
ジエステル結合を切断するが，ピリミジンヌクレオチ

ドの近くを優先的に切断する傾向がある．その際，

Mg2＋，Ca2＋を活性化因子として要求する．

１）DNA断片の調製

一方の鎖の 5 'または 3 '末端を 3 2Pで標識した D N A 断

片を用意する． D N A 末端標識については通常のプロ

トコールどおりであるが，本稿では 5 '末端ラベルした

DNAの調製法を記する．

予想されるタンパク質結合領域を含む数百塩基対の

DNA断片を10pmol程度用意する（メモ）．

1 0 0 μl の 0.2M Tris–H C l（p H 7 . 9）に溶かし，0 . 5 U

の B A P を加えて 6 0 ℃で 2 0 分間脱リン酸反応をす

る．十分に行うため，再度 0 . 5 U の B A P を加えて

60℃で20分間反応させる．

100μl のフェノールを加えて反応を停止させ，遠心

12krpm×5分の後，上清をエタノール沈殿する．

D N A ペレットをリンスおよび乾燥後，酵素に付随

の 1 0 ×バッファー5μ l と D N A 断片量の約2倍強の

モル数の［γ –3 2P］A T P（～ 3 0 0 0 C i / m m o l）を加え，

H2Oで50μ l に合わせる．

1 0 ～ 2 0 U の polynucleotide kinase を加え，3 7 ℃で 3 0

分間反応させる．

0 . 5 μl の反応液をミニポリアクリルアミドゲル電気

泳動し， D N A 断片と未反応の［γ –3 2P］ A T P とを

オートラジオグラムで検出することにより，リン酸

化の程度をチェックする．

5 0μlのフェノールで反応を停止させ，エタノール沈殿する．

D N A ペレットをリンスおよび乾燥後，片端ラベル

になるよう適当な制限酵素で切断する．

と同様にして切断の程度をチェックした後，2μl

の 0.5M EDTA を加えて反応を停止させて，ポリア

クリルアミドゲル電気泳動にて分離する．

オートラジオグラムにより，必要な断片をゲルから切り出す．

ゲル片をチップ等で軽く砕き，400μl程度の抽出バ

ッファーを加えて一晩撹拌する

E t O H 沈殿を2～3回繰り返して濃縮精製後，1 0 0 μl

程度の T E バッファーに溶解させる．電気泳動等に

より濃度検定をしておくとよい．

２）タンパク質試料の調製

精製したタンパク質標品を用いるのがよいが，場合

によっては未精製タンパク質でもきれいなフットプリ

ントが得られる．ただし，この場合の結果の解釈につ

いては十分注意する必要がある．いずれの場合も使用

直前に適当なバッファーに希釈して用いる（メモ）．
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電気泳動の分離能にもよるが，タンパク質結合部位は標

