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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　赤血球細胞及び有核細胞を含む生物材料を処理するためのシステムであって、
　生物材料を収容して２種以上の異なる成分材料の層に分離させることのできる容器であ
って、成分材料の層の１つが赤血球細胞の層である、容器と、
　前記容器から赤血球細胞の層を除去する抽出装置であって、前記容器内で操作中に赤血
球細胞の層が沈降したレベルに位置する末端を有する収集ラインを備える抽出装置と、
　残りの成分材料から有核細胞を分離するための濾過装置と、
　前記容器と前記濾過装置の間で１種以上の成分材料を輸送する導管と、
　前記容器と前記導管との間に位置する弁と、
　前記抽出装置による前記容器から赤血球細胞の層の除去を自動的に開始するとともに、
赤血球細胞の除去後に、前記弁を自動的に開いて前記容器内に残存する１種以上の成分材
料を前記導管を介して前記濾過装置に輸送するための制御装置と
を備えていて、当該システムが前記成分材料を前記濾過装置に再循環するように構成され
ている、システム。
【請求項２】
　前記容器が、前記成分材料を沈降層に分離し、前記沈降層のうち１つ以上を吸引するの
に適合している、請求項１記載のシステム。
【請求項３】
　所定の量の薬剤を前記薬剤受け器から選択的に除去し、前記所定の量の薬剤を前記容器
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に導入するための、薬剤受け器と流体連通する弁をさらに備える、請求項１又は請求項２
記載のシステム。
【請求項４】
　前記抽出装置が、さらに、前記材料と前記薬剤の混合を容易にするために、所定の量の
材料を、前記薬剤が前もって導入されている前記容器から吸引し、次いで前記吸引された
材料を前記容器に戻すのに適合している、請求項１乃至請求項３のいずれか１項記載のシ
ステム。
【請求項５】
　前記容器内における前記成分材料の１種以上の位置又はレベルを判断するための検知装
置をさらに備える、請求項１乃至請求項４のいずれか１項記載のシステム。
【請求項６】
　請求項１乃至請求項５のいずれか１項記載のシステムを用いて、赤血球細胞及び有核細
胞を含む生物材料を処理するための方法であって、
　前記容器内に生物材料を用意し、
　前記容器内の前記材料に凝集剤を加えて、前記材料を２種以上の異なる成分材料の層で
あって、成分材料の層の１つが赤血球細胞の層である層に分離せしめ、
　前記抽出装置の収集ラインを通して前記容器から赤血球細胞の層を抽出し、次いで
　前記弁を自動的に開いて前記容器に残った前記成分材料の１種以上を濾過装置に自動的
に輸送し、
　前記成分材料を前記濾過装置に再循環し、
　得られた目標保持液を目標保持液受け器に回収する
ことを含む方法。
【請求項７】
　前記容器内の前記成分材料の１種以上の存在を検知することをさらに含む、請求項６記
載の方法。
【請求項８】
　設定値に達するまで、前記成分材料の１種以上が抽出される、請求項６又は請求項７記
載の方法。
【請求項９】
　前記生物材料が全血、臍帯血又は骨髄を含む、請求項６乃至請求項８のいずれか１項記
載の方法。
【請求項１０】
　前記容器内の前記材料に凝集促進剤を加えることをさらに含む、請求項６乃至請求項９
のいずれか１項記載の方法。
                                                                                
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に、複雑な生物材料を処理して亜成分にするためのシステム、方法及び
キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　全血からの赤血球（ＲＢＣ）の分離は、一般に、白血球又は幹細胞など、あまり多量に
ない細胞の分析又は治療に使用する前に必要とされる。多数の従来の血球単離技術では、
予め赤血球を除いておくこと及び試料体積を減少させることが必要である。これらは、一
般に、貯蔵の制約及び／又は直接移植に必要とされる、体積が小さいことを求める要件に
より、小さい体積で希少な細胞の収率が最大であることが望ましい長期細胞バンク及び再
生医療の応用分野にとって必要な処理段階である。今日、血球を含む試料（例えば臍帯血
、骨髄、末梢血）を処理するための最も一般的な技術は、分離を改善するための密度勾配
媒体を使用して又は使用せずに、遠心分離法を使用する密度勾配沈降を必要とする。ハイ
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スループット試料処理に対する高まり続ける必要を満たすために、最近、臍帯血及び骨髄
の試料を閉鎖系で処理するための自動遠心システムが開発された。遠心分離法に基づく装
置は、手動による技術に比べてスループットを著しく改善するが、遠心バケットの重量が
重く物理的寸法が固定されていることにより、柔軟性及び可搬性が制限されている。
【０００３】
　濾過技術は、いくつかの血球分離の適用例でも使用される。例えば、深層濾過は、（例
