
電子科学研究科；］

0006506075R

GD

K

450

静岡犬学　属図書館

静岡大学　博士論文

ホタル生物発光の分子機構研究

大学院電子科学研究科

　電子応用工学専攻

丹羽　一樹



目 次

第1章　序論
　　　　1．1研究背景

　　　　　　　1．1．1

　　　　　　　1．1．2

　　　　　　　1．1．3

　　　　1．2研究目的

生物発光研究の現状

ホタル生物発光の化学メカニズムについて

ホタル生物発光系の応用

1

1

1

4

10

14

第2章　ホタルルシフェリンの生合成

　　　　2．1研究背景

　　　　　　　2．1．1過去のルシフェリン生合成研究

　　　　　　　2．1．2ホタルの生態とルシフェリン生合成の関係

　　　2．2　実験方法

　　　　　　　2．2．1ホタルの飼育

　　　　　　　2．2．2基質ルシフェリンの調製

　　　　　　　2．2．3ルシフェリンキラル分析

　　　　　　　2．2．4システインキラル分析

　　　　　　　2．2．5ホタル粗蛋白質によるキラル異性化反応

　　　2．3結果及び考察
　　　　　　　2．3．1ルシフェリンのキラル分析方法

　　　　　　　2．3．2ヘイケボタルの生活環とルシフェリンの分析

　　　　　　　2．3．3システインのキラル分析方法

　　　　　　　2．3．4ヘイケボタル体内のシステインの光学純度

　　　　　　　2．3．5抽出蛋白質によるルシフェリンの合成

　　　　　　　2．3．6　ホタルルシフェリンの生合成経路

15

15

15

20

26

26

26

27

29

31

32

32

34

40

41

43

48

第3章　ホタルルシフェラs…一・一ゼの基質立体認識

　　　　3．1研究背景

　　　　3．2実験方法

　　　　　　　3．2．1系統解析　　，

　　　　　　　3．2．2ルシフェラーゼ酵素反応解析

　　　　3．3結果及び考察

　　　　　　　3．3．1ルシフェラーゼの進化的背景

　　　　　　　3．3．2D体およびL体ルシフェリンの反応特性

51

51

54

54

56

58

58

61

第4章　ポタルルシフェリンの酵素的立体異性化反応

　　　4．1研究背景
　　　4．2実験方法

67

67

69



　　　4．2．1ルシフェリン生合成反応解析
4．3　結果及び考察

　　　4．3．1生合成径路におけるルシフェラーゼの役割

　　　4．3．2生合成径路を利用した発光反応溶液システム
　　　4．3．32一アリールプロピオン酸系抗炎症薬のキラル異性化

69

70

70

71

73

第5章　ホタルルシフェラーゼ酵素活性に対する生体物質の作用

　　　5．1研究背景
　　　5．2実験方法
　　　　　　　5．2．1試薬
　　　　　　　5．2．2　発光反応測定実験

　　　　　　　5．2．3酵素カイネティクス解析

　　　5．3結果及び考察
　　　　　　　5．3．1構造活性相関
　　　　　　　5．3．2　リボ酸の阻害作用

　　　　　　　5．3．3一酸化窒素および補酵素Aの作用
　　　　　　　5．3．4　リボ酸によるルシフェリン異性化阻害

75

75

78

78

78

78

80

80

83

84

86

第6章　結語 88

引用文献

本研究に関する業績一覧

謝辞

93

103

105



一図表目次一

図1－1、発光生物とそのルシフェリンの構造の例

図1－2、生物発光反応の化学的メカニズムの概略

表1－1、ホタル研究の主な動き

図1－3、ホタル発光反応機構

図1－4、ホタル生物発光研究の広がり

図1－5、ホタルルシフェラv－…ゼの応用

2

2

5

5

9

11

図2－1、ホタルルシフェリンの生合成経路の予測

表2－1、ホタルルシフェリン取り込み実験

図2－2、ホタルルシフェリンの生合成に関する有機反応

図2－－3、ホタルルシフェリンの再生径路

図2－4、ホタルルシフェリンの生合成に

　　　　関するこれまでの知見

図2－5、ヘイケボタルの生活環

図2－6、ヘイケボタルの飼育

図2－7、システインの蛍光標識試薬

図2－－8、L一ルシフェリンの合成

図2－－9、ホタルルシフェリンのキラル分析方法

図2－10、システインのキラル分析方法

図2－11、ホタルルシフェリンの定量分析

図2－－12、D一ルシフェリンの異性化（ラセミ化）

図2－13、ヘイケボタル成虫抽出物の

　　　　　キラルカラム分析のクロマトグラム

図2－14、L一ルシフェリンの酵素反応による同定

表2－2、ヘイケボタルルシフェリンのキラル定量分析結果1

図2－15、ヘイケボタルのライフサイクルと

　　　　　ルシフェリン内在量および光学純度

表2－－3、ヘイケボタルルシフェリンのキラル定量分析結果2

表2－4、ヘイケボタル成虫の発光物質と酵素活性の局在

図2－16、ヘイケボタルシステインのキラル分析結果

図2－17、ヘイケボタル抽出蛋白質による
　　、
　　　　　L一ルシフェリンのキラル変換反応

図2－18、L一ルシフェリンのキラル異性化反応の特性

15

16

16

17

18

22

23

25

27

28

30

32

33

34

35

36

37

38

39

42

44

46



図2－19、D一ルシフェリンの生合成経路

図2－20、天然物の光学異性体

48

49

図3－1、発光甲虫ルシフェラーゼと

　　　　相同性のある酵素蛋白質の反応

図3－2、ルシフェラーゼによりCoA化される化合物

表3－1、ホタルルシフェラーゼの相同性蛋白質

図3－3、発光甲虫ルシフェラーゼと

　　　　その相同性蛋白質の系統解析

図3－4、ルシフェラーゼとNRPSの解析

図3－5、ルシフェラーゼの活性中心の模式図

図3－6、L一ルシフェリンのCoA化反応

図3－7、CoA化反応におけるルシフェリン量の変化

表3－2、D－一およびL一ルシフェリンの反応速度の違い

図3－8、ルシフェラーゼの基質特性

51

52

54

57

58

60

62

63

64

65

図4－－1、想定されるL－一ルシフェリンの生合成経路

図4－2、エステラーゼによるルシフェリルーCoA加水分解

図4－3、ルシフェラ・・一・m一ゼとエステラーゼによる

　　　　L一ルシフェリン発光活性

図4－4、D一ルシフェリン生合成を模したシステイン

　　　　検出試薬

図4－5、2一アリールプロピオン酸系抗炎症薬イブプロ

　　　　フェンの立体異性化代謝経路

68

69

71

72

73

図5－1、ホタル発光反応に影響を及ぼす化合物

図5－2、構造活性相関

図5－3、L－L反応に対する作用濃度

図5－4、Lineweaver－Burk　Prot

図5－5、CoAによる発光反応阻害の解除

図5－6、NOとDTTの効果
図5－7、リボ酸によるCoAリガーゼ活性の阻害

75

79

82

83

84

85

86

図6－1、ホタル発光反応の応用例の現状と将来性

図6－2、生合成酵素の共発現系の応用例

90

91



t

略語一

　AMP

ATP

　CHBT

　CoA

　Cys

　D－Cys

　L－Cys

DTT

GSH

　LH2

　D－LH2

L－LH2

L－L反応

「”’

@LRE

　LUC　．

NO

　OxyL

　TBP

　TFA

E

Adenosine　monophosphate

Adenosine　triphosphate

2－cyano－6－hydroxybinzothiazole

Coenzyme　A

Cysteine

D－Cysteine

L－Cysteine

Dithiothreitol

Glutathione　（reduced）

Firefly　luciferin

D－1uciferin

L・－luciferin

ルシフェリンールシフェラーゼ反応

Luciferin　regeneration　enzyme

Firefly　luciferase

Nitric　oxide

Oxyluciferin　　　　　　　　　　L

tri－izr－butylphosphine

trifluoroacetic　acid



第1章序論

1．1研究背景

　1．1．1生物発光研究の現状（今井1989）

　　ホタルに代表される生物発光は古くから人々の興味を惹く魅力的な生命…現象であ

　った。ホタルやホタルイカは我々日本人の日常生活にも身近であるが、その他にも

　発光バクテリア、発光キノコ、オワンクラゲ、ヒオドシエビ、そしてウミホタルや

　夜光虫のようなプランクトンなど多くの発光生物が知られている（羽根田1985）。

　　古くは紀元前4世紀にアリストテレスがホタルや食品の発光を記述している（神

　田1981）。わが国でもホタルが万葉集で詠まれており、恐らく有史以前から我々人

　類にとって興味深い身近な生命現象として認識されてきた。

　　発光現象に関する研究が文献に残る形で始まったのは16世紀の大航海時代であ

　る。植民地経営によって世界中の文物が集まったヨ・…一一ロッパで博物学が盛んになり、

　その流れの中で食品などの発光現象が詳しく観察され、記載された。17世紀には肉

　や死魚などの発光に空気（酸素）が必要であることが発見され、18世紀にはその原

　因がバクテリアであることが明らかにされた。その後エビや魚などの発光器官に発

　光バクテリアが共生していることが見出された（羽根田1985）。一方、発光バクテリ

　アによらない生物発光も数多く観察、記載されていた。

　　分子的な発光機構解明の端緒と言えるのは、ルシフェリンールシフェラーゼ反応

　　（L－L反応）の発見（Dubois　1885）である。　Duboisは発光昆虫ヒカリコメツキの発光

　組織を水中ですりつぶし、得られた発光液を光らなくなるまで放置した液と、熱水

　抽出した溶液とを混合すると再び発光することから、前者には酵素ルシフェラv－一・・ゼ

　が、後者には基質ルシフェリンが存在すると考え、酵素反応としてのL－L反応を提

　唱した。その後、多くの発光生物でL－L反応が確認され、それぞれが異なるルシフ

　ェリンを持つことがわかった。ルシフェリンという言葉は特定の分子を指すもので
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図1－1、発光生物とそのルシフェリンの構造の例

　　　　　　（a）　L－L反応

　　　　　　　　　　酵素＝ルシフェラーゼ
基質＝ルシフェリン　ー一一一一一一一一一一レ

　　　　　　　　　　　　酸素分子　　！
　　　　　　　　　　　　　　　　　　／／

　　　　　　クロモフォア　　　　　／
　　　　　（一重項励起状態）▼＼＼／

　　　　　　　　　　　　　　　　＼’　ロ

ノ

／1

　↓

酸化生成物・＝オキシルシフェリン

（一重項励起状態）

（C）エネルギー移動

l

l　（b）オキシルシフ

1　リンの直接発光
1＼

ドー〉光壬
♪　　光壬4ノ　　　　　　　ハ、

　　　　　　　　　　　　　　　／　　＼

　　　　　　　雛編／　＼　鶴㌶フ：iJ；’

図1－2、生物発光反応の化学的メカニズムの概略

議霧装言襟驚灘翻：；顯裟㌃當霊麹巖
腸動物で、クロモフォアであるGFPが光子を放出して発光する。発光バクァリアや

ラチアなどもエネルギー移動によって励起されたクロモフオアが発光する。
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はないため、ホタルルシフェリン、ウミホタルルシフェリンというように、発光生

物種を付して呼ぶことが多い。

　それから80年を経てようやくホタルルシフェリンの構造が決定され、それと同時

に化学合成も行われた（White　1961，　White　1963）。これに続いてウミホタルルシフ

ェリンの構造が1966年に岸、後藤、平田らによって決定され（Kishi　1966a，　Kishi

1966b）、化学的に合成された（Kishi　1966c）。その後ラチアルシフェリン（Shimomura

1968）、発光ミミズルシフェリン（Ohtsuka　1976）、ウミシイタケルシフェリン（セレ

ンテラジン）（lnoue　1977，　Hori　1977）、ヒオドシエビルシフェリン（セレンテラジ

ン）（Sh　imomura　1978）、渦鞭毛藻ルシフェリン（Nakamura　1989）などの構造が決定さ

れた。図1－1にこれらルシフェリンの構造を示す。この中でセレンテラジンは腔

腸動物（Coelenterata）や発光魚など多くの生物の発光基質として共通の化合物で

ある。　　1

　ルシフェラーゼもいろいろな発光生物で精製され、生化学的な研究が盛んに行わ

れた。1980年代に分子生物学が盛んになり、次々とcDNA塩基配列が報告され、そ

れによりアミノ酸配列が明らかになった。まずオワンクラゲから発光蛋白質イクオ

リンのアミノ酸配列が明らかになった（lnouye　1985）。更にホタルルシフェラーゼ

（de　Wet　1987）、ウミホタル（Thompson　1989）、ウミシイタケ（Lorenz　1991）、渦鞭毛

藻（Hastings　1994）などのルシフェラーゼのアミノ酸配列が明らかにされている。分

類学的に遠い生物種のルシフェラーゼは互いに相同性が低い。このことから発光生

物が進化の過程で個別に発光メカニズムを獲得したと考えられている。

　発光反応の詳細なメカニズムも発光生物によって異なっている。基本としてはL－L

反応でありV基質（ルシフェリン）が酵素（ルシフェラーゼ）の触媒作用により、

酸素分子で酸化される反応である（図1－－2、（a））。ウミホタルやウミシイタケは

このような単純な反応様式で発光するが、ホタルの場合は補因子としてATPとMg2＋

が必要である。オワンクラゲの場合は、基質セレンテラジンが蛋白質アポイクオリ

3



ンと酸素分子を介して共有結合した発光蛋白質イクオリンが、Ca2＋の作用によって発

光する。これは見方を変えると、セレンテラジンを発光基質ルシフェリン、アポイ

クオリンを酵素ルシフェラーゼと位置づけることができる。そのためイクオリン発

光系をprecharged　systemと呼ぶ。

　ホタルやウミホタルの場合は酸化反応によって生成した励起一重項分子が蛍光能

を持ち、それがそのまま発光分子種になるが（図1－2、（b））、このような例は必

ずしも多くはない。オワンクラゲやウミシイタケなどの腔腸動物の発光系

（Shimomura　2005）では、反応生成物の励起エネルギーが緑色蛍光蛋白質GFP（Green

Fluorescence　Protein）などの蛍光蛋白質に移動してから発光する（図1－2、（c））。

また、発光バクテリアや発光貝ラチアの場合は反応生成物に蛍光能が無いため直接

発光はできない。そのため蛍光能を持つ何らかのクロモフォアに励起エネルギーが

移動して光ると考えられている（Ohmiya　2005）。

　以上のように生物発光は生物種ごとに異なる発光反応機構を有している。

1．1．2ホタル生物発光の化学メカニズムについて

　ホタルは最も身近な発光生物のひとつであり、わが国では特にゲンジボタル

（Luciola　crucia　ta）が古くから親しまれている。蛍狩りは初夏の風物詩として現代

でもわれわれの興味を惹き、雑誌などでホタルの名所が毎年特集されている。

　ゲンジボタルに近縁の発光甲虫類は、陸上で生活する我々人類にとって最も目に

付きやすい発光生物であると言える。そのため、研究の歴史も古い。前節で述べた

生物発光研究の全般を見渡してみても、L－L反応、ルシフェリンの化学構造の決定

と有機合成など、多くの重要な発見はホタルで最初に成された。これはホタルの研

究が常にその時代で最先端の科学の対象となってきたことの現れと言える（表1－

　1）。
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表1　一・1、ホタル研究の主な動き

1885，

1957，

1959，

1961，

（1950～），

1985，

1996，

酵素反応としてのL－L反応（Luciferin，　Luciferase）　　　生化学

ルシフェリンの単離　　　　　　　　　　　　　　　　　有機化学

ルシフェラーゼ遺伝子のクローニング　　　　　　　　　分子生物学

ルシフェラーゼ蛋白質のX線結晶構造解析　　　　　　　構造生物学

H．疋）〔頬

D－LH2

COOH ，i！i！i！ii，illg；i＋H．¢〔頬

　　　PPi　　　　　D⊥H2－AMP

一マH．疋）〔翼了

　　　H＋

　　AMP

COOH

H。¢〔ぽ

（Dioxanone　Intemediate）

CO－O－AMP

　　　　　　　　／°⊇

Hi。¢〔汕㍗

　　CO2　0xyL（Excited　states）

一v＞一。」c〔×r°

　　　hv　　OxyL（Ground　states）

図1－3、ホタル発光反応機構
励起状態のオキシルシラェリンの極限構造式は明らかになっていない。
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　ここで興味深いのは、ルシフェリンの化学構造が解明される以前に発光反応の量

子収率（88％）が測定されている（Seliger　1959，　Seliger　1960）ことである。これは構

造決定に先駆けてルシフェリンが単離され、その化学的性質が詳しく調べられてい

た（Bitler　1957）ためである。しかしホタルの発光反応量子収率は他の発光生物の量

子収率、例えばウミホタルの28％（Jhonson　1962）、オワンクラゲの17％（Shimomura

1986）に比べて極端に高いにもかかわらず、再実験の報告は一度も無く、再検討が必

要と言われている（Seliger　1961）。

　ホタル生物発光の化学反応機構（図1－3）が詳細に研究されたのは1950年代か

ら1970年代にかけてである（DeLuca　1976）。この中で初期の重要な発見は1956年の

ATPとMg2＋の関与である。すなわちルシフェリン（D－LH2）が発光するときにまず、

ATPが反応してルシフェリルーAMP（D－LH，－AMP）が生成し、これが反応中間体となる

（Green　1956，　Rhodes　1958）。このときATPのリン酸基に対してMg2＋がキレートする

必要がある。Co2＋とMn2＋がMg2＋の代わりになることが知られている（DeLuca　1976）。

D－LH，のカルボキシル基がアデニル化されることで4’位の炭素の酸性度が上がりア

ニオン化しやすくなる。その結果酸化され、ジオキセタノン中間体ができる。そし

て二酸化炭素が脱離して一重項励起状態のオキシルシフェリン（OxyL）が生成する。

ジオキセタノン中間体（McCapra　1964a）を経る反応機構は過シュウ酸エステル系の

化学発光（Rauhut　1965）やホタルルシフェリンの化学発光（Hopk　i　ns　1967，　McCapra

1968a）の反応機構として既に提唱されていたものであるが、　McCapraによりこれが

ホタルの生物発光反応機構と同一のものであることが提唱された（McCapra　1968b）。

その後実際にジオキセタン中間体の存在が証明された（DeLuca　1970，　White　1980）。

OxyLが生成物であることはこれより少し早く後藤らにより証明された（Suzuki

1971a，　Suzuki　1971b）。

　近年では遺伝子工学や分子生物学が急速に発展しているが、ホタルの発光酵素ル
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シフェラ・・・・・…ゼ遺伝子のクローニングがWoodらによって行われたのは極めて早い時

期であったと言える。当時の技術レベルは現在と大きく異なるため、方法論も異な

っている。1984年に彼らはまず、無細胞発現系（ウサギ赤血球抽出物）で北米産ホ

タル（Pho　tinus．ρyralis）のmRNAからルシフェラ…一一一ゼを発現させたことを報告した

（Wood　1984）。このとき既に抗ルシフェラーゼ抗体が作られており、発現させたルシ

フェラーゼを免疫沈降により精製している。翌1985年、mRNAから合成したcDNAを

大腸菌に導入した発現ライブラリーを作成し、抗体を用いてルシフェラv－一一ゼをコー

ドするcDNAのクローニングに成功した（de　Wet　1985）。ルシフェラーゼ遺伝子の塩

基配列が決定されアミノ酸配列が発表されたのはこの2年後であった（de　Wet　1987）。

ポストゲノム時代と言われる現代とは異なり、この報告がされた頃はまだ塩基配列

やアミノ酸配列に関する知見は少なかったため、ルシフェラーゼのホモログ（アミ

ノ酸配列に相同性のある蛋白質）は見つかっていなかった。ホモログが見つかった

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿tのは更に2年後であった（Schr6der　1989）。

　ホタル生物発光に関する生理学的な解析も行われている。まず、ルシフェラ・…一一ゼ

が細胞内小器官ペルオキシソームに局在することが確かめられた（Keller　1987）。続

いてこの局在化にN末端のアミノ酸配列［セリンーリジンーロイシンーN’］が必要

であることが見出された（Gould　1989）。このアミノ配列はSKL配列と呼ばれ、ペ

ルオキシソーム局在化シグナルとしてホタル以外の生物においても普遍的に見られ

るものである。

　ホタルの光は明滅するが、これはホタルが発光反応を高度に制御していることを

意味している。具体的にはペルオキシソームに対する酸素供給の制御によって行わ

れるという機構が提唱されている（Timmins・2001a）。更にこの酸素供給制御に神経伝

達物質である一酸化窒素（NO）が関与していることが示されている（Tr　i　mmer　2001）。

昆虫には肺はなく、組織に必要な酸素は体中に張り巡らされた気道で供給される。

ホタルは発光に必要な酸素を供給する気道を開閉することで、明滅を制御している
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と考えられている。

　ホタル発光系で興味深い現象のひとつに、発光色の決定機構がある（近江谷2004）・

目本のゲンジボタル、ヘイケボタル（Luoiola　Za　teralis）、あるいは北米産ホタル

Photinus　pyxalisは黄緑色の発光を示すが、これらのホタルの発光酵素ルシフェラ

ーゼはin　vitroでは反応溶液のpHに依存して発光色が変化する（pH感受性）。す

なわち細胞内でルシフェラv・・一一一・ゼが局在するペルオキシソームと同じアルカリ領域

（pH　7．5～8．5）では発光色は生きたホタルと同じ黄緑色であるが・溶液を酸性にす

ると赤色にシフトする。これに対し、イリオモテボタル（近江谷2004）、ヒカリコ

メツキ（McCapra　1964b，　Stolz　2003）、南米産鉄道虫（Viviani　2002）のルシフェラー

ゼはそれぞれ固有の発光色を持つが、pH6．0～8．5において発光色は変化しない（pH

非感受性）。鉄道虫は頭部が赤、胴体の発光器が緑色に光るが、これはそれぞれの器

官に赤色のルシフェラ・一・・…ゼと緑色のルシフェラーゼが存在するためである。これら

のルシフェフェラーゼはin　vitroにおいてpHに関係無く生体ホタルの発光色と同

じ色で発光する。このような発光色を決めるメカニズムは古くから盛んに議論され

ているにもかかわらず未だ統一的な決着は得られていないため非常に興味深い。

　1996年、ホタルルシフェラーゼのX線結晶構造が他の発光生物に先駆けて報告さ

れた（Conti　1996a）。これを元に活性中心の基質認識様式などが推定され、発光色の

決定機構の議論（Branchini　2004）が加速した。

　以上のようにホタル発光系の化学反応機構は化学的、生化学的に詳しく調べられ

てきた（DeLuca　1976）。近年では特に発光反応以外の触媒能が興味をもたれている・

すなわちルシフェラv・一・・ゼが、CoAリガーゼとしての活性（Airth　1958，0ba　2003，　Fraga

2004）や、ATPとAMPからADP　2分子を生成する活性（M　i　n　2001）、アデノシンとリン

酸の多重合体（ApPPPAなど）を生成する活性（Fontes　1997，　Fraga　2003，　Fraga　2005）

などを有することが報告されている。このようなホタルルシフェラーゼの多機能性

は、ホタル生物発光の進化的起源に関連すると考えられ、興味を持たれている・
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　ルシフェラーゼの多機能性と関連することとして、L－L反応がいろいろな生体関

連物質の影響を受けるということが知られている（DeLuca　1976）。例えば長鎖脂肪

酸によって発光反応が強力に阻害され（Ueda　1998）、逆に補酵素A（CoA）によって

促進される（Si1］ero　2000）。また人工的なルシフェリンのアナログ分子によって阻

害される（Denburg　1969）ことや、　Dithiothreitoユ（DTT）などの人工的な還元剤によっ

て促進される（Ryufuku　2002）ことも知られている。しかしCoAやDTTがルシフェラ

ーゼにどのような影響を及ぼして発光を促進しているのかは明らかにされていない。

　ルシフェリンに関しては生合成径路が古くから興味が持たれている。同位体で標

識した化合物の取り込み実験（Okada　l974、　Okada　1976、　McCapra　1976、　Colepicolo

1988）が報告されているが未だに解明されていない（Day　2005）。他の発光生物も含め

て発光基質ルシフェリンの生合成酵素はこれまで一つも単離されていない。生合成

の経路そのものに関しては取り込み実験がウミホタル（Oba　2002）および渦鞭毛藻

（Wu　2003）に関して報告されている。

「どうしてホタルは光る？」

　何の目的で光るのか？（行動生物学、生態学）

　体内で何が起きているのか？（生化学、有機化学、酵素学）

　どんな原理で光るのか？（量子化学、量子力学、分光学）

　なぜホタルだけが光るのか？（進化学、生理学、化学）

（垂）生物発光（賑）

図1－4、ホタル生物発光研究の広がり
生物発光という現象は広い分野の興味を惹きつけてきた。「どうしてホ

タルは光る？」という命題も、それぞれの分野ならではの命題になる。
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　ルシフェリンの生合成経路の解明は、生物発光の進化的起源を探る上でも重要な

知見になる。発光の意義に関しては化学的、生理学的な知見から活性酸素の解毒で

あるという説がある（Timmins・2001b）。しかしながら発光生物が進化の過程でどのよ

うにしてルシフェリンとルシフェラーゼという2つの必須な因子を獲得したかは明

らかではない。系統的に遠く離れた生物は異なる発光系を有しており、それぞれの

発光系が進化の過程で個別に獲得されたと考えるのが一般的である。ルシフェラー

ゼに関してはアミノ酸配列を非発光生物のホモログ蛋白質と比較することで起源蛋

白質が予想できる（Viviani　2002、　Oba　2005）。これに対し低分子であるルシフェリ

ンの進化的起源の探索には生合成経路の解明が必要である。

　以上のようにホタルは発光生物の中で最も身近であり、また生物学、化学、物理

学という幅広い好奇心を掻きたてる魅力的な研究テーマであるために（図1－－4）

盛んに研究され、生物発光研究の中でも重要な地位を占めている。しかしながら、

量子収率が高い理由、発光色決定機構、ルシフェラーゼの多機能性、ルシフェリン

の生合成径路など、未解明の問題も数多く残されている。

1．1．3　ホタル生物発光系の応用

　以上のように生物発光は古くから盛んに研究されてきた。しかしながら近年、生

物発光の化学的メカニズムが明らかになるにつれて、応用技術が次々と開発されて

注目されるようになった。実際に多くの応用技術が生命工学研究、あるいは創薬な

どに貢献するようになっている。

　オワンクラゲGFPのような蛍光蛋白質は細胞のイメージングなどのためのマーカ

ー遺伝子として応用されている（Chalfie　1994，　Chalfie　1995，　Prasher　1992，

Prasher　1995）。蛍光蛋白質は発光しないサンゴなどでも見つかっており（Matz　1999）、

その発光色や発光特性の豊富さから応用範囲は広がっている（Tsien　1998，　Miyawaki
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2005）。蛍光蛋白質はその遺伝子を細胞に導入して発現させるだけで翻訳された蛋白

