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(57)【要約】
　本発明は、増殖ヒト臍帯血幹／前駆細胞サンプルプー
ルを選択する工程、および必要とする人間の患者に選択
された増殖ヒト臍帯血幹／前駆細胞サンプルプールを投
与する工程によって、患者に造血機能を提供するための
方法および組成物に関し、上記プール中の各サンプルは
、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血か
ら由来し、上記プール中の上記サンプルは、上記患者に
よって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝
子の型で集合的に上記患者と不適合とならない。また、
本明細書において、上記増殖ヒト臍帯血幹／前駆細胞サ
ンプルを得るための方法、および凍結増殖ヒト臍帯血幹
／前駆細胞サンプルのバンク、そのようなバンクを生成
するための方法が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するための方法であって、
　上記患者に増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプール、またはそのアリコートを投与する工
程を含み、
　上記プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記プール中
の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由来し、上記プ
ール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立
遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならず、
　上記プール中の上記増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルそれぞれには、増殖技術が施されて
おり、この増殖技術によって、増殖技術が施されたヒト臍帯血幹細胞サンプルのアリコー
トにおける造血幹細胞、または造血幹前駆細胞は、増殖技術が施される前の上記ヒト臍帯
血幹細胞サンプルのアリコートに対して、少なくとも５０倍増加することが示される、方
法。
【請求項２】
　上記造血幹細胞、または造血幹前駆細胞は、ＣＤ３４＋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】
　上記プール中の２つ以上のサンプルは、上記患者によって確立しかつ上記サンプルによ
って確立した１つまたは２つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で、上記患者と不適合と
なる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　上記プール中の２つ以上のサンプルは、上記患者によって確立した２つのＨＬＡ抗原ま
たは対立遺伝子の型で、上記患者と不適合となる、請求項１～３の何れか一項に記載の方
法。
【請求項５】
　造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するための方法であって、
　（ａ）複数の増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールから上記患者に投与するための増殖
ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを選択する工程と、
　（ｂ）上記患者に上記選択したサンプルまたはそのアリコートを投与する工程と、を含
み、
　上記プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記プール中
の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由来し、上記プ
ール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立
遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない、方法。
【請求項６】
　上記選択する工程は、さらに、２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子が上記患者に
よって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型の患者と不適合となるサンプルを有する
サンプルプールを取り除く工程を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　上記選択する工程は、さらに、２つまたは１つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子が上記患
者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型の患者と不適合となるサンプルを有
するサンプルプールを受入れる工程を含む、請求項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　上記選択する工程は、さらに、２つまたは１つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子が上記患
者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型の患者と不適合となるサンプルを有
するサンプルプールを受入れる工程を含む、請求項５～７の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　上記選択は、少なくとも５０個の凍結された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールの中
から行われる、請求項５～８の何れか一項に記載の方法。



(3) JP 2013-523842 A 2013.6.17

10

20

30

40

50

【請求項１０】
　各プール内のすべてのサンプルは、同じ人種の人間の臍帯血および/または胎盤血に由
来する、請求項１～９の何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　各プール内のすべてのサンプルは、同じ民族の人間の臍帯血および/または胎盤血に由
来する、請求項１～９の何れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　上記各増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールは、少なくとも７、５００万個の生存ＣＤ
３４＋細胞を含んでいる、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　一人の人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から得られ単離された、ヒト臍帯血
幹細胞またはヒト臍帯血幹前駆細胞を生体外で増殖させる工程を含む方法によって、各プ
ール中の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルそれぞれを生成する工程をさらに含む、請
求項１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　各プール中の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルそれぞれには、増殖技術が施されて
おり、この増殖技術によって、増殖技術が施されたヒト臍帯血幹細胞サンプルのアリコー
トにおける造血幹細胞、または造血幹前駆細胞は、上記増殖技術が施される前の上記ヒト
臍帯血幹細胞サンプルのアリコートに対して、少なくとも５０倍増加することが示される
、請求項５～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　上記造血幹細胞、または造血幹前駆細胞は、陽性のＣＤ３４＋である、請求項１４に記
載の方法。
【請求項１６】
　上記増殖させる工程は、上記ヒト臍帯血幹細胞を、Ｎｏｔｃｈ機能を持つアゴニストに
接触させる工程を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　各プール中の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルそれぞれには、増殖技術が施されて
おり、この増殖技術によって、増殖技術が施されたヒト臍帯血幹細胞サンプルにおけるＳ
ＣＩＤ再構築細胞の数は、上記増殖技術が施される前の上記ヒト臍帯血幹細胞サンプルに
対して、増加することが示される、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　上記増殖技術によって、増殖技術が施されたヒト臍帯血幹細胞サンプルのアリコートに
おけるＣＤ３４＋細胞は、上記増殖技術が施される前の上記ヒト臍帯血幹細胞サンプルの
アリコートに対して、少なくとも５０倍増加することが示される、請求項１４に記載の方
法。
【請求項１９】
　上記各増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールは、上記投与する工程の前に凍結され、
　上記投与する工程の前に各プールを解凍する工程をさらに含むことを特徴とする請求項
１～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するための方法であって、
　（ａ）それぞれが出生時の異なる人間から得られた少なくとも２つの臍帯血および／ま
たは胎盤血のサンプルをプールして、プールされた臍帯血を生成する工程と、
　（ｂ）プールされた臍帯血からの造血幹細胞または造血幹前駆細胞を濃縮して、造血幹
細胞または造血幹前駆細胞を濃縮した集団を生成する工程と、
　（ｃ）造血幹細胞または造血幹前駆細胞を濃縮した集団を生体外で増殖させて、増殖幹
細胞サンプルを生成する工程と、
　（ｄ）造血機能を必要とする人間の患者に上記増殖幹細胞サンプルまたはそのアリコー
トを投与する工程とを含み、
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　上記増殖幹細胞サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または
対立遺伝子の型で不適合とならない、方法。
【請求項２１】
　上記工程（ｃ）の後かつ上記工程（ｄ）の前に、上記増殖幹細胞サンプルを凍結し解凍
する工程をさらに含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　上記患者は、汎血球減少症または好中球減少症に罹患している、請求項１～２１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　上記汎血球減少症または好中球減少症は、強化化学療法、造血細胞移植のための骨髄機
能廃絶療法、または急性電離放射線への暴露によって引き起こされる、請求項２２に記載
の方法。
【請求項２４】
　増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結バンクを生成するための方法であって、
　（ａ）異なる二人以上の人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血のプールから得ら
れた造血幹細胞または造血幹前駆細胞を濃縮した集団内に存在するヒト臍帯血幹細胞を生
体外で増殖させて、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを生成する工程と、
　（ｂ）上記増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを凍結して、増殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サ
ンプルを生成する工程と、
　（ｃ）上記増殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サンプルを保存する工程と、
　（ｄ）上記工程（ａ）～（ｃ）を少なくとも５０回繰り返して、少なくとも５０個の増
殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結保存バンクを生成する工程と、を含み、
　上記工程（ａ）～（ｄ）は、上記記載の順序で行われる、方法。
【請求項２５】
　上記増殖ヒト臍帯血幹細胞の各凍結サンプルに対して、増殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サ
ンプルを他の増殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サンプルと区別する識別子を割り当てる工程を
さらに含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　一つまたは複数のコンピュータデータベースに各識別子を格納する工程をさらに含み、
　上記格納された識別子は、上記識別子に対応する増殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サンプル
が保存される上記バンク内の物理的な位置情報に関連付けられている、請求項２４または
２５に記載の方法。
【請求項２７】
　少なくとも５０ユニットの増殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サンプルプールを含み、各プー
ルは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記プール中の各サンプ
ルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由来し、上記プール中の上
記サンプルは、各プール中のサンプルそれぞれによって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原
または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない、血液バンク。
【請求項２８】
　造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するために用いられる増殖ヒト臍帯
血幹細胞の凍結サンプルを選択するためのコンピュータで行われる方法であって、
　（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子か
ら識別子を選択する工程と、
　（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示する工程と、を含み、
　上記工程（ａ）において、各識別子は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結保存プー
ルを識別し、各プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記
プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由来し
、選択された識別子によって識別されたプール中のサンプルは、患者によって確立した２
つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならず、上記
選択では、上記識別子によって識別されるプールまたはそのアリコートの、必要とする患
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者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを識別するとともに、
　上記工程（ａ）および（ｂ）は、適切にプログラムされたコンピュータによって実行さ
れる、方法。
【請求項２９】
　上記出力または表示する工程では、さらに、上記識別子によって識別された増殖ヒト臍
帯血幹細胞サンプルの各プールの物理的な位置情報を出力または表示する、請求項２８に
記載の方法。
【請求項３０】
　識別された各増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールのロボット検索を実行する工程をさ
らに含む、請求項２８または２９に記載の方法。
【請求項３１】
　コンピュータシステムと併用され、コンピュータ読み取り可能な記憶媒体とその中に埋
め込まれたコンピュータプログラム機構とを含むコンピュータプログラムプロダクトであ
って、
　上記コンピュータプログラム機構は、
　（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子か
ら識別子を選択するための実行可能な命令と、
　（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示するための実行可能な命令と、を含み、
　上記実行可能な命令（ａ）において、各識別子は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍
結保存プールを識別し、各プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを
含み、上記プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血
から由来し、選択された識別子によって識別されたプール中のサンプルは、患者によって
確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とな
らず、上記選択では、上記識別子によって識別されるプールまたはそのアリコートの、必
要とする患者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを識別する、コン
ピュータプログラムプロダクト。
【請求項３２】
　プロセッサと、
　上記プロセッサに結合され、モジュールを格納しているメモリと、を備え、
　上記モジュールは、
　（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子か
ら識別子を選択するための実行可能な命令と、
　（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示するための実行可能な命令と、を含み、
　上記実行可能な命令（ａ）において、各識別子は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプー
ルを識別し、各プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記
プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由来し
、選択された識別子によって識別されたプール中のサンプルは、患者によって確立した２
つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならず、上記
選択では、上記識別子によって識別されるプールまたはそのアリコートの、必要とする患
者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを識別する、装置。
【請求項３３】
　上記選択は、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞を有さないサンプル含むプー
ルを除外することを含む、請求項４～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　上記選択は、患者の体重１ｋｇ当たり５０万個を超えるＣＤ３＋細胞を有するサンプル
を含むプールを除外することをさらに含む、請求項４～１８および３３のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項３５】
　上記選択は、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞を含まないプールを除外する
ことを含む、請求項２８～３０のいずれか一項に記載のコンピュータで行われる方法。
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【請求項３６】
　上記選択は、患者の体重１ｋｇ当たり５０万個を超えるＣＤ３＋細胞を含むプールを除
外することをさらに含む、請求項２８～３０および３５のいずれか一項に記載のコンピュ
ータで行われる方法。
【請求項３７】
　上記選択は、さらに、サンプルプールを受入れることを含み、上記プール中のサンプル
は、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記
患者と不適合とならない、請求項２８～３０、３５、および３６のいずれか一項に記載の
コンピュータで行われる方法。
【請求項３８】
　上記選択するための実行可能な命令は、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞を
含まないプールを識別する識別子を除外する指令を含む、請求項３１に記載のコンピュー
タプログラムプロダクト。
【請求項３９】
　上記選択するための実行可能な命令は、患者の体重１ｋｇ当たり５０万個を超えるＣＤ
３＋細胞を含むプールを識別する識別子を除外することをさらに含む、請求項３１または
３８に記載のコンピュータプログラムプロダクト。
【請求項４０】
　上記選択するための実行可能な命令は、サンプルプールを識別する識別子を受入れるこ
とを含み、上記プール中のサンプルは、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原ま
たは対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない、請求項３１、３８および３
９の何れか一項に記載のコンピュータプログラムプロダクト。
【請求項４１】
　上記選択するための実行可能な命令は、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞を
含まないプールを識別する識別子を除外する命令を含む、請求項３２に記載の装置。
【請求項４２】
　上記選択するための実行可能な命令は、患者の体重１ｋｇ当たり５０万個を超えるＣＤ
３＋細胞を含むプールを識別する識別子を除外する命令をさらに含む、請求項３２または
４１に記載の装置。
【請求項４３】
　上記選択するための実行可能な命令は、サンプルプールを識別する識別子を受入れるこ
とを含み、上記プール中のサンプルは、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原ま
たは対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない、請求項３２、４１および４
２の何れか一項に記載の装置。
【請求項４４】
　上記選択は、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集
合的に上記患者と不適合となるサンプルプールを識別する識別子を取り除くことを含む、
請求項２８～３０、および３５～３７のいずれか一項に記載のコンピュータで行われる方
法。
【請求項４５】
　上記選択するための実行可能な命令は、さらに、患者によって確立した２つを超えるＨ
ＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合となるサンプルプールを識別
する識別子を取り除く命令を含む、請求項３１、および３８～４０の何れか一項に記載の
コンピュータプログラムプロダクト。
【請求項４６】
　上記選択するための実行可能な命令は、さらに、患者によって確立した２つを超えるＨ
ＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合となるサンプルプールを識別
する識別子を取り除く命令を含む、請求項３２、および４１～４３の何れか一項に記載の
装置。
【請求項４７】
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　上記投与する工程の前に、上記２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルをプー
ルし上記プールを作成する工程を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４８】
　上記プールする工程の前に、上記２つ以上の増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを選択し上
記プールを作成する工程を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　上記異なるサンプルそれぞれは、上記選択する時点で凍結されており、
　上記選択する工程後で、かつ上記プールする工程前に、選択されたサンプルを解凍する
工程を含む、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　上記選択する工程は、続いて、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対
立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならないようにプールするためにサンプルを
受入れる工程を含む、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するために用いられる増殖ヒト臍帯
血幹細胞の凍結サンプルを選択するためのコンピュータで行われる方法であって、
　（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子を
選択する工程と、
　（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示する工程と、を含み、
　上記工程（ａ）において、各識別子は、１人以上の異なる人間の出生時の臍帯血および
／または胎盤血から由来する増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結保存プールを識別し、
選択された識別子は、その識別子により識別された、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルまた
はそのアリコートの必要とする患者への投与のために解凍されプールされる増殖ヒト臍帯
血幹細胞の凍結サンプルを識別する、方法。
【請求項５２】
　コンピュータシステムと併用され、コンピュータ読み取り可能な記憶媒体とその中に埋
め込まれたコンピュータプログラム機構とを含むコンピュータプログラムプロダクトであ
って、
　上記コンピュータプログラム機構は、
　（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子を
選択するための実行可能な命令と、
　（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示するための実行可能な命令と、を含み、
　上記実行可能な命令（ａ）において、各識別子は、１人以上の異なる人間の出生時の臍
帯血および／または胎盤血から由来する増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結保存プール
を識別し、選択された識別子は、その識別子により識別された、増殖ヒト臍帯血幹細胞サ
ンプルまたはそのアリコートの必要とする患者への投与のために解凍されプールされる増
殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サンプルを識別する、コンピュータプログラムプロダクト。
【請求項５３】
　プロセッサと、
　上記プロセッサに結合され、モジュールを格納しているメモリと、を備え、
　上記モジュールは、
　（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子か
ら識別子を選択するための実行可能な命令と、
　（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示するための実行可能な命令と、を含み、
　上記実行可能な命令（ａ）において、各識別子は、１人以上の異なる人間の出生時の臍
帯血および／または胎盤血から由来する増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結保存プール
を識別し、選択された識別子は、その識別子により識別された、増殖ヒト臍帯血幹細胞サ
ンプルまたはそのアリコートの必要とする患者への投与のために解凍されプールされる増
殖ヒト臍帯血幹細胞の凍結サンプルを識別する、装置。
【請求項５４】
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　６つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型が上記患者によって確立した、請求項１に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本出願は、２０１０年４月９日に提出された米国仮出願第６１／３２２、５７５号の利
益を享受し、その全容を本明細書に参考のために示す。
【０００２】
　本発明は、米国保健社会福祉省（ＨＨＳ／ＯＳ／ＡＳＰＲ／ＢＡＲＤＡ）によって授与
された助成金Ｎｏ．ＨＨＳ０１００２００８００６４Ｃおよび米国保健社会福祉省の国立
衛生研究所の国立心肺血液研究所によって授与された助成金Ｎｏ．１ＲＣ２ＨＬ１０１８
４４の下に政府の支援でなされたものである。米国政府は、本発明に一定の権利を有する
。
【０００３】
　１．発明の属する技術分野
　本発明は、プール中のサンプルが患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または
対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならないように、患者への投与のために増
殖ヒト臍帯血幹／前駆細胞サンプルプールを選択し、上記選択された増殖ヒト臍帯血幹／
前駆細胞サンプルプールを患者に投与することによって、造血機能を必要とする人間の患
者に造血機能を提供するための方法および組成物に関する。また、本明細書において、上
記増殖ヒト臍帯血幹／前駆細胞サンプルプールを得るための方法、および凍結増殖ヒト臍
帯血幹／前駆細胞サンプルプールのバンク、そのようなバンクを生成するための方法が提
供される。
【０００４】
　２．発明の背景
　持続性汎血球減少症は、強化化学療法レジメン、造血細胞移植（hematopoietic cell t
ransplantation；ＨＣＴ）のための骨髄機能を廃絶する強度低下療法、および急性電離放
射線への暴露の後によく見られる症状である。特に懸念されるのは、抗菌療法の向上にも
関わらず感染の大きなリスクを招き、罹患率及び死亡率を増加させる好中球減少症である
。従って、高用量化学療法および／または高線量放射線治療の後に見られる持続性汎血球
減少症／好中球減少症を根絶し、より迅速な造血機能回復を潜在的に促すことのできる新
規な治療法が必要とされている。
【０００５】
　これまで臍帯血幹細胞の増殖技術が記載されている（例えば、米国特許第７，３９９，
６３３号（Bernstein et al)およびDelaney et al,2010, Nature Med. 16(2): 232-236参
照）。Delaney et alには、ＨＬＡ適合に基づいて選択し、生体外で増殖させ、事前に低
温保存しておいた臍帯血幹細胞を注入した後で迅速な生着が観察されたことが報告されて
いる。
【０００６】
　国際公報第ＷＯ２００６／０４７５６９号には、通常はリンパ細胞系に分化せず、細胞
のレシピエントに対してＭＨＣ不適合となり得る骨髄系前駆細胞を増殖させる方法が開示
されている。
【０００７】
　国際公報第ＷＯ２００７／０９５５９４号には、臍帯血幹細胞移植片と併せて骨髄系前
駆細胞を投与することによって臍帯血幹細胞の生着を促進する方法が開示されている。こ
こで、例えば、臍帯血幹細胞移植片は、レシピエント患者の細胞に対して二つ以上のＭＨ
Ｃ不適合を有しているため、部分的に最適化された状態となっている。
【０００８】
　米国特許第５，００４，６８１号（Boyse et al）には、造血機能を再構築するために
ヒト臍帯血幹細胞を用いることが開示されている。
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【０００９】
　２．１　ヒト白血球抗原
　ヒト白血球抗原（human leukocyte antigen；ＨＬＡ）とは、ヒトにおける主要組織適
合複合体（major histocompatibility complex；ＭＨＣ）の名称である。超遺伝子座には
、ヒトにおける免疫系の機能に関連する遺伝子が多数含まれている。この遺伝子群は、染
色体６に座乗し、細胞表面の抗原提示細胞及びその他たくさんの遺伝子をコードする。Ｈ
ＬＡ遺伝子は、ほとんどの脊椎動物に見られ（よってＭＨＣ遺伝子の中で最も研究されて
いる）ヒト版のＭＨＣ細胞である。ＨＬＡ遺伝子によってコードされたタンパク質は、臓
器移植要因としての歴史的発見により、抗原としても知られている。主要なＨＬＡ抗原は
、免疫機能にとって必須要素であるとともに、異なるクラスがあり、それぞれに異なる機
能がある。
【００１０】
　クラスＩＨＬＡ抗原（ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、およびＨＬＡ－Ｃ）は、人体のほとん
どすべての細胞（赤血球細胞と中枢神経系の細胞を除く）の表面上で発現し、細胞表面上
にペプチドを呈する膜貫通タンパクであり、上記ペプチドは、プロテアソームで分解され
る消化タンパクから生成される。
【００１１】
　クラスＩＩＨＬＡ抗原（ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬＡ－ＤＭ、ＨＬＡ－ＤＯＡ、ＨＬＡ－ＤＯ
Ｂ、ＨＬＡ－ＤＱ、およびＨＬＡ－ＤＲ）は、細胞の外部からＴリンパ球にかけて抗原を
呈する。これら特定の抗原により、ヘルパーＴ細胞の増殖が促進され、これらヘルパーＴ
細胞により、抗体産生Ｂ細胞によるそれら特定の抗原に対する抗体の産生が促進される。
自己抗原はサプレッサＴ細胞によって抑制される。
【００１２】
　クラスＩＩＩＨＬＡ抗原は、補体系の成分をコードする。
【００１３】
　ＨＬＡ抗原には他の役割がある。ＨＬＡ抗原は、病気の防御に重要である。また、ＨＬ
Ａ抗原は、臓器移植拒否反応の原因であることが考えられる。また、ＨＬＡ抗原は、癌を
防ぐと考えられ、または（感染により下方制御された場合は）癌を防げないと考えられる
。そして、ＨＬＡ抗原は、Ｉ型糖尿病や腹腔病等の自己免疫疾患を媒介するとも考えられ
る。さらに、生殖の点から見て、ＨＬＡ抗原は、人々の個々の臭いに関連し、伴侶の選択
に関与しているとも考えられる。
【００１４】
　ヒトの集団におけるＨＬＡの多様性は、病気の防御の一面であり、結果として、二人の
関係のない個人がすべての遺伝子座上で同一のＨＬＡ分子を有する可能性は非常に低い。
従って、従来技術では、レシピエントがドナー組織に拒絶反応を示すのを避けるために、
または、造血幹細胞移植の場合は、提供された造血幹細胞がレシピエントを攻撃する可能
性を避けるために適切な対立遺伝子マッチングを決定するＨＬＡ適合試験が必要であった
。ほとんどの組織適合試験は、識別されたＨＬＡ抗原に対して特異的な抗体を用いた血清
学的方法によって行われる。ＨＬＡ対立遺伝子適合試験には、ＨＬＡ抗原をコードする遺
伝子中で多型を検出するＤＮＡに基づいた方法も用いられる。現在、臍帯血幹細胞移植の
臨床現場では、ドナー組織とレシピエントとのＨＬＡ適合試験は、六つのＨＬＡ抗原また
は対立遺伝子を決定することによって行われ、通常これらは遺伝子座ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ
－Ｂ、ＨＬＡ－ＤＲのそれぞれに二つずつ位置するか、遺伝子座ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ
、ＨＬＡ－Ｃ、ＨＡＬ－ＤＲＢ１、ＨＬＡ－ＤＱＢ１、ＨＬＡ－ＤＰＢ１のそれぞれに一
つずつ位置する（例えば、Kawase et al, 2007, Blood 110:2235-2241参照）。ＨＬＡ適
合試験は、（１）ＨＬＡ対立遺伝子を決定すること、および／または（２）ＨＬＡ抗原を
血清学的に決定することによって行われる。ここで、（１）は対立遺伝子に対して特異的
な配列を決定することによってＤＮＡ配列レベルで行われ、（２）はＨＬＡ抗原に対して
特異的な抗体を介して行われる。
【００１５】
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　２．２　造血幹細胞
　造血幹細胞は、多能性であり、最終的に全種類の最終分化血液細胞を生み出す。造血幹
細胞は、自己再生したり、より方向が決まった(committed)前駆細胞に分化したりするこ
とができる。これらの前駆細胞は、ほんの数種類の血液細胞の原細胞であると不可逆的に
決定される。例えば、造血幹細胞は、（ｉ）最終的に単球、およびマクロファージ、好中
球、好塩基球、好酸球、赤血球、巨核球／血小板、樹状細胞を生み出す骨髄前駆細胞、ま
たは、（ｉｉ）最終的にＴ細胞、Ｂ細胞、およびナチュラルキラー細胞（ＮＫ細胞）と呼
ばれるリンパ球様細胞を生み出すリンパ球前駆細胞に分化することができる。幹細胞が骨
髄前駆細胞に分化すると、その後代はリンパ球系細胞を生み出すことができない。同様に
、リンパ球前駆細胞は骨髄系細胞を生み出すことができない。血液生成と造血幹細胞分化
の一般的な説明については、Chapter 17, Differentiated Cells and the Maintenance o
f Tissues, Alberts et al, 1989, Molecular Biology of the Cell, 2nd Ed., Garland 
Publishing, New York, NY; Chapter 2 of Regenerative Medicine, Department of Heal
th and Human Services, August 2006(http://stemcells.nih.gov/info/scireport/2006r
eport.htm)、およびChapter 5 of Hematopoietic Stem Cells,2009,Stem Cell Informati
on, Department of Health and Human Services (http://stemcells.nih.gov/info/scire
port/chapter5.asp)を参照。
【００１６】
　これまで、造血幹細胞の特性を明らかにするため、生体外および生体内検定法が開発さ
れてきた。例として、脾臓コロニー形成（spleen colony forming；ＣＦＵ－Ｓ）検定法
と免疫不全マウスにおける再構成検定法が挙げられる。また、モノクローナル抗体認識に
よって規定される細胞表面タンパク質マーカーの有無によって造血幹細胞を認識し、単離
することも行われてきた。上記マーカーとしては、特に限定されないが、Ｌｉｎ、ＣＤ３
４、ＣＤ３８、ＣＤ４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５９、ＣＤ９０、ＣＤ１０
９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、ＨＬＡ　ＤＲ、およびこれらの組み合わせが
挙げられる（Chapter 2 of Regenerative Medicine, Department of Health and Human S
ervices, August 2006 (http://stemcells.nih.gov/info/scireport/2006report.htm)お
よび上記文献で引用された参考文献参照）。
【００１７】
　２．３　Ｎｏｔｃｈ経路
　Ｎｏｔｃｈファミリーのメンバーは、多くの無脊椎動物系における初期の発達段階で細
胞間相互作用や細胞運命の決定において中心的な役割を担う巨大膜貫通タンパクコードす
る（Simpson, 1995, Nature 375:736-7; Artavanis-Tsakonis et al, 1995, Science. 26
8:225-232; Simpson, 1998, Semin. Cell Dev. Biol. 9:581-2; Go et al, 1998, Develo
pment. 125:2031-2040; Artavanis-Tsakonas and Simpson, 1991, Trends Genet. 7:403-
408）。Ｎｏｔｃｈ受容体は、さまざまな種類の細胞が、直接隣接した細胞がとった分化
経路に基づいて、選択的分化経路の中から分化経路を選択することを可能にする高度に保
存された経路の一部である。この受容体は、明らかでない共通ステップを通して作用する
と考えられる。この共通ステップは、方向が決まっていない細胞の反応性を阻害し２つの
選択的運命のうち１つを選ぶことによって、方向が決まっていない(uncommitted)細胞の
分化状態への進行を制御する。これによって、細胞は、分化を遅らせたり、適切な発生信
号の存在下では、非抑制経路に沿って分化したりすることができる。
【００１８】
　遺伝分子学的な研究により、Ｎｏｔｃｈシグナリング経路の個別要素を規定する遺伝子
群が同定された。これらさまざまな要素は、もっぱら初期のガイドとして遺伝子ツールを
用いてショウジョウバエ（Ｄｒｏｐｈｉｌｉａ）から同定されてきたが、後の研究により
、ヒトを含む脊椎動物種における相同タンパク質が同定された。既知のＮｏｔｃｈ経路要
素の分子関係ならびにそれらの細胞内局在は、Artavanis-Tsakonas et al, 1995, Scienc
e 268: 225-232; Artavanis-Tsakonas et al, 1999, Science 284: 770-776およびKopan 
et al, 2009, Cell 137: 216-233に記述されている。ＤｅｌｔａおよびＳｅｒｒａｔｅ（
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またはＳｅｒｒａｔｅの哺乳類ホモログであるＪａｇｇｅｄ）は、Ｎｏｔｃｈの細胞外リ
ガンドである。ＤｅｌｔａおよびＳｅｒｒａｔｅ（ここで「Ｓｅｒｒａｔｅ」は、Ｄｒｏ
ｐｈｉｌｉａ　Ｓｅｒｒａｔｅおよびその哺乳類ホモログであるＪａｇｇｅｄの両方を意
味する）におけるＮｏｔｃｈへの結合に関与する部分は、ＤＳＬドメインと呼ばれる。こ
のドメインは、タンパク質の細胞外ドメインに位置している。Ｎｏｔｃｈの細胞外ドメイ
ンにおける上皮成長因子様リピート（epidermal growth factor-like repeats；ＥＬＲｓ
）１１および１２は、Ｄｅｌｔａ、Ｓｅｒｒａｔｅ、およびＪａｇｇｅｄへの結合に関与
している（Artavanis-Tsakonas et al, 1995, Science 268: 225-232およびKopan et al,
 2009, Cell 137: 216-233参照）。
【００１９】
　２．４　血液形成におけるＮｏｔｃｈ経路
　ヒトＣＤ３４＋前駆細胞におけるＮｏｔｃｈ－１　ｍＲＮＡ発現を根拠にして、血液形
成におけるＮｏｔｃｈシグナリングが果たす役割が推測された（Milner et al, 1994, Bl
ood 3:2057-62）。このことは、Ｎｏｔｃｈ－１およびＮｏｔｃｈ－２タンパク質が造血
前駆細胞中に存在し、Ｔ細胞、Ｂ細胞、および単球中により多く存在しているという実証
と、造血基質におけるＪａｇｇｅｄ－１タンパク質の実証とによって支持されている（Oh
ishi et al, 2000, Blood 95:2847-2854; Varnum-Finney et al, 1998, Blood 91:4084-9
1; Li et al, 1998, Immunity 8:43-55）。
【００２０】
　Ｎｏｔｃｈシグナリングが果たす生理学的な役割の最も明らかな証拠は、活性化された
Ｎｏｔｃｈ－１が、Ｂ細胞の成熟を抑制する一方で、Ｔ細胞の成熟を可能にするというこ
とを示したＴ細胞発生の研究によってもたらされた（Pui et al, 1999, Immunity 11:299
-308）。これに対して、ＨＥＳ－１をノックアウトすることによるＮｏｔｃｈ－１の不活
性化すなわちＮｏｔｃｈを介したシグナリングの阻害によって、Ｔ細胞の発生は抑制され
たが、Ｂ細胞の発生は可能になった（Radtke et al, 1999, Immunity 10: 47-58; Tomita
 et al, 1999, Genes Dev. 13:1203-10）。Ｔ細胞およびＢ細胞の発生におけるＮｏｔｃ
ｈ－１のこれらの相反する効果によって、Ｎｏｔｃｈ－１が共通のリンパ球前駆細胞によ
る運命決定を調節している可能性が提起される。
【００２１】
　遺伝子導入マウスの他の研究により、活性化されたＮｏｔｃｈ－１が、ＣＤ４表現型を
とる細胞とＣＤ８表現型をとる細胞ならびにαβ細胞への運命をとる細胞とγδ細胞への
運命をとる細胞の割合に影響を及ぼすことが分かっている（Robey et al, 1996, Cell 87
:483-92; Washburn et al, 1997, Cell 88:833-43）。このことは、一般的な前駆細胞に
よる運命決定に対する効果を反映しているかもしれないが、より最近の研究により、これ
らの効果は、Ｎｏｔｃｈ－１の反アポトーシス効果に起因する可能性があることが示唆さ
れている（Deftos et al , 1998, Immunity 9:777-86; Jehn et al, 1999, J Immunol. 1
62:635-8）。この反アポトーシス効果は、分化するＴ細胞の生存を可能にし、この効果が
なければ、これらの細胞は死滅してしまう。
【００２２】
　また、研究によれば、単離造血前駆細胞の分化は、リガンド誘導Ｎｏｔｃｈシグナリン
グによって抑制できることが分かっている。マウス骨髄前駆細胞とヒトＪａｇｇｅｄ－１
を発現した３Ｔ３細胞とを共培養することにより、原始前駆細胞集団の形成において２～
３倍の増加がもたらされた（Varnum-Finney et al, 1998, Blood 91:4084-4991; Jones e
t al, 1998, Blood 92:1505-11）。ヒトＪａｇｇｅｄ－１の精製細胞外ドメインで覆われ
たビーズで保存前駆細胞を培養することにより、前駆細胞の生成が強化された（Varnum-F
inney et al, 1998, Blood 91:4084-91）。
【００２３】
　ヒトＣＤ３４＋細胞の研究では、Ｎｏｔｃｈ－１の細胞内ドメインの発現またはＪａｇ
ｇｅｄ－２を過剰発現した細胞への暴露によっても、前駆細胞の生成が強化され、ＣＤ３
４の発現が長期にわたって維持された（Carlesso et al, 1999, Blood 93:838-48）。別
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の研究では、Ｊａｇｇｅｄ－１を発現した細胞のＣＤ３４＋細胞に対する効果が、培養物
中に存在するサイトカインに影響され、付加成長因子がない場合は、細胞結合Ｊａｇｇｅ
ｄ－１との相互作用により、ＣＤ３４＋細胞が非増殖、未分化状態で維持され、c－ｋｉ
ｔリガンドを付加した場合は、赤芽球コロニー形成細胞において２倍の増加がもたらされ
た（Walker et al, 1999, Stem Cells 17: 162-71）。
【００２４】
　Varnum-Finney et al, 1993, Blood 101 :1784-1789によれば、固定化Ｎｏｔｃｈリガ
ンドによるマウス骨髄前駆細胞における内因性Ｎｏｔｃｈ受容体の活性化によって、前駆
細胞の成長と分化に対する大きな影響が明らかになり、短期リンパ球・骨髄再構築能を有
する前駆細胞の数の増加が観察されたということが示された。Delaney et al, 2005, Blo
od 106:2693-2699およびOhishi et al, 2002, J. Clin. Invest. 110:1165-1174によれば
、固定化Ｎｏｔｃｈリガンドの存在下でヒト臍帯血前駆細胞を培養することにより、免疫
不全マウスモデルで決定した強化再構築能を有するＣＤ３４＋細胞の数が約１００倍増加
したということが示された。また、米国特許第７，３９９，６３３号も参照。
【００２５】
　Delaney et al, 2010, Nature Med. 16(2): 232-236によれば、凍結臍帯血サンプルか
ら得られ、Ｎｏｔｃｈリガンドの存在下で培養し、（その結果ＣＤ３４＋細胞の数が約１
００倍増加した）ＣＤ３４＋細胞の集団により、動態と規模を著しく強化した免疫不全マ
ウスが再構築され、臨床段階１の臍帯血移植試験において、ヒトへのより迅速な骨髄生着
が実現されたということが示された。
【００２６】
　本出願の第２部または他の部における参照文献の引用または識別番号は、上記参考文献
が本発明に対する先行技術として利用できることを認めるものと解釈されるものではない
。
【００２７】
　３．発明の概要
　上記技術において、迅速に造血機能を再構成するための、製造後長期にわたって備蓄可
能な「既製の（off-the-shelf）」製剤が必要とされている。本発明は、そのような必要
を満たすものである。本発明は、造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供する
ための方法であって、上記患者に増殖ヒト臍帯血幹／前駆細胞サンプルプールを投与する
工程を含み、上記プール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨ
ＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない、方法を提供する
。また、本発明は、造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するための方法で
あって、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールまたはそのアリコートを上記患者に投与す
る工程を含み、上記プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、
上記プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由
来し、上記プール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗
原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない。ある具体的な実施形態
では、上記プール中の２つ以上のサンプルは、患者によって確立しかつサンプルによって
確立した１つまたは２つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で患者と不適合となる。他の
具体的な実施形態では、上記プール中の２つ以上のサンプルは、患者によって確立した２
つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で患者と不適合となる。
【００２８】
　本発明はまた、造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するための方法であ
って、（ａ）増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールの複数のプールから上記患者に投与す
るための増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを選択する工程と、（ｂ）上記患者に上記
選択したプールまたはそのアリコートを投与する工程とを含んでおり、上記プールは、２
つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記プール中の各サンプルは、異
なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由来し、上記プール中の上記サンプ
ルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的
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に上記患者と不適合とならない。ある具体的な実施形態では、上記選択する工程は、さら
に、患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型について患者と不適合となる
ＨＬＡ抗原または対立遺伝子が２つ以上あるサンプルを含む、サンプルプールを取り除く
工程を含む。他の具体的な実施形態では、上記選択する工程は、さらに、患者によって確
立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型について患者と不適合となるＨＬＡ抗原または対
立遺伝子が１つまたは２つあるサンプルを含む、サンプルプールを受入れる工程を含む。
他の実施形態では、上記選択は、少なくとも５０個の増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍
結プールの中から行われる。さらに他の実施形態では、患者に投与した増殖ヒト臍帯血幹
細胞サンプルは、少なくとも７，５００万個、好ましくは少なくとも２億５，０００万個
の生存ＣＤ３４＋細胞を含んでいる。
【００２９】
　一実施形態では、本発明における上記増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルそれぞれには、増
殖技術が施されており、この増殖技術によって、増殖技術が施されたヒト臍帯血幹細胞サ
ンプルのアリコートにおける造血幹細胞、または造血幹前駆細胞は、増殖技術が施される
前の上記ヒト臍帯血幹細胞サンプルのアリコートに対して、少なくとも５０倍増加するこ
とが示される。造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、他の種類の造血細胞と比較して、造
血幹細胞または造血幹前駆細胞の濃度増加で発現する細胞表面マーカー（ＣＤ３４、ＣＤ
４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５９、ＣＤ９０、ＣＤ１０９、ＣＤ１１７、Ｃ
Ｄ１３３、ＣＤ１６６、およびＨＬＡ　ＤＲ）のいずれかに対して陽性、ならびに／また
はＬｉｎおよび／もしくはＣＤ３８細胞表面マーカーに対して陰性であってもよい。好ま
しくは、造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、ＣＤ３４、ＣＤ１３３、またはＣＤ９０細
胞表面マーカーのうち一つまたは複数に対して陽性である。好ましくは、本発明における
上記増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルそれぞれには、増殖技術が施されており、この増殖技
術によって、（ｉ）増殖技術が施されたヒト臍帯血幹細胞サンプルのアリコートにおける
ＣＤ３４＋細胞は、増殖技術が施される前の上記ヒト臍帯血幹細胞サンプルのアリコート
に対して、少なくとも５０倍増加する、あるいは、（ｉｉ）増殖技術が施されたヒト臍帯
血幹細胞サンプルにおけるＳＣＩＤ再構築細胞の数は、上記増殖技術が施される前の上記
ヒト臍帯血幹細胞サンプルに対して、増加することが示される。
【００３０】
　ある特定の実施形態では、上記ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールは、患者に投与する前
に凍結・解凍される。ある実施形態では、上記プール内のサンプルはすべて同じ人種の人
間の臍帯血および／または胎盤血に由来する。人種としては、例えば、アフリカ系アメリ
カ人、白人、アジア人、ヒスパニックカ系の人、アメリカ先住民、オーストラリア先住民
、イヌイット族、太平洋諸島系の人が挙げられる。または、上記プール内のサンプルはす
べて同じ民族の人間の臍帯血および／または胎盤血に由来する。民族としては、例えば、
アイルランド人、イタリア人、インド人、日本人、中国人、ロシア人等が挙げられる。
【００３１】
　さらに他の実施形態では、上記造血機能を提供するための方法は、それぞれが一人の人
間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から得られ、単離されたヒト臍帯血幹細胞また
はヒト臍帯血幹・前駆細胞を生体外で増殖させる工程と、増殖したサンプルをプールする
工程とを上記投与の前に含む。好ましくは、上記増殖させる工程は、上記造血幹細胞また
は造血幹前駆細胞をＮｏｔｃｈ機能の作動物質に接触させる工程を含む。この作動物質は
、Ｄｅｌｔａタンパク質またはＳｅｒｒａｔｅタンパク質であってもよく、Ｎｏｔｃｈタ
ンパク質に結合可能なＤｅｌｔａタンパク質またはＳｅｒｒａｔｅタンパク質の断片であ
ってもよい。
【００３２】
　本発明のある特定の実施形態では、造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供
するための方法であって、（ａ）それぞれが出生時の異なる人間から得られた少なくとも
２つの臍帯血および／または胎盤血のサンプルをプールして、プールされた臍帯血を生成
する工程と、（ｂ）プールされた臍帯血から造血幹細胞または造血幹・前駆細胞を濃縮し
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て、造血幹細胞または造血幹・前駆細胞が濃縮された集団を生成する工程と、（ｃ）造血
幹細胞または造血幹・前駆細胞が濃縮された集団を生体外で増殖させて、増殖幹細胞サン
プルを生成する工程と、（ｄ）造血機能を必要とする人間の患者に上記増殖幹細胞サンプ
ルまたはそのアリコートを投与する工程とを含み、上記増殖幹細胞サンプルは、上記患者
によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で不適合とならない方法
が提供される。好ましい実施形態では、増殖細胞は、ＣＤ３４＋細胞である。別の好まし
い実施形態では、増殖細胞は、ＣＤ１３３＋細胞である。別の好ましい実施形態では、増
殖細胞は、ＣＤ９０＋細胞である。さらに別の好ましい実施形態では、増殖細胞は、他の
種類の造血細胞と比較して、造血幹細胞または造血幹前駆細胞の濃度増加で発現する細胞
表面マーカー（ＣＤ３４、ＣＤ４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５９、ＣＤ９０
、ＣＤ１０９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、およびＨＬＡ　ＤＲ）のいずれか
に対して陽性および／またはＬｉｎおよび／またはＣＤ３８細胞表面マーカーに対して陰
性である。好ましくは、造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、ＣＤ３４、ＣＤ１３３、ま
たはＣＤ９０細胞表面マーカーの一つまたは複数に対して陽性である。上記方法は、上記
工程（ｃ）の後かつ上記工程（ｄ）の前に、上記増殖幹細胞サンプルを凍結・解凍する工
程をさらに含にでもよい。ある実施形態では、上記患者は、汎血球減少症または好中球減
少症に罹患しており、上記汎血球減少症または好中球減少症は、強化化学療法レジメン、
集中的な化学療法、造血細胞移植のための骨髄機能廃絶療法、または急性電離放射線への
暴露によって引き起こされる。
【００３３】
　別の実施形態では、本発明は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結バンクを生成する
ための方法であって、（ａ）出生時の２人以上の異なる人間から得られた臍帯血および／
または胎盤血のプールから造血幹細胞または造血幹・前駆細胞が濃縮された集団に存在す
るヒト臍帯血幹細胞またはヒト臍帯血幹・前駆細胞を生体外で増殖させて、増殖ヒト臍帯
血幹細胞サンプルを生成する工程と、（ｂ）上記増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを凍結し
て、凍結された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを生成する工程と、（ｃ）上記凍結された
増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを保存する工程と、（ｄ）上記工程（ａ）～（ｃ）を少な
くとも５０回繰り返して、少なくとも５０個の凍結保存された増殖ヒト臍帯血幹細胞サン
プルを生成する工程と、を含み、上記工程（ａ）～（ｄ）は、上記記載の順序で行われる
方法を提供する。具体的な実施形態では、上記工程（ａ）～（ｃ）を少なくとも５、１０
、２０、２５、５０、７５、１００、２００、２５０、５００、７５０、１，０００、１
，５００、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０００、２５，０
００、５０，０００、または１００，０００回繰り返して、対応する数の凍結保存された
増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを生成する。ある実施形態では、上記方法は、各凍結され
た増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルに対して、上記凍結された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプ
ルを他の凍結された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルから区別する識別子を割り当てる工程
をさらに含む。別の実施形態では、上記方法は、一つまたは複数のコンピュータデータベ
ースに上記識別子を格納する工程をさらに含み、上記格納された識別子は、上記識別子に
対応する凍結された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルが保存される上記バンク内の物理的な
位置に関する情報に関連付けられている。また、本発明は、少なくとも５０ユニットの凍
結された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを含み、各プールは、２つ以上の異なる増
殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時
の臍帯血および／または胎盤血から由来し、上記プール中の上記サンプルは、各プール中
のサンプルそれぞれによって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集
合的に上記患者と不適合とならない、血液バンクに関する。具体的な実施形態では、少な
くとも５、１０、２０、２５、５０、７５、１００、２００、２５０、５００、７５０、
１，０００、１，５００、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０
００、２５，０００、５０，０００、または１００，０００ユニットの増殖ヒト臍帯血幹
細胞サンプルの凍結プールを含む。
【００３４】
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　本発明の別の実施形態では、造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するた
めに用いられる凍結された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを選択するためのコンピュータ
で行われる方法であって、適切にプログラムされたコンピュータによって実行される次の
ステップを含む。すなわち、（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくと
も５０個の複数の識別子から識別子を選択する工程と、（ｂ）上記選択された識別子を出
力または表示する工程とを含み、上記工程（ａ）において、各識別子は、増殖ヒト臍帯血
幹細胞サンプルの凍結保存プールを識別し、各プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯
血幹細胞サンプルを含み、上記プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血お
よび／または胎盤血から由来し、選択された識別子によって識別されたプール中のサンプ
ルは、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上
記患者と不適合とならず、上記選択では、上記識別子によって識別されるプールまたはそ
のアリコートの、必要とする患者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプー
ルを識別する、コンピュータで行われる方法が提供される。具体的な実施形態では、上記
識別子は、ユーザー、コンピュータの内部または外部コンポーネント、リモート・コンピ
ュータに出力または表示されるか、コンピュータ読み取り可能な媒体に記憶される。別の
具体的な実施形態では、上記出力または表示する工程は、上記識別子によって識別される
各増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールの物理的な位置に関する情報をさらに出力または
表示する。さらに別の実施形態では、上記コンピュータで行われる方法は、識別された凍
結増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールのロボット検索を実行する工程をさらに含む。
【００３５】
　本発明の別の実施形態では、コンピュータシステムと併用され、コンピュータ読み取り
可能な記憶媒体とその中に埋め込まれたコンピュータプログラム機構とを含むコンピュー
タプログラムプロダクトであって、上記コンピュータプログラム機構は、（ａ）コンピュ
ータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子から識別子を選択す
るための実行可能な命令と、（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示するための実
行可能な命令とを含み、上記実行可能な命令（ａ）において、各識別子は、増殖ヒト臍帯
血幹細胞サンプルの凍結保存プールを識別し、各プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍
帯血幹細胞サンプルを含み、上記プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血
および／または胎盤血から由来し、選択された識別子によって識別されたプール中のサン
プルは、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に
上記患者と不適合とならず、上記選択では、上記識別子によって識別されるプールまたは
そのアリコートの、必要とする患者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプ
ールを識別する、コンピュータプログラムプロダクトが提供される。特定の実施形態では
、上記識別子は、ユーザー、コンピュータの内部または外部コンポーネント、リモート・
コンピュータに出力または表示されるか、コンピュータ読み取り可能な媒体に記憶される
。
【００３６】
　さらに別の実施形態では、本発明は、プロセッサと、上記プロセッサに結合され、モジ
ュールを格納しているメモリとを備えた装置であって、上記モジュールは、（ａ）コンピ
ュータデータベースに格納されている少なくとも５０個の複数の識別子から識別子を選択
するための実行可能な命令と、（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示するための
実行可能な命令とを含み、上記実行可能な命令（ａ）において、各識別子は、増殖ヒト臍
帯血幹細胞サンプルプールを識別し、各プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細
胞サンプルを含み、上記プール中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／
または胎盤血から由来し、選択された識別子によって識別されたプール中のサンプルは、
患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者
と不適合とならず、上記選択では、上記識別子によって識別されるプールまたはそのアリ
コートの、必要とする患者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを識
別する、装置を提供する。特定の実施形態では、上記識別子は、ユーザー、コンピュータ
の内部または外部コンポーネント、リモート・コンピュータに出力または表示されるか、
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コンピュータ読み取り可能な媒体に記憶される。
【００３７】
　具体的な実施形態では、本発明の方法、コンピュータプログラムプロダクト、および装
置において、上記選択する工程は、患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または
対立遺伝子の型で集合的に不適合となるサンプルプールを識別する識別子を取り除く工程
を含む。
【００３８】
　４．定義
　本明細書に記載された方法および材料に類似する、あるいは相当するいかなる方法およ
び材料も本発明の実施および試験に用いることができるが、好ましい方法および材料を記
載する。本発明のために、以下の用語を下記の通り定義する。
【００３９】
　本明細書で用いられる「ＣＢ（cord blood；臍帯血）幹細胞」という用語は、「ＣＢ幹
細胞サンプル」と同義的に用いられ、出生時の臍帯血および／または胎盤血に由来する造
血幹細胞または造血幹前駆細胞を濃縮した集団を意味する。造血幹細胞または造血幹前駆
細胞は、他の種類の造血細胞と比較して、造血幹細胞または造血幹前駆細胞の濃度増加で
発現する特定のマーカーに対して陽性であってもよい。そのようなマーカーとしては、特
に限定されないが、例えば、ＣＤ３４、ＣＤ４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５
９、ＣＤ９０、ＣＤ１０９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、ＨＬＡ　ＤＲ、また
はそれらの組み合わせが挙げられる。また、造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、他の種
類の造血細胞と比較して、発現マーカーに対して陰性であってもよい。そのようなマーカ
ーとしては、特に限定されないが、例えば、Ｌｉｎ、ＣＤ３８、またはそれらの組み合わ
せが挙げられる。好ましくは、造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、ＣＤ３４＋細胞であ
る。
【００４０】
　本明細書で用いられる「増殖ＣＢ幹細胞」という用語は、「増殖ＣＢ幹細胞サンプル」
と同義的に用いられ、造血幹細胞または造血幹前駆細胞の増殖技術が施されたＣＢ幹細胞
を意味する。上記増殖技術は、（ｉ）上記増殖技術が施されていないサンプルのアリコー
トに対して、増殖サンプルのアリコートにおいて、造血幹細胞または造血幹前駆細胞の数
の増加をもたらすこと、または、（ｉｉ）上記増殖技術が施されていないサンプルのアリ
コートに対して、増殖サンプルのアリコートを注入したＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスにおける
生着の強化によって示す限定希釈分析によって決定したＳＣＩＤ再構築細胞の数の増加を
もたらすことが分かっているものである。具体的な実施形態では、ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウ
スにおける生着の強化は、増殖前のサンプルのアリコートを注入したマウスに対して、増
殖サンプルのアリコートを注入したＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスの骨髄におけるヒトＣＤ４５
＋細胞のパーセンテージの増加を注入１０日後、３週間後、または９週間後に検出するこ
とによって検出できる（Delaney et al., 2010, Nature Medicine 16(2): 232-236参照）
。具体的な実施形態では、上記増殖技術は、増殖サンプルのアリコートにおいて、少なく
とも５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、
または５００倍の造血幹細胞または造血幹前駆細胞の数の増加をもたらし、好ましくは、
１００～２００倍の増加をもたらす。
【００４１】
　５．図面の簡単な説明
　図1は、本発明の方法を実施するために有用なコンピュータシステムの例示的な実施形
態を示す。
【００４２】
　図２ａ～図２ｂは、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧで培養した臍帯血細胞を出発細胞とし
たＳＣＩＤ再構築によってＳＲＣ出現率が顕著に増加し、総合的な生着率が向上すること
を示すグラフである。五つの独立した実験で、非培養ＣＤ３４＋臍帯血細胞またはＤｅｌ
ｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧもしくは対照ヒトＩｇＧ１で１７日間培養したＣＤ３４＋細胞の後
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代を亜致死量の放射線を照射したＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスに移植した。３週間後（膝関節
から骨髄を穿刺吸引）および９週間後（マウスを犠牲死させ、両側の大腿骨と脛骨から骨
髄を採取）に、ヒト生着率（ＣＤ４５％）を測定した。図２ａでは、上記のように限界希
釈移植を行ってＳＲＣ出現率を計算した。ここで、ＳＲＣ出現率は、出発細胞１０６個当
たりのＳＲＣ出現率として示す。結果は平均値±標準誤差である。ここに示す＊Ｐ値は、
対照培養細胞または非培養細胞と比較したＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ培養細胞を表す。
図２ｂに、総ＣＤ４５％、リンパ球系サブセットＣＤ１９＋／ＣＤ４５＋細胞（黒色）、
およびＣＤ３３＋／ＣＤ４５＋二重陽性細胞の骨髄系サブセットによって測定したヒト生
着率を示す。
【００４３】
　図３は、初期生着の速度がＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧでの培養に依存していることを
示すグラフである。ＣＤ３４＋臍帯血前駆細胞をＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧで培養し、
ＮＯＤ／ＳＣＩＤ再増殖能を非培養細胞と比較した。細胞注入１０日後と３週間後に、骨
髄におけるヒト生着率（ＣＤ４５％）を評価した。ここに示す結果は、平均ＣＤ４５％±
標準誤差であり、早期生着を評価した二つの実験の一つを表す。
【００４４】
　図４ａ～４ｃは、生体外(ex vivo)増殖臍帯血前駆細胞の低温保存によって生体内(in v
ivo)再構築能が損なわれないことを示す。縦軸は、レシピエントマウスの骨髄においてヒ
トＣＤ４５によって測定された総合的なヒト生着率を示す。実線は、ヒト生着率の平均値
を示す。図４ａは、注入前に低温保存した採取細胞との比較で、培養直後に注入した細胞
を示す。ここに示すのは、注入４週間後の結果である。図４ｂでは、生体外で増殖させ、
低温保存した前駆細胞を解凍し、注入した。図に示すのは、二つの実験の結果を組み合わ
せたものである。図４ｃでは、単一の臍帯血ユニットから得られたＣＤ３４＋前駆細胞に
由来する増殖後代を等しいグループに分割し、標準的技法に従って低温保存した。三つの
方法で注入前解凍（１．解凍と洗浄、２．解凍と希釈（デキストラン／アルブミン希釈）
、３．解凍と直接注入）を行い、生体内再構築能を比較した。
【００４５】
　図５は、類似遺伝子型および異質遺伝子型の造血幹細胞移植物（hematopoietic stem c
ells transplants；ＨＣＴs）におけるＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ培養細胞の生着の比
較を示す。ＬＳＫ細胞は、Dallas et al, 2007 Blood 109: 3579-3587に記載の方法で、
Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ上で４週間培養した。類似遺伝子型ＨＣＴでは、致死量（１
０００　ｃＧＹ）の放射線を照射したＣ５７（Ｈ－２ｄ）マウスは、１０５個のＣ５７全
骨髄細胞ならびに１０６個のＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ培養細胞を受容した。異種遺伝
子型ＨＣＴでは、致死量（１０００　ｃＧＹ）の放射線を照射されたＢＡＬＢ．ｃ（Ｈ－
２ｄ）のマウスは、１０５個のＢＡＬＢ．ｃ全骨髄細胞ならびに１０６個のＤｅｌｔａ１
ｅｘｔ－ＩｇＧ培養細胞を受容した。ＨＣＴの２、３、５、７週間後に、ＦＡＣＳ分析に
よって血液を分析した。Ｎ＝５～７。
【００４６】
　図６は、ＨＬＡ不適合レシピエントにおける＋１０６Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ培養
細胞の生着を示す。ＬＳＫ細胞は、Ohisi et al, 2002, J. Clin. Invest. 110: 1165-11
74およびDallas et al, 2007 Blood 109: 3579-3587に記載の方法で、Ｄｅｌｔａ１ｅｘ

