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研究成果の概要（和文）：　フォラシンのクロモフォア（発光を司る化学構造）を詳細に解明することを目的と
して、１）13C標識デヒドロセレンテラジン（DCL）の化学合成、２）アポ発光タンパク質の調製、３）高輝度発
光する非天然型基質のデザインと合成に取り組んだ。その結果、標識炭素を効率的に合成する経路を確立し、遺
伝子発現によるアポタンパク質の調製、高輝度発光DCL誘導体の合成に成功し、発光活性を高める分子デザイン
における指針を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Chemical and biological analyses of the chromophore of a photoprotein 
(pholasin) were performed in order to clarify the detailed structure of the chromophore, and the 
following results were obtained: 1) 13C-labled dehydrocoelenterazine (DCL) was synthesized. 2) 
Apo-protein was obtained by cloning and expression of the DNA of the photoprotein. 3) Non-natural 
DCL analogs, which gave more active substance than natural DCL, were designed and synthesized. From 
these results, the further progress of this research will be expected.

研究分野：生物有機化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

生物発光とは、タンパク質中で基質が酸化
され、その酸化物が分解する際に生じるエネ
ルギーを可視光として放出する現象である。
発光するためには、タンパク質、基質、そし
て酸素が必要であるが、さらに発光反応を開
始するための生体成分が必須となる。例えば、
ホタルでは ATP とマグネシウムイオンであ
り、オワンクラゲではカルシウムイオン
（Ca2+）である。生物発光を利用して、ATP

やCa2+といった生体成分をリアルタイムに可
視化し定量することが可能である。実際に生
物発光は生命科学研究において、生体成分の
微量分析手段として利用されている。 

申請者は、活性酸素種（ROS）を発光開始
成分とする生物（トビイカとヒカリカモメガ
イ）の発光機構に関する生物有機化学的研究
を行っている。ヒカリカモメガイの発光タン
パク質（フォラシン）には、発光を司る化学
構造であるクロモフォアが存在している。申
請者はクロモフォアがデヒドロセレンテラ
ジン（DCL：図１）で形成されていることを
明らかにしてきた（Kuse*. Biosci. Biotechnol. 

Biochem. 2014, 78, 731.;  Tanaka, Kuse*, 

Nishikawa. ChemBioChem 2009, 10, 2725.）。 

 

 

しかしながら、フォラシンのクロモフォア
に関する詳細な化学構造と、発光開始段階に
おいて ROS が関与する仕組み（分子機構）に
ついては未解明である。また、フォラシンを
利用していく上で重要となる非天然型基質
（DCL 誘導体）による発光も実現できていな
い。 

 

２．研究の目的 

 

フォラシンの発光機構を以下の通り推定
している（図２）。アポフォラシンの活性部
位にあるシステイン残基に DCL が結合しク
ロモフォアを形成する。これが ROS の存在下、
酸化分解されて発光しながらクロモフォア
酸化物を与えるという分子機構である。
（Isobe, Kuse, et al. Proc. Japan Acad. Ser. B. 

2008, 84, 386.）。このクロモフォアの詳細な
化学構造が不明のままとなっている。 

オワンクラゲの発光タンパク質（イクオリ
ン）は、図３に示す化学構造をしたクロモフ
ォアを形成しており、これは基質と酸素がす
でに結合した過酸化物である。 

 

Ca2+が結合するとイクオリンの三次元構造
が変化し、この過酸化物が分解し発光が開始
する。この分子機構と同様のタンパク質の
「動き」が、フォラシンにも起きているので
はないかと予想した。 

フォラシンのプロテオーム解析の結果、７
個あるシステイン残基の中で３個のシステ
イン残基は遊離の状態であった（予備デー
タ）。１個のシステイン残基はクロモフォア
形成部位であるが、残り２個がなぜシスチン
ではなくシステインとして存在しているの
か不明であった。発光の前後において何らか
の変化があるのではないかと推測した。 

また、フォラシンは基質特異性が高く、非
天然型 DCL 誘導体を用いると全く発光しな
い。フォラシンを生命科学研究で様々な用途
で利用する際に、この基質特異性は欠点とな
っている。 

 

そこで本研究では、①フォラシンのクロモ
フォアに関する化学構造と、発光前後におけ
るシステイン残基の変化を調べることで、発
光の開始段階における詳細な分子機構を解
明すること、②非天然型基質によるフォラシ
ンの再構成とその発光を実現すること、の２
点を目的としている。 

 

 

図１：DCL の化学構造. 

