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(57)【要約】
【課題】ヒト血液に含まれるヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を高感度に検出
する方法を提供する。
【解決手段】配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体を血液細胞
集団に接触させて抗体で細胞をマーキングする工程と、血液細胞集団から、抗体でマーキ
ングされた細胞を検出する工程とを有する検出方法；配列番号１のアミノ酸配列に存在す
るエピトープを認識する、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに対する抗体；配列番号１
のアミノ酸配列をＮ末端に有し、アミノ酸残基数が２０個以下であるペプチドを免疫原と
する、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに対する抗体の製造方法；配列番号１のアミノ
酸配列に存在するエピトープを認識する、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに対するモ
ノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ；及びその応用。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト血液に含まれるヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を検出する方法であっ
て、
　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体を血液細胞集団に接触
させて前記抗体で細胞をマーキングする工程と、
　前記血液細胞集団から、前記抗体でマーキングされた細胞を検出する工程と、
　を有する、ヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞の検出方法。
【請求項２】
　さらに、
　抗ＣＤ４５抗体を前記血液細胞集団に接触させて前記抗ＣＤ４５抗体で細胞をマーキン
グする工程と、
　前記血液細胞集団から、前記抗ＣＤ４５抗体でマーキングされていない細胞を検出する
工程と、
　を有する、請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
　さらに、
　核染色色素を前記血液細胞集団に接触させて細胞核を染色する工程と、
　前記血液細胞集団から、前記核染色色素によって核が染色された有核細胞を検出する工
程と、
　を有する、請求項１又は請求項２に記載の検出方法。
【請求項４】
　前記血液細胞集団から細胞を検出することがフローサイトメトリーによって行われる、
請求項１～請求項３のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項５】
　前記血液細胞集団が、妊娠母体から採取された末梢血に由来する血液細胞集団である、
請求項１～請求項４のいずれか１項に記載の検出方法。
【請求項６】
　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する、ヒトのヘモグロビンサブ
ユニットγに対する抗体。
【請求項７】
　モノクローナル抗体である、請求項６に記載の抗体。
【請求項８】
　蛍光色素、蛍光タンパク質、酵素、ビオチン、及び磁気ビーズから選ばれる少なくとも
１種で標識された抗体である、請求項６又は請求項７に記載の抗体。
【請求項９】
　配列番号１のアミノ酸配列をＮ末端に有し、アミノ酸残基数が２０個以下であるペプチ
ドを免疫原として非ヒト動物に投与する工程を有する、ヒトのヘモグロビンサブユニット
γに対する抗体の製造方法。
【請求項１０】
　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する、ヒトのヘモグロビンサブ
ユニットγに対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項１１】
　請求項１～請求項５のいずれか１項に記載の細胞の検出方法により、妊娠母体から採取
された末梢血からヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を検出し、検出された前記
細胞から染色体ＤＮＡを入手して行う、胎児の出生前遺伝学的検査方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒト血液に含まれるヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を検出する
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方法、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに対する抗体、ヒトのヘモグロビンサブユニッ
トγに対する抗体の製造方法、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに対するモノクローナ
ル抗体を産生するハイブリドーマ、及び出生前遺伝学的検査方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヘモグロビンは２種類のサブユニット２個ずつからなる４量体のタンパク質である。胎
児の赤血球に発現しているヘモグロビンのほとんどは、２個のαサブユニットと２個のγ
サブユニットとからなるヘモグロビンＦ（fetal hemoglobin）であるが、生後はγサブユ
ニットよりもβサブユニットの発現が優位になり、成人の赤血球に発現しているヘモグロ
ビンのほとんどは、２個のαサブユニットと２個のβサブユニットとからなるヘモグロビ
ンＡ（adult hemoglobin）である。正常成人においては、ヘモグロビンＦの発現割合は全
ヘモグロビンの２％以下であるが、ヘモグロビンＦを高発現する先天性貧血症及び後天性
貧血症が知られている。
【０００３】
　ところで、細胞又はタンパク質を抗体を用いて免疫学的に検出する方法が、臨床に普及
している。例えば特許文献１には、βサブユニットのＮ末端領域を認識する抗体を用いた
ヘモグロビンＡ１ｃの測定方法が開示されている。例えば特許文献２には、γサブユニッ
トに対する抗体を用いて、妊娠母体の血漿における胎児ヘモグロビン濃度を測定する子癇
前症の診断方法が開示されている。例えば特許文献３には、妊娠母体の血清に存在する分
泌型ポリペプチドをＥＬＩＳＡ（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay）によって検出す
る方法が開示されている。例えば非特許文献１には、ヘモグロビンＦに対する抗体を用い
たヘモグロビンＦ及びヘモグロビンＦ含有赤血球の定量方法が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特許５７４３５５０号公報
【特許文献２】特表２０１０－５１８３８６号公報
【特許文献３】国際公開第２００６／００５５８５号
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Yun-Ling Zheng, et al.; Flow sorting of fetal erythroblasts usin
g intracytoplasmic anti-fetal haemoglobin: Preliminary observations on maternal 
samples; Prenatal Diagnosis; 1995; vol.15; pp.897-905.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　ヒト血液に含まれるヘモグロビンＦ又はγサブユニットを、抗体を用いて免疫学的に高
感度に検出するには、γサブユニットを特異的に認識する感度の高い抗体が必要である。
【０００７】
　本開示の実施形態は、上記状況のもとになされた。
　本開示の課題は、ヒト血液に含まれるヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を高
感度に検出する方法を提供することである。
　また、本開示の課題は、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに特異的に結合する新規な
抗体、その製造方法、及びその製造のためのハイブリドーマを提供することである。
　また、本開示の課題は、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに特異的に結合する新規な
抗体を利用して胎児細胞を検出して行う、胎児の出生前遺伝学的検査方法を提供すること
である。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上記の課題を解決するための具体的手段には、以下の態様が含まれる。
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［１］　ヒト血液に含まれるヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を検出する方法
であって、配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体を血液細胞集
団に接触させて抗体で細胞をマーキングする工程と、血液細胞集団から、抗体でマーキン
グされた細胞を検出する工程と、を有する、ヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞
の検出方法。
［２］　さらに、抗ＣＤ４５抗体を血液細胞集団に接触させて抗ＣＤ４５抗体で細胞をマ
ーキングする工程と、血液細胞集団から、抗ＣＤ４５抗体でマーキングされていない細胞
を検出する工程と、を有する、［１］に記載の検出方法。
［３］　さらに、核染色色素を血液細胞集団に接触させて細胞核を染色する工程と、血液
細胞集団から、核染色色素によって核が染色された有核細胞を検出する工程と、を有する
、［１］又は［２］に記載の検出方法。
［４］　血液細胞集団から細胞を検出することがフローサイトメトリーによって行われる
、［１］～［３］のいずれか１つに記載の検出方法。
［５］　血液細胞集団が、妊娠母体から採取された末梢血に由来する血液細胞集団である
