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体外診断用医薬品 **2009 年 11 月改訂 
製品番号 IM1198 *2007 年 2 月改訂 
 承認番号 20700AMY00076000  
  

 

 
クラスⅡ免疫検査用シリーズ 

NK 細胞キット／T 細胞サブセットキット 

Dual Color Kit「イムノテック」  
CD57/CD8 

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. Dual Color Kit「イムノテック」は、フローサイトメトリー用です。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 成分 分量（1 回測定分） 

標準抗体液  FITC 標識 CD57 マウスモノクローナル抗体 IgM 画分 

  1.0μL/検体※※ 

 PE 標識 CD8 マウスモノクローナル抗体 IgG 画分  
  0.12μL/検体※ 

溶血液（別売） 
固定液（別売） 

※ IgG 濃度としては 0.9～1.1mg/mL 
※※ IgM 濃度としては 0.9～1.1mg/mL 

  

使用目的 
白血球細胞表面抗原 CD57 及び CD8（CD57 抗原陽性細胞及び CD8
抗原陽性細胞）の測定 

 

測定原理 
測定方法は、フローサイトメトリーを用いた 2 カラー直接免疫蛍光法です。

細胞に FITC（緑色蛍光色素）で標識した抗体と PE（オレンジ色蛍光色

素）で標識した抗体を同時に反応させ、フローサイトメーターを用いて各抗

体の陽性細胞の計測を行います。 

 
操作上の注意 
1. Dual Color Kit「イムノテック」は、フローサイトメトリー用です。 
2. 抗凝固剤として EDTA、ヘパリン等を用いることができますが、いず

れの場合も採血後は室温で保存します。 
3. 長時間（概ね採血後 6 時間以上）検体を保存する場合は、検体の安

定性についてあらかじめ検討してください。 
4. 溶血不良となるおそれがあるため、血液を試験管に分注する際は試

験管の上部壁面に血液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。 
5. 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等では、

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ります。 
6. 溶血時間が長すぎると白血球にも影響が及ぶことがあります。 
7. Ficoll-Paque 分離液による単核細胞の比重遠心分離に伴い、リンパ

球中の特定のサブセットが選択的に失われることがあります。 

8. フローサイトメーターの調整不良、感度やゲート等の不適切な設定に

より、誤った結果が得られる場合があります。 
9. サンプル調製方法や試薬、フローサイトメーターの機種や測定条件

などの違いにより測定値が影響を受けるおそれがあるため、基準値

は施設ごとに設定してください。 
10. 各々の白血球細胞群の変動は必ずしも病態と一致するとは限らない

ため、測定結果は臨床所見及び他の検査データと共に使用してくだ

さい。 
11. 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使用できます（20μL／テスト）。 

溶血試薬（VersaLyse 溶血試薬、製品番号 A09777） 【別売】 

溶血試薬は、そのまま使用できます。1テストにつき溶血試薬1mLを使用

します。 

固定試薬（IO Test 3 固定試薬、製品番号 A07800） 【別売】 

PBS（下記） 1mL に対し IO Test 3 固定試薬 12.5μL の割合で希釈しま

す（0.1%ホルムアルデヒド加 PBS）。IO Test 3 固定試薬は、ホルムアル

デヒドを 8％含有しているため、取り扱いに注意してください（医薬用外 

劇物）。 
 

他の溶血試薬を用いる場合は、溶血試薬の取扱説明書に従ってくだ  

さい。 
 

【その他に必要な試薬】 
1. PBS（リン酸緩衛生理食塩水） 
 PBS バッファ（製品番号 6603369）1 パックを蒸留水 500mL に溶解し

ます。調製後の pH は 7.2±0.2 で、防腐剤等は含んでいません。ウシ

血清アルブミン（BSA、0.5％）やアジ化ナトリウム（0.1％）等を添加し

たのものも使用可能です。 
2. コントロール試薬（アイソタイプ・コントロール抗体） 
 IO Test IgG1-FITC/IgG1-PE 製品番号 A07794 容量 50 テスト（1mL） 
3. Ficoll-Paque 分離液 
 Pharmacia カタログ番号 17-0840-03 または相当品を使用します。 

 
1. 全血サンプルを検体とする場合（全血法） 
【検体の採取と調製】 
試験管 1 本につき 100μL の血液を必要とします。 

抗体の染色に最適な白血球数が 5×103
個/mm3

であるため、白血球数

が 10×103
個/mm3

を超える場合は、PBS で検体を希釈し、3×103/mm3

より少ない場合には、以下の手順で白血球を濃縮します。 
 
白血球濃縮方法（バフィーコート回収法） 
（1） 検体を 25℃で 500×g、5 分間遠心分離します。 
（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、すべての白

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） コールターLH 700 シリーズ等のヘマトロジーアナライザーや血球計

算板を用いて白血球数を測定します。 
（5） PBS で白血球数を 5～10×103

個/mm3
の範囲に調整します。 

 

【染色操作法】 
（1） 抗体反応用と対照用に 12mmφ×75mm の試験管を用意します。 
（2） 各々の試験管に全血 100μL を分注します。管壁に付着した血液

