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(57)【要約】
【課題】高活性ＮＫ細胞に適用可能な、高い生存率と高い活性を維持したまま、凍結保存
し、融解する方法を提供する。
【解決手段】以下の工程を含む、細胞の処理方法：（１）体外で活性化した細胞を、細胞
培養用の培地で回収し；（２）回収した細胞を凍結保存のための液に懸濁し；
（３）懸濁した細胞を、凍結する。工程（１）は、好ましくは、胆汁酸およびフェニル酪
酸からなる群より選択されるいずれかを添加した培地による処理を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の工程を含む、細胞の処理方法：
（１）体外で活性化した細胞を、細胞培養用の培地で回収し；
（２）回収した細胞を凍結保存のための液に懸濁し；
（３）懸濁した細胞を、凍結する。
【請求項２】
工程（１）が、胆汁酸およびフェニル酪酸からなる群より選択されるいずれかを添加した
培地による処理を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
さらに以下の工程を含む、請求項１または２に記載の方法：
（４）凍結保存した細胞を解凍し、解凍した細胞を解凍溶媒Ｉに懸濁する。
【請求項４】
解凍溶媒Iが、以下を含む水溶液である、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法：
・塩化ナトリウム　　　　　９．００～１０８ｍＭ、
・グルコン酸ナトリウム　　２．３０～２７．７ｍＭ、
・酢酸ナトリウム　　　　　２．７０～３２．５ｍＭ、
・塩化カリウム　　　　　　０．４９６～５．９６ｍＭ、および
・塩化マグネシウム　　　　０．１４８～１．７８ｍＭ。
【請求項５】
解凍溶媒Ｉが、以下の少なくとも１つを満たす、請求項１～４のいずれか１項に記載の方
法：
・カルシウムイオンを０．４２３ｍＭ以上の濃度で含まない、
・グルコースを５．５５ｍＭ以上の濃度で含まない、および
・乳酸塩を２７．７ｍＭ以上の濃度で含まない。
【請求項６】
以下を含む、高活性ＮＫ細胞を懸濁するための液：
・塩化ナトリウム　　　　　９．００～１０８ｍＭ
・グルコン酸ナトリウム　　２．３０～２７．７ｍＭ
・酢酸ナトリウム　　　　　２．７０～３２．５ｍＭ
・塩化カリウム　　　　　　０．４９６～５．９６ｍＭ
・塩化マグネシウム　　　　０．１４８～１．７８ｍＭ
【請求項７】
凍結保存のための液に懸濁して凍結された高活性NK細胞を懸濁するためのものである、請
求項６に記載の液。
【請求項８】
高活性NK細胞、
凍結保存のための液、および
請求項６に記載された液
を含む、医薬組成物。
【請求項９】
以下の工程を含む、細胞を含む医薬組成物の製造方法：
（１）体外で活性化した細胞を、細胞培養用の培地で回収し；
（２）回収した細胞を凍結保存のための液に懸濁し；
（３）懸濁した細胞を、凍結する。
【請求項１０】
工程（１）が、胆汁酸およびフェニル酪酸からなる群より選択されるいずれかを添加した
培地による処理を含む、請求項９に記載の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、高い細胞傷害活性を有する細胞の凍結保存方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＮＫ細胞は腫瘍細胞やウイルス感染細胞の拒絶において重要である。２０１７年８月に
は米国において、小児および若年成人の再発・難治性Ｂ細胞性急性リンパ芽球性白血病（
Ｂ－ＡＬＬ）を適応症として、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）Ｔ細胞療法が承認されたが、
近年ではＣＡＲ－Ｔに代わりＣＡＲ－ＮＫの臨床応用が拡大しつつある（非特許文献１）
。
【０００３】
　患者に細胞を投与しようとするときには、拒絶反応が起こらないように、患者自身から
採取した細胞を用いることがまず検討される。しかし、患者の状態によっては治療に必要
な量の細胞の採取が難しいことがある。また体外で活性化し、増殖できる程度には個人差
があり、増殖活性化が困難なケースが存在する。加えて、細胞の活性化・増殖には一定期
間を要するため、直ちに治療が開始できないという問題がある。この点、前もって細胞を
活性化しておき、投与に備えて保存しておくことができれば望ましい。
【０００４】
　細胞を保存する方法としては、短時間保存の場合は凍結を行わずに懸濁状態で保存する
方法が知られており（例えば、特許文献１）、また長時間保存の場合は凍結を行う保存方
法が知られている（例えば、特許文献２）。さらに細胞を凍結し、融解後においても高い
生存率を維持した細胞が得られるとして、ナトリウム塩、カリウム塩、糖、凍害保護剤、
ならびに炭酸水素塩および／または炭酸塩を含有する凍結のための溶液を用いることが検
討されている（特許文献３）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００６－２３０３９６号公報
【特許文献２】特開２００２－２３３３５６号公報
【特許文献３】ＷＯ２０１１／０２１６１８
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Liu E, et al. N Engl J Med. 2020;382:545-53
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、従来のジメチルスルホキシドのような保護剤を用いる凍結方法では、Ｔ
細胞系や初代ＮＫ細胞の保存は可能だが、細胞傷害活性の高いＮＫ細胞には十分でなく、
凍結融解操作によって、その活性と生存率が著しく低下する。これは、プログラムフリー
ザー、細胞密度調整、デキストラン、アルブミン、またはカルボキシル化ポリ－Ｌ－リジ
ン等の添加等では解決不可能であった。そして一定量の細胞が死ぬことを前提に投与用細
胞のパッケージングを行うと、解凍後には再活性化培養のための工程が必要となり、得ら
れた細胞はさらに洗浄することが必須となる。そのため、凍結され、ストックされた高活
性ＮＫ細胞は、臨床用の細胞を扱う細胞培養加工施設（ＣＰＣ）の基準を満たす施設でな
ければ利用できない現状がある。
【０００８】
　本発明の課題は、高活性ＮＫ細胞に適用可能な、高い生存率と高い活性を維持したまま
、凍結保存し、解凍する方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、以下を提供する。
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［１］　以下の工程を含む、細胞の処理方法：
（１）体外で活性化した細胞を、細胞培養用の培地で回収し；
（２）回収した細胞を凍結保存のための液に懸濁し；
（３）懸濁した細胞を、凍結する。
［２］　工程（１）が、胆汁酸およびフェニル酪酸 からなる群より選択されるいずれか
を添加した培地による処理を含む、１に記載の方法。
［３］　さらに以下の工程を含む、１または２に記載の方法：
（４）凍結保存した細胞を、解凍し、解凍溶媒Ｉに懸濁する。
［４］　解凍溶媒Ｉが、以下を含む水溶液である、１～３のいずれか１項に記載の方法：
・塩化ナトリウム　９．００ ～１０８ｍＭ、
・グルコン酸ナトリウム　２．３０～２７．７ｍＭ、
・酢酸ナトリウム　２．７０～３２．５ｍＭ、
・塩化カリウム　０．４９６～５．９６ｍＭ、および
・塩化マグネシウム　０．１４８～１．７８ｍＭ。
［５］　解凍溶媒Ｉが、以下の少なくとも１つを満たす、１～４のいずれか１項に記載の
方法：
・カルシウムイオンを０．４２３ｍＭ以上の濃度で含まない、
・グルコースを５．５５ｍＭ以上の濃度で含まない、および
・乳酸塩を２７．７ｍＭ以上の濃度で含まない。
［６］　以下を含む、高活性ＮＫ細胞を懸濁するための液：
・塩化ナトリウム　９．００ ～１０８ｍＭ、
・グルコン酸ナトリウム　２．３０～２７．７ｍＭ、
・酢酸ナトリウム　２．７０～３２．５ｍＭ、
・塩化カリウム　０．４９６～５．９６ｍＭ、および
・塩化マグネシウム　０．１４８～１．７８ｍＭ。
［７］　凍結保存のための液に懸濁して凍結された高活性NK細胞を懸濁するためのもので
ある、請求項６に記載の液。
［８］　高活性NK細胞、凍結保存のための液、および［６］に記載された液を含む、医薬
組成物。
［９］　以下の工程を含む、細胞を含む医薬組成物の製造方法：
（１）体外で活性化した細胞を、細胞培養用の培地で回収し；
（２）回収した細胞を凍結保存のための液に懸濁し；
（３）懸濁した細胞を、凍結する。
［１０］　工程（１）が、胆汁酸およびフェニル酪酸からなる群より選択されるいずれか
を添加した培地による処理を含む、［９］に記載の製造方法。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図Ａ】Ｍｉｔｏ－ＦｅｒｒｏＧｒｅｅｎ反応後の各種細胞のフローサイトメーター解析
結果。高活性ＮＫ細胞は鉄の含有量が多く、Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ誘導が起こる可能性
が疑われる。
【図Ｂ】高活性ＮＫ細胞の、凍結解凍時の光学顕微鏡写。ＭＰ：Ｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎ
ｉｓｏｌｏｎｅ、Ｄｅｘ：Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ。高活性ＮＫ細胞な凍結融解でＶ
ｉａｂｉｌｉｔｙが顕著に低下することが確認された。
【図１】高活性ＮＫ細胞の解凍時のＶｉａｂｉｌｉｔｙ。解凍時にＰｌａｓｍａ－Ｌｙｔ
ｅ　Ａで希釈するとｖｉａｂｉｌｉｔｙが改善した。ただし、ＫＢＭ５０１培地にグルコ
ン酸を添加した場合は、改善は見られなかった。Ｌａｃｔｏ＝ラクトリンゲル
【図２】高活性ＮＫ細胞の解凍時のＶｉａｂｉｌｉｔｙ。解凍時にＰｌａｓｍａ－Ｌｙｔ
ｅ　Ａで希釈するとＶｉａｂｉｌｉｔｙが改善するが、４０％　Ｓｅｒｕｍ（ヒトＡＢ型
血清）を含むＰｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａで希釈するとＶｉａｂｉｌｉｔｙは悪化した。
【図３】高活性ＮＫ細胞の一定時間静置後の生細胞数およびｖｉａｎｉｌｉｔｙ（右）と
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細胞傷害活性（左）。Ｐｌａｓｍａ＝Ｐｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａ
【図４】高活性ＮＫ細胞の凍結前処理の影響。凍結前に４－ＰＢＡを添加したＫＢＭ５０
１で処理することにより、解凍時のＶｉａｂｉｌｉｔｙが改善された。
【図５】２時間前処理後、凍結、解凍した高活性ＮＫ細胞の回収率。凍結前に４－ＰＢＡ
またはＴＵＤＣＡを添加したＫＢＭ５０１培地で処理することにより、解凍時のＶｉａｂ
ｉｌｉｔｙが改善された。
【図６】２時間前処理後、凍結、解凍した高活性ＮＫ細胞の細胞傷害活性。解凍後の細胞
を懸濁する液をＰｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａとした場合、１時間および３時間の双方の時
点でＴＵＤＣＡ濃度依存的に細胞傷害活性の改善がみられた。
【図７－１】２時間前処理後、凍結、解凍した高活性ＮＫ細胞の細胞傷害活性。前処理時
のＴＵＤＣＡの濃度幅を広げて行った。ＴａｒｇｅｔはＫ５６２細胞であり、Ｅ：Ｔ＝２
：１、２時間の条件で行った。ＮＫ細胞の細胞数は凍結前カウントに基づいて算出した。
各グラフとも、１．解凍直後、２．Ｐｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａ　１時間、３．Ｐｌａｓ
ｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａ　３時間、４．Ｐｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａ　１時間　＋　ＫＢＭ５
０１　２時間
【図７－２】解凍後の高活性ＮＫ細胞を用いた固形腫瘍モデルでの評価（３Ｄ　ｋｉｌｌ
ｉｎｇ　ａｓｓａｙ）の結果。
【図８－１】７－ＡＤＤ染色後の細胞のフローサイトメーター解析。解凍後、所定の溶媒
で１０倍希釈し、室温で２時間（右）、または３７℃で３時間（左）インキュベートした
。
【図８－２】７－ＡＤＤ染色後の細胞のフローサイトメーター解析。回収時はＰＢＳで洗
浄するか（左）、またはＫＢＭ５０１培地で（右）で洗浄し、解凍後、所定の溶媒で１０
倍希釈し、３７℃で３時間インキュベートした。
【図８－３】７－ＡＤＤ染色後の細胞のフローサイトメーター解析。解凍後、様々な溶媒
で１０倍希釈し、３７℃で３時間インキュベートした。
【図８－４】７－ＡＤＤ染色後の細胞のフローサイトメーター解析。回収時はＰＢＳで洗
浄するか（左）、またはＫＢＭ５０１培地で（右）で洗浄し、解凍後、所定の溶媒で１０
倍希釈し、３７℃で３時間インキュベートした。
【図８－５】７－ＡＤＤ染色後の細胞のフローサイトメーター解析。回収時はＰＢＳで洗
浄するか（左）、またはＫＢＭ５０１培地で（右）で洗浄し、解凍後、所定の溶媒で１０
倍希釈し、３７℃で３時間インキュベートした。
【図９－１】洗浄・凍結・融解後の高活性ＮＫ細胞を、投与形態にて室温で０～４時間静
置した際のＶｉａｂｉｌｉｔｙ推移（Ａ）、細胞傷害活性（Ｂ）：Ｔａｒｇｅｔ＝Ｋ５６
２，Ｅ：Ｔ＝１：２～４：１，２時間、細胞傷害活性（Ｃ）：Ｔａｒｇｅｔ＝Ｋ５６２，
Ｅ：Ｔ＝１：１，２～８時間。
【図９－２】洗浄・凍結・融解後の高活性ＮＫ細胞の細胞傷害活性。投与形態にて各時間
、室温で静置した。Ｔａｒｇｅｔ＝Ｋ５６２、Ｅ：Ｔ＝１：１、２時間
【図１０】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。ＫＢＭ５０１培地またはＰＢＳ洗浄・凍結後の高活
性ＮＫ細胞を、室温で解凍し、希釈操作を行わずに各時間室温で静置し、その後ＫＢＭ５
０１培地またはＰｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａで１０倍希釈し、７－ＡＡＤによる染色を行
い、ＦｌｏｗＪｏソフトウェアで解析した（左）。ＫＢＭ５０１培地またはＰＢＳ洗浄・
凍結後の高活性ＮＫ細胞を、３７℃で解凍後、希釈操作を行わずに各時間室温で静置し、
その後ＫＢＭ５０１培地またはＰｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａで１０倍希釈し、７－ＡＡＤ
による染色を行い、ＦｌｏｗＪｏソフトウェアで解析した（右）。
【図１１】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。ＫＢＭ５０１培地またはＰＢＳ洗浄・凍結後の高活
性ＮＫ細胞を、３７℃で解凍し、ＫＢＭ５０１培地またはＰｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａで
１０倍希釈した後、室温で０～６時間静置し、その後７－ＡＡＤによる染色を行い、Ｆｌ
ｏｗＪｏソフトウェアで解析した。
【図１２－１】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。滅菌蒸留水で段階希釈したＰｌａｓｍａ－Ｌｙ
ｔｅ　Ａでの希釈、および３７℃での静置による影響。各処理後の細胞を、７－ＡＡＤに
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よる染色を行い、ＦｌｏｗＪｏソフトウェアで解析した（以下の図において同じ）。
【図１２－２】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。生理食塩水で段階希釈したＰｌａｓｍａ－Ｌｙ
ｔｅ　Ａでの希釈、および室温または３７℃での静置による影響。
【図１２－３】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。生理食塩水で段階希釈したＰｌａｓｍａ－Ｌｙ
ｔｅ　Ａ、または生理食塩水での希釈、および室温または３７℃での静置による影響。
【図１２－４】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。各溶媒での希釈、および室温での静置による影
響。
【図１２－５】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。各溶媒での希釈、および３７℃での静置による
影響。
【図１２－６】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。回収時にＰＢＳで洗浄した場合の、各溶媒での
希釈、および室温での静置による影響。
【図１２－７】Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ推移。回収時にＰＢＳで洗浄した場合の、各溶媒での
希釈、および３７℃での静置による影響。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　本発明に関し、ｍＭは、特に記載した場合を除き、ｍｍｏｌ／Ｌと同じ意味で用いてい
る。数値範囲をｘ～ｙで表すとき、その範囲は両端の値ｘおよびｙを含む。
【００１２】
　本発明は、高い細胞傷害活性を有する細胞の凍結保存方法に関する。
［適用できる細胞］
　本発明は、種々の細胞に適用することができる。本発明が好ましく適用できる細胞の一
つは、体外で何らかのサイトカインを用いることによる活性化操作を経た細胞であり、こ
のような細胞には、細胞傷害活性の高いＮＫ細胞（高活性ＮＫ細胞）等が含まれる。活性
化操作は、典型的にはインターロイキン（ＩＬ）－２を含む培地を用いて細胞をインキュ
ベートすることに拠る。
【００１３】
　一般に、ＮＫ細胞とは、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）、Ｔ細胞普遍的マーカーであるＣＤ３
、および膜免疫グロブリンであるＢ細胞受容体を発現していない大型の顆粒性リンパ球で
あり、通常ヒトではＣＤ１６陽性であり、かつＣＤ５６陽性である。ＮＫ細胞であるか否
かは、当業者であれば、細胞表面マーカーの発現パターン等に基づき容易に判断すること
ができる。ＮＫ細胞は、細胞傷害活性を有し、この細胞傷害活性の有無や程度は、公知の
種々の方法で測定することができる。ＮＫ細胞は、末梢血ＮＫ細胞、臍帯血ＮＫ細胞、初
代ＮＫ細胞、培養ＮＫ細胞、高活性ＮＫ細胞を包含しうる。
【００１４】
（原材料）
　本発明が好ましく適用できる高活性ＮＫ細胞等の原材料は、末梢血、臍帯血、骨髄およ
び／またはリンパ節、アフェレーシス法により採取された血液（アフェレーシス血液）で
あってよい。また原材料は、胚性幹細胞、成体幹細胞および人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞
からなるグループから選択されるいずれかの幹細胞由来の造血幹細胞、臍帯血由来の造血
幹細胞、末梢血由来の造血幹細胞、骨髄血由来の造血幹細胞、臍帯血単核球、末梢血単核
球からなる群から選択される少なくとも１種類の細胞から調製されたものであってもよい
。原材料のドナーは、高活性ＮＫ細胞等による免疫治療を受ける患者自身、該患者の近縁
者、または患者とは血縁関係のない健常者である場合がある。ドナーは複数であってもよ
い。
【００１５】
（培地）
　高活性ＮＫ細胞等を培養するために用いる培地は、ＫＢＭ５０１培地（コージンバイオ
株式会社。ＩＬ－２を１，７５０ＪＲＵ／ｍＬ含む。）、コスメディウム００８（コスモ
バイオ。ＩＬ－２を１，７５０ＪＲＵ／ｍＬ含む。）、ＦＫＣＭ１０１（フコク。ＩＬ－
２不含、またはＩＬ－２を１７５ＩＵ／ｍＬ含む。）、ＣｅｌｌＧｒｏ　ＳＣＧＭ培地（
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セルジェニックス、岩井化学薬品株式会社）、Ｘ－ＶＩＶＯ１５培地（ロンザ、タカラバ
イオ株式会社）、Ｇｉｂｃｏ（登録商標）　ＣＴＳ（登録商標）　ＡＩＭ　Ｖ（登録商標
）　Ｍｅｄｉｕｍ（サーモフィッシャーサイエンティフィック。Ｔ細胞および樹状細胞を
増殖・操作するための既知組成の無血清培地）、ＣＴＳ　ＯｐＴｍｉｚｅｒ　Ｔ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｅｘｐａｎｓｉｏｎ　Ｂａｓａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ（サーモフィッシャーサイエンティ
フィック。ヒトＴリンパ球の成長および増殖用）、ＩＭＤＭ、ＭＥＭ、ＤＭＥＭ、ＲＰＭ
Ｉ－１６４０等を含むが、これらに限定されない。好ましい例は、ＫＢＭ５０１培地、Ｆ
ＫＣＭ１０１またはコスメディウム００８である。なお、本発明に関し、細胞について培
養（する）というときは、特に記載した場合を除き、細胞の生存維持、細胞の増幅、およ
び細胞の活性化からなる群より選択されるいずれかの目的のために細胞を一定時間、培地
またはそれに準じた液の中で維持することをいう。処理を特定の温度で一定時間行う場合
に、インキュベート（する）ということがある。
【００１６】
　培地には、ＩＬ－２が、本発明の目的を達成できる濃度で添加される場合がある。ＩＬ
－２の濃度は、２５００ＩＵ／ｍＬ～２８１３ＩＵ／ｍＬの場合がある。ＩＬ－２は、ヒ
トのアミノ酸配列を有することが好ましく、安全上、組換えＤＮＡ技術で生産されること
が好ましい。ＩＬ－２の濃度は、国内標準単位（ＪＲＵ）および国際単位（ＩＵ）で示さ
れる場合がある。１ＩＵが約０．６２２ＪＲＵであるから、既存の培地の１７５０ＪＲＵ
／ｍＬは、約２８１３ＩＵ／ｍＬに相当する。
【００１７】
　上述したＩＬ－２と同時にまたはＩＬ－２に代えて、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、および
ＩＬ－１８からなる群より選択されるいずれかが本発明の目的を達成できる濃度で添加さ
れる場合がある（非特許文献２：Leong JＷ et al. Biol Blood Marrow Transplant 20 (
2014) 463-473）。各々の濃度は、他のサイトカインの有無や濃度に関わらず、１ｐｇ／
ｍＬ～１μｇ／ｍＬの場合がある。ＩＬ－２は、ヒトのアミノ酸配列を有することが好ま
しく、安全上、組換えＤＮＡ技術で生産されることが好ましい。
【００１８】
　培地には、被験者の自家血清、ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ社その他から入手可能なヒト
ＡＢ型血清や、日本赤十字社から入手可能な献血ヒト血清アルブミンが添加される場合が
ある。自家血清およびヒトＡＢ型血清は１ないし１０％の濃度で添加されることが好まし
く、献血ヒト血清アルブミンは１ないし１０％の濃度で添加されることが好ましい。血清
とともに、または血清の代わりに、ヒト血小板溶解物（Ｈｕｍａｎ　ｐｌａｔｅｌｅｔ　
ｌｙｓａｔｅ：ＨＰＬ）を添加してもよい。ＨＰＬは市販されており、ＵｌｔｒａＧＲＯ
ＴＭシリーズ（ＡｖｅｎｔａＣｅｌｌ　ＢｉｏＭｅｄｉｃａｌ社）等が販売されている。
ＨＰＬを用いる場合には培地にはさらにヘパリンナトリウムを添加してもよい。
【００１９】
　培地には、ＮＫ細胞の培養効果を損なわないことを条件として、適切なタンパク質、サ
イトカイン、抗体、化合物その他の成分が含まれる場合がある。サイトカインは、上述し
たＩＬ－２、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、およびＩＬ－１８のほか、ＩＬ－３、ＩＬ－７、
ＩＬ－２１、幹細胞因子（ＳＣＦ）、および／または、ＦＭＳ様チロシンキナーゼ３リガ
ンド（Ｆｌｔ３Ｌ）の場合がある。これらはいずれも、ヒトのアミノ酸配列を有すること
が好ましく、安全上、組換えＤＮＡ技術で生産されることが好ましい。
【００２０】
　培地は、無血清培地であることが好ましい。無血清培地は、血清アルブミン、トランス
フェリン、およびインスリンを含んでいることが好ましい。リンパ球を培養するための無
血清培地が開発、市販されており、本発明においてそれらを利用することができる。無血
清培地の好ましい例の一つは、基礎培地に、ヒトＴ　細胞の増殖をサポートする組成とし
て市販されているＣＴＳ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｃｅｌｌ　ＳＲ（サーモフィッシャーサイエン
ティフィック）を添加したものである。
【００２１】



