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重炭酸リンゲル液を用いた血小板製剤の洗浄と保存

及川 伸治１） 佐々木 大２） 菊地 正輝１） 澤村 佳宏２） 伊藤 孝１）２）

血小板製剤（PC）輸血時の非溶血性副作用発生頻度を低下させるためには，血漿の大部分を洗浄保存液に置換し
た洗浄血小板（WPC）が有効である．現在，日本では承認された洗浄保存液が無いため，市販の酢酸リンゲル液，
重炭酸ナトリウム，硫酸マグネシウムなどの混液が使用されている．近年，アルカリ化剤として重炭酸塩が用いら
れた重炭酸リンゲル液（BRS）が開発された．本研究では，BRSが洗浄保存液として使用できるかどうか検討した．
BRS 500ml に ACD-A液 25ml を添加し，その混液を除菌フィルターで処理して洗浄保存液（BRS-A）を調製した．

BRS-A で調製したWPC（血漿残存率 5％未満）を 7日間保存し，その機能を非洗浄 PC（血漿浮遊）と比較した．
7日間保存中，洗浄血小板の pH，低浸透圧性ショック回復率，グルコース消費割合，乳酸産生割合，スワーリン

グ，CD62P・CD42b 発現率は非洗浄 PCと同等かそれ以上に優れていた．
国内で認可されている 2つの輸液を混合することにより，血小板機能を良好に維持する洗浄保存液を調製できた．

今回の結果から，BRS-A は PCの洗浄保存液として有用であることが示された．
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緒 言
血小板製剤（PC）輸血に伴う非溶血性副作用の発生

頻度を減らすために，PC中の血漿除去や白血球由来サ
イトカイン等の蓄積を防ぐための保存前白血球除去が
行われている．いくつかの研究グループでは，特に血
漿除去の有効性について報告している１）～４）．PC中の血
漿を減量し，輸注される血漿量を減らす手法もあるが，
十分に副作用発生率を減らすことはできない５）．そのた
め，現在は PC中の血漿をほとんど除去した洗浄血小板
（WPC）が，推奨されている．
PC用の洗浄保存液（Platelet additive solution：PAS）

は，一部の国で血漿の代替として使用さている．洗浄
保存液には，PC中の血漿量を減らすことによる分画製
剤原料血漿確保量の増加，血漿に起因する輸血副作用
の防止，また血小板保存状態の改善など様々な役割が
ある６）７）．現在，海外で使われている PlasmaLyte A，T-
Sol，Composol，InterSol，および SSP＋の組成には重

炭酸塩とグルコースが含まれていない．これは二酸化
炭素の脱気とグルコースのカラメル化反応を避けるた
めである．従って，重炭酸塩とグルコースを血小板に
与えるために，一定量の血漿を製剤中に残すことが必
要となる６）．これらの洗浄保存液は血漿タンパク濃度20％
以下では，血小板機能を 5日間維持できないことが示
されている８）．最近，InterSol の組成を変更した PAS-
5 が開発された．血小板機能を低タンパク濃度（約 5％）
下で維持するために，グルコースや重炭酸塩などが追
加されており，7日間の保存でも品質が維持できること
が報告されている９）．これらの報告は，洗浄後の PC
中に含まれる血漿タンパク濃度が 5％以下である場合，
洗浄保存液中にグルコースと重炭酸塩が含まれている
ことが，血小板機能維持のために重要であることを示
している．
PCの血漿を洗浄保存液に置換することで多くの利点

が得られるが，日本には臨床使用が認可された洗浄保
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Table　1　Composition of bicarbon-
ated Ringer’s solution supple-
mented with ACD-A (mmol/l)

BRS-A

NaCl 95.2
KCl  3.8
MgCl2  0.9
NaHCO3 26.6
Glucose  5.8
Trisodium citrate  4.2
Citric acid  1.8
CaCl2  1.4

ACD-A, acid-citrate-dextrose formula A
BRS-A, bicarbonated Ringer’s solution 
with magnesium supplemented with 
ACD-A

