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細胞凍害保護液（cellular cryoprotectant） 

               Ｈｉｇｈ Ｇｒａｄｅ 

－ 造血幹細胞の凍害保護液 － 

 
造血幹細胞の凍結保存時には、凍害防止剤としてジメチルスルホキシド（DMSO）

が一般的に使用されています。 

DMSO 単独で凍結保存する場合、プログラムフリーザーによる段階凍結法を⾏い、
液体窒素中（-196℃）で保存を⾏う方法が一般的でしたが、1980 年代前半より、
骨髄の造血幹細胞に対して、DMSO とヒドロキシエチルデンプン（HES）を用いること
によりプログラムフリーザーを使用しない簡易細胞凍結法の研究がおこなわれるようにな
りました 1, 2)。 

本邦においては、DMSO と HES を用いた簡易細胞凍結法を末梢血幹細胞に適用
した応用研究が進み、簡易細胞凍結法における HES と DMSO の濃度検討から⾄適
濃度が HES 6%、 DMSO 5% と決定されました。この簡易細胞凍結法により、段
階凍結法を⾏わずに－80℃のフリーザーを用い、短期間（６ヶ月〜１年半）での安
定した凍結保存が可能となりました 3-8）。 

【注意事項】 
1. 本品は研究用試薬であり、医療用としては認可されておりません。 
2. 使用に際しては、必ず本使用説明書をお読み下さい。 
3. 本品を誤って飲み込んだりしないように十分注意して下さい。万一、飲み込んで

しまった場合、すぐに吐き出して下さい。眼、皮膚等に付いた場合、すぐに洗浄し
て下さい。異常が⾒られた場合、すぐに医師の診察を受けて下さい。 

【組成】 
組成（１ボトルあたり） 100 mL 用 50 mL 用 
HES（ヒドロキシエチルデンプン）1-11) 12 g 6 g 
DMSO（ジメチルスルホキシド）1-11) 10 mL 5 mL 
+ ⽣理⾷塩⽔ 9)   
Total 68 mL 34 mL 

【使用目的】 
造血幹細胞、その他細胞の凍害保護 

【操作上の注意】 
1. 使用前に濁りや浮遊物がないことを目視で確認してから使用して下さい。 
2. すべての操作は無菌的に⾏って下さい。 
3. ヒト血清アルブミン（HSA）添加後、速やかに使用して下さい。 
4. CP-1® High Grade と HSA の混和時および、HSA 加 CP-1® High Grade

と細胞懸濁液との混和時に発熱を伴う場合があります。これらの混和の際には
必ず、氷浴中で⾏って下さい。 

【用法・用量（造血幹細胞の凍害保護方法）】 
その他細胞の操作方法につきましては、 本品の技術情報ページ（下記 URL）に
公開されておりますプロトコルをご参照下さい。 
https://ssl.kyokutoseiyaku.co.jp/cellculture/cellculture_product_list/ 

1. HSA 加 CP-1® High Grade の調製 
本品のバイアルのゴム栓を消毒用アルコールなどで殺菌し、シリンジ等で HSA を少量
ずつ加え、おだやかに混和します。発熱を伴う場合があります。氷浴中で実施して下
さい。 

（1）100 mL 用 
25％ヒト血清アルブミン (HSA)※ 32 mL を加え、100 mL とします。 

（2）50 mL 用 
25％ヒト血清アルブミン (HSA)※ 16 mL を加え、50 mL とします。 
 

※25％ヒト血清アルブミンは、20％ヒト血清アルブミンもしくは自己血漿（凍結する細
胞と同一由来の血漿）で代用することができます。このとき、いずれの場合であっても
添加量は同量として下さい。 

2. 細胞懸濁液の調製 
すべての操作は無菌的に⾏って下さい。必要に応じて、分離した細胞をリン酸緩衝
液（PBS）で洗浄し、以下の①、②のいずれかの方法により細胞懸濁液を調製し
て下さい 7, 11)。また、凝固防止剤（ヘパリン、ACD 液など）を適宜加えて下さい。 

