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近年医学の進歩に伴い血液製剤の使用は増大

し，それとともに輸血に伴う副作用の問題が注

目されるようになった．輸血による副作用とし

ては，第一にしばしば社会問題としてマスコミ

にも取り上げられるＢ型肝炎,Ｃ型肝炎,ＡＩＤＳ

等の輸血感染症がある．第二には血液製剤中に

混入した白血球による非溶血性発熱反応，主要

組織適合抗原（MHC）不適合による同種免疫

抗体の発現に伴う血小板輸血不応状態や移植片

対宿主反応（ＧｖＨＲ）など（図１)'）がある．

輸血感染症の防止は，感染病原体に対する抗体

の検査や生化学検査により感染血液製剤を同定

し取り除くことによって大きな成果が上がって

いる．また混入白血球を主因とする副作用に対

する対策としては，遠心法による血液製剤から

の白血球の除去あるいは血液凍結または紫外線

やＸ線照射による白血球不活化などが試みら

れてきた．しかし白血球不活化は生細胞による

副作用は防止できるが，ＭＨＣによる感作は防

げない．遠沈法による白血球除去も回収率を良

くしようとすればかなりの白血球が残存し，非

常に効率が悪い．そこで最近ではより除去効率

の高いフィルターによる白血球除去法が主流と

なり，白血球除去フィルターの改良も進んでい

る2)．その結果フィルター性能は通常の自動血

球計数機（測定限界102／似1台）では白血球

の検出が不可能なまでに高まってきており，正
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同種免疫の誘導

