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(57)摘要

本公开的课题是提供可适用于高活性NK细

胞的同时维持高生存率和高活性的冷冻保存和

融解方法。一种包括以下步骤的细胞处理方法：

(1)将体外活化的细胞在用于细胞培养的培养基

中回收；(2)将回收的细胞在用于冷冻保存的液

体中悬浮；(3)将悬浮的细胞冷冻。步骤(1)优选

包括通过添加了选自由胆汁酸和苯基丁酸组成

的组中的任一种的培养基的处理。
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1.细胞的处理方法，其包括以下步骤：

(1)将体外活化的细胞在用于细胞培养的培养基中回收；

(2)将回收的细胞在用于冷冻保存的液体中悬浮；

(3)将悬浮的细胞冷冻。

2.权利要求1中所述的方法，其中，步骤(1)包括通过添加了选自由胆汁酸和苯基丁酸

组成的组中的任一种的培养基的处理。

3.权利要求1或2中所述的方法，其进一步包括以下步骤：

(4)将冷冻保存的细胞融解，将融解的细胞悬浮于融解溶剂I。

4.权利要求1～3的任一项中所述的方法，其中，融解溶剂I是包含以下的水溶液：

5.权利要求1～4的任一项中所述的方法，其中，融解溶剂I满足以下至少一项：

·不含0.423mM以上的浓度的钙离子，

·不含5.55mM以上的浓度的葡萄糖，和

·不含27.7mM以上的浓度的乳酸盐。

6.用于悬浮高活性NK细胞的液体，其包含以下：

7.权利要求6中所述的液体，其用于悬浮高活性NK细胞，所述高活性NK细胞悬浮在用于

冷冻保存的液体中并被冷冻。

8.药物组合物，其包含：

高活性NK细胞，

用于冷冻保存的液体，和

权利要求6中所述的液体。

9.包含细胞的药物组合物的制备方法，其包括以下步骤：

(1)将体外活化的细胞在用于细胞培养的培养基中回收；

(2)将回收的细胞在用于冷冻保存的液体中悬浮；

(3)将悬浮的细胞冷冻。

10.权利要求9中所述的制备方法，其中，步骤(1)包括通过添加了选自由胆汁酸和苯基

丁酸组成的组中的任一种的培养基的处理。
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高活性NK细胞的处理方法

技术领域

[0001] 本发明涉及具有高细胞毒性活性的细胞的冷冻保存方法。

背景技术

[0002] NK细胞在肿瘤细胞和病毒感染细胞的排斥中是重要的。2017年8月嵌合抗原受体

(CAR)T细胞疗法在美国得到承认，其以儿童和青壮年的复发·难治性B细胞性急性淋巴细

胞白血病(B‑ALL)为适应症，近年来，CAR‑NK替代CAR‑T的临床应用不断扩大(非专利文献

1)。

[0003] 在欲向患者施用细胞时，首先研究应用从患者自身采集的细胞，以便不引起排斥

反应。但是，根据患者的状态，有时难以采集治疗所需量的细胞。此外，可在体外活化、增殖

的程度有个体差异，存在增殖活化困难的情况。而且，由于细胞的活化·增殖需要一定时

期，存在不能立即开始治疗的问题。在这方面，如果可以预先活化细胞、以供施用且保存，则

是期望的。

[0004] 作为保存细胞的方法，已知在短时间保存的情形中不进行冷冻以悬浮状态保存的

方法(例如，专利文献1)，此外，已知在长时间保存的情形中进行冷冻的保存方法(例如，专

利文献2)。作为进一步将细胞冷冻、得到在融解后也维持高生存率的细胞，研究了应用含有

钠盐、钾盐、糖、防冻剂、以及碳酸氢盐和/或碳酸盐的用于冷冻的溶液(专利文献3)。

[0005] 现有技术文献

[0006] 专利文献

[0007] 专利文献1：特开2006‑230396号公报

[0008] 专利文献2：特开2002‑233356号公报

[0009] 专利文献3：WO2011/021618

[0010] 非专利文献

[0011] 非专利文献1：Liu  E，et  al.N  Engl  J  Med.2020；382：545‑53

[0012] 发明概述

[0013] 发明要解决的课题

[0014] 但是，对于应用以往的如二甲亚砜的保护剂的冷冻方法，可以保存T细胞系和原代

NK细胞，但对细胞毒性活性高的NK细胞是不足的，通过冷冻融解操作，其活性和生存率显著

降低。这不能用程序冷冻、细胞密度调节、葡聚糖、白蛋白、或羧化聚‑L‑赖氨酸等的添加等

解决。然后以一定量的细胞死亡为前提进行用于施用的细胞的包装时，融解后需要用于再

活化培养的步骤，得到的细胞需要进一步洗涤。因此存在下列现状，冷冻的、储存的高活性

NK细胞只能在符合处理临床用细胞的细胞培养加工设备(CPC)的基准的设备中利用。

[0015] 本发明的课题是提供可适用于高活性NK细胞的维持高生存率和高活性的冷冻保

存、融解方法。

[0016] 用于解决课题的手段

[0017] 本发明提供以下各项。
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[0018] [1]细胞的处理方法，其包括以下步骤：

[0019] (1)将体外活化的细胞在用于细胞培养的培养基中回收；

[0020] (2)将回收的细胞在用于冷冻保存的液体中悬浮；

[0021] (3)将悬浮的细胞冷冻。

[0022] [2][1]中记载的方法，其中，步骤(1)包括通过添加了选自由胆汁酸和苯基丁酸组

成的组中的任一种的培养基的处理。

[0023] [3][1]或[2]中记载的方法，其进一步包括以下步骤：

[0024] (4)将冷冻保存的细胞融解、在融解溶剂I中悬浮。

[0025] [4][1]～[3]的任一项中记载的方法，其中，融解溶剂I是包含以下的水溶液：

[0026] ·氯化钠9.00～108mM、

[0027] ·葡萄糖酸钠2.30～27.7mM，

[0028] ·醋酸钠2.70～32.5mM，

[0029] ·氯化钾0.496～5.96mM，和

[0030] ·氯化镁0.148～1.78mM。

[0031] [5][1]～[4]的任一项中记载的方法，其中，融解溶剂I满足以下至少一项：

[0032] ·不含0.423mM以上的浓度的钙离子，

[0033] ·不含5.55mM以上的浓度的葡萄糖，和

[0034] ·不含27.7mM以上的浓度的乳酸盐。

[0035] [6]用于悬浮高活性NK细胞的液体，其包含以下：

[0036] ·氯化钠9.00～108mM，

[0037] ·葡萄糖酸钠2.30～27.7mM，

[0038] ·醋酸钠2.70～32.5mM，

[0039] ·氯化钾0.496～5.96mM，和

[0040] ·氯化镁0.148～1.78mM。

[0041] [7][6]中记载的液体，其用于悬浮用于冷冻保存的液体中悬浮冷冻的高活性NK细

胞。

[0042] [8]药物组合物，其包含高活性NK细胞、用于冷冻保存的液体、和[6]中记载的液

体。

[0043] [9]包含细胞的药物组合物的制备方法，其包括以下步骤：

[0044] (1)将体外活化的细胞在用于细胞培养的培养基中回收；

[0045] (2)将回收的细胞在用于冷冻保存的液体中悬浮；

[0046] (3)将悬浮的细胞冷冻。

[0047] [10][9]中记载的制备方法，其中，步骤(1)包括通过添加了选自由胆汁酸和苯基

丁酸组成的组中的任一种的培养基的处理。

[0048] 附图简述

[0049] [图1‑1]Mito‑FerroGreen反应后的各种细胞的流式细胞仪分析结果。高活性NK细

胞的铁含量多，怀疑可能引起Ferroptosis诱导。

[0050] [图1‑2]高活性NK细胞的冷冻融解时的光学显微镜照片。MP：甲基强的松龙、Dex：

地塞米松。确认高活性NK细胞的冷冻融解下活力显著降低。
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[0051] [图1‑3]高活性NK细胞的融解时的活力。融解时用Plasma‑Lyte  A稀释时活力改

善。但是，在向KBM501培养基添加葡萄糖酸的情形中，未见到改善。Lacto＝乳酸林格

(lactoringer)

[0052] [图1‑4]图1‑3的延续

[0053] [图2]高活性NK细胞的融解时的活力。融解时用Plasma‑Lyte  A稀释时活力改善，

但用包含40％血清(人AB型血清)的Plasma‑Lyte  A稀释时活力变差。

[0054] [图3]高活性NK细胞的规定时间静置后的活细胞数和活力(右)与细胞毒性活性

(左)。Plasma＝Plasma‑Lyte  A

[0055] [图4]高活性NK细胞的冷冻预处理的影响。通过冷冻前用添加4‑PBA的KBM501处

理，融解时的活力改善。

[0056] [图5]2小时预处理后，冷冻、融解的高活性NK细胞的回收率。通过冷冻前用添加4‑

PBA或TUDCA的KBM501培养基处理，融解时的活力改善。

[0057] [图6‑1]2小时预处理后，冷冻、融解的高活性NK细胞的细胞毒性活性。在悬浮融解

后的细胞的液体为Plasma‑Lyte  A的情形中，1小时和3小时的两个时点见到TUDCA浓度依赖

性的细胞毒性活性的改善。

[0058] [图6‑2]图6‑1的延续

[0059] [图7‑1]2小时预处理后，冷冻、融解的高活性NK细胞的细胞毒性活性。将预处理时

的TUDCA的浓度范围扩大而进行。靶标是K562细胞，在E：T＝2∶1、2小时的条件进行。NK细胞

的细胞数基于冷冻前计数算出。各图均为：1 .融解后即刻、2 .Plasma‑Lyte  A  1小时、

3.Plasma‑Lyte  A3小时、4.Plasma‑Lyte  A  1小时+KBM5012小时。

[0060] [图7‑2]应用融解后的高活性NK细胞的实体瘤模型中的评价(3D杀伤试验)的结

果。

[0061] [图8‑1]7‑ADD染色后的细胞的流式细胞仪分析。融解后，用规定的溶剂稀释10倍，

在室温温育2小时(右)、或在37℃温育3小时(左)。

[0062] [图8‑2]7‑ADD染色后的细胞的流式细胞仪分析。回收时用PBS洗涤(左)、或用

KBM501培养基洗涤(右)，融解后，用规定的溶剂稀释10倍，在37℃温育3小时。

[0063] [图8‑3]7‑ADD染色后的细胞的流式细胞仪分析。融解后，用各种溶剂稀释10倍，在

37℃温育3小时。

[0064] [图8‑4]7‑ADD染色后的细胞的流式细胞仪分析。回收时用PBS洗涤(左)、或用

KBM501培养基洗涤(右)，融解后，用规定的溶剂稀释10倍，在37℃温育3小时。

[0065] [图8‑5]7‑ADD染色后的细胞的流式细胞仪分析。回收时用PBS洗涤(左)、或用

KBM501培养基洗涤(右)，融解后，用规定的溶剂稀释10倍，在37℃温育3小时。

[0066] [图9‑1]将洗涤·冷冻·融解后的高活性NK细胞以施用方式在室温静置0～4小时

时的活力推移(A)、细胞毒性活性(B)：靶标＝K562，E∶T＝1：2～4∶1，2小时、细胞毒性活性

(C)：靶标＝K562，E：T＝1：1，2～8小时。

[0067] [图9‑2]图9‑1的延续

[0068] [图9‑3]洗涤·冷冻·融解后的高活性NK细胞的细胞毒性活性。以施用方式在室

温静置各个时间。靶标＝K562、E：T＝1∶1、2小时

[0069] [图10]活力推移。将KBM501培养基或PBS洗涤·冷冻后的高活性NK细胞在室温融
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解，不进行稀释操作，在室温静置各个时间，其后用KBM501培养基或Plasma‑Lyte  A稀释10

