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研究成果の概要（和文）：発光反応を触媒する酵素として有名なホタルルシフェラーゼは、それとは全く違う立体選択
的なチオエステル化反応をも触媒できる。しかし立体選択性発現理由の詳細や補酵素A結合部位など、未だ解明されて
いない部分もある。そこで本研究では、補酵素A結合部位および構造変化に必須のアミノ酸残基を明らかにすること、
また得られた情報を基に②立体選択性が発現する理由を解明することを目標とした研究を行った。アミノ酸配列相同性
からケトプロフェンの不斉識別に重要な役割を果たすアミノ酸残基の特定にも成功し、当初の目標を十分達成すること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Firefly luciferase, which is very famous enzyme for bioluminescence reaction, can 
also catalyze the enantioselective thioesterification reaction toward 2-arylpropanoic acid.  The detail ca
talytic mechanisms for enantioselectivity and/or a binding site of coenzyme A, however, were not disclosed
.  Thus in this project, we tried to find the binding site for coenzyme A and tried to explain the mechani
sm of enantioselectivity toward 2-arylpropanoic acid.  Finally we achieved to find some important residues
 for identifying of substrate chirality. 
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１．研究開始当初の背景 
 「光る虫」といえば「ホタル」とすぐに連
想できるほど、我々にとってホタルは身近で、
かつ心が惹きつけられる存在である。この光
るという現象は、ホタルルシフェラーゼとい
う酵素タンパク質が、基質である D-ルシフェ
リンを化学変換することで生じるというこ
とが分かっており、この仕組みの様々な利用
方法が提案されている。 
このように、ホタルルシフェラーゼといえ

ば発光反応を触媒する酵素だと思われがち
であるが、実はカルボン酸に対するチオエス
テル化能力をも有することが知られている。
特に申請者は、本酵素がチオエステル化反応
の際に基質の不斉を識別できることを世界
に先駆けて発見していた[FEBS J. 2007, 274, 
3877-3885]。 

例えば構造中に 1 つの不斉点を有する 2-ア
リールプロパン酸を基質とした場合、ヘイケ
ボタル由来ルシフェラーゼ(LUC-H)は、R 体
を優先的にチオエステルへと変換する。ラセ
ミ体のケトプロフェンを基質とした場合に
は、鏡像体分離能(E 値)35 にて効率よく両鏡
像体を分割できる。酵素を用いてラセミ体か
ら光学活性体を調製する場合にはリパーゼ
を用いるのが一般的であるが、ホタルルシフ
ェラーゼは ATP を利用して反応が進行する
ため、リパーゼとは全く違ったタイプの光学
分割酵素としての利用展開が期待された[特
開 2007-29017]。 

ホタルルシフェラーゼによる立体選択的
チオエステル化反応の不斉点識別機構につ
いて、申請者は本研究を開始する前に、以下
の 2 点について明らかにしていた。 

つまり、①詳細な速度論解析により不斉識
別の段階はアシル-AMP 中間体形成後である
こと、また②アシル-AMP 中間体アナログを
用いた結晶構造解析により、基質結合部位に
隣接している p-loop 部分(S200-L205 部分)の
挙動の違いが不斉識別に関与している可能
性が高いこと、を明らかにしていた。分子動
力学シミュレーションでも本 p-loop部分の挙
動の違いの重要性が予測される結果を得、さ
らに p-loop 部分(S200, S201)に対して変異導
入を行うことで、期待通り立体識別能力が消
失することを確かめていた。 

一方 Gulick らは、ホタルルシフェラーゼと
同じアシル-AMP 形成酵素スーパーファミリ
ーに属するアセチル-CoA リガーゼと補酵素
A との複合体像を解析し、補酵素 A が結合す
る際にはC末端ドメインの大きな構造変化が
生じるという研究成果を報告していた
[A.M.Gulick et al., Biochemistry 2003, 42, 
2866-2873]。 

 
２．研究の目的 
 申請者は、上述した自身の研究により、ホ
タルルシフェラーゼによるチオエステル化
反応では基質の不斉の違いによってアシル
-AMP 中間体形成後の p-loop の挙動が違って

おり、これが不斉識別能力の発現に重要な役
割を果たしていることを明らかにしていた。
しかし p-loopのような酵素の局所的な構造変
化だけでは、不斉識別およびチオエステル化
活性の発現理由を完全には説明できないで
いた。特にチオール基質である補酵素 A の結
合部位は予想すらできていない状況であっ
た。 

