
(57)【要約】

【課題】　骨髄液の培養開始後早期に骨髄液の品質の良

否を判定でき、無駄な培養工程を行うことを防止し、効

率よく細胞を培養する。

【解決手段】　培養容器内に骨髄液を播種して培養する

際の培養スケジュールを設定する方法であって、培養開

始直後の所定期間内に、複数の幹細胞の塊からなる初期

コロニーを検出し（ステップＳ２２）、培養容器内にお

いて検出された初期コロニー数に基づいて、培養を継続

するか否かの判断を行う培養スケジュール設定方法を提

供する。

【選択図】　　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 培 養 容 器 内 に 骨 髄 液 を 播 種 し て 培 養 す る 際 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル を 設 定 す る 方 法 で あ っ て
、
　 培 養 開 始 直 後 の 所 定 期 間 内 に 、 複 数 の 幹 細 胞 の 塊 か ら な る 初 期 コ ロ ニ ー を 検 出 し 、
　 培 養 容 器 内 に お い て 検 出 さ れ た 初 期 コ ロ ニ ー の 数 に 基 づ い て 、 培 養 を 継 続 す る か 否 か の
判 断 を 行 う 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 所 定 期 間 が ３ 日 以 内 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 初 期 コ ロ ニ ー が 、 培 養 容 器 内 の 骨 髄 液 に 光 を 照 射 し 、 骨 髄 液 を 透 過 し た 光 を 検 出 す
る こ と に よ り 検 出 さ れ る 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 初 期 コ ロ ニ ー の 検 出 前 に 、 培 養 容 器 内 の 骨 髄 液 を 溶 血 処 理 す る 請 求 項 １ ま た は 請 求
項 ２ に 記 載 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 検 出 さ れ た 初 期 コ ロ ニ ー の 数 が 所 定 の し き い 値 よ り 少 な い と き に 、 培 養 中 止 を 判 断 す る
請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い ず れ か に 記 載 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 検 出 さ れ た 初 期 コ ロ ニ ー の 数 が 所 定 の し き い 値 以 上 の と き に 、 培 養 継 続 を 判 断 す る 請 求
項 １ か ら 請 求 項 ５ の い ず れ か に 記 載 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 に よ っ て 前 記 し き い 値 を 補 正 す る 請 求 項 ５ ま た は 請 求 項 ６ に 記 載 の
培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ７ の い ず れ か に 記 載 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 に よ り 設 定 さ れ た
培 養 ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ い て 細 胞 を 培 養 す る 細 胞 培 養 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 お よ び 細 胞 培 養 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 い わ ゆ る 再 生 医 療 に お い て 、 術 後 の 生 体 組 織 に お け る 欠 損 部 の 修 復 速 度 を 高 め る
た め に 、 患 者 か ら 採 取 し た 骨 髄 液 等 か ら 間 葉 系 幹 細 胞 を 取 り 出 し て 、 β リ ン 酸 三 カ ル シ ウ
ム （ β － Ｔ Ｃ Ｐ ） や ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト （ Ｈ Ａ Ｐ ） 等 の 生 体 組 織 補 填 材 と と も に 培 養
す る こ と に よ り 、 培 養 骨 に 代 表 さ れ る 生 体 組 織 補 填 体 を 製 造 す る こ と が 提 案 さ れ て い る 。
生 体 組 織 補 填 体 は 、 移 植 時 に 、 す で に 生 体 組 織 補 填 材 を 足 場 に し て 増 殖 し た 多 く の 間 葉 系
幹 細 胞 を 含 ん で い る の で 、 手 術 後 に 体 内 で 細 胞 を 増 殖 さ せ る 方 法 と 比 較 す る と 、 自 家 組 織
に 置 換 さ れ る ま で の 日 数 を 大 幅 に 短 縮 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 。 ）
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 生 体 組 織 補 填 体 を 製 造 す る に は 、 一 般 に 、 ま ず 、 患 者 の 骨 髄 液 を 培 養 容 器 内 で 一 次 培 養
