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低温保存から10℃または28℃に曝露された赤血球製剤の品質

内藤 祐１） 秋野 光明２）３） 柴 雅之４） 藤原 満博１） 有澤 史倫１）

遠藤 正浩１）３） 本間 稚広１） 山本 哲５） 池田 久實５） 紀野 修一１）

牟禮 一秀１） 髙本 滋１）

日本において，赤血球製剤（RBC）は，2～6℃ で保存しなければならない．しかし，RBC は，製品出荷や輸血検
査等で一時的に保存温度の範囲外に曝露される場合がある．本検討では，保存温度の範囲外に曝露された照射赤血球
液-LR「日赤」（Ir-RBC-LR）の品質を調べた．

Ir-RBC-LR が，保存 9 日目あるいは 16 日目に 10℃ で 24 時間曝露され，再び 4℃ 保存された場合，溶血率は 10℃
曝露による影響をみとめず，保存 28 日目まで 0.3% 以下であった．ATP 濃度は，保存 28 日目で 3.5μmol/gHb 以上
を維持した．Ir-RBC-LR が，保存 10 日目に 28℃ で 3 時間曝露あるいは保存 10 および 14 日目に 1 時間曝露され，再
び 4℃ 保存された場合，溶血率は保存 28 日目まで 0.2% 以下であった．ATP 濃度は，4℃ 保存群および 28℃ 保存群
何れも，保存 28 日目で 3.0μmol/gHb 以上を維持した．

以上の結果から，Ir-RBC-LR は，10℃ 曝露が 24 時間，28℃ 曝露が 3 時間あるいは 1 時間 2 回までであれば，赤血
球の品質に与える影響は少ないと考えられた．
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はじめに
赤血球製剤（RBC）の保存温度は，品質維持や細菌

増殖抑制のため，各国 1 または 2～6℃ と規定されてい
る（Table 1）１）～５）．例外として，イギリスは，保管機器
の故障等によって RBC が保存温度から逸脱した時，そ
の温度が 1～10℃ で 5 時間以内，1 回のみであれば，製
品の出荷をみとめている．また，RBC の輸送温度は，
欧州と米国では上限を 10℃ と規定している．

米国２），カナダ３）およびオーストラリア６）では，医療機
関内で，輸血のために出荷された RBC が 30 分以上冷
蔵されていなかった場合，その製剤は在庫に戻しては
ならないとしている．これは，“30 分ルール”として知
られ，Pick らは，室温で赤血球の viability を維持する
には，30 分を超えてはならないと結論した７）．しかし，
この検討では，全血液が用いられており，現在の RBC
と同一ではない．さらに，RBC の品質や細菌増殖に関
する結果も示されていない．近年，“30 分ルール”は，
現代の輸血療法には合致しないとして，その妥当性に

ついて検証されている８）～１７）．
一方，本邦では，欧米と同様，RBC を管理外の温度

に置く限界は 30 分とされているが１８），RBC が保存温度
の管理外に曝露された時，赤血球の品質に与える影響
を検証した報告は少ない．そこで，RBC が保存温度の
管理外に曝露された時の赤血球品質への影響を 2 条件
の温度で検討した．1 つは，保管機器の故障や海外で実
用されている輸送温度を想定し，Ir-RBC-LR の有効期間
内前期（保存 9 日目）と後期（保存 16 日目）に 10℃
で曝露した．もう 1 つは，医療機関において輸血検査
等で保冷庫から出庫された場合を想定し，同様に有効
期間中期（保存 10 および 14 日目）に室温（28℃）に
曝露した．

材料および方法
検討 1．Ir-RBC-LR相当模擬血液の内部温度測定
1 または 2 単位の Ir-RBC-LR に相当する模擬血液は，

ACD-A 液（カーミパック ACD-A 液，Kawasumi Labo-
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Fig.　1　Temperature measurements
The core temperature was measured by inserting the 
probe of the data logger into the approximate center of 
the bag.

