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LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium は、ヒト T リンパ球（T 細胞）の拡大培養や、レトロ
ウイルスベクター、レンチウイルスベクターを用いた T リンパ球への遺伝子導入に適した培地です。培
地中にはヒト血清アルブミン（医薬品グレード）と組換え型ヒトインスリン以外のタンパク質や成長因
子は添加していません。本培地では、培地成分の最適化により、従来品 GT-T551 Culture medium（製
品コード WK551S）と比較し、血清や血漿を添加しない場合の T 細胞増殖率が向上しています。
LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium は、すべての製造ロットで無菌、マイコプラズマ、
エンドトキシン、リンパ球増殖などの各種試験が行われ、また、pH 及び浸透圧についても基準値内で
あることが確認されています。
T 細胞を拡大培養する際の出発材料としては、通常、末梢血単核球（peripheral blood mononuclear 
cells; PBMCs）を使用でき、特に T 細胞を単離する必要はありません。PBMCs は、市販細胞を使用するか、
あるいは末梢血から密度勾配遠心等により得ることができます。

I．	 内容
LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium, 1L Bottle	 1,000 ml

II．	保存	 2 ～ 8℃

III．	使用方法

LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium には、ヒト血清アルブミン、ヒトイン
スリン、L- グルタミンおよびストレプトマイシンが添加されており、T 細胞の培養にその
まま使用することができます。LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium は、血
清や血漿を添加しなくても、T 細胞の拡大培養に使用可能ですが、添加することで細胞増
殖率がより向上することがあります。
T 細胞は、anti-CD3 mAb（抗 CD3 抗体）で刺激後、サイトカイン（IL-2 や IL-15 等）を含
む LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium を用いて培養することで、増殖させ
ることができます1-3）。この anti-CD3 mAb による刺激の際に、RetroNectin® を用いて同時
に刺激することで、T 細胞の増殖を増強することができます。また、その増殖した細胞集
団中には、anti-CD3 mAb 単独で刺激した時と比較して、より多くのナイーブ T 細胞が含
まれます4-8）。
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IV．	応用例：RetroNectin 共刺激による T細胞の拡大培養

LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium とガス透過性培養用バッグを用いて、
RetroNectin 共刺激により T 細胞を拡大培養した。

注：	RetroNectin を用いた T 細胞拡大培養は、研究目的以外での使用の場合、タカ
ラバイオとのライセンス契約の締結が必要です。

【 方法 】

1）	 CultiLife™ 215 Culture bag（製品コード FU0005）への Anti-CD3 mAb（製品コード T210）
と RetroNectin（製品コード T100A/B、T202）のコーティング（セットアップ；Day 0）

1．	Anti-CD3 mAb（5 μg/ml）と RetroNectin（25 μg/ml）を含む PBS を 30 ml 調
製する。

2．	CultiLife 215 Culture bag 内に全量添加する。
3．	37℃、5％ CO2 インキュベーター内で 2 ～ 5 時間保温し、コーティングする。
4．	bag 内の溶液を全量除去する。
5．	PBS 30 ml を用いて bag 内を 3 回洗浄する。

※	最後の洗浄液は、PBMCs を播種する直前に除去する。

2）	 PBMCs の播種
1．	PBMCs 約 3 × 107 細胞を、0 ～ 1% のヒト血清あるいは血漿を含む 30 ～ 50 ml 

の LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium に懸濁する。
2．	方法 -1）でコーティング処理した CultiLife 215 Culture bag 内に、PBMC 懸濁液

を全量添加する。
3．	bag 内に 0 ～ 1% のヒト血清あるいは血漿を含む LymphoONE T-Cell Expansion 

Xeno-Free Medium を、液量が 200 ～ 300 ml になるまで添加し、さらに IL-2 を
終濃度 200 ～ 1,000 U/ml となるように添加する。

4．	37℃、5％ CO2 インキュベーター内で培養する。
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3）	 継代（Day 4）
1．	CultiLife 215 Culture bag 内の細胞を以下に示す方法により懸濁後回収し、新し

い GT-T610 (CultiLife Eva) Culture bag（製品コード FU0010）内に移す。

[ 懸濁方法 ]	 RetroNectin がコーティングされた bag で培養した細胞は、bag
に強く接着しているため、図に示すように両手で 50 回程度交互に
押さえて培養液を揺らすことにより懸濁することができる。

2．	顕微鏡下、CultiLife 215 Culture bag 内に細胞がほとんど残っていないことを確
認する。

※	もし、細胞が残っているようであれば適当量の培地を bag 内に添加し、
上記と同様の操作により回収することが可能である。

3．	適当量の LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium、及び IL-2（終濃度
200 ～ 1,000 U/ml 培養液量）を添加する。

