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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離された活性化ナチュラルキラー(NK)細胞の集団を含む、癌を治療するための医薬組
成物であって、
　該活性化NK細胞は、キメラ抗原受容体(CAR)及びホーミング受容体を発現し、該CARは、
細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び共刺激ドメインを含み、該
ホーミング受容体は、VEGFR2又はCCR7である、前記医薬組成物。
【請求項２】
　前記CAR及びホーミング受容体を含む活性化NK細胞が、該CARを発現するよう操作された
CD34+造血幹細胞(HSC)に由来する、請求項1記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記細胞外ドメインが、CD123、CLL-1、CD38、及びCS-1に特異的に結合する、請求項1
又は2記載の医薬組成物。
【請求項４】
　前記共刺激ドメインが、CD28、4-1BB、PD-1、OX40、CTLA-4、Kp46、Kp44、Kp30、DAP10
又はDAP12の細胞内ドメインを含む、請求項1～3のいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記単離された活性化NK細胞の集団が、注射、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又
は腫瘍内投与により投与されるように用いられる、請求項1～4のいずれか一項記載の医薬
組成物。
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【請求項６】
　前記単離された活性化NK細胞の集団が、デバイス、マトリックス、又はスキャフォール
ドを用いて投与されるように用いられる、請求項1～5のいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記活性化NK細胞が、該細胞表面でフコシル化されている、請求項1～6のいずれか一項
記載の医薬組成物。
【請求項８】
　前記単離された活性化NK細胞の集団が、単回投与で投与されるように用いられる、請求
項1～7のいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記単離された活性化NK細胞の集団が、複数回投与で投与されるように用いられる、請
求項1～7のいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記癌が、血液癌である、請求項1～9のいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記癌が、固形腫瘍である、請求項1～9のいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記単離された活性化NK細胞の集団が、免疫チェックポイントタンパク質に特異的に結
合し、かつ該免疫チェックポイントタンパク質の活性と拮抗する抗体又はその抗原結合性
断片の投与の前、投与の後、又は投与と同時に投与されるように用いられる、請求項1～1
1のいずれか一項記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記抗体が、モノクローナル抗体であり、前記免疫チェックポイントタンパク質が、CT
LA-4、PD-1、PD-L1、PD-L2、又はLAG-3である、請求項12記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　前記単離された活性化NK細胞の集団が、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiKE)の
投与の前、投与の後、又は投与と同時に投与されるように用いられ、該BiKEが、腫瘍関連
抗原(TAA)に特異的に結合する第一の単鎖可変断片(scFv)を含む、請求項1～13のいずれか
一項記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　前記医薬組成物は、前記単離された活性化NK細胞の集団が、TAAの投与前、投与後、又
は投与と同時に投与されるように用いられ、前記TAAが、CD123、CLL-1、CD38、CS-1、CD1
38、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII、EPHA2、又はGD2である、請求項14記載の医薬組
成物。
【請求項１６】
　癌を治療するためのキットであって：
　(i)単離された活性化ナチュラルキラー(NK)細胞の集団、又は該単離された活性化NK細
胞の集団を含む医薬組成物であって、
　該活性化NK細胞は、キメラ抗原受容体(CAR)及びホーミング受容体を発現し、該CARは、
細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び共刺激ドメインを含み、該
ホーミング受容体は、VEGFR2又はCCR7である、前記集団又は医薬組成物；及び
　(ii)該癌を治療するために使用することができる第二の薬剤又は該第二の薬剤を含む医
薬組成物、
　を含む、前記キット。
【請求項１７】
　前記第二の薬剤が、抗炎症剤、免疫調節剤、細胞傷害性薬剤、癌ワクチン、化学療法剤
、HDAC阻害剤、又はsiRNAである、請求項16記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本出願は、各々の開示のその全体が引用により本明細書に組み込まれている、2014年12
月31日に出願された米国仮特許出願第62/098,547号、及び2015年3月30日に出願された米
国仮特許出願第62/139,952号の利益を主張する。
【０００２】
(1.分野)
　本明細書において提供されるものは、ナチュラルキラー細胞を第二の薬剤と組み合わせ
て用いて、又は標的特異性及び/又はホーミング特異性のための遺伝子改変を伴うナチュ
ラルキラー細胞を用いて、それを必要としている対象における、血液障害、固形腫瘍、又
は感染性疾患を治療する方法である。
【背景技術】
【０００３】
(2.背景)
　ナチュラルキラー(NK)細胞は、自然免疫系の主要成分を構成する細胞傷害性のリンパ球
である。
【０００４】
　NK細胞は、インターフェロン又はマクロファージ由来のサイトカインに応答して活性化
される。NK細胞は、該細胞の細胞傷害活性を制御する「活性化受容体」と「抑制性受容体
」とに分類される2種類の表面受容体を保有する。
【０００５】
　数ある活性の中でも特に、NK細胞は、腫瘍の宿主拒絶反応において役割を果たし、ウイ
ルス感染細胞を死滅させることができることが示されている。ナチュラルキラー細胞は、
主要組織適合複合体(MHC)タンパク質を欠く又はそれの減少したレベルを示す細胞により
活性化され得る。活性化されて増殖したNK細胞及び末梢血由来のLAK細胞は、進行したが
んを有する患者のエクスビボ療法及びインビボで治療の双方において用いられており、骨
髄関連疾患、例えば、白血病;乳がん;及びある種のリンパ腫に対していくらかの成功を収
めている。
【０００６】
　腫瘍細胞及びウイルス感染細胞を死滅させることにおけるNK細胞の有利な性質にもかか
わらず、より効果のあるNK細胞、及びNK細胞を利用するより効果のある治療レジメンの開
発がいまだ強く必要とされている。
【発明の概要】
【０００７】
(3.発明の概要)
　本発明は、それを必要としている対象において、疾患(例えば、血液障害、固形腫瘍、
又は感染性疾患)を治療する方法であって、ナチュラルキラー(NK)細胞を、該疾患を治療
するために使用することができる第二の薬剤と組み合わせて用いる、前記方法を提供する
。本明細書においては、それを必要としている対象において、疾患(例えば、血液障害、
固形腫瘍、又は感染性疾患)を治療する方法であって、標的特異性及び/又はホーミング特
異性のための遺伝子改変を伴うNK細胞(例えば、キメラ抗原受容体(CAR)及び/又はホーミ
ング受容体を含むNK細胞)を用いる、前記方法も提供される。
【０００８】
　一態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象にお
けるがんを治療する方法であって、(a)該対象に、単離されたナチュラルキラー(NK)細胞
の集団又はその医薬組成物を投与すること;及び(b)該対象に、該がんを治療するために使
用することができる第二の薬剤又はその医薬組成物を投与すること:を含む、前記方法で
ある。具体的な実施態様において、該がんは、多発性骨髄腫である。
【０００９】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、腫瘍関連抗原(TAA)に特異的に結合する抗
体又はその抗原結合性断片である。具体的な実施態様において、前記抗体は、モノクロー
ナル抗体である。具体的な実施態様において、前記TAAは、CD123、CLL-1、CD38、CS-1(SL
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AM7、SLAMF7、CD319、及びCRACCとも称する)、CD138、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII
、EPHA2、及びGD2からなる群から選択される。より具体的な実施態様において、前記第二
の薬剤は、CS-1に結合する抗体である。より具体的な実施態様において、前記第二の薬剤
は、エロツズマブ(HuLuc63、Bristol Myers-Squibb/AbbVieヒト化抗CS-1モノクローナル
抗体)である。
【００１０】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、腫瘍微小環境関連抗原(TMAA)に特異的に結
合する抗体又はその抗原結合性断片である。具体的な実施態様において、前記抗体は、モ
ノクローナル抗体である。具体的な実施態様において、前記TMAAは、VEGF-A、EGF、PDGF
、IGF、及びbFGFからなる群から選択される。
【００１１】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、免疫チェックポイントタンパク質に特異的
に結合し、かつ該免疫チェックポイントタンパク質の活性と拮抗する抗体又はその抗原結
合性断片である。具体的な実施態様において、前記抗体は、モノクローナル抗体である。
具体的な実施態様において、前記免疫チェックポイントタンパク質は、CTLA-4、PD-1、PD
-L1、PD-L2、及びLAG-3からなる群から選択される。
【００１２】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiK
E)である。具体的な実施態様において、前記BiKEは、TAAに特異的に結合する第一の単鎖
可変断片(scFv)を含む。さらに具体的な実施態様において、前記TAAは、CD123、CLL-1、C
D38、CS-1、CD138、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII、EPHA2、及びGD2からなる群から
選択される。具体的な実施態様において、前記BiKEは、CD16に特異的に結合する第二のsc
Fvを含む。
【００１３】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、抗炎症剤である。
【００１４】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、免疫調節剤である。具体的な実施態様にお
いて、前記第二の薬剤は、レナリドミド又はポマリドミドである。
【００１５】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、細胞傷害性薬剤である。
【００１６】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、がんワクチンである。
【００１７】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、化学療法剤である。
【００１８】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、HDAC阻害剤である。他の具体的な実施態様
において、前記第二の薬剤は、ロミデプシン(ISTODAX(登録商標)、セルジーン)である。
【００１９】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、siRNAである。
【００２０】
　いくつかの実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、前
記第二の薬剤又はその医薬組成物の前に投与される。いくつかの実施態様において、前記
単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、前記第二の薬剤又はその医薬組成物の後
に投与される。他の実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物
は、前記第二の薬剤又はその医薬組成物と同時に投与される。
【００２１】
　具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物
を投与する工程は、注射、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるも
のである。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医
薬組成物を投与する工程は、デバイズ(devise)、マトリックス、又はスキャフォールドを
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用いて行なわれる。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又
はその医薬組成物を投与する工程は、注射によるものである。具体的な実施態様において
、前記NK細胞の注射は、局所注射である。より具体的な実施態様において、前記局所注射
は、固形腫瘍(例えば、肉腫)中に直接に行う。具体的な実施態様において、NK細胞の投与
は、シリンジによる注射によるものである。具体的な実施態様において、注射によるNK細
胞の投与は、腹腔鏡検査、内視鏡検査、超音波、コンピュータ断層撮影、磁気共鳴、又は
放射線医学によって補助される。
【００２２】
　具体的な実施態様において、前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前
記工程は、注射、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである
。具体的な実施態様において、前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前
記工程は、デバイズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる。
【００２３】
　様々な実施態様において、前記NK細胞は、細胞表面でフコシル化されている。
【００２４】
　いくつかの実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、単
回投与で投与される。他の実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬
組成物は、複数回投与で投与される。
【００２５】
　いくつかの実施態様において、前記第二の薬剤又はその医薬組成物は、単回投与で投与
される。他の実施態様において、前記第二の薬剤又はその医薬組成物は、複数回投与で投
与される。
【００２６】
　別の態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象に
おけるがんを治療する方法であって、該対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組
成物を投与することを含み、該NK細胞が、キメラ抗原受容体(CAR)を含み、該CARが、細胞
外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び任意に共刺激ドメインを含む、
前記方法である。本明細書においては、それを必要としている対象におけるがんを治療す
る方法であって、該対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与すること
を含み、該NK細胞が、ホーミング受容体を含む、前記方法、及びそれを必要としている対
象におけるがんを治療する方法であって、該対象に、単離されたナチュラルキラー(NK)細
胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞が、キメラ抗原受容体(CAR
)及びホーミング受容体を含み、該CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激
ドメイン、及び任意に共刺激ドメインを含む、前記方法も提供される。様々な実施態様に
おいて、前記CARは、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び共刺
激ドメインを含む。
【００２７】
　具体的な実施態様において、前記CAR及び/又は前記ホーミング受容体を含む前記NK細胞
は、該CAR及び/又は該ホーミング受容体を発現するよう操作されたCD34+造血幹細胞(HSC)
に由来する。
【００２８】
　様々な実施態様において、前記CARの前記細胞外ドメインは、抗原結合性ドメインであ
る。具体的な実施態様において、前記抗原結合性ドメインは、scFvドメインである。ある
実施態様において、前記抗原結合性ドメインは、TAAに特異的に結合する。具体的な実施
態様において、前記TAAは、CD123、CLL-1、CD38、CD20、及びCS-1からなる群から選択さ
れる。より具体的な実施態様において、前記抗原結合ドメインは、CS-1に結合する抗体由
来の単鎖Fv(scFv)又は抗原結合性断片を含む。より具体的な実施態様において、前記抗原
結合ドメインは、エロツズマブの単鎖バージョン及び/又はエロツズマブの抗原結合性断
片を含む。具体的な実施態様において、前記抗原結合ドメインは、CD20に結合する抗体由
来の単鎖Fv(scFv)又は抗原結合性断片を含む。
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【００２９】
　様々な実施態様において、前記CARの前記細胞内刺激ドメインは、CD3ゼータシグナル伝
達ドメインである。
【００３０】
　様々な実施態様において、前記CARの前記共刺激ドメインは、CD28、4-1BB、PD-1、OX40
、CTLA-4、NKp46、NKp44、NKp30、DAP10、又はDAP12の細胞内ドメインを含む。
【００３１】
　様々な実施態様において、前記ホーミング受容体は、走化性受容体である。具体的な実
施態様において、前記走化性受容体は、CXCR4、VEGFR2、及びCCR7からなる群から選択さ
れる。
【００３２】
　一実施態様において、本明細書において提供されるのは、多発性骨髄腫を有する個体を
治療する方法であって、該個体に(1)レナリドミド又はポマリドミド、及び(2)CARを含むN
K細胞(「CAR NK細胞」)を投与することを含み、該CAR NK細胞が、該個体における多発性
骨髄腫を治療するのに効果的なものである、前記方法である。多発性骨髄腫の個体を治療
する方法の具体的な実施態様において、前記CAR NK細胞は、CAR細胞外ドメインを含み、
該細胞外ドメインは、CS-1結合ドメインである。具体的な実施態様において、前記CS-1結
合ドメインは、CS-1に結合する抗体のscFv又は抗原結合性断片を含む。具体的なある実施
態様において、前記CS-1結合ドメインは、エロツズマブの単鎖バージョン及び/又はエロ
ツズマブの抗原結合性断片を含む。
【００３３】
　別の実施態様において、本明細書において提供されるのは、多発性骨髄腫を有する個体
を治療する方法であって、該個体に、(1)レナリドミド又はポマリドミド;(2)エロツズマ
ブ;及び(3)CAR NK細胞を投与することを含み、該CAR NK細胞が、該個体における多発性骨
髄腫を治療するのに効果的なものである、前記方法である。多発性骨髄腫の個体を治療す
る方法の具体的なある実施態様において、前記CAR NK細胞は、CAR細胞外ドメインを含み
、該細胞外ドメインは、CS-1結合ドメインである。具体的な実施態様において、前記CS-1
結合ドメインは、CS-1に結合する抗体のscFv又は抗原結合性断片を含む。
【００３４】
　別の実施態様において、本明細書において提供されるのは、血液がん(例えば、バーキ
ットリンパ腫)を有する個体を治療する方法であって、該個体に、(1)ロミデプシン、及び
(2)CAR NK細胞を投与することを含み、該CAR NK細胞が、該個体における該血液がん(例え
ば、バーキットリンパ腫)を治療するのに効果的なものである、前記方法である。血液が
ん(例えば、バーキットリンパ腫)の個体を治療する方法の具体的なある実施態様において
、前記CAR NK細胞は、CAR細胞外ドメインを含み、該細胞外ドメインは、CD20結合ドメイ
ンである。具体的な実施態様において、該CD20結合ドメインは、CD20に結合する抗体のsc
Fv又は抗原結合性断片を含む。
【００３５】
　具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物
を投与する工程は、注射、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるも
のである。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医
薬組成物を投与する工程は、デバイズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行
なわれる。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医
薬組成物を投与する工程は、注射によるものである。具体的な実施態様において、前記NK
細胞の注射は、局所注射である。より具体的な実施態様において、該局所注射は、固形腫
瘍(例えば、肉腫)中に直接に行う。具体的な実施態様において、NK細胞の投与は、シリン
ジによる注射によるものである。具体的な実施態様において、注射によるNK細胞の投与は
、腹腔鏡検査、内視鏡検査、超音波、コンピュータ断層撮影、磁気共鳴、又は放射線医学
によって補助される。
【００３６】
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　様々な実施態様において、前記NK細胞は、細胞表面でフコシル化されている。
【００３７】
　いくつかの実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、単
回投与で投与される。他の実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬
組成物は、複数回投与で投与される。
【００３８】
　別の態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象に
おいてウイルス感染を治療する方法であって:(a)該対象に、単離されたナチュラルキラー
(NK)細胞の集団又はその医薬組成物を投与すること;及び(b)該対象に、該ウイルス感染を
治療するために使用することができる第二の薬剤又はその医薬組成物を投与することを含
む、前記方法である。
【００３９】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、免疫チェックポイントタンパク質に特異的
に結合し、かつ該免疫チェックポイントタンパク質の活性と拮抗する抗体又はその抗原結
合性断片である。具体的な実施態様において、前記抗体は、モノクローナル抗体である。
具体的な実施態様において、前記免疫チェックポイントタンパク質は、CTLA-4、PD-1、PD
-L1、PD-L2、及びLAG-3からなる群から選択される。
【００４０】
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiK
E)である。
【００４１】
　いくつかの実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、前
記第二の薬剤又はその医薬組成物の前に投与される。いくつかの実施態様において、前記
単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、前記第二の薬剤又はその医薬組成物の後
に投与される。他の実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物
は、前記第二の薬剤又はその医薬組成物と同時に投与される。
【００４２】
　具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物
を投与する工程は、注射、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるも
のである。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医
薬組成物を投与する工程は、デバイズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行
なわれる。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医
薬組成物を投与する工程は、注射によるものである。具体的な実施態様において、前記NK
細胞の注射は、局所注射である。より具体的な実施態様において、前記局所注射は、固形
腫瘍(例えば、肉腫)中に直接に行う。具体的な実施態様において、NK細胞の投与は、シリ
ンジによる注射によるものである。具体的な実施態様において、注射によるNK細胞の投与
は、腹腔鏡検査、内視鏡検査、超音波、コンピュータ断層撮影、磁気共鳴、又は放射線医
学により補助される。
【００４３】
　具体的な実施態様において、前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前
記工程は、注射、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである
。具体的な実施態様において、前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前
記工程は、デバイズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる。
【００４４】
　様々な実施態様において、前記NK細胞は、細胞表面でフコシル化されている。
【００４５】
　いくつかの実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、単
回投与で投与される。他の実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬
組成物は、複数回投与で投与される。
【００４６】
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　いくつかの実施態様において、前記第二の薬剤又はその医薬組成物は、単回投与で投与
される。他の実施態様において、前記第二の薬剤又はその医薬組成物は、複数回投与で投
与される。
【００４７】
　別の態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象に
おいてウイルス感染を治療する方法であって、該対象に、単離されたNK細胞の集団又はそ
の医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞が、キメラ抗原受容体(CAR)を含み、該CAR
が、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び任意に共刺激ドメイン
を含む、前記方法である。本明細書においては、それを必要としている対象においてウイ
ルス感染を治療する方法であって、該対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成
物を投与することを含み、該NK細胞が、ホーミング受容体を含む、前記方法、及びそれを
必要としている対象においてウイルス感染を治療する方法であって、該対象に、単離され
たナチュラルキラー(NK)細胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞
が、キメラ抗原受容体(CAR)及びホーミング受容体を含み、該CARが、細胞外ドメイン、膜
貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び任意に共刺激ドメインを含む、前記方法も提供
される。様々な実施態様において、前記CARは、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞
内刺激ドメイン、及び共刺激ドメインを含む。
【００４８】
　具体的な実施態様において、前記CAR及び/又は前記ホーミング受容体を含む前記NK細胞
は、該CAR及び/又は該ホーミング受容体を発現するよう操作されたCD34+造血幹細胞(HSC)
に由来する。
【００４９】
　様々な実施態様において、前記CARの前記細胞外ドメインは、抗原結合性ドメインであ
る。具体的な実施態様において、前記抗原結合性ドメインは、scFvドメインである。
【００５０】
　様々な実施態様において、前記CARの前記細胞内刺激ドメインは、CD3ゼータシグナル伝
達ドメインである。
【００５１】
　様々な実施態様において、前記CARの前記共刺激ドメインは、CD28、4-1BB、PD-1、OX40
、CTLA-4、NKp46、NKp44、NKp30、DAP10、又はDAP12の細胞内ドメインを含む。
【００５２】
　様々な実施態様において、前記ホーミング受容体は、走化性受容体である。具体的な実
施態様において、前記走化性受容体は、CXCR4、VEGFR2、及びCCR7からなる群から選択さ
れる。
【００５３】
　具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物
を投与する工程は、注射、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるも
のである。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医
薬組成物を投与する工程は、デバイズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行
なわれる。具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医
薬組成物を投与する工程は、注射によるものである。具体的な実施態様において、前記NK
細胞の注射は、局所注射である。より具体的な実施態様において、前記局所注射は、固形
腫瘍(例えば、肉腫)中に直接に行う。具体的な実施態様において、NK細胞の投与は、シリ
ンジによる注射によるものである。具体的な実施態様において、注射によるNK細胞の投与
は、腹腔鏡検査、内視鏡検査、超音波、コンピュータ断層撮影、磁気共鳴、又は放射線医
学によって補助される。
【００５４】
　様々な実施態様において、前記NK細胞は、細胞表面でフコシル化されている。
【００５５】
　いくつかの実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物は、単
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回投与で投与される。他の実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬
組成物は、複数回投与で投与される。
【００５６】
　本発明はまた、それを必要としている対象において疾患(例えば、血液障害、固形腫瘍
、又は感染性疾患)を治療するためのキットであって、単離されたNK細胞の集団及び該疾
患を治療するために使用することができる第二の薬剤を含む該キットを提供する。
【００５７】
　一態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象にお
けるがんを治療するキットであって:(a)単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物;及
び(b)該がんを治療するために使用することができる第二の薬剤又はその医薬組成物を含
む、前記キットである。前記第二の薬剤は、上で提供されるようながんを治療する方法に
おいて用いてもよい任意のものとすることができる。
【００５８】
　別の態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象に
おいてウイルス感染を治療するためのキットであって:(a)単離されたNK細胞の集団又はそ
の医薬組成物;及び(b)該ウイルス感染を治療するために使用することができる第二の薬剤
又はその医薬組成物を含む、前記キットである。該第二の薬剤は、上で提供されるような
ウイルス感染を治療する方法において用いてもよい任意のものとすることができる。
【００５９】
　本明細書において提供される方法又はキットの種々の実施態様において、前記NK細胞は
、胎盤中間ナチュラルキラー(PiNK)細胞である。ある実施態様において、前記PiNK細胞は
、胎盤細胞に由来する。具体的な実施態様において、該胎盤細胞は、胎盤灌流液から得ら
れる。具体的な実施態様において、前記胎盤細胞は、機械的及び/又は酵素的に破壊され
ている胎盤組織から得られる。
【００６０】
　本明細書において提供される方法又はキットの種々の実施態様において、前記NK細胞は
、活性化NK細胞である。ある実施態様において、前記活性化NK細胞は:(a)造血幹細胞又は
前駆細胞の集団が増殖し、該造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数の造血幹細胞又は前
駆細胞が、該増殖の間にNK細胞に分化するように、該集団を、インターロイキン-15(IL-1
5)、並びに任意に、幹細胞因子(SCF)及びインターロイキン-7(IL-7)のうちの1つ以上を含
む第一の培地中に播種すること(ここで、該IL-15並びに任意のSCF及びIL-7は、該培地の
不確定成分中には含まれない);及び(b)前記工程(a)由来の細胞を、インターロイキン-2(I
L-2)を含む第二の培地中で増殖させて、活性化NK細胞の集団を製造すること、を含むプロ
セスにより製造される。ある実施態様において、前記活性化NK細胞は:造血幹細胞又は前
駆細胞の集団を、幹細胞因子(SCF)、インターロイキン-7(IL-7)、及びインターロイキン-
15(IL-15)のうちの1つ以上を含む第一の培地中で増殖させることを含むプロセスであって
、該SCF、IL-7、及びIL-15は、該培地の不確定成分中には含まれず、かつ該造血幹細胞又
は前駆細胞の集団内の複数の造血幹細胞又は前駆細胞が、該増殖の間にNK細胞に分化し;
かつ該方法の第二の工程が、前記第一の工程由来の細胞を、インターロイキン-2(IL-2)を
含む第二の培地中で増殖させて、活性化NK細胞を製造することを含む、前記プロセスによ
り製造される。
【００６１】
　具体的な実施態様において、前記第一の培地は、Fms様チロシンキナーゼ3リガンド(Flt
3-L)、トロンボポエチン(Tpo)、インターロイキン-2(IL-2)、又はヘパリンのうちの1つ以
上をさらに含む。さらに具体的な実施態様において、該第一の培地は、ウシ胎仔血清又は
ヒト血清をさらに含む。さらに具体的な実施態様において、前記SCFは、前記第一の培地
中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する。さらに具体的な実施態様において、前記Flt3-
Lは、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する。さらに具体的な実施態様
において、前記IL-2は、前記第一の培地中に、約50～約1500IU/mLの濃度で存在する。さ
らに具体的な実施態様において、前記IL-7は、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの
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濃度で存在する。さらに具体的な実施態様において、前記IL-15は、前記第一の培地中に
、1～約150ng/mLの濃度で存在する。さらに具体的な実施態様において、前記Tpoは、前記
第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する。さらに具体的な実施態様において
、前記ヘパリンは、前記第一の培地中に、約0.1～約30U/mLの濃度で存在する。
【００６２】
　具体的な実施態様において、上記第二の工程における前記IL-2は、前記第二の培地中に
、50～約1500IU/mLの濃度で存在する。
【００６３】
　具体的な実施態様において、前記第二の培地は、ウシ胎仔血清(FCS)、トランスフェリ
ン、インスリン、エタノールアミン、オレイン酸、リノール酸、パルミチン酸、ウシ血清
アルブミン(BSA)、及びフィトヘマグルチニンのうちの1つ以上をさらに含む。
【００６４】
　具体的な実施態様において、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、CD34+である。
【００６５】
　具体的な実施態様において、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、ヒト胎盤灌流液由来の造
血幹細胞又は前駆細胞、及び臍帯由来の造血幹細胞又は前駆細胞を含み、該胎盤灌流液及
び該臍帯血は、同じ胎盤由来のものである。
【００６６】
　具体的な実施態様において、上記工程(b)における前記フィーダー細胞は、マイトマイ
シンCで処理された末梢血単核細胞(PBMC)、K562細胞、又は組織培養物接着性幹細胞を含
む。
【００６７】
　具体的な実施態様において、前記NK細胞は、CD3-CD56+CD16-である。さらに具体的な実
施態様において、前記NK細胞はさらに、CD94+CD117+である。別のさらに具体的な実施態
様において、前記NK細胞はさらに、CD161-である。別のさらに具体的な実施態様において
、前記NK細胞はさらに、NKG2D+である。別のさらに具体的な実施態様において、前記NK細
胞はさらに、NKp46+である。別のさらに具体的な実施態様において、前記NK細胞はさらに
、CD226+である。
【００６８】
　本明細書において提供される方法又はキットの種々の実施態様において、前記NK細胞は
、三工程プロセスNK(TSPNK)細胞である。具体的な実施態様において、前記TSPNK細胞は、
NK前駆細胞である。ある実施態様において、前記TSPNK細胞は:(a)造血幹細胞又は前駆細
胞を、Flt3L、TPO、SCF、IL-7、G-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含む第一の培地中で培養する
こと;(b)それに続き、該細胞を、Flt3L、SCF、IL-15、及びIL-7、IL-17及びIL-15、G-CSF
、IL-6、及びGM-CSFを含む第二の培地中で培養すること;及び(c)それに続き、該細胞を、
SCF、IL-15、IL-7、IL-2、G-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含む第三の培地中で培養すること
、を含むプロセスにより製造される。
【００６９】
　具体的な実施態様において、培養工程(a)の期間は、7～9日であり、培養工程(b)の期間
は、5～7日であり、かつ培養工程(c)の期間は、5～9日である。具体的な実施態様におい
て、培養工程(a)の期間は、7～9日であり、培養工程(b)の期間は、5～7日であり、かつ培
養工程(c)の期間は、21～35日である。
【００７０】
　具体的な実施態様において、前記プロセスにおいて用いられる前記造血幹細胞又は前駆
細胞は、CD34+である。
【００７１】
　具体的な実施態様において、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、ヒト胎盤灌流液由来の造
血幹細胞又は前駆細胞、及び臍帯由来の造血幹細胞又は前駆細胞を含み、該胎盤灌流液及
び該臍帯血は、同じ胎盤由来のものである。
【００７２】
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　具体的な実施態様において、上記TSPNK細胞を製造するプロセスの工程(a)の最後で、CD
34-細胞は、80％超の前記TSPNK細胞を含む。
【００７３】
　具体的な実施態様において、前記TSPNK細胞は、40％以下のCD3-CD56+細胞を含む。
【００７４】
　具体的な実施態様において、前記TSPNK細胞は、CD52+CD117+である細胞を含む。
【００７５】
　本明細書に記載される方法又はキットの種々の実施態様において、前記NK細胞は:(a)造
血幹細胞又は前駆細胞を、幹細胞動員剤及びトロンボポエチン(Tpo)を含む第一の培地中
で培養して、第一の細胞の集団を製造すること;(b)該第一の細胞の集団を、幹細胞動員剤
及びインターロイキン-15(IL-15)を含み、Tpoを欠く第二の培地中で培養して、第二の細
胞の集団を製造すること;及び(c)該第二の細胞の集団を、IL-2及びIL-15を含み、幹細胞
動員剤及びLMWHを欠く第三の培地中で培養して、第三の細胞の集団を製造することを含む
プロセスであって、該第三の細胞の集団が、CD56+、CD3-、CD16-又はCD16+、かつCD94+又
はCD94-であるナチュラルキラー細胞を含み、かつ該ナチュラルキラー細胞の少なくとも8
0％が、生細胞である、前記プロセスにより製造される。
【００７６】
　本明細書において提供される方法又はキットのいずれか1つにおけるがんは、血液がん
又は固形腫瘍とすることができる。
【００７７】
　本明細書において提供される方法又はキットのいずれか1つの好適な実施態様において
、前記対象は、ヒトである。
【００７８】
(3.1.術語)
　本明細書で使用されるように、さらなる改変を伴わない「ナチュラルキラー細胞」又は
「NK細胞」は、任意の組織源に由来して得られるナチュラルキラー細胞を含み、成熟ナチ
ュラルキラー細胞及びナチュラルキラー前駆細胞を含む。いくつかの実施態様において、
NK細胞は、セクション5.1.1で記載されるような胎盤中間ナチュラルキラー(PiNK)細胞で
ある。いくつかの実施態様において、NK細胞は、セクション5.1.2で記載されるような活
性化NK細胞である。いくつかの実施態様において、NK細胞は、セクション5.1.3で記載さ
れるような三工程プロセスNK(TSPNK)細胞である。ナチュラルキラー細胞は、任意の組織
源に由来して得ることができ、成熟ナチュラルキラー細胞及びNK前駆細胞を含むことがで
きる。
【００７９】
　本明細書で使用されるように、「NK前駆細胞集団」という用語は、例えば、1以上の表
現型マーカー、例えば、CD56、CD16、及びKIRの発現のレベルによって示したとき、まだ
成熟NK細胞になっていないナチュラルキラー細胞系譜の細胞を含む細胞の集団を指す。一
実施態様において、NK前駆細胞集団は、低CD16及び高CD56の細胞を含む。
【００８０】
　本明細書で使用されるように、「PiNK」及び「PiNK細胞」は、ヒト胎盤、例えば、ヒト
胎盤灌流液又は機械的及び/もしくは酵素的に破壊されている胎盤組織から得られる胎盤
中間ナチュラルキラー細胞を指す。該細胞は、例えば、CD56及びCD16に対する抗体を用い
るフローサイトメトリー、例えば、蛍光活性化細胞選別により決定される場合、CD56+及
びCD16-である。
【００８１】
　本明細書で使用されるように、「胎盤灌流液」は、胎盤、例えば、ヒト胎盤の少なくと
も一部に通した、例えば、胎盤脈管構造に通した灌流溶液を意味し、胎盤を通す間に灌流
溶液によって回収される複数の細胞を含む。
【００８２】
　本明細書で使用されるように、「胎盤灌流液細胞」は、胎盤灌流液から単離されるか又
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は単離可能である有核細胞、例えば、全有核細胞を意味する。
【００８３】
　本明細書で使用されるように、「フィーダー細胞」は、第二のタイプの細胞が維持され
、おそらくは増殖することができる環境を提供するために、該第二のタイプの細胞と共培
養されるある型の細胞を指す。いかなる理論に束縛されるものではないが、フィーダー細
胞は、標的細胞に対して、例えば、ペプチド、ポリペプチド、電気信号、有機分子(例え
ば、ステロイド)、核酸分子、増殖因子(例えば、bFGF)、他の因子(例えば、サイトカイン
)、及び代謝栄養素を提供することができる。ある実施態様において、フィーダー細胞は
、単層で成長する。
【００８４】
　本明細書で使用されるように、「造血細胞」という用語は、造血幹細胞及び造血前駆細
胞を含む。
【００８５】
　本明細書で使用されるように、「不確定成分」は、その構成成分が、通常は、提供も定
量もされない成分を指す培養培地分野の専門用語である。「不確定成分」の例としては、
限定するものではないが、ヒト血清(例えば、ヒト血清AB)及び胎仔血清(例えば、ウシ胎
仔血清(fetal bovine serum)又はウシ胎仔血清(fetal calf serum))が挙げられる。
【００８６】
　本明細書で使用されるように、「+」は、特定の細胞マーカーの存在を示すために使用
される場合、該細胞マーカーが、蛍光活性化細胞選別で、アイソタイプ対照と比べて検出
可能な程度に存在すること;又は定量的もしくは半定量的RT-PCRで、バックグラウンドを
上回って検出可能であることを意味する。
【００８７】
　本明細書で使用されるように、「-」は、特定の細胞マーカーの存在を示すために使用
される場合、該細胞マーカーが、蛍光活性化細胞選別で、アイソタイプ対照と比べて検出
可能な程度には存在しないこと;又は定量的もしくは半定量的RT-PCRで、バックグラウン
ドを上回るほど検出可能ではないことを意味する。
【００８８】
　本明細書で使用されるように、「がん」は、血液がん又は固形腫瘍を指す。
【図面の簡単な説明】
【００８９】
(4.図面の詳細な説明)
【図１】図1は、リツキシマブの異なる濃度での、Daudi細胞に対するPiNK細胞の抗体依存
性細胞傷害(ADCC)活性を示す。
【００９０】
【図２】図2は、MM細胞株MM285、MM293、RPMI8226、及びOPM2でのPD-L1及びCS-1の発現を
示す。細胞を、製造業者のプロトコールに従い抗PD-L1 APC(Biolegend、カタログ#329708
)、抗CS1 PE-Cy7(Biolegend、カタログ#331816)、及び7-AAD(BD Bioscience、カタログ#5
59925)で染色した。データは、BD LSRFortessa(BD Biosciences)で取得し、FLOWJO(登録
商標)ソフトウェア(Tree Star)を用いて解析した。データは、7-AAD-単一細胞でゲートを
かけた％陽性細胞として表した。該％陽性ゲートの設定は、染色していない試料を対照と
して用いて行った。各パネル内の最も左のピークは、該対照を示し、最も右のピークは、
試料を示す。PD-L1陽性である細胞のパーセンテージは、以下の通りであった:71.6％ MM2
85、70.7％ MM293、66.2％ OPM-2、及び94.4％ RPMI8226。CS-1陽性である細胞のパーセ
ンテージは、以下の通りであった:31.8％ MM285、58.8％ MM293、93.4％ OPM-2、及び29.
5％ RPMI8226。
【００９１】
【図３】図3は、示されたMM細胞株及び3:1のエフェクター対標的比での初代MM試料に対す
る3段階NK細胞の24時間細胞傷害性アッセイを示す。各々の試料中の生標的細胞(PKH26+TO
-PRO-3-)の数を、製造業者により提供されるプロトコール(Invitrogen、カタログ#C36950
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)に従い、計数用ビーズを用いるフローサイトメトリーにより定量化した。計数用ビーズ
は、長期の24時間培養の間の腫瘍細胞の増殖の可能性を考慮するために本アッセイに導入
した。37℃及び5％ CO2で24時間のインキュベーション後、細胞を回収し、それに続き1μ
MのTO-PRO-3で染色して、死細胞を特定した。結果を、平均値±該平均値の標準偏差とし
て示す。
【００９２】
【図４】図4は、3:1のエフェクター対標的比で、以下の追加の条件:48-ウエルプレート中
、IL-15(5ng/mL)(Invitrogen、カタログ#PHC9153);IL-2(200IU/mL)(Invitrogen、カタロ
グ#PHC0023);抗PD-L1(10ng/mL)(Affymetrix、カタログ#16-5983-82);抗IgG(10ng/mL)(Aff
ymetrix、カタログ#16-4714-82);REVLIMID(登録商標)(レナリドミド; 1uM)、又はDMSO(0.
1％)での3段階NK細胞のOPM2細胞に対する24時間細胞傷害性アッセイを示す。対照として
、標的細胞のみをプレーティングした。37℃及び5％ CO2で24時間のインキュベーション
後、細胞を回収し、それに続き、1μMのTO-PRO-3で染色して死細胞を特定した。結果は、
平均値±該平均値の標準偏差として示す。
【発明を実施するための形態】
【００９３】
(5.詳細な説明)
　本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象において、疾患(例え
ば、血液障害、固形腫瘍、又は感染性疾患)を治療する方法であって、ナチュラルキラー(
NK)細胞を、該疾患を治療するために使用することができる第二の薬剤と組み合わせて用
いる、前記方法である。本明細書においては、それを必要としている対象において、疾患
(例えば、血液障害、固形腫瘍、又は感染性疾患)を治療する方法であって、標的特異性及
び/又はホーミング特異性のための遺伝子改変を伴うNK細胞(例えば、キメラ抗原受容体(C
AR)及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)を用いる、前記方法も提供される。それを
必要としている対象において疾患(例えば、血液障害、固形腫瘍、又は感染性疾患)を治療
するためのキットであって、単離されたNK細胞の集団及び該疾患を治療するために使用す
ることができる第二の薬剤を含むか、又は遺伝子改変を伴う単離されたNK細胞(例えば、
キメラ抗原受容体(CAR)及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)の集団を含む、前記キ
ットも、本明細書において提供される。
【００９４】
(5.1.NK細胞)
　本明細書に記載されるものは、PiNK細胞、活性化NK細胞、TSPNK細胞、及び3段階法によ
り製造されるNK細胞を含めたNK細胞である。
【００９５】
(5.1.1.胎盤中間ナチュラルキラー(PiNK)細胞)
　いくつかの実施態様において、ナチュラルキラー細胞は、胎盤中間ナチュラルキラー(P
iNK)細胞である(その開示が引用により完全に本明細書に組み込まれる、米国特許第8,263
,065号も参照されたい)。様々な実施態様において、PiNK細胞は、胎盤細胞に由来する。
具体的な実施態様において、該胎盤細胞は、胎盤灌流液、例えば、ヒト胎盤灌流液から得
られる。具体的な実施態様において、該胎盤細胞は、機械的及び/又は酵素的に破壊され
ている胎盤組織から得られる。
【００９６】
　PiNK細胞は、例えば、上述のような、CD16及びCD56に対する抗体を用いるフローサイト
メトリー、例えば、蛍光活性化細胞選別により決定される場合、CD56+CD16-である、すな
わち、CD56細胞マーカーを提示し、かつCD16細胞マーカーを欠くものとして特徴づけられ
る。
【００９７】
　ある実施態様において、前記PiNK細胞は、CD3-である。
【００９８】
　他の実施態様において、前記PiNK細胞は、完全成熟ナチュラルキラー細胞により示され
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る1以上の細胞マーカー(例えば、CD16)を示さないか、又は完全成熟ナチュラルキラー細
胞と比べて検出可能な程度に減少したレベルでそのような1以上のマーカーを示すか、又
はナチュラルキラー細胞前駆体に関連するが完全成熟ナチュラルキラー細胞とは関連の無
い1以上の細胞マーカーを示す。具体的な実施態様において、本明細書に記載されるPiNK
細胞は、NKG2D、CD94、及び/ 又はNKp46を、完全成熟NK細胞よりも検出可能な程度に低い
レベルで発現する。別の具体的な実施態様において、本明細書に記載される複数のPiNK細
胞は、全体として、NKG2D、CD94、及び/又はNKp46を、同等数の完全成熟NK細胞よりも検
出可能な程度に低いレベルで発現する。
【００９９】
　ある実施態様において、PiNK細胞は、マイクロRNAであるhsa-miR-100、hsa-miR-127、h
sa-miR-211、hsa-miR-302c、hsa-miR-326、hsa-miR-337、hsa-miR-497、hsa-miR-512-3p
、hsa-miR-515-5p、hsa-miR-517b、hsa-miR-517c、hsa-miR-518a、hsa-miR-518e、hsa-mi
R-519d、hsa-miR-520g、hsa-miR-520h、hsa-miR-564、hsa-miR-566、hsa-miR-618、及び/
又はhsa-miR-99aのうちの1つ以上を、末梢血ナチュラルキラー細胞よりも検出可能な程度
に高いレベルで発現する。
【０１００】
　分娩後の胎盤は、回収の方法に応じて胎児由来及び母親の胎盤灌流液由来の組織及び細
胞を含むので、PiNK細胞は、胎児細胞のみ、もしくは実質的大部分(例えば、約90％、95
％、98％、もしくは99％超)となる胎児細胞を含むことができるか、又は胎児細胞と母体
細胞との混合物(例えば、該胎児細胞は、該灌流液の全有核細胞の約90％、80％、70％、6
0％、もしくは50％未満を構成する)を含むことができる。一実施態様において、PiNK細胞
は、胎児胎盤細胞、例えば、胎盤の閉回路灌流(上記を参照されたい)から得られる細胞の
みに由来しており、ここで、該灌流は、実質的大部分となる胎児胎盤細胞、又は胎児胎盤
細胞のみを含む灌流液を生じさせる。別の実施態様において、PiNK細胞は、胎児細胞と母
体細胞、例えば、受け皿法(上記を参照されたい)による灌流により得られる細胞に由来し
ており、ここで、該灌流は、胎児細胞と母体の胎盤細胞との混合物を含む灌流液を生じさ
せる。したがって、一実施態様において、NK細胞は、その実質的大部分が胎児の遺伝子型
を有する胎盤由来中間ナチュラルキラー細胞の集団である。別の実施態様において、NK細
胞は、胎児の遺伝子型を有するナチュラルキラー細胞及び母体の表現型を有するナチュラ
ルキラー細胞を含む胎盤由来中間ナチュラルキラー細胞の集団である。
【０１０１】
(5.1.2.活性化NK細胞)
　いくつかの実施態様において、ナチュラルキラー細胞は、活性化NK細胞(すなわち、2工
程NK細胞、又はTSNK細胞)(その開示が引用により完全に本明細書に組み込まれる、米国特
許出願公開第2012/0148553号も参照されたい)であり、これは、以下のセクション5.2.4に
おいて記載される任意の方法/プロセスにより製造されるNK細胞である。
【０１０２】
　具体的な実施態様において、前記活性化NK細胞は、CD3-CD56+である。具体的な実施態
様において、前記活性化NK細胞は、CD3-CD56+CD16-である。別の具体的な実施態様におい
て、該活性化NK細胞はさらに、CD94+CD117+である。別の具体的な実施態様において、該
活性化NK細胞はさらに、CD161-である。別の具体的な実施態様において、該活性化NK細胞
はさらに、NKG2D+である。別の具体的な実施態様において、該活性化NK細胞はさらに、NK
p46+である。別の具体的な実施態様において、該活性化NK細胞はさらに、CD226+である。
【０１０３】
　ある実施態様において、前記活性化NK細胞の50％、60％、70％、80％、90％、92％、94
％、96％、98％超は、CD56+及びCD16-である。他の実施態様において、前記活性化NK細胞
の少なくとも50％、60％、70％、80％、82％、84％、86％、88％、又は90％は、CD3-及び
CD56+である。他の実施態様において、前記活性化NK細胞の少なくとも50％、52％、54％
、56％、58％、又は60％は、NKG2D+である。他の実施態様において、前記細胞の30％、20
％、10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、又は3％未満は、NKB1+である。ある他の実施
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態様において、前記活性化NK細胞の30％、20％、10％、8％、6％、4％、又は2％未満は、
NKAT2+である。ある他の実施態様において、前記活性化NK細胞の30％、20％、10％、8％
、6％、4％、又は2％未満は、CD56+及びCD16+である。より具体的な実施態様において、
前記CD3-、CD56+活性化NK細胞の少なくとも10％、20％、25％、30％、35％、40％、50％
、55％、60％、65％、又は70％は、NKp46+である。他のより具体的な実施態様において、
前記CD3-、CD56+活性化NK細胞の少なくとも10％、20％、25％、30％、35％、40％、50％
、55％、60％、65％、70％、75％、80％、又は85％は、CD117+である。他のより具体的な
実施態様において、前記CD3-、CD56+活性化NK細胞の少なくとも10％、20％、25％、30％
、35％、40％、45％、又は50％は、CD94+である。他のより具体的な実施態様において、
前記CD3-、CD56+活性化NK細胞の少なくとも10％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、又は50％は、CD161-である。他のより具体的な実施態様において、前記CD3-、CD56+活
性化NK細胞の少なくとも10％、12％、14％、16％、18％、又は20％は、CD226+である。よ
り具体的な実施態様において、前記CD3-、CD56+活性化NK細胞の少なくとも20％、25％、3
0％、35％、又は40％は、CD7+である。より具体的な実施態様において、前記CD3-、CD56+

活性化NK細胞の少なくとも30％、35％、40％、45％、50％、55％、又は60％は、CD5+であ
る。
【０１０４】
　活性化NK細胞は、胎児の遺伝子型又は母体の遺伝子型を有し得る。例えば、活性化NK細
胞の製造に適する造血細胞の供給源としての、分娩後胎盤は、胎児由来の組織及び細胞並
びに母親由来の組織及び細胞を含むために、胎盤灌流液は、胎児細胞のみ、もしくは実質
的大部分となる胎児細胞(例えば、約90％、95％、98％、もしくは99％超)を含むことがで
きるか、又は胎児細胞と母体細胞との混合物を含む(例えば、該胎児細胞が、該灌流液の
全有核細胞の約90％、80％、70％、60％、もしくは50％未満を構成する)ことができる。
一実施態様において、前記活性化NK細胞は、胎児の胎盤造血細胞、例えば、灌流が、実質
的大部分となる胎児の胎盤造血細胞、又は胎児の胎盤造血細胞のみを含む灌流液を生じさ
せる、胎盤の閉回路灌流から得られる細胞のみに由来する。別の実施態様において、前記
活性化NK細胞は、胎児細胞と母体細胞、例えば、灌流が、胎児細胞と母体の胎盤細胞との
混合物を含む灌流液を生じさせる、受け皿法(上記を参照されたい)による灌流により得ら
れる細胞に由来する。従って、一実施態様において、前記活性化NK細胞は、その実質的大
部分が胎児の遺伝子型を有する胎盤由来中間ナチュラルキラー細胞の集団に由来する。別
の実施態様において、前記活性化NK細胞は、胎児の遺伝子型を有するナチュラルキラー細
胞及び母体の表現型を有するナチュラルキラー細胞を含む胎盤由来中間ナチュラルキラー
細胞の集団に由来する。
【０１０５】
　ある実施態様において、活性化NK細胞について濃縮された前記活性化NK細胞又は集団は
、1つ以上の機能的に関連のあるマーカー、例えば、CD94、CD161、NKp44、DNAM-1、2B4、
NKp46、CD94、KIR、及びNKG2ファミリーの活性化受容体(例えば、NKG2D)を検出すること
によって評価することができる。
【０１０６】
　任意に、単離された又は濃縮されたナチュラルキラー細胞の細胞傷害活性は、例えば、
腫瘍細胞、例えば、培養されたK562、LN-18、U937、WERI-RB-1、U-118MG、HT-29、HCC221
8、KG-1、又はU266腫瘍細胞などの細胞を標的細胞として用いる細胞傷害性アッセイで評
価することができる。
【０１０７】
(5.1.3.三工程プロセスNK(TSPNK)細胞)
　いくつかの実施態様において、ナチュラルキラー細胞は、三工程プロセスNK(TSPNK)細
胞であり、これは、以下のセクション5.2.5で記載する任意の方法/プロセスにより製造さ
れるNK細胞である。具体的な実施態様において、前記TSPNK細胞は、NK前駆細胞である(そ
の開示が引用により完全に本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第2012/0148553号
も参照されたい)。
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【０１０８】
(5.1.3.1.TSPNK細胞)
　一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造される前記単
離されたTSPNK細胞集団は、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前
駆細胞集団、例えば、該NK前駆細胞集団を製造するために使用される第三の培養工程が、
該TSPNK細胞集団を製造するために使用される第三の培養工程よりも期間が短いものであ
ること以外は同じ3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団よりも大きいパーセ
ンテージのCD3-CD56+細胞を含む。具体的な実施態様において、前記TSPNK細胞集団は、約
65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％、又は99％のCD3-CD56+細胞を含む。
別の具体的な実施態様において、前記TSPNK細胞集団は、65％、70％、75％、80％、85％
、90％、95％、98％、又は99％以上のCD3-CD56+細胞を含む。別の具体的な実施態様にお
いて、前記TSPNK細胞集団は、65％～70％、70％～75％、75％～80％、80％～85％、85％
～90％、90％～95％、又は95％～99％のCD3-CD56+細胞を含む。別の具体的な実施態様に
おいて、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるTSPNK細胞集団は、長い
第三の培養工程、例えば、18～20、19～21、20～22、又は21～23日の第三の培養工程を含
む3工程プロセスを用いて製造される。
【０１０９】
　ある実施態様において、前記TSPNK細胞集団内の前記CD3-CD56+細胞は、さらにCD117+で
あるCD3-CD56+細胞を含み、ここで該TSPNK細胞集団は、本明細書に記載される3工程プロ
セスによって製造されるNK前駆細胞集団、例えば、該NK前駆細胞集団を製造するために使
用される第三の培養工程が、該TSPNK細胞集団を製造するために使用される第三の培養工
程よりも期間が短いものであること以外は同じ3工程プロセスによって製造されるNK前駆
細胞集団よりも低いパーセンテージのCD3-CD56+CD117+細胞を含む。
【０１１０】
　ある実施態様において、前記TSPNK細胞集団内の前記CD3-CD56+細胞は、さらにCD161+で
あるCD3-CD56+細胞を含み、ここで、該TSPNK細胞集団は、本明細書に記載される3工程プ
ロセスによって製造されるNK前駆細胞集団、例えば、該NK前駆細胞集団を製造するために
使用される第三の培養工程が、該TSPNK細胞集団を製造するために使用される第三の培養
工程よりも期間が短いものであること以外は同じ3工程プロセスによって製造されるNK前
駆細胞集団よりも低いパーセンテージのCD3-CD56+CD161+細胞を含む。
【０１１１】
　ある実施態様において、前記TSPNK細胞集団内の前記CD3-CD56+細胞は、さらに、NKp46+

