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自動血球洗浄装置（ACP215）で調製した洗浄血小板の品質

平山 順一 岩間 輝 茶谷 真 小野寺秀一 金子 祐次
柴 雅之 永井 正 佐竹 正博 田所 憲治

自動血球洗浄装置ACP215 を用い，採血翌日および採血翌々日の濃厚血小板製剤（PC）から血小板保存液BRS-
A によって調製した洗浄血小板の品質について，洗浄後 72 時間まで検討した．
洗浄による血漿タンパク除去率は 98％以上，血小板回収率は平均 87％以上であった．
採血翌日 PCから調製した場合，pHは保存期間中 6.8 を下回ることはなかった．MPVは洗浄直後に上昇したがそ

れ以降は洗浄前と有意差が無いレベルまで戻った．%HSRは洗浄直後に 10％低下し，その後は洗浄前よりも高い値
を示した．血小板の形態を表す指標であるE800/E0 の値は洗浄直後に上昇し，その後は低下し洗浄前の値に近づい
た．CD62P の値は洗浄直後に 36.8％まで上昇したが，洗浄直後から 72 時間後までは有意な変化がなかった．スワー
リングは洗浄直後には一時的に弱くなったが，数時間で回復し，洗浄 72 時間後まではっきりと観察できた．採血翌々
日 PCから調製した場合についても同様な結果が得られた．
以上のことから，自動血球洗浄装置ACP215 を用い BRS-A で調製した洗浄血小板の品質は，洗浄直後に一時的な
低下が見られたものの大きなダメージではなく，洗浄 72 時間後でも良好に維持されていると考えられる．
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緒 言
濃厚血小板製剤（PC）を輸血した際，一部の患者で
は蕁麻疹などの非溶血性副作用を発症する場合がある．
このような副作用は，PCの血漿中に含まれている各種
抗体や生理活性物質が原因の一つと考えられている１）～３）．
血漿に起因する副作用を抑えるためには，PCの代わり
に洗浄血小板を使用することが有効である４）～１３）．
洗浄血小板の調製は，医療機関での自家調製か血液
センターでの技術協力で対応してきたが，自家調製で
きる医療機関は限られており，また一つの血液センター
が技術協力で提供できる数には限りがある．医療機関
からの強い要望もあり，日本赤十字社では洗浄血小板
を新たな輸血用血液製剤として製剤化すべく検討を行っ
てきた．
洗浄血小板の調製には血小板の品質を一定時間良好
に維持できる血小板保存液が必要である．1993 年に報
告されたセト液は血小板の品質を 7日間ほど良好に維
持できる優れた血小板保存液であったが１４），十分な需要
が見込まれないなどの理由で製品化されることはなかっ
た．2004 年にはセト液と同等以上の保存性能を有する
血小板保存液として「M-sol」が報告された１５）．セト液
とは異なり，M-sol は既に市販されている 5種類の輸液

や医療用電解質溶液を一定の割合で混合することによ
り調製できるため，医療機関や血液センターで自ら調
製可能である１５）～１８）．M-sol で調製した洗浄血小板は2005
年から「技術協力」として輸血に使用され始めた．さ
らに 2013 年には 2種類の輸液の混合液であるBRS-A
（Bicarbonated Ringer’s solution supplemented with
ACD-A）が報告された１９）．BRS-A も血小板の品質を良
好に維持できたため，血小板保存液として洗浄血小板
の調製に使用されてきた．
洗浄血小板の調製は用手法（遠心上清を除去した後，
血小板保存液を添加し血小板ペレットを再浮遊する方
法．）で行われてきた．用手法による調製はある程度の
熟練を要し，調製者による血漿タンパク除去率などが
バラつくという問題点がある８）．製剤化するには調製工
程を機械化しバラつきを抑えることが望ましい．機械
化は生産性の向上にも繋がる可能性がある．
全国の血液センター製造部門には赤血球洗浄のため
に自動血球洗浄装置（ACP215，ヘモネティクス社製）
が既に配備されている．この装置で洗浄血小板の調製
ができれば新たに装置を購入する必要がない．そこで
ACP215 を用いた洗浄血小板調製の試みが行われ，調製
可能であることが明らかになった２０）～２２）．これらの報告
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では，あらかじめ調製したM-sol を使ったが，血小板保
存液自体もACP215 で調製できればさらに利便性が高
まる．しかしACP215 には輸液の取り込み口が 3か所
しかないため，5液の混合液であるM-sol を ACP215
で調製することは不可能である．M-sol 自体を製品化す
ると大きな需要が望めないため 1本当たりの価格は高
額になる．またACP215 のハードウェアを改良すると
既存の装置の買い替えが必要になる．それ故，本シス
テムで使用する血小板保存液はBRS-Aを使用すること
とした．ソフトウェアと洗浄用ディスポーザブルキッ
トのみ改良を行った結果，血小板洗浄だけでなくその
際に使用するBRS-Aの調製もACP215で可能になった．
そこで日本赤十字社は上記の方法で調製した洗浄血小
板（有効期間 48 時間（ただし原料 PCの有効期間内））
を新たな輸血用血液製剤として製造承認申請すること
とした．洗浄のタイミングとしては，原料 PCの NAT
検査などに要する時間や調製した洗浄血小板を医療機
関に届けるのに要する時間，PCの有効期間などを考慮
すると，採血翌日または翌々日になる．本検討では実
際に洗浄血小板の製造で使用する機器およびディスポー
ザブルキットを用い，採血翌日または翌々日に調製し
た洗浄血小板について 72時間保存した際の品質変化に
ついて検討した．

