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(57)【要約】
【課題】造血細胞の再増殖能力及び原性を保存するが、
造血細胞の生産を顕著に減少させない仕方で、臍帯血内
皮細胞を造血細胞から分離する方法を提供する。
【解決手段】臍帯血由来の内皮細胞は、細胞ベースの治
療剤において有用性を有する。本発明のシステムは、細
胞の内来性の付着性の利点を利用して、細胞タイプの分
離及び細胞タイプの別個の保管を容易にする。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　内皮細胞を単離する方法であって、
（ａ）プレートの表面に臍帯血サンプルを蒔くステップと、
（ｂ）プレート表面へ臍帯血サンプル内の細胞を接着させるステップとを含み、
　前記接着細胞が内皮細胞を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　内皮細胞及び血行性前駆細胞を単離する方法であって、
（ａ）プレートの表面に臍帯血サンプルを蒔くステップと、
（ｂ）プレート表面へ臍帯血サンプル内の細胞を接着させるステップと、
（ｃ）接着細胞から非接着細胞を分離するステップとを含み、
　接着細胞が内皮細胞を含み、かつ、非接着細胞が血行性前駆細胞を含むことを特徴とす
る方法。
【請求項３】
　ステップ（ｃ）においてプレート表面からの接着細胞の顕著な脱落を生じないことを特
徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも約１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％
、約８０％、又は約９０％の接着細胞が、ステップ（ｃ）後のプレート表面に接着したま
まであることを特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　臍帯血サンプルがヒト由来であることを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項６】
　臍帯血サンプルが鮮度よく収集されたものであることを特徴とする請求項１～５のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項７】
　臍帯血サンプルが凍結されたものであることを特徴とする請求項１～５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項８】
　臍帯血サンプルが単核細胞富化の処理を受けたものであることを特徴とする請求項１～
７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　臍帯血サンプルが単核細胞富化の処理を受けていないものであることを特徴とする請求
項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　臍帯血サンプルが造血性前駆細胞富化及び／又は造血幹細胞富化の処理を受けたもので
あることを特徴とする請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　臍帯血サンプルが造血性前駆細胞富化及び／又は造血幹細胞富化の処理を受けていない
ものであることを特徴とする請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　臍帯血サンプルが約０℃及び約３７℃の間の温度でプレートに蒔かれることを特徴とす
る請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　プレート表面が、コラーゲンＩ又はゼラチン、あるいは類似の細胞外マトリックス構成
要素、もしくはいずれかのそれらの組み合わせでコーティングされることを特徴とする請
求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　約５分間、約１０分間、約１５分間、約２０分間、約２５分間、約３０分間、約３５分
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間、約４０分間、約４５分間、約５０分間、約５５分間、約６０分間又はより長時間、臍
帯血サンプル内の細胞がプレート表面への接着を許容されることを特徴とする請求項１～
１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　造血細胞の生存率、原始性及び／又は再増殖能力を維持するのに適切な条件を提供する
ことを更に含む請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　内皮細胞の生存率及び／又は原始性を維持するのに適切な条件を提供することを更に含
む請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　幹細胞又は前駆細胞を生産する方法であって、
　請求項１～１６に記載のいずれかの方法において単離された内皮細胞を、幹細胞又は前
駆細胞へと再プログラミングすることを含む方法。
【請求項１８】
　幹細胞又は前駆細胞を取得する方法であって、
　請求項２～１６に記載のいずれかの方法において単離された血行性前駆細胞を増殖させ
るステップを含み、更に任意的に、
（１）増殖した血行性前駆細胞集団からより原始性の細胞を単離するステップ、又は
（２）血行性前駆細胞を幹細胞又は前駆細胞へと再プログラミングするステップ
　を含む方法。
【請求項１９】
　体細胞を生産する方法であって、
（ａ）請求項１～１６に記載のいずれかの方法において単離された内皮細胞を、幹細胞又
は前駆細胞へと再プログラミングし、そして、該幹細胞又は前駆細胞を体細胞へと分化さ
せるステップ、又は
（ｂ）請求項１～１６に記載のいずれかの方法において単離された内皮細胞を、直接的に
体細胞へと再プログラミングするステップ
　を含む方法。
【請求項２０】
　臍帯血から細胞を単離するための２容器デバイスであって、
　容器同士の間での懸濁液中の細胞の移行に関する止水コック流路制御機構を備えた２つ
の容器及び無菌チューブを含む２容器デバイス。
【請求項２１】
　洗浄ステップ及び容器への細胞移行を容易にするための、止水コック流路制御機構を備
えた閉鎖系システムに取り付けられる媒体(media)チャンバを更に含む、請求項２０に記
載の２容器デバイス。
【請求項２２】
　容器への凍結保護剤の投与を容易にするための１以上の予備チャンバを更に含む、請求
項２０又は２１に記載の２容器デバイス。
【請求項２３】
　デバイスが、低酸素ガス、正常酸素ガス又は高酸素ガスを予め充填したものであること
を特徴とする請求項２０～２２のいずれか１項に記載の２容器デバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２０１３年３月１５日に出願された米国仮特許出願シリアル番号６１／８０
１，２８０号に基づく優先権を主張する。該出願の内容は引用によって本願に組み込まれ
る。
【０００２】
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　１つの実施形態において、本願に記載の発明は、ヒト臍帯血を含む生物学的な材料の取
得（分娩時を含む）に関し、いくつかの視点において安全で、効率的で、かつ高い収量の
無菌臍帯血の収集、そしてそのための装置及び方法に関する。他の実施形態において、本
発明は、臍帯血に由来する細胞及び該細胞の培養、そして該細胞の抽出、単離、管理（維
持）、増殖（expanding）、再プログラミング（reprogramming）、分化、及び保管方法に
関する。本発明は、治療剤、処置、病気の予防、新薬発見、個人専用医薬品、再生性医薬
品、組織生産、及び普遍的なドナーバンクにおける細胞の使用、そして関連方法及び関連
組成物にも関連する。
【背景技術】
【０００３】
　細胞の単離方法、細胞の再プログラミング方法、多能性（pluripotent）及び多分化性
（multipotent）細胞の生産方法、そして、組織、器官及び幹細胞治療方法は、個人専用
の及び再生性の医薬品を含む、多種多様な治療上の適用に必要である。多種多様なヒト幹
細胞及び他の細胞タイプが知られており、胚発生初期段階の間に単離された胚性幹細胞、
及び間葉系幹細胞又は成体幹細胞などの体細胞性幹細胞を含む。いくつかの非幹細胞は、
より原始の（primitive）段階へと再プログラミングされ得る。 
【０００４】
　新生児由来のヒト臍帯血は、材料中に存在する高い比率の血液幹細胞に起因して、数十
年間に渡って、血液性疾患及び悪性腫瘍を有する患者への移植用の造血幹細胞の供給源と
して使用されてきた。そのようにして、現在において、世界中で、公立及び私立の保管バ
ンクにおいて、リクエストに応じ得る使用準備状態で保管された数百ないし数千もの臍帯
血サンプルが存在する。
【０００５】
　造血幹細胞に加えて、他の細胞タイプ（例えば、非造血細胞）も臍帯血サンプル中に存
在する。これらの細胞のいくつかは、単離されており、かつ治療上の適用が可能であると
特徴付けられている。例えば、臍帯血由来の単離かつ増殖された内皮細胞は、心臓組織の
修復のための細胞療法において使用されてきた。内皮細胞集団の頻度が低いこと（臍帯血
中に２％未満）、及び内皮細胞ベースの治療法についての技術の限定された利用可能性に
起因して、臍帯血からの内皮細胞の単離は、臨床上のセッティングにおいて一般的に使用
されていない。
【０００６】
　細胞の材料、臍帯血、その中で見出された細胞を含む、生物学的な構成要素（componen
ts）の収集、抽出、及び単離のための利用可能なアプローチ及び装置は、例えば、それら
の安全性、収集した材料の汚染（例えば、空気汚染）の回避、細胞収量、効率、及び／又
は構成要素の破壊を回避する能力において、全体的に満足のいくものではない。
【０００７】
　幹細胞を単離する方法、及び／又は、多分化能を有する及び／又は多能性の幹細胞を、
より分化した細胞から生産する方法が、例えば、再生性医薬品及び個人専用医薬品（個々
に最適化された治療）を含む細胞ベースの治療上の適用に必要である。細胞供給源及び単
離方法は、この観点において必要である。多数のドナーから簡便に収集され得る素材とし
ての細胞、例えば、大量の細胞の単離のためのもの、及び操作可能なものに関するニーズ
も存在する。本願では、そのようなニーズに対する実施形態が提供される。
【０００８】
　例えば、細胞を含む構成要素の回復、増殖及び分化のための臍帯血の構成要素が最小限
でしか破壊されていない安全で、かつ高い収量の無菌臍帯血に関する方法及び装置、更に
、治療的に適切な細胞の既存の供給源を損なう（compromising）ことが無く、再プログラ
ミング、つまり、多能性の及び多分化能を有する細胞の生産に関するポテンシャル（潜在
的可能性）を有する細胞材料を抽出及び単離するための安全でかつ信頼できる方法に関す
るニーズがある。
【０００９】
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　例えば、臍帯血における造血幹細胞などの他の細胞のタイプの機能を破壊することなく
、臍帯血サンプルから非血液細胞を含む細胞を単離する方法についてのニーズがある。こ
れらのニーズに対する方法、装置、及び組成物が本願の実施形態の中において提供される
。
【００１０】
　同様に、再生性医薬品、処置及び病気の予防、個人専用医薬品、組織生産に使用するた
めに、豊富で、かつ、遺伝子操作、再プログラミング及び分化が適用可能な細胞について
のニーズがある。普遍的なドナーバンクも必要である。本願の実施形態では、これらのニ
ーズに対する方法、装置、細胞及び組成物が提供される。
【発明の概要】
【００１１】
　本願において、内皮細胞を単離する方法であって、（ａ）プレートの表面に臍帯血サン
プルを蒔くステップと、（ｂ）プレート表面へ臍帯血サンプル内の細胞を接着させるステ
ップとを含み、接着細胞が内皮細胞を含むことを特徴とする方法が提供される。
【００１２】
　他の実施形態において、内皮細胞及び血行性前駆細胞を単離する方法が提供される。該
方法は、（ａ）プレートの表面に臍帯血サンプルを蒔くステップと、（ｂ）プレート表面
