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体外診断用医薬品 2022年 5月作成（新様式第 1版）  

製品番号 6603858 製造販売承認番号 20300AMY00167000 

 

 

B細胞キット 

サイトスタット／コールタークローン 

B1-RD1 

 ご使用に際しては、本添付文書をよくお読みください。  

全般的な注意 
1． 本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． 診断はほか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． 添付文書等に記載した内容以外の方法で使用した場合には、保証し

ません。 
4． ご使用にあたっては、測定装置の取扱説明書をよく読んでから使用し

てください。 

形状・構造等（ｷｯﾄの構成） 
構成試薬名：モノクローナル抗体試薬 
成分：抗ヒト B細胞マウスモノクローナル抗体 B1（CD20） 
    （フィコエリスリン結合）  

使用目的 
全血中の B細胞の測定 

測定原理 

フローサイトメトリーによる蛍光抗体法 

操作上の注意 
1． 本品はフローサイトメトリー専用試薬であるので、蛍光顕微鏡には用

いないでください。 
2． 本品は全血検体用に調製されています。新鮮又は凍結保存した分離

単核球検体への使用は好ましくありません。 
3． 抗凝固剤としては、EDTA、ヘパリン等を用いることができますが、い

ずれの場合でも採血後は室温で保存し、6 時間以内に染色することを
お勧めします。特に白血病細胞等では、保存によって急激に陽性率
の低下を来す場合があるので注意してください。 

4． 静脈血検体の場合､細胞のバイアビリティ（生存率）は 90%以上が理
想的ですが、異常検体ではこれを下回ることがあります。 

5． 溶血不良となるおそれがあるため、検体を試験管に分注する際は試
験管の口や壁面に検体を付けないよう注意してください。付着した血
液は､綿棒等で取り除いてください。 

6． 病態と特定の白血球ポピュレーションの変動とは必ずしも一致しない
ため、測定結果は臨床及びほかの診断上データと共に使用します。 

7． 様々な分化段階の B 細胞タイプに関して、B 細胞腫瘍における抗原
発現の変化が報告されています。その１例は、慢性リンパ性白血病
（CLL）細胞で報告されている CD20 発現の減少です。この患者集団
における CD20 測定結果については慎重に解釈してください。測定結
果は、ほかの臨床及び診断データと共に使用してください。 

8． 有核赤血球、蛋白濃度が異常な場合、ヘモグロビン合成異常では、
赤血球の溶血が不完全となる場合があります。この場合、溶血してい
ない赤血球をリンパ球としてカウントするために陽性率が実際よりも低
くなるおそれがあるので注意してください。 

9． 溶血時間が長すぎると白血球も影響を受けることがあります。 
10． サンプルの前処理をイムノプレップで行う場合は、遠心洗浄の操作は

不要です。サンプル自動調製システム TQ-Prep（又は Multi-Q-Prep）
を用いることにより、サンプル処理が短時間で簡単にできます。 

11． フローサイトメーターのレーザ光軸などの調整不良や不適切なゲート
設定により、誤った結果が得られる場合があります。 

12． B細胞に反応するモノクローナル抗体を用いて得られた B細胞数は、
細胞表面免疫グロブリン陽性細胞の数と異なる場合があります。全身
性エリテマトーデスなど、血漿中の IgG 量が高い場合に、細胞表面免
疫グロブリン陽性細胞数が異常な高値を示すことがあります。 

13． 検体によっては、B1-RD1 が B 細胞以外のリンパ球の一部に弱い反
応を示すことがあります。この場合は、対照で設定したカーソル位置を
移動し、蛍光強度の高い細胞群のみを CD20陽性とします。 

14．測定結果の解釈を行う場合には、測定条件及び供血者の年令、性別、
喫煙習慣等の影響も考慮してください。 

用法・用量（操作方法） 
【試薬の調製】 

モノクローナル抗体試薬はそのまま用います（１テスト当たり 10 μL）。 

【そのほか必要な試薬】 

1． TQ-Prep（又は Multi-Q-Prep）を用いてサンプルの処理を行う場合 

イムノプレップ（専用試薬；別売） 
製品番号 7546999  容量 300テスト 

2． コントロール試薬（アイソタイプコントロール抗体）（別売） 

サイトスタット／コールタークローンMsIgG2a-RD1（B1-RD1用） 
製品番号 6604119  容量 50テスト（0.5 mL） 

【検体の採取と白血球数の調整】 

検体には EDTA、ヘパリン等の抗凝固剤を用いて採血した末梢血を用いま
す。試験管 1本につき 100 μＬの血液を用いるため、テスト及び対照と検体
希釈のための自家血漿採取用として、1 検体につき 1～2 mL の血液が必
要となります。 

