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( 5 7 ) 【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 凍 結 保 存 用 の 細 胞 製 剤 で あ っ て 、
 ( 1 )  細 胞 と 、
 ( 2 )  塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 、 お よ び 水 よ り な る 凍 結  
保 存 組 成 物 と 、
か ら な り 、
 前 記 製 剤 に お け る 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 は 0 . 8 5 ％ ～ 0 . 9 5 ％ （ w / v ） で あ り 、 前 記 製 剤 に  
お け る 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 5 ％ ～ 9 0 ％ （ w / v ） で あ り 、 前 記 製 剤 に お け る ジ メ チ ル  
ス ル ホ キ シ ド の 濃 度 は 8 ％ ～ 4 0 ％ （ v / v ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 製 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
 前 記 の 細 胞 は 、 初 代 T 細 胞 、 増 幅 培 養 さ れ た T 細 胞 、 遺 伝 子 形 質 導 入 さ れ た T 細 胞 、 幹 細 胞  
、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1 に 記 載 の  
製 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
 前 記 の 細 胞 は 、 浮 遊 培 養 細 胞 お よ び 付 着 培 養 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す  
る 請 求 項 1 に 記 載 の 製 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
 前 記 の 製 剤 で 、 細 胞 密 度 の 範 囲 は 1 × 1 0 5 ～ 5 × 1 0 8 / m L で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1  
に 記 載 の 製 剤 。

請求項の数　13　（全11頁）　最終頁に続く
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【 請 求 項 ５ 】
 前 記 の 製 剤 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 5 ％ ～ 2 5 ％ （ w / v ） で あ る こ と を 特 徴 と す る  
請 求 項 1 に 記 載 の 製 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
 前 記 の 製 剤 で 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の 濃 度 は 8 ％ ～ 1 2 ％ （ v / v ） で あ る こ と を 特 徴 と す  
る 請 求 項 1 に 記 載 の 製 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
 請 求 項 1 に 記 載 の 製 剤 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
 ( a )  凍 結 保 存 さ れ る 細 胞 、 な ら び に 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 、 及 び 水 を 含 む 凍  
結 保 存 組 成 物 を 提 供 し 、 前 記 凍 結 保 存 組 成 物 で 前 記 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、 第 一 の 凍 結 保 存 混  
合 物 を 得 る 工 程 と 、
 ( b )  前 記 の 第 一 の 凍 結 保 存 混 合 物 に 前 記 凍 結 保 存 組 成 物 を 入 れ 、 均 一 に 混 合 し 、 第 二 の 凍  
結 保 存 混 合 物 を 得 る 工 程 と 、
 ( c )  前 記 の 第 二 の 凍 結 保 存 混 合 物 を 容 器 に 移 し 、 プ ロ グ ラ ム 降 温 で - 8 0 ℃ 以 下 に し 、 前 記  
の 凍 結 保 存 製 剤 を 得 る 工 程 と 、
 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
 凍 結 保 存 細 胞 の 再 生 方 法 で あ っ て 、
 ( i )  請 求 項 1 に 記 載 の 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 を 提 供 す る 工 程 と 、
 ( i i )  前 記 の 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 を 3 5 ～ 4 0 ℃ の 恒 温 設 備 に 置 い て 再 生 さ せ 、 再 生 し た 細 胞 - 凍  
結 保 存 液 複 合 体 を 得 る 工 程 と 、
 ( i i i )  注 射 器 ま た は 使 い 捨 て の 連 結 器 で 前 記 製 剤 に お け る 細 胞 を 注 射 ビ ヒ ク ル に 移 す 工 程  
と 、
 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
 前 記 の 注 射 ビ ヒ ク ル は 静 脈 注 射 が 可 能 な 溶 液 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 8 に 記 載 の 方  
