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184　　　　 母体血よ り有核赤血球を回収する た

めの最適比重 ウイン ドウの検討
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［目的 1着床前遺伝 子 診断 や 母体血 中胎 児 細胞 を

用 い た遺伝子診断は 主 に単一細胞 （single 　cell ）

を対象 と して お ｝）　．その 有効 な活用法が研究され

て きて い る．今回我 々 は，こ れ らの 診断精度の 向

上 の ため， ヒ トリ ン パ 球の 同
一

単
一

細胞 を用 い ，

PCR 法 と ，
　 FISH法 を順次行 うCell　Recycling法

の 可能性に つ い て 検討 し た ．［方法 ］正常 男性 ヒ

トリ ン パ 球単
一細胞 を用 い ，マ イ ク ロ ス ラ イ ドグ

ラ ス 上 に固定．まずPCR 法は ，　 Y 染色体特異的配

列 DYZ −1を増幅 目標 と し て double　nested 　 PCR

法を行 っ た ．1st　PCR は ，　 reaction 　volume が 50

μ2で
，

ス ライ ドグ ラ ス をPCR 反応液 に浸 した状

態で 行い ，2nd　PCR は ，1st　PCR 後の 反応液 1μ4

をサ ン プ ル と して ，reaction 　volume が IOμゑの

capillary 　PCR 法に て 行 っ た ．増 幅産物 は 電気

泳動後，UV 下 に バ ン ドの 確認を行 っ た．玉stPCR

終了後，ス ライ ドグラ ス を洗浄，X お よび Y 染色

体特異的 ブ ロ ーブ CEP 　x 　Y （vysis，　 vYS ・32−

131018）を用 い
，
72℃で 2分間 denature ，42℃ に

て 1時間 hybridizationを行 っ た．余剰プ ロ
ー

ブ

の 洗浄後，核 をDAPI にて染色 し ， 蛍光顕 微鏡下

に シ グ ナ ル の 観察 を行 っ た ．PCR と FISH の 二 行

程終了に約 4時間を要 した，［成績 】単
一

細 胞を材

料 として，double　nested 　PCR 法 に て Y染 色体特

異的領域の 増幅が可能で ，その 正 診率は 88％ （14／

16）で あ っ た ．つ ぎの FISH法で は，　 PCR 後 の 細

胞の 残存 率88％ （14f16），こ の うちXY の シ グ ナ

ル が 86％ （12／14）で 確 認可 能で あ っ た ．［結論 ］

PCR とFISH の 2つ の 診断法を同
一細胞に 用 い る

こ とが可能で ある こ とを明 らかに した．こ の 技術

に よ り，診断精度の 向上 とと もに ，単
一

細胞か ら

よ り多 くの 遺伝情報を知る こ とが で きる ．

　［目的］母体血 よ り胎児 DNA 情報を得る ため の

第 1段階は，胎児有核細胞を適切に回収する こと

で ある ．我 々 は今回，臍帯血を用い胎児有核赤血

球（NRBC ）が，何処の比重層問によ り多く集まるか

基礎的検討を行 っ た．

［方 法 lPereollを 1，060gtml，1．075gtml，

1．080g ／ml ，1．085gtml ，1．090g ！ml の 比重 に 調 整し．

各 Imlずつ 重層 した．その上に臍帯慮 2m1（6例）

を PBS で 2 倍に 稀釈し，4ml に した もの を重瀋 し

た．さ らに 3000rpm ，30分で 遠心 し，20 分静置し

た後，各層 に わけ 2000rpm ，10分で洗浄 した ，集

まっ た血球は塗抹標本を作製し乾燥固定後 May ・

Giemsa 染色を行 っ た．各層 それぞ れ の 標本か ら

NRBC の割合を算定 し比較を行っ た．

［成績】NRBC の平均出現率 は全血では 0．265 ％ ，

1．060g／ml よ り軽い層で は O．272 ％，1．060−一

廴075g／ml 問では 2．53％ ，1．075〜1．08091ml 間

で は 2．32％ ，LO80 〜1．0859／ml 問で は 2．36％ ，

1、085〜1．0909／ml 問では 0．Ol5％ ，1．090gtml よ

り重 い 層で は 0％ で あ っ た。また 1．060〜

1．0759／ml 問は幼若な NRBC が多く，1．075〜

1．0809／ml 問で は多染性の NRBC が多 く，1．080
〜1．085g／ml 問では正染性の NRBC が多い こ とが

確 かめ られた．

［結論 】LO60 〜1．085g！m1 問に NRBC が多 く集

まる ことが判明 した．しか し 1．06e・− 1．075g／m 置

問は，主 に リンパ 球が集まる比重 であ り幼若な

NRBC との 区別が容易で は な い と思われ た．従 っ

て リンパ 球や好中球 と判別が容易な多染性，正染

性の NRBC をよ り多 く含 む 1．075−−1．085glm 墹

をNRBC を回収するための最適比重ウイン ドウと

した．
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