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M-sol で調製した洗浄血小板および多血小板血漿（PRP）中での細菌増殖

平山 順一 東 寛 藤原 満博 秋野 光明 本間 稚広
加藤 俊明 池田 久實

濃厚血小板（PC）により引き起こされる輸血副作用の防止には洗浄血小板が有効である．血漿には菌の増殖を抑
制する補体成分が含まれているため，洗浄により血漿濃度が減少した洗浄血小板中では，菌の増殖が促進される可
能性がある．本研究では，M-sol で調製した洗浄血小板中での菌の増殖動態を多血小板血漿（PRP）中でのそれと比
較検討した．

PRP に菌を播種し（Day0），20～24℃ で 24 時間振とう保存した後，PRP を 2 等分（コントロール群とテスト群）
した．テスト群の遠心上清を出来るだけ除去し，M-sol を添加した（Day1）．両群はポリオレフィンバッグ中で Day
7 まで保存した．菌数測定は寒天培地を用いたプレート法により行った．

PRP 中での場合と比較すると，洗浄血小板中では Streptococcus dysgalactiae や Escherichia coli の増殖は促進さ
れ，Staphylococcus epidermidis と Staphylococcus aureus の増殖は抑制された．洗浄血小板中での Bacillus cereus
の増殖は PRP 中の場合とほとんど差がなかった．Propionibacterium acnes や Serratia marcescens の場合，PRP
および洗浄血小板のいずれにおいても増殖しなかった．

M-sol で調製した洗浄血小板中で増殖が促進される菌株が存在するという点に注意が必要である．
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緒 言
血小板輸血において，血漿成分に由来する輸血副作

用を繰り返す患者に対しては，濃厚血小板（PC）の代
替として洗浄血小板を使用することにより副作用の発
症を防止することが可能である１）～４）．以前われわれが開
発した血小板保存液 M-sol は，市販輸液を無菌的に混合
するだけで調製でき，血小板保存性能も優れているた
め，洗浄血小板調製のため現在いくつかの血液センター
や医療機関で使用されている５）～１０）．

輸血による細菌感染は稀にしか発生しないが，20～
24℃ で保存する血小板製剤の場合，低温で保存する赤
血球製剤よりも細菌が増殖しやすく，特に注意が必要
である．血清学的検査や核酸増幅検査はウイルスに対
してのみであり，細菌には行われていない．血小板輸
血による細菌感染リスクは病原体感染の重要な課題と
なっている１１）～１３）．

血漿には殺菌作用を有する補体成分が含まれている．
それ故，PC よりも血漿濃度の低い置換血小板（血漿濃
度：30～40％）や洗浄血小板（血漿濃度：約 5％）に細
菌が混在すると，輸血による細菌感染のリスクが大き
くなるおそれがある．置換血小板において数種の菌で

増殖が促進されたという報告がある１４）～１６）．
PC および M-sol で調製した洗浄血小板に対して同数

の菌を播種し，増殖動態の比較検討を行った結果，洗
浄血小板中で増殖が促進される菌や逆に抑制される菌
が存在することを既に報告した１７）．しかし洗浄操作は
PCを調製した翌日または翌々日に行われることが多く，
既報の実験系では洗浄されるまでの間に血漿が菌に及
ぼす影響について考慮されていない．穿刺時に混入し
た感染例１８）や血液バッグなどの汚染に起因した感染例も
報告されており１９）２０），そのような場合，洗浄するまでの
間に殺菌される可能性もある．また洗浄操作そのもの
が菌数や増殖に影響することも考えられる．本研究で
はこれらの点を考慮した実験系により検討を行った．

方 法
期限切れ PC（採血後 4～5 日経過）と同型の新鮮凍

結血漿（採血後 6 時間以内に全血から調製し使用直前
まで凍結保存）を混合することにより PRP（355±1
ml，87.0±12.7×104�µl）を調製した．M-sol は既報の
とおり調製した５）６）８）１０）．

本研究で使用した細菌は Table 1 に示した．P. acnes
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Table 1　Test panel microorganisms