法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 の 注 射 ビ ヒ ク ル が 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 注 射 液 、 多 電 解 質 注 射 液 、 ア ミ ノ 酸 注 射 液 か ら  
な る 群 か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 8 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 、 及 び 水 よ り な る 細 胞 凍 結  
保 存 組 成 物 で あ っ て 、
　 前 記 保 存 組 成 物 に お け る 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 は 0 . 8 5 ％ ～ 0 . 9 5 ％ （ w / v ） で あ り 、 前 記  
保 存 組 成 物 に お け る 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 5 ％ ～ 9 0 ％ （ w / v ） で あ り 、 前 記 保 存 組 成  
物 に お け る ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の 濃 度 は 8 ％ ～ 4 0 ％ （ v / v ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 、  
細 胞 凍 結 保 存 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 保 護 性 タ ン パ ク 質 が 1 5 ％ ～ 2 5 ％ （ w / v ） の 範 囲 の 濃 度 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項  
1 1 に 記 載 の 細 胞 凍 結 保 存 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド が 8 ％ ～ 1 2 ％ （ v / v ） の 範 囲 の 濃 度 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請  
求 項 1 1 に 記 載 の 細 胞 凍 結 保 存 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 治 療 の 分 野 に 属 し 、 具 体 的 に 、 洗 浄 不 要 で 静 脈 点 滴 可 能 な 冷 凍 細 胞 製 剤  
、 お よ び 当 該 凍 結 細 胞 製 剤 の 使 用 の 簡 易 化 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 細 胞 治 療 の 施 用 時 、 通 常 、 新 鮮 な 細 胞 で 静 脈 ま た は 局 所 の 注 射 を 行 う か 、 あ る い は 凍 結  
保 存 し た 細 胞 を 洗 浄 し て 使 用 す る 。 新 鮮 な 細 胞 は 、 臨 床 使 用 の 前 に 、 一 般 的 に 8 時 間 未 満  
の 有 効 期 限 し か な く 、 遠 距 離 の 輸 送 に 不 利 で 、 臨 床 患 者 の 病 状 変 化 に も 適 応 で き な い 。 そ  
の た め 、 治 療 分 野 で 細 胞 を 応 用 す る 必 要 が あ れ ば 、 必 ず 細 胞 に 対 す る 凍 結 保 存 お よ び 再 生  
の 過 程 に 関 わ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 実 験 室 の 凍 結 保 存 ・ 再 生 の 過 程 に お い て 、 凍 結 保 存 し た 細 胞 に 対 す る 再 生 ・ 洗 浄 の 操 作  
は 、 通 常 、 ク リ ー ン な 環 境 （ た と え ば 無 菌 室 ） で 行 わ れ 、 か つ プ ロ の 生 物 技 術 者 に よ っ て  
操 作 さ れ る 必 要 が あ る 。 し か し な が ら 、 実 際 の 治 療 の 過 程 に お い て 、 凍 結 保 存 ・ 再 生 の 過  
程 は 通 常 の 病 院 で 行 わ れ 、 無 菌 室 の 環 境 を 提 供 で き ず 、 相 応 す る 実 験 技 術 を 持 つ 人 員 も 不  
足 し 、 こ れ に よ っ て 細 胞 治 療 の 広 が り が 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う に 、 本 分 野 で 、 操 作 が 簡 単 な 細 胞 の 凍 結 保 存 ・ 再 生 方 法 お よ び 相 応 す る 試 薬 が  
切 望 さ れ て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 洗 浄 不 要 な 凍 結 保 存 液 で 細 胞 凍 結 製 剤 の 製 造 を 行 い 、 簡 単 な 薬 剤 配 合 の よ う  
な 操 作 で 細 胞 の 再 生 と 希 釈 を 行 え ば 臨 床 で 使 用 す る こ と が で き る 。 友 好 的 に 細 胞 治 療 の 分  
野 に お け る 上 記 問 題 を 解 決 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 側 面 で は 、 凍 結 保 存 （ 凍 結 ） 細 胞 製 剤 で あ っ て 、
　 ( 1 )  細 胞 と 、
　 ( 2 )  塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 、 お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 む 凍  
結 保 存 液 と 、
