
5．単核細胞浮遊液
Ficoll-Hypaque（Pharmacia社）またはBD Vacutainer CPT（BD社）でその能
書に従って全血より単核細胞を分取し、2×104細胞/μL濃度の単核細胞浮遊液
にします。

（注意）
トリパンブルー法、またはEthidium Bromide/Acridine Orange（EB/AO）法で
細胞の生存率（Viability）が90%以上であることを確認してください。EB/AO

法では死細胞のほか顆粒球や血小板も染色されますので注意してください。

〈妨害物質・妨害薬剤〉
1．血液細胞に影響を及ぼす薬剤などの妨害因子によって、正しい結果が得られ
ないことがあります。一例として、免疫抑制剤投与の移植患者検体で、陰性
細胞群と陽性細胞群との分離が悪い症例があることが知られています。

2．すでに溶血している検体の使用は避けてください。
3．検体によっては、検体中に含まれる芽球化細胞、溶血が不十分な赤血球、有
核赤血球によって測定を妨げられることがあります。溶血試薬は、有核赤血
球を十分に溶血できないため、有核赤血球が含まれる検体ではデブリが多く
なることがあります。

［用法・用量（操作方法）］
〈試薬の調製方法〉
2～8℃で保存している本製品を20～25℃に戻してそのまま使用します。

〈必要な器具・器材・試料等〉
1．EDTA入り採血管
2．リン酸生理食塩液（PBS）：
2-1．1%アジ化ナトリウムを含むリン酸緩衝液（Ca2＋、Mg2＋ free）：BD社

CellWASH［品番349524］等（細胞洗浄、細胞浮遊に使用）
2-2．蛋白含有リン酸緩衝液（単核細胞浮遊液を検体とする場合に使用）

2-1．に2%濃度（wt/vol）になるように、calf serumを加えたもの。
3．溶血試薬（全血法で使用）：

BD社FACS Lysing Solution［品番349202。20～25℃で保存。使用に際して、
20～25℃に戻した蒸留水（局方の蒸留水またはそれに相当するもの）で10倍
に希釈。ガラス容器に入れ20～25℃で保管。調製済溶液は20～25℃で1ヵ月
安定。］等

4．染色細胞固定試薬（1%パラホルムアルデヒドPBS溶液）：
BD社CellFIX［品番340181。20～25℃で保存。使用に際して、20～25℃に戻
した蒸留水（局方の蒸留水またはそれに相当するもの）で10倍に希釈。ガラ
ス容器に入れ20～25℃で保管。調製した溶液は1ヵ月安定。］等

5．Ficoll-Hypaque［Pharmacia社］またはBD Vacutainer CPT［BD社］（単核細胞
分取に使用）

6．シース液：
BD社 FACSFlow［品番342003］等

7．リファレンスビーズ：
CaliBRITE ビーズ［BD社：品番349502］等（FACSシリーズフローサイト
メーターの機器設定、精度管理に使用）

8．12×75mm ディスポーザブル試験管：
BD社 Falconポリスチレン製ディスポーザブル試験管［品番352052、352054、
352058］等

9．遠心器
10．Vortex ミキサー
11．アスピレーター
12．アイスバス（単核細胞浮遊液を検体とする場合に使用）
13．マイクロピペッターおよびチップ
14．精度管理用コントロール血球：
日々の精度管理として健常者の全血やコントロール血球（BD Multi-Check

［全般的な注意］
1．本製品は、体外診断用でありそれ以外の目的に使用しないでください。
2．診断は他の関連する検査結果や臨床症状等に基づいて総合的に判断してくだ
さい。

3．添付文書以外の使用方法については保証を致しません。
4．使用する機器の添付文書及び取扱い説明書をよく読んでから使用してくださ
い。

5．本製品には、保存剤としてアジ化ナトリウムが含まれていますので、誤って
目や口に入れたり、皮膚に付着した場合には水で十分に洗い落とす等の応急
処置を行い、必要があれば医師の手当て等を受けてください。

［形状・構造等（キットの構成）］

［使用目的］

［測定原理］
本製品は蛍光物質標識モノクローナル抗体であり、フローサイトメトリー法によ
り細胞表面の抗原の分析並びに細胞種を測定します。
本製品は、それぞれのリンパ球の表面抗原に特異的に結合します。抗体が反応し
た細胞（陽性細胞）では、抗体に標識された蛍光物質が、フローサイトメーター
の488nmアルゴンイオンレーザーで励起することにより、FITC標識抗体では緑色
（530nm）、PE標識抗体ではオレンジ色（585nm）の蛍光を発します。
それぞれの抗体と反応した陽性細胞数を前方散乱光と側方散乱光により測定した
リンパ球数で除し陽性率が求められます。