識末端から 2 0 0 塩基以内くらいにした方が良好な結果が得

られやすい．われわれはクローニングしたプラスミドDNA

を適当な制限酵素で処理し，ポリアクリルアミドゲル電気

泳動する．ゲルを蛍光薄層プレート上に置き， U V ハンデ

ィランプを用いて目的の断片を切り出している．

リン酸バッファーを用いると，反応混合液中の C a2＋ と

反応して不溶性のリン酸カルシウムが析出するのでトリス

バッファー等がよい．

1 0 × D N a s e Ⅰ反応バッファー： T r i s - H C l（pH 7.9） 2 0 0

mM，MgCl2 30 mM，CaCl2 50 mM，NaCl（またはKCl）1

M，DTT 1 mM，EDTA 1 mM，Bovine serum albumin

5 0 0 μg / ml．本稿に示した反応液の組成は，われわれが

大腸菌の転写因子の解析の場合に用いているもので，

C a C l2 以外は in vitro 転写反応と同じ条件である．C a C l2

は D N a s e Ⅰ反応直前に加えてもよい．研究対象によっ

て，塩濃度等は変動しうるので，条件の検討を行うとよい．

D N a s e Ⅰ：われわれはS i g m aまたはW o r t h i n g t o nのD N a s e Ⅰ

を使用している．凍結乾燥品を 0.15 M NaCl に溶かし，

5 mg/ml に調製したものを数本に分注して－ 2 0 ℃で保存

する．これを 0.15M NaCl で希釈して 1 m g / ml として 1 カ

月程度の間に使用する．実際に反応に使用するときは，

使用直前に精製水で 1 0 ～ 2 0 μg / ml に希釈して用いる．

これは実験ごとに調製する．

反応停止液：酢酸 N a（pH 5.2） 1.5 M，EDTA 20 mM，

tRNA 100 μg/ml

TE飽和フェノール（pH 8.0）

100％エタノール

70％エタノール

電気泳動試料用バッファー：尿素 8 M， T r i s - b o r a t e（p H

8.3）50 mM，EDTA 1 mM，bromophenol blue 0.025％，

xylene cyanol 0.025％

D N A 抽出バッファー：Ammonium acetate 0.5 M，M a g-

nesium acetate 10 mM，EDTA 1 mM，SDS 0.1％

85～159  99.9.13 2:12 PM  ページ 3



３）D N A -タンパク質複合体の形成とD N a s eⅠ反応

以下に示す反応混合液をサンプル数分用意する．反

応は1.5ml エッペンドルフチューブ内で行う．

3 7 ℃で５分～ 3 0 分ほどインキュベートして D N A–

タンパク質複合体を形成させる（メモ②）．

2 5 ℃にチューブを移し，5分間プレインキュベーシ

ョンする．

1 0 ～ 6 0 n g の D N a s e Ⅰを加え，3 0 ～ 6 0 秒間反応を

行う（メモ③）．

100μl のフェノールを加えてボルテックスして反応

を停止させる．

25μl の反応停止液を加える（メモ④）．

遠心1 2 k r p m×5分の後，上清をエタノール沈殿する．

7 0 ％エタノールでリンスして乾燥後， 1 0 μl の電気

泳動試料用緩衝液に溶かす．

試料液の一部（2～5μ l）を9 0 ℃で1～2分加熱後，

シークエンスゲルを用いて電気泳動する（メモ⑤）．

その際，同じ D N A を M a x a m–G i l b e r t シークエンス

法により化学処理したものを，マーカーとして同時

に電気泳動する．

電気泳動後は常法に従い，ゲルのオートラジオグラ

フィーを行う．

実際のラクトースプロモーターにおける大腸菌転写

調節因子 C R P–c A M P と，R N A ポリメラーゼとの相互

作用についてのDNaseⅠフットプリンティングの解析

結果を図１に示したので参照されたい４)．

おわりに

以上，標準的なDNaseⅠフットプリンティング法に

ついて述べたが，種々の応用形のフットプリンティン

グ法があり，研究対象，実験系に応じて使い分けられ

ている．例えば， D N a s e Ⅰ以外にもジメチル硫酸

（D M S）やヒドロキシルラジカルなど， D N A– タンパ

ク質複合体の構造を壊さない程度に D N A をランダム

に切断する方法がフットプリンティング法に適用でき

る． D M S はG塩基特異的なフットプリンティングし

か得られないとはいえ，in vivo フットプリンティングが

可能という特徴がある．また，ヒドロキシルラジカル

はDNaseⅠに比べ分解能のよいフットプリンティング

を得ることが可能であり，D N A– タンパク質相互作用

のより詳細な解析に適用できる．さらに，D N a s e Ⅰ反

応産物の検出法にプライマー伸張法を用いることで，

超らせん D N A とタンパク質相互作用の解析も可能と

なる．なお，赤外蛍光シークエンサー（LI–COR DNAシ

ークエンサー 4 0 0 0 等）を利用することにより， R I 標

識しなくても高感度で検出できるようになってきてい

る５)．今後ともゲルシフト法や in vitro 転写反応等との

併用を含め，D N A– タンパク質相互作用の研究法とし

てのフットプリンティング法の，より有効な利用法が

期待できよう．
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反応混合液（メモ①）

［32P］DNA断片 1 nM

10×DNase Ⅰ反応バッファー 10μl

DNA結合タンパク質 ～100 nM

H2O to 100μl

ヵ所程度の D N A 鎖の切断が好ましい．反応液の p H や塩

濃度，あるいはD N A やタンパク質濃度等により D N a s e Ⅰ

の量や反応時間の最適値は変動するので，最終的に各反

応チューブの D N A の切断が同程度になり，きれいなラ

ダーが得られるよう詳細な条件の検討が必要である．ま

た，よい反応の再現性を得るため，あらかじめタイムテー

ブル等を用意しておき，各チューブ間の時間誤差を極力

おさえるとよい．

④反応停止を確実にするため，最初にフェノールを加える．

⑤8 M尿素/ 8 ％アクリルアミドゲルで 0.35 mm程度のス

ペーサー，スクエアコームを用いている．

①加えるD N A 結合タンパク質の量は，種類および標品によ

るが，C R P や R N A ポリメラーゼの場合，D N A の数十倍

のモル数を使用して良好な結果を得ている．一般にD N A

結合タンパク質はD N A に非特異的親和性ももっているた

め，特異的相互作用部位の決定には，条件の検討が必要

である．また，緩衝液に D N A -タンパク質複合体の安定化

のため，終濃度5％のグリセロールを加えることもある．

②通常5分程度で特異的複合体が形成されるが，D N A との

複合体の形成条件はタンパク質によって変動するので，

インキュベーションの時間も検討すべきである．

③ D N a s e Ⅰによる部分消化反応は， D N A １分子当たり１
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