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生物発光の研究

発光基質（有機分子）の化学
有機化学研究（合成、反応

メカニズム、化学発光への応用、
理論化学計算）

ルシフェリン、発光基質

タンパク質成分の化学
生化学、遺伝子工学研究（構造、
反応制御機構、発光性能の改変、

進化 ）
ルシフェラーゼ、アポタンパク質

発光生物からの発光物質の探索
（発光基質とタンパク質成分の単離・構造決定）

発光生物の生態（何のために光るのか）

応用技術
医学・生命科学（遺伝子、タンパク質 他）、

化学（天然物化学、有機化学、光化学、超分子化学 他）、
物理学、光技術（検出器、顕微鏡、イメージング他）など

生物学

天然物化学
生化学

有機化学
無機化学
物理化学
生化学
分子生物学

生命科学
分析化学
超分子化学
光学



ルシフェリン－ルシフェラーゼ反応
Luciferin-luciferase reaction （LL反応）

ヒカリコメツキ Pyrophorus

R. Dubois (1885) 

検出器は目
（光電子増倍管,

ＣＣＤ, 
フォトダイオード）

A液（酵素ルシフェラーゼ含有）
冷水中光らなくなるまで放置

B液（基質ルシフェリン含有）
光り終わる前に熱湯抽出

発光器
をすり潰す

A液 + B液 発光
室温
混合

LL反応

* ラテン語 “lucifer” ＝ “light-bringing”



生物発光研究の進歩
1885 ルシフェリンールシフェラーゼ反応の発見
1928 ルミノールの化学発光
1947 ホタル生物発光にATPが必要
1957 ウミホタルルシフェリンの結晶化
1957 ホタルルシフェリンの結晶化
1961-1963 ホタルルシフェリンの構造決定
1962 イクオリンとGFPの発見（発光オワンクラゲ）
1966 ウミホタルルルシフェリンの構造決定
1975 イクオリンの発光基質セレンテラジン（ルシフェリン）の発見
1984-1985 ホタルルシフェラーゼのクローニング
1985-1986 アポイクオリンのクローニング（発光オワンクラゲ）
1992 GFPのクローニング（発光オワンクラゲ）
1996 北米産ホタルルシフェラーゼの結晶構造決定
1996 GFPの結晶構造決定
2000 イクオリンの結晶構造決定
2006 ゲンジボタルルシフェラーゼの結晶構造決定（基質内包）
2015 キノコ発光物質の構造決定

NMRシグナル観測
(1945)

市販のFT-NMR
(1960年代)

DNA二重らせん
(1953)

コドンの発見
(1961)

PCR法
(1984)



ルシフェリン/発光基質とルシフェラーゼ

firefly luciferin

Cypridina luciferin coelenterazine

bacteria luciferin
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dinofllagerate luciferin

CHO ウミホタル オワンクラゲ，ウミシイタケ

ホタルなど発光甲虫

夜光虫

発光バクテリア

Cypridina luciferase
ウミホタル

分子量 60-70 kDa
等電点 pH 4.35

Watasenia luciferase
ホタルイカ

未解明

Bacteria luciferase
バクテリア

分子量 70-80 kDa
(heterodimer)

α subunit 40-42 kDa
β subunit 37-39 kDa

Renilla luciferase
ウミシイタケ

分子量 35 kDa

firefly luciferase
ホタル

分子量 60-62 kDa
等電点 pH 6.2-6.3



ATP, Mg2+

O2

ルシフェラーゼ
+ 光
(530 ~ 640 nm)
発光効率 41%ルシフェリン

（発光基質）

ホタルの生物発光:Luciferin-luciferase reaction （LL反応）

Photinus pyralis
Photo: Ojibway Nature Centre, Windsor, Ontario

Phrixothrix hirtus
Photo: Professor Vadim R. Viviani 
at Universidade Federal de Sao Carlos, Brazil

オキシルシフェリン
（発光体）

北米産ホタル 鉄道虫

OHS
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OHO

Quantum (1) Seliger H. H.; McElroy, W. D. Arch. Biochem. Biophys. 1960, 88, 136.
Yield (2) Ando, Y.; Niwa, K.; Yamada, N.; Enomoto, T.; Irie, T.; Kubota, H.; Ohmiya Y.; Akiyama, H. Nat. Photonics 2008, 2, 44.

Luciola cruciata

ゲンジボタル

魅力的な特徴
を有する



ホタルから何を学び、どのように使うか

OHS

N S

N
H

O

HO

luciferin

luciferase

firefly

単離構造決定
全合成とアナログ合成
反応様式
反応機構

抽出、発光特性
クローニング
アミノ酸配列
変異体（mutant）
結晶構造

★すでに大枠が理解されている
Luciferin-luciferase reaction

発光特性
発光分析への応用



ホタルルシフェラーゼの抽出・単離

沈殿ルシフェラーゼ

EDTA溶液抽出物

北米産ホタル

• grinded, defatted with acetone, and dried
> acetone powder (in the cold)

• extraction with 1 mM EDTA (pH 7.8)
Green, A. A.; McElroy, W. D.

