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(57)【要約】
本発明は、妊娠した女性から胎児細胞を富化する方法に関する。本発明は、サンプルから
、少なくとも１種のＭＨＣ分子を含む細胞を取り出すことに関する。本発明はまた、テロ
メラーゼ、そのｍＲＮＡコーディング成分、ならびにテロメアの長さを、胎児細胞のマー
カーとして使用することに依存する方法にも関する。富化胎児細胞は、種々の手順におい
て使用することができ、これらの手順としては、所定の特性（例えば、疾患特性）または
その特性に対する遺伝的素因、性別判定および親子判定が挙げられる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
サンプルから胎児細胞を富化する方法であって、
　ｉ）少なくとも１種のＭＨＣ分子を細胞表面で発現する細胞を取り出すことによって母
系細胞を除去させる工程；ならびに
　ｉｉ）ａ）テロメラーゼを発現する細胞を選択すること、および／またはｂ）テロメラ
ーゼの長さに基づいて細胞を選択することによって胎児細胞を選択する工程
を含む、方法。
【請求項２】
サンプルから胎児細胞を富化する方法であって、
　少なくとも１種のＭＨＣ分子を細胞表面で発現する細胞を該サンプルから取り出す工程
を含む、方法。
【請求項３】
前記ＭＨＣ分子がクラスＩ　ＭＨＣ分子である、請求項１または請求項２に記載の方法。
【請求項４】
前記クラスＩ　ＭＨＣ分子がＨＬＡ－Ａおよび／またはＨＬＡ－Ｂである、請求項３に記
載の方法。
【請求項５】
ｉ）前記サンプル中の細胞を少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子と接触させる工
程、およびｉｉ）該因子によって結合された細胞を取り出す工程を含む、請求項４に記載
の方法。
【請求項６】
前記ＭＨＣ分子がクラスＩ　ＭＨＣ分子である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
前記クラスＩ分子がＨＬＡ－Ａおよび／またはＨＬＡ－Ｂである、請求項６に記載の方法
。
【請求項８】
ｉ）少なくとも１種のクラスＩ　ＭＨＣ分子を結合する因子、およびｉｉ）少なくとも１
種のクラスＩＩ　ＭＨＣ分子を結合する因子と、前記サンプルを接触させる工程を含む、
請求項５に記載の方法。
【請求項９】
前記因子が、
　ｉ）ＨＬＡ－Ａ分子の単一型の決定基、
　ｉｉ）ＨＬＡ－Ｂ分子の単一型の決定基、または
　ｉｉｉ）ＨＬＡ－Ａ分子およびＨＬＡ－Ｂ分子の単一型の決定基
に結合する、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
前記因子がＨＬＡ－Ｃに結合しない、請求項７～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
前記因子がＨＬＡ－Ａ分子、ＨＬＡ－Ｂ分子およびＨＬＡ－Ｃ分子の単一型の決定基に結
合する、請求項５に記載の方法。
【請求項１２】
前記因子が飽和濃度以下の濃度で使用される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
同じクラスのＭＨＣ分子の異なる対立遺伝子に結合する３種以上の因子が使用される、請
求項５に記載の方法。
【請求項１４】
前記因子が、同じクラスのＭＨＣ分子の全ての対立遺伝子に集合的に結合する、請求項１
３に記載の方法。
【請求項１５】
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前記方法は、
　ｉ）サンプル中の細胞をＭＨＣ分子と会合する化合物に結合する因子と接触させる工程
、および
　ｉｉ）該因子によって結合された細胞を取り出す工程
を含む、請求項１～１４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
ＭＨＣ対立遺伝子の遺伝子型は、母系、父系および／または胎児について決定されない、
請求項１～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
前記因子が抗体または抗体フラグメントである、請求項５～１６のいずれかに記載の方法
。
【請求項１８】
前記因子が、検出可能な標識または単離可能な標識に結合される、請求項５～１７のいず
れかに記載の方法。
【請求項１９】
前記方法が、前記因子に検出可能な標識または単離可能な標識を結合させる工程をさらに
含む、請求項５～１８のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
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、二次酵素反応によって
検出可能な標識、および分子への結合によって検出可能な標識からなる群より選択される
、請求項１８または請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
前記細胞を取り出す工程が、標識を検出する工程および標識された細胞を取り出す工程を
含む、請求項１８～２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
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、かつ前記細胞を取り出す工
程が、蛍光活性化セルソーティングを行う工程を含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
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、かつ前記細胞を取り出す
工程が、標識された細胞を磁場に曝露する工程を含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
前記方法が、細胞を胎児細胞に結合する因子と接触させる工程、および胎児細胞に結合す
る因子によって結合された細胞を選択する工程をさらに含む、請求項２～２３のいずれか
に記載の方法。
【請求項２５】
サンプルから胎児細胞を富化する方法であって、該サンプルからテロメラーゼを発現する
細胞を選択する工程を含む、方法。
【請求項２６】
前記方法がテロメラーゼのタンパク質成分を検出する工程を含む、請求項１～２５に記載
の方法。
【請求項２７】
前記テロメラーゼのタンパク質成分が、テロメラーゼ逆転写酵素（ＴＥＲＴ）、テロメラ
ーゼ関連タンパク質－１（ＴＥＰ－１）、または１４－３－３タンパク質である、請求項
２６に記載の方法。
【請求項２８】
前記細胞をテロメラーゼのタンパク質成分に特異的に結合する抗体に曝露する工程を含む
、請求項２６または請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
前記抗体が検出可能に標識される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
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前記方法が、前記抗体に結合する検出可能に標識された二次抗体に細胞を曝露する工程を
含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
前記方法が、テロメラーゼのＲＮＡ成分を検出する工程を含む、請求項１または請求項２
５に記載の方法。
【請求項３２】
前記方法が、テロメラーゼのタンパク質成分をコードするｍＲＮＡを検出する工程を含む
、請求項１または請求項２５に記載の方法。
【請求項３３】
前記方法が、前記ＲＮＡまたはｍＲＮＡにハイブリダイズする標識されたプローブに細胞
を曝露する工程を含む、請求項３１または請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
前記プローブがＰＮＡプローブである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
サンプルから胎児細胞を富化する方法であって、テロメアの長さに基づいて細胞を選択す
る工程を含む、方法。
【請求項３６】
前記方法が、細胞をテロメアに結合する検出可能に標識されたプローブと接触させる工程
を含む、請求項１または請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
約１個～約１００個の細胞が選択され、かつ該選択細胞が、サンプル中の他の細胞よりも
多くのプローブによって結合される、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
前記サンプルが、母系の血液、子宮頚部粘液、または尿である、請求項１～３７のいずれ
かに記載の方法。
【請求項３９】
前記方法が、前記サンプルから赤血球、リンパ球、および／または癌細胞を取り出す工程
をさらに含む、請求項１～３８のいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
前記方法が、前記サンプルから造血細胞を取り出す工程をさらに含む、請求項１～３９の
いずれかに記載の方法。
【請求項４１】
前記方法が、前記サンプル中の細胞を造血細胞に結合する因子と接触させる工程を含む、
請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
前記造血細胞が、Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファージ、好中球、樹状細胞および好塩基球か
らなる群より選択される、請求項４０または請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
前記因子が、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１０、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ４５および
ＣＤ５６からなる群より選択される細胞の細胞表面タンパク質に結合する、請求項４２に
記載の方法。
【請求項４４】
前記サンプルが、妊娠の第１トリメスターにおいて母親から得られる、請求項１～４３の
いずれかに記載の方法。
【請求項４５】
サンプル中の胎児細胞を検出する方法であって、テロメラーゼの発現について候補細胞を
分析する工程を含む、方法。
【請求項４６】
サンプル中の胎児細胞を検出する方法であって、テロメアの存在について候補細胞を分析
する工程および／または候補細胞中のテロメアの長さを分析する工程を含む、方法。
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【請求項４７】
請求項１～４４のいずれかに記載の方法によって得られる胎児細胞の富化集団。
【請求項４８】
請求項４７に記載の胎児細胞およびキャリアを含有する組成物。
【請求項４９】
サンプルから胎児細胞を富化するための、少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子、
および／またはＭＨＣ分子と会合する化合物に結合する因子の使用。
【請求項５０】
サンプルから胎児細胞を富化するための、テロメラーゼに結合する因子の使用。
【請求項５１】
サンプルから胎児細胞を富化するための、テロメアに結合する因子の使用。
【請求項５２】
所定の遺伝子座における胎児細胞の表現型を分析するための方法であって、
　ｉ）請求項１～４４のいずれかに記載の方法を使用して富化胎児細胞を得る工程、およ
び／または請求項４５もしくは請求項４６に記載の方法を使用して胎児細胞を検出する工
程、ならびに
　ｉｉ）所定の遺伝子座における少なくとも１つの胎児細胞の遺伝子型を分析する工程
を含む、方法。
【請求項５３】
前記方法が、核型分析、ハイブリダイゼーションベースの手順、および／または増幅ベー
スの手順を含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
前記胎児細胞が、疾患状態またはそれに対する素因に関連する遺伝性異常について分析さ
れる、請求項５２または請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
胎児の性別を決定する方法であって、
　ｉ）請求項１～４４のいずれかに記載の方法を使用して富化胎児細胞を得る工程、およ
び／または請求項４５もしくは請求項４６に記載の方法を使用して胎児細胞を検出する工
程、ならびに
　ｉｉ）胎児の性別を決定するために少なくとも１つの胎児細胞を分析する工程
を含む、方法。
【請求項５６】
胎児の父親を決定する方法であって、
　ｉ）請求項１～４４のいずれかに記載の方法を使用して富化胎児細胞を得る工程、およ
び／または請求項４５もしくは請求項４６に記載の方法を使用して胎児細胞を検出する工
程、ならびに
　ｉｉ）１以上の遺伝子座において候補父親の遺伝子型を決定する工程、
　ｉｉｉ）該１以上の遺伝子座において胎児の遺伝子型を決定する工程、ならびに
　ｉｖ）ｉｉ）およびｉｉｉ）の遺伝子型を比較して、該候補父親が該胎児の生物学的父
親である可能性を決定する工程
を含む、方法。
【請求項５７】
請求項１～３５のいずれかに記載の方法を使用して得られた細胞を胎児細胞と同定する工
程をさらに含む、請求項５２～５６のいずれかに記載の方法。
【請求項５８】
サンプルから胎児細胞を富化するためのキットであって、
　ｉ）少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子、および／またはＭＨＣ分子と会合す
る化合物に結合する因子、および／または造血細胞に結合する因子、ならびに
　ｉｉ）テロメラーゼに結合する分子、および／または該テロメラーゼのタンパク質成分
をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする分子、および／またはテロメアにハ
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イブリダイズする分子
を含む、キット。
【請求項５９】
サンプルから胎児細胞を富化するためのキットであって、少なくとも１種のＭＨＣ分子に
結合する因子、および／またはＭＨＣ分子と会合する化合物に結合する因子、および／ま
たは造血細胞に結合する因子を含む、キット。
【請求項６０】
前記少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子が抗体である、請求項５８または請求項
５９に記載のキット。
【請求項６１】
前記キットが、
　ｉ）全てのＨＬＡ－Ａ分子に結合する因子、
　ｉｉ）全てのＨＬＡ－Ｂ分子に結合する因子、および／または
　ｉｉｉ）全てのＨＬＡ－Ａ分子およびＨＬＡ－Ｂ分子に結合する因子
を含む、請求項６０に記載のキット。
【請求項６２】
少なくとも１種の因子が磁気ビーズに結合される、請求項５８～６１のいずれかに記載の
キット。
【請求項６３】
胎児細胞を検出するためのキットであって、テロメラーゼに結合する分子、および／また
は該テロメラーゼのタンパク質成分をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする
分子、および／またはテロメアにハイブリダイズする分子を含む、キット。
【請求項６４】
前記分子が、抗テロメラーゼ抗体、テロメラーゼのタンパク質成分をコードするｍＲＮＡ
にハイブリダイズするポリヌクレオチド、テロメラーゼのＲＮＡ成分にハイブリダイズす
るポリヌクレオチド、または染色体上のテロメアＤＮＡにハイブリダイズするポリヌクレ
オチドからなる群より選択される、請求項５８または請求項６４に記載のキット。
【請求項６５】
胎児細胞において遺伝性異常を検出するためのキットであって、
　ｉ）胎児細胞を検出するための分子であって、該分子は、テロメラーゼ、該テロメラー
ゼのタンパク質成分をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする分子、またはテ
ロメラーゼにハイブリダイズする分子、ならびに
　ｉｉ）該遺伝性異常を検出するための少なくとも１種の試薬
を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、妊娠した女性からの胎児細胞を富化する方法に関する。富化された胎児細胞
は、種々の手順において使用することができる。これらの手順としては、疾患特性または
疾患に対する遺伝的素因などの所定の特性の検出、性別判定および親子識別などが挙げら
れる。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　染色体異常についての胎児検査は、多くの場合、羊水穿刺または代替的に絨毛膜サンプ
ル採取（Chorionic Villus Sampling）（ＣＶＳ）を使用して得られた細胞に対して行わ
れる。羊水穿刺は、胎児を取り囲む流体から胎児細胞を回収するために使用される手順で
ある。この比較的侵襲性の高い手順は、妊娠第１２週の後に行われる。羊水穿刺の後に流
産するリスクの増加は、約０．５％である。ＣＶＳは、染色体を試験するために胚を取り
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巻く細胞を採取する出産前検査である。ＣＶＳは、比較的侵襲性が低く、妊娠から１０週
程度の早期に実施することができる。ＣＶＳの後に流産するリスクの増加は、約１％であ
る。
【０００３】
　胎児治療は、非常に早い段階においてのものであり、広い範囲の障害に対する極早期の
検査の可能性は、この領域における研究の速度を明らかに大きくしている。現在の胎児の
外科手術手順は改善されており、二分脊椎および口蓋裂のようないくつかの遺伝的問題に
ついての胎児手術を可能性の高いものにしている。さらに、検出が十分早く行うことが可
能でさえあれば、比較的単純で効果的な胎児処置が、他の障害についても利用可能である
（例えば、２１－ヒドロキシラーゼ欠損（デキサメタゾンによる処置）およびホロカルボ
キシラーゼシンテターゼ欠損（ビオチンによる処置））。
【０００４】
　少なくともいくつかの胎児細胞型（例えば、血小板、色素体、赤血球および白血球）は
、胎盤を通過して、母系血液を循環することが示されている（Douglas et al., 1959; Sc
hroder, 1975）。母系血液は、胎児細胞型の非侵襲的な供給源の一例であるが、母系血液
からの胎児細胞の単離は、単に集団が小さいというよりむしろ、母系の循環においてこの
ような胎児細胞がまれであり、そして全ての胎児細胞を同定するマーカーがないことによ
って制限されている。母系血液中の胎児細胞を単離または富化するために、種々の方法が
提案されている。これらの方法としては、遠心分離技術、免疫親和性技術、および蛍光イ
ンサイチュハイブリダイゼーション（FISH）方法が挙げられる。しかし、これらの方法に
は多くの欠陥がある。
【０００５】
　胎児特異的抗体は、やがて同定されるであろうが、これは胎児細胞を容易に再現性よく
富化するために使用することができる。この問題は、胎児細胞型および胎児細胞の数につ
いての知識を必要としないネガティブ選択アプローチに基づくＳｉｍｏｎｓによって記載
された方法（US 5,153,117（特許文献１）およびUS 5,447,842（特許文献２））を用いて
克服することができる。しかし、Ｓｉｍｏｎｓの方法は、母親のＨＬＡ型に対する必要性
と、質の高い特異的ＨＬＡ抗体が市販されていないという事実に起因して、操作が困難で
あり、かつ実施するには費用がかかる。
【特許文献１】米国特許第5,153,117号明細書
【特許文献２】米国特許第5,447,842号明細書
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　胎児細胞を富化および同定するための新規の方法が、当該分野において必要とされてい
る。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（発明の要旨）
　クラスＩ主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）分子（ヒトクラスＩ　ＭＨＣ分子は、当
該分野においてクラスＩヒト白血球抗原（ＨＬＡ）としても知られている）は、全てでは
ないにしても大部分の有核細胞型で発現されていると、一般的に考えられている。特に、
少なくともクラスＩ　ＭＨＣ分子のＨＬＡ－ＧおよびＨＬＡ－Ｃは、胎児栄養膜のいくつ
かの型で発現されていることが見出されている（Shorter et al, 1993; King et al, 199
6）。しかし、驚くべきことに、ＭＨＣ分子に結合する因子（agent）を使用してサンプル
から除去（deplete）させると、胎児細胞の富化集団が生じることが見出された。さらに
、テロメラーゼおよびテロメアを胎児細胞のマーカーとして考えることができることが決
定されている。このことから、胎児細胞の検出および単離のための手順において、これら
の分子を標的とすることが可能である。これらの手順は、一緒に組み合わせた場合、富化
する胎児細胞集団の純度を高める。
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【０００８】
　従って、第１の局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化する方法を提供
する。この方法は、
　ｉ）細胞表面上に少なくとも１種のＭＨＣ分子を発現する細胞を取り出すことによって
母系細胞を除去させる工程、ならびに
　ｉｉ）ａ）テロメラーゼを発現する細胞を選択すること、および／またはｂ）テロメア
の長さに基づいて細胞を選択することによって、胎児細胞を選択する工程
を含む。
【０００９】
　工程ｉ）およびｉｉ）は、任意の順番で行うことができる。従って、母親から得られた
サンプルに対して一方の工程を行って、その残りの細胞集団に対してもう一方の工程を行
ってもよい。あるいは、これらの工程を同時に行ってもよい。
【００１０】
　別の局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化する方法を提供し、この方
法は、細胞表面上に少なくとも１種のＭＨＣ分子を発現する細胞を上記サンプルから取り
出す工程を含む。
【００１１】
　好ましくは、ＭＨＣ分子は、クラスＩ　ＭＨＣ分子である。
【００１２】
　さらに好ましい実施形態において、少なくとも１種のクラスＩ　ＭＨＣ分子を発現する
全ての細胞が取り出される。
【００１３】
　特に好ましい実施形態において、クラスＩ　ＭＨＣ分子はＨＬＡ－Ａである。別の好ま
しい実施形態において、クラスＩ　ＭＨＣ分子はＨＬＡ－Ｂである。さらに好ましい実施
形態において、クラスＩ　ＭＨＣ分子はＨＬＡ－ＡおよびＨＬＡ－Ｂである。
【００１４】
　Ｓｉｍｏｎｓ（US 5,153,117）と比較した場合の本発明の上記局面の利点は、母親、父
親および／または胎児のＭＨＣ対立遺伝子の遺伝型を決定する必要がないということであ
る。従って、特に好ましい実施形態において、ＭＨＣ対立遺伝子の遺伝子型は、母親、父
親および／または胎児について決定されない。より好ましくは、ＭＨＣ対立遺伝子型の遺
伝型は、母親について決定されない。
【００１５】
　別の実施形態において、上記方法は、
　ｉ）サンプル中の細胞を少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子と接触させる工程
、および
　ｉｉ）上記因子によって結合された細胞を取り出す工程
を含む。
【００１６】
　さらに好ましい実施形態において、上記方法は、ｉ）少なくとも１種のクラスＩ　ＭＨ
Ｃ分子に結合する因子、およびｉｉ）少なくとも１種のクラスＩＩ　ＭＨＣ分子に結合す
る因子とサンプルを接触させる工程を含む。
【００１７】
