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241 単離 した胎児有核赤血球のPEP−TaqHan　PCR分析
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［目的］近年リア ル タイ ム にPCR産物の検出を行えるシ ス テ ム（TaqMan　PCR）が開発され ，遺伝子DNAの定量測定に大き

く貢献 して い る．我 々は こ の シ ス テ ムが 標的DNAの 検出感度 と特異性に優 れ てお り， しか も短 時間 に簡便 に行 え る こ

とか ら ，単離胎児有核赤血球を用 い PEP（Primer　Extensi  Preamplifieation）に よ り全 ゲ ノ ム 増幅され たDNA産物 か

らの 検出に も有用 で あ る と考 え β
一actin ，

　SRYの DNA領 域 の 検出 に つ い て検討 を行 っ た．〔方法］患者 よ り同意 を得 ，

男性胎児血 液標本よりマ イクロ マ ニ プ ユ レー
タに より単離 した胎児有核赤血球20個に つ い て Zha  らの方法に よ り

PEPを行い ， そ の 増幅産物 か らβ
一actin ，

　SRY領域の検出をTaqMan　PCRを用 い て 行 っ た．同時 にPEPに よ り標的領域に

つ い て どの 程度の DNA増幅がみ られるか 検討 した．β
一actin の 増幅 はTaqMan　PCR　Kitを用い ，SRY領域の 増幅はLoらの

方法に よ り行 っ た． ［成績］β一actin 領域は 20細胞中11細胞（55X＞に，sRY領域は 17細胞中6細胞（35％）に検出さ れ た．

SRY領域が 検出さ れ た6細胞は すべ てβ一actin 領域も検出された，また各領域が検出された細胞におい て ， 各 々 の 単

離細胞当た りの PEP増幅 コ ピー
数は β

一actin 領域で は 0．5−59．5（平均4。8），SRY領域 で は 2．4−278。4（平 均 17．8）で あ っ

た．［結論］マ イ ク ロ マ ニ プ ユ レ
ータに よ り単離 した胎児有核赤血球 を用 い 単

一
遺伝 子領域（β

一actin ．　 SRY領域）の

PEP−TaqMan　PCR分 析を行 い 定量的な検出が 可能となっ た．そ の 結果PEPの 増幅効率が は じめ て 明か となっ た．本法は

微量 DNA検体の検出に有用 で あ り，母 体血中胎児有核赤血球に よるDNA診断の た め の強力な分析手法と考え られ た．
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［目的］最近 ，Lo ら によ り母体 血 清中に胎児 DNA が混入 して い る こ とが報告された．伴性劣性遺伝性疾患を出生前診

断 の 対象 にする場合，母体血 清中胎児 DNA 検索 に よ る性別診断 を羊水検査や絨毛検査実施前 の ス ク リ
ー

ニ ン グ検査

と して 用い る こ とが で き る，そ こ で本法の 精度と有用性を検討 す る と と も に，妊娠初期の 母体血 清中胎児 DNA の

定量的評価 を行 っ た．匚方法］当科で 妊 婦健診 を行 っ た 妊婦の うち 同意 の 得 られ た 正 常妊娠 81 例 （妊娠 5 週
一10 週 ；

平均 8 週 3 日）を対象とし，6．0−9．Oml の 末梢血を採取 した．血 清分 離後，そ の 2ml か ら DNA を 抽出 し，PCR 法 を

用 い て Y 染色体 に 特異的な遺伝子 領域 DYSI4 の 検 出 を行 っ て 性 別 を判 定 した，また，男 児 と判 定 され た症 例 につ い

て ，
　ABI　PRISM 　7700　Sequence　Detection　System を用 い て 性決定遺伝子 SRY を定量し，beta−Globin遺伝子を外

部標準 と して 母体 血 清中の 胎児 DNA 量 を算 出 した，［成 績］出 生 児 81例 中 40 例 が 男 児 で，この うち 38 例 （95％）で 血

