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序文 

本テキストは 2015 年に初版されたものであり、輸血部門における造血細胞移植に関わる

日々の業務において活用されてきた。その後 10 年の大きな変化として、免疫細胞療法であ

る CAR-T 細胞療法が臨床の現場に導入され、現在では再発・難治性の B 細胞腫瘍にお

ける標準治療の一つとなった。欧米ではアフェレーシス部門や細胞プロセシング部門が独

立して存在する場合もあるが、本邦の CAR-T 導入施設の多くでは、もともと輸血部門であ

り、造血細胞移植の発展とともに輸血・細胞治療部門となった部門がアフェレーシスから

CAR-T 細胞製品の取り扱いに至るまで本治療の要となって支えている。また、CAR-T 細胞

療法の導入を一つのきっかけとして、輸血・細胞治療部門における品質マネジメント（QMS）

の導入の重要性についても明らかとなった。QMS の考え方は、CAR-T 細胞療法を導入し

ていない施設の輸血部門にとっても有用と思われる。また、間葉系細胞（MSC）製剤や

CAR-T などの細胞製剤をこれまでの輸血部門のシステムを活用してどう運用するかという

課題も生まれた。さらに、体外フォトフェレーシスといった新たな治療法も登場している。 

これらを背景として、日本輸血・細胞治療学会の造血幹細胞移植関連委員会に属する

「院内における血液細胞処理のための指針」および「造血幹細胞移植の細胞取り扱いに関

するテキスト」改訂タスクフォースにおいて、本テキストを通じて輸血・細胞治療部門の現場

の皆様に最新の情報をお届けしたいという機運が高まり、今回の改訂につながった。執筆

者の先生方、そして膨大な編集作業の大部分を担って下さった京都大学医学部附属病

院・細胞療法センターのメンバー各位には深くお礼申し上げる次第である。 

なお本テキストに関しては、現場に則したものとなるよう、執筆者の所属施設での経験を

記載して頂いている。そのため、ガイドラインとしての性質をもつものでなく、各施設の責任

でご使用いただきたい。また、本テキストは、今後も「成書」ではなく生きたテキストとして、適

宜アップデートしていきたいと考えており、ぜひフィードバック頂ければ幸いである。 

2025 年 3 月 

日本輸血・細胞治療学会 造血幹細胞移植関連委員会 

「院内における血液細胞処理のための指針」および 

「造血幹細胞移植の細胞取り扱いに関するテキスト」改訂タスクフォース 

吉原 哲・新井 康之 
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第 1 章 本テキストの目的 

本テキストの目的は、造血幹細胞移植に用いる細胞と、キメラ抗原受容体 T(CAR-T)細胞

療法などの免疫細胞療法の原料細胞や製品の取扱いを主な対象として、それらの細胞の

適切で標準的な調製手順を、本邦の多くの医療機関の経験をもとに集約し、品質マネジメ

ントシステム（QMS）の概念のもとに、提示・解説することである。

本邦では、造血幹細胞移植が各地で実施されるようになったものの、当初、各施設での

症例数は年間１０例にも満たないところが大半を占めていた。造血幹細胞移植では、骨髄

からの赤血球・血漿除去、単核球分離や凍結保存、末梢血への造血幹細胞の動員、成分

採血、コロニーアッセイやフローサイトメトリーによる造血幹細胞数測定などの技術が欠かせ

ない。しかし、当初は、造血幹細胞移植を多数実施している施設で移植手技を習得した血

液内科医や小児科医が各自の施設に持ち帰り、独自に造血幹細胞移植実施体制を構築し

ていった。このため、造血幹細胞の処理に係わる標準的なテキストは存在せず、施設ごとに

独自のマニュアルを用いて治療に用いる細胞の調製を行っていた。一方、日本輸血・細胞

治療学会は、これらの細胞の採取、処理、管理、投与が適正に行われることの指導監督を

使命の 1 つとしており、同学会の細胞治療委員会は、第 60 回日本輸血・細胞治療学会学

術総会（2012 年 5 月）から、毎年の学術総会で細胞の採取・処理等に係るテクニカルセミナ

ーを開始した。第 1 回のテクニカルセミナー参加者に「造血細胞の処理・操作・アッセイのた

めのテキスト ver.1.0」を作成・配布したところ大変好評であったので、その内容を充実させ、

2015 年に新たに「造血幹細胞移植のための細胞取り扱いに関するテキスト（初版）」を発行

した。 

以来、これまで本テキストの改訂は行われなかったが、約 10 年が経過するうちに、間葉系

幹細胞や CAR-T 細胞等の再生医療等製品が国内で市販され、QMS の概念が浸透してき

た。そこで、これらの再生医療等製品、並びに慢性 GVHD 治療としてのフォトフェレーシス

等も含めた現場での運用に役立つ手順の更新が必要となった。対象とする技術や検査方

法を各章としてまとめ、実際に運用している施設の手順書や工程記録等も含まれており、そ

のまま各医療機関で利用しやすいよう工夫されている。 

執筆者は、日本輸血・細胞治療学会の細胞治療委員会および関連する委員会委員で、

これらの細胞療法に造詣の深い方々である。 

本テキストが、各施設での細胞治療成績の向上に貢献することを大いに期待している。 

（執筆者：田野崎隆二、長村登紀子） 
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第 2 章 基本となる Quality Management System（QMS）の考え方 

 

はじめに 

従来、医療機関における血液細胞採取/処理においては、共通作業手順書や記録の作

成により、実施した技術的業務の正当性を保証してきた施設が多かったが、2019 年に国内

初の市販 CAR-T 製剤が上市され、CAR-T 製剤の原材料となる自己リンパ球採取を担うこ

とになった医療機関の細胞採取/処理部門は、医薬品及び医薬部外品の製造管理及び品

質管理の基準に関する省令(GMP 省令)、再生医療等製品の製造管理及び品質管理の基

準に関する省令（GCTP 省令）や、欧米で用いられている Foundation for the Accreditation 

of Cellular Therapy and the Joint Accreditation Committee – ISCT and EBMT (FACT-

JACIE)の基準等に基づいた製薬会社の施設監査を受審することになり、新たなステージに

立った（図１）。上記基準では、技術的な内容を保証する作業手順書や記録の作成の他に、

継続的な改善活動を行う QMS に基づいた組織運営が要求されている。QMS は品質保証と

いう理念をもとに、提供する製品やサービスに対する信頼性を担保するものであり、様々な

国内、国際規格に取り込まれている。臨床検査領域においては、ISO15189（臨床検査室を

運営する国際規格）の普及も著しい。本章では、病院内で血液細胞の採取/処理を担う部

門における QMS 構築の参考となるよう、QMS の基本的な考え方について記載する。 

 

図 1 作業の管理から、品質管理システムによる品質保証へのレベルアップ 

 

 

細胞採取/処理部門における QMS の捉え方 

一般的に QMS は「会社・組織が顧客に提供する製品やサービスの品質を継続的に改善

していく仕組み」というように説明されることが多い。製造業やサービス業といった業種であ

れば、製品・サービス・顧客という用語に対しイメージがつながりやすいが、医療機関の一部
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である細胞採取/処理部門がどのように QMS のイメージを具体化するかが重要である。血

液細胞処理における QMS の目的は「血液細胞処理にかかる品質を向上させ、顧客が満足

できるサービスを提供するためのマネジメントシステム」と考えられる。QMS を構築する際は、

各用語を目的に応じて具体的に理解/定義することが必要である。 

＜解釈の一例＞ 

会社・組織＝細胞採取/処理部門 

顧客＝患者、（部門が別であれば）依頼診療科、（CAR-T であれば）製薬会社 

製品やサービス＝細胞採取、処理、保管管理、採取産物、細胞製品 

 

QMS 構築までの考え方 

細胞採取/処理部門の QMS 構築までの道筋の一例を下記に示す。 

①適応範囲を決める 

構築しようとする QMS の対象となる範囲を決める。細胞製品を取り扱う医療機関の

業務は、細胞採取、細胞処理、保管管理、製品投与等のプロセスに分けることができる。

最初に対象製品（末梢血幹細胞、骨髄、自己リンパ球、CAR-T 製品等）や、対象とす

る業務の範囲を決めておくことが重要である。融解や輸注を管理範囲とするか否かは、

外部からの要求事項もふまえ、決定する（図２）。 

 

 

図２ 品質保証の対象範囲例 

 

②組織/責任体制を明確化する 

対象とする業務、製品を決めた後、組織管理体制を規定する。施設ごとの組織背景

に合わせた管理体制の構築が重要である（図３）。また、QMS はトップマネジメントの考

え方をもとにしていることから、責任者の任命は必須である。 
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図３ 組織管理体制の例 

 

③品質方針を決める 

QMS の根幹は品質方針を決めることである。品質方針は、会社/組織の理念であり、

責任者による組織運営の意向を取り入れた内容とする。 

 

④継続的に改善していく仕組みを考える 

QMS とは「継続的な改善の仕組み」であり「PDCA サイクルを回す」ことであると説明

されることが多いが、具体的に何をすればよいか、考えに難航するケースは少なくない。

「何をすればよいのか」「どのような点を管理しなければならないのか」「どのような仕組

みにすればよいのか」について、考え方やアプローチの方法は様々だが、参考として２

つのステップでの考え方を示す。 
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（1）関連する規格の要求事項から考える 

QMS の構築は、製品やサービスの品質を屋根として、保証するための支柱を立て

ていくイメージである。PDCA サイクルを回すのは、支柱を常に磨き上げる作業であ

り、最初にどのような柱が必要か、設計図を知ることが必要であるため、QMS に関連

する規格等を知る必要がある。QMS に関する代表的な国際規格として ISO9001 が

広く知られている。臨床検査室で浸透している ISO15189 のマネジメントの要求事項

も ISO9001 と互換性がとれた形式となっている。また、GCTP 省令の条項も、製品品

質を保証するための要件が記載されている。参考にする資料によって章立て、用語

は異なるが、指示している内容に大きな差はない（表１）。 

 

表１ 要求事項の実例 

 

（2）組織背景、目的に応じて具体化していく 

QMS の要求事項は普遍的な記載となっているため、目的とする製品、サービスに

応じて具体化していく必要がある（支柱をアレンジ、内装を装飾していくイメージ）。

実際に、品質保証に対するリスクを様々な視点から考え、挙がったリスクをどのように

排除、管理していくか考える際は、どの視点で考えるかが重要であり、少なくとも作

業者、資材/環境、運用システムの 3 方向からのアプローチは必要である。QMS の

構成イメージを図４に示す。また、外部監査や施設認証を前提とした場合は、業界

で常識と位置付けられている内容や具体的に提示される要求事項は遵守しなけれ

ばならない。PDCA サイクルを回していくにあたっては、自施設の組織背景や環境に

合わせ、実現可能な取り組みとすることが、継続させるために重要である（図５、図６）。 
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図 4 QMS の構成イメージ 

 

図５ PDCA サイクルに基づく品質改善 
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図６ 具体的な検討課題の 1 例 

 

①構築した QMS を文書化する 

構築した QMS は文書化することで、組織内の共通認識を得られると共に、外部

機関や第三者に対し説明可能となり、理解、評価を受けられる。QMS の文書は、

上位から、理念、規約、手順、記録のような階層式で管理することが多い。 

なお、階層の数は管理方法により異なる（図７）。参考までに、兵庫医科大学病

院及び東北大学病院での文書の一部を提示する（資料１、資料２、資料３） 

 

 
図７ 文書体系例 

 

②リスク管理の手法を組み込む 

いかに強固な QMS を構築したとしても、医療の現場では予期せぬ不具合が発

生する場合がある。不具合発生時にも予定している血液細胞処理を継続させるた

めに、予め予想されるリスクや影響を見積り、対策を講じることで、問題が発生した

場合の影響を最小化する必要がある。不具合は単独では起こらず、いくつものイ

ベントが重なり起こるとされており、そこには不具合が起こるシステム（構造）がある。

そのため、リスクアセスメントを行い、リスク特定・リスク分析およびリスク評価を実施
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し、構造の不備を反復的に見直す仕組みや、リスクが発生した際、誰が意思決定

を下すのかを明確にし、スピーディーに対処できる体制の整備を行なう。具体的

には現状を把握し、評価（リスクの特定・分析）を行い、改善計画や継続計画を策

定し計画を実施後、有効性を評価する。組織における評価と改善活動のプロセス

を図８に示す。 

 

図８ 組織における評価と改善活動のプロセス 

 

日本骨髄バンクからの医師宛通知文【調整医師・採取医師向け】等を活用し、他

施設のトラブル事例が自施設でもリスクになり得るか検証する事も有用である。 

また、自施設で不具合が発生した際に、不具合を起こしたスタッフを処罰すること

は、再発防止の手がかりを隠蔽することとなり、リスク改善には繋がらない。ハインリッ

ヒの法則を考慮し、小さいリスクやヒヤリ・ハット事例を積極的に減らし、スタッフ全体

の底上げを行うことが、安全文化の構築につながる。 

 

さいごに 

QMS は、製品やサービスの品質を保証するためのツールであり、概念である。目的や組

織背景により QMS の構造は変化するため、「正解」というような具体的な内容を細部まで記

載することは難しい。本章では QMS の根幹である「組織管理体制の明確化」「管理システム

の持続性」「リスク管理」といった要素について触れたが、QMS 構築へのアプローチの１つと

して参考にして頂きたい。 

QMS においては、関係法規や要求事項を満たし、自施設/組織に適合し、持続可能で、

外部に自信を持って提示できる、より良い方法を考え活動し続けることが何より重要である。

QMS を動かし続けるのは人であり、私たち細胞採取/処理に関わる従事者は、QMS という

概念に精通した人材育成を行い、実践しながらより深く理解し、研鑽を継続する必要がある。
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CAR-T を契機に、病院における細胞採取/処理部門に QMS の概念が入ってきたことを、国

際的に誇れる品質水準に飛躍するチャンスと捉え、今後の広がりを期待したい。 

 

参考文献 

1) テキストブック 再生医療～創る、行う、支える～ 日本再生医療学会監修 

2) 厚生労働省 品質リスクマネジメントに関するガイドライン 

https://www.pmda.go.jp/files/000155974.pdf 

3) JAMT 技術教本シリーズ 臨床検査技師のための医療安全管理教本 日本臨床衛生検査

技師会監修 

 

（執筆者：藤原実名美、池本純子、岩木啓太、査読者：新井康之） 
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資料 

資料１ 文書例① 品質マニュアル（一部）（兵庫医科大学病院） 

 

文書例② 品質マニュアル（一部）（東北大学病院） 
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資料２ 様式一覧または項目名一覧（兵庫医科大学病院） 
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資料３ 文書例 指図書 兼 記録書（一部）(東北大学病院) 
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第 3 章 骨髄採取 

 

はじめに 

造血幹細胞移植は既に半世紀の歴史を持つが、最初期から実施されているのが骨髄移

植である。骨髄採取法はトーマスの原法 1)に基づく方法が改変された形で行われている。 

本邦では、同種骨髄移植のための骨髄採取術について、日本造血・免疫細胞療法学会

から「造血細胞移植ガイドライン-造血幹細胞採取（第 2 版）」2)が発行されている。これは、そ

れまで健常ドナーからの骨髄採取に限定したガイドラインが存在しない中、日本造血細胞

移植学会(現・日本造血・免疫細胞療法学会)、日本輸血・細胞治療学会、日本小児血液が

ん学会の三団体合同の造血幹細胞採取ガイドライン策定にあたり、同種骨髄採取の項を設

ける必要性が認識され 2021 年に第 1 版が発行されたものである。また、日本骨髄バンクで

の非血縁ドナーの骨髄採取においては、日本骨髄バンクの「ドナー適格性判定基準」3)「骨

髄採取マニュアル」4)を遵守する必要がある。採取術の詳細についてはこれらの文書を参照

いただき、本項では、主に細胞製剤としての取り扱いに焦点を当てて解説する。 

なお、国際的には FACT-JACIE5)がスタンダードである。移植施設がセンター化されてい

ない国内では患者の利便性は高いが、細胞製剤としてのグローバルスタンダードの質を満

たすのは困難な状況である。しかし、細胞製剤が国際間を行き来する現在、国際標準の概

要を知り、可能な限り取り入れていく努力を怠ると、日本の医療の信用が失われることも危惧

される。 

 

骨髄採取の特徴 

最も大きな特徴は、その細胞採取の主な工程が、手術室内で、普段細胞製剤を取り扱う

ことのない臨床医のみで実施されることが多い点である。しかも、移植ソースとして最も古い

ため、取り扱いを熟知していると誤認されていることも少なくない。しかし実際には、様々な

過誤の事例が骨髄バンクホームページ上の安全情報データベースに公表されている

（https://www.jmdp.or.jp/donor_safety/）。このため、骨髄採取においても血液細胞処理担

当部門のバックアップが強く推奨される。 

骨髄採取は血縁者間と非血縁者間の二種類に分けられる。手技は同一であるが、後者

は日本骨髄バンクを介し、種々の手続きや製剤の取り扱いが異なることに留意する。ドナー

は匿名のボランティアで、人の手で時に長距離運搬され、別の施設で使用される細胞製剤

なのである。 

採取ボリュームが多いことから、あらかじめ自己血採血が必要となり、細胞採取はこの時

点から始まることも忘れてはならない。 
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自己血採血 

採血手技については、術前患者に対して実施される貯血式自己血採血 6)と同様である。

一方、手術中の出血量に応じて返血する患者とは異なり、あらかじめ出血量がほぼ決まっ

ている点、速やかな社会復帰のため術後の貧血状態を許容しない健常者に対して実施さ

れる点、同種血輸血は可能な限り避けなければならない点が大きく異なる。エリスロポエチ

ンも使用しない。したがって、準備した自己血が骨髄採取時に使用できない場合は予定の

骨髄採取の延期もしくは中止、採取量を減らす、といった対処が必要となるため、患者にも

大きな影響を及ぼすことになる。 

貯血量は、出血量、すなわち、採取予定量に応じて決定される。計算方法、および手技

等は「骨髄採取マニュアル」4)に詳説されている。血縁ドナーについても「造血細胞移植ガイ

ドライン-造血幹細胞採取」2)にて「骨髄採取マニュアル」4)を参照するよう記載されている。 

製剤管理も「骨髄採取マニュアル」4)に従う。日本骨髄バンクでは自己血が使用不可とな

った事例として、保冷庫温度調節器内センサーおよび警報システムの故障や不適切な管

理で保管中の温度が上昇した事例 7)8)、寒冷凝集素によると考えられる凝集が採取前日に

判明した事例 9)、有効期限の計算が不適切で期限を超えた事例 10)が報告されている。さら

に、採取中に返血すべき自己血が返血されず、病棟に搬出されて不適切に管理された事

例も報告されている 11)。輸血部門における管理の徹底のみならず、手術室や病棟など関連

部署への確認も忘れてはならない。 

 

骨髄採取術 

健常人に対して全身麻酔下で、侵襲的な方法により実施される。採取後にも健康上の問

題を来さないよう、最大限の安全が求められるため、「骨髄採取マニュアル」4)「造血細胞移

植ガイドライン-造血幹細胞採取（第 2 版）」2)に基づき、麻酔科専門医の麻酔管理(指導)の

もと、採取を実施する。 

日本骨髄バンクにおける採取細胞数の目標は、患者体重 1kg あたりの有核細胞数

3.0x108 以上である。採取ボリュームの目安は 10〜15mL/kg 患者体重であるが、「骨髄採取

マニュアル」4)で、ドナーの体格、ヘモグロビン値、自己血貯血総量から設定される採取上限

まで採取可能である。目標細胞数を得るため、採取の途中で細胞数をカウントし採取量を

再検討することが求められる 12)。 

抗凝固剤はヘパリンを使用し、最終濃度 10 単位/mL 前後とすることが推奨されている。

手術時の確認不足が原因で、ヘパリンが過少となった事例が報告されており 13)-15)、薬剤の

使用管理のみならず、払い出す際の外観確認で凝集塊の有無をチェックすることも忘れて

はならない。なお、ヘパリンが過多になっても、移植施設で予定していなかった洗浄が必要

になったり、未処理で輸注すると患者に出血症状を来す恐れがある。採取の都合上多く使

用せざるを得なかった場合は移植施設に注意喚起を申し送る等の配慮が望ましい。 

採取された骨髄液は、引き続き手術室内で、フィルターによる骨片除去、検査検体のサ
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ンプリング、骨髄バッグへの充填と密封などの処理が必要となる。骨髄バッグの不具合等が

複数報告されている 16)-20)。手技に熟練し異常時の素早い対応が求められるのは言うまでも

無いが、複数の業種のスタッフで確認するなど、管理体制の構築が求められる。 

骨髄運搬中の骨髄バッグの破損が報告されている 4)。特に非血縁者間移植の場合、骨

髄液は可能な限り複数のバッグに分割することが推奨されている。分割は、手術室内で実

施しても、いったんひとつのバッグに充填し細胞治療部門等に払い出してから同部門で分

割しても良いが、後述する細胞数サンプリングのタイミングも含め、予めマニュアルを作成し

ておく必要がある。 

骨髄バッグの封印は、チューブシーラーによるヒートシーリングを必ず実施する。近年は、

シーリングされていない骨髄バッグを受け取ることは少ないものの存在し（筆者（原口）自験

例では 2020 年 6 月-2023 年 6 月の 175 件中 4 件）、シーリング失敗も報告されている 21)22)。

チューブシーラーはチューブを溶着して密封するため、中途半端なシーリングはかえってチ

ューブを破損する。推奨通り 2 点シールを実施してもバッグに近いシーリングを失敗すれば、

もう一方が確実にシールされていても漏出する（図 1）。細胞治療部門は日常的に使用して

いるため操作に習熟し危険性も熟知しているので、不慣れな臨床医のみで手術室に入る場

合は使用方法を十分に指導する。なお、移植施設でチューブを用いて無菌サンプリングし

たり、無菌接合装置でチューブ接合して骨髄処理等をする場合があるため、短すぎる位置

でシールしない。日本骨髄バンクでは、6cm 以上離れた場所で留めることが望ましいとされ

る 23)。確実な密閉のため、シールの内側で結び目やクランプで補強することも推奨されるが、

同様に、短すぎる位置での不可逆的な密閉（ほどけない結び目等）は避け、さらに離れた位

置でシーリングする。 

 

図 1 シーリング不正例（自験例） 

 

細胞数カウントの方法 

非血縁者間移植の場合、骨髄採取施設と移植施設が異なるため、細胞数カウントに施設

間差があってはならない。しかし実際には、有核細胞数の最大 3 倍にもなる施設間差が報

告されている 24)。日本骨髄バンクが実施した採取施設における現状調査 25)では、9 割以上

で採取施設が精確な値を確認すべきだと考えており、採取時に精確に測定する必要がある。 

差が生じる原因として、測定値が正しくない他に、サンプリングが不適切、採取量が不適

切であることも考えられる。採取量については、記載の採取量と実測した重量を比較した筆

者の自験では、最大 307mL、率にして 22%の差であり、細胞数自体の施設間差としては大き

く寄与しない（図 2）。 
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図 2 受け取った骨髄液量実測値と記載された値の分析（自験例） 

 

一方、測定値については、現在認可されている自動血球分析装置は、いずれも骨髄液

の測定が想定されていない。末梢血白血球数として表示される数字は通常有核赤血球を

除いた値である。骨髄内の脂肪滴が機械上白血球として認識されてしまう場合がある。また、

測定原理によっては、白血球分画を大きさで判断するため、一部の有核赤血球が排除され

る場合もある（図 3）。これらを考慮し、機器に応じて最も骨髄有核細胞数を測定するのに適

した測定モードで測定する必要がある 26, 27)。 

 

図 3 Sysmex XE-2100 で骨髄液を測定した例 

 

不適切なサンプリングは、最も大きな誤差が生じうるが、確実に防ぐことができる。時間的

心理的余裕が少ない手術室内で、手技にも慣れていない臨床医が実施することが多いた

め、複数バッグにおけるサンプリング方法を含め、マニュアル化などで確実に正しく実施で

きるような運用が必要と考えられる。「骨髄採取マニュアル」4)には、【移植骨髄液の有核細

胞数測定に関する提言】25)として上述の注意点のまとめを掲載している（表 1）。 
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表 1 移植骨髄液の有核細胞数測定に関する提言 

（日本骨髄バンク: 骨髄採取マニュアル ホームページ版 (2024.10.18 改訂) p13 

https://www.jmdp.or.jp/pdf/medical/physicians/manual/Bone_marrow_collection_manual.pdf） 

 

ラベリング 

細胞製剤を安全に取り扱うために極めて重要とされている。このため剥がれたり消えたり

しない素材を採用する必要がある 28)。国際規格 ISBT 128 が 80 を超える国で採用されてお

り、この採用により細胞治療製品の品質、安全性、トレーサビリティが大幅に向上すると考え

られている 29)。しかし、本邦の院内細胞治療製剤では ISBT 128 は一般的ではない。このた

めラベル形式については各施設で骨髄採取責任者が承認したテンプレートを準備すること

となる。以下の情報を含む必要がある。日本骨髄バンクでは、専用のラベルを使用する。ド

ナーの個人情報を記載してはならない（図 4）。 

検体採取 

• 骨髄採取時における骨髄有核細胞濃度は継時的に変化し、フィルターを通過させ

ることでも変わることから、移植骨髄液全体を正しく反映できる検体を採取する 
 例 1.ひとつのバッグに集めた骨髄最終産物から（バッグ分割前に）検体を採取する  
 例 2.すべての骨髄最終産物バッグからそれぞれに検体を採取する 

• 検体はバッグ全体を十分攪拌し、確実に均一化した上で採取する 
※液全体を十分に攪拌できない状態での検体採取はしない 

• バッグ内が清潔に保たれるよう留意する 
 
測定法 

• 測定直前に検体を充分攪拌し均一化する 
• 自動血球分析装置は、骨髄検体を測定する仕様ではないことに留意する 
• 自動血球分析装置を使用する場合は、メーカー・機種により異なるため、担当

者に相談し、最も適切なモードでの測定を検討しなければならない 
• 一部の有核赤血球が除外されるため、測定原理が電気抵抗法のみの機器の使用

は避ける 
• 自動血球分析装置を使用する場合は、あらかじめ血球計算盤を使用した目視算

定結果との一致を確認しておく 
• 目視算定する場合は、検査者間誤差の無いように「目合わせ」をしておく 
 
管理 

• 標準作業手順書を作成しておく 
• 手順書に基づいて測定し、報告した記録文書を作成する 
• 機器保守管理、試薬管理、精度管理を実施し、管理台帳を作成する 

• 文書・記録は適正に管理保管する 
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図 4 ラベルに含めるべき情報と、骨髄バンクの専用ラベル 

 

部門システムで必要な患者・ドナー情報を組み込んだラベルが出力できると良い。 

ラベルは骨髄バッグごとに取り違えの無いように運用し、採取後速やかに貼付する（採取

前は清潔操作のため貼付できない）。貼付の際は、ラベル情報が間違っていないか 2 人以

上で確認する必要がある。 

ラベリングの重要性について臨床医を含む多くのスタッフが認識する機会は乏しい。移植

施設に送るための骨髄バッグラベルとして必要な情報が記載されず、ドナーの個人情報の

みが記載された事例が報告されている 30)。ドナー匿名性保護を含む造血幹細胞採取につ

いての教育を関係者全員に定期的に実施するにも限界がある。ラベリングの重要性を認識

した細胞治療部門のスタッフや部門システムの介在が求められる。 

 

骨髄採取物の保管・出庫 

骨髄採取後、非血縁者間移植の場合は他施設に払い出し、院内使用の場合は細胞処

理部門においての細胞処理や病棟への出庫となる。骨髄処理が不要な血縁者間移植の場

合であっても前投薬や患者モニタリングの準備等で、非血縁者間の場合は搬送者の未着

等で、短時間の保管が必要であるし、患者の治療の都合によっては数時間の保管が必要

になる場合もあるが、病棟等で放置することがあってはならない。このためにも、細胞治療部

門で骨髄製剤化の手続きをとり、輸血製剤と同様にシステム運用することが望ましい。出庫

時の記録も残すことができる。臨床医は、細胞製剤を出庫するという概念を身につける機会

に乏しい。細胞治療部門の積極的な介在や教育が必要であろう。 

骨髄採取物の外観は血液と変わらないため、1L 前後の血液の詰まったバッグを搬送す

ることになる。適切な容器に入れて運搬する必要がある。 

非血縁者間移植細胞の取り扱いには、第三者の手で列車や航空機等の公共交通機関

を利用し、時に長時間かけて運搬され、採取施設と異なる施設で使用されることに特に配慮

する。バッグ破損時の漏洩に備えてさらに袋に入れ、衝撃、圧力変化、温度変化等に耐え

られる素材で作られた外部容器に格納する。 

払い出し時には再度バッグのシーリングが確実にされていることを確認する。また、シーリ
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ング箇所で切断すること。自験例では、シーリング箇所で切断していない骨髄が届く頻度が

かなり多い（171件中105件：図5）。シーリング箇所の外側は確実な密閉がなされていない。

特に、フレゼニウス社の骨髄バッグは先端が密閉しないため、チューブ内の血液が漏出し、

バッグ汚染の原因となる。日赤で確実にシーリングされた血液製剤を取り扱う輸血・細胞治

療部門のスタッフは、適切なシーリングを施し、シーリング箇所で適切にチューブを切断す

ることで確実に密閉できること、誤った使い方は非常に危険なことを熟知している。ボランテ

ィアドナーが多大なリスクを侵して採取した細胞製剤の取り扱いは、そのプロフェッショナル

の輸血・細胞治療部門が担うことが極めて望ましい。 

 

図 5 断端処理不良例 

 

骨髄バッグの血液汚染も少なくない（167 件中 75 件に明らかな汚染あり）。バッグラベル

が汚染していればラベル情報の視認に問題を来し、汚染が酷い場合は骨髄液の漏出すな

わち骨髄液の清潔性までも疑われる事態となる。そして何より、必ずしも医療系の資格を持

たない搬送者を危険にさらすことになる。血液汚染した手で手術室からそのまま払い出すこ

とによる危険、シーリング箇所で切断しないことで骨髄液を漏出させるかもしれない危険を

認識する必要がある。 

非血縁者間移植で搬送業者に依頼することも多くなった。この場合、採取施設で責任を

持って梱包する必要がある。クレンメなど尖った部分が直接骨髄バッグに当たらないよう、骨

髄バッグが飛び出すことのないよう、清潔な場所で慎重に梱包する（図 6）。医局など事務室

での作業は好ましくない。 

 

図 6 適切な梱包例 

 

手術室から搬入された
骨髄バッグはエアが多い

輸血・細胞治療部門にて分割の際
エアも除去

尖ったクレンメがバッグに接し
ないように一次梱包する
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骨髄バッグの出庫時には日本骨髄バンクの受け渡し記録を用い、出庫日時、受領者名

等を記載する。細胞治療部門から払いだすと、製剤を適切な状態で払い出せるだけでなく、

部門システムに記録を残すことができるので記録上も望ましい。払い出し時のチェック項目

の例を以下に挙げる（表 2）。複数名でチェックして払い出す。 

 
表 2 払い出し時のチェックリスト例 

 

まとめ 

骨髄移植についても、（洗浄や濃縮だけでなく）採取術から細胞製剤を取扱っていること

を忘れてはならない。このため、臨床医と細胞治療部門は一層密に連携する必要がある。

すべての移植施設で今一度見直していただければ幸いである。 
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第 4.1 章 アフェレーシスによる細胞採取総論 

 

