
これはMST（１-６）がサブチリシンの活性中心に，OM-

TKY３と同じ様式で直接的に結合していることを示す．環

外の N末端 Phe１-Ala２（P４-P３）が，サブチリシンの Gly１００-

Gly１０２と逆平行 β-シートを形成し，環状構造で固定された

反応中心を含む配列（P２-P２′）を，酵素の活性中心に提示

している様子が良く判る．酵素で切断されるアミド結合

（Met４-Arg５）は，Pro７に起因する Tyr６-Pro７配列のターンと

エステル結合によって固定されている．これら両構造因子

が，Arg５の NαHプロトンと Thr３-Asp９エステルのカルボニ

ル酸素間の水素結合形成を促進している．この環状構造と

分子内水素結合が，MST分子の立体構造を安定化してい

る（図２A）．溶液構造では，N末端アミノ酸（Phe１-Ala２）

はフレキシブルである．しかし，これを除いた二環状部分

MST（３-１１）の立体構造は，溶液と複合体結晶の両者にお

いて顕著な差異は認められない．

５． MST構造をモチーフとした阻害剤の開発

MSTを始めとした典型的なセリンプロテアーゼ阻害剤

は，基質と同様の様式で酵素に結合する．従って，殆どの

酵素による基質／阻害剤の認識は，溶媒に露出した P１部

位を S１ポケットに収容することにより達成される．この

側鎖官能基の性質が，酵素との相互作用と特異性を決定す

る．MSTは，サブチリシン，エラスターゼ等のセリンプ

ロテアーゼを阻害するが，同じくセリンプロテアーゼであ

るトリプシンには作用しない．P１部位のアミノ酸特異性

をサブチリシンのMet／Leuから，トリプシンのそれであ

る Arg／Lysに置換したMSTアナログは，トリプシン阻害

剤として作用すると予想される．果たして，MSTの P１部

位と P１′部位を入れ替え，P１部位に Argを配したアナログ

は，サブチリシンに対する阻害活性を消失した．そして，

トリプシンに対してロイペプチンよりも強い阻害活性を新

たに発現した．酵素阻害剤を設計するに当たり，MSTの

構造モチーフが有用なツールとなり得ることを実証した．

６． お わ り に

位置選択的なエステル結合形成反応を援用した化学合成

および NMR・結晶構造解析による，MSTの構造活性相関

研究を紹介した．化学合成のアプローチからの研究が，ペ

プチド・タンパク質の生理機能解明，更にはそれらが関連

する病態を解明する研究の一助になれば幸いである．
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ウミホタル生物発光を用いた生体イメージ
ング

１． は じ め に

ウミホタルは節足動物門甲殻綱介形目ウミホタル科に分

類され，米粒のような形をしている夜行性海洋生物であ

る．発光性ウミホタルは日本海沿岸に幅広く棲息し，これ

まで Vargula 属，Cypridina 属，Conchoecia 属から三つの

発光種が見つかっている．Vargula 属や Cypridina 属の発

光ウミホタルは水深２～３メートルの浅い海に棲息し，外
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部からの刺激を受けると上唇線と呼ばれる器官から発光液