し て 内 部 に 含 ま れ て い る 間 葉 系 幹 細 胞 を 必 要 細 胞 数 ま で 増 加 さ せ る 。 こ の 過 程 に お い て 、
成 長 し た 間 葉 系 幹 細 胞 は 、 少 な く と も １ 回 以 上 、 培 養 容 器 か ら 剥 が さ れ て 、 さ ら に 大 き な
培 養 容 器 に 移 し 替 え ら れ る 。 そ し て 、 最 終 的 に 必 要 細 胞 数 ま で 増 加 し た と こ ろ で 、 再 度 、
培 養 容 器 か ら 剥 離 さ せ ら れ 、 生 体 組 織 補 填 材 に 付 着 さ せ ら れ て 、 二 次 培 養 が 行 わ れ る 。 こ
れ に よ り 、 生 体 組 織 補 填 体 が 製 造 さ れ る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 参 照 。 ） 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 植 村 他 ２ 名 ， 「 生 分 解 性 β － Ｔ Ｃ Ｐ 多 孔 材 料 を 用 い た 骨 に お け る テ ィ ッ
シ ュ エ ン ジ ニ ア リ ン グ － 生 体 内 で 強 度 を 増 す 新 し い 材 料 オ ス フ ェ リ オ ン － 」 ， メ デ ィ カ ル

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-295822 A 2005.10.27



朝 日 ， 朝 日 新 聞 社 ， ２ ０ ０ １ 年 １ ０ 月 １ 日 ， 第 ３ ０ 巻 ， 第 １ ０ 号 ， ｐ ． ４ ６ － ４ ９
【 非 特 許 文 献 ２ 】 吉 川 ， 「 骨 髄 間 葉 系 細 胞 に よ る 培 養 真 皮 、 培 養 骨 － 骨 髄 間 葉 系 細 胞 に よ
る 再 生 医 療 － 」 ， バ イ オ イ ン ダ ス ト リ ー ， 株 式 会 社 シ ー エ ム シ ー 出 版 ， ２ ０ ０ １ 年 ， 第 １
８ 巻 ， 第 ７ 号 ， ｐ ． ４ ６ － ５ ３
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 来 、 骨 髄 液 を 培 養 し て 必 要 細 胞 数 ま で 増 殖 さ せ る 一 次 培 養 工 程 に お い て 、 実 際 に そ の
骨 髄 液 内 に 含 有 さ れ て い る 間 葉 系 幹 細 胞 が 必 要 細 胞 数 ま で 増 殖 す る か 否 か に つ い て は 、 培
養 容 器 内 に 形 成 さ れ る 間 葉 系 幹 細 胞 の コ ロ ニ ー を 目 視 に て 観 察 し 、 そ の 大 き さ を 測 る こ と
に よ っ て 判 断 す る の が 一 般 的 で あ っ た 。 こ の 場 合 、 コ ロ ニ ー の 目 視 に よ る 判 断 に は 、 一 次
培 養 工 程 が あ る 程 度 進 行 す る 必 要 が あ り 、 少 な く と も １ 週 間 以 上 の 培 養 期 間 が 必 要 で あ っ
た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 間 葉 系 幹 細 胞 が 必 要 細 胞 数 ま で 増 殖 す る か 否 か 、 す な わ ち 、 骨 髄 液 の 品
質 の 良 否 が 、 培 養 開 始 か ら １ 週 間 経 過 し な け れ ば 判 断 で き な い の で は 、 仮 に １ 週 間 経 過 後
に 必 要 細 胞 数 ま で 増 殖 し な い と 判 断 さ れ る 場 合 に は 、 そ れ ま で の 培 養 工 程 が 無 駄 に な る と
い う 不 都 合 が あ る 。 ま た 、 必 要 細 胞 数 ま で 増 殖 す る 時 期 が 予 測 で き れ ば 、 細 胞 の 培 養 ス ケ
ジ ュ ー ル を 設 定 で き 、 ま た 、 最 終 的 な 手 術 日 を 決 定 で き る の で 便 利 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の 発 明 は 上 述 し た 事 情 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ っ て 、 骨 髄 液 の 培 養 開 始 後 早 期 に 骨
髄 液 の 品 質 の 良 否 を 判 定 で き 、 無 駄 な 培 養 工 程 を 行 う こ と を 防 止 し 、 効 率 よ く 細 胞 を 培 養
で き る 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 お よ び 細 胞 培 養 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 以 下 の 手 段 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 、 培 養 容 器 内 に 骨 髄 液 を 播 種 し て 培 養 す る 際 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル を 設 定 す る 方
法 で あ っ て 、 培 養 開 始 直 後 の 所 定 期 間 内 に 、 複 数 の 幹 細 胞 の 塊 か ら な る 初 期 コ ロ ニ ー を 検
出 し 、 培 養 容 器 内 に お い て 検 出 さ れ た 初 期 コ ロ ニ ー の 数 に 基 づ い て 培 養 を 継 続 す る か 否 か