はじめに 

アフェレーシスを用いた細胞採取は、細胞療法で用いる製剤の原料を得るための医療行

為であり、本療法における最も初期段階のプロセスとなる。その後の流れとして、採取された

細胞がそのまま投与される場合（自家ないし同種末梢血幹細胞採取や同種ドナーリンパ球

採取など）と、得られた細胞を原料に拡大培養・ウイルスベクターによる新たな形質導入を

目指す場合（キメラ抗原受容体（CAR）T 細胞療法など）の大きく二つに分けられる。 

このように、アフェレーシスで得られる細胞は、安全性や効用といった最終製品の品質担

保に極めて重要な存在であり、FACT-JACIE 基準においても、多くの項目が示されている。

本稿ではこのうち、1. 環境、2. 人員体制、3. 機器管理と手順書管理、4. ラベル発行と管

理、5. 保管と出庫に注目して、具体例を交えながら概説する。アフェレーシスの手技そのも

のや安全管理については、別稿（4.2「末梢血幹細胞採取」、4.5「リンパ球採取」）を参考に

されたい。 

 

1.環境 

病院内でのアフェレーシスの実施場所は、主たる診療科の入院病棟の病室や外来の処

置室、手術室、輸血部門の処置室、維持透析を行う透析室など、医療機関によりまちまちで

ある。基本的にはアフェレーシスは「専用エリア」を設けることが望ましい。その際には、ドナ

ーからの細胞採取を行うだけではなく、採取産物・アフェレーシス機器・消耗品・試薬の保

管もそのエリア内で行えることが理想的である。 

そのエリアに関しては、「十分な広さ」を有した上で、「空気中の微生物汚染のリスクを最

小限に抑えるような設計」が望ましく、さらには、「十分な照明、換気、給排水が整った清潔

な環境」が FACT-JACIE 基準（C2.1.1）では謳われている。また、温度・湿度（C2.4）や清

掃・衛生状況（C2.6）についても、記録が求められている。ただ、これに関しては具体的な方

法や数値が明示されていないため、各施設でリスク評価を行い、具体的な手順を定めると

良い。 

広さに関しては、一般には、アフェレーシスベッドないしチェアが設置でき、機器や必要

物品を置いた状態でも、スタッフが医療行為を行うために十分なスペースの確保が必要と思

われる。空気中の微生物汚染についても言及されているが、アフェレーシスにおいては血

管穿刺を行うものの、カテーテルの長期留置を行うわけではないので、クリーンルームや手

術室のような、空気中の微粒子数管理までは不要である。温湿度の推移や清掃状況は、病

院内の施設であれば問題ないことが殆どではあるが、そのモニタリングや記録が、一部の

CAR-T 細胞用のアフェレーシスにおいて将来的に求められることがある。そのため、アフェ

レーシスが常に適切な環境で行われていることを担保するエビデンスとして、モニタリングな
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いし記録の体制を整備しておくことが望ましい。 

京都大学病院の場合、透析室の一部を間借りしている状況が続いている。アフェレーシ

スに完全に特化した部屋の準備は出来ていないが、上記の環境に関するモニタリング・記

録は、透析患者の環境管理の一貫として行っている内容を流用できるというメリットがある。

また、常時、人工透析を多く担当している臨床工学技士や看護師など、体外循環に精通し

たメディカルスタッフによるアフェレーシスの管理がなされるため、感染・汚染廃棄物の処理

や、標準予防策の徹底はもちろん、急変時の対応も高いレベルで行われることが期待され

る。温湿度については、従来、病院の中央管理部門でモニタリングや記録が取られていた

が、現場レベルでそれらを確認することはなかった。しかし、CAR-T 細胞療法開始時の監

査において、現場担当者によるモニタリング・記録確認が必須とされたため、室内および材

料保管庫への温湿度計の設置を行い、日々始業時に確認する運用と改めた。 

一方、兵庫医科大学病院の場合、輸血・細胞治療センター内にアフェレーシスならびに

自己血採血用の部屋を備えているため、部屋の環境モニタリング（温湿度、資材、清掃）や

その記録は輸血・細胞治療センター技師が管理している。アフェレーシスには看護師 1 名、

臨床工学技士 1 名が常駐し、患者ケアならびにアフェレーシス機器のオペレーションを行な

っている。医師が常駐していないため、急変時には状況に応じ院内救急医療体制もしくは

最寄りの病棟へ応援要請する運用となっており、看護師、臨床工学技士、臨床検査技師に

加え、救命救急センタースタッフも交えた定期的なシミュレーションを通して、危機対応への

意識確認を行なうなど、リスクに基づいた管理体制を構築している。 

 

2.人員体制 

アフェレーシスに関する人員の確保は、各施設にとって重要な課題である。理想的には、

アフェレーシス全体のマネージメントを行う「細胞採取責任者」と、得られた細胞の品質を管

理する「品質管理者」を、それぞれ独立して設け、いずれの役割者も実際の投与を行う診療

科担当者とは独立した立場であることが望ましいとされている（FACT-JACIE 基準 C3）。た

だ、これは、本邦の場合一部のごく限られた施設を除いて到底実現不可能な要件であり、

下記に挙げるそれぞれの役割を認識した上で、兼任しながら業務分担する体制が現実的と

思われる。 

細胞採取責任者：アフェレーシスに関しての総合的な責任者であり、品質管理者と連携

し、採取された細胞の適切な管理にも責任を持つ。アフェレーシスの手順の策定、適格性

の判断、状態変化時の対応、採取された細胞の取り扱い・管理など、その範囲が幅広いこと

から、細胞採取に関して十分な経験を持った医師であることが望ましい。細胞採取責任者

は、採取後の細胞処理を担当する細胞処理責任者と独立する存在ではあるが、兼任は許

容される。また、得られた細胞を用いて治療を行う、臨床部門の責任者とも独立した立場で

あることが理想的だが、実際の所は兼任をしているケースも多い。 

品質管理者：アフェレーシスによって採取された細胞や、その後の処理を行った際の品
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質を適切に管理することが求められる。また、必要な標準作業手順書の見直し、変更、承認

に関する規約を作成することも重要な役割である。職務に必要な知識、技術内容からは、日

本輸血・細胞治療学会の「細胞治療認定管理師」資格を有することが望ましい。ドナーや患

者に対する医療行為を直接行うわけではないため、要件に医師資格は不要である。品質管

理者は、細胞採取と細胞処理の担当者をそれぞれに独立して任命し、お互いにチェックし

合うことが理想ではあるが、兼任も可と考える。 

これらの管理者や責任者のもと、アフェレーシスにおいては、多くの看護師、臨床工学技

士、検査技師、細胞培養士などのスタッフが重要な役割を果たす。全体の体制における各

人の位置づけを定期的に確認するとともに、各人に与えられた役割を十分に果たすために、

定期的に知識や技術のアップデートを図ることが重要である。実際、FACT-JACIE 基準

（B3.5.3）では、細胞採取に関わるスタッフは、年間 10 時間以上の血液細胞治療に関する

教育プログラムに参加し、その記録を残すことが求められている。日々の臨床に追われるス

タッフが、このような時間を捻出することはハードルが高いが、コロナ渦で多くの講演会・学

会が「ハイブリッド」形式での参加が可能になったことを逆手にとり、通常であれば参加出来

ないようなプログラムに参加してみることは一考に値する。 

京都大学病院の場合、細胞採取責任者および品質管理者は、細胞療法センターの 2 名

の医師（いずれもバックグラウンドは血液内科医）が務めており、関連する診療科（主には血

液内科や小児科）とは緊密に連絡は取るものの、独立した立場から、依頼内容の精査、適

格性の判断などを行っている。手順書や記録書の作成や見直しは、文書管理責任者・変更

管理責任者として、臨床検査技師や臨床培養士などのスタッフが、実際の作業におけるフ

ィードバックを掛けながら担当している。 

一方、兵庫医科大学病院の場合、品質管理者の下に、細胞採取部門責任者、細胞調製

部門責任者、検査部門責任者を置き、検査部門責任者以外は輸血・細胞治療センター所

属の医師が、検査部門責任者は検査技師が務めている。細胞調製部門には看護師・臨床

工学技士・臨床検査技師の責任者を配置し、変更対応など迅速にコミュニケーションが取

れるようにしている。文書管理や変更管理、教育プログラムは輸血・細胞治療センターの臨

床検査技師が一元管理し、適宜フィードバックする。また、年に 1 回のマネジメントレビュー

にて文書管理や変更管理、不具合の是正やリスクアセスメント状況、その他品質維持向上

のための年間行動計画の進捗状況を周知し、部門横断的な組織の連携を深めている。 

 

3.機器管理や手順書管理 

アフェレーシスに用いられる機器類のうち、特に血液成分分離装置（TerumoBCT 製

SpectraOptia など）は、安全にそして効率よく細胞を採取するために必須の機器である。設

置時に据付時適格性確認（IQ）および稼動性能適格性確（OQ）を確実に実施するとともに、

毎回の使用前には動作確認を行い、細胞採取の工程記録として、機器の使用ログも作成と

保存も必須である。さらには、製造業者の推奨に従い、定期的な保守点検を行うことが重要
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である。このように十分な管理を行っても、突発的な故障の可能性は否定できない。アフェ

レーシスは、日程変更不可である場合が多いため、可能であれば複数台を所有し、いつで

もバックアップ可能な体制を作っておきたい。 

一方、アフェレーシスの安定した実施のためには、ハード面（機器）に加えて、ソフト面（手

順書）も極めて重要である。アフェレーシスは臨床現場での医療行為の側面が大きく、この

ような書類が作成されていないことも多いが、細胞採取に関する品質管理計画を適切に策

定する上でも、標準作業手順書（SOP）や作業工程記録書の文書の作成と管理（フォーマッ

トの標準化、識別番号の付与、承認システム、版管理、定期的レビュー）が必要である。もし

共有出来るものがあれば、提供して頂きたい。手順書内には、以下の内容を記載しておくこ

とが望ましい（FACT-JACIE 基準 C5.1）。血液細胞の採取（アフェレーシス中の手順書）、取

り違えと交差汚染の防止、採取産物バッグへのラベル貼付、採取産物の有効期限、採取産

物の保管・採取産物を他施設に出庫する際の手順、不具合が起きた時の対応措置、清掃、

衛生管理の手順および責任者、個人防護具の装着を含めた標準予防策（スタンダードプリ

コーション）の適用。なお、標準作業手順書からの逸脱が予定されている場合は、細胞採取

責任者が事前に承認し、品質管理者によるレビューを受けることが必要である。 

血液細胞の採取（アフェレーシス）に関して、その適格性や幹細胞動員法、また採取中の

手順についてのさらなる詳細は、日本造血・免疫細胞療法学会により発行されている「造血

幹細胞採取ガイドライン」を準拠する。 

 

4.ラベル発行と管理 

患者ないしドナーからアフェレーシスにて採取した細胞は、目視ではその内容を判断す

ることは困難となるため、識別のために採取バッグに適切なラベルを貼付することが重要で

ある。その際、細胞の種類（造血幹細胞、リンパ球）や由来（自家、同種）によらず、院内で

発行するラベルは、その形式を統一したうえで、細胞採取責任者の承認を得ておく。 

ラベルに記載する内容としては、「識別番号、採取産物名（製剤名）、患者名および ID、ド

ナー名および ID、採取日時」が最低限必要で、防水性のあるラベル用紙に、システムから

自動印字される方式が望ましい。ラベルはアフェレーシスの前日ないし当日朝に印刷し、ラ

ベル発行したことを記録しておくことで、二重発行を防ぐ工夫が必要である。アフェレーシス

依頼内容と印字情報とを 2 人以上で照合したのち、アフェレーシスベッドにおいて患者リスト

バンドなどとの再確認をした上で、可能な限り細胞採取開始前に採取バッグに貼付する。 

骨髄バンクを介する場合や、CAR-T 細胞療法でメーカーに細胞を送付する場合、採取

バッグに貼付するラベルが指定されていることがある。その際には、指定されたラベルには、

上記の全情報が網羅されていないことも多く、それだけではアフェレーシスを行うことが難し

い。そのため、京都大学病院や兵庫医科大学病院においては、あくまで当院でのラベルを

発行し、バッグに貼付してアフェレーシスの開始準備をした上で、指定されたラベルをさらに

ダブルチェックして貼付する運用を行い、取り違え防止策としている。 
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5.保管と出庫 

アフェレーシスにより採取された細胞は、通常、1-2 時間以内に速やかに出荷される（そ

のままの形で患者に投与されるか、製薬メーカーないし他施設への運搬）か、院内にて細

胞処理される。ただ、採取後、搬送が翌日になる場合（骨髄バンクを介した、非血縁者間同

種末梢血幹細胞採取など）や、院内での事情により細胞処理が翌日になる場合、細胞をそ

のままの形（通常は 4℃）で保管する場合がある。天候や交通事情などにより、不測の事態

で保管が必要になることもあるため、あらかじめ採取産物の保管方法、条件、期間に関する

手順を作成しておくことが重要である。 

保管に際しては、各製剤に適した保管温度（範囲）を標準作業手順書に明記する必要が

あるが、通常の条件は、2～6℃であり、赤血球製剤と同等であることから、保管には血液保

管庫を用いることが多い。保管中は、必要に応じて施錠するなど保管場所の管理を行い、

取り違え、汚染、交差汚染、部外者による無断持ち出しを防止することが重要である。また、

温度の逸脱を防ぐため、少なくとも 4 時間毎に温度を継続的にモニターし記録するシステム

に加え、異常時の警報音発報システムおよび定期保守点検（夜間や休日などに、現場が無

人になる場合は、担当者への自動連絡システムを含む）が必要となる。さらには、保管庫の

突然の故障に備え、代替機の準備も望ましい。 

アフェレーシスで得られた産物バッグ出庫においても、品質管理の観点から、厳重な規

定が必要である。例えば、一次梱包容器であるバッグが破損した際に、細胞の漏洩リスクを

考え、包装袋などの二次梱包容器を用いて、さらに包装することが望ましい。院内の細胞処

理部門や患者ベッドサイドへの移動ではなく、他施設など、院外に向けて出庫する際には、

内容物の漏洩、衝撃、圧力変化、温度変化等に耐えられる材料で作られた外部容器に入

れることが望ましい。場合によっては、外部の運送会社と連携するなどするとよい。CAR-T

などの細胞療法用のアフェレーシスにおいては、メーカーが設定する手順書に従った梱包

が必要である。いずれの場合も、採取産物バッグの出庫時には、払出担当者と受取担当者

（臨床診療科や搬送業者）が一緒に、出庫依頼票などの一次情報とバッグに貼付されたラ

ベルとを用いて、細胞種類、患者氏名・生年月日、採取日、採取量などを読み合わせした

上で、バッグの破損や異物の混入がないか、目視による外観チェックを行った後に、出庫を

行う。この際、取扱者（払出担当および受取担当者名とサイン）と日時を記載した払出ないし

出庫記録を確実に作成することで、chain of custody を確実に担保することが重要である。

一連の管理は、品質をより確実に担保するため、当該施設の細胞処理部門（輸血部等）が

主体となって行うことが臨ましい。 
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第 4.2 章 末梢血幹細胞採取 

 

はじめに 

末梢血中には、通常、造血幹細胞等の未分化な細胞はほとんど流れていない。しかし、

抗腫瘍剤による骨髄抑制の回復期には、骨髄中より末梢血中にこれらの細胞が一時的に

動員され濃度が上昇することが分かり１）、この時期の細胞を繰り返し採取して移植に用いる

ことが行われるようになった 2）。その後、末梢血中に造血前駆細胞が動員される時期に、顆

粒球コロニー刺激因子（G-CSF）などの造血刺激因子の投与を併用することで、造血前駆

細胞の動員が増幅されることが判明し 3）、現在、日本では、腫瘍性疾患での自家造血幹細

胞移植に際しては、抗腫瘍剤による骨髄抑制の回復期に G-CSF を併用して、動員された

末梢血幹細胞を採取し移植に用いることが一般的に行われている。また、G-CSF 単独でも

大量に投与することで、造血前駆細胞、造血幹細胞が末梢血中に動員されることが判明し

ている 3）。本邦で 2017 年 2 月に発売された Plerixafor(モゾビル®皮下注 24 ㎎)は、CXCR4

ケモカイン受容体拮抗薬で、造血幹細胞表面の CXCR4 に可逆的に結合することで、骨髄

ストローマ細胞表面に発現する間質細胞由来因子 SDF-1（CXCL12）との結合を阻害する。

これにより、骨髄から末梢血への幹細胞動員が促進される 4)。多発性骨髄腫患者を対象に

行われた第三相多施設無作為化試験では、患者体重(kg)当たり 6×106 個以上の CD34 陽

性細胞を 2 回以下のアフェレーシスで採取できた患者は全体の 71.6％で、プラセボ群の

34.4％に比べて有意に多かった 5）。健常人ドナーに対しては現時点では使用できないが、

腫瘍性疾患に対する自家末梢血幹細胞採取に対しては、多くの施設で G-CSF に

Plerixafor を併用している。 

本稿では、末梢血幹細胞採取の考え方、具体的な留意点を中心に述べる。日本輸血・

細胞治療学会、日本造血・免疫細胞療法学会、日本骨髄バンクから、関連したガイドライン
6)やマニュアル 7）が示されているので、参照されたい。現在、末梢血幹細胞採取は、主にテ

ルモ BCT の Spectra Optia®、Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓの COM.TEC®を用いて行われている。個々の機

種の取り扱いについては、各製品のマニュアルを参考にされたい。なお、末梢血幹細胞採

取に際しては、各医療機関でそのルールに則り患者・ドナーより同意を取得する必要がある。 

 

自家末梢血幹細胞動員と採取の時期 

（1）化学療法を併用する場合 

疲弊した造血環境からの採取は、十分量の幹細胞採取を困難にする。このため、移植

適応患者については、出来るだけ採取の容易な時期の計画的な採取が望ましい。 

化学療法後の血球回復期に採取する。採取直前の化学療法は強力なものが望ましい。

ニトロソウレアは用いない。シクロフォスファミド、シタラビン、エトポシドを含むレジメンがよ

く用いられ、治療強度が弱い場合には、これらの薬剤を増量してもよい。 
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1）G-CSF の開始時期および投与量 

経過中、特に感染等が生じていない場合には、骨髄抑制からの回復時期に G-

CSF を開始する。血球回復の判断には、網状赤血球の反転増加、単球、血小板、

好中球数の反転増加のいずれかが生じるタイミングで G-CSF を開始すると、白血球

の回復に同期して CD34 陽性細胞が増加し、採取のタイミングがとりやすい。感染症

を生じた場合には、好中球数を確保するため、前治療の強さに応じて、Ｇ－ＣＳＦの

早期の開始を考慮する。G-CSF 投与量は、Filgrastim の場合最大 400μg/m2（患者

体表面積）、Lenograstim の場合最大 10μg/kg（患者体重）である。 

2）採取時期 

白血球数の回復が急峻であれば、確実な採取が期待できる。採取時期は、末梢

血の CD34 陽性細胞数のモニタリングを行い、この数が 20 個/μL を超えてから、な

いしは白血球が 5,000/μL を超えかつ血小板が 75,000/μL を超えてから採取をす

る の が 目 安 と な る 。 採 取 の タ イ ミ ン グ の 決 定 に は 、 末 梢 血 の Hematopoietic 

progenitor cell（HPC）の測定も有効との報告がある 8）。採取が週末にかかり、保存も

含めて施行が困難な場合には、途中での G-CSF の減量やスキップが可能な場合も

ある（図１）。 

 

図 1 幹細胞動員中に G-CSF をスキップした例（倉敷中央病院自験例） 

 

（2）G-CSF 単独での幹細胞動員 

化学療法施行歴のある患者における G-CSF 単剤での幹細胞の動員については、健

常人ドナーからの採取（次項）に準じるが、必要量の採取が困難な場合が多いことが予想

される。 
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（3）G-CSF＋Plerixafor での幹細胞動員 

Filgrastim の場合最大で 400μg/m2(患者体表面積)、Lenograstim の場合最大で

10μg/kg（患者体重）を連日皮下注し、PBSC 採取の 9-12 時間前に Plerixafor 240μg/

㎏（患者体重）を投与する。European society for blood and marrow transplantation 

(EBMT)は、アフェレーシス前日の末梢血中 CD34 陽性細胞数が 20 個/μL より多けれ

ば G-CSF 単独投与のみで採取、10 個/μL 未満の場合は Plerixafor を併用することを

推奨し、10～20 個/μL の場合には患者の状況により判断するとしている 9）。Plerixafor 使

用による有害事象としては、ショック、アナフィラキシー、脾腫、脾破裂、錯感覚、頭痛、下

痢、悪心、注射部位反応、疲労などが挙げられ、いずれも軽度であるが、採取中に下痢

腹痛症状を呈する症例もあるので注意が必要である。 

 

健常人ドナーからの造血幹細胞採取 

（1）末梢血幹細胞採取におけるドナー選択の特殊性 

G-CSF 投与によって、白血球数が増加し機能が亢進するとともに、血小板凝集能が亢

進し血栓傾向が増す。従って、血管にリスクがある場合、血栓症や虚血性疾患発症のリス

クが増大するため、末梢血幹細胞採取ドナーとしては不適格となる。コントロール不良の

高血圧症（収縮期血圧>160mmHg、もしくは拡張期血圧>100mmHg)、コントロール不良の

脂質異常症（総コレステロール>240mg/dL、HDL コレステロール<40mg/dL かつ LDL コレ

ステロール>160mg/dL、LDL コレステロール>180ｍg/dL）は、このような理由から、基本的

に不適格となる 6）。また脾臓破裂の報告があり、脾腫について、腹部超音波検査で確認

することが望ましい。わが国では G-CSF 投与を受けた血縁ドナーにおける急性骨髄性白

血病の発症の報告が 2 件、骨髄異形成症候群の報告が１件ある(日本における造血細胞

移植 2022 年度全国調査報告書：2022 年までに報告された重篤な有害事象（末梢血）

（http://www.jdchct.or.jp/data/report/2022/donor_pb.pdf）が、我が国での日本造血細

胞移植学会（現日本造血・免疫細胞療法学会）の前向き研究 10)や、EBMT での後ろ向き

研究 11）、米国 National Marrow Donor Program (NMDP)の非血縁末梢血幹細胞採取の

調査 12）では、造血器腫瘍の増加はみとめられていない。G-CSF 大量投与による長期的

なリスクについては引き続き長期に及ぶ観察が必要である。また、内頚静脈からの PBSC

採取に関して、死亡例が海外の健常人同種末梢血幹細胞採取ドナーにおいて２例、国

内の自家末梢血幹細胞採取において２例報告されていることから、採取には原則として

肘静脈を用いる。確保不可能な場合には大腿静脈を用いる。骨髄バンクドナーでは、両

上肢(正中静脈等)で体外循環が可能なある程度太い血管が確保できない場合はドナー

不適格となる７)。非血縁ドナーの適格性の指標については、ドナー適格性判定基準 HP

版（日本骨髄バンク）を参照されたい。 

https://www.jmdp.or.jp/documents/file/04_medical/tekikakukijun_20230330.pdf 
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（2）ドナーよりの採取 

血縁ドナー年齢は、10 歳以上 65 歳以下とされている。ただし 61 歳以上 65 歳以下、

10 歳以上 18 歳以下については、各施設のしかるべき機関の承認を受ける必要がある 7)。

10 歳未満の小児は末梢血幹細胞ドナーとはしない（骨髄ドナーの場合は 1 歳未満不可）。

非血縁ドナーの場合は 20- 55 歳となる。 

血縁ドナーの安全確保、依頼する過程でのドナーの人権への配慮と倫理性の確保は

必須の問題であり、主治医以外の医師が、中立の立場でインフォームドコンセントを取る

必要があり、可能であれば、造血細胞移植コーディネーター（HCTC）の関与が望ましい。

年少者の場合は、特に配慮が必要である。G-CSF 単独投与で採取を行う。 

 

1）G-CSF の投与 

G-CSF の使用量は、Filgrastim 400μg/m2（ドナー体表面積）、Lenograstim 

10μg/kg（ドナー体重)皮下注である 6)。10μg/kg(ドナー体重)/日までは、G-CSF 用

量依存性に CD34 陽性細胞動員が増し、副作用も許容範囲とされる 13）。米国での

Filgrastim の標準使用量は、10μg/kg と、我が国での Lenograstim での量であること

に留意する必要がある。 

G-CSF を 1 日 1 回もしくは 2 分割し皮下注して、4 日目ないし 5 日目から採取を

開始する。 

採取開始は、最終の G-CSF 投与から 4 時間以降が望ましい。1 日で、十分量が

採取できなかった場合には、翌日も G-CSF を投与し、採取する。6 日間 G-CSF を

投与した場合、脾臓破裂の危険性が増すといわれており、特に注意が必要である 14)。

また、7日間の投与では、動員される幹細胞数は低下するといわれているので、通常

は行わない 15)。 

G-CSF については 2022 年 2 月に、持続型 G-CSF 製剤注「ジーラスタ®」（一般

名：ペグフィルグラスチム（遺伝子組換え））が同種末梢血幹細胞移植のための造血

幹細胞の動員のために使用可能となった。この場合投与量は 7.2 ㎎を１回皮下注と

なる。 

G-CSF の投与は入院外来を問わない。外来投与の場合には、各施設でドナーが

確実に担当医師や看護師、コーディネーターに連絡がとれる体制を整える必要があ

る。 

2）G-CSF 投与の副作用 

G-CSF 投与により、ショック、間質性肺炎といった重篤なものから、骨痛、全身倦

怠、インフルエンザ様症状、肝酵素上昇、尿酸値上昇など様々な全身症状が生じる

可能性がある。健常人非血縁ドナーにおける G-CSF によるアナフィラキシー様症状

も数件報告されているため、投与後は慎重な経過観察が必要である。重篤な有害

事象はまれであるが、心筋梗塞、脳血管障害、脾破裂などの報告がある。G-CSF 投
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与に伴い、痛風性関節炎や虹彩炎が増悪したという報告もある 6）。骨痛に対しては、

出血傾向を助長する可能性のあるアセチルサリチル酸は用いない。G-CSFによる過

剰な白血球増加、血小板減少、副作用としての全身症状の出現に対応した減量基

準が定められている(表１7))。持続型G-CSFに関連する副作用としては、血液中ALP

増加、乳酸脱水素酵素の増加、背部痛、血小板減少、血管炎、頭痛、などが報告さ

れている。 

 
表 1 G-CSF の減量・中止基準 

 

バスキュラーアクセス 

処理血流量が多いほど、採取 CD34 陽性細胞数は多くなる。しっかりした脱血路の確保

は、安定したアフェレーシスにとって最も重要である。中心静脈の確保は、アフェレーシスを

容易にするが、幹細胞採取に伴う死亡事故の一部は、内頚静脈などのバスキュラーアクセ

ス確保に関連している 16)。このため、骨髄バンクでは末梢でのルート確保が義務付けられ、

採取当日に末梢ルートによるアフェレーシスが困難な場合にのみ、大腿静脈での中心静脈

確保が許容されている 7)。末梢から脱血するときは 1６～18G 側孔付留置針を用いると十分

な血流を確保しやすい。大腿静脈を確保する場合、しばしば、ダブルルーメンの留置カテ

ーテルが用いられるが、血栓症のリスク等にも十分配慮する必要がある。大腿静脈確保に

側孔付留置針を用いると 16G 程度の太さで十分な血流を得ることが出来る。留置針の場合

は、末梢も含めアフェレーシス終了後毎回抜針する。大腿静脈穿刺を行った場合には、採

取当日は入院が必要である 7)。 

消毒方法は、有機物がある場合はポビドンヨードの殺菌効果が減少するため、消毒前に

70％イソプロパノールまたは消毒用エタノールで皮膚の汚れを十分に拭き取り、ポビドンヨ

ードが乾燥してから行う 2）。穿刺部にやむを得ず直接触れる場合は、末梢血管であっても滅

菌手袋を使用する 17）。 
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中心静脈カテーテル挿入には感染のリスクを伴うため、必ず無菌操作で行う。高度無菌

遮断予防策（マキシマルバリアプリコーション）を講ずることで、標準予防策（スタンダードプ

リコーション）に比べカテーテル関連血流感染（CRBSI）の発生を低減できるとされている 18）。 

小児患者における自家末梢血幹細胞採取に際しては、年齢体格に合わせた選択が必

要であるが、乳児においても、橈骨動脈に 22G の留置針を使用することで、20～25mL/分

の血流を得ることが可能である。血流量は、体重（㎏）×1.5ml/min を超えないようにする。

返血路も同様に 22G 留置針が必要である。留置針穿刺に際しては、30 分ないし 60 分前に

穿刺部位の皮膚に貼付用局所麻酔剤やエムラクリーム・パッチなどを使用するとよい。小児

は症状を訴えられないため、クエン酸中毒には十分に注意する必要がある。体外循環量が

10ml/kg（患者体重）を超えないようにする必要があり、25 ㎏未満の小児からの採取の場合

にはあらかじめ赤血球で回路のプライミングを行う。低体重患児の幹細胞採取については、

十分な経験と設備の整った施設で慎重に行う必要がある。 

 

抗凝固剤 

通常は、ACD-A 液を用いる。一部の施設で少量のヘパリンの添加が行われている。 

 

処理血液量の決定 

（1）採取量 

採取量は、現在、幹細胞採取量によく相関するとされる CD34 陽性細胞数で評価され

ることが多い。しばしば、2×106 個/kg が最低目標量とされる。しかし、1-2×106 個/㎏（体

重）でも生着は可能とされる。また、多発性骨髄腫で 2 回目の自家移植を念頭に置く場合

や、ハプロ同種移植で生着不全のリスクが高い場合には、4×106 個/kg（体重）を目標と

する場合もある。この量以下では移植が成立しないわけではないこと、実際に行われた造

血幹細胞移植における CD34 陽性細胞数の報告を見ると、この量が至適量ではないこと

に留意する必要がある（表 2）。 

CD34 陽性細胞数はフローサイトメトリーを用いて測定される。国際的に標準化された

ISHAGE プロトコールに則りシングルプラットフォームで実施されることが推奨される 19)。 
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表 2 論文報告されている移植された骨髄および末梢血 CD34 陽性細胞数 

 

（2）目標処理量の決定 

採取に当たっては、遠心分離装置の特性、各施設の手技によって差異はあるが、脱血

されて遠心分離装置を通過した造血幹細胞、前駆細胞は、一定の割合で回収されること

に留意する。従って、本来は、採取時の末梢血中の CD34 陽性細胞数と各施設の平均

採取効率（CE2）により、回収量は推測可能である。CE2 は採取前の末梢血中 CD34 陽

性細胞数を用いて下記のように算出される。 

CE2ሺ%ሻ ൌ
採取産物 CD34 陽性細胞数ሺ/μLሻ ൈ採取産物液量ሺmLሻ 

採取前 CD34 陽性細胞数ሺ/μLሻ ൈ ACD 液を除いた血液処理量ሺmLሻ
ൈ 100 

 

ただし、実際の採取施行中の予期せぬ変動のリスクもあるため、CD34 陽性細胞数の

中間モニタリングを行って、目標処理量を調整することが望ましい。最大血液処理量につ

いては、自家末梢血幹細胞採取においては特に定まっていない。Large volume 

leukapheresis （LVL）という大量処理をする方法も海外ではよく用いられ、１日で

400mL/kg（患者体重）を越える処理を行うことがある。血縁者間では、提供者からの末梢

血幹細胞処理量は 150-250mL/kg、上限 300mL/㎏（ドナー体重）で実施される。非血縁

ドナーの場合は、目標処理血液量は 200mL/kg、上限 250mL/kg(ドナー体重)となってい

る６）。この際最も問題となるのは血小板数の低下である。採取された幹細胞を含む細胞浮

遊液中には、大量の血小板が含まれているため、特に大量の処理を行う場合には、血小

板数の低下に留意する必要があり、アフェレーシス中の血小板測定が望ましい。このよう

な点に留意しながら、ドナーの負担を考慮して出来る限り短時間で採取が終了出来るよう

に計画してゆくことが望ましい。 
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大部分のドナーで生着に十分な PBSC の動員採取が可能であるが、2011 年 3 月から

