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(57)【要約】
　様々な疾患を治療するための造血幹細胞の方法および
使用が提供される。防御および長期生着の両方を再構成
するために、未分化幹細胞と共に患者へ再導入される自
家造血幹細胞の骨髄系系列への分化が用いられる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ヒト骨髄細胞外マトリックス抽出物および可溶性因子であって、
哺乳動物、好ましくはブタ、ウシまたはヒトから骨髄を単離することによって得ることが
できる、ヒト骨髄細胞外マトリックスに類似の細胞外マトリックスからなる環境に、ヒト
造血幹細胞を播種する工程と、
　前記細胞をヒト骨髄細胞に分化させることにより細胞を刺激して細胞外マトリックスお
よび可溶性因子を合成、分泌および組織化するために、前記細胞を培養する工程と、
　前記細胞がヒト骨髄細胞に分化して細胞外マトリックスおよび可溶性因子を合成するま
で、前記細胞を連続培養する工程と、
　前記細胞を除去して、骨髄の細胞外マトリックス抽出物および可溶性因子を得る工程と
、
からなる方法によって得ることができる、ヒト骨髄細胞外マトリックス抽出物および可溶
性因子。
【請求項２】
患者に自家造血細胞を移植するための方法であって、
　ｉ）患者から造血幹細胞を取り出す工程と、
　ｉｉ）任意選択で、該造血幹細胞をＧＭ－ＣＳＦ、ＳＦ、ＩＬ－３、ＩＬ－１、ＧＭ－
ＣＳＦ／ＩＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群から選択される増殖因
子と共にｅｘ　ｖｉｖｏで増殖させて、造血前駆細胞の増殖された集団からなる細胞調製
物を提供する工程と、
　ｉｉｉ）該造血幹細胞の画分を請求項１に記載の抽出物および可溶性因子と、または請
求項１に記載のヒト骨髄細胞外マトリックスに類似の細胞外マトリックスの脱細胞化型と
接触させて、該細胞を骨髄系細胞系列に分化させる工程と、
　ｉｖ）該造血幹細胞と該骨髄系細胞系列とを組み合わせて細胞調製物を形成する工程と
、
　ｖ）防御および長期生着の両方を再構成するため該細胞調製物を該患者に投与する工程
と、
からなる方法。
【請求項３】
前記患者が細胞減少剤による治療を受けている、または治療を受けた、請求項２に記載の
方法。
【請求項４】
前記哺乳動物が造血器悪性腫瘍に罹患している、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
前記哺乳動物が貧血症に罹患している、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
前記細胞組成物が静脈内投与される、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
リンパ性白血病、急性骨髄芽球性白血病、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、ホジキン病、複
数の骨髄腫および非ホジキンおよびＢ細胞リンパ腫を含めた血液癌の患者を治療するため
の骨髄系細胞系列を調製するための、請求項１に記載の抽出物および可溶性因子、または
請求項１に記載のヒト骨髄細胞外マトリックスに類似の細胞外マトリックスの脱細胞化型
の使用方法であって、
ｉ）患者から造血幹細胞を取り出す工程と、
　ｉｉ）任意選択で、該造血幹細胞をＧＭ－ＣＳＦ、ＳＦ、ＩＬ－３、ＩＬ－１、ＧＭ－
ＣＳＦ／ＩＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群から選択される増殖因
子と共にｅｘ　ｖｉｖｏで増殖させて、造血前駆細胞の増殖された集団からなる細胞調製
物を提供する工程と、
　ｉｉｉ）該造血幹細胞の画分を請求項１に記載の抽出物および可溶性因子と、または請
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求項１に記載のヒト骨髄細胞外マトリックスに類似の細胞外マトリックスの脱細胞化型と
接触させて、該細胞を骨髄系細胞系列に分化させる工程と、
　ｉｖ）該造血幹細胞と該骨髄系細胞系列とを組み合わせて細胞調製物を形成する工程と
、
　ｖ）防御および長期生着の両方を再構成するため該細胞調製物を該患者に投与する工程
と、
を含む使用方法。
【請求項８】
前記患者が細胞減少剤による治療を受けている、または治療を受けた、請求項７に記載の
使用。
【請求項９】
前記哺乳動物が造血器悪性腫瘍に罹患している、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
前記哺乳動物が貧血症に罹患している、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
前記細胞組成物が静脈内投与される、請求項７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、造血幹細胞（ＨＳＣ）の同定および使用に関する。本発明は特に、防御およ
び長期生着の両方を再構成するために、未分化幹細胞と共に患者へと再導入される自家造
血幹細胞の骨髄系系列への分化に関する。
【背景技術】
【０００２】
　骨髄（ＢＭ）移植は、白血病、リンパ腫、骨髄腫および選択された固形腫瘍等の悪性腫
瘍ならびに重度の再生不良性貧血、免疫不全および先天性代謝異常等の非悪性疾患を含む
ますます多くの疾患に有効な治療法としてヒトでますます利用されている。ＢＭ移植の目
的は、成熟血液細胞に分化して欠損のあるまたは病的な細胞系列に置き換わる、健康な幹
細胞集団を宿主に提供することである。移植のＢＭ供給源は、自家、同系または同種であ
ってよい。自家ＢＭまたはＨＬＡ適合同胞由来のＢＭが好ましいが、ＨＬＡ不適合ドナー
由来のＢＭもまた移植に用いられている。
【０００３】
　完全な全身性ドナー特異的移植免疫寛容が起こる唯一の公知の臨床状態は、骨髄移植に
よりキメラ現象が生じるケースである。これは、レシピエントを全身リンパ節照射または
全身照射し、続いてドナー細胞で骨髄移植することにより、新生仔および成体動物モデル