を噴射して青い光を発する．一方，Conchoecia 属の発光

ウミホタルは水深３００メートルの深海に棲息し，発光器か

ら青い光を発する．ウミホタル発光反応は典型的なルシ

フェリン―ルシフェラーゼ反応である．ウミホタルルシ

フェリンは下村脩らによって結晶化され，その構造は全合

成によって決定された１）．また，これまで発光反応の触媒

であるルシフェラーゼの遺伝子は Vargula（Cypridina）

hilgendorfii と Cypridina noctiluca からクローニングされて

いる２，３）．ウミホタルルシフェラーゼは哺乳類細胞において

も発現し，細胞外へ分泌される性質を持っていることか

ら，遺伝子発現解析のためのレポータージーンアッセイ，

分泌タンパク質のライブイメージングならびに生理活性ペ

プチドのプロセシングの検出などにレポータータンパク質

として利用されてきた．また，最近筆者らはウミホタルル

シフェラーゼをベースにした近赤外線ルシフェラーゼを創

製し，生体発光イメージングプローブとしてその有用性を

明らかにした．本稿では，ウミホタル発光系に関する基礎

研究を振り返りながら，ウミホタル発光系を用いた細胞や

個体レベルでの生体分子のイメージングへの応用について

述べる．

２． ウミホタルルシフェラーゼ VLuc

V. hilgendorfii は体長が約３ミリメートルで発光ウミホ

タル類の中で最大であり，ウミホタル発光系の研究材料と

して古くから用いられた．V. hilgendorfii から単離された

ウミホタルルシフェリンはイミダゾピラジノン環状骨格を

有する化合物である．また，ルシフェリンは不斉中心を持

ち，天然のウミホタルルシフェリンは S 体である１）．ルシ

フェリンの構造や前駆体の取り込み実験から，ルシフェリ

ンはイソロイシン，アルギニン，トリプトファンの三つの

アミノ酸から生合成されると推定された４）．Vargula ルシ

フェラーゼ（VLuc）は基質特異性が高く，ほかの発光系

のルシフェリンと交差反応しない．ウミホタル VLucの生

物発光量子収率（ルシフェリン１分子の反応から１光子が

放出される確率）は約０．３であり，その反応回転数（ルシ

フェラーゼが１分に行える反応回数）は１４００と報告され，

既知のルシフェラーゼの反応回転数の中で最も高い値であ

る５，６）．また，発光反応の機構は１８O２の取り込み実験や化学

量論研究などによって推定され，ルシフェリンがルシフェ

ラーゼによって酸化され，生成された励起状態のオキシル

シフェリンから基底状態に戻るとき，発光すると考えられ

ている（図１A）７）．

一方，１９８９年にVargula（Cypridina）hilgendorfiiからVLuc

の遺伝子がクローニングされ，そのタンパク質の一次構造

が決定された．VLucは二つの N 結合型糖鎖修飾部位を有

する５５５アミノ酸残基からなる分子量６２kDaの糖タンパ

ク質である．また，５５５アミノ酸残基中に３４個システイ

ン残基があり，１７本のジスルフィド結合を形成した安定

な構造であることが推定された．その後，VLuc遺伝子は

数種類の哺乳類細胞に導入され，殆どの細胞においてルシ

フェラーゼが概ね良好な分泌性を示したことから，レポー

タータンパク質として利用できることが分かった８）．また，

VLuc遺伝子を導入した CHO細胞において，ルシフェ

ラーゼが細胞の表面から分泌されるのを発光反応でモニ

ターすることができた９）．さらに，VLucとシナプス小胞

との融合タンパク質を用いることによって，シナプス小胞

のエクソサイトーシス過程がウミホタル発光反応によって

画像化された１０）．一方，天然のウミホタルの発光系には蛍

光タンパク質が関わっていないが，蛍光タンパク質 YFP

を VLucに融合させることにより，VLucの発光は共鳴エ

ネルギー移動のドナーとなり，YFPを光らせることが観

測された．これは，オワンクラゲで見つかった生物発光共

鳴エネルギー移動機構（bioluminescence resonance energy

transfer；BRET）と同じ機構によるものと考えられている

（図１B）．また，BRETの効率は発光分子と蛍光分子との

距離に依存するため，YFPと VLucとの間に生理活性ペプ

チドが挿入された融合タンパク質を用いることにより，

BRETシグナルの減衰を指標としたペプチドのプロセシン

グの測定法が開発された１１）．

３． ウミホタルルシフェラーゼ CLuc

V. hilgendorfiin の近縁種 Cypridina noctiluca のウミホタ

ルルシフェラーゼの遺伝子は２００４年に単離された３）．この

Cypridina ルシフェラーゼ（CLuc）は VLucとのアミノ酸

配列レベルの相同性が高く，酵素の性質が極めて似てい

る．一方，二つルシフェラーゼの分泌シグナル配列の相同

性があまり高くなく，両ルシフェラーゼは分泌特性におい

て異なる性質を有することが明らかになった３）．CLucは

NIH３T３細胞や HeLa細胞において明らかに VLucよりも

高い分泌性を示すことが分かった．このことから，CLuc

は哺乳類細胞を用いるレポータージーンアッセイにおける

レポータータンパク質としてより優れていることが示唆さ

れた．また，CLucの分泌性を利用し，培地を還流させる

ことにより，CLucの活性を連続的に測定するシステムも

開発された１２）．このシステムを用いて長時間連続測定を必
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要とする時計遺伝子の発現変化や薬理効果の経時的な変化

