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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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