は綿棒等で拭き取ってください。 
（3） モノクローナル抗体試薬 20μL を反応用の試験管に添加します。

対 照 用 の 試 験 管 に は 、 コ ン ト ロ ー ル 試 薬 （ IO Test  
IgG1-FITC/IgG1-PE、別売）を 20μL 加えます。 

（4） よく撹拌し、室温、暗所で 15～20 分間反応させます。 
（5） 赤血球を溶血させます。VersaLyse 溶血試薬の場合、溶血試薬を

1mL 加えてよく撹拌し、室温で 10 分放置します。 
（6） 400×g、5 分間遠心分離した後、上清を吸引除去します。 
（7） PBS を 3mL 加えて撹拌します。 
（8） 400×g、3 分間遠心分離した後、上清を吸引除去します。 
（9） 適量（0.5～1mL）の PBS を加え、よく撹拌します。調製後のサンプ

ルはアイスバス中で遮光保存し、2 時間以内に測定します。    

サンプルを保存する場合は、0.5%ホルムアルデヒド加 PBS に再浮
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遊し、24 時間以内に測定します。 
（10） フローサイトメーターでリンパ球領域の蛍光陽性率を測定します。 
 
2.  Ficoll-Paque 分離単核細胞を検体とする場合 

【検体の採取と調製】 
（1） 試験管に血液（抗凝固剤を含む）を 3～4mL 取り、ほぼ等量 PBS を

加え、転倒混和します。 
（2） 別の試験管に Ficoll-Paque 分離液を 4mL 入れ、その上に（1）の希

釈血液を重層します。 
（3） 2～8℃で 400×g（分離液により異なる）、30 分間遠心分離します。 
（4） Ficoll-Paque 分離液と血漿の間の層（単核球層）をパスツールピ

ペットで取り、別の試験管に移します。 
（5） PBS を加えて撹拌し、2～8℃で 400×g、8 分間遠心分離します。 
（6） 上清を吸引除去し、沈渣に PBS を加えてよく撹拌します。 
（7） 2～8℃で 400×g、4 分間遠心分離します。 
（8） 上清を吸引除去し、沈渣に PBS を加えてよく撹拌します。 
（9） 2～8℃で 400×g、3 分間遠心分離します。 
（10）上清を吸引除去し、沈渣に PBS を加えて細胞濃度を 5×103

個

/mm3
（5×106

個/mL）に調整します。 
（11） トリパンブルー等で、細胞のバイアビリティ（生残率）をチェックし  

ます。バイアビリティは 90％以上が適当ですが、検体によってはこ

れを下回ることがあります。 
 

【染色操作法】 
（1） 抗体反応用と対照用に 12mmφ×75mm の試験管を用意します。 
（2） 各々の試験管に Ficoll-Paque 調製サンプルを 5×105

個（細胞濃

度が 5×106
個/mL の場合 100μL）ずつ分注します。 

（3） モノクローナル抗体試薬 20μL を反応用の試験管に添加します。

対 照 用 の 試 験 管 に は 、 コ ン ト ロ ー ル 試 薬 （ IO Test  
IgG1-FITC/IgG1-PE、別売）を 20μL 加えます。 

（4） よく撹拌し、室温、暗所で 15～20 分間反応させます。 
（5）  PBS を 3mL 加えて撹拌します。 
（6） 2～8℃で 400×g、5 分間遠心分離し、上清を吸引除去します。 
（7） （5）～（6）の操作を繰り返します。 
（8） 適量（0.5～1mL）の PBS を加え、よく撹拌します。調製後のサンプ

ルはアイスバス中で遮光保存し、2 時間以内に測定します。サンプ

ルを保存する場合は、0.5%ホルムアルデヒド加 PBS に再浮遊し、

24 時間以内に測定します。 
（9） フローサイトメーターでリンパ球領域の蛍光陽性率を測定します。 

 

測定結果の判定方法 
フローサイトメーターによる測定 
使用するフローサイトメーターは、あらかじめ蛍光のコンペンセーション

（FITC と PE の蛍光波長のオーバーラップ分の補正）が適切に設定され

ている必要があります。コンペンセーションは測定前に必ず確認し、測定

中もレーザ光軸の再調整や PMT ハイボルテージの再設定等を行った際

には修正、確認する必要があります。詳細は機器取扱説明書をご参照く

ださい。 
 
前方散乱光（FS）と側方（90°方向）散乱光（SS）によるスキャッタ・サイト

グラム上でリンパ球領域にゲートをかけることにより、自動的にリンパ球

のみの解析ができます。解析細胞数を数千個以上とることで、精度の良

い分析結果が得られます。 
 
データ解析は、FITC 蛍光（Log スケール）及び PE 蛍光（Log スケール）

の 2 パラメータ蛍光ヒストグラムで行います。蛍光陽性分画のカーソルは、

コントロール試薬で同様に染色処理したサンプルを対照として設定します。

通常は、コントロール試薬の陽性率が 2％以下になるようにカーソル位置

を設定しますが、腫瘍検体などでは設定が困難なことがあります。コント

ロール試薬において Quadrant 1、2、4 のいずれかが 2％を上回る場合、

測定結果は誤差を含んでいるおそれがあります。 
 
図．ヒストグラム例（全血法、EPICS XL でリンパ球領域を解析） 
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測定条件の確認 