ｔ－ＩｇＧ上で４週間培養した。致死量の放射線を照射したＢＡＬＢ．ｃ（Ｈ－２Ｄ、Ｃ
Ｄ４５．２）レシピエントは、１０６個のＬｙ５．１（Ｈ－２ｂ、ＣＤ４５．１）Ｄｅｌ
ｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ培養ＬＳＫ細胞ならびに１０３個のＢＡＬＢ．ｃ（Ｈ－２ｄ、ＣＤ
４５．２）ＬＳＫ細胞、または、１０３個のＬｙ５．１（Ｈ－２ｂ、ＣＤ４５．１）ＬＳ
Ｋ細胞ならびに１０３個のＢＡＬＢ．ｃ（Ｈ－２ｄ、ＣＤ４５．２）ＬＳＫ細胞を受容し
た。３日目と７日目にマウスを犠牲死させた。ＦＡＣ分析によって骨髄生着を決定した（
ｎ＝５）。
【００４７】
　図７は、増殖幹・前駆細胞と非増殖幹・前駆細胞とにおいて生着を比較することを目的
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とした、幹・前駆細胞の増殖および放射線照射マウスへの増殖細胞の注入のための実験プ
ロトコルの概略図である。
【００４８】
　図８ａ～８ｂは、致死量の放射線を照射したマウスの骨髄と末梢血中で検出された不適
合増殖幹・前駆細胞の生着を示すグラフである。
【００４９】
　図９ａ～９ｂは、事前に低温保存しておいた増殖幹・前駆細胞を注入した後に７．５Ｇ
ｙまたは８Ｇｙの放射線を被曝させたマウスの全体的な生存率を、生理食塩水対照群を注
入した場合と比較して示す。
【００５０】
　図１０は、（Ｄｅｌｔａ誘導体で培養した）増殖幹・前駆細胞を注入した後に８Ｇｙで
照射したマウスの全生存率を、（ＩｇＧで培養した）非増殖幹・前駆細胞を注入した場合
と比較して示す。
【００５１】
　図１１ａ～１１ｂは、放射線照射量の増加に伴い増殖マウス幹・前駆細胞（ＤＸＩ）の
ドナーからの生着率が向上することを示す。
【００５２】
　図１２は、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧで臍帯血前駆細胞を臨床培養することにより、
骨髄機能を廃絶するダブルユニットＣＢＴ環境において、ＣＤ３４＋細胞が生体内で著し
く増殖し、好中球回復が早くなることを示す。ＣＤ３４＋臍帯血前駆細胞を濃縮し、１０
６Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧで培養した。二つの非操作ユニット（「従来」）と一つの
生体外増殖ユニットおよび一つの非操作ユニット（「増殖」）とを対比して、ダブルユニ
ット臍帯血移植を受けた患者が＞５００／μ１の絶対好中球計数数（absolute neutrophi
l count；ＡＮＣ）に到達するまでの個々の時間とその中央値（実線）とを示す。
【００５３】
　図１３は、ＣＤ３４＋細胞の集団を濃縮し、濃縮した集団を増殖させるための例示的な
手順を示すフローチャートである。
【００５４】
　図１４は、急性骨髄性白血病患者に対する導入療法の計画を示すフローチャートである
。
【００５５】
　図１５は、治療を受けた患者の特性、注入された細胞計数、および好中球の回復時間を
示す表である。
【００５６】
　図１６は、増殖臍帯血幹・前駆細胞サンプル注入後７日目におけるドナー細胞のパーセ
ンテージとして表される増殖臍帯血幹・前駆細胞の生着率を示す表である。
【００５７】
　図１７は、臍帯血移植物と増殖臍帯血幹・前駆細胞サンプルとを投与することによって
、急性骨髄性白血病等の血液悪性腫瘍を治療するためのプロトコルを示すフローチャート
である。
【００５８】
　図１８は、１００μｌ以上の絶対好中球計数（absolute neutrophil count；ＡＮＣ）
を達成するのに移植後に必要な時間を示す。
【００５９】
　図１９は、５００μｌ以上の絶対好中球計数（absolute neutrophil count；ＡＮＣ）
を達成するのに移植後に必要な時間を示す。
【００６０】
　図２０は、注入７日目後の末梢血液細胞のＤＮＡキメリズム解析の結果を示す表である
（ＱＮＳは数量不足（quantity not sufficient）を意味する）。
【００６１】
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　６．発明の詳細な説明
　本発明は、造血機能を必要とする人間の患者に造血機能を提供するための方法であって
、上記患者に増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを投与する工程を含み、上記プール中
の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子
の型で集合的に上記患者と不適合とならない。一実施形態では、上記増殖ヒト臍帯血幹細
胞は骨髄球系細胞へ分化する。別の実施形態では、上記増殖ヒト臍帯血幹細胞はリンパ球
系細胞へ分化する。
【００６２】
　化学療法または放射線照射によって誘発された汎血球減少症の治療のための理想的な治
療用製剤とは、注入時に、特に顆粒球の迅速な造血再構成をもたらすとともに、自己造血
回復を促進する製剤である。さらに、上記治療用製剤は、迅速に提供されるように、生成
（製造）後長期的に備蓄可能な「既製の」製剤として開発されることが不可欠である。仮
定的には、骨髄または分離された(mobilized)末梢血幹細胞は、高用量の化学療法または
高線量の放射線照射によって起こる汎血球減少症の緩和を促進するために注入される血球
を一時的に再生することができる。しかし、これらの末梢血幹細胞を使用する際に、臍帯
血移植体に対し直近で確立した６つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で適合しているこ
とが必要であり、また上記末梢血幹細胞の調達は容易ではなく、備蓄にも適していない。
同様に、持続性好中球減少症に罹患している状態で起こる感染症の治療として顆粒球の輸
血が行なわれるが、該顆粒球の収集や使用は有望ではない。最近判明した根拠によれば、
顆粒球の輸血には比較的効果が低いか、あるいは全く効果がないことが示されている。そ
の理由として、注入した細胞には寿命（時間）に限りがあり、付加的な細胞（細胞の再生
可能なソースではない）が生体内で生成されないことが考えられる。
【００６３】
　本発明の出願以前には、限られたＨＬＡの適合でのみ、増殖ＣＢ幹細胞が人間の患者に
対して造血効果をもたらすということは認識されていなかった。これは、移植片対宿主病
（ＧＶＨＤ）によって上記の治療効果の可能性が消失してしまうと考えられていたためで
ある。本発明によると、上記増殖ＣＢ幹細胞によって提供される迅速な造血効果を利用す
ることで、該増殖ＣＢ幹細胞および人間の患者が２つ以下のＨＬＡ抗原または対立遺伝子
で不適合である場合に患者にとって効果がある。いずれのメカニズムにも結び付けられて
いないが、不適合が限られた状況において上記増殖ＣＢ幹細胞が造血効果をもたらすと考
えられる。これは、造血機能に有益となる効果が、上記増殖ＣＢ幹細胞の生着が迅速に行
なわれることによって、ＧＶＨＤ（移植片対宿主病）が発症して上記効果が消失してしま
う前に得られるからである。また、本明細書に記載される増殖方法によって増加した造血
細胞の数（幹細胞および前駆細胞を含む）によって、少なくとも一時的に、異質細胞に対
する宿主抵抗が克服されると考えられる。さらに、樹状細胞やナチュラルキラー（Natura
l killer：ＮＫ）細胞前駆体などの、増殖による構築において生成された別の種類の細胞
は、宿主による注入細胞の拒絶を阻止すると考えられている。従って、不適合が限られた
状況においても造血機能の提供を実現することができ、患者および増殖臍帯血幹細胞サン
プルについて確立した２つ以下のＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で不適合であるか否か
に関わらず、患者への投与が治療法となる。
【００６４】
　頻繁に起こる感染症は、造血器悪性腫瘍の治療に用いられる誘導化学療法およびサルベ
ージ療法の一般的な合併症であり、実際には治療が失敗する主な原因の一つである。また
、化学療法の薬剤によって、重度の免疫抑制および／または高度の骨髄抑制が起こること
があり、持続性好中球減少症の期間の原因となる。本発明の増殖ＣＢ幹細胞を注入するこ
とで、好中球減少症が抑制され、感染性の合併症が予防され、化学療法後の宿主の造血回
復が促進されることによって、これらの課題を克服する治療効果を提供することができる
。
【００６５】
　さらに、本発明によると、上記増殖ＣＢ幹細胞を治療目的で使用する際のＨＬＡ型の限
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られた適合のみが必要である。これにより、有用な量が実際に保存できることが本発明に
教示されているため、増殖ＣＢ幹細胞または増殖ＣＢ幹細胞のプールの凍結保存が現在実
際に行なわれている。従来技術において、治療に用いる増殖ＣＢ幹細胞の有効なサンプル
を発見するために、レシピエントのＨＬＡの適合が一般的に必要であると考えられていた
。そのため、一般的に患者に適合する増殖ＣＢ幹細胞を見つけることが実現可能になるた
めには、実現不可能なくらい大量の異なる増殖ＣＢ幹細胞サンプルの保存が必要であった
。しかし、大量の増殖ＣＢ幹細胞サンプルを保存することは、それらを保存するためにさ
らに大容量の貯蔵スペースが必要であったため、非現実的であった。一方、本発明によれ
ば、ＨＬＡの適合は不要であるため、増殖させてから凍結保存したＣＢ幹細胞の「バンク
」の作成は、人類全体にとって幹細胞の移植に使用する上で有用であり、実現可能である
。これは、上記バンクの増殖ＣＢ幹細胞サンプルが、本発明の治療方法を用いてどのよう
なレシピエントにでも将来的に使用される可能性があるためである。
【００６６】
　６．１　臍帯血の採取
　本発明によれば、ヒト臍帯血および／またはヒト胎盤血が、ＣＢ幹細胞の供給源である
。このような血液は、上記技術分野において公知の方法によっても入手することができる
。幹細胞の原料として臍帯血または胎盤血を使用することには、多くの利点がある。例え
ば、臍帯血および胎盤血の入手が容易であることや、ドナーに対する外傷がないことが挙
げられる。例えば、人間の出産時に臍帯血および胎盤血を採取することを記載した、米国
特許第５，００４，６８１号を参照すればよい。一実施形態では、Ｇｏｏｄｍａｎらによ
る米国特許第７，１４７，６２６号Ｂ２に開示されている方法によって臍帯血が採取され
ている。
【００６７】
　採取は滅菌条件下で行なわれなければならない。採取直後、抗凝固剤と混合しなければ
ならない。このような抗凝固剤として、上記技術分野において公知の抗凝固剤が用いられ
る。例えば、ＣＰＤ（クエン酸－リン酸－ブドウ糖）、ＡＣＤ（酸－クエン酸－ブドウ糖
）、Ａｌｓｅｖｅｒ液（Alsever et al., 1941, N. Y. St. J. Med. 41:126）、Ｄｅ　Ｇ
ｏｗｉｎ液（De Gowin, et al., 1940, J. Am. Med. Ass. 114:850）、Ｅｄｇｌｕｇａｔ
ｅ－Ｍｇ（Smith, et al., 1959, J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 38:573）、Ｒｏｕｓ－
Ｔｕｒｎｅｒ液（Rous and Turner, 1916, J. Exp. Med. 23:219）、その他グルコース混
合物、ヘパリン、ビスクマ酢酸が挙げられるが、必ずしもこれらに限定されるわけではな
い。一実施形態では、ＡＣＤが使用される。
【００６８】
　好ましくは、上記臍帯血は、臍帯から直接ドレナージュと、分娩した胎盤の根元および
膨張させた静脈から針吸引の両方、またはいずれか一方の方法によって入手できる。概ね
米国特許第５，００４，６８１号を参照すればよい。採取したヒト臍帯血および／または
胎盤血には異物が混入されていないことが好ましい。
【００６９】
　ある実施形態では、採取した血液サンプルに関する以下のテストをルーチン的に行い、
または臨床的に行なった。
【００７０】
　（ｉ）細菌培養：微生物の混入がないことを確認するために、好気性条件下および嫌気
性条件下でルーチン的な細菌の院内培養等の、確立したアッセイを行なった。
【００７１】
　（ｉｉ）病原性微生物の診断スクリーニング：特定の病原性微生物が存在しないことを
確認するために、様々な診断テストを採用した。血液を介して多数の伝染性病原体の診断
スクリーニングを定法により行なった。１つの例として、採取した血液サンプル（または
母体の血液サンプル）に対して、ヒト免疫不全ウイルス－１または－２（ＨＩＶ－１また
はＨＩＶ－２）が存在していないかを調べる診断スクリーニングを行なった。ウイルス粒
子、ウイルスをコードしたタンパク質、ＨＩＶ特有の核酸、ＨＩＶタンパク質に対する抗
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体等に基づき、多数のアッセイシステムを用いることができる。また、採取した上記血液
は、特に限定しないが、ヒトＴ－細胞リンパ球向性ウイルスＩおよびＩＩ（ＨＴＬＶ－Ｉ
およびＨＴＬＶ－ＩＩ）、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、サイトメガロウイルス、梅毒、西ナイル
ウイルス等の、別の感染性の疾病についてもテストを行なう。
【００７２】
　上記臍帯血の採取の前に、母体の病歴を確認し、その臍帯血細胞に、がん、白血病、免
疫疾患、神経疾患、肝炎、エイズ等の遺伝性または感染性の疾病を伝染させる危険性がな
いか明確にすることが好ましい。採取した上記臍帯血に対して、細胞の生存度、ＨＬＡ型
、ＡＢＯ／Ｒｈ型、ＣＤ３４＋細胞の数、および全有核細胞の数を調べるテストのうち、
１以上のテストを行なう。
【００７３】
　６．２　臍帯血幹細胞の濃縮
　出生時の一人の人間から臍帯血か胎盤血のいずれか一方、またはその両方を採取した後
、血液を処理して、濃縮した造血幹細胞の集団または濃縮した造血幹前駆細胞の集団を生
成し、ＣＢ幹細胞集団を形成する。造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、他の種類の造血
細胞と比較して、造血幹細胞または造血幹前駆細胞の濃度増加で発現する特定のマーカー
に対して陽性であってもよい。そのようなマーカーとしては、特に限定されないが、例え
ば、ＣＤ３４、ＣＤ４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５９、ＣＤ９０、ＣＤ１０
９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、ＨＬＡ　ＤＲ、またはそれらの組み合わせが
挙げられる。また、造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、他の種類の造血細胞と比較して
、発現マーカーに対して陰性であってもよい。そのようなマーカーとしては、特に限定さ
れないが、例えば、Ｌｉｎ、ＣＤ３８、またはそれらの組み合わせが挙げられる。好まし
くは、造血幹細胞または造血幹前駆細胞は、ＣＤ３４＋細胞である。好ましくは、上記Ｃ
Ｂ幹細胞集団は、ＣＤ３４＋幹細胞またはＣＤ３４＋幹細胞・前駆細胞（したがって、Ｔ
－細胞が欠乏している）である。従って、「濃縮」とは、（濃縮処理前のサンプル中の割
合と比較して）サンプル中の造血幹細胞または造血幹前駆細胞の割合を増加させる処理を
指す。精製は濃縮の一例である。ある特定の実施形態では、濃縮処理前のサンプルに対し
て、濃縮させたサンプル中の細胞の割合として、ＣＤ３４＋細胞（または他の好適な抗原
陽性細胞）数の増加は、少なくとも２５倍、５０倍、７５倍、１００倍、１５０倍、２０
０倍、２５０倍、３００倍、３５０倍であり、好ましくは１００倍から２００倍である。
好ましい実施形態では、磁気ビーズと共役させた、ＣＤ３４に対するモノクローナル抗体
、および上記ＣＤ３４＋細胞を分離する磁気細胞分離装置を用いて、上記ＣＤ３４＋細胞
を濃縮する。
【００７４】
　好ましい実施形態では、濃縮処理前に採取した臍帯血か胎盤血のいずれか一方、または
その両方は、新鮮であって、なおかつ事前に凍結保存されていない。
【００７５】
　細胞分離／選別については、上記分野において任意の公知技術を用いて、造血幹細胞ま
たは造血幹前駆細胞の濃縮を行なってもよい。例えば、細胞表面マーカーの差示的な発現
に基づく方法が用いられる。例えば、細胞表面マーカーＣＤ３４に対するモノクローナル
抗体を用いて、ＣＤ３４を発現する細胞を保持し、ＣＤ３４を発現しない細胞は保持しな
いという方法で、ＣＤ３４を発現する細胞を積極的に選択できる。さらに、採用される上
記分離技術によって、選択される細胞の生存度を最大にさせるべきである。採用する特定
の技術は、分離効率、方法論の細胞障害性、実行の容易さおよび速度、ならびに高度な装
置および／または高度な技術的能力の必要性に基づいて決定される。
【００７６】
　分離の手順には、抗体を被膜した磁気ビーズ、アフィニティークロマトグラフィー、例
えば補体および細胞毒等のモノクローナル抗体と結合または共役させて用いる細胞毒性剤
、および、例えばプレート等の堅固なマトリックスに付着させた抗体による「パニング」
を用いた磁気的分離、あるいはその他簡便な技術を含む。分離／選別を正確に行なう技術
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として、蛍光標示式細胞分取器が挙げられ、上記蛍光標示式細胞分取器は、例えば複数の
色チャンネル、小角および鈍角光散乱検出チャンネル、インピーダンスチャンネル等の、
精巧さの程度が異なる。
【００７７】
　上記抗体は、直接的な分離が可能となる磁気ビーズ、担体に結合させたアビジンやスト
レプトアビジンを用いて除去することができるビオチン、蛍光標示式細胞分取器とともに
用いることができる蛍光色素等のマーカーで、共役させてもよい。これにより、特定の種
類の細胞を容易に分離することができる。残存する細胞の生存能力を過度に損なうことが
ないのであれば、任意の技術を採用してもよい。
【００７８】
　本発明の好ましい実施形態では、新鮮な臍帯血ユニットを処理して、例えば、Ｃｌｉｎ
ｉＭＡＣＳ（登録商標）細胞分離システム（Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, ドイ
ツ）等の磁気細胞分離装置に関連する磁気粒子に直接的または間接的に共役させた抗ＣＤ
３４抗体を用いて、ＣＤ３４＋細胞を選別、つまりは濃縮する。上記ＣｌｉｎｉＭＡＣＳ
（登録商標）細胞分離システムでは、特定のモノクローナル抗体と結びついた酸化鉄とデ
キストランとによって構成されるナノサイズの超常磁性の粒子を用いる。上記Ｃｌｉｎｉ
ＭＡＣＳ（登録商標）細胞分離システムは、閉鎖系滅菌システムであって、使い捨て可能
なチューブセットを備えている。上記使い捨て可能なセットは、これを用いて、採取した
臍帯血および／または胎盤血の単一ユニットを処理することでＣＤ３４＋細胞を濃縮させ
た後に廃棄される。同様に、ＣＤ１３３＋細胞は、抗ＣＤ１３３抗体を用いて濃縮される
。ある具体的な実施形態では、ＣＤ３４＋ＣＤ９０＋細胞を濃縮する。同様に、ＣＤ４３
、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ５９、ＣＤ９０、ＣＤ１０９、ＣＤ１１７、ＣＤ１
６６、ＨＬＡ　ＤＲ、またはそれらの組み合わせを発現する細胞を、抗原に対する抗体を
用いて濃縮する。
【００７９】
　一実施形態では、造血幹細胞または造血幹前駆細胞を濃縮する前に、１以上の臍帯血お
よび／または胎盤血サンプルをプールしてもよい。別の実施形態では、造血幹細胞または
造血幹前駆細胞を濃縮した後に、個々のＣＢ幹細胞サンプルをプールしてもよい。ある具
体的な実施形態では、プールされる臍帯血および／または胎盤血サンプル数、もしくはＣ
Ｂ幹細胞サンプル数は、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３
０、３５、または４０個、あるいは少なくともこれらの個数のうちいずれかであって、好
ましくは２０個であり、臍帯血および／または胎盤血サンプル、もしくはＣＢ幹細胞サン
プルが、それぞれ２０以下または２５以下である。上記プール中の上記サンプルが、確立
した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型によって上記プール中の他のサンプル
と不適合とならないように、臍帯血／胎盤血サンプル、もしくはＣＢ幹細胞サンプルをプ
ールする。ある実施形態では、上記プール内のサンプルは同じ人種の人間の臍帯血および
／または胎盤血に由来する。人種としては、例えば、アフリカ系アメリカ人、白人、アジ
ア人、ヒスパニック系の人、アメリカ先住民、オーストラリア先住民、イヌイット族、太
平洋諸島系の人が挙げられる。または、上記プール内のサンプルは同じ民族の人間の臍帯
血および／または胎盤血に由来する。民族としては、例えば、アイルランド人、イタリア
人、インド人、日本人、中国人、ロシア人等が挙げられる。
【００８０】
　必要に応じて、上記造血幹細胞または造血幹前駆細胞を濃縮する前に、上記臍帯血の赤
血球と白血球とを分離してもよい。赤血球と白血球とを分離したら、該赤血球のフラクシ
ョンは廃棄し、該白血球のフラクションは上述のように磁気セルセパレータで処理する。
赤血球のフラクションおよび白血球のフラクションは、上記技術分野において任意の公知
方法によって分離され、該方法として遠心分離技術が挙げられる。別の分離方法として、
市販の製品であるＦＩＣＯＬＬ（商標）、ＦＩＣＯＬＬ－ＰＡＱＵＥ（商標）、またはＰ
ＥＲＣＯＬＬ（商標）（いずれもニュージャージー州、ピスカタウェイにあるＧＥヘルス
ケアの製品）を用いる方法が挙げられる。ＦＩＣＯＬＬ－ＰＡＱＵＥ（商標）は、通常円
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錐形のチューブの底に配置され、血液全体を上に向かって層状にする。遠心分離した後、
円錐状のチューブの中には、先端から底に向かって、プラズマおよび他の成分の層、末梢
血の単核細胞（白血球）を含むバフィーコートと呼ばれる、単核細胞の層、ＦＩＣＯＬＬ
－ＰＡＱＵＥ（商標）、ならびに赤血球および顆粒球の層が見える。上記赤血球および顆
粒球の層はペレット状に現れる。
【００８１】
　必要に応じて、ＣＤ３４＋細胞を選別する前に、新鮮な臍帯血ユニットのアリコート有
核細胞の総数および／またはＣＤ３４＋細胞の内容を確認してもよい。具体的な実施形態
では、上記ＣＤ３４＋細胞の選別後、ＣＤ３４＋細胞（「ＣＢ幹細胞」）とＣＤ３４細胞
フラクションとの両方が回収される。必要に応じて、本発明の方法に従って患者に対する
ＨＬＡの適合が行なわれていなくても、初期のＨＬＡ型や将来的なキメリズムの研究のた
めに、ＣＤ３４細胞フラクションのサンプルからＤＮＡを抽出してもよい。次に、上記Ｃ
Ｄ３４濃縮幹細胞フラクション（「ＣＢ幹細胞」）には、増殖前の処理が施され、例えば
、輸送または保存用の適当な細胞培地の中で上記幹細胞を懸濁してもよい。好ましい実施
形態では、上記細胞培地は、１０ｎｇ／ｍｌの組み換え型ヒトインターロイキン－３（ｒ
ｈＩＬ－３）、５０ｎｇ／ｍｌの組み換え型ヒトインターロイキン－６（ｒｈＩＬ－６）
、５０ｎｇ／ｍｌの組み換え型ヒト血小板産生因子（ｒｈＴＰＯ）、５０ｎｇ／ｍｌの組
み換え型ヒトＦｌｔ－３リガンド（ｒｈＦｌｔ－３Ｌ）、および５０ｎｇ／ｍｌの組み換
え型ヒト幹細胞因子（ｒｈＳＣＦ）を追加したＳＴＥＭＳＰＡＮ（商標）無血清増殖培地
（ブリティッシュコロンビア州、バンクーバーにあるStemCell Technologies）からなる
。
【００８２】
　具体的な実施形態では、臍帯血および／または胎盤血のサンプルは、赤血球が欠乏して
おり、赤血球が欠乏しているフラクションにおけるＣＤ３４＋細胞の数が算出される。好
ましくは、３５０万個のＣＤ３４＋細胞を含む臍帯血および／または胎盤血のサンプルを
上記の濃縮方法によって濃縮する。
【００８３】
　６．３　臍帯血幹細胞の増殖方法
　上記の濃縮方法または上記技術分野における他の公知方法によって、出生時の一人以上
の人間から採取したヒト臍帯血および／またはヒト胎盤血から、上記ＣＢ幹細胞を単離し
た後、例えばＣＤ３４＋細胞等の、造血幹細胞または造血幹前駆細胞の数を増加させるた
めに、上記ＣＢ幹細胞を増殖する。上記技術分野における任意の公知方法を用いて、増殖
ＣＢ幹細胞を産生するＣＢ幹細胞の数を増やすことができる。好ましくは、上記増殖ＣＢ
幹細胞の集団を得るために、上記ＣＢ幹細胞を成長および分裂（増殖）させるような細胞
成長条件下（例えば、有糸分裂を促進させる等）で、上記ＣＢ幹細胞を培養する。ある実
施形態では、出生時の一人の人間の臍帯血および／または胎盤血に由来する各ＣＢ幹細胞
の個体群を、増殖の前または後にプールする。別の実施形態では、増殖サンプルは、サン
プルプールではない。好ましくは、増殖に用いる技術とは、（ｉ）結果として、増殖前の
ＣＢ幹細胞サンプルに対し、増殖サンプルにおいて、例えばＣＤ３４＋細胞等の、造血幹
細胞または造血幹前駆細胞の数を増加させる技術、または（ｉｉ）結果として、増殖前の
サンプルによって見られるＳＣＩＤ再構築細胞に対して、増殖サンプルを注入したＮＯＤ
／ＳＣＩＤマウスにおける生着の強化によって示される、限定希釈分析によって決定した
、上記増殖サンプル中のＳＣＩＤ再構築細胞の数を増加させる技術である。ただし、上記
増殖サンプルおよび上記増殖前のサンプルは、同じサンプルの異なるアリコートに由来す
るものであり、上記増殖前のサンプルではなく、上記増殖サンプルには、上記増殖技術が
施されている。ある実施形態では、上記増殖技術は、上記増殖させていないＣＢ幹細胞サ
ンプルに比べて、上記増殖サンプルにおいて、５０、７５、１００、１５０、２００、２
５０、３００、３５０、４００、４５０、または５００倍の造血幹細胞または造血幹前駆
細胞の数の増加をもたらし、好ましくは、１００～２００倍の増加をもたらす。上記造血
幹細胞または造血幹前駆細胞は、ＣＤ３４、ＣＤ４３、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ４５ＲＡ、Ｃ
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Ｄ５９、ＣＤ９０、ＣＤ１０９、ＣＤ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１６６、およびＨＬＡ　
ＤＲの１以上のものに対して陽性および／またはＬｉｎおよび／またはＣＤ３８に対して
陰性であってもよい。ある具体的な実施形態では、上記生着の強化は、増殖前のサンプル
のアリコートを注入したマウスに対して、増殖サンプルのアリコートを注入したマウスの
骨髄におけるヒトＣＤ４５＋細胞のパーセンテージの増加を、例えば注入１０日後、３週
間後、または９週間後に検出することによって検出できる（Delaney et al., 2010, Natu
re Medicine. 16(2): 232-236参照）。
【００８４】
　そのような増殖技術としては、特に限定されないが、米国特許第７，３９９，６３３号
Ｂ２、Delaney et al., 2010, Nature Medicine. 16(2): 232-236、Zhang et al., 2008,
 Blood 111:3415-3423、およびHimburg et al., 2010, Nature Medicine doi:10.1038/nm
.2119 (advanced online publication)に記載される技術に加えて、以下に記載される技
術が挙げられる。
【００８５】
　本発明の一実施形態では、成長因子とともに上記ＣＢ幹細胞を培養し、上記幹細胞が増
殖するような細胞成長条件（例えば、有糸分裂を促進させる等）に上記ＣＢ幹細胞をさら
すことで、本発明による増殖ＣＢ幹細胞が得られる。本発明の好ましい実施形態では、分
化抑制効果があるＮｏｔｃｈ機能を持つ、ある一定量のアゴニストとともに上記ＣＢ幹細
胞を培養し、上記ＣＢ幹細胞が増殖するような細胞成長条件（例えば、有糸分裂を促進さ
せる等）に上記ＣＢ幹細胞をさらすことで、本発明による増殖ＣＢ幹細胞の集団が得られ
る。さらに好ましい実施形態では、分化抑制効果があるＮｏｔｃｈ機能を持つ、ある一定
量のアゴニストとともに上記ＣＢ幹細胞を成長因子存在下において培養し、上記ＣＢ幹細
胞が増殖するような細胞成長条件（例えば、有糸分裂を促進させる等）に上記ＣＢ幹細胞
をさらすことで、本発明による増殖ＣＢ幹細胞の集団が得られる。得られた増殖ＣＢ幹細
胞の集団を冷凍し、例えば、人間の免疫不全の患者への造血機能の提供等、将来の使用に
備えて保存される。必要に応じて、Ｎｏｔｃｈ経路アゴニストを不活性化し、患者への移
植前に、上記増殖ＣＢ幹細胞集団からその不活性化したＮｏｔｃｈ経路アゴニストを（例
えば、分離または希釈によって）除去する。
【００８６】
　ある具体的な実施形態では、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、または２５
日間、もしくはそれ以上の日数で上記ＣＢ幹細胞を培養する。好ましくは、少なくとも１
０日間上記ＣＢ幹細胞を培養する。
【００８７】
　上記ＣＢ幹細胞を増殖するための例示的な培養条件として、下記セクション７．１に記
載されているものが含まれ、幹細胞因子、Ｆｌｔ－３受容体リガンド、血小板産生因子、
インターロイキン－６、およびインターロイキン－３といったヒト成長因子を追加した無
血清培地において、フィブロネクチンの断片、ならびにヒトＩｇＧ（Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ

－ＩｇＧ）のＦｃドメインに注入したＤｅｌｔａタンパク質の細胞外ドメインの存在下で
、１７～２１日間上記幹細胞を培養することが含まれる。好ましくは、上記の成長因子は
、次に示す濃度で存在する。Ｆｌｔ－３受容体リガンド：５０～３００ｎｇ／ｍｌ、血小
板産生因子：５０～１００ｎｇ／ｍｌ、インターロイキン－６：５０～１００ｎｇ／ｍｌ
、およびインターロイキン－３：１０ｎｇ／ｍｌ。さらに具体的な実施形態では、３００
ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子、３００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３受容体リガンド、１００ｎｇ／
ｍｌの血小板産生因子、１００　ｎｇ／ｍｌのインターロイキン－６、および１０ｎｇ／
ｍｌのインターロイキン－３、あるいは、５０ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子、５０ｎｇ／ｍｌ
のＦｌｔ－３受容体リガンド、５０ｎｇ／ｍｌの血小板産生因子、５０ｎｇ／ｍｌのイン
ターロイキン－６、および１０ｎｇ／ｍｌのインターロイキン－３を用いる。好ましくは
、細胞培養皿の表面上にＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧを固定化する。ある具体的な実施形
態では、上記ＣＢ幹細胞を加える前に、リン酸緩衝食塩水中の２．５μｇ／ｍｌのＤｅｌ
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ｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧおよび５ｇ／ｍｌのＲｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎ（組み換えヒトフィブ
ロネクチンの断片）によって一晩４℃（または３７℃で最低２時間）で上記細胞培養皿を
コーティングする。
【００８８】
　本発明のＣＢ幹細胞を増殖するための他の例示的な培養条件として、Zhang et al., 20
08, Blood 111:3415-3423に記載されているものが含まれる。ある具体的な実施形態では
、ヘパリン、幹細胞因子、血小板産生因子、インスリン様成長因子－２（ＩＧＦ－２）、
線維芽細胞成長因子－１（ＦＧＦ－１）、およびＡｎｇｐｔｌ３またはＡｎｇｐｔｌ５を
追加した無血清培地において上記ＣＢ幹細胞を培養してもよい。ある具体的な実施形態で
は、１０μｇ／ｍｌのヘパリン、１０ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子、２０ｎｇ／ｍｌの血小板
産生因子、２０ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－２、１０ｎｇ／ｍｌのＦＧＦ－１、および１００ｎ
ｇ／ｍｌのＡｎｇｐｔｌ３またはＡｎｇｐｔｌ５を上記培地に追加し、上記細胞を１９～
２３日間培養する。別の具体的な実施形態では、１０μｇ／ｍｌのヘパリン、１０ｎｇ／
ｍｌの幹細胞因子、２０ｎｇ／ｍｌの血小板産生因子、１０ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－１、お
よび１００ｎｇ／ｍｌのＡｎｇｐｔｌ５を追加した上記培地で上記ＣＢ幹細胞を１１～１
９日間培養することで、上記ＣＢ幹細胞を増殖してもよい。別の具体的な実施形態では、
５０ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子、１０ｎｇ／ｍｌの血小板産生因子、５０ｎｇ／ｍｌのＦｌ
ｔ－３受容体リガンド、および１００ｎｇ／ｍｌのインスリン様成長因子結合タンパク質
－２（ＩＧＦＢＰ２）または５００ｎｇ／ｍｌのＡｎｇｐｔｌ５を追加した上記培地で上
記ＣＢ幹細胞を１０日間培養することで、上記ＣＢ幹細胞を増殖してもよい。さらに別の
実施形態では、１０μｇ／ｍｌのヘパリン、１０ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子、２０ｎｇ／ｍ
ｌの血小板産生因子、１０ｎｇ／ｍｌのＦＧＦ－１、５００ｎｇ／ｍｌのＡｎｇｐｔｌ５
、および５００ｎｇ／ｍｌのＩＧＦＢＰ２を追加した上記培地で上記ＣＢ幹細胞を１１日
間培養することで、上記ＣＢ幹細胞を増殖してもよい。Zhang et al., 2008, Blood 111:
3415-3423を参照すること。
【００８９】
　本発明のＣＢ幹細胞を増殖するための別の例示的な培養条件が、Himburg et al., 2010
, Nature Medicine doi:10.1038/nm.2119 (advanced online publication)に記載されて
いる。ある具体的な実施形態では、血小板産生因子、幹細胞因子、Ｆｌｔ－３受容体リガ
ンド、およびプレイオトロフィンを追加した懸濁液培地において上記ＣＢ幹細胞を培養し
てもよい。ある具体的な実施形態では、２０ｎｇ／ｍｌの血小板産生因子、１２５ｎｇ／
ｍｌの幹細胞因子、５０ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３受容体リガンド、および１０、１００、
５００、または１０００ｎｇ／ｍｌのプレイオトロフィンを上記懸濁液培地に追加し、上
記ＣＢ幹細胞を７日間培養する。
【００９０】
　本発明の好ましい実施形態では、上記ＣＢ幹細胞を増殖した後、造血機能を提供するサ
ンプルの力価を測定するために、細胞総数および生存ＣＤ３４＋細胞数を求める。有核細
胞の総量および幹細胞移植片におけるＣＤ３４＋細胞の量は、移植の失敗および幹細胞の
移植後に起こる移植関連の初期の合併症（主に、致死性の完成）の発生率だけでなく、好
中球および血小板の移植と密接な相関関係にあることが、非常に多くの臨床研究から明ら
かである。例えば、増殖期間中培養開始後５～８日目に、サンプルから生存有核細胞の数
を求めてもよい。さらに、マルチパラメータのフローサイトメトリー法により、ＣＤ３４
＋細胞の総数を求めてもよく、これによりサンプル中のＣＤ３４＋細胞のパーセンテージ
が得られる。好ましくは、この時ＣＤ３４＋細胞の絶対数が少なくとも１０倍に増加しな
かった培地については、中断させる。同様に、凍結保存前または解凍後に、上記増殖ＣＢ
幹細胞サンプル中の生存ＣＤ３４＋細胞総数を算出するために、上記増殖ＣＢ幹細胞サン
プルのアリコートから有核細胞の総数および生存ＣＤ３４＋細胞のパーセンテージを求め
てもよい。好ましい実施形態では、７，５００万個未満の生存ＣＤ３４＋細胞を含む増殖
ＣＢ幹細胞サンプルを廃棄する。
【００９１】
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　ある具体的な実施形態では、治療で使用する最終製品を販売するために、力価試験では
生存ＣＤ３４＋細胞（または他の抗原陽性細胞）の総数を考慮する。生存度は上記技術分
野の任意の公知方法によって求められ、例えば、トリパンブルー排除または７－ＡＡＤ排
除によって求められる。好ましくは、有核細胞数（total nucleated cell count：ＴＮＣ
）およびその他のデータを用いて製品の力価を算出する。フローサイトメトリー法および
生細胞を除外する色素によって、生存ＣＤ３４＋細胞のパーセンテージを判定する。生存
ＣＤ３４＋細胞のパーセンテージは、サンプルのアリコート中の７－ＡＡＤ（またはその
他の適当な色素）を除外したＣＤ３４＋細胞の数を、上記アリコートのＴＮＣ（生細胞お
よび非生細胞）によって除算することで求められる。サンプル中の生存ＣＤ３４＋細胞は
、生存ＣＤ３４＋細胞＝サンプルのＴＮＣ×サンプル中の生存ＣＤ３４＋細胞のパーセン
テージ、によって算出できる。濃縮中または増殖中の生存ＣＤ３４＋細胞の比例的な増加
は、生存ＣＤ３４＋細胞の総数＋（培養後の細胞数÷培養前の生存ＣＤ３４＋細胞の総数
）、によって算出できる。明らかなように、ＣＤ３４以外の抗体、あるいはＣＤ３４に加
えて他の抗体を用いてもよい。
【００９２】
　６．３．１　Ｎｏｔｃｈアゴニスト
　本発明の好ましい実施形態では、Ｎｏｔｃｈ機能を持つアゴニスト、ならびに１以上の
成長因子またはサイトカインの存在下において上記ＣＢ幹細胞を所定の時間培養すること
によって、上記ＣＢ幹細胞を増殖する。上記ＣＢ幹細胞の培養は、上記技術分野の任意の
公知の培地／条件において行なわれる（Freshney Culture of Animal Cells, Wiley-Liss
, Inc., New York, NY (1994)参照）。培養時間は、本明細書において定義されるように
、増殖ＣＢ幹細胞集団を産生するのに十分な時間とする。例えば、上記ＣＢ幹細胞　Ｎｏ
ｔｃｈ機能を持つアゴニスト、ならびに１以上の成長因子またはサイトカインの存在下に
おいて、上記ＣＢ幹細胞を、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、または２５日
間、好ましくは、少なくとも１０日間培養する。必要に応じて、上記培養期間中の任意の
時点で、培地を新鮮な培地と交換してもよいし、新鮮な培地を追加してもよい。
【００９３】
　Ｎｏｔｃｈアゴニストは、Ｎｏｔｃｈ経路機能の活性化を促進、つまり引き起こす、あ
るいは増加させる薬剤である。本明細書中で用いられる「Ｎｏｔｃｈ経路機能」という用
語は、Ｎｏｔｃｈシグナリング（信号伝達）経路によって媒介される機能という意味を持
つものとする。Ｎｏｔｃｈ経路機能として、特に限定されないが、Ｎｏｔｃｈの細胞内ド
メインの核内移行；ＨａｉｒｌｅｓｓのＲＢＰ－Ｊκまたはそのショウジョウバエ相同体
サプレッサの核内移行； 例えば、Ｍａｓｔｅｒｍｉｎｄ等の、Ｓｐｌｉｔ複合体のエン
ハンサーのｂＨＬＨ遺伝子の活性化；ＨＥＳ－１遺伝子またはＫＢＦ２（ＣＢＦ１とも呼
ばれる）遺伝子の活性化；ショウジョウバエの神経芽細胞の分離阻害；およびＤｅｌｔａ
、Ｊａｇｇｅｄ／Ｓｅｒｒａｔｅ、Ｆｒｉｎｇｅ、Ｄｅｌｔｅｘ、若しくはＨａｉｒｌｅ
ｓｓのＲＢＰ－Ｊκ／サプレッサ、またはこれらの相同体若しくは類似体へのＮｏｔｃｈ
の結合が挙げられる。活性化した際のＮｏｔｃｈ信号伝達経路およびその効果の考察につ
いては、Kopan et al., 2009, Cell 137: 216-233に記述の論文を概ね参照すること。ま
た、Jarriault et al., 1998, Mol. Cell. Biol. 18:7423-7431を参照すること。
【００９４】
　Ｎｏｔｃｈの活性化は、Ｎｏｔｃｈアゴニストに細胞を暴露することによって行なわれ
る。Ｎｏｔｃｈアゴニストとして、特に限定されないが、溶解性の分子、組み換え技術に
よって細胞表面で発現する分子、前駆細胞が暴露される細胞の単分子膜上の分子、または
固相上に固定化させた分子が用いられる。例示的なＮｏｔｃｈアゴニストとは、Ｎｏｔｃ
ｈの細胞外ドメインに結合し、Ｎｏｔｃｈ信号伝達を活性化させる、細胞外結合リガンド
である、ＤｅｌｔａおよびＳｅｒｒａｔｅであるか、あるいはＮｏｔｃｈの細胞外ドメイ
ンに結合し、Ｎｏｔｃｈ信号伝達を活性化させるＤｅｌｔａまたはＳｅｒｒａｔｅのフラ
グメントである。ＤｅｌｔａおよびＳｅｒｒａｔｅの核酸配列およびアミノ酸配列は、上
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記技術分野において公知の、人間を含むいくつかの種属から単離されており、国際公報第
ＷＯ９３／１２１４１号、ＷＯ９６／２７６１０号、およびＷＯ９７／０１５７１号、な
らびにGray et al., 1999, Am. J. Path. 154:785-794に開示されている。実施形態の好
ましい態様では、上記Ｎｏｔｃｈアゴニストは、ｍｙｃエピトープタグを融合したＤｅｌ
ｔａタンパク質またはＳｅｒｒａｔｅタンパク質の細胞外ドメインからなるＤｅｌｔａタ
ンパク質またはＳｅｒｒａｔｅタンパク質の固定化フラグメント（Ｄｅｌｔａｅｘｔ－ｍ

