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研究成果の概要（和文）：　発光細菌および新規に作製した生物発光大腸菌をミトコンドリア（MT）モデルとして、酸
化ストレス応答を動的な発光パターンから解析した。また真核細胞MTにおいて酸化ストレスのトリガーとなる活性酸素
種（ROS）の生細胞蛍光可視化を行った。ROSの可視化では酵母をモデル真核細胞とし、MT選択配列を融合した発光細菌
由来黄色蛍光タンパク質コード遺伝子を駆使した。
　コロニー発光パターンの解析から、MTモデルとしての原核細胞は集団同期的に酸化ストレスを緩和していることが示
唆された。またMTにおけるROSの可視化より、ROSの生成消滅と共に酸化ストレス条件下のMTが自己組織化的に集合する
ことが可視化された。

研究成果の概要（英文）：  By using luminous bacterium and bioluminescent Escherichia coli hovering the gen
e encoding bacterial luciferase, the oxidative stress induced dynamic bioluminescence (BL) pattern on the 
colony, as a model of the mass of mitochondria (MT), was analyzed. On the other hand, the visualization of
 reactive oxygen species (ROS) at the MT site in a eukaryotic cell and the oxidative stress has been carri
ed out. In this case, a MT signal sequence fused gene encoding yellow fluorescent protein (Y1-Yellow), ori
ginating from a luminous bacterium, was cloned into a plasmid to transform yeast cells. 
  Analysis of the dynamic BL patterns showed that the oxidative stress response can be visualized as a col
lective behavior-like regulated bioluminescence. As a result of the transformation of yeast with the MT-Y1
-Yellow coding gene, the ROS formation at the MT site was clearly visualized. It has also been shown that 
MT assembles to make the MT cluster in response to the strong oxidative stress. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 酸化ストレスの主たる発生中心として、好
気的エネルギー生産の場となるミトコンド
リアを挙げることができる。また呼吸鎖にお
ける酸化的リン酸化過程の副産物として活
性酸素種（ROS）が生成する。呼吸鎖におけ
る ROS の局所的大量生成が結果的に強い酸
化ストレス発生の要因となる。発光細菌や大
腸菌などの原核単細胞の場合、細胞膜呼吸系
はミトコンドリアと同様な機能を有する。こ
のことからは、原核単細胞生物の呼吸あるい
は酸化的リン酸化と関連する事項を調べる
ことによって酸化ストレス発生メカニズム
や酸化ストレス緩和メカニズムが導出でき
るものと期待された。 
	
 発光細菌は酸化的リン酸化で生み出され
るエネルギーを用いて発光触媒酵素ルシフ
ェラーゼ反応を駆動し光を放射する。発光細
菌はまたコロニーを形成すると多細胞集団
として特有のふるまいを示すことがある。研
究代表者らはこれまでに酸素分圧の変化で
誘発される発光明滅現象を見出してきた。ま
た発光細菌由来組換え蛍光タンパク質によ
る酸化ストレスの生細胞イメージングにお
いて、生細胞ミトコンドリアにおける酸化ス
トレスの可視化を試みた。 
	
 上述の経緯より、酸化的リン酸化と密接に
関わる酸化ストレスが発光パターンの生成
消滅の要因であること、逆に発光パターンが
ミトコンドリアにおける対酸化ストレス緩
和メカニズムに関係するものと予想された。 
 
２．研究の目的 
 
	
 発光細菌のコロニーにおいて、酸素刺激の
有無に応じた環状発光パターンが生成・消滅
する。本研究では、このような動的な発光パ
ターンは、細胞が呼吸作用に起因して誘発さ
れた過度の酸化ストレスを同期的に緩和し
た結果に因るものと捉えて解析し、過度の酸
化ストレスに対する生体の解毒的な緩和シ
ステム形成メカニズムを導出することを目
的として進められた。発光細菌はミトコンド
リアのモデルとして実験に供した。 
	
