
(57)【要約】
本発明は、父由来胎児抗原に対して母体が産生する抗体を、胎児細胞マーカーとして使用
する、母体血から胎児細胞を同定および /または濃化する方法を提供する。胎児細胞 -母体
抗体複合体は、母体抗体に結合する標識剤を使用して同定および単離される。本発明はま
た、胎児の出生前遺伝子診断のための胎児 DNAの供給源として、前記母体抗体を使用して
単離された胎児細胞を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 母 体 血 サ ン プ ル で 胎 児 細 胞 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母 体 抗 体 を 検
出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母 体 抗 体 を 、 前 記 母 体 抗 体 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 物 質 に
さ ら す こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 物 質 が 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 標 識 が 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 サ ン プ ル 中 で 胎 児 細 胞 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 サ ン プ ル 中 の 細 胞 を 母 体 抗 体 に さ ら し
、 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母 体 抗 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 前 記 母 体 抗 体 が 、 父 由 来 胎 児 抗 原
に 特 異 的 な 母 体 産 生 抗 体 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 母 体 抗 体 が 、 可 溶 性 HLA抗 原 お よ び /ま た は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 と の 複 合 体 か ら 、
抗 体 を 解 離 さ せ る こ と を 含 む プ ロ セ ス に よ り 調 製 さ れ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母 体 抗 体 を 、 前 記 母 体 抗 体 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 物 質 に
さ ら す こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 5ま た は 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 物 質 が 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 2か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 物 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 2か ら 7の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Gお よ び プ ロ テ イ ン Lか ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 請 求 項 9に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 物 質 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 2か ら 10の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 物 質 の 標 識 が 、 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 、 請 求 項 11
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 標 識 が 、 蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 常 磁 性 粒 子 、 化 学 発 光 標 識 、 二 次 的 酵 素 反 応 に よ
っ て 検 出 で き る 標 識 、 お よ び 分 子 へ の 結 合 に よ っ て 検 出 で き る 標 識 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 11ま た は 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 標 識 が 、 常 磁 性 粒 子 で あ り 、 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 が 、
　 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 が 結 合 し て い る 前 記 細 胞 を 磁 石 に さ ら す こ と を 含 む 、 請 求 項 13に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 標 識 が 、 蛍 光 標 識 で あ り 、 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 が 、
　 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 胎 児 細 胞 を 母 体 血 サ ン プ ル か ら 濃 化 す る 方 法 で あ っ て 、
　 i)末 梢 血 単 核 細 胞 を 含 む 分 画 を 前 記 サ ン プ ル か ら 単 離 し 、
　 ii)i)に お け る 分 画 を 、 父 由 来 胎 児 抗 原 に 特 異 的 な 母 体 産 生 抗 体 が 前 記 分 画 中 の 胎 児 細
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胞 と 十 分 に 結 合 で き る 条 件 下 で 、 母 体 血 サ ン プ ル か ら の 抗 体 と 接 触 さ せ 、
　 iii)ii)か ら の 複 合 細 胞 を 、 母 体 抗 体 と 複 合 体 を 形 成 で き る 物 質 と 接 触 さ せ 、
　 iv)物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 に 結 合 し た 細 胞 を 回 収 す る 、 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 i)が 、 前 記 細 胞 か ら 、 前 記 細 胞 由 来 の 細 胞 表 面 抗 原 と 結 合 し た 抗 体 を 除 去 す る か ま た は
抗 原 -抗 体 複 合 体 を 除 去 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 16の i)に お け る 分 画 中 の 細 胞 が 、 前 記 抗 体 と 接 触 さ せ る 前 に 、 少 な く と も 部 分 的
に 精 製 さ れ て い る 、 請 求 項 16ま た は 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 16の i)に お け る 分 画 か ら 、 少 な く と も 1種 の 母 体 細 胞 型 が 減 少 し て い る 、 請 求 項 1
8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 母 体 血 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 抗 原 反 応 性 抗 体 が 、 可 溶 性 HLA抗 原 お よ び /ま た は 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 と の 複 合 体 か ら の 解 離 に よ っ て 調 製 さ れ て い る 、 請 求 項 16か ら 19の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 16の ii)お よ び iii)が 、 補 体 溶 解 経 路 が 機 能 し な い か ま た は 機 能 で き な い 条 件 下
で 行 わ れ る 、 請 求 項 16か ら 20の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 末 梢 血 単 核 細 胞 が 、 請 求 項 16の 工 程 ii)を 行 う 前 に in vitroで 培 養 さ れ る 、 請 求 項 1
6か ら 21の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 物 質 が 、 検 出 可 能 な 標 識 か ま た は 単 離 可 能 な 標 識 に 結 合 す る 、 請 求 項 16か ら 22の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 単 離 可 能 な 標 識 が 、 蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 常 磁 性 粒 子 、 化
学 発 光 標 識 、 二 次 的 酵 素 反 応 に よ っ て 検 出 で き る 標 識 、 お よ び 分 子 の 結 合 に よ っ て 検 出 で
き る 標 識 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 と 結 合 す る 細 胞 を 回 収 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 標 識 を 検 出 し 、 こ の
標 識 を 含 む 分 画 を 取 得 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 23ま た は 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 単 離 可 能 な 標 識 が 蛍 光 標 識 で あ り 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 と
結 合 す る 細 胞 を 回 収 す る 前 記 工 程 が 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 25に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 単 離 可 能 な 標 識 が 常 磁 性 粒 子 で あ り 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体
と 結 合 す る 細 胞 を 回 収 す る 前 記 工 程 が 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 が 結 合 し て い る 細 胞 を 磁 石
に さ ら す こ と を 含 む 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 物 質 が 抗 体 か ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 16か ら 27の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 物 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 16か ら 27の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 任 意 の ク ラ ス の ヒ ト 抗 体 と 結 合 す る 、 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 母 体 血 サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 -母
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体 抗 体 複 合 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 母 体 血 か ら 得 ら れ る 細 胞 の サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る 方 法 で あ っ て 、 サ ン プ ル 中
の 細 胞 を 母 体 抗 体 に さ ら し 、 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 回 収 す る こ と を 含 み 、 前 記 母 体
抗 体 が 、 父 由 来 胎 児 抗 原 に 特 異 的 な 母 体 産 生 抗 体 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 母 体 抗 体 が 、 可 溶 性 HLA抗 原 お よ び /ま た は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 と の 複 合 体 か ら 、
抗 体 を 解 離 さ せ る こ と を 含 む プ ロ セ ス に よ り 調 製 さ れ る 、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 回 収 す る 工 程 が 、 前 記 複 合 体 を 前 記 複 合
体 中 の 母 体 抗 体 に 結 合 で き る 物 質 と 接 触 さ せ て 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 が 結 合 し た 細 胞 を
回 収 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 31か ら 33の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 母 体 血 サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る 方 法 で あ っ て 、 胎 児 細 胞 を 含 む 母 体 血 ま た は そ
の 有 核 細 胞 分 画 を 、 暫 時 、 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 が 十 分 形 成 で き る 条 件 下 で 、 母 体 血
漿 の 抗 体 含 有 分 画 と 接 触 さ せ 、 前 記 複 合 体 を 前 記 複 合 体 中 で 母 体 抗 体 と 結 合 す る こ と が で
き る 物 質 と 接 触 さ せ 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 が 結 合 し た 細 胞 を 回 収 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 母 体 血 漿 の 前 記 抗 体 含 有 分 画 が 、 可 溶 性 HLA抗 原 お よ び /ま た は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 と
の 複 合 体 か ら 、 母 体 血 漿 中 の 抗 体 を 解 離 さ せ る こ と を 含 む プ ロ セ ス に よ り 調 製 さ れ る 、 請
求 項 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 物 質 が 、 検 出 可 能 な 標 識 か ま た は 単 離 可 能 な 標 識 に 結 合 す る 、 請 求 項 34か ら 36の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 単 離 可 能 な 標 識 が 、 蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 常 磁 性 粒 子 、 化
学 発 光 標 識 、 二 次 的 酵 素 反 応 に よ っ て 検 出 で き る 標 識 、 お よ び 分 子 の 結 合 に よ っ て 検 出 で
き る 標 識 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 37に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 が 結 合 し た 細 胞 を 回 収 す る 前 記 工 程 が 、 前 記 標 識 を 検 出 し 、 標 識
を 含 む 分 画 を 取 得 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 37ま た は 38に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 単 離 可 能 な 標 識 が 蛍 光 標 識 で あ り 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 が
結 合 し た 細 胞 を 回 収 す る 前 記 工 程 が 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 39に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 ま た は 単 離 可 能 な 標 識 が 常 磁 性 粒 子 で あ り 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体
が 結 合 し た 細 胞 を 回 収 す る 前 記 工 程 が 、 物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 が 結 合 し て い る 細 胞 を 磁 石
に さ ら す こ と を 含 む 、 請 求 項 39に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 物 質 が 抗 体 か ま た は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 34か ら 41の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 物 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 34か ら 41の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Gお よ び プ ロ テ イ ン Lか ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 母 体 血 ま た は そ の 細 胞 分 画 が 、 前 記 抗 体 に さ ら さ れ る 前 に 部 分 的 に 精 製 さ れ て い る か ま
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た は 前 記 物 質 に さ ら さ れ る 前 に 部 分 的 に 精 製 さ れ て い る 、 請 求 項 5か ら 7、 16か ら 30、 ま た
は 32か ら 44の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 部 分 精 製 が 、 少 な く と も 1種 の 母 体 細 胞 型 の 細 胞 を 減 少 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 45に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 1か ら 46の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 行 う こ と を 含 む プ ロ セ ス に よ っ て 得 ら れ
る 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 1か ら 46の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 で 得 ら れ る 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 お よ び 担 体
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 父 由 来 胎 児 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 母 体 産 生 抗 体 の 、 母 体 血 ま た は そ の 有 核 細 胞 分 画 か
ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 父 由 来 胎 児 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 母 体 産 生 抗 体 の 、 母 体 血 ま た は そ の 有 核 細 胞 分 画 中
の 胎 児 細 胞 を 同 定 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 父 由 来 胎 児 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 母 体 産 生 抗 体 の 、 母 体 血 ま た は そ の 有 核 細 胞 分 画 中
の 胎 児 細 胞 を 同 定 す る た め の マ ー カ ー と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 父 由 来 胎 児 HLA抗 原 に 対 す る 母 体 抗 体 を 同 定 す る た め の 、 HLA抗 原 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た
コ ー ド 化 さ れ た 多 重 ビ ー ズ の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 ビ ー ズ が 蛍 光 標 識 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ て い る 、 請 求 項 52に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 ビ ー ズ が 蛍 光 標 識 に よ っ て 生 じ る 蛍 光 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 53に 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 ビ ー ズ -抗 体 複 合 体 が 抗 体 に 対 す る 二 次 的 蛍 光 標 識 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 52
に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 ビ ー ズ -抗 体 複 合 体 が 、 父 由 来 胎 児 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 調 製 物 を 提 供 す る た め に 単
離 さ れ る 、 請 求 項 52に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 単 離 が 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 56に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 母 体 血 由 来 の 胎 児 細 胞 を 同 定 し 濃 化 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 胎 児 の 染 色 体 異 常 の テ ス ト は 、 多 く の 場 合 、 羊 水 穿 刺 か ま た は 絨 毛 膜 絨 毛 サ ン プ リ ン グ
(CVS)を 使 用 し て 得 た 細 胞 に つ い て 行 う 。 羊 水 穿 刺 は 、 胎 児 を 囲 む 羊 水 か ら 胎 児 細 胞 を 回
収 す る た め に 使 用 す る 手 法 で あ る 。 こ の 比 較 的 侵 襲 的 な 手 段 は 、 妊 娠 第 12週 後 に 実 施 さ れ
る 。 羊 水 穿 刺 後 は 、 流 産 危 険 率 が 約 0.5%増 加 す る 。 CVSは 比 較 的 侵 襲 度 が 小 さ く 、 受 胎 か
ら 10週 間 と 早 い 時 期 に 実 施 で き る 。 CVS後 は 、 流 産 危 険 率 が 約 1%増 加 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 小 板 、 色 素 体 、 赤 血 球 お よ び 白 血 球 な ど の 少 な く と も 数 種 の 胎 児 細 胞 型 が 、 胎 盤 を 通
過 し 母 体 血 中 を 循 環 す る こ と が わ か っ て い る (Douglasら 、 Am.J.Obstet.Gynec.78、 960-97
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3、 1959;Schroder、 J.Med Genet.12、 230-242、 1975)。 母 体 血 は 、 胎 児 細 胞 型 の 非 侵 襲 性
供 給 源 で あ る が 、 母 体 血 か ら 胎 児 細 胞 を 単 離 す る こ と は 、 そ れ が 単 に サ ブ 細 胞 集 団 で あ る
か ら で は な く 、 母 体 循 環 中 に こ の よ う な 胎 児 細 胞 が 希 少 で あ り 、 す べ て の 胎 児 細 胞 を 同 定
す る マ ー カ ー が 存 在 し な い こ と か ら 、 困 難 な も の に な っ て い る 。 汎 胎 児 細 胞 特 異 的 抗 体 は