を 判 断 す る 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 発 明 者 は 、 培 養 開 始 直 後 の 所 定 期 間 内 に 形 成 さ れ る 微 細 な コ ロ ニ ー （ 以 下 、 初 期 コ ロ ニ
ー と も い う 。 ） の 数 が 、 そ の 骨 髄 液 内 に 含 ま れ る 幹 細 胞 の 増 殖 能 と 相 関 し て い る と い う 知
見 を 得 た 。 こ の 初 期 コ ロ ニ ー は 、 幹 細 胞 数 ５ ０ 個 程 度 、 数 １ ０ ０ μ ｍ 程 度 の 大 き さ を 有 す
る た め 目 視 で 観 察 す る こ と は で き な い が 、 顕 微 鏡 観 察 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 そ こ
で 、 培 養 開 始 直 後 の 所 定 期 間 内 に 初 期 コ ロ ニ ー を 検 出 し て 、 そ の 数 を 計 数 す る こ と に よ り
、 幹 細 胞 の 増 殖 能 を 判 断 で き 、 精 度 よ く 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル を 設 定 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 そ の 結 果 、 例 え ば 、 幹 細 胞 の 増 殖 能 が 極 め て 低 い こ と が 判 明 し た 場 合 に は 、 そ れ 以 上 の
培 養 工 程 継 続 を 中 止 し て 、 培 養 作 業 の 無 駄 を 省 く こ と が で き 、 ま た 、 骨 髄 液 の 再 採 取 等 の
次 善 の 策 を 講 じ る こ と が で き る 。 ま た 、 幹 細 胞 の 増 殖 能 が 低 い が 、 必 要 細 胞 数 ま で 達 す る
こ と が で き る 程 度 の 増 殖 能 を 有 す る と 判 断 で き る 場 合 に は 、 そ れ に 合 わ せ た 培 養 ス ケ ジ ュ
ー ル を 設 定 し 、 適 正 な 培 養 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に は 、 移 植 日 の 設 定 や 変 更 等 を 行 う
こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 記 発 明 に お い て は 、 前 記 培 養 開 始 直 後 の 所 定 期 間 が ３ 日 以 内 で あ る こ と が 好 ま し い 。
　 培 養 開 始 後 ２ ～ ３ 日 程 度 で 初 期 コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ る こ と が 判 明 し た 。 こ の た め 、 こ の
期 間 に 初 期 コ ロ ニ ー の 検 出 、 計 数 を 行 う こ と で 、 極 め て 早 期 に 幹 細 胞 の 増 殖 能 を 判 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 ま た 、 上 記 発 明 に お い て は 、 前 記 初 期 コ ロ ニ ー の 検 出 が 、 培 養 容 器 内 の 骨 髄 液 に 光 を 照
射 し 、 骨 髄 液 を 透 過 し た 光 を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ る こ と と し て も よ い 。 培 養 開 始 直
後 は 、 培 養 容 器 内 の 骨 髄 液 に 光 を 照 射 し て も 、 幹 細 胞 が 赤 血 球 等 に 覆 わ れ て い る た め に 透
過 す る 光 が 少 な い 。 し か し な が ら 、 所 定 の 期 間 、 例 え ば ２ ～ ３ 日 経 過 し て 初 期 コ ロ ニ ー が
形 成 さ れ る と 、 該 初 期 コ ロ ニ ー が 盛 り 上 が っ て 、 そ れ を 覆 っ て い る 赤 血 球 等 に ひ び が 入 る
。 こ の た め 、 照 射 さ れ た 光 が ひ び を 透 過 す る よ う に な り 、 こ の 光 を 観 察 す る こ と に よ っ て
、 初 期 コ ロ ニ ー を 簡 易 に 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 上 記 発 明 に お い て は 、 前 記 初 期 コ ロ ニ ー の 検 出 前 に 、 培 養 容 器 内 の 骨 髄 液 を 溶 血
処 理 す る こ と と し て も よ い 。
　 溶 血 処 理 に よ り 、 赤 血 球 の 血 球 成 分 が 除 去 さ れ る の で 、 初 期 コ ロ ニ ー の 顕 微 鏡 観 察 が 容
易 に な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 上 記 発 明 に お い て は 、 検 出 さ れ た 初 期 コ ロ ニ ー の 数 が 所 定 の し き い 値 よ り 少 な い
と き に 、 培 養 中 止 を 判 断 す る こ と と し て も よ い 。 培 養 中 止 を 判 断 す る こ と に よ り 、 そ れ 以
上 の 無 駄 な 培 養 作 業 が 不 要 と な り 、 コ ス ト お よ び 時 間 の 無 駄 の 発 生 を 防 止 す る こ と が で き
