
	 
様式 C-7-2	 

自己評価報告書	 

平成２３年	 ５月	 ９日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究分野：構造生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：ルシフェラーゼ、生物発光、Ｘ線結晶構造解析、ルシフェリン 
 
１．研究計画の概要 
	 ホタルルシフェラーゼによる発光反応に
は古くから２つの謎が知られている。それは
（1）量子収率が高いこと、(2)ルシフェラー
ゼの 1アミノ酸置換により発光色が黄緑色か
ら赤色に劇的に変化することである。我々は
黄緑色発光の野生型と赤色発光の S286N 変異
体ルシフェラーゼのＸ線結晶構造解析から、
発光時における構造上の違いを見いだした。
この結果、ルシフェラーゼによる発光体オキ
シルシフェリンの取り囲み方の違いが、得ら
れる励起状態のエネルギーの違いを導き、発
光色変化が生じることを明らかにした。そこ
で本研究ではルシフェラーゼの立体構造、発
光スペクトル、量子収率、オキシルシフェリ
ンの構造を相互的に解析し、未だ未解明のさ
らなる発光色制御機構を明らかにすること
とした。	 
	 本領域研究では新規高次π空間分子の創
製が１つの方向性である。すでに生体空間で
は様々な高次π空間を使った分子が存在す
るが、未解明の部分が多い。そこでその詳細
を理解することは、新規π空間物質の分子設
計には非常に有用である。ホタルのルシフェ
リンールシフェラーゼ反応はπ空間を巧み
に利用しており、発光色の制御は励起状態の
オキシルシフェリンのπ電子空間における
構造状態の違いによると考えられている。そ
こで申請者はルシフェリンールシフェラー
ゼ空間の精密構造解析によって、詳細なπ空
間制御機構の解明を行い、新規π空間分子の
創製に役立たせようというものである。	 
 
２．研究の進捗状況 
	 ホタルルシフェラーゼの発光色制御機構
の詳細を明らかにするためにはさまざまな

発光色変異体の状態を明らかにする必要が
ある。そこで 1 アミノ酸置換により 20 種類
の変異体を作成し、基質結合部位に近くにあ
る Tyr257, Asn231, Arg220変異体、また基
質結合部位から遠くにある Gly326, His433
変異体をそのターゲットとすることとした。
黄緑色の発光を行うためには、発光の際基質
結合部位の構造変化を起こす必要がある。こ
の構造変化には Tyr257 または Asn231 が
Ser286 と水を介した水素結合を形成する必
要があることがこれまでの構造解析から推
察された。そこで Y257F, N231A変異体の構
造解析から、構造変化には Y257 が関わって
いることが明らかとなった。また N231A 変
異体の構造解析では構造変化が観測された
ものの赤色に変化するという新たな現象が
確認できた。野生型の構造と比較するとオキ
シルシフェリンに対する水素結合ネットワ
ークが異なっていたことから、このネットワ
ークの発光色変化への関与をより詳細にす
るために N231D, R220A変異体を作成した。
さらに Y257R 変異体は黄緑色と赤色の中間
に位置する橙色の発光を示し、さらには pH
変化により発光色変化が生じない変異体で
あった。得られた変異体はこれまでにない新
たな性質を有しており、π空間制御ならびに
水素結合ネットワークと発光色変化との関
係を明らかにする上で重要な変異体である。
また赤色発光 G326S 変異体の立体構造では
構造変化は観測されなかったため、このこと
が赤色発光した原因であることが推定でき
た。 
 
３．現在までの達成度 
	 (2) おおむね順調に進んでいる。 
 本研究を進めていく上でまず成し遂げるべ
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きポイントが 2点あった。それは適した発光
色変異体を見つけ出すこと、そしてその変異
体をより簡便に取得し、高分解能で立体構造
を決定できるような結晶化法の確立である。
いずれも目的が達成され、いくつかの変異体
については構造解析や分光学的な結果が得
られ、ほぼ当初の予定通りに順次結果が得ら
れているためである。 
 
４．今後の研究の推進方策	 
(1)	 活性部位近傍発光色変異体の詳細なＸ
線結晶構造解析：N231D,R220A 変異体を中心
に構造解析を行い、水素結合ネットワークの
発光色との関係を明らかにする。	 
(2)	 活性部位から 10Å以上離れた発光色変異
体のＸ線結晶構造解析：H433Y 変異体のＸ線
結晶構造解析：H433Y 変異体について構造解
析を行い発光色変化している原因を明らか
にする。	 
(3)ルシフェラーゼの酵素学的パラメータ、
発光特性、分光学的データの測定：発光色変
異体について、発光スペクトルの測定や量子
収率の測定、さらには赤外スペクトルの測定
を行い、立体構造との関係を明らかにし、ル
シフェラーゼとオキシルシフェリンとの構
造的な基盤の解明を行う。	 
	 
５.	 代表的な研究成果	 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	 
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