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第a章序論

1．9研究背景　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

L1．1　発光生物

　　発光生物はバクテリア、夜光虫、渦鞭毛藻などの単細胞生物から脊椎動物である魚

類まで、幅広い生物層に見ることができる。発光生物の大半は海洋性であり、周囲を海

に囲まれた日本には多くの発光生物が生息する（1，2）。Table　1－1は日本に生息する発光

生物である。

Tab　l　e　1－1　日本の発光生物

生息地　　分類　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　発光タイプ

陸上　　真菌植物門　　　　　　ツキヨタケ　LampterαnycθS　laponfcus　　　　　　　　　？

　　　環形動物門
　　　　　　多毛綱　　　　　発光ミミズ　〃loroscti／ex　phosphorθum　　　　　　　　　　？

　　　節足動物門
　　　　　　昆虫綱　　　　　ゲンジボタル　∠〃010／ヨcrua　ia　ta　　　　　　　　　　L・－L反応

　　　　　　　　　　　　　　ヘイケボタル　Luc！0／a／a　tera〃s　　　　　　　　　　L－L反応

　　　　　　　　　　　　　　ミヤコマドボタル　Pyroooe〃a　miyako　　　　　　　　L－L反応
　　　　　　　　　　　　　　ヒメボタル　Hotarla　parvula　　　　　　　　　　　し一L反応

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（他44種）
　　　　　　　　　　　　　　イリオモテボタル　Rhagophtha／mus　ohbal　　　　　　L－L反応

海洋　　脊椎動物門

　　　　　　硬骨魚綱　　　　ヒカリイシモチ　S1ρham／a階〆5ん0／or　　　　　　　　レL反応

　　　　　　　　　　　　　　マツカサウオ　〃助ooθ〃かノsメξρα7！cus　　　　　　バクテリア共生

　　　　　　　　　　　　　　ヒイラギ　Gazaa〃inute　　　　　　　　　　　　バクテリア共生
　　　　　　　　　　　　　　チョウチンアンコウh〃imanto／ophus　groen／andlcus　バクテリア共生
　　　腔腸動物門
　　　　　　腹足綱　　　　　ハナデンシャ　Ka〃nga　ornata　　　　　　　　　　　　L－L反応？

　　　　　　　　　　　　　　ヒカリウミウシ　ρ！ocamophθrus　ti1θs〃　　　　　　　L－－L反応？

　　　　　　　　　　　　　　エダウミウシ　Ka／op／ocamus　ramosus　　　　　　　　L－L反応？
　　　　　　サンゴ虫綱　　ウミシャボテン　Ca　ver　7u　／ar　la　obθsa　　　　　　　　L・－L反応

　　　　　　ハイドロゾア綱オワンクラゲAequorea　ooθru／θscens　　　　　　発光タンパク
　　　軟体動物門
　　　　　　．頭足綱　　　　　ホタルイカ　eWa　tasθn　ia　so　intl〃ans　　　　　　　　　L－L反応

　　　節足動物門
　　　　　　甲殻綱　　　　　ウミボタル　Vargu／a　h〃8θndorfi／　　　　　　　　　　L－L反応

　　　　　　　　　　　　　　ヒオドシエビ　Op　lophorus　grac〃oros　tr　ls　　　　　　L－L反応

　　　原索動物門
　　　　　　尾索綱　　　　　ヒカリボヤ　Phyrosona　3〃8〃〃α〃at／anticum　　　　　　？

　　　原生動物門
　　　　　　鞭毛綱　　　　　ヤコウチュウ　11tootiluca　scintl〃ans　　　　　　　　L－L反応
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　　発光生物の発光意義は生物により異なる（Table　1－2）。発光生物の発光意義で最も知

られているものは、ホタルが雌雄間の情報伝達に発光を利用し求愛行動を行うことであ

る。これについては既に科学的な検証が行われている。それ以外の発光意義については、

推測ではあるが次のようなことが言われている。ウミボタルは捕食者の眼前で発光する

ことにより捕食を回避している。イリオモテボタルやテツドウムシは体を丸めることで、

体節にある発光器が巨大な目玉のような形状になり、鳥などの捕食を回避している。ま

た、ニュージーランドに生息するキノコバエ　ATachnocα〃rpa　lu〃linosaは自らの発光で他

の虫を誘引後、粘着性の糸で捕獲し餌としている。発光バクテリア等の下等発光生物で

は発光自体に生態学・行動学的な意味は無く、生体内に生じる活性酸素の効率の良い除

去方法として利用していると推測されている。

Table　1－2　発光生物の発光意義

　　　発光の意味　　　　　　　　発光生物名

求愛　　　　　　　　　　　ホタル、ウミボタル

威嚇　　　　　　　　　　　イリオモテボタル、テツドウムシ、ウミボタル

採餌　　　　　　　　　　　　キノコバエ（Arachnocampa　luminosa）

照明　　　　　　　　　　　　深海魚、発光イカ

活性酸素の除去　　　　　　　バクテリア、キノコ

1．1．2　生物発光研究

　　生物発光は、生物によりもたらされる発光の総称である。生物発光は生体内の化学

反応によりもたらされている。この反応系はエネルギー変換効率が高く、熱を伴わない

発光であることから“冷光”とも表現される。各生物発光の量子収率はTable　1－3に示

した通りである。
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Table　1－3　生物発光の量子収率

生物　　　　　　　　　量子収率

生物発光　　　　　　バクテリア　　　　　　　0．12～0．17

　　　　　　　　　　ウミボタル　　　　　　　　0．28

　　　　　　　　　ウミシイタケ　　　　　　　0．05

　　　　　　　　　　ホタル　　　　　　　　　0，88

　　　　　　　　　発光クラゲ　　　　　　　　0．23

化学発光　　　　　　ルミノール　　　　　　　　0．036

　　生物発光についての化学的な研究は、Duboisによるルシフェリン・ルシフェラーゼ

反応の提唱に始まる。Duboisは1885年にヒカリコメツキムシPhyrophorusから冷水及

び熱水抽出を行い、冷水抽出液の発光が消失後、両抽出液の混合によりin　vitroで発光

が生じることを確認した。後にカモメガイPholas　dactylusでも同様の発光反応を確認し、

冷水抽出液中には熱不安定な酵素が存在し、一方、熱水抽出液中には比較的熱に安定な

基質が存在すると考えた。この酵素はルシフェラーゼ、基質はルシフェリンとそれぞれ

名付けられ、これらの物質により引き起こされる発光反応をルシフェリン・ルシフェラ

ーゼ反応（Fig．1－1）と呼んだ。

　　　　　　　　　　影　　薯

　　　　　　蝉襲欝ラ塑

　　　　　　　　　　　　＼　，tti

　　　　　◎一一盈蓬一一◎＋C・2・　Light
［璽（ルシフ唖コノ　幣　酸化ルシフェリン

　　　　　　　　　　　　補因子

　　　　　　　　　　（ATP，Mg2＋．．．etc．）

Fig．1－1ルシフェリン・ルシフエラーゼ反応
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　　N．Harveyはルシフェリン・ルシフェラーゼ反応を多数の発光生物で確認した結果、

北アメリカのホタル、日本のウミボタル、バミューダ諸島のオヨギゴカイがルシフェリ

ン・ルシフェラーゼ反応により発光していることを確認した。これまでにルシフェリ

ン・ルシフェラーゼ反応を示す発光生物は、渦鞭毛ec　Lingπlodinium　polyedrum、ウミシ

イタケRenilla　rem；frormis、ヒオドシエビOρlophorus　gracilorostrisなど多く発見されてい

る。ルシフェリン・ルシフェラーゼ反応以外の生物発光反応では発光タンパク反応が発

見されている。この発光反応系はアポタンパク、セレンテラジン、酸素分子の複合体に

カルシウムイオンが引き金となり発光が生じる反応系である。この反応系は北アメリカ

に生息する発光クラゲ廊g〃oア印痂孟oア∫αから、1961年に下村らによって発見された（3）。

この反応系を有する発光生物にはツバサゴカイChaetopterus　variopedatusや発光オキア

ミMeganycti　hanes　norvegicaがある。

　　ルシフェリン・ルシフェラーゼ反応は特異性の高い酵素反応であり、基質、酵素の

構造は反応系ごとに異なる。これまでにホタル、ウミボタル、腔腸動物、発光貝Latia

nerito　ides、発光ミミズ、渦鞭毛藻のルシフェリン構造が決定されている（Fig．　1－2）。一一

方、酵素ルシフェラーゼについても、ウミボタルVargula　hilgendorfii（4）、発光甲虫（ホ

タル、イリオモテボタルRagophtha1〃2us　ohbai（5）、鉄道虫PhriXothrix　sp．（6））、ウミ

シイタケ・Ren　illa　renJformis（7）、渦鞭毛ee　Lingulodinium　plyedrum（8）、ヒオドシエビ（9）

のルシフェラーゼcDNAクローニングが行われ、タンパクの一一次構造が決定されている。

現在、ホタル、ウミシイタケ、ウミボタル生物発光系は、遺伝子工学や細胞生物学研究

において細胞内分子挙動のモニタリングツールとしての応用が進んでいる。しかしなが

ら、発光メカニズムが未解明な発光生物は非常に多く、また、全ての発光生物において

基質の合成経路は不明である。既に基質、酵素が解明された発光反応系でも、酵素ルシ

フェラーゼの分子機構の詳細については不明点が多い。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　＼ミ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R　　　　l＼