、［１］～［４］のいずれか１つに記載の検出方法。
［６］　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する、ヒトのヘモグロビ
ンサブユニットγに対する抗体。
［７］　モノクローナル抗体である、［６］に記載の抗体。
［８］　蛍光色素、蛍光タンパク質、酵素、ビオチン、及び磁気ビーズから選ばれる少な
くとも１種で標識された抗体である、［６］又は［７］に記載の抗体。
［９］　配列番号１のアミノ酸配列をＮ末端に有し、アミノ酸残基数が２０個以下である
ペプチドを免疫原として非ヒト動物に投与する工程を有する、ヒトのヘモグロビンサブユ
ニットγに対する抗体の製造方法。
［１０］　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する、ヒトのヘモグロ
ビンサブユニットγに対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
［１１］　［１］～［５］のいずれか１項に記載の細胞の検出方法により、妊娠母体から
採取された末梢血からヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を検出し、検出された
細胞から染色体ＤＮＡを入手して行う、胎児の出生前遺伝学的検査方法。
【発明の効果】
【０００９】
　本開示によれば、ヒト血液に含まれるヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を高
感度に検出する方法が提供される。
　また、本開示によれば、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに特異的に結合する新規な
抗体、その製造方法、及びその製造のためのハイブリドーマが提供される。
　また、本開示によれば、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに特異的に結合する新規な
抗体を利用して胎児細胞を検出して行う、胎児の出生前遺伝学的検査方法が提供される。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　以下に、実施形態について説明する。これらの説明及び実施例は実施形態を例示するも
のであり、実施形態の範囲を制限するものではない。
【００１１】
　本開示において「工程」との語は、独立した工程だけでなく、他の工程と明確に区別で
きない場合であってもその工程の所期の目的が達成されれば、本用語に含まれる。
【００１２】
　本開示において組成物中の各成分の量について言及する場合、組成物中に各成分に該当
する物質が複数種存在する場合には、特に断らない限り、組成物中に存在する当該複数種
の物質の合計量を意味する。
【００１３】
　本開示において「～」を用いて示された数値範囲は、「～」の前後に記載される数値を
それぞれ最小値及び最大値として含む範囲を示す。
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【００１４】
＜細胞の検出方法＞
　本開示の検出方法は、ヒト血液に含まれる、ヘモグロビンサブユニットγ（hemoglobin
 subunit gamma；ＨＢＧ）を含有する細胞（「ＨＢＧ含有細胞」という。）を検出する方
法である。ヒトのＨＢＧの遺伝子は２つあり、それぞれＨＢＧ１（hemoglobin subunit g
amma 1）とＨＢＧ２（hemoglobin subunit gamma 2）とを発現する。本開示において、Ｈ
ＢＧは、ＨＢＧ１とＨＢＧ２とを含む用語である。
【００１５】
　本開示において血液には、血液そのもの、及び、生理食塩水で希釈した血液；血液にグ
ルコース、抗血液凝固剤等の添加剤を加えた保存血液；これらの分画物；などの血液試料
が含まれる。本開示において血液細胞集団とは、血液を構成する細胞の集団を指す。
【００１６】
　本開示の検出方法の一実施形態は、成人から採取された末梢血を検体とし、ＨＢＧ含有
細胞を検出する。ＨＢＧ含有細胞を検出することによって、先天性貧血症（例えば、遺伝
性高胎児ヘモグロビン血症（hereditary persistence of fetal hemoglobin）、サラセミ
ア症候群）又は後天性貧血症（例えば、異常ヘモグロビン症）の診断又は病態把握が可能
である。
【００１７】
　本開示の検出方法の一実施形態は、妊娠母体から採取された末梢血を検体とし、ＨＢＧ
含有細胞を検出する。妊娠母体から採取された末梢血に含まれるＨＢＧ含有細胞は、胎児
の赤血球と推定される。胎児の赤血球が有核赤血球である場合、この細胞から胎児染色体
および胎児遺伝子を入手し、出生前遺伝学的検査を行うことができる。
【００１８】
　胎児の有核赤血球は、胎盤を通過して母体の血液中に移行する。胎児の有核赤血球は、
妊娠後６週程度から母体血中に存在するといわれている。したがって、出生前遺伝学的検
査を行うことを目的とした場合、本開示の検出方法に供する血液は、妊娠後６週程度以降
の妊娠母体から採取した末梢血、又は、妊娠後６週程度以降の妊娠母体から採取した末梢
血から調製した血液試料であることが好ましい。
【００１９】
　母体が妊娠中には、胎児の赤血球は有核であり得る。胎児の有核赤血球は、妊娠母体血
中の細胞の約１０６個に１個の割合で存在しているといわれており、妊娠母体の抹消血中
においては、非常に存在確率が低い。妊娠母体の末梢血には、胎児の有核赤血球のほかに
、母親の白血球（好酸球、好中球、好塩基球、単球、リンパ球）；母親の、核のない成熟
した赤血球；母親の有核赤血球；等の血液細胞が含まれる。
【００２０】
　様々な細胞を含む血液細胞集団から、ＨＢＧ含有細胞を感度高く検出するために、本開
示の検出方法は、配列番号１のアミノ酸配列（Gly-His-Phe-Thr-Glu-Glu-Asp-Lys-Ala-Th
r-Ile-Thr-Ser-Leu）に存在するエピトープを認識する抗体であって、ヒトのヘモグロビ
ンサブユニットα（hemoglobin subunit alpha；ＨＢＡ）及びヒトのヘモグロビンサブユ
ニットβ（hemoglobin subunit beta；ＨＢＢ）には結合しない抗体を用いる。
【００２１】
　ヒトのＨＢＧ１及びＨＢＧ２はどちらもＮ末端に、配列番号１のアミノ酸配列を有する
。一方、ヒトＨＢＡ及びヒトＨＢＢには、配列番号１のアミノ酸配列に同一性の高いアミ
ノ酸配列が存在しない。したがって、本開示の検出方法は、配列番号１のアミノ酸配列に
存在するエピトープを認識する抗体を用いることによって、血液細胞集団に含まれるＨＢ
Ｇ含有細胞を感度高く検出することができる。即ち、本開示の検出方法によれば、ヘモグ
ロビンＦを発現している細胞を感度高く検出することができる。
【００２２】
　本開示において、抗体は、免疫グロブリン分子そのもの（intact immunoglobulin）の
みならず、その断片であって抗原への結合能を有する断片（例えば、Ｆａｂ、Ｆ(ａｂ')
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２、Ｆａｂ'）をも包含する用語である。
【００２３】
　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体は、配列番号１のアミ
ノ酸配列からなるペプチドを免疫された非ヒト動物の血液から精製する方法；配列番号１
のアミノ酸配列からなるペプチドを免疫された非ヒト動物のＢ細胞とミエローマ細胞との
融合細胞であるハイブリドーマを作製し、ハイブリドーマからモノクローナル抗体を得る
方法；等の方法で製造可能である。抗体の製造方法は、後で詳細に説明する。
【００２４】
　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体は、蛍光色素、蛍光タ
ンパク質、酵素、ビオチン、及び磁気ビーズから選ばれる少なくとも１種で標識された標
識化抗体でもよい。
【００２５】
　抗体を標識する蛍光色素としては、例えば、ＦＩＴＣ（fluorescein isothiocyanate）
、テキサスレッド、Ｃｙ３、Ｃｙ５、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 647等が挙げられる
。抗体を標識する蛍光タンパク質としては、例えば、フィコシアニン、アロフィコシアニ
ン、フィコエリスリン、フィコエリスロシアニン等が挙げられる。抗体を標識する酵素と
しては、例えば、ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ等が挙げられる。
【００２６】
　以下、本開示の検出方法を、工程を説明することによって、詳細に説明する。
【００２７】
［ＨＢＧ含有細胞マーキング工程、ＨＢＧ含有細胞検出工程］
　本開示の検出方法は、
　配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体を血液細胞集団に接触
させて抗体で細胞をマーキングする工程（「ＨＢＧ含有細胞マーキング工程」という。）
と、
　血液細胞集団から、配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体で
マーキングされた細胞を検出する工程（「ＨＢＧ含有細胞検出工程」という。）と、を有
する。
【００２８】
　ＨＢＧ含有細胞マーキング工程は、配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを
認識する抗体を血液細胞集団に接触させて抗体で細胞をマーキングする工程であり、抗体
を血液細胞集団に接触させる方法は制限されない。抗体と血液細胞集団との接触は、例え
ば、血液細胞集団の細胞懸濁液に抗体を添加し、又は、抗体を含有するリン酸緩衝液若し
くは生理食塩水に血液細胞集団を添加し、４℃～室温で３０分間～１２０分間インキュベ
ートすることによって行われる。配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識
する抗体が、蛍光色素、蛍光タンパク質、酵素、ビオチン、磁気ビーズ等で標識されてい
ない場合には、この抗体に対する標識化二次抗体を、血液細胞集団にさらに接触させても
よい。二次抗体の標識としては、蛍光色素、蛍光タンパク質、酵素、ビオチン、磁気ビー
ズ等が挙げられる。
【００２９】
　ＨＢＧ含有細胞マーキング工程において抗体を接触させる血液細胞集団は、抗体が細胞
膜を通過して細胞質に至ることを可能にする目的で、細胞膜透過処理を施された血液細胞
