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In Japan, most platelet concentrates（PC）are presently collected by plateletpheresis machines
and suspended in autologous plasma. Transfusion of PC occasionally induces non-hemolytic side reac-
tions in thrombocytopenic patients by unknown factors in plasma. To prevent these side effects, re-
moval of autologous plasma from PC has been used with a synthetic medium used for resuspension
of platelets. In this study, we compared two methods for washing platelet concentrates（WPC）, one
by centrifugation to a platelet pellet（P-WPC）and the other using a plateletpheresis machine（CS 3000
plus）to non-pelleted platelets（CS-WPC）. Both these methods allowed removal of nearly all plasma
in PC. Platelet recovery with CS-WPC（98.56％）was greater than that with P-WPC（91.07％）. LDH
release into the supernatant was lower with CS-WPC than with P-WPC. Platelet discoid ratio and
ADP�collagen aggregation in CS-WPC were also greater than those with P-WPC. However, other in-
dicators such as pH, pCO2, pO2, MPV, ％HSR, P-selectin release and lactate concentration in the su-
pernatant were not significantly different between the two methods. These results suggest that this
new washing method with the CS 3000 plus plateletpheresis machine is useful for the preparation of
WPC with an acceptable quality of platelets.

washed platelet concentrates , preparation method of washed platelet concentrates ,
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はじめに