Organism Source Gram stain property

Propionibacterium acnes ATCC#6919 positive
Serratia marcescens ATCC#14756 negative
Bacillus cereus ATCC#10876 positive
Staphylococcus epidermidis ATCC#49134 positive
Staphylococcus aureus NBRC13276 positive
Streptococcus dysgalactiae Clinical Isolate positive
Escherichia coli ATCC#11775 negative

Table　2　Bacterial growth in PRP and washed PLTs (log10 (CFU/ml))

Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 7 n

B. cereus
Control 0.60±0.31 5.37±0.47 7.29±0.35 7.21±0.39 NT 7.40±0.64 6
Washed PLTs NT 4.56±1.09 7.10±0.23 7.40±0.26 NT 6.90±0.60 6
P. acnes
Control 0.56±0.30 0.35±0.22 NT 0.36±0.32 NT 0.85±0.65 5
Washed PLTs NT 0.18±0.27 NT 0.58±0.34 NT 0.57±0.40 5
S. epidermidis
Control 0.63±0.31 0.82±1.18 2.83±0.65 4.80±0.48 6.03±0.73 7.76±0.61 7
Washed PLTs NT 0.39±0.48 2.65±0.49 3.87±0.64＊ 4.61±0.88＊ 6.73±0.60＊ 7
S. aureus
Control 0.28±0.14 0.17±0.34 4.98±0.94 6.44±0.37 7.34±0.66 7.69±0.92 7
Washed PLTs NT 0.43±0.62 3.20±0.35＊ 5.10±0.64＊ 6.58±0.70＊ 7.93±0.62 7
S. dysgalactiae
Control 0.27±0.43 1.14±1.12 3.48±1.24 5.74±1.31 NT 7.06±0.54 7
Washed PLTs NT 1.15±0.82 5.18±1.35＊ 7.31±0.64＊ NT 7.20±0.42 7
S. marcescens
Control 0.92±0.17 ＜0 ＜0 ＜0 NT ＜0 8
Washed PLTs NT ＜0 ＜0 ＜0 NT ＜0 8

Data represent the mean±S.D.　NT＝not tested.　＊P＜0.05　＜0＝under detectable limit

以外の好気性菌については，液体培地（BacT�ALERT
BPA，BIOMERIEUX Inc., USA）により好気的条件下
で一晩振とう培養（37℃）した．P. acnes（嫌気性菌）
は液体培地（BacT�ALERT BPN，BIOMERIEUX Inc.,
USA）により嫌気的条件下で振とうせずに 72 時間以上
培養（30℃）した．このように培養された菌を PRP
に播種した（Day0）．菌が播種された PRP を 22～24℃
で 24 時間振とう保存（50～60 回�分）した後，2 分割

（コントロール群とテスト群）した（Day1）．テスト群
の遠心（2,560g，10 分）上清を除去し M-sol を添加した．
コントロール群（171±6ml，血漿 100％）とテスト群

（171±3ml，血漿 4.19±1.63％）は引き続き Day7 まで
振とう保存した．保存にはポリオレフィン製血液バッ
グ（KBP1000FP および KBP600FPN，川澄化学工業）
を用いた．

Day0（接種直後），1，2，3，4，7 に各バッグから無
菌的にサンプルを採取し，希釈法により寒天培地上に
塗布し，培養後に出来たコロニーの数を計測すること
により菌数を算出した．P. acnes 以外はトリプトソーヤ
寒天培地（日水製薬）を用い好気的条件下 37℃ で 24
時間（S. dysgalactiae は 48 時間）培養した．P. acnes

は血液寒天培地（ブルセラ HK 寒天培地，極東化学）を
用い嫌気的条件下 30℃ で 7 日間培養した．

コントロール群とテスト群の間の統計処理は Two-
tailed paired t-test により行った．P 値 0.05 未満を有意
差ありとした．

結 果
本研究では 7 種の菌について検討を行った（Table

1）．唯一の嫌気性菌である P. acnes は，コントロール
群とテスト群のいずれの場合においても好気的条件下
での 7 日間保存中にほとんど増殖しなかった．両群の
菌数間に有意差はなかった（Table 2）．