であるCD3-CD56+細胞を含み、ここで、該TSPNK細胞集団は、本明細書に記載される3工程
プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団、例えば、該NK前駆細胞集団を製造するため
に使用される第三の培養工程が、該TSPNK細胞集団を製造するために使用される第三の培
養工程よりも期間が短いものであること以外は同じ3工程プロセスによって製造されるNK
前駆細胞集団よりも大きいパーセンテージのCD3-CD56+NKp46+細胞を含む。
【０１１２】
　ある実施態様において、前記TSPNK細胞集団内の前記CD3-CD56+細胞は、さらにCD16-で
あるCD3-CD56+細胞を含み、ここで、該TSPNK細胞集団は、本明細書に記載される3工程プ
ロセスによって製造されるNK前駆細胞集団、例えば、該NK前駆細胞集団を製造するために
使用される第三の培養工程が、該TSPNK細胞集団を製造するために使用される第三の培養
工程よりも期間が短いものであること以外は同じ3工程プロセスによって製造されるNK前
駆細胞集団よりも大きいパーセンテージのCD3-CD56+CD16-細胞を含む。別の実施態様にお
いて、本明細書に記載される3工程プロセスを用いて製造されるTSPNK細胞は、末梢血(PB)
由来NK細胞よりも長いテロメアを保有する。
【０１１３】
　一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるTSPNK細
胞集団は、CD117+である細胞を含む。具体的な実施態様において、該TSPNK細胞集団は、
約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、7
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0％、75％、80％、85％、又は90％以下のCD117+細胞を含む。一実施態様において、本明
細書に記載される3工程プロセスによって製造されるTSPNK細胞集団は、NKG2D+である細胞
を含む。具体的な実施態様において、該TSPNK細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25
％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は
90％以下のNKG2D+細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセ
スによって製造されるTSPNK細胞集団は、NKp44+である細胞を含む。具体的な実施態様に
おいて、該TSPNK細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以下のNKp44+細胞を含む
。一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるTSPNK細
胞集団は、CD52+である細胞を含む。具体的な実施態様において、該TSPNK細胞集団は、約
5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70
％、75％、80％、85％、又は90％以下のCD52+細胞を含む。特定の実施態様において、該
本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるTSPNK細胞集団は、CD52+CD117+
である細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって
製造されるTSPNK細胞集団は、CD244+である細胞を含む。具体的な実施態様において、該T
SPNK細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55
％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以下のCD244+細胞を含む。特定の実
施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるTSPNK細胞集団
は、CD244+CD117+である細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載される3工程
プロセスによって製造されるTSPNK細胞集団は、LFA-1+である細胞を含む。具体的な実施
態様において、該TSPNK細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％
、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以下のLFA-1+細胞
を含む。一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるT
SPNK細胞集団は、CD94+である細胞を含む。具体的な実施態様において、該TSPNK細胞集団
は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65
％、70％、75％、80％、85％、又は90％以下のCD94+細胞を含む。
【０１１４】
(5.1.3.2.NK前駆細胞)
　一実施態様において、前記単離されたNK前駆細胞集団は、非前駆体NK細胞集団、例えば
、本明細書に記載される3工程法により製造される非前駆体NK細胞集団と関連するCD3-CD5
6+細胞のパーセンテージと比較して、低いパーセンテージのCD3-CD56+細胞を含み、例え
ば、該NK前駆細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、
又は50％のCD3-CD56+細胞を含む。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は
、5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、又は50％以下のCD3-CD56+細
胞を含む。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、0％～5％、5％～10％
、10％～15％、15％～20％、20％～25％、25％～30％、30％～35％、35％～40％、40％～
45％、又は45％～50％のCD3-CD56+細胞を含む。いくつかの実施態様において、該NK前駆
細胞集団、例えば、非前駆体NK細胞集団と関連するCD3-CD56+細胞のパーセンテージと比
較して、低いパーセンテージのCD3-CD56+細胞を含むNK前駆細胞集団は、1％以下、2％以
下、3％以下、4％以下、5％以下、10％以下、又は15％以下のCD3-CD56+細胞を含む。別の
具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造される該N
K前駆細胞集団は、短い第三の培養工程、例えば、4～6、5～7、6～8、又は7～9日の第三
の培養工程を含む3工程プロセスを用いて製造される。
【０１１５】
　ある実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞はさらに、CD117+であ
る。具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の約65％、70％
、75％、80％、85％、90％、95％、98％、又は99％は、CD117+である。別の具体的な実施
態様において、NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の65％、70％、75％、80％、85％、9
0％、95％、98％、又は99％以上は、CD117+である。別の具体的な実施態様において、該N
K前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の65％～70％、70％～75％、75％～80％、80％～85％
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、85％～90％、90％～95％、又は95％～99％は、CD117+である。
【０１１６】
　ある実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞はさらに、CD161+であ
る。具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の約40％、45％
、50％、55％、60％、65％、70％、又は75％は、CD161+である。別の具体的な実施態様に
おいて、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の40％、45％、50％、55％、60％、65％
、70％、又は75％以上は、CD161+である。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞
集団内の該CD3-CD56+細胞の40％～45％、45％～50％、50％～55％、55％～60％、60％～6
5％、65％～70％、又は70％～75％は、CD161+である。
【０１１７】
　ある実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞はさらに、NKp46+であ
る。具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の約25％、30％
、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％又はそれ
より多くは、NKp46+である。より具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD
3-CD56+細胞の約25％、30％、35％、40％、45％、50％、又は55％は、NKp46+である。別
の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の25％、30％、35
％、40％、45％、50％、又は55％以下は、NKp46+である。別の具体的な実施態様において
、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の25％～30％、30％～35％、35％～40％、40％
～45％、45％～50％、50％～55％、55％～60％、60％～65％、65％～70％、70％～75％、
75％～80％、80％～85％、85％～90％、又はそれより多くは、NKp46+である。より具体的
な実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞の25％～30％、30％～35％
、35％～40％、40％～45％、45％～50％、又は50％～55％は、NKp46+である。
【０１１８】
　ある実施態様において、該NK前駆細胞集団は、CD56+CD16-である細胞を含有する。ある
実施態様において、該NK前駆細胞集団内のCD3-CD56+細胞は、CD16-である。ある実施態様
において、該NK前駆細胞集団内のCD3-CD56+細胞は、CD16+である。具体的な実施態様にお
いて、該NK前駆細胞集団は、5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、
又は50％以下のCD16+細胞を含む。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は
、0％～5％、5％～10％、10％～15％、15％～20％、又は20％～25％のCD16+細胞を含む。
いくつかの実施態様において、該NK前駆細胞集団は、1％以下、2％以下、3％以下、4％以
下、5％以下、10％以下、又は15％以下のCD16+細胞を含む。
【０１１９】
　ある実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞はさらに、CD16-である
。ある実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞はさらに、CD117+及びC
D161+である。ある実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-CD56+細胞はさらに、
CD16-、CD117+及びCD161+である。ある実施態様において、該NK前駆細胞集団内の該CD3-C
D56+細胞はさらに、CD16-、CD117+、CD161+、及びNKp46+である。
【０１２０】
　一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前駆
細胞集団は、約40％以下のCD3-CD56+細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載
される3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団は、CD117+である細胞を含む。
具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30
％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以
下のCD117+細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによ
って製造されるNK前駆細胞集団は、CD52+である細胞を含む。具体的な実施態様において
、該NK前駆細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50
％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以下のCD52+細胞を含む。特
定の実施態様において、該本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前
駆細胞集団は、CD52+CD117+である細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載さ
れる3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団は、CD244+である細胞を含む。具
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体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％
、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以下
のCD244+細胞を含む。特定の実施態様において、該本明細書に記載される3工程プロセス
によって製造されるNK前駆細胞集団は、CD244+CD117+である細胞を含む。一実施態様にお
いて、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団は、LFA-1
+である細胞を含む。具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、約5％、10％、15
％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％
、85％、又は90％以下のLFA-1+細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載される
3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団は、CD94+である細胞を含む。具体的な
実施態様において、該NK前駆細胞集団は、約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％
、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以下のCD94
+細胞を含む。
【０１２１】
　特定の実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK
前駆細胞集団は、CD56+細胞よりも大きい割合のCD56-細胞を含む。特定の実施態様におい
て、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団は、インビ
ボ又はエクスビボで、CD56+細胞の割合が増加した集団に分化する。
【０１２２】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるN
K前駆細胞集団は、非前駆体NK細胞集団と関連するCD34-CD117+細胞のパーセンテージと比
較して、低いパーセンテージのCD34-CD117+細胞を含み、例えば、該NK前駆細胞集団は、
約5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、又は50％のCD34-CD117+細胞
を含む。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、5％、10％、15％、20％
、25％、30％、35％、40％、45％、又は50％以下のCD34-CD117+細胞を含む。別の具体的
な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、0％～5％、5％～10％、10％～15％、15％～2
0％、20％～25％、25％～30％、30％～35％、35％～40％、40％～45％、又は45％～50％
のCD34-CD117+細胞を含む。いくつかの実施態様において、該NK前駆細胞集団は、1％以下
、2％以下、3％以下、4％以下、5％以下、10％以下、又は15％以下のCD34-CD117+細胞を
含む。別の具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製
造されるNK前駆細胞集団は、短い第三の培養工程、例えば、4～6、5～7、6～8、又は7～9
日の第三の培養工程を含む3工程プロセスを用いて製造される。
【０１２３】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるN
K前駆細胞集団は、非前駆体NK細胞集団と関連するCD161+細胞のパーセンテージと比較し
て、低いパーセンテージのCD161+細胞を含み、例えば、該NK前駆細胞集団は、約5％、10
％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、又は50％のCD161+細胞を含む。別の具
体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、5％、10％、15％、20％、25％、30％、3
5％、40％、45％、又は50％以下のCD161+細胞を含む。別の具体的な実施態様において、
該NK前駆細胞集団は、0％～5％、5％～10％、10％～15％、15％～20％、20％～25％、25
％～30％、30％～35％、35％～40％、40％～45％、又は45％～50％のCD161+細胞を含む。
いくつかの実施態様において、該NK前駆細胞集団は、1％以下、2％以下、3％以下、4％以
下、5％以下、10％以下、又は15％以下のCD161+細胞を含む。別の具体的な実施態様にお
いて、該本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団は、短
い第三の培養工程、例えば、4～6、5～7、6～8、又は7～9日の第三の培養工程を含む3工
程プロセスを用いて製造される。
【０１２４】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるN
K前駆細胞集団は、非前駆体NK細胞集団と関連するNKp46+細胞のパーセンテージと比較し
て、低いパーセンテージのNKp46+細胞を含み、例えば、該NK前駆細胞集団は、約1％、5％
、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、又は50％のNKp46+細胞を含む。別
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の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、1％、5％、10％、15％、20％、25％
、30％、35％、40％、45％、又は50％以下のNKp46+細胞を含む。別の具体的な実施態様に
おいて、該NK前駆細胞集団は、0％～5％、5％～10％、10％～15％、15％～20％、20％～2
5％、25％～30％、30％～35％、35％～40％、40％～45％、又は45％～50％のNKp46+細胞
を含む。いくつかの実施態様において、該NK前駆細胞集団は、1％以下、2％以下、3％以
下、4％以下、5％以下、10％以下、又は15％以下のNKp46+細胞を含む。別の具体的な実施
態様において、該本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集
団は、短い第三の培養工程、例えば、4～6、5～7、6～8、又は7～9日の第三の培養工程を
含む3工程プロセスを用いて製造される。
【０１２５】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるN
K前駆細胞集団は、非前駆体NK細胞集団と関連するCD56+CD16-細胞のパーセンテージと比
較して、低いパーセンテージのCD56+CD16-細胞を含み、例えば、該NK前駆細胞集団は、約
1％、5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、45％、又は50％のCD56+CD16-細
胞を含む。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、1％、5％、10％、15％
、20％、25％、30％、35％、40％、45％、又は50％以下のCD56+CD16-細胞を含む。別の具
体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、0％～5％、5％～10％、10％～15％、15
％～20％、20％～25％、25％～30％、30％～35％、35％～40％、40％～45％、又は45％～
50％のCD56+CD16-細胞を含む。いくつかの実施態様において、該NK前駆細胞集団は、1％
以下、2％以下、3％以下、4％以下、5％以下、10％以下、又は15％以下のCD56+CD16-細胞
を含む。別の具体的な実施態様において、該本明細書に記載される3工程プロセスによっ
て製造されるNK前駆細胞集団は、短い第三の培養工程、例えば、4～6、5～7、6～8、又は
7～9日の第三の培養工程を含む3工程プロセスを用いて製造される。
【０１２６】
　一実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるNK前駆
細胞集団は、CD52+CD117+である細胞を含む。具体的な実施態様において、本明細書に記
載される3工程プロセスによって製造されるNK前駆細胞集団は、造血前駆細胞集団と関連
するCD52+CD117+細胞のパーセンテージと比較して、より高いパーセンテージのCD52+CD11
7+細胞を含む。具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによっ
て製造されるNK前駆細胞集団は、非前駆体NK細胞集団と関連するCD52+CD117+細胞のパー
センテージと比較して、より高いパーセンテージのCD52+CD117+細胞を含み、例えば、該N
K前駆細胞集団は、約50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％又はそれ
より多くのCD52+CD117+細胞を含む。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団
は、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、又は90％以上のCD52+CD117+細
胞を含む。別の具体的な実施態様において、該NK前駆細胞集団は、50％～55％、55％～60
％、60％～65％、65％～70％、70％～75％、75％～80％、80％～85％、85％～90％、90％
～95％又はそれより多くのCD52+CD117+細胞を含む。別の具体的な実施態様において、本
明細書に記載される3工程プロセスによって製造されるCD52+CD117+細胞を含む該NK前駆細
胞集団は、短い第三の培養工程、例えば、4～6、5～7、6～8、又は7～9日の第三の培養工
程を含む3工程プロセスを用いて製造される。具体的な実施態様において、CD52+CD117+細
胞を含む該NK前駆細胞集団は、合計で12日以上、13日以上、14日以上、15日以上、16日以
上、17日以上、18日以上、19日以上、20日以上、又は21日以上の培養を含む3工程プロセ
スを用いて製造される。具体的な実施態様において、CD52+CD117+細胞を含む該NK前駆細
胞集団は、合計で少なくとも12日、13日、又は14日の培養を含むが、21～25日、25～30日
、又は30～35日を超える培養を含まない3工程プロセスを用いて製造される。具体的な実
施態様において、CD52+CD117+細胞を含む該NK前駆細胞集団は、合計で21日の培養を含む3
工程プロセスを用いて製造される。
【０１２７】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載されるNK前駆細胞は、非前駆体NK細胞、例
えば、同等の方法を用いて製造される非前駆体NK細胞よりも大きい骨髄(例えば、インビ
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ボ)生着能力を保有する。例えば、ある実施態様において、短い第三の培養工程、例えば
、4～6、5～7、6～8、又は7～9日の第三の培養工程を含む3工程プロセスを用いて製造さ
れるNK前駆細胞は、より長い第三の培養工程、例えば、18～20、19～21、20～22、又は21
～23日の第三の培養工程を含む3工程プロセスを用いて製造される非前駆体NK細胞よりも
高い効率で、骨髄(例えば、インビボ)に生着する。別の実施態様において、本明細書に記
載されるNK前駆細胞は、末梢血(PB)由来NK細胞よりも長いテロメアを保有する。
【０１２８】
(5.1.4. 3段階法により製造されるNK細胞)
　一実施態様において、本明細書において提供されるのは、単離されたNK細胞集団であり
、ここで該NK細胞は、以下に記載する3段階法に従って製造される。
【０１２９】
　一実施態様において、本明細書において提供されるのは、本明細書に記載される3段階
法により製造される単離されたNK細胞集団であり、ここで、該NK細胞集団は、本明細書に
記載される3段階法により製造されるNK前駆細胞集団、例えば、該NK前駆細胞集団を製造
するために使用される第三の培養工程が、該NK細胞集団を製造するために使用される第三
の培養工程よりも期間が短いものであることを除いては同じ3段階法により製造されるNK
前駆細胞集団よりも大きいパーセンテージのCD3-CD56+細胞を含む。具体的な実施態様に
おいて、該NK細胞集団は、約70％又はそれより多くのCD3-CD56+細胞を含み、いくつかの
実施態様において、75％、80％、85％、90％、95％、98％、又は99％のCD3-CD56+細胞を
含む。別の具体的な実施態様において、該NK細胞集団は、80％、85％、90％、95％、98％
、又は99％以上のCD3-CD56+細胞を含む。別の具体的な実施態様において、該NK細胞集団
は、70％～75％、75％～80％、80％～85％、85％～90％、90％～95％、又は95％～99％の
CD3-CD56+細胞を含む。
【０１３０】
　ある実施態様において、該NK細胞集団内の該CD3-CD56+細胞は、さらにNKp46+であるCD3
-CD56+細胞を含む。ある実施態様において、該NK細胞集団内の該CD3-CD56+細胞は、さら
にCD16-であるCD3-CD56+細胞を含む。ある実施態様において、該NK細胞集団内の該CD3-CD
56+細胞は、さらにCD16+であるCD3-CD56+細胞を含む。ある実施態様において、該NK細胞
集団内の該CD3-CD56+細胞は、さらにCD94-であるCD3-CD56+細胞を含む。ある実施態様に
おいて、該NK細胞集団内の該CD3-CD56+細胞は、さらにCD94+であるCD3-CD56+細胞を含む
。
【０１３１】
　一実施態様において、本明細書に記載される3段階法により製造されるNK細胞集団は、C
D117+である細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載される3段階法により製造
されるNK細胞集団は、NKG2D+である細胞を含む。一実施態様において、本明細書に記載さ
れる3段階法により製造されるNK細胞集団は、NKp44+である細胞を含む。一実施態様にお
いて、本明細書に記載される3段階法により製造されるNK細胞集団は、CD244+である細胞
を含む。
【０１３２】
(5.1.5.細胞組合せ、及び細胞/灌流液組合せ)
　前記NK細胞、例えば、活性化NK細胞及び/又はTSPNK細胞は、本発明において、胎盤灌流
液、胎盤灌流液細胞、及び/又は接着性胎盤細胞とさらに組み合わせることができる。
【０１３３】
(5.1.5.1. NK細胞と灌流液又は灌流液細胞との組合せ)
　具体的な実施態様において、前記ナチュラルキラー細胞は、CD56+CD16- PiNK細胞を、C
D56+CD16+ナチュラルキラー細胞と組み合わせて含む。より具体的な実施態様において、
該CD56+CD16+ナチュラルキラー細胞は、胎盤から、又は別の供給源、例えば、末梢血、臍
帯血、骨髄などから単離することができる。従って、様々な他の実施態様において、PiNK
細胞は、CD56+CD16+ナチュラルキラー細胞と、例として、例えば、約1:10、2:9、3:8、4:
7:、5:6、6:5、7:4、8:3、9:2、1:10、1:9、1:8、1:7、1:6、1:5、1:4、1:3、1:2、1:1、



(22) JP 6797803 B2 2020.12.9

10

20

30

40

50

2:1、3:1、4:1、5:1、6:1、7:1、8:1、又は約9:1の比率で組み合わせることができる。こ
の文脈で使用される場合、「単離された」とは、細胞が、その通常の環境、例えば、胎盤
から取り出されていることを意味する。
【０１３４】
　様々な具体的な実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団は、少なくとも約50％
、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％、又は少なくとも約99
％のPiNK細胞を含む。別の実施態様において、該複数のPiNK細胞は、増殖されていないPi
NK細胞;例えば、胎盤灌流液から回収したままのPiNK細胞を含むか、又はこれからなる。
別の実施態様において、該複数のPiNK細胞は、増殖されたPiNK細胞を含むか、又はこれか
らなる。ナチュラルキラー細胞を増殖させる方法は、本明細書の別の場所に記載されてお
り、例えば、Ohnoらの米国特許出願公開第2003/0157713号に記載されている;Ysselらの文
献J. Immunol. Methods 72(1):219-227 (1984)、及びLitwinらの文献J. Exp. Med. 178(4
):1321-1326 (1993)も参照されたい。
【０１３５】
　具体的な実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団は、PiNK細胞を含む胎盤細胞
の集団である。具体的な実施態様において、前記単離されたNK細胞の集団は、胎盤灌流液
由来の全有核細胞、例えば、自己の単離されたPiNK細胞を含む胎盤灌流液細胞である。様
々な他の実施態様において、活性化NK細胞を、例えば、組織源から単離されて、まだ増殖
させていないNK細胞、組織源から単離されて増殖されたNK細胞、又は異なる方法により製
造されるNK細胞、例えば、CD56+CD16+ナチュラルキラー細胞と、例として、例えば、約1:
10、2:9、3:8、4:7:、5:6、6:5、7:4、8:3、9:2、1:10、1:9、1:8、1:7、1:6、1:5、1:4
、1:3、1:2、1:1、2:1、3:1、4:1、5:1、6:1、7:1、8:1、又は約9:1の比率で組み合わせ
ることができる。この文脈で使用される場合、「単離された」とは、細胞が、その通常の
組織環境から取り出されていることを意味する。
【０１３６】
　具体的な実施態様において、活性化NK細胞はまた、例えば、組織源から単離されて、ま
だ増殖させていないNK細胞、組織源から単離されて増殖されたNK細胞、又は異なる方法に
より製造されるNK細胞、例えば、CD56+CD16+ナチュラルキラー細胞と、例として、例えば
、約1:10、2:9、3:8、4:7:、5:6、6:5、7:4、8:3、9:2、1:10、1:9、1:8、1:7、1:6、1:5
、1:4、1:3、1:2、1:1、2:1、3:1、4:1、5:1、6:1、7:1、8:1、又は約9:1の比率で、組み
合わせることができる。この文脈で使用される場合、「単離された」とは、細胞が、その
通常の組織環境から取り出されていることを意味する。
【０１３７】
　一実施態様において、例えば、本明細書に記載されるプロセスを用いて製造されるNK細
胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)が補充されたある体積の
胎盤灌流液が用いられる。具体的な実施態様において、例えば、胎盤灌流液の1ミリリッ
トルあたり、約1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1
×108、5×108、又はそれより多くの本明細書に記載されるプロセスを用いて製造されるN
K細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)が補充される。別の実
施態様において、胎盤灌流液細胞に、本明細書に記載されるプロセスを用いて製造される
NK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)が補充される。ある
他の実施態様において、胎盤灌流液細胞を、本明細書に記載されるプロセスを用いて製造
されるNK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)と組み合わせ
る場合、該胎盤灌流液細胞は、通常、細胞の総数の、約50％、45％、40％、35％、30％、
25％、20％、15％、10％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％、又は約50％、45％、40％
、35％、30％、25％、20％、15％、10％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％超、又は約5
0％、45％、40％、35％、30％、25％、20％、15％、10％、8％、6％、4％、2％、もしく
は1％未満を構成する。ある他の実施態様において、本明細書に記載されるプロセスを用
いて製造されるNK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)を、
複数の胎盤灌流液細胞及び/又は組み合わされたナチュラルキラー細胞と組み合わせる場
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合、該NK細胞は、通常、細胞の総数の約50％、45％、40％、35％、30％、25％、20％、15
％、10％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％、又は約50％、45％、40％、35％、30％、2
5％、20％、15％、10％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％超、又は約50％、45％、40％
、35％、30％、25％、20％、15％、10％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％未満を構成
する。ある他の実施態様において、本明細書に記載されるプロセスを用いて製造されるNK
細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)を用いて胎盤灌流液を
補充する場合、該細胞を懸濁させる溶液(例えば、生理食塩水溶液、培養培地など)の体積
は、灌流液と細胞との総体積の約50％、45％、40％、35％、30％、25％、20％、15％、10
％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％、又は約50％、45％、40％、35％、30％、25％、2
0％、15％、10％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％超、又は約50％、45％、40％、35％
、30％、25％、20％、15％、10％、8％、6％、4％、2％、もしくは1％未満を構成し、こ
こで、該NK細胞は、補充の前に、1ミリリットルあたり約1×104、5×104、1×105、5×10
5、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108個もしくはそれより多くの細胞と
なるように懸濁される。
【０１３８】
　他の実施態様において、細胞の上記の組合せのいずれかをさらに、臍帯血又は臍帯血由
来の有核細胞と組み合わせる。
【０１３９】
　2つ以上の供給源、例えば、2つ以上の胎盤から得られ、組み合わされた、例えば、プー
ルされた、プール胎盤灌流液をさらに本発明において用いることができる。そのようなプ
ール灌流液は、各々の供給源に由来するほぼ等体積の灌流液を含むことができるか、又は
各々の供給源に由来する異なる体積を含むことができる。各々の供給源に由来する相対的
な体積は、無作為に選択することができるか、あるいは例えば、1以上の細胞因子、例え
ば、サイトカイン、増殖因子、ホルモンなどの濃度もしくは量;各々の供給源に由来する
灌流液中の胎盤細胞の数;又は各々の供給源に由来する灌流液の他の特徴に基づくことが
できる。同じ胎盤の複数回の灌流に由来する灌流液を同様にプールすることができる。
【０１４０】
　同様に、2つ以上の供給源、例えば、2つ以上の胎盤から得られ、プールされた胎盤灌流
液細胞、及び胎盤由来中間ナチュラルキラー細胞も、本発明において使用することができ
る。そのようなプールされた細胞は、2つ以上の供給源由来のほぼ同数の細胞を含むこと
ができるか、又はプールされた供給源のうちの1つ以上に由来する異なる数の細胞を含む
ことができる。各々の供給源に由来する細胞の相対的な数は、例えば、プールされるべき
細胞における1以上の特定細胞型の数、例えば、CD34+細胞の数などに基づいて選択するこ
とができる。
【０１４１】
　本明細書に記載されるプロセスを用いて製造されるNK細胞、例えば、活性化NK細胞又は
TSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)、及びこのような細胞と胎盤灌流液及び/又は胎盤灌流液
細胞との組合せをアッセイして、例えば、所与の数のNK細胞もしくは所与の体積の灌流液
から期待される腫瘍/感染症抑制の程度又は量(すなわち、効力)を決定することができる
。例えば、一定の分量又は試料数の細胞を、そのようにしない場合には腫瘍/感染細胞が
増殖するであろう条件下で、既知の数の腫瘍/感染細胞と接触又は近接させ、胎盤灌流液
、灌流液細胞、胎盤ナチュラルキラー細胞、又はそれらの組合せの存在下における経時的
な(例えば、1、2、3、4、5、6、7、8、9、もしくは10週、又はそれより長い間の)腫瘍/感
染細胞の増殖速度を、灌流液、灌流液細胞、胎盤ナチュラルキラー細胞、又はそれらの組
合せの不存在下における同等数の腫瘍/感染細胞の増殖と比較する。該細胞の効力は、例
えば、腫瘍細胞の増殖/感染症の伝播を、例えば、約10％、15％、20％、25％、30％、35
％、40％、45％、50％、又は同様の程度抑制するために必要とされる細胞の数又は溶液の
容積として表すことができる。
【０１４２】
　ある実施態様において、本明細書に記載されるプロセスを用いて製造されるNK細胞、例
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えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)は、医薬品等級の投与可能なユ
ニットとして提供される。そのようなユニットは、例えば、15mL、20mL、25mL、30nL、35
mL、40mL、45mL、50mL、55mL、60mL、65mL、70mL、75mL、80mL、85mL、90mL、95mL、100m
L、150mL、200mL、250mL、300mL、350mL、400mL、450mL、500mLなどの個別の容積で提供
することができる。そのようなユニットは、他のNK細胞又は灌流液細胞と組み合わせた特
定の数の細胞、例えば、NK細胞もしくはNK細胞集団、又はNK前駆細胞集団、例えば、1ミ
リリットルあたり1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、
1×108、5×108個もしくはそれより多くの細胞、又は1ユニットあたり1×104、5×104、1
×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1
×1010、5×1010、1×1011個もしくはそれより多くの細胞を含有するように提供すること
ができる。具体的な実施態様において、該ユニットは、1ミリリットルあたり約、少なく
とも約、もしくは多くとも約1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106もしくは
それより多くのNK細胞、又は1ユニットあたり1×104、5×104、1×105、5×105、1×106

、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1×1010、5×1010、1×1
011個もしくはそれより多くの細胞を含むことができる。そのようなユニットは、特定の
数のNK細胞、及び/又は他の細胞のうちのいずれかを含有するように提供することができ
る。
【０１４３】
　上記の実施態様において、NK細胞、又はNK細胞と灌流液細胞もしくは灌流液との組合せ
は、レシピエントにとって自己のもの(すなわち、該レシピエントから得られたもの)とす
ることもでき、又はレシピエントにとって同種異系(すなわち、少なくとも1人の該レシピ
エント以外の他の個体から得られたもの)とすることもできる。
【０１４４】
　ある実施態様において、細胞の各々のユニットに表示を付けて、容積、細胞の数、細胞
のタイプ、該ユニットが特定のタイプの細胞について濃縮されているかどうか、及び／又
は該ユニット中の所与の数の細胞、もしくは該ユニットの所与のミリリットル数の効力、
すなわち、該ユニット中の細胞が、特定のタイプ(単数もしくは複数)の腫瘍細胞の増殖の
測定可能な抑制を引き起こすかどうかの1以上を明記する。
【０１４５】
(5.1.5.2.マッチした灌流液及び臍帯血由来のNK細胞の組合せ)
　本発明において、ナチュラルキラー細胞をさらに、胎盤灌流液及び臍帯血のマッチした
ユニットの組合せから得ることができ、本明細書では、これを、組み合わされたナチュラ
ルキラー細胞と称する。本明細書で使用されるように、「マッチしたユニット」とは、前
記NK細胞が、胎盤灌流液細胞及び臍帯血細胞から得たものであり、ここで、該臍帯血細胞
は、該胎盤灌流液を得た胎盤由来の臍帯血から得られたものである、すなわち、該胎盤灌
流液細胞及び臍帯血細胞、並びに従って各々に由来するナチュラルキラー細胞が、同じ個
体由来のものであることを示す。
【０１４６】
　ある実施態様において、前記組み合わされた胎盤キラー細胞は、CD56+及びCD16-である
ナチュラルキラー細胞のみを含むか、又は実質的にそれのみを含む。ある他の実施態様に
おいて、前記組み合わされた胎盤キラー細胞は、CD56+及びCD16-であるNK細胞、及びCD56
+及びCD16+であるNK細胞を含む。具体的なある実施態様において、前記組み合わされた胎
盤キラー細胞は、少なくとも50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、
99％、又は99.5％のCD56+CD16-ナチュラルキラー細胞(PiNK細胞)を含む。
【０１４７】
　一実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、培養されていない
。具体的な実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、同等数の末
梢血由来のナチュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に多い数のCD3-CD56+CD16-ナチ
ュラルキラー細胞を含む。別の具体的な実施態様において、前記組み合わされたナチュラ
ルキラー細胞は、同等数の末梢血由来のナチュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に
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少ない数のCD3-CD56+CD16-ナチュラルキラー細胞を含む。別の具体的な実施態様において
、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、同等数の末梢血由来のナチュラルキラー
細胞よりも、検出可能な程度に多い数のCD3-CD56+KIR2DL2/L3+ナチュラルキラー細胞を含
む。別の具体的な実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、同等
数の末梢血由来のナチュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に少ない数のCD3-CD56+N
Kp46+ナチュラルキラー細胞を含む。別の具体的な実施態様において、前記組み合わされ
たナチュラルキラー細胞は、同等数の末梢血由来のナチュラルキラー細胞よりも、検出可
能な程度に少ない数のCD3-CD56+NKp30+ナチュラルキラー細胞を含む。別の具体的な実施
態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、同等数の末梢血由来のナチ
ュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に少ない数のCD3-CD56+2B4+ナチュラルキラー
細胞を含む。別の具体的な実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞
は、同等数の末梢血由来のナチュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に少ない数のCD
3-CD56+CD94+ナチュラルキラー細胞を含む。
【０１４８】
　別の実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、例えば、21日間
培養されている。具体的な実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞
は、同等数の末梢血由来のナチュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に少ない数のCD
3-CD56+KIR2DL2/L3+ナチュラルキラー細胞を含む。別の具体的な実施態様において、前記
組み合わされたナチュラルキラー細胞は、培養されていない。別の具体的な実施態様にお
いて、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、同等数の末梢血由来のナチュラルキ
ラー細胞よりも、検出可能な程度に多い数のCD3-CD56+NKp44+ナチュラルキラー細胞を含
む。具体的な実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、同等数の
末梢血由来のナチュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に多い数のCD3-CD56+NKp30+

ナチュラルキラー細胞を含む。
【０１４９】
　別の実施態様において、前記組み合わされたナチュラルキラー細胞は、同等数の末梢血
ナチュラルキラー細胞よりも、検出可能な程度に多い量のグランザイムBを発現する。
【０１５０】
　組み合わされたナチュラルキラー細胞はさらに、臍帯血と組み合わせることができる。
様々な実施態様において、臍帯血は、臍帯血1ミリリットルあたり約1×104、5×104、1×
105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108個の組み合わされたナ
チュラルキラー細胞で、組み合わされたナチュラルキラー細胞と組み合わされる。
【０１５１】
(5.1.5.3.NK細胞と接着性胎盤幹細胞との組合せ)
　他の実施態様において、単独又は胎盤灌流液もしくは胎盤灌流液細胞との組合せのいず
れかでの、本明細書に記載されるプロセスを用いて製造されるNK細胞、例えば、本明細書
に記載される3工程プロセスを用いて製造される活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK
前駆細胞)に、例えば、その開示が引用により完全に本明細書中に組み込まれる、Hariri
の米国特許第7,045,148号及び第7,255,879号、並びに米国特許出願公開第2007/0275362号
に記載されている、単離された接着性胎盤細胞、例えば、胎盤幹細胞及び胎盤多能性細胞
を補充する。「接着性胎盤細胞」とは、該細胞が、組織培養物表面、例えば、組織培養プ
ラスチックに接着することを意味する。本明細書において開示される組成物及び方法にお
いて有用な接着性胎盤細胞は、栄養芽細胞でも、胚性生殖細胞でも、胚性幹細胞でもない
。ある実施態様において、接着性胎盤幹細胞を、上述のようなプロセス(例えば、2工程方
法)でフィーダー細胞として用いる。
【０１５２】
　単独又は胎盤灌流液もしくは胎盤灌流液細胞との組合せのいずれかでの、本明細書に記
載されるプロセスを用いて製造されるNK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例え
ば、NK前駆細胞)に、例えば、1ミリリットルあたり1×104、5×104、1×105、5×105、1
×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108もしくはそれより多くの接着性胎盤細
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胞、又は1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、
5×108、1×109、5×109、1×1010、5×1010、1×1011もしくはそれより多くの接着性胎
盤細胞を補充することができる。該組合せ中の接着性胎盤細胞は、例えば、1、2、3、4、
5、6、7、8、9、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、32、34、36、38、又は4
0集団倍加の間、又はそれより長い間培養された、例えば、接着性胎盤細胞とすることが
できる。
【０１５３】
　単離された接着性胎盤細胞は、初代培養で培養するか又は細胞培養で増殖したとき、組
織培養基材、例えば、組織培養容器表面(例えば、組織培養プラスチック)に接着する。培
養下の接着性胎盤細胞は、通常、線維芽細胞のような星状の外観をしており、いくつかの
細胞質突起が中央の細胞体から伸びている。しかしながら、接着性胎盤細胞は、線維芽細
胞が示すよりも多くのそのような突起を示すので、接着性胎盤細胞は、同じ条件下で培養
された線維芽細胞と形態的に区別することができる。形態的には、接着性胎盤細胞は、造
血幹細胞からも区別することができ、造血幹細胞は、通常、培養下では、より丸みを帯び
た、又は敷石状の形態をとる。
【０１５４】
　本明細書において提供される組成物及び方法において有用な単離された接着性胎盤細胞
、及び接着性胎盤細胞の集団は、該細胞、又は該接着性胎盤細胞を含む細胞の集団を同定
及び/又は単離するために使用することができる複数のマーカーを発現する。本明細書に
おいて提供される組成物及び方法において有用な接着性胎盤細胞、及び接着性胎盤細胞集
団には、胎盤、又は任意のその部分(例えば、羊膜、絨毛膜、羊膜-絨毛膜板、胎盤葉、臍
帯など)から直接的に得られる接着性胎盤細胞及び接着性胎盤細胞含有細胞集団が含まれ
る。接着性胎盤幹細胞集団は、一実施態様において、培養下の接着性胎盤幹細胞の集団(
即ち、2個以上の接着性胎盤幹細胞)、例えば、容器、例えば、バッグの中の集団である。
【０１５５】
　接着性胎盤細胞は、通常、マーカーCD73、CD105、及びCD200、並びに/又はOCT-4を発現
し、かつCD34も、CD38も、CD45も発現しない。接着性胎盤幹細胞は、HLA-ABC(MHC-1)及び
HLA-DRを発現することもできる。これらのマーカーを用いて、接着性胎盤細胞を同定し、
かつ該接着性胎盤細胞を他の細胞型と区別することができる。接着性胎盤細胞は、CD73及
びCD105を発現することができるので、それらは、間葉系幹細胞様の特徴を有することが
できる。CD34、CD38、及び/又はCD45の発現の欠如により、接着性胎盤幹細胞は非造血幹
細胞とみなされる。
【０１５６】
　ある実施態様において、本明細書に記載される単離された接着性胎盤細胞は、がん細胞
増殖又は腫瘍成長を検出可能な程度に抑制する。
【０１５７】
　ある実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、単離された胎盤幹細胞である。
ある他の実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、単離された胎盤複能性細胞で
ある。具体的な実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、フローサイトメトリー
によって検出したとき、CD34-、CD10+、及びCD105+である。より具体的な実施態様におい
て、該単離されたCD34-、CD10+、CD105+接着性胎盤細胞は、胎盤幹細胞である。別のより
具体的な実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、CD105+胎盤細胞は、複能性接着
性胎盤細胞である。別の具体的な実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、CD105+

胎盤細胞は、神経表現型の細胞、骨形成表現型の細胞、又は軟骨形成表現型の細胞に分化
する潜在能力を有する。より具体的な実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、CD
105+接着性胎盤細胞はさらに、CD200+である。別のより具体的な実施態様において、該単
離されたCD34-、CD10+、CD105+接着性胎盤細胞はさらに、フローサイトメトリーによって
検出したとき、CD90+又はCD45-である。別のより具体的な実施態様において、該単離され
たCD34-、CD10+、CD105+接着性胎盤細胞はさらに、フローサイトメトリーによって検出し
たとき、CD90+又はCD45-である。より具体的な実施態様において、該CD34-、CD10+、CD10
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5+、CD200+接着性胎盤細胞はさらに、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD90
+又はCD45-である。別のより具体的な実施態様において、該CD34-、CD10+、CD105+、CD20
0+接着性胎盤細胞はさらに、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD90+及びCD4
5-である。別のより具体的な実施態様において、該CD34-、CD10+、CD105+、CD200+、CD90
+、CD45-接着性胎盤細胞はさらに、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD80-

及びCD86-である。
【０１５８】
　一実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞は、CD200+、HLA-G+である。具体的
な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD73+及びCD105+である。別
の具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、CD38-又はCD
45-である。より具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-

、CD38-、CD45-、CD73+、及びCD105+である。別の実施態様において、該単離された接着
性胎盤細胞は、胚様体(embryoid-like bodies)の形成を可能にする条件下で培養したとき
に、1以上の胚様体を産生する。
【０１５９】
　別の実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、CD73+、CD105+、CD200+である
。具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、HLA-G+である。別の
具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、CD38-又はCD45
-である。別の具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、
CD38-、及びCD45-である。より具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞
はまた、CD34-、CD38-、CD45-、及びHLA-G+である。別の具体的な実施態様において、該
単離された接着性胎盤細胞は、胚様体の形成を可能にする条件下で培養したときに、1以
上の胚様体を産生する。
【０１６０】
　別の実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、CD200+、OCT-4+である。具体的
な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD73+及びCD105+である。別
の具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、HLA-G+である。別の
具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、CD38-、及びCD
45-である。より具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-

、CD38-、CD45-、CD73+、CD105+、及びHLA-G+である。別の具体的な実施態様において、
該単離された接着性胎盤細胞はまた、胚様体の形成を可能にする条件下で培養したときに
、1以上の胚様体を産生する。
【０１６１】
　別の実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、CD73+、CD105+、及びHLA-G+で
ある。具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、CD38-、
又はCD45-である。別の具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた
、CD34-、CD38-、及びCD45-である。別の具体的な実施態様において、該接着性幹細胞は
また、OCT-4+である。別の具体的な実施態様において、該接着性幹細胞はまた、CD200+で
ある。より具体的な実施態様において、該接着性幹細胞はまた、CD34-、CD38-、CD45-、O
CT-4+、及びCD200+である。
【０１６２】
　別の実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、CD73+、CD105+幹細胞であり、
ここで、該細胞は、胚様体の形成を可能にする条件下で1以上の胚様体を産生する。具体
的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、CD38-又はCD45-で
ある。別の具体的な実施態様において、単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、CD38-

、及びCD45-である。別の具体的な実施態様において、単離された接着性胎盤細胞はまた
、OCT-4+である。より具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、
OCT-4+、CD34-、CD38-、及びCD45-である。
【０１６３】
　別の実施態様において、接着性胎盤幹細胞は、OCT-4+幹細胞であり、ここで、該接着性
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胎盤幹細胞は、胚様体の形成を可能にする条件下で培養したときに、1以上の胚様体を産
生し、かつ該幹細胞は、がん細胞増殖又は腫瘍成長を検出可能な程度に抑制すると確認さ
れている。
【０１６４】
　様々な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞の少なくとも10％、少なくとも
20％、少なくとも30％、少なくとも40％、少なくとも50％、少なくとも60％、少なくとも
70％、少なくとも80％、少なくとも90％、又は少なくとも95％は、OCT-4+である。具体的
な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD73+及びCD105+である。別
の具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD34-、CD38-、又は
CD45-である。別の具体的な実施態様において、該幹細胞は、CD200+である。より具体的
な実施態様において、該単離された接着性胎盤細胞はまた、CD73+、CD105+、CD200+、CD3
4-、CD38-、及びCD45-である。別の具体的な実施態様において、該単離された接着性胎盤
細胞は、増殖されたもの、例として、例えば、少なくとも1回、少なくとも3回、少なくと
も5回、少なくとも10回、少なくとも15回、又は少なくとも20回継代されたものである。
【０１６５】
　上記の実施態様のいずれかのより具体的な実施態様において、単離された接着性胎盤細
胞は、ABC-p(胎盤特異的ABC輸送体タンパク質;例えば、Allikmetsらの文献、Cancer Res.
 58(23):5337-9(1998)参照)を発現する。
【０１６６】
　別の実施態様において、単離された接着性胎盤細胞は、CD29+、CD44+、CD73+、CD90+、
CD105+、CD200+、CD34-、及びCD133-である。別の実施態様において、単離された接着性
胎盤細胞は、IL-6、IL-8、及び単球走化性タンパク質(MCP-1)を構成的に分泌する。
【０１６７】
　上で参照されている単離された接着性胎盤細胞の各々は、哺乳動物胎盤から直接得られ
、単離された細胞、又は培養され、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、14
、16、18、20、25、30回、もしくはそれより多くの回数継代された細胞、又はそれらの組
合せを含むことができる。腫瘍細胞抑制性の複数の上記の単離された接着性胎盤細胞は、
約、少なくとも、又は最高で、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×1
08、5×108、1×109、5×109、1×1010、5×1010、1×1011個、又はそれより多くの単離
された接着性胎盤細胞を含むことができる。
【０１６８】
(5.1.5.4.接着性胎盤細胞馴化培地を含む組成物)
　また、本発明において使用することができるものは、本明細書に記載されるプロセスを
用いて製造されるNK細胞、例えば、本明細書に記載される3工程プロセスを用いて製造さ
れる活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)、及びさらに、馴化培地を含む組
成物であり、ここで、該組成物は、腫瘍抑制性であるか、又は癌もしくはウイルス感染の
治療において効果がある。本明細書に記載の接着性胎盤細胞を用いて、腫瘍細胞抑制性、
抗がん性、又は抗ウイルス性である馴化培地、すなわち、検出可能な腫瘍細胞抑制効果、
抗癌効果、又は抗ウイルス効果を有する細胞によって分泌又は排出される1以上の生体分
子を含む培地を製造することができる。様々な実施態様において、馴化培地は、該細胞が
、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14日、又はそれより長い日
数、その中で増殖した(すなわち、培養された)培地を含む。他の実施態様において、馴化
培地は、そのような細胞が、少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％コン
フルエンス、又は100％コンフルエンスにまでその中で成長した培地を含む。そのような
馴化培地を用いて、細胞、例えば、胎盤細胞、又は別の種類の細胞の別々の集団の培養を
支援することができる。別の実施態様において、本明細書に提供される馴化培地は、単離
された接着性胎盤細胞、例えば、単離された接着性胎盤幹細胞又は単離された接着性胎盤
複能性細胞、及び単離された接着性胎盤細胞以外の細胞、例えば、非胎盤幹細胞又は複能
性細胞がその中で培養された培地を含む。
【０１６９】
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　そのような馴化培地を、本明細書に記載されるプロセスを用いて製造されるNK細胞、例
えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)、胎盤灌流液、胎盤灌流液細胞
のいずれか、又はこれらの任意の組合せと組み合わせて、腫瘍細胞抑制性、抗がん性、又
は抗ウイルス性である組成物を形成させることができる。ある実施態様において、該組成
物は、容積で半分未満の、例えば、容積で約50％、45％、40％、35％、30％、25％、20％
、15％、10％、5％、4％、3％、2％、もしくは1％、又は約50％、45％、40％、35％、30
％、25％、20％、15％、10％、5％、4％、3％、2％、もしくは1％未満の馴化培地を含む
。
【０１７０】
　したがって、一実施態様において、本発明において用いられるものは、本明細書に記載
されるプロセスを用いて製造されるNK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば
、NK前駆細胞)、及び単離された接着性胎盤細胞の培養物由来の培養培地を含む組成物で
あり、ここで、該単離された接着性胎盤細胞は、(a)基材に接着し;かつ(b)CD34-、CD10+