方 法
洗浄血小板の調製
洗浄血小板の原料には，インフォームドコンセント
が得られたドナーから採血した10単位PCを 20本使用
した．そのうち 10 本（平均：201ml，2.6×1011/μl）は
採血翌日に，残り 10 本（平均：203ml，2.5×1011/μl）は
採血翌々日に洗浄を行った．洗浄血小板の調製には自
動血球洗浄装置ACP215（215J-C，ヘモネティクス社製）
を用いた．ACP215 に血小板洗浄ディスポーザブルセッ
ト（0238J-00，ヘモネティクス社製），PC，1,000ml
重炭酸リンゲル液（ビカネイトⓇ輸液，大塚製薬工場社
製）2本，300ml ACD-A（川澄化学工業社製）1本を所
定の位置にセットし，操作手順書（「ACP215 血小板洗浄
プロトコール（操作手順書）」，ヘモネティクス社製）に
従って装置を作動させ，調製を行った．調製した洗浄
血小板は洗浄後 72 時間まで血小板振とう機（マルチ
シェーカーMMS-310 及び低温恒温チャンバーFMC-
100，共に EYELA社製）で振とう保存した（20～24℃，
60 回/分）．
各種パラメータの測定
pHは pHメーター（F-52，堀場製作所社製）に接続
したガラス電極（9618-10D，堀場製作所社製）で測定
した．血小板数および平均血小板容積（MPV）の測定
には多項目自動血球分析装置（XS-800i，シスメックス

社製）を使用した．血小板凝集率，浸透圧ショック反
応（%HSR）および血小板形態の測定に使用した多血小
板血漿（PRP）は，PCまたは洗浄血小板をAB型血漿
で 30×104/μl に希釈することにより調製した．血小板
凝集率は，PRP180μl に対して 200mM塩化カルシウム
を 4μl，100μMのADPを 10μl，50μg/ml のコラーゲ
ン（コラーゲンリエージェントホルム，NYCOMED
PHARMA GMBH社製）を 10μl 添加し，血小板凝集能
測定装置（ヘマトレーサー 313M，タイヨウ社製）で測
定した．血小板形態は大軒らの報告２３）に従いストップ＆
フロー法により測定した．これは撹拌時（800rpm）と
静止時の PRPに対する吸光度の比（E800/E0）から血
小板の形態を判定する方法で，血小板が全て球状の場
合は理論上 1.0 であり，円盤状血小板の割合が多くなる
ほど 1.0 よりも低い値になる．この測定には血小板凝集
能測定装置（ヘマトレーサー 313M，タイヨウ社製）を
使用した．%HSRは常法により測定した．CD62P 陽性
細胞率は，PE標識 CD62P 抗体（ベクトン・ディッキ
ンソン社製）およびPerCP標識CD61P抗体（ベクトン・
ディッキンソン社製）で染色した血小板をフローサイ
トメーター（Cytomics FC500，ベックマン・コールター
社製）で測定することにより解析した．グルコース濃
度，乳酸濃度，タンパク濃度，RANTES，CD40L はサ
ンプルの遠心上清を専用のキットで測定することによ
り算出した．キットはそれぞれグルコースCII テストワ
コー（和光純薬社製），デタミナー LA（協和メディッ
クス社製），BCA Protein Assay Kit（Thermo Scientific
社製），Quantikine ELISA Human CCL5 / RANTES
（R＆D system社製），Quantikine ELISA Human CD40
Ligand / TNFSF5（R＆D system社製）を使用した．
血漿タンパク除去率および血小板回収率は以下の式か
ら算出した．
除去率（％）＝100×（1－洗浄血小板の上清タンパク
重量÷原料 PCの上清タンパク重量）
回収率（％）＝100×洗浄血小板の総血小板数÷原料
PCの総血小板数
統計処理
統計処理はExcel 上で専用ソフト（ystat2002.xls）を

