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 Polymerase chain reaction single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) analysis is 
a rapid and sensitive method to identify point mutations in a given sequence of genomic DNA. 
We tried to apply the PCR-SSCP to the diagnosis of adenine phosphoribosyltransferase (APRT) 
deficiency, which is an autosomal recessive hereditary disease leading to 2,8-dihydroxyadenine 
urolithiasis. Genomic APRT genes, with or without mutations, were amplified and labeled simul-
taneously with  32P-dCTP by PCR. When run in a 6% polyacrylamide gel containing 10% glycerol, 
two types of mutant genes, APRT*Q0 and  APRT*  J, gave bands clearly distinct from those of 
the respective normal APRT genes. Since heterozygotes as well as homozygotes for these mutant 
APRT genes can be detected in 2 days, PCR-SSCP should be a valuable method in the 
diagnosis of APRT deficiency and in screening a large population for APRT mutant genes. 

                                                   (Acta Urol. Jpn. 38: 641-645, 1992) 
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緒 言

Adeninephosphoribosyltransfcrase(APR.T)

欠 損症 は 日本 人 で は 最 も頻 度 の 高 い常 染 色 体 劣 性 遺伝

病 の1つ で あ る.正 常 で はAPRTに よ りアデ ニ ンは

AMPに 変 換 され る がAPRTの 欠 損 に よ りアデ ニ ン

の代 謝 が障 害 され る とAMPの 代 わ りに2,8-dihy-

droxyadenine(DHA)が つ く られ る(Fig.1).尿

中に 排 出 され た2,8-DHAは 尿 に きわ め て 溶 け に く

いため結石症や腎不全の原因になるD.病 因遺伝子の

保因者の頻度は発症頻度から1.2%と 推定され てい

る2).APRT欠 損症は赤血球のAPRT酵 素活性が

まったく認められない1型 と,あ る程度認められる2

型に分けられる.正 常のAPRT遺 伝 子(APRT*1)

に対 し1型 の原因遺伝子はAPRT*QO,2型 の原因

遺伝子はAPRT*Jと 呼ばれる.日 本人患老では,こ

れら2つ の病因遺伝子はAPRT*1の 点突然変異によ

り生 じたものと考えられている3-5).最 近迅速で簡便
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pounds,DeficiencyofAPRTcauses
accumulationof2,8-DHA.

な点 突 然 変 異 検 出 法 と してpolymerascchainreac-

tion-singlestrandconformationpolymorphism

(PCR-SSCP)解 析 が報 告 され た6).今 回 わ れわ れ は

APRT*J,APRT*Qoの 検 出 にPCR-ssCP法 が応

用 で き るか ど うか検 討 を加 え た 結果,こ の方 法 は ス ク

ー ニ ング検 査 法 と して 有 用 で あ る とい う結 論 を え た の

で報 告 す る.

対 象 と 方 法

1.対 象

塩 基 配 列 決定 法 に よ りAPRT*Jの ホ モ接 合体(J/

J)で あ る こ とが 判 明 して い るAPRT欠 損症 の患 老,

APRT*Jの ヘ テ ロ接 合 体(J/l)の 保 因老,APRT*

QOの ヘ テ ロ接 合 体 の 保 因 者(QO/l)お よ び 正 常 人

(1/1)を 対 象 に した.

2.DNA抽 出

ヘ パ リン採 血 した 血 液5m】 に5mlの10mM

TrispH7.5,10mMKC且,10mMMgCl2と120μ1

の ノニ デ ッ トP-40を 加 え,2,000回 転 で10分 間 遠 心

した.沈 澱 物 を800μ1の10mMTrispH7.5,!O

mMKCl,10mMMgC12,0.5MNaCl,0.5%Na-

DodSO4,2mMEDTAで 溶 解 した 後2μ1のpro-

teinaseK(20mg/20ml)を 加 え370cで4時 間 イ ン

キ ュベ ー トした。 フ ェ ノ ール 抽 出後 エ タ ノ ール 沈澱 を

行 いDNAを 抽 出 した7).