えば輸血の適用例のために）全血から白血球を除去するために使用されることがあった。
しかし、これらのフィルタは、（フィルタ内で細胞を捕捉することにより）白血球の枯渇
を最大にすることを目的として設計されており、濾過段階の後で高い細胞回収率を達成す
ることを目的として設計されたものではなかった。さらに、膜に基づいた血漿交換療法は
、全血から血漿を除去及び処理するための一般的な技術である。しかし、これらの技術は
、濾過の前に全血から赤血球（ＲＢＣ）を予め枯渇させることを必要とせず、血球バンク
適用例で必要とされる種類の体積減少を達成しない。
【０００４】
　血液の様々な成分を分離するための重力又は遠心分離による沈降方法が、当技術分野で
知られている。全血からのＲＢＣの沈降を容易にするための１つの方法は、ＲＢＣの公知
の凝集剤である、デキストラン、ヘタスターチ又はゼラチンなどのポリマー巨大分子を使
用することである。凝集剤の組成及び血中での化学量論比に応じて、ＲＢＣ沈降処理の速
度及び効率は大きく変化し得る。シュウ酸カリウム及びマロン酸カリウムなどの、沈降促
進剤のいくつかが知られている。これらの沈降促進剤の有効性は、主に血液試料に対する
沈降促進剤の濃度によって決定される。シュウ酸カリウム及びマロン酸カリウムは、有効
なＲＢＣ沈降促進剤であることが以前に示されているが、これらの薬剤の臨床的有用性は
、カリウム塩に関連する潜在的な心血管系毒性によって制限される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００３／０１３４４１６号明細書
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、後の細胞療法適用例のために標的細胞（幹細胞など）の高い回収率及び生存
率を達成しながら、全血などの生物材料を処理するための、機能的に閉鎖系であるハイス
ループットシステム及び方法の必要性に対処するようになされている。濾過は、血液透析
及び血漿交換療法を含む血液処理の適用例に一般に使用される技術であるが、これまで、
赤血球及び過剰な血漿を除去し白血球（ＷＢＣ）試料の濃縮を達成するために全血など生
物材料を処理することが必要である血球バンクの適用例では使用されていなかった。これ
は、多量の赤血球を、同様のサイズの、それより少ない白血球及びさらに少ない幹細胞か
ら分離することに伴う難題に起因する。システム及び方法の実施形態の１つは、大量の赤
血球除去を目的とする初期ＲＢＣ凝集及び重力沈降段階と、その後に続く細胞濃縮及び過
剰血漿の除去を目的とした濾過段階とを含む２段階の処理を含む。
【０００７】
　生物材料を処理するための閉鎖系の一実施形態は、生物材料を収容して２種以上の異な
る成分材料に分離させることのできる容器と、この容器から成分材料の１種以上を除去す
る抽出装置と、濾過装置と、容器と濾過装置の間で１種以上の成分材料を輸送する導管と
、この導管を介して容器と濾過装置の間で成分材料の１種以上を少なくとも輸送するため
の制御装置とを備える。システムは、１種以上の濾液を少なくとも一時的に貯蔵するため
の１つ以上の受け器をさらに備えることができ、受け器の１つ以上が廃濾液受け器であり
、受け器の１つ以上が目標保持液受け器である。システムは、目標保持液受け器に目標保
持液を選択的に誘導するための、導管に沿った弁と、導管を通って少なくとも部分的に廃
濾液を選択的に再循環させるための、導管に沿った弁とをさらに備えることができる。容
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器と濾過装置の間での１種以上の成分材料の輸送を容易にするための、導管と流体連通す
るポンプもシステムに組み込むこともできる。
【０００８】
　システムの容器は、２種以上の成分材料の相対的重量に少なくとも部分的に基づいて、
材料を成分材料に分離するように適合させることができる。成分材料は沈降層に分離する
ことができ、抽出装置は、沈降層のうち１つ以上を排出する（ｄｒａｗ　ｏｆｆ）するか
又はこれを抽出するように適合される。一実施形態では、抽出装置は、容器の最下層を排
出するように適合され、別の実施形態では、抽出装置は、別法として又はこれに加えて、
容器内の最上層又は最下層と最上層の間の１つ以上の層を排出することができる。
【０００９】
　システムは、所定の量の薬剤を薬剤受け器から選択的に除去し、この所定の量の薬剤を
容器に導入するための、薬剤受け器と流体連通する弁をさらに備えることができる。この
例の抽出装置は、材料と薬剤の混合を容易にするために、所定の量の材料を、以前に薬剤
を導入した容器から抽出装置に吸引し、次いで吸引された材料を容器に戻すようにさらに
適合させることができる。システムは、容器内の成分材料の１種以上の位置又はレベルを
判断するための検知装置をさらに備えることができる。
【００１０】
　システム全体又は容器と濾過装置の間の成分材料の１種以上の輸送などの、システムの
一部分を自動化することができる。
【００１１】
　生物材料を処理する方法の一例は、一般に、容器内に生物材料を用意し、この容器内の
材料に凝集剤を加えて材料を２種以上の異なる成分材料に分離せしめ、容器から成分材料
の１種以上を抽出し、容器に残った成分材料の１種以上を導管を介して濾過装置に自動的
に輸送し、得られた目標保持液を目標保持液受け器に誘導することを含む。
