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〔原 著〕

Single strand conformation polymorphism (SSCP)

パ タ ー ン に 及 ぼ す 泳 動 条 件 の 影 響

前川真人＊・須藤加代子＊＊・Dilip Chandra Dey＊・小 谷一夫＊・菅野剛史＊

SUMMARY

We investigated the effects of electrophoretic gels, buffers or temperature on SSCP pattern by
an automated electrophoretic system, Phast System. The electrophoresis on the 12.5% homoge-

neous gel gave the greatest difference in the mobility shift by genetic mutation. The SDS-con-
taining buffer increased the resolution of each band as well as the sensitivity of detection in
most cases. However, for certain mutated sequences, the native buffer was superior at

detecting mutations. The mobility shift is also temperature dependent irrespective of native or
SDS buffer condition. In any new mutation sequences, it is difficult to determine which is

the better condition to detect the mutations, SDS or native buffer; however, the SDS-containing

buffer may lead to a better sensitivity of detection. In conclusion, it is important to perform
SSCP analysis under SDS buffer condition as well as native buffer condition in all cases.

Key words: polymerase chain reaction (PCR), single strand conformation polymorphism (SSCP),

genetic mutation, SDS, temperature.

緒 言

遺伝子の変異 部位を同定 す るためには, 最終 的には塩

基配列 の決定が必要であ るが, 単一の遺伝子であ って も

すべての塩基配列を決定す るのは多大な労力を必要 とす

る. そ こで, 変異のあ る部 位を限定 す るためのスク リー

ニ ング的な手法が有用であ る. single strand conforma-

tion polymorphism (SSCP) 分析1)は, その一つで, 簡便

性 などの利点か ら現在最 も頻用 されてい る手法であ り,

single strand (ss) DNAの3次 構造の変化を とらえ よ

うとす るもので ある. われわれ も遺 伝性 変異を検出す る

た めのフローチ ャー トにSSCP分 析 によるスク リーニ ン

グを加えてい る2). しか し原 法1)で は放射性 同位 元 素 を

用い るた め, われわれ は放射性 同位元素を用いず銀染色

で検 出す る方法 を考案 し, フ ァル マシア社製 の全 自動電

気泳動装置 フ ァス トシステムに適用 し, 乳酸脱水素酵素

(lactate dehydrogenase; LDH: EC. 1.1.1.27) の遺伝

子変異をみ いだす ことに成 果 を 上 げて いる3～5). しか し

SSCPの 泳 動パ ター ンは対象 とす るDNAフ ラグメ ン ト

の塩基配列 に依存 はす るが, 逆 に塩 基配列か らどの よう

な3次 構造, 泳 動パ ター ンを とるか とい う予測 は現時点

では不可能 で あ る. これ は, ssDNAの と りうる3次 構

造 が種 々の泳動条件 によ って変化するためと考え られ,

実 際, 泳 動温度, グ リセ ロールの有無 などにより泳動パ
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タ ー ンは変 化 す る と報 告 され て い る1,6～9). 今 回わ れ わ れ

は, 泳 動 条 件 の再 現 性 が 高 い と考 え られ るフ ァス トシ ス

テ ム を用 いて, ゲ ル濃 度, バ ッフ ァ ー の 種 類 (native,

SDS加), 温 度 の 泳 動 パ タ ー ンに及 ぼす 影 響 に つ い て検

討 し た.

方 法

1. 対 象

わ れ わ れ が 塩基 配 列 を 決定 して 明 らか と な ったLDH-

A, B遺 伝 子 の 変 異3～5,10～12), butyrylcholinesterase

(CHE) 遺 伝 子 の変 異13)の あ るエ ク ソ ン領 域 をPCR増

幅 したDNAを 以 下 のSSCP分 析 の対 象 とし た.

2. SSCP分 析

PCR増 幅 したDNAと ホ ル ム ア ミ ド合 有 溶液 (95%

formamide, 20mM EDTA, 0.05% bromophenol blue,

0.05% xylene cyanol) を 等 量 混 合 し, 80℃で 熱 変 性 さ

せssDNAと した 溶 液 を フ ァス トシ ス テ ム を用 いて ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲ ル を 支 持体 として 電 気 泳 動 を行 っ た.