Biochim. Biophys. Acta
1956, 20, 170−176.

• adsorption on calcium phosphate [Ca3(PO4)2] gel and 
washed the gel

> removing soluble impurities
• eluted with 0.82 M (NH4)2SO4/1 mM EDTA (pH 7.9) 
• ammonium sulfate fractionation (4.1 M, pH 7.8)

結晶ルシフェラーゼ

• dissolved and dialysis against a low ionic strength 
buffer (0.1 M EDTA, 10 mM NaCl, 2 mM Na2HPO4, 
pH 7.3)

• dried and removed lanterns 
(30 g from 6,000 fireflies)

・変性しないように注意
（温度、pH、塩濃度、キレート剤、
界面活性剤など）

北米産ホタル
Photinus pyralis

Prof. A. Roda

The Johns Hopkins University



精製ルシフェリン

有機溶媒抽出物

ルシフェリンの抽出・単離（北米産ホタル Photinus pyralis）

生きたホタル

• acetone powder of dried lanterns
• extraction with boiling water
• adjusting pH 3 and extraction with AcOEt

9 mg from 70 g 
of acetone powder
(12000 fireflies)

Bitler, B. & W. D. McElroy,
Arch. Biochem. Biophys. 

1957, 72, 358−368.

• adsorption on Celite-Fuller’s earth mixture 
for column chromatography

• wash with water-saturated AcOEt and 
elution with alkaline water (pH 8.0-8.5)

• adjusting pH 3 and re-extraction with AcOEt
• partition chromatography [Celite; elution 

with butanol-chloroform-water (135:15:50)]

結晶ルシフェリン
• adjusting pH 3 and extraction with AcOEt
• evaporation, dissolving in acetone, and 

addition of water
• slow evaporation of acetone by N2 gas flow

• dried over CaCl2 in a vacuum desiccator
• their lanterns are separated by hand ・構造や性質が解って

いない化合物を扱う
（pH調整、溶解度）

存在確認の指標
・L-L反応（アッセイ）
・UV-vis吸収



ルシフェラーゼへの分子生物学アプローチ

firefly １匹

ルシフェラーゼが作られている

高等真核生物

遺伝子発現が起こっている

DNA         mRNA         protein

AAAAAA

相補的DNA (cDNA) ライブラリー
complementary DNA

recombinant protein
組み換えタンパク質の発現



ホタルルシフェラーゼのアミノ酸配列

Photinus pyralis: De Wet, J. R.; Wood, K.V.; Helinsky, D. R.; DeLuca, M. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1985, 82, 7870−7873.
Luciola cruciata: Masuda, T.; Tatsumi, H.; Nakano, E. Gene 1989, 77, 265−270.

分子量 60734
アミノ酸残基
550

Sequence
1 MEDAKNIKKG PAPFYPLEDG TAGEQLHKAM KRYALVPGTI AFTDAHIEVN          

51 ITYAEYFEMS VRLAEAMKRY GLNTNHRIVV CSENSLQFFM PVLGALFIGV
101 AVAPANDIYN ERELLNSMNI SQPTVVFVSK KGLQKILNVQ KKLPIIQKII     
151 IMDSKTDYQG FQSMYTFVTS HLPPGFNEYD FVPESFDRDK TIALIMNSSG     
201 STGLPKGVAL PHRTACVRFS HARDPIFGNQ IIPDTAILSV VPFHHGFGMF          
251 TTLGYLICGF RVVLMYRFEE ELFLRSLQDY KIQSALLVPT LFSFFAKSTL     
301 IDKYDLSNLH EIASGGAPLS KEVGEAVAKR FHLPGIRQGY GLTETTSAIL     
351 ITPEGDDKPG AVGKVVPFFE AKVVDLDTGK TLGVNQRGEL CVRGPMIMSG     
401 YVNNPEATNA LIDKDGWLHS GDIAYWDEDE HFFIVDRLKS LIKYKGYQVA     
451 PAELESILLQ HPNIFDAGVA GLPDDDAGEL PAAVVVLEHG KTMTEKEIVD     
501 YVASQVTTAK KLRGGVVFVD EVPKGLTGKL DARKIREILI KAKKGGKSKL 

北米産ホタル
Photinus pyralis

luciferase

分子量 60024
アミノ酸残基
548

Sequence
1  MENMENDENI VVGPKPFYPI EEGSAGTQLR KYMERYAKLG AIAFTNAVTG
51  VDYSYAEYLE KSCCLGKALQ NYGLVVDGRI ALCSENCEEF FIPVIAGLFI