存液は無い．そのため血液センターでは，しばしば技
術協力として PCの洗浄を行っている．
日本輸血・細胞治療学会では「洗浄・置換血小板の

適応およびその調製の指針」を作成している．その指
針には，市販輸液を混合することで調製できる洗浄保
存液と標準的な洗浄・置換法が記載されている１０）．その
指針では重炭酸塩とグルコースをその組成に含むM-sol
が推奨されている．M-sol は低タンパク濃度下（5％以
下）で少なくとも 7日間，血小板機能を維持できるこ
とが示されている１１）１２）．
M-sol は市販輸液を混合することで調製できるため

年々普及している．しかし調製手技がやや煩雑である
ため，作業者の熟練度によってはその組成の正確性に
影響を与える恐れがある．
我々は液性が中性付近で血小板保存に必要な成分を

含む輸液が市販されているかどうか調査した結果，重
炭酸リンゲル液（bicarbonate Ringer’s solution：BRS）
を見出した１３）．
BRSはマグネシウム，グルコース，また種々の電解

質を含み，プラスチックバッグに充填されている．そ
のバッグは二酸化炭素の漏出を抑制する特殊ガスバリ
アフィルムで包装されている．BRS中のアルカリ化剤
である重炭酸ナトリウムは，酢酸リンゲル液中の酢酸
ナトリウムと異なり，生体中での代謝を必要としない．
それ自身が生理的な重炭酸塩として供給されるため，
迅速にアシドーシスを補正することができるという特
徴がある．
本研究では，BRSを血小板の洗浄保存液として臨床

応用できるかどうか判断するために，in vitro での血小
板機能を評価した．

材料および方法
重炭酸リンゲル液
ビカネイトⓇ輸液（2.92g NaCl，0.15g KCl，0.11g

CaCl2・2H2O，0.10g MgCl2・6H2O，1.175g NaHCO3, and
0.10g Na3-citrate・2H2O in 500ml；大塚製薬工場）を用
いた．
重炭酸リンゲル液への抗凝固剤添加
洗浄保存液は，ビカネイトⓇ輸液（大塚製薬工場）500

ml に ACD-A液（川澄化学工業）25ml を加えることに
より調製した．緩やかに混合した後，0.22μm除菌フィ
ルター付バッグ（KBP-1000F，川澄化学工業）でフィ
ルター滅菌した．以上の処理はPC洗浄の直前に行った．
血小板の洗浄
ALT検査値が基準外となった保存前白血球除去アフェ

レーシス PCを用いた．総血小板数は，PC容量（重量�
比重，1.03）に血小板濃度（�μl）を乗じて算出した．
PCは血小板振とう機（20～24℃，60 サイクル�分）で
保管し，採血翌日に洗浄した．ABO型が同一の 2本の
PCを混合した後，約 200ml ずつ 2本に分割し，それぞ
れテスト群（WPC群），コントロール群（非洗浄，血
漿浮遊群）とした．テスト群にはBRS-A を 250ml 添加
して混和後，大容量冷却遠心機で遠心した（2,560g，22℃，
10 分）．分離スタンドでバッグをプレスして上清を廃液
回収用バッグに移し，可能な限り血漿を除去した．上
清の入った廃液バッグを切り離し，BRS-A を総容量が
200ml に達するまで添加した．30 分間静置後，血小板
振とう機で30分以上振とうすることにより再懸濁した．
サンプリングと血小板パラメーターの測定
洗浄処理前後に無菌接合装置（TSCD，テルモBCT）

で 80ml 容量分離バッグ（BB-T008FJ，テルモ BCT）を
接続して，PCまたはWPC約 2ml を採取し血小板数お
よびタンパク量測定用サンプルとした．テスト群は，
洗浄 1，3，5，および 7日後に同様に採取し，血小板機
能試験用サンプルとした．コントロール群でも同様に
行った．
洗浄前後のタンパク量はビシンコニン酸法（BCA pro-

tein assay kit, Thermo Fisher Scientific）で測定した．
血漿タンパク除去率を算出するために洗浄前後のタン
パク量を求めた．
血小板数と平均血小板容積（MPV：mean platelet

volume）は，多項目自動血球計数装置KX-21（シスメッ
クス）を用いて測定した．調製前後の血小板数から，
血小板回収率（％）を求めた．pH，pO2，pCO2，重炭
酸塩の値（37℃）は，自動血液ガス分析装置（ABL5，
ラジオメーター）を用いて測定した．グルコースおよ
び乳酸レベルを測定するために，サンプルを遠心分離
（5,000g，5 分間，22℃）し，得られた上清を－40℃で
保存した．測定時に解凍し，グルコースCIIテストワコー
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Table　2　Metabolic characteristics of platelets in 100% plasma (control) 
and BRS-A (test)＊