Data logger

Probe

Table　1　Regulation temperatures during storage and transportation of red blood cell products 
in countries including Japan

Storage Transportation

Japana) 2 to 6℃ 2 to 6℃＊1)

USAb) 1 to 6℃ ≤10℃＊2)

Canadac) 1 to 6℃ ≤10℃，24 hr
Europed) 2 to 6℃＊3) ≤10℃，24 hr

UKe): ≤10℃，12 hr
a) Minimum Requirements for Biological Products
b) American Association of Blood Banks. Standards for blood banks and transfusion services 29th edition
c) Canadian Blood Services. Clinical guide to transfusion, Chapter 2: Blood Components.
d) Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components. 18th edition
e) Guidelines for the blood transfusion services in the United Kingdom. 8th ed. London
＊1) Components are transported in validated shipping containers at 2 to 6℃．
＊2) The transportation is not time-bound.
＊3) In the UK, exceptionally, it is allowed that the core temperature may extend from 1 to 10℃, providing 
that this deviation has happened on one occasion only, and that the duration is no longer than five hours.

ratories, Inc.）を血液分離バッグ（200ml：KBP-200C，
400ml：KBP-400C，Kawasumi Laboratories, Inc.）に約
130ml（ACD-A-1）または約 280ml（ACD-A-2）添加
して作製した．模擬血液バッグには，温度データロガー

（おんどとり TR-81，T＆D Corporation）のセンサ（TR-
8120，T＆D Corporation）を取り付けた（Fig. 1）．ACD-
A-1 および ACD-A-2 は，2～6℃ で冷蔵後，10℃ または
28℃ に設定されたインキュベーター（CN-25C，Mitsub-
ishi Electric Engineering Co., Ltd.）に静置した．模擬血
液の内部温度は，5 分間隔で 5 時間測定した．温度測定
は各 6 回行った．
検討 2．Ir-RBC-LRの品質変化
1．Ir-RBC-LR の 10℃ 曝露
試験には採血後 3 日目の ABO 同型 Ir-RBC-LR2（採

血後 2 日目に放射線照射）を 2 バッグ用意し，血液分

離バッグ（KBP-1000C，Kawasumi Laboratories, Inc.）
にプールおよび混和した． プールした Ir-RBC-LR は，
血液分離バッグ（KBP-200C，Kawasumi Laboratories,
Inc.）に 4 分割し，1 単位相当（約 130ml）となるよう
に調整した（Fig. 2（a））．4℃ 保存の Ir-RBC-LR を 10℃
に曝露し，再度 4℃ に戻して保存した影響をみるため，
4 バッグのうち 2 バッグは，それぞれ保存 9 日目（unit
2）または保存 16 日目（unit 4）に 10℃ で 24 時間曝露
し，再度 4℃ で保存した．残りの 2 バッグ（unit 1 およ
び 3）は，それぞれ unit 2 および 4 の対照とし，継続し
て 4℃ で保存した．Unit 1 および 2 の検体は，保存 3，
9，10，16，21 および 28 日目に採取した．Unit 3 およ
び 4 の検体は，保存 3，9，16，17，21 および 28 日目
に採取した．10℃ 曝露の検討は同プロトコールで 6
回実施した．

2．Ir-RBC-LR の 28℃ 曝露
試験には採血後 3 日目の ABO 同型 Ir-RBC-LR2（採

血後 1 または 2 日目に放射線照射）を 3 バッグ用意し，
血液分離バッグ（KBP-1000C，Kawasumi Laboratories,
Inc.）にプールおよび混和した．プールした Ir-RBC-LR
は，血液分離バッグ（KBP-200C，Kawasumi Laborato-
ries, Inc.）に 6 分割し，1 単位相当（約 130ml）となる
ように調整した（Fig. 2（b））．4℃ 保存の Ir-RBC-LR
を 28℃ に曝露し，再度 4℃ に戻して保存した影響をみ
るために，6バッグのうち4バッグは保存10日目に28℃
でそれぞれ 30 分（unit 2），1 時間（unit 3），2 時間