(8) JP 2021-136883 A 2021.9.16

10

20

30

40

50

　培地の交換または補充は、目的とする培養効果が得られることを条件として、培養開始
後いつ行われてもかまわないが、３～５日毎が好ましい。
【００２２】
　培養の際に用いる培養容器は、商業的に入手可能なディッシュ、フラスコ、プレート、
マルチウェルプレートを含むが、これらに限定されない。培養条件は、ＮＫ細胞の培養効
果を損なわないことを条件として特に限定されないが、３７°Ｃ、５％ＣＯ2および飽和
水蒸気雰囲気下の培養条件が一般的である。培養期間は、目的とする培養効果が得られる
ことを条件として、特に限定されない。
【００２３】
　本発明が好ましく適用できる高活性ＮＫ細胞等には、下記の［１］、［２］、［３］お
よび［４］が含まれる。
【００２４】
［１］　下記（１）および（２）の特徴を備えるＮＫ細胞：
（１）ＣＤ１６陽性、ＣＤ５６高発現性、かつＣＤ５７陰性である。
（２）ＮＫＧ２Ｃ陽性、ＮＫＧ２Ａ陰性～低発現性、およびＣＤ９４陽性である。
【００２５】
　［１］の高活性ＮＫ細胞は、ＣＤ１６高発現性であってもよい。また［１］の高活性Ｎ
Ｋ細胞は、ＣＤ１６高発現性であるか否かにかかわらず、さらに下記の特徴を備えていて
もよい。
（３）該ＮＫ細胞をエフェクター細胞（Ｅ）とし、Ｋ５６２細胞を標的細胞（Ｔ）として
混合比（Ｅ：Ｔ）１：１で共培養した場合の細胞傷害活性が５０％以上である。
【００２６】
　［１］の高活性ＮＫ細胞は、下記のように表すこともできる：
　健常人由来末梢血単核球から、ＣＤ３ビーズ（例えば、ＣｌｉｎｉＭＡＣＳ　ＣＤ３，
　ミルテニーバイオテク社，　カタログ番号１３０－０１７－６０１）、ＬＤカラム（例
えば、ミルテニーバイオテク，カタログ番号１３０－０４２－９０１）および分離バッフ
ァー（例えば、０．５％ヒトＡＢ型血清（非働化処理したもの）、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含
むＰＢＳ）を用いてＣＤ３陽性細胞を除去した細胞集団を、適切な培地（例えば、５％ヒ
トＡＢ型血清（非働化処理したもの）を添加したコスメディウム００８）で１４日間培養
して得られ、下記（１）および（３）の特徴を備えるＮＫ細胞：
（１）ＣＤ１６陽性、ＣＤ５６高発現性、かつＣＤ５７陰性である。
（３）該ＮＫ細胞をエフェクター細胞（Ｅ）とし、Ｋ５６２細胞を標的細胞（Ｔ）として
混合比（Ｅ：Ｔ）１：１で共培養した場合の細胞傷害活性が５０％以上である。
【００２７】
［１］の高活性ＮＫ細胞の特徴の詳細や、より具体的な製造方法は、特開２０１８－１９
３３０３を参照することができる。
【００２８】
［２］　下記の細胞：
　ＣＣＲ５陽性、ＣＣＲ６陽性およびＣＸＣＲ３陽性であり且つＣＤ３陰性である細胞。
【００２９】
　［２］の細胞は、更にＣＤ１１ｃ高発現性であってもよい。
【００３０】
　［２］の細胞は、下記のように表すこともできる：
　ＣＣＲ５陽性、ＣＣＲ６陽性、ＣＸＣＲ３陽性、Ｉｎｔｅｇｒｉｎ　α１陽性、Ｉｎｔ
ｅｇｒｉｎ　α３陽性およびＩｎｔｅｇｒｉｎ　β３陰性であり且つＣＤ３陰性である細
胞。あるいは、ＣＣＲ５陽性、ＣＣＲ６陽性、ＣＸＣＲ３陽性、ＣＤ１１ａ高発現性およ
びＣＤ１１ｃ高発現性であり且つＣＤ３陰性であり、高発現性は、末梢血から得た、実質
的な培養を行なっていないＮＫ細胞の集団における発現との比較により判断される、細胞
。
【００３１】
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　［２］の細胞は、本発明者らの検討によると、腫瘍塊を形成した固形がんに対し、極め
て高い細胞傷害活性を示す。［２］の細胞の特徴の詳細や、より具体的な製造方法は、特
開２０１９－１７０１７６を参照することができる。
【００３２】
［３］　下記の方法で得られうる、高活性ＮＫ細胞：
　新鮮末梢血から、または凍結アフェレーシス血液から得た単核球にＣＤ３　ｂｅａｄｓ
　（例えば、ＣｌｉｎｉＭＡＣＳ　ＣＤ３，ミルテニーバイオテク，１３０－０１７－６
０１（１ｘ１０7細胞あたり５μＬ））、および凍結アフェレーシス血液を使用した場合
はさらにＣＤ３４　ｂｅａｄｓ（例えば、ＣｌｉｎｉＭＡＣＳ　ＣＤ３４，ミルテニーバ
イオテク，１３０－０１７－５０１（１ｘ１０7細胞あたり２．５μＬ））を添加・懸濁
し、４℃，１５分間インキュベート後、分離バッファー（例えば、０．５％ヒトＡＢ型血
清（５６℃で３０分の非働化処理したもの）、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含むＰＢＳ）を加えて
よく懸濁し、遠心する。上清を除去し、ＬＤカラム（例えば、ミルテニーバイオテク，１
３０－０４２－９０１）１カラムあたり最大１ｘ１０8ｃｅｌｌｓまでの細胞数となるよ
うに０．５ｍＬの分離バッファーに懸濁する。分離バッファー２ｍＬをあらかじめ添加し
たのち、ＬＤカラムに細胞懸濁液を添加して、ＬＤカラムからの溶出液を回収した。さら
に分離バッファー１ｍＬをＬＤカラムに添加し、溶出液を回収する。回収した液の遠心分
離を行い、上清を除去後、末梢血を使用した場合は５ｘ１０5ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、凍結ア
フェレーシス血液を使用した場合は１ｘ１０6ｃｅｌｌｓ／ｍＬとなるように適切な培地
（例えば、５％ヒトＡＢ型血清（５６℃で３０分の非働化処理したもの）あるいは５％Ｕ
ｌｔｒａＧＲＯ（ＡｖｅｎｔａＣｅｌｌ、ＨＰＣＰＬＣＲＬ１０）に２Ｕ／ｍＬヘパリン
ナトリウムを添加したもの、のいずれか一方を含むＫＢＭ５０１培地）に細胞を懸濁し、
適宜培地交換しながら、１４日目まで培養する。
【００３３】
　［３］の高活性ＮＫ細胞の、具体的な製造方法は、本明細書の実施例の項を参照するこ
とができる。
【００３４】
［４］　［１］～［３］の細胞を得るに際し、ＩＬ－２と同時にまたはＩＬ－２に代えて
、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、およびＩＬ－１８からなる群より選択されるいずれかが本発
明の目的を達成できる濃度で添加し、培養することにより得られる細胞。このような細胞
の具体的な製造方法は、前掲非特許文献２を参照することができる。
【００３５】
　なお以下では、本発明を、高活性ＮＫ細胞を用いる場合を例に説明することがあるが、
当業者であればその説明に準じて、本発明を、他の、体外で何らかのサイトカインを用い
ることによる活性化操作を経た細胞を用いる場合についても理解できる。
【００３６】
（細胞傷害活性）
　本発明に関し、高活性ＮＫ細胞等について、活性または細胞傷害活性というときは、特
に記載した場合を除き、対象細胞（エフェクター細胞、Ｅ）の標的細胞（Ｔ）に対する溶
解能を指す。細胞傷害活性は、エフェクター細胞により死に至った標的細胞の百分率（％
）で表すことができ、次式により求められる。
【００３７】
（エフェクター細胞と共培養した場合の細胞死－自然細胞死(陰性コントロール)）／（最
大細胞死(陽性コントロール)－自然細胞死(陰性コントロール)）×１００
【００３８】
　細胞傷害活性の測定に際しては、一般的には、エフェクター細胞の細胞傷害活性の程度
等に応じ、エフェクター細胞と標的細胞の混合比（Ｅ：Ｔ）、エフェクター細胞と標的細
胞の共培養の時間は、用いる細胞の種類や活性の強さに応じて適宜とすることができる。
ＮＫ細胞をエフェクター細胞とするとき、標的細胞は、Ｋ５６２細胞、急性骨髄性白血病
細胞、慢性骨髄性白血病細胞の場合があるが、これらに限定されない。エフェクター細胞
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と標的細胞、生細胞と死細胞は、放射性物質、蛍光色素等で標識した抗体等の試薬により
、区別し、また定量することができる。ＮＫ細胞をエフェクター細胞とするときの細胞傷
害活性は、例えばＫ５６２細胞を標的細胞とし、Ｅ：Ｔ＝１：０．０５～１０、好ましく
は１：０．１～５とし、インキュベート時間を０．５～１８時間、好ましくは１～１２時
間の条件で測定することができる。
【００３９】
　本発明に関し、ＮＫ細胞等の活性が高いというときは、特に記載した場合を除き、標的
細胞をＫ５６２細胞とし、Ｅ：Ｔ＝２：１で混合し、１～３時間、より特定すると２時間
、共培養した場合の細胞傷害活性が５０％以上であることをいう。活性は、６０％以上で
あることが好ましく、７０％以上であることがより好ましい。
【００４０】
［回収］
　本発明においては、後述する凍結工程に先立ち、凍結すべき高活性ＮＫ細胞等を培養系
から回収する。回収は、遠心分離して培地と細胞を分離することにより行うことができる
。必要に応じ、培養系に適切な濃度のＥＤＴＡを加え、接着した細胞を培養容器表面から
剥離してもよい。また、培地をしたあとの培養容器表面を適切な溶液で洗浄して、残った
細胞を得てもよい。得られた細胞は、必要に応じ、適切な溶液で洗浄し、適切な溶液に懸
濁する。
【００４１】
　回収工程においては、細胞の剥離や洗浄のために、培地、等張液、緩衝液等の溶液を用
いることができる。使用可能な培地の例として、ＫＢＭ５０１培地、コスメディウム００
８、ＦＫＣＭ１０１、ＣｅｌｌＧｒｏ　ＳＣＧＭ培地、Ｘ－ＶＩＶＯ１５培地、Ｇｉｂｃ
ｏ（登録商標）ＣＴＳ（登録商標）ＡＩＭ　Ｖ（登録商標）Ｍｅｄｉｕｍ、ＣＴＳ　Ｏｐ
Ｔｍｉｚｅｒ　Ｔ　Ｃｅｌｌ　Ｅｘｐａｎｓｉｏｎ　Ｂａｓａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ、ＩＭＤ
Ｍ、ＭＥＭ、ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ－１６４０が挙げられる。等張液とは、体液（血漿）の
浸透圧（２８５±５ｍＯｓｍ／Ｌ）とほぼ等しい浸透圧をもつ液をいい、本発明に関して
は、浸透圧が２８５±１３ｍＯｓｍ／Ｌである液をいう。例えば、Ｐｌａｓｍａ－Ｌｙｔ
ｅ　Ａの浸透圧は、２９４ｍＯｓｍ／Ｌであり、ＰＢＳ（－）の浸透圧は、２８０±４ｍ
Ｏｓｍ／Ｌ（氷点降下法）である。使用可能な等張液の例として、Ｐｌａｓｍａ－Ｌｙｔ
ｅ　Ａ（Ｂａｘｔｅｒ）、生理食塩水、リンゲル液（乳酸リンゲル液、酢酸リンゲル液、
重炭酸リンゲル液等）、５％グルコース水溶液が挙げられる。使用可能な緩衝液の例とし
て、リン酸緩衝生理食塩水（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ：Ｐ
ＢＳ）、Ｔｒｉｓ塩酸緩衝液、Ｔｒｉｓ酢酸緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝液が挙げられる。
【００４２】
　回収工程において用いる溶液の好ましい例の一つは培地であり、より好ましくはヒトリ
ンパ球培養用培地である。ヒトリンパ球培養用培地は、ヒト血清アルブミン、ヒトトラン
スフェリン、組換え型ヒトインスリン、および組換え型ヒトＩＬ－２を含んでいてもよい
。このような培地の好ましい例は、ＫＢＭ５０１培地、ＦＫＣＭ１０１またはコスメディ
ウム００８である。ＫＢＭ５０１培地は、ヒト血清アルブミン、ヒトトランスフェリン、
組換え型ヒトインスリン、組換え型ヒトＩＬ－２を含み、それ以外のタンパク質は含まな
い。また、ＫＢＭ５０１培地は、抗生物質（カナマイシン）、ＮａＨＣＯ3、Ｌ－Ｇｌｕ
ｔａｍｉｎｅ、ｐＨ調整剤を含む。
【００４３】
　回収工程において、ＰＢＳ（－）を用いると、解凍時の細胞の生存率が低下し、好まし
くない場合がある。ＰＢＳ（－）は、典型的には、塩化ナトリウム１３６．９ｍＭ、塩化
カリウム２．６８ｍＭ、リン酸水素二ナトリウム８．１ｍＭ、リン酸水素カリウム１．４
７ｍＭを含む。
【００４４】
［前処理］
　本発明においては、後述する凍結工程に先立ち、凍結すべき高活性ＮＫ細胞等を前処理
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してもよい。前処理とは、回収した細胞を添加剤を含む溶液に懸濁することである。前処
理は、添加剤を含む溶液で回収することを含む。
【００４５】
　前処理に用いる添加剤としては、胆汁酸およびフェニル酪酸からなる群より選択される
いずれかを用いることができる。胆汁酸の例は、タウロウルソデオキシコール酸（ＴＵＤ
