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〔パネルデ ィスカッシ ョン: Non-RI法 を用いた遺伝子解析〕

SSCP法 に よ る癌 関 連 遺 伝 子 の 解 析

前川 真人＊・菅野 康吉＊＊

SUMMARY

Single-strand DNA conformation polymorphism (SSCP) analysis has been used to
detect alterations in relatively short DNA fragments such as genetic polymorphisms,
mutations, deletions, and so on. Here we introduce other applications of SSCP analysis,
using its capacity of separating alleles. A sensitive method, designated as blunt-end
SSCP analysis was developed for detecting loss of heterozygosity (LOH) in cancer
tissues and urine samples. The method is fluorescence-based SSCP analysis, using
blunt-end DNA fragments and applied for detecting an LOH of the p53 gene. The
combination of reverse transcribed-PCR and fluorescence-based SSCP analysis is
proposed for the quantitative determination of ratio of mRNA molecules with
homologous sequences. The procedure is applicable to a determination of expression
levels of genes such as lactate dehydrogenase subunits and cyclooxygenases 1 and 2.
The combination of bisulfite treatment and PCR-SSCP analysis is proposed for quantita-
tive methylation assay. This analytic procedure can be applied to the rapid
identification of methylation status in multiple samples, quantification of methylated vs.
unmethylated sequences and detection of methylation heterogeneity in the amplified
DNA fragments. PCR-SSCP analysis is advantageous in simple procedure with relative-
ly high sensitivity and is applicable to any other fields.
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はじめに

PCR-SSCP (single-strand conformation polymor-

phism) は, PCR産 物 を用いて遺伝子変異 を検 出する方

法 として, 本邦 において Orita らにより開発 された1). 爾

来, 点突然変異のみならず, 遺伝子の欠落 ・挿入, 多型解

析, 染色体の欠失 (loss of heterozygosity; LOH) 等の

検出にも応用 されている. 手技は簡便で, PCR法 によっ

て増幅した1本 鎖DNA断 片を非変性ポリアクリルア ミド

ゲル電気泳動 (PAGE) によって分離 し, 放射性 同位元

素, 蛍光色 素, 銀染 色 な どに よって検 出 す る2). PCR-

SSCP法 の開発当初 には遺伝子変異の検出が主な使用目的

であったが, 今回はその後さらに広がってきた応用例, す

なわち, センス鎖 とアンチセンス鎖, 塩基配列の異なるア

リルを分離することができる特徴 を利用した応用例 につい

て述べる.

Blunt end-SSCP法 による定量性の向上

蛍光 シーケンサーを使用 したSSCP解 析ではしば しば

ショルダーを形成 した り, 複数のバ ンドとして検出される

ことに気づ く (Fig. 1). これ は, PCRの 際 に使 用 した

Taqポ リメラーゼが3'側 末端にアデニ ンを一塩基余分 に

付加する性質を有す るためであり, 本来の鎖長の塩基配列

に加え, 2種 類 の配列をもったDNAが 増幅されているこ

とにな る. これ を3'-5'エ ク ソヌクレアーゼ活性 のあ る

Klenow fragment で余分のアデニ ンを除 くことにより全

てのDNA断 片を平滑末端化 してか ら, SSCP解 析 を行 う

ことにより, パターンが均一 になり, 各 ピークの定量化が

正確に行えるようになった3).

PCR-SSCP analysis of cancer related genes.
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遺伝子の欠失 (loss of heterozygosity; LOH,

両親に由来する対立遺伝子の片方の欠失を意味する)

癌細胞では特定の染色体の欠失が高頻度 に認められ, そ

のような場合 に双方の両親 に由来する遺伝子の うち, 父方

あ るいは母方 由来の遺伝子 の どち らかが欠失 す る変化

(LOH) が生 じている. 遺伝子欠失をとらえる方法 として

は, マイクロサテライ ト多型, 1塩 基多型な どの遺伝子多

型が用いられる. 最近ではPCRと 組み合わせて用いられ

るのが普通である. ただ し, 臨床検体 を用いた癌のLOH

解析では, 混在する正常細胞の影響 を強 く受けることによ

り, 従来の方法では十分な感度が得 られてはいなかった.

一方, 遺伝子内の多型 (1塩 基多型) を blunt end-SSCP

法によって分離 ・定量することによって, 腫瘍細胞の割合

が少ない場合で も感度 よく検出することができるようにな

った3). 膀胱癌の多 くは表在性の腫瘍であ り, 内視鏡的局

所切除術などで対処可能であるが, 一部 は再発を繰 り返 し

浸潤性膀胱癌に移行することが知 られている. 本法を膀胱

癌および尿検体にお けるp53遺 伝子の欠失の解析 に応用

した結果, p53遺 伝子のLOHは 膀胱摘出が必要な浸潤性

膀胱癌の100%に 認められたため (Fig. 2), 悪性度の高い

浸潤性膀胱癌の診断に応用可能 と考 えられた4).

