
血小板製剤（PC）輸血による非溶血性副作用

（NHFTR，non-hemolytic transfusion reactions）の

報告が近年増加の傾向を示している1）．NHFTR

は，しばしばアナフィラキシー様ショックを呈し，

血圧低下，呼吸困難等の重篤な症状を認めること

が知られている2）．しかしながら，この副作用の原

因は，いくつかの症例において血漿タンパク質に

対する抗体が患者より検出3）されたり，発熱性サイ
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Washed platelet concentrates（WPC）have been used for patients with severe non-hemolytic feb-
rile transfusion reaction（NHFTR）following ordinary PC transfusion. We studied three synthetic
platelet storage solutions, namely Solution 1 containing saline including 0.1％ citrate, Solution 2 based
on acetate Ringer's solution with glucose and citrate, and Solution 3 being Seto solution designed for
longer storage of PC. The pH of PC washed with Solution 1 rapidly decreased from 6.37 to 5.82 after 1
day storage, but remained at 6.8 throughout storage for 5 days with Solutions 2 and 3. On day 5, P-
selectin concentrations in the supernatant of PC washed with Solution 3 were still lower than those
washed with Solution 1 or Solution 2 and stored for 1 day or 3 days, respectively. The percent hypo-
tonic shock response（％HSR）of Solution 1 was completely lost after 1 day storage, and Solution 2
reached about 20％ after 3 day storage. ％HSR and discoid shape were maintained at a high level, for
5 days by using Solution 3. These results suggest that Solution 3 is the most desirable solution for
platelets. Owing to the rapid deterioration of platelet quality, we recommended that transfusion of
WPC prepared with Solution 1 or Solution 2 be done within 6 hr or 1 day, respectively.

platelet storage solution, washed platelet concentrates, Seto solution, non-hemolytic feb-
rile transfusion reactions
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Table 1　Composition of three platelet storage 

solutions ＊

321Solution

110.0 43.1152.5NaCl

　4.0　1.7―KCl

　3.0――MgCl2

　5.0 10.7　3.8Na3citrate

 15.0 18.8―CH3COONa

　7.5――NaH2PO4

 14.0132.0―Glucose

 10.0 28.0―NaHCO3

―　0.8―CaCl2

―　5.2―Citrate

＊ : Concentrations are given as mM.  

