
Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

圉召和 こ8年 10月 1 目 1181− 73

研 　究　速　報

蛍光抗体法 に よ る胎児血 色素の 検出
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教 授 石 塚 直 隆 ， 　 講 師 森 下 宗 司

助 手 加 納 泉 ，
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　螢光抗体法 は 1942年 Coons ら
1）
に よっ て 始め ら れて 以

來 ， 長足の 進歩 を示 しあ らゆ る 生 物学 的諸分野 の 研究

に応用 さ れ て い る．こ め螢光抗体法 とは切片上 （細胞上

．あ る い は組織切片上）に お い て 航原たりうる すべ て の 物

質 ， た と え ぽ 細菌 ， ヴ ィール ス
， ホ ル モ ン ，酵 素 等 を免

疫 反応 に よつ て 検出す る組織免疫学 で あ る．そ の 方 法 は

特 異抗体 に 螢光色素をラ ベ ル して こ れを 切片 上 に お く

と ，
こ の 標識抗俸は 細胞．ヒあ る い は組織上 の抗原 と免疫

汳 応 を 起す の で螢光顕微鏡下では こ の 部分 に 螢光が 認 め

．られ，日的 とす る 物質の 検出が 可能 とな る．一方 ， 胎児

．血色素 （HbF ） と成人 血色素　（HbA ） との 抗原性 に

っ い て は Darrow ら m に ょっ て そ の 差異が認め られ て 以

i來 ， そ の 後の 研究 にお い て も證明 され る の
’
（f3＞4），

こ の

HbF に た い ずる特異抗体 を 螢光抗体法 に用 い れば ，赤

血 球内ある い は造 血臓器内の HbF の 検 出が 可能と思わ

．れ る。赤血球内の
・Hb 　F を検 出する方法は Betke ら

5＞
に

．よつ て 考案 さ れ我 々 も検討を 加 えて す ぐれ た 方 法であ る

こ とを す でに 發表 しk が
6，

， 臓器 の HbF を 特 異 的 に

鹸 出す る 方 法 は現在 ま で な い ．こ の た め螢光抗体法 に よ

り組織内の HbF を：険出す る基礎 と して 赤血 球内 HbF

を 特異的 に 検出す る方 法 を検討 して ，こ れ に成功 した の

で以下に報告す る ．

　　　　　　　実験材料およ び方法

　 螢光抗体法は 免疫反応 の 種類 に よっ て 直接法 ， 間接法

お よび補体法 とあ るが ， こ こ では直接法 を 用い た ．

　 1） 特異抗体の 作製

　Hb 　F を Freund の Adjuvant と混合し Ernulsionと

し家兎 に 4〜 5回 免疫 した ．得ら れ た 抗血清は HbA に

て 繰 り返 し吸収 し HbF 特異抗体 と した ．

　2） 螢光色素 を抗 1血清 に ラベ ル

　 Marshal1 ら
7）の 方 法 に よつ て Fluorescein　 Isothio一

むyanate を 抗血 清 に ラベ ル した ．

　 3） 血 液 ス メ ヤーの作製

　臍帯血 ，成 人血 の 赤血 球を生 理 的食塩水で洗滌後，生

理 的食塩7iくに 浮遊 させ ，こ れ よ りス メ ヤ ーを 作…り，乾燥

後 ，アセ トン，メ タ ノ ール 混合液 で固定 した ．

　 4｝ 染色操作

　こ の ス メ ヤ
ー

に 標識抗体 を 滴下 して 3T℃ に て 30分間反

応 させ た 後，fBS に て 洗滌 し ， グリセ リン，　 PBS 混

合液 で封入 した 後，こ れ を螢光顕微鏡 （ReieheltpaFluo．

rex ）下 で 険鏡 し た ．

　　　　　　　　　 実験 成績

　1＞ 臍帯血 赤 血 球の ス メ ヤ ー

　図 1 に 示す よ うに胎児赤 血球は螢光を發して あ ぎや か

に 染色 され て い る．

図 1　臍 帯 血 赤 血 球 の 螢 光 顕 微 鏡 写 真 （x 　400 ）

　 2） 成人赤血球 ス メヤ ー

　図 2 の 如 く成 人赤 血 球 は 染 色 さ れ て い な い ．

　3＞ 騎帯赤 血球 と成 人赤 血球の 混合ス メ ヤ ー

　図 3 に 示 す よ うに 胎児赤 1貢エ球 は 螢光 を 發 レて 染色 さ れ

て い る が ，成人赤血 球 は染色 され て い な い ．
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図 2　 成 人 赤 血 球 の 螢光 顕 微 鏡 写真 （× 400 ）