ならびにヒトで達成された。同種骨髄移植の成功率は、その大部分が、ドナー細胞の「主
要組織適合性複合体」（ＭＨＣ）をレシピエント細胞のＭＨＣに厳密に適合させてドナー
とレシピエントとの間の抗原性の差異を最小限に抑え、これにより宿主対移植片反応およ
び「移植片対宿主病」（ＧＶＨＤ）の頻度を低下させる能力に依存する。実際、ＭＨＣ適
合は重要であり、相違が大きい場合ＧＶＨＤは非常に重度となるため、１または２個の抗
原ミスマッチしか容認できない。
【０００４】
　造血幹細胞は、骨髄赤血球（赤血球、顆粒球、単球）、巨核球（血小板）およびリンパ
球系（Ｔ細胞、Ｂ細胞およびナチュラルキラー細胞）系列のそれぞれに分化することがで
きる、胎児骨髄、臍帯血、成体骨髄および末梢血で同定された稀少な細胞である。さらに
、これらの細胞は長寿命であり、自己再生と呼ばれる追加的に幹細胞を産生する過程を行
うことができる。幹細胞は、先ず初めに系列限定的な前駆細胞への運命決定を行うが、こ
れはその半流動性培地においてコロニーを形成する能力によって検定することができる。
前駆細胞は多系列分化を行う能力が限定されており、自己再生する能力を失っている。前
駆細胞は最終的に血液の機能成分のそれぞれに分化、成熟する。成熟血液細胞の一生涯に
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わたる維持は、高度であるが恐らく限られた自己再生能を有する少数の多能性造血幹細胞
の増殖活性によってもたらされる。培養において、造血幹細胞は分化した細胞型へと急速
に運命決定され、分化細胞型が培養において不可逆的に優勢となる。この特性は、幹細胞
が血液中に相対的に少ないことと同様に、多能性造血幹細胞の長期安定培養物を作製する
ことの困難を表す。
【０００５】
　積み重ねられてきた証拠は、幹細胞の骨髄へのホーミングは多段階の過程であることを
示唆する。この過程に関与する機序および特異的接着分子は完全には分かっていない。Ｐ
Ｉインテグリン、最晩期抗原４（ＶＬＡ－４）およびＶＬＡ－５ならびにＰ２インテグリ
ン、リンパ球機能関連１（ＬＦＡ－１）は、マウスおよびヒト両方の前駆細胞と、骨髄細
胞外マトリックス（ＥＣＭ）との接着性相互作用と共に、骨髄ストロマ細胞との接着性相
互作用と関連することを示した（非特許文献１）。ＶＬＡ－４は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
るマウス幹細胞の遊走および造血に特に重要な役割を果たす。ＰＩインテグリンを欠くマ
ウス幹細胞は、胎児肝臓でコロニー形成できない（非特許文献２）。
【０００６】
　造血幹細胞治療により多くの重篤な疾患を治療するための発展的なアプローチを考慮す
ると、より高い成功率で長期生着する幹細胞を得るために、骨髄への幹細胞ホーミングお
よび移植した宿主での再増殖を支える機序をより良く理解することが非常に望ましい。
【０００７】
　骨髄移植ＢＭＴに関連する２つの障壁が、その臨床的移植への適用を制限してきた。す
なわち、（１）移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）および（２）生着失敗である。
　ＢＭＴは、癌（リンパ腫）、異常ヘモグロビン症（鎌状赤血球症、サラセミア）、可溶
性酵素欠損症および自己免疫障害等、多くの障害を治療する潜在能力を有する。未修飾骨
髄の移植に関連する罹患率および死亡率は、このアプローチの広範な適用を妨げてきた。
従来のＴ細胞枯渇は移植片対宿主病を防ぐが、これは容認できないほど高い率での移植失
敗に関連する。したがって、依然として生着手順の最適化を行う必要がある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】レベックら（Ｌｅｖｅｓｑｕｅ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９５
【非特許文献２】ハーシュら（Ｈｉｒｓｈ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　従って、本発明の目的は、非特異的免疫抑制剤および／または致死量の放射線照射の必
要性がない、レシピエントを骨髄移植のために予め調整するための方法を提供することで
ある。本発明のさらに別の目的は、最小の罹患率で様々な疾患および障害を治療するため
の方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明のさらなる目的、利点および新たな特性を、以下の明細書および実施例において
部分的に説明するが、部分的には当業者であれば以下の記載を吟味することによってある
程度明らかとなるか、または本発明を実施することによって理解できるであろう。本発明
の目的および利点は、添付の特許請求の範囲に特に示されている組成物および方法によっ
て実現および達成することができる。上述および他の目的を達成するため、また具体的に
示されているように本発明の目的の通り、本発明の方法は、自家造血幹細胞と自家造血幹
細胞の分化によって得られた骨髄系系列細胞との組合せをレシピエントに導入する工程か
らなる。
【００１１】
　本発明はまた、細胞減少療法を受けようとする患者に自家幹細胞移植を行うための方法
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であって、（１）細胞減少療法前に患者から造血幹細胞（または造血前駆細胞）を得る工
程と、（２）本発明の細胞外マトリックス抽出物を用いて該造血幹細胞（または造血前駆
細胞）をｅｘ　ｖｉｖｏで増殖させて、数が増加した造血幹細胞（または造血前駆細胞）
および骨髄系系列等の分化した血液細胞系列からなる細胞調製物を提供する工程と、（３
）細胞減少療法と同時に、または細胞減少療法の後に該細胞調製物を該患者に投与する工
程とからなる方法も対象とする。この方法は、防御および長期生着の両方を再構成する目
的に優れていることを示した。
【００１２】
　幹細胞は、末梢血採取または骨髄外植片から得ることができる。