濃厚血小板（PC）製剤の輸血時に発熱やアナ

フィラキシー様ショック等が，非溶血性副作用と

して報告されている1）2）．しかしながら，これらの副

作用の原因は，現在のところ明確に特定されてい

ない．最近，保存血漿中に存在する発熱性またはア

レルギー性のタンパク質（サイトカイン等）による

可能性が報告された3）～5）．吉田ら6）は，PC中の血漿

を人工的に調製された液により洗浄することが，

これらの副作用の発生を抑制することを証明し

た．また，現在欧州において PAS 27）という血小板

保存液は，臨床使用されている．

洗浄血小板は，通常の PCの血漿部分を人工液

に置換することから，置換された量の血漿が分画

製剤原料として転用可能であると考えられる．現

在のように分画製剤の国内自給率が低く，献血者

の減少が進んでいる状況において，このような

PC由来の分画原料血漿の増加は，大きなメリッ

トがあると推察される．

これまでに PCの調製方法の違いによる血小板

の機能変化について，いくつかの報告がある8）9）．こ

れらの報告によれば，PCを多血小板血漿（PRP）を

分離し，遠心により pellet 化し調製する方法と，バ

フィーコート（BC）を分離した後に pellet 化せず

に調製する方法を比較したところ，pellet 化する

方法は，BCにより調製する方法に比べ，血小板の

活性化を生じていることが明らかとなっている．

洗浄血小板においても調製方法の違いにより血

小板の活性化が生じる可能性が考えられたことか

ら，今回我々は，新規に成分採血装置を用いた洗浄

方法を開発し，その方法により調製された洗浄血

小板と，従来の遠心機を用いた血小板を pellet 化

する洗浄方法により調製された洗浄血小板につい

て，血小板機能等（血小板回収率，血漿除去率，総血

小板数，白血球混入数，pH, pCO2, pO2，形態観察，

上清 lactate 量 ，上清 lactate dehydrogenase

（LDH）活性，上清 P-selectin 量，％HSR，血小板凝

集能）を比較検討した．

材料および方法

1．血小板洗浄・保存液

洗浄ならびに保存に用いた液は，現在臨床使用

が可能であるブドウ糖加アセテートリンゲル液

（VeenD液：250 ml，日研化学社製），注射用水（250

ml，大塚製薬社製），7％炭酸水素ナトリウム液

（メイロン：20 ml，大塚製薬社製），ACD-A液

（75 ml，川澄化学工業社製）を混合し調製した10）．

2．血小板の採血

PCは，成分採血装置CS 3000 plus（Baxter 社

製）を用いてボランティアドナーより約 10～15

単位相当を目標に採血した．

3．洗浄血小板（WPC）の調製

CS 3000 plus を用いた洗浄方法（CS法）は，採

取工程終了後，以下の方法により行った．すなわ

ちCS 3000 plus を初期化し，生理食塩液ラインに

洗浄液（250 ml），返血ラインに廃液用空バッグを

Sterile Connecting Device（SCD：Haemonetics

社製）にて接続した． 採取量を 250 ml に設定し，

1400 rpm, 40 ml�min の条件で collection バッグ
内にクリーム状に採血された血小板を洗浄した．

洗浄終了後，collection バッグを回路から切り離

し，SCDにて洗浄液を静かに約 200 ml 加えた．洗

浄液中に血小板を浮遊させ，SCDにて血小板保存

用バッグ（PL-732：Baxter 社製）に移し，CS 3000

plus により調製された洗浄血小板（CS-WPC）とし

た．

血小板を pellet 化する方法（pellet 法）は，採取

工程終了後，以下のように行った．まず通常の PC

と同様に collection バッグ内へ血漿を加え，血漿

中に再浮遊させた．その後，PL-732 バッグへ血小

板を移した．この PCに SCDにて，ダブルバッグ

（KBP-106 DCP：PC保存用バッグ 1000 ml，血漿用

バッグ 600 ml：川澄工業社製）を接続し，PC保存

用バッグに血小板を移した後，3500 rpm, 6 min 遠

心した．遠心後，分離台を用いて血漿を除去し，

SCDにて洗浄液のバッグを接続し，洗浄液 250 ml

を静かに注入した．pellet 化した血小板を，90

rpm, 30 min 振盪し，再浮遊した．さらに，同様に遠

心し，上清を除去し，容量が約 230 ml となるよう

に洗浄液を加え，90 rpm, 30 min 振盪し，再浮遊し

た．その後，PL-732 バッグへ移し，pellet 化した洗

浄血小板（P-WPC）とした．

各方法ともに，6例調製し，20～24℃で 5日間振
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Table 1　Effect of different washing procedures on 

the percentage of platelet recovery and plasma 

removal rate in WPCs

Plasma removal（%）PLT recovery（%）

97.73 ± 0.3591.07 ± 3.29P-WPC

97.32 ± 0.23＊＊98.56 ± 0.52＊CS-WPC

The plasma removal ratio was determined as follows :（1-

protein concentration of supernatant/protein concentra-

tion of plasma）× 100. Data are the mean of 6 preparations

± SD. ＊：p＜ 0.01， ＊＊：p＜ 0.05．

Table 2　Composition of WPCs prepared by 

centrifugation and the CS 3,000plus plateletphere-

sis machine

Total PLT（1× 1011/bag）WBC（1× 105/bag）

2.43 ± 0.439.46 ± 11.94P-WPC

2.50 ± 0.324.48 ± 5.24CS-WPC

Platelet concentration was measured by E-5000. White 

blood cells were counted using a Nageotto chamber with 

the propidium iodide stain. Data are the mean of 6 

preparations ± SD.

