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1． 母体血 を用 い た 無侵襲的な胎児遺伝子診断法研究の進歩

昭和大学講師 関　沢　明　彦

　胎児の 染色体異常や 遺伝子異常を診断するた め

には，羊水穿刺や絨毛採取な どに より胎児細胞 を

採取する必要がある． しか し，こ れ らの方法に は

僅か なが ら流産などの リ ス クがあ る こ とか ら， リ

ス ク を伴わ ない 胎児遺伝子検査法の 開発が期待さ

れ て い る．母体血 中に は，血漿成分 に胎児 由来 の

cell−free　DNA が，また，細胞成分に も胎児由来 の

細胞が存在し，それ らを胎児遺伝子診断に応用す

る研究が行われ
，

一定の 成果を挙げて い る．

［母体血漿中胎児 由来 cell
−free　DNA ］

　1997年，母体血漿中に胎児由来の DNA が循環

して い る こ とが初 め て 報告 された．我 々 は，302

例 の 妊娠 7〜16週 の 妊 婦血 漿 よ り DNA を抽 出

し，Y 染色体特異的な DYSI4 遺伝子 を PCR 法で

増幅 し，そ の 遺伝子の 同定を行 っ た．その 結果，

女児を妊娠して い る 159例 に は DYS14 遺伝 子 は

検出されず ， 男児妊娠例の 143例中 139例で DYS
l4 遺伝 子が 同定 され た．また，母体血漿中胎 児

DNA 濃度は平均で 37細胞相当量／mL と比較 的

に高濃度に存在 した．さらに，偽 陰性 で あ っ た 4

例 に つ い て 再度 DNA 抽 出を行 い 分析 した とこ

ろ
，
DYS14 遺伝子が 同定で きた こ とか ら

， 妊娠 7
週以 降，確実に胎児 DNA が 母体血漿 中に 存在 し，

母体が
， 持た ない 遺伝子 を対象 とす る こ とで，確

実な胎児遺伝子診断が可能な こ とを示 した ．こ の

方法 は，Rh 陰性妊婦で の 胎児 RhD 血 液型 診断 に

も応用 され ，精度の 高い 診断法 として確立 して い

る．さ らに，我々 は胎児の 単一遺伝子病の 診断に

も応用 した．こ の 症例は，超音波検査で 四肢の 発

育不全が あ り，胎児の 四肢短縮症の 中の 軟骨無形

成症 を疑 っ た．こ の疾患は，90％ 以上 が特定 の 1
塩基 の 突然変異 に よ り起 こ る こ とが 知 られ て お

り，我 々 は こ の 妊婦の 血漿中にその 変異遺伝子 を

同定する こ とで，胎児の 遺伝子診断に成功 した ．

　しか し，母体血 漿中 cell
−free　DNA は， その 中の

5％ 程が 胎児由来 で あ るの み で あ り，胎 児 由来

DNA の み を分離する こ とは で きな い ．その 為 ， 母

体血 中胎児 DNA を用 い た 出生前診断の 対象は，

母体が持たな い 遺伝子 を母体血中で 同定す る方法

に 限定され，胎児染色体異常 や母が保因者の 遣伝

性疾患へ の応用 は不可能で ある．そ こで，その 制

限が な く，広 く胎児の 遺伝子診断や染色体診断が

可能と考えられ る母体血中の 胎児細胞を用 い た方

法の 開発が必要 となる．

［母体血 中胎児由来細胞］

　母体血 中に胎児細胞が存在す る こ とが最初に報

告され た の は 19世紀に遡るが，僅か な数 しか存在

しな い た め，そ れ を出生前診断に用 い る試みはな

か っ た．1980年代後半 に な り，PCR 法 や FISH

法の ような高感度な遺伝子分析法が 利用 で きる よ

うに な り，無侵襲的な出生前診断法の標的 として，

注 目され，研究 され る ように な っ た．母体血 中の

胎児由来細胞 とし て は
， 絨毛細胞，白血球，有核

赤血 球な どが証明されて い る．それ らの 中で，有

核赤血球は，成人血中に は通常存在しな い こ と，

妊娠初期の 胎児血 中に豊富に存在 し，母体循環へ

の 移行数も多い こ と
， 母体血 中で の lifespanが短

い ため前の 妊娠の 影響 を受けない こ と，細胞の 識

別が比較的容易で ある こ とな どの 特色を有するた

め，現在の 主な標的 とな っ て い る．

　 こ の 分野の研 究を先駆 けたの が Bianchiらの グ

ル ープ （米国）で ある．彼女 らは，1990年に，蛍

光標識 した細胞表面抗原 （CD71）を用い た FACS

法で 妊婦末梢血 か ら有核 赤血 球 の 濃縮 に成功 し

た，それ以 降 ， 欧米 を中心 に こ の FACS 法や磁気

ビーズを用 い た MACS 法などで，抗原抗体反応 を

用 い て有核赤血球を濃縮 し，胎児診断す る方法が

研究 され た，そ して ，それ らの 方法の 臨床応用 を

目指し，1995年か ら 5 年 間，米国 NIH が主導す る

多施設研究 （NIFTY 　study ）が行われ た．こ の 研

究 は母体血 中有核赤血 球を用い た胎児染色体異常

の 診断精度を検討する こ とが 目的で ，2744 例の 染

色体異常の リ ス クが 高 い 妊婦を対象に，FACS ，
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MACS 法で 回収 した胎児有核赤血球優位 の 細胞

