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概要　目的 ：母体血 清マ ーカ
ー

検査 の 普及 に伴 い
， その 結呆 に よ り確定診断 と して 羊水検査 を行 う機会が

増 えて い る が，受診妊娠週数が遅 く従来の 羊水細胞培養 に よ る核型分析 を行 う時間的余裕が な い 場合も少

な くな い ．迅速 な結果 を得る た め に未培養羊水細胞を用 い て FISH（fluorescence　in　situ 　hybridization）法を

施行し そ の有用性．を検討 し た．

　方法 ：胎 児染色体分析 目的で 羊水検査を受けた妊娠15〜25週 の 110名の 妊婦 よ り採取 し た羊水 の うち約

2ml を遠沈 し，未培養細胞 を ス ラ イ ドに 固定し標本 を作製 した．13，18， 21番 と X
，　 Y 染色体 に 特異 的 な

DNA プ ロ
ーブを用 い て，　mUlticolor 　EISH 法を行い 螢光顕微鏡下 で観察 し，　G 分染法に よ る核型分析 と比較

した．

　成績 ：110例巾全例 で 50細胞以 上 に 各染色体 に特異的な シ グナ ル を検 出す る こ とが で きた．後 H得 ら れ

た培養後 の 核型分析 で 1 例 に 18番染色体 の モ ザイ ク を認めたが ， FISH 法に よ る分析で は92．0％の 細胞で 18

番シ グ ナ ル は 2 個認 め る の み で ， 臍帯 血 に よ る再検で もモ ザ イ ク は 否定さ れ た．他 の 109例 で は 21trisomy

の 2 症例 と47，）CXIO， 46
，
　XX ／47，

　XXX を含め 全例13，18，
21

，　X ，　Y 染色体 の 数 に関 して 培養 に よ る核型

分析 と86． 〜93．2％ の
一

致率 で 同様 の 結栄 を得 た．

　糸llf論 ：FISH 法を用 い る こ と に よ り羊水採取か ら 2 日で あ ら か じめ設定した染色 体の 数的異常 につ い て

診断が可能で あ っ た．本法に て新生児集団の 染色体異常 の 95％ を占め る21，18，13trisomy と性染色体数

的異常が迅速に分析で き，今後母体 血清 マ
ーカー検査 に おける ス ク リーニ ン グ 陽性症例等に応用で きる と

考えられた．

Abstract　O切ective ：This　study 　was 　performed 　to　evaluate 　the　effectiveness 　of　rapid 　prenatal　detection

of　numerical 　chromoso 皿 e　abnorma 』itios　by 　using 　fluorescence　in　sitU　hybridiza口on （HSH ）for　uncultured

amniotic 　fiUid　samPles ．
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at 。d　in　par曲 l　by 啝 9・n ・ti・ and 　FISH ・naly ・e ・．　With　DNA 　p・・bes ・pec丘i・ f・・ ch … n … mes 　21 ，
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・
13

・
X

and 　Y，　w 。　p… p・ ctively ・・ mpar ・d　the　re ・ult ・ ・f　m ・lti・・1・・ FISH ・ n ・ n ・ul 皿 ・d   血 ・ti・ 且・id　ce ［1・ and

conventiona ］cyLogeneUcs ．

　Results ：血 al】cases ，　signals 　speci 且c　for　21
，
18，13，　X　and 　Y　chromosolnes 　could 　be　obtained 　i皿 more 　

th且 n

50scorable　nuclei ．　The　same 　signa ユeolmt 　as　with 　cytogenetlc 　analysis 　was 　colTectly 　detected　in　IOg　saln −

ples 血 ・ludi・gtw ・ t・i・・ my 　21，・ 47，　XXY 跚 d ・ 46
，　X幽 7，　XXX 　m ・・ai・・cases ・Th ・ d・tecti・ n ・・t・ was

　
86・0−

93．2％．One 　case 　of 　a　trisomy　18　mosaic 　diagn〔⊃sed 　by　cytogenetic 　analysis 　was 　not 　fdund 　by　HSH 　analysb

or 　c 〔｝rd　centesis ．　The　rate　of 　maternal ¢ ell　contamination 　of 　male 　cases 　was 　6．1％