　　　ホタルルシ7zリン　　　　　　　　”’・i：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R・　OH：セレンテラジン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R＝　OSO3H：ホタルイカルシフxリン

　　　　　　　　　　　　　R
　　　　　　i

H3Cグ

　　　　・　　　　　　　　　　N翫

Na°，PH　，PH　・C

　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウミボタルルシフェリン
R＝H：Dinoflagellateルシフェリン

R：OH：Meganyct　i　phanesルシフェリン

H＞°CH°

l　　　　　　　　　　　　　　H

発光貝Latiaルシフエリン　　　　　　　　　　発光ミミズルシフxリン

Fig．1－2発光生物のルシフェリン
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1．1．3　ウミボタルについて

　　ウミボタルは、節足動物門甲殻綱介形目ウミボタル科に分類される発光生物である。

ウミボタル類はVargula、　Cypridina属の2属のみに発光種が見られる。南カリフォルニ

ア湾ではVargula　tswfii、東南アジアではCypridina　serrata、カリブ海ではVargula　hanveyi

などの発光種がこれまでに発見されている。日本近海ではVargula　hilgendorfii（以下、

v．hilgendorfii：Fig．1－3A）、　Cyρridina　noctiluca　（Syn．　Cyρridina　dentata）　（以下、

c．・noctiluca：Fig．　1－3B）、そして、qρ7’∂2槻伽ε7薦の3種の生息が報告されている（1）。

π履gθη40ψ∫は発光種では最大であり、体長は約3mmである。この種は日本近海に生

息しており、青森県陸奥湾から沖縄県酉表島までの砂底海岸で見ることができる（Fig．

1－4）。この種の記載はG．　W．　Mttllerによって行われた（10）。学名はMUIIerにサンプルを

送ったF．EM．Hilgendo㎡にちなみ（］ypridina　hilgendorfiiと命名された（後に属名がVargula

に変更）。この生物は夜行性で昼間は砂中に潜っており、夜間採餌や繁殖等の行動を行

う。食性は肉食性で魚の死体等に群がる。π駕gθη40ゆは、外部より化学的・物理的な

刺激（例えば捕食者からの攻撃）を受けると、口腔上部の上唇腺と呼ばれる器官より、

発光基質ルシフェリンと酵素ルシフェラーゼを海水中に放出し、鮮やかな青色の発光を

呈する（Fig．1－3c）。この発光はシンプルかつ特異性の高い酵素反応で、ルシフェリン・

ルシフェラs・一・一・・ゼ・酸素分子の3要素によって成り立ち、ホタル生物発光反応とは異なり、

ArPやマグネシウムイオンなどの補因子を必要としない（11，12，13：Scheme　l）。

Ofl）i（：”．一一”）c，Y，”一一

　　　　　o2
・冒しL・㈱se

ウミボタルルシフェリン

　ll　緊H

ジオキセタン中間体

＊

＿＿　　・》〉
　　　♂オヤ＋C°・，h・46°－

　　　　　H
　　　　　　オキシルシフェリン

Scheme　1　ウミボタル生物発光反応
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Uhilgendorfii生物発光反応は酸素分子によるルシフェリンの酸化反応で、その結果、酸

化ルシフェリン（オキシルシフェリン）、二酸化炭素、そして青色光がもたらされる

（14，15）。ルシフェラーゼはルシフェリンの酸化を触媒し、励起状態の酸化ルシフェリ

ンとルシフェラーゼの複合体がこの発光反応における発光体となっている（16）。この

生物発光反応についてのこれまでの研究では、ルシフェリン構造が岸・後藤・平田らに

より決定され、イミダゾピラジノン骨格を有する分子量478の化合物であることが解明

されている（17，18，19）。一方、ルシフェラーゼについては、下村、Tsuj　iらにより精製

が行われ、酵素特性が調べられている。更に1989年にThompsonらによりルシフェラ

ーゼcDNAがクローニングされ、アミノ酸555個からなる一次構造が決定されている

（4）。ウミボタル生物発光系は分泌型発光系であることが特徴として挙げられる。、既知

の生物発光系で、酵素ルシフェラーゼが分泌特性を持つものはウミボタル、ヒオドシエ

ビ、発光貝Latiaの3種類である。現在、いくつかの生物発光系は遺伝子工学、細胞生

物学研究において細胞内分子挙動のモニタリングツールとして応用が進んでいる。その

中で分泌型発光系はウミボタル発光系のみで、今後、この発光系はツールとしての需要

は更に増大すると思われる。

Fig．1－3　ウミボタル

　　　A：Vargu／a　hilgendorf〃、スケールバーは1mm

　　　B：Cyprldlna　noct〃uea、スケールバーは1mm

　　　C：ウミボタルの発光
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Fig．1－4　日本におけるウミボタルの分布

　　　Vargu／a　hi／gendorf〃●、　Cypridlna　noct〃uca●、　Cypr　idlna　innermis
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LL4　遺伝子発現研究におけるルシフェラーゼの利用

　　ヒトゲノムプロジェクトにより、ヒト遺伝情報が解明された現在、特定遺伝子の発

現時期の解明や発現物質の分子挙動解析研究が重要とされている。この研究では優良な

分子プローブが必要とされ、そのプローブのひとつに酵素が用いられている。プローブ

としての酵素の利点は、蛍光プローブに比べ定量性に優れている点が挙げられる。酵素

を用いたモニタリングで最も頻繁に行われているのは、遺伝子転写活性モニタリングで

ある。Fig．1－6は遺伝子転写活性モニタリングの模式図である。遺伝子の転写は転写因

子が翻訳領域上流部に存在するプロモータ配列を認識し、その下流に位置する翻訳部を

転写していく。そのため同一プロモータを有する遺伝子の転写は、同一転写因子によっ

て同時に行われる。この原理を利用し、酵素遺伝子の上流部にプロモータ配列を組み込

んだ遺伝子を作成し、細胞内へ遺伝子を導入することで酵素タンパクが発現し、その酵

素の定量によって間接的に遺伝子転写活性のモニタリングが行える。従来モニタリング

にはCAr（Chloramphenilchole　acetyl　transferase）、βGa1（β　・・Galactosidase）などの酵素

が用いられていたが、これらの酵素は酵素活性測定に手間と時間がかかり、アプリケー

ションとしては不便であった。酵素定量までの手間の簡便化を図るために、ホタルルシ

フェラー・一…ゼが用いられるようになった。ホタルルシフェラーゼは基質添加後即座に発光

が生じるため、測定が迅速かつ容易に行えた。また定量方法が発光検出であるため感度

が高く、従来の酵素よりも優れていた。ホタルルシフェラーゼは現在遺伝子転写活性モ

ニタリングに最も利用されているレポータである。ホタルルシフェラーゼの他に、ウミ

シイタケルシフェラーゼを用いた定量系も確立されており、ホタルルシフェラーゼと組

み合わせたデュアルアッセイ系も構築されている。しかしながら、これらのレポータの

定量では、細胞破壊が必須であるため、継続的な遺伝子発現研究が行えず、細胞外へ分

泌されるレポ・・・…タが求められていた。1989年にクローニングされたV．　hilgendorfiiルシ

フェラーゼは哺乳類細胞で発現し、発現したルシフェラーゼは細胞外へ分泌されること

が確認された。またレポータとしての特性も従来のレポータより優れていることが確認

されている。この酵素を用いた遺伝子転写活性モニタリングが既に数例報告されており、

今後、更なる応用の拡がりが見込まれる。
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〈通常発現〉

〈レポータを伴う発現〉

一錨一・－

定量へ

Fig・1－5遺伝子発現モニタリング原理模式図　　＿目的遺伝子
　　　同一プロモータを有するタンパクは、同時に発

　　現する。意図的にレポータを細胞に形質導入した　　　　■■一　　レポータ酵素

　　場合・細胞内のプ゜モータの活靴により・レポ　　■　プ。モ＿タ
　　・一・一一・タ酵素が発現する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　○　　転写因子
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9．2　研究目的

　　ウミボタル発光系は過去の研究により、ルシフェリンの構造決定、ルシフェラーゼ

遺伝子のクローニングが既に行われている。ウミボタル発光系の最大の特徴は分泌型発

光であり、この特徴を利用し、近年では細胞生物学研究におけるモニタリングツールと

して応用が行われいる。これまでにπ観gθη面痂ルシフェラーゼ遺伝子を導入したチャ

イニーズハムスター卵巣細胞において、細胞表面の分泌口より分泌されるルシフェラー

ゼのリアルタイムモニタリングを行った研究（20）やラット下垂体腺腫細胞内の成長ホ

ルモンプロモータ活性測定を24時間継続的に生細胞で行った研究（21）が報告されて

いる。今後、ウミボタル発光系は高感度分泌型モニタリングツールとして、需要が更に

増加すると思われる。しかしながら、この発光系ではルシフェラーゼの分泌シグナル配

列、糖鎖機能、活性部位などの酵素として重要な情報が未だ不明である。本研究では、

ウミボタル生物発光系における酵素ルシフェラtsゼの酵素特性及び構造特性の解析を

行うことで、不明点である分泌シグナル配列、糖鎖機能の解明を目指した。具体的な実

験は2点行った。まず1点目としてπ観gθη40礎発光液からのルシフェラー一ゼ新規精製

法を確立し、同方法により精製したルシフェラーゼの特性解析を行った。2点目はウミ

ボタルルシフェラーゼの分子構造的な理解を深めるために、Vhilgendorfii近縁種

（ryρアidina　noctiluea（22）よりルシフェラーゼcDNAをクローニングし、哺乳i類細胞で発

現したルシフェラーゼについて特性解析を行い、既知のZhilgendorfiiルシフェラーゼと

の比較を行った。また糖鎖機能を解明するために、（）．　n　octilucaルシフェラーゼに対し酵

素処理、遺伝子操作による脱糖を行い、脱糖によるルシフェラーゼ特性への影響を確認

した。
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第2章吻9〃伽hitgendorfiiルシフェラーゼ新規精製法の確立及び