101  GVGVAPTNEI YTLRELVHSL GISKPTIVFS SKKGLDKVIT VQKTVTTIKT
151  IVILDSKVDY RGYQCLDTFI KRNTPPGFQA SSFKTVEVDR KEQVALIMNS
201  SGSTGLPKGV QLTHENTVTR FSHARDPIYG NQVSPGTAVL TVVPFHHGFG
251 MFTTLGYLIC GFRVVMLTKF DEETFLKTLQ DYKCTSVILV PTLFAILNKS 
301  ELLNKYDLSN LVEIASGGAP LSKEVGEAVA RRFNLPGVRQ GYGLTETTSA
351  IIITPEGDDK PGASGKVVPL FKAKVIDLDT KKSLGPNRRG EVCVKGPMLM
401  KGYVNNPEAT KELIDEEGWL HTGDIGYYDE EKHFFIVDRL KSLIKYKGYQ
451  VPPAELESVL LQHPSIFDAG VAGVPDPVAG ELPGAVVVLE SGKNMTEKEV
501  MDYVASQVSN AKRLRGGVRF VDEVPKGLTG KIDGRAIREI LKKPVAKM

ゲンジボタル
Luciola cruciata

luciferase



多色
発光

ホタル生物発光の反応機構
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◆酸素化機構： Branchini, B. R.; Behney, C. E.; Southworth, T. L.; Fontaine, D. M.; Gulick, A. M.; Vinyard, D. J.; Brudvig, G. W. 
J. Am. Chem. Soc., 2015, 137, 7592.

◆ジオキセタノン機構（18O2実験）：Shimomura, O.; Goto, T.; Johnson, F. H. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1977, 74, 2799.
◆CTIL機構： Isobe, H.; Takano, Y.; Okumura, M.; Kuramitsu, S.; Yamaguchi K. J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 8667. 

CTIL(電荷移動誘起発光)機構

C

S

N
OO
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ホタルの仲間の発光色制御

◆同一の基質で様々な発光色を作る。
⇒ルシフェラーゼの働き
⇒オキシルシフェリンの性質が変化する 緑 赤530 ~ 640 nm

ATP, Mg2+

O2

ルシフェラーゼ

ルシフェリン
（共通の基質）

OHS

N S

N
H

O

HO
S

N S

N
OHO *

鉄道虫
Phrixothrix hirtus

黄緑色

Photo: Professor Vadim R. Viviani 
at Universidade Federal de Sao Carlos, Brazil

頭は赤色
胴体は黄緑色

光

ゲンジボタル
Luciola cruciata

オキシルシフェリン
（一重項励起状態）



green luciferase

orange luciferase

red luciferase

OHS

N

C

S

N

O

HO
O2 + ATP + 

+ Mg2+

green
light

orange
light

red
light

L−L reaction

luciferin

Nakajima, Y.; Kimura, T.; Sugata, K.; Enomoto, T.; Asakawa, A.; Kubota, H.; Ikeda, M.; 
Ohmiya, Y. BioTechniques 2005, 38, 891.

green
reporter gene

orange 
reporter gene

red 
reporter gene

生物発光の応用:マルチカラーレポーターアッセイ



ホタルの生物発光の多様性
Pyrocoelia miyako (lmax = 550 nm)

Photinus pyralis (lmax = 562 nm)

Hotaria parvula (lmax = 568 nm)

Luciola mingrelica (lmax = 562 nm)

Luciola cruciata (lmax = 544 nm)

Luciola lateralis (lmax = 552 nm)

Pyrophorus plagiophthalamus (lmax = 546 nm : green )

Pyrophorus plagiophthalamus (lmax = 560 nm : yellow-green )

Pyrophorus plagiophthalamus (lmax = 578 nm : yellow )

Pyrophorus plagiophthalamus (lmax = 593 nm : orange )

ミヤコマドボタル yellow-green

北米産ホタル yellow-green

ヒメホタル yellow

東欧産ホタル yellow-green

ゲンジボタル yellow-green

ヘイケボタル yellow-green

ジャマイカ産
ヒカリコメツキ

0.106

0.084
0.012

0.009
0.036

0.032
0.023

0.006

0.002

0.004

0.013

0.009

0.058

0.088

0.111

0.099

0.513

Ohmiya, Y.; Ohba, N.; Toh, H.; Tsuji, F. I. Photochem. Photobiol. 1995, 62, 309.

ミヤコマドボタル ヒメホタル ゲンジボタル ヒカリコメツキ

（写真）大場信義, ‘遺伝’, vol. 50, no. 11 (1996); ‘ホタルの飼い方と観察’, ハート出版 (1998); ‘ホタルの木’, どうぶつ社 (2003).



ルシフェラーゼの変異体:色を変える

ゲンジボタルルシフェラーゼ
のcDNAを含む

発現プラスミドpGLf37

Kajiyama, N.; Nakano, E. Protein Eng. 1991, 4, 691-693.