　 を 含 む 製 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 細 胞 は 、 初 代 T 細 胞 、 増 幅 培 養 さ れ た T 細 胞 、 遺 伝  
子 形 質 導 入 さ れ た T 細 胞 、 幹 細 胞 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 細 胞 は 、 浮 遊 培 養 細 胞 お よ び 付 着 培 養 細 胞 か ら な  
る 群 か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 付 着 培 養 細 胞 は 、 前 記 の 凍 結 保 存 製 剤 を 製 造 す る  
前 に 、 予 め 消 化 し て 浮 遊 さ せ て お く 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 細 胞 密 度 の 範 囲 は 1 × 1 0 5 ～ 5 × 1 0 8 / m L  
で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 は 0 . 8 5 ％ ～ 0 . 9 5  
％ （ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 0 ％ ～ 9 0 ％  
（ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 0 ％ ～ 3 0 ％  
（ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 5 ％ ～ 2 5 ％  
（ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の 濃 度 は 5 ％ ～ 4 0  
％ （ v / v ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の 濃 度 は 5 ％ ～ 2 0  
％ （ v / v ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の 濃 度 は 8 ％ ～ 1 2  
％ （ v / v ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 方 法 は 、
　 ( a )  凍 結 保 存 さ れ る 細 胞 な ら び に 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 、 お よ び 保 護 性 タ ン パ ク 質 を 含  
む 凍 結 保 存 希 釈 液 を 提 供 し 、 前 記 の 凍 結 保 存 希 釈 液 で 前 記 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、 第 一 の 凍 結  
保 存 混 合 物 を 得 る 工 程 と 、
　 ( b )  前 記 の 第 一 の 凍 結 保 存 混 合 物 に 凍 結 保 存 液 を 入 れ 、 均 一 に 混 合 し 、 第 二 の 凍 結 保 存  
混 合 物 を 得 る 工 程 と 、
　 ( c )  前 記 の 第 二 の 凍 結 保 存 混 合 物 を 容 器 に 移 し 、 プ ロ グ ラ ム 降 温 で - 8 0 ℃ 以 下 に し 、 前 記  
の 凍 結 保 存 製 剤 を 得 る 工 程 と 、
　 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 工 程 （ b ） に お け る 前 記 の 凍 結 保 存 液 の 体 積 V b と 工 程 （ a  
） に お け る 前 記 の 凍 結 保 存 希 釈 液 の 体 積 V a の 比 V b ： V a ＝ 1 ： 0 . 8 ～ 1 . 2 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 容 器 は 、 凍 結 保 存 袋 ま た は 凍 結 保 存 管 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 凍 結 保 存 希 釈 液 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 、 お よ  
び 保 護 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 凍 結 保 存 希 釈 液 で 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 は 0 . 8 5  
％ ～ 0 . 9 5 ％ （ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 凍 結 保 存 希 釈 液 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 0  
％ ～ 9 0 ％ （ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 0 ％ ～ 3 0 ％  
（ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 5 ％ ～ 2 5 ％  
（ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 第 二 の 側 面 で は 、 凍 結 保 存 細 胞 の 再 生 方 法 で あ っ て 、
　 ( i )  本 発 明 の 第 一 の 側 面 に 記 載 の 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 ( i i )  前 記 の 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 を 3 5 ～ 4 0 ℃ の 恒 温 設 備 に 置 い て 再 生 さ せ 、 再 生 し た 細 胞 -  
凍 結 保 存 液 複 合 体 を 得 る 工 程 と 、
