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リムルス試験によるグラム陰性菌汚染血小板製剤の迅速検出

宮﨑 卓１） 白木 喜子１） 中村 仁美２） 相良 康子２） 松﨑 浩史１）２）

血小板（PC）輸血に起因する細菌感染症は，輸血の安全性確保にとって長年の課題となっている．細菌汚染 PC
による輸血副作用を低減化する試みとして，混入細菌の検出法の開発や細菌不活化の技術開発が進められてきた．こ
れらの方法は細菌あるいは細菌に汚染された製剤の排除に有効であるものの，その多くには判定までに日数を要する，
操作が煩雑である，特殊な装置を必要とするといった難点がある．輸血後細菌感染症の致死的な症例では高い確率で
グラム陰性菌がその原因菌となっている．グラム陰性菌による細菌感染症では多臓器不全やショックの原因物質とし
てエンドトキシンが検出されるが，我々はグラム陰性菌とエンドトキシンの関係に着目し，リムルス試験のゲル化転
倒法によりエンドトキシンを測定し，PC中のグラム陰性菌汚染を迅速に検出する方法を考案した．本法は操作が簡
便で短時間で実施でき，輸血直前にエンドトキシン試験を行うことにより，重篤な症状を引き起こす可能性のあるグ
ラム陰性菌汚染 PCを高い確率で検出・排除することが可能である．
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緒 言
輸血用血小板製剤（PC）は 20℃～24℃で振とう保存

され，この保存条件が細菌の増殖にも適しているため，
PCの細菌汚染は輸血による重篤な副反応を引き起こす
原因となっている．この PCの細菌汚染は輸血の安全性
確保にとって長年の課題であり，細菌汚染 PCによる輸
血後感染症を低減化する試みとして，培養法１）２）や核酸
増幅法３）～５），イムノアッセイ３）６），フローサイトメトリー７）

などの細菌検出法が開発され，また UV照射等による
種々の細菌の不活化法８）９）が検討されてきた．これらの
方法は細菌あるいは細菌に汚染された製剤の排除に有
効であるものの，その多くには判定までに日数を要す
る，操作が煩雑である，特殊な装置を必要とするといっ
た難点がある．日本赤十字社では，献血時の問診の強
化，皮膚消毒の徹底，初流血除去，保存前白血球除去
等の安全対策を行っているが，2008年～2021年に輸血
による細菌感染の確定例が 21例発生しており，そのう
ち 1例が死亡事例であった．また 2022年にも死亡事例
1例が報告されており，いずれも原因菌はグラム陰性菌
である．海外における死亡事例でも，原因菌の 75%
以上がグラム陰性菌であったとの報告がある１０）１１）．グラ
ム陰性菌による細菌感染例で，多臓器不全やショック
を惹起する原因の多くはエンドトキシン１２）である．我々
はグラム陰性菌とエンドトキシンの関係に着目し，リ

ムルス試験のゲル化転倒法によりエンドトキシンを測
定し，PC中のグラム陰性菌汚染を簡便かつ短時間で検
出する方法を考案した．

材料および方法
1．PC
輸血用血液製剤として製造された PCで，ALT検査

不合格の，採血から 3日目のものを用いた．
2．エンドトキシンの定量
エンドトキシンの定量は，市販の LimulusAmebocyte

Lysate（LAL）試薬（富士フイルム和光純薬）を用い
たゲル化転倒法により行った．注射用蒸留水を用いて
調製した 2倍希釈系列の試料溶液について試験し，ゲ
ル化する最大希釈倍率に LAL試薬の表示力価（0.015
EU/ml）を乗じてエンドトキシン濃度（EU/ml）を求
めた．
3．エンドトキシン試験における反応干渉因子試験
PCを注射用蒸留水で 100倍～800倍に希釈したもの