　別の好ましい実施形態において、上記因子は、
　ｉ）ＨＬＡ－Ａ分子の単一型の決定基、
　ｉｉ）ＨＬＡ－Ｂ分子の単一型の決定基、または
　ｉｉｉ）ＨＬＡ－Ａ分子およびＨＬＡ－Ｂ分子の単一型の決定基
に結合する。
【００１８】
　１つの実施形態において、上記因子は、ＨＬＡ－Ｃに結合しない。
【００１９】
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　別の実施形態において、上記因子は、ＨＬＡ－Ａ分子、ＨＬＡ－Ｂ分子およびＨＬＡ－
Ｃ分子の単一型の決定基に結合する。好ましくは、ＨＬＡ－Ａ分子、ＨＬＡ－Ｂ分子およ
びＨＬＡ－Ｃ分子の単一型の決定基に結合する因子は、飽和濃度以下の濃度で使用される
。
【００２０】
　さらなる実施形態において、同じクラスまたはサブクラスのＭＨＣ分子の異なるアイソ
タイプに結合する３種以上の因子が使用される。好ましくは、上記因子は、同じクラスま
たはサブクラスのＭＨＣ分子の全てのアイソタイプ（対立遺伝子）に集合的に（collecti
vely）結合する。
【００２１】
　１つの実施形態において、この２つの因子は、ＨＬＡ－Ｂｗ４に結合する抗体およびＨ
ＬＡ－Ｂｗ６に結合する抗体である。
【００２２】
　インサイチュでＭＨＣ分子と会合する化合物が示されており、従って、これらの化合物
は、本発明の方法を使用して標的とすることができる。従って、別の実施形態において、
上記方法は、
　ｉ）サンプル中の細胞をＭＨＣ分子と会合する化合物に結合する因子と接触させる工程
、および
　ｉｉ）上記因子によって結合された細胞を取り出す工程
を含む。
【００２３】
　例えば、化合物は、ＭＨＣ分子に結合するリガンド（例えば、タンパク質リガンド）で
あり得る。
【００２４】
　母系細胞への因子の結合は、直接的または間接的に検出することができる。直接的な検
出は、その因子が検出可能な標識または単離可能な標識に結合されることによる。間接的
な検出は、因子／母系細胞複合体に結合するさらなる要素（例えば、検出可能に標識され
た二次抗体）による。好ましくは、この標識は、蛍光標識、放射性標識、常磁性粒子（例
えば、磁気ビーズ）、化学発光標識、二次酵素反応によって検出可能な標識、および分子
への結合によって検出可能な標識からなる群より選択されるが、これらに限定されない。
【００２５】
　標識細胞は、当該分野で公知の任意の技術を使用して、サンプルから取り出すことがで
きる。１つの実施形態において、細胞を取り出す工程は、標識を検出する工程および標識
細胞を取り出す工程を含む。
【００２６】
　さらなる実施形態において、検出可能な標識または単離可能な標識は、蛍光標識であり
、ここで上記細胞を取り出す工程は、蛍光活性化セルソーティングを行う工程を含む。
【００２７】
　別の実施形態において、検出可能な標識または単離可能な標識は、常磁性粒子（例えば
、磁気ビーズ）であり、ここで上記細胞を取り出す工程は、標識された細胞を磁場に曝露
する工程を含む。
【００２８】
　上記因子は、母系細胞の表面に発現されるＭＨＣに特異的に結合する任意の化合物であ
り得る。代表的には、この因子は、抗体または抗体フラグメントである。
【００２９】
　別の実施形態において、ＭＨＣ分子に結合する抗体によって結合される母系細胞は、補
体依存的な溶解を使用して細胞を殺傷することによって除去される。
【００３０】
　別の局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化する方法を提供し、この方
法は、サンプルからテロメラーゼを発現する細胞を選択する工程を含む。
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【００３１】
　テロメラーゼは、タンパク質／ＲＮＡ複合体である。１つの実施形態において、上記方
法は、テロメラーゼのタンパク質成分を検出する工程を含む。好ましくは、このタンパク
質成分は、テロメラーゼ逆転写酵素（ＴＥＲＴ）である。テロメラーゼタンパク質／ＲＮ
Ａ複合体の一部を形成し得る他のタンパク質の例は、ＴＥＰ－１（テロメラーゼ関連タン
パク質－１）、および１４－３－３タンパク質である。
【００３２】
　テロメラーゼのタンパク質成分は、当該分野で公知の任意の技術を使用して検出するこ
とができる。好ましくは、細胞は、テロメラーゼ、特に、ＴＥＲＴに結合するポリペプチ
ド（より好ましくは、抗体）に曝される。一例として抗体を使用する場合、テロメラーゼ
に結合する抗体は、直接的にでも間接的にでも検出することができる。直接的な検出は、
抗体が検出可能に標識されていることによる。間接的な検出は、抗テロメラーゼ抗体／テ
ロメラーゼ複合体に結合するさらなる要素（例えば、検出可能に標識された二次抗体）に
よる。
【００３３】
　別の実施形態において、上記方法は、テロメラーゼのＲＮＡ成分を検出する工程を含む
。なお別の実施形態において、上記方法は、テロメラーゼのタンパク質成分をコードする
ｍＲＮＡを検出する工程を含む。
【００３４】
　ＲＮＡ／ｍＲＮＡは、当該分野で公知の任意の技術を使用して検出することができる。
代表的には、細胞は、ＲＮＡ／ｍＲＮＡにハイブリダイズする標識プローブに曝される。
このプローブは、標的ＲＮＡまたはｍＲＮＡにハイブリダイズし得る限り、どんな長さの
ものであってもよいし、どんな構造のものであってもよい。
【００３５】
　出生前のテロメアは、最も長いと考えることができる。出生後、各細胞の分裂によって
、テロメアは次第に短くなる。一般的に、テロメアは死ぬまで残存しているが、時間とと
もに少しずつ短くなる。テロメアは、胎児細胞の同定において使用するための魅力的な標
的であると決定されている。それは、なぜならば、（１）テロメアは細胞選択のための年
齢判別手段（age-discriminant）を提供する、すなわち、老いた細胞から若い細胞を（母
系から胎児を）分離することが可能であり、そして（２）比較的低い変動係数および良好
なシグナル：ノイズの比を有するプローブを設計することが可能だからである。
【００３６】
　従って、なお別の局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化する方法を提
供し、この方法は、テロメアの長さに基づいてサンプルから細胞を選択する工程を含む。
【００３７】
　１つの実施形態において、上記方法は、テロメアに結合する検出可能に標識されたプロ
ーブと細胞を接触させる工程を含む。
【００３８】
　別の実施形態において、約１個～約１００個の細胞、より好ましくは約１個～約２０個
の細胞、さらにより好ましくは約１個～約１０個の細胞が選択される。ここでこの選択細
胞は、サンプル中の他の細胞よりも多くのプローブによって結合される。この実施例にお
いて、テロメアの長さに対しておおよその比率（数）で結合するプローブが使用される。
従って、選択細胞は、最も強く標識された細胞である。
【００３９】
　胎児細胞を含む可能性のあるサンプルは、当該分野で公知の任意の供給源から得ること
ができる。例としては、血液、子宮頚部粘液（cervical mucous）または尿が挙げられる
が、これらに限定されない。好ましくは、上記サンプルは、母系血液である。
【００４０】
　サンプルが母系血液である場合、上記方法は、その母系血液サンプルから、有核細胞を
含む細胞フラクションを単離する工程をさらに含むことが好ましい。
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【００４１】
　いくつかの場合において、特に、ＲＮＡまたはＤＮＡを検出する手順を行う場合におい
て、上記細胞は、固定および透過処理されることが好ましい。
【００４２】
　本発明の方法を使用する胎児細胞の富化は、少なくとも１つの他の母系細胞マーカーを
発現する細胞について負の選択をすることによって、さらに質を上げることが可能である
。上記に略述したとおり、このマーカーは、ＭＨＣ分子であり得る。ある実施形態におい
て、上記方法は、サンプルから赤血球、リンパ球、および／または癌細胞を取り出す工程
をさらに含む。特に好ましい実施形態において、上記方法は、サンプルから造血細胞を取
り出す工程をさらに含む。好ましくは、上記方法は、サンプル中の細胞を造血細胞に結合
する因子と接触させる工程をさらに含む。
【００４３】
　取り出され得る造血細胞の例としては、Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファージ、好中球、樹
状細胞および／または好塩基球が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４４】
　好ましくは、上記因子は、細胞の細胞表面タンパク質に結合する。このような細胞表面
タンパク質は、当該分野で公知である。細胞表面タンパク質の例としては、ＣＤ３、ＣＤ
４、ＣＤ８、ＣＤ１０、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ４５およびＣＤ５６が挙げられるが、
これらに限定されない。
【００４５】
　特に好ましい実施形態において、上記方法は、ＣＤ４５に結合する因子とサンプル中の
細胞を接触させる工程、およびＣＤ４５に結合する因子によって結合された細胞を取り出
す工程をさらに含む。このような実施形態は、少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因
子を使用する除去について本明細書に記載される技術と類似の技術を使用して行うことが
できる。
【００４６】
　本発明の方法は、胎児細胞によっては発現されるが、母系細胞によっては発現されない
（または母系細胞のほんの小さな割合のみが発現する）分子を標的化することによって、
胎児細胞について正の選択を行うさらなる方法と組み合わせて使用することもできる。従
って、さらなる実施形態において、本方法は、胎児細胞に結合する因子と細胞を接触させ
る工程、および胎児細胞に結合する因子によって結合された細胞を選択する工程をさらに
含む。このようなマーカーの例としては、栄養膜特異的なタンパク質、胎児または胚のヘ
モグロビン、および胎児有核赤血球特異的なタンパク質が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００４７】
　サンプルは、妊娠のどの段階の間でも得ることができる。上記サンプルが、その胎児が
遺伝的欠陥を有するか否かを決定するためにスクリーニングされ、その検出が妊娠の終結
につながり得る場合、サンプルは、妊娠の第１トリメスター（好ましくは、８週と１２週
との間）において母親から得られることが好ましい。
【００４８】
　標識された胎児細胞は、当該分野で公知の任意の方法を使用して選択することができる
。多くの例において、選択のために手順は標識の性質に関連する。例えば、使用した標識
が蛍光シグナルを発する場合、その細胞は、蛍光活性化セルソーティング、蛍光顕微鏡、
またはレーザーマイクロダイセクション（これらに限定されない）によって検出すること
ができる。
【００４９】
　別の局面において、本発明は、サンプル中の胎児細胞を検出する方法を提供し、この方
法は、テロメラーゼの発現について候補細胞を分析する工程を含む。
【００５０】
　さらなる局面において、本発明は、サンプル中の胎児細胞を検出する方法を提供し、こ
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の方法は、テロメアの存在について候補細胞を分析する工程および／または候補細胞中の
テロメアの長さを分析する工程を含む。
【００５１】
　さらなる局面において、本発明は、本発明に従う方法によって得られる胎児細胞の富化
集団を提供する。
【００５２】
　別の局面において、本発明は、本発明の胎児細胞およびキャリアを含有する組成物を提
供する。
【００５３】
　なお別の局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化するための、少なくと
も１種のＭＨＣ分子に結合する因子、および／またはＭＨＣ分子と会合する化合物に結合
する因子の使用を提供する。
【００５４】
　別の局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化するためのテロメラーゼに
結合する因子の使用を提供する。
【００５５】
　なおさらなる局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化するためのテロメ
アに結合する因子の使用を提供する。
【００５６】
　本発明の方法を使用して富化／検出された胎児細胞は、胎児の遺伝子型を分析するため
に使用することができる。従って、別の局面において、本発明は、所定の遺伝子座におけ
る胎児細胞の遺伝子型を分析するための方法を提供し、この方法は、
　ｉ）本発明の方法を使用して富化胎児細胞を得る工程、および／または本発明の方法を
使用して胎児細胞を検出する工程、ならびに
　ｉｉ）所定の遺伝子座における少なくとも１つの胎児細胞の遺伝子型を分析する工程
を含む。
【００５７】
　胎児の遺伝子型は、当該分野で公知の任意の技術を使用して決定することができる。例
としては、核型分析（karyotyping）、ハイブリダイゼーションベースの手順、および／
または増幅ベースの手順が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５８】
　胎児細胞の遺伝子型は任意の目的のために分析することができる。代表的には、遺伝子
型は、その子孫が所定の特性を有する可能性を検出するために分析される。好ましくは、
胎児細胞は、疾患状態またはそれに対する素因に関連する遺伝性異常について分析される
。１つの実施形態において、上記遺伝性異常は、染色体の構造および／または数の異常で
ある。別の実施形態において、この遺伝性異常によって、異常なタンパク質がコードされ
る。別の実施形態において、この遺伝性異常は、遺伝子の発現レベルの低下または上昇を
もたらす。
【００５９】
　少なくともいくつかの例において、本発明の富化方法によって、純粋な胎児細胞集団は
生じない。つまり、一部の母系細胞は残存する場合がある。従って、好ましい実施形態に
おいて、診断（決定、分析など）の方法は、細胞を胎児細胞と同定する工程をさらに含む
。この分析によって、母系細胞または胎児細胞は正に同定することができる。母系細胞の
正の同定の場合においては、非標識細胞が胎児細胞である。あるいは、異なる選択可能な
マーカーを用いて母形細胞と胎児細胞との両方が正に同定され、または母系細胞と胎児細
胞との間で異なるレベルのシグナルを生じさせるマーカーが使用される。これらの手順は
、当該分野で公知の任意の技術を使用して実施することができる。例えば、男性（雄性）
胎児細胞のためには、Ｙ染色体特異的なプローブを使用することができる。別の例におい
て、テロメアの長さが分析される。さらなる実施形態において、クラスＩ　ＭＨＣ分子に
結合する因子（例えば、抗体）を使用して、母系細胞が同定される。この実施形態を行う
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のに適切な他の方法は、本明細書において記載される。
【００６０】
　富化／検出された胎児細胞は、その胎児の性別を決定するために使用することができる
。結果として、さらなる局面において、本発明は胎児の性別を決定する方法を提供する。
この方法は、
　ｉ）本発明に従う方法を使用して富化胎児細胞を得る工程、および／または本発明の方
法を使用して胎児細胞を検出する工程、ならびに
　ｉｉ）その胎児の性別を決定するために少なくとも１つの胎児細胞を分析する工程
を含む。
【００６１】
　胎児の性別を決定するための胎児細胞の分析は、当該分野で公知の任意の方法を使用し
て行うことができる。例えば、Ｙ染色体特異的なプローブを使用することもできるし、お
よび／または細胞を核型分析することもできる。
【００６２】
　富化された胎児細胞はまた、その胎児の父親を同定するためにも使用することができる
。従って、さらなる局面において、本発明は、胎児の父親を決定する方法を提供し、この
方法は、
　ｉ）本発明に従う方法を使用して富化胎児細胞を得る工程、および／または本発明の方
法を使用して胎児細胞を検出する工程、
　ｉｉ）１以上の遺伝子座において候補父親の遺伝子型を決定する工程、
　ｉｉｉ）１以上のその遺伝子座において胎児の遺伝子型を決定する工程、ならびに
　ｉｖ）ｉｉ）およびｉｉｉ）の遺伝子型を比較して、上記候補父親がこの胎児の生物学
的父親である可能性を決定する工程
を含む。
【００６３】
　いくつかの場合において、母親の遺伝子型も分析されることは本質的ではない場合があ
るが、正確性のために、この方法は、上記１以上の上記遺伝子座において母親の遺伝子型
を決定する工程をさらに含むことが好ましい。
【００６４】
　候補父親、胎児、または母親の遺伝子型の分析は、当該分野で公知の任意の技術を使用
して行うことができる。１つの好ましい技術は、ゲノムのタンデムリピート領域（tandem
ly repeated region）にハイブリダイズするプローブ／プライマーを使用してＤＮＡフィ
ンガープリント分析を行うことである。別の技術は、ゲノムのＨＬＡ／ＭＨＣ領域を分析
することである。
【００６５】
　さらなる局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化するためのキットを提
供し、このキットは、
　ｉ）少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子、および／またはＭＨＣ分子と会合す
る化合物に結合する因子、および／または造血細胞に結合する因子、ならびに
　ｉｉ）テロメラーゼに結合する分子、および／または上記テロメラーゼのタンパク質成
分をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする分子、および／またはテロメアに
ハイブリダイズする分子
を含む。
【００６６】
　なお別の局面において、本発明は、サンプルから胎児細胞を富化するためのキットを提
供し、このキットは、少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子、および／またはＭＨ
Ｃ分子と会合する化合物に結合する因子、および／または造血細胞に結合する因子を含む
。
【００６７】
　好ましくは、少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子は、抗体である。
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【００６８】
　別の実施形態において、上記キットは、
　ｉ）全てのＨＬＡ－Ａ分子に結合する因子、
　ｉｉ）全てのＨＬＡ－Ｂ分子に結合する因子、および／または
　ｉｉｉ）全てのＨＬＡ－Ａ分子およびＨＬＡ－Ｂ分子に結合する因子
を含む。
【００６９】
　好ましくは、少なくとも１つの因子は、磁気ビーズに結合される。
【００７０】
　なお別の局面において、本発明は、胎児細胞を検出するためのキットを提供し、このキ
ットは、テロメラーゼに結合する分子、および／または上記テロメラーゼのタンパク質成
分をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする分子、および／またはテロメアに
ハイブリダイズする分子を含む。
【００７１】
　好ましくは、上記分子は、抗テロメラーゼ抗体、テロメラーゼのタンパク質成分をコー
ドするｍＲＮＡにハイブリダイズするポリヌクレオチド、テロメラーゼのＲＮＡ成分にハ
イブリダイズするポリヌクレオチド、または染色体上のテロメアＤＮＡにハイブリダイズ
するポリヌクレオチドからなる群より選択される。
【００７２】
　好ましくは、この分子は検出可能に標識される。
【００７３】
　さらなる局面において、本発明は、胎児細胞において遺伝性異常を検出するためのキッ
トを提供し、このキットは、
　ｉ）胎児細胞を検出するための分子であって、この分子は、テロメラーゼ、テロメラー
ゼのタンパク質成分をコードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする分子、またはテ
ロメアにハイブリダイズする分子、ならびに
　ｉｉ）上記遺伝性異常を検出するための少なくとも１種の試薬
を含む。
【００７４】
　明らかであるように、本発明の１つの局面の好ましい特色および特徴は、本発明の多く
の他の局面に適用することができる。
【００７５】
　本明細書全体を通じて、用語「含む（comprise）」または「含む（comprises）」もし
くは「含んでいる（comprising）」などのバリエーションは、述べられた要素、整数もし
くは工程、または要素群、整数群もしくは工程群を包含するが、任意の他の要素、整数も
しくは工程、または要素群、整数群もしくは工程群を除外しないことを意味することが理
解される。
【００７６】
　本発明は、以下の非限定的な実施例によって、添付の図への参照と共に以下に記載され
る。
【００７７】
　（配列表のキー）
　配列番号１：ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（Genbank登録番号 AAC51724）
　配列番号２：ヒトテロメラーゼ逆転写酵素をコードするｍＲＮＡ（Genbank登録番号 NM
 _003219）
　配列番号３：ヒトテロメラーゼのＲＮＡ成分（Genbank登録番号 AF047386の７９９～１
２４８番目のヌクレオチド）
【発明を実施するための最良の形態】
【００７８】
　（発明の詳細な説明）
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　（一般的技術）
　特に別に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術用語および科学用
語は、（例えば、細胞培養、胎児細胞生物学、分子遺伝学、免疫学、免疫組織化学、タン
パク質化学、核酸ハイブリダイゼーション、フローサイトメトリーおよび生化学の）当業
者によって通常理解される意味と同じ意味を有すると考えられるべきである。
【００７９】
　別に示されない限り、本発明において利用される組換えタンパク質、細胞培養、および
免疫学的な技術は、標準的な手順であり、当業者に周知である。このような技術は以下の
ような供給源の文献全体にわたって記載および説明されており、これらの文献は本明細書
において参考として援用される： J. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning
, John Wiley and Sons (1984)，J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laborator
y Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989)，T. A. Brown (編者), Essen
tial Molecular Biology: A Practical Approach, Volume 1 およびVolume 2, IRL Press
 (1991)， D.M. GloverおよびB.D. Hames (編者), DNA Cloning: A Practical Approach,
 Volumes 1-4, IRL Press (1995 and 1996)，ならびにF.M. Ausubel et al. (編者), Cur
rent Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wiley- Interscie
nce (1988, 現在までの全ての更新を含む)， Ed HarlowおよびDavid Lane (編者) Antibo