2022 年 11 月末までの日本骨髄バンクの調査では、1704 例中 71 例（4.2％）の症例で

2×106 個/kg 以上の細胞を得ることができなかった。また、動員されていたにもかかわら

ず機器設定の不備により 2 日間にわたり全く幹細胞が採取されなかった事例も発生して

いることから、何らかの形で中間モニタリングを実施することが推奨される。 

末梢血中の CD34 陽性細胞数の変化(図２)、末梢血 CD34 陽性細胞数と採取産物

CD34 陽性細胞濃度の相関（図 3）、倉敷中央病院の採取効率(図 4)をしめす。 

 

 

 

図 2 Plerixafor 投与症例における 

末梢血 CD34 陽性細胞数の動向 

（慶應義塾大学病院、39 例） 

図 3 末梢血 CD34 陽性細胞数と 

採取産物 CD34 陽性細胞数濃度の相関 

（慶應義塾大学病院、45 例） 

  

 

図 4 Spectra Optia® CMNC モードでの採取効率（CE2） 
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採取中の留意点 

（１）血小板減少 

アフェレーシス中の血小板数の低下は、特にドナーにとっては、最も留意すべき点で

ある。ドナーからの採取の場合は、終了時の血小板数で 5 万/μL 程度を下限とするのが

妥当であろう。開始時と途中での末梢血血小板数の測定で、血小板減少の程度は推測

可能である。特に処理量を上限近くに設定する場合には、血小板数の減少の予想と血

小板数の採取途中での確認が必要である。ドナーでは、アフェレーシス終了時 8 万/μL

以下の場合、採取した細胞浮遊液から、多血小板血漿（PRP）を分離して輸注することが

勧められている６）７）。Spectra Optia®処理中の血小板数の推移について図５A に示した。 

 

（２）低カルシウム血症 

ACD-A 液は、カルシウムイオン（Ca++）をキレートし、血液が凝固するのを防ぎ、血中

pHを下げ、遠心分離下での血小板凝集を阻害する。末梢血幹細胞採取では、赤血球除

去や血漿交換手順に比べ患者体内に残る ACD-A 液が増えるため、低カルシウム血症

のリスクが高い。 

低カルシウム血症は、総カルシウム濃度ではなく、カルシウムイオン濃度で評価する。

採取中の ACD-A 液の注入によるカルシウムイオン濃度の低下は、副作用の出現に最も

大きく関係する。発症しやすさは、単位時間あたりの ACD-A 液注入量と持続時間に規定

される。グルコン酸カルシウムの静脈内投与により補正する。末梢血幹細胞採取は長時

間に及ぶので、グルコン酸カルシウム溶液を返血路の末梢側より持続注入するとコントロ

ールしやすい。グルコン酸カルシウム投与下でも、カルシウムイオン濃度は低下するが、

口唇や手指のしびれ等の臨床症状に注意し、症状が深刻化する前に対応する。グルコ

ン酸カルシウムの投与量を増すか、脱血速度を落とすことによって、単位時間当たりの

ACD-A 注入量を減らすことで対応する。両者を同時に行うこともある。さらに、症状出現

時スポーツ飲料摂取の効果は俊敏であり、何度でも追加投与が可能である上に、過剰投

与もなく副作用もない。含有するカルシウム成分以上の効果がもたらされるため、スポー

ツ飲料の摂取を勧める 20）。 

倉敷中央病院におけるグルコン酸カルシウムの使用方法をしめす。血流量の上限をド

ナーの場合 1.2×体重（kg）/分、患者の場合 1.6×体重（kg）/分とし、ACD-A 液は機械

の初期設定の対血流比 1:12 で開始、グルコン酸カルシウムは、返血路の穿刺針に近い

部位から、返血血液に持続注入している。ドナーでは15Aを生理食塩水500ｍLに溶解、

80～120ｍL/時（900～1,350ｍg/時）、患者では 20A を生理食塩水 500ｍL に溶解、100

～150ｍL/時（1,400～2,100ｍg/時）で持続注入する。このような大量の投与下で、自覚

症状はない場合でも図５に示すように低カルシウム血症が生じている。グルコン酸カルシ

ウムの注入量は、脱血速度、処理量、処理時間によって異なるので、各施設の方法に適

した注入量を決定する必要がある。処理中のカルシウムイオン濃度の推移について、図５
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B に示した。 

 

図 5 ドナー末梢血幹細胞採取時の処理血液量増加に伴う血液データの推移 

 

（3）迷走神経反射などの血圧低下 

アフェレーシス前に十分なコミュニケーションをとり緊張をほぐすことが重要である。貼

付用局所麻酔剤を 30 分程度前に使用することで、痛みを軽減することが望ましい。過度

な安静はより緊張が高まるため、自由に動かせる範囲を説明し、労いの言葉をかけリラッ

クスできる環境を整える。 

症状がアフェレーシス開始直後に生じたときは、脱血を中止し、採血側より補液し、返

血側より返血を続けつつ反応を見ながら次の処置を考慮する。 

症状が経過中に生じたときには、低カルシウム血症に起因するものでないかを考慮し

つつ、対応を取る。 

 

(4)血小板凝集 

特に、採取開始時の血小板数が多いドナーからの末梢血幹細胞採取では、コネクタ内

で血小板凝集が生じることにより、効率の良い幹細胞の回収が困難になる場合がある。

凝集が生じた場合には、ACD-A 液の流入比率を増す（多くの場合は同時に脱血流量を

下げる）ことで改善を図る。Spectra Optia®では、凝集塊が認められる場合には一時的に

対血流比を 1：8 まで下げることが推奨されている。 

 

(5)回路の閉塞、脱血困難 

留置針穿刺部の腫脹や出血や痛みがないか、回路の屈曲などがないかを確認すると

同時に、血圧低下や気分不良がないか患者の状態も確認する。再穿刺など回路を患者

から外す必要がある場合、Spectra Optia®では“一時停止”とする。その際、返血側は抗凝

固剤が含まれる血液だが、脱血側回路の ACD-A 液ラインから先の患者側の血液は抗凝

固剤が含まれないため、生理食塩液などで流し閉塞を予防する（図 6）。採血可能になれ

ば再開する。 
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図 6 回路閉塞・脱血不良時の一次停止の対応（Spectra Optia®の場合） 

（６）体温調整 

末梢血幹細胞採取では G-CSF 製剤の投与の副作用で発熱することがあるが、体外

循環中により体温が下がるので、体温調整に注意が必要である。特に、小児の場合、プ

ライミングに赤血球製剤を使用したり、採血流量が遅かったりして回路内の血液が冷え

返血温度が低下しやすい。そのため、返血側に血液加温装置の装着を推奨する 21）。た

だし、保温にはリラックス効果もあるが、過度の保温は気分不良を起こすことがあるため、

患者に応じて保温箇所を検討する。 

 

（７）血液プライミング 

Spectra Optia®では、体重 25 ㎏以下では血液プライミングが必要になる。赤血球で適

切にプライミングされるように 300ｍL 以上の赤血球を処理する必要がある。返血ライン

で血液加温装置が使用されている場合は、血液加温装置の分を処理量に追加し、チュ

ーブセットを赤血球で完全にプライミングできるようにする必要がある。また、輸血歴のな

い患者の場合、輸血の副反応に注意する。 

 

おわりに 

ドナーからの末梢血幹細胞採取は、骨髄採取に比べて明らかに終了後のドナーの負担

が少ない方法である。また、現在までに、ドナーに対する長期的合併症についても、大きな

問題はないであろうと考えられている。一方で採取に関連した可能性のある死亡の報告は、

すべて海外からで、12 例で報告され、そのうち 3 例はアフェレーシス、血管確保に直接関

連したミスであり、６例は血管障害、1 例は病歴聴取の不備(鎌状赤血球症)であった(表 3)。

手技的な問題の確認と、適切なドナー選択によって回避可能な例が多いことが推測される。

わが国でも自家末梢血幹細胞採取のための内頚静脈確保に関連した死亡例が報告されて

おり、中心静脈カテーテルを用いる際には十分に留意する必要がある。 

このように、全身麻酔を必要とせず、ドナー負担が少ないと考えられる末梢血幹細胞採取
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においても、死亡例がむしろ骨髄採取より多い点は忘れてはならない。しかし適切な管理で

危険を回避可能であることが推測される。末梢血幹細胞採取の利点を利用しうる診療体制

の確保によって、非血縁者間末梢血幹細胞採取の件数は 2010 年の導入以降徐々に増加

し、2021 年現在 303 件となっている 22）。外来通院での G-CSF の投与、持続型 G-CSF の

導入は健常人ドナーにおいて大きなメリットであり、今後ますますその数が増加することが予

想される。 

最後に倉敷中央病院で使用中の、幹細胞採取、ドナーリンパ球採取、顆粒球採取用の

指示書（参考資料）を添付した。途中での収量等を見ながら、アフェレーシスの現場で追記

していく形を取っている。参考にしていただければ幸いである。 

 

 

表 3 末梢血幹細胞採取でのドナー死亡例 

 

参考文献 
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（倉敷中央病院採取指示書抜粋） 
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第 4.3 章 CD34 陽性細胞数の測定 

 

はじめに 

造血幹細胞移植（HSCT）を成功させる条件のひとつは、生着に必要な十分量の造血幹

細胞を輸注することである。現時点で造血幹細胞を単独のマーカーで示すことはできない

が、CD34 陽性細胞がその指標とされ HSCT が実施されてきた 1)。HSCT の中でも特に末梢

血幹細胞移植のグラフトは、通常末梢血にほとんど存在しない造血幹細胞を G-CSF で動

員しアフェレーシスで採取する。動員される造血幹細胞の量は個人差が大きく一定の割合

で動員不良例の存在が知られており（poor mobilizer）2)3)、精確なグラフト中の CD34 陽性細

胞数の情報が必要となる。 

CD34 陽性細胞数はフローサイトメトリーで測定するが、稀少な細胞の定量は測定法によ

り結果の差が大きい。1996 年に ISHAGE (International Society of Hematotherapy and Graft 

Engineering; 現 ISCT; International Society for Cell & Gene Therapy)から発表されたガイド

ライン 4)は、階層化ゲーティングにより debris や血小板その他の細胞の混入を排除すること

を特徴とし、さらに 1998 年絶対数測定用の内部標準粒子試薬を使用したシングルプラット

フォーム法が導入され 5)、標準的な測定法として定着し現在に至る。2017 年には日本語版

のガイドラインとして日本臨床検査標準協議会（JCCLS）より「フローサイトメトリーによる

CD34 陽性細胞検出に関するガイドライン」6)が承認された。日本骨髄バンクの施設基準に

測定方法の規定はなく 7)、フローサイトメトリーで存在率を求め自動血球分析装置で定量す

るデュアルプラットフォーム法で測定している施設も少なくなかったため、国際標準では無

いもののその記載も残されたが、現在では多くの施設でシングルプラットフォーム法（フロー

サイトメーター単独で定量まで可能なため、より誤差が生じにくい）が採用されている。フロ

ーサイトメーターも進化し、各メーカーの主力機種もガイドライン記載当時から変化している。

本項では、新しい機種の情報を追加し、ガイドラインを補填するように記載した。基本的な解

説はガイドラインに譲るので、合わせてご確認いただきたい。 

 

検体 

造血幹細胞移植にかかわる CD34 陽性細胞数測定の検体は末梢血、骨髄液、末梢血幹

細胞、臍帯血である。新鮮検体または凍結保存後に解凍した検体である。 

新鮮検体は採取後、直ちに測定することが望ましいが、一時的に保存する場合は 4℃設

定の冷蔵庫で保存した方が良いとされる。解凍した検体は可及的速やかに測定することが

望ましいが、希釈などを行うことで生細胞率を比較的長時間保てることがある。 

 

必要資材の例 

＜試薬・資材の例＞ 
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生食または PBS 

血清タンパク（FBS、BSA、アルブミンなど） 

精製水 

染色用蛍光抗体 

・CD45-FITC ・CD34-PE・死細胞検出用試薬（7-AAD や PI など） 

内部標準粒子 

溶血剤 

FACS 用チューブ 

マイクロチューブ 

チップ（P-20 用、P-200 用、P-1000 用） 

機器調整用試薬（機器に応じて準備する） 

精度管理用試薬（機器に応じて準備する） 

プロセス管理用試薬（必要に応じて準備する） 

・Stem-Trol Control Cells（ベックマン・コールター社：BC 社） 

・AQUIOS STEM CD34 Control Cells（BC 社） 

・BD™ Stem Cell Control（ベクトン・ディッキンソン社：BD 社）など 

 

＜測定キットの例＞ 

Stem-Kit（BC 社） 

AQUIOS STEM Kit（BC 社） 

BD® Stem Cell Enumeration Kit（BD 社） 

 

基本的試薬は以下のものである。 

①CD45-FITC、②CD34-PE、③7-aminoactinomycin-D (7-AAD)、④内部標準粒子、

⑤塩化アンモニウム溶血剤 

 

＜使用備品の例＞ 

フローサイトメーター：3 カラー以上の機器が望ましい。 

・BC 社製：Cytomics FC500、Navios、Navios EX、AQUIOS など 

・BD 社製：BD FACSCalibur™、BD FACSCanto™ II、BD FACSLyric™ など 

マイクロピペット（P-20、P-200、P-1000） 

ミキサー  vortex など 

 

作業手順 

1）検体準備 

測定前に細胞濃度などを確認し、適宜希釈を行う。希釈液には生理食塩水や PBS を
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用いる。いずれも血清タンパクを 0.5～2%程度添加することが望ましい 6)。 

 

2）機器準備 

使用機器の光学系および流体系の調整や散乱光／蛍光検出器の性能等については、

機器の取扱説明書にしたがって使用前に正しく調整、確認しておく。CD34 測定キット等

や専用に用意された測定・解析ソフトウェアを用いる場合は、機器、ソフトウェアおよび試

薬の取扱説明書にしたがって機器調整、試料調製および測定、データ解析等を行う。 

 

3）検体処理 

シングルプラットフォーム法では CD34/CD45 および死細胞検出試薬で染色した検体

と内部標準粒子（既知数のビーズなど）を用いて CD34 陽性細胞の絶対数を測定する。

標準粒子を測定直前に添加するタイプと、あらかじめ一定数が試験管に封入されている

タイプが市販されている。キットの使用時には取扱説明書に従って操作を行う。 

検体については正確に添加することが重要である。そのため、校正されたマイクロピペ

ットなどを使用し、リバース式ピペット法を用い、試験管の壁に検体が付着しないようにゆ

っくり添加する。なお、標準粒子を添加するタイプの場合は、標準粒子浮遊液も正確に添

加する必要がある。 

プロセス管理用として陽性コントロールを使用する場合には、検体と同時または事前に

取扱説明書に従って染色しておく。 

＊溶血試薬は白血球への作用が比較的弱い塩化アンモニウム溶血剤などが推奨され

る。過剰な溶血処理は、白血球の破壊や喪失、非特異的蛍光の増大を招くため溶血の

温度と時間は厳密に守る。特に、後述のように洗浄を実施しないため、機械の測定待ち

の時間も考慮する。 

＊洗浄に伴う細胞の喪失が測定結果に直接影響するため 8)、洗浄を行わず測定する。 

 

4）測定・取り込み 

CD34 陽性細胞取り込みおよび解析には専用のソフトウェアやメーカー作成の専用の

テンプレートを使用することにより簡便かつ正確な解析が可能となる。 

＜測定・取り込み手順例＞ 

1. 機器のセットアップ、精度管理などが終了していることを確認する。 

2. CD34 陽性細胞取り込みおよび解析には専用のテンプレートを立ち上げる。 

3. 患者名、検体名、測定日時などの検体情報を入力する。 

4 サンプルパターンを確認するため、染色済みの検体を軽く vortex して、セットする。 

5. 流速などを確認し、取り込みを開始する。 

6. 検体毎に FSC/SSC プロットにて、細胞集団がすべてプロット内に収まっているこ

とを確認する。必要に応じて FSC、SSC の voltage を調整する。 
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7. 内部標準粒子の種類によっては、粒子の径がリンパ球より小さい場合がある(BD® 

Stem Cell Enumeration Kit など)。この場合、Threshold を CD45-FITC で設定する

必要があるため、FITC/SSC プロットにて、CD45dim の CD34 陽性細胞がカットされ

ていないことを確認する。 

8. 保存細胞数を CD45 陽性細胞 75000 個以上、あるいは、CD34 陽性細胞 100

個以上と設定する。 

9. 設定後、データの取り込み保存を開始する。 

＊プロセス管理用のコントロール検体がある場合は検体より先に測定・取り込みを行う。 

＊時間軸を組み合わせたプロットを作成しておくと、試料測定中の機器の状態も確認

できる。 

 

5）解析 

FSC、SSC、CD45 蛍光、CD34 蛍光を用いて、次の順序による階層化論理ゲーティン

グ（logical gating）で CD34 陽性造血幹細胞を検出・同定する 6)。 

＜解析手順例＞ 

1. SSC/CD45 プロット上で、白血球集団（CD45 陽性細胞）をゲートする。下記テンプ

レート例の㋐ 

2. 白血球集団の SSC/CD34 プロット上で、CD34 陽性集団をゲートする。下記㋑ 

3. CD34 陽性細胞集団の SSC/CD45 プロット上で、SSC が低く CD45dim の集団を

ゲートする（CD45 強陽性集団を除外するため）。下記㋒ 

4. CD34 陽性 CD45dim 集団の SSC/FSC プロット上で、造血幹細胞集団を解析する

（デブリや血小板凝集などを除外するため）。下記㋓ 

造血幹細胞の SSC/FSC プロット上の特徴は、「SSC は低く、FSC は低から中程度」で

ある。SSC/CD45 プロット上でゲートしたリンパ球集団を SSC/FSC プロットで展開し

た集団（下記㋔）に一致する。 

5. 死細胞検出用試薬（7-AAD）を用いる場合には、別に SSC/死細胞検出用試薬の

プロットを作り、死細胞検出用試薬が陰性の集団全て（生細胞）、もしくは陽性の集

団（死細胞）に解析領域ゲートを設定する。下記㋕ 

＊シングルプラットフォーム法でCD34陽性細胞数を直接測定する場合の設定は、

使用する機器や試薬の組み合わせにより異なる。内部標準粒子の取扱説明書を

参考にプロットとゲートを設定する。下記㋖ 

＊全自動を含む自動解析ソフトを使用した場合でも必ずレビューを行い、ゲーティン

グが正しいか確認し、必要に応じてゲーティングを修正すること。機種に応じ、そ

の方法をあらかじめ確認しておくこと。 
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＜解析テンプレート例＞ 

キット; Stem-Kit 

フローサイトメーター; Navios EX または Navios 

ソフトウェア; Navios 

測定パネル; Navios Stemkit.PNL など 

 

(Beckman Coulter. Stem-Kit 測定・解析マニュアル (Navios*版 Ver.1.2)から抜粋) 

 

 

キット; Stem-Kit 

フローサイトメーター; Cytomics FC500 

ソフトウェア; stemCXP software 

Stem-Kit 造血幹細胞数測定キット (beckman.jp) ホームページから抜粋 

https://www.beckman.jp/resources/techniques-and-methods/cytometrydotcom 

/reagent/stem-kit 

 

  

㋐ ㋑ ㋒ ㋓

㋔ ㋕㋖ ㋖

  

㋐ ㋑ 

㋒ 

㋓

㋔ ㋕

㋖

㋖ 
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キット; AQUIOS STEM Kit 

フローサイトメーター; AQUIOS 

ソフトウェア; AQUIOS STEM Software 

 

 

Beckman Coulter. AQUIOS CL TETRA＆STEM トレーニング_ダイジェストマニュアル 

Ver.1.0 AQUIOS STEM ソフトウェアシステムガイド から抜粋 
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キット; BDTM Stem Cell Enumeration Kit 

フローサイトメーター; BD FACSLyricTM 

ソフトウェア; FACSuite™ Clinical ソフトウェア 

 

日本 BD 社 提供（「BD Stem Cell Enumeration Application Guide」より） 

  

㋐ 

㋒ 

㋑ ㋑ 

㋓ ㋔ 

㋕ 

㋖ 

㋕ 
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キット; BDTM Stem Cell Enumeration Kit 

フローサイトメーター; BD FACSCanto II 

ソフトウェア; BD FACSDiva™ソフトウェア（さい帯血バンク使用解析テンプレート） 

（なお、BD FACSCanto II には、CD34 陽性細胞解析用の BD FACSCantoTM 

Clinical Software も存在する。ガイドライン 6）参照のこと） 

 

 

BD 社提供（解析 fcs ファイル；さい帯血バンクより提供） 

  

㋐ 

㋑ ㋒ ㋓ 

㋔ ㋕ 

㋕ 

㋖ ㋖ 
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6)結果 

・シングルプラットフォーム法を用いた CD34 陽性細胞数算出 

1.解析テンプレートから生 CD34 陽性細胞数、測定内部標準粒子測定数を抽出する。 

2.添加検体量、希釈率、添加内部標準粒子添加数、総検体量を抽出する。 

以下の式に当てはめて 1μL 中の CD34 陽性細胞絶対数を算出する。 

 

生 CD34 細胞濃度ሾ/μLሿ ൌ
生 CD34 陽性細胞数ൣ個൧

測定内部標準粒子測定数ሾ個ሿ
ൈ

添加内部標準粒子数ሾ個ሿ

添加検体量 ሾμLሿ
ൈ希釈倍率ሾ倍ሿ 

 

生 CD34 陽性細胞数ሾ個ሿ ൌ 生 CD34 細胞濃度 ሾ/ μLሿ  ൈ総検体量ሾmLሿ ൈ 10ଷ 

 

＊自動解析ソフトまたは専用のテンプレートを使用した場合は、内部標準粒子の量、検体

量、希釈率、総検体量を入力すると、自動計算されるものもある。測定時および解析時に

入力内容の確認が必要である。また、最終結果の参照場所も間違えぬこと。 

 

データの評価 

陽性コントロールの測定は、機種により必ずしも必須とされてはいないが、プロセスコント

ロールや機器の状態確認のために、実施できることが好ましい。 

解析が自動であるか否かにかかわらず、データ確定の前に今一度ゲーティングが適切か

確認することが重要である。必要に応じて拡大表示して確認する。 

生の試料の測定であるから、CD34 陽性細胞集団が複数存在したり、分布が検体によっ

て異なって見えることもある。さらに、階層化ゲーティングをしても、血小板凝集など非特異

反応が混入する場合があるので、他のプロット図も参照し、ゲーティングを確認する。 

検体を多重測定するか否かについては議論のあるところではあるが、ダブル測定をする

ことで 2 本目の測定終了までに時間を要する場合、溶血後未洗浄で測定するため検体の

変化が起こりうることに留意する。２本目のプロット図が 1 本目と変化していないか、確認が

必要である。また、多重測定の結果バラツキが認められた場合のデータの扱い方や再検基

準はあらかじめ決めておく。 

検体の攪拌不足や不正確なピペッティング、さらには、希釈の間違いなども起こりうる。こ

れらの問題を検出するため、CD45 陽性領域の絶対数も算出し、自動血球分析装置の白血

球数の値との一致を確認することが望ましい。 

検査者間差の定期的な確認が必要なのは言うまでも無いことである。 

 

精度管理と教育トレーニングの必要性 

海外では 1990 年代より施設間差が注目され、外部制度評価が実施されてきた 9)。一方、

国内では自家末梢血幹細胞採取開始(1994 年承認)から非血縁者間末梢血幹細胞採取開
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始(1 例目が 2011 年)まで、自施設内で採取と移植が完結していた期間が長く、施設間差に

注目されることなく各施設独自の測定方法が定着していた。国内で外部精度評価が受けら

れる機会も無く、実際に大きな施設間差が存在した 8)。2016 年と 17 年に日本輸血・細胞治

療学会において国内初の全国規模で外部精度評価研究を実施し 10)11)、問題が認識された

と考えられる。その後は国内での商業ベースの外部精度管理が開始され、2018 年の医療

法改正では検体検査の精度の確保が明記され、CD34 陽性細胞数測定についても定期的

に外部精度評価を受ける施設が増え、飛躍的に標準化が進んだ 12)。今後はこれを維持す

る段階に入ったが、標準化が先行した海外では、外部精度管理だけでなく、継続的な教育

と技術的なサポートが必要と報告されている 13)。現状では、日本骨髄バンクにおける末梢血

幹細胞採取施設認定に CD34 陽性細胞測定の方法や精度に関する規定はない。加えて、

CD34 陽性細胞数測定単独での保険算定もないため施設によっては外部精度管理の予算

配分がなされにくく、標準化を維持するには各検査室の努力に負うところが大きい。このた

め輸血・細胞治療学会では定期的な教育の機会と術総会時に「フローサイトメトリーによる

CD34 陽性細胞数測定研修セミナー」を実施している。外部精度管理受審と合わせ活用い

ただきたいと考える。 
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第 4.4 章 コロニーアッセイ法 

 

はじめに 

採取した細胞に含まれる造血幹細胞の評価方法としては、一般には CD34 陽性細胞数

の測定（Flow Cytometry）と共に colony assay がある。CD34 陽性細胞 ＝ コロニー形成細

胞とは限らないが、正の相関関係にある。前者は造血幹細胞の表面マーカーを横断的に

観察するものであり、後者は造血前駆細胞の造血能を増殖・分化という観点から時間的に

観察するものである。原理は、造血幹細胞を含んだ血液細胞に造血因子を加えて

Methylcellulose（半流動培地）で培養すると、その中の造血前駆細胞は増殖・分化して細胞

集塊を形成する。 この細胞集塊をコロニーといい、この形態形状を観察するものである。 

一つのコロニーは 1 個の造血前駆細胞由来の細胞集団であり、一般的には 20 個以上の

場合をコロニーといい、それ以下を cluster と呼ぶ。コロニーの色、形、構成している細胞形

態からそのもとに由来する前駆細胞を同定することができる。Methylcellulose を用いて

Interleukin-3 (IL-3), Erythropoietin (EPO), その他 Stem Cell Factor (SCF), Granulocyte-

Colony Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte macrophage CSF (GM-CSF)等の cytokine

を加え、37℃、5％CO2、湿度 100％の条件下のインキュベータ内で、14 日間培養する。こ

れにより形成されるコロニー前駆細胞には顆粒球・マクロファージコロニー形成細胞(colony 

forming unit-granulocyte/macrophage：CFU-GM), 赤芽球バーストコロニー形成細胞

（burst forming unit-erythrocyte：BFU-E）, 混合コロニー形成細胞(CFU-GEoMM/CFU-

Mix)等がある。 CFU-Mix は、CFU-GM/G BFU-E を内包し、骨髄系、赤血球系への分化

能を呈しているので、この中では最も造血幹細胞に近い細胞を反映していると考えられる。

本 来 は 巨 核 球 も 含 ま れ る べ き で あ る が 、 CFU-megakaryosyte (CFU-Meg) は 、

Thrombopoietin (TPO)存在下の特殊な培養法でのみ観察でき、区別には熟練を要する。し

かし、CFU-Mix は数が少なく、測定者間のばらつきが大きいため、CFU-GM 数のみを提示

する場合も多い。CFU-GM（＋CFU-Mix）数は、CD34 陽性細胞数と高い相関性があり、造

血幹細胞中に何個の前駆細胞が含まれているか、実数として表示ができる。CFU-Mix の段

階から骨髄系に分化したコロニーが CFU-GM であり、顆粒球(好中球)とマクロファージから

なる。さらに分化すると、CFU-G または CFU-M として観察され、各々マクロファージと顆粒

球のみから形成される。赤血球系に commit した造血前駆細胞 BFU-E は赤芽球バースト及

び CFU-E（colony forming unit-erythroid）赤血球コロニーとして観察される。 

なお、培養に加える cytokine は、新たな cytokine の発見等により、年代や施設によって

異なる。造血幹細胞移植施設によっては長い歴史の中での一貫して、同一の cytokine を用

いて検討している場合もあるが、近年他施設間では市販培地の統一傾向にある。いずれに

しても施設では指針を明瞭にし、変更の際には事前検討を行う必要がある。 

Colony assay 用の細胞処理等はクリーンベンチ、安全キャビネット内で無菌操作を行うた
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め、操作に慣れないとカビのコロニーが形成される。均等に播種しないと結果が出せないこ

とがある。またコロニーの種類や形態を熟知していないと同定できず、カウントにバラツキが

生じるため、慣れるまでは経験者と目合わせ等の教育を受けて経験を積み、施設内で統一

しておくことが大切である。 

 

適応 

1）末梢血幹細胞移植・骨髄移植・臍帯血移植（解凍後）時の輸注移植細胞の評価 

2）細胞処理後の評価 

3）凍結保存サンプルの評価 

 

必要物品 

品名 個数 

単核球分離 

①骨髄液 ②15mL Conical Tube ③比重液（1.077/Ficoll または

Lymphoprep） ④ ピペット (1mL,2mL,5mL,10mL)およびピペッター⑤ 

PBS ⑥血球計算盤(Burker-Türk)、Turk's Solution または Trypan Blue 

Solution. 

 

Methylcellulose 培地: MethoCult H4034（Stemcell Technoloies Inc./ベ

リタス社）組成: methylcellulose in Iscove's MDM, fetal bovine serum, 

bovine serum albumin, 2-mercaptoethanol, L-glutamine, rhSCF, 

rhGM-CSF, rhIL-3, rh-erythropoietin, 

必要本数を予め分注して

凍結保存。 

滅菌蒸留水 2mL/35mm dish 

15mL Conical Tube 2-3 本 

1mL シリンジ 1 

18G 注射針（または専用の鈍角針） 1 

100mm Culture Dish 1 

35mm Petri Dish（* Tissue Culture 用は細胞が底に付着するので不適） 3 dishes 

プラスチック手袋（検体を取り扱う際には常に着用のこと） 1 

クリーンベンチ 1 

CO2 インキュベータ, 安全キャビネット 1 

倒立顕微鏡 1 

チップ（P10/P20/P200/P1000）およびピペットマン 1 

60mm グリッド付き Culture Dish（グリッド付きスライドガラス等も可） 

必要に応じて 
1 

Vortex Mixer 必要に応じて 1 

表 1 必要物品一覧 
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手順 

（1）細胞の調製 

播種する細胞数の決定は、造血幹細胞の評価系である Colony assay 法においては、

作業者による誤差を最低限にし、正しく計数するために重要である。播種細胞数が極端

に多い場合、個々のコロニーが判別出来ずカウント出来ないだけでなくコロニー形成が

阻害され、結果として colony size や数が負に影響される。逆に極端に少ないと CFU-Mix 

colony 等の少数集団のコロニーがゼロとなったりして、過小評価となる。 

また、播種する細胞数はどのような状態時に採取されたか、例えば G-CSF 投与の状態

ではその時の CD34 陽性の細胞数等によって調節する必要がある（表１参照）。必要に応

じて骨髄液は、比重遠心法により単核球分離して播種する。血液型異型のための単核球

分離後の骨髄または末梢血幹細胞採取後では特に単核球分離は不要であり、細胞濃度

のみの調製で播種可能である。 

 

1. 骨髄は細胞濃度が高いため buffer で 2〜3 倍に希釈する。 

2. Ficoll (比重 1.077)室温 4mL を、15mL の Conical Tube に入れる。①で調製した骨

髄液：比重液量比が1～2：1になるように静かにFicoll上に重層する(Ficoll-Hypaque

法）（図 1A）。 

注）骨髄液を重層する際は、血液層を乱さないように慎重に行う。層が乱れると単核

球の回収率は低下する。 

3. 室温で 530g（1800rpm）20min 遠心分離する（図 1B）。 

注）スウィングローターを使用してブレーキ OFF を推奨することで遠心後、各層の乱

れ防止になる。 

4. 単核球層を採取し、充分量の PBS を加えて良く撹拌し、370g(1500rpm)10min 遠心

後、上清を除去する（洗浄操作）（図 1C,D）。 

5. この操作を 2 回行う。 

6. 細胞に Medium (αMEM 等)を加えて細胞数を算定する。 

表 2 を参考にしながら細胞数を希釈調節する（図 1 E,F）。 

 

検体 Methylcellulose 培地 1mL 当りの細胞数 

骨髄(単核球) 2〜5×104 cells/mL 

末梢血幹細胞 2〜20×104 cells/mL（※CD34+値を参考にしながら調製） 

CD34 陽性細胞 200〜500 cells/mL 

臍帯血(単核球として) 1〜2×104 cells/mL 

臍帯血（解凍サンプル） 2〜5μL/mL 

表２ Methylcellulose 培地 1mL 当りの播種細胞数の目安 
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←希釈血液 

←比重液(1.077) 

530g(1800rp)20min 

室温 

←血漿 

←単核球層 

←比重液 

←赤血球 

顆粒球層 

←単核球＋Buffer 

370g(1500rpm)10min 

室温 

A. 