盪（50 rpm）保存した．

4．WPCの性状

洗浄効果の評価は，WPCの上清タンパク質濃

度と血漿タンパク質濃度をA�G B‐テストワコー
（和光純薬工業社製）により測定し，以下の式を用

いて血漿タンパク質除去率を求めた．

血漿タンパク質除去率（％）＝（1-WPCの上清タ

ンパク質濃度�血漿タンパク質濃度）×100
また血小板の回収率は，除去した液中の血小板

数および総血小板数から算出した．

残存白血球数は，ヨウ化プロピジウム染色によ

るNageotte chamber 法により蛍光顕微鏡下で計

測した．血小板濃度は，自動血球計数装置E-5000

（Sysmex 社製）を用いて測定した．

5．洗浄血小板保存状態の測定

WPCの保存状態は，洗浄後 0，1，3，5日目にサ

ンプルを本体より 5～6 ml 採取し，以下の項目を

測定した．pH，pCO2，pO2 は，血液ガス分析装置

ABL-30（ラジオメーター社製）により測定した．

形態観察は，サンプル 100 µl に 400 µl の 1％グ

ルタルアルデヒド�PBS（－）溶液を加え，室温，30
min 静置後，血小板約 150 個を顕微鏡下にて観察

し，その内の discoid 型血小板の割合を算定した．

上清 lactate 量，上清 LDH活性測定のサンプル

は，3000 rpm, 10 min 遠心し，上清を－20℃で保存

した．血小板中から放出された上清 lactate 量は，

ラクテートテスト「BMY」（ベーリンガー・マンハ

イム社製），上清 LDH活性は，ラクテートデヒド

ロゲナーゼCII‐テストワコー（和光純薬工業社

製）を用いて測定した．上清 P-selectin 量は，ダイ

アチューブH（ベーリンガー・マンハイム社製）を

用 い て サ ン プ ル を 調 製 し，GMP-140（P-

selectin）EIA kit（Precoated）（Takara medicals

社製）を用いて測定した．平均血小板容積（mean

platelet volume：MPV）は，E-5000 を用いて測定

した．

6．洗浄血小板機能の測定

5．において採取したサンプル 1.8 ml を 3000

rpm, 10 min 遠心し，上清を除去し，AB型血漿を

用いて 3×105�µl に調製し，以下の測定に用いる

PRPとした．％HSRは，常法に従い PRPサンプル

1.6 ml に 0.8 ml の PBS（－）を加えた時の 610 nm

の吸光度の変化と 0.8 ml の精製水を加えたとき

の吸光度の変化の差から算出した．血小板凝集能

は，最終濃度がADP 5 µM, collagen 5 µg�ml とな

るように加えたときの最大凝集率を自動血小板凝

集能測定装置（HEMA TRACER 601：NBS社製）

により測定した．

7．統計処理

有意差検定は，Student の t-test により行い，P

値を求めた．P<0.05 の場合を統計的有意とした．

結 果

1．WPCの性状

PCの洗浄による血漿タンパク質除去率は，両

方法ともに平均 97％以上であった（Table 1）．し

かしながら，血小板回収率は，CS法が 98.56％で

あったのに対し，pellet 法では 91.07％と有意に低

かった（P<0.05）．調製後の血小板数ならびに混入

白血球数は，両方法に用いたサンプルの間に有意

な差はなかった（Table 2）．

2．WPCの保存状態

洗浄液の pHは，6.7 であった．pHは，両WPC
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の間に有意な差はなく，調製直後約 6.5 であった

のが，1日目に 6.9 以上となり，3日目まで上昇し

た．その後，5日目において pHは低下したが，6.8

以上を維持していた．pCO2 も同様に両WPCの間

に違いはみられず，0日目から 1日目まで急激に

低下し，1日目以降は 5日目まで緩やかに低下し

た．pO2 は，1日目までに急激な低下を示し，1

日目以降は 5日目まで上昇したが，両WPCに有

意な差はなかった（Fig. 1）．P-selectin 放出量と上

清 lactate 量は，0日目から 5日目まで直線的な上

昇傾向を示したが，両WPCの間に有意な差はな

かった（Fig. 2）．

一方，上清 LDH活性は，徐々に上昇する傾向を

示したが（Fig. 2），0，1，3日目においてCS-WPC

が P-WPCに対し，有意に活性が低く抑えられて

いた（P<0.05）．

また，形態観察においても（Fig. 3），0日目にお

いて discoid 型の血小板の割合が平均 25％以上

と，P-WPCに対し CS-WPCは有意に高い割合を

示した（P<0.05）．しかし，MPVは 5日間保存の

間，両WPCに有意差は認められなかった．

3．WPCの血小板機能

Fig. 1 Comparison of pH, pCO2 and pO2 values by P-

WPC and CS-WPC on 5 days' storage.

pH, pCO2 and pO2 were measured on days 0, 1, 3

and 5. Data are the mean of 6 preparations±SD．

●：P-WPC，▲：CS-WPC.

Fig. 2 Comparison of lactate concentration, lactate

dehydrogenase activity and P-selectin concentra-

tion by P-WPC and CS-WPC in supernatant on 5

days' storage.

Lactate concentration, lactate dehydrogenase activ-

ity and P-selectin concentration were measured on

days 0, 1, 3 and 5. Data are the mean of 6 prepara-

tions±SD．●：P-WPC，▲：CS-WPC．＊：P<0.05.
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％HSRは，5日保存の間に，CS-WPCと P-WPC