dies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988)，ならびにJ.E. 
Coligan et al. (編者) Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons (現在ま
での全ての更新を含む)。
【００８０】
　（主要組織適合遺伝子複合体）
　主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）は、少なくとも３つのクラスの遺伝子を含む。ク
ラスＩ遺伝子およびクラスＩＩ遺伝子は、細胞表面上に発現される抗原をコードし、一方
、クラスＩＩＩ遺伝子は、補体系のいくつかの構成要素をコードする。クラスＩ抗原およ
びクラスＩＩ抗原は糖タンパク質であり、Ｔリンパ球にペプチドを提示する。ヒトＭＨＣ
分子は、ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）としても当該分野で公知である。従って、用語「ＨＬ
Ａ」と「ＭＨＣ」とは、多くの場合、本明細書において交換可能に使用される。
【００８１】
　ヒトおよびマウスのクラスＩ分子は、ヘテロダイマーであり、重鎖α（４５ｋＤ）およ
び軽鎖β２グロブリン（１２ｋＤ）からなる。クラスＩ分子は、全てではないが大部分の
有核細胞において見出される。このα鎖は、３つの細胞外ドメイン（α１、α２およびα
３）、さらに膜貫通ドメインおよび細胞質ドメインに分けることができる。α３ドメイン
は、β２ミクログロブリンと同様に、保存性が高い。α３ドメインおよびβ２ミクログロ
ブリンの両方は、ヒト免疫グロブリンのＣＨ３ドメインに対して相同的である。
【００８２】
　クラスＩＩ分子は、ヘテロダイマー糖タンパク質（α鎖（３４ｋＤ）およびβ鎖（２９
ｋＤ））である。各鎖は、２つの細胞外ドメインを、膜貫通ドメインおよび細胞質ドメイ
ンと一緒に有する。膜に近いα２ドメインおよびβ２ドメインは、免疫グロブリンＣＨド
メインに対して相同的である。クラスＩＩ分子は、クラスＩと比較して発現の程度は一般
的でなく、代表的には、樹状細胞、Ｂリンパ球、マクロファージおよびいくつかの他の細
胞型で見出されている。
【００８３】
　ヒト第６番染色体の短腕には３つのクラスＩ遺伝子座（Ｂ、Ｃ、Ａ）、そしてマウス第
１７番染色体には４つの遺伝子座（Ｋ、Ｄ（Ｌ）、Ｑａ、Ｔｌａ）が存在する。これらの
遺伝子座は、多型性の程度が高い。変動性の残基は、７つの部分配列中（３つはαドメイ
ン、そして４つはα２ドメイン）に集まっている。３つの主要なヒトクラスＩＩ遺伝子座
（ＨＬＡ－ＤＲ、ＨＬＡ－ＤＯ、ＨＬＡ－ＤＰ）および２つのマウス遺伝子座（Ｈ－２Ｉ
－Ａ、Ｈ－２Ｉ－Ｅ）が存在する。全てのクラスＩＩβ鎖は多型性である。ヒトＨＬＡ－
ＤＱα鎖もまた多型性である。
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【００８４】
　好ましくは、本発明の少なくともいくつかの方法は、少なくとも１種のＭＨＣ分子に結
合する因子（好ましくは、抗体）を利用する。好ましくは、上記因子は、ＭＨＣ分子の細
胞外部分に結合する。これは、ｉ）本発明の方法を使用して、生胎児細胞を富化すること
ができる、およびｉｉ）その因子が細胞膜を通過することを確認する追加工程（例えば、
細胞を固定して透過処理する工程）が必要とされないという、少なくとも２つの利点を有
する。
【００８５】
　好ましくは、上記因子は、少なくとも１種のクラスＩ　ＨＬＡ分子に結合することがで
きる。１つの実施形態において、この因子は、ＨＬＡ－Ａ分子、ＨＬＡ－Ｂ分子およびＨ
ＬＡ－Ｃ分子に結合することができる。好ましい実施形態において、この因子は、ＨＬＡ
－Ａ分子および／またはＨＬＡ－Ｂ分子に結合することができる。さらなる実施形態にお
いて、ＭＨＣ分子の同じクラスもしくはサブクラス、または異なるクラスもしくはサブク
ラスに結合する少なくとも２種の異なる因子を使用することができる。
【００８６】
　本明細書において使用される場合、「単一型の決定基」とは、抗体などの適切な結合因
子によって認識され得る基のうちで、少なくとも９０％、より好ましくは少なくとも９５
％、より好ましくは少なくとも９９％、そしてさらにより好ましくは１００％の間で高度
に保存されるグループタンパク質（group protein）の領域をいう。この領域は、一続き
のアミノ酸である場合もあるし、および／またはタンパク質の折りたたみにおいて密接に
関連する保存性の高いアミノ酸の基である場合もある。例えば、クラスＩ　ＭＨＣ分子の
「単一型の決定基」は、このクラスの異なるタンパク質の間で高度に保存されており、か
つ同じ抗体によって結合され得る、クラスＩ　ＭＨＣ遺伝子の異なる遺伝子座によってコ
ードされるタンパク質（アイソタイプ）の領域である。
【００８７】
　本明細書において使用される場合、ＭＨＣ分子の「サブクラス」は、特定のクラスのＭ
ＨＣ分子の別個の型である。例えば、ＨＬＡ－Ａ分子およびＨＬＡ－Ｂ分子は、本明細書
において、各々、クラスＩ　ＭＨＣ分子のサブクラスとみなされる。
【００８８】
　（テロメアおよびテロメラーゼ）
　テロメアは、真核細胞染色体の末端に位置するＤＮＡ－タンパク質複合体からなり、例
えば、染色体の末端領域の分解、テロメアと別のテロメアもしくは分解ＤＮＡ末端との融
合、または不適切な組換えなどの事象を促進するゲノムの不安定性に対する保護を提供す
るために機能する。出生前のテロメアは、最大の長さであると考えることができる。出生
後、各細胞の分裂に伴って、テロメアは次第に短くなる（Vaziri et al, 1994）。テロメ
アＤＮＡは、テロメアタンパク質に対する結合部位を含む分子骨格を形成するＤＮＡのタ
ンデムリピート（ヒトでは６塩基対配列ＴＴＡＧＧＧ）を含み、テロメアにおいて動的な
ＤＮＡ－タンパク質複合体を生じる。
【００８９】
　テロメラーゼは、染色体の末端においてテロメアの形成、維持および修復に関係する酵
素である。テロメラーゼは、テロメアＤＮＡ配列を合成するＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラ
ーゼとして作用し、２種の必須成分からなる。１つ目は機能的ＲＮＡ成分であり（ヒトに
おいて、ｈＴＲとしても公知である－配列番号３を参照のこと）、もう一つは触媒タンパ
ク質である（ヒトにおいて、ｈＴＥＲＴとしても公知である－配列番号１を参照のこと）
。従って、テロメラーゼはリボ核タンパク質である。テロメラーゼは、細胞の増殖能を調
節する。テロメラーゼは、現在、腫瘍関連抗原と分類されている。テロメラーゼは、ウイ
ルス感染への応答の際にリンパ球のクローン増殖にも役割を果たすことができる。
【００９０】
　生化学用語において、テロメラーゼは、テロメラーゼ逆転写酵素（ＴＥＲＴ）として作
用する。テロメラーゼはＲＮＡをＤＮＡに転写し、テロメア配列に特異的な逆転写酵素で
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ある。テロメラーゼは２つの特有の特徴を有する：テロメラーゼは、一本鎖（Ｇリッチ）
テロメアプライマーを認識することができ、テロメラーゼは、ＲＮＡ部分を鋳型として使
用することによって、テロメアの末端に複数のテロメアリピートを追加することができる
。
【００９１】
　テロメラーゼ活性、テロメアの長さ、および細胞複製能の間の相互関係から、テロメラ
ーゼによってテロメアの長さを維持することは、複製能および老化を制御するための分子
時計として作用するという理論が導かれている。
【００９２】
　ヒトおよび他のテロメラーゼのＲＮＡ成分は、クローニングされており、特徴付けされ
ている（WO 96/01835）。しかし、テロメラーゼの全てのタンパク質成分を特徴付けする
ことは困難である。それにもかかわらず、ＴＥＲＴと相互作用し得る多くのタンパク質が
同定されており、それらのタンパク質としては、ＴＥＰ－１（テロメラーゼ関連タンパク
質１）（Harrington et al, 1997）および１４－３－３タンパク質（Seimiya et al, 200
0）が挙げられる。
【００９３】
　本明細書において使用される場合、用語「テロメラーゼ」とは、少なくとも、機能的Ｒ
ＮＡ成分および逆転写酵素を含むリボ核タンパク質をさす。しかし、少なくともいくつか
の例において、この用語は、テロメラーゼ複合体の部分を形成し得る他のタンパク質（例
えば、ＴＥＰ－１および１４－３－３タンパク質）も包含し得る。
【００９４】
　（因子）
　本発明は、母系細胞または胎児細胞によって発現される分子を結合する種々の因子の使
用に依存する。これらの因子は、それらが標的分子に結合し得る限り、どんな構造のもの
でもよいし、どんな組成物であってもよい。１つの実施形態において、本発明に有用な因
子は、タンパク質である。好ましくは、上記タンパク質は、抗体またはそのフラグメント
である。
【００９５】
　ある実施形態において、少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子を使用することが
好ましく、この因子は抗ＭＨＣ抗体であることが好ましい。好ましくは、上記抗体は、Ｍ
ＨＣ分子の細胞外部分に結合する。別の実施形態において、上記抗体は、テロメラーゼの
タンパク質成分（好ましくは逆転写酵素）に特異的に結合する。
【００９６】
　本発明の方法に有用な抗体は、モノクローナル抗体であってもよいし、ポリクローナル
抗体であってもよい。本発明の方法に有用な抗体は、当該分野で公知の技術を使用して容
易に産生することができる。あるいは、少なくとも数種類の抗ＭＨＣ抗体は、US Biologi
cal (Massachusetts, USA)およびChemicon International Inc. (California, USA)など
の商業的供給源から入手することができる。さらに、少なくとも数種類の抗テロメラーゼ
抗体は、Abcam Ltd (Cambridge, UK)およびCalbiochem (California, USA)などの商業的
供給源から入手することができる。
【００９７】
　用語「特異的に結合する」とは、抗体が標的リガンド（例えば、テロメラーゼまたはＭ
ＨＣ分子）には結合するが、サンプル中の他のタンパク質には結合しない能力をさす。
【００９８】
　ポリクローナル抗体が所望される場合、適切な免疫原性ポリペプチドによって選択哺乳
動物（例えば、マウス、ウサギ、ヤギ、ウマなど）を免疫化する（例えば、抗ＭＨＣ抗体
が所望される場合、ＨＬＡ－Ａの細胞外ドメインを使用することができ、または抗テロメ
ラーゼ抗体が必要とされる場合、配列番号１に提供される配列を含むタンパク質を使用す
ることができる）。免疫された動物由来の血清を収集して、公知の手順に従って処理する
。ポリクローナル抗体を含む血清が、他の抗原に対する抗体を含む場合、そのポリクロー
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ナル抗体は、免疫親和性クロマトグラフィーによって精製することができる。ポリクロー
ナル抗血清を生成および処理するための技術は、当該分野で公知である。
【００９９】
　モノクローナル抗体は、当業者によって容易に製造することができる。ハイブリドーマ
によってモノクローナル抗体を作製するための一般的方法論は、周知である。不死化抗体
産生細胞株は、細胞融合によって、および腫瘍形成ＤＮＡによるＢリンパ球の直接の形質
転換、またはエプスタイン－バーウイルスによるトランスフェクションなどの他の技術に
よっても、作製することができる。生成したモノクローナルのパネルは、種々の特性につ
いて、すなわち、アイソタイプおよびエピトープの親和性についてスクリーニングするこ
とができる。
【０１００】
　代替的技術としては、ファージディスプレイライブラリのスクリーニングが挙げられ、
このライブラリでは、例えば、ファージは、膜の表面上に多種多様な相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）を含む一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）フラグメントを発現する。この技術は当該分野で周
知である。
【０１０１】
　本発明の目的について、用語「抗体」は、逆であることが明記されない限り、標的抗原
に対する結合活性を保持する、抗体のフラグメント全体を包含する。このようなフラグメ
ントとしては、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ’）およびＦ（ａｂ’）2のフラグメント、ならびにｓｃ
Ｆｖが挙げられる。さらに、抗体およびそのフラグメントは、例えばEP-A-239400に記載
されたようなヒト化抗体であってもよい。
【０１０２】
　好ましくは、本発明の方法において使用される因子は、検出可能な標識または単離可能
な標識に結合される。あるいは、上記因子は、直接的には標識されないが、例えば、その
因子に特異的に結合する検出可能に標識された二次抗体を使用する間接的方法を用いて検
出される。
【０１０３】
　用語「検出可能」な標識および「単離可能」な標識は、大体において本明細書中で交換
可能に使用される。本発明の方法に有用ないくつかの標識は、容易には可視化する（検出
可能である）ことができなくてもよいが、それにもかかわらず胎児細胞を富化（単離）す
るために使用することができる（例えば、常磁性粒子）。
【０１０４】
　抗体結合の直接的な測定を可能にする例示的標識としては、放射性標識、発蛍光団、色
素、磁気ビーズ、化学発光物質（chemiluminescer）、コロイド状粒子などが挙げられる
。結合の間接測定を可能にする標識の例としては、基質が有色生成物または蛍光生成物を
提供し得る酵素が挙げられる。さらなる例示的標識としては、適切な基質の添加の後に、
検出可能な生成物シグナルを提供し得る共有結合性酵素が挙げられる。結合体に使用する
のに適切な酵素の例としては、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファ
ターゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼなどが挙げられる。市販されていない場合は、このよ
うな抗体－酵素結合体は、当該分野で公知の技術によって容易に生成することができる。
さらなる例示的な検出可能な標識としては、アビジンまたはストレプトアビジンに高い親
和性で結合するビオチン；蛍光色素（例えば、フィコビリタンパク質、フィコエリトリン
およびアロフィコシアニン；フルオレセインおよびテキサスレッド）（これらは、蛍光活
性化セルソーティングにより使用することができる）；ハプテンなどが挙げられる。
【０１０５】
　抗体を標識するために使用することができる発蛍光団の例としては、フルオレセインイ
ソチオシアネート（FITC）、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（TRITC）、Ｒ
－フィコエリトリン（R-PE）、AlexaTM、色素、Pacific BlueTM、アロフィコシアニン（A
PC）、およびPerCPTMが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０６】
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　上記標識は、量子ドット（quantum dot）であってもよい。抗体標識の文脈において、
それらは、蛍光色素と全く同じ方法で使用される。量子ドットは、Quantum Dot Corporat
ion (USA)およびEvident Technologies (USA)を含むいくつかの会社によって開発され販
売されている。量子ドットによって標識された抗体の例は、Michalet et al. (2005) な
らびにTokumasuおよびDvorak (2003)に記載されている。
【０１０７】
　上記に示されるように、いくつかの実施形態において、因子は直接的には標識されてい
ない。この例において、細胞は、別の要素（代表的には、検出可能に標識された二次抗体
）を使用して同定される。所定のマーカーを検出する方法において、検出可能に標識され
た二次抗体を使用することは、当該分野で周知である。例えば、抗ＭＨＣ抗体または抗テ
ロメラーゼ抗体がウサギから産生される場合、二次抗体は、マウスから産生された抗ウサ
ギ抗体であり得る。
【０１０８】
　本明細書において使用される場合、抗体などの因子についての用語「飽和以下の濃度」
とは、因子の分子数が、サンプル中の標的分子（例えば、ＭＨＣクラスＩ分子）の数より
も少なく、好ましくは顕著に少ないことを意味する。従って、この状況においては、細胞
１個あたりごくわずかな標的抗原のみが、因子を標的抗原に結合させる。例えば、いくつ
かの実施形態において、標的に対する因子の比は、１：１０未満、１：１００未満、１：
１０００未満または１：１００００未満である。因子の飽和以下の濃度は、標準的技術を
使用して、当業者が容易に決定することができる。
【０１０９】
　抗体によって結合された母系細胞は、補体依存的な溶解によって殺傷することが可能で
あり、従ってサンプルから除去させることが可能である。例えば、抗体標識した細胞を、
ウサギ補体と共に３７℃で２時間インキュベートすることができる。適切な補体系の商業
的供給源としては、Calbiochem、Equitech-Bio およびPel Freez Biologicalsが挙げられ
る。補体依存的な溶解に使用するために適切な抗ＭＨＣ抗体は当該分野で公知であり、例
えば、本実施例中で言及されているＷ６／３２抗体を、この手順のために使用することが
できる。
【０１１０】
　（テロメラーゼのＲＮＡ成分、テロメラーゼのタンパク質成分をコードするｍＲＮＡま
たはテロメアに結合するプローブを使用した胎児細胞の標識）
　本発明の方法において使用するプローブは、代表的には、ＤＮＡでもＲＮＡでもそれら
の混合物でもよい。しかし、上記プローブは、分解の可能性を低減するために通常設計さ
れる改変を含み得る。このような改変は、代表的には、ヌクレオチドアナログおよび／ま
たは変更リンカー基を使用することである。本発明のプローブに使用することができる核
酸アナログとしては、ホスホロアミデート結合、ホスホロチエート結合、ホスホロジチオ
エート結合、Ｏ－メチルホスホロアミデート結合、ならびにペプチド核酸の骨格および結
合が挙げられる。他のアナログ核酸としては、正電荷骨格、非イオン性骨格および非リボ
ース骨格を有するものが挙げられる。１つ以上の炭素環式糖を含むプローブもまた、本発
明の方法において有用である。
【０１１１】
　好ましくは、本発明の方法において使用されるプローブは、少なくとも１５ヌクレオチ
ド長、より好ましくは少なくとも２０ヌクレオチド長、より好ましくは少なくとも２５ヌ
クレオチド長、より好ましくは少なくとも５０ヌクレオチド長、およびさらにより好まし
くは少なくとも１００ヌクレオチド長である。
【０１１２】
　１つの実施形態において、上記プローブは、ヒトＴＥＲＴをコードするｍＲＮＡ（配列
番号２）またはヒトテロメラーゼのＲＮＡ成分（配列番号３）にハイブリダイズすること
ができる。これらの実施形態のプローブは十分な長さおよび特異性のものであり、分析さ
れるサンプル中の細胞の非標的のＤＮＡまたはＲＮＡへのバックグラウンドのハイブリダ
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イゼーションが（たとえあったとしても）ほとんどない。このようなプローブは、当業者
によって容易に設計することができる。
【０１１３】
　別の実施形態において、上記プローブはテロメアにハイブリダイズする。上記に概説さ
れるように、ヒトのテロメアは、ＴＴＡＧＧＧのリピートである。従って、本発明のこの
実施形態に有用なプローブは、この配列の複数リピートまたはその逆方向相補体を含む。
代表的には、テロメアとハイブリダイズするプローブは、適度な長さのものであり、その
長さは、少なくとも１ｋｂ、少なくとも５ｋｂ、少なくとも２０ｋｂ、少なくとも５０ｋ
ｂ、少なくとも１００ｋｂ、または少なくとも２００ｋｂである。非胎児細胞もテロメア
を含むが、テロメアプローブとのハイブリダイゼーションにおいてより大きなシグナルを
生じる細胞を選択することによって、胎児細胞を依然として検出することができる。
【０１１４】
　ペプチド核酸（ＰＮＡ）アナログを含むペプチド核酸プローブが特に好ましい。天然に
存在する核酸のホスホジエステル骨格の帯電性が高いのとは対照的に、これらの骨格は、
中性条件下で実質的に非イオン性である。このＰＮＡ骨格は、ハイブリダイゼーション反
応速度の改善を示す。ＰＮＡは、完全にマッチした塩基対と比較して、ミスマッチの塩基
対に対して融点（Ｔｍ）をより大きく変化させる。ＤＮＡおよびＲＮＡは、代表的に、一
つの内部ミスマッチに対して２～４℃のＴｍの低下を示す。非イオン性ＰＮＡ骨格に関し
ては、この低下は、７～９に近い。同様に、それらが非イオン性の性質であることに起因
して、これらの骨格に結合する塩基のハイブリダイゼーションは、塩濃度に対して比較的
影響を受けない。さらに、ＰＮＡは、細胞酵素によっては分解されず、従って、より安定
であり得る。
【０１１５】
　プローブは、標的核酸配列（ゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡまたはテロメラーゼのＲＮＡ成分
のいずれか）にハイブリダイズする場合、プローブの検出を容易にする任意の検出部分を
含み得る。有効な検出部分としては、以下に記載される直接標識および間接標識の両方が
挙げられる。
【０１１６】
　プローブは、検出可能な標識を用いて直接標識することができる。検出可能な標識の例
としては、蛍光化合物または化学発光化合物（例えば、フルオレセインイソチオシアネー
ト、ローダミンまたはルシフェリン）、または酵素（例えば、ＥＬＩＳＡにおいて一般的
に使用される酵素）、ビオチン、ジゴキシゲニン、および放射性同位体（例えば、32Ｐお
よび3Ｈ）が挙げられるが、これらに限定されない。この検出可能な標識は、量子ドット
であってもよい。発蛍光団は、ニックトランスレーション、ランダムプライミング（rand
om priming）、およびＰＣＲ標識などの標準的な技術を用いて標識ヌクレオチドをプロー
ブに組み込むことによって、ヌクレオチドに共有結合させた後に、直接的に標識すること
ができる。あるいは、プローブ内のヌクレオチドは、リンカーによってアミノ基転移する
ことができる。次いで、上記発蛍光団(fluoropore)は、アミノ基転移されたヌクレオチド
に共有結合することができる。有用なプローブ標識の技術は、Molecular Cytogenetics: 
Protocols and Applications, Y.-S. Fan, Ed., Chap. 2, "Labeling Fluorescence In S
itu Hybridization Probes for Genomic Targets", L. Morrison et. al., p. 21-40, Hu
mana Press, 2002に記載されており、これは本明細書において参考として援用される。
【０１１７】
　本明細書において記載される方法で使用され得る発蛍光団の例としては、７－アミノ－
４－メチルクマリン－３－酢酸（ＡＭＣＡ）、Texas RedTM（Molecular Probes, Inc., E
ugene, Oreg.）；５－（および－６）－カルボキシ－Ｘ－ローダミン、リサミンローダミ
ンＢ、５－（および－６）－カルボキシフルオレセイン；フルオレセイン－５－イソチオ
シアネート（ＦＩＴＣ）；７－ジメチルアミノクマリン－３－カルボン酸、テトラメチル
ローダミン－５－（および－６）－イソチオシアネート；５－（および－６）－カルボキ
シテトラメチルローダミン；７－ヒドロキシクマリン－３－カルボン酸；６－［フルオレ