清中に DYS14 が検 出 され ，
　DYS14 が 検 出 され な か っ た 男児 2 例は 妊 娠 5週，6週 に採 血 し た症 例で あ っ た．一方．41

例の 女児 で は DYS14 検出例は 皆無で あ っ た， また，男児 と 判定され た 38 例の うち 23 例に おける 胎児 DNA の 定

量的評価 で は，母体血清中 DNA に 占め る胎児 DNA の 害rl合 は O．046−3．65％ （平均 ；0．87％）で あ っ た．［結 論ユ妊 娠 初期

に は母体 血 清中に 1％弱 の 割 合 で 胎 児 DNA が 存 在 して い る こ とが 判 明 し，PCR 法 を用 い た DYS14 検 出 によ る 胎 児

性別 診断 は伴性劣性遺伝性疾患の ス クリ
ー

ニ ン グ検査として 有用で ある こ とが示された．しかし，妊娠 6 週以前で は

胎 児 DNA 量が 少ない た め偽陰性 に なる可 能性 が あ り妊 娠 7週 以 降 に これ を実施 す る こ とが望 ま しい ，
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【目的］STS 遺 伝 子 座位は Xp 　22，3 で あ り，XLI の 大 部分 は STS 遺伝子の 欠失 に よ り発症 す る ．今回，未報告 の STS

遺伝子 変異 で 発症 した XLI を経験 したの で，そ の 変異 遺伝 子 の 機能解析 を する．［方法】症例 は 生下 時体 重 3，300g
の 男児 で，生後 3週 目頃 に全 身 に魚鱗癬 が 出 現 した．母 親 （22 歳）の 妊 娠経過 は順調で あ っ た が，妊 娠 末 期 に 尿中 E3
が 異 常低値 を 示 した た め，DHAS 負荷試験（12 時間尿 604ml 中の E3 排泄量は 2．18mg ）を施行 した．40 週と 4 日

に て 分娩 誘発を 行 っ た．胎 盤 （735g ，病理組織学的 に 正 常｝の STS 酵素 活 性 は O．Olunit　g．　！mg と低 値（コ ン ト ロ
ー

ル 群 13．5±2．5（m ±SE ））で ，
XLI と酵素学的に 診断 さ れた．遺伝子 解析 の 方法 は ，両 親 の 同 意を得 た の ち ， 臍帯血

ならび に 患児および 両親の 末梢血 の リ ン パ 球 よ り DNA を抽出 し，STS 遺 伝 子 の 全 エ ク ソ ン を PCR 法 で 増 幅 した，
ア ガ ロ ース ゲ ル 電気泳動法で 増幅産物を分離

・
精製 した 後，ダ イ レ ク トシ

ークエ ン ス 法 に よ り遺伝子変異を同定 し

た．変異 STScDNA を作成 し，COS −1 細胞 に 遺伝子 導入 し，STS 酵素活 性 を測 定 し た．［成績］患児の STS 遺伝子 の

1882 番目（エ ク ソ ン 10）の 塩基 が A つ C に 変異 し，560 番 目の ア ミノ 酸 が グル タ ミンか らプ ロ リン に 置換 して い た．
父親 に は STS 遺伝子変異はなか っ たが，母 親 の STS は1E常 と 変異 遺 伝 子 の ヘ テ ロ 接合性 を 示 した．遺伝 子 導人 し

た COS ・1 細 胞 の STS 酵 素 活 性 は STScDNA 遺 伝 子 導 入 群 130 ±25pmol ！pg ！hour（n
＝ 3）に 対 し，変 異 STScDNA

遺伝 子 導入 群で は 5．0 ±5．2pm 　oV 　pg1 　heur （n ＝ 3）と著 明 に低 下 して い た．［結 論】未 報 告 の STS 遺 伝 子 変 異 （Glu
560Pro ）に よ り発症 した XLI を 遺伝 子解析 し，変異 STS の 酵素活性欠 損を証明 しえた．
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