1) ヒドロキシアミン処理

2) 大腸菌で発現

ランダムに作られた
突然変異体

ルシフェリンを加えて
発光チェック

天然
Val239 → Ile
Pro452 → Ser
Ser286 → Asn
Gly326 → Ser
His433 → Tyr

黄緑 (562 nm)
緑 (558 nm)
黄オレンジ (595 nm)
オレンジ (607 nm)
赤 (609 nm)
赤 (612 nm)



北米産ホタルルシフェラーゼの結晶構造(Photinus pyralis)

Conti, E.; Franks, N. P.; Brick, P. Structure 1996, 4, 287−298.

分子量 60734
アミノ酸残基 550

北米産ホタル
Photinus pyralis
luciferase

active site ?

C-terminal domain 
(small)

(アミノ酸 440 − 550)

N-terminal domain 
(large)

(アミノ酸 1 − 436)



ゲンジボタルルシフェラーゼの結晶構造(Luciola cruciata)

Nakatsu, T. Ichiyama, S.; Hiratake, J.; Saldanha, A.; Kobashi, N.; Sakata, K.; Kato, H. Nature 2006, 440, 372−376.

DLSA: 反応できないルシフェリン
アデニル体(反応中間体)のアナログ
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ゲンジボタルルシフェラーゼの結晶構造:発光色制御

Figure 2: a, Superposition of the LcrLuc (WT)
DLSA (green) and LcrLuc(WT)AMP/oxyluciferin
(white) complexes. b, Superposition of the structures 
of LcrLuc (S286N) DLSA (pink) and LcrLuc (WT) 
AMP/oxyluciferin (white) complexes. Polar 
interactions are shown as dashed lines. c, Comparison 
of van der Waals interactions in the structures of wild-
type (left) and S286N (right) luciferase complexed
with DLSA. The van der Waals radii of DLSA (blue), 
Ile 288 of wild-type (green and light green) luciferase, 
and Ile 288 of S286N (red and pink) luciferase are 
drawn in colour. The atoms in van der Waals contact 
with DLSA are highlighted in green and red.

DLSAが入った天然型とS286N変異体

Nakatsu, T. Ichiyama, S.; Hiratake, J.; Saldanha, A.; Kobashi, N.; Sakata, K.; Kato, H. Nature 2006, 440, 372−376.

α-helix
β-sheet

N
S

S
N

HO

OC



機構１：ケト－エノール互変異性 (White)

enol-form / phenolate anion
green emitter

keto-form / phenolate anion
red emitter

White, E. H. et al. J. Am. Chem. Soc. 1969, 91, 2178; Photochem. Photobiol. 1991, 53, 131.

S

N S

N
OO S

N S

N
OHO* *- H+

+ H+

機構２：ケト型フェノラートイオンの発光 (Branchini)

Branchini, B. R. et al. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 2112. 

O2

luciferase
photon

green~red

5,5-dimethylluciferin
adenylate

keto-form of phenolate anion
multicolor emitter

ホタルの発光色制御機構に関する研究
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p-xylene 624 2-PrOH541
588
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CH3CN
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CHCl3benzene
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Fluorescence: 541 ~ 637 nm
[Bioluminescence: 530 ~ 640 nm]

ケト型フェノラートイオンの蛍光スペクトル

Hirano, T.; Hasumi, Y.; Ohtsuka, K.; Maki, S.; Niwa, H.; Yamaji, M.; Hashizume, D. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 2385.
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ケト型フェノラートイオンの蛍光性:溶媒とイオン対構造の依存性



ホタルの仲間の発光色制御メカニズム

陽イオン

オキシルシフェリンの
フェノラートアニオン
（励起一重項状態）

光 (530–640 nm)

ルシフェラーゼの
活性部位の極性

ルシフェラ－ゼ

陰イオンと陽イオンの
結合の性質の変化

Hirano, T.; Hasumi, Y.; Ohtsuka, K.; Maki, S.; Niwa, H.; Yamaji, M.; Hashizume, D. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 2385.

5,5-ジメチルオキシルシフェリン

S

N S

N
OO

CH3

CH3

Base-H

① オキシルシフェリンのケト型フェノラートアニオンが発光種。

② アニオン種の性質が変化して発光色が変化する。

(1) ルシフェラーゼの活性部位の極性の変化

(2) アニオン種と陽イオンとの結合の性質の変化
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O *8'
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ホタルのLL反応の量子収率測定とpH依存性

Ando, Y.; Niwa, K.; Yamada, N.; Enomoto, T.; Irie, T.; Kubota, H.; Ohmiya, Y.; Akiyama H. Nature Photonics 2008, 2, 44−47.

