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研究成果の概要（和文）：ホタルの黄緑色の発光を触媒するルシフェラーゼは 1 アミノ酸置換

により発光色が変化する｡Tyr257, Asn231, Arg220変異体を作成し、構造解析を行い、野生型

と比較した。その結果、Tyr257 変異体では発光体の疎水性相互作用が弱くなっていた。また

Asn231変異体、Arg220変異体ではオキシルシフェリンの水素結合ネットワークが乱れていた。

以上のことからいずれの構造においても励起状態のオキシルシフェリンに対し、エネルギーロ

スを引き起こし、その結果として赤色発光すると考えられた｡ 

 
研究成果の概要（英文）：Firefly luciferase catalyzes the emission of yellow-green light and 

the emission color changes to red by the substitution of an amino acid.  We determine the 

Tyr257, Asn231 and Arg220 mutants.  Tyr257 mutants decreased the hydrophobic 

interaction in the active site.  Asn231 and Arg220 mutants broak the hydrogen-bonding 

network of oxyluciferin binding region.  In the result, it is supposed that the change of the 

emission color is caused by the energy loss of the excited oxyluciferin.  
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１．研究開始当初の背景 

ホタルによる黄緑色の発光反応は、発光基質
ルシフェリンと、ATP、分子状酸素、そして
発光反応を触媒するタンパク質、ルシフェラ
ーゼによる酵素反応であり、生成してきた励
起状態のオキシルシフェリンが基底状態に
落ちる際、励起エネルギーが光として放出さ
れ発光することはよく知られている。しかし
ながら、この発光反応に関して古くから非常

に興味深い２つのなぞがある。それは 

(1)発光の量子収率が約 40％と、非常に発光
効率が良い。(2)酵素ルシフェラーゼがわずか 

1 アミノ酸置換しただけでも、発光色が黄緑
色から赤色方向に劇的に変化する。 

という事実である。特に、基質ルシフェリン
は共通でも、酵素の変異により発光色が劇的
に変化する事実は、発光色が酵素によって一
義的に制御されていることを示している。発
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光色変化に関しては、発光基質（ルシフェリ
ン）や発光体（オキシルシフェリン）の誘導
体の合成化学的なアプローチ (White,E.H. J. 

Am. Chem. Soc., 91, 2178, 1969) や量子化
学計算  (McCapra,F. in Bioluminescence 

and Chemiluminescence, 387, 1994)、ルシ
フェラーゼのアミノ酸変異によるスペクト
ル解析  (Branchini,B.R. Biochemistry, 43, 

7255, 2004)が行われてきたが、いずれも発光
体であるオキシルシフェリンの状態変化の
みを考慮したものであった。 

 そこで黄緑色に発光する野生型と赤色に
発光する S286N 変異体の 2 種類のゲンジボ
タルのルシフェラーゼを使い、その中間体ア
ナログ阻害剤（DLSA）との複合体結晶およ
び発光終了後のオキシルシフェリンとの複
合体のＸ線結晶構造解析を行うことにより、
ルシフェラーゼがどのようにして発光色を
制御しているのかを、明らかにした。発光体
付近にある 288番目の Ile残基が野生型では
発光体の方に大きく動き、オキシルシフェリ
ンを非常に疎水的な環境に密に取り囲む構
造をつくり、S286N赤色発光変異体ではその
動きは観測されず、取り囲み方が緩くなって
いた。すなわち、よりエネルギーの高い黄緑
色の発光を行う野生型酵素では、励起状態の
オキシルシフェリンを Ile288 の側鎖がしっ
かりと固定し、熱振動によるエネルギー損失
を防いでいるのに対し、赤色発光の変異体で
は捕まえ方が緩いため励起エネルギーの損
失を招いていることが、発光色変化の原因で
あることが明らかとなった。しかしながらこ
の観点だけで発光色変化を説明することは
不可能であり、他にも発光色を制御する機構
は存在するものと考えられる。 

 

２．研究の目的 

ホタルのルシフェラーゼによって生じる発
光の発光色変化は、ルシフェラーゼと発光体
のオキシルシフェリンのπ空間内でのわず
かな構造的なゆがみの違いがその原因であ
ると考えることができる。また発光の量子収
率が非常に高い原因もルシフェラーゼとル
シフェリンのπ空間内での非常に密に結合
したその結合状態にあると考えられる。そこ
でゲンジボタルの各種発光色変異体を作成
し、発光スペクトルを測定し発光特性を調べ
る。そして発光色変異体に対して発光直前を
模したアナログとの複合体の立体構造を原
子分解能で決定する。得られた立体構造を構
造比較することによりそれぞれの変異体で
発光色を決定している要因を探る。 