　Conclusions；With 　the　application 　of 　multicolor 　FISH 　to　inteny）hase　ceUs ，　results 　aエ
・
e　ava 皿able 　within 　

2

d。y。　a 仕er   mi ・ cent ・・i・．　W ・・ can ・di・gn・ se 　21，18，13・tris… y・and ・ex ・h・・m ・・… e   ・叩 1・ idi・・ 伽 ch ・c−

count 　for　more 　than 　95％ of 　chromosomal 　abnonnalities 　in　newborns ．　For　cases 　with 　deterTitimation　of 　in一
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c 且℃ ased 　Lrisomy 　risk 　by 　ser   l　screening 　or 　materna ユa，ge，
　FISH 　analysiS 　can 　provide 　a　rapid 　and 　accurate

clirlica ユnLethod 　for　prenatal　diagnosis．
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　　　　　　　　　緒　　言

　羊水に よる胎児染麁体検査 は約 2 週 間培養した

羊水細胞か ら胎 児の 染色体分析 を行 う出生前診 断

の 代表的な検査 法で 手技的 に も安全 が確 立 して い

る．最近 は さ らに非侵襲的な母体 im一清マ
ー

カ
ー
検

査が普及 して い るが その 結果 に よ り確定診断が必

要となる症例に 対 して 羊水検査 を行 う機会 も増 え

て き て い る．当院で は年間400件以上 ， 現在まで 計

7，00 件羊水検査 を行 っ て い るが ， 検査の 適応 とし

て 昨年に は約 5％を母体血清 マ ーカ ー検査 の 結果

に よ り確定診断を希望 した例が 占め て い た．しか

し受診週数が遅 く．羊水細胞培養 に よる核型分析 を

行 う時問的余裕 がない 場合 も少 な くない ．
一

方，

胎児発育遅延 ， 胎児奇形 など の 治療や分娩様式決

定 の 情報 とし て 迅速に結果 を得た い 症例 も多 々 経

験 す る．fiuorescence　in　situ 　hybridization（FISH）

法 を羊水細胞 の 間期核 に施行する こ とに よ り指 定

した数種類 の 染色体の 数的異常 を迅速か つ iE確に

検 出する こ とが可能か どうか を検討 した．

　　　　　　　 研究対 象と方法

　対象は妊娠 15週か ら25週 ま で の 胎児染色体分析

目的で羊水検査 を受 けた妊婦 で 同意 を得 た 110 名

で ある．その 内訳 につ い て は母体 高年齢，染色体

異常児分娩 の 既往 ， 患者の 不安 ・希望 に続 い て ，

母 体血 清 マ
ーカ ー検 査 （ダブ ル また は トリプ ル

マ
ーカ ー）で 確 率 高値 と胎 児奇形 が 挙 げ られ た

（Table　1）．羊水採取時 に肉眼的 に明 らか に母体血

が混入 した症例 は除外した．

　〔標本作製法〕

　羊水を23G カ テ ラ ン針 にて 12ml採取 し ， うち10

ml は 核型 分 析に 使用 し残 りの 2ml に phosphate

bufEer　saline （PBS ）1  ml を 加 え て 遠 心 分 離 し

（1，5eOrpm　lo分）細胞 ペ レ ッ トの 色 を確認 した．細

