
1．はじめに

非溶血性輸血副作用には，発熱，蕁麻疹，アレ

ルギー様反応，血圧低下などが知られ，その原因

として抗白血球抗体，抗血小板抗体，抗血漿タン

パク抗体などの関与が報告されている．一方，こ

れらの抗体の関与では説明できない副作用の成因

として，保存によって蓄積する混入白血球由来お

よび血小板由来のサイトカインやケモカインの関

与が認識されるようになってきた．製剤中の混入

白血球に由来するものとして interleukin-1（IL-

1），tumor necrosis factor-α（TNF-α），IL-6，IL-8

などの炎症性サイトカインやケモカイン1）～6），血

小板由来のものとしては，RANTES，β-thrombo-

globulin（β-TG），platelet factor-4（PF4）などの

ケモカイン，transforming growth factor-β（TGF-

β）などのサイトカインをあげることができ

る7）8）．我々は，これまでわが国のアフェレーシス

由来血小板濃厚液（PC）ならびに赤血球製剤（RC-

MAP）において，これらのサイトカインの保存に

よるレベルの変化について検討してきた9）～11）．本

稿では，その結果を中心として非溶血性輸血副作

用との関連について考察するとともに，近年注目

されている可溶性 Fas ligand や，可溶性 CD40

ligand についてふれたい．

2．白血球由来サイトカインレベルの変化

血小板製剤の保存期間と輸血副作用の解析の結

果，保存期間と輸血副作用の発生頻度および重篤

度には関連があり，保存 3 日目以降の製剤におい

て副作用の頻度が高いことが報告された．そのた

め血液製剤の保存中にレベルが増加する生理活性

物質によって輸血副作用が惹起される可能性が考

えられた．1993 年，Muylle ら1）は炎症性サイトカ

インである IL-1，IL-6，TNF-α に着目し，全血由来

の血小板製剤において，これらのサイトカインが

保存日数と混入白血球数に依存して増加するこ

と，そのレベルは臨床症状を惹起しうるレベルで

あることを報告した．IL-1，IL-6，TNF-α はいずれ

も炎症反応の鍵となるメディエーターであり，ま

た互いの相乗作用も知られている．IL-1 と TNF-

α は，中枢でのプロスタグランジン合成を促し，そ

のプロスタグランジンは温度セットポイントを上

昇させることで発熱を誘起する．また Stack ら2）は

直接的な発熱作用はないものの，好中球走化作用

を持つ IL-8 が高値になることを報告した．

これらのサイトカインが，発熱などの非溶血性

輸血副作用に関与することは，Muylle ら1）3）及び

Heddle ら4）の臨床研究によって強く示唆されてい

る．Muylle ら1）はベッドサイドで混入白血球数を

総 説

保存による血液製剤中のサイトカインレベルの変化

藤原 満博1） 若本志乃舞1） 池淵 研二1）2）

東 寛1） 池田 久實1）

1）北海道赤十字血液センター
2）東京医科大学・生化学

CHANGES IN CYTOKINE LEVELS IN BLOOD COMPONENTS DURING STORAGE

Mitsuhiro Fujihara1）, Shinobu Wakamoto1）, Kenji Ikebuchi1）2）,
Hiroshi Azuma1）and Hisami Ikeda1）

1）Hokkaido Red Cross Blood Center, 2）Tokyo Medical University

nonhemolytic transfusion reactions, proinflammatory cytokines, RANTES, soluble Fas
ligand, soluble CD40 ligand