質が自動的にフォールディングして蛍光能のあるアクティブフォームになる。基質

やクロモフォアなどの供給が必要なく、その簡便さのために広く応用されている。

しかし発光させるために細胞毒性のある紫外線を照射して蛍光蛋白質を励起させる

必要があり、長時間の観測ができないという問題がある。また励起光が原因となる

高いバックグラウンドという問題もあり、定量性が乏しい。

a）

戸

　　　　　　諺雛
　　”i　」
　　　　パ評
、÷ゴ　　　　1一

ミtt・t’ゴ6
　　　”・Cji叔．

　　　　　な～＿rメ
　　　　　　邑

」．’一ユ

　　⇒〆Ls’…

b）

INE－＝NI：）　　　　［：～｛1　　7〔）11

c）

　　　／　”　！

しl

tl　24㌦’；～％

　　　Yiロ陪　11‘r｝

d）

図1　一一5、ホタルルシフエラーゼの応用

（a）微生物検出（ATPセンサー）試薬として食品工場などで衛生検査に

応用されている。（b）in　vivoイメージング。〃∂ture　Methods　2，

（2005）607出典。（c）培養細胞での時計遺伝子の発現解析。中島芳

浩博士提供（d）3種の異なる発光色のルシフェラーゼの発光。基質、反

応条件は全て同じである。小江克典博士提供。
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　一方、ルシフェラーゼもいろいろな発光生物のものが幅広く応用されている。特

にホタルのL－L反応の応用範囲は広い（図1－5）。図1－3に示したようにホタル

L－L反応にはATPが補因子として必要であるため、　ATPを検出する試薬として微生物

の検出に応用されている（図1－5a）。具体的には食品工場などにおける衛生試験

や、特殊な例では火星探査機で生命体の探索に用いられている。

　ルシフェラーゼは遺伝子発現解析のマーカ…一一・一・遺伝子として生命科学研究において

も応用されている（Greer　I　I　I　2002，　Bhaumik　2004，　Alvarado　2004）。これはGFPの

応用例と目的が似ているが、ルシフェラーゼならではの特徴がある。まず励起光を

照射する必要が無いためにバックグラウンドが低く抑えられ、高い感度で遺伝子発

現を検出できるという利点がある。またGFPに比べて細胞毒性が低く定量性に優れ

ている。そのため組織レベルでのin　vivoイメー一ジング（図1－5b）、あるいは培

養細胞を用いた長時間の遺伝子発現解析（図1－5c）などに応用されている。こ

のような目的で実際に応用されているのはレニラ（Renilla　reniformis）のルシフェ

ラーゼとホタルのルシフェラーゼである。特にホタル発光系は1つのルシフェリン

から異なる色のルシフェラーゼを同時に用いることができるため（Nakajima　2004，

Branchini　2005）応用範囲が広くなりつつある（図1－5d）。

　以上のようにホタルルシフェラーゼ発光系は今後更なる応用が期待されている。

しかしながらホタル発光系は反応機構が複雑で多くの要素（pH、生体物質など）の

影響を受けるが、その複雑な反応機構は充分に解明されているとは言えない。その

ため、細胞内の環境状態から何らかの影響を受けることが懸念される。

　更に基質ルシフェリンの供給が必要という欠点がある。ルシフェラーゼはGFPの

ように紫外線の照射は必要ではないが、基質分子を細胞外から供給しなくては発光

できないからである。

　もし、ルシフェリン生合成酵素の遺伝子をルシフェラーゼ遺伝子と共に細胞内で

発現させれば、細胞内でルシフェリンを合成させることができ、外からルシフェリ
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ンを供給する必要がなくなる。しかしながらルシフェリン生合成を触媒する酵素は

いずれの発光生物でもクローニングされていない。

　以上のようにルシフェラーゼの酵素反応機構、そしてルシフェリンの生合成径路

の解析は科学的に興味を持たれるだけでなく、応用面においても活用が期待できる

課題である。
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1．2研究目的

　　ホタル生物発光系は学術的に興味深いだけでなく多方面で応用されており、産業

　上重要な生命現象であると言える。しかしながら現在でもホタル生物発光に関して

　多くの未解明の問題が残されている。本学位論文では特にルシフェリンの生合成と

　ルシフェラーゼの反応特性に関して研究を行うこととした。

　　まずルシフェリンの生合成に関しては、ルシフェラーゼアッセイにおける基質供

　給の問題改善という効果が見込まれる。これは生合成酵素によるルシフェリンの細

　胞内合成が可能になるからである。この他にも、生合成原料物質を定量分析する試

　薬の開発も可能になる。生合成原料物質の量がルシフェリンの量と相関し、最終的

　な発光量で測定することが可能となるからである。

　　　またルシフェラーゼの複雑な反応特性、特に発光反応に対する生体物質の作用機

　序を解明することは、ルシフェラーゼアッセイにおける発光量を正確に評価するた

　　めの基礎的な知見になる。

　　以上のように本学位論文では、ホタル生物発光の応用技術を視野に入れながら、

　その未解明の問題を解決することを目的とする。
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第2章　ホタルルシフェリンの生合成

2．1研究背景

　2．1．1過去のルシフェリン生合成研究

　　　ホタルルシフェリン（D－LH2）の分子量は他の発光生物のルシフェリンに比べて小

　　さく、化学構造も比較的単純である。Whiteらが1961年にD－LH2の化学構造を報告

　　したときに、構造確認の一環として有機化学合成を報告している。D－LH，の構造が単

　純で有機合成も比較的容易であったため生合成径路も早い時期に推定されていた。

　　図2－1に逆合成的に考察されたD－LH，の生合成径路を示す。この中で生合成中間

　体と考えられたのは2－cyano－6－hydroxybenzothiazoele（CHBT）であり、生合成原

　料と考えられたのはシステイン（Cys）2分子とp－benzoquinone　1分子である。　Cys

　　は蛋白質を構成する20種類のαアミノ酸の1つである。キノンは生物で一般的な化

特定する方法として一般的

なのは、放射性あるいは安定

同位体で標識した化合物の

取り込み実験である（表2　一一

1）。ホタルにおいては

、ρ一benzoquinone　（Okada

1976）およびCHBT（Okada

1974）がホタル体内のD－LH2

に取りこまれることが確認

された。またDL－cystine（Cys

H。

　　CHBT

十
：1ゴ）°H

　D－Cys

。σ゜＋：〕／c°°H

ρ一Benzoquinone　　　　　Cys

　　図2－1、ホタルルシフェリンの生合成経路の予測
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が酸化したジスルフィドニ量体）も同様に取りこまれることが確認された（McCapra

1976，　Colepicolo　1988）。

表2－1、ホタルルシフェリン取り込み実験

システインの代わりにラセミ体のシスチンを用いている。

　　　　　O。£ア

P－Benzouinone

H。ぱyCN

　　　　CHBT
H篇〉一＼S－sr〈鴛H

DL－Cystine

KOkada，　et　al．（1976）

KOkada，　et　al．（1974）

F、McCapra，　Z．　Razavi（1976）

P．Celepicolo，　et　al．（1988）

a）

　O
ρ一Benzouinone

O°＋三ゴ㎝一一H．」C〔1・x

Cys

一H．¢〔亡C・・R

COOR

OR

b）

H。ぱyCN＋kN）2c°°H＿〉

CHBT
HS

D－CYS

　　　　　　　　　COOH

H．」製W
　　　　D－LH2

図2・－2、ホタルルシフェリンの生合成に関する有機反応

（a）キノンとシステインのカップリング反応と酸化によりベンゾチアゾール環がで

きる。カンプリング反応は非酵素的に進行するが、環化と縮環にはK3Fe（CN）6な

どの酸化剤が必要である。（b）CHBTとシステインがカップリングしてルシフエリ

ンができる。この反応はpH8のバッファー中で非酵素的に進行する。
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　次にD－－LH，生合成に関与すると考えられる有機化学反応を図2－－2に示す。

P－benzoquinoneはCysと縮合してベンゾチアジン環化合物となり、これが縮環する

ことでベンゾチアゾール環となる（L6wik　2001）（図2－2a）。キノンとチオー一ルは

相互の反応性が高いため、このカップリング反応は非酵素的に水溶液中で進行する。

これに続く閉環と縮環はK3Fe（CN）6のような酸化剤が必要であるが、有機化学的には

充分に起こり得る。しかしながらこれらの反応がD－LH2の生合成径路であるかどうか

は証明されていない。

H。PtlNwrs　c°°H

　　　D－LH2　　　　　　　　　　　　　　　　　0xyL（Ground　states）

H。Ptll！－，，　LIZIii！i（c／

Cys
　　　　　　　CHBT

Thioglycolate

図2－3、ホタルルシフェリンの再生径路

CHBTはシステインと反応してルシフェリンを再生する。

　一方、CHBTとD－Cysは非酵素的に反応してD－LH2となる（図2－－2b）。　CHBTは

当初、LH2の有機合成材料と考えられていたが、岡田らは取り込み実験の詳細な解析

からルシフェリン再生径路（図2－3）の中間体であることを提唱した（Okada　1974）。

更に2001年、五味らは発光反応生成物であるオキシルシフェリン（OxyL）をCHBT

に分解する酵素（LRE，1uciferin　regeneration　enzyme）を単離、クロー一ニングし

た（Gomi　2001）。これによりCHBTがホタル体内に存在する天然物質であることが示

されたと言える。しかしながらルシフェリン再生の必要性、あるいはLREの酵素と

しての機能に関しては疑問が持たれている（Day　2004）。更にDayらはLREの基質が

OxyLのみではなく他のヒドロキシベンゾチアゾール誘導体であって、これがCHBT
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を合成するための基質となり、ルシフェリンの生合成につながるのではないかとい

う考察をしている。　図2－－2bに示したように、　D－LH，の不斉炭素はD－Cysのそれ

に対応している。この反応は非酵素的に進行する（White　1961）ので、　D－Cysの代わ

りにL－Cysと反応させると光学異性体のL－LH2が合成される。

a）

　　？ H兵yc・・R

6－hydroxybenzothiazole

containing　com　poud

≡→H。ぱyCN
　　　　　　　　　CHBT

b）

：ンC°°H

　L－Cys

H2NlノC°°H

D－Cys

or

疋）〔叉SS〕’NNC°°H

ユ）〔wrs　s　c°°H

　　　D－LH2

図2－4、ホタルルシフェリンの生合成に関するこれまでの知見
（a）キノンからベンゾチアゾール環の生合成。キノンとシステイン（あるいはその誘導体）

からヒドロキシベンゾチアゾール化合物を経てCHBTができる。このとき、　LREが関与

しているかもしれない。（b）チアゾリン環の生合成で想定されるL－Cysからの2つのルー

ト。ひとつは、L－Cysのキラリティが変換されてからD－LH2が生成する径路。もうひとつ

は、L－CysがまずL－LH2となり、その後キラリティが変換されてD－LH2が生成する径路。
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　ホタルルシフェリンはキラルな化合物である。生物発光はD－LH，のみに活性があり、

その光学異性体であるL－LH2は活性が無い（Seliger　1961）。さらにL－LH，は発光反応

を阻害する（McElroy　1962，　Lembert　1996）。ここで問題となるのは生合成原料と考

えられているCysの立体である。　Cysを含めて蛋白質を構成するアミノ酸は全てL

体である。そのため生合成の最初の原料となるのはL－Cysである。しかしL－Cysが

CHBTとカップリングして生成するのは光学異性体のL－LH2である。このようにD－LH2

の立体は生物的に特異なものであると言える。そのためCysの立体を考慮した取り

込み実験が必要である。しかし現在のところ、単独のL－CysあるいはD－Cysを用い

た取り込み実験の報告はない。そのためD－LH2の特異なキラリティをホタルがどのよ

うに作り出しているのかは全く明らかになっていない。

　以上これまでに報告されたD－LH2生合成に関する知見をまとめたものを図2－4

に示す。CHBTは、　p－benzoquinoneとL体のCysあるいはその誘導体から合成できる

（Lδwik　2001）（図2－4a）。しかし生合成経路としての詳細は明らかにはなって

いない。この中で最終段階はD－LH2再生径路の酵素として見つかったLREが触媒して

いるかもしれない（Day　2004）。

　次に、D－LH2はCHBTとCysのカップリングによって生成する（図2－4b）。　LH2

の立体はCysの不斉炭素に起因し、また生合成原料は天然型L－Cysと考えられるの

で、D－LH、を合成するためには途中でそのキラリティは変換されなくてはならない。

またC｝BTとCysのカップリング反応は非酵素的に速やかに進行する。そこで、次の

2つの径路が考えられる。すなわち①、L－CysがD－Cysに異性化されてCHBTとカッ

プリングしてD・一・LH，が生成する径路。あるいは②、まずL－LH2が生成してその後キラ

リティが変換されてD－LH2が生成する径路。このとき想定される中間体（D－Cysある

いはL－LH2）はいずれも天然物の光学異性体であり、一般的には生体内に存在しない

と考えられている化合物である。そのため生合成径路は①か②のどちらか一方にし

ておくことが生物としてのホタルにとってコスト的に無駄がないと考えられる。
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　以上のようにホタルがいかにしてD－LH、の特異な立体を生合成的に得ているのか

を考えると、中間体としてD－CysあるいはL－LH2が想定される・

　近年、α一アミノ酸の一つであるD一セリンがシナプスでの神経シグナル伝達物質と

してセリンラセマーゼによって合成され、神経細胞の㎜Aレセプターのグリシン結

合部位に結合することが明らかにされた（Boehning　2003，　Stevens　2003）。また昆虫

を含めて多くの生物にD一アミノ酸が含まれていることが報告されている（Friedman

1999，Fujii　2002，　Hamase　2002）。更に、カイコがセリンラセマーゼを持っており、

しかも成熟するに従ってD一セリンが増加することが報告されている（Yoshimura

2004）。これらの報告はホタルがシステインラセマーゼを持っている可能性を示唆し

ている。しかしながらD－Cysが生体に悪影響を与える物質であり（Friedman　1984）、

酵素によって積極的に分解されているという証拠も報告されている（Soutourina

2001，　Riemenschneider　2005）。

　一方1996年、Lembertはルシフェラ・・・…一ゼによるL－LH、からの発光を報告している。

これはL－LH2が生合成中間体である可能性を示唆している。

　以上のように、L－LH、とD－Cysのどちらも生合成中間体である可能性を示唆する報

告があると言える。そこで本章では、LH2およびCysの光学純度を測定し、ホタル自

身がこれらの化合物のキラル異性化を行えるか否かを調べることとした。

2．1．2ホタルの生態とルシフェリン生合成の関係

　　ホタルルシフェリン（D－LH2）と類似構造を持つ天然物質としては、細菌類が防御

物質として生産するペプチド誘導体が知られている（Schwarzer　2003）・ホタルをは

　じめ昆虫は一般的に共生細菌が腸内などに多く存在するため、DayらはD－LH・もホタ

ルに共生している微生物が生合成しているのではないかと提唱している。しかしな

がらこれを証明する実験結果は得られていない。

K
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　近年、オワンクラゲのセレンテラジンが食物連鎖で生物濃縮されていることがク

ラゲの給餌実験によって確かめられた（Haddock　2001）。このことは発光生物自身が

ルシフェリンを合成していない場合があるということを意味している。そのため、

生合成の研究を行うためには共生細菌や食物連鎖を念頭に置き、化学物質の循環を

生態学的に解析する必要がある。これによってルシフェリンがいつどこで何が生合

成しているのかが明らかになり、そこではじめて生合成径路の解明、生合成酵素の

単離が可能になる。

　ホタルルシフェリン（D－LH，）の生合成においても同様に生態学的な解析が重要で

ある。そのためにはホタルの生活環あるいは食性を考慮することが重要である。し

かしながらこれまで、生合成を生態学的に捉えた研究は報告されていない。

　ホタルの生態という観点で考察すると、わが国のゲンジボタル（Luoiola

erucia　ta）あるいはヘイケボタル（Luciola　la　teralis）は非常に興味深い。これら

のホタルは我々にとって非常に身近であり、既にその生態が詳しく調べられている

（Ohba　2001，0hba　2004）。ルシフェリン生合成において特に重要な点は、これらの

ホタルがそのライラサイクルの中で最も発光する時期と餌を摂る時期がずれている

ということである（図2－5）。これらのホタルは卵から成虫まで、全てのライフス

テージで発光することが知られている。特に成虫は発光を個体間のコミュニケーシ

ョンに利用しており、交尾相手を探す（mate・attraction）ために明滅することは広く

知られている。これに対し幼虫の発光は目的がはっきりせず、成虫のように高度に

制御された明滅は行わない。また発光の頻度も少ない。蝸、あるいは卵の期間は灰

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぺかに発光しているが、成虫期ほどの明るさではなく、これも制御された発光ではな

い。このようにこれらのホタルが最も光るのは成虫期であると言えるが、面白いこ

とに成虫は何も食べない。時折水を飲む程度である。また当然のことながら、蜻、

卵も何も食べない。餌（主に水棲巻貝）を摂るのは水中で生活をする幼虫だけであ

る。
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c）

㌔繭噸齢＝」

、

図2－5、ヘイケボタルの生活環
（a）幼虫。餌（タニシ、サカマキガイなど）を食べるのは一生のうちこの時期だけで

ある。脱皮を繰り返い齢から5齢幼虫まで成長する。ごく稀にしか発光しない。（b）

蜻。上陸後、土繭を作ってその中で踊を経て羽化する。刺激に応答して光ることが

ある。（c）成虫。尾部の発光器を光らせて他の個体とコミュニケーションする。餌は

摂らない。（d）暗闇で光によって通信するヘイケボタル成虫。この時期の発光は非

常に明るく、明滅は高度に制御されている。この時期にルシフェリンを最も必要とす

ると考えられる。（e）交尾。その後水辺の苔などに産卵する。
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図2－6、ヘイケボタルの飼育
（a）飼育ケース。この中で数100匹の幼虫を飼育できる。（b）作業はケースの蓋をはず

して行う。水槽の中央には体積の1／3を占める炭素フィルターがある。（c）小規模な生態

系を維持するためにメダカ、水草を共存させている。メダカは羽虫などの発生を抑える。ホ

タルの幼虫には毒があるためメダカに食べられることはない。（d）餌は主にタニシで、生

きたまま与えたり剥き身にして与える。タニシは水槽の藻を食べて掃除もしてくれる。（e）

中央の炭素フィルターの上に成虫になるための繭床を乗せてある。上陸した終齢幼虫は

土繭を作り変態し、成虫になる。
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　以上のことからホタル自身がD－LH、を合成しているか否かは・生活環を追ってホタ

ル体内のD－LH2の量を測定すれば明らかになると思われる・

　各生育段階のホタルをサンプリングするためには、実験室内で飼育することが望

ましい（図2－6）。ゲンジボタルあるいはヘイケボタルは世界中の他のホタルとは

異なり幼虫期を水中で過ごすという特徴がある。自然に生育している水中の幼虫を

採集することは極めて困難である。またホタルは各地で保護、育成されているため

に、これを採集することは社会的に問題がある。一方・これらのホタルの飼育は一

般でも行われるようになっており、特にヘイケボタルであれば飼育キットも購入す

ることができる（図2－6a）。

　ヘイケボタルはゲンジボタルに比べて飼育が容易である。餌の許容範囲が広く、

水棲巻貝であれば何でも食べる。また水質汚濁に強い。更に生態的特徴として、体

が小さく最短なら2～3ヶ月ほどで生活環が一周する。そのため飼育コストがかか

らない。また生育速度に個体間のばらつきが大きく、一年中、いろいろな生育段階

の個体が同時にサンプリングできる（図2－6e）。生育速度のばらつきは、ヘイケ

ボタルの生存戦略として、成熟する時期をばらつかせて常に一定数の成虫が交配相

手と出会い、短期的な環境悪化のリスクを回避するためのものと考えられている。

これに対しゲンジボタルは全ての個体が短期間（約2週間）に成虫になり、交配の

機会を最大限に増やし、一度に大量に産卵する。これにより個体数の損耗によるダ

メージを減らすと考えられている。餌が充分でなく成長が遅れて成虫になれなかっ

たゲンジボタルの幼虫は、もう一年越冬して次のシーズンを待つ（大場1993）。

　そこで本章では、ヘイケボタルを実験室内で飼育、サンプリングし・分析を行う

こととした。前節で述べたように、D－LH、の生合成中間体として予想されるのは・D－Cys

かL－LH、のどちらかである。そこで本章では、幼虫から蠕・成虫にかけてのホタル

をサンプリングし、これらの物質を分析することとした。特に光学純度を詳細に解

析することとした。



　このうち、Cysは蛋白質を構成するアミノ酸の1つである。アミノ酸の光学純度

に関しては、これまでに多くの報告（Fujii　2002，　Hamase　2002，　Boehning　2003）

がされており、同時に複数のαアミノ酸の光学純度を分析する方法も報告されてい

る（Brttckner　2003，　Yokoyama　2003）。しかしながらいずれの報告においてもCysは

除外されている。すなわち、これまでにCysの光学純度を分析した報告はほとんど

無い。その最大の理由はキラル分析を行うために、Cysとのジアステレオマーを形

成させる方法が用いられるためである。またCysは酸化されて2量体のシスチンに

変化しやすいことや、紫外吸収がほとんど無いためにHPLCでの分析が困難であるこ

となども、Cysの生体キラル分析が行われていない理由である。

　Cys及びシスチンの定量分析に関しては、チオール基に特異的な蛍光標識試薬を

用いた方法（図2－7）が報告されている（Toyo’oka　1988）。しかし、　Cysの光学純

度の分析は行われていない。そこで本章では、Cysの光学純度分析方法についても

詳述する。

図2－7、システインの蛍光標識試薬
ABD－FはpH9、60°Cでチオール基特異的に結合する。ABDはチオー

ルと結合すると特異的な蛍光（λex　375　nm，λem　500　nm）を持つの

でHPLCで高感度に検出できる。
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2．2実験方法

　2．2．1ホタルの飼育

　　ヘイケボタル及び飼育装置は、株式会社環境技術研究所（前橋市）より購i入した（図

　　2－6a）。300～400匹の個体をこの飼育装置で飼育した。

　　　水槽内で全ステージの個体を飼育することができる。水槽の中央を仕切る形で体

　積の1／3を占める炭素フィルターが据えられている（図2－6b）。これに付着繁殖

　　している好気性細菌により水質浄化を行う。エアーリフトポンプで水を循環させて

　　フィルターに通水する。水槽は空調のある実験室内に設置し、水温調節は特に行わ

　　なかった。

　　　幼虫は水中に生息する（図2－6c）。小規模な生態系を維持するためにメダカ、

　　水草を共存させている。メダカは羽虫などの発生を抑える。ホタルの幼虫には毒が

　　あるためメダカに食べられることはない。

　　　餌は主にタニシで、生きたまま、あるいは剥き身にして与える（図2－6d）。生

　　きたタニシは藻を食べて水槽の掃除もしてくれる。幼虫は夜行性なので、食べ残し

　　が発生しないよう剥き身の餌は夕方に与える。200匹位の幼虫であれば、殻長2～

　　3cmのタニシを2日に1度ずつ与える。タニシは箕面市内の溜め池から採取した。

　　　中央の炭素フィルター・・…一・の上に蠕になるための繭床となる園芸用土を乗せてある

　　（図2－6e）。上陸した終齢幼虫は土繭を作り、踊を経て羽化し、成虫になる。成

　　虫は充分な個体数があれば交尾して産卵する。卵は炭素フィルタ・・一・一一などに産みつけ

　　られる。

2．2．2基質ルシフェリンの調製

　D－LH2は和光純薬のD－1uciferin　sodium　saltを用いた。　L－LH2は常法（Toya　1992）

に従い合成した（図2－8）。CHBTは6－methoxy－2℃yanobenzothiazole（Sigma）か

　ら常法に従い合成した。
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　26．4mgの6－methoxy－2－cyanobenzothiazoleと4．3gのピリジン塩酸塩を耐熱試

験管に入れ、窒素雰囲気下密閉して200℃、2時間反応させた。10％炭酸カリウム

水溶液を加えて反応を停止させた後、生成物をエーテルで抽出した。これをシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーにより精製し、12．8mgのCHBTを得た。次に0．1M

Tris－－HC1［pH　8．0］バッファ…一一・中、1mM　CHBTと1mh　L－Cysを混合し、室温で30

分間反応させてL－LH，を合成した。これを1mM　L－LH2溶液とした。

己）〔yCN辮H．¢〔yCN烹H．¢〔翼〕ぷ　

　　CHBT－Me　　　　　　　　　　　　　CHBT　　　　　　　　　　　　　　L－LH2

図2－－8、L一ルシフェリンの合成

2．2．3ルシフェリンキラル分析

　装置等：LH2の定量分析および光学純度分析は、高速液体カラムクロマトグラフィ

ー（HPLC）によって行った。分離装置はWaters社製Alliance（ポンプシステム2695、

フォトダイオードアレイディテクター－2996、蛍光ディテクター2475）を用いた。

　LH、キラル分析条件（in　vitr・LH、）：流速、1．　O　m1／min．移動相、27％アセトニト

　リル（0．1％TFA）水溶液。蛍光検出器、励起波長330　nm、蛍光波長530　nm。図2－

　9aに標品のD一及びL・－LH，のクロマトグラムを示す。

　　ホタルLH，抽出：1．5m1エッペンチューブにホタル1匹を入れ、200μ1　EtOH－

0．5％tri†butylphosphineを加え、チューブ用ホモジェナイザv・・一一でホタルを破砕

　した。これを70℃で5分間加熱し、遠心分離（15，000rpm，5min，4℃）して細胞

残渣を除去した。20m1の上清に100μ1の0．1MTris－Hq1［pH　8．0］を加え、スピ

ンフィルター（0．4μm）で不溶物を除去し、次のHPLC分析に供した。図2－9bに

生体ホタル中のルシフェリン抽出方法を示す。
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LH、キラル分析条件（ホタル生体LH2）：100μ1のホタル抽出ルシフェリンを、キ

ラルカラムを用いたHPLCにより分析した。　HPLC分離条件：カラム・CHIRALCEL　OD－RH

（φ4．6㎜，150㎜，ダイセル化学）。流速、1・Om1／min・移動相・グラジエント（15－40％・

20min）アセトニトリル（0．1％TFA）水溶液。蛍光検出器、励起波長330　nm・蛍光波

長530nm。

　D－LH、およびL－LH、のピー一クは分取して酵素反応により伺定した。この解析ではシ

グマ社の北米産ホタル（Photinus　pyralis）天然抽出、　HPLC精製・再結晶グレードル

シフェラーゼ（LUC）を用いた。その他の試薬（ATP、　MgSO、、　CoA、　Tr　i　s・HC　1）は和

光純薬製のものを用いた。LUCはglycero1を10％含む0．1MTris－HC1［pH　8．0］に

：溶かして1mg／m1として一30℃で保存した。　ATPとMgSO、はそれぞれ3　mM、8　mMとな

るように0．1MTris－HC1［pH　8．0］に溶かしてATP－Mg溶液とし、－30℃で保存した。

CoAは蒸留水に溶解して100　rriMとして、－30℃で保存した。

　D－LH、のフラクションは、乾燥して120μ1のATP－Mg溶液と1μ1のLUC溶液を加

えて発光活性を確認した。またL－LH、は同様に120μ1のATP－Mg溶液と1μ1のLUC

溶液、1μ1のCoA溶液を加え、　LH2－CoAに変換されることにより確認した。

a》400
§300

§200

9100

邑0

　　　　　　5　　　10　　　15　　　0　　　　　　Retention　time（min）

　　50pmol　LH2
　　CHIRALCEL　OD・RH　column，1　．O　ml／min，

　　27％AN　aq．with　O．1％TFA

　　FIuorescence　detector，
　　（λex　＝　330　nm、λem　＝　530　nm）

L－LH2

D－LH2

b》

Single　firefiy　body

　↓200pl　O．5％TBPIEtOH

Homogenization

　↓80℃，5min

Centrifugation

　↓15，000　rpm，5min

20μISupernatant
　↓100pLl　O．1　M　Tris・HCI（pH8．0）

Spin刷tration（0．4μm）

　↓8，000　rpm

HPLC　chiral　analysis

図2－9、ホタルルシフェリンのキラル分析方法
（a）D一およびL－LH2（標品）のキラルカラムによる分離のクロマトグ

ラム。（b）生体ホタルからのLH2抽出方法。
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2．2．4システインキラル分析