Day 1 Day 3 Day 5 Day 7

pH at 37℃
Control 7.15±0.05 7.09±0.03 7.00±0.05 6.84±0.10
Test 7.24±0.04† 7.18±0.09† 7.31±0.12† 7.50±0.04†
pO2 (mmHg)
Control 135.3±12.3 129.3±10.6 129.3±8.7 138.8±9.5
Test 149.0±9.2 157.8±4.3† 155.0±5.2† 157.2±4.2†
pCO2 (mmHg)
Control 33.5±2.4 31.8±2.4 29.5±1.3 28.5±1.0
Test 38.8±5.9 30.0±3.6 16.5±5.4† 11.0±0.8†
Glucose (mmol/l)
Control 22.21±1.95 20.88±1.97 19.23±2.20 17.37±1.51
Test 5.00±0.72† 1.95±0.86† 0.12±0.14† 0.03±0.01†
Lactate (mmol/l)
Control 4.46±0.86 8.76±3.64 8.93±0.65 13.64±1.29
Test 2.47±1.40† 8.08±1.72 11.04±0.79 10.55±0.70†
Bicarbonate (mmol/l)
Control 11.0±0.8 9.0±0.0 6.8±1.0 4.8±1.0
Test 16.0±0.8† 10.5±1.7 7.5±0.6 8.3±0.5†

＊The data represent mean±SD; n＝5.
†P＜0.05, test compared with control on the same day.
BRS-A, bicarbonated Ringer’s solution with magnesium supplemented with 
ACD-A

（和光純薬工業）および L―乳酸キット（ロシュ・ダイア
グノスティック）を用いて測定した．スワーリングは
目視検査によって評価し，0（スワーリング無し），＋，＋＋，
または＋＋＋とスコア化した．低浸透圧性ショック回
復率（HSR：hypotonic shock response）を測定するた
めに，AB型血漿を用いて血小板濃度を 30×104�μl に調
整した１４）．HSRは常法に従い，測定用サンプル 400μl
に 200μl の PBSを加えたときの610nmにおける吸光度
と 200μl の精製水を加えたときの 5分間の吸光度の変
化を紫外・可視分光光度計（DU 640，ベックマン・コー
ルター）を用いて測定し，その変化の割合から算出し
た１５）．
血小板活性化マーカーCD62P（P-selectin, GMP-140）

および CD42b（glycoprotein Ibα）発現率（％）はフロー
サイトメーター（FACSCaliburTM, BD Biosciences）で
測定した．血小板サンプル 50μl に 1％パラホルムアル
デヒド PBS 1,000μl を添加し，4℃で 2時間以上固定し
た．PBSで 2 回洗浄した後，血小板数が約 1×104�μl
になるように PBSに再懸濁した．固定サンプル 40μl
に Phycoerythrin（PE）標識抗CD62P 抗体 10μl，Fluo-
rescein isothiocyanate（FITC）標識抗CD42b 抗体 10
μl および Peridinin chlorophyll protein（PerCP）標識
抗 CD61 抗体 10μl を添加し，15 分間，室温，暗所でイ
ンキュベートすることにより染色した．陰性コントロー
ルサンプルは，PE標識抗マウス IgG1抗体およびFITC
標識抗マウス IgG1 抗体を使用し同様に処理した．染色
反応は PBS（4℃）1ml を添加して停止させた．抗体は

すべてBD BiosciencePharmingen から入手した．測定
は抗CD61抗体陽性細胞をゲーティングし，その 10,000
個中における抗CP62Pまたは抗CD42b抗体陽性血小板
数をカウントした．解析時に，陰性コントロールを用
いた時の PEまたは FITC log スケール上で 0.5％が陽
性となる位置を境界とし，陽性細胞を決定した１６）．結果
は，CD61�CD62P またはCD61�CD42bダブルポジティ
ブとなった血小板数をCD61ポジティブとなった血小板
数に対する百分率として表した．
統計分析
結果は平均値±標準偏差（SD）として表した．統計

