
はじめに

臍帯血を用いた造血幹細胞移植（臍帯血幹細胞

移植）が近年急速に進められつつある1）～5）．臍帯血

幹細胞移植の安全性および有効性を評価するため

に移植造血前駆細胞数の正確かつ再現性のよい測

定方法を確立することが必要である．CD34 モノ

クローナル抗体を用いたフローサイトメトリー

（flow cytometry：FCM）法によって算出される

CD34 陽性細胞数による造血前駆細胞数測定法6）

はコロニーアッセイに比べて迅速かつ簡便な点が

利点である．しかし，臍帯血に含まれるCD34 陽性

細胞数は骨髄，顆粒球コロニー刺激因子（granu-
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It is important to obtain an accurate progenitor cell count for estimating the safety and effi-
ciency of cord blood transplantation. Several methods enumerating CD34+ stem and progenitor cells
by flow cytometry（FCM）have been reported. In order to estimate the accuracy of these methods,
we compared two flow cytometric methods that enumerate absolute CD34+ cell count in cord blood.

Forty-one cord blood samples were evaluated by the CD34―SSC and ProCOUNT methods. CD
34-SSC and ProCOUNT gave 15.7±9.6 CD34+ cells�µl and 20.9±10.1 CD34+ cells�µl（mean±1S. D.）
in whole cord blood, respectively. In correlation between colony forming units（CFU）and the CD34
+ cell count, both methods gave significant correlation coefficient values. The coefficient of variation
（CV）in CD34+ cell count by the CD34-SSC method averaged 25.0％, whereas that of ProCOUNT av-
eraged 12.7％（n=8）. A statistical difference in CV values was observed between the two methods（p
<0.05）. These results indicate that the ProCOUNT method can give more reliable results than the
CD34-SSC method.
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Table 1　Summary of characteristic features of the 

ProCOUNT and CD34-SSC methods

ProCOUNTCD34-SSC

CD34-PE (8G12)
CD45-PerCP

CD34-FITC (8G12)Antibody Used

YesNoUse of internal 
standard

YesNoThreshold Reagent
　(DNA Dye)