ｙｃまたはＳｅｒｒａｔｅｅｘｔ－ｍｙｃ）であるか、あるいはＩｇＧのＦｃ部分を融合
したＤｅｌｔａタンパク質またはＳｅｒｒａｔｅタンパク質の細胞外ドメインからなるＤ
ｅｌｔａタンパク質またはＳｅｒｒａｔｅタンパク質の固定化フラグメント（Ｄｅｌｔａ
ｅｘｔ－ＩｇＧまたはＳｅｒｒａｔｅｅｘｔ－ＩｇＧ）である。本発明のＮｏｔｃｈアゴ
ニストとして、特に限定されないが、Ｎｏｔｃｈタンパク質ならびにその相同体および誘
導体（フラグメントを含む）；Ｎｏｔｃｈ経路の他の要素であるタンパク質ならびにその
相同体および誘導体（フラグメントを含む）；Ｎｏｔｃｈアゴニストに対する抗体、なら
びにそのような抗体の結合領域を含む上記抗体のフラグメントまたはその他の誘導体；上
記タンパク質および誘導体または相同体をコードする核酸；およびＮｏｔｃｈ経路の活性
を促進させるようなＮｏｔｃｈ経路にあるＮｏｔｃｈタンパク質または他のタンパク質と
結合あるいは相互作用するタンパク質ならびにその誘導体および相同体が挙げられる。そ
のようなアゴニストとして、特に限定されないが、細胞内ドメインを含むＮｏｔｃｈタン
パク質およびその誘導体、上記Ｎｏｔｃｈタンパク質をコードするＮｏｔｃｈ核酸、およ
びＮｏｔｃｈリガンドのＮｏｔｃｈ相互作用ドメイン（例えば、ＤｅｌｔａまたはＳｅｒ
ｒａｔｅの細胞外ドメイン）を含むタンパク質が挙げられる。その他のアゴニストとして
、特に限定されないが、ＨａｉｒｌｅｓｓまたはＤｅｌｔｅｘのＲＢＰＪκ／サプレッサ
が挙げられる。Ｆｒｉｎｇｅは、例えば、Ｄｅｌｔａタンパク質と協同して、Ｎｏｔｃｈ
活性を高めるために用いられる。これらのタンパク質ならびにそのフラグメントおよび誘
導体は、組み換え技術によって発現・単離され得る、あるいは化学的に合成され得る。
【００９５】
　別の具体的な実施形態では、上記Ｎｏｔｃｈアゴニストは、組み換え技術によってＮｏ
ｔｃｈと拮抗する(agonize)タンパク質、またはそのフラグメントもしくは誘導体を発現
させる細胞である。この細胞は、Ｎｏｔｃｈ信号伝達が活性化されるＣＢ幹細胞に対し利
用可能となるような状態、例えば、分泌される状態、細胞表面に発現される状態等で、上
記Ｎｏｔｃｈアゴニストを発現する。
【００９６】
　さらに別の具体的な実施形態では、Ｎｏｔｃｈの上記アゴニストは、Ｎｏｔｃｈシグナ
リング経路のメンバーと結合する、ペプチド模倣物、ペプチド類似体または有機分子であ
る。そのようなアゴニストは、例えばRebay et al., 1991, Cell 67:687-699および国際
公報第ＷＯ９２／１９７３４号に記載された細胞凝集法等の、上記技術分野における公知
方法から選ばれた結合方法によって同定される。
【００９７】
　好ましい実施形態では、上記アゴニストは、少なくとも、Ｎｏｔｃｈタンパク質または
Ｎｏｔｃｈフラグメントへの結合を媒介するＮｏｔｃｈ相互作用遺伝子によってコードさ
れるタンパク質フラグメントからなるタンパク質であり、上記Ｎｏｔｃｈフラグメントは
、アゴニストタンパク質との結合に応答可能なＮｏｔｃｈの領域、例えばＮｏｔｃｈの上
皮成長因子様リピート１１および１２等を含む。本明細書中で用いられる「Ｎｏｔｃｈ相
互作用遺伝子」という用語は、Ｎｏｔｃｈ遺伝子、Ｄｅｌｔａ遺伝子、Ｓｅｒｒａｔｅ遺
伝子、ＲＢＰＪκ遺伝子、ならびにＨａｉｒｌｅｓｓのサプレッサ遺伝子、およびＤｅｌ
ｔｅｘ遺伝子に加えて、配列相同性または遺伝子相互作用によって同定されるＤｅｌｔａ
／ＳｅｒｒａｔｅファミリーまたはＤｅｌｔｅｘファミリーの他のメンバーを意味し、よ
り一般的には、遺伝子の「Ｎｏｔｃｈカスケード」または「Ｎｏｔｃｈグループ」のメン
バーを意味し、これらは分子相互作用（例えば、生体内結合または（例えばショウジョウ
バエにおいて表現型的に示すような）遺伝子相互作用）によって同定される。Ｎｏｔｃｈ
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との結合原因となる領域を含むＮｏｔｃｈ結合タンパク質の例示的なフラグメントは、米
国特許第５，６４８，４６４号、第５，８４９，８６９号、および第５，８５６，４４１
号に記載されている。
【００９８】
　本発明の方法によって用いられるＮｏｔｃｈアゴニストは、市販のものを入手すること
ができ、組み換え発現による生成も可能であり、あるいは化学的に合成することも可能で
ある。
【００９９】
　ある具体的な実施形態では、Ｎｏｔｃｈアゴニストへの細胞の暴露は、Ｎｏｔｃｈリガ
ンドを組み換え技術によって細胞の表面上に発現させる他の細胞とのインキュベーション
（他の実施形態では、この方法が用いられるが）ではなく、例えば固相の表面上（例えば
、組織培養皿の表面上）で固定化されている、無細胞Ｎｏｔｃｈリガンドとのインキュベ
ーション等の、無細胞Ｎｏｔｃｈリガンドへの暴露によって行なわれる。
【０１００】
　具体的な実施形態では、Ｎｏｔｃｈリガンド（例えば、Ｄｅｌｔａ、Ｓｅｒｒａｔｅ）
のＮｏｔｃｈ受容体の細胞外部分への結合によって、Ｎｏｔｃｈの活性が促進される。Ｎ
ｏｔｃｈの上記細胞外ドメインと、隣接する細胞と膜結合しているか、あるいは固体の表
面上に固定されているリガンドとの物理的な相互作用が、Ｎｏｔｃｈシグナリングの引き
金となるようである。完全長のリガンドはＮｏｔｃｈのアゴニストであり、１つの細胞上
の上記リガンドの発現によって、上記Ｎｏｔｃｈ受容体を発現する隣接細胞における上記
経路の活性化を誘因する。組織培養皿等の固体の表面上に固定化された、タンパク質の細
胞外ドメインまたはそのＮｔｃｈ結合部分を含む溶解性の切断型ＤｅｌｔａまたはＳｅｒ
ｒａｔｅ分子が、特に好ましいＮｏｔｃｈ経路アゴニストとされる。例えば、融合タンパ
ク質としてＤｅｌｔａまたはＳｅｒｒａｔｅが発現するエピトープタグ（例えば、抗体９
Ｅ１０によって認識されるｍｙｃエピトープタグ）に関連する抗体、あるいは融合タンパ
ク質としてＤｅｌｔａまたはＳｅｒｒａｔｅが発現するエピトープタグ（例えば、タンパ
ク質Ａによって結合させている免疫グロブリンのエピトープタグ）と相互作用するタンパ
ク質等の、抗体または相互作用タンパク質によって、上記の溶解性タンパク質が固体の表
面に固定化される。
【０１０１】
　別の具体的な実施形態では、Artavanis-Tsakonasらによる米国特許第５，７８０，３０
０号に記載されているように、Ｎｏｔｃｈアゴニストとして、Ｎｏｔｃｈプロセシングに
必要なフーリン様転換酵素、Ｋｕｚｂａｎｉａｎ、Ｎｏｔｃｈ経路の上流の活性化もしく
はＮｏｔｃｈとパラレルな活性に必要であるであると考えられるメタロプロテアーゼ－ジ
スインテグリン（ＡＤＡＭ）等の、ＮｏｔｃｈまたはＮｏｔｃｈ情報伝達経路の活性化に
必要な成熟ステップあるいはプロセシングステップを仲介する細胞内プロセスを促進また
は活性化させる試薬が挙げられる（Schlondorff and Blobel, 1999, J. Cell Sci. 112:3
603-3617）。より一般的には、細胞内の区画間の移動に必要なＧＴＰａｓｅのｒａｂファ
ミリー等の、細胞内輸送・プロセシングタンパク質が挙げられる（Ｒａｂ　ＧＴＰａｓｅ
の概要説明については、Olkkonen and Stenmark, 1997, Int. Rev. Cytol. 176: 1-85を
参照）。上記アゴニストは、フーリン、Ｋｕｚｂａｎｉａｎ、もしくはｒａｂタンパク質
、またはこれらのフラグメントもしくは誘導体、またはこれらのドミナント活性変異体を
コードする核酸、または上記タンパク質と結合してその機能を活性化させるペプチド模倣
物、ペプチド類似体、または有機分子等の、上記プロセスのうちのいずれか１つの活性を
増加させる任意の分子であり得る。
【０１０２】
　さらに、米国特許第５，７８０，３００号には、本発明を実施する際に上記Ｎｏｔｃｈ
経路を活性化させるために用いられるＮｏｔｃｈアゴニスト分子の分類（およびそれらの
同定方法）が開示され、例えば、ＮｏｔｃｈアンキリンリピートとＲＢＰ－Ｊκとの結合
解離の引き金となり、これによってＲＢＰ－Ｊκの細胞質から核への転位を促進する分子
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について開示されている。
【０１０３】
　６．３．２　成長因子／サイトカイン
　本発明の好ましい実施形態では、上述したようにＮｏｔｃｈ機能を持つアゴニスト、お
よび１以上の成長因子もしくはサイトカインの存在下で、上記ＣＢ幹細胞をある一定時間
培養することによって、上記ＣＢ幹細胞を増殖する。あるいは、１以上の成長因子または
サイトカインの存在下で、上記ＣＢ幹細胞をある一定時間培養することによって、上記Ｃ
Ｂ幹細胞を増殖する。分化させずに上記ＣＢ幹細胞を増殖させる場合、成長をサポートす
るが分化をサポートしない成長因子の存在下で本発明のＣＢ幹細胞を培養させる。上記成
長因子としては、例えばタンパク質や化学物質等、細胞の増殖および／または生存を促進
させる任意の種類の分子が用いられる。
【０１０４】
　１以上の成長因子への上記ＣＢ幹細胞の暴露は、Ｎｏｔｃｈアゴニストへの上記ＣＢ幹
細胞の暴露の前、同時、または後に行なわれる。
【０１０５】
　具体的かつ例示的な実施形態では、上記増殖培地に存在する成長因子として、ｃ－キッ
トリガンドまたは肥満細胞成長因子としても知られる幹細胞因子（stem cell factor：Ｓ
ＣＦ）、Ｆｌｔ－３リガンド（Ｆｌｔ－３Ｌ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、イ
ンターロイキン－３（ＩＬ－３）、インターロイキン－１ｌ（ＩＬ－１ｌ）および血小板
産生因子（thrombopoietin：ＴＰＯ）、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（gran
ulocyte-macrophage colony stimulating factor：ＧＭ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激
因子（granulocyte colony stimulating factor：Ｇ－ＣＳＦ）、アンジオポエチン様タ
ンパク質（Ａｎｇｐｔｌｓ）（Ａｎｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔｌ５、Ａｎ
ｇｐｔｌ７、およびＭｆａｐ４）、インスリン成長因子－２（ＩＦＧ－２）、および線維
芽細胞成長因子－１（ＦＧＦ－１）のうちの１以上の成長因子が含まれる。ＳＣＦ、Ｆｌ
ｔ－３Ｌ、ＩＬ－６、またはＴＰＯの量は、１０～１０００ｎｇ／ｍｌの範囲であり、さ
らに好ましくは約５０～５００ｎｇ／ｍｌの範囲であり、最も好ましくは約１００～３０
０ｎｇ／ｍｌの範囲である。ある具体的な実施形態では、ＳＣＦ、Ｆｌｔ－３Ｌ、ＩＬ－
６、またはＴＰＯの量は、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、
２７５、３００、３２５、３５０、３７５、４００、４２５、または４５０ｎｇ／ｍｌで
ある。Ｉｌ－３、ＩＬ－１ｌ、Ｇ－ＣＳＦ、またはＧＭ－ＣＳＦの量は、２～１００ｎｇ
／ｍｌの範囲であり、さらに好ましくは約５～５０ｎｇ／ｍｌの範囲であり、またさらに
好ましくは約７．５～２５ｎｇ／ｍｌの範囲であり、最も好ましくは約１０～１５ｎｇ／
ｍｌの範囲である。ある具体的な実施形態では、Ｉｌ－３、ＩＬ－１ｌ、Ｇ－ＣＳＦ、ま
たはＧＭ－ＣＳＦの量は、５、６、７、８、９、１０、１２．５、または１５ｎｇ／ｍｌ
である。
【０１０６】
　ＣＢ幹細胞を増殖させるための好ましい実施形態では、細胞外マトリックスタンパク質
が結合している組織培養皿の中で上記細胞を培養する。実施形態の好ましい態様では、上
記細胞外マトリックスタンパク質は、フィブロネクチン（fibronectin：ＦＮ）またはそ
のフラグメントである。そのようなフラグメントとして、特に限定されないが、ＣＨ－２
９６（Dao et al., 1998, Blood 92(12):4612-21）またはＲｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎ（登録
商標）（組み換えヒトフィブロネクチンフラグメント）（ウィスコンシン州、マディソン
にあるClontech Laboratories, Inc.）
　本発明のＣＢ幹細胞を増殖させるための具体的な実施形態では、１００ｎｇ／ｍｌのＳ
ＣＦ、１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、および１０ｎｇ／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦの存在下、例え
ばＤｅｌｔａの細胞外ドメイン等の固定化したＤｅｌｔａリガンドとフィブロネクチンと
を含むプラスチックの組織培養皿の上で上記細胞を培養する。ＣＢ幹細胞を増殖させるた
めの別の具体的な実施形態では、１００ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ、１００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ
－３Ｌ、１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－６、および１０ｎｇ／ｍ
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ｌのＩＬ－３の存在下、固定化したＤｅｌｔａリガンドとフィブロネクチンとを含むプラ
スチックの組織培養皿の上で上記細胞を培養する。本発明の幹細胞を増殖させるための別
の具体的な実施形態では、１００ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ、１００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３Ｌ
、１０ｍｇ／ｍｌのＧ－ＣＳＦ、および１０ｍｇ／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦの存在下、固定化
したＤｅｌｔａリガンドとフィブロネクチンとを含むプラスチックの組織培養皿の上で上
記細胞を培養する。ＣＢ幹細胞を増殖させるための別の具体的な実施形態では、１００ｎ
ｇ／ｍｌのＳＣＦ、１００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３Ｌ、１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、およ
び１０ｍｇ／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦの存在下、固定化したＤｅｌｔａリガンドとフィブロネ
クチンとを含むプラスチックの組織培養皿の上で上記細胞を培養する。ＣＢ幹細胞を増殖
させるためのさらに別の具体的な実施形態では、３００ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ、３００ｎｇ
／ｍｌのＦｌｔ－３Ｌ、１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－６、およ
び１０ｍｇ／ｍｌのＩＬ－３の存在下、固定化したＤｅｌｔａリガンドとフィブロネクチ
ンとを含むプラスチックの組織培養皿の上で上記細胞を培養する。本発明の幹細胞を増殖
させるための別の具体的な実施形態では、１００ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ、１００ｎｇ／ｍｌ
のＦｌｔ－３Ｌ、１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、１０ｍｇ／ｍｌのＧ－ＣＳＦ、および１０
ｍｇ／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦの存在下、固定化したＤｅｌｔａリガンドとフィブロネクチン
とを含むプラスチックの組織培養皿の上で上記細胞を培養する。上記培養条件に代わる別
の実施形態では、フィブロネクチンは上記組織培養皿から除外され、別の細胞外マトリッ
クスタンパク質に置き換えられる。ＣＢ幹細胞増殖のさらなる例示的な培養条件について
は、Bernsteinらによる米国特許第７，３９９，６３３号Ｂ２も参照するとよい。
【０１０７】
　本発明の方法で用いられる上記成長因子は、市販のものを入手することができるか、組
み換え発現による生成が可能であるか、あるいは化学的に合成することが可能である。例
えば、Ｆｌｔ－３Ｌ（ヒト）、ＩＧＦ－１（ヒト）、ＩＬ－６（ヒトおよびマウス）、Ｉ
Ｌ－１ｌ（ヒト）、ＳＣＦ（ヒト）、およびＴＰＯ（ヒトおよびマウス）は、Ｓｉｇｍａ
（ミズーリ州、セントルイス）から購入できる。ＩＬ－６（ヒトおよびマウス）、ＩＬ－
７（ヒトおよびマウス）、およびＳＣＦ（ヒト）はＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
，　Ｉｎｃ．（メリーランド州、ロックビル）から購入できる。
【０１０８】
　他の実施形態では、組み換え発現または化学的なペプチド合成によって（例えば、ペプ
チド合成機等を用いて）上記成長因子を生成する。成長因子の核酸配列およびペプチド配
列は、一般的にＧｅｎＢａｎｋから入手できる。
【０１０９】
　好ましくは、必ずしも必要ではないが、本発明の方法によってＮｏｔｃｈアゴニストの
存在下で上記ＣＢ幹細胞を増殖させるために用いられる上記成長因子は、上記ＣＢ幹細胞
と同じ種属に由来するものである。
【０１１０】
　本発明のＣＢ幹細胞を増殖させるために好適な成長因子の量または濃度は、成長因子製
剤の活性度や、上記成長因子と上記ＣＢ幹細胞等との種属間の相関関係等によって決まる
。一般的に、上記ＣＢ幹細胞と成長因子とが同じ種属同士である場合、培地における成長
因子の総量は、１ｎｇ／ｍｌから５μｇ／ｍｌであり、さらに好ましくは５ｎｇ／ｍｌか
ら１μｇ／ｍｌであり、最も好ましくは１０ｎｇ／ｍｌから２００ｎｇ／ｍｌの範囲であ
る。ある実施形態では、上記ＣＢ幹細胞をＮｏｔｃｈアゴニストおよび１００ｎｇ／ｍｌ
のＳＣＦに暴露させることで上記ＣＢ幹細胞を増殖させる。別の実施形態では、上記ＣＢ
幹細胞をＮｏｔｃｈアゴニスト、ならびに１００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３Ｌ、１００ｎｇ
／ｍｌのＩＬ－６、１００ｎｇ／ｍｌのＳＣＦ、および１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－１ｌに暴
露させることで上記ＣＢ幹細胞を増殖させる。
【０１１１】
　６．４　凍結保存および解凍
　６．４．１　凍結保存
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　臍帯血からＣＢ幹細胞を増殖させて増殖ＣＢ幹細胞集団を得た後、上記増殖ＣＢ幹細胞
集団を凍結保存する。ある実施形態では、プールする（および続いて解凍した状態でプー
ルする）前に、上記増殖ＣＢ幹細胞集団を分離して、１以上の袋（または器具）の中で凍
結させる。別の実施形態では、２以上の増殖ＣＢ幹細胞の集団をプールし凍結して、ある
いは必要に応じてプールして別々のアリコートに分けた後、それぞれのアリコートを凍結
させる。好ましい実施形態では、最大約４０億個の有核細胞が１つの袋の中で冷凍されて
いる。好ましい実施形態では、増殖ＣＢ幹細胞は新鮮である。つまり、増殖ＣＢ幹細胞は
、増殖または凍結保存前に事前に冷凍させてある。「冷凍（frozen/freezing）」と「凍
結保存（cryopreservaed/cryopreservation）」という用語は、本願において同義で使わ
れる。凍結保存は、生存した状態で細胞を冷凍させる上記技術分野において任意の公知方
法によって行なわれる。細胞の冷凍には、通常破壊性がある。冷却すると、細胞内の水が
凍る。その後、細胞膜への浸透圧作用、細胞の脱水、溶質の濃縮、および氷の結晶の形成
によって、損傷が起きる。上記細胞の外に氷が形成されると、有効水は、溶液から除去さ
れ、上記細胞から取り除かれる。これによって、浸透圧による脱水および溶質の濃度上昇
が起こり、結果として上記細胞が破壊される。この説明については、Mazur, P., 1977, C
ryobiology 14:251-272を参照するとよい。
【０１１２】
　損傷を引き起こすこれらの現象は、（ａ）凍結保護剤の使用、（ｂ）冷凍速度の制御、
および（ｃ）十分に低い温度での保存によって回避することができ、分解反応が最小限に
抑えられる。
【０１１３】
　使用する凍結保護剤として、特に限定されないが、ジメチルスルホキシド（dimethyl s
ulfoxide：ＤＭＳＯ）（Lovelock and Bishop, 1959, Nature 183:1394-1395; Ashwood-S
mith, 1961, Nature 190:1204-1205）、グリセリン、ポリビニルピロリジン（Rinfret, 1
960, Ann. N.Y. Acad. Sci. 85:576）、ポリエチレングリコール（Sloviter and Ravdin,
 1962, Nature 196:548）、アルブミン、デキストラン、ショ糖、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 et al., 1962, Fed. Pr
oc. 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（Be
nder et al., 1960, J. Appl. Physiol. 15:520）、アミノ酸（Phan The Tran and Bende
r, 1960, Exp. Cell Res. 20:651）、メタノール、アセトアミド、グリセリンモノアセテ
ート（Lovelock, 1954, Biochem. J. 56:265）、および無機塩類（Phan The Tran and Be
nder, 1960, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 104:388; Phan The Tran and Bender, 1961, 
in Radiobiology, Proceedings of the Third Australian Conference on Radiobiology,
 Ilbery ed., Butterworth, London, p. 59）が挙げられる。好ましい実施形態では、低
濃度で細胞にとって毒性がない液体であるＤＭＳＯを使用する。ＤＭＳＯは、小さい分子
の状態で、自由に細胞に浸透し、水と結合して水の凍結能力を調整し、氷の形成による損
傷を防ぐことで、細胞内の小器官を保護する。プラズマ（例えば、２０～２５％の濃度）
を加えると、ＤＭＳＯの保護効果が高まる。ＤＭＳＯは、その濃度が約１％である場合、
約４℃の温度で毒性を持つため、ＤＭＳＯを加えた後、細胞が凍るまで０℃で保たれなけ
ればならない。
【０１１４】
　低速で冷却制御することが重要となる。凍結保護剤（Rapatz et al., 1968, Cryobiolo
gy 5(1): 18-25）と細胞の種類がそれぞれ異なれば、最適な冷却速度も異なる（例えば、
Rowe and Rinfret, 1962, Blood 20:636; Rowe, 1966, Cryobiology 3(1):12-18; Lewis,
 et al., 1967, Transfusion 7(1): 17-32; and Mazur, 1970, Science 168:939-949 for
 effects of cooling velocity on survival of marrow-stem cells and on their trans
plantation potentialを参照）。水が氷に変わる際に生じる融解熱は、最小限でなければ
ならない。例えばプログラム可能な冷凍装置またはメタノール浴処理によって、上記冷却
処理を行なう。
【０１１５】



(32) JP 2013-523842 A 2013.6.17

10

20

30

40

50

　プログラム可能な冷凍装置によって、最適な冷却速度が判断され、定法による再現冷却
が容易となる。ＣｒｙｏｍｅｄまたはＰｌａｎａｒ等の、プログラム可能な、速度制御可
能なフリーザーによって、凍結管理について望ましい冷却速度カーブに調整することが可
能となる。例えば、１０％ＤＭＳＯおよび２０％プラズマにおける骨髄細胞の場合、最適
な速度は、０℃から－８０℃の間で、毎分１～３℃である。
好ましい実施形態では、本発明の新生児の細胞の場合に、この冷却速度で行なわれる。細
胞を収容している容器は、低温貯蔵温度での安定性が必要であり、これにより冷凍および
解凍の両方を効果的に制御するための急速な熱伝導が可能となる。複数個で少量ずつ（１
～２ｍｌ）の場合、プラスチック製の密閉バイアル（例えば、Ｎｕｎｃ製やＷｈｅａｔｏ
ｎ　ｃｒｙｕｌｅｓ製）またはガラス製のアンプルを用いる。一方、大量（１００～２０
０ｍｌ）の場合、冷却時の熱伝導がよくなるように金属製の皿の間に挟んだポリオレフィ
ン製の袋（例えば、Ｄｅｌｍｅｄ製）の中で凍結させる。骨髄細胞が入った袋を、偶然に
も毎分約３℃の冷却速度を持つ－８０℃のフリーザーの中に入れておくことで、その凍結
が成功した。
【０１１６】
　他の選択可能な実施形態では、冷却時のメタノール浴法を用いることができる。メタノ
ール浴法は、多数の小さなものを大規模にルーチン凍結保存する場合に適している。この
方法では、凍結速度の手動制御も、速度を監視するためのレコーダーも必要ない。好まし
い実施形態では、ＤＭＳＯで処理した細胞を氷上で予冷し、－８０℃の機械冷凍庫（例え
ば、ＨａｒｒｉｓまたはＲｅｖｃｏ）の中に順番に配置されている冷却したメタノールを
含むトレーに移す。上記メタノール浴およびサンプルの熱電対の測定値は、１～３℃／分
の所望の冷却速度を示す。少なくとも２時間後、上記試料は－８０℃の温度に達し、永久
保存するために液体窒素（－1９６℃）の中に直接置かれる。
【０１１７】
　十分冷凍した後、上記増殖ＣＢ幹細胞を素早く長期低温保存容器に移す。好ましい実施
形態では、液体窒素（－1９６℃）又はその冷気（－1６５℃）の中で上記サンプルを極低
温で保存する。大幅に熱漏洩及び窒素の損失が最小限に保たれるような、極めて低い真空
度を持ち、なおかつ内部に超断熱材を持つ大きな魔法瓶の容器に似た、非常に効率的な液
体窒素冷蔵庫を利用できると、上記のような保存が容易になる。
【０１１８】
　好適なラックシステムが市販されており、カタログ化、保存、および個々の試料の検索
をするために用いることができる。
【０１１９】
　特に骨髄または末梢血からの造血幹細胞の操作、凍結保存、および長期保管のための検
討および手順は、本発明の増殖ＣＢ幹細胞に主に適用できる。そのような説明は、例えば
Gorin, 1986, Clinics In Haematology 15(1):19-48およびMone-Marrow Conservation, C
ulture and Transplantation, Proceedings of a Panel, Moscow, July 22-26, 1968, In
ternational Atomic Energy Agency, Vienna, pp. 107-186の文献中に記載されており、
参照として本明細書に含まれる。
【０１２０】
　生細胞の凍結保存のその他の方法、すなわち生細胞の凍結保存の変形例については、利
用可能であり、使用に想定されている（例えば、低温金属ミラー技術については、Livese
y and Linner, 1987, Nature 327:255、Linner et al, 1986, J. Histochem. Cytochem. 
34(9): 1123-1135、またＳｅｎｋａｎらによる米国特許第４，１９９，０２２号、Ｓｃｈ
ｗａｒｔｚによる米国特許第３，７５３，３５７号，Ｆａｈｙによる米国特許第４，５５
９，２９８号についても参照。）。
【０１２１】
　６．４．２　解凍
　凍結細胞は、急速に解凍され（例えば、３７～４１℃の温度に保った水浴中に）、解凍
後直ちに冷却されることが好ましい。ある特定の実施形態では、上記凍結細胞を含むバイ
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アルを温水浴中にその首まで浸漬し、穏やかに回転させることで、解凍させながら細胞懸
濁液が確実に混合するともに、該温水から内部の氷の塊への熱伝達が増大する。氷が完全
に溶けたらすぐに、上記バイアルを速やかに氷上に置く。
【０１２２】
　本発明の実施形態では、解凍した増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはその一部を、造血機能
を必要とする人間の患者に造血機能を提供するために注入することができる。解凍した細
胞の処理に関係するいくつかの手順が利用可能であり、望ましいと判断した場合に用いる
ことができる。
【０１２３】
　解凍時に細胞の凝集を防止するために、上記細胞を処理することが望ましい。凝集を防
止するために用いられる様々な方法として、特に限定されないが、ＤＮａｓｅ（Spitzer 
et al., 1980, Cancer 45:3075-3085）、低分子デキストランおよびクエン酸塩、ヒドロ
キシエチルデンプン（Stiff et al., 1983, Cryobiology 20:17-24）等を、冷凍前および
／または後に、追加することが挙げられる。
【０１２４】
　上記凍結保護剤は、人間にとって毒性がある場合、解凍した増殖ＣＢ幹細胞を治療に用
いる前に除去しなければならない。上記凍結保護剤としてＤＭＳＯを用いる実施形態では
、ＤＭＳＯには深刻な毒性がないので、細胞の損失を避けるために、この工程を省略する
ことが好ましい。しかし、上記凍結保護剤の除去が望ましい場合、上記除去は解凍時に行
なわれることが好ましい。
【０１２５】
　上記凍結保護剤を除去する方法の１つとして、低濃度に希釈することが挙げられる。こ
の工程は、培地を添加することによって実施可能であり、その後、必要であれば、細胞ペ
レットの遠心分離、上清の除去、および上記細胞の再懸濁を、１サイクル以上行なう。例
えば、解凍した細胞の細胞内ＤＭＳＯを、回収した細胞に悪影響を及ぼさないレベル（１
％未満）に低下させてもよい。この工程はゆっくりと行なうことが好ましく、これにより
、ＤＭＳＯの除去中に発生し、損傷を招く可能性のある浸透圧勾配が最小限に抑えられる
。
【０１２６】
　上記凍結保護剤を除去した後、細胞の生存を確認するために、細胞数の計数（例えば、
血球計数器を用いて）および生存度試験（例えば、トリパンブルー排除によって、Kuchle
r, 1977, Biochemical Methods in Cell Culture and Virology, Dowden, Hutchinson & 
Ross, Stroudsburg, Pa., pp. 18-19; 1964, Methods in Medical Research, Eisen et a
l., eds., Vol. 10, Year Book Medical Publishers, Inc., Chicago, pp. 39-47）を行
ってもよい。サンプル中の、生存抗原（例えば、ＣＤ３４）に対して陽性反応を示す細胞
のパーセンテージは、サンプルのアリコート中の、７－ＡＡＤ（または生細胞によって除
去された他の好適な色素）を除く抗原陽性細胞の数を、サンプルのアリコート中の有核細
胞（ＴＮＣ）（生細胞と非生細胞の両方）の総数で除算することによって求めることがで
きる。次に、サンプル中の生存抗原陽性細胞の数は、生抗原陽性細胞のパーセンテージに
サンプルのＴＮＣを乗ずるによって求めることができる。
【０１２７】
　凍結保存前および／または解凍後、有核細胞の総数、または特定の実施形態ではＣＤ３
４＋細胞またはＣＤ１３３＋細胞の総数を求めることができる。例えば、血球計数器の使
用およびトリパンブルー色素の除外によって、総有核細胞数の計数を達成することができ
る。高い細胞性を有する試料は、マニュアル計数に適切な濃度範囲に希釈される。生成物
の最終細胞数は、任意の希釈係数によって補正される。総有核細胞数＝１ｍＬあたりの生
有核細胞数×１ｍＬあたりに含まれる生成物の量。例えば蛍光色素に共役された抗ＣＤ３
４または抗ＣＤ１３３モノクローナル抗体を用いたフローサイトメトリー法により、サン
プル中のＣＤ３４＋細胞またはＣＤ１３３＋陽性細胞の数を求めることができる。
【０１２８】
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　必要に応じて、凍結保存前および凍結保存・解凍後のいずれか、あるいは両方のタイミ
ングで、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルに対してＨＬＡタイピングを行ってもよい。ＨＬＡ
タイピングは、同定ＨＬＡ抗原に特異的な抗体を用いた血清学的な方法、またはＨＬＡ対
立遺伝子をタイピングするための、ＨＬＡ抗原をコードする遺伝子において多型を検出す
るための、ＤＮＡを用いた方法によって行なわれる。ある特定の実施形態では、ＨＬＡタ
イピングは、ＨＬＡ－ＡおよびＨＬＡ－Ｂのための、特定の配列用のオリゴヌクレオチド
プローブ法を用いて中分解能で行うか、あるいはＨＬＡ－ＤＲＢ１のための、配列を使用
したタイピング法（対立遺伝子タイピング）を用いて高分解能で行なうことができる。
【０１２９】
　ある実施形態では、凍結保存前の、出発臍帯血および／若しくは胎盤血、ＣＢ幹細胞、
増殖ＣＢ幹細胞、または解凍後の増殖ＣＢ幹細胞の同定および精製は、マルチパラメータ
のフローサイトメトリーによるイムノフェノタイピングによって行われる。これによりサ
ンプル中に存在する生存抗原陽性細胞のパーセンテージを求める。各サンプルについて、
蛍光色素に直接共役されるモノクローナル抗体のパネルを用いた次に示す細胞表現型のう
ち１以上の細胞表現型がないかどうか検査する。
【０１３０】
　１．ＣＤ３４＋ＨＰＣ
　２．Ｔ細胞（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋およびＣＤ８＋サブセットの両方を含む）
　３．Ｂ細胞（ＣＤ１９＋またはＣＤ２０＋）
　４．ＮＫ細胞（ＣＤ５６＋）
　５．単球（ＣＤ１４＋）
　６．骨髄単球（ＣＤ１５＋）
　７．巨核球（ＣＤ４１　＋）
　８．樹状細胞（ＨＬＡ－ＤＲｂｒｉｇｈｔおよびＣＤ１２３ｂｒｉｇｈｔに対して陰性
を示す系統、またはＨＬＡ－ＤＲｂｒｉｇｈｔおよびＣＤ１１ｃｂｒｉｇｈｔに対して陰
性を示す系統）。
【０１３１】
　６．５　遺伝子組み換え幹細胞
　好ましい実施形態では、上記患者に投与される上記増殖ＣＢ幹細胞は非組換え型である
。しかしながら、他の実施形態では、増殖前の上記ＣＢ幹細胞または上記増殖ＣＢ幹細胞
は、遺伝子を組み換えることで、被検者に対して移植する場合に有益な遺伝子産物を生成
することができる。そのような遺伝子産物は、特に限定されないが、例えば抗ＴＮＦ、抗
ＩＬ－１、抗ＩＬ－２などの抗炎症性因子が含まれる。上記ＣＢ幹細胞は、遺伝子治療に
用いるために遺伝子を組み換えることで、被検者の遺伝子活性の程度を調節することがで
きる。これにより、移植を助け、または移植の結果を向上させ、もしくは、例えば組換え
遺伝子における障害によって引き起こされる病気を治療する。上記ＣＢ幹細胞は、上記Ｃ
Ｂ幹細胞または上記増殖ＣＢ幹細胞に対して組換え型の核酸を移入することにより、組換
え型にする。
【０１３２】
　遺伝子治療とは、その最も広い意味において、被検者に対して核酸を投与することによ
り実施される治療を指す。上記核酸は、直接的または自身のコード化タンパク質を介して
間接的に、上記被検者に対して治療効果をもたらす。本発明による遺伝子治療の方法では
、（好ましくは人間に対して）治療効果を有するタンパク質をコード化する核酸を、上記
核酸が上記ＣＢ幹細胞および／またはその後代によって発現できるように、増殖の前また
は後に上記幹細胞に移入し、その後、被検者に対して上記組換え型増殖ＣＢ幹細胞を投与
する。
【０１３３】
　本発明の組換え型ＣＢ幹細胞は、上記分野において利用可能な遺伝子治療のいかなる方
法においても用いることができる。よって、上記細胞に移入された上記核酸は、例えば病
気または疾患によって欠損している、または機能不全のタンパク質などの、いかなる所望
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のタンパク質をコード化してもよい。以下の記載は、そのような方法を説明するものであ
る。以下に説明する上記方法が、遺伝子治療において利用可能なすべての方法における単
なる実例を示すことは、当業者にはたやすく理解されるであろう。
【０１３４】
　遺伝子治療の上記方法の概説については、以下を参照のこと。Gardlik et al, 2005, M
ed. Sci. Monit. 11:RA110-121; Lundstrom, 1999, J. Recept. Signal Transduct. Res.
 19:673-686; Robbins and Ghivizzani, 1998, Pharmacol. Ther.80:35-47; Pelegrin et
 al, 1998, Hum. Gene Ther. 9:2165-2175; Harvey and Caskey, 1998, Curr. Opin. Che
m. Biol. 2:512-518; Guntaka and Swamynathan, 1998, Indian J. Exp. Biol. 36:539-5
35; Desnick and Schuchman, 1998, Acta Paediatr. Jpn. 40:191-203; Vos, 1998, Curr
. Opin. Genet. Dev. 8:351-359; Tarahovsky and Ivanitsky, 1998, Biochemistry (Mos
c) 63:607-618; Morishita et al, 1998, Circ. Res. 2: 1023-1028; Vile et al, 1998,
 Mol. Med. Today 4:84-92; Branch and Klotman, 1998, Exp. Nephrol. 6:78-83; Ascen
zioni et al, 1997, Cancer Lett. 118:135-142; Chan and Glazer, 1997, J. Mol. Med.
 75:267-282。組換えＤＮＡ技術の分野において一般に知られている利用可能な方法は、A
usubel et al. (eds.), 1993, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
 Sons, NY; およびKriegler, 1990, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manu
al, Stockton Press, NYに記載されている。
【０１３５】
　組換え型ＣＢ幹細胞が遺伝子治療に用いられる実施形態では、被検者においてその発現
が望まれる遺伝子が、上記遺伝子が上記ＣＢ幹細胞および／またはその後代によって発現
できるように、上記ＣＢ幹細胞に移入され、その後、上記組換え型細胞は、治療効果を得
るために生体内で投与される。
【０１３６】
　本開示を考慮する当業者によって認識されるように、組換え型増殖ＣＢ幹細胞は遺伝子
治療におけるいかなる適切な方法においても用いることができる。被検者に対して組換え
型細胞の集団を投与することで、結果として、上記被検者における予め選択した遺伝子を
活性化または阻害する等の作用をもたらすことができ、これにより、上記被検者を苦しめ
る病的な状態を改善することができる。
【０１３７】
　本実施形態では、結果としての上記組換え型細胞を生体内で投与する前に、上記所望の
遺伝子が上記ＣＢ幹細胞またはその後代に移入される。このような移入は、本技術におい
て既知のいかなる方法によっても実行することができる。上記方法は、特に限定されない
が、トランスフェクション、電気穿孔、微量注入、リポフェクション、リン酸カルシウム
媒介のトランスフェクション、遺伝子配列を含むウイルス性ベクターまたはバクテリオフ
ァージベクターに対する感染、細胞融合、染色体媒介の遺伝子導入、マイクロセル媒介の
遺伝子導入、スフェロプラスト融合等が含まれる。外来遺伝子の細胞への移入については
、本技術において数多くの手法が既知であり（例えば、Loeffler and Behr, 1993, Meth.
 Enzymol. 217:599-618; Cohen et al, 1993, Meth. Enzymol. 217:618-644; Cline, 198
5, Pharmac. Ther. 29:69-92を参照）、レシピエントの細胞の発育上および生理学上の必
要な機能が破壊されない限り、上記手法を本発明に従って用いてもよい。上記手法は、上
記遺伝子を上記細胞に対して安定して導入することを可能にするであろう。これにより、
上記遺伝子は上記細胞によって発現でき、好ましくは、上記遺伝子は遺伝性であって、そ
の細胞後代によって発現できる。通常、導入の方法は、選択可能なマーカーの上記細胞へ
の導入を含んでいる。その後、上記細胞は選択処理が施されて、上記導入された遺伝子を
受け取り発現している細胞を単離する。その後、これら細胞は被検者に送達される。
【０１３８】
　レトロウイルス性ベクターについてのさらなる詳細は、Boesen et al, 1994, Biothera
py 6:291-302, Clowes et al, 1994, J. Clin. Invest. 93:644-651; Kiem et al, 1994,
 Blood 83: 1467-1473; Salmons and Gunzberg, 1993, Human Gene Therapy 4:129-141; 
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およびGrossman and Wilson, 1993, Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3:110-114に
記載されている。
【０１３９】
　アデノウイルスもまた、遺伝子治療において有用である。以下を参照のこと。Kozarsky
 and Wilson, 1993, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503, Rosenf
eld et al, 1991, Science 252:431-434; Rosenfeld et al, 1992, Cell 68: 143-155; 
およびMastrangeli et al, 1993, J. Clin. Invest. 91:225-234。
【０１４０】
　アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）を遺伝子治療に用いることが提案されている（Walsh et
 al, 1993, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300)。アルファウイルスを遺伝子治療
に用いることも提案されている（Lundstrom, 1999, J. Recept. Signal Transduct. Res.
 19:673-686）。
【０１４１】
　遺伝子治療における遺伝子送達の他の方法には、哺乳類人工染色体の利用（Vos, 1998,
 Curr. Op. Genet. Dev. 8:351-359）、リポソームの利用（Tarahovsky and Ivanitsky, 
1998, Biochemistry (Mosc) 63:607-618）、リボザイムの利用（Branch and Klotman, 19
98, Exp. Nephrol. 6:78-83）、および三重ＤＮＡの利用（Chan and Glazer, 1997, J. M
ol. Med. 75:267-282）が含まれる。
【０１４２】
　所望の遺伝子は、相同組換えによって細胞内に移入し、ＣＢ幹細胞ＤＮＡ内に組み込ん
で発現させることができる（Koller and Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
86:8932-8935; Zijlstra et al, 1989, Nature 342:435-438）。
【０１４３】
　具体的な実施形態では、遺伝子治療を目的として移入される、上記ＣＢ幹細胞またはそ
の後代において増殖後に組換えで発現される上記所望の遺伝子は、コード領域と結合する
操作可能な誘導性プロモーターを含んでおり、上記組換え型遺伝子の発現が、適切な転写
誘導物質の存在または欠如を制御することによって制御可能になっている。
【０１４４】
　６．６　増殖臍帯血細胞の選択
　本発明に従って、増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールが選択され、上記増殖ＣＢ幹細胞サン
プルを必要とする人間の患者に対して、造血機能を提供するために投与される。ここで、
上記プール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原また
は対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない。ここでいう「上記プール中の
上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の
型で集合的に上記患者と不適合とならない」は、上記プール中の上記サンプルにおける上
記細胞すべてについて、上記患者によって確立したＨＬＡ型と適合しないＨＬＡ型を勘定
したとき、２つ以上の不適合が存在しないことを意味する。例えば、６つのＨＬＡ抗原／
対立遺伝子の型が上記患者によって決められ、上記プール中の１つのサンプルが２つの抗
原／対立遺伝子で適合しないとき、上記プール中の他のサンプルは、抗原／対立遺伝子が
適合する残りの任意の４つで不適合になり得ない（上記プール中の上記他のサンプルは、
抗原／対立遺伝子が適合しない同じ２つのうち、０、１つ、または両方で不適合となり得
る）。具体的な実施形態では、上記患者は、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、または６つ
のＨＬＡ抗原／対立遺伝子の型、より好ましくは少なくとも４つのＨＬＡ抗原／対立遺伝
子の型、最も好ましくは６つのＨＬＡ抗原／対立遺伝子の型が決められる。
【０１４５】
　サンプルをプールする工程が凍結する工程（および一般的には患者の識別）の前に行わ
れる実施形態では、プールするサンプルの選択は、凍結する工程の前に行われ、これらサ
ンプルだけが、集合的にプールされたとき、プールするために選択されたサンプルにおい
て、２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で適合していない。
【０１４６】
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　サンプルをプールする工程が解凍する工程（および一般的には患者の識別）の後に行わ
れる実施形態では、上記患者への投与のための、プールされたサンプルの選択は、ともに
プールするサンプルを選択し上記プールを形成する工程を包含する。このような、サンプ
ルを選択し上記プールを形成する工程は、プール中のサンプルが上記患者によって確立し
た２つを超えるＨＬＡ抗原／対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならないよう
にサンプルを選択する工程を含む。例えば、上記増殖臍帯血細胞サンプルによって決めら
れたＨＬＡ抗原／対立遺伝子の型からの２つで異なるプールをするために第１のサンプル
が受け付けられたとき、他のサンプルは、これら２つ以外のＨＬＡ抗原または対立遺伝子
で異なるプールをするために受け付けられ得ない。他の例では、第１のサンプルが第１の
ＨＬＡ抗原／対立遺伝子で適合しないで受け付けられ、第２のサンプルが第１のＨＬＡ抗
原／対立遺伝子と異なる第２のＨＬＡ抗原／対立遺伝子で適合しないで受け付けられたと
き、プールするために受け付けられた他のサンプルは、第１および／または第２の抗原／
対立遺伝子でのみ患者と不適合になり得る。
【０１４７】
　本発明のある実施形態では、造血機能を必要とする人間の患者に対して造血機能を提供
する方法が提供される。上記方法は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールの複数のプー
ルから上記患者に投与するための増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを選択する工程と
、（ｂ）上記患者に上記選択したプールまたはそのアリコートを投与する工程とを含んで
おり、上記プールは、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含み、上記プー
ル中の各サンプルは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血から由来し、上
記プール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または
対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない。好ましい実施形態では、上記選
択は、好ましくはバンク内において凍結保存された、複数の異なるサンプルプール（例え
ば、少なくとも１００、２００、２５０、５００、７５０、１０００、１５００、２，０
００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０００、２５，０００、５０，００
０、または１００，０００個の異なる増殖臍帯血幹細胞サンプルプール）から行われる。
【０１４８】
　本発明の治療の方法において用いる、プールされるサンプルの選択、または増殖ＣＢ幹
細胞サンプルプールの選択の際に考慮する任意のパラメータは、特に限定されないが、合
計有核細胞計数、合計ＣＤ３４＋（あるいは他の適切な抗原）細胞計数、サンプルの年齢
、患者の年齢、ドナーの人種的または民族的背景、患者の体重、治療すべき病気の種類お
よびある特定の患者における上記病気の重症度、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはその
プールにおけるＣＤ３＋細胞の存在、上記患者におけるパネル反応性抗体結果、等のうち
の一つまたは複数が含まれる。例えば、具体的な実施形態では、（患者の体重）１ｋｇ当
たり５０万個を超えるＣＤ３＋細胞が上記プールに存在する場合、増殖ＣＢ幹細胞サンプ
ルプールは拒絶されて（あるいは、使用するプールを形成するに際し、個々の増殖ＣＢ幹
細胞サンプルが拒絶されて）、治療の方法における使用のために選択されることがないよ
うにすることができる。
【０１４９】
　具体的な実施形態では、上記選択はコンピュータで行うことができる。この場合、例え
ば、一定の基準を満たしていないサンプル、例えば、閾値となる量のＣＤ３４＋細胞（例
えば、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞、好ましくは、少なくとも１億、１億
５千万、２億、２億５，０００万、３億、３億５，０００万、最も好ましくは、少なくと
も２億５，０００万）を含んでいないサンプル、および／または閾値となる量を超えるＣ
Ｄ３＋細胞（例えば、患者の体重１ｋｇ当たり５０万個を超えるＣＤ３＋）を含んでいる
サンプルまたはサンプルプールを取り除く（除外する）ことによって、選択ソフトウェア
は上記サンプルまたはサンプルプールを特徴づける上記情報のうちの任意の一つまたは複
数を考慮に入れることができる。具体的な実施形態では、選別後に残されたサンプルプー
ルは、例えば、最長期間保存されたサンプルを選ぶことによって、または無作為に、また
は熟練した開業医にとって有用な特性に基づいて、選択される。
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【０１５０】
　上記サンプルの上記選択は、適切にプログラムされたコンピュータによって、それぞれ
が異なる凍結された増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはサンプルプールを識別する、コンピュ
ータデータベースに格納されている複数の識別子の中から、凍結された増殖ＣＢ幹細胞サ
ンプルまたはサンプルプールのための適切な識別子を選択することによって実行すること
ができる。各識別子は、上述したように、対応するサンプルまたはサンプルプールのため
の上記情報（合計有核細胞計数、合計ＣＤ３４＋細胞計数等のうちの一つまたは複数）に
関連付けられていることが好ましい。これにより、上記ソフトウェアは、上述したように
、選択過程において上記情報を考慮に入れることができる。
【０１５１】
　６．７　治療法
　上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、所望の遺伝子を組換えで発現しているか否かに
関わらず、上記技術において既知の、増殖ＣＢ幹細胞および移植サイトにとって適切な任
意の方法によって、病気または損傷に対する治療もしくは遺伝子治療において造血機能を
提供するために、上記増殖ＣＢ幹細胞集団を必要とする人間の患者に投与することができ
る。上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、静脈内に移植する（注入する）ことが好まし
い。ある実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルは、患者の骨髄系細胞に分化する。
別の実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルは、患者のリンパ球系細胞に分化する。
２つ以上の増殖ＣＢ幹細胞サンプルからなるプールの投与は、上記プール中の増殖ＣＢ幹
細胞サンプルが、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の
型で集合的に上記患者と不適合とならない場合にのみ行われる。ある実施形態では、増殖
臍帯血幹細胞サンプルプールと、これらの間でＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型が確立し
たレピシエント患者との間で、１つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子が集合的に異なる。他
の実施形態では、増殖臍帯血幹細胞サンプルプールと、これらの間でＨＬＡ抗原または対
立遺伝子の型が確立したレピシエント患者との間で、２つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子
が集合的に異なる。
【０１５２】
　具体的な実施形態では、増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、国際特許公報第ＷＯ２００
６／０４７５６９Ａ２号および／またはＷＯ２００７／０９５５９４Ａ２号に規定される
ような骨髄系前駆細胞集団を投与してから１２時間以内には、患者に投与されない。他の
具体的な実施形態では、増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記骨髄系前駆細胞集団を患
者に投与してから１８、２４、３６、４８、７２、または９６時間以内、もしくは７、１
０、１４、２１、または３０日以内には、患者に投与されない。
【０１５３】
　具体的な実施形態では、本明細書に記載される本発明の上記各方法には、増殖ＣＢ幹細
胞サンプルプールの投与が含まれるが、一つまたは複数の臍帯血／胎盤血サンプル（以下
、「移植片」または「臍帯血移植体」）の投与をさらに含んでいる。そのような移植片は
、赤血球が除去されている点を除いて、人間からの臍帯血および／または胎盤血の全血サ
ンプルであり、これらのサンプルは、さらなる分画はされておらず、増殖もされていない
。具体的な実施形態では、上記移植片は低温保存されており、投与の前に解凍される。具
体的な実施形態では、上記移植片における上記ＨＬＡ抗原または対立遺伝子のうちの少な
くとも４つについて、その型が確定されている。好ましい実施形態では、６つのＨＬＡ抗
原または対立遺伝子（例えば、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－ＢおよびＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子の
各々の２つずつ）について、その型が確定されている。好ましい実施形態では、上記患者
に投与される上記一つまたは複数の移植片は、６つのＨＬＡ抗原または対立遺伝子のうち
の少なくとも４つにおいて上記患者に適合する。具体的な実施形態では、上記移植片は、
そのＨＬＡ型を患者のＨＬＡ型と適合させることなく投与される。上記移植片は、上記増
殖ＣＢ幹細胞サンプルプールの患者への投与と同時に、上記投与に続いて、上記投与の前
に、または上記投与の後に、投与することができる。具体的な実施形態では、上記患者に
投与される上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記一つまたは複数の移植片の投与か
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ら１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０日以内に投与される。具体的な実施
形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記一つまたは複数の移植片の投与前
に投与される。別の具体的な実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記
一つまたは複数の移植片の投与後に投与される。具体的な実施形態では、上記増殖ＣＢ幹
細胞サンプルプールは、上記一つまたは複数の移植片の投与から１～２４時間、２～１２
時間、３～８時間、または３～５時間前または後に投与される。他の具体的な実施形態で
は、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記一つまたは複数の移植片の投与から約１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１８、または２４時間前または
後に投与される。好ましい実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記一
つまたは複数の移植片の投与から約４時間後に投与される。具体的な実施形態では、一人
の人間の臍帯血および／または胎盤血に由来する単一の移植片が投与される。具体的な実
施形態では、それぞれ異なる人間の臍帯血および／または胎盤血に由来する２つの移植片
が投与される。別の具体的な実施形態では、２人以上の異なる人間に由来する臍帯血およ
び／または胎盤血を組み合わせた単一の移植片が投与される。上記各実施形態では、上記
増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、一時的な造血効果を患者に与えることを意図しており
、一方上記移植片は、長期の生着を実現することを意図している。
【０１５４】
　上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはそのプールを投与する他の適切な方法も、本発明に
含まれる。上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはそのプールは、任意の簡便な経路で、例え
ば注入またはボーラス投与によって、投与することができ、他の生物活性剤とともに投与
してもよい。投与は、全身的または局所的に行うことができる。
【０１５５】
　特定の疾患または病態の治療において効果的な、投与される上記増殖ＣＢ幹細胞の滴定
量は、上記疾患または病態の性質に依存し、標準の臨床手法によって決定することができ
る。さらに、最適な投与量範囲の確認に役立てるために、生体外および生体内検定法を任
意で実施してもよい。製剤において採用すべき正確な投与量はまた、投与の経路と上記病
気または疾患の重症度とに依存し、担当開業医の判断と各被検者の状況とによって決定さ
れるべきである。具体的な実施形態では、投与される増殖ＣＢ幹細胞またはそのプールの
適切な投与量は、概して、患者の体重１ｋｇ当たりおよそ少なくとも５×１０６、１０７

