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研究成果の概要（和文）：ホタル生物発光ではルシフェリン基質の不斉によって発光活性は著しく異なる。本研
究において申請者は、ルシフェリン基質の不斉に関係なくD-体L-体いずれからでも効率よく発光するキラルフリ
ー発光細胞を作製することを目指した研究を行った。この目的を達成するために、ホタル体内におけるD-ルシフ
ェリン生合成経路を模倣したデラセミ化反応を活用することとし、標的としたルシフェラーゼ恒常発現Hela細胞
に外来性チオエステラーゼを導入するとともに、内在性の遺伝子のノックダウンすることを試みた。検討の結
果、非天然型のL-体からでも微弱ながら発光活性を有する候補細胞株を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In firefly bioluminescence, the luminescence activity differs significantly 
depending on the luciferin enantiomer. In this project, we studied to produce a chiral-free 
bioluminescent cell that emit light even from non-luminous substrate L-luciferin. To achieve this 
goal, we decided to utilize a deracemization reaction that mimics the D-luciferin biosynthetic 
pathway in fireflies and introduced exogenous thioesterase into a luciferase enzyme expression Hela 
cells, and also knocked down an internal thioesterase. As a result of this examination, a candidate 
cell line having a luminescent activity even from the non-luminous L-luciferin was obtained.

研究分野： 酵素有機化学

キーワード： ホタル生物発光　ホタルルシフェラーゼ　チオエステラーゼ　立体反転　デラセミ化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ホタル生物発光では一般的にL-体基質からは発光しないが、発光基質は反応中に容易にラセミ化するため、イメ
ージング時の光学純度が維持できず発光の定量性や再現性が担保されないという問題点があった。しかしL-ルシ
フェリンでは発光しないという点を逆手に取れば、本手法によってデラセミ化反応経路が動作している細胞でだ
けD-ルシフェリンを生成させられる。よってバックグラウンド発光を著しく抑えた創造性の高い発光システムの
構築が可能になる。さらに将来的にルシフェリン生合成経路の全体像が明らかになれば、本経路と融合すること
でD-ルシフェリンを自前供給する細胞システムへと展開することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ホタルの発光は、酵素ホタルルシフェラーゼが、基質 D-ルシフェリンをオキシルシフェリン

へと化学変換することで実現される。本現象は化学発光の一種であり、蛍光発光と比較して S/N
比が高いこと、細胞深部の標的でも検出可能であること等の優位性から、医療・食品など様々な
分野における検出やバイオイメージング手法へと応用されてきた。 
このホタル生物発光を用いたバイオイメージングでは、発光基質 D-ルシフェリンを血中投与

するだけでほぼ全身に行きわたらせることが可能という手軽さがある一方、生体内で基質が簡
単にラセミ化してしまうという問題があった[1]。 
つまり、ホタルルシフェリンは分子中に 1 つの不斉炭素を有しており、D-体 L-体という一組

の光学異性体が存在する(図 1)。これらの内、現状の発光反応条件下では D-体が発光基質として
利用できる一方、L-体は強力な発光阻害剤として働くため、L-ルシフェリンの混入が定量的な発
光を妨げたり、再現性を低下させたりする原因となっていた。注目すべきは中性付近であっても
ルシフェリン分子は容易にラセミ化してしまうためイメージング測定中の光学純度の維持が困
難な点であり、発光の定量性
や再現性が担保されていない
かもしれないということがよ
うやく研究者の間で認識され
るようになってきた状況であ
った。よってラセミ化に対す
る対策は十分とは言い難い背
景があった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究において申請者は、基質のラセミ化を気にすることなく、発光追跡期間が長期間にわた

る場合でも定量的かつ再現性の高い測定が可能なホタル生物発光バイオイメージングシステム
を構築することを目的とした研究を行った。この目的を達成するために、ホタル体内における D-
ルシフェリン生合成経路を模倣したデラセミ化反応を活用することを計画した(図 2)。 
デラセミ化は、申請者が、他の研究者に先駆けて in vitro にて動作することを確かめた独自性

の高いキラルフリー発光システムである(図 2)[1]。ホタル体内では、まず非発光基質である L-ル
シフェリンが生成し、これがホタルルシフェラーゼのチオエステル化活性によって L-ルシフェ
リル-CoA へと変換される。本分子は容易にエピメリ化し D-ルシフェリル-CoA へと立体反転さ
れた後、チオエステラーゼによって加水分解され発光基質 D-ルシフェリンが生成される。本プ
ロセスを細胞内に再現することで、L-ルシフェリンが混入していたとしても、標的細胞内で適宜
D-体へと戻すことができる。 
また、L-ルシフェリンでは発光しないという点を逆手に取れば、反応系に L-体を添加するこ

とで、デラセミ化反応経路が動作している細胞でだけ D-ルシフェリンを生成させられる。よっ
てバックグラウンド発光を著しく抑えた創造性の高い発光システムの構築が可能になると期待
した。 
 



 

 

