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研究成果の概要（和文）：ガウシア・ルシフェラーゼ（GLuc；168残基）は、優れた最小のレポータ蛋白質となる可能
性を秘めているが、その構造は未知であり応用が遅れている。本計画において2つの成果を得た。まず、GLuc配列中に
ランダム変異を導入し、発光波長が野生型と異なる変異体の探索（スクリーニング）を行った。探索には、VanX酵素に
よる大腸菌の自己溶菌効果を用いることでGLucを菌体内から溶出させた。その結果、未精製GLucのスクリーニングが可
能になり、最大発光波長が5nmレッドシフトした変異体を同定した。さらに、核磁気共鳴法（NMR）を用いたGLucの構造
解析から、主鎖原子の7割の帰属と二次構造を同定した。

研究成果の概要（英文）：Gaussia Luciferase (GLuc; 168 aa) is among the smallest luciferase and could 
serve as a reported protein in biochemical research. Its identification is relatively recent, and its 
structure and biophysical properties remain to be fully characterized. Here, we developed a novel method 
for screening GLuc, where VanX is coexpressed with Gluc in order to autolyse E-coli and release GLuc into 
the culture media. This, in turn, enables GLuc’s bioluminescence measurement directly in the crude media 
without purification greatly increasing the screening efficiency. Using this protocol we identified 
several single mutation GLuc variants with light emission red shift by up to 5 nm, and a double mutation 
variant with red shift of 15 nm (but with weaker light emission intensity). In addition to this, we 
started a heteronuclear NMR analysis of recombinant GLuc, and we assigned about 70% of its main chain 
peak and their secondary structures.

研究分野：生物物理・蛋白質の物理化学

キーワード： 蛋白質工学　生物活性物質の探索　SS結合　探索法　ランダム変異
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１．研究開始当初の背景 

ルシフェラーゼは、バイオイメージングに必

須なレポータ蛋白質として、バイオ研究にお

いて利用価値の高い酵素である（Shimomura O. 

Nobel Lect, 2008）。現在、蛍(550 残基)やレ

ニラ(308 残基)ルシフェラーゼが主に使用さ

れるなか、我々は、最小のレポータ蛋白質と

して期待されるガウシア・ルシフェラーゼ 

(168 残基；以下、GLuc)に注目した（Remy I et 

al. Nat Methods, 2006）。しかし、大腸菌を

宿主として GLuc を発現させた場合、10 個の

システイン残基が非天然型 SS 結合を形成し

てしまうため、組換え GLuc の大量生成は困

難であり、その解析及び応用が他のルシフェ

ラーゼに比べて遅れている（図 1）。 

とりわけ、GLuc の発光最大波長は 480nm であ

り、生体組織に吸収されやすい発光波長であ

るため、吸収が少ない赤色発光変異体の開発

は重要だと考えられている。また、GLuc の物

性及び構造解析があまり進められていない

ことも、GLuc の機能改良が遅れている原因の

一つと考えられる。 

 

２．研究の目的 

上記の背景を踏まえ、本研究では、発光波長

が野生型と異なる GLuc 変異体の探索を目指

した。そのため、迅速な探索を容易にする大

腸菌の自己溶菌に基づく新規スクリーニン

グプロトコルの開発を行った。さらに、核磁

気共鳴法（NMR）による GLuc 解析を進め、高

分解能な構造情報を初めて得ることを目的

とした。本研究の特徴は、①研究代表者が解

明した VanX 酵素による大腸菌の自己溶菌機

構を用いることで、GLuc を精製せずに培地中

で探索可能となるスクリーニングプロトコ

ルを実現することと、②さらに、GLuc に関す

る構造情報が全くない現在、NMR から得られ

る情報は、変異体設計において貴重であるこ

とである。 

 

３．研究の方法 

本研究ではまず、GLuc 発現量を向上させた発

現系を構築し、正しいSS結合を形成するGLuc

が培地中に十分量（1mg/L 以上）放出される

条件を求める。次に、PCR によるランダム変

異を GLuc に導入し、発光波長に変化が見ら

れた、又は発光強度が増加したクローンをス

クリーニングする。スクリーニングでは、培

地中に放出された未精製の GLuc をマイクロ

プレートに移し、そこに基質のセレンテラジ

ンを添加、発光活性を測定する。上記工程を

2～3回繰り返し、発光色制御に最適な配列を

導き出す。以上の実験を通じて、優れた最小

のレポータ蛋白質が開発されると同時に、大

腸菌では扱い難い複数の SS 結合を有する蛋

白質の改変を可能にする汎用的なスクリー

ニング法を開発する。 

 