抗凝固処理血液を希釈し 

比重液(1.077 室温）と 1 : 1〜2 の 

割合で血液層を乱さぬように重層。 

530g(1800rpm)で 20min 遠心。 

スウィングローターを使用すると 

遠心後、各層の乱れ防止になる。 

B. 

遠心後、比重液の境界面に 

明瞭な単核球層を形成。 

これをピペットで採取。 

D. 

 上清を全て除去。 

 単核球はペレット化。 

C. 

 採取した単核球に、充分量の PBS を 

 加えてよく混和。 

370g(1500rpm)10min 遠心後上精を除

去。 

 この操作を２回（洗浄）。 

E. 

 ペレットに medium を加え 

撹拌し細胞濃度を調製。 

F. 
 血球計算盤 (Burker-Turk) 
 細胞をカウント。 

←単核球 

図１ 単核球分離 
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（2）Methylcellulose 培地の調製 

1. 構成する Methylcellulose 培地には αMEM と IMDM が一般的で、いずれも既製品

が市販されている。Methylcellulose 培地は－20℃で保管し、凍結解凍の繰り返しは

避ける。一回に使用する量（下記の cytokine も含めて）を、予めチューブに分注して

凍結しておくと便利である。 

2. Methylcellulose を冷蔵または室温で解凍する。 

3. Methylcellulose (終濃度 0.9〜1.2％)に、牛胎児血清 (fetal bovine serum; FBS、終

濃度 30％)、牛血清アルブミン(bovine serum albumin; BSA、終濃度 1％)、2-

mercaptoethanol (2-ME 、 終 濃 度 5×10-5M) 、  L-glutamine 、 IL-3 （ 終 濃 度 

10ng/mL）、EPO（2U/mL）、その他 stem cell factor (SCF、終濃度 10ng/mL）, G-

CSF（終濃度 10ng/mL）, GM-CSF（終濃度 10ng/mL）などを加える。どの cytokine を

加えるかは予め検討しておく。多くの臍帯血バンク等で使用している Methylcellulose

培地：MethoCult H4034 (Stemcell Technoloies Inc. Vancouver, BC, Canada)は、既

に cytokine や試薬等が含まれ FBS の Lot 評価もされているため細胞浮遊液のみ、

添加で播種できる。 

 

（3）播種 

1. Methylcellulose 4mL に、(１)で調製した細胞浮遊液の容量 0.4mL（図２A）を添加す

る。これにより 3 dish（半流動培地のため）分の培地が得られる。ただし、添加する容

量は市販の Methylcellulose 培地の種類によって異なるので添付書を参考にする。 

2. 細胞浮遊液を加えた後、チューブの蓋をしっかり締めて上下に 30 回位、勢いよく振

盪しながら混ぜて細胞が均等に混じり合うようにする。Vortex でも可能（図２B)。 

3. チューブを立て 5 分間位放置し、脱気する。 

4. 35mm Petri dish または収容する 100mm dish の蓋の上または側面に日付や検体内

容を記入する。 

5. 1mL のシリンジに 18G の針をつけ、チューブの淵にシリンジが当たらないように中心

に針を沈めて Methylcellulose を２〜３回シリンジで引きながら、シリンジ内の空気を

抜く（図 2C）。 

6. 35mm dish 1 枚に 1.1mL を分注し dish を傾けながら回転させ、Methylcellulose 培地

を均一に広げる。大きな気泡は潰しておく（図２D）。 

7. 100mm dish には、35 mm の Methylcellulose 培地入り dish 2 枚に蓋をし、もう 1 枚の

35mm dish には滅菌水 2mL を入れて、蓋はしない（Methylcellulose 培地の乾燥を防

ぐため）で入れる。そして 100mm dish に蓋をする（図２E）。 

8. dish ごと、37℃、5％CO2、湿度 100％の安定したインキュベータに入れる。培養は

14 日間であるが、この間はあまり出し入れをしない。またインキュベータが揺れない

よう注意をする。ひとつのコロニーが崩れて２つに見える。 
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（4）コロニーカウント 

1. 培養14日目、インキュベータからdishを取り出し、倒立顕微鏡のグリッド付きscoring 

dish（60mm の格子入り培養ディッシュ）をホルダー上に固定し、メカニカルステージ

のＸ軸ハンドル及びＹ軸ハンドルを操作しながら最初は低倍率（2.5 倍）で dish の全

視野を走査し、拡大率 40～50 倍（接眼レンズ 10 倍、対物レンズ 4～5 倍）で各コロ

ニー形成細胞を確認しながらコロニーの数をカウントする。必要に応じて、さらに高

倍率でコロニーの種類を確認する（図 2F）。 

2.検査結果を表に記載する（図 3）。 

※Methylcellulose は粘度の高い液体のため、培養中およびコロニー観察中は液

面を乱さないよう水平を保ちながら丁寧に扱うようにする。培養１４日目前後でコ

ロニー数の変動がみられない範囲を決定しておく。 

 

検 体 骨髄移植 末梢血幹細胞移植 臍帯血移植 

CFU-GM 数 ≧1〜2×105/kg ≧1〜2×105/kg ≧5×104/kg 

表３ 各種造血幹細胞移植に必要とする CFU-GM 数(理想的) 

 

これらの造血幹細胞移植に必要な CFU-GM 数を輸注することで、造血機能の回復が

得られているので臨床では前駆細胞レベルの細胞数により左右されていると考えられる。 
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A. 

細胞濃度を調製。 

B. 
必要細胞数を加え、蓋をし

て上下に 30 回位激しく振

る。静置して脱気する。 

C. 
管壁に触れ無いように 2〜3 回シリンジを引き、正確に

1.1mL を採取する。 

 

 

  

CFU-GM BFU-E 

 

CFU-Mix 
 

D. 

35mm dish に注入する。

dish を傾けながら隅々

まで均一に播く。(蓋を

する) 

E. 
100mm dish にセットし蓋をす

る 。 乾 燥 防 止 の た め 必 ず

35mm dish １個に滅菌水を

2mL 入れる。(蓋はしない) 

F. 
加湿インキュベータにて 37℃、5％ CO

2
下で 14 日間

インキュベート後、カウントする。 

図 2 コロニーアッセイ  
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図 3 コロニーアッセイ申込書（兼報告書）  
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第 4.5 章 リンパ球採取 

 

はじめに 

アフェレーシスによるリンパ球（T 細胞）採取は、ドナーリンパ球輸注（DLI）療法や、CAR-

T 細胞療法の「原料」確保のための第一歩となる。これらで採取すべき細胞は同じであるが、

健常人であるドナーからのリンパ球を目的として採取（DLI）するのと、化学療法を繰り返した

難治性造血器腫瘍患者から対象に採取（CAR-T）するのでは、留意点が異なる。いずれに

せよドナー背景に応じてアフェレーシス計画を最適化する必要があり、細胞取り扱いの観点

から概説する。 

 

ドナーリンパ球輸注 

DLI は、造血幹細胞移植後の再発や、移植後 EB ウイルスによるＢリンパ球増殖性疾患に

対して、移植を行った同じドナーから得られたリンパ球を投与する治療法である。DLI で使

用されるドナーリンパ球の採取方法としては、少量の場合は全血採血、比較的多くのリンパ

球数が必要な場合はアフェレーシスを用いる。凍結による分割投与も可能である。より詳し

い適応や効果は、日本造血・免疫細胞療法学会より発行されている「造血幹細胞採取ガイ

ドライン」（ドナーリンパ球輸注）を参照するとよい。 

ドナーリンパ球の採取に当たっては、改めて提供意思を確認した上で、骨髄採取や末梢

血幹細胞採取と同様に、ドナー検診を行う。血算、生化学、感染症、凝固系、電解質、心電

図、検尿など一通り異常が無い場合に限り、適格と判断する。採取量は、全血の場合は最

大 400mL まで、アフェレーシスの場合には、処理血液総量でドナー体重 1 ㎏あたり 100mL

を上限と定めている。 

採取に当たっては、バッグに適切なラベリングを行い、取り違えなどが起こらないように十

分注意する。骨髄バンクを介した DLI の場合には、所定のラベルを貼付する（その場合、個

人情報が書かれた院内ラベルは除去する必要がある）。採取後は、骨髄バンクの場合、採

取施設側に速やかに引き渡す。血縁ドナーの場合には、院内で投与準備として検体採取

（細胞数カウント）、分注・凍結などの細胞処理が進む。その際は、段階的に細胞数を増や

しながら複数回に分けて投与することを見越して、CD3 陽性細胞数の総数と患者体重をもと

に、内容量の異なる複数バッグに分注して凍結する。そのため、枝番を含めたバッグのラベ

ル発行記録、ラベリング作業には、取り違えが起こらないよう十分に留意する。 

一般的に、当日中の処理が可能であれば、冷蔵保存は不要であるが、処理が翌日にな

る場合には、2-8℃で保管する必要がある。 

 

CAR-T 細胞療法その他 

CAR-T 細胞療法用のリンパ球採取は各メーカーが要求する基本的な手順に、各施設で
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実情に合った修正を加えることで作成された標準作業手順書（SOP）と記録書に基づいて施

行される。CAR-T 細胞療法を施行するためには、予め各製薬メーカーの施設認証を受ける

必要があり、その際には造血細胞治療製品のための採取、調製、投与に関する国際基準

（FACT-JACIE 基準）に基づいた SOP や記録書を整備する必要がある。認定施設は、設

備・体制の監査を受けているため、一定のレベルが担保されていると考えて良い。以下、実

際の運用を顧みながら、いくつかのピットフォールを記載する。 

細胞採取の環境については、アフェレーシスの項目に書かれているとおり、微生物汚染

のリスクを最小限に考えた、清潔な専用エリアが望ましい。実際の日常診療において、この

ような環境を厳密に守ることは困難であるが、他のアフェレーシス（末梢血幹細胞や、DLI）と

違い、CAR-T の場合は得られた細胞の拡大培養という工程が含まれているため、無菌性の

担保がより高度に求められることに留意する。採取バッグ内へのコンタミは、血管穿刺部位

からの皮膚常在菌混入のリスクが最も高いと考えられるため、穿刺時の皮膚消毒は入念に

行うことはもちろんのこと、採取ベッド付近の環境整備・清掃も重要である。 

また同時に、患者の急変や災害時に備え、救急カートを常備し、緊急時の人員確保手段

および救急サービス利用手順を確認しておく必要がある。 

採取に関わる人員には、各メーカーが作成するトレーニングを完了することが求められる。

このトレーニングは、各責任者に FACT が要求する教育研修の一部と見なせるため、関係

するメンバー全員が一度はトレーニングを受け、定期的にアップデートすることが望ましく、ト

レーニング記録の作成が重要である。 

リンパ球採取に関する SOP は、本質的には各製品とも同じであるが、施設間あるいは製

品間でわずかな差が生じうる。採取回路プライミングは、通常は生理食塩水で行うが、体重

が 25kg 未満の症例や、貧血を認める症例では、輸血製剤である赤血球濃厚液（RBC）で行

うこともある。前者は、回路ボリュームによる貧血を予防するため、後者は、貧血によるインタ

ーフェイス形成不良が原因の採取効率の低下（Jo T, et al. Transplant Cell Ther. 

2022;28:365.e1-7.）を防ぐためである。 

リンパ球採取の際には、安定した血流を維持するための血管を確保することが最も重要

である。特に CAR-T 療法のためのリンパ球採取では、リンパ球数が 100/μL 前後の症例

から採取することもあり、この場合処理血液量が 12-15L 程度となる。確実に 1 日で採取を

終了するため、慶應義塾大学病院や京都大学病院では、全症例で事前に大腿静脈への

透析用ダブルまたはトリプルルーメンカテーテルを挿入し採取を実施している。血液処理量

は患者の末梢血中リンパ球数あるいは CD3 陽性リンパ球数により規定されるのが一般的で

ある。必要とされる血液処理量は、製剤メーカーにより規定が異なるため、SOP に従い間違

いのないように採取を計画する必要がある。中間産物のカウント（サンプルポートを用いてア

フェレーシス中に検体を無菌的に採取する）を行うことで、アフェレーシス完了までの血液処

理量を微調整することも可能であり、各施設で症例毎に入念に計画を立てることが重要であ

ろう。 
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自己血漿の採取要否は、製剤によって異なる。血漿取り忘れのインシデントも一定の割

合で発生しうるため、アフェレーシス開始前にタイムアウトを行うか、あるいは、指示票を作る

などして全員の認識を一致させる必要がある。なお血漿採取は、アフェレーシス終了時では

なく、アフェレーシス開始直後に行う方が、取り忘れのリスク軽減につながるだろう。 

採取バッグへのラベル貼付は、メーカー毎にラベルの種類や推奨されている貼付のタイミ

ングが異なっている。個別対応はミスのもとになるため、なるべくは院内のルールに合わせ

る（そしてメーカーの要求にも応える）形で、SOP を工夫したい（FACT-JACIE 基準 C7.4.2）。

京都大学病院や慶應義塾大学病院では、すべてのアフェレーシスにおいて、「アフェレー

シス ID 付きラベル」を発行する運用になっており、CAR-T アフェレーシスの際も、まずはそ

のラベルを貼付した後、メーカー指定のラベルを貼る運用としている。 

採取された細胞は、所定の搬送容器に移され、そのままメーカーに引き渡されるか、院内

の細胞調製施設で凍結作業を行う。一時的に院内で保管する場合には、予め決められた

手順に従い、外部関係者の目に触れない場所を選択している。 

これら SOP に即して行った行為の記録は、記録書に細かく記載する。採取工程や採取産

物の詳細については、製薬メーカー固有のシステムを介して、原料情報として提供が必要

になる。また、メーカーの運搬担当者に手渡すまでに、複数のメンバーの手を経ることから、

Chain of custody もしっかり記録をしておくことが重要であろう。これらの記録は最低 10 年間

の記録が推奨されており、基本的には電子カルテ内に記録をファイリングするのが望ましい。 

 

（執筆者：山崎理絵、新井康之、査読者：高梨美乃子） 
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第 4.6 章 輸血に用いる顆粒球の取り扱い 

 

はじめに 

顆粒球輸血療法（granulocyte transfusion therapy: GTX）は好中球減少時の難治性感染

症の治療法として、1970 年代に盛んに行われたが、効果が不明確であったことや抗生剤、

抗真菌剤の進歩、顆粒球コロニー刺激因子（granulocyte-colony stimulating factor: G-CSF）

の登場等により 1980 年代には急速に行われなくなった。 

その後、G-CSF を用いることによって大量の顆粒球採取が可能となり、顆粒球輸血の有

効性を示唆する少数例の検討が多数報告されるようになった。顆粒球輸血の有効性を検証

する第 III 相試験は、不十分な症例登録数等の理由によりの有効性を証明するに至らず 1)、

また、抗生剤、抗真菌剤の進歩は続いている。一方で、現在も好中球減少時の感染症が致

死的となり得ることは事実であり、これを背景として一部の施設では顆粒球輸血が行われて

いる 2)。顆粒球輸血は、保険承認された治療ではないため、施設の倫理委員会における承

認などに基づいて行われるべき治療であることに留意されたい。 

 

GTX の適応 

GTXは、抗生剤、抗真菌剤抵抗性の感染症の治療を目的に施行されるものである。2021

年に公表された英国 NHS による GTX のガイドライン 3)を参考に、GTX の適応につき下記に

述べる。 

GTX の適応となり得る症例 

・重度の好中球減少（好中球＜500/μL）があること 

・寛解を目指した治療を行っていること 

・証明されている（proven）か臨床的に診断されている（highly probable）真菌または

細菌感染を有し、これらが抗生剤、抗真菌薬に抵抗性であること 

・数週間以内での好中球の回復が見込まれること 

GTX の適応とすべきでない症例 

・将来的に好中球回復が期待できないあるいは積極的な治療が予定されていない 

・好中球減少または好中球機能異常を合併していない敗血症 

・不明熱 

・ウイルス感染単独（真菌または細菌感染を合併していない） 

上記を満たす症例の多くは、急性白血病の寛解導入中、あるいは白血病を含む造血器

腫瘍に対する造血幹細胞移植を行っている症例である。一方で、先天性好中球機能異常

症については、治療抵抗性の真菌または細菌感染に対し、好中球数に関わらず GTX の適

応となる可能性がある 4)。 

好中球減少期における感染症の予防として GTX を行うことについては十分なデータが無
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く 5)、推奨されない。 

 

ドナーの選択 

海外では非血縁ドナーからの顆粒球採取も行われているが、本邦において GTX は各施

設の倫理委員会の承認等に基づいて行われ、顆粒球ドナーは患者の血縁者が望ましい
6),7)。ドナーの適格性判断は、同種末梢血幹細胞ドナー適格性基準 8)に準じて行い、一人の

ドナーからの顆粒球採取回数は、アフェレーシス法の場合、骨髄バンクに準じ、原則 2 回ま

でとし、それ以上の場合は施設内で協議されることが望ましい。バッグ法の場合、一回に処

理する血液量は最大８００mL で、約８０％は返血されるので循環動態に与える影響は少な

いと判断される。この点を考慮しドナーに過度の負担がかからない範囲とする。また、返血

にあたっては輸血療法の実施に関する指針 9)の「院内で輸血用血液を採取する場合（自己

血採血を除く）」に準じて実施する。 

顆粒球製剤には、一定量のドナー由来赤血球、血漿が混入することから、原則として患

者と同型の血液型ドナー（ABO 型、RhD 型）とする。やむを得ない場合は ABO 血液型副不

適合(minor incompatibility)ドナーからの採取も選択される。その場合、混入する血漿の影

響を考慮する必要があり、臨床的に許容範囲内ではない場合は、血漿除去が必要となる。 

 

顆粒球採取 

（1）顆粒球の動員 

顆粒球の動員には、G-CSF（本邦では顆粒球ドナーに対する G-CSF の保険適応はな

い）は不可欠であり、G-CSF 単独、あるいはこれにデキサメタゾンを併用して行われる。両

者を併用することにより、より多くの顆粒球を動員することが可能である。一般に顆粒球採

取の 12～18 時間前に G-CSF 5～10μg/kg を単回皮下注射する。デキサメタゾンを併用

する場合には 8 ㎎を G-CSF 投与と同時期に服用する 1)。 

（2）顆粒球採取法 

顆粒球採取法には血液成分採取装置を用いる “アフェレーシス法”と輸血バッグに採

取した全血から遠心分離する“バッグ法”とがある。 

１）アフェレーシス法 

遠心型血液成分採取装置であれば、いずれの機種でも可能である。アフェレーシ

スドナーを選定する場合には通常のドナー検査（後述）に加え、心電図、胸部 X 線

写真など循環器系のチェックが必要である。一回の採取顆粒球数は成人で 1×1010

個以上を目標とし、血流速度を 50～60ml/分で行い所要時間は 3 時間を超えないこ

とが望ましい。アフェレーシスに伴う副作用として、血管迷走神経反射（vasovagal 

reflex: VVR）や抗凝固剤によるクエン酸中毒がある。クエン酸中毒による低カルシウ

ム血症の予防にはグルコン酸カルシウム液（5～10mL/hr）の持続注入やカルシウム

イオン含有スポーツ飲料水の摂取が有効である。 
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また、顆粒球成分を効率よく分離する目的で HES が用いられている 10),11)。HES は

分子量の違いにより高分子 HES（本邦では販売されていない）、中分子 HES と低分

子 HES がある。赤血球沈降の効果は分子量が高い方が大きいため、海外では主に

高分子 HES を併用して採取が行われている。高分子 HES には長期間の体内残留、

凝固異常、ショックなどの副作用が報告されているが、顆粒球アフェレーシス時にド

ナー体内に入るHESの量は少ないため、リスクは限定されている。また、中分子HES

を用いた顆粒球採取の有効性についても報告されている 12）。 

アフェレーシス法(テルモ BCT Spectra Optia®：図 1)による顆粒球採取手順（HES

あり、HES なし）を示す。 

＜必要物品＞  

ディスポーザブル回路（IDL セット 10317）, 生食 1L, 穿刺針 2 本, 採血用シリ

ンジ駆血帯 , テープ, イソジン綿 棒, アルコール綿,鉗 子, ※HESPAN 

500mL(国内未承認、使用は施設判断), ※46.7％ TRISODIUM CITRATE 

30mL(院内薬剤部にて調剤) 

※高分子 HES 使用時、46.7％ TRISODIUM CITRATE と HESPAN は混合し

使用(図 2) 

※46.7％ TRISODIUM CITRATE（病院薬局製剤第 5 版参照） 

 処方 クエン酸ナトリウム・2 水和物 46.7ｇ 

  クエン酸・水和物   0.2ｇ 

  蒸留水   全量 100ｍL 

 

  
図 1 Spectra Optia® 図 2 HESPAN、46.7％ TRISODIUM CTRATE 

 

＜顆粒球採取手順＞ 

1) Spectra Optia®の電源を入れる。 

2) 回路を取り付け、プライミング後、アラームテスト(採血圧センサー、返血圧

センサー、リークセンサー)。 

3) 身長・体重・Hct 値データ・AC 比等、各種設定する。 
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4) HES 使用の有無(パッキングファクター)を選択（図 3）。 

5) 血管確保を行う。血管確保後、採取直前のドナー検査用採血を行い、回

路を接続。 

6) HES を 使 用 す る 場 合 、 7,000 ｍ L の ア フ ェ レ ー シ ス で は 、 46.7 ％ 

TRISODIUM CITRATE 30 mL に対して高分子 HES 500 mL の割合で、抗

凝固剤注入ルートから持続投与する。 

7) 採取中インターフェイスの調整 

Spectra Optia®で HES 使用の場合 Spectra Optia®のカラーグラムで

7.5％の Hct 値になるように設定、HES 不使用の場合は 25～40 にプリファ

レンスを調整（図 4）。 

採取中はグルコン酸カルシウム液を持続投与（図 5）。 

8) 目標処理 7,000ｍL に到達後、採取直後のドナー検査用採血を行い、採

取バックを取り外す（図 6）。 

9) 採取バックにラベリングする（図 7）。 

10) 採取バックから検査用検体をサンプリング後、X線照射装置で15～50Gy

照射する。 

11) 採取依頼伝票と照らし合わせ、交差適合試験結果を確認後、診療科へ

出庫する。 

※テルモ BCT：顆粒球（PMN）採取手順参照

https://www.terumobct.com/Public/Optia%20PMN%20Brochure%20-%20Japan.pdf 

 

  

図 3 図 4  Spectra Optia®プリファレンス 

 

 
90 

 

10 
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図 5 グルコン酸カルシウム持続投与 図 6 図 7 

 

2）バッグ法 13) 

＜必要物品＞ 2 サイクル採血する場合（図１） 

輸血セット × 2 ケ、輸液セット × 1 ケ、自己血輸血用血液バッグ（トリプルバ

ッグ・容量 400mL・採血針 18G）（品番：KBT-400CA8L©）× 2 ヶ（図 2）、日本

薬局方生理食塩液（以下生食）500mL バッグ × 1 ヶ 

 

  

図 1 図 2 

 

＜使用機材＞ 

TSCD (テルモ社製無菌接合装置)（図 3）、血液バック用陰圧型採血器（図 4）、

大型遠心分離機（久保田、日立）、分離スタンド、小型上皿はかり. 

 

＜バッグ法採取手順＞ 

(1) 生食ラインを準備する(生食 500mL バッグを用いて輸液セットをプライミング

顆

粒

球

層 

メインバッグ サブバッグ１ サブバッグ２ 
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しておく)。 

(2) ドナーに採取ベッドへ横になってもらい、バイタルを測定する。 

(3) 穿刺する血管を確認し、周囲を消毒する。無菌手袋を装着し、開封した無

菌トリプルバッグを無菌的に受け取り、穿刺を行う。 

(4) 穿刺後、逆流が十分にあることを認め、疼痛や皮下出血などがないことを確

認してから、穿刺部位がずれないようにサージカルテープで固定する。 

(5) トリプルバッグを血液バック用陰圧型採血器にセットし、採取を行う。 

(6) 400mL の採血が終了したら、TSCD を用い、採血ルートを生食ラインでつな

ぎ替え、返血ルートとして確保する。返血ルート内に血液が残っていると凝固

してしまうため、ドナー生食ラインのスピードは管内の血液が消失するまで速

めて、その後ラインキープできる補液スピードに保つとよい。TSCD で生食ラ

インと接合の際、トリプルバッグ側のラインを十分に残すと、交差適合試験検

体用、検査検体用のセグメントチューブを作成できる。 

(7) 採取した血液を輸血バッグごと大型遠心分離機で 1,500rpm、15 分間、20℃

の設定で遠心する（図 5）。 

（回転数については 1,500rpm との報告もあるが、一定の見解はない。近年、

福島医大病院においては、3,000rpm で施行している。） 

(8) バッグ内の血液は、血漿成分、buffy coat および赤血球層の 3 層に分離し

た状態になる。 

(9) これを分離スタンドにかけ、血漿成分をサブバッグ 1 へ分離する（図 6）。こ

のとき、buffy coat がサブバッグ 1 に流入しないように注意をはらう。 

(10) buffy coat と赤血球層上部 1/3 をサブバッグ 2 へ分離する。（図 7）サブバ

ッグ 2 は小型上皿はかりの上に置き、採取顆粒球製剤の量の目安とする。 

（buffy coat の白色部分がサブバッグ 2 に流入するよう指先でバッグ上部の出

口部位を左右から優しく押して、流入の手助けをすると、効率よく回収できる） 

(11) サブバッグ 2 には 60～100mL の顆粒球製剤が作成される。 

(12) サブバッグ 1 の血漿成分をメインバッグ（残りの赤血球層の 2/3）へ移し、メ

インバックの血液で輸血セットをプライミングし、TSCD を用いて生食ラインと

輸血ラインを無菌的にラインの切り替えを行い、ドナーへ返血する。 

(13) (5）～(12）の操作を必要に応じ、2 回繰り返し、最後に顆粒球製剤を 1 バッ

グにまとめ、X 線照射装置で 26Gy 照射し終了する。所要時間は 1 回あたり、

60 分であり、2 回繰り返して 2 時間弱程度で終了する。 

（14） 2 サイクル後の返血の後、ドナーの貧血の程度により、生食ボトル内に含

糖酸化鉄を混注して補液する。 
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図 3 無菌接合装置 図 4 血液バッグ用 

陰圧型採血器 

図 5 顆粒球遠心分離 

 

  

図 6 図 7 

 

（3）顆粒球製剤の評価（資料参照） 

1) 採取細胞数測定 

2) レシピエントとドナーの交差適合試験 

 

顆粒球製剤の投与法 

（1）投与法 

好中球減少時の感染症では自力で造血回復が見込まれることが GTX の適応条件の

1 つであるので、造血回復までの期間に集中的に施行する。GTX のスケジュールは連日

行うことが原則であるが、G-CSF で動員された顆粒球の寿命は延長しているので、隔日、

あるいは、2 投 1 休などの投与法も考えられる。 

一般に顆粒球製剤は採取後、速やかに輸血する。保存する場合は室温（20～24℃）で

メインバッグ 

サブバッグ１ 

サブバッグ２ 
分離スタンド 

メインバッグ 

サブバッグ１ 

サブバッグ２ 
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静置し、24 時間以内の使用が推奨される。製剤に対しては、輸血後 GVHD 予防の目的

で必ず 15～50Gy の放射線照射を行う。白血球除去フィルターは使用せず、通常の輸血

フィルターを用いる。 

（2）受血者の前処置 

受血者に対する前処置としてアレルギー反応予防の目的で抗ヒスタミン剤および副腎

皮質ステロイド剤（ヒドロコーチゾン 5mg/kg）の前投与を行う。輸血は緩徐に行い、輸血中

は輸血関連急性肺障害の早期発見のために経皮酸素モニターを装着し、呼吸数、心拍

数、SpO2 を観察する。アムホテリシン B 投与中の顆粒球輸血による致命的肺障害の報 

告があるため、アムホテリシン B（リポゾーム化製剤含む）の投与終了から顆粒球輸血

まで 4～12 時間、間隔をあける。 

 

輸血顆粒球数 

前記したように第 III 相試験 1 において顆粒球輸血の有効性について証明することがで

きなかったため、必要な顆粒球数の閾値についても確定的なデータはない。ただし、本試

験では、患者体重あたり 0.6×108/kg を超える顆粒球を輸注された症例における有効性が

示唆された。また、従来の臨床研究のメタアナリシスでは、効果を得るには少なくとも 1×1010

（/body）の顆粒球が必要であることが示唆されている 14） 

 

GTX の効果判定と中止基準 

臨床効果の判定基準は局所所見の改善、全身状態の改善、解熱、CRP 低下、細菌学的

検査所見の改善、画像所見の改善などを指標とする。 

一般に GTX 1 時間後のレシピエント末梢血好中球数が GTX 後の好中球増加の指標と

なる。レシピエント体重 kg 当り 3×108 個の顆粒球が輸血されると、500/μL 程度の増加が

見込まれるが、輸血顆粒球数と GTX 後の好中球数は必ずしも相関はしない。好中球増加

が認められなくとも臨床効果が得られることもあるので、過量の顆粒球数を輸血することは不

必要である。 

GTX を中止する目安として、自己造血回復(ANC≧500/μL)、感染症のコントロールが可

能と判断される場合、GTX の施行にもかかわらず症状が悪化するなど効果が認められない

場合、GTX による副作用が出現した場合、速やかに中止する。 

 

副反応 

（1）アレルギー反応 

通常の輸血と同様に蕁麻疹、皮膚紅潮、血管性浮腫がみられる。 

（2）アナフィラキシー反応 

アレルギー反応にとどまらず全身症状として、腹痛、下痢、嘔吐、呼吸困難、喘鳴、頻

脈、血圧低下、意識障害に陥る。 
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（3）発熱、悪寒 

顆粒球の輸血により白血球から放出される各種サイトカインにより生じると考えられてい

るが、抗ヒスタミン剤、コルチコステロイド剤の前投薬で頻度は減少する。 

（4）肺障害 

肺障害は最も重要な合併症であり、その発症頻度は報告により 0-53%と大きく異なる 15)。

機序の一つとして肺炎（感染部位）への顆粒球遊走による炎症の一時的な悪化が考えら

れ、肺炎を合併した症例に対する顆粒球輸血時には特に注意が必要である。 

（5）免疫感作 

GTX により抗 HLA 抗体、抗顆粒球抗体の出現が報告されている。原疾患および検査

方法により検出頻度が異なり、慢性肉芽腫症に対する長期間(6 週間以上)かつ頻回の

GTX では 80％に HLA 抗体が出現したという報告がある。顆粒球輸血後の HLA 抗体産

生が肺合併症、移植後の生着不全のリスクになるという報告もあるが、臨床的意義および

HLA 抗体検査の必要性については定まっていない 15)。 

（6）感染症 

通常の輸血に見られる感染症は理論上全て発生しうる。顆粒球輸血後の CMV 感染の

報告があり、特に造血幹細胞移植時に CMV 既感染ドナーから GTX を施行した場合に

は注意を要する。 

 