　本発明に係る方法は、任意選択で、ＧＭ－ＣＳＦ、ＳＦ、ＧＣＳＦ、ＩＬ－３、ＧＭ－
ＣＳＦ／ＩＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群から選択される動員増
殖因子を患者に投与して、造血前駆細胞を採取する前に造血前駆細胞を末梢血に動員する
工程からなる予備的ｉｎ　ｖｉｖｏ手順からなる。
【００１３】
　本発明に係る方法は、任意選択で、細胞調製物を自家移植した後に生着増殖因子を患者
に投与して生着を促進し、該細胞調製物由来の生着した造血前駆細胞の増殖を増強する工
程からなる、その後のｉｎ　ｖｉｖｏ手順からなる。生着増殖因子は、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｉ
Ｌ－３、ＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ／ＩＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群
から選択される。
【００１４】
　本発明は、細胞増殖培地、自家血清ならびにＳＦ、ＩＩＬ－Ｉ、ＩＬ－３、ＧＭ－ＣＳ
Ｆ、ＧＭ－ＣＳＦＡＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群から選択され
る増殖因子（但し、ＩＬ－１は少なくとも１種類の他の増殖因子と組み合わせて用いなけ
ればならない）を備えた前駆細胞増殖培地をさらに含む。
【００１５】
　別の態様において、本発明は哺乳動物を治療する方法を含む。先ず、ある哺乳動物が不
十分な数の造血細胞を特徴とする障害があると確認される。該哺乳動物から、未分化造血
幹細胞のサブセットをさらに含む、自家移植のための造血幹細胞試料を得る。本発明の細
胞外マトリックス抽出物からなる培地で、未分化造血細胞を増殖させるのに適した条件下
、造血細胞の試料を培養する。分化した造血細胞から未分化造血細胞を分離する。分離し
た未分化造血細胞をさらに培養し、これにより分離した未分化造血細胞をさらに増殖させ
る。適量の培養未分化造血細胞を哺乳動物に与えると、培養未分化造血細胞は該哺乳動物
における造血細胞の数を増加させ、これにより障害を治療する。
【００１６】
　本発明の実施形態は、開放系および閉鎖系を含む。例えば治療に適した障害は、例えば
癌治療によって誘発された血球減少症もしくは貧血症、異常レベルの血液細胞を生じる遺
伝的欠陥、または癌、例えば移植片対腫瘍アプローチを含むが、これらに限定されるもの
ではない。１実施形態において、長期再増殖潜在能力を有する未分化造血幹細胞の培養は
、哺乳動物へと移植する前に増殖される。１実施形態において、本発明は、未分化ヒト造
血細胞の細胞集団を提供するための方法を含む。
【００１７】
　本発明によれば、
　哺乳動物、好ましくはブタ、ウシまたはヒトから骨髄を単離することによって得ること
ができる、ヒト骨髄細胞外マトリックスに類似の細胞外マトリックスからなる環境に、ヒ
ト造血幹細胞を播種する工程と、
　前記細胞をヒト骨髄細胞に分化させることにより細胞を刺激して細胞外マトリックスお
よび可溶性因子を合成、分泌および組織化するために、前記細胞を培養する工程と、
　前記細胞がヒト骨髄細胞に分化して細胞外マトリックスおよび可溶性因子を合成するま
で、前記細胞を連続培養する工程と、
　前記細胞を除去して、骨髄の細胞外マトリックス抽出物および可溶性因子を得る工程と
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、
からなる方法によって得ることができる、ヒト骨髄細胞外マトリックス抽出物および可溶
性因子が提供される。
【００１８】
　次に、この骨髄細胞外マトリックス抽出物を新しい骨髄幹細胞の分化に用いることがで
きるか、または骨髄細胞外マトリックス抽出物に類似の細胞外マトリックス抽出物が用い
られる。そこで、
　ｉ）患者から造血幹細胞を取り出す工程と、
　ｉｉ）任意選択で、該造血幹細胞をＧＭ－ＣＳＦ、ＳＦ、ＩＬ－３、ＩＬ－１、ＧＭ－
ＣＳＦ／ＩＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群から選択される増殖因
子と共にｅｘ　ｖｉｖｏで増殖させて、造血前駆細胞の増殖された集団からなる細胞調製
物を提供する工程と、
　ｉｉｉ）該造血幹細胞の画分を本発明のヒトベースの抽出物および可溶性因子と、また
はヒト骨髄細胞外マトリックスに類似の細胞外マトリックスの脱細胞化型と接触させて、
該細胞を骨髄系細胞系列に分化させる工程と、
　ｉｖ）該造血幹細胞と該骨髄系細胞系列とを組み合わせて細胞調製物を形成する工程と
、
　ｖ）防御および長期生着の両方を再構成するため該細胞調製物を該患者に投与する工程
と、
からなる、患者に自家造血細胞を移植するための方法が提供される。
【００１９】
　上述によれば、本発明は、抽出物の組成が哺乳動物、好ましくはヒトの骨髄のｉｎ　ｖ
ｉｖｏ組成に類似している、哺乳動物、好ましくはヒトの骨髄細胞外抽出物および可溶性
因子をｅｘ　ｖｉｖｏで製造するための方法も提供する。このような抽出物は、上に記載
されている造血幹細胞の造血前駆細胞への分化に非常に適切である。
【００２０】
　骨髄組織の細胞外マトリックスに類似の細胞外マトリックスは、ヒト、またはウマ、イ
ヌ、ブタ、ウシおよびヒツジ由来等の動物起源であっても、マウスまたはラット等のげっ
歯類の種のものであってもよい。本発明の目的は、その組成がヒトにおける組成を反映し
、したがってヒト細胞から分泌された増殖因子、ミネラル等から実質的になる細胞外マト
リックスおよび可溶性因子をｉｎ　ｖｉｔｒｏで産生することであるが、動物の細胞外マ
トリックス抽出物を用いて分化を誘導し、これによりヒト幹細胞を刺激してヒト起源の細
胞外マトリックスを分泌させてもよい。ヒト幹細胞は、分化するにつれ細胞外マトリック
ス層または細胞外マトリックス体を産生するようになるが、これには主として分化したヒ
ト細胞が、それ自身が産生した細胞外マトリックスと共に含まれている。したがって、動
物起源の抽出物において幹細胞が刺激されて分化した場合、産生された細胞外マトリック