集団であることが好ましい。細胞膜透過処理は、例えば、ＴｒｉｔｏｎＸ１００等の界面
活性剤を含有するリン酸緩衝液又は生理食塩水と、血液細胞集団とを混合し、４℃～室温
で１分間～３０分間インキュベートすることによって行われる。血液細胞集団に細胞膜透
過処理を施す場合、血液細胞集団は、細胞内からタンパク質が失われることを抑制する目
的で、細胞膜透過処理の前に固定化処理を施された血液細胞集団であることが好ましい。
細胞の固定化処理は、例えば、グルタルアルデヒドを含有するリン酸緩衝液又は生理食塩
水と、血液細胞集団とを混合し、４℃～室温で１分間～３０分間インキュベートすること
によって行われる。
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【００３０】
　出生前遺伝学的検査を行うことを目的として、妊娠母体から採取された末梢血を検体と
し本開示の検出方法を実施する場合、ＨＢＧ含有細胞マーキング工程において抗体を接触
させる血液細胞集団は、有核赤血球を多く含む集団に濃縮された細胞集団であることが好
ましい。したがって、妊娠母体から採取された末梢血を密度勾配遠心分離に供して有核赤
血球を含む画分を得て、この有核赤血球を含む画分をＨＢＧ含有細胞マーキング工程に供
する血液細胞集団とすることが好ましい。有核赤血球を濃縮するための密度勾配遠心分離
は、例えば、密度の異なる２種類の媒体を遠沈管に重層した不連続密度勾配の上に、生理
食塩水で希釈した血液を重層して遠心を行う遠心分離である。詳細な方法としては、例え
ば、国際公開第２０１６／０３８９２９号に記載の方法が適用できる。
【００３１】
　ＨＢＧ含有細胞検出工程は、配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識す
る抗体でマーキングされた細胞を検出する工程であり、検出する方法は制限されない。
　ＨＢＧ含有細胞マーキング工程に用いる抗体（配列番号１のアミノ酸配列に存在するエ
ピトープを認識する抗体、又は、この抗体に対する二次抗体）が、蛍光色素、蛍光タンパ
ク質、酵素、ビオチン、磁気ビーズ等で標識された標識化抗体である場合には、その標識
に応じた光学的方法、化学的方法、電気的方法、又は磁気的方法によってＨＢＧ含有細胞
検出工程が行われる。ＨＢＧ含有細胞検出工程は、ＨＢＧ含有細胞の単離を目的とした場
合は、フローサイトメトリーによって行うことが好ましく、この場合、ＨＢＧ含有細胞マ
ーキング工程に用いる抗体（配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する
抗体、又は、この抗体に対する二次抗体）は、蛍光色素、蛍光タンパク質、又はビオチン
で標識された抗体であることが好ましい。
【００３２】
［白血球マーキング工程、白血球除外工程］
　本開示の検出方法は、ＨＢＧ含有細胞の検出効率を上げる観点から、さらに、
　抗ＣＤ４５抗体を血液細胞集団に接触させて抗ＣＤ４５抗体で細胞をマーキングする工
程（「白血球マーキング工程」という。）と、
　血液細胞集団から、抗ＣＤ４５抗体でマーキングされていない細胞を検出する工程（「
白血球除外工程」という。）と、を有することが好ましい。
【００３３】
　白血球共通抗原であるＣＤ４５は、白血球全般、即ち、好酸球、好中球、好塩基球、単
球、及びリンパ球に発現していることから、血液細胞集団に含まれるＣＤ４５陰性細胞は
、赤血球である確率が高い。したがって、白血球マーキング工程及び白血球除外工程によ
って、血液細胞集団から感度高く赤血球が検出される。
【００３４】
　白血球マーキング工程は、抗ＣＤ４５抗体を血液細胞集団に接触させて抗ＣＤ４５抗体
で細胞をマーキングする工程であり、抗ＣＤ４５抗体を血液細胞集団に接触させる方法は
制限されない。抗ＣＤ４５抗体と血液細胞集団との接触は、例えば、血液細胞集団の細胞
懸濁液に抗ＣＤ４５抗体を添加し、又は、抗ＣＤ４５抗体を含有するリン酸緩衝液若しく
は生理食塩水に血液細胞集団を添加し、４℃～室温で３０分間～１２０分間インキュベー
トすることによって行われる。白血球マーキング工程は、ＨＢＧ含有細胞マーキング工程
と同時に行ってもよく、ＨＢＧ含有細胞マーキング工程の前又は後に行ってもよい。ＨＢ
Ｇ含有細胞マーキング工程と白血球マーキング工程との同時実施は、例えば、血液細胞集
団の細胞懸濁液に、配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗体及び
抗ＣＤ４５抗体を添加する、又は、配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認
識する抗体及び抗ＣＤ４５抗体を含有するリン酸緩衝液若しくは生理食塩水に、血液細胞
集団を添加することによって行われる。
【００３５】
　抗ＣＤ４５抗体は、白血球除外工程を光学的方法、化学的方法、電気的方法、又は磁気
的方法によって行う観点から、蛍光色素、蛍光タンパク質、酵素、ビオチン、又は磁気ビ
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ーズ等で標識された標識化抗体であることが好ましく、白血球除外工程をフローサイトメ
トリーによって行う観点から、蛍光色素、蛍光タンパク質、又はビオチンで標識された抗
体であることが好ましい。
【００３６】
　白血球除外工程は、抗ＣＤ４５抗体の標識に応じた光学的方法、化学的方法、電気的方
法、又は磁気的方法によって行われる。白血球除外工程は、ＨＢＧ含有細胞検出工程の前
に行ってもよく、ＨＢＧ含有細胞検出工程の後に行ってもよい。
【００３７】
［細胞核染色工程、有核細胞検出工程］
　本開示の検出方法は、有核細胞を検出する目的で、さらに、
　核染色色素を血液細胞集団に接触させて細胞核を染色する工程（「細胞核染色工程」と
いう。）と、
　血液細胞集団から、核染色色素によって核が染色された有核細胞を検出する工程（「有
核細胞検出工程」という。）と、を有することが好ましい。
【００３８】
　細胞核染色工程は、核染色色素を血液細胞集団に接触させて細胞核を染色する工程であ
り、核染色色素を血液細胞集団に接触させる方法は制限されない。核染色色素と血液細胞
集団との接触は、例えば、血液細胞集団の細胞懸濁液に核染色色素を添加し、又は、核染
色色素を含有するリン酸緩衝液若しくは生理食塩水に血液細胞集団を添加し、４℃～室温
で３０分間～１２０分間インキュベートすることによって行われる。細胞核染色工程は、
ＨＢＧ含有細胞マーキング工程の前に行ってもよく、ＨＢＧ含有細胞マーキング工程の後
かつＨＢＧ含有細胞検出工程の前に行ってもよく、ＨＢＧ含有細胞検出工程の後に行って
もよい。本開示の検出方法が白血球マーキング工程及び白血球除外工程を有する場合、細
胞核染色工程は、白血球マーキング工程の前に行ってもよく、白血球マーキング工程の後
かつ白血球除外工程の前に行ってもよく、白血球除外工程の後に行ってもよい。
【００３９】
　核染色色素としては、クロマチン、核タンパク質、ＤＮＡ等を染色する色素のいずれで
もよく、具体的には、ＤＡＰＩ（4',6-diamidino-2-phenylindole）、ヨウ化プロピジウ
ム、７－ＡＡＤ（7-Amino-Actinomycin D）、ヘキスト３３３４２、ＤＲＡＱ５、メチレ
ンブルー、ヘマトキシリン、チオニン等が挙げられる。
【００４０】
　核染色色素が非蛍光色素の場合、有核細胞検出工程は、例えば、細胞集団を光学顕微鏡
で観察し、核が染色された細胞を検出することにより行われる。
　核染色色素が蛍光色素の場合、有核細胞検出工程は、例えば、フローサイトメトリーに
より行われる。
【００４１】
　有核細胞検出工程は、ＨＢＧ含有細胞検出工程の前に行ってもよく、ＨＢＧ含有細胞検
出工程の後に行ってもよい。本開示の検出方法が白血球マーキング工程及び白血球除外工
程を有する場合、有核細胞検出工程は、白血球除外工程の前に行ってもよく、白血球除外
工程の後に行ってもよい。
【００４２】
　本開示の検出方法の一例としては、妊娠母体から採取された末梢血を検体とし、ＨＢＧ
含有細胞マーキング工程、白血球マーキング工程、細胞核染色工程、ＨＢＧ含有細胞検出
工程、白血球除外工程、及び有核細胞検出工程を有し、ＨＢＧ含有細胞マーキング工程及
び白血球マーキング工程を行い（その順番は制限されない）、次いで細胞核染色工程を行
い、次いで３つの検出工程をフローサイトメトリーによって順次行う（その順番は制限さ
れない）実施形態が挙げられる。本実施形態例によれば、胎児の有核赤血球を感度高く検
出することができる。
【００４３】
＜抗体の製造方法＞
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　本開示の製造方法は、配列番号１のアミノ酸配列に存在するエピトープを認識する抗ヒ
トＨＢＧ抗体を製造する方法であり、配列番号１のアミノ酸配列をＮ末端に有し、アミノ
酸残基数が２０個以下であるペプチドを免疫原として非ヒト動物に投与する工程を有する
。
【００４４】
　本開示の製造方法は、配列番号１のアミノ酸配列をＮ末端に有し、アミノ酸残基数が２
０個以下であるペプチドを免疫原とする故、ヒトＨＢＧを大量に入手することなく抗ヒト
ＨＢＧ抗体を製造することができる。また、本開示の製造方法は、ヒトＨＢＧの部分アミ
ノ酸配列であって、ヒトＨＢＡ及びヒトＨＢＢには同一性の高い配列が存在しない配列番
号１のアミノ酸配列を選択し、このアミノ酸配列を有するペプチドを免疫原とする故、ヒ
トヘモグロビンサブユニットの中でもヒトＨＢＧを特異的に認識する抗体を製造すること
ができる。
【００４５】
　本開示の製造方法における免疫原は、配列番号１のアミノ酸配列をＮ末端に有し、アミ
ノ酸残基数が２０個以下であるペプチド（以下「ペプチド抗原」ともいう。）であり、ア
ミノ酸残基数は１８個以下が好ましく、１６個以下がより好ましく、１４個が更に好まし
い。ペプチド抗原における配列番号１のアミノ酸配列以外のアミノ酸配列（つまり、Ｃ末
端側のアミノ酸配列）は、特に制限されないが、例えば、ヒトＨＢＧにおける配列番号１
のアミノ酸配列に続く数残基のアミノ酸配列が挙げられる。
【００４６】
　本開示の製造方法においては、ペプチド抗原と、ＫＬＨ（keyhole limpet hemocyanin
）、ＢＳＡ（bovine serum albumin）等のキャリアタンパク質とを結合させたコンジュゲ
ートを感作用抗原とすることが好ましい。
【００４７】
　本開示の製造方法によって製造される抗体は、ポリクローナル抗体でもよく、モノクロ
ーナル抗体でもよい。
【００４８】
