
千葉大学・大学院医学研究院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

部分胞状奇胎の診断精度を向上させる免疫組織学的方法の確立

Establishment of immunohistological method to improve the diagnostic accuracy of
 partial hydatidiform moles

９０３７５６３４研究者番号：

碓井　宏和（Usui, Hirokazu）

研究期間：

１８Ｋ０９２８１

年 月 日現在  ３   ６ ２１

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：遺伝学的部分奇胎（父2母1の三倍体）と流産（両親由来二倍体）をより確実に鑑別可
能にする免疫染色法の確立を目指した。遺伝学的診断された絨毛組織の発現マイクロアレイ解析により、部分奇
胎と流産を区別するために有用な遺伝子のスクリーニングを行った。HBE1とHBZが抽出された。免疫染色に使用
可能な1次抗体（ポリクローナル抗体）の作成を試みたが、現時点で特異性の高い抗体は得られていない。HBE1
とHBZの別のエピトープ抗原ペプチドを用いたポリクローナル抗体作成およびモノクローナル抗体を作成し検証
中である。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish the immunohistochemistry that can more 
reliably differentiate between genetic partial moles and miscarriages. Genes helpful in 
distinguishing between partial moles and miscarriages were screened by expression microarray 
analysis of genetically diagnosed trophoblastic tissues. The two genes as HBE1 and HBZ were 
determined as the candidate genes. We have tried to generate primary antibodies (polyclonal 
antibodies) that can be used for immunostaining, but no specific antibodies have been raised to now.
 

研究分野：絨毛性疾患

キーワード： 胞状奇胎　発現アレイ　免疫染色
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胞状奇胎後には、侵入奇胎が発症することがあるため、術後に血清hCG測定による経過観察、血清hCG消失後に3~
6カ月の避妊期間が必要である。部分胞状奇胎と両親由来二倍体との病理学的な鑑別が困難な場合がある。この
場合、臨床的には、胞状奇胎として血清hCG測定・避妊などの管理を行うことになる。部分胞状奇胎と両親由来
二倍体流産の鑑別が可能であれば、胞状奇胎ではない患者さんは、継続通院は不要になり、次回妊娠も早期に可
能となる。このため、部分胞状奇胎と両親由来二倍体を区別する免疫染色法の確立は急務である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
病理組織診断単独による部分胞状奇胎（部分奇胎）の正診率は 40%程度である (Usui H et al. 

J Reprod Med 2016)。続発症リスクの高い全胞状奇胎（全奇胎）は p57KIP2免疫染色により正
確に診断ができるようになった（図 1）が、部分奇胎と流産は、鑑別が困難なことも多い。この
ため、遺伝学的には部分奇胎ではなく両親由来 2 倍体である流産の症例が、病理組織診断では
部分奇胎と診断され、胞状奇胎として管理を受けているケースが少なくない。 
妊娠年齢の高齢化に伴い、挙児希望のある高齢患者も急増している。半年間の避妊期間は、卵
巣機能が低下してくる 35 歳以上の高齢挙児希望者にとっては、特に、辛く厳しい時間である。
避妊が必要な部分奇胎か必要のない流産かの正確な診断法の確立が望まれていた。 

 
２．研究の目的 
本研究は、遺伝学的部分奇胎と流産を確実に鑑別可能にする免疫染色法の確立を目的とする。具
体的には、1) 遺伝学的診断が確定している遺伝学的全奇胎・ 部分奇胎・ 流産の絨毛組織から
RNAを抽出し、遺伝子発現をマイクロアレイ解析で比較し、部分奇胎特異遺伝子候補をスクリ
ーニングする。2) 定量的 PCR 法で当該遺伝子の発現に差があるか確認する。3) 部分奇胎特異
遺伝子産物に対する特異抗体を用いた免疫染色を評価し、臨床応用可能か検証する（図 2）。 

