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研究成果の概要（和文）：デヒドロセレンテラジン（DCL）でクロモフォアを形成して発光す

る発光タンパク質について、その発光誘発機構に関する研究を行った。鉄イオンを含む活性酸

素錯体による発光速度は速くなり、一方、次亜塩素酸の過酸化物による発光速度は遅くなるこ

とが判明した。これにより、発光タンパク質の発光速度を活性酸素の特異的な検出手段として

利用することが可能となった。また、基質となる DCLを簡便に合成する手法も確立できた。 

研究成果の概要（英文）：Triggering mechanism of photoproteins has been investigated.  

The photoproteins have chromophore which is constituted from dehydrocoelenterazine 

(DCL).  It demonstrated that oxo-complex of Fe ion made the luminescence speed fast, 

on the other hand, peroxide of hypochlorite made the luminescence speed slow.  This 

specific reaction rate was proved to be useful for the identification of reactive oxygen 

species by using photoproteins.  A convenient synthetic method was also established 

to prepare many kinds of DCLs. 
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１．研究開始当初の背景 

 発光生物は、低分子量の有機化合物を発光

素子（発光反応の基質）として利用し、ルシ

フェラーゼ（酵素：Lase）や発光タンパク質

の中で酸化することで発光している。例えば、

ホタルはルシフェリンを基質として利用し、

ATP と酸素の存在下 Lase により発光する。ま

た、オワンクラゲ発光タンパク質（イクオリ

ン）はセレンテラジン（CL）を基質として利

用し、カルシウムイオン（Ca
2+）により発光

する。これら発光現象は発光の引き金となる

ATPや Ca
2+を微量で検出する手段として応用

できる。ATP で発光する Lase は病原菌（生細

胞のみ ATP が存在する）の検出に、またイク

オリンは細胞内シグナル伝達に関連するCa
2+

濃度変化の検出手段として利用されている。 

 生物発光を利用した検出方法は超微量で

高感度検出でき、生細胞を直接観察でき、そ
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して放射性物質など出さない環境調和型手

段である特徴がある。下村先生がイクオリン

研究に関してノーベル化学賞を受賞され、生

物発光に関する基礎研究の重要性が再認識

されている。 

 近年、様々な疾病の発症には活性酸素が深

く関与しているとされ、活性酸素の検出シス

テムの構築が盛んに行われている。Chang, 

D.J.ら（UC Berkeley）のグループは分子プロ

ーブを設計し、これがミトコンドリア内のス

トレス誘発で発生する過酸化水素のみを可

視化できることを報告した（J. Am. Chem. Soc. 

2008, 130, 9638）。この分子プローブが生体内

にある多くの活性酸素の中で過酸化水素と

のみ反応するので重要な研究といえる。 

 生体内には、過酸化水素をはじめ、スーパ

ーオキシド、一酸化窒素、ヒドロキシラジカ

ルなど様々な種類の活性酸素種が存在する

が、これらを選択的にモニターすることは非

常に困難である。 

 申請者はこれまで、トビイカ発光タンパク

質（シンプレクチン）の発光活性発現の分子

機構研究を行ってきた（Isobe・Kuse ら Proc. 

Japan. Acad. SerB 2008, 84, 386）。シンプレク

チンはデヒドロセレンテラジン（DCL）を発

光素子として利用し、CL 型クロモフォアを

形成している（図１）。 

２．研究の目的 

 シンプレクチンは酸素の存在下発光する

が、長い間発光の引き金については不明であ

った。高濃度のカリウムイオンやナトリウム

イオンによりシンプレクチンの発光は誘発

されるが、これらのイオン濃度をゼロにする

とシンプレクチンが沈殿してしまうために、

発光開始因子とは考えにくかった。 

 最近、カタラーゼと過酸化水素で発生する

活性酸素錯体が、シンプレクチンを強力に発

光させることを見つけて以来、この活性酸素

錯体が発光開始因子であると考えている。 

 活性酸素錯体は、ペルオキシソームなど生

体内オルガネラなどに広く存在しており、感

染・疾患等の刺激で誘発され生成することか

ら、シンプレクチンが活性酸素の特異的検出

プローブとして利用できる可能性が開けた。

そこで、本研究では「発光タンパク質シンプ

レクチンの活性酸素錯体による発光誘発機

構の解明」を目的とした。 

３．研究の方法 

① 活性酸素錯体の調製 

 カタラーゼと過酸化水素を混ぜて生

成する活性酸素錯体（Compound I、II、

III）をそれぞれ安定に調製する条件を探

索する。特にカタラーゼに対する過酸化

水素の等量と、緩衝液の組成、液性につ

いて最適化する。活性酸素錯体はそれぞ

れ紫外可視吸収スペクトル（UV/Vis）が

異なるので、UV/Visデータを基にして活

性酸素錯体をそれぞれ発生させる最適

な条件を見つける。その後、それぞれの

活性酸素錯体を DCL 誘導体で活性化し

たシンプレクチンへ混合し、発光パター

ンの変化を調べる。 

② 活性酸素錯体は何を加速するのか？ 

 シンプレクチンクロモフォアが発光

するまでの段階をさらに詳細に考察す

ると、プロトン引き抜き、酸素の付加、

そして発光を伴った過酸化物の分解と 3

段階あることがわかる。活性酸素錯体は

その構造によってそれぞれ機能が異な

ることが考えられるが、このいずれかの

段階を加速、もしくは触媒作用すること

で発光を強力に誘発していると考えら

れる。そこで、活性酸素錯体を、２価の

 

