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研究成果の概要（和文）：本研究では世界標準となる人工生物発光イメージングプローブ作製を目標に、合成発
光基質分子と遺伝子工学的手法に基づくタンパク質変異体とから独創的な“融合型人工生物発光分子プローブ”
開発を行った。開発したアルキル化CTZ誘導体(6-Al3OH-CTZ)は、酵素RLuc8.6-535を用いると市販基質
DeepBlueCTMの約50倍高輝度の発光バイオイメージングを実現した。また、分子歪みセンサーと呼ぶ人工酵素系
発光プローブは発光酵素タンパク質に物理的歪みを加えることにより発光輝度の増減を制御でき、従来のスプリ
ット型生物発光プローブの約100倍の強い発光輝度を示す高感度バイオセンサーの開発ができた。

研究成果の概要（英文）：Bioluminescence is emitted by an enzymatic reaction involving a 
bioluminescent substrate luciferin and an enzyme luciferase. One of luciferases, Renilla (RLuc), 
generates cofactor-free bioluminescence with native coelenterazine (nCTZ). The design of novel CTZ 
derivatives resulting in enhanced optical intensity with prolonged bioluminescence is challenging. 
Our developed novel CTZ derivative with extension at the C-6 position of the imidazopyrazinone show 
significant bioluminescence emission with RLuc variant (RLuc8.6-535). This CTZ derivative exhibited 
about 50 times higher than that of DeepBlueCTM. Optical bioimaging of protein-protein interactions 
(PPIs) facilitates comprehensive elucidation of intracellular molecular events. We developed an 
optical measure for visualizing molecular tension triggered by any PPI named “a combinational 
probe”. This type of probe expands capabilities of luciferases as a tool for analyses of molecular 
dynamics and cell signaling in living subjects.

研究分野： 分析化学

キーワード： 分子イメージング　化学発光　生物発光　タンパク質プローブ　Bioimaging　Coelenterazine (CTZ)　L
uciferin　Luciferase
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１．研究開始当初の背景 
	 体内の癌のような生体内から光信号をと
る場合、高輝度かつ生体組織透過性の高い近
赤外域に発光がある分子プローブが求めら
れている。その際現状の蛍光プローブが抱え
る自家蛍光の問題がない生物発光型のプロ
ーブが高感度イメージングに有利であると
考えられる。そのため、現状でのバイオイメ
ージングは蛍光プローブによるものがほと
んどであるが、今後は生物発光イメージング
が進展すると考えており、高性能の人工生物
発光プローブ開発が鍵になる 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、世界標準となる人工生物発光
イメージングプローブ作製を目標に、有機合
成手法に基づく高輝度近赤外発光分子と、遺
伝子工学的手法に基づく生物発光タンパク
質の高輝度変異体とを、それぞれ専門分野の
研究者が連携して開発したものを機能的に
融合し、これまでにない独創的な“融合型人
工生物発光分子プローブ”開発とその基礎研
究を行う。最終目標とするのは高輝度近赤外
発光分子プローブであり、研究前半が基礎開
発研究で複数の合成基質（分子）と変異酵素
または人工酵素（タンパク質）を開発し、研
究後半では開発した分子プローブをマウス
生体でのイメージングに応用して性能評価
を行う。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、発光基質ルシフェリンに対し
て今までにない大幅な長波長化と高輝度化
のための改変を加えるとともに、これらの合
成ルシフェリンに最適の人工発光酵素ルシ
フェラーゼについても、独自の実験系（大規
模な変異導入と変異体のハイスループット
評価系）に基づいて作製する。このように、
“鍵（基質）”と“鍵穴（ルシフェラーゼ酵
素）”をともに革新するアプローチに基づい
て発光の高輝度化と近赤外化を追求する点
が独創的であり、本研究で推進する融合型人
工生物発光分子プローブの最大の特長であ
る。さらに、上述のアプローチに加えて、生
物発光共鳴エネルギー移動（BRET）に基づく
高輝度近赤外発光プローブを開発するとと
もに革新的な機能分子を開発して、発光イメ
ージング分野を切り拓く。	
	
４．研究成果	
(1)	生物発光プローブは蛍光法より高感度
であるが、得られる光信号は非常に小さい。
従ってウミシイタケの生物発光基質セレン
テラジン(CTZ)の化学修飾を行うことで、発
光輝度の改善を目指した。CTZ を基質に持つ
生物発光系は、その酵素認識メカニズムが未
解明であるために、酵素から効率良く認識を
受け有意な発光を示す合理的な CTZ 誘導体の
設計は非常に困難である。本研究では、知見
の少ない CTZ の 6 位に数種類の置換基を導入