 さらに、これまでに構築したミトコンドリ
アにおける酸化ストレスの可視化法の多機
能化を目指し集団的な生細胞酸化ストレス
応答の蛍光可視化法の構築を目指した。 
（１）動的発光パターンの時間過程を詳しく
調べ数理的に解析する。さらに解析結果に基
づいて対酸化ストレス緩和メカニズムを導
出する。 
（２）発光関連酵素コード遺伝子群で形質転
換した大腸菌の系で上述（１）のメカニズム
の検証を行なう。 
（３）ミトコンドリア標的シグナルを融合し
た発光細菌由来黄色蛍光タンパク質
（Y1-Yellow）コード遺伝子に基づいて酸化
ストレスの可視化を高度化すると共に酸化

ストレス応答メカニズムを考察する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）	
 酸化ストレス応答の視点からの動 
的発光パターの解析. 
 野生型発光細菌 Photobacterium phosphoreum 
bmFP（以下 PpbmFP）を対象として、酸素分
圧を変化させてタイムラプス生物発光イメ
ージングを獲得し、離散フーリエ解析に供し
た。図１は酸化的リン酸化と発光細菌ルシフ
ェラーゼ反応との分子的な関連性を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  発光細菌ルシフェラ－ゼ反応と呼吸鎖
電子伝達系・酸化的リン酸化との分子リンク. 
Enz, 酵素ルシフェラーゼ ; FMN および
FMNH2, 酸化型および還元型フラビンモノ
ヌクレオチド ; RCHO, 脂肪族アルデヒド ; 
RCOOH, 脂肪酸; Enz~ FMNH2, 酵素 FMNH2 
複合体; Enz~FMNH-OOH, 酵素ペルオキシフ
ラビン; Enz~FMNH-OO-CHOR, 酵素フラビ
ンヘミアセタール中間体 ; Enz-FMNH-OH*, 
励起酵素ヒドロキシフラビン中間体. 
 
	
 単一コロニーは NaCl 平板寒天培地上に作
製し、直径 1 mm以下のコロニーに対しては、
酸素濃度を変えながらカラーCCD を取り付
けた蛍光顕微鏡（対物レンズ；4×）を、他方、
直径 1 mm程度以上の大きさのコロニーに対
してはデジタルカメラ（Nikon, D3100）を用
いて一定時間ごとに生物発光画像を収集し
た。図に計測システムの概要を示す。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2	
 コロニー発光計測システム.	
  
アルデヒド負荷の場合, 星印の箇所において
アルデヒド蒸気飽和容器を接続しガス圧に
より気化アルデヒドをコロニーに供給した. 

 

 



	
 生物発光画像の計測において、ストレスを
付加するため酸素とアルゴンを交互に平板
培地に流した（それぞれ流速約 0.3 mL min-1）。
他方アルデヒドを負荷する場合、蒸気圧の大
きいデカナールを洗気びん(A)に入れ、エアー
ポンプを O2-Ar通気システムと取り替え空気
と共に気化デカナールをコロニーに与えた。 
 カラー静止画像群は明度を画素値とする明
度画像群に変換後、離散フーリエ変換するこ
とによって振幅と位相を求めた。次に画像中
の該当座標位置に振幅と位相データを与え、
正規化周波数ｋにおける振幅画像と位相画
像を構築した。具体的な計算を以下に示す。 
	
 まず明度画像の時系列データ{lp(n); n = 0, 1, 
---, N-1}の離散フーリエ変換を行う（式１）。 

! ! = (!!!
!!! !!!

!!"#
! !! ! )    式１ 

	
 ここで k = 0, 1, ---, N-1は正規化周波数を
表す。次にフーリエ変換値 Lp(k) から振幅
Amp（式 2）と位相 Phase（式 3）を求めた。 
 
Amp = ⎢Lp(k)⎢                  式 2 
 
Phase = arg Lp(k)                 式 3 
 
	
 位相については(-π, π)で正規化する。次に
計算で得られた振幅と位相を、画像中のすべ
ての該当座標位置に与え、それぞれの kにお
ける振幅画像と位相画像を作成する。詳細な
解析法は成果雑誌論文①および④に記した。
またタイムラプス生物発光画像の強度ライ
ンプロファイルデータの離散フーリエ解析
等の数値解析を行った。 
 
（２）生物発光大腸菌の構築とパターン挙動
解析の一般化. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3	
 発光細菌ルシフェラ－ゼ遺伝子群（lux 
gene (CDABEFG)）のクローニング (上段). プ
ラスミド, pETBlue-2; 宿主, E. coli BL21(DE3). 
下段；寒天培地上の高密度コロニー生物発光. 
左 , Photobacterium phosphoreum bmFP 
(PpbmFP); 右 , Escherichia coli-lux gene (E. 
coli-lux). 下段中, 生物発光波長分布. 