HLA抗体の産生

mmI自動血球計数機の測定可能域

図１血液製剤中の白血球数と非溶血性発熱性副作用および同種免疫の誘導との関係
文献１より一部改変

確な白血球数の把握が困難になっている．しか

しそのような微量の白血球でも図１に示すよう

に副作用を惹起しうる可能性がある．したがっ

てさらにいっそうのフィルターの改良が望まれ，

血液製剤中の微量白血球を測定する方法の開発

も必要となってきている．そこで私達はフロー

サイトメトリー（FCM）を用い，フィルター

法により作製した白血球除去血液製剤中の微量

白血球の測定法の確立を試みた．

コンパクトで血液センターや病院輸血部で製剤

用に使用するだけでなく，病棟のベットサイド

で輸血時に使用することも出来る．洗浄赤血球

(WRC）はＣＲＣに生理食塩水80ｍ’（4CRCで

は160ｍl）を加え，５℃2,000rpm5分遠沈し

buffycoatを含む上清を除去後，同量の生食水

に再浮遊きせ作成した．またＰＲＰを２２℃3,5

00rpm５分遠沈し，濃厚血小板（PC）と血漿に

分離した．ＰＣをCRCと同様にして血小板製剤

用のフイルターセパセルＰＬ－１０Ａ（旭メディ

カル）にかけ白血球除去血小板（LPPC）を作

成した．なお200ｍl血由来の血液製剤と400ｍｌ

血由来の血液製剤を区別するため，400ｍl血由

来血液製剤の場合は最初に“４，，を付けて表し

た．

方法

1．血液製剤の作成

血液製剤は熊本県赤十字血液センターで作成し

た．トリプルバッグに採血した200ｍｌと

400ｍｌの全血血液製剤を２２℃1,800rpm５分

遠沈し，濃厚赤血球（CRC）と血小板富血漿

(PRP）に分離した２４時間経過したＯＲＣのバッ

グを赤血球製剤用フィルターのセパセルＲ－２

００Ｎ（200,1用）またはセパセルＲ－５００Ｎ

(400,1用，旭メディカル）に接続し１～1.3ｍｌ

の高さから落差により血液をフィルターに流し

回収バッグに白血球除去赤血球（LPRC）を採

取した．このフィルターは，極細のポリエステ

ル繊維からなる重層不織布が用いられており，

2．白血球の染色

血液中では白血球のみが有核細胞であるので，

蛍光色素Propidiumiodide（PI)で核を染色し

その蛍光をＦＣＭで測定することにより白血球

を検出できる．ＰＩ（Sigma）５ｍｇ，クエン酸ナ

トリウム（Wako）100ｍｇ，TritonX-100(Sig

ma)100/ｕｌを蒸溜水100ｍlに溶解し低張ＰＩ溶

液を作成した．ＰＩはＤＮＡだけでなくＲＮＡも

－２８－
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ＦＣＭ測定値（xlO3/似1）

図２ＦＣＭによる白血球測定のための検量線(1)
ＣＲＣおよびＷＲＣ用

0２０４０６０８０１００

ＦＣＭ測定値（//､）

図３ＦＣＭによる白血球測定のための検量線(2)
ＬＰＲＣ、ＰＣ、ＬＰＰＣ用

血球計数機（Coultercounter）で測定した既

知の白血球数の全血をＰＢＳで正確に10倍，１００

倍，1,000倍に希釈して，血液製剤と同様にPI-

RNAse溶液で染色し，ＦＣＭで白血球数を計数

して作成した．血液製剤中の総白血球数は

FCM測定値より検量線にて白血球濃度（／ﾉLu）

を求め，血液製剤の容量との積により算出した．

白血球分画の測定は，ＦＣＭのサイトグラム

(前方散乱光強度と90度散乱光強度の二次元表

示により細胞の大きさと核の分葉状態を識別で

きる）上でリンパ球,単球,穎粒球の領域をそ

れぞれ囲み，各領域の細胞数の比率で求めた．

結果

1．検量線の作成

白血球数3,000～16,000／似ｌの30人の血液

よりPBS希釈により白血球数３～12,000／似ｌ

の90検体を作成し，ＦＣＭで測定した．Ｘ軸を

FCM測定値，Ｙ軸を自動血球計数機の測定値

とした散布図を作成すると，図２のように強い

相関がみられ，検量線はｙ＝-37.02＋1.48ｘ

(回帰式１，r＝0.996p＜0.01）となった．しか

し本研究の目的である微量白血球でも十分な相

関があることを確認するため，さらに白血球数

5～100／似ｌの範囲で57検体について散布図を

染色するので，使用直前に低張ＰＩ溶液100ｍｌ

にＲＮＡ除去目的でRibonucleaseA（Sigma）

２．５ｍｇ／ｍｌＰＢＳ溶液を１／１０量混合しPL

RNAse溶液を作成し，０．４５ﾉｕｍ径のポアサイ

ズのフィルターを通して使用した．赤血球製剤

の場合，血液100/ｕｌにPI-RNAse溶液400川

を加えよく混和した後，室温で１０分間放置しＦ

ＣＭ（Cytoron，○rtho社）で白血球数を測定

した．血小板製剤の場合，ＰＣは赤血球製剤と

同様に染色処理した．ＬＰＰＣの場合，

LPPC50mlを1,500rpm５分遠沈し，沈直に

PBSを加え終量１ｍlにした．この操作により

