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ホタル発光のなぞ

は じ め に

ホタルのルシフェラーゼの発光反応は，分子生物学や細

胞生物学研究は無論のこと，in vivo の分子イメージング

などの基礎医学研究でも広く用いられている．この発光反

応の最大のなぞの一つは，発光色制御のメカニズムであ

る．長らく謎だったこの仕組みが，発光色の異なるルシ

フェラーゼの反応過程の各段階の結晶構造を精密に解析す

ることによりようやく明らかになった１）．本稿では，ホタ

ルの発光反応色の制御メカニズムの研究動向について紹介

する．

１． ホタル・ルシフェラーゼの発光反応と発光色の

制御メカニズム

ホタルの発光反応は，発光酵素ルシフェラーゼ（EC

１．１３．１２．７）によって発光基質の化学エネルギーが光へと

変換されるものである２，３）．発光反応は図１aに示すように

２段階で進行する．まず発光基質ルシフェリンのカルボキ

シ基が ATPの α位のリン酸基を攻撃し，ルシフェリル
AMP中間体を酵素中で一旦生成し，ピロリン酸（PPi）が

放出される．次いで，酸素がこの中間体と反応して，

AMP, CO２とともに，励起状態のオキシルシフェリンが生

成し，これが基底状態へと移動する際，エネルギーを可視

光として放出する．このエネルギー変換の量子収率は極め

て高く，ほぼ９０％に達する４）．

この発光反応の最大のなぞの一つは，発光色制御のメカ

ニズムである．ホタルの発光はふつう黄緑色を示す．しか

し，酸性 pH条件下でルシフェラーゼ反応を行うと発光色

が赤色に変化する．また，ルシフェリン誘導体を酵素非存

在下で反応させた場合も発光は赤色になってしまう．この

発光色の変化は，発光するときのオキシルシフェリンがケ

ト―エノール互変異性により変化し，エノール型が黄緑色

に発光し，ケト型が赤色に発光するという説が唱えられて

きた５）（図１aではケト型のみ記載）．ところが，ジャマイ

カ産のヒカリコメツキ（Pyrophorus plagiophalamus）とい

うホタルの仲間では，多種類のルシフェラーゼ遺伝子を体

内に持っており，例えば，背は緑色に腹が黄色に発光す

る６）．さらに，梶山らは，ゲンジボタルのルシフェラーゼ

遺伝子にランダム変異を導入することにより赤色に発光す

るルシフェラーゼを作り出した７）．配列解析の結果，Ser

２８６が Asnに変換されている（S２８６N）ことが判明した（図

１c）．ヒカリコメツキや S２８６Nの場合，基質や反応条件は

まったく同じであるわけであるから，発色の違いをケト―

エノールの違いで説明するには無理がある．これらアミノ

酸配列の違いと発光色の関わりが報告されると，McCapra

は，オキシルシフェリン分子の簡単な量子化学計算などを

基に，オキシルシフェリンの構造はケト型であり，発光色

の違いは，励起状態におけるオキシルシフェリンの二つの

環構造の相対角度（C２―C２′結合の回転角度）の違いに由

来するという説を提出した８）．この角度の制御にルシフェ

ラーゼの立体構造の違いが関与していると考えれば矛盾し

ないだろう．

２． 北アメリカホタル・ルシフェラーゼの結晶構造決定と

変異体解析

北アメリカホタル（Photinus pyralis）ルシフェラーゼの

結晶構造が１９９６年に Contiらによって決定された（図２

a）９）．ルシフェラーゼは，N末端側の大ドメインと C末端

側の小ドメインの二つから構成されていることが判明し

た．ただし，基質や生成物など ATPやルシフェリン関連

６９７２００７年 ７月〕