（unit 4）および 3 時間（unit 5）曝露し，再度 4℃ に保
存した．1 バッグは保存 10 日目および 14 日目に 28℃
でそれぞれ 1 時間曝露した（unit 6）．1 バッグは対照と
し，継続して 4℃ で保存した（unit 1）．検体は，保存
3，7，10，14，21 および 28 日目に採取した．28℃ 曝
露の検討は同プロトコールで 6 回実施した．
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Fig.　2　Experimental design
(a) Two units of red blood cell components from 400 ml of whole blood donation were pooled and split into 4 units (130 ml/unit) 
3 days after the donation and stored at 4℃. Units #1 and #3 were negative controls for #2 and #4, respectively. Units #2 and 
#4 were exposed to 10℃ for 24 hours on days 9 and 16, respectively. Samples were taken on days 3, 9, 10, 16, 21 and 28 from 
units #1 and #2. From units #3 and #4, samples were taken on days 3, 9, 16, 17, 21 and 28 for analyses of red blood cell quality.  
(b) Three units of red blood cell components from 400 ml of whole blood donation were pooled and split into 6 units (130 ml/
unit) 3 days after the donation and stored at 4℃. Unit #1 was a negative control. Units #2, #3, #4 and #5 were exposed to 28℃ 
for 30 min, 1 hour, 2 hours and 3 hours on day 10, respectively. Unit #6 was exposed to 28℃ for 1 hour on days 10 and 14. 
Samples were taken on days 3, 7, 10, 14, 21 and 28 for analyses of red blood cell quality.

(a) Exposure of red blood cells to 10 

(b) Exposure of red blood cells to 28 

3．各種パラメーターの測定
pH は，ガラス電極法または全自動血液ガス・電解質

分析装置（cobas b 221，Roche Diagnostics K. K.）によっ
て測定した．アデノシン-5’-三リン酸（ATP）濃度は，

除蛋白処理後の抽出物を検体として，生物発光法で測
定した．2,3-ジホスホグリセリン（2,3-DPG）濃度は，2,3-
DPG テスト「RD」（Roche Diagnostics K. K.）を用いて
酵素法で測定した．
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Fig.　3　Morphology of red blood cells
Individual cells in (a)‒(d) show the various stages of morphological change that red blood cells undergo during storage, named 
discocyte, echinocyte I, echinocyte II and spherocyte, respectively. The morphology score of a total of one hundred red blood 
cells was calculated by multiplying the number of discocytes by 3, echinocyte Is by 2, echinocyte IIs by 1 and spherocytes by 0 
and then adding them together.

aa bb cc dd

Fig.　4　Temperature profiles
ACD-A-1 and -2 corresponding to Ir-RBC-LR-1 and -2, respectively, were been exposed to 10℃ (a) or 28℃ (b) for 300 min. 
Data are represented as mean, n=6.

Ir-RBC-LR の一部は，遠心（3,000 rpm，10 分，4℃）
し，上清採取後，再度，同条件で遠心し，採取した上
清を検体とした．上清中のヘモグロビン（Hb）濃度は
Leuco crystal violet 法で測定し，溶血率を算出した１９）．
赤血球形態は，赤血球をグルタールアルデヒドで固定
後，走査型電子顕微鏡（JCM-5700，JEOL Ltd.）または
微分干渉顕微鏡（BX53DIC，Olympus Corporation）に
よって観察した．Morphology score は，discocyte を 3，
echinocyteI を 2，echinocyte II を 1 および spherocyte
を 0 とし，100 個当たりの合計値で表した（Fig. 3）２０）．

4．統計
Ir-RBC-LR の 10℃ 曝露検討は，4℃ 保存群と paired

t-test を用いて比較し，危険率（P）5% 未満を有意とし
た．Ir-RBC-LR の 28℃ 曝露検討は，4℃ 保存と他条件
の比較について，Repeated Measures ANOVA で検定
後，Dunnett’s test を用い，危険率（P）5% 未満を有意
とした．統計処理には GraphPad Prism（Version 6.0，
GraphPad Software, Inc., USA）を用いた．

