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研究成果の概要（和文）：流産や死産などのヒト発生異常試料には、母体由来組織の混入を高率に伴うため、通常の遺
伝マーカーを用いた手法（マイクロサテライト解析やMLPA法等）では「診断不能」となる。そこで、事前に取得した両
親の多型情報を基に解析対象試料中の児ゲノムと母ゲノムの混在比率を推定し、実測値から児ゲノムの解析結果を予測
するモデル式の作成を試みた。これらの解析手法を用い、すでに網羅的一塩基多型解析まで行い、母体組織混入のため
に診断不能であったと考えられる過去症例の再検証を行ったところ、児の核型を推定診断し、異数性の診断に成功した
。

研究成果の概要（英文）：When the karyotyping of products of conception (POC) is conducted by using 
conventional cytogenetic methods, problems often occur because of erroneous diagnosis due to maternal 
cell contamination or failure of cell culture. However, those problems can be solved if the analysis uses 
single nucleotide polymorphism data.
In this study, we developed a method which applies the advantageous features of karyotyping using the 
aforementioned information from single nucleotide polymorphisms in which data correction is performed by 
using the linear interpolation method on the basis of the results of single nucleotide polymorphism 
analyses. For the POCs whose karyotyping could not be achieved accurately due to maternal cell 
contamination, the same method was used for the estimation of the rate of contamination by maternal DNA 
and for the extraction of only data from the single nucleotide polymorphism of the POCs; and this allowed 
for successful determination of the latter's karyotype diagnosis.

研究分野： 産婦人科学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノム計画の完了に伴い、およそ 1,000