※	この時点で、必要に応じて GT-T610 Culture bag のバッグ枚数を増やすこ
とができる（表 1 参照）。GT-T610 の最大液量は 1,000 ml である。

4．	37℃、5% CO2 インキュベーター内で培養継続する。
※	以降、細胞増殖にあわせて、適宜希釈しながら 10 ～ 14 日間培養を継続

する（表 1 参照）。

4）	 細胞回収（Day 10 ～ 14）
1．	方法 -3）と同様の操作により、GT-T610 Culture bag 内の培養液を 20 ～ 30 回程

度揺らすことにより細胞を懸濁する。

2．	細胞懸濁液を bag より回収する。

3．	細胞を遠心あるいは適当な細胞洗浄装置を用いて洗浄する。
※	0.1% ヒト血清アルブミンを含む PBS あるいは生理食塩水が洗浄溶液とし

て使用可能である。

CultiLife 215
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表 1．培養例
Day 0 Day 4 Day 7 Day 10

細胞数 3 × 107 cells
培養液量 300 ml 500 ml × 5＊3 1,000 ml × 5＊4

培養面積
215 cm2＊1 640 cm2＊2 × 5

CultiLife 215 × 1 GT-T610 × 5 細胞回収

＊ 1：	CultiLife 215 Culture bag の培養面積は 215 cm2 です。
＊ 2：	GT-T610 (CultiLife Eva) Culture bag の培養面積は 640 cm2 です。
＊ 3：	Day 4 での細胞濃度が 4 × 105 cells/ml 未満の場合は、さらに 1 日そのまま

培養することをお勧めします。Day 4 は 5 × 104 cells/ml 以上の細胞濃度に
なるように継代してください。

＊ 4：	この時点では、5 × 105 cells/ml 以上の細胞濃度になるように継代してくだ
さい。

【 T リンパ球の拡大培養における培地性能の比較 】

方法
インフォームドコンセントを得た健常人ドナー 2 名より採取した血液から、末梢血単
核球 (PBMC) および血漿を単離した。
PBMC を CultiLife215 Culture bag 固定化 Anti-CD3 mAb 刺激下で 4 日間培養後、IL-2
を含むリンパ球培養用培地で適宜希釈しながらさらに 10 日間培養した。

結果

LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium は血清 (human AB serum) 無添
加でも高い拡大培養率が観察され、従来品より増殖能が優れていることが確認さ
れた。
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ナイーブ T 細胞比率

拡大培養率

【 RetroNectin 共刺激による Tリンパ球拡大培養例 】

方法
ヒ ト 末 梢 血 単 核 球 (PBMC) を CultiLife215 Culture bag 固 定 化 Anti-CD3 mAb と
RetroNectin の共刺激下で 4 日間培養後、IL-2 を含むリンパ球培養用培地を用い、血
清 (human AB serum) の有無の条件で 10 日間培養を行った。
血清添加条件として、Day0 ～ Day7 は 1%　血清を含み、Day7 ～ Day10 は 0.5% 血
清を含む条件で培養した。

結果
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LymphoONE T-Cell Expansion Xeno-Free Medium は血清（human AB serum）無添加
でも高い拡大培養率が観察され、得られた細胞集団中には ナイーブ T 細胞が多く含まれ
ていることが確認された。
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VI.	 関連製品

RetroNectin® (Recombinant Human Fibronectin Fragment)（製品コード T100A/B）
RetroNectin® GMP grade Recombinant Human Fibronectin Fragment CH-296
	 （製品コード T202）
Anti-CD3 mAb GMP grade (Anti-CD3 monoclonal antibody (Clone OKT3))（製品コード T210）
CultiLife™ 215 Culture bag（製品コード FU0005）
GT-T610 (CultiLife™ Eva) Culture bag（製品コード FU0010）

VII．	注意

・	 本製品は、研究用試薬です｡ ヒト、動物への医療、臨床診断には使用しないようご注意
ください。また、食品、化粧品、家庭用品等として使用しないでください。

・	 タカラバイオの承認を得ずに製品の再販・譲渡、再販・譲渡のための改変、商用製品の
製造に使用することは禁止されています。

・	 ライセンスに関する情報は弊社ウェブカタログをご覧ください。
・	 RetroNectin はタカラバイオ株式会社の登録商標です。LymphoONE、CultiLife はタカ

ラバイオ株式会社の商標です、その他、本説明書に記載されている会社名および商品名
などは、各社の商号、または登録済みもしくは未登録の商標であり、これらは各所有者
に帰属します。
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