へ臍帯血サンプル内の細胞を接着させるステップと、（ｃ）接着細胞から非接着細胞を分
離（ないし区分、仕分：separating）するステップとを含み、接着細胞が内皮細胞を含み
、かつ、非接着細胞が血行性前駆細胞を含む。１つの視点において、ステップ（ｃ）では
、プレート表面からの接着細胞の顕著な脱落を生じない。他の視点において、少なくとも
約１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、
約８５％、約９０％、約９５％、又は約９９％の接着細胞が、ステップ（ｃ）後のプレー
ト表面に接着したままである。
【００１３】
　本願に記載のいずれかの実施形態又はそれらのいずれかの組み合わせにおいて、臍帯血
サンプルはヒト由来であり得る。本願に記載のいずれかの実施形態又はそれらのいずれか
の組み合わせにおいて、臍帯血サンプルが鮮度よく収集されたもの又は凍結されたもので
あり得る。本願に記載のいずれかの実施形態又はそれらのいずれかの組み合わせにおいて
、臍帯血サンプルが単核細胞富化（ないし濃縮：enrichment）の処理を受けたものであり
得る。他の実施形態において、臍帯血サンプルが単核細胞富化の処理を受けていないもの
である。本願に記載のいずれかの実施形態又はそれらのいずれかの組み合わせにおいて、
臍帯血サンプルが造血性前駆細胞富化及び／又は造血幹細胞富化の処理を受けたものであ
り得る。他の視点において、臍帯血サンプルが造血性前駆細胞富化及び／又は造血幹細胞
富化の処理を受けていないものであり得る。
【００１４】
　本願に記載のいずれかの実施形態又はそれらのいずれかの組み合わせにおいて、臍帯血
サンプルが約０℃及び約３７℃の間の温度でプレートに蒔かれる。１つの実施形態におい
て、プレート表面が、コラーゲンＩ又はゼラチン、あるいは類似の細胞外マトリックス構
成要素（コンポーネント：component）、もしくはいずれかのそれらの組み合わせでコー
ティングされる。いくつかの視点において、約５分間、約１０分間、約１５分間、約２０
分間、約２５分間、約３０分間、約３５分間、約４０分間、約４５分間、約５０分間、約
５５分間、約６０分間又はより長時間、臍帯血サンプル内の細胞がプレート表面へ接着さ
れる。
【００１５】
　本願に記載のいずれかの実施形態又はそれらのいずれかの組み合わせにおいて、臍帯血
サンプルが蒔かれたプレート表面は、いずれかの適切なプレート（例えば、組織培養プレ
ート）、皿、容器（vessel）、チャンバ、バッグ（例えば、血液収集バッグ）、コンテナ
又は同様のものに含まれる表面であり得る。好ましい実施形態において、プレート表面は
、水平に又は本質的に水平に位置する。
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【００１６】
　本願に記載のいずれかの実施形態又はそれらのいずれかの組み合わせにおいて、本発明
の方法は、造血細胞の生存率（viability）、原始性及び／又は再増殖能力を維持するの
に適切な条件を提供することを更に含む。他の実施形態において、本発明の方法は、内皮
細胞の生存率及び／又は原始性を維持するのに適切な条件を提供することを更に含む。
【００１７】
　幹細胞又は前駆細胞を生産する方法であって、上述の実施形態に記載のいずれかの方法
によって単離された内皮細胞を、幹細胞又は前駆細胞へと再プログラミングすることを含
む方法も本願に開示される。本願によれば、幹細胞又は前駆細胞を取得する方法であって
、上述の実施形態に記載のいずれかの方法において単離された血行性前駆細胞を増殖させ
るステップを含み、更に任意的に、（１）増殖した血行性前駆細胞集団からより原始性の
細胞を単離するステップ、又は（２）血行性前駆細胞を幹細胞又は前駆細胞へと再プログ
ラミングするステップを含む方法が提供される。
【００１８】
　本願によれば、体細胞を生産する方法であって、（ａ）上述の実施形態に記載のいずれ
かの方法において単離された内皮細胞を、幹細胞又は前駆細胞へと再プログラミングし、
そして、該幹細胞又は前駆細胞を体細胞へと分化させるステップ、又は（ｂ）上述の実施
形態に記載のいずれかの方法において単離された内皮細胞を、直接的に（directly）体細
胞へと再プログラミングするステップを含む方法が提供される。
【００１９】
　本願によれば、臍帯血から細胞を単離するための２容器デバイス（dual vessel device
）であって、容器同士の間での懸濁液中の細胞の移行に関する止水コック流路制御機構を
備えた２容器及びチューブを含む２容器デバイスも提供される。１つの実施形態において
、２容器デバイスは、細胞洗浄及び容器への細胞移行を容易にする止水コック流路制御機
構を備えた閉鎖系システムに取り付けられる媒体（media）チャンバを更に含む。１つの
視点において、２容器デバイスは、容器への凍結保護剤の投与を容易にするための１以上
の予備チャンバを更に含む。１つの実施形態において、２容器デバイスは、低酸素ガス、
正常酸素（normoxic）ガス又は高酸素ガスを予め充填したものである。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は、ＦＡＣＳ解析によって測定された新鮮なＣＤ３４＋臍帯血細胞及び接着
細胞（１０日目）の細胞表面マーカー発現を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
Ａ．定義
　他に定義されない限り、本願において使用した全ての本分野の用語、表記及び他の科学
的用語又は用語法は、本発明に関連する技術分野における知識を有する者によって一般的
に理解される意味を有することが意図される。いくつかのケースにおいて、一般的に理解
される意味を有する用語が、本願において明瞭化及び／又は引用のために定義されるが、
本願におけるそのような定義の包含は、本発明の技術分野において一般的に理解されるも
のとの実質的な差を示すとは必ずしも解釈されるべきではない。本願において記載又は引
用される多くの技術及び手法は、従来の方法論を使用して、本発明の技術分野における通
常の知識を有する者によって良く理解され、かつ、一般的に採用される。
【００２２】
　本願の全体に渡って、本発明の種々の視点が、範囲フォーマットで示される。範囲フォ
ーマットにおける記載は単に簡便及び簡潔さのためであると理解され、本発明の範囲につ
いての不変的な限定として解釈されるべきではない。従って、範囲の記載は、具体的に記
載された全てのサブレンジ、及びその範囲内の個々の数値が記載されているものと考慮さ
れるべきである。例えば、１～６などの範囲の記載は、具体的に開示された１～３、１～
４、１～５、２～４、２～６、３～６などのサブレンジ、及びその範囲内の個々の数、例
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えば、１、２、３、４、５、６が記載されていると考慮されるべきである。他の実施例に
おいて、週の範囲の記載は、週の端点（week endpoints）の間の日の記載も含む。これは
、範囲（range）の幅（ないし長さ）にかかわらず、適用される。
【００２３】
　本願において使用した用語「安全（safe）」とは、いずれかの方法又は装置が、母方及
び／又は胎児への危害について顕著なリスクを伴わないことを意味すると理解され得る。
【００２４】
　本願において使用した、細胞（単数又は複数）を記載するときに使用される用語「単離
（isolated）」とは、それらの天然の環境から分離（separated）された細胞を意味し、
細胞が由来する被験者（例えば、患者）からの分離、及び／又は、デブリ、組織、組織集
合体及び他の細胞などの天然の環境の１以上の他の構成要素（components）からの分離を
含む。
【００２５】
　本願において使用した用語「胎児、胎生（fetal）」は、発生段階（胚段階の後かつ分
娩前）の哺乳類（ヒトなど）に由来する細胞又は他の材料の特徴を記述することに使用さ
れる。本願において使用した用語「幼児、幼生（infant）」は、未成熟の幼児及び新生児
を含む誕生から１年未満の新生の又は若い哺乳類に由来する細胞又は他の材料の特徴を記
述することに使用される。
【００２６】
　本願において使用した用語「多能性（pluripotent）」とは、３つの胚葉（内胚葉、中
胚葉及び外胚葉）のいずれかの細胞タイプに細胞が分化する能力を意味する。用語「多分
化能（multipotent）」とは、複数であるが限定された数の系統の細胞に、細胞が分化す
る能力を意味する。
【００２７】
　本願において提供される、ある実施形態についての以下の記載において、本願の一部を
なす添付図面の参照がなされており、該図面では、本発明が実施され得る具体的な実施形
態が模式的に示される。本発明の範囲から逸脱すること無く他の実施形態が使用され得る
とともに、構造上変形がなされ得ると理解されるべきである。
【００２８】
Ｂ．臍帯血及び臍帯血細胞の分離
　提供される実施形態の中には、臍帯血から取得したものなどの細胞及び細胞供給源を含
む生物学的な材料の収集、単離及び使用のための装置、デバイス及び方法、並びにそのよ
うな方法によって取得した細胞及び他の材料、そして、例えば、再生性医薬品におけるも
のなど、個人専用の及び普遍的なドナーへの適用を含む、治療及び分析上の使用を含むそ
れらの使用が含まれる。
【００２９】
　多種多様なヒト幹細胞は、治療に使用されているか、又は、臨床治験における使用のた
めに評価されており、例えば、それぞれ神経学的な疾患及び血液性疾患に対して使用され
る間葉幹細胞及び造血幹細胞などの体細胞を含む。より分化したキャパシティの他の体細
胞は、例えば、内皮細胞の多能性幹細胞への再プログラミングなど、より原始の段階へと
再プログラムされ得る。
【００３０】
　人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞は、皮膚及び繊維芽細胞を含む複数の細胞タイプから生産
（ないし産生）されている。Masip et al., 2010, Mol Hum Reprod 16(11): 856-868; Ta
kahashi and Yamanaka, 2006, Cell 126(4): 663-676; Yu et al., 2007, Science 318(5
858): 1917-1920.  代わりの出発材料が、十分な増殖速度、病気モデリングに関する遺伝
的バックグラウンド、十分な数の生細胞の取得の容易さ、ゲノムが無傷であることを含む
、再プログラミングの容易さに基づいて選択されている。Hanna et al., 2009, Nature 4
62(7273): 595-601; Park et al., 2008, Cell 134(5): 877-886; Ye et al., 2009, Blo
od 114(27): 5473-5480; Carette et al., 2010, Blood 115(20): 4039-4042; Kumano, e
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t al., 2012, Blood 119(26):6234-6242; Ikehata et al., 2003, Environ Mol Mutagen 
41(4): 280-292; Ikehata et al., 2004, Mutat Res 556(1-2): 11-24; Osanai and Lee,
 2011, Med Mol Morphol 44(4): 200-206.
【００３１】
　ｉＰＳ細胞を生産するために利用可能な方法は、ある問題と関連している。例えば、成
熟皮膚繊維芽細胞からは大多数のｉＰＳ細胞が生産されている。それにも関わらず、エピ
ジェネティックなメモリに起因して、ｉＰＳ生産の供給源として使用される細胞の残りの
エピジェネティックな状態は、ｉＰＳ細胞由来の分化キャパシティに対して影響を与え得
る。具体的には、ｉＰＳ細胞系統は、ドナー細胞遺伝子のキーセットを発現し続けること
によって、組織オリジンのエピジェネティックなメモリを維持し得る。Marchetto et al.
, 2009, PLoS One 4(9): e7076; Ghosh et al., 2010, PLoS One 5(2): e8975; Bar-Nur 