ス層に非ヒト材料の画分は残らなくなる。幹細胞が対象組織の細胞に完全に分化すると、
細胞外マトリックスのｉｎ　ｖｉｖｏ組成が達成されるため、多くの場合、幹細胞を一般
に少なくとも１４日間培養する必要がある。いずれの場合においても、細胞外マトリック
スを採取する前に細胞を評価する。原則として、細胞外マトリックスを調製する前に少な
くとも９０％の細胞は完全に分化していなければならない。
【００２１】
　何らかの理由により動物成分を全く含まない骨髄細胞外マトリックスを産生する必要が
ある場合、次の代替法を用いてよい。ｉ）幹細胞は最初だけ動物由来の骨髄細胞外マトリ
ックスで刺激し、その後刺激した細胞を通常の増殖培地で培養する前に慎重に洗浄する、
ｉｉ）幹細胞をヒト骨髄細胞外マトリックスで刺激する、およびｉｉｉ）幹細胞は、幹細
胞が所定の組織細胞型へと分化する（少なくとも部分的な）原因であることが知られた増
殖および分化因子からなる「合成」細胞外マトリックスで刺激する。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
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【図１】培養７日後の３Ｍ　ＣＢ　ＭＮＣによるＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスの生着における
Ｘ（ヒト骨髄細胞外マトリックス抽出物）の効果を示すグラフ。
【図２】培養７日後のＣＢ　ＭＮＣによるＮＯＧマウスの生着におけるＸ（ヒト骨髄細胞
外マトリックス抽出物）の効果を示すグラフ。
【図３】７日間の４Ｍ　ＣＢ　ＭＮＣ＋／－Ｘ（ヒト骨髄細胞外マトリックス抽出物）に
よるＮＯＧマウスの生着の効果を示すグラフ。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　骨髄組織の細胞外マトリックスおよび可溶性因子をｉｎ　ｖｉｖｏで用いて、骨髄にお
ける造血前駆細胞の増殖を誘導し、そのような造血前駆細胞を末梢血に動員することがで
きる。末梢血から採取された造血前駆細胞は、細胞減少剤で治療した患者の造血レスキュ
ー療法に用いることができる。
【００２４】
　本発明は、注入または移植前にその数を増加させるための、末梢血または骨髄に由来す
る造血前駆細胞の増殖因子によるｅｘ　ｖｉｖｏ処置に関与する。さらに、増殖因子を用
いて、移植した造血前駆細胞の移植後の生着および増殖を促進することができる。細胞減
少療法を受けている患者の造血再構成は、骨髄抑制癌化学療法剤等、大量の細胞減少療法
または高線量の放射線療法で治療した患者の感染症および出血性合併症の発生率を低下さ
せることができる。
【００２５】
　造血幹細胞（ＨＳＣ）の増殖および分化を促進するｅｘ　ｖｉｖａ培養条件の開発は、
細胞移植、遺伝子治療および組織工学等、次世代療法の臨床実施を大いに加速させるであ
ろう。実際に、ここ数年このような細胞の移植療法における臨床的有用性の増加が示され
てきた。残念ながら、ＨＳＣを堅実かつ効率的にｉｎ　ｖｉｔｒｏ成長することができる
培養条件の確立は困難なものであった。主に増殖因子の添加またはストロマ細胞の支持に
よるＨＳＣの増殖を目的とする現在の戦略は、一般に成熟前駆細胞の増殖をもたらすが、
短期培養後に、より原始的な細胞の増殖が低下または減速するため困難となっている。
【００２６】
　ＨＳＣはｉｎ　ｖｉｖａにおいて高い増殖潜在能力を示してきたため、これらの結果は
幾分意外なものであった。マウスまたはヒトの単一細胞の後代によりマウスにおける長期
生着が達成できること、また単一クローンの後代が複数の二次レシピエントを再増殖でき
ることを証明する実験は、この潜在能力の証拠を提供する。さらに、マウスの連続移植実
験における再増殖幹細胞のインプット数およびアウトプット数をモニターして各継代で定
量化したところ理論的に１５０～８４００倍の増殖が算出され、再増殖幹細胞がｉｎ　ｖ
ｉｖｏ増殖を持続できることが確認された。したがって、単純培地添加では、大部分のｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ系に観察される増殖抑制効果の克服には十分でないことが明らかである。
【００２７】
　本明細書において、用語「未分化造血細胞」、「未分化細胞」、「造血幹細胞（ＨＳＣ
）」および「原始細胞」は、長期ｉｎ　ｖｉｖａ増殖および哺乳動物に移植した場合に再
増殖することができる多能性造血幹細胞の記述に互換的に用いられる。最も原始的な細胞
型は、ＢＭにおける幹細胞および前駆細胞の接着に重要な役割を果たすと考えられる膜貫
通型糖リン酸化タンパク質である細胞表面抗原ＣＤ３４を発現することが立証された。Ｃ
Ｄ３４を発現しＣＤ３８抗原を欠く細胞集団（すなわち、ＣＤ３４＋ＣＤ３８－細胞）は
、原始細胞潜在能力を提示することを示した。例えば、ＳＲＣの大部分はＣＤ３４＋ＣＤ
３８－細胞画分に存在するが、より分化した細胞型を含むと考えられるＣＤ３４＋ＣＤ３
８＋集団には存在しない。ＣＤ３４＋ＣＤ３８－表現型は、ＬＴＣ－ＩＣ特性を有する細
胞の濃縮とも関連づけられてきた。長期多系列再増殖できるマウスおよびヒトＣＤ３４－
ＨＳＣの存在は、ＣＤ３４抗原はそれ自身がＨＳＣ潜在能力とは独立的に調節され得るこ
と、またＣＤ３４発現それ自身は必須のＨＳＣマーカーではないことを例証する。原始細
胞はまた、Ｔ細胞関連マーカーであるＴｈｙ－１の発現に基づいて同定された。Ｔｈｙ－
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１発現は、ＵＣＢ、ＢＭおよびヒト胎児肝臓単核細胞（ＭＮＣ）からＬＴＣ－ＩＣの回収
を可能にし、マウスＢＭに存在するあらゆる再増殖細胞の原因となる（Ｔｈｙ－１．１１
０）。
【００２８】
　別のマーカーである膜貫通レセプター糖タンパク質ＣＤ１３３（ＡＣ１３３）も、初期
造血前駆細胞の濃縮と一致することを示した。
　ＵＣＢから単離されたＣＤ３４＋ＣＤ１３３＋細胞画分は、二次レシピエントに生着さ
せる能力を追加的に有する原始前駆細胞およびＳＲＣにおいて非常に豊富である。近年、