、５×１０７、７５×１０６、１０７、５×１０７、１０８、５×１０８、１×１０９、
５×１０９、１×１０１０、５×１０１０、１×１０１１、５×１０１１、または１０１

２個のＣＤ３４＋細胞であり、最も好ましくは、患者の体重１ｋｇ当たり約１０７～約１
０１２個のＣＤ３４＋細胞である。上記投与は、必要な頻度で間隔を置いて、一度、二度
、三度、またはそれを超える回数だけ、患者に対して行うことができる。具体的な実施形
態では、単一の増殖幹細胞サンプルで、一人の患者に対する一回分または複数回分の投与
量が得られる。
【０１５６】
　上記患者は人間の患者であり、好ましくは、免疫不全を罹患する人間の患者である。
【０１５７】
　ある実施形態では、上記プール内の個々のサンプルは、すべて同じ人種の人間の臍帯血
および／または胎盤血に由来する。人種としては、例えば、アフリカ系アメリカ人、白人
、アジア人、ヒスパニッカ系の人、アメリカ先住民、オーストラリア先住民、イヌイット
族、太平洋諸島系の人が挙げられる。または、上記プール内の個々のサンプルは、すべて
同じ民族の人間の臍帯血および／または胎盤血に由来する。民族としては、例えば、アイ
ルランド人、イタリア人、インド人、日本人、中国人、ロシア人等が挙げられる。
【０１５８】
　６．８　医薬組成物
　本発明によれば、治療上効果的な量の、本明細書において上述される本発明の上記各方
法によって生成される組換え型または非組換え型増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールを含んで
いる医薬（治療効果のある）組成物を患者に投与することで治療する方法が提供される。
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ここで、上記プール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ
抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない。上記増殖ヒト臍帯血
幹細胞サンプルプールの上記投与から１２時間以内には、骨髄系前駆細胞集団が上記患者
に投与されないことが好ましく、上記骨髄系前駆細胞集団における細胞の大部分は細胞培
養においてリンパ球系細胞を生成しない。他の実施形態では、上記増殖ヒト臍帯血幹細胞
サンプルプールの上記投与から１８、２０、２４、３６、４８、または７２時間もしくは
１週間以内には、骨髄系前駆細胞集団が上記患者に投与されず、上記骨髄系前駆細胞集団
における細胞の大部分は細胞培養においてリンパ球系細胞を生成しない。具体的な実施形
態では、上記骨髄系細胞集団における細胞の大部分は、細胞表面マーカーＣＤ３３を発現
し、および／または細胞表面マーカーＣＤ４５ＲＡを発現しない。
【０１５９】
　本発明によれば、医薬組成物が提供される。そのような組成物は、治療上効果的な量の
増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはそのプールと、薬剤的に容認できる担体または賦形剤とを
含んでいる。そのような担体は、特に限定されないが、生理食塩水、緩衝生理食塩水、ブ
ドウ糖、水、グリセリン、エタノール、およびこれらの組み合わせとすることができる。
上記担体および組成物は、無菌であることが好ましい。上記調合物は、投与の様式に適し
たものとすべきである。上記医薬組成物は、人間における治療上の利用が容認できるもの
である。上記組成物は、望ましければ、ｐＨ緩衝剤をさらに含むことができる。
【０１６０】
　好ましい実施形態では、上記組成物は、人間に対する静脈内投与に適応させた医薬組成
物として、通例の手順に従って処方される。一般に、静脈内投与のための組成物は、無菌
の等張性水性緩衝剤に含まれる溶液である。必要であれば、上記組成物は注入部位におけ
る痛みを緩和するために、可溶化剤と、リドカイン等の局所麻酔薬とをさらに含んでいて
もよい。
【０１６１】
　さらに、本発明によると、本発明の上記各方法によって生成される上記幹細胞集団また
は増殖ＣＢ幹細胞集団のうちの一つまたは複数、および／または上記細胞のプールを調製
するための試薬、もしくは上記細胞の遺伝子操作のための試薬、によって充填された一つ
または複数の容器を含む医薬用のパックまたはキットが提供される。
【０１６２】
　好ましい実施形態では、本発明のキットは、一つまたは複数の容器に、前駆細胞および
精製Ｎｏｔｃｈアゴニストの増殖を促進するがその分化は促進しない、一つまたは複数の
精製成長因子を含んでいる。上記成長因子およびＮｏｔｃｈアゴニストは、ともに用いた
場合、培養においてそれらに被曝した幹細胞を効果的に増殖する。必要に応じて、細胞培
地がさらに提供される。
【０１６３】
　医薬品または生物学的製剤の製造、使用または販売を管轄する官庁によって規定された
形式による、人間への投与についての、製造、使用または販売を管轄する上記官庁による
認可を示す表示を、上記容器に任意で関連付けておくことができる。
【０１６４】
　６．９　上記増殖ＣＢ幹細胞の治療上の使用
　本発明の２つ以上の異なる増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記増殖ＣＢ幹細胞を必
要とする患者（好ましくは人間の患者）に造血機能を提供するために用いることができる
。ここで、上記プール中の上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬ
Ａ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない。上記増殖ＣＢ幹細
胞を必要とする患者に投与する増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上述したように、少な
くとも２人の異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血に由来するものとするこ
とができる。ある実施形態では、本発明の増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールの投与は、免疫
不全症の治療のために行われる。好ましい実施形態では、本発明の増殖ＣＢ幹細胞サンプ
ルプールの投与は、汎血球減少症の治療のため、または好中球減少症の治療のために行わ
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れる。患者の罹患する、汎血球減少症または好中球減少症等の免疫不全症は、強化化学療
法レジメン、造血細胞移植（ＨＣＴ）のための骨髄機能廃絶療法、または急性電離放射線
への暴露、の結果であることがある。持続性汎血球減少症または持続性好中球減少症を引
き起こすおそれがある化学療法薬の例は、特に限定されないが、シスプラチン、カルボプ
ラチン、オキサリプラチン等のアルキル化剤、メクロレタミン、シクロホスファミド、ク
ロラムブシル、およびイホスファミドが含まれる。持続性汎血球減少症または持続性好中
球減少症を引き起こすおそれがある他の化学療法剤には、アザチオプリン、メルカプトプ
リン、並びにビンクリスチン、ビンブラスチン、ビノレルビン、ビンデシン、およびタキ
サン等のビンカアルカロイドが含まれる。特に、持続性汎血球減少症または持続性好中球
減少症を引き起こすおそれがある化学療法レジメンは、クロファラビンおよびＡｒａ－Ｃ
の投与である。
【０１６５】
　ある実施形態では、上記患者は後天性または誘発性の再生不良状態にある。
【０１６６】
　患者の罹患する免疫不全症はまた、例えば、人口密集地域における「汚い」爆弾の爆発
等の核兵器による攻撃に引き続く急性電離放射線への暴露、原子力発電所での放射能漏れ
による電離放射線への暴露、または電離放射線源であるウラン鉱原料への暴露、によって
引き起こされる可能性がある。
【０１６７】
　本発明の増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールの移植は、造血性の疾患および病気の治療また
は予防に用いることができる。ある実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは
、正常な血液細胞の生産および細胞成熟における障害または機能不全によって特徴づけら
れる造血性疾患または病気を治療または予防するために用いられる。別の実施形態では、
上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、造血性の悪性腫瘍によって生ずる造血性疾患また
は病気を治療または予防するために用いられる。さらに別の実施形態では、上記増殖ＣＢ
幹細胞サンプルプールは、免疫抑制、特に悪性の固体腫瘍を患う被験者における免疫抑制
によって生ずる造血性疾患または病気を治療または予防するために用いられる。さらに別
の実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、造血系を冒す自己免疫疾患を治
療または予防するために用いられる。さらに別の実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞サン
プルプールは、遺伝的な、または先天性の造血性疾患または病気を治療または予防するた
めに用いられる。
【０１６８】
　本発明の上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはそのプールによって治療することができる
特定の造血性の病気および疾患の例は、特に限定されないが、下の表Ｉに列挙されている
。
【０１６９】
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【表１】

【０１７０】
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【０１７２】
　ある実施形態では、上記増殖ＣＢ幹細胞またはそのプールは、造血機能不全に罹患する
患者に投与される。造血機能不全のうち、本発明の上記増殖ＣＢ幹細胞を用いた治療が本
発明の上記各方法に含まれるところの造血機能不全は、特に限定されないが、表Ｉに列挙
されるものを含む、造血系における骨髄系、赤血球系、リンパ球系、もしくは巨核球系の
細胞、またはそれらの組み合わせの減少が含まれる。
【０１７３】
　本発明の上記増殖ＣＢ幹細胞またはそのプールを用いた治療で効果が得やすい病状には
、末梢血中を循環する白血球細胞（白血球）の数の減少である白血球減少症がある。白血
球減少症は、一定のウイルスまたは放射線への暴露によって誘発されることがある。白血
球減少症は、例えば、化学療法剤や放射線への暴露等の多様な形態の癌治療、および感染
または出血、の副作用であることが多い。
【０１７４】
　増殖ＣＢ幹細胞またはそのプールはまた、好中球減少症の治療または予防において用い
ることができ、例えば、再生不良性貧血、周期性好中球減少症、特発性好中球減少症、チ
ェディアック・東症候群、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、白血病、骨髄異形成症候
群、骨髄線維症、血小板減少症等の病状に対する治療において用いることができる。重度
の血小板減少症は、ファンコーニ貧血、ウィスコット・アルドリッチ症候群、またはメイ
・ヘグリン症候群等の遺伝的な欠損や、化学療法および／または放射線治療もしくは癌に
よって生ずることもある。後天性の血小板減少症は、免疫性血小板減少性紫斑病、全身性
狼瘡エリスロマトーシス( Systemic Lupus Erythromatosis)、溶血性貧血、または母子不
適合( fetal maternal incompatibility)等における自己抗体または同種抗体によって生
ずることもある。さらに、脾腫大、播種性血管内凝固症候群、血栓性血小板減少性紫斑病
、感染、または心臓人工弁が、血小板減少症を生じさせることもある。血小板減少症はま
た、癌腫、リンパ腫、白血病、または線維症による骨髄浸潤(marrow invasion)によって
生ずることもある。
【０１７５】
　多くの薬品が、骨髄抑制または造血機能不全を引き起こす可能性がある。そのような薬
品の例としては、化学療法において用いられるＡＺＴ、ＤＤＩ、アルキル化剤、および代
謝拮抗物質、クロラムフェニコール、ペニシリン、ガンシクロビル（gancyclovir）、ダ
ウノマイシン、およびサルファ剤等の抗生物質、フェノチアジン( phenothiazones)、メ
プロバメート等の精神安定薬、アミノピリンおよびジピロン等の鎮痛剤、フェニトインま
たはカルバマゼピン等の抗痙攣薬、プロピルチオウラシルおよびメチマゾール等の抗含甲
状腺薬、ならびに利尿剤がある。上記増殖ＣＢ幹細胞またはそのプールの移植は、上記薬
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品を用いた治療を受けた被験者においてしばしば発症する骨髄抑制または造血機能不全を
予防または治療するために用いることができる。
【０１７６】
　造血機能不全はまた、ウイルス性、微生物性、または寄生虫性の感染症の結果、および
、例えば透析等の腎疾患または腎不全に対する治療の結果、発症することがある。増殖Ｃ
Ｂ幹細胞サンプルまたはそのプールの移植は、そのような造血機能不全を治療する上で有
用である可能性がある。
【０１７７】
　例えばＴおよび／またはＢリンパ球における様々な免疫不全、もしくは、例えばリウマ
チ性関節炎等の免疫不全もまた、上記増殖ＣＢ幹細胞またはそのプールを用いた治療が有
益に働く可能性がある。免疫不全は、ウイルス性の感染（例えば、特に限定されないが、
ＨＩＶＩ、ＨＩＶＩＩ、ＨＴＬＶＩ、ＨＴＬＶＩＩ、ＨＴＬＶＩＩＩ等）、放射線に対す
る重度の暴露、癌治療、もしくは他の治療の結果であることがある。
【０１７８】
　６．１０　凍結増殖臍帯血幹細胞バンク
　本発明によれば、上記増殖ＣＢ幹細胞を治療に使用する際に限られたＨＬＡ型の適合の
みが必要である。したがって、本発明では、有用な量を実用的に保存することができると
教示されるので、凍結された増殖ＣＢ幹細胞の保存は実用的になった。先行技術では、治
療に使用する目的で増殖ＣＢ幹細胞の有用なサンプルを見つけるために、ＨＬＡをレシピ
エントに適合させることが概して必要になることが予期された。したがって、患者に適合
するサンプルを見つけることを概して実行可能とするためには、入手不可能な多さの数の
異なる増殖ＣＢ幹細胞サンプルを保存しなければならなかった。そのように多数であった
ので、さらに大きな保存スペースが、増殖ユニットを保存するために必要となって、増殖
サンプルを保存することが非実用的となっていた。これに対して、本発明によると、限ら
れたＨＬＡの適合が必要であり、よって、一般的なヒトの集団にとって幹細胞移植におい
て有用な、プールされ、増殖され、その後低温保存された、あるいは、増殖され、プール
され、その後低温保存されたＣＢ幹細胞の「バンク」の生成が実行可能である。これは、
本発明の治療の方法において、上記バンク内の任意の増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールを多
数のレシピエントに対して実行可能に用いることができるからである。なお、ＣＢ幹細胞
サンプルプール、すなわち増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールは、上記患者によって確立した
２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならない。
【０１７９】
　上記増殖ＣＢ幹細胞が得られ、低温保存されたら、上記低温保存されたサンプル、また
はサンプルプールは、バンク（サンプルの収集物を貯蔵したもの）内に保存することがで
きる。上記バンクは、一つまたは複数の物理的な位置から成ることができる。よって、本
発明はまた、バンク内の凍結増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはサンプルプールの収集物にも
関する。上記収集物は、それぞれのサンプルが出生時の人間の臍帯血および／または胎盤
性の臍帯血に由来する、少なくとも５０、１００、２００、２５０、３００、４００、５
００、６００、７００、７５０、８００、１，０００、２，０００、３，０００、５，０
００、７，５００、１０，０００、２５，０００、５０，０００、または１００，０００
個の増殖ＣＢ幹細胞サンプル、および／または上述のサンプル（このサンプルは、上記サ
ンプルによって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患
者と不適合とならない。）のプールを含むことができる。具体的な実施形態では、上記バ
ンクは、それぞれ異なるサンプルが、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤性
の臍帯血に由来する、例えば、上述したようにプールした、二つ以上の異なる増殖ＣＢ幹
細胞サンプルの、凍結された混合物を含む。上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルは、－２０℃以
下の温度で、好ましくは－８０℃で、保存される。好ましい実施形態では、サンプルは液
体窒素中で（－１９６℃）、またはその蒸気中で（－１６５℃）、極低温で保存すること
ができる。
【０１８０】
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　ある実施形態では、増殖ＣＢ幹細胞の個々のサンプルを、凍結保存前に混合することが
できる。
【０１８１】
　好ましい実施形態では、上記バンク内に存在する増殖ＣＢ幹細胞のサンプルのすべても
しくはほとんど、またはそのプールされたサンプルのすべてもしくはほとんどが、凍結保
存前の測定において、７，５００万を超える数の生存ＣＤ３４＋細胞を有する。
【０１８２】
　６．１１　装置、コンピュータ、およびコンピュータプログラムプロダクトによる実施
　上記患者に投与される、適切な凍結増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールおよび／またはその
ようにプールされたサンプルの選択は、コンピュータ読み取り可能な記憶媒体に埋め込ま
れたコンピュータプログラム機構を含むコンピュータプログラムプロダクトを用いて実施
することができる。本発明のいくつかの実施形態では、識別子の選択および出力を行い、
さらに、凍結保存された増殖ＣＢ幹細胞サンプル、またはサンプルプールに対して、任意
でロボットを用いた検索を行うための命令をコード化または有するコンピュータシステム
もしくはコンピュータプログラムプロダクトが提供される。上記識別子は、上述したよう
に、特定の凍結増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたは凍結増殖ＣＢ幹細胞サンプルの凍結プール
を、凍結増殖ＣＢ幹細胞サンプルおよび／またはそのプールのバンクに保存された他の凍
結増殖ＣＢ幹細胞サンプルおよび／またはそのプールと区別する。よって、上記識別子は
、サンプルまたはプールごとに固有である。識別子の収集物は、一つまたは複数のコンピ
ュータデータベースに格納されることが好ましく、この場合、各識別子は、好ましくは上
記識別子に関連付けられている増殖ＣＢ幹細胞サンプル、または場合に応じて増殖ＣＢ幹
細胞サンプルプールの物理的な位置に関する情報に関連付けられ、および／または上記プ
ールまたはサンプルの一つまたは複数の他の特性に関する情報に関連付けられている。上
記他の特性は、特に限定されないが、第６．６部に記載されているように、上記プールま
たはサンプルの合計造血幹細胞または造血幹前駆細胞計数（例えば、合計ＣＤ３４＋細胞
計数）、上記プールまたはサンプルの合計有核細胞計数、造血幹細胞または造血幹前駆細
胞のパーセンテージ（例えば、ＣＤ３４＋細胞のパーセンテージ）、上記プールまたはサ
ンプルの容積、ドナーの性別、上記プールまたはサンプルを凍結させた日、および上記プ
ールまたはサンプルのＨＬＡ型、が含まれる。よって、一つまたは複数のデータベースが
各凍結増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはサンプルプールに関するデータ格納する。上記デー
タベースは、上記保存された凍結増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたはサンプルプールに関する
特性のうちの一つまたは複数を格納する。上記特性は、特に限定されないが、上記プール
またはサンプルの合計ＣＤ３４＋細胞計数、上記プールまたはサンプルの合計有核細胞計
数、上記プールまたはサンプルの容積、ドナーの性別、上記プールまたはサンプルの人種
または民族、上記プールまたはサンプルを凍結させた日、および上記プールまたはサンプ
ルのＨＬＡ型、が含まれる。
【０１８３】
　識別子の選択および出力、ならびに／もしくは、サンプルのロボット検索を実行するた
めの実行可能な命令は、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ、磁気ディスク格納製品、または他の任意
のコンピュータ読み取り可能な、データまたはプログラムを格納するための製品に格納す
ることができる。そのような方法は、ＲＯＭ、一つまたは複数のプログラム可能なチップ
、もしくは、一つまたは複数の特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）等の永久記憶装置に埋
め込むこともできる。そのような永久記憶装置は、サーバー、８０２．１１アクセスポイ
ント、８０２．１１無線ブリッジ／無線局、中継器、ルーター、携帯電話、またはその他
の電子装置に位置させることができる。上記コンピュータプログラムプロダクトにコード
された上記方法は、電子的に、インターネットまたはその他の媒体を介して、デジタルで
、または搬送波によって、（ソフトウェアモジュールが埋め込まれた）コンピュータデー
タ信号を伝達することによって配布することもできる。
【０１８４】
　本発明のいくつかの実施形態では、図１に示すプログラムモジュールのうちの任意のモ
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ジュールまたはすべてのモジュールを含むコンピュータプログラムプロダクトが提供され
る。これらのプログラムモジュールは、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ、磁気ディスク格納製品、
またはその他の任意のコンピュータ読み取り可能な、データまたはプログラムを格納する
ための製品に格納することができる。上記プログラムモジュールは、ＲＯＭ、一つまたは
複数のプログラム可能なチップ、もしくは、一つまたは複数の特定用途向け集積回路（Ａ
ＳＩＣ）等の永久記憶装置に埋め込むこともできる。そのような永久記憶装置は、サーバ
ー、８０２．１１アクセスポイント、８０２．１１無線ブリッジ／無線局、中継器、ルー
ター、携帯電話、またはその他の電子装置に位置することができる。上記コンピュータプ
ログラムプロダクトのソフトウェアモジュールは、電子的に、インターネットまたはその
他の媒体を介して、デジタルで、または搬送波によって、（ソフトウェアモジュールが埋
め込まれた）コンピュータデータ信号を伝達することによって配布することもできる。
【０１８５】
　図１に、本発明のある実施形態に従って動作するシステム１１を示す。システム１１は
、少なくとも一つのコンピュータ１０を含んでいる。コンピュータ１０は、中央処理装置
２２、メモリ３６、プログラムおよびデータを格納するために制御器１２を介してアクセ
スする不揮発性記憶装置１４、ユーザー入出力装置３２、コンピュータ１０を通信網（例
えば、広域網３４）を介して他のコンピュータに接続するためのネットワーク・インタフ
ェース２０、電源２４、上記各構成要素を相互接続する一つまたは複数のバス３０などの
、標準的な構成要素を含んでいる。ユーザー入出力装置３２は、マウス、ディスプレイ２
６、キーボード２８等のユーザー入出力用の構成要素を一つまたは複数含んでいる。
【０１８６】
　メモリ３６は、本発明に従って用いられる複数のモジュールおよびデータ構造を含んで
いる。上記システムの動作中における任意の時点で、メモリ３６に格納された上記モジュ
ールおよび／またはデータ構造の一部は、ランダムアクセスメモリに格納することができ
る一方、上記モジュールおよび／またはデータ構造の他の一部は、不揮発性記憶装置１４
に格納することができることが理解されるであろう。典型的な実施形態では、メモリ３６
はオペレーティングシステム４０を含んでいる。オペレーティングシステム４０は、多様
な基本システムサービスを扱うための、またハードウェア依存タスクを実行するための、
プロシージャを含んでいる。メモリ３６はさらに、ファイル管理のためのファイルシステ
ム４２を含んでいる。いくつかの実施形態では、ファイルシステム４２はオペレーティン
グシステム４０の構成要素である。
【０１８７】
　メモリ３６はさらに、選択モジュール７０を含む複数のモジュールを開示する。選択モ
ジュール７０は、コンピュータデータベースに格納されている複数の（好ましくは、少な
くとも５０、１００、２００、２５０、５００、７５０、１０００、１５００、２，００
０、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０００、２５，０００、５０，０００
、または１００，０００個の）識別子から識別子を選択する。ここで、各識別子は、異な
る人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血に由来する凍結保存された増殖ヒト臍帯血
幹細胞サンプル、またはそのようなサンプルプールを識別する。メモリ３６はさらに、出
力／表示モジュール７２を含んでいる。出力／表示モジュール７２は、ユーザー、コンピ
ュータの内部または外部コンポーネント、リモート・コンピュータ、またはコンピュータ
読み取り可能な媒体の記憶場所に対して、上記識別子と、任意で関連付けられている情報
とを出力または表示する。メモリ３６はさらに、上記識別された凍結増殖臍帯血幹細胞サ
ンプル、または増殖臍帯血幹細胞サンプルプールに対してロボット検索を実行する任意検
索モジュール７４を含んでいる。上記選択モジュールは、上記第６．６部に記載されてい
るように、コンピュータを用いて選択を行うことができる。上記モジュールのうちの一つ
または複数が、コンピュータ１０上で、またはコンピュータ１０によってアドレスが参照
できる他のコンピュータ上で、作動させることができる点が理解されるであろう。よって
、本発明は、複数のコンピュータを有する複数のシステム１１であって、上記コンピュー
タのそれぞれが、上記増殖ＣＢ幹細胞サンプルまたは増殖ＣＢ幹細胞サンプルプールのデ
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ータ４４の一部またはすべてを任意で格納し、本明細書に開示される各方法のうちの任意
の方法またはすべての方法を実施するシステム１１を、その範疇に含んでいる。いくつか
の実施形態では、システム１１はコンピュータのクラスタである。
【０１８８】
　本発明のある実施形態では、免疫不全の人間の患者に造血機能を提供する際に利用する
凍結増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを選択するための、コンピュータで行われる方法が提
供される。上記方法は、適切にプログラムされたコンピュータによって実行される以下の
各工程を含んでいる。すなわち、（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少な
くとも５０、１００、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、７５
０、８００、１，０００、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０
００、２５，０００、５０，０００、または１００，０００個の複数の識別子から識別子
を選択する。ここで、各識別子は、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血に
由来する増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを識別し、上記サンプルは、上記患者によって確
立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合となら
ず、上記選択は、上記識別子によって識別される増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルまたはそ
のアリコートを、必要とする患者に投与するために行われる。さらに、（ｂ）上記選択さ
れた識別子を出力または表示する。本発明の他の実施形態では、コンピュータで行われる
方法は、適切にプログラムされたコンピュータによって実行される以下の各工程を含んで
いる。すなわち、（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０、１
００、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、７５０、８００、１
，０００、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０００、２５，０
００、５０，０００、または１００，０００個の複数の識別子から識別子を選択する。こ
こで、各識別子は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結保存プールを識別し、各プール
は、異なる人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血に由来する、２つ以上の異なる増
殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含んでおり、上記サンプルは、上記患者によって確立した
２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならず、上
記選択では、上記識別子によって識別されるプールまたはそのアリコートの、必要とする
患者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを識別する。さらに、（ｂ
）上記選択された識別子を出力または表示する。特定の実施形態では、上記識別子は、ユ
ーザー、コンピュータの内部または外部コンポーネント、リモート・コンピュータ、また
はコンピュータ読み取り可能な媒体の記憶場所に出力または表示される。上記出力／表示
では、上記識別子によって識別される上記増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルまたはサンプル
プールの物理的な位置に関する情報を出力または表示することもできる。具体的な実施形
態では、上記方法は、上記識別された凍結増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルまたはサンプル
プールに対してロボット検索を実行する工程をさらに含んでいる。
【０１８９】
　上記選択がすでにプールされたサンプルから行われる具体的な実施形態では、上記選択
の工程は、さらに、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞を含んでいないサンプル
プールを取り除く工程を含む。他の実施形態では、上記選択の工程は、さらに、患者の体
重１ｋｇ当たり５０万個を超えるＣＤ３＋細胞を含むサンプルプールを取り除く工程を含
む。さらに他の実施形態では、上記選択の工程は、さらに、上記患者と、患者によって確
立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型のサンプルプールとの間でＨＬＡ抗原または対立
遺伝子について集合的に１つまたは２つの不適合があるサンプルを含むサンプルプールを
受入れる工程を含む。他の実施形態では、上記選択は、第６．６部に記載されるように行
うことができる。
【０１９０】
　投与前の保存された個々のプールされるサンプル（プールされていない）から上記選択
が行われる具体的な実施形態では、上記方法は、続いて、（ａ）上記プールが投与される
患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型に対してプール内で２つ以上の集
合的なＨＬＡ抗原または対立遺伝子が不適合となり、かつ（ｂ）予め選択した最大数の個
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々のサンプルがプールを形成するのに用いられる以前に上記プールが到達するまでに、選
択されプールされるサンプルを考慮する工程を含む。よって、上記最大数の個々のサンプ
ルが上記プールを形成するために受入れられる前に、上記方法は、上記プールにサンプル
が追加されれば、当該サンプルによって、上記患者によって確立したＨＬＡ抗原および対
立遺伝子の型に対し２つ以上の集合的な不適合が上記プールにあるか否かを考慮するステ
ップを含む。上記プールへサンプルを追加することによって２つ以上の集合的な不適合が
上記プールにある場合、そのサンプルは取り除かれ、次のサンプルが考慮される。
【０１９１】
　本発明の別の実施形態では、コンピュータシステムと併用されるコンピュータプログラ
ムプロダクトが提供される。上記コンピュータプログラムプロダクトは、コンピュータ読
み取り可能な記憶媒体とその中に埋め込まれたコンピュータプログラム機構とを含んでい
る。上記コンピュータプログラムは、（ａ）コンピュータデータベースに格納されている
少なくとも５０、１００、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、
７５０、８００、１，０００、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０
，０００、２５，０００、５０，０００、または１００，０００個の複数の識別子から識
別子を選択するための実行可能な命令を含んでいる。ここで、各識別子は、異なる人間の
出生時の臍帯血および／または胎盤血に由来する凍結保存された増殖ヒト臍帯血幹細胞サ
ンプルを識別し、上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原ま
たは対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならず、上記選択は、上記識別子によ
って識別される増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルまたはそのアリコートを、必要とする患者
に投与するために行われる。上記コンピュータプログラムプロダクトはさらに、（ｂ）上
記選択された識別子を出力または表示するための実行可能な命令を含んでいる。本発明の
他の実施形態では、コンピュータプログラムプロダクトは、（ａ）コンピュータデータベ
ースに格納されている少なくとも５０、１００、２００、２５０、３００、４００、５０
０、６００、７００、７５０、８００、１，０００、２，０００、３，０００、５，００
０、７，５００、１０，０００、２５，０００、５０，０００、または１００，０００個
の複数の識別子から識別子を選択するための実行可能な命令を含んでいる。ここで、各識
別子は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの凍結保存プールを識別し、各プールは、異なる
人間の出生時の臍帯血および／または胎盤血に由来する、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯
血幹細胞サンプルを含んでおり、上記サンプルは、上記患者によって確立した２つを超え
るＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に上記患者と不適合とならず、上記選択では
、上記識別子によって識別されるプールまたはそのアリコートの、必要とする患者への投
与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールを識別する。上記コンピュータプログ
ラムプロダクトはさらに、（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示するための実行
可能な命令を含んでいる。ある特定の実施形態では、上記識別子は、ユーザー、コンピュ
ータの内部または外部コンポーネント、リモート・コンピュータ、またはコンピュータ読
み取り可能な媒体の記憶場所に出力または表示される。具体的な実施形態では、上記コン
ピュータプログラムプロダクトは、上記識別された凍結増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルま
たはサンプルプールに対してロボット検索を実行する工程を行うための実行可能な命令を
さらに含んでいる。
【０１９２】
　上記選択がすでにプールされたサンプルから行われる具体的な実施形態では、上記選択
は、さらに、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞を含んでいないサンプルプール
の除去を含む。他の実施形態では、上記選択は、さらに、患者の体重１ｋｇ当たり５０万
個を超えるＣＤ３＋細胞を含むサンプルプールの除去を含む。さらに他の実施形態では、
上記選択は、さらに、上記患者と、患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の
型のサンプルプールとの間でＨＬＡ抗原または対立遺伝子について集合的に０、１つまた
は２つの不適合があるサンプルを含むサンプルプールの受入を含む。さらに他の実施形態
では、上記選択は、さらに、上記患者と、患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺
伝子の型のサンプルプールとの間でＨＬＡ抗原または対立遺伝子について集合的に１つま
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たは２つの不適合があるサンプルを含むサンプルプールの受入を含む。他の実施形態では
上記選択は、第６．６部に記載されるように行うことができる。
【０１９３】
　投与前の保存された個々のプールされるサンプル（プールされていない）から上記選択
が行われる具体的な実施形態では、上記識別子を選択するための実行可能な命令は、続い
て、（ａ）上記プールが投与される患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の
型に対してプール内で２つ以上の集合的なＨＬＡ抗原または対立遺伝子が不適合となり、
かつ（ｂ）予め選択した最大数の個々のサンプルがプールを形成するのに用いられる以前
に上記プールが到達するまでに、選択されプールされるサンプルを考慮するための指令を
含む。よって、上記最大数の個々のサンプルが上記プールを形成するために受入れられる
前に、上記指令は、上記プールにサンプルが追加されれば、当該サンプルによって、上記
患者によって確立したＨＬＡ抗原および対立遺伝子の型に対し２つ以上の集合的な不適合
が上記プールにあるか否かを考慮するステップを含む。上記プールへサンプルを追加する
ことによって２つ以上の集合的な不適合が上記プールにある場合、そのサンプルは取り除
かれ、次のサンプルが考慮される。
【０１９４】
　さらに別の実施形態では、本発明によると、プロセッサと、上記プロセッサに結合され
たメモリとを含む装置が提供される。上記メモリはモジュールを格納しており、上記モジ
ュールは、（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０、１００、
２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、７５０、８００、１，００
０、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０００、２５，０００、
５０，０００、または１００，０００個の複数の識別子から識別子を選択するための実行
可能な命令を含んでいる。ここで、各識別子は、異なる人間の出生時の臍帯血および／ま
たは胎盤血に由来する凍結保存された増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを識別し、上記サン
プルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合
的に上記患者と不適合とならず、上記選択は、上記識別子によって識別される増殖ヒト臍
帯血幹細胞サンプルまたはそのアリコートを、必要とする患者に投与するために行われる
。上記コンピュータプログラムはさらに、（ｂ）上記選択された識別子を出力または表示
するための実行可能な命令を含んでいる。他の実施形態では、上記装置は、プロセッサと
、上記プロセッサに結合されたメモリとを含む。上記メモリはモジュールを格納しており
、上記モジュールは、（ａ）コンピュータデータベースに格納されている少なくとも５０
、１００、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、７００、７５０、８００
、１，０００、２，０００、３，０００、５，０００、７，５００、１０，０００、２５
，０００、５０，０００、または１００，０００個の複数の識別子から識別子を選択する
ための実行可能な命令を含んでいる。ここで、各識別子は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプ
ルの凍結保存プールを識別し、各プールは、異なる人間の出生時の臍帯血および／または
胎盤血に由来する、２つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを含んでおり、上記
サンプルは、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で
集合的に上記患者と不適合とならず、上記選択では、上記識別子によって識別されるプー
ルまたはそのアリコートの、必要とする患者への投与のために、増殖ヒト臍帯血幹細胞サ
ンプルプールを識別する。上記コンピュータプログラムプロダクトはさらに、（ｂ）上記
選択された識別子を出力または表示するための実行可能な命令を含んでいる。ある特定の
実施形態では、上記識別子は、ユーザー、コンピュータの内部または外部コンポーネント
、リモート・コンピュータ、またはコンピュータ読み取り可能な媒体の記憶場所に出力ま
たは表示される。具体的な実施形態では、上記装置は、上記識別された凍結増殖ヒト臍帯
血幹細胞サンプルまたはサンプルプールに対してロボット検索を実行する工程を行うため
の実行可能な命令をさらに含んでいる。
【０１９５】
　上記選択がすでにプールされたサンプルから行われる具体的な実施形態では、上記選択
は、さらに、少なくとも７，５００万個のＣＤ３４＋細胞を含んでいないサンプルプール
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の除去を含む。他の実施形態では、上記選択は、さらに、患者の体重１ｋｇ当たり５０万
個を超えるＣＤ３＋細胞を含むサンプルプールの除去を含む。さらに他の実施形態では、
上記選択は、さらに、上記患者と、患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の
型のサンプルプールとの間でＨＬＡ抗原または対立遺伝子について集合的に０、１つまた
は２つの不適合があるサンプルを含むサンプルプールの受入を含む。さらに他の実施形態
では、上記選択は、さらに、上記患者と、患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺
伝子の型のサンプルプールとの間でＨＬＡ抗原または対立遺伝子について集合的に１つま
たは２つの不適合があるサンプルを含むサンプルプールの受入を含む。他の実施形態では
上記選択は、第６．６部に記載されるように行うことができる。
【０１９６】
　投与前の保存された個々のプールされるサンプル（プールされていない）から上記選択
が行われる具体的な実施形態では、上記識別子を選択するための実行可能な命令は、続い
て、（ａ）上記プールが投与される患者によって確立したＨＬＡ抗原または対立遺伝子の
型に対してプール内で２つ以上の集合的なＨＬＡ抗原または対立遺伝子が不適合となり、
かつ（ｂ）予め選択した最大数の個々のサンプルがプールを形成するのに用いられる以前
に上記プールが到達するまでに、選択されプールされるサンプルを考慮するための指令を
含む。よって、上記最大数の個々のサンプルが上記プールを形成するために受入れられる
前に、上記指令は、上記プールにサンプルが追加されれば、当該サンプルによって、上記
患者によって確立したＨＬＡ抗原および対立遺伝子の型に対し２つ以上の集合的な不適合
が上記プールにあるか否かを考慮するステップを含む。上記プールへサンプルを追加する
ことによって２つ以上の集合的な不適合が上記プールにある場合、そのサンプルは取り除
かれ、次のサンプルが考慮される。
【０１９７】
　本発明の上記各方法を実施するための、さらに本発明の上記幹細胞および増殖ＣＢ幹細
胞集団またはそのプールを生成するための、他の実施形態は、当業者にとって明らかであ
ろう。上記他の実施形態は、添付の請求項の示す範囲内で理解されるものである。以下の
第７－１０部に記載の各実験例は、例示のために記載されたものであり、本発明を上記各
実験例に制限するために記載されたものではない。
【０１９８】
　７. 本発明の代替的な実施形態
　ここに記述された本発明の全ての態様に適用可能な本発明の代替的な実施形態では、２
つ以上の異なる増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルプールは、「上記プール中の上記サンプル
が、上記患者によって確立した２つを超えるＨＬＡ抗原または対立遺伝子の型で集合的に
上記患者と不適合とならない」ことを特徴とする代わりに、上記プール中の少なくとも１
つのサンプルが、上記患者および上記サンプルによって確立した６つのＨＬＡ抗原または
対立遺伝子の型のうち３つ、４つ、５つ、または６つで上記患者と適合することを特徴と
している。このような代替的な実施形態では、上記プール中の他のサンプルは、もしあれ
ば、上記患者のＨＬＡ抗原または対立遺伝子と適合せずに、あるいは適合について考慮せ
ずに、投与される。
【０１９９】
　８．実施例：ＣＤ３４＋細胞の濃縮と増殖
　本実施例に提示されたデータは、迅速かつ一過性の骨髄生着を提供し、免疫不全症患者
の自己造血回復を促進する可能性がある既製のＨＬＡ不適合製剤として、Ｎｏｔｃｈ機能
の作動物質を用いて生体外で増殖されたＣＤ３４＋臍帯血幹細胞の有用性を支持するもの
である。従来技術においては、ＨＬＡ適合が求められるため、個々の患者が適合するユニ
ットを得るには、実現不可能な数の増殖前ユニットが必要となり、予め生体外増殖を行っ
ておくことは不可能であった。一方、臍帯血幹細胞にＨＬＡ適合が不要または制限付ＨＬ
Ａ適合が必要である場合、増殖されていない低温保存の細胞の「バンク」を生成すること
ができ、その製剤はすぐに利用できるであろう。
【０２００】
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　８．１　ＣＤ３４＋／ＣＤ３８-とＣＤ３４＋との比較
　ＣＤ３４＋またはＣＤ３４＋ＣＤ３８-ヒト臍帯血前駆細胞集団から出発したＳＣＩＤ
再構築細胞（ＳＲＣ）の成長特性および生成が比較された。濃縮ＣＤ３４＋ＣＤ３８-臍
帯血前駆細胞は、Delaney et al(2005,Blood 106: 1784-1789)に記載されているように、
Ｎｏｔｃｈを介した増殖のための出発細胞集団として用いた。細胞は、シトキン（ＳＣＦ
 ３００ｎｇ／ｍｌ、Ｆｌｔ３Ｌ　３００ｎｇ／ｍｌ、ＴＰＯ　１００ｎｇ／ｍｌ、ＩＬ-
６　１００ｎｇ／ｍｌ、ＩＬ-３　１０ｎｇ／ｍｌ、「５ＧＦ」と称する）が補充された
無血清状態で、フィブロネクチン断片と固定化培養Ｎｏｔｃｈリガンド（Ｄｅｌｔａ１ｅ