倍，通过7‑AAD进行染色，用FlowJo软件分析(左)。将KBM501培养基或PBS洗涤·冷冻后的高

活性NK细胞在37℃融解后，不进行稀释操作，在室温静置各个时间，其后用KBM501培养基或

Plasma‑Lyte  A稀释10倍，通过7‑AAD进行染色，用FlowJo软件分析(右)。

[0070] [图11]活力推移。将KBM501培养基或PBS洗涤·冷冻后的高活性NK细胞在37℃融

解，用KBM501培养基或Plasma‑Lyte  A稀释10倍后，在室温静置0～6小时，其后通过7‑AAD进

行染色，用FlowJo软件分析。

[0071] [图12‑1]活力推移。用灭菌蒸馏水梯度稀释的Plasma‑Lyte  A的稀释、和在37℃静

置造成的影响。将各处理后的细胞通过7‑AAD进行染色，用FlowJo软件分析(以下的图中相

同)。

[0072] [图12‑2]图12‑1的延续

[0073] [图12‑3]活力推移。用生理盐水梯度稀释的Plasma‑Lyte  A的稀释、和室温或在37

℃静置造成的影响。

[0074] [图12‑4]图12‑3的延续

[0075] [图12‑5]活力推移。用生理盐水梯度稀释的Plasma‑Lyte  A、或生理盐水的稀释、

和室温或在37℃静置造成的影响。

[0076] [图12‑6]图12‑5的延续

[0077] [图12‑7]活力推移。用各溶剂稀释、和在室温静置造成的影响。

[0078] [图12‑8]活力推移。用各溶剂稀释、和在37℃静置造成的影响。

[0079] [图12‑9]活力推移。在回收时用PBS洗涤的情形中，用各溶剂稀释、和在室温静置

造成的影响。

[0080] [图12‑10]活力推移。在回收时用PBS洗涤的情形中，用各溶剂稀释、和在37℃静置

造成的影响。

[0081] 用于实施发明的方式

[0082] 有关本发明，除了特别记载的情形，mM以与mmol/L相同的意义应用。数值范围用x

～y表示时，该范围包含两端的值x和y。

[0083] 本发明涉及具有高细胞毒性活性的细胞的冷冻保存方法。

[0084] [可适用的细胞]

[0085] 本发明可适用于各种细胞。本发明可优选适用的细胞之一是通过在体外应用某些

细胞因子经历活化操作的细胞，这样的细胞包含细胞毒性活性高的NK细胞(高活性NK细胞)

等。活化操作通常取决于应用包含白细胞介素(IL)‑2的培养基温育细胞。

[0086] 通常，NK细胞是不表达T细胞受体(TCR)、作为T细胞普遍的标记物的CD3、和作为膜

免疫球蛋白的B细胞受体的大型颗粒性淋巴细胞，通常对于人CD16阳性并且CD56阳性。本领

域技术人员基于细胞表面标记物的表达模式等可以容易地判断是否为NK细胞。NK细胞具有

细胞毒性活性，该细胞毒性活性的有无和程度可以用公知各种方法测定。NK细胞可包含外

周血NK细胞、脐带血NK细胞、原代NK细胞、培养NK细胞、高活性NK细胞。

[0087] (原料)

[0088] 本发明可以优选适用的高活性NK细胞等的原料可以是外周血、脐带血、骨髓和/或

淋巴结、通过单采术法采集的血液(单采术血液)。此外，原料也可以从选自下列的至少1种
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细胞配制：源自选自胚胎干细胞、成体干细胞和人工多能性干(iPS)细胞的任一种的干细胞

的造血干细胞、源自脐带血的造血干细胞、源自外周血的造血干细胞、源自骨髓血的造血干

细胞、脐带血单核细胞、外周血单核细胞。存在原料的供体是接受通过高活性NK细胞等的免

疫治疗的患者自身、该患者的近亲、或与患者没有血缘关系的健康者的情形。供体可以是多

个。

[0089] (培养基)

[0090] 为了培养高活性NK细胞等而应用的培养基包括KBM501培养基(Kojin  Bio株式会

社。包含1,750JRU/mL的IL‑2)、Cosmedium  008(Cosmo  Bio，包含1,750JRU/mL的IL‑2)、

FKCM101(Fukoku，不含IL‑2或包含175IU/mL的IL‑2)、CellGro  SCGM培养基(Celgenix、岩井

化学药品株式会社)、X‑VIVO15培养基(Lonza、Takara  Bio株式会社)、Gibco(注册商标)CTS

(注册商标)AIM  V(注册商标)Medium(Thermofisher  Scientific，用于增殖·操作T细胞和

树突细胞的组成已知的无血清培养基)、CTS  OpTmizer  T  Cell  Expansion  Basal  Medium

(Thermofisher  Scientific，用于人T淋巴细胞的成长和增殖)、IMDM、MEM、DMEM、RPMI‑1640

等，但不限于这些。优选实例是KBM501培养基、FKCM101或Cosmedium  008。另外，有关本发

明，关于细胞提及培养(进行培养)时，除了特别记载的情形，指为了选自细胞的生存维持、

细胞的扩增、和细胞的活化的任一种目的，将细胞在培养基或以其为标准的液体中维持规

定时间。在特定温度进行处理规定时间的情形中，有时称为温育(进行温育)。

[0091] 存在在培养基中以可以实现本发明目的的浓度添加IL‑2的情形。存在IL‑2的浓度

是2500IU/mL～2813IU/mL的情形。IL‑2优选具有人的氨基酸序列，在安全上，优选用重组

DNA技术生产。存在IL‑2的浓度用国内标准单位(JRU)和国际单位(IU)表示的情形。由于1IU

是约0.622JRU，现有培养基的1750JRU/mL相当于约2813IU/mL。

[0092] 存在与上述IL‑2同时或代替IL‑2，以可以实现本发明目的的浓度添加选自IL‑12、

IL‑15、和IL‑18的任一种的情形(非专利文献2：Leong  JW  et  al .Biol  Blood  Marrow 

Transplant  20(2014)463‑473)。存在各自的浓度无论其它细胞因子的有无和浓度为1pg/

mL～1μg/mL的情形。IL‑2优选具有人的氨基酸序列，在安全上，优选用重组DNA技术生产。

[0093] 存在培养基中添加被测者的自身血清、可得自BioWhittaker公司等的人AB型血

清、和可得自日本红十字会的献血人血清白蛋白的情形。自身血清和人AB型血清优选以1至

10％的浓度添加，献血人血清白蛋白优选以1至10％的浓度添加。与血清同时或代替血清，

可以添加人血小板裂解物(Human  platelet  lysate：HPL)。HPL被市售，UltraGROTM系列

(AventaCell  BioMedical公司)等被售卖。在应用HPL的情形中，可以在培养基中进一步添

加肝素钠。

[0094] 以不损害NK细胞的培养效果为条件，存在培养基中包含适当的蛋白、细胞因子、抗

体、化合物等成分的情形。存在细胞因子除上述IL‑2、IL‑12、IL‑15、和IL‑18之外也为IL‑3、

IL‑7、IL‑21、干细胞因子(SCF)和/或FMS样酪氨酸激酶3配体(Flt3L)的情形。它们的任一种

都优选具有人的氨基酸序列，在安全上，优选用重组DNA技术生产。

[0095] 培养基优选无血清培养基。无血清培养基优选包含血清白蛋白、转铁蛋白和胰岛

素。用于培养淋巴细胞的无血清培养基被开发、市售，可以在本发明中应用它们。无血清培

养基的优选实例之一是，向基础培养基添加作为支持人T细胞的增殖的组分而市售的CTS 

Immune  Cell  SR(Thermofisher  Scientific)。
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[0096] 以得到作为目的的培养效果为条件，培养基的交换或补充在培养开始后任何时间

进行都可，优选每3～5天。

[0097] 培养之时应用的培养容器包括可商业得到的培养皿、烧瓶、板、多孔板，但不限于

这些。以不损害NK细胞的培养效果为条件，培养条件没有特别限定，通常是37℃、5％CO2和

饱和水蒸气气氛下的培养条件。以得到作为目的的培养效果为条件，培养时期没有特别限

定。

[0098] 本发明可优选适用的高活性NK细胞等中包含下述的[1]、[2]、[3]和[4]。

[0099] [1]具备下述(1)和(2)的特征的NK细胞：

[0100] (1)CD16阳性、CD56高表达性、并且CD57阴性。

[0101] (2)NKG2C阳性、NKG2A阴性～低表达性、和CD94阳性。

[0102] [1]的高活性NK细胞也可以是CD16高表达性。此外，[1]的高活性NK细胞无论是否

CD16高表达性也可以进一步具备下述的特征：

[0103] (3)以该NK细胞为效应细胞(E)、K562细胞为靶标细胞(T)、以混合比(E：T)1：1共培

养的情形的细胞毒性活性是50％以上。

[0104] [1]的高活性NK细胞也可以如下述表示：

[0105] 从来自健康人的外周血单核细胞，应用CD3珠子(例如，CliniMACS  CD3，Miltenyi 

Biotec公司，目录号130‑017‑601)、LD柱(例如，Miltenyi  Biotec，目录号130‑042‑901)和

分离缓冲液(例如，包含0.5％人AB型血清(灭活处理)、2mM  EDTA的PBS)除去CD3阳性细胞，

将得到的细胞群用适当的培养基(例如，添加5％人AB型血清(灭活处理)的Cosmedium  008)