　　　　酵素特性

2．1研究背景

　　Vhilgendorfiiルシフェラーゼの精製は、これまでに下村（23）、　Tsuj　i（24）のほか

数回行われ、精製したルシフェラS－一一・ゼの特性が報告されている。しかしながら、これら

の報告には3つの問題点が存在する。1つ目の問題点は、これらの報告が全て30年以

上前のものであり、当時の技術を考慮するとπ履gθ編o脚ルシフェラーゼについて再度

特性解析が必要であると考えられる点である。2っ目は精製方法である。従来の方法で

はVhilgendorfiiの破砕液を精製材料としており、精製材料に多くタンパクが含まれてい

るため、精製過程が繁雑で時間を要し、回収率を上げることが困難であった。加えて、

近年の港湾開発や水質汚染によりπ履gεη40脚の生息個体数が減少しているため、従来

の方法ではタンパクの大量精製は不可能である点である。3つ目は、これまでの研究で

は、v．　hilgendorfiiが実際に海水中に放出したルシフェラーゼについては何も報告されて

いない点である。

　　本研究では上記の3つの問題点を解決するために、Vhilgendorfiiが発光器官・上唇

腺（Fig．2－1）より、ルシフェリン、ルシフェラーゼを海水中へ放出して発光すること

に注目し、Vhilgendorfii発光後の海水からルシフェラーゼ精製を行う新規精製法を目指

した。また、この方法により精製したルシフェラーゼの特性解析を行った。

　磁懸饒鞭、、iS．．，，i

磁藻灘懸
　　　　　κ》

Fig．2－1　u　hilgendorf〃発光器官・上唇腺

　　（A）上唇腺位置（赤線）（B）上唇腺。黄色の筋はルシフェリン
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2．2実験方法

2．2．1　Uhitgendorfiiの採集及び発光液収集

　　7履g例40脚の採集は、伊豆半島下田市鍋田湾・外浦湾と千葉県館山市北条海岸で

行った。採集はベイトトラップ（Fig．2－2A）を使用し、餌には豚レバv－一一・を用いた。採集

は日没後より夜間行った。採集したVhilgendorfiiは実験室内において、ろ過海水を用い

て飼育を行った。発光液の収集は、約600匹の生個体を発光用のアクリル水槽（Fig．2－2B）

に移し、人工海水（NaCl　23．447　g，　MgCl24．981　g，　Na2SO43．917g，　CaCl21．102　g，　KCI　O．664

g，NaHCO30．192　g，　KBr　O．096　g／1　kg，　pH　7．5－8．0）200　mLを満たした状態で発光させた

（Fig．1－3c）。発光は電気刺激により行った。電気刺激は20－50　vの交流電圧による刺激

を0．1－0．2秒、20回ほど行った。刺激後、π滅gθ〃do吻を除いた海水を実験試料として

用いた。

欝籍　　　　　欝　1鱒

Fig．2－2　（A）ベイトトラップ　（B）発光用アクリル水槽

2．2．2　SDS－PAGE

　　SDS－PAGEは12．5％の分離ゲルを用い、　Laemmliの方法（25）で行った。サンプ

ルは2％SDS，10％グリセロL－・一・ル，40　mM　DTT，　O．01％フェノールレッドを含む62．5　mM

Tris－HCI，　pH6．8で調整した。銀染色はシルバーステインキット（ArTO社製）を使用し、

付属のプロトコールに従い行った。分子量マーカーにはLMW・Marker（アマシャム社製）、

プレステインマーカー（6～175kDa）（New　England　Biolabs社製）を用いた。二次元電

気泳動はPROTEIN　IEF　Cell（Bio－Rad社製）を使い、付属のプロトコールに従い行った。

一次元目の泳動にはPG　Ready　strip　pH3－10を用いて行った。

13



＜補足説明＞　SDS－PAGEについて

　　電気泳動はタンパクやDNAを分子量により分離する際に用いられる最も一般的な

方法である。SDS－PAGEは、　SDS添加によりタンパク内非共有結合による相互作用を破

壊し、タンパクに負電荷を持もたせ、アクリルアミドゲルの分子ふるい作用によりタン

パクの分離を行う方法である。Fig．2－3は模式図である。

Fig．2－3　sDs－PAGE原理模式図

　　SDSにより負電荷を帯びたタンパクをアクリルア

ミドゲル上にのせ電気を流すと、分子量が小さいタン

↓　　　バクほどゲル中を速く移動するため、分子量に応じて

タンパクが分離される。

2．2．3　精製手順

　　発光液を含む海水200・mLは、　YM－10メンブレン（ミリポア社製）を使い6mLま

で濃縮を行った。濃縮した発光液は、ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製を行った。

カラムはSuperdex　200　HR　10／30（アマシャム社製）を使用し、分離能を上げるためカラ

ムを2本直結して行った。溶媒は50mM　Tris－HCl，　pH7．2を用い、流速0．5　mL／minの条

件で行った。分子量マーカーにはカタラー一・ゼ（232kDa）、　BSA（69kDa）、シトクロムC

（12kDa）を用いた。カラムからの溶出液は波長280　nmの紫外線吸収でモニタリング

し、05mL毎に溶出液を採取した。溶出分画の活性測定は各分画より1μLを取り、50　mM

Tris－HCI，　pH7．2で150倍に希釈後、1．5　nMのルシフェリン溶液50μLを加え、20秒間

の積算発光量を測定した。発光測定にはルミネッセンサーAB－2000ルミノメーター

（ArTO社製）を用いた。タンパク量測定はBio－Rad　protein　assay（Bio－Rad社製）を使

い、BSAを標準試料として行った。
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2．2．4　熱安定性

　　精製ルシフェラーゼ12．8ng、　BSA　50μgを含む100　pLの50　mM　Tris－HCI，pH7．2を

30分間0～70℃の各温度でインキュベートし活性測定を行った。活性測定は、50μLの

1．5nMルシフェリン溶液を加え、20秒間の発光活性を測定した。また、37℃での安定

性を測定するために、30分～10時間インキュベート後の活性も測定した。

2．2．5　Km値測定

　　ルシフェリンに対する働値を計測するために、50μLの5．26ngのルシフェラー

ゼを含む50mM　Tris－HCI，pH7．2に対し、0．1～2．OμMルシフェリンを50　pL加え、25℃

での20秒間の積算発光量を測定した。測定は3回行った。Km値の算出は、Linweaver－Burk

法で行った。

2．2．6　金属イオン活性阻害

　　金属イオンの活性への影響を確認するために、100μLのルシフェラーゼ12．8ng、

BSA　50μgを含む50　mM　Tris－HC1，pH7．2に対し、最終濃度がO－1．O　MとなるようにNa＋，　K＋，

Mg2＋，　Ca2＋の各金属イオンを加えた。各金属は塩化物を使用した。発光測定は50μLの

1．5nMルシフェリン溶液を加え、20秒間の積算発光量を測定した。

2．2．7　マススペクトメトリー一

　　分子量決定は、MALDI－TOF型質量分析装置で行った。レーザー光源は波長337㎜、

パルス幅3nsのN2レーザーを用いた。加速電圧は20　kV、グリット電圧は90％、ガイ

ドワイヤー電圧は0．3％、ディレイドエクストラクションにおけるディレイトタイムは

300nsで行った。測定はリニアモードの正イオンモードで約100回のレーザー照射を行

って平均した。マトリックス溶液は0．1％TFA／66％アセトニトリル溶液で

3，5－dimethyoxy－4－hydroxy－cinnamic　acidを10mg／mLに調整したものを用いた。質量の校

正は外部標準法によりミオグロビンとBSAの分子イオン［M＋H］＋を用いて行った。
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＜補足説明＞　MALDYTOFについて

　　本研究で用いたMALDI（Matrix・・Assisited　Laser　Desorption／lonization）／TOF（Time　Of

Flight）型質量分析装置は、紫外線吸収性の固体マトリックスを用いて紫外線レーザー

により物質をイオン化後、一定電圧をかけイオンの加速を行い、イオンの磁場における

飛行時間から質量を測定するものである。

2．2．8　糖鎖確認

　　ルシフェラ・一一一一・ゼ溶液20μLに対し、変性バッファー（5％（w／v）SDS、10％β一メ

ルカプトエタノール）2μLを加え、100℃で10分間変性を行った。変性後、05Mリン

酸ナトリウム溶液（pH75）と10％NP－40をそれぞれ2．2μL加え、50UのPNGaseF（New

England　Biolabs．社製）を加え、37℃で一晩インキュベートした。酵素処理後のルシフェ

ラーゼ溶液はSDS－PAGEを行い、分子量変化を確認した。
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2．3結果及び考察