et al., 2011, Cell Stem Cell 9(1): 17-23.  エピジェネティックなメモリは、多くの
細胞供給源の分化キャパシティに対してインパクトをもたらし、ある分化した細胞（神経
前駆細胞、ある血液系統の細胞、繊維芽細胞、筋原始性細胞、膵島β細胞及び他の膵臓細
胞など）をｉＰＳ生産に関してより望ましくなくさせ得る。Kim et al., 2010, Nature 4
67(7313): 285-290; Polo et al., 2010, Nat Biotechnol 28(8): 848-855; Bar-Nur et 
al., 2011, Cell Stem Cell 9(1): 17-23; Marchetto et al., 2009, PLoS One 4(9): e7
076; Ghosh et al., 2010, PLoS One 5(2): e8975.
【００３２】
　従って、いくつかの文脈において多分化キャパシティを有するより原始性の細胞は、広
い（broad）分化キャパシティを有するｉＰＳ細胞の生産に関してより適切な出発材料で
ある。
【００３３】
　いくつかの文脈において、環境に対して最小限でしか関わっていないナイーブ（naive
）な細胞は、ダメージを受けていないゲノム（単数又は複数）を有し、及び／又は、例え
ば、組織、器官及び／又は幹細胞ベースの治療のための細胞の再プログラミングに関して
望まれる、インビトロ培養システムにおいて増殖（proliferate and/or expand）する能
力を有する。胎児期もしくは出生間近の胎児、又は、新生児期に由来する、ある細胞材料
は、それらの特徴を満足するだろう。分娩において、細胞供給源、例えば、臍帯血はその
ような特徴有する細胞を含む。
【００３４】
　臍帯血は、典型的には造血幹細胞移植に使用される供給源である。臍帯血性造血幹細胞
は、高い増殖キャパシティ及び分化ポテンシャルを有する、環境に対する暴露が最小限の
ナイーブ状態（無傷のゲノム）である。臍帯血中には、細胞及び再生医療目的に適する非
血液細胞タイプ（例えば、臍帯血の内皮細胞分画）が低い頻度で存在する。例えば、Taka
hashi and Yamanaka, 2006, Cell 126(4): 663-676に記載されるように、特定の系統の細
胞を、他のタイプの系統へ又は胚性様の状態へと「再プログラム」することができる、再
プログラミング技術の有用性は、再プログラミング及び細胞療法のための細胞供給源とし
て使用され得る、臍帯血に存在するまれ（レア）な細胞分画の価値（value）を増加させ
る。
【００３５】
　細胞材料、臍帯血及びそこで見出される細胞を含む生物学的な構成要素の収集、抽出及
び単離のために利用可能なアプローチ及び装置は、例えば、それらの安全性、収集材料の
汚染回避（例えば、空気汚染）、細胞収量、効率、及び／又は構成要素の破壊を回避する
能力において、全体的に満足のいくものではない。
【００３６】
　臍帯血収集物を用いると、臍帯が初期に締められる（クランプ）される場合には、幼児
とってのあるネガティブな結果が生じ得る。臍帯血由来の造血幹細胞（ＨＳＣｓ）の培養
に利用可能な方法は、造血幹細胞の再増殖能力の維持に失敗している。最も利用可能な分
画手法は、ＨＳＣプールに対する有害な影響を有する培養液のインキュベーションを含む
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。再プログラミング応用に利用可能な方法によって収集された臍帯血の使用は、その完全
な造血性ポテンシャルを減少又は全体的に不能にすることができる（ドナーバンクシステ
ムへの包含（inclusion）についての主たる理由）。造血幹細胞分画の有用性を損なうこ
となく臍帯血サンプルから非血液細胞を取得するための方法が必要とされる。特に、１０
０万の臍帯血サンプルが世界中のバンクに保管されているので、一般的に治療上の目的の
ために使用される造血幹細胞分画の機能を損なうことなくこれらの細胞を単離及び増殖す
るための方法が必要とされる。
【００３７】
　Takahashi and Yamanakaは、体細胞を多能性／胚性様状態へ「再プログラム」又は「脱
分化」する、又は、体細胞を他の細胞系統タイプへ直接的に「再プログラム」する再プロ
グラミング技術を最初に開示した。Takahashi and Yamanaka, 2006, Cell 126(4): 663-6
76.  従って、臍帯血に存在するまれ（レア）な内皮細胞分画は、再プログラミング及び
細胞療法のための出発材料として使用され得る。これらの細胞の特徴は、細胞に再プログ
ラミングを受け入れさせる。１つの実施形態において、本発明を使用して臍帯血から単離
される細胞タイプは、内皮前駆細胞である。臍帯血由来の内皮前駆細胞は再プログラミン
グに適し、それらが接着性であり、素早く分裂し、原始のもの（それらが対応する増殖／
分化ポテンシャル及びエピジェネティックなプロファイルを有する前駆細胞であるという
点で）であること、更にそれらが新生児の供給源に由来するものであることを、原則的な
利点として含む。更に、臍帯血由来の内皮前駆細胞は、突然変異誘発性物質に対する減少
した暴露を経験しており、従って、大人の患者を供給源とする細胞と比較して、ゲノム突
然変異の減少した蓄積を有するであるだろう（likely）。１つの実施形態において、内皮
細胞は、臍帯血由来の造血幹細胞の機能を損なわない様式で、又は造血幹細胞数を実質的
に減少させない様式で収集される。従って、本発明は、造血幹細胞移植における使用を背
景とした臍帯血サンプルについての価値の増加をもたらす。
【００３８】
　１つの実施形態において、本願に記載の発明は、治療的に価値のあるヒト臍帯血由来の
造血幹細胞の最小限の減少をもって内皮細胞の効率的な収集を許容するシステムを提供す
る。１つの視点において、本発明は、再プログラミング能力を有し、従って潜在的に治療
上の価値が大きい、臍帯血からの接着性内皮前駆細胞の同時の及び素早い単離を提供する
。好ましい実施形態において、臍帯血の造血幹細胞をもたらす能力は、大いに維持される
か又は影響を受けていない。
【００３９】
　ヒト臍帯血内皮前駆細胞は、Ficoll勾配遠心分離法及び単核細胞分画の直接的なプレー
ティングを使用して単離され得る。単離された細胞は、ゼラチン又はコラーゲンＩコーテ
ィングされたプレート表面に直接的に蒔かれるか、又は前駆細胞マーカー（ＣＤ３４及び
ＣＤ１３３などであるがそれらに限定されない）に関する磁気ビーズを使用して更に精製
した後に、プレートに蒔かれる。次に、細胞は、内皮細胞培養液を使用して数日間又は数
週間培養される。この時点において、内皮細胞／前駆細胞の増殖した接着層は視認可能で
あり、抽出のために接取される。しかしながら、内皮前駆細胞の成長のためのインビトロ
条件が造血幹細胞の維持を許容しないので、このプロセスは、造血性前駆細胞及び幹細胞
を移植に不適切にさせる。そのような条件の下では、原始前駆細胞のラージスケールでの
分化が生じる。さらに、レギュラー培地を交換すると、造血細胞分画が除去及び廃棄され
るので、移植後に造血性システムを再構成することがもはやできない。
【００４０】
　本発明は、造血細胞及び内皮細胞の両方の分離、保管及び使用によってヒト臍帯血治療
上の価値を高める。１つの実施形態において、本発明は、細胞の培養、又は延長した期間
の細胞の培養に依存しない。好ましい実施形態において、伝統的な治療的価値のある造血
性幹細胞分画／前駆細胞分画の生存率及び機能が保存され、同時に生存可能でありかつ機
能的な内皮細胞が単離される。
【００４１】
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　従来の研究では、臍帯血から内皮前駆細胞を単離する能力が示されている。これらの前
駆細胞は、ラージスケールでの増殖及び複製のポテンシャルを有しつつ、内皮系統につい
ての分化ポテンシャルを維持する。この個体群は、培養システムにおいてキャピラリー状
の管状様構造を形成するその能力によって定義される。最近では、ＡＣ１３３＋細胞及び
ＣＤ３４＋内皮細胞を含む臍帯血由来の内皮細胞が、ｉＰＳ細胞を効率的に生産すること
に使用され得ることが実証されている。このことは、これらの細胞を、胚性幹細胞に類似
の特徴を有する多能性幹細胞状態へ効率的に再プログラムすることが可能であることを意
味する。しかしながら、従来採用されている方法では、細胞の機能が損なわれるか又は害
されるか、あるいは造血幹細胞数が減少しているかのいずれかであった。例えば、内皮細
胞、そして造血性前駆細胞及び幹細胞は、それらの表面上にいくつかの共通のマーカー（
ＣＤ３４、ＣＤ３１、ＶＥＧＦＲ、及びＡＣ１３３など）を発現する。かくて、これらの
マーカーをターゲッティングすることによって臍帯血から内皮細胞を単離することは、内
皮細胞、そして造血性前駆細胞及び幹細胞の混合物の単離を導く。これらの共通のマーカ
ー（複数）をターゲッティングすることは、造血細胞の減少という結果ももたらす。例え
ば、磁気ビーズを用いたＣＤ４５＋細胞に関するセレクションによる造血細胞の収量は、
最良で７０％である。つまり、造血細胞の収量においておよそ３０％の減少が存在し、そ
して、細胞を処理するための時間を要するので、単離細胞の品質に対してかなりのリスク
をもたらす。ソートベースの方法は、結果として高い純度の細胞分画をもたらすが、それ
らはおよそ５０％のさらに低い収量を有する。
【００４２】
　臍帯細胞全体での延長（extended）した培養は、造血細胞分画からの内皮細胞の分離の
ために使用される他の方法である。これらの細胞培養手法は、典型的には７～１４日間を
要する。内皮細胞は、コロニーを形成するように蒔かれ、そして、それらは最終的にプレ
ート上に接着層を形成するが、その一方では造血性分画は懸濁液内に残ったままであるか
、弱い接着性を有するようになるのみである。そのような長い造血幹細胞の細胞培養は、
又は短期間のインビトロインキュベーションへの暴露であったとしても、造血幹細胞（Ｈ
ＳＣｓ）の転写プロファイルを深刻に変化させ、そしてより重要なことに、ＨＳＣｓの機
能的な再増殖効率を低下させることが示されている。そのため、内皮細胞分画及び造血幹
細胞分画の分離についての代わりの方法についてのニーズが存在する。
【００４３】
　相対的に純粋な内皮細胞を臍帯から取得する代わりの方法は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（
ＨＵＶＥＣｓ）を単離する手法である。しかしながら、ＨＵＶＥＣｓを単離する手法は、
細胞が臍帯自身の内皮に由来し、かつ臍帯の血管内に位置する臍帯血由来のものではない
ので、臍帯血を収集する際に、臍帯が廃棄される前に行わなければならない。ＨＵＶＥＣ
ｓを収集する手法は、臍帯組織の処理（臍帯組織の手操作による単離及び乾燥、並びに酵
素ベースの細胞脱集合化ステップ（例えば、トリプシン処理による）を含み、これらは全
て臨床的に認可された細胞処理研究室の下で行われる）の必要性によって複雑化するので
、この手法は世界中の病院のほとんどで不可能である。そのため、バイオバンクに現在保
管されているほとんどの臍帯血サンプルは、ＨＵＶＥＣｓを含まない。さらに、ＨＵＶＥ
Ｃｓを収集する手法は、凍結及び保管のために顕著な数の内皮細胞が収集され得る前に数
日間～数週間を要する。しかしながら、ヒト臍帯から無菌の容器内へ血液を収集する手法
は、世界中の多くの病院においてルーチン的に行われている。１つの実施形態において、
本願によれば、臍帯血に存在する細胞タイプを分離する方法が提供される。従って、本発
明は、これらの病院によって実行されている臍帯血収集の手法に顕著な影響を及ぼすこと
なく、使用の容易さ、無菌性、及び細胞材料の保存についての要求について対応する。
【００４４】
　分娩室における典型的な臍帯血の収集は、先ず臍帯をクランプして切断すること、次に
通常、閉鎖系カテーテルに取り付けられた臍帯静脈及び臍帯動脈に穴を開ける針を介して
無菌収集バッグ内へ血液を抽出すること、又は単純に臍帯切断部の開口部から臍帯血を収
集容器に吸い出すことの何れかによって、実行される。重力又は臍帯の物理的な操作は、