に，LAL試薬付属のコントロール標準エンドトキシン
（CSE）を添加した試料を用いて反応干渉因子試験を行っ
た．反応干渉因子試験の方法は第 17改正日本薬局方に
従い，PC 3ロットを用いて試験した．
4．細菌株
Escherichia coli（NBRC 15034），Escherichia coli
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（PDI-3-18-00047），Klebsiella pneumoniae（PDI-3-17-
00072），Pseudomonas aeruginosa（Schroeter）Migula
（ATCC 27853），Pseudomonas aeruginosa（clinical iso-
late），Serratia marcescens（ATCC 14756），Serratia
marcescens Bizio（ATCC 43862）の 7種類の細菌株を
用いた．IDに PDIが付いた細菌 2株は，本邦における
輸血副作用事例で検出され単離された臨床株である．
5．エンドトキシン検出法による PC中のグラム陰性
菌の検出感度
L-broth（LB）3ml に，各細菌株のグリセリンストッ
ク 50μl～100μl を加え，37℃（S. marcescens のみ 26℃）
水浴中で 16時間振とう培養した．この培養液を LB
で 5×106倍に希釈し普通寒天培地に 100μl 播種し，37℃
（S. marcescens のみ 26℃）で 24時間培養しコロニー数
を計測した．また注射用蒸留水で 400倍に希釈した細
菌培養液を原点とする 2倍希釈系列の被検溶液を調製
し，エンドトキシン定量を行った．PCを試料とする場
合には，後述のとおり反応干渉因子の影響を除くため
注射用蒸留水で 400倍に希釈する．LAL試薬の表示感
度 0.015EU/ml を乗じて得られる 6EU/ml が本検討に
おける PC中のエンドトキシンの検出限界となる．各細
菌株の培養液について得られるコロニー数とエンドト
キシン定量値から，6EU/ml に相当するコロニー数を
算出し，PC中の細菌の検出限界とした．
6．PCへの細菌接種試験
（1）接種用菌液の調製と接種量
前出の方法により各細菌株を培養し，培養液 100μl

を LBで適宜希釈し，6.3CFU/ml～3.22×103 CFU/ml
の接種用菌液を調製した．採血時に混入する細菌量は
5～62CFU/bag，1CFU/ml 以下と推定されているた
め１３）～１５），1バッグ 200ml として 0.05CFU/ml（PCバッ
グ中）を基準接種量として設定し，基準接種量で細菌
の増殖が認められない場合に適宜接種量を増やした．
（2）PCへの接種用菌液の接種と接種後の振とう培養
接種試験では細菌株，接種量毎に PC 5ロットを用い

たが，菌の増殖が認められない場合に接種量を増やす
予備検討では適宜ロット数を減じた．
接種試験に用いる PCには無菌的に連結管を接続し

PC内容物で満たし，連結管チューブを介して注射器で
菌液の接種及びサンプリングを行った．1ml の菌液を
接種した PCは水平振とう機に載せ，20～24℃で 60
回/分で振とうした．
（3）サンプリングと試験
菌液接種当日を day1とし，day5まで 24時間毎に 1
ml をサンプリングし，直ちに氷中に置いた．この試料
を LBで適宜希釈しコロニー数を計測した．また，同試
料を注射用蒸留水で適宜希釈しエンドトキシン定量を
行った．コロニー数計測では，day3（接種 48時間後）

でコロニーが観察されない場合，接種した菌が死滅し
たと判定した．また day2でコロニーが観察されず day3
から観察されるロットを増殖遅延ロットと定義した．
試料のサンプリング時に外観異常（スワーリングの
消失または減弱，色調変化，凝集・凝固の発生，気泡
の発生）の有無を目視により観察した．また異臭も外
観異常に含めた．
7．エンドトキシン試験におけるインキュベート時間