図１：クロモフォアの生成機構 
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鉄イオンと過酸化水素でモデル化でき

るかどうか検討する。これは Fenton試薬

としてよく知られており、生物発光研究

でよく利用されている。 

③ DCL発光タンパク質の探索 

 これまで DCL で発光する生物として

報告されている例は、現在まで沖縄産ト

ビイカのシンプレクチンと、最近申請者

が明らかにした二枚貝発光タンパク質

（フォラシン）（Kuse・Tanaka・Nishikawa、

Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 5657.）

の２つのみである。フォラシンは 120年

もの長い間、発光素子が不明であった発

光タンパク質である。フォラシンが DCL

で発光することに気づいたきっかけは、

活性酸素錯体によるシンプレクチンの

発光開始現象がヒントとなっている。 

 一方 CL で発光する生物は、クラゲを

始め、ウミホタル、ウミエラ、ホタルイ

カなど数多く報告されており、イクオリ

ンを応用した論文は 1,400 を超える

（MEDLINE にて検索）。本事実は「DCL

で発光する生物が尐ない」のではなく、

DCL を発光素子としていることに気が

ついていないケースがあるため考えて

いる。そこで、ほかの生物発光タンパク

質が DCL で発光するかどうかについて

も調査することとする。手がかりとして、

活性酸素で発光する生物に着目する。あ

らかじめ文献を調べたところ、ツバサゴ

カイ、ウミウロコムシなどの報告例があ

ることがわかってきた。そこで、これら

の発光タンパク質も DCL で発光するか

どうか調べる。ウミウロコムシは沖縄沿

岸でよく見られるので調査・採集し、

DCL を基質とする発光タンパク質であ

るのかどうか検討することにする。 

４．研究成果 

①  シンプレクチン以外の発光タンパク質

であるヒカリカモメガイの発光タンパク

質（フォラシン）も DCL で発光すること

を証明し、実際に天然フォラシンより

DCLを抽出・単離することに成功した（発

表論文２）。この結果が引き金になって、

英国の研究者と活性酸素による発光開始

機構解明のための共同研究がスタートで

きた。 

②  フォラシンには DCL が共有結合してク

ロモフォアが形成されていると予想して

いる。それを証明するための分子プローブ

の合成に取り組んだ。グリシンと無水酢酸

という安価な出発原料から DCL アナログ

を種々供給できる化学合成ルートが確立

できた（図２）。 

③  活性酸素種による発光開始機構をリア

ルタイムに追跡するために臭素化 DCL を

合成し、それを用いて再構成したフォラシ

ンは次亜塩素酸による発光誘発において

特徴的な発光パターンを示すことを明ら

かにした。 

④  数年間に一度大量発生するキシャヤス

デの体表には蛍光があることを見つけた。

抽出精製した結果、プテリンカルボン酸で

あった（図３）。このキシャヤスデ抽出物

は過酸化水素により発光することも明ら

かなった。フォラシンとは異なる活性酸素

の検出システムとしての利用が期待でき

ることになった。 

⑤  フォラシンのクロモフォア形成部位の

特定を試みた。フォラシン活性部位にある

システイン残基が DCL に結合して活性型

クロモフォアを形成していると予想して

いる。そこで、遊離システイン残基の特定

を試みた。選択的なシステイン残基のアル

キル化法によって、１カ所のシステイン残

基だけが遊離していることが明らかとな

った。 

 

図２：DCLアナログの新規合成経路 

 

図３：プテリンカルボン酸の構造 
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次に、DCL を用いてクロモフォアを含む

ペプチド断片の直接的解析を試みた。その

結果、先ほど遊離であると考えられたシス

テイン残基にクロモフォア（酸化型）が結

合したと考えられるペプチド断片を特定

することができた。活性部位のシステイン

残基の特定は、今後フォラシンを遺伝子発

現させて活性型フォラシンを調製する上

での重要な知見となった。 

⑥  フォラシンの発光を誘発する活性酸素

種の特定について詳細に検討した。その結

果、鉄イオンを含む活性酸素錯体による発

光速度は速く、次亜塩素酸の過酸化物によ

る発光速度は遅いことが明らかになった。

このことは、フォラシンによる発光速度を

調べることで、活性酸素の種類を特定する

ことができる可能性が高まったといえる。

その他の活性酸素種による発光誘発機構

についても継続して検討している。 

【意義】フォラシンは活性酸素種の診断キッ

トとして市販されていたが、基質構造が不明

であったのであまり利用されていなかった。

本研究成果に、フォラシンの活性酸素に対す

る特異性を利用した応用研究が可能となっ

た。また、活性部位の特定により、フォラシ

ンのサイズを小さくしたアナログ発光タン

パク質の創製も期待できることになった。 
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