	
 発光細菌の系で得られる結果の一般化を
目的として、大腸菌に発光細菌の発光能を付
与した。具体には発光細菌の発光関連タンパ
ク質をコードする lux 遺伝子郡を用いて形質
転換を行った。lux 遺伝子群は PpbmFP より
抽出したゲノム遺伝子を鋳型とする PCR に
より得た。PCR産物を In-Fusion反応により、
目的制限酵素で線状化したプラスミドにク
ローニングした。次にヒートショックにより
大腸菌を形質転換した。発現誘導にはイソプ
ロピル-β-ガラクトピラノシド（IPTG）を用い、
発現誘導温度は 20 °C とした。図 3 はまた
PpbmFP と 作 製 し た 生 物 発 光 大 腸 菌
（E.coli-lux）からの発光も示す。発現誘導後、
E.coli-lux は自家発光して青緑色を放射した
（λmax ~ 490 nm）。E.coli-luxは PpbmFPと異な
り内在性青色蛍光タンパク質を生産しない
ため光の色は PpbmFPと比べてわずかに長波
長側にシフトした。他方 E.coli-luxの成長速度
速度は野生型 PpbmFPよりも速い特徴を有し
ており観測の効率化において有用であった。 
	
 生物発光大腸菌のタイムラプス生物発光
イメージング法と解析法は PpbmFP の系と同
様に行った。	
 
	
 
（３）ミトコンドリアにおける酸化ストレス
の蛍光イメージング.	
 
	
 	
 
	
 この実験は 2009-11 年基盤研究 B（研究課
題番号：21370071）と密接に関わる。ミトコ
ンドリアシグナル配列を融合した Y1-Yellow
コード遺伝子で形質転換した酵母の系にお
いて、酸化ストレスの可視化を行った。真核
細胞モデルとして出芽酵母（Saccharomyces 
cerevisiae ）を用いた。発現誘導は β-ガラク
トースにより行い、誘導後は 20~30 °Cで培
養した。具体には上記基盤研究で構築したミ
トコンドリアシグナル配列を有する
Y1-Yellow 発現系の性能を向上させ、酸化ス
トレスを負荷したミトコンドリアにおける
Y1-Yellowの蛍光発現パターンを調べた。 
	
 過酸化水素あるいは呼吸阻害剤としての
シアン化カリウムなどを酵母細胞に摂取さ
せて強い酸化ストレスを与えた。生細胞蛍光
イメージング法については研究成果雑誌論
文③に詳しく記した。 
	
 
４．研究成果	
 
 
①酸化ストレス応答および集団的挙動の視
点に基づく発光細菌生物発光の解析 
	
 寒天培地で培養すると、発光細菌は同心円
状に光の環を広げるように増殖し、発光コロ
ニーを形成する。成長したコロニーに対して、
図 2に記した手法で酸素を供与すると、コロ
ニー成長前線の明るい発光リングの内側に
動的な同心円状の発光パターンを生じた。動
的パターンは再現性よく観測された。酸素刺
激で生じた発光環は酸素の供給の間半径を
変化させながら、中心に向けて収束する変化

 



を示した。このような高酸素分子条件で発生
する発光パターンの時間変化を、周期的現象
の視点から、離散フーリエ変換を基礎とする
画像解析に供した。	
 
	
 フーリエ解析結果例を図 4に示した。振幅
画像の場合、色調が白い領域において振幅が
大きく、周期的現象が生じているものと判断
できる。他方、位相画像の場合、今回用いた
処理では緑色が強くなるほど位相が揃って
いるものと捉えることができる。他方赤色が
強い領域は位相の揃い方が極めて弱いか、あ
るいは位相一致の無い領域と捉えられる。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 4	
 酸素供給時の典型的な発光応答画像の
離散フーリエ解析結果.正規化周波数;上段, k 
= 4; 下段, k = 9. 左図, 振幅画像；右図, 位相
画像. 
 
