の制御および除
去できるものであれば、手動で行なっても、自動で行なっても、またはその他の制御され
た手段によって行なってもよい。
【００１７】
　図２および３は、一体化された時間的に変化する電磁気力源を有するＴＶＥＭＦバイオ
リアクタ１０の好ましい態様を説明する。図４は、好ましい形態で本発明において用いる
ための回転可能なＴＶＥＭＦバイオリアクタ１０の断面図である。図４の上記ＴＶＥＭＦ
バイオリアクタ１０は、一体化された時間的に変化する電磁気力源と共に説明されている
。図５もまた、一体化された時間的に変化する電磁気力源を有するＴＶＥＭＦバイオリア
クタの好ましい態様を説明する。図６～８は、隣接する時間的に変化する電磁気力源を有
する回転バイオリアクタを示す。
【００１８】
　図２を参照すると、図２には本発明のＴＶＥＭＦバイオリアクタ１０の好ましい態様の
高められた側面図である。図２は、ベース１１２によって支持されるモータハウジング１
１１を含有する。モータ１１３は上記モータハウジング１１１の内部に取り付けられてお
り、第一ワイヤ１１４および第二ワイヤ１１５によって、コントロールノブ１１７をまわ
すことによってモータ１１３の速度を付加的に制御することができる制御手段を有するコ
ントロールボックス１１６に接続されている。上記モータハウジング１１１は、モータシ
ャフト１１８の中央が、これらには限定されないがプラスチックを含む透明な物質から成
ることが好ましい長手方向のチャンバ１１９の配置における、地球の面に平行となるよう
に、モータシャフト１１８が長手方向の状態でモータシャフト１１８がハウジング１１１
を貫いて伸張するようにセットされたモータ１１３をその内部に有する。
【００１９】
　好ましい態様において、長手方向のチャンバ１１９は、その長手方向の軸が地球の面に
平行の状態で、その長手方向の軸の周りを上記チャンバ１１９が回転するように、上記シ
ャフト１１８に接続されている。上記チャンバ１１９には、ワイヤコイル１２０が巻きつ
けられている。上記ワイヤコイル１２０のサイズおよび巻きつけられる回数は、好ましく
は０．１ｍＡ～１０００ｍＡの方形波電流がワイヤコイル１２０に供給されたときに、好
ましくは０．０５ガウス～６ガウスの時間的に変化する電磁気力がチャンバ１１９ないで
発生する程度である。上記ワイヤコイル１２０は、第一リングおよび第二リング１２２に
、ワイヤ１２３および１２４によってシャフト１１８の端部に接続されている。これらの
リング１２１、１２２はその後、コイル１２０に電流がコンスタントに供給されている間
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は上記チャンバ１１９が回転できるような状態で、第一電磁気送出ワイヤ１２５および第
二電磁気送出ワイヤ１２８によって接続される。電磁気発生装置１２６は、ワイヤ１２５
、１２８へ接続されている。上記電磁気発生装置１２６は、電磁気発生装置ノブ１２７を
まわすことで出力を調整することにより、ワイヤ１２５、１２８およびコイル１２０へ方
形波を供給する。
【００２０】
　図３は、本発明において用いることができる、図２に示されるＴＶＥＭＦバイオリアク
タ１０の側面斜視図である。
【００２１】
　図４は、好ましくは透明であり、その内部に血液混合物を含有するように構成された培
養チャンバ２３０を有する回転ＴＶＥＭＦバイオリアクタ１０を説明する。上記回転ＴＶ
ＥＭＦバイオリアクタ１０は、内側円筒形管状ガラス部材２９３および外側管状ガラス部
材２９４を受け入れるように配置された、第一２２８および第二２２９横接面を有する、
第一２９０および第二２９１円筒形横端部キャップ部材を含む、外側ハウジング２２０を
さらに含有する。適切な圧力シールが提供されている。内側２９３および外側２９４管状
部材の間には、細胞の成長のための適切な培養温度を得るために用いられる環状ワイヤヒ
ータ２９６がある。上記ワイヤヒータ２９６は、培養チャンバ２３０へ時間的に変化する
電界を供給するための時間的に変化する電磁気力装置としても用いられもよく、または、
図５に示されるように、時間的に変化する電磁気力を供給するために、別個のワイヤコイ
ル１４４が用いられてもよい。第一横端部キャップ部材２９０および第二横端部キャップ
部材２９１は、上記チャンバ２３０内における混合物のより円滑な流れを促進するための
上記横面２２８、２２９に隣接する内側曲面を有する。上記第一横端部キャップ部材２９
０および第二横端部キャップ部材２９１はそれぞれ、入力シャフト２２３および出力シャ
フト２２５にそれぞれ回転可能に受け入れられる、第一中央流体移送ジャーナル部材２９
２および第二中央流体移送ジャーナル部材２９５を有する。各移送ジャーナル部材２９４
、２９５は、横端部キャップ部材２９０、２９１の凹部を有するカウンター穴に座するよ
うに、フランジを有し、シャフト２２３、２２５に対する長手方向の動きに対し、第一ロ
ックワッシャおよびリング２９７と、第二ロックワッシャおよびリング２９８とによって
取り付けられている。各ジャーナル部材２９４、２９５は、長手方向に伸張する、円周方
向に配置された通路に接続された中間環状凹部を有する。ジャーナル部材２９２、２９５
の各環状凹部はそれぞれ、横端部キャップ部材２９０および２９１の第一半径方向に配置
された通路２７８および第二半径方向に配置された通路２７９によって、第一入力カップ
リング２０３および第二入力カップリング２０４へ連結されている。半径方向の通路２７
８または２７９内のキャリアは、ジャーナル部材２９４または２９５の第一環状凹部およ
び長手方向通路を通って流れてジャーナル部材２９２、２９５を通ったキャリアのアクセ
スを許容し、アクセスがシャフト２２３、２２５の回りの円周方向である、ジャーナル２
９２、２９５の各端部へと流れる。
【００２２】
　横端部キャップ部材２９０および２９１には、入力２２３および出力２２５シャフト上
に外側ハウジング２２０をそれぞれ支持するボールベアリングを含む、第一管状ベアリン
グハウジング２０５、および第二管状ベアリングハウジング２０６が取り付けられている
。上記第一ベアリングハウジング２０５には、入力２２３および出力シャフトおよび長手
方向の軸２２１の周りの回転方向における、回転可能な駆動を外側ハウジング２２０に提
供するための、第一スプロケットギア２１０が取り付けられている。上記第一ベアリング
ハウジング２０５および第二ベアリングハウジング２０６も、ワイヤヒータ２９６および
任意の他のセンサの電気的取り出しのための設備を有する。
【００２３】
　内側フィルタアセンブリ２３５は、その長さに沿った打ち抜き穴または開口を有する内
側２１５および外側２１６管状部材を含み、打ち抜き穴を有する第一２１７および第二２
１８内側フィルタアセンブリ端部キャップ部材を有する。上記内側管状部材２１５は、中
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央に配置されたインターロッキングカップリング部を有する二つの部品から構成され、各
部品は端部キャップ２１７または２１８に取り付けられている。上記外側管状部材２１６
は、第一２１７および第二内側フィルタアセンブリ端部キャップの間に据え付けられてい
る。
【００２４】
　上記端部キャップ部材２１７、２１８はそれぞれ、入力シャフト２２３および出力シャ
フト２２５上に回転可能に支持されている。上記内側部材２１５は、ピンおよびインター
フィッティング溝２１９によって、出力シャフト２２５へ、回転可能に取り付けられてい
る。１０ミクロン織を有するポリエステル布２２４は、外側部材２１６の外側面の上に配
置され、各端部においてＯリングに取り付けられている。上記内側部材２１５がカップリ
ングピンによって出力駆動シャフト２２５のスロットへ取り付けられているため、上記出
力駆動シャフト２２５は、内側部材２１５を回転させることができる。上記内側部材２１
５は、外側部材２１６を支持する第一２１７および第二２１８端部キャップによって連結
されている。上記出力シャフト２２５は、第一固定ハウジング２４０内のベアリングを貫
いて伸張し、第一スプロケットギア２４１へ連結されている。図に示されているように、
出力シャフト２２５は、流体キャリアの流れが上記固定ハウジング２４０を通って上記内
側部材２１５からでられるように、シールの間に配置された第一固定ハウジング２４０内
の第一ポートまたは通路２８９から、上記内側部材２１５まで伸張する管状穴２２２を有
する。
【００２５】
　上記内側部材２３５用の第一２１７および第二２１８端部キャップと、外側ハウジング
２２０のジャーナル２９２、２９５との間には、ブレード部材５０ａおよび５０ｂ用の第
一２２７および第二２２６ハブがある。入力シャフト２２３上の第二ハブ２２６は、第二
ハブ２２６が入力シャフト２２３と一緒に回転するように、ピン２３１によって入力シャ
フト２２３へ連結される。各ハブ２２７、２２６は、ハブを通ったキャリアの移送用の、
軸方向に伸張する通路を有する。
【００２６】
　入力シャフト２２３は、上記入力シャフト２２３の回転可能な支持のために、第二固定
ハウジング２６０内のベアリングを貫いて伸張する。第二長手方向の通路２６７は、フェ
ースプレートおよびハウジング２６０の間の第二環状凹部２３２内に配置されたリテイニ
ングワッシャおよびリングの中間の位置まで、入力シャフト２２３を貫いて伸張する。第
二端部キャップ部材２９１内の第三半径方向通路２７２は、上記凹部内の流体キャリアが
第二端部キャップ部材２９１から出ることを許容する。図示していないが、第三通路２７
２は、パイプおよびＹジョイントを貫いて、各通路２７８および２７９を連結する。
【００２７】
　図４に、第一軸に沿って伸張し、上記チャンバ２３０の角２３３と交差して、狭い開口
２３４を形成する第一穴２３７である、サンプルポートが示されている。上記穴２３７は
、カウンター穴、および、円筒形バルブ部材２３６をねじ込むことにより受け入れるため
のネジリングを一端に有する。上記バルブ部材２３６は、開口２３４にかみ合うための補
足的に形成された先端を有し、上記チャンバの内装へわずかに突き出る。上記バルブ部材
２３６上のＯリング２４３は、シールを提供する。第二軸に沿った第二穴２４４は、Ｏリ
ング２４３および開口２３４の間の位置において、第一穴２３７と交差する。エラストマ
ーまたはプラスチックストッパー２４５は、第二穴２４４を塞ぎ、サンプルを取り出すた
めに、皮下注射器と共に入れることができる。サンプルを取り出すために、上記バルブ部
材２３６は、上記開口２３４および穴２４４に近づくために引っ込められる。注射器はそ
の後、サンプルを抽出するために用いることができ、上記開口２３４は再び閉じられても
よい。ＴＶＥＭＦバイオリアクタ１０の内装には、外部の汚染物は到達しない。
【００２８】
　作動においてキャリアは、第二ポートまたは通路２２６へ、シャフト通路へ投入され、
そこから第三半径方向通路２７２を介して、第一半径方向に配置された２７８および第二
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半径方向に配置された通路２７９に投入される。ジャーナル２９２、２９４の長手方向通
路を介してチャンバ２３０にキャリアが入ると、ハブ２２７、２２６の端部面２２８、２
２９にぶつかり、通路を通り、ハブ２２７、２２６内を軸方向と共に半径方向に分散する
。ハブ２２７，２２６を通過するキャリアは端部キャップ部材２１７、２１８にぶつかり
、半径方向に分散する。流入する流体キャリアは、このように長手方向軸２２１から半径
方向外側に離れ、各端部からドーナツ形に流れ、ポリエステル布２２４およびフィルタア
センブリ２３５の開口を介して外へ出て、通路２６６および２８９を介して外へ出る。外
側ハウジング２２０、チャンバ２３０および内側フィルタアセンブリ２３５の回転の回転
速度および方向を制御することにより、任意の所望のタイプのキャリアアクションを得る
ことができる。しかしながら、フレッシュな流体キャリアの連続的な供給とともに、植物
回転器作動を得ることができるといる事実も重要である。
【００２９】
　一体化された環状ワイヤヒータ２９６を用いて時間的に変化する電磁気力が供給されな
い場合は、他の好ましい時間的に変化する電磁気力源によって供給することができる。例
えば、図６～８は、一体化された時間的に変化する電磁気力を有してはいないが、代わり
に隣接する時間的に変化する電磁気力装置を有する、バイオリアクタ内の細胞培養へ電磁
気力を提供する、時間的に変化する電磁気力装置１４０を説明する。具体的には、図６は
、時間的に変化する電磁気力装置１４０の好ましい態様である。図６は、支持ベース１４
５、支持１４６の回りに巻かれたワイヤコイル１４７を有するベース１４５上に支持され
た円筒形コイル支持１４６を含有する装置１４０の高められた側面斜視図である。図７は
、図６に示された時間的に変化する電磁気力装置１４０の前面斜視図である。図８は、作
動においてバイオリアクタ１４８の全体は、支持ベース１４５によって支持され、ワイヤ
コイル１４７によって巻きつけられている円筒形コイル支持１４６内へ装入されているこ