Key words：

Japanese Journal of Transfusion Medicine, Vol. 47. No. 6 47（6）：829―836, 2002



減らした PC を輸血された 45 人の患者を解析し

た結果，6 人の患者に発熱反応を伴った輸血副作

用がみられ，それらの患者に輸血された PC 中の

TNF-α，IL-1β，IL-6 の濃度は，輸血副作用のみら

れなかった患者に輸血された PC よりもいずれも

有意に高値であったと報告している．また，Hed-

dle ら4）は PC を血漿成分と細胞成分にわけ，それ

ぞれを患者に 2 時間置きに輸血し副作用の発生と

の関連を検討した．その結果血漿成分と副作用の

発生との間に相関をみいだし，重症例においては，

他の症例に比べ血漿成分中の IL-1β および IL-6

レベルが有意に高いことを示した．さらに Muylle

ら3）は混入白血球数の多い Platelet-rich Plasma

PC（PRP-PC）（平均 1.43×109 個）と混入白血球数

の少ない Buffy coat 法で調整した PC（BC-PC）

（平均 0.15×109 個）の輸血による非溶血性副作用

の頻度を解析した結果を報告している．PRP-PC

では 9.3％，BC-PC では 2.7％ の頻度で副作用がみ

られた．IL-6 レベルは PRP-PC が 79±240pg�ml

に対し，BC-PC では 1±7pg�ml であった．即ち輸

血副作用の頻度と混入白血球数そして IL-6 レベ

ルとの間の相関が高いことが示された．こうした

一連の研究報告から，血小板製剤の非溶血性輸血

副作用の成因の一つとして混入白血球由来の炎症

性サイトカインの蓄積が認識されるに至ってい

る．

保存によるサイトカイン産生に関するこうした

欧米での報告の多くは，混入白血球数の多い PRP-

PC を用いたものである．わが国では血小板製剤

の 99％ がアフェレーシス PC であるので，アフェ

レーシス PC の保存における TNF-α，IL-1β，IL-

6，IL-8 の変化について我々は検討をおこなっ

た9）．また単球由来のケモカインである monocy-

te chemoattactant protein-1 が，好塩基球からヒ

スタミン放出を惹起することが知られており12），

アレルギー性の副作用の観点からそのレベルにつ

いても測定した．これらの中で IL-8 の増加が最も

顕著であった．Fig. 1 に示すように，保存 3 日目の

アフェレーシス PC 中の IL-8 レベルを混入白血

球数に対してプロットしてみると，約 1×106 個�
ml，即ちバッグあたり約 2×108 個以上になると

IL-8 の産生がみられるようになる．他のサイトカ

インにおいても，同様の傾向がみられた．しかし

ながら，アフェレーシス機器の改良によってわが

国のアフェレーシス PC 中の混入白血球数は著し

く減少している．実際，1999 年に日本赤十字社中

央血液センター医薬情報部に副作用報告された

PC 中の混入白血球数は 4.76±9.91（×107）（n＝

181）と報告されている13）．また，わが国では血小

板製剤の保存期間が採血後 72 時間と欧米よりも

短い．1997 年以降，輸血副作用のみられた患者に

輸血された製剤の IL-1β，IL-6 のレベルを測定し

たが，いずれの検体においても，それぞれのサイ

トカインのレベルは発熱やアレルギー反応と関連

するものではなかった．以上のことから，わが国

においては，混入白血球由来の炎症性サイトカイ

ンが PC による非溶血性輸血副作用に関与する可

能性は極めて低いと結論できる．但し，混入白血

球が少ないといえども，製剤の細菌汚染の場合に

は炎症性サイトカインが高値になることが推測さ

れ，この点は念頭に置いておく必要がある．

3．血小板由来サイトカインレベルの変化

混入白血球由来の輸血副作用を予防するため

に，白血球除去の努力がなされているが，混入白

Fig. 1 IL-8 levels versus initial WBC counts . IL-8

level in apheresis PCs stored for 3 days was plotted

as a function of the initial count of WBCs in the

apheresis PCs. Values plotted are the means of du-

plicate IL-8 measurements.
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Table 1　Levels of RANTES and TGF-β1 in apheresis PCs during storage＊

Day 5Day 3Day 1Day 0

152.1（162.3）± 80.6 †108.3（104.2）± 80.9 †56.8（32.7）± 55.628.8（23.5）± 21.2RANTES （50.3 � 311） （20.4 � 248.7） （15.6 � 204.6）  （6 � 75.8）

56.3（48.6）± 29.9 †40.6（32.4）± 28.122.6（18.2）± 15.815.7（11.5）± 11.2
TGF-β1 （16.8 � 108）（10.9 � 98.2）（11.8 � 58.7）（3.9 � 31.8）

＊ RANTES and TGF-β1 levels are expressed as ng per mL ; data represent means（median）± SD with range（n ＝ 10）.
† p ＜ 0.0167 in comparison to Day 0 values. Reprinted with permission from TRANSFUSION 1999；39：498 � 505, 
published by the American Association of Blood Banks.

