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概要　近年， 新 しい 胎児 DNA 診断法 と し て 母体血中 の 胎児有核細胞 に よる DNA 分析が強 い 関心 を集

め て い る．標的細胞 と し て胎児白血球 ， 胎児有核赤血球 ， 絨毛細胞 が考え ら れ るが ，な か で も実 際 に は

胎児有核赤血球を標的 と した研究が多 く進 め られ て い る．我 々 は 以前に母体血 中の胎児有核赤血球 の 回

収法 と して ， 新し く Percoll不連続密度勾配比重遠心法 を開発 し報告を行 っ て き た が ， 今回 ， 本法 を用 い

て 母体 血中 へ の 有核赤血 球 の 出現状況 を正 常妊婦 91例，正 常褥婦 19例 ，コ ン トロ
ー

ル 20例 に つ い て検討

を行 っ た ．そ の結果 ， 健康成人男女20例か ら は有核赤血球の 出現 は み られず， 母体血 中 か ら は妊娠 5週

よ りそ の 出現がみ られ始め ， 8週以降は 全例に み られ た ．

　母体血 （7ml）中に 出現す る有核赤血球数 に つ い て も検討 を行 っ た．妊娠初期 で は 5週 よ り出現が み ら

れ ， 20週 に 向け て漸増 し， 中期 で は平均 20個台で 推移 し， 分娩前に 急増 し， 分娩後は速 や か に滅少す る

傾向を示 した ．

　以上 よ り，母体血中の 胎児有核細胞 に よ る胎児 DNA 診断を進め る場合，胎児有核赤血球を標的細胞 と

す る こ との 有用性 が 示 さ れ た．

Synopsis　Several　attempts 　have　been　made 　to　detect　and 　retrieve 　feta】nucleated 　cells　including

nucleated 　erythrocytes （NRBCs ），　leukocytes　and 　trophoblasts 　in　maternal 　b工ood ，　We 　have　recently

developed　a 　new 　method 　for　non −invasive　fetal　DNA 　diagnosis　from　maternal 　blood．　Peripheral

blood　granulocytes　including　NRBCs 　were 　isolated　by　a　discontinuous　density　gradient　 method

using 　Percoll（Pharmasia）．　And 　then　NRBCs 　were 　found　under 　a　microscope ．

　 Nobody 　yet　knows 　exactly 　how 　many 　NRBCs 　appear 　in　the　maternal 　blood，　So　the　presence 　of

NRBCs 　in　the　erlriched 　cellu 】ar　elelnents 　from　91　maternal 　blood　salnples
，
　as 　well 　as　from　normal

adult 　controls ，　was 　analyzed ．　NRBCs 　were 　found　in　820ut　of　91　 maternal 　samples ．　The　earliest

stage 　of　gestatioll　at　which 　nucleated 　erythrocytes 　were 　detected　was 　5　weeks ．　And 　then　N　RBCs
were 　detected　ln　all　cases 　later　than 　8　weeks 　of 　gestation．　Nucleated　erythrocytes 　were 　fQund　in　13

0ut 　of 　lg　puerpcra 　blood　samp 】es ．　No 　NRBCs 　were 　found　in　the　20　adult 　controls ．

　 The 　 average 　 number 　of 　 NRBCs 　 detected　 j117ml 　 of　 maternal 　 blood　 lrlcreases　 accordillg 　 to

gestational　weeks 　and 　then　decreases　after 　delivery．

　In　conclusion
，
　NRBCs 　constantly 　appear 　in　the　rnaternal 　blood　latcr　than　8　weeks 　of 　gestati　on 　and

disappear　soorl 　after 　delivery，　So　NRBCs 　in　the　materna ！blood　seem 　very 　useful 　for　Iloll −invasive
fetal　DNA 　diagnesis．　Our　technique 　opens 　up 　fetal　DNA 　diagnosis　from　maternal 　blood　during　the
first　trimester　 of 　pregnancy 　to　all　pregnant 　women 　because　there　is　no 　risk 　to　the　fetus　or 　the
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　　　　　　　　　緒　　言