、及びCD105+であり;ここで、該組成物は、腫瘍細胞の成長もしくは増殖を検出可能な程
度に抑制するか、又は抗がん性もしくは抗ウイルス性である。具体的な実施態様において
、単離された接着性胎盤細胞は、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD34-、C
D10+、及びCD105+である。より具体的な実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、
CD105+接着性胎盤細胞は、胎盤幹細胞である。別のより具体的な実施態様において、該単
離されたCD34-、CD10+、CD105+胎盤細胞は、複能性接着性胎盤細胞である。別の具体的な
実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、CD105+胎盤細胞は、神経表現型の細胞、
骨形成表現型の細胞、又は軟骨形成表現型の細胞に分化する潜在能力を有する。より具体
的な実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、CD105+接着性胎盤細胞はさらに、CD
200+である。別のより具体的な実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、CD105+接
着性胎盤細胞はさらに、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD90+又はCD45-で
ある。別のより具体的な実施態様において、該単離されたCD34-、CD10+、CD105+接着性胎
盤細胞はさらに、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD90+又はCD45-である。
より具体的な実施態様において、該CD34-、CD10+、CD105+、CD200+接着性胎盤細胞はさら
に、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD90+又はCD45-である。別のより具体
的な実施態様において、該CD34-、CD10+、CD105+、CD200+接着性胎盤細胞はさらに、フロ
ーサイトメトリーによって検出したとき、CD90+及びCD45-である。別のより具体的な実施
態様において、該CD34-、CD10+、CD105+、CD200+、CD90+、CD45-接着性胎盤細胞はさらに
、フローサイトメトリーによって検出したとき、CD80-及びCD86-である。
【０１７１】
　別の実施態様において、本発明において用いられるものは、本明細書に記載されるプロ
セスを用いて製造されるNK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細
胞)、及び単離された接着性胎盤細胞の培養物由来の培養培地を含む組成物であり、ここ
で、該単離された接着性胎盤細胞は、(a)基材に接着し;かつ(b)CD200及びHLA-Gを発現す
るか、又はCD73、CD105、及びCD200を発現するか、又はCD200及びOCT-4を発現するか、又
はCD73、CD105、及びHLA-Gを発現するか、又はCD73及びCD105を発現し、かつ胎盤幹細胞
を含む胎盤細胞の集団を胚様体の形成を可能にする条件下で培養したときに、該集団内の
1以上の胚様体の形成を促進するか、又はOCT-4を発現し、かつ胎盤幹細胞を含む胎盤細胞
の集団を胚様体の形成を可能にする条件下で培養したときに、該集団内の1以上の胚様体
の形成を促進し;ここで、該組成物は、腫瘍細胞の成長もしくは増殖を検出可能な程度に
抑制するか、又は抗癌性もしくは抗ウイルス性である。具体的な実施態様において、該組
成物は、複数の該単離された胎盤接着性細胞をさらに含む。別の具体的な実施態様におい
て、該組成物は、複数の非胎盤細胞を含む。より具体的な実施態様において、該非胎盤細
胞はCD34+細胞、例えば、造血前駆細胞、例えば、末梢血造血前駆細胞、臍帯血造血前駆
細胞、又は胎盤血造血前駆細胞を含む。該非胎盤細胞は、幹細胞、例えば、間葉系幹細胞
、例えば、骨髄由来間葉系幹細胞を含むこともできる。該非胎盤細胞は、1種類以上の成
体細胞又は細胞株とすることもできる。別の具体的な実施態様において、該組成物は、抗
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増殖剤、例えば、抗MIP-1α又は抗MIP-1β抗体を含む。
【０１７２】
　具体的な実施態様において、上記の細胞又は細胞組合せのうちの1つによって馴化され
た培養培地は、約1:1、約2:1、約3:1、約4:1、又は約5:1の単離された接着性胎盤細胞対
腫瘍細胞の比率で複数の腫瘍細胞と共培養した複数の単離された接着性胎盤細胞から得ら
れる。例えば、馴化された培養培地又は上清は、約1×105個の単離された接着性胎盤細胞
、約1×106個の単離された接着性胎盤細胞、約1×107個の単離された接着性胎盤細胞、も
しくは約1×108個の単離された接着性胎盤細胞、又はそれより多くのものを含む培養物か
ら得ることができる。別の具体的な実施態様において、馴化された培養培地又は上清は、
約1×105～約5×105個の単離された接着性胎盤細胞及び約1×105個の腫瘍細胞;約1×106

～約5×106個の単離された接着性胎盤細胞及び約1×106個の腫瘍細胞;約1×107～約5×10
7個の単離された接着性胎盤細胞及び約1×107個の腫瘍細胞;又は約1×108～約5×108個の
単離された接着性胎盤細胞及び約1×108個の腫瘍細胞を含む共培養物から得られる。
【０１７３】
(5.2.NK細胞を製造する方法)
　NK細胞は、任意の供給源、例えば、胎盤組織、胎盤灌流液、臍帯血、胎盤血、末梢血、
脾臓、肝臓など由来の造血細胞、例えば、造血幹又は前駆体から製造してもよい。
【０１７４】
　ナチュラルキラー細胞及び上述のようにナチュラルキラー細胞を誘導するために使用す
ることができる細胞の1つの重要な供給源は、胎盤、例えば、満期胎盤、例えば、満期ヒ
ト胎盤である。胎盤灌流液細胞を含む胎盤灌流液は、例えば、各々の開示の全体が本明細
書に組み込まれている、米国特許第7,045,148号及び第7,468,276号、並びに米国特許出願
公開第2009/0104164号に開示されている方法により得ることができる。
【０１７５】
(5.2.1.細胞回収組成物)
　それから造血幹又は前駆体を単離してもよい前記胎盤灌流液及び灌流液細胞、又は、例
えば、前記NK細胞、例えば、本明細書において提供される3段階法により製造されるNK細
胞集団との組合せにより腫瘍抑制もしくは、腫瘍細胞、がん、又はウイルス感染を有する
個体の治療において有用な、前記胎盤灌流液及び灌流液細胞は、胎盤細胞回収組成物を用
いた、哺乳動物、例えば、ヒト分娩後胎盤の灌流により回収することができる。灌流液は
、任意の生理的に許容し得る溶液、例えば、生理食塩水溶液、培養培地、又はより複雑な
細胞回収組成物を用いる胎盤の灌流によって、胎盤から回収することができる。胎盤の灌
流、並びに灌流液細胞の回収及び保存に好適な細胞回収組成物は、引用により完全に本明
細書中に組み込まれる関連米国特許出願公開第2007/0190042号に詳細に記載されている。
【０１７６】
　細胞回収組成物は、幹細胞の回収及び/又は培養に好適な任意の生理的に許容し得る溶
液、例えば、生理食塩水溶液(例えば、リン酸緩衝生理食塩水、クレブス溶液、改変クレ
ブス溶液、イーグル溶液、0.9％NaClなど)、培養培地(例えば、DMEM、H.DMEMなど)などを
含むことができる。
【０１７７】
　細胞回収組成物は、回収の時点から培養の時点まで胎盤細胞を保存する、すなわち、胎
盤細胞の死を防止するか、又は胎盤細胞の死を遅延させるか、死滅する細胞の集団内の胎
盤細胞の数を低下させるなどの傾向がある1以上の成分を含むことができる。そのような
成分は、例えば、アポトーシス阻害剤(例えば、カスパーゼ阻害剤もしくはJNK阻害剤);血
管拡張剤(例えば、硫酸マグネシウム、抗高血圧薬、心房性ナトリウム利尿ペプチド(ANP)
、副腎皮質刺激ホルモン、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン、ニトロプルシドナトリウ
ム、ヒドララジン、アデノシン三リン酸、アデノシン、インドメタシン、もしくは硫酸マ
グネシウム、ホスホジエステラーゼ阻害剤など);壊死阻害剤(例えば、2-(1H-インドール-
3-イル)-3-ペンチルアミノ-マレイミド、ピロリジンジチオカルバメート、もしくはクロ
ナゼパム);TNF-α阻害剤;及び/又は酸素運搬ペルフルオロカーボン(例えば、臭化ペルフ
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ルオロオクチル、臭化ペルフルオロデシルなど)とすることができる。
【０１７８】
　細胞回収組成物は、1以上の組織分解酵素、例えば、メタロプロテアーゼ、セリンプロ
テアーゼ、中性プロテアーゼ、ヒアルロニダーゼ、RNアーゼ、又はDNアーゼなどを含むこ
とができる。そのような酵素としては、コラゲナーゼ(例えば、コラゲナーゼI、II、III
、又はIV、クロストリジウム・ヒストリチクム(Clostridium histolyticum)に由来するコ
ラゲナーゼなど);ディスパーゼ、サーモリシン、エラスターゼ、トリプシン、LIBERASE、
ヒアルロニダーゼなどが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７９】
　細胞回収組成物は、殺菌又は静菌有効量の抗生物質を含むことができる。ある非制限的
な実施態様において、抗生物質は、マクロライド(例えば、トブラマイシン)、セファロス
ポリン(例えば、セファレキシン、セフラジン、セフロキシム、セフプロジル、セファク
ロル、セフィキシム、もしくはセファドロキシル)、クラリスロマイシン、エリスロマイ
シン、ペニシリン(例えば、ペニシリンV)、又はキノロン(例えば、オフロキサシン、シプ
ロフロキサシン、もしくはノルフロキサシン)、テトラサイクリン、ストレプトマイシン
などである。特定の実施態様において、抗生物質は、グラム(+)及び/又はグラム(-)細菌
、例えば、緑膿菌(Pseudomonas aeruginosa)、黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)
などに対して活性がある。
【０１８０】
　細胞回収組成物は、以下の化合物のうちの1つ以上を含むこともできる:アデノシン(約1
mM～約50mM);D-グルコース(約20mM～約100mM);マグネシウムイオン(約1mM～約50mM);一実
施態様において、内皮の完全性及び細胞の生存能力を維持するのに十分な量で存在する、
分子量20,000ダルトン超の巨大分子(例えば、約25g/l～約100g/l、もしくは約40g/l～約6
0g/lで存在する、合成もしくは天然のコロイド、デキストランなどの多糖類、もしくはポ
リエチレングリコール);酸化防止剤(例えば、約25μM～約100μMで存在するブチル化ヒド
ロキシアニソール、ブチル化ヒドロキシトルエン、グルタチオン、ビタミンC、もしくは
ビタミンE);還元剤(例えば、約0.1mM～約5mMで存在するN-アセチルシステイン);細胞内へ
のカルシウム進入を防止する薬剤(例えば、約2μM～約25μMで存在するベラパミル);ニト
ログリセリン(例えば、約0.05g/L～約0.2g/L);一実施態様において、残留血液の凝固の防
止を助けるのに十分な量で存在する抗凝血剤(例えば、約1000ユニット/l～約100,000ユニ
ット/lの濃度で存在するヘパリンもしくはヒルジン);又はアミロライド含有化合物(例え
ば、約1.0μM～約5μMで存在するアミロライド、エチルイソプロピルアミロライド、ヘキ
サメチレンアミロライド、ジメチルアミロライド、もしくはイソブチルアミロライド)。
【０１８１】
(5.2.2.胎盤の回収及び取扱い)
　一般に、ヒト胎盤は、出産後の該胎盤の娩出後直ちに回収される。一実施態様において
、該胎盤は、インフォームドコンセントの後、かつ患者の完全な病歴を得て該胎盤と関連
付けられた後に、患者から回収される。一実施態様において、該病歴は、分娩後も続く。
【０１８２】
　灌流液の回収前に、臍帯血及び胎盤血を除去する。ある実施態様において、分娩後、胎
盤内の臍帯血を回収する。胎盤は、従来の臍帯血の回収プロセスに供することができる。
通常、針又はカニューレを用い、重力の助けを借りて、胎盤を放血させる(例えば、Ander
sonの米国特許第5,372,581号:Hesselらの米国特許第5,415,665号を参照されたい)。針又
はカニューレを、通常、臍帯静脈内に留置し、胎盤を穏やかにマッサージして、胎盤から
の臍帯血の排出を助けることができる。そのような臍帯血の回収は、商業的に、例えば、
LifeBank Inc.、Cedar Knolls、N.J.、ViaCord、Cord Blood Registry、及びCryoCellに
より行われてもよい。一実施態様において、臍帯血を回収する間の組織破壊を最小限に抑
えるために、胎盤をそれ以上操作することなく、重力排出させる。
【０１８３】
　通常、臍帯血の回収及び灌流液の回収のために、胎盤を、分娩室又は出産室から別の場
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所、例えば、実験室まで輸送する。例えば、胎盤を、近位臍帯をクランプしたまま、滅菌
されたジップロック式プラスチックバッグの中に入れ、その後、このプラスチックバッグ
を断熱容器内に入れることによって、胎盤を(胎盤の温度を20～28℃に維持する)滅菌され
た断熱輸送装置に入れて輸送することができる。別の実施態様において、米国特許第7,14
7,626号に実質的に記載されているように、胎盤を臍帯血回収キットに入れて輸送する。
一実施態様において、胎盤を、分娩から4～24時間後に、実験室に移送する。ある実施態
様において、臍帯血の回収前に、近位臍帯を、例えば胎盤への挿入部から4～5cm(センチ
メートル)以内のところでクランプする。他の実施態様において、臍帯血の回収後、しか
し、それ以上の胎盤の処理前に、近位臍帯をクランプする。
【０１８４】
　胎盤を、灌流液の回収前に、滅菌条件下、かつ室温又は5～25℃の温度(摂氏)のどちら
かで保存することができる。胎盤を灌流して残留臍帯血を除去する前に、胎盤を、48時間
よりも長い時間、又は4～24時間保存してもよい。胎盤は、5～25℃の温度(摂氏)で、抗凝
血剤溶液に入れて保存することができる。好適な抗凝血剤溶液は当技術分野で周知である
。例えば、ヘパリン又はワルファリンナトリウム溶液を用いることができる。一実施態様
において、抗凝血剤溶液は、ヘパリン溶液(例えば、1:1000溶液中に1％w/w)を含む。いく
つかの実施態様において、放血された胎盤は、胎盤灌流液を回収する前に、36時間を超え
ない時間、保存する。
【０１８５】
(5.2.3.胎盤灌流)
　哺乳動物の胎盤を灌流する方法及び胎盤灌流液を得る方法は、例として、例えば、その
各々の開示が引用により完全に本明細書中に組み込まれる、Haririの米国特許第7,045,14
8号及び第7,255,879号、並びに米国特許出願公開第2009/0104164号、同第2007/0190042号
、及び米国特許第8,057,788号として発行されている米国特許出願公開第20070275362号に
開示されている。
【０１８６】
　灌流液は、灌流溶液、例えば、生理食塩水溶液、培養培地、又は上記の細胞回収組成物
を、胎盤脈管構造に通すことによって得ることができる。一実施態様において、哺乳動物
の胎盤を、灌流溶液を臍帯動脈と臍帯静脈のどちらか又は両方に通すことによって灌流す
る。胎盤を通る灌流溶液の流れを、例えば、胎盤の中への重力流を用いて達成することが
できる。例えば、灌流溶液を、ポンプ、例えば、蠕動ポンプを用いて、胎盤に強制的に通
す。臍帯静脈に、例えば、滅菌チューブなどの滅菌された接続装置に接続されているカニ
ューレ、例えば、TEFLON(登録商標)又はプラスチックカニューレを挿入することができる
。この滅菌された接続装置は、灌流マニフォールドに接続されている。
【０１８７】
　灌流に備えて、臍帯動脈及び臍帯静脈が胎盤の最も高い地点に位置するような形で、胎
盤を配置することができる。灌流溶液を胎盤脈管構造に通すか、又は胎盤脈管構造及び周
辺組織に通すことによって、胎盤を灌流することができる。一実施態様において、臍帯動
脈及び臍帯静脈を、可撓性コネクタを介して灌流溶液のリザーバに接続されているピペッ
トに同時に接続する。灌流溶液を臍帯静脈及び臍帯動脈に通す。灌流溶液は、血管壁から
滲出し、及び/又は血管壁を通って胎盤の周辺組織に入り、妊娠中に母体の子宮に付着し
ていた胎盤表面から好適な開放容器に回収される。灌流溶液を、臍帯開口部を介して導入
し、母体子宮壁と接触していた胎盤壁の開口部から流出又は浸出させることもできる。別
の実施態様において、灌流溶液を、臍帯静脈に通し臍帯動脈から回収するか、又は臍帯動
脈に通し臍帯静脈から回収する、すなわち、胎盤脈管構造(胎児組織)のみに通す。
【０１８８】
　一実施態様において、例えば、臍帯動脈及び臍帯静脈を、例えば、可撓性コネクタを介
して灌流溶液のリザーバに接続されているピペットに同時に接続する。灌流溶液を臍帯静
脈及び臍帯動脈に通す。灌流溶液は、血管壁から滲出し、及び/又は血管壁を通って胎盤
の周辺組織に入り、妊娠中に母体の子宮に付着していた胎盤表面から好適な開放容器に回
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収される。灌流溶液を、臍帯開口部を介して導入し、母体子宮壁と接触していた胎盤壁の
開口部から流出又は浸出させることもできる。「受け皿(pan)」法と呼ぶことができるこ
の方法によって回収される胎盤細胞は、通常、胎児細胞と母親細胞の混合物である。
【０１８９】
　別の実施態様において、灌流溶液を臍帯静脈に通し、臍帯動脈から回収するか、又は臍
帯動脈に通し、臍帯静脈から回収する。「閉回路」法と呼ぶことができるこの方法によっ
て回収される胎盤細胞は、通常、ほとんど胎児のものしかない。
【０１９０】
　閉回路灌流法を、一実施態様において、次のように実施することができる。分娩後胎盤
を、出産後、約48時間以内に得る。臍帯をクランプし、クランプの上方で切断する。臍帯
は、廃棄することができるか、又は例えば、臍帯幹細胞を回収するために、及び/もしく
は生体材料の製造用に臍帯膜を処理するために、処理することができる。羊膜を灌流の間
保持することができるか、又は例えば、指を用いる鈍的剥離を用いて、絨毛膜から分離す
ることができる。羊膜を灌流前に絨毛膜から分離する場合、それを、例えば、廃棄するか
、又は例えば、酵素的消化によって幹細胞を得るために、もしくは例えば、羊膜生体材料
、例えば、米国特許出願公開第2004/0048796号に記載されている生体材料を製造するため
に、処理することができる。例えば、滅菌ガーゼを用いて、全ての目に見える血の塊及び
残留血液を胎盤から除去した後、例えば、臍帯膜を一部切断して、臍帯の断面を露出させ
ることにより、臍帯血管を露出させる。血管を確認し、それを、例えば、閉じたアリゲー
タークランプを各々の血管の切断端に通して前進させることによって広げる。その後、装
置、例えば、灌流装置又は蠕動ポンプに接続されたプラスチックチューブを胎盤動脈の各
々に挿入する。ポンプは、この目的に好適な任意のポンプ、例えば、蠕動ポンプとするこ
とができる。その後、滅菌された回収リザーバ、例えば、250mL回収バッグなどの血液バ
ッグに接続されたプラスチックチューブを胎盤静脈に挿入する。あるいは、ポンプに接続
されたチューブを胎盤静脈に挿入し、回収リザーバ(複数可)に接続されたチューブを胎盤
動脈の一方又は両方に挿入する。その後、胎盤を、一定の容積の灌流溶液、例えば、約75
0mlの灌流溶液で灌流する。その後、灌流液中の細胞を、例えば、遠心分離によって回収
する。
【０１９１】
　一実施態様において、灌流の間、近位臍帯をクランプし、より詳細には、胎盤への臍帯
挿入部から4～5cm(センチメートル)以内のところで、近位臍帯をクランプすることができ
る。
【０１９２】
　放血プロセスの間の哺乳動物の胎盤からの灌流液の最初の回収物は、通常、臍帯血及び
/又は胎盤血の残留赤血球のために色が付いている。該灌流液は、灌流が進み、残留臍帯
血細胞が胎盤から洗い流されるにつれて、より無色になっていく。通常、最初に胎盤から
血液を洗い流すためには、30～100mLの灌流液で十分であるが、観察された結果次第で、
より多くの又はより少ない灌流液を用いることができる。
【０１９３】
　ある実施態様において、臍帯血は、灌流の前に(例えば、重力排液法により)胎盤から除
去されるが、胎盤を溶液で洗い流して(例えば、灌流して)残留血液を除去することはない
。ある実施態様において、臍帯血は、灌流の前に(例えば、重力排液法により)胎盤から除
去され、かつ胎盤は、溶液で洗い流されて(例えば、灌流されて)残留血液が除去される。
【０１９４】
　胎盤を灌流するために使用される灌流液の容積は、回収しようとする胎盤細胞の数、胎
盤の大きさ、単一の胎盤から行われる回収の回数などによって異なり得る。様々な実施態
様において、灌流液の容積は、50mL～5000mL、50mL～4000mL、50mL～3000mL、100mL～200
0mL、250mL～2000mL、500mL～2000mL、又は750mL～2000mLとすることができる。通常、放
血後、胎盤を700～800mLの灌流液で灌流する。
【０１９５】
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　胎盤を、数時間又は数日間かけて、複数回灌流することができる。胎盤を複数回灌流し
ようとする場合、それを、容器(container)又は他の好適な容器(vessel)中、無菌条件下
で維持又は培養し、細胞回収組成物、あるいは標準的な灌流溶液(例えば、抗凝血剤(例え
ば、ヘパリン、ワルファリンナトリウム、クマリン、ビスヒドロキシクマリン)を含むか
もしくは含まない、及び/又は抗微生物剤(例えば、β-メルカプトエタノール(0.1mM):ス
トレプトマイシン(例えば、40～100μg/ml)、ペニシリン(例えば、40U/ml)、アンフォテ
リシンB(例えば、0.5μg/ml)などの抗生物質を含むかもしくは含まない標準生理食塩水溶
液、例えば、リン酸緩衝生理食塩水(「PBS」))で灌流することができる。一実施態様にお
いて、単離された胎盤を、灌流及び灌流液の回収前に、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10
、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、もしくは24時間、又は2もし
くは3日間、又はそれより長い間、維持又は培養するように、該胎盤を、灌流液を回収し
ないで、しばらくの間、維持又は培養する。灌流された胎盤を、さらにもう1回以上、例
えば、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21
、22、23、24時間、又はそれより長い時間、維持し、例えば、700～800mLの灌流液で再び
灌流することができる。胎盤を、1、2、3、4、5回、又はそれより多く、例えば、1、2、3
、4、5、又は6時間に1回、灌流することができる。一実施態様において、回収される有核
細胞の数が100細胞/mlを下回るまで、胎盤の灌流、及び灌流溶液、例えば、胎盤細胞回収
組成物の回収を繰り返す。異なる時点の灌流液をさらに個別に処理して、細胞、例えば、
全有核細胞の時間依存的な集団を回収することができる。異なる時点からの灌流液をプー
ルすることもできる。
【０１９６】
(5.2.4.胎盤灌流液及び胎盤灌流液細胞)
　通常、単回の胎盤灌流由来の胎盤灌流液は、約1億～約5億個の有核細胞を含み、これに
は、NK細胞、例えば、本明細書に記載される3段階法によって製造されるNK細胞を、本明
細書において開示される方法によってそれから製造し得る造血細胞が含まれる。ある実施
態様において、該胎盤灌流液又は灌流液細胞は、CD34+細胞、例えば、造血幹細胞又は前
駆細胞を含む。そのような細胞は、より具体的な実施態様において、CD34+CD45-幹細胞も
しくは前駆細胞、CD34+CD45+幹細胞もしくは前駆細胞、又は同様の細胞を含むことができ
る。ある実施態様において、該灌流液又は灌流液細胞は、それから造血細胞を単離する前
に凍結保存される。ある他の実施態様において、該胎盤灌流液は、胎児細胞のみ、もしく
は胎児細胞と母親細胞の組合せを含むか、又は該灌流液細胞は、胎児細胞のみ、もしくは
胎児細胞と母親細胞の組合せを含む。
【０１９７】
(5.2.5.造血細胞)
　様々な実施態様において、NK細胞は、造血細胞、例えば、造血幹細胞又は前駆細胞から
製造される。
【０１９８】
　本明細書で使用される造血細胞は、NK細胞に分化することができる任意の造血細胞、例
えば、前駆体細胞、造血前駆細胞、造血幹細胞などとすることができる。造血細胞は、例
えば、骨髄、臍帯血、胎盤血、末梢血、肝臓など、又はそれらの組合せなどの組織源から
得ることができる。造血細胞は、胎盤から得ることができる。具体的な実施態様において
、造血細胞は、胎盤灌流液から得られる。胎盤灌流液由来の造血細胞は、胎児造血細胞及
び母体造血細胞、例えば、母体細胞が、造血細胞の総数の5％超を構成する混合物を含む
ことができる。一実施態様において、胎盤灌流液由来の造血細胞は、少なくとも約90％、
95％、98％、99％、又は99.5％の胎児細胞を含む。
【０１９９】
　別の具体的な実施態様において、造血細胞、例えば、造血幹細胞又は前駆細胞は、胎盤
灌流液、臍帯血、又は末梢血から得られる。別の具体的な実施態様において、造血細胞、
例えば、造血幹細胞又は前駆細胞は、胎盤灌流液及び臍帯血、例えば、該灌流液と同じ胎
盤由来の臍帯血に由来する組み合わされた細胞である。別の具体的な実施態様において、



(35) JP 6797803 B2 2020.12.9

10

20

30

40

50

該臍帯血は、該胎盤灌流液が得られた胎盤以外の胎盤から単離される。ある実施態様にお
いて、該組み合わされた細胞は、該臍帯血及び胎盤灌流液をプールするか又は組み合わせ
ることによって得ることができる。ある実施態様において、該臍帯血及び胎盤灌流液を、
容積で100:1、95:5、90:10、85:15、80:20、75:25、70:30、65:35、60:40、55:45、50:50
、45:55、40:60、35:65、30:70、25:75、20:80、15:85、10:90、5:95、100:1、95:1、90:
1、85:1、80:1、75:1、70:1、65:1、60:1、55:1、50:1、45:1、40:1、35:1、30:1、25:1
、20:1、15:1、10:1、5:1、1:1、1:5、1:10、1:15、1:20、1:25、1:30、1:35、1:40、1:4
5、1:50、1:55、1:60、1:65、1:70、1:75、1:80、1:85、1:90、1:95、1:100などの比率で
組み合わせて、該組み合わされた細胞を得る。具体的な実施態様において、該臍帯血及び
胎盤灌流液を、10:1～1:10、5:1～1:5、又は3:1～1:3の比率で組み合わせる。別の具体的
な実施態様において、該臍帯血及び胎盤灌流液を、10:1、5:1、3:1、1:1、1:3、1:5、又
は1:10の比率で組み合わせる。より具体的な実施態様において、該臍帯血及び胎盤灌流液
を、8.5:1.5(85％:15％)の比率で組み合わせる。
【０２００】
　ある実施態様において、前記臍帯血及び胎盤灌流液を、全有核細胞(TNC)含有量で100:1
、95:5、90:10、85:15、80:20、75:25、70:30、65:35、60:40、55:45、50:50、45:55、40
:60、35:65、30:70、25:75、20:80、15:85、10:90、5:95、100:1、95:1、90:1、85:1、80
:1、75:1、70:1、65:1、60:1、55:1、50:1、45:1、40:1、35:1、30:1、25:1、20:1、15:1
、10:1、5:1、1:1、1:5、1:10、1:15、1:20、1:25、1:30、1:35、1:40、1:45、1:50、1:5
5、1:60、1:65、1:70、1:75、1:80、1:85、1:90、1:95、1:100などの比率で組み合わせて
、該組み合わされた細胞を得る。具体的な実施態様において、該臍帯血及び胎盤灌流液を
、10:1～1:10、5:1～1:5、又は3:1～1:3の比率で組み合わせる。別の具体的な実施態様に
おいて、該臍帯血及び胎盤灌流液を、10:1、5:1、3:1、1:1、1:3、1:5、又は1:10の比率
で組み合わせる。
【０２０１】
　別の具体的な実施態様において、前記造血細胞、例えば、造血幹細胞又は前駆細胞は、
臍帯血及び胎盤灌流液の双方に由来するものであるが、ここで、該臍帯血は、該胎盤灌流
液を得た胎盤以外の胎盤から単離されたものである。
【０２０２】
　ある実施態様において、前記造血細胞は、CD34+細胞である。具体的な実施態様におい
て、本明細書において開示される方法において有用な造血細胞は、CD34+CD38+又はCD34+C
D38-である。より具体的な実施態様において、前記造血細胞は、CD34+CD38-Lin-である。
別の具体的な実施態様において、前記造血細胞は、CD2-、CD3-、CD11b-、CD11c-、CD14-

、CD16-、CD19-、CD24-、CD56-、CD66b-及び/又はグリコフォリンA-のうちの1つ以上であ
る。別の具体的な実施態様において、前記造血細胞は、CD2-、CD3-、CD11b-、CD11c-、CD
14-、CD16-、CD19-、CD24-、CD56-、CD66b-、及びグリコフォリンA-である。別のより具
体的な実施態様において、前記造血細胞は、CD34+CD38-CD33-CD117-である。別のより具
体的な実施態様において、前記造血細胞は、CD34+CD38-CD33-CD117-CD235-CD36-である。
【０２０３】
　別の実施態様において、前記造血細胞は、CD45+である。別の具体的な実施態様におい
て、前記造血細胞は、CD34+CD45+である。別の実施態様において、前記造血細胞は、Thy-
1+である。具体的な実施態様において、前記造血細胞は、CD34+Thy-1+である。別の実施
態様において、前記造血細胞は、CD133+である。具体的な実施態様において、前記造血細
胞は、CD34+CD133+又はCD133+Thy-1+である。別の具体的な実施態様において、前記CD34+

造血細胞は、CXCR4+である。別の具体的な実施態様において、前記CD34+造血細胞は、CXC
R4-である。別の実施態様において、前記造血細胞は、KDR(血管成長因子受容体2)が陽性
である。具体的な実施態様において、前記造血細胞は、CD34+KDR+、CD133+KDR+、又はThy
-1+KDR+である。ある他の実施態様において、前記造血細胞は、アルデヒドデヒドロゲナ
ーゼ(ALDH+)が陽性であり、例えば、該細胞は、CD34+ALDH+である。
【０２０４】
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　ある他の実施態様において、前記CD34+細胞は、CD45-である。具体的な実施態様におい
て、前記CD34+細胞、例えば、CD34+、CD45-細胞は、miRNAであるhsa-miR-380、hsa-miR-5
12、hsa-miR-517、hsa-miR-518c、hsa-miR-519b、及び/又はhsa-miR-520aのうちの1つ以
上又は全てを発現する。
【０２０５】
　ある実施態様において、該造血細胞は、CD34-である。
【０２０６】
　該造血細胞はまた、系譜決定(lineage commitment)又は発生的未感作性(developmental
 naivete)の欠如を示す特定のマーカーを欠如していてもよい。例えば、別の実施態様に
おいて、該造血細胞は、HLA-DR-である。具体的な実施態様において、該造血細胞は、CD3
4+HLA-DR-、CD133+HLA-DR-、Thy-1+HLA-DR-、又はALDH+HLA-DR-である。別の実施態様に
おいて、該造血細胞は、系譜マーカーCD2、CD3、CD11b、CD11c、CD14、CD16、CD19、CD24
、CD56、CD66b、及びグリコフォリンAのうちの1つ以上、好ましくは全てが陰性である。
【０２０７】
　したがって、造血細胞は、未分化状態を示すマーカーの存在に基づくか、又は少なくと
もいくつかの系譜分化が起こったことを示す系譜マーカーの不存在に基づいて、本明細書
において開示される方法における使用のために選択することができる。特定のマーカーの
存在又は不存在に基づいて、造血細胞を含む細胞を単離する方法は、以下で詳細に論じら
れる。
【０２０８】
　本明細書で使用される造血細胞は、実質的に均一な集団、例えば、単一の組織源由来の
少なくとも約95％、少なくとも約98％、もしくは少なくとも約99％の造血細胞を含む集団
、又は同じ造血細胞関連細胞マーカーを示す造血細胞を含む集団とすることができる。例
えば、様々な実施態様において、該造血細胞は、骨髄、臍帯血、胎盤血、末梢血、又は胎
盤、例えば、胎盤灌流液由来の少なくとも約95％、98％、又は99％の造血細胞を含むこと
ができる。
【０２０９】
　本明細書で使用される造血細胞は、単一の個体から、例えば、単一の胎盤から、又は複
数の個体から得ることができ、例えば、プールすることができる。該造血細胞を複数の個
体から得て、プールする場合、該造血細胞を同じ組織源から得てもよい。したがって、様
々な実施態様において、プールされた造血細胞は全て胎盤、例えば、胎盤灌流液由来のも
の、全て胎盤血由来のもの、全て臍帯血由来のもの、全て末梢血由来のものなどである。
【０２１０】
　本明細書で使用される造血細胞は、ある実施態様において、2つ以上の組織源由来の造
血細胞を含むことができる。例えば、ある実施態様において、2つ以上の供給源由来の造
血細胞を本明細書中の方法での使用のために組み合わせる場合、NK細胞を製造するために
使用される複数の造血細胞は、胎盤、例えば、胎盤灌流液由来の造血細胞を含む。様々な
実施態様において、NK細胞を製造するために使用される造血細胞は、胎盤由来及び臍帯血
由来の;胎盤及び末梢血由来の;胎盤及び胎盤血由来の、又は胎盤及び骨髄由来の造血細胞
を含む。好ましい実施態様において、該造血細胞は、臍帯血由来の造血細胞と組み合わせ
た胎盤灌流液由来の造血細胞を含み、ここで、該臍帯血及び胎盤は、同じ個体に由来する
ものであり、すなわち、該灌流液及び臍帯血はマッチしている。造血細胞が2つの組織源
由来の造血細胞を含む実施態様において、該源由来の造血細胞は、例えば、1:10、2:9、3
:8、4:7:、5:6、6:5、7:4、8:3、9:2、1:10、1:9、1:8、1:7、1:6、1:5、1:4、1:3、1:2
、1:1、2:1、3:1、4:1、5:1、6:1、7:1、8:1、又は9:1の比率で組み合わせることができ
る。
【０２１１】
(5.2.5.1.胎盤造血幹細胞)
　ある実施態様において、造血細胞は、胎盤造血細胞である。本明細書で使用されるよう
に、「胎盤造血細胞」は、胎盤それ自体から得られる造血細胞であって、胎盤血からも臍
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帯血からも得られないものを意味する。一実施態様において、胎盤造血細胞はCD34+であ
る。具体的な実施態様において、該胎盤造血細胞は、主に(例えば、少なくとも約50％、5
5％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、又は98％)CD34+CD38-細胞であ
る。別の具体的な実施態様において、該胎盤造血細胞は、主に(例えば、少なくとも約50
％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、又は98％)CD34+CD38+細
胞である。胎盤造血細胞は、当業者に公知の任意の手段によって、例えば、灌流によって
、分娩後の哺乳動物(例えば、ヒト)胎盤から得ることができる。
【０２１２】
　別の実施態様において、該胎盤造血細胞は、CD45-である。具体的な実施態様において
、該造血細胞は、CD34+CD45-である。別の具体的な実施態様において、該胎盤造血細胞は
、CD34+CD45+である。
【０２１３】
(5.2.6.PiNK細胞を製造する方法)
　様々な実施態様において、PiNK細胞は、胎盤細胞に由来する。具体的な実施態様におい
て、該胎盤細胞は、胎盤灌流液、例えば、ヒト胎盤灌流液から得られる。具体的な実施態
様において、該胎盤細胞は、機械的及び/又は酵素的に破壊された胎盤組織から得られる
。
【０２１４】
(5.2.6.1.胎盤灌流液からのPiNK細胞の取得)
　一実施態様において、PiNK細胞は、胎盤灌流液を得て、その後、該胎盤灌流液を、CD56
+細胞に特異的に結合する組成物、例えば、CD56に対する抗体と接触させ、それに続き、
該結合に基づいてCD56+細胞を単離して、CD56+細胞の集団を形成することにより回収され
る。該CD56+細胞の集団は、単離されたナチュラルキラー細胞の集団を含む。具体的な実
施態様において、CD56+細胞を、CD16+細胞に特異的に結合する組成物、例えば、CD16に対
する抗体と接触させて、CD16+細胞を、該CD56+細胞の集団から排除する。別の具体的な実
施態様において、CD3+細胞も、該CD56+細胞の集団から排除する。
【０２１５】
　一実施態様において、PiNK細胞は、以下の様に胎盤灌流液から得られる。分娩後のヒト
胎盤を、放血させ、胎盤脈管構造のみを通じて、例えば、約200～800mLの灌流溶液で灌流
する。具体的な実施態様において、該灌流の前に、該胎盤は、臍帯血を排出させ、胎盤脈
管構造を通じて、例えば、灌流溶液で洗い流し、残留血液を除去する。該灌流液を回収し
、加工して残留する赤血球を全て除去する。灌流液中の全有核細胞のうちのナチュラルキ
ラー細胞を、CD56及びCD16の発現に基づいて単離することができる。ある実施態様におい
て、PiNK細胞の単離は、CD56に対する抗体を用いる単離を含み、ここで、単離される細胞
は、CD56+である。別の実施態様において、PiNK細胞の単離は、CD16に対する抗体を用い
る単離を含み、ここで、単離される細胞は、CD16-である。別の実施態様において、PiNK
細胞の単離は、CD56に対する抗体を用いる単離、及びCD16に対する抗体を用いる複数の非
PiNK細胞の排除を含み、ここで、単離される細胞は、CD56+、CD16-細胞を含む。
【０２１６】
　細胞分離は、当技術分野において公知の任意の方法、例えば、蛍光活性化細胞選別(FAC
S)、又は好ましくは、特異的抗体とコンジュゲートされたマイクロビーズを用いる磁気的
細胞選別によって達成することができる。磁気細胞分離は、例えば、AUTOMACS(商標)セパ
レーター(Miltenyi)を用いて行うことができ、自動化することができる。
【０２１７】
　別の態様において、胎盤ナチュラルキラー細胞(例えば、PiNK細胞)を単離するプロセス
は、複数の胎盤細胞を得ること、及び該複数の胎盤細胞からナチュラルキラー細胞を単離
することを含む。具体的な実施態様において、該胎盤細胞は、胎盤灌流液細胞、例えば、
胎盤灌流液由来の全有核細胞であるか、又はそれを含む。別の具体的な実施態様において
、該複数の胎盤細胞は、胎盤組織の機械的及び/又は酵素的消化によって得られる胎盤細
胞であるか、又はそれを含む。別の実施態様において、該単離を、1以上の抗体を用いて
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行う。より具体的な実施態様において、該1以上の抗体は、CD3、CD16又はCD56に対する抗
体のうちの1つ以上を含む。より具体的な実施態様において、前記単離することは、前記
複数の胎盤細胞におけるCD56-細胞からCD56+細胞を単離することを含む。より具体的な実
施態様において、該単離することは、CD56+、CD16-胎盤細胞、例えば、胎盤ナチュラルキ
ラー細胞、例えば、PiNK細胞を、CD56-又はCD16+である胎盤細胞から単離することを含む
。より具体的な実施態様において、該単離することは、CD56+、CD16-、CD3-胎盤細胞を、
CD56-、CD16+、又はCD3+である胎盤細胞から単離することを含む。別の実施態様において
、前記胎盤ナチュラルキラー細胞を単離するプロセスは、少なくとも50％、55％、60％、
65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、98％、又は少なくとも99％がCD56+、CD16-