【００１２】
　方法の一例は、以降の凍結保存及び／又は直接治療の適用例のために、例えば試料体積
を減少させ、有核細胞の高い回収率及び生存率を達成し、出発試料中に存在する大多数の
赤血球を除去するために、血液試料を処理することを含む。
【００１３】
　方法の一例では、全臍帯血、骨髄又は末梢血（ＧＣＳＦにより刺激された末梢血を含む
）から、多能性幹細胞を含む白血球（ＷＢＣ）分画を単離することができる。本発明の方
法の例の１つ以上は、濾過時間の調整及び使用するフィルタカートリッジに基づく広範囲
の出発体積及び試料種類を扱う際の柔軟性を提供しながら、高い白血球回収率（＞８０％
）、＞９５％のＣＤ３４回収率及び高い白血球細胞生存率（＞９５％）を達成することが
可能である。
【００１４】
　現在の方法とは異なり、本発明の方法及びシステムによって、使用者が別個の遠心分離
機を購入して使用することを必要とせずに、生物学的複合流体の自動処理が可能になる。
本発明の方法及びシステムはまた、ある範囲の出発体積を処理し、使用者が指定した最終
体積に試料を濃縮し、多重化された処理（例えば、処理する試料数／実行回数の増加／減
少）で使用するように容易に適合可能である。
【００１５】
　一般に、本発明の方法及びキットは、血液分離方法及びシステムの効率を著しく増加さ
せ、それによって総有核細胞数（ＴＮＣ）の回収率を増加させる、生体適合性沈降促進剤
を用意する。指定の濃度範囲では、これらの沈降促進剤は、無毒性で、生体内での使用に
安全であると見なされる。
【００１６】
　血球を含む試料中の細胞を沈降させる方法の１つ以上の例は、凝集剤と、約１０ｍＭ～
約１００ｍＭの範囲の最終濃度を有する無毒性促進剤とを加えることを含む。
【００１７】
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　血球を含む試料中にある細胞を沈降させる方法の例のいくつかは、凝集剤と、クエン酸
ナトリウム又はコハク酸ナトリウム又はそれらの組合せを含む無毒性促進剤とを加えるこ
とを含む。
【００１８】
　細胞を沈降させるキットのいくつかの実施形態では、キットは、凝集剤と、クエン酸ナ
トリウム又はコハク酸ナトリウム又はそれらの組合せを含む無毒性促進剤とを含む。
【００１９】
　細胞を沈降させるキットのいくつかの実施形態では、キットは、デキストラン、ヘタス
ターチ又はゼラチンからなる群から選択される凝集剤と、クエン酸ナトリウム又はコハク
酸ナトリウム又はそれらの組合せを含む無毒性促進剤とを含む。
【００２０】
　細胞を沈降させる方法のいくつかの実施形態では、得られる赤血球を含む試料から回収
される総有核細胞数のパーセンテージを改善し、この方法は、凝集剤を加える段階と、無
毒性促進剤を加える段階と、試料をインキュベートして複数のＲＢＣを凝集させる段階と
、総有核細胞数を回収する段階とを含む。
【００２１】
　本発明の上記及びその他の特徴、態様及び利点は、添付の図面を参照して以下の詳細な
説明を読めばより良く理解できるであろう。全図面を通して類似の参照番号は類似の部分
を表す。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】生物学的試料及びＲＢＣ凝集剤（促進剤の有無は問わない）がそれぞれ混合容器
及び薬剤受け器内にある状態を示す、本発明のシステムの一実施形態の略図である。
【図２】凝集剤（促進剤の有無は問わない）が抽出装置に引き込まれた状態を示す、図１
に示す実施形態の略図である。
【図３】凝集剤（促進剤の有無は問わない）が容器内の生物学的試料に混合された状態を
示す、図２に示す実施形態の略図である。
【図４】薬剤／試料混合物の一部分が抽出装置に引き込まれた状態を示す、図３に示す実
施形態の略図である。
【図５】引き込まれた部分が容器に戻された状態を示す、図４に示す実施形態の略図であ
る。
【図６】混合物が沈殿の状況にある状態を示す、図５に示す実施形態の略図である。
【図７】沈殿した混合物の最下層が抽出装置に引き込まれた状態を示す、図６に示す実施
形態の略図である。
【図８】抽出装置と容器の間のシリンジ弁が閉位置にある状態を示す、図７に示す実施形
態の略図である。
【図９】容器とポンプの間のポンプ弁が開位置にあり、システムを流れる混合物が容器か
ら導管を通過して濾過装置に至る状態を示す、図８に示す実施形態の略図である。
【図１０】濾過廃液が濾過廃液受け器に回収され、試料がシステムを通って再循環するこ
とを示す、図９に示す実施形態の略図である。
【図１１】ポンプ入口弁が容器に対して閉位置にあって、濾過廃液受け器に対して開位置
にあり、廃濾液が導管及び濾過装置を通って再循環する状態を示す、図１０に示す実施形
態の略図である。
【図１２】廃濾液が、流体経路に捕捉された目標保持液に代わるまで、システムを通って
ポンプ注入される廃濾液を示す、図１１に示す実施形態の略図である。
【図１３】ポンプ入口弁が廃濾液受け器に対して閉位置にあって、容器に対して開位置に
あり、ポンプと目標保持液受け器の間のポンプ出口弁が開位置にある状態を示す、図１２
に示す実施形態の略図である。
【図１４】目標保持液が目標保持液受け器に回収される状態を示す、図１３に示す実施形
態の略図である。