染色に最適な白血球数の範囲は 3～10×103 個/mm3であるため、白血球
数が 10×103 個/mm3を超える場合は検体を希釈します。逆に 3×103 個
/mm3 より少ない場合は遠心して再浮遊させます。Q-Prep/イムノプレップ
試薬システムを用いて赤血球を溶血する場合は、同一患者の血漿で検体
を希釈します。それ以外の溶血試薬を用いる場合にはPBSで希釈します。 

注）検体は採血後室温（20～25℃）で保存してください。採血後 6時間以内
に操作を開始することをお勧めします。 

白血球数の調整 

 a） 白血球数が多い検体の場合（＞10×103 個/mm3） 

白血球数 希釈倍数 
 10～ 20 ×103 ：  2倍 
 20～ 30 ×103 ：  3倍 
 30～ 40 ×103 ：  5倍 
 40～ 60 ×103 ：  6倍 
 60～100 ×103 ： 10倍 
100～200 ×103 ： 20倍 

 b） 白血球数が少ない検体の場合（＜3×103 個/mm3） 

バフィーコート法 

1） 検体を 25℃で 500×g、5分間遠心します。 
2） 白血球の層をパスツールピペットで採取します。この際、全ての白血

球を確実に回収するため赤血球及び血漿も一部回収します。 
3） 数回ピペッティングして、十分に懸濁させます。 
4） ヘマトロジーアナライザーや血球計算板を用いて細胞濃度を測定しま

す。 
5） 細胞濃度を 10×103 個/mm3に調製します。１テスト当たり 100 μL を

用い、以下の操作手順に従って処理します。 

【操作方法】 

1． イムノプレップを用いる場合（Q-Prep法） 
（1） モノクローナル抗体反応用と対照用に 12 mmφ×75 mm の試験管

を用意します。 
（2） それぞれの試験管に全血 100 μLを分注します。管壁に付着した血液

は綿棒等で拭き取ります。 

重要：試験管の上部に血液が付着した場合、最終的にサンプルに未
溶血の赤血球が混入して結果が不正確になります。付着した血液は
綿棒で拭き取ります。 

（3） モノクローナル抗体試薬 10 μL を反応用の試験管に加えます。対照
用の試験管にはコントロール試薬（サイトスタット/コールタークローン
MsIgG1-RD1/MsIgG2a-FITC、別売）を 10 μL加えます。 

（4） よく攪拌した後、室温で 10～12分間反応させます。 
（5） 試験管を TQ-Prep（又はMulti-Q-Prep）で溶血・固定処理します。 
（6） 25～35 分室温放置した後フローサイトメーターを用いてリンパ球領域

の蛍光陽性率を測定します。 
（7） 調製したサンプルは、室温で 2 時間まで保存できます。2 時間を超え

るときは、2～8℃で遮光保存します。調製後 24 時間以内に測定して
ください。 

2． コールター全血ライジングキットを用いる場合（コールター全血法） 
（1） モノクローナル抗体反応用と対照用に試験管を用意します。 
（2） それぞれの試験管に全血 100 μLを分注します。管壁に付着した血液

は綿棒等で拭き取ります。 
（3） モノクローナル抗体試薬 10 μL を反応用の試験管に加えます。対照

用の試験管にはコントロール試薬（サイトスタット/コールタークローン
MsIgG2a-RD1、別売）を 10 μL加えます。 

（4） よく攪拌し、室温で 45分間反応させます。 
（5） PBS を 2～3 mL 加えて攪拌し、400～450×g、5 分間遠心分離しま

す。 
（6） 上清を吸引除去します。 
（7） 溶血剤（キット中の「イムノライズ」を PBS で 25倍希釈）を 1 mL 加え

てよく攪拌し、30秒～2分間室温で放置します。 
（8） 溶血が完了（サンプルの透明度が増す）したら、直ちにキット添付の

「フィクサティブ」を 250 μL加え、攪拌します。 
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（9） PBS を 2 mL加え、再度攪拌します。 
（10） 400～450×g、5分間遠心分離します。 
（11） 上清を吸引除去します。 
（12） 9）～11）の操作を繰り返します。 
（13） PBS を 500 μL加え、よく攪拌します。 
（14） 以上の処理を行った後、フローサイトメーターを用いてリンパ球領域

の蛍光陽性率を測定します。検体はアイスバス中で遮光保存し、速
やかに測定を行います。 

測定結果の判定法 
1． 正しく調製し、適切にゲートをかけたフローサイトメーターを用いて細

胞を測定します。 
2． 明瞭な三分画（リンパ球、単球、顆粒球領域）が得られるようにスレッ

ショルドと散乱光のゲインを調整します。 
3． リンパ球領域に解析ゲートを設定し、RD1（PE）蛍光（Log スケール）

の 1パラメータ蛍光ヒストグラムを取得します。 

コントロール試薬を対照として設定されたカーソルの右側部分が、
CD20 陽性細胞となります。なお、検体によっては、B1-RD1 が B 細
胞以外のリンパ球の一部に弱い反応を示すことがあります。この場
合は、対照で設定したカーソル位置を移動し、蛍光強度の高い細胞
群のみを CD20陽性とします。 