利 用 で き な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Douglasら 、 Am.J.Obstet.Gynec.78、 960-973、 1959
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Schroder、 J.Med Genet.12、 230-242、 1975
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J.Perbal、 A Practical Guide to Molecular Cloning、 John Wiley and
 Sons(1984)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 J.Sambrookら 、 Molecular Cloning:A Laboratory Manual、 Cold Spring
 Harbour Laboratory Press(1989)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 T.A.Brown(編 集 者 )、 Essential Molecular Biology:A Practical Appro
ach、 1お よ び 2巻 、 IRL Press(1991)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 D.M.Gloverお よ び B.D.Hames(編 集 者 )、 DNA Cloning:A Practical Appro
ach、 1-4巻 、 IRL Press(1995お よ び 1996)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 F.M.Ausubelら (編 集 者 )、 Current Protocols in Molecular Biology、 G
reene Pub.Associatesお よ び Wiley-Interscience(1988、 現 在 ま で の す べ て の 最 新 内 容 を
含 む )
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Ed Harlowお よ び David Lane(編 集 者 )Antibodies:A Laboratory Manual
、 Cold Spring Harbour Laboratory、 (1988)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 J.E.Coliganら (編 集 者 )、 Current Protocols in Immunology、 John Wil
ey & Sons(現 在 ま で の す べ て の 最 新 内 容 を 含 む )
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Hoffmanら 、 (Proteomics 1、 807-818、 2001)
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Tsangら 、 J.Immunol.Methods 138、 291-299、 1991
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 5,641,870号
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 「 Monoclonal Antibodies:A manual of techniques」 、 H Zola(CRC P
ress、 1988)
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 「 Monoclonal Hybridoma Antibodies:Techniques and Applications
」 、 J G R Hurrell(CRC Press、 1982)
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 3,817,837号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 3,850,752号
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 3,939,350号
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 3,996,345号
【 特 許 文 献 ６ 】 米 国 特 許 第 4,277,437号
【 特 許 文 献 ７ 】 米 国 特 許 第 4,275,149号
【 特 許 文 献 ８ 】 米 国 特 許 第 4,366,241号
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Molecular Probes Handbook of Fluorescent Probes And Research C
hemicals(R.P.Haugland 第 8版 、 CD-ROM、 2001)
【 特 許 文 献 ９ 】 米 国 特 許 第 6,130,101号
【 特 許 文 献 １ ０ 】 英 国 9611997.9号
【 特 許 文 献 １ １ 】 米 国 特 許 第 6,162,931号
【 特 許 文 献 １ ２ 】 米 国 特 許 第 5,969,157号
【 特 許 文 献 １ ３ 】 米 国 特 許 第 5,830,912号
【 特 許 文 献 １ ４ 】 WO 02/26891
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Al-Muftiら (1999)
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Bianchiら 、 Eur.J.Obstet Gynecol.Reprod.Biol.92、 103-108、 2000
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Parkerら 、 Transplantation 71、 440-446、 2001
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 The Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease、 第 7版
、 I,II and III巻 、 Scriver,C.R.、 Beaudet,A.L.、 Sly,W.S.、 お よ び Valle,D.(編 集 )、 Mc
Graw Hill、 1995
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【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Nevensら 、 J.Chromatogr.597、 247-256、 1992;Pierce
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Sisson and Castor、 J.Immunol.Methods 127、 215-220、 1990
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Coppolaら 、 J.Chromatogr.476、 269-290、 1989
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Folkersenら 、  J.Immunol.Methods 23、 127-135、 1978
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 1つ の 態 様 で は 、 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 同 定 す る か ま た は 回 収 す る 、 母 体
血 由 来 の 胎 児 細 胞 を 同 定 か つ /ま た 濃 化 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 で は
、 様 々 な 異 な る 胎 児 細 胞 型 、 特 に 父 由 来 の 胎 児 の 抗 原 に 特 異 的 な 、 母 体 産 生 抗 体 を 検 出 ま
た は 単 離 す る 試 薬 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 正 常 妊 娠 経 過 中 は 、 父 由 来 の 胎 児 の 抗 原 に 対 し て 、 母 体 の 体 液 性 免 疫 反 応 が 上 昇 す る 。
抗 HLA抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ (抗 -抗 -HLA)抗 体 お よ び 可 溶 性 HLA抗 原 の 複 合 ネ ッ ト ワ ー ク
が 母 体 血 漿 中 に 存 在 す る 。 母 体 抗 体 は 、 父 由 来 の HLA抗 原 を 発 現 し て い る 胎 児 細 胞 に 特 異
的 に 結 合 で き る 。 こ の 抗 体 は 、 特 定 の 妊 娠 期 間 に 特 有 で あ る が 、 た だ し 、 胎 児 が 同 じ 父 由
来 の 抗 原 の い く つ か を 有 す る そ の 後 の 妊 娠 期 間 中 に 胎 児 細 胞 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 胎 児 細 胞 は 、 胎 児 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る 、 父 由 来 の 胎 児 の 抗 原 に 対 し て 母 体 で 産 生 さ れ
た 母 体 抗 体 を 使 用 し て 同 定 さ れ 、 母 体 血 か ら 回 収 さ れ る 。 父 由 来 の 抗 原 は 、 特 有 の 胎 児 細
胞 マ ー カ ー で あ り 、 こ れ が 母 体 血 か ら 胎 児 細 胞 を 単 離 す る た め の タ ー ゲ ッ ト と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 母 体 末 梢 血 由 来 の 胎 児 細 胞 を 同 定 か つ /ま た 単 離 す る 方 法 は 、 母 体 血 か ら 単 離 さ れ た 有
核 細 胞 中 の 胎 児 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 し て い る 母 体 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 胎 児 細 胞 は 、 母 体 循 環 系 に 混 入 時 よ り 、 母 体 血 漿 に さ ら さ れ る た め 、 抗 体 は 採 血 時 に は
す で に 胎 児 細 胞 に 結 合 し て い る 。 さ ら に あ る い は ま た 、 末 梢 血 単 核 細 胞 の 調 製 物 と 、 母 体
血 漿 、 こ の 血 漿 の 抗 体 含 有 分 画 、 ま た は こ の 血 漿 か ら 単 離 さ れ た 精 製 反 応 性 抗 体 調 製 物 と
を 、 胎 児 細 胞 と 抗 体 複 合 体 の 形 成 が で き る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 母 体 抗 体 と 結 合 し た 胎 児 細 胞 複 合 体 は 、 二 次 抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 と 結 合 す る 他 の 分 子 に
よ っ て 同 定 さ れ る 。 胎 児 細 胞 は 、 細 胞 標 識 に 基 づ く 細 胞 単 離 手 法 に よ っ て 物 理 的 に 単 離 で
き る 。 こ の 手 法 の 例 に は 、 二 次 抗 体 上 に 蛍 光 標 識 を 使 用 し て 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 が 含 ま
れ る 。 ま た 別 の 例 で は 、 二 次 標 識 を 常 磁 性 ビ ー ズ と 結 合 さ せ る と 、 胎 児 細 胞 を 磁 石 で 単 離
で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 母 体 抗 体 は ま た 、 循 環 系 で 母 体 細 胞 の サ ブ 細 胞 集 団 に 結 合 す る こ と も あ る 。 し た が っ て
、 場 合 に よ っ て は 、 さ ら に 物 理 的 に こ の よ う な 母 体 細 胞 を 除 去 す る か 、 分 析 中 に 母 体 細 胞
を 胎 児 細 胞 か ら 区 別 す る た め に 前 工 程 ま た は 後 工 程 を 行 う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 濃 化 方 法 で は 、 母 体 細 胞 に 比 べ て 少 な く と も 10倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
100倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 1,000倍 、 よ り 好 ま し く は 10,000倍 、 さ ら に よ り 好 ま し
く は 、 少 な く と も 100,000倍 の 胎 児 細 胞 数 の 増 加 が 生 じ る 。 本 発 明 の 方 法 を 使 用 す る と 、
絶 対 精 製 (100%胎 児 細 胞 )が 可 能 で あ り 得 る が 、 こ の 様 な 厳 密 さ は 、 本 発 明 の 目 的 に は 必 要
な い 。 本 発 明 は 胎 児 細 胞 の 絶 対 精 製 法 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 必 要 で あ れ ば 、 胎 児 細 胞 の 単 離 が 成 功 し た こ と は 、 胎 児 細 胞 の 独 立 マ ー カ ー を 使 用 し て
確 認 で き る 。 胎 児 が 男 で あ る 場 合 、 こ れ は Y染 色 体 に 特 異 的 な マ ー カ ー で あ る 。 胎 児 が 女
で あ る 場 合 は 、 胎 児 細 胞 の 単 離 は 、 SNPま た は HLA系 な ど の 多 型 マ ー カ ー を 使 用 し て 確 認 で
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き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 単 離 ま た は 濃 化 し た 胎 児 細 胞 は 、 胎 児 の 遺 伝 的 疾 患 の 出 生 前 診
断 に 使 用 で き る 。 基 本 的 に 、 羊 膜 穿 刺 ま た は CVSな ど の 侵 襲 手 法 に よ っ て 得 た 胎 児 細 胞 を
使 用 し て 通 常 行 わ れ て い る す べ て の 診 断 手 法 を 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 遺 伝 疾 患 の
例 に は 、 ダ ウ ン 症 、 ト リ ソ ミ ー 18、 ト リ ソ ミ ー 13、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 21-ヒ ド ロ キ シ ラ ー
ゼ 欠 損 症 、 嚢 腫 性 線 維 化 症 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ヒ ト 胎 児 細 胞 を 濃 化 ま た は 同 定 す る た め に 行 わ れ る こ と が 特 に 好 ま し
い が 、 こ の 方 法 は 、 ウ マ 、 家 畜 、 イ ヌ な ど の 任 意 の 有 胎 盤 哺 乳 類 由 来 の 胎 児 細 胞 を 濃 化 す
る こ と ま た は 同 定 す る こ と に 使 用 す る こ と も で き る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 第 2の 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 発 明 の 方 法 に よ っ て 単 離 ま た は 取 得 さ
れ た 胎 児 細 胞 を 含 む 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 汎 用 技 法 お よ び 定 義
　 本 明 細 書 に 包 含 さ れ て い る 文 書 、 法 令 、 物 質 、 装 置 、 品 物 な ど に つ い て の い か な る 議 論
も 、 本 発 明 の 状 況 を 提 供 す る こ と を 単 に 目 的 と す る 。 こ れ ら の 事 柄 の な に も の も ま た は す
べ て が 従 来 技 術 基 盤 の 一 部 を 形 成 す る か ま た は 、 本 出 願 の 各 請 求 項 の 優 先 日 以 前 に 存 在 し
て い た 本 発 明 関 連 分 野 に 共 通 す る 一 般 知 識 で あ っ た と は 認 め ら れ な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 が 、 具 体 的 に 記 載 さ れ た 以 外 に 変 更 お よ び 修 正 が 可 能 で あ
る こ と は 、 当 業 者 な ら わ か る で あ ろ う 。 本 発 明 は こ の よ う な 変 更 お よ び 修 正 を す べ て 包 含
す る と 理 解 す べ き で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 参 照 し 示 し た 工 程 、 特 徴 、 組 成 物 お
よ び 化 合 物 の す べ て を 、 個 々 に ま た は ま と め て 、 お よ び 任 意 お よ び す べ て の 組 合 せ で 包 含
し 、 あ る い は 2つ 以 上 の 工 程 ま た は 特 徴 を 包 含 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 特 定 の 実 施 例 ま た は 好 ま し い 実 施 形 態 に よ っ て そ の 範 囲
を 限 定 さ れ る も の で は な い 。 機 能 的 に 同 等 の 製 品 、 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載
し た と お り 、 明 ら か に 本 発 明 の 範 疇 に 入 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 反 対 に 、 文 脈 上 他 の 意 味 に 解 す べ き 場 合 ま た は 具 体 的 に 記 述 さ れ た 場 合 を 除 き 、 本 明 細
書 に 単 数 の 整 数 、 工 程 ま た は 要 素 と し て 本 明 細 書 に 列 挙 し た 本 発 明 の 整 数 、 工 程 ま た は 要
素 は 、 列 挙 し た 整 数 、 工 程 ま た は 要 素 の 単 数 形 と 複 数 形 と の 両 方 を 明 ら か に 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 断 り の な い 限 り 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 ま た は 実 施 形 態 を 参 照 し て 本 明 細 書 に 記 載 し
た 各 特 徴 は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 本 発 明 の 各 態 様 お よ び 他 の す べ て の 態 様 ま た は 実 施 形 態
に 適 用 さ れ る も の と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 に 定 義 の な い 限 り 、 本 明 細 書 に 使 用 し た す べ て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 当 分 野
(た と え ば 、 細 胞 培 養 、 分 子 遺 伝 学 、 免 疫 学 、 核 酸 化 学 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 お
よ び 生 化 学 )の 技 術 者 が 通 常 理 解 し て い る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る も の と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 に 指 示 の な い 限 り 、 本 発 明 で 利 用 す る 組 換 え DNAお よ び 免 疫 学 技 法 は 、 当 業 者 に 公 知
の 標 準 手 法 で あ る 。 こ の よ う な 技 法 は 、 J.Perbal、 A Practical Guide to Molecular Clo
ning、 John Wiley and Sons(1984)、 J.Sambrookら 、 Molecular Cloning:A Laboratory Ma
nual、 Cold Spring Harbour Laboratory Press(1989)、 T.A.Brown(編 集 者 )、 Essential M
olecular Biology:A Practical Approach、 1お よ び 2巻 、 IRL Press(1991)、 D.M.Gloverお
よ び B.D.Hames(編 集 者 )、 DNA Cloning:A Practical Approach、 1-4巻 、 IRL Press(1995お
よ び 1996)、 お よ び F.M.Ausubelら (編 集 者 )、 Current Protocols in Molecular Biology、
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Greene Pub.Associatesお よ び Wiley-Interscience(1988、 現 在 ま で の す べ て の 最 新 内 容 を
含 む )、 Ed Harlow お よ び  David Lane(編 集 者 )Antibodies:A Laboratory Manual、 Cold S
pring Harbour Laboratory、 (1988)、 お よ び J.E.Coliganら (編 集 者 )Current Protocols i
n Immunology、 John Wiley & Sons(現 在 ま で の す べ て の 最 新 内 容 を 含 む )な ど の 情 報 源 の
文 献 中 に 記 載 お よ び 説 明 さ れ 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に 言 及 し た す べ て の 刊 行 物 は 、 そ の 全 文 を 本 明 細 書 に 組 み 込 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 、 文 脈 上 他 の 意 味 に 解 す べ き 場 合 を 除 き 、 「 含 む (comprise)」 と い う 言 葉 、
ま た は そ の 変 形 「 含 む (comprises)」 あ る い は 「 含 む (comprising)」 な ど は 、 記 述 し た 工
程 ま た は 要 素 ま た は 整 数 、 あ る い は 工 程 ま た は 要 素 ま た は 整 数 の 群 を 包 含 す る こ と を 意 味
し 、 そ の 他 の 工 程 ま た は 要 素 ま た は 整 数 あ る い は 要 素 ま た は 整 数 の 群 を 除 外 す る こ と を 意
味 す る も の で は な い と 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 由 来 す る 」 は 、 特 定 し た 整 数 が 特 定 の 供 給 源 か ら
取 得 さ れ る が 、 必 ず し も こ の 供 給 源 か ら 直 接 得 ら れ る も の で な く て も よ い こ と を 示 す と 解
釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 濃 化 す る こ と 」 ま た は 「 濃 化 」 は 、 胎 児 細 胞 数 と
本 発 明 の 方 法 に 供 す る サ ン プ ル 中 の 母 体 細 胞 数 の 比 率 が 、 こ の 胎 児 細 胞 が 由 来 す る 母 体 血
サ ン プ ル 中 の 同 比 率 に 対 し て 上 昇 し た こ と を 示 す 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 1.母 体 抗 体 -胎 児 細 胞 複 合 体 の 母 体 血 漿 か ら の 直 接 単 離
　 本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 に 存 在 す る 胎 児 細 胞 を 同 定 か つ /ま た 濃 化 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る も の で あ っ て 、 こ の 母 体 血 に 存 在 す る 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 を 同 定
ま た は 回 収 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 母 体 末 梢 血 由 来 の 胎 児 細 胞 の 同 定 お よ び /ま た は 回 収 お よ び /ま た は 単 離 は 、 母 体 血 か ら
単 離 さ れ た 有 核 細 胞 中 に あ る 胎 児 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 し た 母 体 抗 体 を 検 出 し 、 単 離 し ま た