3.PCR-SSCP法 の原 理

解 析 した い遺 伝 子 領域 を100～400塩 基 対程 度 の範

囲 でP-dCTPの 存 在下 でPCR法 を 行 い,増 幅 とア

イ ソ トー プ標 識 を行 う.2本 鎖DNA(セ ンス鎖 と ア

ンチ セ ン ス鎖)を 加熱 変 性 させ 相 補 鎖 が 再 会 貿 しな い

条 件 で 温 度 を下 げ る と,1本 鎖DNA上 に あ る相 補

的 な 塩 基 ど う しで水 素結 合 を す る.そ の た め そ 脚 そ れ

の1本 鎖DNAは,そ の 塩 基 配 列 に 特 異 的 な 立 体 構

造 を とる.点 突 然 変 異 な どに よ り塩 基 配 列 が 微 少 に 変

化 した場 合 で も立 体 構 造 が 変 化す る た め,変 異遺 伝 子

は ゲル電 気 泳 動 上 正 常 とは 異 な った移 動 度 を示 す.ホ

モ接 合体 で は セ ンス鎖 とア ンチ セ ンス鎖 は 相補 的 な塩

基 配 列 であ り,1本 鎖DNAの 塩 基 配 列 と して は異 な

って い るた め に 両者 は 異 な る移 動 度 を示 し,才 一 トラ

ジオ グ ラ フ ヒ2本 の パ ン ドが 検 出 され る.ヘ テ ロ接 合

体 は 適 当 な 条 件 では 正 常 と変 異 遺 伝 子 そ れ ぞれ の セ ン

ス鎖 ア ンチ セ ンス 鎖 に よ り4本 のパ ン ドが 検 出 され る.

4.PCR法

今回 対 象 に したAPRT*Jの ホ モ 接 合 体 の 患 者 は 第

5エ ク ソ ン内 の コ ドン136番 がATGか らACGに

変 異 して い る こ とが 判 明 して い る.そ こで 」型 検 出用

の プ ライ マ ー と しては5'-CTGCTCTCTGCAGCC-

CAGGCCA-3'(2597-2618塩 基i)8)と5'-TGGGATC-

CAGCTGGAGAAGATGTTG-3'(2829-2808塩

基)8)を 使 用 した,ま たAPRT*QOの 保 因者 は 第3

エ ク ソ ン内 の コ ドン98番 がTGGか らTGAに 変異

しコ ドン99番 がGCCか らGCTに 変 異 して い る こ

とが 判 明 して い る ので,qo型 検 出用 の プ ラ イマ ー

は5'-TCACTTACGCTGACAGGCCTAGA-3'

(1915-1937塩 基)8)と5'-GCCTGGGAAGGCCTT-

TTAGAACT。3'(2148-2126塩 基)8)を 使 用 した.こ れ

ら4種 類 の プ ライ マ ーは オ リゴ ヌ ク レオ チ ド合 成 機

(フ ァーマ シ ア社)に よ り作 成 した.DNA200ng,4

種 の デ オ シ ヌ ク レオ チ ド各200μM,プ ラ イ マ ー各50

ng,Taqポ リ{ラ ー ゼ1unit(プ ロメ ガ社),32P-

dCTP(3,000Ci/mmol,IOmCi/ml,ICN社)0.5

μ1を,Taqポ リメ ラ ー ゼに 添 付 の 緩 衝 液 で20μ1の

反 応液 と し,94度2分,65度2分,72度3分 で35サ イ

クルPCRを 行 った.

