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研究成果の概要（和文）： ルシフェラーゼ遺伝子を導入した発光植物を作出し、さらにこの発

光植物にルシフェリン生合成経路関連遺伝子を導入、人工完全発光植物の創出を目指した。そ

の結果、ホタルルシフェラーゼ、ウミホタルルシフェラーゼ遺伝子導入植物を作出した。一方、

ホタルルシフェラーゼ導入発光植物にホタルルシフェリン合成経路の鍵酵素であるチオエステ

ラーゼ酵素を導入、ルシフェリン前駆体のルシフェリン合成を再現したが、チオエステラーゼ

酵素の導入による副次効果で発光が阻害された。異なる鍵酵素の導入が必要であることが明ら

かになった。 

 
 
研究成果の概要（英文）：To establish the bioluminescent plants, we transfect the luciferase 
genes and the luciferin synthesis related genes to plants.  At the first step, we 
established the firefly luciferase gene expressed and Cypridina luciferase expressed 
plants and confirmed the potential of bioluminescence after adding two luciferins.  At 
the next step, we transfected the mammalian thioesterase gene, which is a key enzyme from 
pre-luciferin to luciferin, to firefly luciferase expressed plants.  However, in two 
genes expressed plants, pre-luciferin cannot convert to luciferin, so we have to transfect 
another key-enzyme.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生命科学では基礎・応用研究の幅広い分
野においてルシフェラーゼ遺伝子を人為的

に導入した光る生物群が作られ、多くの生命
現象の解明に貢献すると共に、創薬研究等に
活用されている。しかしながら、人為的に作
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製した光る生物群は、全て発光反応の基質で
あるルシフェリンを外から加える必要があ
り、自己システムで完全に光る生物は作られ
ていない。 
 
(2) 我々はホタルルシフェリンの生合成経
路を解明、生体物質及び異性化酵素を用いる
ことで効率よくルシフェリンを合成できる
ことを証明した（Niwa K, et.al, FEBS Lett 
580, 5283-7, 2006, Niwa K,et al. Anal 
Biochem. 396(2):316-318, 2010）。 
 
(3) ホタル以外にもウミホタルや発光性渦
鞭毛藻ルシフェリンの生合成経路の解明が
急がれるが、それらの発光遺伝子導入した生
物群は十分に作出されていない。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 人工完全発光生物の創製を目指し、ホタ
ルルシフェラーゼ、ウミホタルルシフェラー
ゼ遺伝子群を導入した発光植物群を作出す
る。 
 
(2)発光植物群にルシフェリン生合成経路の
酵素群を導入、ルシフェリン前駆体でも発光
する発光植物を創製する。 

 
 

３．研究の方法 
(1) 発光ルシフェラーゼ遺伝子導入植物の
作出：発光遺伝子としてはホタル(発光甲虫
由来の東洋紡製 Eluc)、ウミホタルルシフェ
ラーゼ（NEB社製 pCluc、アトー社製 pCLucY）
遺伝子を用いる。実験は図１に示したように 

 
図１ ルシフェラーゼ遺伝子の導入法 

 
 

35Sプロモータ下流に挿入したベクターを構
築、パークティルガンを用いてシロイヌナズ
ナに導入する。12時間後、発光を確認する。
なお、遺伝子導入のコントロールとしてウミ
シイタケルシフェラーゼ遺伝子ベクターを
用いた。 
 
(2)ホタルルシフェリン生合成関連酵素のル
シフェラーゼ植物への導入:従来、活性型 D
体ホタルルシフェリンは Cys 残基と 8‐キノ
ンを出発物質とした 2‐シアノ 6‐ヒドロキ
シベンゾチアゾール（CHBT）から L体ホタル
ルシフェリンが合成され、それが異性化酵素
によって効率的に合成されると考えられて
いる。合成経路の導入の第一段階として、L
体→D体の変換に注目し、異性化酵素の一つ
であるチオエステラーゼ遺伝子をホタル遺
伝子発現植物に 2重導入、ルシフェリン、ル
シフェリン前駆体を加え、発光強度を測定す
る。 
 

４．研究成果 
(1) ホタル(発光甲虫由来の東洋紡製 Eluc)、
ウミホタルルシフェラーゼ（NEB 社製 pCluc
及びアトー社製 pCLucY）遺伝子を 35Sプロモ
ータ下流に挿入したベクターを構築した。遺
伝子ベクターはパークティルガンを用いて
シロイナズナに導入した。この際、ウミホタ
ルルシフェラーゼ遺伝子として哺乳類細胞
で発現量が最適化された Cluc 遺伝子と酵母
細胞で発現量が最適化された ClucYを用いた。 

図２ シロイナズナにおけるホタル、ウミホ
タルルシフェラーゼの相対発光活性 
 



 

 

(2) 図 2はホタルルシフェラーゼ遺伝子を導
入シロイヌナズナの抽出物(含む FLUC2)の発
光量に対して、ウミホタルルシフェラーゼ遺
伝子導入体の抽出物 CLUC、CLUCYの発光量を
比較した結果である。ホタル、ウミホタルル
シフェラーゼ共に植物細胞でよく発現する
こと明らかになった。ホタルルシフェラーゼ
は既に報告があるが、ウミホタルルシフェラ
ーゼの植物細胞での検討は初めてであり、ホ
タルルシフェラーゼより発現効率が高いこ
とが明らかになった。一方、植物細胞では酵
母で発現が最適化された遺伝子では発現が
悪いことも明らかになった。本件は、現在、
論文作成中である。 
 
(3) ルシフェリン合成の最終段階において L
体ルシフェリンは活性型 D体ルシフェリンへ
と変換される。この際、異性化酵素が必要で
あり、その候補としてチオエステラーゼ酵素
がある。そこで、哺乳類チオエステラーゼを
遺伝子情報から検索、遺伝子情報を元にクロ
ーニングした。クローニングされた遺伝子を
植物細胞発現ベクターに挿入、シロイヌナズ
ナ植物に遺伝子導入した。従来、動物細胞で
は L体ルシフェリンにエステラーゼ酵素を加
えることで発光活性が増加する点は明らか
であった。しかしながらエステラーゼ酵素を
発現するホタルルシフェラーゼ遺伝子導入
シロイヌナズナ植物では L体ルシフェリンで
は発光の増加が認められず、逆に発現したエ
ステラーゼ酵素が発光を阻害した。これはエ
ステラーゼ酵素によってルシフェリン合成
が阻害されたか、或いはエステラーゼ酵素の
2 次的な反応によって生み出された副産物が
ルシフェラーゼを直接阻害した可能性を示
唆している。 

図３ シロイヌナズナにおけるチオエステ
ラーゼが及ぼすルシフェラーゼの活性阻害 
 

(4) 図 3ではルシフェラーゼのみ発現したシ
ロイヌナズナとルシフェラーゼとチオエス
テラーゼの 2つが同時に発現したシロイヌナ
ズナにおいて活性型 D体ルシフェリンによる
発光活性を比較した。その結果、非活性型 L
体ルシフェリンと同様にチオエステラーゼ
が発現することで活性が阻害されること、つ
まり、チオエステラーゼが生合成経路を阻害
するのではなくエステラーゼ酵素の 2次生成
物がルシフェリン、ルシフェラーゼ反応を直
接、阻害することを示唆する結果が得られた。
よって、本エステラーゼ酵素以外の異性化酵
素を探す必要がある点が明らかになった。 
 
(4) ウミホタルルシフェラーゼ遺伝子を導
入したシロイヌナズナ植物を作出に成功し
たので、これによって今後、ウミホタルルシ
フェリンの合成経路の検討を行う予定であ
る。 
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