る 。
　 さ ら に 、 上 記 発 明 に お い て は 、 検 出 さ れ た 初 期 コ ロ ニ ー の 数 が 所 定 の し き い 値 以 上 の と
き に 、 培 養 継 続 を 判 断 す る こ と と し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 上 記 発 明 に お い て は 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 に よ っ て 前 記 し き い 値 を 補 正 す る こ と
が 好 ま し い 。 幹 細 胞 の 増 殖 能 は 、 年 齢 と と も に 変 化 す る た め 、 一 律 に 同 一 の し き い 値 を 設
定 し た の で は 、 実 情 に 沿 わ な い 場 合 が あ る か ら で あ る 。 例 え ば 、 一 般 に は 、 骨 髄 液 提 供 者
の 年 齢 が 高 ま る に つ れ て 細 胞 増 殖 能 は 低 下 し て い く こ と に な る 。 し た が っ て 、 年 齢 と と も
に し き い 値 を 上 げ 、 培 養 中 止 ま た は 培 養 継 続 を 判 断 す る こ と に よ り 、 培 養 作 業 の 無 駄 を 省
く こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 に よ り 設 定 さ れ た 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル に
基 づ い て 細 胞 を 培 養 す る 細 胞 培 養 方 法 を 提 供 す る 。
　 こ の 発 明 に よ れ ば 、 細 胞 の 増 殖 能 に 基 づ い て 設 定 さ れ た 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル に 沿 っ て 細 胞
を 培 養 す る の で 、 効 率 的 に 培 養 す る こ と が で き 、 ま た 、 最 終 的 に 製 品 と し て 出 荷 可 能 な 時
期 あ る い は 移 植 手 術 が 可 能 と な る 時 期 を 精 度 よ く 予 測 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 骨 髄 液 の 培 養 開 始 後 早 期 に 骨 髄 液 の 品 質 の 良 否 を 判 定 で き 、 無 駄 な 培
養 工 程 を 行 う こ と を 防 止 し て 、 細 胞 を 効 率 よ く 培 養 す る こ と が で き る と い う 効 果 を 奏 す る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 発 明 の 一 実 施 形 態 に 係 る 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 お よ び 細 胞 培 養 方 法 に つ い て 図
１ ～ 図 ５ を 参 照 し て 以 下 に 説 明 す る 。
　 本 実 施 形 態 に 細 胞 培 養 方 法 は 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 培 養 開 始 前 に 暫 定 的 に 設 定 す る
初 期 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ Ｓ １ と 、 該 初 期 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ Ｓ １ に お い て 設
定 さ れ た 暫 定 的 な ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 細 胞 の 培 養 を 開 始 す る 培 養 ス テ ッ プ Ｓ ２ と を 含 ん
で い る 。 ま た 、 本 実 施 形 態 に 係 る 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 は 、 培 養 を 開 始 し た 後 に 行 わ
れ る 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ Ｓ ２ ２ と 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ と を 含 ん で
い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 初 期 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ Ｓ １ は 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 や 生 活 習 慣 等 の 種 々 の フ ァ
ク タ ー を 考 慮 し て 、 培 地 の 交 換 時 期 や 培 養 容 器 の 切 替 時 期 等 、 さ ら に は 移 植 手 術 予 定 日 等
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の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル を 設 定 す る 。
　 そ し て 、 骨 髄 液 提 供 者 か ら 提 供 さ れ た 骨 髄 液 を 所 定 の 培 地 と 混 合 し て 細 胞 懸 濁 液 を 製 造