ＣＡ）、ウルソデオキシコール酸（ＵＤＣＡ）、ケノデオキシコール酸、コール酸、ヒオ
デオキシコール酸、デオキシコール酸、７－オキソリトコール酸、リトコール酸、ヨード
デオキシコール酸、イオコール酸、タウロケノデオキシコール酸、タウロデオキシコール
酸、グリコウルソデオキシコール酸、タウロコール酸、グリココール酸またはその類似体
、誘導体である。フェニル酪酸の例は、４－フェニル酪酸（４－ＰＢＡ）、グルセリル（
トリ－４－ＰＢＡ）、フェニル酢酸、２－ＰＯＡＡ－ＯＭｅ、２－ＰＯＡＡ－ＮＯ２、２
－ＮＯＡＡまたはその薬学的に許容される、塩、類似体、誘導体もしくはプロドラッグで
ある。前処理に用いる添加剤の特に好ましい例は、ＴＵＤＣＡおよび４－ＰＢＡからなる
群より選択されるいずれかである。
【００４６】
　前処理のための添加剤として胆汁酸を用いる場合は、濃度は適宜としうるが、好ましく
は１００～５０００μＭであり、より好ましくは２００～２５００μＭであり、さらに好
ましくは４００～１０００μＭである。このような範囲は、ＴＵＤＣＡを用いる場合に特
に適している。前処理のための添加剤としてフェニル酪酸を用いる場合、濃度は適宜とし
うるが、好ましくは１～１０００μＭであり、より好ましくは５～５００μＭであり、さ
らに好ましくは１０～１００μＭである。このような範囲は４－ＰＢＡを用いる場合に特
に適している。
【００４７】
　前処理のための添加剤の他の例は、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）である。濃度は
適宜としうるが、好ましくは０．５～１５％であり、より好ましくは１～１２．５％であ
り、さらに好ましくは２～１０％である。
【００４８】
　前処理のための溶液は、回収の際に用いる溶液と同様、培地、等張液、緩衝液等の溶液
であり得る。前処理において用いる溶液の好ましい例の一つは培地であり、より好ましく
はヒトリンパ球培養用培地であり、さらに好ましくはＫＢＭ５０１培地、ＦＫＣＭ１０１
またはコスメディウム００８である。前処理に用いる培地はまた、ヒト血清アルブミン、
ヒトトランスフェリン、組換え型ヒトインスリン、および組換え型ヒトＩＬ－２を含んで
いてもよく、抗生物質（カナマイシン）、ＮａＨＣＯ3、Ｌ－Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ、ｐＨ
調整剤を含んでいてもよい。
【００４９】
　前処理のための時間は、特に限定されない。前処理のために細胞を懸濁した後数分～数
時間、例えば５分～４時間、より好ましくは３０分～３時間、懸濁液を静置してもよい。
静置は環境温度（例えば１～３０℃、典型的には１５～２５℃で行ってもよく、ＣＯ2イ
ンキュベーター中（例えば３６～４２℃、典型的には３７℃）で行ってもよい。
【００５０】
　前処理の際の細胞密度は適宜とすることができるが、細胞の維持に適した細胞密度とす
るとよい。具体的には、１ｘ１０5～１ｘ１０7ｃｅｌｌｓ／ｍＬであり、好ましくは２ｘ
１０5～５ｘ１０6ｃｅｌｌｓ／ｍＬであり、より好ましくは５ｘ１０5～２ｘ１０6ｃｅｌ
ｌｓ／ｍＬである。
【００５１】
　特に好ましい態様において、前処理は、ＴＵＤＣＡを４００～１０００μＭ、または４
－ＰＢＡを１０～１００μＭ添加したＫＢＭ５０１培地、ＦＫＣＭ１０１またはコスメデ
ィウム００８に、細胞密度が５ｘ１０5～２ｘ１０6ｃｅｌｌｓ／ｍＬとなるように懸濁す
ることである。このとき、３７℃、５％　ＣＯ2下で３０分～３時間インキュベートする
とよい。
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【００５２】
　本発明において前処理は必須ではないが、高活性ＮＫ細胞等を凍結前に４－ＰＢＡまた
はＴＵＤＣＡを添加したＫＢＭ５０１培地で前処理することにより、前処理しなかった場
合に比較して、細胞を解凍した際の生存率（回収率ということもできる）が改善され得る
。
【００５３】
［凍結］
　本発明においては、回収され、好ましくは前処理された細胞は、通常の手順によって、
凍結される。具体的には、必要に応じ細胞数や生存率を確認し、遠心分離して上清を除去
した後、適切な細胞密度になるように凍結保存液に細胞を懸濁する。細胞懸濁液を凍結保
存用の容器に分注した後、－８０℃のディープフリーザーで凍結し、保存する。必要に応
じ、液体窒素タンクで凍結保存する。
【００５４】
　本発明において用いることのできる凍結保存液は、ナトリウム塩、カリウム塩、糖類、
炭酸水素塩、炭酸塩、および凍害保護剤を含有しうる。
【００５５】
　使用可能なナトリウム塩は、溶媒に溶解した際にナトリウムイオンを生じるものであれ
ば特に限定はなく、オキソ酸塩、ハロゲン化物、酸化物、水酸化物、無機塩または有機酸
塩等であり得る。ナトリウム塩は、１種類または複数種類を組み合わせてもよい。本発明
において、１種類としては塩化ナトリウムが、複数種類としては塩化ナトリウムおよびク
エン酸ナトリウムが好適に使用される。ナトリウム塩含有量は特に限定されないが、凍結
保存液に含まれる全ナトリウムイオンの終濃度として、好ましくは０．０１～５０００ｍ
Ｍであり、より好ましくは０．１～１０００ｍＭであり、さらに好ましくは１～３００ｍ
Ｍである。
【００５６】
　使用可能なカリウム塩は、溶媒に溶解した際にカリウムイオンを生じるものであれば特
に限定はなく、オキソ酸塩、ハロゲン化物、酸化物、水酸化物、無機塩または有機酸塩等
であり得る。カリウム塩は、１種類または複数種類を組み合わせてもよい。本発明におい
て、塩化カリウムが好適に使用される。カリウム塩含有量は特に限定されないが、凍結保
存液に含まれる全カリウムイオンの終濃度として、好ましくは０．０１～５０００ｍＭで
あり、より好ましくは０．１～１０００ｍＭであり、さらに好ましくは１～１００ｍＭで
ある。
【００５７】
　　使用可能な炭酸水素塩は、溶媒に溶解した際に炭酸水素イオンを生じるものであれば
特に限定はなく、種々の陽イオンとの塩を用いることができる。例えば、炭酸水素アンモ
ニウム、炭酸水素カリウム、炭酸水素カルシウム、炭酸水素ナトリウム、炭酸水素マグネ
シウム等が挙げられる。使用可能な炭酸塩は、溶媒に溶解した際に炭酸イオンを生じるも
のであれば特に限定はなく、種々の陽イオンとの塩を用いることができる。例えば、炭酸
アンモニウム、炭酸カリウム、炭酸カルシウム、炭酸ナトリウム、炭酸バリウム、炭酸マ
グネシウム等が挙げられる。これら炭酸水素塩および／または炭酸塩は、１種類または複
数種類を組み合わせてもよい。本発明において、炭酸水素ナトリウムが好適に使用される
。炭酸水素塩および／または炭酸塩の含有量は特に限定されないが、凍結保存液に含まれ
る炭酸水素イオンと炭酸イオンの合計の終濃度として、好ましくは０．０１～１０００ｍ
Ｍであり、より好ましくは０．１～５００ｍＭであり、さらに好ましくは１～１００ｍＭ
である。
【００５８】
　凍結保存液におけるナトリウムイオンとカリウムイオンの濃度比（ナトリウムイオン／
カリウムイオン）は、好ましくは１／１０００～１０００／１、より好ましくは１／１０
０～１００／１、さらに好ましくは１／１０～１００／１、さらに好ましくは１／１～１
００／１、さらに好ましくは１０／１～５０／１である。
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【００５９】
　使用可能な糖類は、単糖、オリゴ糖または糖アルコールであり、例えば、単糖としては
グルコース、ガラクトース、フルクトース、マンノース、キシロース、アラビノース、オ
リゴ糖としてはトレハロース、スクロース、マルトース、ラクトース、セロビオース、糖
アルコールとしてはキシリトール、ソルビトール等が挙げられる。これらの糖類は、１種
類または複数種類を組み合わせてもよいが、本発明においては好ましくは、グルコース、
ガラクトース、フルクトース、マンノース、キシロース、およびアラビノースからなる群
より選択される少なくとも１種類の糖類であり、より好ましくはグルコースである。糖類
の含有量は、凍結保存液中、好ましくは０．０１～１００ｇ／Ｌ、より好ましくは０．１
～１００ｇ／Ｌ、さらに好ましくは０．２５～５０ｇ／Ｌである。
【００６０】
　使用可能な凍害保護剤の例として、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、ハイドロキシ
エチルスターチ（ＨＥＳ）、エチレングリコール、グリセロール等が挙げられる。凍害保
護剤は、１種類または複数種類を組み合わせてもよい。本発明において、ＤＭＳＯおよび
ハイドロキシエチルスターチからなる群より選択されるいずれかが好適に使用される。凍
害保護剤としてＤＭＳＯおよびハイドロキシエチルスターチを併用する場合、総含有量は
前記範囲内に含まれることが好ましく、かつそれぞれの濃度が、ＤＭＳＯ濃度は、好まし
くは０．０１～５０％、より好ましくは１～３０％、さらに好ましくは２～１５％であり
、ハイドロキシエチルスターチ濃度は、好ましくは０．０１～５０％、より好ましくは１
～３０％、さらに好ましくは２～１５％である。
【００６１】
　本発明の好適な態様においては、上記の本発明の細胞の凍結保存方法に使用される溶液
の必須の成分に加えて、タンパク質、マグネシウム塩およびカルシウム塩からなる群より
選択される成分をさらに含有させてもよい。使用可能なタンパク質は、具体的には、血清
アルブミン、血清グロブリン等が挙げられる。また血清アルブミンとしては、ヒト血清ア
ルブミン、またはウシ血清アルブミンが挙げられる。本発明において、ヒト血清アルブミ
ンが好適である。タンパク質の含有量は、凍結保存液中、好ましくは０．０１～５０％、
より好ましくは１～３０％、さらに好ましくは２～１５％である。使用可能なマグネシウ
ム塩は、溶媒に溶解した際にマグネシウムイオンを生じるものであれば特に限定はなく、
オキソ酸塩、ハロゲン化物、酸化物、水酸化物、無機塩または有機酸塩等を用いることが
できる。マグネシウム塩は、１種類または複数種類を組み合わせてもよい。本発明におい
て、塩化マグネシウムが好適に使用される。マグネシウム塩含有量は特に限定されないが
、凍結保存液に含まれる全マグネシウムイオンの終濃度として、好ましくは０．０１～１
０ｍＭであり、より好ましくは０．１～５ｍＭである。使用可能なカルシウム塩は、溶媒
に溶解した際にカルシウムイオンを生じるものであれば特に限定はなく、オキソ酸塩、ハ
ロゲン化物、酸化物、水酸化物、無機塩または有機酸塩等を用いることができる。カルシ
ウム塩は、１種類または複数種類を組み合わせてもよい。本発明において、塩化カルシウ
ムが好適に使用される。カルシウム塩含有量は特に限定されないが、凍結保存液に含まれ
る全カルシウムイオンの終濃度として、好ましくは０．０１～１０ｍＭであり、より好ま
しくは０．１～５ｍＭである。また、凍結保存液には、上記の成分以外に、細胞への傷害
性のない物質、例えば、ビタミン類、アミノ酸類等をさらに含有させてもよい。また凍結
保存液は、上記の成分以外に、ｐＨ調整や緩衝作用を発揮する観点から、リン酸イオンを
含有してもよい。
【００６２】
　凍結保存液の浸透圧は凍結時に細胞に対して損傷を与えない範囲であることが望ましく
、凍結時に細胞への成分の浸透性を高めること、および氷晶形成阻害の観点から、例えば
５００～８０００ｍＯｓｍ／Ｌであり、１０００～７５００ｍＯｓｍ／Ｌであってもよく
、１５００～７０００ｍＯｓｍ／Ｌであってもよく、１８００～５０００ｍＯｓｍ／Ｌで
あってもよい。凍結保存液のｐＨは、細胞に対して損傷を与えない範囲であることが望ま
しく、例えば、３．０～１０．０であり、４．５～９．０であることがより好ましい。
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【００６３】
　本発明においては、市販の凍結保存用液を用いてもよい。使用可能な製品の例として、
細胞・組織用凍結保存液セルバンカーシリーズ（ＳＴＥＭ－ＣＥＬＬＢＡＮＫＥＲ（登録
商標））、より特定するとＳＴＥＭ－ＣＥＬＬＢＡＮＫＥＲ（ＺＥＮＯＡＱ、ＣＢ０４５
）挙げることができる。
【００６４】
　凍結の際の細胞は、対数増殖期にあるものであることが好ましい。
【００６５】
　凍結の際の細胞密度は適宜とすることができるが、具体的には、１ｘ１０6～２ｘ１０8