は 回 収 す る こ と を 含 む プ ロ セ ス に よ っ て 好 ま し く 実 施 さ れ る 。 こ の 母 体 抗 体 は 、 妊 娠 期 間
中 、 た と え ば 胎 児 細 胞 が 母 体 循 環 系 に 入 り 込 ん だ 時 か ら 胎 児 細 胞 が 母 体 血 漿 に さ ら さ れ て
い る た め に 、 血 液 収 集 の 前 ま た は 血 液 収 集 時 に は 胎 児 細 胞 に 結 合 し て お り 、 こ れ に よ っ て
母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 た と え ば 、 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 抗 -(HL
A抗 原 )-Ig、 ま た は 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 抗 -抗 -(HLA抗 原 )-Igか ら な る 複 合 体 が 、 母 体 血 サ
ン プ ル に 由 来 す る 細 胞 サ ン プ ル 中 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法
は 、 母 体 血 の 胎 児 細 胞 -母 体 抗 体 複 合 体 と 、 こ の 複 合 体 中 の ヒ ト 抗 体 と 結 合 で き る 物 質 と
を 接 触 さ せ て 、 こ の 物 質 を 単 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 は 前 も っ て 妊 婦 被 検 者 か ら 取 得 す る 。 本 方 法 は 、 好 ま し
く は 第 1工 程 で あ る 母 体 血 の サ ン プ ル を 提 供 す る こ と を さ ら に 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 2.母 体 血 の 抗 体 含 有 分 画 を 使 用 し た 、 母 体 血 の 細 胞 分 画 か ら の 胎 児 細 胞 の 単 離
　 母 体 末 梢 血 由 来 の 胎 児 細 胞 の 同 定 お よ び /ま た は 回 収 お よ び /ま た は 単 離 も ま た 、 母 体 血
由 来 の 細 胞 を 、 母 体 血 漿 の 抗 体 含 有 分 画 と 、 暫 時 母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 複 合 体 が 十
分 形 成 で き る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と を 含 む プ ロ セ ス に よ り 実 施 さ れ る 。 た と え ば 、 胎 児
細 胞 に 結 合 し た 抗 -(HLA抗 原 )-Igを 含 む 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 別 の 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法
は 、 胎 児 細 胞 を 含 む 母 体 血 か ら の 細 胞 調 製 物 と 、 母 体 血 漿 の 抗 体 含 有 分 画 あ る い は 母 体 血
漿 か ら の 精 製 さ れ た 反 応 性 抗 体 の 調 製 物 と を 、 暫 時 母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 複 合 体 が
十 分 形 成 で き る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 こ の 複 合 体 を 、 こ の 複 合 体 中 の ヒ ト 抗 体 と 結 合 で き る
単 離 可 能 な 物 質 と 接 触 さ せ 、 こ の 物 質 を 単 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 か ら 取 得 さ れ た 細 胞 の サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る 方 法
を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 サ ン プ ル 中 の 細 胞 と 母 体 抗 体 と を 暫 時 、 母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎
児 細 胞 複 合 体 が 十 分 形 成 で き る 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 こ の 複 合 体 を 回 収 す る こ と を 含 み 、 こ
の 方 法 で は 、 母 体 抗 体 が 、 父 由 来 の 胎 児 の 抗 原 に 特 異 的 な 、 母 体 産 生 抗 体 を 含 み 、 こ の 母
体 抗 体 を 結 合 し た 胎 児 細 胞 の 複 合 体 を 、 こ の 複 合 体 中 の 母 体 抗 体 と 結 合 可 能 で 単 離 可 能 な
物 質 と 接 触 さ せ 、 こ の 物 質 を 単 離 し 、 こ れ に よ っ て 複 合 体 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で 、 本 発 明 は 母 体 血 サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す る 方 法 を 提 供
す る 。 こ の 方 法 は 、 PBMC調 製 物 を 、 母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 複 合 体 が 十 分 に 形 成 で き
る 条 件 下 で 、 母 体 血 漿 、 こ の 血 漿 の 抗 体 含 有 分 画 、 ま た は こ の 血 漿 か ら 単 離 さ れ 、 精 製 さ
れ た か あ る い は 部 分 精 製 さ れ た 抗 体 調 製 物 と 接 触 さ せ て 、 複 合 体 を 回 収 す る こ と を 含 み 、
こ の 方 法 で は 、 母 体 抗 体 が 、 父 由 来 の 胎 児 の 抗 原 に 特 異 的 な 、 母 体 産 生 抗 体 を 含 む 。 好 ま
し く は 、 母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 複 合 体 と 、 こ の 複 合 体 中 の 母 体 抗 体 と 結 合 可 能 な 物
質 と を 接 触 さ せ て 、 こ の 物 質 を 単 離 し 、 こ れ に よ っ て 複 合 体 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に よ り 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で 、 本 発 明 は 、 母 体 血 サ ン プ ル か ら 胎 児 細 胞 を 濃 化 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 下 記 工 程 を 含 む 。
　 i)末 梢 血 単 核 細 胞 を サ ン プ ル か ら 単 離 し 、
　 ii)i)か ら の 細 胞 を 、 父 由 来 胎 児 抗 原 に 特 異 的 な 母 体 産 生 抗 体 が 胎 児 細 胞 と 十 分 に 結 合
で き る 条 件 下 で 、 母 体 血 漿 サ ン プ ル か ら の 抗 体 と 接 触 さ せ 、
　 iii)ii)か ら の 複 合 細 胞 を 、 母 体 抗 体 と 複 合 体 を 形 成 で き る 物 質 と 接 触 さ せ 、
　 iv)物 質 -母 体 抗 体 複 合 体 に 結 合 し た 細 胞 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 細 胞 」 「 細 胞 分 画 」 「 PBMC」 、 「 PBMC分 画 」 、 ま た は 類 似 す
る 用 語 は 、 明 確 に 説 明 す る と 、 た と え ば フ ィ コ ー ル で 血 液 を 精 製 し た 後 に 母 体 血 か ら 単 離
さ れ た 有 核 細 胞 を 指 す 。 当 業 者 な ら 知 っ て い る よ う に 、 PBMCま た は 単 離 さ れ た PBMCの 調 製
物 は 、 胎 児 細 胞 を 含 め た 細 胞 の 混 合 物 を 含 む 母 体 血 の 分 画 で あ る 。 し た が っ て 、 胎 児 細 胞
が 、 こ の よ う な 有 核 細 胞 分 画 中 の 母 体 PBMCと 共 に 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 母 体 血 の 抗 体 含 有 分 画 」 は 、 抗 体 産 生 細 胞 、 抗 体 ま た は 、 た と え ば IgMま た は IgG
な ど の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 母 体 血 の 精 製 ま た は 部 分 精 製 分 画 を 含 む と 解 釈 さ れ る 。 し た
が っ て 、 母 体 血 の 抗 体 含 有 分 画 に は 、 明 ら か に 母 体 血 漿 か ら 単 離 さ れ た IgMま た は IgG分 画
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 漿 お よ び /ま た は 母 体 血 漿 の 抗 体 含 有 分
画 を 、 妊 婦 被 検 者 の 血 液 サ ン プ ル か ら 取 得 し 、 同 じ 血 液 サ ン プ ル に 由 来 す る 細 胞 調 製 物 と
反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 漿 ま た は 母 体 血 漿 の 他 の 抗 体 含 有 分 画 お よ び /ま た は 母
体 血 漿 の 細 胞 分 画 を 、 妊 婦 被 検 者 か ら 前 も っ て 取 得 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 方 法 が 、 母 体 血 、 母 体 血 漿 ま た は 母 体 血 の 他 の 抗 体 含 有 分 画 の サ ン プ ル
を 提 供 す る 第 1工 程 を さ ら に 含 む 。 あ る い は ま た は さ ら に 、 母 体 血 の 細 胞 分 画 (た と え ば 、
PBMC)を 被 検 者 か ら 前 も っ て 取 得 す る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 本 方 法 が 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 標 準 手 法 に 準 拠 し て 、 母 体 血
サ ン プ ル を 提 供 し 、 PBMC分 画 お よ び /ま た は 血 漿 あ る い は 抗 体 分 画 を 母 体 血 サ ン プ ル か ら
単 離 す る 第 1工 程 を さ ら に 含 む 。 本 発 明 の 本 実 施 形 態 も ま た 、 母 体 血 の 用 意 お よ び 母 体 血
か ら の 血 漿 の 単 離 を 明 ら か に 包 含 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 母 体 血 サ ン プ ル
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 母 体 血 サ ン プ ル 」 は 、 母 体 抗 体 お よ び 胎 児 細 胞 を
含 む 任 意 の 血 液 サ ン プ ル を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 、 母 体 血 サ ン プ ル は 、 妊 婦 か ら 直 接 採 取 さ れ た 末 梢 血 サ ン プ ル か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 こ の サ ン プ ル は 、 妊 娠 最 初 の 3カ 月 に 妊 婦 よ り 取 得 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の サ ン プ ル は ヘ パ リ ン ま た は 好 ま し く は ACD溶 液 を 含 有 す る サ ン プ ル な ど の 、 凝 固 を
防 い だ 血 液 サ ン プ ル で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の サ ン プ ル は 、 好 ま し く は 新 し い う ち に 使 用 す る か ま た は 成 分 の 劣 化 を 最 小 限 に 抑 え
る た め 使 用 す る ま で 0℃ か ら 約 4℃ で 貯 蔵 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の サ ン プ ル の 胎 児 細 胞 数 は 、 胎 児 年 齢 な ど の 要 素 に よ っ て 変 わ る 。 一 般 的 に は 、 母 体
血 10～ 30mlか ら 、 十 分 な 胎 児 細 胞 が 母 体 細 胞 か ら 分 離 さ れ て 提 供 さ れ る 。 当 業 者 な ら 、 母
体 抗 体 お よ び /ま た は 胎 児 細 胞 含 有 量 の 観 点 か ら 、 10～ 30mlの 母 体 血 と 同 等 で あ る 他 の サ
ン プ ル の 分 量 が わ か る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 母 体 抗 体 の 調 製
　 1.汎 用 技 法
　 母 体 抗 体 を 、 当 技 術 分 野 に 公 知 の 任 意 の 技 法 を 使 用 し て 、 母 体 血 か ら 単 離 す る か ま た は
部 分 精 製 す る か 、 あ る い は 精 製 し て 他 の タ ン パ ク を 除 く こ と と す る 。 こ の 手 法 は 、 本 発 明
の 方 法 の ど の 段 階 で も 行 わ れ る 。 好 ま し く は 、 有 核 細 胞 お よ び 母 体 抗 体 を 、 母 体 血 漿 と は
別 個 に 調 製 し 、 再 び 混 合 し て 胎 児 細 胞 を 単 離 す る た め の 免 疫 複 合 体 を 作 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 母 体 抗 体 調 製 方 法 で は 、 確 実 に 、 血 漿 抗 体 を 十 分 に 濃 化 し 、 胎 児 細 胞 を 同 定 か つ /ま た
単 離 す る の に 必 要 な 胎 児 細 胞 表 面 抗 原 お よ び /ま た は 任 意 の 物 質 を 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 抗 体 の 精 製 手 法 の 例 に は 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動
、 透 析 お よ び 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 親 和 性 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が こ こ で は 好 ま し い 精 製 技 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 2.Ig分 画 の 単 離
　 プ ロ テ イ ン Aお よ び /ま た は プ ロ テ イ ン G親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は IgGを 単 離 す る の に
好 ま し く 使 用 さ れ る 。 親 和 性 リ ガ ン ド を 付 着 さ せ る マ ト リ ッ ク ス は 、 ほ と ん ど の 場 合 、 ア
ガ ロ ー ス ま た は セ フ ァ ロ ー ス (フ ァ ー マ シ ア 、 ス ウ ェ ー デ ン )で あ る が 、 他 の マ ト リ ッ ク ス
も 利 用 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 被 制 御 細 孔 ガ ラ ス ま た は ポ リ (ス チ レ ン ジ ビ ニ ル )ベ ン ゼ ン
な ど の 機 械 的 に 安 定 な マ ト リ ッ ク ス は 、 ア ガ ロ ー ス で 達 成 で き る よ り も 早 い 流 速 お よ び よ
り 短 い 処 理 時 間 を 可 能 に す る 。 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で の 分 画 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 逆 相 HPLC、
シ リ カ で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス (商 標 )で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ア ニ オ ン ま た は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (ポ リ ア ス パ ラ ギ ン 酸 カ ラ ム な

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-528616 A 2005.9.22



ど )、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 、 SDS-PAGEお よ び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 な ど の 抗 体 精 製 の
た め の 他 の 技 法 も ま た こ の 状 況 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 当 業 者 な ら 知 っ て い る よ う に 、 プ ロ テ イ ン Aお よ び プ ロ テ イ ン Gは 、 IgGの Fc部 分 に 結 合
す る 。 し た が っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン G(IgG)は 、 プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス ま た は プ ロ テ イ
ン Gセ フ ァ ロ ー ス で の 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 に 適 用 で き る 。 最 初 の 結 合 工
程 は 、 任 意 の タ ン パ ク -タ ン パ ク 相 互 作 用 (た と え ば 、 抗 体 に 対 す る プ ロ テ イ ン Aま た は プ
ロ テ イ ン Gの 結 合 、 ま た は 抗 体 -抗 体 相 互 作 用 )を 混 乱 さ せ な い よ う に 自 然 状 態 で 行 う 。 抗
体 は 、 こ の プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gか ら 、 た と え ば 、 非 結 合 成 分 と し て 抗 体 を 分 泌
す る 高 濃 度 の 塩 を 含 む 緩 衝 液 (た と え ば 、 HEPES pH7.2中 3Mの MgCl 2 )な ど の 解 離 緩 衝 液 を 使
用 し て 溶 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 Kaptive-M(商 標 )セ フ ァ ロ ー ス で 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ
て 抗 体 分 画 を 他 の 構 成 成 分 か ら 分 離 す る 。 当 業 者 な ら 、 IgMが 、 Kaptive-M(そ の 活 性 成 分
が ペ プ チ ド 模 倣 物 で あ る )に 結 合 す る こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 MBPセ フ ァ ロ ー ス も 使 用 で き る 。 当 業 者 な ら MBPが IgM Fc5μ 領 域 上 に 存 在 す る マ
ン ノ ー ス 残 基 に 結 合 で き 、 結 果 と し て IgMに 特 異 的 で あ る こ と を 知 っ て い る 。 結 合 の 初 期
工 程 は 、 タ ン パ ク -タ ン パ ク 相 互 作 用 (た と え ば 、 抗 体 に 対 す る MBP結 合 ま た は 抗 体 -抗 体 相
互 作 用 )を 混 乱 さ せ な い よ う に 自 然 状 態 で 行 う 。 IgMは 、 た と え ば 、 非 結 合 成 分 と し て 抗 体
を 分 泌 す る 高 濃 度 の 塩 を 含 む 緩 衝 液 (た と え ば 、 HEPES pH7.2中 3Mの MgCl 2 )な ど の 解 離 緩 衝
液 を 使 用 し て 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 分 画 を カ プ リ ル 酸 お よ び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 を 使 用 し て 単 離
す る 。 当 業 者 な ら 知 っ て い る よ う に 、 こ れ ら の 物 質 に よ っ て 、 本 質 的 に Igを 含 む 調 製 物 が
提 供 さ れ る 。 Ig分 画 を た と え ば 、 高 塩 濃 度 の 緩 衝 液 (た と え ば 、 /HEPES pH7.2中 3Mの MgCl 2
)な ど の 解 離 緩 衝 液 中 に 溶 解 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 を 非 結 合 成 分 と し て 分 泌 さ せ る 。 次
に 、 抗 体 分 画 を た と え ば 解 離 緩 衝 液 を 溶 出 液 と し て 使 用 し て SECで 分 離 し 、 IgGお よ び IgM
成 分 を 非 結 合 成 分 と し て 維 持 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 変 性 条 件 下 で フ リ ー フ ロ ー 電 気 泳 動 に 供 す る 。 母
体 血 か ら 単 離 し た 血 漿 を 浄 化 し 、 大 量 の 血 漿 タ ン パ ク を Ig お よ び α 2 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン を
多 少 、 溶 液 中 に 残 す 条 件 下 で 沈 殿 さ せ る 。 次 に Ig分 画 を 沈 殿 さ せ 、 適 切 な 緩 衝 液 で 再 溶 解
し 、 基 本 的 に Hoffmanら 、 (Proteomics 1、 807-818、 2001)に 記 載 さ れ て い る よ う な 連 続 溶
液 相 等 電 点 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 す る た め の フ リ ー フ ロ ー 電 気 泳 動 (FFE)装 置 (た と え ば 、
Octopus,Tecan)に か け る 。 好 ま し く は 分 画 当 た り 約 0.01～ 約 0.05pH単 位 の 範 囲 に 相 当 す る
分 画 を 取 得 し 、 PD-10カ ラ ム ま た は fast脱 塩 カ ラ ム (ア マ ー シ ャ ム 、 バ イ オ サ イ エ ン ス )を
使 用 し て 、 適 切 な 緩 衝 液 (た と え ば PBS)と 交 換 し て 、 生 存 率 を テ ス ト す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 、 抗 体 分 画 は 、 さ ら な る 使 用 に 備 え て CNBrセ フ ァ ロ ー ス ま た は NHSセ フ ァ ロ ー ス (フ
ァ ー マ シ ア )と 結 合 さ せ る た め 、 高 塩 濃 度 の 緩 衝 液 中 に 移 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 3.免 疫 グ ロ ブ リ ン の さ ら な る 精 製
　 抗 原 反 応 性 抗 体 (す な わ ち 、 胎 児 細 胞 表 面 に 存 在 す る 父 方 抗 原 に 対 す る 母 体 抗 体 に 結 合
す る 抗 体 )を 、 好 ま し く は 可 溶 性 HLA抗 原 お よ び /ま た は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 と の 複 合 体
か ら 解 離 さ せ て 調 製 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 の 調 製 は 、 部 分 精 製 す る か 、 ま た は 無 抗
原 ま た は 実 質 的 に 無 抗 原 と な る ま で 精 製 す る 。 こ れ は 一 般 的 に 母 体 血 に 存 在 す る 抗 体 -抗
原 複 合 体 を 解 離 さ せ て 達 成 す る 。 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 胎 児 細 胞 お よ び 母 方 抗 原
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か ら な る 複 合 体 が 、 母 体 血 か ら 直 接 単 離 さ れ る か ま た は 回 収 さ れ る 場 合 に は 、 母 体 血 サ ン
プ ル に つ い て こ の よ う な 手 法 は と ら れ な い が 、 こ の よ う な 手 法 は 、 一 旦 母 体 血 か ら 単 離 ま
た は 回 収 さ れ た こ の よ う な 複 合 体 を 解 離 す る た め に そ の 次 に 利 用 さ れ る 手 法 と 類 似 で あ っ
て も よ い 。 こ の 抗 体 分 画 を 、 た と え ば 高 濃 度 の 塩 を 含 む 緩 衝 液 な ど の 解 離 緩 衝 液 中 で 抽 出
す る と 、 多 く の 場 合 、 結 合 抗 原 が 分 泌 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 高 分 子 量 の 抗 体 (た と え ば 、 約 150 kDaの 分 子 質 量 を 有 す る