とを説明する、時間的に変化する電磁気力装置１４０の前面斜視図である。時間的に変化
する電磁気力装置１４０はバイオリアクタ１４８に隣接しているため、時間的に変化する
電磁気力装置１４０はリユースできる。さらに、時間的に変化する電磁気力装置１４０は
バイオリアクタ１４８に隣接しているため、装置１４０は、好ましくは回転して、全ての
タイプのバイオリアクタにおいて電磁気力を発生するために用いることができる。
【００３０】
　作動においては、ＴＶＥＭＦ拡張中は、本発明のＴＶＥＭＦバイオリアクタ１０は、細
胞培養チャンバ内に血液混合物を含有する。ＴＶＥＭＦ拡張中は、血液混合物を含有する
チャンバの回転速度は、血液混合物が長手方向軸に、またはその周りに留まるように、見
極めおよび調整されてもよい。増加する回転速度は、壁への衝突の防止を保証する。例え
ば、回転サイクルの下方側において血液混合物内の血液幹細胞が過剰に内側および下側に
、回転サイクルの上方において過剰に外側および不十分に上側に落下する場合、回転の増
加が好ましい。付随的に、壁への衝突を最小に抑える回転速度と、血液幹細胞の三次元形
状および細胞間支持および細胞間形状を維持する強度とを、好ましく選択することを使用
者にアドバイスする。本発明の好ましい速度は、５～１２０ＲＰＭ、より好ましくは１０
～３０ＲＰＭである。
【００３１】
　血液混合物は、好ましい透明な培養チャンバを介して視覚的に好ましく見極めることが
でき、手動で調整することができる。血液混合物の見極めおよび調整は、ＴＶＥＭＦバイ
オリアクタ１０内における血液幹細胞の位置をモニターするセンサ（例えばレーザー）に
よって自動化することができる。過剰な細胞の動きを示すセンサの読みは、メカニズムが
それに従って回転速度を調整することを自動的にもたらす。
【００３２】
　さらに、作動においては、血液混合物を含有するチャンバにおける望ましい電磁界、好
ましくは０．０５ガウス～６ガウスの範囲内を方形波出力が発生させるように電磁気力装
置は作動され、調整されることを本発明は意図する。
【００３３】
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　方形波は約２から約２５サイクル/秒、より好ましくは約５～約２０サイクル/秒、例え
ば約１０サイクル/秒の周波数を有することが好ましく、導体は約１～１０００ｍＡ、好
ましくは１～６ｍＡのＲＭＳ値を有する。しかしながら、これらのパラメータは本発明の
ＴＶＥＭＦを限定するものではなく、本発明の他の態様に基づいて異なる。ＴＶＥＭＦは
、例えばＥＮ１３１細胞センサガウスメータなどの、標準的な装置によって測定すること
ができる。
【００３４】
　本発明の範囲を逸脱することなく、本発明において意図された時間的に変化する電磁気
力に曝される回転バイオリアクタにおける様々な改良することができ、ここに含まれる全
ての事項は説明することを意図したものであり、限定するものではない。
【００３５】
　本発明の好ましい態様の詳細な説明
【００３６】
　本発明は、人間の心臓の組織の治療、補給および再生の方法に関する。本発明は、後述
する好ましい態様によってより詳細に説明されるが、これらに限定されるものではない。
【００３７】
　本発明の好ましい態様においては、心臓の組織の治療、補給、再生において体を助ける
ことができる、成人の幹細胞を調製する方法が記載されている。血球は、患者から除去さ
れる。これらの細胞の亜種は、現在は成人の幹細胞とみなされる。成人の幹細胞を含む、
上記血球は、ここに記載されるようにバイオリアクタ内に配置される。上記バイオリアク
タ容器は、上記血球がそれらの三次元形状および細胞間支持および細胞間形状を維持する
ための浮遊を提供する速度において回転される。上記細胞がリアクタ内にある間、栄養素
が供給され、ホルモン、サイトカイン、または成長因子および／または遺伝子組み換え物
にさらされてもよく、有毒物質が除去されることが好ましい。一般的に有毒物質は、死ん
だ細胞の有毒な顆粒状物質および顆粒球およびマクロファージの有毒物質を含有する、血
球から除去される。これらの細胞の亜種は拡張されて、大量の細胞を作り出す。細胞の拡
張は、十分な時間、好ましくは７日以内に、少なくとも７倍に細胞が拡張するように制御
される。その後細胞は、静脈内または直接または治療される心臓の組織に直近に注入され
、体の自然なシステムが心臓の組織の治療および再生をすることを許容する。さらに、こ
の方法においては、好ましくは細胞の遺伝子組み換えによって、血液幹細胞の治癒的な特
性を変更するように操作されてもよい。
【００３８】
　以下の定義は、記載および本発明の文脈において定義された用語の理解において助ける
ことを意図したものである。上記定義は、本願を通じて記載されていることよりも狭い意
味に、これらの用語を限定することを意図したものではない。さらに、ＴＶＥＭＦに関し
ては、数々の定義が含まれる－この点に関する全ての定義は、特に互いを補足するものと
考えられるべきであり、互いに反するものとして解釈されてはならない。
【００３９】
　本願を通じて用いられている用語「成人幹細胞」とは、区別されておらず、より区別さ
れた細胞を生じさせる可能性がある、多能性細胞である。本発明において成人幹細胞は、
好ましくはＣＤ３４＋／ＣＤ３８－である。成人幹細胞は、身体の幹細胞としても知られ
ており、胚から直接由来する胚幹細胞ではない。
【００４０】
　本願を通じて用いられている用語「血液」とは、末梢血または臍帯血であり、哺乳類に
おける成人の血液幹細胞の二つの主な源である。「末梢血」は、全身血液であり；すなわ
ち、哺乳類内を全身的に循環する、または循環された血液である。哺乳類は胎児を意味す
るものではない。本発明の目的のために、同一の循環ループの異なる部位に位置する末梢
血間を区別する理由はない。「臍帯血」とは、胎児または幼児のへその帯および／または
胎盤からの血液である。臍帯血は、知られている幹細胞の、最も富んだ源の一つである。
「帯」とは、いかなる形においても本発明の「臍帯血」を、へその帯の血液に限定するこ
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とを意図したものではない；胎児または幼児の胎盤の血液は、へその帯の血液と融合性が
ある。本発明の目的のためには、同一の循環ループの異なる部位に位置する血液間を区別
する理由はない。
【００４１】
　本願を通じて用いられている用語「血液細胞」とは、血液からの細胞である；「末梢血
細胞」とは、末梢血からの細胞である；および「臍帯血細胞」とは、臍帯血からの細胞で
ある。複製可能な血液細胞はＴＶＥＭＦバイオリアクタにおいてＴＶＥＭＦ拡張されても
よく、本発明の組成内に存在していてもよい。
【００４２】
　本願を通じて用いられている用語「血液幹細胞」とは、血液からの成人幹細胞である。
血液幹細胞は、上述したように身体の幹細胞としても知られている成人幹細胞であり、胚
から直接由来する胚幹細胞ではない。好ましくは、本発明の血液幹細胞はＣＤ３４＋／Ｃ
Ｄ３８－細胞である。
【００４３】
　本願を通じて用いられている用語「血液幹細胞組成」、またはその関連とは、（１）そ
の体積当たりの数が、自然由来の血液源よりも少なくとも７倍多く、自然由来の血液幹細
胞と同じまたは極めて似ている三次元形状および細胞間支持および細胞間形状を有する、
および／または（２）上述した三次元形状および支持を維持し、ＴＶＥＭＦ拡張を行なっ
た、のいずれかの本発明の血液幹細胞である。薬剤として許容可能なキャリア、プラズマ
(plasma)、血液、アルブミン、細胞培養培地、成長因子、銅キレート剤、ホルモン、バッ
ファ、低温保存薬またはそのほかの物質である、ある種のキャリアが、本発明の血液幹細
胞組成における血液幹細胞と共に用いられる。自然由来の血液の参照は、そのオリジナル
血液（すなわち末梢、帯、混合末梢または帯、またはその他）源を有する本発明の血液幹
細胞と比較されることが好ましい。しかしながら、そのような比較ができない場合は、自
然由来の血液は、好ましくは本発明の血液幹細胞の源と同じ哺乳類の種の、そのような血
液の平均的または一般的な特性と比較することができる。
【００４４】
　本発明の「薬剤血液幹細胞組成」は、哺乳類、好ましくは人間への投与に適した、血液
幹細胞組成である。このような組成は、拡張（好ましくはＴＶＥＭＦ拡張）された血液幹
細胞の、治療上効果的な量を有する。拡張された血液幹細胞の治療上効果的な量は、（こ
の明細書の他の場所でも記載されているが）好ましくは少なくとも１０００幹細胞、より
好ましくは少なくとも１０４幹細胞、さらに好ましくは少なくとも１０５幹細胞、さらに
好ましくは少なくとも１０７～１０９幹細胞、または１０１２幹細胞などのさらに多い幹
細胞である。１以上の投薬において、そのような数の拡張された幹細胞が投与されてもよ
い。本願を通じて示されているように、患者に投与される幹細胞の数は、本発明に従って
拡張することによって増加されたとして、源の血液においてもともと入手可能な幹細胞の
数に制限されてもよい。学説に拘束されることなく、投与後に、体に使われなかった幹細
胞は、単に、自然の体のシステムによって除去されると考えられる。
【００４５】
　本願を通じて用いられている用語「血液混合物」とは、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ（例
えば細胞培養チャンバ内）に配置されることができる細胞の成長のための培地などの、細
胞の拡張を助ける物質を有する血液／血液細胞の混合物である。上記「血液混合物」血液
細胞は、単に全血液を細胞培養培地などの物資と混合することによって、血液混合物内に
存在してもよい。また、血液混合物は、血液幹細胞を含有し、本願を通じて記載されてい
るように、「バッフィーコート」などの血液からの細胞プレパレーションで作られていて
もよい。好ましくは、血液混合物はＣＤ３４＋／ＣＤ３８－血液幹細胞およびダルベッコ
（ダルベッコ）培地(ＤＭＥＭ)を含有する。好ましくは、血液混合物の約半分が、ＤＭＥ
Ｍなどの細胞培養培地である。
【００４６】
　本願を通じて用いられている用語「ＴＶＥＭＦ」とは、「時間的に変化する電磁気力(T
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ime Varying Electromagnetic Force)」である。上述したように、本発明のＴＶＥＭＦは
、（フーリエ曲線に従った）方形波である。好ましくは、上記方形波は、約１０サイクル
／秒の周波数、および導体は約１～１０００ｍＡ、好ましくは１～６ｍＡのＲＭＳ値を有
する。しかしながら、これらのパラメータは、本発明の他の態様に基づいて異なるもので
あり、本発明のＴＶＥＭＦを限定することを意図したものではない。ＴＶＥＭＦは、例え
ばＥＮ１３１細胞センサガウスメータなどの標準的な装置によって測定することができる
。
【００４７】
　本願を通じて用いられている用語「ＴＶＥＭＦバイオリアクタ」とは、ＴＶＥＭＦが付
与されるものである、上述した図の詳細な説明により十分に記載されている、回転バイオ
リアクタである。バイオリアクタに付与されるＴＶＥＭＦは、好ましくは０．０５から６
．０ガウスの範囲であり、好ましくは０．０５～０．５ガウスである。ＴＶＥＭＦバイオ
リアクタの例（これらには限定されないが）については、例えば図２、３、４および５を
参照のこと。単純な態様においては、本発明のＴＶＥＭＦバイオリアクタは、適切なガウ
スレベル（ＴＶＥＭＦ付与）において含有される血液混合物に回転を提供し、その中の血
液細胞（幹細胞を含む）の拡張を許容する。好ましくは、ＴＶＥＭＦバイオリアクタは、
成長培地（好ましくは添加物も）の交換および血液混合物の酸素供給を許容する。ＴＶＥ
ＭＦバイオリアクタは、数日間以上の間の細胞成長用のメカニズムを提供する。学説に拘
束されることなく、ＴＶＥＭＦバイオリアクタは上記バイオリアクタ内の細胞にＴＶＥＭ
Ｆを施し、ＴＶＥＭＦが細胞を通過する、または曝され、このようにして細胞はＴＶＥＭ
Ｆ拡張される。ＴＶＥＭＦ拡張中のＴＶＥＭＦバイオリアクタの回転は、血流細胞が三次
元形状および細胞間支持および細胞間形状を維持するように、壁への衝突頻度および強度
を最小にすることを助けるように、好ましくは５～１２０ｒｐｍの速度であり、より好ま
しくは１０～３０ｒｐｍである。
【００４８】
　本願を通じて用いられている用語「ＴＶＥＭＦ拡張された血液細胞」とは、ＴＶＥＭＦ
バイオリアクタ内に配置され、約０．０５から６．０ガウスのＴＶＥＭＦに曝された後に
、その体積当たりの数が増加した血液細胞である。体積当たりの細胞数の増加は、ＴＶＥ
ＭＦバイオリアクタにおける細胞が複製され、細胞の全数が増加した結果である。体積当
たりの細胞数の増加は、明白に、単に流体の体積を減少すること、例えば血液の体積を７
０ｍｌから１０ｍｌに減少することにより、１ｍｌ当たりの細胞数を増加すること、によ
るものではない。
【００４９】
　本願を通じて用いられている用語「ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞」とは、ＴＶＥＭ