	
 一連の解析から、一般に小さい正規化周波
数領域において明瞭な振幅画像と位相がよ
く一致した位相画像が得られた。さらにコロ
ニーの生の生物発光画像と比較すると、酸素
刺激において動的な発光パターンが誘導さ
れる領域において、振幅が大きく発光が振動
しているものと考えられた。さらに位相画像
は、発光パターンが誘導された領域において
位相がよく一致を示していること示した。こ
れらの結果は、酸素刺激で誘導された動的発
光パターン領域において、生物発光が同期し
ていることを示唆する。	
 
	
 換言すると酸素刺激に対する発光細菌の
集団的な応答挙動が規則的な生物発光とし
て可視化された事になる。このような挙動は
アルヒドの供給時には見られず、呼吸活性の
変動と関連するものと推察された。好気的代
謝過程に含まれ特定の過程が同期的な発光
と関連すること、また動的発光パターンは発
光細菌の集団的な酸化ストレス応答の統制
されたアウトプットであると考えられた。	
 
	
 
②発光細菌の系で観測された集団的挙動の
一般化 
 
	
 発光細菌の系で得られた結果の一般化を
図った。LB あるいは 2YT 培地において、
E.coli-luxもまた PpbmFPと同様に成長前線が
明るく光りながら円形コロニーを形成した。
成長した E.coli-lux コロニーに対して、図 2

に記した手法で PpbmFPの系と同様に観測を
行った。いろいろな条件で実験を行った結果、
E.coli-luxのコロニーにおいても、PpbmFPと
同様に高酸素濃度条件において同心円状の
動的発光パターンが繰り返し再現性よく観
測された。この観測結果は酸素刺激によって
誘発される同心円状発光パターンが野生型
発光細菌に特有の現象ではないことを示す。
さらに興味深いことには、動的発光パターン
が PpbmFPの系よりも明瞭に観測されたこと
である。典型的な酸素刺激応答を図 5に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5	
 E. coli-luxコロニーの酸素刺激応答（抜
粋）. Ar通気 10分後に O2 (30 s)-Ar (10 min)
通気サイクルを繰り返した. LP, 発光強度数
値データ抽出ライン. 
 
	
 酸素分子が細菌の細胞膜やミトコンンド
リアの二分子膜の透過に要する時間は sub-µs
と算出される。したがって、酸素供給とほぼ
同時に細胞内酸素分子は飽和状態に達する
ものとのと予想され、酸素分子の拡散過程が
律速過程とはならないと期待できる。さらな
る検討を要するが、高酸素状態において、呼
吸作用に含まれるなんらかの過程が規則的
に応答し、結果として生物発光過程が規則的
応答しているものと示唆される。時間を変数
とする生物発光画像ラインプロファイルの
離散フーリエ変換は、動的パターン領域にお
いて振動成分が存在することを示した。さら
に離散フーリエ変換に基づく画像解析を行
い、正規化周波数 kにおける振幅画像と位相
画像を作成した。出力結果例を図 6に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6	
 E. coli-luxコロニーの解析から得られた
振幅画像（A）および位相画像（P）.それぞ
れ低正規化周波数領域の結果を示した.（A）
と（P）のシリーズ左上段, 直流成分（k = 0）. 
 
	
 PpbmFP の系で得られた結果と同様に、E. 

 

 

 



coli-luxコロニーの系においても、酸素刺激下、
動的な同心円状発光パターンが誘発される
領域に着目すると、特に正規化周波数 k = 1
において振動成分が観測されるだけでなく、
位相がよく一致していることが判った。これ
らの結果もまた動的発光パターン領域にお
いて、E. coli-luxコロニーからの発光が同期し
ていることを予想させるものである。 
	
 高濃度酸素分子条件下において、余剰の酸
素分子は呼吸鎖 ETC の電子を得てスーパー
オキシドアニオンを生じる。これはさらに不
均化により過酸化水素さらには他の ROS へ
と変化することが予想される。呼吸鎖におい
て局所的に多量に生じる酸素分子由来の
ROS による酸化ストレスを軽減するため細
菌は何らかの化学物質によるコミュニケー
ションを通して規則的なふるまいをするこ
とが期待できる。またこのような対酸化スト
レス応答と考えられる集団的なふるまいが
規則的な生物発光応答（動的発光パターン）
として観測されたものと捉えられる。 
 
（３）酸化ストレス条件におけるミトコンド
リアの自己組織化.	
 
