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研究成果の概要（和文）：悪性リンパ腫などの血液悪性疾患患者末梢血をリンパ球ソースとし、全血単核球を用いてIL
-2, IL-15などのサイトカインと抗CD3抗体であるOKT3、タクロリムス、ダルテパリンを用いることにより、GMPグレー
ドの無血清培地にヒト血清を添加してNK細胞を培養増幅することが出来ました。また培養増幅したNK細胞には前感作な
しで培養４時間後にK562白血病細胞株に対して強い細胞障害活性が確認されました。
このような手法により再発難治悪性リンパ腫患者を対象としたリツキサン併用の自家培養増幅NK細胞療法についての臨
床研究(Phase I/II)を計画することができました。

研究成果の概要（英文）：We could establish the GMP-grade clinical NK cell expansion system under the 
condition with OKT3, tacrolimus, dalteparin and cytokines such as IL-2 and IL-15 using peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) from patients with hematological malignancies such as malignant lymphoma. 
Expanded NK cell had strong cytolytic activity against K562 human leukemic cell line without 
pre-sensitization. Using this system, we could planed autologous expanded NK cell therapy clinical trial 
with rituximab (Phase I/II) against relapse/refractory B cell malignant lymphoma.

研究分野：血液内科学
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１． 研究開始当初の背景 
従来 NK 細胞を培養増幅することは容易
ではないとされており、大量のドナー末
梢血アフェレーシス試料などより磁気
ビ ー ズ を 用 い た CD56 positive 
selection によって調整されていました。
本研究では我々が開発した臍帯血より
NK 細胞を培養増幅する方法をさらに改
良して、末梢血などから GMP グレードで
大量に活性化 NK 細胞を培養増幅する有
効な方法を検討し、活性化 NK 細胞療法
の基盤を整備し臨床応用を目指します。 
 
 
２．研究の目的 
本研究においては従来からT細胞のよう
には培養増幅することが困難とされて
いた、白血病細胞やがん細胞に対して強
力な細胞障害活性を有する活性化され
た NK 細胞を患者末梢血などから効率的
に増幅することにより、 
白血病やがんに対する新しい活性化 NK
細胞療法の基盤を構築し臨床応用を目
指すことを目的とします。 
 
３．研究の方法 
健常人（健常人ドナー）あるいは患者末
梢血（固形がん患者、白血病、悪性リン
パ腫などの血液がん患者、同種移植後の
患者など）をリンパ球ソースとし、全血
単核球を用いて IL-2, IL-12, IL-15, 
IL-21, IFN-などのサイトカインを用い
て活性化 NK 細胞を培養増幅する有効な
方法を検討します。また抗 CD3 抗体、抗
活性型 NK 細胞抗体と各種サイトカイン
などを組み合わせて、効率良く NK 細胞
を増幅する培養方法を検討して確立し
ます。また T細胞の増殖を抑制する作用
のあるシクロスポリンやタクロリムス
の添加が NK 細胞増殖に及ぼす影響につ
いて検討します。 
細胞性フィーダーを使用しなくても効
率が向上するようにへパリン成分など
を代用として用いることが可能かどう
かについても検討します。 
またGMPグレードの無血清培地またヒト
血清添での検討も行います。 
 
４．研究成果 
健常人（健常人ドナー）あるいは悪性リ
ンパ腫などの血液悪性疾患患者末梢血
をリンパ球ソースとし、全血単核球を用
いて IL-2, IL-15 などのサイトカインと
抗 CD3 抗体である OKT3、タクロリムス、
ダルテパリンを用いることにより通常
使用されることの多い細胞性フィーダ

ーを用いることなく、GMP グレードの無血清
培地にヒト血清を添加して NK 細胞を培養増
幅することが出来ました。 
また培養増幅した NK 細胞には前感作なしで
培養４時間後に K562 白血病細胞株に対して
強い細胞障害活性が確認されました。 
このように健常人のみならず血液悪性疾患
患者末梢血から clinical scale GMP グレー
ドで細胞障害活性を有する NK 細胞を大量に
培養増幅することが可能であることが確認
できるとともに、再発難治悪性リンパ腫患者
を対象としたリツキサン併用の自家培養増
幅 NK 細胞療法についての臨床研究(Phase 
I/II)を計画することができました。 
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