トカインの産生4）～6）による可能性が考えられたり

しているが，ほとんどの症例は原因不明のままで

ある．われわれを含むいくつかのグループは副作

用原因物質が，血漿中に存在しているという考え

に基づいて，血漿を人工的に調製された液に置換

した洗浄血小板（WPC,washed platelet concen-

trates）を検討してきた7）～11）．WPCの輸血によっ

て，NHFTRは抑制され，輸血された血小板も十分

機能することが報告されている12）13）～15）．WPCの

洗浄・保存に用いられる液は，数種類開発された

が，国内では承認されておらず，簡便には臨床使

用ができない11）．そのため，市販の輸液剤混合に

より，WPCの調製を行っているのが現状である．

これら洗浄保存液間の血小板保存効果の違いにつ

いては，明確にされていない．今回，われわれは

血小板の洗浄保存液として，調製が簡単な，クエ

ン酸含有生理食塩液（保存液 1），調製が若干複雑

であるが，入手が容易なブドウ糖加アセテートリ

ンゲル液を主剤とした液（保存液 2），ならびにわ

れわれが開発した血小板保存液の Seto 液11）（保

存液 3）を用いて，血小板機能の保存能について比

較検討した．

材料および方法

1．材料

保存液 1，保存液 2，保存液 3の組成は，Table 1

に示した．保存液 1は，500ml 生理食塩液（川澄

化学工業社製）に 10％輸血用クエン酸ナトリウム

注射液（輸血用チトラール，山之内製薬社製：5

ml）を加え無菌的に調製した．保存液 2は，ブド

ウ糖加アセテートリンゲル液（ヴィーンD液，日

研化学社製：250ml），注射用水（大塚製薬社製：

250ml），7％炭酸水素ナトリウム注射液（メイロ

ン，大塚製薬社製：20ml），ACD-A液（川澄化学

工業社製：75ml）を混合し無菌的に調製した．保

存液 3の Seto 液は，テルモ株式会社より供与され

た．保存液 1は，調製直後，3，6時間後および 1

日目に PCよりサンプルを 5～7ml 採取し測定に

用いた．保存液 2および 3は，調製直後，調製後

1，3，5日目に PCよりサンプルを 5～7ml 採取し

測定に用いた．

2．血小板の洗浄方法

PCは，常法に従い成分採血装置（CS3000plus：

Baxter 社製）を用いて 10 単位以上を目標として

採取した．採取した後，成分採血装置CS3000plus

を用いた方法16）により洗浄した．採血ラインに保

存液を接続し，通常の採血操作と同様に collection

バッグ内に保存液を流し，バッグ内の血漿を保存

液に置換した．返血ラインには，廃棄用バッグを

接続し，collection バッグ内の血漿を回収した．洗

浄終了後，collection バッグを回路から切り離し，

無菌接合装置（Sterile Connecting Device：SCD）

にて接合した保存液を静かに約 200ml 加えた．保

存液中に浮遊させた血小板を，SCDにて接合した

血小板保存用バッグ（PL-732：Baxter 社製）へ移

し，WPCとした．

血小板回収率は，CS3000plus に接続した廃液用

バッグ中の血小板数と保存用バッグに回収された

血小板数から算出した．

洗浄による血漿の除去率は，WPC上清中のタ

ンパク質濃度と血漿タンパク質濃度をビウレット

法（A�G B―テストワコー：和光純薬社製）により
測定し，以下の式により算出した．

血漿除去率（％）＝（1－WPCの上清タンパク質濃

度�血漿タンパク質濃度）×100
保存液 1により調製したWPCは，22℃で 1

日間振盪（50rpm）保存した．保存液 2と 3により

調製したWPCは，22℃で 5日間振盪（50rpm）保

存した．

3．血小板の保存状態の測定
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pH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 100µl に 400µl の 1％グルタルアルデヒド�
PBS（－）溶液を加え，室温，30min 静置後，血小

