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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　トレハロース又はその塩、及び、ｐＨ調整剤としての炭酸水素塩を含み、かつ、ｐＨが
６．５～８．５である哺乳動物細胞保存用液。
【請求項２】
　炭酸水素塩が炭酸水素ナトリウムである、請求項１に記載の保存用液。
【請求項３】
　さらに、多糖類又はこれらの塩を含む、請求項１又は２に記載の保存用液。
【請求項４】
　等張液である、請求項１～３のいずれかに記載の保存用液。
【請求項５】
　等張液が乳酸リンゲル液である、請求項４に記載の保存用液。
【請求項６】
　多糖類がデキストランである、請求項３～５のいずれかに記載の保存用液。
【請求項７】
　トレハロース又はその塩の濃度が、２．０～６．０（ｗ／ｖ）％である、請求項１～６
のいずれかに記載の保存用液。
【請求項８】
　デキストラン又はその塩の濃度が、４．０～７．０（ｗ／ｖ）％である、請求項６又は
７に記載の保存用液。
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【請求項９】
　哺乳動物細胞を０～４０℃で保存するための、請求項１～８のいずれかに記載の保存用
液。
【請求項１０】
　哺乳動物細胞を６時間～１４日間保存するための、請求項１～９のいずれかに記載の保
存用液。
【請求項１１】
　哺乳動物細胞の生存率低下を抑制するために用いられる、請求項１～１０のいずれかに
記載の保存用液。
【請求項１２】
　哺乳動物細胞の自己複製能低下を抑制するために用いられる、請求項１～１１のいずれ
かに記載の保存用液。
【請求項１３】
　哺乳動物細胞の移植に用いられる、請求項１～１２のいずれかに記載の保存用液。
【請求項１４】
　哺乳動物細胞が、哺乳動物幹細胞である、請求項１～１３のいずれかに記載の保存用液
。
【請求項１５】
　哺乳動物幹細胞が、哺乳動物間葉系幹細胞である、請求項１４に記載の保存用液。
【請求項１６】
　トレハロース又はその塩、及び、ｐＨ調整剤としての炭酸水素塩を含む、請求項１～１
５のいずれかに記載の保存用液を調製するための粉末製剤。
【請求項１７】
　炭酸水素塩が炭酸水素ナトリウムである、請求項１６に記載の粉末製剤。
【請求項１８】
　トレハロース又はその塩、及び、ｐＨ調整剤としての炭酸水素塩を含み、かつ、ｐＨが
６．５～８．５である保存用液中で、哺乳動物細胞を保存する工程を含む、哺乳動物細胞
の保存方法。
【請求項１９】
　炭酸水素塩が炭酸水素ナトリウムである、請求項１８に記載の保存方法。
【請求項２０】
　保存用液が、さらに、多糖類又はこれらの塩を含む、請求項１８又は１９に記載の保存
方法。
【請求項２１】
　保存用液が等張液である、請求項１８～２０のいずれかに記載の保存方法。
【請求項２２】
　等張液が乳酸リンゲル液である、請求項２１に記載の保存方法。
【請求項２３】
　多糖類がデキストランである、請求項２０～２２のいずれかに記載の保存方法。
【請求項２４】
　保存用液中で、哺乳動物細胞を６時間～１４日保存する、請求項１８～２３のいずれか
に記載の保存方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トレハロース若しくはその誘導体又はこれらの塩（以下、これらを総称して
「トレハロース類」ということがある）を含み、かつ、水素イオン指数（ｐＨ）が６．５
～８．５である哺乳動物細胞保存用液（以下、「本件哺乳動物細胞保存用液」ということ
がある）や、本件哺乳動物細胞保存用液を用いて哺乳動物細胞を保存する方法等に関する
。
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【背景技術】
【０００２】
　近年、幹細胞研究の急速な発展によって再生医療への気運は高まっており、その知識や
理解は、研究者のみならず、一般にも広く普及してきている。幹細胞を用いた再生医療は
、幹細胞が有する自己複製能と多分化能や、幹細胞が分泌する因子を利用して、様々な疾
患で損傷を受けた細胞や組織の機能を回復させることを目的とした医療である。白血病や
再生不良性貧血などの血液難病の患者に骨髄移植をすると、造血系幹細胞が患者体内に生
着し、ほぼ一生にわたって造血能の維持が可能となる。また、最近では多くの研究者が造
血幹細胞以外の幹細胞を用いた臨床応用を目指し、中枢神経、末梢神経、骨髄、小腸など
における幹細胞を同定し、外傷性疾患や組織変性疾患に対する組織幹細胞の移植治療が実
践され始めている（非特許文献１～３）。他方、がん免疫細胞療法は、がんを攻撃する働
きを有する免疫細胞を体外に取り出し、その働きを強化後、再び体内に戻すという最先端
の細胞医療であり、樹状細胞ワクチン療法、アルファ・ベータＴ細胞療法（αβＴ細胞療
法）、ガンマ・デルタＴ細胞療法（γδＴ細胞療法）、ＣＴＬ療法、ナチュラルキラー細
胞療法（ＮＫ細胞療法）などのＴ細胞を用いた療法が実践されている。
【０００３】
　移植治療に用いる幹細胞やＴ細胞を長期保存する場合、液体中での保存では細胞生存率
を良好に保つことができない。例えば、ヒト骨髄幹細胞を生理食塩水中に冷蔵保存（４℃
）すると、細胞生存率が４８時間後には４０％以下まで低下し、７２時間後には２０％以
下まで低下することが報告されている（非特許文献４）。このため、移植用幹細胞や移植
用Ｔ細胞を長期保存する場合、凍結保存することが一般的である。しかし、凍結保存液中
には、通常ＤＭＳＯ、グリセロール等の凍結保存剤が添加されているため、凍結保存した
幹細胞やＴ細胞を解凍した後、移植治療を行う前に凍結保存剤を除去する必要があり、手
間がかかることが問題とされていた。また、凍結保存液に凍結保存剤を添加しても凍結時
の水の結晶化による細胞骨格のダメージが大きく、凍結融解後の細胞生存率が低下するこ
とも問題とされていた。このため、簡便性に優れ、且つ細胞生存率の低下を抑制できる細
胞保存液の開発が急務とされていた。
【０００４】
　本発明者らは、トレハロースには、哺乳動物細胞を液体中で保存したときに生じる細胞
生存率低下を、抑制する作用があることを報告している（特許文献１及び２）。しかしな
がら、これら液のｐＨを調整したときに、細胞生存率低下を抑制する効果がさらに高まる
ことや、哺乳動物幹細胞の自己複製能低下を抑制する効果があることについては知られて
いなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２０１２－１１５２５３号公報
【特許文献２】国際公開第２０１４／２０８０５３号パンフレット
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Gage, F.H. Science 287: 1433-1438 (2000)
【非特許文献２】Morrison, S.J. et al., Cell 96: 737-749 (1999)
【非特許文献３】Batle, E. et al., Cell 111: 251-263 (2002)
【非特許文献４】Lane, T.A. et al., Transfusion 49: 1471-1481 (2009)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の課題は、哺乳動物細胞を液体中で保存したときに生じる細胞生存率低下や、哺
乳動物幹細胞を液体中で保存したときに生じる自己複製能低下を効果的に抑制でき、かつ
、哺乳動物細胞を、哺乳動物の生体内に投与したときに、哺乳動物の生態に悪影響を及ぼ
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す可能性の低い哺乳動物細胞保存用液等を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究を続けている。その過程において、トレ
ハロース類と、ｐＨ調整剤としての炭酸水素塩とを含み、かつ、ｐＨが６．５～８．５で
ある液中に、哺乳動物細胞を保存すると、当該液がｐＨの緩衝作用を有しない場合であっ
ても、細胞死が効果的に抑制され、生細胞の割合を高めることができることを見いだした
。また、当該液中に哺乳動物幹細胞を保存すると、当該液がｐＨの緩衝作用を有しない場
合であっても、哺乳動物幹細胞の自己複製能低下が効果的に抑制されることも確認した。
本発明は、これらの知見に基づき、完成するに至ったものである。
【０００９】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
〔１〕トレハロース若しくはその誘導体又はこれらの塩、及び、ｐＨ調整剤としての炭酸
水素塩を含み、かつ、ｐＨが６．５～８．５である哺乳動物細胞保存用液。
〔２〕炭酸水素塩が炭酸水素ナトリウムである、上記〔１〕に記載の保存用液。
〔３〕さらに、多糖類若しくはその誘導体又はこれらの塩を含む、上記〔１〕又は〔２〕
に記載の保存用液。
〔４〕等張液である、上記〔１〕～〔３〕のいずれか１項に記載の保存用液。
〔５〕等張液が、乳酸リンゲル液である、上記〔４〕に記載の保存用液。
〔６〕多糖類が、デキストランである、上記〔３〕～〔５〕のいずれか１項に記載の保存
用液。
〔７〕トレハロース若しくはその誘導体又はこれらの塩の濃度が、２．０～６．０（ｗ／
ｖ）％である、上記〔１〕～〔６〕のいずれか１項に記載の保存用液。
〔８〕デキストラン若しくはその誘導体又はこれらの塩の濃度が、４．０～７．０（ｗ／
ｖ）％である、上記〔６〕又は〔７〕に記載の保存用液。
〔９〕哺乳動物細胞を０～４０℃で保存するための、上記〔１〕～〔８〕のいずれか１項
に記載の保存用液。
〔１０〕哺乳動物細胞を６時間～１４日間保存するための、上記〔１〕～〔９〕のいずれ
か１項に記載の保存用液。
〔１１〕哺乳動物細胞の生存率低下を抑制するために用いられる、上記〔１〕～〔１０〕
のいずれか１項に記載の保存用液。