IgGま た は 約 950 kDaの 分 子 質 量 を 有 す る IgM)を 、 塩 お よ び 長 さ が 約 9～ 40残 基 の 低 分 子 質
量 の ペ プ チ ド HLA抗 原 か ら 、 低 塩 緩 衝 液 中 で 脱 塩 し て 分 離 す る 。 可 溶 性 HLA抗 原 が 抗 HLA抗
体 か ら 解 離 す る こ と に よ っ て 、 反 応 性 抗 体 が 分 泌 さ れ る の で あ る が 、 こ の 解 離 は 、 ま ず 母
体 血 由 来 の 血 漿 を カ プ リ ル 酸 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 こ れ に よ っ て 大 量 の 血 漿 タ ン パ ク
を Igお よ び 数 種 の α 2 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 悪 影 響 を 与 え ず に 沈 殿 さ せ る 。 こ の 初 期 沈 殿 の
後 、 Ig分 画 を 、 た と え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 使 用 し て 沈 殿 さ せ (Tsangら 、 J.Immunol.Meth
ods 138、 291-299、 1991)、 緩 衝 液 中 に 高 濃 度 の 塩 (た と え ば 、 3Mの 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム )お
よ び 25%(v/v)の エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 適 切 な 緩 衝 液 (た と え ば HEPES pH7.2)中 に 再 溶
解 さ せ る 。 次 に こ の 溶 液 を 、 移 動 相 で あ る ト リ ス 緩 衝 液 中 で 、 た と え ば 、 PD-10カ ラ ム ま
た は FAST脱 塩 カ ラ ム (ア マ ー シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス )を 使 用 し た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
っ て 急 速 に 脱 塩 さ せ て 、 塩 お よ び ペ プ チ ド HLA抗 原 を 取 り 除 く 。 PBSな ど の 緩 衝 液 は 、 燐 酸
ベ ー ス の 緩 衝 液 が 、 マ グ ネ シ ウ ム 系 の 塩 の 存 在 下 で 沈 殿 す る の で 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム と 一
緒 に 使 用 で き な い 。 得 ら れ た 高 分 子 量 の 分 画 は 、 実 質 的 に ペ プ チ ド HLA抗 原 が な く 、 さ ら
な る 使 用 に 備 え 脱 塩 さ れ て い る 。 次 に 精 製 さ れ た 抗 HLA抗 体 を 、 目 的 と す る 多 少 の 胎 児 細
胞 を 含 む 母 体 血 細 胞 調 製 物 と 暫 時 、 複 合 体 が 生 じ る に 十 分 な 条 件 下 で 反 応 さ せ 、 こ の 複 合
体 を 本 明 細 書 で 記 載 さ れ る よ う に 単 離 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 抗 体 は さ ら に 精 製 で き 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に 使 用 す る た め 、 よ り 均 一 ま た は
実 質 的 に 均 一 な 調 製 物 を 得 る 。 た と え ば 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HIC)、 特
に 米 国 特 許 第 5,641,870号 に 記 載 さ れ る よ う な 低 pHの HIC(LPHIC)を 使 用 し て 、 さ ら に 抗 体
を 精 製 す る 。 特 に LPHICは 、 望 ま し く な い 混 入 物 (た と え ば 、 間 違 っ て 結 合 し た 軽 鎖 お よ び
重 鎖 断 片 )か ら 、 正 確 に 折 り 畳 ま れ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 抗 体 を 除 去 す る に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 4.胎 児 細 胞 上 の 父 方 抗 原 に 結 合 す る 特 異 的 抗 体 の 濃 化
　 好 ま し く は 、 父 由 来 胎 児 抗 原 に 特 異 的 な 、 母 体 産 生 抗 体 を 本 発 明 の 方 法 に 適 用 す る 前 に
濃 化 す る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 単 離 さ れ た 母 体 抗 体 を 、 た と え ば 、 固 体 支 持 体 に 結 合 し
た HLA抗 原 の 大 パ ネ ル に さ ら す 。 既 知 の HLA抗 原 を 結 合 す る 抗 体 を 、 HLA抗 原 を 結 合 し な い
抗 体 か ら 分 離 す る 。 母 方 HLA抗 原 を 結 合 す る 母 体 抗 体 は 、 も し 存 在 す る と し て も 、 そ れ は
極 わ ず か で 、 こ れ が 起 こ り う る 可 能 性 は か な り 低 い の で 、 そ の 結 果 、 結 合 す る HLA 抗 体 の
大 半 は 、 父 由 来 の HLA抗 原 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 母 方 の HLAタ イ プ が 既 知 で あ る か ま た は 標 準 技 法 を 使 用 し て 決 定 さ れ て い る と す れ ば 、
精 製 工 程 に お け る HLA抗 原 の 大 パ ネ ル の 使 用 に よ り 、 母 方 の HLA抗 原 は 好 ま し く 除 去 さ れ 、
こ れ に よ っ て 、 残 り の HLA結 合 抗 体 が 父 由 来 の HLA抗 原 に 対 す る も の に な る こ と が 確 実 と な
る 。 加 え て 、 も し 、 父 方 の HLAタ イ プ が 既 知 で あ る か ま た は 標 準 技 法 を 使 用 し て 決 定 さ れ
て い る と す れ ば 、 父 由 来 の 抗 原 を 含 み 、 好 ま し く は 母 由 来 の HLA抗 原 ま た は 母 由 来 抗 原 と
共 通 で あ る も の は 何 も 含 ま な い よ う な HLA抗 原 の パ ネ ル が 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 HLA抗 原 に よ っ て 抗 体 を 単 離 す る 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 多 色 の 色 で コ ー ド 化 さ れ た ビ ー
ズ (Luminex、 Life-Codes)が 使 用 さ れ る 。 こ こ で は 、 各 色 タ イ プ が そ れ ぞ れ 特 定 の HLA抗 原
と 接 合 し て い る 。 色 で コ ー ド 化 さ れ た 多 重 ビ ー ズ を 使 用 し て 、 父 由 来 の HLA抗 原 に 対 す る
母 体 抗 体 が 母 体 血 サ ン プ ル か ら 同 定 さ れ 単 離 さ れ る 。 た と え ば 、 母 方 HLAタ イ プ が 既 知 で
あ れ ば 、 母 由 来 の 抗 原 の ビ ー ズ を 除 く 多 重 ビ ー ズ を 使 用 し て 、 父 由 来 胎 児 HLA抗 原 が 単 離
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ま た は 精 製 か つ 測 定 さ れ 、 お よ び /ま た は 捕 捉 さ れ た 胎 児 特 異 的 抗 体 が 対 応 す る 多 重 ビ ー
ズ の フ ロ ー 選 別 に よ っ て 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ま た 、 一 旦 胎 児 HLAタ イ プ が わ か る と 、 1つ ま た は 数 個 の 胎 児 HLA抗 原 と 接 合 し た 磁 気 捕
捉 ビ ー ズ を 使 用 し て 、 胎 児 特 異 的 抗 体 が 母 体 血 漿 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 そ れ が 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の 方 法 で 単 離 ま た は 取 得 さ れ
る 場 合 、 父 方 抗 原 ま た は 父 由 来 胎 児 抗 原 に 結 合 す る 任 意 の 単 離 さ れ た 母 体 抗 体 ま た は そ の
精 製 さ れ た Ig分 画 に ま で 拡 張 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の ま た さ ら な る 態 様 は 、 父 方 抗 原 ま た は 父 由 来 胎 児 抗 原 と 結 合 す る 単 離 さ れ た 母
体 抗 体 ま た は そ の Ig分 画 を 、 た と え ば 、 胎 児 細 胞 の 単 離 、 同 定 ま た は 濃 化 な ど の 際 の 薬 剤
へ の 使 用 、 ま た は 母 体 血 中 の 胎 児 細 胞 用 マ ー カ ー へ の 使 用 、 あ る い は 薬 剤 へ の 前 記 使 用 法
の 内 、 任 意 の 1つ ま た は 複 数 の 使 用 の た め の 試 薬 を 調 製 す る た め の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母 体 抗 体 と の 複 合 体 を 形 成 す る 物 質
　 母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 複 合 体 は 、 容 易 に 検 出 可 能 な お よ び /ま た は 容 易 に 単 離 可
能 な 物 質 、 た と え ば 、 二 次 抗 体 、 抗 体 断 片 、 ま た は ヒ ト 抗 体 に 結 合 す る 他 の 分 子 な ど の 物
質 (た と え ば 、 ヤ ギ の 抗 ヒ ト Igま た は IgMま た は IgGに 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 、
プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Gお よ び プ ロ テ イ ン Lか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド な
ど )を 使 用 し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 用 語 「 物 質 」 は 、 胎 児 細 胞 と 結 合 し た 母 体 抗 体 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 分 子 を
意 味 し 、 こ れ に は 母 体 抗 体 の リ ガ ン ド ま た は 母 体 抗 体 と 結 合 す る レ ポ ー タ ー 分 子 が 含 ま れ
る 。 「 リ ポ ー タ ー 分 子 」 と は 、 検 出 可 能 な 信 号 を 提 供 す る 物 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 物 質 は 、 母 体 抗 体 以 外 の 母 体 血 中 の 分 子 と 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 1つ の 実 施 形 態 で は 、 物 質 は 母 体 抗 体 に 対 す る 抗 体 、 そ の 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 で あ る
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 好 ま し く は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 あ る 種 属 中 で
、 別 種 の 抗 体 の 結 合 部 位 に 対 し て 生 じ る 。 当 業 者 な ら 、 別 種 由 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 し
て あ る 種 属 で 生 じ る 抗 体 で あ れ ば ど ん な 抗 体 で も 、 そ の 別 種 由 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 一 般
に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る こ と を 知 っ て い る 。 好 ま し く は 、 胎 児 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ り 、
物 質 が 任 意 の ヒ ト 抗 体 に 結 合 す る こ と で あ る 。 ヒ ト 抗 体 に 対 す る こ の よ う な 抗 体 は 、 当 分
野 に 公 知 で あ る 。 こ の 例 に は 、 ヤ ギ の 抗 ヒ ト IgG、 マ ウ ス の 抗 ヒ ト IgG、 ヤ ギ の 抗 ヒ ト IgM
、 マ ウ ス の 抗 ヒ ト IgM、 ヤ ギ の 抗 ヒ ト IgA、 お よ び マ ウ ス の 抗 ヒ ト IgAが 含 ま れ る が こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 当 業 者 な ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 慣 用 的 に 産 生 す る た め の 数 種 の 技 法 を 知 っ て い る 。 選
択 さ れ た 抗 原 に 対 す る 適 切 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 公 知 の 技 法 、 た と え ば 「 Monoclonal
 Antibodies:A manual of techniques」 、 H Zola(CRC Press、 1988)お よ び 「 Monoclonal 
Hybridoma Antibodies:Techniques and Applications」 、 J G R Hurrell(CRC Press、 198
2)に 開 示 さ れ た 技 法 で 調 製 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 本 発 明 の 方 法 に 有 用 で あ る 。 単 一 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が 好 ま し い 。 適 切 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 分 野 に 公 知 の 方 法 を 使 用 し て 調 製 で き る
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。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抗 原 結 合 部 分 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 あ る い は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 体 の 一 部 (
た と え ば Fab断 片 )で あ る か ま た は 合 成 抗 体 断 片 (た と え ば 、 一 本 鎖 Fv断 片 「 ScFv」 )で あ っ
て も よ い 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 断 片 は 本 発 明 の 文 脈 に 入 る 物 質 と し て 明 ら か に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Fabお よ び F(ab) 2 断 片 な ど の 抗 体 の 断 片 も ま た 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 で き る 抗 体 お よ び
抗 体 断 片 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 抗 原 の 特 異 性 は 、 可 変 ド メ イ ン に よ っ て 与 え ら れ 、 定 常 ド メ イ ン と は 無 関 係 で あ る 。 し
た が っ て 、 た と え ば 、 Fab様 分 子 、 Fv分 子 、 一 本 鎖 Fv(ScFv)分 子 (こ こ で 、 V H お よ び V L の パ
ー ト ナ ー ド メ イ ン が フ レ キ シ ブ ル な オ リ ゴ ペ プ チ ド を 経 て 連 結 し て い る )お よ び 単 離 さ れ
た Vド メ イ ン を 含 む 単 一 の ド メ イ ン 抗 体 (dAbs)な ど の 1つ ま た は 複 数 の 可 変 ド メ イ ン か ら な
る 組 換 え 抗 体 断 片 も ま た 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て 物 質 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 全 抗 体 お よ び F(ab') 2 断 片 は 、 「 2価 」 で あ る 。 「 2価 」 は 、 前 記 抗 体 お よ び F(ab') 2 断 片
が 2つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 対 照 的 に 、 Fab、 Fv、 ScFvお よ び dAb断 片
は 、 1価 で 、 た だ 1つ 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Fab、 Fv、 ScFvお よ び dAb抗 体 断 片 は 、 す べ て 大 腸 菌 で 発 現 さ れ 、 大 腸 菌 か ら 分 泌 で き 、
こ れ に よ っ て 大 量 の 前 記 断 片 が 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 物 質 は 、 父 方 抗 原 に 特 異 的 な 母 体 抗 体 に 結 合 す る 抗 イ デ ィ
オ タ イ プ 抗 体 で あ る 。 こ の よ う な 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 母 体 血 か ら 、 母 体 抗 体 お よ び
抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 か ら な る 免 疫 複 合 体 と し て 、 場 合 に よ っ て は 、 た と え ば 、 可 溶 性 HL
A抗 原 と し て 父 方 抗 原 を さ ら に 含 む 、 免 疫 複 合 体 と し て 通 常 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 抗 体 -抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 複 合 体 は 、 上 記 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 、 通 常 抗 体 調
製 物 用 に 母 体 血 の Ig分 画 か ら 単 離 さ れ 、 解 離 さ れ て 反 応 性 抗 体 を 得 る 。 た と え ば 、 抗 体 複
合 体 は 、 Igに 特 異 的 な リ ガ ン ド (た と え ば 、 プ ロ テ イ ン G、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン L、 Ka
ptive-M(商 標 )セ フ ァ ロ ー ス ま た は MBPセ フ ァ ロ ー ス )を 使 用 し て 、 い か な る タ ン パ ク -タ ン
パ ク と の 相 互 作 用 も 乱 さ な い よ う な 自 然 状 態 下 で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 単 離 で き 、
続 い て こ の 抗 体 複 合 体 を 、 た と え ば 、 非 結 合 成 分 と し て 抗 体 を 分 泌 す る 高 濃 度 の 塩 を 含 む
緩 衝 液 (た と え ば 、 HEPES pH7.2中 3Mの MgCl 2 )な ど の 解 離 緩 衝 液 を 使 用 し て 解 離 す る 。 一 般
に 、 抗 体 の 調 製 物 に つ い て は ま た 、 カ プ リ ル 酸 お よ び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 も 、 父 方 抗 原
に 対 す る 抗 体 と 複 合 化 し た 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 単 離 す る た め に 使 用 で き 、 次 に こ の 抗
イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 た と え ば 、 こ の 抗 体 複 合 体 を 、 高 濃 度 の 塩 緩 衝 液 (た と え ば 、 /HE
PES pH7.2中 3Mの MgCl 2 )な ど の 解 離 緩 衝 液 中 で 解 離 さ せ て 放 出 さ せ 、 こ の 抗 体 を 未 結 合 成
分 と し て 放 出 す る 。 次 に 抗 体 分 画 を 、 た と え ば 、 溶 出 液 と し て 解 離 緩 衝 液 を 使 用 し て SEC
で 分 離 し て 、 非 結 合 成 分 で あ る IgGお よ び IgM成 分 を 維 持 す る 。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 が 、
IgMま た は IgGク ラ ス で あ る 場 合 は 、 こ の よ う な 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 固 体 支 持 体 (CNB
rセ フ ァ ロ ー ス ま た は NHSセ フ ァ ロ ー ス あ る い は 他 の ア ミ ン 反 応 性 ビ ー ズ )に 結 合 さ せ て 、
大 量 の 母 方 IgMま た は IgG分 画 か ら の 抗 体 の 分 離 を 維 持 す る 。 こ こ で は 、 分 離 抗 体 断 片 は も
は や 、 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 結 合 を 有 さ な い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 た と え ば 高 濃 度 の 塩 を 含 む 緩 衝 液 な ど の 解 離 緩 衝 液 で 抗 体 分 画 を 抽 出 し て も 、 ほ と ん ど
の 結 合 抗 原 が 分 泌 さ れ る 。 高 分 子 量 の 抗 体 (た と え ば 、 約 150 kDaの 分 子 質 量 を 有 す る IgG
ま た は 約 950 kDaの 分 子 質 量 を 有 す る IgM)は 、 低 塩 緩 衝 液 中 で 脱 塩 す る こ と で 、 塩 お よ び
長 さ が 約 9～ 40残 基 の 低 分 子 質 量 の ペ プ チ ド HLA抗 原 か ら 分 離 さ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し く は 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 が 父 方 HLA抗 原 に 対 す る 母 体 抗 体 を 認 識 す る こ と で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 物 質 が 抗 体 に 結 合 す る 非 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な ポ リ
ペ プ チ ド は 、 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Gお よ び プ ロ テ イ ン Lが 含 ま
れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 プ ロ テ イ ン G」 は 、 プ ロ テ イ ン Gの 1つ ま た は 複 数 の 自 然 の I
gG結 合 ド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 、 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Gの IgG結 合 ド メ イ ン
を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 、 ま た は 天 然 プ ロ テ イ ン Gの IgGに 結 合 す る 能 力 を
保 持 し て い る 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Gの 変 異 体 ま た は 変 種 、 あ る い は 天 然 プ
ロ テ イ ン Gの IgGに 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Gの 断
片 を 含 む と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 プ ロ テ イ ン A」 は 、 プ ロ テ イ ン Aの 1つ ま た は 複 数 の 自 然 の I
gG結 合 ド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 、 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Aの IgG結 合 ド メ イ ン
