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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　導入口及び導出口を備えた細胞分離フィルターを用いて細胞含有液から細胞濃縮液を製
造する方法であって、
　前記導入口から前記細胞含有液を分割して導入し、前記細胞分離フィルターに細胞を捕
捉させた後、前記導出口から回収液を分割して導入し、前記細胞濃縮液を前記細胞分離フ
ィルターから回収する工程を有し、且つ、最初に前記細胞分離フィルターに通液する細胞
含有液の処理量（ｍＬ）と細胞含有液の全量（ｍＬ）の比（最初に前記細胞分離フィルタ
ーに通液する細胞含有液の処理量（ｍＬ）／細胞含有液の全量（ｍＬ））が、０．５以上
、０．９４以下であり、最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍＬ
）と回収液の全量（ｍＬ）の比（最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理
量（ｍＬ）／回収液の全量（ｍＬ））が、０．１３以上、０．５以下であることを特徴と
する方法。
【請求項２】
　前記導入口から細胞含有液を分割して導入する回数が２又は３回であることを特徴とす
る請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記導出口から回収液を分割して導入する回数が２又は３回であることを特徴とする請
求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
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　前記回収液が生理食塩水、細胞培養用培地、ヒドロキシエチルスターチ、及びデキスト
ランの群より選択される１つ以上を含むことを特徴とする、請求項１～３のいずれかに記
載の方法。
【請求項５】
　細胞含有液が血液、骨髄液、臍帯血、月経血、細胞培養液、又はそれらの希釈液のいず
れか１つである請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記導入口から細胞含有液を分割して導入する前に、前記導入口からプライミング液を
導入し、前記細胞分離フィルターをプライミングする工程を含む、請求項１～５のいずれ
かに記載の方法。
【請求項７】
　前記導出口から回収液を分割して導入する前に、前記導入口から洗浄液を導入し、前記
細胞分離フィルターを洗浄する工程を含む、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞分離フィルターを用いて、細胞含有液から効率的に細胞濃縮液を製造す
る方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　血液学や科学テクノロジーの急速な進歩に伴い、全血・骨髄・臍帯血・組織抽出物をは
じめとする体液から必要な血液分画のみを分離して患者に投与することで治療効果を高め
、さらに、治療に必要のない分画は投与しないことで副作用を抑制するという治療スタイ
ルが広く普及している。
【０００３】
　例えば、血液輸血がその１つである。赤血球製剤は、出血及び赤血球が不足する場合又
は赤血球の機能低下により酸素が欠乏している場合に使用される血液製剤である。赤血球
製剤には、異常な免疫反応や移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）などの副作用を誘導する白血球
は不要なため、フィルターで白血球を除去する必要があり、場合によっては白血球に加え
て血小板も除去することもある。
【０００４】
　加えて、近年、白血病や癌治療に向けた造血幹細胞移植が盛んに行われるようになり、
治療に必要な造血幹細胞を含む白血球群を分離し投与する方法がとられている。この造血
幹細胞のソースとしては骨髄、末梢血又は臍帯血が知られており、ドナーの負担が少ない
こと、増殖能力が優れていること等の利点から注目を浴びている。
【０００５】
　その他、骨、軟骨、筋肉、脂肪など様々な組織に分化できる間葉系幹細胞を用いた治療
方法も注目されているものの、間葉系幹細胞は成人の骨髄や臍帯血中に104から106個に1
