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P −907　母体末梢thL中の 胎児細胞除去 に おけ る Fas抗原・Fas リ ガ ン ド系の 関与
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【目的】妊 娠 初 期 よ り母 体血漿 11・rに は胎児 DNA が 存在して お り，
こ れ に は母体末梢血 中の 極微量 の 胎 児細胞の ア ポ ト

ー
シ ス

が 深 く関 与 して い る こ とが，最近 TUNEL 法 に よ っ て 証明され た．た だ し，そ れ に 関わ る ア ポ ト
ーシ ス 系 が Fas抗 原・Fas

リガ ン ド系で あ る か は 不明で ある．そ こ で 本研究 は，Fas抗原・Fas リ ガ ン ド系 が 母体 末 梢 血 中 胎 児細胞 の ア ：ド トーシ ス に よ る

細胞除去 に 関与 して い る か を明 らか に す る こ と を目 的 と した．【方法】十 分 な イ ン フ ォ
ー

ム ドコ ン セ ン トに よ り同意 の得ら れ

た妊 娠6〜21週 の 妊婦21例か ら末梢 血 を採取し ， Percotl比重遠沈法に て 有核細胞 を分取．ア ポ トーシ ス の Fas 抗原一Fas リガ ン

ド系解析 の た め，fluorescein　isothiocyanate標識 した抗 Fas 抗体な ら びに抗 Fas リガ ン ド抗体 で 染色 さ ら に，　phycoerythrin

標識 した 有核赤血球マ
ー

カ・
γ
・Hemoglobin 　antibody （γ

一Hb ）で 二 重染色 した．こ れ ら を フ ロ ーサ イ トメ ト リ
ー

に よ り解析 し，胎

児由来細胞の 確認に は X，Y 染色体特異的なプ ロ ーブ を用 い た FISH 法 を用 い た．【成績】母体末梢血 中の γ
・Hb 陽性細胞 に お

け る Fas 抗原 の 発現 は8．9％で，形態学的に有核赤血球と確認された細胞 に お け る Fas抗原 の 発現 は 2．6％ で あ っ た．さらに，

FISH 法 に よ り胎児由来 と同定 で き た細 胞 にお け る Fas 抗原の 発 現 は0．8％ で あ っ た．【結論】母体末梢 血 中の 胎児由来有核赤

血 球 に お け る Fas抗 原 の 発現 頻度 は 低 く，母体末梢 血 中 胎 児細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス に Fas 抗 原一Fas リ ガ ン ド系が ほ とん ど関与

して い ない こ とが初 め て 示 され，他の ア ポ トーシ ス 系の 関与が示唆され た．
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旧 的】母体血を用 い た胎児診断を成功 に 尊くた め に は い か に 多 くの 胎児細胞 を 分 離 ・回 収 す る か に か か っ て い る と い っ て も

過言で は ない ，我 々 は 母体 血 有 核赤血 球 （NRBC ）の 回収 に 際 し，こ れ まで報告 して きた パ ー
コ
ール ・レ クチ ン 法 で の 回収 ロ ス

の 抑制 な ら び に 回 収操作 の 簡便化 を は か る た め 新 た に 高分子 フ ィ ル タ
ー

法を開発 し，胎児診断へ 応用す る こ とを 目 的 と した．

【方法】同意の 得 ら れ た 妊 娠 各期 の 妊婦40名を対象 と し，母 体末梢 i17mlを採取 した．高分子 フ ィ ル ターを用 い て 赤血球 を

purge し た後，有核細胞を洗浄
・
回収 し，従来の レ クチ ン法 に て NRBC をチ ャ ン バ ース ラ イ ド上 で分離 を行 っ た．次 に，超 音

波エ コ ーに て Trisomy 　18が 疑 わ れ た 症例 4 例な ら び に 羊水染 色 体 分 析 に て Trisomy　18と診断 さ れ た 3 例 に 対 し本法を用 い

て 母体末梢血 よ り NRBc を回収 し，　F【sH 法 に て 診断を行 っ た．【成績】NRBc の 回 収 は こ れ まで の Fico且1を用 い た方法 で は 母

体血 lmlあたり3．9　±　2．8で あ っ た が高分子 フ ィ ル タ ー法 で は9．2土 2．7 と高率 に 回 収 され た．ま た，　Trisomy　18の 症例 に 対す る

FISH 法 で Trisomyl8の 診断が 可能 で あ っ た．【結論1今 回新 しく開発 した 高分子 フ ィ ル ター ・レ ク チ ン 法 で は NRBC の 高 い

回収率が示 され，また 直接母体末梢 血 を処 理 で きる とい う簡便な方法で ，今後胎 児診断の 臨床応用に 有用 な方 法 で あ る と考え

られ た．
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【目的】
・
母体血漿 ない し血 清中 に は胎児由来の フ リーの DNA が 相当量存在して お り， 母体 Lfitか らの 胎 児 細 胞 の 分 離 とい う過

程 を 経 る こ と な く ， よ り簡便 に 胎児の DNA 診断を行い 得 る 可能性が示唆 さ れ て い る，今 回，男児を妊娠 した 母体 の 血漿か ら，

胎児の Y 染色体 に 特異 的 な DNA 配 列 （SRY 領域）の DNA 量 を 定量 し ，症 例 毎 の 妊娠週数 に 伴 う推 移 を検 討 し た．【方法】妊娠

経過の 正常 な妊 婦か らイ ン フ ォ ーム ドコ ン セ ン トを 得 た後 ， 妊娠中静脈血 4mt を EDTA 加採血 し，2，000gで 5 分間遠心 した．

そ して ， 細胞成分を混 じない ように慎重 に 血漿を分取 した．こ の ．Utl1SC1．600μ1か ら QIAamp　DNA 　B且ood 　Mini　Kit（QIAGEN）に

よ りDNA を抽出 した．そ し て ， 抽出した DNA 量約100μ1の うち 2μ【を DNA サ ン プ ル と した．　 Y 染色体上 の SRY 遺伝子 に

特 異 的 な PCR プ ラ イマ
ーを用 い て ，　ABI 　PRISM 　7900　Sequence　Detectien　Systemで 定量的 PCR 法 に よ り SRY 領 域 の DNA

量 を定量 し た．【成績】現 在まで に 男児を出産した 2 例 につ い て
， 妊娠中に 複数 回 の DNA 量 に つ い て の 検討 が 可能 で あ っ た．

1例 は 母体 血 漿 1†1の 胎児 DNA 量 は 妊娠 15週 で 0．373pg／μ 1，妊娠26週で 186　pg ／μ1，妊娠28週 で 87．5　pg／μ1，妊娠30週 で 157．5　pg

／μ］で あ っ た．も う 1例 は妊娠19週 で 0．203pg ／μ 【，妊 娠28週 で 13，4　pg／μ1で あ っ た．【結 論 】母体 血 中胎 児 DNA は 妊 娠 経過 に

伴い 増加す る 傾向が 認め られ た．現 在 さ ら に 症例を追加 して 検討中 で あ る．
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