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骨髄移植片に含まれる有核細胞数測定法の施設間差の検討
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非血縁者間骨髄移植においてドナー骨髄全有核細胞（total nucleated cells，TNC）数や生細胞率は重要な情報であ
るが，その測定方法は施設間で統一されていない．TNC数および生細胞率測定に関して，各施設の方法の調査およ
び施設間差の有無について検討した．日本輸血・細胞治療学会細胞治療委員会委員の所属施設 10 施設で行われた非
血縁者間同種骨髄移植のために搬送された骨髄液について，容量と有核細胞数濃度の測定方法，生細胞率測定の有無
および方法，採取施設で測定されたTNC数，移植施設で測定し直したTNC数，抗凝固剤に関するアンケートを行
い，計 797 件のデータが回収された．採取施設と移植施設でTNC数算出に至る方法全てが一致している施設はなかっ
た．
採取施設と移植施設双方のデータが揃っている 512 件についてTNC数の 2群間比較を行ったところ，算出された
TNC数は採取施設と移植施設間で高い相関はあるものの，最大約 3倍の施設間差がある症例もあった．この原因は
TNC数測定方法が施設ごとに様々であるためと考えられ，TNC数測定方法標準化の必要性について検討が必要であ
る．
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はじめに
同種骨髄移植において輸注される全有核細胞（total
nucleated cells，TNC）数は生着の因子として重要な情
報である１）．しかし，非血縁者間骨髄移植を実施する際
に，骨髄液採取施設の記載したTNC数が移植施設で再
測定した数値と大きく異なる場合があるため，多施設
での調査を計画した．施設間TNC数に有意な差があっ
た場合にその原因を明らかにできるように対象施設に
おけるTNC数算出方法についても調査した．

対象と方法
日本輸血・細胞治療学会細胞治療委員会委員の所属
施設 10 施設において，非血縁者間骨髄移植を目的とし
て 2004 年から 2015 年の間に採取・運搬された全骨髄
液を調査対象とした．調査依頼および調査票回収は2014
年 11 月から 2015 年 3 月に実施した．本調査研究では
個人情報を扱わないこととした．対象施設のTNC数算
出方法に関する調査内容は骨髄液の容量と有核細胞数
濃度の測定方法，生細胞率測定の有無および方法，採
取施設で測定されたTNC数，移植施設で再測定したTNC
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表 1　採取施設としての骨髄液TNC数算出方法