分析は，MS Excel 2003（Microsoft Corporation）のア
ドインソフトである Statcel 2（2nd edition, OMS；Sai-
tama, Japan）を用いて行った．テスト群とコントロー
ル群間の統計学的差異は各時点（Day）における値を，
two-tailed paired Student’s t-test で判定した．P＜0.05
で統計学的に有意であると判断した．

結 果
テスト群での血漿タンパク残存率は 2.1±0.7％，血小

板回収率は 90±1％（n＝5）であった．テスト群とコン
トロール群の容量は，それぞれ 206.7±2.8ml および
208.2±3.5ml であった（n＝5）．各種パラメーターの測
定結果はTable 2，Table 3 に示した．
7日間の保管中，テスト群のグルコースレベルはコン

トロール群よりも低かったが，グルコース消費割合は
同等であった（0.95±0.04mmol�1012 platelets�day vs.
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Table　3　Functional characteristics and surface glycoprotein ex-
pression of platelets in 100% plasma (control) and BRS-A (test)＊

Day 1 Day 3 Day 5 Day 7

Platelet concentration (×104/μl)
Control 116.1±6.0 114.5 ± 6.0 111.5±4.6 107.7±4.5
Test 103.4±7.0† 103.4 ±6.5† 100.8±6.2† 91.0±4.5†
Swirling
Control ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋
Test ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
HSR (%)
Control 69.7±6.4 63.2±3.7 58.6±5.7 49.2±4.4
Test 70.4±3.5 75.5±6.7† 64.5±6.8 66.9±4.1†
MPV (fl)
Control 8.0±0.2 8.0±0.1 8.0±0.1 8.0±0.4
Test 7.7±0.3† 7.8±0.2† 8.1±0.2 8.6±0.2†

CD62P (%)
Control 12.3±3.6 23.0±3.7 41.0±6.9 63.9±8.1
Test 13.0±3.8 14.7±3.3† 24.3±6.9† 33.8±3.3†

CD42b (%)
Control 99.1±0.4 98.5±0.5 98.1±0.5 94.7±2.7
Test 99.4±0.3 99.4±0.3† 98.5±0.9 93.9±6.3

＊The data represent mean±SD; n＝5.
†P＜0.05, test compared with control on the same day.
BRS-A, bicarbonated Ringer’s solution with magnesium supplemented with 
ACD-A

0.67±0.21mmol�1012 platelets�day；P＝0.059）．テスト
群の乳酸産生割合はコントロールと同等であった（1.85±
0.13mmol�1012 platelets�day vs. 1.64±0.22mmol�1012

platelets�day；P＝0.271）．テスト群のbicarbonate neu-
tralization rateもコントロール群と差はなかった（1.60±
0.19mmol�1012 platelets�day vs. 1.33±0.12mmol�1012

platelets�day；P＝0.0993）．

考 察
我々は，市販のBRSが血小板の洗浄・保存に応用可

能かどうかを評価するために，BRSに ACD-A液を添
加した液（BRS-A）で洗浄・保存した血小板の in vitro
パラメーター（pH，pCO2，pO2，bicarbonate，MPV，
グルコース，乳酸，HSR，CD62P・CD42b 発現率，ス
ワーリング）をコントロール群と比較した．テスト群
の機能はコントロール群と同等以上であった．この結
果は血漿タンパク5％以下のWPCを調製する場合，BRS-
A を洗浄保存液として利用できることを示している．
BRS-A は，日本で臨床使用が認可された市販の輸液

のみで構成されている．今までに報告されている洗浄
保存液（M-sol１１），PlasmaLyte A，T-sol，Composol，
InterSol，SSP＋７），PAS-5９））と異なる点は，酢酸塩を含
んでいないことである．一般的に酢酸塩は洗浄保存液
の保存性能を向上させるために利用されている１７）．BRS-
A はカリウムとマグネシウムを含んでいるが，これら
は血小板の解糖系や活性化を抑制し，HSRと形態を維
持する役割がある１８）．さらに BRS-A はカルシウムを含

んでいる．M-sol による in vitro の結果からも示された
ように，カルシウムは血小板の低タンパク濃度下での
品質を維持する重要な役割を担っている１９）．Heaton
らは重炭酸塩を用いることにより血小板の 7日間保存
が可能であることを示しているが，それは重炭酸塩が
乳酸を水と二酸化炭素に分解することにより，pHの低
下を抑制するためである２０）．
BRS-A で洗浄した直後の血小板回収率は 90±1％で