し 、 製 造 さ れ た 細 胞 懸 濁 液 を 所 定 の 培 養 容 器 内 に 投 入 し て 、 前 記 暫 定 的 な 培 養 ス ケ ジ ュ ー
ル に 基 づ い て 細 胞 の 培 養 が 開 始 さ れ る （ ス テ ッ プ Ｓ ２ １ ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ こ で 、 使 用 さ れ る 培 地 は 、 例 え ば 、 Ｍ Ｅ Ｍ (Minimal
Essential Medium： 最 小 必 須 培 地 )、 Ｆ Ｂ Ｓ （ Fetal Bovine Serum： ウ シ 胎 児 血 清 ） 、 抗
生 剤 を ８ ４ ： １ ５ ： １ の 配 合 比 率 で 混 合 し た も の で あ る 。 な お 、 こ の 配 合 比 率 は 任 意 で あ
り 、 ま た 、 ウ シ 胎 児 血 清 に 代 え て ヒ ト 血 清 を 用 い て も よ い 。
　 ま た 、 培 養 条 件 は 、 温 度 ３ ７ ℃ ± ０ ． ５ ℃ 、 湿 度 １ ０ ０ ％ 、 Ｃ Ｏ ２ 濃 度 ５ ％ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 次 に 、 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ Ｓ ２ ２ に つ い て 説 明 す る 。
　 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ Ｓ ２ ２ は 、 培 養 開 始 直 後 の 所 定 期 間 、 例 え ば 、 ２ ～ ３ 日 以 内
に 行 わ れ る ス テ ッ プ で あ り 、 培 養 容 器 内 に 静 置 さ れ た 状 態 で 形 成 さ れ る ５ ０ 個 以 上 の 幹 細
胞 の 塊 か ら な る 初 期 コ ロ ニ ー を 検 出 す る 。 初 期 コ ロ ニ ー は 、 数 １ ０ ０ μ ｍ 程 度 の 塊 で あ り
、 目 視 で は 観 察 で き な い の で 、 以 下 の 方 法 に よ り 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 す な わ ち 、 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い て 培 養 容 器 内 の 細 胞 懸 濁 液 の 上 方 か ら 光 を 照 射 し 、 培 養 容
器 の 下 方 に 対 物 レ ン ズ を 配 置 し て 観 察 す る 。 骨 髄 液 と 培 地 と を 混 合 し て な る 細 胞 懸 濁 液 に
は 、 赤 血 球 等 の 血 球 成 分 も 多 く 含 ま れ て い る た め 、 培 養 初 期 に お い て は 赤 血 球 が 全 面 を 膜
状 に 覆 っ て い て 上 方 か ら の 光 が 通 過 で き な い 状 態 に な っ て い る 。 こ の 場 合 に 、 初 期 コ ロ ニ
ー が 形 成 さ れ る と 、 該 初 期 コ ロ ニ ー の 部 分 に お い て 表 面 を 覆 っ て い る 赤 血 球 等 か ら な る 層
（ ｌ ａ ｙ ｅ ｒ ） が 盛 り 上 が り 、 そ の 層 （ ｌ ａ ｙ ｅ ｒ ） に 亀 裂 が 生 じ る た め 、 上 方 か ら の 光
が 通 過 で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ こ で 、 倒 立 顕 微 鏡 に よ っ て 培 養 容 器 を 全 面 に わ た っ て 走 査 し 、 光 が 漏 れ て い る 箇 所 を
探 す こ と に よ り 、 初 期 コ ロ ニ ー が 検 出 さ れ る こ と に な る 。 そ し て 、 検 出 さ れ た 初 期 コ ロ ニ
ー の 数 を 計 数 し て 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ を 求 め る こ と に よ り 、 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ Ｓ ２
２ が 終 了 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 次 に 、 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ に つ い て 説 明 す る 。
　 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ と 幹 細 胞 の 増 殖 能 と は 図 ２ に 示 さ れ る 関 係 が あ る 。 図 ２ は 、 幹 細 胞 が
継 代 可 能 な 細 胞 世 代 数 と 、 初 期 コ ロ ニ ー 数 と の 関 係 を 示 し て い る 。 こ れ に よ れ ば 、 初 期 コ
ロ ニ ー 数 が 多 い ほ ど 細 胞 世 代 数 が 多 く 、 幹 細 胞 の 増 殖 能 が 高 い と い う こ と が わ か る 。
　 ま た 、 図 ３ に 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 と 細 胞 増 殖 速 度 と の 関 係 を 示 す 。 こ の 図 ３ に よ れ ば
、 細 胞 提 供 者 の 年 齢 が ４ ０ 歳 を 超 え て 高 く な る ほ ど 、 細 胞 増 殖 速 度 が 低 下 し て い く こ と が