ナチュラルキラー細胞である胎盤細胞の集団をもたらす。
【０２１８】
　ある実施態様において、前記胎盤ナチュラルキラー細胞、例えば、PiNK細胞は、培養下
増殖される。ある他の実施態様において、該胎盤灌流液細胞は、培養下増殖される。具体
的な実施態様において、該胎盤灌流液細胞は、フィーダー層の存在下かつ/又は少なくと
も1種のサイトカインの存在下増殖される。より具体的な実施態様において、該フィーダ
ー層は、K562細胞又は末梢血単核細胞を含む。別のより具体的な実施態様において、該少
なくとも1種のサイトカインは、インターロイキン-2である。具体的な実施態様において
、前記PiNK細胞は、少なくとも、約、又は最長で1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、1
2、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、又は28日間培養さ
れ、例えば、培養下増殖される。具体的な実施態様において、該PiNK細胞は、約21日間培
養される。
【０２１９】
(5.2.6.2.胎盤組織の破壊及び消化によるPiNK細胞の取得)
　胎盤ナチュラルキラー細胞、例えば、PiNK細胞は、機械的及び/又は酵素的に破壊され
ている胎盤組織から得ることもできる。
【０２２０】
　胎盤組織を、1種以上の組織分解酵素、例えば、メタロプロテアーゼ、セリンプロテア
ーゼ、中性プロテアーゼ、RNase、又はDNaseなどを用いて破壊することができる。そのよ
うな酵素としては、コラゲナーゼ(例えば、コラゲナーゼI、II、III、又はIV、クロスト
リジウム・ヒストリチクムに由来するコラゲナーゼなど);ディスパーゼ、サーモリシン、
エラスターゼ、トリプシン、LIBERASE、ヒアルロニダーゼなどが挙げられるが、これらに
限定されない。通常、消化後に、消化した組織を、ストレーナー又はフィルターに通して
、部分的に消化された細胞集塊を除去すると、実質的に単細胞の懸濁液が残る。
【０２２１】
　胎盤細胞の懸濁液が得られた後に、例えば、CD3及びCD56に対する抗体を用いて、ナチ
ュラルキラー細胞を単離することができる。具体的な実施態様において、胎盤ナチュラル
キラー細胞は、CD56+である細胞を選択して、第一の細胞集団を製造し;該第一の細胞集団
を、CD3及び/又はCD16に対して特異的な抗体と接触させ;該第一の細胞集団から、CD3+又
はCD56+である細胞を除去して、それにより、実質的にCD56+及びCD3-、CD56+及びCD16-、
又はCD56+、CD3-及びCD16-である第二の細胞の集団を製造することにより単離される。
【０２２２】
　一実施態様において、磁気ビーズを用いて、胎盤細胞の懸濁液から胎盤ナチュラルキラ
ー細胞を単離する。該細胞は、例えば、1以上の特異的抗体、例えば、抗CD56抗体を含む
磁気ビーズ(例えば、約0.5～100μmの直径)に結合するその能力に基づいて粒子を分離す
る方法である、磁気的活性化細胞選別(MACS)技術を用いて単離してもよい。特定の細胞表
面分子又はハプテンを特異的に認識する抗体の共有結合的付加を含む、種々の有用な修飾
を、磁気マイクロスフェア上で行い得る。その後、ビーズを該細胞と混合し、結合させる
。その後、細胞を磁場に通して、特定の細胞表面マーカーを有する細胞を取り出す。一実
施態様において、その後、これらの細胞を単離し、さらなる細胞表面マーカーに対する抗
体と結合した磁気ビーズと再び混合することができる。該細胞を再び磁場に通して、両方
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の抗体に結合した細胞を単離する。その後、そのような細胞を希釈して、別々のディッシ
ュ、例えば、クローン単離用のマイクロタイターディッシュに入れることができる。
【０２２３】
(5.2.7.活性化NK細胞を製造する方法)
　活性化NK細胞は、上述のような造血細胞から製造されてもよい。ある実施態様において
、該活性化NK細胞は、増殖された造血細胞、例えば、造血幹細胞及び/又は造血前駆細胞
から製造される。具体的な実施態様において、該造血細胞は、フィーダー細胞を用いない
で、第一の培地中で、連続的に増殖させ、分化させる。その後、該細胞は、フィーダー細
胞の存在下、第二の培地中で培養される。そのような単離、増殖、及び分化は、中心施設
で実施することができ、それにより、使用地点、例えば、病院、軍事基地、軍部の前線な
どでの分散的な増殖及び分化のための輸送用の増殖された造血細胞が提供される。
【０２２４】
　いくつかの実施態様において、活性化NK細胞の製造は、造血細胞の集団を増殖させるこ
とを含む。細胞増殖の間に、該造血細胞集団内の複数の造血細胞が、NK細胞へと分化する
。
【０２２５】
　一実施態様において、活性化ナチュラルキラー(NK)細胞の集団を製造するプロセスは:(
a)造血幹細胞又は前駆細胞の集団が増殖し、該造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数の
造血幹細胞又は前駆細胞が、該増殖の間にNK細胞に分化するように、該集団を、インター
ロイキン-15(IL-15)、並びに任意に、幹細胞因子(SCF)及びインターロイキン-7(IL-7)の
うちの1つ以上を含む第一の培地中に播種すること(ここで、該IL-15並びに任意のSCF及び
IL-7は、該培地の不確定成分中には含まれない);及び(b)工程(a)由来の細胞を、インター
ロイキン-2(IL-2)を含む第二の培地中で増殖させて、活性化NK細胞の集団を製造すること
を含む。
【０２２６】
　別の実施態様において、本明細書に記載されるような活性化NK細胞は、NK細胞の増殖/
分化及び成熟の2工程プロセスにより製造される。第一の工程及び第二の工程は、該細胞
を独特な組合せの細胞因子を含む培地中で培養することを含む。ある実施態様において、
該プロセスは、(a)造血細胞の集団を、該造血細胞集団内の複数の造血幹細胞又は前駆細
胞がNK細胞に分化する第一の培地中で培養し増殖させること;及び(b)工程(a)由来のNK細
胞を、該NK細胞がさらに増殖され、分化し、かつ該NK細胞が成熟する(例えば、活性化さ
れるか又は別の方法で細胞傷害活性を有する)第二の培地中で増殖させることを含む。あ
る実施態様において、該プロセスは、工程(a)と(b)の間の中間工程、工程(a)の前の追加
の培養工程、及び/又は工程(b)の後の追加の工程(例えば、成熟工程)を含まない。
【０２２７】
(5.2.7.1.第一の工程)
　ある実施態様において、前記活性化NK細胞を製造するプロセスは、第一の培地中で、造
血細胞の集団を培養して増殖させる第一の工程を含み、ここで、該造血細胞集団内の複数
の造血幹細胞又は前駆細胞は、NK細胞へと分化する。
【０２２８】
　いかなるパラメーターにも、機構にも、理論にも束縛されることは望まないが、本明細
書に記載されるような造血細胞の培養は、連続的な造血細胞の増殖及び該細胞からのNK細
胞の分化をもたらす。ある実施態様において、本明細書に記載されるプロセスにおいて用
いられる造血細胞、例えば、幹細胞又は前駆細胞は、フィーダー層を用いて、第一の工程
で増殖させ、分化させる。他の実施態様において、造血細胞、例えば、幹細胞又は前駆細
胞を、フィーダー層を用いないで、第一の工程で増殖させ分化させる。
【０２２９】
　造血細胞のフィーダー細胞非依存的な増殖及び分化は、細胞の培養及び増殖と適合する
任意の容器、例えば、フラスコ、チューブ、ビーカー、ディッシュ、マルチウェルプレー
ト、バッグなどの中で生じ得る。具体的な実施態様において、造血細胞のフィーダー細胞
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非依存的な増殖は、バッグ、例えば、可撓性で、ガス透過性のフルオロカーボン培養バッ
グ(例えば、American Fluoroseal製)の中で生じる。具体的な実施態様において、造血細
胞を増殖させる容器は、例えば、増殖されたNK細胞をさらに増殖させ分化させる、病院又
は軍事区域などの場所への輸送に好適である。
【０２３０】
　ある実施態様において、造血細胞を、例えば、第一の培養培地中で、連続的な様式で、
増殖させ分化させる。一実施態様において、該第一の培養培地は、動物成分不含培地であ
る。本明細書に記載されるプロセスにおいて有用な例示的な動物成分不含培地としては、
イーグル基本培地(BME)、ダルベッコ改変イーグル培地(DMEM)、グラスゴー最小必須培地(
GMEM)、ダルベッコ改変イーグル培地/栄養混合物F-12ハム(DMEM/F-12)、最小必須培地(ME
M)、イスコフ改変ダルベッコ培地(IMDM)、栄養混合物F-10ハム(ハムF-10)、栄養混合物F-
12ハム(ハムF-12)、RPMI-1640培地、ウィリアム培地E、STEMSPAN(登録商標)(カタログ番
号Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada)、Glycostem基本成長培地(GBGM(登録商
標))、AIM-V(登録商標)培地(Invitrogen)、X-VIVO(商標)10(Lonza)、X-VIVO(商標)15(Lon
za)、OPTMIZER(Invitrogen)、STEMSPAN(登録商標)H3000(STEMCELL Technologies)、CELLG
RO COMPLETE(商標)(Mediatech)、もしくは任意の改変型変種、又はそれらの組合せが挙げ
られるが、これらに限定されない。本明細書における実施態様のうちのいずれかの具体的
な実施態様において、培地は、GBGM(登録商標)ではない。
【０２３１】
　好ましい実施態様において、前記第一の培養培地は、培地添加物(例えば、栄養素、サ
イトカイン、及び/又は因子)のうちの1つ以上を含む。本明細書に記載されるプロセスに
おける使用に適する培地添加物は、例えば、限定するものではないが、血清、例えば、ヒ
ト血清AB、ウシ胎仔血清(FBS)、もしくはウシ胎仔血清(FCS)、ビタミン、ウシ血清アルブ
ミン(BSA)、アミノ酸(例えば、L-グルタミン)、脂肪酸(例えば、オレイン酸、リノール酸
、又はパルミチン酸)、インスリン(例えば、組換えヒトインスリン)、トランスフェリン(
鉄飽和ヒトトランスフェリン)、β-メルカプトエタノール、幹細胞因子(SCF)、Fms様チロ
シンキナーゼ3リガンド(Flt3-L)、サイトカイン、例えば、インターロイキン-2(IL-2)、
インターロイキン-7(IL-7)、インターロイキン-15(IL-15)、トロンボポエチン(Tpo)、ヘ
パリン、又はO-アセチル-カルニチン(アセチルカルニチン、O-アセチル-L-カルニチン、
又はOACとも称する)を含む。具体的な実施態様において、本明細書で使用される培地は、
ヒト血清ABを含む。別の具体的な実施態様において、本明細書で使用される培地は、FBS
を含む。別の具体的な実施態様において、本明細書で使用される培地は、OACを含む。
【０２３２】
　ある実施態様において、前記第一の培地は、顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)、顆粒球/
マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)、インターロイキン-6(IL-6)、マクロファージ
炎症性タンパク質1α(MIP1α)、又は白血病抑制因子(LIF)のうちの1つ以上を含まない。
【０２３３】
　従って、一態様において、本明細書に記載されるものは、NK細胞を製造する2工程プロ
セスであって、ここで、前記第一の工程は、フィーダー細胞の非存在下で、第一の培養培
地中の造血細胞の集団を増殖及び分化させることを含み、該造血細胞の集団内の複数の造
血細胞が、増殖の間にNK細胞に分化し、かつ該培地は、約1～約150ng/mLの濃度のSCF、約
50～約1500IU/mLの濃度のIL-2、約1～約150ng/mLの濃度のIL-7、1～約150ng/mLの濃度のI
L-15、及び約0.1～約30IU/mLの濃度のヘパリンを含み、かつ該SCF、IL-2、IL-7、IL-15、
及びヘパリンは、該培地(例えば、血清)の不確定成分中には含まれない。ある実施態様に
おいて、該培地は、O-アセチル-カルニチン(アセチルカルニチン、O-アセチル-L-カルニ
チン、又はOACとも称する)、又はミトドロニア(mitodronia)内を循環するアセチル-CoAに
影響を及ぼす化合物、チアゾビビン、Y-27632、ピンテグリン(pyintegrin)、Rhoキナーゼ
(ROCK)阻害剤、カスパーゼ阻害剤、もしくは他の抗アポトーシス化合物/ペプチド、NOVA-
RS(Sheffield Bio-Science)、又は他の小分子増殖エンハンサーのうちの1つ以上を含む。
ある実施態様において、前記培地は、ニコチンアミドを含む。ある実施態様において、前
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記培地は、約0.5mM～10mMのOACを含む。一実施態様において、前記培地は、Stemspan(登
録商標)H3000、及び/又はDMEM:F12、並びに約0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、又は10m
MのOACを含む。具体的な実施態様において、前記培地は、GBGM(登録商標)である。別の具
体的な実施態様において、前記培地は、GBGM(登録商標)ではない。別の具体的な実施態様
において、前記培地は、Stemspan(登録商標)H3000及び約5mMのOACを含む。別の具体的な
実施態様において、前記培地は、DMEM:F12及び約5mMのOACを含む。前記OACは、本明細書
に記載される培養プロセスの間の任意の時点に添加することができる。ある実施態様にお
いて、該OACは、第一の培地に及び/又は第一の培養工程の間に添加される。いくつかの実
施態様において、該OACは、培養0、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5、16、17、18、19、20、21日目に、第一の培地に添加される。具体的な実施態様におい
て、該OACは、第一の培養工程の7日目に、第一の培地に添加される。より具体的な実施態
様において、該OACは、培養の7日目に、第一の培地に添加され、第一の培養工程及び第二
の培養工程にわたって存在する。ある実施態様において、該OACは、第二の培地に及び/又
は第二の培養工程の間に添加される。いくつかの実施態様において、該OACは、培養22、2
3、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35日目に、第二の培地に添加される
。
【０２３４】
　別の具体的な実施態様において、該培地は、約5～20％のBSA、約1～10μg/mLの組換え
ヒトインスリン、約10～50μg/mLの鉄飽和ヒトトランスフェリン、及び約10～50μMのβ-
メルカプトエタノールが補充されたIMDMである。別の具体的な実施態様において、該培地
は、IL-11、IL-3、ホメオボックス-B4(HoxB4)、及び/もしくはメチルセルロースのうちの
1つ以上、又はそのいずれをも含まない。
【０２３５】
　他の具体的な実施態様において、該培地は、約0.1～約500ng/mL;約5～約100ng/mL;又は
約20ng/mLの濃度のSCFを含む。他の具体的な実施態様において、該培地は、約10～約2000
IU/mL;又は約100～約500IU/mL;又は約200IU/mLの濃度のIL-2を含む。他の具体的な実施態
様において、該培地は、約0.1～約500ng/mL;約5～約100ng/mL;又は約20ng/mLの濃度のIL-
7を含む。他の具体的な実施態様において、該培地は、約0.1～約500ng/mL;約5～約100ng/
mL;又は約10ng/mLの濃度のIL-15を含む。他の具体的な実施態様において、該培地は、約0
.05～約100U/mL;又は約0.5～約20U/ml;又は約1.5U/mLの濃度のヘパリンを含む。
【０２３６】
　さらに別の具体的な実施態様において、該培地は、約1～約150ng/mLの濃度のFms様チロ
シンキナーゼ3リガンド(Flt-3L)、約1～約150ng/mLの濃度のトロンボポエチン(Tpo)、又
は両方の組合せをさらに含む。他の具体的な実施態様において、該培地は、約0.1～約500
ng/mL;約5～約100ng/mL;又は約20ng/mLの濃度のFlt-3Lを含む。他の具体的な実施態様に
おいて、該培地は、約0.1～約500ng/mL;約5～約100ng/mL;又は約20ng/mLの濃度のTpoを含
む。
【０２３７】
　より具体的な実施態様において、第一の培養培地は、約20ng/mLのSCF、約20ng/mLのIL-
7、約10ng/mLのIL-15を含むGBGM(登録商標)である。別のより具体的な実施態様において
、第一の培養培地は、約20ng/mLのSCF、約20ng/mLのFlt3-L、約200IU/mLのIL-2、約20ng/
mLのIL-7、約10ng/mLのIL-15、約20ng/mLのTpo、及び約1.5U/mLのヘパリンを含むGBGM(登
録商標)である。別の具体的な実施態様において、該第一の培養培地は、10％ヒト血清(例
えば、ヒト血清AB)又は胎仔血清(例えば、FBS)をさらに含む。本明細書における実施態様
のうちのいずれかの具体的な実施態様において、該培地は、GBGM(登録商標)ではない。
【０２３８】
　別の実施態様において、造血細胞を、例えば、前記第一の培地中で、免疫調節化合物と
接触させていない同等数の造血細胞と比較して、所与の時間にわたる該造血細胞の増殖の
検出可能な増加をもたらすのに十分な時間及び量で、免疫調節化合物、例えば、TNF-α阻
害剤化合物と接触させて培養することにより、該造血細胞を増殖させる。例えば、その開
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示が引用により完全に本明細書に組み込まれる、米国特許出願公開第2003/0235909号を参
照されたい。ある実施態様において、免疫調節化合物は、アミノ置換イソインドリンであ
る。好ましい実施態様において、免疫調節化合物は、3-(4-アミノ-1-オキソ-1,3-ジヒド
ロイソインドール-2-イル)-ピペリジン-2,6-ジオン;3-(4'アミノイソインドリン-1'-オン
)-1-ピペリジン-2,6-ジオン;4-(アミノ)-2-(2,6-ジオキソ(3-ピペリジル))-イソインドリ
ン-1,3-ジオン;又は4-アミノ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)イソインドール-1,3-
ジオンである。別の好ましい実施態様において、免疫調節化合物は、ポマリドミド、又は
レナリドミドである。
【０２３９】
　免疫調節化合物の具体例としては、置換スチレンのシアノ及びカルボキシ誘導体、例え
ば、米国特許第5,929,117号に開示されているもの;1-オキソ-2-(2,6-ジオキソ-3-フルオ
ロピペリジン-3イル)イソインドリン及び1,3-ジオキソ-2-(2,6-ジオキソ-3-フルオロピペ
リジン-3-イル)イソインドリン、例えば、米国特許第5,874,448号に記載されているもの;
米国特許第5,798,368号に記載されている四置換2-(2,6-ジオキソピペルジン(dioxopiperd
in)-3-イル)-1-オキソイソインドリン;これらに限定されないが、米国特許第5,635,517号
に開示されているものが含まれる、1-オキソ-、及び1,3-ジオキソ-2-(2,6-ジオキソピペ
リジン-3-イル)イソインドリン(例えば、サリドマイドの4-メチル誘導体及びEM-12);米国
特許第5,698,579号及び第5,877,200号に開示されているクラスの非ポリペプチド環状アミ
ド;サリドマイドの加水分解産物、代謝産物、誘導体、及び前駆体、例えば、D’Amatoに
対する米国特許第5,593,990号、第5,629,327号、及び第6,071,948号に記載されているも
のを含む、サリドマイドの類縁体及び誘導体;アミノサリドマイド、及びアミノサリドマ
イドの類縁体、加水分解産物、代謝産物、誘導体、及び前駆体、及び置換2-(2,6-ジオキ
ソピペリジン-3-イル)フタルイミド及び置換2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)-1-オキ
ソイソインドール、例えば、米国特許第6,281,230号及び第6,316,471号に記載されている
もの;イソインドール-イミド化合物、例えば、2001年10月5日に出願された米国特許出願
第09/972,487号、2001年12月21日に出願された米国特許出願第10/032,286号、及び国際出
願第PCT/US01/50401号(国際公報第WO02/059106号)に記載されているものが挙げられるが
、これらに限定されない。本明細書で特定される特許及び特許出願の各々の全体は、引用
により本明細書中に組み込まれている。免疫調節化合物は、サリドマイドを含まない。
【０２４０】
　別の実施態様において、免疫調節化合物としては、引用により本明細書中に組み込まれ
ている米国特許第5,635,517号に記載されているような、ベンゾ環にアミノが置換されて
いる1-オキソ-及び1,3-ジオキソ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)イソインドリンが
挙げられるが、これらに限定されない。これらの化合物は、以下の構造:
【化１】

（式中、X及びYのうちの一方は、C=Oであり、X及びYのうちの他方は、C=O又はCH2であり
、かつR2は、水素もしくは低級アルキルである）を有するか、又はその医薬として許容し
得る塩、水和物、溶媒和物、クラスレート、エナンチオマー、ジアステレオマー、ラセミ
化合物、もしくは立体異性体の混合物である。
【０２４１】
　別の実施態様において、具体的な免疫調節化合物としては:
1-オキソ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)-4-アミノイソインドリン;
1-オキソ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)-5-アミノイソインドリン;
1-オキソ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)-6-アミノイソインドリン;
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1-オキソ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)-7-アミノイソインドリン;
1,3-ジオキソ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)-4-アミノイソインドリン;及び
1,3-ジオキソ-2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)-5-アミノイソインドリン
が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２４２】
　他の具体的な免疫調節化合物は、各々が引用により本明細書中に組み込まれている、米
国特許第6,281,230号;第6,316,471号;第6,335,349号;及び第6,476,052号、並びに国際特
許出願第PCT/US97/13375号(国際公報第WO98/03502号)に記載されているものなどの、置換
2-(2,6-ジオキソピペリジン-3-イル)フタルイミド及び置換2-(2,6-ジオキソピペリジン-3
-イル)-1-オキソイソインドールのクラスに属する。該クラスを代表する化合物は、以下
の式のものである:
【化２】

（式中、R1は、水素又はメチルである)。別の実施態様において、本発明は、これらの化
合物の鏡像異性的に純粋な形態(例えば、光学的に純粋な(R)又は(S)エナンチオマー)の使
用を包含する。さらに他の具体的な免疫調節化合物は、各々が引用により本明細書中に組
み込まれている、米国特許出願番号第10/032,286号及び第09/972,487号、並びに国際出願
第PCT/US01/50401号(国際公報第WO02/059106号)に開示されているイソインドール-イミド
のクラスに属する。ある代表的な実施態様において、前記免疫調節化合物は、以下の構造
を有する化合物:
【化３】
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（式中、X及びYのうちの一方は、C=Oであり、かつ他方は、CH2又はC=Oであり;
R1は、H、(C1-C8)アルキル、(C3-C7)シクロアルキル、(C2-C8)アルケニル、(C2-C8)アル
キニル、ベンジル、アリール、(C0-C4)アルキル-(C1-C6)ヘテロシクロアルキル、(C0-C4)
アルキル-(C2-C5)ヘテロアリール、C(O)R3、C(S)R3、C(O)OR4、(C1-C8)アルキル-N(R6)2
、(C1-C8)アルキル-OR5、(C1-C8)アルキル-C(O)OR5、C(O)NHR3、C(S)NHR3、C(O)NR3R3’

、C(S)NR3R3’、又は(C1-C8)アルキル-O(CO)R5であり;
R2は、H、F、ベンジル、(C1-C8)アルキル、(C2-C8)アルケニル、又は(C2-C8)アルキニル
であり;
R3及びR3’は、独立して(C1-C8)アルキル、(C3-C7)シクロアルキル、(C2-C8)アルケニル
、(C2-C8)アルキニル、ベンジル、アリール、(C0-C4)アルキル-(C1-C6)ヘテロシクロアル
キル、(C0-C4)アルキル-(C2-C5)ヘテロアリール、(C0-C8)アルキル-N(R6)2、(C1-C8)アル
キル-OR5、(C1-C8)アルキル-C(O)OR5、(C1-C8)アルキル-O(CO)R5、又はC(O)OR5であり;
R4は、(C1-C8)アルキル、(C2-C8)アルケニル、(C2-C8)アルキニル、(C1-C4)アルキル-OR5

、ベンジル、アリール、(C0-C4)アルキル-(C1-C6)ヘテロシクロアルキル、又は(C0-C4)ア
ルキル-(C2-C5)ヘテロアリールであり;
R5は、(C1-C8)アルキル、(C2-C8)アルケニル、(C2-C8)アルキニル、ベンジル、アリール
、又は(C2-C5)ヘテロアリールであり;
R6の各々の出現は、独立してH、(C1-C8)アルキル、(C2-C8)アルケニル、(C2-C8)アルキニ
ル、ベンジル、アリール、(C2-C5)ヘテロアリール、もしくは(C0-C8)アルキル-C(O)O-R5

であるか、又はR6基は、結合して、ヘテロシクロアルキル基を形成することができ;
nは、0又は1であり;かつ
　*は、キラル炭素中心を表す);
又は、その医薬として許容し得る塩、水和物、溶媒和物、クラスレート、エナンチオマー
、ジアステレオマー、ラセミ化合物、もしくは立体異性体の混合物である。上記の式の具
体的な化合物において、nが0であるならば、R1は、(C3-C7)シクロアルキル、(C2-C8)アル
ケニル、(C2-C8)アルキニル、ベンジル、アリール、(C0-C4)アルキル-(C1-C6)ヘテロシク
ロアルキル、(C0-C4)アルキル-(C2-C5)ヘテロアリール、C(O)R3、C(O)OR4、(C1-C8)アル
キル-N(R6)2、(C1-C8)アルキル-OR5、(C1-C8)アルキル-C(O)OR5、C(S)NHR3、又は(C1-C8)
アルキル-O(CO)R5であり;
R2は、H又は(C1-C8)アルキルであり;かつ
R3は、(C1-C8)アルキル、(C3-C7)シクロアルキル、(C2-C8)アルケニル、(C2-C8)アルキニ
ル、ベンジル、アリール、(C0-C4)アルキル-(C1-C6)ヘテロシクロアルキル、(C0-C4)アル
キル-(C2-C5)ヘテロアリール、(C5-C8)アルキル-N(R6)2;(C0-C8)アルキル-NH-C(O)O-R5;(
C1-C8)アルキル-OR5、(C1-C8)アルキル-C(O)OR5、(C1-C8)アルキル-O(CO)R5、又はC(O)OR
5であり;かつその他の可変部分は、同じ定義を有する。
　上記の式の他の具体的な化合物において、R2は、H又は(C1-C4)アルキルである。
　上記の式の他の具体的な化合物において、R1は、(C1-C8)アルキル又はベンジルである
。
　上記の式の他の具体的な化合物において、R1は、H、(C1-C8)アルキル、ベンジル、CH2O
CH3、CH2CH2OCH3、又は
【化４】

である。
　上記の式の化合物の別の実施態様において、R1は
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【化５】

（式中、Qは、O又はSであり、かつR7の各々の出現は、独立して、H、(C1-C8)アルキル、
ベンジル、CH2OCH3、又はCH2CH2OCH3である。
　上記の式の他の具体的な化合物において、R1は、C(O)R3である。
　上記の式の他の具体的な化合物において、R3は、(C0-C4)アルキル-(C2-C5)ヘテロアリ
ール、(C1-C8)アルキル、アリール、又は(C0-C4)アルキル-OR5である。
　上記の式の他の具体的な化合物において、ヘテロアリールは、ピリジル、フリル、又は
チエニルである。
　上記の式の他の具体的な化合物において、R1は、C(O)OR4である。
　上記の式の他の具体的な化合物において、C(O)NHC(O)のHは、(C1-C4)アルキル、アリー
ル、又はベンジルと置き換えることができる。
【０２４３】
　別の実施態様において、前記免疫調節化合物は、以下の構造を有する化合物
【化６】

（式中:
　X及びYの一方は、C=Oであり、かつ他方は、CH2又はC=Oであり;
　Rは、H又はCH2OCOR’であり;
　(i)R1、R2、R3、もしくはR4の各々は、他のものとは独立に、ハロ、炭素原子1～4個の
アルキル、もしくは炭素原子1～4個のアルコキシであるか、又は(ii)R1、R2、R3、もしく
はR4のうちの1つが、ニトロもしくは-NHR5であり、かつR1、R2、R3、もしくはR4のうちの
残りは、水素であり;
　R5は、水素又は炭素1～8個のアルキルであり
　R6は、水素、炭素原子1～8個のアルキル、ベンゾ、クロロ、又はフルオロであり;
　R’は、R7-CHR10-N(R8R9)であり;
　R7は、m-フェニレン又はp-フェニレン又は-(CnH2n)-であり、ここで、nは、0～4の値を
有し;
　R8及びR9の各々は、他方とは独立に、水素もしくは炭素原子1～8個のアルキルであるか
、又はR8及びR9は一緒になって、テトラメチレン、ペンタメチレン、ヘキサメチレン、も
しくは-CH2CH2X1CH2CH2-であり、ここで、X1は、-O-、-S-、もしくは-NH-であり;
　R10は、水素、炭素原子～8個のアルキル、又はフェニルであり;かつ
　*は、キラル炭素中心を表す)
であるか、又はその医薬として許容し得る塩、水和物、溶媒和物、クラスレート、エナン
チオマー、ジアステレオマー、ラセミ化合物、もしくは立体異性体の混合物である。
【０２４４】
　具体的な実施態様において、造血細胞の増殖は、20％BITS(ウシ血清アルブミン、組換
えヒトインスリン、及びトランスフェリン)、SCF、Flt-3リガンド、IL-3、及び4-(アミノ
)-2-(2,6-ジオキソ(3-ピペリジル))-イソインドリン-1,3-ジオン(0.05％DMSO中、10μM)
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が補充されたIMDM中で行われる。より具体的な実施態様において、約5×107個の造血細胞
、例えば、CD34+細胞を、該培地中で、約5×1010細胞～約5×1012細胞まで増殖させ、こ
れを100mLのIMDMに再懸濁して、増殖された造血細胞の集団を製造する。増殖された造血
細胞の集団は、輸送しやすくするために凍結保存されることが好ましい。
【０２４５】
　様々な具体的な実施態様において、前記造血細胞のうちの少なくとも50％、55％、60％
、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、97％、98％、又は99％は、NK細胞に分化
する。
【０２４６】
　ある実施態様において、本明細書に記載されるような造血細胞の増殖及び分化のプロセ
スは、増殖及び分化の間、前記造血細胞を含む細胞集団を、1ミリリットルあたり約2×10
4～約2×105細胞に維持することを含む。ある他の実施態様において、本明細書に記載さ
れるような造血細胞の増殖及び分化のプロセスは、前記該造血細胞を含む細胞集団を、1
ミリリットルあたり約1×105細胞以下に維持することを含む。
【０２４７】
　増殖、及び造血細胞のNK細胞への分化のための時間は、例えば、約3日～約120日とする
ことができる。一実施態様において、該分化時間は、約7日～約75日である。別の実施態
様において、該分化時間は、約14日～約50日である。具体的な実施態様において、該分化
時間は、約21日～約28日である。
【０２４８】
(5.2.7.2.第二の工程)
　造血細胞、例えば、幹細胞又は前駆細胞、及び第一の工程から得られるナチュラルキラ
ー細胞を、第二の工程で、例えば、フィーダー層を用いないで、又はフィーダー細胞の存
在下、さらに増殖させ、分化させる。本明細書に記載される細胞の培養は、第一の工程由
来のNK細胞の連続的な増殖、分化、及び成熟をもたらす。第二の工程では、該NK細胞を、
例えば、該第一の培地とは異なるサイトカイン及び/又は生体活性分子を含む第二の培養
培地中で、連続的な様式で、増殖させ、分化させ、かつ成熟させる。ある実施態様におい
て、第二の培養培地は、動物成分不含培地である。例示的な動物成分不含細胞培養培地は
、本開示に記載されている。
【０２４９】
　したがって、一態様において、本明細書に記載されるものは、活性化NK細胞を製造する
プロセスであって、上記の第一の工程由来のNK細胞を、第二の培地中で、フィーダー細胞
の存在下かつインターロイキン-2(IL-2)と接触させて増殖させることを含む、前記プロセ
スである。具体的な実施態様において、該第二の培地は、IL-2、例えば、10IU/mL～1000I
U/mL、及びヒト血清(例えば、ヒト血清AB)、ウシ胎仔血清(fetal bovine serum)(FBS)、
もしくはウシ胎仔血清(fetal calf serum)(FCS)、例えば、5％～15％FCS v/v;トランスフ
ェリン、例えば、10μg/mL～50μg/mL;インスリン、例えば、5μg/mL～20μg/mL;エタノ
ールアミン、例えば、5×10-4～5×10-5M;オレイン酸、例えば、0.1μg/mL～5μg/mL;リ
ノール酸、例えば、0.1μg/mL～5μg/mL;パルミチン酸、例えば、0.05μg/mL～2μg/mL;
ウシ血清アルブミン(BSA)、例えば、1μg/mL～5μg/mL;及び/又はフィトヘマグルチニン
、例えば、0.01μg/mL～1μg/mL:のうちの1つ以上を含む細胞成長培地を含む。より具体
的な実施態様において、該第二の培地は、FBS又はFCS、例えば、10％FCS v/v、IL-2、ト
ランスフェリン、インスリン、エタノールアミン、オレイン酸、リノール酸、パルミチン
酸、ウシ血清アルブミン(BSA)、及びフィトヘマグルチニンを含む細胞成長培地を含む。
より具体的な実施態様において、該第二の培地は、イスコフ改変ダルベッコ培地(IMDM)、
10％FBS又はFCS、400IU IL-2、35μg/mLトランスフェリン、5μg/mLインスリン、2×10-5

Mエタノールアミン、1μg/mLオレイン酸、1μg/mLリノール酸(Sigma-Aldrich)、0.2μg/m
Lパルミチン酸(Sigma-Aldrich)、2.5μg/mL BSA(Sigma-Aldrich)、及び0.1μg/mLフィト
ヘマグルチニンを含む。
【０２５０】
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　ある実施態様において、第二の培地は、顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)、顆粒球/マク
ロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)、インターロイキン-6(IL-6)、マクロファージ炎症
性タンパク質1α(MIP1α)、又は白血病抑制因子(LIF)のうちの1つ以上を含まない。
【０２５１】
　フィーダー細胞を使用する場合、それは、様々な細胞型から樹立することができる。こ
れらの細胞型の例としては、限定するものではないが、線維芽細胞、幹細胞(例えば、組
織培養物接着性胎盤幹細胞)、血液細胞(例えば、末梢血単核細胞(PBMC))、及びがん細胞(
例えば、慢性骨髄性白血病(CML)細胞、例えば、K562)が挙げられる。具体的な実施態様に
おいて、該第二の培地中で該培養することは、例えば、フィーダー細胞、例えば、K562細
胞及び/又は末梢血単核細胞(PBMC)を、該第二の培地中で起こしたとき、その1、2、3、4
、5、6、7、8、9、又は10日後に、該細胞を用いて培養することを含む。ある実施態様に
おいて、フィーダー細胞は、任意に、それらが支持している細胞とは異なる種に由来する
ものである。例えば、ヒトNK細胞は、(初代培養物又はテロメア化された株由来の)マウス
胚性線維芽細胞によって支持することができる。
【０２５２】
　ある実施態様において、フィーダー細胞を、任意に、放射線照射(例えば、γ線照射)又
は抗有糸分裂剤、例えば、マイトマイシンCによる処理によって不活化し、それらが支持
している細胞よりもそれらが成長するのを防ぐが、NK細胞を支持する重要な因子の合成は
可能にする。例えば、細胞に、増殖を阻害するが、ヒト胚性幹(hES)細胞を支持する重要
な因子の合成を可能にする用量で放射線照射する(約4000ラドのγ線照射)。
【０２５３】
　第二の工程のためのNK細胞の培養は、細胞の培養及び増殖と適合する任意の容器、例え
ば、フラスコ、チューブ、ビーカー、ディッシュ、マルチウェルプレート、バッグなどの
中で生じ得る。具体的な実施態様において、NK細胞のフィーダー細胞依存的な培養は、バ
ッグ、例えば、可撓性で、ガス透過性のフルオロカーボン培養バッグ(例えば、American 
Fluoroseal製)の中で生じる。具体的な実施態様において、NK細胞を培養する容器は、例
えば、増殖されたNK細胞をさらに増殖させ、分化させ、かつ成熟させる、病院又は軍事区
域などの場所への輸送に好適である。
【０２５４】
　工程1由来の細胞の活性化NK細胞への分化は、例えば、フローサイトメトリーによって
、NK細胞特異的マーカーを検出することによって評価することができる。NK細胞特異的マ
ーカーとしては、CD56、CD94、CD117、及びNKp46が挙げられるが、これらに限定されない
。分化は、NK細胞の形態学的な特徴、例えば、大きいサイズ、数多くの小胞体(ER)におけ
る高いタンパク質合成活性、及び/又は予め形成された顆粒によって評価することもでき
る。
【０２５５】
　工程1由来の細胞の増殖、及び活性化NK細胞への分化にかかる時間は、例えば、約3日～
約120日であり得る。一実施態様において、分化時間は、約7日～約75日である。別の実施
態様において、分化時間は、約14日～約50日である。具体的な実施態様において、分化時
間は、約10日～約21日である。
【０２５６】
　造血細胞のNK細胞への分化は、例えば、フローサイトメトリーによって、マーカー、例
えば、CD56、CD94、CD117、NKG2D、DNAM-1、及びNKp46を検出することによって評価する
ことができる。分化は、NK細胞の形態学的な特徴、例えば、大きいサイズ、数多くの小胞
体(ER)における高いタンパク質合成活性、及び/又は予め形成された顆粒によって評価す
ることもできる。NK細胞(例えば、活性化NK細胞)の成熟は、1以上の機能的に関連のある
マーカー、例えば、CD94、CD161、NKp44、DNAM-1、2B4、NKp46、CD94、KIR、及びNKG2フ
ァミリーの活性化受容体(例えば、NKG2D)を検出することによって評価することができる
。NK細胞(例えば、活性化NK細胞)の成熟は、異なる発生段階の間に特異的なマーカーを検
出することによって評価することもできる。例えば、一実施態様において、プロNK細胞は
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、CD34+、CD45RA+、CD10+、CD117-、及び/又はCD161-である。別の実施態様において、プ
レNK細胞は、CD34+、CD45RA+、CD10-、CD117+、及び/又はCD161-である。別の実施態様に
おいて、未熟なNK細胞は、CD34-、CD117+、CD161+、NKp46-、及び/又はCD94/NKG2A-であ
る。別の実施態様において、CD56bright NK細胞は、CD117+、NKp46+、CD94/NKG2A+、CD16
-、及び/又はKIR+/-である。別の実施態様において、CD56dim NK細胞は、CD117-、NKp46+

、CD94/NKG2A+/-、CD16+、及び/又はKIR+である。具体的な実施態様において、NK細胞(例
えば、活性化NK細胞)の成熟は、CD161-、CD94+及び/又はNKp46+であるNK細胞(例えば、活
性化NK細胞)のパーセンテージにより決定される。より具体的な実施態様において、成熟N
K細胞(例えば、活性化NK細胞)のうちの少なくとも10％、20％、25％、30％、35％、40％
、50％、55％、60％、65％、又は70％は、NKp46+である。別のより具体的な実施態様にお
いて、成熟NK細胞(例えば、活性化NK細胞)のうちの少なくとも10％、20％、25％、30％、
35％、40％、45％、又は50％は、CD94+である。別のより具体的な実施態様において、成
熟NK細胞(例えば、活性化NK細胞)のうちの少なくとも10％、20％、25％、30％、35％、40
％、45％、又は50％は、CD161-である。
【０２５７】
　ある実施態様において、造血細胞のNK細胞への分化を、例えば、CD3、CD7もしくはCD12
7、CD10、CD14、CD15、CD16、CD33、CD34、CD56、CD94、CD117、CD161、NKp44、NKp46、N
KG2D、DNAM-1、2B4、又はTO-PRO-3の発現レベルを、例えば、これらの細胞マーカーのう
ちの1つ以上に対する抗体を用いて検出することによって評価する。そのような抗体は、
例えば、蛍光標識、例えば、FITC、R-PE、PerCP、PerCP-Cy5.5、APC、APC-Cy7、又はAPC-
H7のような、検出可能な標識にコンジュゲートすることができる。
【０２５８】
(5.2.8.TSPNK細胞を製造する方法)
　TSPNK細胞は、上述のような造血細胞から製造されてもよい。ある実施態様において、
前記TSPNK細胞は、増殖された造血細胞、例えば、造血幹細胞及び/又は造血前駆細胞から
製造される。
【０２５９】
　一実施態様において、前記TSPNK細胞は、3工程プロセスによって製造される。ある実施
態様において、本明細書に記載される3工程プロセスによりNK前駆細胞集団又はNK細胞集
団を製造する、本明細書に記載されるような造血細胞の増殖及び分化のプロセスは、該造
血細胞を含む細胞集団を、増殖及び分化の間、1ミリリットルあたり約2×104～約6×106

細胞、例えば、1ミリリットルあたり約2×104～約2×105細胞で維持することを含む。あ
る他の実施態様において、本明細書に記載されるような造血細胞の増殖及び分化のプロセ
スは、該造血細胞を含む細胞集団を、1ミリリットルあたり約1×105細胞以下で維持する
ことを含む。ある他の実施態様において、本明細書に記載されるような造血細胞の増殖及
び分化のプロセスは、該造血細胞を含む細胞集団を、1ミリリットルあたり約1×105細胞
、1ミリリットルあたり2×105細胞、1ミリリットルあたり3×105細胞、1ミリリットルあ
たり4×105細胞、1ミリリットルあたり5×105細胞、1ミリリットルあたり6×105細胞、1
ミリリットルあたり7×105細胞、1ミリリットルあたり8×105細胞、1ミリリットルあたり
9×105細胞、1ミリリットルあたり1×106細胞、1ミリリットルあたり2×106細胞、1ミリ
リットルあたり3×106細胞、1ミリリットルあたり4×106細胞、1ミリリットルあたり5×1
06細胞、1ミリリットルあたり6×106細胞、1ミリリットルあたり7×106細胞、1ミリリッ
トルあたり8×106細胞、又は1ミリリットルあたり9×106細胞以下で維持することを含む
。
【０２６０】
　ある実施態様において、前記3工程プロセスは、造血幹細胞又は前駆細胞、例えば、CD3
4+幹細胞又は前駆細胞を、例えば、本明細書に記載されるように、第一の培地中で特定の
期間培養することを含む第一の工程(「工程1」)を含む。ある実施態様において、第一の
培地は、造血前駆細胞の増殖を促進する1以上の因子、増殖する造血前駆集団内のリンパ
球分化の開始のための1以上の因子、及び/又は間質フィーダー支持物を模倣する1以上の
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因子を含有する。ある実施態様において、第一の培地は、1以上のサイトカイン(例えば、
Flt3L、TPO、SCF)を含む。ある実施態様において、第一の培地は、IL-7を含む。ある実施
態様において、第一の培地は、サブng/mL濃度のG-CSF、IL-6、及び/又はGM-CSFを含む。
具体的な実施態様において、第一の培地は、サイトカインFlt3L、TPO、及びSCF、IL-7、
並びにサブng/mL濃度のG-CSF、IL-6及びGM-CSFを含む。具体的な実施態様において、第一
の培地中で、CD34+細胞は、増殖を経て、系譜特異的前駆体になり、これは、その後、CD3
4-になる。ある実施態様において、この増殖は、速やかに起こる。ある実施態様において
、工程1の最後で、該CD34-細胞は、全集団の50％超、55％超、60％超、65％超、70％超、
75％超、80％超、又はそれより多くを構成する。より具体的な実施態様において、工程1
の最後で、CD34-細胞は、全集団の80％超を構成する。
【０２６１】
　ある実施態様において、その後、「工程2」において、該細胞を、例えば、本明細書に
記載されるように、第二の培地中で特定の期間培養する。ある実施態様において、第二の
培地は、リンパ球前駆細胞の増殖をさらに促進し得る因子、NK系譜に沿った発生に寄与し
得る因子、及び/又は間質フィーダー支持物を模倣する因子を含有する。ある実施態様に
おいて、第二の培地は、1以上のサイトカイン(例えば、Flt3L、SCF、IL-15、及び/又はIL
-7)を含む。ある実施態様において、第二の培地は、IL-17及び/又はIL-15を含む。ある実
施態様において、第二の培地は、サブng/mL濃度のG-CSF、IL-6、及び/又はGM-CSFを含む
。具体的な実施態様において、第二の培地は、サイトカインFlt3L、SCF、IL-15、及びIL-
7、IL-17及びIL-15、並びにサブng/mL濃度のG-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含む。
【０２６２】
　ある実施態様において、その後、「工程3」において、該細胞を、例えば、本明細書に
記載されるように、第三の培地中で特定の期間培養する。ある実施態様において、第三の
培地は、NK前駆細胞であり得るCD56+CD3-CD16-細胞の分化及び機能的活性化を促進する因
子を含む。一実施態様において、そのような因子は、IL2とIL12とIL18、IL12とIL15、IL1
2とIL18、IL2とIL12とIL15とIL18、又はIL2とIL15とIL18を含む。ある実施態様において
、第三の培地は、間質フィーダー支持物を模倣する因子を含む。ある実施態様において、
第三の培地は、1以上のサイトカイン(例えば、SCF、IL-15、IL-7、IL-2)を含む。ある実
施態様において、第三の培地は、サブng/mL濃度のG-CSF、IL-6及び/又はGM-CSFを含む。
具体的な実施態様において、第三の培地は、サイトカインSCF、IL-15、IL-7、IL-2、並び
にサブng/mL濃度のG-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含む。
【０２６３】
　具体的な実施態様において、前記3工程プロセスを用いて、NK細胞(例えば、成熟NK細胞
)集団を製造する。具体的な実施態様において、該3工程プロセスを用いて、NK前駆細胞集
団を製造する。ある実施態様において、該3工程プロセスを、間質フィーダー細胞支持物
の非存在下で実施する。ある実施態様において、該3工程プロセスを、外因的に添加され
るステロイド(例えば、コルチゾン、ヒドロコルチゾン、又はそれらの誘導体)の非存在下
で実施する。
【０２６４】
　ある実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスにおいて用いられる第一
の培地は、2工程法に関連してセクション5.2.4で記載されている第一の培地又は第二の培
地の成分のうちのいずれかを含有していてもよい。ある実施態様において、該3工程プロ
セスにおいて用いられる第一の培地は、動物血清、例えば、ヒト血清(例えば、ヒト血清A
B)、ウシ胎仔血清(fetal bovine serum)(FBS)、もしくはウシ胎仔血清(fetal calf serum
)(FCS)、例えば、1％～20％v/v血清、例えば、5％～20％v/v血清;幹細胞因子(SCF)、例え
ば、1ng/mL～50ng/mL SCF;FMS様チロシンキナーゼ-3リガンド(Flt-3リガンド)、例えば、
1ng/ml～30ng/mL Flt-3リガンド;インターロイキン-7(IL-7)、例えば、1ng/mL～50ng/mL 
IL-7;トロンボポエチン(TPO)、例えば、1ng/mL～100ng/mL、例えば、1ng/mL～50ng/mL TP
O;インターロイキン-2(IL-2)、例えば、最大2000IU/mL、例えば、50IU/mL～500IU/mL;及
び/又はヘパリン、例えば、低重量ヘパリン(LWH)、例えば、0.1IU/mL～10IU/mLヘパリン:
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のうちの1つ以上を含む培地を含む。ある実施態様において、該第一の培地は、以下のも
の:抗生物質、例えば、ゲンタマイシン;抗酸化剤、例えば、トランスフェリン、インスリ
ン、及び/又はβ-メルカプトエタノール;亜セレン酸ナトリウム;アスコルビン酸;エタノ
ールアミン;並びにグルタチオンのうちの1つ以上をさらに含む。ある実施態様において、
該第一の培地は、OACをさらに含む。ある実施態様において、該第一の培地は、インター
ロイキン-6(IL-6)、白血病抑制因子(LIF)、G-CSF、GM-CSF、及び/又はMIP-1αをさらに含
む。ある実施態様において、該第一の培地は、1以上の抗酸化剤、例えば、ホロ-トランス
フェリン、インスリン溶液、還元グルタチオン、亜セレン酸ナトリウム、エタノールアミ
ン、アスコルビン酸、b-メルカプトエタノール、O-アセチル-L-カルニチン、N-アセチル
システイン、(+/-)リポ酸、ニコチンアミド、又はレスベラトロールをさらに含む。ある
実施態様において、前記第一の培地の基剤を提供する培地は、当業者に公知の細胞/組織
培養培地、例えば、市販の細胞/組織培養培地、例えば、GBGM(登録商標)、AIM-V(登録商
標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15、OPTMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO 
COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低
グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及
び/もしくはRPMI-1640であるか;又は公知の細胞/組織培養培地中に通常含まれる成分、例
えば、GBGM(登録商標)、AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15、OPTMIZER
、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12」)(例えば
、2:1比、又は高グルコースもしくは低グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibco)、EL08-1
D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640に含まれる成分を含む培地で
ある。本明細書における実施態様のうちのいずれかの具体的な実施態様において、該培地
は、GBGM(登録商標)ではない。
【０２６５】
　ある実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスにおいて用いられる第二
の培地は、2工程法に関連してセクション5.2.4で記載されている第一の培地又は第二の培
地の成分のうちのいずれかを含有していてもよい。ある実施態様において、該3工程プロ
セスにおいて用いられる第二の培地は、動物血清、例えば、ヒト血清(例えば、ヒト血清A
B)、FBSもしくはFCS、例えば、5％～20％v/v血清;SCF、例えば、1ng/mL～50ng/mL SCF;Fl
t-3リガンド、例えば、1ng/ml～30ng/mL Flt-3リガンド;IL-7、例えば、1ng/mL～50ng/mL
 IL-7;インターロイキン-15(IL-15)、例えば、1ng/mL～50ng/mL IL-15;及び/又はヘパリ
ン、例えば、LWH、例えば、0.1IU/mL～10IU/mL ヘパリンのうちの1つ以上を含む培地を含
む。ある実施態様において、該第二の培地は、以下のもの:抗生物質、例えば、ゲンタマ
イシン;抗酸化剤、例えば、トランスフェリン、インスリン、及び/又はβ-メルカプトエ
タノール;亜セレン酸ナトリウム;アスコルビン酸;エタノールアミン;並びにグルタチオン
のうちの1つ以上をさらに含む。ある実施態様において、該第二の培地は、OACをさらに含
む。ある実施態様において、該第二の培地は、インターロイキン-6(IL-6)、白血病抑制因
子(LIF)、G-CSF、GM-CSF、及び/又はMIP-1αをさらに含む。ある実施態様において、該第
二の培地は、1以上の抗酸化剤、例えば、ホロ-トランスフェリン、インスリン溶液、還元
グルタチオン、亜セレン酸ナトリウム、エタノールアミン、アスコルビン酸、b-メルカプ
トエタノール、O-アセチル-L-カルニチン、N-アセチルシステイン、(+/-)リポ酸、ニコチ
ンアミド、又はレスベラトロールをさらに含む。ある実施態様において、前記第二の培地
の基剤を提供する培地は、当業者に公知の細胞/組織培養培地、例えば、市販の細胞/組織
培養培地、例えば、GBGM(登録商標)、AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)1
5、OPTMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12
」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibc
o)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640であるか;又は公
知の細胞/組織培養培地中に通常含まれる成分、例えばGBGM(登録商標)、AIM-V(登録商標)
、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15、OPTMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO COM
PLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低グル
コースDMEM)、Advanced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及び/も
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しくはRPMI-1640に含まれる成分を含む培地である。本明細書における実施態様のうちの
いずれかの具体的な実施態様において、該培地は、GBGM(登録商標)ではない。
【０２６６】
　ある実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスにおいて用いられる第三
の培地は、2工程法に関連してセクション5.2.4で記載されている第一の培地又は第二の培
地の成分のうちのいずれかを含有していてもよい。ある実施態様において、該3工程プロ
セスにおいて用いられる第三の培地は、動物血清、例えば、ヒト血清(例えば、ヒト血清A
B)、FBSもしくはFCS、例えば、5％～20％v/v血清;SCF、例えば、1ng/mL～50ng/mL SCF;Fl
t-3リガンド、例えば、1ng/ml～30ng/mL Flt-3リガンド;IL-7、例えば、1ng/mL～50ng/mL
 IL-7;IL-15、例えば、1ng/mL～50ng/mL IL-15;及び例えば、0～2000IU/mLの範囲のイン
ターロイキン-2(IL-2)、例えば、50IU/mL～1000IU/mLのIL-2のうちの1つ以上を含む培地
を含む。ある実施態様において、該第三の培地は、以下のもの:抗生物質、例えば、ゲン
タマイシン;抗酸化剤、例えば、トランスフェリン、インスリン、及び/又はβ-メルカプ
トエタノール;亜セレン酸ナトリウム;アスコルビン酸;エタノールアミン;並びにグルタチ
オンのうちの1つ以上をさらに含む。ある実施態様において、該第三の培地は、OACをさら
に含む。ある実施態様において、該第三の培地は、インターロイキン-6(IL-6)、白血病抑
制因子(LIF)、G-CSF、GM-CSF、及び/又はMIP-1αをさらに含む。ある実施態様において、
該第三の培地は、1以上の抗酸化剤、例えば、ホロ-トランスフェリン、インスリン溶液、
還元グルタチオン、亜セレン酸ナトリウム、エタノールアミン、アスコルビン酸、b-メル
カプトエタノール、O-アセチル-L-カルニチン、N-アセチルシステイン、(+/-)リポ酸、ニ
コチンアミド、又はレスベラトロールをさらに含む。ある実施態様において、第三の培地
の基剤を提供する培地は、当業者に公知の細胞/組織培養培地、例えば、市販の細胞/組織
培養培地、例えばGBGM(登録商標)、AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15
、OPTMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12
」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibc
o)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640であるか;又は公
知の細胞/組織培養培地中に通常含まれる成分、例えば、GBGM(登録商標)、AIM-V(登録商
標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15、OPTMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO 
COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低
グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及
び/もしくはRPMI-1640に含まれる成分を含む培地である。本明細書における実施態様のう
ちのいずれかの具体的な実施態様において、該培地は、GBGM(登録商標)ではない。
【０２６７】
　ある実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスにおいて、前記造血幹細
胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で前記培養することの前に、前記第一の培地中で、
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、又は20日間培
養する。ある実施態様において、該第一の培地中で培養された細胞を、前記第三の培地中
で前記培養することの前に、前記第二の培地中で、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11
、12、13、14、15、16、17、18、19、又は20日間培養する。ある実施態様において、該第
一の培地及び該第二の培地中で培養された細胞を、前記第三の培地中で、1、2、3、4、5
、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26
、27、28、29、又は30日間、又は30日よりも長い期間培養する。
【０２６８】
　ある実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスにおいて、前記造血幹細
胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で前記培養することの前に、前記第一の培地中で、
2～12日間、3～11日間、例えば、3～5、4～6、5～7、6～8、7～9、8～10、又は9～11日間
培養する。ある実施態様において、該第一の培地中で培養された細胞を、前記第三の培地
中で前記培養することの前に、前記第二の培地中で、1～10日間、例えば、1～3、2～4、3
～5、4～6、5～7、6～8、又は7～9日間培養する。ある実施態様において、該第一の培地
及び該第二の培地中で培養された細胞を、前記第三の培地中で、2～27日間、例えば、3～
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25日間、例えば、3～5、4～6、5～7、6～8、7～9、8～10、9～11、10～12、11～13、12～
14、13～15、14～16、15～17、16～18、17～19、18～20、19～21、20～22、21～23、22～
24、又は23～25日間培養する。
【０２６９】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスにおいて、前記造血
幹細胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で前記培養することの前に、前記第一の培地中
で、9日間培養し;前記第三の培地中で前記培養することの前に、前記第二の培地中で、5
日間培養し;かつ前記第三の培地中で、7日間培養する、すなわち、該細胞を、合計で21日
間培養する。
【０２７０】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程プロセスにおいて、前記造血
幹細胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で前記培養することの前に、前記第一の培地中
で、7～9日間培養し;前記第三の培地中で前記培養することの前に、前記第二の培地中で
、5～7日間培養し;かつ前記第三の培地中で、21～35日間培養する、すなわち、該細胞を
、合計で35日間培養する。より具体的な実施態様において、本明細書に記載される3工程
プロセスにおいて、前記造血幹細胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で前記培養するこ
との前に、前記第一の培地中で、9日間培養し;前記第三の培地中で前記培養することの前
に、前記第二の培地中で、5日間培養し;かつ前記第三の培地中で、21日間培養する、すな
わち、該細胞を、合計で35日間培養する。
【０２７１】
(5.2.9. 3段階NK細胞を製造する方法)
　3段階法によるNK細胞及びNK細胞集団の製造は、造血細胞の集団を増殖させることを含
む。細胞増殖の間に、該造血細胞集団内の複数の造血細胞が、NK細胞へと分化する。一態
様において、本明細書において提供されるのは、NK細胞を製造する方法であって、造血幹
細胞又は前駆細胞、例えば、CD34+幹細胞又は前駆細胞を、幹細胞動員剤及びトロンボポ
エチン(Tpo)を含む第一の培地中で培養して、第一の細胞の集団を製造すること、それに
続き、該第一の細胞の集団を、幹細胞動員剤及びインターロイキン-15(IL-15)を含み、Tp
oを欠く第二の培地中で培養して、第二の細胞の集団を製造すること、及びそれに続き、
該第二の細胞の集団を、IL-2及びIL-15を含み、幹細胞動員剤及びLMWHを欠く第三の培地
中で培養して、第三の細胞の集団を製造することを含み、ここで、該第三の細胞の集団は
、CD56+、CD3-であるナチュラルキラー細胞を含み、かつ該ナチュラルキラー細胞の少な
くとも70％、例えば、80％は生細胞であり、ある実施態様では、そのようなナチュラルキ
ラー細胞は、CD16-であるナチュラルキラー細胞を含む、前記方法である。ある実施態様
において、そのようなナチュラルキラー細胞は、CD94-であるナチュラルキラー細胞を含
む。
【０２７２】
　一実施態様において、本明細書において提供されるのは、NK細胞集団を製造する3段階
法である。ある実施態様において、本明細書に記載される3段階法による、本明細書に記
載されるように造血細胞の増殖及び分化によりNK細胞集団を製造する方法は、該造血細胞
を含む細胞集団を、1ミリリットルあたり約2×104～約6×106細胞に維持することを含む
。ある態様において、該造血幹細胞又は前駆細胞は、はじめに、前記第一の培地中に、1
×104～1×105細胞/mLで接種される。具体的な態様において、該造血幹細胞又は前駆細胞
は、はじめに、前記第一の培地中に、約3×104細胞/mLで接種される。
【０２７３】
　ある実施態様において、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、哺乳動物細胞である。具体的
な実施態様において、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、ヒト細胞である。具体的な実施態
様において、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、霊長類細胞である。具体的な実施態様にお
いて、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、イヌ細胞である。具体的な実施態様において、該
造血幹細胞又は前駆細胞は、齧歯動物細胞である。
【０２７４】
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　ある態様において、前記第一の細胞の集団は、はじめに、前記第二の培地中に、5×104