ｃｅｌｌｓ／ｍＬであり、好ましくは２ｘ１０6～１ｘ１０8ｃｅｌｌｓ／ｍＬであり、よ
り好ましくは１ｘ１０7～５ｘ１０7ｃｅｌｌｓ／ｍＬである。好ましい態様の一つにおい
ては、細胞は、５ｍＬの容量の容器に、４ｘ１０7ｃｅｌｌｓ／ｍＬで保存される。高活
性ＮＫ細胞の凍結出荷に際して高密度凍結が可能であることは、製品をよりコンパクトに
し、輸送コストの低減に資する。
【００６６】
［解凍］
　本発明においては、凍結保存された細胞は、種々の手順によって解凍できる。例えば、
細胞の入った凍結保存用の容器を３７℃の温浴などで、必要に応じ振りながら迅速に解凍
できる。あるいは、冷凍庫から取り出した後に積極的な加温をせず、室温に放置して自然
解凍できる。解凍後の細胞は適切な解凍時溶媒Ｉに混和する。必要に応じ、遠心分離を行
って上清を除去し、適量の解凍時溶媒ＩＩに懸濁し、培養や活性化処理を行うことができ
る。
【００６７】
（解凍時溶媒Ｉ）
　本発明においては、凍結保存のための液に懸濁して凍結した細胞を、解凍し、凍結保存
のための液とともに希釈する際に用いる溶液を、解凍時溶媒Ｉという。本発明により回収
し、必要に応じ前処理を行って凍結保存された細胞に対しては、解凍時溶媒Ｉとして種々
のものを用いうる。
【００６８】
　好ましい態様の一つにおいて、解凍時溶媒Ｉは、ナトリウム塩、カリウム塩、グルコン
酸塩、および酢酸塩を含有しうる。さらにマグネシウム塩を含んでいてもよい。
【００６９】
　解凍時溶媒Iに使用可能なナトリウム塩は、オキソ酸塩、ハロゲン化物、酸化物、水酸
化物、無機塩または有機酸塩等であり得る。ナトリウム塩は、１種類または複数種類を組
み合わせてもよい。解凍時溶媒Ｉは、好ましくは、塩化ナトリウム、グルコン酸ナトリウ
ム、および酢酸ナトリウムからなる群より選択されるいずれかを含み、より好ましくは、
塩化ナトリウム、グルコン酸ナトリウム、および酢酸ナトリウムを含む。解凍時溶媒Iの
ナトリウム塩の含有量は、全ナトリウムイオンの終濃度として、好ましくは１４．０～２
００ｍＭであり、より好ましくは２８．０～１８２ｍＭであり、さらに好ましくは７０．
０～１６８ｍＭである。あるいは、塩化ナトリウムとして、９．００～１０８ｍＭ、グル
コン酸ナトリウムとして２．３０～２７．７ｍＭ、酢酸ナトリウムとして、２．７０～３
２．５ｍＭ含むことが好ましい。
【００７０】
　解凍時溶媒Iに使用可能なカリウム塩は、オキソ酸塩、ハロゲン化物、酸化物、水酸化
物、無機塩または有機酸塩等であり得る。カリウム塩は、１種類または複数種類を組み合
わせてもよい。解凍時溶媒Ｉは、好ましくは、塩化カリウム、グルコン酸カリウム、およ
び酢酸カリウムからなる群より選択されるいずれかを含み、より好ましくは、塩化カリウ
ムを含む。解凍時溶媒Iのカリウム塩の含有量は、全カリウムイオンの終濃度として、好
ましくは０．５０～８．０ｍＭであり、より好ましくは１．０～７．０ｍＭであり、さら
に好ましくは２．５～６．０ｍＭである。あるいは、塩化カリウムとして、０．４９６～
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５．９６ｍＭ含むことが好ましい。
【００７１】
　解凍時溶媒Iに使用可能なグルコン酸塩は、溶媒に溶解した際にグルコン酸イオンを生
じるものであれば特に限定はなく、種々の陽イオンとの塩を用いることができる。例えば
、グルコン酸ナトリウム、グルコン酸カリウム等が挙げられる。解凍時溶媒Ｉは、好まし
くはグルコン酸ナトリウムを含む。解凍時溶媒Iのグルコン酸塩の含有量は、全グルコン
酸イオンの終濃度として、好ましくは２．３～３２．３ｍＭであり、より好ましくは４．
６～２９．９ｍＭであり、さらに好ましくは１２．５～２７．７ｍＭである。
【００７２】
　解凍時溶媒Iに使用可能な酢酸塩は、溶媒に溶解した際に酢酸イオンを生じるものであ
れば特に限定はなく、種々の陽イオンとの塩を用いることができる。例えば、酢酸ナトリ
ウム、酢酸カリウム等が挙げられる。解凍時溶媒Ｉは、好ましくは酢酸ナトリウムを含む
。解凍時溶媒Iの酢酸塩の含有量は、全酢酸イオンの終濃度として、好ましくは２．７～
３７．８ｍＭであり、より好ましくは５．４～３５．１ｍＭであり、さらに好ましくは１
３．５～３２．５ｍＭである。
【００７３】
　このような解凍時溶媒Ｉとして、市販の等張液を用いてもよい。使用可能な製品の例と
して、Ｐｌａｓｍａ－Ｌｙｔｅ　Ａ、およびそれを水で希釈した液を挙げることができる
。具体的には以下を含む液である。
・塩化ナトリウム　９．００ ～１０８ｍＭ
・グルコン酸ナトリウム　２．３０～２７．７ｍＭ
・酢酸ナトリウム　２．７０～３２．５ｍＭ
・塩化カリウム　０．４９６～５．９６ｍＭ
・塩化マグネシウム　０．１４８～１．７８ｍＭ
【００７４】
　別の好ましい態様において、解凍時溶媒Ｉは、ナトリウム塩のみを含有しうる。このよ
うな解凍時溶媒Iに使用可能なナトリウム塩は、オキソ酸塩、ハロゲン化物、酸化物、水
酸化物、無機塩または有機酸塩等であり得る。ナトリウム塩は、１種類または複数種類を
組み合わせてもよい。解凍時溶媒Ｉは、好ましくは、塩化ナトリウムのみを含む。解凍時
溶媒Iのナトリウム塩の含有量は、全ナトリウムイオンの終濃度として、好ましくは１５
．４～２１６ｍＭであり、より好ましくは３０．８～２００ｍＭであり、さらに好ましく
は７０．０～１８５ｍＭである。
【００７５】
　このような解凍時溶媒Ｉとして、生理食塩水またはそれを水で希釈した液を用いてもよ
い。
【００７６】
　凍結保存のための液とともに解凍時溶媒Iに懸濁された細胞は、そのまま投与に用いる
ことができる。投与に用いるとの観点からは、凍結保存のための液と解凍時溶媒Iとを混
合した後の、混合液が等張となる（体液とほぼ等しい浸透圧をもつ、具体的には２８５±
１３ｍＯｓｍ／Ｌである）ことが好ましい。凍結保存のための液は、好ましい態様におい
ては高張液（例えば、１５００～７０００ｍＯｓｍ／Ｌ）であるため、解凍時溶媒Iは浸
透圧の低い液であってもよい。当業者であれば、凍結保存のための液の解凍時溶媒Iによ
る希釈倍率を考慮し、解凍時溶媒Iの成分濃度を適宜決定できる。
【００７７】
　またここでの希釈倍率が高い（例えば１５倍以上）場合は、凍結保存のための液の組成
が混合液の浸透圧に与える影響が少ないといえるため、解凍時溶媒Iとしては、等張の液
用いることが好ましい。このような観点からは、解凍時溶媒Ｉは、具体的には以下を含む
液である。
・塩化ナトリウム　８５．５ ～９４．５ｍＭ
・グルコン酸ナトリウム　２１．８～２４．２ｍＭ
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・酢酸ナトリウム　２５．６～２８．５ｍＭ
・塩化カリウム　４．７１～５．２１ｍＭ
・塩化マグネシウム　１．４０～１．５５ｍＭ
　あるいは、解凍時溶媒Ｉは、具体的には以下を含む液である。
・塩化ナトリウム　１４６．３ ～１６１．７ｍＭ
【００７８】
　いずれの組成であっても、解凍時溶媒Ｉは、カルシウムイオンを０．４２３ｍＭ以上の
濃度で含まないことが好ましい。またいずれの組成であっても、解凍時溶媒Ｉは、グルコ
ースを５．５５ｍＭ以上の濃度で含まないことが好ましい。さらにいずれの組成であって
も、解凍時溶媒Ｉは、乳酸塩を２７．７ｍＭ以上の濃度で含まないことが好ましい。解凍
した細胞の生存率または細胞傷害活性が下がる場合があるからである。このような意味で
、ＲＰＭＩ培地、Ｈａｎｋｓ’Ｂａｌａｎｃｅｄ　Ｓａｌｔ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＨＢＳ
Ｓ）（＋）、および乳酸リンゲル液は、解凍時溶媒Ｉとして用いるには適さない場合があ
る。
【００７９】
　いずれの組成であっても、解凍時溶媒Ｉは、４０％以上の濃度では血清を含まないこと
が好ましく、血清を一切含まないことがより好ましい。血清を含むと、細胞の生存率が低
下する場合があるからである。
【００８０】
　解凍時溶媒Ｉに懸濁する際の細胞密度は適宜とすることができるが、細胞の維持に適し
た細胞密度とするとするか、または投与に適した細胞密度とするとよい。具体的には、１
ｘ１０5～１ｘ１０7ｃｅｌｌｓ／ｍＬであり、好ましくは２ｘ１０5～５ｘ１０6ｃｅｌｌ
ｓ／ｍＬであり、より好ましくは５ｘ１０5～２ｘ１０6ｃｅｌｌｓ／ｍＬである。
【００８１】
　解凍時溶媒Ｉ中で、細胞は比較的長時間維持できる。解凍時溶媒Ｉに細胞を懸濁した後
数分～数時間、例えば５分～６時間、より好ましくは３０分～４時間、懸濁液を静置して
もよい。静置は環境温度（例えば１～３０℃、典型的には１５～２５℃で行ってもよく、
ＣＯ2インキュベーター中（例えば３６～４２℃、典型的には３７℃）で行ってもよい。
【００８２】
（解凍時溶媒ＩＩ）
　本発明においては、解凍時溶媒Ｉを用いて凍結した細胞を解凍した後、さらに解凍時溶
媒ＩＩを用いて、細胞を培養し、または活性化することができる。本発明においては、解
凍時溶媒Ｉに懸濁した細胞を回収し、培養または活性化等のために再度懸濁するために用
いる溶液を、解凍時溶媒ＩＩという。解凍時溶媒ＩＩとしては、目的に応じ、種々のもの
を用いることができる。
【００８３】
［医薬組成物への利用］
　本発明は、適切な方法で回収され、必要に応じ前処理され、凍結保存された高活性ＮＫ
細胞等を含む、医薬組成物を提供する。
【００８４】
　本発明により提供される医薬組成物は、高活性ＮＫ細胞等に感受性を有するさまざまな
疾患の治療および／または予防に適用することができる。このような疾患の例は、がん、
または感染症であり、具体的には、皮膚がん、口腔がん、胆嚢がん、胆管がん、肺がん、
肝臓がん、胃がん、大腸がん、膵臓がん、腎臓がん、卵巣がん、膀胱がん、前立腺がん、
神経芽腫、白血病や、ウイルス、細菌等による感染症を含むが、これらに限定されない。
なお、本発明者らは、本願の方法で凍結・解凍された細胞を用いて、無治療では30日以内
に死滅する大腸がんモデル動物に対する効果を確認している。
【００８５】
　本発明の医薬組成物による細胞療法は、単独か、あるいは外科療法、化学療法、放射線
療法、抗体医薬品等と組み合わせて実施される場合がある。
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【００８６】
　本発明により提供される医薬組成物の一態様の特長を下記に示す。
【００８７】
（剤形）
　注射剤（細胞懸濁液）
【００８８】
（成分・含量）
　構成細胞：高活性ＮＫ細胞等
　含量：６×１０6個～４．８×１０9ｃｅｌｌｓ／６０ｋｇ
【００８９】
（副成分）
　複合電解質液　１０～４５％
　塩化ナトリウム液　１０～４５％
　２０～３０％ヒト血清アルブミン液　５～３０％
　ジメチルスルホキシド　２～１５％
　その他
あるいは、
　医薬添加物としてとして許容できる凍結保存液　１００％
【００９０】
（調製法）
　凍結された組成物が完全に解凍するまで、37℃の恒温水槽等で解凍する。解凍後速やか
に無菌的に、別途準備した医薬添加物として許容できる等張液に懸濁する。
【００９１】
（解凍後の安定性）
　解凍後の有効期間は、室温で保存するとき、６時間、好ましくは４時間である。
【実施例】
【００９２】
［参考例および実施例で共通の方法］
A) 高活性NK細胞の培養方法
原材料1：末梢血利用の場合
　健常人ボランティアより末梢血を採取し、Ficoll（GEヘルスケア、17144002）を用いた
密度勾配遠心により末梢血単核球（PBMCs: Peripheral blood mononuclear cells）を単
離した。
【００９３】
原材料2: 凍結アフェレーシス血液の場合
　凍結アフェレーシス血液（HemaCare, PB001CLP）を解凍し、Lovo Cell Processing Sys
tem（FRESENIUS KABI）を使用して洗浄と濃縮を行い、PBMCsを得た。
【００９４】
　得られたPBMCsにCD3 beads※1、CD34 beads※2（凍結アフェレーシス血液を使用した場
合）を添加・懸濁し、4℃, 15分間インキュベート後、分離バッファー※3を加えてよく懸
濁し、300 x g、10分間、遠心分離を行った。上清を除去し、LDカラム（ミルテニーバイ
オテク, 130-042-901）1カラムあたり最大1x108 cellsまでの細胞数となるように0.5 mL
の分離バッファーに懸濁した。分離バッファー 2 mLをあらかじめ添加したのち、LDカラ
ムに細胞懸濁液を添加して、LDカラムからの溶出液を回収した。さらに分離バッファー 1
 mLをLDカラムに添加し、溶出液を回収した。その後、分離バッファー1 mLでカラムをwas
hし、回収された液中の細胞数をカウントし、総細胞数を算出した。500 x g、5分間、遠
心分離を行い、上清を除去後、原材料1: 末梢血を使用した場合は5x105 cells/mL、原材
料2: 凍結アフェレーシス血液を使用した場合は１x106 cells/mLとなるようにKBM501培地
※4に懸濁した。培養は、６ウェルプレート（サーモフィッシャーサイエンティフィック,
 140675）、T-75フラスコ（サーモフィッシャーサイエンティフィック, 156499）または
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接着培養用バッグ（ニプロ）を使用し、CO2インキュベーターで行った（37℃, 5% CO2）
。培養9日目に最終液量が、６ウェルプレートの場合は1ウェルあたり6 mL、T-75フラスコ
の場合は1フラスコあたり50 mL、バッグの場合は1バッグあたり500mlになるようにKBM501
培地を添加し、14日目までインキュベートした。
　以下では、PBMCsからこの培養工程を経ることにより得た細胞を、「高活性化NK細胞様C
D3陰性細胞（Highly activated NK cell-like CD3-negative cells）」または単に「高活
性NK細胞」と称する。
【００９５】
※1:CliniMACS CD3, ミルテニーバイオテク, 130-017-601(1x107細胞あたり5μL)
※2:CliniMACS CD34, ミルテニーバイオテク, 130-017-501(1x107細胞あたり2.5μL)
※3: 0.5%ヒトAB型血清(コスモバイオ, 12181301, 56℃で30分の非働化処理したもの)、2
 mM EDTA（サーモフィッシャーサイエンティフィック, 15575-020）を含むPBS（ナカライ
テスク、14249-24）
※4: 5%ヒトAB型血清（コスモバイオ, 12181301, 56℃で30分の非働化処理したもの)ある
いは5%UltraGRO (AventaCell、HPCPLCRL10)に2U/mLヘパリンナトリウム（ニプロ）を添加
したもの、のいずれか一方を含むKBM501（コージンバイオ,16025015）
【００９６】
B) 高活性NK細胞の回収方法
回収方法1: 従来の方法
　培養14日目に培養液を回収、さらに培養容器に1mM EDTAを加え接着した細胞を剥離し、
剥離細胞を回収したあとの培養容器をPBS (ナカライテスク、14249-24)で洗浄した。すべ
ての細胞回収液を遠心後、PBSで洗浄、再懸濁した。
【００９７】
回収方法2: 本願の方法
　培養14日目に培養液を回収、さらに培養容器に1mM EDTAを加え接着した細胞を剥離し、
剥離細胞を回収したあとの培養容器をKBM501培地で洗浄した。すべての細胞回収液を遠心
後、KBM501培地で洗浄、再懸濁した。
【００９８】
C) 7-AADによる染色方法
　各条件下で解凍した高活性NK細胞 1x105cells/wellを96ウェルプレート（IWAKI, 4870-
800SP）にて遠心分離し、上清を除去後、PBSで希釈した7-Amino-Actinomycin D（7-AAD）
溶液（Beckman Coulter, A07704）を添加、懸濁し、室温（15～25℃をいう。以下の実験
において同じ。）で20分間インキュベートした。染色後の細胞をフローサイトメーター（
BD LSR Fortessa、BDバイオサイエンス社）を用いて測定を行った。室温とは
［参考例］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載した手順にて得られた高活性NK細胞、PBMC
、K562（ヒト慢性骨髄性白血病細胞株）、THP-1（ヒト急性単球性白血病細胞株）をMito-
FerroGreen(同仁化学研究所、M489)にて反応させ、フローサイトメーター（BD LSR Forte
ssa、BDバイオサイエンス社）を用いて測定を行った。
【００９９】
　図Ａに示したように高活性NK細胞は鉄の含有量が多い。形態学的な観察結果、および死
ぬまでの時間から、凍結融解で高活性NK細胞のViabilityが顕著に低下するのは、Ferropt
osis (酸化ストレス)、Apoptosis、Autophagy、NecrosisおよびNecroptosisの5形態を想
定した。それぞれの形態に対する阻害剤を下記に示す。
【０１００】
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【表１】