(11) JP 2016-509863 A 2016.4.4

10

20

30

40

50

臍帯から収集容器への血液の抽出を助ける。収集容器は、通常、抗血液凝固剤（例えば、
ヘパリン硫酸、クエン酸又はＥＤＴＡ）を含む。臍帯血サンプルが保管のために凍結され
る場合には、収集容器は、ＤＭＳＯなどの凍結保護剤を含み得る。いくつかの視点におい
て、例えば、上記に概説されるように臨床上のグレードの抗体結合磁気ビーズを使用して
、臍帯血が前駆細胞／幹細胞の富化ないし濃縮（enrichment）のために処理される。
【００４５】
　１つの視点において、本発明の実施形態は、造血幹細胞の生産及び再増殖能力を保存し
つつ、臨床的に価値のある内皮細胞タイプを取得するために、ヒト臍帯血由来の造血細胞
からの内皮前駆細胞の分離のための迅速でかつ臨床的に適用可能なシステムを提供する。
この実施形態は、臍帯血サンプルの更なる使用を許容する。１つの実施形態において、新
規に収集された臍帯血サンプルが使用される。他の実施形態において、予め処理及び保管
された凍結サンプルが使用される。１つの視点において、臍帯血の全分画又は単核細胞分
画のサンプルが使用される。他の視点において、前駆細胞富化ないし濃縮の処理を受けた
サンプルが使用される。１つの視点において、本発明は、造血細胞分画及び内皮細胞分画
の間の細胞表面接着性の特徴における差の利点を利用し、それによって２細胞タイプの分
離が可能になる。１つの実施形態において、臍帯血サンプルは、コーティングされたプレ
ート上に蒔かれる。分離手法は、プレート上での細胞の短時間のインキュベーション（臨
床環境（bedside）で実施され得る）の後に実行される。本発明は、造血細胞の減少した
生存率、収量及び品質を結果的に導く現在の技術の限界を克服する。
【００４６】
　リガンド親和性及び時間依存的な結合に関する、臍帯血の造血細胞及び内皮細胞の異な
る及び特異的に結合する特徴の適切な使用が、これらの２細胞タイプの分離に採用され得
る。例えば、内皮細胞は、これらの細胞とこれらのニッチ細胞（niche cells）の間のシ
グナリングを促進する細胞結合因子であるＶ－ＣＡＭ、ＶＥ－カドヘリン、Ｅ－セレクチ
ン及びＶＬＡ－１（インテグリンα１β１）を発現する。従って、これらの及び他の内皮
細胞マーカーは、これらのマーカーを発現しないか、又は内皮受容体に若干接着するのみ
である造血細胞からのこれらの細胞の分離に特異的に活用される。造血分画は、懸濁性細
胞タイプであると考えられるが、ＣＸＣＲ４などのこれらの細胞上で発現する弱い接着リ
ガンドが存在する。ＣＸＣＲ４は、細胞外マトリックスの構成要素であるフィブロネクチ
ンに結合するケモカインＳＤＦ－１に結合する。さらに、ＶＬＡ－１及びＶＬＡ－４など
のインテグリンも造血細胞上に発現し、ＶＬＡ－１及びＶＬＡ－４はそれぞれコラーゲン
及びＶＣＡＭ１に対して結合する。非組織のダメージを受けている造血細胞タイプ（non-
tissue damaged hematopoietic cell types）には、更なる弱い接着性因子が存在する。
本発明は、造血細胞及び内皮細胞の分離のための、上述の内皮接着性因子のリガンド又は
エピトープでコーティングされた細胞収集デバイス、容器又は培養チャンバを提供する。
【００４７】
　本発明において、無菌のプレコーティングされた容器内での特異的な接着性因子に対す
る暴露の後に、最近に解凍したもしくは鮮度よく取得した臍帯血、又は前駆細胞を豊富化
（enriched）した細胞分画を分離することができる。特異的なコーティングは、特異的な
ポリマー／タンパク質混合物によって達成することができる。更に、細胞外マトリックス
又はその構成要素（例えば、ゼラチン又はコラーゲンＩ）に類似のコーティング剤が採用
され得る。コーティングは、処理の間に細胞の生存率を維持するために、最小サポート培
地（臨床使用グレード）によってカバーされる。いくつかの実施形態において、単核細胞
を豊富化した臍帯血サンプル、又は前駆細胞もしくは幹細胞を豊富化した臍帯血サンプル
が、プレート又は皿に、１００ｃｍ２あたりおよそ１０００万細胞で蒔かれ得る。いくつ
かの実施形態において、細胞サブタイプ富化に関して処理されていない臍帯血サンプル、
又は赤血球の減少に関して処理されていない臍帯血サンプルが、プレート又は皿に、１０
０ｃｍ２あたりおよそ１億細胞で蒔かれる。１つの実施形態において、培地の総合の体積
は、少なくとも１００ｃｍ２あたり１０ｍＬである。１つの視点において、プレートに蒔
く際に、細胞及び培地（media）を含む容器は、細胞が容器の表面に接着することを許容
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するように、固体表面（solid surface）上に置かれるようにする。いくつかの視点にお
いて、細胞は、結合親和性、及び分離容器において使用した特異的なコーティングの特徴
に依存して、室温で、セ氏４度の冷蔵庫内で、又はセ氏３７度のインキュベーター内でイ
ンキュベートされる。いくつかの実施形態において、５分以内で大多数の内皮細胞がコー
ティング表面に対してルースに接着する。他の実施形態において、例えば、媒体（media
）用いた３ラウンド（回）の洗浄で表面が洗浄されて、非接着性の造血細胞分画が除去さ
れ得るように、１５分までに細胞は十分に接着する。洗浄液（wash）からの懸濁液中の造
血細胞は、凍結保護剤を使用した凍結のために処理され得る。同時に、コーティング表面
上の残りの接着性内皮細胞分画は、凍結及び保管のための凍結保護剤を含む媒体（media
）内に再び沈められる。他の実施形態において、コーティング表面上の残りの接着性内皮
細胞分画は、引き続きの内皮細胞の培養及び増殖のために、細胞が適切な内皮細胞培地（
media）内で更に培養され得るように穏やかなトリプシン処理によって処理されて、細胞
がコーティングから離脱する。
【００４８】
　臍帯血が、血液を直接的に収集するための針及びカテーテルシステムを使用する無菌様
式で収集される場合には、本発明は、患者のベットサイド（bedside 臨床環境）で実施さ
れ得る細胞分離手法も提供する。１つの実施形態において、そのような臨床的分離手法は
、無菌のプレコーティングされた分離容器内への直接的なカテーテル吸引、続いて、収集
した臍帯血のインキュベーション、そして新たなる非コート容器内への造血分画の洗浄で
実行される。１つの視点において、本発明は、直接的な凍結及び保管のための連結された
２容器閉鎖系収集システムを提供する。１つの好ましい実施形態において、本発明は、研
究室セッティング内での細胞の培養又は処理に関する必要性（ニーズ）を解消する。
【００４９】
　単離された細胞及び細胞分画を増殖させる、再プログラミングする、及び分化させる方
法、そして、例えば、細胞及び組織生産、再生性の及び個人専用（ないしテイラー：pers
onal）医薬品、病気、処置及び他のプロセスのためのそれらを使用する方法も提供される
。
【００５０】
　臍帯血サンプルの使用を最適化する方法も提供される。いくつかの視点において、その
ような方法は、そうしなければ使用不可能な、医学的に適切な細胞分画構築成分（consti
tuent）の使用を許容する。１つの視点において、そのような方法及び細胞分画は、以下
の２つの使用を許容することによって、既に確立された臍帯血ドナーバンクの価値を高め
ることに有用である：（１）患者における造血性再構築のために細胞を使用すること、及
び（２）再生性の薬用目的で臍帯血に存在する他の細胞を使用すること。
【００５１】
Ｃ．臍帯血収集及び細胞分離のためのデバイス
　本発明は、上述の方法の主要な作用を採用する臍帯血材料の細胞構成要素（components
）の効率的な収集及び分離のためのデバイスにも関連する。１つのそのような実施形態は
、容器の１つが内皮細胞の接着ためにプレコーティングされた無菌の２容器閉鎖系収集シ
ステムを含む。臍帯血サンプルが処理準備状態（分離収集容器内に鮮度よく収集されてい
るか、又は前駆細胞富化（enrichment）の処理が施されて別個の一時的な保管容器内に容
れられているか、又は保管容器内で最近に解凍されているかのいずれか）である場合に、
臍帯血又は細胞富化物は、内皮細胞接着性コーティングを有する容器（容器１）に移され
る。容器１への臍帯血材料の移し替えは、血液又は細胞を含む収集／保管容器からコーテ
ィングされた容器１内への針及びカテーテルチューブを介して、収集／保管容器と容器１
とを直接的に連通することによって実行できる。容器１への移し替えの後に、フラットで
水平な表面に使用された接着性因子に依存する適切な時間及び適切な温度で、細胞がイン
キュベートされる。細胞接着インキュベーションステップの後に、懸濁液中の細胞の非接
着性分画は、無菌チューブを介してコーティングされたバッグに連通された造血細胞収集
容器（容器２）に移される。次に、容器１に取り付けられた１以上の別個の密封貯留チャ
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ンバ内に貯留された洗浄媒体（ないし培養液：wash medium）が、３回の別個の洗浄ステ
ップ（各々２５－１００ｍＬ）において、容器１内へ移され得る。１つの実施形態におい
て、止水コックバルブ又は均等の構造が、媒体チャンバ及び容器１の間のチューブ上に配
される。次に、造血細胞の懸濁液を含む洗浄媒体が、閉鎖系チューブを介して造血細胞収
集容器（容器２）へ移される。この構造において、止水コックバルブシステム又は均等物
が再び採用され得る。移し替えの後に、容器１内の接着性分画は培養液（media）内に再
度沈（re-submerged）められ、凍結保護剤が入った予備チャンバが、適切な量の凍結保護
剤を放出するように開けられ、そして接着細胞が直接的に凍結される。容器２は、予備の
凍結保護剤バッファチャンバも有し、従って造血細胞懸濁液を直接的に凍結することがで
きる。
【００５２】
　針及びカテーテルチューブを取り付けたプレコーティングされた容器１は、臍帯から直
接的に臍帯血を収集することに使用することができる。このことは、収集に続いて直ちに
分離を行うことを許容する。上記に詳細に述べたように、造血細胞及び内皮細胞の分離が
生じる。このシステムは、臨床環境（ベッドサイド）で無菌性を有しつつ実行され得る閉
鎖系システム内での臍帯血細胞分画のすばやくかつ簡単な処理を許容する。
【００５３】
Ｄ．臍帯血由来の細胞の単離、培養、継代培養、再プログラミング及び分化
　例えば、本願において提供される方法及び装置を使用して収集した、臍帯血からの細胞
の単離のための方法も提供される。
【００５４】
　細胞は、収量を決定するためにカウントされることができる。１つの実施形態において
、本発明の手法は、少なくとも又は約１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％
、７０％、８０％、９０％の生存可能な細胞を産出する。好ましい実施形態において、本
発明の手法は、少なくとも又は約５０％の生存可能な細胞を産出する。 
【００５５】