　ポリクローナル抗体を製造する一実施形態例を説明する。
　感作用抗原を、ホスト動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ等）に、数日～数週間間
隔（好ましくは２週間～５週間間隔）で、１回～１０回（好ましくは２回～５回）投与す
る。投与は、例えば、静脈、皮下、又は腹腔に注入することにより行われる。感作用抗原
は、アジュバントと混合したエマルジョンの形態で投与されることが好ましい。アジュバ
ントとしては、例えば、フロイント完全アジュバント、フロイント不完全アジュバント、
水酸化アルミニウムアジュバント等が挙げられる。１回当たりの抗原投与量は、アジュバ
ントを用いない場合は０．１ｍｇ～１００ｍｇが好ましく、アジュバントを用いる場合は
１μｇ～１００μｇが好ましい。最終の免疫日から６日～６０日後に採血し、採血した血
液から血清を分画し、抗血清を得る。抗血清からの抗体の精製は、硫安塩析、イオン交換
クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー
等により行う。この実施形態例によって、抗血清又は精製抗体として、ポリクローナル抗
体を取得することができる。
【００４９】
　モノクローナル抗体を製造する一実施形態例を説明する
　感作用抗原を、ホスト動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ等）に、数日～数週間間
隔（好ましくは２週間～５週間間隔）で、１回～１０回（好ましくは２回～５回）投与す
る。投与は、例えば、静脈、皮下、又は腹腔に注入することにより行われる。感作用抗原
は、アジュバントと混合したエマルジョンの形態で投与されることが好ましい。アジュバ
ントとしては、例えば、フロイント完全アジュバント、フロイント不完全アジュバント、
水酸化アルミニウムアジュバント等が挙げられる。１回当たりの抗原投与量は、アジュバ
ントを用いない場合は０．１ｍｇ～１００ｍｇが好ましく、アジュバントを用いる場合は
１μｇ～２０００μｇが好ましい。最終の免疫日から６日～６０日後（好ましくは１日～
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１４日後）に抗体産生組織を摘出し、抗体産生細胞（例えば、脾臓細胞、リンパ節細胞）
を入手し、抗体産生細胞とミエローマ細胞とを融合させハイブリドーマを作出する。ミエ
ローマ細胞としては、薬剤選択性を有し、未融合細胞の状態では選択培地において生存で
きない性質を有する細胞が好ましい。ミエローマ細胞株としては、例えば、Ｐ３－Ｘ６３
－Ａｇ８－Ｕ１、Ｐ３Ｕ１、ＮＳ－Ｉ等のマウスミエローマ細胞株が挙げられる。細胞融
合の方法としては、ＰＥＧ法（ポリエチレングリコールを細胞融合促進剤に用いる方法）
、電気的融合法が挙げられる。細胞融合は、例えば、血清を含まない動物細胞用培地（例
えば、ＤＭＥＭ（Dulbecco's modified Eagle medium）、ＲＰＭＩ１６４０（Roswell Pa
rk Memorial Institute medium 1640））中で、１×１０６個／ｍＬ～１×１０７個／ｍ
Ｌの抗体産生細胞と２×１０５個／ｍＬ～２×１０６個／ｍＬのミエローマ細胞とを混合
し（抗体産生細胞とミエローマ細胞との細胞数比は５：１が好ましい。）、細胞融合促進
剤の存在下で融合反応を行う。細胞融合促進剤としては、平均分子量１０００～６０００
のポリエチレングリコールが挙げられる。細胞融合処理後の細胞を、血清を含む動物細胞
用培地に懸濁し、マイクロタイタープレートに１×１０５個／ｗｅｌｌ程度播種し、各ウ
ェルに選択培地を加え、選択培地を交換しながら培養を行う。選択培地で増殖し得た細胞
の培養上清中に目的とする抗体が存在するか否かを、抗原としてヒトＨＢＧを用いたＥＬ
ＩＳＡ（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay）等によって確認する。目的とする抗体が
存在するウェルの細胞を回収し、限界希釈法によりモノクローナル抗体産生細胞を樹立す
る。樹立したモノクローナル抗体産生細胞を、７日～１４日間培養し、その培養上清を採
取する。または、ハイブリドーマの作出に用いたミエローマ細胞と同種動物の腹腔内に、
モノクローナル抗体産生細胞を約１×１０７個投与し、モノクローナル抗体産生細胞を大
量に増殖させ、１週間～２週間後に腹水を採取する。培養上清又は腹水からの抗体の精製
は、硫安塩析、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、アフィニ
ティークロマトグラフィー等により行う。この実施形態例によって、培養上清、腹水又は
精製抗体として、モノクローナル抗体を取得することができる。
【００５０】
　本開示の製造方法によって製造される抗体のサブクラスは、特に制限されない。本開示
の製造方法においては、精製した免疫グロブリン分子にプロテアーゼを反応させて、Ｆａ
ｂ又はＦ(ａｂ')２にしてもよく、Ｆ(ａｂ')２を還元してＦａｂ'にしてもよい。本開示
の製造方法においては、精製した免疫グロブリン分子又はその断片に、蛍光色素、蛍光タ
ンパク質、酵素、ビオチン、磁気ビーズ等を結合させて標識化抗体としてもよい。
【００５１】
＜胎児の出生前遺伝学的検査方法＞
　本開示の検査方法は、妊娠母体から採取された末梢血からＨＢＧ含有細胞を検出し、検
出されたＨＢＧ含有細胞から染色体ＤＮＡを入手して行う、胎児の出生前遺伝学的検査の
方法である。本開示の検査方法は、ヒト個体が生来的に保有する遺伝情報を明らかにする
検査であり、例えば、染色体の異数性の有無の検出、遺伝子多型の検出、及び、遺伝子変
異の検出の少なくともいずれかを行う検査である。本開示の検査方法は、例えば、１３番
染色体、１８番染色体、及び２１番染色体のトリソミー；性染色体の過剰；等の染色体の
異数性の有無の検出に適用される。
【００５２】
　本開示の検査方法は、公知の遺伝子検査の方法、及び公知の遺伝子解析技術を適用して
実施してよい。本開示の検査方法は、染色体ＤＮＡの解析を容易にする目的で、胎児細胞
から全ゲノム増幅（whole genome amplification；ＷＧＡ）を行う工程を有することが好
ましい。さらに、本開示の検査方法は、例えば、全ゲノム増幅の増幅産物を鋳型にして、
染色体上の目的領域をポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction；ＰＣＲ）に
より増幅する増幅工程と、増幅した目的領域の塩基配列及び量を決定する配列解析工程と
、を有することが好ましい。以下、上記の工程を説明することによって、本開示の検査方
法の実施形態例を詳細に説明する。
【００５３】
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［全ゲノム増幅］
　全ゲノム増幅の方法は、特に制限されず、公知の方法で行ってよい。全ゲノム増幅は、
例えば、界面活性剤とタンパク質分解酵素とを用いて細胞を溶解させる工程と、細胞から
溶出したゲノムＤＮＡを鋳型にしてＤＮＡポリメラーゼによってＤＮＡを増幅する工程と
、を有する。
【００５４】
　全ゲノム増幅は、市販の試薬を適用して行ってよい。ＰＣＲに基づく試薬としては、例
えば、PicoPLEX WGA Kit（New England Biolabs社）、GenomePlex Single Cell Whole Ge
nome Amplification Kit（Sigma-Aldrich社）、国際公開第２０１２／１６６４２５号に
開示のＭＡＬＢＡＣ法（Multiple Annealing and Looping-Based Amplification Cycles
）に係る試薬が挙げられる。鎖置換型ＤＮＡ合成反応に基づく試薬としては、例えば、Ge
nomiPhi DNA Amplification Kit（ＧＥヘルスケア社、GenomiPhiは登録商標）、REPLI-g 
Single Cell Kit（QIAGEN社、REPLI-gは登録商標）が挙げられる。
【００５５】
　全ゲノム増幅は、その終了後にアガロースゲル電気泳動を行って、増幅の有無を確認す
ることが好ましい。全ゲノム増幅の増幅産物は、精製することが好ましい。精製は、例え
ば、QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN社、QIAquickは登録商標）を用いて行う。
増幅産物の量は、例えば、NanoDrop（登録商標、Thermo Fisher Scientific社）、BioAna
lyzer（Agilent社）、Quantus Fluorometer（Promega社）を用いて濃度を測定することで
確認し得る。
【００５６】
［ＰＣＲによる目的領域の増幅工程］
　本増幅工程は、全ゲノム増幅で得た増幅産物を鋳型にして、目的領域をＰＣＲにより増
幅する工程である。目的領域（増幅される領域）は、遺伝学的検査の目的に応じて選択さ
れる、染色体上の領域である。ＰＣＲに使用するプライマー対の塩基配列は、目的領域の
塩基配列とシークエンサーの解析原理とに従って設計される。増幅工程は、染色体上の複
数の領域を解析する目的で、複数のプライマー対を用いて複数の目的領域の多重増幅を行
う多重ＰＣＲ（マルチプレックスＰＣＲ）としてもよい。増幅工程は、シークエンサーの
解析原理に従って、ＰＣＲを１回行ってもよく２回以上行ってもよい。
【００５７】
　ＰＣＲ試薬としては、例えば、Multiplex PCR Assay Kit（タカラバイオ社）、Multipl
ex PCR Assay Kit ver2（タカラバイオ社）、KAPA Library Amplification Kit（日本ジ
ェネティクス社）、Platinum Multiplex PCR Master Mix Kit（ライフテクノロジーズ社
、Platinumは登録商標）が挙げられる。マルチプレックスＰＣＲを行う場合には、プライ
マー対ごとにアニーリングの至適温度が異なることがあるため、反応条件の検討をするこ
とが好ましい。ＰＣＲのサイクル数は、リアルタイムＰＣＲによる検討を予め行って、そ
の結果に基づき設定してよい。ＰＣＲは、その途中で、反応温度及び／又は反応時間を変
更してもよい。
【００５８】
　増幅工程で得た増幅産物は、精製することが好ましく、精製は、例えば、QIAquick PCR
 Purification Kit（QIAGEN社）、AMPure XP Kit（BECKMAN COULTER社）を用いて行う。