泳 動 後, 同 シ ス テム の development unit に よ り銀 染 色

を行 い, ssDNAお よ びdsDNAを 検 出 した3). な お泳

動 用 ゲ ル として は, 7.5%, 12.5% homogeneous gel,

8～25% gradient gel を 用 い, native お よ びSDS

含 有 の buffer strip で 泳 動 し, ssお よび double strand

(ds)DNAの 泳 動 パ タ ー ンを 比 較 検討 した. こ の buffer

strip は, 3% charge-balanced agarose を ベ ース にSDS

含 有 の もの (以 下SDSと 略 す) は0.2M Tris-tricine

buffer, pH 8.1, 0.55% SDS, native は0.88M L-

alanine, 0.25M Tris, pH 8.8の 泳 動 用 バ ッ フ ァー 溶 液

を 含 ん で い る. ゲ ル の種 類, 濃 度 に よ る違 い を み るた め

に, ま ず 泳 動 温 度 は暫 定 的 に15℃に 設 定 して 電 気 泳 動

を 施 行 した. つ い で, 12.5% homogeneous gel につ い

て よ り詳 細 に, 温 度 に よ る泳 動パ タ ー ンの違 い につ いて

検 討 す べ く, 5℃, 10℃, 15℃, 20℃と 泳 動 温 度 を変 化

させ てSSCP分 析 を 施 行 した.

分 離 され たssDNAを 湿 潤 し たゲ ル か ら外 科 用 メ ス

で 切 り出 し, 再PCRに よ って 増 幅 し, 得 たDNAを 直

接 塩基 配 列 決 定 した.

結 果

1. 泳 動 支 持 体 ・泳 動 バ ッ フ ァー の 違 い に よる泳 動

パ タ ー ン の変 化

Fig. 1, Table 1に ゲ ル の 違 い, 泳 動 バ ッ フ ァー の 違

い に よ る泳 動パ タ ー ン, 検 出 効 率 につ い て 示 した. 8～

25% gradient gel は, 全 体 的 にバ ン ドが シ ャー プ で,

泳動距離が短 いに もかかわ らず微細な泳 動パ ター ンの違

いをとらえ ることがで きた. また, gradient gel の特徴

として, 広い範囲を同時に観察す ることがで き, ssDNA

だけで な くdsDNAの 泳 動 パター ンの変化 を1枚 のゲ

ルで 同時 に観察で きた. しか し一方では, 変異 による移

動度 の差は小 さく, ヘテ ロの変異はダブルのバ ンドか ら

判定で きて もホモの変異ではわか りに くい傾向にあった

(LDH-B4, R 173H; CHE 4, A539Y).

Homogeneous gel では, 泳動距離を伸ばしたほ うが,

異 なった移動度 はその差を広 げ変異を検出 しやす くなっ

た. ゲ ルの濃度 は, 12.5%の ほうが7.5%よ りも, バ

ンドがシャープで, 変異 の検 出, 既知の変異 との比較検

討に有効 であ った.

変異例 ごとに native, SDSの いずれが至 適 か は異

な ってお り, LDH-A7変 異 (E328U) は native が 明

らかに有効で, 逆 にLDH-B4 (Y147U) はSDS, 他の

変異 について もSDSの ほ うが劇的 な異常パター ンが観

察 された. おおむね, バ ッフ ァーが同 じで あれば, いず

れのゲルを用 いて も本質 的な泳動パ ター ンの形成 に類似

性を認めた. ただ, 分 離の善 し悪 しがゲル濃度 に依存 し

てい ると考え られた.

検出率は, ゲル の種 類 別 で は12.5% homogeneous

gel が最 も検 出率が高 く, 90%に 近か った. また, SDS

のほうが native よりも検 出 率 は高か った. 一方で は,

各 エクソ ン別の検出率をみ ると, 泳 動 す るDNA断 片

が短 いほど検 出率が よ い 傾 向 が あ っ た. た とえ ば,

CHEの エクソ ン4は, い ず れのゲルで も, またいずれ

の泳動条件で も変異 が検 出された (Table 1).

2. 温度変化の泳動パ ターンヘの影響

温度 変 化 に伴 って native, SDS, いず れ の バ ッ

フ ァーで も泳 動パ ター ンが大 きく変化 した (Fig. 2). 検

出効 率は, 温度 によ り異 なって いたが, 他 に変異 ・バ ッ

ファーの種類 も関連 して い た. native で は5℃も し

くは10℃で 効 率が よく, 20℃は 良好 な分離が得 られな

か った. 一方, SDSは10℃も し くは15℃が 検出効 率

として高か った (Table 2). native バ ッフ ァ ー で の

泳動の ほうが, 検 出率に温度の影書 が強 くみられた. 変

異 の種類か らみる と, LDH-A7, E328Uの 変異 につい

て はSDSバ ッフ ァーではいず れの温度でも検 出は困難

であ った. 一 方, LDH-B 3,2bpの 欠 落 は, native

バ ッファーを使用 した場合, 5℃で は検出できるものの

SDSに 比較 して劣 っていた.

3. ゲルか ら切 り出 した後のssDNAの 塩基配列決定

SSCP法 で 異 常 パ ター ンを 示 したssDNAバ ンド
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Fig. 1. Effect of different electrophoretic gels and different buffers on SSCP electrophoresis.

