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研究成果の概要（和文）：　胚盤胞腔液 (BCF)内に存在するcell free DNA (cfDNA) を回収、増幅し、着床前診
断を前提とした遺伝的解析を行った。
　BCF内のcfDNAの回収・増幅は可能であった。全ゲノム増幅の方法としては、DNA増幅成功率、回収量におい
て、MDAに比しPicoPlexで良好であり、BCF内cfDNAの増幅にはPicoPlexが適していることが示された。
　BCF内にわずかに存在するcfDNAを網羅的に均等に増幅するのは技術的に困難であり、array CGHでの胚の染色
体の数的異常の評価における十分な結果は得られなかった。しかし、単一遺伝子疾患の診断は十分可能であるこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）： Cell free DNA (cfDNA) in the blastocoel fluid (BCF) was collected and 
amplified, and with which genetically analysis was performed. 
 Removal and amplification of cfDNA in BCF was successfully carried out. As a method of whole genome
 amplification, PicoPlex was suitable for amplification of cfDNA in BCF because it was shown that 
PicoPlex was superior to MDA in amplification success rate and recovery amount.
 It seems to be technically difficult to comprehensively and uniformly amplify cfDNA that is 
slightly present in BCF, so sufficient results in the assessment of numerical abnormality of the all
 chromosomes using array CGH were not obtained. However, the results demonstrated that diagnosis of 
monogenic diseases was sufficiently possible.

研究分野：産科婦人科
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１．研究開始当初の背景 
 着床前診断の技術が、20年程前より臨床に
導入され、様々な遺伝的疾患が胚の段階で診
断されており、児が罹患者となる可能性のあ
る夫婦は大きな恩恵を受けている。 
 また着床前診断は、相互転座やロバートソ
ン転座等の染色体構造異常の保因者である
習慣流産の夫婦の胚に対しても流産の回避
を目的として行われているが、現時点までに
自然妊娠に比較して生児獲得率を向上させ
るというエビデンスは得られていない。その
理由の 1 つとして、診断の検体として 1〜数
個の細胞を発育中の胚から採取すること(胚
生検)が、胚発生に悪影響を与え、子宮への胚
移植後の着床を阻害しているということが
挙げられている。そのため、胚への侵襲を伴
う胚生検操作を改善するあるいは排除する
ことは、着床前診断後の胚の着床率を向上さ
せ生児獲得率の改善につながると期待され
る。 
 体外受精・胚移植治療等の生殖補助医療に
おいて、余剰胚の凍結保存は前核期胚から胚
盤胞期までのすべての段階で行われうるが、
胚盤胞期で凍結保存を行う場合、その直前に
胚盤胞腔を穿刺し胚盤胞腔液を吸引除去す
ることにより、凍結時の大きな氷晶の形成を
回避し融解後の胚盤胞の生存率を向上させ
ることが報告されており、実際に一般臨床と
して施行されている。 
 そのような処理を胚盤胞に対して行った
場合、得られた胚盤胞腔液は通常破棄される
が、胚盤胞腔液内に胚の DNA が存在するこ
とが報告されている。胚盤胞 1 個あたり
0.3-0.5nl の胚盤胞腔液が得られ、その中に平
均9.9pgのDNAが存在することが報告されて
いるが、この DNA量は、1細胞あたりの DNA
量約 4pgを上回っており、通常単一細胞で診
断を行う着床前診断の技術を用いれば、その
量の DNA での診断は十分可能であると言え
る。 
 胚盤胞腔液内に存在する DNA を用いて着
床前診断を行うことが可能となれば、従来の
ように胚生検を行う必要がなく、胚への侵襲
を取り去り胚発生への悪影響を排除するこ
とが可能となり、妊娠率、生児獲得率の向上
が期待できる。また、着床前診断の解析対象
として用いる検体には、胚盤胞の凍結保存の
ための操作中に得られ本来破棄される胚盤
胞腔液を用いるため、着床前診断のために新
たに胚に操作が加わることはなく、無侵襲性
の着床前診断といえる。 
 
２．研究の目的 
 胚盤胞腔液内に存在する DNA を全ゲノム
増幅（WGA）の技術により増幅し、それを検
体として着床前診断を前提とした遺伝的解
析を行う。その結果と、胚盤胞腔液を採取し
た胚の細胞を用いた解析結果とを比較し、胚
盤胞腔液内 DNA を用いた解析の精度向上の
ため、DNA増幅や解析方法の改善を行う。そ

れにより、従来の着床前診断で行われていた
胚生検が不要な、無侵襲性の着床前診断技術
の確立とその臨床への応用を目的とする。 
 
３．研究の方法 
＜胚盤胞腔液採取＞ 
 当施設で、染色体相互転座あるいは筋強直
性ジストロフィーのため着床前診断を施行
し、異常の結果のため移植の対象とならず凍
結保存されていた胚を、夫婦の同意を得て検
討対象とする。それらの胚を胚盤胞まで培養
した後、胚盤胞腔液(BCF)をマイクロマニピ
ュレータを用いて穿刺・吸引する。 
 
＜BCF 内の cell free DNA の増幅＞ 
 得られたBCF内の cell free DNA (cfDNA)を、
multiple displacement amplification 法 (MDA)
あるいは PicoPlex 法により全遺伝子増幅
(whole genome amplification; WGA)を行う。増
幅された DNA を精製後定量し、増幅の程度
を解析する。 
 
