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固定血球を用いたCD34陽性細胞数測定の外部評価に関する全国多施設共同研究
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CD34 陽性細胞（CD34＋）数は測定法により差が生じるため，欧米ではガイドラインが策定され外部精度評価（EQA）
が定期的に実施されているが，国内では測定法も統一されておらず，全国の施設間差の実態は不明であった．今回，
日本造血細胞移植学会と日本骨髄バンクの協力を得て，国際的な EQA と同様に，既知の濃度の CD34＋を含む固定血
球サンプルを配布し測定結果を集計した．対象は自施設で CD34＋数測定を行っている 115 施設で，サンプルは市販
の陽性コントロール血球（濃度の異なる 2 種類）を使用した．測定値の変動係数（CV）はそれぞれ 18.7% と 24.7%
で，外れ値の施設が散見された．各施設にはそれぞれの測定値の標準偏差指標による評価を返送した．測定法に関す
るアンケート調査も行い，single/dual platform 法がそれぞれ 93/22 施設，ISHAGE ゲート/非 ISHAGE ゲートが 100/
15 施設と国際的なガイドラインに準拠した施設が大半であり，これらの施設ではよりバラツキが少なかった．海外
では外部精度評価を繰り返すことにより施設間差が減少したと報告されており，調査の継続が必要と考えられた．
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末梢血幹細胞移植（PBSCT）は難治性造血器疾患に
対する有効な治療法のひとつである．日本骨髄バンク

（JMDP）を介した非血縁者間末梢血幹細胞移植の開始
から 6 年が経過し，2016 年 10 月現在 94 施設が末梢血
幹細胞採取施設として認定されている．PBSCT は，移
植片に含まれる幹細胞量の指標となる CD34 陽性細胞

（CD34＋）数の精確な測定が必須であるが，測定方法や
機器により値が異なるとされている１）～５）．欧米では 1990
年代から問題視されThe International Society of Hema-
totherapy and Graft Engineering（ISHAGE，現 Inter-
national Society for Cellular Therapy；ISCT）でガイド
ラインが出され６）～９）（いわゆる ISHAGE ガイドライン），
外部精度評価（EQA）とそれに基づくトレーニングで
施設間差を縮める努力がなされてきた１０）～１３）．現在College
of American Pathologists（CAP）surveyやUnitedKing-
domNational External Quality System（UKNEQAS）な

どで国際的なEQAが行われており日本からも参加でき
るが，費用が高額で手間がかかるので多くの施設が参
加するには現実的ではない．

国内では日本臨床検査標準協議会で近々正式なガイ
ドラインが出される予定であるが１４），現時点で JMDP
の末梢血幹細胞採取施設認定に CD34＋数測定法の条件
はない．今後，非血縁者間 PBSCT の増加に加え，海外
に末梢血幹細胞採取物を提供する機会も増えると考え
られる．国内の CD34＋数測定の現状の把握は急務と考
えられる．国際的な EQA では，CD34＋濃度が既知の血
球を固定したサンプルが使用される．同様の固定血球
が CD34＋数測定の陽性コントロール試薬として市販さ
れており，比較的容易に同一ロットのサンプルが入手
できるため，これを用いて EQA を兼ねた調査を行うこ
ととした．なお，本研究は日本造血細胞移植学会とJMDP
の協力のもとで行われた．
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図 1　測定値のヒストグラムと SDI のツインプロット
c．の濃い灰色は SDI 絶対値が 3.0 を超える grade C，薄い灰色は SDI 絶対値が 2.0 を超えて 3.0 以下の
grade B，無色が SDI 絶対値が 2.0 以下の grade A
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表 1　測定結果の集計

サンプル 平均値（/μl） 標準偏差（SD） 変動係数（CV %） 中央値（/μl） 最低値（/μl） 最高値（/μl）

A 31.4 5.87 18.7 31 13.44 60

B 13.1 3.28 24.7 13 5.1 34.1

方 法
研究対象施設基準
末梢血幹細胞採取を行い，自施設で採取物の CD34＋

数を測定している施設（診療科）を対象とした．
倫理事項
配 布 検 体 と し て BD Stem Cell Control（BD Bi-

osciences，CA，USA；保存用培養液に入れたヒトの赤
血球，白血球，末梢血 CD34＋を固定した市販品）を使
用した．既に連結不可能匿名化され，研究用として広
く利用され一般に入手可能な試料・情報であるので，