血球の少ない製剤においても依然と輸血副作用が

みられることから，白血球以外の要因が検討され

てきた．RANTES，β-TG，PF4 などのケモカイン

や，TGF-β1，VEGF（vascular endothelial growth

factor），可溶性 CD40 ligand（CD40L）などのサイ

トカインが血小板から放出され保存とともに増加

することが報告されている7）8）14）15）．

RANTES

RANTES は好酸球や好塩基球に対し強力な走

化作用を有するとともに，好塩基球の脱顆粒を引

き起こしアレルギー反応に関与するヒスタミンの

遊離を惹起することが知られており，非溶血性輸

血副作用の一つの要因となる可能性が考えられ

た．Kl�uter ら16）は輸血副作用の原因 PC 中のサイ

トカイン・ケモカインを測定し，副作用症状別に

比較した．非溶血性輸血副作用のうちアレルギー

反応をおこした PC 上清中の RANTES レベル

は，対照群（血液センターで 3 日間保存した PC

上清）に比べ有意に高値であった．一方，発熱反

応ならびに循環系の輸血副作用のみられた PC 上

清中の RANTES レベルは，対照と有意差はみら

れなかった．この結果から輸血に伴うアレルギー

様反応の発現への RANTES の関与を示唆してい

る．

アフェレーシス PC での RANTES の変動をみ

た我々の結果を Table 1 に示す10）11）．採血後 28.8

±21.2ng�ml から，3 日目では 108.3±80.9ng�ml，

5 日目では 152.1±80.6ng�ml と保存とともに増

加を示した．RANTES レベルは，混入白血球数に

は相関せず，血小板数に相関することから，血小

板そのものからの放出による蓄積であることが裏

付けられた．混入白血球由来のサイトカイン産生

の予防に，保存前白血球除去フィルター処理が有

効であることは，我々を始め多くの報告があ

る3）4）9）．しかし血小板からの RANTES の放出に

Fig. 2 Effect of prestorage filtration on RANTES

and TGF-β1 levels in apheresis PCs during storage.

Values are the median for six donors. Open column,

unfiltered apheresis PCs；Closed column, filtered

aperesis PCs . Reprinted with permission from

TRANSFUSION 1999；39：498―505, published by

the American Association of Blood Banks.

Fig . 3 Effect of prestorage gamma radiation on

RANTES and TGF-β1 levels in apheresis PCs dur-

ing storage. Values are the median for six donors.

Open column, unirradiated apheresis PCs；Closed

column , irradiated aperesis PCs . Reprinted with

permission from TRANSFUSION 1999；39：498―

505, published by the American Association of

Blood Banks.
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は Fig. 2 に示すように影響はみられない10）11）．少