白血球濃度を50倍に上げてからPI-RNAse溶液

による染色をした．

3．ＦＣＭによる測定

FCMの測定条件はsamplerateをＭ１／秒に

設定し，測定時間はＦＣＭの測定上限が65,520

細胞なのでその限界を越えないように含有白血

球の数に応じてCRCは10秒，ＷＲＣは30秒，そ

してLPRC，ＰＣ，ＬＰＰＣは120秒とした．正確

に有核細胞を測定するために，前方散乱光の強

度で検出粒子を白血球サイズに絞り，さらに波

長570nｍ以上の赤色蛍光でＰI陽性細胞粒子に

絞り込んで計数した．検量線の作成は予め自動

－２９－
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検体数｜鮎血球数製剤名

ＣＲＣ

ＷＲＣ

ＬＰＲＣ

４ＣＲＣ

４ＷＲＣ

４１ＰＲＣ

白血球除去率

1.29±Ｏ２５ｘｌＯ9

3.66±０．３１ｘ108

0.90±0.19ｘｌＯ６

73.66±２．６３％

99.93±0.02％

ＪｕＩ】Ｕ４

2.37±０．４８ｘ109

4.30±Ｏ３９ｘｌＯ８

２､３６±Ｏ８５ｘｌＯ６

81.03±５．９１％

99.90±０．０３％

JｕＵＨＵ

＊10単位、（）フィルター

表２血小板製剤中の残存白血球と白血球除去率表１赤血球製剤中の残存白血球数と白血球除去率

作成してみた（図３）．その結果ｙ＝5.8＋Ｌ１８

ｘ（回帰式2,r＝0.975,ｐ＜0.01）と微量白血

球でもＦＣＭによる測定が可能であることがわ

かったしたがって白血球数が比較的多い

CRCとＷＲＣの場合は回帰式１で，白血球数

の少ないＬＰＲＱＰＣ,ＬＰＰＣの場合は回帰式２

で白血球数を求めた．ＦＣＭによる測定の正確

さを検定するために，CRCについて回帰式１を

使用したＦＣＭでの測定値と自動血球計数機の

白血球数との比をしてみると，１．０３（n＝43,ｒ＝

0.87,ｐ＜0.01）と僅か３％の誤差しかみられ

なかった．

去率に有意差はない．しかし400ｍl製剤は血

液量が多いだけに総白血球数は当然多くなるが，

それでｉＭＬＰＲＣで2.36xlO6と一応殆ど副作

用のないレベルには達している．しかし４ＬＰＲ

Ｃの場合僅か０．０１％の白血球除去率の低下で

も２～3x105個程度の白血球増加になるので無

視出来ないそこで４ＬＰＲＣをもう１回フィル

ターに通してみると，白血球除去率は99.93％

と１回の場合よりも改善がみられた．しかし

ＰＣとＬＰＰＯの結果から予想する程の減少はみ

られなかった．またＷＲｃをフィルター処理し

てみたが，白血球除去率は99.76％とＣＲＣの

場合よりもむしろ低下していた．

2．赤血球製剤中の白血球数と白血球除去率

(表１）

200ｍl赤血球製剤の白血球数はCRCL29x

lO9に対し，ＷＲＣで3.66xlO8，白血球除去率

73.66％と白血球はかなり除去されているが，

副作用防止には程遠い．しかしＬＰＲＣは0.9ｘ

106,99.93％と殆ど副作用が生じないレベルに

達している．また表にはないが,赤血球回収率

はＷＲＣ95.50％，ＬPRO81.37％，血小板除去

はＷＲＣ74.44％，ＬＰＲＣ97.24％であった．血

小板は白血球程の副作用はないが,HLAclassl

抗原と血小板特異抗原を有しており，輸血量が

多いと同種抗体を惹起する可能性があり，やは

り少ない程よい．

400ｍl製剤の場合白血球数と白血球除去率は４

ＷＲＣ４．３０xlO8と81.03％，４ＬＰＲＣ２３６ｘｌＯ６

と99.90％で，200ｍl製剤と比較して白血球除

3．血小板製剤中の白血球数と白血球除去率

(表２）

血小板製剤は200ｍl血液由来ＰＣを１単位

とし，実際臨床の場でよく使用する10単位ＰＣ

をまとめて１検体として測定した．その結果

ＰＣの白血球数は１０７台とＣＲＯやＷＲＣに比

べて少ないが，副作用の危険があるレベルであ

る．ＬＰＰＣでは103～10イとＬＰＲＣに比べても

非常に少なく同種免疫を誘導しないとされるレ

ベルにあるが，血小板輸血は実際には10～２０

単位を連日行うことが多いので必ずしも安全と

はいえない．血小板製剤については旭メディカ

ル社だけでなくポール社のフィルターも使用し

てみた．白血球除去率はポール社のフィルター

が良くみえるが，ＰＣ中の白血球数の相違を考

慮すると性能に差はないと考えた方がよい．

－３０－
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検体数総白血球数（xlo5）
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白血球除去率（兜）
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表３ＣＲＣ保存日数のI､ＰＲＣ白血球除去への影響

