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研究成果の概要： 

生体深部をin vivoイメージングすることを目標に、近赤外蛍光体・多色ルシフェラーゼを融合させ、
２つの物質間に生じるエネルギー移動を利用、融合体より最大発光波長650-750nmの光を発する近赤外
発光プローブの創製を目的とした。本研究の結果、最大発光波長460nm波長で励起できる近赤外蛍光体
とルシフェラーゼ融合体の合成に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

生命科学の分野では、細胞内カルシウム量
の変動、細胞内タンパクのリン酸化、エネル
ギーであるＡＴＰの分布或いは遺伝子の転
写活性の測定など、細胞内に起きるさまざま
な現象を解析することが大変重要であり、そ
の手段として各種分子プローブが作成され、
イメージングが行われている。とりわけ細胞
内イメージングツールとして各種蛍光タン
パクが用いられている。蛍光タンパクは細胞
内での発現とほぼ同時期に、補因子を必要と
せず、蛍光活性を持つ。細胞内で蛍光活性を
指標として蛋白質の局在等に関するモニタ
ー蛋白質として利用されているが、励起光を
必要とし不均一な蛍光収率等のため定量化
は難しく、また、細胞に励起光を当てるため

細胞が損傷され、長時間の観察には適してい
ない。 

ホタルやウミホタル発光酵素ルシフェラ
ーゼはレポーター遺伝子として、細胞に与え
る外来因子の影響の評価、細胞内情報伝達の
伝播、或は個々のタンパク群の発現解析等に
用いられている。ルシフェラーゼ遺伝子に転
写活性領域を挿入、細胞内に遺伝子構築体を
導入、レポーター遺伝子を導入した培養細胞
を一定時間、薬剤等で処理した後、細胞を集
め、発光基質を加えることで、細胞内で合成
されたルシフェラーゼ量を測定、転写活性を
評価するシステムが構築されている。ルシフ
ェラーゼの発光量から転写活性を評価する
ことから定量性に優れており、既に多くの会
社から本システム関連製品が開発、市販化さ



れている。一方、ルシフェラーゼを用いたイ
メージングの例はそれ程多くないが行われ
ている。例えば細胞内カルシウム量を発光タ
ンパク質イクオリンで、併せて ATP 量をホタ
ルルシフェラーゼで測定した例（Sala-Newby 
GB et al. Immunology (1998) 93, 601-9）、
また、ホタルルシフェラーゼスプリットアッ
セイによりタンパク間分子間力の可視化に
成功した例もある（Ozawa T et al. Anal Chem. 
(2001) 73, 2516-21）さらに、ウミホタルル
シフェラーゼを用いたイメージングでは分
泌過程の可視化に成功した例もある（Inouye 
S et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 
89, 9584-9587）。ただし、ルシフェラーゼに
よるイメージングは蛍光タンパクのように 1
分子レベルの解析や細胞内の極小さいエリ
アのイメージングには不向きである。これは
蛍光タンパクに比べてルシフェラーゼの哺
乳類細胞内での安定性が低く、タンパク質と
しての寿命が短い、或いは転写効率が低いな
どのためであり、さらに、細胞の画像解析装
置は蛍光に対応したものが多く、発光を効率
よく計測するシステムでないためではある。
とりわけ生細胞内におけるホタルルシフェ
ラーゼの発光活性が低いため、発光シグナル
を容易に得ることができないためである。ホ
タルルシフェラーゼのうち最もイメージン
グその他に用いられている酵素がアメリカ
産ホタル（Photinus pyralis）ルシフェラー
ゼであるが、最近、in vitro での半減期が長
い、熱安定性を向上させた変異体において、
細胞内での発光シグナルの 2-25 倍程度の向
上が見られ、細胞内のイメージングに適した
ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る と 報 告 さ れ た
（BaggettB et al. Mol Imaging. (2004) 3, 
324-32）。ここでも問題として、ホタルルシ
フェラーゼでは細胞内のｐH に影響され発光
色を変える点があり、細胞内では安定な発光
とはいえない。 

これまで我々は、世界に先駆けてｐH に影
響しない発光甲虫由来の赤色、緑色ルシフェ
ラーゼをクローニングした（Viviani VR et al. 
Biochemistry (1999) 38, 8271-9）。これは
一つのホタルルシフェリンで多彩な光を生
み出す多色ルシフェラーゼ群である。またウ
ミホタルルシフェラーゼをクローン化し青
色に発光する酵素を作成した（Nakajima Yet 
al. Biosci. Biotechnol. Biochem (2004) 68, 
948-951）。さらに、我々はこれらの発光色の
多色性に注目、世界で最も赤色の光を生み出
す発光甲虫由来の赤色ルシフェラーゼは最
大発光波長 630nm の光であり、生体組織の透
過性に優れ、in vivo イメージングの可能性
が高いと考えられることから、多色発光ルシ
フェラーゼを遺伝子導入した発光マウスを
作成した。しかし、赤色発光を含めて期待さ
れた程の光の検出には成功しなかった。赤色

ルシフェラーゼの安定化も一つの考えであ
るが、さらに長波長側の光を生み出し、透過
性の向上を目指し、赤色ルシフェラーゼの高
機能変異体の作成を試みたが、充分な成果が
得られないのが現状である。 
最近、So MK らは量子ドットとルシフェラ