Ｆバイオリアクタ内に配置され、約０．０５から６．０ガウスのＴＶＥＭＦに曝された後
に、その体積当たりの数が増加した血液幹細胞である。体積当たりの幹細胞の増加は、Ｔ
ＶＥＭＦバイオリアクタにおける細胞が複製され、バイオリアクタ内の幹細胞の全数が増
加した結果である。体積当たりの幹細胞の増加は、明白に、単に流体の体積を減少するこ
と、例えば血液の体積を７０ｍｌから１０ｍｌに減少することにより、１ｍｌ当たりの幹
細胞数を増加すること、によるものではない。
【００５０】
　本願を通じて用いられている用語「ＴＶＥＭＦ拡張する」とは、ＴＶＥＭＦ（回転）バ
イオリアクタ内のＴＶＥＭＦ存在下で複製（分裂および成長）する、ＴＶＥＭＦバイオリ
アクタにおける細胞のステップである。血液幹細胞（好ましくはＣＤ３４＋／ＣＤ３８－
幹細胞）は、好ましくはさらなる分化を行なうことなく複製し、本発明に従って拡張され
た全てまたはほとんど全てＣＤ３４＋／ＣＤ３８－幹細胞は複製するが、バイオリアクタ
内にある間は分化しない。「ほとんど全て」とは、少なくとも７０％、好ましくは少なく
とも８０％、より好ましくは少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、さら
に好ましくは少なくとも９７％、最も好ましくは少なくとも９９％のＣＤ３４＋／ＣＤ３
８－細胞が分化しないことであり、ＴＶＥＭＦ拡張中は、これらはもはやＣＤ３４＋／Ｃ
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Ｄ３８－ではない。
【００５１】
　本願を通じて用いられている用語「ＴＶＥＭＦ拡張」とは、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ
内で約０．０５から約６．０ガウスのＴＶＥＭＦに細胞を曝すことにより、血液、好まし
くは血液幹細胞の数を増加するプロセスである。好ましくは、体積当たりの血液幹細胞の
数は、オリジナルの血液源の少なくとも７倍である。本発明に従ったＴＶＥＭＦバイオリ
アクタ内での末梢血幹細胞の拡張は、血液幹細胞が、ＴＶＥＭＦ拡張の前の血液幹細胞と
同じまたは本質的に同じ三次元形状および細胞間支持および細胞間形状を維持するまたは
有することをもたらす。ＴＶＥＭＦ拡張の他の態様もまた、本発明の血液幹細胞の優秀な
特性をもたらす。学説に拘束されることなく、ＴＶＥＭＦ拡張は、その三次元形状および
細胞間支持および形状を維持する血液幹細胞の高濃度をもたらすだけではない。学説に拘
束されることなく、ＴＶＥＭＦは、ＴＶＥＭＦ拡張中に幹細胞のある特性、例えば成長を
促進する遺伝子のアップレギュレーション、または成長を阻害する遺伝子のダウンレギュ
レーション、に影響を与えることがある。全体として、ＴＶＥＭＦ拡張は、分化ではなく
、血液幹細胞の成長の促進をもたらす。
【００５２】
　本願を通じて用いられている用語「ＴＶＥＭＦ拡張された細胞」とは、ＴＶＥＭＦ拡張
プロセスが行なわれた細胞である。
【００５３】
　本願を通じて、用語「治療」、「補給」および「再生」が用いられる。これらの用語は
、互いに排他的であることを意味するものではなく、むしろ、全体的な組織の治療に関連
する。
【００５４】
　本願を通じて、心臓の組織の治療、心臓の病気の処置、または心臓の状態の処置の参照
は、排他的なものを意味するものではなく、むしろ、ここに記載されているように、幹細
胞の投与から組織における改善がもたらされるものである、全体的な組織の治療の対象に
関する。本発明の一部は、症候性の、および場合によっては生命を脅かす心臓の病気また
は状態の処置に関するが、本発明は、軽微な治療の処置、および、哺乳類（好ましくは人
間）の健康において症状または問題が認識される前の、初期の段階での拡張された幹細胞
の導入による心臓の病気または状態の防止／予防をも含むことを意図する。
【００５５】
　本願を通じて用いられている用語「有毒物質」または関連する用語は、細胞、好ましく
は血液幹細胞、に有毒であるもの；または患者に有毒なものである。特に、用語有毒物質
は、血液に特有または独特な物質（例えば末梢血における鎌状細胞、妊婦の尿または臍帯
血における廃棄物またはその他の組織または廃棄物）とともに、死んだ細胞、マクロファ
ージに関する。他の有毒物質は、本願を通じて記載されている。血液からの有毒物質の除
去は、この技術、特に患者に対する血液製品の導入に関する技術、において公知である。
【００５６】
　本願を通じて用いられている用語「骨髄のアフェレーシス」とは、骨に針を挿入し、骨
髄を抽出することである。このようなアフェレーシスはこの技術において公知である。
【００５７】
　本願を通じて用いられている用語「自己由来」とは、ドナー（拡張される前の血液幹細
胞の源）および患者が同一の哺乳類である状況である。本発明は自己由来の心臓の組織の
治療および補給を含む。
【００５８】
　本願を通じて用いられている用語「同種異系」とは、ドナー（拡張される前の血液幹細
胞の源）および患者が同一の哺乳類ではない状況である。本発明は同種異系の心臓の組織
の治療および補給を含む。
【００５９】
　本願を通じて用いられている用語「ＣＤ３４＋」とは、血球の表面上に表面抗原（ＣＤ
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３４）が存在していることである。ＣＤ３４プロテインは、開発の全ての段階において、
造血幹細胞の表面上に存在する。
【００６０】
　本願を通じて用いられている用語「ＣＤ３８－」とは、血球の表面上に表面抗原（ＣＤ
３８）が欠如していることである。ＣＤ３８は、本発明の幹細胞の表面上には存在しない
。
【００６１】
　本願を通じて用いられている用語「細胞間形状」とは、他の細胞に関する細胞の空間、
間の距離、および物理的な関係を含む、細胞の形状である。例えば、本発明のＴＶＥＭＦ
拡張された幹細胞は、塊(body)として互いの関係を維持する。拡張された細胞は、細胞間
の自然な空間に拘束されており、一方、例えば二次元拡張容器と比べると、そのような空
間は維持されない。
【００６２】
　本願を通じて用いられている用語「細胞間支持」とは、一つの細胞が、隣接する細胞に
提供する支持である。例えば、健康な組織および細胞は、化学的、ホルモン性、（適用す
べき／適切な）神経性などの相互作用を、体内の他の細胞と維持する。本発明においては
、これらの相互作用は正常に機能するパラメータ内に維持され、このことは例えば、それ
らが（このようなことが自然の血液環境においてなされない限り）有毒または損害を与え
る信号を他の細胞に送信し始めないことを意味する。
【００６３】
　本願を通じて用いられている用語「三次元形状」とは、三次元状態（それらの自然の状
態と同じまたは極めて近い）における細胞の形状であり、例えば細胞が平らおよび／また
は引き伸ばされるものである、シャーレで成長した細胞に見られる二次元形状に対するも
のである。
【００６４】
　上記三つの、本発明の幹細胞の細胞間支持および形状および三次元形状の維持に関する
各定義については、用語「本質的に同じ」とは、本発明のＴＶＥＭＦ拡張された細胞にお
いて通常の形状および支持が提供され、正常に機能しない、組織の治療をすることができ
ない、または他の細胞に対して有毒または有害となるように、例えば細胞が変化されない
ことを意味する。
【００６５】
　本願を通じて用いられる、上記で定義された用語またはその他の用語に関する他の記載
は、上記の定義によって限定されることを意図するものではなく、上記定義に貢献するこ
とができる。本発明の様々な態様に関する情報は、本願を通じて提供され、それが含まれ
る個所のみに限定されることを意図するものではなく、本発明を全体として理解するため
に貢献することを意図したものである。
【００６６】
　本発明は、心臓の組織の治療、補給および再生のためのＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細
胞を提供することに関する。本発明は、ここに記載されるように、好ましい態様によって
より十分に記載されることができるが、それらに限定することを意図したものではない。
【００６７】
　作動方法－ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成の調製
　本発明の好ましい態様においては、体において、心臓の組織の治療、補給、および再生
を助ける、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の調製方法が記載されている。
【００６８】
　この好ましい方法において、血液は、例えば本願を通じて記載され、および、この技術
において公知なように、好ましくは公知なように注射器を介して、哺乳類、好ましくは霊
長類、より好ましくは人間から採取される。血液は採取され、すぐに拡張されて用いられ
ても、使用するために拡張されたまたは拡張されていない形態で低温保存されてもよい。
血液は、対象を脅かさない程度の量のみが哺乳類から採取される。好ましくは約１０～５
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００ｍｌ、より好ましくは１００～３００ｍｌ、さらに好ましくは１５０～２００ｍｌの
血液が採取される。本発明にかかる血液の採取は限定されないが、例えば哺乳類の血液を
直接採取出手段、１以上の源から血液をプールすること、例えば「血液バンク」からの低
温保存された末梢血または臍帯血、または後の使用のために別に保存された血液を含む、
市販のまたはその他の源から血液を入手することによる、血液の間接的な採取を含んでも
よい。
【００６９】
　一般的には、哺乳類から直接採取する場合は、好ましくは抗凝固薬を含む、１以上の注
射器内に抽出される。上記血液は、注射器内で保管されても、他の容器に移されてもよい
。血液はその後、白血球、赤血球およびプラズマの、そのパーツに分離されてもよい。こ
れは、遠心分離機（血液が分離するまで、血液の容器をスピンする装置）または沈殿（血
液の容器に沈殿物を投入し、血液を分離させるプロセス）のいずれかによって行なうこと
ができる。次に、底に赤血球（ＲＢＣ）、中間に白血球（ＷＢＣ）、およびトップにプラ
ズマに分離されたら、白血球は保存するために取り除かれる。「バッフィーコート」とし
ても知られる中間層は、興味のある血液幹細胞を含む；血液の他の部分は必要ない。ある
血液バンクでは、これは彼等の処理の限度である。しかしながら、他のバンクは、ＷＢＣ
から単核細胞（この場合、白血球の部分集合）を除去することによってバッフィーコート
を処理する。全ての人はこの方法に同意しないため、保存する量は少なく、細胞を保存す
るためには低温窒素が少量必要である。
【００７０】
　血液細胞を分離する他の方法は、コーベ(Cobe)スペクトラ細胞分離機などの分離機にお
いて、採取された全ての血液に対して１以上（好ましくは３）ラウンドの連続流白血球搬
出を行なうことである。そのような処理は、他の血液細胞から、一つの核を有する血液細
胞を分離する。幹細胞は、一つの核を有する群の一部である。この技術においては、血球
を分離する他の方法も公知である。
【００７１】
　血液サンプルからＲＢＣを除去することが好ましい。人々が同じＨＬＡタイプ（幹細胞
の移植のために必要）を有していても、彼等は同じ血液型ではないかもしれない。ＲＢＣ
を除去することにより、幹細胞移植への不都合な反応を最小限にすることができる。ＲＢ
Ｃを除外することにより、幹細胞サンプルは、より多くの人々との適合性を有する、より
高い可能性を有する。またＲＢＣは、解凍される際に破裂し、遊離ヘモグロビンを放出す
ることがある。このタイプのヘモグロビンは、移植を受ける人々の腎臓に深刻な影響を与
えることがある。加えて、ＲＢＣが破裂すると、幹細胞の生存度が低下する。
【００７２】
　また、特に血液を低温保存または他の哺乳類へ血液を移植する場合、ＨＩＶ／ＡＩＤＳ
、肝炎、白血病、または免疫疾患などの伝染性または遺伝性の病気がないかどうか確かめ
るために、血液の検査をしてもよい。そのような病気がある場合、上記血液は廃棄されて
も、将来の使用者が考慮すべき、関連するリスクを認識した上で使用されてもよい。
【００７３】
　本発明の他の態様においては、血球は、心臓の治療を必要とする人または、治療を必要
としないドナーから得られてもよい。採取する前にドナーは、３日以上１２時間毎に、そ
の後４日目には一度、６ｎｇ／ｋｇの量のＧ－ＣＳＦで処置をされてもよい。好ましい方
法においては、近い量のＧＭ－ＣＳＦも投与される。その後血液がドナーから採取され、
コーベスペクトラ細胞分離機などの分離機を通じて、３ラウンドの連続流白血球搬出を、
ドナーの全血液体積に対して行なうことにより、ＰＢＣが分離されてもよい。
【００７４】
　本発明の他の態様においては、血球はドナーから得られてもよい。採取する前にドナー
は、３日以上１２時間毎に、その後４日目には一度、Ｇ－ＣＳＦ（好ましくは０．３ｎｇ