培养14天期间，得到具备下述(1)和(3)的特征的NK细胞：

[0106] (1)CD16阳性、CD56高表达性、并且CD57阴性。

[0107] (3)以该NK细胞为效应细胞(E)、K562细胞为靶标细胞(T)、以混合比(E：T)1：1共培

养的情形的细胞毒性活性是50％以上。

[0108] [1]的高活性NK细胞的特征的细节和更具体的制备方法可以参考特开2018‑

193303。

[0109] [2]下述的细胞：

[0110] CCR5阳性、CCR6阳性和CXCR3阳性并且CD3阴性的细胞。

[0111] [2]的细胞，也可以进一步CD11c高表达性。

[0112] [2]的细胞也可以如下述表示：

[0113] CCR5阳性、CCR6阳性、CXCR3阳性、整联蛋白α1阳性、整联蛋白α3阳性和整联蛋白β3

阴性并且CD3阴性的细胞。或者，CCR5阳性、CCR6阳性、CXCR3阳性、CD11a高表达性和CD11c高

表达性并且CD3阴性，高表达性通过与得自外周血、不进行实质的培养的NK细胞的群中的表

达比较而判断的细胞。

[0114] [2]的细胞根据本发明人的研究时，对形成肿瘤块的实体癌显示极其高的细胞毒

性活性。[2]的细胞的特征的细节和更具体的制备方法可以参考特开2019‑170176。

[0115] [3]可用下述的方法得到的、高活性NK细胞：

[0116] 向从新鲜外周血、或从冷冻单采术血液得到的单核细胞添加·悬浮CD3珠(例如，

CliniMACS  CD3，Miltenyi  Biotec，130‑017‑601(每1x107个细胞5μL))、和在使用冷冻单采

术血液的情形进一步添加·悬浮CD34珠(例如，CliniMACS  CD34，Miltenyi  Biotec，130‑
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017‑501(每1x107个细胞2.5μL))，在4℃温育15分钟后，加入分离缓冲液(例如，包含0.5％

人AB型血清(在56℃灭活处理30分钟)、2mM  EDTA的PBS)，充分悬浮，离心。除去上清，以成为

LD柱(例如，Miltenyi  Biotec，130‑042‑901)每1柱直至最大1x108个细胞的细胞数的方式

悬浮于0.5mL的分离缓冲液。预先添加分离缓冲液2mL之后，向LD柱添加细胞悬浮液，回收来

自LD柱的溶出液。进一步向LD柱添加分离缓冲液1mL，回收溶出液。进行回收的液体的离心

分离，除去上清后，以在使用外周血的情形成为5x105个细胞/mL、使用冷冻单采术血液的情

形成为1x106个细胞/mL的方式在适当的培养基(例如，包含5％人AB型血清(在56℃灭活处

理30分钟)或者5％UltraGRO(AventaCell、HPCPLCRL10)中添加2U/mL肝素钠的任一种的

KBM501培养基)中悬浮细胞，进行适当培养基交换，同时培养至第14天为止。

[0117] [3]的高活性NK细胞的具体的制备方法可以参考本说明书的实施例的项目。

[0118] [4]得到[1]～[3]的细胞时，通过与IL‑2同时或代替IL‑2，以可以实现本发明目的

的浓度添加选自IL‑12、IL‑15、和IL‑18的任一种并培养而得到的细胞。这样的细胞的具体

的制备方法可以参考上述非专利文献2。

[0119] 另外，以下，以应用高活性NK细胞的情形为例说明本发明，但本领域技术人员依据

该说明也可以理解本发明应用通过在体外应用某些细胞因子经历活化操作的其它细胞的

情形。

[0120] (细胞毒性活性)

[0121] 有关本发明，关于高活性NK细胞等，提及活性或细胞毒性活性时，除了特别记载的

情形，指代对象细胞(效应细胞、E)对靶标细胞(T)的溶解能力。细胞毒性活性可以由通过效

应细胞导致死亡的靶标细胞的百分率(％)表示，根据下式求得。

[0122] (与效应细胞共培养的情形的细胞死亡‑自然细胞死亡(阴性对照))/(最大细胞死

亡(阳性对照)‑自然细胞死亡(阴性对照))×100

[0123] 细胞毒性活性测定时，通常，相应于效应细胞的细胞毒性活性的程度等，效应细胞

与靶标细胞的混合比(E∶T)、效应细胞与靶标细胞的共培养时间可以相应于应用的细胞的

种类和活性的强度设为适当。将NK细胞作为效应细胞时，存在靶标细胞是K562细胞、急性骨

髓性白血病细胞、慢性骨髓性白血病细胞的情形，但不限于这些。效应细胞和靶标细胞、活

细胞和死细胞可以通过用放射性物质、荧光染料等标记的抗体等试剂区分或定量。对于以

NK细胞作为效应细胞时的细胞毒性活性，例如，以K562细胞为靶标细胞，E∶T＝1∶0.05～10、

优选1∶0.1～5，可以在温育小时为0.5～18小时、优选1～12小时的条件测定。

[0124] 有关本发明，提及NK细胞等的活性高时，除了特别记载的情形，指代以靶标细胞为

K562细胞，在E∶T＝2∶1混合1～3小时、更特定2小时、共培养情形中的细胞毒性活性是50％

以上。活性优选60％以上，更优选70％以上。

[0125] [回收]

[0126] 在本发明中，在后述的冷冻步骤之前，从培养系统回收应冷冻的高活性NK细胞等。

回收可以通过离心分离而分离培养基和细胞进行。按需要，也可以向培养系统加入适当的

浓度的EDTA，从培养容器表面剥离粘附的细胞。此外，也可以用适当的溶液洗涤施加培养基

后的培养容器表面，得到残留的细胞。按需要用适当的溶液洗涤得到的细胞，在适当的溶液

中悬浮。

[0127] 在回收步骤中，为了细胞的剥离和洗涤，可以应用培养基、等渗液、缓冲液等溶液。
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作为可使用的培养基的实例，列举KBM501培养基、Cosmedium  008、FKCM101、CellGro  SCGM

培养基、X‑VIVO15培养基、Gibco(注册商标)CTS(注册商标)AIM  V(注册商标)Medium、CTS 

OpTmizer  T  Cell  Expansion  Basal  Medium、IMDM、MEM、DMEM、RPMI‑1640。等渗液指具有与

体液(血浆)的浸透压(285±5mOsm/L)大致相等的浸透压的液体，有关本发明，指浸透压是

285±13mOsm/L的液体。例如，Plasma‑Lyte  A的浸透压是294mOsm/L，PBS(‑)的浸透压是280

±4mOsm/L(冰点下降法)。作为可使用的等渗液的实例，列举Plasma‑Lyte  A(Baxter)、生理

盐水、林格氏液(乳酸林格氏液、醋酸林格氏液、碳酸氢盐林格氏液等)、5％葡萄糖水溶液。

作为可使用的缓冲液的实例，列举磷酸缓冲生理盐水(Phosphate‑buffered  saline：PBS)、

Tris盐酸缓冲液、Tris醋酸缓冲液、HEPES缓冲液。

[0128] 回收步骤中应用的溶液的优选实例之一是培养基，更优选用于人淋巴细胞培养的

培养基。用于人淋巴细胞培养的培养基也可以包含人血清白蛋白、人转铁蛋白、重组型人胰

岛素、和重组型人IL‑2。这样的培养基的优选实例是KBM501培养基、FKCM101或Cosmedium 

008。KBM501培养基包含人血清白蛋白、人转铁蛋白、重组型人胰岛素、重组型人IL‑2，不包

含它们以外的蛋白。此外，KBM501培养基包含抗生素(卡那霉素)、NaHCO3、L‑谷氨酰胺、pH调

节剂。

[0129] 在回收步骤中，应用PBS(‑)时，存在融解时的细胞的生存率降低、优选没有的情

形。PBS(‑)典型地包含氯化钠136.9mM、氯化钾2.68mM、磷酸氢二钠8.1mM、磷酸氢钾1.47mM。

[0130] [预处理]

[0131] 在本发明中，在后述冷冻步骤之前，也可以预处理应冷冻的高活性NK细胞等。预处

理是将回收的细胞悬浮于包含添加剂的溶液。预处理包括用包含添加剂的溶液回收。

[0132] 作为预处理中应用的添加剂，可以应用选自由胆汁酸和苯基丁酸组成的组的任一

种。胆汁酸的实例是牛磺熊脱氧胆酸(TUDCA)、熊脱氧胆酸(UDCA)、鹅脱氧胆酸、胆酸、猪脱

氧胆酸、脱氧胆酸、7‑氧代石胆酸、石胆酸、碘脱氧胆酸、碘胆酸、牛磺鹅脱氧胆酸、牛磺脱氧

胆酸、甘氨熊脱氧胆酸、牛磺胆酸、甘氨胆酸或其类似物、衍生物。苯基丁酸的实例是4‑苯基

丁酸(4‑PBA)、甘油基(三‑4‑PBA)、苯乙酸、2‑POAA‑OMe、2‑POAA‑NO2、2‑NOAA或药学上容许

的盐、类似物、衍生物或前药。预处理中应用的添加剂的特别优选的实例是选自TUDCA和4‑

PBA的任一种。

[0133] 在应用胆汁酸作为用于预处理的添加剂的情形中，浓度可设为适当，但优选100～

5000μM，更优选200～2500μM，进一步优选400～1000μM。这样的范围在应用TUDCA的情形中

特别适合。在应用苯基丁酸作为用于预处理的添加剂的情形中，浓度可设为适当，但优选1

～1000μM，更优选5～500μM，进一步优选10～100μM。这样的范围在应用4‑PBA的情形中特别

适合。

[0134] 用于预处理的添加剂的其它实例是二甲亚砜(DMSO)。浓度可设为适当，但优选0.5

～15％，更优选1～12.5％，进一步优选2～10％。

[0135] 用于预处理的溶液与回收之时应用的溶液同样，可为培养基、等渗液、缓冲液等溶

液。预处理中应用的溶液的优选实例之一是培养基，更优选用于人淋巴细胞培养的培养基，

进一步优选KBM501培养基、FKCM101或Cosmedium  008。预处理中应用的培养基此外可以包

含人血清白蛋白、人转铁蛋白、重组型人胰岛素、和重组型人IL‑2，也可以包含抗生素(卡那

霉素)、NaHCO3、L‑谷氨酰胺、pH调节剂。
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[0136] 用于预处理的时间没有特别限定。为了预处理，悬浮细胞后，可以将悬浮液静置数

分钟～数小时、例如5分钟～4小时、更优选30分钟～3小时。静置可以在环境温度(例如1～

30℃、典型地15～25℃)进行，也可以在CO2培养箱中(例如36～42℃、典型地37℃)进行。

[0137] 预处理之时的细胞密度可以设为适当，但设为适于细胞的维持的细胞密度即可。

具体地，是1x105～1x107个细胞/mL，优选2x105～5x106个细胞/mL，更优选5x105～2x106个细

胞/mL。

[0138] 在特别优选的方式中，预处理是在将TUDCA以400～1000μM、或将4‑PBA以10～100μ

M添加的KBM501培养基、FKCM101或Cosmedium008中，以细胞密度为5x105～2x106个细胞/mL

的方式悬浮。此时，在37℃、5％CO2下温育30分钟～3小时即可。

[0139] 本发明中预处理不必需，但通过将高活性NK细胞等在冷冻前用添加4‑PBA或TUDCA

的KBM501培养基预处理，与未进行预处理的情形比较，融解细胞时的生存率(也可称为回收

率)可改善。

[0140] [冷冻]