「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」の適用
外であり特別な倫理的配慮は必要ない．本研究プロト
コールは研究代表者の所属するがん・感染症センター
都立駒込病院の倫理委員会，および研究グループ代表
者が所属していた国立がん研究センター中央病院院長
の承認を受けた．
研究対象施設の選定
日本造血細胞移植データセンター，および各都道府

県の大学病院・基幹病院のホームページの情報から，
JMDP の同種末梢血幹細胞および骨髄採取認定施設と，
その他の PBSCT 施設，合わせて 247 診療科に院内での
CD34＋測定の有無と研究参加諾否を問う予備調査票を送

付した．115 診療科が諾，25 診療科が自施設内測定な
し，2 診療科から否の回答があり（回答期限を大幅に超
えた診療科を除く回答率 57%），諾の 115 診療科を研究
対象とした．検体送付後，1 診療科は自施設内で CD34＋

測定を行っていないため脱落し，1 施設はひとつの配布
検体をふたつの診療科でそれぞれ測定したため，最終
的に 114 施設 115 診療科の参加となった（以下 1 診療
科を 1 施設として記載する）．
配布検体準備と送付・測定
BD Stem Cell Control の 1セット2種類の検体をサン

プル A，B と名付け，それぞれ 400 ないし 500μl ずつ
分注し，保冷剤入り発泡スチロールケースで送付した．
使用期限内に通常の方法での測定（ただし死細胞試薬
を使用せずに）を依頼し，同時に測定方法に関するア
ンケートも送付した．結果は生データを解析したプロッ
トシートと共に返送された．
結果の解析と評価
記載データが平均値と 2 桁違った 2 施設は担当者に

確認した．そのうちの 1 施設が訂正した値もプロット
シートから判断して逆に記載されていると考えられた
め，データ解析時に訂正した．5 施設は Dual platform

（DP）と single platform（SP）の両方で測定し，それ
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表 2　測定法に関するアンケート集計

Platform
Single＊1 93
Dual 22

試薬
キット製品 82
class III PE をもちいた 2 カラー＊2 30
class III FITC をもちいた 2 カラー＊2 2
class III PE の 1 カラー＊3 2
CD34＋抗体の isotype control も使用 8

ゲート法
ISHAGE 100
非 ISHAGE 15

メーカー公式の解析ソフトウエアを使用 68

赤血球除去
非固定 108
固定＊4 5
単核球分離 1
不明 1

洗浄回数
0 99
1 2
2 8
3 ～ 5 4
不明 2

死細胞試薬
7AAD 93
使用しない 20
不明 2

DNA 蛍光色素
なし 112
不明 3

取り込みイベント数（トータルもしくは CD45＋で）
7.5 万以上 98
7.5 万未満 10
その他＊5 3
不明 4

陰性コントロール（使用する場合）の使用法
非特異的結合を引く＊6 51
境界を分ける 5
その他・不明 15

複数回測定する施設での最終報告値の計算方法
平均 61
多い方 4
少ない方 2
採取医判断 1
不明 4

複数回測定する施設で結果に相違があった場合の対処方法
再検（差が 10%以上で/15%以上/20%以上） 14/6/1
ISHAGE 法の結果を参考にする 1
CD45 陽性イベント数で計算した白血球数が近い方を採用 2
差があっても平均をとる 10
決めていない 26
主治医判断 1
その他・不明 11
＊1   普段 Dual platform だが，配布サンプルは single platform で

測定した 1 施設を含む
＊2 PE と FITC を併用している 1 施設を含む
＊3 FITC も併用している 1 施設を含む
＊4   自動サンプル調整機器 IMMUNOPREP（Beckman Coulter）使

用の 2 施設を含む
＊5 CD34＋で 500 以上，検体による，等
＊6   Stem-Kit（Beckman Coulter）のプロトコール通りと回答の施

設も含む

ぞれの結果を記載されたが，通常の検査時に測定して
いる方法（全施設が DP）を採用した．

全施設の平均値，標準偏差（SD），変動係数（CV），
中央値，最低値，最高値を算出した．各施設の評価は
EQA で使用されることの多い標準偏差指数（standard
deviation index，SDI，または Z スコア）１５）を使用した．
＋2.0 から－2.0 の場合は grade A，絶対値が 2.0 を超え
て 3.0 以下の場合は grade B，3.0 を超える場合は grade
C の評価をつけ各施設へ送付した．Grade C の場合はフ
ローサイトメーターのメーカーサービス担当者に相談
することを勧める文書を添えた．