をモニターすることができる．しかしながら，当時光学活

性体のウミホタルルシフェリンの供給源は天然からの抽出

物しかなかったため，ウミホタル発光系のさらなる研究開

発を展開する上で大きな障害となっていた．

そこで、筆者らはウミホタルルシフェリンの化学合成

ルートを再検討した結果，実験室で光学活性体のウミホタ

ルルシフェリンの大量合成法を開発した１３）．一方，ほぼ同

じ時期に基質特異性の異なるコペポーダ（Gaussia prin-

ceps）由来の分泌型ルシフェラーゼ（GLuc）の遺伝子が

日本国内で発売され，入手することができた．GLucの発

光基質であるセレンテラジンはウミホタルルシフェリンと

同じイミダゾピラジノン環状骨格を有するが，二つのルシ

フェラーゼは基質の置換基部分の相違を厳密に認識し，交

差反応を示さないことが判明した．そこで，二つの分泌型

ルシフェラーゼによるデュアルレポータージーンアッセイ

システムの構築を試みた．比較のため，従来汎用されてい

るホタルルシフェラーゼ（FLuc）とウミシイタケのレニ

ラルシフェラーゼ（RLuc）によるデュアルレポータージー

ンアッセイを並行して行った（図２A）．モデル実験では，

時計遺伝子 BMAL１プロモーター配列の下流に CLucの遺

伝子を，コントロールプロモーターの下流に GLucの遺伝

子を配置した二つのベクターとともに，BMAL１プロモー

ターの転写因子である RORα４の発現ベクターを培養細胞
に一過性同時に導入した．２４時間後に，培養液の一部（１０

µl）をウミホタルルシフェリン溶液あるいはセレンテラジ

ン溶液と混ぜて CLucと GLucの発光値を得ることができ

た．その結果，補正された CLucの発光活性は転写因子の

ベクターの量に依存して増えることが分かった．また，

FLucと RLucを用いたレポータージーンアッセイでは細

胞をすりつぶし，二つのルシフェラーゼの活性を測定し

た．補正された FLucの活性（転写因子の活性）は，分泌

ルシフェラーゼで得られたのとほぼ同じであった

（図２B）１４）．このように，分泌ルシフェラーゼを用いるこ

とにより，レポータージーンアッセイは細胞を破砕する必

要性がなくなった．現在このデュアルレポータージーン

図１ ウミホタル発光と BRETシステム
（A）ウミホタルルシフェリン―ルシフェラーゼ反応機構．（B）励起状態オキシルシフェリンによる発光及び近傍の蛍光タンパク
質への生物発光共鳴エネルギー移動機構．
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アッセイシステムは製品化され，国内外で市販されている．

４． 近赤外線ウミホタル発光タンパク質プローブ

前述のように CLucは分泌性の糖タンパク質である．筆

者らはメタノール資化性酵母やカイコの発現系を利用し，

CLucタンパク質を大量に入手した．また，化学修飾反応

や酵素反応によってビオチン化された CLucは，イムノ

アッセイにおいて発光標識酵素として利用できることを見

出した１５）．特に，CLucはイムノアッセイでよく利用され

ているアルカリホスファターゼ（ALP）や西洋ワサビペル

オキシダーゼ（HRP）に比べて穏やかな生理条件で発光触

媒活性を示すので，モノクローナル抗体と連結すれば，動

物個体においても細胞表面のバイオマーカーをルシフェ

ラーゼの発光で検出できるのではないかと考えた．

しかしながら，ウミホタルの青い発光は生体内のヘムや

酸化ヘムの吸収スペクトルと重なるので，発光シグナルの

低下が予想された．そこで，ルシフェラーゼの糖鎖に近赤

外線有機蛍光色素 Cy５を導入した人工的な BRET機構に

よる長波長へシフトした発光タンパク質プローブの創製を

行った１６）．糖鎖は酵素の反応に直接関わっていないので，

化学修飾によるルシフェラーゼの活性への影響が少ないと

判断した．CLucを過ヨウ素酸ナトリウムで酸化し，得ら

れたアルデヒド官能基にヒドラジン基を持つ近赤外線蛍光

色素を連結させた（図３A）．修飾したルシフェラーゼの発

光スペクトルを測定したところ，緩衝液において４６０nm

に発光最大波長を有する本来の発光ピークのほかに，長波

長側で新たな極大発光ピークが観測された．この極大発光

は BRETによるものと考えられる．興味深いことに，マ

ウスの血液中の発光スペクトルは大きく変化し，BRETの

ピークは４６０nmでの発光ピークよりも３倍強となった

（図３B）．そこで，この発光タンパク質を近赤外線発光タ

ンパク質（far-red bioluminescent protein；FBP）と命名し

た．CLucと FBPの発光強度を比較するため，発光イメー

ジング装置で観測した．その結果，血液中での FBPの発

光シグナルは CLucよりも数倍高いことが分かった

（図３C）．

図２ デュアルレポーターアッセイシステム
（A）分泌型と非分泌型ルシフェラーゼを用いたデュアルレポータージーンアッセイの概念図．（B）
ルシフェラーゼを用いた転写因子 RORα４による時計遺伝子 BMAL１プロモーターの活性測定．