No2 timesWashing step

NoYesUse of hematology 
analyzer

locyte colony stimulating factor：G-CSF）を投与

した末梢血に比較して少量であり，FCM法によ

る検出を難しくしている7）～9）．また FCM法より

得られるCD34 陽性細胞数は測定法によって差が

見られ7）10），測定法の確立は移植単位の有効性を

評価する上で重要な課題となっている．

そこで我々は臍帯血中のCD34 陽性細胞測定法

として，従来法，即ちCD34 と側方散乱光（side

scatter：SSC）を用いるCD34-SSC 法6）と，最近開

発された ProCOUNT法11）～13）との比較検討を行っ

た．その結果 ProCOUNT法は規格化された測定

システムであり操作が簡便であった．コロニー形

成細胞数との相関において，2法とも有意な相関

関係を得ることができた．さらに同時測定再現性

を比較した結果，ProCOUNT法の方がより再現

性の高い値を得ることができ，臍帯血中のCD34

陽性細胞の測定法として有用であるという結果を

得たので報告する．

材料および方法

1．臍帯血の採取

母親からインフォームドコンセントが得られた

正常妊娠分娩の正期産例を試験の対象とした．胎

盤娩出後に胎盤を保持具（テルモ，東京）に吊し，

十分消毒した臍帯静脈から 18G針で抗凝固剤

CPD（citrate phosphate dextrose）28ml 入血液

バッグ（ニプロ，大阪）に採血した14）．採血後 24

時間以内に各種測定を行った．

2．フローサイトメトリー解析

CD34―SSC 法と ProCOUNT法の特徴をTable

1 にまとめた．ProCOUNT法で新しく採用してい

る手法は，CD45 抗体，内部標準ビーズ，DNA

Dye の使用の 3点である．DNA Dye は DNA�
RNAを特異的に染色し，有核赤血球を含む全有核

細胞を検出することのできる核染色剤である13）．

ProCOUNT法は CD34 陽性細胞数と同時に内部

標準ビーズ数を計測し測定した検体量を求め，解

析時に絶対数を求める原理を採用している．した

がって自動血球計算機による血算値の算出を行わ

ずに単位体積あたりのCD34 陽性細胞数の算出を

可能にしている．

2．1．CD34―SSC 法

臍帯血 100µl にCD34 抗体（8G12―FITC Becton

Dickinson：BD社，San Jose, CA）またはコント

ロール抗体（IgG1―FITC，BD社）10µl を加えた．

暗所氷温にて 30 分間反応させた後，1.4ml の 0.85

％塩化アンモニウム溶液（pH7.4）を加え 10 分間

室温にて溶血させ，遠心分離後 2％（v�v）牛胎児
血清（fetal calf serum：FCS）0.02％（v�v）エチ
レンジアミン四酢酸（ethylenediamine-tetraacetic

acid disodium salt：EDTA）を含む燐酸緩衝生理

食塩水（2％FCS，0.02％EDTA�PBS）で洗浄し
た．さらに 20µg�ml プロピディウムイオダイド

（propidium iodide：PI）を 含 む 2％FCS，0.02％

EDTA�PBS に懸濁し，フローサイトメーター
（FACS Calibur，BD社）で解析した．1回の測定

につき合計 60,000 個の細胞を取り込んだ．

ゲートの設定は Siena et al.6）の方法に従い，最初

に全ての細胞群を前方散乱光―側方散乱光（FSC-

SSC）ドットプロット（Fig. 1―A），および PI-FL

3 ヒストグラム（Fig. 1―B）にて表示した．FSC-

SSC ドットプロット上のリンパ球（R1），単球（R

2）， 顆粒球（R3）にゲートを設定し白血球群とし，

PI-FL3 ヒストグラム上の PI 非染色細胞を生細胞

群としてゲート（R4）をかけた．つぎに白血球群

（R1，R2，R3）と生細胞群（R4）のゲートを共に満

たす細胞群を測定対象細胞の母集団とし，SSC-

CD34 ドットプロットにて展開し（Fig. 1―C），CD

34 陽性かつリンパ球，単球と同等の低 SSCの細

胞をCD34 陽性細胞群（R5）とした．フローサイ

トメトリー解析により求めたCD34 陽性細胞率に

自動血球計算器（Coulter Microdiff 16，Coulter
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Electronics，Hialeah，FL）で得られた血算値を乗

