
はじめに

輸血用血液の細菌汚染に起因する輸血後敗血症

は，ときに死亡に至る場合もあり，重篤な輸血副

作用のひとつにあげられる．輸血後敗血症の危険

率に関する報告は，さまざまだが，Ho�gman らは
赤血球製剤で 0.003％（0.3�受血者 10,000），血小板
製剤で 0.11～0.5％（11～50�受血者 10,000）であ
り，他の輸血副作用に比べ高い危険率を有するこ

とを報告している1）．細菌汚染の原因の可能性に

ついては，�採血部位の皮膚常在菌による汚染，

�無症候性菌血症献血者由来，�血液バッグの汚
染，�調製工程中の汚染によるものと報告され，
その半数以上が採血時の皮膚からの混入としてい

る1）～4）．

われわれは，本学会誌において Bacillus cereus

（B. cereus）による血小板製剤の細菌汚染例を報告

し，その原因を採血部位からの混入と推定した5）．

また B. cereus は芽胞を有するため，芽胞菌に対し

ても殺菌効果の有するポビドンヨードによる消毒

が血小板製剤への B. cereus の汚染を防止する一
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方策になりえることを報告した5）．

日本赤十字社が標準皮膚消毒薬としている 0.5

％グルコン酸クロルヘキシジンアルコール（クロ

ルヘキシジン）は広い抗菌スペクトラムを有し，

かつ殺菌効果も高く優れた消毒薬であるが，B.

cereus 等の芽胞菌や Pseudomonas fluorescens（P.