5.SSCP法

PCR反 応 液 を0.1%NaDodSO4,20mMEDTA,

O.05%bromphenolbtue,0.05%xylenecyanolで

10倍 に 希 釈 後,95%formamide,20mMEDTA,

O.05%bromphenolblue,O・05%xylenecyano1で

さ らに10倍 に 希 釈 した ものか ら2μ1を と り20×40

cm,厚 さ0.035cm(0.35mm)の ゲル で電 気泳 動 し

た.ゲ ル は6%,7.5%お よび9%ア ク リル ア ミ ド

ビス(49:1)を 用 い,場 合 に よ り10%グ リセ ロ ー ル

を 添 加 した.緩 衝 液 は1×TBE・ ゲル の 両 面 か ら シ ロ

ノコフ ァ ンで 送 風 し5～40wの 定 電 点 で,XvTene



金 子,ほ か ・APRT欠 損症 ・PCR-SSCP解 析

cyanolが ゲ ルの 下 端 よ り10cmの 位 置 に くる ま で電

気 泳 動 した.ゲ ルを ゲル ドライ ヤ ーで 乾 燥 させ た の ち

増 感 紙 を 入 れ 一80。Cで 一 晩 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー

を行 った,

結 果

1.グ リセ ロー ル添 加 の影 響

6%ア ク リル ア ミ ドの ゲルに10%グ リセ ロ ール を添

加 した もの と添 加 しな い もの に 同 じサ ソプル を のせ て

10wの 定電 力 で電 気 泳 動 した.Fig。2に み られ る よ

うに グ リセ ロー ルを 添 加 しな い 場 合 に は ホ モ 接 合 体

(J/J,1/1)で も2本 のバ ソ ドの分 離 が 明 瞭 で は なか っ

た,グ リセ ロー ルの 添 加 に よ り変 異 遺 伝 子 の解 像 度は

向上 し,2本 のバ ン ドが認 め られ る よ うに な った.そ

こで 以 後 は10%の グ リセ ロ ール を添 加 した 条件 下 で実

験 を 行 った。

2.ア ク リル ア ミ ドの濃 度
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10%の グ リセ ロ ール を添 加 した6%,7.5%,9%

の ゲ ル で比 較 した と ころ,7.5%,9%の ゲ ルで は,

正 常遺 伝 子 とAPRT*J,APRT*QO遺 伝 子 との泳 動

度 の違 い を 検 出す る こ とは で きな か った(Fig.3).

3.電 力 の影 響

10%の グ リセ ロー ルを 添 加 した6%の ゲ ルを 使 い 両

面 か ら シ ロ ッ コ フ ァ ンを あ て 送風 しなが ら,そ れ ぞれ

5W,10W,40Wの 異 な る電 気 で泳 動 した もの を 比

較 した.Fig.4の よ う10Wの 電 力 で 最 も解 像 度 が

高 か った.

4.APRT変 異 の検 出

以 上 の結 果 に も とつ い て,6%の ゲル,10%グ リセ

ロー ル添 加 ,lowの 泳 動 の条 件 下 でAPRT*Jの 解

析 を 行 った.Fig.5,左 半 に 示 す よ うに正 常(1/1)で

はバ ン ド② と④ の2本,ホ モ接 合 体(JIJ)で はバ ン

ド① と③ の2本,ヘ テ ロ接 合体(J/l)で は確 か に正
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常バンド②④ と異常バソド①③が検出された,つ づい

てAPRT*QOの 検 出を同一条件で行った(Fig.5,

右半).正 常 では ⑤と⑦ の2本 バ ンドが検出され,ヘ

テロ接合体(QO/1)で は正常バンド⑤⑦ とともに異

常バンド⑥⑧が検出された.

考 察

PCR-SSCP法 では一般に,検 出する遺伝子毎に適

当な条件を決めなけれぽならないが,ゲ ルの組成に関

してはAPRT*J,APR.T*QOと もに同じ条件,す な

わち6%ア クリルア ミドec10%グ リセロールを添加し

たもので最もよい解燥度がえられた.電 力に関しては

10Wの 条件が良好であった.よ り高い電力では泳動

時間が短縮できるという利点があるが,解 像度が低下

した.PCR-SSCP法 では室温で泳動 した場合に解像

度が最 もよいことが報告されてお り6),40Wの 泳動

条件ではシロッコファンでの冷却が不十分で高温にな

った可能性が考えられる.一 方10Wの 泳動でファン

を両面からあてたものと片面からあてたものを比較す

ると解像度に差はみられなかった(デ ーター略).10

W以 下 の電力では1個 のフ7ン に よる冷却で十分 な

のであろう.し かし5Wで 泳動 した場合にも解像度

は低下 しており,電 力が低すぎることも解像度を低下

させる原因になると考えられた.

臨床的にAPRT欠 損症は結石分析により疑われ,

赤血球のAPRT酵 素活性測定法で診断されてきた.