増幅産物の量は、例えば、NanoDrop（Thermo Fisher Scientific社）、BioAnalyzer（Agi
lent社）、Quantus Fluorometer（Promega社）、KAPA Library Quantification Kits（日
本ジェネティクス社）を用いて濃度を測定することで確認し得る。
【００５９】
［配列解析工程］
　配列解析工程は、増幅された目的領域の塩基配列と量とを決定する工程である。配列解
析工程は、各種のシークエンサーによって行われる。ＰＣＲによる増幅工程で得た増幅産
物の全部又は一部が、配列解析工程でシークエンサーにかけられる物質であり、ＰＣＲに
よる増幅工程で得た増幅産物が、いわばシークエンス用ライブラリーである。
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【００６０】
　配列解析工程は、解析の精度及び速さ、１度に処理可能な試料数の多さ等の点で、次世
代シークエンサーによって行われることが好ましい。次世代シークエンサー（Next Gener
ation Sequencer；ＮＧＳ）とは、サンガー法を利用したキャピラリーシークエンサー（
第一世代シークエンサーと呼ばれる）に対比して分類されるシークエンサーを意味する。
次世代シークエンサーは、第二世代、第三世代、第四世代、及び今後開発されるシークエ
ンサーを含む。現時点で最も普及している次世代シークエンサーは、ＤＮＡポリメラーゼ
による相補鎖合成又はＤＮＡリガーゼによる相補鎖結合に連動した蛍光又は発光をとらえ
塩基配列を決定する原理のシークエンサーである。具体的には、MiSeq（Illumina社）、H
iSeq2000（Illumina社、HiSeqは登録商標）、Roche454（Roche社）等が挙げられる。
【００６１】
　シークエンサーで得られた配列データをアライメントする手段としては、Burrows-Whee
ler Aligner（ＢＷＡ）が挙げられ、ＢＷＡによって既知のヒトゲノム配列へ配列データ
をマッピングすることが好ましい。遺伝子を解析する手段としては、SAMtools及びBEDtoo
lsが挙げられ、これらの解析手段により遺伝子多型、遺伝子変異、及び／又は染色体数を
解析することが好ましい。
【００６２】
　配列解析工程で解析した、増幅された目的領域の塩基配列と量とから、染色体の異数性
の有無、遺伝子多型、及び／又は遺伝子変異が検出される。染色体の異数性の検出方法の
一例を、以下に説明する。
【００６３】
　胎児の有核赤血球から得た染色体について、増幅産物の量をシークエンサーで解析する
。基準（あるいは参照）として、母親の細胞から得た染色体について、増幅産物の量をシ
ークエンサーで解析する。胎児が染色体の異数性を有しなければ、母親由来の増幅産物の
量と胎児由来の増幅産物の量とは、ほぼ１：１の量比になると予想される。増幅領域が位
置する染色体が胎児においてトリソミーである場合には、母親由来の増幅産物の量と胎児
由来の増幅産物の量とは、ほぼ１．０：１．５（あるいは２：３）の量比になると予想さ
れる。
【実施例】
【００６４】
　以下に、実施例により発明の実施形態を詳細に説明するが、発明の実施形態は、これら
実施例により限定されるものではない。
【００６５】
　下記において、物質濃度に関し「Ｍ」はモル濃度を表し、１Ｍ＝１ｍｏｌ／Ｌである。
また、物質濃度に関し、特に断りのない限り「％」は「ｖ／ｖ％」である。
【００６６】
　下記において、「ＰＢＳ」とは、リン酸緩衝液（phosphate buffered saline）を意味
し、「ＨＡＴ」とは、ヒポキサンチンとアミノプテリンとチミジンとの混合物を意味し、
「ＦＢＳ」とは、ウシ胎児血清（fetal bovine serum）を意味し、「ＢＳＡ」とは、ウシ
血清アルブミン（bovine serum albumin）を意味し、「ＨＲＰ」とは、Horseradish Pero
xidaseを意味する。ＰＢＳは、特に断りのない限り、ｐＨ７．４である。
【００６７】
＜実施例１＞
　ヒトＨＢＧに結合するモノクローナル抗体を作製した。
【００６８】
［免疫原の調製］
　ヒトＨＢＧのアミノ酸配列において、ヒトＨＢＡ及びヒトＨＢＢとの間の同一性の低い
配列として、配列番号１のアミノ酸配列（Gly-His-Phe-Thr-Glu-Glu-Asp-Lys-Ala-Thr-Il
e-Thr-Ser-Leu）を選択し、このアミノ酸配列のペプチドを免疫原とした。
【００６９】
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　配列番号１のアミノ酸配列からなるペプチドは、通常のペプチド免疫で使用するペプチ
ドに比べて短いので、配列番号１のアミノ酸配列のＣ末端に「Ｈ２Ｎ－(ＣＨ２)２Ｏ－(
ＣＨ２)２Ｏ－ＣＨ２－ＣＯＯＨ」を１個付加した配列を設計した。以下、この配列を「
ＧＨＦＴＥＥＤＫＡＴＩＴＳＬ－ＰＥＧ」という。
【００７０】
　配列ＧＨＦＴＥＥＤＫＡＴＩＴＳＬ－ＰＥＧのペプチドを、Ｆｍｏｃ固相合成法により
合成し、ＨＰＬＣ（high-performance liquid chromatography）で精製した。精製したペ
プチドとＫＬＨ（keyhole limpet hemocyanin）とのコンジュゲートを、以下のとおり作
製した。
【００７１】
　２０ｍｇ　ＫＬＨを２ｍＬの超純水（メルク社のＭｉｌｌｉ－Ｑ装置で精製した水。Ｍ
ｉｌｌｉ－Ｑは登録商標）に溶解した。別途、ＭＢＳ（マレイミドベンゾイルオキシコハ
ク酸イミド、架橋剤）２．０ｍｇを５００μＬのＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミドに溶解し
た。ＫＬＨ溶液を攪拌しながら、ＭＢＳ溶液を４００μＬ滴下し、２５℃で６０分間ゆっ
くりと攪拌した。この混合液を、５０ｍＭリン酸バッファー（ｐＨ７．４）で平衡化した
ゲル濾過カラム（Sephadex G-25、ＧＥヘルスケア・ジャパン社）にアプライし、吸光度
２８０ｎｍを追跡してＫＬＨ－ＭＢＳを回収した。回収したＫＬＨ－ＭＢＳに、ＰＢＳを
添加し、濃度を５ｍｇ／ｍＬに調整した。別途、配列ＧＨＦＴＥＥＤＫＡＴＩＴＳＬ－Ｐ
ＥＧのペプチドを、ＰＢＳに溶解し、１０ｍｇ／ｍＬのペプチド溶液を調製した。ＫＬＨ
－ＭＢＳ溶液とペプチド溶液を等量混合し、スターラーで攪拌しながら２５℃で２時間反
応させ、ペプチドとＫＬＨをコンジュゲートさせた。反応後の溶液にＰＢＳを加え、濃度
を１ｍｇ／ｍＬに調整した。
【００７２】
［マウスの免疫感作］
　配列ＧＨＦＴＥＥＤＫＡＴＩＴＳＬ－ＰＥＧのペプチドとＫＬＨとのコンジュゲートを
、感作用抗原とした。
　ホスト動物として、ＢＡＬＢ／ｃマウス（メス、初回免疫時７週齢～９週齢）を３匹用
意した。感作用抗原を、２週間間隔で、１回あたり１００μｇ～２００μｇ、マウス背部
皮下に投与した。初回は、感作用抗原とフロイント完全アジュバントとを混合したエマル
ジョンを投与し、２回目～４回目は、感作用抗原とフロイント不完全アジュバントとを混
合したエマルジョンを投与した。３回目及び４回目の翌週に採血し、採血した血液から血
清を分画し、血清の一部（１００μＬ～２００μＬ）をＥＬＩＳＡに供して抗体価を測定
した。抗体価の上昇が認められた場合、５回目の投与として、感作用抗原をＰＢＳ（－）
で希釈し、腹腔内に投与した。５回目の３日後に、マウスから脾臓を摘出した。
【００７３】
［ハイブリドーマの作製］
　マウスから摘出した脾臓細胞とミエローマ（Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８－Ｕ１）とを、ＰＥ
Ｇ法により細胞融合させた。脾臓細胞とミエローマの混合比（細胞数の比）を５～１０：
１とし、播種密度が、脾臓細胞の密度として０．５×１０５個／ｗｅｌｌ～１．０×１０
５個／ｗｅｌｌになるように、両者を９６ウェルプレートに播種し細胞融合させた。培地
としては、１０％ＦＢＳ，１．０％ＨＡＴ－ＲＰＭＩ１６４０を用いた。培地を交換しな
がら１４日培養し、細胞が増殖したウェルの培養上清を、以下の一次スクリーニングに供
した。
【００７４】
［ハイブリドーマの一次スクリーニング］
　ＥＬＩＳＡにより、以下の手順で、ハイブリドーマの一次スクリーニングを行った。
　配列番号１のアミノ酸配列からなるペプチドをＰＢＳ（－）で希釈し、濃度１μｇ／ｍ
Ｌのペプチド溶液を調製し、マイクロプレートに注入して、ターゲットペプチドを固相化
した。ターゲットペプチドを固相化したマイクロプレートに、各ウェルの培養上清１ｍＬ
を添加し、２５℃で３０分間インキュベートし、次いで、二次抗体としてＨＲＰ標識抗マ
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マイクロプレートをＰＢＳで洗浄後、ＨＲＰ活性を測定した。
【００７５】
　高ＨＲＰ活性を示したウェルの細胞を回収し、１ウェルあたりの播種細胞数が１個以下
になる細胞懸濁液を調製し、２４ウェルプレートに播種した。培地（１０％ＦＢＳ，１．
０％ＨＡＴ－ＲＰＭＩ１６４０）を交換しながら１４日培養し、細胞が増殖したウェルの
培養上清を、以下の二次スクリーニングに供した。
【００７６】
［ハイブリドーマの二次スクリーニング］
　一次スクリーニングと同様にして、ＨＲＰ活性を測定した。ＨＲＰ活性と、ハイブリド
ーマの生育状態と、抗体のサブクラスとに基づき、ハイブリドーマを選択した。抗体のサ
ブクラスの決定は、Isotyping Test Kit（Bio-Rad Laboratories社）を用いて行った。選
択したハイブリドーマは、下記の２つである。
・ハイブリドーマ５Ｄ５Ｂ１（サブクラスは、ＩｇＧ１）
・ハイブリドーマ５Ｄ５Ｄ１（サブクラスは、ＩｇＧ１）
【００７７】
＜実施例２＞
　実施例１で作製したハイブリドーマが産出するモノクローナル抗体について、血液中の
ＨＢＧ含有細胞を検出する性能の評価を行った。
【００７８】
［抗ＨＢＧ抗体］
　抗ＨＢＧ抗体として、以下の抗体を用意した。
・抗体５Ｄ５Ｂ１：ハイブリドーマ５Ｄ５Ｂ１が産出する抗体。ハイブリドーマ５Ｄ５Ｂ
１の培養上清をアフィニティークロマトグラフィーによって精製し、濃度０．０４１ｍｇ
／ｍＬのＰＢＳ溶液を調製した。
・抗体５Ｄ５Ｄ１：ハイブリドーマ５Ｄ５Ｄ１が産出する抗体。ハイブリドーマ５Ｄ５Ｄ
１の培養上清をアフィニティークロマトグラフィーによって精製し、濃度０．０８５ｍｇ
／ｍＬのＰＢＳ溶液を調製した。
【００７９】
　性能の対照用の抗体として、表１に示す抗ＨＢＧ抗体を購入した。
【００８０】
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【表１】