あった．この値は，高い血小板回収率を達成した過去
の報告と同等以上である２１）～２４）．VeeraputhiranらはPlas-
maLyte Aよりも生理食塩液で洗浄した方が高い回収率
が得られるとしているが，それは生理食塩液で洗浄し
た方が凝集塊の残存が少ないためであるとしている５）．
本研究では洗浄操作後にほとんど凝集塊は認められな
かった．このことは用いた遠心条件やBRS-A の組成が
血小板洗浄に適していることを示唆している．対照的
に，最適化されていない遠心条件のために，高い血小
板喪失率（41～42.7％）を示した報告がある２５）．
Composol，PlasmaLyte A，SSP＋などで洗浄血小板

を調製する場合は，血小板に重炭酸やグルコースを供
給するために，一定量の血漿タンパクを残す必要があ
る．しかし，清水らは Seto 液で血小板製剤の血漿を置
換した場合，HSR，凝集能などの血小板機能はタンパ
ク残存率約 0.9％で 3日間維持されることを報告してい
る２２）．最近，東らはタンパク残存率 3～4％でM-sol
に浮遊させた血小板は副作用の発生を有意に減少させ，
良好なCCI をもたらすことを示している２６）．BRS-A
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は 5％以下の血漿タンパク残存率で，血小板機能を 7
日間維持することができた．この血漿タンパク残存量
は，血小板輸血による副作用を抑制できるレベルであ
ると考えられる．
血小板の膜表面上に存在するCD42b は，von Wille-

brand factor（vWF）と結合する接着受容体であり，活
性化するとその発現量は減少する２７）２８）．CD62Pは血小板
が活性化すると，細胞内 α―顆粒から膜表面上に移動し
てくる２９）．Leytin らはCD62Pと CD42bはウサギ動物モ
デルにおいて血小板クリアランスに関係していること
を示している３０）．本研究におけるCD42b 発現率は，コ
ントロールとBRS-Aの両群で 7日間の保存期間中安定
していた．この結果は，BRS-A を用いた洗浄操作が血
小板のvWFへの結合能に影響を与えていないことを示
唆している．Day 3 において，BRS-A 群の CD62P 発現
率はコントロール群よりも有意に低い値を示したが，
これはマグネシウム，カリウム，カルシウムが保存液
中に存在しているため，活性化が抑制されたと考えら
れる．
Day 7 におけるコントロール群の pH低下は，重炭酸

が枯渇したためと考えられる．平山らは，保存液中の
バッファーとしてリン酸ナトリウムではなく重炭酸塩
を含むM-sol は，より安定的なpHをもたらすことを報
告している１１）．同様に，BRS-A 中の重炭酸塩は，保存
中pHを安定させる役割を担っている可能性が高い．BRS-
A 中のグルコースはDay 5 でほとんど枯渇した．従っ
て，Day 5 以降は，嫌気的解糖が抑制されたため乳酸の
生成が減少したと考えられる．BRS-A 群でのDay 5
およびDay 7におけるpHの上昇は，乳酸生成の減少を
反映した結果であろう．Day 7 で，BRS-A 群の CD62P
発現率は低いレベルを，HSRは高いレベルを維持して
いる．この時期ではグルコースはすでに枯渇している
ものの，血小板のバイアビリティーを保つためにTCA
回路が代償的に働いている可能性がある．
本研究では in vitroのデータは得られたものの in vivo

のデータは取得していない．しかし実際の血小板洗浄
を想定し，期限切れ血小板ではなく，ALT検査値が基
準外となった採血翌日の血小板を実験に用いて機能測
定を行っている．最近，M-sol により調製した洗浄血小
板（残存血漿量 20ml 以下）は安全に輸血できることが
報告されていることから２６），BRS-A を用いて調製した
洗浄血小板は，副作用発現頻度を低下させることがで
きると考えられる．本研究では実験数がやや少ないも
のの（n＝5），two-tailed paired Student’s t-test による
検定により，BRS-A は優れた保存性能を有しているこ
とを明らかにしている．

おわりに
2 つの市販輸液を混合するだけで，血小板機能を 7

日間維持できる洗浄保存液BRS-Aを調製することがで
きた．血小板の洗浄保存液が市販されていない日本で
は，BRS-A は特に有用である．
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