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研究成果の概要：発光タンパクが効率よく発光している分子機構を明らかにすることを目的と

して、イクオリンを光親和性標識した。既に合成したアジド化デヒドロセレンテラジンを用い

てイクオリンを再構成し、発光前後において光照射した。トリプシン消化した後、質量分析し

た結果、システイン残基が特異的に酸化修飾されていることが判明した。この現象はこれまで

に報告例が無く、発光前後におけるタンパクの動的変化解析に利用できる手法を確立できた。 
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研究分野：生物有機化学 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパクが基質（発光素子）を酸化し発光
する反応が生物発光である。これまで、生物
発光に関する分子機構研究が多くの研究者
により行われてきた。近年、X 線結晶構造解
析による発光タンパクの活性部位の解明が
報告されている。Shimomura（米国）らによ
り、オワンクラゲ発光タンパク（イクオリン）
の構造が報告され、発光素子が過酸化物とし
て安定化されることが判明している(Nature, 
2000200020002000, 405, 372-376)。また、Kato（日本・
理研）らにより、ホタルルシフェラーゼの構
造が報告され、タンパクによる基質の安定化
の度合いと発光色変化についての知見が報

告された(Nature, 2006200620062006, 440, 372-376)。こ
うして発現タンパクが結晶化する場合、X 線
結晶構造解析は強力な解析手段であること
は言うまでもないが、難結晶性タンパクでは
利用できない欠点がある。 
 それを補う手法に、X 線結晶構造解析とな
らぶ解析手法である光親和性標識法が挙げ
られる。光親和性標識法も多くの研究者によ
り発展してきている。しかしながら、こうし
た光標識タンパクの解析にはラジオアイソ
トープを用いなくてはならない点が、汎用性
の低い欠点となっていた。 
 これまで、トビイカ発光タンパク（シンプ
レクチン）に関する生物有機化学的研究に従
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事してきた。シンプレクチン活性中心では、
システイン残基と発光素子（デヒドロセレン
テラジン：DCT）が結合してクロモフォアを
形成している。その活性中心システイン残基
を特定するために、システイン残基と強力に
結合するフッ素化 DCTアナログを合成してき
た。フッ素化 DCT を取り込ませた再構成シン
プレクチンをプロテアーゼ消化し、得られた
ペプチド断片を LC-MS で解析した結果、活性
中心のシステイン残基を含むペプチド断片
の単離に成功している。しかしながら、質量
分析中に、システインと解離してしまい
MS/MS 測定による詳細な解析ができなかった。
そこで、より安定に解析できるように、シン
プレクチン活性中心と DCTとを不可逆的に結
合させる必要性が生じた。また、シンプレク
チンがどのようにして DCT を取り込み、効率
よく発光反応を行い、その後、活性中心より
発光後の分子を排出するのか、発光素子近傍
における分子レベルでのタンパクの動的変
化を生物有機化学的手法で明らかにしたい
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、光親和性標識法を駆使し、ト
ビイカ・ホタルイカ発光タンパクについて、
発光素子サイドから活性部位の動的解析を
行うことを目的とした。また、ラジオアイソ
トープを一切使用せず、エレクトロスプレー
イオン化（ESI）質量分析装置を駆使して標
識部位を明らかにする手法を確立すること
も目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）光親和性標識のためのプローブとして
2’位芳香環にフッ素基とアジド基を持つデ
ヒドロセレンテラジン（Az-F-DCT：下図）を
合成し、光照射により効率よくニトレンを生
成し溶媒付加体を与えることを報告してい
る。6 位 DCT 誘導体を用いて光照射ペプチド
にビオチン基を導入する前に、2’位芳香環
にアジド基を持つ Az-F-DCT を用いて、発光
タンパクの光照射条件と解析条件を確立す
ることから開始する。 
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 オワンクラゲ発光タンパク（イクオリン）
は高純度品が購入できるので、イクオリンと
Az-F-DCTの還元体であるAz-F-CTを用いて光
照射を行う。電気泳動において、高分解能緩
衝液(アトー社製)を用いると、分子量数百の
差をゲル上で確認できる。そこで、光照射し
たイクオリンを、高分解能緩衝液-電気泳動

にて解析し、照射物は分子量が増えるので、
それを切り出し、ゲル内消化酵素でペプチド
断片へと分解する。得られた試料を質量分析
装置で解析する。非照射のイクオリンも同一
条件で解析し、変化のあるペプチド断片を解
析する。イクオリンのアミノ酸配列はすでに
報告されているので、そのペプチドマップを
参考にして解析を進める。生物発光前、発光
後についてそれぞれ光標識し、光照射部位の
変化を基に、イクオリンの活性部位における
動的解析を行う。 

（２）イクオリンで一連の解析が終了した後、
同じ手法を用いて、トビイカ発光タンパク
（シンプレクチン）に適用し、発光前・後に
おける活性部位の動的解析を行う。シンプレ
クチンのアミノ酸配列についてはすでに質
量分析を用いて解析済みであり、ペプチドマ
ップの作成も終了している。 

