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RNA工学分野の研究に最適。
ユニークな切断酵素とマーカーが登場!!
mRNA InterferaseTM-MazF
製品コード 2415A 1,000 U ¥50,000

14-30 ssRNA Ladder Marker
製品コード 3416 62.5 µl（25レーン分） ¥25,000

RNA工学分野の研究に最適。
ユニークな切断酵素とマーカーが登場!!

新製品のご紹介新製品のご紹介

s配列特異的に一本鎖RNAのみを切断する酵素

mRNA InterferaseTM-MazF

●一本鎖RNA中のACA配列の5′側を特異的に切断する

エンド型リボヌクレアーゼです。
●二本鎖RNA、二本鎖DNAおよび一本鎖DNAを切断し

ません。

mRNA InterferaseTM-MazFは、大腸菌のトキシン・アンチ

トキシンモジュールのトキシンタンパク質MazFを大腸菌

シャペロンのトリガーファクターと融合させ、発現させた酵

素です。一本鎖RNA中のACA配列のみを特異的に認識し、

切断するリボヌクレアーゼ活性を有しています1, 2）。ユニー

クな特徴をもつ本酵素は、RNA干渉による遺伝子発現制御

法の分野などのRNA工学分野において新しい応用が期待

されます。以下に本酵素の実験例と反応性を紹介します。

■製品の内容

mRNA InterferaseTM-MazF 1,000 U（20 U/µl）
5×MazF Buffer 1 ml
（200 mMリン酸ナトリウム緩衝液pH7.5、0.05% Tween 20）

■実験例：mRNA InterferaseTM-MazFによるオリゴ
RNA切断の確認

30 baseのオリゴRNA（ACA配列を1ヵ所含む）をmRNA
InterferaseTM-MazFで切断し、電気泳動により切断バンド
を検出しました。

【方法】

（1）PCRチューブに以下の反応液を調製し、37℃、10分間
反応させました。

オリゴRNA＊（100 pmol/µl） 1.0 µl
mRNA InterferaseTM-MazF（20 U/µl） 1.0 µl
5×MazF Buffer 2.0 µl
DEPC処理水 6.0 µl

全量 10.0 µl

＊：オリゴRNA：5′-UAAGAAGGAGAUAU
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（2）反応後、サンプルと等量のRNA Loading Buffer＊1と混
合液の1/5量の6×Dye＊1を加え、変性ポリアクリルア
ミドゲル＊2電気泳動を行いました。
＊1：14-30 ssRNA Ladder Marker（製品コード3416）に添付
＊2：15%アクリルアミド：ビスアクリルアミド（19：1）、7M Urea、

0.5×TBE

（3）SYBR® Green II Nucleic Acid Gel Stainで染色し、蛍光
イメージアナライザーFMBIO® IIで解析しました。

【結果】

ACA配列を1ヵ所含む30 baseのオリゴRNAは、mRNA
InterferaseTM-MazFによりACA配列の5′側で分解され、
16 baseと14 baseのバンドが検出されました。
mRNA InterferaseTM-MazFによる切断反応により得られた
14 base ssRNA OligoとssRNA Ladder Markerの14 baseの
位置がずれていますが、これは、それぞれのオリゴの塩基
組成が大きく異なること、および、切断した14 base ssRNA
Oligoが2′,3′-環状リン酸の構造をとることに起因します。

図1 mRNA InterferaseTM-MazFによるオリゴRNAの切断反応
M：14-30 ssRNA Ladder Marker（2.5 µl）
1 ：反応前ssRNA Oligo（30 base）
2 ：反応後ssRNA Oligo（16 base、14 base）
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■mRNA InterferaseTM-MazFの反応性ついて

1. 反応pHについて

本酵素はpH7.5から8.5において高い反応性を示しました。
Bufferのイオン種の影響は特に認められませんでした。

2. 反応温度について

反応温度について検討したところ、15から40℃において
高い反応性を示しました。

3. 反応に影響を与える添加物について

NaClなどの塩類は本酵素の反応を阻害し、特にMgCl2は
5 mMでも大きく阻害しました。DTTの影響は受けません
でした。

4. その他の注意事項

（1）本酵素は一本鎖RNA中のACA配列を特異的に切断す
る酵素ですが、周辺配列によってはAC配列でも切断
する場合があることが報告されています3）。

（2）本酵素は二本鎖RNAを切断しないため、RNAの高次
構造の影響等により、一本鎖RNA中であってもすべて
のACA配列を切断できない場合もあります。

（3）本酵素による切断末端は2′,3′-環状リン酸および5′-
OHとなるため、そのままRNA Ligaseでライゲーション
することはできません。

【参考文献】
1）Zhang, Y. et al.（2005）J. Biol. Chem., 280, 3143-3150.
2）Zhang, Y. et al.（2003）Molecular Cell., 12, 913-923.
3）Munoz-Gomez, A. J. et al.（2004）FEBS Letters, 567, 316-320.

図2 培養細胞株由来のsmall RNAの検出
M：14-30 ssRNA Ladder Marker（2.5 µl）
1 ：total RNA（25 µg）

■実験例：培養細胞株のsmall RNAの検出

培養細胞株由来 total RNA 5 µ l（25 µg）と等量のRNA
Loading Bufferおよび2 µlの6×Dyeを添加し、15%アクリ
ルアミド：ビスアクリルアミド（19：1）/7 M Urea/0.5×TBE
ゲルで電気泳動を行い、SYBR® Green II Nucleic Acid Gel
Stainで染色した後、FMBIO® IIにて検出しました。18 base
から26 baseのsmall RNAの位置が確認できました。

■関連製品

・RNA Preparation Water
製品コード9011
・SYBR® Green II Nucleic Acid Gel Stain

製品コード50522/50523（Cambrex社の製品です）
・Perfect RNATMMarkers, 0.1-1 kb

製品コード69924-3（Novagen社の製品です）
・FMBIO® IIe システム

製品コードHT212（日立ソフトウェアエンジニアリング社の製品です）

本文中の製品に該当するライセンス確認事項は43ページをご覧ください。M１３
なお、mRNA InterferaseTM-MazFのご購入に際してはライセンス同意書が必
要です（詳細はタカラバイオホームページをご覧ください）。
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14-30 ssRNA Ladder Marker

●14～30 baseの一本鎖RNA断片で構成される変性ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動用RNAマーカーです。
● miRNAをはじめとする低分子RNAのサイズ推定に最

適です。
●変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動用のローディン

グバッファーが添付されているため、サンプル調製が

容易です。

■製品の内容

14-30 ssRNA Ladder Marker 62.5 µl（25レーン分）
RNA Loading Buffer 1 ml
6×Dye（Orange Gを含む） 1 ml

＊Markerに等量のLoading Bufferと混合液の1/5量の6×Dyeを添加して
ご使用ください。