じ，臍帯血 1µl 当たりのCD34 陽性細胞数を算出

した．

2．2．ProCOUNT法

臍帯血 50µl に ProCOUNTコントロール試薬

およびCD34 試薬（BD社）20µl を添加し，内部標

準ビーズを含んだ試験管（TruCOUNTチューブ，

BD社）中で室温 15 分間暗所で反応させた．さら

に 450µl のFACS溶血試薬（BD社）を加え室温

30 分間暗所で反応させた．反応後ただちにFACS

Calibur で解析を行った．フローサイトメーター

の蛍光強度増幅率の調整はCalibrite Beads（BD

社）を用い，機器設定ソフトウエアFACS Comp

2.0（BD社）の LNW（Lysing No Wash）モードに

て行った．1回の測定につき，合計 60,000 個の細胞

を取り込んだ．

ProCOUNT法でのゲート設定は報告されてい

る方法に従った12）13）．全ての細胞群を SSC-DNA

Dye ドットプロット（Fig. 2―A），および SSC-CD

45 ドットプロット（Fig. 2―B）にて展開した．SSC-

DNA Dye プロット上のリンパ球群と単球群に

ゲートR1（Fig. 2―A）を設定した．SSC-CD45 ドッ

トプロット上に認められるリンパ球群（CD45 弱

陽性低 SSC：0～200）単球群（CD45 弱陽性弱

SSC：200～400）群（R1）の CD45 弱陽性領域を含

み，およびデブリス群（CD45 弱陽性）のCD45

陰性領域を排除するようにゲートR2（Fig. 2―

B）を設定した．CD45 弱陽性領域ゲートの右端の

設定はリンパ球群のCD45 強陽性分画（R5）を排

除するように行い，左端の設定はCD45 弱陽性細

胞のクラスターを含むように陰性部分にも重なる

ように設定した．つぎにR1と R2 のゲートを共に

満たす細胞群をMouse IgG1―DNA Dye および

CD34―DNA Dye ドットプロット（Fig. 2―C，D）に

展開した．Fig. 2―D に認められるCD34 陽性細胞

を含むようにゲートR3を設定した．Isotype コン

トロールであるMouse IgG1-DNA Dye ドットブ

ロットをFig. 2―C に示した．R1，R2，R3 の全ての

ゲートを満たす細胞をCD34 陽性細胞とした．R

4に含まれる内部標準ビーズの数とCD34 陽性細

胞数の比，そして単位血液量（50µl）に添加した

内部標準ビーズ数の比から臍帯血 1µl あたりの

CD34 陽性細胞数を算出した．

3．同一サンプルでの再現性の比較

同一臍帯血 8検体を 2法にて 10 回繰り返し測

定を行い，得られた平均値と標準偏差より変動係

数を求め比較した．

4．コロニーアッセイ

5µl の臍帯血をメチル セ ル ロ ー ス 培 地

（Methocult GF H4434V, StemCell Technologies

Inc., Vancouver, Canada）2.5ml に植えた．これら

をよく混和した後 35×10mmプラスチック

Fig．1 Typical plots by the CD34―SSC method. A：FSC vs SSC plot. B：PI-FL3

histogram. C：CD34―FITC vs SSC. R1：lymphocytes. R2：monocytes. R3：granu-

locytes. R4：PI negative cells（live cells）. R5：CD34 positive cells.
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ディッシュに 1ml のメチルセルロース培地を分

注し，37℃，5％CO2 存在下にて培養した．14 日後

に顆粒球マクロファージコロニー形成細胞（CFU-

GM），赤芽球バースト形成細胞（BFU-E），混合コ

ロニー形成細胞（CFU-Mix）のそれぞれから形成

されたコロニーを検鏡し同定した．すべてのコロ

ニー数の総和を colony-forming-units 数（CFU数）

とした．

5．統計処理

相関係数の差の検定には z変換による検定法を

用い p<0.05 を有意とした．単回帰分析より得られ

た回帰係数は p<0.01 を有意とした．単回帰分析よ

り得られた回帰係数は p<0.01 を有意とした．2

法による変動係数の差の検定には対応のある t検

定を用い，p<0.05 を有意とした．

結 果

1．操作性の比較

ProCOUNT法と CD34-SSC 法の操作性を比較

した．ProCOUNT法は溶血後の遠心および洗浄

操作が省かれている点が簡便であった（Table 1）．

1検体の染色処理にかかった時間はCD34―SSC 法

で 45 分，ProCOUNT法で 50 分と両法に大きな

差は認められなかった．

2．CD34 陽性細胞数の比較

同一臍帯血 41 検体の臍帯血 1µl 当たりのCD

34 陽性細胞数をCD34-SSC 法および ProCOUNT

法により測定した．CD34 陽性細胞数の平均値は

CD34-SSC 法，ProCOUNT法にてそれぞれ 15.7

±9.6 cells�µl，20.9±10.1 cells�µl（平 均±1S. D.,

n=41）であった．CD34 陽性細胞として取り込んだ

細胞数の範囲はCD34―SSC 法にて 12 個から 271

個であり，中央値は 86 個であった．同じく Pro-

COUNT法では 30 個から 284 個であり，中央値は

95 個であった．2法により得られたCD34 陽性細

胞数の相関を検討したところ，相関係数 r=0.390，

p<0.05 と相関関係が認められた（Fig. 3）．

Fig．2 Typical plots by the ProCOUNT method. A：DNA dye vs SSC plot. B：CD

45 PerCP vs SSC plot. C, D：DNA dye vs CD34 plot. R1：lymphocytes and mono-

cytes. R2：CD45 dim and low SSC cells. R3：CD34―positive and DNA dye-positive

cells. R4：Internal standard beads. R5：CD45 bright cells.
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3．CD34 陽性細胞数とCFU数との相関関係

2法のうちどちらが正確に造血前駆細胞数を反

映するかさらに検討する目的で，2法により得ら

れたCD34 陽性細胞数とCFU数との間の相関を

比較した．CD34 陽性細胞数とCFU数との相関係

数はCD34-SSC 法，ProCOUNT法にて各々 r=

0.405，p<0.01（Fig. 4―A），r=0.614，p<0.0001（Fig.