 

図３：イクオリンのクロモフォア. 

 

図２：フォラシンのクロモフォア生成とそ

の発光機構. 



３．研究の方法 

 
13C 標識デヒドロセレンテラジン（DCL）の
化学合成 

 フォラシンのクロモフォアは活性部位の
システイン残基と DCL が結合して生成する
ことを明らかにしてきたが、酸素と結合して
いるのか否かは不明である。そこで、酸素と
の結合が予想される炭素を 13C で同位体標識
すれば、核磁気共鳴装置（NMR）による測定
で、クロモフォアと酸素が結合しているのか
否かを明らかにできる。この標識炭素は sp2

混成軌道であるが、酸素と結合すると sp3 混
成軌道となるので、13C-NMR スペクトル上で
区別が容易となるからである。 

DCL の化学合成には様々な手法があるが、
申請者は安価なグリシンを出発原料として
DCL を合成する手法を開発している。そこで、
市販されている 13C 標識グリシンを出発原料
として 13C 標識 DCL を化学合成する。非標識
グリシンからオキサゾロン、そしてアズラク
トンを調製する段階について詳細に検討し、
反応収率が定量的になるように最適化する。
その後、フェニルピルビン酸へと加水分解し、
セレンテラミンと縮合して DCL を化学合成
する段階についても可能な限り反応条件を
最適化する。この一連の条件検討により、13C

標識の効率を高める。最適化した反応条件に
基づいて、13C 標識グリシンを出発原料とし
て 13C 標識 DCL の化学合成を達成する。 

 
13C 標識 DCL を用いたクロモフォアの NMR

測定 

 市販されているフォラシンには天然由来
のクロモフォアがすでに含まれているが、化
学合成した DCL でクロモフォアを交換させ
ることは可能である。そこで、重水（D2O）
で調製した緩衝液に 13C 標識 DCL を溶かし、
13C-NMR を測定して標識炭素の化学シフト
値を測定する。この溶液にフォラシン溶液を
少しずつ添加して、その化学シフト値の変化
を観測する。これにより、標識炭素が sp2 混
成軌道か sp3 混成軌道なのかを区別すること
ができるので、クロモフォアと酸素が結合し
ているのか否かを明らかにする。 

発光前後におけるフォラシンのシステイン
残基の質量分析 

フォラシンが発光した後、遊離のシステイ
ン残基の変化について調べる。まず、発光前
と発光後のフォラシンをプロテアーゼで消
化し、次いで得られるペプチド断片を質量分
析装置（LC-MS）で解析する。質量分析にお
いて、システイン残基を含むペプチド断片の
分子イオンピークの強度は一般に低い。そこ
で、ヨウ化アセトアミドといったアルキル化
剤を用いてシステイン残基を修飾し、ペプチ
ド断片の分子イオン強度を高め、効率よく解
析を進め、発光前後におけるシステイン残基

の変化を明らかにする。 

非天然型基質（DCL 誘導体）の創製 

イクオリンの基質へ硫黄原子を含む置換
基を導入すると、発光波長が長波長シフトし
発光活性も向上するという報告がある
（Giuliani, G.ら , Tetrahedron Lett. 2012, 53, 

5114.）。この基質は DCL とは化学構造が異な
るが、クロモフォアの構造は類似しているの
で、DCL に硫黄原子などのヘテロ原子を含む
置換基を導入する。これまで、フェニルピル
ビン酸の芳香環の置換基を修飾すると発光
しないことを明らかにしている。そこで、セ
レンテラミンの化学構造を修飾する。（図８）。
13C 標識 DCL の化学合成で確立した手法を用
いて、様々な DCL 誘導体を合成し、フォラ
シンを再構成する。その発光活性を測定し、
構造活性相関に基づいて発光活性のある非
天然型基質の創製を目指す。 
 