血管増殖因子レセプター２（ＫＤＲ）は、原始細胞型のマーカーとして関連づけられてき
た。研究により、ＢＭ由来ＣＤ３４＋ＫＤＲ＋の単離が、ヒトＬＴＣ－ＩＣおよびＳＲＣ
の濃縮をもたらすことが示された。
【００２９】
　原始造血幹細胞集団の特性評価および単離に特異的抗原の不在を用いてもよい。例えば
、ＨＬＡ－ＤＲ３６またはＣＤ４５ＲＡ／ＣＤ７１を欠くヒトＣＤ３４＋細胞は、自己再
生して複数の造血系列に分化することができる原始多分化能造血細胞を同定する。さらに
、成熟骨髄系およびリンパ球系細胞に関連するマーカーを欠く細胞の単離は、原始細胞型
を濃縮する方法を表す。
【００３０】
　本明細書において、用語「分化した造血細胞」、「分化した細胞」または「前駆細胞」
は、系列決定した造血細胞を意味する。これらの細胞は通常、抗原ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ
１４、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ２４、ＣＤ５６、ＣＤ６６ｂおよびグリコホリンＡの内
１または複数を発現し、これらは系列マーカー（ｌｉｎ＋）と呼ばれる。ｌｉｎ＋抗原の
検出は多能性の性質の喪失を示し、細胞が分化、または系列決定したことを示す。したが
って、これらのｆｉｎ＋抗原は、本明細書に記載されている通り、分化した細胞を標的と
する分離に適した抗原も提供し、これら抗原に対する抗体は免疫分離手順に広く用いられ
ている。
【００３１】
　記載されている通り、これまで検討してきた培養条件の多くは、分化した細胞型の優勢
をもたらし、それに伴い原始細胞の頻度および数を減少させ、最終的に培養の消滅をもた
らす。
【００３２】
　この望ましくない最終結果は、培養動態に影響を及ぼし得る数種類の競合因子の結果生
じる。このようなパラメータの１つに、培養における造血細胞の異なる亜集団による、Ｈ
ＳＣ増殖に対して刺激性または抑制的となり得る調節分子の内因性分泌の効果が挙げられ
る。遺伝子発現およびタンパク質分泌解析により、ＨＳＣ増殖を抑制することが知られて
いる様々な因子が、前駆細胞および成熟細胞型－３の両方によって発現、分泌されること
を示した。例えば、単球は、トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦ）－１およびマクロ
ファージ炎症性タンパク質（ＭＩＰ）を分泌することが知られている。
【００３３】
　好中球はＴＧＦ－、Ｂ１、ＭＩＰおよび腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）の分泌と関連づけられ
てきたが、一方巨核球はインターロイキン（ＩＬ）を分泌する。ＴＧＦ－Ｑを分泌するこ
とを示した赤血球および巨核球の前駆細胞に関して同様の知見が記述された。さらに、研
究により、これら数多くの分泌された因子が他の細胞型による抑制因子の二次分泌を刺激
する可能性が示された。例えば、単球によるＩＬ－１２、ＴＮＦ－ａ、ＩＬ－１またはＩ
Ｌの産生は、リンパ球を刺激してＭＩＰを産生させることができる。これらの抑制因子は
、ＨＳＣを静止状態に維持してアポトーシスを引き起こすことによってｉｎ　ｖｉｔｒｏ
におけるＨＳＣ増殖を妨げること、および／または成熟細胞型に分化させることが知られ
ている。
【００３４】
　分化した細胞が幹細胞増殖を抑制できることを示すさらに別の証拠は、マウス再増殖幹
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細胞のｉｎ　ｖｉｖｏ増殖潜在能力が、増加した幹細胞の移植によって実際に制限される
ことを示したマウス移植実験によってもたらされる。これらの報告は、注射した再増殖細
胞に起因するレシピエントマウスにおける成熟血液細胞の回復および産生が、最終的に幹
細胞増殖を制限する抑制機序の活性化の原因となり得ることを示唆する。したがって、培
地中の増殖因子の局所濃度を低減させるという観点から、培養におけるこれら増殖因子か
ら未分化細胞の分離は、例えば培地の希釈、培地の交換、潅流等によって達成されるが、
これらに限定されるものではない。
【００３５】
　内因性分泌された因子が培養アウトプットに負の影響を与える可能性があることの証明
は、個々の抑制因子に対して特異的に作製された遮断抗体またはアゴニスト（すなわち、
オリゴヌクレオチドまたは競合的レセプター遮断薬）が、ＴＧＦ－、ＢＩ、ＭＩＰ－ｌｏ
ｃ、（ＭＣＰ）－１およびＳＤＦ－１等、公知の阻害剤の効果をｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび
ｉｎ　ｖｉｖａモデルの両方において逆転または抑制させることに成功した研究によって
得られる。残念ながら、このような遮断構想を使用しても再増殖ＨＳＣがさらに高度な増
殖へと拡大されることはなく、これは恐らく複数の分泌された因子がこの集団の抑制の原
因となるためと思われる。幹細胞増殖の１モデルは、サイトカインを添加した培養におい
て生じた分化血液細胞が、直接的または間接的にＨＳＣ増殖を抑制する可溶性因子を産生
する負のフィードバック制御機序に関与する。
【００３６】
　この機序は、これらの細胞またはこれらの細胞によって産生された内因性因子を除去す
ることによって、幹細胞に提示されたシグナル（すなわち、添加されたサイトカインおよ
び分泌されたサイトカイン由来の）のバランスを、増殖抑制性から増殖促進性へと変化さ
せてＨＳＣ増殖に対する遮断を取り除くであろうことを暗示する。
【００３７】
　これら細胞の除去は、刺激因子を分泌することができる細胞の濃縮機序を提供すること
もできる。このため、刺激および抑制因子の内因性産生を制御および調節する利用可能な
方法は、現在のＨＳＣ増殖系の制限を克服する。
【００３８】
　培地交換と同時に培養から特異的標的細胞を除去すると、それに伴い培養に存在する抑
制因子の内因性産生および全体的な濃度の減少をもたらし、次にＨＳＣ集団のさらなる増
殖をもたらす。
【００３９】
　本明細書に記載されている通りに産生されたＨＳＣは、様々な臨床適用に用いることが
できる。例えば、集中治療後の免疫および造血の回復を増強または加速するため、増殖さ