4―B）であった．両者の相関係数の差を比較したと

ころ p=0.215 と有意な差は認められなかった．

4．同一サンプルでの再現性の比較

CD34-SSC 法および ProCOUNT法により得ら

れた臍帯血 8検体の変動係数とCD34 陽性細胞数

との関連をFig. 5 に示した．2群間の変動係数の

差を比較したところ，p<0.05 と有意な差が認めら

れた．

考 察

FCM解析におけるCD34 陽性細胞数の測定は

造血前駆細胞の測定法として，迅速かつ簡便であ

る点が有用である6）11）13）．しかしながら，多施設比

較試験の結果は施設による測定値に差が生ずる可

能性を指摘している7）8）．近年急速に進みつつある

臍帯血幹細胞移植1）～5）においても移植造血前駆細

胞の正確かつ再現性のよい測定方法を確立するこ

とが必要であると考えられる．

最近開発された ProCOUNT法は内部標準を

キットに含む 1プラットフォームアッセイであ

り11）～13）．CD34 陽性細胞測定法として有用である

と報告されている12）13）．そこで我々は臍帯血の

CD34 陽性細胞測定法として，従来法としてのCD

34-SSC 法と ProCOUNT法との比較検討を行っ

た．臍帯血 41 検体の CD34 陽性細胞数を測定した

結果，2法ともにCFU数と良好な相関性を示した

（Fig. 4）．さらに同時測定再現性の検討を行った結

Fig．3 Comparison of CD34+ cell counts between

the ProCOUNT and CD34―SSC methods . There

was a positive correlation between the two meth-

ods（r=0.390）.

Fig．4 Comparison of CD34+ cell counts and the number of day 14 CFUs.（A）Cor-

relation of CD34+ cell counts by the CD34―SSC methods to the number of day 14

CFUs. Linear regression analysis demonstrated a positive correlation between CD

34+ cells and total CFUs（r=0.405）.（B）Correlation of CD34+ cell counts by the Pro-

COUNT method to the number of day 14 CFUs. Linear regression analysis demon-

strated a positive correlation between CD34+ cells and total CFUs（r=0.614）.
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果，従来法に比較して，ProCOUNT法は有意に高