〔１２〕哺乳動物細胞の自己複製能低下を抑制するために用いられる、上記〔１〕～〔１
１〕のいずれか１項に記載の保存用液。
〔１３〕哺乳動物細胞の移植に用いられる、上記〔１〕～〔１２〕のいずれか１項に記載
の保存用液。
〔１４〕哺乳動物細胞が、哺乳動物幹細胞である、上記〔１〕～〔１３〕のいずれか１項
に記載の保存用液。
〔１５〕哺乳動物幹細胞が、哺乳動物間葉系幹細胞である、上記〔１４〕に記載の保存用
液。
〔１６〕トレハロース若しくはその誘導体又はこれらの塩、及び、ｐＨ調整剤としての炭
酸水素塩を含む、上記〔１〕～〔１５〕のいずれか１項に記載の保存用液を調製するため
の粉末製剤。
［１７］炭酸水素塩が炭酸水素ナトリウムである、上記［１６］に記載の粉末製剤
〔１８〕トレハロース若しくはその誘導体又はこれらの塩、及び、ｐＨ調整剤としての炭
酸水素塩を含み、かつ、ｐＨが６．５～８．５である保存用液中で、哺乳動物細胞を保存
する工程を含む、哺乳動物細胞の保存方法。
〔１９〕炭酸水素塩が炭酸水素ナトリウムである、上記〔１８〕に記載の保存方法。
〔２０〕保存用液が、さらに、多糖類若しくはその誘導体又はこれらの塩を含む、上記〔
１８〕又は〔１９〕に記載の保存方法。
〔２１〕保存用液が等張液である、上記〔１８〕～〔２０〕のいずれか１項に記載の保存
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方法。
〔２２〕等張液が乳酸リンゲル液である、上記〔２１〕に記載の保存方法。
〔２３〕多糖類が、デキストランである、上記〔２０〕～〔２２〕のいずれか１項に記載
の保存方法。
〔２４〕保存用液中で、哺乳動物細胞を６時間～１４日保存することを特徴とする上記〔
１８〕～〔２３〕のいずれか１項に記載の保存方法。
【００１０】
　また本発明の実施の他の形態として、哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞保存用液を
、哺乳動物細胞の移植を必要とする対象（例えば、外傷性疾患患者、組織変性疾患患者、
がん患者）へ投与する工程を含む、哺乳動物細胞の移植方法；や、トレハロース類を含む
液（好ましくは等張液）に、哺乳動物細胞を加えるか、或いは、哺乳動物細胞を含む液（
好ましくは等張液）に、トレハロース類を加え、さらに、当該液のｐＨを６．５～８．５
に調整することにより、本件哺乳動物細胞保存用液を調製する工程と、調製した本件哺乳
動物細胞保存用液中で、哺乳動物細胞を保存する工程と、保存した哺乳動物細胞を含む本
件哺乳動物細胞保存用液を、哺乳動物細胞の移植を必要とする対象（例えば、外傷性疾患
患者、組織変性疾患患者、がん患者）へ投与する工程とを含む、哺乳動物細胞の移植方法
；や、本件哺乳動物細胞保存用液の製造における、トレハロース類の使用や、液体中の哺
乳動物細胞の生存率低下を抑制するための、トレハロース類の使用；や、哺乳動物細胞移
植治療を必要とする疾患（例えば、外傷性疾患、組織変性疾患、がん）の治療における使
用のための、哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞保存用液；や、トレハロース類を含む
液（好ましくは等張液）に、哺乳動物細胞を加えるか、或いは、哺乳動物細胞を含む液（
好ましくは等張液）に、トレハロース類を加え、さらに、当該液のｐＨを６．５～８．５
に調整することにより、本件哺乳動物細胞保存用液を調製する工程を含む、哺乳動物細胞
を含む本件哺乳動物細胞保存用液の調製方法；や、哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞
保存用液；を挙げることができる。なお、上記移植方法の、哺乳動物細胞を保存する工程
は、通常、哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞保存用液を、当該保存用液が液体の状態
で存在する温度条件下で保存するものであり、当該保存用液が固体の状態で保存する工程
（例えば、凍結保存する工程、凍結乾燥保存する工程等の哺乳動物細胞を休眠状態で保存
する工程）を含まない。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によると、トレハロース類を液体中に加え、さらに、当該液のｐＨを６．５～８
．５に調整することにより、哺乳動物細胞を液体中に保存したときに生じる細胞生存率低
下や、哺乳動物幹細胞を液体中で保存したときに生じる自己複製能低下を効果的に抑制す
ることができる。さらに、トレハロース類は、哺乳動物の生体内に投与した場合に、哺乳
動物の生態に悪影響を及ぼす可能性の低い二糖類であることから、哺乳動物細胞を本件哺
乳動物細胞保存用液中で保存した後、新しい移植用液に置換することなく、そのまま哺乳
動物の生体内へ投与することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】実施例１～３及び比較例１～３において、ヒト脂肪由来間葉系幹細胞（ｈＡＤ－
ＭＳＣ；Human Adipose tissue-derived Mesenchymal Stem Cell）を、各保存期間（１日
、２日間、４日間、７日間、及び１４日間）トレハロース含有保存液ＣＳＰ－０１中で保
存したときの細胞生存率（図１Ａ）及び生細胞回収率（図１Ｂ）を測定した結果を示す図
である。
【図２】実施例６～１０及び比較例６において、ｈＡＤ－ＭＳＣを、各保存期間（２４時
間、４８時間、９６時間、及び１６８時間）トレハロース含有保存液ＣＳＰ－０１中で保
存したときの細胞生存率（図２Ａ）及び生細胞回収率（図２Ｂ）を測定した結果を示す図
である。
【図３】実施例１１～１４並びに比較例６及び７において、ｈＡＤ－ＭＳＣを、各保存期
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間（２４時間、４８時間、９６時間、及び１６８時間）トレハロース含有保存液ＣＳＰ－
０１中で保存したときの細胞生存率（図３Ａ）及び生細胞回収率（図３Ｂ）を測定した結
果を示す図である。
【図４】ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（ｈＢＭ－ＭＳＣ；Human Bone Marrow Mesenchymal 
Stem Cell）を、トレハロース含有保存液ＣＳＰ－０１ （ｐＨ５．６未調整）、ＣＳＰ－
０１（ｐＨ７．３ＮａＯＨ）及びＣＳＰ－０１（７．２ＮａＨＣＯ３）中、５℃で３日間
保存したときの細胞生存率を測定した結果を保存前（pre）の測定結果と合わせて示す図
である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明の哺乳動物細胞保存用液は、「哺乳動物細胞を保存するため」という用途に特定
された、トレハロース類を含み、かつ、ｐＨが６．５～８．５である液（すなわち、本件
哺乳動物細胞保存用液）である。なお、特許文献２において、哺乳動物細胞の保存に用い
たトレハロースを含む乳酸リンゲル液や、トレハロース及びデキストランを含む乳酸リン
ゲル液は、それぞれ、後述する本実施例のＣＳＰ－０１液（比較例３、４）及びＣＳＰ－
１１液（比較例５、７）に相当するｐＨが６．５未満の液であり、本件哺乳動物細胞保存
用液とは異なる。
【００１４】
　本件哺乳動物細胞保存用液におけるｐＨとしては、６．５～８．５の範囲内であればよ
く、例えば、６．５～８．４；６．５～８．３；６．５～８．２；６．５～８．１；６．
５～８．０；６．５～７．９；６．５～７．８；６．５～７．７；６．５～７．６；６．
５～７．５；６．５～７．４；６．５～７．３；６．５～７．２；６．５～７．１；６．
５～７．０；６．５～６．９；６．５～６．８；６．６～８．５；６．７～８．５；６．
８～８．５；６．９～８．５；７．０～８．５；７．１～８．５；７．２～８．５；７．
３～８．５；７．４～８．５；７．５～８．５；７．６～８．５；７．７～８．５；７．
８～８．５；７．９～８．５；８．０～８．５；８．１～８．５；８．２～８．５；６．
６～８．４；６．６～８．３；６．６～８．２；６．６～８．１；６．６～８．０；６．
６～７．９；６．６～７．８；６．６～７．７；６．６～７．６；６．６～７．５；６．
６～７．４；６．６～７．３；６．６～７．２；６．６～７．１；６．６～７．０；６．
６～６．９；６．７～８．４；６．７～８．３；６．７～８．２；６．７～８．１；６．
７～８．０；６．７～７．９；６．７～７．８；６．７～７．７；６．７～７．６；６．
７～７．５；６．７～７．４；６．７～７．３；６．７～７．２；６．７～７．１；６．
７～７．０；６．８～８．４；６．８～８．３；６．８～８．２；６．８～８．１；６．
８～８．０；６．８～７．９；６．８～７．８；６．８～７．７；６．８～７．６；６．
８～７．５；６．８～７．４；６．８～７．３；６．８～７．２；６．８～７．１；６．
９～８．４；６．９～８．３；６．９～８．２；６．９～８．１；６．９～８．０；６．
９～７．９；６．９～７．８；６．９～７．７；６．９～７．６；６．９～７．５；６．
９～７．４；６．９～７．３；６．９～７．２；７．０～８．４；７．０～８．３；７．
０～８．２；７．０～８．１；７．０～８．０；７．０～７．９；７．０～７．８；７．
０～７．７；７．０～７．６；７．０～７．５；７．０～７．４；７．０～７．３；７．
１～８．４；７．１～８．３；７．１～８．２；７．１～８．１；７．１～８．０；７．
１～７．９；７．１～７．８；７．１～７．７；７．１～７．６；７．１～７．５；７．
１～７．４；７．２～８．４；７．２～８．３；７．２～８．２；７．２～８．１；７．
２～８．０；７．２～７．９；７．２～７．８；７．２～７．７；７．２～７．６；７．
２～７．５；７．３～８．４；７．３～８．３；７．３～８．２；７．３～８．１；７．
３～８．０；７．３～７．９；７．３～７．８；７．３～７．７；７．３～７．６；７．