４．研究成果  

当初本研究に用いることを予定していた

GLuc の N末端ドメイン（GLuc の 1-97 残基；

以下、GLucN）が発光活性を有することを 26

年度に確認していた。しかし、様々な試行錯

誤実施したにも関わらず、GLucN の発光強度

は弱く、さらに、大腸菌を宿主として発現し

た GLucN の収率は悪かった。そのため、本計

画では、GLucN の代わりに全長 GLuc を対象と

して実施することを決定した。 

本研究では、VanX の大腸菌溶菌効果を利用し

た新しい探索（スクリーニング）プロトコル

を開発し、GLuc の変異体の探索に応用した。

さらに、NMR による構造解析を試みた。研究

成果の詳細は以下の通りである。 

（1）本計画ではまず、発現量を低下させる

レアコドン（rare codon）を除いた GLuc の

遺伝子配列から成る GLuc の発現系を作製し

た。発現系は pET15（Novagen 社）を基にし

ており、その収量は従来の発現系を用いた時

の約 1.5～2倍に向上した（～2mg/L）。 

図 1：バイオインフォマテイクス解析から

推定した GLuc のモデル構造。ドメインが 2

つあることと、αへリックスが多い蛋白質

であることが示唆された（研究業績 4より

転記）。 



（2）次に、ランダム・プライマーを用いて

GLuc 配列中に変異を導入し、発光波長が野生

型と異なる変異体をスクリーニングした。ス

クリーニングには、研究代表者が先行研究で

解明した VanX 酵素による大腸菌の自己溶菌

効果を応用した（研究業績 7）。VanX の溶菌

効果を用いることで、GLuc を菌体内からマイ

ルドに抽出し、未精製状態で、培地中で探索

することを可能にした。 

さらに、ランダム変異の導入箇所を決めるた

めに GLuc に関する先行研究を精査した（研

究業績 1）。その結果、GLuc は発光活性を持

つ2つの相同的なドメイン(27-97,98-168)か

ら成ること、GLuc がαへリックス蛋白質であ

ることが、配列解析から予測された。とりわ

け、ドメイン 1の 52–77 配列とドメイン 2の

123–148 配列の 2 つに保存度が高い領域が認

識された。また、その両領域に含まれるそれ

ぞれ4つのシステイン残基の配置も類似性が

見られた。以上の解析より、先行研究での変

異部位が殆どドメイン1にあることが明らか

となった。本研究から、ドメイン 1で発光機

能が改良された残基の相同な部位にあるド

メイン2の残基にランダム変異を導入するこ

とで更なる赤色発光変異体が期待された。 

具体的なランダム変異導入位置としては、

2011 年キム博士らにより開発された赤色発

光変異体 MONSTA（Kim SB, Anal Chem, 2011）

の4ヶ所の変異部位中のF72とI73(ドメイン

1）に対応しているドメイン 2 の残基として

W143 と L144 が保存領域 123–148 配列内に存

在し、これを探索の標的部位とした。その結

果、最大発光ピークの波長が 5nm レッドシフ

トした変異体を複数同定することに成功し

た（図 2）。 

 

（3）最後に、上記（1）において GLuc の発

現量を向上できたため、NMR を用いた構造解

析を開始した(図 3)。現在までに、15N・13C

標識した GLuc を 0.5mg 精製し、NMR を測定、

主鎖原子の7割の帰属と二次構造の同定に成

功している（図 4）。測定には、理化学研究

所横浜キャンパスの Bruker800 および 900装

置を用いた。近い将来、GLuc の構造を初めて

明らかにできると考えている。 

 

 

 

 

 
 
 

図 3:GLuc の HSQC スペクトル。GLuc 濃度

は約 200uM,pH7.0,20mM NaPi(pH7.0)+2mM 

NaN3。 

図 2：GLuc 変異体の発光スペクトル。

本計画で同定した VA 変異体を実線、

GLuc-MONSTA を▲、野生型 GLuc-TG を

（■）で示す（研究業績 1より転記）。 

10       20 
                 |         |         
         TGKPTENNEDFNIVAVASNFATTDLDAD 
GORIV    ----------EEEEEEE-------HHHH 
SSpro    -----------EEEEEE---EEEE---- 
TALOS+   XXX----XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX 
 

30       40        50        60        70        80        90        
         |         |         |         |         |         |         |          
         RGKLPGKKLPLEVLKEMEANARKAGCTRGCLICLSHIKCTPKMKKFIPGRCHTYEGDKESAQGGIGEAIVD 
GORIV    H---------HHHHHHHHHHHHH-------EEE-----------EEE—EEEEE--------------EEE- 
SSpro    ----------HHHHHHHHHHHHH---HHHHHHHHHHH---HHHHHH-----------HHH--------EE- 
TALOS+   XXXXXXXXXXHHHHHHHHHHHHH-----HHHHHHH--E--HHHHHH-XXXXXXXXXX----XXX---EEE- 
 

100       110       120       130       140       150       160       170 
|         |         |         |         |         |         |         | 
IPAIPRFKDLEPMEQFIAQVDLCVDCTTGCLKGLANVQCSDLLKKWLPQRCATFASKIQGQVDKIKGAGGDIEGR 

GORIV    -------------HHHHH-EEEEE--------------HHHHHH-------------HHHHHHHH------EEE- 
SSpro    -------H----HHHHHHHHH------HHHHHHHH--HHHHHHHHH-HHHHHHHHHHHHHHHHEEE--------- 
TALOS+   XXXXXXXXXXXXHHHHHHHHHHHH----HHHHHXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX------------XXXX 

図 4：GLuc の配列と 2次構造。Hがヘリック

ス、E がストランド、-がコイル、X が未帰

属なため TALOS による二次構造が予測不可

能な残基を示す。推定ドメイン 1 及び 2 を

それぞれ中段と下段に示す。TALOS は、NMR

化学シフトによる二次構造予測を示す。

GORIV と SSpro はアミノ酸配列情報から予

測した二次構造を示す。 
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