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262　　　　母体血を使 っ た新しい出生前診断法の 開発

　一HLA 遺伝子を利用 した 血中微量混入細胞の 検出一
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［目的］昨年 の 本会にお い て 、 我々 は妊娠8−23週

の 母体血（2　ml）か ら有核赤血球が 高率（85％）に 発見

され、かつ mimomanipulatorを使い 選択的 に回収

可能とな っ た こ と を報告 した 。 こ れ ま で 母体血よ

り胎児 由来細胞を選択 的に回収し、か つ そ れ ら細

胞か ら胎児DNA 情報が得 られ た と の報告 はみ ら

れ ない
。

’
そこ で、我々 は前回報告 した方法に よ り

母体血 中か ら回収 し た有核赤 血球を用 い 、そ れ ら

か らDNA 情報を得る と 同時 に そ れ らが胎児 由来

細胞で ある可能性に つ い て検討した 。 ［方法］今

回 、 正 常妊娠 中の 母体血 よ り11個 の有核赤血球を

単離 し 、 そ れ ぞれ ｝こつ い てDYZI 領域のprimerを

用 い PCR 法 を行ない 、性別 を判定 した 。　 PCR 法は 、

40サイク ル増 幅 した後 、 電気泳動を行な い 、染色

し、 DYZ1 領域 の バ ン ドがみ られ た もの を男性由

来 と し、
バ ン ドが み ら れ な い もの を女性由来とし

た 。
コ ン トロ

ー
ル は 、 男女そ れぞれ の 成人単離リ

ン パ 球、男女それ ぞれ の胎児単離有核赤血球お よ

びno ・DNA と した 。
　PCR 法 に よ り判定 した性別 と

分娩後 に判明 した児 の性別 との一致率 を算出した 。

［成績］1．妊娠8−23週の母体血 よ り有核赤血 球の

単離回収が可 能で あ っ た 。 2。DYZ1 領域の PCR 法

で は、単離細胞 レ ベ ル で の感度が得られ た 。

3．PCR 法に よ る単離有核赤血球の性別判定と児

の 性別 の
一

致率は91％〈10〆11）で あっ た。　［結論］

妊娠8−23週 の 母体血 よ り単離回収 され た有核赤血

球か らPCR 法に よ りDYZI 領域 の DNA 情報が得 ら

れ るこ とが示 され 、 そ れ ら有核赤血球 は高率

（91％）に胎児由来 と考え ら れ た 。 本法 ，
PCR 法お

よ びHSH 法 の応 用 に よ り母体血 よ り無侵襲的に

多 くの 胎児 DNA 情報の 獲得が 可能と な り、 近 い

将来そ の 臨床的な 応用，普及が見込 まれ る 。

［目的 ］出生前DNA 診断に は
、 胎児 の DNA が 必 要

であ る 。 妊婦血中を循環 して い る微量の 胎児由来細

胞を分離・同定 で きれば 、 非侵襲的な出生前診断が

可能とな る 。 そ こで 、 Y 染色体遺伝子の 場合 と異な

り胎卑  性別 には関わ りの ない HLA 遺伝子を利用

して胎児細胞を回収する方法の 基礎的検討を行 っ た 。

匚方法 ］（1）血中混入細胞 の 検出感度を知る ために 、

異な るHLA −DR タ イ プを持 つ 二人の宋梢血か ら有

核細胞を分離 し、 そ れ らを相互 に 1 ：1か ら 1 ：IO6ま

で の比率で混合 した 。 混合細胞か ら型の 如 くDNA

を抽出し、 DR 特異的プ ラ イマ ーによるPCR を行 い

遺伝子を増幅 し、 電気泳動後 、 ナ イ ロ ン 膜に プ ロ ッ

ト した 。 次い で 、 標識 した特異的プ ロ
ーブで South−

ern 　Hybridizationし 、 検出し た 。

（2）妊娠 13週か ら20週 ま で の 妊婦の 末梢血を材料 とし

て 、 そ の 中に含 まれ る夫特異的HLA −DR タ イ プを

持 っ 胎児有核赤芽球 の 検出を 、 同様の 方法で試みた 。

［成績 ］（1）26、 30、 40サイ クル とPCR の サ イク ル

数を増やすこ とに よ り、 混合細胞の検出感度は 、 各々

lO−3、
　 IO−4、

　 IO−G倍 と上昇 し た 。 しか し、疑陽性 の

ない 安定 した結果は30サイクル で得 られ 、 その 時 の

検出感度は 10
−

‘

倍で あ っ た 。

（2）IOmeの 妊媚末梢血中か らは、密度勾配遠心法 およ

び細胞表面抗原を利絹 した細胞分画法を用 い て胎児

有核赤芽球を濃縮 しない 限り 、 胎児 の 遺伝子は検出

し得なか っ た 。

［結論 ］HLA 遺伝子 を利用す る こ とに よ り、 血 中

に存在す る微量混入細胞 の 検出が可能で あ っ た 。 し

か し、 臨床に用 い る に は 、 更に感度を上げるた め の

工 夫 が必要 で あ る 。
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