れたＨＳＣを、放射線療法または抗癌剤を用いた化学療法によって誘発された血球減少症
および貧血症の改善のために移植することができる。あるいは、本発明は、慢性ＨＩＶ感
染に見られるＣＤ４＋Ｔ細胞枯渇等、リンパ球減少症に関連する感染症の抑制および治療
に用いることができる。ＨＳＣは、分化因子と共に培養して特異的血液細胞型を産生する
ことができる。例えば、本発明を用いて作製されたＨＳＣは、公知の生物因子を用いて所
望の集団および機能を備える細胞への分化を誘導することができる。この方法において、
本発明は、最高の患者ケアを提供するよう確立された、複数の機能を備える「デザイナー
移植片」を作製することができる。ＨＳＣを遺伝子治療に用いて、その免疫原性および多
能性の特性が低下しているという利点を活用しつつレシピエント対象において導入遺伝子
を発現させることもできる。
【００４０】
　本発明は、特に造血系列の増殖幹細胞または前駆細胞を提供する。この過程は、一般に
造血幹細胞および前駆細胞が濃縮された造血細胞を得る工程と、それらを適切な増殖培地
に導入する工程とを含む。細胞を培養において維持し、増殖させる。例えば培養に残った
細胞に培地交換を行うことにより、また分化した細胞を標的とする分離および除去を行う
ことにより、培養の間中連続的に、または培養過程で断続的に、分化した細胞および内因
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性増殖因子を除去する。残った未分化幹細胞を培養し、さらに増殖させる。複数サイクル
の培養および選抜／培地交換を行って細胞を増殖させる。あるいは、本発明に従って、系
列決定の様々な時期の分化した細胞を選抜し、さらに増殖させる。同様に、１または数種
類のヘマトポエチンを培養に添加して、分化または系列決定させてもよい。血液製剤の取
り扱いおよび加工を管理するＦＤＡその他の規制に従い、無菌状態を維持するため、完全
に制御可能な環境的閉鎖系において細胞増殖および選抜を行うことが好ましい。
【００４１】
　本明細書に開示されているバイオプロセスは、開放系として実施しても、閉鎖系として
実施してもよい。閉鎖系は、一般に環境から隔絶され、より調節可能な無菌微小環境を培
養にもたらす。閉鎖系のさらに別の利点として、研究者および医療の専門家に対する体液
の取り扱いにおける安全性の増加が挙げられる。現在のＦＤＡその他の行政指導基準にお
いては、血液細胞およびヒトに用いるよう設計された産物の取り扱いおよび加工に閉鎖系
を必要とし、したがって閉鎖系が好ましい。しかし、本明細書や、例えば米国特許第５，
６７４，７５０号および第５，９２５，５６７号明細書（それぞれ、その全体を本願明細
書に援用する）に開示されている開放系等、造血幹細胞の増殖を目的とする開放系ならび
に他の公知の系を本明細書に記載の教示するところに従って改変し、適切な開放系バイオ
プロセスを作製することができる。
【００４２】
　本発明は、細胞試料を受け入れるまたは含むことができる１または複数の細胞培養チャ
ンバからなる。細胞培養チャンバは、例えば細胞培養フラスコまたはディッシュの場合の
ように実質的に硬質であっても、例えば細胞培養バッグの場合のように半硬質であっても
よい。コーニング・コースター（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｃｏｓｔａｒ）によって製造された容
器等、市販の細胞培養容器（チャンバ）には多くの型および種類がある。適切な材料は、
オートクレーブやガンマ線照射等、様々な滅菌技法に耐え得る材料であり、細胞に直接接
触する成分は生物学的に不活性でなければならない。適切な細胞培養チャンバの選択は、
これらの要因や、所望の容積、透明度、ガス拡散、開放型または閉鎖型設計等、その他の
要因を考慮して行われ、チャンバの特定の型や種類の選択は、当業者であれば、記載の教
示するところを考慮することによって明らかとなるであろう。現時点の好ましい１実施形
態において、酸素ガスおよび二酸化炭素ガスに対して半透過性だが、水蒸気や、細胞培養
液等の液体に対しては実質的に不透過性である細胞培養バッグが用いられ、これにより培
養の際に増殖培地のロスが全くないまたは殆どないことを確実にする。フッ化エチレンポ
リマーは、この目的に適した材料を例示する。ガス透過性ではないが適切な基準を満たす
他の材料として、ポリプロピレン、ステンレス鋼その他の医療グレードの材料、特にポリ
マーが挙げられる。
【００４３】
　細胞培養チャンバは、１または複数のポート、交換可能なキャップまたはカバー、ユー
ザーがバイオプロセス内部を実質的に外部環境に曝すことなくチャンバから材料を加えた
り除いたりできるゴム栓、バルブまたは同様の手段等の自己封止の隔壁を含んでいてもよ
い。例えば、これらの機序は、細胞、培地ならびに抗体および増殖因子等の他の要素をチ
ャンバに導入し、チャンバから培地、細胞、内因性可溶性増殖因子等を除去し、一方で環
境的閉鎖系を維持することができる。外部ガス（例えば、酸素または空気）もしくは液体
（例えば、培養液）の供給元と接続するための、またはポンプもしくは加圧装置を取り付
けるための孔、調整弁または他のポートを備えていてもよい。
【００４４】
　大部分の条件下では、ｅｘ　ｖｉｖｏ　ＨＳＣ培養は造血の繰り返しを試み、したがっ
て最終的に造血系の成分を含む細胞の異種集団を形成するであろう。これら細胞の全体的
な発達潜在能力および原始性の洞察は、原始細胞型を増殖させる特異的培養方法論の能力
に関する情報を提供するであろう。
【００４５】
　この知識の構築は、異なる分化段階の細胞の忍耐強く定量的なモニタリングを必要とす
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る。異なる機能特性に基づいてこれらの細胞を同定する様々な検定法が開発された。細胞
機能は、形態学的に識別可能なコロニーの形成に基づき、運命決定された多分化能の前駆
細胞の存在を検出する、確立された遡及検定を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで確認することが