わ か る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 そ こ で 、 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ に お い て は 、 上 記 事 実 を 考 慮 し て 、 図 ４
に 示 さ れ る よ う に 、 ま ず 、 そ の 後 の 培 養 を 継 続 す る か 中 止 す る か の 判 断 を 行 う （ ス テ ッ プ
Ｓ ２ ３ １ ） 。
　 す な わ ち 、 原 則 と し て は 、 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ Ｓ ２ ２ に お い て 検 出 さ れ た 初 期 コ
ロ ニ ー 数 Ｃ が 所 定 の し き い 値 Ｘ よ り 大 き い か 否 か に よ っ て 培 養 を 継 続 す る か 否 か を 判 断 す
る 。 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ が し き い 値 Ｘ よ り 小 さ い 場 合 に は 、 細 胞 増 殖 能 が 低 い と 判 断 で き る
た め 、 培 養 を 中 止 す る こ と に よ り 、 そ の 後 の 培 養 作 業 の 無 駄 を 省 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 し き い 値 Ｘ の 設 定 に 際 し て は 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 Ａ を 考 慮 し て い る 。 す な わ ち
、 図 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 Ａ お よ び 上 記 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ Ｓ
２ ２ に お い て 計 数 さ れ た 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ が 入 力 さ れ （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ １ ） 、 骨 髄 液 提
供 者 の 年 齢 Ａ が ４ ０ 歳 よ り 高 い か 否 か が 判 断 さ れ る （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ２ ） 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ２ に お い て 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 Ａ が ４ ０ 歳 を 超 え る 場 合 に は 、 骨 髄 液
提 供 者 の 年 齢 Ａ に 応 じ て 、 し き い 値 Ｘ を 補 正 す る 年 齢 係 数 Ｂ が 算 出 さ れ る （ ス テ ッ プ Ｓ ２
３ １ ３ ） 。 年 齢 係 数 Ｂ は 、 例 え ば 、 Ｂ ＝ （ １ ０ ／ （ Ａ ー ２ ０ ） ＋ １ ／ ２ ） で あ り 、 年 齢 Ａ
が 高 く な る に し た が っ て 小 さ く な る 係 数 で あ る 。 そ し て 、 こ の 年 齢 計 数 Ｂ を 用 い て し き い
値 Ｘ が 算 出 さ れ る （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ４ ） 。 し き い 値 Ｘ は 、 基 準 と な る し き い 値 Ｘ ０ を 年
齢 係 数 Ｂ で 除 し た 値 で あ る 。
　 一 方 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 Ａ が ４ ０ 歳 以 下 の 場 合 に は 、 ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ２ に お い て 、
し き い 値 Ｘ を 基 準 と な る し き い 値 Ｘ ０ 自 体 と す る 設 定 が な さ れ る （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ５ ）
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 次 い で 、 上 記 に よ り 設 定 さ れ た し き い 値 Ｘ と 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ と が 比 較 さ れ る （ ス テ ッ
プ Ｓ ２ ３ １ ６ ） 。 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ が 少 な い 場 合 で あ っ て も 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 Ａ が ４
０ 歳 以 下 の 場 合 に は 、 十 分 な 細 胞 増 殖 能 が 期 待 で き る の で 、 年 齢 係 数 Ｂ を 考 慮 す る こ と な
く し き い 値 Ｘ を 基 準 と な る し き い 値 Ｘ ０ に 保 ち 、 比 較 的 少 な い 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ の 場 合 に