分画に FISH 法 を行い ，胎児の性別及び染色体数

の 異常の 有無 に つ い て 検討 した．しか し，その 結

果，FACS で 13％，　 MACS で 48％ の 症 例 で XY

細胞が 同定で きた に過 ぎず，XY 細胞の 偽陽性率

も 11％ に 及ぶ とい う惨憺た る結果で あ っ た．ま

た，こ の検討で，胎児染色体異常の 検 出率は 44％

に留ま り，胎児細胞が 6倍以 上あ るはずの 染色体

異常例に おい て も半数以上 の 症例で 胎児細胞 の 回

収 がで きなか っ た．こ れ らの 結果 は，抗原抗体反

応に よ り極め て低頻度の 細胞 の 回収を行 っ て も細

胞ロ ス が避け られず確実な標 的細胞 の 分離 は難 し

い こ とを示 してお り，本 目的で の FACS ，　 MACS

法に よる細胞濃縮の限界を示 した．

　国内で は，1995年，高林 らが ，有核赤血 球 rich

な分画 を非連続密度比 重遠沈法 を用 い て 分離 し
，

それ を塗抹染色後 形態的に有核赤血球 を識別 し，

そ の 細胞を顕微鏡 観察下 に micromanipulator を

用 い て 回収，その 個 々 の 単
一

細胞 の DNA か ら Y

染色体特異的遺伝子 を PCR 法で 増幅す る こ とで
，

母体血 を用 い た 胎児 DNA 診断の 可 能性 を示 し

た ．我々 は，そ の 手法を応用 し，母体血中有核赤

血 球か ら胎児の Duchenne 型筋 ジ ス ト ロ フ ィ
ー

や Ornithine　Transcarbamylase欠 損症 の 診 断 を

行い 報告した．また，2002年，北川 らは，ガ ラ ク

トース 特異的な レ クチ ン が赤血球系細胞に選択性

を持 っ て 結合す る こ とを利用 した全 く新 しい 有核

赤血 球濃縮法を開発 した．さらに，高林 らは有核

赤血球自動判別装置の 試作機を完成 させ た．その

よ うな中，上記の 特徴ある研究成果を結集統合 ・

一
本化し

， 母体血 中有核赤血 球を用 い た 日本独 自

の 出生前診断法の 確立 をめ ざし， 2005年 ， 「母体血

に よる 胎児 DNA 診 断研究 グ ル ープ」（FDD −MB

Study 　Group）を組織 し，有核 赤血 球分離の 最適

化 ・細胞 レ ベ ル の DNA 診断法 の 確立 などに取 り

組ん で い る．

　現在，母体血か らの 有核赤血球濃縮 の 最適化 が

終了 した．有核赤血 球は白血球よ り高比 重の 細胞

で あるため，母体血か ら 1．095g／mL の 高 い 比重の

分離液 を用 い ，単核球成分 を分離 した後，白血球

系細胞全般を取 り除 くレ クチ ン 法で 処理 する こ と

で ， 効率 的に白血球 を除去 し， 有核赤血球の 濃縮

が可能で ある．実際 ， 55例 の 妊婦末梢血 を用 い ，

