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【背景】 

先天性溶血性貧血（congenital hemolytic anemia: CHA）は、赤血球の構成

要素である膜蛋白・酵素・ヘモグロビンなどの遺伝子変異により、生理的機能が

破綻することで赤血球の寿命が短縮する遺伝性疾患群である 1)。日本では、赤血

球膜異常症が CHA患者の約 70%を占めている 2), 3)。近年そのスクリーニング検

査としてフローサイトメトリーを用いた定量的赤血球浸透圧脆弱性試験（flow 

cytometric osmotic fragility: FCM-OF）と Eosin 5’-Maleimide（EMA）結合能

検査が有用と報告されている 4), 5)。FCM-OF は、赤血球浮遊液に途中で低張液

を加えて溶血させ、その前後の赤血球数をフローサイトメーター（ flow 

cytometer: FCM）で経時的にカウントする。残存する赤血球が少ないほど赤血

球膜の抵抗性が減弱していることを意味し、逆に残存する赤血球が多い場合に

は、赤血球膜の抵抗性が増加していることを意味する。EMA結合能検査は、主

に赤血球膜表面のBand3をEMAで染色し、その蛍光強度を FCMで検出する。

赤血球膜の細胞骨格蛋白の減少もしくは質的な変化によって、EMA結合能は低

下する。 

CHAはビリルビン脳症の原因となり得るため、早期診断と迅速な介入が重要

であるが 6)-8)、新生児期の診断は困難な場合が多い 9)-14)。臍帯血（umbilical cord 

blood: CB）は出生時に無侵襲に採取でき、これを用いた FCM-OF、EMA結合
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能検査は、新生児早期の溶血性疾患の鑑別に役立つ可能性があると考えた。しか

し、CB中赤血球は胎児型ヘモグロビンを多く含み、赤血球膜の組成や酵素活性

も成人赤血球と異なる 15)など性質の差があるため、検査基準値は異なると仮定

した。新生児期のヘモグロビン分画や赤血球酵素活性に関する報告はあるが 16), 

17)、これまでに CB を用いた FCM-OFおよび EMA 結合能検査の新生児基準値

に関する報告はない。 

 

【目的】 

CHA早期診断の可能性を模索するため、CB中赤血球のFCM-OFおよびEMA

結合能検査の値を測定して新生児基準値を作成し、成人末梢血（adult 

peripheral blood: AP）中赤血球の値と比較した。また、採血後の FCM-OF と

EMA結合能検査の値の経時的な変化を評価し、検査測定が検体採取後何日目ま

で可能かを検討した。さらに、出生時の新生児の健康状態が、検査の測定値に影

響を及ぼすかを評価した。 

 

【方法】 

1. 対象と解析方法 

帝王切開により出生した日本人新生児の CB と健康診断時に採取した健常成
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人の末梢静脈血を対象とした。CB については、出生体重 90% tile 以上の児を

large-for-gestational age（LGA）、出生体重 10〜90% tileの児を appropriate-

for-gestational age（AGA）、出生体重 10% tile未満の児を small-for gestational 

age（SGA）に分類し 18)、37週未満で出生した児を早産児と定義した。CBの基

準値作成にあたり、早産児および生後 1 か月の健診までに貧血や黄疸を認めた

児を除外した。また、mean corpuscular volume（MCV）80 fL未満の場合には

鉄欠乏性貧血の可能性があるため除外した。 

CB は手術室で帝王切開時に臍帯静脈より採取した。検体は CB、AP ともに

ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）管に採取し、速やかに 4℃で静置保

存した。検査直前に遠心して血漿と Buffy coat を除去し、その後、生理食塩水

1mLを用いて 3 回遠心洗浄して得られた赤血球沈査を検査に用いた。検体採取

日を day1 とし、day1、2、3、4、7、10、14 に FCM-OF と EMA 結合能検査

を施行した。FCM は FACSViaTM、解析ソフトは BD FACSViaTM Research 

Softwareを用いた。 

CB 中赤血球と AP 中赤血球の比較に加え、CB の中で性別（男 vs 女）、在

胎週数（正期産 vs 早産）、体格（AGA vs SGA）、仮死の有無、合併症の有無

により、2群間の比較を行った。また、測定値の経時的変化や、CB血液ガス分

析の FCM-OF、EMA結合能検査の測定値への影響について検討した。得られた
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データは統計ソフト JMPTMを用いて解析し、p<0.05を有意水準とした。 