　 ( i i i )  注 射 器 ま た は 使 い 捨 て の 連 結 器 で 前 記 製 剤 に お け る 細 胞 を 注 射 ビ ヒ ク ル に 移 す 工 程  
と 、
　 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 再 生 は 、 さ ら に 、 細 胞 に 対 し て 生 存 率 検 出 を 行 い  
、 生 存 率 が 使 用 の 要 求 に 合 う 場 合 、 臨 床 の 使 用 に 供 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 恒 温 設 備 は 、 恒 温 水 浴 鍋 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 細 胞 解 凍 時 間 は 、 3 0 秒 間 ～ 3 分 間 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 注 射 ビ ヒ ク ル は 静 脈 注 射 が 可 能 な 溶 液 で 、 好 ま し  
く は 塩 化 ナ ト リ ウ ム 注 射 液 、 多 電 解 質 注 射 液 、 ア ミ ノ 酸 注 射 液 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 も ち ろ ん 、 本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 、 本 発 明 の 上 記 の 各 技 術 特 徴 お よ び 下 記 （ た と え ば  
実 施 例 ） の 具 体 的 に 記 述 さ れ た 各 技 術 特 徴 は 互 い に 組 み 合 わ せ 、 新 し い 、 ま た は 好 適 な 技  
術 方 案 を 構 成 で き る こ と が 理 解 さ れ る 。 紙 数 に 限 り が あ る た め 、 こ こ で 逐 一 説 明 し な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
【 図 １ 】 図 1 は 、 実 施 例 1 に お け る 凍 結 保 存 前 と 再 生 後 の 細 胞 の 生 存 率 の 変 化 の 比 較 図 で あ  
る 。
【 図 ２ 】 図 2 は 、 実 施 例 1 に お け る 凍 結 保 存 ・ 再 生 後 の 細 胞 の 増 殖 能 力 の 曲 線 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3 は 、 実 施 例 1 に お け る 凍 結 保 存 前 と 凍 結 保 存 後 の C A R - T 細 胞 の 腫 瘍 抗 原 の 応 答  
能 力 の 変 化 の 比 較 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4 は 、 異 な る 凍 結 保 存 の 手 段 （ プ ロ グ ラ ム ） の 比 較 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 具 体 的 な 実 施 形 態
　 本 発 明 者 は 、 長 期 間 に わ た っ て 深 く 研 究 し た と こ ろ 、 操 作 が 簡 単 な 細 胞 凍 結 保 存 - 再 生 方  
法 、 お よ び 使 用 さ れ る 相 応 す る 凍 結 保 存 液 を 設 計 し た 。 前 記 の 方 法 は 、 通 常 の 実 験 室 の 環  
境 に お い て 、 医 療 従 業 者 に よ っ て 簡 単 に 行 わ れ る こ と が 可 能 な た め 、 細 胞 治 療 の 過 程 に お  
け る 凍 結 保 存 - 再 生 方 法 と し て 有 用 で あ る 。 上 記 の 知 見 に 基 づ き 、 発 明 者 ら は 本 発 明 を 完 成  
さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 凍 結 保 存 細 胞 製 剤
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 用 語 「 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 」 お よ び 「 凍 結 細 胞 製 剤 」 と は  
、 入 れ 替 え て 使 用 す る こ と が で き 、 い ず れ も 低 温 （ た と え ば - 8 0 ℃ 、 ま た は 液 体 窒 素 の 環  
境 ） の 状 態 に お い て 保 存 さ れ る 治 療 活 性 細 胞 を 含 有 す る 製 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 凍 結 保 存 （ 凍 結 ） 細 胞 製 剤 は 、
　 ( 1 )  細 胞 と 、
　 ( 2 )  塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 、 お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 む 凍  
結 保 存 液 と 、
　 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 前 記 の 細 胞 は 細 胞 治 療 に 使 用 で き る 活 性 細 胞 で 、 そ の 種 類 が 特 別 に 限 定 さ れ な い が 、 本  
発 明 の 好 適 な 実 施 例 に お い て 、 前 記 の 細 胞 は 、 初 代 T 細 胞 、 増 幅 培 養 さ れ た T 細 胞 、 遺 伝 子  
形 質 導 入 さ れ た T 細 胞 、 幹 細 胞 、 ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 細 胞 の 種 類 は 特 別 に 限 定 さ れ な い が 、 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 細  