結 果
測定結果集計
表 1 に集計値を，図 1 にそれぞれの測定値のヒスト

グラムと SDI のツインプロット図を示した．平均値と
中央値はほぼ同一で，正規分布であることを確認した

（データ示さず）．
測定法のアンケート結果
表 2 に測定法に関するアンケート集計を示す．Plat-

form は推奨されている SP の施設が多かった．DP のう
ち 3 施設は，SP の試薬を使用して測定し，DP で結果
を算出していた．

ゲート法は ISHAGE ゲートの施設が多かった．非
ISHAGE のうち 7 施設は Bender ゲート１２）１６），2 施設は
Milan ゲート１２）１７）１８）と回答したが，プロットシートから
判断するとそのうち 2 施設と 1 施設は独自のゲート法
であった．

Isotype control 使用施設が 8 施設あった．そのうち，
ISHAGE ゲートでゲーティングしている施設が 2 施設
あった．（ISHAGE ゲートでゲーティングする際は Iso-
type control の使用は推奨されていない９）１９）．一部のキッ
トに同梱される陰性コントロールは Isotype ではなく
Isoclonic control である．）

赤血球除去は，いわゆる ISHAGE ガイドライン通り，
非固定の溶血剤を使用し，洗浄なしの施設が大半であっ
たが，CD34＋測定キット使用にもかかわらず固定剤入り
の溶血剤を使用していると回答した施設が 1 施設あっ
た．固定あり・洗浄なしの自動サンプル調整機器を使
用した施設が 2 施設（ただし 1 施設は洗浄を加えてい
た），単核球分離を行っている施設が 1 施設あった．洗
浄回数が 3 回以上の施設も複数存在した．

CD34＋測定キットにはduplicateで測定するプロトコー
ルのものがあるが，singleで測定するプロトコールのキッ
トを使用した施設といずれのキットも使用していない
施設が合わせて 60 施設あり，そのうちの 19 施設でも
複数回測定をしていた（データ示さず）．しかし，複数
回測定で相違が出た場合のデータの扱い方を明確にし
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図 2　方法別の測定値のヒストグラム
a．Platform，b．ゲート法，c．洗浄の有無，d．赤血球除去法，における各方法別のヒストグラム．それぞれ上方がいわゆる
ISHAGE ガイドラインで推奨されている方法

a.

b.

c.

d.

ていない施設も多かった．
方法別の測定結果
図 2 に方法別の測定値のヒストグラムを示す．施設

数に偏りがあるが，いずれもいわゆる ISHAGE ガイド
ラインで推奨されていない方法は CV が高かった．

図 3 は SP で測定の施設中，CD34＋測定キット使用の
有無，専用解析ソフトウエア使用の有無別のヒストグ
ラムを示す．専用試薬やソフトウエアを使用した方が
低い CV であった．
検査の実態に関するアンケート集計
表 3 に各施設の品質管理について示す．機器の定期

メンテナンスや CD34＋の精度管理は半数以上で行われ
ているが，行わない施設も少なくなかった．CD34＋測定
値に対しては，外部（検査会社含む）との比較を行っ
たり，複数のオペレーターで確認したり，CD45＋から白
血球数を計算するなど異なる計算方法を組み合わせた
りと，何らかの検証を行ったことのある施設も多く，
そのような施設は何もしていない施設よりCVが低かっ
た（図 4）．

表 4 に各施設の検査状況を示す．検査件数は，月 5
件までが全体の 2/3 を占めていた．測定を行っている
職種は圧倒的に臨床検査技師が多く，部署は輸血部門
と血液検査部門で半々であった．しかし，研究室で技

術職員や医師が行っている施設も少数存在した．
JMDP認定施設の測定結果
図 5 に示す．末梢血幹細胞採取認定施設の方が CV

は低いものの，2 施設は評価が grade C，1 施設が grade
B であった．

考 察
本邦初の全国規模での CD34＋測定の EQA を行った．

2014 年に輸血・細胞治療学会の血液製剤使用実態調査
で CD34＋測定に関してはじめて質問が設けられ，SP
や ISHAGE ゲートで測定している施設がそれぞれ 8
割を超えていた２０）．一方，最近の施設間差の研究では，
参加 5 施設のうち 4 施設が DP で測定していたが，その
割に 1 施設を除いて差が少なかった５）．経験豊富な少数
施設のデータのため全国的な傾向は反映されず，今回
の研究ではじめて国内の実態が明らかになった．なお，
最初の EQA として，評価は測定値のみで行い，方法の
正誤の評価は返送しなかった．また，測定原理に詳し
くない検査者には答えにくいアンケート項目もあり，
不明瞭な回答についても追加調査せずに集計し，不十
分な点はプロットシートから補完した．

