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研究成果の概要（和文）：発光活性を有する標識蛋白質（レポーター蛋白質；GFP など）を用い

たバイオイメージングは、分子生物学の必須なツールとなっている。なかでも、生物発光を触

媒する最小酵素であるガウシア由来のルシフェラーゼ(以下、GLuc)への期待は大きい。しかし、

システインを多数有する GLuc は、非天然型 SS 結合を形成して凝集しやすいため、その生成は

困難である。そのため、GLuc の機能解析及び改変がほとんど進められておらず、バイオイメー

ジングへの応用はまだ限られている。本研究では、独自に開発した SEP タグ技術（溶解性向上

タグ）を用いることで、天然型 SS 結合を形成する GLuc の汎用的な発現精製系を構築し、その

機能と物性を解析、発光極大波長をレッドシフトした GLuc 変異体をランダムスクリーニングに

よって構築した。 

 
研究成果の概要（英文）：Bioluminescent proteins are indispensable tools for bio-imaging, 
and controlling and manipulating their molecular properties has become an important issue 
in protein engineering. Here we developed a novel screening method for improving the 
bioluminescent properties of Gaussia luciferase (GLuc). GLuc possesses 10 cysteins 
forming 5 SS-bonds, which make GLuc manipulation especially difficult, because the 
cysteins become entangled into non-native SS-bonds when GLuc is expressed in E-coli with 
traditional protocols. In the present study we used SEP tags to solubilize the protein 
and favor the formation of native SS-bonds in E-coli, which is a handy and inexpensive 
expression host. Using this new technique we isolated novel GLuc variants with red-shifted 
luminescence. The application range of this method can be extended to other SS-bond 
containing proteins, and the improved GLuc will contribute to complement the register 
of reporter proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、ガウシア(海洋カイアシ類 Gaussia 

princeps;海洋性プランクトンの一種)由来

のルシフェラーゼ(以下、GLuc；169 残基)は

最も小さなレポーター蛋白質として注目を

集めている。GLuc は、蛍ルシフェラーゼ(550
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残基)より安定性・活性・汎用性の面で優れ

たレポーター蛋白質となる可能性を秘めて

いる。しかし、10 個のシステインを有する組

換え GLuc を従来の方法を用いて大腸菌で発

現すると非天然型 SS 結合を形成するため凝

集してしまう。そのため、GLuc の機能解析、

及び機能改良の研究は進まず、GLuc の応用範

囲も未だ限られている。本研究では、大腸菌

を宿主とした組換え GLuc の効率的発現・精

製法を開発し、初めての物理化学的な手法に

よる機能解析、及び発光活性を改変した GLuc

変異体の構築を行った。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、天然型SS結合を有するGLuc

の発現量を大きく向上させ、物理化学的な計

測法を用いた機能解析を可能にすることで

ある。さらに、GLuc の発光極大波長（色）及

び発光強度を独自に開発する手法で改変し、

優れたレポーター蛋白質の開発を試みる。本

研究の一番のチャレンジは、タグ技術を用い

ることで、SS 結合を多数有する蛋白質を、安

価かつ扱いが容易な大腸菌を用いた汎用的

な系で生成可能にすることである。本系は、

GLuc 以外の SS 結合を多数有する蛋白質へも

応用できると期待される。 

 

３．研究の方法 

SEP タグを GLuc の C 末端に付加することで、

正しい天然型の SS結合を形成する GLuc 変異

体を作製した。SEP タグは、研究代表者が先

行研究で開発した目的蛋白質の末端に付加

することで蛋白質の溶解性を 10 倍近く向上

することができるペプチド配列である

（Solubity Enhancing Peptide Tag；3～12

残基から成る溶解性向上タグ；Kato A, et al. 

Biopolymers, 2007、発表論文⑤）。SEP タグ

を用いることで変性状態でも GLuc の溶解性

が向上し、凝集せずに天然型 SS 結合が形成

されるため、天然型 SS 結合を有する GLuc の

収量が向上する。この手法で生成した組換え

GLuc の活性を測定し、その構造及び安定性を

NMR（核磁気共鳴法）、CD（円偏光二色性分光

法）などの分光法を用いて測定する。 

次に、PCR によるランダム変異挿入法を用い、

GLuc のランダム変異体を作製し、発光極大波

長が変化及び発光強度が増加したクローン

を選択（スクリーニング）する。スクリーニ

ングは、ランダム変異を導入した GLuc を発

現させ、独自開発した VanX 酵素による大腸

菌の自己溶菌効果を応用した手法(発表論文

②)を用いて、未精製状態で GLuc の発光活性

を測定する。上記工程を 2、3 回繰り返し、

発光極大波長及び強度の制御に最適な配列

を導き出す。以上の実験を通じて、大腸菌で

は扱いが困難な多数 SS 結合蛋白質を改変す

るための迅速なスクリーニング法を開発し、

GLuc の発光活性を制御する。 

 

４．研究成果 

大腸菌を宿主として発現した組換え GLuc を

逆相HPLC精製した結果、培養液1L当たり2mg

の天然型 SS 結合を形成する組換え GLuc を得

ることに成功し、その分子量を MALDI-ToF 

Mass で確認した。GLuc に 5 つの SS 結合があ

ることを考慮すると、2mg/L は比較的高い収

量であると考える。高純度の組換え GLuc を

用いることで下記のような機能と物性の詳

細な物理化学的な解析を可能にした。 

GLuc の発光活性は今まで考えられていたよ

りはるかに強く、蛍ルシフェラーゼの 10 倍

（同酵素濃度比較）以上であることを解明し

た。また、円偏光二色性分光法から測定した

GLuc の変性温度が 60℃であり、GLuc が広い

温度範囲で利用可能であることを示した。さ

らに、NMR 測定によって、組換え GLuc が単量

体で天然状態にフォールドしていることが

強く示唆された（図 1、発表論文⑥）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1：大腸菌を宿主として発現した組換

え GLuc の 1 次元 NMR スペクトル 



 

 

GLuc の機能改変においては、親水性領域の 4

残基をランダム変異させ、独自に開発した

VanX の大腸菌の自己溶菌効果を応用したス

クリーニング法(発表論文②)を用いて、未精

製状態で GLuc の発光活性を測定した。その

結果、約 100 個のクローンから発光極大波長

が 9nm シフトしている変異体を同定した(図

2)。 

現在、SS 結合を有する蛋白質のスクリーニン

グは、酵母や動物細胞を必要とする。これに

対して本研究では、5 本の SS 結合を有する

GLuc のスクリーニングを大腸菌で行うこと

が、大きな特色である。さらに、本研究の対

象である GLuc は応用価値が高く、その機能

改変によって蛍ルシフェラーゼに勝る優れ

たレポーター蛋白質として、バイオイメージ

ング分野に大きな波及効果をもたらすと期

待される。今後は、発光極大波長をさらにシ

フトさせ、GLuc の発光色を変えることを目指

していきたい。 
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