
はじめに

輸血用血液中の白血球に起因する副作用は周知

され1）2），これらの副作用は白血球の種類に関連す

る．例えば，輸血関連移植片対宿主病（transfusion-

associated graft versus host disease：TaGVHD）

はTリンパ球がその発症に関与する3）．human

immunodeficiency virus（HIV）4）および human T-

cell lymphotropic virus（HTLV）はTリンパ球5），

Epstein-Barr virus（EBV）は主にBリンパ球6），

cytomegalovirus（CMV）は主にBリンパ球，単球，
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We assessed the performance of a leukocyte reduction filter, WBF2, which has been developed
for preparation of blood products with pre-storage leukocyte reduction, and analyzed residual leuko-
cyte subsets in the filtered whole blood.

Whole blood was collected from six healthy volunteer donors and filtered 4 hours after collection.
Leukocyte subsets of unfiltered and filtered whole blood were analyzed by flow cytometry, and abso-
lute cell numbers of each leukocyte subset were determined.

Total leukocyte counts per bag were 1.75±0.34×109 for the unfiltered blood and 2.23±1.37×104

for the filtered blood. Average log10 leukocyte reduction rate was 4.83. In the filtered whole blood, the
number of granulocytes, CD4＋ T lymphocytes, CD8＋ T lymphocytes and NK cells was 8.67±7.66×
103, 11.6±36.5×103, 4.05±0.80×103 and 1.66±1.35×103, respectively. No monocytes or B lympho-
cytes were detected in the whole blood after filtration.

These results show that leukocyte reduction rate using the WBF2 filter varies according to leu-
kocyte subset；in particular, monocytes and B lymphocytes are reduced more effectively by this fil-
ter.
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顆粒球に感染し7）8），感染性輸血副作用の原因にな

る．また，プリオンの伝播はBリンパ球などと関

連していることが指摘されている9）．

近年，このような白血球による輸血副作用の予

防に白血球除去血液が広く使用されている．白血

球除去のためフィルターが開発され，99.99％以上

の白血球を除去することができるようになっ

た10）．我が国では主に輸血時に臨床現場で使用さ

れているが，欧州諸国では輸血用血液から採血後

速やかに白血球を除去する prestorage leukocyte

reduction（保存前白血球除去）が導入されてい

る11）．このように，今後，白血球を減少させた血液

がさらに広く臨床応用されると思われるが，濾過

後の微量の残存白血球の性状に関しては不明な点

が多い．

そこで，我々は保存前白血球除去用に開発され

た全血用白血球除去フィルターを用い，フィル

ターの性能を評価するとともに残存白血球の分画

およびその数量を解析した．

材料と方法

1．白血球除去血液

文書による同意の得られた 6名の成人健常者か

ら 4連採血バッグ，保存前白血球除去システム・

カーミリューコトラップMAP（川澄化学工業）を

用い採血した．この 4連採血バッグには全血用白

血球除去フィルターWBF2（日本ポール）が組み

込まれた閉鎖回路系である（Fig. 1）．各健常者より

全血を 400ml 採血してACD-A液 56ml とよく混

合し検査用に 18ml 採取した後，室温にて約 4時

間静置保存した．落差 150cmで濾過した後，バイ

パスラインより空気を採血バッグに戻し，フィル

ター内の血液を回収した．

2．白血球数測定

濾過前後の全血中の白血球数はニワトリ赤血球

（cRBC）を内部算定基準として用いたフローサイ

トメトリー（FCM）法12）13）で測定した．血液 400

µl と LEUKOSOL（Pall,USA）575µl を混合し 5

分間室温で暗所に静置した．この操作によって白

血球の核酸が propidium iodide で蛍光標識され

る．4,000�µl の cRBC（Bio Sure，USA）を 25µl

添加しFACSCalibur（Becton Dickinson,San Jose,

CA）にて測定した．陰性対照としてBPF4 白血球

除去フィルターで 2回濾過した血液を同様に

LEUKOSOLと cRBCを添加し用いた．なお，2

回濾過した血液には，本方法で白血球が全く検出

されないことをあらかじめ確認している．Fig. 2

Fig. 1 Kami Leukotrap MAP, a whole blood in-line

filter system.

The blood container system incorporating an in-line

filter（WBF2）consisted of a collection container

with a 56-ml ACD, a MAP additive solution pack,

and a container for a plasma product.

Fig. 2 Flow cytometry dot plots of blood sample for

counting residual leukocytes.

400 ml of blood sample was stained with propidium
iodide and mixed with 100,000 chicken red cells ,

then analyzed by flow cytometry.
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Fig. 3 Flow cytometry dot plots of blood sample for determining the absolute cell

number of each leukocyte subset.