図 1．ヒストグラム例（Q-Prep法、遠心洗浄なし） 

 

図 2．ヒストグラム例（コールター全血法） 

 

絶対数の計算 

CD20陽性細胞の絶対数は、Flow-Count（絶対数測定用試薬、別売）を併
用して簡便かつ高精度に測定できます。また、各サブセットの陽性率と血
球数算定の結果から次式により計算することもできます。 

絶対数（個/mm3）＝ 

総白血球数（個/mm3）×リンパ球%×陽性率%／104 

性能 
用法用量欄の操作法によりフローサイトメーターを用いて、感度・特異性、
再現性の各試験を行ったとき、下記の規格値に適合します。 

【特異性試験】 

陰性の cell line を用いて特異性の確認が行われた既承認のモノクローナ
ル抗体（コールタークローン B1-RD1 等）で陽性率を求めた検体を管理用
検体として使用したとき、以下の規格を満たします。 

被験モノクローナル抗体試薬を用いて陽性率既知の管理用検体を測定す
る時、その陽性率は既知陽性率の±10%以内です。 

【感度試験】 

被験モノクローナル抗体試薬を用いて特異性試験を行うとき、2 倍希釈ま
では特異性試験の規格を満たします。 

【再現性試験】 

同一検体を 3 回以上測定するとき、測定値の CV（変動係数）は 10%以下
です。 

使用上又は取扱い上の注意 
【取扱い上（危険防止）の注意】 

1． 本品には、保存剤としてアジ化ナトリウムが含まれています。誤って
目や口に入ったり、皮膚に付着したりした場合には水で十分に洗い
流すなどの応急処置を行い、必要であれば医師の手当てを受けてく
ださい。 

2．  検査にあたっては感染の危険を避けるため、使い捨て手袋やゴーグ
ルを着用し、また口によるピペッティングを行わないでください。 

3． 試料は HIV、HBV、HCV 等の感染のおそれがあるものとして取り
扱ってください。 

【使用上の注意】 

1． 有効期限を過ぎた試薬は使用しないでください。 
2． 試薬が微生物に汚染されないよう注意してください。 
3． 保管及びインキュベーション中に試薬を強い光にさらさないでください。 
4． 本品を凍結したり長時間光にさらしたりすることは避けてください。 
5． 全ての試薬は使用する前に室温（20～25℃）に戻してください。 
6． 試薬の外観に変化が見られたり、コントロール検体による測定値に大

きな変化があったりする場合は、試薬の劣化が考えられるので使用し
ないでください。 

【廃棄上の注意】 

1． 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定に従って処理してください。 

2． アジ化ナトリウムは鉛管、銅管と反応して爆発性の高い金属アジドを
生成することがあるので、廃棄の際は大量の水と共に洗い流してくだ
さい。 

3． 検体又は検体を含む溶液が飛散した場合、感染防止のために 0.1%
濃度以上の次亜塩素酸ナトリウム溶液等でふき取ってください。 

貯蔵方法、有効期間 
貯蔵方法： 冷暗所（2～8℃） 

有効期限： 18箇月 

（使用期限は外装に記載しています。） 

包装単位 
サイトスタット／コールタークローン B1-RD1 
製品番号 6603858  容量 50テスト（0.5 mL） 

主要文献 
1.  Stashenko P. Nadler LM, Hardy R and Schlossman SF: 1980. 

Characterization of a human B lymphocyte-specific antigen. J 
Immol 125: 1678-1680. 

2.  Reinherz EL, Haynes BF, Nadler LM and Bernstein ID eds.: 1986. 
Leukocyte Typing II, New York: Springer-Verlag. Vol. 2, p.8,20. 

3.  Morimoto C, Reinherz EL, Nadler LM, Distaso JA, Steinberg AD 
and Shlossman SF: 1982. Comparison of T and B cell markers in 
patients with Sjogren's syndrome and systemic lupus 
erythematosus. Clinical Immunol Immunopath 22: 270. 

参考情報 
詳細に関する情報は下記をご参照ください。 
当社Webサイト：サイトメトリードットコム 

https://www.bc-cytometry.com/ 

問い合わせ先 

ベックマン・コールター株式会社 お客様サポートセンター 

〒135-0063 東京都江東区有明三丁目 5番 7号 TOC有明ウエストタワー 
TEL： 0120-566-730 

製造販売業者の氏名又は名称及び住所 

ベックマン・コールター株式会社 

〒135-0063 東京都江東区有明三丁目 5番 7号 TOC有明ウエストタワー