S. marcescens の場合，菌接種直後の菌数は0.92±0.17
log10（CFU�ml）であったが，両群において Day1，2，
3，7 で検出限界以下であった（Table 2）．

B. cereus はいずれの群においても経時的に増殖し，
その速度は 7 種の中で最も速かった．7 日間の保存中，
コントロール群とテスト群の菌数の間に有意差はなかっ
た（Table 2）．

S. epidermidis も両群において経時的に増殖したが，
テスト群の菌数はコントロール群よりも Day3，4，7
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Table　3　Growth of E. coli in PRP and washed PLTs (log10 (CFU/ml))

Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 7 n

E. coli (Exp.#1, 4, 5, 8)
Control 0.51±0.20 ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 4
Washed PLTs NT ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 4
E. coli (Exp.#6)
Control 0.301 ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 1
Washed PLTs NT ＜0 1.47 5.70 7.90 7.85 1
E. coli (Exp.#7)
Control 1.778 ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 ＜0 1
Washed PLTs NT 1.00 5.45 7.45 7.60 8.20 1
E. coli (Exp.#2)
Control 0.954 0.301 2.28 3.58 5.85 7.78 1
Washed PLTs NT 1.301 6.43 7.81 7.60 8.00 1
E. coli (Exp.#3)
Control 1.778 1.30 3.15 4.36 7.48 7.30 1
Washed PLTs NT 0.78 5.15 7.15 7.78 7.60 1

Data represent the mean±S.D.　NT＝not tested.　＜0＝under detectable limit

で有意に低かった．同様に S. aureus もテスト群の菌数
はコントロール群よりも Day2，3，4 で有意に低かった

（Table 2）．
S. dysgalactiae も両群で経時的に増殖したが，テスト

群の菌数はコントロール群よりも Day2，3 で有意に高
かった（Table 2）．

E. coli に関しては 8 例（n＝8，Exp#1～8）の実験を
行った．Exp#1，4，5，8 の場合，PRP に接種直後（Day
0）の菌数は 0.51±0.20log10（CFU�ml）であったが，両
群において Day1 以降検出限界以下であった（Table
3）．Exp#6，7 の場合，テスト群では経時的に菌は増殖
したが，コントロール群はDay1以降検出限界以下であっ
た（Table 3）．Exp#2，3 の場合，両群で経時的に菌は
増殖したが，Day2 以降でテスト群の方が菌数は多かっ
た（Table 3）．

考 察
PRP および洗浄血小板中での 7 種の菌（グラム陰性

菌 2 種，グラム陽性菌 5 種）の増殖動態について比較
検討を行った．洗浄 24 時間前に菌を PRP に接種した本
実験系では，グラム陰性菌である S. marcescens の場合，
PRP および洗浄血小板いずれにおいても Day1 以降検
出限界以下であった（Table 2）．以前われわれが行った
PRP および洗浄血小板に対して菌を播種した実験系の
場合，洗浄血小板中では増殖したが PRP 中では増殖し
なかった１７）．グラム陰性菌は特に血漿の影響を受けやす
い．PRP に播種してから洗浄するまでの 24 時間の間に
S. marcescens が血漿中の補体成分などによって殺菌さ
れたものと考えられる．

E. coli（グラム陰性菌）の増殖動態は，1）両群で増
殖しなかった，2）洗浄血小板中でのみ増殖した，3）両
群で増殖したが洗浄血小板中の方が増殖が速かった，

の 3 つのパターンに分かれた（Table 3）．1）の場合は
PRP に播種してから洗浄を行うまでの24時間の間に殺
菌されたものと考えられる．2）の場合，播種後 24 時
間は殺菌もされず増殖もしない静菌的な状態にあった
が，2 分割後，PRP 中の場合のみで殺菌され，テスト群
は洗浄により血漿濃度が低下したため増殖が開始した
と考えられる．3）の場合は血漿濃度の違いが反映され，
血漿濃度の低い洗浄血小板中でより早く増殖したと考
えられる．増殖動態が 3 パターンに分かれたのは，各
実験で使用した血漿の個体差が反映されたためであろ
う．血漿の細菌増殖抑制効果に個体差があるのは杉浦
らの報告１４）でもみられた（PRP に播種した E. coli が 3
例中 1 例で増殖した）．