できる。コロニー形成細胞（ＣＦＣ）は、半流動性培地（メチルセルロース）における培
養２～３週間後に、赤血球、骨髄系または混合（すなわち、赤血球と骨髄系の両方）細胞
を含むコロニーを形成することにより検出することができる前駆細胞である。長期培養初
期細胞（ＬＴＣ－ＩＣ）はＣＦＣより原始的であり、ストロマ細胞と培養した後５週間を
超えたらＣＦＣを生じるその能力により計数することができる。線維芽細胞、内皮細胞、
脂肪細胞および骨形成原細胞を含む間葉系細胞からなるストロマ細胞の成分は長期増殖を
支持し、ＬＴＣ－ＩＣを維持する様々な可溶性因子を産生する。この検定の感度は、検出
ＩおよびＬＴＣ－ＩＣの維持を増強することが知られている因子を分泌する遺伝子改変マ
ウス線維芽細胞（Ｍ２－１ＯＢ４）細胞系を用いることによって高めることができる。
【００４６】
　ｉｎ　ｖｉｖｏ機能検定は、造血細胞集団の発達潜在能力に最適の徴候を提供する。こ
れは、この検定が、幹細胞集団が静脈内注射後に特定の器官、組織または系の発達または
再発達に寄与する潜在能力を直接試験するためである。例えば、易感染性および血液学的
易感染性宿主へと移植した後に造血を再構成するその能力に基づいて、マウスＨＳＣが同
定された。ティル（Ｔｉｌｌ）およびマカロック（ＭｃＣｕｌｌｏｃｈ）がこのような細
胞型の存在を初めて報告したのは、放射線照射したマウスレシピエントに同系ＢＭ細胞を
注射して、脾臓における多系列コロニーの形成を観察したときである。
【００４７】
　ヘマトポエチンは、造血系細胞において作用する造血増殖因子（ＨＧＦ）または造血サ
イトカインに付けられた一般名である。これらの因子は全発達段階において活性を有し、
したがってこのヘマトポエチンがバイオプロセスから除去されてＨＳＣ分化を抑制する。
【００４８】
　造血増殖因子は、造血系に属さない細胞型等、多くの異なる細胞型によって産生される
。これらの因子は分泌されても、膜結合型またはマトリックス関連型として存在してもよ
い。これらは、自己分泌、パラクリンまたは接触分泌増殖制御等、異なる作用機序を有す
る。造血因子の産生は厳密に調節される、すなわち、これは常に構成的に産生されるので
はなくむしろ特定の条件下で活性化された細胞によって合成される。多くの観察は、序列
化された階層および造血系の発達に関与する因子の協奏的な作用の存在を示す。これらの
因子は、造血幹細胞の維持、その増殖、その異なる造血系列への分化および増殖と分化と
の間の安定平衡の維持に必要である。これらの因子は、例えばストレス条件下で、必要に
応じて生物にこの平衡をある側面または他の側面へと変化させることができる。これら因
子の多くは、それらの生物活性において重複する。目的論的には、これは高効率を保証し
、その機能が損なわれた、例えば病的な状態の可能性がある個々の成分の置換および／ま
たは補完も可能にする。さらに、これら因子によって誘発された反応は通常、文脈的であ
る、すなわち、これらの反応は、反応している細胞の環境における他のサイトカインおよ
び／または因子の存在および濃度に依存する。ＨＳＣ増殖をｉｎ　ｖｉｔｒｏで刺激する
ことを目的とする研究の大部分は、外因性サイトカイン添加戦略の使用に焦点を合わせる
。サイトカインは、３クラスの膜貫通レセプターを介してＨＳＣと相互作用する。１）内
在性チロシンキナーゼ活性を有するレセプター、２）ｇｐｌ３０サブユニットと相互作用
するレセプターおよび３）ヤヌスキナーゼ（ＪＡＫ）と相互作用するレセプター。何年も
の間、表現型および機能検定の使用は、原始造血細胞において異なる刺激効果を有する多
くのサイトカインを同定してきた。これらは、ｆｌｋ２／ｆｌｔ３リガンド（ＦＬ）、幹
細胞因子（ＳＣＦ）、インターロイキン（ＩＬ）－６、ＩＬ－６／可溶性ＩＬ－６－レセ
プター（ＳＩＬ－６Ｒ）、ＩＬ－１１、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、ＩＬ－３、ＩＬ－
１、ＩＬ－１２、顆粒球－コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）および顆粒球－マクロファー
ジ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）９０－０を含む。最初に報告されたＩＬ－１、Ｉ
Ｌ－３、ＩＬ－６、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦおよびＳＣＦを含むストロマフリーのサイ
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トカイン添加培養の使用は、コロニー形成単位－顆粒球－マクロファージ（ＣＦＵ－ＧＭ
）前駆細胞の顕著な増殖（６６倍）を支持した。
【００４９】
　ＨＳＣを増殖させる培養条件の具体例を実施例に記すが、一般に、本発明によれば、先
ずＨＳＣのサブセットを含む細胞の試料を採取し、次に培養する。次に、増殖が起きるの
に適した増殖期の間培養細胞を維持するが、これは可溶性増殖因子を除去するための培地
交換を含むことができ、その期間の後、他の分化した細胞からＨＳＣを分離する。続いて
、記載されている通りＨＳＣを再度増殖させる。必要に応じて、分化した細胞の分離を再
度行ってよい。培養期間の終わりに、例えばグリセリン、ＤＭＳＯまたは適切な凍結保存
剤の添加後に凍結することによって増殖したＨＳＣを保存しても、治療手順に直接用いて
もよい。重要なことには、上述の工程は、組み立てられたバイオプロセス装置全体を用い
て行っても、細胞分離とは独立的に細胞培養を行う別個のパーツにおいて行ってもよいこ
とに留意されたい。
【００５０】
　ＨＳＣの臨床用途として、例えば、血液癌の治療的処置、貧血症の治療、遺伝性血液障
害の治療、癌治療における高線量の放射線照射および大量化学療法後の血液細胞の補充、
癌の移植片対腫瘍治療、自己免疫障害の治療および遺伝子治療アプローチが挙げられる。
【００５１】
　リンパ芽球性白血病、急性骨髄芽球性白血病、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、ホジキン