の検討
常法で 60分であるインキュベート時間の短縮が可能

かどうかを知るため，0.03EU/ml～0.25EU/ml の濃度
の CSE溶液を用いて，インキュベーション時間とゲル
化の濃度依存性を調べた．

結 果
1．エンドトキシン試験における反応干渉因子試験
結果を表 1に示す．PCを注射用蒸留水で 100倍及び

200倍に希釈した試料に CSEを添加した時，3.00×10－2

EU/ml の濃度で添加した試料でもほとんどゲル化せず，
PC中の共存物質がゲル化反応を阻害した．400倍及び
800倍に希釈した試料では，注射用蒸留水と同様のゲル
形成を示した．PCを試料とする場合，共存物質の影響
を除くため注射用蒸留水で 400倍に希釈することとし
た．
2．エンドトキシン検出法による PC中のグラム陰性

菌の検出感度
各細菌株の検出限界は 2.52×104～3.20×105 CFU/ml
であった（表 2）．
3．接種された細菌の増殖
表 3に day3での細菌増殖の状況をまとめた．基準接
種量で試験した E. coli（NBRC 15034）では 1ロットで
死滅したが 4ロットで正常に増殖した．E. coli（PDI-
3-18-00047）では基準接種量で試験した 3ロットとも増
殖が認められず，基準接種量の 20倍～100倍（0.9～5.7
CFU/ml）で接種した 6ロットでも増殖が認められなかっ
た．この菌株については更に 5ロットに基準接種量の
約 200倍～300倍（9.4～14.8CFU/ml）で接種し，増殖
が認められたのは 2ロットで，内 1ロットは増殖遅延
であった．K. pneumoniae（PDI-3-17-00072）では 2
ロットで死滅したが，3ロットで正常に増殖した．基準
接種量で試験した P. aeruginosa（ATCC 27853）では
4ロットで死滅，1ロットで増殖遅延となったが，基準
接種量の約 10倍またはそれ以上（0.52～1.07CFU/ml）
では，1ロットで死滅したものの 4ロットで正常な増殖
が認められた．P. aeruginosa（clinical isolate）と S.
marcescens（ATCC 43862）では 4ロットで正常に増
殖し，1ロットで増殖遅延となった．S. marcescens
（ATCC 14756）では試験した 3ロットとも増殖が認め
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表 1　試料の希釈が PC中のエンドトキシン検出に与える影響

注射用蒸留水

CSE＊1 濃度
（EU/ml）

ゲル形成

試験 1 試験 2 試験 3

0（n.c.） －－ －－ －－
3.75×10－3 －－ －－ －－
7.50×10－3 －－ －－ －－
1.50×10－2 －－ －－ －－
3.00×10－2 ＋＋ ＋＋ ＋＋

PC＊2

希釈倍率
CSE＊1 添加濃度
（EU/ml）

ゲル形成

試験 1 試験 2 試験 3

×100

0（n.c.） －－－－ －－－－ －－－－
3.75×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
7.50×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
1.50×10－2 －－－－ －－－－ －－－－
3.00×10－2 －－－－ －－－－ －－－－

×200

0（n.c.） －－－－ －－－－ －－－－
3.75×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
7.50×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
1.50×10－2 －－－－ －－－－ －－－－
3.00×10－2 －－－－ －－－－ －＋－－

×400

0（n.c.） －－－－ －－－－ －－－－
3.75×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
7.50×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
1.50×10－2 －－－－ －－－－ －－－－
3.00×10－2 ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

×800

0（n.c.） －－－－ －－－－ －－－－
3.75×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
7.50×10－3 －－－－ －－－－ －－－－
1.50×10－2 －－－－ －－－－ －－－－
3.00×10－2 ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

＊1 標準エンドトキシン（Control Standard Endotoxin）
＊2 試験 1～試験 3についてそれぞれ 1ロットずつの計 3ロットを用いて
試験を行った