採取ドナーの安全性確認検査と採取後フォローアップ 

顆粒球動員に伴う合併症や、顆粒球採取に伴う合併症は一定の頻度で発生するため、

健常人であるドナーの管理には注意を要する。末梢血幹細胞ドナーに準じた安全性確認

検査の実施と中長期フォローアップを行うことが望ましい。当院におけるフォローアップ内容

につき下記に示す。 

投与前血液検査：血液検査 生化学検査 

採取直前血液検査：血液検査 生化学検査 

採取直後血液検査：血液検査  

採取後検診(採取後 1 か月)：診察 血液検査 生化学検査 

健康調査アンケート用紙送付：採取後 3 か月、1 年後、2 年後、3 年後、4 年後、5 年後 

 

その他の管理体制 

1) 機器・資材の確認 

有効期限の確認・記録、LOT 記録、使用時の外観確認・記録、使用者の記録 

2) 採取時ドナー確認 

患者確認、採取時の問診、採取中の管理（合併症・副反応の確認）・記録 

3) 血液細胞の管理(ナンバリング) 

取り違え防止、照射済みの明示、採取日や投与期限などの明示 
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4) 出庫時製剤確認 

採取指示票と製剤ラベルの照合、払出者・受取者のサイン 

5) 輸注時副反応確認 

輸血用血液製剤に準じた投与実施管理と記録 

6） 遡及調査対応 

不具合発生時に備え、血液細胞サンプルおよび採取前末梢血の保管 

 

ガイドライン（案） 

以前、顆粒球輸血研究会から GTX に関するガイドライン（案）が提唱されている 6),7)。目的

はドナーと受血者双方の安全性確保と GTX を効果的に行うことであり、適応や手技的な項

目だけでなく、責任体制の整備、倫理委員会の承認など施設としての適格性を強調してい

る。GTX を実施しようとする施設では遵守されることを勧める。 
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資料 

顆粒球製剤報告書 

使用日      年  月  日  時 
 

■ レシピエント 

輸血患者名：                 ID：           

ABO 血液型：     RhD 血液型     不規則抗体：無・有（         ） 

疾患名：                患者体重：     kg 

適応感染症：              起因菌：                 

 

■ ドナー 

ドナー名：                 ID：           年齢：    歳 

ABO 血液型：     RhD 血液型     不規則抗体：無・有（         ） 

 

■ レシピエント/ドナー交差適合試験 

 生理食塩液法 間接抗グロブリン試験 

主試験 適合  ・  不適合 適合  ・  不適合 

副試験 適合  ・  不適合 適合  ・  不適合 

 

■ 顆粒球製剤 

WBC       /µL 好中球数       ％・/µL 重量      ｇ 

総好中球数        ×109 個 ＝         ×108/kg 患者体重 

特記事項                                                                     

Ｘ線照射担当者：                        照射量：     ㏉ 

処理担当者：                            処理日：    年   月   日   時 

責任者：                                確認日：    年   月   日 
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第 4.7 章 体外フォトフェレーシス 

 

はじめに 

移植片対宿主病（GVHD）は、造血幹細胞移植後に生じる最も重要な合併症の一つで、

ドナー由来免疫細胞が宿主（患者）の組織を異物とみなすことによって生じる病態である。

なかでも慢性 GVHD は様々な臓器が標的となり、多彩な症状を引き起こす 1)。慢性 GVHD

に対する一次治療としてステロイド治療が行われるが、改善がみられない、あるいはステロイ

ドを減量できない患者や、ステロイド長期使用に伴う有害事象により不耐容となる患者も少

なくない。そのため有効性と安全性を両立した治療の開発が望まれている。 

体外フォトフェレーシス（extracorporeal photopheresis, ECP）は、患者血液から体外循環

で単核球を分離して、その単核球に光感作物質であるメトキサレンを添加して長波長紫外

線（UVA）を照射した後に、患者体内へ戻す治療である 2)。海外では慢性 GVHD に対して

既に広く用いられ、本邦でも 2023 年から保険償還され実臨床で使用可能になっている。 

 

原理 

ECP で使用される光感作物質のメトキサレンは、ナイル川やインダス川流域に生息する

植物に含まれており、これらの植物は紀元前から皮膚疾患に生薬として用いられていた。

1970 年代から、尋常性乾癬、皮膚Ｔ細胞リンパ腫（CTCL）に対する PUBA 療法（ソラレン全

身投与後に UVA を皮膚に照射する）の有効性が報告された。その後、皮膚外病変を有す

る CTCL に対する治療として ECP が開発され、1988 年に米国食品医薬品局（FDA）に承認

された 3)。1994 年に治療抵抗性慢性 GVHD に対する最初の症例報告がなされ、その後各

国から ECP の有用性を示す多数の報告がなされている 4)。 

ECP の慢性 GVHD に対する効果の機序は不明な点が多いが、ECP 治療の過程で、添

加されたメトキサレンがリンパ球の DNA 間隙に入り込み、紫外線照射によって DNA ピリミジ

ン塩基と共有結合を形成することで DNA 鎖間を架橋して、DNA 複製と細胞増殖を阻害して

アポトーシスを誘導する 5)。さらにアポトーシスによって免疫細胞を抑制するだけでなく、アポ

トーシスを生じたリンパ球が体内で抗原提示細胞に貪食されることによって、制御性 T 細胞

が誘導され、T 細胞あるいは B 細胞の亜集団の変化を介して免疫寛容が誘導される機序が

想定されている 6),7)。 

 

実際の治療方法 

ECP 療法には、オフライン方式とインライン方式がある。前者は、成分採血装置で採取し

た単核球を、UVA 透過性バッグに入れてメトキサレンを添加後に別装置で UVA 照射を行う

ものである。一方、後者では、成分採血装置に UVA 照射装置を装備させ、単核球分離から

UVA 照射と再輸注までの過程を、1 つの装置の閉鎖回路内で完結させることが可能となっ
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ている。インライン方式は、機械操作の労力を軽減して処理過程の取違いを防ぎ、安全性を

向上させるとともに、全体の治療時間が短縮されることから患者負担を軽減できる。2024 年

4 月現在、本邦で使用可能なインライン方式 ECP には CellEx ECP®システムがある 8）。血

管アクセス、成分分離、光励起、再輸注の各ステップについて概説する。 

(1)血管アクセス 

ECP 実施にあたりルート確保が重要である。中心静脈カテーテルは留置時の合併

症リスクに加えて、長期留置に伴う感染症や血栓形成のリスクがあるため、末梢静脈に

ルート確保することが理想であるが、ECP の対象となる症例の多くは濃厚な治療歴や

皮膚硬化のため末梢静脈ルート確保が困難なことが少なくない。患者状態や施設環

境に応じて適切なルートを選択する。流量 15mL/分以上を確保できることが望ましい。 

（2）モード選択とプライミング 

CellEx ECP®システムでは、ダブルニードルモードとシングルニードルモードが選択

可能である。ダブルニードルモードでは成分分離過程において脱血と返血が同時に

行われる。一方シングルニードルモードでは、脱血と返血が交互に行われ、ダブルニ

ードルモードより治療時間が長くなるが、ルート確保が 1 か所であることがメリットである。

これらのモードの変更は、治療中いつでも可能である。 

CellEx ECP®システムで用いる閉鎖式回路では、体外循環血液量はシングルニード

ルモードでやや多いが、おおむね 200mL 程度とされる。循環血液量の少ない小児で

は赤血球製剤を用いて回路のプライミングを実施する。 

（3）成分分離 

血液処理を実施して、buffy coat が分離される。CellEx ECP®システムでは遠心分離

ボール内での buffy coat の分離状況がレーザー光の吸光度でモニターされており、吸

光度が規定値に達すると、buffy coat が処理バッグへ送られる。1 回の治療あたりの処

理血液量は 1.5L が標準的で、血液流量が 30ｍL/分の場合は約 50 分で成分分離が

完了する。 

（4）光励起 

採取された buffy coat 細胞数と混入する赤血球数などに基づいて、必要なメトキサレ

ン添加用量と UVA 照射時間がシステムによって自動計算され、操作画面に表示され

る。操作画面の指示に従ってメトキサレン溶液必要量を用手的に処理バッグに注入し

て、操作画面を前に進めると、buffy coat は処理バッグから UVA 照射チャンバーに送

られて UVA が照射される。約 15 分～20 分間で工程は完了する。 

（5）再輸注 

UVA 照射が終了すると自動的に血液が患者に再輸注され、回路内がリンスされる。

この工程は約 20～25 分で完了する。脱血開始から再輸注終了までの所要時間は、ダ

ブルニードルモードで、脱血速度 30ml/分、血液処理 1.5L の場合、約 1 時間 40 分で

ある。 
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（6）治療スケジュール 

ECP の標準的な治療スケジュールを表 1 に示す。第 1 週は 1 日 1 回を連続 3 日間、

第 2～12 週は毎週連続 2 日間、第 16～24 週は 4 週毎に連続 2 日間で、計 31 回実

施する。患者の状態に応じて治療を継続する 8)。 

外来での導入も可能であるが、末梢静脈ルート確保が困難な場合も多く、第 12 週ま

では、治療頻度が高いことから入院下で導入を考慮する。入院下では、治療効果判定

や他の免疫抑制剤の減量調節を綿密に行うことができるメリットがある。また本療法は、

繰り返し実施することも可能である。 

治療期間 頻度 治療日数 治療回数 

第 1 週 - 
1 日 1 回を 

連続 3 日間 
3 回 

第 2～12 週 毎週 
1 日１回を 

連続 2 日間 
22 回 

第 16～24 週 4 週毎 
1 日 1 回を 

連続 2 日間 
6 回 

表１ 標準的な治療スケジュール 

 

過去の臨床試験 

(1)海外第 II 相試験（GVHD-SK1） 

2008 年に、Fred Hutchinson Cancer Research Center を中心とした米国のグループか

ら、ステロイド抵抗性、不耐容もしくは依存性の慢性 GVHD 患者を対象とした ECP の無

作為化、単盲検、多施設共同第 II 相試験の成績が報告された 9)。皮膚病変を有する慢

性 GVHD 患者 95 例が、標準治療と ECP を行う ECP 群 48 例、標準治療のみを行う対照

群 47 例に無作為割り付けされた。標準治療は、ステロイドとシクロスポリンまたはタクロリム

スの 2 剤併用、あるいはミコフェノール酸モフェチルを加えて 3 剤併用療法とされた。主

要評価項目は、治療開始後 12 週時の total skin score（TSS）のベースラインからの変化

率であった。TSS は被験者の皮膚を 10 領域に分け、それぞれの領域における各グレード

（Grade0 正常〜Grade 4 硬化（可動性はなく、挟むことができない））に該当する病変の面積

の割合を評価して算出された。変化率の中央値は ECP 群で-14.5%、対照群で-8.5%であ

り、ECP 群で改善率が大きい傾向を認めたが有意差はなかった。副次評価項目の治療

開始 12 週時においてステロイド投与量を 50%以上減量かつ TSS が 25%以上改善した患

者割合は、ECP 群が 8.3％であったのに対して、対照群では 0%で、ECP 群が有意に良好

であった。重篤な有害事象の発現割合は ECP 群で 28.6%、対照群で 26.0%であったが、

ECP 治療に関連すると判定された重篤な有害事象はなかった。 

（2）国内臨床試験（TKS-01） 

本邦からは、ステロイド抵抗性または不耐容の慢性 GVHD 患者 15 例を対象に国内 3
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施設が参加して実施された多施設共同第 II 相試験の結果が、2018 年に報告された 10)。

主要評価項目は、ECP 開始時後 24 週時の治療効果と、ステロイド投与量の減量効果を

組み合わせた複合評価項目とされ、治療効果が奏効（完全奏効および部分奏効）もしく

はステロイド投与量減量の場合に、有効と判定された。評価可能な 12 例中 8 例（66.7%）

で有効と判定された。ECP 治療と関連する可能性のある重篤な有害事象は 5 件認められ

た（心不全 1 例、医療機器内血栓 1 例、肺炎 1 例、浮腫 1 例、喘鳴 1 例）が、ECP 治療

と関連する可能性のある死亡例は認めなかった。 

（3）各臓器における奏効 

UK Photopheresis Society が、ECP に関する consensus statement 改訂版を 2017 年に

発表しており、その中で各臓器における ECP の奏効割合について systematic review に

よる評価を行っている 11)。27 研究から 725 症例を評価され、全体の奏効割合は 68%で、

奏効割合が高い臓器から順に、皮膚（74%）、口腔粘膜（62%）、肝臓（62%）、眼（60%）、消

化管（46%）、肺（46％）で、皮膚、粘膜、肝臓での有効性が高いことが示唆された。 

 

安全性 

ECP 処置による有害事象は、成分採血によるものと、メトキサレンと光励起に伴うものに分

けられる。成分採血による有害事象は、他のアフェレーシスとも共通しており、血圧低下や

血管迷走神経反射、抗凝固に用いるクエン酸による低カルシウム血症、血小板減少が挙げ

られる。血液処理量が 1.5L と少ないため、通常は低カルシウム血症の程度は軽く、カルシ

ウム補充は不要のことが多い。回路内の血液は患者にリンスバッグされるが、処置毎に約 40

～50mL 程度の血液が喪失する。ECP は他のアフェレーシスと異なり、1 症例あたりに実施

する処置回数が多いため、鉄欠乏によって経過中に貧血が進行することが少なくない 12)。

貧血は、遠心による成分分離にも不利であり、成分分離に時間がかかると機械エラーの原

因になり得るので、貧血が進行する場合には赤血球輸血を早めに検討する。 

メトキサレンと光励起に伴う副作用としては、嘔気・嘔吐、頭痛、発熱、光線過敏、皮膚が

んが想定されるが、現在の ECP は分離された単核球に直接メトキサレンを添加することから、

体内に投与されるメトキサレンの量は少なく、PUVA 療法における投与量の 1/100 以下であ

る。しかし治療後 24 時間は、眼や皮膚を紫外線から守るよう指導することが推奨されている。 

ECP 治療そのものが免疫低下をもたらす可能性を示唆する報告はなく、この点で他の治

療として用いられる薬剤より有利である 13)。慢性 GVHD に対する治療についての有害事象

発現件数の systematic review では、慢性 GVHD 患者 1 例あたり 3 か月間で grade 3～5 の

有害事象が発現する件数は、ECP 治療では 0.10～0.13 で他の治療より少なく、安全性は

高いと推測される 14)。ただし、FDA は、CellEx ECP®システムで治療された患者で肺塞栓症

が複数報告されたことから、注意喚起を行っている。国内第 II 相試験でも医療機器内血栓

が 1 例報告されており 10)、添付文書において注意喚起がなされている。 
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今後の課題 

近年、慢性 GVHD に関する基礎研究と病態に沿った薬剤開発が進み、本邦でもシグナ

ル伝達を標的とした JAK 阻害剤 ruxolitinib 15)や、BTK 阻害剤 ibrutinib 16)が使用可能にな

っている。さらに、細胞の運動や増殖、生存に関わり、免疫応答に重要な役割を果たすシグ

ナル分子 ROCK2 の選択的阻害剤 belumosudil の有効性が示され 17)、2024 年に本邦でも

認可された。また、慢性 GVHD において組織の線維化に関与する、マクロファージに発現

する CSF-1R に対する抗体薬 axatilimab の治療効果 18)が報告されるなど、本邦でも新規薬

剤への期待が高まっている。ECP 治療は、現状では実施できる施設が限定されていること

や、血管アクセス、各 ECP セッションに 2 時間程度を要する点などの特殊性があるが、薬剤

による治療と比較して、患者に不利益な免疫低下作用が弱く、治療終了後も持続的な免疫

調節作用が期待されるなどの独特のメリットも有している。今後は、ECP 治療奏効の機序の

詳細な解明や、他剤との併用 19)や治療タイミングの工夫をとおして治療効果を高める運用

面の工夫が求められる。 
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第 5.1 章 細胞処理の基本 

 

はじめに 

本項では、FACT-JACIE 基準の HEMATOPOIETIC CELLULAR THERAPY がカバーす

る部分として、骨髄や末梢血より採取した細胞のほか、臍帯血および間葉系幹細胞等の再

生医療等製品を対象に、細胞処理を行う上で基本となる体制や管理について概説する。 

 

細胞処理を行う体制 

(1)人的体制 

院内で細胞処理を行う際には、「細胞処理責任者」と「品質管理責任者」の設置が望ま

しい。細胞処理責任者は細胞処理に習熟した医師が担当し、細胞処理が適切な技術の

もとに行われ、また処理後の血液細胞製剤が適切に管理されるよう努めることが責務であ

る。一方、品質管理者責任者は、細胞治療認定管理師資格を有するスタッフ（医師であ

ることを要件としない）が担当し、標準作業手順書の見直し、変更、承認に関する規約の

作成がその責務である。細胞処理責任者は、より独立した立場からの管理を行うため、細

胞採取責任者、および血液細胞製剤を用いた治療（臨床部門）の責任者と別であること

が望ましいが、兼任は可である。一方、品質管理責任者は、細胞採取、細胞処理それぞ

れに置くことが望ましいが、こちらも兼任可とする。ただし、細胞処理責任者と品質管理責

任者は独立している必要があり、兼任は許容されない。 

細胞処理に関わるスタッフは、細胞治療に関する教育プログラムに少なくとも年間 10

時間は参加し、その記録を残すことが望ましい。 

 

(2)文書体制 

細胞処理を行うためには、標準作業手順書（Standard Operating Procedures：SOP）と

作業工程記録書を揃える。SOP には、下記の項目を網羅する必要がある：処理の対象と

なる細胞の受領、各々の細胞処理手順、取り違えと交差汚染の防止、細胞製剤へのラベ

ル貼付、凍結保存および解凍、製剤の有効期限、機材に不具合があった場合の代替方

法、製剤の保管、製剤の出庫（病棟・他施設）、製剤の廃棄方法、清掃および衛生管理

の手順と責任者、環境モニタリングを含む環境管理の方法、個人防護具の装着を含めた

標準予防策の適用、医療廃棄物の処理、緊急時対応、事業継続計画（BCP）。 

細胞処理担当者は最新の SOP を所持し、作業時はいつでも参照できるようにするとと

もに、SOP からの逸脱が予定されている場合は、細胞採取責任者が事前に承認し、品質

管理者責任者によるレビューを受けること。品質管理に関連する記録、教育記録等につ

いては法令の定める期間保管すること。 
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衛生管理 

細胞処理（分離、凍結、細胞製剤の調製作業など）を行うにあたり、最も基本的なことは

「清潔な操作」を可能にする管理である。細胞製剤は、他の薬剤と異なり「滅菌」ができない

ため汚染・混入（コンタミネーション）に注意する必要がある。またこれらの処理を行うスペー

スは、十分な照明、換気、給排水が整備されることはもちろんのこと、十分な広さを有し、空

気中の微生物汚染のリスクを最小限に抑えるように設計されていることが重要である。加え

て、作業で出た廃棄物を適切に処理する体制も重視されている。このような衛生管理をする

上で、管理区域内には、許可を得た職員のみの立ち入りが可能である。 

 

(1)作業者の手洗い 

細胞調製前および後には、必ず手洗いを施行する。手洗いは、衛生学的手洗いを実

施する。手順は、1)流水で手指から手首までを十分に濡らす、2)石けん液を手のひらに

取る、3)手の平、指の腹面を洗う、4)「手の甲、指の背」を洗う、5)「指の間(側面)、 股(付

け根)」を洗う、6)「親指と親指の付け根」を洗う、7)「指先」を洗う、8)「手首」洗う、9)流水で

3)～7)と同様の手順で手を洗う、10)使い捨ての紙タオルで水分を十分に拭き取る、であ

る。手順を着実に遵守するため、手洗い場にポスターを掲示することが有効と考える。図

1 に京都大学で用いているポスターを例示する。 

 

図 1 流水を用いる場合の手洗い方法 
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滅菌手袋着用前に消毒液で手指消毒を行う。一般的な手順としては、1)消毒液を手に

取る、2)「手のひら、指の腹面」をすり合わせる、3)「指先、指の背」をこする、4)「手の甲」を

こする、5)「指の間(側面)、 股(付け根)」をこする、6)「親指と親指の付け根」をこする、7)

「手首」をこする、8)乾くまで手指をすり合わせる、である。こちらも同様にポスター掲示が

有効である（図 2）。 

 
図 2 消毒液を用いた手指消毒手順 

 

消毒後、滅菌手袋を着用する。着用にあたっては、滅菌面を不潔にしないように、十分

に注意するとともに、手袋着用後も、細胞調製室内では頻繁にエタノールを用いた手指

消毒を行う。脱着時も定められた手順に従って環境汚染を防ぐことが必要である（図 3）。 
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図 3 滅菌手袋着用・脱着手順 

 

(2)作業者の健康 

「健康な細胞製剤は、健康な作業者から製造される」という基本概念に基づき、製造作

業者は、日常的に健康に配慮する必要がある。特に感染症および外傷は、細胞への影

響もあるが、製造作業者自身を危険にさらす場合がある。加えて、作業者が所属先で受

検している定期健康診断も活用し、定期的な健康管理も含めて実施するようにする。入

室記録には、健康状態も合わせて記録することが望ましい。 
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(3)作業者の服装 

細胞製造の場合の最も重要な汚染源は、「ヒト」である。作業実施の場合の服装につい

ては、作業場面と場所により異なると考えられる。一般にグレード C（ISO クラス分類 8）以

上の清浄度が求められる場所では、専用のユニフォームに着替えた上で、マスク、キャッ

プ、手袋を着用し（一次更衣）、さらにグレード B（ISO クラス分類 7）の室内では無塵衣な

どの二次更衣を行って、清浄度を維持できるよう注意する。 

一方で、空気清浄度が管理されていない一般エリアにおいて、密封された細胞製剤を

扱う際には服装の規定はなく、個人防護具の装着を含めた標準予防策（スタンダードプリ

コーション）を適用するとよい。ただし、クリーンベンチや安全キャビネット内で作業を行う

場合は、埃の発生を極力少なくすべく、マスク、キャップ、手袋を装着した上で、「白衣の

袖口を手袋の中に入れる」等の工夫が必要である。 

 

(4)細胞調製室の清掃 

清掃は、作業毎に行う「日常清掃」と期日を決めて行う「定期清掃」がある。細胞調製室

や細胞製剤について清浄度を維持管理し、製剤への汚染防止をするため清掃方法や製

造頻度をあらかじめ決めておく事が重要である（衛生管理基準書）。また、清掃および衛

生状況をモニタリングし、記録に残し、3 年以上保存する必要がある。 

清掃に用いる消毒薬の一般的な選択は、①対象微生物に殺菌性があること、②作業

性が良いこと、③細胞および人体に影響が少ないこと、④原液の安定性があり保存が容

易なこと、⑤低濃度で殺菌性があり殺菌時間が短いこと、⑥製造機器への残留性・吸着

性が少ないこと、⑦構造設備や機器への腐食性が少ないこと、⑧周囲の環境に対して汚

染が少ないこと、⑨低コストであること。このような条件を考慮すると、「70%消毒用アルコー

ル」が一般的だと考える。消毒用エタノールのスプレーボトルは予め滅菌したものを使用

し、継ぎ足しはしない。また、汚染の状況によっては、両性イオン界面活性剤や次亜塩素

酸、過酢酸などを用いた消毒も行うが、必要に応じて残留している消毒液を消毒用エタノ

ール等でふき取る必要がある。 

以下、清掃部位に分け、京都大学医学部附属病院で行っている手順を参考に注意点

を概説する。 

 

a)機器類の清掃 

機器装置類は、70%消毒用エタノールを染み込ませた清拭用ワイプで清拭する

ことが一般的である。清拭する際は、適宜消毒に十分なエタノールを染み込ませ、

拭き戻しをしないように注意する。作業後毎の清掃時、細胞が付着する可能性が

ある部分や手袋が触れた部分（安全キャビネット内、インキュベーターの扉部、遠

心機の操作盤、薬用保冷庫の扉など）は特に念入りに清拭する。 
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b)床の清掃 

モップに専用の不織布を取り付け、消毒に必要な量の消毒液を不織布に行き

渡らせる。専用の不織布は交差汚染防止のために使い捨てとし、モップは各部屋

専用の物を使用する。床は、比較的清潔な部分から汚染されている部分へ向か

って清拭する。床を清拭する際も、拭き戻しをしないように注意する。 

c)壁の清掃 

壁は垂れない程度に 70%消毒用エタノールをスプレーで吹きかけ、70%消毒用

エタノールを染み込ませた清拭用ワイプで下へ一方向に清拭する。ここでも、拭き

戻しをしないことが重要である。床面と壁面の間の目地の埃を清拭し、ワイプが目

視で汚れたら新たな面に換える。 

d)パスボックスの清掃 

パスボックス内に 70%消毒用エタノールをスプレーで吹きかけ、70%消毒用エタ

ノールを染み込ませた清拭用ワイプで一方向に清拭し、拭き戻しをしない。 

 

入出庫管理 

(1)入庫管理 

細胞そのものに ID や名前を書くことは出来ないため、細胞製剤が入ったバッグ（一次

容器）には必ず識別可能なラベルを貼付し、取り違え、交差汚染を防止するために可能

な限り複数ロットの細胞製剤を同時に扱わないことが、入出庫管理の鉄則である。血液細

胞製剤の保管場所は、管理された領域に設定する。 

入庫時には、特に外部から持ち込まれた細胞製剤の場合、目視で外観チェックを行っ

た上で、添付されているラベル情報を添付書類とともに間違いなく識別し、院内の管理シ

ステムとの紐付けを行った上で、必要に応じて院内ラベルの発行を行う。ラベル情報は、

出庫時にも識別しやすい表示とし、細胞製剤を使用する臨床医も簡単に認識できる表記

にすることが重要である。具体的には、患者名、患者 ID、製造年月日、製剤番号、製剤

名等を明記し、予め細胞処理責任者がテンプレートを承認しておくことが望ましい。テン

プレートに記すべき情報は、電磁的に施設の保管管理システムに入力し、払い出し時に

照合できる体制にすることが望ましい。いずれの作業も誤りが無いか、2 人以上での確認

が望ましい。 

 

(2)保管中の管理 

入庫から出庫まで時間を要することが想定される場合には、予め細胞製剤の保管期間

および保管条件に関する手順を作成する。細胞製剤を保管する場合には、必要に応じ

て施錠するなど保管場所の管理を行い、取り違え、汚染、交差汚染、部外者による無断

持ち出しを防止する。製剤ごとに保管する期間、条件（温度の範囲）を SOP に定めた上

で、細胞製剤の保管に必要な機器のモニタリングを行う（温度や液体窒素残量など）。 
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(3)出庫管理 

出庫に際しては、患者名、患者 ID、製造年月日、製剤番号、製剤名、投与予定日、出

庫先施設・診療科名、主治医の氏名等の細胞製剤情報の確認を行う。この情報は製剤

本体あるいは保管容器にラベルとして貼付し、出庫者と搬送者で外観のチェックを行う。

払出票や部門システムに双方が出庫時刻の記載と署名（あるいは電子サイン）をすること

で、取り違え防止とともに確実な払出記録となる。 

細胞製剤の出庫に当たっては、製剤バッグ破損時の漏洩に備えてジッパー付きの包

装袋等によりさらに包装する。特に、別施設に出庫する製剤バッグは、内容物の漏洩、衝

撃、圧力変化、温度変化等に耐えられる材料で作られた外装容器に格納することが望ま

しい。輸送に長時間がかかる場合には、適切な温度範囲を維持できることが保証された

容器で輸送すること。 

 

(4)搬送容器 

搬送に使用する容器については、細胞製剤の状態（室温・凍結保管等）や移動距離

（院内なのか、遠距離なのか）により異なるが、目的地に到着して管理が引き継がれるま

で「細胞製剤の品質」を担保する性能を有していることが重要である。移動中の温度記録

を連続的に取ったり、搬送バリデーションを繰り返し行ったりすることで、使用する容器が

目的を果たしているか、十分に確認することが重要である。 

 

環境管理 

細胞調製を行うゾーンの空気清浄度をどのように設定するかは、各施設での作業内容に

応じて決定する必要がある。例えば、開放系の作業を行う安全キャビネット内をグレード A

に担保するためには、グレード B の調製室が必要となる。しかし、閉鎖系のみの場合、ある

いは、アイソレーターを使用する場合には周辺環境にそこまでの高いグレードは要求されな

い。調製室のグレードに応じて、環境管理の方法が事細かに異なるため、詳細は成書を参

考にされたい。 

室温管理については、細胞調製室は、冷蔵庫・遠心機等の発熱する機器が設置されて

いる場合、作業中に暑くなることもある。作業者には快適作業温度を提供するため、室温を

若干下げて設定した方が作業効率の向上が見込める。また、環境菌（浮遊菌・付着菌）の

増殖を抑える意味でも室温は少し下げて適切な温度（例えば 20℃前後）で管理すると良い。 

一方で、湿度は、環境菌（特にカビ）のことを優先に考えると極力乾燥状態にしたいが、

静電気によってホコリが付着してクリーン環境の維持が難しくなる場合がある。また、作業者

の労働環境を考慮すると作業に影響の無い適切な湿度（例えば 50％前後）に設定すること

が望ましい。 

これらの温度、湿度、および必要に応じて空気清浄度、表面汚染など環境管理を行った

データを記録する記録様式を定め、記載する。リアルタイムにモニタリングを行うことも有用
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である。休日・夜間に環境管理に逸脱が有った場合にもすぐ対応できるよう、予め当番者を

決めておくことが望ましい。 

 

機器管理 

細胞調製を行うための機器は、安全キャビネットおよびクリーンベンチ、冷却遠心機、冷

凍冷蔵庫、保存用超低温冷凍庫、液体窒素タンク等がある。このような機器については、点

検も含む使用手順書（マニュアル）や日常・使用前・定期点検記録等の文書類を整備する。 

このうち、日常点検は、細胞処理の品質に影響を及ぼす可能性を鑑みて、常時監視を実

施するか、あるいは、始業終業時点検を行うか、事前に手順書で規定する。 

使用前点検は、作業者が使用する設備機器について使用前に異常がないかを確かめる

点検である。点検項目などの詳細は各機器の取扱い手順書、または製造や品質試験手順

書にて定め、適切な点検が実施できるよう教育訓練を実施する。 

定期点検は、いわゆる保守点検（メンテナンス）であり、細胞調製を実施する際に重要な

機器については、年に 1 回程度の点検が必要である。点検内容に関しては、各機器メーカ

ーで種々の項目が規定されており、外部委託することも多い。 

いずれの点検も、その実施と内容を記録書として残すことが重要である。 

 

（執筆者：新井康之、長村登紀子、査読者：上田恭典） 
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第 5.2 章 細胞処理の基本的操作 

 

はじめに 

ヒト由来細胞を用いる治療を細胞療法といい、そのために行う作業を細胞処理という。細

胞処理の手技は歴史的には造血細胞移植の普及に伴って確立、普及してきた（表１）。また

近年使用が拡大している CAR-T（キメラ抗原受容体 T 細胞）細胞療法においても、製品に

よっては原材料となるリンパ球の細胞処理、また、製剤の分注などの操作が必要である。 

日本骨髄バンクを介した非血縁者の造血幹細胞採取では、「移植に用いる造血幹細胞

の適切な提供の推進に関する法律（平成 24 年法律第 90 号）」および関連省令（省令第１３

８号および１３９号）に従う必要がある。血縁者間、自家移植にはこの法律は適応されないが、

日本輸血・細胞治療学会および日本造血細胞移植学会が共同で策定した「院内における

血液細胞処理のための指針」に準じて、各施設の設備を含めた環境（インフラ）と運用(手

順)を改良していくことが求められている。さらに、「再生医療を国民が迅速かつ安全に受け

られるようにするために施策の総合的な推進に関する法律（平成 25 年法律 13 号）」が施行

され、造血幹細胞移植のルーチン以外の細胞治療における細胞治療用製品に関しては、

Good Manufacture Practice (GMP)に代わる新たな基準として再生医療等製品の製造管理

及び品質管理の基準（Good Gene, Cellular, and Tissue-based Products Manufacturing 

Practice；GCTP）が適応されることとなっている。また、日本輸血・細胞治療学会および日本

造血細胞移植学会が共同で運営する「細胞治療認定管理師」制度において、細胞処理の

基本的操作やその背景にある基礎的な生物学の知識を習得しておくことは非常に重要で

ある。 

 