【０１０１】
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の生細
胞数をカウントし、1x107cellsを1mLのSTEM-CELLBANKER (ZENOAQ、CB045)で懸濁し、-80
℃で凍結した。48時間以上凍結させたNK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍したのち、
次に記載する溶媒にて10倍希釈し、各温度と時間で静置した後、光学顕微鏡にて観察、撮
影した。
【０１０２】
<1> KBM501培地に希釈、37℃で3時間
<2> Z-Vadを含むKBM501培地に希釈、37℃で3時間
<3> Methylprednisoloneを含むKBM501培地に希釈、37℃で3時間
<4> Dexamethasoneを含むKBM501 培地に希釈、37℃で3時間
<5> KBM501培地に希釈、4℃で3時間
<6> Methylprednisoloneを含むKBM501培地に希釈、4℃で3時間静置後、37℃で3時間
<7> Dexamethasoneを含むKBM501培地に希釈、4℃で3時間静置後、37℃で3時間
【０１０３】
　結果を図Ｂに示した。高活性ＮＫ細胞は凍結融解でViabilityが顕著に低下することが
確認された。また、これは凍結融解後にMethylprednisolone、Dexamethasone、またはZ-V
adの添加によっても改善されなかった。
【０１０４】
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載した手順にて得られた高活性NK細胞につい
て、回収後、表記のとおりの方法で凍結融解を行なった。
【０１０５】
　凍結融解の条件とその結果を下記の表にまとめた。実験した条件では、PBSで洗浄した
後に凍結した場合、あらゆるviability改善方法に不応答であった。一般に知られる細胞
保護方法では目的の効果は得られ難いと考えられた。
【０１０６】
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【表２】
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【０１０７】
［実施例1］
(1-1)  健常人ボランティア2名それぞれから高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載
した手順にて得られた高活性NK細胞の生細胞数をカウントし、それぞれ1x107cells, 8x10
6cellsを1mLのSTEM-CELLBANKER (ZENOAQ、CB045)で懸濁し、-80℃で凍結した。48時間以
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上凍結させたNK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍したのち、解凍直後として1x105cel
lsを96ウェルプレート(IWAKI)に分取した。また、KBM501培地、3500単位/mL IL-2（セロ
イク（登録商標）注射用40, 武田薬品工業)、139.9mMマルトースを含むラクトリンゲル（
扶桑薬品工業）、3500単位/mL IL-2を含むPlasma-Lyte A(Baxter)、5.02mg/mL グルコン
酸ナトリウム（ナカライ、16720-22）を含むKBM501培地で10倍希釈となるようにそれぞれ
懸濁し、37℃、5% CO2下で3時間インキュベートした。解凍直後の細胞は分取後速やかに
、そのほか4群は3時間インキュベート後に遠心分離し、7-AADによる染色方法に記載した
方法で測定を行い、FlowJoソフトウェア(FLOWJO, LLC)で解析し、生細胞率を算出した。
【０１０８】
(1-2)  また、健常人ボランティア1名から、高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載
した手順にて得られた高活性NK細胞5x106cellsについて同様に凍結、解凍を行い、同様に
処理し、測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析し、生細胞率を算出した。
【０１０９】
　結果を図1に示した。凍結した高活性NK細胞は、解凍時にPlasma-Lyte Aで希釈するとvi
abilityが改善した。解凍時、KBM501培地による希釈では、グルコン酸（グルコン酸ナト
リウムは、Plasma-Lyte Aに含まれる成分の一つである。）を添加した場合にも改善は見
られなかった。
【０１１０】
［実施例2］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の生細
胞をカウントし5x106cells、1x107cellsを1mLのSTEM-CELLBANKERで懸濁し-80℃で凍結し
た。48時間以上凍結させたNK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍したのち、解凍直後と
して1x105cellsを96ウェルプレートに分取した。また、KBM501培地、3500単位/mL IL-2を
含むラクトリンゲル、3500単位/mLを含むPlasma-Lyte A、40% Serum（ヒトAB型血清)を含
むPlasma-Lyte Aで10倍希釈となるようにそれぞれ懸濁し、37℃、5% CO2下で3時間インキ
ュベートした。解凍直後の細胞は分取後速やかに、そのほか4群は3時間インキュベート後
に遠心分離し、7-AADによる染色方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェア
で解析し、生細胞率を算出した。
【０１１１】
　結果を図2に示した。凍結した高活性NK細胞は、解凍時にPlasma-Lyte Aで希釈するとVi
abilityが改善するが、40% Serum（ヒトAB型血清)を含むPlasma-Lyte Aで希釈するとViab
ilityは悪化した。
【０１１２】
［実施例3］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の生細
胞数をカウントし1x107cellsを1mLのSTEM-CELLBANKERで懸濁し-80℃で凍結した。48時間
以上凍結させたNK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍したのち、3500単位/mL IL-2 (イ
ムネース、塩野義製薬株式会社)を含むPlasma-Lyte A（溶媒(1)）、またはKBM501培地（
溶媒(2)）にて希釈し、次に記載する群ごとに希釈後の生細胞数および生細胞率、細胞傷
害活性率（%Lysis）を算出した。
【０１１３】
<0> 解凍直後としてSTEM-CELLBANKERから分取
<1> 溶媒(1)にて10倍希釈、37℃で1時間静置後、等量のKBM501培地を添加し37℃で3時間
インキュベート
<2> 溶媒(1)にて10倍希釈、37℃で1時間静置後、等量のIL-2を含むラクトリンゲルを添加
し37℃で3時間インキュベート
<3> 溶媒(1)にて10倍希釈、37℃で1時間静置後、等量のKBM501培地を添加し37℃で一晩イ
ンキュベート
<4> 溶媒(1)にて10倍希釈、37℃で1時間静置後、等量のIL-2を含むラクトリンゲルを添加
し37℃で一晩インキュベート
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<5> 溶媒(1)にて10倍希釈、37℃で3時間静置
<6> 溶媒(2)にて10倍希釈、37℃で3時間静置
<7> 溶媒(2)にて10倍希釈、37℃で一晩静置
【０１１４】
（細胞傷害活性率の算出）
　細胞傷害活性の測定には、NK細胞とK562細胞を反応させた群、陰性コントロールとして
K562細胞のみの群、陽性コントロールとしてK562細胞を10%ホルマリンで固定した群を用
意した。
【０１１５】
　《NK細胞》
　各群記載した時間インキュベートしたあと、細胞を回収し、10%FBS/RPMI1640にて2x106

