
はじめに

自己血輸血は，同種血輸血と比較して輸血後

GVHD，抗体産生，アナフィラキシーなどの免疫学

的副作用や，輸血後感染症を回避できるという点
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To clarify the effectiveness of prestorage leukocyte reduction for whole blood contaminated
with endotoxin, we analyzed biochemical mediators, levels of cytokines, and aggregates in blood sam-
ples on storage for five weeks.

From 12 healthy donors, 400 mL of blood were collected into CPDA-1 bags as autologous blood
samples. A standard E. coli-derived endotoxin（500pg�mL）was pulsed into all of the bags. Half of each
blood sample was filtered to eliminate leukocytes. We assayed pH, Na, K, ATP, free Hb, 2,3-DPG,
LDH, bradykinin, C3a, aggregates, RANTES, granulocyte elastase, IFN-γ, IL-1β, TNF-α, and IL-6 at 3
hours and on days 7, 14, 21, and 35.

There was no adverse effect of leukocyte reduction on erythrocytes. Levels of IL-1β and IL-6 in
the leukocyte-reduced blood were significantly lower than those in blood without reduction. It was
confirmed that the number of aggregates was decreased by filtration for leukocyte reduction.

These results suggest that prestorage leukocyte reduction to reduce the risk of endotoxin-
related adverse reactions is feasible for storage of autologous blood bags for five weeks, especially for
patients with jaundice.
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で，安全な輸血方法として積極的な導入が推進さ

れている．また近年では，消化器癌症例における

待機的手術の輸血として，自己血輸血を使用する

例が増加している．しかしながら，閉塞性黄疸を

伴う症例で自己血輸血を行った場合，製剤にエン

ドトキシンが混入し，輸血後副作用を惹起する恐

れがあることが指摘されている1）．一方，同種血液

製剤に対し，欧米では製剤の品質向上および輸血

後副作用対策として，採血後速やかに白血球除去

を行う保存前白血球除去（prestorage leukocyte

reduction；PreSLR）を行っており，有効であると

されている2）．今回我々は，エンドトキシンの混入

が血液製剤に与える影響，およびその対策として

の PreSLR の有用性について検討した．

材料と方法

1．採血

健常男性ボランティア 12 名から，厚生労働省医

薬安全局による自己血輸血のガイドラインに従

い，CPDA-1 入り血液バッグ（テルモ）を用い 400

mL採血した．なお，参加者には本研究への協力を

文書にて同意を得，検体は匿名化して取り扱った．

2．エンドトキシン添加濃度の検討

エンドトキシンは大腸菌由来標準品エンドトキ

シン（和光純薬）を用いた．エンドトキシンは早

期にマクロファージにTNF-αを産生させること
が知られている．そこで，使用するエンドトキシ

ン濃度を求める予備実験として，健常人 3例の末

梢血単核球細胞に 0，100，250，500，1,000，5,000pg�
mLの濃度の大腸菌由来精製エンドトキシンを加

えて，24 時間培養し単核球の細胞内TNF-αを
cytofix�cytoperm kit（Pharmingen，San Diego，
CA，USA）およびフローサイトメトリー