Figure 1 Quantitative measurements of firefly bioluminescence.
a, Quantitative luminescence spectra for 2.98×1011 luciferin molecules at various pH values: black, pH 8.5; blue, pH 8.1; green,
pH 7.6; yellow, pH 7.2; orange, pH 7.0; pink, pH 6.7; red, pH 6.4. The vertical axis is scaled by the absolute number of emitted
photons in units of eV−1. b, Quantum yields at various pH values with Tris (blue open circles), GTA (red filled triangles, 3,3-
dimethylglutaric acid, Tris, 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol) and glycylglycine (green crosses) buffer solutions at 23.5–26.5
ºC. The right vertical axis shows uncertainty in the quantum yields resulting from±18% uncertainty (k = 1) in the calibration.

北米産ホタルルシフェラーゼ



ホタルのL-L反応へのpHの影響

Ando, Y.; Niwa, K.; Yamada, N.; Enomoto, T.; Irie, T.; Kubota, H.; Ohmiya, Y.; Akiyama H. Nature Photonics 2008, 2, 44−47.

D-LH2 +

機構Ⅰ
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D-LH2
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OLH*

OLH*
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Mg2+

Mg2+

ATP   O2

ATP   O2

precursor YG

precursor R

yellow-green 
emitting state

red emitting state

hv
(yellow-green)

hv (red)

D-LH2 +

機構Ⅱ

luciferase

D-LH2

D-LH2

OLH*

OLH*

irreversible Mg2+

Mg2+

ATP   O2

ATP   O2

yellow-green 
emitting state

red emitting state

hv
(yellow-green)

hv (red)

precursor YG

precursor R

563 nm

620 nm

670 nm



luciferin

pH 依存性

pH 8  560 nm

pH 6  620 nm

aminoluciferin

pH 依存性がない・赤色発光

pH 8 & 6  610 nm

Good
activity

アミノルシフェリンの発光:Photinus pyralis ルシフェラーゼ

White, E. H.; Wörther, H.; Seliger, H. H.; McElroy, W. D. J. Am. Chem. Soc. 1966, 88, 2015.
Hirano, T.; Nagai, H.; Matsuhashi, T. ; Hasumi, Y.; Iwano, S.; Ito, K.; Maki, S.; Niwa, H.; Viviani, V. R. 
Photochem. Photobiol. Sci. 2012, 11, 1281.

5,5-dimethyl analog・アミノアナログもケト型発光体から光る。
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Me

H

5



1.0
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NH2LH

pH independent

pH 5.0, 8.0
609

pH 6.0, 8.0
640

pH 5.0 or 6.0

pH 8.0

NMe2LH
pH independent

R (σp) =
NH2 (−0.66)

NMe2 (−0.83)

red shift

Takakura, H.; Kojima, R.; Urano, Y.; Terai, T.; Hanaoka, K.; Tsuboi, T.; Nagano, T. Chem. Asian J., 2011, 6, 1800.
Hirano, T.; Nagai, H.; Matsuhashi, T. ; Hasumi, Y.; Iwano, S.; Ito, K.; Maki, S.; Niwa, H.; Viviani, V. R. Photochem. Photobiol. Sci. 
2012, 11, 1281. Kakiuchi, M.; Ito, S.; Yamaji, M.; Viviani, V. R.; Maki, S.; Hirano, T., Photochem. Photobiol., 2017, 93, 486.

L-L反応への置換基効果

・置換基の電子供与性が発光波長を決める

北米産ホタルルシフェラーゼ
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chloroform [39.1]
DMSO [45.1]
acetonitrile [45.6]
2-propanol [48.4]
methanol [55.4]
water [63.1]

656 (MeOH)535

ΦF = 0.11−0.90

690 (H2O)

S

N S

NMe2N

Me

Me

O

5

Me2NMe2OL

610 (MeOH)494
634 (H2O)

ΦF = 0.36−0.78

R (σp) =
NH2 (−0.66)

NMe2 (−0.83)

red shift

オキシルシフェリンアナログの蛍光特性

・置換基の電子供与性を高める⇒発光極大の長波長化とソルバトクロミズム

波長範囲の拡大 ⇒活性部位の極性を測る「ものさし」として利用できる



LH2

LUCIFERASE λmax (nm) Relative Activity

LH2 NH2LH Me2NH2LH
NH2LH
/ LH2

Me2NH2LH
/ LH2

pH-SENSITIVE
LAMPYRIDAE
Macrolampis (pH 6.0) 606 594 595 0.15 0.1
Macrolampis (pH 8.0) 563 594 598 0.045 0.045
Photinus pyralis (pH = 6.0) 611 598 594 0.44 0.36
Photinus pyralis (pH = 8.0) 560 603 599 0.6 0.5
Amydetes vivianii (pH = 6.0) 551 582 585 0.083 0.104
Amydetes vivianii (pH = 8.0) 538 584 585 0.6 0.47
pH-INSENSITIVE
ELATERIDAE
Pyrearinus termitilluminans 538 560 559 0.31 0.077
C311A 588 579 579 0.033 0.044
PHENGODIDAE
Phrixotrix vivianii (GREEN) 548 580 584 0.17 0.33
RE220GR (YELLOW) 578 584 585 0.23 0.27
Phrixotrix hirtus (RED) 623 607 605 0.48 0.30
C311T 606 589 598 0.7 0.8
C311A 627 607 608 0.9 0.85
T345I 629 604 612 0.26 0.37
TENEBRIONIDAE
Zophobas luciferase-like 611 572 577 0.05 0.1