　装置等：Cysの光学純度分析は、　HPLCによって行った。分離装置は2．2．3と同じ

である。D－CysとL－Cysの標品としてD－cysteine　hydrochloride；mono　hydrate

　（Sigma）及びL－cysteine　hydrochloride；mono　hydrate（Sigma）を用いた。　Cysの標

識試薬はABD－F（同仁化学）を用いた（図2－7）。　ABD－Fは0．1Mホウ酸バッファ

ー［pH　8．0］に溶解した。

　　ホタル生体Cys抽出：1．5m1エッペンチューブにホタル4匹を入れ、400μ11N

HC1と10μ1の10％tri－－n－butylphosphineを加え、チューブ用ホモジェナイザーで

ホタルを破砕した。これを100℃で5分間加熱し、遠心分離（15，000rpm，15　min，

4℃）して細胞残渣を除去した。スピンフィルター（0．4μm）で不要物を除去し、次

の分析前簡易精製に供した。図2－10aにホタル生体Cys抽出方法を示す。

　ODSカラム精製：100μ1のホタル抽出液をODSカラムを用いてHPLCで精製した。

Cysを含むフラクションを分取し、遠心エバポレs・・一・一一ターにより乾燥した。

　HPLC分離条件：カラム、　Deverosi10DS－SR－5（φ4．6㎜，250㎜，野村化学）。流

速、0．7m1／min。移動相、25％アセトニトリル水溶液（0．1％TFA）。フラクション、

3．5～4．3分。図2－10bにホタルCysのODSカラム精製方法を示す。

　Cys蛍光標識：ODSカラムで精製したホタル抽出Cysフラクション（乾燥済み）を

25μ1の0．1Mホウ酸バッファー一［pH　8］に溶解した。標品Cysは、それぞれ0．4　mMの

D－Cys、　L－Cys溶液を同じバッファーで調整した。25μ1　Cysフラクションあるいは

標品に80μ1の0．1Mホウ酸バッファー一［pH　8］、50μ1の1　mM　ABD－F、5μ1の10％TBP／

アセトニトリルを加え、50℃で5分間反応させた。その後、氷上に移し60μ1の

0．1NHC1を加え、反応を停止させた。図2－10cにCysの蛍光標識方法を示す。

29



　Cysキラル分析条件：40μ1の標識済みホタル抽出Cysフラクションを、キラルカ

ラムを用いたHPLCにより分析した。　HPLC分離条件：カラム、　CROWNPAC・CR（＋）（φ4．6

㎜，150㎜，ダイセル化学）。流速、1．2m1／min。移動相、0．1％TFA水溶液。蛍光

検出器、励起波長380nm、蛍光波長510　nm。図2－10dに標品のD一及びL－Cysの

クロマトグラムを示す。

a》

4individuals　of　firefiy

　↓　　400pllNHCI
　　101．tl　10％TBPIAN

Homogenization

↓1…C，・5・min

CentrifUgation

↓15，・…pm，・15・mi・

Spin甜ration（0．4μm）

↓8，°°°rpm

Pre－purification　procedure

d）

　80
8

660
8

940
差

　20

　　0

b）

100μlof　the刊trate

　↓

HPLC　with　ODS　column

　↓

Cysteine　fraction（3．5－4．3　min）

　↓

Dry　up

　↓

Labeling　Procedure

c）

25　pl　of　pre－purified　sample

80μIO．1M
　Boric　Acid　Buffer（pH　8）

5μ10％TBPIAN
50　pl　l　mM　ABD－Flbuffer

50°C，5min
　↓

On　ice

↓6°pl・°・1　N・HCI

HPLC　chiral　analysis

0．5　nmol　Cys－ABD

CROWNPAK　CR（＋）coIumn，
1　．2mllmin，

O．1％TFAlH20
Fluorescence　detector，

（λex　＝380　nm、λem＝510　nm）

　　　0246810121416　　　　　　　Retention　time（min）

図2－10、システインのキラル分析方法
（a）生体ホタルからのCys抽出方法。（b）抽出CysのODSカラム精製方法。（c）ODS

カラム精製CysのABD標識方法。（d）ABD標識したD一およびL－Cys（標品）のキラル

カラムによる分離のクロマトグラム。
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2．2．5ホタル粗蛋白質によるキラル異性化反応

　ヘイケボタル成虫は2．2．1のとおり実験室で飼育したもの、ゲンジボタル成虫は

隠岐において採取したもの、Photinus　pyraZish成虫はシグマより購入したものを

それぞれ用いた。また対照実験に用いるためのLUCとしてLuciferase，　Recombinant，

LucioZa　crucia　ta（和光純薬）を使用した。　ATP、　MgSO4、　CoA、　L－Cys、　D－Cys、その

他必要な試薬は和光純薬のものを使用した。

　酵素はglycero1を10％含む0．1MTris－HC1［pH　8．0］に溶かしてその日のうちに

使用した。ATP－M　g溶液は、それぞれ3・mM、8醐となるように0．1MTris－HC1［pH　8．0］

に溶かして調整した。

　　ホタル成虫をドライアイス上で凍結し、発光器を切り出した。これを1．5m1エ

ッペンチューブに入れ、200μ1のバッファー（0．1MNaCl，0．1MTris－HC1［pH　8．0］）

を加え、チューブ用ホモジェナイザーで発光器を破砕した。これをバッファーで透

析し（50m1、30分×4回）、粗蛋白質溶液とした。

　　この粗蛋白質溶液を用いて、各種条件での酵素活性を調べた。
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2．3結果及び考察

　2．3．1ルシフェリンのキラル分析方法

　　　ホタルLH、は特異的な蛍光（励起波長330　nm、蛍光波長530　nm）を有しており・

　　蛍光検出器によりHPLCで高い特異性で検出が可能である。

　　　まず光学分割を行うためにダイセル化学工業社から市販されている逆相系キラル

　　カラム、CHIRALCEL　OD－RH、　CHIRALCEL　OJ－RH、　CHIRALPAK　AD－RH・CHIRALPAK　AS－RH

　　を比較したところ、CHIRALCEL　OD－RHで最も良好な分離が得られた（図2－9a）。

　　移動相はアセトニトリルーTFA系が良好であった。保持時間はD－－LH，が7．0±0．1min、

　　L－LH2が8．5±0．1minであった。

　　　定量分析を行うために、標品のD－LH、を用いて検量線を作成した（図2－11a）。

　　HPLCのピーク面積（蛍光検出）とルシフェリン量には良い相関が見られた（疋＝

　　0．9992）。検出限界はおよそ10”13　mo　1であった。

　　　次にLH、をホタルから抽出する方法の検討を行った。溶出にはLH2の溶解度が高い

　　アルコールを用いた。LH、は酸化してデヒドロルシフェリンになるなどが予想される

　　ため、還元剤として0．5％tri－－n－butylphosphineを加えた。抽出効率を良くし、ま

　　たホタル体内の酵素による影響を除くために70℃で5分間加熱することとした（図

　　2－9b）。

a）

§　10。8

1富1…

自91006
　　N
bi　io°5
　　　ニ
a　．91004
工⑩
　　1003

o Treated　D－LH

R2 ＝ 0．9992

1ハ川1 ‥口，川1 ‥‘川“1 口川川1 日川，1σ1 1⑪川”1

10・1310－1210－1110・1010・9108

　　　D・LH2（moD

／

b）

　　　

害99
て
ヨ98
di　97

　96
　　0　　　　before　10μM　O．1μM

　　　　　　D⊥H2（M）

図2－11、ホタルルシフェリンの定量分析
（a）LH2の検量線（実線）および、抽出操作を行った濃度既知標品D－LH2（o印）の定

量分析結果。（b）濃度既知標品D－LH2の光学純度。抽出操作を行う前（10μM）のD－

LH2と抽出操作を行ったD－LH2をキラルカラムで分析した。（平均値±標準偏差）
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　この抽出操作がLH2に及ぼす影響を調べるために、濃度既知の標品を用いて同様の

抽出操作を行った。すなわちD－LH，を0．5％tri－n－butylphosphine／MeOHに溶かし、

1mM、10μM、0．1μMとし、これを5分間煮沸してキラルカラムにより定量した。

その結果、図2－11aに示したとおりいずれの濃度においてもD－LH，量の低下は認

められなかった。

　更に、抽出操作によってLH2がラセミ化はしないということも確かめられた（図2

－一@11b）。以上により、LH，のキラル分析が本法によって可能であることが確認さ

れた。

　図2－11bから明らかなように、標品として用いた市販のD－LH2の光学純度が既

に100％ではなかった。そこでD－LH2の安定性を評価するために、室温暗所でのD－LH2

溶液（200μM）の時間変化を調べた（図2－12）。その結果、中性のバッファー溶

液の場合s1目で約3％という僅かな量ではあるが、　LH2が異性化することが明ら

かとなった。これに対し純水溶液の場合、10日を過ぎても顕著な異性化は認められ

なかった。LH2の絶対総量は本実験では変化は認められなかった。

　　35　　－e－－0・2mM　D・LH2　in　O・1　M　Tris・HCI（pH　8・0）

　　30　　＋02mM　D－LH2　in　O・1　M　HEPES－NaOH（pH　6・8）

室25－°’2　mM　D’LH・in　H・°

て20
≡　15

⊥　10

　　5

　　0

　　　0123456789101112131415　　　　　　　　　　　　　1ncubation　time（day）

　図2－12、D一ルシフェリンの異性化（ラセミ化）

　0．2mMのD－LH2のバッファーおよび純水の溶液とし、室温暗所で保存

　し、キラルカラムで光学純度を分析した。バッファー中で少しずつではあ

　るが、ラセミ化している様子がわかる。
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　以上の結果から、ホタル生体分析は安全を期して抽出してから1日以内に行うこ

ととした。また生体分析では、HPLCでのより良い分離と効率的なカラム洗浄を行う

ために移動相条件を更に改良し、アセトニトリルのグラジエント（15－40％，20min）

展開を行った。このとき、保持時間はL－LH2が10．8±0．1min、　D－LH2が11．9±0．1min

で、不純物として予想されるデヒドロルシフェリンの保持時間はおよそ13min・CHBT

は14minであった。

2．3．2ヘイケボタルの生活環とルシフェリンの分析

　　図2－13にヘイケボタル成虫LH2のキラル分析クロマトグラムを示す。予想され

るリテンションタイムにL－LH、及びD－LH、のピークが確認できた。フォトダイオード

アレイディテクターにより、両方のピークでLH、に特異的な330　nmの吸収を確認し

た。更にそれぞれのピークを分取して酵素に対する反応活｝生を調べた。即ち、D－－LH，

のフラクションは発光反応の基質となることが確認できた。またL－LH2はLH2－CoA合

成酵素反応（第3章参照）の基質となることが確認できた（図2－14）。

　200

§

§

§100

i

　0　　　　　　　　　5　　　　　　　　10　　　　　　　15　　　　　　　20　　　　　　　25

　　　　　　　　　　　　Retention　time（min）

図2－－13、ヘイケボタル成虫抽出物のキラルカラム分析のクロマトグラム
デヒドロルシフェリン、CHBTのピークは見られない。　L－LH2とD－LH2の量をピー

ク面積から求めると、それぞれ6．45pmol、23．O　pmolとなる。これはホタル1

個体あたりに換算するとそれぞれ139　pmol、460　pmolとなり、全LH2量に占

めるL－LH2の比率は23．2％になる。
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不純物として予想されたデヒドロルシフェリン（保持時間13min）およびCHBT

（保持時間14min）はクロマトグラム上では検出されなかった（図2－13）。

この分析方法を用いて、実験室で飼育したヘイケボタルの分析を行った。表2－

2、表2－3にその結果をまとめる。この結果を元に、ホタルの生活環（図2－1

5a）と、1固体あたりの総LH2量（図2－15b）、L－LH2の比率（L－LH，／DL－LH2）（図

2－15c）、湿重量（図2－15d）の関係についてまとめた。

a》

‖

§

9
f

b》

12．00

10．00

8．00

6．00

4．00

2．00

0．00

∪

2．00

Fraction　of　L－LH2

from　pupae

After　incubation　with　coenzyme　A，

ATP－Mg　and　LUC

↓L－LH2

4．00　　　　　　　6．00　　　　　　　8．00

　　Retention　time（min）

L－LH2　fraction

Coenzyme　A（100　mM）
ATP－Mg（3　mM　18mM）in　O．11M　Tris－HCI　IpH　8．0］

Photinus　pyralis　Lucife　rase（1　mglml）

40　Ptl

　1μ
120μ1
　11．tl

（at　room　temperature）

10．00

図2－14、L一ルシフェリンの酵素反応による同定

（a）ヘイケボタルのさなぎから分離したL－LH2が、標品のL－LH2と同様の酵素反

応性（第3章参照）を示したことから、L－LH2と同定した。（b）反応条件。
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表2－2、ヘイケボタルルシフェリンキラル定量分析結果1

　　　　　Sample　wet　weight　　L－LH2
Stage
　　　　　　name　　　（mg）　　（pmol／body）

　　D－LH2

（pmoVbody）

　DL舗LH2　　0ptical　purity　L－LH21DL－LH2

（pmol／body）　　（％ee）　　　　　（％）

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

LC
LC
LC
LC
LC
P
P

P

P

P

P
P

P

P

P
　P

　P

　P

　P

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

2003－1

2003－2

2003－3

2003－4

2003－5

2003－6

2003－7

2003－8

2003－9

2003－11

2003－12

2003－13

　　Yl

　　Y2

　M1－l

　Ml－2

　M5－4

　M5－5

　M5－6

　　　Sl

　　　S2

　　　S4

　　　S5

　　　S8

　　　Sg

　　S10

　　Sll

　　S12

　　S13

　M7－1

　M7－2

　M9－3

　　M9－2

　maIe2
M12－2

　　feml

　　fe　m3

　　S22

　　S15

　　S17

　　Sei1★

　　S16

　　S18

　　diel3

　　S23

　　S20

　　S21

　　fe　m2

　　diell

　　die12

　　die3

47．9

74
36

43．6

44．4

33．4

40．8

66．8

40．4

M3．7
64．3

40．5

28．3

78
43．8

25．7

33．3

46．8

38．1

　42

38．5

30．4

24．4

32．2

33．2

29．8

37．6

　36
34．2

24．5

27．5

38．1

26．2

16．1

18．5

32．1

18．9

24．2

16．5

22．9

17．3

　　13

　　15

21．4

33．2

16．1

12．6

22．8

19．1

　　17

　　16

40．2

6．2

9．4

17．9

48．8

23．4

5．7

44．1

21．8

1　45．5

147．9

20．8

9．3

28．1

24．1

33．4

74．6

134．8

70．9

147．0

100．1

45．6

1　05．9

111．1

139．1

41．7

120．3

219．6

280．4

210．7

209．0

69．3

83．8

107．1

149．9

128．4

130．4

24．2

165．0

139．7

1　38．9

45．0

112．2

143．4

73．0

130．4

65．5

250．8

126．1

114．1

1　76．0

1　82．0

51A
64．8

95．9

133．2

63．5

24．5

200．4

21．8

136．4

117．0

108．1

11．0

17．9

52．6

48．8

120．2

210．1

85．0

134．4

48．5

98．8

160．1

421．8

474．8

68．5

300．8

648．0

718．2

269．5

200．8

270．1

226．1

508．8

721．5

609．9

434．7

140．4

643．5

709．9

460．2

309．4

588．0

963．0

149．4

1094．8

554．4

1003．2

977．9

732．7

1760．0

222
57

74
114

182

87

30

244
44

282
265
129

20

46
77

82

195

345

156

281

149

144
266

533

614

110

421

868

999

480

410
339

310

616
871

738

565

165

809

850

599

354
700
1，106

222
1，225

620

1，254

1，104

847
1，936

63．8

78．3

74．8

68．6

46．3

46．2

62．2

63．9

0．0

－3．2

・11．7

67．7

8．3

・22．0

37．1

18．8

23．4

21．8

9．0

－4．5

－34．7

36．8

20．4

58．3

54．7

24．3

42．9

49．4

43．8

12．2

－2．0

59．1

45．9

65．2

65．6

65．2

53．8

70．6

59．2

67．1

53．6

74．6

68．0

74．1

34．3

78．7

78．9

60．0

77．2

73．1

81．8

18．1

10．9

12．6

15．7

26．8

26．9

18．9

18．0

50．0

51．6

55．8

16，1

45．8

61．0

31．4

40．6

38．3

39．1

45．5

52．2

67．4

31．6

39．8

20．8

22．7

37．8

28．6

25．3

28．1

43．9

51．0

20．4

27．0

17．4

17．2

17．4

23．1

14．7

20．4

16．4

23．2

f2．7

16．0

13．0

32．8

10．6

10．6

20．0

11．4

13．5

　9．1

“図2－13にクロマトグラムを掲載

36

L



a）

Stage

Habitat

Diet

L LC

　　　　Lan！a

Aquatic

　　P　　　　　　　AC　　　　　　　A

〈一一一一一〉ぐ一一一一一一一一一一一一一レ

　Pupa　　　　　　　　　　　Adult

Feeding

ぐ一一一一一一一一一一一一一一一一→レぐ一一一→芦
lncocoon　of　soil Mating

Fasting

b）

c）

嗣：；；；

白　1，000

言800
a　　600
壬4・・

→　200
6　　0

亘

f
ゴ

皇
王

」

50

40

30

20

10

0

L LC P AC A

L LC P AC A

d）

6
ε

葛
やあ

ミ

睾

80

60

40

20

0

L LC P AC A

図2－15、ヘイケボタルのライフサイクルとルシフェリン内在量および光学純度

（a）幼虫から成虫にかけての成長と生態。繭の中で幼虫から成虫になる

（LC→P→AC）。幼虫以外の時期は何も食べない。最も光るのは成虫であるが、

この時期は何も食べない。（b）1個体あたりの総LH2量。（c）総LH2に対するL－

LH2の比率。（d）ヘイケボタルの湿重量。（平均値±標準偏差）
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ヘイケボタルが最もD－LH2を必要とするのは、光を利用してコミュニケーションを

行う成虫の時期である。図2－15bからホタルが成虫になって羽化するまでLH2

を体内に蓄積し続けていることがわかる。ホタルが餌を摂るのは幼虫期だけなので、

この結果はLH、がヘイケボタルの体内で合成されていることを意味している・体内に

寄生している微生物が関与している可能性を否定することはできないが・ヘイケボ

タルのLH、が餌由来ではないことは間違いないと言える・

　光学異性体のL－LH、はいずれの個体からも検出感度の範囲内で検出された（表2－

2）。更に図2－15cから、光学純度も成虫の時期に高いことがわかる。これらの

結果は生物学的に興味深い知見である。即ち、ヘイケボタルは成虫期に最も光り、

そのためこの時期に発光基質を最も必要とし、実際に内在量も光学純度も最大に達

するということが分析により確かめられたことになる。

　ヘイケボタルの湿重量は逆に成長と共に減少している（図2－15d）。これは、

幼虫を過ぎてから次世代を残して死ぬまで何も食べずに、エネルギーとして消費し

続けた結果と考えることができる。

表2－3、ヘイケボタルルシフエリンのキラル定量分析結果2

（平均値±標準偏差）

Stage　TｵH・T甜・°μi麟「ity㌣漂t上LH㍑LH2

R2．38±1．43128±93
RC　　　4．45土2．21　　171±109

P13．2土7．70423土263
AC　　　33．0土14．7　　659土247

A　　　　52．3土29．0　　　906±486

38．8±36．1　　　　53．7±23．2　　　30．6土18．0

22．0土10．1　　　　37．5土8．4　　　　39．0±5．1

29．0土27．9　　　　32．5土5．6　　　　35．5±14．0

63．8±5．5　　　　　21．3土5．6　　　　18．1土2．8

68．6土14．2　　　　18．5土5．8　　　　15．7±7．1

R，RC，　P　33．9土15．O

A，AC　　　16．6±5．8
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　また、分析データの多くに大きなばらっきが見られた（表2－3）。特にL－LH2の

比率は幼虫と蝸で大きなばらつきが見られた。これらのステージは、多様な生育段

階の個体が含まれているため、サンプル間のばらつきが大きくなったと考えられる。

また、総LH2量はいずれのステージでも大きなばらつきが見られた。ヘイケボタルは、

種の特徴として、個体差が大きい。実際に湿重量でも比較的大きなばらつきが見ら

れ、成虫での湿重量は最大で約3倍の違いが認められた（11．2mgと33．2mg）。実

験データの大きなばらつきは、個体差が大きいというヘイケボタルの特徴（Oba　2004）

なのかもしれない。

　1個体あたりのLH，量は成虫で906±485　pmo　1であり、これをホタルの湿重量から

濃度に換算すると52．4±29．0μMである。成虫のLH2は尾部の発光器に集中してい

るため（表2－4）、発光器内でのLH2濃度はこの数倍になると考えられる。市販の

発光試薬キット（ピッカジーン、和光純薬）におけるD－LH2の濃度は200μMであり、

これに近い濃度であることは興味深い。発光器以外の部分から約4％のLH2が検出さ

れたが、その意義は現段階でははっきりしない。しかしLREが発光器官だけでなく

体全体で発現しているという報告（Day　2003）もあるので、　LH2が発光器官の外で合

成されている可能性を示唆しているのかもしれない。LH2は細胞膜透過性が比較的良

いと考えられているため、LH2のホタル体内での局在メカニズムは生合成径路にも関

わる問題であり、今後に残された興味深い課題である。

表2－4、ヘイケボタル成虫の発光物質と酵素活性の局在
成虫（11．2　mg）を発光器とその他の部分に分けて行ったLH2のキラル分析

結果と、別の成虫（126　mg）を同様に分けて行った酵素活性試験の結果。

Part
L－LH2　　D⊥H2　　　LIDL　　　　　Lu　cife　rase　　　Chiral　conversion

（pmol）　（pmol）　　　（％）　　　activity★（count）　　　activity

Lantem　　　　 2．50　　　　45．3　　　　5．22

Body　　　　O．153　　　1．76　　　　8．00

2．Ox108

1．Ox105

十

’ATTO社製Luminescencer－PSN　AB2200にて10秒間積算
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　卵に関しては、1個が非常に小さく微量であるため分析が困難であった。そこで

今回は予備的な分析として、数百個の卵をまとめて分析してL－LH2とD－LH2の濃度を

測定した。その結果、L－LH2は3．8μM、　D－LH2は3．9μMであった。これは成虫の約

1／10量であるが、光学純度は非常に低かった。卵は常に灰かに発光しているが、卵

の中のルシフェリンが卵の中で生合成されているのか、親の体内で生合成されたも

のが卵に受け継がれたものなのかは明らかではない。

　以上のように全てのステv・一一ジで、天然物の光学異性体であるL一皿2が含まれている

ということが明らかになった。このことは、L－LH2が生合成中間体であり、Cysのキ

ラル異性化ではなく、LH、のキラル異性化が生合成径路であることを強く示唆してい

る。

2．3．3システインのキラル分析方法

　　もしホタル体内でD－一・LH，のみがCysから直接合成されているとすると、天然型の逆

の立体であるD－Cysが大過剰でなくてはならない。そこで・ホタル体内のCysの光

学純度を調べることとした。

　　CysはHPLCの吸収検出器あるいは蛍光検出器では検出が難しい。そこで、チオv－一・・

ル基特異的な蛍光標識試薬（図2－7）を用いることとし・ホタルからのCys抽出

方法とHPLC分析方法を検討した。

　　Cy、に含まれるチオール基は酸化してジスルフィド結合を形成する・Cysが酸化し

　たジスルフィドニ量体はシスチンであるが、このものは水溶性が低いために沈殿し

　やすく、シスチン尿症の原因となる（Parvex　2003）ことで知られている。シスチンは

　細胞内でのCysの貯蔵型物質であるため、本研究の目的であるホタル体内のCysの

　光学純度分析には、貯蔵型であるシスチンもあわせて測定すべきである・

　　そこでシスチンをよく溶かす1N塩酸で溶出し、更にシスチンをCysに還元する
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ためにtri†butylphosphineを加え100℃に加熱した。加熱は酵素類を失活させ

る効果もある（図2－10a）。

　次に、CysをODSカラムを用いて予備的に精製した（図2－10b）。これはキラ

ルカラムでの分析時に、ピークをより明瞭にするためである。あらかじめ標品を用

いてCysの溶出時間を測定しておき、それを目安にホタルから抽出したCysをフラ

クショニングした。このODSカラム精製Cysを、豊岡らの方法（Toyooka　1988）に

従い蛍光標識した（図2－10c）。

　光学分割を行うためのキラルカラムは、ダイセル化学工業社から市販されている

逆相系キラルカラムCHIRALCEL・OD－RH、　CHIRALCEL　OJ－RH、　CHIRALPAK　AD－RH、　CH　I　RALPAK

AS－RH、およびクラウンエーテルカラムCROVVNPAK　CR（＋）を試した。その結果逆相系

のカラムではキラルを分離することはできなかった。一方CROWNPAK　CR（＋）では良好

な分離結果が得られた（図2－10d）。

　以上の分析方法は操作が煩雑であり、またクラウンエーテルカラムが非常にデリ

ケートであるなどの理由があり、Cysの絶対定量を正確に行うのは困難であった。

キラルカラムを用いずに別に行ったCysの定量分析の結果では、ホタル体内のCys

は1匹あたり50～100nmo　1であった。これは、最終的なキラルカラムでの検出限界

（約10pmo　1）で充分に測定できる量である。

2．3．4ヘイケボタル体内のシステインの光学純度

　　LH2を分析した結果から、成虫とサナギがLH2を盛んに合成していることがわかっ

た。そこで、成虫とサナギのCysを分析することにした。予備実験ではL－Cysのみ

が検出され、D－Cysが検出できなかったので、より検出感度を上げるために4個体か

らまとめてCysを抽出し、分析を行った。その結果のクロマトグラムを図2－16

に示す。
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図2－16、ヘイケボタルシステインのキラル分析結果
（a）標品（DL－Cys－AB　D）のクロマトグラム。（b）成虫4匹分のCysのクロマト