４～８．４；７．４～８．３；７．４～８．２；７．４～８．１；７．４～８．０；７．
４～７．９；７．４～７．８；７．４～７．７；７．５～８．４；７．５～８．３；７．
５～８．２；７．５～８．１；７．５～８．０；７．５～７．９；７．５～７．８；７．
６～８．４；７．６～８．３；７．６～８．２；７．６～８．１；７．６～８．０；７．
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６～７．９；７．７～８．４；７．７～８．３；７．７～８．２；７．７～８．１；７．
７～８．０；７．８～８．４；７．８～８．３；７．８～８．２；７．８～８．１；７．
９～８．４；７．９～８．３；７．９～８．２；８．０～８．４；８．０～８．３；８．
１～８．３；等を挙げることができる。
【００１５】
　本件哺乳動物細胞保存用液としては、哺乳動物細胞の保存が可能な液（例えば、等張液
、低張液、高張液）であればよく、等張液を好適に例示することができる。本明細書にお
いて「等張液」とは、体液や細胞液の浸透圧とほぼ同じ浸透圧を有する液を意味し、具体
的には、２５０～３８０ｍＯｓｍ／Ｌの範囲内の浸透圧を有する液を意味する。また、本
明細書において「低張液」とは、体液や細胞液の浸透圧よりも低い浸透圧を有する液を意
味し、具体的には、２５０ｍＯｓｍ／Ｌ未満の浸透圧を有する液を意味する。かかる低張
液としては、細胞が破裂しない程度の低張液（具体的には、１００～２５０ｍＯｓｍ／Ｌ
未満の範囲内の浸透圧を有する液）が好ましい。また、本明細書において「高張液」とは
、体液や細胞液の浸透圧よりも高い浸透圧を有する液を意味し、具体的には、浸透圧が３
８０ｍＯｓｍ／Ｌ超（好ましくは３８０ｍＯｓｍ／Ｌ超～１０００ｍＯｓｍ／Ｌの範囲内
）を意味する。
【００１６】
　上記等張液としては、体液や細胞液の浸透圧とほぼ同じになるようにナトリウムイオン
、カリウムイオン、カルシウムイオン等によって塩濃度や糖濃度等を調整した等張液であ
れば特に制限されず、具体的には生理食塩水や、緩衝効果のある生理食塩水（例えば、Ｐ
ＢＳ、トリス緩衝生理食塩水［Tris Buffered Saline；ＴＢＳ］、ＨＥＰＥＳ緩衝生理食
塩水）、リンゲル液、乳酸リンゲル液、酢酸リンゲル液、重炭酸リンゲル液、５％グルコ
ース水溶液、動物細胞培養用基礎培地（例えば、ＤＭＥＭ、ＥＭＥＭ、ＲＰＭＩ－１６４
０、α－ＭＥＭ、Ｆ－１２、Ｆ－１０、Ｍ－１９９）、等張剤（例えば、ブドウ糖、Ｄ－
ソルビトール、Ｄ－マンニトール、ラクトース、塩化ナトリウム）等を挙げることができ
、これらの中でも乳酸リンゲル液が好ましい。等張液は、市販のものであっても、自ら調
製したものであってもよい。市販のものとしては、大塚生食注（大塚製薬工場社製）（生
理食塩液）、リンゲル液「オーツカ」（大塚製薬工場社製）（リンゲル液）、ラクテック
（登録商標）注（大塚製薬工場社製）（乳酸リンゲル液）、ヴィーン（登録商標）Ｆ輸液
（扶桑薬品工業社製）（酢酸リンゲル液）、大塚糖液５％（大塚製薬工場社製）（５％グ
ルコース水溶液）、ビカネイト（登録商標）輸液（大塚製薬工場社製）（重炭酸リンゲル
液）を挙げることができる。
【００１７】
　本件哺乳動物細胞保存用液は、トレハロース類を含む液、又は粉体のトレハロース類含
有物を添加した液に、ｐＨ調整剤としての炭酸水素塩を添加することにより、ｐＨが６．
５～８．５となるように調整し、得ることができる。上記炭酸水素塩としては、炭酸水素
アンモニウム、炭酸水素カリウム、炭酸水素ナトリウム、炭酸水素カルシウム等を挙げる
ことができ、炭酸水素ナトリウムが好ましい。また、上記炭酸水素塩でｐＨを調整した本
件哺乳動物細胞保存用液は、ｐＨの緩衝作用を有していなくてもよい。
【００１８】
　上記トレハロース類におけるトレハロースとしては、２つのα-グルコースが１，１－
グリコシド結合した二糖類であるα，α－トレハロースの他に、α-グルコースとβ－グ
ルコースとが１，１－グリコシド結合した二糖類であるα，β－トレハロースや、２つの
β－グルコースが１，１－グリコシド結合した二糖類であるβ，β－トレハロースを挙げ
ることができるが、これらの中でもα，α－トレハロースが好ましい。これらトレハロー
スは、化学合成、微生物による生産、酵素による生産等のいずれの公知の方法によっても
製造することができるが、市販品を用いることもできる。例えば、α，α－トレハロース
（株式会社林原社製又は富士フィルム和光純薬社製）などの市販品を挙げることができる
。
【００１９】
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　上記トレハロース類におけるトレハロース誘導体としては、二糖類のトレハロースに１
又は複数の糖単位が結合したグリコシルトレハロース類であれば特に制限されず、グリコ
シルトレハロース類には、グルコシルトレハロース、マルトシルトレハロース、マルトト
リオシルトレハロースなどが含まれる。
【００２０】
　上記トレハロース類におけるトレハロースやその誘導体の塩としては、例えば塩酸塩、
臭化水素酸塩、ヨウ化水素酸塩、リン酸塩、硝酸塩、硫酸塩、酢酸塩、プロピオン酸塩、
トルエンスルホン酸塩、コハク酸塩、シュウ酸塩、乳酸塩、酒石酸塩、グリコール酸塩、
メタンスルホン酸塩、酪酸塩、吉草酸塩、クエン酸塩、フマル酸塩、マレイン酸塩、リン
ゴ酸塩等の酸付加塩や、ナトリウム塩、カリウム塩、カルシウム塩等の金属塩や、アンモ
ニウム塩、アルキルアンモニウム塩などを挙げることができる。なお、これらの塩は使用
時において溶液として用いられ、その作用は、トレハロースの場合と同効なものが好まし
い。これらの塩類は、水和物又は溶媒和物を形成していてもよく、またいずれかを単独で
又は２種以上を適宜組み合わせて用いることができる。
【００２１】
　本件哺乳動物細胞保存用液中のトレハロース類の濃度としては、トレハロース類による
細胞生存率低下の抑制効果が発揮される濃度であればよく、例えば、トレハロース換算で
０．１（ｗ／ｖ）％以上、好ましくは０．３（ｗ／ｖ）％以上、より好ましくは０．６（
ｗ／ｖ）％以上、さらに好ましくは１．０（ｗ／ｖ）％以上、最も好ましくは２．０（ｗ
／ｖ）％以上である。また、細胞への悪影響を回避する観点から、例えば、トレハロース
換算で４０（ｗ／ｖ）％以下、好ましくは２０（ｗ／ｖ）％以下、より好ましくは１５（
ｗ／ｖ）％以下、さらに好ましくは１０％（ｗ／ｖ）％以下、最も好ましくは６．０（ｗ
／ｖ）％以下である。したがって、本件哺乳動物細胞保存用液中のトレハロース類の濃度
としては、例えば、トレハロース換算で０．１～４０（ｗ／ｖ）％の範囲内、好ましくは
０．３～２０（ｗ／ｖ）％、より好ましくは０．６～１５（ｗ／ｖ）％、さらに好ましく
は１．０～１０％（ｗ／ｖ）％、最も好ましくは２．０～６．０（ｗ／ｖ）％である。
【００２２】
　本件哺乳動物細胞保存用液は、哺乳動物細胞を、哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞
保存用液が液体の状態で存在する温度条件下で任意の期間保存するために用いるものであ
る。本件哺乳動物細胞保存用液は、哺乳動物細胞を液体中で保存したときに生じる細胞生
存率低下や、哺乳動物幹細胞を液体中で保存したときに生じる自己複製能低下を効果的に
抑制する作用を有し、かつ、哺乳動物の生体内に投与した場合に、哺乳動物の生態に悪影
響を及ぼす可能性の低い液である。このため、本件哺乳動物細胞保存用液は、さらに、「
哺乳動物細胞の生存率低下を抑制するため」という用途；「哺乳動物細胞の自己複製能低
下を抑制するため」という用途；及び／又は「哺乳動物細胞を移植するため」という用途
；に特定されたものが好ましい。
【００２３】
　本件哺乳動物細胞保存用液は、トレハロース類を単独で含む液であってもよいし、トレ
ハロース類から選択される２種類以上を含む液や、トレハロース類以外に、さらに任意成
分を含む液であってもよい。
【００２４】
　本明細書において「任意成分」としては、例えば、等張剤（例えば、グルコース、ソル
ビトール、マンニトール、ラクトース、塩化ナトリウム）、キレート剤（例えば、ＥＤＴ
Ａ、ＥＧＴＡ、クエン酸、サリチレート）、溶解補助剤、保存剤、酸化防止剤、アミノ酸
（例えば、プロリン、グルタミン）、ポリマー（例えば、ポリエーテル）、リン脂質（例
えば、リゾホスファチジン酸［ＬＰＡ；Lysophosphatidic acid］）、炭酸水素塩以外の
ｐＨ調整剤（例えば、水酸化物、酢酸塩、炭酸塩等のアルカリ；クエン酸、コハク酸、酢
酸、乳酸、氷酢酸、塩酸等の酸）を挙げることができる。本明細書において「任意成分」
とは、含んでもよいし含まなくてもよい成分のことを意味する。
　また、本発明には、トレハロース類を含む、本件哺乳動物細胞保存用液を調製するため
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の粉末製剤が含まれる。当該粉末製剤には上記の任意成分を含んでいてもよい。
【００２５】
　本件哺乳動物細胞保存用液としては、トレハロース類だけでも、哺乳動物細胞の生存率
低下抑制効果を発揮するため、トレハロース類以外に、哺乳動物細胞の生存率低下抑制作
用を有する成分（例えば、アカルボース、スタキオース、デキストラン、ヒドロキシエチ
ルスターチ［Hydroxyethyl starch；ＨＥＳ］等の多糖類若しくはその誘導体又はこれら
の塩；グルコース等の単糖類若しくはその誘導体又はこれらの塩）を含まないものであっ
てもよいが、さらに、哺乳動物細胞の生存率低下抑制効果を高めるため、上記成分、具体
的には、多糖類若しくはその誘導体又はこれらの塩をさらに含むものが好ましく、後述す
る本実施例においてその効果が実証されているため、デキストラン若しくはその誘導体又
はこれらの塩（以下、これらを総称して「デキストラン類」ということがある）をさらに
含むものを好適に例示することができる。
【００２６】
　上記デキストラン類におけるデキストランとしては、Ｄ－グルコースからなる多糖（Ｃ