施設 有核細胞数濃度測定方法 有核
赤血球 検体希釈 複数バッグのTNC数測定方法 容量

測定方法
バッグの風袋
（重量測定時）

比重
（重量測定時）

A 自動血球分析装置
（B社 AcTdiff）

含めない なし 全体の有核細胞数濃度を測定し
てから複数バッグに分注

容積 － －

B 自動血球分析装置
（S社 KX-21）

含めない 2× 代表 1バッグの有核細胞数濃度
×総容量

容積 － －

C 血球計算盤 チュルク氏液 含む 10×～ 100× 代表 1バッグの有核細胞数濃度
×総容量

容積 － －

D 自動血球分析装置
（S社 K-4500）

含む なし 代表 1バッグの有核細胞数濃度
×総容量

重量 個々に測定 比重を考慮しない
（×1.0）

E 自動血球分析装置
（N社 Celltacalpha）

含む なし それぞれのバッグの「有核細胞
数濃度×容量」を総和

重量 600mlバッグ 40g
2,000mlバッグ 70g

比重を考慮しない
（×1.0）

F 血球計算盤 チュルク氏液 含む 10× 1 バッグにまとめてサンプル採取
し，その後 2バッグに分割する

容積 － －

G 自動血球分析装置
（S社 XS-800i）

不明 なし 有核細胞数濃度×容量で総細胞
数を算出してから量に応じて複
数バッグに分割

重量 同じメーカーの空
バッグの重さを予
め測定しておく

比重を考慮しない
（×1.0）

H 自動血球分析装置
（S社 XEモデル）

含めない なし それぞれのバッグの「有核細胞
数濃度×容量」を総和

重量 個々に測定 比重を考慮しない
（×1.0）

I 自動血球分析装置
（S社 XT-4000i）

含む 2× それぞれのバッグの「有核細胞
数濃度×容量」を総和

重量 個々に測定 比重を考慮しない
（×1.0）

J 自動血球分析装置
（S社 XE-5000）

含む なし 有核細胞数濃度×容量で総細胞
数を算出　※複数バッグに分割
はしていない

重量 2,000mlバッグ 64g 比重を考慮しない
（×1.0）

数，運搬された骨髄液に含まれていた抗凝固剤の種類
と量，バッグ数などとした．これらについて，採取時
と移植時の両立場から回答する形式とした．ただし，
生細胞率測定の有無および方法の回答は移植時のみと
した．
一方，施設間TNC数比較では，採取施設が測定した
TNC数（以下，採取施設TNC数）とその骨髄の移植
施設で再測定したTNC数（以下，移植施設TNC数）の
両データが揃っている症例について，移植施設ごとに
相関関係について解析し原点を通る回帰式を算出した．
また，採取施設TNC数と移植施設TNC数の比を算出
した．

結 果
1．骨髄 TNC数算出方法アンケート結果
アンケートの全回収データ数は 797 件であった．そ
のうち患者体重や採取TNC数が不明の3件を除いた794
件中，採取施設で患者体重あたり採取TNC数が 3×108

個以上のものが 266 件（33.5％），2×108個以上 3×108

個未満のものが 335 件（42.2％），2×108個を下回った
のは 193 件（24.3％）であった．また，移植施設で受け
取ったバッグ数について回答のあった 552 件でのバッ
グ数の平均は 2.0 個であった（最小 1個～最大 6個）．
抗凝固剤の種類は 790 件（99％）がヘパリンを使用し
ていた．また，抗凝固剤としてヘパリン単剤を用いた
骨髄液中のヘパリン含有量は，1ml あたりの力価を1,000
単位で計算して，中央値は 10.3 単位/ml と日本骨髄バ
ンクで推奨されている10単位/ml４）に近かった．しかし，
低濃度域では，ヘパリン濃度 0.08 単位/ml と骨髄採取

報告書の誤記載が疑われるデータが 1件あり，0.5 以上
1単位/ml 未満が 3件，1以上 3単位/ml 未満が 9件で
あった．一方，高濃度域では最高 100 単位/ml が 1
件，50 単位/ml が 2 件，30 以上 50 単位/ml 未満が 5
件であった．希釈液は回答のあった565件中540件（96％）
が生理食塩水を使用しており，RPMI 1640 培地を使用
した骨髄液が 24 件，Medium 199 を使用した骨髄液が
1件であった．
骨髄TNC数算出に至るまでの過程が各施設様々であ
り，その全ての過程が一致している施設はなかった（表
1，2）．骨髄有核細胞数濃度の測定に自動血球分析装置
を使用しているのが全 10 施設中 8施設と大半を占め，
残る 2施設ではチュルク氏液で染色後に血球計算盤に
よる目算を行っていた．自動血球分析装置を使用して
いる施設のうち 3施設では有核赤血球をTNC数に含め
ない設定にしていた．
次に，移植施設としての骨髄TNC数再測定を毎回実
施しているのは，10 施設中 4施設であった．有核細胞
数濃度は移植施設で再測定するが容量は採取施設から
報告された値を使っているのが 2施設，ABO血液型不
一致移植などの理由で骨髄液細胞処理が必要な場合の
み移植施設でTNC数を再測定しているのが 3施設，採
取施設TNC数を正式なものとして採用し再測定してい
ないのが 1施設であった．
なお，移植時に受け取った骨髄の生細胞率を測定し
ている施設は 2施設で，それぞれ異なる測定方法を採
用していた．

2．施設間 TNC数の 2群間比較
移植施設TNC数データが無い施設Fを除く9施設に
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表 2　移植施設としての骨髄液TNC数算出方法＊1