　いくつかの実施形態において、単離された細胞は、例えば、細胞を増殖するために培養
される。一例において、細胞は、培養液受容器（例えば、所望の細胞タイプに適した成長
培地を含むフラスコ）に移される。１つの実施形態において、繊維芽細胞成長培地が使用
される。１つの実施形態において、間葉幹細胞成長培地が使用される。１つの実施形態に
おいて、内皮細胞成長培地が使用される。１つの実施形態において、小気道上皮細胞成長
培地が使用される。いずれかの理論に拘束されることなく、他の細胞培養液（culture me
dium）が、ある実施形態において使用され得る。１つの視点において、単離された細胞は
、培地内で少なくとももしくは約１週間、２週間、３週間、４週間又は５週間培養される
。ある視点において、単離された細胞は、培地内で少なくとももしくは約１１、１２、１
３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６
、２７、２８、２９又は３０日間培養される。フローサイトメトリー、顕微鏡検査及び他
の既知の手法が、培養された細胞の挙動及び表現型を評価することに使用され得る。
【００５６】
　１つの実施形態において、細胞は、例えば、継代培養において増殖される。一例におい
て、細胞は少なくとももしくは約１０、２０、３０、４０、５０、６０又は７０日間、あ
るいは３０回の個体群ダブリング、あるいは細胞が少なくとも１万倍～、１０万倍～、２
０万倍～、３０万倍～、４０万倍～、５０万倍～、１００万倍～、２００万倍～又は３０
０万倍～に増殖するまで、あるいは細胞が老齢期に達するまで、あるいは細胞が老齢期に
達する直前まで増殖される。
【００５７】
　１つの実施形態において、子宮内の低い酸素テンションに対応する低酸素状態の二次培
養によって、Ｏｃｔ－４の高い発現が維持される。
【００５８】
　例えば、再生治療上の適用などのための所望のタイプの細胞又は組織を生産するための
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、細胞を再プログラミング及び分化する方法も提供される。ある実施形態において、細胞
は、多能性の又は多分化能を有するステージなどの低い分化ステージ（ないし未分化ステ
ージ：less-differentiated stage）まで再プログラムされる。多能性幹細胞（ｉＰＳＣ
）の誘導などの再プログラミング方法は、よく知られており、細胞の分化を逆戻りさせて
、多能性の又は多分化能を有する細胞を生産することに使用され得る。該方法の例は、Ta
kahashi and Yamanaka, 2006, Cell 126(4): 663-676, and in Yu et al., 2007, Scienc
e 318(5858): 1917-1920に記載されている。
【００５９】
　いくつかの実施形態において、当該細胞、例えば、多能性の又は多分化能を有する細胞
は、所望の細胞又は組織タイプに分化される。１つの視点において、当該細胞は、所望の
細胞タイプ又は組織タイプ、例えば、内胚葉、外胚葉又は中胚葉由来の組織、即ち肝臓細
胞又は組織、内分泌組織、肺細胞又は組織、血液細胞、骨髄細胞、神経細胞、アストログ
リア細胞、心臓細胞又は組織（例えば心筋細胞）、眼球細胞又は組織、神経細胞又は組織
、脳細胞又は組織、筋肉細胞又は組織、皮膚細胞又は組織、膵臓細胞又は組織（例えばβ
細胞）、脂肪形成細胞、軟骨形成細胞、骨形成細胞及び神経細胞などの生産のための条件
下で培養される。ある実施形態において、当該細胞は、神経細胞、肝細胞、膵臓ランゲル
ハンス島の細胞、腎臓細胞、造血細胞、及び他の細胞タイプに分化される。いくつかの実
施形態において、細胞は、３胚葉の全てを表す（representing）細胞タイプに分化される
。いくつかの実施形態において、当該細胞は、再プログラミング後に、３胚葉に亘る（ac
ross）効率的な分化キャパシティを維持する。１つの視点において、当該細胞は、ヒト胚
性幹細胞又は細胞系統と比較してより高い血液生産キャパシティを有する。そのようなヒ
ト胚性幹細胞系統の１つはＨ９である。他の視点において、当該細胞は、１００％に近い
神経細胞分化キャパシティを有する。いくつかの実施形態において、当該細胞は、骨芽細
胞又は脂肪細胞に分化される。
【００６０】
　分化方法は良く知られている。いくつかの既知の方法のいずれかが、この実施形態に関
連して使用され得る。例えば、米国特許７，５９６，３８５号、米国特許公開ＵＳ２００
５／００５４０９３号及びＵＳ２００５／００４２５９５号（全て、Haas氏による）そし
て米国特許公開ＵＳ２００５／０１２４００３号及び国際特許出願ＷＯ０３／０４２４０
５号（Atala氏らによる）に記載される方法、そして、「Teratocarcinomas and embryoni
c stem cells: A practical approach,」 E. J. Robertson, ed., IRL Press Ltd. 1987
；「Guide to Techniques in Mouse Development,” P. M. Wasserman et al. eds., Aca
demic Press 1993；「Embryonic Stem Cell Differentiation in vitro,」 M. V. Wiles,
 Meth. Enzymol. 225: 900, 1993；「Properties and uses of Embryonic Stem Cells Pr
ospects for Application to Human Biology and Gene Therapy,」 P. D. Rathjen et al
., Reprod. Fertil. Dev. 10: 31, 1998；及び「Stem cell biology」 L. M. Reid, Curr
. Opinion Cell Biol. 2: 121, 1990に記載される方法。
【００６１】
　特定の細胞タイプへの分化に関して、米国特許６，５０６，５７４号（Rambhatla氏ら
による）に記載される薬剤などの分化誘導剤、熟成剤、熟成因子も良く知られている。例
えば、肝臓細胞への分化のためのＮ－ブチラート、他の熟成剤、熟成因子、増殖因子、ペ
プチドホルモン、サイトカイン、リガンド受容体複合体、コルチコステロイド、レチノイ
ン酸、ＤＭＳＯなどの有機溶媒、ｃＡＭＰ－増加剤を有する糖質コルチコイド、メチルイ
ソブチルキサンチン及びインドメタシンなど。分化剤（単数又は複数）の選択は、所望の
細胞又は組織タイプに依存するだろう。
【００６２】
　本願において提供される細胞、組成物及び組織（例えば、分化した細胞など）は、病気
の処置に有用である。病気は以下のものであるが、それらに限定されない：不妊症、肝硬
変、膵臓炎、糖尿病、パーキンソン病、脊髄損傷、脳卒中（発作）、やけど、心臓病、変
形性関節症、リウマチ性関節炎、癌（白血病（例えば、急性リンパ芽球性白血病、急性骨
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髄性白血病、急性二重表現型（形質性）白血病及び急性未分化白血病、慢性骨髄性白血病
、慢性リンパ性白血病、若年性慢性骨髄性白血病、若年性骨髄単球性白血病）、リンパ腫
（例えば、非ホジキンリンパ腫、ホジキン病）、多発性骨髄腫、血漿細胞白血病、乳癌、
ユーイング肉腫、神経芽細胞腫、腎細胞癌など）、遺伝学的な血液疾患、脳疾患（アルツ
ハイマー病など）、難治性貧血症、環状鉄芽球を伴う難治性貧血症、過剰芽細胞を伴う難
治性貧血症、形質転換型過剰芽細胞を伴う難治性貧血症、再生不良性貧血症、ファンコニ
ー貧血症、発作性夜間ヘモグロビン尿、赤芽球癆、急性骨髄線維症、原発性骨髄異質症、
骨髄線維症、真性赤血球増加症、本態性血小板血症、チェディアック・東症候群、慢性肉
芽腫性疾患、好中球アクチン欠乏症、網膜性異形成症、ムコ多糖症、ハーラー症候群、シ
ャイエ症候群、ハンター症候群、サンフィリッポ症候群、モルキオ症候群、マロト・ラミ
ー症候群、スライ症候群、β－グルクロニダーゼ欠乏症、副腎白質萎縮症、ムコリピドー
シスＩＩ型、クラッベ病、ゴーシェ病、ニーマン・ピック病、ウォルマン病、異染性白質
ジストロフィー、家族性血球貪食性リンパ組織球症、組織球増殖症－Ｘ、赤血球貪食現象
、遺伝性赤血球異常、重症型βサラセミア、鎌状赤血球症、遺伝性免疫システム疾患、血
管拡張性失調症、コストマン症候群、白血球接着欠乏症、ディジョージ症候群、裸リンパ
球症候群、オーメン症候群、重症複合免疫不全症、分類不能型免疫不全症、ウィスコット
・アルドリッチ症候群、Ｘ連鎖リンパ増殖性疾患、他の遺伝性疾患、レッシュ・ナイハン
症候群、軟骨毛髪形成不全症、グランツマン血小板無力症、大理石骨病、遺伝性血小板異
常、無巨核球形成症、先天性血小板減少症、形質細胞障害及びワルデンストロームマクロ
グロブリン血症。
【００６３】
　ある実施形態において、当該細胞は、角膜上皮疾患、軟骨修復、顔面削皮術、やけど及
び皮膚の外傷性損傷のための創傷被覆材、粘膜、鼓膜、腸内膜、及び神経学的構造の処置
を含む自己の／異種性の組織再生／補填（replacement）療法において使用される。例え
ば、心筋パフォーマンスの増強は、心筋パフォーマンスを増強して末期心臓病を処置する
ための、ダメージを受けた心筋への細胞の移植（細胞性心筋形成術（ＣＣＭ））によって
達成できる。当該細胞は、例えば、Cao et al., 2002, ”Stem cell repair of central 
nervous system injury,” J Neuroscience Res 68: 501-510に記載されるように、いく
つかのＣＮＳ疾患の治療にも使用され得る。当該細胞は、細胞シート、脱凝集細胞、及び
分化した細胞が生成されている組織の再生のための担体に包埋される細胞の外科移植によ
るダメージを受けた組織の再構築的な処置にも使用され得る。細胞は、遺伝子操作組織構
築物においても使用され得る。そのような構築物は、細胞成長に適した骨格（scaffold）
形状に形成された生体適合性ポリマーを含む。骨格は、熱バルブ、器状（管状）、平面構
築物又はいずれかの他の適切な形状に形成され得る。そのような構築物は、ＷＯ０２／０
３５９９２号及び米国特許６，４７９，０６４号、６，４６１，６２８号に記載されるも
のなどのように、良く知られている。
【００６４】
　上記では、明瞭性の目的で、細胞収集デバイスの異なる機能的なユニット及び／又はモ
ジュールを参照しつつ本発明の実施形態を記載していることが分かるだろう。しかしなが
ら、異なる機能的なユニット（複数）、モジュール又はドメインの間の機能の適切な分配
（distribution）のいずれかが本発明を逸脱することなく使用され得ることは明らかだろ
う。例えば、別個のモジュール（複数）によって実行されるように記載された機能は、同
一のモジュール（単数）によって実行され得る。特定の機能的ユニットの参照は、厳密な
論理的又は物理的な構造又は機構を示すというよりは、むしろ、記載した機能を提供する
のに適する手段の参照としてのみ見られるべきものである