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【図１５】容器の底部にある目標保持液の残量が目標保持液受け器に輸送される状態を示
す、図１４に示す実施形態の略図である。
【図１６】ある量の目標保持液が容器の区域（ｖｅｓｓｅｌ　ｌａｎｄ）と目標保持液受
け器の間の導管内に残存する状態を示す、図１５に示す実施形態の略図である。
【図１７】ポンプ入口弁が廃濾液受け器に対して開位置にある状態を示す、図１６に示す
実施形態の略図である。
【図１８】廃濾液が導管内の残留する目標保持液を目標保持液受け器に押し出すまで、廃
濾液が導管を通って輸送される状態を示す、図１７に示す実施形態の略図である。
【図１９】ポンプ出口弁が目標保持液受け器に対して閉位置にあり、廃濾液が容器に輸送
される状態を示す、図１８に示す実施形態の略図である。
【図２０】廃濾液及びシステム内に残った目標保持液が補助濾液受け器に回収される状態
を示す、図１９に示す実施形態の略図である。
【図２１】デキストラン単独、デキストランとクエン酸ナトリウムの併用及びデキストラ
ンとコハク酸ナトリウムの併用の場合に回収されたＴＮＣの体積の例を示すグラフ及び表
である。
【図２２】クエン酸ナトリウムの沈降効率の一例を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　特許請求の範囲に記載されている発明の主題を明確かつ簡潔に説明し示すために、以下
の説明及び添付の特許請求の範囲で使用される特定の用語に関して以下の定義を記載する
。明細書の全体を通じて、特定の用語の例示は非限定的な例として見なされるべきである
。
【００２４】
　本明細書では、「容器」という用語は、少なくとも一時的な期間にわたってその領域内
に液体を含有することが可能な、１つ以上のポートを有する任意の物体を指す。
【００２５】
　本明細書では、「生物材料」という用語は、２種以上の成分材料に凝集可能な、ある生
物学的性質を持つ任意の材料を指す。生物材料の非限定的な例は、有核細胞を血漿溶液に
残しながらＲＢＣの凝集及び沈降／除去により分離できる、全血、臍帯血及び骨髄である
。有核細胞には、ＷＢＣ及び希少な幹細胞がある。
【００２６】
　有核細胞を処理するための方法の一実施形態は、一般に、細胞試料からの有核細胞の分
離及び濃縮を含む。有核細胞としては希少な幹細胞などがあるがこれに限定されず、細胞
試料としては血液及び骨髄があるがこれらに限定されない。濾過に基づく実施形態は、２
つの一般的な段階を含む。第１の段階は、促進剤（例えばクエン酸ナトリウム、コハク酸
ナトリウム）を加えるかどうかにかかわらず、赤血球凝集剤（例えばデキストラン）など
の沈殿液と細胞試料を接触させることを含む。この例の実施形態の促進剤は、ＲＢＣ沈降
速度を促進し及び／又は沈降後の最終集密ＲＢＣ体積を減少させるために加える。その後
、凝集されたＲＢＣは、ドレナージ、排出又は他の適切な移動手段によって、血漿及び有
核細胞を含有する上部分画から除去される。第２の段階は、ＲＢＣが枯渇した試料の濾過
による体積減少及び有核細胞の濃縮を含む。濾過の一例では、中空糸濾過カートリッジ（
Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社（米国ニュージャージー州
ピスカタウェイ））を使用する。この実施形態は、高い細胞回収率（例えば、最小の細胞
捕捉）、最小の細胞損傷及び短い処理時間を実現する。方法のこの例は、自動閉鎖系シス
テムでの使用に適合可能である。方法及びシステムは複雑な生物材料の滅菌処理に適合可
能であり、複雑な生物材料としては臍帯血及び他の細胞試料材料があるがこれらに限定さ
れない。
【００２７】
　例
　２段階からなる自動化方法の例は、単なる濾過、遠心分離法又は磁気分離単独ではなく
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、分離に続いて濾過を組合せるものであり、遠心分離機の試料ホルダの物理的寸法が固定
されていることにより、遠心分離法に比べて、（１）総有核細胞数（ＴＮＣ）回収率の増
加、（２）ＲＢＣ除去の増加及び（３）ある範囲の試料体積（例えば５０～３００ｍＬの
血液）を扱う際の柔軟性の向上を実現する。サイズの固定された遠心分離機とは異なり、
システム及び方法で使用されるフィルタは、試料体積に従って拡大縮小することができる
。
【００２８】
　出発材料の体積を（例えば重量、目視検査によって）決定する。所望の化学量論比（典
型的には血液：デキストランが１：１又は１：２）に基づいてＲＢＣ凝集試薬の必要量を
計算する。
【００２９】
　細胞試料の出発材料を処理容器に移動する。ＲＢＣ凝集試薬（複数可）も処理容器に移
動する。次に、試料と試薬を混合し、ＲＢＣ凝集及び重力沈降のために約２０分間インキ
ュベートする。
【００３０】
　次に、凝集されたＲＢＣ分画を容器の上部の白血球（ＷＢＣ）／血漿分画から（例えば
ポンプ注入、ピペット操作又はドレナージによって）抽出する。次いで、適切な穴のサイ
ズ（例えば約０．６５μｍの穴）を有する濾過装置（例えば中空糸カートリッジ）に、残
ったＷＢＣ／血漿分画を（例えばポンプ注入、陽圧又は陰圧によって）移動する。過剰な
血漿は濾過装置を通過し、廃濾液受け器に回収されるが、ＷＢＣは保持される。
【００３１】
　分画試料は、試料体積が所望の最終体積（例えば５～２０ｍｌ）に濃縮されるまで、濾