の間に有意な差は認められなかった（Fig. 4）．一

方，1日目において P-WPCの血小板凝集能が

60.33±10.03％であったのに対し（Fig. 4），CS-

WPCは 77.17±3.13％と有意に高い凝集能を示し

た（P<0.01）．また，5日目においても同様に P-

WPCの血小板凝集能が 19.67±7.20％であったの

に対し，CS-WPCは 31.67±5.68％と有意に高い凝

集能を示した（P<0.05）．

考 察

今回我々は，PCによる輸血副作用の回避を目

的とした洗浄血小板製剤の調製方法について検討

した．その結果，従来用いられてきた遠心機を使

用し血小板を pellet 化する方法により調製された

P-WPCは，血小板を pellet 化せずクリーム状のま

ま洗浄する方法により調製されたCS-WPCに比

べ，上清 LDH活性が有意に高値を示した．このこ

とから，遠心し pellet 化した後に再浮遊するとい

う操作は，血小板の活性化を生じ易く，クリーム

状態での血小板の洗浄操作は，血小板の活性化を

生じにくい可能性を示唆している．血漿浮遊の

PCにおいても，一旦 pellet 化する方法と，BC

由来の non-pellet 法の間に同様の傾向，すなわち

pellet 化することにより血小板が活性化すると報

告されている8）9）．さらに，P-WPCの discoid 型血

小板の割合が 0日目にすでに低かったことから，

洗浄操作直後に P-WPCでは，血小板の活性化を

生じていた可能性がある．また，血小板凝集能に

おいて 1日目に CS-WPCが 0日目と変化なかっ

たのに比べ，P-WPCで有意に低下していたことか

らも，CS-WPCの方が血小板の活性維持にも有効

であることが示唆された．

P-WPCと CS-WPCは，両者とも 97％以上の高

Fig. 3 Comparison of platelet morphology and mean

platelet volume by P-WPC and CS-WPC on 5 days'

storage.

Platelet morphology and mean platelet volume

were measured on days 0, 1, 3 and 5. Platelet mor-

phology was determined with the discoid ratio of

about 150 platelets. Data are the mean of 6 prepara-

tions±SD．●：P-WPC，▲：CS-WPC．＊：P<0.05.

Fig. 4 Comparison of hypotonic shock response and

ADP�collagen aggregation by P-WPC and CS-WPC
on 5 days' storage.

％HSR and 5 µM ADP�5 µg�ml collagen aggrega-
tion were measured on days 0, 1, 3 and 5. Data are

the mean of 6 preparations±SD．●：P-WPC，▲：

CS-WPC．＊：P<0.05，＊＊：P<0.01.
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い血漿除去率を示したが，血小板回収率では，CS-

WPCが高い回収率を示した．これは，一旦成分採

血装置内に採取された血小板が回路外へ排出され

ることが少ないことを示唆している．先に報告さ

れた11）血球洗浄装置による洗浄方法は，血漿除去

率と血小板回収率が P-WPCと同等であり，CS-

WPCほどの回収率はみられなかった．また，別の

報告12）においても血球洗浄装置を用いた場合の血

小板回収率は，CS-WPCより低かった．

これら以外の測定項目では，P-WPCと CS-WPC

の間で違いが認められなかった．しかし，これら

の洗浄操作に要する時間は，CS法の場合，血小板

を採血後約 20 分ほどで終了したのに対し，pellet

法では 2時間以上を要した．これらの結果は，CS

法が pellet 法に比べWPCの調製が短時間であ

り，血小板機能も同等かより良い状態で保存でき

る有効な方法であることを示している．

今回実験に用いた洗浄液は，清水が考案し井上

ら10）により報告された，現在臨床使用が可能であ

る市販の補液の混合液をもとに改変し使用した．

しかしながら，この洗浄液は，現在血漿保存で承

認されている 72 時間まで保存すると血小板機能

が明らかに低下することから，実際に臨床上

WPCとして使用する場合，どちらの方法を使用

するとしても，調製後 24 時間以内の使用が望まれ

る．また，今回使用した血小板洗浄液を血小板の

保存用に開発された液（Seto 液6）13）14）など）に代え

ることにより，血小板に対する影響は両方法の間

で小さくなる可能性も考えられる．その際には，

PC本来の有効期限（72 時間以内）までは当然なが

ら，5日目までの使用も両方法ともに可能である

と思われる．

今回われわれは，血漿除去率を 95％以上となる

ような調製方法について検討したが，現在のとこ

ろ血漿除去率が何％以上であれば非溶血性副作用

の回避に十分であるか明確になっていない．しか

しながら，血漿除去率が約 60～70％であるバ

フィーコート法により調製したプール PCにおい

て有意な副作用の発生の減少が認められてい

る15）．今回われわれが報告した新たな洗浄方法

は，PC製剤の輸血により多数報告されている副

作用を回避するのに十分な血漿除去率を示すと思

われることから，WPCが製造承認された場合の

調製方法の一つとして，有用であると思われた．
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