３．研究の方法 
本申請課題では、ルシフェリン基質の不斉に関係なく D-体 L-体いずれからでも効率よく発光

するキラルフリー発光細胞を作製すると共に、それを in cellulo および in vivo イメージングに適
用可能な基盤技術へと展開することを目指した研究を行った。期間中に実施した具体的な検討
課題は以下の通りである。 
 
(1) 培地中でのルシフェリン基質のラセミ化の可視化 
細胞培養液中での発光基質 D-ルシフェリンの光学純度の経時変化をダイセル社製キラルカラ

ム CHIRALCEL OD-RH を用いて測定した。用いた培地は D-MEM 培地とし、ラセミ化の進行速
度を比較するために、各種 pH の GTA 緩衝液および超純水中でも測定を行った。 

 
(2) 各種ホタルルシフェラーゼを利用した in vitro でのデラセミ化反応の確認 
申請者らの先行研究でゲンジボタル由来ルシフェラーゼとチオエステラーゼを組み合わせた

in vitro デラセミ化経路の進行を確認していたが、in cellulo や in vivo イメージングに利用される
培養細胞に利用されるホタルルシフェラーゼは北アメリカ産ホタル由来(F-luc)、あるいはブラジ
ル産光コメツキムシ由来(E-luc)が一般的であるため、これらのルシフェラーゼでも同様のデラセ
ミ化発光経路が動作するのか確認した。 

 
(3) ホタルルシフェラーゼ恒常発現細胞株を用いた L-ルシフェリンからの in cellulo 発光 
検討に用いた培養細胞は、ヒト不死化子宮頸がん由来細胞(Hela)に北アメリカ産ホタル由来(F-

luc)、およびブラジル産光コメツキムシ由来(E-luc)ルシフェラーゼが導入されたホタルルシフェ
ラーゼ恒常発現細胞株(F-Hela および E-Hela)を利用した。F-Hela は(独)医薬基盤研究所 JCRB 細
胞バンクから分譲されているヒトがん細胞由来細胞 JCRB1679 である。E-Hela は(独)産業技術総
合研究所より供与いただいた。 

 
(4) 小麦胚芽無細胞タンパク質合成システムを利用したヒト由来チオエステラーゼの発現とル
シフェリル-CoA の加水分解 
ヒト由来細胞に存在しうる内在性チオエステラーゼのデラセミ化経路中の重要中間体ルシフ

ェリル-CoA の加水分解におよぼす影響を調査するために、小麦胚芽無細胞タンパク質合成シス
テムを利用してヒト細胞由来の内在性チオエステラーゼ(ACOT2, 4, 7, 8, 9, 11, 12, 13)を発現し、
これらがルシフェリル-CoA を加水分解する際の立体選択性をそれぞれ確認した[2]。 
 
(5) 外来性チオエステラーゼ導入細胞の構築と siRNA を用いた内在性チオエステラーゼのノッ
クダウンによる in cellulo デラセミ化機能評価 

In vitroでの検討でデラセミ化が進行すると分かっている大腸菌由来のチオエステラーゼ(TES-
B)を Promega 社製 pCI-neo Mammalian Expression Vector を用いて標的細胞(F-Hela および E-Hela)
の染色体にノックインした。発光活性に違いがあるいくつかの細胞に対して、デラセミ化反応の
進行に悪影響を与える可能性の高い内在性チオエステラーゼ(ACOT13)遺伝子を siRNA技術によ
ってノックダウン(ThermoFischer 社製 siRNA を利用)し、ルシフェリン基質の光学異性の違い(D-
体 L-体)による発光特性を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 培地中でのルシフェリン基質のラセミ化の可視化 
細胞培養液中で発光基質 D-ルシフェリ

ンがどの程度ラセミ化し L-ルシフェリン
が生成するのかを確かめるために、L-体の
存在比率の経時変化を測定した(図 3)。純水
中では D-体から L-体への変化はほとんど
観察されなかった一方、塩基性条件下では
L-体の存在量は増加し、9 日目には 40%程
度にまで上昇した(鏡像体過剰率 20% ee)。
弱酸性領域ではラセミ化は抑えられるが
それでも 5%程度蓄積していた。D-MEM 培
地中では、pH 7 とほぼ同等のラセミ化度合
いを示し 9 日後にはおよそ 15% (鏡像体過
剰率 70% ee)にまで L-体濃度が高まること
が確認された。このことから in cellolo およ
び in vivo でのイメージングでは、測定時に
ルシフェリン基質はラセミ化し、発光活性
に何らかの影響を与える懸念があること
が明らかとなった。 

 



 

 

(2) 各種ホタルルシフェラーゼを利用した in vitro でのデラセミ化反応の確認 
培養細胞に導入されるホタルルシフェ

ラーゼは北アメリカ産ホタル由来(F-luc)、
あるいはブラジル産光コメツキムシ由来
(E-luc)が一般的である。そこでこれらのル
シフェラーゼでも同様のデラセミ化発光
経路が動作するのかを in vitoro デラセミ化
反応系にて確認した。その結果、反応条件
を整えることで F-luc および E-luc 共に L-
ルシフェリンから D-ルシフェリンへと変
換され、十分な生物発光を確認できること
を確かめることができた。 