病、複数の骨髄腫ならびに非ホジキンおよびＢ細胞リンパ腫等、血液癌の治療的処置のた
め、先ず患者自身の癌性造血細胞を高線量の放射線照射および大量化学療法により破壊す
る。患者は、本明細書に提供されている方法に従って単離、増殖した移植可能なＨＳＣ供
給源を提供する。未分化細胞の移植は、レシピエントの血液の長期再増殖をもたらす。Ｈ
ＳＣ療法による治療を受け入れることができる非癌性血液障害として、再生不良性その他
のタイプの貧血症が挙げられる。未分化細胞の移植は、レシピエントの血液の長期再増殖
をもたらす。ＵＣＢを用いた複数の研究により、細胞投与量が幹細胞移植シナリオにおけ
る患者生存の重要な決定因子であることが証明された。
【００５２】
　次に、上述の具体例により特定の観点から本発明を説明するが、これは例示としてのも
のに過ぎず、非限定的および具体的な実施形態を目的としており、本発明の全範囲は特許
請求の範囲のみによって決定される。
【実施例】
【００５３】
実施例１
培養７日後の３Ｍ　ＣＢ　ＭＮＣによるＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスの生着におけるＸ（ヒト
骨髄細胞外マトリックス抽出物）の効果
　対照群の５匹のマウスは、Ｂｕｓｉｌｖｅｘにより切除したがＣＢ　ＭＮＣの静脈注射
を施さなかった。２群の各５匹のマウスは、Ｘの存在下または不在下で７日間培養した３
Ｍ　ＣＢ　ＭＮＣを投与した。生着％は、Ｘなしマウスにおける３％からＸありマウスに
おける１０％超へと増加した。図１に示すように、２群のマウスの間の差は統計的に有意
であった（Ｐ＜０．０５）。生着の増加は、ヒト汎白血球（ＣＤ４５）、Ｂリンパ球（Ｃ
Ｄ１９）および骨髄系細胞（ＣＤ３３）マーカーによっても示された。
実施例２
培養７日後のＣＢ　ＭＮＣによるＮＯＧマウスの生着におけるＸ（ヒト骨髄細胞外マトリ
ックス抽出物）の効果
　対照群の４匹のマウスは、Ｂｕｓｉｌｖｅｘにより切除したがＣＢ　ＭＮＣの静脈注射
を施さなかった。２群の各４匹のマウスは、Ｘの存在下または不在下で７日間培養した１
．５Ｍ　ＣＢ　ＭＮＣを投与した。生着％は、Ｘなしマウスにおける５％からＸありマウ
スにおける２０％へと増加した。図２に示すように、２群の間の差は統計的に有意であっ
た（Ｐ＜０．０５）。負の二項分布に基づく線形モデルの使用により、２群間でより高い
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統計的有意差が得られる。生着の増加は、ヒト汎白血球（ＣＤ４５）、Ｂリンパ球（ＣＤ
１９）および骨髄系細胞（ＣＤ３３）マーカーによっても示される。
実施例３
７日間の４Ｍ　ＣＢ　ＭＮＣ＋／－Ｘ（ヒト骨髄細胞外マトリックス抽出物）によるＮＯ
Ｇマウスの生着、３週間目に評価
　対照群の３匹のマウスは、Ｂｕｓｉｌｖｅｘにより切除したがＣＢ　ＭＮＣの静脈注射
を施さなかった。２群の各３匹のマウスは、Ｘの存在下または不在下で７日間培養した４
Ｍ　ＣＢ　ＭＮＣを投与した。未成熟赤芽球および赤血球分化を評価するため、生着％を
６週間目ではなく３週間目に評価した。図３に示すように、生着はＸなしマウスにおける
１１％からＸありマウスにおける１８％へと増加した。生着増加は、主として未成熟赤芽
球（ＣＤ４５－ＣＤ３６＋、濃灰色）数の増加によるものであった。

【図１】

【図２】

【図３】
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【手続補正書】
【提出日】平成23年9月9日(2011.9.9)
【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】
患者に自家造血細胞を移植するための方法であって、
　ｉ）患者から造血幹細胞を取り出す工程と、
　ｉｉ）任意選択で、該造血幹細胞をＧＭ－ＣＳＦ、ＳＦ、ＩＬ－３、ＩＬ－１、ＧＭ－
ＣＳＦ／ＩＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群から選択される増殖因
子と共にｅｘ　ｖｉｖｏで増殖させて、造血前駆細胞の増殖された集団からなる細胞調製
物を提供する工程と、
　ｉｉｉ）該造血幹細胞の画分を、ヒト骨髄細胞外マトリックスおよび可溶性因子と接触
させて、該細胞を骨髄系細胞系列に分化させる工程と、
　ｉｖ）該造血幹細胞と該骨髄系細胞系列とを組み合わせて細胞調製物を形成する工程と
、
　ｖ）防御および長期生着の両方を再構成するため該細胞調製物を該患者に投与する工程
と、
からなる方法。
【請求項２】
前記患者が細胞減少剤による治療を受けている、または治療を受けた、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
前記患者が造血器悪性腫瘍に罹患している、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記患者が貧血症に罹患している、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記細胞組成物が静脈内投与される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
血液癌の患者における防御および長期生着の両方を再構成するために患者に投与するのに
有用な細胞調製物であって、前記細胞調製物は、
ｉ）患者から造血幹細胞を取り出す工程と、
　ｉｉ）任意選択で、該造血幹細胞をＧＭ－ＣＳＦ、ＳＦ、ＩＬ－３、ＩＬ－１、ＧＭ－
ＣＳＦ／ＩＬ－３融合タンパク質およびそれらの組合せからなる群から選択される増殖因
子と共にｅｘ　ｖｉｖｏで増殖させて、造血前駆細胞の増殖された集団からなる細胞調製
物を提供する工程と、
　ｉｉｉ）該造血幹細胞の画分をヒト骨髄細胞外マトリックスおよび可溶性因子と接触さ
せて、該細胞を骨髄系細胞系列に分化させる工程と、
　ｉｖ）該造血幹細胞と該骨髄系細胞系列とを組み合わせて細胞調製物を形成する工程と
、
を含む使用方法。
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