[0141] 在本发明中，回收的、优选预处理的细胞通过通常的顺序冷冻。具体地，按需要确

认细胞数和生存率，离心分离除去上清后，以成为适当的细胞密度的方式在冷冻保存液中

悬浮细胞。将细胞悬浮液在用于冷冻保存的容器中分配后，用‑80℃的低温冷冻箱冷冻、保

存。按需要用液氮罐冷冻保存。

[0142] 可在本发明中应用的冷冻保存液可含有钠盐、钾盐、糖类、碳酸氢盐、碳酸盐、和防

冻剂。

[0143] 可使用的钠盐只要在溶剂中溶解时生成钠离子则没有特别限定，可为含氧酸盐、

卤化物、氧化物、氢氧化物、无机盐或有机酸盐等。钠盐可以组合1种或多种。在本发明中，作

为1种优选使用氯化钠，作为多种优选使用氯化钠和柠檬酸钠。钠盐含量没有特别限定，作

为冷冻保存液中包含的总钠离子的终浓度，优选0.01～5000mM，更优选0.1～1000mM，进一

步优选1～300mM。

[0144] 可使用的钾盐只要在溶剂中溶解时生成钾离子则没有特别限定，可为含氧酸盐、

卤化物、氧化物、氢氧化物、无机盐或有机酸盐等。钾盐可以组合1种或多种。在本发明中，优

选使用氯化钾。钾盐含量没有特别限定，作为冷冻保存液中包含的总钾离子的终浓度，优选

0.01～5000mM，更优选0.1～1000mM，进一步优选1～100mM。

[0145] 可使用的碳酸氢盐只要在溶剂中溶解时生成碳酸氢离子则没有特别限定，可以应

用与各种阳离子的盐。例如，列举碳酸氢铵、碳酸氢钾、碳酸氢钙、碳酸氢钠、碳酸氢镁等。可

使用的碳酸盐只要在溶剂中溶解时生成碳酸离子则没有特别限定，可以应用与各种阳离子

的盐。例如，列举碳酸铵、碳酸钾、碳酸钙、碳酸钠、碳酸钡、碳酸镁等。这些碳酸氢盐和/或碳

酸盐可以组合1种或多种。在本发明中，优选使用碳酸氢钠。碳酸氢盐和/或碳酸盐的含量没

有特别限定，作为冷冻保存液中包含的碳酸氢离子和碳酸离子的总计的终浓度，优选0.01

～1000mM，更优选0.1～500mM，进一步优选1～100mM。

[0146] 冷冻保存液中的钠离子和钾离子的浓度比(钠离子/钾离子)优选1/1000～1000/

1，更优选1/100～100/1，进一步优选1/10～100/1，进一步优选1/1～100/1，进一步优选10/

1～50/1。

[0147] 可使用的糖类是单糖、寡糖或糖醇，例如，作为单糖列举葡萄糖、半乳糖、果糖、甘
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露糖、木糖、阿拉伯糖，作为寡糖列举海藻糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、纤维二糖，作为糖醇列举

木糖醇、山梨糖醇等。这些糖类可以组合1种或多种，本发明中优选选自葡萄糖、半乳糖、果

糖、甘露糖、木糖和阿拉伯糖的至少1种糖类，更优选葡萄糖。糖类的含量是冷冻保存液中优

选0.01～100g/L，更优选0.1～100g/L，进一步优选0.25～50g/L。

[0148] 作为可使用的防冻剂的实例，列举二甲亚砜(DMSO)、羟乙基淀粉(HES)、乙二醇、甘

油等。防冻剂可以组合1种或多种。在本发明中，优选使用选自DMSO和羟乙基淀粉的任一种。

在作为防冻剂联用DMSO和羟乙基淀粉的情形中，优选总含量包含在前述范围内，并且各自

的浓度是，DMSO浓度优选0.01～50％、更优选1～30％、进一步优选2～15％，羟乙基淀粉浓

度优选0.01～50％、更优选1～30％、进一步优选2～15％。

[0149] 在本发明的优选方式中，除了上述的本发明的细胞的冷冻保存方法中使用的溶液

的必需成分，还可以进一步含有选自蛋白、镁盐和钙盐的成分。可使用的蛋白具体地列举血

清白蛋白、血清球蛋白等。此外，作为血清白蛋白，列举人血清白蛋白、或牛血清白蛋白。在

本发明中，优选人血清白蛋白。蛋白的含量在冷冻保存液中优选0.01～50％、更优选1～

30％、进一步优选2～15％。可使用的镁盐只要在溶剂中溶解时生成镁离子则没有特别限

定，可以应用含氧酸盐、卤化物、氧化物、氢氧化物、无机盐或有机酸盐等。镁盐可以组合1种

或多种。在本发明中，优选使用氯化镁。镁盐含量没有特别限定，作为冷冻保存液中包含的

总镁离子的终浓度，优选0，01～10mM，更优选0.1～5mM。可使用的钙盐只要在溶剂中溶解时

生成钙离子则没有特别限定，可以应用含氧酸盐、卤化物、氧化物、氢氧化物、无机盐或有机

酸盐等。钙盐可以组合1种或多种。在本发明中，优选使用氯化钙。钙盐含量没有特别限定，

作为冷冻保存液中包含的总钙离子的终浓度，优选0.01～10mM，更优选0.1～5mM。此外，冷

冻保存液中除上述的成分以外还可进一步含有对细胞没有损害性的物质，例如，维生素类、

氨基酸类等。此外，从发挥pH调节和缓冲作用的观点看来，冷冻保存液除上述的成分以外还

可含有磷酸离子。

[0150] 期望冷冻保存液的浸透压是冷冻时对细胞不产生损伤的范围，从冷冻时提高成分

对细胞的浸透性和抑制冰晶形成的观点看来，可以是例如500～8000mOsm/L，1000～

7500mOsm/L，也可以是1500～7000mOsm/L，也可以是1800～5000mOsm/L。期望冷冻保存液的

pH是对细胞不产生损伤的范围，例如，3.0～10.0，更优选4.5～9.0。

[0151] 在本发明中，可以应用市售的用于冷冻保存的液体。作为可使用的制品的实例，可

以列举用于细胞·组织的冷冻保存液CELLBANKER系列(STEM‑CELLBANKER(注册商标))，更

特别地是STEM‑CELLBANKER(ZENOAQ、CB045)。

[0152] 冷冻之时的细胞优选处于对数增殖期。

[0153] 冷冻之时的细胞密度可以设为适当，具体地，是1x106～2x108个细胞/mL、优选

2x106～1x108个细胞/mL，更优选1x107～5x107个细胞/mL。在优选的方式之一中，细胞在5mL

容量的容器中以4x107个细胞/mL保存。高活性NK细胞的冷冻运输时可以高密度冷冻使制品

更紧凑，有助于降低输送成本。

[0154] [融解]

[0155] 在本发明中，冷冻保存的细胞可以通过各种顺序融解。例如，可以将放入细胞的用

于冷冻保存的容器在37℃的温浴等中按需要边振动边迅速融解。或者，从冷库取出后可以

不主动加温，在室温放置而自然融解。融解后的细胞与适当的融解时溶剂I混和。按需要，可
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以进行离心分离除去上清，悬浮于适量的融解时溶剂II，进行培养和活化处理。

[0156] (融解时溶剂I)

[0157] 在本发明中，将融解在用于冷冻保存的液体中悬浮冷冻的细胞、与用于冷冻保存

的液体共同在稀释时应用的溶液称为融解时溶剂I。对于根据本发明回收、按需要进行预处

理的冷冻保存的细胞，可应用各种溶剂作为融解时溶剂I。

[0158] 在优选的方式之一中，融解时溶剂I可含有钠盐、钾盐、葡萄糖酸盐、和醋酸盐。进

一步，也可含有镁盐。

[0159] 融解时溶剂I中可使用的钠盐可为含氧酸盐、卤化物、氧化物、氢氧化物、无机盐或

有机酸盐等。钠盐可以组合1种或多种。融解时溶剂I优选包含选自氯化钠、葡萄糖酸钠、和

醋酸钠的任一种，更优选包含氯化钠、葡萄糖酸钠、和醋酸钠。融解时溶剂I的钠盐的含量作

为总钠离子的终浓度优选14.0～200mM，更优选28.0～182mM，进一步优选70.0～168mM。或

者，优选作为氯化钠包含9.00～108mM，作为葡萄糖酸钠包含2.30～27.7mM，作为醋酸钠包

含2.70～32.5mM。

[0160] 融解时溶剂I中可使用的钾盐可为含氧酸盐、卤化物、氧化物、氢氧化物、无机盐或

有机酸盐等。钾盐可以组合1种或多种。融解时溶剂I优选包含选自氯化钾、葡萄糖酸钾、和

醋酸钾的任一种，更优选包含氯化钾。融解时溶剂I的钾盐的含量作为总钾离子的终浓度优

选0.50～8.0mM，更优选1.0～7.0mM，进一步优选2.5～6.0mM。或者，优选作为氯化钾包含

0.496～5.96mM。

[0161] 融解时溶剂I中可使用的葡萄糖酸盐只要在溶剂中溶解时生成葡萄糖酸离子则没

有特别限定，可以应用与各种阳离子的盐。例如，列举葡萄糖酸钠、葡萄糖酸钾等。融解时溶

剂I优选包含葡萄糖酸钠。融解时溶剂I的葡萄糖酸盐的含量作为总葡萄糖酸离子的终浓度

优选2.3～32.3mM，更优选4.6～29.9mM，进一步优选12.5～27.7mM。

[0162] 融解时溶剂I中可使用的醋酸盐只要在溶剂中溶解时生成醋酸离子则没有特别限

定，可以应用与各种阳离子的盐。例如，列举醋酸钠、醋酸钾等。融解时溶剂I优选包含醋酸

钠。融解时溶剂I的醋酸盐的含量作为总醋酸离子的终浓度优选2.7～37.8mM，更优选5.4～

35.1mM，进一步优选13.5～32.5mM。

[0163] 作为这样的融解时溶剂I，可以应用市售的等渗液。作为可使用的制品的实例，可

以列举Plasma‑Lyte  A、和将其用水稀释的液体。具体地，是包括以下的液体。

[0164] ·氯化钠9.00～108mM

[0165] ·葡萄糖酸钠2.30～27.7mM

[0166] ·醋酸钠2.70～32.5mM

[0167] ·氯化钾0.496～5.96mM

[0168] ·氯化镁0.148～1.78mM

[0169] 在另一优选方式中，融解时溶剂I可含有仅钠盐。这样的融解时溶剂I中可使用的

钠盐可为含氧酸盐、卤化物、氧化物、氢氧化物、无机盐或有机酸盐等。钠盐可以组合1种或

多种。融解时溶剂I优选仅含有氯化钠。融解时溶剂I的钠盐的含量作为总钠离子的终浓度

优选15.4～216mM，更优选30.8～200mM，进一步优选70.0～185mM。

[0170] 作为这样的融解时溶剂I，可以应用生理盐水或将其用水稀释的液体。

[0171] 与用于冷冻保存的液体共同在融解时溶剂I中悬浮的细胞可以用于原样施用。从
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用于施用的观点看来，优选将用于冷冻保存的液体和融解时溶剂I混合后的混合液成为等