4．白血球除去率と血液保存日数との関係

次にＯＲＣの保存日数のＬＰＲＣ白血球除去率

へ与える影響（表３）について検討してみた．

採血後１日，３日，５日，７日の間４℃で保存し

た４ＣＲＣ各３検体から製造した４ＬＰＲＣの白

血球除去率をみると，１日保存が99.90％に対

し，３日と５日が99.78％，７日が99.80％と有

意差はないものの保存日数が長くなると除去率

が落ちる傾向がみられた．したがってＣＲＣで

保存するよりもＬＰＲＣにした後保存した方が白

血球除去の点では良いかもしれないが，フィル

ター処理の赤血球機能への影響を検討する必要

がある．

2０

０

ＣＲＣ４ＣＲＣＬＰＲＣ４ＬＰＲＣＷＲＣ４ＷＲＣ

図４赤血球製剤中。白血球分画

□リンパ球､Ｚ単球､闘穎粒球

穎粒球70.2±9.4％となり，相対的に穎粒球の

除去率が悪く単球の除去率がよかった．これは

ＷＲＣ作製で遠沈しbuffycoatを除去する際に

白血球の中で相対的に比重の大きい穎粒球が取

り残されやすいためと思われる．またＬＰＲＣ

ではリンパ球99.96±0.02％，単球99.98±0.

01％，穎粒球99.90±0.02％となりやはり穎粒

球の除去率が悪い．この結果が単に他の白血球

より絶対数の多い穎粒球の除去率が悪いためな

のか，フィルターの'性能として穎粒球の除去能

が悪いためなのかは明かでないが，２回フィル

ターをかけた場合の白血球除去率から推測する

と，フィルター件能が関係しているものと考え

られる．

5．赤血球製剤中の白血球の組成

フィルター処理により血液製剤中の白血球の

分画が変化することが予想される．そこでＦＣ

ＭでCRC,WRC，ＬＰＲＣの白血球分画を測定

し比較してみた．図４は各血液製剤12個ずつに

ついてリンパ球，単球，顎粒球の百分率の平均

値を示している．静脈血の分画に近いと考えら

れるＣＲＣではリンパ球は３５．３±7.7％，単球6.

3±1.9％，穎粒球58.4±7.4％であった．それ

に対してＷＲＣではリンパ球39.0±12.7％，単

球3.7±1.5％，穎粒球５７．４±12.3％，ＬＰＲＣ

ではリンパ球16.9±６．３，単球２．０±1.0％，穎

粒球８１．２±7.1％となり，ＬＰＲＯでのリンパ球

と単球の比率の低下が目だった．400ｍl製剤で

は200ｍlに比べて穎粒球が多くリンパ球が少

ない傾向がみられた．さらにリンパ球，単球，

穎粒球それぞれの除去率を算出すると，ＷＲＣ

ではリンパ球73.9±3.4％，単球82.1±３．６％，

考察

ＦＣＭ法により自動血球計数機（感度102／

/u１台）の100倍近い感度で白血球数を測定で

きた．これは通常の計数機が可視光または電機

抵抗法により白血球数を測定しているのに対し，

FCMが蛍光を検出しているためバックグラウ

ンドノイズの影響を受けにくく，少数の白血球

でも特異的に測定できるためと思われる．しか

しこれ以上感度を上げるためにはＦＣＭの側で

は測定時間を長くする（ノイズが少ないので１０

倍すなわち20分位までは可能）ことと，ＬＰPＣ
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の様に検体調整の段階で白血球濃度を上げるこ