2．3．1　発光液中のタンパクの検出

　　人工海水中でMhilgendor77iを発光させ、回収した発光液についてSDS－PAGEを行

った。Fig．2－4はその泳動図である。発光液には約70kDa付近にメインバンドが確認で

き、その他にタンパクはほとんど確認されなかった。70kDaのバンドは抗Uhilgendorfii

抗体（20）に対し陽性反応を示すことから、π滅gεη40祓’ルシフェラーゼであった。発

光液の左側には上唇腺を破砕した溶液を泳動した。この泳動図では、発光器官である上

唇腺の破砕液でさえルシフェラS・・一一d・一ゼ以外に非常に多くのタンパクが含まれることを示

しており、従来の個体破砕よりも発光液から精製を行う方が、効率が良く精製が行える

ことをこの結果は示唆している。

　　上唇腺からの分泌物については、阿部らの研究では複数の消化酵素が発光液中から

検出されたとの報告がある（26）。しかし、今回の研究ではタンパクの他に銀染色によ

って染色されるような物質はルシフェラーゼ以外に検出できなかった。阿部らの研究で

は、発光液の収集がZhilgendorfii捕獲直後に行われ、海水で個体を洗浄し、汲み上げた

海水中で採集用ネットにVhilgendorfiiを入れ、揉み解すようにして刺激を与える方法で

発光液を収集していることから、放出物以外の物質が混入している可能性が高いと考え

られる。報告では渦鞭毛藻のルシフェラ・・一…ゼが検出されており、このことは海水からの

物質の混入を示している。また、DNaseやRNaseが検出されたことからVhilgendorfii

の共食いもしくは物理的な個体の破損による、発光分泌物以外の物質が混入した可能性

も考えられる。この点にっいては、本研究でも発光液収集時に、発光水槽内で

Zhilgendorfiiの共食いが起きた場合、発光液についてSDS－PAGEを行ったところ、多数

のバンドが検出された。今回の実験結果と以上のことから、π捌gθη40脚の発光時に放

出されるタンパクはルシフェラーゼ以外に無いと推察される。
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　　　　　　　　上唇腺

（kl）a）　破砕　発光液人工海水

32・5一　　箪二

　　　　　　　．灘
6．5　■■一　　　一一　　　　　　　　　　　　　　一一．．t．

Fig．2－4　Mhilgendorf〃発光液のSDS－PAGE

　　発光器官・上唇腺破砕液、Mhilgendorf〃発光液、人工海水のSDS－PAGEであ

る。サンプルは左から上唇腺、発光液、人工海水の順に泳動している。ゲルは12．596

アクリルアミドゲルを用い、染色は銀染色を行った。
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2．3．2　精製

　　　下村らによるπ観gε編o吻ルシフェラーゼの精製法は、個体破砕液に硫安を加え、

その沈殿よりDEAE担体を用いたクロマトグラフィーの繰り返しによるものであった。

2．3．1の結果から、Vhilgendorfiiの発光液にはルシフェラーゼ以外にタンパクがほとんど

含まれていないことを確認したので、π観g朋40舜発光液からのルシフェラーゼ精製を

試みた・今回は・生個体600匹をアクリル水槽中で電気刺激により発光させた発光液

200mLを精製材料とした。この発光液を限外ろ過で6mLまで濃縮し、ゲルろ過クロマ

トグラフィーを行った。ゲルろ過クロマトグラフィーの選択理由は、ルシフェラーゼ以

外のタンパクが少ないため・分子量による選別で精製が可能と推測される点と精製ルシ

フェラーゼの分子量確認を狙った2点によるものである。Fig．2－5はゲルろ過クロマト

グラフィーのクロマトグラムである。Fig．　2・5の青線は波長280　nmの紫外線吸収であり、

赤点はルシフェラーゼ活性である。Fig．の縦軸には吸収量、横軸にはカラムからの溶出

量である。このクロマトグラムでは3～4つの吸収ピ・一…一クが見られる。このピークの中

でルシフェラーゼ活性を示すのは最も左側に位置する約68kDaのピークだけであった。

活性のある分画を回収し、SDS－PAGEを行った結果、約68kDa付近にシングルバンドが

確認され・ルシフェラ』ゼ精製が行えたことを確認した．今回の精製ではπhilg，nd。rfii

600匹より80μgのルシフェラーゼ精製が行えた。発光液中の総ルシフェラーゼ活性量

は5．80×1011counts／20secであり、ゲルろ過後の総ルシフェラーゼ活性量は1．09×1011

counts／20secであることから、新規精製方法では発光液中全ルシフェラーゼの18．8％が

回収された。Table　2－1は今回行った新規精製法と下村らの方法の比較である。新規精製

法では収率、精製時間、精製手順の3点で大幅な改善が行えた。まず、以前の方法では

約5009の乾燥個体より10mgのルシフェラーゼが精製され、π観98編o脚19あたりの

収率は20μ9であった。一方・新規精製法ではVhilgendorfii　O．69あたり80μ9の精製が

でき、Vhilgendorfii　lgあたりの収率は133　F9であることから、約6．6倍高効率の精製が

行えた・精製時間については、新規方法では発光液の収集からゲルろ過クロマトグラフ

ィーの終了までが24時間以内に完了するため、数日を要する従来の方法に比べ格段に

迅速であると言える。精製手順についても、新規方法は発光液の収集、限外ろ過での濃
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縮、ゲルろ過クロマトグラフィーと大幅な簡略化が行えた。また、新規方法は個体への

電気刺激時に過剰な刺激を行わなければ、約1週間後に再度同個体よりルシフェラーゼ

精製が可能であることから、π塀g例40ゆの生息個体数が減少傾向にあっても、大量精

製が可能な優れた精製法であった。
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Fig．2－5濃縮発光液のゲルろ過クロマトグラフィー

　　発光液のゲルろ過クロマトグラフィーのパターンである。カラムは

Superdex200　HR　10／30を用い、溶出は50mM　Tr　i　s－HC　l，pH7．2を用い、流速0．5mL／m　i　n

条件下で行った。青線はカラム溶出溶液の280nmの吸収パターンで、赤点は溶液

分画のルシフェラーゼ活性である。緑色の三角はマーカーとして用いたカタラーゼ

（232kDa：A）、　BSA（69kDa：B）、シトクロムC（12kDa：C）である。右上の電気泳

動図は、ルシフエラーゼ活性のある分画について行ったSDS－PAGE（12．50／・ゲル、銀

染色）である。
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Tab　I　e　2－1．　U　h1／gendorf〃ルシフエラーゼ精製比較

　　本研究で行った精製と下村らによって行われた精製（23）の比較一覧である。

赤線で囲った部分が本研究で大幅に改善された点である。

Shimomura（1961）　　本研究

使用したV．hilgendorfii　　　500，000匹　　　　600匹
　　　　　　　　　　　　　　　　（500g）　　　　　　　　　（0．6　g）

ルシフェラーゼ精製量　　　　　10mg　　　　　80μg

［hilg・nd・rfii　lgあたりの　2・μ9　［133μ9］

ルシフェラーゼ精製量

精製時間　　　　　　　　　　　数日　　　　24時間以内

精製ステツプ　　　6・r7　［三］

〆
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2．3．3　酵素特性

　　新規精製法にて精製したπ履gθ掘o脚ルシフェラーゼについて特性解析を行った。

Fig．2－6は精製ルシフェラーゼを各温度で30分間インキュベート後の発光活性である。

この結果では約40℃までは活性が保持されており、40℃くらいまでがこの酵素の適正

温度と思われる。次に37℃での安定性を確認した。37℃は通常細胞培養に用いられる

温度で、この温度における安定性はツールとしてこの酵素を用いる場合の重要な情報と

なる。Fig．2－7は精製ルシフェラーゼの37℃における安定性である。この結果では10

時間インキュベーション後でも約80％の活性が保持されていた。ホタルルシフェラL・一一・一・

ゼは37℃、30分間のインキュベーションで活1生が失われる（27）。このことより、同温

度で長時間安定なVhilgendorfiiルシフェラーゼは、ホタルルシフェラーゼよりもツール

として有効であることがこの実験から示唆された。

（

）100診
：E

5
Φ
．≧

駕

石

50

0

0　10203040506070
　　Temperature（°C）

Fig．2－6精製ルシフエラーゼ温度別安定性

　　精製ルシフェラーゼの温度別安定性である。各温度、30分間インキュベート後

に活性測定を行い、0°C、30分間インキュベート後のルシフェラーゼ活性に対する

相対活性値である。

、
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Fig．2－7精製ルシフェラーゼの37°cにおける安定性

　　37°Cにおけるインキュベート時間でのルシフェラーゼ活性である。37°Cでイン

キュベーションを行い、各経過時間でのルシフェラーゼ活性を測定し、各値はイン

キュベート0時間目のルシフェラーゼ活性に対する相対活性値である。

　　V．　hilgendorfiiルシフェラーゼの分子量は、下村らが超遠心法により45～59kDa（23）、

Tsujiらがゲルろ過クロマトグラフィーより68kDa（±3kDa）（24）とそれぞれ報告して

いる。本研究では精製ルシフェラーゼについてmUDVTOFを用いて分子量測定を行っ

た。Fig．2－8はその結果である。　MALDI／TOFにより求められた分子量は61，935Da（±

0．05％）であった。Vhilgendorfiiルシフェラーゼの正確な分子量はこの報告が最初であ

る。クローニングされたルシフェラーゼcDNAから計算されるルシフェラーゼ分子量は

61，693Daであり、今回の測定から求められた分子量と300Daの相違が見られた。

VhilgendorfiiルシフェラーゼはN結合型糖鎖を持つ分泌タンパクであることが知られて

いる（4）。今回ルシフェラv・一一一ゼの分子量において測定値と理論値に相違が見られた理由

は、分泌シグナル配列の切除、糖鎖等の修飾によるためと推測される。
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Fig．2－・8精製U　hi　／gendorf〃ルシフェラーゼのマススペクトメトリー