～5×105細胞/mLで接種される。具体的な態様において、該第一の細胞の集団は、はじめ
に、前記第二の培地中に、約1×105細胞/mLで接種される。
【０２７５】
　ある態様において、前記第二の細胞の集団は、はじめに、前記第三の培地中に、1×105

～5×106細胞/mLで接種される。ある態様において、前記第二の細胞の集団は、はじめに
、前記第三の培地中に、1×105～1×106細胞/mLで接種される。具体的な態様において、
前記第二の細胞の集団は、はじめに、前記第三の培地中に、約5×105細胞/mLで接種され
る。より具体的な態様において、前記第二の細胞の集団は、はじめに、スピナーフラスコ
中の前記第三の培地中に、約5×105細胞/mLで接種される。具体的な態様において、前記
第二の細胞の集団は、はじめに、前記第三の培地中に、約3×105細胞/mLで接種される。
より具体的な態様において、前記第二の細胞の集団は、はじめに、静置培養で、前記第三
の培地中に、約3×105細胞/mLで接種される。
【０２７６】
　ある実施態様において、前記3段階法は、造血幹細胞又は前駆細胞、例えば、CD34+幹細
胞又は前駆細胞を、第一の培地中で、特定の期間、例えば、本明細書に記載されるように
、培養して、第一の細胞の集団を製造することを含む第一の段階(「段階1」)を含む。あ
る実施態様において、前記第一の培地は、幹細胞動員剤及びトロンボポエチン(Tpo)を含
む。ある実施態様において、前記第一の培地は、幹細胞動員剤及びTpoに加えて、LMWH、F
lt-3L、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFのうちの1つ以上を含む。具体的な実施態様
において、前記第一の培地は、第一の培地の各々は、幹細胞動員剤及びTpoに加えて、LMW
H、Flt-3L、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFの各々を含む。
【０２７７】
　ある実施態様において、それに続き、「段階2」において、前記細胞を、第二の培地中
で、特定の期間、例えば、本明細書に記載されるように培養して、第二の細胞の集団を製
造する。ある実施態様において、前記第二の培地は、幹細胞動員剤及びインターロイキン
-15(IL-15)を含み、かつTpoを欠く。ある実施態様において、前記第二の培地は、幹細胞
動員剤及びIL-15に加えて、LMWH、Flt-3、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFのうちの
1つ以上を含む。ある実施態様において、前記第二の培地は、幹細胞動員剤及びIL-15に加
えて、LMWH、Flt-3、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFの各々を含む。
【０２７８】
　ある実施態様において、それに続き、「段階3」において、前記細胞を、例えば、本明
細書に記載されるように、第三の培地中で、特定の期間培養して、細胞の第三の集団、例
えば、ナチュラルキラー細胞を製造する。ある実施態様において、第三の培地は、IL-2及
びIL-15を含み、かつ幹細胞動員剤及びLMWHを欠く。ある実施態様において、第三の培地
は、IL-2及びIL-15に加えて、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFのうちの1つ以上を含
む。ある実施態様において、第三の培地は、IL-2及びIL-15に加えて、SCF、IL-6、IL-7、
G-CSF、及びGM-CSFの各々を含む。
【０２７９】
　具体的な実施態様において、前記3段階法を用いて、NK細胞集団を製造する。ある実施
態様において、該3段階法は、間質フィーダー細胞支持物の非存在下で実施される。ある
実施態様において、前記3段階法は、外因的に添加されるステロイド(例えば、コルチゾン
、ヒドロコルチゾン、又はそれらの誘導体)の非存在下で実施される。
【０２８０】
　ある態様において、前記3段階法において用いられる第一の培地は、幹細胞動員剤及び
トロンボポエチン(Tpo)を含む。ある態様において、前記3段階法において用いられる第一
の培地は、幹細胞動員剤及びTpoに加えて、低分子量ヘパリン(LMWH)、Flt-3リガンド(Flt
-3L)、幹細胞因子(SCF)、IL-6、IL-7、顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)、又は顆粒球-マ
クロファージ-刺激因子(GM-CSF)のうちの1つ以上を含む。ある態様において、前記3段階
法において用いられる第一の培地は、幹細胞動員剤及びTpoに加えて、LMWH、Flt-3L、SCF
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、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFの各々を含む。ある態様において、前記Tpoは、前記第
一の培地中に、1ng/mL～100ng/mL、1ng/mL～50ng/mL、20ng/mL～30ng/mL、又は約25ng/mL
の濃度で存在する。ある態様において、前記第一の培地中に、前記LMWHは、1U/mL～10U/m
Lの濃度で存在し;前記Flt-3Lは、1ng/mL～50ng/mLの濃度で存在し;前記SCFは、1ng/mL～5
0ng/mLの濃度で存在し;前記IL-6は、0.01ng/mL～0.1ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、1
ng/mL～50ng/mLの濃度で存在し;前記G-CSFは、0.01ng/mL～0.50ng/mLの濃度で存在し;か
つ前記GM-CSFは、0.005ng/mL～0.1ng/mLの濃度で存在する。ある態様において、前記第一
の培地中に、前記LMWHは、4U/mL～5U/mLの濃度で存在し;前記Flt-3Lは、20ng/mL～30ng/m
Lの濃度で存在し;前記SCFは、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記IL-6は、0.04ng/mL
～0.06ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記G-CSFは
、0.20ng/mL～0.30ng/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、0.005ng/mL～0.5ng/mLの濃
度で存在する。ある態様において、前記第一の培地中に、前記LMWHは、約4.5U/mLの濃度
で存在し;前記Flt-3Lは、約25ng/mLの濃度で存在し;前記SCFは、約27ng/mLの濃度で存在
し;前記IL-6は、約0.05ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、約25ng/mLの濃度で存在し;前
記G-CSFは、約.25ng/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、約0.01ng/mLの濃度で存在す
る。ある実施態様において、該第一の培地は、以下のもの:抗生物質、例えば、ゲンタマ
イシン;抗酸化剤、例えば、トランスフェリン、インスリン、及び/又はβ-メルカプトエ
タノール;亜セレン酸ナトリウム;アスコルビン酸;エタノールアミン;並びにグルタチオン
のうちの1つ以上をさらに含む。ある実施態様において、第一の培地の基剤を提供する培
地は、当業者に公知の細胞/組織培養培地、例えば、市販の細胞/組織培養培地、例えばSC
GM(商標)、STEMMACS(商標)、GBGM(登録商標)、AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10、X-VIV
O(商標)15、OPTMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF
12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低グルコースDMEM)、Advanced D
MEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640であるか
;又は公知の細胞/組織培養培地中に通常含まれる成分、例えば、GBGM(登録商標)、AIM-V(
登録商標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15、OPTMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CE
LLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもし
くは低グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMD
M、及び/もしくはRPMI-1640に含まれる成分を含む培地である。本明細書における実施態
様のうちのいずれかの具体的な実施態様において、該培地は、GBGM(登録商標)ではない。
【０２８１】
　ある態様において、前記3段階法において用いられる第二の培地は、幹細胞動員剤及び
インターロイキン-15(IL-15)を含み、かつTpoを欠く。ある態様において、前記3段階法に
おいて用いられる第二の培地は、幹細胞動員剤及びIL-15に加えて、LMWH、Flt-3、SCF、I
L-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFのうちの1つ以上を含む。ある態様において、前記3段階法
において用いられる第二の培地は、幹細胞動員剤及びIL-15に加えて、LMWH、Flt-3、SCF
、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFの各々を含む。ある態様において、前記IL-15は、前記
第二の培地中に、1ng/mL～50ng/mL、10ng/mL～30ng/mL、又は約20ng/mLの濃度で存在する
。ある態様において、前記第二の培地中に、前記LMWHは、1U/mL～10U/mLの濃度で存在し;
前記Flt-3Lは、1ng/mL～50ng/mLの濃度で存在し;前記SCFは、1ng/mL～50ng/mLの濃度で存
在し;前記IL-6は、0.01ng/mL～0.1ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、1ng/mL～50ng/mLの
濃度で存在し;前記G-CSFは、0.01ng/mL～0.50ng/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、0
.005ng/mL～0.1ng/mLの濃度で存在する。ある態様において、前記第二の培地において、
前記LMWHは、4U/mL～5U/mLの濃度で該第二の培地中に存在し;前記Flt-3Lは、20ng/mL～30
ng/mLの濃度で存在し;前記SCFは、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記IL-6は、0.04ng
/mL～0.06ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記G-CS
Fは、0.20ng/mL～0.30ng/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、0.005ng/mL～0.5ng/mLの
濃度で存在する。ある態様において、前記第二の培地において、前記LMWHは、4U/mL～5U/
mLの濃度で該第二の培地中に存在し;前記Flt-3Lは、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前
記SCFは、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記IL-6は、0.04ng/mL～0.06ng/mLの濃度で
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存在し;前記IL-7は、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記G-CSFは、0.20ng/mL～0.30ng
/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、0.005ng/mL～0.5ng/mLの濃度で存在する。ある態
様において、前記第二の培地において、前記LMWHは、約4.5U/mLの濃度で該第二の培地中
に存在し;前記Flt-3Lは、約25ng/mLの濃度で存在し;前記SCFは、約27ng/mLの濃度で存在
し;前記IL-6は、約0.05ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、約25ng/mLの濃度で存在し;前
記G-CSFは、約0.25ng/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、約0.01ng/mLの濃度で存在す
る。ある実施態様において、該第二の培地は、以下のもの:抗生物質、例えば、ゲンタマ
イシン;抗酸化剤、例えば、トランスフェリン、インスリン、及び/又はβ-メルカプトエ
タノール;亜セレン酸ナトリウム;アスコルビン酸;エタノールアミン;並びにグルタチオン
のうちの1つ以上をさらに含む。ある実施態様において、前記第二の培地の基剤を提供す
る培地は、当業者に公知の細胞/組織培養培地、例えば、市販の細胞/組織培養培地、例え
ばSCGM(商標)、STEMMACS(商標)、GBGM(登録商標)、AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10、X
-VIVO(商標)15、OPTIMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:
ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低グルコースDMEM)、Advan
ced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640で
あるか;又は公知の細胞/組織培養培地中に通常含まれる成分、例えば、GBGM(登録商標)、
AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15、OPTIMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3
000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコー
スもしくは低グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H510
0、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640に含まれる成分を含む培地である。本明細書における
実施態様のうちのいずれかの具体的な実施態様において、該培地は、GBGM(登録商標)では
ない。
【０２８２】
　ある実施態様において、前記3段階法において用いられる第三の培地は、を含む培地を
含む。ある態様において、前記3段階法において用いられる第三の培地は、IL-2及びIL-15
を含み、かつ幹細胞動員剤及びLMWHを欠く。ある態様において、前記3段階法において用
いられる第三の培地は、IL-2及びIL-15に加えて、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、又はGM-CSF
のうちの1つ以上を含む。ある態様において、前記3段階法において用いられる第三の培地
は、IL-2及びIL-15に加えて、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及びGM-CSFの各々を含む。ある
態様において、前記IL-2は、10U/mL～10,000U/mLの濃度で前記第三の培地中に存在し、か
つ前記IL-15は、1ng/mL～50ng/mLの濃度で前記第三の培地中に存在する。ある態様におい
て、前記IL-2は、100U/mL～10,000U/mLの濃度で前記第三の培地中に存在し、かつ前記IL-
15は、1ng/mL～50ng/mLの濃度で前記第三の培地中に存在する。ある態様において、前記I
L-2は、300U/mL～3,000U/mLの濃度で前記第三の培地中に存在し、かつ前記IL-15は、10ng
/mL～30ng/mLの濃度で前記第三の培地中に存在する。ある態様において、前記IL-2は、約
1,000U/mLの濃度で前記第三の培地中に存在し、かつ前記IL-15は、約20ng/mLの濃度で前
記第三の培地中に存在する。ある態様において、前記第三の培地中に、前記SCFは、1ng/m
L～50ng/mLの濃度で存在し;前記IL-6は、0.01ng/mL～0.1ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7
は、1ng/mL～50ng/mLの濃度で存在し;前記G-CSFは、0.01ng/mL～0.50ng/mLの濃度で存在
し;かつ前記GM-CSFは、0.005ng/mL～0.1ng/mLの濃度で存在する。ある態様において、前
記第三の培地中に、前記SCFは、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記IL-6は、0.04ng/m
L～0.06ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、20ng/mL～30ng/mLの濃度で存在し;前記G-CSF
は、0.20ng/mL～0.30ng/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、0.005ng/mL～0.5ng/mLの
濃度で存在する。ある態様において、前記第三の培地中に、前記SCFは、約22ng/mLの濃度
で存在し;前記IL-6は、約0.05ng/mLの濃度で存在し;前記IL-7は、約20ng/mLの濃度で存在
し;前記G-CSFは、約0.25ng/mLの濃度で存在し;かつ前記GM-CSFは、約0.01ng/mLの濃度で
存在する。ある実施態様において、該第三の培地は、以下のもの:抗生物質、例えば、ゲ
ンタマイシン;抗酸化剤、例えば、トランスフェリン、インスリン、及び/又はβ-メルカ
プトエタノール;亜セレン酸ナトリウム;アスコルビン酸;エタノールアミン;並びにグルタ
チオンのうちの1つ以上をさらに含む。ある実施態様において、第三の培地の基剤を提供
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する培地は、当業者に公知の細胞/組織培養培地、例えば、市販の細胞/組織培養培地、例
えばSCGM(商標)、STEMMACS(商標)、GBGM(登録商標)、AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10
、X-VIVO(商標)15、OPTIMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DM
EM:ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコースもしくは低グルコースDMEM)、Ad
vanced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H5100、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640
であるか;又は公知の細胞/組織培養培地中に通常含まれる成分、例えばGBGM(登録商標)、
AIM-V(登録商標)、X-VIVO(商標)10、X-VIVO(商標)15、OPTIMIZER、STEMSPAN(登録商標)H3
000、CELLGRO COMPLETE(商標)、DMEM:ハムF12(「F12」)(例えば、2:1比、又は高グルコー
スもしくは低グルコースDMEM)、Advanced DMEM(Gibco)、EL08-1D2、Myelocult(商標)H510
0、IMDM、及び/もしくはRPMI-1640に含まれる成分を含む培地である。本明細書における
実施態様のうちのいずれかの具体的な実施態様において、該培地は、GBGM(登録商標)では
ない。
【０２８３】
　一般的に、特別に記載された培地成分は、該培地の不確定成分中に存在する可能性のあ
る構成要素を指すものではない。例えば、前記Tpo、IL-2、及びIL-15は、第一の培地、第
二の培地、又は第三の培地の不確定成分中に含まれず、例えば、該Tpo、IL-2、及びIL-15
は、血清中に含まれない。さらに、前記LMWH、Flt-3、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及び/又
はGM-CSFは、第一の培地、第二の培地、又は第三の培地の不確定成分内に含まれず、例え
ば、該LMWH、Flt-3、SCF、IL-6、IL-7、G-CSF、及び/又はGM-CSFは、血清中に含まれない
。
【０２８４】
　ある態様において、前記第一の培地、第二の培地、又は第三の培地は、ヒト血清-ABを
含む。ある態様において、前記第一の培地、第二の培地、又は第三の培地のいずれかは、
1％～20％のヒト血清-AB、5％～15％のヒト血清-AB、又は約2、5、もしくは10％のヒト血
清-ABを含む。
【０２８５】
　ある実施態様において、本明細書に記載される前記3段階法において、該造血幹細胞又
は前駆細胞を、前記第一の培地中で、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、又は20日間培養する。ある実施態様において、本明細書に記載さ
れる前記3段階法において、細胞を、前記第二の培地中で、1、2、3、4、5、6、7、8、9、
10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、又は20日間培養する。ある実施態様において
、本明細書に記載される前記3段階法において、細胞を、前記第三の培地中で、1、2、3、
4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25
、26、27、28、29、又は30日間、又は30日よりも長い間培養する。
【０２８６】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される前記3段階法において、該造血幹細
胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で前記培養することの前に、前記第一の培地中で、
7～13日間培養して、第一の細胞の集団を製造し;該第一の細胞の集団を、前記第三の培地
中で前記培養することの前に、前記第二の培地中で、2～6日間培養して、第二の細胞の集
団を製造し;かつ該第二の細胞の集団を、前記第三の培地中で、10～30日間培養する、す
なわち、該細胞を、合計で19～49日間培養する。
【０２８７】
　具体的な実施態様において、本明細書に記載される前記3段階法において、本明細書に
記載される前記3段階法において、前記造血幹細胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で
前記培養することの前に、前記第一の培地中で、8～12日間培養して、第一の細胞の集団
を製造し;該第一の細胞の集団を、前記第三の培地中で前記培養することの前に、前記第
二の培地中で、3～5日間培養して、第二の細胞の集団を製造し;かつ該第二の細胞の集団
を、前記第三の培地中で、15～25日間培養する、すなわち、該細胞を、合計で26～42日間
培養する。
【０２８８】
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　具体的な実施態様において、本明細書に記載される前記3段階法において、該造血幹細
胞又は前駆細胞を、前記第二の培地中で前記培養することの前に、前記第一の培地中で、
約10日間培養して、第一の細胞の集団を製造し;該第一の細胞の集団を、前記第三の培地
中で前記培養することの前に、前記第二の培地中で、約4日間培養して、第二の細胞の集
団を製造し;かつ該第二の細胞の集団を、前記第三の培地中で、約21日間培養する、すな
わち、該細胞を、合計で約35日間培養する。
【０２８９】
　ある態様において、前記第一の培地、第二の培地、及び第三の培地における前記培養す
ることは全て、静置培養条件下、例えば、培養ディッシュ又は培養フラスコ内で行われる
。ある態様において、前記第一の培地、第二の培地、又は第三の培地のうちの少なくとも
1つにおける前記培養することは、スピナーフラスコ中で行われる。ある態様において、
前記第一の培地及び前記第二の培地における前記培養することは、静置培養条件下行われ
、かつ前記第三の培地における前記培養することは、スピナーフラスコ中で行われる。
【０２９０】
　ある態様において、前記培養することは、スピナーフラスコ中で行われる。他の態様に
おいて、前記培養することは、G-Rex装置で行われる。さらに他の態様において、前記培
養することは、WAVEバイオリアクターで行われる。
【０２９１】
　ある態様において、前記造血幹細胞又は前駆細胞は、はじめに、前記第一の培地中に、
1×104～1×105細胞/mLで接種される。具体的な態様において、該造血幹細胞又は前駆細
胞は、はじめに、前記第一の培地中に、約3×104細胞/mLで接種される。
【０２９２】
　ある態様において、前記第一の細胞の集団は、はじめに、前記第二の培地中に、5×104

～5×105細胞/mLで接種される。具体的な態様において、該第一の細胞の集団は、はじめ
に、前記第二の培地中に、約1×105細胞/mLで接種される。
【０２９３】
　ある態様において、前記第二の細胞の集団は、はじめに、前記第三の培地中に、1×105