(21) JP 2008-543277 A 2008.12.4

10

20

30

40

50

セイン５－（および－６）－カルボキサアミド］ヘキサン酸；Ｎ－（４，４－ジフルオロ
－５，７－ジメチル－４－ボラ－３ａ，４ａ　ジアザ－３－インダセンプロピオン酸；エ
オシン（cosin）－５－イソチオシアネート；エリトロシン－５－イソチオシアネート；
５－（および－６）－カルボキシローダミン６Ｇ；およびCascadeTM ブルーアセチルアジ
ド（aectylazide）（Molecular Probes, Inc., Eugene, Oreg.）が挙げられるが、これら
に限定さない。
【０１１８】
　複数のプローブが使用される場合、異なる色の発蛍光団を、１セット中の各プローブが
別個に可視化できるように選択することが可能である。例えば、活性化された母系リンパ
球は、このような複数プローブのアプローチを使用して胎児細胞から識別することができ
る。
【０１１９】
　蛍光部分で標識されたプローブは、蛍光顕微鏡および各発蛍光団について適切なフィル
ターを使用して、または複数の発蛍光団を観察するための二重もしくは三重のバンドパス
（band-pass）フィルターを使用することによって調べることができる。任意の適切な顕
微鏡画像化方法を使用してハイブリダイズしたプローブを可視化することが可能であり、
これらの方法としては、自動化デジタル画像化システム（例えば、MetaSystemsまたはApp
lied Imagingから利用可能なシステム）が挙げられる。あるいは、フローサイトメトリー
などの技術を使用して、プローブのハイブリダイゼーションパターンを調査することもで
きる。
【０１２０】
　当該分野で周知の手段によって、例えばビオチンまたはジゴキシゲニン（digoxygenin
）を用いてプローブを間接的に標識することもできる。しかし、二次検出分子またはさら
なる処理工程は、次いで標識されたプローブを可視化することを必要とする。例えば、ビ
オチンで標識したプローブは、検出可能なマーカー（例えば、発蛍光団）に結合体化した
アビジンによって検出することが可能である。さらに、アビジンは、アルカリホスファタ
ーゼまたはホースラディッシュペルオキシダーゼなどの酵素マーカーに結合体化すること
ができる。このような酵素マーカーは、その酵素に対する基質を使用して、標準的な熱量
測定反応（calorimetric reaction）において検出することができる。アルカリホスファ
ターゼに対する基質としては、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート（
indolylphosphate）およびニトロブルーテトラゾリウムが挙げられる。ジアミノベンゾエ
ートは、ホースラディッシュペルオキシダーゼの基質として使用することができる。
【０１２１】
　ジゴキシゲニンＰＮＡプローブは、DAKO Cytomationによるテロメアの長さのフローサ
イトメトリー測定のために市販されている。ジゴキシゲニン結合体化ハイブリダイゼーシ
ョンは、抗ジゴキシゲニンの蛍光標識された抗体を使用して検出することができる。ジゴ
キシゲニン含有核酸プローブは、Dig-RNAラベリングキット（Roche）を使用しても作製す
ることができる。
【０１２２】
　例えば、蛍光標識したＰＮＡプローブを使用するテロメアの長さの検出に関して、本発
明の好ましい実施形態は、最もはっきりと標識された細胞を選択することである。例えば
ある実施形態において、胎児細胞は、代表的には、母系細胞よりも約１．３～約１．５倍
の大きさのシグナルを有する。フローサイトメトリーを使用して、De Pauw et al. (1998
)およびNarath et al (2005)によって記載されるような解析アルゴリズムによりテロメア
の長さを測定することができる（例えば、Schmid et al, 2002; Baerlocher et al, 2002
; Baerlocher et al, 2003; Cabuy et al, 2004によって記載されている）。このアルゴ
リズムは、標識の程度が低い母系細胞から標識の程度の高い胎児細胞を識別するのに適切
である。
【０１２３】
　（標識胎児細胞の検出および単離）
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　本明細書において使用される場合、用語「富化（enriching）」および「富化された（e
nriched）」は、その最も広い意味で使用され、処置サンプル中の非胎児細胞に対する胎
児細胞の相対濃度が、同等の未処置サンプルよりも高いように胎児細胞を単離することを
包含する。好ましくは、富化胎児細胞は、母親から得られたサンプル中の非胎児細胞の少
なくとも１０％、より好ましくは少なくとも２０％、より好ましくは少なくとも３０％、
より好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少なくとも５０％、より好ましくは少
なくとも６０％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも７５％、
より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは少
なくとも９５％、そしてさらにより好ましくは少なくとも９９％から分離される。より好
ましくは、この富化細胞集団は、母系細胞を含まない（すなわち、純粋である）。用語「
富化する」およびそのバリエーションは、本明細書において用語「単離する」およびその
バリエーションと交換可能に使用する。さらに、本発明の方法を使用して富化された細胞
の集団は、単一の胎児細胞のみを含み得る。さらに、本発明の富化方法は、単一の胎児細
胞を単離するために使用することができる。
【０１２４】
　当該分野で周知の種々の技術（セルソーティング（特に、蛍光活性化セルソーティング
（ＦＡＣＳ））が挙げられる）によって、基質（例えば、パンニングする場合、プラスチ
ック表面）に結合する親和性試薬を使用することによって、またはビーズの特性に基づい
て単離することができる固相粒子（例えば、有色ラテックス粒子または磁気粒子）に結合
する親和性試薬を使用することによって、少なくとも１つの型のＭＨＣ分子を発現する母
系細胞をサンプルから除去させることができる。これらの同じ手順を使用して、テロメラ
ーゼおよび／またはテロメアの長さをマーカーとして使用して、細胞を富化することがで
きる。当然、母系細胞を取り出すために使用される手順は、細胞を標識した方法に依存す
る。
【０１２５】
　セルソーティングによって母系細胞を取り出すために、細胞は、セルソーターにより検
出することができる基質（好ましくは、色素）を用いて直接的または間接的に標識される
。好ましくは、上記色素は蛍光色素である。数多くの異なる色素が当該分野で公知であり
、これらとしては、フルオレセイン、ローダミン、Texas red、フィコエリトリンなどが
挙げられる。セルソーティングに適切な特性を有する任意の検出可能な物質を使用するこ
とができる（例えば、蛍光色素の場合、ソーターの光源によって励起することができる色
素、および細胞ソータの検出器によって検出することができる放出スペクトル）。さらに
、テロメラーゼおよびまたはテロメアの長さをマーカーとして使用する同様の技術を使用
して、細胞を富化することもできる。
【０１２６】
　フローサイトメトリーにおいては、レーザー光のビームが、細胞または他の粒子を含む
液体の流れを通して投射される。この細胞または他の粒子は、焦点に収束された光と衝突
したときに、検出器によって収集される出力シグナルを発する。次いで、これらのシグナ
ルは、コンピュータに記憶してデータを分析するために変換され、種々の細胞特性に関す
る情報を提供することができる。適切な色素で標識した細胞は、レーザービームによって
励起されて特徴的な波長において光を発する。この発光を検出器によって収集し、これら
のアナログシグナルをデジタルシグナルに変換し、それらの記憶、分析および表示が可能
になる。
【０１２７】
　多くのより大規模フローサイトメーターは、例えば、蛍光活性化セルソーティング（Ｆ
ＡＣＳ）などの「細胞ソーター」でもあり、特定の細胞集団からチューブもしくは他の収
集容器へと細胞を選択的に入れる能力を有する機器である。特に好ましい実施形態におい
て、細胞はＦＡＣＳを使用して単離される。この手順は当該分野で周知であり、例えば、
以下に記載されている： Melamed, et al. (1990) Flow Cytometry and Sorting Wiley-L
iss, Inc., New York, N. Y.; Shapiro (2003) Practical Flow Cytometry, 4 ed, Wiley
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-Liss, Hoboken, NJ.;およびRobinson, et al. (1993) Handbook of Flow Cytometry Met
hods Wiley-Liss, New York, N. Y.。
【０１２８】
　細胞をソーティングするために、電子機器は、レーザービームによって信号を送られた
場合に各細胞について収集されるシグナルを翻訳し、コンピュータに設定されたシグナル
をソーティング基準と比較する。細胞が要求される基準を満たす場合、電荷が液体流に適
用される。この液体流は、細胞を含む液滴に正確に分かれる（break）。所定の細胞がそ
の流れからまさに分かれる正確な瞬間に、この電荷が流れに適用され、次いで荷電した液
滴が流れから分かれたときに適用をやめる。液滴が落ちると、その液滴は２つの金属板（
強く正または負に荷電しているもの）の間を通過する。荷電した液滴は、逆の極性の金属
板に向かって移動し、さらなる試験のための収集容器または顕微鏡スライドに入れられる
。
【０１２９】
　これらの細胞は、例えばレーザー（例えばアルゴンレーザー（４８８ｎｍ））を使用し
て、および例えば自動クローニングユニット（Autoclone unit）を取り付けたフローサイ
トメーター(Coulter EPICS Altra, Beckman- Coulter, Miami, FIa., USA)を用いて、単
一の細胞として、または複数の細胞として収集容器に自動的に入れることができる。本発
明の方法に有用な適切なＦＡＣＳ機器の他の例としては、MoFloTM高速細胞ソーター(Dako
-Cytomation ltd)、FACS AriaTM (Becton Dickinson)、ALTRATM ハイパーソート(Beckman
 Coulter)およびCyFlowTMソーティングシステム(Partec GmbH)が挙げられるが、これらに
限定されない。
【０１３０】
　固相粒子を使用してサンプルから母系細胞を取り出すために、所望の特性を有する任意
の粒子を利用することができる。例えば、より大きな粒子（例えば、直径約９０～１００
μｍを超える粒子）を使用して、沈降を促進することができる。好ましくは、上記粒子は
、「磁気粒子」（すなわち、磁場を使用して収集することができる粒子）である。代表的
には、磁気プローブで標識した母系細胞を、磁場内に保たれたカラムを通して通過させる
。標識細胞をカラム内（磁場に保たれている）に保持し、一方、未標識細胞を素通りさせ
て、他の末端で溶出する。磁気粒子は、現在、Dynal Biotech (Oslo, Norway)およびMilt
eni Biotech GmbH (Germany)を含む種々の製造業者から市販されている。磁気セルソーテ
ィング（ＭＡＣＳ）の例は、Al- Mufti et al. (1999)によって提供されている。なおさ
らに、テロメラーゼおよび／またはテロメアの長さをマーカーとして使用する細胞富化の
同様の技術を使用することができる。
【０１３１】
　レーザーキャプチャーマイクロダイセクションをまた、本発明の方法を使用して、スラ
イド上で標識された母系細胞を選択的に取り出すために使用することができる。レーザー
キャプチャーマイクロダイセクションを使用する方法は、当該分野で公知である（例えば
、U.S. 20030227611およびBauer et al, 2002を参照のこと）。
【０１３２】
　当業者に認識されるように、母系細胞を１つの型の標識で標識し、胎児細胞を別の型の
標識で標識し、異なる標識に基づいて、それぞれの細胞型を同定および／または除去／選
択することができる。例えば、本明細書に記載されるように、母系細胞が蛍光緑色シグナ
ルを生じるようにそれらを標識することができ、そして本明細書に記載されるように、母
系細胞が蛍光赤色シグナルを生じるようにそれらを標識することができる。
【０１３３】
　富化の後、当業者に公知の技術を使用して、細胞をインビトロで培養して胎児細胞の数
を増加させることができる。例えば、RPMI 1640培地（Gibco）での培養が挙げられる。
【０１３４】
　（サンプルおよび細胞の調製）
　本明細書において使用される場合、用語「サンプル」とは、妊娠している女性から直接
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的に採取された物質（例えば、血液）および既に部分的に精製されたそのような物質をさ
す。このような部分的精製の例としては、少なくとも一部の非細胞物質の除去、母系赤血
球の除去、および／または母系リンパ球の除去が挙げられる。従って、用語「サンプル」
は、本明細書において、例えば、抗ＭＨＣ抗体を使用した母系細胞の除去の後であるがテ
ロメラーゼの発現またはテロメアの長さに基づいて選択する前に得られるサンプル（逆も
また同様）を含むように広く使用される。いくつかの実施形態において、サンプル中の細
胞は、本発明の方法が行われる前にインビトロで培養される。
【０１３５】
　本発明の方法は、全ての種の全ての妊娠している雌性（女性）に対して行うことが可能
であり、この方法において、その種のゲノムは、主要組織適合遺伝子複合体を含み、およ
び／またはその生物の胎児細胞は、テロメラーゼを産生する。好ましくは、上記雌性は、
哺乳動物である。好ましい哺乳動物としては、ヒト、家畜動物（例えば、ヒツジ、ウシお
よびウマ）、ならびに愛玩用動物（例えば、ネコおよびイヌ）が挙げられるが、これらに
限定されない。
【０１３６】
　好ましい実施形態において、胎児細胞を含むサンプルは、妊娠している雌性から妊娠の
第１トリメスターに得られる。１つの実施形態において、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、凝固を防止されている血液サンプルであ
ってもよい。このサンプルは、好ましくは、死細胞、細胞破片および細胞凝集の数を最小
限にするために、使用するまで０～４℃で保存される。サンプル中の胎児細胞の数は、胎
児の胎齢（age）を含む要素に依存して変動する。代表的には、７～２０ｍｌの母系血液
は、母系細胞からの分離において十分な胎児細胞を提供する。好ましくは、３０ｍｌ以上
の血液が採取されると、さらなるサンプルを採取する必要なく十分な細胞が確保される。
【０１３７】
　別の実施形態において、例えば、WO 03/020986、WO 2004/076653またはWO 2005/047532
に一般的に記載されるように、胎児細胞は、母親の子宮頚部粘液（cervical mucous）か
ら得られる。
【０１３８】
　好ましい実施形態において、母系血液を含むサンプルまたは母系血液に由来するサンプ
ルから、赤血球が取り出される。赤血球は、当該分野で公知の任意の技術を使用してこと
ができる。赤血球（Red blood cell）（erythrocyte）は、例えば、Percoll、Ficollまた
は他の適切な勾配上での密度勾配遠心分離によって除去することができる。赤血球は、市
販の溶解溶液（例えば、FACSlyseTM, Becton Dickinson）、塩化アンモニウムベースの溶
解溶液、または他の浸透性溶解因子を使用した選択的溶解によって除去させることもでき
る。
【０１３９】
　胎児の有核赤血球（nucleated red cell）は、サンプル中に存在する可能性がある場合
、アセタゾールアミドによる塩化アンモニウム溶解（Orskoff lysis）から保護すること
ができる。
【０１４０】
　回収した胎児細胞の純度は、ＭＨＣ分子以外の母系細胞マーカーに結合する助剤を使用
して母系細胞のサンプルを除去させることによって高めることができる。この目的のため
のこのようなマーカーの選択についての本質的な特徴は、それらが少なくとも大部分の胎
児細胞で発現されていないということである。この補助的な除去は、本発明の工程の前、
工程の間または工程の後に行う。当業者は、母系血液中の有核母系細胞の型としては、Ｂ
細胞、Ｔ細胞、単球、マクロファージ、樹状細胞および幹細胞が挙げられ、それぞれが除
去のために標的となり得る特異的セットの表面マーカーによって特徴付けられることを理
解している。好ましくは、抗体－母系細胞複合体を形成するのに十分な時間かつ条件で、
母系サンプルまたはその有核細胞画分を母系細胞上の細胞マーカーに結合する抗体に曝し
、そして抗体－母系細胞複合体を単離することによって、母系細胞集団または母系細胞を
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、さらに除去させる。本明細書に記載される他の実施形態と同様に、抗体－母系細胞複合
体は、好ましくは、容易に検出可能な標識および／または容易に単離可能な標識と上記複
合体を接触させることによって単離される。サンプルから母系細胞をできる限りさらに除
去させるために標的化することができる非ＭＨＣ分子の例としては、ＣＤ３、ＣＤ４、Ｃ
Ｄ８、ＣＤ１０、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ４５、ＣＤ５６およびBlaschitz et al (200
0)に記載されたタンパク質が挙げられるが、これらに限定されない。このようなさらなる
母系細胞特異的抗原は、少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子と組み合わせて、容
易に使用することができる。例えば、抗ＭＨＣ抗体および抗ＣＤ４５抗体の両方を結合し
た磁気ビーズを作製することができる。
【０１４１】