【００６５】
　本願において使用される用語及び語句、そしてそれらのバリエーションは、他に明確に
記載されない限り、限定の反対としての開放型表現として解釈される。上述の例のように
、用語「含む」は、「含む（限定なし）」という意味で読まれ、又は同様に、用語「例」
は、議論中のアイテムの例を提供するために使用され、その余すところのない又は限定的
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なリストではなく、「従来の（conventional）」、「伝統的な（traditional）」、「ノ
ーマルな（normal）」、「標準の（standard）」、「既知の（known）」などの形容詞及
び類似の意味の用語は、所与の期間について記載されたアイテム又は所与の時間として利
用可能なアイテムを限定するようには解釈されない。しかし、その代わりにこれらの用語
は、現在又は将来のいずれかの時点で利用可能であり知られている、従来の、伝統的な、
ノーマルな又は標準の技術を含むように読まれるべきものである。同様に、接続詞「及び
（and）」で連結されたアイテムの群は、それらのアイテムの各々及び全てが群に存在す
ることを必要とするとものして読まれるものではなく、むしろ他に明確に記載されない限
り、「及び／又は（and/or）」として読まれるべきものである。同様に、接続詞「又は（
or）」で連結したアイテムの群は、群の中での相互の排他性を必要とするものとして読ま
れるものではなく、むしろ他に明確に記載されない限り、「及び／又は（and/or）」とし
て読まれるべきものである。更に、開示のアイテム（複数）、因子（複数）又は構成要素
（複数）の記載は単数形で表記され得るが、複数であることは、単数であることが明確に
記載されない限りその範囲内である。例えば、「ａ」デバイスは、１以上のデバイスを含
む。いくつかの例において、「１以上（one or more）」、「少なくとも（at least）」
、「限定されない」又は他の同様のフレーズなどの、広義の語句の存在は、そのような広
義の語句が存在し得ない例においてより狭いケースが意図される又は必要とされることを
意味すると読まれるべきものではない。
【００６６】
　本発明の種々の実施形態が上記されているが、それらは例示に過ぎず、限定的なもので
はないことが理解される。同様に、種々の図は、開示の構造の一例又は他の形態を示し得
るが、本発明に含まれ得る特徴及び機能についての理解を助けるためのものである。本発
明は、図示の例の構造又は形状に限定されず、多種多様なその他の構造及び形態を使用し
て実施され得る。更に、本発明は、種々の実施形態及び実施の例に関して上記されている
が、１以上の個々の実施形態において記載された種々の特徴及び機能は、それらの適用可
能性において、記載されている特定の実施形態に限定されないと理解される。その代わり
に、種々の特徴及び機能は、そのような実施形態が記載されているか否か、及びそのよう
な特徴が記載した実施形態の１部分として存在するか否かに関わらず、単独又はいくつか
の組み合わせで、本願の１以上の他の実施形態に適用され得る。つまり、本発明の広さ及
び範囲は、上記の実施形態の例のいずれかに限定されない。
【実施例】
【００６７】
　以下の実施例は、本発明の種々の視点を更に記載及び示すことを意図するものであり、
明示的、暗示的のいずれであっても、本発明の範囲をいずれかの様式、形状又は形式に限
定するものではない。
【００６８】
実施例１：鮮度よく（freshly）収集された臍帯血からの細胞の単離
　鮮度よく収集された臍帯血を、単核細胞又はＣＤ３４＋細胞の単離について処理した。
将来的な適用のための凍結及び液体窒素内での保管の前に、別途の細胞増殖、凍結、保管
、及び再プログラミングの目的のために、単核でかつＣＤ３４＋の個体群の中から内皮前
駆細胞を単離した。臍帯血単核細胞全体、又は磁気ビーズで単離されたＣＤ３４＋造血性
幹細胞及び前駆細胞を、ビトロネクチン、ゼラチン又はコラーゲンＩでコーティングされ
た組織培養皿に蒔いた。細胞接着を許容するためのおよそ５～１０分間のインキュベーシ
ョンの後に、造血細胞分画（臍帯血の非接着細胞分画を含む）を、生理食塩水溶液又は類
似の媒体を用いた３回の洗浄で洗い出した。造血細胞分画を３５０ＲＣＦでの遠心分離を
介して処理して、その後の凍結及び保管のための、適切な凍結培地内での再懸濁用のペレ
ットを取得した。
【００６９】
　次に、最初にプレートに蒔かれた細胞の増殖後に、残りの接着性内皮細胞前駆細胞を商
業的に利用可能な内皮細胞培地内で、内皮細胞コロニーが形成されるか又はプレートコン
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フルエンシイ（斑点の会合ないし融合状態：confluency）に到達するまで、３７℃で培養
した。次に、内皮細胞分画を将来的な再プログラミングに使用するために、液体窒素内で
凍結及び保管した。図１に示すように、新鮮な臍帯血細胞は内皮細胞分画（ＣＤ４５－Ｃ
Ｄ３４＋ＣＤ３１＋）及び造血性分画（ＣＤ４５＋）の両方を含む。１０日間の全細胞培
養の後に、内皮細胞分画は、大多数が接着性ＣＤ３４＋ＣＤ３１＋表現型になった。新鮮
な臍帯血細胞は、ＣＤ１３３＋及びネガティブな細胞と、内皮細胞マーカーであるＶＥ－
カドヘリン及びＶＥＧＦＲ２を発現する少数の細胞も含む。内皮細胞の１０日間の培養の
後に、ＶＥ－カドヘリン及びＶＥＧＦＲ２発現する内皮細胞のパーセンテージが顕著に増
加する。
【００７０】
　内皮細胞分画を解凍してプレートに蒔く際に、内皮細胞培地内で、ゼラチン又はコラー
ゲンＩでコーティングされた組織培養プレート上で、細胞を７０％のプレートコンフルエ
ンシイまで培養した。次に、再プログラミング因子ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４、Ｃ－
ＭＹＣ及びＬＩＮ２８のレンチウイルスベクターを用いて、細胞を形質転換した。インビ
ボでのテラトーマ形成アッセイによって確認されるように、細胞は、多能性幹細胞状態に
再プログラムされた。細胞を免疫寛容マウスに移植し、３胚葉全ての存在を確認した。多
能性のマーカーについてのＱ－ＰＣＲも実行して、臍帯血から単離され、再プログラムさ
れた内皮細胞の多能性幹細胞状態を確認した。そのときに、多能性幹細胞を、適切な分化
システムを使用して神経細胞系統及び造血細胞系統に分化させることができた。
【００７１】
実施例２：凍結された臍帯血からの細胞の単離
　臍帯血から単離された単核又はＣＤ３４＋細胞の凍結サンプルを解凍して、ゼラチン又
はコラーゲンＩでコーティングされた組織培養皿に蒔いた。細胞接着させるためのおよそ
５－１０分間のインキュベーションの後に、生理食塩水溶液又は類似の媒体（medium）を
用いた３回の洗浄で、造血細胞分画（臍帯血の非接着細胞分画を含む）を洗い出した。造
血細胞分画を３５０ＲＣＦでの遠心分離を介して処理して、その後の凍結及び保管のため
の、適切な凍結用媒体内での再懸濁用のペレットを取得した。次に、最初にプレートに蒔
かれた細胞の増殖後に、商業的に利用可能な内皮細胞培地内で、内皮細胞コロニーが形成
されるか又はプレートコンフルエンシイに到達するまで、商業的に利用可能な内皮細胞培
地内で残りの接着性内皮細胞前駆細胞を３７℃で培養した。次に、将来的な再プログラミ
ングに使用するために内皮細胞分画を液体窒素内で凍結及び保管した。
【００７２】
実施例３：臍帯血からの細胞の収集及び分画のためのデバイス
　本発明は、上述の方法の主要な作用を採用する臍帯血材料の細胞構成要素の効率的な収
集及び分離のためのデバイスにも関連する。１つのそのような実施形態は、容器の１つが
内皮細胞の接着ためにプレコーティングされた無菌の２容器閉鎖系収集システムを含む。
臍帯血サンプルが処理準備状態（分離収集容器内に鮮度よく収集されているか、又は前駆
細胞富化の処理が施され別個の一時的な保管容器内に容れられているか、又は保管容器内
で最近に解凍されているかのいずれか）である場合に、臍帯血又は富化細胞は内皮細胞接
着性コーティングを有する容器（容器１）に移される。容器１への臍帯血材料の移し替え
は、血液又は細胞を含む収集／保管容器に対して容器１を、該容器からの針及びカテーテ
ルチューブを介して、コーティングされた容器１内へ直接的に連通することによって実行
できる。容器１への移し替えの後に、フラットで水平な表面に使用された接着性因子に依
存する適切な時間及び適切な温度で、細胞がインキュベートされる。細胞接着インキュベ
ーションステップの後に、懸濁液中の細胞の非接着性分画は、無菌チューブを介してコー
ティングされたバッグに連通された造血細胞収集容器（容器２）に移される。次に、容器
１に取り付けられた別の密封保管チャンバ内に貯留された洗浄媒体（ないし培養液：medi
a）が、３回の別個の洗浄ステップ（各々２５－１００ｍＬ）において、媒体チャンバ及
び容器１の間のチューブ上に配された止水コックバルブ又は均等の構造を使用して、容器
１内へ移され得る。次に、造血細胞の懸濁液を有する洗浄媒体が、止水コックバルブシス
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テム又は均等システムも有する閉鎖系チューブを介して造血細胞収集容器（容器２）へ移
される。移し替えの後に、容器１内の接着性分画は媒体に再度沈められ、凍結保護剤が入
った予備チャンバが、適切な量の凍結保護剤を放出するように開けられ、そして接着細胞
が直接的（ないし直ちに：directly）に凍結される。容器２は、予備の凍結保護剤バッフ
ァチャンバも有し、従って造血細胞懸濁液は直接的に凍結されることができる。
【００７３】
　針及びカテーテルチューブが取り付けられ、プレコーティングされた容器１は、臍帯か
ら直接的に臍帯血を収集することに使用されることができる。このことは、収集に続いて
直接的に分画を行うことを許容する。上記に詳細に述べたように、造血細胞及び内皮細胞
の分離が生じる。このシステムは、臨床環境（ベッドサイド）で無菌性を有しつつ実行さ
れることができる閉鎖系システム内での臍帯血細胞分画のすばやくかつ単純な処理を許容
する。
【００７４】
　本願の全体に渡って、種々のウェブサイトデータの内容、出版、特許出願及び特許が参
照される（ウェブサイトは、ユニフォームリソースロケータ又はＵＲＬ、ワールドワイド
ウェブ上のアドレスによって参照される）。これらの引用文献の各々の開示はその全体が
引用によって本願に組み込まれる。
【００７５】
　本発明は、本発明の個々の視点についての一描写として意図される本願に開示された実
施形態によって範囲が限定されるものではなく、機能的に均等ないずれかの物は本発明の
範疇内である。本発明のモデル及び方法における種々の変更は、本願に記載のものに加え
て、上述の記載及び教示から本発明の技術分野における通常の知識を有する者には明白だ
ろうし、同様に本発明の範疇内であることが意図される。そのような変更又は他の実施形
態は、本発明の本当の範囲及び精神から逸脱すること無く実施されることができる。