を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 、 ま た は 天 然 プ ロ テ イ ン Aの IgGに 結 合 す る 能 力 を
保 持 し て い る 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Aの 変 異 体 ま た は 変 種 、 あ る い は 天 然 プ
ロ テ イ ン Aの IgGに 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Aの 断
片 を 含 む と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 プ ロ テ イ ン L」 は 、 プ ロ テ イ ン Lの 1つ ま た は 複 数 の 自 然 の
抗 体 軽 鎖 結 合 ド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 、 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Lの 抗 体 軽 鎖
結 合 ド メ イ ン を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 、 ま た は 天 然 プ ロ テ イ ン Lの 抗 体 軽
鎖 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 天 然 ま た は 自 然 に 生 じ る プ ロ テ イ ン Lの 変 異 体 ま た は 変
種 、 あ る い は 天 然 プ ロ テ イ ン Lの 抗 体 軽 鎖 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 天 然 ま た は 自 然
に 生 じ る プ ロ テ イ ン Lの 断 片 を 含 む と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 単 離 可 能 ま た は 検 出 可 能 な 標 識
　 母 体 抗 体 と 結 合 す る 物 質 は 、 検 出 可 能 な 信 号 (た と え ば 、 蛍 光 標 識 、 色 素 札 、 放 射 性 標
識 、 常 磁 性 粒 子 、 化 学 発 光 標 識 、 ビ オ チ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は 二 次 的 、 酵 素 的 ま
た は 結 合 工 程 に よ っ て 検 出 さ れ る 標 識 )を 提 供 す る こ と が で き る 単 離 可 能 ま た は 検 出 可 能
な 標 識 と 結 合 ま た は 接 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 単 離 可 能 な 標 識 」 ま た は 「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、
た と え ば 、 検 出 可 能 な 信 号 、 ま た は サ ン プ ル 中 の 物 質 で 他 の 組 成 物 か ら 標 識 に 結 合 し た 複
合 体 の 区 別 、 沈 降 ま た は そ の 他 の 分 離 を 容 易 に す る 物 理 的 性 質 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、
物 質 -母 体 抗 体 -胎 児 細 胞 の 複 合 体 の 検 出 を 可 能 と さ せ る 分 子 を 意 味 す る と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 多 種 多 様 の 標 識 お よ び 接 合 技 法 は 公 知 で 、 科 学 的 文 献 に も 特 許 文 献 に も 広 く 報 告 さ れ て
い る 。 好 ま し い 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 常 磁 性 粒 子 、 化 学 発 光 標 識
が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 は 明 ら か に 、 標 識 を 使 用 し て 、 標 識 が 二 次 リ
ガ ン ド の 結 合 に よ っ て 検 出 さ れ る か ま た は 標 識 に よ っ て 決 ま る 酵 素 反 応 に よ っ て 検 出 す る
こ と を 目 論 ん で い る 。 当 業 者 な ら 、 本 発 明 物 質 に 結 合 す る 適 切 な 標 識 が 他 に も あ る こ と を
知 っ て い る か あ る い は 日 常 の 実 験 法 を 使 用 し て 適 切 な 標 識 を 確 認 す る こ と が で き る だ ろ う
。 こ の よ う な 標 識 を 開 示 し て い る 特 許 に は 、 米 国 特 許 第 3,817,837号 ;第 3,850,752号 ;第 3,
939,350号 ;第 3,996,345号 ;第 4,277,437号 ;第 4,275,149号 ;お よ び 第 4,366,241号 が 含 ま れ
る 。 物 質 に 対 し て こ の よ う な 標 識 を 結 合 す る こ と は 、 当 業 者 に 公 知 の 標 準 技 法 を 使 用 し て
行 わ れ る 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
　 好 ま し い 標 識 は 蛍 光 成 分 で あ っ て 、 た と え ば 、 Molecular Probes Handbook of Fluores
cent Probes And Research Chemicals(R.P.Haugland 第 8版 、 CD-ROM、 2001)に 記 載 さ れ る
よ う な も の で あ る 。 特 に 好 ま し い 蛍 光 成 分 は 、 キ サ ン テ ン (た と え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、
ロ ー ダ ミ ン 、 ロ ー ド ー ル )で あ る 。 ス ル ホ ン 化 キ サ ン テ ン は 、 た と え ば 、 米 国 特 許 第 6,130
,101号 お よ び 英 国 第 9611997.9号 に 開 示 さ れ て い る も の な ど が 特 に 好 ま し い 。 フ ッ 化 キ サ
ン テ ン は 、 た と え ば 、 米 国 特 許 第 6,162,931号 に 開 示 さ れ て い る も の な ど も 好 ま し い 。 ク
マ リ ン は 、 た と え ば 、 ス ル ホ ン 化 ク マ リ ン (た と え ば 、 米 国 特 許 第 5,969,157号 )ま た は フ
ッ 化 ク マ リ ン (た と え ば 、 米 国 特 許 第 5,830,912号 )あ る い は 、 シ ア ニ ン (た と え ば WO 02/26
891)も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 物 質 は 、 当 技 術 分 野 に 公 知 の 様 々 な 方 法 を 使 用 し て 間 接 的 に 標 識 し て も よ い 。 た と え ば
、 「 二 次 抗 体 」 (物 質 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 直 接 標 識 さ れ る )は 、 抗 体 か ら な る
物 質 を 検 出 す る た め に 使 用 で き る 。 ま た 、 物 質 は ビ オ チ ン を 使 用 し て 変 性 で き 、 こ の 場 合
標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 す る と 変 性 さ れ た 物 質 に 標 識 が 結 合 で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 が 、 父 由 来 の 胎 児 HLA抗 原 に 結 合 す る 母 体 抗 体 を 同 定 す る た め に 、 HLA抗 原 に 接 合
し た コ ー ド 化 さ れ た 多 重 ビ ー ズ の 使 用 に ま で 拡 張 さ れ る の は 明 ら か だ 。 HLA抗 原 と 連 結 さ
れ た こ の よ う な 多 重 ビ ー ズ は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 (LifeMatch、 Orchid)で あ る 。 HLA抗 原 に
接 合 さ れ た こ の よ う な コ ー ド 化 多 重 ビ ー ズ は 、 父 方 HLA抗 原 に 対 応 す る 父 由 来 の 胎 児 HLA抗
原 に 対 し て 向 け ら れ た 特 異 的 な 母 体 抗 体 を 単 離 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 こ の 多 重 ビ ー
ズ は コ ー ド 化 さ れ 、 蛍 光 標 識 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 ビ ー ズ に 結 合 し た 抗 体 は 、 抗 体 に 特 異
的 に 結 合 す る 標 識 (た と え ば 、 抗 体 に 付 着 す る 二 次 蛍 光 標 識 )に よ っ て 検 出 可 能 で あ る 。 目
的 の 抗 体 に 結 合 し て い る 特 異 的 ビ ー ズ は フ ロ ー 選 別 さ れ て 結 合 抗 体 が 回 収 で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母 体 抗 体 の 回 収 お よ び /ま た は 検 出
　 母 体 抗 体 に 結 合 し た 胎 児 細 胞 は 、 母 体 血 サ ン プ ル か ら 直 接 回 収 す る か ま た は 母 体 抗 体 の
調 製 物 と 母 体 血 ま た は 母 体 血 の 細 胞 分 画 (た と え ば 、 PBMC分 画 )と を ex vivoで 結 合 さ せ た
後 に 回 収 す る 。 母 体 抗 体 お よ び 標 識 さ れ た 物 質 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 を 、 標 識 で 選 別 す る 方
法 で 区 分 さ れ 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 レ ポ ー タ ー 分 子 を 検 出 す る た め の 好 ま し い 手 段 に は 、 た と え ば 、 二 次 抗 体 上 の 蛍 光 標 識
を 使 用 す る 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)、 ま た 磁 界 あ る い は 常 磁 界 を 二 次 抗 体 に 付 着 し て い
る 磁 性 ビ ー ズ あ る い は 常 磁 性 ビ ー ズ に 適 用 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 で 記 載 し た よ う に 、 好 ま し く は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 「 物 質 」 を こ う し た 回 収
お よ び /ま た は 検 出 手 法 に 使 用 す る 。 有 用 な 技 法 に は 、 細 胞 選 別 、 特 に 蛍 光 活 性 化 細 胞 選
別 (FACS)で あ っ て 、 基 質 (た と え ば 、 プ ラ ス チ ッ ク 表 面 、 パ ニ ン グ 状 態 で )に 結 合 し た 物 質
を 使 用 す る か 、 ま た は 固 体 相 粒 子 /ビ ー ズ に 結 合 し た 物 質 を 使 用 し て 行 わ れ る (こ れ は 粒 子
/ビ ー ズ (た と え ば 、 有 色 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ ま た は 磁 気 粒 子 /常 磁 性 粒 子 )の 特 性 を ベ ー ス に
単 離 さ れ る )選 別 法 が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 細 胞 選 別 に よ っ て 胎 児 細 胞 を 回 収 お よ び 検 出 す る た め に 、 物 質 を た と え ば 、 細 胞 ソ ー タ
ー を 使 用 し て 検 出 さ れ る 色 素 染 料 ま た は 蛍 光 染 料 な ど の 物 質 で 直 接 ま た は 間 接 に 標 識 す る
。 好 ま し く は こ の 染 料 が 蛍 光 染 料 で あ る 。 多 数 の 異 な る 染 料 /成 分 /標 識 が 当 技 術 分 野 に 公
知 で 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン な ど が 含 ま れ る
。 細 胞 ソ ー タ ー 用 に 適 し た 特 質 を 有 す る 任 意 の 検 出 可 能 な 物 質 を 使 用 し て も よ い (た と え
ば 、 蛍 光 染 料 の 場 合 は 、 ソ ー タ ー の 光 源 に よ っ て 励 起 で き 、 そ の 発 光 ス ペ ク ト ル が 細 胞 ソ
ー タ ー の 検 出 器 で 検 出 で き る 染 料 )。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 固 体 相 粒 子 を 使 用 し て 胎 児 細 胞 の 回 収 ま た は 検 出 す る た め に は 、 所 望 の 特 質 を 有 す る 任
意 の 粒 子 を 利 用 し 得 る 。 た と え ば 、 沈 降 を 容 易 に す る た め 、 大 き な 粒 子 (た と え ば 、 直 径
約 90～ 100□ mよ り 大 )を 使 用 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 こ の 粒 子 が 「 常 磁 性 粒 子 」 (す な わ
ち 、 磁 界 を サ ン プ ル に か け る こ と に よ っ て 収 集 で き る 粒 子 で 、 こ れ に よ っ て 液 相 か ら 粒 子
と 結 合 し た 複 合 物 と の 区 分 け が 容 易 に な る )で あ る 。 磁 性 粒 子 は 、 現 在 Dynal Biotech(Osl
o、 Norway)を 含 め た 多 数 の メ ー カ ー か ら 一 般 に 入 手 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 磁 性 細 胞 選 別
(MACS)の 一 例 は Al-Muftiら (1999)に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 基 質 に 結 合 し た 物 質 を 使 用 し て 胎 児 細 胞 の 回 収 ま た は 検 出 す る た め に 、 物 質 は 、 好 ま し
く は 直 接 (た と え ば 共 有 結 合 、 イ オ ン 相 互 作 用 ま た は フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 に よ っ
て )基 質 に 吸 着 さ れ る か 結 合 さ れ る 。 好 ま し く は 、 基 質 が 、 プ ラ ス チ ッ ク 板 ま た は フ ラ ス
コ の 表 面 で あ っ て 、 物 質 を 直 接 こ の 表 面 に 吸 着 さ せ る 。 多 く の 物 質 で 吸 着 は 容 易 に 行 わ れ
、 物 質 が 抗 体 で あ る 場 合 、 吸 着 は 抗 体 を 含 む 溶 液 を 基 質 と 単 純 に 接 触 さ せ る こ と で 達 成 さ
れ る 。 ま た 、 基 質 が 修 飾 さ れ た も の 、 た と え ば ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 接 合
さ せ て 基 質 を 修 飾 し た も の 、 ま た は ビ オ チ ン と 接 合 さ せ て 修 飾 し た 物 質 、 あ る い は 二 機 能
性 の 架 橋 剤 で 活 性 化 し た ア ミ ン 誘 導 体 化 基 質 な ど を 使 用 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 物 質 を
含 む 溶 液 を 基 質 上 に 接 触 さ せ て 物 質 を 基 質 に 吸 着 さ せ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 好 ま し く は 、 胎 児 細 胞 の 単 離 は 、 胎 児 細 胞 を 検 出 す る た め の 独 立 し た マ ー カ ー を 使 用 す
る こ と か ら な る 方 法 で 確 認 さ れ る 。 た と え ば 、 も し 胎 児 が 男 で あ っ た ら 、 Y染 色 体 に 特 異
的 な マ ー カ ー か ら 構 成 さ れ る マ ー カ ー を 、 従 来 技 術 と 認 め ら れ て い る 手 法 に 従 っ て 使 用 し
、 単 離 さ れ た 細 胞 集 団 が 胎 児 細 胞 を 含 む こ と を 確 認 す る 。 一 方 、 胎 児 が 女 で あ る 場 合 、 た
と え ば 、 SNPま た は HLA系 に 特 異 的 な マ ー カ ー な ど の 多 型 マ ー カ ー か ら 構 成 さ れ る マ ー カ ー
を 、 従 来 技 術 と 認 め ら れ て い る 手 法 に 従 っ て 使 用 し 、 単 離 さ れ た 細 胞 集 団 が 胎 児 細 胞 を 含
む こ と を 確 認 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 母 体 細 胞 の 減 少
　 胎 児 細 胞 の 回 収 ま た は 検 出 は 、 母 体 血 サ ン プ ル 中 に あ る 母 体 細 胞 ま た は 母 体 細 胞 型 が 減
少 す る こ と で 増 進 ま た は 助 長 さ れ て も よ い 。 こ の 減 少 は 、 母 体 抗 体 が 結 合 し た 胎 児 細 胞 と
物 質 と が 接 触 す る 工 程 と こ の 物 質 -抗 体 -胎 児 細 胞 の 複 合 体 を 回 収 す る 工 程 の 前 、 中 、 ま た
は 後 で 行 う 。 当 業 者 な ら 、 母 体 血 中 の 母 体 細 胞 型 に は 、 赤 血 球 、 B細 胞 、 T細 胞 、 単 核 細 胞
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 お よ び 樹 状 細 胞 が 含 ま れ る こ と を 知 っ て い る 。 こ の 点 で 、 母 体 抗 体 も
ま た 、 循 環 中 に 母 体 細 胞 の 亜 細 胞 集 団 と 複 合 ま た は 結 合 し 得 る の で 、 こ れ に よ っ て 、 ex v
ivoで 母 体 血 中 の 胎 児 細 胞 と の 複 合 に 使 用 さ れ る 母 体 抗 体 の 利 用 可 能 性 が 減 少 す る 。 本 発
明 は 明 ら か に 、 母 体 血 漿 ま た は 母 体 血 漿 の 抗 体 あ る い は 抗 体 含 有 分 画 の 単 離 の 前 、 中 、 ま
た は 後 に 行 わ れ る 補 助 的 工 程 を 包 含 し 、 こ こ で は 、 こ の よ う な 工 程 に よ り 、 母 体 細 胞 と 胎
児 細 胞 集 団 が 物 理 的 に 分 離 さ れ 、 母 体 細 胞 集 団 が 減 少 し 、 少 な く と も 1種 の 母 体 細 胞 型 の
母 体 細 胞 が 減 少 し 、 ま た は 分 析 中 に 胎 児 細 胞 か ら 母 体 細 胞 が 識 別 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 好 ま し く は 、 母 体 血 サ ン プ ル ま た は そ の 有 核 細 胞 分 画 を 、 母 体 細 胞 上 の 細 胞 性 マ ー カ ー
と 結 合 す る 抗 体 に 、 暫 時 、 抗 体 -母 体 細 胞 複 合 体 が 十 分 形 成 さ れ る 条 件 下 で さ ら し 、 こ の
抗 体 -母 体 細 胞 複 合 体 を 単 離 す る こ と に よ っ て 、 母 体 細 胞 集 団 ま た は 母 体 細 胞 を 減 少 さ せ
る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 -母 体 細 胞 複 合 体 は 、 好 ま し く は 、 こ
の 複 合 体 を 容 易 に 検 出 可 能 お よ び /ま た は 容 易 に 単 離 可 能 な 物 質 と 接 触 さ せ て 単 離 す る 。
好 ま し く は 、 こ の よ う な 物 質 を 、 胎 児 細 胞 集 団 を 、 単 離 、 増 大 、 濃 化 す る た め に 使 用 し た
物 質 と は 違 う も の と し 、 た と え ば 、 母 体 細 胞 の 減 少 お よ び 胎 児 細 胞 の 濃 化 を 同 時 に 行 わ せ
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 た と え ば 、 一 核 性 の 細 胞 (た と え ば 、 胎 児 細 胞 を 含 む PBMC調 製 物 )は 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離
に よ っ て 妊 婦 の 血 液 か ら 単 離 で き る 。 こ の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 胎 児 細 胞 の 割 合 を さ ら に
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高 め る た め に 、 胎 児 を 起 源 と し な い よ う な 血 液 細 胞 型 (た と え ば 成 熟 白 血 球 )を 除 去 す る 。
1つ の 実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な 細 胞 は 、 母 方 抗 原 を 結 合 す る 特 異 的 抗 体 と 共 に 細 胞 を イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と で 選 択 的 に 除 去 さ れ る 。 母 方 有 核 血 液 細 胞 の マ ー カ ー を 結 合 す
る 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に 公 知 で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 は 母 体 血 一 核 性 細 胞 の 細 胞 表
面 上 に 存 在 す る 抗 原 を 結 合 す る が 、 胎 児 細 胞 上 の 母 方 ま た は 父 方 抗 原 と は 結 合 し な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 好 ま し く は 、 抗 体 が 固 体 支 持 体 に 付 着 す る 。 固 体 支 持 体 に は 、 磁 性 ビ ー ズ 、 プ ラ ス チ ッ
ク フ ラ ス コ 、 プ ラ ス チ ッ ク 皿 、 カ ラ ム な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 選 択 的 に こ の よ う な 母 体 細 胞 を 除 去 す る た め に 親 和 性 精 製 工 程 を 採 用 す る こ と に よ っ て
、 細 胞 懸 濁 液 中 に 残 存 す る 母 方 有 核 細 胞 の 全 数 を 減 ら し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 胎 児 細 胞
集 団 の 割 合 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 母 体 抗 体 の マ ス キ ン グ 除 去
　 場 合 に よ っ て は 、 胎 児 細 胞 を in vivoで 母 体 血 漿 に さ ら し て い る 間 に 胎 児 細 胞 に 付 着 す
る 母 体 抗 体 は 、 マ ス キ ン グ さ れ る か ま た は 別 の 方 法 で 、 物 質 と の 結 合 お よ び 、 物 質 に 結 合
す る 標 識 を 使 用 す る そ の 後 の 単 離 ま た は 検 出 に 利 用 で き な い こ と も あ る 。 こ の マ ス キ ン グ
は 、 た と え ば 、 母 方 の 免 疫 攻 撃 か ら 胎 児 細 胞 を 防 御 す る と い う ま だ 解 明 さ れ て い な い メ カ
ニ ズ ム に よ り 生 じ る 。 た と え ば 、 血 漿 抗 体 は 、 二 次 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ま た は 可 溶 性
HLA抗 原 と 複 合 す る こ と に よ り マ ス キ ン グ さ れ る か ま た は 失 活 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 胎 児 細 胞 と 結 合 し た 母 体 抗 体 は ま た 、 補 体 を 固 定 し 、 母 方 循 環 系 中 に あ る 間 、 抗 体 が 結
合 し た 胎 児 細 胞 を 多 少 破 壊 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な 場 合 は 、 多 数 の 母 体 抗 体 が 結 合
し た 胎 児 細 胞 の み が 単 離 に 利 用 さ れ る こ と に な る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 (母 方 お よ び 胎 児 細 胞 集 団 を 含 む )
の 細 胞 が 、 マ ス キ ン グ を は ず さ れ た 結 合 抗 体 で あ り 、 こ れ に よ っ て 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母