１０３９２０１０年 １１月〕

みにれびゆう



次に，FBPと医療抗体の候補の一つであるモノクロー

ナル抗 Dlk-１（Delta-like１homolog）抗体をビオチン・ア

ビジン結合で連結させ，Dlk-１抗原を発現しているヒト肝

がん細胞株の可視化を試みた．抗原を発現する HuH７細胞

は抗原・抗体反応によってラベルされ，細胞表面から

FBPの発光活性が前述の発光イメージング装置によって

観測された（図３D）．さらに，Dlk-１抗原を発現するヒト

肝がん細胞をヌードマウスに移植し，腫瘍が５mm程度の

大きさに成長した段階で FBPと抗体との複合体を注入し

た（図３E）．２４時間後にマウスに再びウミホタルルシフェ

リン光学活性体を注射し，生体発光イメージング装置で観

察した（図３F）．その結果，マウスの腫瘍から高い発光シ

グナルが観測された，観測された発光シグナルはロングパ

スフィルターによる短波長の光の成分の除去操作を経て，

BRETによる発光であることが判明した．一方，CLucに

導入されている蛍光色素を利用した蛍光イメージングで

は，マウスの自家蛍光の影響で同じ腫瘍から特異的な蛍光

シグナルは観測されなかった（図３G）．このように，FBP

図３ ウミホタル発光系を利用した生体イメージング
（A）BRETプローブの創製．（B）血液中の FBPの発光スペクトル．（C）血液中の CLuc（左）と FBP（右）の発光強度の比較．（D）
FBP-Dlk１抗体による細胞表面抗原のイメージング．（E）腫瘍マウスの写真．（F）発光イメージングの結果．（G）蛍光イメージン
グの結果．
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は培養細胞と動物個体のどちらでも利用可能な近赤外線発

光プローブである．現在，この FBPを他種の抗体へ応用

できないかについても検討している．

５． 終 わ り に

以上二つの分泌型ウミホタルルシフェラーゼについて紹

介した．一方，最近 Conchoecia 属の発光ウミホタルルシ

フェラーゼはウミホタルルシフェリンではなく，セレンテ

ラジンを発光基質とする発光系であることが明らかになっ

た１７）．しかしこのルシフェラーゼ遺伝子はまだ単離されて

いないので，詳しいことは不明である．またウミホタルル

シフェリンは三つのアミノ酸から生合成されることが推定

されたが，ルシフェリンの生合成の酵素はまだ単離されて

いないので，より詳しい生合成経路の解明が期待されてい

る．
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チオレドキシンドメインを持つプロスタ
グランジン合成酵素

は じ め に

プロスタグランジン（PG）は，１９３０年代に Kurzrokと

Kiebや，Goldblatt，von Eulerにより，精液中や，前立腺

および精嚢腺から抽出したものに降圧作用や平滑筋収縮作

用がある新物質として発見され，prostaglandinと名付けら

れたものである．降圧作用を持つものは現在の PGE，子

宮筋の収縮など平滑筋収縮作用を示すものは PGFと考え

られ，両物質は primary PGと呼ばれる．現在，PGは Aか

ら Jまで１０種類が生体に広く分布し，様々な生理活性を

惹起することが，多く報告されている．不飽和脂肪酸から

シクロオキシゲナーゼ（COX）により PGHが合成され，

さらにそれぞれ特異的酵素により各々の PGが生合成され

る．前駆体の不飽和脂肪酸がビスホモ-γ-リノレン酸（８，

１１，１４-eicosatrienoic acid）の場合は PGE１や PGF１のような

１系列の PGが，アラキドン酸（５，８，１１，１４-eicosatetraenoic

acid）の場合は PGE２や PGF２のように２系列の PGが，EPA

（５，８，１１，１４，１７-eicosapentaenoic acid）の場合はPGE３やPGF３

のように３系列の PGが生合成される．本稿ではアラキド

ン酸から生合成される２系列の PG合成酵素（主に PGF

合成酵素）について述べるが，２系列の酵素の多くは，
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