［操作上の注意］
〈測定試料の性質、採取法〉
1．全血の調製には抗凝固剤（EDTA）を使用してください。採血した血液は

20～25℃で保存して下さい。
2．固定した検体や、染色の前に冷蔵保存していた血液では、正確な結果が得ら
れないことがあります。正しい結果を得るためには、採血後6時間以内に染色
してください。

3．全血中の白血球許容濃度は、3.5×103～9.4×103細胞/μLです。許容濃度から
外れる検体については、0.1%アジ化ナトリウム入りPBSで希釈、あるいは細
胞を濃縮する等の調整を行ってください。

4．Ficoll-Hypaque等による比重遠心法によって、全血から分取した末梢血単核細胞
と分離しない全血とでは、各サブポピュレーションの相対的な濃度が等しくな
らない場合があります。その他、比重遠心法による限界を下記に示しました。

4-1．単核細胞分離液に長く放置しておくと、細胞の生存率が低下します。遠心
後5分以内に細胞を別の試験管に移しかえて下さい。

4-2．単核細胞が十分に採取できなかった場合、正確な測定結果になりません。
4-3．細胞の比重が変化する疾患（多量の未成熟顆粒球が出現する熱傷など）、あ

るいは分離操作が不適切であった場合は、完全に分離できないことがあり
ます。
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シリーズ構成製品 反応系に関与する成分
CD3/CD8
［Simultest CD3/CD8］

CD3/CD4
［Simultest CD3/CD4］

フルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）標識抗ヒトCD3マ
ウスモノクローナル抗体（CD3FITC）
フィコエリスリン（PE）標識抗ヒトCD8マウスモノクローナル抗体
（CD8PE）
フルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）標識抗ヒトCD3マ
ウスモノクローナル抗体（CD3FITC）
フィコエリスリン（PE）標識抗ヒトCD4マウスモノクローナル抗体
（CD4PE）

この添付文書をよく読んでから使用してください。

シリーズ構成製品 使用目的
CD3/CD8

CD3/CD4

全血又は単核細胞中のリンパ球細胞表面抗原の分析並びにT細胞
数及びT細胞サブセットの測定
全血又は単核細胞中のリンパ球細胞表面抗原の分析並びにT細胞
数及びT細胞サブセットの測定
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control［BD社：品番340911, 340912, 340913］）等の使用をお勧め致します。
15．アイソタイプコントロール：
サイマルテスト IgG1/IgG2a アイソタイプコントロール［BD社：品番340041］
等（非特異的反応の確認および陰性コントロールとして使用）

16．フローサイトメーター：488nmの青色レザーを搭載したもの（FACSシリーズ
フローサイトメーター等）

〈測定（操作）法〉
サンプリング、反応
1．全血法
1-1．測定する患者検体ごとに試験管2本を用意し、検体識別記号及び試薬名あ

るいはコントロールとラベルします。
1-2．20～25℃に戻した本試薬、アイソタイプコントロールを対応する試験管の

管底に20μLずつ加えます。
1-3．攪拌した全血100μLをそれぞれの試験管の底に分注し、穏やかに3秒間

Vortexします。
1-4．20～25℃、暗所で15～30分間インキュベートします。
1-5．希釈した溶血試薬 2mLを加え3秒間Vortexします。
（注意）
希釈した溶血試薬は、必ず20～25℃のものをご使用ください。冷却されて
いると溶血が充分にできないことがあります。

1-6．20～25℃、暗所で10～12分間インキュベートします。
（注意）
白血球が破壊される恐れがあるので、12分間以上インキュベーションしな
いでください。

1-7．300×gで5分間遠心し、ペレットを壊さないように約50μL残して上清を除
去します。

1-8．PBS 2mLを加え、3秒間Vortexし、200×gで5分間遠心します。ペレットを
壊さないように約50μL残して上清を除去します。

1-9．固定する場合は、1%パラホルムアルデヒドPBS溶液 0.5mLを添加し、直ち
に3秒間Vortexします。固定しない場合は、1%パラホルムアルデヒドPBS

溶液の代わりに、PBS 0.5mLを添加します。
1-10．試験管をカバーして測定まで冷暗所で保存します。固定した場合は24時間

以内に、固定しない場合はできるだけすぐに測定します。
（注意）
インキュベーションや遠心の時間、温度等上記の条件以外で行なった場合、
不正確な結果がでることがあります。