なくとも保存前フィルトレーションにより血小板

の活性化を亢進させるというような悪影響はない

といえるが，これらサイトカインレベルの減少に

は無効であることは，留意しておく必要がある．

また輸血後 GVHD の予防に用いられているガン

マ線照射についても，保存による増加に関しては

全く影響はみられなかった（Fig. 3）．

3 日あるいは 5 日保存のアフェレーシス PC で

は 100～150ng�ml の RANTES が検出されたが，

これは臨床上意味のあるレベルであろうか？

RANTES レベルが 100～150ng�ml の PC 200ml

が 60～70kg の患者に輸血されたと仮定すると，

患者血中濃度は約 1nM と計算できる．そこで，1

nM の RANTES 濃度に調製した保存 PC の上清

による好塩基球からのヒスタミン放出ならびに走

化能活性化について検討を試みた17）．この保存

PC の上清によって，いずれの指標においても活

性がみられたが，走化能活性化作用は，抗 RAN-

TES 中和抗体で阻害されたのに対し，ヒスタミン

放出は阻害されなかった．即ち，PC 中に蓄積した

RANTES は患者血中にて想定される濃度で生理

活性を示すものの，好塩基球からのヒスタミン遊

離には別の因子が関与することが推察される．

RANTES による好塩基球からのヒスタミンの

放出を in vitro の系でみた Kuna ら18）の報告では，

1 nM で約 15％ のヒスタミン放出を惹起するとし

ている．一方，Biscoff ら19）及び Hartmann ら20）の報

告では，RANTES は 1 nM から強い走化能活性化

作用を示すのに対し，好塩基球からのヒスタミン

放出にはより高濃度（100 nM 以上）を要するとし

ている．また RANTES の属するケモカイン・レ

セプターの発現及び機能に関する研究からも，

RANTES の好塩基球に対する生理活性は，ヒスタ

ミン等の放出反応の惹起よりも走化能活性化作用

が主体とされている（Fig. 4）21）．我々の検討結果

は，これらの報告と一致している．従って，保存

PC 中の RANTES 単独で好塩基球から脱顆粒を

引き起こし，それがアレルギー反応等の非溶血性

輸血副作用の直接の成因となる可能性は低いと考

えられる．他のサイトカインや生理活性物質など

との相乗効果や，受血者側の要因（RANTES に対

する感受性の違いなど）を考慮にいれた検討が必

要と思われる．

TGF-β1

TGF-β1 の生物活性はきわめて多彩であるが，

免疫・造血細胞の作用においては，単球機能の促

進，cytotoxic T 細胞の増殖，NK 細胞機能の抑制

が知られている．B 細胞に対しては IgM，IgG 産生

を抑制し，IgA 産生を促進する．従って，輸血に

伴う一連の生体反応における TGF-β1 の正確な役

割は不明である．少なくとも，Kunz ら22）の報告で

は，PC 輸血によって血液系の腫瘍患者において

血漿レベルの有意な増加（輸血前：2.2±0.5ng�
ml；輸血後：2.9±0.6ng�ml）を観察し，血小板製

剤の輸血による骨髄抑制の可能性を報告してい

る．アフェレーシス製剤での TGF-β1 レベルの変

動をみた我々の結果では，採血後 15.7ng�ml から

保 存 5 日 目 で 56.3ng�ml と 増 加 し た（Table

1）10）11）．RANTES と同様，TGF-β1 レベルは混入

白血球数には相関せず，血小板数そのものに相関

した．また保存前フィルトレーションやガンマ線

照射は，保存による TGF-β1 レベルの増加に影響

を及ぼさなかった（Fig. 2，3）．Wadhwa ら23）は，

Spectra LRS（Leukocyte Reduction System）及び

in line フィルトレーションを組み込んだ MCS＋

LDP（Leukodepleted product）で 採 取 し た PC

間において血小板由来のサイトカイン（TGF-β1，
RANTES，PF4，β-TG）の保存後の変動を比較して

いる．TGF-β1 レベルの増加は MCS＋LDP で採取

Fig. 4 Main chemokine receptors expressed on hu-

man basophils and their ligands. The scheme shows

CC-chemokine receptors that have been exten-

sively characterized in terms of function and bind-

ing properties.
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した PC で多く，PF4，β-TG の増加は逆に Spectra