　　精製ルシフェラーゼの分子量である。分子量決定はMALD　1－TOF型質量分析装置

で行った。質量の校正は外部標準法によりミオグロビンとBSAの分子イオン［M＋田＋

を用いて行った。
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　　Table　2－2は新規精製法で精製したルシフェラーゼの特性と下村らにより精製され

たルシフェラーゼの特性についての一覧である。両者における値の相違が等電点に見ら

れた。これは精製法と等電点の決定法の相違に起因していると考えられる。本研究での

精製はゲルろ過カラムで精製後、2次元電気泳動で等電点の決定を行っている。それに

対し下村らはイオン交換カラムで精製を行い、等電点電気泳動で等電点を決定している

ため、等電点に広がりが見られないと推測される。本研究で精製したルシフェラV・・一一ゼに

ついて2次元電気泳動を行うと、3．9～5．0と幅広くスポットが見られる。しかし、メイ

ンスポットは4．5近辺に見られ、下村らの報告に近似していた。

　　今回精製したルシフェラ”・一・一・ゼは、実際に海水中に放出されたルシフェラーゼを精製

したと言う点において、従来の精製ルシフェラーゼと特性の相違があることを予想した。

しかし、今回の結果からは大きな相違は確認できなかった。V．　hilgendorfiiは上唇腺内に

穎粒状のルシフェラーゼを貯蓄していることが過去の研究で明らかにされている（28）。

貯蓄されているルシフェラーゼはタンパクとして成熟した状態で保存されており、その

ためタンパク特性の相違が精製材料によって生じなかったと推察される。

Tab　l　e　2－2精製Zh〃9θndorf〃ルシフエラーゼの特性比較

　　今回精製したルシフェラーゼの特性解析を、下村らの報告（23）と比較した。

赤線で囲った数値は初めて報告される値である。

　　　　　　　　　　　　　Shimomura（1961）　　　　本研究

至適温度　　　　＿　　　1～40℃1
等電点　　　　　　　　4。35　　　　　　　3。9－5，0

　Km　　　　　　　O．52×10－6（M）　　　0．86×10’6（M）

　Vmax　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　2．99×107（counts／sec）

分子量　　48・5－53（kD・）　晒画

＜活性半減濃度＞

　　　Na＋　　　　　　　0．3　（M）　　　　　0．5　（M）

　　　K＋　　　　　　　0．2　（M）　　　　　0．35（M）

　　Mg2＋　　　　　　　　＿　　　　　　　0．2　（M）

　　　Ca2＋　　　　　　　0．15（M）　　　　　0．05（M）
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2．3．4　構造特性

　　π観gθ編o吻ルシフェラーゼはN結合型糖鎖を持つ分泌タンパクであることが知ら

れている。ThompsonらによるルシフェラーゼcDNAのクローニングの結果、

Zhilgendorfiiルシフェラーゼのアミノ酸一次構造が明らかにされた（4）。　MhilgendorL17i

ルシフェラーゼには2箇所のN結合型糖鎖修飾部位（Asn－Xaa－Thr／Ser）（29）が、それ

ぞれ186－188番目：Asn－11e－Thrと408－410番目：Asn－Thr－Serに存在し、　N結合型糖鎖切

断酵素処理により分子量が2～3kDa小さくなることが報告されている（4）。今回精製

したルシフェラーゼについてもN結合型糖鎖切断酵素であるPNGaseF処理を行い、　N

結合型糖鎖の有無を確認した。Fig．2－9は酵素処理による分子量の変化を確認するため

のSDS・・PAGEである。この結果、わずかであるが酵素処理によって分子量が小さくな

ったことから、分泌されたπ酬gθη吻峨ルシフェラーゼもN結合型糖鎖修飾を受けて

いることが確認できた。本研究では、ルシフェラーゼに結合する糖鎖の構造、分子量は

決定できなかった。しかし、N結合型糖鎖は共通した2つのN一アセチルグルコサミン

と3つのマンノースからなる基本骨格を持っている。このことからVhilgendorfiiルシフ

ェラー…ゼには少なくとも1kDaの糖鎖が付加されていることが推測され、　XUDIITOF

で求められた分子量61．9kDaから糖鎖分を差し引くと、　cDNAから算出された分子量

61．3kDaとアミノ酸数個分の分子量の相違が生じる。この相違は精製されたルシフェラ

ーゼでは分泌シグナル配列が切断され、そのため理論値よりもアミノ酸数個分分子量が

小さくなっていると推察される。今回の結果では、糖鎖及び分泌シグナル配列について

の議論をするために十分なデータが得られていないので、この点については今後更なる

研究が必要である。
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Fig．2－9　PNGaseFの糖鎖切断個所模式図とPNGaseF処理による精製ルシフェラー

ゼの分子量変動

　　N結合型糖鎖は、アミノ酸配列中のアスパラギンーXaa一セリンorトレオニンと

連続した配列のアスパラギン残基に結合している（Xaaはどんなアミノ酸でも良

い）。左の模式図のオレンジ円はN一アセチルグルコサミン、緑円はマンノース、水

色の四角はアスパラギン残基をそれぞれ示している。X部分は糖鎖により異なる糖

が結合する。オレンジで囲った部分はN結合型糖鎖の基本骨格を示している。

PNGaseFはアスパラギン残基と糖鎖の結合部位を切断する酵素である。右の図は

PNGaseF処理を行った精製U　hi／gendorfi　1ルシフェラーゼのSDS－PAGEである。レ

ーンAはPNGaseF未処理ルシフェラーゼ、レーンBにはPNGaseF処理後のルシフエ

ラーゼである。レーンBの低分子タンパクはPNGaseFである。
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第3章　Cypridina　noctilescaノレシフェラーゼcDNAクローニング及び

　　　　　糖鎖機能の解明

3．1研究背景

　　π履gθηdo魂ルシフェラーゼは、　cDNAがクローニングされている唯一の糖鎖結合

型分泌ルシフェラーゼである。1989年にThompsonらによりクローニングされたcDNA

には、アミノ酸555個からなる分子量62，171のタンパクがコードされていた（4）。こ

のルシフェラーゼは近年細胞生物学研究における高感度分泌型モニタリングツールと

して注目されている。しかしながら、Uhilgendorfiiルシフェラーゼの分泌シグナル配列、

活性部位、糖鎖機能などの酵素として重要な情報は不明である。本研究では、同一のウ

ミボタル生物発光系を持つMhilgendorLfiiの近縁種とπ城gε編0塘の発光メカニズムの比

較から、ウミボタル生物発光系にっいての新しい知見の獲得を目指した。

　　本研究ではπ観gθη40吻近縁種として（rypridinα　noetiluea（以下c．noctiluca，　Fig．

3－1A）を研究対象とした。（］．　noctilucaの選択理由は2点ある。1点目は職禦η40祓∫の

ルシフェリン・ルシフェラーゼ双方と交差反応することから、同一の発光メカニズムを

持つことであり、2点目は、抗MhilgendorLfiiルシフェラーゼ抗体に陽性であることから、

Uhilgendorfiiルシフェラーゼに類似したタンパクを持っていることである。　Fig．3－2は

C．・noetiluca破砕液に対し抗Vhilgendorfiiルシフェラーゼ抗体を用いて行ったウェスタン

ブロティングである。この結果は、（］．・noctilucaはπ観gθ編o吻と同じサイズで抗体認識

される非常に良く似た酵素を持っていることを示唆している。

　　本研究では、ウミボタルルシフェラーゼの酵素特性、活性発現等の不明点の解明を

目指し、C．noetiluedよりルシフェラーゼcDNAのクローニングを行い、　Vhilgendorfiiル

シフェラーゼとの分子構造、更に哺乳類細胞で発現したルシフェラーゼでの特性比較を

行った。また、ウミボタルルシフェラーゼの糖鎖機能解明のために、N結合型糖鎖修飾

酵素処理、C．　noctilucaルシフェラーゼ遺伝子に対する遺伝子操作による脱糖を行い、ル

シフェラーゼにおける脱糖の影響を確認した。

28



Fig．3－1ウミボタルCyoridina　nooti／uca、サンプリングポイント

　　（A）ウミボタルCyprldlna　noct1　／uca、スケールバーは1㎜

　　（B）鍋田湾、外浦湾地図（C）鍋田湾、（D）外浦湾

29



（kDa）
Cn　　　　Cn　Vh

62　■＿．　　　　一一輸φ　　rc

25　一　牽’　　■■

16．5＿1　　　＿■
　　　　　　　鑑

Fig．3－2　0．　noc　t〃uca破砕液のSDS－PAGE

　　C．　noc　t〃uca破砕液のSDS－PAGEである。左のレーンは破砕液を泳動後、銀染色

を行った。右の2レーンは破砕液と精製Uhilgendorfi　1ルシフエラーゼを泳動し、

抗U　hi／gendorfi　1ルシフエラーゼ抗休を用いてウエスタンブロティング（Fig．3－3

参照）を行った。Fig．中のCn、　VhはそれぞれC．・noc　t〃uea、　U　h　i／gendor　f〃の略

である。
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Fig．3－3　ウエスタンブロッティング模式図