用いて行った．Glucose，Lactate，RANTES，CD40L
の統計処理は洗浄直後，洗浄 24 時間後，洗浄 48 時間
後，洗浄 72 時間後の間で，それ以外のパラメータにつ
いては洗浄前，洗浄直後，洗浄 24 時間後，洗浄 48 時
間後，洗浄72時間後の間でRepeatedmeasuresANOVA
によりパラメトリック検定を実施し，その後，Bonfer-
roni correction で多重比較を行った．P値が洗浄前との
比較では 0.0125（0.05/4）未満，洗浄直後との比較では
0.0167（0.05/3）未満，洗浄 24 時間後との比較では 0.025
（0.05/2）未満の場合を有意差ありとした．
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表 1　調製した洗浄血小板の性状

平均 標準偏差 最大値 最小値

容量（ml） Exp. 1 216 1 217 214
Exp. 2 215 1 216 212

総血小板数（×1011） Exp. 1 2.26 0.13 2.5 2.1
Exp. 2 2.20 0.08 2.3 2.1

血漿蛋白除去率（%） Exp. 1 99.0 0.2 99.3 98.6
Exp. 2 99.3 0.2 99.5 98.9

血小板回収率（%） Exp. 1 87.6 3.4 92.6 80.8
Exp. 2 87.3 1.5 88.5 84.0

容量および総血小板数は洗浄直後のサンプルの測定値である．
Exp. 1：採血翌日洗浄の場合（n＝10）．Exp. 2：採血翌々日洗浄の場合（n＝10）．

表 2　採血翌日洗浄の場合（Exp. 1）

洗浄前 洗浄直後 24 時間後 48 時間後 72 時間後

PLTs（×104/μl） 128.0±5.2 b, c 105.1±5.2 a, c 104.3±5.5 a 103.4±5.4 a, b, c 103.2±5.1 a, b, c

pH 7.28±0.10 b, c 6.87±0.04 a, c 7.34±0.04 a, b 7.31±0.05 b, c 7.23±0.08 b, c

MPV（fl） 9.0±0.7 b 9.5±0.7 a, c 9.1±0.7 b 9.1±0.7 b 9.1±0.8 b

CD62P（%） 15.0±4.9 b 36.8±11.2 a 35.4±8.0 a 37.9±7.6 a 40.4±11.2 a

E800/E0 0.89±0.02 b, c 0.96±0.01 a, c 0.94±0.03 a, b 0.93±0.02 a, b 0.93±0.02 a, b

HSR（%） 80±5 b, c 70±5 a, c 86±7 a, b 87±6 a, b 86±5 a, b

Aggregation（%） 95±8 93±3 90±7 91±7 c 90±8
Glucose（mg/dl） 318.0±22.6 93.4±5.3 c 65.8±6.2 b 36.5±7.2 b. c 9.8±8.1 b. c