体 抗 体 を 経 由 し て そ の 後 行 わ れ る 胎 児 細 胞 の 回 収 ま た は 検 出 が 増 進 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 1つ の 実 施 形 態 で は 、 母 体 血 由 来 の 細 胞 お よ び 母 体 血 漿 由 来 の 抗 体 が 、 母 体 血 サ ン プ ル
か ら 別 個 な 分 画 と し て 抽 出 さ れ 、 適 宜 処 理 さ れ て 母 体 抗 体 の マ ス キ ン グ を 除 去 し 、 胎 児 細
胞 を さ ら に 増 大 さ せ る た め に 発 明 の 方 法 に 従 っ て 再 び 混 ぜ 合 わ せ る 。 こ の よ う な 「 前 処 理
」 に つ い て は 、 さ ら に 詳 細 に 下 記 で 論 じ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 母 体 血 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 を 、 母 方 に 由 来 す る 抗 体 調 製 物 (下 記 参 照 )に 、 補
体 融 解 を さ せ な い 条 件 下 、 た と え ば EDTAな ど キ レ ー ト 剤 の 存 在 下 で さ ら す と い う 好 ま し い
工 程 を 明 ら か に 包 含 し 、 こ れ に よ っ て 母 体 血 サ ン プ ル ま た は そ の 分 画 中 で 胎 児 細 胞 の 数 を
増 大 さ せ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 胎 児 細 胞 の 母 体 抗 体 か ら の 解 離
　 好 ま し く は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 任 意 の 実 施 形 態 、 具 体 的 に は 、 前 記 記 載 の 任 意 の 実 施 形
態 に よ る 本 発 明 の 方 法 は 、 胎 児 細 胞 を 分 泌 さ せ る た め に 、 母 体 抗 体 の 結 合 し た 胎 児 細 胞 複
合 体 を 、 好 ま し く は 破 壊 す る こ と に よ り 、 胎 児 細 胞 を 母 体 抗 体 か ら 単 離 す る こ と を さ ら に
包 含 す る 。 好 ま し く は 、 こ の 分 泌 さ れ た 胎 児 細 胞 は 、 生 存 可 能 な 胎 児 細 胞 で あ る 。 特 に 好
ま し い 実 施 形 態 で は 、 胎 児 細 胞 を in vitroで 暫 時 、 遺 伝 疾 患 ま た は 遺 伝 疾 患 に か か り や す
い 体 質 の 診 断 ま た は 胎 児 細 胞 の 核 型 診 断 に 使 用 さ れ る に 十 分 な 条 件 下 で 培 養 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 1つ の 実 施 形 態 で は 、 母 体 抗 体 -胎 児 細 胞 複 合 体 か ら な る 母 体 血 由 来 の 細 胞 サ ン プ ル を 、
結 合 し た 抗 体 を 細 胞 か ら 除 去 す る よ う に 処 理 し て 、 短 時 間 培 養 段 階 に 供 し 、 こ の 間 に 細 胞
は 、 HLA抗 原 を 十 分 発 現 か つ 表 示 し 、 場 合 に よ っ て は 増 殖 が で き る 。 培 養 後 に 、 た と え ば
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、 細 胞 分 画 を 母 体 血 漿 由 来 の 抗 体 調 製 物 と 接 触 さ せ て 胎 児 細 胞 を 同 定 す る 。 さ ら に 、 培 養
し た 細 胞 を 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う な 前 精 製 工 程 に 供 し 、 B細 胞 な ど の 母 体 細 胞 を 細 胞 分
画 か ら 減 少 さ せ る 。 あ る い は ま た は さ ら に 、 本 明 細 書 上 記 に 記 載 の よ う に 抗 体 の マ ス キ ン
グ を 除 去 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 実 施 形 態 に よ る と 、 当 技 術 分 野 に 公 知 の 多 く の 手 法 を 使 用 し て 、 細 胞 の 生 存 能 力 を 維
持 し な が ら 、 抗 体 を 細 胞 表 面 か ら 取 り 除 く 。 「 細 胞 の 生 存 能 力 を 維 持 し な が ら 」 と は 、 標
準 組 織 培 養 技 法 を 使 用 し た 細 胞 の 継 代 培 養 に よ っ て 、 さ ら な る 増 殖 の た め に 十 分 に 生 存 可
能 な 細 胞 が 回 収 で き る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 好 ま し く は 、 母 体 血 サ ン プ ル を 女 性 被 検 者 か ら 採 取 し た 時 か ら 4～ 72時 間 以 内 に こ の よ
う な 技 法 を 行 う 。 と い う の は 、 培 養 中 に 増 殖 し た 細 胞 は 、 こ の 時 間 を す ぎ る と 、 細 胞 表 面
に 結 合 し て い る 抗 体 を 容 易 に 脱 落 さ せ て し ま う か ら で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 1つ の 実 施 形 態 で は 、 ト リ プ シ ン に よ る 消 化 (す な わ ち ト リ プ シ ン 処 理 )ま た は 他 の 適 切
な プ ロ テ ア ー ゼ あ る い は 細 胞 表 面 タ ン パ ク の 混 合 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 に よ っ て 非 共 有 結 合 タ
ン パ ク を 急 速 に 取 り 除 く 。 あ る い は ま た は さ ら に 、 細 胞 表 面 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 還 元 が
行 わ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ト リ プ シ ン は 、 タ ン パ ク を 基 本 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 、 す な わ ち リ ジ ン と ア ル ギ ニ ン の 付 近
で 切 断 す る こ と が 知 ら れ る 。 本 実 施 形 態 に よ れ ば 、 ト リ プ シ ン 処 理 は 、 暫 時 、 他 の 分 子 で
立 体 的 に 障 害 を 受 け て い な い す べ て ま た は 大 半 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク を 切 断 す る に 十 分 な 条
件 下 で 行 い 、 こ れ に よ っ て 細 胞 表 面 か ら ペ プ チ ド を 漸 次 消 化 し て 取 り 除 き 、 組 織 培 養 後 に
新 し い HLA複 合 体 が 出 現 す る の を 促 進 す る 。 細 胞 表 面 タ ン パ ク の ト リ プ シ ン 処 理 の 場 合 は
、 母 体 血 調 製 物 か ら 得 ら れ た 胎 児 細 胞 は 、 確 立 さ れ た 組 織 培 養 技 術 に よ っ て 増 殖 さ れ 、 た
と え ば 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS)な ど の 、 細 胞 と 相 性 の 良 い 適 切 な 培 地 ま た は 緩 衝 溶 液 中 で 洗
浄 し 、 ト リ プ シ ン を 含 む 培 地 (た と え ば PBS中 0.1%(w/v)ト リ プ シ ン /0.02%(w/v)ベ ル セ ン 溶
液 )で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ま た 、 暫 時 、 タ ン パ ク 溶 解 が 十 分 生 じ る 条 件 下 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 条 件 の 例 と し て は 、 約 37℃ 約 1分 ～ 約 20分 間 、 よ
り 好 ま し く は 約 1～ 5分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は
、 細 胞 の 生 存 能 力 に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い で 結 合 抗 体 を 破 棄 す る た め に 必 要 な 切 断 の 程 度 に
依 存 し て 決 ま り 、 試 験 的 ア ッ セ イ で 実 験 的 に 決 定 さ れ る 。 消 化 が 完 了 し た ら 、 細 胞 を た と
え ば 遠 心 分 離 工 程 な ど の 分 離 技 法 に 供 し 、 そ の 結 果 、 細 胞 ペ レ ッ ト と し て 細 胞 が 収 集 さ れ
る 。 次 に 細 胞 を 、 た と え ば 適 切 な 固 体 培 地 上 に プ レ ー ト し 、 確 立 し た 技 法 を 使 用 し て 連 続
培 養 で 培 養 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 混 合 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 が 、 単 純 な ト リ プ シ ン 処 理 以 上 に 有 効 で あ る の で 、 好 ま し い 。 こ
れ は 、 多 数 の 異 な る 酵 素 を 使 用 す る 結 果 得 ら れ る 酵 素 特 異 性 が 非 常 に 広 範 囲 に 及 ぶ か ら で
あ る 。 使 用 す る プ ロ テ ア ー ゼ の 混 合 物 の お か げ で 、 リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン 残 基 の 付 近 だ
け で な く 、 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 (す な わ ち フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン お よ び ト リ プ ト フ ァ
ン )、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 、 お よ び 多 く の 非 特 異 的 部 位 が 切 断 で き る 。 混 合 タ ン パ ク 溶 解 の 場
合 、 ト リ プ シ ン が た と え ば 、 ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ お よ び キ モ ト リ プ シ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 混 合 物 な ど の
プ ロ テ ア ー ゼ 混 合 物 に 置 換 さ れ る 以 外 は 、 胎 児 細 胞 が ト リ プ シ ン 処 理 と 類 似 の 条 件 下 に 供
さ れ る 。 他 の プ ロ テ ア ー ゼ の 組 合 せ も 除 外 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 当 業 者 な ら 、 細 胞 表 面 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る と 、 タ ン パ ク の 2つ の シ ス チ ン 残
基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 切 断 さ れ 、 こ れ に よ っ て ペ プ チ ド 鎖 中 で シ ス チ ン が 2つ の 遊 離 S
Hシ ス テ イ ン 残 基 に 変 換 さ れ る こ と を 知 っ て い る 。 こ の よ う な 方 法 で 、 多 く の タ ン パ ク が
折 り 畳 み を 解 除 さ れ て そ の 三 次 構 造 が 破 壊 さ れ る 。 膜 タ ン パ ク に 結 合 し た 非 共 有 結 合 タ ン
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パ ク は 、 こ れ に よ っ て 細 胞 表 面 か ら 除 去 さ れ る 。 新 HLA複 合 体 の 出 現 は 、 細 胞 を さ ら に 組
織 培 養 し た 後 に 生 じ る 。 細 胞 表 面 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る に は 、 細 胞 を 、 た と え ば ジ
チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)ま た は ト リ ス (2-カ ル ボ キ シ エ チ ル )ホ ス フ ァ イ ン (TCEP)な ど の 適
切 な 還 元 剤 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 TCEPは 、 DTTよ り も 強 力 な 還 元 剤 で あ っ
て 、 細 胞 表 面 に 結 合 し た タ ン パ ク を よ り 急 速 に 還 元 す る こ と で 、 DTTに 比 べ て 有 利 と な る
。 還 元 は 一 般 に 、 約 0.1mM～ 約 50mMの 濃 度 の 還 元 剤 を 使 用 し 、 約 1分 ～ 約 30分 の 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し て 行 う 。 任 意 の 還 元 剤 が 適 切 で あ る か ど う か を 決 定 し 、 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 条 件 を 確 立 す る た め に 、 母 体 血 か ら の 単 離 し た 細 胞 を 確 立 さ れ た 条 件 下 で 培 養 し 、
適 切 な 培 地 ま た は 緩 衝 溶 液 (た と え ば PBS)中 で 洗 浄 し 、 濃 度 範 囲 の 還 元 剤 を 含 む 培 地 で 、
様 々 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 還 元 剤 を 除
去 し て 培 養 培 地 に 載 せ 、 暫 時 、 細 胞 が 十 分 に 増 殖 す る か ま た は 細 胞 分 裂 が 十 分 に 生 じ る 条
件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 細 胞 増 殖 ま た は 細 胞 分 裂 が 維 持 さ れ る 条 件 を 選 択 す る 。
さ ら に 増 殖 さ せ て 、 単 離 し た 胎 児 細 胞 を 、 胎 児 ヘ モ グ ロ ビ ン ま た は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容
体 CD71の 存 在 に つ い て 、 こ の よ う な タ ン パ ク に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使
用 し て モ ニ タ ー す る (Bianchiら 、 Eur.J.Obstet Gynecol.Reprod.Biol.92、 103-108、 2000
)。 同 様 の 手 法 は 使 用 さ れ て い て 、 抗 -Galα 1-3Gal抗 体 を 細 胞 表 面 か ら 解 離 さ せ る こ と に
成 功 し て い る (Parkerら 、 Transplantation 71、 440-446、 2001)。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 の 使 用
　 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 調 製 し た 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 は 、 た と え ば 羊 水 穿 刺 か ま た は
絨 毛 膜 絨 毛 サ ン プ リ ン グ な ど の 公 知 の 侵 襲 手 法 に よ っ て 取 得 し た 胎 児 細 胞 を 使 用 し て 行 う
こ と が で き る 任 意 お よ び 全 出 生 前 診 断 テ ス ト に 適 切 に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 は 明 ら か に 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ た 任 意 の 実 施 形 態 に 従 っ て 産 生 さ れ た 単 離 ま た は 培 養 さ れ た 胎 児 細 胞 の
、 た と え ば 胎 児 に お け る 遺 伝 的 疾 患 ま た は 遺 伝 的 疾 患 に か か り や す い 体 質 を 決 定 す る た め
の 薬 剤 へ の 使 用 を 提 供 す る 。 当 業 者 に 公 知 の 診 断 手 法 は 、 慣 用 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る
多 く の 遺 伝 的 疾 患 、 た と え ば 、 ダ ウ ン 症 、 ト リ ソ ミ ー 18、 ト リ ソ ミ ー 13、 鎌 状 赤 血 球 貧 血
、 21-ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 欠 損 症 、 嚢 腫 性 線 維 化 症 な ど の 内 の 1つ ま た は 複 数 の 疾 患 を 決 定 す
る た め に 本 発 明 の 方 法 で 単 離 し た 胎 児 細 胞 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 で は 、 動 物 被 検 者 で 遺 伝 的 疾 患 を 検 出 す る 方 法 が 提
供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 胎 児 細 胞 を 決 定 ま た は 同 定 し 、 か つ /ま た は 胎 児 細 胞 を 母 体 血 ま
た は そ の 有 核 細 胞 分 画 か ら 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 任 意 の 実 施 形 態 に 従 っ て 濃 化 す る こ と か
ら 構 成 さ れ る 方 法 を 行 う こ と を 含 む 。 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う が 、 胎 児 細 胞 が 遺 伝 的 疾
患 ま た は 遺 伝 的 疾 患 に か か り や す い 体 質 を 示 す 遺 伝 子 を 保 持 か つ /ま た 発 現 す る 場 合 、 こ
の 遺 伝 子 の 存 在 お よ び /ま た は 発 現 も ま た 、 胎 児 細 胞 が 由 来 す る 無 傷 の 胎 児 中 に 、 そ の 遺
伝 的 疾 患 ま た は か か り や す い 体 質 が あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 が 、 ヒ ト 胎 児 細 胞 の 濃 化 ま た は 同 定 、 あ る い は ヒ ト 胎 児 で 遺 伝 的 欠 陥 に つ
い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る こ と が 特 に 好 ま し い が 、 本 発 明 は 同 じ く 、 ウ マ
、 家 畜 、 イ ヌ な ど (こ れ に は 限 定 さ れ な い )の 任 意 の 有 胎 盤 哺 乳 類 由 来 の 胎 児 細 胞 を 濃 化 す
る こ と ま た は 同 定 す る こ と に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 単 離 ま た は 濃 化 さ れ た 胎 児 細 胞
を 基 に し た 有 胎 盤 哺 乳 類 の 遺 伝 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 1つ の 実 施 形 態 で は 、 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 ま た は 胎 児 細 胞 の 濃 化 分 画 が 直 接 出
生 前 遺 伝 子 診 断 テ ス ト に 使 用 さ れ る 。 あ る い は 、 胎 児 細 胞 を 培 養 し 細 胞 数 を 増 や す と 、 核
型 分 析 が 容 易 と な る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 得 ら れ る 胎 児 細 胞 は 、 胎 児 の 体 細 胞 と 同 じ 遺 伝 子 DNAの 造 作 を 含 む の で
、 こ れ ら の 胎 児 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 に 公 知 の 技 法 を 使 用 し て 、 異 常 性 に つ い て 分 析 す る こ
と が で き る 。 こ こ で 、 検 出 さ れ る 異 常 性 と は 、 無 傷 の 胎 児 中 の 異 常 性 診 断 で あ る 。
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【 ０ １ ２ ５ 】
　 遺 伝 的 疾 患 ま た は 遺 伝 的 疾 患 に か か り や す い 体 質 に つ い て の 胎 児 細 胞 の 分 析 は 、 欠 陥 の
検 出 を 許 可 さ れ て い る 胎 児 細 胞 に 由 来 す る 任 意 の 細 胞 性 物 質 に つ い て 行 う こ と が で き る 。
好 ま し く は 、 こ の 物 質 は 核 の DNAで あ る が 、 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 由 来 の RNAま た は タ ン パ ク
を 分 析 し て も 情 報 が 得 ら れ る 例 が 少 な く と も あ る 。 さ ら に DNAに は 、 ゲ ノ ム 遺 伝 子 ま た は
翻 訳 さ れ て い な い RNA、 あ る い は 情 報 を も た ら す 転 写 さ れ な い マ ー カ ー (た と え ば 繰 返 し DN
Aマ ー カ ー ま た は SNP)が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 染 色 体 異 常 が 検 出 さ れ る 。 「 染 色 体 異 常 」 は 、 染 色 体 の
い か な る 全 体 的 異 常 ま た は 染 色 体 数 の 異 常 を 意 味 す る 。 た と え ば 、 染 色 体 異 常 に は 、 ダ ウ
ン 症 候 群 を 暗 示 す る 染 色 体 21の ト リ ソ ミ ー ;ト リ ソ ミ ー 18;ト リ ソ ミ ー 13;ク ラ イ ン フ ェ ル
タ ー 症 候 群 (47、 XXY)、 XYYま た は タ ー ナ ー 症 候 群 な ど の 性 染 色 体 異 常 ;染 色 体 の 転 座 お よ
び 欠 損 の 検 出 が 含 ま れ 、 ダ ウ ン 症 候 群 の 患 者 は 、 割 合 は 小 さ い が 転 座 を 有 し 、 染 色 体 欠 損
症 候 群 に は プ ラ ー ダ ー -ヴ ィ リ 症 候 群 お よ び エ ン ジ ェ ル マ ン 症 候 群 が 含 ま れ 、 そ の 両 方 が
染 色 体 15の 一 部 に 欠 損 を 含 み 、 お よ び 個 々 の 遺 伝 子 に は 変 異 (欠 損 、 挿 入 、 転 移 、 移 転 位
、 お よ び 他 の 変 異 な ど )が 検 出 さ れ て い る 。 脆 弱 X症 候 群 な ど の 他 の 型 の 染 色 体 問 題 も あ り
、 こ れ は DNA分 析 に よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 DNA分 析 に よ っ て 検 出 で き る 他 の 遺 伝 的 疾 患 は 公 知 で 、 た と え ば 、 21-ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ
欠 乏 症 ま た は ホ ロ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 合 成 酵 素 欠 乏 症 、 ア ス パ ル チ ル グ ル コ サ ミ ン 尿 症 、 異
染 色 性 脳 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 ス テ ロ イ ド サ ル フ ァ タ ー ゼ 欠 損 症 、 X連 鎖
遺 伝 子 副 腎 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ホ ス ホ リ ラ ー ゼ キ ナ ー ゼ 欠 損 症 (タ イ プ VI糖 原 病 )、 お よ
び 脱 分 枝 酵 素 欠 損 症 (タ イ プ III糖 原 病 )が あ る 。 こ れ ら お よ び 他 の 遺 伝 的 疾 病 は 、 The Met
abolic and Molecular Basis of Inherited Disease、 第 7版 、 I,II and III巻 、 Scriver,
C.R.、 Beaudet,A.L.、 Sly,W.S.、 お よ び Valle,D.(編 集 )、 McGraw Hill、 1995に 記 載 さ れ
て い る 。 遺 伝 子 が ク ロ ー ン さ れ 、 変 異 が 検 出 さ れ て い る い か な る 遺 伝 的 疾 病 も 分 析 で き る
こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 遺 伝 子 ア ッ セ イ 法 に は 、 核 型 分 析 標 準 技 法 、 メ チ ル 化 パ タ ー ン 分 析 、 制 限 断 片 長 多 型 ア
ッ セ イ 、 PCRを ベ ー ス と す る ア ッ セ イ 、 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)、 の み