ｘｔ-ＩｇＧ）または対照ヒトIｇＧとの存在下で１７～２１日間培養した。Ｄｅｌｔａ１
ｅｘｔ-ＩｇＧは、ヒトＩｇＧ１のＦｃドメインを融合したＤｅｌｔａ１の細胞外ドメイ
ンからなる。ＣＤ３４＋出発細胞集団とＣＤ３４＋ＣＤ３８-出発細胞集団とにおいて、
ＣＤ３４＋細胞増殖倍率１３８±６４および１６３±６４（平均±標準誤差、ｐ=０.１６
１２、データ不図示）での、それぞれの発生したＣＤ３４＋細胞の絶対数には大きな差は
見られなかった。しかしながら、注入後３週間、６週間、１０週間の生体内ＮＯＤ／ＳＣ
ＩＤ再構築力を評価したところ、ＣＤ３４＋出発細胞集団がＣＤ３４＋ＣＤ３８-出発細
胞集団と比較して用いられた場合に、レシピエントマウスの骨髄においてヒト生着が向上
していた（Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧの存在下で培養された、ＣＤ３４＋出発細胞集団
とＣＤ３４＋ＣＤ３８-出発細胞集団とにおいて、平均ＣＤ４５％：３週間で６．７％対
１.６％、ｐ＝０.０２；１０週間で１．０％対０．２％、ｐ＝０.１）。また、５ＧＦの
組み合わせは、ＣＤ３４＋細胞の生体内生成と、限界希釈法によって得られたＳＲＣ出現
率とに対して少量のシトキンを利用した組み合わせより優れていた（データ不図示）。
【０２０１】
　８.２　Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧとともに臍帯血前駆細胞を培養することにより、Ｓ
ＣＩＤ再構築細胞（ＳＲＣ）の出現率が増加する
　ＵＣＢ再構築細胞のＮｏｔｃｈを介した生成のための最適条件を確認し、臍帯血幹・前
駆細胞の発生のための閉鎖系を調べるための実験を行った。無血清培地においてシトキン
（１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ-３、１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ-６およびＴＰＯ，３００ｎｇ／ｍ
ｌのＳＣＦおよびＦｌｔ３リガンド）と低濃度リポタンパク（２０ｎｇ／ｍｌのＬＤＬ）
との存在下、ＣＨ－２９６フィブロネクチン断片とともに組織培養容器の表面に固定され
たＤｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧを用いて、ヒトＣＤ３４＋臍帯血細胞を１７日間培養した
。再構築細胞の生成数は、定量限定希釈法によって求めた。ここで、８～１５匹のマウス
が１.５×１０５、３×１０４、または６×１０３の非培養細胞あるいは３×１０４、６
×１０３、または１.２×１０３の培養後代細胞を受容していた。ただし、非培養細胞を
受容していたマウスは、アクセサリー細胞として放射線照射された２×１０５のＣＤ３４
-細胞をも受容しており、生着が促進されていた。一方、そのようなアクセサリー細胞の
機能は培養中に分化骨髄細胞によってもたらされるため、培養細胞はアクセサリー細胞を
必要としない。
【０２０２】
　出発細胞集団中での再構築細胞の出現率は、Ｌ-ＣａｌｃＴＭソフトウェアを用いたポ
アソン分析によって求められた。その結果、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ細胞は、細胞導
入後３週間（ｐ＝０．０００１）で非培養細胞の１５.８倍のＳＲＣ出現率増加となり、
また９週間で（ｐ＝０．０００１）で非培養細胞の６.３倍のＳＲＣ出現率増加となって
おり（図２ａ参照）、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧを用いた培養によって再構築能が顕著
に向上した。
【０２０３】
　さらに、ヒトＣＤ３４＋細胞の系統評価（リンパと骨髄との対比）とともに、ヒトＣＤ
３４＋細胞の増殖倍率およびヒト生着率の生体内レベルが求められた。これら五つの実験
において、ＣＤ３４＋細胞の平均増殖倍率は、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養細胞に対
して２３０±５３（平均±標準誤差）であり、対照培養細胞（ｐ＝０．０３）に対しては
６５±３１（平均±標準誤差）であった（データ不図示）。また、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-
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ＩｇＧ培養細胞からのＣＤ３３＋骨髄細胞およびＣＤ１９＋Ｂ細胞とともにヒトＣＤ４５
＋細胞の生着率が著しく増加していた（図２ｂ参照）。Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧを用
いて培養された細胞は、３週間目と対比して９週間目での造血機能の再構築が全体として
促進されたが、これは主として生着リンパ細胞の増加に起因するものであり、成熟細胞の
増殖によるものと推定された。一方、骨髄生着の減少により、生着細胞の少なくとも一部
が事実上短命であることが示唆された。
【０２０４】
　８.３　Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養ＵＣＢ前駆細胞の早期生着の可能性
　三つの独立した実験において、上記８．２に示すように製造されたＤｅｌｔａ１ｅｘｔ

-ＩｇＧ培養ヒト臍帯血幹・前駆細胞の生着を、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧで培養されて
いないヒト臍帯血幹・前駆細胞の生着と比較したところ、非培養臍帯血幹細胞を受容した
マウスへの移植後１０日での生着はほとんど見られなかった。一方、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ

-ＩｇＧ培養ヒト臍帯血幹・前駆細胞を受容したすべてのマウスにおいては、ヒト抗体Ｃ
Ｄ３３／ＣＤ４５の共発現によって測定されたとき、＞９５％の骨髄性細胞からなるヒト
生着が＞０.５％の水準で生着した（図３参照）。よって、上記データを総合すれば明ら
かなように、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧを用いて臍帯血前駆細胞を培養することによっ
て、ＮＯＤ／ＳＣＩＤ再構築細胞の生体内生成と出現率が著しく向上し、その結果、ＮＯ
Ｄ／ＳＣＩＤマウスモデルにおけるヒト生着の動態と水準とが向上する。
【０２０５】
　８.４　増殖細胞産物の低温保存後の生体内再構築能の維持
　免疫不全マウスモデルを使って、低温保存された生体外増殖前駆細胞の生着能を評価し
た。低温保存された生体外増殖前駆細胞は、上記８.２に記載の方法に従って増殖した。
最初の実験として、採取直後に免疫不全マウスに直接注入されたヒト増殖細胞と、増殖後
に採取し、後の使用のために低温保存しておいたヒト増殖細胞とについて生体内再構築能
を比較した。培養し、（造血細胞の低温保存に使用されるＤＭＳＯ含有標準培地中にて）
低温保存し、そして移植前に解凍した細胞と、培養の終了時に採取し、新鮮な状態で注入
した増殖前駆細胞との生体内再構築能において、顕著な差は見られなかった（図４ａ参照
）。また、実験をさらに行い、増殖細胞産物の再構築能は、低温保存後でも維持されるこ
とがわかった。図４ｂに示すように、ヒト増殖低温保存細胞を受容したすべてのマウスは
、注入後２週間で８％、４週間で７％の総合的な平均ヒト生着率で生着した（骨髄中＞０
.５％のヒト抗体ＣＤ４５で定義）。またさらに、個々に異なる三つの解凍方法（解凍と
洗浄、解凍と多糖体／ヒト血清アルブミンでの希釈、解凍と直接注入）においても比較さ
れたが、これら評価した三つの方法においても顕著な差は見られなかった（図４ｃ参照）
。
【０２０６】
　８.５　Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養マウス造血前駆細胞による、Ｈ－２不適合レシ
ピエントにおける短期生着および放射能照射後の自己回復の促進
　以下で説明されるマウスモデルを用いた研究によれば、マウス造血前駆細胞（ＬＳＫ細
胞）に由来する前駆細胞の数を増やすことで、Ｈ－２不適合レシピエントに移植した場合
に短期生着を提供することができるということが分かっている。Ｃ５７ＢＬ／６.Ｊ Ｌｙ
５.１（ＣＤ４５.１）マウスのＬＳＫ細胞は、上述したようにＤｅｌｔａ１ｅｘｔ-Ｉｇ

Ｇを用いて４週間培養された（Dallas et al.,2007, Blood 109: 3579-3587参照）。類似
遺伝子型移植については、致死量の放射能が照射されたＣ５７ＢＬ／６（Ｈ－２ｂ、ＣＤ
４５.１）マウスは、１０５個のＣ５７ＢＬ／６（Ｈ－２ｂ、ＣＤ４５.１）同系の全骨髄
とともに、１０６個のＤｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養Ｌｙ５.２（Ｈ－２ｂ、ＣＤ４５.
２）初代ＬＳＫ細胞を受容した。一方、異質遺伝子型移植については、致死量の放射能が
照射されたＢＡＬＢ．ｃ（Ｈ－２ｄ、ＣＤ４５.１）レシピエントは、１０６個のＢＡＬ
Ｂ．ｃ（Ｈ－２ｄ、ＣＤ４５.１）同系の全骨髄とともに、１０６個のＬｙ５.２（Ｈ－２
ｂ、ＣＤ４５.２）Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養ＬＳＫ細胞を受容した。マウスの末梢
血に対して、移植後数回にわたってＦＡＣＳ分析を行い、ドナーキメリズムを評価した（
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図５参照）。データによれば、上記Ｄｅｌｔａ培養細胞は、主なＨ－２不適合で移植した
場合に短期ドナー生着を提供することができるとういことが分かる。
【０２０７】
　さらに、データによれば、競合再構築アッセイにおいて、上記Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-Ｉ

ｇＧ培養細胞は、（移植片対宿主疾患を引き起こす可能性のあるＴ細胞を欠損した）ＬＳ
Ｋ骨髄細胞に比べて、照射後早期に造血生着を高めたということが示されている。また、
データによれば、非培養前駆細胞と比べて、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養細胞の注入
後の早期骨髄再構築の水準が高くなることが明らかである。Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ

培養後に異質遺伝子型細胞を受容したマウスの骨髄は、非培養異質遺伝子型ドナーＬＳＫ
細胞を受容したマウスに比べて、はるかに多い異質遺伝子型ドナー細胞を含んでいた。さ
らに、レシピエントマウスの生存を確実にするために、同系細胞に由来する生着の評価を
行ったところ、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養異質遺伝子型細胞と同時に移植された場
合に同系細胞の生着を促進することが明らかになった。ホストに由来する細胞の数は、非
培養異質遺伝子型細胞に比べて、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養細胞を受容したレシピ
エントの方が多かった（図６参照）。このように、このデータによれば、培養細胞による
生着が不適合環境にて起こり、Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養細胞は同系細胞の生着を
促進するとういことを示し、さらに、それらの細胞に、照射後に残存している自己幹細胞
の回復を促進する可能性があるということを示唆している。
【０２０８】
　個別の実験において、流動細胞分類（１０３）によってＣ５７黒マウスの骨髄から得ら
れたＬｙ５ａ　Ｌｉｎ－Ｓｃａ－１　ｃ－ｋｉｔ＋（Ｈ-２ｂ、ＣＤ４５.１）（「ＬＳＫ
）細胞は、成長培地固定化Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧで培養することによって増殖した
（増殖ＬＳＫ細胞）。対照（非増殖）ＬＳＫ細胞は、ＩｇＧで培養した。上記成長培地（
イスコフ改変ダルベッコ培地）は、それぞれ１００ｎｇ／ｍＬのマウス幹細胞因子と、ヒ
トＦｌｔ-３リガンドと、ヒトＩＬ-６と、１０ｎｇ／ｍＬのヒトＩＬ-１１からなる４成
長因子（４ＧＦ）と、２０％ＦＢＳとが補充された（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ社製、ロッキー
ヒル、ニュージャージー州）。細胞密度は、最初の２週間３～５日おきにより大きな容器
に細胞を移すことで、１平方センチメートル当たり約２.５×１０５個の細胞に維持され
た（Dallas et al., 2007, Blood 109: 3579-3587参照）。１４日間の培養後、上記細胞
は採取され、放射能を照射されたＢａｌｂ-ｃ（Ｈ-２ｄ，ＣＤ４５.２）マウスに移植さ
れた。図７は本実験プロトコルの概略図である。図８ａと図８ｂは、図７に図示したプロ
トコルを行った結果、致死量の放射能を照射されたＢａｌｂ-ｃマウスの骨髄（図８ａ）
と末梢血（図８ｂ）とにおける増殖ＬＳＫ細胞と非増殖ＬＳＫ細胞それぞれの生着率をド
ナー率（免疫表現型検査とＦＡＣＳ分析とによって求められた骨髄または末梢血中のドナ
ー細胞率）で示している。結果によれば、増殖幹・前駆細胞に放射能を１回照射した後、
不適合環境で注入したときに効果的な生着が得られることが確認された。同様の実験では
、上記のように増殖された５×１０６個の低温保存ＬＳＫ細胞が、７.５Ｇｙまたは８Ｇ
ｙの放射線を被曝したマウスに注入された。図９ａと図９ｂに示すように、増殖ＬＳＫ細
胞（“Ｄｅｌｔａ”として示す）を注入したマウスは、生理食塩水を注入した対照群と比
べて、生存率が上昇した。８.５Ｇｙの致死量の放射線を照射されたマウスの生存率は、
１×１０６個または３×１０６個のＩｇＧ培養（非増殖）ＬＳＫ細胞よりは、３×１０６

個、５×１０６個または１０×１０６個のＤｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧ培養（増殖）ＬＳ
Ｋ細胞を注入した方が、上昇した（図１０参照）。また、図７に記載のプロトコルの後に
行った別の実験では、免疫表現型検査およびＦＡＣＳ分析によって骨髄と末梢血中のドナ
ー細胞率（ドナー率）を測定したところ、不適合増殖ＬＳＫ細胞（ＤＸＩ）のドナー生着
は、放射線照射量の増加に伴い向上した（図１１ａおよび１１ｂ参照）。
【０２０９】
　８.６　臨床ＣＢＴ試験段階１の予備結果
　上記を臨床的に直接解釈すると、骨髄機能廃絶移植前処置の後、進行中の臍帯血移植試
験段階１（FHCRC Protocol 2044）に生体外増殖臍帯血前駆細胞を使用するとの結論に至
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った。上記試験段階１の結果、このプロトコルが安全であるということだけでなく、さら
に重要なことに、生体外増殖造血前駆細胞による骨髄生着が迅速であったこと、そしてそ
の結果、絶対好中球係数５００／μｌに到達するまでの中位時間がたった１４日にまで大
幅に減少したことが明らかになった。このことは、本研究機関にて同じ治療計画で二つの
非操作臍帯血ユニットを用いて中央値２６日で生着した患者群（Ｎ＝２０）と比較しても
、統計的に有意な（ｐ＝０．００２）生着時間の減少である（図１２参照）。これら二つ
の群は、年齢、体重、診断、非操作臍帯血ユニットによる細胞注入量の点で、大きく異な
らなかった。＞１００／μｌのＡＮＣ閾値は、異質遺伝子型幹細胞移植後の延命効果と強
い相関があることが示唆された（Offner et al., 1996, Blood 88:4058参照）。登録患者
のうち、＞１００／μｌのＡＮＣ閾値に到達するのに必要な時間の中央値は、（上述の）
従来の設定（ｐ＝０．００６、データ不図示）では１９日であるのに対して、９日であっ
た。
【０２１０】
　これまでの分析してきた１１人の患者において、注入に使用可能なＣＤ３４＋細胞の絶
対数の生体外増殖に失敗したことがなかった。ＣＤ３４＋細胞の平均増殖倍率は、総細胞
数に対して１６３倍（±４３標準誤差、４１～４７１倍）と５９０倍（±１２４標準誤差
、１４６～１４９６倍）であった。上記平均増殖倍率は、１キログラム当たり非操作臍帯
血移植片０．２４×１０６個のＣＤ３４（０.０６～０．５４×１０６の範囲）に対して
、１ｋｇ当たり平均増殖臍帯血移植片６×１０６個のＣＤ３４（０.９３～１３×１０６

）に由来するＣＤ３４細胞注入量（レシピエントの総重量（ｋｇ）当たりのＣＤ３４＋細
胞数）の著しい増加と相関する。生体外増殖が施されたユニットは、ＣＤ３４で選択され
、ゆえにＴ細胞が培養開始前に枯渇しているということは特筆すべきことである。生存率
や追加の免疫表現型検査を含む最終採取産物の追加の詳細を下記表ＩＩに示す。表ＩＩに
示すように、ＣＤ３＋／ＣＤ４＋細胞もＣＤ３＋／ＣＤ８＋細胞も同定されなかった。培
養中は、成熟Ｔ細胞が生成されなかった。また、以下に記載されているように、増殖細胞
がレシピエントに対して少なくとも４／６ＨＬＡ適合した環境においても、上記増殖細胞
はＣＤ３の生着に寄与しない。ＣＤ４＋／ＣＤ３-／ＣＤ８-細胞は、培養中に見られ、単
球と一致していた。
【０２１１】
【表２】

【０２１２】
　上記増殖または非操作移植片に由来するドナー生着への寄与率は、末梢血分類細胞分画
に移植後７日目を起点として最初の１ヶ月間週ごとに決定した。生着が見られた患者９人
中８人は、評価に十分な数の末梢血分類骨髄細胞が存在し、これら８人の患者の一人ひと
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りにおいて、ＣＤ３３細胞片とＣＤ１４細胞片との両方で増殖細胞移植片に由来するドナ
ー細胞生着の優位性が認められた。７日目での早期骨髄回復に寄与したのは、ほぼ全面的
に上記増殖細胞移植片に由来するものであるが、概して移植後１４～２１日以上は持続し
なかった。しかしながら、生着までの時間は著しく減少し、上記生体外増殖細胞が上記非
操作ユニットに及ぼす潜在的促進効果を示唆した。１人の患者を除いたすべての患者にお
いて、予想通り、非操作ドナー移植片が持続的ドナー生着の要因となっていた。
【０２１３】
　上記増殖細胞移植片の長期生体内持続性は二人の患者に見られた。うち一人の患者を移
植後２４０日目に検査したところ、ドナーＣＤ１４、ＣＤ５６とＣＤ１９細胞の一部（１
０～１５％）は上記増殖細胞移植片に由来するものであったが、上記長期生体内持続性は
１年と持たなかった。もう一人の患者を移植後１８０日目で検査したところ、ＣＤ３３、
ＣＤ１４、ＣＤ５６とＣＤ１９細胞における移植後１８０日目での上記増殖細胞移植片集
団による生着への寄与率は、総ドナー生着の２５～６６％であった。しかしながら、上記
増殖細胞移植片はＣＤ３＋細胞の生着には寄与しなかった。
【０２１４】
　９．実施例：臨床濃縮および増殖
　以下、図１３のフローチャートを参照しながら、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの製造
と保存について説明する。
【０２１５】
　臍帯血／胎盤血ユニットは、出生時の一人の人間から採取され、凝固しないように抗凝
血剤と混ぜられた。そして、監視付き冷蔵庫の中で、４℃で隔離保存した。こうして得ら
れたユニットを評価し、増殖対象となるユニットを決定した。各ユニットについて、以下
の情報、すなわち、取得日、ユニットの年齢、ドナーの在胎週齢、ドナーの性別、ユニッ
トの容積を収集した。また、各ユニットの総有核細胞計数および総ＣＤ３４＋細胞計数を
決定し、総有核細胞数に対するＣＤ３４＋細胞の割合を求めた。３５０万個未満のＣＤ３
４＋細胞を含有するユニットは除外した。増殖対象として選ばれたユニットは、隔離が解
かれ、固有のロット番号識別子が与えられた。そのロット番号は製造過程を通して保持さ
れるものである。
【０２１６】
　増殖培養を計画的に開始する前に、まず初めに、組織培養容器を、４℃で一晩または３
７℃で少なくとも２時間、リン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline；ＰＢＳ
）中、２．５μｇ／ｍｌのＤｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧと５μｇ／ｍｌのＲｅｔｒｏＮｅ
ｃｔｉｎ（登録商標）（ヒト組み換えフィブロネクチン断片）（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（クロンテック社）製、マディソン、ウィスコンシン州）とで覆っ
た。その後、ＰＢＳでフラスコを洗浄し、ＰＢＳ２％ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）でふ
さいだ。ＣｌｉｎｉＭＡＣＳ（登録商標）Ｐｌｕｓ細胞分離システムを用いて、ＣＤ３４
＋細胞に対して選択を行うように新鮮な臍帯血ユニットを処理した。ＣＤ３４選択の前に
、上記新鮮な臍帯血ユニットのアリコートを、総細胞数とＣＤ３４含有量について調べた
。ＣＤ３４＋およびＣＤ３４－細胞分画はともに処理後回復させた。濃縮後、サンプル中
のＣＤ３４＋細胞の割合が、濃縮前のサンプル中のＣＤ３４＋細胞の割合に対して８８～
２２３倍増加した。初期のＨＬＡ適合検査に対する上記ＣＤ３４－細胞分画のサンプルか
らＤＮＡを抽出した。濃縮ＣＤ３４＋細胞分画を最終培地にて再懸濁した。この最終培地
は、ｒｈＩＬ－３（１０ｎｇ／ｍｌ）と、ｒｈＩＬ－６（５０ｎｇ／ｍｌ）と、ｒｈＴＰ
Ｏ（５０ｎｇ／ｍｌ）と、ｒｈＦｌｔ－３Ｌ（５０ｎｇ／ｍｌ）と、ｒｈＳＣＦ（５０ｎ
ｇ／ｍｌ）とが補充されたＳＴＥＭＳＰＡＮ（登録商標）無血清増殖培地（ＳｔｅｍＣｅ
ｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製、バンクーバー、ブリティッシュコロンビア州）か
らなる。
【０２１７】
　特定のラベルを付し、用意しておいた上記組織培養容器に、上記組織培養容器の１平方
センチメートル当たり１．８×１０４個以上の総有核細胞濃度でＣＤ３４＋濃縮細胞を加
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え、上記ロットの製剤専用の監視／アラーム付き培養器に入れた。２～４日間の培養後、
（上記のような）新鮮な培地の原体積の５０％を上記組織培養容器に加えた。上記細胞培
養容器は定期的に（１～３日ごとに）培養器から取り出し、倒立顕微鏡で細胞の成長や雑
菌混入の兆候を調べた。５～８日目に、上記容器の中の細胞を穏やかに攪拌し、そこから
１ｍｌのサンプルを取り出し、処理試験に供した。その細胞のサンプルを数え、ＣＤ３４
、ＣＤ７、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ５６の発現について表現型を割り出した。培養期間
中、細胞密度が１ｍｌ当たり８×１０５個に増加した場合、細胞を適宜新たなフラスコに
移した。細胞を採取し低温保存する前日に、新鮮な培地を加えた。
【０２１８】
　１４～１６日目に、増殖細胞集団を採取して、低温保存した。上記組織培養容器中の内
容物を攪拌し、５００ｍｌの無菌遠心分離管に移した。採取された細胞を遠心分離し、Ｐ
ＢＳ中で遠心分離することで一度洗浄し、ＨＳＡと、Ｎｏｒｍｏｓｏｌ-Ｒ（Ｈｏｓｐｉ
ｒａ社製、レイクフォレスト、イリノイ州）と、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）とを
含有する凍結防止溶液の中で再懸濁した。解縛試験を完了させるためにサンプルを取り出
した。増殖ＣＢ幹細胞集団産物を温度制御機能付冷凍庫にて冷凍し、気相液体窒素（ＬＮ
２）冷凍庫に移して保存した。
【０２１９】
　培養期間終了時に得られた細胞集団は、ＣＤ３４、ＣＤ７、ＣＤ１４、ＣＤ１５、およ
びＣＤ５６抗原の存在に関する流動細胞分析から明らかなように、ＣＤ３４＋前駆細胞だ
けでなく、より成熟した骨髄／リンパ前駆細胞をも含有する異種細胞集団であった。以下
、表ＩＩＩに、増殖期間終了時における増殖細胞の典型的な流動細胞特徴を示す。
【０２２０】
【表３】