Each leukocyte subset was gated by fluorescence intensity associated with CD45

expression and side scatter light intensity, and analyzed to detect subset specific

antigens. The absolute number of each subset was determined by event number of

the cell population and of fluorescence beads.
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にFCMの解析図および白血球と cRBCのゲート

法を示した．白血球数および cRBCの計測数から

以下のように白血球濃度が算定される．

白血球濃度（�µl）＝

（白血球計測数－陰性対照白血球計測数）×250（�
µl）�cRBC計測数

3．白血球濃縮

濾過後の血液中の白血球は微量なので，白血球

分画解析のために濾過後全血 108ml を用いて

Sowemimo-Coker らの方法に従い濃縮した14）．6

本の 50ml 遠心管それぞれに比重 1.113g�ml の

Polymorphrep（第一化学薬品）を 22.5ml 入れて，

濾過後全血 18ml づつを緩速に重層した．400G，

22 分遠心した後，各遠心管の中間の白血球層を分

離した．この白血球層を集めてヒトアルブミン 1

％添加 PBSで 2 回洗浄し，最終容量を 400µl（270

倍）に濃縮した．濾過前の全血に関しては，全血

18ml を用い Polymorphrep 22.5ml で同様に白血

球層を 45 倍に濃縮し分離した．

なお，濃縮前後の白血球数をFCM法で算定し

回収率を算出し，濃縮後の検体での白血球分画解

析の妥当性も検討した．

4．白血球分画の解析

分離した白血球は蛍光標識抗体で反応させた

後，FACSCalibur で解析した．FITC標識抗 CD

3 抗体，PE標識抗 CD8 抗体，PerPC 標識抗 CD

45 抗体， APC標識抗 CD4 抗体の混合抗体試薬，

FITC標識抗 CD3 抗体，PE標識抗 CD16 抗体，PE

標識抗 CD56 抗体，PerPC 標識抗 CD45 抗体，

APC標識抗 CD19 抗体の混合抗体試薬，FITC

標識抗 CD14 抗体，PE標識抗 CD45 抗体，PerPC

標識抗 CD15 抗体の混合抗体試薬（Becton Dickin-

son）をそれぞれ用いた．対照にFITC標識コント

ロール抗体，PE標識コントロール抗体，PerPC

標識抗 CD45 抗体，APC標識コントロール抗体

（Becton Dickinson）の混合抗体試薬を用いた．

それぞれの混合抗体試薬各 20µl を既知数（約

50,000 個）の蛍光ビーズ入りTrueCOUNTチュー

ブ（Becton Dickinson）に添加し血液検体 50µl

を加えた．15 分間室温で反応させた後，溶血試薬

（Becton Dickinson）で溶血し PBSで洗浄後，再浮

遊した．FACSCalibur を用い，濾過前全血では蛍

光ビーズを 10,000 個，濾過後では 25,000 個計測す

るまで解析した．本方法での検出最低限度は 0.05�
µl であり，0.05～1,000�µl の範囲での直線性（r2＞

0.95）が認められている．

濾過前後の各白血球分画の解析をFig. 3 に示し

た．まずCD45 蛍光強度と側方散乱光（SSC）強度

でリンパ球分画，単球分画，顆粒球分画をゲート

し，それぞれに適合した抗原を解析した．リンパ

球分画ではCD3 陽性 CD4 陽性細胞をCD4 陽性

Tリンパ球，CD3 陽性 CD8 陽性細胞をCD8 陽性

Tリンパ球，CD3 陰性 CD19 陽性細胞をBリンパ

球，CD3 陰性 CD16＋56 陽性細胞をNK細胞とし

た．単球分画でCD14 陽性細胞を単球とし，顆粒球

分画ではCD14 陰性 CD15 陽性細胞を顆粒球とし

た．各白血球分画の細胞濃度は以下のように計算

される．

白血球分画細胞濃度（�µl）

＝［（白血球分画計測数－陰性対照計測数）×試験

管ビーズ総数］�［ビーズ計測数×50µl］

また，濾過前および濾過後の白血球数から，白

血球除去率は以下のように log10 除去率で示した．

log10 除去率

＝－log10［濾過後白血球数�濾過前白血球数］
結 果

1．白血球除去フィルターの性能

1 フィルター当たりの実際の濾過量は 434.5±

9.0ml，濾過時間は 7.2±1.7 分，流速は 63.1±14.9

ml�分であった．濾過前，濾過後の全血の白血球濃
度はそれぞれ，3924.5±374.4�µl，0.06±0.02�µl

以下であった．バッグ当たりの白血球数は濾過前，

濾過後の全血でそれぞれ，1.75±0.34×109，2.23±

1.37×104 個で，log10 除去率は平均 4.83 であった．

2．濃縮後の白血球の回収率

白血球除去血液を濃縮し，濃縮前後の白血球数

をFCM法で算定したところ回収率は 89.4±3.1％

（最大 106.2％，最小 84.9％）が得られた．

3．濾過後全血中の白血球分画

CD15 陽性細胞を顆粒球，CD14 陽性細胞を単

球，CD3 陽性細胞をTリンパ球，CD19 陽性細胞

をBリンパ球，CD16，CD56 陽性細胞をNK細胞
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とし，濾過前後の血液中の白血球分画を解析し