結 果
1．模擬血液の内部温度
Ir-RBC-LRが10℃または28℃に曝露された時の内部

温度変化について，模擬血液を用いて調べた．模擬血
液が 10℃ に曝露された時（Fig. 4（a）），ACD-A-1 は
30 分で 7.7±1.2℃，60 分で 8.7±0.9℃ となった．ACD-
A-2 は 30 分で 7.3±1.2℃，60 分で 8.2±1.1℃ となった．
同様に，模擬血液が 28℃ に曝露された時（Fig. 4（b）），
1 単位は 30 分で 15.2±0.2℃，60 分で 21.1±0.2℃となっ
た．2 単位は 30 分で 12.0±0.1℃，60 分で 17.5±0.1℃ と
なった．

2．Ir-RBC-LRの 10℃曝露
Ir-RBC-LR を 10℃ に曝露し，再び 4℃ に戻して保存

した時の品質変化を調べた．保存 9 日目に 10℃ で 24
時間曝露した時（Fig. 5（a）），上清 Hb 濃度および溶血
率は，保存 10 日目において，unit 1（対照）と 2 の間
に有意差をみとめなかった．unit 2 の ATP 濃度は，保
存 21 日目において保存 3 日目の値（4.8±0.5μmol/gHb）
の 80% 以上を維持した．2,3-DPG 濃度は，unit 2 が保存
10 日目以降，unit 1 に比較し低値であったが，保存 21
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Fig.　5　Levels of in vitro parameters of Ir-RBC-LR after exposure to 10℃ for 24 hr: supernatant Hb (a), hemolysis (b), ATP (c), 2, 
3-DPG (d), pH (e), and morphology (f). 
Data are represented as mean±standard deviation, n=6. †: n=4. 
*Comparison of in vitro parameter levels between control and treated units with paired t-test at each point. Significance was 
set at p<0.05.

(a) Exposure of red blood cells to 10  on Day 9

(b) Exposure of red blood cells to 10  on Day 16

U n it  1

U n it  2

U n it  3

U n it  4

日目および28日目では共に1.0μmol/gHb以下となった．
pH は，10℃ 曝露後，保存 10，21 および 28 日目におい
て，unit 1と unit 2の間に有意差をみとめなかった．Mor-
phology score は，unit 2 が保存 28 日目において 258
±17 であり，unit 1 と有意差をみとめなかった．

一方，保存 16 日目に 10℃ で 24 時間曝露した時（Fig.

5（b）），2,3-DPG 濃度は，unit 4 が保存 17 日目以降，
unit 3（対照）に比較し低値であったが，共に 1.0μmol/
gHb 以下であった．上清 Hb 濃度，溶血率，ATP 濃度，
pH および Morphology score は，10℃ 曝露後，顕著な
変化がみられなかった．
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Fig.　6　Levels of in vitro parameters of Ir-RBC-LR after exposure to 28℃ for specified periods: supernatant Hb (a), hemolysis (b), 
ATP (c), 2,3-DPG (d), pH (e), and morphology (f). 
Data are represented as mean±standard deviation, n=6. †: n=5. ‡: n=4. 
*Comparison of in vitro parameter levels between control and treated units with Dunnett’s test at each point. Significance was 
set at p<0.05. 