【０２２１】
　表ＩＩＩから明らかなように、培養期間中にＣＤ３４＋細胞数と総細胞数が著しく増加
していた。具体的には、ＣＤ３４＋細胞増殖倍率は１００～３８７倍であり、総細胞増殖
倍率は６１７～３３３７倍であった（Ｎ＝９：上述の最終臨床増殖手順に従って処理され
た個別の臍帯血ユニット）。免疫表現型検査によって計測したところ、Ｔ細胞は本質的に
全く存在しなかった。機能上、これらの細胞は、上記のように、ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウス
モデルの中で多重系統ヒト造血生着ができる。
【０２２２】
　以下、表ＩＶに、１０回の本格的生体外増殖からのデータを示す。総細胞数の平均増殖
倍率は１７２３±２３０（平均±標準誤差）であり、ＣＤ３４＋細胞数の平均増殖倍率は
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【０２２３】
【表４】

【０２２４】
　表Ｖに、１９の本格生体外増殖物に関する、増殖後の、総有核細胞およびＣＤ３４＋細
胞それぞれの開始数、終了数、増殖倍率を示す。
【０２２５】
【表５】

【０２２６】
　これら１９の増殖ヒト臍帯血幹細胞を、一つまたは複数のバッグにて低温保存した。表
ＶＩに、低温保存前の各増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルに関する総有核細胞計数（ＴＮＣ
）とＣＤ３４＋細胞計数と、低温保存前の細胞生存率と、各凍結バッグにおけるＴＮＣと
ＣＤ３４＋細胞計数とを示す。
【０２２７】



(59) JP 2013-523842 A 2013.6.17

10

20

30

40

50

【表６】

【０２２８】
　また、１２個の濃縮ＣＤ３４＋細胞の追加サンプルをＤｅｌｔａ１ｅｘｔ-ＩｇＧで増
殖したところ、低温保存前のＣＤ３４＋細胞の平均倍率（標準誤差１７）は、１４１倍で
あった。
【０２２９】
　１０．実施例：急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）患者の治療
　１０.１　設計
　増殖ヒト臍帯血幹細胞の投与による、強化導入化学療を受けた急性骨髄性白血病（ＡＭ
Ｌ）患者における造血機能の急速な回復を目的とした、臨床実験の設計について説明すれ
ば以下の通りである。本研究では、１群当たり１０～１５人の患者からなる３群が登録さ
れる。各群に対して、病状に応じた個別の試験対象患者基準を設けた。Ａ群にはまず合計
１０人の患者が登録された。安全基準を満たすのであれば、合計１５人の患者でＢ群を構
成する。さらに、安全基準が満たされるのであれば、合計１５人の患者でＣ群を構成する
。
Ａ群：ＷＨＯ基準で急性骨髄性白血病と診断。再発性または治療抵抗性。急性前骨髄球性
白血病[t(15;17)(q22;q12)転座と変種を持つ急性前骨髄球性白血病]患者で三酸化ヒ素を
用いた療法に効果のなかった患者はＡ群に含まれる。この群に属する患者は１年未満の初
期寛解期を経ており、かつ救援化学療法は受けた経験がない。
Ｂ群：予後不良の細胞遺伝学的異常または分子的異常をもった未治療急性骨髄性白血病患
者。
Ｃ群：予後中度の未治療急性骨髄性白血病患者。
【０２３０】
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　上記病状基準に加えて、すべての患者は以下の試験対象患者基準を満たす必要がある。
１．まず、各グループに３人の６０歳未満の患者を登録する。その後、１８歳以上７０歳
以下の患者を適格とする。
２．各グループの３患者は、ＥＣＯＧ一般状態が０～１であり、その後、ＥＣＯＧ一般状
態が０～２であることが求められる。
３．患者は、以下の検査値で示されるような適切な腎臓機能および肝臓機能を有する。
ａ．血清クレアチニン≦１.０ｍｇ／ｄＬ。血清クレアチニン＞１.０ｍｇ／ｄＬの場合、
推定糸球体濾過速度（glomerular filtration rate；ＧＦＲ）は６０ｍＬ／ｍｉｎ／１.
７３ｍ２より高くなければならない。推定糸球体濾過速度（ＧＦＲ）は、Modification o
f Diet in Renal Diseaseの式によって求められる。上記式では、推定ＧＦＲ（ｍｌ／ｍ
ｉｎ／１.７３ｍ２）＝１８６×（血清クレアチニン）－１．１５４×（年齢）－０．０
２３×０．７４２（女性患者の場合）×１.２１２（黒人患者の場合）で表される。
ｂ．血清総または直接ビリルビン≦１．５×正常上限（upper limit of normal；ＵＬＮ
）、アスパラギン酸トランスアミナーゼ（ＡＳＴ）／アラニントランスアミナーゼ（ＡＬ
Ｔ）≦２．５×ＵＬＮ、アルカリン・ホスファターゼ≦２．５×ＵＬＮ
４．研究の治験的性質、潜在的リスク、および利益への理解と、有効なインフォームド・
コンセントの提示。
５．妊娠能力がある女性患者は、登録前２週間以内に行う血清娠検査で陰性であること。
６．男性および女性患者とも治験中と治験後最低６ヶ月間は効果的な避妊方法をいとわず
に用いなければならない。
７．パネル反応性抗体（panel reactive antibody；ＰＲＡ）が陰性、あるいは臍帯血抗
原に対してドナー指向でないことが特徴付けられ分かっている特異抗体を持っている。
【０２３１】
　以下に該当する患者は、この治験から除外される。
１．異質遺伝子型移植物のレシピエント。
２．現在、併用化学療法、放射線療法、または上記プロトコルに記載された以外の免疫療
法を受けている者。
３．重度の併発症を患っている者、または心臓・腎臓・肺に関連する重度の臓器機能不全
または疾患（症候性肺炎、肺静脈閉塞性疾患を含む）あるいはその他の臓器機能不全の病
歴のある者。
４．制御不可能な全身系の真菌感染、細菌感染、ウイルス感染、あるいは他の感染を患っ
ている者（適切な抗生物質や他の治療を施しているにもかかわらず、感染の兆候を示し回
復の兆しのない者）。
５．妊婦または授乳中の女性。
６．患者の安全やコンプライアンスを脅かしたり、同意・治験への参加・フォローアップ
・治験結果の解釈に影響を及ぼしたりする併発症または疾患、精神疾患を抱えている者。
【０２３２】
　本治験で使用される増殖臍帯血幹細胞は、臨床用に低温保存された増殖臍帯血前駆細胞
のバンクから選択される。各前駆細胞産物は、上記のようにＮｏｔｃｈリガンドの存在下
で生体外増殖され低温保存された、ＣＤ３４選択された（ゆえにＴ細胞が枯渇した）臍帯
血ユニット（ドナー）に由来するものである。新鮮な臍帯血ユニットは、Puget Sound Bl
ood Center/Northwest Tissue Center (PSBC/NTC)のCord Blood (CB) Programとの連携に
よって得られる。増殖臍帯血幹細胞の選定は、下記記載に基づいて行われる。
【０２３３】
　Ａ．全登録患者に対してパネル反応性抗体（ＰＲＡ）検査を行う。ドナー指向抗体が存
在すれば、この抗体の特異性に基づいて製剤を選定。ＰＲＡ陰性の患者に対しては、細胞
投与量制限を満たす製剤を投与すればよい。ＨＬＡ適合／不適合は、ＰＲＡ陽性でない患
者に対しては考慮しなくてよい。
１．２回目の増殖細胞製剤を投与する患者に対しては、その製剤の選定の前に再度パネル
反応性抗体（ＰＲＡ）検査を行う。
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【０２３４】
　Ｂ．細胞投与量
１．レシピエントの体重（ｋｇ）当たりに注入される総有核細胞投与量は、１×１０８個
を超えてはならない。
２．レシピエントの体重（ｋｇ）当たりに注入されるＣＤ３４＋細胞数の上限はない。
３．すべての増殖細胞産物を、凍結前にＣＤ３＋細胞に対して、免疫表現型検査によって
評価する。ＣＤ３＋細胞集団の存在が確認されず、Ｔ細胞（ＣＤ３＋）集団が確認された
製剤は、ＣＤ３＋細胞数がレシピエントの体重（ｋｇ）当たり５×１０５個未満でない限
り、使用されない。
【０２３５】
　Ｃ．増殖前駆細胞の反復注入：反復注入に対して重度の拒絶反応を示す患者には適さな
い。
【０２３６】
　図１４に、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の登録患者の治療計画を示す。
【０２３７】
　急性骨髄性白血病の登録患者に対して、１回目の導入化学療法を施し、その後、増殖臍
帯血前駆細胞を注入する。また、下記記載の条件を満たすのであれば、導入化学療法後２
１～２８日目で２回目の増殖細胞産物の注入が可能である。
１．形態学に基づいて骨髄芽球中に５％未満と定義される、残存白血病ではない。
２．これまで、髄外毒性のグレードが３～４ではない。
３．好中球計数が５００／μｌにまで回復している（Ｇ-ＣＳＦ上外に関係なく）
４．制御不可能な感染症に罹患していない。
５．初回の増殖細胞産物注入時に重度の拒絶反応を示していない。
【０２３８】
　地固め療法サイクル計画：図１４に示すように、再寛解導入（増殖細胞なし）またはサ
イクル２（増殖細胞あり）後、寛解期（形態学に基づいて骨髄芽球中に５％未満と定義）
に至った患者のみ、さらに地固め療法を受けることができる。適格者は、最大で２サイク
ル分の地固め療法を受けることができる。患者が地固め療法を受けるか否かは、幹細胞移
植などの治療を別途今後受けるかどうかによって決まる。地固め療法は、増殖臍帯血前駆
細胞を使用せずに行われる。
【０２３９】
　Ｄ．導入療法（図１４も参照）：
１．すべての患者に対して、１回目の導入サイクルを行い、その後、増殖臍帯血前駆細胞
を注入する（図１４の「サイクル１」参照）。適格者に対してのみ、図１４の「導入サイ
クル２の連続増殖細胞導入適格」に示すように、導入サイクル２で２回目の増殖臍帯血前
駆細胞の注入を行う。適格者以外のすべての患者に対しては、図１４に示すように、増殖
臍帯血前駆細胞を注入せず再寛解導入療法を行う。
２．患者が２回目の増殖前駆細胞の注入が適格かどうかにかかわらず、クロファラビン、
Ａｒａ－Ｃ、Ｇ-ＣＳＦの投与量は導入サイクル１と２において同じである。
３．最も近いバイアルサイズに切り上げた５μｇ／ｋｇのＧ-ＣＳＦを、化学療法の２４
時間前に皮下注入し、１日に１回５日目まで注入し続ける。増殖細胞製剤の注入を６日目
に行い、その日にＧ-ＣＳＦ行う。７日目にＧ-ＣＳＦの注入を再開し、２日連続で絶対好
中球計数（ＡＮＣ）が２０００を超えるまでＧ-ＣＳＦを毎日継続する。
４．２５ｍｇ／ｍ２のクロファラビンを、１日に１回１時間かけて５日間静脈投与する。
５．クロファラビン注入開始４時間後、２ｍｇ／ｍ２のＡｒａ－Ｃを、１日に１回２時間
かけて５日間静脈投与する。
６．本発明の増殖・低温保存臍帯血幹細胞を注入する。
【０２４０】
　ａ．増殖細胞産物の投与量と選定について：注入される総有核細胞計数（ＴＮＣ）／ｋ
ｇ細胞投与量は、レシピエントの体重（ｋｇ）当たり１×１０８個を超えてはならない。
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レシピエントの体重（ｋｇ）当たりに注入されるＣＤ３４細胞数の上限はない。すべての
増殖細胞産物を、凍結前にＣＤ３＋細胞に対して、免疫表現型検査によって評価する。Ｃ
Ｄ３＋細胞集団の存在が確認されず、Ｔ細胞（ＣＤ３＋）集団が確認された製剤は、ＣＤ
３＋細胞投与量がレシピエントの体重（ｋｇ）当たり５×１０５個未満でない限り、使用
されない。
【０２４１】
　本発明の増殖臍帯血幹細胞の注入速度は、最初の４分間は１分当たり３～５ｍｌである
。許容されるのであれば、注入速度を制限なく上げることも可能である。増殖細胞注入に
使用されているカテーテルを使って投薬または液体投与を同時に行ってはならない。
【０２４２】
【表７】

【０２４３】
　Ｅ．地固め療法
１．幹細胞移植などの治療を別途今後受けるかどうかによって、寛解期（形態学に基づい
て骨髄芽球中に５％未満と定義）にある患者に対して、２サイクル分の地固め療法を行う
ことができる。２サイクルの増殖細胞注入または増殖細胞注入なしの再導入を行ったあと
治療抵抗性を示す患者は、本治験から除外される。
２．最も近いバイアルサイズに切り上げた５μｇ／ｋｇのＧ-ＣＳＦを、化学療法の２４
時間前に皮下注入し、２日連続で絶対好中球計数（ＡＮＣ）が２０００を超えるまでＧ-
ＣＳＦを毎日継続する。
３．２０ｍｇ／ｍ２のクロファラビンを、１日１回１時間かけて５日間静脈投与する。
４．クロファラビン注入開始４時間後に、２ｍｇ／ｍ２のＡｒａ－Ｃを、１日１回２時間
かけて５日間静脈投与する。幹細胞移植などの治療を別途今後受けるかどうかによって、
寛解期（形態学に基づいて骨髄芽球中に５％未満と定義）にある患者に対して、２サイク
ル分の地固め療法を行うことができる。２サイクルの増殖細胞注入または増殖細胞注入な
しの再導入を行ったあと治療抵抗性を示す患者は、本治験から除外される。
【０２４４】
【表８】

【０２４５】
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　評価ガイドライン
Ａ．治療前の評価
　１．精密検査
　２．病歴：　病歴、治療歴、治療成績に関する詳細な書類の作成
　３．ＥＣＯＧ一般状態
　４．１２誘導心電図
　５．血液学：分画と血小板数を含むＣＢＣ、および末梢血塗抹標本
　６．血液生化学検査：電解質（ナトリウム、カリウム、塩素、重炭酸塩）、血中尿素窒
素（ＢＵＮ）、クレアチニン、グルコース、肝機能検査（アスパラギン酸アミノトランス
フェラーゼ（ＡＳＴ）かつ／またはアラニン・アミノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ）、ア
ルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、総ビリルビン、乳酸脱水素酵素（ＬＤＨ））。
【０２４６】
　７．パネル反応性抗体（ＰＲＡ）
　８．Ｇ-ＣＳＦ初回投与時からの有害事象評価
　９．血液病理学、細胞遺伝学／ＦＩＳＨ、フローサイトメトリーを含む、骨髄医療診断
報告書の初期基準
　１０．移植後キメリズムを順次決定するために、患者からヘパリン添加末梢血を採取し
、ＤＮＡ鑑定によるキメリズム解析。
【０２４７】
　Ｂ．増殖前駆細胞注入の朝に終える評価
　１．健康診断、および提供者によるシステムレビュー
　２．看護師による体重測定(weight by nursing)
　３． ＣＢＣ［ＣＢＤ］（ＨＣＴ、ＨＧＢ、ＷＢＣ、ＲＢＣ、指数、血小板、分画／塗
抹標本の評価を含む）
　４．[ＳＲＦＭ]と[ＳＨＦＬ]（マグネシウムを含む造血幹細胞移植（ＨＳＣＴ）腎機能
パネル）と、乳酸脱水素酵素（ＬＤ）を含むＨＳＣＴ肝機能パネル；ＳＲＦＭはナトリウ
ム、カリウム、塩素、二酸化炭素、グルコース、血中尿素窒素、クレアチニン、カルシウ
ム、リン、アルブミン、マグネシウムを含む。ＳＨＦＬは、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＫ、Ｂ
ＩＬＩＴ／Ｄ、トリポネーマパリダム（ＴＰ）、アルブミン、ＬＤを含む）
　５．精密尿検査。
【０２４８】
　Ｃ．生体外増殖臍帯血前駆細胞注入中の評価
　１．生体外増殖臍帯血前駆細胞注入中は、正看護師（ＲＮ）が立会わなければならない
。
【０２４９】
　２．入院患者ユニットに対して、医師（ＭＤ）またはフィジシャンアシスタント（ＰＡ
）が対応可能でなければならない。
【０２５０】
　３．患者の心臓に異変があれば、医師に知らせ、心電図（ＥＣＧ）をとる。
【０２５１】
　４．下記表中に記載の時点において、温度、血圧（ＢＰ）、脈拍（ＨＲ）、呼吸、酸素
飽和などのバイタイルサインの取得・記録。
【０２５２】
【表９】
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【０２５３】
　５．増殖細胞注入後２４時間、排尿ごとにヘモグロビンとタンパク質の尿検査を行い、
記録する。
【０２５４】
　Ｄ．生体外増殖臍帯血前駆細胞の注入２４時間後の評価
　１．ＣＢＣ［ＣＢＤ］（ＨＣＴ、ＨＧＢ、ＷＢＣ、ＲＢＣ、指数、血小板、分画／塗抹
標本の評価を含む）。
【０２５５】
　２．[ＳＲＦＭ]と[ＳＨＦＬ]（マグネシウムを含む造血幹細胞移植（ＨＳＣＴ）腎機能
パネル）と、乳酸脱水素酵素（ＬＤ）を含むＨＳＣＴ肝機能パネル；ＳＲＦＭはナトリウ
ム、カリウム、塩素、二酸化炭素、グルコース、血中尿素窒素、クレアチニン、カルシウ
ム、リン、アルブミン、マグネシウムを含む。ＳＨＦＬは、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＫ、Ｂ
ＩＬＩＴ／Ｄ、トリポネーマパリダム（ＴＰ）、アルブミン、ＬＤを含む）
　３．精密的尿検査。
【０２５６】
　Ｅ．治療後の評価
　１．生着率の研究：増殖細胞産物注入後７、１４、２１、２８、５６日目に（あるいは
化学療法サイクルの１３、２０、２７、３４、６２日目に）、増殖細胞産物による造血機
能回復への寄与率を、選別された末梢血（ＣＤ３＋、ＣＤ３３＋、ＣＤ１４＋、ＣＤ５６
＋分画ごとに選別された細胞）から評価する。１４日目時点で患者が１００％ホストの場
合は、それ以降の分析はその患者に対して一切行わない。注入された増殖細胞による生着
が５６日目においても持続していることが明らかな場合は、ドナーとホストの生着の動態
を観察する必要に応じてドナーとホストのキメリズム解析を２～４週間ごとに行う。ドナ
ーとホストのキメリズムの割合は、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）に基づいた反復配列多
型分析（ＶＮＴＲ）配列の増殖によって評価される。ＶＮＴＲ配列はドナーとホスト固有
のものであり、ホスホイメージ分析によって定量化される。
【０２５７】
　２．同種免疫：抗ＨＬＡ抗体の発達を評価するために、計数回復時または化学療法の次
サイクル前にＰＲＡを繰り返し行う。
【０２５８】
　３．血液学：導入療法、再寛解導入療法、地固め療法サイクル中は、入院中かつ／また
は造血機能が回復するまで、さらに外来診療の度に分画と血小板数を含むＣＢＣと、末梢
血塗抹標本の評価とを毎日行う。
【０２５９】
　４．血液生化学検査：導入療法、再導入療法、地固め療法サイクル中は、入院中週２回
電解質（ナトリウム、カリウム、塩素、重炭酸塩）、血中尿素窒素（ＢＵＮ）、クレアチ
ニン、グルコース、肝機能検査（アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（ＡＳＴ）、
アラニン・アミノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ）、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、
総ビリルビン、乳酸脱水素酵素（ＬＤＨ））を行い、その後週１回行う。
【０２６０】
　５．骨髄評価：導入サイクルまたは再寛解導入の後：増殖細胞導入後（必要であれば）
８日目と１５日目に（または、化学療法サイクルの１４日目と（必要であれば）２１日目
に）血液病理学、細胞遺伝学／ＦＩＳＨ、フローサイトメトリー、全骨髄キメリズム評価
に基づいて骨髄評価を行う。臨床的示唆に基づいてさらに骨髄評価を行う。化学療法後４
２日目までに計数回復が見られなければ、血液病理学、細胞遺伝学／ＦＩＳＨ、フローサ
イトメトリー、全骨髄キメリズム評価に基づいて骨髄評価を行い、持続性疾患または化学
療法によって誘発された形成不全に対して、移植片対宿主現象によって引き起こされる形
成不全を増殖細胞集団から排除する。地固め療法（行った場合）後：血液病理学、細胞遺
伝学／ＦＩＳＨ、フローサイトメトリーに基づいて、２１日目または（必要であれば）造
血機能回復時に骨髄評価を行う。
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【０２６１】
　６．ホストとドナーの免疫学的相互反応の研究
　ａ．化学療法開始前（かつ同意を得たあと）：４０ｍｌの末梢血を上部が緑色の管に採
集し、ドナー／ホスト免疫学的相互反応を評価する研究のためにＥＢＶ性トランスフォー
ムＬＣＬ株を発生させる。
【０２６２】
　ｂ．５回目までの増殖細胞注入後、３０～４０ｍｌの末梢血を上部が緑色の管に採取し
、ホストとドナー間でおこる免疫媒介反応を評価する。治験者は、造血機能の回復がいっ
たん見られたサンプルを得るために、また移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）の治療にステロイ
ドを使用していた患者からのサンプルは避けるように（ステロイドは本解析に支障を来た
すため）、サンプルを得るタイミングを判断する。
【０２６３】
　ｃ．サンプルは月曜から金曜までのみ採取される。
【０２６４】
　７．有害事象：有害事象を評価・記録する。
【０２６５】
　８．ＧＶＨＤ：すべての患者に対して、潜在的輸血関連ＧＶＨＤの発生について調べる
。患者に急性ＧＶＨＤの兆候が見られた場合、その患者は付属物Ｃのように検査を受ける
。ＧＶＨＤの治療は制度的ガイドラインに従って行われる。しかし治療が行われるのは、
ＧＶＨＤが生検で明らかになった場合のみである。
【０２６６】
　９．６ヶ月間のフォローアップ。
【０２６７】
　ａ．臨床的理由により、６ヶ月間の完全血球算定、腎機能、肝機能検査を行う。必要に
応じて毒性または反応期間を規定
　ｂ．最初の２年間は３～６ヶ月ごとに、その後３年間は年１回担当医または患者と接触
し、病気の発生の有無と生存率に関するデータを評価する。
【０２６８】
　Ｆ．対症療法ガイドライン
　１．血液製剤：すべての血液製剤に対して放射線を照射し、白血球を減少させておく。
また、ＣＭＶ陰性患者に対して、制度的標準技法ガイドラインにしたがって、血液製剤を
投与する。症候性貧血の場合、または臨床環境に対応した標準閾値を下回る場合には輸血
を行う。
【０２６９】
　２．感染予防：好中球減少の期間中、予防薬であるアシクロビルとレボフロキサンを経
口投与する。さらにすべての治療サイクルにおいてクロファラビンの投与中、腎細胞毒性
物質（バンコマイシン、アンホテリシンＢなど）と肝毒性物質（ボリコナゾール、サイク
ロスポリンなど）の使用は、できる限り避ける。
【０２７０】
　３．発熱と好中球減少症の治療：制度的ガイドラインに沿って標準的な診断学的検査を
行う。経験的抗生物質適用範囲内で抗生物質の使用が可能である。陽性の培養物に対して
は、特定の抗生物質を使用する。
【０２７１】
　４．コロニー刺激因子：上述の導入療法と地固め療法中は、プロトコルに従ってＧ-Ｃ
ＳＦを使用するが、赤血球生成促進剤は使用しない。
【０２７２】
　５．併用療法：白血病性髄膜炎に対するくも膜下療法は例外として、本治験中、併用細
胞傷害性療法、治験療法とも行ってはならない。ただし、くも膜下療法は５日間のクロフ
ァラビン／シタラビン治療期間中のうち２４時間は行ってはならない。
【０２７３】
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　Ｇ．治療期間：患者は１～４サイクル分の本治験の治療を受ける。下記１～６に該当し
なければ、増殖臍帯血前駆細胞は導入サイクル１と２で使用される。
１．増殖細胞産物の注入投与に対して重度の拒絶反応を示した場合。この場合、患者に対
して増殖細胞産物をさらに投与することはできない。
２．患者の病気の進行が明らかな場合。
３．患者の様態の変化のため治療続行不可能であると治験者が判断した場合。
４．患者自身が治験対象から外れることを選択した場合。
５．患者が妊娠、あるいは妊娠する可能性があるにもかかわらず適切な避妊を怠った場合
。
６．患者がプロトコル要件を満たすことができない場合。
【０２７４】
　１０．２:　実施
　感染症の頻発は、ＡＭＬ治療で用いられる導入化学療法および救助療法によく見られる
合併症であり、実際、治療失敗の主な原因のひとつである。クロファラビンおよび高用量
ａｒａ－ｃを顆粒細胞コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）と組み合わせて用いることは、Ａ
ＭＬ治療におけるＩ／ＩＩ段階の試験（Becker et al., 2008, Blood 112 ASH Annual Me
eting Abstracts)で研究されている（以下、このような化学治療サイクルを「ＧＣＬＡＣ
」と称する）。クロファラビンは強い抗白血病作用があり、クロファラビンおよび高用量
ａｒａ－ｃをＧ－ＣＳＦと組み合わせることは、より一般的に使用されるイダルビシンと
ａｒａ－ｃとの組み合わせと少なくとも同等の効果を有するものと考えられる。しかしな
がら、クロファラビンはまた、３週間を超えるＧＣＬＡＣの後で持続性好中球減少症の期
間を経ると、免疫抑制性が高く、ａｒａ－ｃと組み合わせると高い骨髄抑制効果を示す。
クロファラビンにおける免疫抑制効果と骨髄抑制効果とが組み合わさること、および造血
機能回復が遅れることによって、感染症が頻発し高用量治療の妨げになる。当センターで
治療を受けた患者群のうち、５０％未満にはＧＣＬＡＣの後で感染合併症がみられ、約１
３％には４級感染症がみられた（Becker et ah, 2008, Blood 112 ASH Annual Meeting A
bstracts)。重要なことは、増殖ヒト臍帯血幹細胞および前駆細胞の注入によって上記双
方の問題を解決できるということである。また、クロファラビンに基づいた療法による免
疫抑制は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルが一時的に生着し臨床的利点をもたらす可能性
を高める。
【０２７５】
　これまで、上記１０.１に記載されている基準に基づき、再発性（ｎ＝７)ＡＭＬまたは
原発性難治性（ｎ＝２)ＡＭＬの成人患者が９人登録されている。年齢は４４～５５歳で
あった。患者に第１回目の化学治療サイクルを施した。上記サイクルでは、クロファラビ
ン１日当たり２５ｍｇ／ｍ２、ａｒａ－ｃ１日当たり２ｇｍ／ｍ２、Ｇ－ＣＳＦ１日当た
り５ｍｃｇ／ｋｇがそれぞれ、５日間、５日間、６日間投与し(「ＧＣＬＡＣ」)、ＧＣＬ
ＡＣが完了してから約２４時間後、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを注入した。増殖ヒト
臍帯血幹細胞サンプルの注入は、そのＨＬＡ型を患者のＨＬＡ型に適合することを顧慮し
ないで行われた。増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルは、上記実施例９に記載されている方法
に従って生成された。ＧＣＬＡＣへの反応として形態的寛解を示した患者は、ＧＣＬＡＣ
の２回目のＧＣＬＡＣサイクルおよび２回目の増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの投与に適
格とされた。
【０２７６】
　合計１２の増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルが９人の患者に注入された。治療を受けた患
者９人中４人はＧＣＬＡＣ治療が無効であったため、好中球回復については評価不可能で
あった。残り５人中３人は寛解期に達し、ＧＣＬＡＣの２回目のサイクルおよび２回目の
増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの投与を受けた。５人中２人はＧＣＬＡＣの始めのサイク
ルおよび増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの後に寛解期に達し、治療医によって決定された
種類の造血幹細胞移植物が与えられた。上記残り５人（男性２人、女性３人）において好
中球絶対数（ＡＮＣ）がμｌ当たり５００を超えるまでの平均時間は１９日であり（図１
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５参照）、増殖細胞の注入を行わずにＧＣＬＡＣを与えられた患者群の２１日と比べて勝
っていた。重要なことに、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプル注入に伴う安全問題や増殖ヒト
臍帯血幹細胞サンプルに起因する重篤有害事象は、現時点で上記９人の患者に見られてい
ない。
【０２７７】
　上記比較患者群の２８人中１７人に対して、登録患者９人中２人にのみ臨床的に重要な
感染症（例えば、菌血症、真菌感染症、肺炎等）が見られた。最後に、ＧＣＬＡＣの２回
目のサイクルおよび２回目の増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルの投与を受けた患者３人全員
において、（末梢血液細胞のＤＮＡキメリズム解析で測定したところ）細胞注入１週間後
に骨髄の回復に一時的なドナーの寄与があったことが分かった（ＣＤ３３／ＣＤ１４細胞
系統におけるドナー寄与率は８５～１００％であった。上記３人の患者においては、（細
胞注入後７日目の）レシピエントの骨髄におけるドナー由来の一時的な骨髄生着の率が３
～１５％であることから明らかなように、細胞が骨髄に定着することができた（図１６）
。
【０２７８】
　１１．実施例：ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫患者の治療
　増殖ヒト臍帯血幹細胞を投与することによって、自家移植に備えて強化化学療法および
／または放射線治療を受けたホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、多発性骨髄腫の患
者に対して造血機能の迅速な回復を提供することを目的とした臨床実験の設計について説
明すれば以下の通りである。本研究には、以下に挙げる特徴を有する患者が登録される。
【０２７９】
　ホジキン／非ホジキンリンパ腫および多発性骨髄腫患者。組織学的にホジキン型／非ホ
ジキン型リンパ腫であると確認されており、少なくとも１回治療に失敗したことがある患
者。組織学的に症候性多発性骨髄腫であることが確認されており、少なくとも１回従来の
化学療法を受けたことがある患者。少なくとも１回の動員の試みの後、ＰＢＳＣの最適数
を得ることができなかった患者。本研究の目的のために、上記数は、３×１０６ＣＤ３４
＋ｃｅｌｌｓ／ｋｇ未満に規定されるが、最初の３人の登録患者は、１～２×１０６ＣＤ
３４＋ｃｅｌｌｓ／ｋｇとなる。合計投与量が３×１０６ＣＤ３４＋ｃｅｌｌｓ／ｋｇ未
満である限り、動員の試みが２回以上行われてもよい。本実験に適格とされるためには、
患者は少なくとも１×１０６ＣＤ３４＋ｃｅｌｌｓ／ｋｇのＰＢＳＣ産物を用意してある
必要がある。
【０２８０】
　患者は１８～７０歳であり、ＥＣＯＧの一般状態の結果が０～２である。また、患者は
以下の検査値で示されるような適切な腎臓機能および肝臓機能を有する。
血清クレアチニン≦２．０ｍｇ／ｄＬ
　血清クレアチニン＞２．０ｍｇ／ｄｌの場合、推定糸球体濾過量（glomerular filtrat
ion rate；ＧＦＲ）は、Modification of Diet in Renal Diseaseの式で計算されるよう
に６０ｍｌ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２未満でなければならない。上記式では、推定ＧＦＲ（
ｍｌ／min／１．７３ｍ２）＝１８６×（血清クレアチニン）－１．１５４×（年齢）－
０．０２３×（０．７２４　女性患者の場合）×（１．２１２　黒人患者の場合）で表さ
れる。
【０２８１】
　血清総または直接ビリルビン≦１．５×正常値上限（upper limit of normal；ＵＬＮ
）
　アスパラドン酸トランスアミナーセ（ＡＳＴ）／アラニントランスアミナーゼ（ＡＬＴ
）≦２．５×ＵＬＮ、
　アルカリホスファターゼ≦２．５×ＵＬＮ。
【０２８２】
　患者は、研究の治験的性質、潜在的リスク、および利益を理解でき、十分な説明に基づ
いて効力のある同意をすることができる。妊娠能力がある女性患者は登録前２週間以内に
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行う血清妊娠検査で陰性でなければならない。男性および女性患者ともに治験中と治験後
最低６ヶ月間は効果的な避妊方法をいとわずに用いなければならない。陰性または生成物
選別に特徴付けられた特異抗体を有するパネル反応性抗体（panel reactive antibody；
ＰＲＡ）が（潜在的な臍帯血生成物に対するドナー指向抗体を避けるために）行われる。
適格とされた患者全員に対して、生着不良の場合の（血縁ドナーまたは血縁関係を持たな
いドナーであって、適切な臍帯血ユニットを含む）潜在的なドナーを特定するために、治
療開始前に事前ドナーサーチが行われる。
【０２８３】
　次に挙げるような患者は除外される。同種異系移植物のレシピエント。現在、併用化学
治療、放射線治療、または上記プロトコルに記載された以外の免疫療法を受けている者。
実験参加前の３０日以内に他の治験薬を使用した、または実験参加前の２週間前に何らか
の制癌治療を受けた者。他の除外要因には、次が挙げられる。重度の併発症を患っている
者、または心臓・腎臓・肺に関連する重度の臓器機能不全または疾患（症候性肺炎、肺静
脈閉塞性疾患を含む）あるいはその他の臓器機能不全の病歴のある者。ＨＩＶ感染歴のあ
る者。制御不可能な全身系の真菌感染、細菌感染、ウイルス感染、あるいは他の感染を患
っている者（適切な抗生物質や他の治療を施しているにもかかわらず、感染の兆候を示し
回復の兆しのない者）。妊婦または授乳中の女性。患者の安全やコンプライアンスを脅か
したり、同意・治験への参加・フォローアップ・治験結果の解釈に影響を及ぼしたりする
併発症または疾患、精神疾患を抱えている者。悪性腫瘍を伴う中枢神経系障害を持つ者。
生着不全の場合の同種移植の潜在ドナー（事前サーチに基づく）がいない患者。
【０２８４】
　本治験で使用される増殖臍帯血幹細胞は、臨床用に低温保存された増殖臍帯血前駆細胞
のバンクから選択される。各前駆細胞産物は、上記８．のように、Ｎｏｔｃｈリガンドの
存在下で生体外増殖され低温保存されたＣＤ３４選択された（ゆえにＴ細胞が枯渇した）
臍帯血ユニット（ドナー）に由来するものである。新鮮な臍帯血ユニットは、Puget Soun
d Blood Center/Northwest Tissue Center (PSBC/NTC)のCord Blood (CB) Programとの連
携によって得られる。
【０２８５】
　増殖臍帯血幹細胞の選定は、下記記載に基づいて行われる。
【０２８６】
　Ａ.全登録患者に対してパネル反応性抗体（ＰＲＡ）検査を行う。ドナー指向抗体が存
在すれば、この抗体の特異性に基づいて製剤を選定。ＰＲＡ陰性の患者に対しては、細胞
投与量制限を満たす製剤を投与すればよい。ＨＬＡ適合／不適合は、ＰＲＡ陽性でない患
者に対しては考慮しなくてよい。
【０２８７】
　Ｂ.細胞投与量
１．細胞投与量を１×１０９ＴＮＣ／ｋｇ以下に維持することを目的に解凍時約２０％の
細胞消失を見込んで、ＴＮＣ／ｋｇ低温保存前細胞投与量は、レシピエントの体重（ｋｇ
）当たりの総有核細胞計数は１．２×１０９個を超えてはならない。
２．レシピエントの体重（ｋｇ）当たりに注入されるＣＤ３４＋細胞数の上限はない。
３．すべての増殖細胞産物を、凍結前にＣＤ３＋細胞に対して、免疫表現型検査によって
評価する。ＣＤ３＋細胞集団の存在が確認されず、Ｔ細胞（ＣＤ３＋）集団が確認された
製剤は、ＣＤ３＋細胞投与量がレシピエントの体重（ｋｇ）当たり５×１０５個未満でな
い限り、使用されない。
【０２８８】
　患者はリンパ腫あるいは骨髄腫の治療へ回され、徹底的に調査される。プロトコルは患
者および家族と十分に話し合われる。データ収集の要件や医療記録の公開について話し合
われ、患者への重大なリスクで既知のものはすべて説明される。上記処置や代替治療につ
いてはできる限り客観的に説明され、上記処置のリスクや危険性も患者に説明される。十
分な説明に基づいた同意は、Ｆｒｅｄ　Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
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ａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒの治験審査委員会承認の書式を使用して得られる。話し合いの要
約は、詳細まで医療記録に書き留められる。
【０２８９】
　患者は以下に示す計画に基づいて治療される。
Ａ.末梢血幹細胞採取：末梢血幹細胞（peripheral blood stem cell；ＰＢＳＣ）は既知
の動員方法の何れかを使用し、白血球除去療法によって採取される。少なくとも１．０×
１０６ＣＤ３４＋ｃｅｌｌｓ／ｋｇが移植に利用可能でなければならない。
Ｂ.高用量移植前処置療法
　多発性骨髄腫患者
　メルファラン２００ｍｇ／ｍ２を使用する標準移植前処置が全患者に使用される。
【０２９０】
【表１０】

