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　 　　　　　　 　 緒 　　言

　近年に お け る検体採取法 お よ びそ の 解析法 の 進

歩に よ り，周産期医学の 分 野に お い て も数 々 の出

生前診 断が可能に な っ た．しか しそ の た め に極 め

て侵襲度の 高 い 検査法が用 い られ る こ と も多 い ．

1893年 に S　chmorl が 子癇 患者の 肺 よ り trophob −

lastを発見報告 して 以来
1）

， 妊娠中の 妊婦末梢血 に

は極微量 の胎 児由来細胞が 存在 して い る こ とが知

られ て い る
2 囲 ．そ して こ れ ら胎児由来細 胞 を採

取 し ， 母体内の 胎児情報を非侵襲的に得 よ うとす

る試み も各種行われ て い た が ， 微量 細胞採取の 困

難 性ゆ え に い ま だ に 実用 化 に は 至 っ て い な い ．

我 々 は以前 よ り効 率の よ い 微量細胞検出 ・同定に

は比 重 遠心 法や各種特異抗体を用 い た サ ン プ ル の

前処理 （enrichment ）が 必要 で あ る と考え て い た ．

今回それ ら方法を応用 し ， 簡便か つ 効率 的な胎児

由来有核赤而1球検出方法を開発 す べ く各種検討を

加 えた の で 報告す る．

　　　　　　　　 方　　法

　超音波画像診断法に て 男児 と判定し ， 出生後確

定 した 妊娠 26〜33週 まで の 妊婦 ボ ラ ン テ ィ ア 9 名

か ら十分な る イ ン フ ォ
ーム ド コ ン セ ン トの もと，

各々 1｛〕ml の 妊婦未梢血 を採取 した．こ れ ら血液 よ

り HistopaqueTM比 重 遠 心 法
5〕
を用 い て有核細 胞

集団 を分離採取 した．こ の 有核細胞集 団か ら磁気

細胞分 離 systeln （MACS ）
6｝を用 い て CD45 に 反応

しな い 細胞 （CD45 − ）を第
一

段階 と し て negative

selection した後 ， さ ら に glyc（）phorin　A に反応す

る細胞 （GA 十）を第二 段階と して positive　selecti 一

on した． こ の よ う に 分 離採 取 され た細 胞 集 団

（CD45 −
／GA ＋ ）の DNA 全 量 か ら nested 　 PCR

の 手 法
7，
を用 い て Y 染色体特異領域 の 増幅を行 っ

た．primcr は Y 染 色 体 特 異 性 の 高 い Y1 ．5，
Yl ．6，　Yl ．7，　Yl ．8s，を使用 した．まず YL5

，
　Yl ．6

を用 い て増幅 した lst　 product を希釈後 ， さ ら に

Yl ．7，
　 Yl ．8を用 い て 198bp 領域の 2nd　prodしlct を

増幅 ， こ の 領域が確認 さ れ た もの を胎児由来細胞

検 出症 例 と し た．な お 本 研 究 で は1st　 PCR 　 40
cycle ， 2nd　PCR は 20〜50　cycles を比較検討した．
こ れ ら臨 床実験 に 先 立 ち ， 我々 は比 重 遠 心法 と

nested 　PCR を用 い た本 system に よ っ て ど の く

らい の 感度 で胎児 由来細胞が 検 出可能 で あ るか の

基礎実験 を行 っ た ．す な わ ち非妊 娠女性由来 匚晩

球 106個中に 男性由来白血球 を 5 〜10：

個 ま で 混入

させ た サ ン プル を作成 し ， 上 記の nested 　PCR の

手法 を用 い て 198bp 領域 の 検出を行 っ た ．

　　　 　　　　　 成 　 　績

　検出感度の検討か ら ，
2nd　PCR 　20　cycles で は

106個 中10個以 上 の レ ベ ル よ り検出可能で あ り ，

lOs個中 5 個以 下の レ ベ ル で は2nd　PCR 　45　cycles

以一Lで も検 出は で きなか っ た （図 1）．以上の 条件

で妊婦 末梢血 9例 に っ い て検討 した と こ ろ ，
2nd

PCR 　45　cycles 以 上 で は＃1（妊 娠 32週 ）， ＃4（妊娠 29
週）以 外 すべ て の 症例に お い て 198bp 領域 の 増幅