　　ウェスタンブロッティングは、SDS－PAGEにより分離された複数のタンパクに、

特定タンパクの抗体を反応させ、更に一次抗体を特異的に認識する抗体を反応さ

せ、最終的に化学発光等により複数のタシパクより特定のタンパクを検出する方法

である。
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3．2実験方法

3。2．1　C．noctitucaの採集

　　C．・noctilucaの採集は、2000年10月から2001年2月にかけて、伊豆半島下田市外浦

湾・鍋田湾で行った（Fig．3－1）。本種は夜間、海表面に浮遊しているためプランクトン

ネットで採集を行った。採集した個体は、海水を取り除いた後、液体窒素で凍結し一80℃

で保存した。

3．2．2　cDNAライブラリーの構築

　　総RNAは凍結保存した個体よりISOGEN（Nippongene社製）を用いて抽出した。

続いてOligotex－dt30（Takara社製）を用いmRNAを抽出し、　Time　saver　cDNA　synthesis　kit

（Amersh㎜社製）を用いてcDNA合成を行った。合成したcDNAはλ　ZAP　I【ベクター

（STRATAGENE社製）に4℃、12時間条件下で挿入した。ライゲーション後、　GigaPack

皿（STRArAGENE社製）を用いてin・vitr，oパッケージングを行い、大腸菌XL　1－B　lueへ

形質導入し、タイター価測定を行った。その結果、2．3×105　pfU／ml（増幅後2．9×108　pfU／ml，

plaque　forming　unit）のcDNAライブラリーを作成した。

3．2．3　cDNAの同定と配列決定

　　C．noctilorca　cDNAライブラリーのファージに感染した大腸菌を15　cm径LBプレー

ト4枚に広げ、37℃で一晩培養後、8．0×104プラーク分（1プレート2．0×104プラーク）

をナイロンメンブレンに写し取り、ハイブリダイゼーション用のメンブレン処理を行っ

た。メンブレンは変性溶液（0．5MNaOH，1．5　M　NaCl）を染み込ませたろ紙上で5分間

変性を行い、次に中和溶液（1．O　M　Tris，pH7．5，1．5　M　NaCI）を染み込ませたろ紙上で5

分間中和を行った。続いて2×SSC（0．15Mクエン酸ナトリウム、15MNaCl，　p　H7．0）

を染み込ませたろ紙上に15分放置し、最後にUVクロスリンクを行った（照射量125

mJoules；Bio－－Rad　GS　GENE　LINKER　UV　CHAIVII3ERを使用）。プローブはπ観geηゐ祓’

ルシフェラーゼDNAを制限酵素陥α1で切断したDNA断片をAlkphes　Direct　Labeling

kit（Amersham社製）を使い、アルカリフォスタファーゼでラベリングしたものを用い
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た。ハイブリダイゼーションは 55
0

C、1ロ2---14時間、 Alk匂phosDirectハイブブ、リダイゼゼ、一シ

ヨンパツフア一(Ame鴎er凶's吐油slぬha釧m社製)中で

ンは一次洗浄液 (2M尿素，0.1%(何w/v川Vり)SDS， 5知OmMリン酸ナトリウム， 150mMNaCα1，1 

mM瓦M匂gCαlω2)でで、5釘5
0
C、10分間、 2回洗浄し、続けて二次洗浄液 (50mM Tris-HCI， 100 mM  

NaCI， 2 mM MgCh)で室温、 5分間、 2回洗浄を行った。検出はCDトstar(Amersham社

製)を用いて行った。ポジティププラークは再スクリーニング、を行った。同定したポジ

ティブプラークから ExAssistヘルパーファージ(STRATAGENE社製)を用いpBluescript

ファージミドとしてインサート cDNAを切り出した。インサート cDNAの塩基配列決

定は、 BigDyeTerminator Cycle Sequencing Ready Reaction 凶 (AppliedBiosystems社製)

を用いABIPRISM™ Genetic Analyser 310で、行った。完全長ルシアエラーゼ cDNAの配

列決定を行うため、次の手順でPCRを行った。 lstPCRでは、 cDNAライブラリーをテ

ンプレートとし、プライマーCL-IR:タ圃 TTGAACTTGACGACCAGAGC-3'と M13

Reverse: 5'-GTAAAACGACGGCCAGTG・3'を用い(1サイクノレ:94
0

C 2 min， 35サイク

ル:94
0

C 30 sec， 55'C 1 min，72
0

C 1 min 30 sec， 1サイクル72
0

C 7 min)の反応サイクル

でPCRを行った。2ndPCRは、lstPCR産物を 100倍希釈したものをテンプレートとし、

プライマーCL-2R:ターGTAGATGGAAGTGTTCTGGG-3'と T3:ターAATTAACCCTCACTAA

AGGG-3'を用いて 1stPCRと同じ反応サイクルで行った。プライマーCL・lRとCL・2R

はブアージスクリーニングにより得られたポジティブクローンの配列から設計した。

PCR産物はpCR2.1・TOPOベクター(Invitrogen社製)へ挿入し、配列の確認を行った。

く補足説明> プラークハイブリダイゼーションについて

プラークハイブリダイゼーション法は cDNAクローニングに用いられる一般的な

方法の一つである。mRNAより合成した cDNAをファージベクターへ挿入し、タンパ

クの殻で包んだ、ブアージを大腸菌へ感染後、培地上に大腸菌を広げる。数時間後、大腸

菌内において感染したブアージは増殖し大腸菌を死滅させる(溶菌作用)。培地上で大

腸菌が死滅した場所は透明な穴となり、この穴のことをプラークと呼ぶ。プラーク形成

後、ナイロンメンブレン上にプラークを転写し、プラークに含まれる DNAをアルカリ

処理によって 1本鎖DNAとする。ここへアルカリフォスタブァーゼで標識化したプロ
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一ブDNAとメンブレン上のDNAのハイブリダイゼーションを行い、最終的には、プ

ローブDNAと相補的な配列を含むDNAを化学発光によりメンブレン上から検出する。

Fig．3－4はプラークハイブリダイゼーション法の模式図である。

　　　　cDNAを含むファージ

噸灘繍朧麟醐醗

大腸菌への

フアージの感染

プラークの形成

　　　　　　　　畷

x　　・剛

溶菌

　　o
°・°°・（D・（

o（）oO
。°°・（銅

　　○

＼

C．　noctiluca由来の

cDNAを含むプラーク
をメンブレンへ転写

＼

アルカリ処理で1本鎖DNAへ

アルカリフォスタファーゼでラベリングした
V．hilgendorfiiルシフェラーゼDNAとのハイブ

リダイゼーション

VL　DNA

メンブレン

化学発光により

V．hilgendorfiiルシフェラーゼと

相補的な遺伝子を検出

Fig．3－4　プラークハイブリダイゼーション模式図
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3．2．4　細胞培養

　　細胞培養は37℃、5％CO2条件下で行った。細胞培養に用いた培地は、アフリカミ

ドリザル腎臓由来細胞COS－7、マウス胎児由来細胞N【H3T3、ヒト肺腫由来細胞A549

細胞には・10％ウシ胎児血清（ICN　Biomedicals社製）、lOO　Pt9／mLストレプトマイシン、

50　U／mLペニシリンを含むDMEMを用いた。ヒト子宮筋腫瘍由来細胞He豆a　S3細胞に

は同濃度のウシ胎児血清、ストレプトマイシン、ペニシリンを含むMEMを用いた。

3．2．5　哺乳類細胞発現系の構築

　　哺乳i類細胞でのC．　noetilucaルシフェラーゼ発現用コンストラクトpcDNA・・CLは以

下の過程で作成した。（］．・noetilueaルシフェラーゼをコードする配列は、　cDNAライブラ

リーよりPCRで増幅した。　PCRはプライマー一一CL・－N：5’－ATGAAGACCTTAATTCTTG－3’

とCL－C：5’－CTATTTGCATTCATCTGGTAC－3’を用い、（1サイクル：94℃3min，35サイ

クル：94℃30sec，55℃30　sec，72℃1　miri，1サイクル：72℃7min）の反応サイクルで

行った。反応産物はpCR2．1－TOPOベクターに挿入しこのコンストラクトをpCR℃Lと

した。続いて制限Pt素　BamHIとNotIで切断後、ルシフェラ・・・・…ゼをコードしたフラグメ

ントをpcDNA3ベクター（lnvitrogen社製）のBamH　I、　Notlサイトへ挿入しpcDNA－CL

を作成した　（Fig．3－3）。

　　タンパク発現の確認にはNIH3T3、　Hela　S3、　A549、　COS－7の各細胞を用いた。分泌

効率測定には、Nm3T3、　Hela　S3を用いた。細胞は24ウェルプレートの1ウェルにつ

き4．0×104個をまき、80％コンフレント時にLipofbctamin　PLUS（lnvitrogen社製）を用

いて0．4μ9のpcDNA－CLを導入した。遺伝子導入から2時間後、　PB　Sで2回細胞洗浄

を行い、2mLの無血清DMEM（SIGMA社製）を加え培養を行った。37時間後に培地

を回収し、細胞はPBSで洗浄を2回行い、250μLのPBSを加え、　Ultrasonic　homogenizer

VP－5S（TAITEC社製）で30秒間超音波破砕した。破砕液は15，000　rpm、5分間遠心後、

上清を回収した。活性測定は培地、細胞破砕上清50μLに対し、50nMルシフェリン50

μLを加え20秒間の積算発光量を測定した。

　　遺伝子導入後のルシフェラ・一・・ゼ発現の確認はA549細胞を用いて行った。　A549細
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胞は24ウェルプレートの1ウェルにつき2．0×104個をまき、80％コンフレント時に