過装置を通って再循環される。試料は、典型的には長期凍結保存のために、目標保持液受
け器に移動される。次いで、フィルタ及び管類は、この「デッドボリューム」に存在する
細胞を、典型的には血漿及び／又は空気を使用して回収するために清掃（ｐｕｒｇｅ）さ
れる。次に、この材料を濃縮試料に加える。高い総有核細胞数回収率（＞８５％）及び生
存率（＞９５％）が達成される。
【００３２】
　図１は、生物学的試料及び促進剤がそれぞれ混合容器及び薬剤受け器内にある状態を示
す、システムの一実施形態の略図である。図１に図示され、全体的にシステム１０と呼ば
れるシステムの実施形態は、生物材料を収容して２種以上の異なる成分材料に分離させる
ことのできる容器１２と、この容器から成分材料の１種以上を除去する抽出装置１６と、
濾過装置２０と、容器と濾過装置の間で１種以上の成分材料を輸送する導管１８と、少な
くとも容器と濾過装置の間での導管を介した成分材料の１種以上の輸送を制御するための
制御装置３０とを備える。この実施形態は、システムの構成の一例に過ぎない。構成要素
の数及び種類は、所与の設定の必要に応じて変えることができ、システムを通過する材料
の順序及び流れも必要に応じて変えてもよい。例えば、材料は、種々の構成及び構成要素
を使用して、抽出、貯蔵、洗浄及び混合を行ってもよい。
【００３３】
　図１に示す実施形態では、容器１２は開口を上部に有し、この開口を通して、この例で
は弁３４と流体連通するシリンジである抽出装置が、処理中の様々なときに薬剤を導入し
て容器１２から材料及び成分材料を取り出す。
【００３４】
　システム１０は、１種以上の濾液を少なくとも一時的に貯蔵するための受け器も備える
。この実施形態の受け器の１つは、濾液受け器２２及び目標保持液受け器２４である。シ
ステム１０は、目標保持液受け器に目標保持液を選択的に誘導するための、導管に沿った
弁３０と、導管を通って少なくとも部分的に廃濾液を選択的に再循環させるための、導管
に沿った弁２８と、選択的に１種以上の薬剤を容器１２に導入し、薬剤を試料と混合する
ために容器１２から材料を抽出し、成分材料の凝集後に容器１２から成分材料の１種以上
を抽出するための弁３４とをさらに備える。
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【００３５】
　システム１０は、センサ３２などの１つ以上のセンサも備えることができる。センサ３
２は容器１２内の材料の１つ以上のパラメータを検知するために使用することができ、こ
のパラメータとしては、容器内の所与の位置における成分材料の存在、容器内の環境条件
及び生物材料又は成分材料の品質又は特性があるが、これらに限定されない。容器内の環
境条件は、温度、ｐＨ、湿度、圧力などであるが、これらに限定されない。センサは、光
センサ、超音波センサ、圧電センサ、運動センサ、ＲＦＩＤセンサ、電磁センサ及び荷重
センサとすることができるが、これらに限定されない。
【００３６】
　システム１０は、ポンプ２６、抽出装置１６、並びに弁２８、３４及び３０を自動化し
協調させるための制御サブシステム３０（本明細書ではコントローラとも呼ばれる）も備
える。制御サブシステム３０はまた、システムの使用者から入力を受け取り、システムを
使用して処理するために容器１２に導入された材料の量及び種類に基づいて容器１２に加
えるべき薬剤の量及び／又は種類を決定するように構成されてもよい。システムは、所与
のシステムの構成に応じて、制御サブシステムによって完全に又は部分的に自動化されて
もよい。薬剤は、必要に応じて、処理するべき材料及び成分材料の種類又は量に応じてシ
ステムのポートに挿入された着脱可能なカセット内に含まれてもよい。
【００３７】
　システム１０は、システムの種々の構成要素間での１種以上の成分材料の輸送を容易に
するための、導管と流体連通する、ポンプ２６をさらに備える。この実施形態のポンプ２
６は蠕動ポンプであるが、システムの構成に適した任意の種類のポンプを備えてもよい。
【００３８】
　システムの容器１２は、２種以上の成分材料の相対的重量に少なくとも部分的に基づい
て材料を、凝集された成分材料に分離するように適合させることができる。成分材料は沈
降層に分離し、この実施形態の抽出装置は、沈降層の１つ以上を排出又は抽出するように
適合される。図１に示す実施形態では、抽出装置１６は、成分材料がそれぞれの沈降層に
分離したら容器内の最下層を排出するために容器１２の底部に向かって位置する末端を有
する収集ラインを備える。別法として又はこれに加えて、抽出装置は、容器に対する抽出
装置の構成に応じて、容器内の最上層又は最下層と最上層の間の１つ以上の層を排出する
ことができる。
【００３９】
　シリンジ１６と弁３４は、薬剤受け器１４と流体連通し、図２及び図３に示すように、
所定の量の薬剤を薬剤受け器から選択的に除去し、所定の量の薬剤を容器１２に導入する
。この例の抽出装置は、図４及び図５に示すように、材料と薬剤の混合を容易にするため
に、所定の量の材料を、以前に薬剤を導入した容器から抽出装置に吸引し、次いで、この
吸引された材料を容器に戻すようにさらに適合されることができる。混合段階を実施する
ため、弁３４は、受け器１４に対して閉じ、容器１２に対して開いて、シリンジ１６と容