～５μｇ、より好ましくは１ｎｇ／ｋｇ～１００ｎｇ／ｋｇ、さらに好ましくは５ｎｇ／
ｋｇ～２０ｎｇ／ｋｇ、特に好ましくは６ｎｇ／ｋｇの量）で処置をされてもよい。好ま
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しい方法においては、近い量のＧＭ－ＣＳＦも投与される。他の代用としては、ＧＭ－Ｃ
ＳＦを単独で、または他の成長因子分子、インターロイキンを用いることである。その後
血液がドナーから採取され、全体として血液混合物に用いられても、最初に本願を通じて
記載されているように、幹細胞（ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－）を含む細胞片(細胞片s)に分
離されて、拡張されるべき血液混合物の調製に用いられてもよい。細胞は、例えばコーベ
スペクトラ細胞分離機などの分離機を通じて、３ラウンドの連続流白血球搬出を、ドナー
の全血液体積に対して行なうことにより分離されてもよい。ドナーはここで記載されてい
る心臓の組織の治療を必要としているため、同じドナーに拡張された幹細胞を導入するこ
とが好ましい。しかしながら、ここに示されているように、異質遺伝子型の導入も使用す
ることができる。他の採取前投与も、当業者にとって明らかである。
【００７５】
　血液から赤血球が除去され、血液幹細胞を含む残りの細胞が、適切な培地と共に、ここ
で記載されているようなＴＶＥＭＦバイオリアクタ（「血液混合物」参照）に配置される
ことが好ましい。本発明のより好ましい態様においては、ＴＶＥＭＦバイオリアクタに配
置される細胞物質は、上述された（本願を通じて記載されているように、血液幹細胞を含
む）「バッフィーコート」のみである。他の態様は、異なる血液製剤を調製するために、
他の非幹細胞および末梢血の成分を除去することを含む。そのような血液製剤は、唯一の
残留する血液成分として、ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－血液幹細胞を有してもよい。血液細胞
の非幹細胞タイプの除去は、これらには限定されないが、沈殿および遠心分離などのネガ
ティブ分離(negative separation)によって達成することができる。この技術においては
、様々なネガティブ分離が公知である。しかしながら、ポジティブ選択技術(positive se
lection techniques)も用いることができ、本発明では好ましい。血液の様々な成分を除
去し、ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－をポジティブに選択するための方法がこの技術において公
知であり、所望の血液幹細胞を溶解する、または取り返しがつかない程に害するものでな
ければ用いることができる。例えば、ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－用の親和性メソッドを用い
ることができる。上述したような「バッフィーコート」が血液から調製され、その中のＣ
Ｄ３４＋／ＣＤ３８－細胞がＴＶＥＭＦ拡張用にバッフィーコートから分離されることが
好ましい。
【００７６】
　採取された血液、または上述したような所望の細胞片は、ＴＶＥＭＦ拡張が生じるため
に、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に配置されなければならない。上述したように、用語「
血液混合物」は、細胞が拡張することを許容する、細胞の成長のための培地などの、ＴＶ
ＥＭＦバイオリアクタ内に配置される物質と共に、血液（または所望の細胞片、例えば赤
血球を有さない血液、または「バッフィーコート」細胞、または、好ましくは血液から分
離されたＣＤ３４＋／ＣＤ３８－血液幹細胞）の混合物を含有する。細胞が成長および拡
張することを許容する培地である、細胞培養培地は、この技術において公知である。細胞
が拡張することを許容する物質は細胞培養培地であることが好ましく、ダルベッコ培地が
より好ましい。もちろん、細胞培地の成分は、幹細胞を殺す、または損傷してはならない
。ＴＶＥＭＦ拡張の前または最中に、他の成分も末梢血に添加されてもよい。例えば、ダ
ルベッコ培地、さらに５％（または他の所望の量、例えば約１％～約１０％）の人間の血
清アルブミンが補足され、血液がバイオリアクタ内に配置されてもよい。成長因子、銅キ
レート剤、サイトカイン、ホルモンおよび他の物質に限定されないが、ＴＶＥＭＦ拡張を
促進する、血液混合物への他の添加物が、バイオリアクタに配置される前に、バイオリア
クタの外または内で血液に添加されてもよい。ＴＶＥＭＦ拡張用の血液混合物を調製する
ために、一個体（約１０ｍｌ～約５００ｍｌ、より好ましくは約１００ｍｌ～約３００ｍ
ｌ、特に好ましくは約１５０～約２００ｍｌの量の人間の血液が好ましい）から採取され
た血液の全体積が、ダルベッコ培地（ＤＭＥＭ）および補足された５％の人間の血清アル
ブミンなどの細胞培養培地と混合されることが好ましい。例えば、５０から１００ｍｌの
血液サンプルについては、バイオリアクタ内に配置されたときに血液混合物の全体積が約
７５～約２００ｍｌになるため、約２５～約１００ｍｌのＤＭＥＭ／５％の人間の血清ア
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ルブミンが用いられることが好ましい。一般的なルールとして、採取された血液が多いほ
どよく；例えば一個体からの採取が１００ｍｌを超える場合、その血液における全ての使
用が好ましい。例えば（同じまたは異なる源からの）血液をプールすることによって、よ
り多い体積が入手可能な場合、１以上の投与が好ましい。血液がプールされ、共にＴＶＥ
ＭＦ拡張される場合は、還流ＴＶＥＭＦバイオリアクタの使用が特に有用である。
【００７７】
　本発明の銅キレート剤は、任意の非有毒性銅キレート剤でよく、ペニシラミンまたは塩
化トリエンチンが好ましい。より好ましくは、上記ペニシラミンはＤＭＳＯに溶解された
 Ｄ(-)－２－アミノ－３－メルカプト－３－メチルブタン酸(σ-アルドリッチ)であり、
約１０ｐｐｍの量で血液混合物に添加される。血液がその後哺乳類から直接採取されるた
め、上記銅キレート剤も哺乳類へ投与されてもよい。そのような投与は、哺乳類から血液
を採取する前の１日を越えることが好ましく、より好ましくは２日をこえる。銅キレート
剤の目的、血液混合物そのものに添加される場合も、哺乳類の血液ドナーに投与される場
合も、その両方の場合も、ＴＶＥＭＦ拡張される前の血液における銅の量を低減すること
である。学説に拘束されることなく、入手可能な銅の量の低減は、ＴＶＥＭＦ拡張を促進
すると考えられる。
【００７８】
　用語「ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に配置される」は、限定されるものではない－バイ
オリアクタの完全に外で血液混合物が作られ、その後上記混合物がバイオリアクタ内に配
置される。また、血液混合物はバイオリアクタの内で完全に混合されてもよい。例えば、
血液（またはその細胞片）がバイオリアクタ内に配置され、既にバイオリアクタ内にある
、またはバイオリアクタに同時に添加される、または血液の後にバイオリアクタに添加さ
れる、ダルベッコ培地および５％人間の血清アルブミンのいずれかが補足されてもよい。
【００７９】
　本発明の好ましい血液混合物は、以下を含む：血液サンプルのバッフィーコートから分
離されたＣＤ３４＋／ＣＤ３８－幹細胞；および、ＣＤ３４＋／ＣＤ３８－細胞を有し、
全体積で約１５０～２５０ｍｌ、好ましくは約２００ｍｌのダルベッコ培地。さらに好ま
しくは、血液混合物にはＧ－ＣＳＦ(顆粒球-コロニー刺激性因子)が含まれる。好ましく
は、Ｇ－ＣＳＦが、血液幹細胞のＴＶＥＭＦ拡張を促進するのに十分な量において存在す
る。さらに好ましくは、ＴＶＥＭＦ拡張前の待つに存在するＧ－ＣＳＦの量は、約２５～
約２００ｎｇ／ｍｌ血液混合物であり、より好ましくは約５０～約１５０ｎｇ／ｍｌ、特
に好ましくは約１００ｎｇ／ｍｌである。
【００８０】
　ＴＶＥＭＦバイオリアクタ容器（血液幹細胞を含む血液混合物を含有する）は、血液幹
細胞のサスペンションが三次元形状および細胞間支持および細胞間形状を維持することを
提供する速度で回転される。好ましくは、回転速度は５～１２０ｒｐｍ、より好ましくは
１０～３０ｒｐｍである。これらの回転速度は限定されるものではなく；少なくとも一部
は、バイオリアクタの種類および細胞培養チャンバおよびそこに配置されるサンプルのサ
イズに依る。細胞がＴＶＥＭＦバイオリアクタ内にある間、細胞は、栄養素が供給され、
およびフレッシュな培地（例えばＤＭＥＭおよび５％の人間の血清アルブミン；流体キャ
リアの上記説明を参照）が供給され、ホルモン、サイトカイン、および／または成長因子
（好ましくはＧ－ＣＳＦ）に曝され；有毒物質が除去されることが好ましい。ＴＶＥＭＦ
バイオリアクタ内の血液細胞から除去される有毒物質は、死んだ細胞の有毒な粒および顆
粒球の有毒物質およびマクロファージを含有する。細胞のＴＶＥＭＦ拡張は、細胞が好ま
しくは少なくとも７倍に拡張（体積当たりの数が増加）するように制御される。好ましく
は、血液幹細胞（存在する場合は他の細胞と共に）少なくとも４日、好ましくは約７～約
１４日、より好ましくは約７～１０日、特に好ましくは約７日ＴＶＥＭＦ拡張される。Ｔ
ＶＥＭＦ拡張は、ＴＶＥＭＦバイオリアクタにおいて１６０日まで継続されてもよい。Ｔ
ＶＥＭＦ拡張が１６０日を越えて長く生じる場合、そのような長い拡張は本発明の好まし
い態様ではない。
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【００８１】
　好ましくは、ＴＶＥＭＦ拡張はＴＶＥＭＦバイオリアクタにおいて、約２６℃～約４１
℃、より好ましくは約３７℃の温度で行なわれる。
【００８２】
　ＴＶＥＭＦ拡張されている細胞の全体的な拡張をモニターする一つの方法は、目視検査
である。血液幹細胞は一般的に暗い赤い色である。好ましくは、血液混合物を形成するた
めに使用される培地は、薄い色または透明である。いったんバイオリアクタの回転が始ま
り、ＴＶＥＭＦが付与されると、細胞は好ましくは、細胞の色が付いた塊を培地が囲むよ
うに、バイオリアクタ容器の中央に集まる。酸素供給およびその他の栄養素の添加は、バ
イオリアクタに設けられた可視化（一般的には透明なプラスチック）窓を介しての細胞の
塊の見え方を曇らせない場合が多い。塊の形成は、幹細胞が三次元形状および細胞間支持
および細胞間形状を維持するのを助けるために重要である；もしも塊が散乱し、細胞がバ
イオリアクタ容器の壁に接触するように見えたら、細胞の塊の集中化が再び形成されるよ
うに、回転速度が増加（手動または自動）される。ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内の細胞の
およその増加数を暗示するために、形成し始めたばかりの細胞の塊の目視可能な直径の測
定は、その後の塊の直径と比較することができる。ＴＶＥＭＦ拡張中の細胞の数の増加の
測定は、従来のバイオリアクタの技術において公知の数々の方法によって得ることができ
る。塊のサイズの増加をモニターし、測定するために、自動センサがＴＶＥＭＦバイオリ
アクタに含まれていてもよい。
【００８３】
　ＴＶＥＭＦ拡張プロセスは、例えば、バイオリアクタ内で細胞が塊を維持することを確
実にするための細胞の塊の形成をチェックし、細胞の塊が散乱し始めたら、バイオリアク
タの回転を増加させる、検査の専門家によって、注意深くモニターされてもよい。バイオ
リアクタ内の細胞の塊および血液混合物の粘度をモニターする自動システムが、細胞の塊
をモニターしてもよい。細胞の塊の粘度の変化は、ＴＶＥＭＦ拡張プロセスを開始してか
ら２日という早い時点で明らかにあることがあり、そのころにＴＶＥＭＦバイオリアクタ
の回転速度が増加されてもよい。ＴＶＥＭＦバイオリアクタの速度は、ＴＶＥＭＦ拡張を
通じて変更されてもよい。好ましくは、ＴＶＥＭＦ拡張されている細胞がＴＶＥＭＦバイ
オリアクタ容器の壁に接触しないように、適時に調整される。
【００８４】
　また、例えば、検査の専門家が、ＴＶＥＭＦ拡張の間、１日一回または２日に一回、手
動で（例えば注射器で）フレッシュな培地および、上述したような栄養素および成長因子
などの好ましい他の所望の添加物をバイオリアクタに添加し、細胞廃棄物および有毒物質
を含む古い培地を抜き出してもよい。また、フレッシュな培地および他の添加物は、ＴＶ
ＥＭＦ拡張の間自動でＴＶＥＭＦバイオリアクタに汲み上げられ、廃棄物が自動で除去さ
れてもよい。
【００８５】
　血液幹細胞は、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に配置され、ＴＶＥＭＦ拡張されてから約
７～約１４日で、元の数の少なくとも７倍に増加してもよい。好ましくは、約７～１０日
、より好ましくは約７日、ＴＶＥＭＦ拡張される。そのため、幹細胞の数の測定は、ＴＶ
ＥＭＦ拡張中に行なう必要はない。本願を通じて記載され、上述したように、本発明のＴ
ＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、自然由来の、ＴＶＥＭＦ拡張されていない血液幹細胞
と、同じまたは本質的に同じ三次元形状および細胞間支持および細胞間形状を有する。
【００８６】
　ＴＶＥＭＦ拡張の完了の際、ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内の細胞物質は、本発明の組成
中に、本発明の幹細胞を含有する。さらなる使用のために、様々な物質が上記組成から除
去され、または添加されてもよい。本発明の他の態様は、例えば本願を通じて記載される
組織などの、体のシステムまたは組織の治療、補給および組織の再生を助けるように機能
する、生体外の哺乳類血液幹細胞組成に関する。上記組成は、好ましくは由来する血液の
、少なくとも７倍の体積当たりの血液幹細胞の数の量においてＴＶＥＭＦ拡張された血液
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幹細胞を含有する。例えば、好ましくは、Ｘ個の血液幹細胞が特定の体積において、ＴＶ
ＥＭＦバイオリアクタ内に配置された場合、ＴＶＥＭＦ拡張後に、ＴＶＥＭＦバイオリア
クタ内の血液幹細胞の数は、（拡張プロセスの間の細胞の除去がなければ）少なくとも７
Ｘである。この少なくとも７倍の拡張は、本発明が作用するために必須ではなく、この拡
張は治療目的において特に好ましい。例えば、所望であれば、ＴＶＥＭＦ拡張された細胞
の量は、自然由来の血液における血液幹細胞の数のたった２倍でもよい。好ましくは、Ｔ
ＶＥＭＦ拡張された細胞は、自然由来の血液における血液幹細胞の体積当たりの数の、約
４倍～約２５倍の範囲内である。また、本発明は、上記血液幹細胞が、自然由来の哺乳類
の血液よりも少なくとも７倍多い体積当たりの数で存在し；上記血液幹細胞が、自然由来
の血液の幹細胞と同じまたは近いまたは本質的に同じ三次元形状および細胞間支持および
細胞間形状を有する、哺乳類からの血液幹細胞を含有する、組成に関する。本発明の組成
は、これらに限定はされないが、プラズマ、血液、アルブミン、細胞培養培地、成長因子
、銅キレート剤、ホルモン、バッファまたは低温保存薬を含む、薬剤として許容可能なキ
ャリアを含有する。「薬剤として許容可能なキャリア」とは、哺乳類、好ましくは人間へ
の幹細胞の導入を許容する薬剤を意味する。このようなキャリアは、特に、例えば、血液
、プラズマ、アルブミンなどの輸液用に用いることができる任意の物質；また、好ましく
は上記組成が導入される哺乳類からの塩水またはバッファ（好ましくはアルブミンが補足
されたバッファ）などの、ここに記載される物質を含む。用語哺乳類への組成の「導入」
は、動物への組成の「投与」を意味する。好ましくは、哺乳類への本発明の幹細胞の投与
は、静脈内に行なわれる。しかしながら、この技術においてよく知られているように、他
の形態の投与が用いられてもよい。特に、例えば、損傷の部位に可能な限り近くに幹細胞
を持っていくために、心臓または心臓の近くの組織への直接の注入が用いられてもよい。
例えば心臓麻痺、心筋梗塞の処置のためには、幹細胞以外の細胞を少し含む、または全く
含まない幹細胞組成が心臓の筋肉へ直接注入されることが好ましい。より好ましくは、例
えば、０．３ｎｇ～５μｇ、より好ましくは１ｎｇ／ｋｇ～ｌ００ｎｇ／ｋｇ、さらに好
ましくは５ｎｇ／ｋｇ～２０ｎｇ／ｋｇ、特に好ましくは６ｎｇ／ｋｇの量における、Ｇ
－ＣＳＦの許容量で注入される。幹細胞の投与は、技術の一般的な状態において記載され
ているように、薬剤キャリアと共に生じるばあいがある。「許容可能なキャリア」は一般
的に、本発明の血液幹細胞が生き延びる任意の物質、すなわち、ＴＶＥＭＦ拡張後、低温
保存の前後、ほ乳類への導入（投与）の前の細胞にとって有毒ではないものである。その
ようなキャリアはこの技術において公知であり、本願を通じてこのような目的のためのも
のとして記載されている物質を含む、多くの種類の物質を含む。例えば、プラズマ、血液
、アルブミン、細胞培養バイチ、バッファおよび低温保存薬の全ては、本発明の許容可能
なキャリアである。望ましいキャリアの一部は、所望の用途に依る。
【００８７】
　この技術において公知の他の拡張方法（ＴＶＥＭＦを用いないもの）は、血液幹細胞の
三次元形状および細胞間支持を維持した状態で、自然由来の血液の少なくとも７倍の量の
血液幹細胞を提供しない。ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、それが由来する血液と同
じまたは本質的に同じ、または維持した三次元形状および細胞間支持および細胞間形状を
有する。上記組成は、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞を有していてもよく、ダルベッコ
培地または低温保存用の溶液中に浮遊していることが好ましい。上記組成は、例えば死ん
だ細胞および有毒物質または顆粒球含有物およびマクロファージなどの、粒状の有毒物質
を含まないことが好ましい。上記組成は、組成の温度を－１２０℃～－１９６℃の温度に
下げ、治療または他の用途のために必要となるまで、低温保存組成の温度をその範囲に維
持することにより、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞を含有する低温保存組成であっても
よい。後述するように、低温保存の前に、組成からできるだけ多くの有毒物質を除去する
ことが好ましい。
【００８８】
　本発明の他の態様は、低温保存を行った、またはＴＶＥＭＦ拡張が完了した直後のいず
れかの、ＴＶＥＭＦ拡張され血液幹細胞の薬剤組成で、心臓の組織の再生行う方法に関す
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る。細胞は、例えば静脈内、または治療される組織へ直接注入によって哺乳類の体、好ま
しくは人間に導入されてもよく、体の自然のシステムが、心臓の組織を治療および再生さ
れることを許容する。好ましくは、哺乳類の体に導入される組成は、投与されたＴＶＥＭ
Ｆ拡張された血液幹細胞へ、悪い反応をもたらすことがある、有毒物質および他の物質を
含まない。上記細胞は、特に病気が発生し、病気ではない細胞が必要な、個々の血球を必
要とする処置または研究である、処置または研究のためにすぐに利用できる。その後の人
生において心臓の組織の治療が必要な人のためには、保存された拡張された末梢血または
臍帯血が有用である。臍帯血は、心臓の組織の治療である心臓の状態その他を発現しやす
い子供の場合は特に望まれる。
【実施例】
【００８９】
　実施例I-ＴＶＥＭＦバイオリアクタにおける実際の細胞のＴＶＥＭＦ拡張
　下記の表１に示すように、末梢血が採取され、末梢血細胞が拡張された。
【００９０】
　Ａ)細胞の採取および維持
　人間の末梢血（７５ｍｌ；約０．７５×１０６細胞／ｍｌ）が、上述したように注射器
によって１５人の人間のドナーから採取され、血液混合物を調製するために、２０％の、
５％人間アルブミン(ＨＡ)、１００ｎｇ／ｍｌの組み換え型人間G-ＣＳＦ(アムゲン社（A
mgen Inc.）,サウザンドオークス（Thousand Oaks）、ＣＡ)、および１００ｎｇ／ｍｌ組
み換え型人間幹細胞因子(ＳＣＦ)(Amgen)で補足された、約７５mlのイスコーヴェ変性さ
れた(Iscove’s modified)ダルベッコ培地(ＩＭＤＭ)(ＧＩＢＣＯ、グランドアイランド
、ＮＹ)内に、１０人のドナーから採取された血液が浮遊された。各血液サンプルの一部
は、「コントロール」サンプルとした。図２および３に示されるＴＶＥＭＦバイオリアク
タ内に、末梢血混合物が配置された。ＴＶＥＭＦ拡張は、３７℃、通常の空気Ｏ２／Ｎ比
の６％二酸化炭素で生じた。ＴＶＥＭＦバイオリアクタは、最初は一分間に１０回転（ｒ
ｐｍ）の速度で回転され、その後、末梢血細胞のバイオリアクタにおける浮遊を維持する
ように、本願を通じて記載されているように、必要に応じて調整された。６ｍＡの時間的
に変化する電流がバイオリアクタに付与された。末梢血混合物に付与された方形波ＴＶＥ
ＭＦは、約０．５ガウス（周波数：約１０サイクル／秒）であった。ＴＶＥＭＦバイオリ
アクタにおける末梢血混合物中の培養培地は、１～２日毎に交換／フレッシュにされた。
１０日目に、細胞はＴＶＥＭＦバイオリアクタから除去され、ＰＢＳで洗浄され、分析さ
れた。結果は下記の表１に示す通りである。コントロールデータは、拡張されていない人
間の末梢血のサンプルであり；拡張されたサンプルは、TVEMF拡張後の各コントロールサ
ンプルである。
【００９１】
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【表１】

【００９２】
　表１から分かるように、末梢血細胞のＴＶＥＭＦ拡張は、拡張されていないコントロー
ルに比べ、１０日間で細胞の数がほぼ１０倍になり、対応するＣＤ３４＋細胞が増加した
。細胞が成長する場所である、培養培地は、１～２日毎に１回交換／フレッシュにされた
。
【００９３】
　Ｂ）ＴＶＥＭＦ拡張された細胞の分析
　コントロールおよび拡張されたサンプルの全細胞数は、計測チャンバ（マイクログリッ
トを有する、特別に作られた顕微鏡スライドにコントロール細胞浮遊または拡張されたサ
ンプルのいずれかの体積を配置し、サンプル内の細胞の数を計測するために用いられる、
血球計などの装置）で得られた。コントロールサンプルおよび１０日間拡張された後のサ
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ンプル中の、全細胞計測の結果を表１に示す。
【００９４】
　表１中の対応するＣＤ３４＋の表示は、以下のように決定される：その中の他の細胞か
ら、人間ＣＤ３４＋選択キット(イージーセップポジティブセレクション（EasySep posit
ive selection）、ステムセルテクノロジーズ（StemCell Technologies）)で、拡張され
たサンプルのＣＤ３４＋細胞が分離され、上述したように計測チャンバで計測され、ＦＡ
Ｃスキャンフロー血球計算器（ベクトンーディッキンソン(Becton-Dickinson)）で確認す
る。ＣＦＵ－ＧＥＭＭおよびＣＦＵ－ＧＭがクローン形成法によって測定された。細胞生
存度 (生存能力のある細胞は生きていて、生存能力がない細胞は死んでいる)は排除試験
によって決定された。全ての拡張されたサンプルにおける「あり」の結果は、全細胞測定
に対応して、ＣＤ３４＋細胞の数が増加したことを示す。
【００９５】
　Ｃ）造血コロニー形成細胞の量の増加
　このＴＶＥＭＦ拡張組織培養システムにおけるドナーの末梢血細胞の培養は、造血コロ
ニー形成細胞の数を劇的に増加させる。分離分析において決定されるように、ＣＦＵ－Ｇ
Ｍ（７倍まで）およびＣＦＵ－ＧＥＭＭ（９倍まで）コロニー形成細胞の数のコンスタン
トな増加は、明らかな平坦域がなく、７日目まで観測された。
【００９６】
　Ｄ）ＣＤ３４＋細胞の増加
　このTVEMF拡張組織培養システムにおける通常のドナーからのＭＮＣの培養は、ＣＤ３
４＋細胞の数を劇的に増加させる。分離分析において決定されるように、ＣＤ３４＋細胞
の平均数は、６日目までに１０倍に増加し、６日目には平坦であった。
【００９７】
　作動方法－心臓の組織の治療
　以下に、人間における心臓の組織の治療のための、実例となる手順を記載する。そのほ
かの標準血管再生治療用のオプションがなく、深刻な虚血性心疾患がある１５人の患者が
、上記手順に参加するものとして識別される。患者は、逐次的に登録されれ、最初の１０
人の患者は治療グループに、あとの５人の患者はコントロールグループに割り当てられた
。全ての患者は、登録時において、最大耐性量の薬物治療におかれた。以下の試験対象患
者基準が、患者の登録に要求された：（１）単光子放射型コンピュータ断層撮影法（ＳＰ
ＥＣＴ）によって検出される、可逆性血流欠損を伴う慢性冠状動脈不全；（２）左心室（
ＬＶ）駆出分画（ＥＦ）＜４０％；（３）冠動脈造影によって評価するところによる、経
皮または外科的血行再建の不適任；および（４）署名された、インフォームドコンセント
。この研究においては、以下の除外基準の一つにでも当てはまる場合は、患者は登録され
ない：（１）経皮の手順のための血管アクセスを得ることの困難性；（２）以前のまたは
最近の、患者の短期間生存に影響を与え得る、新生組織形成またはその他の併存疾患履歴
；（３）重大な心室律動不整（持続した心室頻脈）；（４）ＬＶ動脈瘤；（５）説明の付
かない、ベースライン異常検査所見の異常；（６）異常な放射性物質のアスペクトを有す
る骨組織；（７）初期の血液学の病気；（８）研究への登録の３ヶ月以内の急性心筋梗塞
；（９）２Ｄドップラー心エコー図による心室内の血栓の存在；（１０）手順時における
、血行動態の不安定化；（１１）心房性細動；または（１２）患者を過度の危険を与えう
る任意の状態。
【００９８】
　処置グループにおけるベースライン評価は、完全な臨床治療の評価（履歴および健康診