渗(具有与体液大致相等的浸透压，具体地285±13mOsm/L)。由于用于冷冻保存的液体在优

选方式中为高渗液(例如，1500～7000mOsm/L)，融解时溶剂I可以是浸透压低的液体。本领

域技术人员可以考虑用于冷冻保存的液体通过融解时溶剂I的稀释倍率，适当决定融解时

溶剂I的成分浓度。

[0172] 此外，由于此处稀释倍率高的(例如15倍以上)情形可以说用于冷冻保存的液体的

组成对混合液的浸透压的影响少，作为融解时溶剂I，优选应用等渗的液体。从这样的观点

看来，融解时溶剂I具体地是包含以下的液体。

[0173] ·氯化钠85.5～94.5mM

[0174] ·葡萄糖酸钠21.8～24.2mM

[0175] ·醋酸钠25.6～28.5mM

[0176] ·氯化钾4.71～5.21mM

[0177] ·氯化镁1.40～1.55mM

[0178] 或者，融解时溶剂I具体地是包含以下的液体。

[0179] ·氯化钠146.3～161.7mM

[0180] 无论任一组成，融解时溶剂I优选不含0.423mM以上的浓度的钙离子。此外，无论任

一组成，融解时溶剂I优选不含5.55mM以上的浓度的葡萄糖。进一步，无论任一组成，融解时

溶剂I优选不含27.7mM以上的浓度的乳酸盐。这是由于存在融解的细胞的生存率或细胞毒

性活性降低的情形。从这样的意义，存在RPMI培养基、Hanks’Balanced  Salt  Solution

(HBSS)(+)、和乳酸林格氏液不适于作为融解时溶剂I应用的情形。

[0181] 无论任一组成，融解时溶剂I优选不含40％以上的浓度的血清，更优选完全不含血

清。这是由于包含血清时存在细胞的生存率降低的情形。

[0182] 在融解时溶剂I中悬浮时的细胞密度可以设为适当，可以设为适于细胞的维持的

细胞密度，或设为适于施用的细胞密度。具体地，是1x105～1x107个细胞/mL，优选2x105～

5x106个细胞/mL，更优选5x105～2x106个细胞/mL。

[0183] 细胞可以在融解时溶剂I中维持比较长的时间。在融解时溶剂I中悬浮细胞后，可

以将悬浮液静置数分钟～数小时、例如5分钟～6小时、更优选30分钟～4小时。静置可以在

环境温度(例如1～30℃、典型地15～25℃)进行，也可以在CO2培养箱中(例如36～42℃、典

型地37℃)进行。

[0184] (融解时溶剂II)

[0185] 在本发明中，应用融解时溶剂I将冷冻的细胞融解后，可以进一步应用融解时溶剂

II，培养或活化细胞。在本发明中，将为了回收、培养或活化等、用于将在融解时溶剂I中悬

浮的细胞再次悬浮而应用的溶液称为融解时溶剂II。相应于目的，可以应用各种溶剂作为

融解时溶剂II。

[0186] [对药物组合物的利用]

[0187] 本发明提供药物组合物，其包含用适当的方法回收、按需要预处理、冷冻保存的高

活性NK细胞等。

[0188] 根据本发明提供的药物组合物可以在对高活性NK细胞等具有敏感性的各种疾病

的治疗和/或预防中应用。这样的疾病的实例是癌症或感染病，具体地，包括皮肤癌、口腔
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癌、胆囊癌、胆管癌、肺癌、肝癌、胃癌、大肠癌、胰腺癌、肾癌、卵巢癌、膀胱癌、前列腺癌、神

经母细胞瘤、白血病、和病毒、细菌等引起的感染病，但不限于这些。另外，本发明人应用用

本申请的方法冷冻·融解的细胞，确认对不治疗则30天内死亡的大肠癌模型动物的效果。

[0189] 通过本发明的药物组合物的细胞疗法存在单独、或者与手术疗法、化学疗法、放射

疗法、抗体药物等组合实施的情形。

[0190] 根据本发明提供的药物组合物的一个方式的特征在下文显示。

[0191] (剂型)

[0192] 注射剂(细胞悬浮液)

[0193] (成分·含量)

[0194] 构成细胞：高活性NK细胞等

[0195] 含量：6×106个～4.8×109个细胞/60kg

[0196] (副成分)

[0197] 复合电解质液10～45％

[0198] 氯化钠液10～45％

[0199] 20～30％人血清白蛋白液5～30％

[0200] 二甲亚砜2～15％

[0201] 其它

[0202] 或者，

[0203] 作为药物添加剂的可容许的冷冻保存液100％

[0204] (配制方法)

[0205] 用37℃的恒温水槽等融解，至冷冻的组合物完全融解为止。融解后迅速地无菌悬

浮于可容许作为单独准备的药物添加剂的等渗液。

[0206] (融解后的稳定性)

[0207] 融解后的有效期在室温保存时是6小时，优选4小时。

实施例

[0208] [参考例和实施例中共通的方法]

[0209] A)高活性NK细胞的培养方法

[0210] 原料1：利用外周血的情形

[0211] 从健康人志愿者采集外周血，应用Ficoll(GE  Healthcare、17144002)通过密度梯

度离心分离外周血单核细胞(PBMCs：Peripheral  blood  mononuclear  cells)。

[0212] 原料2：冷冻单采术血液的情形

[0213] 融解冷冻单采术血液(HemaCare，PB001CLP)，使用Lovo  Cell  Processing  System

(FRESENIUS  KABI)进行洗涤和浓缩，得到PBMCs。

[0214] 向得到的PBMCs添加·悬浮CD3珠※1、CD34珠※2(使用冷冻单采术血液的情形)，4℃

温育15分钟后，加入分离缓冲液※3充分悬浮，进行300x  g、10分钟离心分离。除去上清，以成

为LD柱(Miltenyi  Biotec，130‑042‑901)每1柱直至最大1x108个细胞的细胞数的方式，悬

浮于0.5mL的分离缓冲液。预先添加2mL分离缓冲液之后，向LD柱添加细胞悬浮液，回收来自

LD柱的溶出液。进一步，向LD柱添加1mL分离缓冲液，回收溶出液。其后，用1mL分离缓冲液洗
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涤柱，计数回收的液体中的细胞数，算出总细胞数。进行500x  g、5分钟离心分离，除去上清

后，以使用原料1：外周血的情形成为5x105个细胞/mL、使用原料2：冷冻单采术血液的情形

成为1x106个细胞/mL的方式悬浮于KBM501培养基※4。培养使用6孔板(Thermofisher 

Scientific，140675)、T‑75烧瓶(Thermofisher  Scientific，156499)或粘附培养用袋

(Nipro)，用CO2培养箱进行(37℃，5％CO2)。以培养第9天的最终液体量成为在6孔板的情形

中每1孔6mL、在T‑75烧瓶的情形中每1烧瓶50mL、在袋的情形中每1袋500mL的方式添加

KBM501培养基，温育至第14天为止。

[0215] 以下，将通过从PBMCs经历该培养步骤得到的细胞称为“高活化NK细胞样CD3阴性

细胞(Highly  activated  NK  cell‑like  CD3‑negative  cells)”或简单地“高活性NK细

胞”。

[0216] ※1：CliniMACS  CD3，Miltenyi  Biotec，130‑017‑601(每1x107个细胞5μL)

[0217] ※2：CliniMACS  CD34，Miltenyi  Biotec，130‑017‑501(每1x107个细胞2.5μL)

[0218] ※3：包含0.5％人AB型血清(Cosmo  Bio，12181301，在56℃灭活处理30分钟)、2mM 

EDTA(Thermofisher  Scientific，15575‑020)的PBS(Nacalai  Tesque、14249‑24)

[0219] ※4：包含5％人AB型血清(Cosmo  Bio，12181301，在56℃灭活处理30分钟)或者5％

UltraGRO(AventaCell、HPCPLCRL10)中添加2U/mL肝素钠(Nipro)的任一种的KBM501(Kojin 

Bio，16025015)

[0220] B)高活性NK细胞的回收方法

[0221] 回收方法1：以往的方法

[0222] 培养第14天回收培养液，进一步向培养容器加入1mM  EDTA剥离粘附的细胞，用PBS

(Nacalai  Tesque、14249‑24)洗涤回收剥离细胞后的培养容器。离心全部的细胞回收液后，

用PBS洗涤、重悬浮。

[0223] 回收方法2：本申请的方法

[0224] 培养第14天回收培养液，进一步向培养容器加入1mM  EDTA剥离粘附的细胞，用

KBM501培养基洗涤回收剥离细胞后的培养容器。离心全部的细胞回收液后，用KBM501培养

基洗涤、重悬浮。

[0225] C)通过7‑AAD的染色方法

[0226] 将1x105个细胞/孔的各条件下融解的高活性NK细胞用96孔板(IWAKI，4870‑

800SP)离心分离，除去上清后，添加用PBS稀释的7‑氨基放线菌素D(7‑AAD)溶液(Beckman 

Coulter，A07704)，悬浮，在室温(指15～25℃。以下的实验中相同)温育20分钟。将染色后的

细胞用流式细胞仪(BD  LSR  Fortessa、BD  Biosciences公司)进行测定。

[0227] [参考例]

[0228] 将用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性NK细胞、

PBMC、K562(人慢性骨髓性白血病细胞株)、THP‑1(人急性单核细胞白血病细胞株)与Mito‑

FerroGreen(同仁化学研究所、M489)反应，应用流式细胞仪(BD  LSR  Fortessa、BD 

Biosciences公司)进行测定。

[0229] 如图1‑1所示，高活性NK细胞的铁含量多。根据形态学观察结果和至死的时间，假

设冷冻融解下高活性NK细胞的活力显著降低的是Ferroptosis(氧化应激)、凋亡、自噬、坏

死和Necroptosis  5种形式。对于各自形式的抑制剂在下文显示。

说　明　书 14/38 页

16

CN 115279887 A

16



[0230] [表1]

[0231]