　新 し い 胎児 DNA 診断法 とし て 母体血 中の 胎児

有核細胞 を回収 し ， polymerase 　 chain 　 reacti （》n

（PCR ）や fluorescence　 in　 situ 　 hybridization

（FISH ）に よ る分析が 試み られ て い る．母体血 中

に 出現す る胎児有核細胞 と し て胎児 リ ン パ 球 ， 胎

児顆粒球 ， 胎児有核赤血球 ， 絨毛細胞が あげられ

るが ， 現状 で は胎児有核赤血球 を標的に した研

究
1）一’5）

が多 い ．我々 は ，
こ れ まで母体血 中よ り胎児

有核赤血 球 を回収 し ， PCR に よ る分析が可能で あ

る こ とを発表 して きた
6 ）一「2 ）が

， 今 回は ， 母体血 中に

有核赤血球が どの程度 に 出現す る か ， またそ の期

間に つ い て 検討 を行っ た．

　　　　　　　　　研究方法

　正 常妊婦 91例 ， 正常褥婦 19例 ，
コ ン トロ ール と

して 健康成人男性1 例， 健康成人女性 10例よ り末

梢血 を7ml 採血 し，検体 とした．検体 は我々 が 開発

した 方法
9）に よ り処理 を行 っ た，まず Percoll不連

続密度勾配比重 遠心法 （図 1）に よ り有核赤血球 を

多数含 む層 を分離 し ， プ レ パ ラー トを 2枚作製 し ，

May ・Giemsa染色を行 っ た．染色 した プ レ パ ラ
ー

トを鏡検 し ，
プ レ パ ラ

ー
ト上の 有核赤血球数 を算

出 し た．Percoll液 は ， 比 重 1．075 と ／．085に 調製

し ， それ ぞれ 10mlを 2層 に重ね ， そ の 一ヒに全血

7ml を生理食塩水で 2 倍 に希釈 し重層 した．

　　　　　　　　　研究成績

　 Percoll不連続密度勾配比重遠心法 に よ り母体

血か ら分離 した有核赤血 球 を図 2 に 示す．通常，

背景 に は顆粒球 ， 若干の 赤血球が み ら れた．末梢

『漏

plasma

．075

．085RBC

mOnOnUCIear 　　 granUlOCyteS
cells 　　 　 　　 　　 with 　NRBCs

図 1　 Percoll不連続密度勾配比 重 遠心 法

図 2　 母体 血 か ら分 離 後 の 有 核 赤血 球 （矢 印 ）

血 液中へ の 有核赤血球の 出現 を図 3 に 示す．健康

成人男性 ， 女性 ともに全例 （20例〉に お い て有核

赤血球 の 出現 は み られな か っ た．母体血中へ の 有

核赤血 球の 出現 は，妊娠 5 週 よ りみ られ，妊娠 8

週以 降で は妊娠中全期間を通して 100％（75／75）に

み ら れ た ．ま た ，正 常褥婦 に お い て は
， 産褥 3 日

で は U 例中10例 （91％）， 産褥 1 カ月で は 8例 中 3

例（38％）に 有核赤 ltUJ＊の 出現が み られ た．

　次に ， 妊娠 ， 産褥 の各時期 に 母体血 （7ml）中に

出現 した有核赤血球数 （平均 ± SD ）を示す （図 4 ）．

妊娠 4〜 7週 で は ， 2．8± 4．0， 妊娠 8〜11週 で は ，

5．1± 2．4
， 妊 娠ユ2〜15週 で は

， 8．4± 6．9， 妊 娠
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図 3　 母体血中へ の 有核赤血球 の 出現の 有無