胞 は 、 浮 遊 培 養 細 胞 お よ び 付 着 培 養 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 の 付  
着 培 養 細 胞 は 、 前 記 の 凍 結 保 存 製 剤 を 製 造 す る 前 に 、 予 め 消 化 し て 浮 遊 さ せ て お く 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 の 製 剤 で 、 細 胞 密 度 の 範 囲 は 特 別 に 限 定 さ れ な い が 、 た と え ば 1 × 1 0 5 ～ 5 × 1 0 8 / m  
L で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 の 製 剤 で 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 は 0 . 8 5 ％ ～ 0 . 9 5 ％ （ w / v ） で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 実 施 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 保 護 性 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 1 0 ％ ～ 9  
0 ％ （ w / v ） で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 実 施 例 に お い て 、 前 記 の 製 剤 で 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の 濃 度 は 5 ％  
～ 4 0 ％ （ v / v ） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 細 胞 凍 結 保 存 ・ 再 生 方 法
　 ま た 、 本 発 明 は 、 細 胞 凍 結 保 存 ・ 再 生 方 法 で あ っ て 、
　 ( a )  凍 結 保 存 さ れ る 細 胞 な ら び に 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 、 お よ び 保 護 性 タ ン パ ク 質 を 含  
む 凍 結 保 存 希 釈 液 を 提 供 し 、 前 記 の 凍 結 保 存 希 釈 液 で 前 記 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、 第 一 の 凍 結  
保 存 混 合 物 を 得 る 工 程 と 、
　 ( b )  前 記 の 第 一 の 凍 結 保 存 混 合 物 に 前 記 の 凍 結 保 存 液 を 入 れ 、 均 一 に 混 合 し 、 第 二 の 凍  
結 保 存 混 合 物 を 得 る 工 程 と 、
　 ( c )  前 記 の 第 二 の 凍 結 保 存 混 合 物 を 容 器 に 移 し 、 プ ロ グ ラ ム 降 温 で - 8 0 ℃ 以 下 に し 、 凍 結  
保 存 製 剤 を 得 る 工 程 と 、
　 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ こ で 、 工 程 （ b ） に お け る 前 記 の 凍 結 保 存 液 の 体 積 V b と 工 程 （ a ） に お け る 前 記 の 凍 結  
保 存 希 釈 液 の 体 積 V a の 比 V b ： V a ＝ 1 ： 0 . 8 ～ 1 . 2 で あ る 。 も ち ろ ん 、 凍 結 保 存 さ れ る 細 胞  
の 種 類 、 凍 結 保 存 温 度 な ど の 条 件 に よ っ て 、 上 記 両 者 の 比 率 が 多 少 異 な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 前 記 の 容 器 は 特 別 に 限 定 さ れ な い が 、 注 射 器 で 容 器 の 表 面 を 突 き 通 し て 吸 液 す る こ と が  
で き る 容 器 が 好 ま し い 。 本 発 明 の 好 適 な 実 施 例 に お い て 、 前 記 の 容 器 は 、 凍 結 保 存 袋 ま た  
は 凍 結 保 存 管 で あ る 。 上 記 装 置 を 使 用 す れ ば 、 最 大 限 に 通 常 の 実 験 室 の 環 境 に よ る 汚 染 を  
避 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 前 記 の 凍 結 保 存 さ れ た 細 胞 は 通 常 の 非 無 菌 環 境 に お い て 再 生 す る こ と が で き 、 本 発 明 の  
好 適 な 実 施 例 に お い て 、 前 記 の 再 生 過 程 は 、
　 ( i )  前 記 の 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 を 提 供 す る 工 程 と 、
　 ( i i )  前 記 の 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 を 3 5 ～ 4 0 ℃ の 恒 温 設 備 に 置 い て 再 生 さ せ 、 再 生 し た 細 胞 -  
凍 結 保 存 液 複 合 体 を 得 る 工 程 と 、
　 ( i i i )  注 射 器 ま た は 使 い 捨 て の 連 結 器 で 前 記 製 剤 に お け る 細 胞 を 注 射 ビ ヒ ク ル に 移 す 工 程  
と 、
　 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 再 生 は 、 さ ら に 、 細 胞 に 対 し て 生 存 率 検 出 を 行 い  
、 生 存 率 が 使 用 の 要 求 に 合 う 場 合 、 臨 床 の 使 用 に 供 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 前 記 の 恒 温 設 備 は 特 別 に 限 定 さ れ な い が 、 実 験 室 に お け る 通 常 の 恒 温 設 備 （ た と え ば 恒  