器１２の間の流体連通を開く。凝集剤が容器１２の材料（例えば全血）と混合されると、
典型的には、その混合物が沈殿してその種々の沈降層を形成するための時間が必要である
。全血又は臍帯血を例えばデキストラン及びクエン酸ナトリウムと混合した場合、図６に
示すような沈殿は２０分以内に発生するはずである。
【００４０】
　センサ３２などの検知装置は、容器内での成分材料の１つ以上の位置又はレベルを判断
することによって、いつ成分材料が凝集してそれぞれの層に分離したかを決定するために
使用することができる。
【００４１】
　全血を処理するこの例で使用するための、考えられる薬剤の非限定的な例は、デキスト
ラン（凝集促進剤）及びクエン酸ナトリウム及びコハク酸ナトリウムであり、いずれも凝
集を促進する。これら３つの薬剤の例は、生物学的試料中のＷＢＣ及びＲＢＣなどの、異
なる種類の成分材料の凝集及び沈降を開始及び加速するための凝集剤及び／又は凝集促進
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剤として作用することによって、方法及びシステムを強化する。
【００４２】
　図７は、沈殿した混合物の最下層がシリンジ１６に引き込まれた状態を示す、図６に示
す実施形態の略図である。システムは、図７に示すＲＢＣなどの層のうち１つ以上が所定
の設定値に達するまで、層のうち１つ以上を抽出するように構成されることができる。セ
ンサ３２は、いつ設定値に達したかを判断するために使用することができる。ＲＢＣがシ
リンジ１６に戻されると、シリンジ１６と容器１２の間の弁３４が閉じ、ＲＢＣが漏出し
て容器に戻ることを防ぐ。図８は、抽出装置と容器の間の弁３４が閉位置にある状態を示
す、図７に示す実施形態の略図である。
【００４３】
　図９は、容器とポンプ２６の間のポンプ弁２８が開位置にあり、システムを流れる混合
物が容器１２から導管１８を通過して濾過装置２０に至る状態を示す、図８に示す実施形
態の略図である。混合物が濾過装置２０によって濾過されるとき、図１０に示すように、
この例では血漿である濾過廃液が濾過廃液受け器２２に回収される。システムは、容器１
２を通過して再循環する試料の体積が所定のレベルに達するまで、濾過装置２０を通過す
る試料の再循環を継続するように構成されることができる。例えば、センサは、容器１２
中の総有核細胞数（ＴＮＣ）の濃度レベルを光学的に監視するために使用することができ
る。
【００４４】
　濾過装置１６を掃除するために、ポンプ入口弁２８は、容器に対して閉じ、濾過廃液受
け器２２に対して開いて、廃濾液（この例では、血漿）が導管１８及び濾過装置２０を通
過して再循環できるようにする（図１１）。図１２は、廃濾液が、流体経路に捕捉された
目標保持液（例えばＴＮＣ）に代わるまで、システムを通ってポンプ注入される廃濾液を
示す、図１１に示すシステム１０の略図である。
【００４５】
　目標保持液は、生物材料から分離され、目標保持液受け器２４に回収されることを意図
する成分材料の１種以上を含む。この例では、目標保持液はＴＮＣを含む。目標保持液受
け器は、種々の血液成分用の回収袋など、所与の目的に適している任意の受け器であって
よい。処理される材料に応じて、複数の排水及び目標保持液受け器があってもよい。複数
の受け器の代わりに又はこれらに加えて、排水及び目標保持液受け器は、処理ごとに、さ
らに、回収が望ましい複数の成分材料があるときは単一の処理期間中にすら、交換可能と
することができる。システムはまた、所与の出発材料内の様々な種類の成分材料を捕らえ
て分類するために、一連の濾過装置と、排水及び目標保持液受け器とを備えてもよい。
【００４６】
　図１３は、図１２に示す段階の後のシステム１０を示し、ポンプ入口弁２８は廃濾液受
け器に対して閉位置にあって、容器に対して開位置にあり、ポンプと目標保持液受け器の
間にあるポンプ出口弁３０は、図１４に示すように目標保持液を目標保持液受け器に回収
するために開位置にある状態を示す。
【００４７】
　図１５に示すように、容器の底部に残った少量の目標保持液ですら、目標保持液受け器
に輸送することができる。しかし、図１６に示すように、ある残存量の目標保持液が、容
器と目標保持液受け器の間の導管内に残留してもよい。この導管内に残存する目標保持液
を洗浄及び回収するために、廃濾液が導管内に残存する目標保持液を目標保持液受け器に
押し込む（図１８）まで、ポンプ入口弁２８を廃濾液受け器に対して開いて（図１７）、
導管１８を通して廃濾液をポンプ注入する。
【００４８】
　システムの最終洗浄として、廃濾液（例えば血漿）がシステムを通って洗浄してもよい
。図１９に示すように、ポンプ出口弁は目標保持液受け器に対して閉じ、廃濾液がシステ
ムを通ってポンプ注入され、システム全体を洗浄して、に残った成分材料を容器内に回収
する。次に、この容器内の成分材料の回収物は、交換可能な補助濾液受け器に回収しても
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よいし又はこれに加えて、目標保持液受け器２４にも回収してもよい（図２０）。
【００４９】
　図１に示すシステムの濾過装置は、末梢血、臍帯血及び／又は骨髄などの生物学的複合
流体から細胞分画を単離することが可能である。システム１０の濾過装置を作製する方法
の一例を以下に記載する。
【００５０】