グラム。D－Cys－ABDは痕跡量しか見られない。（c）さなぎ4匹分のCysのク

ロマトグラム。D－Cys－AB　Dは痕跡量しか見られない。（d）さなぎ4匹分の

Cysと標品（D－Cys－ABD）の混合物のクロマトグラム。 K

E

42



成虫（図2・一一　16b）およびサナギ（図2－16c）は共に良く似た分析結果で

あった。どちらもL－Cys－ABDは他のピークから独立して検出され、その量はさなぎ

が7．Onmo1、成虫が13　nmo1であった。しかしこれは予想されるCys量の1／10で

あった。抽出精製及び蛍光標識操作による減少が原因と考えられる。正確な定量分

析を行うためにはより高性能のキラルカラム、あるいはLC／MSなどを用いた非標識

分析法の確立が必要である。

　D－Cys－ABDのピークは成虫（図2－16b）およびサナギ（図2－16c）のどち

らからも、判別することは困難であった。D－Cys－ABDのピ・・…－bクが現れる位置は標品を

用いて確認した（図2－16d）。その位置にはノイズと区別することが困難なシグ

ナルが認められるが、そのピーク面積はL－Cys－ABDの1％未満であった。

　以上のように、ホタルの中のCysは、天然型のL体が非天然型のD体に対して少

なくとも99％以上含まれていることが明らかになった。この結果は、L－LH2を中間体

とするD－LH2生合成径路を支持するものである。

　L－Cysは蛋白質を構成するアミノ酸のひとつであり、その光学異性体は生体にとっ

て悪影響があると言われている（Friedman　1984）。実際にD－Cysを分解するシステ

ムを生物は備えている（Soutourina　2001，　Riemenschneider　2005）。ホタルがD－LH2

を体内で合成するためにD－Cysを、仮に局所的とはいえ高い比率で用意することは

リスクが高いと考えられる。むしろL－Cysからまず先にL－－LH，を合成して、これを異

性化してD－・－LH，にする方がホタルにとってリスクが低いと言える。

2．3．5抽出蛋白質によるルシフェリンの合成

　　前節まででホタル体内にL－LH2が存在し、　D－Cysがほとんど存在していないことを

明らかにした。この結果はD－LH2の生合成においてL－LH，が中間体であるという可能

性を示唆している。
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　本当にL－LH、が中間体であるならば、ホタル自身が体内でL－LH，からD－LH2を合成

しているはずである。すなわち、ホタルがL－LH、のキラリティを変換する異性化酵素

（群）を持っているはずである。これを確認するためにホタルから蛋白質を抽出し・

L－LH、キラル異性化活性を確かめる実験を行った・

　成虫のLH、は発光器に局在しており、ここでの光学純度はD体に大きく偏っている

（表2－4）。そこで発光器から抽出した蛋白質でL－LH2キラル異性化活性実験を行

った。抽出した蛋白質は透析により低分子を除去し、200μ1のバッファー一溶液とし

た。この粗蛋白質溶液には僅かではあるがD－LH2が残留していた（20μ1あたり約10

×10－14mo1）が、大量の標品のL－LH2を用いる以下の実験に対して影響はなかった。

a》

8
§

1
皇

匹

012345678910
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b》

　100
§

ξ

2　　　　　＋D・LH2
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i　＼＼←一一＋＿＋一

0　　　30　　60　　90

　1ncubation　time（min）

r
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L－LH2（10mM）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2μI

Coenzyme　A（100　mM）　　　　　　　　　　　　　　　　2　ptl

ATP－Mg（3　mM　18mM）in　O．1　M　Tris－HCI［pH　8・0］　196μl

Protein　extract　form山c’o’a’atera〃s　　　　　　　　　40μ1

（at　room　temperature）

図2－17、ヘイケボタル抽出蛋白質によるルシフェリンのキラル変換反応
（a）キラル変換反応開始2分後と15分後のクロマトグラム。L－LH2がD－LH2に

効率よく変換されている。（b）キラル変換反応におけるLH2量の経時変化。

（c）反応条件。
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　L－LH2キラル異性化活性を確認するにあたり、補因子としてATP、　Mg、　coenzyme

A（CoA）を加えた。発光酵素ルシフェラーゼがD－LH，の発光活性以外にL－LH2を特異的

にCoA化する活性を有していることから（第3章、第4章で詳しく述べる）、この反

応に必須のATP、　Mg、　CoAを加えた。

　L－LH2（0．1rriM，2μ1）を出発物質溶液としてCoA（100　mM，2μ1）とATP－Mg（3　mM／8

mM，200μ1）の存在下、粗蛋白質溶液（40μ1）と混合し、室温にて反応させた。反

応開始2分後と15分後の溶液をキラルカラムによって比較したところ、L－LH，がD－LH2

に効率良く異性化されていた（図2－17a）。

　経時変化を調べると反応は30分でほぼ完了していた（図2－17b）。図2－－1

2に示したように、LH2は溶液中でゆっくりではあるがラセミ化する。しかしこれと

は明らかに反応速度が異なる。またL－LH2キラル異性化反応は光学純度を完全に逆転

させるため、ラセミ化とは明らかに異なる。ラセミ化であれば反応生成物はL－LH，

とD－LH，の等量混合物でなくてはならない。このことは、ホタルが体内でLH2の立体

を能動的にD体に偏らせていることを意味している。

　ホタルがL－LH2キラル異性化活性を有しているということは、　L－Cysのキラリティ

をあえて変換する必要がないということを意味している。このことはホタル体内の

CysがほとんどL体であるという結果（2．2．3）と合致する。

　次にL－－LH，キラル異性化反応が酵素反応であること、そして補因子としてATP、Mg、

CoAを必要とすることを確かめる実験を行った（図2－18）。この実験で基質とし

て用いたL－LH2溶液（1．　O　rriM）にははじめから約3％のD－LH2が含まれていた。

　図2－17の実験と同様にヘイケボタルの粗蛋白質抽出物を用いた反応条件（FF

extract）では効率の良いL－LH2のキラル異性化反応が確認できた。これに対し煮沸

した抽出物（Boiled）、あるいは抽出物の代わりに牛血清アルブミン（BSA）を用い

た反応系ではL－LH2のキラル異性化は全く起こらなかった。この結果は、　L－LH2キラ

ル異性化反応がホタル内に存在する酵素蛋白質による特異的な反応であることを意
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味している。

a）

　　　（　100

　　Φご
　　芸5
　　皿o
　　Φ∈
　　【κre

　　　　　　O
　　　　　　　　　　Before　FF　extract　Boiled　BSA　　－ATP　－Mg2＋　－CoA　　Lipo　LUC

Firefly　extract　　　　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋　　　　　＋　　　　　＋　　　　　　＋

Boiled　extract　　　　　　　　　　　　　　　　＋
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
BSA
LUC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋

ATP　　　　　　　　　　＋　　　　　　＋　　　　　＋　　　　　＋　　　　　　　　　　　＋　　　　　＋　　　　　　＋　　　　＋

㍑：蒜薦一一：一一一厄蒜「蒜三蒜高蒜「石㌃兀㌃一ご蒜石＝

L－luciferin

D一 「

ノ

b》

L－LH2（1．O　mM）

Coenzyme　A（100　mM）
ATP－Mg（3　mM　18mM）in　O．1　M　Tris－HCI【pH　8．q

Protein　extra（S　fo　rm　Lucわ’a’atera〃s

BSA（1　mglml）
Recombi　nant　luciferase（Luciola　crucia均戊

Lipoic　acid（500　mM）

　2pl
　2μ1

190μ1

40山
　2　pl

　2μ1
　11．tl

（at　room　temperature）

図2－18、L一ルシフェリンのキラル異性化反応の特性

遥露欝難認㍑欝ま違認欝実霧蕊4認鑑㍑殿
するため反応前の総LH2量に対する比率を示した。（b）反応条件。 ＼
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　次に補因子として加えたATP、　Mg、　CoAに関して、それぞれを除いた反応系（－ATP、

－Mg、－CoA）を試したところ、これら3つの因子がL－LH2キラル異性化反応における

必要十分条件であることが確認できた。ここでATP、　Mg2＋が必須であるという結果は

この反応に対するLUCの関与を示唆するものである。更にCoAが必須であるという

結果はLUCのCoAリガ・…一・・ゼ活性（第3章参照）が関与していることが示唆される。

実際にCoAリガーゼとしてのLUCの阻害剤であるリボ酸を加えたところ（リボ酸に

ついては第5章で詳述する）、L－LH，キラル異性化が阻害された。以上のことからL－LH，

キラル異性化反応には発光酵素であるLUCが関与しており、中間体としてLH2－CoA

を経ていることが示唆された。

　LUCはキラル異性化に関与していると考えられるが、これが単独で機能している

のか調べるために、同抽出物の代わりにリコンビナントのゲンジボタルルシフェラ

ーゼ（LUC）を用いたところ、わずか9分間でL－LH，が完全に消失したがD－LH，の増加

は全く確認できなかった。この結果は、L－－LH，キラル異性化活性がLUCのみに依存す

るものではなく、何らかの酵素によるLH2－CoAのチオエステル加水分解が必要であ

ることを示唆している。

　以上の実験はヘイケボタル（Luciola　la　tθralis，　Lampyridae）を用いたものである

が、ゲンジボタル（Luciola　cTueゴa・ta，　Lampyridae）および北米産ホタル（Photinus

pyralis，　Lampyr　i　dae）に関しても同様に蛋白質抽出物を調製し、　L－LH2キラル異性

化活性を測定した。その結果いずれのホタルからも強い活性が確認できた。これに

よりL－－LH，キラル異性化活性がヘイケボタル以外にも存在していることが示された。

特に北米産ホタルはゲンジ、ヘイケボタルとは属が異なるため、少なくともホタル

科昆虫（Lampyr　i　dae）において普遍的な反応であると考えられる。　D－LH2を発光基質

とする発光甲虫としてはホタル科以外にヒカリコメツキ科（Elateridae）および鉄

道虫科（Phengodidae）が知られている。これらの科においてもL－LH2キラル異性化

活性が存在するか興味が持たれる。
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2．3．6ルシフェリンの生合成経路

　　以上の実験結果から、図2－19に示す生合成径路が新たに明らかになった・天

然型L－CysからまずL－LH、ができる。次に、キラル異性化によりD－LH2が生成する・こ

のとき、CoAおよびATP－M　gが必須で、恐らくCoA化された中間体L－LH・－CoAを経て

異性化しているものと考えられる。このとき、ルシフェラーゼがCoA化を触媒して

　いると考えられる（反応機構に関しては第3章で詳述する）。

　　　　L－Cys　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L－LH2

　　　　LH2－CoA

図2－19、想定されるD一ルシフェリンの生合成経路
天然型L－cysからまずL－LH2ができる。次に、キラル異性化によりD⊥H2が生

成する。このとき、CoAおよびATP－Mgが必須で、恐らくCoA化された中間体

を経て異性化しているものと考えられる。

　この生合成径路で最も重要な点は、その中間体が発光基質D－LH2の光学異性体L－LH2

であることである。一般的に天然の生理活性物質はホモキラル（片方の光学異性体

のみの状態）である。そのため天然の生理活性物質の光学異性体は、活性が無いか

別の活性（多くは生体にとって良くない活性）がある場合がほとんどである（図2

－＿
@20）。これは生物が多くの非対称な分子で構成されているからである・例えば

DNA二重螺旋は右巻きで、蛋白質はLアミノ酸が重合してできている。

　ホタル発光反応においても、同じような立体選択性がある。すなわち・生物発光

反応に寄与するのはD－LH2のみであり、その光学異性体であるL－LH2は発光基質とな

らない。更に、L－LH、は発光反応を阻害する。これらについてはMcElroy・White・
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Seliger、　McCapraらのグループがホタル発光基質の化学構造を決定する過程で詳し

く研究した（White　1961，　Seliger　1961，　White　1963）。彼らは、生物発光反応にお

ける基質の立体特異性からから、D－LH2が天然物であると結論付けた。これは天然物

が一般にホモキラルであるという常識から来るものであり、当時の学会でも問題無

く受け入れられた（後藤1975）。しかしながら興味深いことに、天然のホタル

（Pho　tinus　pyralis）から抽出、精製したLH2（B　i　t　l　er　1957）の旋光度（［α］D－0．6°）

が、有機合成したD－LH，の旋光度（［α］D－29°）と大きく異なる値であったことを

彼ら自身が記載している（White　1963）。彼らはその理由として、天然品が精製の過

程でラセミ化した可能性を指摘している。しかしながら、精製過程でどのようなラ

セミ化促進要因があったのかは議論していない。かれらの研究の後、ホタル体内の

LH2の光学純度を確認する研究は報告されていない。

　　　COOH
L－Glutamic　acid

・＆。w

　　　入
　　　　　CH3　　同C

　　L－MenthoI

　　COOH

　　CH3

比（∧CH3

図2－20、天然物の光学異性体

　　　O　　　O

　L－Thalidomide

　1、　　COOH

　　j

　　　CH3

（S）－Ibuprofen

HOOC

CH3

生物は一般に片方の鏡像体分子で構成されている。光学異性体分子は活性が
無いか、異なる活性を有する。L一アミノ酸の一つであり、旨み成分でもあるL一ア

スパラギン酸の光学異性体は無味であり、ミントの香気成分であるL一メントール

の光学異性体は粉塵臭がする。また人工的な薬物も、立体特異性がある。睡眠

薬サリドマイドは、光学異性体による催奇形性が社会問題となった。非ステロイド

系抗炎症薬イブプロフェンの薬理作用はCOX阻害であるが、光学異性体にその

活性は無い。
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　本学位論文において、日本のヘイケボタルにL－LH，が含まれていることが初めて確

かめられた。このことはレLH、が、発光基質の光学異性体であるにもかかわらず、天

然物であることを示唆している。しかしながらLH、はゆっくりであるがバッファー中

でラセミ化する。そのためこれだけでは、L－LH、が単なるラセミ化の産物である可能

性は否定できず、機能のある天然物であるかどうかは断定しにくい・

　しかし今回、ホタルがL－LH、を能動的にD－LH、に異性化できることが示されたこと

から、L－LH、がD－LH、の生合成中間体であり、機能を持った天然物であるという可能

性が非常に高くなった。また生合成の出発物質と考えられるCysの立体が天然型の

L体だけであったことは、これを強く支持している。

　このように本章の実験からは、L－LH、を中間体とする生合成径路を支持する結果が

得られた。しかし、L－LH2を通らずにD－LH2を直接生合成する可能性を完全に否定す

ることはできない。すなわちDayら（2004）が提唱するように、酵素に共有結合し

たままの形でCysからD体のチアゾリン環を形成し、最後にD－LH、を切り離すという

径路を完全に否定することはできない。

　しかしながらL－LH、をホタルは積極的に異性化してD－LH，を効率良く合成できるこ

とは生化学的な事実であると言える。しかもL－LH、はL－CysとCHBTから非酵素的に

合成できる。そのためホタルがL－LH、以外の径路をあえて保持していることは効率的

ではなく、考えにくい。以上のことから、L－LH、を中間体とする生合成径路が最も可

能性が高いと考えられる。
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第3章　ホタルルシフェラーゼの基質立体認識

3．1研究背景

　　　第2章において、ホタルD－LH2がL－Cysより生合成されることを示した。この中で、

　　L－LH，はCoA化されLH2－CoAとなり、これが生合成中間体になることが示唆された。

　　この中間体が生成する反応メカニズムは、ホタルルシフェラーゼ（LUC）の複雑な機

　　能性に大きく関与していることが考えられる。そこで本章では、LUCの機能につい

　　て詳述する。

Firefly　luciferase

Mg2＋，　Enzyme 02

Lucife「in＋ATP『@III7　Luciferyi－AMp『『マ゜xylucife「in

PPi hv

CoA－ligase（Acyl－CoA　synthase）

－H＋一」

PPi

R－CO－S－CoA

Non－ribosomal　peptide　synthase（NRPS）

　　　　　　　　　　Mg2＋，　Enzyme

　　N吟CHr牝『マN吟CHRC°°－AMP→Peptide

　　　　　　　　　　　　　　PPi

図3－1、発光甲虫ルシフェラーゼと相同性のある酵素蛋白質の反応
　表3－1に示した蛋白質の酵素反応性をまとめた。全てMg2＋を補因子としてATPとカ

ルボキシル基が反応してアデニル化されるという共通の反応機構を有している。アデ

ニル化の後は、それぞれ異なる反応を示すが、上に挙げた3種類に大別できる。
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　LUCは1985年にcDNAがクローニングされ（de　Wet　1985）、1987年にその塩基配

列が読まれた（de　Wet　1987）。これによりアミノ酸配列が確定したが、この当時は

まだ遺伝子情報が充分に蓄積されておらず、LUCはユニークな新規遺伝子であった。

2年後にLUCと相同性のある酵素（植物の4一クマル酸一CoA合成酵素）が初めてクロ

ーニングされた（Schroder　1989）が、その後LUCに相同性のある酵素遺伝子はしば

しばfirefly　luciferase　superfamily　geneと呼ばれている（Staswick　2002）。

　L－L反応にはATPとMg2＋が補因子として必要である（図1－3）。これは脂肪酸CoA

などのカルボニルーCoA合成酵素（CoAリガーゼ）やアミノアシルtRNA合成酵素と共

通の要素であるため、これらの酵素との関係が古くから指摘されていた（McElroy

1967）。これらの酵素の反応中間体は全てカルボン酸のアデニル体である（図3－－1）。

そのためLUCをはじめこれらの酵素はアデニル化酵素と呼ばれる。この中でCoAリ

ガー一ゼはLUCと相同性がある（Schrode　1989）。また同様に、バクテリアが生産す

る生理活性ペプチドの生合成酵素複合体（NRPS）中のアミノ酸活性化ドメインがア

デニル化酵素であり、更にLUCと相同性があることが知られている（Schwarzer　2003）。

H．¢（汕C°°H

　　　Dehydroluciferin

C（×＞c°°H

　　Myristic　acid

C（二X＞c°°H

　　　　Stearic　acid

　　図3－2、ルシフェラーゼによりCoA化される化合物
　　ATP、Mg2＋、　CoAの存在LUCによりこれらの化合物はカルボキ

　　シル基がCoAチオエステルを形成する。他にも長鎖脂肪酸は飽和、

　　不飽和を問わずCoA化される。D－LH2は反応液を無酸素状態にす

x　ることでCoA化されることが報告されている。
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　LUCはただ単にCoAリガーゼと相同性があるだけではなく、実際にCoAリガv・一…一ゼ

活性がある（図3－2）。1958年にLUCがデヒドロルシフェリルーCoA合成活性を持

つことが報告されている（Airth　1958）。近年では、　LUCが長鎖脂肪酸CoA合成活性

を持つことが報告さている（Oba　2003）。さらに通常のL－L反応条件にCoAを添加し、

無酸素条件下でD－一一LH，がD－LH，－CoAに変換されることが報告された（Fraga　2004）。

　CoAに関しては、古くからL－L反応を増強する作用があることが知られている

（DeLuca　1976）。そのメカニズムは、発光反応生成物（OxyL）による阻害をCoAが

解除するからと考えられてきた（後藤1975）。また近年、LUCの活性部位を塞ぐ拮

抗阻害物質（脂肪酸、デヒドロルシフェリンなど）がCoAリガーゼ活性の基質とな

り、CoA化されてはずれるからであるという説明がされている（Sillero　2000）。

　以上のことからLUCをアデニル化酵素の一つと考えると、図3－2に示した化合

物は全てLUC¢）基質であると言える・同じようにD－LH2が発光するL－L反応において

も中間体はやはりアデニル化物であるため、D－LH，は基質であると言える。興味深い

ことに光学異性体であるL－LH2もアデニル化される事が知られている。すなわちL－LH2

は発光反応の基質にならないため、ATP、　Mg2＋およびLUCの存在下においてもオキシ

ルシフェリンは生成せず発光しないが、ルシフェリルーAMPは生成しており、更にそ

れを示す証拠としてピロリン酸が生成することが実験的に確かめられている

（Seliger　1961）。

　以上のことはL－LH2もデヒドロルシフェリンのようにアデニル化酵素としてのLUC

の基質になる可能性を示唆している。しかしながら最終的な反応生成物についての

情報は得られていない。

　本章ではまず、アミノ酸配列によるホモロジー解析を行い、LUCとその近縁酵素

との相関からLUCの進化的背景やCoAリガーゼとしての機能性について考察した。

　更に、CoA存在下におけるL－LH，のLUCによる酵素反応特性を解析し、これがD－LH2

生合成に関与する仕組みを解析した。
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3．2 実験方法

3．2．1 系統解析

NCB1の遺伝子デークベース（GOi）Bank）より、LUCと相同性のある蛋白質のアミノ

酸配列情報をBl．∧ST検索により蒐集した（表3－：L）。これをCユusta1Wによりデブ

1・／レトのパラメーター設定でアライメントした。続いて系統解析ソフトMEGA2を用

いて近隣接合法により系統樹を作成した。この時ディスタンスマトリクスは

TamUra－Nc：iモデルを川い、ギャップ配列は排除した。ブートストラップ値は1000

1川繰り返し｝こより副・算した。

表3－1、ホタルルシフェラーゼの相同性蛋白質
NCBIに登録されている発光甲虫ルシフェラーゼとその相同性蛋白質のアミノ酸配列。代表的な

ものをNCBIのGenBankからくまなく蒐集した（2003年9月）。

＃　　SOURCE　ORGANlSM DESCRIPTION ACCESSION　PubMed
0
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19

20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30

A陶力∫doρS’S・tha〃θηa

8’rθV／bθcillt／S　brθV／S

8θc〃／US〃chθnifr）rmis

8”el！〃）ac’〃US　brθV／S

8θC／〃乙ノS〃Cカθη〃brm∫S

8θC／／／US　subt〃∫S

Caθno’カabd／～∫sθノθgans

ルfUS加t～SCし〃t／S
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〃omo　saρ∫θηS

ルfUS　musculus
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BrUCθ〃a　mθ〃～θηS／S

So∫aη｛ノm　tubθrosum（ρo～afo♪

Arab∫doρS∫s㌔〃ana

LθptOSρ　ira／ntθrrogans

Synθchocyst’s　sρ．　PCC　6803

Bac’θro∫dθS　thθtaiotaoノη∫croη

〃omo　s∂ρ∫θηs

日OS　taurUS　（COW）

ル7US　m↓ノsculUS

ESC’iθrichiθCO／／

日t「｛ノCθ〃∂mθ〃tθnsis

βac〃∫US　subti〃S

PSθudomonas∂θru｝9∫ηOSθ

Mycobactθ加mわOV／S
V∫力〃OVU／η〃アC｛」S

　　　　PlantHormoneAdenylationEnz．

　　　　　　　　Gramicldin　S　syn．1

　　　　　　　　　Uchenysin　syn、　B

　　　　　　　　Gramicidin　S　syn．2

　　　　　　　　　Bacitracln　syn．1

　　　　　　　　　　Surfactin　syn，
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　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　ACS

　　　　　　　　　　　　BtCS

　　　　　　　　　　　　BtCS

　　　　　　　　　　　　BtCS

　　　　　　　　　　　entE　gene

213・DIHYDROXYBENZOATE－AMP　UGASE
　　　　　　　DhbE，　aryl　acid　actlvation
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（表3－・－1、っづき）
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8ac／”us力a／odurans　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FACS

ル7θthanothθrηobactθr　thθノ7η∂utotrophicus　　　　　FACS

Drosoρわ〃a　melanogastθr　　　　　　Hypothetical　gene　chromosome　2L

Mθsorhizobium　toti　　　　　　　　　　　　　　　　FACS

C∂θnorhab　ditisθ∫θgaηs　　　　　　　　　　　　　　Hypothetical　FACS

C∂θno　rh　ab　ditisθtθgans　　　　　　　Hypothetical　gene　chromos◎me　V

Bra　dyrh　izot）ium∫jaρonicum　　　　　　　　　　　　　　　　　FACS

Arabidopsis　tha”aηa　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FACS

Homo　sapiθns　　　　　　　　　　　　　　　　　　FACS

Cavlaρorce〃us（domθstic　guinθa　pig）

MUS　mUSCU／US

尺attUS　norvθgicus

Psθudomon∂s　aer乙ノ9∫ηosa

Vaη／〃aρ1aη∫た〃a↓vaη〃a戊

So／aη〃m　tubθr（）sum（potato）

Soianum　tuberosum　（potato）

〈〃cotiana　tabacum

〈〃cotiana　t∂b∂cum

Arabidoρsis　fわa〃aηa

PinUS～aθd∂（lob∫O〃yρ加θ戊

Glycinθmax（soybθ∂η）

0りrza・sativa
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Arabidoρsis　tわa〃aηa

Arabidopsis　tha〃ana
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Ph〃’Xothri’X　vルlaη∬

Pわ〃’xofわη’Xノ〕〃れ」S
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Hotariaρ∂n／（ノ1a

Luciola　latera〃S

Lucio∫a　cruciata

Photurisρeηηsy∫V∂η∫ca

Photurisρeηηsy∫vaη∫ca

Ph　ot加us　pyralis

Pyr（）coe〃a　mc伽ca

Pyrocoe〃a　m∫yako

Pyrocoe〃a∫ぬ

　　FACS

　　FACS

　　FACS

　　FACS

　　4CCL

　　4CCL2

　　4CCL1

　　4CCLI

　　4CCL2

　　4CCL2

　　4CCL
4CCL　isoform　4

4CCL　isoform　2

　　4CCL
putative　4CCL

　　4CCL
Hypothetical　gene　chromosome　2R

Hypothetical　FACS　chromosome　3R

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Luciferase

　　　　　　　　Lucife「ase

BABO4850
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AAD14712

NP　503845

NP　767149

8ABO2683

NP　OO1986

AAF91295

　P41216

NPO36952

ZP　OO136654

　024540

　B39827

　P31684

　024145

　024146

　QgS725

　AAB42383

CAC36095

　AAA69580

　CAA36850

　BAC42032

　NP　173473

　EAAI1995
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AAD34542

AAD34543

　AAQ　11734

　Q27757

　AAN40979

　AAN40978

　AAC37253

CAA93444

　　P13129

　BAAO5006

　BAAO5005

　CAA59281

　CAA61　668

　AAC37254

　AAG45439

10086841

9371463

11214968

12597275

10819329

15292367

16rl　41072

15051725

2022667
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8819324

8819324

10417722

9008388

2235510

10387072

10387072

14623957

9165098

7480137

11604168
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3．2．2ルシフェラーゼ酵素反応解析

　　　D－LH、、　L－LH、の調製方法、分析方法は第2章（2．2．2及び2．2．3）に従った。

　　　反応に使用する酵素はシグマ社の北米産ホタル（Pho　tinus　pyralis）天然抽出・

　　HPLC精製、再結晶グレードルシフェラーゼを用いた。　ATPは東京化成、その他の試

　　薬（MgSO4、　CoA、　Tr　i　s、　HC　1、　KC　1、　HEPES、　KOH）は和光純薬製のものを用いた。　ATP、

　　Mg、およびCoAはHEPESバッファー（50　mM　HEPES－KOH［pH　7．6］／20　iiiM　KC1）に

　　溶かして使用した。酵素は10％グリセロール含有HEPESバッファー一に溶かして1

　　mg／m1として一30℃保存したものを、用時希釈して使用した。反応は全て室温で行っ

　　た。

　　　酵素反応生成物のマススペクトルはVayager　EIite　MALDI－TOF－MS（PerSeptive

　　Biosystems，　Framingham，岨，　US）にて337　nm　pulsed　nitrogen　laserにて測定し

　　た。マトリクスは10mg／m1のα一cyano－4－hydroxycinnamic　acid（Aldrich　Chemica1，

　　Milwaukee，　WI）を50％acetonitrile，0．1％TFAに溶かして使用した。
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Short　and　middle

chain　acyl　CoA

　　synthases

　　EntF　non－
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　　　　　　　　　　　　　　　99
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　　　　　　εntε・白n・（ε醐
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　　　　　　　　9”　竃2
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轟桑ち鞭唖
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議撚バ＼
㌫鵬灘塩・。m・2R、