も 培 養 継 続 の 判 断 が 可 能 と な る （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ６ ） 。
　 一 方 、 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ が 多 い 場 合 で あ っ て も 、 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 Ａ が ４ ０ 歳 を 超 え
る 場 合 に は 、 細 胞 増 殖 能 が 低 く 、 培 養 中 止 の 判 断 を し た 方 が よ い 場 合 が あ る 。 し た が っ て
、 し き い 値 Ｘ を 高 く し て 、 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ が 十 分 で は な い 場 合 に は 培 養 の 中 止 を 判 断 す
る （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ７ ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ に お い て は 、 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ が し き い 値
Ｘ に 対 し て 大 き い 場 合 に は 、 培 養 を 継 続 す る 判 断 が 行 わ れ （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ １ ） 、 さ ら に
、 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ お よ び 骨 髄 提 供 者 の 年 齢 Ａ に よ っ て 定 ま る 細 胞 増 殖 速 度 に 応 じ て 、 そ
の 後 の １ 次 培 養 終 了 ま で の 時 間 、 ２ 次 培 養 に 要 す る 時 間 、 手 術 日 ま で に 要 す る 時 間 を 予 測
し 再 設 定 す る （ ス テ ッ プ Ｓ ２ ３ ２ ） 。
　 そ し て 、 こ の よ う に 設 定 さ れ た 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ い て 、 そ の 後 の 培 養 を 継 続 す る
（ ス テ ッ プ Ｓ ２ ４ ） こ と に よ り 、 細 胞 が 培 養 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 実 施 形 態 に 係 る 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 お よ び 細 胞 培 養 方 法 に よ れ ば 、 初 期 コ ロ ニ
ー 数 Ｃ に 基 づ い て 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル を 設 定 す る の で 、 培 養 開 始 直 後 ３ 日 以 内 と い う 、 極 め
て 早 期 に 培 養 を 継 続 す る か 否 か を 判 断 で き 、 培 養 を 中 止 す る 場 合 に は 、 そ の 後 の 培 養 作 業
を 行 わ ず に 済 む の で 、 時 間 お よ び コ ス ト の 無 駄 を 省 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 培 養 開 始 直 後 に 検 出 さ れ る 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ に よ っ て そ の 後 の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル
を 設 定 で き る の で 、 細 胞 増 殖 能 の 高 い 細 胞 に 対 し て は 、 必 要 細 胞 数 ま で 迅 速 に 増 殖 さ せ て
移 植 手 術 ま で に 要 す る 時 間 を 短 縮 す る こ と が で き る 。 ま た 、 細 胞 増 殖 能 の 低 い 細 胞 に 対 し
て は 、 必 要 細 胞 数 に 達 す る ま で に 要 す る 時 間 が 長 い こ と が 予 想 さ れ る の で 、 十 分 な 培 養 期
間 を 確 保 し て 、 細 胞 を 確 実 に 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 な お 、 本 発 明 に 係 る 　 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 お よ び 細 胞 培 養 方 法 は 、 上 記 実 施 形 態
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 例 え ば 、 上 記 実 施 形 態 に お い て は 、 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ Ｓ ２ ２ に お い て 、 培 養 容
器 の 全 面 に わ た っ て 走 査 す る こ と と し た が 、 培 養 容 器 が 大 き い 場 合 に は 、 全 面 に わ た る 走
査 に 時 間 が か か る こ と が 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 に は 、 培 養 容 器 内 部 を 複 数 の 領 域 に 区 画 し