～5×106細胞/mLで接種される。ある態様において、該第二の細胞の集団は、はじめに、
前記第三の培地中に、1×105～1×106細胞/mLで接種される。具体的な態様において、該
第二の細胞の集団は、はじめに、該第三の培地中に、約5×105細胞/mLで接種される。よ
り具体的な態様において、該第二の細胞の集団は、はじめに、スピナーフラスコ中の該第
三の培地中に、約5×105細胞/mLで接種される。具体的な態様において、該第二の細胞の
集団は、はじめに、該第三の培地中に、約3×105細胞/mLで接種される。より具体的な態
様において、該第二の細胞の集団は、はじめに、前記第三の培地中に、静置培養で、約3
×105細胞/mLで接種される。
【０２９４】
(5.2.10.細胞の単離)
　ナチュラルキラー細胞を単離する方法は、当技術分野において公知であり、該方法を用
いて、本明細書に記載される3工程プロセスを用いて製造されるナチュラルキラー細胞、
例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)を単離することができる。NK
細胞は、組織源、例えば、末梢血由来の細胞を、CD56及びCD3に対する抗体で染色し、CD5
6+CD3-細胞を選択することによって単離又は濃縮することができる。NK細胞、例えば、活
性化NK細胞又はTSPNK細胞は、市販のキット、例えば、NK細胞単離キット(Miltenyi Biote
c)を用いて単離することができる。NK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞は、該N
K細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞を含む細胞の集団内のNK細胞以外の細胞の除
去によって単離又は濃縮することもできる。例として、NK細胞、例えば、活性化NK細胞又
はTSPNK細胞は、例えば、CD3、CD4、CD14、CD19、CD20、CD36、CD66b、CD123、HLA DR、
及び/又はCD235a(グリコフォリンA)のうちの1つ以上に対する抗体を用いた非NK細胞マー
カーを示す細胞の除去によって単離又は濃縮してもよい。陰性単離は、市販のキット、例
えば、NK細胞陰性単離キット(Dynal Biotech)を用いて実施することができる。これらの
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方法によって単離される細胞をさらに選別して、例えば、CD16+及びCD16-細胞を分離する
ことができる。
【０２９５】
　細胞分離は、例えば、フローサイトメトリー、蛍光活性化細胞選別(FACS)、又は好まし
くは、特異的抗体とコンジュゲートされたマイクロビーズを用いる磁気細胞選別によって
達成することができる。該細胞は、例えば、1以上の特異的抗体、例えば、抗CD56抗体を
含む磁気ビーズ(例えば、約0.5～100μmの直径)に結合するその能力に基づいて粒子を分
離する方法である、磁気的活性化細胞選別(MACS)技術を用いて単離してもよい。磁気細胞
分離は、例えば、AUTOMACS(商標)セパレーター(Miltenyi)を用いて実施し、自動化するこ
とができる。特定の細胞表面分子又はハプテンを特異的に認識する抗体の共有結合的付加
を含む、種々の有用な修飾を、磁気マイクロスフェア上で行うことができる。その後、ビ
ーズを該細胞と混合し、結合させる。その後、細胞を磁場に通して、特定の細胞表面マー
カーを有する細胞を取り出す。一実施態様において、その後、これらの細胞を単離し、さ
らなる細胞表面マーカーに対する抗体と結合した磁気ビーズと再び混合することができる
。該細胞を再び磁場に通して、両方の抗体に結合した細胞を単離する。その後、そのよう
な細胞を希釈して、別々のディッシュ、例えば、クローン単離用のマイクロタイターディ
ッシュに入れることができる。
【０２９６】
　いくつかの実施態様において、単離された又は濃縮されたナチュラルキラー細胞の純度
は、CD56、CD3、及びCD16のうちの1つ以上を検出することにより確認することができる。
【０２９７】
(5.2.11.細胞/灌流液の保存)
　細胞、例えば、本明細書に記載される方法を用いて製造されるNK細胞、例えば、本明細
書に記載される3工程プロセスを用いて製造される活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、N
K前駆細胞)、又は造血幹細胞又は前駆細胞を含む胎盤灌流液細胞、又は胎盤灌流液は、保
存すること、即ち、長期保存を可能にする条件下、又は例えば、アポトーシス又は壊死に
よる細胞死を阻害する条件下に置くことができる。
【０２９８】
　胎盤灌流液は、細胞回収組成物を、胎盤の少なくとも一部に、例えば、胎盤脈管構造に
通すことによって製造することができる。細胞回収組成物は、灌流液内に含まれている細
胞を保存するように作用する1以上の化合物を含む。そのような胎盤細胞回収組成物は、
その開示が引用により完全に本明細書中に組み込まれる、関連米国特許出願公開第200701
90042号に記載されているような、アポトーシス阻害剤、壊死阻害剤、及び/又は酸素運搬
ペルフルオロカーボンを含むことができる。
【０２９９】
　一実施態様において、灌流液又は胎盤細胞の集団は、該灌流液又は該細胞の集団を、ア
ポトーシスの阻害剤及び酸素運搬ペルフルオロカーボンを含む細胞回収組成物と近接させ
ることにより、哺乳動物、例えば、ヒトの分娩後胎盤から回収され、ここで、該アポトー
シスの阻害剤は、該アポトーシスの阻害剤と接触も近接もさせていない細胞の集団と比較
して、胎盤細胞、例えば、接着性胎盤細胞、例えば、胎盤幹細胞又は胎盤複能性細胞の集
団におけるアポトーシスを低下させるか又は防止するのに十分な量及び時間で存在する。
例えば、該胎盤を該細胞回収組成物で灌流することができ、胎盤細胞、例えば、全有核胎
盤細胞をそれから単離する。具体的な実施態様において、該アポトーシスの阻害剤は、カ
スパーゼ阻害剤である。別の具体的な実施態様において、該アポトーシスの阻害剤は、JN
K阻害剤である。より具体的な実施態様において、該JNK阻害剤は、接着性胎盤細胞、例え
ば、接着性胎盤幹細胞又は接着性胎盤複能性細胞の分化も増殖も調節しない。別の実施態
様において、該細胞回収組成物は、分離相中に該アポトーシスの阻害剤及び該酸素運搬ペ
ルフルオロカーボンを含む。別の実施態様において、該細胞回収組成物は、エマルジョン
中に該アポトーシスの阻害剤及び該酸素運搬ペルフルオロカーボンを含む。別の実施態様
において、該細胞回収組成物は、乳化剤、例えば、レシチンをさらに含む。別の実施態様
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において、該アポトーシス阻害剤及び該ペルフルオロカーボンは、該胎盤細胞を該細胞回
収組成物と近接させるときに、約0℃～約25℃である。別のより具体的な実施態様におい
て、該アポトーシス阻害剤及び該ペルフルオロカーボンは、該胎盤細胞を該細胞回収組成
物と近接させるときに、約2℃～10℃、又は約2℃～約5℃である。別のより具体的な実施
態様において、該近接させることは、該細胞の集団の輸送の間に行われる。別のより具体
的な実施態様において、該近接させることは、該細胞の集団の凍結及び解凍の間に行われ
る。
【０３００】
　別の実施態様において、胎盤灌流液及び/又は胎盤細胞を、該灌流液及び/又は細胞をア
ポトーシスの阻害剤及び臓器保存化合物と近接させることによって回収及び保存すること
ができ、ここで、該アポトーシスの阻害剤は、該アポトーシスの阻害剤と接触も近接もさ
せていない灌流液又は胎盤細胞と比較したとき、該細胞のアポトーシスを低下させるか又
は防止するのに十分な量及び時間で存在する。具体的な実施態様において、臓器保存化合
物は、UW溶液(米国特許第4,798,824号に記載されており;VIASPAN(商標)としても知られて
いるもの;Southardらの文献、Transplantation 49(2):251-257(1990)も参照のこと)、又
はSternらの米国特許第5,552,267号に記載されている溶液であり、これらの文献の開示は
、引用により完全に本明細書中に組み込まれる。別の実施態様において、該臓器保存化合
物は、ヒドロキシエチルスターチ、ラクトビオン酸、ラフィノース、又はそれらの組合せ
である。別の実施態様において、胎盤細胞回収組成物は、2相状態にあるか又はエマルジ
ョンとしてかのいずれかの、酸素運搬ペルフルオロカーボンをさらに含む。
【０３０１】
　別の実施態様において、胎盤細胞を、灌流の間、アポトーシス阻害剤及び酸素運搬ペル
フルオロカーボン、臓器保存化合物、又はそれらの組合せを含む細胞回収組成物と近接さ
せる。別の実施態様において、胎盤細胞を、灌流による回収の後に、該細胞回収化合物と
近接させる。
【０３０２】
　通常、胎盤細胞の回収、濃縮、及び単離時に、低酸素及び機械的ストレスによる細胞ス
トレスを最小限に抑えるか、又はそれらを排除することが好ましい。本方法の別の実施態
様において、それゆえ、胎盤灌流液、又は胎盤細胞の集団は、回収、濃縮、又は単離時に
、該保存時に6時間未満の間、低酸素状態に曝され、ここで、低酸素状態は、正常な血中
酸素濃度を下回る酸素濃度である。より具体的な実施態様において、該灌流液又は胎盤細
胞の集団は、該保存時に2時間未満の間、該低酸素状態に曝される。別のより具体的な実
施態様において、該胎盤細胞の集団は、回収、濃縮、又は単離時に、1時間未満、もしく
は30分未満の間、該低酸素状態に曝されるか、又は低酸素状態に曝されない。別の具体的
な実施態様において、該胎盤細胞の集団は、回収、濃縮、又は単離時に、剪断ストレスに
曝されない。
【０３０３】
　細胞、例えば、胎盤灌流液細胞、造血細胞、例えば、CD34+造血幹細胞;本明細書に記載
されるプロセスを用いて製造されるNK細胞、例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば
、NK前駆細胞);本明細書において提供される単離された接着性胎盤細胞を、例えば、小型
の容器、例えば、アンプル又はセプタムバイアル中の凍結保存培地に入れて凍結保存する
ことができる。具体的な実施態様において、細胞は、1mlあたり約1×104～5×108細胞の
濃度で凍結保存されているか、されたことがある。具体的な実施態様において、細胞は、
1mlあたり約1×106～1.5×107細胞の濃度で凍結保存されているか、されたことがある。
より具体的な実施態様において、本明細書において提供される細胞を、1mlあたり約1×10
4、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、1.5×107細胞の濃度で凍結保存
されているか、されたことがある。ある実施態様において、NK細胞は、投与の前に凍結保
存されたことがある。ある実施態様において、NK細胞は、投与の前に凍結保存されたこと
がない。
【０３０４】
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　好適な凍結保存培地としては、標準生理食塩水、例えば、成長培地を含む培養培地、又
は細胞凍結培地、例えば、市販の細胞凍結培地、例えば、C2695、C2639、もしくはC6039(
Sigma);CryoStor(登録商標)CS2、CryoStor(登録商標)CS5、もしくはCryoStor(登録商標)C
S10(BioLife Solutions)が挙げられるが、これらに限定されない。一実施態様において、
凍結保存培地は、例えば、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、又は10％(v/v)の濃度のDMSO(
ジメチルスルホキシド)を含む。凍結保存培地は、追加の薬剤、例えば、メチルセルロー
ス、デキストラン、アルブミン(例えば、ヒト血清アルブミン)、トレハロース、及び/又
はグリセロールを含んでいてもよい。ある実施態様において、凍結保存培地は、約1％～1
0％のDMSO、約25％～75％のデキストラン、及び/又は約20～60％のヒト血清アルブミン(H
SA)を含む。ある実施態様において、凍結保存培地は、約1％～10％のDMSO、約25％～75％
のトレハロース、及び/又は約20～60％のヒトHSAを含む。具体的な実施態様において、凍
結保存培地は、5％のDMSO、55％のデキストラン、及び40％のHSAを含む。より具体的な実
施態様において、凍結保存培地は、5％のDMSO、55％のデキストラン(標準生理食塩水中、
10％w/v)、及び40％のHSAを含む。別の具体的な実施態様において、凍結保存培地は、5％
のDMSO、55％のトレハロース、及び40％のHSAを含む。より具体的な実施態様において、
凍結保存培地は、5％のDMSO、55％のトレハロース(標準生理食塩水中、10％w/v)、及び40
％のHSAを含む。別の具体的な実施態様において、凍結保存培地は、CryoStor(登録商標)C
S5を含む。別の具体的な実施態様において、凍結保存培地は、CryoStor(登録商標)CS10を
含む。
【０３０５】
　細胞は、当技術分野において公知の種々の方法のいずれかによって、細胞の培養、増殖
、又は分化のいずれかの段階で凍結保存することができる。例えば、本明細書に提供され
る細胞は、もとの組織もしくは器官、例えば、胎盤灌流液もしくは臍帯血から単離した直
後、又は上で概説した方法の第一の工程もしくは第二の工程のいずれかにおいて、又は該
第一の工程もしくは第二の工程のいずれかの後に、凍結保存することができる。ある実施
態様において、造血細胞、例えば、造血幹細胞又は前駆細胞は、該もとの組織もしくは器
官からの単離後、約1、5、10、15、20、30、45分以内に、又は約1、2、4、6、10、12、18
、20、もしくは24時間以内に凍結保存される。ある実施態様において、該細胞は、該もと
の組織もしくは器官からの単離後、1、2、又は3日以内に凍結保存される。ある実施態様
において、該細胞は、上記のように、第一の培地中で培養された後、約1、2、3、4、5、6
、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、2
7、又は28日間、凍結保存される。いくつかの実施態様において、該細胞は、上記のよう
に、第一の培地中で、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17
、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、又は28日間、及び上記のように、第二の培
地中で、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20
、21、22、23、24、25、26、27、又は28日間培養された後、凍結保存される。いくつかの
実施態様において、TSPNK細胞(例えば、NK前駆細胞)が、本明細書に記載される3工程プロ
セスを用いて作製される場合、該細胞は、第一の培地中で、約1、2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、又は25日間培養さ
れた後;かつ/又は第二の培地中で、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、又は25日間培養された後;かつ/又は第三の
培地中で、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、2
0、21、22、23、24、又は25日間培養された後に凍結保存される。具体的な実施態様にお
いて、NK前駆細胞は、本明細書に記載される3工程プロセスを用いて作製され、該細胞は
、第一の培地中で9日間培養された後;第二の培地中で5日間培養された後;及び第三の培地
中で7日間培養された後に凍結保存される。
【０３０６】
　一態様において、NK細胞の集団、例えば、活性化NK細胞は:(a)造血幹細胞又は前駆細胞
の集団が増殖し、該造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数の造血幹細胞又は前駆細胞が
、該増殖の間にNK細胞に分化するように、該集団を、インターロイキン-15(IL-15)、並び
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に任意に、幹細胞因子(SCF)及びインターロイキン-7(IL-7)のうちの1つ以上を含む第一の
培地中に播種すること(ここで、該IL-15並びに任意のSCF及びIL-7は、該培地の不確定成
分中には含まれない);(b)工程(a)由来の細胞を、インターロイキン-2(IL-2)を含む第二の
培地中で増殖させて、活性化NK細胞の集団を製造すること、(c)工程(b)由来のNK細胞を凍
結保存培地中で凍結保存すること、を含むプロセスにより製造される。具体的な実施態様
において、該工程(c)は、(1)細胞懸濁溶液を調製すること;(2)凍結保存培地を工程(1)由
来の細胞懸濁溶液に添加して、凍結保存細胞懸濁液を得ること;(3)工程(3)由来の凍結保
存細胞懸濁液を冷却して、凍結保存試料を得ること;及び(4)該凍結保存試料を-80℃未満
で保存することをさらに含む。ある実施態様において、該方法は、工程(a)と(b)の間及び
工程(b)と(c)の間の中間工程を含まず、かつ/又は工程(a)の前に追加の培養工程を含まな
い。
【０３０７】
　別の実施態様において、NK細胞例えば、活性化NK細胞又はTSPNK細胞(例えば、NK前駆細
胞)の集団を凍結保存することは:(a)造血幹細胞又は前駆細胞の集団を、幹細胞因子(SCF)
、IL-2、インターロイキン-7(IL-7)、インターロイキン-15(IL-15)、及びヘパリンのうち
の1つ以上を含む第一の培地中で増殖させること(ここで、該SCF、IL-2、IL-7、及びIL-15
は、該培地の不確定成分中に含まれず、造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数の造血幹
細胞又は前駆細胞は、該増殖の間にNK細胞に分化する);(b)工程(a)由来の細胞を、インタ
ーロイキン-2(IL-2)を含む第二の培地中で増殖させて、活性化NK細胞を製造すること;並
びに(c)工程(b)由来のNK細胞を凍結保存培地中で凍結保存することを含む。具体的な実施
態様において、該工程(c)は、(1)細胞懸濁溶液を調製すること;(2)凍結保存培地を工程(1
)由来の細胞懸濁溶液に添加して、凍結保存細胞懸濁液を得ること;(3)工程(3)由来の凍結
保存細胞懸濁液を冷却して、凍結保存試料を得ること;及び(4)該凍結保存試料を-80℃未
満で保存すること、をさらに含む。ある実施態様において、該方法は、工程(a)と(b)の間
及び工程(b)と(c)の間の中間工程を含まない。
【０３０８】
　細胞は、好ましくは、速度制御フリーザーで、例えば、凍結保存の間、約0.1、0.3、0.
5、1、又は2℃/分で冷却される。好ましい凍結保存温度は、約-80℃～約-180℃、好まし
くは約-125℃～約-140℃である。凍結保存した細胞を液体窒素に移した後、使用のために
解凍することができる。いくつかの実施態様において、例えば、アンプルが約-90℃に達
したら、それを液体窒素保存エリアに移す。凍結保存した細胞を、約25℃～約40℃の温度
で、好ましくは約37℃の温度にして解凍することが好ましい。ある実施態様において、凍
結保存した細胞を、約1、2、4、6、10、12、18、20、もしくは24時間、又は約1、2、3、4
、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25
、26、27、もしくは28日間凍結保存した後に解凍する。ある実施態様において、凍結保存
した細胞を、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19
、20、21、22、23、24、25、26、27、又は28カ月間凍結保存した後に解凍する。ある実施
態様において、凍結保存した細胞を、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、又は10年間凍結保
存した後に解凍する。
【０３０９】
　好適な解凍培地としては、標準生理食塩水、例えば、成長培地、例えば、RPMI培地を含
む、プラズマライト(plasmalyte)培養培地が挙げられるが、これらに限定されない。好ま
しい実施態様において、解凍培地は、培地添加物(例えば、栄養素、サイトカイン、及び/
又は因子)のうちの1つ又は複数を含む。本明細書に提供される細胞を解凍するのに好適な
培地添加物としては、例えば、限定するものではないが、血清、例えば、ヒト血清AB、ウ
シ胎仔血清(fetal bovine serum)(FBS)、もしくはウシ胎仔血清(fetal calf serum)(FCS)
、ビタミン、ヒト血清アルブミン(HSA)、ウシ血清アルブミン(BSA)、アミノ酸(例えば、L
-グルタミン)、脂肪酸(例えば、オレイン酸、リノール酸、もしくはパルミチン酸)、イン
スリン(例えば、組換えヒトインスリン)、トランスフェリン(鉄飽和ヒトトランスフェリ
ン)、β-メルカプトエタノール、幹細胞因子(SCF)、Fms様チロシンキナーゼ3リガンド(Fl
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t3-L)、サイトカイン、例えば、インターロイキン-2(IL-2)、インターロイキン-7(IL-7)
、インターロイキン-15(IL-15)、トロンボポエチン(Tpo)、又はヘパリンが挙げられる。
具体的な実施態様において、本明細書に提供される方法において有用な解凍培地は、RPMI
を含む。別の具体的な実施態様において、該解凍培地は、プラズマライトを含む。別の具
体的な実施態様において、該解凍培地は、約0.5～20％のFBSを含む。別の具体的な実施態
様において、該解凍培地は、約1、2、5、10、15、又は20％のFBSを含む。別の具体的な実
施態様において、該解凍培地は、約0.5％～20％のHSAを含む。別の具体的な実施態様にお
いて、該解凍培地は、約1、2.5、5、10、15、又は20％のHSAを含む。より具体的な実施態
様において、該解凍培地は、RPMI及び約10％のFBSを含む。別のより具体的な実施態様に
おいて、該解凍培地は、プラズマライト及び約5％のHSAを含む。
【０３１０】
　本明細書に提供される凍結保存法を、長期保存を可能にするように、又は例えば、アポ
トーシスもしくは壊死による細胞死を阻害する条件下で最適化することができる。一実施
態様において、解凍後細胞は、例えば、自動細胞カウンター又はトリパンブルー法によっ
て測定したとき、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％、又は98％超の生細
胞を含む。別の実施態様において、解凍後細胞は、約0.5、1、5、10、15、20、又は25％
の死細胞を含む。別の実施態様において、解凍後細胞は、約0.5、1、5、10、15、20、又
は25％の初期アポトーシス細胞を含む。別の実施態様において、解凍後細胞の約0.5、1、
5、10、15、又は20％は、例えば、アポトーシスアッセイ(例えば、TO-PRO3又はAnnV/PIア
ポトーシスアッセイキット)によって測定したとき、解凍されてから1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、
又は28日後に、アポトーシスを起こす。ある実施態様において、解凍後の細胞は、本明細
書で提供される方法を用いて培養、増殖、又は分化した後、再び凍結保存される。
【０３１１】
(5.3.遺伝子改変NK細胞)
　別の態様において、NK細胞を遺伝子改変して、標的特異性及び/又はホーミング特異性
を強化することができる。
【０３１２】
　いくつかの実施態様において、前記遺伝子改変NK細胞は、キメラ抗原受容体(CAR)を含
むNK細胞である。CARは、免疫細胞(例えば、Tリンパ球)を抗原へと向かわせ、該免疫細胞
を刺激して該抗原を提示する細胞を死滅させる人工の膜結合型タンパク質である。例えば
、Eshharの米国特許第7,741,465号;米国特許出願公開第2012/0093842号;国際出願公開第W
O2014/100385号;及び国際出願公開第WO2014/124143号を参照されたい。前記CARは、抗原
、例えば、細胞上の抗原に結合する細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、及び一次活性化シ
グナルを免疫細胞へと伝達する細胞内(細胞質)シグナル伝達ドメイン(すなわち、細胞内
刺激ドメイン)を最低限含む。全ての他の条件が満たされると、該CARが、例えば、Tリン
パ球、例えば、一次Tリンパ球の表面上に発現されており、かつ該CARの前記細胞外ドメイ
ンが、抗原に結合している場合には、前記細胞内シグナル伝達ドメインは、シグナルを、
該Tリンパ球へと伝達し、該抗原を発現している細胞を活性化しかつ/又は増殖させ、かつ
、細胞表面に該抗原が提示されている場合には、該細胞を死滅させる。ある種の免疫細胞
、例えば、Tリンパ球及びNK細胞は、最大限に活性化するためには、2種類のシグナル、一
次活性化シグナル及び共刺激シグナルを必要とする。そのために、CARはまた、前記抗原
の前記細胞外ドメインへの結合が、一次活性化シグナル及び共刺激シグナル双方の伝達を
もたらすように共刺激ドメインを任意に含むことができる。
【０３１３】
　適応免疫応答は、リンパ節を含む二次リンパ器官で開始される。B細胞及びT細胞は、そ
れぞれ、リンパ節の外皮質、又は濾胞に位置する「Ｂ細胞ゾーン」、及び(傍皮質として
も知られる)濾胞周囲のエリアにより散在して分布している「T細胞ゾーン」と名付けられ
た、リンパ節の別個の領域に隔離されている。B細胞及びT細胞は、それらを抗原に曝すこ
とができるように、前記それぞれのゾーンへとホーミングすることを可能とする受容体を
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発現する。インタクトな抗原がＢ細胞ゾーン内に存在する一方で、T細胞ゾーンでは、抗
原は、抗原提示細胞、例えば樹状細胞により提示される。インタクトな抗原、例えば、腫
瘍抗原もまた、腫瘍の部位に存在する。
【０３１４】
　いくつかの実施態様において、前記遺伝子改変NK細胞は、該ホーミング受容体を含む細
胞を、特定の解剖学的なゾーン、特定の組織、又は特定の型の細胞、例えば、リンパ節の
Ｂ細胞ゾーン、消化管、又は皮膚へとホーミングさせるホーミング受容体を含むNK細胞で
ある。
【０３１５】
　ある実施態様において、前記遺伝子改変NK細胞は、本明細書に記載されるようなCAR及
びホーミング受容体の双方を含むNK細胞である。
【０３１６】
　いかなる特定の機構にも理論にも束縛されることは望まないが、本明細書における遺伝
子改変細胞が、そのホーミング受容体を発現している細胞を、特定のゾーンへとホーミン
グさせるホーミング受容体を発現している場合、それらは、ネイティブ抗原に曝される可
能性がより高く、そこで、該細胞、例えば、CARを発現している細胞は、活性化されるこ
とが可能であると考えられている。
【０３１７】
　前記CAR及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞を、当技術分野において公知の任意の
方法により作製することができる。いくつかの実施態様において、CAR及び/又はホーミン
グ受容体を含む前記NK細胞は、先ず、セクション5.2で記載されているように(例えば、2
工程プロセスによるか、又は3工程プロセスにより)製造され、その後、該NK細胞を、該CA
R及び/又は該ホーミング受容体をコードする核酸配列(複数可)を含む1以上のベクターに
、(例えば、トランスフェクションにより)導入することにより、該CAR及び/又は該ホーミ
ング受容体を発現するよう操作される。いくつかの実施態様において、それからNK細胞を
製造可能な前記細胞(例えば、CD34+造血幹細胞)は、初め、該細胞に、該CAR及び/又は該
ホーミング受容体をコードする核酸配列(複数可)を含む1以上のベクターを(例えば、トラ
ンスフェクションにより)導入することにより、CAR及び/又はホーミング受容体を発現す
るよう操作され、その後、セクション5.2に記載されている任意のプロセス(例えば、2工
程プロセス又は3工程プロセス)により該CAR及び/又は該ホーミング受容体を含むNK細胞を
得るために用いられる。
【０３１８】
(5.3.1.一般的なCAR構造及び細胞内ドメイン)
　ある実施態様において、前記CARの細胞内ドメインは、免疫細胞の表面に発現され、前
記NK細胞の活性化及び/又は増殖の引き金を引くタンパク質の細胞内ドメイン又はモチー
フであるか、又はそれを含む。そのようなドメイン又はモチーフは、抗原がCARの細胞外
の部分に結合することに応答して、NK細胞の活性化に必要な一次抗原結合性シグナルを伝
達することができる。通常、このドメイン又はモチーフは、ITAM(免疫受容活性化チロシ
ンモチーフ)を含むか、又はそれである。CARに適するITAM含有ポリペプチドは、例えば、
ゼータCD3鎖(CD3ζ)又はそのITAM含有部分を含む。具体的な実施態様において、前記細胞
内ドメインは、CD3ζ細胞内シグナル伝達ドメインである。他の具体的な実施態様におい
て、前記細胞内ドメインは、リンパ球受容体鎖、TCR/CD3複合体タンパク質、Fc受容体サ
ブユニット、又はIL-2受容体サブユニットに由来するものである。
【０３１９】
　ある実施態様において、前記CARは、1以上の共刺激ドメイン又はモチーフを、例えば、
ポリペプチドの細胞内ドメインの一部としてさらに含む。該1以上の共刺激ドメイン又は
モチーフは、共刺激性CD27ポリペプチド配列、共刺激性CD28ポリペプチド配列、共刺激性
OX40(CD134)ポリペプチド配列、共刺激性4-1BB(CD137)ポリペプチド配列、共刺激性誘導
性T細胞共刺激性(ICOS)ポリペプチド配列、共刺激性PD-1ポリペプチド配列、共刺激性CTL
A-4ポリペプチド配列、共刺激性NKp46ポリペプチド配列、共刺激性NKp44ポリペプチド配
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列、共刺激性NKp30ポリペプチド配列、共刺激性NKG2Dポリペプチド配列、共刺激性DAP10
ポリペプチド配列、共刺激性DAP12ポリペプチド配列、又は他の共刺激ドメイン又はモチ
ーフのうちの1つ以上とすることができるか、又はそれを含むことができる。
【０３２０】
　前記膜貫通領域は、機能的CARに組み込むことができる任意の膜貫通領域、典型的には
、CD4又はCD8分子由来の膜貫通領域とすることができる。
【０３２１】
(5.3.2.CAR細胞外ドメイン)
　前記ポリペプチドの細胞外ドメインは、対象となる抗原に結合する。ある実施態様にお
いて、該細胞外ドメインは、該抗原に結合する受容体、又は受容体の一部を含む。前記細
胞外ドメインは、例えば、該抗原に結合する受容体、又は受容体の一部であってもよい。
ある実施態様において、前記細胞外ドメインは、抗体もしくはその抗原結合性部分を含む
か、又はそれである。具体的な実施態様において、前記細胞外ドメインは、単鎖Fvドメイ
ンを含むか、又はそれである。該単鎖Fvドメインは、例えば、可動性リンカーによってVH
に連結されたVLを含むことができ、ここで該VL及びVHは、該抗原に結合する抗体由来のも
のである。
【０３２２】
　前記ポリペプチドの細胞外ドメインが結合する抗原は、任意の対象となる抗原とするこ
とができ、例えば、腫瘍細胞上の抗原又は感染細胞上の抗原とすることができる。該腫瘍
細胞は、例えば、固形腫瘍内の細胞又は血液がんの細胞としてもよい。該抗原は、任意の
腫瘍型又はがん型の細胞、例えば、リンパ腫、肺がん、乳がん、前立腺がん、副腎皮質癌
、甲状腺癌、上咽頭癌、黒色腫、例えば、悪性黒色腫、皮膚癌、結腸直腸癌、類腱腫、線
維形成性小円形細胞腫瘍、内分泌腫瘍、ユーイング肉腫、末梢未分化神経外胚葉性腫瘍、
固体胚細胞性腫瘍、肝芽腫、神経芽腫、非横紋筋肉腫軟部組織肉腫、骨肉腫、網膜芽細胞
腫、横紋筋肉腫、ウィルムス腫瘍、膠芽腫、粘液腫、線維腫、脂肪腫などの細胞上に発現
される任意の抗原とすることができる。より具体的な実施態様において、前記リンパ腫は
、慢性リンパ性白血病(小リンパ球性リンパ腫)、B細胞性前リンパ球性白血病、リンパ形
質細胞性リンパ腫、ワルデンストレームマクログロブリン血症、脾辺縁帯リンパ腫、形質
細胞性骨髄腫、形質細胞腫、節外性辺縁帯B細胞リンパ腫、MALTリンパ腫、節性辺縁帯B細
胞リンパ腫、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞性リンパ
腫、縦隔(胸腺)大細胞型B細胞性リンパ腫、血管内大細胞型B細胞性リンパ腫、原発性滲出
性リンパ腫、バーキットリンパ腫、Tリンパ球性前リンパ球性白血病、Tリンパ球性大顆粒
リンパ球性白血病、アグレッシブNK細胞白血病、成人Tリンパ球白血病/リンパ腫、鼻型の
節外性NK/Tリンパ球リンパ腫、腸疾患型Tリンパ球リンパ腫、肝脾Tリンパ球リンパ腫、芽
細胞性NK細胞リンパ腫、菌状息肉症、セザリー症候群、原発性皮膚未分化大細胞リンパ腫
、リンパ腫様丘疹症、血管免疫芽細胞性Tリンパ球リンパ腫、末梢Tリンパ球リンパ腫(不
特定)、未分化大細胞リンパ腫、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、又は多発性骨
髄腫とすることができる。
【０３２３】
　ある実施態様において、前記抗原は、腫瘍関連抗原(TAA)又は腫瘍特異的抗原(TSA)であ
る。様々な具体的な実施態様において、限定するものではないが、該腫瘍関連抗原又は腫
瘍特異的抗原は、Her2、前立腺幹細胞抗原(PSCA)、アルファ-フェトプロテイン(AFP)、癌
胎児性抗原(CEA)、がん抗原-125(CA-125)、CA19-9、カルレチニン、MUC-1、上皮膜タンパ
ク質(EMA)、上皮腫瘍抗原(ETA)、チロシナーゼ、黒色腫関連抗原(MAGE)、CD19、CD20、CD
34、CD45、CD99、CD117、クロモグラニン、サイトケラチン、デスミン、グリア線維性酸
性タンパク質(GFAP)、肉眼的嚢胞性疾患液体タンパク質（gross cystic disease fluid p
rotein）(GCDFP-15)、HMB-45抗原、高分子量黒色腫関連抗原(HMW-MAA)、タンパク質メラ
ン-A(MART-1)、myo-D1、筋特異的アクチン(MSA)、ニューロフィラメント、ニューロン特
異的エノラーゼ(NSE)、胎盤アルカリホスファターゼ、シナプトフィシス(synaptophysis)
、サイログロブリン、甲状腺転写因子-1、ピルビン酸キナーゼアイソエンザイムタイプM2
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(腫瘍M2-PK)の二量体形態、異常なRasタンパク質、又は異常なp53タンパク質である。
【０３２４】
　ある実施態様において、前記TAA又はTSAは、がん/精巣(CT)抗原、例えば、BAGE、CAGE
、CTAGE、FATE、GAGE、HCA661、HOM-TES-85、MAGEA、MAGEB、MAGEC、NA88、NY-ESO-1、NY
-SAR-35、OY-TES-1、SPANXB1、SPA17、SSX、SYCP1、又はTPTEである。
【０３２５】
　ある他の実施態様において、前記TAA又はTSAは、炭水化物又はガングリオシド、例えば
、fuc-GM1、GM2(がん胎児性抗原免疫原性-1;OFA-I-1);GD2(OFA-I-2)、GM3、GD3などであ
る。
【０３２６】
　ある他の実施態様において、前記TAA又はTSAは、アルファ-アクチニン-4、Bage-1、BCR
-ABL、Bcr-Abl融合タンパク質、ベータ-カテニン、CA 125、CA 15-3 (CA 27.29＼BCAA)、
CA 195、CA 242、CA-50、CAM43、Casp-8、cdc27、cdk4、cdkn2a、CEA、coa-1、dek-can融
合タンパク質、EBNA、EF2、エプスタイン・バーウイルス抗原、ETV6-AML1融合タンパク質
、HLA-A2、HLA-A11、hsp70-2、KIAAO205、Mart2、Mum-1、2、及び3、neo-PAP、ミオシン
クラスI、OS-9、pml-RARα融合タンパク質、PTPRK、K-ras、N-ras、トリオースリン酸イ
ソメラーゼ、Gage 3,4,5,6,7、GnTV、Herv-K-mel、Lage-1、NA-88、NY-Eso-1/Lage-2、SP
17、SSX-2、TRP2-Int2、gp100 (Pmel 17)、チロシナーゼ、TRP-1、TRP-2、MAGE-1、MAGE-
3、RAGE、GAGE-1、GAGE-2、p15(58)、RAGE、SCP-1、Hom/Mel-40、PRAME、p53、H-Ras、HE
R-2/neu、E2A-PRL、H4-RET、IGH-IGK、MYL-RAR、ヒトパピローマウイルス(HPV)抗原E6及
びE7、TSP-180、MAGE-4、MAGE-5、MAGE-6、p185erbB2、p180erbB-3、c-met、nm-23H1、PS
A、TAG-72-4、CA 19-9、CA 72-4、CAM 17.1、NuMa、K-ras、13-カテニン、Mum-1、p16、T
AGE、PSMA、CT7、テロメラーゼ、43-9F、5T4、791Tgp72、13HCG、BCA225、BTAA、CD68＼K
P1、CO-029、FGF-5、G250、Ga733 (EpCAM)、HTgp-175、M344、MA-50、MG7-Ag、MOV18、NB
＼70K、NY-CO-1、RCAS1、SDCCAG16、TA-90、TAAL6、TAG72、TLP、TPS、CD19、CD22、CD27
、CD30、CD70、GD2(ガングリオシドG2)、EGFRvIII(上皮増殖因子バリアントIII)、精子タ
ンパク質17(Sp17)、メソテリン、PAP(前立腺酸性ホスファターゼ)、プロステイン、TARP(
T細胞受容体γ代替リーディングフレームタンパク質)、Trp-p8、STEAP1(前立腺の6回膜貫
通型上皮抗原1)、異常なRasタンパク質、又は異常なp53タンパク質である。別の具体的な
実施態様において、前記腫瘍関連抗原又は腫瘍特異的抗原は、インテグリンαvβ3(CD61)
、ガラクチン、K-Ras(V-Ki-ras2カーステン・ラット肉腫ウイルスがん遺伝子)、又はRal-
Bである。
【０３２７】
　具体的な実施態様において、前記TAA又はTSAは、CD20、CD123、CLL-1、CD38、CS-1、CD
138、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII、EPHA2、又はGD2である。さらに具体的な実施態
様において、前記TAA又はTSAは、CD123、CLL-1、CD38、又はCS-1である。具体的な実施態
様において、前記CARの前記細胞外ドメインは、CS-1に結合する。さらに具体的な実施態
様において、前記細胞外ドメインは、エロツズマブの単鎖バージョン及び/又はエロツズ
マブの抗原結合性断片を含む。具体的な実施態様において、前記CARの前記細胞外ドメイ
ンは、CD20に結合する。より具体的な実施態様において、前記CARの前記細胞外ドメイン
は、CD20に結合するscFv又はその抗原結合性断片である。
【０３２８】
　他の腫瘍関連抗原及び腫瘍特異的抗原は、当業者に公知である。
【０３２９】
　TSA及びTAAに結合する抗体及びscFvsは、当技術分野において公知であり、それらをコ
ードするヌクレオチド配列も当技術分野において公知である。
【０３３０】
　具体的なある実施態様において、前記抗原は、TSAやTAAとは考えられていないが、それ
にもかかわらず腫瘍細胞、又は腫瘍により引き起こされる損傷に関連する抗原である。具
体的な実施態様において、該抗原は、腫瘍微小環境関連抗原(TMAA)である。ある実施態様
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において、例えば、該TMAAは、例えば、増殖因子、サイトカイン、又はインターロイキン
、例えば、血管形成又は脈管形成に関連する増殖因子、サイトカイン、又はインターロイ
キンである。そのような増殖因子、サイトカイン、又はインターロイキンは、例えば、血
管内皮増殖因子(VEGF)、塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF)、血小板由来の増殖因子(PDGF)
、肝細胞増殖因子(HGF)、インスリン様増殖因子(IGF)、又はインターロイキン-8(IL-8)を
含むことができる。腫瘍はまた、該腫瘍に対し局所的な低酸素環境を作り出すことができ
る。そのため、他の具体的な実施態様において、前記TMAAは、低酸素関連因子、例えば、
HIF-1α、HIF-1β、HIF-2α、HIF-2β、HIF-3α、又はHIF-3βである。腫瘍はまた、正常
組織に対し局在化した損傷を引き起こし、損傷関連分子パターン分子(DAMP)として公知の
(アラーミンとしても知られる)分子の放出を引き起こすことができる。他のある具体的な
実施態様において、従って、前記TMAAは、DAMP、例えば、熱ショックタンパク質、クロマ
チン結合性タンパク質(chromatin-associated protein)高移動度グループボックス1(high
 mobility group box 1;HMGB1)、S100A8(MRP8、カルグラニュリンA)、S100A9 (MRP14、カ
ルグラニュリンB)、血清アミロイド A(SAA)であるか、又はデオキシリボ核酸、アデノシ
ン三リン酸、尿酸、又はヘパリン硫酸とすることもできる。具体的な実施態様において、
前記TMAAは、VEGF-A、EGF、PDGF、IGF、又はbFGFである。
【０３３１】
　前記がんが、消化器系(gastrointestinal)がん、例えば、肝臓がん、胃がん、食道がん
、胆嚢がん、結腸直腸がん、肛門がん、又は膵臓がんである具体的な実施態様において、
前記抗原は、消化器系がんに特異的であるか又はそれに関連する抗原である。具体的な実
施態様において、NK細胞は、消化器系ホーミング受容体を含み、かつ消化器系がんに関連
する抗原に結合する細胞外ドメインを有するCARも含む。具体的な実施態様において、前
記CARの細胞外ドメインは、CEAに結合する。他の具体的な実施態様において、前記CARの
前記細胞外ドメインは、Her2、CA242、MUC1、CA125、又はCA19-9に結合する。
【０３３２】
　前記がんが、皮膚がん、例えば、黒色腫、扁平上皮癌、又は基底細胞癌である具体的な
実施態様において、前記抗原は、皮膚がんに特異的であるか又はそれに関連する抗原であ
る。具体的な実施態様において、NK細胞は、皮膚ホーミング受容体を含み、皮膚がんに関
連する抗原に結合する細胞外ドメインを有するCARも含む。具体的な実施態様において、
前記CARの細胞外ドメインは、HMW-MAAに結合する。他の具体的な実施態様において、前記
CARの細胞外ドメインは、Her2、GD2、GD3、CEA、又はSPAG9に結合する。
【０３３３】
　ある実施態様において、前記細胞外ドメインは、リンカー、スペーサー、又はヒンジポ
リペプチド配列、例えば、CD28由来の配列により、前記膜貫通ドメインに連結されている
。
【０３３４】
(5.3.3.循環器系ホーミング受容体)
　ある実施態様において、前記ホーミング受容体は、該ホーミング受容体を含む細胞を、
循環器系へとホーミングさせる。本明細書では、そのような受容体を、「循環器系ホーミ
ング受容体」と称する。様々な実施態様において、該循環器系ホーミング受容体は、走化
性受容体である。具体的な実施態様において、該走化性受容体は、CXCR4、VEGFR2、又はC
CR7である。
【０３３５】
　一実施態様において、前記ホーミング受容体は、該ホーミング受容体を含む細胞を、骨
髄へとホーミングさせる。本明細書では、そのような受容体を、「骨髄ホーミング受容体
」と称する。具体的な実施態様において、前記骨髄ホーミング受容体は、CXCR4、例えば
、ヒトCXCR4である。GenBank(商標)受入番号NM_001008540.1及びNM_003467.2は、ヒトCXC
R4の例示的なヌクレオチド配列を提供する。GenBank(商標)受入番号NP_001008540.1及びN
P_003458.1は、ヒトCXCR4の例示的なアミノ酸配列を提供する。ヒトホーミング受容体の
例示的なヌクレオチド配列及びアミノ酸配列は、表1に記載されている。
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【０３３６】
　別の実施態様において、前記ホーミング受容体は、該ホーミング受容体を含む細胞を、
二次リンパ器官、例えば、リンパ節へとホーミングさせる。本明細書では、そのような受
容体を、「二次リンパ器官ホーミング受容体」と称する。具体的な実施態様において、該
二次リンパ器官ホーミング受容体は、CCR7、例えば、ヒトCCR7である。GenBank(商標)受
入番号NM_001301714.1、NM_001301716.1、NM_001301717.1、NM_001301718.1、及びNM_001
838.3は、ヒトCCR7の例示的なヌクレオチド配列を提供する。GenBank(商標)受入番号NP_0
01288643.1、NP_001288645.1 NP_001288646.1、NP_001288647.1、及びNP_001829.1は、ヒ
トCCR7の例示的なアミノ酸配列を提供する。ヒトホーミング受容体の例示的なヌクレオチ
ド配列及びアミノ酸配列は、表1に記載されている。
【０３３７】
　別の実施態様において、前記ホーミング受容体は、該ホーミング受容体を含む細胞を、
血管内皮へとホーミングさせる。本明細書では、そのような受容体を、「血管内皮ホーミ
ング受容体」と称する。具体的な実施態様において、該血管内皮ホーミング受容体は、VE
GFR2、例えば、ヒトVEGFR2である。GenBank(商標)受入番号NM_002253.2は、ヒトVEGFR2の
例示的なヌクレオチド配列を提供する。GenBank(商標)受入番号NP_002244.1は、ヒトVEGF
R2の例示的なアミノ酸配列を提供する。ヒトホーミング受容体の例示的なヌクレオチド配
列及びアミノ酸配列は、表1に記載されている。
【０３３８】
　別の実施態様において、前記ホーミング受容体は、該ホーミング受容体を含む細胞を、
リンパ節のＢ細胞ゾーン、例えば、リンパ節の濾胞へとホーミングさせる。本明細書では
、そのような受容体を、「Ｂ細胞ゾーンホーミング受容体」と称する。具体的な実施態様
において、該Ｂ細胞ゾーンホーミング受容体は、CXCR5、例えば、ヒトCXCR5である。GenB
ank(商標)受入番号NM_001716.4及びNM_032966.2は、ヒトCXCR5の例示的なヌクレオチド配
列を提供する。GenBank(商標)受入番号NP_116743.1及びNP_001707.1は、ヒトCXCR5の例示
的なアミノ酸配列を提供する。ヒトホーミング受容体の例示的なヌクレオチド配列及びア
ミノ酸配列は、表1に記載されている。
【０３３９】
　いくつかの実施態様において、NK細胞を、循環器系ホーミング受容体を含むように操作
する工程は、受容体核酸配列(複数可)、すなわち、該受容体(複数可)をコードする核酸配
列(複数可)を含む1以上のベクターを前記細胞に導入する工程を含む。具体的な実施態様
において、該ベクターは、ヒトCXCR4、CCR7、VEGFR2、又はCXCR5の核酸配列を含む。ある
実施態様において、前記NK細胞を、循環器系ホーミング受容体を含むように操作する工程
は、当業者に公知の任意の方法により行われる。
【０３４０】
　また、NK細胞を、循環器系ホーミング受容体、例えば、CXCR4、CCR7、VEGFR2、又はCXC
R5を含むように操作する工程を含む、循環器系にホーミングする遺伝子操作されたNK細胞
を生じさせる方法が本明細書に記載され、ここで、該循環器系ホーミング受容体は、該細
胞を、循環器系へとホーミングさせるのに十分なレベル又は十分な量で、該細胞により発
現される。いくつかの実施態様において、前記NK細胞を、循環器系ホーミング受容体を含
むように操作する工程は、受容体核酸配列(複数可)、すなわち、該受容体(複数可)をコー
ドする核酸配列(複数可)を含む1以上のベクターを、前記細胞に導入する工程を含む。具
体的な実施態様において、該ベクターは、ヒトCXCR4、CCR7、VEGFR2、又はCXCR5の核酸配
列を含む。ある実施態様において、前記NK細胞を、循環器系ホーミング受容体を含むよう
に操作する工程は、当業者に公知の任意の方法により行われる。
【０３４１】
(5.3.4.消化器系ホーミング受容体)
　一実施態様において、前記ホーミング受容体は、該ホーミング受容体を含む細胞を、消
化管、例えば、消化器系の器官、組織、又は細胞へとホーミングさせる。本明細書におい
ては、細胞を消化管へとホーミングさせるそのような受容体を、「消化器系ホーミング受
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容体」と称する。ある実施態様において、該消化器系ホーミング受容体は、CCR9又はイン
テグリンα4β7、例えば、ヒトCCR9又はヒトインテグリンα4β7である。GenBank(商標)
受入番号NM_031200.2及びNM001256369.1は、ヒトCCR9の例示的なヌクレオチド配列を提供
する。GenBank(商標)受入番号NP_112477.1、及びNP_001243298.1は、ヒトCCR9の例示的な
アミノ酸配列を提供する。GenBank(商標)受入番号NM_000885.4及びNM_000889.2は、それ
ぞれ、ヒトα4及びヒトβ7の例示的なヌクレオチド配列を提供する。GenBank(商標)受入
番号NP_000876.3及びNP_000880.1は、それぞれ、ヒトα4及びヒトβ7の例示的なアミノ酸
配列を提供する。ヒトホーミング受容体の例示的なヌクレオチド配列及びアミノ酸配列は
、表1に記載されている。いくつかの実施態様において、前記NK細胞は、第二の消化器系
ホーミング受容体をさらに含む。いくつかの実施態様において、前記NK細胞は、CCR9であ
る第一の消化器系ホーミング受容体を含み、かつインテグリンα4β7である第二の消化器
系ホーミング受容体をさらに含む。他の具体的な実施態様において、前記NK細胞は、消化
器系ホーミング受容体CXCR3を含む。
【０３４２】
　ある実施態様において、1以上の消化器系ホーミング受容体を含む前記NK細胞は、ビタ
ミンA代謝産物の存在下で、増殖されるか、活性化されるか、又は増殖されかつ活性化さ
れる。具体的な実施態様において、該増殖、活性化、又は増殖及び活性化の双方は、イン
ビボ、インビトロ、又はエクスビボで起こる。具体的な実施態様において、前記ビタミン
A代謝産物は、レチノイン酸である。ある実施態様において、1以上の消化器系ホーミング
受容体を含む前記NK細胞はさらに、Ｂ細胞ゾーンホーミング受容体を含む。具体的な実施
態様において、該Ｂ細胞ゾーンホーミング受容体は、CXCR5である。
【０３４３】
　また、消化管、例えば、消化器系の器官、皮膚、又は組織にホーミングする遺伝子改変
NK細胞を生じさせる方法が本明細書に記載される。ある実施態様において、該1以上の受
容体を含む細胞を消化管へとホーミングさせる1以上のホーミング受容体、例えば、CCR9
又はインテグリンα4β7を含むNK細胞は、NK細胞を、1以上の消化器系ホーミング受容体
を発現するように操作する工程を含む方法により生じる。いくつかの実施態様において、
該NK細胞を1以上の消化器系ホーミング受容体を含むように操作する工程は、該ホーミン
グ受容体をコードする核酸配列を、1以上のベクターを前記細胞に導入することを含む。
具体的な実施態様において、該ベクターは、ヒトCCR9の核酸配列、ヒトインテグリンα4
β7の核酸配列、又は双方を含む。
【０３４４】
　ある実施態様において、消化管にホーミングするNK細胞は、該細胞を、1以上の消化器
系ホーミング受容体、例えば、CCR9又はα4β7の発現を誘導する分子で処理する工程を含
む方法により生じる。具体的な実施態様において、該分子は、ビタミンAである。
【０３４５】
　ある実施態様において、1以上の受容体を含む細胞を消化管へとホーミングさせる該1以
上の受容体を含む遺伝子改変NK細胞を生じさせるための方法は、ビタミンA代謝産物の存
在下実施される該細胞を増殖させる工程を含む。ある実施態様において、消化管にホーミ
ングする1以上の受容体を含む遺伝子改変NK細胞生じさせるための方法は、ビタミンA代謝
産物の存在下実施される該細胞を活性化する工程を含む。ある実施態様において、前記増
殖及び活性化工程の双方は、ビタミンA代謝産物の存在下実施される。ある実施態様にお
いて、該ビタミンA代謝産物は、レチノイン酸である。ある実施態様において、NK細胞を
、消化器系ホーミング受容体を含むように操作する前記工程は、当業者に公知の任意の方
法により行われる。
【０３４６】
(5.3.5.皮膚ホーミング受容体)
　一実施態様において、前記ホーミング受容体は、該ホーミング受容体を含む細胞を、皮
膚、例えば、皮膚組織又は皮膚細胞へとホーミングさせる。ある実施態様において、前記
皮膚ホーミング受容体は、CCR10、CCR8、CCR4、又はCLA、例えば、ヒトCCR10、ヒトCCR8
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、ヒトCCR4、又はヒトCLAである。GenBank(商標)受入番号NM_016602.2及びAF215981.1は
、ヒトCCR10の例示的なヌクレオチド配列を提供する。GenBank(商標)受入番号NP_057686.
2及びP46092.3は、ヒトCCR10の例示的なアミノ酸配列を提供する。GenBank(商標)受入番
号NM_005201.3及びBC107159.1は、ヒトCCR8の例示的なヌクレオチド配列を提供する。Gen
Bank(商標)受入番号NP_005192.1及びAAI07160.1は、ヒトCCR8の例示的なアミノ酸配列を
提供する。GenBank(商標)受入番号NM_005508.4は、ヒトCCR4の例示的なヌクレオチド配列
を提供する。GenBank(商標)受入番号P51679.1は、ヒトCCR4の例示的なアミノ酸配列を提
供する。GenBank(商標)受入番号NM_001206609.1、及びNM_003006.4は、ヒトCLAの例示的
なヌクレオチド配列を提供する。GenBank(商標)受入番号NP_001193538.1及びNP_002997.2
は、ヒトCLAの例示的なアミノ酸配列を提供する。ヒトホーミング受容体の例示的なヌク
レオチド配列及びアミノ酸配列は、表1に記載されている。いくつかの実施態様において
、前記NK細胞は、第二の皮膚ホーミング受容体をさらに含む。いくつかの実施態様におい
て、前記NK細胞は、CCR10である第一の皮膚ホーミング受容体を含み、かつCLAである第二
の皮膚ホーミング受容体をさらに含む。いくつかの実施態様において、前記NK細胞は、CC
R10である第一の皮膚ホーミング受容体を含み、かつCCR4である第二の皮膚ホーミング受
容体をさらに含む。いくつかの実施態様において、前記NK細胞は、CCR4である第一の皮膚
ホーミング受容体を含み、かつCLAである第二の皮膚ホーミング受容体をさらに含む。い
くつかの実施態様において、前記NK細胞は、第三の皮膚ホーミング受容体をさらに含む。
いくつかの実施態様において、前記NK細胞は、CCR10である第一の皮膚ホーミング受容体
を含み、CCR4である第二の皮膚ホーミング受容体をさらに含み、かつCLAである第三の皮
膚ホーミング受容体をさらに含む。いくつかの実施態様において、前記NK細胞は、CCR8で
ある第一の皮膚ホーミング受容体を含み、かつCLA、CCR4、又はCCR10である第二の皮膚ホ
ーミング受容体をさらに含む。いくつかの実施態様において、前記NK細胞は、CCR8である
第一の皮膚ホーミング受容体を含み、CLA、CCR4、又はCCR10である第二の皮膚ホーミング
受容体をさらに含み、かつ前記第二の皮膚ホーミング受容体とは異なり、かつCLA、CCR4
、及びCCR10からなる群から選択される第三の皮膚ホーミング受容体をさらに含む。いく
つかの実施態様において、前記NK細胞は、第三の皮膚ホーミング受容体をさらに含む。い
くつかの実施態様において、前記NK細胞は、CCR10である第一の皮膚ホーミング受容体を
含み、CCR4である第二の皮膚ホーミング受容体をさらに含み、CLAである第三の皮膚ホー
ミング受容体をさらに含み、かつCCR8である第四の皮膚ホーミング受容体をさらに含む。
ある実施態様において、前記NK細胞は、1以上の皮膚ホーミング受容体を含む。他の具体
的な実施態様において、前記NK細胞は、皮膚ホーミング受容体CCR6を含む。
【０３４７】
　ある実施態様において、1以上の皮膚ホーミング受容体を含む前記NK細胞は、ビタミンD
代謝産物の存在下、増殖されるか、活性化されるか、又は増殖されかつ活性化される。具
体的な実施態様において、該増殖、活性化、又は増殖及び活性化の双方は、インビボ、イ
ンビトロ、又はエクスビボで起こる。具体的な実施態様において、該ビタミンD代謝産物
は、1,25-ジヒドロキシコレカルシフェロール(1,25(OH)2D3)である。ある実施態様におい
て、1以上の皮膚ホーミング受容体を含む前記NK細胞は、IL-12の存在下、増殖されるか、
活性化されるか、又は増殖されかつ活性化される。具体的な実施態様において、該増殖、
活性化、又は増殖及び活性化の双方は、インビボ、インビトロ、又はエクスビボで起こる
。より具体的な実施態様において、1以上の皮膚ホーミング受容体を含む前記NK細胞は、
ビタミンD代謝産物及びIL-12の存在下、増殖されるか、活性化されるか、又は増殖されか
つ活性化される。具体的な実施態様において、該増殖、活性化、又は増殖及び活性化の双
方は、インビボ、インビトロ、又はエクスビボで起こる。ある実施態様において、1以上
の皮膚ホーミング受容体を含む前記NK細胞はさらに、Ｂ細胞ゾーンホーミング受容体を含
む。具体的な実施態様において、該Ｂ細胞ゾーンホーミング受容体は、CXCR5である。
【０３４８】
　また、皮膚、例えば、皮膚組織又は細胞へホーミングする遺伝子改変NK細胞を生じさせ
る方法が本明細書に記載される。ある実施態様において、皮膚へホーミングするNK細胞は
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、該NK細胞を、皮膚ホーミング受容体、例えば、CCR4、CCR8、CCR10、又はCLAを含むよう
に操作する工程を含む方法により生じる。いくつかの実施態様において、該NK細胞を皮膚
ホーミング受容体を含むように操作する工程は、受容体核酸配列(複数可)、すなわち、該
受容体(複数可)をコードする核酸配列(複数可)を含む1以上のベクターを、該細胞内に導
入することを含む。具体的な実施態様において、該ベクターは、ヒトCCR10の核酸配列、
ヒトCLAの核酸配列、又は双方を含む。具体的な実施態様において、前記ベクターは、ヒ
トCCR4の核酸配列、及び任意にヒトCLAの核酸配列を含む。具体的な実施態様において、
前記ベクターは、ヒトCCR4の核酸配列及びヒトCCR10の核酸配列を含む。具体的な実施態
様において、前記ベクターは、ヒトCCR10の核酸配列、ヒトCCR4の核酸配列、及びヒトCLA
の核酸配列を含む。具体的な実施態様において、前記ベクターは、ヒトCCR8の核酸配列を
含む。具体的な実施態様において、前記ベクターは、ヒトCCR8の核酸配列及び任意にヒト
CLAの核酸配列を含む。具体的な実施態様において、前記ベクターは、ヒトCCR8の核酸配
列及びヒトCCR10の核酸配列を含む。具体的な実施態様において、前記ベクターは、ヒトC
CR8の核酸配列、ヒトCCR4の核酸配列、及びヒトCLAの核酸配列を含む。具体的な実施態様
において、前記ベクターは、ヒトCCR8の核酸配列、ヒトCCR10の核酸配列、及びヒトCLAの
核酸配列を含む。具体的な実施態様において、前記ベクターは、ヒトCCR8の核酸配列、ヒ
トCCR4の核酸配列、及びヒトCCR10の核酸配列を含む。具体的な実施態様において、前記
ベクターは、ヒトCCR8の核酸配列、ヒトCCR4の核酸配列、CCR10の核酸、及びヒトCLAの核
酸配列を含む。
【０３４９】
　ある実施態様において、皮膚にホーミングする細胞、例えば、NK細胞は、該細胞、例え
ば、NK細胞を、1以上の皮膚ホーミング受容体、例えば、CCR4、CCR10、CCR8、又はCLAの
発現を誘導する、例えば、増加させる分子で処理する工程を含む方法により生じる。具体
的な実施態様において、該分子は、ビタミンDである。ある実施態様において、皮膚ホー
ミング受容体の発現の誘導は、該細胞、例えば、NK細胞を、IL-12で処理すること、例え
ば、該細胞によるCCR4、CCR8、CCR10、又はCLAのうちの1つ以上の発現を増加させるのに
十分な量及び期間で、該細胞を、IL-12に接触させることによって補助される。
【０３５０】
　ある実施態様において、1以上の受容体を含む細胞を皮膚へとホーミングさせる該1以上
のホーミング受容体を含む前記NK細胞を生じさせるための方法は、ビタミンD代謝産物及
び任意にIL-12の存在下実施される該細胞を増殖させる工程を含む。ある実施態様におい
て、1以上の受容体を含む細胞を消化管へとホーミングさせる該1以上の受容体を含むNK細
胞を生じさせるための方法は、ビタミンD代謝産物及び任意にIL-12の存在下実施される該
細胞を活性化する工程を含む。ある実施態様において、前記増殖及び活性化工程の双方は
、ビタミンD代謝産物及び任意にIL-12の存在下実施される。ある実施態様において、該ビ
タミンD代謝産物は、1,25(OH)2D3である。ある実施態様において、NK細胞を、皮膚ホーミ
ング受容体を含むように操作する工程は、当業者に公知の任意の方法により行われる。
【０３５１】
(表1.ヒトホーミング受容体の例示的なヌクレオチド配列及びアミノ酸配列)
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【０３５２】
(5.3.6.CAR及び/又はホーミング受容体を生じさせるためのポリヌクレオチド)
　本明細書に記載されるものは、前記キメラ受容体及びホーミング受容体をコードするポ
リヌクレオチド配列(すなわち、核酸配列)である。ポリヌクレオチドは、免疫細胞、例え
ば、NK細胞の形質転換に適する任意のポリヌクレオチドベクター内に含有されていてもよ
い。例えば、NK細胞は、前記第一及び第二のポリペプチド(例えば、キメラ受容体)をコー
ドするポリヌクレオチドを含有する合成ベクター、レンチウイルスもしくはレトロウイル
スベクター、自己複製プラスミド、又はウイルス(例えば、レトロウイルス、レンチウイ
ルス、アデノウイルス、もしくはヘルペスウイルス)などを用いて形質転換されていても
よい。NK細胞の形質転換に適するレンチウイルスベクターとしては、例えば、その開示が
引用により完全に本明細書に組み込まれる、米国特許第5,994,136号;第6,165,782号;第6,
428,953号;第7,083,981号;及び第7,250,299号に記載されているレンチウイルスベクター
が挙げられるが、これらに限定されない。NK細胞の形質転換に適するHIVベクターとして
は、例えば、その開示が引用により完全に本明細書に組み込まれる、米国特許第5,665,57
7号に記載されているベクターが挙げられるが、これらに限定されない。
【０３５３】
　本明細書に記載されるポリペプチドの、例えば、NK細胞内部での製造において有用な核
酸としては、DNA、RNA、又は核酸類縁体が挙げられる。核酸類縁体は、塩基部分、糖部分
、又はリン酸骨格で修飾することができ、かつデオキシチミジンに代えてのデオキシウリ
ジン置換、デオキシシチジンに代えての5-メチル-2'-デオキシシチジン又は5-ブロモ-2'-
デオキシシチジン置換を含むことができる。糖部分の修飾は、リボース糖の2'ヒドロキシ
ルの修飾で、2'-O-メチル又は2'-O-アリル糖類を形成させることを含むことができる。デ
オキシリボースリン酸骨格を修飾して、各塩基部分が6員のモルホリノ環に連結されてい
るモルホリノ核酸、又はデオキシリン酸骨格が擬似ペプチド骨格により置き換えられてお
り、かつ４種の塩基は保持されているペプチド核酸を製造することができる。例えば、Su
mmerton 及びWellerの文献(1997)Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 7:187-195;及びHyr
upらの文献(1996)Bioorgan. Med. Chain. 4:5-23を参照されたい。加えて、デオキシリン
酸骨格は、例えば、ホスホロチオエートもしくはホスホロジチオエート骨格、ホスホロア
ミダイト、又はアルキルホスホトリエステル骨格と置き換えることができる。
【０３５４】
　本明細書に記載されるポリペプチドをコードする核酸を、例えば、発現ベクターなどの
ベクターの一部として、宿主細胞内へ導入してもよい。加えて、本明細書に記載されるポ
リペプチドを、宿主細胞を、そのようなポリペプチドをコードする核酸でトランスフェク
トすることにより製造してもよく、そのような核酸は、ベクターの一部であってもよい。
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具体的な実施態様において、前記ベクターは、本明細書に記載されるポリペプチドをコー
ドする核酸の発現を導くことができる発現ベクターである。発現ベクターの非限定的な例
としては、プラスミド及びウイルスベクター、例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノ
ウイルス、アデノ随伴ウイルス、ニューカッスル病ウイルス、ワクシニアウイルス、及び
バキュロウイルスが挙げられるが、これらに限定されない。標準的な分子生物学技術を用
いて、本明細書に記載されるポリペプチドをコードする核酸を、発現ベクター内に導入し
てもよい。
【０３５５】
　発現ベクターは、宿主細胞又は非ヒト対象における核酸の発現に適する形態で、本明細
書に記載されるポリペプチドをコードする核酸を含む。具体的な実施態様において、発現
ベクターは、発現に用いられる宿主細胞に基づいて選択され、発現されるべき核酸に作動
可能に連結された1以上の制御性配列を含む。発現ベクターの範囲内では、「作動可能に
連結された」とは、対象となる核酸が、制御性配列(複数可)に、該核酸の発現を可能とす
る様式で(例えば、インビトロ転写/翻訳系内に、又は該ベクターが宿主細胞内に導入され
る場合には、該宿主細胞内に)連結されていることを意味することが意図される。制御性
配列は、プロモーター、エンハンサー、及び他の発現制御エレメント(例えば、ポリアデ
ニル化シグナル)を含む。制御性配列には、多くの型の宿主細胞で核酸の構成的発現を導
くもの、ある宿主細胞のみで該核酸の発現を導くもの(例えば、組織特異的制御性配列)、
及び特定の薬剤により刺激されると該核酸の発現を導くもの(例えば、誘導性制御性配列)
が含まれる。前記発現ベクターの設計は、例えば、形質転換される宿主細胞の選択、所望
のタンパク質の発現レベルなどのファクター次第であり得ることが当業者には分かるであ
ろう。
【０３５６】
　発現ベクターは、従来の形質転換技術又はトランスフェクション技術によって宿主細胞
内へ導入することができる。そのような技術としては、リン酸カルシウム又は塩化カルシ
ウム共沈、DEAE-デキストラン介在性トランスフェクション、リポフェクション、及び電
気穿孔法が挙げられるが、これらに限定されない。宿主細胞を形質転換又はトランスフェ
クトするのに適当な方法は、Sambrookらの文献1989、「分子のクローニング-実験室マニ
ュアル(Molecular Cloning - A Laboratory Manual)」、第2版、Cold Spring Harbor Pre
ss、New York、及び他の実験マニュアルに記載されている。ある実施態様において、宿主
細胞は、本明細書に記載されるポリペプチドをコードする核酸を含有する発現ベクターで
、一過性にトランスフェクトされる。他の実施態様において、宿主細胞は、本明細書に記
載されるポリペプチドをコードする核酸を含有する発現ベクターで安定的にトランスフェ
クトされる。
【０３５７】
　いずれかのポリヌクレオチドを含有する細胞を、1以上の選択マーカーを用いて選択し
てもよい。
【０３５８】
(5.4.血液障害又は固形腫瘍を治療する方法)
　本明細書において提供されるものは、上述のようなNK細胞又は遺伝子改変NK細胞(例え
ば、CAR及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)を用いて、血液障害又は固形腫瘍を治
療する方法である。
【０３５９】
(5.4.1.NK組合せ療法)
　一態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象にお
いて血液障害又は固形腫瘍を治療する方法であって:(a)該対象に、単離されたナチュラル
キラー(NK)細胞の集団もしくはその医薬組成物、又は単離された遺伝子改変NK細胞(例え
ば、CAR及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)の集団もしくはその医薬組成物を投与
すること;及び(b)該対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与することを含む、前記
方法である。前記第二の薬剤は、前記血液障害又は固形腫瘍を治療するために使用するこ
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とができる任意の医薬として許容し得る薬剤とすることができ、抗体(例えば、モノクロ
ーナル抗体)、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiKE)、抗炎症剤、免疫調節剤(例え
ば、セクション5.2.7.1に記載されているような免疫調節性化合物)、細胞傷害性薬剤、が
んワクチン、化学療法剤、HDAC阻害剤、又はsiRNAが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【０３６０】
(5.4.1.1.抗体とのNK組合せ)
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、抗体又はその抗原結合性断片である。
【０３６１】
　本明細書で使用されるように、「抗体」及び「免疫グロブリン」及び「Ig」という用語
は、技術用語であり、本明細書において互換的に使用されることがあり、抗原に特異的に
結合する抗原結合性部位を有する分子を指す。
【０３６２】
　抗体としては、例えば、モノクローナル抗体、組換えで製造した抗体、単一特異性抗体
、多重特異性抗体(二重特異性抗体を含む)、ヒト抗体、ヒト化抗体、例えば、複合ヒト抗
体(composite human antibody)又は脱免疫化抗体など、マウスの抗体(例えば、マウス又
はラット抗体)、キメラ抗体、合成抗体、及び2個の重鎖分子及び2個の軽鎖分子を含む四
量体抗体を挙げることができる。具体的な実施態様において、抗体としては、抗体軽鎖単
量体、抗体重鎖単量体、抗体軽鎖二量体、抗体重鎖二量体、抗体軽鎖-抗体重鎖対、イン
トラボディ、ヘテロコンジュゲート抗体、単一ドメイン抗体、及び一価抗体を挙げること
ができるが、これらに限定されない。具体的な実施態様において、抗体としては、抗原結
合性断片又はエピトープ結合性断片、例えば、これらに限定されないが、単鎖抗体又は単
鎖Fvs(scFv)(例えば、単一特異性、二重特異性などを含む)、ラクダ化抗体、アフィボデ
ィ、Fab断片、F(ab’)断片、F(ab’)2断片、及びジスルフィド連結Fv(sdFv)を挙げること
ができる。具体的な実施態様において、本明細書に記載される抗体は、モノクローナル抗
体を指す。
【０３６３】
　抗体は、免疫グロブリン分子の任意のタイプ(例えば、IgG、IgE、IgM、IgD、IgA、もし
くはIgY)、任意のクラス、(例えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1、もしくはIgA2)、又
は任意のサブクラス(例えば、IgG2aもしくはIgG2b)のものとすることができる。ある実施
態様において、本明細書に記載される抗体は、IgG抗体、又はそのクラス(例えば、ヒトIg
G1、IgG2、もしくはIgG4)もしくはサブクラスである。ある実施態様において、本明細書
に記載される抗体は、IgG2抗体(例えば、ヒトIgG2)又はそのサブクラス(例えば、ヒトIgG