表 2　エンドトキシン検出による PC中の細菌の検出
限界（CFU/ml）

Escherichia coli 5.11×104

（NBRC 15034）
Escherichia coli 2.78×104

（PDI-3-18-00047）＊

Klebsiella pneumoniae 3.20×104

（PDI-3-17-00072）＊

Pseudomonas aeruginosa（Schroeter）Migula 4.20×104

（ATCC 27853）
Pseudomonas aeruginosa 2.52×104

（clinical isolate）
Serratia marcescens 3.20×105

（ATCC 14756）
Serratia marcescens Bizio 2.18×105

（ATCC 43862）
＊本邦における輸血副作用事例で検出，単離された臨床株

られず，基準接種量の 20倍（0.8～0.9CFU/ml）で接種
した 2ロットでも増殖が認められなかった．
4．接種された細菌の PC中での増殖とエンドトキシ
ンの検出
E. coli（NBRC 15034）の基準接種量における細菌の

増殖曲線及び検出されるエンドトキシン量の推移を図
1-1に示す．試験した 5ロット中 4ロットが day2から
増殖し，コロニー数は day3で E. coli（NBRC 15034）の
検出限界値（5.11×104 CFU/ml）を超え，day4で 108

CFU/ml を超えた．エンドトキシンは day3からコロニー
数の増加に伴い検出された．S. marcescens（ATCC
14756）以外の細菌株についてもほぼ同様の結果が得ら
れた．細菌の増殖が認められたが day3でエンドトキシ
ンを検出できなかった 2例を図 1-2に示した．P. aerug-
inosa（clinical isolate）の Lot2，S. marcescens（ATCC
43862）の Lot4に増殖遅延が見られ，day3でのコロニー
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図 1-1　PCに接種した細菌の増殖とエンドトキシンの検出 
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表 3　細菌接種濃度と day3 における細菌増殖の状況

細 菌
接種濃度

CFU/ml in bag
試験ロット数

区 分

正常に増殖＊1 増殖遅延＊2 死滅＊3

Escherichia coli 0.04 ～ 0.06 5 4 0 1
（NBRC 15034） 0.5 ～ 1.0 5 5 0 0

Escherichia coli 0.03 ～ 0.08 3 0 0 3
（PDI-3-18-00047） 0.9 ～ 1.4 3 0 0 3

2.1 ～ 5.7 3 0 0 3
9.4 ～ 14.8 5 1 1 3

Klebsiella pneumoniae 0.05 ～ 0.10 5 3 0 2
（PDI-3-17-00072）

Pseudomonas aeruginosa 0.03 ～ 0.04 5 0 1 4
（Schroeter）Migula 0.52 ～ 1.07 5 4 0 1
（ATCC 27853）

Pseudomonas aeruginosa 0.05 ～ 0.11 5 4 1 0
（clinical isolate）

Serratia marcescens Bizio 0.06 ～ 0.07 5 4 1 0
（ATCC 43862）

Serratia marcescens 0.03 ～ 0.05 3 0 0 3
（ATCC 14756） 0.8 ～ 0.9 2 0 0 2

ロット数合計 54 25 4 25
■基準接種量を接種した群
＊1　day2 からコロニーが観察されたロット
＊2　day2 ではコロニーが観察されず day3 でコロニーが観察されたロット
＊3　day3 でコロニーが観察されなかったロット
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図 1-2　PCに接種した細菌の増殖とエンドトキシンの検出 
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数はそれぞれ 1.40×102 CFU/ml，3.20×102 CFU/ml
であった．
5．コロニー数とエンドトキシン量との相関
E. coli（NBRC 15034）の基準接種量例で，day3にお

けるコロニー数とエンドトキシン量を常用対数変換し
相関を調べた（図 2）．R2値が 0.9926となり，対数増殖
期ではコロニー数とエンドトキシン量との間に高い相
関があることが明らかとなった．
6．外観検査結果
細菌接種試験で細菌が増殖した PCについて，外観変
化を検出できたロット数を表 4に集計した．day2では
すべてのロットで外観変化は認められなかった．day3
では K. pneumoniae の 3ロット中 2ロット，S. marces-
cens の 5ロット中 4ロットで何らかの外観変化が認め
られたのに比較して，E. coli では 11ロット中 1ロット，
P. aeruginosa では 10ロット中 0ロットとほとんど外観
変化が観察されず，細菌種による違いが見られた．day4
以後は E. coli，P. aeruginosa でも外観変化を示すロッ
ト数が増加したが，P. aeruginosa では day5でも外観変
化が観察されたのは 10ロット中 5ロットであった．
7．外観試験とエンドトキシン試験の比較
表 5に day3における外観試験による細菌汚染の検出