　システム１０は、システムによって処理可能な種々の材料、成分材料及び薬剤に関する
情報及びデータ並びにシステムが適合可能な機械変数及び環境変数に関する情報を保存す
るためのメモリ記憶装置などの、他の補助構成要素を備えてもよい。システムは、システ
ムのセンサによって収集された情報及びデータに応じて機械及び所与の処理の条件を直観
的に調整するようにプログラムされてもよい。メモリ記憶装置は、ＣＰＵ（中央処理装置
）のＲＯＭ（読み出し専用メモリ）、ＲＡＭ（ランダムアクセスメモリ）、若しくはＤＲ
ＡＭ（ダイナミックランダムアクセスメモリ）などのプロセッサに関連する任意の適切な
ハードドライブメモリ又はＤＶＤ若しくはＣＤなどの任意の適切なディスクドライブメモ
リ装置又はｚｉｐドライブ若しくはメモリカード若しくはメモリスティックを備えてもよ
い。メモリ記憶装置は、システムから遠隔にありながら、それでも、ハードワイヤードで
あろうとワイヤレスであろうと、任意の適切な接続装置又は通信ネットワークを介してア
クセスされてもよい。通信ネットワークとしては、ローカルエリアネットワーク、ケーブ
ルネットワーク、衛星ネットワーク及びインターネットがあるがこれらに限定されない。
プロセッサ又はＣＰＵは、マイクロプロセッサ、マイクロコントローラ及びデジタル信号
プロセッサ（ＤＳＰ）を含むことができる。
【００５１】
　システムは、使用者がシステムに情報を入力し、所与の処理の１回又は複数回の実行に
関する情報及びデータにアクセス及び表示し、情報及びデータを編集し、並びに／又はレ
ポートを生成できるための入力装置及び表示装置をさらに備えることができる。表示装置
は、デジタル画像を表示可能な任意の適切な装置を含んでもよく、これらの装置はＬＣＤ
又はＣＲＴを組み込んだ装置などであるが、これらに限定されない。
【００５２】
　特に明記しない限り、冠詞「ａ」は、冠詞「ａ」によって修飾される単語の１つ以上を
指す。特に明記しない限り、明細書及び請求項で使用される成分の量、分子量などの特性
、反応条件などを表す数字はすべて、あらゆる例で「約」という用語によって修飾される
ことを理解されたい。従って、特にそれとは反対の指示がない限り、以下の明細書及び添
付の特許請求の範囲に記載されている数値パラメータは、本発明により獲得しようと努め
られる所望の性質に応じて変化し得る近似値である。少なくとも、特許請求の範囲の等価
物の原則の適用例を限定しようとすることなく、各数値パラメータは、少なくとも、報告
された有効な桁数を考慮して、通常の丸め技法を適用することによって解釈するべきであ
る。
【００５３】
　「凝集剤」は、本明細書において、血球の凝集を容易にするのに役立つ分子と見なされ
る。凝集剤の例としては、フィブリノーゲン又はガンマグロブリンのようなある種のタン
パク質などの高分子量ポリマー分子、ゼラチン、並びにデキストラン、ヘタスターチ、ペ
ンタスターチ及びポリエチレングリコール（ＰＥＧ）のようなある種の多糖類があるが、
これらに限定されない。
【００５４】
　「キット」は、本明細書において、所与のアッセイ又は試験に必要な１種以上の反応物
、キットに存在する反応物を使用するための一連の指示及び反応条件を維持するために必
要な任意の緩衝液及びスピンカラム又はエッペンドルフチューブなどの他の任意選択の材
料と見なされる。
【００５５】
　血球を沈降させるための本発明の方法及びキットは、一般に、ＲＢＣの沈降を促進する
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ためにクエン酸ナトリウム又はコハク酸ナトリウムなどの１種以上の無毒性促進剤を加え
ることを含む。医療行為ではクエン酸ナトリウム及びコハク酸ナトリウムは既に非経口的
に投与されているので、これらの方法及びキットの無毒性促進剤は生体内の適用例でヒト
にとって安全であり、ＲＢＣの沈降後に回収された細胞を治療目的で使用してもよい。
【００５６】
　赤血球の沈降を促進するための方法の１つ以上の例では、種々の治療適用例に望ましい
高い細胞生存率を有するＴＮＣなどの純度が高い細胞の回収率が増加する。
【００５７】
　方法のうち１つ以上で使用される無毒性促進剤は、沈降の速度を増加させる。方法のう
ち１つ以上で使用される無毒性促進剤の非限定的な例は、クエン酸ナトリウム、コハク酸
ナトリウム及びそれらの組合せである。
【００５８】
　いくつかの例では、細胞を沈降させる方法は、種々の濃度範囲の凝集剤及び無毒性促進
剤を加えることによって処理される血球を含む試料を用意することを含む。適切な濃度範
囲の例としては、１０ｍＭ～１００ｍＭ、１２．５ｍＭ～７５ｍＭ、２５ｍＭ～７５ｍＭ
及び５０ｍＭ～７５ｍＭがあるが、これらに限定されない。
【００５９】
　いくつかの例では、試料中の細胞を沈降させる方法は、約１２．５ｍＭ～約１００ｍＭ
の最終濃度範囲を有する凝集剤及び無毒性促進剤を加えることによって処理される血球を
用意することを含み、この無毒性促進剤は、クエン酸ナトリウム、コハク酸ナトリウム又
はそれらの組合せである。いくつかの実施形態では、凝集剤はデキストランを含み、無毒
性促進剤はクエン酸ナトリウム、コハク酸ナトリウム又はそれらの組合せを含む。
【００６０】
　細胞を沈降させるためのキットの実施形態のうち１つ以上は、凝集剤と無毒性促進剤と