NH2LH
pH independent

OHS

N S

N

O

H2N

Me

Me

5

H

OHS

N S

N

O

H2N
H

OHS

N S

N

O

HO
H

Me2NH2LH

ホタル科

鉄道虫

ヒカリコメツキ

ミールワーム

R (σp) =
NH2 (−0.66)
O− (−0.81)

様々なルシフェラーゼを用いたL-L反応

Viviani, V. R.; Rodrigues, D.; Amaral, D.; Prado, R. A.; Matsuhashi, T.; Hirano, T., Biochemistry, 2014, 53, 5208–5220.



天然型とアミノルシフェリンのL-L反応

LH2

NH2LH

OHS
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H2N
H
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N S

N

O

HO
HR (σp) =

NH2 (−0.66)
O− (−0.81)
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Pte-C311A

Ppy (pH 6)
Mac (pH 6)

PxRE-C311T

PxRE-C311A

PxRE

PxRE-T345I

Zop ミール
ワーム

S

N S

NH2N O *

S

N S

NO O *

(OL−)*

NH2OL*

⇒天然型とアミノ置換体のオキシルシフェリンはルシフェラーゼ活性部位の

同じ部位で発光している

⇒活性部位の極性によって発光波長が変化する
Viviani, V. R.; Rodrigues, D.; Amaral, D.; Prado, R. A.; Matsuhashi, T.; Hirano, T., Biochemistry, 2014, 53, 5208–5220.



Viviani, V. R.; Rodrigues, D.; Amaral, D.; Prado, R. A.; Matsuhashi, T.; Hirano, T., Biochemistry, 2014, 53, 5208–5220.
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生物発光の波⾧調節機構

類似した分子環境
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NH2LH

LH2

Amydetes vivianii (pH = 8.0) 538 nm
Pyrearinus termitilluminans 538 nm
⇒ p-xylene [ET(30) = 33.1]
Phrixotrix vivianii RE220GR 578 nm
⇒ CHCl3 [ET(30) = 39.1]

Photinus pyralis (pH = 8.0) 599 nm
⇒ 8:2 EtOH/H2O [ET(30) = 53.7]
Pyrearinus termitilluminans 559 nm
⇒ CH3CN [ET(30) = 45.6]
Phrixotrix vivianii RE220GR 585 nm
⇒ 1-PrOH [ET(30) = 50.7]

Pyrearinus termitilluminans C311A
LH2 588 nm, NH2LH 579 nm
⇒ 1-BuOH [ET(30) = 49.7]
Phrixotrix hirtus T345I
LH2 629 nm, NH2LH 604 nm
⇒ MeOH [ET(30) = 55.4]

ルシフェラーゼ活性部位の極性が評価できる

Viviani, V. R.; Rodrigues, D.; Amaral, D.; Prado, R. A.; Matsuhashi, T.; Hirano, T., Biochemistry, 2014, 53, 5208–5220.

類似した分子環境



OHS

N S

N

O

N
H

H3C

CH3

NMe2 analogue

環状アミノ基をもつルシフェリンの発光

Kakiuchi, M.; Ito, S.; Kiyama, M.; Goto, F.; Matsuhashi, T.; Yamaji, M.; Maki, S.; Hirano, T., Chem. Lett. 2017, 46, 1090.

N

N

N

N O

N6 = 

Mor =

N5 = N7 =

N5 N6 NMe2

MorN7

＊酵素活性部位との立体障害の微調整による発光特性の制御



OHS

N S

N

O

N
H

H3C

CH3

NMe2 analogue

環状アミノルシフェリンの発光特性:Photinus pyralis ルシフェラーゼ

Kakiuchi, M.; Ito, S.; Kiyama, M.; Goto, F.; Matsuhashi, T.; Yamaji, M.; Maki, S.; Hirano, T., Chem. Lett. 2017, 46, 1090.