６Ｈ１０Ｏ５）ｎであって、α１→６結合を主鎖とするものであれば特に制限されず、デ
キストランの重量平均分子量（Ｍｗ）としては、例えば、デキストラン４０（Ｍｗ＝４０
０００）、デキストラン７０（Ｍｗ＝７００００）などを挙げることができる。これらデ
キストランは、化学合成、微生物による生産、酵素による生産等のいずれの公知の方法で
製造することができるが、市販品を用いることもできる。例えば、デキストラン４０（東
京化成工業社製）、デキストラン７０（東京化成工業社製）、低分子デキストランＬ注（
１０［ｗ／ｖ］％デキストラン含有乳酸リンゲル液）（大塚製薬工場社製）等の市販品を
挙げることができる。
【００２７】
　上記デキストラン類におけるデキストラン誘導体としては、デキストラン硫酸、カルボ
キシル化デキストラン、ジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）－デキストランなどが含まれ
る。
【００２８】
　上記デキストラン類におけるデキストランやその誘導体の塩としては、例えば塩酸塩、
臭化水素酸塩、ヨウ化水素酸塩、リン酸塩、硝酸塩、硫酸塩、酢酸塩、プロピオン酸塩、
トルエンスルホン酸塩、コハク酸塩、シュウ酸塩、乳酸塩、酒石酸塩、グリコール酸塩、
メタンスルホン酸塩、酪酸塩、吉草酸塩、クエン酸塩、フマル酸塩、マレイン酸塩、リン
ゴ酸塩等の酸付加塩や、ナトリウム塩、カリウム塩、カルシウム塩等の金属塩や、アンモ
ニウム塩、アルキルアンモニウム塩などを挙げることができる。なお、これらの塩は使用
時において溶液として用いられ、その作用は、デキストランの場合と同効なものが好まし
い。これらの塩類は、水和物又は溶媒和物を形成していてもよく、またいずれかを単独で
又は２種以上を適宜組み合わせて用いることができる。
【００２９】
　本件哺乳動物細胞保存用液中のデキストラン類の濃度としては、デキストラン類による
細胞生存率低下の抑制効果が発揮される濃度であればよく、例えば、デキストラン換算で
０．１（ｗ／ｖ）％以上、好ましくは０．３（ｗ／ｖ）％以上、より好ましくは０．６（
ｗ／ｖ）％以上、さらに好ましくは１．０（ｗ／ｖ）％以上、さらにより好ましくは２．
０（ｗ／ｖ）％以上、最も好ましくは４．０（ｗ／ｖ）％以上である。また、細胞への悪
影響を回避する観点から、例えば、デキストラン換算で５０（ｗ／ｖ）％以下、好ましく
は２０（ｗ／ｖ）％以下、より好ましくは１５（ｗ／ｖ）％以下、さらに好ましくは１２
％（ｗ／ｖ）％以下、さらにより好ましくは９．０％（ｗ／ｖ）％以下、最も好ましくは
７．０（ｗ／ｖ）％以下である。したがって、本件哺乳動物細胞保存用液中のデキストラ
ン類の濃度としては、例えば、デキストラン換算で０．１～５０（ｗ／ｖ）％の範囲内、
好ましくは０．３～２０（ｗ／ｖ）％、より好ましくは０．６～１５（ｗ／ｖ）％、さら
に好ましくは１．０～１２％（ｗ／ｖ）％、さらにより好ましくは２．０～９．０％（ｗ
／ｖ）％、最も好ましくは４．０～７．０（ｗ／ｖ）％である。
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【００３０】
　本件哺乳動物細胞保存用液としては、哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞保存用液を
そのまま移植に用いる場合、哺乳動物細胞移植に適した液が好ましく、かかる哺乳動物細
胞移植に適した液は、哺乳動物細胞移植に適さない物質、例えば、生体由来の成分（例え
ば、血清又は血清由来成分［例えば、アルブミン］）；や、哺乳動物細胞を凍結保存又は
凍結乾燥保存したときの哺乳動物細胞の生存率低下を抑制する作用を有する成分、例えば
、ジメチルスルホキシド［Dimethyl sulfoxide；ＤＭＳＯ］、グリセリン、エチレングリ
コール、トリメチレングリコール、ジメチルアセトアミド、ポリエチレングリコール［Ｐ
ＥＧ］、ポリビニルピロリドン、血清又は血清由来成分（例えば、アルブミン）等の凍結
保護剤又は凍結乾燥保護剤；を含まないことが好ましい。
【００３１】
　本発明の哺乳動物細胞の保存方法は、トレハロース類を含み、かつ、ｐＨが６．５～８
．５である液中で、哺乳動物細胞を任意の期間保存する工程を含むもの（以下、「本件保
存方法」ということがある）である。本件保存方法は、通常、哺乳動物細胞を含む本件哺
乳動物細胞保存用液を、当該保存用液が液体の状態で存在する温度条件下で保存するもの
であり、当該保存用液が固体の状態で存在する温度条件下で保存する工程（例えば、凍結
保存する工程、凍結乾燥保存する工程等の哺乳動物細胞を休眠状態で保存する工程）を含
まない。また、本件哺乳動物細胞保存用液中の哺乳動物細胞の密度は、例えば、１０３～
１０１０個／ｍＬの範囲内である。
【００３２】
　本件保存方法としては、さらに、トレハロース類を含む液、又は粉体のトレハロース類
含有物を添加した液に、上記ｐＨ調整剤としての炭酸水素塩を添加することにより、ｐＨ
が６．５～８．５となるように調整し、本件哺乳動物細胞保存用液を調製する工程；や、
本件哺乳動物細胞保存用液中で哺乳動物細胞を保存する前に、トレハロース類を含む液（
好ましくは等張液）に、哺乳動物細胞を加えるか、或いは、哺乳動物細胞を含む液（好ま
しくは等張液）に、トレハロース類を加えることにより、トレハロース類を含む液を調製
する工程；を含むものであってもよい。
【００３３】
　本発明において、哺乳動物細胞を保存する任意の期間としては、哺乳動物細胞を含む本
件哺乳動物細胞保存用液を液体の状態で保存したときに、当該保存用液中の哺乳動物細胞
の細胞生存率低下を抑制し、生細胞の割合を高めることができる期間が好ましく、例えば
、６時間以上、１２時間以上、１日（２４時間）以上、１．５日（３６時間）以上、２日
（４８時間）以上、３日（７２時間）以上、４日（９６時間）以上、７日（１６８時間）
以上であり、また、哺乳動物細胞の保存期間が長すぎると細胞の生存に悪影響を及ぼす可
能性があるため、細胞の生存率への悪影響を回避する観点から、例えば、２１日以下、１
６日以下、１４日以下、１０日以下、７日以下、４日以下である。したがって、上記保存
期間としては、例えば、６時間～２１日；１２時間～２１日；１～２１日；１．５～２１
日；２～２１日；３～２１日；４～２１日；７～２１日；６時間～１６日；６時間～１４
日；６時間～１０日；６時間～７日；６時間～４日；１２時間～１６日；１２時間～１４
日；１２時間～１０日；１２時間～７日；１２時間～４日；１～１６日；１～１４日；１
～１０日；１～７日；１～４日；１．５～１６日；１．５～１４日；１．５～１０日；１
．５～７日；１．５～４日；２～１６日；２～１４日；２～１０日；２～７日；２～４日
；３～１６日；３～１４日；３～１０日；３～７日；３～４日；４～１６日；４～１４日
；４～１０日；４～７日；７～１６日；７～１４日；７～１０日；等を挙げることができ
、後述する本実施例においてその効果が実証されているため、６時間～１４日を好適に例
示することができる。本件哺乳動物細胞保存用液中に保存した哺乳動物細胞について、細
胞死が抑制されたことは、トリパンブルー（Trypan Blue）染色法、ＴＵＮＥＬ法、Ｎｅ
ｘｉｎ法、ＦＬＩＣＡ法などの細胞死を検出できる公知の方法を用いて確認することがで
きる。
【００３４】
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　本発明において、「哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞保存用液が液体の状態で存在
する温度」としては、哺乳動物細胞を含む本件哺乳動物細胞保存用液が、凍結せずに液体
の状態で存在し、かつ当該保存用液中の哺乳動物細胞が生育可能な温度であればよく、通
常０～４０℃の範囲内、好ましくは０～３０℃（室温）の範囲内である。
【００３５】
　本発明において、哺乳動物細胞としては、例えば、哺乳動物細胞移植治療を必要とする
疾患（がん；Ｉ型糖尿病；肝疾患等の臓器疾患；など）に対する再生医療において、血管
経由で投与される哺乳動物細胞、具体的には、幹細胞；膵島細胞；肝細胞；樹状細胞；な
どを例示することができ、好ましくは幹細胞や肝細胞である。これら細胞は、公知の一般
的な方法で単離することができる。例えば、各種の細胞表面マーカーに対する抗体を用い
た蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）や、蛍光物質やビオチン、アビジン等の標識物質
で標識した上記細胞表面マーカーに対する抗体と、かかる標識物質に対する抗体とＭＡＣ
Ｓビーズ（磁性ビーズ）とのコンジュゲート抗体とを用いた自動磁気細胞分離装置（ａｕ
ｔｏＭＡＣＳ）により行うことができる。上記蛍光物質としては、アロフィコシアニン（
ＡＰＣ）、フィコエリトリン（ＰＥ）、ＦＩＴＣ（fluorescein isothiocyanate）、Ａｌ
ｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７
００、ＰＥ－Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ、ＰＥ－Ｃｙ５、ＰＥ－Ｃｙ７等を挙げることができる
。
【００３６】
　また上記「幹細胞」とは、自己複製能及び分化・増殖能を有する未熟な細胞を意味する
。幹細胞には、分化能力に応じて、多能性幹細胞（pluripotent stem ce11）、複能性幹
細胞（multipotent stem ce11）、単能性幹細胞（unipotent stem ce11）等の亜集団が含
まれる。多能性幹細胞とは、それ自体では個体になることができないが、生体を構成する
全ての組織や細胞へ分化し得る能力を有する細胞を意味する。複能性幹細胞とは、全ての
種類ではないが、複数種の組織や細胞へ分化し得る能力を有する細胞を意味する。単能性
幹細胞とは、特定の組織や細胞へ分化し得る能力を有する細胞を意味する。
【００３７】
　上記多能性幹細胞としては、胚性幹細胞（Embryonic stem cell；ＥＳ細胞）、ＥＧ細
胞（Embryonic germ cell）、誘導多能性幹細胞（Induced pluripotent stem cell；ｉＰ
Ｓ細胞）等を挙げることができる。ＥＳ細胞は、内部細胞塊をフィーダー細胞上又はＬＩ
Ｆを含む培地中で培養することにより製造することができる。ＥＳ細胞の製造方法は、例
えば、ＷＯ９６／２２３６２、ＷＯ０２／１０１０５７、ＵＳ５，８４３，７８０、ＵＳ
６，２００，８０６、ＵＳ６，２８０，７１８等に記載されている。ＥＧ細胞は、始原生
殖細胞をｍＳＣＦ、ＬＩＦ及びｂＦＧＦを含む培地中で培養することにより製造すること
ができる（Ce11,70:841-847,1992）。ｉＰＳ細胞は、体細胞（例えば線維芽細胞、皮膚細
胞等）にＯｃｔ３／４、Ｓｏｘ２及びＫｌｆ４（必要に応じて更にｃ－Ｍｙｃ又はｎ－Ｍ
ｙｃ）等のリプログラミング因子を導入することにより製造することができる（Ce11,126
:p.663-676,2006;Nature,448:p.313-317,2007;Nat Biotechno1,26;p,101-106,2008;Cel1 
131:p.861-872,2007;Science,318:p.1917-1920,2007;Ce11 Stem Cells 1:p.55-70,2007;N
at Biotechnol,25:p.1177-1181,2007;Nature,448:p.318-324,2007;Cell Stem Cells 2:p.
10-12,2008;Nature 451:p.141-146,2008;Science,318:p.1917-1920,2007）。体細胞の核
を核移植することによって作製された初期胚を培養することによって樹立した幹細胞も、
多能性幹細胞としてまた好ましい（Nature,385,810（1997）；Science,280,1256（1998）
；Nature Biotechnology,17,456（1999）；Nature,394,369（1998）；Nature Genetics,2
2,127（1999）；Proc.Nat1. Acad.Sci.USA,96,14984（1999）、Rideout IIIら（Nature G
enetics,24,109（2000））。
【００３８】
　上記複能性幹細胞としては、脂肪細胞、骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞等の細胞に分化可
能な間葉系幹細胞、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイト等の細胞に分化
可能な神経系幹細胞、骨髄幹細胞、生殖幹細胞等の体性幹細胞等を挙げることができる。