４．研究成果 
 
 フォラシンのクロモフォア（発光を司る化
学構造）を核磁気共鳴装置（NMR）により測
定し、クロモフォアに関するより詳細な化学
構造の情報を得るために、基質を 13C 標識し
たデヒドロセレンテラジン（DCL）の化学合
成を目指した。DCL の化学合成には様々な手
法があるが、申請者は安価なグリシンを出発
原料として DCL を合成する手法を開発して
いる。そこで、市販されている 13C 標識グリ
シンを出発原料として 13C標識DCLを化学合
成することにした。 

まずは、非標識グリシンからオキサゾロン、
そしてアズラクトンを調製する段階につい
て詳細に条件検討した結果、反応温度と反応
時間を精密に調整することで、反応収率がほ
ぼ定量的になるように最適化できた。その後、
フェニルピルビン酸へと加水分解し、セレン
テラミンと縮合して DCL を化学合成する段
階についても可能な限り反応条件を最適化
した。この一連の条件検討の結果、13C 標識
の効率を高める事に成功し、13C 標識グリシ
ンを出発原料として 13C標識DCLを化学合成
する手法が確立できた。 

続いて、発光タンパク質（フォラシン）の
発光を司るクロモフォアに関する詳細な化
学構造と、発光開始段階において活性酸素種
（ROS） が関与する仕組み（分子機構）の解
明を目指し研究に取り組んだ。フォラシンの
活性部位の分光学的解析を目指し、発光タン
パクのアポ型の調製と人工基質の化学合成
について検討した。 

市販のフォラシンには天然基質がすでに
取り込まれているためにアポ型への変換が
難しいという問題点があった。しかしながら、
昆虫細胞を用いた発現のための遺伝子を得
ることができたので、アポタンパクの遺伝子
発現による調製に目途がついた。 

ついで人工基質の合成に取り掛かった。基



質である DCL にヘテロ原子を組み込んだ新
規誘導体の合成に成功し、天然型 DCL より
高輝度に発光する人工基質が完成した。共通
の前駆体から様々な誘導体が合成できたの
で、構造活性相関を調べた。その結果、導入
するヘテロ原子の効果は隣接する芳香環上
のフッ素原子の数によってコントロールで
きることが判明した。 

さらに、フォラシンの活性部位解析のため
のプローブ合成にも取り組んだ。活性部位に
取り込まれるものの、発光活性を示さない人
工基質を合成した。これをフォラシンに加え
たところ、その発光活性が低下した。これは
天然基質とこのプローブが交換しているこ
とを示しており、この化合物を利用してフォ
ラシンの活性部位を分光学的に解析するこ
とが可能になった。フォラシン活性部位の解
析のために解決しなければならなかった問
題をクリアすることができた。 

その後、発光タンパク質（フォラシン）の
発光を司る化学構造であるクロモフォアの
詳細な化学構造と、発光開始段階における活
性酸素種（ROS）が関与する仕組みの解明を
目指し研究に取り組んだ。 

これまで、フォラシンのアポタンパク質は
市販のフォラシンを利用していたが、内在す
る天然型 DCL も含まれているために、DCL

に関する正確な構造活性相関はできず、昨年
度までに合成した非天然型 DCL に関する正
確な発光効率を求めることができない状況
であった。そこで、遺伝子発現したアポフォ
ラシンに人口基質を加えて半合成フォラシ
ンの調製を目指した。すでに取得したフォラ
シン人工遺伝子を用いて発現フォラシンの
調製を試みた。分泌シグナル領域をもったア
ポフォラシンを、昆虫細胞により発現させた。
その結果、目的とするアポフォラシンが糖鎖
修飾された状態で発現させることに成功し、
発現量は十分得られることが分かった。アフ
ィニティークロマトグラフィーにより精製
し、純粋なアポフォラシンを得ることができ
た。これに DCL を加えて半合成フォラシン
を再構成し、その発光活性を測定した。コン
トロールとして市販のフォラシンと比較し
た。その結果、発現アポフォラシンから再構
成した半合成フォラシンの発光効率は、天然
型フォラシンに比べると、同一濃度では低い
という結果が得られた。糖鎖修飾には問題が
ないため、シグナル領域の切除とフォールデ
ィングについて、さらに精査する必要性が明
らかになった。これが解決できれば、人工基
質を用いて再構成した半合成フォラシンに
関する正確な構造活性相関研究、そしてフォ
ラシンのクロモフォアに関する詳細な化学
構造を解明できると考えている。 
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