N

N

N

N O

N6 = 

Mor =

N5 = N7 =

⇒量子収率の向上

⇒N7が良い発光特性を示す（自由度のある環構造）

λbl /nm Φbl Km/μM rel. Vmax

NMe2 640 0.069 0.021 1.00
N5 621 0.095 0.020 1.56
N6 629 0.13 0.038 1.20
N7 622 0.11 0.084 3.9
Mor 628 0.009 0.047 0.076

N
S

S
N

COOH

H
N

N7

酵素活性部位の
分子空間にフィット



生物発光の分子機構の応用

参考：January 2009 / Volume 4 / Issue 1 / ISSN 1747-1605 / CBHIBN 
/ www.rsc.org/chembiology

生物発光の
分子機構の理解

テーラーメイドの物質設計
望みの発光特性を示す

ルシフェリン、ルシフェラーゼ、
発光反応条件の精密調整

バイオメージング技術の発展
生体内深部の観測、生体機能

や特定物質の可視化など

医療・生命科学への利用
診断・疾病の早期発見、手術補助
（病巣の可視化）、未解明現象発見

など

生体機能の根源を理解する



photon
detector

wavelength, intensity, polarity etc

high-sensitivity

◊ low background → high sensitivity

◊ simple setup without excitation light source

luciferin

luciferase
O2

Mg2+

Detection of related substances by light emission 
(reporter assay, detection of ATP originated from organism etc)

ATP

DNA

ATP, O2
Mg2+

luciferase

luciferin oxyluciferin

OHS

N S

N

O

HO
H

S

N S

N
OHO photon

green ~ red
(530 ~ 640 nm)

+

+ CO2 + AMP + PPi

ホタル(発光甲虫)発光の発光分析への応用



ATPを検出する
N

NN

N

NH2

O

OHOH

OP

O

O

OP

O

O

OPO

O

O

アデノシン三リン酸（ATP）

⇒ 地球上のすべての生物がエネルギー

貯蔵物質として使っている。

⇒ 生物がいれば必ずATPが存在する。

⇒ 生物の存在の有無がわかる。

・衛生検査

・宇宙探査(JAXA)

大腸菌試薬
ルシフェリン

ルシフェラーゼ

酸素
Mg2+

ATP
＋



「ルシフェラーゼができている」ことを知る

5‘

3‘

5‘

5‘

3‘

3‘

DNA
核

細胞質

一次転写産物

プロセッシング

輸送

メッセンジャー
RNA

トランスファー
RNA

リボソーム 新しいタンパク質
ポリペプチド（アミノ酸ポリマー）

翻訳アミノ酸

転写

⇒ 「ルシフェラーゼができた」

ことを発光で知る

転写因子

転写因子の結合
：遺伝子発現の調整



発光

調べたいタンパク質の遺伝子転写制御領域A

プロモーターなど

緑ルシフェラーゼ遺伝子転写制御領域A

転写
因子

転写
因子

緑ルシフェラーゼ

転写
因子

発光

橙ルシフェラーゼ遺伝子転写制御領域B

転写
因子

橙ルシフェラーゼ

発光

赤ルシフェラーゼ遺伝子転写制御領域C

転写
因子

赤ルシフェラーゼ

転写
因子

転写
因子

転写因子が働いたことを知る

調べたいタンパク質が作られる
RNAポリメラーゼが働く



多色発光系の応用

Noguchi, T.; Michihata, T.; Nakamura, W.; Takumi, T.; Shimizu, R.; Yamamoto, M.; Ikeda, M.; Ohmiya, Y.; Nakajima, Y. 
Biochemistry 2010, 49, 8053.

マウス細胞
(視交叉上核)

＊視交叉上核（しこうさじょうかく）suprachiasmatic nucleus (SCN)
⇒脳視床下部にある小さな領域で時計中枢

ルシフェリン

Per2プロモーター配列 赤ルシフェラーゼ

Bmal1プロモーター配列 緑ルシフェラーゼ

動物の組織片を
取り出して培養

２色ルシフェラーゼによる時計遺伝子のリアルタイム追跡



発光は「見る」ための重要な技術です!

Comparison of Katushka and DsRed-Express in Xenopus laevis. 
Transgenic 2.5 month old Xenopus laevis expressing Katushka
(left) and DsRed-Express (right) under the control of muscle actin 
promoter. The frogs are shown from the dorsal side under white 
light. (Photo Courtesy of Andrey Zaraisky) 



生物発光からノーベル賞(2008年):オワンクラゲの発光

発光オワンクラゲAequorea

イクオリン
(発光タンパク質)

イクオリン
(発光タンパク質)

GFP
(蛍光タンパク質)

イクオリン
の発光体

GFP
(緑色蛍光タンパク質)

基底状態

励起状態

カルシウム
イオンの添加 - -

共鳴エネルギー移動

ホタルと同じ
生物発光

緑色
発光

青色
発光



体の中を見る技術

・X線CT（コンピューター断層撮影法）
(computed tomography)

・MRI（核磁気共鳴映像法）
(magnetic resonance imaging)

・超音波診断装置

・PET（陽電子放出型断層撮影法）
(positron-emission tomography)

引用：国立循環器病研究センターweb

CT

MRI

分子レベルのイメージング
「遺伝子発現の可視化」
・蛍光イメージング
・生物発光イメージング

簡単な装置、安全な光を利用!