日 産婦誌59巻 2 号

こ の 方法で有核赤血球の 分離を試み た．その 結果 ，

全例で確実に有核赤血 球の 回収が で きる こ とを確

認 した．回収で きた有核赤血球数は，正常妊婦末

梢血 6mL 当た り平均 12．8細胞 で あ り， そ の 後 の

遺伝子解析に十分な数の 細胞回収がで きる こ とが

分か っ た ．

　次に，こ の レ クチ ン法で濃縮 し，同定 した有核

赤血球を個々 に micromanipulator で分離 し，
一

枚の 別 の ス ラ イ ドグ ラ ス 上 に移 して FISH 法で染

色体診断す る方法 を確立 した．20例の 正 常の 妊婦

を対象に，末梢血か ら有核赤血 球を分離し，
X

，
　Y

染色体特異的な FISH プ ロ
ー

ブ を用 い て，胎児の

性 別診断を行 っ た．その 結果 男児を妊娠 して い

る 8例で，XY 細胞 を複数同定 し胎児が男児 と診

断で きた ．また，女児妊娠例で は XY 細胞は同定

で きなか っ た．有核赤血球を用 い て 行っ た性別診

断の 結果は，全例，胎児の性別 に
一

致 し，有核赤

血球を用 い て正確な出生前診断が可能なこ と，及

び ，母体血 中に は胎児由来 の 有核赤血球 が確実に

存在す る こ とが わか っ た．さ らに，男児妊娠例で ，

有核赤血 球の 66％ は XX
，
44％ は XY で あ っ た

こ とか ら，母体血中有核赤血球の 約半数は母体 由

来で あ り，出生前診断にお い て はその細胞の 由来

を考慮 した上で診断す る必要があ る こ とが分か っ

た．こ の 結果 は，FISH 法で 21 番 ・18 番 ・13 番染

色体特異的プ ロ ーブを用 い れば，ダウ ン症 をはじ

め とする胎児期に問題とな る大部分の染色体異常

の 診断が可能なこ とを意味 してお り，現在，羊水

検査 を行 う妊婦 を対象に，妊娠 15− 18週 に 末梢血

を採取 し，有核赤血球か ら胎児性別，21番，18

番 ，
13番染色体の 数的異常の 診断の 精度を検討す

る多施設研究を行 っ て お り， その 研究の 途中経過

に つ い て も報告する予定で ある ．

　母体血中か ら胎児由来の 有核赤血球を回収し，

遺伝子解析する技術 は，長い 間研究され て きたが ，

よ うや く臨床応用が 視野 に入 る状況 に至 っ て い

る．母体血中胎児有核赤血球 を用 い る検査 は ， 染

色体異常だけで はな く，遺伝性疾患の 診断に も幅

広く応用 可能で あ り， 従来の 羊水穿刺や絨毛採取

に代 わる検査 と位置付 けられ，母体 ・胎児 へ の 侵

襲 の な い 日本初 の 理想的な検査法 として 周産期 医

療の 更なる発展 に貢献する と考える．
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