万か所程度存在すると推定される一塩基多

型情報のデータベース化が進められ、これら

の多型情報を駆使した関連解析により、様々

な疾患の関連遺伝子が次々に同定されてい

る。 

この一塩基多型情報を、アレイ技術を用いて

網羅的（全ゲノム領域の数十万から数百万ヶ

所）かつ定量的に取得すれば、あるゲノム領

域の DNA 量（≒欠失あるいは増幅）を、高

い解像度で検出することができる。これまで

にも、遺伝マーカー検査やアレイ CGH など、

DNA 配列情報を利用した染色体診断が行わ

れてはいたが、これらの従来手法と比較して、

一塩基多型情報による解析は、ゲノムの由来

を全領域で網羅的に識別できるという利点

がある。 

このようなアレイ解析技術の劇的な進歩を

受けて、米国人類遺伝学会は、「発達障害や

先天奇形の染色体診断には、G バンド法など

の分染法に代わり、マイクロアレイを用いた

染色体解析を第一選択とすべきである」との

公式見解を提示した（Am J Hum Genet 86, 

749–764, 2010）。 

今後、このようなデジタルカリオタイピング

（アレイ技術等を用いて高密度に DNA を定

量し、染色体構造解析を行う手法）が、染色

体診断の標準手技となるのは論を待たない。 
 
２．研究の目的 
研究初年度前半で、理論上の診断アルゴリズ

ムを完成させる。初年度は並行し、実際に核

型診断済みの胞状奇胎や正常末梢血由来の

ゲノム DNA を様々な比率で混合し、解析プ

ラットフォーム上での実測値と理論値の関

連を確認し、実用性のある診断アルゴリズム

を作り上げる。これらの知見を応用し、すで

に収集した流産および死産等の症例の中か

ら、G バンド法による染色体診断で異常を見

出せなかった症例、従来の遺伝マーカー検査

で診断不可能だった症例、染色体診断を行っ

ていない症例を、本研究で確立したアルゴリ

ズムを利用して確定診断する。 

次年度は、初年度の知見を元に、モザイク率

やキメラ率から各領域の DNA 量を補正し、

多型解析結果（デジタル情報）からノイズを

取り除き、患児（絨毛）の多型情報のみを取

り出し、染色体構造解析を行う技術を開発す

る。 

現在胎児診断用と称されて商業化されてい

るアレイ CGH 検査は、いくつかの頻度の高

い疾患責任領域を対象とした、極めて解像度

の低いものである。本研究で開発する解析ア

ルゴリズムは、解像度および解析対象領域が、

共に数千倍と飛躍的に改良されることが期

待できる。 
 
３．研究の方法 
【モザイクと母体組織混入をモデルとした

デジタルカリオタイピングアルゴリズムの

開発】 

初年度は、胞状奇胎検体をモデルとしてアル

ゴリズム開発を行った。胞状奇胎は、図１に

示すように、典型的には一精子受精を起源と

して一種類のゲノムを二つ持つ（アイソダイ

ソミーの）完全胞状奇胎、二精子受精等によ

り父由来の二種類のゲノム（ヘテロダイソミ

ー）と母由来ゲノムが混在している部分胞状

奇胎が想定され、実際に回収される病変組織

には、さらに母体組織が混入している可能性

が考えられる。 

このような検体は、状態が不良なことも多く、

ゲノム DNA を用いた分子遺伝学的な染色体

診断が有効である。しかし、従来の遺伝マー

カーを用いた手法（マイクロサテライト解析

や MLPA (Multiplex Ligation-Dependant 

Probe Amplification)法等）で解析しても、

最大 4種類の遺伝子型が様々な比率で混在し、

しかも、限られた領域の解析しかしないため、



「診断不能」あるいは「誤診」につながる。

そこで、図１の模式図から想定されるあらゆ

る組み合わせとゲノムの混在比率を想定し

て解析結果を計算予測し、実測値と比較して

最も近似する予測値を選定すれば、胞状奇胎

の起源および母体組織の混入を確定診断す

ることができる。 

サンプル中に 2種類以上のゲノムが非等分に

混在していると、多型頻度が多岐に分かれる

ため、通常であれば「解析不能」と結論付け

られる。しかし、流産や死産検体の場合は、

原則として胚と母組織の混入で構成されて

おり、すべての組み合わせを考慮した予測値

と実測値を比較すれば、確定診断が可能であ

る。 

初年度は、想定される胎児（絨毛）の核型（正

常二倍体、異数体、父アイソダイソミー、父

ヘテロダイソミー、母アイソダイソミー、母

ヘテロダイソミー）をすべて網羅し、さらに

それらのモザイク及びキメラ（母組織混入を

含む）を仮定し、上記の表と同様の予測モデ

ルを作成した。予測モデルと実測値の検証に

は、胞状奇胎、絨毛癌細胞株と、正常末梢血

由来のゲノム DNA を用いる。加えて初年度

に、すでに収集した流産および死産等の症例

の中から、従来法で診断できなかった症例を、

本研究で確立したアルゴリズムを利用して

確定診断した。 

【モザイク率やキメラ率を補正した多型情

報を用いた染色体構造解析】 

初年度の研究計画により、モザイク率やキメ

ラ率の推定が可能となれば、各領域の DNA

量を補正して、患児（絨毛）の多型情報のみ

を取り出すことができる。すなわち、臨床検

体から患児（絨毛）の細胞のみを分離回収す

ることは困難であるが、多型解析結果（デジ

タル情報）からノイズを取り除き、患児（絨

毛）の多型情報のみを取り出すことができる。

図２は、モザイク率やキメラ率を算定するの

に有用な測定値のみを選択しているために

解像度が低いが、より詳細な染色体構造解析

が可能となり、微細な欠失や増幅、あるいは

部分ダイソミーの診断が可能となる。これら

の技術を用い、すでに収集している 50 例の

解析不能流産検体の染色体診断をた。 

 
４．研究成果 

流産や死産などのヒト発生異常において、原

因検索のために染色体検査が行われるが、こ

のような検体は状態が不良で、生細胞を用い

た分染法などの染色体解析が不可能なこと

が稀ではない。このような場合、ゲノム DNA

を用いた分子遺伝学的な解析が有効である

が、その一方で、このような検体では母体由

来組織の混入を高率に伴うため、従来の遺伝

マーカーを用いた手法（マイクロサテライト

解 析 や MLPA (Multiplex 

Ligation-Dependant Probe Amplification)

法等）では、最大 3 種類の遺伝子型が様々な

比率で混在するため、「診断不能」あるいは

「誤診」につながる。そこで、事前に両親の

多型情報を取得した上で、解析対象試料中の

児ゲノムと母ゲノムの混在比率を想定し、実

測値から児ゲノムの解析結果を予測すれば、

ノイズの中から児由来のシグナルを抽出し、

胎児の核型を確定診断することができる。そ

こで、予測モデルと実測値の検証のために、

父、母、児の精製ゲノム DNA を用い、母ゲ

ノムと児ゲノムを様々な比率で混合し、その

実測値から最も効果的な予測モデル式の作

成を試みた。その結果、別途取得した父母の

一塩基多型情報から混合比率を推定したの

ちに、BAF（B allele frequency）を補正する

手法が最も適切と判明した。これらの解析手

法を用い、すでに網羅的一塩基多型解析まで

行い、母体組織混入のために診断不能であっ

たと考えられる過去症例の再検証を行った。

その結果、児の核型を推定診断し、異数性の

診断に成功した。 
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