【図１】
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【手続補正書】
【提出日】平成27年6月26日(2015.6.26)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　内皮細胞又は内皮前駆細胞、及び血行性前駆細胞を単離する方法であって、
（ａ）プレートの表面に臍帯血サンプルを蒔くステップと、
（ｂ）プレート表面へ臍帯血サンプル内の細胞を、約５分間、約１０分間、約１５分間、
約２０分間、約２５分間、約３０分間、約３５分間、約４０分間、約４５分間、約５０分
間、約５５分間、約６０分間接着させるステップ（但し、前記ステップ（ｂ）において接
着細胞が前記内皮細胞又は内皮前駆細胞を含む）と、
（ｃ）接着細胞から非接着細胞を分離するステップ（但し、前記ステップ（ｃ）において
、非接着細胞が血行性前駆細胞を含む）と、
　を含む方法。
【請求項２】
　前記ステップ（ｃ）において、前記非接着細胞を処理することを更に含む請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　ステップ（ｃ）においてプレート表面からの接着細胞の顕著な脱落を生じないことを特
徴とする請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも約１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％
、約８０％、又は約９０％の接着細胞が、ステップ（ｃ）後のプレート表面に接着したま
まであることを特徴とする請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
　臍帯血サンプルがヒト由来であることを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項６】
　臍帯血サンプルが鮮度よく収集されたものであることを特徴とする請求項１～５のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項７】
　臍帯血サンプルが凍結されたものであることを特徴とする請求項１～５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項８】
　臍帯血サンプルが単核細胞富化の処理を受けたものであることを特徴とする請求項１～
７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　臍帯血サンプルが単核細胞富化の処理を受けていないものであることを特徴とする請求
項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　臍帯血サンプルが造血性前駆細胞富化及び／又は造血幹細胞富化の処理を受けたもので
あることを特徴とする請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　臍帯血サンプルが造血性前駆細胞富化及び／又は造血幹細胞富化の処理を受けていない
ものであることを特徴とする請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
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　臍帯血サンプルが約０℃及び約３７℃の間の温度でプレートに蒔かれることを特徴とす
る請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　プレート表面が、コラーゲンＩ又はゼラチン、あるいは類似の細胞外マトリックス構成
要素、もしくはいずれかのそれらの組み合わせでコーティングされることを特徴とする請
求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　造血細胞の生存率、原始性及び／又は再増殖能力を維持することを更に含む請求項１～
１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　内皮細胞の生存率及び／又は原始性を維持することを更に含む請求項１～１４のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項１６】
　単離された内皮細胞を、幹細胞又は前駆細胞へと再プログラミングすることを更に含む
請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　請求項２～１６のいずれか１項に記載の方法であって、
　前記血行性前駆細胞を増殖させるステップを更に含み、更に任意的に、
（１）増殖した血行性前駆細胞集団からより原始性の細胞を単離するステップ、又は
（２）血行性前駆細胞を幹細胞又は前駆細胞へと再プログラミングするステップ
　を更に含む方法。
【請求項１８】
　請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法であって、
（ａ）単離された内皮細胞を、幹細胞又は前駆細胞へと再プログラミングし、そして、該
幹細胞又は前駆細胞を体細胞へと分化させるステップ、又は
（ｂ）単離された内皮細胞を、直接的に体細胞へと再プログラミングするステップ
　を更に含む方法。
【請求項１９】
　２容器デバイスが臍帯血サンプルからの細胞の単離に使用され、
　前記２容器デバイスが容器同士の間での懸濁液中の細胞の移行に関する止水コック流路
制御機構を備えた２つの容器及び無菌チューブを含み、
　前記容器の一方が内皮細胞の接着のためにプレコーティングされており、かつ、他方の
容器が造血細胞収集容器である、
　ことを特徴とする請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記２容器デバイスが、洗浄ステップ及び容器への細胞移行を容易にするための、止水
コック流路制御機構を備えた閉鎖系システムに取り付けられる媒体(media)チャンバを更
に含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記２容器デバイスが、容器への凍結保護剤の投与を容易にするための１以上の予備チ
ャンバを更に含む、請求項１９又は２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記２容器デバイスが、低酸素ガス、正常酸素ガス又は高酸素ガスを予め充填したもの
であることを特徴とする請求項１９～２１のいずれか１項に記載の方法。