細胞ソース 適応 細胞処理種類 

骨髄 

血液型主不適合時(Major mismatch) 

例；患者 O 型、ドナーA 型 
単核球分離（赤血球除去） 

血液型主/副不適合時(Major/Minor mismatch) 

例：患者 A 型、ドナーB 型 
単核球分離＋血漿除去 

血液型副不適合時(Minor mismatch) 

例：患者 A 型、ドナーO 型 
血漿除去 

同種骨髄血保存（新型コロナウイルス感染症に

伴う特別対応） 
単核球分離（＋血漿除去）＋凍結 

自家骨髄移植 単核球分離＋凍結 

末梢血幹細胞 
血液型不適合時(Minor mismatch) 血漿除去 

自家末梢血幹細胞移植 凍結 

ド ナ ー リ ン パ

球輸注 
血液型副不適合時(Minor mismatch) 血漿除去 

臍帯血 
凍結保存 HES 法分離 3) による赤血球減量 

副作用等で DMSO を洗浄したい場合 アルブミンデキストラン希釈洗浄 4) 
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顆粒球輸注 血液型副不適合時(Minor mismatch) 血漿除去 

間葉系幹細胞

（MSC）療法 
投与 解凍・分注 

CAR-T 細 胞

療法 

原料リンパ球の採取 凍結 

製剤の調製 解凍・分注 

表 1 細胞療法における細胞処理 1)2) 

 

細胞処理後の目標 

造血幹細胞移植においては、少ない細胞数での移植は、生着不全や血球回復遅延の

危険性が大きい。そのため、安全な移植を担保する上で、有核細胞数・CD34+細胞数・

CFU-GM 数に関して、目標細胞数が掲げられている（表 2）。自施設の細胞回収率（処理後

/処理前細胞数）から処理後の大体の細胞数、さらには凍結解凍後の細胞数が予測できる

ようになれば理想的である。 

 

検体 骨髄移植 末梢血幹細胞移植 臍帯血移植(凍結時) 

有核細胞数 2×108/kg 4×108/kg 2×107/kg 

CD34+細胞数 2×106/kg 2～5×106/kg 1×105/kg 

CFU-GM 1.5〜2×105/kg 1.5〜2×105/kg4) 5×104/kg 

表 2 各種造血幹細胞移植に必要とする細胞数(理想的目標) 1) 2) 5) 

 

CAR-T 細胞療法においては、一部の製品で、製造に必要とする原料リンパ球数が規定

されている。患者状態や検査値によって、細胞採取効率を予測した上で、まずは適切な量

の細胞採取を行う（血液処理量設定の最適化）。その後、採取細胞数に応じて、規定の範

囲内になるよう細胞懸濁液を希釈・濃縮した上、無菌操作によって調製された細胞保存液と

混合して凍結作業を行う。 

 

環境 

細胞処理にあたっては、「第 5.1 章 細胞処理の基本」の項を参照されたい。 

 

GMP(GCTP)の基本概念 

造血幹細胞移植用や CAR-T 細胞療法に用いる細胞の調製においては、1.人為的な誤

りを最小限にする。2.汚染、品質低下の防止、3.品質保証システムの確立の 3 点を

GMP(GCTP)の基本概念として理解することが重要である。これを順守するためには省令や

指針に掲げてある多くの事項がある。この中で、特に重要と思われる事項を列記する。 

①複数の患者の細胞・検体を同じ場所で同時に扱わない。 

②取り違い防止のために確実にラベリングを行う。 
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③細胞調製や検査に使用する試薬・消耗品の有効期限を確認する。特に検査試薬は

忘れがちである。 

④細胞調製の方法についての基本的な清潔操作の教育を実施する。国内では報告

がないが、海外では移植用骨髄液、末梢血幹細胞移植細胞での細菌・真菌汚染率

は 0～1.3％6),7)である。例えば、汚染を最小限にするためにシリンジは１回の吸引、

吐出とするなど、基本操作を教育すること。 

⑤手順書と工程記録を作成する。 

⑥部外者の立ち入りを制限するとともに、作業者の安全管理に配慮する。 

⑦臨床検体専用の場所を決める。特に放射線やＵＶが照射される場所に置かないこと。

特にクリーンルームやパスボックスにＵＶ照明がある場合には注意が必要である（品

質低下の防止）。 

本テキストを参考に、自施設に即した安全でより品質のよい細胞操作を目指して、各施設

での手順を確立されたい。 

 

生細胞数の測定 

(1)細胞数の測定 

細胞数の測定は、造血細胞移植をはじめとした細胞療法において最も基本かつ重要

な検査である。細胞処理調製過程や機器の品質管理用や回収率を計算する際のデータ

としても使われる。一般に自動血球測定装置による方法と細胞を染色して鏡顕して算定

する方法がある。 

採取された骨髄液や末梢血、あるいは採取された細胞バッグ中の細胞総数測定には

測定者の誤差を最小限にするために自動血球分析装置（Sysmex, Siemens, Beckman 

Coulter 社製等）の使用が推奨される。その場合、定期的にコントロール血球にて測定値

が正しいか測定装置そのもののバリデーションを行っておくことが重要である。ただし、こ

うした機器は、本来、末梢血を測定するものであって、それ以外の検体は、本来適切な対

象検体でない。とりわけ骨髄血においては、幼若血小板、凝集塊、脂肪滴や赤芽球系細

胞を多く含むため 1)、細胞総数および分画ともに、表示された結果の解釈には注意が必

要である。その他の自動血球分析装置の一般的な特徴として、必要最低限のサンプル

量や至適細胞濃度が機種によって異なっている。特に、濃度が高すぎると白血球分画が

正しく算出できないため、適宜量を調製・希釈する必要がある。なお、生細胞と死細胞の

区別ができないことにも注意する。さらには、測定には、電気抵抗変化を利用しているも

のと、レーザー光散乱を原理としているものがあり、それぞれの器機の性能を十分理解し

て使用する。例えば、骨髄や臍帯血など有核赤血球を多く含むサンプルでは、それを鑑

別できる機種（レーザー光散乱）を使用することが望ましい。 

一方、細胞分離後クリーンルーム内で細胞数を測定したり、解凍後に生細胞率を測定

したりする場合には色素により白血球を染色し目視で算定する方法が用いられる。染色
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した細胞液を血球計算盤とカバーガラス上にできた高さ 0.1mm の部分に注いで顕微鏡

で数を数える。血球計算盤(Hemocytometer)にはビルケルチュルク(Burker-Turk)や改良

ノイバウエル(Improved Neubauer)が一般的に用いられる。ニュートンリングを作るように計

算盤にカバーガラスをスライドさせてかぶせると深さが 0.1mm になる。ディスポーザブル

計算盤や検査キットも市販されていて便利である。染色には、トリパンブルー（Trypan 

Blue）染色、チュルク氏液（Turk’s solution）染色が一般的に用いられ、安価であるが、特

殊な例ではエチジウム・ブロマイド/アクリジン・オレンジ（Acridine Orange/Ethidium 

Bromide）染色やアクリジン・オレンジ/PI（Propidium iodide）染色を用いることもある。トリパ

ンブルー法は、トリパンブルー色素が生細胞には取り込まれないが死細胞では取り込ま

れることを利用して、生細胞と死細胞を見分けるときに役立つ。生細胞は光って見えるが、

死細胞は青色に染まる。ただし赤血球にも取り込まれないため赤血球が多い検体では白

血球との判別がつかない場合がある。一方、チュルク法は骨髄液や末梢血など赤血球が

多くて白血球との見分けがつかない新鮮な検体の場合に用いる。チュルク液を入れると

赤血球が溶血するが、どの白血球も濃紺に染まって見えるので死細胞との区別はつかな

い。死細胞も含み、かつ赤血球も多い場合にはエチジウム・ブロマイド/アクリジン・オレン

ジ染色法やアクリジン・オレンジ/PI 染色が有用である。臍帯血解凍時の生細胞率測定の

際に用いられることが多いが、蛍光顕微鏡を必要とする。近年、公的臍帯血バンクではフ

ローサイトメトリーにて CD45 陽性細胞分画および CD34 陽性細胞分画の 7AAD 陰性細

胞率を計算する方法が用いられている。 

 

（２）適応 

総

有

核

細

胞

数 

自動血球分析装置 

総白血球数（または有核細胞数）を測定。機

種によっては分画も可能。方法は各機種の

マニュアルに準じる。 

骨髄、末梢血幹細胞採取時の患者/ドナー

末梢血、末梢血幹細胞採取時産物、臍帯血 

チュルク 総有核細胞数を測定。 

生

細

胞

数 

トリパンブルー染色法(TB) 

エチジウム・ブロマイド/アクリジ

ン・オレンジ染色法(EB/AO) 

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法

（CD45/7AAD・AO/PI 染色） 

生細胞率、生細胞数を測定 

凍結解凍臍帯血、解凍骨髄・解凍末梢血幹

細胞、解凍骨髄、解凍末梢血幹細胞 

表 3 細胞数測定とその対象 

 

（３）方法 

１）チュルク氏液染色とビルケルチュルク血球計算盤の使用手順 8) 
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①表 4 に従い、必要物品を準備する。 

品名 個数 

チュルク氏液（チュルク液）/0.3～0.5％トリパンブルー液 適量 

ビルケルチュルク血球計算盤またはディスポーザブル計算盤 1 枚 

カバーガラス 1 枚 

顕微鏡 1 台 

ピペッター（Ｐ20 またはＰ10）、ピペッター（Ｐ100 または P200） 各１ 

チップ（Yellow tip） 適量 

96 穴Ｕ字型プレート（マイクロチューブでも可） １ 

表 4 必要物品 

 

②検体（細胞浮遊液）をよく撹拌またはピペッティングする。 

③ビルケルチュルク血球計算盤にカバーガラスを計算盤にのせ、ニュートンリングを作

りながらスライドさせる。ニュートンリングができた状態では深さが 0.1mm となる。その

枠のクレンメを閉じると高さが 0.1mm になるセットもある。カバーセットにより、ニュート

ンリング形成が不要な計算盤もある。 

④96 穴-U 字型プレートの 1 穴に 0.4％（w/v）チュルク液をマイクロピペットで 90μL 採

り、良く撹拌した検体（細胞浮遊液）10μL を加えて良くピペッティングする（＝10 倍

希釈）。検体とチュルク液の希釈比は、チュルク液の添付の至適希釈倍率とすること

が望ましい。検体の希釈倍率は、事前に各自調整すること。自動血球分析装置等の

結果をもとに約 1,000/μL に調整すると、各視野が 100 程度となる。 

⑤チュルク液/細胞浮遊液混合液 10μL をピペッターで、血球計算盤の片方又は両方

の枠(チェンバー)に入れる。このときチップの先端をカバーガラスの端に注意深く触

れさせると、各チェンバーが毛細管現象により満たされる。チェンバーを満たす量は

多過ぎても少な過ぎてもいけない。 

⑥区画 A から四隅の 1 mm2 区画内の全細胞を数える（図 1A、B）。濃紺色に見える細

胞を数える（チュルク液では生・死細胞の区別はできない）。 

 

A.全体 B.各区画 
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図 1 血球計算盤 

Ａで示した大区画は一辺 1mm 面積１mm2 

同じ面積を右上、右下、左下と大区画４つを数える。 

 

図 2 チュルク染色の実際の顕微鏡写真 

注１） 各区画（図 1B）の境界の中央線に触れている細胞のうち、上側と左側にあるも

のは数え、下側と右側にあるものは数えない。 

注２） 塊を形成している細胞が 10％を超える場合、チュルク/細胞浮遊液混合液だけ

でなく元の細胞浮遊液も十分にピペッティングを行ない、細胞が拡散していることを

確認し全ての手順をやり直す。各 4 大区画内が、100 個程度が理想の希釈である。

多い場合には適切な希釈係数に調節し直す。また精度を保つため新しいサンプル

を用いて計数の手順を繰り返す。 

 

⑦細胞密度と総細胞数を計算する。各区画（図 1B）のカバーガラスとの間にできた空

間の容積は 10-4 cm3（＝0.1 mm3）になる。1 cm3 は 1 mL に相当するため、1 mL 当た

りの細胞密度と総細胞数は以下の式で算出する。 

1 mL 当たりの細胞数＝1 区画の平均細胞数×希釈係数×104 

例）4 区画の合計が 200 個（1 区画の平均細胞数＝50）の場合、 

200÷4×10（希釈倍数）×104＝5×106/mL 

総細胞数＝1 mL 当たりの細胞数×検体細胞浮遊液の元の容量 

例） 5.0×106 (/mL)×120 mL（元の容量）＝6.0×108 細胞 

 

2）チュルク氏液染色とビルケルチュルク血球計算盤の使用手順 8) 

①表 2 に従い、必要物品を準備する。 

②検体（細胞浮遊液）をよく撹拌またはピペッティングする。 

③ビルケルチュルク血球計算盤にカバーガラスを計算盤にのせて、セットする。 

④96 穴-U 字型プレートの 1 穴にトリパンブルー液をマイクロピペットで 10μL 採り、良

く撹拌した検体（細胞浮遊液）10μL を加えて良くピペッティングする（＝2 倍希釈）。

検体とトリパンブルーの希釈比は、トリパンブルーの添付文書の至適希釈倍率とする
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ことが望ましい。検体の希釈倍率は、事前に各自調整すること。自動血球分析装置

等の結果をもとに約 1,000/μL に調整すると、各視野が 100 程度とすることが推奨さ

れる。 

⑤トリパンブルー液/細胞浮遊液混合液 10～20μL をピペッターで、血球計算盤の片

方又は両方の枠(チェンバー)に入れる。このときチップの先端をカバーガラスの端に

注意深く触れさせ、各チェンバーが毛細管現象により満たされる。チェンバーを満た

す量は多過ぎても少な過ぎてもいけない。 

⑥区画Ａから四隅の 1 mm2 区画内の全細胞を数える（図 1）。死細胞は青色に染色。

生細胞は光って見える。生細胞と死細胞は別々に数える。注意点は、チュルク液染

色の項参照のこと。 

⑦細胞密度と総細胞数を以下の式で算出する（前項参照）。 

1mL 当たりの細胞数＝1 区画の平均細胞数×希釈係数×104 

⑧生存率の計算 

生細胞率（％）＝生細胞の総数÷総細胞数×100 

例）1 区画における生細胞の平均数が 80、死細胞数の平均が 20 の場合 

生細胞率（％）＝80（生細胞）÷（80＋20）（生細胞+死細胞）×100＝80％ 

 
図 3 トリパンブルー染色の実際の顕微鏡写真 

 

3）エチジウム・ブロマイド/アクリジン・オレンジ染色法 9) 

(赤血球が多い検体でかつ解凍検査のための生細胞率測定法) 

①グローブを着用し、試薬の準備をする。 

・原液（100 倍）：1mL の 95％エタノール溶液に Ethidium Bromide 50mg と Acridine 

Orange 15mg を溶解し、49mL の蒸留水を加え、よく混合する。1mL ずつ分取し

－20℃で凍結保存しておく。 

・染色液(1 倍)： 1mL の原液(100 倍)を PBS で 100 倍希釈する。よく混合し、4℃

で保管する。使用期限は 1 ヶ月間である。 

注)エチジウム・ブロマイドとアクリジン・オレンジは発ガン性物質である。グロ

ーブを着用して使用し、試薬の取り扱い及び廃棄には十分注意する。 

②機器の準備：蛍光顕微鏡のランプを点け、血球計算盤、及びカバーガラスも準備し

ておく。 
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③サンプル(細胞懸濁液)を PBS で適宜希釈する。白血球数が約１×103cells/μL が理

想。測定サンプル 25μL に対して、１×染色液 25μL を混合する(等量混合)。 

④血球計算盤へ混合液を注入し、蛍光顕微鏡で測定する。 

⑤蛍光顕微鏡は、はじめに可視光で 100～400 倍にて細胞を観察し、計算盤の各区画

がはっきり分かるように、調節する。 

⑥可視光を点灯したまま、蛍光のスイッチを入れ、細胞を観察する。生細胞はミドリ色

(アクリジン・オレンジ)、死細胞はオレンジ色(エチジウム・ブロマイド)として観察される。 

⑦ミドリ色とオレンジ色を区別してカウントし、記入用紙に記録する。図 1Ａの区画Ａから

四隅の 1mm2 区画内の全細胞を数える。 

⑧以下の計算は、トリパンブルー染色と同様である。 

 

図 4 エチジウム・ブロマイド/アクリジン・オレンジ染色の実際の顕微鏡写真 

生細胞はミドリ色(アクリジン・オレンジ)・ 

死細胞はオレンジ色(エチヂウム・ブロマイドが細胞内に入り核を染める) 

 

4）フローサイトメトリーによる生細胞率の算出方法 

CD34 陽性細胞数を測定するときに合わせて実施する。詳細は、「第 4.3 章 CD34 陽性

細胞数の測定」の項を参照されたい。例えば、CD45/7AAD 染色であれば、図 5 に示すよう

に、CD45 陽性細胞数(R3)分画の死細胞数(R7；水色)を除いた数を生細胞率とする。好中

球分画では死細胞(水色)が多いことがわかる。CD45 または CD34 陽性分画のうち、7AAD

陰性細胞比が生細胞率となる。 

 

図５ CD34 陽性細胞測定時のフローサイトメトリー図 
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資料 

移植サンプル検査工程記録（例） 
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第 5.3 章 骨髄液の処理 

 

赤血球除去 

はじめに 

同種骨髄移植において、レシピエントとドナーに ABO 主不適合(表１)がある場合、ドナ

ーの骨髄液に含まれる赤血球の A 抗原または B 抗原の何れかまたは両者にレシピエン

ト血漿中の抗体（抗 A, 抗 B 抗体）が結合し，重篤な即時型の血管内溶血を起こす可能

性がある。また、レシピエントにドナーの赤血球抗原に対する不規則抗体が存在する場

合、ドナーの骨髄液に含まれる赤血球抗原と反応し、血管外溶血を起こす場合がある。

あるいは、レシピエントが RhD 陰性で抗 D を保有し、ドナーが RhD 陽性の場合、ドナー

の骨髄液に含まれる RhD 陽性赤血球がレシピエントの抗 D と反応し、血管外溶血を起こ

すことが考えられる。同様に、レシピエントが Rh D 陰性で抗 D を保有していない場合に

おいても、骨髄液に含まれる RhD 陽性の赤血球によって感作され、抗 D 抗体が産生され

る可能性は否定できない。これらの組み合わせの不適合同種骨髄移植を行う場合、ドナ

ーの骨髄液から赤血球を除くことが必要となる。 

骨髄液から赤血球を除去する方法には、大別して機器を用いる方法 1)～3)と手作業を含

む用手法の 2 つがある。しかし、近年は遠心型血液成分分離装置（以下，血液成分分離

装置）が中心で行われている。本邦で赤血球除去に用いられている代表的な血液成分

分離装置には、閉鎖回路で汎用性がある Spectra OptiaTM（TERUMO BCT 社）(図 1A)と

COM.TECTM（FRESENIUS KABI 社）（図１B）の 2 機種がある。また、赤血球の混入が少な

い Ficoll 液を用いたコンパクトな自動細胞分離装置の SEPAXTM（cytiva 社）などもある 4）。

一方、用手法には Ficoll 液を用いた比重遠心法 5）と赤血球沈降促進剤の hydroxyl ethyl 

starch（HES）6）を添加し赤血球除去する方法がある。我々はドナー骨髄液中の不適合赤

血球を Ficoll 液を用いた用手法で除去し、移植後生着が得られキメリズムを経て完全キメ

ラ（ドナー型）となることを確認している 7）～9）。しかし、現在はほとんどの施設が血液成分分

離装置を用いて、骨髄液から赤血球除去を実施している。血液成分分離装置を用いる場

合は、必ず付属している「骨髄液処理手順書」を参照し、実施することが必須である。また、

細胞処理においては「作業工程記録書」「結果報告書」に記載することが重要である。 

 

     ドナー レシピエント 

ABO 主不適合 

A O 

B O 

AB O 

AB A 

AB B 
 

     ドナー レシピエント 

ABO 主・副不

適合 

A B 

B A 
 

 

表 1 

赤血球除去が必要な ABO 不適合の組み合わせ 
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（A）Spectra OptiaTM （B）COM.TECTM 

図 1 赤血球除去に用いられる血液成分分離装置 

 

血液成分分離装置を用いた赤血球除去 

安全に自動化された無菌閉鎖回路にて赤血球、白血球および血漿に分離し、白血球

成分の単核細胞層を濃縮採取する代表的な血液成分分離装置 2 機種(Spectra Optia TM、

COM.TECTM)を紹介する。血液成分分離装置は、専用の血液回路を装着して使用する

装置である。コンピューター制御されたポンプ、バルブ、センサー及び遠心分離器により

血液成分分離工程が進み、血液成分等が専用の血液回路の中を流れ処理される。なお、

いずれの機種においても、まず、ディスポーザブル･セット等に破損、孔などの不具合など

がないことを、所定の手順で確認することが重要である。 

 

（1）Spectra OptiaTM (Terumo BCT 社) 

1）骨髄液の BMP バッグへの移し替え（図２） 

採取された骨髄液を、骨髄液処理（BMP）セットの BMP バッグに移す。ACD-A

液を採取骨髄液総量に対し約 10：1 の割合で加える。バッグ内赤血球量が 125mL

未満の場合は、適切な血球分離のため、赤血球を骨髄液に追加する必要がある。 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 骨髄液濃縮専用（BMP）のセットアップ 
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2）IDL セットと BMP セットの接続（図３） 

機台に IDL セットを取り付ける。遠心分離器へのチャネル取り付け時は、適切な

向きできちんとロックされているかを確認する。その後、骨髄液を導入した BMP セ

ットを接続する。その際、IDL セットの採血ラインにエアが入らないよう注意する。 

 

 

 

 

 

図３ IDL，BMP セット取り付けと処理の開始 

＜BMP バッグ接続画面＞ 

システムの指示に従って１枚の BMP バッグを IDL セットの採血および返血ラインに接続する。 

 

3）骨髄液の処理 

処理前に骨髄液の総量（骨髄液＋希釈液＋ACD）とヘマトクリット値の２項目を

Spectra OptiaTM に入力するため、測定の必要がある。インターフェースの形成は

自動で行われる(図 4)。形成後は、採取プリファレンス(図 5)を変更して採取成分を

調整することができる。採取プリファレンスとは、バフィーコート（血小板と白血球の

層）から血球を採取する深さを微調整するためのものである。採取プリファレンスを

上げることで採取物には血漿（血小板）が多く混入し薄い赤色となり、下げることで

赤血球がより多く混入し濃い赤色となる。システムが採取ポートに血球を検出する

と、自動的に採取バルブが採取位置に移動する。手順中は、適宜 BMP バッグ内

の成分を静かに混和する。最終の分離細胞採取量は骨髄液の約 1/10 になる。 

 

 

 

 

 

ロック確認 

エア混入に注意 
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図４ 遠心槽内のインターフェース 10) 図５ 採取プリファレンス 

 

4）処理の完了 

処理目標が達成されると、処理終了画面が表示される。セットの取り外し後、実

施した手順の要約が画面に表示される。手順データは終了後も最大 100 件まで

システムに蓄積される。処理終了後、ディスポーザブルを取り外して廃棄し、残液

バッグは濃縮後の細胞数が出るまで、廃棄せず保存する。 

 

5）保守・点検 10)  

使用者による保守・点検は、クリーニング等の日常保守及びメーカーによる定

期点検は必ず実施すること。詳細については取扱説明書の該当部分を参照する

こと。 

しばらく使用しなかった機器を再使用するときには、使用前に必ず機器が正常

にかつ安全に作動することを確認すること。必要であればメーカーによる点検を実

施すること。 

業者による保守・点検は、使用者と業者間に保守契約等個別契約がある場合、

その契約内容に基づき実施すること。 

 

（2）COM.TECTM（FRESENIUS KABI 社） 

1）骨髄液の BMSC ツインバッグセット、分離チャンバー部、専用回路 P1Y 

無菌的に採取された骨髄液をツインバッグの片方に移す（図 6）。血液回路の

分離チャンバー（図 7）を専用のチャンバー固定部にセットし、この部分を回転させ

ることにより G フォースを作り出し骨髄液を各成分毎に分離する。本体には専用回

路キット P1Y を使用する（図 7）。 

赤血球 血漿 
採取ライン 

赤血球多い 

血小板多い 
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図 6 BMSC ツインバッグ 図 7 シングル分離チャンバー 図 8 専用回路 P1Y セット 

 

2）本体へのセット取り付け・骨髄液の処理開始（図 9） 

本体に BMSC ツインバッグを上下フックに吊るし、P1Y セットおよび分離チャン

バーを取り付ける。プライミング後、骨髄液を回路内で連続的に循環させる。骨髄

液全量を約 4～5 回処理する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 本体へ各セット取付け・処理開始 

 

3）遠心チャンバー内成分分離（図 10） 

分離チャンバー内に骨髄液が流入すると遠心力で回路の外側に比重の重い

成分の赤血球層が形成され、回路の内側には血漿成分が形成して、バフィーコ

ート層以外の成分はそれぞれのポートより流出する。 

赤血球層と血漿層の中間に単核細胞層いわゆるバフィーコートが形成され蓄

積される。光学的センサーにて随時モニターしており、バフィーコートが流失する

のを防ぐ。 
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図 10 分離の原理 11） 

 

4）骨髄液の処理（下記１～３の分離プロセスを実施する） 

＜1. セパレーション Phase＞ 

骨髄液がチャンバー内に流入し、バフィーコートを形成し、血漿・赤血球成

分は返血バッグに戻る。 

＜2. スピルオーバーPhase＞ 

蓄積したバフィーコートを回収するため、血漿層が戻る。 

＜３. コレクション Phase＞ 

Stop Phase ボタンを押し蓄積したバフィーコートを回収バッグに回収する。 

最終量は、約 40～60ｍL となる。 

 

5）処理の完了 

処理終了後、操作マニュアルに従いディスポーザブルを外し廃棄する。残液バ

ッグは濃縮後の細胞数が出るまで、廃棄せず保存する。 

 

6）保守・点検 12)  

本体及び部品は必ず定期点検を行うこと。少なくとも 1 年に 1 回または 100 時 

間ごとに（いずれか早いほう）指定のサービススタッフによる検査を推奨する。 

回路図、スペア部品リスト、解説、調整説明書、その他の書類が必要な際には販

売業者に請求すること。また、それらの資料は適切な資格をもった専門スタッフの

参考資料としてのみ使用すること。尚、保守作業については販売業者へ連絡する

こと。 

しばらく使用しなかった本体を再使用するときには、使用前に必ず本体が正常か

つ安全に作動することを確認すること。 本品を 6 ヶ月以上使用していない場合は、

内蔵電池の充電を行うこと。標準的な充電時間は、商用電源に接続し、電源を投

入した状態で 10 時間程度必要とする。故障した際は販売業者に連絡すること。 

 

遠心力 

赤血球

Buffy coat 層 

血漿層 

赤血球 

発光部 

血漿（ポンプへ） 

血液（全血） 

単核細胞層 
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（3）安全対策 12)13) 

2021 年 7 月の骨髄バンクの安全情報より、「骨髄液濃縮処理後に細胞回収率が

低いことが判明し、残液バッグの再処理により追加輸注を行った事例について」の事

例報告があった。原因は不明であった。今後の対策としては、濃縮後の細胞数が出

るまで、残液バッグを廃棄せず保存することが重要である。 

2021 年 12 月には、骨髄バンクの安全情報より、「骨髄濃縮時の回路破損に骨髄

液漏出」の事例報告があった。原因は、機器への回路の取り付け不具合により、濃

縮処理開始後、回路の一部に一定の圧がかかり、回路が破損・漏出したと考えられ

ている。このような対策としては、回路取り付け時のチェックリストを作成することが必

須であり、担当者で共有し注意喚起することが重要である。 
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血漿除去 

はじめに 

骨髄液からの血漿除去は、主として骨髄液中に含まれる抗体を除去する目的で行わ

れる。前項で、同種骨髄移植において、レシピエントとドナーに ABO 主不適合（メジャー

ミスマッチ）がある場合に、ドナーの骨髄液から赤血球を除くことが必要となることを述べ

た。これに対して、血漿除去の主な対象となるのは、レシピエントとドナーに ABO 副不適

合（マイナーミスマッチ）（表 1）の場合である。また、ドナーが不規則抗体を有していて、

患者がその抗体に反応する抗原を持つ場合や、ABO 血液型同型の場合でも、骨髄の輸

注時に中等度以上のアレルギー反応などの有害事象が出現し血漿成分を除きたいとき

や、患者の心機能低下などにより容量負荷を避けたい場合などに輸注量を減らす目的で

行われることもある。 

     ドナー レシピエント 

ABO 副不適合 

O A 

O B 

O AB 

A AB 

B AB 

表 1 血漿除去が必要となる ABO 副不適合の組み合わせ 

 

方法 

骨髄液を遠心分離することにより細胞成分と上清を分離して上清(血漿)を除去する。そ

の方法として、血液バッグに分取してバッグ用遠心機で遠心し用手法で上清を除去する

方法と、閉鎖系自動細胞調製システムを使用して閉鎖回路で分離する方法があるが、本

稿では現在臨床現場で一般に広く実施されているバッグ遠心法について述べる。 

またバッグ遠心法では遠心分離の回数によって 1 回法と 2 回法とがあるが、遠心分離

を 1 回実施するごとに血漿量を 10％程度にまで減量することが可能とされ、通常の ABO 

副不適合の同種骨髄移植の際の血漿除去においては、1 回法でおこなわれている。 

 

（1）使用機器、機材 

①バッグ遠心機、ローター、バケット…血液バッグが遠心できるもの 

②無菌接合装置（Sterile Connection Device；SCD）、専用ウェハー 

③チューブシーラー 

④はかり 

⑤分離スタンド 

⑥ペアン鉗子、スライドクランプなどチューブを止めるもの 
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図 1 バッグ遠心機 

 

図 2 無菌チューブ接合機(SCD) 図 3 分離スタンド(plasma extractor) 

 

（2）必要物品 

①分離バッグ（容量に応じて 300mL 用、600mL 用、1,000mL 用など） 

②バッグ用連結管または輸血セット ③シリンジ 

④18G 注射針 

⑤生理食塩液 

⑥ACD-A 液（250mL）またはヘパリンナトリウム液 5,000 単位 1 本 

⑦消毒用のアルコール、アルコール綿など 

 

（3）方法 

1) 骨髄液の遠心バッグへの移し替え 

骨髄液は通常骨髄採取のセットに含まれる専用の採取バッグに入って届けられる

が、このバッグは容量からも耐久性からも遠心分離には適さないので、遠心可能な

バッグに移し替える必要がある。骨髄液量に応じて、例えば骨髄量が 1000mL 程度

であれば 600mL 用バッグふたつに移し替える。 

まず骨髄液のバッグと空の分離バッグを、SCD を用いて無菌的に接合する（図 4）。

SCD が使用できない場合は骨髄バッグのポートに空バッグをスパイクして接合しなけ

ればならないが、この際はクリーンベンチ内で無菌的に行う。 



造血幹細胞移植の細胞取扱いに関するテキスト（第 2版）＞第 5.3 章 骨髄液の処理 

第 5.3 章-11 

 