本研究は、日本大学医学部倫理委員会による承認（令和 2 年 3 月 23 日承認、

承認番号: 283-0、284-0）を得ており、CBは事前に親から、APは本人から文書

による同意を得た。 

 

2. FCM-OF 

Wonら 4)の方法に準じて検査を行った。生理食塩水 500µLと赤血球沈査 5µL

を混合し、赤血球浮遊液を作成した。生理食塩水 1,200µL と作成した赤血球浮

遊液 10µLを混合したものをサンプルとした。time / forward-scatter（FSC）で

軸を取り、plot を作成した。測定開始から測定終了までは 5 分間とし、第 1 区

画（R1）を最初の 30秒、第 2区画（R2）を最後から 2番目の 30秒、第 3区画

（R3）を最後の 30秒とした。サンプルを FCMに取り付けて細胞数をカウント

し、R1 を過ぎた時点で蒸留水を 800µL 加えて、残りの 4 分 30 秒間測定した。

残存赤血球（residual red cells: %RRC）を以下の式で計算し、赤血球浸透圧抵

抗を算出した。 

%RRC=
(𝑅2+𝑅3)×1/2

𝑅1×1.2/2
×100 
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3. EMA 結合能検査 

King ら 5)の方法に準じて検査を行った。（染色サンプル）0.5mM/mL EMA 

25µLと赤血球沈査 5µLを混合し、暗所、室温（25℃）で 60分間振盪インキュ

ベーションした。スピンダウンして上清の EMA 試薬を除去し、0.5% bovine 

serum albumin（BSA）/ phosphate-buffered saline（PBS）500µLで 2回遠心

洗浄した。赤血球ペレットを 0.5% BSA/PBS 500µLで再懸濁し、赤血球懸濁液

とした。（未染色陰性コントロールサンプル）0.5% BSA/PBS 500µLと赤血球

沈査 5µLを混合した。 

両サンプルとも、この赤血球懸濁液 100µL を 0.5% BSA/PBS 900µL に加え

て 10倍希釈液を作成した。凝集塊を取り除き、未染色陰性コントロールサンプ

ル、染色サンプルの順に FCMで測定を行った。赤血球領域を選択し、その平均

fluorescein isothiocyanate（FITC）値×10-3 を EMA 結合能（mean channel 

fluorescence: MCF値）とした。 

 

【結果】 

CB 53名（正期産児 39名、早産児 14名）、AP 32名の検体について、FCM-

OFと EMA結合能検査を施行した。正期産の中で 1か月健診時までに貧血・黄

疸を認めた児 3 名を除外し、残りの 36 名を CB 群として基準値作成を行った。 
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1. FCM-OF、EMA 結合能検査：CB 中赤血球と AP中赤血球の比較 

CB 群 36 名と AP群 32 名の FCM-OF、EMA 結合能検査の測定値の比較を

図 1、2に示す。FCM-OFの測定値（%RRC）は、どの測定日においても CB群

が AP 群より有意に高値だった。EMA 結合能の測定値（MCF 値）は、day1、

2は AP群が有意に高値だったが、day10、14は CB群が有意に高値だった。 

また、早産児も含めて検討するため、CB群 36名に早産児 14名を加えた CB 

50 名に対して、FCM-OF、EMA 結合能検査の測定結果に影響を与えうる因子

を検討した。性別（男 vs 女）、在胎週数（正期産 vs早産）、体格（AGA vs SGA）、

仮死の有無、合併症の有無について比較を行ったが、いずれも有意差は認めなか

った。 

 

