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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ホタルD-ルシフェリンの生合成経路を利用したキラルフリー発光シス
テムの構築を目的とした研究を行った。ホタル体内では、発光基質D-ルシフェリンがその鏡像異性体であるL-ル
シフェリンのチオエステル化、立体反転、加水分解というデラセミ化プロセスによって調製されるという仮説の
もと、まずモデル反応として、細菌由来チオエステラーゼとホタルルシフェラーゼを組み合わせた反応系を作成
し、L-からD-体への立体反転を伴った発光反応が確かに進行することを確かめた。また、本プロセスに関与する
遺伝子群を、成虫のトランスクリプトーム解析を行うことによって特定することも試みた。

研究成果の概要（英文）：  In this project, we tried to establish a chiral free bioluminescence 
system inspired by the biosynthetic pathway of firefly D-luciferin. In fireflies, L-luciferin is the
 biosynthetic precursor of D-luciferin, which is produced from the L-form undergoing deracemization.
 This deracemization consists of three successive reactions: L-enantioselective thioesterification 
by luciferase, in situ epimerization, and hydrolysis by thioesterase. At first, a deracemizative 
luminescence system using a combination of firefly luciferase and fatty acyl-CoA thioesterase from 
bacteria was constructed. We could confirm that this firefly luciferase-thioesterase combination 
system worked well and can improve bioanalysis applications using the firefly bioluminescence 
reaction by efficient deracemization of D-luciferin. We also performed a transcriptome analysis 
toward adult firefly.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： バイオテクノロジー　ホタル　生物発光　生合成経路　トランスクリプトーム解析
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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として応用されている。
このように今や我々の生活に欠かせない存
在となっている発光反応であるが、次に示す
問題点を解決できれば、その利用価値はより
高いものになると研究代表者は考えた。 
その問題点とは、「キラル化合物」という

点である。つまり、ホタルルシフェリン分子
は 1 つの不斉炭素を有しており、D-体 L-体と
いう一組の光学活性体が存在する(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-体は強い発
光阻害剤として働き、定量的な発光反応の発
現を妨げたり、再現性を低下させたりする原
因となっていた。またルシフェリン分子は、
中性付近でも容易にラセミ化することが知
られており、系中における光学純度の維持が
困難な場合もあった。通常このような状況で
は、ラセミ化を如何に防ぐかが研究の主眼と
なりがちであるが、研究代表者らは D-ルシフ
ェリンの生合成経路に着目することで、D-体
L-体いずれからでも効率よく発光するキラル
フリーシステムが極めて現実的な解決法で
あるという着想に至った。 

 
また、L-ルシフェリンは、ホタルルシフェ

ラーゼに対して、発光とは全く違う触媒活性、
立体選択的チオエステル化活性を発現させ
る[D.Kato et al., J. Mol. Catal. B: Enzmatic, 
2011, 69, 140-146.]。本活性は L-ルシフェリン
の発光阻害の解除に関わっていると考えら
れている。つまり活性部位に強く結合してい
る L-ルシフェリンは、本活性によって補酵素
A(CoASH)と反応し L-ルシフェリル-CoA へ
と変換される。これによって酵素との親和性
が低下し、阻害が解除されるというわけであ
る。しかし研究代表者らは、上記チオエステ
ル化活性が、実は D-ルシフェリン生合成のた
めに利用されているのではないかと考える
に至った。 
この理由は以下の点からである。まず、丹

羽(研究分担者) らは、これまでホタル抽出物
を利用した生合成経路の解析を行っており、
D-体の前駆体として L-ルシフェリンの存在
を指摘していた[K.Niwa et al., FEBS Lett., 
2006, 580, 5283-5287.]。また反応進行のために

は CoASH の添加が必須であった。一方、加
藤(研究代表者)らはホタルルシフェラーゼの
チオエステル化について、酵素の不斉点識別
機構の解明を行ってきた[[D.Kato et al., J. Mol. 
Catal. B: Enzmatic, 2011, 69, 140-146.]]。また、
本酵素とエピメリ化酵素、加水分解酵素の 3
種を組み合わせることで、立体反転を伴って
ラセミ体から光学活性体を 100%の収率にて
得ることが可能なデラセミ化プロセスを構
築していた[D.Kato et al., J. Org. Chem., 2003, 
68, 7234-7242.]。 