（FACScan，Becton Dickinson，Mountain View，

CA，USA）にて検出し，単核球分画における

TNF-α陽性細胞頻度が最も増加した濃度を求
め，以下の実験を進めた．

3．白血球除去

採血したバッグに上記エンドトキシンを加え，

3時間室温にて静置後バッグを 2等分し，一方は

ポリウレタン多孔質体濾材の白血球除去フィル

ター（試作品：テルモ）にて白血球除去を行い

（白除群），他方は白血球除去を行わないコント

ロール群（非白除群）とした．なお，エンドトキ

シンを添加しない自己血に対する保存試験につい

ては諸家の報告がある2）5）6）8）．

4．製剤の保存試験

バッグは 4～6℃にて 35 日間保存し，経時的に

サンプリングを行った．day0 は 3 時間静置，2

分割，白血球除去を終了した時点とした．白血球

数，赤血球数，血小板数は全自動血球計数装置

（Coulter counter MAXM，ベックマン・コール

ター）で測定した．なお，白血球除去能評価のた

め，白除直後の白血球数をナジェット法にて測定

した．Na，Kは自動分析装置（7170 形，日立），

pHは血液ガス分析装置（280，バイエルメディカ

ル）を用いた．他にATP（ATPキット，アスカ純

薬），遊離ヘモグロビン濃度（ヘモグロビン―テス

トワコー，和光純薬），2，3-DPG（2，3-DPG，ア

スカ純薬），LDH（JSCC標準化対応法，SRL），エ

ンドトキシン（エンドスペシー法，SRL）の測定を

行った．また，day0 におけるブラジキニン（RIA

法，SRL），C3a（RIA法，SRL）濃度を測定し，

day35 における凝集塊数（コールターカウンター

Z2，ベックマン・コールター），および無菌試験を

行った．無菌試験は，第十四改正日本薬局方の生

物学的製剤基準，無菌試験法，1．直接法に準拠し

て行った．即ち，液状チオグリコール酸培地 I（培

養温度 30.0～32.0℃），ソイビーン・カゼイン・ダ

イジェスト培地（培養温度 21.9～22.0℃）を用いて

14 日間培養し，発育の有無を観察した．バッグ内

血清中のサイトカインは，IL-1β，TNF-αは
ELISA法（SRL），IL-6 は CLEIA法（SRL），IFN-

γはEIA法（SRL）で測定した．その他のケミカル
メディエータとして，RANTES（ELISA法，SRL），

顆粒球エラスターゼ（EIA法，SRL）の測定を行っ

た．

結 果

1．白血球除去による赤血球への影響

白血球除去により，白血球の 99.98±0.02％

（mean±SD，n＝12），血小板の 99％が除去され

たが，赤血球の損失はほとんど見られなかった．

また，Na，K濃度は白除群，非白除群の間で有意
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Table 1.　Hematology of endotoxin-contaminated whole blood on storage for five weeks.

Storage period（days）
Measurement

35211470

　4.4 ± 0.8　4.4 ± 0.8　4.4 ± 1.0　4.8 ± 0.8　5.1 ± 1.1ControlWBC
（× 103/μL） 　0.1 ± 0.0 ＊　0.1 ± 0.0 ＊　0.1 ± 0.1 ＊　0.1 ± 0.0 ＊　0.1 ± 0.1 ＊PreSLR

172.8 ± 30.5177.7 ± 26.4181.8 ± 31.1188.9 ± 43.2219.7 ± 41.3ControlPlatelet
（× 103/μL） 　4.5 ± 2.5 ＊　2.5 ± 0.5 ＊　2.3 ± 2.0 ＊　2.2 ± 0.8 ＊　2.3 ± 1.9 ＊PreSLR

　4.5 ± 0.4　4.5 ± 0.3　4.2 ± 0.5　4.5 ± 0.4　4.5 ± 0.4ControlRBC
（× 106/μL） 　4.4 ± 0.4　4.4 ± 0.4　4.4 ± 0.4　4.4 ± 0.4　4.5 ± 0.3PreSLR

149.9 ± 1.8156.4 ± 1.7159.3 ± 1.8163.2 ± 1.7167.9 ± 2.0ControlNa
（mEq/L） 151.3 ± 1.9157.2 ± 1.5159.3 ± 1.1162.8 ± 1.5168.0 ± 2.0PreSLR

 27.8 ± 2.3 20.6 ± 1.8 15.9 ± 1.4 11.4 ± 1.2　3.5 ± 0.4ControlK
（mEq/L）  26.5 ± 2.4 19.7 ± 1.9 15.3 ± 1.5 11.0 ± 1.2　3.5 ± 0.4PreSLR

n ＝ 12，＊ p ＜ 0.05 （mean ± SD）

Table 2.　Hematology of endotoxin-contaminated whole blood on storage for five weeks.