つの割合であり非常に存在頻度が少ないため、効率的に製造することが望まれている。
【０００６】
　そこで、細胞を効率的に分離・濃縮でき、且つ操作性が簡便である細胞濃縮液の製造方
法として、不織布を積層したフィルターを用いた細胞濃縮液の製造方法が開示されている
（特許文献１）。また、不織布の目詰まりを抑制するために、特定の穴面積率で加工した
不織布を異なる不織布の間に積層したフィルターを用いて白血球を除去する方法や（特許
文献２）、顆粒球のみが選択的に捕捉される細胞分離フィルターを用いて、単核球を効率
良く回収する方法が開示されている。（特許文献３）。しかし、当該方法においては、回
収率の向上や不要な細胞の混入率を抑制するために、目的細胞に適した不織布を適時設計
しなければならず、細胞種ごとに不織布を開発しなければならない。
【０００７】
　上記のように、効率的に細胞濃縮液を製造するためには、操作性が簡便である細胞分離
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フィルターを用いた分離・濃縮方法が好ましいが、細胞分離フィルターの性能を上げよう
とすれば、特定細胞に適した細胞分離フィルターとなり汎用性が乏しく、細胞種ごとに不
織布を開発しなければならないという問題点が挙げられ、その解決方法は未だ見出されて
いないのが現状である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２００４－３２９０３４号
【特許文献２】特開２００４－２１５８７５号
【特許文献３】国際公開第０６／０９３２０５号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、細胞分離フィルターを用いて細胞含有液から細胞濃縮液を製造する方
法における上記問題点を解決することを目的とする。具体的には、回収する目的の細胞種
に適した細胞分離フィルターを設計せずとも、効率的に細胞含有液から細胞濃縮液を製造
する方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、製造方法の処理工程に着目し、前記課題を解決すべく鋭意検討を重ねた
結果、細胞含有液を分割して細胞分離フィルターに通液し細胞分離材に細胞を捕捉させた
後、回収液を分割して細胞分離フィルターに通液し細胞を回収することで、細胞分離フィ
ルターを最適化せずとも有核細胞の回収率を向上させることができ、且つ細胞分離材を細
胞種に応じて変更しなくても良いことから、汎用性に富むことを見出し、本発明を完成す
るに至った。
【００１１】
　即ち、本発明の要旨は以下の通りである。
〔１〕導入口及び導出口を備えた細胞分離フィルターを用いて細胞含有液から細胞濃縮液
を製造する方法であって、
前記導入口から前記細胞含有液を分割して導入し、前記細胞分離フィルターに細胞を捕捉
させた後、前記導出口から回収液を分割して導入し、前記細胞濃縮液を前記細胞分離フィ
ルターから回収する工程を有し、且つ、最初に前記細胞分離フィルターに通液する細胞含
有液の処理量（ｍＬ）と細胞含有液の全量（ｍＬ）の比（最初に前記細胞分離フィルター
に通液する細胞含有液の処理量（ｍＬ）／細胞含有液の全量（ｍＬ））が、０．５以上、
１未満であることを特徴とする方法。
〔２〕最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍＬ）と回収液の全量
（ｍＬ）の比（最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍＬ）／回収
液の全量（ｍＬ））が、０より大きく、０．６１以下であることを特徴とする〔１〕に記
載の方法。
〔３〕前記導入口から細胞含有液を分割して導入する回数が２又は３回であることを特徴
とする〔１〕又は〔２〕に記載の方法。
〔４〕前記導出口から回収液を分割して導入する回数が２又は３回であることを特徴とす
る〔１〕～〔３〕のいずれかに記載の方法。
〔５〕前記回収液が生理食塩水、細胞培養用培地、ヒドロキシエチルスターチ、及びデキ
ストランの群より選択される１つ以上を含むことを特徴とする、〔１〕～〔４〕のいずれ
かに記載の方法。
〔６〕細胞含有液が血液、骨髄液、臍帯血、月経血、細胞培養液、又はそれらの希釈液の
いずれか１つである〔１〕～〔５〕のいずれかに記載の方法。