施設 検体希釈 複数バッグの
TNC数測定方法

容量
測定方法

バッグの風袋
（重量測定時）

比重
（重量測定時）

生細胞率の
測定

A＊2 なし それぞれのバッグの「有核細胞
数濃度×容量」を総和

重量 定数を用意 1.05 測定しない

B＊2 2× 代表 1バッグの有核細胞数濃度
×総容量

重量 個々に測定 比重を考慮しない
（×1.0）

7-AAD＊5
（フローサイ
トメーター）

C＊3 10×～ 100× 代表 1バッグの有核細胞数濃度
×総容量

― ― ― 測定しない

D＊3 なし 代表 1バッグの有核細胞数濃度
×総容量

― ― ― 測定しない

E なし 各バッグ容量に比例する量をサ
ンプリングし有核細胞数濃度測
定の試料を作成，その細胞数に
総容量を乗じる

重量 600mlバッグ 40g，2,000mlバッグ 70g 比重を考慮しない
（×1.0）

測定しない

F＊4 ― ― ― ― ― ―
G＊2 なし それぞれのバッグの「有核細胞

数濃度×容量」を総和
重量 同じメーカーの空バッグの重さを予め測

定しておく
比重を考慮しない
（×1.0）

測定しない

H なし それぞれのバッグの「有核細胞
数濃度×容量」を総和

重量 同じメーカーの空バッグの重さを予め測
定しておく

比重を考慮しない
（×1.0）

測定しない

I 2× それぞれのバッグの「有核細胞
数濃度×容量」を総和

重量 定数を用意 比重を考慮しない
（×1.0）

Tripan Blue
（光学顕微鏡）

J なし それぞれのバッグの「有核細胞
数濃度×容量」を総和

重量 自施設で採取に使用しているバッグと同
じメーカーなら 2,000mlバッグ 64g，異
なるメーカーの場合は 600mlバッグを
40g，2,000mlバッグを 75g として計算

比重を考慮しない
（×1.0）

測定しない

＊1 TNC数測定方法，有核赤血球の各施設の回答は表 1と同じ（ただし，施設Fはデータがない）．
＊2 血液型不適合時など，細胞処理を必要とする場合のみ測定．
＊3 容量は採取施設報告データを正式なものとし，確認していない．
＊4   基本的に採取施設報告データを正式なものとし，確認していない．血液型不適合時は自施設でも測定するが骨髄液希釈後に測定しているため
アンケートの回答としては不適合と判断し回答せず．

＊5 7-AAD, 7-amino-actinomycin D

おいて報告されたTNC数 770件のうち，採取施設TNC
数と移植施設TNC数の両データが揃っていたのは512
件だった．施設 Iと施設 Jは各 2件と少ないので解析か
ら除外した．各移植施設における採取施設TNC数と移
植施設TNC数の相関関係では，決定係数（R2）は平均
0.77（範囲 0.66～0.89）であった（図 1）．
各施設における「採取施設TNC数/移植施設TNC
数（%）」の中央値は平均 99.2％（範囲 85.9%～113.8％）
であり，最大値は平均 133.8％（範囲 109.2%～169.3％），
最小値は平均 66.7％（範囲 33.7%～95.9％）と移植施設
で再測定した骨髄TNC数と採取施設から報告された骨
髄TNC数の間に約 3倍の開きがあるデータもあった
（図 2）．

考 察
骨髄移植において輸注TNC数は生着における重要な
因子と考えられ，骨髄採取の際には原則として患者体
重1kgあたり2×108～3×108個の有核細胞を採取するこ
とが通例とされてきた４）６）．にもかかわらず，本調査研
究では，採取施設で測定したTNC数と移植施設で再測
定したTNC数の間に最大約 3倍の開きがあった．これ
は仮に採取施設から報告されたTNC数が 2×108個/kg
だったとしても移植施設で測定しなおしたら 0.7×108