【００８１】
［血液試料］
　ＶＥＲＩＴＡＳ社から、ヒト臍帯血（商品番号ＣＢ０８）とヒト成人骨髄血（商品番号
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【００８２】
［免疫染色］
　血液の細胞数をセルカウンター（Bio-Rad Laboratories社、ＴＣ２０全自動セルカウン
ター）で計測し、細胞濃度が５×１０７個／ｍＬになるように０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳで
希釈した。血液に含まれる白血球を染色する目的で、希釈血液２ｍＬにＢＶ４２１標識抗
ＣＤ４５抗体（BD biosciences社）を１０μＬ添加し、２５℃で３０分間インキュベート
した。次いで、遠心処理して上清を除いて０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳで１回洗浄し、０．０
５％グルタルアルデヒド－ＰＢＳに置換して、２５℃下で１０分間転倒混和することで細
胞を固定化した。次いで、遠心処理して上清を除いた後、０．０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１０
０，０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳを５００μＬ添加し、２５℃下で５分間静置することで細胞
膜透過処理を行った。次いで、０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳを１ｍＬ添加し、遠心処理して上
清を除き、０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳを２ｍＬ添加し、１００μＬずつ１．５ｍＬチューブ
に分注した。各チューブに、各抗体を終濃度１００μｇ／ｍＬになるように添加し、２５
℃で３０分間インキュベートした。一次抗体処理後の細胞を０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳで１
回洗浄し、１００μＬの０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳで懸濁し、一次抗体が標識されていない
場合には、二次抗体としてAlexa Fluor 488標識抗マウスＩｇＧ（Thermo Fisher Scienti
fic）を１μＬ添加し、２５℃で３０分間インキュベートした。
【００８３】
［核染色］
　抗体処理後の細胞を０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳで１回洗浄し、核染色剤としてＤＲＡＱ５
（Cell Signaling Technology社）を５μＭ含む０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳ　１ｍＬに置換
して１０分間静置し、細胞核を染色した。核染色処理後の細胞を０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳ
で１回洗浄し、０．１ｍＬの０．１％ＢＳＡ－ＰＢＳで懸濁した。
【００８４】
［細胞の検出］
　フローサイトメータ（ＳＯＮＹ製ＳＨ８００ＺＰ）を用いて、ＣＤ４５陰性細胞をゲー
ティングし、次いで、ＣＤ４５陰性細胞から抗ＨＢＧ抗体陽性細胞をゲーティングし（「
ゲーティング（Ａ）」という。）、次いで、抗ＨＢＧ抗体陽性細胞からＤＲＡＱ５陽性細
胞をゲーティングした（「ゲーティング（Ｂ）」という。）。ゲーティング（Ａ）とゲー
ティング（Ｂ）において、ゲーティングされた細胞の割合（個数％）を表２に示す。一部
の実験例（一次抗体がＢ－４等の例）は、ゲーティング（Ａ）までを行った。
【００８５】
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【表２】