〔７〕前記導入口から細胞含有液を分割して導入する前に、前記導入口からプライミング
液を導入し、前記細胞分離フィルターをプライミングする工程を含む、〔１〕～〔６〕の
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いずれかに記載の方法。
〔８〕前記導出口から回収液を分割して導入する前に、前記導入口から洗浄液を導入し、
前記細胞分離フィルターを洗浄する工程を含む、〔１〕～〔７〕のいずれかに記載の方法
。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の細胞分離方法を用いることにより、回収する細胞種及び細胞分離フィルターの
材質に影響されずに、効率的に細胞含有液から細胞濃縮液を製造することが可能となる。
また、効率的に細胞濃縮液を製造できるため、ドナー患者の負担低減が期待される。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　以下、本発明を詳細に説明する。
本発明は、導入口及び導出口を備えた細胞分離フィルターを用いて細胞含有液から細胞濃
縮液を製造する方法であって、
前記導入口から前記細胞含有液を分割して導入し、前記細胞分離フィルターに細胞を捕捉
させた後、前記導出口から回収液を分割して導入し、前記細胞濃縮液を前記細胞分離フィ
ルターから回収する工程を有し、且つ、最初に前記細胞分離フィルターに通液する細胞含
有液の処理量（ｍＬ）と細胞含有液の全量（ｍＬ）の比（最初に前記細胞分離フィルター
に通液する細胞含有液の処理量（ｍＬ）／細胞含有液の全量（ｍＬ））が、０．５以上、
１未満であることを特徴とする。
【００１４】
　本発明の細胞分離フィルターとは、上部又は下部のいずれかに導入口、その反対側に導
出口を備える容器の内部に細胞分離材を充填したものを指し、前記導入口とは前記容器外
部から前記容器内部に細胞含有液を導入する口であり、前記導出口とは、前記導入口の上
下方向に対して反対側に設けられ、細胞分離操作の際に細胞分離材を通過した液体を容器
外部へ排出するための口である。
【００１５】
　前記導入口及び導出口の個数については特に限定はないが、それぞれ1つ以上備え付け
られれば良い。また、前記導入口又は導出口が設けられる配置は特に限定されないが、例
えば、デットエンドフローやクロスフローを採用することができ、当業者の目的によって
設計される。
【００１６】
　前記容器の形状としては、前記細胞分離材を充填できる形状であればよく、細胞分離材
が容器内部で固定できる構造であれば特に限定はないが、例えば、球、コンテナ、カセッ
ト、バッグ、チューブ等が挙げられる。
【００１７】
　前記細胞分離材とは、細胞含有液から目的の細胞を捕捉できるものをいい、形態として
は特に限定されず、連通孔構造の多孔質体、繊維の集合体、織物等が挙げられる。好まし
くは繊維で構成されるものであり、より好ましくは不織布である。
【００１８】
　前記細胞分離材の材質としては、例えば、ポリプロピレン、ポリエチレン、高密度ポリ
エチレン、低密度ポリエチレン等のポリオレフィン、ポリエステル、塩化ビニル、ポリビ
ニルアルコール、塩化ビニリデン、レーヨン、ビニロン、ポリスチレン、アクリル（ポリ
メチルメタクリレート、ポリヒドロキシエチルメタクリレート、ポリアクロニトリル、ポ
リアクリル酸、ポリアクリレート等）、ナイロン、ポリウレタン、ポリイミド、アラミド
、ポリアミド、キュプラ、ケブラー、カーボン、フェノール、テトロン、パルプ、麻、セ
ルロース、ケナフ、キチン、キトサン、ガラス、綿等を挙げることができる。中でも、ポ
リエステル、ポリプロピレン、アクリル、レーヨン、ナイロン、ポリブチレンテレフタラ
ート、ポリエチレンテレフタラート等の高分子を好適に用いることができる。前記細胞分
離材は、これらの材質のうち、単一の材質からなってもよいし、複数の材質を組み合わせ
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た複合材からなってもよい。
【００１９】
　細胞分離材の平均繊維径としては、目的の細胞の種類に合わせて適宜選択すればよく、
特に限定はないが、例えば、目的の細胞が造血幹細胞であれば、２～６μｍ、間葉系幹細
胞であれば、３～３５μｍの平均繊維径を選択することが好ましい。
【００２０】
　本発明の細胞含有液とは、幹細胞や白血球のように様々な治療で用いられる細胞を含有