 

３．研究の方法 

(1) ゲンジボタル・ルシフェラーゼの精製お
よび結晶化：従来のＸ線結晶構造解析の精製
方法として陽イオン交換クロマトグラフィ

ーとハイドロキシアパタイトカラムの 2段階
により行ってきた。しかしこの方法ではどう
しても除去できない不純物が残ることが多
く、結晶化の際の弊害となってきた。そこで、
ヒスチジンタグを利用し精製する方法に変
更した。ヒスチジンタグとルシフェラーゼの
間には TEVによる切断サイトを導入した。
Talon-Super flowカラムを用いたヒスチジン
タグによる精製を行い、その後 TEVによりタ
グを除去した。その後、ハイドロキシアパタ
イトカラムを利用し、2段階の精製により純
度の高いサンプルが得られるようになった。
この精製サンプルを利用し、PEG4000を沈殿
剤として用いることにより結晶化を行った。 
 
(2) ゲンジボタル・ルシフェラーゼの活性測
定：精製ルシフェラーゼの活性測定はルミノ
メーター：TriStar LB941を用い 20秒間の発
光量の積算を測定した。測定は 50 ng/mL 
luciferase (in 20 mM HEPES pH 7.5, 5% (v/v) 
glycerol and 10% BSA) 0.25mM D-luciferin, 
5mM ATP, 10mM MgCl2の条件で行った｡発光ス
ペクトルの測定はスペクトロメーター：
MCPD-7000を用いた。測定は 1 - 5mg/mL, 5mM 
luciferin, 2mM ATP, 10mM MgCl2, 50mM 
Tris-HCl (pH7.5)の条件で行った｡ 
 
(3) ゲンジボタル・ルシフェラーゼのＸ線回
折実験：野生型、Tyr257変異体、Asn231変
異体、Arg220変異体のそれぞれの結晶につい
て SPring-8のビームライン BL41XU、BL38B1
においてＸ線回折実験を行った。 
 
４．研究成果 
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野生型におけ
る詳細な立体構造と発光色が異なる発光色
変異体の構造の違いから発光色制御を行っ
ている構造的な基盤を明らかにしていく必
要がある。そこでこれまでに構造解析を行っ
た野生型と発光中間体アナログおよび発光
反応終了後の構造解析では、発光体付近の水
分子を示す電子密度が十分ではなかった｡そ
こでこれまでに使用した中間体アナログを
より安定化した DLASA中間体に変更し、野
生型と中間体アナログとの構造決定を行っ
た｡その結果、ベンゾチアゾール基の５位の
酸素に結合している水分子を含め、５つの水
分子と Asn231、Tyr257、Arg339 により水
素結合ネットワークが形成されていること
が判明した｡また発光前後の立体構造と比較
すると Ile288 が発光体の方向へ移動してい
ることが観測できた。そこで Asn231、Tyr257、
Arg339 について 1 アミノ酸置換を行い、発
光色と立体構造の違いを検討した｡ 
 Tyr257の変異体はY257F, Y257A, Y257R, 

Y257D変異体を作成し、DLASA複合体の立



 

 

体構造を決定した｡Tyr257の変異体ではいず
れにおいても野生型で観測された Ile288 の
発光体方向への移動は観測されなかった。野
生型において Tyr257の OH基は水分子を介
して Ser286 と結合している。したがって、
Phe, Alaではこの水素結合が形成できず、ま
たArg,Gluにおいては違った位置で水素結合
が生じており、同じような構造にはならなか
った｡したがって、野生型における Tyr257は
Ile288,Ser286 が形成しているβストランド
の動きを調節していることが推測された｡ま
た Y257F 変異体では発光のピーク波長が
560nmから 570nmに移動していた。すなわ
ち変異により構造変化が起こりにくくなり、
発光色が変化したと考えられた｡また Y257A