し、その酵素認識能および生物発光特性への
影響を分子構造的見地から検討した。3 つの
新規 CTZ 誘導体の開発に成功し、いくつかの
ウ ミ シ イ タ ケ の 生 物 発 光 酵 素
RLuc/RLuc8/RLuc8.6-535 との反応性を調べ
た。以上の検討により、発光酵素 RLuc8.6-535
が、6 位を誘導体化した CTZ 誘導体を効率良
く認識し、高輝度な生物発光を与えることを
明らかにした。特に新規 CTZ 誘導体
6-pi-H-CTZ/6-pi-Phenyl-CTZ は、発光酵素
RLuc8.6-535 において、唯一のブルーシフト
基質として知られる DeepBlueCTM（市販品）と
同様の発光波長(400	nm)を有し、その発光輝
度は DeepBlueCTMの約 11 倍および	25 倍であ
ることが分かった(図 1)。従って新規基質開
発による世界で最も高輝度な青色生物発光
システム開発に成功したと言える。
DeepBlueCTM は緑色蛍光タンパク質 GFP との
BRET(生物発光共鳴エネルギー移動)研究に
利用されており、タンパク質間相互作用解析
に代表されるバイオ分析に応用されている。
従って新規基質によるこれらバイオ分析の
更なる高感度化が期待される。	

図 1.生物発光輝度比較	
	
(2)	CTZ を基質に持つ新規人工生物発光酵素
ALuc は、RLuc 発光系の約 100 倍の発光輝度
を持つ発光系であり、より高感度なバイオ分
析ツールへの応用が期待できる。生物発光の
高輝度化に関する研究では、種々の生物発光
系における少数の多価陽イオンによる発光
輝度の制御現象に関する報告があるが、その
詳細なメカニズムは未解明である。本研究グ
ループは独自の SSC 法により、Ca2+結合サイ
トとして知られるEF-handに近い構造がALuc
に存在していることを発見した。そこで精製
によって陽イオンフリー状態の ALuc を作製
し、多価金属イオンの ALuc 発光系への影響
を、天然の CTZ 及び新規 6 位改変体である
6-pi-OH-CTZ を用いて評価した。その結果、
Ca2+,Mg2+,Cr6+存在下において、生物発光輝度
が増加し、特に Cr6+が強い高輝度化効果を示
した。また、種々の金属イオンが生物発光波
長に関与しない、すなわち直接 CTZ 発光中間
体と結合して発光メカニズムに関与しない
ことを示唆する結果を得ている。以上の結果
より、ALuc には EF-hand 構造に近い構造が、
多価金属イオンの receiver として発光過程
に関与していることを見出した。	
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図 2.	Ca2+イオンの生物発光特性への影響	
	
(3)	分子歪みセンサーと呼ぶ人工酵素系発
光プローブは生物発光酵素全長の両端に異
なる 2つのタンパク質を結合し、生物発光酵
素全長に物理的歪みを加えることにより発
光輝度の増加・減少を制御するセンサーであ
る。本研究では酵素 RLuc8 の構造中に可動性
領域がなく、C 末端が酵素活性部位に近い酵
素の立体構造に注目して酵素修飾による分
子歪みが酵素活性部位を変形する、すなわち
分子歪みによる生物発光制御を目指した。実
際に RLuc8 全長の両端に、女性ホルモン受容
体(ER	LBD)と Src の SH2 ドメイン(リン酸化
認識部位)を結合することで、女性ホルモン
阻害剤(アンタゴニスト)存在下で、これら 2
つのタンパク質による分子内タンパク質間
相互作用を誘発、結果的に RLuc8 の酵素立体
構造が変化することで、発光輝度が増加する
センサー(ERS)を開発した。さらに人工生物
発光酵素(ALuc)による分子歪みセンサーを
開発した。発光酵素 ALuc23 全長においてラ
パマイシン結合タンパク質 FRB 並びに FKBP
をそれぞれタンパク質分子の両端に結合し
た分子歪みセンサー(TP2.4)は、ラパマイシ
ンを介して FRB と FKBP が結合(分子内タンパ
ク質相互作用)するため、分子中央部に置い
た ALuc23 に分子歪みが生じ、結果的にラパ
マイシン依存的に発光輝度が約 6.7 倍まで増
加した。これら発光酵素全長による分子歪み
センサーは、従来の二分割型生物発光プロー
ブの約 100 倍程度強い生物発光輝度を示すた
め、今後さらなる高感度バイオセンサー開発
への応用が期待できる。	