fluorescens）などの一部の細菌に対しては殺菌効果

はないとされている．しかしながら環境菌ならび

に皮膚常在菌には，B. cereus のように芽胞を有す

る菌もあり，献血時の採血部位の消毒薬について

は再考する時期にある．

そこでわれわれは芽胞菌である B. cereus を標

的とし，血小板製剤及び赤血球製剤の増殖性を検

討した上で，採血部位の消毒薬としての 10％ポビ

ドンヨード（ポビドンヨード）の有効性について

検討したので報告する．

材料と方法

1）菌種

菌種は，輸血用血液の細菌汚染の原因菌として

報告例のある B. cereus , coagulase-negative sta-

phylococci（CNS），Propionibacterium acnes（P. ac-

nes）の 3菌種を選択した．各々の細菌は当血液セ

ンターにおける輸血用血液及び環境の落下菌より

分離，純培養し，2施設による細菌同定の結果，菌

種が確認されたものを使用した．

2）菌数の調製

B. cereus は芽胞状態で輸血用血液に混入すると

考えられることから，B. cereus をシグナル培地（オ

クソイド社）に 37℃で 5日～7日間培養し，

Schaeffer-Fulton 法により芽胞の形成を確認後，

シグナル培地で 10n 希釈により各濃度に調製し

た．CNS及び P. acnes は 37℃でそれぞれ 1日及

び 7日間培養後同様に各濃度に調製した．

3）菌数の測定

B. cereus はトリプトソイ寒天培地（日水製薬）に

塗布して菌数を測定する寒天平板培地法を用い

た．

4）輸血用血液への B. cereus の接種試験

a）成分献血由来血小板製剤（成分 PC）への接

種試験

成分採血装置（スペクトラ，コーブ社）により

採取した PC（20 単位）を 600 ml ポリオレフィン

バッグ（ニプロ社）に無菌接合装置（SCD, SC-201

A，テルモ社）を用いて無菌的に接続後 50 ml ずつ

分割し，B. cereus を 0.1，1，10，100 CFU�ml の濃度

で接種後，22℃で振盪保存し 5日間経時的に菌数

を測定した．

b）全血への接種試験

400 ml 全血 2バッグをプール後，あらかじめ

ACD-A液を除去した 200 ml クオドラップル

バッグ（テルモ社）に SCDを用いて無菌的に接続

後 4分 割 し，B. cereus を 0.1，1，10，100 CFU�ml

の濃度で接種し，22℃で 6時間保存後，3200 rpm,

6 分間遠心し，赤血球M・A・P（RC-MAP），buffy

coat 及び乏血小板血漿（PPP）に分離調製した．調

製後RC-MAPは 4℃で保存し，経時的に菌数を測

定した．また輸血前の室温放置を想定し，4℃保存

後 7日目及び 21 日目に，22℃保存下での増殖性

を確認した．

buffy coat は 22℃に保存し 3日間菌数を測定

した．PPPについては－80℃で 7日間凍結し，融

解後 22℃保存下で 3日間菌数を測定した．

5）消毒薬の殺菌効果

消毒薬は 0.5％グルコン酸クロルヘキシジンア

ルコール（ヤクハン製薬）及び 10％ポビドンヨー

ド（有効ヨウ素濃度 1％，明治製菓）を用いた．消

毒薬の殺菌効果の評価には，定量的浮遊菌テスト

法を準用し，1～9×107CFU�ml に調製した 3菌種

に対して殺菌効果を調べた．消毒薬の中和剤は 2.5

％レシチン，5％ Tween 80, 5％チオ硫酸ナトリウ

ム溶液とした．消毒薬 4.5 ml に菌液 0.5 ml 添加

し，直ちに撹拌し 10, 20, 30, 60 秒経過後，その 0.5

ml を中和剤 4.5 ml に添加し消毒薬の反応を停止

させた．その 1 ml を 2枚の寒天培地に塗布し，37

℃で培養後，寒天培地上のコロニーを観察した．

二重検定の結果，両者ともにコロニーを認めな

かった場合を殺菌効果ありと判定した．

結 果

1）輸血用血液への B. cereus の接種試験

a）成分 PC中での増殖性

B. cereus の成分 PC中での増殖性を確認するた

め接種試験を行った．Fig. 1 に示すように，0.1～
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100 CFU�ml の各菌濃度で接種後 6時間目に増殖

が開始された．0.1 CFU�ml の微量接種では接種

後 3日目で，1 CFU�ml 以上では 1～2日目で 107

CFU�ml まで対数的増殖を示しプラトーに達し

た．

b）RC-MAP中での増殖性

全血から分離調製されたRC-MAP, buffy coat

及び PPP中での増殖性を確認するため，全血への

B. cereus の接種試験を行った．

RC-MAP中での増殖性は，4℃低温保存下では

0.1～100 CFU�ml のいずれの菌濃度においても

21 日間増殖は認められなかった．しかし，4℃保

存後 7日目から 22℃に放置した場合は，0.1 CFU

�ml で約 30 時間，1 CFU�ml 以上では約 6時間の

lag time 後，PCと同様急激な増殖傾向を示し，22

℃放置後 2日目で 107CFU�ml 以上にまで達した

（Fig. 2-a）．4℃保存後 21 日目から 22℃に放置し

た場合も同様に約 6～48 時間の lag time 後，増殖

を示した（Fig. 2-b）．

また，buffy coat（22℃保存）中では，0.1, 1 CFU

�ml で約 24 時間，10, 100 CFU�ml で約 6時間の

lag time 後急激に増殖した（Fig. 3-a）．さらに PPP

では，10 CFU�ml 以下の全血への接種では菌の増

殖は認められなかったが，100 CFU�ml の接種に

おいて増殖が認められた（Fig. 3-b）．

2）消毒薬による殺菌効果

ポビドンヨードの消毒薬としての有効性を確認

するため，クロルヘキシジンを対照に，B. cereus ,

CNS, P. acnes の 3菌種に対する殺菌効果を比較

検討した．Table 1 に示すように B. cereus に対し

てクロルヘキシジンは 30 秒間の消毒で 10 例中

10 例に，60 秒間の消毒では 8例にコロニーが観察

され，殺菌効果がみられなかった．しかし，ポビ

ドンヨードは 10 秒間の消毒で 4例にコロニーが

認められたものの，20 秒～60 秒間の消毒では全て

に殺菌効果が認められた．以上の結果より，芽胞

Fig. 1 Proliferation of Bacillus cereus in platelet con-
centrate

Fig. 2 Proliferation of B. cereus in Red cell MAP
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Table 1　Comparison of effectiveness of skin disin-

fectants

Disinfection time（sec）
DisinfectantBacteria

60302010

 8101010Chlorhexidine gluconate
B. cereus

 0 0 0 4Povidone iodine

 0 0 0 0Chlorhexidine gluconate
CNS

 0 0 0 0Povidone iodine

 0 0 0 0Chlorhexidine gluconate
P. acnes

 0 0 0 0Povidone iodine

number of positive plates　n ＝ 10

菌である B. cereus はクロルヘキシジンでは殺菌

効果は認められず，ポビドンヨードによる 20 秒間

以上の消毒で確実に殺菌されることが確認され

た．一方，CNS及び P. acnes に対しては，両消毒

薬ともに 10 秒間の消毒で殺菌効果が認められ，二

者間での差は認められなかった．

考 察

今回の輸血用血液の接種試験から，成分 PCに

B. cereus が微量に混入した場合においても対数的

な増殖を示し，PCの有効期間である 72 時間以内

に 107CFU�ml 以上に増殖することが確認できた

（Fig. 1）． また RC-MAPに混入した B. cereus は，

RC-MAPの貯蔵温度である 4～6℃保存下での増

殖は認められないが，22℃の室温下に放置するこ

とにより数時間で増殖を開始し PCと同様な増殖

パターンを示した（Fig. 2）．この結果から，B.