3．Ir-RBC-LRの 28℃曝露
Ir-RBC-LR を 28℃ に曝露し，再び 4℃ に戻して保存

した時の品質変化を調べた（Fig. 6）．上清 Hb 濃度は，
保存 10 日目および 14 日目において，unit 1（対照）が
それぞれ 22.8±4.3，25.8±3.3mg/dl であり，各 28℃ 曝
露群との間に有意差をみとめなかった．溶血率は，保
存 28 日目までいずれの群も 0.2% 以下であった．ATP
濃度は，28℃ 曝露後，著しい変化をみとめなかった．
また，unit 1 は，保存 21 日目および 28 日目において，
それぞれ 4.3±0.3，3.5±0.2μmol/gHb となり，各 28℃
曝露群との間に有意差をみとめなかった．2,3-DPG 濃度
は，保存 10 日目において，unit 2，3，4 および 5 が，
それぞれ3.4±1.2，3.2±1.2，2.7±1.1および2.1±0.9μmol/
gHbとなり，28℃に曝露された時間が長い程低値となっ
た．pH は，28℃ 曝露による著しい変化をみとめなかっ
た．Morphology score は，unit 1 が保存 28 日目におい
て 243±4 であり，各 28℃ 曝露群との間に有意差をみ
とめなかった．

考 察
本検討では，Ir-RBC-LR が保存温度の範囲外に一定時

間曝露された時，その温度と経過時間が赤血球品質に
与える影響を検討した．

Ir-RBC-LR が保存 9 日目または 16 日目に，10℃で 24
時間曝露後，4℃ に再保存された場合，赤血球の溶血，
ATP 濃度および赤血球形態には大きな影響を与えない
と考えられた（Fig. 5）．RBC の 13℃，24 時間曝露を
5 回繰り返す際の品質について検討した報告１６）は，我々
の検討に比べて，曝露した温度は高く，回数も多いが，
RBC の品質低下はなかった．

海外のガイドライン２）３）６）では，RBC において，“30
分ルール”が提唱されている．本邦では，RBC を手術
室等で 30 分以上手元に置く場合，2～6℃ で保存するこ
ととされる１８）．“30 分ルール”は，Pick ら７）の報告が嚆
矢とされるが，この研究では全血液が用いられており，
赤血球の品質や細菌増殖に関する検討はされていない．
本検討では，RBC が保冷庫から取り出され，室温に曝
露された時を想定して，血液バッグ内部温度および赤
血球品質を調べた．なお，室温は，夏季エアコン冷房
政府推奨設定温度２１）である 28℃ とした．

Ir-RBC-LR の代用とした ACD-A-2（約 280ml）およ
び ACD-A-1（約 130ml）を 28℃ に曝露した時，血液バッ
グ内部温度は，30 分でそれぞれ 12.0±0.1℃ および 15.2
±0.2℃ となった（Fig. 4）．RBC（約 300ml）を室温に
曝露した時，30 分後の温度は 11.6℃～11.8℃ であった
との報告もある１４）１５）．Ir-RBC-LR は全血液から血漿の大
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部分を取り除き，赤血球保存液が添加され，また，内
部温度変化は Ir-RBC-LRの容量によっても異なるため，
Pick らが全血液を用いて検討し，提唱した 30 分ルール
は，現代に合致しないと思われる．

Ir-RBC-LR が保存 10 日目あるいは保存 10 日目と 14
日目に 28℃ で曝露した時の赤血球品質については，Ir-
RBC-LR を 28℃ で 3 時間曝露した場合，あるいは 28℃
で 1 時間曝露を 2 回繰り返した場合でも，赤血球の溶
血率は保存 28 日目まで欧州基準（0.8% 以下）２２）を満た
しており，ATP 濃度は保存 28 日目まで容認レベル（2.3
μmol/gHb）２３）以上を維持した．Morphology scoreは 4℃
保存群と各 28℃ 曝露群との間に有意差はなかった．2,3-
DPG濃度は，28℃曝露の時間が長くなるほど低値となっ
たが，2,3-DPG レベルは輸血後に回復するとされる２４）．
以上のことから，Ir-RBC-LR が 28℃ で 3 時間曝露ある
いは 28℃ で 1 時間曝露を 2 回繰り返すのであれば，品
質への影響は少ないと考えられた（Fig. 6）．Thomas
ら１２）も，RBC を 30℃ で 60 分間，3 回（保存 15，17 お
よび 21 日目）曝露したが，溶血率は 4℃ 保存に比べて
有意な上昇がみられず，保存 28 日目の ATP 濃度は容
認レベル以上であったと報告している．