(12) JP 6830294 B1 2021.2.17

10

20

30

40

50

複能性幹細胞は、好ましくは間葉系幹細胞である。間葉系幹細胞とは、骨芽細胞、軟骨芽
細胞及び脂肪芽細胞の全て又はいくつかへの分化が可能な幹細胞を意味する。複能性幹細
胞は、自体公知の方法により、生体から単離することができる。例えば、間葉系幹細胞は
、哺乳動物の骨髄、脂肪組織、末梢血、臍帯血等から公知の一般的な方法で採取すること
ができる。例えば、骨髄穿刺後の造血幹細胞等の培養、継代によりヒト間葉系幹細胞を単
離することができる（Journal of Autoimmunity，30（2008）163-171）。複能性幹細胞は
、上記多能性幹細胞を適切な誘導条件下で培養することによっても得ることができる。
【００３９】
　本発明において、哺乳動物としては、マウス、ラット、ハムスター、モルモット等のげ
っ歯類、ウサギ等のウサギ目、ブタ、ウシ、ヤギ、ウマ、ヒツジ等の有蹄目、イヌ、ネコ
等のネコ目、ヒト、サル、アカゲザル、カニクイザル、マーモセット、オランウータン、
チンパンジーなどの霊長類等を例示することができ、中でも、マウス、ブタ、ヒトを好適
に例示することができる。
【００４０】
　本発明において、哺乳動物細胞としては、付着性（「接着性」ともいう）の細胞を例示
することができる。本明細書中、「付着性」細胞とは、足場に接着することで生存、増殖
、物質の生産を行うことができる足場依存性の細胞を意味する。付着性幹細胞としては、
例えば、多能性幹細胞、間葉系幹細胞、神経系幹細胞、骨髄幹細胞、生殖幹細胞等を挙げ
ることができ、間葉系幹細胞を好適に例示することができる。
【００４１】
　本発明において、哺乳動物細胞（集団）は、生体内から分離されたものであっても、イ
ンビトロで継代培養されたものであってもよいが、単離又は精製されていることが好まし
い。本明細書中、「単離又は精製」とは、目的とする成分以外の成分を除去する操作が施
されていることを意味する。単離又は精製された哺乳動物細胞の純度（全細胞数に対する
、哺乳動物幹細胞数等の目的とする細胞の割合）は、通常３０％以上、好ましくは５０％
以上、より好ましくは７０％以上、さらに好ましくは９０％以上（例えば１００％）であ
る。
【００４２】
　本件哺乳動物細胞保存用液中に保存する哺乳動物細胞（集団）は、単一細胞（シングル
セル）の状態であってもよい。本明細書において、「単一細胞の状態」とは、他の細胞と
寄り集まって塊を形成していないこと（即ち、凝集していない状態）を意味する。単一細
胞の状態の哺乳動物細胞は、インビトロで培養した哺乳動物細胞をトリプシン／ＥＤＴＡ
等で酵素処理することにより調製することができる。哺乳動物細胞中に含まれる単一細胞
の状態の哺乳動物細胞の割合は、例えば７０％以上、好ましくは９０％以上、より好まし
くは９５％以上、さらに好ましくは９９％以上（例えば１００％）である。単一細胞の状
態の細胞の割合は、哺乳動物細胞をＰＢＳ中に分散させ、これを顕微鏡下で観察し、無作
為に選択された複数個（例えば、１０００個）の細胞について凝集の有無を調べることに
より決定することができる。
【００４３】
　本件哺乳動物細胞保存用液中に保存する哺乳動物細胞（集団）は、浮遊していてもよい
。本明細書において、「浮遊」とは、哺乳動物細胞が、保存用液を収容した容器の内壁に
接触することなく、液中に保持されていることをいう。
【００４４】
　本件哺乳動物細胞保存用液中に保存した哺乳動物細胞が、凝集又は沈殿している場合、
移植前にピペッティングやタッピング等の当該技術分野における周知の方法により哺乳動
物細胞を懸濁することが好ましい。
【実施例】
【００４５】
　以下、実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明の技術的範囲はこれらの
例示に限定されるものではない。なお、以下の実施例において、３（ｗ／ｖ）％トレハロ
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ース及び５（ｗ／ｖ）％デキストラン４０を含む乳酸リンゲル液を、便宜上「ＣＳＰ－０
１液」ということがあり、また、３（ｗ／ｖ）％トレハロースを含む乳酸リンゲル液を、
便宜上「ＣＳＰ－１１液」ということがある。
【００４６】
Ｉ　好適ｐＨの検討
１．材料及び方法
［哺乳動物細胞］
　以下の実験１～４には、以下の表１に記載のヒト脂肪由来間葉系幹細胞（ｈＡＤ－ＭＳ
Ｃ）を用いた。
【００４７】
【表１】