胞 ペ レ ッ トを 100μ1の PBS に再 浮遊 し，ス ライ ド

グ ラ ス 上 2 ヵ所に滴下 し円状に広げ37℃で 15分問

インキ ュ ベ ー トした．次 に 75mM 　KCl を50ml 加 え

低張処理 を した．余分な液滴 を吸 い 取 り100μ1の

75mM 　KCI／カ ル ノ ァ 液 （7 ：3 ）をス ラ イ ド上 に滴

下 し 5分 間固定後 100％ カ ル ノ ア液 を滴 下 しス ラ

イ ドを60℃で 5 分 聞乾燥 させ 70％／85％／100％の

エ タ ノ ール に 2 分ずつ 浸 し脱水 した
1〕
．

　 〔DNA プ ロ
ーブ〕

　 DNA プ ロ ーブ は CEP 　 X ／Y ／18 と LSI　 13／21

（Vysis社 ，
　 USA ）を使用 し dual−color ・FISH ，

　 triple−

color 　FISH を施行 した．各々 螢 光色 素 Spectrum

green，　 Spectrum 　orange ，　 Spectm．lm 　aqua で 直接

標識 されて い る （Table　2）．

　〔FIS・H 〕

　製品プ ロ トコ ール に従 い ス ラ イ ドを73℃ の 70％

ホ ル ム ァ ミ ド／2　× 　st．andard 　saline 　citrate （SSC ）液

に 5 分 間浸 し変性 さ せ た後 ， 70％／85％ ／100％ の エ

タ ノール に 2 分ずつ 浸 し脱水，風 乾した．あ らか

じめ変性 させ て あ る プ ロ
ー

ブ をそ れ ぞ れ 10μ1ず

つ 標本に載せ 37℃ で 4 時問か ら一晩 イン キ ュ ベ ー

Table　l　 lndicatiol〕 uf　amllioce η しesis 　for　analyzing 　fetal　karyotypes

advanced 　ma 匸erna ⊥age （35
− 45y．　o ．）

history　of 　fetus　or 　child 　w 正匸h　chromosomal 　abnorma 苴ty

hope 　or 　allxiety

increased　trjsomy 　rlsk 　detected　ill　materLlal 　serum 　screening

f〔｝tal　anOmaly

carrier 　of 　rr．anslocation
other

80 （72．7％）

9（8．2％）

7（6．4％）

6（5．5％ ）

2（1．8％ ）

1（0．9％ ）

5（4、5％ ）

totat 110
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Table　2　DNA 　probcs　for　FISH

CEP 　X ／Y ／18

　 X ；D18Zl

　 Y ；DYZ3 ，　alpha 　satellite

　 18 ；Dl8Zl

LSI　l3〆21

　 13 ；Retinoblastoma　gene −1

　21 ；D21S259，341−342

一 Spectrum　green

　 Spectrum 　orange

− Spcctru皿 aqua

一 Spectrum　green
− Spectrum   range

Table　3　The 　results 　of　cytogenetic 　analysis （G・banding）

46，XY46

，XX47

，XXY47

，XY ，＋ 21

46，XY ．　t（8 ；20）（p21 ；pl1．2）
46，XY ，　inv（9）（pl］，2q13）
mosA6 ，　XXM7 ，　XXX
mos46 ，　XX 〆47，　XX ，＋ 18