　テロメアーゼ活性が癌細胞において検出される場合があることが示されている（例えば
、Satyanarayana et al, 2004を参照のこと）。従って、テロメラーゼの存在またはテロ
メアの長さに関して細胞を選択する場合、サンプルは、癌細胞を含まないことが好ましい
。本発明の方法が行われる前に癌について個体をスクリーニングすることによって、この
ような細胞を避けることができる。このようなスクリーニングは、当該分野で公知の任意
の方法によって行うことが可能であり、これらとしては、癌マーカーについて患者または
そのサンプルを分析することが挙げられる。当業者は、このような癌マーカーを、サンプ
ルから癌細胞を取り出す方法においても使用することができることを理解する。
【０１４２】
　癌マーカーは、癌細胞によって発現および／または過剰発現されていることが示されて
いる分子である。癌マーカーの例としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない
：ＣＡ　１５－３（乳癌を含む多くの癌に対するマーカー）、ＣＡ　１９－９（膵臓癌お
よび胆管腫瘍を含む多くの癌に対するマーカー）、ＣＡ　１２５（卵巣癌を含む種々の癌
に対するマーカー）、カルシトニン（甲状腺髄様癌を含む種々の腫瘍に対するマーカー）
、カテコールアミンおよび代謝産物（phaeochromoctoma）、ＣＥＡ（結腸直腸癌および他
の胃腸管癌を含む種々の癌に対するマーカー）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）および／または
上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦＲ）（両方とも結腸癌に関連する）、Ａ３３結腸上皮抗
原（結腸癌）、ｈＣＧ／βｈＣＧ（生殖細胞腫瘍および絨毛癌を含む種々の癌に対するマ
ーカー）、尿中の５ＨＩＡＡ（カルチノイド症候群）、ＰＳＡ（前立腺癌）、セロトニン
（sertonin）（カルチノイド症候群）、ＮＹ－ＥＳＯ－１（食道癌のマーカー）、サイロ
グロブリン（甲状腺癌）、ならびにＣＴ抗原、例えばＭＡＧＥ（多くの肝臓癌および黒色
腫に関連）、ＧＡＧＥ（肝細胞癌）、ＳＳＸ２（肉腫）、分化抗原（例えば、Ｍｅｌａｎ
　Ａ／ＭＡＲＴ１、ＧＰ１００およびチロシナーゼ）、変異抗原（例えば、ＣＤＫ４、β
－カテニン）、増幅抗原（amplification antigen）（例えば、Ｐ５３およびＨｅｒ２）
、およびスプライシング変異体抗原（splice variant antigen）（例えば、ＩＮＧ１）。
【０１４３】
　多くの研究から、患者が癌を有するか否かを調査する場合、リンパ球中のテロメラーゼ
活性が偽陽性となる場合があるということが確認されている（例えば、Kavaler et al., 
1998; Matthews et al., 2001; Seki et al, 2001; Sidransky, 2002; Trulsson et al.,
 2003を参照のこと）。従って、テロメラーゼの存在またはテロメアの長さについて細胞
を選択する場合、少なくともいくつかの環境において、サンプル中のそのような細胞を避
けること、および／または区別的にリンパ球を標識するための手段をとることは有用であ
る。さらに、テロメラーゼの存在またはテロメアの長さに基づいて細胞を選択する場合、
妊娠している女性が活性化リンパ球のレベルの上昇を引き起こし得る感染を有していない
ことを確実にすることも有用である場合がある。リンパ球は、当該分野で公知の任意の技
術を使用して取り出すことおよび／または標識することができる。例えば、Seki et al. 
(2001)は、癌細胞を検出するため、テロメラーゼアッセイを行う前にFicoll-Isopaque勾
配遠心分離を行うことによって、末梢血リンパ球を取り出した。本発明の例において、同
様の手順を使用することができる。別の例において、適切な抗体を用いてリンパ球上の細
胞表面マーカーを標的化し、結合した細胞を分離することによって、細胞は予備ソーティ
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ング（pre-sort）される。代替的には、リンパ球に特異的な抗体は、胎児細胞を検出する
ために使用する標識とは異なる標識を用いて標識することができ、これにより、母系リン
パ球は二重に標識される一方で、胎児細胞は、例えば、テロメラーゼに結合する抗体での
み標識されるので、２つの細胞型を区別することが可能である。母系リンパ球の偽検出を
避けるために使用することができる多くのリンパ球マーカーが存在する。適切なＴ細胞マ
ーカーとしては、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ６、ＣＤ７、ＣＤ８、ＣＤ２５
、ＣＤ５６、ＣＤ９４およびＣＤ１５８ａが挙げられるが、これらに限定されない。適切
なＢ細胞マーカーとしては、ＣＤ１９およびＣＤ２０が挙げられるが、これらに限定され
ない。
【０１４４】
　本発明の方法は、サンプル中の細胞を固定および透過処理する工程を含んでもよい。こ
のような手順は、当該分野で公知である。例えば、固定は、最初のパラホルムアルデヒド
固定、続いて界面活性剤（例えば、Saponin、TWEENベースの界面活性剤、Triton X-100、
Nonidet NP40、NP40代用物、または他の膜破壊界面活性剤）での処理を含み得る。透過処
理は、アルコール（エタノールまたはメタノール）での処理も含み得る。最初の固定は、
エタノール中の固定であってもよい。固定／透過処理の組合せは、市販のキットを使用し
て行うこともできる。これらのキットとしては、DAKO-IntrastainTM、CaltagのFix & Per
m試薬、Ortho DiagnosticのPermeafixTMが挙げられる。
【０１４５】
　他の実施形態において、例えば、エレクトロポレーションまたは量子ドットが、検出可
能に標識された抗テロメラーゼ抗体を細胞に送達するのに使用される場合、その細胞を固
定および透過処理することは必ずしも必要ではない。結果として、いくつかの実施形態に
おいて、本発明の方法は、生細胞を検出および／または単離することができる。このよう
な単離生細胞は、当該分野で公知の技術を使用してインビトロで培養されて胎児細胞の数
を増加させることができる。例えば、RPMI 1640培地(Gibco)中での培養が挙げられる。
【０１４６】
　エレクトロポレーションを使用して標識抗体を生細胞に送達するための方法は、当該分
野で公知である（例えば、BerglundおよびStarkey, 1989を参照のこと）。
【０１４７】
　（胎児細胞の正の選択のための追加手順）
　本発明の方法は、テロメラーゼまたはテロメアの長さに基づいた選択以外に、胎児細胞
の正の選択を行う追加工程を含み得る。このような正の選択は、（ほんの少ない量の）残
存する母系細胞によってではなく、胎児細胞によって産生された分子を標的化することに
依存している。当業者は、少なくとも１種のＭＨＣ分子を発現する母系細胞を取り出すた
めの上記に記載の手順は、特定の細胞マーカーを発現する胎児細胞の正の選択のために容
易に適合することを理解する。
【０１４８】
　例えば、胎児細胞は、ほとんど全ての栄養膜型のマーカーであるサイトケラチン－７を
使用して選択される。胎児栄養膜の多くの型をカバーする別のマーカーは、ＨＬＡ－Ｇで
ある。栄養膜特異的なさらなる抗体が市販されているが、栄養膜の全ての型をカバーする
抗体はない。
【０１４９】
　さらなる実施形態において、胎児／胚ヘモグロビンは、胎児の有核赤血球に対するマー
カーとして使用することができる。存在する胎児細胞型に依存して、そのようなマーカー
を組み合わせることができる。
【０１５０】
　（使用）
　富化胎児細胞は、胎児の体細胞を構成する同一の遺伝性ＤＮＡを含み、従って、本発明
の方法を使用して単離された胎児細胞は、当該分野で公知の技術を使用して所定の特性お
よび／または異常性について分析することが可能である。このような分析は、特徴または
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それに対する素因を検出することを可能にする任意の細胞物質に対して行うことができる
。好ましくは、この物質は核ＤＮＡであるが、しかし、少なくともいくつかの例において
、単離された胎児細胞由来のＲＮＡまたはタンパク質を分析することが有益であり得る。
さらに、上記ＤＮＡは、遺伝子をコードしてもよいし、翻訳されない機能的ＲＮＡをコー
ドしていてもよいし、または、分析されるＤＮＡは、有益な非転写配列またはマーカーで
あってさえよい。
【０１５１】
　１つの好ましい実施形態において、染色体異常が検出される。「染色体異常」によって
、染色体または染色体番号における任意の異常全体が含まれる。例えば、これらとしては
、ダウン症候群を示す第２１番染色体のトリソミー、トリソミー１８、トリソミー１３、
性染色体異常（例えば、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）、染色体転座および染色体欠損の検出、ならびにそれぞれの遺伝子中の変異
（例えば、欠失、挿入、転位、転換および他の変異）の検出が挙げられる。ごく一部のダ
ウン症候群患者は転座を有し、そして染色体欠失症候群としては、アンジェルマン症候群
およびプラーダー－ヴィリ症候群（これらの両方とも、１５番染色体の部分的な欠損に関
係する）が挙げられる。他の型の染色体の問題は、ぜい弱Ｘ症候群、血友病、脊髄性筋ジ
ストロフィ、筋緊張性ジストロフィ、メンケズ疾患、および神経線維腫症などとしても存
在し、これらはＤＮＡ分析によって検出することができる。
【０１５２】
　語句「遺伝性異常」とは、単一ヌクレオチドの置換、欠失、挿入、微小欠失（micro-de
letion）、微小挿入（micro-insertion）、短腕欠失（short deletion）、短腕挿入（sho
rt insertion）、複数ヌクレオチドの置換（multinucleotide substitution）、ならびに
異常なＤＮＡメチル化および刷り込み消失（loss of imprint）（ＬＯＩ）もさす。この
ような遺伝性異常は、例えば、単一遺伝子障害（例えば、嚢胞性線維症、キャナヴァン病
、テイ－サックス病、ゴーシェ病、家族性自律神経障害、ニーマン－ピック病、ファンコ
ーニ貧血、毛細血管拡張性運動失調、ブルーム症候群、家族性地中海熱(ＦＭＦ)、Ｘ連鎖
遅発性脊椎骨端異形成症、第ＸＩ因子)、刷り込み障害[例えば、アンジェルマン症候群、
プラーダー－ヴィリ症候群、ベックウィズ－ヴィーデマン症候群、ミオクローヌス－ジス
トニー症候群(ＭＤＳ)]などの遺伝性の遺伝疾患、または種々の疾患に対する素因（例え
ば、ＢＲＣＡ１遺伝子およびＢＲＣＡ２遺伝子中の変異）に関する場合がある。ＤＮＡ分
析によって検出することができる他の遺伝的障害は、例えば以下のものが公知である：サ
ラセミア（thalassaemia）、
デュシェーヌ筋ジストロフィ、コネキシン２６、先天性副腎発育不全、Ｘ連鎖水頭症、オ
ルニチントランスカルバモイラーゼ（transcarbamlyase）欠損症、ハンチントン病、ミト
コンドリア病、Ｉ型またはＩＶ型のムコ多糖症、ノリエ病、レット症候群、スミス－レム
リ－オピッツ症候群、21-水酸化酵素欠損症またはホロカルボキシラーゼシンテターゼ欠
損症、褶曲性骨形成異常（diastrophic displasia）、ガラクトシアリドーシス（galacto
sialidosis）、ガングリオシドーシス、遺伝性感覚性ニューロパシー、低ガンマグロブリ
ン血症ビナエミア（hypogammaglobulinaemia）、低ホスファターゼ血症、リー症候群、ア
スパルチングルコミン尿症（aspartylglucosaminuria）、異染性白質萎縮ウィルソン病、
ステロイドスルファターゼ欠損症、Ｘ連鎖副腎脳白質ジストロフィ、ホスホリラーゼキナ
ーゼ欠損症（ＶＩ型グリコゲン蓄積症）および縮鎖酵素欠損症（ＩＩＩ型グリコゲン蓄積
症）。これらの遺伝疾患および他の遺伝疾患は、The Metabolic and Molecular Basis of
 Inherited Disease, 8th Edition, Volumes I, II, IIIおよびIV, Scriver, C. R. et a
l. (編者), McGraw Hill, 2001において言及されている。明らかに、遺伝子をクローニン
グして、変異が検出されている任意の遺伝疾患を分析することができる。
【０１５３】
　本発明の方法は、胎児の性別を決定するためにも使用することができる。例えば、Ｙ染
色体特異的マーカーを用いて単離した胎児細胞を染色すると、その胎児が男性（雄性）で
あることが示され、一方染色できない場合は、その胎児が女性（雌性）であることが示さ
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れる。
【０１５４】
　本発明のなお別の使用において、本明細書で記載される方法は、父子検査のために使用
することができる。子供の父親が争われる場合、本発明の手順によって妊娠期間の早期に
この問題を解決することができる。適切な多型マーカーの分析による、親子検査のための
多く手順が記載されている。本明細書において使用される場合、語句「多型マーカー」と
は、任意の核酸変化（例えば、置換、欠失、挿入、逆位）、縦列リピートの変数（ＶＮＴ
Ｒ）、短縦列リピート（ＳＴＲ）、ミニサテライト変異体リピート（ＭＶＲ）などをさす
。代表的には、親子検査は、ＤＮＡフィンガープリントの有用リピート領域の標的化、ま
たは多型性の高いゲノム領域（例えば、ＨＬＡ遺伝子座）の分析を含む。
【０１５５】
　（胎児細胞の分析）
　本発明の方法を使用して富化／検出された胎児細胞は、種々の手順によって分析するこ
とができるが、代表的には、遺伝的アッセイが行われる。遺伝的アッセイの方法としては
、染色体分析の標準的技術、メチル化パターンの分析、制限フラグメント長の多型アッセ
イ（restriction fragment length polymorphism assay）、配列決定およびＰＣＲベース
のアッセイ、ならびに下に記載される他の方法が挙げられる。
【０１５６】
　染色体異常は、構造または数の異常のいずれも、当該分野で周知である染色体分析によ
って検出することができる。染色体分析の分析は、例えばコルヒチンなどの有糸分裂紡錐
体インヒビターを添加することによって、有糸分裂の間に停止された細胞に対して一般的
に行われる。好ましくは、ギームザ染色した染色体分布を調製して、染色体数の分析およ
び染色体転座の検出を行うことができる。
【０１５７】
　遺伝アッセイとしては、変異または多型を同定するための任意の適切な方法が挙げられ
るが、これらは例えば以下のものである：１以上の会合位置におけるＤＮＡの配列決定；
野生型配列または変異配列のいずれかの会合位置にハイブリダイズするように設計された
オリゴヌクレオチドプローブの区別的なハイブリダイゼーション；（好ましくは会合した
ＤＮＡ領域の増幅の後の）適切な制限酵素による消化の後の変性ゲル電気泳動；Ｓ１ヌク
レアーゼ配列分析；好ましくは会合したＤＮＡ領域の増幅後の非変性ゲル電気泳動；従来
のＲＦＬＰ（制限フラグメント長多型）アッセイ；野生型配列にはマッチし、変異配列に
はマッチしないオリゴヌクレオチド（または逆もまた同じ）を使用する選択的ＤＮＡ増幅
；あるいは、野生型または変異遺伝子型に対してマッチするＰＣＲ（または類似の）プラ
イマーを使用した制限部位の選択的導入とその後の制限消化。このアッセイは、間接的で
あってもよい。すなわち、１以上の変異位置に結合することが知られている別の位置また
別のは遺伝子において変異を検出することができるアッセイであってもよい。これらのプ
ローブおよびプライマーは、天然から単離されたＤＮＡのフラグメントであってもよいし
、合成されたものであってもよい。
【０１５８】
　非変性ゲルを使用して、適切な制限酵素による消化から生じる異なる長さのフラグメン
トを検出することができる。このＤＮＡは、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）方
法およびその改変法を使用して、通常は消化の前に増幅される。
【０１５９】
　ＤＮＡの増幅は、確立されたＰＣＲ方法によって達成することもできるし、あるいはそ
の進化方法（development）または代替法、例えばリガーゼ連鎖反応、ＱＢレプリカーゼ
および核酸配列ベースの増幅などのによって達成することもできる。
【０１６０】
　「適切な制限酵素」とは、野生型配列を認識して切断するが変異配列は切断しない（逆
もまた同様）酵素である。制限酵素によって認識され切断される配列（また場合によって
はそうでない配列）は、変異の結果として存在してもよいし、またはそれらの配列は、Ｐ
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ＣＲ反応でマッチしないオリゴヌクレオチドを使用して正常遺伝子座もしくは変異遺伝子
座に導入することもできる。酵素が低頻度でのみＤＮＡを切断すること、言い換えれば、
めったにしか存在しない配列を認識することが都合がよい。
【０１６１】
　別の方法において、野生遺伝子型または変異遺伝子型のいずれかにはハイブリダイズす
るが、両方にはハイブリダイズしないＰＣＲプライマーのペアが、使用される。次いで、
増幅ＤＮＡが産生されたか否かということが、野生型遺伝子型または変異遺伝子型（およ
びこれによる表現型）であることを示す。
【０１６２】
　好ましい方法は、類似のＰＣＲプライマーの使用であるが、野生型配列または変異配列
のうちの一方のみにハイブリダイズするＰＣＲプライマーを使用する。これらは、野生型
配列または変異配列のいずれかに本来存在しない制限部位を導入する。
【０１６３】
　増幅した配列のその後のクローニングを容易にするために、プライマーは、その５’末
端に付随した制限酵素部位を有することができる。従って、上記プライマーの全てのヌク
レオチドは、所定の遺伝子配列に由来するか、または制限酵素部位を形成するために必要
とされる数個のヌクレオチドの除いて、その所定の遺伝子に隣接した配列に由来する。こ
のような酵素および部位は、当該分野で周知である。プライマーそれ自体は、当該分野で
周知の技術を使用して合成することができる。一般的に、これらのプライマーは、市販の
合成機器を使用して作製することができる。