みにれびゆう



化合物を含まない状態だったため，その構造から活性中心

は同定されず，発光色の違いを説明することはできなかっ

た．しかし，彼らは翌年さらにグラミシジン S合成酵素 I

（フェニルアラニンラセマーゼ，EC５．１．１．１１）という，

反応機構およびアミノ酸配列がルシフェラーゼと良く似た

酵素の X線結晶解析を行い，立体構造も良く似ているこ

とを見いだした１０）．解析されたのは，生成物である AMP

と D-Pheとの複合体だった．その結果，ルシフェラーゼの

活性中心も大ドメインと小ドメインの境界の大ドメイン側

にあること，小ドメインは，基質の結合に伴い回転するだ

ろうと予想された．図２bに，ルシフェリル AMP中間体

とゲンジボタル・ルシフェラーゼとの複合体の構造１）を示

したが，少なくとも，この予想は見事に的中していた．ま

た，グラミシジン S合成酵素 Iとルシフェラーゼに共通す

る AMPの結合部位周囲のアミノ酸残基も良く一致してい

る．

ルシフェリンの結合部位は不明のままであるが，グラミ

シジン S合成酵素 Iにおける D-Phe結合部位からの予想を

基に，周辺アミノ酸残基への変異導入が行われ，ルシフェ

ラーゼ活性や発光色制御に関わるアミノ酸残基が予測され

た．そして，変異導入実験の結果と，５位にメチル基二つ

の付いたルシフェリン誘導体でもアデニル化すると黄緑色

に発色する反応が検出できたという有機化学的な知見を基

に，発光色制御のケト―エノール互変異性説が改良された．

すなわち，ケト型の共鳴に基づいた電荷の偏りの違いに

よって（共鳴に基づく電荷の偏り説）発色が制御されると

いう説である１１）．

３． 各反応過程段階の酵素―基質複合体の

X線結晶構造解析

我々は，黄緑色に発光するゲンジボタル（Luciola cru-

ciata）ルシフェラーゼの野生型酵素と赤色に発光する S２８６

N変異型酵素に着目し，それぞれについて反応過程におけ

る各段階の酵素―基質複合体の結晶化を行い，その構造を

図１a

図１ ルシフェリン―ルシフェラーゼ反応機構
a，ルシフェリル AMP中間体を経由する２段階反応機構．b，ルシ
フェリル AMP中間体アナログ，DLSAの構造．c，野生型および
S２８６N変異型ゲンジボタル・ルシフェラーゼの発光色． 図１b
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図１c

図３ 野生型（左）と S２８６N変異型（右）ルシフェラーゼ―DLSA複合体
の Ile２８８周辺のファンデルワールス相互作用の比較

DLSA（水色），野生型酵素の Ile２８８（緑色），S２８６N変異型酵素の Ile２８８
（桃色）など各原子をファンデルワールス半径の球として表示した．

図２ ルシフェラーゼ全体構造の模式図
a，北アメリカホタル・ルシフェラーゼ（PDB code: １LC１）．大ドメインを青色，小ドメインを赤色で表示した．b，ゲンジボタル・
ルシフェラーゼ―DLSA複合体（PDB code: ２D１S）．大ドメインを空色，小ドメインを桃色で表示した．DLSA分子と，Ser２８６およ
び Ile２８８側鎖をボール＆スティックモデルで表示した（上部は四角で囲んだ部分の拡大図）．二つのドメインをそれぞれ水色と紫色
で表示した．ドメインの境界部位に活性中心があることがわかる．大ドメインの向きは，a，b同じなので，aの小ドメインを aの右
上の軸を中心に約８０度回転させると bの構造と一致する．
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比較することにより発光色制御の仕組みを解き明かした１）．