39121211【
04

total 11e

トした．45℃ の 50％ ホ ル ム ァ ミ ド／2XSSC 液に て

10分を 3 回 と2 × SSC／0．1％ NP40 にて 10分洗 浄処

理した．DAPI 　H　counterstain （Vysjs社 ，
　USA ）に て

対比染色後，螢光顕微鏡 （OPTIPHOTO −2 ；Nikon，

JAPAN ）下 で観察， 画像解析装置の CytoVision（Ap −

plied　lmaging社 ，
　 USA ）で解析 しそれ ぞれ の シ グ

ナ ル 数 を各々 50細 胞 に つ き カ ウ ン トし G 分 染法

に よる核型分析 と比較 した．

　　　　　　　　　結 　 　果

　 G 分染法に よ る 核型分析結呆 は Table　3 に 示す

よ うに 正常核 型 が 102例 ， Down 症 候 群 （47，
　XY

，

＋ 21）が 2例 ， 9番染色体の 逆位が 2例 ， Kqinefelter

症候群 （47，
XXY ）が 1例，母親由来の相互転座が 1例，

モ ザ イクが 2 例 （46，
XX ／47 ，

　XXX と46
，
　XX ／47 ，

　XX
，

＋ 18）で あ っ た，未培 養羊水 の 聞期細 胞 の FISH

法に よる結果 と写真を Table　4 と Fig．　1に示 す．

　 110例全例 で 50細 胞以 ヒに各染色体 に特 異的 な

シグナル が検 出で きた．58例 に お い て 88．0％ の 細

胞に X ， Y シグ ナ ル が 1 個ず つ 観察 され男児 と診

断 ，
50例に お い て 94．6％に 2 個の X シ グ ナ ル が 観

察され女児 と診断した．男児にお い て 6．1％ の 細胞

に X シグ ナ ル を 2 烱 の み認 め た こ と よ り母体 リ

ン パ 球 の 混入 と考 え られ た．86．0％ の 間期細胞で

Hg ．1　Multicolor　FISH 　on 　amniotic 　fluid　cells

　（a．Three 　color 　FISH ，　b ．　 Two 　color 　FISH ）

　a −1．Maie 　fetus　shows 　 one 　green（X 倉），one 　orange

　（Y △ ）and 　two 　aqua 　signa ユs （18▲ ）．a−2．　Super 　fema ユe

　 shows 　thlee 　green　amd 　t，wo 　aqua 　signa 島 ．　b−1．　Show −

　ing　two 　green（13介）and 　two　orange 　slgnals（21△ ）b

　normal ，　b−2，21　trisomy　shows 　two　green　atld　three

　 orange 　8ignalS ．

X シ グナ ル 2個 と Y シ グ ナ ル 1個が 認 め られ た症

例 は Klinefelter症候群 と診 断 し た，また46
，
　XX ／

47
，
XXX の モ ザ イ ク の 症例 では そ の 比 率も G 分染

法 に よる もの とほ ぼ
一．一致 した結果 を得 る こ とが で

きた．18番染色体は 109例 に お い て 93．2％ の 問期細

胞 に シグナ ル を 2 個認め た．G 分染法に よる分析

で 18trisomyの モ ザ イ ク と診 断 さ れ た 症 例 も

FISH 法 による分析 で は92．0％の 細 胞 で 18番 シ グ

ナ ル を 2 個 認め る の み で ， 臍帯血 に よる再検結果

で もモ ザ イク は否定された．13と21番染色体 に つ

い て は 2 例で 91．0％の 細 胞に21の シ グ ナル が 3 個

認め られ ， G 分染法で も21　trisomy と診断され た，

他 の 108例 で は92．6％に それ ぞれ 2個 ず つ シ グ ナ

ル が認め られた ．

　　　　　　　　　考 　 　察

　ここ数 卜年の 間に女性の結婚年齢の 上 昇が進み

高齢妊婦の 占め る 割合 が増 え， 少 了化 と情報社会

とい う現象 も加わ り胎児の 染色体ス ク リーニ ン グ

N 工工
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Table　4　The 　results 　of　FISH 　analysls 　of 　unculturcd 　amn1otic 伽 ld　cells