（３）ホタルイカ発光タンパクはこれまで単
離されておらず、生物発光機構については未
だ不明な点が多い。そこで、ホタルイカ発光
器を緩衝液中で粉砕し、得られた上清（発光
タンパク粗画分）に Az-F-DCT を加える。得
られた溶液に紫外線（350 nm）を照射して、
Az-F-DCT とタンパクを結合させる。電気泳動
で、照射前のタンパクと変化のあったタンパ
クを探し、Az-F-DCT に結合したタンパクの分
子量を特定する。次に、その分子量のタンパ
クを、ホタルイカ発光器抽出物からゲル濾過
カラムで精製し、生物発光を示すか確認する。
これにより、光標識されたタンパクが、発光
タンパクであるのか確認する。 

（４）光標識ペプチドの検出を容易に行うた
めに、光標識ペプチドへビオチン基を導入し、
アフィニティーカラムにより精製する。そこ
で、F-DCT の６位水酸基にジアゾアセチル基
を導入した Az-F－DCT を合成する（下図）。 
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 これは、DCT より一段階にて合成できる。
次に再構成した発光タンパク（イクオリン・
シンプレクチン）を光照射し、共有結合を形
成させる。DCT とタンパクの間にはエステル
結合が存在するので、前図で示したビオチン
誘導体（１級アミン化合物）を加えるとエス
テルがアミドに交換するので、容易に光照射
部位へビオチン基を導入できる。このタンパ
クをトリプシンなどで消化しペプチド断片
へと分解する。光照射を受けたペプチドのみ
がビオチン基を持つので、モノメリックアビ
ジンを用いたアフィニティーカラムにより



単離する。モノメリックアビジンは、ビオチ
ン化ペプチドを溶出する際のトラブルが少
ない利点がある。精製した光標識ペプチドを
ナノ LC-Q-TOF 型・イオントラップ型質量分
析装置にて MS および MS/MS 解析し、イクオ
リン・シンプレクチンのどのアミノ酸残基が
光標識されたのかを解析する。 

（５）DCT の８位誘導体の合成 
 これまで６位にトリフラートを導入した
アミノピラジン誘導体から DCTの６位誘導体
を種々合成してきた。DCT の８位に直接芳香
環を導入してもシンプレクチンは活性を保
持していた上、発光波長が青色から黄緑色へ
長波長シフトした（未発表データ）。そこで、
８位にトリフラートを導入したアミノピラ
ジン誘導体を合成し、DCT の８位誘導体を
種々合成することとする。パラジウム触媒を
用いた Suzuki-Miyaura 反応を利用して、様々
な芳香環を DCT の８位に導入する。芳香環上
の置換基(R)を電子吸引基から電子供与基ま
で変化させて、発光波長の変化を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）アジド基の光照射生成物について詳細
に検討したところ、イミダゾピラジノン骨格
を持たない芳香族化合物では、生成物の構造
が異なることが明らかになった。Az-F-CT で
は OH 結合に挿入していたが、フェニル酢酸
誘導体では、CH 結合に挿入反応していた。こ
れらの構造は重水素交換を用いた ESI型質量
分析により明らかにした。 
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 溶質の溶媒和の構造の違いにより光り照
射物が異なる最初の報告となった。 

（２）フッ素基を２個導入した DCTを用いて、
シンプレクチン活性部位のシステイン残基
を 390 番目であることを突き止めた。２種類
の DCT 誘導体を合成して活性を測定したとこ
ろ、フッ素基の置換位置によって、活性に大
きな差が生じることが明らかになった。その
原因について種々検討した結果、システイン
残基との反応性が大きく異なることが明ら
かになった。反応性が大きすぎる場合、活性
のあるクロモフォアを形成できなくなるた
めに、発光活性が低下することが明らかにな
った。 

（３）Az-F-DCT を用いてイクオリンを再構成
し、発光前後において光照射した。その照射
物をトリプシンで消化した後、ESI 型質量分
析した結果、システイン残基が特異的に酸化
修飾されていることが判明した（下図）。こ
の現象はこれまでに報告例が無く、発光前後

におけるタンパクの動的変化解析に利用で
きる手法を確立できた。 
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（４）DCT で発光するタンパクとして、二枚
貝発光タンパク質フォラシンもあることを
見いだした。これは、これまで 120 年間発光
基質が不明であった。基質構造が決まったの
で、今後様々な臨床研究において利用される
ことが期待される。 

（５）ホタルイカルシフェリンの構造に関す
る研究を展開した。硫酸化、リン酸化ルシフ
ェリンをそれぞれ合成し、天然物と詳細に比
較した結果、硫酸化セレンテラジン（下図）
で間違いないことを確認した。 
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 重水素交換を用いた質量分析が効果的な
分析手法であった。一方、リン酸化セレンテ
ラジンは発光を阻害する作用があることが
判明し、今後この阻害機構について詳細に検
討する必要が生じた。 
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