　　・＝鑑脚・CC・

　O∫yza　5a〃ya　4CCU
（）vyze　5θfんa　4CCL2

SOyboan4CCL2

図3－－3、発光甲虫ルシフェラーゼとその相同性蛋白質の系統解析

表3－－1に示した蛋白質のアミノ酸配列をもとに、Tamura－Neiモデルによる

距離行列から近隣接合法により系統樹を作成した。ブートストラップ値は

tOOO回繰り返し計算により50％以上のものを各分岐に示した。機能的に近

い酵素群が種を超えて、それぞれまとまった系群を形成している。
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3．3　結果及び考察

3．3．1　ルシフェラ・一ゼの進化的背景

　　図3－3に各種ホクルのLUCを含む種々のアデニル化酵素の系統樹を示す。相同

　蛋白質としてはアシルーCoAリガーゼとバクテリアの非リボゾームペプチド合成酵素

　　（NRPS）などの情報を集めた、，アシルーCo∧リガーゼは基質となる脂肪酸の分子量に

　よって、アセチルーCoA合成酵素（ACS）、中鎖脂肪酸アシルーCoA合成酵素（BtCS）、

　長鎖脂肪酸アシルーCoA合成酵素が知られており、これらを微生物、植物、動物の代

　表的な生物から広く集めた、，その他、ブラスト検索では検出できなかったが、ルシ

　フェラーゼスーパーファミリー遺伝子として報告された植物ホルモンアデニル化酵

　素（Staswick　2002）も解析に加えた。

LUC Gramicidin　S　（NRPS） DhbE（NRPS）

図3－4、ルシフェラーゼとNRPSの解析
図3－3中の既報のX線結晶構造解析結果。互いに似ていることがわかる。

　系統解析の結果では、同じ機能を有する酵素が生物種を超えてまとまったグルー

プを形成していた，，例えば、アセチルーCoA合成酵素は他の酵素群から独立したグル

ープを形成しており、微生物から動植物に至るまで広い生物種のアセチルーCoA合成

酵素から成っていた。これは機能遺伝子が独自の変異を受けにくいという分子進化

の中立説に沿った結果と言える。

　図3－4にこれまでに報告されたアデニル化酵素の立体構造を示す（COIlti　1996a，

Collti　1996b，　May　2002）。いずれの酵素も大きなN末端側ドメインと小さなC末端
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側ドメインから成り、良く似た立体構造を取ることが分かる。これらの蛋白質のア

ミノ酸レベルでの相同性は、例えばLUCとEntEの間で23．3％であり、一般的に機能

が保存されるために必要と言われる30％よりも低い。このことからアデニル化酵素

群が互いのアミノ酸配列の相同性以上に、その機能が保存されていることが示唆さ

れる。

　各種ホタルのLUCも一つのまとまったグループを形成している。これに最も近い

酵素は植物の4一クマル酸一CoAリガーゼ（4CCL）である。　D－LH2もクマル酸も芳香環

を有しており、これらを基質とする酵素が近い関係にあることは興味深い。また、

機能未知ではあるがルシフェラーゼと相同性のある蛋白質がホタルと同じ昆虫であ

るショウジョウバエ（DTosoρhila　mθlanogaster）やハマダラカ（Anophθ1θs　gambiae）

から見つかっている。これらは他の生物のどの酵素よりもホタルLUCの近くに位置

している。近年、ショウジョウバエのこの遺伝子産物に関して機能解析が行われ、

発光活性が無いかわりに長鎖脂肪酸CoA一リガーゼ活性があることが報告された（Oba

2005）。この遺伝子は発光甲虫ルシフェラー一一ゼの進化的起源を知る上で重要な手掛か

りになることが期待されている。

　図3－3の系統樹の中で、LUCによって形成される枝には他の生物に由来する蛋

白質遺伝子は含まれていない。同様に4一クマル酸一CoAリガーゼの枝は植物以外の生

物は含まれていない。実際にGenBankデータベース内で、図3－3のLUCあるいは

4一クマル酸一CoAリガv…一ゼの枝に入る酵素は昆虫、植物以外からは見つからなかった。

このことはこの二つの酵素群がそれぞれ昆虫、植物だけで進化した特異的な酵素で

あることを意味している。

　アデニル化酵素の中で、各種アシルーCoAリガーゼが系統樹の中心近くから広がっ

ている事がわかる。これに対しNRPSあるいはLUCは比較的まとまったグル・・…一・プを形

成している。この結果からアデニル化酵素の起源酵素がアシルーCoAリガーゼであっ

たと解釈できる。
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C’－domain

　　　　　　　　　　HO　OH

　　　　　　　ATP

Hlt－／X№yNH×／NxsH

　　　　　　　　　　　♀°H
　　　　Coenzyme　A　　　　PO20’

図3－5、ルシフエラーゼの活性中心の模式図
N，ドメイン中央部の疎水的な穴にLH2や脂肪酸が収まり、His残基の正

電荷によりカルボキシル基がC’ドメイン側に向いて固定される。両ドメイ

ンの間隙部分にチロシン残基があり、これらがATPあるいはCoAのアデ

ニン部分を認識している考えられている。固定されたATPのリン酸基、

そしてCoAのチオール基が、　N’ドメインに固定されたカルボキシル基近く

に集まるような配置を取ると考えられている。
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　図3－5にCoAリガーゼの活性中心の模式図を示す。　N’ドメインの疎水的な穴に

脂肪酸あるいはLH2が収まる。　N’ドメインのヒスチジン残基の正電荷の作用でカル

ボキシル基はC’ドメイン側を向いて固定される。更にATPとCoAがN’ドメインと

C’ドメインの間隙に固定される。このときATPとCoAのアデニン部分をチロシン残

基が認識していると考えられている（Steghens　1998，　Branchini　1998）。反応する

ATPのリン酸基およびCoAのチオール基が中央に向いて互いに近づき、反応が起こ

ると考えられる。ATPとCoAは互いにアデノシン構造を有している。　Silleroらは

LUCによってAPTとAMPがリン酸結合を介して二量化した化合物（AppppA）が合成

されることを報告しているが（Sillero　2000）、これはCoAが結合する場所にATPあ

るいはAMPが結合することで起こる副反応であると考えられる。

　アシルーCoAリガーゼは脂質代謝に関与する酵素であり、細胞のエネルギー代謝に

重要な役割を担っている。実際に微生物も動植物もこの酵素群を持っている。これ

に対しNRPSは微生物の生理活性ペプチドという二次代謝産物の生合成酵素であり、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」
全ての生物の生命活動の根源に関わる酵素とは言えない。同様にLUCや4一クマル酸

一CoAリガーゼも全ての生物に必須の酵素ではない。またLUCにCoAリガーゼ活性が

あることは3．1でも述べたとおりである。

　以上のことから、LUCを含むアデニル化酵素の共通の進化的起源は何らかのCoA

リガー・…一・ゼであったと考えられる。

3．3．2D体およびL体ルシフェリンの反応特性

　L－LH2がATPとMg2＋、およびCoAの存在下、どのような反応生成物が生じるかを

MALD　I－TOF－MSで解析した（図3－6）。　L－LH2を基質した場合（図3－6a）、未反応

のCoA（［M－H］一＝766．12）とL－LH，－CoA　（［M－－H］　一＝1028．10）に由来すると思われる強

いシグナルが認められた。このことから、L－－LH，はCoAリガーゼとしてのLUCの基質
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になることが示された。

a）

6°°°
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図3－6、L一ルシフェリンのCoA化反応
（a）レLH2をLUCの存在下、ATP、　Mg2＋、　CoAと反応させ、　MALDI－TOF－MSで解析し

た。未反応のCoA（【M－H］一＝766．12）とL－LH2－CoA（［M－H】一＝iO28．10）のピークが認めら

れる。（b）同様にD－LH2を反応させ、　MALDI－TOF－MSで解析した。未反応のCoA（［M－

H］‘＝766，12）とDehydrolucife【yトCoA（［M　・・H］“＝　1　026．09）のピークが認められる。しか

しシグナルは弱い。（c）反応条件。

　これに対してD－LI－1。を基質とした場合（図3－6b）、未反応のCoA（［M－H］一＝766．12）

とデヒドロルシフェリルーCoA　（［M－H］一＝1026．09）のピークが認められた。デヒドロ

ルシフェリルーCoAのピークは極めて弱く、主生成物とは言いにくい。このものが生

成した反応機構は明らかではないが、デヒドロルシフェリンが発光反応の副生成物

であることが知られていることから、発光反応の副生成物として生じたデヒドロル

シフェリンがCoA化の基質になって生じた可能性が考えられる。

　図3－7はCoA化の反応条件におけるD－LH2及びL－LH2の量をHPLCで追跡したもの
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である。L－LH2が2分で初濃度の半分にまで減っているのに対し、　D－LH2の量はほとん

ど変化しない。このことから、L－LH2がCoA化する反応速度が非常に速く、D－－LH，が発

光する反応速度が非常に遅いと言える。また図3－6bで検出されたデヒドロCoA

は主生成物ではなく、微量な副生成物であると考えられる。
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1mM　DorL－LH2　　　1001・tl

ATP－Mg（12mM132mM）73μ1

0　　60　120180240300360420480540

　　　　1ncubation　time（min）　　・

図3－7、CoA化反応におけるルシフェリン量の変化
a）L－LH2のCoA化反応前後のクロマトグラム。0．1　mMの基質をLUC存在下、ATP、

Mg2＋、　CoAと反応させたときの基質量変化をHPCLで分析した。　b）D－LH2とレLH2量

の経時変化。L－LH2は急速に減っているのに対し、　D－LH2はほとんど変化が無いこと

がわかる。L－LH2のCoA化の反応速度が極めて速いことを意味している。
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　表3－2に基質量の半減期が約2分になるときの反応液組成を示す。両者は反応

に関与する基質数や反応機構が異なるため、反応速度の直接的な比較はできないが・

同じ半減期となる反応条件にするためには、D－LH2の初濃度をL－LH、より105倍希釈し、

酵素濃度もL－LH、の場合の25倍濃い条件にする必要がある。トータルで約2・5×106

倍、L－LH、のCoA化反応の方がD－LH2の発光反応より速い。

　図3－8にD－LH、とL－LH2の反応特性の違いをまとめる。極めて構造が良く似たデ

ヒドロルシフェリンの反応特性についても参考のために示した。D－LH、はCoAと反応

せず、その代わり4’位のプロトンが脱離してアニオン化し、酸素分子と反応して発

光する（図1－3参照）。これに対しL－LH、は発光反応の基質にはならずにCoA化さ

れる。D－LH、の発光反応では4’位がアニオン化するときに不斉は消失する。このこと

はL－LH、の4’位のプロトンが脱離していないことを示唆している。デヒドロルシフ

ェリンは4’位にプロトンを持たないためCoA化しかありえないが、L－LH2が脱プロト

ン化しないことは興味深い。恐らくLUCがそれぞれの光学異性体を厳密に認識して

脱プロトン化とCoA化に反応を振り分けているのであろう。

表3－2、D一およびL一ルシフェリンの反応速度の違い

　D－LH2の発光反応とL⊥H2のCoA化反応における基質の半減
期（τ）、基質の初濃度、LUC濃度を示す。（O．1　M　Tris－HCl

pH8．0，8mM　MgSO4，3mMATP）

D－LH2 L－LH2 Ratio

　τ（min）

　LH2（M）
LUC（mg／m1）

　2　　　　　2
5×10’9　　5x10－4
5x10－2　　2×10’3

1

105

25

Total　　2．5×106
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　これまでに、D－LH2が無酸素状態でCoA化されてD－LH2－CoAが生成すること（Fraga

2004）、またL－LH2がCoAの無い条件下で発光すること（Lembert　1996）が報告され

ている。しかしこれらの報告での反応速度は非常に遅いため、酵素反応による生成

物ではなく、ラセミ化の結果として生じた分子が反応している可能性がある。実際、

in　vitroでの発光反応溶液のpHは7．6～8．0であり、この条件では僅かではあるが

ラセミ化が進行する（図2－12）。

D－Luciferi　n

山ciferin　　　PPi　　メ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　　　　　　　　　　　　　　　　　エ　Ojへ
　　　　　　　　　　　　　　ATP’　　　　　　1　　　　　　　　　　／

Dehydroluciferin

HO

¢（》ペケ

PPi

　　　ATP，
COOH　　Mg2’，

　　　しuc『”iiiiiiiilfi’ir

　　　　　PPi

AMP

O－AMP
l

CO
　　　CoA

　　AMP

　　　工“A

図3－8、ルシフェラーゼの基質特性
　D－LH2、　L－LH2、　Dehydroluciferinの反応性の比較。　ATP、　Mg2＋、　CoA

の存在下ルシフェラーゼにより、いずれの化合物もアデニル化される。

その後D－LH2以外はCoA化される。これに対しD－LH2はCoA化されずに

酸化してジオキセタノン中間体を経てオキシルシフェリンとなる。
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　天然の酵素が基質分子の光学異性体を識別することは一般的なことである。しか

し、酵素が2種類以上の異なる化学反応を触媒することができて、更にその異なる

反応の基質が光学異性体同士であるということは珍しい現象であり、非常に興味深

い。二つの光学異性体の両方を認識する酵素としては、アミノ酸のラセマーゼなど

が知られている（Fujii　2002）。しかしながらラセマーゼの場合は光学異性体の両方

を同じ反応機構で異性化する。これに対しホタルLUCの場合は、アデニル化までは

同じであるが、その後は全く異なる反応にそれぞれの光学異性体を供する・

　3．3．1で述べたように、LUCの起源はCoAリガー一ゼと考えられる。また、　L－LH，－CoA

リガーゼ活性の反応速度が発光反応速度よりも明らかに速い。これらのことから・

本章で明らかにしたLUCのL－LH2－CoAリガーゼ活性はむしろLUCの持つ本来の機能で

ある可能性が考えられる。またLUCは脂肪酸アシルーCoAリガーゼ活性を持つことも

知られている（Oba　2003）。　D－LH2はCoA化の基質とならないため、酵素のアクティ

ブサイトを塞いでL－LH2－CoAリガーゼ反応を阻害した（IC5。＝135μM）。このことから、

本来であればD－LH、は除去されるべき不要物ではないかと想像される。ホタル発光反

応の起源は、まだCoAリガーゼであったLUCがD－LH、にCoAリガーゼ活｝生を阻害され、

これを除去するために行った酸化反応なのかも知れない。これは今後の研究課題で

ある。
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第4章　ホタルルシフェリンの酵素的立体異性化反応

4．1研究背景

　　第2章においてのD－LH2の生合成径路としてL－LH2がD－－LH，に異性化されることを

　示し、またCoAが必須要素であることを示した。更に第3章においてLUCがL－LH2

　　を効率的にCoA化し、　LH2－CoAに変換することを示した。以上のことから考えら得る

　D－LH2生合成径路を図4－1に示す。ここでL－LH2のCoA化は第3章の結果からLUC

　が担っていると考えられる。

　　LUCによるCoA一リガーゼ反応で生じたL－LH2－CoAは自動的にラセミ化し、D－LH，－CoA

　　との混合物になる。ここでD－LH，－CoAのチオエステルを加水分解することで最終目的

　物であるD－LH2が得られる。

　　生物は一般的に脂質の代謝・生合成に必要な酵素としてAcety1－CoA　hydrolase（EC

　3．1．2．1）、Succiny1－CoA　hydrolase（EC　3．1．2．3）、Acy1－CoA　hydrolase（EC　3．1．2．20）

　　など多くのCoAチオエステル加水分解酵素（EC　3．1．2）を有している。ホタル体内に

　おいてもこれらの酵素に関係する何らかの酵素がD－LH，生合成に関与しているもの

　　と思われる。

　　そこで本章では、基質選択性が低いエステル加水分解酵素として有機合成化学に

　おいて広く用いられている豚肝臓エステラー…一…ゼ（PLE）を用いてD－LH2合成を再現でき

　　るか検証した。L－－LH，をD－LH2に異性化する生合成反応について検証した。またその

　応用の可能性を確かめた。
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（Lu　ci　fe　rase）　　　　　　　coenzyme　A
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O
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D－LH2－CoA

◎恒γ汀C°°H

図4－1、想定されるD一ルシフェリンの生合成経路

天然型L－cysからまず最初にL－LH2ができる。次にcoAおよびATP－Mg存在

下、恐らくルシフェラーゼによりCoA化されてL－LH2－CoAとなる。CoA化され

たLH2は容易にエノール化するため、平衡が移動してD－LH2－CoAができる。

チオエステル結合を何らかの酵素が加水分することによりD－LH2が生成する。
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4．2実験方法

　4．2．1ルシフェリン生合成反応解析

　　　D－LH2、　L－LH2およびCHBTの調製方法は第2章（2．2．2）に従った。反応に使用する

　　酵素、試薬は3．2．2と同様のものを使用した。豚肝臓エステラ・…m－・ゼはシグマ社のも

　　のを使用した。LUCと豚肝臓エステラー一ゼはGlycero1を10％含む0．1MTris－HC1［pH

　　8．0］に溶かして1mg／m1とし、－30℃で保存した。　ATPとMgSO4は0．1・M・Tris－－HCI［pH

　　8．0］に溶かしてATP－M　g溶液とした。　CoAは蒸留水に溶解した。反応は全てATP－Mg

　　：溶液を添加することで開始させ、室温で行った。

　　　反応生成物の分析はHPLCによって行った。分析方法は第2章（2．2．3）に従った。

百
§2×1°8

‖1．10・

皇

！と8x107
量

±6×107

至4・1・・

量2・1・7

　　0

L－LH2

D－LH2

Control　D－LH2

（Without　Esterase）

10mM　CoA－SH　　　　　　　20μ1
0．1mg／ml　LUC　　　　　　　　　2μ1

1mM　L－LH2　in　Tris（pH　8．0）100μ1

1unitllA，l　Esterase　　　　　　　　　51．tl

ATP－Mg（12mM132　mM）　　73　pl

　0　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　120

　　　　　　　　1ncubation　time（min）

図4－2、エステラーゼによるルシフェリルーCoA加水分解
L－LH2をATP、　Mg2＋、　CoA及び豚辟臓エステラーゼの存在下反応させた。

L－LH2はCoA化により減少し、　LH2－CoAの加水分解によりD－LH2が生じた。

エステラーゼが無いとD－LH2は生じなかった。
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4．3結果および考察

　4．3．1生合成径路におけるルシフェラーゼの役割

　　酵素的にチオエステルを加水分解することで、LUC、　ATP、　Mg2＋、　CoAの存在下・L－LH2

　　をD－LH、に異性化できるか実験を行った。酵素としては、基質選択性が低い豚肝臓エ

　　ステラーゼを用いた。その結果このエステラーゼの作用によりD－LH、が生成すること

　　が確かめられた（図4－2）。反応後のD－LH、の比率は全LH2の約75％であった。この

　　結果から、少なくともin　vitroにおいてL－LH、はLUCとエステラーゼの働きにより

　　異性化されてD－LH2に変換できると考えられる。

　　　しかしながら豚肝臓エステラーゼを用いた実験ではD－LH2生成量は少なく、反応収

　　率は15％であった。これに対し、天然のホタル抽出蛋白質を用いた場合、ほぼ定量

　　的に異性化が起きた（図2－17）。このことからホタルはLH，－CoAを効率良く加水

　　分解する酵素を保持していると考えられる。

　　　ラセミ化しやすいLH2－CoAから選択的にD－LH、を得るためには、　D－LH2－CoAを選択

　　的に加水分解する必要がある。しかしながらホタル体内でLH，－CoAの加水分解を行

　　う酵素の立体選択性については明らかではない。今後、ホタルからLH2－CoA加水分

　　解酵素を精製し、その酵素活性を解析する必要がある。

　　　豚肝臓エステラーゼは基質選択性が低いので、D－LH，－CoAだけではなくL－LH2－CoA

　　も加水分解されていると考えられる。しかしこのようにしてL－LH2が生成したとして

　　も、このものは再びCoA化反応の基質となる。これに対しD－LH、はCoA化の基質には

　　ならない（図3－7b）。またLUCによって発光する反応速度はL－LH、のCoA化の106

　　倍遅い（表3－2）。そのためL－LH、のみが消費され、結果的にD－LH2が蓄精される・

　　このことからD－LH、生合成には必ずしもD－LH2－CoA選択的な加水分解酵素は必要では

　　ない。

　　　以上のようにD－LH、がLUCとエステラーゼによって合成できることから・in　vivo

　　でのD－LH2生合成においても、　LUCと何らかのエステラ・・・・…ゼ（おそらく何らかのCoA
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チオエステラ…一一・一ゼ）がその役割を担っているものと考えられる。

4．3．2生合成径路を利用した発光反応溶液システム

　4．3．1において、LUC、　ATP、　Mg2＋、　CoA、豚肝臓エステラーゼの存在下、　L－一・LH，がD－－LH，

に異性化されることを示した。D－LH2はLUC、　ATP、　Mg2＋により発光するので、この反

応溶液はそのままで発光する。その発光量はLUC量に比例した（図4－3）。これは

D－LH2を直接使用しない新しいLUC定量用の発光反応溶液システムと言える。

　本研究で見出した生合成径路は、L－Cysの定量試薬としての応用も期待できる。す

なわち、L－－LH，はCHBTとL－Cysから非酵素的にバッファー・一中で生成するのでL－LH，を

CHBTとL－Cysに置き換えることで同様の発光系を構築できる（図4－－4a）。

　　図4－4bにL－Cysの濃度と発光量の相関を実験した結果を示す。　L－Cys濃度が

o．01　mMまでにおいて、　L－Cys濃度と発光量に良い相関が見られたがデータのばらつ

きが大きかった。また、L－Cys濃度0．1Mにおいて急激な発光の減少が見られた。こ

れは高濃度L－CysによるL－L反応の阻害によるものと思われる（第5章参照）。

1x107　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10mM　CoA－SH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．1mg／ml　LUC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　Tris　buffer（pH　8．0）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　total
1×104
　　　0　　　　　　　2　　　　　　　4　　　　　　　6

　　　　　　　　　　LUC（㎏

図4－3、ルシフェラーゼとエステラーゼによるL一ルシフェリン発光活性

20μ1

0－50μ1

10μ1

　5μ1

80μl

　e
200μ1

L－LH2を出発物質としてATP、Mg2“、　CoA及び豚肝臓エステラーゼの存在下、

発光活性を測定した。ATP－Mg添加により反応を開始し、50秒間の発光量を測
定した。LUCの量と発光量に良い相関が見られた（R2＝0．9985）。
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　定量試薬としての反応系としては今後の最適化が必要であると思われる。特にこ

こで用いた加水分解酵素は豚肝臓エステラーゼであるが、ホタルに存在すると考え

られるLH2－CoAに特異性の高い加水分解酵素を使用すればダイナミックレンジを改

善できると思われる。

　本節で検討したCysの検出試薬は生体内物質であるCysの内在量測定に応用がみ

こまれるので、特許申請を行った。

a》

HXX＞CN　一．L：1Ci）CYS

CHBT

　ATP，
　Mg2＋，

叢「ase，

H．」C〔叉SS〕’“NC°°H

　　　　いLH2

　　　　　　　　　　　　ATP，
H。／i（）〔汕c°°H工h．

　　　　D・LH2

b）　　2．5x107

言

8

2．0×107

1．5×107

1．0×1　07

5．0×106

　　も　も　も　も　る
゜　㌃　妄　Y　㌃　㌃
　　三　三　9　竺　竺

　　　L－Cysteine（M）　　／

1；10mM　CHBT　　　　　　10μ1
2；Cysteine　　　　　　　　　　　10μ1

3；10mM　CoA－SH　　　　　　10i．Ll

　O．1mg／ml　LUC　　　　　　l　O　pl

　O．1unit1トしl　PLE　　　　　　　10ト↓l

　ATP－Mg（6　mM116mM）
　　in　Tris　buffer（pH　8．0）　50μ1

図4－4、D一ルシフェリン生合成を模したシステイン検出試薬

（a）CHBTを出発物質とした発光反応系。　CHBTはL－CYsによりL－LH2となり、

ATP、　Mg2＋、　coA及び豚肝臓エステラーゼの存在下、発光する。（b）L－cys

の量と発光量の相関。（平均値±標準偏差）
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4．3．32一アリー一ルプロピオン酸系抗炎症薬のキラル異性化

　　図4・一一　1に示したようなCoA化によるキラル異性化と同様の反応が、2一アリール

プロピオン酸系抗炎症薬イブプロフェンの薬理代謝でも知られている（Reiche1

1997）。イブプロフェンは大衆薬（エスエス製薬「エスタックイブ」rEVE　A錠」、

大正製薬「ナロンエース」など）として市販されており、われわれに身近な頭痛薬、

解熱剤である。その抗炎症薬としての薬理作用はCOX（プロスタグランジン生合成

のシクロキシゲナーゼ）阻害であるが、この阻害活性を持つのは片方の光学異性体

　（5）一イブプロフェンのみである。これに対して光学異性体の（R）一イブプロフェンに

は阻害活性は無い。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hydolase
　　　　　　　　　　AcyトC。A　　　　／

　　　　　　　　　　s竺eWC　C・AYX（＞vc・・H

　　　　　6，，＝瓢　　　6，，

（R）”1　bupr°fen

COOH

　　　　CH3

（S）－Ibuprofen

CO－S－CoA

CH3
　　　　＼

　Hydolase

Y℃しc・・H
　　　　　6，、

　（R）－1　buprofen

COOH

　　　　CH3

（S）－lbuprofen

図4－5、2一アーリルプロピオン酸系抗炎症薬イブプロフェンの立体異性化代謝経路

加水分解反応には基質の立体選択性がないため、S体とR体のイブプロフェンが生

成する。しかしCoA化はR体特異的なので、　S体が結果的に蓄積される。
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　しかし（R）一イブプロフェンはアシルCoAリガー・…一一ゼにより選択的にCoA化される（図