Lactate（mg/dl） 31.4±14.4 8.8±5.6 c 37.8±5.7 b 65.2±5.4 b. c 91.8±7.3 b. c

RANTES（ng/ml） 63.9±30.0 54.1±12.7 55.8±12.6 69.3±17.0 b, c 81.5±16.4 b, c

CD40L（ng/ml） 2.69±0.97 1.84±0.49 c 2.25±0.47 b 2.74±0.65 b 3.16±0.73 b, c

a P＜0.0125 vs pre-wash；b P＜0.0167 vs post-wash；c P＜0.025 vs 24 hours, n＝10

結 果
調製した洗浄血小板の性状を表 1に示す．容量およ
び総血小板数は全て 10 単位 PCの規格（160～240ml，
2.0×1011以上）に相当した．血漿タンパクは最低でも
98.6％除去できた．血小板回収率は平均で 87％以上で
あった．
採血翌日洗浄の場合（Exp.1），pHは洗浄直後に 6.87
まで低下したがその後は上昇し，7.0 を下回ることはな
かった（表 2）．MPVは洗浄直後に上昇したがそれ以降
は洗浄前と有意差が無いレベルまで戻った（表2）．CD62P
は洗浄直後，36.8％まで上昇したが，洗浄直後から 72
時間後までは有意な変化がなかった（表 2）．血小板形
態の指標であるE800/E0 の値は洗浄直後に上昇し（球
状の血小板の割合が増加したことを示す），その後は低
下し洗浄前の値に近づいた（表 2）．%HSRは洗浄直後
に 10％低下し，その後は洗浄前よりも高い値を示した
（表 2）．凝集能に関しては保存期間中に有意な差はなく，
90％以上を維持した（表 2）．
採血翌々日洗浄の場合（Exp.2），pH，MPV，CD62P，

E800/E0，%HSRの測定値の変化は採血翌日洗浄の場合
と同様であった（表 3）．凝集能は経時的に低下したが，
洗浄 72 時間後でも 72％を示した（表 3）．

Lactate，RANTES，CD40L の値は，採血翌日洗浄お
よび採血翌々日洗浄のいずれにおいても洗浄直後に一
時的な低下が見られたが，その後は経時的に上昇した
（表 2及び表 3）．Glucose の値は洗浄直後から経時的に
低下した（表 2及び表 3）．スワーリングはいずれの場
合も洗浄直後には一時的に弱くなったが，その後は数
時間以内に回復し，洗浄 72 時間までははっきりと観測
できた（データ示さず）．また，洗浄直後に微量の凝集
塊が観測されたが，数時間以内に消失し，その後，出
現することはなかった（データ示さず）．

考 察
自動血球洗浄装置を用い，採血翌日および翌々日の
PCから BRS-A で洗浄し調製した洗浄血小板の品質に
ついて検討した．
洗浄による血漿タンパクの除去率はExp.1で平均99.0％

（最小 98.6％），Exp.2 で平均 99.3％（最小 98.9％）であっ
た（表 1）．一方，用手法で行った場合は 97.1％（n=53）
という報告がある２４）．自動血球洗浄装置を用いて洗浄し
た方が輸血副作用発症リスクをさらに減らせると推測
できる．血小板回収率については，本検討での結果と
用手法で行った報告２４）は同等であったが，回収率も用手
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表 3　採血翌々日洗浄の場合（Exp. 2）

洗浄前 洗浄直後 24 時間後 48 時間後 72 時間後

PLTs（×104/μl） 124.6±3.0 b, c 102.0±3.6 a, c 101.1±3.8 a, b 100.7±3.6 a, b 99.9±3.3 a, b, c

pH 7.34±0.07 b 6.89±0.04 a, c 7.36±0.06 b 7.35±0.10 b 7.31±0.09 b, c

MPV（fl） 8.8±0.7 9.0±0.6 c 8.7±0.6 b 8.9±0.6 c 8.9±0.7 c

CD62P（%） 18.8±3.9 b 45.2±6.0 a 38.7±6.8 a 41.6±7.2 a 45.6±6.8 a

E800/E0 0.90±0.01 b, c 0.94±0.01 a, c 0.92±0.02 a, b 0.92±0.02 a, b 0.91±0.02 a, b