【０１６４】
　蛍光色素を利用するＰＣＲ技術は、本発明の方法によって単離された胎児細胞からＤＮ
Ａの遺伝的欠損を検出するためにも使用することができる。これらとしては、以下の５つ
の技術が挙げられるが、これらに限定されない：
ｉ）蛍光色素を使用して、特異的なＰＣＲで増幅された二重鎖ＤＮＡ産物を検出すること
ができる（例えば、エチジウムブロマイドまたはＳＹＢＲグリーンＩ）。
ｉｉ）５’ヌクレアーゼ（TaqMan）アッセイを使用することができる。このアッセイは、
ＰＣＲ産物が伸長する間にＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼのヌクレアーゼ活性によって放出
されるまで蛍光がクエンチされているような特別に構築されたプライマーを利用する。
ｉｉｉ）セルフハイブリダイゼーションした場合に蛍光がクエンチされる（蛍光色素およ
びクエンチャー分子が隣接している）特別に構築されたオリゴヌクレオチドに依存する分
子ビーコン技術をベースにしたアッセイを使用することができる。特異的に増幅されたＰ
ＣＲ産物へのハイブリダイゼーションの際に、蛍光分子からのクエンチャーの分離に起因
して蛍光が増す。
ｉｖ）特別に調製したプライマーを利用するAmplifluor (Intergen)技術をベースにした
アッセイを使用することができる。このアッセイにおいて蛍光は、やはりセルフハイブリ
ダイゼーションに起因してクエンチされる。この場合において、蛍光は、プライマー配列
を用いた伸長によるＰＣＲ増幅（これは、蛍光分子とクエンチャー分子との分離をもたら
す）の間に放出される。
ｖ）蛍光共鳴エネルギー転移の増加に依存するアッセイを使用することができる。このア
ッセイは、２つの特別に設計された隣接プライマー（それらの末端に異なる蛍光色素を有
する）を利用する。これらのプライマーが特異的なＰＣＲ増幅産物に対してアニーリング
する場合、その２つの蛍光色素が、一緒にされる。一方の蛍光色素の励起によって、もう
一方の蛍光色素の蛍光の増加がもたらされる。
【０１６５】
　必要とされる場合には、遺伝的分析のために固定サンプルからＤＮＡを抽出するための
方法がまた、当該分野で公知である。例えば、米国特許出願第20040126796号は、組織お
よび他のサンプル（例えば、ホルマリン固定組織）からＤＮＡを抽出するための方法を開
示している。ＰＣＲで使用するための固定サンプルからのＤＮＡの単離は、Lehmanおよび
Kreipe (2001)およびFitzgerald et al. (1993)によっても記載される。
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【０１６６】
　本発明の方法を使用して得られる胎児細胞または胎児細胞の富化細胞集団は、マイクロ
タイタープレートのウェルに配置して（ウェルあたり１つの細胞）、独立に分析すること
ができる。好ましくは、各細胞は、所定の特性についてスクリーニングされるだけではな
く、特定のウェル中の細胞が胎児細胞であることを確認／検出するためにスクリーニング
される。この例において、多重分析は、Finlay et al. (1996, 1998および2001)によって
一般に記載されているように行うことができる。
【０１６７】
　（キット）
　本発明はまた、サンプルから胎児細胞を富化するためのキットも提供する。１つの例に
おいて、このキットは、ｉ）少なくとも１種のＭＨＣ分子に結合する因子、ＭＨＣ分子と
会合する化合物に結合する因子、および／または造血細胞に結合する因子、ならびにｉｉ
）テロメラーゼに結合する分子、および／または上記テロメラーゼのタンパク質成分をコ
ードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする分子、および／またはテロメアにハイブ
リダイズする分子を含む。他の例は、本明細書おいて記載されている。
【０１６８】
　１つの実施形態において、本発明のキットは、少なくとも１つの富化／検出手順のため
に十分な量で単一の因子を含む。複数の因子を含むキットもまた、本発明によって企図さ
れる。複数の因子は、同じクラスの異なるＭＨＣ分子に結合する場合もあるし、および／
または無関係な分子に結合する場合もある（例えば、ＨＬＡ－Ａ分子の単一型の決定基に
結合するある因子およびＣＤ４５に結合する別の因子）。このような因子は、検出可能な
標識または単離可能な標識に結合することができる。使用の簡便さのために、複数の因子
は、代表的に同じ検出可能な標識または単離可能な標識に結合される。
【０１６９】
　１つの実施形態において、上記因子は、磁気ビーズに各々結合される。単一型のビーズ
が異なる型の因子を備えるように異なる因子が異なるビーズに結合してもよいし、または
ビーズは、単一の型の因子のみを備え、これらのビーズが単一の型であるが異なる因子に
結合された他のビーズと混合されるように産生されてもよい。
【０１７０】
　上記キットは、胎児細胞の遺伝子型の分析、胎児の父親の決定、および／または胎児の
性別の決定のための成分をさらに含み得る。
【０１７１】
　代表的には、このキットは、例えば、サンプルから胎児細胞を富化するためのパッケー
ジされた因子を使用するための、有形の形態（例えば、紙媒体または電子媒体を含む）で
記録された指示を備える。これらの指示は、代表的に、試薬および／または試薬の濃度、
ならびに少なくとも１つの富化方法パラメータを示す。このパラメータは、例えば、サン
プル量あたりの使用する因子の相対量である場合がある。さらに、例えば、維持、時間、
温度、および緩衝液の条件などの詳細が含まれている場合もある。
【実施例】
【０１７２】
　（実施例１　マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原抗体を使用する胎児細胞の富化）
　（材料および方法）
　（血液）
　民間の中絶医院およびRoyal Children's Hospital (RCH) (Melbourne, Australia)から
、血液サンプルを得た。サンプル収集は、ドナーを同定せず匿名で行った。中絶医院から
のサンプルは、中絶前であることを詳細に記載されたが、胎児細胞数が多く得られた一部
のサンプルが中絶後に得られたことを後に決定した。
【０１７３】
　抗凝固剤としてＥＤＴＡを含む真空収集チューブに血液サンプル（８～１６ｍｌ）を回
収した。このサンプルを回収してすぐ（fresh）または４℃で一晩保存した後のいずれか
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で処理した。
【０１７４】
　（磁気細胞分離）
　密度勾配（Ficoll 1.077）遠心分離によって単核細胞を単離し、すべてのサンプルを以
下の３つの手順のいずれかを用いて磁気的に標識した：
１．ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－ＢおよびＨＬＡ－Ｃ全てに共通のＨＬＡクラス１エピトープに
対する、飽和量のビオチン化抗体（US Biological；カタログ番号H6098-39F2; マウス抗
ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢＣ／ビオチン；ＩｇＧ２ａ；クローン3H2211）に細胞を曝し
た。次いで、細胞を洗浄し、飽和量のストレプトアビジンでコーティングした常磁性粒子
（Molecular Probes／Invitrogen；カタログ番号C-21476 「Captivate」）で標識した。
２．ＣＤ４５に対する抗体でコーティングした飽和量の常磁性粒子（Miltenyi カタログ
番号130-090-872;濃縮「全血」抗ヒトＣＤ４５ビーズ）に、細胞を曝した。
３．手順１および手順２を組み合わせた：細胞をＨＬＡ抗体に対してまず標識し、次いで
CaptivateおよびＣＤ４５磁気ビーズに同時に曝した。
【０１７５】
　磁気的に標識した細胞サンプルを磁化カラム（Miltenyi, LS columns カタログ番号130
-042-401）に通して、全ての標識細胞を保持した。非付着フラクションおよび付着フラク
ションを収集してペレット化し、さらに使用するまで－８０℃で凍結した。
【０１７６】
　（定量ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）による胎児細胞の検出）
　市販のキット（Qiagen カタログ番号51204 "FlexiGene DNA kit）を使用してＤＮＡを
調製し、Ｙ染色体特異的な多重コピー配列を標的にして、リアルタイムＰＣＲ機器（Stra
taGene MX3000）でＱ－ＰＣＲを行った。性別非特異的な配列を標的にする並行反応を行
って、サンプル中のＤＮＡの総量を定量した。全てのＰＣＲ試薬は、Qiagenから入手した
。既知量の純粋な男性（雄）由来のＤＮＡから得た標準と比較することによって、磁気的
に分離された調製物中の男性（＝胎児）細胞と全ての細胞との総数を計算した。
【０１７７】
　（結果および考察）
　ＨＬＡクラス１細胞除去により処理した３０サンプルのうち、１４サンプルが男性細胞
を含んでいた。全ての胎児のうちの約半分が女性であるので、男性細胞の検出率がほぼ５
０％であることは、ほぼ全ての母系サンプル中の胎児細胞が回収されることを示している
。
【０１７８】
　ＣＤ４５細胞除去により処理した９サンプルのうち、５サンプルが男性細胞を含んでい
た。この場合もまた、これも検出率はおよそ５０％であり、胎児細胞がいつも回収される
ことを示している。
【０１７９】
　１０ｍｌ血液サンプル中の男性胎児細胞の総数の統計値を、図１に提供する。男性細胞
を含有しているサンプルのみをプロットしている。胎児細胞数は、細胞約１個から１００
個を超えるまで変動している。
【０１８０】
　図２は、ＨＬＡ除去についての在胎齢に対する胎児細胞数の依存性を示す。
【０１８１】
　図３は、磁気カラムの保持されなかったフラクション中で見出された総細胞数と合わせ
た胎児細胞数を提供する。この数は、１０００未満～約１００，０００まで変動する。出
発集団の単核細胞中のおよそ１千万個の細胞に関して、この数は劇的な富化である。１％
の保持細胞フラクションが胎児細胞について試験されるコントロールも示す。１％のコン
トロール中に、時折いくつかの胎児細胞が存在することから、これらの手順で全ての胎児
細胞が回収されるわけではなく、一部は、ＣＤ４５＋かつＨＬＡ　Ｃｌ．１＋であること
が示される。
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【０１８２】
　（実施例２　マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢＣクローン３９－Ｆ２またはクロー
ンＷ６／３２を抗ＣＤ４５抗体と組み合わせて使用した胎児細胞の富化）
　そうでないことが述べられない限り、使用した手順は、上記の実施例１について記載し
た手順と同一であった。
【０１８３】
　異なる在胎齢の血液を勾配遠心分離に供して、赤血球を取り出し、次いでビオチン化モ
ノクローナル抗体の２つのクローン（３９－Ｆ２およびＷ６／３２）［US Biological, U
SA］のうちのいずれかで標識した。各抗体は、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、ＨＬＡ－Ｃの異
なる単一型の決定基に対する抗体である。その後、ストレプトアビジンでコーティングさ
れた常磁性ビーズ（「Captivate」、Moleculare Probes, USA）とＣＤ４５抗原に対する
抗体でコーティングされた常磁性ビーズ［Miltenyi, Germany］とを用いて、同時に細胞
を標識した。
【０１８４】
　標識した細胞を磁気カラム［Miltenyi］を通過させ、非接着細胞をＹ染色体特異的配列
を標的にする定量ＰＣＲに供した。
【０１８５】
　図４および図５は、１０ｍｌの血液あたりの合計の胎児（男性）細胞数を示し、在胎齢
（ＧＡ）の関数としてプロットしている。全ての血液サンプル（胎児の性別は不明）のほ
ぼ半分が、Ｙシグナルを生じた。（少なくとも１つの男性細胞を含む）陽性サンプルのみ
を示す。
【０１８６】
　これらの結果は、実施例１に提供された結果の補足となる。これらは、以下の追加情報
を提供する：
ａ．この方法によって達成される胎児細胞の富化は、１つの特定のＨＬＡ－ＡＢＣ抗体ク
ローンによって標的とされる特別なＨＬＡ－ＡＢＣエピトープに依存せず、クラス１抗原
上の異なるエピトープを標的とする異なる抗体を用いて達成することができる。
ｂ．胎児細胞の富化の促進は、ＭＨＣ分子に結合する抗体と造血細胞に結合する抗体との
組合せを使用することによって得られる（この場合、抗ＣＤ４５抗体）（図５）。
ｃ．同様の数の胎児細胞は、在胎齢７週および８週において見出され、６週目という早期
でさえ胎児細胞が見出される。
【０１８７】
　（実施例３　マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢＣ抗体を使用した胎児細胞の富化を
示すさらなる研究）
　（材料および方法）
　（血液）
　妊娠した女性の血液を、民間の中絶医院およびRoyal Children's Hospital (RCH) (Mel
bourne, Australia)から得た。妊娠安定期において母系血液サンプルを回収し、その後任
意の検査または胎児細胞を母系循環中に放出する流産手順を行った。モデル系として使用
するために、妊娠中絶（termination of pregnancy）の間またはその後に他のサンプルを
回収し（中絶後サンプル）、胎児の出血に起因して胎児細胞の数が増加した血液サンプル
を得た。サンプル収集は、ドナーを同定せず匿名で行った。
【０１８８】
　抗凝固剤としてＥＤＴＡを含む真空収集チューブに血液サンプル（８～１６ｍｌ）を回
収した。このサンプルを回収してすぐまたは４℃で一晩保存した後のいずれかで処理した
。
【０１８９】
　（磁気細胞分離）
　密度勾配（Ficoll 1.083）遠心分離によって単核細胞を単離し、すべてのサンプルを以
下の３つの手順のいずれかを用いて磁気的に標識した：
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１．ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－ＢおよびＨＬＡ－Ｃ全てに共通のＨＬＡクラス１エピトープに
対する、飽和量の以下のビオチン化抗体の１つに細胞を曝した：
　ａ．US Biological；カタログ番号H6098-39F2; マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢ
Ｃ；（データコード：Ｆ２）
　ｂ．US Biological；カタログ番号H6098-60B; マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢＣ
；（データコード：６０Ｂ）
　ｃ．EBioscience；カタログ番号13-9983-82; マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢＣ
；クローンＷ６／３２（データコード：Ｗ６）、または
　ＨＬＡ－Ｂ遺伝子座上のエピトープに対する抗体：１種のλ型（one Lambda）；マウス
抗ヒトＢｗ４（カタログ番号BIH0007; マウス抗ヒトＩｇＧ２ａ）；マウス抗ヒトＢｗ６
（カタログ番号BIH0038; マウス抗ヒトＩｇＧ３）（データコード：Ｂｗ４／６）。
【０１９０】
　次いで、細胞を洗浄し、飽和量のストレプトアビジンでコーティングした常磁性粒子（
Molecular Probes／Invitrogen；カタログ番号C-21476 「Captivate」）で標識した。
【０１９１】
　２．ＣＤ４５に対する抗体でコーティングした飽和量の常磁性粒子（Miltenyi カタロ
グ番号130-090-872；濃縮「全血」抗ヒトＣＤ４５ビーズ）に、細胞を曝した。
【０１９２】
　３．手順１および手順２を組み合わせた：細胞をＨＬＡ抗体に対してまず標識し、次い
でCaptivateおよびＣＤ４５磁気ビーズに同時に曝した。
【０１９３】
　磁気的に標識した細胞サンプルを磁化カラム（Miltenyi, LS columns カタログ番号130
-042-401）に通して、全ての標識細胞を保持した。非付着フラクションおよび付着フラク
ションを収集してペレット化し、さらなる使用まで－８０℃で凍結した。
【０１９４】
　（定量ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）による胎児細胞の検出）
　市販のキット（Qiagenカタログ番号51204 "FlexiGene DNA kit）を使用してＤＮＡを調
製し、Ｙ染色体特異的な多重コピー配列を標的にして、リアルタイムＰＣＲ機器（Strata
Gene MX3000）でＱ－ＰＣＲを行った。性別非特異的な配列を標的にする並行反応を行っ
て、サンプル中のＤＮＡの総量を定量した。全てのＰＣＲ試薬は、Qiagenから入手した。
既知量の純粋な男性由来のＤＮＡから得た標準と比較することによって、磁気的に分離さ
れた調製物中の男性（＝胎児）細胞と全ての細胞との総数を計算した。胎児細胞数が少な
い場合（＜１０）、この方法は、胎児細胞数を見積もるには不十分である（under-estima
te）ことが見出された。
【０１９５】
　（結果および考察）
　表１は、妊娠の７週目と１４週目との間に収集された安定期母系血液サンプル中の胎児
細胞の検出率を示す。ＨＬＡクラス１およびＣＤ４５の細胞除去によって１０１サンプル
を処理した。４３ものサンプルが、はっきりしたＹ染色体特異的シグナルを生じ、このこ
とからそのサンプルが少なくとも１個の胎児細胞を含んでいることが示された。すべての
胎児の約半分が女性であるので、男性細胞の検出率がほぼ５０％であることは、ほぼ全て
の母系サンプルにおいて胎児細胞が回収されたことを示す。ＰＣＲ方法が１～１０個の範
囲の胎児細胞数を見積もるには不十分であることが見出されたことを考えると、本発明者
らは、正確な胎児細胞の回収は検出率よりも高く、おそらく１００％であることを提言す
る。
【０１９６】
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【表１】