とが考えられる．この場合ＰＣでは遠沈による

濃縮が比較的容易であるが，ＣＲＣでは溶血さ

せることにより技術的には可能（PI-RNAse溶

液は溶血能がある）だが,誤差が大きくなって

しまう可能性がある．

ＦＣＭのｓａｍｐｌｅｒａｔｅを０．２５浬l／sec，０．５/LLｌ

／sec，Ｍ１／secの３段階に設定し，白血球数

との回帰直線からその正確ざを検定してみると，

実際には設定値よりも0.054m／seｃだけ流量

が多いという結果をえた．したがってＦＣＭの

現時点でのｆｌｏｗｖｏｌｕｍｅは正確でないので検

量線を作成する必要があった．今後この点が改

良されれば検量線を作成することなく，より簡

単にＦＣＭで白血球数が測定できるものと思わ

れる．

ＣＲＣの総白血球数が１０，台でＬＰＲＣが106

台なのに対してｐＣの総白血球数が107台で

LPＰＣが104台と，総白血球数では100倍もの

差があるのに白血球除去率はどちらも９９．９％

台となっている．これはフィルターの性能が赤

血球用と血小板用で異なるためと考えられる．

各製剤用のフィルターは目的とする血球の回収

率も考慮して作成されており，血小板製剤を赤

血球用フィルターにかけるとｄｅａｄspaceのた

め回収率は低下する．２回フィルター処理した

４ＬＰＲＣと４ＷＲＣをフィルターにかけた４ＬＰ

ＲＣのいずれも総白血球数は１０６台で，４ＣＲＣ

を１回フィルターにかけた４ＬＰＲＣと比較し

て白血球の大幅な減少はみられなかった．この

原因は赤血球製剤の場合多数の赤血球の存在が

フィルターの処理能に大きく影響するためので

はないかと考えられる．またＷＲＣの白血球除

去率が悪いことから血漿の存在も関係している

かもしれず，今後検討が必要である．

血液が新しいと白血球除去が不十分で，保存

により白血球が変性し除去きれ易くなるという

Callicoatらの報告3）があり，血液保存日数と

白血球除去率との関係を調べてみたが，我々の

結果では保存による除去率の上昇はみられなかっ

た．ただしCallicoatらの場合，白血球は１０８

～10,レベルの話であり，単純に私達の結果と

比較出来ない．Heltonらいは赤血球保存液の

種類により白血球の変性に差があり白血球除去

に影響するとしており，現在日赤で使用されて

いるＣＰＤ（CitratePhosphateDextrose）液や

ＭＡＰ（ManitolAdenosinePhosphate）液で

は変'性が起こりにくいことが白血球除去率に影

響しているのではないかと思われる．

赤血球製剤中の白血球分画を測定し，各分画

の白血球除去率を調べてみると，頼粒球の除去

率が相対的に悪い．したがってフィルターの穎

粒球除去能を改善出来れば除去率は上がるもの

と期待きれる．今回血小板製剤の白血球分画は

測定しなかったが，高橋ら５）はｐＣの白血球の

89％がリンパ球と報告しており，ＬＰＰＣもほぼ

似たような分画と推測きれる．ＬPRCとＬＰＰＣ

のリンパ球数を比較してみると，４ＬＰＲＣが３

x105位に対してLPPC10単位が３ｘｌＯ５程度と

10倍の差しかない．ＬPRCと違ってＬＰＰＣは連

日輸血されることが多いことを考えると，同種

免疫を予防出来るといわれている白血球数５ｘ

106以下`)をクリアーしていても，免疫不全状

態の患者ではＬＰＰＣでもＧｖＨＲ等の副作用を

生じる危険は十分にあると考えた方がよい、し

たがって輸血の副作用防止にはフィルター処理

十Ｘ線または紫外線処理が現時点で最良の方

法と思われる．

おわりに

ＦＣＭにより血液製剤中の白血球をフィルター

の処理能力を確認できる１／/ｕｌのレベルで測

定できた．まだ０．１／/ｚｌのレベルまでは測定

感度を上げることは可能なので，さらにフィル

ターの改良が望まれる．
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フローサイトメトリーによるフィルター処理血液製剤中の残存白血球数の測定
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