ーゼを融合化することで安定な光を得るこ
と に 成 功 し た こ と を 報 告 し た (Nature 
biotechnology (2006) 24, 339-43)。しかし、
励起光として用いたルシフェラーゼがウミ
シイタケルシフェラーゼであることから青
色に限定されており、多様な量子ドットを適
切には励起できていない点である。よって、
問題は励起光の多様性にあることから、我々
の多色ルシフェラーゼを励起光とした「ナノ
ドット・多色ルシフェラーゼ融合体による生
体 in vivo イメージング」に着目した。  

 
２．研究の目的 

生体深部をin vivoイメージングすること
を目標に、近赤外蛍光体・多色ルシフェラ
ーゼを融合させ、２つの物質間に生じるエ
ネルギー移動を利用し、融合体より最大発
光波長650-750nmの光を発する近赤外発光
プローブの創製を目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究の基本コンセプトはナノドットを多
色ルシフェラーゼで励起して、それより波長
域の長い光を生み出すということである。そ
こで、多色ルシフェラーゼの最適化し、ナノ
ドット融合体を開発する。より具体的には、 
１）多色ルシフェラーゼの改変・改良 
 ホタル、ウミホタルルシフェラーゼの発
現・精製法を確立する。また、融合化する
ためにルシフェラーゼの活性・機能相関を
明らかにする。 
２）多色ルシフェラーゼとナノドットの融
合法の検討 
 ルシフェラーゼのビオチン化条件等を検
討、ナノドットとの融合化法を確立する。 
３）融合体の特性解析 
 ルシフェラーゼ・ナノドット融合体の発
光活性や発光スペクトルなどの特性を明ら
かにする 
４）発光個体イメージング法の検討 
 TG マウスをモデルに生体の深部から発す
る光がどの程度の深さまで in vivo イメージ
ングできるか検討する。 
 
４．研究成果 
１）多色ルシフェラーゼ候補の一つ発光甲虫
ルシフェラーゼの変異体等を作成、発光特性
と構造機能相関より、ドナー発光体として発
光色を制御可能な局所構造を検討した。その
結果、発光甲虫ルシフェラーゼにおける発光
色を決定にかかわる一次構造上の重要な部位
の特定には成功した。しかしながら、ナノド



ットと融合させるための適切な部位の特定に
は至らなかった。また、ナノドットとの融合
化を行うためにはドナータンパク質としての
安定化が必須であるが、安定化には成功しな
かった（発表論文１、２）。 
もう一つの多色ルシフェラーゼ候補として

、ウミホタルルシフェラーゼを検討した。ウ
ミホタルルシフェラーゼをタンパク質として
多量に得るため、始めに酵母における発現・
精製系を検討した。その結果、大量なウミホ
タルルシフェラーゼを得ることに成功した（

図１）。さらに、種々のビオチン化法を検討
した結果、発光活性が低下することなくビオ
チン化標識が可能である点を明らかにした。
また、MS/MS法によりビオチン化されたアミノ
酸残基がLys-180及びLys-203であることを明
らかにした（図２）。なお、本成果を別の研
究に発展させ、ビオチン化ウミホタルルシフ
ェラーゼを活用してイムノアッセイシステム
の構築に成功した。（発表論文３、４）これ
によって、ドナールシフェラーゼの構築に成
功した。 

 
２）多色ルシフェラーゼとナノドットの融合
法の検討 
 当初、ホタルルシフェラーゼとナノドット
の融合体の作成を優先していたが、融合体の
ドナールシフェラーゼとしてウミホタルルシ
フェラーゼが安定且つビオチン化などの修飾
が容易であることから、融合化法を検討した
。図３は基本的なコンセプトであり、まずは
市販のアビジン量子ドットとビオチン化ウミ
ホタルルシフェラーゼの融合化を行った。 
 種々融合化条件を検討した結果、ビオチン
化ルシフェラーゼとアビジン量子ドットがモ

ル比3：1で混ぜれば、効率的に複合体として
形成できることが明らかになった。 

 
３）融合体の特性解析 

本研究で開発した量子ドット融合ウミホタ
ルルシフェラーゼと1000ｎMのウミホタルル
シフェリン液と反応させ発光スペクトルを測

定した。その結果、ウミホタルルシフェラー
ゼより発した青色のエネルギーがナノドット
にエネルギー移動し650nmの長波長の光が生
まれることを確認した。本結果は、本研究課
題の目標を達成したことになる。つまり近赤
外蛍光体・多色ルシフェラーゼを融合させ、
２つの物質間に生じるエネルギー移動を利用
、融合体より最大発光波長650-750nmの光を発
する近赤外発光プローブの創製に成功した。 
 
４）発光個体イメージング法の検討 
生体深部のイメージングがどの程度深さ

まで可能であるのか、どの発光色が有である
かなどの基本情報を得るため、マウス脳内の
イメージングを行った。初めにホタルルシフ
ェラーゼ遺伝子を導入した TG マウスより得
た骨髄液を非発光マウスに移植した。注入後、
脳内に炎症を起こさせ、途中経過を観察した。
その結果、海馬に起こった炎症に対するミク
ログリア細胞の再生過程を光によって定量



的に捉えることに成功（図５）、従来のホタ
ルルシフェラーゼにおける光イメージング
の

内での特性等を
らかにする予定である。 

現状を明らかにした（発表論文５）。 
今後、これらのデータをコントロールとし

て、近赤外光プローブの生体
明
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