な ら ず 他 に 下 記 に 記 載 の 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 染 色 体 異 常 は 、 当 技 術 分 野 に 公 知 の 核 型 分 析 に よ っ て 検 出 で き る 。 核 型 分 析 は 一 般 に 、
コ ル ヒ チ ン な ど の 有 糸 分 裂 紡 錘 体 阻 害 剤 の 添 加 に よ っ て 阻 害 さ れ て い る 有 糸 分 裂 期 に 細 胞
上 で 行 わ れ る 。 好 ま し く は 、 ギ ー ム ザ 染 色 さ れ た 染 色 体 ス プ レ ッ ド を 調 製 す る と 、 染 色 体
数 の 分 析 の み な ら ず 染 色 体 転 座 を 検 出 で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 遺 伝 子 ア ッ セ イ に は 、 変 異 ま た は 多 型 を 同 定 す る た め に 任 意 の 適 切 な 方 法 が 関 与 す る 。
こ の 方 法 に は 、 た と え ば 、 1つ ま た は 複 数 の 該 当 位 置 で の DNAの シ ー ケ ン シ ン グ 、 野 生 型 ま
た は 変 異 配 列 の い ず れ か の 該 等 位 置 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 識 別 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 好 ま し く は 該 当 DNA領 域 の 増 幅 後 適
切 な 制 限 酵 素 に よ る 消 化 を 行 っ た 後 の 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 配 列 分 析 、 好 ま
し く は 該 当 DNA領 域 の 増 幅 後 の 非 変 性 ゲ ル 電 気 泳 動 、 汎 用 RFLP(制 限 断 片 長 多 型 )ア ッ セ イ
、 野 生 型 配 列 に 適 合 し 、 変 異 配 列 に は 適 合 し な い か ま た は そ の 逆 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
使 用 し た 選 択 的 DNA増 幅 、 ま た は 野 生 型 あ る い は 変 異 遺 伝 子 型 に 適 合 し た PCR(ま た は 類 似 )
プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 制 限 部 位 の 選 択 的 導 入 後 の 制 限 消 化 な ど が 含 ま れ る 。 ア ッ セ イ は 間
接 的 で 、 す な わ ち 、 分 析 に よ り 、 別 の 位 置 の 変 異 ま た は 、 1つ ま た は 複 数 の 変 異 位 置 に 連
結 す る こ と が 知 ら れ て い る 遺 伝 子 が 検 出 で き る 。 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 自 然 か ら
単 離 さ れ た DNA断 片 で あ っ て も 、 合 成 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
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　 非 変 性 ゲ ル を 使 用 し て 、 適 切 な 制 限 酵 素 に よ る 消 化 で 得 ら れ る 断 片 の 長 さ の 違 い を 検 出
し て も よ い 。 DNAは 通 常 消 化 前 に た と え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)法 お よ び そ の 改 変 法
を 使 用 し て 増 幅 し て お く 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 DNA増 幅 は 、 確 立 さ れ た PCR法 ま た は そ れ を 発 展 さ せ た 方 法 、 あ る い は リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応
、 QBリ プ リ カ ー ゼ お よ び 核 酸 配 列 を ベ ー ス と す る 増 幅 な ど の 代 替 法 に よ っ て 達 成 し て も よ
い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 「 適 切 な 制 限 酵 素 」 と は 、 野 生 型 配 列 を 認 識 し 切 断 す る 酵 素 で あ っ て 変 異 配 列 は 認 識 も
切 断 も し な い か ま た は そ の 逆 で あ る 。 制 限 酵 素 が 認 識 し 切 断 す る 配 列 (場 合 に よ っ て は 切
断 し な い )は 、 変 異 の 結 果 存 在 し て い て も よ い し ま た は 、 PCR反 応 に ミ ス マ ッ チ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 使 用 し て 正 常 遺 伝 子 座 ま た は 変 異 遺 伝 子 座 に 導 入 さ れ た も の で も よ い 。 も し 酵
素 が DNAを 非 常 に 稀 に し か 切 断 し な い な ら ば 、 言 い 換 え る と 、 酵 素 が 、 非 常 に 稀 に し か 生
じ な い 配 列 を 認 識 す る な ら ば 都 合 が よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 特 殊 な 疾 患 ま た は か か り や す い 体 質 に 関 係 す る 野 生 型 ま た は 変 異 /
変 種 遺 伝 子 の ど ち ら か と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 両 方 の 遺 伝 子 座 と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な
い PCRプ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る 。 増 幅 さ れ た DNAの 有 無 に よ り 、 野 生 型 ま た は 変 異 型 遺 伝 子
型 (し た が っ て 表 現 形 )が 暗 示 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 同 様 に 、 野 生 型 ま た は 変 異 配 列 の た だ 1つ と の み ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 以 外 は 類 似 の PCRプ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る が 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 他 の 方 法 で
は あ り え な い 制 限 部 位 を 野 生 型 ま た は 変 異 配 列 の ど ち ら か に 導 入 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 増 幅 さ れ た 配 列 の そ の 後 の ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー は そ の 5'末 端 に
制 限 酵 素 部 位 が 付 加 さ れ て い て も よ い 。 こ の よ う に 、 プ ラ イ マ ー の す べ て の ヌ ク レ オ チ ド
が 、 制 限 酵 素 部 位 を 形 成 す る の に 必 要 な 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド 以 外 は 、 目 的 の 遺 伝 子 配 列 に
由 来 す る か ま た は そ の 遺 伝 子 に 隣 接 す る 配 列 に 由 来 す る 。 こ の よ う な 酵 素 お よ び 部 位 は 当
技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 プ ラ イ マ ー 自 身 は 、 当 技 術 分 野 に 公 知 の 技 法 を 使 用 し て 合
成 で き る 。 一 般 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 当 技 術 分 野 に 認 め ら れ て い る 手 法
を 使 用 し た 機 械 、 お よ び 商 業 的 に 利 用 可 能 な 装 置 で 合 成 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 蛍 光 染 料 を 使 用 す る PCR技 法 は 、 本 発 明 の 方 法 で 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 由 来 の DNA中 の 遺 伝
子 欠 損 を 検 出 す る た め に も 使 用 し て よ い 。 こ れ ら に は 、 下 記 5種 の 技 法 が 含 ま れ る が こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 i)蛍 光 染 料 が 、 特 異 的 な PCR増 幅 さ れ た 二 本 鎖 DNA産 物 を 検 出 す る た め に 使 用 で き る (た
と え ば 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ ミ ド ま た は SYBRグ リ ー ン I)。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ii)PCR産 物 の 伸 長 中 に TaqDNAポ リ メ ラ ー ゼ の ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ っ て 解 放 さ れ る ま で
は 、 そ の 蛍 光 が 発 生 し な い 特 別 に 構 築 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 5'ヌ ク レ ア ー ゼ (TaqMa
n)ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 iii)分 子 ビ ー コ ン (Molecular Beacon)技 法 に 基 づ く ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。 こ の 技 法 は
、 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 蛍 光 が 消 え る (蛍 光 染 料 と 消 光 分 子 が 隣 り 合 っ て い る )特 別 に
構 築 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 依 拠 す る 。 特 異 的 に 増 幅 さ れ た PCR産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る と 、 蛍 光 分 子 か ら 消 光 分 子 が 分 離 す る こ と に 起 因 し て 蛍 光 が 増 加 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 iv)ア ン プ リ フ ロ ー ラ (Amplifluor)(Intergen)技 法 に 基 づ く ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。 こ
の 技 法 は 特 別 に 調 製 さ れ た プ ラ イ マ ー を 利 用 し 、 こ の 場 合 も や は り 、 自 己 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
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に よ っ て 蛍 光 が 消 え て い る 。 こ の 場 合 、 プ ラ イ マ ー 配 列 に よ る 伸 長 が 生 じ た 結 果 蛍 光 分 子
と 消 光 分 子 と が 分 離 す る こ と に よ っ て 、 PCR増 幅 中 に 蛍 光 が 放 出 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 v)蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 換 の 増 大 に 依 拠 す る ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。 こ の ア ッ セ イ は 、
そ の 末 端 に 異 な る 蛍 光 色 素 を 有 す る 2つ の 特 別 に デ ザ イ ン さ れ た 、 隣 り 合 う プ ラ イ マ ー を
利 用 し て い る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 特 異 的 な PCR増 幅 産 物 に 対 し て ア ニ ー ル す る と 、 こ
の 2つ の 蛍 光 色 素 が 一 緒 に な る 。 1つ の 蛍 光 色 素 を 励 起 す る と 、 結 果 と し て 他 の 蛍 光 色 素 の
蛍 光 が 増 加 す る こ と に な る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 上 記 手 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 母 体 血 か ら 直 接 に 、 あ る い は 培 養 中 の 胎 児 細 胞
の 増 幅 後 に 、 得 ら れ る 胎 児 細 胞 を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 培 養 中 、 体 細 胞 変 異 ま た は 体 細 胞 ク ロ ー ン 変 異 を 時 々 行 う 培 養 さ れ た 胎 児 細 胞 の 場 合 は
、 胎 児 細 胞 の 培 養 お よ び テ ス ト を 平 行 し て 行 う こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 実 施 形 態 に よ
る と 、 同 じ 胎 児 に 由 来 す る 胎 児 細 胞 の 平 行 ま た は 二 重 サ ン プ ル で 同 じ 異 常 が 検 出 さ れ る と
、 胎 児 に 生 じ て い る 異 常 が 診 断 さ れ る 。 と い う の は 2つ の 別 個 の 培 養 か ら 独 立 し て 同 じ 体
細 胞 ク ロ ー ン 変 異 が 生 じ る 見 込 み は 低 い か ら で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 あ る い は ま た は さ ら に 、 胎 児 細 胞 は 、 妊 娠 の 異 な る 段 階 ま た は 妊 娠 中 異 な る 回 数 、 本 明
細 書 に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 採 取 さ れ た 母 体 血 か ら 取 得 し て 、 異 常 性 に つ い て テ ス ト し て
も よ い 。 同 じ 妊 婦 か ら 得 ら れ た 2つ 以 上 の 胎 児 細 胞 サ ン プ ル で 同 じ 異 常 が 存 在 す る と 、 こ
れ も 体 細 胞 ク ロ ー ン 変 異 の 結 果 と い う よ り も 、 無 傷 の 胎 児 中 の 異 常 性 を 表 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 を 下 記 の 非 限 定 実 施 例 を 参 照 し て さ ら に 記 載 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ４ ７ 】
　 母 体 血 か ら の 胎 児 細 胞 の 濃 化
　 5人 の 妊 婦 か ら 血 液 サ ン プ ル (10ml)を 取 得 し た 。 在 胎 齢 は 10～ 14週 に わ た り 、 胎 児 の 性
別 お よ び 状 態 は 未 確 認 で あ っ た 。 血 液 サ ン プ ル を 下 記 の よ う に 処 理 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 有 核 細 胞 を 密 度 勾 配 で 単 離 し た 。 Bリ ン パ 球 お よ び 単 核 細 胞 を 抗 CD19お よ び 抗 CD-14磁 気
ビ ー ズ を 使 用 し て 除 去 し た 。 残 り の 単 離 し た 細 胞 を ヤ ギ F(ab') 2 抗 ヒ ト IgGお よ び ヤ ギ F(ab
') 2 抗 ヒ ト IgMの 混 合 物 に 30分 間 さ ら し て 、 ど ち ら も 蛍 光 染 料 フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)と 接 合
さ せ た 。 こ の 細 胞 を 洗 浄 し 1%(v/v)ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 DNA特 異 的 染 料 ヘ キ ス ト 33342お よ
び 0.05%(v/v)TritonX100を 有 す る PBS中 に 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 サ ン プ ル 中 の 有 核 細 胞 (サ ン プ ル 当 た り 500～ 1000万 個 )を 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (FACS)
に 供 し 、 ヘ キ ス ト + /PE + 細 胞 (す な わ ち 正 常 DNA配 合 量 を 有 す 細 胞 お よ び PE接 合 し た 抗 体 断
片 に 結 合 し た 細 胞 )を 単 離 し た 。 細 胞 が PE + で あ る と 階 級 わ け す る た め の 閾 値 レ ベ ル を 、 PE
+ 細 胞 集 団 が 母 体 血 サ ン プ ル 中 の 全 細 胞 の 約 0.01%を 構 成 す る よ う に 定 義 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 フ ロ ー 選 別 さ れ た 細 胞 (顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 )に 、 Yお よ び X染 色 体 に そ れ ぞ れ 特 異 的 な プ ロ
ー ブ を 使 用 す る 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)で 標 識 し た 。 Y信 号 (す な わ ち
父 由 来 の Y染 色 体 を 有 し 男 児 胎 児 か ら 派 生 す る )を 含 む 細 胞 の 数 を 蛍 光 顕 微 鏡 を 使 用 し て 測
定 し た 。 2種 の 母 体 血 液 細 胞 調 製 物 が 、 Y信 号 を 生 じ た 。 1種 の 母 体 血 液 細 胞 調 製 物 が 、 Y信
号 を 生 じ る 10細 胞 を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 胎 児 の 性 別 が 前 も っ て わ か っ て い な か っ た こ と を 考 慮 す る と 、 胎 児 の 幾 人 か は 女 で あ る
可 能 性 が あ り 、 そ の 胎 児 細 胞 は Y特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 検 出 で き な い 。 も し
選 別 し た す べ て の サ ン プ ル が 胎 児 細 胞 を 含 ん で い た な ら ば 、 そ の 統 計 学 的 検 出 率 は 50%と
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な る で あ ろ う 。 テ ス ト し た 5つ の 母 体 血 サ ン プ ル の う ち 2つ で 、 Y信 号 を 生 じ る 胎 児 細 胞 の
検 出 が 、 理 論 値 の 50%検 出 率 に 近 づ い た 。 こ れ は 、 少 な く と も ほ と ん ど 、 多 分 す べ て の 選
別 さ れ た サ ン プ ル が 胎 児 細 胞 を 含 ん で い た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 フ ロ ー 選 別 し た 細 胞 集 団 中 の 胎 児 細 胞 の 濃 度 は 、 1:1000よ り 大 き か っ た 。 こ の 単 離 が 、
前 も っ て 詳 細 な 最 適 条 件 を 精 緻 に 調 べ る こ と な し に 行 っ た 事 を 考 慮 す れ ば 、 こ れ は 勇 気 づ
け ら れ る 結 果 で あ り 、 母 方 の 抗 胎 児 抗 体 の 存 在 に 関 す る 原 理 の み な ら ず 胎 児 細 胞 を 単 離 す
る 方 法 の 実 用 性 を 証 明 す る も の で あ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ５ ３ 】
　 血 漿 か ら の 反 応 性 母 体 抗 体 の 単 離
　 IgGお よ び IgMの 親 和 性 捕 捉
　 母 体 血 か ら 単 離 し た 血 漿 を ま ず 清 澄 さ せ (10,000gで 遠 心 分 離 し て 、 0.45μ mの ろ 紙 に よ
っ て ろ 過 す る )、 プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム (Amersham Biosciences)を 通 過 さ
せ て 、 全 ヒ ト IgGを 結 合 す る 。 同 時 に 、 清 澄 さ せ た 母 体 血 を Kaptiv-M(商 標 )セ フ ァ ロ ー ス
カ ラ ム (Interchim)ま た は マ ニ ン (mannin)結 合 タ ン パ ク (MBP)セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム (Nevens
ら 、 J.Chromatogr.597、 247-256、 1992;Pierce)を 通 過 さ せ て 、 全 IgM(Sisson and Castor
、 J.Immunol.Methods 127、 215-220、 1990)を 結 合 さ せ る 。 す べ て の 工 程 を 約 4℃ で 行 う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 IgGお よ び IgM分 画 が カ ラ ム に 結 合 し た な ら ば 、 カ ラ ム を TBSで 洗 浄 し 、 カ ラ ム を 取 り 外
す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 は じ め に 、 IgGを 、 3M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム /25%エ チ レ ン グ リ コ ー ル /HEPES pH8.0を 移 動 相
と し て 使 用 し て 溶 出 さ せ 、 個 々 の IgG分 画 を 非 結 合 成 分 と し て 維 持 す る 。 次 に 、 プ ロ テ イ
ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム を 、 ポ ン プ シ ス テ ム か ら 取 り 外 し 、 Kaptiv-Mカ ラ ム を 再 結 合
す る 。 IgM結 合 カ ラ ム を TBSで 洗 浄 し 、 IgMを 同 じ 緩 衝 液 (す な わ ち 3M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム /25%
エ チ レ ン グ リ コ ー ル /HEPES pH8.0)を 移 動 相 と し て 使 用 し て 溶 出 さ せ 、 個 々 の IgM分 画 を 非
結 合 成 分 と し て 維 持 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 MBPセ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム を 4℃ で 使 用 し て IgMの 結 合 を 維 持 す る 。 結 合 後 、 こ の カ ラ ム を
冷 所 よ り 取 り 除 き 、 室 温 で 平 衡 化 さ せ 、 IgM溶 出 緩 衝 液 を 加 え 、 カ ラ ム で 30分 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 IgMを 溶 出 さ せ 、 PD-10カ ラ ム ま た は Fast脱 塩 カ ラ
ム を 使 用 し て 、 さ ら な る 使 用 に 備 え て 、 分 画 の 緩 衝 液 交 換 を 好 ま し い 緩 衝 液 に 対 し て 行 う
。 溶 出 後 、 各 カ ラ ム か ら の 個 々 の 分 画 を 、 標 準 条 件 (下 記 プ ロ ト コ ー ル 1参 照 )を 使 用 し て
活 性 化 し た CNBrセ フ ァ ロ ー ス ま た は NHSセ フ ァ ロ ー ス に 共 有 結 合 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離
　 母 体 血 か ら 単 離 し た 血 漿 を 、 ま ず 清 澄 さ せ (10,000gで 遠 心 分 離 し て 、 0.45μ mの ろ 紙 に
よ っ て ろ 過 す る )、 次 に カ プ リ ル 酸 で 処 理 し て 、 Igお よ び 数 種 の α 2 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 悪
影 響 を 与 え ず に 大 量 の 血 漿 タ ン パ ク を 沈 殿 さ せ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 次 に 、 Ig分 画 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 沈 殿 さ せ る (Tsangお よ び Wilkins、 J.Immunol.Meth.