する液体であれば何でもよく、例えば血液、骨髄液、臍帯血、月経血、細胞培養液、又は
それらの希釈液や、細胞培養後の懸濁液などが挙げられる。
【００２１】
　前記細胞としては有核細胞が好ましく、前記有核細胞としては、人工多能性幹細胞（ｉ
ＰＳ細胞）、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）、間葉系幹細胞、脂肪由来間葉系細胞、脂肪由来間
質幹細胞、多能性成体幹細胞、骨髄ストローマ細胞、造血幹細胞等の多分化能を有する生
体幹細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、キラーＴ細胞（細胞障害性Ｔ細胞）、ＮＫ細胞、ＮＫＴ細胞
、制御性Ｔ細胞などのリンパ球系の細胞、マクロファージ、単球、樹状細胞、顆粒球、神
経細胞、筋細胞、線維芽細胞、肝細胞、心筋細胞などの体細胞又は前記有核細胞に遺伝子
の導入や分化などの処理を行った細胞が挙げられる。
【００２２】
　本発明の細胞濃縮液とは、処理前の前記細胞含有液よりも、液中における目的の細胞の
細胞濃度（cell／ｍＬ）が濃い液のことをいう。また、前記細胞含有液よりも目的の細胞
以外の不要物（例えば、赤血球、血小板等）が除去された液である。
【００２３】
　本発明の分割とは、細胞分離フィルターに通液する所望の液体（例えば、細胞含有液、
回収液等）の全量を、複数に細分化することを指す。分割の態様としては、液体の全量を
細分化できる方法であれば特に限定されないが、例えば、所望の液体が全量入ったバッグ
を複数の異なるバッグに細分化してもよいし、所望の液体が全量入ったバッグから少量ず
つ液体を細胞分離フィルター内に導入して、細分化してもよい。
【００２４】
　本発明において、前記細胞含有液を分割して導入する回数は、細胞含有液の液量に応じ
て設計すれば、特に限定されないが、処理時間の短縮及び操作性の簡素化の観点より、２
又は３回で行うことが好ましく、２回で行うことがより好ましい。
【００２５】
　本発明において、前記回収液を分割して導入する回数は、回収液の液量に応じて設計す
れば、特に限定されないが、前記細胞含有液の分割する回数と同様に、処理時間の短縮及
び操作性の簡素化の観点より、２又は３回が好ましく、２回がより好ましい。
【００２６】
　前記細胞分離フィルターの導入口から前記細胞含有液を導入する形態としては、前記細
胞含有液をポンプやシリンジ等で加圧したり、または細胞含有液をプールしたバック等か
ら自然落下すればよい。
【００２７】
　前記回収液の導入において、細胞を捕捉した細胞分離フィルターの導出口から回収液を
導入することで、細胞分離フィルターから細胞を回収液中に分離させ、この回収液を導入
口から回収用のバッグなどに導入することで目的の細胞を回収することができる。
【００２８】
　前記回収液は、その後の用途に合わせて、適宜設計すればよいが、例えば、生理食塩水
、細胞培養用培地、ヒドロキシエチルスターチ、及びデキストランより１つ以上を用いれ
ばよい。また、捕捉された細胞を回収する際、フィルターに対する細胞の接着性により回
収液の効果が異なるため、例えば、フィルターと接着性の高い細胞を回収する場合には、
粘度が高いヒドロキシエチルスターチやデキストランを好適に使用することができる。
【００２９】
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　前記細胞分離フィルターの導出口から回収液を導入する形態としては、シリンジを用い
てプランジャーを勢いよく押す方法やポンプを用いて送液する方法等が挙げられる。
【００３０】
　本発明は、細胞含有液の処理量（ｍＬ）と細胞含有液の全量（ｍＬ）の比（最初に前記
細胞分離フィルターに通液する細胞含有液の処理量（ｍＬ）／細胞含有液の全量（ｍＬ）
）が、０．５以上、１未満にすることで、目詰まり（接着性の高い細胞の残存など）を低
減し、効率的に細胞を回収することができる。ここで、細胞含有液の処理量（ｍＬ）と細
胞含有液の全量（ｍＬ）の比が０．５未満であるとフィルターに分割して導入する細胞含
有液量に偏りが生じ、フィルター内に凝集性の高い細胞やタンパク質が残存しやすくなる
。さらに、細胞含有液の処理量（ｍＬ）と細胞含有液の全量（ｍＬ）の比（最初に前記細
胞分離フィルターに通液する細胞含有液の処理量（ｍＬ）／細胞含有液の全量（ｍＬ））