Storage period（days）
Measurement

35211470

 37.6 ± 8.4 52.0 ± 8.358.5 ± 7.468.6 ± 5.263.6 ± 5.7ControlATP
（μmol/mL）  43.1 ± 8.5 55.5 ± 8.359.7 ± 7.067.4 ± 5.664.1 ± 5.3PreSLR

 47.2 ± 32.2 19.9 ± 13.414.6 ± 11.915.2 ± 10.212.5 ± 9.3ControlFree Hb
（mg/dL）  33.0 ± 29.3 15.7 ± 12.611.2 ± 9.311.3 ± 7.2 9.0 ± 8.3PreSLR

 0.07 ± 0.02 0.06 ± 0.030.12 ± 0.160.57 ± 0.201.40 ± 0.20Control2, 3-DPG
（μmol/mL）  0.09 ± 0.03 ＊ 0.11 ± 0.100.18 ± 0.130.78 ± 0.20 ＊1.47 ± 0.26PreSLR

1,726 ± 2641,292 ± 295 898 ± 253 796 ± 205 609 ± 134ControlLDH
（IU/L/37℃）  299 ± 40 ＊ 262 ± 40 ＊ 247 ± 19 ＊ 243 ± 21 ＊ 240 ± 23 ＊PreSLR

 6.46 ± 0.02 6.55 ± 0.036.62 ± 0.026.76 ± 0.036.97 ± 0.05Control
pH

 6.53 ± 0.03 ＊ 6.61 ± 0.03 ＊6.69 ± 0.03 ＊6.83 ± 0.03 ＊6.98 ± 0.05PreSLR

n ＝ 12，＊ p ＜ 0.05 （mean ± SD）

差は見られなかった（Table 1）．

ATP，血漿ヘモグロビン濃度は白除群，非白除

群の間で有意差は見られなかった． 2，3-DPGは，

day7，day35 で白除群が有意に高値を示し，LDH

は保存開始時から白除群の方が有意に低値を示し

た．pHは day7 以降で有意差が見られ，白除群に

おいてより良好な状態で保存されることが示され

た（Table 2）．

day0 における C3a 濃度は白除群の方が有意に

高値を示したが，ブラジキニン濃度については白

除群，非白除群の間で有意差は見られなかった．

day35 におけるバッグ内凝集塊数は，20µm未満，
20µm～60µmともに白除群の方が有意に少な
かった．また無菌試験は白除群，非白除群ともに

すべて陰性であった（Table 3）．

2．添加エンドトキシン濃度およびその変化

TNF-α陽性細胞頻度は添加エンドトキシンの
濃 度 が 0，100，250，500，1,000，5,000pg�mL
の時それぞれ平均 0.05，0.15，0.33，1.07，0.23，

0.17％であったため，添加するエンドトキシン濃

度を 500pg�mLとした． エンドトキシン濃度は，
保存期間中大きな変化は見られなかったが，
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Table 3.　Hematology of endotoxin-contaminated whole blood on storage for 

five weeks.

Storage period（days）
Measurement

350

N.T285.3 ± 46.8controlC3a
（ng/mL） N.T420.3 ± 65.5 ＊PreSLR

N.T 89.5 ± 29.4controlBradykinin
（pg/mL） N.T108.9 ± 50.6PreSLR

43,847 ± 21,445N.TcontrolAggregates
（～ 20 μm）（/mL）  293 ± 197 ＊N.TPreSLR

 470 ± 274N.TcontrolAggregates
（20 ～ 60 μm）（/mL）  6.7 ± 7.0 ＊N.TPreSLR

NegativeN.Tcontrol
Sterility test

NegativeN.TPreSLR

C3a, Bradykinin；n ＝ 6，Aggregates，Sterility test；n ＝ 12， （mean ± SD）
＊ p＜ 0.05，N.T Not tested

day0，day14 で有意差が見られ，白除群の方が若

干低濃度を示した（Fig. 1）．

3．サイトカイン濃度の変化（Fig. 2）

IL-1β，IL-6 は，白除群では保存開始時よりほと
んど変動せず低値を示したのに対し，非白除群で

は IL-1β，IL-6 ともに経時的に上昇した．TNF-α
は day0 では有意差は見られなかったが，day7

には 1�3 の濃度となり，白除群で有意に低値を示
した．IFN-γは経時的に上昇したが，白除群と非白
除群で有意差は見られなかった．

4．その他ケミカルメディエータの変化（Fig.