	
 
	
 本研究ではミトコンドリのモデルとして
発光細菌あるいは大腸菌を実験に供した。そ
の結果、酸素刺激において集団的な挙動を示
すことが判った。集団的なふるまいがミトコ
ンドリアで観測されるかに関しては興味深
い課題である。これまでに構築した生細胞ミ
トコンドリアの蛍光可視化法に基づいて、酸
化ストレス条件下のミトコンドリアの挙動
を調べた。代表的な結果として 0.1 mmol·dm-3 

(mM) 過酸化水素を添加した系で観測された
ミトコンドリアの酸化ストレス応答を図 7に 
示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7	
 発光細菌由来黄色蛍光タンパク質コー
ド遺伝子で形質転換した酵母（生細胞）の位
相差画像（上段）および蛍光画像（下段）.
左 3列；H2O2添加前；右 3列添加後（添加後
濃度 0.1 mmol·dm-3 (mM)）.それぞれプレパラ
ート作製後,10, 30, 60 分後の画像. バー，10 
µm（研究成果雑誌論文②より転載） 
 
	
 図 7の蛍光画像において黄色蛍光スポット
がミトコンドリアのサイトである。過酸化水
素添加前において個々のミトコンドリアの

多くは独立的に存在するが、過酸化水素添加
による強い酸化ストレス条件下において時
間の経過と共にミトコンドリアが自己組織
化的にクラスターを形成することが観測さ
れた。過酸化水素はそれ自身が ROSの一種で
あるだけでなく、分解の過程において局所的
に高濃度酸素分子生成の要因となる。酸素分
子はまた呼吸鎖 ETC との相互作用において
別の種類の ROSへと変化する。このように酸
化ストレスを誘発する ROS が多量に存在す
る条件においてミトコンドリアは対酸化ス
トレス応答としてクラスターを形成するこ
とが画像から示唆された。同様な自己組織化
的なクラスター形成はシアン化物の吸収に
よる呼吸阻害条件下（ROSが一時的に多量に
生じることが実験結果からも予想された）に
おいても観測された。 
 
まとめ 
 
	
 呼吸鎖近傍において一時的に且つ局所的
に多量の ROS が生じると強い酸化ストレス
のトリガーとなる。このような状況において
ストレスを軽減することは生命維持のため
に必須である。本研究では発光細菌をミトコ
ンドリアモデルとして、高酸素条件下での発
光応答を調べ、規則的な発光応答を示すこと
を明らかにした。このような規則的な発光応
答は、細胞が酸化ストレスを軽減するために
とった集団的挙動であり、それが結果的に生
物発光によって可視化されたものと考えら
れる。逆に、発光応答から酸化ストレス応答
メカニズムを演繹できることが示唆された。	
 
	
 ミトコンドリアの系の場合、酸化ストレス
が強まると自己組織化的にクラスターを形
成し、ストレス緩和を図っていることが本研
究の観測結果からも予想された。	
 
	
 ミトコンドリアが生物発光能を有するこ
とが可能となれば、酸化的リン酸化と密接に
関わる生物発光を観測することにより、より
詳しく対酸過ストレス応答メカニズムを解
き明かすことが可能になるものと期待され
る。さらに対酸化ストレス応答メカニズムに
おいて存在が予想されるコミュニケーショ
ン物質、即ちクラスター形成（あるいはコロ
ニー形成）過程において自己組織化を促す物
質や、すでにクラスター化（あるいはコロニ
ー形成）した段階において同期的な酸化スト
レス応答を誘発する物質を同定することが
可能になるものと期待できる。	
 
	
 ここに述べた仮説については、現在進行中
の基盤研究 C（25440068）において詳しく実
験検討を重ね、得られた解析結果に基づいて
実証を進めたい。 
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