cells/ mlの濃度に調製した。
【０１１６】
　《K562細胞》
　K562細胞（ヒト慢性骨髄性白血病細胞株）を血清成分を含まないRPMI1640培地にて懸濁
したK562細胞をPKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit (Sigma, PKH26GL-1KT) を用い
て染色し、最終的に10%FBS/RPMI1640にて2x106 cells/mLとなるように調製した。
【０１１７】
　NK細胞とK562細胞は、細胞比で1:1となるように96ウェルプレート（IWAKI, 4870-800SP
）に添加、混合し、37℃、5% CO2下で2時間反応させた。反応後、遠心分離（500 x g, 5
分間）し、上清を除去後、PBSで希釈した7-AAD溶液を添加、懸濁し、室温で20分間インキ
ュベートした。フローサイトメーターを用いて測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析し
、細胞傷害活性率（%Lysis）を算出した※5。
※5: 細胞傷害活性率=（SKOV3細胞死細胞率-陰性コントロール死細胞率）/（陽性コント
ロール死細胞率-陰性コントロール死細胞率）×100
【０１１８】
　結果を図3に示した。高活性NK細胞を凍結・融解したものは、生細胞数とViabilityが相
関した。また、生細胞数またはViabilityと細胞傷害活性活性は逆相関の傾向が見られた
。さらに凍結・融解した細胞の処理液をPlasma-Lyte Aから他の溶液に切り替えるとViabi
lityが低下した。
【０１１９】
［実施例4］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の生細
胞数をカウントし1x106 cells/mLとなるように以下に挙げる6種の溶媒で懸濁し、低吸着
の6ウェルプレート(IWAKI、4810-800SP)に播種することにより凍結前処理を行った。前処
理の溶媒には(1)10μM 4-フェニル酪酸(4-PBA、東京化成工業株式会社、P0643)を含むKBM
501培地、(2)100μM 4-フェニル酪酸を含むKBM501培地、(3)Plasma-Lyte A、(4)3000単位
/mL IL-2(イムネース、塩野義製薬株式会社)を含むPlasma-Lyte A、(5)10μM Salubrinal
(TOCRIS、2347)を含むPlasma-Lyte A、(6)23mM グルコン酸ナトリウムを含むPBSを使用し
、各溶媒で懸濁した細胞を(1)、(2)群は37℃、5% CO2下、(3)～(6)群は室温にて2時間イ
ンキュベートした。前処理後、処理時の細胞数をもとに1x107cells/mLとなるようにSTEM-
CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍結保存した。48時間以上凍結させた前処理済みのNK細胞
を37℃、ウォーターバスにて解凍し、下記の通り希釈した。解凍後の希釈、インキュベー
トはすべて低吸着の6ウェルプレートにて行った。
【０１２０】
《前処理(1) 10μM 4-フェニル酪酸を含むKBM501培地》
　1000単位/mL IL-2を含むPlasma-Lyte Aまたは1000単位/mL IL-2および100μM 4-PBSを
含むPlasma-Lyte Aにそれぞれ11倍希釈し、室温で1時間インキュベート後、KBM501培地に
5倍希釈した。
【０１２１】
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《前処理(2) 100μM 4-フェニル酪酸を含むKBM501培地》
　Plasma-Lyte Aに11倍希釈し、室温で1時間インキュベート後、RPMI培地※6または2400
単位/mL IL-2を含むRPMI培地にそれぞれ5倍希釈した。
【０１２２】
※6: 10％FBS（シグマ、172012-500ML、56℃で30分の非働化処理したもの)を添加したRPM
I培地（ナカライテスク、30264-56）
【０１２３】
《前処理(3) Plasma-Lyte A》
　1000単位/mL IL-2を含むPlasma-Lyte Aまたは1000単位/mL IL-2および100μM 4-PBAを
含むPlasma-Lyte Aにそれぞれ11倍希釈し、室温で1時間インキュベート後、KBM501培地に
5倍希釈した。
【０１２４】
《前処理(4) 3000単位/mL IL-2を含むPlasma-Lyte A》
　Plasma-Lyte Aに11倍希釈し、室温あるいは37℃、5% CO2下で1時間インキュベート後、
それぞれ RPMI培地、2400単位/mL IL-2を含むRPMI培地に5倍希釈した。
【０１２５】
《前処理(5) 10μM Salubrinal を含むPlasma-Lyte A》
　1000単位/mL IL-2を含むPlasma-Lyte A、1000単位/mL IL-2および100μM 4-PBAを含むP
lasma-Lyte Aにそれぞれ11倍希釈し、室温で1時間インキュベート後、KBM501培地に5倍希
釈した。
【０１２６】
《前処理(6) 23mM グルコン酸を含むPBS》
　Plasma-Lyte Aに11倍希釈し、室温あるいは37℃、5% CO2下で1時間インキュベート後、
それぞれRPMI培地、2400単位/mL IL-2を含むRPMI培地に5倍希釈した。
【０１２７】
　培地に希釈した各群の細胞を37℃、5% CO2下で一晩インキュベートした後、生細胞数を
カウントした。実験条件を下記にまとめた。
【０１２８】
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【表３】