Lipofectamin　PLUS（Invitrogen社製）を用いて0．4μgのpcDNA－CLを遺伝子導入した。

遺伝子導入から2時間後、PBSで2回細胞洗浄を行い、　l　mLのOpti－MEM⑪（GBCO社

製）を加え培養を行った。培地交換から3，6，9，18，28時間後に10μLの培地を回収し、

代わりに10μLのOpti－MEM②を加えた。回収した培地をOpti－MEM⑧で50μLにメスア

ップし、50nMのルシフェリン溶液50μLを加え、20秒間の積算発光量を測定した。発

光量測定は、ルミネッセンサ・一一一一一PsN　AB－2200ルミノメーター（ArTo社製）を用いて

行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Xho　I　793

飴〃州1）

肋m35伽1199
@　　　　　　ρ8オ1245

石ooR　I　559
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@　　飽／∬657

魚∂1793

ﾏμ〃∬810

]旨CI895
石ooRV　995

ｩθ11031

V〃0111084

ゆ甜11542
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　．瓢難．
鰹藁．蕩゜

C．noct〃uca
Iuciferase

’t　書
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翻
墜婆鐙．

CMV
promoter

Nur　I

Ampicillin

pcDNA－CL
　7，126bp

↓

　SV40
　promoter

Neomycin

ColE1
SV40　poly（A）

Fig　3－5　pcDNA－cLプラスミドマップ

　　哺乳類細胞での0〃ooオ〃ueaルシフェラーゼ発現用に作成したコンストラクト

である。プラスミドの上部に示したマップは、C．　noct〃ucaルシフェラーゼcDNA

の制限酵素マップである。
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3．2．6　ウェスタンブロッティング解析

　　SDS－PAGEは12．5％の分離ゲノレを用い、　Laemmliの方法（25）で行った。細胞培

地はMicrocon　YM－10　（Millipore社製）で濃縮後、0．4％SDS，2％グリセロール。20　mM

DTT，　O．02％プロモフェノールブルーを含む10　mM　Tris・・HCI，　pH　6．8で調整し、100℃、5

分間変性後、泳動を行った。分子量マーカーにはプレステインマーカー（6～175kDa）

（New　England　Biolabs社製）を用いた。泳動終了後、タンパクをTowbi血らの方法（30）

に従い、セミドライタイププロット装置（Bio－Rad社製）を用い、ニトロセルロースメ

ンブレンヘブロッティングした。メンブレンのブロッキングには5％（w／v）スキムミル

クを含むTTB　S（20　mM　Tris・－HCI，　pH　7．5，50　mM　NaCl，0．05％Tween．20）で室温1時間行

った。一次抗体反応は、1％（w／v）ゼラチンを含むTTBSで50倍に希釈した抗π観gθη6b吻

ルシフェラーゼIgGを用い（20）、室温2時間行った。続いて二次抗体反応は抗ウサギ

IgG（且＋L）（Jackson　lmmuno　Research　Laboratary社製）を5，000倍に希釈したもの用い

室温1時間行った。検出はECLTM　（Ametsham社製）で行った。

3．2．7　発光スペクトル測定

　　発光スペクトル測定は、スペクトロフォトメーターAB1850（ArTO社製）を用い

て行った。測定にはC．noctilueaルシフェラーゼ遺伝子を導入したCO　S－7細胞を培養し

た培地1μLに対し、500nMルシフェリン溶液20μLを加え、20秒間の積算放出光を

測定した。

3．2．8　熱安定性測定

　　測定に使用したサンプルは次の過程で行った培地を用いた。COS－7細胞、80％コン

フレント時にLipofectamin　PLUS（I　lvitrogen）を用いてpcDNA－CL　O．4μgを導入し、遺

伝子導入2時間後に、細胞をPBSで二度洗浄し、培地をDulbecco’s　Modified　Eagle　Medium

2mLに取りi換えた。培地交i換後、19時間培養後の培地を取り出し50　mM　MOPS　pH　7．0

で100倍に希釈した。サンプルは0－60℃の各温度で30分間インキュベーション後、5

分間氷上に置き、その後、1．16nMルシフェリン100μ1を加え、20秒間の積算発光活性
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量を測定した。測定はArTo社のルミネッセンサ・一一一PsN　AB－2200ルミノメーターで行

った。

3．2．9　Km値測定

　　Km、　Vmaxのそれぞれの値を測定するために、ルシフェラーゼ溶液50μLに対し、

O．01－一一一〇．1μMのルシフェリン50μLを加え、25℃での20秒間の活性を測定した。測定

は3回行った。Km及びVmaxはLinweaver－Burk法により算出した。

3．2．10活性阻害剤

　　COS－7細胞にpcDNA－CLを導入後、　DMEMで培養を行い、培養19時間後の培地を

回収し、これを（］．　noetilucaルシフェラv－・・一一ゼの測定サンプルとして実験に用いた。細胞培

地は50　mM　Tris－HC　I，pH75で希釈した。加えた阻害剤の最終濃度はDTT（0～50mM）、

金属イオン（Na＋，　K＋，　Mg2＋，　Ca2＋の塩化物O－1　M）、　EDTA（0～1　mM）、クエン酸ナトリ

ウム（0～50mM）である。阻害剤添加後g室温で5分間放置し活性を測定した。活性

測定はルシフェラーゼ溶液50μLに対し、50nMルシフェリン50叫を加え20秒間の

発光量を測定した。

3．2．11糖鎖切断

　　C．　noctilucaルシフェラーゼを含む細胞培地20μLに対し、25UのN－glycosidase　F

（PNGase　F：New　England　B　iolabs．社製）を加え、37℃で29、53時間インキュベート後

の活性を測定した。

3．2．12脱糖ルシフェラーゼ変異体作成

　　変異体作成のための塩基配列置換は、Stratagene　mutagenesis　kit（STRArAGENE）を

用いて行った。C．　noctilorcaルシフェラーゼを含むプラスミド（pcDNA－CL）に対し、　pfu

turboポリメラーゼと塩基置換設計をした相補的プライマーを使い、（1サイクル95℃，

1min；12サイクル95℃，1min；55℃，1　min；68℃，17min）の反応サイクルで増幅を行った。

変異体pcDNA－CL　N182DとpcDNA．CL　N404Dゐ作成には、5・．GAGArGCCAGGCTTC
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GACArCACCGTCArAG。3’：（C】しN182D）、5’－CGTACAGCTCTCAGGACACTTCCArCTA

CTGGC－3’：（CL・N404D）をそれぞれ用いた。変異体N182＆404DはpcDNA－CL　N182D

に対してCLN404Dプライマs・…一・を用いて作成した。増幅後、制限酵素DρnIでテンプレ

ートとしたプラスミドを切断し、直接、大腸菌への形質転換を行った。塩基置換はシー

ケンシングで確認を行った。

　　変異体の発現確認には哺乳類細胞NIH3　T3を用いた。　MH3　T3細胞を24ウェルプレ

ート1ウェルにつき4．0×104個まき、80％コンフレント時に0．4μgのプラスミドを導入

した。遺伝子導入2時間後にDMEM　2　mLに培地交換を行い、37時間後に培地の回収

を行った。一方・細胞は250μLのPBSを加え、　Ultrasonic　homogenizer　VP－5S（TAITEC

社製）で30秒間超音波破砕を行い、15，000　rpm、5分間遠心後、上清を回収した。活性

測定は培地、細胞破砕上清50　PtLに対し、50　nMルシフェリン50μLを加え20秒間の

積算発光量を測定した。

〈補足説明〉　塩基配列置換による変異体作成にっいて

　　アミノ酸は3つの塩基の並びによって決定される。今回の実験では、意図的に塩基

配列を変えたプライマーを作成し、DNAポリメラ・一一一ゼを用いて塩基が置換されたコン

ストラクトを作成した。Fig．　3・6は変異体作成の模式図である。

3．2．13シグナル配列切除

　　ルシフェラーゼN末端10，20，28，40，51アミノ酸残基を除き、末端にメチオニン残

基を付加した変異体を作成した。変異体の作成はPCRで行った。反応サイクルは（1

サイクル：94℃3　min，30サイクル：94℃30　sec，42℃1min，72℃1min　30　sec，1サイ

クル：72℃7min）で行った。　PCR産物をpGEMベクターへ挿入し、インサート部分

は制限酵素Hind皿とBa〃zH　1で切断後、　pcDNA3ベクターのHind皿，　BamH　Iサイトへ

挿入された。変異体作成に使用したプライマーは、リバースプライマーに5’－GGA

TCCCTATTTGCATTCATCTGGTAC－3’（CL－C　BamH　1）を使用し、フォワードプライマ

ーは、5’－AAGCTTATGTACTGCGCCACTG－3　’（CL－11）、5，－AAGCTTATGTGTCCTTACG

AACC－3’（CL・－20）、5’・AAGCTTATGACAGTTCCAACTTCC－3’　（CL・・29）、
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5’－AAGCTTATGGAATGTATTGATAGC・・3’　（Cレ41）、5’・・AAGCTTATGAGAGACATACT