個/kgということも起こり得ることを示唆するデータで

あり，これにより移植後造血回復に影響が出る可能性
がある１）．TNC数の施設間差の要因として考えられるも
のとして，容量測定段階で生じる差（容量の測定方法，
比重を考慮するか否か），検体のサンプリング段階で生
じる差（検体採取時の骨髄液の攪拌方法，複数バッグ
からの検体採取の方法の違い），有核細胞数濃度測定段
階で生じる差（血球計算盤か自動血球分析装置を用い
るか，自動血球分析装置と測定モードの種類，検体希
釈の有無）などが挙げられる．
自動血球分析装置を使用している施設が 10施設中 8
施設と多かったが，自動血球分析装置は通常骨髄液を
対象検体としておらず，白血球（有核細胞数）の測定
結果を保証するものではない．検体希釈の有無や有核
赤血球をTNC数に含める設定にするか否かの測定モー
ドも各施設それぞれ異なる条件で測定していた．骨髄
液は末梢血と異なり脂肪や骨片，有核赤血球などが多
く含まれることもあり，骨髄液を自動血球分析装置で
測定すると分析機器の機種や測定モードによってはWBC
値に誤差が生じる可能性がある２）３）．一方，従来より骨
髄有核細胞数の測定法であった血球計算盤による用手
法は測定者の手技に依る影響が不明である．
本調査研究において容量の測定方法も各施設多岐に
わたっていることも判明した．採取施設における骨髄
液採取容量の算出は，手術中に行う手技であることを
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図 1　骨髄液の採取施設TNC数と移植施設TNC数の相関関係
施設Fは移植施設TNC数を測定しておらず，施設 Iと施設 Jは件数が 2と小さいので，いずれも省いた．実
線は採取施設TNCと移植施設TNC数の原点を通る回帰直線，点線はY＝Xを示す．
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考慮すると簡便性や清潔度が優先されたと予測され，
同じ条件で採取施設と移植施設の間で施設間差を比較
するのは難しい．
本調査研究の結果，採取施設から報告されたデータ
を最終値とする移植施設もあったが，採取施設に対し
てどの程度の精度でTNC数算出を求めるのか，移植施
設でも算出すべきなのか，それらが規定されていない
ことが問題点として挙げられる．また，いずれの施設
においてもTNC算出法を規定していないことも問題点
のひとつである．
日本骨髄バンクでは患者体重1kgあたり3.0×108個の
ドナー骨髄有核細胞を採取することが推奨されており
採取施設は採取骨髄細胞数を移植施設と日本骨髄バン
クへ報告しているが４）５），骨髄TNC数の測定方法や容量

測定方法に一貫性がない現状では各症例でどれだけの
骨髄TNCを移植したのかのデータは信頼性が低いと考
える．
非血縁者間骨髄移植の生着の因子のひとつとして重
要な指標１）である骨髄TNC数の算出法に関して，正確
に骨髄TNC数を算出するのに適した有核細胞数濃度測
定方法や容量測定方法を精査し検討した上全国的に統
一することが必要と思われる．また，移植施設におい
て骨髄TNC数を算出することについても検討が必要と
思われる．
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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図 2　骨髄液の採取施設TNC数と移植施設TNC数の比
箱ひげ図の上下のバーはそれぞれ最大値と最小値を示し，箱の上下はそれぞれ第 3四分位点
と第 1四分位点を示す．箱の中央のバーは中央値である．
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る細胞の安全な処理・保存・品質管理体制の確立に関する研究」

の助成を受けた．
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Abstract:

The total nucleated cell (TNC) count of bone marrow grafts used for transplantation is crucial for successful en-
graftment of the bone marrow graft. However, transplant center physicians sometimes encounter cases where the
TNC count of the delivered bone marrow graft reported by the collection center is significantly different from the
TNC count measured at the transplant center. This motivated us to investigate the difference in TNC counts of each
bone marrow graft for unrelated bone marrow transplants (BMTs) via the JapanMarrowDonor Program.We gener-
ated questionnaires about graft TNC counting methods, and collected 797 datasets for unrelated BM grafts from 10
transplant or collection centers. The data revealed a lack of uniform testing procedures among the participating cen-
ters to estimate the bone marrow graft TNC counts. The TNC counts from both the collection and transplant centers
were comparable for 512 of the data pairs. However, for some data pairs, the discrepancy in TNC count by the collec-
tion and transplant centers was as much as three-fold. We speculate that these differences in TNC count among cen-
ters are due to the lack of standardized methods for estimating bone marrow TNC counts.
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