 
(3) ホタルルシフェラーゼ恒常発現細胞株を用いた L-ルシフェリンからの in cellulo 発光 
北アメリカ産ホタル由来(F-luc)、およびブラジル産光コメツキムシ由来(E-luc)ルシフェラーゼ

が導入されたヒト不死化子宮頸がん由来細胞株(F-Hela および E-Hela)を用いて天然基質である
D-ルシフェリンを用いた in cellolo 発光を確認したところ、E-Hela では十分な発光量が得られた
一方、F-Hela の発光量は非常に微弱で検討に利用できるレベルではなかった。よって以下の検討
では E-Hela を用いることとした。E-Hela について L-ルシフェリンを用いた発光量は、D-体を用
いた場合のおよそ 1/10～1/20 であった。次に L-体からの発光量の向上を期待して、in vitro での
デラセミ化活性を確認できている大腸菌由来チオエステラーゼ TES-B 遺伝子を pCI-neo ベクタ
ーを利用して E-Hela の染色体上にランダムに導入した細胞株を十数種類作成し、それらを用い
て L-ルシフェリンからの発光活性を測定した。しかしいずれも発光活性に変化は見られず、デ
ラセミ化経路が細胞内で機能していないことが懸念される結果を得た。 

 
(4) 小麦胚芽無細胞タンパク質合成システムを利用したヒト由来チオエステラーゼの発現とル
シフェリル-CoA の加水分解 
項目 4-(3)にて in vitro での変換活性を確かめている TES-B 遺伝子を導入した E-Hela 細胞でも

デラセミ化反応が進行しない理由として、ヒト由来細胞に存在しうる内在性チオエステラーゼ
によるルシフェリル-CoA の加水分解が考えられた。つまり、内在性のチオエステラーゼがデラ
セミ化経路中の中間体であるルシフェリル-CoA を加水分解することで、エピメリ化による立体
反転過程が十分に進行する前にルシフェリン基質に戻ってしまっているのではないかと考えた。
そこで、小麦胚芽無細胞タンパク質合成システムを利用してヒト細胞由来の内在性チオエステ
ラーゼ(ACOT2, 4, 7, 8, 9, 11, 12, 13)を個
別に発現し、これらを用いてルシフェ
リル-CoA に対する加水分解活性を確
認した。その結果、ほとんどのチオエス
テラーゼは全く加水分解活性を示さな
いか、非常に低いものにとどまった一
方、ACOT-13 はルシフェリル-CoA に対
して加水分解活性を示し、かつ非常に
高い L-体選択性を示すことが判明した
(図 5)。つまり内在性の ACOT-13 が L-
ルシフェリル-CoA を立体選択的に加
水分解することで、デラセミ化が進行
しない可能性が示唆される結果を得
た。 
 
(5) 外来性チオエステラーゼ導入細
胞の構築と siRNA を用いた内在性チ
オエステラーゼのノックダウンによ
る in cellulo デラセミ化機能評価 

 
項目 4-(4)にて内在性チオエステラ

ーゼ(ACOT-13)がデラセミ化反応の
進行に悪影響を与える可能性が示唆
されたため、本 ACOT-13 遺伝子を
siRNA 技術によってノックダウン
し、ルシフェリン基質の光学異性の
違い(D-体 L-体)によって発光量に違
いが出るかを確かめることとした。 
大腸菌由来のチオエステラーゼ



 

 

(TES-B)を E-Hela の染色体上に導入することで D-ルシフェリンに対する発光活性に違いがある
数種類の E-Hela 株を得た。これらに対して siRNA にて ACOT-13 遺伝子をノックダウンし、D-
体および L-体のルシフェリンを用いた発光活性の経時変化を測定した。その結果、ほとんどの
細胞について D-ルシフェリンに対する発光活性は経時的に上昇していく一方で、L-ルシフェリ
ンに対する発光活性は一定か、低下していく様子が観察された。しかし、ただ一株 Clone13 につ
いては、L-体に対する発光活性が微弱ではあるが経時的に上昇していくことが観察された(図 6)。
このことから本変異株は当初の目的に合致する L-体をデラセミ化しながら D-ルシフェリンへと
変換し、発光している可能性を得ることができた。 

 
今後、は以下のような解析を行っていく計画である。 
これまでの in vitro での検討より、目的のデラセミ化立体反転反応を実現するためには、ホタ

ルルシフェラーゼとチオエステラーゼの 2 種類の酵素タンパク質の発現量比が非常に重要であ
ることが分かっている。そのため細胞内での発現バランスの制御が難しい場合にはデラセミ化
発光を実現できない可能性がある。そこで RT-PCR 解析等によって各遺伝子の発現量を確認する
検討が必要である。 
将来的にルシフェリン生合成経路の全体像が明らかになれば、本経路と融合することで、D-ル

シフェリンを自前供給する細胞システムへと展開することも可能となり得る。本研究プロジェ

クトにて微弱ながら L-ルシフェリンからも発光する細胞株を見出せたことは、自前発光細胞構

築の前段階の要素技術として意義深い研究成果であると考えている。 
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