を、０．５以上、０．９４以下に設定することで、処理時間の大幅な改善や細胞濃縮液中
の有核細胞含有濃度（ｃｅｌｌ/ｍＬ）の向上といった効果が得られる。
【００３１】
　本発明において、前記細胞含有液の液量について特に制限はないが、処理時間の短縮や
ドナー患者の負担を軽減する観点より、上限として１０００ｍＬ以下、９００ｍＬ以下、
８００ｍＬ以下、７００ｍＬ以下、６００ｍＬ以下、５００ｍＬ以下、４００ｍＬ以下、
３００ｍＬ以下、２００ｍＬ以下、１５０ｍＬ以下、下限として１０ｍＬ以上、２０ｍＬ
以上、３０ｍＬ以上、４０ｍＬ以上、５０ｍＬ以上、６０ｍＬ以上、７０ｍＬ以上、８０
ｍＬ以上、９０ｍＬ以上、１００ｍＬ以上の液量で行なってもよい。
【００３２】
　本発明は最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍＬ）と回収液の
全量（ｍＬ）の比（最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍＬ）／
回収液の全量（ｍＬ））が、０より大きく、０．６１以下であることを特徴とする。最初
に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍＬ）と回収液の全量（ｍＬ）の
比（最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍＬ）／回収液の全量（
ｍＬ））が、０より大きく、０．６１以下に設定することで、単に回収液を分割して導入
するよりも、さらに効率的に細胞を回収することができる。回収液を分割して導入するに
あたっては、最初に導入する回収液量を少なくすることで、効率的に細胞を回収すること
できる。より好ましくは、最初に前記細胞分離フィルターに通液する回収液の処理量（ｍ
Ｌ）と回収液の全量（ｍＬ）の比が０．１３以上、０．５以下に設計することで、より細
胞濃縮液中の有核細胞含有濃度（ｃｅｌｌ/ｍＬ）の向上といった効果が得られる。
【００３３】
　本発明において、回収液の液量について特に制限はないが、回収液の用途に合わせて設
計することが好ましく、例えば、回収液を培養に用いる場合は、培養容器の容積に応じて
設計すれば良く、回収液を濃縮して治療に用いる場合には、前記細胞含有液の液量よりも
少なく設計するか、あるいは点滴バック、注射器又はシリンジ等の容積に合わせて回収液
の液量を設計すればよい。
【００３４】
　また、本発明は前記導入口から細胞含有液を分割して導入する前に、前記導入口からプ
ライミング液を導入し、前記細胞分離フィルターをプライミングする工程を行なってもよ
い。前記導入口からプライミング液を導入し、プライミングすることで、細胞分離フィル
ター内の夾雑物や気泡を除去することができるため、より効率的に細胞を捕捉することが
できる。前記プライミング液は生理食塩水や緩衝液など、細胞に影響を与えない液が挙げ
られる。
【００３５】
　また、本発明は前記導出口から回収液を分割して導入する前に、前記導入口から洗浄液
を導入し、前記細胞分離フィルターを洗浄する工程を行なってもよい。前記導入口から洗
浄液を導入し、前記細胞分離フィルターを洗浄することで、フィルター内の夾雑物を除去
することができるため、回収液中の夾雑物を低減することができる。
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【００３６】
　本発明の製造方法は、室温下で行ってもよいし、冷蔵温度下で行ってもよい。冷蔵温度
下で行う場合、冷蔵された細胞含有液を導入することが挙げられる。細胞含有液の冷蔵方
法としては、冷蔵庫、ウォーターバスまたはドライアイスによる冷蔵等が挙げられる。冷
蔵温度としては、１℃以上６℃以下が好ましく、３℃以上５℃以下がより好ましい。
【００３７】
　本発明で製造された細胞濃縮液は、培養して増殖させてもよいし、治療用途として用い
てもよい。具体的な治療用途としては、細胞濃縮液に含まれる有核細胞の治療効果にあわ
せて用いれば特に限定されないが、例えば、虚血性疾患、血管系疾患が挙げられる。さら
に、細胞濃縮液に含まれる有核細胞を、分化誘導剤等によって所望の細胞に分化誘導する
ことで、軟骨損傷、骨疾患、心筋疾患、血管疾患、神経疾患などの患者に移植する細胞と
して使用することができる。
【００３８】