2aもしくはヒトIgG2b、もしくはそれらの混合物)である。ある実施態様において、本明細
書に記載される抗体は、IgG1抗体(例えば、ヒトIgG1)又はそのサブクラスである。ある実
施態様において、本明細書に記載されるIgG1抗体は、1個以上のアミノ酸置換及び/又は欠
失を定常領域に含む。
【０３６４】
　本明細書で使用されるように、「モノクローナル抗体」という用語は、均質な又は実質
的に均質な抗体の集団から得られる抗体を指す周知の技術用語である。「モノクローナル
」という用語は、前記抗体を作製するためのいかなる特定の方法にも限定されない。一般
に、モノクローナル抗体の集団は、細胞、細胞の集団、又は細胞株により作製することが
できる。具体的な実施態様において、本明細書で使用されるように、「モノクローナル抗
体」は、単一の細胞又は細胞株によって製造される抗体であり、ここで、該抗体は、例え
ば、当技術分野において公知のELISA又は他の抗原結合アッセイもしくは競合的結合アッ
セイによって決定される場合、エピトープに免疫特異的に結合する。特定の実施態様にお
いて、モノクローナル抗体は、キメラ抗体又はヒト化抗体とすることができる。ある実施
態様において、モノクローナル抗体は、一価抗体又は多価(例えば、二価)抗体である。
【０３６５】
　具体的な実施態様において、前記抗体又はその抗原結合性断片は、セクション5.3.2に
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記載されている腫瘍関連抗原(TAA)に特異的に結合する。さらに具体的な実施態様におい
て、前記抗体又はその抗原結合性断片は、CS-1に結合する。より具体的な実施態様におい
て、前記抗体又はその抗原結合性断片は、エロツズマブ又はその抗原結合性断片である。
さらに具体的な実施態様において、前記抗体又はその抗原結合性断片は、CD20に結合する
。
【０３６６】
　具体的な実施態様において、前記抗体又はその抗原結合性断片は、セクション5.3.2に
記載されている腫瘍微小環境関連抗原(TMAA)に特異的に結合する。
【０３６７】
　具体的な実施態様において、前記抗体又はその抗原結合性断片は、免疫チェックポイン
トタンパク質に特異的に結合し、かつ該免疫チェックポイントタンパク質の活性と拮抗す
る。より具体的な実施態様において、該免疫チェックポイントタンパク質は、CTLA-4、PD
-1、PD-L1、PD-L2、又はLAG-3である。より具体的な実施態様において、免疫チェックポ
イント関連タンパク質は、BTLA、KIR、TIM-3、A2aR、B7-H3、又はB7-H4である。他の具体
的な実施態様において、前記抗体又はその抗原結合性断片は、共刺激シグナル伝達タンパ
ク質に特異的に結合し、かつ該共刺激シグナル伝達タンパク質の活性と拮抗する。より具
体的な実施態様において、前記共刺激シグナル伝達タンパク質は、ICOS、CD28、4-1BB、O
X40、CD27、又はCD40である。
【０３６８】
(5.4.1.2.二重特異性キラー細胞エンゲージャーとNKの組合せ)
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiK
E)である。
【０３６９】
　BiKEは、２つの単鎖可変断片(scFvs)を含有する試薬であり、かつ標的細胞(例えば、腫
瘍細胞又は感染細胞)及びNK細胞の双方に特異的に会合(engage)して、標的細胞の死滅を
媒介する。これらを用いて、標的細胞(例えば、腫瘍細胞又は感染細胞)とNK細胞とを共局
在化して、それによりNK細胞媒介性抗体依存性細胞傷害(ADCC)の引き金を引く。BiKEは、
例えば、Gleanson, M. Kらの文献、Mol Cancer Ther, 11: 2674-2684 (2012); Vallera, 
D. Aらの文献、Cancer Biother Radiopharm, 28: 274-282 (2013); Wiernik, Aらの文献
、Clin Cancer Res, 19: 3844-3855 (2013); Reiners, K. Sらの文献、Mol Ther, 21: 89
5-903 (2013); Singer, Hらの文献、J Immunother, 33: 599-608 (2010);又はGleason, M
. Kらの文献 Blood, 123: 3016-3026 (2014)に記載されているような、当技術分野におい
て公知の任意の方法で作製することができる。BiKEの一方のscFvは、標的細胞(例えば、
腫瘍細胞又は感染細胞)の表面の抗原に特異的に結合し、他方のscFvは、NK細胞上の受容
体(例えば、CD16などのFc受容体)に特異的に結合する。
【０３７０】
　具体的な実施態様において、前記BiKEは、セクション5.3.2に記載されているTAAに特異
的に結合する第一のscFvを含む。さらに具体的な実施態様において、前記BiKEは、CD16に
特異的に結合する第二のscFvを含む。
【０３７１】
(5.4.1.3.他の抗がん剤とNKとの組合せ)
　第二の薬剤として投与することができる他の抗がん剤は、当技術分野において周知であ
り、抗炎症剤、免疫調節剤(immumodulatory agent)、細胞傷害性薬剤、がんワクチン、化
学療法剤、HDAC阻害剤、及びsiRNAが含まれる。本明細書に記載の方法を用いて製造され
るNK細胞、及び任意に灌流液、灌流液細胞、本明細書に記載される方法を用いて製造され
るNK細胞以外のナチュラルキラー細胞に加えて、がんを有する個体、例えば、腫瘍細胞を
有する個体に投与し得る具体的な抗がん剤としては、限定されないが:アシビシン;アクラ
ルビシン;塩酸アコダゾール;アクロニン;アドゼレシン;アドリアマイシン;アドルシル;ア
ルデスロイキン;アルトレタミン;アンボマイシン;酢酸アメタントロン;アムサクリン;ア
ナストロゾール;アントラマイシン;アスパラギナーゼ(例えば、エルウィニア・クリサン(
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Erwinia chrysan)由来のもの;エルウィナーゼ(Erwinaze));アスペルリン;アバスチン(ベ
バシズマブ);アザシチジン;アゼテパ;アゾトマイシン;バチマスタット;ベンゾデパ;ビカ
ルタミド;塩酸ビサントレン;ジメシル酸ビスナフィド;ビゼレシン;硫酸ブレオマイシン;
ブレキナルナトリウム;ブロピリミン;ブスルファン;カクチノマイシン;カルステロン;カ
ラセミド;カルベチマー;カルボプラチン;カルムスチン;塩酸カルビシン;カルゼレシン;セ
デフィンゴール;セレコキシブ(COX-2阻害剤);CC-122;CC-486(経口アザシジジン(azacidid
ine));セルビジン(Cerubidine);クロラムブシル;シロレマイシン;シスプラチン;クラドリ
ビン;メシル酸クリスナトール;シクロホスファミド;シタラビン;ダカルバジン;ダクチノ
マイシン;塩酸ダウノルビシン;デシタビン;デキソルマプラチン;デザグアニン;メシル酸
デザグアニン;ジアジコン;ドセタキセル;ドキソルビシン;塩酸ドキソルビシン;ドロロキ
シフェン;クエン酸ドロロキシフェン;プロピオン酸ドロモスタノロン;デュアゾマイシン;
エダトレキセート;塩酸エフロミチン(eflomithine);エルサミトルシン;エルスパー(Elspa
r);エンロプラチン;エンプロメート;エピプロピジン;塩酸エピルビシン;エルブロゾール;
塩酸エソルビシン;エストラムスチン;リン酸エストラムスチンナトリウム;エタニダゾー
ル;エトポシド;リン酸エトポシド;エトポフォス(Etopophos);エトプリン;塩酸ファドロゾ
ール;ファザラビン;フェンレチニド;フロクスウリジン;リン酸フルダラビン;フルオロウ
ラシル;フルロシタビン;ホスキドン; ホストリエシンナトリウム;ゲムシタビン;塩酸ゲム
シタビン;ヒドロキシ尿素;イダマイシン(Idamycin);塩酸イダルビシン;イホスファミド;
イルモホシン;イプロプラチン;イリノテカン;塩酸イリノテカン;酢酸ランレオチド;レナ
リドミド;レトロゾール;酢酸ロイプロリド;塩酸リアロゾール;ロメトレキソールナトリウ
ム;ロムスチン;塩酸ロソキサントロン;マソプロコール;メイタンシン;塩酸メクロレタミ
ン;酢酸メゲストロール;酢酸メレンゲストロール;メルファラン;メノガリル;メルカプト
プリン;メトトレキセート;メトトレキセートナトリウム;メトプリン;メツレデパ;ミチン
ドミド;マイトカルシン;マイトクロミン;マイトギリン;マイトマルシン;マイトマイシン;
マイトスペル;ミトタン;塩酸ミトキサントロン;ミコフェノール酸;ノコダゾール;ノガラ
マイシン;オルマプラチン;オキシスラン;パクリタキセル;ペガスパルガーゼ;ペリオマイ
シン;ペンタムスチン;硫酸ペプロマイシン;ペルホスファミド;ピポブロマン;ピポスルフ
ァン;塩酸ピロキサントロン;プリカマイシン;プロメスタン;ポマリドミド;ポルフィマー
ナトリウム;ポルフィロマイシン;プレドニムスチン;塩酸プロカルバジン;プロロイキン(P
roleukin);プリネトール(Purinethol);ピューロマイシン;塩酸ピューロマイシン;ピラゾ
フリン;リューマトレックス(Rheumatrex);リボプリン;サフィンゴール;塩酸サフィンゴー
ル;セムスチン;シムトラゼン;スパルホセートナトリウム;スパルソマイシン;塩酸スピロ
ゲルマニウム;スピロムスチン;スピロプラチン;ストレプトニグリン;ストレプトゾシン;
スロフェヌル;タブロイド(Tabloid);タリソマイシン;テコガランナトリウム;タキソテー
ル;テガフール;塩酸テロキサントロン;テモポルフィン;テニポシド;テロキシロン;テスト
ラクトン;サリドマイド;チアミプリン;チオグアニン;チオテパ;チアゾフリン;チラパザミ
ン;トポサル(Toposar);クエン酸トレミフェン;酢酸トレストロン;トレキサル(Trexall);
リン酸トリシリビン;トリメトレキセート;グルクロン酸トリメトレキセート;トリプトレ
リン;塩酸ツブロゾール;ウラシルマスタード;ウレデパ;バプレオチド;ベルテポルフィン;
硫酸ビンブラスチン;硫酸ビンクリスチン;ビンデシン;硫酸ビンデシン;硫酸ビネピジン;
硫酸ビングリシネート;硫酸ビンロイロシン;酒石酸ビノレルビン;硫酸ビンロシジン;硫酸
ビンゾリジン;ボロゾール;ゼニプラチン;ジノスタチン;及び塩酸ゾルビシンが挙げられる
。
【０３７２】
　他の抗がん性薬物としては、限定するものではないが:20-エピ-1,25ジヒドロキシビタ
ミンD3;5-エチニルウラシル;アビラテロン;アクラルビシン;アシルフルベン;アデシペノ
ール;アドゼレシン;アルデスロイキン;ALL-TKアンタゴニスト;アルトレタミン;アンバム
スチン;アミドックス;アミホスチン;アミノレブリン酸;アムルビシン;アムサクリン;アナ
グレリド;アナストロゾール;アンドログラフォリド;血管形成阻害剤;アンタゴニストD;ア
ンタゴニストG;アンタレリクス;抗背方化形態形成タンパク質-1;抗アンドロゲン剤、前立
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腺癌;抗エストロゲン剤;アンチネオプラストン;アンチセンスオリゴヌクレオチド;アフィ
ジコリングリシネート;アポトーシス遺伝子調節物質;アポトーシス調節因子;アプリン酸;
ara-CDP-DL-PTBA;アルギニンデアミナーゼ;アスラクリン;アタメスタン;アトリムスチン;
アキシナスタチン1;アキシナスタチン2;アキシナスタチン3;アザセトロン;アザトキシン;
アザチロシン;バッカチンIII誘導体;バラノール;バチマスタット;BCR/ABLアンタゴニスト
;ベンゾクロリン;ベンゾイルスタウロスポリン;βラクタム誘導体;β-アレチン;βクラマ
イシンB;ベツリン酸;bFGF阻害剤;ビカルタミド;ビサントレン;ビスアジリジニルスペルミ
ン;ビスナフィド;ビストラテンA;ビセレシン;ブレフレート;ブロピリミン;ブドチタン;ブ
チオニンスルホキシミン;カルシポトリオール;カルホスチンC;カンプトサール(カンプト
とも呼ばれる;イリノテカン)カンプトテシン誘導体;カペシタビン;カルボキサミド-アミ
ノ-トリアゾール;カルボキシアミドトリアゾール;CaRest M3;CARN700;軟骨由来阻害剤;カ
ルゼレシン;カゼインキナーゼ阻害剤(ICOS);カスタノスペルミン;セクロピンB;セトロレ
リクス;クロリン(chlorln);クロロキノキサリンスルホンアミド;シカプロスト;シス-ポル
フィリン;クラドリビン;クロミフェン類似体;クロトリマゾール;コリスマイシンA;コリス
マイシンB;コンブレタスタチンA4;コンブレタスタチン類似体;コナゲニン;クラムベスシ
ジン816;クリスナトール;クリプトフィシン8;クリプトフィシンA誘導体;クラシンA;シク
ロペンタントラキノン;シクロプラタム;シペマイシン;シタラビンオクホスフェート;細胞
溶解因子;サイトスタチン;ダクリキシマブ;デシタビン;デヒドロジデンミンB;デスロレリ
ン;デキサメタゾン;デキシホスファミド;デクスラゾキサン;デクスベラパミル;ジアジコ
ン;ジデムニンB;ジドックス;ジエチルノルスペルミン;ジヒドロ-5-アザシチジン;ジヒド
ロタキソール、9-;ジオキサマイシン;ジフェニルスピロムスチン;ドセタキセル;ドコサノ
ール;ドラセトロン;ドキシフルリジン;ドキソルビシン;ドロロキシフェン;ドロナビノー
ル;デュオカルマイシンSA;エブセレン;エコムスチン;エデルホシン;エドレコロマブ;エフ
ロルニチン;エレメン;エミテフル;エピルビシン;エプリステリド;エストラムスチン類似
体;エストロゲンアゴニスト;エストロゲンアンタゴニスト;エタニダゾール;リン酸エトポ
シド;エキセメスタン;ファドロゾール;ファザラビン;フェンレチニド;フィルグラスチム;
フィナステリド;フラボピリドール;フレゼラスチン;フルアステロン;フルダラビン(例え
ば、Fludara);塩酸フルオロダウノルニシン;フォルフェニメックス;フォルメスタン;フォ
ストリエシン;フォテムスチン;ガドリニウムテキサフィリン;硝酸ガリウム;ガロシタビン
;ガニレリクス;ゼラチナーゼ阻害剤;ゲムシタビン;グルタチオン阻害剤;ヘプスルファム;
ヘレグリン;ヘキサメチレンビスアセトアミド;ヒペリシン;イバンドロン酸;イダルビシン
;イドキシフェン;イドラマントン;イルモホシン;イロマスタット;イマチニブ(例えば、GL
EEVEC(登録商標))、イミキモド;免疫刺激性ペプチド;インスリン様成長因子-1受容体阻害
剤;インターフェロンアゴニスト;インターフェロン;インターロイキン;イオベングアン;
ヨードドキソルビシン;イポメアノール、4-;イロプラクト;イルソグラジン;イソベンガゾ
ール;イソホモハリコンドリンB;イタセトロン;ジャスプラキノリド;カハラリドF;ラメラ
リン-Nトリアセテート;ランレオチド;レイナマイシン;レノグラスチム;硫酸レンチナン;
レプトルスタチン;レトロゾール;白血病阻害因子;白血球αインターフェロン;ロイプロリ
ド＋エストロゲン＋プロゲステロン;リュープロレリン;レバミソール;リアロゾール;直鎖
ポリアミン類似体;脂溶性二糖ペプチド;脂溶性白金化合物;リッソクリナミド7;ロバプラ
チン;ロンブリシン;ロメトレキソール;ロニダミン;ロソキサントロン;ロキソリビン;ルル
トテカン;ルテチウムテキサフィリン;リソフィリン; 溶菌性ペプチド;メイタンシン;マン
ノスタチンA;マリマスタット;マソプロコール;マスピン;マトリライシン阻害剤;マトリッ
クスメタロプロテイナーゼ阻害剤;メノガリル;メルバロン;メテレリン;メチオニナーゼ;
メトクロプラミド;MIF阻害剤;ミフェプリストン;ミルテホシン;ミリモスチム;マイトグア
ゾン;マイトラクトール;マイトマイシン類似体;ミトナフィド;マイトトキシン線維芽細胞
成長因子-サポリン;ミトキサントロン;モファロテン;モルグラモスチム;抗EGFR抗体(例え
ば、Erbitux(セツキシマブ));抗CD19抗体;抗CD20抗体(例えば、リツキシマブ);抗ジシア
ロガングリオシド(GD2)抗体(例えば、モノクローナル抗体3F8又はch14>18);抗ErbB2抗体(
例えば、ハーセプチン);ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン;モノホスホリル脂質A＋ミオバクテ
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リウム細胞壁sk;モピダモール;マスタード抗がん剤;ミカペルオキシドB;マイコバクテリ
ア細胞壁抽出物;ミリアポロン;N-アセチルジナリン;N-置換ベンズアミド;ナファレリン;
ナグレスチップ;ナロキソン＋ペンタゾシン;ナパビン;ナフテルピン;ナルトグラスチム;
ネダプラチン;ネモルビシン;ネリドロン酸;ニルタミド;ニサマイシン;一酸化窒素調節物
質;窒素酸化物酸化防止剤;ニトルリン;オブリメルセン(GENASENSE(登録商標));O6-ベンジ
ルグアニン;オクトレオチド;オキセノン;オリゴヌクレオチド;オナプリストン;オンダン
セトロン;オンダンセトロン;オラシン;経口サイトカイン誘導因子;オルマプラチン;オサ
テロン;オキサリプラチン(例えば、Floxatin);オキサウノマイシン;パクリタキセル;パク
リタキセル類似体;パクリタキセル誘導体;パラウアミン;パルミトイルリゾキシン;パミド
ロン酸;パナキシトリオール;パノミフェン;パラバクチン;パゼリプチン;ペガスパルガー
ゼ;ペルデシン;ペントサンポリ硫酸ナトリウム;ペントスタチン;ペントロゾール;ペルフ
ルブロン;ペルホスファミド;ペリリルアルコール;フェナジノマイシン;フェニルアセテー
ト;ホスファターゼ阻害剤;ピシバニール;塩酸ピロカルピン;ピラルビシン;ピリトレキシ
ム;プラセチンA;プラセチンB;プラスミノーゲン活性化因子阻害剤;白金錯体;白金化合物;
白金トリアミン錯体;ポルフィマーナトリウム;ポルフィロマイシン;プレドニゾン;プロピ
ルビス-アクリドン;プロスタグランジンJ2;プロテアソーム阻害剤;プロテインAに基づく
免疫調節物質;タンパク質キナーゼC阻害剤;タンパク質キナーゼC阻害剤、微細藻類;タン
パク質チロシンホスファターゼ阻害剤;プリンヌクレオシドホスホリラーゼ阻害剤;プルプ
リン;ピラゾロアクリジン;ピリドキシル化ヘモグロビンポリオキシエチレン抱合体;rafア
ンタゴニスト;ラルチトレキセド;ラモセトロン;rasファルネシルタンパク質トランスフェ
ラーゼ阻害剤;ras阻害剤;ras-GAP阻害剤;脱メチル化レテリプチン;レニウムRe 186エチド
ロネート;リゾキシン;リボザイム;RIIレチナミド;ロヒツキン;ロムルチド;ロキニメック
ス;ルビギノンB1;ルボキシル;サフィンゴール;サイントピン;SarCNU;サルコフィトールA;
サルグラモスチム;Sdi 1模倣剤;セムスチン;老化誘導阻害剤1;センスオリゴヌクレオチド
;シグナル伝達阻害剤;シゾフィラン;ソブゾキサン;ナトリウムボロカプテイト;フェニル
酢酸ナトリウム;ソルベロール;ソマトメジン結合タンパク質;ソネルミン;スパルホス酸;
スピカマイシンD;スピロムスチン;スプレノペンチン;スポンギスタチン1;スクアラミン;
スチピアミド;ストロメライシン阻害剤;スルフィノシン;超活性血管作用性小腸ペプチド
アンタゴニスト;スラジスタ;スラミン;スワインソニン;タリムスチン;タモキシフェンメ
チオジド;タウロムスチン;タザロテン;テコガランナトリウム;テガフール;テルラピリリ
ウム;テロメラーゼ阻害剤;テモポルフィン;テニポシド;テトラクロロデカオキシド;テト
ラゾミン;タリブラスチン;チオコラリン;トロンボポイエチン;トロンボポイエチン模倣剤
;チマルファシン;チモポイエチン受容体アゴニスト;チモトリナン;甲状腺刺激ホルモン;
スズエチルエチオプルプリン;チラパザミン;二塩化チタノセン;トプセンチン;トレミフェ
ン;翻訳阻害剤;トレチノイン;トリアセチルウリジン;トリシリビン;トリメトレキセート;
トリプトレリン;トロピセトロン;ツロステリド;チロシンキナーゼ阻害剤;チルホスチン;U
BC阻害剤;ウベニメクス;尿生殖洞由来成長阻害因子;ウロキナーゼ受容体アンタゴニスト;
バプレオチド;バリオリンB;Vectibix(パニツムマブ)ベラレソール;ベラミン;ベルジン;ベ
ルテポルフィン;ビノレルビン;ビンキサルチン;ビタキシン;ボロゾール;Welcovorin(ロイ
コボリン);Xeloda(カペシタビン);ザノテロン;ゼニプラチン;ジラスコルブ;及びジノスタ
チンスチマラマーが挙げられる。
【０３７３】
　具体的な実施態様において、前記第二の薬剤として投与される抗がん剤は、サリドマイ
ド、レナリドミド、ポマリドミド、CC-122、アザシチジン、デシタビン、又はCC-486(経
口アザシジジン(azacididine))である。より具体的な実施態様において、前記第二の薬剤
として投与される抗がん剤は、レナリドミド又はポマリドミドである。具体的な実施態様
において、前記第二の薬剤として投与される抗がん剤は、免疫調節性化合物(例えば、セ
クション5.2.7.1に記載されているような免疫調節性化合物)である。具体的な実施態様に
おいて、前記第二の薬剤として投与される抗がん剤は、ロミデプシンである。
【０３７４】
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(5.4.2.遺伝子改変NK細胞を用いる治療)
　別の態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象に
おいて血液障害又は固形腫瘍を治療する方法であって、該対象に、単離されたNK細胞の集
団又はその医薬組成物を投与することを含み、前記NK細胞が、遺伝子改変されている(例
えば、キメラ抗原受容体(CAR)及び/又はホーミング受容体を含み、該CARが、細胞外ドメ
イン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び任意に共刺激ドメインを含む)、前記
方法である。
【０３７５】
　該遺伝子改変NK細胞(例えば、CAR及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)は、セクシ
ョン5.3に記載されている。
【０３７６】
(5.4.3.血液障害及び固形腫瘍)
　具体的な実施態様において、前記血液障害は、血液の過剰増殖障害である。具体的な実
施態様において、該血液障害は、血液がん、例えば、白血病又はリンパ腫である。より具
体的な実施態様において、該血液がんは、急性白血病、例えば、急性T細胞白血病、急性
骨髄性白血病(AML)、急性前骨髄球性白血病、急性骨髄芽球性白血病、急性巨核芽球性白
血病、前駆B急性リンパ芽球性白血病、前駆T急性リンパ芽球性白血病、バーキット白血病
(バーキットリンパ腫)、もしくは急性混合型白血病;慢性白血病、例えば、慢性骨髄リン
パ腫、慢性骨髄性白血病(CML)、慢性単球性白血病、慢性リンパ球性白血病(CLL)/小リン
パ球性リンパ腫、もしくはB細胞性前リンパ球性白血病;有毛細胞リンパ腫;T細胞前リンパ
球性白血病;又はリンパ腫、例えば、組織球性リンパ腫、リンパ形質細胞性リンパ腫(例え
ば、ワルデンシュトレームマクログロブリン血症)、脾辺縁帯リンパ腫、形質細胞新生物(
例えば、形質細胞性骨髄腫、形質細胞腫、単クローン性免疫グロブリン沈着症、もしくは
重鎖病)、節外辺縁帯B細胞リンパ腫(MALTリンパ腫)、節辺縁帯B細胞リンパ腫(NMZL)、濾
胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫、縦隔(胸腺)大
細胞型B細胞リンパ腫、血管内大細胞型B細胞リンパ腫、原発性滲出液リンパ腫、T細胞大
型顆粒リンパ球性白血病、アグレッシブNK細胞白血病、成人T細胞白血病/リンパ腫、鼻型
の節外NK/T細胞リンパ腫、腸症型T細胞リンパ腫、肝脾T細胞リンパ腫、芽球性NK細胞リン
パ腫、菌状息肉腫(セザリー症候群)、原発性皮膚CD30陽性T細胞リンパ増殖性障害(例えば
、原発性皮膚未分化大細胞リンパ腫もしくはリンパ腫様丘疹症)、血管免疫芽球性T細胞リ
ンパ腫、非特定型の末梢T細胞リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、ホジキンリンパ腫、も
しくは結節性リンパ球優位型ホジキンリンパ腫である。別の具体的な実施態様において、
前記血液がんは、急性骨髄性白血病(AML)である。別の具体的な実施態様において、前記
血液がんは、慢性リンパ性白血病(CLL)である。別の具体的な実施態様において、前記血
液がんは、多発性骨髄腫又は骨髄異形成症候群である。
【０３７７】
　前記固形腫瘍は、例えば、癌腫、例えば、腺癌、副腎皮質癌、結腸腺癌、結腸直腸腺癌
、結腸直腸癌、腺管細胞癌、肺癌、甲状腺癌、上咽頭癌、黒色腫(例えば、悪性黒色腫)、
非黒色腫性皮膚癌、又は詳細不明の癌腫;類腱腫;線維形成性小円形細胞腫瘍;内分泌腫瘍;
ユーイング肉腫;胚細胞性腫瘍(例えば、精巣がん、卵巣がん、絨毛癌、内胚葉洞腫瘍、胚
細胞腫など);肝芽腫;肝細胞癌;神経芽腫;非横紋筋肉腫軟部組織肉腫;骨肉腫;網膜芽細胞
腫;横紋筋肉腫;又はウィルムス腫瘍であってもよいが、これらに限定されない。別の実施
態様において、固形腫瘍は、膵臓がん又は乳がんである。他の実施態様において、固形腫
瘍は、聴神経腫;星細胞腫(例えば、グレードIの毛様細胞性星細胞腫、グレードIIの低悪
性度星細胞腫;グレードIIIの未分化星細胞腫;もしくはグレードIVの多形性膠芽腫);脊索
腫;頭蓋咽頭腫;神経膠腫(例えば、脳幹神経膠腫;上衣腫;混合性神経膠腫;視神経神経膠腫
;もしくは上衣下腫);膠芽腫;髄芽腫;髄膜腫;転移性脳腫瘍;乏突起膠腫;松果体芽腫;下垂
体部腫瘍;未分化神経外胚葉性腫瘍;又はシュワン腫である。別の実施態様において、前記
固形腫瘍は、前立腺がんである。
【０３７８】



(102) JP 6797803 B2 2020.12.9

10

20

30

40

50

　ある実施態様において、前記血液がん又は固形腫瘍を有する個体、例えば、ナチュラル
キラー細胞の欠乏を有する個体は、前記投与の前に骨髄移植を受けている個体である。あ
る実施態様において、該骨髄移植は、前記血液がん又は前記固形腫瘍の治療におけるもの
であった。ある他の実施態様において、前記骨髄移植は、前記血液がん又は前記固形腫瘍
以外の状態の治療におけるものであった。ある実施態様において、前記個体は、前記骨髄
移植に加えて免疫抑制剤を受けた。ある実施態様において、骨髄移植を受けていた前記個
体は、前記投与時に移植片対宿主病(GVHD)の1以上の症状を示す。ある他の実施態様にお
いて、骨髄移植を受けていた前記個体は、移植片対宿主病(GVHD)の症状が現れる前に、該
細胞の投与を受ける。
【０３７９】
　具体的なある実施態様において、前記血液がん又は固形腫瘍を有する個体は、前記投与
の前に、TNFα阻害剤、例えば、ETANERCEPT(登録商標)(Enbrel)の少なくとも一回の投与
を受けている。具体的な実施態様において、該個体は、前記血液がん又は前記固形腫瘍の
診断の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、又は12ヶ月以内に、該TNFα阻害剤の投与を
受けた。具体的な実施態様において、TNFα阻害剤の投与を受けている前記個体は、急性
骨髄性白血病を示す。より具体的な実施態様において、TNFα阻害剤の投与を受けており
、かつ急性骨髄性白血病を示している前記個体はさらに、血液細胞中の染色体5の長腕の
欠失を示す。別の実施態様において、前記血液がん又は固形腫瘍、例えば、血液がんを有
する個体は、フィラデルフィア染色体を示す。
【０３８０】
　ある他の実施態様において、前記個体における血液がん又は固形腫瘍は、1以上の抗が
ん薬に抵抗性である。具体的な実施態様において、前記血液がん又は固形腫瘍は、GLEEVE
C(登録商標)(イマチニブメシル酸塩)に抵抗性である。
【０３８１】
　ある実施態様において、前記個体における血液がん又は固形腫瘍は、少なくとも1種の
抗がん薬に反応する;本実施態様において、本明細書に記載される胎盤灌流液、単離され
た胎盤灌流液細胞、単離されたナチュラルキラー細胞、例えば、胎盤ナチュラルキラー細
胞、例えば、胎盤由来中間ナチュラルキラー細胞、単離された組み合わされたナチュラル
キラー細胞、もしくは活性化NK、もしくはTSPNK細胞、及び/又はそれらの組合せ、並びに
任意に免疫調節化合物(例えば、セクション5.2.7.1に記載されているような免疫調節性化
合物)は、補助の治療としてか、又は前記抗がん薬との組合せ療法として添加される。あ
る他の実施態様において、前記血液がん又は固形腫瘍を有する個体は、前記投与の前に、
少なくとも1種の抗がん薬により治療されたことがあり、再発した個体である。ある実施
態様において、治療される前記個体は、難治性がんを有する。一実施態様において、本明
細書に記載される細胞を用いる前記がん治療方法は、がんの再発から保護する(例えば、
予防するか又は遅らせる)。一実施態様において、本明細書に記載されるがん治療方法は
、1ヶ月間以上、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、又は12ヶ月以上、1年間以上、2年間
以上、3年間以上、又は4年間以上のがんの寛解をもたらす。
【０３８２】
　ある実施態様において、NK細胞は、腫瘍病変から単離されたもの、例えば、腫瘍浸潤リ
ンパ球である;このようなNK細胞は、腫瘍関連抗原(TAA)又は腫瘍微小環境関連抗原(TMAA)
に対して特異的であることが期待される。
【０３８３】
　一実施態様において、本明細書において提供されるのは、多発性骨髄腫を有する個体を
治療する方法であって、該個体に、(1)レナリドミド又はポマリドミド、及び(2)CAR NK細
胞を投与することを含み、該CAR NK細胞が、該個体における多発性骨髄腫を治療するのに
効果的なものである、前記方法である。具体的な実施態様において、該CAR NK細胞は、臍
帯血NK細胞、又は臍帯血造血細胞から製造されたNK細胞、例えば、造血幹細胞である。別
の実施態様において、前記CAR NK細胞は、本明細書に記載されるNK細胞を製造するための
2又は3段階法によって製造されたものである。別の実施態様において、前記レナリドミド
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又はポマリドミド、及びCAR NK細胞は、それぞれ別々に投与される。多発性骨髄腫の個体
を治療する方法の具体的なある実施態様において、前記CAR NK細胞は、CAR細胞外ドメイ
ンを含み、該細胞外ドメインは、CS-1結合ドメインである。具体的な実施態様において、
前記CS-1結合ドメインは、CS-1に結合する抗体のscFv又は抗原結合性断片を含む。具体的
なある実施態様において、前記CS-1結合ドメインは、エロツズマブの単鎖バージョン及び
/又はエロツズマブの抗原結合性断片を含む。
【０３８４】
　一実施態様において、本明細書において提供されるのは、多発性骨髄腫を有する個体を
治療する方法であって、該個体に、(1)レナリドミド又はポマリドミド;(2)エロツズマブ;
及び(3)CAR NK細胞を投与することを含み、該CAR NK細胞が、該個体における多発性骨髄
腫を治療するのに効果的なものである、前記方法である。具体的な実施態様において、前
記CAR NK細胞は、臍帯血NK細胞、又は臍帯血造血細胞、例えば、造血幹細胞から製造され
たNK細胞である。別の実施態様において、前記CAR NK細胞は、本明細書に記載されるNK細
胞を製造するための2又は3段階法により製造されたものである。別の実施態様において、
前記レナリドミド又はポマリドミド、エロツズマブ、及び/又はCAR NK細胞は、それぞれ
別々に投与される。多発性骨髄腫の個体を治療する方法の具体的なある実施態様において
、前記CAR NK細胞は、CAR細胞外ドメインを含み、該細胞外ドメインは、CS-1結合ドメイ
ンである。具体的な実施態様において、前記CS-1結合ドメインは、CS-1に結合する抗体の
scFv又は抗原結合性断片を含む。
【０３８５】
　別の実施態様において、本明細書において提供されるのは、血液がん(例えば、バーキ
ットリンパ腫)を有する個体を治療する方法であって、該個体に、(1)ロミデプシン、及び
(2)CAR NK細胞を投与することを含み、該CAR NK細胞が、該個体における該血液がん(例え
ば、バーキットリンパ腫)を治療するのに効果的なものである、前記方法である。血液が
ん(例えば、バーキットリンパ腫)の個体を治療する方法の具体的なある実施態様において
、前記CAR NK細胞は、CAR細胞外ドメインを含み、該細胞外ドメインは、CD20結合ドメイ
ンである。具体的な実施態様において、該CD20結合ドメインは、CD20に結合する抗体のsc
Fv又は抗原結合性断片を含む。
【０３８６】
(5.5.感染性疾患を治療する方法)
　本明細書において提供されるものは、上述のようなNK細胞又は遺伝子改変NK細胞(例え
ば、CAR及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)を用いる、感染性疾患を治療する方法
である。
【０３８７】
(5.5.1.NK組合せ療法を用いる感染性疾患の治療)
　別の態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象に
おいて感染性疾患を治療する方法であって、(a)該対象に、単離されたナチュラルキラー(
NK)細胞の集団もしくはその医薬組成物、又は単離された遺伝子改変NK細胞(例えば、CAR
及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)の集団もしくはその医薬組成物を投与すること
;及び(b)該対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与すること、を含む、前記方法で
ある。該第二の薬剤は、前記感染性疾患を治療するために使用することができる任意の医
薬として許容し得る薬剤とすることができ、かつ抗体(例えば、モノクローナル抗体)、二
重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiKE)、又は抗ウイルス剤が挙げられるが、それらに
限定されない。
【０３８８】
(5.5.1.1.免疫チェックポイントタンパク質に結合する抗体)
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、抗体又はその抗原結合性断片である(抗体
の説明については、セクション5.4.1.1を参照されたい)。具体的な実施態様において、該
抗体は、セクション5.4.1.1に記載されているような、免疫チェックポイントタンパク質
、免疫チェックポイント関連タンパク質、又は共刺激シグナル伝達タンパク質に特異的に
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結合し、かつそれの活性と拮抗する。
【０３８９】
(5.5.1.2.二重特異性キラー細胞エンゲージャー)
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は、セクション5.4.1.2に記載されているよう
なBiKEである。
【０３９０】
(5.5.1.3.抗ウイルス剤)
　ある実施態様において、前記第二の薬剤は:イミキモド、ポドフィロックス、ポドフィ
リン、インターフェロンα(IFNα)、レチコロス(reticolos)、ノノキシノール-9、アシク
ロビル、ファムシクロビル、バラシクロビル、ガンシクロビル、シドフォビル;アマンタ
ジン、リマンタジン;リバビリン;ザナマビル(zanamavir)、及びオセルタマビル(oseltaum
avir)が挙げられるが、これらに限定されない抗ウイルス剤;インジナビル、ネルフィナビ
ル、リトナビル、もしくはサキナビルなどのプロテアーゼ阻害剤;ジダノシン、ラミブジ
ン、スタブジン、ザルシタビン、もしくはジドブジンなどのヌクレオシド逆転写酵素阻害
剤;又はネビラピンもしくはエファビレンツなどの非ヌクレオシド逆転写酵素阻害剤であ
る。
【０３９１】
(5.5.2.遺伝子改変NK細胞を用いる感染性疾患の治療)
　別の態様において、本明細書において提供されるものは、それを必要としている対象に
おいて感染性疾患を治療する方法であって、該対象に、単離されたNK細胞の集団又はその
医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞が、遺伝子改変されている(例えば、キメラ
抗原受容体(CAR)及び/又はホーミング受容体を含むことが、キメラ抗原受容体(CAR)を含
み、該CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び任意に共刺
激ドメインを含む)、前記方法である。
【０３９２】
　遺伝子改変NK細胞(例えば、CAR及び/又はホーミング受容体を含むNK細胞)は、セクショ
ン5.3に記載されている。
【０３９３】
(5.5.3.感染性疾患)
　ある実施態様において、前記感染性疾患は、ウイルス、細菌、真菌、又は蠕虫により引
き起こされる感染症である。具体的な実施態様において、前記感染性疾患は、ウイルス感
染である。
【０３９４】
　具体的な実施態様において、ウイルス感染は、アデノウイルス科、ピコルナウイルス科
、ヘルペスウイルス科、ヘパドナウイルス科、フラビウイルス科、レトロウイルス科、オ
ルトミクソウイルス科、パラミクソウイルス科、パピローマウイルス科、ラブドウイルス
科、又はトガウイルス科のウイルスによる感染である。より具体的な実施態様において、
該ウイルスは、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)、コクサッキーウイルス、A型肝炎ウイルス(H
AV)、ポリオウイルス、エプスタイン・バーウイルス(EBV)、単純ヘルペスウイルス1型(HS
V1)、単純ヘルペスウイルス2型(HSV2)、ヒトサイトメガロウイルス(CMV)、ヒトヘルペス
ウイルス8型(HHV8)、帯状疱疹(herpes zoster)ウイルス(水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)もし
くは帯状疱疹(shingles)ウイルス)、B型肝炎ウイルス(HBV)、C型肝炎ウイルス(HCV)、D型
肝炎ウイルス(HDV)、E型肝炎ウイルス(HEV)、インフルエンザウイルス(例えば、A型イン
フルエンザウイルス、B型インフルエンザウイルス、C型インフルエンザウイルス、もしく
はトゴトウイルス)、麻疹ウイルス、流行性耳下腺炎ウイルス、パラインフルエンザウイ
ルス、パピローマウイルス、狂犬病ウイルス、又は風疹ウイルスである。
【０３９５】
　他のより具体的な実施態様において、該ウイルスは、アデノウイルス種A、血清型12、1
8、もしくは31;アデノウイルス種B、血清型3、7、11、14、16、34、35、もしくは50;アデ
ノウイルス種C、血清型1、2、5、もしくは6;種D、血清型8、9、10、13、15、17、19、20
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、22、23、24、25、26、27、28、29、30、32、33、36、37、38、39、42、43、44、45、46
、47、48、49、もしくは51;種E、血清型4;又は種F、血清型40もしくは41である。
【０３９６】
　ある他のより具体的な実施態様において、該ウイルスは、アポイウイルス(APOIV)、ア
ロアウイルス(AROAV)、バガザウイルス(BAGV)、バンジウイルス(BANV)、ブブイウイルス(
BOUV)、カシパコレウイルス(CPCV)、カレイ島ウイルス(CIV)、カウボーンリッジウイルス
(CRV)、デングウイルス(DENV)、エッジヒルウイルス(EHV)、ガジェッツガリーウイルス(G
GYV)、イルヘウスウイルス(ILHV)、イスラエルターキー髄膜脳脊髄炎ウイルス(ITV)、日
本脳炎ウイルス(JEV)、ジュグラウイルス(JUGV)、ジュチアパウイルス(JUTV)、カダムウ
イルス(KADV)、ケドゥグウイルス(KEDV)、ココベラウイルス(KOKV)、コウタンゴウイルス
(KOUV)、キャサヌル森林病ウイルス(KFDV)、ランガトウイルス(LGTV)、メアバンウイルス
(MEAV)、モドックウイルス(MODV)、モンタナ筋炎白質脳炎ウイルス (MMLV)、マレー渓谷
脳炎ウイルス(MVEV)、ウンタヤウイルス(NTAV)、オムスク出血熱ウイルス(OHFV)、ポワサ
ンウイルス(POWV)、リオブラボーウイルス(RBV)、ロイヤルファームウイルス(RFV)、サボ
ヤウイルス(SABV)、セントルイス脳炎ウイルス(SLEV)、サルビエハウイルス(SVV)、サン
ペルリタウイルス(SPV)、ソーマレズリーフウイルス(SREV)、セピックウイルス(SEPV)、
テンブスウイルス(TMUV)、ダニ媒介型脳炎ウイルス(TBEV)、チュレニーウイルス(TYUV)、
ウガンダSウイルス(UGSV)、ウスツウイルス(USUV)、ウェセルスブロンウイルス(WESSV)、
西ナイルウイルス(WNV)、ヤウンデウイルス(YAOV)、黄熱病ウイルス(YFV)、ヨコセウイル
ス(YOKV)、又はジカウイルス(ZIKV)である。
【０３９７】
　他の実施態様において、前記NK細胞は、1以上の他の抗ウイルス剤を含む抗ウイルス治
療レジメンの一部として、ウイルス感染を有する対象に投与される。ウイルス感染を有す
る個体に投与し得る具体的な抗ウイルス剤としては:イミキモド、ポドフィロックス、ポ
ドフィリン、インターフェロンアルファ(IFNα)、レチコロス、ノノキシノール-9、アシ
クロビル、ファムシクロビル、バラシクロビル、ガンシクロビル、シドフォビル;アマン
タジン、リマンタジン;リバビリン;ザナマビル及びオセルタマビル;プロテアーゼ阻害剤
、例えば、インジナビル、ネルフィナビル、リトナビル、もしくはサキナビル;ヌクレオ
シド逆転写酵素阻害剤、例えば、ジダノシン、ラミブジン、スタブジン、ザルシタビン;
又はジドブジン;並びに非ヌクレオシド逆転写酵素阻害剤、例えば、ネビラピンもしくは
エファビレンツが挙げられるが、これらに限定されない。
【０３９８】
(5.6.投与)
　本明細書に記載されるような前記NK細胞、前記遺伝子改変NK細胞、又は前記第二の薬剤
は、個体、例えば、腫瘍細胞又は感染細胞を有する個体に対し、生細胞又は前記第二の薬
剤の投与に適した当技術分野において公知の医学的に許容し得る任意の経路により投与し
てもよい。様々な実施態様において、前記細胞は、それを必要としている部位に直接的に
又は間接的に、外科的にインプラントしても、例えば、カテーテルもしくはシリンジを手
段として注射しても、輸液しても、又は別のやり方で投与してもよい。様々な実施態様に
おいて、前記第二の薬剤は、それを必要としている部位に直接的に又は間接的に、例えば
、カテーテルもしくはシリンジを手段として注射しても、輸液しても、又は別のやり方で
投与してもよい。一実施態様において、前記細胞又は前記第二の薬剤は、個体に静脈内投
与される。別の実施態様において、前記細胞又は前記第二の薬剤は、腫瘍、例えば、固形
腫瘍、又は感染症の部位で、前記個体に投与される。前記個体が1を超える部位に腫瘍又
は感染症を有している具体的な実施態様において、前記細胞又は前記第二の薬剤は、少な
くとも2つ又は全ての腫瘍/感染症部位に投与される。ある他の実施態様において、前記細
胞もしくは前記第二の薬剤、又はその組成物は、経口で、経鼻で、動脈内に、非経口で、
点眼で、筋肉内に、皮下に、腹腔内に、脳内に、脳室内に、側脳室内に、くも膜下腔内に
、大槽内に、脊髄内に、及び/又は脊髄周辺に(perispinally)投与される。具体的な実施
態様において、前記細胞又は前記第二の薬剤、又はその組成物は、注射、輸液、静脈内(I
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V)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によって投与される。具体的なある実施態様におい
て、前記細胞又は前記第二の薬剤は、ポンプ装置を伴う又は伴わない頭蓋内針もしくは椎
骨内針、及び/又はカテーテルを介して送達される。
【０３９９】
　具体的な実施態様において、前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物
を投与する工程は、注射によるものである。具体的な実施態様において、前記NK細胞の注
射は、局所注射である。より具体的な実施態様において、前記局所注射は、固形腫瘍(例
えば、肉腫)中に直接に行う。具体的な実施態様において、NK細胞の投与は、シリンジに
よる注射によるものである。具体的な実施態様において、注射によるNK細胞の投与は、腹
腔鏡検査、内視鏡検査、超音波、コンピュータ断層撮影、磁気共鳴、又は放射線医学によ
って補助される。
【０４００】
　前記NK細胞、前記遺伝子改変NK細胞、又は前記第二の薬剤は、組成物中、例えば、マト
リックス、ヒドロゲル、スキャフォールドなどの中で、個体へと投与することができる。
【０４０１】
　一実施態様において、前記細胞は、天然のマトリックス、例えば、羊膜材料などの胎盤
生体材料上に、播種される。そのような羊膜材料は、例えば、哺乳動物胎盤から直接的に
切断された羊膜;固定された又は熱処理された羊膜、実質的に乾燥した(すなわち、<20％ 
H2Oの)羊膜、絨毛膜、実質的に乾燥した絨毛膜、実質的に乾燥した羊膜及び絨毛膜などと
することができる。その上に胎盤幹細胞を播種することができる好適な胎盤生体材料は、
その開示が引用により完全に本明細書に組み込まれる、Haririの米国特許出願公開第2004
/0048796号に記載されている。
【０４０２】
　別の実施態様において、前記細胞は、例えば、注射に適するヒドロゲル溶液中に懸濁さ
れる。このような組成物に適したヒドロゲルは、自己集合性ペプチド、例えば、RAD16を
含む。一実施態様において、前記細胞を含むヒドロゲル溶液を、例えば、金型中で硬化さ
せて、インプラント術のために、その中に分散された細胞を有するマトリックスを形成さ
せることができる。このようなマトリックス内の前記細胞を、該細胞がインプラント術の
前に有糸分裂的に増殖するように培養することもできる。前記ヒドロゲルを、例えば、共
有結合、イオン結合、又は水素結合を介して架橋される有機ポリマー(天然又は合成)とし
て、水分子を捕捉してゲルを形成する三次元開格子構造を作製することができる。ヒドロ
ゲル形成材料としては、イオン的に架橋される、ポリサッカライド、例えば、アルギン酸
塩及びその塩、ペプチド、ポリホスファジン、並びにポリアクリレート、又はブロックポ
リマー、例えば、それぞれ温度又はpHにより架橋されるポリエチレンオキシド-ポリプロ
ピレングリコールブロック共重合体が挙げられる。いくつかの実施態様において、前記ヒ
ドロゲル又はマトリックスは、生分解性である。
【０４０３】
　いくつかの実施態様において、本発明において用いられる製剤は、インサイチュで重合
可能なゲルを含む(例えば、米国特許出願公開第2002/0022676号; Ansethらの文献、J. Co
ntrol Release, 78(1-3):199-209 (2002); Wangらの文献、Biomaterials, 24(22):3969-8
0 (2003)を参照されたい。
【０４０４】
　いくつかの実施態様において、電荷を有する側鎖基又はその一価イオン塩を有するポリ
マーは、水性溶液、例えば、水、緩衝塩溶液、又は水性アルコール溶液に少なくとも部分
的に可溶性である。カチオンと反応させることができる酸性の側鎖基を有するポリマーの
例は、ポリ(ホスファゼン)、ポリ(アクリル酸)、ポリ(メタクリル酸)、アクリル酸及びメ
タクリル酸のコポリマー、ポリ(酢酸ビニル)、及びスルホン化ポリマー、例えば、スルホ
ン化ポリスチレンである。アクリル酸又はメタクリル酸とビニルエーテルモノマー又はポ
リマーとの反応により形成される酸性の側鎖基を有するコポリマーも使用することができ
る。酸性の基の例は、カルボン酸基、スルホン酸基、ハロゲン化(好ましくはフッ素化)ア
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ルコール基、フェノール性OH基、及び酸性OH基である。
【０４０５】
　前記細胞は、三次元的フレームワーク又はスキャフォールド上に播種して、インビボイ
ンプラントすることができる。そのようなフレームワークは、組織形成を刺激するか、又
は別のやり方で本明細書に記載される方法の実践を強化又は向上する任意の1以上の増殖
因子、細胞、薬物、又は他の成分と組み合わせてインプラントすることができる。
【０４０６】
　本発明において使用することができるスキャフォールドの例としては、不織マット、多
孔質発泡体、又は自己集合性ペプチドが挙げられる。不織マットは、グリコール酸及び乳
酸の合成吸収性コポリマー(例えば、PGA/PLA)から構成される繊維(VICRYL, Ethicon, Inc
., Somerville, N.J.)を用いて形成することができる。例えば、ポリ(ε-カプロラクトン
)/ポリ(グリコール酸)(PCL/PGA)コポリマーにより構成され、凍結乾燥又は凍結乾燥など
のプロセスによって形成される発泡体(例えば、米国特許第6,355,699号を参照されたい)
も、スキャフォールドとして使用することができる。
【０４０７】
　前記細胞を、モノ-、ジ-、トリ-、アルファ-トリ-、ベータ-トリ-、及びテトラ-リン酸
カルシウム、ヒドロキシアパタイト、フルオロアパタイト、硫酸カルシウム、フッ化カル
シウム、酸化カルシウム、炭酸カルシウム、リン酸カルシウムマグネシウム、生物活性ガ
ラス、例えばBIOガラス(登録商標)、及びそれらの混合物を含むが、これらに限定されな
い生理学的に許容し得るセラミック材料に播種するか、又はそれと接触させることもでき
る。現在市販されている多孔質生体適合性セラミック材料としては、SURGIBONE(登録商標
)(CanMedica Corp., Canada)、ENDOBON(登録商標)(Merck Biomaterial France、France)
、CEROS(登録商標)(Mathys、AG、Bettlach、Switzerland)、並びに鉱化コラーゲン骨移植
製品、例えば、HEALOS(商標)(DePuy、Inc., Raynham, MA)及びVITOSS(登録商標)、RHAKOS
S(商標)、及びCORTOSS(登録商標)(Orthovita、Malvern、Pa.)が挙げられる。前記フレー
ムワークは、天然及び/又は合成材料の混合物、ブレンド、又は複合体とすることができ
る。
【０４０８】
　別の実施態様において、細胞を、例えば、生体吸収性材料、例えば、PGA、PLA、PCLコ
ポリマー、もしくはブレンド、又はヒアルロン酸から作られるマルチフィラメント糸で構
成することができるフェルト上に播種するか、又はそれと接触させることができる。
【０４０９】
　前記細胞は、別の実施態様において、複合体構造であってもよい発泡体スキャフォール
ド上に播種することができる。そのような発泡体スキャフォールドは、修復、置き換え、
又は増強されるべき身体における具体的な構造の一部の形などの、有用な形状に成型する
ことができる。いくつかの実施態様において、細胞接着を強化するために、前記フレーム
ワークを、例えば、0.1M酢酸で処理して、それに続き、ポリリジン、PBS、及び/又はコラ
ーゲン中でインキュベーションしてから、本明細書に記載される細胞が接種される。マト
リックスを血漿コーティングすることにより、又は1以上のタンパク質(例えば、コラーゲ
ン、弾性線維、細網線維)、糖タンパク質、グリコサミノグリカン(例えば、ヘパリン硫酸
、コンドロイチン-4-硫酸、コンドロイチン-6-硫酸、デルマタン硫酸、ケラチン硫酸など
)、細胞マトリックス、及び/もしくはこれらに限定されないが、ゼラチン、アルギン酸塩
、寒天、アガロース、及び植物ガムなどの他の材料を添加することにより、該マトリック
スの外部表面を修飾して、細胞の接着又は増殖、及び組織の分化を向上させてもよい。
【０４１０】
　いくつかの実施態様において、前記スキャフォールドは、それを非血栓形成性にする材
料を含むか、又はそのような材料で処理されている。このような処理及び材料はまた、内
皮の成長、遊走、及び細胞外マトリックス析出を促進及び維持する可能性がある。これら
の材料及び処理の例としては、天然材料、例えば、ラミニン及びIV型コラーゲンなどの基
底膜タンパク質、合成の材料、例えば、EPTFE、及びPURSPAN(商標)(The Polymer Technol
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ogy Group, Inc., Berkeley, Calif.)などのセグメント化されたポリウレタンウレアシリ
コーンが挙げられるが、これらに限定されない。前記スキャフォールドは、抗血栓剤、例
えば、ヘパリンも含み得る;前記スキャフォールドを処理して、胎盤幹細胞を播種するこ
との前に表面電荷を変化させることもできる(例えば、血漿によるコーティング)。
【０４１１】
　具体的な実施態様において、前記NK細胞、前記遺伝子改変NK細胞、又は前記第二の薬剤
は、医薬担体と投与される。該医薬担体は、当技術分野において公知の任意のものとする
ことができる。具体的な実施態様において、前記NK細胞又は前記遺伝子改変NK細胞は、細
胞表面でフコシル化されている。
【０４１２】
　NK細胞もしくは遺伝子改変NK細胞(例えば、CAR及び/もしくはホーミング受容体を含むN
K細胞)の数、又は前記第二の薬剤の量の決定は、独立して行い得る。そのような決定は、
前記対象の状態に基づくことができ、医師によりなすことができる。
【０４１３】
　ある実施態様において、前記NK細胞、前記遺伝子改変NK細胞、又は前記第二の薬剤は、
個体に対して、該個体に、検出可能な治療的利益をもたらす任意の量又は数で、例えば、
有効量で用いられ、例えば、投与され、ここで、該個体は、ウイルス感染、がん、又は腫
瘍細胞を有し、例えば、腫瘍細胞、固形腫瘍又は血液がんを有する個体、例えば、がん患
者である。細胞は、細胞の絶対数でそのような個体へ投与することができ、例えば、該個
体に、約、少なくとも約、もしくは多くとも約1×105、5×105、1×106、5×106、1×107

、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1×1010、5×1010、又は1×1011個の細胞
を投与することができる。他の実施態様において、細胞は、細胞の相対数でそのような個
体へ投与することができ、例えば、該個体に、約、少なくとも約、もしくは多くとも約1
×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1
×1010、5×1010、又は1×1011個の細胞を投与することができる。他の実施態様において
、細胞は、細胞の相対数でそのような個体へ投与することができ、例えば、該個体に、約
、少なくとも約、もしくは多くとも約1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107

、1×108、又は5×108個の細胞を投与することができる。細胞は、NK細胞又は遺伝子改変
NK細胞及び任意に胎盤灌流液細胞の数と、該個体における腫瘍/感染細胞の数(例えば、推
定された数)とのおおよその比率により、そのような個体へ投与することができる。例え
ば、NK細胞又は前記遺伝子改変NK細胞は、前記個体に、約、少なくとも約、もしくは多く
とも約1:1、1:1、3:1、4:1、5:1、6:1、7:1、8:1、9:1、10:1、15:1、20:1、25:1、30:1
、35:1、40:1、45:1、50:1、55:1、60:1、65:1、70:1、75:1、80:1、85:1、90:1、95:1又
は100:1の該個体における腫瘍/感染細胞の数に対する比率で投与することができる。その
ような個体における腫瘍/感染細胞の数は、例えば、該個体由来の組織の試料、例えば、
血液試料、生検などにおける腫瘍/感染細胞の数を計数することによって推定することが
できる。具体的な実施態様において、例えば、固形腫瘍については、前記計数することは
、腫瘍(単数又は複数)のイメージングと組み合わせて行われ、おおよその腫瘍体積が得ら
れる。
【０４１４】
　具体的な実施態様において、NK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)に、胎盤灌流液細胞又は胎
盤灌流液を補充する。具体的な実施態様において、1ミリリットルあたり約1×104、5×10
4、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108個もしくはそれ
より多くのNK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)、又は1ミリリットルあたり1×104、5×104、1
×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1
×1010、5×1010、1×1011個もしくはそれより多くのNK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)に、
1ミリリットルあたり約もしくは少なくとも約1×104、5×104、1×105、5×105、1×106