① 細胞懸濁液に⽣理⾷塩⽔を用いる場合 
分離した細胞に⽣理⾷塩⽔を加え、細胞密度 2×108 個/mL 程度に調
整します。 

② 細胞懸濁液に RPMI1640 培地を用いる場合 
分離した細胞に RPMI1640 培地を加え、細胞密度 2×108 個/mL 程
度に調整します。 

3. 凍結保存操作 
すべての操作は無菌的に⾏って下さい。 
1) 細胞懸濁液に、等量の HSA 加 CP-1® High Grade を少量ずつ加え、おだ

やかに混和します。本操作は氷浴中で⾏って下さい。（凍結バッグを利用する
場合、シリンジで HSA 加 CP-1® High Grade をバッグラインから少量ずつバッ
グ内の細胞懸濁液に注入しながら、おだやかに等量混和します。） 

2) 速やかに凍結保存用容器に分注し、－80℃フリーザーで凍結して下さい。冷
却速度は－2〜－3℃/分程度が目安です。 

3) 凍結後、そのまま－80℃以下のフリーザーで保存して下さい（－80℃フリーザ
ーで凍結後、液体窒素中で保存すると、より安定しているとの報告 8）がありま
す）。 

4. 解凍操作 
細胞使用時は 37〜40℃の恒温槽で急速融解して使用して下さい（2〜3 分程
度で解凍を終了するのが目安となります）。 

【フローチャート】 9-11) 

 
        
 

 
 
 
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

研究用試薬 

HSA 加 CP-1® High Grade の調製 
下記のように CP-1® High Grade に 
HSA を添加し混和する 

100 mL 用︓ HSA 32 mL 添加 
50 mL 用︓ HSA 16 mL 添加 

細胞懸濁液の調製 
⽣理⾷塩⽔（もしくは RPMI1640
培地）で細胞懸濁液を調製 

等量混合（氷浴中で操作） 

細胞密度 1×10８個/mL 程度 
HES 6％ 
DMSO 5％ 
HSA 4％ 

100 mL 用  50 mL 用 
HES     12 g    6 g 
DMSO     10 mL    5 mL 
+ ⽣理⾷塩⽔             

Total     68 mL   34 mL 

－80℃以下で保存 

細胞密度 2×10８個/mL 程度

CP-1® High Grade 

HES 12％ 
DMSO 10％ 
HSA 08％ 

速やかに－80℃で凍結 

 

最終濃度 

37〜40℃の恒温槽で急速融解 

®



 

【取扱い上または使用上の注意】 
1.  取扱い上の注意 

本品中の成分は人体に対して以下のような毒性を示すことがあります。 
HES は、⽣体内に入った時の組織沈着性が指摘されています。腎・肝機能への影 
響、皮膚のかゆみ、アレルギー反応などが起こることがあると報告されています（また、 
一部の報告では、腎障害を引き起こす可能性があることも指摘されています）12, 13)。  
DMSO は眼、皮膚を刺激し、⾼濃度の場合、意識低下を引き起こすことがあり、吸
入すると頭痛、吐き気、経口摂取すると吐き気、嘔吐、嗜眠を引き起こし、眼に入
ると発赤、かすみ眼を起こします 14)。 

DMSO 急性毒性 14) 
動物種 経路 致死量 中毒量等 
ヒト 経皮 TDLo 1,800 mg/kg 
ラット 経口 LD50 14,500 mg/kg 
ラット 経口 LD50 17,400 mg/kg 
マウス 経口 LD50 7,920 mg/kg 
マウス 経口 TDLo 10.91 mL/kg 
モルモット 経口 LDLo ＞11,000 mg/kg 
イヌ 経口 LD50 ＞10,000 mg/kg 
ラット 吸入 LCLo ＞1,400 mg/m3(4hr) 
ラット 経皮 LD50 40,000 mg/kg 
マウス 経皮 LD50 50,000 mg/kg 

2.  使用上の注意 
（1）本品の無菌保証は開封前までです。開封後はすみやかに使用して下さい。 
（2）貯蔵方法を厳守して下さい。 
（3）容器の破損が認められたもの、または容器内に異物が認められた場合は使用し

ないで下さい。 
（4）本品は低温で保存すると成分が析出することがあります。 
（5）使用後の残余物は、感染性廃棄物として処理した後に廃棄してください。廃棄

方法は自治体により異なるため、各自治体の指示に従って廃棄して下さい。 

＊【貯蔵方法・有効期間】 
（1）貯蔵方法 室温保存 
（2）有効期間 12 ヶ月 

【包装】 
統一商品コード 品名 包装 

551-27206-2 
551-27207-9 

細胞凍害保護液 CP-1® High Grade 
100mL 用×2
50mL 用×2

○R ︓登録商標 
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【問い合わせ先】 
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