[0232] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性NK细胞

的活细胞数，用1mL的STEM‑CELLBANKER(ZENOAQ、CB045)悬浮1x107个细胞，在‑80℃冷冻。将

冷冻48小时以上的NK细胞在37℃、用水浴融解之后，用下文记载的溶剂稀释10倍，在各温度

和时间静置后，用光学显微镜观察、拍照。

[0233] <1>在KBM501培养基中稀释、在37℃3小时

[0234] <2>在含有Z‑Vad的KBM501培养基中稀释、在37℃3小时

[0235] <3>在含有甲基强的松龙的KBM501培养基中稀释、在37℃3小时

[0236] <4>在含有地塞米松的KBM501培养基中稀释、在37℃3小时

[0237] <5>在KBM501培养基中稀释、在4℃3小时

[0238] <6>在含有甲基强的松龙的KBM501培养基中稀释、在4℃静置3小时后、在37℃3小

时

[0239] <7>在含有地塞米松的KBM501培养基中稀释、在4℃静置3小时后、在37℃3小时

[0240] 结果示于图1‑2。确认高活性NK细胞在冷冻融解下活力显著降低。此外，这通过冷

冻融解后添加甲基强的松龙、地塞米松、或Z‑Vad也没有改善。

[0241] 关于用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性NK细胞，

回收后如表述的方法进行冷冻融解。

[0242] 冷冻融解的条件及其结果总结在下述的表中。对于实验的条件，在用PBS洗涤后冷

冻的情形中，对所有活力改善方法不应答。认为对于通常已知的细胞保护方法难以得到目

的效果。

[0243] [表2‑1]
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[0244]

[0245] [表2‑2]
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[0246]

[0247] [表2‑3]
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[0248]

[0249] [实施例1]

[0250] (1‑1)计数从2名健康人志愿者分别用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记

载的顺序得到的高活性NK细胞的活细胞数，分别将1x107个细胞、8x106个细胞悬浮于1mL的

STEM‑CELLBANKER(ZENOAQ、CB045)，在‑80℃冷冻。将冷冻48小时以上的NK细胞用37℃水浴

融解之后，融解后即刻将1x105个细胞在96孔板(IWAKI)中分配。此外，用KBM501培养基、包

含3500单位/mL  IL‑2(Celeuk(注册商标)注射用40，武田药品工业)、139.9mM麦芽糖的乳酸
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林格(扶桑药品工业)、包含3500单位/mL  IL‑2的Plasma‑Lyte  A(Baxter)、包含5.02mg/mL

葡萄糖酸钠(Nacalai、16720‑22)的KBM501培养基以稀释10倍的方式分别悬浮，在37℃、5％

CO2下温育3小时。融解后即刻的细胞在分配后迅速离心分离，其它4组在温育3小时后离心

分离，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件(FLOWJO，LLC)分析，

算出活细胞率。

[0251] (1‑2)此外，关于5x106个细胞的从1名健康人志愿者、用高活性NK细胞的培养方

法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性NK细胞，同样地进行冷冻、融解，同样地进行处

理、测定，用FlowJo软件分析，算出活细胞率。

[0252] 结果示于图1‑3、1‑4。冷冻的高活性NK细胞在融解时用Plasma‑Lyte  A稀释时活力

改善。融解时，通过KBM501培养基稀释，在添加葡萄糖酸(葡萄糖酸钠是Plasma‑Lyte  A中包

含的成分之一)的情形也未见改善。

[0253] [实施例2]

[0254] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性NK细胞

的活细胞，将5x106个细胞、1x107个细胞用1mL的STEM‑CELLBANKER悬浮，在‑80℃冷冻。将冷

冻48小时以上的NK细胞用37℃、水浴融解之后，融解后即刻，将1x105个细胞在96孔板中分

配。此外，用KBM501培养基、包含3500单位/mL  IL‑2的乳酸林格、包含3500单位/mL的

Plasma‑Lyte  A、包含40％血清(人AB型血清)的Plasma‑Lyte  A以稀释10倍的方式分别悬

浮，在37℃、5％CO2下温育3小时。融解后即刻的细胞在分配后迅速离心分离，其它4组在温

育3小时后离心分离，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析，

算出活细胞率。

[0255] 结果示于图2。冷冻的高活性NK细胞在融解时用Plasma‑Lyte  A稀释时活力改善，

但用包含40％血清(人AB型血清)的Plasma‑Lyte  A稀释时活力恶化。

[0256] [实施例3]

[0257] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性NK细胞

的活细胞数，将1x107个细胞用1mL的STEM‑CELLBANKER悬浮，在‑80℃冷冻。将冷冻48小时以

上的NK细胞用37℃水浴融解之后，用包含3500单位/mL  IL‑2(Immunace、盐野义制药株式会

社)的Plasma‑Lyte  A(溶剂(1))、或KBM501培养基(溶剂(2))稀释，算出每一下文记载的组

的稀释后的活细胞数和活细胞率、细胞毒性活性率(％裂解)。

[0258] <0>融解后即刻从STEM‑CELLBANKER分配

[0259] <1>用溶剂(1)稀释10倍，在37℃静置1小时后，添加等量的KBM501培养基，在37℃

温育3小时

[0260] <2>用溶剂(1)稀释10倍，在37℃静置1小时后，添加等量的包含IL‑2的乳酸林格，

在37℃温育3小时

[0261] <3>用溶剂(1)稀释10倍，在37℃静置1小时后，添加等量的KBM501培养基，在37℃

温育过夜

[0262] <4>用溶剂(1)稀释10倍，在37℃静置1小时后，添加等量的包含IL‑2的乳酸林格，

在37℃温育过夜

[0263] <5>用溶剂(1)稀释10倍，在37℃静置3小时

[0264] <6>用溶剂(2)稀释10倍，在37℃静置3小时
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[0265] <7>用溶剂(2)稀释10倍，在37℃静置过夜

[0266] (细胞毒性活性率的算出)

[0267] 在细胞毒性活性的测定中，准备使NK细胞和K562细胞反应的组、作为阴性对照的

仅K562细胞的组、作为阳性对照的将K562细胞用10％福尔马林固定的组。

[0268] 《NK细胞》

[0269] 温育各组记载的时间后，回收细胞，用10％FBS/RPMI1640配制为2x106个细胞/mL

的浓度。

[0270] 《K562细胞》

[0271] 应用PKH26  Red  Fluorescent  Cell  Linker  Kit(Sigma，PKH26GL‑1KT)，染色将

K562细胞(人慢性骨髓性白血病细胞株)用不含血清成分的RPMI1640培养基悬浮的K562细

胞，最终用10％FBS/RPMI1640配制为2x106个细胞/mL。

[0272] NK细胞和K562细胞以细胞比成为1∶1的方式添加于96孔板(IWAKI，4870‑800SP)，

混合，在37℃、5％CO2下反应2小时。反应后，离心分离(500xg，5分钟)，除去上清后，添加用

PBS稀释的7‑AAD溶液，悬浮，在室温温育20分钟。应用流式细胞仪进行测定，用FlowJo软件

分析，算出细胞毒性活性率(％裂解)※5。

[0273] ※5：细胞毒性活性率＝(SKOV3细胞死细胞率‑阴性对照死细胞率)/(阳性对照死

细胞率‑阴性对照死细胞率)×100

[0274] 结果示于图3。冷冻·融解高活性NK细胞的活细胞数与活力相关。此外，活细胞数

或活力与细胞毒性活性见到负相关的倾向。进一步，将冷冻·融解的细胞的处理液从

Plasma‑Lyte  A替换为其它溶液时活力降低。

[0275] [实施例4]

[0276] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性NK细胞

的活细胞数，以成为1x106个细胞/mL的方式悬浮于下文列举的6种溶剂，接种在低吸附的6

孔板(IWAKI、4810‑800SP)中，从而进行冷冻预处理。预处理的溶剂使用(1)包含10μM  4‑苯

基丁酸(4‑PBA、东京化成工业株式会社、P0643)的KBM501培养基、(2)包含100μM  4‑苯基丁

酸的KBM501培养基、(3)Plasma‑Lyte  A、(4)包含3000单位/mL  IL‑2(Immunace、盐野义制药

株式会社)的Plasma‑Lyte  A、(5)包含10μM  Salubrinal(TOCRIS、2347)的Plasma‑Lyte  A、

(6)包含23mM葡萄糖酸钠的PBS，(1)、(2)组在37℃、5％CO2下、(3)～(6)组在室温温育用各

溶剂悬浮的细胞2小时。预处理后，基于处理时的细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式用

STEM‑CELLBANKER悬浮，在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的完成预处理的NK细胞用37

℃水浴融解，如下述稀释。融解后的稀释、温育全部用低吸附的6孔板进行。

[0277] 《预处理(1)含有10μM  4‑苯基丁酸的KBM501培养基》

[0278] 在包含1000单位/mL  IL‑2的Plasma‑Lyte  A或包含1000单位/mL  IL‑2和100μM  4‑

PBS的Plasma‑Lyte  A中分别稀释11倍，在室温温育1小时后，在KBM501培养基中稀释5倍。

[0279] 《预处理(2)包含100μM  4‑苯基丁酸的KBM501培养基》

[0280] 在Plasma‑Lyte  A中稀释11倍，在室温温育1小时后，在RPMI培养基*6或包含2400单

位/mL  IL‑2的RPMI培养基中分别稀释5倍。

[0281] ※6：添加10％FBS(Sigma、172012‑500ML、在56℃灭活处理30分钟)的RPMI培养基

(Nacalai  Tesque、30264‑56)
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[0282] 《预处理(3)Plasma‑Lyte  A》

[0283] 在包含1000单位/mL  IL‑2的Plasma‑Lyte  A或包含1000单位/mL  IL‑2和100μM  4‑

PBA的Plasma‑Lyte  A中分别稀释11倍，在室温温育1小时后，在KBM501培养基中稀释5倍。

[0284] 《预处理(4)包含3000单位/mL  IL‑2的Plasma‑Lyte  A》

[0285] 在Plasma‑Lyte  A中稀释11倍，在室温或者37℃、5％CO2下温育1小时后，分别在

RPMI培养基、包含2400单位/mL  IL‑2的RPMI培养基中稀释5倍。

[0286] 《预处理(5)包含10μM  Salubrinal的Plasma‑Lyte  A》

[0287] 在包含1000单位/mL  IL‑2的Plasma‑Lyte  A、包含1000单位/mL  IL‑2和100μM  4‑

PBA的Plasma‑Lyte  A中分别稀释11倍，在室温温育1小时后，在KBM501培养基中稀释5倍。

[0288] 《预处理(6)包含23mM葡萄糖酸的PBS》

[0289] 在Plasma‑Lyte  A中稀释11倍，在室温或者37℃、5％CO2下温育1小时后，分别在

RPMI培养基、包含2400单位/mL  IL‑2的RPMI培养基中稀释5倍。

[0290] 将培养基中稀释的各组的细胞在37℃、5％CO2下温育过夜后，计数活细胞数。实验

条件在下文总结。

[0291] [表3]

[0292]

[0293] 结果示于图4。高活性NK细胞在冷冻前用添加4‑PBA的KBM501处理时，融解时的活

力改善。

[0294] [实施例5]
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[0295] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1和回收方法2中记载的顺序得到的高

活性NK细胞的活细胞数，以成为1x106个细胞/mL的方式悬浮于各种溶剂，在低吸附的6孔板

中接种，从而进行冷冻预处理。用PBS悬浮用回收方法1得到的NK细胞，在室温温育1小时。对

于用回收方法2得到的NK细胞，将用(1)KBM501培养基、(2)包含30μM  4‑苯基丁酸的KBM501

培养基、(3)包含30μM牛磺熊脱氧胆酸二水合物(TUDCA、东京化成工业株式会社、T1567)的

KBM501培养基、(4)包含30μM  4‑苯基丁酸和30μM  TUDCA的KBM501培养基悬浮的细胞在37

℃、5％CO2下温育2小时。预处理后，基于处理时的细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式，用