板約 150 個を顕微鏡下にて観察し，その内の dis-

coid 型血小板の割合を算定した．上清 lactate 量

・上清 lactate dehydrogenase（LDH）活性測定の

サンプルは，3,000rpm，6min 遠心し，上清を－20

℃で保存した．血小板から放出された 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

製）を用いて測定した．

4．血小板の機能測定

低浸透圧ショック回復率（percent hypotonic

shock response：％HSR）は，常法に従い PRP

サンプル 1.6ml に 0.8ml の PBS（－）を加えた時

の 610nmにおける吸光度変化と 0.8ml の精製水

を加えたときの吸光度変化の差から算出した．血

小板凝集能は，PRPサンプル（200µl）に対し，100

µMADPを 11µl（最終濃度 5µM）と 100µg�ml

collagen を 11µl（最終濃度 5µg�ml）同時に加えた

ときの最大凝集率により評価した．

5．統計処理

洗浄直後と 1日目の保存液 1，2，3の有意差検定

は，Kuraskal-Wallis 検定により行った．3日目と

5日目の保存液 2，3の有意差検定は，t―検定によ

り行った．p＜0.05 の場合を統計的有意とした．

結 果

1．洗浄効果

洗浄後の血小板の回収率は，保存液 1で 99.0±

0.5％，保存液 2で 98.6±0.5％，保存液 3で 96.5

±3.3％であった．これらの回収率の間に有意な差

はみられなかった．

上清中のタンパク除去率は，保存液 1で 98.25

±1.25％，保存液 2で 97.32±0.23％，保存液 3で

98.69±0.95％であり，有意差はなかった．

2．血小板保存状態

保存液 1により調製したWPCは，直後から

バッグ内 pHが 6.37 と低く（p＜0.01，vs 保存液

3），1日目には 5.82 まで低下した（p＜0.01，vs 保存

液 3）．しかしながら，保存液 2および 3は，保存

5日目においても 6.8 以上の高い pHを維持して

いた（Fig. 1）．

円盤型（discoid form）の血小板の割合を測定し

たところ，保存液 1は，調製直後から，円盤型血

小板の割合は保存液 2，3に比べ有意に低く，1日

目には 1％以下にまで低下した（Fig. 2）．保存液

2は，洗浄直後 26.05±13.37％であったが，保存に

従い徐々に低下し，5日目では 5.35±2.16％まで

低下した．保存液 3は，5日目まで 25％以上の高

い値を維持した（p＜0.01，vs 保存液 2）．

上清 lactate 量は，これらの保存液の間において

差は認められなかった．

保存液 1の上清 LDH活性は，洗浄直後から，保

存液 2，3に比べて低く，1日目においても，ほとん

ど変化がなかった．保存液 2の上清 LDH活性は，

5日目まで段階的に上昇した．これに対し，保存液

3は 5日間の保存においてもほとんど変化せず，5

日目において保存液 2に比べ有意に低い活性を維

持した（Fig. 3，p＜0.001）．

Fig. 1 Comparison of pH values on storage for 5 days

in platelet concentrates washed with different solu-

tions.

Data are mean±SD. ●：Solution 1（n＝6）, ■：So-

lution 2（n＝6）, ▲：Solution 3（n＝5）. ＊1：p＜0.01,

Solution 1 vs. Solution 3.
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洗浄直後の上清 P-selectin 量は，保存液 1が最

も多く，保存液 3が最も少ない値を示した（Fig.

4）．保存液 1と保存液 2は，1日目において既に洗

浄直後の約 3倍量を示したが，保存液 3の 1日目

は洗浄直後の 1.5 倍以下であった．また，保存液 2

の 5日目が，洗浄直後の 10 倍以上を示したのに対

し，保存液 3は洗浄直後の 3倍にとどまり，保存

液 2の 1日目の値と比較しても低かった．

3．血小板機能

Fig. 2 Comparison of platelet morphologies during

storage for 5 days in platelet concentrates washed

with different solutions.

Platelet morphology was determined from the dis-

coid ratio of about 150 platelets.

Data are mean±SD. ●：Solution 1（n＝6）, ■：So-

lution 2（n＝6）, ▲：Solution 3（n＝6）. ＊1：p＜0.01,

Solution 1 vs. Solution 3. ＊2：p＜0.05, Solution 1 vs.

Solution 2. ＊3：p＜0.01, Solution 2 vs. Solution 3.

Fig. 3 Comparison of lactate dehydrogenase levels

during 5 days storage in the supernatant of platelet

concentrates washed with different solutions.

Data are mean±SD. ●：Solution 1（n＝6）, ■：So-

lution 2（n＝6）, ▲：Solution 3（n＝7）. ＊1：p＜0.01,

Solution 1 vs. Solution 3. ＊2：p＜0.05, Solution 1 vs.

Solution 2. ＊3：p＜0.05, Solution 1 vs . Solution 3.
＊4：p＜0.001, Solution 3 vs. Solution 2.

Fig. 4 Comparison of P-selectin concentration during

5 days storage in the supernatant of platelet con-

centrates washed with different solutions.

Data are mean±SD. ●：Solution 1（n＝6）, ■：So-

lution 2（n＝6）, ▲：Solution 3（n＝7）. ＊1：p＜0.01,

Solution 1 vs. Solution 3. ＊2：p＜0.001, Solution 2 vs.

Solution 3.

Fig. 5 Comparison of ADP�collagen-induced aggre-
gation during 5 days storage in platelet concen-

trates washed with different solutions.

Aggregation was induced by 5µM ADP plus 5µg�
ml collagen. Data are mean±SD. ●：Solution 1（n

＝6）, ■：Solution 2（n＝6）, ▲：Solution 3（n＝5）.
＊1：p＜0.01, Solution 1 vs. Solution 3. ＊2：p＜0.05,

Solution 1 vs. Solution 2. ＊3：p＜0.001, Solution 2 vs.