LRS で多かった．RANTES レベルの増加には両

者に違いはみられなかった．採取保存後の血小板

由来のサイトカインの量に機種間に違いがあるこ

とから，コントロールされた臨床試験によってこ

れらのサイトカインの非溶血性輸血副作用への関

与も明らかになるかもしれない．

可溶性 VEGF

議論のあるところではあるが，輸血による腫瘍

塊の増大や転移の促進が報告され，血液製剤中に

血管新生因子が増加する可能性も考えられてい

る．こうした背景で Nielsen ら14）が，内皮細胞の増

殖や生存因子として働く VEGF に着目し，可溶性

型のアイソタイプである VEGF165 の血液製剤中

におけるレベルを測定している．我が国のアフェ

レーシス PC 中の VEGF165 レベルを測定した我々

の結果では，製剤調製後 27.3±5.2pg�ml から保存

後 3～5 日で 75.4±18.3pg�ml と有意な増加がみ

られた（Fig. 5）．しかし，健常人のクエン酸採血に

よる血漿中 VEGF165 レベルは中央値 19（13～

37）pg�ml と報告されている14）．また in vitro に

おける内皮細胞の増殖は，＞100pg�ml で惹起さ

れることが報告されており24），保存によって PC

中に増加する VEGF165 レベルは，輸血の際の循環

血中での希釈を考慮すると増殖活性を惹起するに

は十分とはいえないだろう．また VEGF は一酸化

窒素依存性の血圧低下を引き起こすことがウサギ

およびブタによる試験で報告されているが25），そ

のウサギ大動脈血管標本を用いた系では，10－9M

以上の濃度で弛緩作用がみられた．従って，輸血

副作用としての血圧低下の観点においても，PC

中の VEGF の関与は低いと考えられる．

可溶性 CD40 ligand

CD40 ligand（CD40L，CD154）は，もともと CD

4＋T 細胞において同定された TNF-α に類似構造

をもつ膜貫通型タンパクである．T 細胞上の CD

40L と B 細胞上の CD40 の相互作用は，B 細胞の

増殖，イムノグロブリンのクラススイッチ，抗体

産生に必要とされ，体液性免疫系において重要な

働きを担っている．また CD40-CD40L 系は抗原提

示細胞の活性化に必要とされ，さらに近年線維芽

細胞・上皮細胞・内皮細胞などの組織構成細胞の

活性化においても必須であることが示されてい

る．これらの細胞では CD40L を介した CD40 分子

の架橋によって炎症性サイトカイン（IL-1，IL-6，

IL-8）の産生，シクロオキゲナーゼ―2 の誘導，発

熱 反 応 の 鍵 と な る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2

（PGE2）の産生が誘導される．また CD40L は血小

板中に存在し，活性化によって表面に発現・放出

され創傷に関与する26）．こうした報告をもとに最

近 Phipps ら15）は，保存後 5 日目の PC において可

溶性 CD40L のレベルは 3ng�ml から 7ng�ml 程

度であること，さらに，保存した PC の上清をヒト

の肺線維芽細胞と 72 時間インキュベーションす

ると有意な PGE2 産生を引き起こし，この産生は

抗 CD40L 中和抗体によって完全に阻害されるこ

とを示した．また 1�200 に希釈した PC の上清に

おいても，PGE2 産生をみとめた．これらの結果か

ら著者らは，血小板製剤中の可溶性 CD40L に

よって血小板輸血に伴う発熱反応が引き起こされ

る可能性を提唱しており，わが国の製剤での検討

が望まれる．

4．赤血球製剤の保存における

サイトカインレベルの変化

4～6℃ で保存される赤血球製剤においても，保

存による炎症性サイトカインレベルの増加につい

Fig. 5 VEGF165 levels in apheresis PCs during stor-

age. Day 0, n＝21；Day 3―5, n＝25. ＊：p＜0.05, by

unpaired nonparametric Mann-Whitney test.
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Table 2　Bioactive substances in stored blood components