とエンドトキシン試験による細菌汚染の検出を比較し

た．E. coli や P. aeruginosa で何らかの外観変化が検出
されたのは両者合わせて 21ロット中 1ロットであった
が，我々の系では増殖遅延の 1ロットを除く 20ロット
でエンドトキシンが検出された．
8．インキュベーション時間とゲル化の関係
表 6に被検溶液のエンドトキシン濃度及びそのエン
ドトキシン濃度に相当する E. coli（NBRC 15034）のコ
ロニー数と，ゲル化に要するインキュベート時間の関
係を示した．エンドトキシン濃度が高くなるにつれ短
時間のインキュベートで検出可能であることが分かっ
た．

考 察
血液中に混入した細菌の増殖を決定づける要因とし
て，細菌自体の血漿中の免疫能に対する感受性（plasma
sensitivity）が報告されている１６）１７）．しかし我々の接種
試験では，通常の採血で混入すると思われる細菌量を
接種した時，同じ細菌株でも細菌が正常に増殖する例
と全く増殖しない例，増殖が遅延する例が混在した（表
3）．これらの差異は細菌の特性ではなく献血者側の補
体活性等の免疫能の違いに起因すると推測される．正
常な増殖の場合には，接種した細菌は day2から day4
にかけて対数増殖し，細菌数は急激に増加する．Jacobs
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図 2　day3 における細菌数とエンドトキシン量の相関
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等１０）は，輸血による細菌感染での死亡例 3例の原因菌は
すべてグラム陰性菌で，その細菌濃度は 106 CFU/ml
を超えていたと報告している．接種した細菌が正常に
増殖した 25ロット（表 3）のうち 23ロットで day3
でのコロニー数が 106 CFU/ml を超えていた（データは
示していない）．エンドトキシンは 25ロットすべてで
検出された．増殖遅延の 2ロット（図 1-2）では day3
でエンドトキシンが検出されなかったが，その時点で
のコロニー数が 3.20×102 CFU/ml 以下で，ほとんど臨
床的な症状を惹起しない細菌濃度１０）であった．
S. marcescens（ATCC 14756）と E. coli（PDI-3-18-

00047）は PC中で増殖し難く（表 3）plasma sensitiv-
ityが高い細菌株であると考えられる．特に E. coli（PDI-
3-18-00047）は通常の採血時での混入量では死滅すると
考えられるが，このような細菌株でも，輸血による細
菌感染の原因菌たり得ることを示す例である．
グラム陰性菌汚染製剤での輸血副作用事例でエンド
トキシン定量が行われている報告１０）１１）１７）では，あくまで
致死的な症状を引き起こす生理活性物質の産生量とし
て測定されており，細菌汚染の検出を目的として測定
されている報告例は無い．エンドトキシンはグラム陰
性菌の外皮を構成するリポ多糖（LPS）であり，通常の
環境下では菌体そのものまたはその断片として存在す
るため１２），細菌の培養液を注射用蒸留水で希釈した系で