 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景のもと研究代表者は、ホタ

ル体内でも図 2 のようなデラセミ化様立体反
転プロセスが進行し、L-から D-ルシフェリン
が生合成されているのではないかという着
想を得、このデラセミ化経路を利用すること
で基質の不斉によらないキラルフリーな発
光システムの構築ができると考えた。また、
ホタルのゲノム解析やトランスクリプトー
ム解析を行うことで、本生合成に関与する酵
素群を明らかにすることも可能だと考え、本
研究を行うこととした。具体的な目標は以下
のとおりである。 
①ホタル体内では、発光基質 D-ルシフェリ

ンがその鏡像異性体である L-ルシフェリン
のチオエステル化、立体反転、加水分解とい
うデラセミ化プロセスによって調製される
という仮説のもと、まずモデル反応として、
細菌由来チオエステラーゼとホタルルシフ
ェラーゼを組み合わせた反応系を作成し、L-
から D-体への立体反転を伴った発光反応が
確かに進行することを確かめる。 
②本プロセスに関与する遺伝子群を、成

虫のトランスクリプトーム解析およびゲノ
ム解析を行うことによって同定する。 

 
３．研究の方法 
本研究では、ホタル D-ルシフェリンの生合

成経路を解明すると共に、生合成経路を利用
したキラルフリー発光システムの構築を目
的とした研究を行った。 
ホタル体内では、発光基質 D-ルシフェリン

がその鏡像異性体である L-ルシフェリンの
立体反転によって調製されるという仮説の
もと、まず、デラセミ化経路の妥当性を評価
するために in vitro でのモデル反応系を構築
した。一方、本プロセスに関与する遺伝子群
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図1. D-体L-体いずれからでも発光するキラルフリーシステムの開発
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図2. 研究代表者らが想定するホタル体内でのL-からD-ルシフェリン変換プロセス



をホタル成虫に対するトランスクリプトー
ム解析およびゲノム解析によって特定した。
また、実際にマウスの時計遺伝子発現系をモ
デルとした in vivo イメージング系の構築を
目指した。 
 
４．研究成果 
1. デラセミ化経路の妥当性確認 
ホタル D-ルシフェリンの生合成経路とし

て研究代表者らは、本発光基質が、ホタル体
内にてその鏡像異性体である L-ルシフェリ
ンから立体反転を伴ったデラセミ化反応に
よって合成されているという仮説を立てた。
具体的には、まずチオエステル化酵素によっ
て L-ルシフェリンと CoASH からチオエステ
ル体を生成する。次に、本チオエステル体に
対してエピメリ化酵素が作用、立体が反転し、
最後に加水分解酵素によって D-ルシフェリ
ンが得られるという経路である(図 2)。 
 本経路の妥当性を確かめるためにまずモ
デル反応として大腸菌由来チオエステラー
ゼ(TESB)と、ホタルルシフェラーゼ(LUC-G)
を in vitro にて組み合わせた系(LUC-G-TESB
の 2 成分系)を作成し、pH8 の in vitro にて L-
から D-体への立体反転を伴った発光反応が
予想通り進行することを確かめた(図 3, 4)。本
系は LUC-G および TESB の比率によって効
率に違いが出ることが分かった。最終的に
LUC-G/TESB=1/0.1 が最適な酵素量比である
ことを確認した。また中性から酸性 pH では
立体反転効率が低下したが、細菌由来エピメ
ラ ー ゼ (AMACR) を 共 存 さ せ た
LUC-G-AMACR-TESB の 3 成分系によって
pH8 と同等の効率を達成できることを確認し
た。 

 

 
 