2. 検査結果の経時的変化、CB 血液ガス分析との相関に関する検討 

検査結果の経時的変化を図 3 に示す。FCM-OF について、CB 群と AP 群の

両者とも、day1から day4の測定値に有意差はなかったが、day7以降は有意に

低下を認めた。EMA 結合能について、CB 群では day1 から day3、AP 群では

day1から day7までの値に有意差を認めなかった。 

CB群について、出生時の CB血液ガス分析の pH、pCO2、pO2の値と FCM-

OF、EMA結合能の測定値について、明らかな相関関係は認めなかった。 
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【考察と結論】 

FCM-OFの測定値は、どの測定日においても CB 群が AP群より有意に高値

であり、CB中赤血球は AP中赤血球と比べて浸透圧抵抗が増大していた。原因

としては、CB中赤血球と AP中赤血球の形態学的な差 19)、網状赤血球や赤芽球

などの未熟な赤血球の比率や膜蛋白の違い 20), 21)、胎児型ヘモグロビンの割合の

差 22)などが推測される。一方、EMA結合能の測定値は、day1、2は AP群が有

意に高値だったが、day10、14 は CB 群が有意に高値であった。経時的な蛍光

強度の変化には、Band3 の数または構造変化 23), 24)、Band3 以外の膜蛋白に結

合する EMAの割合 25)の変化などが関与している可能性がある。 

検査測定値の経時的な変化については、FCM-OF は両群とも day4 までの値

に差を認めず、EMA結合能検査は CB群では day1から day3、AP群では day1

から day7の値に差を認めなかった。そのため両検査を同時施行する場合、測定

値が安定している検体採取後 3 日目までに行うことが望ましい。仮死、合併症

の有無によって FCM-OFおよび EMA結合能検査の測定結果には有意差を認め

ず、CB 血液ガス分析の pH、pCO2、pO2 の値と FCM-OF、EMA 結合能の間

にも相関は認められなかった。従って、出生時の新生児の状態は検査に影響を及

ぼさないと考えられた。 

本研究により、CBと APでは赤血球膜の浸透圧抵抗性や EMA結合能が異な
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ることを明らかにできた。そのため、新生児早期に CHA を診断するためには、

現在行われているように成人の基準値を用いるのではなく、CBのデータを基に

新生児の基準値を定める必要がある。本研究は、CBによる FCM-OF、EMA結

合能検査を用いた CHA早期診断のための基礎的なデータとなる。 
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図 1. CB 中赤血球と AP中赤血球の FCM-OFの測定値（%RRC）の比較 

 

どの測定日においても、浸透圧抵抗性は CB 中赤血球が AP中赤血球より高かった。 

AP, adult peripheral blood; CB, umbilical cord blood; FCM-OF, flow cytometric osmotic fragility; %RRC, residual red cells 
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図 2. CB 中赤血球と AP中赤血球の EMA 結合能検査の測定値（MCF値）の比較 

 

day1、2において、EMA結合能は CB中赤血球が AP中赤血球より低かった。 

AP, adult peripheral blood; CB, umbilical cord blood; EMA, eosin 5’-maleimide; MCF, mean channel fluorescence 
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* :p<0.05 
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図 3. FCM-OFと EMA 結合能検査の経時的変化 

 

FCM-OF について、CB 群では day1 と day7、10、14、day2 と day7、10、

14、day3と day7、10、14、day4と day7、10、14、day7と day10、14、day10

と day14 の間で有意差を認めた。AP 群では day1 と day7、10、14、day2 と

day4、7、10、14、day3 と day7、10、14、day4 と day7、10、14、day7 と

day10、14、day10と day14の間で有意差を認めた。つまり、%RRCは検体採

取日と比較すると、両群ともに 4日目までは有意差を認めなかった。 

EMA結合能について、CB群では day1と day4、7、10、14、day2と day4、

7、10、14、day3 と day7、10、14、day4 と day10、14、day7 と day14 の間

で有意差を認めた。AP 群では day2 と day10、day3 と day10、14、day4 と

day10、14の間で有意差を認めた。つまり、検体採取日と比較すると、MCF値

は CB群では 3日目まで、AP群では 7日目まで有意差を認めなかった。 

 

AP, adult peripheral blood; CB, umbilical cord blood; EMA, eosin 5’-

maleimide; FCM-OF, flow cytometric osmotic fragility; MCF, mean channel 

fluorescence 
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