【０１２９】
　結果を図4に示した。高活性NK細胞は、凍結前に4-PBAを添加したKBM501で処理すると解
凍時のViabilityが改善された。
【０１３０】
［実施例5］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1と回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK
細胞の生細胞数をカウントし1x106 cells/mLとなるように各種溶媒で懸濁し、低吸着の6
ウェルプレートに播種することにより凍結前処理を行った。回収方法1で得られたNK細胞
はPBSにて懸濁し、室温で1時間インキュベートした。回収方法2で得られたNK細胞は(1)KB
M501培地、(2)30μM 4-フェニル酪酸を含むKBM501培地、(3)30μM Tauroursodeoxycholic
 Acid Dihydrate(TUDCA、東京化成工業株式会社、T1567)を含むKBM501培地、(4)30μM 4-
フェニル酪酸および30μM TUDCAを含むKBM501培地で懸濁した細胞を37℃、5% CO2下で2時
間インキュベートした。前処理後、処理時の細胞数をもとに1x107 cells/mLとなるように
STEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍結保存した。48時間以上凍結させた前処理済みの高
活性NK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍し、各群それぞれPlasma-Lyte Aに11倍希釈
、室温で1時間インキュベートした。1時間後、緩やかに懸濁し生細胞数をカウントした。
さらにKBM501培地に5倍希釈し37℃、5% CO2下で2時間インキュベート後、生細胞数をカウ
ントし凍結時の細胞数に対する回収率として算出した。
【０１３１】
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　結果を下表および図5に示した。高活性NK細胞を凍結前に4-PBAまたはTUDCAを添加したK
BM501培地で前処理することにより、解凍時の回収率が改善された。
【０１３２】
【表４】

【０１３３】
［実施例6］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の生細
胞数をカウントし1x106 cells/mLとなるようにKBM501培地のみ、或いはTUDCA（10μM, 30
μM, 90μM, 270μM, 810μM）を含むKBM501培地で懸濁し、低吸着の6ウェルプレートに
播種、37℃、5% CO2下で2時間インキュベートし凍結前処理を行った。前処理後、処理時
の細胞数をもとに1x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍結保
存した。48時間以上凍結させた前処理済みのNK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍し、
各群それぞれPlasma-Lyte Aを10倍量加え、室温で3時間までインキュベートした。1時間
後と3時間後、緩やかに懸濁し生細胞数をカウントした。また、1時間後にはKBM501培地に
5倍希釈し37℃、5% CO2下で2時間インキュベート後、生細胞数をカウントした。解凍後各
ポイントでの生細胞数から凍結時の細胞数に対する回収率として算出した。また、各タイ
ムポイントで高活性NK細胞の細胞傷害活性の測定を行った。
【０１３４】
（細胞傷害活性率の算出）
　細胞傷害活性の測定には、NK細胞とK562細胞を反応させた群、陰性コントロールとして
K562細胞のみの群、陽性コントロールとしてK562細胞を10%ホルマリンで固定した群を用
意した。
【０１３５】
　《NK細胞》
　記載の方法で解凍、希釈した細胞を凍結時の生細胞数をもとに必要量分取した後、10%F
BS/RPMI1640にて2x106cells/mlの濃度に調製した。
【０１３６】
　《K562細胞》
　K562細胞を無血清RPMI1640培地にて懸濁し、PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit
を用いて染色したのち、10%FBS/RPMI1640にて2x106 cells/mLとなるように調製した。
【０１３７】
　NK細胞とK562細胞は、細胞比で2:1となるように96ウェルプレート（IWAKI, 4870-800SP
）に添加、混合し、37℃、5% CO2下で2時間反応させた。反応後、遠心分離（500 x g, 5
分間）し、上清を除去後、PBSで希釈した7-AAD溶液を添加、懸濁し、室温で20分間インキ
ュベートした。フローサイトメーターを用いて測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析し
、細胞傷害活性率（%Lysis）を算出した。
【０１３８】
　前処理条件、および解凍条件とともに得られた回収率を下表に示した。高活性NK細胞を
種々の濃度でTUDCAを添加したKBM501培地で前処理することにより、解凍後の回収率が改
善された。
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【０１３９】
【表５】

【０１４０】
　細胞傷害活性の測定結果を図６に示した。前処理におけるTUDCA濃度依存的に細胞傷害
活性改善がみられた。
【０１４１】
［実施例7］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の生細
胞数をカウントし1x106 cells/mLとなるようにKBM501培地のみ、266μM, 810μM, 2400μ
M TUDCAを含むKBM501培地、2.4% DMSO(ナカライテスク、13445-74)を含むKBM501培地で懸
濁、低吸着の6ウェルプレートに播種、37℃、5% CO2下で2時間インキュベートし凍結前処
理を行った。前処理後、処理時の細胞数をもとに1x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLB
ANKERで懸濁し、-80℃で凍結保存した。48時間以上凍結させた前処理済みのNK細胞を37℃
、ウォーターバスにて解凍し、各群それぞれPlasma-Lyte Aまたは3000単位/mL IL-2を含
むPlasma-Lyte Aに11倍希釈、室温で3時間までインキュベートした。1時間後と3時間後、
緩やかに懸濁し生細胞数をカウントした。また、1時間後にはKBM501培地に5倍希釈し37℃
、5% CO2下で2時間インキュベート後、生細胞数をカウントした。解凍後各ポイントでの
生細胞数から凍結時の細胞数に対する回収率として算出した。
【０１４２】
　また、解凍、希釈した各タイムポイントで高活性NK細胞のK562細胞に対する細胞傷害活
性の測定を、実施例6に記載した方法で行った。
【０１４３】
　さらに解凍後1時間目および3時間目の高活性NK細胞について、固形腫瘍モデルでの評価
（3D killing assay）を行った。詳細には、凍結時の細胞数をもとに高活性NK細胞を1x10
6cells/mLとなるようにKBM501培地で調製した。384ウェルプレートにあらかじめ播種した
SKOV3 sphere 1個に対し調製したNK細胞を50μL加え、37℃、5% CO2下で4日間反応させた
。その後、細胞をAccutaseにて剥離回収し、24ウェルプレートでRPMI培地にて拡大培養し
た。37℃、5% CO2下で拡大培養した17日後の細胞を4% PFAで固定し、DAPIにて染色し蛍光
顕微鏡(BZ-9000、KEYENCE)、BZ-II観察アプリケーションを使用してNKによる傷害を受け
なかったSKOV3の面積定量を行った。
【０１４４】
　《SKOV3 sphere》
　SKOV3細胞（ヒト卵巣がん細胞株）を10%FBS/RPMI1640にて3x104 cells/mLとなるように
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調製し、96ウェルプレートの1ウェルあたり3x103/100μLを播種した。37℃、5% CO2下で3
日間培養しsphereを作成した。
【０１４５】
　前処理条件、および解凍条件とともに得られた回収率を下表に示した。高活性NK細胞を
種々の濃度でTUDCAを添加したKBM501培地で前処理することにより、解凍後の回収率が改
善された。
【０１４６】
【表６】