グラム陽性菌である S. dysgalactiae の場合も，洗浄
血小板中の方が Day2とDay3で有意に菌数が多かった
が，E. coli の場合の Exp#2，3，6，7 ほど顕著な差で
はなかった（Table 2）．血漿の影響は S. marcescens
や E. coli の場合ほど大きくないと考えられる．

一方，S. epidermidis および S. aureus の場合は洗浄
血小板中で増殖が抑制された（Table 2）．PC に鉄イオ
ンのキレート剤を添加すると S. epidermidis および S.
aureus の増殖が抑制された，という報告がある２１）．鉄
イオンはこれらの菌の増殖にとって不可欠な栄養素で
ある．洗浄によって鉄イオンの濃度が減少したために
S. epidermidis や S. aureus 増殖が抑制されたものと考
えられる．これら 2 種のグラム陽性菌の場合，血漿が
減少することによる増殖促進効果よりも，鉄イオンな
ど必須栄養素が減少することによる増殖抑制効果の方
が菌の増殖に対してより大きく影響しているのであろ
う．

今回の実験系での実験結果と以前行った実験系での
それを比較すると１７），S. marcescens では顕著な違いが
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あったものの，その他の菌については大きな違いはみ
られなかった．すなわち以前の系でも S. dysgalactiae

（データ示さず）および E. coli は洗浄血小板中で増殖が
促進され，S. epidermidis や S. aureus は洗浄血小板中
で増殖が抑制され，B. cereus は PRP でも洗浄血小板中
でも増殖速度に大きな違いはなく，P. acnes はいずれの
場合も増殖しなかった１７）．従って S. marcescens 以外の
菌については，洗浄前の血漿中 24 時間培養や洗浄操作
が増殖動態に大きく影響することはないと考えられる．

PRP の場合にくらべ，洗浄血小板中では菌の増殖が
促進または抑制される場合があることを本研究で明ら
かにした．今回は期限切れ PC 由来の血小板を用いて実
験を行ったが，今後は新鮮な PC 由来のものを用いた検
討も必要であろう．いずれにしても洗浄により増殖が
促進される菌株が存在するという点に注意が必要であ
る．M-sol で調製した洗浄血小板は PC と同等以上の血
小板保存性能を有するが，洗浄血小板の有効期限に関
しては輸血による細菌感染という観点からの考慮が必
要である．
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BACTERIAL GROWTH IN PLATELETS WASHED WITH M-SOL AND THAT IN

PLATELET RICH PLASMA

Junichi Hirayama, Hiroshi Azuma, Mitsuhiro Fujihara, Mitsuaki Akino, Chihiro Homma,

Toshiaki Kato and Hisami Ikeda

Hokkaido Red Cross Blood Center

Abstract:

Platelets (PLTs) washed with additive solution are useful for reducing adverse reactions induced by PLT concen-
trate (PC) transfusion. Since plasma contains certain complement components that inhibit bacterial growth, decreas-
ing the plasma concentration bywashing PCmay promote bacterial growth inwashed PLTs. Here, we compared bac-
terial growth in PLTs washed with M-sol with that in PLT rich plasma during a 7-day storage period.

Bacterial culture was inoculated into PRP (Day 0). After storage at 22-24℃ on a flatbed shaker for 24 hours, PRP
including bacteria was divided into two equal aliquots (control group and test group) on Day 1. After centrifugation
of the test group, as much of the supernatant as possible was removed, and then the pellet was suspended in M-sol.
Both groups were stored in polyolefin bags as described above until Day 7. To count bacterial colonies, aliquots were
sampled from both groups and plated on agar plates.

Compared with that in PRP, the growth of Streptococcus dysgalactiae and Escherichia coli was promoted in
washed PLTs, while that of Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus was suppressed. The growth
of Bacillus cereus in washed PLTs was comparable with that in PRP. There was no growth of Propionibacterium ac-
nes or Serratia marcescens in either PRP or washed PLTs during 7 days of storage.

Consideration should be given to the presence of bacterial strains that are more prone to grow in PLTs washed
with M-sol than in PRP.
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