PCR products containing genetic mutations were subjected to SSCP analysis, using 7.5% or 12.5%

homogeneous gel, or 8-25% gradient gel. Buffers used native and SDS. Stained bands show ssDNA

on two homogeneous gels. On 8-25% gradient gel, stained bands with slower mobility are ssDNA
and those with faster mobility are dsDNA. Anode is to the right.

NATIVE

SDS

Table 1. Sensitivities in detecting genetic mutations with different electrophoretic

media and with different buffer solutions.

+ stands for detectable mutation.

Electrophoretic gels used are 7.5% homogeneous gel, 12.5% homogeneous gel, and 8-25% gradient gel.
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(LDH-B 3, S 131R) をゲルか ら切 り出し, 再PCR後 直

接 塩基配列 決定 を行 った. 切 り出 したバ ンドか らPCR

が成功 しさえすれば, 塩基配列決定法がそのまま適用で

き, Fig. 3に 示 した ようにAか らCへ の変異 が判 明した.

考 察

SSCP原 法は, 放射性 同位元素で ラベル したサ ンプル

(DNA) を大 きなサイズのポ リアク リル ア ミドゲル ・プ

レー トを支持体 として, ファンで冷却し温度 コン トロー

ル をしなが ら泳動 してい る. 検出感度, 再 現性 に影響を

与 え うる因子 を考慮 し各 ステ ップを検討す ると, まず サ

ンプルDNAを ラベルす る段 階で, そのラベルの種 類に

より泳動パター ンが変化す る14). 次 に泳動用のゲルの組

Fig. 2. Effects of different temperatures and different buffers on SSCP electrophoresis.

PCR products were subjected to SSCP analysis using 12.5% homogeneous gels, and SDS or native buffer.

Electrophoretic temperature was set at 5, 10, 15 or 20℃ by Phast System programming. Anode is to the right.

SDS NATIVE

Table 2. Effect of temperature on the sensitivity for detection of genetic mutations.

+ stands for detectable mutation.

Fig. 3. Direct sequencing of the re-amplified exon
3 of LDH-B gene (a case of LDH-B variant
with S 131R mutation).

Abnormal migration bands found by SSCP analysis
were cut from the Phast Gel, re-amplified by PCR,
and directly sequenced. Circles and triangles show
the positions of mutation.
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成1). 濃度 (高濃度 のほうが分離良好15)), 泳動温度1,6～9)

などが異 なれば泳動パター ンは大 き く異 な る. これ ら泳

動条件 を検討す る上で, 再 現性 は非 常に大 きな問題で あ

る. 今 回用 いた ファス トシステムは既製 のゲル ・バ ッフ

ァーを使用 した全 自動泳動装置であ り, 検討 した種々の

条 件のなかで も, 同 じプログラムで同一条 件で同一のサ

ンプル (PCR増 幅産物) を泳動 した場合, ほぼ同 じ結果

が得 られ, 再現性 の点で きわめて良 好であ った. この よ

うな特 徴を有するフ ァス トシステムを用 い てSSCP泳

動パター ンに及 ぼす影響を検討 した結果, 泳動用ゲルは

ssDNAの 泳動パター ンを 評価す るには12.5% homo-

geneous gel がよい と判 明 した. 既報3,16,17)のように,

dsDNAに のみ異 常を示 した り, dsDNAの ほ うが異常

の検出の容易な変異 を対象 とす る場合, ssDNA, dsDNA

を同時 に評価でき る8～25%, gradient gel が有利 と考

え られ る. 温度お よびバ ッフ ァーの種類は変異 検出の至

適条件 に対 して相互 に関連 して おり, と くに native で

は温度 による影響を 強く受けていた.

SDSは 陰イオ ン性界面活性剤の代表的 なもので膜タ ン

パ クの可溶化 ・単離や, タ ンパ クと結合 して一定の負の

電荷 を もたせ, 分子量推定のためのポ リアク リルア ミ ド

ゲル電 気泳動 に用 い られてい るが, DNAの 電気泳動に

は用 い られて いない. SSCP法 で しば しば用い られ るグ

リセロールは, その分離能に及ぼす作用は明 らかではな

いが, 弱い変性作用のため折 り畳まれた3次 構造に変化

が生 じた変異部位が露出 しやす くな り移動度に影響 しや

す くなると考え られてい る9). 今回用いたSDSも, 泳動

中のssDNAと の相互作用によ り3次 構 造に影 響を与え

て いるものと考え られ る. そ して, LDH-B4の 変 異の

よ うに 泳動パ ター ンが native と比較してバ ンドが 多い

例 も存在 した. これ は, SDSが 存 在 してい るゆ えにラ

ンダ ムコィルにな りやす いた め, 一つの配列でい くつか

の構造を とりやす くな り, 塩基配列 の少 しの違いがいず

れかのバ ンドの構造 に影響 を与 えるため, 検 出効率の上

昇につなが った と考え られ る. しか しSDSの 作用 も現

象論であ り, 確 かな理 由は定 かではない.