を含む。細胞を凝集させるためのキットの実施形態のうち１つ以上は、凝集剤と、クエン
酸ナトリウム又はコハク酸ナトリウム又はそれらの組合せを含む無毒性促進剤とを含む。
細胞を凝集させるためのキットの実施形態のうち１つ以上は、デキストランである凝集剤
と、無毒性促進剤とを含む。
【００６１】
　高い純度及び生存率で細胞を回収する方法は、一般に、凝集剤と、沈降させるための無
毒性促進剤を組合せて使用する。例えば、例の１つでは、赤血球を含む試料は、凝集剤及
び無毒性促進剤を加え、続いて試料のインキュベーションとＴＮＣの最後の回収を行うこ
とによって、処理される。
【００６２】
　赤血球を含む試料からＴＮＣの所定の割合を回収する方法のうち１つ以上は、凝集剤及
び無毒性促進剤を所定の濃度で加える段階、続いて試料のインキュベーションを行う段階
、総有核細胞数を最後に回収する段階を含む。特定の実施形態では、促進剤は、クエン酸
ナトリウム又はコハク酸ナトリウム又はそれらの組合せである。
【実施例】
【００６３】
　本発明の実施は、以下の例からより良く理解されるであろう。これらの例は、説明のた
めに本明細書に記載されているに過ぎず、決して本発明を限定すると解釈されるべきでは
ない。
【００６４】
　実施例１
　材料：ヒトの末梢血を実験に使用した。この例で使用したデキストランＴ５００は、Ｐ
ｈａｒｍａｃｏｓｍｏｓ社（デンマーク）から入手した。クエン酸ナトリウム二水和物は
Ｊ　Ｔ　Ｂａｋｅｒ社から入手した。コハク酸ナトリウムはＳｉｇｍａ社（米国ミズーリ
州セントルイス）から入手した。
【００６５】
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　赤血球凝集の程度は、様々な生体適合性促進剤の存在下で生体外にて測定した。凝集促
進剤のない対照試料は、血液試料２．４ｍｌと３％デキストランＴ５００含有リン酸緩衝
生理食塩水（ＰＢＳ）２．４ｍｌを混合することによって調製し、次いでインキュベート
した（デキストランの最終濃度は１．５％であった）。２つの試験試料も調製した。第１
の試験試料は、血液試料２．４ｍｌと３％デキストランＴ５００及び１００ｍＭクエン酸
ナトリウム含有ＰＢＳ２．４ｍｌを混合することによって調製し、次いでインキュベート
した（デキストランの最終濃度は１．５％、クエン酸ナトリウムの最終濃度は５０ｍＭで
あった）。第２の試験試料は、血液試料２．４ｍｌと３％デキストランＴ５００及び１０
０ｍＭコハク酸ナトリウム含有ＰＢＳ２．４ｍｌを混合することによって調製し、次いで
インキュベートした（デキストランの最終濃度は１．５％、コハク酸ナトリウムの最終濃
度は５０ｍＭであった）。対照試料及び試験試料のインキュベーション時間は約２０分で
あり、室温で行った。
【００６６】
　赤血球が沈降した後、上澄み液を回収した。次に、回収した上澄み液の量を測定した。
各実験を３回繰り返し（ｎ＝３）、各セットの標準偏差を計算した。最終データを図２１
の棒グラフに示す。対照（デキストランのみ）の方が標準偏差の値が高いことは、おそら
く圧縮が小さく、上澄み液の回収率が少ないことに起因する。
【００６７】
　図２１は、クエン酸ナトリウム及びコハク酸ナトリウムが赤血球凝集に及ぼす影響の一
例である。デキストランの存在下で回収された上澄み液の体積を対照とし、これと、クエ
ン酸ナトリウム及びデキストランの存在下又はコハク酸ナトリウム及びデキストランの存
在下で回収された上澄み液の体積と比較する。凝集の程度は、回収された上澄み液の体積
を反映する。圧縮を増加させると、凝集の程度が向上し、上澄み液の回収率が改善する。
実験は室温で行い、この例において凝集させるためのインキュベーション時間は約２０分
であった。
【００６８】
　実施例２
　赤血球凝集の効率を、様々な濃度の無毒性促進剤の存在下で生体外にて測定した。１．
５％デキストランＴ５００と共に、促進剤を加えずにインキュベートした血液試料を対照
とする。対照試料は、血液試料２．０ｍｌと３％デキストランＴ５００含有ＰＢＳ２．０
ｍｌを混合することによって調製した。１．５％デキストランＴ５００並びに促進剤とし
て１２．５ｍＭ、２５ｍＭ、５０ｍＭ、７５ｍＭ及び１００ｍＭのクエン酸ナトリウムを
含有する血液試料を試験試料とした。この試験試料は、血液試料２．０ｍｌと、３．０％
デキストランＴ５００並びに２５ｍＭ、５０ｍＭ、１００ｍＭ及び１５０ｍＭのクエン酸
ナトリウムをそれぞれ含有するＰＢＳ２．０ｍｌを混合することによって調製し、各試験
試料のデキストランの最終濃度は１．５％になり、それぞれの試験試料のクエン酸ナトリ
ウムの最終濃度は１２．５ｍＭ、２５ｍＭ、５０ｍＭ及び７５ｍＭとなった。対照及び試
験セット用の試料を室温で２０分インキュベートした。
【００６９】
　赤血球が沈降した後、流体を回収した。次に、回収した上澄み液の体積を測定した。各
実験を３回繰り返し（ｎ＝３）、各セットの標準偏差を計算した。最終データを図２２の
棒グラフに示す。
【００７０】
　本明細書では本発明のいくつかの特徴のみについて例示し説明して来たが、当業者には
多くの修正や変更が明らかであろう。従って、特許請求の範囲はかかる修正や変更のすべ
てを本発明の真の範囲内に入るものとして包含するものと了解されたい。
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