STEM‑CELLBANKER悬浮，在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的完成预处理的高活性NK细

胞用37℃水浴融解，各组分别在Plasma‑Lyte  A中稀释11倍，在室温温育1小时。1小时后，轻

轻悬浮计数活细胞数。进一步，在KBM501培养基中稀释5倍在37℃、5％CO2下温育2小时后，

计数活细胞数，计算为相对于冷冻时的细胞数的回收率。

[0296] 结果示于下表和图5。通过冷冻前用添加4‑PBA或TUDCA的KBM501培养基预处理高

活性NK细胞，融解时的回收率改善。

[0297] [表4]
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[0298]

[0299] [实施例6]

[0300] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法2中记载的顺序得到的高活性NK细胞
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的活细胞数，以成为1x106个细胞/mL的方式，用仅KBM501培养基、或包含TUDCA(10μM，30μM，

90μM，270μM，810μM)的KBM501培养基悬浮，在低吸附的6孔板中接种，在37℃、5％CO2下温育

2小时进行冷冻预处理。预处理后，基于处理时的细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式，用

STEM‑CELLBANKER悬浮，在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的完成预处理的NK细胞用37

℃水浴融解，各组分别加入10倍量Plasma‑Lyte  A，在室温温育至3小时。1小时后和3小时

后，轻轻悬浮计数活细胞数。此外，1小时后用KBM501培养基稀释5倍，在37℃、5％CO2下温育

2小时后，计数活细胞数。根据融解后各时点的活细胞数计算为相对于冷冻时的细胞数的回

收率。此外，进行各时间点的高活性NK细胞的细胞毒性活性的测定。

[0301] (细胞毒性活性率的算出)

[0302] 在细胞毒性活性的测定中，准备使NK细胞与K562细胞反应的组、作为阴性对照的

仅K562细胞的组、作为阳性对照的将K562细胞用10％福尔马林固定的组。

[0303] 《NK细胞》

[0304] 基于冷冻时的活细胞数，分配所需量的用记载的方法融解、稀释的细胞后，用10％

FBS/RPMI1640配制为2x106个细胞/mL的浓度。

[0305] 《K562细胞》

[0306] 将K562细胞用无血清RPMI1640培养基悬浮，应用PKH26  Red  Fluorescent  Cell 

Linker  Kit染色之后，用10％FBS/RPMI1640配制为2x106个细胞/mL。

[0307] NK细胞和K562细胞以成为细胞比2∶1的方式添加于96孔板(IWAKI，4870‑800SP)，

混合，在37℃、5％CO2下反应2小时。反应后，离心分离(500x  g，5分钟)，除去上清，添加用

PBS稀释的7‑AAD溶液，悬浮，在室温温育20分钟。应用流式细胞仪进行测定，用FlowJo软件

分析，算出细胞毒性活性率(％裂解)。

[0308] 预处理条件、和融解条件得到的回收率示于下表。通过用以各种浓度添加TUDCA的

KBM501培养基预处理高活性NK细胞，融解后的回收率改善。

[0309] [表5]
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[0310]

[0311] 细胞毒性活性的测定结果示于图6‑1、6‑2。见到预处理中TUDCA浓度依赖性细胞毒

性活性改善。

[0312] [实施例7]

[0313] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法2中记载的顺序得到的高活性NK细胞
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的活细胞数，以成为1x106个细胞/mL的方式用仅KBM501培养基、包含266μM，810μM，2400μM 

TUDCA的KBM501培养基、包含2.4％DMSO(Nacalai  Tesque、13445‑74)的KBM501培养基悬浮，

在低吸附的6孔板中接种，在37℃、5％CO2下温育2小时，进行冷冻预处理。预处理后，基于处

理时的细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式用STEM‑CELLBANKER悬浮，在‑80℃冷冻保存。

将冷冻48小时以上的完成预处理的NK细胞用37℃水浴融解，各组分别在Plasma‑Lyte  A或

包含3000单位/mL  IL‑2的Plasma‑Lyte  A中稀释11倍，在室温温育至3小时。1小时后和3小

时后，轻轻悬浮计数活细胞数。此外，1小时后用KBM501培养基稀释5倍，在37℃、5％CO2下温

育2小时后，计数活细胞数。根据融解后各时点的活细胞数算出相对于冷冻时的细胞数的回

收率。

[0314] 此外，在融解、稀释的各时间点，用实施例6中记载的方法进行高活性NK细胞对

K562细胞的细胞毒性活性的测定。

[0315] 进一步，关于融解后第1小时和第3小时的高活性NK细胞，进行实体瘤模型中的评

价(3D杀伤试验)。详细地，基于冷冻时的细胞数，以成为1x106个细胞/mL的方式用KBM501培

养基配制高活性NK细胞。对在384孔板中预先接种的1个SKOV3球加入50μL配制的NK细胞，在

37℃、5％CO2下反应4天时期。其后，用Accutase剥离回收细胞，在24孔板中用RPMI培养基扩

增培养。将在37℃、5％CO2下扩增培养的17天后的细胞用4％PFA固定，用DAPI染色，使用荧

光显微镜(BZ‑9000、KEYENCE)、BZ‑II观察应用程序进行未接受通过NK的损害的SKOV3的面

积定量。

[0316] 《SKOV3球体》

[0317] 用10％FBS/RPMI1640以成为3x104个细胞/mL的方式配制SKOV3细胞(人卵巢癌细

胞株)，96孔板的每1孔接种3x103/100μL。在37℃、5％CO2下培养3天制备球体。

[0318] 预处理条件、和融解条件得到的回收率示于下表。通过用以各种浓度添加TUDCA的

KBM501培养基预处理高活性NK细胞，融解后的回收率改善。

[0319] [表6]
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[0320]

[0321] 此外，细胞毒性活性的测定结果示于图7‑1，用实体瘤模型的评价(3D杀伤试验)的

结果示于图7‑2。图7‑1中不添加NK细胞的SKOV3球体表述为nega。

[0322] 扩大TUDCA的浓度范围、追加在实体瘤模型中的评价时，冷冻前添加的TUDCA优选

以2,400μM和267μM之间的浓度应用，特别是以800μM应用时回收率高，并且对实体瘤模型的

损害活性高。
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[0323] [实施例8]

[0324] (8‑1)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法2中记载的顺序得到的高活性NK

细胞的活细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻保

存。将冷冻48小时以上的高活性NK细胞用37℃水浴融解，在(1)Plasma‑Lyte  A、(2)包含

1.48mM  MgCl2·6H2O(Nacalai  Tesque、20909‑55)的PBS(‑)、(3)PBS(‑)、(4)KBM501培养基、

(5)包含62.2mg/L  CaCl2·2H2O(Nacalai  Tesque、08895‑15)的Plasma‑Lyte  A、(6)包含

0.1％葡萄糖(50％葡萄糖、Terumo)的Plasma‑Lyte  A、(7)葡萄糖、(8)不含血清成分的RPMI

培养基(Nacalai  Tesque、09892‑15)、(9)包含葡萄糖的RPMI培养基(Nacalai  Tesque、

30264‑85)中稀释10倍，(1)～(4)在室温温育2小时、(1)和(5)～(9)在37℃温育3小时。其

后，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0325] (8‑2)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1或回收方法2中记载的顺序得

到的高活性NK细胞的活细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，

在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的各自的高活性NK细胞用37℃水浴融解，在(1)

Plasma‑Lyte  A、(2)包含1.48mM  MgCl2(Nacalai  Tesque、95812‑85)的PBS(‑)、(3)PBS(‑)、

(4)KBM501培养基、(5)乳酸林格、(6)HBSS(+)(Nacalai  Tesque、09735‑75)中稀释10倍，在

37℃温育3小时。其后，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分

析。

[0326] (8‑3)与(8‑1)同样，但是作为稀释融解后的细胞的溶剂，应用(1)PBS、(2)Plasma‑

Lyte  A、(3)包含27.7mEq/L乳酸(Nacalai  Tesque、20006‑62)的Plasma‑Lyte  A、(4)包含

48.84mg/L  MgSO4·7H2O(Nacalai  Tesque、21002‑85)的Plasma‑Lyte  A、(5)乳酸林格、(6)

Veen  F(扶桑药品工业)、(7)Solita‑T1(AY  Pharma)、(8)Solita‑T3(AY  Pharma)、(9)5％葡

萄糖注射液(Terumo)、(10)RPMI培养基，在37℃温育3小时。另外，有关(3)，乳酸配合乳酸林

格氏液的乳酸浓度添加，用石蕊试纸确认中性。有关(4)，MgSO4配合HBSS的MgSO4浓度添加。

其后，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0327] (8‑4)与(8‑2)同样，但是作为稀释融解后的细胞的溶剂，应用(1)PBS、(2)Plasma‑

Lyte  A、(3)生理盐水(大冢制药)、(4)bicanate(大冢制药)、(5)solacet‑F(Terumo)处理。

其后，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0328] (8‑5)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1和回收方法2中记载的顺序得

到的高活性NK细胞的活细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，

在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的高活性NK细胞用37℃水浴融解。完全溶解后即刻，

用(1)Plasma‑Lyte  A、(2)生理盐水、(3)RPMI1640培养基、(4)乳酸林格、(5)用Plasma‑Lyte 

A配制的0.423mM  CaCl2、(6)1 .36mM  CaCl2稀释10倍，分别在37℃静置3小时。另外，(5)的

CaCl2配合RPMIl640培养基、(6)的CaCl2配合乳酸林格氏液添加。其后，用通过7‑AAD的染色

方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0329] (结果)用FlowJo软件分析结果示于图8‑1～8‑5。通过以冷冻前的溶剂为培养基、

融解后使用Plasma‑Lyte  A，可以改善活力。融解、稀释后可以在室温维持(8‑1)。

[0330] [实施例9]

[0331] (9‑1)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法2中记载的顺序得到的高活性NK

细胞的活细胞数，以成为4x107个细胞/mL的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻保
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存。将冷冻48小时以上的高活性NK细胞用37℃水浴融解，在包含3000单位/mL  IL‑2的

Plasma‑Lyte  A中稀释10倍，在室温静置至6小时。在融解2小时后、5小时后、6小时后的时

点，关于细胞毒性活性分别进行分析。对于细胞毒性活性，用实施例9‑1(b)中记载的方法将

NK细胞和K562细胞以成为细胞比1：1的方式在96孔板(IWAKI，4870‑800SP)中添加、混合之

后，在37℃、5％CO2下反应2小时。

[0332] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法2中记载的顺序得到的高活性NK细胞

的活细胞数，以成为4x107个细胞/mL的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻保存。将

冷冻48小时以上的高活性NK细胞用37℃水浴融解，在包含3000单位/mL  IL‑2的Plasma‑

Lyte  A中稀释10倍，在室温静置至4小时。在融解后即刻、1小时后、2小时后、3小时后、4小时

后的时点，关于活力的推移、细胞毒性活性(2小时反应固定、或E∶T＝1∶1固定)分别进行分

析。

[0333] a)活力推移

[0334] 在各时点充分混和融解细胞，分配1x105个细胞，用通过7‑AAD的染色方法中记载

的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0335] b)细胞毒性活性(1)