図 3	分子歪みセンサーデザイン	

	
(4)	多色発光イメージング技術の開発は、生
体分子の複合的な生理活性を同時に観察す
る方法として非常に有用である。しかし一般
的に生物発光は、その発光スペクトル半値幅
が広いため、多色発光イメージングへ応用す
る際、発光信号間のクロストークが懸念され
る。そこで本研究は、酵素の基質特異性を活
かした新たな多成分同時分析ツール開発を
目指した。具体的には上記研究成果(1)で見
出した基質 CTZ の有用改変可能部位(6 位)と
2 位置換基を改変した新規誘導体を新たに開
発することで、生物発光酵素 ALuc23 並びに
RLuc8 に各々特異的に反応する基質開発を目
指した。19種類のCTZ誘導体の合成に成功し、
実際に ALuc23 発光系と RLuc8 発光系に特異
的 な 反 応 を 示 す 新 規 CTZ 誘 導 体
(6-pi-OH-2H-CTZ/6-et-OH-CTZ)を見出した。
このことから ALuc23 に基づく分子歪みセン
サー(TP2.4)または RLuc8 基づく分子歪みセ
ンサー(ERS)によるタンパク質間相互作用解
析実験を進めたところ、2種類のタンパク質	
間相互作用を同時に解析する新たなバイオ
分析技術の構築に初めて成功した。	

	
図 4	基質特異性を活かした多成分同時分析	
	
(5)	生体深部の癌細胞を光で可視化するた
めには、水やヘモグロビン等の生体分子に吸
収されにくい近赤外領域(650-900	nm)の光が
適している。一方でこれまで報告した CTZ 誘
導体は、いずれも青色発光(400-500	nm)を示
すものであり、その利用は細胞に限られるも
のであった。そこで CTZ 発光系の生体内イメ
ージングを目指し、新たに見出した基質改変
可能部位に着目して赤色発光型 CTZ 誘導体開
発を目指した。具体的には、CTZ の 6 位にロ
ーダミン B等の有機蛍光色素を結合させ、CTZ
誘導体からエネルギー移動により連結した
蛍光色素から 2 次的に発光する BRET 分子を
合成した。実際に合成した蛍光色素連結型
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CTZ 誘導体は、発光酵素 RLuc8.6-535 に酵素
認識を受け、結果として天然の CTZ 発光系よ
り約 100	nm の長波長化に成功した。今後、
赤色発光基質を用いた生体内における癌細
胞イメージングへの応用が期待出来る。	
	
(6)	赤色蛍光タンパク質(iRFP)はその最大
蛍光波長が 700	nm であり、生体分析に応用
される代表的な蛍光タンパク質である。他大
学と共同でクロロフィル dを有する特殊なシ
アノバクテリアの光受容ドメインを探索し、
ビリベルジンを補因子とする世界で最も小
さな近赤外蛍光タンパク質(AM1_1557g2,	145
アミノ酸)を発見した(iRFPは316アミノ酸)。
AM1_1557g2 は iRFP 同様、哺乳類に豊富なビ
リベルジンを補因子とするため、生体(in	
vivo)でのイメージングに極めて有用である。	
	
(7)	CTZ の 6 位置換基をアルキル化した新規
誘導体を 20 種類新たなに合成し、基質と酵
素の網羅的構造活性相関研究を行うことで
高輝度生物発光系の構築を目指した。開発し
たアルキル化 CTZ 誘導体の一つである
(6-Al3N3-CTZ)は発光酵素 ALuc において、天
然の CTZ/ALuc 発光系の約 4 倍、RLuc 発光系
の約 60倍の発光輝度を示すことが分かった。
更 に 他 の ア ル キ ル 化 CTZ 誘 導 体
(6-Al3OH-CTZ)は、酵素 RLuc8.6-535 におい
て DeepBlueCTM とほぼ同様の発光波長(400	
nm)を有し、その発光輝度は約 50 倍であるこ
とが分かった。本研究で開発した超高輝度
CTZ 誘導体を用いて高解像度でのシングルセ
ルイメージングを実現することができた。さ
らに赤色蛍光タンパク質 iRFP を修飾した
RLuc8.6 誘導体(BRET タンパク質)と高輝度基
質を組み合わせることで、目的とした赤色発
光によるマウスレベルでの癌細胞イメージ
ングにも成功した。	
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