【００４８】
［ＣＳＰ－０１液］
　ＣＳＰ－０１液は、α，α－トレハロース（株式会社林原社製又は富士フィルム和光純
薬社製）と、低分子デキストランＬ注（１０［ｗ／ｖ］％デキストラン含有乳酸リンゲル
液）（大塚製薬工場社製）とを、トレハロース及びデキストランの終濃度がそれぞれ３（
ｗ／ｖ）％及び５（ｗ／ｖ）％となるように乳酸リンゲル液（ラクテック輸液；大塚製薬
工場社製）へ添加し、調製した（特許文献２参照）。
【００４９】
［ＣＳＰ－１１液］
　ＣＳＰ－１１液は、α，α－トレハロース（株式会社林原社製又は富士フィルム和光純
薬社製）を、トレハロースの終濃度が３（ｗ／ｖ）％となるように乳酸リンゲル液（ラク
テック輸液；大塚製薬工場社製）へ添加し、調製した（特許文献２参照）。ＣＳＰ－０１
液及びＣＳＰ－１１液の組成を、以下の表２に示す。
【００５０】

【表２】

【００５１】
［ｈＡＤ－ＭＳＣの培養］
　ｈＡＤ－ＭＳＣは定法にしたがって培養した。すなわち、ｈＡＤ－ＭＳＣを、ヒト脂肪
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由来幹細胞添加因子セット（Lonza Walkersville社製、PT-4503）を含むＡＤＳＣ－ＢＭ
（Adipose Derived Stem Cell Basal Medium）（Lonza Walkersville社製、PT-3273）（
以下、単に「培養液」という）を添加した７５ｃｍ２フラスコに入れ、ＣＯ２インキュベ
ーター（３７℃条件下）内で継代培養した。また、培養液の交換は３日毎行った。
【００５２】
［ｈＡＤ－ＭＳＣ含有液の調製］
　ｈＡＤ－ＭＳＣ含有液を、以下の〔１〕～〔１０〕の手順に従って調製した。
〔１〕パーソナルインキュベーターを３７±２℃に加温しておいた。
〔２〕ｈＡＤ－ＭＳＣを培養している７５ｃｍ２フラスコを、ＣＯ２インキュベーターか
ら取り出した。
〔３〕倒立顕微鏡下で細胞の状態を観察し、約８０％コンフルエントのものを使用した。
〔４〕培養液を吸引し、ＰＢＳ（－）を各７５ｃｍ２フラスコに８ｍＬずつ添加した。
〔５〕ＰＢＳ（－）を吸引後、トリプシン／ＥＤＴＡ（CC-5012、Lonza Walkersville社
製）をフラスコに４ｍＬずつ添加し、パーソナルインキュベーターにて３７±２℃条件下
で５分間インキュベートした。
〔６〕細胞が９０％程度剥離するまで倒立顕微鏡下で観察しながら、ゆっくりと揺らした
。
〔７〕トリプシン反応を停止させるために、トリプシン中和液（ＴＮＳ；CC-5002、Lonza
 Walkersville社製）を８ｍＬずつ加えて、ピペッティングにより細胞を剥離し、５０ｍ
Ｌのコニカルチューブに移した。
〔８〕遠心処理（２１０×ｇ、５分間、２０℃）後、上清を除去し、一定量（各７５ｃｍ
２フラスコ当たり１．５ｍＬ）のＰＢＳ（－）を添加し、細胞を懸濁した。
〔９〕細胞懸濁液から一部（２０μＬ）分取し、２０μＬのトリパンブルー染色液（Gibc
o社製）と混合しワンセルカウンター（細胞計数盤；バイオメディカルサイエンス社製）
で全細胞数（生細胞数及び死細胞数）を計測した。なお、細胞数は、ワンセルカウンター
における９ヵ所のエリアのうち、４隅のエリア内にある細胞を計測し、以降の計測も同様
に行った。
〔１０〕全細胞数が５．０×１０５細胞／ｍＬとなるようにＰＢＳ（－）を添加し、氷冷
し、哺乳動物細胞含有液を調製した。
【００５３】
［細胞生存率及び生細胞回収率の測定］
　被験液中に哺乳動物細胞を保存したときの細胞生存率及び生細胞回収率を、以下の〔１
〕～〔４〕の手順に従って測定した。
〔１〕調製した哺乳動物細胞含有液を、フィンピペット（１００－１０００μＬ）を用い
て、１５ｍＬクラリファインドポリプロピレンコニカルチューブに１ｍＬずつ分注し、遠
心処理（２１０×ｇ、５分間、２５℃）後、氷冷した。
〔２〕上清を除去し、フィンピペット（１００－１０００μＬ）を用いて、１ｍＬの各被
験液に細胞を懸濁した後、その一部（２０μＬ）を、予めトリパンブルー染色液（Gibco
社製）２０μＬを添加した１．５ｍＬマイクロチューブに分取した。トリパンブルー染色
液と混和した細胞懸濁液を、ワンセルカウンターに分取し、光学顕微鏡（ECLIPSE TS100
、ニコン社製）を用いて全細胞数及びトリパンブルー陽性細胞（死細胞）数を計測するこ
とにより、保存開始直後の細胞生存率を算出した。
〔３〕残りの細胞懸濁液は、薬用冷蔵ショーケース（５℃に設定）にて各保存期間まで静
置保存した。
〔４〕各保存期間が経過した時点において、チップの先を、細胞を含む液が入ったチュー
ブの底から目視で５ｍｍ程度の位置まで挿入し、緩やかに攪拌（５００μＬの液量でのピ
ペッティングを５回）することにより細胞が懸濁した状態で、その一部（２０μＬ）を１
．５ｍＬマイクロチューブに採取し、トリパンブルー染色液（Gibco社製）２０μＬと混
和後、ワンセルカウンターに分取し、光学顕微鏡（ECLIPSE TS100、ニコン社製）を用い
て全細胞数及びトリパンブルー陽性細胞（死細胞）数を計測することにより、各保存期間
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における細胞生存率及び生細胞回収率を算出した。なお、細胞生存率は、式「（全生細胞
数／全細胞数）×１００＝（［全細胞数－死細胞数］／全細胞数）×１００＝細胞生存率
（％）」を用いて算出し、また、生細胞回収率は、式「（各保存期間の全生細胞数／保存
開始直後の全生細胞数）×１００＝（［各保存期間の全細胞数－各保存期間の死細胞数］
／［保存開始直後の全細胞数－保存開始直後の死細胞数］）×１００＝生細胞回収率（％
）」を用いて算出した。
【００５４】
［ＣＦＵアッセイ］
　被験液中に哺乳動物間葉系幹細胞を保存したときのコロニー形成能を、以下の〔１〕～
〔４〕の手順に従って測定した。
〔１〕調製した哺乳動物細胞含有液を、フィンピペット（１００－１０００μＬ）を用い
て、１５ｍＬクラリファインドポリプロピレンコニカルチューブに１ｍＬずつ分注し、遠
心処理（２１０×ｇ、５分間、２５℃）後、氷冷した。
〔２〕上清を除去し、フィンピペット（１００－１０００μＬ）を用いて、１ｍＬの各被
験液に細胞を懸濁した後、その一部（２０μＬ）を、６０ｍｍディッシュ（面積が２１ｃ
ｍ２）に、１５細胞／ｃｍ２となるように播種し、約８日後に形成されたコロニー数を測
定し、保存開始直後のコロニー形成単位（ＣＦＵ）、すなわち、播種した細胞数に対する
コロニー数の比率を算出した。
〔３〕残りの細胞懸濁液は、薬用冷蔵ショーケース（５℃に設定）にて各保存期間まで静
置保存した。
〔４〕各保存期間が経過した時点において、チップの先を、細胞を含む液が入ったチュー
ブの底から目視で５ｍｍ程度の位置まで挿入し、緩やかに攪拌（５００μＬの液量でのピ
ペッティングを５回）することにより細胞が懸濁した状態で、６０ｍｍディッシュ（面積
が２１ｃｍ２）に、１５細胞／ｃｍ２となるように播種し、約８日後に形成されたコロニ
ー数を測定し、保存開始直後のＣＦＵを算出した。
【００５５】
２．結果
［実験１］
　ｈＡＤ－ＭＳＣを、以下の表３に示す６種類の被験液中に各保存期間（１日、２日間、
４日間、７日間、及び１４日間）保存したときの細胞生存率（表４及び図１Ａ参照）及び
生細胞回収率（表５及び図１Ｂ参照）を、上記［細胞生存率及び生細胞回収率の測定］の
項目に記載の方法に従って測定した。
【００５６】
【表３】