Fig. 4A にまとめた．濾過後は単球，Bリンパ球が

最もよく除去され，検出限度以下であり，log10

除去率はそれぞれ 5.78 以上， 5.97 以上であった．

Tリンパ球は相対的に除去率が低いが，CD4，CD8

陽性Tリンパ球の濾過後残存数はそれぞれ

11.6±36.5×103，4.05±0.80×103 であった．

これらの白血球分画の濾過前後の比率の変化を

Fig. 4B に示した．濾過前では顆粒球が最も多く

60.2±16.4％であったが，濾過後では 30.0±12.6

％と比率が低下していた．一方，CD4 および CD8

陽性Tリンパ球の濾過後の比率は，それぞれ

46.5±12.0％，16.9±5.0％と Tリンパ球が平均

63.4％を占めた．単球とBリンパ球は濾過後 0％

であった．

考 察

保存前白血球除去は我が国でも 1999 年 6 月に

厚生省中央薬事審議会で導入が決定されており，

今後さらに世界的に一般化される状況である．本

研究では保存前白血球除去血液の調製用に開発さ

れた白血球除去フィルター組み込み閉鎖回路式採

血バッグシステムを用いて，その性能と濾過後に

残存する白血球の種類を検討した．

白血球除去率は log10 除去率で平均 4.83 であり，

濾過後の残存白血球数は約 104 と優れた除去率が

得られた．採血 4時間後に濾過を行ない，血液が

室温以上の比較的温度の高い状況にもかかわらず

フィルターの性能は満足すべきと言ってよいだろ

う．Europe Council の白血球除去製剤の白血球数

基準値，1×106 以下15）を十分満たす成績であった．

濾過後の白血球は微量なので濃縮して解析した

が，本濃縮法による濃縮前後の白血球分画の比率

がほぼ同様とされている14）．我々も実際に平均

89.4％の白血球の回収率が得られているので，濃

縮による白血球分画の解析は十分評価が可能と思

われた．

濾過後では特に単球とBリンパ球がよく除去

されることが判明した．一般にフィルターによる

白血球除去の機序は白血球とフィルターの孔径と

の大きさの差による「ふるい」効果と，細胞接着

などによる「停留効果」が考えられている16）17）．白

血球は種類によって大きさや接着能力が異なるの

で，フィルターの白血球除去効果は白血球分画に

よって異なる可能性がある．単球とBリンパ球が

除去され易い理由も「ふるい」効果の差や接着能

力の差違による「停留効果」の差に起因する可能

Fig. 4 Changes in absolute cell number of each leukocyte subset of whole blood

products after filtration.

The cell numbers of each subset of blood samples before and after filtration and

Log10 reduction rate are shown in Figure 4A. Percentage of leukocyte subsets in

whole blood products are shown in Figure 4B. Each bar represents the mean of six

samples.
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性があるが，いずれにしても詳細な機序の解明に

はさらなる検討を要する．

単球には抗原提示機能があり，Bリンパ球と単

球はHLAクラス I抗原のみならずクラス II 抗原

を発現しているので，これらが除去され易いこと

は同種免疫反応の予防に，より好ましい結果と思

われた．また，単球は顆粒球とともにCMVの感染

細胞として重要な役割を果たしているので，CMV

感染の伝播の予防の観点からも有意義であろう．

Tリンパ球の除去率は最も低く，その結果濾過

後の白血球に占める割り合いは相対的に増加する

ことが判明した．したがって，白血球除去フィル

ターを用いてもTaGVHDなどのTリンパ球に起

因する輸血副作用は依然として注意を要する．た

だし，その絶対数は 103―104 と極めて少ない数量

である．我々は，新鮮凍結血漿（FFP）にも生き

たTリンパ球が 103―104 は存在することを示した

が18），これまでFFPで TaGVHDが発症したとい

う明らかな報告はない．したがって，白血球除去

フィルターによってTaGVHDの発生を皆無にす

ることはできないにしても，その発生頻度を極め

て低くする可能性がある．

同種白血球は免疫性輸血副作用のみならず感染

性副作用の原因となり，その副作用は白血球分画

の種類に密接に関連している．白血球除去血液が

一般化しても，白血球除去フィルターでは白血球

が皆無にはなるわけではない．したがって，どの

ような白血球分画が残存しているかを解析し，輸

血副作用の予防効果との関連性を考察することは

意義あることと思われた．
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