【０１９７】
　このデータから、胎児細胞は在胎齢７週もの早期に見出される場合があるという、他の
いずれの刊行された結果をも超える劇的な改善と思われる結果が示される。
【０１９８】
　実施例２と同様に、図６は、中絶後の血液サンプルを使用した、ＨＬＡクラスＩ抗体に
よる細胞除去に加えてＣＤ４５除去を補助的に使用することの効果を示す。これは、胎児
細胞の数が増加するモデル系として役立つ。ＨＬＡクラスＩ抗原に対するビオチン化抗体
（Ｂｗ４＋６）と共に有核血液細胞をインキュベートし、次いでストレプトアビジン鉄流
体（streptavidin ferrofluid）と共にインキュベートした。サンプルの半分をＣＤ４５
抗原に結合する常磁性ビーズと共に同時にインキュベートし、残りの半分をコントロール
として役立てた。残りの細胞の総数、および男性細胞の数をＱ－ＰＣＲによって決定した
。ＨＬＡ＋ＣＤ４５除去後の細胞数の比率を、ＨＬＡ除去のみの後の細胞数で割り、コン
トロールの％として示した。各サンプルに対するＡＬＬ　対　Ｙ値のプロット（図６の挿
入グラフ）から、２つの値の間で相関がないことが示される。このグラフは、ＣＤ４５ビ
ーズによる補助的な除去が１％のコントロール（ＨＬＡ除去のみ）に対して残りの総細胞
数を減少させ、その一方で胎児細胞の数は、約５０％だけ減少されるのみであることを示
す。
【０１９９】
　さらなる実験において、母系血液（１０～１２ｍｌ）を密度勾配（1.083）によって処
理し、抗ＨＬＡ　Ｂｗ４＋Ｂｗ６／ビオチンによって有核細胞を標識し、次いでストレプ
トアビジン鉄流体＋/－抗ＣＤ４５常磁性ビーズを用いて除去させた。残りの総細胞数（
もちろん、大部分が母系）をＱ－ＰＣＲによって決定した。この結果を中央値および示さ
れた近似範囲と共に図７に提供する。このデータから、ＨＬＡ＋ＣＤ４５での除去は、平
均で約１００個の細胞という合計細胞数を提供することが示される。これは、胎児細胞が
存在するときはいつでも、平均の胎児細胞の純度が＞１％であることを意味する（図７）
。母系細胞のコンタミが比較的少ないこと、および結果として胎児細胞の純度が高いとい
うことから、陽性胎児細胞マーカーが顕微鏡または単一細胞のＰＣＲ技術によって胎児細
胞を正（ポジティブ）に同定することが可能である。
【０２００】
　図８は、胎児細胞回収率および除去総細胞数に関して、異なるＨＬＡ－クラスＩ抗体の
間の比較を提供する。３つの抗体（Ｆ２、６０ＢおよびＷ６／３２）は、ＨＬＡ－Ａ、Ｈ
ＬＡ－ＢおよびＨＬＡ－Ｃ全ての抗原に共通な３つの異なるエピトープに対するものであ
る。Ｂｗ４／６は、Ｂｗ４およびＢｗ６に対する特異的な抗体の混合物である。ヒトの場
合は、Ｂｗ４、Ｂｗ６または両方であるので、両方の組合せが各血液ドナーへの抗体結合