本検討では放射線照射の RBC を用いたが，日本赤十
字社は放射線未照射のRBCも供給している．未照射RBC
の低温保存における品質変化は，上清カリウム濃度を
除き，照射 RBC と同等である２５）ことから，本検討結果
は未照射 RBC にも適用可能と思われた．

RBC の温度上昇に起因する細菌増殖も重要な問題で
ある．赤血球製剤は細菌に汚染された場合，菌種や菌
濃度にも因るが，著しい溶血や血液バッグ全体が黒色
化する等の外観変化が観察される２６）．今回，少なくとも
検討に使用した Ir-RBC-LR は，いずれも保存 28 日目ま
で，色調や外観に異常はみられなかった．Ramirez-Arcos
ら１３）は，RBC に好冷性細菌を接種し，室温で 30 分間 6
回，または 60 分間 3 回曝露した．その結果，細菌増殖
やエンドトキシン産生は，4℃ 保存と差がなかったこと
を示し，“30 分ルール”から 60 分への延長が妥当であ
るとした．Dumani ら１１）は，米国食品医薬品局が，2007
年から 2011 年の間に，細菌汚染された RBC を原因と
する死亡事例はないと報告している２７）ことから，“30
分ルール”は 60 分に延長しても細菌汚染事故は増加し
ないだろうと述べている．また，RBC の細菌汚染は，
献血者スクリーニング，採血時皮膚消毒，初流血除去
および白血球除去等の適用によっても減少すると述べ
ている．本邦においても，初流血除去，保存前白血球
除去導入後，RBC で細菌感染が特定された例はないこ
とから２８），RBC を室温で 60 分曝露しても，細菌汚染事
故の発生リスクは低いと考えられる．2016 年 6 月，英
国は，RBC が 6 時間冷蔵されていること，3 回以上保

管温度外に曝露されていないことを条件に，“30 分ルー
ル”を 60 分に変更した２９）．また，カナダでは，60 分へ
延長することを検証するため，数種の菌種を用いた研
究が行われている１５）．

以上，保存温度管理外に曝露された RBC について，
10℃，24 時間以内であれば，赤血球品質には影響が少
なく，安全に使用可能であると言える．また，この条
件は欧州２２）の RBC 輸送条件と同様であることから，本
邦におけるRBCの輸送にも適用可能と考えられた．28℃
で3時間あるいは28℃で 1時間が2回以内の曝露の時，
赤血球品質に及ぼす影響は少なく，近年報告されてい
る“30 分ルール”延長に関する検討も考慮すると，少
なくとも 28℃ で 60 分以内での室温曝露であれば，安
全に使用可能と考えられた．本検討結果は赤血球輸血
の安全性確保のみならず，不適切な保管による廃棄が
減少することが期待でき，献血血液の有効利用にも寄
与すると考える．
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QUALITY OF RED BLOOD CELLS SUBJECTED TO 10°C OR 28°C EXPOSURES
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Abstract:

In Japan, red blood cell (RBC) products are routinely stored at 2-6̊C. However, RBC products may be temporar-
ily exposed to temperatures outside of these storage temperatures when they are issued or tested for transfusion. In
this study, we investigated the effect of exposure to temperatures outside of the storage temperatures on the quality
of irradiated red blood cells-leukocytes reduced, Nisseki (Ir-RBC-LR).

When Ir-RBC-LR were exposed to 10̊C for 24 hours on day 9 or 16 and returned to 4̊C storage, hemolysis re-
mained under 0.3% up to day 28. ATP levels of the test units were maintained above 3.5 μmol/gHb up to day 28.

Hemolysis of test units that were exposed to 28̊C for 3 hours on day 10 or 1 hour on days 10 and 14was lower than
0.2% up to day 28. ATP levels of both control and test units on day 28 were higher than 3.0 μmol/gHb.

These results suggest that there is no impact on the in vitro RBC quality after exposure to 10̊C for 24 hours or
28̊C for 3 hours.
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