【００５７】
　その結果、比較例１（乳酸リンゲル）及び比較例２（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ５．６５］
）においては、細胞保存開始後２日目の細胞生存率が、ともに約６５％まで低下し、４日
目には、ともに３０％以下まで低下していた（表４及び図１Ａ参照）。一方、実施例１～
３（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ６．６０～７．２９］）においては、細胞保存開始後２日目の
細胞生存率が、いずれも９６％を超え、４日目には、いずれも７０％を超えていた（表４
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で比較すると、実施例１（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ６．６０］）よりも実施例２（ＣＳＰ－
０１液［ｐＨ６．９５］）の方が高く、また、実施例２（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ６．９５
］）よりも実施例３（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ７．２９］）の方が高かった（表４及び図１
Ａ参照）。また、生細胞回収率についても同様の傾向が認められた（表５及び図１Ｂ参照
）。
【００５８】
　この結果は、ＣＳＰ－０１液、すなわち、トレハロース及びデキストランを含む乳酸リ
ンゲル液のｐＨを約６．６以上（好ましくは約７．２９前後）に調整し、当該液中に哺乳
動物細胞を保存すると、トレハロース及びデキストラン不含の乳酸リンゲル液や、トレハ
ロース及びデキストランを含み、かつｐＨが６．１５以下の乳酸リンゲル液に哺乳動物細
胞を保存した場合と比べ、細胞死が効果的に抑制され、生細胞の割合を高めることができ
ることを示している。
【００５９】

【表４】

　表中の数値は、細胞生存率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝３）を示す。
【００６０】

【表５】

　表中の数値は、生細胞回収率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝３）を示す。
【００６１】
［実験２］
　ｈＡＤ－ＭＳＣを、以下の表６に示す４種類の被験液中に各保存期間（６時間、２４時
間、４８時間、及び９６時間）保存したときの細胞生存率（表７参照）及び生細胞回収率
（表８参照）を、上記［細胞生存率及び生細胞回収率の測定］の項目に記載の方法に従っ
て測定した。
【００６２】
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【表６】

【００６３】
　その結果、比較例４（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ６．１６］）においては、細胞保存開始後
４８時間（２日）目の細胞生存率が、約５０％まで低下し、９６時間（４日）目には、３
７％まで低下していた（表７参照）。一方、実施例４（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ７．２９］
）においては、細胞保存開始後４８時間（２日）目の細胞生存率が、９０％を超え、９６
時間（４日）目には、７０％を超えていた（表７参照）。また、生細胞回収率についても
同様の傾向が認められた（表８参照）。
【００６４】
　また、比較例５（ＣＳＰ－１１液［ｐＨ６．３５］）においては、細胞保存開始後４８
時間（２日）目の細胞生存率が、約４５％まで低下し、９６時間（４日）目には、約１５
％まで低下していた（表７参照）。一方、実施例５（ＣＳＰ－１１液［ｐＨ７．０４］）
においては、細胞保存開始後４８時間（２日）目の細胞生存率が、７５％を超え、９６時
間（４日）目には、４５％を超えていた（表７参照）。また、生細胞回収率についても同
様の傾向が認められた（表８参照）。
【００６５】
　これらの結果は、上記［実験１］の結果を支持するとともに、ＣＳＰ－１１液、すなわ
ち、（デキストラン不含の）トレハロースを含む乳酸リンゲル液についても同様に、ｐＨ
を約７．０４以上に調整し、当該液中に哺乳動物細胞を保存すると、トレハロースを含み
、かつｐＨが６．３５以下の乳酸リンゲル液に哺乳動物細胞を保存した場合と比べ、細胞
死が効果的に抑制され、生細胞の割合を高めることができることを示している。
【００６６】

【表７】

　表中の数値は、細胞生存率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝４）を示す。実施例４に
おける「＊」及び「＊＊＊」は、同じ保存期間の比較例４との間で、それぞれ統計学的に
有意差（ｐ＜０．０５及びｐ＜０．００１）があることを示す。また、実施例５における
「＊」及び「＊＊＊」は、同じ保存期間の比較例５との間で、それぞれ統計学的に有意差
（ｐ＜０．０５及びｐ＜０．００１）があることを示す。
【００６７】
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【表８】

　表中の数値は、生細胞回収率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝４）を示す。実施例４
における「＊」及び「＊＊＊」は、同じ保存期間の比較例４との間で、それぞれ統計学的
に有意差（ｐ＜０．０５及びｐ＜０．００１）があることを示す。また、実施例５におけ
る「＊」及び「＊＊＊」は、同じ保存期間の比較例５との間で、それぞれ統計学的に有意
差（ｐ＜０．０５及びｐ＜０．００１）があることを示す。
【００６８】
［実験３］
　ｈＡＤ－ＭＳＣを、以下の表９に示す１１種類の被験液中に各保存期間（２４時間、４
８時間、９６時間、及び１６８時間）保存したときの細胞生存率（表１０及び１２参照）
及び生細胞回収率（表１１及び１３参照）を、上記［細胞生存率及び生細胞回収率の測定
］の項目に記載の方法に従って測定した。
【００６９】

【表９】

【００７０】
　その結果、実施例６～１０（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ６．６９～８．０２］）は、比較例
６（乳酸リンゲル）と比べ、いずれの保存期間においても細胞生存率及び生細胞回収率が
高く、特に実施例８（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ７．３５］）及び実施例９（ＣＳＰ－０１液
［ｐＨ７．６８］）の細胞生存率及び生細胞回収率が最も高い傾向にあった（表１０及び
１１並びに図２参照）。
【００７１】
　この結果は、上記［実験１］及び［実験２］の結果を支持するとともに、ＣＳＰ－０１
液、すなわち、トレハロース及びデキストランを含む乳酸リンゲル液のｐＨを６．６９以
上に調整し、当該液中に哺乳動物細胞を保存すると、乳酸リンゲル液に哺乳動物細胞を保
存した場合と比べ、細胞死が効果的に抑制され、生細胞の割合を高めることができること
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を示している。
【００７２】
　また、実施例１１～１４（ＣＳＰ－１１液［ｐＨ７．０４～８．００］）は、比較例６
（乳酸リンゲル）や比較例７（ＣＳＰ－１１液［ｐＨ６．４４］）と比べ、いずれの保存
期間においても細胞生存率及び生細胞回収率が高く、特に実施例１２～１４（ＣＳＰ－１
１液［ｐＨ７．１６～８．００］）の細胞生存率及び生細胞回収率が最も高い傾向にあっ
た（表１２及び１３並びに図３参照）。
【００７３】
　この結果は、上記［実験２］の結果を支持するとともに、ＣＳＰ－１１液、すなわち、
（デキストラン不含の）トレハロースを含む乳酸リンゲル液のｐＨを７．０４以上に調整
し、当該液中に哺乳動物細胞を保存すると、トレハロース不含の乳酸リンゲル液や、トレ
ハロースを含み、かつｐＨが６．４４以下の乳酸リンゲル液に哺乳動物細胞を保存した場
合と比べ、細胞死が効果的に抑制され、生細胞の割合を高めることができることを示して
いる。
【００７４】
【表１０】

　表中の数値は、細胞生存率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝３）を示す。
【００７５】
【表１１】

　表中の数値は、生細胞回収率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝３）を示す。
【００７６】
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【表１２】

　表中の数値は、細胞生存率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝３）を示す。
【００７７】

【表１３】

　表中の数値は、生細胞回収率（平均値±標準偏差［ＳＤ］；ｎ＝３）を示す。
【００７８】
［実験４］
　ｈＡＤ－ＭＳＣを、以下の表１４に示す４種類の被験液中に各保存期間（６時間、２４
時間、及び４８時間）保存したときのコロニー形成能（表１５参照）を、上記［ＣＦＵア
ッセイ］の項目に記載の方法に従って測定した。
【００７９】
【表１４】