赤外吸収スペクトルを用いた結石分析法により確かに

2,8-DHA結 石の分析精度は向上したが,結 石分析法

は,症 状が出現し結石が手に入らなければ施行できな

いとい う問題を常に抱えている.ま た保因者の診断は

不可能である.赤 血球の酵素活性はAPRT*qOの

ホモ接合体の場合は正常の0%で ある.し か しAP-

RT*Jの ホモ接合体患者では生細胞内のAPRT活 性

は0%で あるのに,赤 血球を用いたAPRT酵 素活性

測定系では25%の 活性を示 してしまう(Tablel).従

ってAPRT*QO/1の ヘテP保 因者 との区別がつか

ない.こ れらの欠点を補 うため最近ではつぎのような

Table1.Relationbetwcengenotypesand

valuesofhemolysateAPRTactivity.

遺伝子型 酵素活性

1/1

」/l

JIJ

q)/1

Ω0/ΩO

J/QO

lOO%

25-100%

25%

25%

0%

0-25%

診断法が考案されている.プ リン類似体dian,lnopu-

rine(DAP)はAPRTに よ り代謝されると細胞'}姓

を持つようになる.正常被検者のT細 胞培養系にDAP

を加えるとT細 胞は死滅する,APRT活 性か欠損し

ている場合にはDAPを 代謝することが できない た

めにT細 胞はすべて増殖可能でもり,ホ モ接合体患者

を検出することができる(T細 胞法)亘ω.ヘ テロ接合

体の保因者でも1.3・10・悶 個の害lj合でAPRT活 性

が0%に なるT細 胞が存在することを利用すれば,ヘ

テP接 合体を検出することもできる11)こ れ らのT細

胞を用いた方法は偽陽性の頻度がきわめて少なく現在

のところ最 も感度の高い検出法であると思われる.し

かしAPRT活 性 を不完全に欠損するような変異はあ

',た としても検出できない.ま た培養に必要な期間は

1～2週 間 と時間がかかる.

20塩 基対程度の合成DNA(プP一 ブ)と まったく

同じ配列を持つDNAは ハイブ リダイ ズするが,プ

P一 ブの範囲で1塩 基でも異なるDNAに は ハイブ

リダイズしないような条件を設定することは可能であ

る.AlleleSpecificOligonucleotideを 用 いる ドット

ブPッ ト法はゲノムDNAの 一部をPCR法 を用い

て増幅し,そ のような条件でハイブリダイゼーション

を行 うことに より1塩 基の違いを検出する方法 であ

る,APRT欠 損症の場合はほかの遺伝病の病因遺伝

子と異な り,多 くの病因遺伝子が共通 した部分に突然

変異を持つため3-5)こ の遺伝子診断法が有効である.

APRT*Jの 突然変異をもつプP一 ブと同じ領域の正

常のブローブとを用ればAPRT*J遺 伝 子が検出でき

る且2).さ らにQO変 異 部位に ついても同様に行えば

少な くとも既知の変異部位を持つAPRT*QOを 検

出することができる.し かし少なくとも4回 のハイブ

リダイズ実験を行わなければならず煩雑である,ま た

最大でもブP一 ブの領域内,つ まり20塩基対程度内の

変異しか検出できない.一 方PCR-SSCP法 では検

出に要する時間は2日 でありT細 胞を用いた2法 より

も明らかに迅速である.ま たヘテロ接合体かホモ接合

体であるかが1枚 のフィルム上で一 目瞭然である.今

回の実験ではAPRT*J,APRT*qoと もに同 じ泳

動条件で検出できているので ドッ1・プロット法と比較

しても条件決めが容易であり,原 理上PCRで 増幅

した500塩 基対の範囲の点突然変異 も検出可能である.

しか も移動度の違いにより,そ れらを既知の変異遺伝

子と区別できるとい う利点 も持っている.PCR-sscp

法は 迅速性,簡 便 性の上からホセ1妾合体や ヘ テ・

接合体のスクリーニング検査に有用であ り・未知の変

異遺伝子を検出することも可能であると期待舗 る.
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結 語

PCR-SSCP法 はAPRT遺 伝子の変異の検出に有

用な検査法であり保因者の頻度を推定するためのスク

リーニングにも応用できる.さ らにこの方法を赤血球

の酵素活性測定法と併用すれぽ,APRT欠 損症を引

き起こす新しい変異遺伝子を検出することも可能であ

ろう。

本研究の一部は平成2年 度健康科学振興財団の研究助成金

によった.
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