2．単核細胞浮遊液を用いる方法
2-1．測定する患者検体ごとに試験管2本を用意し、検体識別記号及び試薬名あ

るいはコントロールとラベルします。
2-2．20～25℃に戻した本試薬、アイソタイプコントロールを対応する試験管の

管底に20μLずつ加えます。
2-3．攪拌した単核細胞浮遊液 50μLをそれぞれの試験管の底に分注します。
2-4．遮光したアイスバス（2～8℃）で30～45分間インキュベーションします。
2-5．PBS 2mLを加え3秒間Vortexし、2～8℃、300×gで5分間遠心し、約50μL

残してペレットを吸引しないよう上清を除去します。
2-6．固定する場合は、1%パラホルムアルデヒドPBS溶液 0.5mLを添加し、直ち

に3秒間Vortexします。固定しない場合は、1%パラホルムアルデヒドPBS

溶液の代わりに、PBS 0.5mLを添加します。
2-7．試験管をカバーして測定まで冷暗所で保存します。固定した場合は24時間

以内に、固定しない場合はできるだけすぐに測定します。
（注意）
インキュベーションや遠心の時間、温度等上記の条件以外で行なった場合、
不正確な結果がでることがあります。

測定
1．フローサイトメーターを立ち上げます。（使用に際しての詳しい情報は機器の
添付資料を参照ください。）

2．CaliBRITE ビーズ等のリファレンスビーズで機器の状態をチェックし、適切
な測定条件になるよう機器を調整します。（CaliBRITE ビーズ等の使用の詳細
については添付能書等を参照ください。）

3．リンパ球ゲートの設定：
FSC（前方散乱光） vs SSC（側方散乱光）ドットプロットを表示し、適切なリ
ンパ球ゲート（単球、顆粒球、デブリ等のリンパ球以外の細胞のゲート内ヘ
の混入をできるだけ避け、かつできるだけサンプル中の全てのリンパ球が含
まれているゲート）を設定します（図1-Tube A参照）。ゲーティングコントロー
ル（サイマルテスト LeucoGATE［BD社：品番340040］）を用いると、より正
確なリンパ球ゲート設定を行うことができます。

4．陰性陽性領域マーカーの設定：
アイソタイプコントロールの入った試験管を測定し、3. で設定したリンパ球
ゲート内の細胞についてFL1（FITC側緑色蛍光強度、励起波長488nm、測定

波長530±15nm）vs FL2（PE側オレンジ色蛍光強度、励起波長488nm、測定
波長585±21nm）ドットプロットを表示し、陰性陽性領域を分けるマーカー
をFL1側とFL2側に設定します（図1- Tube B参照）。

5．染色サンプルの測定およびサブセットの割合の算出：
染色サンプルを測定し、3. で設定したリンパ球ゲート内の細胞についてFL1

vs FL2ドットプロットを表示し、4. で設定した両マーカーによって分けられ
る四分画領域（Quadrant、Q1-Q4）における各細胞数を計測し、全リンパ球
数に対する割合（%）を陽性率として算出します。（図1- Tube C参照）

表1 四分画領域（Q1-Q4）内の細胞ポピュレーション

［測定結果の判定法］
求めた陽性率を各施設で設定した健常値と比較します。

〈健常値範囲〉

上記のデータは、社内データであり、米国の血液学的に健常者と認められる18～
70才のデータを集計したものです。

〈判定上の注意〉
1．本製品による結果は、患者の性別や年齢あるいはサンプル調製方法によって
影響を受けることがあるため、独自に健常値範囲を設定してください。

2．人種によっても影響を受ける可能性があります。参考値範囲設定や実際の測
定の際には被験者の年齢、性別、健康状態や人種を考慮してください。

3．健康状態の異常が、常に細胞比率の異常として現われるわけではありません。
つまり、健康状態が異常であっても健常人と同じ比率となることもあります。

4．本製品は、白血病細胞のスクリーニングやタイピングには適しません。
5．測定結果を絶対数で算出する場合は、別個に白血球分画の測定と白血球数の
測定を行い、その結果より算出してください。

6．非特異染色をアイソタイプコントロールで染色したサンプルで確認してください。
7．CD4抗体はヘルパー/インデューサーT細胞と同様に単球にも反応します。
8．CD8抗体は、サプレッサー/細胞傷害性T細胞と同様にNK細胞の一つのサブ
セットにも反応します。