 
３．研究の方法 
(1) 発現マイクロアレイ解析（スクリーニング） 
遺伝学的診断が確定している遺伝学的全奇胎・部分奇胎・流産の絨毛組織から RNA を抽出し、
ゲノムアナライザーによる quality check を通過した検体（各 4検体、合計 12検体）を用いて、
発現マイクロアレイ解析(イルミナ社,HT-12 v4.0)を行う。全胞状奇胎(CHM)、部分胞状奇胎(PHM)、
両親由来２倍体流産(AB)のそれぞれのマイクロアレイデータの分布を確認する。続いて、i) PHM 
vs. CHM+AB, ii) AB vs. CHM+PHM, iii) CHM vs. PHM+AB の３通りの組み合わせで、差のある遺
伝子を抽出する。 
 
(2) 定量的 PCR 法による検証 
定量的 PCR 法で①でスクリーニングされた遺伝子、特に i)部分奇胎特異的遺伝子候補と ii)両
親由来２倍体流産特異的遺伝子候補の発現・特異性を検証する。 
 



(3) 免疫染色での検証 
前項までの実験で絞り込まれた部分奇胎特異的遺伝子または流産特異的遺伝子候補に対して、
絨毛での発現・市販抗体の有無の観点から、部分奇胎と両親由来２倍体絨毛の区別に有用な候補
抗体を選択する。遺伝学的診断（CHM, PHM, AB）のついている検体の未染標本に対して免疫染色
を行う。 
 
(4) ポリクローナル抗体の作成と検証 
市販抗体の入手できない特異遺伝子に対するポリクローナルを作成し、③と同じく、遺伝学的診
断（CHM, PHM, AB）のついている検体の未染標本に対して免疫染色を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 発現マイクロアレイ解析（スクリーニング） 
発現マイクロアレイ解析のプロファイルを(i) PHM vs. AB, (ii) CHM vs. AB, (iii) CHM vs. 
PHM 間で発現の散布図を比較した（図 3）。CHM, PHM, AB の発現プロファイルはいずれの組み合
わせでも相関していたが、AB で特異的に高発現の遺伝子、HBE,HBZ, HBG1, HBG2 を認めた。いず
れも胎児ヘモグロビン遺伝子であった。また、PHM で特異的に高発現した遺伝子として、FCGBP, 
CCL2, CCL8, NDN, PRRX1, APOE, CD209 が抽出された。 
 

 
 
(2) 定量的 PCR 法による検証 
対象検体数を CHM8 例、PHM8 例、AB8 例に増やして、リアルタイム PCR（ライトサイクラーナノ）
により、HBE1、HBZ、HBG1、HBG2,FCGBP, CCL2, CCL8, NDN, PRRX1, APOE, CD209 の発現量を測
定した。各遺伝子のCq値をACTB(βアクチン)Cq値で標準化して比較した。この結果HBZと CD209
が、部分胞状奇胎と両親由来２倍体絨毛の鑑別に有用と考えられた（図 4・5）。 
 

     
 
(3) 免疫染色での検証 
HBG1・HBG2・CD209 に対しては、市販の抗体を用いて免疫染色を行った。HBE・HBZ に対する抗体
は入手できなかったため、ポリクローナル抗体を作成した。HBG1/HBG2 に対する抗体で両親由来
２倍体絨毛標本（初期流産）を免疫染色すると、全例で胎児赤血球の特異的染色が確認された。
全胞状奇胎では染色されなかった。部分胞状奇胎では、２０％の症例で染色が確認された。市販
の CD209 抗体は、既報通りの免疫染色のパターンが得られなかった。HBE および HBZ に対して
は、アミノ酸配列から、他のグロブリンファミリー蛋白質と相同性がなく、エピトープとして良
好な抗原候補ペプチド部位をスクリーニングした。抗原ペプチドを合成、キャリアタンパク質に
結合・精製の後、ウサギを免役し、抗血清を得た。今回作成したポリクローナル抗体（抗 HBE 抗
体と抗 HBZ 抗体）は、妊娠組織の未染標本に対しては、非特異的な染色が強く、絨毛の遺伝学的
違いを判定するのに有効な情報が得られなかった。 
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