2）

顆粒球エラスターゼは，day0 では白除群の方が

有意に高値であったが，保存期間中ほとんど変動

はなかった．それに対し，非白除群では保存期間

中に漸増し，day35 には白除群とほぼ同じ濃度に

まで上昇した．

RANTESは白除群ではほとんど検出限界以下

の値を示したのに対し，非白除群では 50ng�mL
以上と高値を示した．

考 察

近年，自己血輸血は副作用の少ない輸血手段と

して，整形外科，心臓血管外科などを中心に広く

行われている．従来，高齢者や貧血例が多いなど

の問題から，普及が進まなかった消化器外科領域

においても自己血貯血例が増加しており，今後さ

らに増加するものと推測される．しかし，閉塞性

黄疸を伴う症例では血中エンドトキシン値が上昇

していることが報告されている．篠塚らは，膵癌

や胆�胆管癌などの消化器系担癌症例において，
貯血直前の末梢血中エンドトキシン濃度は，黄疸

併発群の方が非併発群よりも有意に高く，さらに

貯血自己血中のエンドトキシン濃度も黄疸群の方

が高い傾向を示したが，返血を行った全症例にお

いて，明らかな合併症は認められなかったと報告

Fig. 1 Endotoxin level on storage of whole blood for

five weeks. Open circles, preSLR groups；Closed

circles, control groups. ＊ : P＜0.05
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しており1），これは症状が手術侵襲などに覆われ

ている可能性があると考えられる．Van Deventer

らは，6人の健常人ボランティアに 2 ng�kg body

weight のエンドトキシンを静脈注射したところ，

血中エンドトキシン濃度は投与 5分後で 7～13

pg�mLであり，60 分後にはほとんど回収できな

Fig. 2 Cytokine levels in endotoxin-contaminated whole blood on storage for five

weeks. Open circles, prsSLR groups；Closed circles, control groups. ＊：p＜0.05
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い濃度になったと報告している3）．この際，血中サ

イトカインはTNF-αが 68～1,374ng�L，IL-6 が
72～2,820U�mLに達し，臨床症状として全員の体
温が平均 1.7℃上昇し，インフルエンザ様症状を

呈したとしている．このことから，短時間でも 7～

13pg�mL程度のエンドトキシンが血中に存在す
れば臨床的に問題となる可能性が考えられた．本

実験において，保存血から回収されたエンドトキ

シン濃度は，非白除群では day0 で平均 5.5pg�mL
を示し，臨床的に問題となる可能性がある血中濃

度であったと思われる．

エンドトキシンは主にグラム陰性菌に由来し，

lipopolysaccharide（LPS）とも呼ばれる．LPS

は，血液中の LPS-binding protein（LBP）と結合

し LPS-LBP complex となる．今回の検討ではエン

ドトキシン添加量は 500pg�mLであったが，実際
に保存血から回収されたエンドトキシンは 5pg�
mL程度であった．この差異は，エンドトキシン測

定法として一般的に行われていたエンドスペシー

法の前処理である過塩素酸処理法では，血漿タン

パク質と結合した大量のエンドトキシンを測定で

きないために認められたものと考えられる．

LPS-LBP complex は，単球やマクロファージの

表面上にあるCD14 と結合するため4），表面抗原

と結合した LPSは PreSLR によりある程度は除

去できると考えられるが，今回の検討でも白除群

において若干のエンドトキシン濃度の低下が認め

られた．また，LPS-LBP complex は CD14 と結合

した後，Toll-like receptor 4（TLR4）を介して細胞

内シグナルを発生し，IL-1β，IL-6，TNF-αなどの
サイトカイン産生を誘導する．これらのサイトカ

インは，輸血後発熱反応に関与するといわれてい

るが，Weisbach らの報告によれば，CPDA-1 保存

血液中の IL-1β，IL-6，TNF-α濃度は，35 日間経
過後において，それぞれ 5.4pg�mL，0.5pg�mL，
0.95pg�mLと低濃度であったとしている5）．ま