ChromQsome 　X／Y

46、XY （53　cases ），46，　XY ，　t （8 ；2  〔1　case ），46．　XY ，　illv（9）（2　cases ）

47，XY ，＋ 21（2　cases ）　　
．．
　t⊂兀 ztl　2，9｛，O　c 巳lls

　 　 　 　 　 　 　 XXI ／YXlsignals ；2，552　cells（88．0％）

XX2signalS

Xxlsig η als

Yxlsiglla［

177　cells （6．1％｝

89cells（3，1％ ＞

82cells（2．8％）

46，XX （49　casc ），46，　XX ／47，　XX ，＋ 18（l　casc ）− tutal　2，500 ：ells

　 　 　 　 　 　 　 X × 2signaEs

　 　 　 　 　 　 　 X × 3signals

　 　 　 　 　 　 　 X × 上 signa ［

47，XXY （l　case ）　一
℃otal　50　cel ！s

　 　 　 　 　 　 　 Xx2 ／Yxlsignals

　 　 　 　 　 　 　 XxL ！Yxlsignuls

　 　 　 　 　 　 　 Xx2signals

46，XX ／47，　XXX （l　casc ）　− toしa15   ce ］ls

　 　 　 　 　 　 　 X × 2signals

　 　 　 　 　 　 　 Xx3siglla玉s

；2，365cells（94．6％）

；　 58　cells （2．3％）

；　 77cells（3．1％）

43cells（86，0％）

5・cells （10．0％）

2cells（4．0％）

19　cells （38，  Y6＞
31cells（62．0質，）

Chromosome 　l8

normal （109　cas 巳s）　 to亡al　5，45｛l　ceUs

　 　 　 　 　 　 　 I8x2signals

　 　 　 　 　 　 　 18XlsignalS

　 　 　 　 　 　 　 工8x3signal

46，XX ．／47，　XX ，＋ 18（1　case ）

　 　 　 　 　 　 　 18x2signals

　 　 　 　 　 　 　 l8xlsjgna ］s

　 　 　 　 　 　 　 l8 × 3sigrLal

；5，084celks（93．3％）

；　200cells （3．79．）

； 166ceUs （3．096）
一total　50　cells46cells

（92．0％）

Lt・cc 旦］s 鱒 ％）

2cells（4．0％ ）

chrQrnosome 　13f21

⊥1。rmal （1 8　cases ）

47，XY ＋ 21（2　cases ）

一tOta15，4DO　ce ］］s

⊥3x2 ／21x2signals　；5，eO3　cells （92．6％）

i3xl ／21x2signals 　；　179　cells （3．3％）

13x2 ／21　x 　l　signals 　；　139　cells （2．6％）

L3　x 　2／21 × 3signals 　：

L3　x 　3／21x2signals　；

− tota1⊥00　ccUs

l3x2 ／21　x　3　signals 　；

13x2 ／21x2signals 　；

13Xl ／21× 3signals　；

46cells（O．99A）
33cellS（〔｝．69A）

91ceUs（91．0％）

6cells（6．0％ ）

3ccl！s （3，096）

検査 の ニ ー
ズ が増 して い る，羊水検査 の 適応 も以

前は 染色体異常児分娩 の 既往が大 部分を 占め たが

現在で は 7 割以 ヒが高年齢 となっ て い る ．我が 国

で は1994年 よ り母体 血清 マ ーカー検査 （ダ ブ ル ま

た は トリプ ル マ
ーカ ー

テ ス ト）も普及 して お り， 今

同5．5％が マ ーカー検査 後の 確定診断の た め 羊水

検査 を受 けて い る．こ の検査 は結果が確率で 示 さ

れ るた め そ の 評価 につ き患者が理解 しに くか っ た

りか え っ て とまどうケ
ース もみ られ ， 実施 に 際 し

て は本 ス ク リーニ ン グ の 原理 ， 冂的 ， 方法 ， 結果

の 理解 の 仕方 に つ い て 十分 な説 明 が 求 め ら れ

る
2〕．

　
一

方，1990年頃 よ り FISII法が 開発 され，胎児染

色体異常の 診断に も応 用 さ れ る よ うに な っ て き

た．未培 養羊水細胞 に FISH を行 っ た研 究 は 1992

年 Minger 　et 　al．に よ っ て報告 されたの が最初で あ
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る
／1）
。1993年 の Ward 　et　al．の 報告 で は異 常検 出率