断）、研究室の評価（完全な血液カウント、血液化学、Ｃ反応性たんぱく質［ＣＲＰ］、
脳性ナトリウム利尿ペプチド［ＢＮＰ］、クレアチンキナーゼ［ＣＫ］－ＭＢおよびトロ
ポニン血清レベル）、傾斜したスレッドミルプロトコルでの運動負荷試験、２Ｄドップラ
ー心エコー図、ジピリダモールＳＰＥＣＴ血流スキャン、および２４時間ホルターモニタ
ーを含む。
【００９９】
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　コントロールグループには、２４時間ホルターモニター、ＣＫ－ＭＢおよびトロポニン
血清レベル以外の、上述したベースライン評価を行なう。
【０１００】
　処置グループの患者は、手順の直前に、血清ＣＲＰ、完全な血液カウント、ＣＫ、トロ
ポニン、およびＢＮＰレベル測定およびＥＣＧを行った。手順の直後に、他のＥＣＧおよ
び２Ｄドップラー心エコー図が行なわれ、２４時間ホルターモニターが始められる。血清
ＣＲＰ、ＣＫ、およびトロポニンレベルも、２４時間において評価される。患者は、上記
手順の注入後、４８時間モニターされる。
【０１０１】
　例えば実施例Ｉに従って調製されたＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、５％の人間の
血清アルブミンを含有するヘパリン塩水で徹底的に洗浄され、細胞の塊を除去するために
、例えば１００μｍのナイロンメッシュでろ過される。細胞は、薬剤ＴＶＥＭＦ拡張され
た血液幹細胞組成としての注入のために、５％の人間の血清アルブミンを含有する塩水中
で再懸濁される。上記組成のごく一部は、細胞のカウントおよびトリパンブルー除外での
生存能力試験のために用いられる。細胞の生存能力は、表１に示された結果と同様に、＞
９８％となることが期待される。
【０１０２】
　顆粒球-マクロファージコロニー形成単位およびＣＤ４５ｌｏＣＤ３４＋細胞間の高い
相関関係が見られた。上述したように、推測される間葉系前駆リネージ（progenitor mes
enchymal lineage）の存在を測定するために、線維芽細胞コロニー形成分析が行われても
よい。上記組成のバクテリアおよび菌性の培養は、それが陰性であることを確認するため
に行われる。
【０１０３】
　フルオレセインイソチオシアネート（ファーミンゲン(Pharmingen)）；フィコエリトリ
ン(ＰＥ)、またはＰｅｒＣＰ：ベクトンーディッキンソン（Becton Dickinson）からの、
パン白血球マーカー(クローンＨＩ３０)としての抗CD45、造血前駆マーカー(クローンＨ
ＰＣＡ－ＩＩ)としての抗－ＣＤ３４、パン－Ｔ－細胞マーカー(クローンＳＫ７)として
の抗－ＣＤ３、Ｔ－細胞亜種マーカー(クローンＳＫ３)としての抗－ＣＤ４、および、Ｔ
－細胞亜種マーカー(クローンＳＫｌ)としての抗－ＣＤ８；カタログラボラトリーズ（Ca
ltag Laboratories (Burlingame, Calif)）からの、単球マーカー(クローンＴＵＫ４)と
しての抗－ＣＤ１４、パン－Ｂ－細胞マーカー(クローンＳＪ２５－Ｃ１)としての抗－Ｃ
Ｄ１９、およびＮＫ-細胞マーカー(クローンＮＫＩ ｒｉｂｌ－１)としての抗-ＣＤ５６
；およびベックマン－クールター（Beckman-Coulter）からの、抗-ＨＬＡ－ＤＲ（ＭＨＣ
－ＩＩ、クローンＢ８．１２．２）でビオチニル化または共役のいずれかで、下記の抗体
が入手可能である。ビオチニル化された抗体は、ストレプトアビジンＰＥＣｙ７カタログ
ラボラトリーズ)で明らかにされてもよい。全核を成す骨髄細胞浮遊における白血球母集
団の確認のために、三色免疫蛍光分析が用いられてもよい。着色後、製造業者の手順に従
って、赤血球はベクトンーディッキンソン溶解バッファ溶液または同様の溶液に溶解され
、各サンプルにおける白血球の割合を評価するためにＣＤ４５抗体が用いられた。データ
の取得および分析は、セルクエスト（CellQuest）3.1ソフトウェア(ベクトンーディッキ
ンソン)を有するカリバー（Calibur）などの、蛍光活性化細胞分類装置において行なわれ
てもよい。
【０１０４】
　細胞注入処置グループにおいては、研究室からの薬剤ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞
組成の予想される到着の１時間前に、患者は心臓カテーテル研究室へ連れて来られる。バ
イプレインＬＶ血管造影での、左心カテーテルが行なわれる。続いて、上述したように、
左心室の電気機械マッピング（ＥＭＭ）が行なわれる。処置の一般的な領域は、前のＳＰ
ＥＣＴ血流イメージングによって、虚血性と確認されたエリアと一致することにより、選
択される。上記電気機械マップは、その後、その領域内の生存心筋（単極ボルト＞６．９
ｍＶ）を確認することによって、特定の処置エリアを対象とするために用いられる。機械
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的な活動の減少を伴うアリア（ローカルリニアショートニング＜１２％、冬眠心筋を示す
）が好ましい。
【０１０５】
　ＮＯＧＡ注入カテーテルは、０°および９０°フレックスにおいてニードルエクステン
ションを調整し、薬剤ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成拡張された幹細胞の０．１ｃ
ｃを、ニードルのデッドスペースを満たすために配置することによって、調製することが
できる。上記注入カテーテルの先端は、大動脈弁を横切り、目的のエリア内へと配置され
、各注入場所は、細胞が注入される前に慎重に評価される。ＬＶ壁への細胞の注入の前に
、下記の基準が満たされなくてはならない：（１）ＬＶ壁への、カテーテルの垂直位置；
（２）優れたループの安定性（＜４ｍｍ）；（３）潜在的な電圧＞６．９ｍＶ；および（
４）心筋内へのニードルのエクステンションにおける、速すぎる心室収縮の存在。０．２
ｃｃが処置グループの各患者に１５回注入され、期待される全細胞の量は約１４００万細
胞／０．２ｃｃである。導入される幹細胞の好ましい数は、本願を通じて記載されており
、最も好ましくは約１０７～１０９幹細胞である。コントロールグループは、幹細胞を含
まない注入を受けてもよい。処置された、およびされていない（コントロール）の、全て
の患者について、２ヶ月間の、非観血性のフォローアップの評価が行なわれた。
【０１０６】
　予測された最大Ｖｏ２は、患者の作業負荷を調整するために用いられる。スレッドミル
速度は、始めは時速０．５マイルであり、傾斜は０％～１０％、計画された運動の継続時
間は１０分である。心エコーのデータが分析される。イメージがデジタルで記録され、オ
フラインで分析されてもよい。収縮末期容量（ＥＳＶ）、拡張末期容量（ＥＤＶ）、およ
びＥＦが、標準プロトコルに従って測定される。
【０１０７】
　ジピリダモールストレスおよび休息ＳＰＥＣＴイメージングが、ベースラインおよびフ
ォローアップにおいて、同じストレス手順で行なわれる。テクネチウム－９９ｍセスタミ
ビ（sestamibi）の約７４０ＭＢｑが、休息およびストレス後において、４分間の、体重
１ｋｇ当たり、１分間に１４２μｇの輸液速度で、ジピリダモール輸液と共に注入される
。１時間後、１４０－ｋｅＶの光電ピーク上の中心の１５％ウィンドーを用いて、ＳＰＥ
ＣＴイメージングが開始される。取得は、１－ディテクターガンマカメラ(1-detector ga
mma camera (Ecam, Siemens))で、１８０°上で３２プロジェクションを取得した（右前
斜位４５°～左後斜位４５°）（低エネルギー、高解像視準；６４×６４マトリックス；
およびプロジェクション当たり３５秒）。左心室の、短軸および垂直および水平長軸の断
層写真が、適切な補間で座標変換を行なうことにより、再建されたトランスアクシャル断
層写真から抽出されてもよい。弱化または散乱修正は付与されなかった。定量的なＳＰＥ
ＣＴ分析は、例えば、ＩＣＯＮワークステーションコンピュータ（Siemens）または同様
のセットアップによって行なわれる。上記分析は、最大カウント周プロファイルを確認す
るための品質制御チェックを除き、完全に自動化されたソフトウェアパッケージを用いて
行なわれる。大まかには、先端方向および最も基本的な断層撮影短軸スライス、ＬＶチャ
ンバの中心軸、および心筋のカウントサーチのための制限半径を含むプロセスパラメータ
は、自動的に由来する。短軸断層写真は、左心室のボディーのサンプリングには円筒型ア
プローチで、ＬＶアペックスのサンプリングには球面アプローチで、最大カウント周プロ
ファイルサンプルテクニック（maximum-count circumferential profile sampling techn
ique）を用いることにより、その後サンプル化される。ポーラーマップディスプレイおよ
び定量的な値は、その後、ストレス心筋血流欠損エクステントおよび感度を示すために生
じる。
【０１０８】
　コントロールグループの患者には、不必要な危険を回避するための、その後のフォロー
アップにおいて、ＮＯＧＡマッピングまたは繰り返されるＬＶ血管造影図が行なわれる。
【０１０９】
　処置グループの患者には、ＩＶ血管造影図およびＥＭＭから成る、４ヶ月間の観血性の
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フォローアップ評価がされる。ＬＶ血管造影は、５Ｆピッグテールカテーテルを用いた、
大腿骨アプローチを通じて行なわれてもよい。全ての血管造影図は、安定した洞律動の期
間中の、２プレート－３０°右前斜位図および６０°左前斜位図－において得られる。心
室体積は、速すぎる脈拍の最中または後には測定されない。較正デバイスとして、４０ｍ
ｍ球が用いられた。
【０１１０】
　ＥＭＭは、１５ｍｍの充填閾値の、確立された基準に従って行なわれた。ポイントの取
得後、標準安定性基準（位置安定性；＜４ｍｍ、ループ安定性＜６ｍｍ、およびサイクル
長さ変位＜１０％）に適合しないポイント、ＳＴ－セグメントエレベーション中に取得さ
れたポイント、および左心室に関連しないポイント（例えば心房におけるもの）である、
インナーポイントを除外するための一連のフィルタ（中程度の設定）で、プロセス後分析
が行なわれる。
【０１１１】
　マッピングおよび注入のための、全手順期間は、約８１±１９分である。電気機械的マ
ップは、平均９２±１６ポイントを含有していてもよい。患者は、平均値２±０．７セグ
メント（下方６、側方１４、前方２、および中隔５）において、平均１５±２細胞組成注
入を受ける。１４００万個の細胞の各注入は、０．２ｃｃの体積においてもたらされる。
【０１１２】
　注入された細胞の２～３％(約４００，０００／ｍｍ２)が、造血前駆細胞(ＣＤ４５Ｉ

ｏＣＤ３４＋)となると期待される。同様に、注入された細胞の約０．１％(約１５，００
０／ｍｍ２)が、初期造血前駆細胞(ＣＤ４５ｌｏＣＤ３４＋ＨＬＡ―ＤＲ―)となること
が期待され、注入された細胞の約２５～３０％（約４，０００，０００／ｍｍ２）が、Ｃ
Ｄ４＋Ｔ－細胞（ＣＤ４５＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋）となることが期待される。注入された細
胞の約１５％（約２，２００，０００／ｍｍ２）が、ＣＤ８＋Ｔ－細胞（ＣＤ４５＋ＣＤ
３＋ＣＤ８＋）となることが期待され、注入された細胞の約２％（約１，６００，０００
／ｍｍ２）が、Ｂ細胞（ＣＤ４５＋ＣＤ１９＋）となることが期待される。注入された細
胞の約１０％（約１，４００，０００／ｍｍ２）が、単球（ＣＤ４５＋ＣＤ１４＋）とな
ることが期待さ、注入された細胞の約１～２％（約１５０，０００／ｍｍ２）ＮＫ細胞(
ＣＤ４５＋ＣＤ５６＋)となることが期待される。
【０１１３】
　これらの実験から期待される結果は、コントロールグループと比較した場合、処置グル
ープの患者は、２ヶ月のフォローアップにおいて、心臓麻痺および狭心症症状の経験がよ
り少ないことであり、両方とも、ニューヨーク心臓協会（New York Heart Association (
ＮＹＨＡ)）およびカナダ心臓血管協会狭心症スコア（Canadian Cardiovascular Society
 Angina Score (ＣＣＳＡＳ)）分布によるものである。ベースライン運動試験変動(ＭＥ
Ｔおよび最大Ｖｏ２)は、２つのグループで同様である。しかしながら、処置グループに
おけるフォローアップにおいては、METおよび最大Ｖｏ２における劇的な増加が見られる
。ＮＹＨＡクラスは、ＴＶＥＭＦ拡張された幹細胞での処置の後は半分になるが、拡張さ
れた幹細胞なしでは、同じままである。ＣＣＳＡＳもまた、処置の後は、処置の前の半分
より少なくなることが期待されるが、処置されていない患者については、実質的な変化は
ない。最大Ｖｏ２は、処置した場合は約３５％の増加が期待されるが、処置なしの場合は
、実質的な変化はない。心エコー図、ＥＳＶ、体積は、処置した場合は約１５％減少する
が、処置なしの場合は、増加する。ＳＰＥＣＴ、全可逆的欠損は、処置した場合は約８０