測定法が標準化されていない現在の状況は1990年代
中頃の欧米と似ていると考えられる．この頃の CD34＋
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図 3　Single platform 施設における試薬・解析法別の測定値のヒストグラム
Single platform を併用しつつ，Dual platform で最終値を算出している施設は除く
a．測定キット種類不明の 1 施設を除く
b．専用解析ソフトウエア使用の施設はすべて CD34＋測定キットを使用していた

a.

b.

測定施設間差の研究では，CV が 20～100% 程度のもの
が多く７），これと比べると今回の調査は比較的バラツキ
が小さかったと言える．いわゆる ISHAGE ガイドライ
ンの方法で測定した施設が多かったためと考えられる．

いわゆる ISHAGE ガイドラインの測定法，すなわち，
SP，ISHAGE ゲート，非固定の溶血剤の使用，洗浄な
しで測定した施設の CV が低く，特に CD34＋測定キッ
トをもちいて，専用解析ソフトウエアを使用した施設
が最も CV が低かった（図 3b）．他の方法でも正しい値
の施設は少なくはない．実際，複数の方法で検証を行っ
た DP の 10 施設の CV（サンプル A；19%，サンプル
B；14%）は，結果の検証を何もしていない SP の 31
施設（同 20%，22%）より低い．DP から SP に変更し

ない理由として，DP でも値は正しい，ビーズ分注の精
確性や検体希釈に伴う計算を考えるとSPが信用できる
とは言えない，と答えている施設もある（表 4）．それ
でも注意深く測定した DP の CV は SP 全体（図 2）よ
りも高く，標準的な方法で測定しなくてもよい根拠と
はならないと考えられた．

独自のゲート法を行った施設のうち，5 施設は CD34＋

や白血球分画のゲートが明らかに間違っていた．具体
的には，CD34＋をヒストグラムや 4 分割でゲーティング
したり，CD34＋と CD45＋（白血球分画）を異なるサン
プルチューブで測定したり，白血球分画が異なってい
たりした．ところが，5 施設のうち 2 施設は grade A
で SDI の絶対値が 1 以下と，見かけ上は高評価であっ
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図 4　測定結果検証経験の有無により群別した測定値のヒストグラム
外部と比較したことがある，複数の方法や検査者で比較したことがある，測定値を複数の計算方
法で確認している，のいずれかに当てはまる施設を測定結果の検証をしたことがある施設とした．

表 3　品質管理に関するアンケート集計

機種
FACSCantoII/FACSCanto/FACSCalibur/FACSVerse 30/1/16/1
Navios/Cytomics FC500/EPICS XL/XL-MCL 34/30/2
MoFloXDP 1

Single の場合の値の確認の有無
CD45＋から白血球数を計算 37
Dual でも計算 3
なし 50
その他・不明 3

機器メンテ
定期メンテ 66
その他（ビーズで安定性の確認等） 33
なし 14
不明 2

CD34＋の精度管理
あり 76
複数のオペレーターで確認 2
なし 37

外部と比較
あり＊ 36
自施設内で確認のみ 8
なし 70
不明 1
＊検査会社の測定値と比較の 24 施設含む

表 4　検査状況に関するアンケート集計

検査件数
月 1 件 33
月 5 件まで 44
月 5 件～年 100 件 27
年 100 件以上 11

検査部署
輸血部門＊1 53
血液検査部門＊1 54
その他の検査部（血清，遺伝子） 7
細胞治療室 1
研究室 3

検査担当者職種
臨床検査技師＊2＊3 111
医師＊2＊3 9
実験助手・技術職員＊3 2

検査担当者資格＊4

認定輸血検査技師 44
認定血液検査技師 38
輸血認定医 6
認定フローサイトメトリー技術者 17
その他 5

Single platform で測定しない理由
Dual platform でも正しい 6
コストがかかる 12
試薬の期限が短い 1
過去データとの整合性に問題 5
採用試薬の変更手続きが手間 2
精度に疑問（ビーズの分注，検体希釈） 2
医師の都合・医師から要請がない 2
考えていなかった 1