変異体では発光のピーク波長は 610nm とさ
らに赤色側へ変化していた｡Ile288 や水分子
を含めた水素結合ネットワークは Y257F 変
異体と同じであった。Tyr257 は発光体の部
分から約 8Å離れており、直接発光体との結
合は観測できない。したがって、蛋白質分子
内部でのフェニル基の消失は活性部位を構
成するアミノ酸の flexibilityを増大に影響す
ると考えられた｡このことから、発光体の
rigidity に影響し、励起状態のオキシルシフ
ェリンのエネルギーロスを生じさせ、発光色
が赤色へ変化する可能性が考えられた｡ 
 Y257R,Y257E の発光波長は 585nm, 

610nmであった。また通常野生型では測定の
pH が酸性側に変化させると赤色発光に変化
するが、Y257Rでは測定の pHを酸性側にし
ても発光色に変化は見られなかった。オキシ
ルシフェリンのフェニル基の酸素と水、そし
て Arg257が水素結合により結合していた。
野生型ではオキシルシフェリンと結合して
いる水はさらにもう１つ水を介して、Arg220

と水素結合している。すなわち、Arg257 に
することによりオキシルシフェリンと結合
する水の位置が変わり、また距離も水素結合
１つ分短くなり、より強い結合ができている
と考えられた。このことから、pH による環
境の変化に対しオキシルシフェリンの状態
が変わりにくく、pH に対する耐性が出てき
たと考えられた｡一方Glu257ではArg220と
結合している水に対し Glu257が結合してお
り、オキシルシフェリンに対するプロトン供
与性が弱まっている。したがって、オキシル
シフェリンのフェニル基におけるイオン化
の蛍光が弱くなっていると考えられ、そのた
め発光色が赤色へ変化しているものと考え
られた｡ 
 次に N231A, N231D を作成し、発光スペ
クトルを測定したところ、驚いたことに何れ
も約590nmに発光最大波長が存在した｡アミ
ノ酸の性質が全く異なる 2つの変異体がほぼ
同じ最大発光波長を示したことは、アミノ酸
の性質が発光色に影響を与えるというより

はむしろ蛋白質内部に生じている構造的な
特徴が発光色に関与していると考えられた｡
野生型の DLASA複合体と Asn231変異体の
DLASA 複合体の立体構造構造を比較してみ
たところ、Ile288の活性部位付近への動きは
いずれも同じように観測された｡すなわち
Asn231 変異体は赤色発光する変異体の中で
はじめて Ile288 の動きが観測されたもので
ある｡Asn231 変異体が野生型の構造と最も
違っているのは、野生型で観測された水を含
んだオキシルシフェリンまわりの水素結合
ネットワークがおかしくなっていたことで
ある。N231A では Ala に変異したことで水
との水素結合ができなくなり Asn231と結合
していた水は観測されなかった｡またN231D

においても水を介した水素結合ネットワー
クが崩れていた｡しかし Arg220 とオキシル
シフェリンの間の 2この水分子は同じ位置で
水素結合に関与していた。このことから、水
素結合ネットワークも発光色に関与してい
ると推測できた｡したがってこの位置の発光
色変化は電荷の違いというよりもむしろ発
光する際の構造的な違いにより発光色が決
定されると考えられた。この水素結合により
野生型では発光体の rigidityの増大が図られ、
黄緑色発光できる状態を作っていると考え
られた｡ 
 R220A変異体の発光スペクトルはAsn231

変異体とほぼ同様であった。R220A では
Arg220 と結合していた２つの水分子は少し
位置は変更しているものの、保存されていた。
しかしながらこの水の位置が変化したこと
により、Asn231 と水の水素結合ネットワー
クができなくなっていた。Ile288は動いてい
たことから発光色に影響を及ぼしているの
は水素結合ネットワークと考えられた｡
R220A変異体はルシフェリンに対するKmが
約 40倍になり、Vmaxも 1/50程度にまで低下
していた｡これは Arg220 がルシフェリンの
ベンゾチアゾール基の認識に非常に重要で
あることを意味している。一方 Asn231変異
体では活性に大きな影響はなく発光色にの
み影響する変異であった｡ 
 Tyr257 変異体では励起状態のオキシルシ
フェリンの取り囲み方が弱いためエネルギ
ー損失が生じると考えられた｡また Asn231, 

Arg220 変異体では励起状態のオキシルシフ
ェリンの水素結合ネットワークが乱れてい
ることから、エネルギー損失が生じると示唆
された｡いずれの変異体において、発光色が
赤色のほうへシフトするのは、励起状態のオ
キシルシフェリンのエネルギー損失により
生じると考えられた｡ 
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