［性能］
〈相関〉

上記のデータは、既承認品との相関です。

図1 健常人検体を用いたドットプロット例、Tube A：リンパ球ゲートの設定、Tube B：陰
性陽性領域マーカーの設定、Tube C：染色サンプルの測定

Q3 FL1側陰性/FL2側陰性

Q2
FL1側陽性
/FL2側陽性

Q4
FL1側陽性/FL2側
陰性

Q1
FL1側陰性
/FL2側陽性

図2：四分画領域（Q1-Q4）内の細胞
蛍光染色状態

シリーズ構成試薬 Q1 Q2 Q3 Q4
CD3/CD8

CD3/CD4

CD3－CD8＋

NK細胞サブセット

CD3－CD4＋

単球

CD3＋CD8＋

サプレッサー/
細胞傷害性T細胞
CD3＋CD4＋

ヘルパー/
インデューサー
T細胞

CD3－CD8－

非染色リンパ球

CD3－CD4－

非染色リンパ球

CD3＋CD8－

T細胞

CD3＋CD4－

T細胞

サブセット N Mean 95% Range

ヘルパー/インデューサーT細胞（%）
サプレッサー/細胞傷害性T細胞（%）
T細胞（%）

75
75
75

41.0
26.1
70.3

27－60
16－42
55－89

パラメーター N 傾き 切片 R 範囲
CD3（%）（CD3/CD8）
CD8（%）（CD3/CD8）
CD3（%）（CD3/CD4）
CD4（%）（CD3/CD4）

0.97
1.03
1.01
1.00

53
53
53
53

2.59
1.30
－0.31
－0.25

0.98
0.99
0.98
1.00

50－85
13－78
52－84
4－60

TubeBTubeA
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G
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〈WBC測定許容細胞数〉
WBCが 3.5×103～ 9.4×103細胞/μLの範囲にある検体で直線性が確認されていま
す。

［使用上又は取扱い上の注意］
〈取扱い上（危険防止）の注意〉
1．試料（検体）は、HIV、HBV、HCV等の感染の恐れがあるものとして取扱っ
てください。検査にあたっては感染の危険性を避けるため使い捨て手袋を着
用し、また口によるピペッティングを行わないでください。

2．溶血試薬のFACS Lysing Solution（10%ホルムアルデヒド含有）は劇物です。
また、染色細胞固定試薬にもホルムアルデヒドが含まれています。ホルムア
ルデヒドは、有害でアレルギー性があり、また発癌の恐れがあるので、保存、
取り扱いには十分注意してください。

3．本製品にはアジ化ナトリウムが含まれています。本製品が誤って目や口に
入った場合は、水で十分に流す等の応急処置を行い。必要があれば医師の手
当等を受けてください。

〈使用上の注意〉
1．本製品は、遮光して2～8℃で保存します。凍結保存は避けてください。使用
時は20～25℃に戻してください。

2．使用期限を過ぎた試薬は使用しないでください。
3．試薬に沈殿物等が見られた場合は、試薬の変性や劣化が考えられますので使
用は避けてください。

4．本製品は、すでに至適濃度に調製されているので、使用の際は希釈しないで
ください。

〈廃棄上の注意〉
1．患者検体や器具・材料は、全て感染症を媒介する可能性のあるものとして取
り扱い、「感染性廃棄物処理マニュアル」等に従って廃棄してください。
（例）
オートクレーブ処理：121℃、20分以上
次亜塩素酸ナトリウム処理（有効塩素濃度 1,000ppm）、1時間以上

2．本製品には保存剤として0.1%アジ化ナトリウムを含有しています。アジ化ナト
リウムは酸性の状態で極めて毒性の強い化合物であるトリアゾ酸を生成しま
す。アジ化物は廃水管中に溜まると爆発の恐れがあるので、廃棄する際は流水
で十分に希釈してください。

3．溶血試薬のLysing Solutionには劇物の10%のホルムアルデヒドが含まれます。
以下の方法のいずれかにより廃棄してください。
①多量の水を加えて希薄な水溶液とした後、次亜塩素酸水溶液を加えて分解
させ廃棄する。

②水酸化ナトリウム水溶液等でアルカリ性とし、過酸化水素水を加えて分解
させ多量の水で希釈して処理する。

4．試薬及び器具等を廃棄する場合には、廃棄物の処理及び清掃に関する法律、
水質汚濁防止法等の規則に従って処理してください。

［貯蔵方法・有効期間］
〈貯蔵方法〉
2～8℃（遮光）

〈有効期間〉

［包装単位］
各50テスト
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