(35) JP 2008-543277 A 2008.12.4

10

20

30

40

50

を確実にする。これらのデータは、異なる抗体の間で差はほとんどないことを示し、この
方法についての市販の抗体の幅広い選択性を示す。
【０２０１】
　（実施例４　モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体によるヒトテロメラーゼ逆
転写酵素タンパク質（ｈＴＥＲＴ）の検出）
　モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体によってヒトテロメラーゼ逆転写酵素タ
ンパク質（ｈＴＥＲＴ）を検出するための２つのプロトコルを以下に提供する。当業者は
、以下に記載される別々の手順の多くが、２つのプロトコルの間で交換可能であることを
認識する。
【０２０２】
　（プロトコル１）
　妊娠した女性の血液由来の細胞を、遠心分離によって血漿から分離する。Percoll密度
勾配で赤血球を除去させる。市販キット（DAKO-Intrastain）を使用して、細胞を固定し
透過処理する。PBS中でこの細胞を再度洗浄し、次いで抗テロメラーゼモノクローナル抗
体（Abcam Ltd, Cambridge, UK）と共に１時間室温でインキュベートする。
【０２０３】
　次いで、０．５％ウシ血清アルブミン（BSA）を含むPBS（150mM NaCl、10mMリン酸緩衝
液）中で細胞を洗浄し、モノクローナル抗体に結合するフルオレセインイソチオシアネー
ト（ＦＩＴＣ）で蛍光的に標識した二次抗体を１時間室温で添加する。０．５％ＢＳＡを
含むＰＢＳ中で細胞を洗浄する。
【０２０４】
　MoFIo高速細胞ソーター(Dako-Cytomation, Ltd)での蛍光活性化セルソーティングを使
用して、細胞を分析し、標識細胞を分離する。
【０２０５】
　（プロトコル２）
　妊娠した女性の血液由来の細胞を、遠心分離によって血漿から分離する。Becton Dicki
nson FACSLyse溶液を使用した選択的溶解によって、赤血球を除去させる。細胞をパラホ
ルムアルデヒド（約１．５％）で２４時間４℃で固定する。ＰＢＳ中で細胞を洗浄し、0.
05% Triton X-100（ＰＢＳ中）を使用して３０分間室温で透過処理する。
【０２０６】
　再度細胞をＰＢＳ中で洗浄し、次いで磁気ビーズ（Dynal Biotech）で標識した抗テロ
メラーゼ抗体（Calbiochem, California, USA）を含むポリクローナル抗血清と共に、１
時間室温でインキュベートする。
【０２０７】
　次いで、０．５％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むＰＢＳで細胞を洗浄し、分析し
、そして磁気活性化セルソーティング（magnetic activated cell sorting）を使用して
、標識細胞を分離する。
【０２０８】
　（実施例５　ハイブリダイゼーションによるｈＴＥＲＴ　ｍＲＮＡの検出）
　妊娠した女性の血液由来の細胞を遠心分離によって血漿から分離する。７０％　Percol
l密度勾配で赤血球を除去させる。市販キット（Caltag Fix & Perm）を使用して細胞を固
定して透過処理する。
【０２０９】
　細胞懸濁液を遠心分離し（１０００ｇ、５分）、５００μｌの氷冷メタノール中に細胞
を再び懸濁し、そして１０分間４℃でインキュベートする。この細胞を１０００ｇで５分
間遠心分離し、５００μｌの０．２％　Triton X-100/TE緩衝液（ＴＥ＝Ｔｒｉｓ／ＥＤ
ＴＡ緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ／１ｍＭ　ＥＤＴＡ　ｐＨ７．２））に再び懸濁する。
この細胞を再度１０００ｇで５分間遠心分離し、上清を注意深く除去する。５００μｌの
ＴＥで細胞を一旦洗浄し、１０００ｇで５分間遠心分離する。細胞を５μｌのＴＥに再び
懸濁する（泡立つのを避ける）。
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【０２１０】
　フルオレセイン－ＵＴＰを含む２０μｌのリボプローブをハイブリダイゼーション緩衝
液（５０％ホルムアミド、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．０）、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０
％硫酸デキストラン、１μｇ／μｌ　ｔＲＮＡ）に添加する。このリボプローブは、ｈＴ
ＥＲＴをコードするｍＲＮＡに相補的である配列を有し、これは、当該分野で公知の技術
（Sambrook et al、上述）を使用して生成することができる。ハイブリダイゼーションを
１２時間４５℃で進行させる。２×ＳＳＣ緩衝液で細胞を洗浄し、ペレット化する（１０
００ｇ、５分間）。できる限り多くの上清を取り出し、２００μｌの２×ＳＳＣ／０．３
％　ＮＰ４０に細胞を再び懸濁する。
【０２１１】
　この細胞を３７℃で３０分間インキュベートする。次いで、細胞を１０００ｇで５分間
遠心分離し、注意深く上清を除去する。次いで、２００μｌの２×ＳＳＣ／０．３％　Ｎ
Ｐ４０に細胞を再び懸濁し、室温で３０分間インキュベートする。次いで、細胞を１００
０ｇで５分間遠心分離し、注意深く上清を除去する。次いで、細胞を２．５μｌのＴＥに
再び懸濁する。
【０２１２】
　MoFIo高速細胞ソーター(Dako-Cytomation, Ltd)での蛍光活性化セルソーティングを使
用して、細胞を分析し、標識細胞を分離する。
【０２１３】
　（実施例６　ＰＮＡハイブリダイゼーションプローブを使用したテロメアの長さの決定
）
　血液由来の細胞を遠心分離によって分離する。Percoll密度勾配で赤血球を除去させる
。市販キット（Caltag Fix & Perm）を使用して細胞を固定し透過処理する。得られる固
定細胞の１００μｌをエッペンドルフチューブに配置し、遠心分離する（１０００ｇ、５
分）。
【０２１４】
　５００μｌの氷冷メタノール中に細胞を再懸濁し、１０分間４℃でインキュベートし、
そして１０００ｇで５分間遠心分離する。５００μｌの0.2% Triton X-100/TE緩衝液にこ
の細胞を再懸濁し、１０００ｇで５分間遠心分離し、次いで上清を注意深く除去する。
【０２１５】
　５００μｌのＴＥで細胞を一旦洗浄し、１０００ｇで５分間遠心分離する。細胞を５μ
ｌのＴＥに再懸濁する（泡立ちを避ける）。２０μｌのＰＮＡ（Dako Telomere PNA kit/
FITC, Dako-Cytomation）（ハイブリダイゼーション緩衝液中）を添加し、サーマルサイ
クラー中で８０℃で２０分間同時に変性する（co-denature）。
【０２１６】
　１２時間３７℃でハイブリダイゼーションを進行させる。次いで、２×ＳＳＣ緩衝液で
この細胞を洗浄し、ペレット化する（１０００ｇ、５分間）。できる限り多くの上清を取
り出し、細胞を２００μｌの２×ＳＳＣ／０．３％　ＮＰ４０に再懸濁する。細胞を３７
℃で３０分間インキュベートし、１０００ｇで５分間遠心分離し、できる限り多くの上清
を取り出す。次いで、細胞を２００μｌの２×ＳＳＣ／０．３％　ＮＰ４０中に再懸濁し
、室温で３０分間インキュベートする。次いで、細胞を１０００ｇで５分間遠心分離する
。できる限り多くの上清を取り出し、細胞を２．５μｌのＴＥに再懸濁する。
【０２１７】
　細胞を分析し、MoFIo高速細胞ソータ(Dako-Cytomation, Ltd)での蛍光活性化セルソー
ティングを使用して、標識細胞を分離する。
【０２１８】
　（実施例７　抗テロメラーゼ抗体を使用した胎児細胞の標識）
　妊娠の第１トリメスターの間の女性ボランティアから、静脈穿刺（venupuncture）によ
って末梢血の１０ｍｌサンプルを得た。
【０２１９】
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　７０％Ｐｅｒｃｏｌｌの勾配上での密度勾配遠心分離によって、赤血球を除去させた。
５％ＢＳＡを含有するＰＢＳで収集した細胞を洗浄し、次いで、２％パラホルムアルデヒ
ド中で４℃で一晩固定した。
【０２２０】
　ＰＢＳで細胞を洗浄し、次いで、0.05% Triton X-100（ＰＢＳ中）を使用して３０分間
４℃で透過処理した。ＰＢＳで一旦細胞を洗浄し、５００μｌのＰＢＳに再懸濁した。抗
テロメラーゼポリクローナル抗体（Abcam Ltd, Cambridge, UK）（１００μｌ　Ｈ2Ｏ中
１０μｇ）を細胞に添加し、４℃で４時間インキュベートした。細胞をＰＢＳで２回洗浄
し、５００μｌのＰＢＳに再懸濁した。１００μｌのヤギ抗ウサギＩｇＧ－ＦＩＴＣを添
加し、細胞を１時間４℃でインキュベートした。細胞をＰＢＳで２回洗浄し、５ｍｌのＰ
ＢＳに再懸濁した。
【０２２１】
　次いで、Dako-Cytomation MoFIo高速細胞ソーターを使用して、細胞を分析し、ソーテ
ィングした。この初期実験において、ソーティングゲートを、上位５％の蛍光値を発する
細胞に対して設定した。
【０２２２】
　RED (Spectrum OrangeTM) Y-FISHプローブ (Vysis, USA)およびGreen (Spectrum Green
TM) X-FISHプローブ(Vysis, USA)で、男性細胞を標識する。男性胎児細胞は、１つのRed 
FISHシグナルおよび１つのGreen FISHシグナルを発現する細胞である。
【０２２３】
　図９から理解できるように、男性胎児細胞は、Ｘ染色体マーカーおよびＹ染色体マーカ
ーについて二重染色され、このことから、抗テロメラーゼ抗体を使用して、母系細胞から
胎児細胞を単離することができることが示される。
【０２２４】
　さらなる実験において、全血サンプル（１０ｍｌ）を、密度勾配遠心分離によって赤血
球について除去させ、抗テロメラーゼポリクローナル抗体で標識し、ＦＡＣＳによって分
析した。蛍光強度の上位５％を含む領域中の細胞をソーティングし（図１０）、蛍光イン
サイチュハイブリダイゼーションによって胎児細胞の含有量を評価した。
【０２２５】
　１０サンプルの研究から、胎児細胞数が１～１０個の範囲である５０％のケースにおい
て男性細胞が得られた。これらの図は、実施例３に記載されたＨＬＡネガティブ選択アプ
ローチを使用して得た図と類似している。
【０２２６】
　（実施例８　ＭＨＣを発現する母系細胞の除去とテロメラーゼの発現および／またはテ
ロメアの長さに基づいた細胞の選択との組合せ）
　以下に２つの手順を提供するが、当業者は、以下に記載された別々の手順の多くが２つ
のプロトコルの間で交換可能であることを認識する。本開示を考慮すると、他のプロトコ
ルは容易に考案することが可能である。
【０２２７】
　（プロトコル１）
　妊娠した女性の血液由来の細胞を、遠心分離によって血漿から分離する。Percoll密度
勾配で赤血球を除去させる。市販キット（DAKO-Intrastain）を使用して、細胞を固定し
透過処理する。細胞をＰＢＳで再度洗浄し、次いで抗テロメラーゼモノクローナル抗体（
Abcam Ltd, Cambridge, UK）と共に１時間室温でインキュベートする。
【０２２８】
　次いで、０．５％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含有するＰＢＳ（１５０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ、１０ｍＭリン酸緩衝液）で細胞を洗浄し、モノクローナル抗体に結合するフルオレ
セインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）で蛍光標識した二次抗体を１時間室温で添加する
。０．５％ＢＳＡを含有するＰＢＳで細胞を洗浄する。
【０２２９】
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　MoFIo高速細胞ソーター(Dako-Cytomation, Ltd)での蛍光活性化セルソーティングを使
用して、細胞を分析し、標識細胞を分離する。
【０２３０】
　上記の正の選択の後、富化した胎児細胞集団からＭＨＣ分子を発現する残りの母系細胞
の少なくとも一部を除去する。この目的を達成するために、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂおよ
びＨＬＡ－Ｃ全てに共通のＨＬＡクラス１エピトープに対する、飽和量の以下のビオチン
化抗体の１つに細胞を曝した：
　ａ．US Biological；カタログ番号H6098-39F2; マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢ
Ｃ；（データコード：Ｆ２）
　ｂ．US Biological；カタログ番号H6098-60B; マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢＣ
；（データコード：６０Ｂ）および
　ｃ．EBioscience；カタログ番号13-9983-82; マウス抗ヒトＨＬＡクラス１抗原ＡＢＣ
；クローンＷ６／３２（データコード：Ｗ６）。
【０２３１】
　次いで、細胞を洗浄し、飽和量のストレプトアビジンでコーティングした常磁性粒子（
Molecular Probes／Invitrogen；カタログ番号C-21476 「Captivate」）で標識した。磁
気的に標識した細胞サンプルを磁化カラム（Miltenyi, LS columns カタログ番号130-042
-401）に通して、全ての標識細胞を保持した。カラムを通過した細胞は、さらなる富化胎
児細胞集団を含み、これをさらなる分析のために収集する。
【０２３２】
　胎児細胞の存在を確認するための分析は、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションに
よるものであってもよいし、定量ＰＣＲによるものであってよい。
【０２３３】
　（プロトコル２）
　抗凝固剤としてＥＤＴＡを含む真空収集チューブに母系血液サンプル（８～１６ｍｌ）
を回収する。このサンプルを回収してすぐまたは４℃で一晩保存した後のいずれかで処理
する。
【０２３４】
　単核細胞を密度勾配（Ficoll 1.083）遠心分離によって単離し、全サンプルをＨＬＡ－
Ｂ遺伝子座上のエピトープに対する以下の抗体で磁気的に標識する：１種のλ型；マウス
抗ヒトBw4（カタログ番号BIH0007；マウス抗ヒトIgG2a）；マウス抗ヒトBw6 （カタログ
番号BIH0038；マウス抗ヒトIgG3） （データコードBw4/6）。
【０２３５】
　次いで、細胞を洗浄し、飽和量のストレプトアビジンでコーティングした常磁性粒子（
Molecular Probes／Invitrogen；カタログ番号C-21476「Captivate」）で標識する。磁気
標識した細胞サンプルを、磁化カラム（Miltenyi, LS columns カタログ番号130-042-401
）に通して通過させ、全ての標識細胞を保持する。カラムを通して通過させた細胞を、テ
ロメアの長さについてのさらなる処理のために収集する。
【０２３６】
　上記の負の選択の後、富化した胎児細胞集団中の胎児細胞を、テロメアの長さに基づい
て選択する。この目的を達成するために、細胞を５００μｌのＴＥで一旦洗浄して１００
０ｇで５分間遠心分離する。細胞を５μｌのＴＥに再懸濁する（泡立ちを避ける）。２０
μｌのＰＮＡ（Dako Telomere PNA kit／FITC, Dako-Cytomation）（ハイブリダイゼーシ
ョン緩衝液中）を添加し、サーモサイクラー中で８０℃で２０分間同時に変性する。
【０２３７】
　１２時間３７℃でハイブリダイゼーションを進行させる。次いで、２×ＳＳＣ緩衝液で
この細胞を洗浄し、ペレット化する（１０００ｇ、５分間）。できる限り多くの上清を取
り出し、細胞を２００μｌの２×ＳＳＣ／０．３％　ＮＰ４０に再懸濁する。次いで、細
胞を３７℃で３０分間インキュベートし、１０００ｇで５分間遠心分離して、できる限り
多くの上清を取り出す。次いで、細胞を２００μｌの２×ＳＳＣ／０．３％　ＮＰ４０中
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に再懸濁し、室温で３０分間インキュベートする。次いで、細胞を１０００ｇで５分間遠
心分離する。できる限り多くの上清を取り出し、細胞を２．５μｌのＴＥに再懸濁する。
【０２３８】
　MoFIo高速細胞ソータ(Dako-Cytomation, Ltd)での蛍光活性化セルソーティングを使用
して、細胞を分析し、標識細胞を分離する。
【０２３９】
　胎児細胞の存在を確認するための分析は、蛍光インサイチュハイブリダイゼーションに
よるものであってもよいし、定量ＰＣＲによるものであってよい。
【０２４０】
　多くのバリエーションおよび／または改変が、広く記載された本発明の趣旨または範囲
から逸脱することなく、特定の実施形態において示された本発明に対してなされ得ること
が、当業者によって理解される。従って、本実施例は、全ての局面において例示として考
えられるべきであり、限定として考えられるべきではない。
【０２４１】
　上記で議論された全ての刊行物は、本明細書においてその全体が援用される。
【０２４２】
　本明細書中に含まれている全ての文書、作用、材料、デバイス、物品などの考察は、単
に、本発明のための背景を提供する目的ものである。任意または全てのこれらの事柄が、
先行技術に基づくものの一部を形成することも、本出願の各クレームの優先日前に存在し
たので本発明に関連する分野における共通の一般的知識であったということも、承認する
と考えられるべきではない。
【０２４３】
　（参考文献）
【０２４４】
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【表２】

【図面の簡単な説明】
【０２４５】
【図１】図１は、１０ｍｌ血液サンプル中の男性胎児細胞の合計数の統計値を示す。男性
サンプルを含む細胞のみをプロットする。胎児細胞の数は、約１個～１００個を超える範
囲である。
【図２】図２は、ＨＬＡ除去についての在胎齢に対する胎児細胞数の依存性を示す。
【図３】図３は、磁気カラムの保持されなかったフラクション中で見出された総細胞数と
合わせた胎児細胞数を示す。
【図４】図４は、抗ＨＬＡ抗体と抗ＣＤ４５抗体との組合せを用いた胎児細胞の富化を示
す。
【図５】図５は、図４を作成するために使用したデータである。
【図６】図６は、ＣＤ４５常磁性ビーズを用いた補助除去の効果である。
【図７】図７は、抗ＨＬＡ抗体＋／－ＣＤ４５抗体を用いた除去後の母系血液細胞のコン
タミネーションの合計を示す。
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【図８】図８は、異なる抗ＨＬＡクラスＩ抗体の間の比較を示す。
【図９】図９は、RED Y－FISHプローブを使用した男性胎児細胞の除去を示す。
【図１０】図１０は、抗テロメラーゼ抗体の使用した胎児細胞の選択を示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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