そこで申請者は、Gulick らの研究成果を基
に、ホタルルシフェラーゼが補酵素 A と相互
作用する場合にも、C 末端ドメインの構造変
化が引き起こされるのではないかという仮
説を立て、これを検証することとした。また
構造変化によって、補酵素 A との結合部位が
新たに生じ、チオエステル化活性、ひいては
立体識別能力が発現するのではないかと予
想した。 

つまり本検討課題において申請者は、ホタ
ルルシフェラーゼにおける補酵素 A 結合部
位および構造変化に必須のアミノ酸残基を
明らかにすることを計画した。また、得られ
た情報を基に作製した変異体を用いて立体
選択性が発現する理由を解明することも試
みた。 
  

３．研究の方法 
 本研究では、ホタルルシフェラーゼによる
立体選択的チオエステル化活性発現時にC末
端ドメインの構造変化が引き起こされてい
るという仮説のもと、①酵素中の補酵素 A 結
合部位および構造変化に必須のアミノ酸残
基の探索と、②変異体を用いた立体選択性発
現理由の解明を進めることを目的とした。 
上記目的を達成するために、チオエステル

化段階の構造が既知の類似酵素の情報を利
用することを計画した。これとヘイケボタル
由来ルシフェラーゼ(LUC-H)の構造を比較す
ることで、LUC-H 中に潜むチオエステル化活
性発現に必須のアミノ酸残基を特定するこ
とを試みた。また、特定された部位の変異体
に対して速度論解析および発光阻害解析を
行うことによって、それぞれのアミノ酸がど
のような役割を担っているのかを明らかに
することを目指した。 

 
４．研究成果 
1. チオエステル化活性発現に必要なアミノ
酸残基の特定 
ホタルルシフェラーゼはアシル-AMP 形成

酵素スーパーファミリーに属しており、アシ
ル-AMP 中間体を経由する 2 段階反応にてチ
オエステル化が進行する。アシル-AMP 中間
体を形成する段階をアデニル化段階、本中間
体に対して補酵素 A が攻撃する段階をチオ
エステル化段階と呼ぶ。申請者はこれまでに、
カルボン酸基質としてケトプロフェンを用
いた X-線結晶構造解析を進め、本基質のアシ
ル-AMP 中間体アナログとヘイケボタル由来
ルシフェラーゼ(LUC-H)との複合体像取得に
成功している。しかし得られた構造はアデニ



ル化段階を示すもので、補酵素 A 結合部位を
特定することはできていなかった。 
そこでまず、本構造を基にチオエステル化
活性発現に必要なアミノ酸残基の特定を行
うことを目指した。本目標を達成するために
申請者は、アシル-AMP 形成酵素スーパーフ
ァミリーの中でチオエステル化段階の構造
が既に明らかにされている類似酵素の立体
構造情報、アセチル-CoA シンセターゼ(PDB 
ID:1PG4)を用いた。本構造はアシル-AMP と
補酵素 A の複合体像であり、補酵素 A の結合
や酵素構造変化に関する情報を含んでいる
と考えられた。本酵素と LUC-H の 3 次元構
造は高い類似性を示す。よってそれぞれの酵
素のドメインごとの構造や補酵素 A との距
離情報を比較することによって、LUC-H 中に
潜むチオエステル化活性発現に重要なアミ
ノ酸残基を特定することを試みた。図 1 に示
す構造変化予測より補酵素 A 結合サイトお
よび構造変化に伴ってNおよびCドメイン間
で相互作用を行うだろうと考えられるアミ
ノ酸候補を 9 ヶ所抽出した。本部位について
部位特異的ランダム変異導入を行い、各種変
異体を取得後、R-体および S-体ケトプロフェ
ンに対するチオエステル化活性を測定した
(表 1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 表 1. 各変異体のチオエステル化活性比較 
position substitution Relative activity (%) 

R-form S-form 

WT  100 100 

No.1 S 20 < 0.01 

D 12 233 

A 1 < 0.01 

No.2 S 40 233 

R 4 < 0.01 

No.3 A 32 < 0.01 

V 4 < 0.01 

R < 0.01 < 0.01 

No.4 V 60 < 0.01 

N 16 233 

No.5 F 116 33 

L 80 133 

No.6 S 20 < 0.01 

A 16 < 0.01 

P 8 < 0.01 

G 4 < 0.01 

No.7 P 4 < 0.01 

No.8 M 32 < 0.01 

V 28 < 0.01 

L 12 < 0.01 

D 4 < 0.01 

No.9 W 440 168 

F 272 150 

S 268 < 0.01 

L 32 < 0.01 

G 24 200 

Specific activity: R-ketoprofen (25 nmpl/min/mg), 
S-ketoprofen (0.3 nmol/min/mg) 
 