【００８０】
　その結果、比較例８（ＣＳＰ－０１液［ｐＨ６．１６］）においては、ｈＡＤ－ＭＳＣ
のコロニー形成能が、保存期間が長くなるに従って低下するのに対して、実施例１５（Ｃ
ＳＰ－０１液［ｐＨ７．２９］）においては、かかるコロニー形成能の低下が抑制された
（表１５参照）。
【００８１】
　この結果は、ＣＳＰ－０１液、すなわち、トレハロース及びデキストランを含む乳酸リ
ンゲル液のｐＨを７．２９前後に調整し、当該液中に哺乳動物間葉系幹細胞を保存すると
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、トレハロース及びデキストランを含み、かつｐＨが６．１６前後の乳酸リンゲル液に哺
乳動物間葉系幹細胞を保存した場合と比べ、コロニー形成能の低下を抑制することができ
ることを示している。
【００８２】
　また、比較例９（ＣＳＰ－１１液［ｐＨ６．３５］）においては、ｈＡＤ－ＭＳＣのコ
ロニー形成能が、保存期間が長くなるに従って低下するのに対して、実施例１６（ＣＳＰ
－１１液［ｐＨ７．０４］）においては、かかるコロニー形成能の低下が抑制された（表
１５参照）。
【００８３】
　この結果は、ＣＳＰ－１１液、すなわち、（デキストラン不含の）トレハロースを含む
乳酸リンゲル液のｐＨを７．０４前後に調整し、当該液中に哺乳動物幹細胞を保存すると
、トレハロースを含み、かつｐＨが６．３５前後の乳酸リンゲル液に哺乳動物幹細胞を保
存した場合と比べ、コロニー形成能（すなわち、自己複製能）の低下を抑制することがで
きることを示している。
【００８４】
【表１５】

　表中の数値は、播種した細胞数に対するコロニー数の比率（平均値±標準偏差［ＳＤ］
；ｎ＝４）を示す。実施例１５における「＊＊」及び「＊＊＊」は、同じ保存期間の比較
例８との間で、それぞれ統計学的に有意差（ｐ＜０．０１及びｐ＜０．００１）があるこ
とを示す。また、実施例１６における「＊」は、同じ保存期間の比較例９との間で、統計
学的に有意差（ｐ＜０．０５）があることを示す。
【００８５】
II　ｐＨ調整剤の検討
１．材料及び方法
［哺乳動物細胞］
　以下の実験には、以下の表１６に記載のヒト骨髄由来間葉系幹細胞（ｈＢＭ－ＭＳＣ）
を用いた。
【００８６】

【表１６】

【００８７】
［試験液の調製］
ＣＳＰ－０１液は、実施例1と同様に、α，α－トレハロース（株式会社林原社製又は富
士フィルム和光純薬社製）と、低分子デキストランＬ注（１０［ｗ／ｖ］％デキストラン



(22) JP 6830294 B1 2021.2.17

10

20

30

40

50

含有乳酸リンゲル液）（大塚製薬工場社製）を、トレハロース及びデキストランの終濃度
がそれぞれ３（ｗ／ｖ）％及び５（ｗ／ｖ）％となるように乳酸リンゲル液（ラクテック
輸液；大塚製薬工場社製）へ添加し、ＣＳＰ－０１液（５．６未調整）を得た。０．５ｍ
ｏｌ／Ｌの水酸化ナトリウム溶液を、ｐＨが７．３００になるように添加し、ＣＳＰ－０
１液（７．３ＮａＯＨ）を得た。ｐＨ調整剤として炭酸水素ナトリウム溶液を添加し、Ｃ
ＳＰ－０１液（７．２ＮａＨＣＯ３） を調製した。 ＣＳＰ－０１液（７．２ＮａＨＣＯ

３） のｐＨは７．１５８であった。なお、各被験液におけるｐＨは、室温（２１．２～
２４．０℃）で測定した際の値である。
【００８８】
［ｈＢＭ－ＭＳＣを含む乳酸リンゲル液の調製］
ｈＢＭ－ＭＳＣを含む乳酸リンゲル液は、以下の手順〔１〕～〔８〕に従って調製した。
〔１〕４×１０５個のｈＢＭ－ＭＳＣを、７５ｃｍ２フラスコに加え、ヒト間葉系幹細胞
専用培地キット（Lonza社製）(以下、「ＭＳＣ培地」という）存在下で３７℃、５％ＣＯ

２インキュベーターにて培養を行った。顕微鏡下で細胞の状態を観察し、約８０％程度コ
ンフルエントになるまで培養した。
〔２〕ＭＳＣ培地を除き、１０ｍＬのＰＢＳ（－）でｈＢＭ－ＭＳＣをリンスした。
〔３〕ＰＢＳ（－）を除き、４ｍＬのトリプシン－ＥＤＴＡ（ＣＣ－３２３２、Lonza社
製）を加え、室温で５分間静置した。
〔４〕ｈＢＭ－ＭＳＣが９０％程度剥離するまで顕微鏡下で観察しながら、ゆっくりと揺
らした。
〔５〕５ｍＬのＭＳＣ培地を加え、トリプシン反応を停止させ、ピペッティングによりｈ
ＢＭ－ＭＳＣを回収し、５０ｍＬ遠心チューブに移した。
〔６〕６００×ｇ、５分間、室温で遠心分離を行った。
〔７〕上清（ＭＳＣ培地）を除き、９ｍＬの乳酸リンゲル液を加え、沈殿（ｈＢＭ－ＭＳ
Ｃ）を懸濁した。
〔８〕細胞数を計測し、５×１０５cells／ｍＬとなるように乳酸リンゲル液で調整し、
ｈＢＭ－ＭＳＣを含む乳酸リンゲル液を調製した。
【００８９】
［各種被験用等張液中でのｈＢＭ－ＭＳＣの保存方法］
　各種被験用等張液中でのｈＢＭ－ＭＳＣの保存は、以下の手順〔１〕～〔２〕に従って
行った。
〔１〕調製したｈＢＭ－ＭＳＣを含む乳酸リンゲル液を、各チューブに０．５ｍＬずつ分
注し、遠心分離（６００×ｇ、５分間）を行った。
〔２〕上清（乳酸リンゲル液）を除き、沈殿（ｈＢＭ－ＭＳＣ）を、０．５ｍＬの各種被
験用等張液で懸濁し、５℃で３日間保存した。
【００９０】
［トリパンブルー染色法によるｈＢＭ－ＭＳＣの細胞生存率の解析］
　トリパンブルー染色法によるｈＢＭ－ＭＳＣの細胞生存率の解析は、以下の手順〔１〕
～〔２〕に従って行った。
〔１〕５℃で３日間保存後のｈＢＭ－ＭＳＣを含む各種被験用等張液のそれぞれから、２
０μＬを採取し、チューブに移した後、トリパンブルー染色液（Gibco社製）２０μＬを
混合した。なお、比較対照として、各種被験用等張液に懸濁する前（５℃で保存前）のｈ
ＢＭ－ＭＳＣを含む乳酸リンゲル液のそれぞれから、２０μＬを採取し、チューブに移し
た後、トリパンブルー染色液２０μＬを混合した。
〔２〕顕微鏡下にてワンセルカウンター（バイオメディカルサイエンス社製）を用いて全
細胞数とトリパンブルー陽性細胞（死細胞）数の測定を行い、全細胞数に対するトリパン
ブルー陰性細胞の割合、すなわち、細胞生存率を算出した。細胞生存率（％）を以下の式
１を用いて算出した。
［式１］
細胞生存率（％）＝（全細胞数－死細胞数）／全細胞数×１００
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【００９１】
２．結果
［実験］
　ｈＢＭ－ＭＳＣを、以下の表１７に示す３種類の被験中に５℃で３日間保存したときの
細胞生存率（図４参照）を、上記［細胞生存率の測定］の項目に記載の方法に従って測定
した。結果を、表１８及び図４に示す。
【００９２】
【表１７】

【００９３】

【表１８】

【００９４】
　その結果、ｈＢＭ－ＭＳＣを、５℃で３日間保存すると、ＣＳＰ－０１ （５．６未調
整）に保存した場合と比べ、ＣＳＰ－０１（７．３ＮａＯＨ）に保存した場合には細胞生
存率が有意に低下した。しかしながら、ＣＳＰ－０１（７．２ＮａＨＣＯ３）に保存する
とＣＳＰ－０１（５．６未調整）及びＣＳＰ－０１（７．３ＮａＯＨ）に保存した場合と
比べ、細胞生存率が高値傾向を示した。
【００９５】
　これらの結果は、ＣＳＰ－０１のｐＨを７．２～７．３に調整した際、ｐＨ調整剤によ
り細胞生存率に影響を与えることを示しており、水酸化ナトリウムよりも、炭酸水素ナト
リウムを用いた方が、細胞生存率を高く維持できることを示している。
【産業上の利用可能性】
【００９６】
　本発明によると、トレハロース類を液体中に加えることにより、哺乳動物細胞を液体中
に保存したときに生じる細胞生存率低下や、哺乳動物幹細胞を液体中で保存したときに生
じる自己複製能低下を効果的に抑制することができる。さらに、トレハロース類は、哺乳
動物の生体内に投与した場合に、哺乳動物の生態に悪影響を及ぼす可能性の低い二糖類で
あることから、哺乳動物細胞を本件哺乳動物細胞保存用液中で保存した後、新しい移植用
液に置換することなく、そのまま哺乳動物の生体内へ投与することができる。
【要約】
　本発明は、哺乳動物細胞を液体中で保存したときに生じる細胞生存率低下や、哺乳動物
幹細胞を液体中で保存したときに生じる自己複製能低下を効果的に抑制でき、かつ、哺乳
動物細胞を、哺乳動物の生体内に投与したときに、哺乳動物の生態に悪影響を及ぼす可能
性の低い哺乳動物細胞保存用液等を提供することを課題とし、その解決手段としては、ト
レハロース若しくはその誘導体又はこれらの塩、及び、ｐＨ調整剤としての炭酸水素ナト
リウム等の炭酸水素塩を含み、かつ、ｐＨが６．５～８．５である哺乳動物細胞保存用液
を用いて哺乳動物細胞を保存する。
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