相同性を有する遺伝子の発現 レベルの定量

遺伝子の相対的な発現量をみるために考案 した応用例で

ある. 複数の遺伝子の塩基配列の相同性の高い領域 にプラ

イマーを設定 し, RT-PCR法 施行後 に蛍光 シーケンサー

を用いた blunt end-SSCP法 によって分別定量を行 う. 相

同性のある遺伝子, すなわちアイソザイムや遺伝子 ファミ

リーを形成する遺伝子群が格好の標的 となる. したがって

本法 は, 遺伝子 レベルにおけるアイソザイム分析 もしくは

アイ ソフォーム分析 に相 当す るもの と考 える. 我々は,

LDHのH (B), M (A) の2つ のサブユニ ットで方法論

の正 しさを証 明 し5), さ らに, シクロオ キ シゲ ナー ゼ

(COX) のアイソザイム1, 2を 本法 によって分離 ・定量を

行 った6).

COX-1は ほとんど全ての細胞に恒常的に発現 している

が, COX-2は 種々のサイ トカインな どの刺激 により誘導

され る. したがって, 定常状態のCOX-1を 基準 として,

Fig. 1. SSCP patterns of amplified DNA fragments with or without Klenow

treatment.

DNA fragments amplified by Taq DNA polymerase were treated with Klenow

fragment to generate blunt-ends. The treated and untreated DNA samples were

analysed by SSCP analysis using fluorescent DNA sequencer. When the amplified

DNAs are not treated with Klenow fragment, the shoulder peaks indicated by

arrows appeared, which indicate the presence of the 3' overhang by terminal

deoxynucleotidyl transferase activity originated from Taq DNA polymerase.

Fig. 2. Allelic loss of the p53 gene in bladder cancer pro-

gression.

Scheme of bladder cancer progression and numbers of LOH 
cases/examined bladder cancer patient numbers are shown in
this figure. To detect allelic loss of the p53 gene, blunt-end
single-strand conformation polymorphism (SSCP) was applied.
LOH was detected in all samples of T1 and higher-stage
tumors, while no LOHs were detected in the urine samples and
tumor tissues from patients with Tis and/or Ta stage.
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COX-2の 増加率を測定 した. COX-1,2の 遺伝子はお互い

に約60%の 相同性 を有 してお り, 相同性の高い領域 にプ

ライマーを設定 し, 両方を同時に増幅することができた.

COX-2の 発現量 は, 大腸癌組織では正常粘膜 に比較 し増

加 している症例が多いことが判明 した. また, 腺腫性ポリ

ープでは同様の傾向がみ られたが, 過形成性ではCOX-2

発現量の増加傾 向はみられなかったので, COX-2発 現量

の増加は, 大腸癌の発生や進展の早期から関与 しているも

のと考えられた6).

遺伝子プロモーター領域のメチル化の検出

癌抑制遺伝子 ・ミスマッチ修復遺伝子のプロモーターの

メチル化が生 じると, それ らの遺伝子の発現が抑制 され,

癌化に対する抑制が とれて発癌するというメカニズムが注

目されている. Knudson の two-hit theory にお ける遺伝

子不活化の原因 として, 変異 ・欠失 と並んでメチル化が重

要であることが判明 してきた7). DNAを bisulfite 処理 す

ると, 非メチル化CはUに 変換 されるが, メチル化Cは

そのままであることにより, メチル化の有無の違いは塩基

配列 の違い として置 き換 える ことがで きる. そ こで,

bisulfite 処理 したDNAを 鋳型 としてPCR-SSCPで 分離

することにより, メチル化の多様性の解析, およびメチル

化ア リルの定量的解析 などに応用できる (Fig. 3). 我々

は こ の 方 法 を bisulfite-PCR-SSCP (BiPS) と名 付 け

た8). この方法 によ り, hMLH1, p16, HC1な どの遺伝

子のメチル化を簡便かつ定量的に判定することができた.

大腸癌25例 のMLH1遺 伝子プロモーター領域 のメチル

化を本法により検索 した結果, 8例 にほぼ100%の メチル

化を認めた. 代表的なBiPS像 を Fig. 4に 示 した. 同時に

検出したマイクロサテライ ト不安定性 (microsatellite in-

stability; MSI) は10例 に認め られ, 8例 のメチル化症

例は全てMSI陽 性であった ことから, MLH1遺 伝子のメ

チル化 とMSIは 強い相関性がある と考 え られた8). メチ

ル化 は癌細胞の存在診断, 予後推定 も含めた悪性度診断な

どに応用できる可能性があり, 今後の研究成果が期待 され

る.

おわ りに

SSCP法 は塩基配列の異 なるDNA鎖 の分離検出に適 し

た簡便で応用性の広い解析法であり, 多 くのアプリケーシ

ョンが考えられる. 今後 もさらに多方面に応用されていく

ことが期待される.
Fig. 3. Strategy of the BiPS analysis.

BiPS consists of a sodium bisulfite treatment, PCR and SSCP

analysis. Briefly, the bisulfite treatment converts the unmeth-

ylated cytosine residues into uracil, while the methylated
cytosine remains as cytosine. SSCP can discriminate this base

difference semi-quantitatively and can reveal the heterogeneity

in methylation status of the sample.

Fig. 4. BiPS analysis of the hMLH 1 gene promoter region

in colorectal cancer.

Cancer tissues (T) and the corresponding normal mucosa (N)

were examined in each colorectal cancer patients. In normal

mucosa only the unmethylated bands (U) were observed, while,

methylated bands (M) were also revealed in a part of cancer

tissues. The arrow means partially methylated band which is
observed only 1 out of 25 tumors examined.
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