て 、 そ の 領 域 の い く つ か を 選 択 的 に 走 査 す る こ と に よ り 、 領 域 毎 の 初 期 コ ロ ニ ー 数 を 求 め
、 該 領 域 毎 の 初 期 コ ロ ニ ー 数 に 基 づ い て 全 体 の 初 期 コ ロ ニ ー 数 Ｃ を 推 定 す る こ と に し て も
よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 骨 髄 液 を 培 養 す る 培 養 容 器 の 他 に 、 サ ン プ ル 用 の 小 さ い 培 養 容 器 を 用 い て 同 条 件
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で 培 養 す る 場 合 に は 、 こ の サ ン プ ル 用 の 培 養 容 器 に 対 し て 全 面 に わ た る 走 査 を 行 う こ と に
し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 赤 血 球 の 膜 に 生 ず る 亀 裂 の 検 出 は 、 顕 微 鏡 を 扱 う 観 察 者 が 、 接 眼 レ ン ズ を 通 し て
、 あ る い は 、 撮 影 さ れ モ ニ タ に 表 示 さ れ た 画 像 を 通 し て 行 っ て も よ い が 、 撮 影 さ れ た 画 像
を 処 理 し て 亀 裂 発 生 部 を 検 出 す る こ と と す れ ば 、 自 動 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、
画 像 処 理 に よ り 亀 裂 発 生 部 を 直 接 検 出 す る 場 合 の 他 、 亀 裂 発 生 に よ り 漏 れ る 光 が 増 大 す る
こ と を 利 用 し て 、 対 物 レ ン ズ 側 で 検 出 さ れ る 光 の 総 光 量 を 取 得 す る こ と に よ り 、 そ の 総 光
量 に 基 づ い て 、 初 期 コ ロ ニ ー 数 を 推 定 す る こ と に し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 培 養 開 始 前 に 、 細 胞 懸 濁 液 に 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 等 の 溶 血 剤 を 添 加 し て 攪 拌 す る 溶
血 処 理 を 施 す こ と に よ り 、 赤 血 球 を 除 去 し て も よ い 。 こ の よ う に す る こ と で 、 初 期 コ ロ ニ
ー の 形 状 を 顕 微 鏡 に よ り 直 接 観 察 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 上 記 実 施 形 態 に お い て は 、 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル の 設 定 ス テ ッ プ に お い て 、 培 養 の 継
続 か 否 か の 判 断 や 、 各 培 養 工 程 や 移 植 手 術 の 時 間 的 な ス ケ ジ ュ ー ル に つ い て 再 設 定 す る こ
と と し た が 、 こ れ に 加 え て 、 添 加 す る 成 長 因 子 や 栄 養 剤 等 の 量 や 種 類 を 変 更 す る こ と に し
て も よ い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 図 １ 】 こ の 発 明 の 一 実 施 形 態 に 係 る 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で
あ る 。
【 図 ２ 】 初 期 コ ロ ニ ー 数 と 細 胞 世 代 数 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢 と 細 胞 増 殖 速 度 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 １ の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 方 法 に お け る 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ を 示 す
フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ４ の 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ に お け る 培 養 継 続 判 断 ス テ ッ プ を 説 明 す る
フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ａ 　 骨 髄 液 提 供 者 の 年 齢
　 Ｃ 　 初 期 コ ロ ニ ー 数
　 Ｓ ２ ２ 　 初 期 コ ロ ニ ー 検 出 ス テ ッ プ
　 Ｓ ２ ３ 　 培 養 ス ケ ジ ュ ー ル 設 定 ス テ ッ プ
　 Ｓ ２ ３ １ ５ 　 培 養 中 止 判 断 ス テ ッ プ
　 Ｓ ２ ４ 　 培 養 継 続 判 断 ス テ ッ プ
　 Ｘ 　 し き い 値
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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