測定条件が正しいかどうかを確認するには、CYTO-TROL（精度管理用

陽性コントロール細胞、製品番号 6604248）または健常者検体を陽性コ

ントロール検体として測定します。 

リンパ球サブセット分析の場合、Fcレセプタを介した単球や顆粒球に対す

る非特異結合は、リンパ球領域を正しくゲーティングすることで除外でき 

ま す 。 検 体 ご と に リ ン パ 球 ゲ ー ト 確 認 用 抗 体 試 薬 （ IO Test  
CD45-FITC/CD14-PE、製品番号 A07738）を測定することで、単球を含

まない正しいリンパ球領域のゲーティングが可能です。 

各検体のリンパ球に対する非特異的な抗体の Fc 結合を確認するために、

陰性対照には適切なコントロール試薬（IO Test アイソタイプ・コントロー

ル抗体）を使用してください。 

 

臨床的意義 
NK 細胞のサブセットの定量ができます。健常者の末梢血では、CD57 陽

性かつ CD8 陽性の NK 細胞は多くはないですが、急性の GVH 病や移植

臓器の拒絶などの疾患時にこの細胞群が増加することが知られてい  

ます。 

 

性能 
【特異性】 
本試薬を用いて健常人末梢血中リンパ球を測定したとき、CD57 抗原の

陽性細胞率及び CD8 抗原の陽性細胞率はそれぞれ 20～35%、30～

45%でした。また Raji（1）細胞を検体としたとき、CD57 抗原の陽性細胞

率及び CD8 抗原の陽性細胞率はいずれも 0.5%以下でした。   

（1） Raji 細胞:Burkitt lymphoma 由来培養細胞株 
 

【感度】 
本試薬をPBSにて4倍希釈し、健常人検体3例を測定したときの CD57、

CD8 各抗原の陽性細胞率は本試薬をそのまま用いて測定した場合の 

±10%範囲内でした。 
 

【再現性】 
本試薬を用いて健常人検体 3 例を 5 回同時に測定した場合の CD57、

CD8 各抗原の陽性細胞率の変動係数は±5%以内でした。 
 

【既承認品との相関性】 
末梢血 50 検体について、Dual Color Kit「イムノテック」と既承認の抗体

試薬との相関性を調べた結果は、以下のとおり非常に良好でした。 
 

CD57/CD8（CD57+ CD8+ 陽性率）： 
回帰直線 y = 1.04x + 0.15 相関係数 r = 0.976 

 

 

使用上または取扱上の注意 
1. 本製品は、アジ化ナトリウムを 0.1％含有しています。アジ化ナトリウ

ムは酸性下で有毒なアジ化水素酸を産生するため、取り扱いに十分

注意してください。また、アジ化物の金属性の排水管内への蓄積によ

る爆発の危険性を避けるため、廃棄は多量の流水で希釈して行って

ください。 
2. 試薬を凍結保存しないでください。 
3. 試薬の外観に変化がみられたり、コントロール検体の測定値に大き

な変化がある場合は、試薬の劣化が考えられるので使用しないでく

ださい。 
4. 使用期限を過ぎた試薬を使用しないでください。 
5. 未開封の試薬は、遮光、冷蔵（2～8℃）で保存した場合に各バイアル

に明記してある有効期限まで使用できます。 
6. 検体及び検体に触れた器具類は感染の危険性があるものとして取り

扱い、適切な表示及び処理をした後に廃棄してください。 
7. 皮膚や粘膜に検体や試薬が触れないように注意してください。ピペッ

トを口で吸引しないでください。 
8. 保管や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。 
9. 試薬が微生物に汚染されないようご注意ください。 
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貯法方法・有効期間 
Dual Color Kit「イムノテック」 CD57 /CD8 
  :2～8℃保存 製造後 12 箇月 

溶血試薬（VersaLyse 溶血試薬、製品番号 A09777）  
 :室温保存  製造後 30 箇月、開栓後 90 日 

固定試薬（IO Test 3 固定試薬、製品番号 A07800）  
 :2～8℃保存 製造後 12 箇月、開栓後 90 日 

 
包装単位 
Dual Color Kit「イムノテック」 CD57 /CD8 

  :製品番号 IM1198  容量 50 テスト（1mL） 

溶血試薬（VersaLyse 溶血試薬） 
   ：製品番号 A09777  容量 100mL 

固定試薬（IO Test 3 固定試薬） 
 :製品番号 A07800  容量 10mL 
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**問い合わせ先 

 
〒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   FAX： 03-5530-2460 

**製造販売元 
 

〒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 

 

 製造元 
 
 
130, avenue de Lattre de Tassigny, B.P. 177 
13276 Marseille Cedex 9, France 
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