4－5）。エピメラーゼの作用によりCoA化されたイブプロフェンはラセミ化する。

ここでチオエステル加水分解酵素が働くことでラセミ体のイブプロフェンが生成す

る。R体は再び同じ反応によってラセミ化する。しかしCoA化酵素の基質立体選択

性が高いためにS体はCoA化されない。そのため結果的に薬理活性のあるS体が蓄

積される。

　このように、（R）一イブプロフェンは細胞内で代謝されてCOX阻害活性のある（5）一

イブプロフェンに変換されるので、S体のみに活性があるにも関わらずラセミ体の

まま大衆薬として市販されている。

　図3－8および図4－5で示したように、CoA化反応の基質立体選択性が高いと

いう点では、ホタルのLH2とイブプロフェンは同じと言える。

　CoA化の後、イブプロフェンの場合はラセミ化にエピメラーゼが必要である。こ

れに対しホタルの場合はα位の炭素（4’位）がチアゾリン環に位置しているために

酸性度が高くエノール化しやすい。そのためエピメラv・一一ゼが無くても自動的にラセ

ミ化する。

　ラセミ化に続くチオエステル加水分解酵素は、イブプロフェンの場合は基質の立

体選択性が無い。そのため、活性型の（5）一イブプロフェンのみが生成するわけでは

ないが、最終的にはS体のみが蓄積される。ホタルの生合成においては現在のとこ

ろ酵素が同定されておらず反応特性が解明されていないので、チオエステル加水分

解反応の基質特異性は明らかではない。しかし仮に特異性が無かったとしても・イ

ブプロフェンの場合と同様の機構で最終的にはD－LH、が蓄積されると考えられる・
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第5章　ホタルルシフェラーゼ酵素活性に対する生体物質の作用

5．1研究背景

　　　第2章において、ホタルD－LH2がL－Cysより生合成されることを示した。また第3

　　章において、LUCの多機能性について議論し、第4章においてLUCがD－LH，生合成に

　　関与していることが示唆される結果が得られた。
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図5－1、ホタル発光反応に影響を及ぼす化合物
発光反応促進作用を示すDTTとCoA、および阻害作用を示

すステアリン酸、L－LH2とデヒドロルシフェリン
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　LUCは古くから反応性が複雑で、種々の化合物（図5－1）の影響を受けること

が知られている（DeLuca　1976）。これはLUCの複雑な反応機構（図3－8）と深く

関わっているが、実験デー・・・・・…タとしては未だ充分とは言えない。

　LUCの酵素学的な反応特性を詳しく調べることは、　D－LH2生合成に対するLUCの関

与についての情報を与えるだけでなく、その複雑な反応機構をより深く理解する助

けになる。そこで本章ではLUCの酵素反応メカニズム、特に生体内還元性化合物の

酵素活性に対する影響を調べることとした。

　L－L反応は各種脂肪酸（Ueda　1998）あるいはルシフェリンアナログ（Denburg　1969）

によって阻害される（図5－1）。これらの阻害作用は競争的であり、界面活性剤な

どによるアロステリックな活性消失ではない。これらの物質は細胞内に存在するも

のであり、ホタルの発光細胞内で何らかの影響があると考えられる。ルシフェリン

アナログとしては、第2章で示したようにD－LH2がラセミ化して生じるL－LH2

（Lembert　1996）、あるいは：溶液中で酸化して生じるデヒドロルシフェリン（Denburg

1969）が強い阻害作用を持つ。このことは発光反応に必須のD－LH2は常に強い阻害剤

に少しずつ変化してしまうということを意味している。

　これらの阻害物質はいずれもCoAリガーゼとしてのLUCの基質となるため、　CoA

の非存在下では反応が進行せずにLUCのアクティブサイトを塞いで発光反応を阻害

するが、CoA存在下ではCoAと反応することにより酵素から離れ、発光基質である

D－LH2がアクティブサイトに入れるようになる。このためin　vitroでの反応系に加

える試薬としてのD－LH2には必ず混入するこれらの阻害物質による発光反応阻害は、

CoAによって解除される。このことから、　CoAは発光促進作用がある物質として知ら

れてきた（Sillero　2000）。

　この他にもdithiothreito1（DTT）に発光促進作用があることが知られている。　DTT

による発光促進作用はその還元能にあるとされ、ジエチルジチオカルバミン酸など

の還元剤にも同様に促進作用が報告されている（Ryufuku　2002）。しかしながらその
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発光促進メカニズムは明らかにされていない。また、DTTは人工的な化学合成物質

であり、生体内でどのような還元剤が発光促進に寄与しているのか（あるいは寄与

している化合物が存在しないのか）明らかにはなっていない。

　DTTの還元能はチオール基に起因する。生体物質でチオール基を持つ分子として

はシステイン、システアミン、ホモシステイン、グルタチオン（GSH）などがある。

また生体内で最も強い還元剤としてはジヒドロリポ酸（図5－2）が知られている。

ジヒドロリポ酸の酸化型化合物であるリボ酸は強力なフリーラジカルスカベンジャ

ー（Moini　2002）であり、いくつかの酸化還元酵素の反応中心因子として知られてい

る（Fujiwara　2001）。更に、ジヒドロリポ酸がDTTのmembrane－associated

prostaglandin　E　synthase－2活性促進作用を代替することが知られている（Watanabe

2003）。

　以上のことからチオール基を有する生体物質をはじめこれと構造的に相関のある

物質を中心に、L－L反応に対する作用を解析することとした。

　更に研究を進める中で興味深いことに、リボ酸（図5－2）がLUCによる発光反

応のみならず、L－LH，－CoAチオエステラーゼ活性を阻害することを見出した。そこで

リボ酸を用いてD－LH2生合成におけるLUCのL－LH，－CoAチオエステラーゼ活性の関与

を評価した。
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5．2実験方法

　5．2．1試薬

　　LUCはシグマ社の北米産ホタル（Photinus　pyraZis）HPLC精製、再結晶グレード

　　を用いた。D－LH2、　DTT、アスコルビン酸、システアミン、デオキシコール酸、ピフィ

　　スリンα、リボ酸、ジヒドロリポ酸、ミリスチン酸、ステアリン酸はシグマ社、ATP、

　CoA、　L一システイン、その他必要な試薬は和光純薬あるいはナカライテスクのものを

　使用した。一酸化窒素（NO）発生剤は同仁化学のNOR　1（Kato　1996）を使用した。

　　LUCは10％グリセロール含有0．1MTris－HC1［pH　8．0］に溶解し、1．0μg／m1の保

　存溶液として一30℃で保存した。NOR　1はDMSOに溶解し、10・mMの凍結保存溶液とし

　　た。その他の化合物は蒸留水に溶解し凍結保存した。

5．2．2発光反応測定実験

　発光量はアトー社製ルミノメ・一ター－AB－2200を用いて20秒間の積算値を測定した。

50μ1の反応溶液（40μMD－LH2、0．1ng／μl　LUC、0．1MTris－HC1［pH　8．0］）を装

置内部の反応チューブに入れ、自動注入装置により50μ1の反応開始剤　（4緬ATP、

8mM　Mgso4、　o．1MTris－Hc1［pH　8．　o］）を加えて発光量を測定した。測定はそれぞ

れ2回ずつ行った。

5．2．3酵素カイネティクス解析

　2－20μMD－LH2、リボ酸（0－0．01μM）、　LUC（0．1ng／μ1）、0．1　M　Tris－HCI［pH　8．0］

から成る50μ1の反応液を3．2．2と同様に反応させて発光量を測定した。K，i直は通

常のLineweaver－Burkプロットから計算した。ここでV。値は測定した発光量とし

た。3回の測定の平均値をプロットし、最小二乗法による近似直線を作成した。
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0．1ng／pl　LUC、0．1　M　Tris－HCI【pH　8．0］）
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5．3　結果及び考察

　5．3．1構造活性相関

　　DTTによるmembrane－associated　prostagrandin　E　synthase－2の活性促進作用を

　　ジヒドロリポ酸が低濃度で代替したことから（Watanabe　2003）、当初はジヒドロリ

　　ポ酸がL－L反応をDTTよりも強力に促進するものと予想した。しかし実際は強い阻

　　害作用を示した。

　　　DTTによるホタル発光反応の促進がチオール基による還元能であると考えられる

　　ことから、CysあるいはGSHなどのチオール分子の作用を調べた。更にその構造活

　　性相関を調べるために、セリン、メチオニン、システアミンなどの類延体の作用も

　　調べた。図5－2は種々の化合物のL－L反応に対する影響をまとめたものである。

　　　当初の予想に反し、還元能を有するチオール基が必ずしも反応促進的に働かない

　　ことが明らかになった。むしろ、チオール基をはじめとして硫黄原子を有する多く

　　の化合物がL－L反応を阻害した。また、阻害剤として働いたチオール化合物のジス

　　ルフィドニ量体が同じように阻害活性を示した。

　　　全般的な特徴は、硫黄原子とカルボキシル基の両方を持つ分子が阻害能を持つと

　　いうことである。カルボキシル基を持たないチオールであるシステアミンはDTTと

　　ほぼ同じ濃度での促進作用を示した。これに対しチオールを持たない化合物のほと

　　んどが促進も阻害もしなかった。これらの化合物は最終濃度が50rriMでも発光反応

　　を促進も阻害もしなかった。

　　　発光基質であるD－LH、は、阻害的に働いた化合物と同じように硫黄原子とカルボキ

　　シル基を持つ。このことは、これらの化合物が拮抗的に阻害していることを示唆し

　　ている。実際にアナログ分子の多くが発光反応を阻害する。例えばデヒドロルシフ

　　ェリンは強い阻害剤（Ki＝O．1μM）である（Denburg　1969）。

　　　しかしながら硫黄原子とカルボキシル基が絶対条件ではない。例えば長鎖脂肪酸

　　には硫黄原子は無く、ピフィスリンαにはカルボキシル基は無い。ピフィスリンα
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はp53の特異的阻害剤として知られる薬剤である。長鎖脂肪酸（Ueda　1998）もピフ

ィスリンα（Rocha　2003）もホタル発光反応を強力に阻害する。このことから発光反

応に対する阻害には何らかの構造的特徴が重要であると考えられる。

　次にいくつかの化合物に関してその濃度活性相関を調べた（図5－3）。その結果、

どの化合物よりもリボ酸の阻害能が強かった。そのIC5。は0．04μMであり、これは

これまで報告されたどの化合物よりも強い阻害活性である。

　リボ酸にはラジカル消去能があり、両親媒性で界面活性能がある。阻害活性はこ

れらの性質に起因する可能性が考えられたが、ラジカル消去能を持つアスコルビン

酸（IC5。＝20μM）、あるいはこれまで報告された中で最も強いL－L反応阻害作用を持

つ界面活性剤デオキシコー・…ル酸（IC5。＝20醐）に比べても、リボ酸ははるかに強い阻

害活性を示した（図5－3）。このことからリボ酸の阻害能には高い特異性があると

考えられる。

　また、リボ酸の還元型物質であるジヒドロリポ酸の阻害能はリボ酸の約100分の

1であった。ジヒドロリポ酸は酸化されてリボ酸に変換されやすい（Moini　2002）

ため、ジヒドロリポ酸の単独での阻害作用をリボ酸の強い阻害作用と区別すること

は困難であった。
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5．3．2　リボ酸の阻害作用

　　リボ酸の阻害作用を酵素反応速度論的に解析するためにLineweaver－Burkプロッ

　トを作成した（図5－4）。その結果グラフが縦軸付近で交差したことからリボ酸に

　よる阻害作用が拮抗的であることが示された。また万値は0．0285μMであった。こ

れは図5－3におけるIC5。値（0．04μM）に近く、矛盾のない結果である。またこれ

　までにノσ値が報告されているミリスチン酸（Ki＝O．68μM）あるいはデヒドロルシフ

　ェリン（Ki＝0，1μM）よりも強い阻害剤であることが酵素反応速度論的に確かめられ

　たと言える。更にこのときのD－LH2の倫値（4．55μM）よりもリボ酸の苗値は小さ

　く、リボ酸がLUCに対して強い親和性を有していると言える。

　　このようにリボ酸はLUCの活性中心に強い親和性を有する発光反応阻害剤である

　ことが明らかになった。リボ酸は生命にとって重要な生体物質であり、ホタルの発

　光細胞内にも存在することが予想される。このことからリボ酸がホタル発光反応に

　対して何らかの機能を有していることが予想される。
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図5－4、Lineweaver－Burk　Prot
縦軸近くで交わっているので、リボ酸による阻害は拮抗的であると言え

る。このグラフよりKm（luciferin）＝4．55（μM）、κi＝0・0285（μM）であった。
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5．3．3一酸化窒素および補酵素Aの作用

　　リボ酸は1ipoate－activating　enzymes（LAE）の基質となってアデニル化されるこ

　とが知られている（Fujiwara　2001）。またLAEはLUCと相同性がある。またリボ酸

はカルボキシル基があり、疎水部分を持つ両親媒性分子である。このことはリボ酸

が、脂肪酸やデヒドロルシフェリンあるいはL－LH2と同様にLUCによってCoA化され

る可能性を示唆している。

　　a》≧　　　　　　　　　　　　　　　b》

　　　　竃佃　　　C。A．SH

　　　　i臼⌒ご↓　　↓Lip・icacid　．　c。A．SH

　　　　§。。　　　　　　　　　　　↓
　　　　0ζ　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　60　　　　　　　80　　　　　　　　　0　　　　　　　　20　　　　　　　40　　　　　　　60

　　　　　　　　　　　　　sec　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sec

　　　　図5－5、CoAによる発光反応阻害の解除
　　　　　阻害剤、促進剤の添加による効果を、発光量の変化により記録した。（a）ミリ

　　　　スチン酸添加による発光阻害がCoAにより解除された。（b）リボ酸添加による発

　　　　光阻害はCoAで解除されなかった。阻害剤であるリボ酸とミリスチン酸の終濃度

　　　　はそれぞれ2．5μMと5μM。CoAの終濃度は0．5　mM。

　　リボ酸がCoAリガーゼとしてのLUCの基質になるのであれば、　CoAによって発光

阻害が解除されるはずである。例えばミリスチン酸による阻害はCoAによって解除

　される（図5－－5a）。これに対しリボ酸による阻害はCoAを添加しても解除されな

　かった（図5－5b）。

　　この結果は他の阻害剤を抑制するCoAの存在下においてもリボ酸が効率良くLUC

の活性を阻害できることを意味している。これはホタルの発光制御にリボ酸が関与

　している可能性を示唆する結果である。

　　ホタルの発光反応制御はこれまでにNOの関与が指摘されてきた。　NOガスの作用

によりホタルが強く発光することが確かめられている（Tri㎜er2001）。これはNOが

神経伝達物質として働くからであると説明されている。しかしながらNOがL－L反応

に対して直接的にどのような作用を持つかは明らかではない。そこでNO発生剤とし
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てNOR　1を図5－－5と同様に添加してその作用特性を調べた（図5－6）。　CoAの非

存在下では、NOによって発光が促進されるが、リボ酸により発光が阻害された（図

5－6a）。　CoAが存在する場合は、リボ酸による発光阻害をNOが更に強める結果

となった（図5－6b）。　NOの効果がCoAおよびリボ酸が存在する場合とは全く逆

である。興味深いことにNOと同様のレスポンスがDTTにも見られた。しかしながら

DTTの終濃度（15　iriM）に対してNOR1の終濃度は0．5mMであった。　NOR1がNOを放

出する半減期は2．6分であるので（Kato　1996，　Ke　2001）、実際のNOの濃度はさら

に小さい。このことからNOの効果はDTTよりも明らかに強いと言える。
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非存在下、NOの添加により促進された発光はリボ酸の添加により抑制された。（b）

CoAが存在する場合リボ酸により発光が阻害されるが、　NOを加えると更に阻害が

強くなった。NOの効果はCoA、リボ酸が無い場合とは逆である。（c）（d）NOを加え

た時と同様のレスポンスがDTTにより見られた。リボ酸の終濃度は2．5μM、　CoAの

終濃度は0．5mM、　NOは発生試薬NOR1を0．5　mM、　DTTは終濃度15mM加えた。
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人工的な化合物であるDTTとNOが同様の作用を示すことは興味深い。しかしなが

らNOの作用メカニズムは明らかではなく、今後の課題である。

5．3．4　リボ酸によるルシフェリンキラル異性化阻害

　以上に示したようにリボ酸はLUCのD－LH2に対する拮抗阻害剤であり、またリボ酸

による発光阻害がCoAによって解除されないということが明らかになった。このこ

とはリボ酸がLUCの活性中心に対して非常に強い親和性を示し、　CoAリガーゼ活性

をも阻害する可能性を示唆している。そこでリボ酸によるCoAリガーゼ活性阻害能

を確かめた（図5－7）。

　10000

§8°°°

§6。。。

9
三4000

　2000

　0

Nir　L．LH2

Without　lipoic　acid

With　10　pM　lipoic　acid

1へ～、、＿mノ㌧，＿＿＿＿＿＿＿＿＿ハ＿

100mM　CoA－SH
lmglml　LUC

lmML－LH2
　in　Tris（pH　8．0）

ATP－Mg（12　mM132　mM）
　in　Tris（pH　8．0）

500mM　Lipoic　acid

　51．tI

　4μ1

100μ1

100μ1

　1pl

（5hreaction　at　room　temperature）

　　24681012141618
　　　　　　　　　Retention　time（min）

図5－－7、リボ酸によるCoAリガーゼ活性の阻害

リボ酸が無い場合はCoA化によってL－LH2が消失するが、リボ酸が存在すると反

応が阻害されてL－LH2は消失しない。

　第2章においてL－LH2がホタル抽出蛋白質によりD－－LH，にキラル異性化されること

を示したが、このキラル異性化反応にLUCが（L－LH，－CoAリガー一ゼとして）関与して

いるのであれば、キラル異性化反応はリボ酸で阻害されると考えられる。実際に試

してみたところ、リボ酸が約2・mMでキラル異性化反応を阻害していることが確かめ

られた（図2－14）。
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　以上の結果は、図4－1に示したLH2キラル異性化反応においてL－LH2をCoA化し

ているのはLUCであるという可能性の高さを示唆している。

　　P
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第6章結語

　　ホタル生物発光系は学術的に興味深いだけでなく、多方面で応用されており、産

　業上有用な生命現象である。しかしながら未だに科学的に解明されていない問題が

　残されている。本学位論文では特に発光基質ルシフェリン（D－LH2）の生合成径路と

　発光酵素ルシフェラ・・一・一・・ゼの反応特性に関して研究を行った。

　　第2章においてはD－LH2の生合成径路を解明すべく、ホタルのライフステージごと

　　にD－LH2とその光学異1生体L－LH，を定量的に分析した。更に生合成前駆体と考えられ

　　るシステインの光学純度を分析した。そしてホタル抽出蛋白質が光学異性体L－LH2

　　を効率良く発光基質D－LH，に異性化することを見出した。これにより、L－Cysを出発

　原料とし、L－LH2を中間体とする新しいD－LH2生合成径路を提唱した。　　　　’

　　第3章ではルシフェラー・・一一・・ゼの反応特性を解明するためにルシフェラーゼのCoA一リ

　ガーゼとしての活性に注目し、D－LH，とL－LH2に対する反応生成物解析を行った。そ

　の結果、光学異性体L－LH，をルシフェラーゼが効率良くCoA化し、ルシフェリルーCoA

　　とすることを見出した。この結果は、第2章で提唱したD－－LH，生合成径路に関して、

　L－LH2のキラル異性化反応にルシフェラーゼのL－LH，特異的CoA化活性が関与してい

　　るとことを示唆するものであった。

　　　この結果をふまえ第4章では、in・vitroの反応系で精製品のルシフェラーゼと加

　水分解酵素（具体的には豚肝臓エステラ・・一…ゼ）によってL－LH2が異性化しD－LH2が生

　成することを確認した。

　　　また第5章においては、生体物質がホタル発光反応に対して及ぼす影響を評価す

　　るために、還元性のチオール基を有する化合物の作用を調べた。還元性のチオール

　基を有するDTTは発光反応の促進作用を示すが、細胞内で還元剤として機能するリ

　　ボ酸一ジヒドロリポ酸が発光反応を強く阻害することが実験的に確認された。更に

　　リボ酸が、ルシフェラーゼのL－LH2特異的CoA化活性も阻害することを見出した。こ

　　の活性はD－LH2生合成に関与することが第3章、第4章で示唆されたが、実際にリボ
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酸がホタル抽出蛋白質のL－LH2キラル異性化活性を阻害することが確認できた。これ

は、発光酵素ルシフェラーゼが発光基質D－LH2の生合成にも関与していることを支持

する結果である。

　以上の結果は、ホタル生物発光における未解決の問題に関して新しい知見を与え

るものである。要約すれば、1）、生合成径路に関しては、ホタルを含む全ての発光

生物においてルシフェリン生合成のメカニズムを実験的に示すことができた。2）、

ルシフェリンの生合成中間体として、通常は非天然物質と考えられる光学異性体が

機能しているという興味深い結果が得られた。更に酵素ルシフェラーゼの多機能性

がルシフェリンの生合成に関与することを示唆する結果も得られた。これは生物発

光現象の枠を超えて、天然物化学的に興味深い結果である。3）、ルシフェリン生合

成径路を解明するために、本研究では主に生体物質の化学分析実験と酵素活性解析

実験を中心に行った。そしてホタルがライフステ…一・一・ジごとにダイナミックに発光基

質の生合成をコントロールしていることが明らかになり、生態学的な理解を深める

こともできた。生体物質を丹念に分析することは生合成研究のみならず生命現象全

般に渡って多くの面で理解を深めることに役立っと言える。

　今日のバイオサイエンスでは、ポストゲノム時代の技術と言われるプロテオーム、

トランスクリプトームから、更に生体低分子を網羅的に分析するメタボロームが盛

んになりつつある。今後は、ゲノム解析では解明しきれない生命のメカニズムを化

学物質の動きとして捉える必要が出てくるであろう。本学位論文で行ったような生

体物質の分析実験は今後ますます重要になると考えられる。

　本学位論文で得られた研究成果は学術的に意義があるのみではなく、ホタル発光

反応の産業利用に関して、将来的な応用が見こめるものである。現在ホタル発光反

応は既に食品衛生のための微生物検出キットとして市販されており、またバイオ研

究や医薬品開発において遺伝子の発現解析ツ…－y－一ルとしで応用されている。しかし現
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状にはいくつか問題があり、その解決は応用範囲の更なる拡大につながる（図6－

1）。本博士論文研究ではホタル発光反応に関する未解明の問題について取り組んだ

が、応用範囲拡大のための問題点解決に直結する課題であったと言える。

例えば第3章、第5章で行ったルシフェラ・・…一ゼの酵素活性の生化学的な解析は、

発光反応機構の詳細な理解を深めるものであり、将来的には微生物検出キットなど

における定量性の確保につながる。ホタル発光系を用いた検査方法は簡便であるが、

更にその信頼性が高められ、効率的な安全衛生の維持管理を可能にすると考えられ

る。

　　　微生物検出
（食品工場、飲食店の厨房）

微生物中のATP量に依
存した発光量を測定

　　遺伝子発現解析
（バイオ研究、医薬品開発）

問題点

解決方法

将来性

微生物数と発光量の
相関に信頼性が低く、

判定に曖昧さが残る。

　　　　　　↓

「殼辰顧雇…議醒「
［垂巳…そ剛竺旦」

　　　　　　↓

簡便な衛生安全検査とし

ての信頼性の向上。普及

の促進。

目的遺伝子をルシフェラー

ゼに置き換えて、その発現

に依存した発光量を測定

基質供給による対象生物
へのストレスの影響。

基質供給操作の手間。

　　　　　↓

「一一一一一一一一一一一一一一一一「

1生合成酵素をルシフェラーl

lゼと共発現させる　　　　l
L＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿」

　　　　　↓

実験データ信頼性の向上。
省力化によるハイスループット

化の実現。

図6－1、ホタル発光反応の応用例の現状と将来性
現在、実際にホタル発光反応が応用されている微生物検出および遺伝子発現解

析に関して、その基本原理、現状の問題点、その解決方法、将来性について。
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　また第2章、第4章で明らかにしたルシフェリンの生合成径路に関する知見は、

生合成酵素を探索するための基礎的情報となる。将来的に生合成酵素が単離され、

その遺伝子を細胞内でルシフェラーゼ遺伝子と共に発現させることができれば、基

質ルシフェリンを外部から供給する必要がなくなる。また、酵素が発現している細

胞でのみ基質を生産できる。

　例えば生きたマウスを用いてルシフェラーゼアッセイによる遺伝子発現の観察を

行う場合、現在では基質ルシフェリンを注射器で生体内に注入（主に腹腔注射）す

る必要がある（図6－2）。このような操作はそれ自体が、対象生物に対する負荷と

なりうるため、可能であれば避けるべきである。またルシフェラーゼを発現してい

る細胞を探索するのが目的なので必然的に全ての細胞に基質が供給されなくてはな

らない。発光反応に必要な量をはるかに超える基質ルシフェリンを対象生物体に供

給することの影響が心配される。逆に全ての細胞に均一に基質ルシフェリンが供給

されることは期待できないと言った問題もある。更にコスト的にも無駄が多い。

注入によるスト

レスの回避

　　　　　　　　　　　　　in

遺伝子導入マウス

酵素が発現
した細胞で

基質を集中

的に生産

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PtE＝　＝：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1コ　　　　コ三f，1　　7（］f｜

図6－2、生合成酵素の共発現系の応用例
生きたマウスでルシフェラーゼアッセイを行う場合、現在は主に腹腔注射によ

り基質ルシフェリンを注入している。発光酵素ルシフェラーゼと共にルシフェリン

生合成酵素を発現させることができると、基質注入の手間が省けるだけでなく・

マウスに対するストレスが大ili副：軽減される。また、酵素が発現している細胞で

のみ基質を生産できるので、基質の過剰投与の影響を抑えることができる。
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　発光酵素ルシフェラーゼと基質生合成酵素の共発現系が実現されれば、これらの

問題が大幅に改善されるであろう。操作が簡略化され、ハイスル・…一一プットスクリー

ニングなどの大規模応用も簡便になると考えられる。

　ルシフェラ・・・・…一ゼの応用技術以外における活用も考えられる。第4章で述べたよう

に、本学位論文で明らかになったD－LH，の生合成反応は、生合成材料であるシステイ

ンを定量分析する試薬としての応用も可能である。これに関しては実際に特許出願

を行った。

　その他、ルシフェラーゼを用いた遺伝子発現実験において定量的解析を可能にす

るためには、細胞内における発光反応の効率などを評価する必要がある。第5章に

示したような反応機構の詳細な解析はその基礎的知見になると考えられる。

　以上のように本学位論文で明らかになった実験結果、特に基質ルシフェリン生合

成径路は、ホタル発光反応の応用において、基質供給の問題を改善するなど、多く

の利用の可能性を提示するものである。
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Abstract

　　Lipoic　acid　was　found　to　・inhibit　the　firefiy　luciferin－luciferase　reaction．　The　inhibition　is　competitive　and　is　the　strongest　known