骨髄液のバッグからバッグへの移す際は、無理に圧力を加えると溶血の原因とな

り得るため、スタンドなどを用いて落差を利用した自然落下により行う。 

 

2) 遠心の準備 

血液バッグ専用のバケットに、骨髄液の入った分離バッグを入れる。このときバッ

グとバケットの間に緩衝材などを利用して可能な限り隙間を埋めるようにすると、遠心

中のバッグのガタつきが抑えられ細胞と上清の分離が良くなる。また、チューブがは

み出さないよう注意する。 

バケットをローターにセットする際は、対称となる位置のバケットの重量をしっかり

合わせてバランスをとってからローターにセットする（図 5）。 

 

  

図 4 SCD を用いたバッグの接合 図 5 遠心機に骨髄液の入った分離バッグをセット 

 

3) 遠心 

骨髄液の遠心条件については、根拠となる文献に乏しく各施設で慣例的に条件

を定めていることが多い。参考までに血液製剤の遠心条件を調べてみると、重遠心

条件で 4,600×g、6 分 1）、や 2,690×g、約 7 分 2）など条件に幅があり、これも確固た

るものとしては定まっていない。遠心条件については各施設で検証しながら条件設

定することが必要である。 

ちなみに筆者の施設ではそれぞれ 1,470×g、15 分で行なっている。温度は 20℃

（室温）で、ブレーキは減速の際の境界面の乱れを抑えるため off または最弱とする。 

 

4) 上清の除去 

遠心が終わったらバケットから境界面を乱さぬよう静かに骨髄液のバッグを取り出

し、分離スタンド(plasma extractor)にかける。境界面を乱さぬよう注意しながら空の分
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離バッグを SCD で繋ぎ、チューブをペアン鉗子等でクランプしてから圧力板のストッ

パーを外す。問題がなければクランプを少しずつ解除して、空の分離バッグに上清

をゆっくりと移していく（図 6）。ギリギリまで上清を除こうとするあまり細胞成分を流出

しないよう、ある程度血漿を残すところまでにとどめる。除去が終わったらチューブを

長めに残してチューブシーラーでシールして、除去した血漿の入ったバッグを切り離

す。バッグ内に残った骨髄濃縮液は塊がないようほぐしておく（図 7）。 

 

 

 

図 6 遠心後に分離スタンドにかけた骨髄液 図 7 血漿を除去した骨髄液 

 

5) 再浮遊 

遠心分離をしている間に、血漿を除去した後の骨髄濃縮液を再浮遊させるための

溶液として、抗凝固剤（ACD-A 液またはヘパリン Na）入りの生理食塩液を調製して

おく。 

筆者の施設では生理食塩液 200mL（100mL 2 本）にヘパリン 2,000 単位を加えた

ものを使用しているが、本テキスト旧版で示された 500mL の生理食塩液に ACD-A

液を 50mL 添加したものでももちろん可能である。 

以下筆者の施設（東京都立駒込病院）でのやり方を示す。 

生理食塩液 100mL 2 本のうち 1 本にヘパリン 2,000 単位を加えておく。SCD を用

いて、連結管または分離バッグのスパイクポートと、上清を除いた骨髄濃縮液のバッ

グのチューブを接合する。ヘパリン加生理食塩液のボトルにスパイクし、骨髄濃縮液

にヘパリン加生理食塩液を加える（図 8）。次にもう 1 本の生理食塩液に同様にスパ

イクし、生理食塩液を加える。 
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これらの手順により、施設間で差がありうることに注意されたい。 

 

バッグが複数ある場合は、SCD を用いてこの「ヘパリン加生理食塩液を加えた骨

髄液バッグ」と、未添加の骨髄濃縮液のバッグのチューブを接続し、「ヘパリン加生

理食塩液添加骨髄液」を未添加骨髄濃縮液の方へ移す。これを繰り返すことで、最

終的に骨髄液はひとつのバッグにまとめられることになるが、最終容量が 600mL 以

上になる場合はより大きな 1,000mL バッグにまとめる(図 9)。 

 

 

 

 

図 9 最後にひとつのバッグにまとめられた骨髄液 

図 8 ヘパリン加生理食塩液で再

浮遊する 
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凍結 

はじめに 

2020 年に流行した新型コロナウイルス感染の拡大及び防止の観点から、特に同種骨

髄移植ドナーから採取した骨髄を凍結する需要が高まったことを受け、骨髄液の凍結方

法をまとめたものである。前項の骨髄液の処理（プロセシング）の赤血球除去で示したよう

に同種骨髄移植において、レシピエントとドナーが ABO 主不適合、レシピエントが RhD

陰性でドナーの RhD が陽性の場合やレシピエントにドナーの赤血球抗原に対する不規

則抗体を保有する場合など、これらの組み合わせは、ドナーの骨髄液から赤血球を除去

することが必須となる。また、近年ではほとんど実施されないが、自家骨髄移植を実施す

る場合には、予め採取した自家の骨髄液から赤血球を除去し、単核細胞に分離し凍結

する必要がある。一方、ドナーの状況や都合等で同種骨髄移植ドナーの骨髄液を凍結

保存する場合は、レシピエントとドナーの ABO、RhD 血液型などの適合・不適合に関わら

ず、凍結前に骨髄液から赤血球除去を行うことが重要である。レシピエントとドナーの血

液型が同型であっても、骨髄液中に赤血球の混入が多い状態で凍結し解凍すると、溶血

等によって移植後に臨床的影響を与える。骨髄液から赤血球を除去する方法には、機器

を用いる方法１）２）と手作業を含む用手法の 2 つがある。本邦で代表的な血液成分分離装

置には、Spectra OptiaTM（TERUMO BCT 社）と COM.TECTM（FRESENIUS KABI 社）の２

機種がある。また、比重液の Ficoll 液を用いるコンパクトな自動細胞分離装置 SEPAXTM

（cytiva 社）などがある２）。一方、用手法の分離操作は、熟練と労力を要すため基本的に

は推奨しない。 

次 に 赤 血 球 除 去 し た 骨 髄 液 の 凍 結 保 存 法 で あ る が 、 従 来 か ら DMSO

（Dimethylsulfoxide）を凍害保護液として終濃度 10％になるように混合し、プログラムフリ

ーザーを用いて緩速凍結を行い、最終的に-196℃の液体窒素内で保存する方法が一

般的である。しかし、5％DMSO、6％HES（Hydroxyethyl starch）、4％アルブミンを用いて

プログラムフリーザーを用いない-80℃の簡易凍結法で骨髄細胞を保存し，造血の再構

築が可能であると報告されている３)４)。また、我々も骨髄液の CD34 陽性細胞を濃縮し、同

様に 5％DMSO、6％HES、4％アルブミンを用い-80℃の簡易凍結法で、コロニー形成能

と表面抗原の経時的変化を検討し、骨髄再構成を報告している５)。5.4「末梢血幹細胞の

凍結保存」で示したように、末梢血幹細胞の凍結法も簡便さと経費の軽減から、近年はプ

ログラムフリーザーによる緩速凍結法にかわって簡易凍結法が広く用いられている。 

骨髄分離や凍結保存は、細胞調製に熟練した作業者または熟練した作業者の指導の

下に行うこと。細胞処理中に問題が発生した場合には、速やかに上長および移植担当医

と連携すること。また、これらの骨髄液の処理においては「作業工程記録書」「結果報告

書」に記載することが重要である。 
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（１）骨髄液の凍結法フローチャート 

＜赤血球除去処理＞ 

骨髄液中の赤血球を閉鎖回路の血液成分分離装置を用いて除去する 

（CD３４陽性細胞数は可能であれば参考として測定） 

 
＜赤血球残量、細胞数測定＞ 

赤血球除去後の骨髄液のヘマトクリット値（Ht％）を測定し、赤血球の残量を計算する※ 

有核細胞数を測定する（CD３４陽性細胞数は可能であれば参考程度として測定） 

※日本骨髄バンクの血液型主不適合の末梢血幹細胞移植時の赤血球除去の

量に準ずる（赤血球残量が多い場合には、移植担当医とも相談し、必要に

応じて再度赤血球除去を試みる）。 

 
＜凍結処理＞ 

赤血球除去された骨髄細胞を末梢血幹細胞の凍結方法に従い、簡易凍結法またはプログラム

フリーザーで凍結し、－80℃低温冷凍庫または-196℃の液体窒素タンクで保存する。 

1～2 本解凍検査用サンプルも凍結し、移植までに解凍して生細胞率等を確認しておく。 

 

（2）血液成分分離装置を用いた赤血球除去 

骨髄液を凍結する場合は、前述したように凍結操作前に赤血球除去を必ずおこなう必

要がある。 

無菌閉鎖回路にて赤血球、白血球および血漿に分離し、白血球成分の単核細胞層を

濃縮採取をおこなう（図１）。血液成分分離装置は Spectra OptiaTM と COM.TECTM などが

用いられている。 

処理後は骨髄液のヘマトクリット値を測定し赤血球の残量を計算する。また、有核細胞

数を測定する。CD34 陽性細胞は、可能であれば測定し参考程度とする。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

①骨髄液  
②血液成分分離

装置への前処理 
 ③赤血球除去中  

④除去した

骨髄液 
 

⑤有核細胞数測

定（CD34+細胞

数は参考程度） 

図 1 自動血液成分分離装置を用いた赤血球除去（Spectra OptiaTM） 

 

赤血球除去の処理方法は、骨髄液からの「赤血球除去」を参照し、自施設で使用して
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いる血液成分分離装置を用いて、単核細胞層を濃縮する取扱い説明書に従い実施する。 

代表的な血液成分分離装置（2 機種）を用いた赤血球除去の成績を表にまとめたので

下記に示す。 

近年、各移植施設で多く用いられている血液成分分離装置（Spectra Optia TM）による

骨髄処理後の赤血球の除去率は、平均 98.7％(97.4-99.6）を示し、赤血球残量は、平均

5.2ｍＬ(1.3-9.9）と低値を示している１）（表１）。また、CD34 陽性細胞の回収率は平均

97.7％(52.9-198.3）と高値を示している（表１）。一方、比重液のＦｉｃｏｌｌ液を用いるＳＥＰＡ

Ｘは 1.3±0.6（mean±SD）と、ほとんど赤血球は除去される２）。 

BM，bone marrow; RBCs，red blood cells; NCs，nucleated cells; #MNCs，mononuclear cells． 

表１ 血液成分分離装置による骨髄液の処理 1）2) 

 

（3）赤血球除去した骨髄液（骨髄細胞）の凍結 

前述したが骨髄液の凍結保存には、大きく分けて二つある。①終濃度 10％DMSO で

プログラムフリーザーを用いて液体窒素中で保存する緩速凍結法と②凍害保護液の終

濃度 5％DMSO、6%HES、4％アルブミンとして、-80℃以下の低温冷凍庫でそのまま凍結

保存するか、または一旦-80℃低温冷凍庫で凍結後、液体窒素内に移して保存する簡易

凍結法がある３)～５)。ここでは、本邦で汎用されている簡易凍結法を示す。骨髄液の具体

的な凍結法は、赤血球除去した骨髄細胞を「末梢血幹細胞の凍結保存」で示した末梢血

幹細胞の簡易凍結法に準じておこなう（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

①赤血球除去後

の骨髄細胞 
 

②市販の凍害保

護液（CP-1）と

25％アルブミンで

調製 

 
③凍結処理後の

骨髄細胞 
 

④骨髄細胞とサンプル

チューブを凍結保存 

図２ 赤血球除去後の骨髄細胞 簡易凍結保存 

 

 

  
Initial BM Final product Recovery（％） 

Volume (ml) RBCs (ml) RBCs (ml) RBC depletion(%) NCs CD34＋ceIls 

SEPAX 

(n=13) ２) 

1,083±264 

(650－1700） 

305.7±67.5 

(150.2-433.5） 

1.3±0.6 

(0.7-2.8) 

99.6±0.2 

(99.0-99.8） 

16.0±15.0# 

(8.0-28.8） 

49.1±22.8 

(12.6-90.0） 

Spectra Optia 

(n=28) １) 

1,373 

(703-1,792） 

432.4 

(208.8-647.1） 

5.2 

(1.3-9.9） 

98.7 

(97.4-99.6） 

61.6 

(29-100） 

97.7 

(52.9-198.3） 
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（4）機器管理・処理工程 

1）管理 

骨髄液の赤血球除去から凍結・解凍の工程は、「院内における血液細胞処理の

ための指針」６) に従った操作、管理が必要である。 

２）処理工程記録 

細胞処理工程に対する標準作業手順書（SOP）を整備し、それに従って実施す

る。記録においても細胞処理工程ごとに作業者が行うべき内容を明記し、使用した

試薬、凍害保護液などの Lot も記録する「作業工程記録書」を作成する。 
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第 5.4 章 末梢血幹細胞の処理と凍結保存 

 

はじめに 

末梢血幹細胞移植において同種移植の場合には、ドナーに granulocyte-colony 

stimulating factor（G-CSF）を投与し、血液成分分離装置を用いたアフェレーシスで末梢血

から幹細胞を採取する。自家末梢血幹細胞移植の場合は、２通りの方法がある。化学療法

後の造血回復期に G-CSF を投与する場合と、G-CSF を単独投与する場合である。前者で

は、抗がん剤投与後、骨髄抑制からの回復期に G-CSF を投与し、骨髄から末梢血中に末

梢血幹細胞を動員し採取する。後者は、同種末梢血幹細胞動員と同じである。動員不良例

及び動員不良が予想される例において、造血幹細胞の末梢血中への動員を促進する

CXCR4 ケモカイン受容体拮抗剤であるプレリキサホル（モゾビル®）が G-CSFと併用が可能

となった。同種・自家末梢血幹細胞移植共に患者に超大量化学療法を行った後に凍結保

存しておいた末梢血幹細胞を輸注し、造血機能再構築する方法である。末梢血幹細胞の

保存は、細胞液に凍害防止液を混合した後にプログラムフリーザーを用いて徐々に冷却し、

最終的に－196℃の液体窒素内に保管する方法が世界的に行われている。 

今回は、末梢血幹細胞の濃縮調製後の凍結に凍害保護液として、dimethylsulfoxide 

(DMSO)とhydroxyethyl starch (HES)の混合調製した液 1)であるCP-1（極東製薬）を用いて、

－8０℃以下のディープフリーザー（以下 DF）で凍結する方法 1)-3)を中心に解説する。この方

法は、比較的簡単に操作可能なため本邦では広く利用されている。 

 

必要資材の一例 

 名称 製造販売元 必要量 

① 25％（または 20％）アルブミン JB、ニチヤク、化血研 1 本 

② RPMI 1640（液状）11875-093 GIBCO BRL 1 本 

③ 細胞凍害保護液 CP-1（100mL 用） 極東製薬工業(株) 1 本 

④ ヘパリン（5mL）（ノボ・ヘパリン注 1000） 持田製薬(株) 1 本 

⑤ 50mL シリンジ テルモ(株) 4 本 

⑥ 5mL シリンジ テルモ(株) 1 本 

⑦ 三方活栓 カワスミ(株) 1 個 

⑧ フローズバッグ F-100 ニプロ(株) 2 枚 

⑨ サンプルチューブ ナルジェヌンク(株) 4 本 

⑩ 紙製キャニスター 特注品 2 枚 

⑪ CP-1 専用保冷容器 自家製造 1 コ 

⑫ ペアン 一般医療器具 2 本 

⑬ 綿棒（メンティップ） 日本綿棒(株) 適量 

⑭ 消毒用イソジン液 明治製菓(株) 適量 

⑮ シャーレ（サニーシャーレ SP） アズワン(株) 1 枚 
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⑯ 保冷剤 市販品 適量 

⑰ アルミキャニスター（AL-100：F-100 用） ニプロ(株) 2 枚 

⑱ 造血細胞処理保存工程記録 自家製 1 枚 

⑲ 穴あき 2 重ハッポー箱 自家製品 1 組 

⑳ オキソイドシグナル培地（細菌検査培地） 関東化学(株) 1 本 

 

使用備品の一例 

① バイオハザード対策用キャビネット（MHE-130AB3） サンヨー(株) 1 台 

② フリーザー付き薬用保冷庫（MPR-214F） サンヨー(株) 1 台 

③ 超低温フリーザー サンヨー(株) 1 台 

④ シリンジポンプ（SP-500） JMS(株) 1 台 

⑤ シェーカー（SHM-201） 旭テクノグラス(株) 1 台 

⑥ チューブシーラー（AC-157） テルモ(株) 1 台 

 

作業手順 

（1）調製準備 

①血液成分分離装置で末梢血幹細胞液（以下 PBSC）を採取したものを準備する。 

②ローラーペンチで PBSC バッグライン内の PBSC 液を十分バッグ内液と混合する。 

③ラインを約 20cm のところでシールする。 

④ラインを切り離し、処理前サンプルとして細胞検査担当者に引き渡す。 

 

（2）凍害防止液の準備 

①処理開始年月日時間、処理実施者名を造血細胞処理工程記録に記録する。 

②CP-1 のロット番号、有効期限を記録する。 

③25％アルブミンのロット番号、有効期限を記録する。（アルブミン製剤は、ロット管理

が必要で、20 年間記録の保管が義務付けされている） 

④CP-1 専用保冷容器に CP-1（ボトル）を入れ、25％アルブミンを 32mL ゆっくり混和し

ながら加える(図 2)。 

 

  

図 1 左から RPMI 1640、CP-1、25％アルブミン 図 2 
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⑤25％アルブミン注入量を記録する(図 3)。 

⑥CP-1＋アルブミン＝約 100 mL となる。CP-1 は、そのまま専用保冷容器で保管する。 

 

（3）PBSC バッグにフローズバッグを接続 

①フローズバッグのロット番号、有効期限を記録する。 

②フローズバッグ№1、№2 に患者（ドナー）ID、氏名、採取（処理）年月日、製剤名、診

療科名、製剤番号等を記載する（予め準備したラベルがある場合は、それを貼る）。 

③フローズバッグのプラスチック針を PBSC 液バッグのポートに差し込み、フローズバッ

グ側ラインはペアンで止める(図 4)。 

④三方活栓のロット番号、有効期限を記録する。 

⑤他方のラインポートに三方活栓を取り付け、50mL のシリンジを 2 本取り付ける。 

  

図 3 図 4 

 

（4）濃縮 PBSC 液の調製 

①2 本の 50mL シリンジで PBSC 液の内容量を計量し記録する（⒜とする）。(図 5) 

②再度 PBSC 液を PBSC バッグにもどす。 

③RPMI1640 のロット番号、有効期限を記録する。 

④RPMI1640 量⒝＝100－⒜を計算し、RPMI1640 ボトルより 50mL シリンジで分取する

(図 6)。 

  

図 5 図 6 
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⑤RPMI1640 採取量を記録する。 

⑥RPMI1640 50mL シリンジをフローズバッグ①の三方活栓に取り付ける。 

⑦ヘパリンのロット番号、有効期限を記録する。 

⑧ヘパリンを 5mL シリンジで 2mL(2000 単位)分取する(図 7)。 

⑨ヘパリンの分取量を記録する。 

⑩ヘパリンの 5mL シリンジをフローズバッグ①の三方活栓に取り付ける。 

⑪二つのローラークランプを開けヘパリンを 2mL(2000 単位)注入し、次に RPMI1640⒝

を注入する。RPMI1640 注入中にヘパリンシリンジを RPMI1640 で共洗いする(図 8)。

PBSC 液＋RPMI1640＋ヘパリン＝約 102mL となる。 

⑫上記⑪濃縮 PBSC 液を冷蔵庫内に静置する(図 9)。 

 

   

図 7 図 8 図 9 

 

（5）濃縮 PBSC 液にアルブミン加 CP-1 を添加 

①アルブミン加 CP-1 を 50mL シリンジに 2 本採取し、1 本は冷蔵庫で一時保管する。 

②アルブミン加 CP-1 入り 50mL シリンジを三方活栓に取り付けシリンジポンプにセット

する。 

③あらかじめ冷蔵庫内で冷却しておいた保冷剤で濃縮 PBSC 液バッグを包み、シェー

カーに乗せて振とうする。 

④300mL/hr のスピードで濃縮 PBSC 液バッグに注入する(図 10)。 

 図 10 



造血幹細胞移植の細胞取扱いに関するテキスト（第 2版） 

＞第 5.4 章 末梢血幹細胞の処理と凍結保存 

第 5.4 章-5 

 

⑤シリンジポンプ速度を記録する。 

⑥アルブミン加 CP-1 を最初の 50mL 注入後、残りのアルブミン加 CP-1 50mL を続け

て注入する。 

⑦アルブミン加 CP-1 注入量を記録する。 

 

（6）保管用・細菌検査用サンプルの分取 

①移植前の品質検査のための凍結保存用サンプル（滅菌チューブ）を 2 本準備する。 

②凍結用サンプルチューブには、所属、日付、ID、氏名、製剤番号を記載する。（予め

準備したラベルがある場合は、それを貼る） 

③移植後の遡及調査の処理施設保管用サンプル（滅菌チュ-ブ）1 本と細菌検査用（オ

キソイドシグナル）培地を 1 本準備する。 

④処理施設保管用サンプルチューブと細菌検査用培地には、所属、日付、ID、氏名、

製剤番号と製剤「処理施設用」と記載する。（予め準備したラベルがある場合は、そ

れを貼る） 

⑤三方活栓に附属の 5mL シリンジで凍結用サンプルおよび処理施設保管用サンプル

を 2mL 分取する。 

⑥凍結保管用サンプル各 0.5mL を 2 本のサンプルチューブに分取し、量を記録する

(図 11)。 

⑦処理施設保管用サンプル各 0.5mL を 1 本のサンプルチューブに分取し、量を記録

する。 

 図 11 

 

（7）CP-1 混合 PBSC 液をフローズバッグへ充填 

①三方活栓に接続している 50mL シリンジを利用し、アルブミン加 CP-1 を添加した濃

縮 PBSC バッグから CP-I 混合 PBSC 液を採取し、接続しているフローズバッグ№1

に 100mL 移す(図 12)。最後にエアーを抜き、チューブシーラーで 3 点シールを行い

切り離す(図 13)。 

②フローズバッグ№1 のラベルに内容量を記載する。 

③処理工程記録に内容量を記録する。 
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④直ちに保冷剤で包む。 

⑤アルブミン加 CP-1 を添加した濃縮 PBSC 液バッグの他方ポートにフローズバッグ

№2 を接続する(図 14)。 

 

   

図 12 図 13 図 14 

 

⑥フローズバッグ№2 に所属、日付、ID、氏名、製剤番号を記録する（予め準備したラ

ベルがある場合は、それを貼る）。 

⑦インジェクションポートに 50mL シリンジを接続する。 

⑧接続 50mL シリンジで残りの CP-I 混合 PBSC 液を計量してフローズバッグ№2 に注

入し、最後にエアーを抜き 3 点シールする。 

⑨フローズバッグ№2 に内容量を記載する。 

⑩内容量を処理工程記録に記録する。 

⑪フローズバッグ№1.№2 とサンプルチューブ 4 本を保冷剤で包み、搬送用の容器に

収納して細胞調製室の外へ搬出する(図 15、16)。 

⑫調製作業終了年月日時間を処理工程記録に記録する。 

 

  

図 15 図 16 
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（8）凍結作業 

①フローズバッグ№1.№2 をそれぞれビニールの袋に入れる。 

②アルミキャニスター（ニプロ）に収納し、蓋をテープにて固定する(図 17)。 

③－85℃の DF 内の発砲スチロール板に静置する(図 18)。 

④凍結および処理施設用サンプルチューブは穴あき 2 重発砲スチロール箱に収納し、

フタをテープで固定する(図 19)。 

⑤－85℃の DF に直接静置する(図 20)。 

 

  

図 17 図 18 

 

  

図 19 図 20 

 

⑥保管用紙製キャニスターに所属、日付、ID、氏名、製剤番号および内容量を記載す

る。 

⑦処理工程記録に凍結開始年月日時間を記録する。 

⑧フローズバッグと処理施設用サンプルチューブは、3 時間以上または一昼夜-85℃

の DF 内に静置する。 

⑨凍結が終了したら、－85℃の DF 内でフローズバッグ№1.№2 を金属製キャニスター

（ニプロ）より取り出し、ていねいに保管用紙製キャニスターに移し替える。 

⑩凍結保存用サンプルは、－85℃の DF 内で穴あき 2 重ハッポースチロール箱から取
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り出しフローズバッグ№1.№2 の入っている保管用紙製キャニスターに収納する。 

⑪保管用紙製キャニスター（フローズバッグ・サンプルチューブ含む）は、保管番号付

きラックの所定の場所に収納する。 

⑫「末梢血幹細胞保管管理台帳」に製造年月日、製剤番号、製剤名、ドナーID、ドナ

ー名等の必要事項を記録する。 

 

凍結による細胞傷害性 

細胞を凍結することは細胞治療において細胞の機能を維持し、長期保存するために広く

普及している。凍結速度や凍害保護物質の添加を守り凍結しなければ、解凍後に細胞機

能を維持することは難しい。急速冷凍を行うと細胞内氷晶が形成され、細胞内器官に傷害

を与え細胞壁を破棄してしまう（細胞内凍結）と緩慢冷凍では細胞内で氷晶が形成される前

に細胞外の水が凍結する（細胞外凍結）がある。細胞外の水が凍結することにより細胞膜内

側と外側に浸透圧の差が生じ、細胞内の水が細胞外へと移動し細胞が委縮してしまう。細

胞内の溶質濃度の上昇は細胞が生存し機能を維持するのに影響があり、細胞を傷害させ

る要因には氷晶の形成と溶質濃度が大きくかかわっている。最適な冷却速度にりそれぞれ

の影響を最小限にする必要があり、一般には 1～3℃（1℃）/min の冷却速度が多く用いられ

ている。これらの細胞傷害要因を少なくし細胞を守るため凍結保護物質が用いられる 4）。 

世界的に用いられているプログラムフリーザーは、液体窒素を使用して液体窒素の噴出

量と加温により凍結速度を制御し設定到達温度まで凍結できるようにプログラムされている。

プログラムフリーザーを使用するにあたり、一定の品質を確保するためも操作手順の作成や

凍結記録の保管は勿論、正しい温度が測定されているか、機器の不具合がないかをメーカ

ー点検や自主点検を定期的に実施することが品質を担保することとなる。 

 

定期的な凍結速度と品質の確認 

(1) 凍結速度の調節 

－85℃の DF を使用する簡易凍結法は、一律な環境であるため凍結速度は凍結容

器形状・材質・大きさ等に大きく左右される。一般的なプログラムフリーザーを用いた方

法と類似した凍結速度（1-3℃/分）に調節する必要がある 5)。フローズバッグとサンプ

ルチューブ内の末梢血幹細胞は、凍結保存容器と量の違いから－85℃DF に静置し

た場合、同一の速度で凍結は進まない。フローズバッグは遅く、サンプルチューブは早

い傾向となる。このような場合、フローズバッグを金属製キャニスターに収納して冷却速

度を早くする。また、DF の底に発泡スチロール板を敷き、その上にフローズバッグ入り

アルミニウム製キャニスターを静置すると、さらに凍結速度を細かくコントロールすること

が出来る。サンプルチューブは断熱材等で包装して冷却速度を遅くし、双方の凍結速

度を調節して同じ速度で凍結出来るように工夫する（図 21）。 
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(2) 解凍後の品質検査による適切な凍結速度の決定 

次に、前述の条件で凍結した場合、解凍後の品質が適切かどうかを予め検証する。

検査は、一般的に凍結前・解凍後の「有核細胞数」、「細胞生存率」、および「CD34 陽

性細胞数」があり、可能であれば「CFU-GM（コロニーアッセイ）」も検討すると良い。こ

れらのデータの記録も保管すること。このような検査結果から末梢血幹細胞が良い品

質で凍結される凍結速度を決定することを推奨する。 

 

図 21 -85℃の DF を用いた凍結バッグとサンプルチューブの凍結曲線の一例 

 

(3) 定期的な凍結速度と品質の確認 

適切な凍結速度（解凍後の品質も良好）が決定され末梢血幹細胞の凍結業務を行

う際、凍結速度が恒常的であるかを定期的に検証する必要がる。方法としては、ダミー

（前述の「CP-I 混合 PB 液」から細胞成分を除いたもの）をフローズバッグおよびサンプ

ルチューブに充填し温度センサーを取り付けて凍結作業を行い適切な凍結曲線が描

けるか確認（あらかじめ検討した条件の凍結曲線と比較）する。記録も保管する。 

毎回同じような凍結曲線が描ければ、末梢血幹細胞は良い品質で凍結され保管さ

れることとなる。また、解凍後の品質も良好と言えよう。一連の凍結について描いた凍

結曲線は、末梢血幹細胞の保存に関しての「品質保証書」となる。 

このように－85℃の DF を用いた簡易的な凍結方法でも比較的良好な成績が得ら

れている。（表 1） 

項目 凍結前 解凍後 回収率(％) 

保存期間（日） - 74 - 

生細胞率（％） 98.30 93.20 - 

有核細胞数（x1010） 1.40 1.16 85.40 

CD34 陽性細胞数（x106） 112.00 99.26 88.63 

CFU-GM（x106） 21.88 19.12 85.59 

表 1 凍結前・解凍後の回収率の一例（n＝47） 



造血幹細胞移植の細胞取扱いに関するテキスト（第 2版） 

＞第 5.4 章 末梢血幹細胞の処理と凍結保存 

第 5.4 章-10 

 

おわりに 

CP-1 と DF を用いた簡易凍結方法は、末梢血幹細胞処理のような日常業務では比較的

簡単に操作可能なため普及した。凍結保存期間は、移植時期が比較的近い場合は良い

が、長期にわたる場合は液体窒素内での保存が品質的にも安定する。 

院内製剤は、手順書を作成し、清潔な環境下で製造し、品質検査を行い、記録を保管す

ることが業務の質の向上、担保に繋がるものと考える。 

 

参考文献 

1) 岸野光司,小幡隆,菅野直子,他. アフェレーシス幹細胞の簡易凍結保存法における造血
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指定カリキュラム第 2 版.中外医学社.東京.2021;133-137. 