％減少するが、処置なしの場合は、増加する。
【０１１４】
　ＥＭＭにおいては、セグメント分析が、注入されたセグメントの劇的なメカニカルな改
善を明らかにする。注入部位におけるメカニカル機能の劇的な改善が示される。
【０１１５】
　このように、ここに記載される処置によって、劇的な心臓の治療が成し遂げられたこと
が分かる。もし、ＴＶＥＭＦ拡張された幹細胞が静脈内に挿入されたら、治療に要する期
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間が長くなるかもしれないが、同様の結果が達成されることが期待される。
【０１１６】
　動物モデルまたはその他の心臓の組織の治療が望まれる状況において行なわれた実験は
、本発明の心臓の組織の治療の、組織学または病理学上の分析、またはその他の所望の分
析における成果を提供する。
【０１１７】
　作動方法－低温保存
　上述したように、哺乳類、好ましくは人間から血液が採取される。少なくとも赤血球は
、血液から除去されることが好ましい。上記血液幹細胞（所望の他の細胞および培地とと
もに）ＴＶＥＭＦバイオリアクタ内に配置され、時間的に変化する電磁気力にさらされ、
拡張される。ＴＶＥＭＦ拡張前にＲＢＣが除去されない場合は、それらはＴＶＥＭＦ拡張
後に除去されることが好ましい。ＴＶＥＭＦ拡張された細胞は、低温保存されてもよい。
ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の低温保存の方法およびそのような細胞を含有する組成
についての更なる詳細は、ここに、特に以下に提供されている。
【０１１８】
　ＴＶＥＭＦ拡張後、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞を含む、ＴＶＥＭＦ拡張された細
胞は、少なくとも一つの低温保存薬を含有する、少なくとも一つの低温保存容器に移され
てもよい。上記ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、培地およびＴＶＥＭＦ拡張中に存在
するその他の成分を除去するために、最初に溶液（例えば、バッファ溶液または所望の低
温保存薬溶液）で洗浄され、その後、細胞の低温保存を許容する溶液に混合されることが
好ましい。そのような溶液は一般的に、低温保存薬、低温保存溶液または低温保存剤と呼
ばれている。上記細胞は適切な低温保存容器へ移され、上記容器は、通常は－１２０℃～
－１９６℃、好ましくは－１３０℃～－１５０℃の温度へ下げられ、その温度が維持され
る。 冷凍プロセス中の幹細胞への損傷をなくす、または少なくとも損傷を最小にするた
めに、この温度の低下は、ゆっくり、かつ、慎重に行われることが好ましい。必要であれ
ば、細胞の温度（ほぼ低温保存容器の温度）は、人間の体に細胞を導入するのに適した（
通常は室温付近から体温付近まで）温度まで上げられ、例えば本願を通じて記載されてい
るように、哺乳類の体、好ましくは人間に、ＴＶＥＭＦ拡張された細胞が導入されてもよ
い。
【０１１９】
　冷凍細胞は、普通は破壊的である。学説に拘束されることなく、冷却中に、細胞内の水
が凍結する。その後、細胞膜における浸透圧効果、細胞脱水、溶液濃度、および氷結晶形
成によって損傷が生じる。細胞の外側で氷が形成すると、入手可能な水が溶液から除去さ
れ、細胞から引き抜かれて浸透脱水、および、細胞を破壊しかねない溶液濃度の上昇をも
たらす。（議論については、マズール（Mazur）、P., 1977, Cryobiology 14:251-272を
参照のこと）
【０１２０】
　異なる物質は、異なる凝固点を有する。低温保存の準備ができている血液幹細胞組成は
、結晶化および冷凍プロセスからの細胞壁の損傷を最小にするために、可能な限り少ない
汚染物質を含むことが好ましい。
【０１２１】
　(a)低温保存薬の使用、（b）冷凍速度の制御、および（c）劣化反応を最小にするため
に十分低い温度おいて保存する、琴似より損傷効果は低減または回避さえもすることがで
きる。
【０１２２】
　本発明においては、低温保存剤の含有が好ましい。
用いることができる低温保存剤はこれらには限定されないが、ジメチルスルホキシド(Ｄ
ＭＳＯ)(Lovelock、J. E.およびBishop、M. W. H., 1959、ネイチャー（Nature）183:139
4-1395； Ashwood-Smith、M. J., 1961、ネイチャー190:1204-1205)の十分な量、グリセ
ロール、ポリビニルピロリジン(Rinfret、A. P., 1960、Ann. N. Y. Acad. Sci. 85:576)
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、ポリエチレングリコール(Sloviter, H. A. and Ravdin, R. G., 1962, Nature 196:548
)、アルブミン、デキストラン、スクロース、エチレングリコール、ｉ-エリスリトール、
Ｄ-リビトール、Ｄ-マンニトール(Rowe, A. W., et al., 1962, Fed. Proc. 21:157)、Ｄ
-ソルビトール、ｉ-イノシトール、Ｄ-ラクトース、塩化コリン(Bender, M. A., et al.,
 1960, J. Appl. Physiol. 15:520)、アミノ酸- グルコース溶液またはアミノ酸(Phan Th
e Tran and Bender, M. A., 1960, Exp. Cell Res. 20:651)、メタノール、アセトアミド
、グリセロールモノアセテート(Lovelock, J. E., 1954, Biochem. J. 56:265), および
無機塩 (Phan The Tran and Bender, M. A., 1960, Proc. Soc. Exp. Biol. Med.　104:3
88; Phan The Tran and Bender, M. A., 1961, in Radiobiology, Proceedings of the T
hird Australian Conference on Radiobiology, Ilbery, P. L. T., ed., Butterworth, 
London, p. 59)を含む。好ましい態様においては、ＤＭＳＯが用いられる。液体である、
ＤＭＳＯは、低濃度においては、細胞に有毒である。小さい分子であることにより、ＤＭ
ＳＯは細胞に自由に浸透し、水と混合されて、その凍結性を改善し、氷の形成からの損傷
を防止することにより、細胞内の細胞小器官を保護する。プラズマの添加（例えば２０～
２５％までの濃度）は、ＤＭＳＯの保護効果を増加させる。ＤＭＳＯの添加後、４℃を超
える温度においては、約１％の濃度のＤＭＳＯが有毒となりうるため、細胞は０℃以下に
維持されなければならない。私が選択した好ましい低温保存剤は、全組成用のＴＶＥＭＦ
拡張された末梢血幹細胞との組み合わせにおいて：６０～８０％アミノ酸－グルコース溶
液中の、２０～４０％ジメチルスルホキシド溶液；１５～２５％ヒドロキシエチルでんぷ
ん溶液；４～６％グリセロール、３～５％グルコースおよび６～１０％デキストランＴ１
０；１５～２５％ポリエチレングリコール；および７５～８５％アミノ酸－グルコース溶
液である。上述した低温保存薬の量は、全組成における、低温保存薬の全量（組成に添加
される物質の量のみではなく）であることが好ましい。
【０１２３】
　血液細胞および低温保存剤以外の他の物質は、低温保存される本発明の組成中に存在し
てもよく、本発明のＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成の低温保存は、例えば上述した
冷凍のメカニズムに関して記載されたような理由により、可能な限り少ない他の物質とと
もにされることが好ましい。
【０１２４】
　本発明のＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成は、約－１２０℃から約－１９６℃の範
囲の温度、好ましくは約－１３０℃から約－１９６℃の温度、より好ましくは約－１３０
℃から約－１５０℃の温度まで冷却されることが好ましい。
【０１２５】
　制御されたゆっくりな冷却速度は重大である。異なる低温保存剤(Rapatz, G., et al.,
 1968, Cryobiology 5(l):18-25) および異なる細胞の種類は、異なる最適な冷却速度を
有する(末梢細胞の生存における冷却速度の効果（およびそれらの移植可能性）について
は例えば、Rowe, A. W. and Rinfret, A. P., 1962, Blood 20:636；Rowe, A. W., 1966,
 Cryobiology 3(1):12-18; Lewis, J. P., et al., 1967, Transfusion 7(l):17-32；お
よびMazur, P., 1970, Science 168:939-949参照)。水が氷に変わる、溶融相の熱は、最
小にされるべきである。冷却手順は、例えばプログラムできる冷凍装置またはメタノール
バス手順によって行うことができる。
【０１２６】
　プログラムできる冷凍機器は、最適な冷却速度の決定を可能とし、再現可能で標準的な
冷却を促進する。クリオームド(Cryomed)またはプラナー(Planar)などのプログラム可能
な制御された速度の冷凍庫は、所望の冷却速度曲線への冷凍管理のチューニングを可能に
する。他の許容可能な冷凍庫は、例えば、サンヨーモディ(Modi)ＭＤＦ－１１５５ＡＴＮ
－１５２ＣおよびモデルＭＤＦ－２１３６ＡＴＮ －１３５Ｃ、プリンストンクリオテッ
ク（Princeton CryoTech）ＴＥＣ ２０００である。例えば、１０％ＤＭＳＯおよび２０
％プラズマにおける血液細胞またはＣＤ３４＋／ＣＤ３８－細胞の場合、０℃～－２００
℃からの最適な速度は1～３℃／分である。
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【０１２７】
　好ましい態様においては、この冷却速度は、本発明の細胞に用いることができる。細胞
を含有する低温保存容器は、低温で安定であり、冷凍および解凍の両方の効果的な制御の
ために、迅速な熱交換を可能にしなくてはならない。いくつかの少量(１～２ｍｌ)のため
にはシールされたプラスチックの小瓶 (例えばヌンク（Nunc）、Wheaton cryules)または
ガラスアンプルを用いることができ、より多い量(１００～２００ｍｌ)は、冷却中のより
よい熱交換のために、金属板の間に保持されたポリオレフィンの袋(例えばデルムド（Del
med）)内で冷凍することができる。(袋に入った骨髄細胞は、偶然にも約３℃/分の冷却速
度をもたらした、－８０℃の冷凍庫内にそれらを配置することにより、うまく冷凍するこ
とができた)。
【０１２８】
　他の態様においては、冷却のメタノールバス方法を用いることができる。上記メタノー
ルバス方法は、大きなスケールで、いくつかの小さいアイテムの所定の低温保存に最適で
ある。上記方法は、手動での冷却速度の制御も、速度をモニターするための記録も必要と
しない。好ましい態様においては、ＤＭＳＯで処置された細胞が氷で前もって冷却され、
順番に、－１３０℃の機械的な冷蔵庫（例えばハリス(Harris)またはレヴコ(Revco)）に
配置される、冷やされたメタノールを含有するトレーに移される。メタノールバスおよび
サンプルの熱電対測定は、１～３℃の所望の冷却速度を示す。少なくとも２時間後、試料
は－８０℃の温度に達し、永久保存のために、液体窒素（－１９６℃）内に直接配置され
てもよい。
【０１２９】
　冷凍完了後、ＴＶＥＭＦ拡張された幹細胞は、長期低温保存容器（冷凍庫など）に即座
に移されてもよい。好ましい態様においては、細胞は液体窒素（－１９６℃）またはその
上記（－１６５℃）内で低温保存されてもよい。保存温度は、－１２０℃、好ましくは－
１３０℃より低くなければならない。このような保存は、熱の漏れおよび窒素のロスが極
めて最小に維持される、極めて低い真空および内部の超断熱を有する大きなサーモス容器
に似た、高効率液体窒素冷蔵庫の利用によって大幅に促進される。
【０１３０】
　この細胞の低温保存に好ましい機器および手順は、細胞の温度を－１３０℃より低く下
げるために彼らの手順を利用する、サーモジェニシス社（Thermogenesis Corp., Rancho 
Cordovo, CA）である。上記細胞は、冷凍および保存の間、サーモジェニシスプラズマバ
ッグ内に保持される。
【０１３１】
　他の冷凍庫は市販されている。例えば、「バイオアーチブ（BioArchive）」冷凍庫は、
冷凍するだけではなく、血液または本発明の細胞などの低温保存サンプルの在庫を調べ、
例えば、一度に３，６２６個の冷凍血液のバッグを管理する。この冷凍庫は、指示される
と、特定のサンプルを取り出すロボットアームを有し、他のいかなるサンプルも邪魔され
ない、または暖かい温度にさらされないことを保証する。他の市販されている冷凍庫は、