（Ki＝O．026±0．013μM）compared　with　other　reported　inhibitors．　Considering　the　structure－activity　correlations，　the　mechanism　of

inhibition　may　originate　from　the　sulfur　atom　and　carboxyl　moiety　of亙poic　acid　giVing　it　structural　specMcity．　Subsequent　addition

of　lipoic　acid　and　nitric　oxide　accelerated　the　inhibition　in　vitro，　suggesting　that　lipoic　acid　may　have　a　functional　role　in　regulating

firefly　bioluminescence．

◎2004Elsevier　Inc．　All　rights　reserved．

Keywords　Antioxidant；Biolu皿inescence；Firefly　luciferase；Lipoic　ac輌d

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

2

　　Fire伍es　emi口ight　via　a　bioluminescence　reactlon，

which　consists　of　two　su㏄essive　reaction　steps：（1）the

luc迂ξrin（LH2）substrate　is丘rst　converted　to　luciferyl

adenylate（LH2－AMP）in　the　presence　of　ATP，　Mg2＋，

and　firefly　luc妬erase（FFL，　EC　l．13．12．7）（reaction　1）；

and（II）luciferyl　adenylate　is　then　oxidized　with　molecu－

lar　oxygen　to　yield　light　emitting　oxyluciferin，　CO2，　aden－

ylate　monophosphate（AMP），　and　FFL（reaction　2）Il，2］：

LH2十ATP→LH2－AMP十PPi　　　　　　　　（1）

LH2－AMP十〇2→oxyluciferin十CO2十AMP十hv
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2）

This　luciferin－luciferase　reaction　is　affected　by　many

non－substrate　cofactors．　For　example，　coenzyme　A

　☆Abbreviation、s：CoA－SH，　coenzyme　A；FFL，　firefly　luciferase；瓦，

i1血bition　constant；L，　dehydrolucife血；LH2，　D・luciferin；LAE，

lipoate．activating　enzyme；lipoic　acid，6，8・thioctic　acid；NO，　nitric

oxide．

　　＊Correspon（血g　author．　Fax：＋81727519628．

　　E－mait　address：y・ohn］．iya＠，aist．go　jp（Y．　Ohmiya）．

（CoA－SH）and　dithiothreitol（DTr）activate　the　reac－

tion，　whereas　many　compounds　such　as　fatty　acids　l3］，

p血thrin一α14］，　and　some　luciferin　analogues｛5］inhibit

it．　The　cofactor－dependent　mechanisms　of　FFL　are　re－

lated　to　the　fact　that　FFL　is　homologous　to　acy1－CoA

synthetases　｛2，6］．　The　first　step　（reaCtion　3）　of　acyl－

CoA　synthetase　is　identical　to　the　adenylation　step　of

FFL（reaction　l）

R－COOH十ATP→R－COO－AMP十PPi　　　　（3）

The　second　step　of　acy1－CoA　synthetase　is　CoA－1igation

yielding　all　acyl－CoA　thioester（reaction　4）

R－COO－AMP十CoA－SH→R－CO－S－CoA十AMP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（4）

Here，　the　CoA－ligation（reaction　4）can　be　considered　to

substitute　for　the　second　step　in　the　bioluminescence

reaction（reaction　2）．　However，　FFL　also　has　CoA－U－

gase　activity【1，7－9］．　FFL　produ㏄s　fらtty　acid－CoA

and　dehydroluciferyl－CoA　from　corresponding　fatty
acids　and　dehydroluciferin　that　strongly　mhibit　the　lucif二

erin－luciferase　reaction【3，5］．　This　bifunctional　feature

0006・291×1＄・see　front　matter◎2004　Elsevier　lnc．　A皿rights　reserved．

doi：10．1016／j．bbrc．2004．08．137
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Fig．1．　Dehydrolucifbry1－CoA　synthesis　catalyzed　by血refly　luciferase

（FFL）helps　regenerate　free　FFL．　The　intemlediate　complex　LAMP－

FFL　is　inactive　and　aceumulates　in　the　absence　of　CoA－SH，　resulting

in　the　supPression　of　luエni皿escence．

of　FFL　is　important　in　explailling　the　mechanism　by

which　CoA－SH　enhallces　the　bioluminescence　reaction

（Fig，1）【61．　CoA－SH　regenerates　FFL　by　removing

ir血ibitors　such　as　dehydroluciferin　（L）　by　fbrming

dehydrolucifery1－CoA　（L－CoA）from　the　inactive

L－AMP・FFL　complex【1，6］．

　　Many　reductant　chemicals　such　as　DTT　enhance　the

bioluminescence　reaction　in　vitro　because　of　their　reduc－

tant　activity　at　the　sulfhydryl　group【10］，　although　the

activation　mechanisM　is　not　clear．　These　reductants

are　artificial　and　do　not　exist　in　Iiv丘1g　ceUs．　It　is　reported

that　dihydro且poic　acid　is　one　of　the　strongest　endoge－

nous　reductants，　and　lipoic　acid　is　the　oxidized　form

of　this　acid【11】．］しipoic　acid　is　a　free　radical　scavenger

and　a　core　prosthetic　element　of　some　oxidoreductases

田，12］．We　have　previously　reported　that　dihydrolipoic

acid　substitutes　fbr　DTT　in　enhancing　the　enzymatic

activity　of　membralle－associated　prostaglandin　E　syn－

thase－203］．　Therefbre，　we　predicted　that　dihydrolipoic

acid　should　also　function　as　a　reductant　to　enhance　fire－

fiy　bioluminescence，　but　it　did　not．　Furthemore，　to　our

surprise，　lipoic　acid　acted　as　an　inhibitor　of　this　reaction

even　at　low　concentrations．　Because　lipoic　acid　is　used　as

asubstrate　by　some　FFレhomologous　adenylating　en－

zymes，　such　as　lipoate－activating　enzymes（LAE）1蓋2】，

it　may　act　as　a　substrate　or　competitive　inhibitor　of

FFL，　as　do　long－chain　fatty　acids【3］．　Here，　we　report

the　effects　of　lipoic　acid　upon　the　in　vitro　biolumiles－

　　　　　　　　　■CenCe　reaCtlOn．

Materi剖s　and　methods

　　Matcyiats．　Crysta脱zed　chromatographic－grade　firefiy（P加’f，lus

〃ralis）luciferase　used　in　this　research　was伽m　Sigma（St．　Louis，

MO，　USA）．　All　chemicals　were　obtahled伽皿com皿ercial　sour㏄s：

DTT，　ascorbic　acid，　cysteamine，　deoxycho五c　acid，　pifithrin・α，　lipOic

acid，　dihydrolipoic　acid，　and　myristic　ac三d　from　Sigma；ATP，　CoA－SH，

glycerol，　methanol，　disodium　phosphate，　sodium　dihydrogen　phos・

phate，　dimethyl　suifoxide（DMSO），　HC1，　NaOH，　Tris，　L・cysteine，　L．

cysdne，　glutathione，　L－glutamic　acid，　L－threonine，　and　6－aminohexa－

noic　aCid　from　’Wako　Pure　Chemicals，　Osaka，　Japan；むarginine，　L－

me血i頑ne，セse血e，　and　glycine伽m　Nacalai　Tesque，　Kyoto，　Japan；

and　lucife血　potassiuln　salt　and　（±）一（E）－4－methyl－2－［（五）・hydroxyi－

mino】・5－nitro・6・methoxy・3・hexenamide（NOR　1）［14，1＄　from　D（，jindo

LabOratories，　Kuma血oto，　Japan．

　　Preparation（）f　solutions．　Stock　solutions　were　prepared　as　fbllows：

lucifer血1　solution（4　n1］M［）　in　10】皿M　phosphate－butfered　sa10le（pH

7．o）；NoRI　solution（lo　mM）in　DMso；lipoic　acid　solution（o．4　M）

in　O．4　N　NaOH；myristic　acid　solutions（0．1M）in　methano1；and　other

solutions　in　O．1MTris－HCI　buffer（pH　8．0）．　The　solutions　were　diluted

to　appropriate　concentrations　using　O．1　M　Tris－HCI　buffer（pH　8．0）．

Luci飴rase　stock　solution（1．O　pgZ血D　was　dissolved　in　O．1　M　Tds－HCl

buffer（pH　8．0）with　10％glycerot

　　Doseイesponse　and　struetureイletivity　eorrelati／・n鋤城四∫’ん

bioltcrn　ineseenee　reaetion、　Luminescence　activity　was　measured　using　an

AB・22001uminometer（ATTO，　Tokyo，　Japan）．　An　aliquot（50μ1）of

the　reacdon　mixtures　（40ト〔M　luciferin，　0．1　ng／μl　luciferase，　and

appropriate　additives　in　O．1　M　Tris－HCI　buffer［pH　8．OD　was　placed　m

the　lu皿inometer，　and　the　reaction　was　started　automa6ca皿y　with　an

injection　of　50　pl　ATP－Mg2＋solution（4　mM　ATP，8mM　MgSO4　in

O．1MTris－HCI　buffer［pH　8．0】）．　Relative五ght　intensity　was　hltegrated

fbr　20s　and　the　measurement　was　duplicated　fbr　each　set　of

conditions．

　　Kinetie　an‘め）sis．　Reaction皿tures（50　iil）contained　luciferin（2－

20　FtM），　lipoic　acid（o－o．ol　pM），　and　luc輌ferase（o．1　nglpt）in　o・1　M

Tris－HCI（pH　8．0）buflrer．　The　reactions　and　measurements　were　per－

fomled　as　described．　The　value　of　the　inhibition　constant（Ki）was

calculated　from　Lineweaver－Burk　plots　constructed　by　the　standard

method，　where　the　Vo　value　of　the　reaction　was　defined　as　the　relative

light　intensity　hltegrated　fbr　20　s．　The　plots　were　fitted　to　a　101e

approximated　by　the　least　squares　method．　A皿analyses　were　per・

fbrlned　in　triplicate．

　　．Effectぷq〆cofactors　adeed　durカ29τ乃θbiolu’n仇eぷcence　reaetio〃・An

aHquot（100　pl）of　the　reaction　mb【ture（0．4］田M　Iucifer01　and　O・1ng1

μluciferase　in　O．1　M　Trls－HCl　bu命［pH　8．OD　with　or　without

O．6mM　CoA・SH　was　mixed　to　start　the　reaction　in　the　lumi110meter

by　automatlc　injection　of　100　pl　ATP・Mg2＋solution（as　in　Dose－

response　and　structure－activity　correlation　analysis　of　the　biolumi－

nescence　reabtion）．　Aliquots（10　pl）of且poic　acid（50μM），　myristic

acid（100μM），　CoA－SH（10n1M），　DTT（0．3　M），　andlor　NOR1

（10mM）were　manually　injected　into　the　reaction　tube　inside　the

luminometer．

ResUlts　and　discussion

　　Bioluminescence　is　enhanced　by　DTT　alld　diet－

hyldithiocarbamic　acid　I期，　whereas　it　is　inhibited　by

pi丘th］dn一α　【4］，　deoxychoHc　acid　口61，　and　long－chain

fatty　acids　｛3］　（Fig．2）．　The　bifUnctional　feature　of

FFL，　combining　acy1－CoA　synthesis　and　biolumines－

cence　activities，　can　explain　the　ef］rects　of　some　reagents，

but　not　those　of　DTT．　We　studied　the　effect　of　an　endog－

enous　reductant，　d丑tydrolipoic　acid，　and　its　oxidized

f（）rm，1ipoic　acid，　on　FFL　bioluminescence　to　answer

two　questions．　First，　because　dihydrolipoic　acid　is　a

reducing　reagent，　can　it　enhance　the　biolumines㏄nce

reaction　in　the　same　way　as　DTT？Second，　because

LAE　is　homologous　to　FFL，　can　lipoic　acid（a　substrate

of　LAE）substitute　fbr　luciferin（a　substrate　of　FFL）in

the　bioluminescen㏄reaction？We　f（）und　that　lipoic　acid

〉
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Fig．2．　Chemical　structures　of　lipoic　acid　and　other　additives　used　in

this　report．

exhibited　a　strong　illhibitory　effect　even　at　low　concen－

trations　and　dihydrolipoic　acid　showed　less　inhibitory

e」臨ct，　contrary　to　our丘rst　assumption　that　dihydroli－

poic　acid　may　act　as　a　reductant　to　enhance　the　biolumi－

neSCenCe　reaCt1011．

　　The　IC50　value（an　illdex　of　inhibition）fbr　myristic

acid　has　been　reported　as　O．53　pM　l3｝．　Pi丘th亘h一αand

deoxycholic　acid　have　been　reported　to　mhibit　the

bioluminescence　reaction　completely　at　20μM凹and
1　mM　｛16］，　respectively．　Fig．3shows　the　dose－response

curves　of　inhibitory　compounds　on　the　bioluminescence

reaction．　Lipoic　acid　was　a　stronger　inhibitor（IC50＝

0．05　pM）than　aU　other　reported　inhibitors．　The　apparent

IC500f　dihydrolipoic　acid（10－5　M）was　approximately

one　hundred　thnes　greater　than　that　of　lipoic　acid，　but

’あ

ロ

凹
丘

苫
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Φ
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苗
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the　exact　value　could　not　be　detem亘ned．　Lipoic　acid

and　dihydrolipoic　acid　are　equilibrated　with　one　another

as　a　reductant　couple　with　a　low　redox　potentia1

（－0．32V）【H］，　so　dihydrolipoic　acid　is　easiy　oxidized

and　produces　lipoic　acid　under　standard　biological　con－

ditions．　This　contaminating　Hpoic　acid　in　dihydrolipoic

acid　solutions　could　be　partly　responsible　fbr　the　ob－

served　inhibition．

　　Lipoic　acid　is　an　amphiphiHc　and　antioxid　ative　sub－

stance［11］．　Amphiphilic－deoxycholic　acid　061　and
antioxidative　ascorbic　acid　slightly　mhibit　the　biolumi－

nescence　reaction、　Lipoic　acid　inhibited　far　more

strongly　than　these　compoullds㈹g．3），　suggesting　that

the　inhibitory　mechanism　is　not　due　to　amphiphilicity　or

antioxidation．　Summaries　of　structure－activity　correla－

tion　analysis　are　as　fbnows：（1）Glutathione，　methionine，

cysteine，　and　cystine　inhibited　slightly（IC50＝5－25　mM）

（Table　1）．（2）6－Aminohexanoic　acid，　serine，　threonine，

arginine，　glycine，　and　glutamic　acid　have　no　effects　even

at　high　concentrations，　such　as　50　mM．（3）Cysteamine

enhanced　the　biolunl血escence　reaction　at　a　concentra－

tion　of　lOmM（Table　1）．（4）Fatty　acids　smaller　than

Clo　have　been　reported　to　inhibit　less　strongly　than

long－chain　fatty　acids【31．　Considering　the　effective　con－

centration　of　these　additives，　the　inhibitory　activity　of　Ii－

poic　acid　could　originate　not　only　from　its　sulfur　atom

alld　carboxyl　moiety　but　also　from　its　structural

specificity．

　　Examining　the　inhibitory　kinetics　ill　more　detail，　the

Lineweaver－Burk　plot　shows　that　Iipoic　acid　competi－

tively　inhibits　LH2（the　Ki　of五poic　acid　is　O．026±

0．OBμM）（Fig，4）．　The　inhibition　of　lipoic　acid’is

approximately　10－fbld　stronger　than　myristic　acid

（Ki＝0．68　pM）【310r　luciferin　analogues（Ki＝0．1－

58μM）【5】．These　analogues　are　artificial　chemicals

and　the　strongest　competitive　inhibitors　ever　reported．

Nevertheless，1ipoic　acid　is　all　endogenous　compound，

has　only　a　few　structural　similarities　to　LH2，　and　is

the　strongest　known　inhibitor．

Table　l

Effects　of　substances　added　to　the　bioluminescence　reaction　mixture

Additives Con㏄ntration

O．2

0

　　　　　　　一9　　　－8　　　－7　　　－6　　　－5　　　－4　　　－3　　　－2　　　－1

　　　　　　　　　　　　　　　　10g　llnhibitor　concentration］（M）

Fig．3．　Dose－response　analysis　of　inhibitors　of　the　firefiy　biolumines一

㏄nce　reaction．　Closed　c辻de，　lipoic　acid；open　circle，　pi丘th血・α；open

square，　myristic　acid；closed　triangle，　deoxycholic　acid；and　open

tr輌angle，　ascorbic　acid．　Relative　light　intensity　was　measured　relative　to

the　control　reaction　with　no　01hibitor．

Inhibitor

，Lipoic　acid

L－Cysti皿e

L－Cysteine

L．Methionine

Glutathione

Enhaneer

Cysteamine

DTT

0．05　pM

5mM
10mM
20mM
10mM

10皿M
30mM

Concentrations　given　for　inhibitors　indicate　IC50　values．　For　enhanc－

ers，　the　con㏄ntrations　are　listed　that　raise　the　bioluminescence　reac．

tion　more　than　twice　the　light　intensity　obtained　without　any　addit輌ves．
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F三g．4．ALineweaver・－Burk　plot　showing　competitive　inhibition　by

lipoic　acid．　Vo　is　defined　as　the　light　intensity　over　the　initial　20　s　and

［S］is　the　substrate　luCiferiR　concentration（1nicromolar）．　The　concen・

trations　of　lipOic　acid　used　here　were　O．09　pM（triangle）and　O．06　pM

（square）．　Open　circle　indicates　negative　controls　with　no　lipoic　acid．

　　Dehydroluciferil，　which　is　one　of　the　luciferin

analogues　and　a　strong　competitive　inhibitor　of　the　bio－

1uminescence　reaction（Ki　＝O．1μM）【5］，　can　react　with

CoA－SH，　resulting　in　the　regeneration　of　active　FFL

（Fig．1）【6－81．　Myristic　acid　is　also　a　competitive　inhibi－

tor　of　LH20n　FFL【3］and　is　converted　to　myristyl－CoA

by　FFL　19］．　We　therefore　analyzed　the　effects　of　CoA－

SH　in　the　presence　of　lipoic　acid　or　myristic　acid（Flg，

5）．CoA－SH　did　not　reverse　the　hlhibitory　effects　of

lipoic　acid（Fig，5B），　although　it　did　reverse　the　ef】eects

of　myristic　acid（Fig．5A）．　If　Iipoic　acid　were　to　be　ade－

nylated　and　tumed　into　the　inactive　complex，　which

inhibits　the　biolumines㏄nce　reaction，　CoA－SH　should

enhance　the　bioluminesoenoe　reaction　through　the　reac－

tivation　of　FFL　These　results　indicate　that　lipoic　acid　is

not　transferred　to　lipoyl－CoA．　However，　mammalian

ceU　lysate　released　the　lipoic　acid　inhibition　of　L－L

reaction，　meaning　that　the　lysate　contains　something

to　release　the　inhibition．

　　Recently，　firefiy　bioluminescence　has　gained　remark－

able　attention　due　to　its　apPhcation　in　highly　sensitive

ce皿一based　gene　expression　analyses　l2］．　Luciferase　activ一

A
1．0

コ
配　0．5一

0．0

Myristic

acid

　　↓

CoA－SH

60　　80

B

i 1：llL⊥竺竺
　　　　　　　む　　　　　ロ

↓Lip°ic　acid

　　　　　　↓CoA－SH

ity　of　mammalian　ce皿1ysates　expressing　recombinant

FFL　was　not　inhibited　by　up　to　5．0・・μM　lipoic　acid（data

not　show11），　whereas　purified　FFL　was　inhibited．　Trhe　li－

poic　acid　level　was　not　enough　to　inhibit　the　biolumines－

cen㏄reaction　in　these　situations．

　　These　results　indicate　that　hpoic　acid　regulates　the

6re且y　luciferase　activity，　even　in　the　presen㏄of　CoA－

SH　that　release　the　inhibition　by　long－chain　fatty　acids．

Trimmer　et　a1．　reported　that　nitric　oxide　activates　the

bioluminescen㏄of　living　firefiies　and　acts　as　a　neuro－

transmitter　to　control　the且ashing　of　the　light　p　7］．　How－

ever，　the　role　of　nitric　oxide　in　the　bioIumines㏄nce

reaction　is　not　clear．　In　addition，　the　role　of　antioxida－

tive　DTr　is　not　yet　clar血ed．　Here，　we　explored　the　efL

fects　of　lipoic　acid　on　the　in　vitro　bioluminescence

reaction　in　the　presence　or　absence　of　nitric　oxide，　and

with　the　addition　of　some　additives　such　as　CoA－SH

or　DTT．　Because　it　is　diMcult　to　add　nitric　oxide　gas

to　the　reaction　mixture　inside　the　Iuminometer，　the　nitric

oxide　generator，　NOR　1，was　injected．　NOR　l　releases　ni－

tric　oxide　with　its　short　ha1団fe　of　2．6　min【14，15］．　N　itric

oxide　enhallced　the　bioluminescence　reaction　in　vitro

and　lipoic　acid　inhibited　it，　even　after　the　addition　of　ni－

tric　oxide（Fi　g．6C）．　In　the　presence　of　CoA－SH，　nitric

oxide　fUrther　accelerated　the　inhibition　by　lipoic　acid

（Fig，6A）．　Similar　results　were　observed　fbr　DTT（罰gs，

6B　and　D）．　Final　concentrations　of　DTr　and　NORI　in

the　reaction　mixture　were　15　and　O．5mM，　respectively，

indicating　that　nitric　oxide　acts　more　effectively　than

DTT．　Lipoic　acid　could　inhibit　the　bioluminescenoe

reactioll　even　in　the　presence　of　CoA・・SH，　suggesting

that　lipoic　acid　With　nitric　oxide　might　have　some　func－

tional　role　in　the　in　vivo　biolumines㏄nce　reaction　to

regulate　frrefly　lighting．
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Fig．5．　Effect　of　CoA・SH　on　the　bioluminescence　reaction．　Injection　of

CoA－SH　enhanced　the　luminescence　when　the　reaction　was　inhibited

by　myristic　acid（A），　but　did　not　when　inhibited　by　lipoic　acid（B），

ex㏄pt　for　the　basal　shock　attributable　to　contaminated　dehydrolucif－

erin　inhibition．　Relative　light　intensity（RU）luminescence　was

measured　during　the　reaction．

Fig．6．　Effects　of　the　add三tion　of五poic　acid，　DTT，　and／or　NO　during

the　bioluminescence　reaction．　After　lipoic　acid　inhibition，　NO（A）or

DTT（B）was珂ected　into　the　reaction　mixture　in　the　presence　of

O．3血MCoA・SH．　In　the　absence　of　CoA・SH，　both　NO（q　and　DTT

（D）enhanced　the　luminescen㏄；subsequent　i司㏄tion　of　lipoic　acid

輌nhibited　the　reaction．　NO　was　mtroduced　by　injecting　the　NO

generator，　NOR　1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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　　Luciferase　inside　the　lantern　cells　of　the　firefiy　is

localized　around　peroxisomes　because　of　the　peroxi－

somal　targeting　tripeptide　sequen㏄，　SKL，　at　its　C－termi－

nus口81，　whereas　it　remains　unclear　how　Hpoic　acid　is

locaUzed　and　functions　during　the　bioluminescen㏄reac－

tion　in　fire且y　lantem　cells．　Further　studies　are　in　pro－

gress　to　understand　this　aspect．
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AbStract

　　Firefly　luciferase　is　able　to　convert　L－luciferin　into　luciferyl・CoA　even　under　ordinary　aerobic　luciferin－luciferase　reaction

conditions．　The　luciferase　is　able　to　r㏄ognize　strictly　the　chirality　of　the　luciferin　structure，　serving　as　the　acy1・CoA　synthetase

for　L－luciferin，　whereas　D－luciferin　is　used　fbr　the　bioluminescence　reaction．　D・Luciferin　inhibits　the　luciferyl－CoA　synthetasq　activity

of　L・luciferin，　whereas　L－luciferin　retards　the　bioluminescence　reaction　of　D－luciferin，　meaning　that　both　enzyme　activities　are

prevented　by　the　enantiomer　of　its　own　substrate．

◎2005Elsevier　Inc．　All　rights　reserved．

働woアム・Chiral　re。ognition；CoA・ligase；Enantioselective；Fire且y　luCiferase；L・Lucife血；D・Lucife血

　　The　fire且y　is　quite　famous　for　its　brilliant　biolumines一

㏄nce，　whose　biochemical　mechanism　is　explahled　by　the

so－called　luciferin－luciferase　reaction［1，，2］．　F丘efly　D－lu－

ciferin　is　first　converted　to　luciferyl　adenylate　in　the　pres－

ence　of　ATP，　Mg2＋，　and　firefiy　luciferase（EC　1．13．12．7）．

The　luciferyl　adenylate　is　then　oxidセed　by血e且y　lucifer－

ase　using　molecular　oxyge11，　yielding　yellow－greell　light

（λm；x＝550－570nm）with　the　fommation　of　oxyluciferin，

CO2，　and　AMP（Fig．1）．　　　　　　　　　　　　．
　　Firefly　D－luciferj血is　the　spec近c　substrate　fbr　the

luciferin－luciferase　reaction．レLuciferin，　the　enantiomer

of　D－lucifer血，　is　not　used　fbr　the　Hght－producing　reac一

☆Ahbreviatわns．・ATP，　adenosine　triphosphate；AMP，　adenosine

皿onophosphate；CoA・SH，　coenzyme　A；HPLC，　high・Perf（）mlance

liquid　chromatography；MALDI－TOF－MS，　matrix・assisted　laser

desorption／ionization　time・of二伍ght　mass　spectrometry；Rp，　reverse

phase；ODS，　octadecyl　s皿yl．

　＊Coπespolld血1g　author．　Fax：十81424861966・

　　E－mail　address．・1・iwa＠pc．uec．綱p（H・Niwa）・

　lPresent　address：RIKEN　Harhna　Institute／SP血g－8，　Sayo，　Hyogo

679－5148，Japan．

tion［3－7］，　but　behaves　as　a　competitive　inhibitor　fbr

the　bioluminescence　reaction　of　D－luciferin［5，8］．　How－

ever，　Lembert　［9］　reported　light　production　frornレlucif－

erin　in　the　presence　of　luciferase．

　　On　the　other　hand，　fire且y　lucifヒrase　catalyses　the　ade－

nylation　of　dehydroluciferin　in　vitro，　and　dehydrolucife－

ryl　adeny玉ate　is　converted　　into　　dehydroluciferyl－

coenzyme　A（CoA）by　luciferase（Fig。豆，　below）［10－

i2］．　Long－chaj血fatty　acids　are　also　converted　into　f乞tty

acyl－CoA　by　the　firefly　luciferase［B］．

　　Based　on　these　previous　reports，　the　question　occurs　as

to　how　CoA－SH　affects　theレluciferin　under　ordinary

luciferin－luciferase　reaction　conditions．　We　now　report

that　the　fire且y　Iucifbrase　has　two’ р奄唐狽奄獅モ煤@activities　fbr　each

luciferin　enantiomer：（i）CoA－SH　ligase　activity　fbrレlu－

ciferin　and（ii）bioluminescence　activity　for　D－lucife血

Materials　and　methOds

　　Materials．　CoA・SH　and　firefly　luciferase（加m　Photineng　pyralis）

were　purchased　from　Sigrna．　ATP　was　purchased　from　Tokyo　Kasei

0006．291×1＄・see伽nt　matter◎2005　ElseVier　lnc．　All　rights　reserved．

doi：10．10161j．bbrc．2005．03202
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Fig．　L　Scheme　f（）r　firefly　bioluminescence（above）and　dehydroluciferyl－CoA　synthesis（below）by　firefly　luciferase．