Ser２８６の位置は，ルシフェリンと接することができない

ほど離れており，この１残基の変異が発色を変えてしまう

不思議さに興味をそそられた．しかし，単純に，野生型と

S２８６Nそれぞれの立体構造を比較しただけでは解は得ら

れなかった．

１）反応中間体アナログによる Chemical Trappingで反応過

程の立体構造を見る

実際に発光が起きている状態を含む構造の変遷を見るに

はどうしたらよいのか．推定化学反応機構（図１a）を基

に結晶解析の標的とすべき状態（複合体）を絞った．そし

て，（１）反応前の状態として ATP―酵素複合体，（２）発光直

前のルシフェリル AMP中間体―酵素複合体，（３）発光終了

後の AMP―オキシルシフェリン―酵素複合体の３状態の構

造について X線結晶構造解析を行った．

なかでもルシフェリル AMP中間体の捕捉に工夫を凝ら

した．すなわち，ルシフェリル AMP中間体の構造を基

に，５′-O -［N -（dehydroluciferyl）sulfamoyl］adenosine（DLSA）

というアナログを設計合成した（図１b）．この化合物は構

造を安定化するために，ルシフェリル AMP中間体では P-

O結合であるところを S-N結合にし，またルシフェリン

の４，５位の炭素間を二重結合にして４位の水素を初めか

ら除去した状態に設計した．この改変のおかげで，酸素に

よる攻撃を受けない構造になっており，酵素は，この化合

物を間違えて取り込んでしまうと罠にかかって捕捉されて

しまう（chemical trappingという）．この種の化合物による

反応中間体の捕捉は，ATPを基質の活性化に用いる酵素

のメカニズム研究においてすでに成功を収めている１２～１４）．

２）各反応過程におけるルシフェラーゼの立体構造比較

野生型ゲンジボタル・ルシフェラーゼのリガンドが結合

した３種類の構造を比較すると，反応前の ATP複合体と

発光反応後の AMP―オキシルシフェリン複合体の構造では

大きな違いはなかった．しかしながら，発光直前の DLSA

複合体では IIe２８８付近にだけ顕著な動きが観測された．

すなわち，Ile２８８の Cα位置で１．５Åのずれがあり，側鎖
を回転させながらルシフェリン結合部位の方へ移動してい

たのである．

一方，赤色に発光する S２８６N変異体の DLSA複合体で

は Ile２８８の動きは観測されなかった．すなわち，S２８６N―

DLSA複合体の結晶構造は，野生型の反応終了後の構造と

まったく同じだった．これは Ser２８６が Asnに変異したこ

とで側鎖が二股になりその両端が水素結合できるように

なったため，Glu３１３との水素結合に加えて，水との水素

結合も増え，水素結合ネットワークの形成が Ile２８８の動

きを妨げたのだと考えられた．S２８６N変異型とは，黄緑

色にするためのスイッチが壊れた発光装置だと言うことが

できるだろう．

Ile２８８の動きに伴う活性中心の構造，すなわち，活性中

心に結合したオキシルシフェリンと周辺のアミノ酸残基の

相互作用の様子について詳しく見てみる．図３では，野生

型と S２８６N変異体の DLSA複合体の活性中心付近につい

て各原子をファンデルワールス半径の球として表示した．

野生型（左側）では，基質（反応中間体）と酵素の立体構

造的な相補性が完璧である．DLSAのベンゾチアゾール環

は Ile２８８の側鎖の三つの炭素原子と広範囲に接触してい

る．一方，S２８６N変異体では，Ile２８８の動きがないため一

つの炭素原子がわずかに接触しているだけである．ただ

し，Ile２８８以外のベンゾチアゾール環の周囲のアミノ酸残

基や DLSAの構造自体は，ほとんど変化がない．ルシ

フェリンの C２―C２′結合の回転角にも違いは見られなかっ

た．したがって，両者の構造における違いは Ile２８８のベ

ンゾチアゾール環に対する接触の仕方のみであり，発光す

るときのオキシルシフェリンの結合部位に関する疎水性の

程度の違い，そして，酵素と基質の立体構造の相補性の良

さが発光色に大きく関係していると考えられた．

３）どうして発光色が変わるのか？

これら結果を総合すると次のように考えられる．すなわ

ち，黄緑色に発光する野生型のルシフェラーゼでは発光体

のオキシルシフェリンをしっかりと握りしめ，励起状態か

ら基底状態への変移に伴うエネルギーをしっかりと保って

いる．しかしながら赤色に発光する変異体では発光のとき

の握りしめ方が弱いため，このエネルギーを振動（熱）と

して一部無駄に放出してしまい，エネルギーの低い（すな

わち，波長の長い）赤色の発光になるのであろう．

さらにこの考え方を裏付けるため，野生型のルシフェ

ラーゼを用いて I２８８V，I２８８Aという変異体を作成した．

この変異体であればたとえ２８８番目の残基が動いたとして

も，オキシルシフェリンを取り囲む疎水的で相補的な環境

は不完全となり，Ile２８８が動かなかったときと同様に発光

色が変化すると考えられる．I２８８V，I２８８A変異体の発光

色を測定した結果，その側鎖の大きさに合わせて発光色が

よりエネルギーの低い（波長が長い）橙色，そして，赤色

へと順番に変化していった．これで，酵素とリガンドとの
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空間的な相補性が完璧であることが発光色制御の原理であ

ると言っても良いだろう．

お わ り に

これまでの議論から明らかなように，ルシフェラーゼの

活性中心の構成は絶妙であり，反応に伴い構造を変化させ

ることによってオキシルシフェリンのような不安定な反応

分子種のエネルギー状態を制御しているのである．した

がって，結合した基質に直接接しているアミノ酸残基を不

用意に置換すると，たいがい発光色の変化を引き起こすの

も無理はない．何れにせよ，ホタル・ルシフェラーゼの活

性中心の精密な立体構造が明らかになった．これで，活性

中心を構成する各アミノ酸残基の役割が原子構造に基づい

て議論できるようになる．１９７１年に後藤俊夫らによって

オキシルシフェリンが反応生成物であると同定されてか

ら，実に３５年が経過している１５）．
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