は，菌体あるいはその断片をエンドトキシン量として
定量していると考えられる．しかし生体内では LPS bind-
ing proteinのような LPSと特異的に結合するタンパク
質に結合・抽出され，複合体として生理活性を示すと
されており１２）１８）～２１），PCに接種された細菌のエンドトキ
シンが，増殖する過程でどのような形態で存在するの
かは明らかでない．しかし今回，対数増殖期では細菌
量と検出されるエンドトキシン量に高い相関があり（図
2），エンドトキシンを測定することにより細菌汚染 PC
を正確に検出・排除し得ることを初めて明らかにした．
細菌汚染の簡便な検出法として外観試験が行われて
いるが，外観異常を認めない PCによる死亡事例も起き
ており信頼性は高くない．我々の検討でも外観変化を
呈し難い細菌種があることが明らかとなったが，その
ような細菌種でもエンドトキシンを検出できており，
エンドトキシン試験により，外観試験では発見が困難
な細菌汚染製剤を高い確率で検出・排除することが可
能であることが分かった．
エンドトキシン試験による PC中の細菌汚染の検出は，
輸血直前に実施できるよう簡便かつ短時間で実施でき
ることが望ましい．リムルス試験のゲル化転倒法は試
験操作及び判定は簡便であるが，常法では 60分間のイ
ンキュベートが必要である．このゲル化反応はエンド
トキシン濃度が高くなるにつれ必要なインキュベート
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表 4　細菌接種後の PCの外観試験結果

細 菌
接種量

CFU/ml in bag
外観変化

外観変化を呈したロット数/
細菌増殖が確認されたロット数

day2 day3 day4 day5

Escherichia coli
（NBRC 15034）

0.04 ～ 0.06
スワーリング消失/減弱 0/4 0/4 4/4 4/4

色調変化 0/4 0/4 1/4 2/4
凝固 0/4 0/4 0/4 1/4

0.5 ～ 1.0
スワーリング消失/減弱 0/5 1/5 5/5 5/5

色調変化 0/5 0/5 5/5 5/5

Escherichia coli
9.4 ～ 14.8

スワーリング消失 0/1 0/2 2/2 2/2
（PDI-3-18-00047） 色調変化 0/1 0/2 2/2 2/2

計 0/10 1/11 11/11 11/11

Klebsiella pneumoniae
（PDI-3-17-00072）

0.05 ～ 0.10

スワーリング消失/減弱 0/3 2/3 3/3 3/3
気泡発生 0/3 1/3 3/3 3/3
凝集 0/3 0/3 0/3 2/3

色調変化 0/3 1/3 1/3 1/3

計 0/3 2/3 3/3 3/3

Pseudomonas aeruginosa
（Schroeter）Migula
（ATCC 27853）

0.03 ～ 0.04
スワーリング消失/減弱 0/1 0/1 0/1 0/1

色調変化 0/1 0/1 0/1 0/1

0.52 ～ 1.07
スワーリング消失/減弱 0/4 0/4 1/4 3/4

色調変化 0/4 0/4 2/4 2/4
微小凝集 0/4 0/4 0/4 2/4

Pseudomonas aeruginosa
0.05 ～ 0.11

スワーリング消失/減弱 0/4 0/5 2/5 2/5
（clinical isolate） 色調変化 0/4 0/5 1/5 1/5

計 0/9 0/10 4/10 5/10

Serratia marcescens Bizio
（ATCC 43862）

0.06 ～ 0.07

スワーリング消失 0/4 4/5 4/5 5/5
気泡発生 0/4 2/5 0/5 1/5
凝集 0/4 0/5 4/5 5/5
異臭 0/4 0/5 0/5 4/5

計 0/4 4/5 4/5 5/5

計：何らかの外観変化を呈したロット数/同一細菌種内での細菌増殖が確認されたロット数の合計

表 5　day3 における外観試験とエンドトキシン試験による細菌検出の比較

細 菌
接種量

CFU/ml in bag

検出されたロット数/
細菌増殖が確認されたロット数

外観試験 エンドトキシン試験

Escherichia coli 0.04 ～ 0.06 0/4 4/4
（NBRC 15034） 0.5 ～ 1.0 1/5 5/5

Escherichia coli
9.4 ～ 14.8 0/2 2/2

（PDI-3-18-00047）

計 1/11 11/11

Klebsiella pneumoniae
0.05 ～ 0.10 2/3 3/3

（PDI-3-17-00072）

計 2/3 3/3

Pseudomonas aeruginosa
0.03 ～ 0.04 0/1 1/1

（Schroeter）Migula
（ATCC 27853） 0.52 ～ 1.07 0/4 4/4

Pseudomonas aeruginosa
0.05 ～ 0.11 0/5 4/5

（clinical isolate）

計 0/10 9/10

Serratia marcescens Bizio
0.06 ～ 0.07 4/5 4/5

（ATCC 43862）

計 4/5 4/5

計：検出されたロット数の合計/同一細菌種内で細菌増殖が確認されたロット数の合計
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表 6　エンドトキシン濃度とゲル化時間の関係