[0336] 在细胞毒性活性的测定中，准备使NK细胞和K562细胞反应的组、作为阴性对照的

仅K562细胞的组、作为阳性对照将K562细胞用10％福尔马林固定的组。

[0337] 《NK细胞》

[0338] 基于冷冻时的活细胞数分配所需量的NK细胞后，用10％FBS/RPMI1640配制为

1x106个细胞/mL的浓度。

[0339] 《K562细胞》

[0340] 将K562细胞用无血清RPMI1640培养基悬浮，应用PKH26  Red  Fluorescent  Cell 

Linker  Kit染色之后，用10％FBS/RPMI1640配制为2x106个细胞/mL。

[0341] NK细胞和K562细胞以细胞比成为1∶2、1∶1、2∶1、4∶1的方式在96孔板(IWAKI，4870‑

800SP)中添加、混合，在37℃、5％CO2下反应2小时。反应结束后，用通过7‑AAD的染色方法中

记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析，算出细胞毒性活性率(％裂解)。

[0342] c)细胞毒性活性(2)

[0343] 用上述b) .细胞毒性活性(1)中记载的方法配制NK细胞和K562细胞，将NK细胞和

K562细胞以细胞比成为1∶1的方式在96孔板(IWAKI，4870‑800SP)中添加、混合之后，在37

℃、5％CO2下反应2小时、4小时、6小时、8小时。反应结束后，用通过7‑AAD的染色方法中记载

的方法进行测定，用FlowJo软件分析，算出细胞毒性活性率(％裂解)。

[0344] (9‑2)与(9‑1)同样，但是融解、稀释后静置至6小时，在2小时后、5小时后、6小时后

的时点，用上述b)中记载的方法测定细胞毒性活性。详细地，将NK细胞和K562细胞以细胞比

成为1∶1的方式在96孔板(IWAKI，4870‑800SP)中添加、混合之后，在37℃、5％CO2下反应2小

时。反应结束后，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析，算出

细胞毒性活性率(％裂解)。

[0345] 结果示于图9‑1、9‑2、9‑3。如果用适当的方法对高活性NK细胞进行预处理、冷冻、

融解、稀释，即使以施用形式在室温静置，活力和活性也可以维持4小时。进一步，确认活性

可以维持至6小时。例如，已知CAR‑T细胞制剂Kymriah以施用形式(融解后)仅能够维持其活

说　明　书 29/38 页

31

CN 115279887 A

31



力·活性30分钟。本发明大大提高免疫治疗中应用的细胞的处理性。

[0346] [实施例10]

[0347] (10‑1)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1和回收方法2中记载的顺序得

到的高活性NK细胞的活细胞数，以成为1x107个细胞/mL(1.5mL管。回收方法1、即回收时用

PBS洗涤的情形)、4x107个细胞/mL(5mL小瓶。回收方法2、即回收时用KBM501培养基洗涤的

情形)的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的高活性NK细

胞在室温融解。在将融解的细胞完全溶解后即刻、5分钟、10分钟、15分钟、20分钟、25分钟、

30分钟、60分钟、120分钟、180分钟的时点，在Plasma‑Lyte  A或KBM501培养基中稀释10倍，

在室温静置至180分钟。稀释至180分钟后用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，

用FlowJo软件分析。

[0348] (10‑2)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1和回收方法2中记载的顺序得

到的高活性NK细胞的活细胞数，以成为1x107个细胞/mL(1.5mL管。回收方法1、即回收时用

PBS洗涤的情形)、4x107个细胞/mL(5mL小瓶。回收方法2、即回收时用KBM501培养基洗涤的

情形)的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的高活性NK细

胞用37℃水浴融解。在将融解的细胞完全溶解后即刻、5分钟、10分钟、15分钟、20分钟、25分

钟、30分钟、60分钟、120分钟、180分钟的时点，在Plasma‑Lyte  A或KBM501培养基中稀释10

倍，在室温静置至180分钟。稀释至180分钟后用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测

定，用FlowJo软件分析。

[0349] 结果示于图10。在冷冻前回收时、用PBS洗涤的情形中，由于容量小，在室温融解所

需的时间短(约15分钟)，但活力显著降低。另一方面，在用KBM501培养基洗涤的情形中，即

使在室温自然融解(约27分钟)后、在室温原样静置2～3小时左右，也保持其活力。可以说该

方法融解操作的容许范围极其宽，作为制剂的处理性极其好。

[0350] 此外，在37℃进行融解的情形中也为，在回收时用KBM501培养基洗涤的情形中，即

使融解后在室温静置2～3小时左右也保持其活力。

[0351] [实施例11]

[0352] 计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1和回收方法2中记载的顺序得到的高

活性NK细胞的活细胞数，以成为1x107个细胞/mL(1.5mL管)、4x107个细胞/mL(5mL小瓶)的方

式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻保存。将冷冻48小时以上的高活性NK细胞用37℃

水浴融解。完全溶解后即刻在Plasma‑Lyte  A或KBM501培养基中稀释10倍，在室温静置至6

小时。在稀释后即刻、1小时、2小时、3小时、6小时的时点，分配1x105个细胞，用通过7‑AAD的

染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0353] 对于回收时用KBM501培养基洗涤的那种知晓，融解后用Plasma‑Lyte  A稀释时，存

在保持高活力的情形。而且知晓，冷冻时的条件可以是5mL小瓶也可以是1.5mL管，但更优选

5mL小瓶(4x107个细胞/mL)。高活性NK细胞的冷冻输出时可以高密度冷冻使制品更紧凑，有

助于输送成本的降低。

[0354] [实施例12]

[0355] (12‑1)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法2中记载的顺序得到的高活性

NK细胞的活细胞数，以成为4x107个细胞/mL的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻

保存。将冷冻48小时以上的高活性NK细胞用37℃水浴融解。完全溶解后即刻，将Plasma‑
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Lyte  A用由超纯蒸馏水(invitrogen、10977‑015)稀释的80％，50％，10％Plasma‑Lyte  A稀

释10倍，分别在室温和37℃静置至3小时。在稀释后即刻、1小时、2小时、3小时的时点分配

1x105个细胞，用通过7‑AAD的染色方法中记载的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0356] (12‑2)与(12‑1)同样处理、分析细胞。但是，替代超纯蒸馏水(invitrogen、10977‑

015)，用由生理盐水稀释Plasma‑Lyte  A的80％，50％，10％Plasma‑Lyte  A稀释10倍，分别

在室温和37℃静置至3小时。

[0357] (12‑3)与(12‑1)同样处理、分析细胞。但是，替代超纯蒸馏水(invitrogen、10977‑

015)，用由生理盐水稀释Plasma‑Lyte  A的那种、或生理盐水稀释10倍，分别在室温和37℃

静置至3小时。

[0358] (12‑4)与(12‑1)同样处理、分析细胞。但是，细胞完全溶解后即刻，用Plasma‑Lyte 

A、生理盐水、以超纯蒸馏水配制的230mM  NaCl2、150mM  KCl、100mM  MgCl2、11％海藻糖、10％

蔗糖、5％蔗糖、以Plasma‑Lyte  A配制的10％、20％UltraGRO稀释10倍，分别在室温静置至3

小时。

[0359] (12‑5)与(12‑4)同样处理、分析细胞。但是，用各自的溶液稀释细胞10倍，分别在

37℃静置至3小时。

[0360] (12‑6)计数用高活性NK细胞的培养方法、回收方法1中记载的顺序得到的高活性

NK细胞的活细胞数，以成为1x107个细胞/mL的方式悬浮于STEM‑CELLBANKER，在‑80℃冷冻

保存。将冷冻48小时以上的高活性NK细胞用37℃水浴融解。完全溶解后即刻，用Plasma‑

Lyte  A、生理盐水、以超纯蒸馏水配制的230mM  NaCl2、150mM  KCl、100mM  MgCl2、100mM 

CaCl2、11％海藻糖、10％蔗糖、5％蔗糖、以Plasma‑Lyte  A配制的10％、20％UltraGRO、

10％、20％、30％、40％AB血清(CELLect、2938249)稀释10倍，分别在室温静置至3小时。在稀

释后即刻、1小时、2小时、3小时的时点，分配1x105个细胞，用通过7‑AAD的染色方法中记载

的方法进行测定，用FlowJo软件分析。

[0361] (12‑7)与(12‑6)同样处理、分析细胞。但是，用各自的溶液稀释细胞10倍，分别在

37℃静置至3小时。

[0362] (结果)用FlowJo软件分析结果示于图12‑1～12‑10。

[0363] 在12‑1～3的条件，融解时应用的Plasma‑Lyte  A的成分可以稀释至其1/10，其稀

释中应用的液体可以是生理盐水也可以是蒸馏水。即，知晓融解时应用的液体可以是低渗

液或生理盐水。

[0364] 在12‑4和5的条件，回收时用KBM501培养基洗涤时，不论融解时应用的液体是低渗

或高渗，只要是NaCl溶液则可以维持活力。此外，即使应用单糖类或多糖类的等渗液，如果

是室温、或者如果是短时期，也可以维持活力。另一方面，在100mM  MgCl2活力差。

[0365] 在12‑6和7的条件，知晓在回收时用PBS洗涤的情形难以维持活力。

[0366] [融解时的溶液的组成一览(单位是mM)][表7]
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[0367]

[0368] [实施例1～12总结]

[0369] 以上内容总结于一览表。另外，下表中，有关时间，除了记载为“小时”的情形，单位
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是分钟。此外，有关温度，“R .T.”表示室温，其以外的情形是37℃。有关活力，A表示70％以

上，B表示50％以上不足70％，C表示不足50％，‑表示不评价。有关活性，A表示70％以上，B表

示50％以上不足70％，C表示不足50％，‑表示不评价。如果评价是A或B，则说明实现了目的。

[0370] [表8‑1]

[0371]

[0372] [表8‑2]
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[0373]

[0374] [表8‑3]
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[0375]

[0376] [表8‑4]
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[0377]

[0378] [表8‑5]
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[0379]

[0380] [表8‑6]
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[0381]
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图1-1
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图1-2

说　明　书　附　图 2/30 页

42

CN 115279887 A

42



图1-3
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图1-4

说　明　书　附　图 4/30 页

44

CN 115279887 A

44



图2
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图3
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图4

图5
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图6-1
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图6-2
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图7-1

图7-2
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图8-1
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图8-2
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图8-3
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图8-5
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图9-1
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图9-2
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图11
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图12-1
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图12-2
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图12-3
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图12-4
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图12-5
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图12-6
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图12-8
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