図 3　 臍 帯 血 赤 血 球 と 成 人 赤 血 球 の 混 合 ス メ ヤ ー
の 螢

　　　光 顕微 鏡 写 真 （x400 ）

　　　　　　　　　　考　　察

　螢光抗体法 は 生 物学 的研 究に す ぐれ た方 法 であ る が，

次 の 二 つ の 点 を よ く検討す る ⊂ とが 必要であ る．そ の一

つ は非 特 異 的反 応 であ り ， 他 の 一
っ は広範圍の 交 又 反応

で，実験結果 の 解釈 を 困難 に す る こ とが あ る．こ の 問題 を

解決す る た め に は 用 い る 抗 血 清 を 出來 るだ け特 異 性 が 高

く抗体価 の 高い もの を用意 し
，

さ らに 適当な 繋照 を お く

こ とに よっ て 解淡 す る よ り他 に 方 法が な い ． HbF と

HbA の 抗原 性 は 明 らか に 異 な つ て い るが ，　 HbF 抗体

の 抗体価 は さ して 高 くな く，こ とに HbF に ょ り繰 り返 し

吸収 す る こ と に よ つ 七そ の 抗体価は著し く低 下す る．こ

の た め 我 々 は Hb 　F を AdjUvant と と も に注射し抗体 価

の 高 い HbF 抗所磆 を作 り ， ぼ ぼ そ の使用 F拍勺を達する

こ とが 出來た ．非特異的 な染色 に っ い て は検出せ ん とす

る HbF が 赤 血 球内 に 含有 さ れ て お り ， 乏 の 形状が は っ

き り して い るた 凄障碍 とは な らな か っ た。

　膀帯血 ス メ ヤ ーの 赤 血 球 は 螢光色素 に よ っ て あ ざ や か

に 染色 さ れ，螢光 を 發 して い る が ，一一JE成 人 血 ス メ ヤ ー

の 赤 血 球 に は 螢光 が認め られ ない ．こ の 実験成績 よ り

HbF 含イ∫の 赤血球が 染色 さ れて い る と考 え られ る が ，螢

光顕微鏡 の 状態 に よっ て 検 査 物が か なり異っ た像を呈 し

螢光 を 見 逃 す こ とが あ る の で ， 図 8 に示 す よ う な実験 を

行 つ て 染色 の 特異性 を 確認 した．こ の 実験で は ま つ た く

同
一
条件 の 染色方法 ，お よび 同 …の 螢光巓微鏡操作 に k

り臍帯岶iと成人血 の 混合した ス メヤ・一・の 赤．血球が 螢光 を

發す る も の と發 しな い もの に 染 め 分け られ た．

　こ の よ う に 螢 光 抗 体法 で HbF を 特異的に検出で き

た こ と に よ り， そ の 応川 は きわ め て 多方面 にわ た る こ と

にな る ．す なわ ち こ の 方法 は赤 血 球の 胎盤 通過の 問 題，
HbF の 産 生 部位．産∠L時期，　IlbF 合成 の 機序 ，

　HbF

よ り HbA へ の 転移の 機欟 さ ら1こ遺伝分子病 の 解明 に

大 い に 役立っ と思 わ れ る．

　　　　　　　　　 結　　語

　螢光抗体法 に よ り赤血球内 HbF を 特異的 に検出す る

こ とが 出來 た ．こ の 方 法 は従來 の Ilb　F検出方 法 に 比 較

して 吏 に 広 い 応用範圍 を持 つ す ぐれ た 方法と考 え ら れ

る．
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