　前記分化誘導剤としては、細胞を分化誘導できるものを使用することが好ましく、例え
ば、軟骨への分化誘導剤としてはデキサメタゾン、ＴＧＦβ、インシュリン、トランスフ
ェリン、エタノールアミン、プロリン、アスコルビン酸、ピルビン酸塩、セレン等が挙げ
られ、骨への分化誘導剤としてはデキサメタゾン、β－グリセロリン酸、ビタミンＣ、ア
スコルビン酸塩等が挙げられ、心筋への分化誘導剤としてはＥＧＦ、ＰＤＧＦ、５－アザ
シチジン等が挙げられ、神経への分化誘導剤としてはＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ｂＨＬＨ等が挙
げられ、血管への分化誘導剤としてはｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ等が挙げられる。
【００３９】
　本発明の製造方法より得られた細胞濃縮液、有核細胞及び前記有核細胞を増殖させた細
胞集団を凍結保存してもよい。細胞へのダメージを低減させる観点から、液体窒素を用い
て凍結保存することが好ましい。なお、凍結保存した細胞は、ヒトや動物への移植、研究
への使用、又は再度培養することができる。
【００４０】
　本発明の製造方法より得られた細胞濃縮液、有核細胞及び前記有核細胞を増殖させた細
胞集団を用いて医薬品組成物も製造することができる。前記細胞濃縮液や細胞集団を薬学
的に許容される添加剤と混合することで医薬品組成物を製造することができる。前記薬学
的に許容される添加剤としては、凝固剤、ビタミン等の栄養源、抗生物質等が挙げられる
。
【実施例】
【００４１】
　以下に、本発明を具体的に説明するために詳細な実施例を挙げるが、本発明はこれらに
限定されるものではない。
【００４２】
 （実施例１）
直径５２ｍｍのポリカーボネート製の円筒状容器に、ポリブチレンテレフタラート製の円
形の不織布（細胞分離材）１０５枚を、積層状態で充填し、上下の開口部にノズル付押え
部材を差し込み、その上からキャップでネジ止めし、細胞分離フィルターを作製した。ま
ず生理食塩水５０ｍＬを入口側よりシリンジを用いて手押し３回通液した。次にＣＰＤ抗
凝固の新鮮ウシ血液１５０ｍＬ（ＣＰＤ：血液＝１：４で混合した２０％ＣＰＤを含むウ
シ末梢血）を重力落下により導入口より通液した。前記血液の全量である１５０ｍＬを最
初が１４０ｍＬ、残りが１０ｍＬとなるように分割して細胞分離フィルターに通液した後
、血液の通液とは逆方向から６％ヒドロキシエチルスターチを、それぞれ１１．５ｍＬず
つシリンジを用いて手押しで流し、合計２３ｍＬの回収液を得た。その後、処理前血液の
血算、回収した溶液の血算を血球カウンター（シスメックス、Ｋ－４５００）により測定
し、血球細胞の回収率を算出した。試験条件詳細及び結果を表１、２に示す。
【００４３】
 （実施例２）
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実施例１と同様にして細胞分離フィルターを作製した。次に実施例１と同様に生理食塩水
を３回通液し、ＣＰＤ抗凝固の新鮮ウシ血液１５０ｍＬ（ＣＰＤ：血液＝１：４で混合し
た２０％ＣＰＤを含むウシ末梢血）を全量として、７５ｍＬずつ２回に分割し、それぞれ
自然落下により導入口より通液した。次に血液の通液とは逆方向から６％ヒドロキシエチ
ルスターチを、それぞれ１１．５ｍＬずつシリンジを用いて流し、合計２３ｍＬの回収液
を得た。その後、処理前血液の血算、回収した溶液の血算を血球カウンター（シスメック
ス、Ｋ－４５００）により測定し、血球細胞の回収率を算出した。試験条件詳細及び結果
を表１、２に示す。
【００４４】
 （実施例３）
実施例１と同様にして細胞分離フィルターを作製した。次に実施例１と同様に生理食塩水
を３回通液し、ＣＰＤ抗凝固の新鮮ウシ血液１５０ｍＬ（ＣＰＤ：血液＝１：４で混合し
た２０％ＣＰＤを含むウシ末梢血）を全量として、７５ｍＬずつ２回に分割し、それぞれ
自然落下により導入口より通液した。次に血液の通液とは逆方向から６％ヒドロキシエチ
ルスターチを、最初を３ｍＬ、残りを２０ｍＬとなるようにそれぞれ分割して流し、合計
２３ｍＬの回収液を得た。その後、処理前血液の血算、回収した溶液の血算を血球カウン
ター（シスメックス、Ｋ－４５００）により測定し、血球細胞の回収率を算出した。試験
条件詳細及び結果を表１、２に示す。
【００４５】
 （比較例１）