【００８６】
　臍帯血に含まれる赤血球のほとんどが、胎児の有核赤血球（つまり、ＨＢＧ含有細胞）
であり、成人骨髄血に含まれる赤血球のほとんどが、成熟した無核の赤血球（つまり、Ｈ
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ＢＧを含有していない細胞）であるところ、
　ゲーティング（Ａ）の結果から、抗体５Ｄ５Ｂ１と抗体５Ｄ５Ｄ１は、フローサイトメ
トリーによって、臍帯血に含まれるＨＢＧ含有細胞を高感度で検出できており、しかも、
偽陽性が少ないことが分かる。抗体５Ｄ５Ｂ１と抗体５Ｄ５Ｄ１は、対照抗体に比べても
、感度が高く且つ偽陽性が少ない抗体であり、フローサイトメトリーによる血液分析に非
常に有用な抗体である。
　また、ゲーティング（Ｂ）の結果から、抗体５Ｄ５Ｂ１又は抗体５Ｄ５Ｄ１によって臍
帯血から検出されるＨＢＧ含有細胞のほとんどが有核細胞であり、抗体５Ｄ５Ｂ１及び抗
体５Ｄ５Ｄ１は、胎児の有核赤血球を単離する抗体として高感度であることが分かる。
【配列表】
2018054340000001.app