＊1   輸血部門か血液検査部門のどちらかで検査の 3
施設を含む

＊2 臨床検査技師または医師の 5 施設を含む
＊3   臨床検査技師または医師または技術職員の 1 施

設含む
＊4   細胞治療認定管理師は新設のためアンケートの

選択肢に含めなかったため集計せず

た．
評価の低い別の 2 施設は計算間違いと思われた．1

施設は CD45＋イベント数から計算した白血球数が 2
倍で，1 施設はプロットシート上は正しい値に思われた
が最終値が異なっていた．計算方法の記載を求めなかっ
たため，ミスの原因は不明であった．

ゲーティングがずれて CD34＋ゲートの中に明らかに
リンパ球が混入して grade C の施設があった．階層化
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図 5　JMDP 認定の種類別により群別した測定値のヒストグラム

JMDP (n=68)

JMDP (n=43)

JMDP (n=4)

CV  16.8% CV  15.7% 

CV  21.7% CV  33.3% 

CV  11.0% CV  17.8% 1

論理ゲーティングでは結果に影響しにくいと考えられ
るが，ゲーティングのずれは多くの施設で認められ，
ずれがないと判断できたのは 21 施設のみであった．特
に，使用しない 7AAD のゲートが残されていたため，
少数のイベントがカウントから外れていた施設が 55
施設あった．また，ISHAGE ゲートの際，CD45/SSC
のプロット図でリンパ球集団にゲートをし，これをFSC/
SSCで展開してこの集団にあてたゲートをCD34＋CD45dim

集団の FSC/SSC 展開図にコピーして CD34＋とするス
テップに何らかの間違いがある施設が52施設もあった．
海外の EQA でも間違いが多い箇所と報告されており１３）

注意が必要と考えられる．なお，自動ゲーティング機
能のついたソフトウエア使用 65 施設は大きな間違いは
少ないものの，11 施設は必要に応じて手動でゲートを
調整し直す作業をしていないと答えており，適切な指
導が必要と考えられた．

サンプルが固定血球であることによる問題点もある．
FITC 標識抗ヒト CD34 class III 抗体の染色性が生サン
プルと異なり陽性と陰性の分離が不良であったという．
このため普段 DP のシングルカラーで測定している 1
施設は，本研究サンプルは SP で測定し直した．一方，
固定血球では遠心を繰り返しても CD34＋は失われず，
生サンプルだと外れた値を出す施設の成績が良かった
可能性もある４）．自施設検体を検査会社にも提出して比
較するなど，生検体での検証で補完する必要があると
考えられる．

JMDP の末梢血幹細胞採取認定施設にも外れ値の施

設が複数存在し，何らかの対策が求められる．一方，
今後の EQA 継続の希望や今回不参加施設の次回参加希
望が寄せられている．今回の結果で測定法の変更を検
討するという施設もある．参加施設の増加と結果の改
善が期待され，もう一度同様の研究を行う予定でいる．
海外では EQA を繰り返すことにより施設間差が減少し
たと報告されている１２）．将来的には，国内で定期的に
EQA を行う体制を作り，JMDP の末梢血幹細胞採取施
設認定の条件にできれば，日本の造血幹細胞移植医療
の発展に寄与すると考えられる．
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Abstract:

To reduce the unacceptably high variation associated with enumeration of CD34＋ cells, international guidelines
have been formulated and periodic external quality assessment (EQA) programs have been implemented in Europe
and the USA. In Japan, a variety of flow cytometricmethods are used for CD34＋ cell enumeration due to a lack of stan-
dardization. Since no data are available regarding the degree of measurement variability in Japan, we performed an
EQA of CD34＋ cell enumeration for the first time. 115 laboratories across Japan that routinely enumerate CD34＋ cells
participated in this program. Two commercially available, stabilized, whole blood CD34＋ samples were used. Coeffi-
cients of variation of the measurements were 18.7 and 24.7%, and some outliers were found. We used the standard de-
viation index to evaluate each laboratory. Each laboratory was also requested to provide relatedmethodology details
by completing a questionnaire. The number of single/dual platform methodology users was 93/22, and the number
of ISHAGE/non-ISHAGE gating strategy users was 100/15. Many participants used the international standardmeth-
ods, and their results showed less variation. Repeated external quality assessment has been reported to reduce the
inter-laboratory variation and promote standardization of CD34＋ cell enumeration. Therefore, it is extremely impor-
tant to continue this survey.
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