【０２９１】
　リンパ腫患者
　全身被爆（total body irradiation: ＴＢＩ)ベースの療法は、事前の高線量ＴＢＩを
受けていない患者に行われる（何れのcritical normalの臓器（肺、肝臓、脊髄など）に
対しても＞２０Ｇｙ）。
【０２９２】

【表１１】

【０２９３】
　シクロホスファミド投与量：移植前処置２日目、シクロホスファミドが１日当たり１０
０ｍｇ／ｋｇ静脈投与される。準備・投与・観察は標準的な方法による。ＩＢＷが１００
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％を超える患者への投与は標準的技法による。膀胱予防(bladder prophylaxis)ために標
準的技法に基づきＭＥＳＮＥが投与される。あるいは、医師の判断による継続的な膀胱洗
浄が膀胱予防に用いられてもよい。水分補給および毒性の測定は標準的技法による。
【０２９４】
　全身被爆：全身被爆（ＴＢＩ）、１．５ＧｙＢＩＤ×４日（計１２Ｇｙ）が直線加速装
置によって１分間に８Ｇｙ与えられる。
【０２９５】
　ＩＶ水分補給および制吐療法：ＩＶ水分補給は２４時間当たり２リットル／ｍ２与えら
れる。制吐薬の投与は標準的技法による。
【０２９６】
　ＢＥＡＭ移植前処置療法：ＴＢＩを用いた療法に適さない患者はＢＥＡＭ移植前処置療
法を用いた高用量治療を受ける。
【０２９７】
【表１２】

【０２９８】
　ＢＣＮＵ（カルムスチン）：
　投与量：移植前処置７日目、３００ｍｇ／ｍ２のカルムスチンが３時間かけて１回静脈
投与される。カルムスチンは、溶液と注入されたり重炭酸塩溶液を含んでいるまたは含ん
でいたチューブで注入されたりするべきではない。
【０２９９】
　化学的性質：ニトロソ尿素誘導剤であるカルムスチンは、一般にアルキル化剤と考えら
れている。カルムスチンは４℃で白い凍結乾燥粉末として入手可能である。カルムスチン
は水中では溶けにくく、アルコール中では溶けやすく、脂質中では非常に溶けやすい。
【０３００】
　投与：カルムスチンは滅菌粉末として１００ｍｇバイアルで入手できる。カルムスチン
は滅菌脱水素（無水）アルコール３ｍｌにおける１００ｍｇバイアルの内容物を溶解し、
その後注射用の滅菌水２７ｍｌを添加することによって再構成される。その結果生じる溶
液は、１０％アルコールｍｌ当たりカルムスチンを３．３ｍｌ含む。上記溶液はさらに、
０．９％の塩化ナトリウムまたは５％のグルコース注射によって、ガラス容器において０
．２ｍｇ／ｍｌの終濃度まで薄められてもよい。上記薬品の投与にはガラス容器の使用の
みが推奨される。カルムスチンはｐＨが６を超える水溶液中で急速に分解する。
【０３０１】
　静脈投与後、カルムスチンは血漿から急速に除去され、１５分後には元の薬品は検出さ
れない。メカニズムは十分に解明されていないものの、カルムスチンは急速に分解される
。代謝産物は主に尿で排出され、その中には活性であることが分かっている代謝産物もあ
る。
【０３０２】
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　持続的な水分補給:２０ｍＥｑＫＣＬを加えた通常の塩水が１日当たり２リットル／ｍ
２与えられる。上記水分補給はカルムスチンの前に開始されメルファランの最後の投与２
４時間後まで続けられる。
【０３０３】
　薬物動態：カルムスチンおよび／またはカルムスチンの代謝産物は脂質溶解度が高いの
で、血液脳関門を容易に越える。カルムスチン投与のほぼ直後に実質的なＣＳＦ凝縮が起
き、放射標識されたＢＣＮＵのＣＳＦ凝縮体は、同時に起きる血漿凝縮体の１５％から７
０％までの範囲であることが様々な報告でされている。カルムスチン代謝産物は母乳に広
がるが、濃縮は母体の血漿に比べて低い。
【０３０４】
　エトポシド（ＶＰ－１６、Ｖｅｐｅｓｉｄ）：
　投与量：移植前処置６、５、４、３日目、エトポシド１００ｍｇ／ｍ２が１日２回、２
時間にわたり静脈投与される。通常の塩水５００～１０００ｃｃで投与され、計８００ｍ
ｇ／ｍ２投与される。
【０３０５】
　化学的性質および作用のメカニズム：エトポシドは半合成ポドフィロトキシンである。
エピポドフィロトキシンは、分裂中期(metaphase)停止を伴う期特異的な紡錘体阻害活性(
phase-specific spindle poison activity)を示す。ビンカアルカロイドとは対照的に、
エピポドフィロトキシンは細胞が分裂期に入らないよう阻止する働きも持つ。組織培養に
おけるヒト細胞へのトリチウムチミジン、ウリジン、ロイシンの取り込みを抑えることは
、ＤＮＡ，ＲＮＡ、タンパク質の合成に対する効果を示唆する。
【０３０６】
　保管および安定性：未開封のＶＰ－１６のバイアルは常温で２４か月間安定した状態を
保つ。ガラスおよびプラスチック容器の蛍光照明のもとでの常温（２５℃）において、推
奨される通り０．２または０．４ｍｇ／ｍＬの濃度まで薄められたバイアルはそれぞれ、
９６時間、２４時間安定した状態を保つ。薄められていないＶＰ－１６でプラスチックの
注射器に入れられているものは、最長５日間安定した状態を保つことが報告されている。
【０３０７】
　入手可能性、再構成、投与：エトポシドは１００ｍｇ／５ｍｌ、１５０ｍｇ／７．５ｍ
ｌ、５００ｍｇ／２５ｍｌ、１０００ｍｇ／５０ｍｌの滅菌多回投与バイアルにて市販さ
れている。ＶＰ－１６は使用前に５％のブドウ糖注射ＵＳＰまたは０．９％の塩化ナトリ
ウム注射ＵＳＰで、終濃度０．２または０．４ｍｇ／ｍｌまで薄められるべきである。濃
度０．４ｍｇ／ｍｌを超える溶液では沈殿が起きる可能性がある。ＶＰ－１６溶液は２時
間にわたり静脈投与することが推奨される。しかし、大量の液体が注入される場合は、投
与時間が長くなってもよい。ＶＰ－１６は急速に注入されるべきではない。大量の注入を
避けるために、特別な装置を使用して特に注意を払いながらＶＰ－１６を薄めずに投与す
ることが可能である。ＩＶ－１６が薄められずに投与される場合、４方向コックおよび「
化学治療に抵抗力のある（chemo resistant)」プラスチック製チューブが使用されなけれ
ばならない。薄められていないＶＰ－１６は、Ｈｉｃｋｍａｎカテーテルを通して同時に
動脈投与される溶液なしでは注入することはできない。薄められていないＶＰ－１６のみ
を注入するとＨｉｃｋｍａｎカテーテルの閉塞を引き起こす。
【０３０８】
　対症療法：注入開始前には適切な制吐薬と鎮静剤が与えられるべきである。アレルギー
反応を予防するために、ジフェンヒドラミン２５ｍｇおよびハイドロコーチゾン１００ｍ
ｇが注入開始前と開始後２時間にわたり患者に与えられる。２０ｍＥｑＫＣＬを加えた通
常の塩水が１日当たり２リットル／ｍ２続けられる。必要に応じて、排尿促進剤を与えて
もよい。ＶＰ－１６の高用量投与後に代謝アシドーシスがまれに観察されたので、追加的
にＮａＨＣＯ３が水分補給に加えられてもよい。このＮａＨＣＯ３はＶＰ－１６注入中に
は注入されない。
【０３０９】
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　シタラビン（Ａｒａ－Ｃ）：
　投与量：移植前処置６、５、４、３日目、１日２回シタラビン１００ｍｇ／ｍ２が３時
間かけて静脈投与される。
【０３１０】
　化学的性質：シタラビンは合成ピリミジンヌクレオシドおよびピリミジン拮抗代謝抵抗
物質(pyrimidine antagonist anti-metabolite)である。
【０３１１】
　入手可能性および投与：シタラビンは、ｍｌ当たりシタラビン２０、５０、１００ｍｇ
を含む溶液中で再構成の形態で入手可能である。上記溶液は０．９４５％のベンジルアル
コールを含む注射用静菌性水を用いて滅菌粉末から再構成される。製造業者によると注射
用の水を用いて再構成された溶液は０．９％の塩化ナトリウムまたは５％のブドウ糖で薄
められてもよい。ｍｌ当たりシタラビン０．５ｍｇを含む希薄溶液は常温で最長８日間安
定した状態を保つ。
【０３１２】
　薬物動態：シタラビンは経口投与では効果がない。継続的な静脈投与によって、８～２
４時間後に比較的一定の血漿濃度が得られる。シタラビンは急速かつ広く、肝臓・血漿・
抹消血顆粒体などの組織や体液に広がり、限られた程度で血液脳関門を越える。シタラビ
ンは胎盤を越えるようである。シタラビンが母乳に広がるかどうかは知られていない。急
速な静脈投与の後、血漿薬物濃度は、初期の半減期が１０分、末期の半減期が１～３時間
というように二相性的に減少するようである。シタラビンは、酵素シチジンデアミナーゼ
によって急速にかつ広範囲にわたって代謝され、不活性代謝産物のアラビノフラノシルウ
ラシル（ａｒａ－Ｕ）を生成する。上記代謝は主に肝臓で行われ、腎臓や胃腸粘膜、顆粒
体、より少ない程度で他の組織でも行われる。シタラビンおよびａｒａ－Ｕは尿中に排泄
される。シタラビンの急速な静脈投与、筋肉内投与、皮下投与注射、脊椎腔内投与あるい
は継続的な静脈投与の後、投与したシタラビンの約７０～８０％は２４時間以内に尿中に
排出される。
【０３１３】
　メルファラン：
　投与量：移植前処置２日目、メルファラン１４０ｍｇ／ｍ２が１回、３０分かけて静脈
投与される。
【０３１４】
　化学的性質：メルファラン（Ｌフェニルアラニンマスタード）は静脈投与または経口投
与できる典型的なアルキル化剤である。
【０３１５】
　投与：メルファランは５０ｍｇバイラルで入手可能であり、１０ｍｌの滅菌水で再構成
されると濃度５ｍｇ／ｍｌになる。再構成されたメルファランは通常の塩水２５０ｃｃで
濃度０．５ｍｇ／ｍｌ未満に薄められる。メルファランは１５分かけて投与され、６０分
を超えない。
【０３１６】
　薬物動態：血漿メルファランのレベルは、血漿にメルファランが初めて見られる時間（
範囲：０～３３６分）および得られるピーク血漿濃度（範囲：０．１６６～３．７４１ｍ
ｇ／ｍＬ）の両方について、経口投与後に非常に変化しやすい。このような結果は、腸の
吸収が不十分であること、「初回通過」肝代謝にむらがあること、加水分解が急速である
ことによる可能性がある。
【０３１７】
　Ｃ．細胞注入：
　１．０日目の朝に自家ＰＢＳＣが解凍され注入される。
【０３１８】
　２．増殖細胞注入：標準的ガイドラインに従って増殖細胞が解凍、注入される。自家幹
細胞移植片注入の約４時間後に注入される。
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【０３１９】
　Ｄ．対症療法：
　Ｇ－ＣＳＦ：自家幹細胞注入および増殖細胞注入の翌日より最も近いバイアルサイズに
切り上げた５ｍｃｇ／ｋｇが皮下投与（ＳＱ）される。Ｇ－ＣＳＦは２日間連続でＡＮＣ
＞２０００となるまで毎日継続される。
【０３２０】
　評価ガイドライン
Ａ．移植前の評価
　１．病歴、健康診断、カルノフスキー・スコア
　２．ＣＢＣ、血清ナトリウム、カリウム、ＣＯ２、ＢＵＮ、クレアチニン、尿酸、ＬＤ
Ｈ、カルシウム、ビリルビン、アルカリホスファターゼ、ＡＳＴ、ＡＬＴ、肝炎検査、Ａ
ＢＯ／ＲＨ血液型、血液クロスマッチ、ＣＭＶ、ＶＺＶ、ＨＳＶ、ＨＩＶ、トキソプラズ
マ症血清学
　３．ＣＴ／ＰＥＴ（リンパ腫）
　４．骨格のＭＲＩ、病期診断に必要となる骨測量（骨髄腫）
　５．骨髄穿刺吸引および生検、病理学・流動細胞計測・ＦＩＳＨを含む細胞遺伝学への
サンプル
　６．血清タンパク質電気流動および免疫固定（骨髄腫）
　７．定量的血清免疫グロブリンレベル、ベータ２ミクログロブリン
　８．クレアチニンクリアランスおよびタンパク質総排出量を調べるための２４時間にわ
たる採尿、尿タンパク質電気流動、定量的ベンス・ジョーンズ排出および免疫固定（骨髄
腫）
　９．肺機能検査（pulmonary function tests:ＰＦＴＳ）、マルチゲート収集法（multi
gated acquisition scan:ＭＵＧＡ） 
　１０．臨床免疫再構築研究。
【０３２１】
　Ｂ．移植前処置中の評価：
　１．最下点の後(following the nadir)、ＡＮＣ＞５００／ｕｌ、血小板数＞２０，０
００／μｌに到達するまでＣＢＣを毎日実施
　２．電解室パネル（ナトリウム、カリウム、クロライド、ＣＯ２、カルシウム、マグネ
シウム、リン、アルブミン、ＢＵＮ　クレアチニン）を少なくとも週３回
　３．肝機能テスト（ＡＬＴ，ＡＳＴ、ＡＬＫホスファターゼ、ビリルビン、ＬＤＨ）を
少なくとも週２回。
【０３２２】
　Ｃ．自家ＰＢＳＣおよび増殖前駆細胞注入の朝に終える評価
　１．健康診断、および提供者によるシステムレビュー
　２．看護師による体重測定
　３．ＣＢＣ[ＣＢＤ]（ＨＣＴ、ＨＧＢ、ＷＢＣ、ＲＢＣ、指数、血小板、分画／塗抹標
本の評価を含む）
　４．[ＳＲＦＭ]と[ＳＨＦＬ]（マグネシウムを含む造血幹細胞移植（ＨＳＣＴ）腎機能
パネル）と、乳酸脱水素酵素（ＬＤ）を含むＨＳＣＴ肝機能パネル；ＳＲＦＭはナトリウ
ム、カリウム、塩素、二酸化炭素、グルコース、血中尿素窒素、クレアチニン、カルシウ
ム、リン、アルブミン、マグネシウムを含む。ＳＨＦＬは、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＫ、Ｂ
ＩＬＩＴ／Ｄ、トリポネーマパリダム（ＴＰ）、アルブミン、ＬＤを含む）
　５．精密尿検査。
【０３２３】
　Ｄ. 生体外増殖臍帯血前駆細胞注入中の評価
　１．注入中は正看護師（ＲＮ）が立ち会わなければならない。
【０３２４】
　２．入院患者ユニットに対して、医師（ＭＤ）またはフィジシャンアシスタント（ＰＡ
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）が対応可能でなければならない。
【０３２５】
　３．患者の心臓に異変があれば、医師に知らせ、心電図（ＥＣＧ）をとる。
【０３２６】
　４．下記表中に記載の時点において、温度、血圧（ＢＰ）、脈拍（ＨＲ）、呼吸、酸素
飽和などのバイタイルサインの取得・記録。
【０３２７】
【表１３】

【０３２８】
　５．増殖細胞注入後２４時間、排尿ごとにヘモグロビンとタンパク質の尿検査を行い、
記録する。
【０３２９】
　Ｅ．増殖臍帯血前駆細胞の注入２４時間後の評価
　１．ＣＢＣ[ＣＢＤ]（ＨＣＴ、ＨＧＢ、ＷＢＣ、ＲＢＣ、指数、血小板、分画／塗抹標
本の評価を含む）。
【０３３０】
　２．[ＳＲＦＭ]と[ＳＨＦＬ]（マグネシウムを含む造血幹細胞移植（ＨＳＣＴ）腎機能
パネル）と、乳酸脱水素酵素（ＬＤ）を含むＨＳＣＴ肝機能パネル；ＳＲＦＭはナトリウ
ム、カリウム、塩素、二酸化炭素、グルコース、血中尿素窒素、クレアチニン、カルシウ
ム、リン、アルブミン、マグネシウムを含む。ＳＨＦＬは、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＡＬＫ、Ｂ
ＩＬＩＴ／Ｄ、トリポネーマパリダム（ＴＰ）、アルブミン、ＬＤを含む）。
【０３３１】
　３．精密尿検査。
【０３３２】
　Ｆ．０～６０日目の評価
　１．最下点の後、ＡＮＣ＞５００／ｕｌ、血小板数＞２０，０００／μｌに到達するま
でＣＢＣを毎日行う。その後の２８日目までは週３回、６０日目までは週２回ＣＢＣが行
われる。
【０３３３】
　２．６０日目まで、電解質パネル（ナトリウム、カリウム、クロライド、ＣＯ２、カル
シウム、マグネシウム、リン、アルブミン、ＢＵＮ　クレアチニン）を週３回。
【０３３４】
　３．腎臓機能テスト（ＡＬＴ，ＡＳＴ、ＡＬＫホスファターゼ、 ビリルビン、ＬＤＨ
）を、２８日目までは週２回、その後６０日目まで週１回。
【０３３５】
　４．生着率の研究：注入後７、１４、２１、２８、６０日目に、増殖細胞産物による造
血性回復への寄与率を、選別された末梢血（ＣＤ３＋、ＣＤ３３＋、ＣＤ１４＋、ＣＤ５
６＋分画ごとに選別された細胞）から評価される。いずれかの時点で患者が１００％ホス
トの場合は、それ以降の分析はその患者に対して一切行わない。増殖細胞産物による生着
が６０日目においても持続していることが明らかな場合は、患者が１００％ホストになる
まで２～４週間おきにキメリズム解析が継続して行われる。ドナーとホストのキメリズム
の割合は、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）に基づいた反復配列多型分析（variable-numbe
r tandem repeat:ＶＮＴＲ）配列の増殖によって評価される。ＶＮＴＲ配列はドナーとホ
スト固有のものであり、ホスホイメージ分析によって定量化される。
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【０３３６】
　５．同種免疫：抗ＨＬＡ抗体の発達を評価するためのＰＲＡが計数回復時に繰り返して
行われる。
【０３３７】
　６．ＧＶＨＤ：すべての患者に対して、潜在的輸血関連ＧＶＨＤの発生について調べる
。患者に急性ＧＶＨＤの兆候が見られた場合、その患者は検査を受ける。ＧＶＨＤの治療
は制度的ガイドラインに従って行われる。しかし治療が行われるのは、ＧＶＨＤが生検で
明らかになった場合のみである。
【０３３８】
　７．骨髄評価：１４日目と（必要であれば）２１日目（必要に応じて）に、血液病理学
、細胞遺伝学／ＦＩＳＨ、フローサイトメトリー、全骨髄キメリズム解析に基づいて骨髄
評価を行う。生着不全の場合は、移植片対宿主効果による欠如症を除外するために骨髄検
査が行う。補足的な骨髄評価が臨床的に示されている通りに行われる。
【０３３９】
　８．６０日目の評価までの有害事象監視。
【０３４０】
　９．臨床免疫再構築研究。
【０３４１】
　Ｇ．６０日目再病期診断評価
　１．病歴、健康診断、カルノフスキー・スコア。
【０３４２】
　２．ＣＢＣ、血清ナトリウム、カリウム、ＣＯ２、ＢＵＮ、クレアチニン、尿酸、ＬＤ
Ｈ、カルシウム、ビリルビン、アルカリ性ホスファターゼ、ＡＳＴ、ＡＬＴ、肝炎検査。
【０３４３】
　３．ＣＴ／ＰＥＴ撮影（リンパ腫）。
【０３４４】
　４．再病期診断のための骨格測定(osseous survey for skeletal survey)、および骨格
（骨髄腫）のＭＲＩ。
【０３４５】
　５．骨髄穿刺吸引および生検、病理学・流動細胞計測・ＦＩＳＨを含む細胞遺伝学への
サンプル。（末梢血キメリズム解析において示されるように）増殖臍帯血細胞が未だに存
在する場合、全骨髄キメリズムについて骨髄が送られる。
【０３４６】
　６．定量的血清免疫グロブリンレベル。
【０３４７】
　７．血清タンパク質電気流動および免疫固定（骨髄腫）。
【０３４８】
　８．クレアチニンクリアランスおよびタンパク質総排出量を調べるための２４時間にわ
たる採尿、尿タンパク質電気流動、定量的ベンス・ジョーンズ排出および免疫固定（骨髄
腫）。
【０３４９】
　９．血清Ｂ２ミクログロブリン。
【０３５０】
　１０．抗ＨＬＡ抗体の発達を評価するためのＰＲＡの繰り返し。
【０３５１】
　１１.有害事象監視。
【０３５２】
　１２．臨床免疫再構築研究。
【０３５３】
　Ｈ．免疫再構築
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臨床研究（可能であれば行う）
　１．２８日目、６０日目、１００日目、６ヵ月目、１年目、２年目に定量的免疫グロブ
リンレベル（ＩｇＧ、ＩｇＡ，ＩｇＭ）を評価する。
【０３５４】
　２．移植前、２８日目、６０日目、１００日目、６ヵ月目、１年目、２年目にＴリンパ
細胞総数およびサブセット列挙（リンパ細胞パネル）を評価する。
【０３５５】
　Ｉ．フォローアップ
　１．臨床的理由により、６ヶ月間の完全血球算定、腎機能、肝機能検査を行う。必要に
応じて毒性または反応期間を規定。
【０３５６】
　２．最初の２年間は３～６ヶ月ごとに、その後３年間は年１回担当医または患者と接触
し、病気の発生の有無と生存率に関するデータを評価する。
【０３５７】
　J.補完ケアガイドライン
　１．すべての血液製剤に対して放射線を照射し、白血球を減少させておく。また、ＣＭ
Ｖ陰性の患者にはＣＭＶに安全な血液産物が与えられる。症候性貧血の場合、または臨床
設定に対応した標準閾値を下回る場合には輸血を行う。
【０３５８】
　２．感染予防：好中球減少の期間中、予防薬であるレボフロキサンを経口投与する。実
施基準ガイドラインに基づき、アシクロビルおよびバクトリム予防法が使用される。
【０３５９】
　３．発熱と好中球減少症の治療：制度的ガイドラインに沿って標準的な診断学的検査を
行う。経験的抗生物質適用範囲内で抗生物質の使用が可能である。陽性の培養物に対して
は、特定の抗生物質を使用する。
【０３６０】
　４．コロニー刺激因子：上記で述べられたようにＧ－ＣＳＦを使用する。赤血球生成促
進剤は使用されない。
【０３６１】
　５．併用療法：標準的技法ガイドラインに基づいたくも膜下療法は例外として、本治験
中、併用細胞傷害性療法、治験療法とも行ってはならない。
【０３６２】
　１２．実施例：増殖ヒト臍帯血幹細胞移植物を用いた急性骨髄性白血病患者の治療
　このプロトコルは、人間の患者における急性骨髄性白血病（acute myeloid leukemia；
ＡＭＬ）の治療のための本発明の増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルと併用した一つまたは複
数の臍帯血／胎盤血ユニットの投与を含む。臍帯血移植物は、赤血球細胞を除去したこと
を除いて、臍帯および/または胎盤全血であった。
【０３６３】
　これまで、再発の危険性が高い６人の患者を登録し、図１７に記載の治療プロトコルに
従って治療を施してきた。ここで、図１７に記載の治療プロトコルは、血液悪性腫瘍患者
のための骨髄機能廃絶全身被曝（total-body irradiation；ＴＢＩ）に基づく臍帯血移植
（cord blood transplant；ＣＢＴ）プロトコルである（ここで、「ＣＳＡ／ＭＭＦ」は
、対宿主性移植片反応（graft versus host disease；ＧＶＤＨ）を防ぐための従来の免
疫抑制治療である、サイクロスポリンとミコフェノール酸モフェチルを指す）。この研究
における移植前処置および移植後免疫抑制療法は、上記セクション１０に記載された生体
外増殖試験と同じであり、骨髄機能廃絶臍帯血移植に対する注意義務の基準であると考え
られている。事前に低温保存しておいた（赤血球細胞を枯渇させた）二つの臍帯血移植物
と、上記セクション９に記載の方法で精製した一つの臍帯血幹細胞サンプルとを患者に移
植した。ここで、上記二つの臍帯血移植物は、（細胞投与量とＨＬＡ適合試験のアルゴリ
ズムに応じて）１キログラム当たりの総有核細胞数（total nucleated cells；ＴＮＣ）
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が少なくとも１．５×１０７個であった。
【０３６４】
　これまで、治療したすべての患者に対して、ダブルユニット臍帯血移植（二人の異なる
個人の臍帯血および／または胎盤血からの臍帯血移植）を行い、その後０日目に、ＨＬＡ
適合を顧慮しないで、事前に低温保存し、解凍しておいた増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプル
を注入した。注入時に毒性は観察されず、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルに起因する重篤
有害事象もこれまで発生していない。１番目の患者の注入日は２０１０年９月２２日であ
り、６番目の患者は現在移植後２ヶ月である。注入したＴＮＣとＣＤ３４＋細胞投与量を
下の表に示す。
【０３６５】
【表１４】

【０３６６】
　造血機能回復の速度および増殖細胞と臍帯血移植細胞の生着への相対的寄与率の決定を
移植後７日目に開始した。これまで治療したすべての患者に生着していた。これまでに示
したとおり、ＡＮＣ≧１００が、造血細胞移植後１００日目を迎える前に死亡する危険性
を減らすための臨界閾値となっている（Offner et al, 1996, Blood 88:4058）。さらに
、本発明者らによる臍帯血移植後の重篤な好中球減少症の単一施設分析によれば、ＡＮＣ
＜１００と時間依存性共変量としての生着までの時間とは、ともに、２００日目の移植関
連死亡率（transplant related mortality；ＴＲＭ）と全生存率との両方と重要な相関関
係がある。臍帯血移植を受けた８８人の患者の分析によれば、任意の時点において、ＡＮ
Ｃ＜１００は、ＡＮＣ＞１００（１．７４－１３．１１、ｐ＝０．００２）と比べて、全
死亡率の危険性の４．７７倍の増加と関連し、２００日目のＴＲＭの危険性の８．９５倍
の増加と関連している（２．５９－３０．８９、ｐ＝０．０００９５）。このことは、特
定の時点における生着が、この時点における生着の欠如（０．０８－０．６２、ｐ＝０．
００４）と比べて、０．２３倍の死亡率と関連し、０．１１倍の２００日目のＴＲＭの危
険性と関連している（０．０３－０．３８、ｐ＝０．０００５）ような、生着までの時間
（ＡＮＣ＞５００）をモデリングした場合の結果と類似している。従って、ＨＬＡ適合を
顧慮しないで、事前に低温保存しておいた増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを投与しながら
、骨髄機能廃絶ダブルユニット臍帯血移植を行った患者（既製＋非操作）において、ＡＮ
Ｃ≧１００に到達するまでの時間とＡＮＣ≧５００に到達するまでの時間を評価し、（ｉ
）従来の骨髄機能廃絶ダブルユニット臍帯血移植（従来のｄＣＢＴ）を同時に行った患者
群および（ｉｉ）Delaney et al, 2010 Nature Med. 16:232-236に記載の方法で、低温保
存しておかなかった一部ＨＬＡ適合させた増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを投与しながら
、骨髄機能廃絶ダブルユニット臍帯血移植を行った患者群（増殖＋非操作）と比較した。
【０３６７】
　患者数こそ少なかったが、従来のダブルユニット臍帯血移植（従来のｄＣＢＴ）と比べ
て、ＨＬＡ適合を顧慮しないで、低温保存しておいた増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを用
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いてこれまで治療してきた患者（既製＋非操作）および一部ＨＬＡ適合させた増殖ヒト臍
帯血幹細胞サンプルを用いて治療してきた患者において、より早期の骨髄回復が示唆され
た（図１８および１９参照）。ＨＬＡ適合を顧慮しないで増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプル
を投与した６人の患者のうち一人は、前回５６日目に検査したとき、増殖ヒト臍帯血幹細
胞がいまだに生体内に生き残っていた。今考えると、この患者は偶然にも既製製剤に対し
て３／６のＨＬＡ抗原と適合していた。
【０３６８】
　７日目の早期骨髄回復は、そのほぼすべてが、ＨＬＡ適合を顧慮しないで６人の患者に
投与した事前に低温保存しておいた増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルによるものであったが
、一般的に、そのような回復は移植後１４日目を超えて持続しなかった（図２０参照）。
この結果は、Delaney et al, 2010 Nature Med. 16:232-236に記載の方法で、採取したて
の（低温保存していない）一部ＨＬＡ適合させた増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルを注入し
た場合の結果と一致している。
【０３６９】
　今後の患者は、増殖ヒト臍帯血幹細胞サンプルに加えて、一つまたは二つまたは複数の
臍帯血移植を受けることが想定される。
【０３７０】
　本発明は、本明細書に記載された具体的な実施形態のよって範囲を限定するものではな
い。実際、本明細書に記載されている本発明の変形例に加えて、さまざまな変形例が、上
記の記載および添付の図面から、当業者にとって明らかになるであろう。
【０３７１】
　本明細書では、特許、特許出願公報、および科学文献を含むさまざまな文献が引用され
ているが、これらの開示内容は、その全容を本明細書に参考のために示す。
【図面の簡単な説明】
【０３７２】
【図１】本発明の方法を実施するために有用なコンピュータシステムの例示的な実施形態
を示す。
【図２ａ】Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧで培養した臍帯血細胞を出発細胞としたＳＣＩＤ
再構築によってＳＲＣ出現率が顕著に増加し、総合的な生着率が向上することを示すグラ
フである。
【図２ｂ】Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧで培養した臍帯血細胞を出発細胞としたＳＣＩＤ
再構築によってＳＲＣ出現率が顕著に増加し、総合的な生着率が向上することを示すグラ
フである。
【図３】初期生着の速度がＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧでの培養に依存していることを示
すグラフである。
【図４ａ】生体外増殖臍帯血前駆細胞の低温保存によって生体内(in vivo)再構築能が損
なわれないことを示すグラフであり、注入前に低温保存した採取細胞との比較で、培養直
後に注入した細胞を示す。ここに示すのは、注入４週間後の結果である。
【図４ｂ】生体外増殖臍帯血前駆細胞の低温保存によって生体内(in vivo)再構築能が損
なわれないことを示すグラフであり、生体外で増殖させ、低温保存した前駆細胞を解凍し
、注入した。ここに示すのは、二つの実験の結果を組み合わせたものである。
【図４ｃ】生体外増殖臍帯血前駆細胞の低温保存によって生体内(in vivo)再構築能が損
なわれないことを示すグラフである。単一の臍帯血ユニットから得られたＣＤ３４＋前駆
細胞に由来する増殖後代を三つの方法で注入前解凍（１．解凍と洗浄、２．解凍と希釈（
デキストラン／アルブミン希釈）、３．解凍と直接注入）を行い、生体内再構築能を比較
した結果を示す。
【図５】類似遺伝子型および異質遺伝子型の造血幹細胞移植物（hematopoietic stem cel
ls transplants；ＨＣＴs）におけるＤｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ培養細胞の生着の比較
を示すグラフである。
【図６】ＨＬＡ不適合レシピエントにおける＋１０６Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧ培養細



(79) JP 2013-523842 A 2013.6.17

10

20

30

胞の生着を示すグラフである。
【図７】増殖幹・前駆細胞と非増殖幹・前駆細胞とにおいて生着を比較することを目的と
した、幹・前駆細胞の増殖および放射線照射マウスへの増殖細胞の注入のための実験プロ
トコルの概略図である。
【図８】図８ａおよび図８ｂは、致死量の放射線を照射したマウスの骨髄と末梢血中で検
出された不適合増殖幹・前駆細胞の生着を示すグラフである。
【図９】図９ａおよび図９ｂは、事前に低温保存しておいた増殖幹・前駆細胞を注入した
後に７．５Ｇｙまたは８Ｇｙの放射線を被曝させたマウスの全体的な生存率を、生理食塩
水対照群を注入した場合と比較して示す図である。
【図１０】（Ｄｅｌｔａ誘導体で培養した）増殖幹・前駆細胞を注入した後に８Ｇｙで照
射したマウスの全生存率を、（ＩｇＧで培養した）非増殖幹・前駆細胞を注入した場合と
比較して示すグラフである。
【図１１】図１１ａおよび図１１ｂは、放射線照射量の増加に伴い増殖マウス幹・前駆細
胞（ＤＸＩ）のドナーからの生着率が向上することを示すグラフである。
【図１２】Ｄｅｌｔａ１ｅｘｔ－ＩｇＧで臍帯血前駆細胞を臨床培養することにより、骨
髄機能を廃絶するダブルユニットＣＢＴ環境において、ＣＤ３４＋細胞が生体内で著しく
増殖し、好中球回復が早くなることを示すグラフである。
【図１３】ＣＤ３４＋細胞の集団を濃縮し、濃縮した集団を増殖させるための例示的な手
順を示すフローチャートである。
【図１４】急性骨髄性白血病患者に対する導入療法の計画を示すフローチャートである。
【図１５】治療を受けた患者の特性、注入された細胞計数、および好中球の回復時間を示
す表である。
【図１６】増殖臍帯血幹・前駆細胞サンプル注入後７日目におけるドナー細胞のパーセン
テージとして表される増殖臍帯血幹・前駆細胞の生着率を示す表である。
【図１７】臍帯血移植物と増殖臍帯血幹・前駆細胞サンプルとを投与することによって、
急性骨髄性白血病等の血液悪性腫瘍を治療するためのプロトコルを示すフローチャートで
ある。
【図１８】１００μｌ以上の絶対好中球計数（absolute neutrophil count；ＡＮＣ）を
達成するのに移植後に必要な時間を示すグラフである。
【図１９】５００μｌ以上の絶対好中球計数（absolute neutrophil count；ＡＮＣ）を
達成するのに移植後に必要な時間を示すグラフである。
【図２０】注入７日目後の末梢血液細胞のＤＮＡキメリズム解析の結果を示す表である。
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