(19) JP 2018-54340 A 2018.4.5

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   　　　　                                Ｃ１２Ｐ   21/08     　　　　        　　　　　

(72)発明者  井上　雄喜
            神奈川県足柄上郡開成町牛島５７７番地　富士フイルム株式会社内
Ｆターム(参考) 2G045 AA02  AA13  AA25  BA13  BB22  BB25  CA07  CA11  CA12  CA15 
　　　　 　　        CA16  CA17  CA20  CA25  CA26  DA51  FA37  FB03  FB12  GC15 
　　　　 　　  4B064 AG27  CA20  DA13 
　　　　 　　  4B065 AA90X AB04  BA08  CA25  CA46 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA30  DA76  EA50  FA72 

(54)【発明の名称】ヒト血液に含まれるヘモグロビンサブユニットγを含有する細胞を検出する方法、ヒトのヘモグ
    　　　　　　　ロビンサブユニットγに対する抗体、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに対する抗体の製造方
    　　　　　　　法、ヒトのヘモグロビンサブユニットγに対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ
    　　　　　　　、及び出生前遺伝学的検査方法



专利名称(译) 用于检测人血液中含有的血红蛋白亚基γ的细胞的方法，抗人血红蛋白亚基γ的抗体，抗人血红蛋白亚基γ
的抗体的制备方法，抗人血红蛋白亚单位γ的单克隆抗体的制备方法杂交瘤和产前基因检测方法

公开(公告)号 JP2018054340A 公开(公告)日 2018-04-05

申请号 JP2016187519 申请日 2016-09-26

[标]申请(专利权)人(译) 富士胶片株式会社

申请(专利权)人(译) 富士胶片株式会社

[标]发明人 石井靖幸
笠置典之
井上雄喜

发明人 石井 靖幸
笠置 典之
井上 雄喜

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/48 C07K16/18 C12N5/12 C12P21/08

FI分类号 G01N33/53.ZNA.K G01N33/53.D G01N33/48.P C07K16/18 C12N5/12 C12P21/08 G01N33/53.KZN.A

F-TERM分类号 2G045/AA02 2G045/AA13 2G045/AA25 2G045/BA13 2G045/BB22 2G045/BB25 2G045/CA07 2G045
/CA11 2G045/CA12 2G045/CA15 2G045/CA16 2G045/CA17 2G045/CA20 2G045/CA25 2G045/CA26 
2G045/DA51 2G045/FA37 2G045/FB03 2G045/FB12 2G045/GC15 4B064/AG27 4B064/CA20 4B064
/DA13 4B065/AA90X 4B065/AB04 4B065/BA08 4B065/CA25 4B065/CA46 4H045/AA11 4H045/AA30 
4H045/DA76 4H045/EA50 4H045/FA72

代理人(译) 中岛敦
福田浩

外部链接 Espacenet

摘要(译)

需要解决的问题：提供一种高灵敏度检测人血液中含有血红蛋白亚基γ的
细胞的方法。 该方法包括使识别存在于SEQ ID NO：1的氨基酸序列中
的表位的抗体与血细胞群接触，并用抗体标记细胞，并从血细胞群中检
测标记的抗体一种检测方法，包括：识别存在于SEQ ID NO：1的氨基酸
序列中的表位的针对人血红蛋白亚基γ的抗体;使用在N末端具有序列号1
的氨基酸序列且具有20个以下的氨基酸残基的肽作为免疫原的肽，制备
针对人血红蛋白亚基γ的抗体的方法;

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/03ff987a-0b26-419d-9a9c-fe6673b7ea8e
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/061835626/publication/JP2018054340A?q=JP2018054340A