cereus は低温下においては一部の菌が休止状態で

生存し，温度上昇が引き金となり増殖を開始する

ものと推定された．また B. cereus は buffy coat

中においても増殖することから（Fig. 3-a），buffy

coat 中に存在する顆粒球数（107�ml）では貪食・

殺菌は不可能であり，buffy coat より分離される

PCにおいても増殖する可能性が示唆された．ま

た，全血に 100 CFU�ml 以上の B. cereus が混入し

た場合は，分離される PPPにも菌が移行しうるこ

とも確認された（Fig. 3-b）．さらに B. cereus は PC

及び PPP中で増殖可能なことより，血漿中の補体

によるオプソニン効果は期待できないものと推定

された．

これらの結果は，B. cereus は血液センターで調

製される成分由来及び全血由来の製剤の細菌汚染

の原因菌となり得ることを示唆した．

B. cereus は自然界に広く分布し，血液センター

の採血室及び清浄度管理された製剤分離調製室に

おいても検出され，製造工程を取り巻く環境下に

も広く存在する菌である．さらに B. cereus が皮膚

に付着した場合は，皮膚表面で芽胞を形成し数年

間生存し，アルコール薬剤に抵抗性を示すため皮

膚からの排除も困難とされている6）．B. cereus に

起因する輸血用血液の汚染例は，われわれの症例

も含め 5例あり，その混入経路の多くは採血部位

の皮膚からと推定され，採血部位の皮膚消毒の重

要性を示唆している7）8）．

Fig. 3 Proliferation of B. cereus in buffy coat and platelet-poor plasma
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今回の定量的浮遊菌テスト法は，消毒液中での

評価方法であり，実際の皮膚消毒の消毒条件とは

異なるものの，ポビドンヨードは現在日本赤十字

社が標準皮膚消毒薬としているクロルヘキシジン

と比較し，B. cereus に対する殺菌効果の優位性が

確認された．またポビドンヨードは，クロルヘキ

シジンに比べ抗菌スペクトラムは広く，芽胞菌に

対しても殺菌効力を有し，AABBテクニカルマ

ニュアルにおいてもポビドンヨードによる皮膚消

毒薬を推奨している9）．Dave らは採血部位の皮

膚からの細菌汚染として，血小板製剤への B.

cereus の汚染例を報告しており，その原因は採血

部位の消毒薬にアルコールを使用したことによる

と推定している10）．また Stenhouse らは細菌汚染

に起因する敗血症例として，クロルヘキシジンに

対し抵抗性を示す P. fluorescens の輸血用血液へ

の混入を報告している11）．これらの報告は，採血

部位の消毒薬としてポビドンヨードの導入を示唆

するものである．

以上，採血環境には，芽胞菌である B. cereus

をはじめ，様々な細菌が存在する．これらの細菌

の輸血用血液への混入を防止するためには，採血

部位の消毒を強化するのが最もよい手段であり，

広い抗菌スペクトラムを有し，かつ一部の芽胞菌

に対しても殺菌効果のあるポビドンヨードによる

皮膚消毒の早期導入が必須である．

しかしながら，皮膚毛包管深部に存在する P.

acnes や注射痕の陥凹部に存在するCNS等は，皮

膚表皮の消毒では殺菌困難という問題もある12）．

これらのことを考慮し，血液センターとしては皮

膚消毒薬をポビドンヨードに変更する一方，光増

感物質と紫外線（UV）を用いた細菌不活化法13）や

細菌の代謝マーカーであるグルコースと pHの低

下を尿検査試験紙により確認する輸血前の迅速な

細菌スクリーニング法14）を検討することが今後の

課題となるだろう．

ま と め

1）成分献血由来血小板製剤に芽胞菌である B.

cereus が混入した事例をもとに，採血部位の消毒

法について検討した．

2）10％ポビドンヨードは現行の 0.5％グルコ

ン酸クロルヘキシジンアルコールよりも高い殺菌

効果を示し，B. cereus に対し有効性が確認された．

3）B. cereus は PC中だけでなく，RC-MAP中に

おいても増殖の可能性が示唆され，採血部位から

の汚染を防止するためには，成分及び全血献血時

の皮膚消毒薬にもポビドンヨードを早急に導入す

べきである．
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