は 73．3％で あ っ た
4〕
が そ の 後 の Divane　et 飢 ，

　 Ei−

ben　e重，　al．の 報告で は よ り高 い 正診率が示 されて い

る
s）6〕

．一方 B耶mdorf 　et　al．は hybridizationの 不成

功 また は シ グナル 陽性細胞が少 ない ため と
， 母体

血 の 高頻 度の 混入 の ため よ い 結果は 出せ なか っ た

と して い る
1）
．

　使用 した プ ロ ーブ によ っ て も雑種形成や シ グナ

ル の 励起波長 に よ り， 結果が 左右 され る
H）．今回

我 々 が使用 した ブ ロ
ーブは CEP 　18／X／Y と LSI 　13

／2ユで DNA が 各々 直接標識 され て お り，従米使用

し て い た α 一satelhte 　probe や Tel　13q， 21qprobe

を使用 し た 間接法に比 べ て簡便で 迅速 とな っ た ．

FISH 法で は異常 の シグナ ル 数 を もつ 細胞（た とえ

ば 21番シ グ ナ ル が 3 個認め られ る細胞）が 8 割以

上認め られれば染色体異常 と推定で きる と考 えら

れ るが， モ ザ イ ク との 鑑別に核型分析が必 須 とな

る．

　 FISH 法 に よ る 出生前 診断の 特徴 と して 以 下の

よ うな点が 挙げ られ る． 
一
度に多数の 細胞を分

析 で き羊水採取 の 当 日か 翌 日に結果が 得 られ る．

  未培養 で の 分析で ある ため培養過程で 発生する

偽 モ ザ イ ク を 回避 で き る．  今回使用 した 13，

18
，
21

，
X

，
　 Y 染色体 に特 異的なプ ロ

ーブ を用 い る

こ とに よ り，新生 児集団の 染色体異常の 約 95％が

分析で きる．Feldman 　et　al．は染色体異常 の 危険性

の 高 い 胎兇 奇形例 に対 して 行 っ た FISH 法に よる

診断で 100％近 くの 特異度を示 した と し，本法 を標

準的 な出生 前診断として使用 で きる と報告して い

る
s）
．

　 しか しこ の 方法で は あ らか じめ設定 した染色体

につ い て の み の 数的異常 しか分析で きず逆位 ， 転

座 ， 欠失 な どの 構造異常や マ
ーカ ー染色体に つ い

て は分析で きな い ．今回の 対象には 母親 と同様の

相互転座 である こ とが判明 した 1例 と，9番染色体

の 逆位 2 例が認め られた．表現型 は正常であ り妊

娠 を継続 す る と い う点 で は悶 題 な か っ た と い え

る ．また母体血 の 混入 に よ る 誤診を生 じる可能性

も否定 で きな い ．今 回我 々 は遠沈後 の 細胞沈渣中

に明 らか に母体血 を認め る症例は 除外 し て 検討 し

た が 男児症 例 の 6．1％ に母体血 由 来 と考え られ る

細胞が 認め られ た．細胞沈渣 中の 赤 lfil．球 の 有無に

つ い て 早田 らは 5段 階に評価 し ，
レ ベ ル 1（赤血球

は 肉眼で 全 く存在 しない ）と レ ベ ル 2（微 血性 ；極

少 量の 赤 血球混在）の み FISH ロ∫能検休 に す る べ

きで あ る として い る
7〕
．以 トの 点 よ りFISH 法単

独 で の 確定診断は避け核 型分析 の 補助的検査 と し

て 応用す る こ とが 望 ましい と考 え られ た．Thein

et 　al，は検 査 適応 の うち胎 児 形 態 異 常 と nuchal

translueency症例 に染 色体 異常 率 が 20．1・− 34．5％

と高く， 母体高年齢と血清マ
ーカ ー

の 検査結果 に

よる症例で は異 常率が2．7〜3．5％ と低 か っ た こ と

よ り， 超音波で 異常が な い 症例 で は FISH 法に よ

る 出生 前診断をまず行 っ て よ い と述 べ て い る
9｝
．

加 えて 迅速 に結果 を得 た い 妊娠20週以 降や 周産期

の 胎児奇形症例 な ど も補助診断 と して本法を応用

したい ．

　た だ し D ’Alton　et　al．が 妊娠33週以 降の 未培養

羊水細胞で の FISH で は結果が 不確実で ある と指

摘 して い る よ うに
1°）

， 我 々 も妊娠 15〜20週 に比較

する と25週 以 降の 症例で は シ グ ナ ル 陽性細胞の 率

が少 なか っ た り母体血混入 の 頻度が 高 くな っ た経

験があ り， 正診 率が低下する可能性がある点を留

意 しなくて は な らな い ．

　 なお，本稿 の 要 項 は 第51回 日 本 産科 婦 人科 学 会 学術 講 演

会に て 発表 した．
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