Solution 3.
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ADPと collagen の刺激による最大凝集率は，

洗浄直後はいずれの保存液を用いても 80％以上

の値を示した（Fig. 5）．保存液 1では 6時間後まで

75％以上の凝集率を維持したが，1日目で 20％ま

で低下した．保存液 2では 1日目までそれぞれ 75

％以上の凝集率を維持したが，5日目では約 30％

まで低下した．保存液 3では 5日目まで 75％以上

を維持し，洗浄直後からほとんど凝集率の低下を

認めなかった．

％HSRは，洗浄直後はいずれの保存液において

も 50％以上の活性を示した（Fig. 6）．しかし，保

存液 1は，6時間後までは 40％以上の活性を維持

していたが，1日目にはほとんど反応しなくなっ

た．保存液 2は，1日目までは 30％以上の活性を

維持していたが，3日目以降は，20％以下に低下

した．これに対し保存液 3は，5日目まで 65％以

上の活性を示し，洗浄直後からほとんど活性の低

下を認めなかった．

考 察

日本国内において赤血球に対する人工保存液は

承認され使用されているが，血小板に対する人工

血小板保存液は承認されておらず，WPC製剤は

製造されていない．しかしながら，幾つかの血液

センターは，医療機関の協力依頼のもと，技術協

力という形でWPCを調製している16）．当セン

ター管内においても，2例の重篤な副作用（血圧低

下，意識消失）が発生し，医療機関の協力依頼に

よりWPCを提供したところ，NHFTRの回避が

可能であった．

WPCを調製する液は，比較検討が少ないため

に，どのような液を使用するべきか判断に迷うと

ころである．そこでこの点を明らかとするために，

WPCの調製に用いられている 3種（臨床使用可

能 2種，開発中 1種）の液剤について，血小板機

能の違いを比較検討した．

保存液 1は，組成も簡単であるため調製に時間

もかからず，簡便に使用可能な保存液であると考

えられた．しかしながら，pHが保存 1日目におい

て 6.0 以下と低く，in vitro での血小板機能も大き

く低下していた．このことから，保存液 1は，数

時間しか血小板の活性化を防ぎ，機能を維持でき

ないことが明らかとなった．しかしながら，文献

的に保存液 1と類似した組成の液により洗浄した

PCが，一定の止血効果を認めていることから，医

療機関内において洗浄後，直ちに投与する場合は

使用可能と思われる12）14）17）．

一方，保存液 2は洗浄直後ならびに洗浄 1日目

においても大きな機能の低下を示さず，5日間保

存中の pHも 6.8 を維持していた．これは，血小板

の代謝の維持に必須な成分が保存液 2の中に含ま

れているためであると考えられた11）18）21）．しかし，

この保存液 2を用いた場合でも，保存に従い徐々

に機能が低下したことから，3日以降の使用は不

可能である．現時点におけるWPCの保存液とし

ては，保存液 2が推奨される．洗浄後 1日以内で

のみ使用に耐えうると考えられた．

保存液 3は血小板保存用に開発されたもので，

血漿保存と同等な血小板機能を維持する能力を

持っている11）20）．今回われわれが検討した 3液の

中でも，他の 2液に比べ保存液 3は格段に優れた

血小板機能の維持能を示した．保存液 3は，欧州

において臨床使用されている PAS（platelet addi-

tive solution）と呼ばれる保存液と比較して遜色な

いものであった10）．保存液 3を使用した場合，国

内での PCの有効期限である 72 時間は明らかに

Fig. 6 Comparison of hypotonic shock responses on 5

days storage of platelet concentrates washed with

different solutions.

Data are mean±SD. ●：Solution 1（n＝6）, ■：So-

lution 2（n＝6）, ▲：Solution 3（n＝5）. ＊1：p＜0.05,

Solution 1 vs. Solution 3. ＊2：p＜0.01, Solution 1 vs.

Solution 3. ＊3：p＜0.001, Solution 2 vs. Solution 3.
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使用可能である．さらに理論上は，これまでの報

告11）19）や今回の結果から，保存液 3を用いることで

5日間の保存も可能と考えられた．

PC製剤による種々のNHFTRの原因が明らか

となっていない現状においてWPCは，NHFTR

回避のひとつの対応と考えられる22）．現時点にお

いて臨床使用可能な保存液としては，保存液 2が

適当であった．しかしながら，WPCを血液セン

ターから供給する製剤とする場合には，保存液 3

のような有効期限を十分保障できる血小板保存液

の使用が不可欠であると考えられる．Seto 液を用

いたWPC製剤の臨床使用が可能となることで，

多くのNHFTRの発生を抑制できると思われる．
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