実施例１と同様にして細胞分離フィルターを作製し、生理食塩水を３回通液した。その後
ＣＰＤ抗凝固の新鮮ウシ血液１５０ｍＬ（ＣＰＤ：血液＝１：４で混合した２０％ＣＰＤ
を含むウシ末梢血）を全量として、全量を分割せずに自然落下により導入口より通液した
。次に血液の通液とは逆方向から６％ヒドロキシエチルスターチを分割せずに全量の２３
ｍＬを流した。その後、処理前血液の血算、回収した溶液の血算を血球カウンター（シス
メックス、Ｋ－４５００）により測定し、血球細胞の回収率を算出した。試験条件詳細及
び結果を表１、２に示す。
【００４６】
 （比較例２）
実施例１と同様にして細胞分離フィルターを作製し、生理食塩水を３回通液した。その後
ＣＰＤ抗凝固の新鮮ウシ血液１５０ｍＬ（ＣＰＤ：血液＝１：４で混合した２０％ＣＰＤ
を含むウシ末梢血）を全量として、７５ｍＬずつ２回に分割し、それぞれ自然落下により
導入口より通液した。次に血液の通液とは逆方向から６％ヒドロキシエチルスターチを分
割せずに全量の２３ｍＬ流した。その後、処理前血液の血算、回収した溶液の血算を血球
カウンター（シスメックス、Ｋ－４５００）により測定し、血球細胞の回収率を算出した
。試験条件詳細及び結果を表１、２に示す。
【００４７】
【表１】

【００４８】
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【表２】

【００４９】
 （実施例４）
直径３０ｍｍのポリカーボネート製の円筒状容器に、レーヨン製の円形の不織布（細胞分
離材）３６枚を積層状態で充填し、ノズル、及び直径２６ｍｍの押さえ込み部材にて不織
布を固定した細胞分離フィルターを作製した。生理食塩水３０ｍＬを導入口側より通液し
、ヘパリンにより抗凝固した新鮮ブタ骨髄液合計６０ｍＬ（ヘパリン５０単位）を全量と
して、自然落下により導入口より３０ｍＬずつ２回に分割して通液した。次に骨髄液の通
液と同方向からそれぞれ１５ｍＬの生理食塩水を流して洗浄し、その後それぞれ２５ｍＬ
ずつのＤＭＥＭ培地を骨髄液の通液とは逆方向から流し、合計５０ｍＬの回収液を得た。
回収液をポリスチレン製シャーレ（直径１０ｃｍ、ＩＷＡＫＩ社）に移し、３７℃、ＣＯ

2インキュベーター内で培養を行った。２～３日ごとに培地交換し、培養開始９日後にク
リスタルバイオレットでコロニーを染色して出現したコロニー数を測定した。出現したコ
ロニー数より間葉系幹細胞の総数を求めた。試験条件及び結果を表３及び４に示す。
【００５０】
 （比較例３）
　実施例４と同様にして細胞分離フィルターを作製した。生理食塩水を導入口側より通液
し、ヘパリンにより抗凝固した新鮮ブタ骨髄液６０ｍＬ（ヘパリン５０単位）を分割せず
に自然落下により導入口より通液した。その後、骨髄液の通液と同方向からそれぞれ１５
ｍＬの生理食塩水を流して洗浄し、分割せずに５０ｍＬのＤＭＥＭ培地を骨髄液の通液し
た方向とは逆方向から流すことで回収液を得た。実施例４と同様の方法で回収できた総間
葉系幹細胞（ＭＳＣ）数をコロニー出現数より求めた。試験条件及び結果を表３及び４に
示す。
【００５１】
【表３】

【００５２】
【表４】
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【００５３】
　実施例１～３では、接着性を有する有核細胞の回収率は６８％～７２％、接着性の弱い
赤血球の回収率は１２％～１３％となった。一方、比較例１、２では、赤血球の回収率は
１０％～１３％とほぼ変わらないものの、有核細胞回収率は６０％～６２％と低い収率に
なった。実施例４では、回収液中の間葉系幹細胞（ＭＳＣ）の総数は２１６０ＣＦＵとな
った。一方、比較例３では、間葉系幹細胞の総数が１３８０ＣＦＵとなり、収率の低下が
見られた。赤血球の収率に関しては両者とも差はほぼなかった。したがって、血液もしく
は骨髄液、及び回収液をそれぞれある一定の割合で分割して導入した際に、特に治療効果
の高い接着性を有する細胞をより効率良く回収・濃縮できる効果があることがわかる。
【００５４】
　上述とおり、本発明の製造方法を用いることで、処理できる細胞含有液量及び回収でき
る有核細胞数が増加し、それに伴って細胞濃度も増加するため、最終的に用いる細胞濃縮
液の質の向上が期待できる。
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