い（p<0.05）再現性を示した（Fig. 5）．

FCM解析においてしばしば抗体の非特異吸着

による偽陽性細胞の存在が問題となる．成熟した

リンパ球，顆粒球，単球に対し非特異的にCD34

抗体が反応することがある．これらの非特異吸着

の原因となる細胞群の中で成熟したリンパ球は

CD45 強陽性15）であるが，これに対し造血前駆細胞

はCD45 弱陽性16）の特徴を示す．したがってCD45

抗体を用いれば成熟したリンパ球に対する非特異

吸着に起因する偽陽性細胞は排除できる．Pro-

COUNT法では CD45 抗体を用い，R5のゲートに

含まれる成熟したリンパ球に対する非特異吸着に

よる偽陽性細胞，およびCD45 陰性のデブリスに

起因する偽陽性細胞を排除してCD34 陽性細胞を

検出している11）12）（Fig. 2）．さらに ProCOUNT

法では有核細胞染色試薬であるDNA Dye を用い

て有核細胞を染色し，CD34 陽性，低 SSC，CD45

弱陽性に加えDNA Dye 陽性である細胞を造血前

駆細胞であると認識しゲートの設定をより厳密に

している．

従来法になく ProCOUNT法で採用している 3

番目の方法として内部標準ビーズの使用があげら

れる（Table 1）．内部標準の使用により得られるメ

リットとして，自動血球計算機の使用の省略と洗

浄操作による細胞損失の回避がある12）13）．従来法

では測定対象細胞数に対するCD34 陽性細胞の割

合に血算値を乗じCD34 陽性細胞数を求める 2プ

ラットフォームアッセイ13）であるが，この方法で

は血算値および洗浄時の細胞損失に起因する測定

誤差が生ずる可能性が指摘されている13）．

従来法のような 2プラットフォームアッセイで

は，測定対象細胞として独立した 2群の母集団を

設定している．すなわちFCM解析におけるFSC-

SSC ドットプロットとして認識される有核細胞

群（Fig. 1），および自動血球計算器で得られる血算

値である．臍帯血に多量に含まれる赤芽球は，2

プラットフォームアッセイにて生ずる測定誤差の

発生要因となることが考えられる13）．赤芽球は有

核であり，リンパ球と SSCの強度が変わらないも

のも含まれる17）18）．臍帯血中に含まれる赤芽球の

割合は溶血処理の方法により大きく異なり，有核

細胞群への混入率は 25～71％と非常に大き

い10）．FCM測定時と血算測定時の溶血処理は異

なり，両者で独立に認識される有核細胞群に含ま

れる赤芽球の割合を同一であると保証することは

できない．

一方，溶血後の洗浄操作時に白血球成分が失わ

れる可能性も指摘されている19）．Fritsch らは CD

34 陽性細胞数測定において洗浄操作時に細胞損

失が認められることを報告した19）．またMenen-

dez らは溶血洗浄処理が一部のCD34 陽性細胞損

失の原因である可能性を示唆した20）．したがって

従来法では洗浄操作時に一部の細胞が損失する恐

れがあることが考えられる．以上より従来法にお

いては 2プラットフォームアッセイに由来する測

定誤差が生ずることが懸念される．

これに対し ProCOUNT法では内部標準を用い

ることで血算値を用いることなくかつ，洗浄操作

を省いてCD34 陽性細胞数の算出を可能にしてお

り，2プラットフォームアッセイに由来する測定

誤差を考慮する必要はない．従来法で採用してい

ない方法，すなわちCD45 抗体および有核細胞染

色試薬の使用，さらに内部標準の採用による 1プ

ラットフォームの測定，以上 3点の手法が同時測

定再現性の向上に寄与したと考えられる．我々の

試験では 2法の比較試験を行うため，両法の取り

Fig．5 Correlation of the coefficient of variation to

the number of CD34+ events in the sample ana-

lyzed . Data from 10 determinations on 8 cord

bloods. ProCOUNT and CD34-SSC methods were

compared．●，ProCOUNT，△CD34―SSC method.
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込み細胞数を 60000 個に制限した．FCMの測定

値の再現性は取り込み細胞数を多くすることでも

向上させることができる12）．従来法においても取

り込み細胞数を多くすることで，さらなる再現性

の向上は可能であろう．

ProCOUNT法は末梢血CD34 陽性細胞数を測

定するために規格化されたものであり12），臍帯血

のCD34 陽性細胞測定法としては必ずしも確立さ

れた測定法ではない．臍帯血を ProCOUNT法に

て全血のまま測定する場合，FCMのドットプ

ロット上にてCD34 陽性細胞がクラスターを形成

しない場合がほとんどであり，CD34 陽性細胞と

それ以外の細胞集団との境界が明瞭ではないため

ゲートの設定が難しい．我々はFig. 2 に示すよう

なゲート設定のテンプレートを用いた．一度テン

プレートを設定しておけば，繰り返しの解析が可

能になり解析に要する時間を短縮でき，かつ検体

によるゲート設定の修正が簡単になる．しかしな

がら，ゲート設定に修正の余地があることは，測

定結果に個人差が生じてしまう可能性も生ずる．

施設間の測定値に差が生じている原因の一つとし

て，ゲート設定の差による可能性も指摘されてい

る21）．今後 FCM法によるCD34 陽性細胞測定法

の標準化を進めていく上で，ゲート設定の差によ

る測定値の変動を小さくするための施策が必要で

あろう．

結 語

1．ProCOUNT法は規格化されたCD34 陽性細

胞の測定システムであり，CD34 陽性細胞数測定

法として有用であると考えられた．

2．臍帯血全血中のCFU数と CD34 陽性細胞

数の相関において，従来法および ProCOUNT法

は共に有意な相関関係を得ることができた．

3．従来法に比較して ProCOUNT法は有意に

高い再現性を示し，従来法に比較してより信頼性

の高い値を得ることができると考えられた．
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