16〜19週 で は ， 12．4± 7．4， 妊 娠 20〜23週 で は ，

25．4± 24．5
， 妊娠 24〜 27週 で は ， 22．1± 26．0， 妊

娠 28〜 31週 で は ， 25．5± 23．7， 妊娠 32〜35週で は ，

48．4±58．4， 妊娠 36週以 降で は 112．6± 59．3， 産褥

3 日で は ， 47．4± 54，7， 産褥 1 カ 月で は ， 1．0± 1．5

で あ っ た．妊娠初期で は 5 週 よ り出現が み られ ，

20週 に向けて漸増 し ， 中期 で は平均 20個 台で 推移

し， 分娩前 に急増 し， 分娩後 は速 や か に減少する

傾 向を示 し た ．

　　　　　　　　　考　　察

　近 年 ， 母 体 血 中 の胎 児有 核 細 胞 に よ る胎 児

DNA 診断 へ の 関心が高 ま っ て き て い る．母体血

中の 胎児有核細胞 として は ， 胎児 リ ン パ 球 ， 胎児

顆粒球 ， 胎児有核赤血球 ， 絨毛細胞が あげ られ，

そ れぞ れ に 回収 の 試みが行 われ ，

一
定の 成果が得

られ て い る．胎児白血球 ， なか で も胎児 リ ン パ 球

は現状で は その分離がか な り困難 で あ り， また母

体血中で の長期 の 残存例 が報告
13）14）され て お り，

胎児 DNA 診断の 標的細胞 とし て は現状で は 問題

が あ る．

　
一方， 絨毛細胞 は形態的特徴 に よ る識別 は 容易

で ある反面 ， 多核細胞の 出現 ，
mosaicism の 出現 ，

また胎児細胞 に よ る診断 と比較 し た 場合 に 約 1 ％

の 不
一

致例が み られ る との 報告
15）もあ り， 標的細

胞 として は理想的 とは い い 難 い ．

　発見 さ れ た 有核赤血 球の 由来 に つ い て 今回 は検
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図 4　 母体血 （7m ］）中 に 出現 し た有核赤血球数

　 （平均± SD）

討を行わ なか っ た が ， 以 前行 っ た検討結果
9）
か ら ，

そ の ほ とん どが胎児由来で あ る と思われ る．胎児

有核赤血球 は， 母体血 中に妊娠初期 か ら比較的多

数出現 し ， 形態的特徴が は っ き り して お り ， Iife

span が 4 〜 5 日 と推定 され て い る．現在の と こ ろ

他 の胎児有核細胞 と較 べ て胎児 DNA 診断の標的

細胞 と し て 最 もそ の 条件 を満 た して お り， ほ と ん

ど の研究 は有核赤血球を標的に して い る とい え る

現状で あ る，しか し， 多 くの有核赤血球 を標的 と

し た 研 究 も ， そ の 分 離 法 と し て fiuorescence

activated 　cell　 sorting （FACS ）又 は magnetic

activated 　cell　sorting （MACS ）に よ り行わ れ て い

る もの が ほ とん ど で あ る．FACS お よび MACS

の 場合 ， 胎児有核赤血球 に対す る特異的モ ノ ク ロ

ナール 抗体 は現状で は発見 されて お らず ， 胎児有

核赤血球の 選択的回収 は難 し く， 母体 由来細胞の

コ ン タ ミネーシ ョ ン は免れ得 な い ．そ うした事情

を背景 と して
， 今回 ， 我々 の 開発 した有核赤血球

の Percoll不連続密度勾配比 重遠心法 に 基づ い て

母体血 中へ の 有核赤血 球の 出現状況 の 検討 を行 っ

た が，妊娠 5 週か ら出現が み られ始 め， 8週以 降

で は全例に 出現が 確認され た．そ の 結果 ， 妊娠 8

週以降で は ，
い つ で も母体血 中の胎児有核赤血球

を使 っ た胎児 DNA 診断が可能で あ る こ と が 示 さ
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れ た．

　また ， 正常妊娠で あ っ て も恒常的 に胎児有核細

胞成分 の 母体血 へ の 移行が あ る こ とが 確認 された

こ と に な り ， そ の生物学的意味，意義 に つ い て も

今後検討 を要する と思わ れ る．分娩周辺時期の 有

核赤血球 の推移 も興味深 く， 分娩期前に そ の 数は

急増 し， 分娩後速や か に減少 した．以上 よ り ， 分

娩後の 有核赤血球 の長期残存 は無視 し得 る と考え

られ る ．

　以上 ， 今回の 成績 よ り母体血中の 胎児有核細胞

に よる胎児 DNA 診断 を進 め る場合，胎児有核赤

血球 を標的細胞 と す る の が ，最 も合理 的で ある と

考 え られた．

　 な お ，本 研 究 の
一・

部 は 文 部 省 科 学 研 究 費 補 助 金

（05807101）お よ び平成 7 年度金 沢 医科大 学 プ ロ ジ ェ ク ト研

究費 に よ り行わ れ た ，
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