 抽出した部位の内 No.1～8 についてはアミ
ノ酸置換によってチオエステル化活性の低
下が確認された。また速度論解析結果より(結
果は非公開)、この活性低下が、補酵素 A に
対する親和性の低下によって引き起こされ
ていることも確認でき、目的通り、ホタルル
シフェラーゼにおける補酵素 A 結合部位を
明らかにすることに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、No.9 の部位については、チオエステ

Before 

After 

(estimated) 

構造変化 

図 1. 構造変化と補酵素 A 結合部位の予測 

図 2. No.9 と補酵素 A および結合に影響を

与えるアミノ酸残基との空間的関係 



ル化活性の低下だけでなく、向上するアミノ
酸置換も見出すことができた。また速度論解
析結果より、この反応速度向上が補酵素 A と
の親和性向上ではなく、触媒活性の向上によ
るものであるという興味深い結果も得るこ
とができた。予想基質-酵素複合体像より、
No9 部位は補酵素 A だけでなく、他の補酵素
A の結合に影響を与えるアミノ酸部位周辺に
位置していることが分かった。本部位のアミ
ノ酸が変化することによって、間接的に補酵
素 A の結合に影響を与え、微妙な結合位置の
変化をもたらし反応速度が変化したものと
考えられた(図 2)。 
 
2. 立体選択性発現理由の解明 
 本課題検討中に申請者は、ホタルルシフェ
ラーゼによる立体選択的チオエステル化活
性はホタルの由来によって異なり、2-アリー
ルプロパン酸に対して作用できないものが
あることを見出した。例えば、ヘイケボタル
由来ルシフェラーゼ(LUC-H)やゲンジボタル
由来ルシフェラーゼ(LUC-G)、ミヤコマドボ
タル由来ルシフェラーゼ(PmL)では効率よく
ケトプロフェンをチオエステル化できる一
方、ヒメボタル由来ルシフェラーゼ(HpL)で
は認識できないことが分かった。そこで、PmL
と HpL をモデル酵素としてケトプロフェン
の不斉認識に重要な役割を果たすアミノ酸
残基の特定を目指した。 
立体構造とアミノ酸アラインメント情報

を基に、活性部位周辺のアミノ酸の比較を行
った(図 3)。その結果 PmL と HpL はアミノ酸
配列レベルで 60%程度の相同性であるにも
かかわらず、基質から 5Å以内のアミノ酸は
完全に一致していることが分かった。そこで
5-10Åに位置するアミノ酸にまで対象を広げ
たところ、I350 および M397 に違いがあるこ
とが確認された(図 4)。そこでこれらのアミノ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
酸を相互に入れ替えた変異体を作成し、チオ
エステル化活性に対する速度論解析を行っ
た。 
 炭素数 12 の直鎖脂肪酸に対してはアミノ
酸置換によって有意な差はみられなかった
一方、ケトプロフェンに対しては活性の大き
な変化が観察された(表 2)。野生型ではケトプ
ロフェンに対して高いチオエステル化活性
を示した PmL は I350F-M397S 変異体とし、
HpL 型へと変化させることによって、その活
性は著しく低下することが観察された。一方、
元々チオエステル化活性がなかった HpL は
F351I-S398M 変異体(PmL 型)とすることによ
って、ケトプロフェに対する明らかなチオエ
ステル化活性を発現した。またりたい選択性
についても PmL 型から HpL 型へと変化させ
ることによって低下し、逆に HpL 型から PmL
型へとすることによって完全な R-体選択性
を示すことが分かった。本来の酵素活性であ
る発光活性および発光色には影響を与えな
かった。 
 これら 2 ヶ所のアミノ酸が基質認識に与え
る影響を確認するために、MD シミュレーシ
ョンを用いた構造予測を行い、安定構造にお
ける酵素と基質の距離情報を比較した。その 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3. 各種ホタル由来ルシフェラーゼにおいて基質から 5-10Åの距離に位置するアミノ酸残基 

図 4. 基質と I350, M397 の空間的位置関係 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結果、ケトプロフェンを認識できる PmL 型に
比べて、認識できない HpL 型では基質の揺ら
ぎが大きく、うまく基質と相互作用できてい
ないことが示唆される結果を得た。 

以上の結果より、350 および 397 番目のア
ミノ酸は、ホタルルシフェラーゼにおけるケ
トプロフェンに対する立体選択性発現に重
要な役割を果たしていることを明らかにす
ることができた。 
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