Possible involvement in NHTRsBioactive substance

fever, chills, nausea, and discomfortIL-1

fever, chills, nausea, and discomfortIL-6

feverTNF- α

transfusion-related acute lung injuryIL-8

immunosuppressionsFas ligand

immunosuppressionsHLA class �，�
tumor growth,（hypotension）sVEGF（isotype 165）

allergic reactions, tumor growthHistamine

allergic reactionsRANTES, β-TG, PF4

myelosuppresive effectTGF- β

feversCD40 ligand

tissue damage, tumor growthMyeloperoxidase

tumor growthPlasminogen activator inhibitor-1

immunomodulation, tissue damageEosinophil cationic protein（ECP）

immunomodulation, tissue damageEosinophil protein X（EPX）

transfusion-associated acute lung injuryBioactive lipids（lyso-PC, lyso-PAF）

inflammationNeutrophil-derived protein YKL-40

て，Stack ら27）が検討している．IL-8 レベルは，赤

血球製剤（混入白血球数：（4,760±3,870）×103�
ml）の 20％ で，保存 28 日以降 1,000pg�ml をこえ

たのに対し，IL-1β レベルは 13pg�ml をこえるも

のはなく，また IL-6 はどの製剤でも検出限界以下

であったと報告している．我々の施設においても，

RC-MAP 中の IL-8，IL-6，及び IL-1β レベルを 7 週

まで検討した28）．IL-8，IL-1β レベルは，保存とと

もに増加がみられたが極めて低値（＜7pg�ml）で

あり， また IL-6 レベルの増加はみられなかった．

従って，RC-MAP の保存においては，これら白血

球由来の炎症性サイトカインが，臨床症状に直接

結びつくようなレベルになることはないと考えら

れる．

Ghio ら29）は血液製剤による免疫抑制が，保存し

た製剤中に蓄積する生理活性物質によるものであ

る可能性を検討した．著者らは，赤血球製剤や血

小 板 製 剤 の 保 存 に よ っ て 可 溶 性 Fas ligand

（FasL）及び可溶性 HLA クラス I が増加し，アポ

トーシス誘導等の機序で in vitro の MLR 反応や

CTL 活性を抑制することを示した．これらの生理

活性物質レベルの増加は，混入白血球数ならびに

保存期間に相関している．保存前白血球除去製剤

では，in vitro での MLR 反応や CTL 活性の抑制

作用はみられない．抑制効果がみられるのは，製

剤あたり 1～3×109 の混入白血球数を含有した保

存後 30 日の赤血球製剤であるが，可溶性 FasL

及び可溶性 HLA クラス I レベルは，それぞれ 20

ng�ml，4µg�ml に増加していた（保存 5 日目では

それぞれ 1ng�ml，1.5µg�ml 程度）．in vitro の系

において，可溶性 HLA クラス I は，2µg�ml 以上

でアポトーシス誘導を惹起し，MLR 反応や CTL

活性の抑制を示す30）．また可溶性 FasL は 10ng�
ml でアポトーシス誘導の惹起，MLR 反応の抑制

を示す．しかし彼らの系では未希釈の保存製剤上

清を用いた in vitro 試験であるため，実際の輸血

時に実効濃度になるかどうかについて今後の検討

が必要である．

尚，製剤あたり 1～3×109 個の混入白血球数を

含有した保存後 5 日の血小板製剤においても，

MLR 反応や CTL 活性の抑制作用がみられるこ

と29），さらに，自己血保存においても同様な現象

が報告されているが30），我々の RC-MAP を用い

た予備検討では，保存 4 週間後においても可溶性

FasL レベルは健常人の血漿レベル（0.1ng�ml）以

下であった．

5．おわりに

血小板製剤ならびに赤血球製剤の保存によるサ
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イトカインの蓄積について概説してきた．本稿に

おいてはサイトカイン・ケモカインに限局した

が，ヒスタミン，セロトニン，白血球逸脱酵素，

血小板内酵素，活性脂質などの生理活性物質レベ

ルの増加も非溶血性輸血副作用との関連で検討さ

れてきている31）～34）（Table 2）．非溶血性輸血副作

用に対するサイトカイン及び生理活性物質の関与

の研究においては，増加したレベルが in vitro に

て輸血副作用に関連する活性を惹起しうるレベル

か，さらに in vivo 即ち輸血時に生体に影響をあた

えるか否かが重要である．血液製剤中の混入白血

球が減少した今日においては，保存によって増加

するサイトカインならびに生理活性物質が単独で

活性を惹起しうる例は少ないようにみうけられ

る．しかしサイトカインや生理活性物質において

は相加・相乗作用がよく知られている．また健常

人では影響のないレベルであっても，実際に輸血

を受ける患者においては，サイトカインや生理活

性物質に対する感受性の個人差に加え，原疾患，

感染，免疫抑制治療等の要因によって，副作用を

惹起しうる可能性は否定できない．今後こうした

観点にたった検討がなされていく必要があると考

える．
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