被検溶液の
エンドトキシン濃度

E. coli（NBRC 15034）
コロニー数（換算値）＊

ゲル化反応

インキュベート時間（分）
10 15 20 25 30 35 40 45

0.03 EU/ml 1.03×105 CFU/ml －－ －－ ±± ＋＋ ＋＋
0.06 EU/ml 2.05×105 CFU/ml －－ －－ ±± ＋＋ ＋＋
0.12 EU/ml 4.10×105 CFU/ml －－ －－ ±± ＋＋ ＋＋
0.25 EU/ml 8.55×105 CFU/ml －－ －－ ±± ＋＋ ＋＋

＊E. coli（NBRC 15034）の検出限界を算出した際のデータを用いてEU/mlをCFU/mlに換算した．

時間が短くなり，106 CFU/ml の細菌は 25分間で検出
が可能である（表 6）．細菌の迅速検出法（rapid detec-
tion methods）として PGDprimeや BacTxなどの検出
キットがあり３），前者は PC検体への試薬の添加から判
定までの試験時間が約 30分，後者は PC検体の前処理
として溶解，ペレット化，ペプチドグリカンの抽出，
中和の工程があり煩雑な操作が必要だが，前処理した
試料と試薬との反応時間は 30分以内である．本法もそ
れらと同等の時間で試験可能であり，PC検体の前処理
は注射用蒸留水での希釈のみで最も簡便である．
今回我々が構築したエンドトキシン検出系は，輸血
直前に単独で実施可能な point-of-care test３）として位置
づけられる．グラム陰性菌汚染 PCを簡便かつ短時間に，
かつ高い確率で検出・排除することが可能であり，重
篤な症状を引き起こす可能性のある輸血後感染症を未
然に防止する有用な系である．本法ではグラム陽性菌
の混入を検出できないが，日本赤十字社では培養法に
よる製品スクリーニングを導入予定である．出庫前ス
クリーニングに，必要に応じて輸血直前に行うエンド
トキシン試験を組み合わせれば，細菌汚染 PCによる重
篤な輸血後感染例の更なる減少が期待される．
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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RAPID DETECTION OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA-CONTAMINATED

PLATELET CONCENTRATES USING THE LIMULUS TEST
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１）Fukuoka Red Cross Blood Center
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Abstract:

Bacterial infections resulting from platelet concentrate (PC) transfusion have been a longstanding issue in ensur-
ing transfusion safety. In an attempt to reduce the adverse effects of transfusion caused by bacterial-contaminated
PCs, development of methods to detect contaminating bacteria and techniques to inactivate bacteria have been pro-
moted. Although these methods are effective in eliminating bacteria or bacteria-contaminated preparations, many of
them have drawbacks such as requiring a number of days to determine the presence of bacteria, complicated opera-
tions, and special equipment. Gram-negative bacteria are the causative organisms in a high percentage of fatal cases
of post-transfusion bacterial infection. Endotoxin is detected as a causative agent in multiple organ failure and shock
in Gram-negative bacterial infection. We focused on the relationship between gram-negative bacteria and endotoxin
and developed a rapid method to detect Gram-negative bacteria contamination in PCs bymeasuring endotoxin using
the gel-clot technique of the Limulus test. This method is simple and quick to perform, and by performing the endo-
toxin test immediately before platelet transfusion, it is possible to detect and eliminate Gram-negative bacteria-
contaminated PC that may cause serious symptoms with high probability.
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Limulus test, platelet concentrates, bacterial contamination, gram-negative bacteria, endotoxin
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