＜増幅された BCF 内 cfDNA を用いた array 
CGHによる全染色体解析＞ 
 増幅されたBCF内 cfDNAをCyanine 3ある
いは Cyanine 5 で蛍光標識し、正常男性リン
パ球および女性リンパ球から抽出した DNA
を referenceとし array CGH (aCGH) 用スライ
ド グ ラ ス 上 で hybridization を 行 う 。
Hybridization 後、スライドグラスの洗浄、蛍
光シグナルのスキャナでの読み取りを行い、
得られたデータを専用のソフトウェアを用
いて解析し全染色体のコピー数に関する情
報を得る。 
 
＜増幅された BCF 内 cfDNA を用いた nested 
PCRによる DMPK責任遺伝子近傍 CTGリピ
ート数の解析＞ 
 筋強直性ジストロフィーは、19番染色体上
のミオトニン・プロテインキナーゼ (DMPK)
責任遺伝子近傍（3’非翻訳領域）の CTGリピ
ートの増加により発症する。増幅された BCF
内 cfDNAを用いて、その CTGリピート領域
を nested PCRにより増幅し、得られた増幅産
物の fragment解析を行いリピート数を同定す
る。 
 
＜胚盤胞の栄養外胚葉細胞を用いた解析＞ 
 BCF を採取した胚盤胞よりマイクロマニ
ピュレータを用いて 5〜8 個の栄養外胚葉 
(TE) 細胞を生検し、それらの DNA を WGA
後、aCGHによる全染色体の解析および nested 
PCRによる DMPK近傍 CTGリピート数の解
析を行う。また、生検後の胚盤胞 (biopsied 
BC: bBC) から抽出したDNAを用いて同様の
解析を行う。 
 
＜BCF内 cfDNAおよびTE細胞を用いた解析
結果の整合性に関する検討＞ 
 BCF内 cfDNAおよびTE細胞を用いた解析



結果の整合性、一致率を検討し、TE 細胞で
の結果を基準として、BCF 内 cfDNA を用い
た解析の精度、着床前診断への応用の可能性
について検討する。 
 
４．研究成果 
＜BCF 採取＞ 
 12 個の廃棄予定の胚盤胞を解析に用いた。
胚盤胞腔液 BCF 採取は、すべての胚盤胞で生
存性に障害を与えることなく完遂できた 
(BCF回収完遂率：100%)。 
 
＜BCF内 cfDNAの増幅＞ 
 得られた BCF内の cfDNAをWGAの技術
を用いて増幅した。12検体中、8検体（66.7%）
で増幅が可能であり、増幅後のDNA濃度は、
33.93±26.62ng/μl（mean±SD）であった。
WGAの方法としてMDAを用いた場合、7検
体中 3検体（42.9%）で DNA増幅が成功し、
DNA回収量は 2.87±1.03ng/μlであった。一
方、PicoPlex を用いた場合は、5 検体中 5 検
体（100%）で DNA増幅が成功し、DNA回収
量は 52.56±9.06ng/μl であった。DNA 増幅
成功率、回収量とも、MDA に比し PicoPlex
で良好であった。 
 
＜増幅された BCF 内 cfDNA を用いた aCGH
による全染色体解析＞ 
 増幅された BCF内 cfDNA 8検体を用いて
aCGH を行い、全染色体の数的異常に対する
解析を施行した。全ての検体で解析可能な結
果が得られた。MDA および PicoPlex で増幅
した BCF内 cfDNAでの解析結果の DLR-SD
等の QCは同等であった。しかし、BCFを採
取した胚盤胞から得られた TE 5-10細胞、お
よび bBC を用いた解析結果との間に乖離が
みられた。 
 
＜増幅された BCF 内 cfDNA を用いた nested 
PCRによる DMPK責任遺伝子近傍 CTGリピ
ート数の解析＞ 
 増幅された BCF内 cfDNA 8検体を用いて
筋強直性ジストロフィーのトリプレットリ
ピート領域の fragment解析を行った。全ての
検体で評価可能な結果が得られた。筋強直性
ジストロフィーに対する着床前診断を施行
し罹患胚の診断のため本研究に用いた胚盤
胞５個において、BCF での結果と TE、bBC
の結果との比較では、全ての検体で解析結果
が一致していた。 
 
【考察】 
 BCF 内の cfDNA の回収は可能であり、そ
れらの DNA の WGA 技術での増幅は可能で
あった。WGAの方法としては、DNA増幅成
功率、回収量において、MDAに比し PicoPlex
で良好であり、BCF 内 cfDNA の増幅には
PicoPlexが適していることが示された。 
 BCF 内にわずかに存在する cfDNA を網羅
的に均等に増幅するのは技術的に困難であ

り、WGA の方法として PicoPlex を用いても
aCGH での胚の染色体の数的異常の評価にお
ける十分な結果は得られなかった。しかし、
単一遺伝子疾患の診断は十分可能であるこ
とが示された。 
 今回の研究では、検体として凍結保存胚を
使用したことによる影響が危惧される。凍結
保存胚盤胞を融解した後では、BCF内のDNA
の量や質の低下がありうる。本来であれば、
凍結前に BCFを採取し、胚盤胞の凍結保存胚
中に採取した BCFを用いて解析を行い、移植
胚の決定をすることが望ましい。そのような
方法であれば、aCGH の解析でも評価に値す
る十分な結果が得られることも期待できる。 
 今後、着床前診断で罹患胚の結果のものな
ど、凍結保存前に廃棄が決定した胚盤胞を提
供してもらい研究に用いる等、研究方法を検
討することにより、臨床応用する上でのより
有用なデータが得られると考えられる。 
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