を認 め ， 胎 児由来細胞 を確認 した （図 2 ）．

　　　　　　　　 考　　察

　 妊婦末梢血 か ら採取 さ れ た胎児由来細胞で 各種

遺伝子 診断 を行お う と す る試 み は，そ の 非侵襲性
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図 1　 微 量 Y 染色体陽性細胞の 検 出．非 妊 娠 女 性 末 梢

　血 （F）よ り精製 した有核 細 胞 106個 に 対 し，男性末梢

　血 （M ）よ り精製 し た有核 細 胞 を 5〜IOi個 加 え た．
　m ：Ψ × 174！HaeM 消化 ザイ ズ マ

ーカー
t　lane　1〜6，

　Wr ：lst　PCR 　pr〔）ducts，　 lane γ〜6
’
t　 W ，

：2nd 　PCR

　（20cydes ）products ， 1ane　l’厂〜6”，
　 W 厂厂

：2nd　PCR

　（45cycles）　products ．
　PCR の 条件 ：lst　PCR 　95℃，60℃ ，72℃ （各 1分）4 

　cycles ，2nd　PCR 　95
卩
C，60DC，72uC（各 1分）20・− 45

　cycles ．矢 印 頭 はlst　PCR に よ る Y 染色体特異的 な

　バ ン ド（240bp．　lanc　4，5，6で 検出）．矢印 は nested

　PCR に よ る Y 染色体特異的な バ ン ド （198bp）．

m123456789PNW

　 図 2　妊婦未梢血 中 Y 染色 体 陽 性 細 胞 の 検出

m ：pVC19 ／HuellI消化サ イ ズマ
ー

カ ー 1 〜9 ：妊 婦

末梢 1（R，P ：positive　colltrol （男
’1生末梢 lrTL），　 N ： nega ・

tive　control （非妊娠女性末梢血 ），　 W ；HzO

PCR の 条件 ：図 1 に 同 じ （2nd　PCR ・t5　 cycles の み を

掲載）．矢印は nested 　PCR に よ る Y 染色体特異 的 な

ノs
’
ン ド（198bp）．

か ら い っ て 理 想的 な方法 で は ある が
， 実用化に あ

た っ て の問題 は数多 い ．特 に 従来報告 きれ て い る

方法
8〕
”10）

で は ，

一
般的に 血液細 胞 の enrichment

を行わ ず ， 直接 FISH あ る い は PCR に よ り胎児

由来細胞 を検 出 し よ う とす る場 合が 多 く， そ の 効

率性や検出感度に 問題が ある と考 え られ る．今回

我々 が行 っ た 方法 は ，
で き得 るだ け目標 とす る細

胞集団 を enrichment す る こ と で 検 出効率 や検 出

感度の 向上 をめ ざ した もの で あ り， 今回胎児細胞

確認 に使用 した nested 　PCR は もとよ り， 通常肉

眼 に お け る scanning が 必 要 な FISII に よ る胎児

由来細 胞確認 に お い て も有効 で あ る と 考 え ら れ

る．特に ヘ モ グ ロ ビ ン や ポ ル フ ィ リ ン
， そ の 他の

未知物質 は PCR 反応 を阻害す る た め
］1）

， で き得

るだ け無核赤血球 を取 り除 く必要が あ り， 本 sys −

tem の よ うな前処理 は必須で ある と考 えられ る．

今回検討 し た 9例 の うち
，

2 例 （＃1， ＃4）に お い て

は 198bp領域 の 増幅が 認め られ な か っ た が
， そ の

う ち＃4で は ， DNA 抽 出量が極め て 不 十分で ある

こ と が 原因 と考 え ら れ た ．ま た＃1は DNA 抽 出量

は十分 あ っ たが
， 我 々 の system の 測定感度 は los

個 中10個以上 で あ り，
こ の 症例で はそれ 以下の 胎

児細胞 し か 存在 し て い な か っ た こ とが 予 想 され

た ．今 回我 々 は超音波画像診 断法 よ り胎児が 男児

と判 定 した症例 にの み胎児 由来細胞の検 出を行 っ

た が ， 現在 J4［　system の さ らな る有用性を検討 す

るた め妊娠初期症例 に 限定 し，胎 児の 性別 を問わ

ず に検討 して い る と こ ろで ある． また 同時 に検 出

感度 をさ ら に 向上 す るた め の 基礎 的研究 も継続中

で ある．
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