、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108個もしくはそれより多くの単離された胎盤灌
流液細胞を補充するか、又は1ミリリットルあたり1×104、5×104、1×105、5×105、1×
106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1×1010、5×1010、1
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×1011個もしくはそれより多くの単離された胎盤灌流液細胞を補充する。他のより具体的
な実施態様において、1ミリリットルあたり約1×104、5×104、1×105、5×105、1×106

、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108個もしくはそれより多くのNK細胞(又は遺伝
子改変NK細胞)、又は1ミリリットルあたり1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5
×106、1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×109、1×1010、5×1010、1×1011

個もしくはそれより多くのNK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)に、約もしくは少なくとも約1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75
、80、85、90、95、100、150、200、250、300、350、400、450、500、550、600、650、70
0、750、800、850、900、950、もしくは1000mLの灌流液、又は約1ユニットの灌流液を補
充する。
【０４１５】
　別の具体的な実施態様において、NK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)に、接着性胎盤細胞、
例えば、接着性胎盤幹細胞又は複能性細胞、例えば、CD34-、CD10+、CD105+、CD200+組織
培養プラスチック接着胎性盤細胞を補充する。具体的な実施態様において、前記NK細胞に
、1ミリリットルあたり約1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5
×107、1×108、5×108個、もしくはそれより多くの接着性胎盤幹細胞、又は1×104、5×
104、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108、5×108、1×109、5×
109、1×1010、5×1010、1×1011個、もしくはそれより多くの接着性胎盤細胞、例えば、
接着性胎盤幹細胞もしくは複能性細胞を補充する。
【０４１６】
　別の具体的な実施態様において、NK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)に、馴化培地、例えば
、CD34-、CD10+、CD105+、CD200+組織培養プラスチック接着性胎盤細胞で馴化された培地
、例えば、灌流液1ユニットあたり、又は104、105、106、107、108、109、1010、もしく
は1011個のNK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)あたり、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.1
、0.8、0.9、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10mLの幹細胞馴化培養培地を補充する。ある
実施態様において、前記組織培養プラスチック接着性胎盤細胞は、その開示が引用により
完全に本明細書中に組み込まれる、米国特許第7,468,276号及び米国特許出願公開第2007/
0275362号に記載されている複能性接着性胎盤細胞である。別の具体的な実施態様におい
て、前記方法は、前記腫瘍細胞を、免疫調節化合物(例えば、セクション5.2.7.1に記載さ
れているような免疫調節性化合物)もしくはサリドマイドと近接させるか、又は前記個体
に該免疫調節化合物もしくはサリドマイドを投与することをさらに含む。
【０４１７】
　別の具体的な実施態様において、NK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)に、胎盤灌流液細胞を
補充し、該灌流液細胞を、前記近接させることの前のある期間インターロイキン-2(IL-2)
と近接させる。ある実施態様において、該期間は、前記近接させることの前の約、少なく
とも、又は多くとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、14、16、18、20、22、24、26
、28、30、32、34、36、38、40、42、44、46、又は48時間である。
【０４１８】
　前記NK細胞、前記遺伝子改変NK細胞、又は前記第二の薬剤は、ウイルス感染、血液障害
、又は固形腫瘍を有する個体に、療法の過程で一回(すなわち、単回投与で)投与すること
ができるか;又は療法の間、複数回(すなわち、複数回投与で)、例えば、1、2、3、4、5、
6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、もしくは23時間毎
に1回、もしくは1、2、3、4、5、6、もしくは7日毎に1回、もしくは1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、24、36週、もしくはそれより多くの週毎に1回投与することができる。NK細
胞(又は遺伝子改変NK細胞)及び第二の薬剤の双方が用いられる実施態様において、該第二
の薬剤及び該NK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)は、前記個体に一緒に、例えば、同じ製剤で
投与することができるか;おおよそ同じ時間に、別々に、例えば、別の製剤で投与するこ
とができるか;又は別々に、例えば、異なる投薬スケジュールで、もしくはその日の異な
る時間に投与することができる。前記第二の薬剤は、前記NK細胞(又は遺伝子改変NK細胞)
の前に、それの後に、又はそれと同時に投与することができる。NK細胞(もしくは遺伝子
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改変NK細胞)又は第二の薬剤は、該NK細胞(もしくは遺伝子改変NK細胞)又は該第二の薬剤
がそれまでに該個体に投与されたかどうかを問わずに、投与することができる。
【０４１９】
(5.7.患者)
　本件開示でいう患者は、ヒト又は非ヒト脊椎動物、例えば、野生動物、飼育動物、もし
くは家畜とすることができるが、これらに限定されない。ある実施態様において、該患者
は、哺乳動物、例えば、ヒト、ウシ、イヌ、ネコ、ヤギ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ラット、
又はマウスである。一実施態様において、該患者は、ヒト患者である。
【０４２０】
(5.8.キット)
　本明細書において提供されるのは、上述のNK細胞又は遺伝子改変NK細胞(例えば、CAR及
び/もしくはホーミング受容体を含むNK細胞)を含む組成物を充填した1以上の容器、並び
に上述の第二の薬剤を含む組成物を充填した1以上の容器を含む医薬パック又はキットで
ある。また、本明細書において提供されるのは、上述のCAR及び/又はホーミング受容体を
含むNK細胞を含む組成物を充填した1以上の容器を含む医薬パック又はキットである。そ
のような容器(複数可)には、医薬品又は生物学的製品の生産、使用、又は販売を規制する
政府機関によって定められた形での注意書きと任意に関連付けることができ、該注意書き
は、ヒトへの投与のための生産、使用、又は販売の該機関による認可を示すものである。
【０４２１】
　本明細書において包含されるキットは、本明細書において提供されるような治療する方
法、例えば、血液がん、固形腫瘍、又はウイルス感染を治療する方法に従い使用すること
ができる。
【実施例】
【０４２２】
(6.実施例)
(6.1.実施例1:リツキシマブを用いる抗体依存性細胞傷害(ADCC))
　本明細書において示される本実施例は、NK細胞(ここでは、PiNK細胞)、及び細胞表面抗
原(この場合、CD20)、例えば、腫瘍関連抗原に対して特異的な抗体の共投与が、該NK細胞
のNK抗体依存性細胞介在性細胞傷害(ADCC)を増加させることを実証する。
【０４２３】
　本明細書において示される本実験は、抗CD20抗体、リツキシマブ、及びCD20の高発現細
胞であるDaudi細胞(カタログ#: CCL-213、ATCC)を利用する。Daudi細胞を回収し、親油性
の脂肪族残基が細胞原形質膜に入り込むPKH26(カタログ#: PKH26GL-1KT 、Sigma-Aldrich
)(Ferlazzo、G.らの文献、J Immunol, 172: 1455-1462 (2004); Lehmann、D.らの文献、S
tem Cells Dev, 21: 2926-2938 (2012))で標識した。該細胞を洗浄し、図1に示したよう
な異なる濃度で、リツキシマブ(及びアイソタイプ対照としてのヒトIgG)と、室温で1時間
インキュベートした。3回洗浄後、104個の標的細胞を、96ウエルU底組織培養プレートに
入れ、10％ FBSが補充された200μlのRPMI 1640中、種々のエフェクター対標的(E:T)比率
(50:1、20:1、10:1、及び2.5:1)で、培養されたNK細胞とインキュベートした。培養物を
、37℃で、5％ CO2中4時間インキュベートした。インキュベーション後、細胞を回収し、
膜不透過性DNA染色試薬であるTO-PRO-3(カタログ# T3605、Invitrogen)を0.25μMの終濃
度まで、培養物に加え、それに続き、BD FACSCanto IIを用いるFACS分析を行った。細胞
傷害性(図1では「％細胞傷害性」)を、全PKH26+標的腫瘍細胞内での、自然細胞死を減じ
た死細胞(PKH26+TO-PRO-3+)のパーセンテージとして示した。
【０４２４】
　Daudi細胞をリツキシマブとインキュベートすると、ヒトIgG対照と比べて、(PiNK)細胞
の細胞傷害性が増加し、それにより、前記抗CD20抗体の共投与を伴う場合のPiNK細胞の強
化された細胞溶解活性が示されている(図1)。
【０４２５】
(6.2.実施例2:多発性骨髄腫に対する3段階NK細胞の細胞傷害性)
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　MM細胞株及び初代MM試料の表現型キャラクタリゼーション。初代多発性骨髄腫(MM)細胞
(組織溶液、ドナーID:MM285、MM293)又はMM腫瘍細胞株:RPMI8226(ATCC、カタログ#CCL-15
5)、及びOPM2(DSMZ、カタログ#ACC-50)細胞(それぞれ1×106個)を、本アッセイに使用し
た。細胞を、製造業者のプロトコールに従い抗PD-L1 APC(Biolegend、カタログ#329708)
、抗CS1 PE-Cy7(Biolegend、カタログ#331816)、及び7-AAD(BD Bioscience、カタログ#55
9925)で染色した。データは、BD LSRFortessa(BD Biosciences)で取得し、FLOWJO(登録商
標)ソフトウェア(Tree Star)を用いて解析した。データは、7-AAD-単一細胞でゲートをか
けた％陽性細胞として表した。該％陽性ゲートの設定は、染色していない試料を対照とし
て用いて行った。
【０４２６】
　結果。MM細胞株でのPD-L1及びCS-1の発現を、図2に示す。図2のパネル内の最も左のピ
ークは、前記対照を示し、最も右のピークは、試料を示す。PD-L1陽性である細胞のパー
センテージは、以下の通りであった:71.6％ MM285、70.7％ MM293、66.2％ OPM-2、及び9
4.4％ RPMI8226。CS-1陽性である細胞のパーセンテージは、以下の通りであった:31.8％ 
MM285、58.8％ MM293、93.4％ OPM-2、及び29.5％ RPMI8226。
【０４２７】
　MM細胞株及び初代MM試料に対する3段階NK細胞の24時間細胞傷害性アッセイ。OPM2細胞
を、10μMのPKH26蛍光色素(Sigma-Aldrich、カタログ#PKH26-GL)で標識してから、48ウエ
ルプレート内で、10％ FBS及び抗生物質が補充された1mLのRPMI 1640(基本培地)中で、又
は実験的条件:IL-15(5ng/mL)(Invitrogen、カタログ#PHC9153);IL-2(200IU/mL)(Invitrog
en、カタログ#PHC0023);抗PD-L1(10ng/mL)(Affymetrix、カタログ#16-5983-82);抗IgG(10
ng/mL)(Affymetrix、カタログ#16-4714-82);REVLIMID(登録商標)(レナリドミド;1uM)、も
しくはDMSO(0.1％)で、5名の異なるドナー由来の3段階NK細胞と3:1のエフェクター対標的
(E:T)比率(3×105個の3段階NK細胞及び1×105個のOPM2細胞)で共培養した。標的細胞のみ
を、対照としてプレーティングした。37℃及び5％ CO2で24時間のインキュベーション後
、細胞を回収し、それに続き、1μMのTO-PRO-3で染色して、死細胞を特定した。各々の試
料中の生標的細胞(PKH26+TO-PRO-3-)の数は、製造業者により提供されるプロトコールに
従い計数用ビーズ(Invitrogen、カタログ#C36950)を用いるフローサイトメトリーにより
定量化した。計数用ビーズは、長期の24時間培養の間の腫瘍細胞の増殖の可能性を考慮す
るために本アッセイに導入した。
【０４２８】
　簡単に言うと、各々の試料中の生標的細胞の数を以下のように計算した:(％PKH26+TO-P
RO-3-生標的)/(％計数用ビーズ)×(該計数用ビーズロットの割り当てビーズ計数値)。試
料(3段階NK細胞の共培養物と標的細胞)中のパーセント生存率(％生存率)は、24時間後に3
段階NK細胞との共培養物中に残存する生PKH26+標的細胞の絶対数を、標的細胞のみの培養
物中に残存する生PKH26+標的細胞の絶対数で割ることにより計算される。報告した24時間
でのパーセント細胞傷害性は:100-％生存率として計算した。結果を、平均値±該平均値
の標準偏差として図示した。
【０４２９】
　結果。3段階NK細胞は、種々のMM細胞株に対して細胞傷害活性を示した。該3段階NK細胞
は、3:1のE:T比率で、4つの初代MM試料に対して20～60％の特異的溶解を示した(図3)。異
なるドナー由来のMM標的のNK死滅化に対する異なった感受性が観察された。加えて、OPM2
に対する3段階NK細胞の細胞傷害性の初期の評価は、これらの実験において利用したサイ
トカイン、免疫調節化合物、及びモノクローナル抗体の添加による細胞溶解活性の強化を
示した(図4)。
【０４３０】
(等価物)
　本発明は、本明細書に記載の具体的な実施態様によって範囲が限定されるべきではない
。実際に、記載された変更に加えて、本発明の様々な変更が、上の説明及び添付の図面か
ら当業者に明白となるであろう。そのような変更は、添付の特許請求の範囲内に含まれる



(112) JP 6797803 B2 2020.12.9

10

20

30

40

50

ことが意図される。
【０４３１】
　本明細書で引用された全ての参考文献は、各々の個々の刊行物、特許、又は特許出願が
、あらゆる目的のために、その全体として引用により具体的かつ個別に組み込まれること
が示される場合と同じ程度に、あらゆる目的のために、引用により完全に本明細書中に組
み込まれる。いかなる刊行物の引用も、出願日前のその開示を理由としたものであり、本
発明が先行発明を理由としてそのような刊行物に先行する資格がないと認めるものと解釈
されるべきではない。
　本件出願は、以下の構成の発明を提供する。
（構成１）
　それを必要としている対象におけるがんを治療する方法であって、
(a)該対象に、単離されたナチュラルキラー(NK)細胞の集団又はその医薬組成物を投与す
ること;及び
(b)該対象に、該がんを治療するために使用することができる第二の薬剤又はその医薬組
成物を投与すること、を含む、前記方法。
（構成２）
　前記第二の薬剤が、腫瘍関連抗原(TAA)に特異的に結合する抗体又はその抗原結合性断
片である、構成1記載の方法。
（構成３）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成2記載の方法。
（構成４）
　前記TAAが、CD123、CLL-1、CD38、CS-1、CD138、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII、E
PHA2、及びGD2からなる群から選択される、構成2又は3記載の方法。
（構成５）
　前記第二の薬剤が、腫瘍微小環境関連抗原(TMAA)に特異的に結合する抗体又はその抗原
結合性断片である、構成1記載の方法。
（構成６）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成5記載の方法。
（構成７）
　前記TMAAが、VEGF-A、EGF、PDGF、IGF、及びbFGFからなる群から選択される、構成5又
は6記載の方法。
（構成８）
　前記第二の薬剤が、免疫チェックポイントタンパク質に特異的に結合し、かつ該免疫チ
ェックポイントタンパク質の活性と拮抗する抗体又はその抗原結合性断片である、構成1
記載の方法。
（構成９）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成8記載の方法。
（構成１０）
　前記免疫チェックポイントタンパク質が、CTLA-4、PD-1、PD-L1、PD-L2、及びLAG-3か
らなる群から選択される、構成8又は9記載の方法。
（構成１１）
　前記第二の薬剤が、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiKE)である、構成1記載の
方法。
（構成１２）
　前記BiKEが、TAAに特異的に結合する第一の単鎖可変断片(scFv)を含む、構成11記載の
方法。
（構成１３）
　前記TAAが、CD123、CLL-1、CD38、CS-1、CD138、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII、E
PHA2、及びGD2からなる群から選択される、構成12記載の方法。
（構成１４）
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　前記BiKEが、CD16に特異的に結合する第二のscFvを含む、構成11～13のいずれか1記載
の方法。
（構成１５）
　前記第二の薬剤が、抗炎症剤である、構成1記載の方法。
（構成１６）
　前記第二の薬剤が、免疫調節剤である、構成1記載の方法。
（構成１７）
　前記第二の薬剤が、細胞傷害性薬剤である、構成1記載の方法。
（構成１８）
　前記第二の薬剤が、がんワクチンである、構成1記載の方法。
（構成１９）
　前記第二の薬剤が、化学療法剤である、構成1記載の方法。
（構成２０）
　前記第二の薬剤が、HDAC阻害剤である、構成1記載の方法。
（構成２１）
　前記第二の薬剤が、siRNAである、構成1記載の方法。
（構成２２）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、前記第二の薬剤又はその医薬組成
物の前に投与される、構成1～21のいずれか1記載の方法。
（構成２３）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、前記第二の薬剤又はその医薬組成
物の後に投与される、構成1～21のいずれか1記載の方法。
（構成２４）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、前記第二の薬剤又はその医薬組成
物と同時に投与される、構成1～21のいずれか1記載の方法。
（構成２５）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、注射
、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである、構成1～24の
いずれか1記載の方法。
（構成２６）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、デバ
イズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる、構成1～25のいずれか1
記載の方法。
（構成２７）
　前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前記工程が、注射、輸液、静脈
内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである、構成1～26のいずれか1記載
の方法。
（構成２８）
　前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前記工程が、デバイズ、マトリ
ックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる、構成1～27のいずれか1記載の方法。
（構成２９）
　前記NK細胞が、該細胞表面でフコシル化されている、構成1～28のいずれか1記載の方法
。
（構成３０）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、単回投与で投与される、構成1～2
9のいずれか1記載の方法。
（構成３１）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、複数回投与で投与される、構成1
～29のいずれか1記載の方法。
（構成３２）
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　前記第二の薬剤又はその医薬組成物が、単回投与で投与される、構成1～31のいずれか1
記載の方法。
（構成３３）
　前記第二の薬剤又はその医薬組成物が、複数回投与で投与される、構成1～31のいずれ
か1記載の方法。
（構成３４）
　それを必要としている対象におけるがんを治療する方法であって、該対象に、単離され
たNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞が、キメラ抗原受容
体(CAR)を含み、該CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び
任意に共刺激ドメインを含む、前記方法。
（構成３５）
　前記CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び共刺激ドメ
インを含む、構成34記載の方法。
（構成３６）
　前記CARを含む前記NK細胞が、該CARを発現するよう操作されたCD34+造血幹細胞(HSC)に
由来する、構成34又は35記載の方法。
（構成３７）
　前記細胞外ドメインが、抗原結合性ドメインである、構成34～36のいずれか1記載の方
法。
（構成３８）
　前記抗原結合性ドメインが、scFvドメインである、構成37記載の方法。
（構成３９）
　前記抗原結合性ドメインが、TAAに特異的に結合する、構成37又は38記載の方法。
（構成４０）
　前記TAAが、CD123、CLL-1、CD38、及びCS-1からなる群から選択される、構成39記載の
方法。
（構成４１）
　前記細胞内刺激ドメインが、CD3ゼータシグナル伝達ドメインである、構成34～40のい
ずれか1記載の方法。
（構成４２）
　前記共刺激ドメインが、CD28、4-1BB、PD-1、OX40、CTLA-4、NKp46、NKp44、NKp30、DA
P10、又はDAP12の細胞内ドメインを含む、構成34～41のいずれか1記載の方法。
（構成４３）
　それを必要としている対象におけるがんを治療する方法であって、該対象に、単離され
たNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞が、ホーミング受容
体を含む、前記方法。
（構成４４）
　前記ホーミング受容体を含む前記NK細胞が、該ホーミング受容体を発現するよう操作さ
れたCD34+造血幹細胞(HSC)に由来する、構成43記載の方法。
（構成４５）
　前記ホーミング受容体が、走化性受容体である、構成43又は44記載の方法。
（構成４６）
　前記走化性受容体が、CXCR4、VEGFR2、及びCCR7からなる群から選択される、構成45記
載の方法。
（構成４７）
　それを必要としている対象におけるがんを治療する方法であって、該対象に、単離され
たナチュラルキラー(NK)細胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞
が、キメラ抗原受容体(CAR)及びホーミング受容体を含み、該CARが、細胞外ドメイン、膜
貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び任意に共刺激ドメインを含む、前記方法。
（構成４８）
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　前記CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び共刺激ドメ
インを含む、構成47記載の方法。
（構成４９）
　前記CAR及び前記ホーミング受容体を含む前記NK細胞が、該CARを発現するよう操作され
たCD34+造血幹細胞(HSC)に由来する、構成47又は48記載の方法。
（構成５０）
　前記CAR及び前記ホーミング受容体を含む前記NK細胞が、該ホーミング受容体を発現す
るよう操作されたCD34+造血幹細胞(HSC)に由来する、構成47～49のいずれか1記載の方法
。
（構成５１）
　前記細胞外ドメインが、抗原結合性ドメインである、構成47～50のいずれか1記載の方
法。
（構成５２）
　前記抗原結合性ドメインが、scFvドメインである、構成51記載の方法。
（構成５３）
　前記抗原結合性ドメインが、TAAに特異的に結合する、構成51又は52記載の方法。
（構成５４）
　前記TAAが、CD123、CLL-1、CD38、及びCS-1からなる群から選択される、構成53記載の
方法。
（構成５５）
　前記細胞内刺激ドメインが、CD3ゼータシグナル伝達ドメインである、構成47～54のい
ずれか1記載の方法。
（構成５６）
　前記共刺激ドメインが、CD28、4-1BB、PD-1、OX40、CTLA-4、NKp46、NKp44、NKp30、DA
P10、又はDAP12の細胞内ドメインを含む、構成47～55のいずれか1記載の方法。
（構成５７）
　前記ホーミング受容体が、走化性受容体である、構成47～56のいずれか1記載の方法。
（構成５８）
　前記走化性受容体が、CXCR4、VEGFR2、及びCCR7からなる群から選択される、構成57記
載の方法。
（構成５９）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、注射
、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである、構成34～58の
いずれか1記載の方法。
（構成６０）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、デバ
イズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる、構成34～59のいずれか
1記載の方法。
（構成６１）
　前記NK細胞が、該細胞表面でフコシル化されている、構成34～60のいずれか1記載の方
法。
（構成６２）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、単回投与で投与される、構成34～
61のいずれか1記載の方法。
（構成６３）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、複数回投与で投与される、構成34
～61のいずれか1記載の方法。
（構成６４）
　前記がんが、血液がんである、構成1～63のいずれか1記載の方法。
（構成６５）
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　前記がんが、固形腫瘍である、構成1～63のいずれか1記載の方法。
（構成６６）
　それを必要としている対象においてウイルス感染を治療する方法であって、
(a)該対象に、単離されたナチュラルキラー(NK)細胞の集団又はその医薬組成物を投与す
ること;及び
(b)該対象に、該ウイルス感染を治療するために使用することができる第二の薬剤又はそ
の医薬組成物を投与することを含む、前記方法。
（構成６７）
　前記第二の薬剤が、免疫チェックポイントタンパク質に特異的に結合し、かつ該免疫チ
ェックポイントタンパク質の活性と拮抗する抗体又はその抗原結合性断片である、構成66
記載の方法。
（構成６８）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成67記載の方法。
（構成６９）
　前記免疫チェックポイントタンパク質が、CTLA-4、PD-1、PD-L1、PD-L2、及びLAG-3か
らなる群から選択される、構成67又は68記載の方法。
（構成７０）
　前記第二の薬剤が、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiKE)である、構成66記載の
方法。
（構成７１）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、前記第二の薬剤又はその医薬組成
物の前に投与される、構成66～70のいずれか1記載の方法。
（構成７２）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、前記第二の薬剤又はその医薬組成
物の後に投与される、構成66～70のいずれか1記載の方法。
（構成７３）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、前記第二の薬剤又はその医薬組成
物と同時に投与される、構成66～70のいずれか1記載の方法。
（構成７４）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、注射
、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである、構成66～73の
いずれか1記載の方法。
（構成７５）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、デバ
イズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる、構成66～74のいずれか
1記載の方法。
（構成７６）
　前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前記工程が、注射、輸液、静脈
内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである、構成66～75のいずれか1記
載の方法。
（構成７７）
　前記対象に、第二の薬剤又はその医薬組成物を投与する前記工程が、デバイズ、マトリ
ックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる、構成66～76のいずれか1記載の方法
。
（構成７８）
　前記NK細胞が、該細胞表面でフコシル化されている、構成66～77のいずれか1記載の方
法。
（構成７９）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、単回投与で投与される、構成66～
78のいずれか1記載の方法。
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（構成８０）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、複数回投与で投与される、構成66
～78のいずれか1記載の方法。
（構成８１）
　前記第二の薬剤又はその医薬組成物が、単回投与で投与される、構成66～80のいずれか
1記載の方法。
（構成８２）
　前記第二の薬剤又はその医薬組成物が、複数回投与で投与される、構成66～80のいずれ
か1記載の方法。
（構成８３）
　それを必要としている対象においてウイルス感染を治療する方法であって、該対象に、
単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞が、キメラ
抗原受容体(CAR)を含み、該CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイ
ン、及び任意に共刺激ドメインを含む、前記方法。
（構成８４）
　前記CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び共刺激ドメ
インを含む、構成83記載の方法。
（構成８５）
　前記CARを含む前記NK細胞が、該CARを発現するよう操作されたCD34+造血幹細胞(HSC)に
由来する、構成83又は84記載の方法。
（構成８６）
　前記細胞外ドメインが、抗原結合性ドメインである、構成83～85のいずれか1記載の方
法。
（構成８７）
　前記抗原結合性ドメインが、scFvドメインである、構成86記載の方法。
（構成８８）
　前記細胞内刺激ドメインが、CD3ゼータシグナル伝達ドメインである、構成83～87のい
ずれか1記載の方法。
（構成８９）
　前記共刺激ドメインが、CD28、4-1BB、PD-1、OX40、CTLA-4、NKp46、NKp44、NKp30、DA
P10、又はDAP12の細胞内ドメインを含む、構成83～88のいずれか1記載の方法。
（構成９０）
　それを必要としている対象においてウイルス感染を治療する方法であって、該対象に、
単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、該NK細胞が、ホーミ
ング受容体を含む、前記方法。
（構成９１）
　前記ホーミング受容体を含む前記NK細胞が、該ホーミング受容体を発現するよう操作さ
れたCD34+造血幹細胞(HSC)に由来する、構成90記載の方法。
（構成９２）
　前記ホーミング受容体が、走化性受容体である、構成90又は91記載の方法。
（構成９３）
　前記走化性受容体が、CXCR4、VEGFR2、及びCCR7からなる群から選択される、構成92記
載の方法。
（構成９４）
　それを必要としている対象においてウイルス感染を治療する方法であって、該対象に、
単離されたナチュラルキラー(NK)細胞の集団又はその医薬組成物を投与することを含み、
該NK細胞が、キメラ抗原受容体(CAR)及びホーミング受容体を含み、該CARが、細胞外ドメ
イン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び任意に共刺激ドメインを含む、前記方
法。
（構成９５）
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　前記CARが、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内刺激ドメイン、及び共刺激ドメ
インを含む、構成94記載の方法。
（構成９６）
　前記CAR及び前記ホーミング受容体を含む前記NK細胞が、該CARを発現するよう操作され
たCD34+造血幹細胞(HSC)に由来する、構成94又は95記載の方法。
（構成９７）
　前記NK細胞が、前記ホーミング受容体を発現するよう操作されたCD34+造血幹細胞(HSC)
から製造される、構成94～96のいずれか1記載の方法。
（構成９８）
　前記細胞外ドメインが、抗原結合性ドメインである、構成94～97のいずれか1記載の方
法。
（構成９９）
　前記抗原結合性ドメインが、scFvドメインである、構成98記載の方法。
（構成１００）
　前記細胞内刺激ドメインが、CD3ゼータシグナル伝達ドメインである、構成94～99のい
ずれか1記載の方法。
（構成１０１）
　前記共刺激ドメインが、CD28、4-1BB、PD-1、OX40、CTLA-4、NKp46、NKp44、NKp30、DA
P10、又はDAP12の細胞内ドメインを含む、構成94～100のいずれか1記載の方法。
（構成１０２）
　前記ホーミング受容体が、走化性受容体である、構成94～101のいずれか1記載の方法。
（構成１０３）
　前記走化性受容体が、CXCR4、VEGFR2、及びCCR7からなる群から選択される、構成102記
載の方法。
（構成１０４）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、注射
、輸液、静脈内(IV)投与、大腿内投与、又は腫瘍内投与によるものである、構成83～103
のいずれか1記載の方法。
（構成１０５）
　前記対象に、単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物を投与する前記工程が、デバ
イズ、マトリックス、又はスキャフォールドを用いて行なわれる、構成83～104のいずれ
か1記載の方法。
（構成１０６）
　前記NK細胞が、細胞表面でフコシル化されている、構成83～105のいずれか1記載の方法
。
（構成１０７）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、単回投与で投与される、構成83～
106のいずれか1記載の方法。
（構成１０８）
　前記単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物が、複数回投与で投与される、構成83
～106のいずれか1記載の方法。
（構成１０９）
　前記NK細胞が、胎盤中間ナチュラルキラー(PiNK)細胞である、構成1～13及び15～108の
いずれか1記載の方法。
（構成１１０）
　前記NK細胞が、活性化NK細胞である、構成1～108のいずれか1記載の方法。
（構成１１１）
　前記NK細胞が、三工程プロセスNK(TSPNK)細胞である、構成1～108のいずれか1記載の方
法。
（構成１１２）
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　前記TSPNK細胞が、NK前駆細胞である、構成111記載の方法。
（構成１１３）
　前記PiNK細胞が、胎盤細胞に由来する、構成108記載の方法。
（構成１１４）
　前記胎盤細胞が、胎盤灌流液から得られる、構成113記載の方法。
（構成１１５）
　前記胎盤細胞が、機械的及び/又は酵素的に破壊されている胎盤組織から得られる、構
成113記載の方法。
（構成１１６）
　前記活性化NK細胞が:
(a)造血幹細胞又は前駆細胞の集団が増殖し、該造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数
の造血幹細胞又は前駆細胞が、該増殖の間にNK細胞に分化するように、該集団を、インタ
ーロイキン-15(IL-15)、並びに任意に、幹細胞因子(SCF)及びインターロイキン-7(IL-7)
のうちの1つ以上を含む第一の培地中に播種すること(ここで、該IL-15並びに任意のSCF及
びIL-7は、該培地の不確定成分中には含まれない);及び
(b)前記工程(a)由来の細胞を、インターロイキン-2(IL-2)を含む第二の培地中で増殖させ
て、活性化NK細胞の集団を製造すること、
を含むプロセスにより製造される、構成110記載の方法。
（構成１１７）
　前記活性化NK細胞が:造血幹細胞又は前駆細胞の集団を、幹細胞因子(SCF)、インターロ
イキン-7(IL-7)、及びインターロイキン-15(IL-15)のうちの1つ以上を含む第一の培地中
で増殖させることを含むプロセスであって、該SCF、IL-7、及びIL-15は、該培地の不確定
成分中には含まれず、かつ該造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数の造血幹細胞又は前
駆細胞が、該増殖の間にNK細胞に分化し;かつ該方法の第二の工程が、前記第一の工程由
来の細胞を、インターロイキン-2(IL-2)を含む第二の培地中で増殖させて、活性化NK細胞
を製造することを含む、前記プロセスにより製造される、構成110記載の方法。
（構成１１８）
　前記第一の培地が、Fms様チロシンキナーゼ3リガンド(Flt3-L)、トロンボポエチン(Tpo
)、インターロイキン-2(IL-2)、又はヘパリンのうちの1つ以上をさらに含む、構成116記
載の方法。
（構成１１９）
　前記第一の培地が、ウシ胎仔血清又はヒト血清をさらに含む、構成118記載の方法。
（構成１２０）
　前記SCFが、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成118記載の
方法。
（構成１２１）
　前記Flt3-Lが、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成118記載
の方法。
（構成１２２）
　前記IL-2が、前記第一の培地中に、約50～約1500IU/mLの濃度で存在する、構成118記載
の方法。
（構成１２３）
　前記IL-7が、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成118記載の
方法。
（構成１２４）
　前記IL-15が、前記第一の培地中に、1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成118記載の
方法。
（構成１２５）
　前記Tpoが、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成118記載の
方法。
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（構成１２６）
　前記ヘパリンが、前記第一の培地中に、約0.1～約30U/mLの濃度で存在する、構成118記
載の方法。
（構成１２７）
　前記第二の工程における前記IL-2が、前記第二の培地中に、50～約1500IU/mLの濃度で
存在する、構成116記載の方法。
（構成１２８）
　前記第二の培地が、ウシ胎仔血清(FCS)、トランスフェリン、インスリン、エタノール
アミン、オレイン酸、リノール酸、パルミチン酸、ウシ血清アルブミン(BSA)、及びフィ
トヘマグルチニンのうちの1つ以上をさらに含む、構成116記載の方法。
（構成１２９）
　前記造血幹細胞又は前駆細胞が、CD34+である、構成116記載の方法。
（構成１３０）
　前記造血幹細胞又は前駆細胞が、ヒト胎盤灌流液由来の造血幹細胞又は前駆細胞、及び
臍帯由来の造血幹細胞又は前駆細胞を含み、該胎盤灌流液及び該臍帯血が、同じ胎盤由来
のものである、構成116記載の方法。
（構成１３１）
　工程(b)における前記フィーダー細胞が、マイトマイシンCで処理された末梢血単核細胞
(PBMC)、K562細胞、又は組織培養物接着性幹細胞を含む、構成116記載の方法。
（構成１３２）
　前記NK細胞が、CD3-CD56+CD16-である、構成116記載の方法。
（構成１３３）
　前記NK細胞がさらに、CD94+CD117+である、構成132記載の方法。
（構成１３４）
　前記NK細胞がさらに、CD161-である、構成132記載の方法。
（構成１３５）
　前記NK細胞がさらに、NKG2D+である、構成132記載の方法。
（構成１３６）
　前記NK細胞がさらに、NKp46+である、構成132記載の方法。
（構成１３７）
　前記NK細胞がさらに、CD226+である、構成132記載の方法。
（構成１３８）
　前記TSPNK細胞が:
(a)造血幹細胞又は前駆細胞を、Flt3L、TPO、SCF、IL-7、G-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含
む第一の培地中で培養すること;
(b)それに続き、該細胞を、Flt3L、SCF、IL-15、及びIL-7、IL-17及びIL-15、G-CSF、IL-
6、及びGM-CSFを含む第二の培地中で培養すること;及び
(c)それに続き、該細胞を、SCF、IL-15、IL-7、IL-2、G-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含む第
三の培地中で培養することを含むプロセスにより製造される、構成111又は112記載の方法
。
（構成１３９）
　培養工程(a)の期間が、7～9日であり、培養工程(b)の期間が、5～7日であり、かつ培養
工程(c)の期間が、5～9日である、構成138記載の方法。
（構成１４０）
　培養工程(a)の期間が、7～9日であり、培養工程(b)の期間が、5～7日であり、かつ培養
工程(c)の期間が、21～35日である、構成138記載の方法。
（構成１４１）
　前記プロセスにおいて用いられる前記造血幹細胞又は前駆細胞が、CD34+である、構成1
38、139、又は140記載の方法。
（構成１４２）
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　前記造血幹細胞又は前駆細胞が、ヒト胎盤灌流液由来の造血幹細胞又は前駆細胞、及び
臍帯由来の造血幹細胞又は前駆細胞を含み、該胎盤灌流液及び該臍帯血が、同じ胎盤由来
のものである、構成138、139、又は140記載の方法。
（構成１４３）
　工程(a)の最後で、CD34-細胞が、80％超の前記TSPNK細胞を含む、構成138～142のいず
れか1記載の方法。
（構成１４４）
　前記TSPNK細胞が、40％以下のCD3-CD56+細胞を含む、構成138～143のいずれか1記載の
方法。
（構成１４５）
　前記TSPNK細胞が、CD52+CD117+である細胞を含む、構成138～144のいずれか1記載の方
法。
（構成１４６）
　前記NK細胞が:
(a)造血幹細胞又は前駆細胞を、幹細胞動員剤及びトロンボポエチン(Tpo)を含む第一の培
地中で培養して、第一の細胞の集団を製造すること;
(b)該第一の細胞の集団を、幹細胞動員剤及びインターロイキン-15(IL-15)を含み、Tpoを
欠く第二の培地中で培養して、第二の細胞の集団を製造すること;及び
(c)該第二の細胞の集団を、IL-2及びIL-15を含み、幹細胞動員剤及びLMWHを欠く第三の培
地中で培養して、第三の細胞の集団を製造すること;
を含むプロセスにより製造され、
該第三の細胞の集団が、CD56+、CD3-、CD16-又はCD16+、及びCD94+又はCD94-であるナチ
ュラルキラー細胞を含み、かつ該ナチュラルキラー細胞の少なくとも80％が、生細胞であ
る、構成1～108のいずれか1記載の方法。
（構成１４７）
　前記対象が、ヒトである、構成1～146のいずれか1記載の方法。
（構成１４８）
　それを必要としている対象におけるがんを治療するためのキットであって:
(a)単離されたNK細胞の集団又はその医薬組成物;及び
(b)該がんを治療するために使用することができる第二の薬剤又はその医薬組成物を含む
、前記キット。
（構成１４９）
　第二の薬剤が、腫瘍関連抗原(TAA)に特異的に結合する抗体又はその抗原結合性断片で
ある、構成148記載のキット。
（構成１５０）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成149記載のキット。
（構成１５１）
　前記TAAが、CD123、CLL-1、CD38、CS-1、CD138、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII、E
PHA2、及びGD2からなる群から選択される、構成149又は150記載のキット。
（構成１５２）
　前記第二の薬剤が、腫瘍微小環境関連抗原(TMAA)に特異的に結合する抗体又はその抗原
結合性断片である、構成148記載のキット。
（構成１５３）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成152記載のキット。
（構成１５４）
　前記TMAAが、VEGF-A、EGF、PDGF、IGF、及びbFGFからなる群から選択される、構成152
又は153記載のキット。
（構成１５５）
　前記第二の薬剤が、免疫チェックポイントタンパク質に特異的に結合し、かつ該免疫チ
ェックポイントタンパク質の活性と拮抗する抗体又はその抗原結合性断片である、構成14
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8記載のキット。
（構成１５６）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成155記載のキット。
（構成１５７）
　前記免疫チェックポイントタンパク質が、CTLA-4、PD-1、PD-L1、PD-L2、及びLAG-3か
らなる群から選択される、構成155又は156記載のキット。
（構成１５８）
　前記第二の薬剤が、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiKE)である、構成148記載
の方法。
（構成１５９）
　前記BiKEが、TAAに特異的に結合する第一の単鎖可変断片(scFv)を含む、構成158記載の
キット。
（構成１６０）
　前記TAAが、CD123、CLL-1、CD38、CS-1、CD138、ROR1、FAP、MUC1、PSCA、EGFRvIII、E
PHA2、及びGD2からなる群から選択される、構成159記載のキット。
（構成１６１）
　前記BiKEが、CD16に特異的に結合する第二のscFvを含む、構成158～160のいずれか1記
載のキット。
（構成１６２）
　前記第二の薬剤が、抗炎症剤である、構成148記載のキット。
（構成１６３）
　前記第二の薬剤が、免疫調節剤である、構成148記載のキット。
（構成１６４）
　前記第二の薬剤が、細胞傷害性薬剤である、構成148記載のキット。
（構成１６５）
　前記第二の薬剤が、がんワクチンである、構成148記載のキット。
（構成１６６）
　前記第二の薬剤が、化学療法剤である、構成148記載のキット。
（構成１６７）
　前記第二の薬剤が、HDAC阻害剤である、構成148記載のキット。
（構成１６８）
　前記第二の薬剤が、siRNAである、構成148記載のキット。
（構成１６９）
　前記がんが、血液がんである、構成148～168のいずれか1記載のキット。
（構成１７０）
　前記がんが、固形腫瘍である、構成148～168のいずれか1記載の方法。
（構成１７１）
　それを必要としている対象においてウイルス感染を治療するためのキットであって:
(a)単離されたナチュラルキラー(NK)細胞の集団又はその医薬組成物;及び
(b)該ウイルス感染を治療するために使用することができる第二の薬剤又はその医薬組成
物、
を含む前記キット。
（構成１７２）
　前記第二の薬剤が、免疫チェックポイントタンパク質に特異的に結合し、かつ該免疫チ
ェックポイントタンパク質の活性と拮抗する抗体又はその抗原結合性断片である、構成17
1記載のキット。
（構成１７３）
　前記抗体が、モノクローナル抗体である、構成172記載のキット。
（構成１７４）
　前記免疫チェックポイントタンパク質が、CTLA-4、PD-1、PD-L1、PD-L2、及びLAG-3か
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らなる群から選択される、構成171又は172記載のキット。
（構成１７５）
　前記第二の薬剤が、二重特異性キラー細胞エンゲージャー(BiKE)である、構成171記載
の方法。
（構成１７６）
　前記NK細胞が、胎盤中間ナチュラルキラー(PiNK)細胞である、構成148～160及び162～1
75のいずれか1記載のキット。
（構成１７７）
　前記NK細胞が、活性化NK細胞である、構成148～175のいずれか1記載のキット。
（構成１７８）
　前記NK細胞が、TSPNK細胞である、構成148～175のいずれか1記載のキット。
（構成１７９）
　前記TSPNK細胞が、NK前駆細胞である、構成178記載のキット。
（構成１８０）
　前記PiNK細胞が、胎盤細胞に由来する、構成176記載のキット。
（構成１８１）
　前記胎盤細胞が、胎盤灌流液から得られる、構成180記載のキット。
（構成１８２）
　前記胎盤細胞が、機械的及び/又は酵素的に破壊されている胎盤組織から得られる、構
成181記載のキット。
（構成１８３）
　前記活性化NK細胞が:
(a)造血幹細胞又は前駆細胞の集団が増殖し、該造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数
の造血幹細胞又は前駆細胞が、該増殖の間にNK細胞に分化するように、該集団を、インタ
ーロイキン-15(IL-15)、並びに任意に、幹細胞因子(SCF)及びインターロイキン-7(IL-7)
のうちの1つ以上を含む第一の培地中に播種すること(ここで、該IL-15並びに任意のSCF及
びIL-7は、該培地の不確定成分中には含まれない);及び
(b)前記工程(a)由来の細胞を、インターロイキン-2(IL-2)を含む第二の培地中で増殖させ
て、活性化NK細胞の集団を製造すること、
を含むプロセスにより製造される、構成177記載のキット。
（構成１８４）
　前記活性化NK細胞が:造血幹細胞又は前駆細胞の集団を、幹細胞因子(SCF)、インターロ
イキン-7(IL-7)、及びインターロイキン-15(IL-15)のうちの1つ以上を含む第一の培地中
で増殖させることを含むプロセスであって、該SCF、IL-7、及びIL-15は、該培地の不確定
成分中には含まれず、かつ該造血幹細胞又は前駆細胞の集団内の複数の造血幹細胞又は前
駆細胞が、該増殖の間にNK細胞に分化し;かつ該方法の第二の工程が、前記第一の工程由
来の細胞を、インターロイキン-2(IL-2)を含む第二の培地中で増殖させて、活性化NK細胞
を製造することを含む、前記プロセスにより製造される、構成177記載のキット。
（構成１８５）
　前記第一の培地が、Fms様チロシンキナーゼ3リガンド(Flt3-L)、トロンボポエチン(Tpo
)、インターロイキン-2(IL-2)、又はヘパリンのうちの1つ以上をさらに含む、構成183記
載のキット。
（構成１８６）
　前記第一の培地が、ウシ胎仔血清又はヒト血清をさらに含む、構成185記載のキット。
（構成１８７）
　前記SCFが、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成185記載の
キット。
（構成１８８）
　前記Flt3-Lが、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成185記載
のキット。
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（構成１８９）
　前記IL-2が、前記第一の培地中に、約50～約1500IU/mLの濃度で存在する、構成185記載
のキット。
（構成１９０）
　前記IL-7が、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成185記載の
キット。
（構成１９１）
　前記IL-15が、前記第一の培地中に、1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成185記載の
キット。
（構成１９２）
　前記Tpoが、前記第一の培地中に、約1～約150ng/mLの濃度で存在する、構成185記載の
キット。
（構成１９３）
　前記ヘパリンが、前記第一の培地中に、約0.1～約30U/mLの濃度で存在する、構成185記
載のキット。
（構成１９４）
　前記第二の工程における前記IL-2が、前記第二の培地中に、50～約1500IU/mLの濃度で
存在する、構成183記載のキット。
（構成１９５）
　前記第二の培地が、ウシ胎仔血清(FCS)、トランスフェリン、インスリン、エタノール
アミン、オレイン酸、リノール酸、パルミチン酸、ウシ血清アルブミン(BSA)、及びフィ
トヘマグルチニンのうちの1つ以上をさらに含む、構成183記載のキット。
（構成１９６）
　前記造血幹細胞又は前駆細胞が、CD34+である、構成183記載のキット。
（構成１９７）
　前記造血幹細胞又は前駆細胞が、ヒト胎盤灌流液由来の造血幹細胞又は前駆細胞、及び
臍帯由来の造血幹細胞又は前駆細胞を含み、該胎盤灌流液及び該臍帯血が、同じ胎盤由来
のものである、構成183記載のキット。
（構成１９８）
　工程(b)における前記フィーダー細胞が、マイトマイシンCで処理された末梢血単核細胞
(PBMC)、K562細胞、又は組織培養物接着性幹細胞を含む、構成183記載のキット。
（構成１９９）
　前記NK細胞が、CD3-CD56+CD16-である、構成183記載のキット。
（構成２００）
　前記NK細胞がさらに、CD94+CD117+である、構成199記載のキット。
（構成２０１）
　前記NK細胞がさらに、CD161-である、構成199記載のキット。
（構成２０２）
　前記NK細胞がさらに、NKG2D+である、構成199記載のキット。
（構成２０３）
　前記NK細胞がさらに、NKp46+である、構成199記載のキット。
（構成２０４）
　前記NK細胞がさらに、CD226+である、構成199記載のキット。
（構成２０５）
　前記TSPNK細胞が:
(a)造血幹細胞又は前駆細胞を、Flt3L、TPO、SCF、IL-7、G-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含
む第一の培地中で培養すること;
(b)それに続き、該細胞を、Flt3L、SCF、IL-15、及びIL-7、IL-17及びIL-15、G-CSF、IL-
6、及びGM-CSFを含む第二の培地中で培養すること;及び
(c)それに続き、該細胞を、SCF、IL-15、IL-7、IL-2、G-CSF、IL-6、及びGM-CSFを含む第
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を含むプロセスにより製造される、構成178又は179記載のキット。
（構成２０６）
　培養工程(a)の期間が、7～9日であり、培養工程(b)の期間が、5～7日であり、かつ培養
工程(c)の期間が、5～9日である、構成205記載のキット。
（構成２０７）
　培養工程(a)の期間が、7～9日であり、培養工程(b)の期間が、5～7日であり、かつ培養
工程(c)の期間が、21～35日である、構成205記載のキット。
（構成２０８）
　前記プロセスにおいて用いられる前記造血幹細胞又は前駆細胞が、CD34+である、構成2
05、206、又は207記載のキット。
（構成２０９）
　前記造血幹細胞又は前駆細胞が、ヒト胎盤灌流液由来の造血幹細胞又は前駆細胞、及び
臍帯由来の造血幹細胞又は前駆細胞を含み、該胎盤灌流液及び該臍帯血が、同じ胎盤由来
のものである、構成205、206、又は207記載のキット。
（構成２１０）
　工程(a)の最後で、CD34-細胞が80％超の前記TSPNK細胞を含む、構成205～209のいずれ
か1記載のキット。
（構成２１１）
　前記TSPNK細胞が、40％以下のCD3-CD56+細胞を含む、構成205～210のいずれか1記載の
キット。
（構成２１２）
　前記TSPNK細胞が、CD52+CD117+である細胞を含む、構成205～211のいずれか1記載のキ
ット。
（構成２１３）
　前記NK細胞が:
(a)造血幹細胞又は前駆細胞を、幹細胞動員剤及びトロンボポエチン(Tpo)を含む第一の培
地中で培養して、第一の細胞の集団を製造すること;
(b)該第一の細胞の集団を、幹細胞動員剤及びインターロイキン-15(IL-15)を含み、Tpoを
欠く第二の培地中で培養して、第二の細胞の集団を製造すること;及び
(c)該第二の細胞の集団を、IL-2及びIL-15を含み、幹細胞動員剤及びLMWHを欠く第三の培
地中で培養して、第三の細胞の集団を製造すること;
を含むプロセスにより製造され、該第三の細胞の集団が、CD56+、CD3-、CD16-又はCD16+
、かつCD94+又はCD94-であるナチュラルキラー細胞を含み、かつ該ナチュラルキラー細胞
の少なくとも80％が、生細胞である、構成148～175のいずれか1記載のキット。
（構成２１４）
　前記対象が、ヒトである、構成147～213のいずれか1記載のキット。
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