温 水 浴 鍋 ） で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 も う 一 つ の 好 適 な 例 に お い て 、 前 記 の 細 胞 解 凍 時 間 は 、 3 0 秒 間 ～ 3 分 間 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 の 注 射 ビ ヒ ク ル は 特 別 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は 静 脈 注 射 が 可 能 な 溶 液 で も よ  
く 、 よ り 好 ま し く は 塩 化 ナ ト リ ウ ム 注 射 液 、 多 電 解 質 注 射 液 、 ア ミ ノ 酸 注 射 液 か ら な る 群  
か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 好 適 な 実 施 例 に お い て 、 凍 結 保 存 す る 前 に 、 ま ず 、 各 項 の 残 留 が 製 品 の 臨 床 使  
用 の 要 求 に 合 う よ う に 、 生 理 食 塩 水 で 収 集 さ れ た 細 胞 を 洗 浄 す る 。 凍 結 保 存 希 釈 液 は 、 ジ  
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メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 以 外 、 ほ か の 成 分 は 凍 結 保 存 液 の 成 分 と 同 様 で あ る 。 凍 結 保 存 の 仕 様  
に 応 じ 、 細 胞 濃 度 が 最 終 濃 度 の 2 倍 に な る よ う に 、 凍 結 保 存 希 釈 液 で 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、  
さ ら に ゆ っ く り 等 体 積 の 凍 結 保 存 液 を 添 加 し 、 十 分 に 均 一 に 混 合 す る 。 細 胞 懸 濁 液 を 凍 結  
保 存 袋 （ ま た は 凍 結 保 存 管 ） に 移 し 、 1 ～ 2 ℃ / m i n の 降 温 速 度 で プ ロ グ ラ ム 降 温 を 行 う 。 -  
8 0 ℃ 以 下 に 降 温 さ せ た ら 、 液 体 窒 素 冷 蔵 庫 に 移 し て 保 存 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 使 用 時 、 液 体 窒 素 冷 蔵 庫 か ら 凍 結 製 剤 を 取 り 出 し 、 3 7 ℃ の 条 件 で 快 速 に 解 凍 す る 。 解 凍  
後 、 注 射 器 ま た は 使 い 捨 て の 連 結 器 で 生 理 食 塩 水 に 移 す 。 希 釈 さ れ た 細 胞 製 剤 に 対 し て 生  
存 率 の 検 出 を 行 う 。 生 存 率 が 使 用 の 要 求 に 合 う と 、 臨 床 使 用 を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 既 存 技 術 と 比 べ 、 本 発 明 の 主 な 利 点 は 以 下 の も の を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ( 1 )  本 発 明 で 製 造 さ れ た 細 胞 製 剤 を 使 用 す れ ば 、 長 期 間 保 存 後 も 高 い 細 胞 生 存 率 を 維 持  
し 、 製 造 元 か ら 病 院 へ の 遠 距 離 輸 送 が し や す い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ( 2 )  本 発 明 に 係 る 細 胞 凍 結 保 存 製 剤 は す べ て 助 剤 級 ま た は 薬 品 級 の 試 薬 を 使 用 し 、 安 全  
に 臨 床 で 応 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ( 3 )  本 発 明 の 使 用 方 法 で 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 に 対 し て 再 生 操 作 を 行 え ば 、 細 胞 製 剤 の 操 作  
の 無 菌 環 境 に 対 す る 厳 し い 要 求 を な く し 、 ト レ ー ニ ン グ を う け て い な い 看 護 師 で も 凍 結 細  
胞 の 再 生 お よ び 高 い 細 胞 生 存 率 の 維 持 を 簡 単 に 掌 握 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ( 4 )  本 発 明 の 使 用 方 法 で 凍 結 保 存 細 胞 製 剤 に 対 し て 再 生 操 作 を 行 え ば 、 細 胞 の 生 物 学 的  
活 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 以 下 、 具 体 的 な 実 施 例 に よ っ て 、 さ ら に 本 発 明 を 説 明 す る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 を  
説 明 す る た め に 用 い ら れ る も の だ け で 、 本 発 明 の 範 囲 の 制 限 に は な ら な い と 理 解 さ れ る も  
の で あ る 。 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 具 体 的 な 条 件 が 記 載 さ れ て い な い 実 験 方 法 は 、 通 常 、  
通 常 の 条 件 、 あ る い は メ ー カ ー の 薦 め の 条 件 で 行 わ れ た 。 特 に 断 ら な い 限 り 、 ％ と 部 は 、  