（Tokyo，　Japan）．　FireHy　D・and　L・luciferins　were　prepared　from　2・cya－

no－6－methoxybenzothiazole　as　previously　described［14］．　The　reagent

buffer，　cons輌sting　of　50　mM　Hepes　contai！血g　20　mM　KCI，　was　ad－

justed　to　pH　7．6　with　KOH．

　　HPLC　analysis．　Analytical　RP・HPLC　was　conducted　on　a　JASCO

1500system（JASCO，　Tokyo，　Japan）With　a　chiral　ODS　colum　Chi・

ralcel　OD・1田（4．6×150㎜，　Daicel　Chemical　lndustries，　Osaka，　Ja・

pan）．　The　compounds　were　eluted　with　a　linear　gradient　of　2％

acetonitrile　containing　O．1％TFA血crease／1nin（from　10％to　70％）at　a

flow　rate　of　O．8m1／min　and　detected　by　measu亘ng　absorban㏄

（？．＝254㎜）　and　fluorescence　（excitation　λ＝400　nn1，　emission

2．＝500mn）．　Elution　times　of　lucife］ryl・CoA，　D－luCiferin，　and　L4ucif二

erin　were　13．0，18．1，　and　19．O　mjn，　resp㏄t輌vely．

　　MALI）1」1「OF－MS　meαsctrements．　The　mass　spectra　were　acqu丘ed

using　a　Vbyager　EHte　MALDI・TOF・MS（PerSeptive　Biosystems，

Framingham，　MA，　USA）equipped　with　a　delayed　extraction　source

and　337　nm　pulsed　nitrogen　laser．　The　a㏄elerating　voltage丘1　the　ion

source　was　set　to　20　kV．　For　the　matrix，α・cyano－4－hydroxycinnamic

acid（Aldrich　Chemical，　Miwaukee，　WI）was　dissolved　ln　a　50％ace－

tonitr∬e　solution　contai1血g　O．1％TFA　at　10mg／ml．　The　mixture

（50μ1）of　ATP（2　mM）and　MgSO4（10mM）in　50　mM　Hepes　bu丘br

was　added　to　the　mixture（50　pl）◎ontaining　D－lueiferin（2　pM）or

L・luCiferin（2μM），　CoA・SH（1mM），　and　luciferase（20μg／m　1）in

50mM　Hepes　buffer．　After　151nin，0．5μ10f　the　reaction　mixture　was

picked　up，　mixed　with　1μl　of　the　matrix　solution　on　the　saエnple　plate，

and　then　air－dried．

　　Kinetie　analysis．　The　reaction　mixture（100　pt）contained　L－luciferin

（0．1－100μM），ATP（1血M），　CoA－SH（500　pM），　MgSO4（5　mM），　and

luciferase（10μg畑）in　50　mM　Hepes　buffer．　The　reaction　was　started

by　adding　ATP　and　MgSO4，　and　then　incubated　at　25°C　fbr　15mln．

The　products　were　measured　by　RP－HPLC　as　described　in　the　HPLC

analysis　section．　The　Km　andレ石ax　values　for　L－luCiferin　were　deter－

mined　at　concentrations　from　10　to　l　OO　pM　ofレluciferin　by　the

standard　method　for　Lineweave卜Burk　plots．

　　Lt’mゴneseenee　a∬のノ．　The　reaction　mixture（100卜d）conta01ed　D－

Iucife血（1pM），　L・lu命亘n（1μM），　ATP（1　mM），　CoA・SH（va加us

concentrations），　MgSO4（5　niM），　and　luciferase（10　pg／ml）in　50　mM

Hepes　buffer．　The　reaction　was　started　by　adding　ATP　and　MgSO4，

and　incubated　at　25°C　The　photons　were　counted　by　a　Luminesc．

encer・工NR　II　AB－230011皿inometer（Atto，　Tokyo，　Japan）．

ResUlts　and　discussion

　　Fire且yレand　D－luciferins　were　synthesized　as　de－

scribed　in　a　previous　paper［14］．　Their　structures　and

purities　were　confirmed　by　NMR　spectroscopy　and

RP－HPLC　using　a　chiral　column．

　　Even　under　ordinary　bioluminescence　reaction　colldi－

tions　in　the　presence　of　CoA－SH，レluciferin　was　ligated

with　CoA－SH　by　the丘re且y　luciferase　to　yield　luciferyl－

CoA，　which　was　identi且ed　by　MALDI－TOF－MS（Fig．

2）．On　the　other　hand，　when　D－luciferin　．　was　used　fbr

the　bioluminescence　reaction　instead　of　L－luciferin，　the

formation　of　dehydroluciferyl－CoA　was　observed　with－

out　any　fbrmation　of　luciferyl－CoA（Fig．2）．　This　result

does　not　confUct　with　those　of　the　previous　studies，　in

which　dehydrolucifbrin　was　fbund　as　a　by－product　of

the　luciferin－luciferase　reaction　［10，15］．　The　presence

of　CoA・SH　in　the　bioluminescence　reaction　mixtures　re－

sulted　in　the　rapid　removal　of　dehydroluciferyl－AMP　as

the　competitive　inhibitor　of　the　light－producing　reaction

by　conversion　into　dehydroluciferyl－CoA　with　the　lucif－

erase（Fig．1，　below）［1，2，　H，12，16，1刀．

　　The　fbmation　of　luciferyl－CoA　from　L－1uciferin　by

the丘re且y　luciferase　could　be　observed　on　RP－HPLC

using　a　chiral　column（Fig．3）．　With　time，レluciferin

吉

…

Lkc㎞n
too

§。

妻

D．1w血血

Fig．2．　MALDI－TOF－MS　spectra　of　the　reac丘on皿ixture　of　CoA

ligation　in　the　negative　mode．　The　reaction　mixture（100μ1）contained

L・luciferin（1　pM）or　D・luciferin（1　pM），　ATP（1　mM），　CoA・SH

（500　pM），　MgSO4（5　mM），　and　luciferase（10μg／血1）in　50　mM　Hepes

buffer．　The　reaction　was　started　by　adding　ATP　and　MgSO4，　and　tben

incubated　at　25°C　fbr　15min．　Calculated［M－H］－of　CoA－SH，

dehydroluciferyl・CoA，　and　luciferyl・CoA　were　766．12，1026．09，　and

lO28．1，　respectively．



M．Nak　mmuraρ’al．1Bioehe〃iieal　and　Biophysieat」｝lc？seareh（］onf〃御〃ieations　331仁2005／471－475 473

L．lucife血

O　min 15min 4h

D－luciferin

0 1°@品　3° 0 10 盈 30 0 10 晶 30

0

L．　and

D－luciferin

1°

@温　3°
0 10 盈 30 0 ハo 晶 30

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　1｛，　　　　　20　　　　　30　　　　　　　0　　　　　　10　　　　　20　　　　　30　　　　　　　0　　　　　　10　　　　　20　　　　　30

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿諏　　　　　　　　　　　　　　　　　　m佃　　　　　　　　　　　　　　　　　　min

Fig．3．　RP－HPLC　analysis　of　the　reaction　mixture　of　CoA　ligation．　The　reaction皿ixture（100　pl）conta輌ned　L・luc浪rin（100　pM），　ATP（l　mM），　CoA・

SH（500　pM），　MgSO4（5　mM），　and　luciferase（10　pg／ml）in　50　mM　Hepes　buffer．　The　reaction　was　started　by　adding　ATP　and　MgSO4，　and　then

incubated　at　25℃fbr　151nin．　The　reaction皿ixtures　were　e1uted　With　a　linear　gradient　of　2％acetonitrile　containing　O．1％TFA　increase／mi皿

（from　10％to　70％）and　detected　by　measuring　absorbance　（2＝254　nm）．　L－Lucife血，　D・luciferin，　and　luciferyl・CoA　are　indicated　by　the　open　circles，

closed　circles，　and　open　squares，　respectively．

decreased，　but　lucifery1－CoA　illcreased．　The　peaks　were

then　fractionated　and　analysed　fbr　identification　by

MALDI－TOF－MS．　However，　the　chiroptical　property

of　the　yielded　luciferyl－CoA丘om　L．luci飴rin　was㎜．

clear．　It　was　thought　to　be　raoemized，　because　luciferin

methyl　ester　in　50血M　Hepes　buffer　at　pH　7．6　was　easiy

racemized（data　not　shown）．　In　coIltrast，　the　fbrmation

of　luciferyl－CoA　or　dehydrolucifery1－CoA　from　D－lucif二

erin　could　not　be　observed　on　RP－HPLC．　In　Fig，2，

tra㏄of　dehydroluciferyl－CoA　from　D－luciferin　could

be　detected　with　sensitive　MALDI－TOF－MS．　It　indi－

cates　the　possible　presen㏄　of　dehydroluciferin　in　the

reactioll　mixture．　Dehydroluciferin　can　be　readily　con－

verted　into　dehydroluciferyl－CoA　in　this　condition

（Fig，1）．

　　Luciferyl－CoA　and　dehydrolucifery1－CoA　fbrmation

丘om　D－luciferin　by　luciferase　could　not　be　observed　on

鯉一HPLC　using　a　ch仕al　colu㎜・The　MALDI－TOF－

MS　and　RP．HPLC　results　indicate　that　a　tra㏄of

dehydroluciferyl－CoA　was　produ㏄d　from　D－lucife血

under　these　reaction　conditions．

　　The　kinetics　of　the　luciferyl－CoA　synthetase　activity

on　luciferase　was　explored　fbr　a　more　detailed　under一
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Fig．4．　The　so五d　lhles三ndicate　the　effect　of　coenzyme　A，　when　L．

lucife血（1　pM）is　inhibiti皿g　the　bioluminescence　reaction．　Concen．

trations　indicated　with　arrows　are　tho　se　of　coenzyme　A．　The　bold　line

shows　the　standard　bioluminescence　reaction（no　L－luciferin　inhibi－

tion）．　The　dashed　Une　shows　the　control　condition（no　substrate　D．

luciferin）．
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Fig．5．　Scheme　f｛〕r　L－luCiferyl－CoA　synthesis　by　firefly　luciferase．

standing．　According　to　the　Lhleweaver－Burk　plot，　the

Km　and㌦1x　values　fbr　L－luciferin　were　calculated　as

98．2　pM　and　O．136μM／min／mg　protein．　The　Km　value

of　the　CoA－SH　ligase　activity　was　approximately　10

times　higher　than　those　of　the　fatty　acids（e．g．，　lilloleic

acid：13．6μM）［13］，　meaning　L－luciferin　has　10　times　less

affinity　fbr丘refly　luciferase　than　the　fatty　acids．

　　The　quantity　of　D－luciferin　was　almost　constant　dur－

ing　the　observation（Fig、3），　because．the　D－luciferin　was

in　excess　and　the　reaction　rate　of　bioluminescence　was

signiicantly　slower　than　fbr　the　CoA一五gation．　The　Kn

value　fbr　D－luciferin　of　luciferase　in　bioluminescence

reaction　was　calculated　as　4．54μM（data　not　shown）．

　　D－Luciferin　inhibited　the　CoA－ligase　activity　of　lucif－

erase（IC50　value　was　135　pM　against　100　pM　f（）r　L－1ucif－

erin）．　L－Luciferin　inhibited　the　bioluminescence　activity

of　luciferase（IC50　value　was　115μM　against　100μM

fbr　D－1uciferin）．　These　results　imply　that　the　luciferins　in－

hibit　the　luciferase　activity　that　is　caused　by　their　own

enantiOmeriC　IUCiferin．

　　The　CoA－1igase　activity　of　luciferase　is　helpful　fbr

interpreting　the　function　of　CoA－SH，　which　enhances

the　lucife血一luciferase　reaction　in　vitro［12］．　CoA－SH

releases　the　　inhibitors，　such　　as　dehydroluciferin

［1，2，11，16］or　fatty　acids［18］，　from　the　enlyme　by　pro－

ducing　the　corresponding　CoA　thioesters．　Fire且y　L－lucif－

e血is　a　competitive　inhibitor　of　the　luciferin－luciferase

reaction［9］．　The　i　lhibition　ofレluciferin　was　removed

by　the　CoA－1igase　activity　of　luciferase，　which　is　similar

to　the　case　of　dehydroluciferin（Fig，4）．　Although　L－1u－

ciferin　could　contribute　to　produce　light［9］，　the　lumines－

cence　intensity　from　D－1uciferin　was　extremely　stronger

than　that　fromレluciferin．

　　The　reaction　ofレluciferin　by丘refly　luciferase　was

shown　to　be　quite　similar　to　that　of　dehydroluciferin．

L－Luciferin　is　converted　to　luciferyl　adenylate　in　the

presence　of　ATP　and　fire且y　luciferase，　and　the　adenyl

group　of　luciferyl　adenylate　is　then　substituted　to

CoA－SH　to　give　luciferyl－CoA（Fig、5）．　The　adenylated

compound　of　D－luciferin　is　an　intermediate　of　the　biolu一

㎡nescence（Fig．1）．　Even　in　the　presence　of　CoA－SH，　D－

luciferin　was　used　fbr　the　light　production　reaction，　but

was　not　converted　into　luciferyl－CoA．　This　means　that

the　firefiy　luciferases　strictly　recogniZe　the　stereogenic

centre　at　C40f　the　luciferin，　alld　exhibit　a　CoA－Hgase

activity　for　L－luciferin　and　dehydroluciferin，　or　biolumi－

nesoenoe　reaction　fbr　D－luciferin．

　　Under　a　low－oxygen　atmosphere，　fire且y　luciferase

can　catalyse　the　synthesis　of　luciferyl－CoA　from　D－lu－

ciferin，　ATP，　and　CoA－SH　［15］，　although，　in　air，　dehy－

droluciferyl－CoA　was　produoed．　Light　production
from　L－luciferin　had　a　slower　reaction　rate　than　that

of　D－luciferin　［9］．　Consequently，　these　reports　and

our　results　infer　that，　in　the　firefly　luciferase，　the

CoA－SH　Iigase　activity　fbr　L－luciferin　is　faster　than

the　bioluminescence　reaction　of　L－luciferin，　whereas

the　bioluminescence　reaction　of　D－luciferin　is　faster

than　the　CoA－SH　ligation．

　　The丘rst　report　of　the　CoA－ligase　activity　of　lucifer－

ase　concerned　dehydroluciferin　in　l　958［10］．　A　similarity

regarding　the　ATP－dependent　reactioll　mechanism　has・

suggested　a　strong　correlation　between　luciferase　and

other　adenylation　enzymes，　including　the　CoA－ligases．

An　amino　acid　sequenoe　homology　between　luciferase

alld　CoA・・ligases　was　then　fbund［2］．　Recently，　Oba　et

al．［13］reported　the　long－chain　fatty　acid　CoA－ligase

activity’on　luciferase．　These　facts　suggest　the　ambiguous

substrate　recognizing　ability　of　the　CoA－ligase　activity

by　luciferase，　which　shows　why　L－luciferin　can　be　a　sub－

strate　fbr　the　CoA・・ligase　activity　of　luciferase．
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AbStract－L・Luciferin　can　be　converted　into　D・luciferin　with　an　enzyme／co・factor　system　consisting　of　firefly　luciferase，　an　esterase，

ATP，　Mピ＋，　and　coenzyme　A．　By　this　means，　a　new　firefly　bioluminescence　system　can　be　constructed　that　uses　L・1uc澁うrin　as　the

substrate．

◎2005Pub且shed　by　iElsevier　Ltd．

Bio1uminescence　systems　are　widely　used　in　various　bio－

logical，　medical，　and　health　science　fields　because　highly

sensitive　devi㏄s　are　available　to　detect　the　Hght　emitted．

Of　these，　the　f已e且y　bioluminescence　system　that　requh℃s

ATP　as　a　co－factor　is　particularly　useful　fbr　the　detec－

tioll　of　various　biological　events　involving　ATP　and

the　detection　of　bacterial　contamination　of　fbod，　water，

a辻，and　various　ellvironments．1・2　The　fire且y　biolumines一

㏄11ce　system　is　also　useful　fbr　monitoring　gene　expres－

sion　in　promoter　assays　and　fbr　protein　localization，

with　measurement　of　the　emitted　light．271n　the　bio－

lUmineSCenCe　reaCtiOn，　firefly　D－IUCi免rm　iS血St　COn－

verted　to　luciferyl　adenylate　by　f辻e且y　luciferase（EC
l．13．12．7）mthe　presen㏄of　ATP　and　Mg2＋．　The　luci－

feryl　adenylate　is　then　oxidized　by　luciferase　With

molecular　oxygen，　yielding　a　yellow－green　light（7、m2tx＝

550－570nm）with　the　fbmlation　of　oxyluciferin，　CO2，

and　AMP．811　D－Luci価n，　the　specific　substrate丘）r

the　bioluminescence　reaction，　has　the　same　chirality，

with　a　stereogenic　centre，　as　unnatural　D－cysteine．　The

enantiomerレluciferin　has　the　same　chirality　as　natural

L－cysteine，　and　behaves　as　a　competitive　luciferase

Keywords：Firefly；Bioluminescence；Luciferase；CoA　ligase；L・Luci－

ferin；D・Luciferin．
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ir血ibitor，　as　d　o　dehydroluciferin，　fatty　acids，　and　lipoic

acid．亘2　i　5　Whereas　several　research　groups　have　reported

that　no　light　was　produced　from　L－luciferin，1619

Lembert　noted　thatレluciferin　produced　weak　light．very

slowly　under　the　usual　bioluminesoence　conditions
（fire且y　luciferase，　L－luci価n，　ATP，　and　Mg2＋）．20　More

recently，　light　production　from　lucifery1－CoA　and

AMP　in　the　presence　of　fire且y　luciferase　has　been
reported．21　Fire且y　luciferase　is　known　to　have　coenZyme

A（CoA－SH）ligase　activity　fbr　dehydroluciferin　and
fatty　acids．13・22・23　We　have　recently　demonstrated　that

丘re且y　luciferase　exhibits　a　bimodal　action　depending

on　luciferin　chirality　under　normal　aerobic　conditions：

D－1uciferin－specific　bioluminescenoe　activity　andレluci－

ferin－specific　acyl－CoA　synthetase　activity．13The　inhibi－

tion　of　D－1uciferi　l　bioluminescence　byレ1uciferin，
dehydroluciferin，　or　fatty　acids　is　known　to　be　abolished

by　the　addition　of　CoA－SH　to　the　reaction　mixture．1012

Based　on　previous　reportsl　23　including　our　recent　f㎞d－

ing，13　we　anticipated　that　the　epirneriZation　followed　by

hydrolysis　of　luciferyl－CoA　derived　from　L－luciferin　by

the　action　of血re且y　luciferase　may　yield　biolumines－

cent－active　D－luciferi　1，　which　would　allow　us　to　produce

continuous　light　using　L－luciferin（Scheme　l）・We丘）und

that　luciferin　methyl　ester　was　easily　racemized　in
50　mM　Hepes　buffer　at　pH　7．6．i3　As　mentioned　above，

fire且y　luciferase　exhibits　L－luciferi　1－specific，　CoA　syn－

thetase　activity．13　Therefbre，　a　thioester－directed　hydro－

lytic　enzyme　could　hydrolyze　epimerized　luciferyl－CoA

0040・4039／＄一　see　front　matter◎2005　Published　by　Elsevier　Ltd．

doi：10．1016／j．tetlet．2005．12．033
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　　　　　　oxyluciferin

＋　luciferase　＋　CO2＋AMP　＋　PPi　＋㎞
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D・luciferin

÷PPi
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ATP，　Mg2＋

O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

L－luciferin

＋PPi ＋luciferase　＋　AMP＋PPi

hydrolysis

Sc血eme　1．　PropOsed　mechanism　for　the　production　of　D・ludferin伽m　L・luciferin　Via　luciferyl・CoA．

to　yield　D－andレluci価n．　Whereas　the　regenerated
レluciferin　would　be　rapidly　reconverted　to　luciferyl－

CoA，　D－luciferin　could　be　used　fbr　the　light－producing

reaction．　We　report　here　the　development　of　a　new　fire一

且ybioluminescence　system　using　L－luciferin，　the　anti－

pode　of　D－luciferin．

An　esterase　from　porcine　liver（from　Sigma－Aldrich

Chemical　Co．，　Milwaukee，　WI）was　used　to　hydrolyze

the　lucifery1－CoA　thioester，　because　the　enzyme　is　flex－

ible　in　its　recognition　of　substrates．　The　esterase　hydro－

lyzed　lucife］［yl－CoA（data　not　shown）．　The　reaction

mixture（400μL）contained　L－luciferin（50μM），　CoA－

SH（500μM），　ATP（1．5　mM），　MgSO4（4　mM），　lucifer－

ase（10μg／mL），　and　esterase（0．2　mg畑L）in　O．1　M　Tris

buffer　at　pH　8．0．　The　reaction　was　initiated　by　the　addi－

tion　of　a　solut輌on　of　ATP　and　MgSO4．　The　reaction　was

monitored　by　high－performance　liquid　chromatography
（HPLC）analysis　of　D－　and　L－luciferin　using　a　chiral　col－

umn（Chiralcel　OD－RH，4．6×150　mm；Daicel　Chemical
Industries，　Ltd，　Osaka，　J　apan）eluted　with　27％aceto－

nitrile　containing　O．1％TFA，　by　measuring　fluorescence

（excitation　330㎜，　emission　530　nm）（Fig．1）．

As　shown　in　Figure豆，　the　quantity　ofレluciferin　rapidly

decreased（Fig．1，Aand　B）and　luciferyl－CoA　appeared
instantaneously，　as　reported　previously．13　After　an

induction　period，　the　amoullt　of　D－luciferin　gradually

increased．　This　indicates　that　D－luciferin　was　generated

fromレluciferin　in　the　presence　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　firefly　luciferase，

esterase，　CoA－SH，　ATP，　and　Mg2＋．　In　the　absence　of

CoA－SH　in　this　reaction，レluciferin　was　essentially　not

consumed　and　its　concentration　remained　almost　con－

stant　du］dng　the　observation　period，　indicating　that

CoA－SH　is　the　esselltial　componellt　in　the　production

of　D－luciferin（Figパ，　C）．　On　the　other　hand，1ucifery1－

CoA　was　not　produced　from　D－luciferin　by　firefly　luci－

ferase．i3　’lherefore，レlucife血was　not　produoed　directly

from　D－luciferin　by　the　action　of　firefly　luciferase　and

esterase．　This　mealls　that　this　conversion　reaction　is

enantio－specific，　and　this　enantio－specificity　is　due　to

the　strict　chiral　recognition　capacity　of　firefly　luciferase．

’lhese　results　indicate　that　L－luciferin　was丘rst　collverted

int　o　L－luciferyl－CoA　by　the　action　of　the　luciferase　serv－

2器1蹴鷲’㍑鑑麗ISI鑑，＝霊
tion　of　the　derivedレluciferyl－CoA　and　the　subsequent

hydrolysis　of　the　epimerized　luciferyl－CoA　with　the

esterase　furnished　D－luciferin　along　with　L－1uciferin．

Since　D－lugiferin　was　fb皿d　to　be　always　present　in　the

reaCtlOn　mlXtUre　at　a　Certain　COnCentratiOn　OVer　SeVeral

hours　as　shown　in　Figure　l，　the　continuous　Iight　pro－

duction　was　observed　through　several　hours（data
not　shown）．　Most　of　the　luciferin　used　was　present

as　lucifery1－CoA（lucifery1－CoA：L－luciferin：D－luciferin　＝

965：0．8：2．7，10min），　because　the　reaction　rate　of　the

luciferyl－CoA　hydrolysis　with　the　porcine　liver　esterase

was　slower　than　CoA　ligase　reaction　with　the　firefly

luciferase．　Therefbre，　the　amount　of　light　emission

should　be　controlled　with　the　hydrolysis　activity　of

esterase　co－present　in　the　reaction　mixture．

レLuciferin　is　known　to　inhibit　the　bioluminescen㏄
activity　of　D－luciferin，　and　the　binding　abiity　ofレluci－

ferin　to丘re且y　luciferase　was　fbund　to　be　three　t㎞es

stronger　than　that　of　D－luciferin．20　The　inhibition　of

D－lucife血bioluminescence　by，L－luciferin　is　known　to

be　abolished　by　the　addition　of　CoA－SH　to　the　reaction

㎡xture．Io　I　3　Thus，　L－luciferi　l　regenerated　from　the

／
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Figure　2．　Assay　of　firefly　luciferase　using　L－lueiferin　as　the　substrate．

The　reaction　conditions　were　as　follows：レluciferin（50　ptM），　CoA・SH

（500　pM），　ATP（L5　mM），　MgSO4（4　mM），　luciferase（see　figure），　and

esterase（0．2mg／mh）in　O．1　M　Tris　buffer　at　pH　8．0．　The　vertical　axis

indicates　the　integration　of　luminescence　from　l　to　50　s．

B
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Figure　1．　The　time　course　of　the　change　in　fiuoresoence　intensity　of　L－

and　D・luciferin　in　the　reaction　of　L・luci価n　with　ATP，　MgSO4，

luciferase，　and　esterase　in　the　presence　of　CoA－SH（A　and　B）and　in

the　absence　of　CoA・SH（C）．B　is　a　magnincation　of　the　figure輌n　A．　The

reaction　conditions　were　as　fbllows：（A）L－luciferin（50　iiM），　CoA・SH

（500　pM），　ATP（1．5mM），　MgSO4（4血M），　luciferase（10　P9／md），　and

esterase（0．2　mg加L）輌n　O・1M　Tris　buffer　at　pH　8．0．（B）The　reaction

conditions　in　the　absence　of　CoA－SH．　The　reaction　was　monitored’　by

HPLC　analysis　of　D・and　L・luciferin　using　a　chiral　column（Chiralcel

OD・RH，4．6×150　m皿；Daicel　Chemical　Industries，　Ltd，　Osaka，

Japan）eluted　with　27％acetonitr皿e　coltaining　O．1％TFA，　by
皿easuring　　fluorescence　　（excitation　　330　nln，　enlission　　5301皿n）．

L・Luciferin　and　D・lueiferin　were　eluted　at　7．1and　8．4min，　respectively．

hydrolysis　of　the　epimerjzed　luciferyl－CoA　does　not
inhibit　’the　bioluminescence　activity　ofD－luciferin，　because

the　regeneratedレ1uci允rm　was　i㎜ediately　reconverted

into　luciferyl－CoA　with　firefiy　luciferase　and　the　result－

ing　lucifery1－CoA　is　removed　from　the　active　site．

The　bioluminescence　activity　of　the　present　reaction　sys一

認識麟韓聯罐雷認鷲惣
centration　used　（Fig．2），　indicating　that　the　present

method　should　be　useful　as　a　promoter　assay　in　which

In　coIlclusion，　we　have　identified　a　novel　route　of　D－

luciferin　fbrmation　fromレluciferin　in　vitro　that　allows

the　construction　of　a　new　firefiy　bioluminescence　system

using　L－lucife血，　which　is　available　cheaply　from　natU－

ralレcysteine．　In　living　cells，　CoA－SH，　ATP，　Mg2＋，

and　some　killd　of　esterase　or　thioesterase　are　present

as　ub輌quitous　cell　components．　Therefbre，　L－luciferin

may　be　used　to　quantitatively　monitor　luciferase　concen－

tration　as　a　reporter　enzyme　for　gene　expression　in　Uving

cellS．
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