(21) JP 2016-509863 A 2016.4.4

10

20

30

40

【国際調査報告】



(22) JP 2016-509863 A 2016.4.4

10

20

30

40



(23) JP 2016-509863 A 2016.4.4

10

20

30

40



(24) JP 2016-509863 A 2016.4.4

10

20

30

40



(25) JP 2016-509863 A 2016.4.4

10

20

30

40



(26) JP 2016-509863 A 2016.4.4

10

20

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,
BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,H
R,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG
,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

(71)出願人  515258435
            ウッズ、ニールス－ビャーネ、ローランド
            ＷＯＯＤＳ，　Ｎｉｅｌｓ－Ｂｊａｒｎｅ　Ｒｏｌａｎｄ
            スウェーデン　Ｓ－２４４６０　フルルンド　カヴリンゲヴァーゲン　８
(74)代理人  100080816
            弁理士　加藤　朝道
(74)代理人  100098648
            弁理士　内田　潔人
(74)代理人  100119415
            弁理士　青木　充
(72)発明者  ラーソン、マルクス　カーレ、トールレイフ
            スウェーデン　Ｓ－２３７３４　ビャーレッド　ノーラ　ヴィラヴァーゲン　７Ｂ
(72)発明者  ヘルブスト、アンドレアス、ニルス　ヴァルテル
            スウェーデン　Ｓ－２３７３４　ビャーレッド　アンナ　ソマースカス　ヴァーグ　４
(72)発明者  ウッズ、ニールス－ビャーネ、ローランド
            スウェーデン　Ｓ－２４４６０　フルルンド　カヴリンゲヴァーゲン　８
Ｆターム(参考) 4B029 AA08  AA09  BB11  CC01  CC02  GB03 
　　　　 　　  4B065 AA90X AA93X AC20  BC41  BD09  BD15  CA44 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	written-amendment
	search-report
	overflow