3) Makino S, Harada M, Akashi K, et al. A simplified method for cryopreservation of peripheral 

blood stem cells at -80℃ without rate-controlled freezing. Bone Marrow 

Transplant.1991;8:239-244. 
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（執筆者：五十嵐靖浩、岸野光司、査読者：奥山美樹） 
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第 5.5 章 骨髄・幹細胞・その他製剤の解凍 

 

はじめに 

細胞療法に用いられる製品の多くは、凍結状態で保管される。投与時に先だって行われ

る「解凍」の作業を、いかに管理された状態で行うかが重要である。解凍後の細胞生存率や

質は、解凍作業により大きく左右される。 

解凍時には、自然解凍あるいは加熱による解凍を問わず、細胞「外」の水分が細胞「内」

の水分より先に解け始めるため、細胞外の浸透圧が低下する。そのため、細胞外の水分が

細胞内へと流入し、細胞は膨張し傷害を受ける。また、解凍点付近で固相から液相に移る

際に時間がかかると、解凍⇔凍結の平衡状態が生じ、再氷晶形成が起こり、細胞傷害がお

こる。 

これらの傷害を回避するには 37～40℃程度に保った恒温槽で「急速に解凍する」ことが

必要である。さらに、細胞保存液中にジメチルスルホキシド（DMSO）や HES などの凍害防

止剤が含まれていると、細胞外浸透圧低下に伴う細胞内への水分流入が抑制できる。その

結果、細胞膨張による傷害や細胞凝集による回収率の低下が抑えられる。DMSO や HES

の体内への投与による副作用は軽微であることに加えて、解凍後の細胞が短時間 DMSO

などに暴露されても細胞傷害は無視できる範囲であるため、一般的に解凍後の洗浄操作は

不要である 1)。逆に、洗浄などを行うと、浸透圧性の細胞傷害や、死細胞から析出した粘着

性に富む DNA やフィブリンが細胞凝集塊を形成するため、無視できない量の細胞損失が

生じることが多い。 

また、解凍時に凍結バッグ（一次容器）の破損が見つかることがあるので、滅菌処理され

た外装バックの中にいれて解凍することが望ましい。なお、一般的に DMSO は室温で細胞

毒性があることが知られているので。解凍後はなるべく早く患者に投与する。そのため、解

凍作業を病棟やベッドサイドで行うことも有効である。必要に応じて、解凍後の品質検査（解

凍後のサンプルを用いて生細胞率など）の検査を行う。 

これらの背景をもとに、対象となる細胞種・製品に応じて解凍手順や運用を個別に設定

する必要がある。解凍は比較的シンプルな作業ではあるが、標準作業手順書や工程記録

を事前に定めて実施することが重要であり、その重要性は、FACT-JACIE 指針でも謳われ

ている（D5.1.7 凍結保存と解凍）。 

 

骨髄・末梢血幹細胞・リンパ球の解凍 

歴史的に最も古くから、そして件数も多くなされてきたのが、造血幹細胞移植あるいはド

ナーリンパ球輸注に関する解凍作業であろう。そこでまず、骨髄・末梢血幹細胞移植あるい

はドナーリンパ球輸注の際に行われる解凍作業について、具体的な手順を概説し、留意点

を列挙する。 
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【解凍手順の概要】 

1.恒温槽を洗浄後、安定した台の上に置き、水道水で満たし、37～40℃に設定する。

必要な物品は事前に用意しておく。 

2.解凍前に、細胞を輸注する患者担当医や病棟看護師と、輸注する患者氏名、患

者ＩＤ、輸注するバッグ（最終日と個数など）、輸注開始時刻などを、所定の用紙と

照合・確認する。この際、各施設の細胞払い出しの適合基準に合っていることを

確認すること。 

3.保冷庫（液体窒素、超低温保冷庫など）からバッグを確認して 1 つずつ取り出し、

ラベルを確認する。バーコードリーダーを用いた管理システムがある場合は、解凍

前に照合確認をすることが望ましい。 

4.解凍時に起こりうる有害事象（表 1）を再度確認した上で、凍結保存バッグを容器

（アルミキャニスター、紙容器など）から注意深く取り出し、清潔なバッグに入れて、

37～40℃の恒温槽で、完全にお湯につけて手でもみながら、1 回 1 バッグずつ固

形物がなくなるまで急速に解凍する。 

5.解凍後はなるべく早く患者に輸注する。 

6.臍帯血など特に容量が少ない場合は、容器内を清潔な生理食塩液で 1～2 回リン

スして、その液も輸注する。 

7.解凍後に輸注ラインあるいは保存容器から検体の一部を清潔操作で採取し、検

査用に提出することが望ましい。 

 

【解凍手順の留意点】 

1.解凍には、ヒーター機能を備えた「恒温槽」を用いる。加熱機能の無い水槽内にた

めたお湯ではすぐに湯温が下がってしまうので不適切である。また、ヒーターに内

蔵された温度計の校正を定期的に行う必要がある。校正が行われていない場合

は大きな誤差が生じることがあり、別の温度計を用いて温度をモニタリングすること

が望ましい。 

2.解凍時に凍結バッグの破損（亀裂やピンホールからの液漏れ、バッグの膨張や破

裂）が見つかることがあるので、滅菌処理された外装バックの中にいれて液漏れな

どがないかを注意深く観察しながら解凍することが望ましい。液漏れを見つけたら、

すぐにそれ以上漏れて細胞損失をしないようにシーラーで穴をふさぐか、別のバ

ッグに清潔に内容物を移すなどを行う。その時の状況は逸脱として記録に記載す

る。破損されたバッグ内の細胞を患者に投与するかは、事前に逸脱手順として定

めておいた上で、最終的には、品質管理責任者と臨床側の担当医が相談して決

定する。 

3.処理・凍結・解凍などの途中に細胞が細菌や真菌で汚染される可能性があること

が報告されている。保冷庫やバッグの外側は無菌ではないことに注意する。 
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4.輸注の際に患者に有害事象が発生して、次バッグ以降の輸注時刻がずれることが

あるので、1 回 1 バッグずつ、進行状況を確認してから解凍を開始する。 

5.凍結保護剤である DMSO は室温では造血幹細胞に毒性があると考えられてきた

が、1 時間以内の曝露であれば問題はない 1),2)。しかし、解凍時にあまり温めすぎ

ないように注意し、解凍後はなるべく早く患者に投与する。 

6.DMSO の生体毒性（アレルギー反応、低血圧、発疹、呼吸困難、腹痛、嘔気、下

痢など）、凍結細胞中に混入した赤血球による腎機能障害、細胞小凝集塊による

低酸素血症、容量負荷に伴う高血圧や頭痛、不整脈など、輸注に関する合併症

も知られている。これについては、本テキストの別項目を参照されたい。 

 

解凍（前）後の品質評価 

解凍前の品質評価は、保存環境の確認と、製品の外観チェックが主になる。 

保存環境に関しては、液体窒素ないし冷凍庫において、その製品の保管中に大幅な温

度逸脱がなかったかを改めてレビューする。通常は、逸脱が発生したそのタイミングに、保

管されている製品に関する評価が行われているが、解凍前にも最終的に確認しておくこと

が望ましい。 

外観に関しては、大きなひび割れや破損がないかを確認する。ただし、細かいひび割れ

などのバッグ破損は、解凍して初めてわかることが多いため、ここでのチェックはスクリーニン

グの一つである。 

一方、解凍後の品質評価は、製品の外観チェックと、製品そのものの検査が主である。 

外観チェックは投与前と同様、バッグの破損がないか、そして解凍が問題なく行われてい

るか（凝固や凝血塊）、また、製品の色調が想定された範囲内にあるか、異物が混入してい

ないか目視で確認する。 

製品そのものの検査は、細胞数や生細胞割合の確認を行うことが多い。ただ、これは製

品や状況により必要時に行う検査であって任意であることと、解凍後は速やかに投与するこ

とが多いため、検査結果が後追い報告になることを理解しておく必要がある。 

 

テムセル®の解凍 

同種移植後の急性移植片対宿主病に対して用いられる間葉系幹細胞であるテムセル®

は、原料となる健常成人骨髄血を加工した上で、凍結して納品される。再生医療等製品とし

て取り扱いが厳密に定められており、製造元の Web サイトから閲覧可能である。 

体重から算出される投与量をあらかじめ把握した上で、希釈用の生理食塩液をシリンジ

内に用意し、恒温槽内で解凍したテムセルを速やかに希釈する必要がある。製造元提供の

マニュアルを元に、各施設の実情に合った形で標準手順書および記録書を作成し、実際の

作業を行う人員と、指図と記録を行う人員の二人体制で行うことが望ましい。 
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CAR-T 製品の解凍 

CAR-T 細胞製品の解凍・投与方法については、各製品の「適正使用ガイドライン」にそ

の詳細が記載されている。このガイドラインは、各メーカーがインターネット上で掲載し、簡

単に閲覧可能であるため、投与前に必ず詳細を確認されたい。一定の頻度で改訂されるた

め、改訂の連絡があれば、施設内の手順書に反映する必要がある。 

各製品で開発段階の SOP に準拠しており微妙な違いがある。主な着目点として、製品の

管理環境（液体窒素タンクを要するか、超低温冷凍庫でよいか？）、解凍場所とそこまでの

移動方法（病棟での施行が可能か？）、解凍方法（恒温槽あるいは室温か？）、解凍後の投

与時間や投与期限、投与速度、投与後バック内の生理食塩液を用いたリンスの有無、など

である。 

各施設においては、このような違いに注意して、施設ごとに保管・解凍・投与の SOP や記

録書を作成し、逸脱のないよう十分注意を払う。解凍中にトラブルが発生した場合には、た

だちに製薬会社のホットラインに相談して、対策の指示を仰ぐのがよい。また、解凍や投与

に関する時刻も詳細に記録を残しておくことが重要である。 

 

参考文献 

1) Rowley SD, et al. Effect of DMSO exposure without cryopreservation on hematopoietic 

progenitor cells. Bone Marrow Transplant. 1993;11:389-93. 

2) Branch DR, et al. Hematopoietic progenitor cells are resistant to dimethyl sulfoxide toxicity. 

Transfusion. 1994;34:887-90. 

 

（執筆者：奥山美樹、新井康之、査読者：岸野光司） 
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第 5.6 章 幹細胞輸注および合併症 

 

幹細胞輸注前の準備 

幹細胞輸注に際しては、患者に心電図モニター、パルスオキシメーターを装着して、救

急対応できる状況を整える。輸注の際に用いる静脈ルートと、輸血セットを確認する。一般

的に流通している輸血セットには白血球除去フィルターは搭載されていないが、幹細胞輸

注時には白血球除去フィルターは決して使用しないようにする。また幹細胞バッグと輸注す

る患者が一致しているかの照合確認を確実に実施する。 

輸注前投薬には、ステロイド（例. ヒドロコルチゾン[ソル・コーテフ®]100～200 mg）、抗ヒス

タミン薬（例．ヒドロキシジン塩酸塩[アタラックス P®]25 mg）を使用する。ABO 血液型主不適

合移植の際には、ハプトグロビン 4000 単位投与を行っても良いが、輸注される赤血球量は

少なく、溶血の程度は許容できるとして、ハプトグロビン投与を必須としては行わない施設も

多い。 

 

非凍結骨髄液の輸注 

ABO 血液型同型もしくは副不適合の場合には、交差適合主試験陰性を確認する（陽性

の場合には、赤血球除去処理を行ってから輸注する）。ABO 血液型同型で交差適合主試

験陰性であれば、処理を行わず骨髄バッグに、輸血セットを接続して、緩徐に点滴静注投

与を開始する。アレルギー反応や SpO2 低下が出現しないかどうかを注意深く確認しながら、

徐々に投与速度を上昇させる（例： 50mL/h で開始して、最大 150～200mL/h 程度で投与）。

骨髄液の総量は 1000mL 前後に達するため、輸注には 5 時間以上要することも少なくない。

後述のように骨髄輸注中には血圧上昇が高頻度に認められる。また、過去の化学療法や前

処置の影響で患者に心機能低下を伴うこともあり、骨髄液による循環系への容量負荷によ

って心不全が誘発されることがある。定期的に血圧や SpO2 を確認して、必要に応じて利尿

薬を投与する。また骨髄液には採取時に添加されたヘパリンが 10 単位/mL の濃度で含ま

れるので、1000mL の骨髄液ではヘパリン 10000 単位が含有される計算で、特に輸注速度

が速い場合には出血傾向の出現に注意が必要である。そのため未処理骨髄液を投与する

場合にはプロタミンによるヘパリンの中和を検討する。 

ABO 血液型主不適合がある場合には、患者が有する抗 A 抗体や抗 B 抗体が骨髄バッ

グに含まれるドナー赤血球と反応して溶血を起こすので、輸注前に骨髄血の赤血球除去処

理を行う（詳細は 5.3 章を参照）。また ABO 血液型主不適合に該当しなくても患者が不規

則抗体を有し、その不規則抗体にドナー赤血球が反応する場合には、同様に骨髄血から

赤血球除去を行う必要がある。一方で、ABO 血液型副不適合では骨髄バッグ中のドナー

血漿成分に含まれる抗 A 抗体や抗 B 抗体が患者赤血球を溶血させるため、骨髄血から血

漿除去を行う。 
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非凍結末梢血幹細胞の輸注 

通常、末梢血幹細胞バッグへの赤血球混入は少ないが、輸注赤血球量が 20ｍL 以上と

なる場合にはハプトグロビンの前投薬や赤血球除去を検討する。緩徐に投与を開始して、

アレルギー反応や SpO2 低下が出現しないかどうか注意深く観察を行う。副反応出現がな

ければ徐々に速度を上げて投与を行う（例：50mL/h で開始して、最大 150～200mL/h で投

与）。輸注終了後は、生理食塩水で点滴ルートを洗い、ルート内に残った細胞をできるだけ

投与する。輸注が 2 日間に及ぶ場合には、GVHD 予防の MTX 投与は幹細胞輸注日と重

ならないように投与日を移動する。 

 

凍結末梢血幹細胞あるいは凍結骨髄の輸注 

前投薬など幹細胞輸注前の準備が整ってから、輸注する凍結幹細胞バッグを確実に照

合確認の上で解凍作業を行う（詳細は 5.4 章を参照）。幹細胞解凍後は、凍害防止目的に

hydroxyethyl starch (HES) やアルブミンとともに添加されている dimethyl sulfoxide (DMSO)

による細胞傷害を最小限にするため、速やかに輸注を開始するべく、バッグを輸血セットに

接続して点滴静注投与を行う。最初は緩徐に投与を行い、アレルギー反応や SpO2 低下が

出現しないかどうか注意深く観察を行う。副反応がなければ徐々に速度を上げて投与を行

う。輸注終了後は、生理食塩水で点滴ルートを洗浄してルート内に残存する幹細胞をでき

るだけ投与する。 

 

臍帯血の輸注 

前投薬など幹細胞輸注前の準備が整ってから、輸注する臍帯血バッグを確実に照合確

認の上で解凍作業を開始する（詳細は 5.5 章を参照）。解凍した臍帯血バッグに添付のコネ

クタを慎重に装着してから、ロック付きシリンジを用いて臍帯血を出来るだけ多く抜き取る

（大小 2 つの内腔を併せて約 25mL; 図１）。次に 1mL シリンジでキメリズム用、生細胞数カ

ウント用に検体を採取する（例：合計 0.2mL）。続けて、別のシリンジで生理食塩水 20ｍL 程

度を吸い、空になった臍帯血パック内を洗い、内腔に残存した細胞を回収する。ベッドサイ

ドで直ちにシリンジに回収した臍帯血を 10mL/分程度の速度で約 2 分間かけて緩徐に静

脈注射して投与する。また臍帯血パック内を洗浄したシリンジも同様に緩徐に静注する。輸

注時には静脈ルートのできるだけ患者の体に近い位置から輸注し、輸注終了後に生理食

塩水を点滴するなどしてライン内に細胞が残らないようにする。 
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A B 

  

図１ 臍帯血回収の操作 

(A) 解凍済みの臍帯血バッグからコネクタを介してシリンジで臍帯血を回収する 

(B) 臍帯血回収および内腔洗浄後の臍帯血バッグ 

 

輸注関連有害事象 

造血幹細胞輸注の際に生じ得る輸注関連有害事象には、顔面紅潮や血圧上昇など軽

症のものから、アナフィラキシーなど極めて重篤なものまで多岐にわたる 1)。輸注関連事象

の正確な頻度やリスク要因について、日本輸血・細胞治療学会が中心となって大規模な前

方視的な調査を行い、その結果が報告された 2)。同種移植 835 例（末梢血幹細胞 280 例、

骨髄 332 例、臍帯血 223 例）、自家移植 290 例について解析され、全体として約半数の症

例で何らかの有害事象が報告された。Grade2 以上の有害事象については幹細胞ソースに

よって違いがあり、非凍結同種骨髄で 37.7%と最も頻度が多く、同種/自家末梢血幹細胞で

20.9%、同種臍帯血で 19.3%と報告されている（表１）。Grade 3 以上の有害事象は 117 例で

みとめられ、うち 3 例では生命に関わる有害事象（臍帯血移植におけるアナフィラキシー1

例、凍結同種末梢血幹細胞における低酸素および腎障害が 2 例）が報告された。 

末梢血幹細胞や同種臍帯血においては、幹細胞凍結保存の際に細胞凍害保護目的に

使用される DMSO に起因する輸注関連有害事象が少なくない。実際、本邦での研究にお

いて、凍結保存を経た末梢血幹細胞では、凍結保存を経ない（DMSO 使用のない）末梢血

幹細胞よりも有害事象が有意に多く、また投与された DMSO 用量が多いと Grade2 以上の

有害事象の頻度が増えることが報告された。 

DMSO による異臭（ニンニクや青のりの臭いと例えられることが多い）の訴えをしばしば経

験するほか、DMSO が誘発するヒスタミン放出による反応がみられる。その多くは、輸注時の

慎重な観察と投与速度を遅くするなどの対応によって対処可能であるが、DMSO はときに 
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 同種末梢血幹細胞 

（n = 280） 

同種骨髄 

（n = 332） 

同種臍帯血 

（n = 223） 
p value 

悪心・嘔吐 12.3% 7.9% 3.7% 0.002 

異臭 10.8% 0.6% 13.1% <0.001 

紅潮 4.7% 5.4% 0.9% 0.010 

体温上昇 5.1% 1.6% 0.9% 0.008 

アレルギー反応 6.6% 3.9% 1.8% 0.019 

低酸素血症 6.6% 3.4% 2.8% 0.863 

高血圧 19.9% 39.9% 17.9% <0.001 

不整脈 0.4% 1.8% 1.8% 0.192 

徐脈 1.8% 3.4% 4.5% 0.223 

ヘモグロビン尿 3.9% 1.8% 0.9% 0.079 

腎不全 1.0% 1.2% 0.9% 0.999 

肝不全 2.9% 2.4% 0.4% 0.101 

表１ 同種移植時にみられる輸注関連有害事象 

本邦で実施された幹細胞輸注時の有害事象の前方視的観察研究 2)から 

 

アナフィラキシーや不整脈を誘発することも知られており、DMSO を洗浄してから幹細胞を

輸注する試みもなされている 3)。現在、細胞凍害保護目的にひろく国内で使用されている

CP-1®（極東製薬工業株式会社）は、保存時の終濃度で DMSO 5%、HES 6%になるように使

用されるので、従来の 10％DMSO を用いた保存よりも輸注時の DMSO 投与量は少なくなる

計算である。近年、国内での行われた CP-1®の安全性について評価された研究では、末梢

血幹細胞について CP-1®を用いた保存と DMSO 単独を用いた保存を比較して、輸注関連

有害事象の頻度は同等と報告されている 4)。同報告では、輸注時に体内に投与される CP-

1®の総投与量の安全性についても評価されており、解析されたコホートにおいては CP-1®

投与量には幅があるものの 13～14mL/kg 投与された症例においても重篤な有害事象は認

められなかったことから、幹細胞の保存バッグ数が多い場合などに、輸注時の CP-1®投与

量が多くなること自体は通常は問題にならないと考えられる。しかし DMSO 輸注用量が多い

ことが有害事象の頻度増加と相関するとの報告や、DMSO が輸注後 48 時間体内に残存す

るという薬物動態の知見もあるので、CP-1®輸注量が多く見込まれる際には洗浄を行うことも

選択肢になる 4）。 

また DMSO に起因しない有害事象も重要である。新型コロナウイルス感染症流行以前に

は同種骨髄のほとんどは凍結を経ずに輸注されてきたが、この同種骨髄は他の幹細胞ソー

ス（DMSO を使用していることが多い）と比較して、Grade2 以上の輸注関連有害事象の頻度

が多いことが本邦から報告されている。特に同種骨髄では、輸注後の高血圧が多くみられ
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る。赤血球除去を行った骨髄では、行わなかった骨髄より高血圧の頻度が下がった（1.4% 

vs. 5.1%）と報告されており、血圧上昇には骨髄バッグ中に含まれる赤血球の関与が示唆さ

れる。また骨髄バッグに含まれる血漿成分に対するアレルギー反応も無視できないと考えら

れ、ABO 血液型副不適合で血漿を除去した場合には除去しない幹細胞輸注と比べてアレ

ルギー反応の頻度が少ない（1.3% vs. 5.6%）と報告されている 2)。 

輸注関連有害事象の頻度上昇に関わる因子として、女性レシピエント、リンパ系腫瘍（骨

髄系腫瘍と比較して）、輸血の副反応の既往があること、骨髄移植（臍帯血移植と比較して）、

輸注容量が 10mL/kg 以上であることが抽出された 2)。 

本邦の臍帯血輸注の有害事象に焦点を当てた報告 5)では、6512 例について担当医から

の有害事象報告に基づいて検討が行われた。128 例（2.0％）に輸注時の有害事象を認め、

内訳は高血圧が 35 件と最も多く、続いてアナフィラキシーを含むアレルギー反応が多く認

められた。Grade 4 以上の重篤な有害事象は 19 例（0.2%）に出現し、内訳は Grade 4 につ

いてはアナフィラキシー14 例、敗血症と血圧低下が各 1 例、Grade5 (死亡)の 3 例について

は、アナフィラキシー、心不全、敗血症が各 1 例であった。敗血症例については臍帯血の加

工中に保存されたサンプルの培養検査で起炎菌は検出されなかった。先の前向き試験の

結果と合わせても、臍帯血は他の移植ソースと比べて、全体として有害事象頻度は低い傾

向はあるものの、重篤な副作用が生じ得ることが確認された。 

以上から、輸注に際しては、輸注関連有害事象についてリスク因子の有無と幹細胞ソー

ス毎の有害事象の特徴に留意して、予め安全な輸注を計画するとともに、輸注時には患者

の症状やバイタルの変化を綿密に観察することが重要である。 
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第 6 章 システムによる血液細胞製剤の管理 

 

はじめに 

近年増加している各種細胞製剤、再生医療等製品の管理は、多くの施設において輸血

部門が担っている。これらの製剤は、通常の血液製剤と同様に輸血管理システムで管理し、

電子カルテで電子認証を行うことが可能であるが、その対象は、保険診療としての再生医療

等製品の他、再生医療等安全性確保法下の臨床研究や自由診療の細胞加工物、遺伝子

治療分野の製品まで多岐にわたるため、多様な製剤の特性に合わせて安全かつ適切に管

理する工夫が必要である。 

一口に細胞製剤・再生医療等製品といっても、血縁者間移植や自家移植に用いる造血

幹細胞は院内採血による製剤であり、骨髄バンクや臍帯血バンクからの造血幹細胞は院外

製剤に当たる。ドナーリンパ球輸注（DLI）で用いるリンパ球は、院内採血製剤・院外製剤の

双方があり得る。CAR-T 細胞製剤は、原料採取を院内で行うため、院内採血による製剤で

はあるが、製造工場に発送され、加工後に返送されるため、院外製剤としての側面も持ち合

わせる。これ以外にも血漿分画製剤と同様の取り扱いが可能な各種再生医療等製品が存

在する。 

本稿では、輸血部門の特性を生かした血液細胞製剤の管理についてまとめる。 

 

造血幹細胞移植における輸血部門システムの活用 

慶應義塾大学病院では、輸血部門システムの運用を 1996 年から開始しており、現在は

オーソ・クリニカル・ダイアグノスティックス株式会社の輸血管理システム BTD®を用いている。

総合的に様々な情報を管理していくためには、輸血部門システムと電子カルテの双方向通

信により重要な情報がしっかり共有されることが不可欠である。この輸血部門システムは、電

子カルテシステムと連携して、輸血関連検査や臨床検査データ（感染症や末梢血血算、凝

固データなど）といった「患者データ」と、血漿分画製剤を含む「血液製剤のデータ」を紐づ

けて管理する。バーコードを用いた入庫や患者照合、そのために必要なラベルや記録用紙

類の出力が可能である。さらに投与製剤の記録、副反応の記録をデータベース上に残し、

遡及調査などの際の検索にも利用できる。 

前述したように輸血部門システムは、細胞製剤の管理にも有用である。すなわち、院内で

採取した造血幹細胞や骨髄バンク・さい帯血バンクを介して外部より入手した移植用細胞

に新たにロット番号を発行して入庫し、バーコードやラベルを作成する。医師は、電子カル

テのオーダリングシステムから、輸血製剤と同じように細胞製剤のオーダーを入れる（図１）。

これにより、通常の血液製剤と同様のコンピューターによる管理が可能になる。慶應義塾大

学病院における造血幹細胞のシステム管理の流れを図２に示す。 
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図 1 電子カルテ輸血製剤オーダリングシステム 

 

 

図 2 幹細胞採取から投与までのデータ管理の流れ 

 

一方、京都大学病院では、2022 年の電子カルテシステム更新に合わせて、輸血部門シ

ステムとして、株式会社オネスト製の輸血管理システム RhoOBA を導入した。こちらも、標準

装備されている輸血管理および造血幹細胞管理の機能に加え、カスタマイズする形で各種

細胞製剤への対応を可能とした。電子カルテシステムと部門システムの双方向通信を行うこ
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とで、システム上ですべての行為が完結することを目指している。 

いずれの部門システムも、長所・短所を持ち合わせているため、病院の基盤システムとの

親和性、また従来用いられていたシステムからのデータ移管の可否、さらには、部門システ

ムに接続すべき各種検査機器の特性などを総合的に勘案し、最適なシステムの導入とカス

タマイズが重要である。 

 

再生医療等製品における輸血管理システムの活用 

CAR-T 細胞製剤を含む再生医療等製品の取り扱いは、2019 年に CAR-T 細胞製剤が

保険収載されて以降、飛躍的に増加した。CAR-T 細胞製剤は、自己の細胞を用いた細胞

製剤であり、基本的には自己血の管理を応用して輸血管理システムで扱うことが可能である

が、採取後外部機関に出荷し、加工されて自施設に戻ってくる工程において、Chain of 

Identity をいかに従来システムの中に組み込んでいくかが大きな課題となる（図 3）。 

 

図 3 Chain of Identity 

 

Chain of Identity とは、患者固有の情報により、患者を正しく識別して、各プロセスにおい

て患者の同一性を確認して、細胞を採取した患者に該当の細胞由来製品を正しく提供する

ために、細胞と情報を連結して管理する仕組みのことである（図 3）。各製剤に付与される固

有の患者識別番号を患者情報・製剤情報と紐づけて管理し、さらに採取、入庫、出庫、最

終製品入庫、製剤投与の各ステップにおいて、適切なラベルやフォーマットを発行しこれに

よる認証を行う。加えて診療科や製造企業と密に連携してスケジュールを正確に管理するこ

とも必要不可欠である。CAR-T 細胞製剤は、現在 CD19-CAR-T として B 細胞性リンパ腫

を対象としたキムリア®、イエスカルタ®、ブレヤンジ®、BCMA-CAR-T として多発性骨髄腫を

対象としたアベクマ®の４種類が国内において承認済であり、既に多くの施設で実施可能と
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なっている。BCMA-CAR-T としては、カービクティ®も間もなく使用可能となり、今後も CAR-

T 細胞製剤の種類はますます増加することが予想される。採取産物に求められる条件、出

荷方法、最終製品の形状や保管方法、投与方法などは製剤によりまちまちである。輸血部

門システムによる製剤管理はもちろんのこと、各製剤の SOP の管理システムも各医療機関

の運用に即した形で整えていく必要がある。 

自施設での凍結保存が必要な CAR-T 細胞製剤における採取から投与までの製剤管理

の詳細を図 4 に示した。 

 

図 4 CAR-T 細胞調製の原料細胞採取から投与までのデータ管理の詳細 

 

再生医療等製剤は、大きくは自己細胞由来製品と、同種細胞由来製品に分けることがで

きる。自己細胞由来製品としては、前出の CAR-T 細胞製剤のほかに、ジャック®（自己軟骨

由来細胞）やジェイス®（自己表皮由来細胞シート）、ステミラック®（自己骨髄由来間葉系幹

細胞）などがある。これらの製剤も、手術室で細胞を採取（入庫）→院外製造（材料払い出し）

→製品受け入れ（入庫）→投与（出庫）という流れで管理可能と考えられ、輸血部門システム

によりラベルを発行したうえで製造先に払い出し、製品を患者原料細胞に紐づけて入庫す

るシステムを今後構築することが必要と考えられる。 

テムセル®（ヒト（同種）骨髄由来間葉系幹細胞）・アロフィセル®（ヒト（同種）皮下脂肪組織

由来間葉系幹細胞）などの同種由来の再生医療等製品の場合は、患者特有のドナーが存

在しない。ゾルゲンスマ®（ウイルスベクター製品 オナセムノゲン・アベパルボベク）のような

遺伝子治療分野の再生医療等製品も同様である。このような製剤においては、血漿分画製

剤に類似の管理を行うことになる。この場合も最終的には患者に紐づけてラベル発行を行
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い、ベッドサイドで認証し投与を行う。 

その他、iPS 由来製剤など、現在臨床研究として患者に投与されている製剤も数多くある

が、これらについても、保険収載されている再生医療等製品と同様に部門システムに登録

の上、バーコードラベルを作成し、認証してから投与という一連の流れを構築している。 

 

まとめ 

細胞製剤および再生医療等製品を管理するために必要な要件として、次の７つがあげら

れる。①患者情報管理ができること ②製剤情報管理ができること ③患者と製剤の紐づけ

ができ、投与記録を 30 年以上保管できること。④患者細胞を原材料としてシステムに登録

できること ⑤院外での製品化の際に連結可能な匿名化が可能であること。⑥電子的に患

者と製剤の適合性がバーコード認証できること ⑦記録様式、ラベル類のフォーマット作成、

出力が可能であること、である。輸血部門システムを用いることで、これらをすべて網羅した

安全で適正な管理が可能となる。 

各医療機関における取り組みはもちろん重要であるが、国としてバイオビジランス

(biovigilance)の体制を整えることも必要である。バイオビジランスとは、血液製剤だけでなく、

細胞、組織、臓器を広く対象とした安全監視システムである。すなわち、輸血用血液製剤や

その関連製剤、細胞、組織、臓器の採取、および輸注・移植に関して発生した有害事象や

結果に関する情報を、網羅的に収集・解析し、報告することにより、輸血や細胞療法の安全

性向上を目指すものである 1）2)。 

本稿で触れてきた造血幹細胞移植に用いられる骨髄・末梢血幹細胞・臍帯血、CAR-T

細胞製剤、その他の再生医療等製品などは、このバイオビジランスの範疇になる。わが国で

は現在のところ造血幹細胞の採取・処理・保存・管理・輸注に伴う有害事象を収集・分析・報

告する包括的な監視体制はないが、日本骨髄バンクは、非血縁者間骨髄・末梢血幹細胞

の採取・処理にかかわるドナー安全情報データベースを日本骨髄バンクウェブサイト

（https://www.jmdp.or.jp/donor_safety/）に掲載し、またドナー候補に対する説明パンフレッ

ト 3)にもまとめて掲載している。臍帯血移植については、日本赤十字社が、骨髄バンク・さい

帯血バンクポータルサイト（https://www.bs.jrc.or.jp/bmdc/medicalpersonnel/index.html）に

て、即時型副反応およびドナー由来白血病などの関連有害事象を報告している。 

血縁同種造血幹細胞移植のドナー関連有害事象に関しては、日本造血・免疫細胞療法

学会がドナー保険と関連付けて収集・分析するようになっている。また日本輸血・細胞治療

学会細胞療法委員会では、造血幹細胞輸注時の有害事象の前方視的調査研究を実施し、

報告している 4)5)。 

CAR-T 細胞製剤やテムセル®については、日本造血・免疫細胞療法学会のデータセン

ターによるデータ解析が行われている。また、日本再生医療学会は、「再生医療等データ登

録システム（NRMD）」という臨床データ登録システムの構築に取り組んでおり、臨床研究か

ら市販後調査までシームレスに再生医療等製品の安全性と有効性を評価するリアルワール
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ドエビデンスを蓄積、提供している。 

造血器腫瘍分野に関わらず、分野横断的に増加してくる再生医療等製品を、いかに国と

して管理する体制を構築するかは今後の課題である。本稿では、細胞製剤及び再生医療

等製品の管理について、慶應義塾大学病院および京都大学病院の電子カルテシステム及

び輸血部門システムを用いた方法を紹介した。富士通や Bio-Rad など、その他の輸血部門

システムにおいても同様の運用が可能と考えるが、詳細は各システムベンダーにご相談い

ただきたい。 
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