HSR（%） 79±4 b 67±9 a, c 81±5 b 85±4 a, b 82±8 b

Aggregation（%） 89±11 c 81±24 76±26 a 76±28 a 72±28 a, c

Glucose（mg/dl） 330.8±27.5 95.3±7.2 c 69.7±9.3 b 40.9±11.0 b, c 15.9±9.8 b, c

Lactate（mg/dl） 34.7±8.4 8.6±4.9 c 35.6±7.8 b 63.3±10.3 b. c 87.8±9.4 b. c

RANTES（ng/ml） 67.3±22.0 50.9±14.2 55.3±21.7 69.8±20.9 b, c 78.9±23.7 b, c

CD40L（ng/ml） 2.41±0.49 1.62±0.10 2.20±0.70 2.74±0.62 b, c 2.92±0.77 b

a P＜0.0125 vs pre-wash；b P＜0.0167 vs post-wash；c P＜0.025 vs 24 hours, n＝10

法より自動血球洗浄装置を使った場合の方が優れてい
るという報告もある２５）．
抗HLA抗体など血漿中に含まれている輸血副作用の
原因物質は，洗浄により約 99％除去されるが，洗浄後
に血小板中から放出されるものもある．RANTESは血
小板の α顆粒に蓄えられているケモカインであり，放
出されると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
られている２）．また CD40L は各種細胞に発現している
CD40 と相互作用し，炎症や発熱に関与すると考えられ
ている２）．Exp.1 の場合，RANTES及び CD40 の濃度は
洗浄直後から経時的に上昇したが，洗浄血小板の有効
期間である洗浄後48時間の時点で，洗浄前と同等であっ
た．Exp.2（採血翌々日洗浄）の場合も同様の結果であっ
たが，洗浄後 48 時間以内に有効期間を迎えるため，輸
血時のRANTES及びCD40の濃度は洗浄前より低いこ
とが予想される．用手法によりM-sol で調製した洗浄血
小板の場合も，洗浄後にRANTESなどの濃度は経時的
に増大する２６）．北海道赤十字血液センターからの報告に
よると８），PC輸血により輸血副作用を複数回（重篤な
場合は 1回でも）発症した患者 13 名に対し合計 300
回，（用手法によりM-sol で調製した）洗浄血小板を輸
血した結果，副作用の発症は十分に抑制できたとされ
ている．北海道赤十字血液センターから提供された洗
浄血小板は遅くとも洗浄の翌々日には輸血される．従っ
て洗浄後 48 時間以内に輸血するのであれば，血小板中
から放出されるケモカインなどに起因する副作用発症
の可能性は低いと推定できる．
pHは Exp.1 および Exp.2 共に保存期間中，6.8 以上
を維持した．凝集能についてはExp.1 の場合，保存期
間中に有意な変化はなかった．Exp.2 では保存 72 時間
で有意に低下したが，劇的な低下ではなかった．グル
コースは両群で洗浄直後から調製後 72時間までの間に
大きく減少したが，枯渇することはなかった．Exp.1

および Exp.2 の両群で洗浄直後，一時的ではあるが
CD62P，MPVおよび E800/E0 の値は上昇し，%HSR
の値は低下した．一方，洗浄後に一旦上昇したCD62P
値はその後低下することはなかったため，血小板はあ
る程度活性化したと考えられる．用手法によりM-sol
で調製した洗浄血小板でも，洗浄後のCD62PおよびMPV
の上昇や%HSRの低下は見られたが２１），その輸血効果は
PCと同等であることが既に報告されている６）～８）．以上
のことから，本検討で示した方法により調製した洗浄
血小板は，洗浄により品質に若干の低下がみられたも
のの，輸血効果に影響を及ぼすほどのものではなく，
洗浄 72時間後まで品質は概ね良好に維持されていると
考えられる．
当該製剤は 2016 年 3 月に製造承認が得られ，間もな
く日本赤十字社から供給が開始される予定である．
著者のCOI 開示：本論文発表内容に関連して特に申告なし
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IN VITRO PROPERTIES OF WASHED PLATELETS PREPARED WITH AN

AUTOMATED CELL PROCESSOR (ACP215)

Junichi Hirayama, Akira Iwama, Makoto Chatani, Hidekazu Onodera, Yuji Kaneko, Masayuki Shiba,

Tadashi Nagai, Masahiro Satake and Kenji Tadokoro

Japanese Red Cross Central Blood Institute

Abstract:

The in vitro properties of washed platelets (wPLTs) suspended in BRS-A additive solution which were prepared
from one- or two-day-old platelet concentrate (PC) with an automated cell processor (ACP215) were studied during
72-hour storage.

Rate of plasma protein removal and platelet recovery by washing of PC were more than 98% and 87%, respec-
tively.

When preparation was from one-day-old PC, pH was maintained above 6.8 during 72-hour storage. E800/E0,
which is a parameter reflecting platelet shape, and MPV values increased and %HSR values were decreased by 10%
immediately after washing, and then returned to pre-wash levels in a time-dependent manner. CD62P valueswere in-
creased up to 36.8% by washing, but after that these values did not significantly change during 72-hour storage. Al-
though swirling of wPLTs resulted in cloudiness immediately after washing, the solution became clear a couple of
hours later. Similar results were obtained with wPLTs prepared from two-day-old PC.
These results indicate that the process of washing PC with ACP215 did not markedly degrade the in vitro prop-

erties of wPLTs.
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