【０１４７】
　また細胞傷害活性の測定結果を図7-1に、固形腫瘍モデルでの評価（3D killing assay
）の結果を図7-2に示した。図7-1においてNK細胞を添加していないSKOV3 sphereはnegaと
表記した。
【０１４８】
　TUDCAの濃度幅を広げ、固形腫瘍モデルでの評価を追加したところ、凍結前に添加するT
UDCAは2,400と267μMの間の濃度で用いることが好ましく、特に800μMで用いると回収率
が高く、かつ固形腫瘍モデルに対する傷害活性が高かった。
【０１４９】
［実施例8］
(8-1)  高活性NK細胞の培養方法、回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の
生細胞数をカウントし1x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍
結保存した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍し、(1
)Plasma-Lyte A、(2)1.48mM MgCl2・6H2O（ナカライテスク、20909-55）を含むPBS(-)、(
3)PBS(-)、(4)KBM501培地、(5)62.2mg/L CaCl2・2H2O（ナカライテスク、08895-15）を含
むPlasma-Lyte A、(6)0.1%グルコース（50%ブドウ糖、テルモ）を含むPlasma-Lyte A、(7
)グルコース、(8)血清成分を含まないRPMI培地（ナカライテスク、09892-15）、(9)グル
コースを含むRPMI培地（ナカライテスク、30264-85）に10倍希釈し、(1)～(4)は室温で2
時間、(1)と(5)～(9)は37℃で3時間インキュベートした。その後7-AADによる染色方法に
記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した。
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【０１５０】
(8-2)  高活性NK細胞の培養方法、回収方法1または回収方法2に記載した手順にて得られ
た高活性NK細胞の生細胞数をカウントし1x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで
懸濁し、-80℃で凍結保存した。48時間以上凍結させたそれぞれの高活性NK細胞を37℃、
ウォーターバスにて解凍し、(1)Plasma-Lyte A、(2)1.48mM MgCl2（ナカライテスク、958
12-85）を含むPBS(-)、(3)PBS(-)、(4)KBM501培地、(5)ラクトリンゲル、(6)HBSS(+)（ナ
カライテスク、09735-75）に10倍希釈し、37℃で3時間インキュベートした。その後7-AAD
による染色方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した。
【０１５１】
(8-3)  (8-1)と同様に、ただし解凍後の細胞を希釈する溶媒としては(1)PBS、(2)Plasma-
Lyte A、(3)27.7mEq/L 乳酸（ナカライテスク、20006-62）を含むPlasma-Lyte A、(4)48.
84mg/L MgSO4・7H2O（ナカライテスク、21002-85）を含むPlasma-Lyte A、(5)ラクトリン
ゲル、(6)ヴィーンF (扶桑薬品工業)、(7)ソリタ-T1(エイワイファーマ)、(8)ソリタ-T3
（エイワイファーマ）、(9) 5% ブドウ糖注射液（テルモ）、(10)RPMI培地を用い、37℃
で3時間インキュベートした。なお、(3)に関し、乳酸はラクトリンゲル液の乳酸濃度に合
わせて添加し、リトマス試験紙で中性であることを確認した。(4)に関し、MgSO4はHBSSの
MgSO4濃度に合わせて添加した。その後7-AADによる染色方法に記載した方法で測定を行い
、FlowJoソフトウェアで解析した。
【０１５２】
(8-4)  (8-2)と同様に、ただし解凍後の細胞を希釈する溶媒としては(1)PBS、(2)Plasma-
Lyte A、(3)生理食塩液（大塚製薬）、(4)ビカネート（大塚製薬）、(5)ソルアセト-F（
テルモ）を用いて、処理した。その後7-AADによる染色方法に記載した方法で測定を行い
、FlowJoソフトウェアで解析した。
【０１５３】
(8-5)  高活性NK細胞の培養方法、回収方法1と回収方法2に記載した手順にて得られた高
活性NK細胞の生細胞数をカウントし1x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁
し、-80℃で凍結保存した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を37℃、ウォーターバス
で解凍した。完全に溶けた直後に、(1)Plasma-Lyte A、(2)生理食塩液、(3)RPMI1640培地
、(4)ラクトリンゲル、Plasma-Lyte Aにて調製した(5)0.423mM CaCl2、(6)1.36mM CaCl2
で10倍希釈し、それぞれ37℃で3時間静置した。なお、(5)のCaCl2はRPMI1640培地に、(6)
のCaCl2はラクトリンゲル液に合わせて添加したものである。その後7-AADによる染色方法
に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した。
【０１５４】
(結果)  FlowJoソフトウェアで解析した結果を、図8-1～8-5に示した。凍結前の溶媒を培
地にすること、解凍後にはPlasma-Lyte Aを使うことでViabilityが改善できた。解凍し、
希釈した後は、室温で維持できた（8-1）。
【０１５５】
［実施例9］
(9-1)  高活性NK細胞の培養方法、回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の
生細胞数をカウントし4x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍
結保存した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍し、30
00単位/mL IL-2を含むPlasma-Lyte Aに10倍希釈、室温で6時間まで静置した。解凍2時間
後、5時間後、6時間後のポイントで細胞傷害活性についてそれぞれ解析を行った。細胞傷
害活性は実施例9-1(b)に記載した方法にてNK細胞とK562細胞を細胞比で1:1となるように9
6ウェルプレート（IWAKI, 4870-800SP）に添加、混合したのち、37℃、5% CO2下で2時間
反応させた。
【０１５６】
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK細胞の生細
胞数をカウントし4x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍結保
存した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を37℃、ウォーターバスにて解凍し、3000単
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位/mL IL-2を含むPlasma-Lyte Aに10倍希釈、室温で4時間まで静置した。解凍直後、1時
間後、2時間後、3時間後、4時間後のポイントで、Viabilityの推移、細胞傷害活性（2時
間反応固定、またはE:T=1:1固定）についてそれぞれ解析を行った。
【０１５７】
a) Viability推移
　各ポイントで解凍細胞をよく混和し、1x105cellsを分取、7-AADによる染色方法に記載
した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した。
【０１５８】
b) 細胞傷害活性(1)
　細胞傷害活性の測定には、NK細胞とK562細胞を反応させた群、陰性コントロールとして
K562細胞のみの群、陽性コントロールとしてK562細胞を10%ホルマリンで固定した群を用
意した。
【０１５９】
　《NK細胞》
　NK細胞を凍結時の生細胞数をもとに必要量分取した後、10%FBS/RPMI1640にて1x106cell
s/mLの濃度に調製した。
【０１６０】
　《K562細胞》
　K562細胞を無血清RPMI1640培地にて懸濁し、PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit
を用いて染色したのち、10%FBS/RPMI1640にて2x106 cells/mLとなるように調製した。
【０１６１】
　NK細胞とK562細胞は、細胞比で1:2、1:1、2:1、4:1となるように96ウェルプレート（IW
AKI, 4870-800SP）に添加、混合し、37℃、5% CO2下で2時間反応させた。反応終了後、7-
AADによる染色方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析し、細胞傷
害活性率（%Lysis）を算出した。
【０１６２】
c) 細胞傷害活性(2)
　上記b). 細胞傷害活性(1)に記載した方法でNK細胞とK562細胞を調製し、NK細胞とK562
細胞を細胞比で1:1となるように96ウェルプレート（IWAKI, 4870-800SP）に添加、混合し
たのち、37℃、5% CO2下で2時間、4時間、6時間、8時間反応させた。反応終了後、7-AAD
による染色方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析し、細胞傷害活
性率（%Lysis）を算出した。
【０１６３】
(9-2)  (9-1)と同様に、ただし解凍、希釈後は6時間まで静置し、2時間後、5時間後、6時
間後のポイントで、上記 b)に記載した方法にて細胞傷害活性を測定した。詳細には、NK
細胞とK562細胞を細胞比で1:1となるように96ウェルプレート（IWAKI, 4870-800SP）に添
加、混合したのち、37℃、5% CO2下で2時間反応させた。反応終了後、7-AADによる染色方
法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析し、細胞傷害活性率（%Lysis
）を算出した。
【０１６４】
　結果を図9-1および9-2に示した。適切な方法で高活性NK細胞を前処理し、凍結し、解凍
し、希釈を行えば、投与形態で室温に静置しておいてもViabilityや活性は4時間維持可能
であった。さらに活性は6時間まで維持可能なことを確認した。例えばCAR-T細胞製剤キム
リアは投与形態（解凍後）で30分しかそのViability・活性を維持出来ないことが知られ
ている。本発明は、免疫治療に用いる細胞のハンドリング性を大幅に向上するものである
。
【０１６５】
［実施例10］
(10-1)　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1と回収方法2に記載した手順にて得られた高
活性NK細胞の生細胞数をカウントし1x107 cells/mL（1.5ml tube。回収方法1、すなわち
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回収時にPBSで洗浄する場合）、4x107 cells/mL（5ml vial。回収方法2、すなわち回収時
にKBM501培地で洗浄する場合）となるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍結保存
した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を室温で解凍した。解凍した細胞を、完全に溶
けた直後、5分、10分、15分、20分、25分、30分、60分、120分、180分のポイントでPlasm
a-Lyte AまたはKBM501培地に10倍希釈し、180分まで室温で静置した。180分まで希釈した
あと7-AADによる染色方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した
。
【０１６６】
(10-2)　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1と回収方法2に記載した手順にて得られた高
活性NK細胞の生細胞数をカウントし1x107 cells/mL（1.5ml tube。回収方法1、すなわち
回収時にPBSで洗浄する場合）、4x107 cells/mL（5ml vial。回収方法2、すなわち回収時
にKBM501培地で洗浄する場合）となるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍結保存
した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を37℃、ウォーターバスで解凍した。解凍した
細胞を、完全に溶けた直後、5分、10分、15分、20分、25分、30分、60分、120分、180分
のポイントでPlasma-Lyte AまたはKBM501培地に10倍希釈し180分まで室温で静置した。18
0分まで希釈したあと7-AADによる染色方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウ
ェアで解析した。
【０１６７】
　結果を図10に示した。凍結前の回収時、PBSで洗浄した場合、容量が小さいため、室温
での解凍に要する時間が短い（約15分）ものの、Viabilityは著しく低かった。一方KBM50
1培地で洗浄した場合は室温で自然解凍させた（約27分）後、2～3時間程度室温にそのま
ま静置しておいてもなお、そのviabilityが保たれていた。この方法は、解凍操作の許容
範囲が極めて広く、製剤としてのハンドリング性が極めて良いといえる。
【０１６８】
　また、解凍を37℃で行った場合も、回収時にKBM501培地で洗浄した場合に、解凍後2～3
時間程度室温に静置しておいてもそのviabilityが保たれた。
【０１６９】
［実施例11］
　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1と回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK
細胞の生細胞数をカウントし1x107 cells/mL（1.5ml tube）、4x107 cells/mL（5ml vial
）となるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で凍結保存した。48時間以上凍結させた
高活性NK細胞を37℃、ウォーターバスで解凍した。完全に溶けた直後にPlasma-Lyte Aま
たはKBM501培地に10倍希釈し、室温で6時間まで静置した。希釈直後、１時間、2時間、3
時間、6時間のポイントで1x105cellsを分取し、7-AADによる染色方法に記載した方法で測
定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した。
【０１７０】
　回収時にKBM501培地で洗浄したものは、解凍後、Plasma-Lyte Aで希釈する場合がViabi
lityを高く保てる場合があることが分かった。加えて、凍結時の条件は、5ml vialであっ
ても1.5ml tubeであっても良いが、5ml vial(4x107cells/ml)のほうがより良いことが分
かった。高活性NK細胞の凍結出荷に際して高密度凍結が可能であることは、製品をよりコ
ンパクトにし、輸送コストの低減に資する。
【０１７１】
［実施例12］
(12-1)　高活性NK細胞の培養方法、回収方法2に記載した手順にて得られた高活性NK細胞
の生細胞数をカウントし4x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で
凍結保存した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を37℃、ウォーターバスで解凍した。
完全に溶けた直後に、Plasma-Lyte AをUltraPure Distilled Water (invitrogen、10977-
015)にて希釈した80% , 50%, 10% Plasma-Lyte Aで10倍希釈し、それぞれ室温と37℃で3
時間まで静置した。希釈直後、１時間、2時間、3時間のポイントで1x105cellsを分取し、
7-AADによる染色方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した。
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【０１７２】
(12-2)　(12-1)と同様に細胞を処理し、解析した。ただしUltraPure Distilled Water (i
nvitrogen、10977-015)の代わりに生理食塩液でPlasma-Lyte Aを希釈した80% , 50%, 10%
 Plasma-Lyte Aで10倍希釈し、それぞれ室温と37℃で3時間まで静置した。
【０１７３】
(12-3)　(12-1)と同様に細胞を処理し、解析した。ただしUltraPure Distilled Water (i
nvitrogen、10977-015)の代わりに生理食塩液でPlasma-Lyte Aを希釈したもの、または生
理食塩液で10倍希釈し、それぞれ室温と37℃で3時間まで静置した。
【０１７４】
(12-4)　(12-1)と同様に細胞を処理し、解析した。ただし細胞は完全に溶けた直後に、Pl
asma-Lyte A、生理食塩液、UltraPure Distilled Water にて調製した230mM NaCl2、150m
M KCl、100mM MgCl2、11%トレハロース、10%スクロース、5%スクロース、Plasma-Lyte A
にて調製した10%、20% UltraGROで10倍希釈し、それぞれ室温で3時間まで静置した。
【０１７５】
(12-5)　(12-4)と同様に細胞を処理し、解析した。ただし細胞をそれぞれの溶液で10倍希
釈し、それぞれ37℃で3時間まで静置した。
【０１７６】
(12-6)　高活性NK細胞の培養方法、回収方法1に記載した手順にて得られた高活性NK細胞
の生細胞数をカウントし1x107 cells/mLとなるようにSTEM-CELLBANKERで懸濁し、-80℃で
凍結保存した。48時間以上凍結させた高活性NK細胞を37℃、ウォーターバスで解凍した。
完全に溶けた直後に、Plasma-Lyte A、生理食塩液、UltraPure Distilled Water にて調
製した230mM NaCl2、150mM KCl、100mM MgCl2、100mM CaCl2、11%トレハロース、10%スク
ロース、5%スクロース、Plasma-Lyte Aにて調製した10%、20% UltraGRO、10%、20%、30%
、40% AB Serum（CELLect、2938249）で10倍希釈し、それぞれ室温で3時間まで静置した
。希釈直後、１時間、2時間、3時間のポイントで1x105cellsを分取し、7-AADによる染色
方法に記載した方法で測定を行い、FlowJoソフトウェアで解析した。
【０１７７】
(12-7)　(12-6)と同様に細胞を処理し、解析した。ただし細胞をそれぞれの溶液で10倍希
釈し、それぞれ37℃で3時間まで静置した。
【０１７８】
(結果)  FlowJoソフトウェアで解析した結果を、図12-1～12-7に示した。
　12-1～3の条件では、解凍時に用いるPlasma-Lyte Aの成分はその1/10まで希釈すること
ができ、その希釈に用いる液は生理食塩水でも蒸留水でもよかった。すなわち、解凍時に
用いる液は、低張液や生理食塩水であっても良いことが分かった。
【０１７９】
　12-4および5の条件では、回収時にKBM501培地で洗浄すると、解凍時に用いる液が低張
であるか高張であるかを問わず、NaCl溶液であればViabilityが維持できた。また、単糖
類または多糖類を用いた等張液でも、室温であれば、あるいは短期間であれば、Viabilit
yが維持できた。一方、100mM MgCl2ではViabilityが劣った。
【０１８０】
　12-6および7の条件では、回収時にPBSで洗浄した場合はViabilityを維持することが困
難なことが分かった。
【０１８１】
［解凍時の溶液の組成一覧（単位は、mM）］
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【表７】

［実施例１～１２まとめ］
　以上について、一覧表にまとめた。なお、下表中、時間に関し、「xx時間」と記載した
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場合を除き、単位は分である。また、温度に関し、「R.T.」は室温を表し、それ以外の場
合は37℃である。Viabilityに関し、Aは70%以上、Bは50%以上70%未満、Cは50%未満を表し
、－は評価していないことを表す。活性に関し、Aは70%以上、Bは50%以上70%未満、Cは50
%未満を表し、－は評価していないことを表す。評価がAまたはBであれば目的が達成され
たといえる。
【０１８２】
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【表８】
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