重 量 で 計 算 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 実 施 例 1
　 凍 結 細 胞 製 剤 の 凍 結 保 存 容 器 は 凍 結 保 存 袋 で あ っ た 。 細 胞 の 種 類 は C A R - T 細 胞 で あ っ た  
。 凍 結 保 存 の 仕 様 は 2 × 1 0 7 / 1 0  m L で あ っ た 。 凍 結 細 胞 製 剤 の 成 分 は 下 記 表 に 示 す 。 前 記  
の C A R - T 細 胞 を 1 0 0 m L で 3 か 月 凍 結 保 存 し た 後 、 3 7 ℃ の 水 浴 に お い て 2 分 間 解 凍 し 、 注 射  
器 で 解 凍 し た 細 胞 を 1 0 0  m L の 生 理 食 塩 水 に 希 釈 し た 。 希 釈 さ れ た 細 胞 を 取 っ て 生 存 率 の  
検 出 、 腫 瘍 抗 原 の 応 答 の 検 出 お よ び 細 胞 増 殖 能 力 の 検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 表 １ 】

　 細 胞 生 存 率 の 変 化 ： 希 釈 さ れ た 細 胞 懸 濁 液 に 対 し て ト リ パ ン ブ ル ー で 染 色 す る 方 法 に よ  
っ て 生 存 率 を 検 出 し 、 結 果 を 図 1 に 示 す 。 結 果 か ら 、 再 生 し た 細 胞 が 高 い 生 存 率 を 維 持 し  
た こ と が 示 さ れ た 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 凍 結 保 存 し た 細 胞 の 増 殖 能 力 ： 凍 結 保 存 ・ 再 生 し た 細 胞 を 完 全 培 地 で 培 養 を 続 け 、 毎 日  
細 胞 の 密 度 を 記 録 し た 。 2 ～ 3 日 お き に 培 地 を 補 充 し 、 成 長 曲 線 を 描 い た （ 図 2 に 示 す ） 。  
図 か ら 、 凍 結 保 存 ・ 再 生 の 過 程 後 も 、 細 胞 が 優 れ た 増 殖 能 力 を 有 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 凍 結 保 存 前 後 の C A R - T 細 胞 の 腫 瘍 抗 原 の 応 答 能 力 ： 凍 結 保 存 ・ 再 生 し た 細 胞 を 腫 瘍 抗 原  
を 持 つ 腫 瘍 細 胞 と 1 : 1 で 一 晩 共 培 養 し 、 培 養 上 清 液 を 収 集 し て C A R - T 細 胞 か ら 放 出 さ れ た I  
F N r 量 を 検 出 し た 。 細 胞 を 収 集 し て C D 3 陽 性 細 胞 の C D 1 3 7 を 発 現 す る 比 率 を 検 出 し て 腫 瘍  
抗 原 の 応 答 能 力 を 評 価 し た 。 凍 結 保 存 前 の デ ー タ と 凍 結 保 存 後 7 日 培 養 を 続 け た デ ー タ を  
比 較 し 、 比 較 図 を 図 3 に 示 す 。 結 果 か ら 、 凍 結 保 存 - 再 生 過 程 を 経 た 後 、 細 胞 の 腫 瘍 抗 原 の  
応 答 能 力 は 顕 著 に 低 下 し な か っ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 結 論 ： 3 か 月 凍 結 保 存 し て 再 生 し た 凍 結 細 胞 製 剤 は 生 存 率 が 9 0 ％ 以 上 に 達 し た 。 再 生 し  
た 凍 結 C A R - T 細 胞 製 剤 も 増 殖 能 力 を 有 す る 。 再 生 し た 凍 結 C A R - T 細 胞 製 剤 は 、 腫 瘍 抗 原 の  
応 答 能 力 の 可 逆 的 な 低 下 が 生 じ 、 培 養 を 続 け た 後 、 回 復 し た 。 つ ま り 、 当 該 凍 結 細 胞 製 剤  
は 新 鮮 な 細 胞 の 元 の 機 能 を 維 持 し 、 臨 床 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 実 施 例 2   異 な る 凍 結 保 存 の プ ロ グ ラ ム に お け る 細 胞 の 再 生 率 の 比 較
　 細 胞 を 異 な る 凍 結 保 存 の プ ラ グ ラ ム で 凍 結 保 存 し た 後 、 迅 速 に 3 7 ℃ の 水 浴 で 解 凍 し て 3  
7 ℃ で 予 備 加 熱 し た D M E M に 移 し 、 約 0 . 3  m L を 取 っ て 生 存 率 の 検 出 を 行 っ た 。 結 果 か ら 、  
本 願 の 方 法 に よ っ て 細 胞 の 凍 結 保 存 ・ 再 生 を 行 っ た 後 、 再 生 率 が 対 照 群 の 凍 結 保 存 ・ 再 生  
方 法 に よ っ て 凍 結 保 存 ・ 再 生 を 行 っ た 後 の 再 生 率 よ り も 高 か っ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 各 文 献 が そ れ ぞ れ 単 独 に 引 用 さ れ る よ う に 、 本 発 明 に 係 る す べ て の 文 献 は 本 出 願 で 参 考  
と し て 引 用 す る 。 ま た 、 本 発 明 の 上 記 の 内 容 を 読 み 終 わ っ た 後 、 当 業 者 が 本 発 明 を 各 種 の  
変 動 や 修 正 を す る こ と が で き る が 、 そ れ ら の 等 価 の 形 態 の も の は 本 発 明 の 請 求 の 範 囲 に 含  
ま れ る こ と が 理 解 さ れ る は ず で あ る 。
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【 図 面 】
【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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