2. ホタル成虫に対するトランスクリプトー
ム解析およびゲノム解析 
ホタルに対するトランスクリプトーム解

析(遺伝子発現解析)を行い、デラセミ化仮説
を裏付けるような酵素遺伝子が発現してい
るかをゲンジボタルおよびヘイケボタルの
成虫を利用して確認した。解析はゲノム支援
(文部科学省科学研究費新学術領域研究「生
命科学系３分野支援活動」)に採択されたた
め①ゲンジボタルおよびヘイケボタルの成
虫発光器に対するトランスクリプトーム解
析(RNA-seq 解析)、および②ゲンジボタルお
よびヘイケボタルの全ゲノム配列解析を委
託できた。 
まず、①ゲンジボタルおよびヘイケボタル

の成虫発光器に対するトランスクリプトー
ム解析を行った。ホタル成虫発光器より抽出
した totalRNA に対して Agilent Strand kit を用
いたライブラリー調製を行い、イルミナ社製
HiSeq2500 にて Pair End 100bp の条件でシー
クエンスを実行した(得られた情報は DDBJ
データベースに登録済、現状非公開)。本解析
より得られた情報を基に、 DDBJ Read 
Annotation Pipeline により de novo アセンブリ
を行った。推定されたタンパク質はゲンジボ
タル 89,717 配列、ヘイケボタル 178,083 配列
となった。 
得られたトランスクリプトーム解析の結

果から、デラセミ化立体反転プロセスに関与
する候補チオエステラーゼ遺伝子を探索し
たところ、有望な 4 種類を予想することがで
きた。そこでこれらの遺伝子をクローニング
し、大腸菌にて発現させることを試みた。そ
の結果、タンパク質の発現は確認できたもの
のすべて不溶性であった。タグの選定、発現
大腸菌の変更、グアニジンによる巻き戻し等、
様々な改善策を試みたが、本科研費研究終了
時までに候補タンパク質を可溶性タンパク
質として得ることはできなかった。ただし、
本研究の過程で様々な生物種由来のチオエ
ステラーゼについて検討を行い、それらの中
には興味深い特性を示すものを見つけるこ
とができた(現在特許出願準備中)。 

 
また、②ゲンジボタルおよびヘイケボタル

に対する全ゲノム配列を決定する試みも行
った。当初 DNA 抽出源として幼虫を用いた
が、共生細菌と思われる Rickettsia や
Pseudomonas 等少なくとも 5,6 種類の細菌の
配列コンタミネーションが見られ、それらす
べてを取り除くことは困難であった。そこで
成虫をDNA抽出源とした検討に切り替えた。
その結果、ゲンジボタルに対して配列長閾値
を 1 kbp とした場合、Contig N50 サイズ 0.3 
Mbp、Scaffold N50 サイズ 11.9 Mbp（3,247 配
列）を達成した。推定ゲノムサイズは 667.9 
Mbp であった。一方同様の閾値でのヘイケボ
タルのゲノムサイズはおよそ 1 Gbp と大きく、
k-mer 頻度からヘテロ接合度が極めて高いこ
とが示唆された(Contig N50 サイズ:33.7 kbp、



Scaffold N50:416.8 kbp、20,747 配列)。これら
の配列情報はデータベース未登録の状態で
ある。現在までにアセンブル、およびアノテ
ーションの一部を終了している。今後、より
詳細なアノテーションを完了させることで、
ホタル D-ルシフェリンの生合成経路に関わ
る酵素遺伝子候補を選定するための強力な
データベースを作成するつもりである。 
 
3. 細胞内での in vivo デラセミ化反応系の構
築 
マウスの時計遺伝子発現系にチオエステ

ラーゼ TESB 遺伝子を導入した細胞株を樹立
し、それを用いた L-ルシフェリンからの発光
を試みたが、残念ながらバックグラウンドと
の有意差は見られなかった。TESB タンパク
質が発現していない可能性やルシフェラー
ゼとの発現量のバランスが悪かった可能性
等が考えられる。今後はホタル由来のチオエ
ステラーゼ遺伝子を用いた検討も行ってい
く予定である。 
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