ファス トシス テム専用泳動ゲル (Phast Gel) は小 さい

が, 全体的にバ ンドが凝縮 され細いバ ン ドを形成す るた

め, 微細 な違 いが判定で きた. したが って, 大きなゲル

に十分 匹敵す る もの と考え られ た. しか し一方 では, フ

ァス トシステムがな くとも通常 のポ リア ク リルア ミ ド電

気泳動装置があれば, 銀染色 法で検 出す ることに より手

軽 にSSCP分 析 が で きるものと考え られ る. 試み とし

て, 第一化学薬品社製の12.5% homogeneous gel (約

9×9cm) で native, SDSの 両条件で低温室で30mAの

定電流で泳動, 同社の銀染色 キッ トを用 い て 検 出 した

ところ, 変異 を有す る各バ ン ドの同定が ほぼ可能であ っ

た (Fig. 4). また, フ ァス トシステムで得 られた結果 と

同様 にSDSの 泳動条 件のほ うが異 常の検 出に優れてい

ると考え られ た.

SSCP法 の別の面での応用 としてヘテロな異常 を容易

に解析す ることがで きた. すなわ ち, 異 常なバ ンドを独

立 して切 り出す ことがで きれば, ヘテロな異常で もホモ

の異常 に変換 して解析す ることがで きる. 銀染色で 目で

みえ るそのバ ン ドを切 り出すのは, オー トラ ジオ グ ラ

フィーで フィルム とゲルを照 らし合わせ て行 うよ り明 ら

Fig. 4. An example of SSCP patterns on regular polyacrylamide gel electrophoresis.

SSCP electrophoresis was performed under native and SDS buffers, using 12.5% homo-

geneous gels (9×9cm, DAIICHI PURE CHEMICALS), at a constant current of 30mA and

at 8℃. After electrophoresis, the gels were stained by the silver staining kit (Silver Stain

"D AIICHI").
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か に簡単 と考 え られ た.

結論 として, SSCP法 で検出 しやすいか しに くいかの

予測 は現 時点で はまだ可能ではない. どの条 件で検出 し

や すいかは対象 とす るDNA断 片 め 塩 基配列に左右 さ

れ る. した がって, 一つの泳動条 件のみで変異の有無を

判定す るのは危険で ある. サ ンプル ごとに泳動用ゲルの

種 類 (12.5% homogeneous gel, 8～25% gradient gel),

バ ッフ ァー条 件 (native, SDS), 泳動温度 によって 検

出効率 が変 わるため, 至適条件をみいだす ことが重要で

あ る. われわれは, SDSは15℃, native は10℃か

5℃で12.5% homogeneous gel を 用いて検出す る

のがよ く, 小 さな挿入 ・欠落 の検 出には8～25% gradi-

ent gel も有用であ ると考え, 遺伝子変異の検出に適用

して複数 の遺伝子異常 をみいだ しつつ ある.

本研究 の一部 は第43回 電気泳動学会 春季大会 で報 告

した. 本研究 の一部 は科学研究費 (No. 05671920, No.

05454583) によった.
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要 旨

SSCP分 析 に影 響 を与 え る因 子 と して, 泳 動 支 持 体,

バ ッフ ァー の種 類, 泳 動 温 度 を 選 択 し, 全 自動 電 気 泳 動

装 置 フ ァス トシ ス テ ム を用 い て, 泳 動 パ タ ー ン に及 ぼ す

影響 を検 討 し た. 泳 動 支持 体 の なか で は12.5% homo-

geneous gel を使 用 した と き最 も遺 伝 子 変 異 の 検 出 率 が

高 く, SDSバ ッフ ァーを用いた泳 動条件で native の

条 件に勝 る とも劣 らない検 出率 を得 た. ただ, 変異 の種

類に よって はいずれ かのバ ッフ ァーに偏 って至適条 件を

示す もの も存在 した. 温度 もか な り劇的 に泳動パター ン

に影響を及ぼした. これ らの泳 動パ ター ンは現時点で予

測で きないため, 一つの泳動条 件のみで変異 の有無を判

定す るのは危険であ る. 泳動用 支 持 体 の 種 類 (12.5%

homogeneous gel, 8～25% gradient gel), バ ッファー

条件 (native, SDS), 泳 動温度 によって 検 出効率が変

わ るため, 該当す る変異に至適の条 件をみいだす ことが

重要で ある.
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