これらには限定されないが、サンヨーモデルＭＤＦ－１１５５ ＡＴＮ－１５２Ｃおよび
モデルＭＤＦ－２１３６ ＡＴＮ－１３５Ｃ、およびプリンストンクリオテックＴＥＣ ２
０００を含む。
【０１３２】
　ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成の温度が－１２０℃、好ましくは－１３０℃より
も下げられた後に、サーモジェニシス冷凍庫などの機器内に保持されてもよい。それらの
温度は、約－１２０℃～－１９６℃、好ましくは－１３０℃から－１５０℃の温度に維持
される。本発明の低温保存された、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成の温度は、長期
間にわたって－１２０℃を超えるべきではない。
【０１３３】
　本発明にかかる低温保存された、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞、またはその組成は
、必要な時に解凍されるように、無期限に冷凍されていてもよい。例えば組成は、１８年
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まで冷凍されていてもよい。さらに長い期間、多分血液ドナーの寿命と同じ長さでも役に
立つであろう。
【０１３４】
　必要であれば、細胞が中に入ったバッグが、サーモジェニシスプラズマ解凍機（Thermo
genesis Plasma Thawer）などの解凍システムまたは、サオモライン解凍機シリーズ（The
rmoline Thawer series）などのその他の解凍機器内に配置されてもよい。上記低温保存
された組成の温度は、室温まで上げられる。低温保存剤と混合された細胞の解凍の他の好
ましい方法においては、液体窒素内に保存された、本発明の低温保存されたＴＶＥＭＦ拡
張された血液幹細胞組成を有するバッグが、液体窒素のガス相に１５分間配置され、外気
室温に５分間さらされ、最終的に３７℃の水浴で、できるだけ即座に解凍されてもよい。
解凍されたバッグの内容物は、すぐに、２．５％（重量／体積）の人間血清アルブミン、
および、５％（重量／体積）のデキストラン４０(Solplex 40; Sifra, Verona, イタリア
)を生理食塩液に含む同体積の溶液で希釈され、その後４００ｇで１０分間遠心分離され
てもよい。上記浮遊物は除去され、沈殿した細胞は、フレッシュなアルブミン／デキスト
ラン溶液中で再懸濁される。高張性抗凍結剤の除去のためには、ルビンスタイ（Rubinste
in）、Ｐ等の「親族ではない者の骨髄再構成のための、胎盤／臍帯血の処理および低温保
存(Processing and cryopreservation of placental/umbilical cord blood for unrelat
ed 骨髄 reconstitution)」Proc. Natl Acad. Sd. 92：10119-1012 (1995)；好ましい細
胞解凍の方法のバリエーションはラッザリ（Lazzari）Ｌ等の「臍帯血からの造血前駆細
胞の生体外拡張における低温保存の効果の評価(Evaluation of the effect of cryoprese
rvation on ex vivo expansion of 造血前駆s from cord blood)」骨髄 Trans. 28:693-6
98 (2001)を参照のこと。
【０１３５】
　上記細胞の温度が室温まで上げられた後に、それらは研究または再生治療に用いること
ができる。解凍されたＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成は、哺乳類、好ましくは人間
に直接導入されてもよく、または、例えば所望の研究のために、解凍された形態で用いら
れてもよい。解凍された細胞がその中に存在する溶液は、完全に洗浄除去されても、他と
交換されても、または添加されてもよく、所望の操作をすることができる。哺乳類の体に
導入される前に、好ましくは、そのような導入の直前に近い時に、種々の添加物が解凍さ
れた組成（または、低温保存されていない、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成）へ添
加されてもよい。そのような添加物は、これらには限定されないが、成長因子、銅キレー
ト剤、サイトカイン、ホルモン、適切なバッファまたは希釈剤を含む。Ｇ－ＣＳＦが添加
されることが好ましい。人間には、約２０～約４０μｇ／体重１ｋｇの量においてＧ－Ｃ
ＳＦが添加されることがより好ましく、約３０μｇ／体重１ｋｇの量がさらに好ましい。
また、導入前に、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成は、例えば輸血に伴う、哺乳類自
身の、または、適切なドナーのプラズマ、血液またはアルブミン、または他の物質と混合
されてもよい。上記解凍された血液幹細胞は、例えば処置のために用いることが望まれる
薬剤への悪い反応があるか、またはそれらを処置に用いることができるかを試験するため
に用いることができる。
【０１３６】
　米国においては、組織の再生のための、拡張された血液幹細胞の使用をＦＤＡが承認し
ていないが、そのような承認は、目前に迫っている。拡張された血液幹細胞の十分な量の
直接の注入は、心臓の組織の治療および再生に用いることができるはずである。
【０１３７】
　本発明のＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成は、組織の治療または再生、または所望
の病気または状態の処置を達成するのに十分な、治療上効果的な量において、哺乳類、好
ましくは人間に導入されるべきである。外傷が生じ、即時の組織の治療が必要な場合は特
に、好ましくは１度に全て、１ｍｌ当たりに１０７から１０９個の幹細胞を有する、ＴＶ
ＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成の少なくとも２０ｍｌが任意の処置に用いられることが
好ましい。この量は、７５～８０ｋｇの人間において特に好ましい。哺乳類に導入される
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組成におけるＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の量は、その一部は、血液物質源（特にか
なり限られた量のみが入手可能であるばあい）内に存在する細胞の数に依存する。患者に
導入されるＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の好ましい範囲は、例えば、１ｍｌ当たりに
１０７から１０９個の幹細胞を有する、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞組成の約１０ｍ
ｌ～約５０ｍｌ、または潜在的にそれ以上である。当然ながら、哺乳類に投与される、高
濃度の任意の物質は、有毒または致命的であり得るが、例えば少なくとも７倍のＴＶＥＭ
Ｆ拡張後など、ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞の全ての導入は、ＴＶＥＭＦ拡張された
血液幹細胞における過剰投与をもたらすとは考えにくい。いくつものドナーから、または
同一のドナーからの複数の採取からの血液が用いられると、哺乳類へ導入される血液幹細
胞の数は、高くなりうる。また、患者に導入されるＴＶＥＭＦ細胞の投与量は、１個体か
らの採取から提供される血液の量によって限定されるものではなく；複数の投与、例えば
１日１回または２回、または１週間に１回、または他の投与期間が、より容易に用いるこ
とができる。また、組織が処置されるが、組織の種類が、入手可能な限り多くのＴＶＥＭ
Ｆ拡張された血液幹細胞の使用、またはより少ない投与量の使用を正当化する。例えば、
肝臓が最も処置しやすく、必要とする幹細胞は他の組織よりも少ない。
【０１３８】
　当然のことながら、上述した態様は主にＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞を低温保存す
ることに関するが、すでに低温保存された拡張されていない血液幹細胞を解凍した後、ま
たはＴＶＥＭＦ拡張されていない血液幹細胞において、ＴＶＥＭＦ拡張が生じてもよい。
また、低温保存が望まれる場合は、細胞の冷凍の前および後の両方にＴＶＥＭＦ拡張が生
じてもよい。例えば、血液バンクは、いつかそのようなものが必要となる場合に備えて、
冷凍保存において、血液幹細胞を含有する低温保存された組成を有する。そのような組成
は、従来の方法によって解凍され、その後、ここに記載されているようなＴＶＥＭＦプロ
セスのバリエーションを含む、ここに記載されているように、ＴＶＥＭＦ拡張されてもよ
い。その後、そのようなＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、上述したように、本発明の
組成であると考えられる。低温保存される前のＴＶＥＭＦ拡張が好ましく、例えば、外傷
が生じた場合、患者の血液幹細胞は既に拡張されており、治療のための貴重な、余分な日
数を必要としない。
【０１３９】
　また、好ましくはないが、本発明のＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、低温保存され
、その後解凍され、使用されない場合は、再び低温保存されてもよいことに注目すべきで
ある。細胞が冷凍される前に、好ましくはＴＶＥＭＦ拡張（すなわち、サイズにおいてで
はなく、数において）される。細胞は、冷凍される前に既に拡張されている場合でも、冷
凍されて解凍された後に拡張されてもよい。
【０１４０】
　血液幹細胞の拡張は、数日かかる場合がある。生死にかかわる状況、または外傷の場合
、特に細胞の再導入の前に研究が完了する必要がある場合など、血液幹細胞の即時の供給
が重要な状況においては、血液幹細胞の拡張を待つための数日間がない場合がある。その
ため、処置の１分の遅れが生死を別つ緊急の場合を見越して、生まれたときから、そのよ
うな拡張された血液幹細胞が入手可能であることが特に望ましい。
【０１４１】
　また、当然のことながら、本願の上記ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、ＴＶＥＭＦ
拡張後に低温保存され、またはされずに、哺乳類、好ましくは源の哺乳類（血液の源の哺
乳類）に導入されてもよい。しかしながら、そのような導入は、源の哺乳類（自己由来）
のみに限定されない；上記ＴＶＥＭＦ拡張された細胞は、異なる哺乳類（同種異系）に移
されてもよい。
【０１４２】
　また、当然のことながら、血液は、本発明用の成人の幹細胞の好ましい源であるが、骨
髄からの成人幹細胞も、本発明における血液幹細胞と同様の方法で、ＴＶＥＭＦ拡張され
、用いられてもよい。骨髄は幹細胞のすぐに利用できる源ではないが、アフェレーシス治
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【０１４３】
　また本発明は、例えば心臓の病気または状態に関連した、心臓の組織を研究するための
方法を含む。上記方法は、例えば、病気の状態用の試験システムに、血液幹細胞組成を導
入することを含む。そのようなシステムは、これらに限定はされないが、例えば病気の哺
乳類、病気を研究するための適切な動物モデル、または上記病気を研究するためのインビ
トロ検査システムを含んでもよい。ＴＶＥＭＦ拡張された血液幹細胞は、心臓に関連する
病気のために可能性のある処置のための研究に用いることができる。
【０１４４】
　本発明の血液幹細胞は、拡張、保存、および解凍のプロセスの間中、それらの三次元形
状およびそれらの細胞間支持および細胞間形状を維持する。
【０１４５】
　ここに好ましい態様が説明されたが、当業者は、本発明が様々な変更および改良を含む
ことを理解するであろう。本発明の範囲は、上述した態様に限定されることを意図したも
のではない。
【図面の簡単な説明】
【０１４６】
【図１】図１は、バイオリアクタの培養キャリアフローループの好ましい態様の概略を説
明する。
【図２】図２は、本発明のＴＶＥＭＦバイオリアクタの好ましい態様の高められた側面図
である。
【図３】図３は、図２のＴＶＥＭＦバイオリアクタの好ましい態様の斜視図である。
【図４】図４は、ＴＶＥＭＦバイオリアクタの好ましい態様の垂直断面図である。
【図５】図５は、ＴＶＥＭＦバイオリアクタの垂直断面図である。
【図６】図６は、バイオリアクタ格納でき、時間的に変化する電磁気力をバイオリアクタ
に提供することができる、時間的に変化する電磁気力装置の高められた側面図である。
【図７】図７は、図６に示された装置の前面図である。
【図８】図８は、さらにその中のバイオリアクタを示す、図６に示された装置の前面図で
ある。
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