蛍光と生物発光の違い

検出器

波長
強度

★積算可能

水銀ランプ, 
Ｄ２, Ｗランプ, 

レーザー
発光ダイオード

色素の存在、量、
酸性、酸化・還元性、

極性などの環境

●分析したいときに光励起して観測する
●高感度な分析法
◆光励起が必要
◆光源由来のバックグラウンド

蛍光

試料
GFP

発光色素

励起光源

検出器

波長
強度

生物
発光

試料

ルシフェリン
ルシフェラーゼ
ATP, Mg2+, O2

●物質を揃えて観測する
●バックグラウンドが少ない分析
法
◆物質の消費を伴う



ルシフェリンアナログによる近赤外発光

The ‘optical window’ of cells and tissues 
(the spectral range 700–1100 nm)

König, K. J. Microscopy 2000, 200, 83–104.

＊二光子吸収色素の利用
＊近赤外発光の利用
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N N
COOH Cy7 COOH-AL 

ca. 800 nm

Takakura, H.; Kojima, R.; Urano, Y.; Terai, T.; Hanaoka, K.; Nagano, T. 
Chem. Asian J. 2011, 6, 1800.; Kojima, R.; Takakura, H.; Ozawa, T.; 
Tada, Y.; Nagano, T.; Urano, Y. Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 1175.

Reddy, G. R.; Thompson, W. C.; Miller, S. C. J. Am. Chem. Soc., 2010, 
132, 13586; Mofford, D. M.; Reddy, G. R.; Miller, S. C. J. Am. Chem. 
Soc., 2014, 136, 13277.



ルシフェリンアナログによる近赤外発光

S

N
COOH

Me2N

Akalumine 675 nm
Akalumine HCl

Iwano, S.; Obata, R.; Miura, C.; Kiyama, M.; Hama, K.; Nakamura, M.; Amano, Y.; Kojima, S.; Hirano, T.; Maki, S.; Niwa, H. 
Tetrahedron, 2013, 69, 3847.
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0.5 M PBS pH7.4 20 uL 0.1 M
100 uM Substrate 20 uL 20 uM

0.1 mg / mL Ppy. 20 uL 0.02 mg/mL

0.2 mM ATP-Mg 40 uL 80 uM
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肺転移モデル

Biolminescnece image
IVIS Spectrum [Caliper Life Science]
Substrate
D-Luciferin, Akalumie HCl, 3.3mM 100 uL each.
Exposure time
60 sec after 6-20 min. Injection of the substrates.
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50倍以上

実験動物の深い部位でも観察できる

S

N S

N
COOHHO

S

N
COOH

Me2N

牧先生の研究プロジェクト
with 口丸高弘 博士（東工大）

D-LH2 Akalumine HCl

HCl

Kuchimaru, T.; Iwano, S.; Kiyama, M.; Mitsumata, S.;
Kadonosono, T.; Niwa, H.; Maki, S.; Kizaka-Kondoh, S.
Nat Commu. 2016, 7, 11856.



100-1000倍
輝度が高い

実験動物の深い部位が運動していても観察できる

S

N S

N
COOHHO

S

N
COOH

Me2N

宮脇先生・牧先生の研究プロジェクト

D-LH2 Akalumine HCl

Iwano, S.; Sugiyama, M.; Hama, H.; Watakabe, A.; Hasegawa, N.; Kuchimaru, T.; Tanaka, K. Z.; Takahashi, M.; Ishida, Y.; Hata, 
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Maki, S.; Miyawaki, A. Science 2018, 359, 935.
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Fig. 4 Chronic video-rate AkaBLI of brain striatal neurons 
in a common marmoset.

Fig. 1 Performance 
of engineered 
AkaLumine/Akaluc
versus natural D-
luciferin/Fluc for in 
vitro and in vivo 
bioluminescence 
imaging.

電通大卒業生 岩野智博士が第一著者



ルシフェリンアナログの機能化

BioLet (bioluminescent enzyme-induced electron transfer): Takakura, H.: Kojima, R.; Kamiya, M.; Kobayashi, E.; Komatsu, 
T.; Ueno, T.; Terai, T.; Hanaoka, K.; Nagano, T.; Urano, Y. J. Am. Chem. Soc. 2015, 137, 4010–4013.

Mofford, D. M.; Adams, Jr., S. T.; Reddy, G. S. K. K.; Reddy, G. R.; Miller S. C. J. Am. Chem. Soc. 2015, 137, 8684–8687. 
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観たいものを観る

プローブ設計

生物発光研究の展開

発光生物

ルシフェリン
発光基質

ルシフェラーゼ
アポタンパク質

+

天然物化学

生物発光系

生物発光の反応機構
・発光物質の組み合わせ
・エネルギー移動の利用

・ON/OFFスイッチ機能 など

調べたい生命活動
・生命活動の仕組み
・がんの転移機構

など

生化学

新たな酵素機能新規光機能性物質

光化学
物理有機化学

材料科学

生化学
分析化学
生命科学

光分析技術