138、 291-299、 1991)。 沈 殿 後 、 Ig分 画 を HEPES緩 衝 液 中 で 再 溶 解 し 、 3M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム
/25%(v/v)エ チ レ ン グ リ コ ー ル /HEPES pH8.0の 最 終 緩 衝 液 組 成 物 に 調 製 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 次 に 、 こ の 再 懸 濁 し た Ig分 画 を 、 3M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム /25%(v/v)エ チ レ ン グ リ コ ー ル /HE
PES pH8.0を 移 動 相 と し て 使 用 し て 、 ス ー パ ー ロ ー ズ -6(フ ァ ー マ シ ア )で の サ イ ズ 排 除 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Coppolaら 、 J.Chromatogr.476、 269-290、 1989;Folkersenら 、 J.Immun
ol.Methods 23、 127-135、 1978)に 供 し 、 個 々 の Ig分 画 (IgMお よ び IgG)を 非 結 合 成 分 と し
て 維 持 す る 。 IgMお よ び IgGを 分 離 分 画 と し て 溶 出 後 、 個 々 の 分 画 を 、 活 性 化 し た CNBrセ フ
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ァ ロ ー ス ま た は NHSセ フ ァ ロ ー ス に 標 準 条 件 (下 記 プ ロ ト コ ー ル 1参 照 )を 使 用 し て 連 結 さ せ
る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 も し 、 抗 胎 児 細 胞 抗 体 お よ び そ の 片 割 れ の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の ク ラ ス お よ び サ イ ズ
が お 互 い に 異 な る よ う で あ れ ば 、 こ れ ら の 単 離 し た 抗 体 は 、 さ ら な る 使 用 に 備 え て 、 非 結
合 抗 体 を 提 供 す る た め 、 TBSを 移 動 相 と し て 使 用 す る PD-10カ ラ ム ま た は FAST脱 塩 カ ラ ム (
ア マ ー シ ャ ム 、 バ イ オ サ イ エ ン ス )で バ ッ チ 式 カ ラ ム 脱 塩 に よ っ て 脱 塩 で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 片 割 れ の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 か ら の 抗 体 の 分 離 を 維 持 す る た め に 、 抗 体 調 製 物 を 初 期
に 共 有 結 合 さ せ る の に 、 CNBrセ フ ァ ロ ー ス ま た は NHSセ フ ァ ロ ー ス と の 結 合 を 必 要 と せ ず
、 最 大 の 効 率 化 を ね ら っ て ビ ー ズ と 結 合 し た 抗 体 を 必 要 と す る 方 法 で 抗 体 を 精 製 す べ き 場
合 は 、 下 記 プ ロ ト コ ー ル 2を 好 ま し く は 使 用 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 変 性 状 態 下 で の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 画 の フ リ ー フ ロ ー 電 気 泳 動
　 母 体 血 か ら 単 離 し た 血 漿 を ま ず 清 澄 さ せ (10,000gで 遠 心 分 離 し て 、 0.45μ mの ろ 紙 に よ
っ て ろ 過 す る )、 カ プ リ ル 酸 で 処 理 し て Igお よ び 数 種 の α 2 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 悪 影 響 を 与
え ず に 大 量 の 血 漿 タ ン パ ク を 沈 殿 さ せ る 。 次 に 、 Ig分 画 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 沈 殿 さ せ る
(Tsangお よ び Wilkins、 J.Immunol.Meth.138、 291-299、 1991)。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 単 離 後 、 Ig分 画 を 0.1M Tris/0.2% ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス /0.2%(v/v)両
性 電 解 質 /2～ 6M尿 素 中 に 再 溶 解 す る 。 こ の 溶 液 を 、 連 続 溶 液 相 等 電 点 電 気 泳 動 (Hoffmann
ら 、 Proteomics.1、 807-818、 2001)に よ っ て 分 離 す る た め に フ リ ー フ ロ ー 電 気 泳 動 (FFE)
装 置 (Octopus,Tecan)に か け る 。 PD-10カ ラ ム ま た は fast脱 塩 カ ラ ム (ア マ ー シ ャ ム 、 バ イ
オ サ イ エ ン ス )を 使 用 し て 、 分 画 (1分 画 当 た り の 解 像 度 0.01～ 0.05pH単 位 )を PBSに 緩 衝 液
交 換 す る 。 ま た は 、 さ ら な る 使 用 に 備 え て 、 CNBrセ フ ァ ロ ー ス ま た は NHSセ フ ァ ロ ー ス に
結 合 さ せ る た め に 、 分 画 を 3M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 中 に 移 す 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 プ ロ ト コ ー ル 1:CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス に 対 す る タ ン パ ク の 共 有 結 合
　 1.凍 結 乾 燥 粉 末 (1gの 凍 結 乾 燥 粉 末 は 約 3.5ml最 終 容 量 を 与 え る )の 必 要 量 を 計 量 し 、 1mM
の HCl中 に 懸 濁 さ せ る 。 こ の 培 地 は す ぐ に 膨 張 す る の で 、 焼 結 グ ラ ス フ ィ ル タ ー (空 隙 率 1
が 推 奨 さ れ る )上 で 1mMの HClに よ り 15分 間 洗 浄 す べ き で あ る 。 凍 結 乾 燥 粉 末 グ ラ ム 当 た り 1
mMの HClを 約 200ml使 用 し 、 数 ア リ コ ッ ト で 添 加 す る 。
　 2.3M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム /25%エ チ レ ン グ リ コ ー ル 中 の 抗 体 調 製 物 を pH8.0で 約 5mg/mlま で
、 100K MWCO膜 (ウ ル ト ラ フ リ ー 15、 ミ リ ポ ア )付 き 遠 心 分 離 濃 化 装 置 を 使 用 し て 濃 化 す る
。 凍 結 乾 燥 粉 末 グ ラ ム 当 た り 約 5mlの 抗 体 溶 液 を 使 用 す る 。
　 3.抗 体 調 製 物 を フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ で 混 合 す る 。 混 合 物 を 1時 間 室 温 で ま た は 一 晩 4℃ で
逆 さ ま に 回 転 さ せ る 。 他 の 穏 や か な 回 転 方 法 の 使 用 は 可 。 磁 気 ス タ ー ラ ー は 使 用 し な い 。
　 4.過 剰 の リ ガ ン ド を 、 結 合 緩 衝 液 の 少 な く と も 5倍 の 培 地 (ゲ ル )体 積 用 量 で 洗 浄 除 去 す
る 。
　 5.残 り の 任 意 の 活 性 基 を ア ミ ン 緩 衝 液 で ブ ロ ッ ク す る 。 培 地 を 0.1 Mの Tris-HCl緩 衝 液
、 pH8.0ま た は 1Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 pH8.0に 移 し 、 2時 間 静 置 す る 。
　 6.培 地 を pHが 交 互 に 変 わ る サ イ ク ル で 少 な く と も 3回 洗 浄 す る 。 少 な く と も 5倍 の 培 地 体
積 量 の 各 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 各 サ イ ク ル は 0.5Mの NaClを 含 む 0.1Mの 酢 酸 緩 衝 液 pH4.0に よ
る 洗 浄 、 そ の 後 の 0.5Mの NaClを 含 む 0.1Mの Tris-HCl、 pH8の 洗 浄 か ら 構 成 す べ き で あ る 。
　 7.非 使 用 時 に は 、 ビ ー ズ を 4℃ で 保 存 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 プ ロ ト コ ー ル 2:抗 体 親 和 性 樹 脂 上 の 抗 体 の 方 向 付 け の 指 示
　 臭 化 シ ア ン で 活 性 化 し た セ フ ァ ロ ー ス を 使 用 し て 固 体 マ ト リ ッ ク ス 上 に 抗 体 を 固 定 す る
従 来 法 は 、 抗 体 活 性 の 低 い 親 和 性 カ ラ ム を 生 じ る 。 な ぜ な ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 が ラ ン
ダ ム な 方 向 で 、 セ フ ァ ロ ー ス の 多 部 位 に 付 着 し て い て 、 そ れ が 、 抗 体 /抗 原 相 互 作 用 の 効
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果 を 減 少 さ せ て い る か ら で あ る 。 本 プ ロ ト コ ー ル に は 、 Fcド メ イ ン を 介 し て プ ロ テ イ ン G
ア ガ ロ ー ス と 抗 体 と の 有 向 結 合 、 続 い て こ の 複 合 体 を ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト (DMP)を 使
用 し て 共 有 架 橋 さ せ る こ と が 記 載 さ れ る 。 プ ロ テ イ ン Gは 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の Fc部 分
と 結 合 し 、 こ れ に よ っ て 抗 体 の 最 適 な 空 間 配 向 お よ び 最 大 の 抗 原 結 合 有 効 性 が も た ら さ れ
る 。 本 プ ロ ト コ ー ル は 、 1mlカ ラ ム を 対 象 に し て 記 載 さ れ て い る が 、 バ ッ チ モ ー ド /溶 液 結
合 用 に 容 易 に 調 整 で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 1.試 薬
　 1.架 橋 緩 衝 液 :架 橋 緩 衝 液 は 0.1M ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン (pH8.5)ま た は 別 の 非 ア ミ ン 配
合 緩 衝 液 、 pH7～ 9。
　 2.ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト (DMP)溶 液 :0.1Mト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン (pH9.5;DMPの 酸 性 度 に
よ り 、 溶 液 の pHは 約 8.0に 減 少 す る こ と に な る )中 、 20mMの DMP(Pierce)を 10ml調 製 す る 。
こ の 試 薬 は 使 用 直 前 に 調 製 さ れ る 。
　 3.リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS):20mMリ ン 酸 緩 衝 液 、 150mMの NaCl、 pH7.4。
　 4.停 止 溶 液 :停 止 溶 液 は 0.1Mの エ タ ノ ー ル ア ミ ン ま た は 、 ト リ ス ま た は グ リ シ ン の よ う
な ア ミ ン 含 有 溶 液 。 反 応 を 停 止 す る た め に サ ン プ ル に 対 し て 1:4の 比 率 で 添 加 す る 。
　 5.フ ィ ル タ ー シ リ ン ジ (0.2μ m低 タ ン パ ク 結 合 の Durapore(ミ リ ポ ア )ま た は 同 等 物 )。
　 6.オ ン ラ イ ン UV検 出 器 (た と え ば Pharmacia Monitor UV-1 or UV-MII)。
　 7.プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム (6%の 高 度 に 架 橋 さ れ た 球 状 ア ガ ロ ー ス (Amersham Biosciences)に
固 定 さ れ た プ ロ テ イ ン Gを 含 む 1-ml HiTrap プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム ま た は バ ッ チ モ ー ド 用 の フ
リ ー ビ ー ズ 。 膨 張 し た ゲ ル の プ ロ テ イ ン Gの 含 有 量 は 2mg/mlで 、 ヒ ト IgGに 対 す る 結 合 能 力
は > 20mg/ml(排 出 ゲ ル 当 た り )。 ゲ ル は 予 め 1mlま た は 5mlの 床 容 量 を 有 し 、 保 存 液 と し て 2
5%エ タ ノ ー ル 中 に 平 衡 化 さ れ た カ ラ ム 中 に 事 前 に 充 填 さ れ て 供 給 さ れ る (カ ラ ム は 4～ 30℃
に 貯 蔵 す べ き で あ る )。
　 8.100K限 界 ろ 過 装 置 (ミ リ ポ ア )
【 ０ １ ６ ７ 】
　 2.方 法
　 1.非 リ ガ ン ド 抗 体 の 緩 衝 液 を PBSま た は 結 合 緩 衝 液 に 交 換 し 、 そ の 濃 度 を 約 1mg/mLに 調
整 す る 。
　 2.プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム を 、 ぜ ん 動 性 の ポ ン プ を 0.5ml/分 の 流 速 で 使 用 し て 20倍 の カ ラ ム
容 量 の PBSで 平 衡 化 す る 。
　 3.抗 体 溶 液 を カ ラ ム 上 に 約 0.5ml/分 の 流 速 で ポ ン プ 供 給 す る 。
　 4.PBSで カ ラ ム を 広 範 に 洗 浄 し 、 収 集 分 画 を 254nmま た は 280nmの 吸 光 度 に つ い て 、 オ ン
ラ イ ン UV検 出 器 を 使 用 し て モ ニ タ ー す る 。 も し >75%の 抗 体 が プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス に
結 合 し て い な い な ら ば 、 残 り の プ ロ ト コ ー ル に 進 む 。 も し 抗 体 が プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム に 弱
く し か 結 合 せ ず 、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム か ら 「 滴 り 落 ち る 」 な ら ば 、 こ の プ ロ ト コ ー ル を 中
止 す る 。 分 画 を 収 集 し 、 臭 化 シ ア ン で 活 性 化 し た セ フ ァ ロ ー ス ま た は Nヒ ド ロ キ シ ス ク シ
ン イ ミ ド で 活 性 化 し た セ フ ァ ロ ー ス の ど ち ら か を 使 用 し て 、 抗 体 を 無 方 向 型 で マ ト リ ッ ク
ス に 結 合 さ せ る 。
　 5.ぜ ん 動 性 の ポ ン プ を 0.5ml/分 の 流 速 で 使 用 し て 、 抗 体 結 合 カ ラ ム を 約 10mlの 架 橋 緩 衝
液 (10倍 の カ ラ ム 容 量 )で 平 衡 化 す る 。
　 6.約 5mlの 新 た に 調 製 し た DMP溶 液 を カ ラ ム を 通 し て 0.5ml/分 の 流 速 で ポ ン プ 供 給 し 10分
間 静 置 す る 。
　 7.さ ら に 2.5mlの DMP溶 液 を カ ラ ム に ポ ン プ 供 給 し 、 さ ら に 10分 間 静 置 す る 。
　 8.残 り の DMP溶 液 を カ ラ ム に ポ ン プ 供 給 し 、 最 後 の 10分 間 静 置 す る 。
　 9.カ ラ ム を 5倍 の カ ラ ム 容 量 の 架 橋 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。
　 10.5倍 の カ ラ ム 容 量 の 停 止 溶 液 (た と え ば 0.1Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン )で 反 応 を 停 止 す る 。
　 11.0.02%の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 補 給 し た 約 20倍 の カ ラ ム 容 量 の PBSで カ ラ ム を 平 衡 化 す
る 。 こ の カ ラ ム は こ の 時 点 で 免 疫 親 和 性 捕 捉 研 究 の た め の 準 備 が 整 っ た 。
　 12.非 使 用 時 に は カ ラ ム を 4℃ で 保 存 す る 。
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【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ６ ８ 】
　 可 溶 性 HLA抗 原 の 抗 HLA抗 体 か ら の 解 離
　 母 体 血 か ら 単 離 さ れ た 血 漿 は ま ず カ プ リ ル 酸 で 処 理 し て 、 大 量 の 血 漿 タ ン パ ク を 、 Igお
よ び 数 種 の α 2 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 悪 影 響 を 与 え ず に 沈 殿 さ せ る 。 こ の 初 期 沈 殿 の 後 、 上
澄 み 液 を 取 り 除 き 、 Ig分 画 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 沈 殿 さ せ る (Tsangお よ び Wilkins、 J.Imm
unol.Meth.138、 291-299、 1991)。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 単 離 後 、 こ の Ig分 画 を HEPES pH7.2中 に 再 溶 解 さ せ て 、 3Mの 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム /25%エ チ
レ ン グ リ コ ー ル /HEPES pH7.2を 作 る 。 次 に こ の 溶 液 を 、 PD-10カ ラ ム ま た は FAST脱 塩 カ ラ
ム (ア マ ー シ ャ ム 、 バ イ オ サ イ エ ン ス )で 、 ト リ ス 緩 衝 食 塩 水 を 移 動 相 と し て 使 用 す る バ ッ
チ 式 カ ラ ム 脱 塩 に よ っ て 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム お よ び ペ プ チ ド HLA抗 原 か ら 急 速 に 脱 塩 す る (塩
化 マ グ ネ シ ウ ム が 燐 酸 ベ ー ス 緩 衝 液 を 沈 殿 さ せ る の で 、 PBSは こ の 段 階 で 使 用 で き な い こ
と に 留 意 の こ と )。 得 ら れ た 高 分 子 量 分 画 は 、 基 本 的 に ペ プ チ ド HLA抗 原 が な く 、 さ ら な る
使 用 に 備 え て 脱 塩 さ れ て い る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ７ ０ 】
　 結 合 し て い る 抗 体 と 抗 体 と の 複 合 体 の 胎 児 細 胞 表 面 か ら の 脱 離
　 非 共 有 結 合 タ ン パ ク が 、 下 記 方 法 を 使 用 し て 単 離 さ れ た 胎 児 細 胞 か ら 急 速 に 脱 離 さ れ て
、 生 存 可 能 な 胎 児 細 胞 を 生 じ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 1.細 胞 表 面 タ ン パ ク の ト リ プ シ ン 処 理
　 母 体 血 調 製 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 を 、 PBS中 0.1%(w/v)ト リ プ シ ン /0.02%(v/v)ベ ル セ ン 溶
液 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 37℃ で 、 細 胞 の 生 存 能 力 を 失 う こ と な く 結 合 し た 抗 体 を 脱 落
さ せ る た め に 必 要 と さ れ る 切 断 の 程 度 に 依 存 し て 、 約 1～ 5分 ま た は そ れ 以 上 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 消 化 が 完 了 し た ら 、 細 胞 を 洗 浄 し ト リ プ シ ン を 、 で き れ ば ト リ プ シ ン 阻 害 剤 を 含 む 緩 衝
液 を 使 用 し て 除 去 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 2.混 合 プ ロ テ ア ー ゼ 細 胞 表 面 消 化
　 母 体 血 調 製 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 を 、 PBS中 0.1%(w/v)タ ン パ ク 分 解 酵 素 の 混 合 物 (た と え
ば 、 ト リ プ シ ン 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び キ モ ト リ プ シ ン )で イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 37℃ で 、 細 胞 の 生 存 能 力 を 失 な う こ と な く 結 合 し た 抗 体 を 脱 落 さ せ
る た め に 必 要 な 切 断 の 適 度 に 依 存 し て 、 1～ 5分 ま た は そ れ 以 上 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 消 化 が 完 了 し た ら 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 で き れ ば 、 た と え ば フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ッ
化 物 (PMSF)、 ロ イ ペ プ チ ン お よ び ト リ プ シ ン 阻 害 剤 を 含 む プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル な
ど の 酵 素 中 和 剤 に よ り 洗 浄 し 酵 素 を 除 去 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 3.細 胞 表 面 ジ ス ル フ ィ ド の 還 元
　 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT)ま た は ト リ ス (2-カ ル ボ キ シ エ チ ル )ホ ス フ ァ イ ン (TCEP)の 還
元 を 行 う た め に 、 母 体 血 か ら 単 離 し た 細 胞 を 確 立 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 1× PBSで 洗 浄 す る
。 洗 浄 後 、 1mM～ 50mM DTTま た は 0.1mM～ 50mM TCEPを 含 む PBSを 細 胞 に 加 え 、 こ れ を 1～ 30
分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 細 胞 を 3回 PBSで 洗 浄 し て 培 養 培 地 に 置 い て 細 胞 の 生 存 能 力
を 維 持 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ６ 】
【 図 １ 】 母 体 抗 体 に ま だ 結 合 し て い な い か ま た は そ の 抗 原 -抗 体 複 合 体 が マ ス キ ン グ さ れ
た 胎 児 細 胞 を 単 離 す る た め の ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ２ 】 胎 児 細 胞 に 結 合 し た 母 体 抗 体 を 有 す る 胎 児 細 胞 を 、 そ の 抗 体 を 標 識 す る 物 質 を 使
用 し て 単 離 す る ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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