た，RC-MAPの場合においても同様の傾向が見ら

れ，これら炎症性サイトカインが臨床的に問題に

なる可能性は低いとされている6）．しかしながら，

エンドトキシン存在下で行った本検討では，非白

除群では，保存開始時から IL-1β，IL-6，TNF-α

値が非常に高濃度を示した．特に IL-6 は，通常保

存期間中濃度が漸減もしくはほとんど変化しない

傾向にあるが，高い濃度が維持されていた．これ

に対し，白除群では採血直後から低濃度を示し，

保存期間中の増加も認められなかった．1997 年の

自己血輸血に関するアンケート結果によれば，自

己血返血時の副作用は 12,613 人（24,929 単位）中

109 件に認められ，そのうち発熱性副作用が発生

したのは 2件であったとしている7）．自己血輸血

の副作用は低頻度であるが，エンドトキシンの混

入が考えられる場合には，PreSLR により発熱反

応が予防できる可能性があると考えられる．また，

本検討では PreSLR により血小板の 99％が除去

され，RANTESの産生も抑制された．RANTES

は主に血小板中に存在し，好塩基球からの脱顆粒

を引き起こし，ヒスタミンを遊離させることによ

り輸血後のアレルギー反応に関与するといわれて

いる8）．自己血輸血に伴うアレルギー反応は報告

が少なく，その意義は不明であるが，同種血輸血

においては輸血後のアレルギー反応をおこした血

小板製剤中のRANTES濃度は，コントロール群

と比較して有意に高かったとの報告があり，副作

用との関連性が示唆されている8）．顆粒球エラス

ターゼは，基質特異性が低いため，過剰に放出さ

れた場合や，α1-アンチトリプシンなどのインヒビ
ターが欠乏していると，生体構成成分を分解し組

織障害をきたす恐れがある．Willy らの報告によ

れば，21 日間保存後のCPD保存血中の顆粒球エ

ラスターゼ濃度は 1,109µg�L と高濃度になった
が，白除群ではその産生は抑制され，ほとんど検

出されなかったとしている9）．それに対して本検

討では，白除群では保存開始直後から 1,570µg�L
と高濃度を示した．フィルターを通過する際に顆

粒球が破壊され，その結果顆粒球エラスターゼ濃

度が上昇した可能性が考えられたが，臨床的に問

題となる顆粒球エラスターゼの濃度は不明であ

る．

自己血輸血は，輸血後感染症や免疫学的副作用

の多くを回避することが可能であるが，長期保存

に伴い，混入した白血球や血小板が凝集塊を形成

し，輸血時に肺塞栓などの副作用を惹起する可能
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性がある．通常，ベッドサイドにて微小凝集塊除

去フィルターを用いて予防するが，孔径が 20～40

µmであるため，それよりも小さな凝集塊は除去
することができない．それに対し，PreSLR を行う

ことにより，20µm未満の凝集塊の産生が非白除
群と比較して有意に抑制されることが示され，副

作用の軽減が期待できる．

白血球除去を行うにあたり，フィルターを使用

するリスクとして，陰性荷電のフィルターを通過

させた場合は製剤中のブラジキニンが増加して血

圧低下をきたす場合があり，逆に陽性荷電のフィ

ルターを用いた場合は補体の活性化が起こり，ア

ナフィラキシー様症状をきたす場合があることが

知られている10）11）．今回の検討ではブラジキニン

濃度には白血球除去による影響は認められなかっ

たが，C3a の上昇がみられた．しかしながら，臨床

的に問題となる血液製剤中のC3a 濃度は不明で

あり，輸血後副作用との因果関係もはっきりとし

ていない．

同種血輸血は，感染症スクリーニング検査とし

て核酸増幅検査（NAT）法を導入するなど，その

安全性は飛躍的に向上している．また製剤の品質

向上，副作用回避の手段として，我が国でも同種

血に対する PreSLR が承認され，早期の導入が期

待されている．自己血輸血は免疫学的副作用，輸

血後感染症が回避できるなどの利点があるが，閉

塞性黄疸合併例など，症例によっては製剤にエン

ドトキシンが混入し，輸血後副作用につながる可

能性がある．自己血輸血の安全性向上のため，こ

のような症例に対しては，副作用予防策としての

PreSLR が有用であると考えられた．
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