Arc－3’（cL－52）をそれぞれ使用した。　Fig．　3－7（A）は作成した変異体の模式図である。

3．2。14C末端配列切除　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I

　　C末端切除変異体は塩基置換により作成した。変異体はCL－half1（270番目グリシ

ンGGT→終止TAA），　CL－half2（317番目プロリンCCC→終止TAA），CL－half3（497番

目セリンAGT→終止TAA）の3つを作成した。シグナル配列切除変異体作成手順と同

様の方法で、C末端切除変異体の作成を行った。プライマーは、フォワードプライマー

は5’－AAGCTTATGAAGACCTTAATTCTTGC－3’（Cn－N」Hind皿）、リバースプライマー一は、

5’・GGATCCTTATTTGCAGTATGCAACGTC－3’（Cn　halfl　）、5’－GGArCCTTAAGCAGC

GCACGTCTCCCTL3’　（Cn　half2）、5’－GGArCCTTAATTGCAGAGTCGTTCAGC－3’　（Cn

half3）をそれぞれ使用した。　Fig．3－7（B）は作成した変異体の模式図である。
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　　　　（A）N末端切除体　　（B） C末端切除体
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3。3　結果及び考察

3．3．1C．noctilncaの生態

　　C．noctilucaは浮遊性ウミボタルである。体長は1mm程で食性、生活史等を含め生

態は不明である。分布域は広く、三浦半島三崎、伊豆半島下田、紀伊半島白浜、八丈島

（31）で生息が確認されている。生息数はπ観gεη40吻に比べるとかなり少なく、伊豆

半島では1日の採集で100匹前後しか採集できなかった。しかし、太平洋側から湾内に

南風が吹き込んでいた1月末から2月にかけての1週問では1日の採集で数百匹が採集

でき、同種の生息域は風向き、潮汐などの気象条件により大きく左右されることが推測

される。本報告では約5ヶ月間の採集で約4g（湿重量）の生個体を採集した。

3．3．2　C．noctilucaルシフェラーゼの塩基配列及びアミノ酸配列

　　π痂㎏θ刀40哲∫ルシフェラーゼDNAをプローブに用いたプラークハイブリダイゼー

ションにより6つのUhilgendorfiiルシフェラーゼDNAと相同性のあるクローンを検出

した。これらのクローンはいずれもπ城gεη40贋∫ルシフェラーゼDNAと約80％の相同

性を持っていた。これらのクローンについてコー一ドされているアミノ酸を解析したとこ

ろ、約180アミノ酸がコードされていた。しかし、予想されるC．　noctilucaルシフェラー

ゼはアミノ酸約550個であり、クローニングされたcDNAは部分配列と考えられた。ま

た、このクローンには翻訳終止コドンはあるものの開始コドンが無いことから、ルシフ

ェラーゼの3’末端側をコードするクローンであると判断した。残りの5’末端側はクロ

ーニングされた3’末端側cDNAの配列をもとに設計したプライマーと、ベクター一・・DNA

用のプライマーによりPCRでクローニングした。その結果、クローニングされた完全

長c．　noctilucaルシフェラーゼcDNAは1，815　bpから成っていた。　Fig．3－8はc．・noctiluca

ルシフェラーゼcDNAの全塩基配列及び塩基配列から予想されるアミノ酸配列である。

C．　noetilucaルシフェラーゼcDNA中には553個のアミノ酸をコードする1，659　bpの翻訳

領域が1つ含まれていた。アミノ酸配列から計算される分子量は61，415であった。プ

ローブとして用いたπ観gθη40祓ノルシフェラーゼDNAとの塩基配列の相同性は79．2％

であった。C．　noctilucaルシフェラーゼはπ城gθ擁b吻ルシフェラーゼ同様非常に多くの
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システイン残基を多く含んでおり、553アミノ酸残基中34個がシステイン残基であっ

た（Fig．　3－8赤字黒枠）。またアミノ酸一次配列の182－184番目（Asn－lle－－Thr）と404－408

番目（Asn－－Ser－－Thr）にはN結合型糖鎖修飾部位（Asn－Xaa－Thr／Ser）（29）があり（Fig．

3－8緑枠）、π観gεη∂b吻ルシフェラーゼ同様、N結合型糖タンパクであると予想される。

C．noctilucaルシフェラv－一…ゼのN末端部は、2番目に塩基性アミノ酸残基であるリシンが

あり、4番目のロイシンから12番目のトリプトファンまでは疎水性アミノ酸残基が連

続しており、分泌シグナル配列の特徴（32）が見られた。ヒトをはじめとした真核生物

や原核動物の分泌タンパクのデータベースより、分泌シグナル配列を検索するサービス

のSignalP（33）で、　C．　noetilucaルシフェラーゼの分泌シグナル配列を検索したところ、

アミノ酸残基1～18番目までが分泌シグナル配列と予想された（Fig．3－8下線部）。

Fig．3－9は（7．　noctiluca、π駕gεη40吻ルシフェラーゼのcDNAから予想されるアミノ酸配

列である。黄色で囲った部分は両ルシフェラーゼで同一のアミノ酸である。両ルシフェ

ラーゼのアミノ酸配列相同性は高く83．1％であった。興味深いことに、システイン残基

（Fig．3－9赤字）の位置は両ルシフェラーゼにおいて完全に一致していた。π城gθη40繊

ルシフェラーゼは全てのシステイン残基がジスルフィド結合を形成している（34）。こ

のことから、（コ．　noctilucaルシフェラーゼでも同様にジスルフィド結合を形成され、両ル

シフェラーゼは同じ立体構造を形成していると予想される。またN結合型糖鎖修飾部

位（Fig．3－9緑枠）も両ルシフェラーゼ間で完全に一致することから、ルシフェラーゼ

に対する糖鎖機能も同じと予想される。
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　　　　395　　　　　　　　　　　　　　　400　　　　　　　　　　　　　　　405　　　　　　　　　　　　　　　410　　　　　　　　　　　　　　　4ユ5　　　　　　　　　　　　　　　420　　　　　　　　　　　　　　　425　　　　　　　　　　　　　　　430

　　　　　　　　1330　　　　　　　　1340　　　　　　　　1350　　　　　　　　1360　　　　　　　　137G　　　　　　　　1380　　　　　　　　1390　　　　　　　　14DO　　　　　　　　1410　　　　　　　　ユ420　　　　　　　　1430　　　　　　　　1440

CTC　GTA　GTT　CAT　ATT　AGA　GAT　Cen　TTC　GAT　GGT　AAG　ACT　TGC　GGT　ATT　TGC　G｛］T　AAC　TAC　AAC　CAG　GAC　TTC　AGT　GAT　GAT　TCT　TTT　GAT　㏄T　GAA　GGA　GCC　TGT　〔三八T　CTG　ACC　CCC　AAC

…V・・V・・H・・…胸柳P・。…A・p…Ly・Th・医ヨ・・・…国…祖・恥飴・…碑ph・S・r・As・ゆS・・…柳ぬG・・G・Y　M・匝ヨ帥L・・…P・。　tS・
　　　　435　　　　　　　　　　　　　　　440　　　　　　　　　　　　　　　445　　　　　　　　　　　　　　　450　　　　　　　　　　　　　　　455　　　　　　　　　　　　　　　460　　　　　　　　　　　　　　　465　　　　　　　　　　　　　　　470

　　　　　　　　1450　　　　　　　　1460　　　　　　　　14フ0　　　　　　　　　14BO　　　　　　　　1490　　　　　　　　1500　　　　　　　　　1510　　　　　　　　1520　　　　　　　　1530　　　　　　　　　1540　　　　　　　　1550　　　　　　　　1560

C（猟CCG　GGA　TGC　ACC　GAA　GAA　CAG　AAA　（：CT　GAA　GCC　GAA　CGA　CTC　TGC　AAT　AGT　CTT　TTT　GCC　GGT　CAA　AGT　GAT　CTC　GAT　CAG　AAA　TGC　AAC　GTG　TGC　CAC　AAG　CCT　GAC　CGT　GTC　GAA

・…r…．團…G・・G・・…L・・・・・…祉・…A・g・Leu国蜘・・・・・・…A・a・・y・・・…ゆ…岬・・n…国」・…V・・国・…Y・…柳鈎V・・G・・
　　　　47S　　　　　　　　　　　　　　　480　　　　　　　　　　　　　　　485　　　　　　　　　　　　　　　490　　　　　　　　　　　　　　　495　　　　　　　　　　　　　　　500　　　　　　　　　　　　　　　505　　　　　　　　　　　　　　　510

　　　　　　　　1570　　　　　　　　1580　　　　　　　　1590　　　　　　　　　160〔｝　　　　　　　　1610　　　　　　　　1620　　　　　　　　　1630　　　　　　　　1640　　　　　　　　1650　　　　　　　　　1660　　　　　　　　1670　　　　　　　　16aO

CGA　TGC　ATG　TAC　GAG　TAT　TGC　CTG　AGG　G〔三A　CAA　CAA　GGT　TTC　TGT　GAC　CAC　G（二A　TGG　GAG　TTC　AAG　AAA　GAA　TGC　TAC　ATA　AAG　CAT　GGT　GAC　ACC　CTA　GIVX　GTA　CCA　GAT　GAA　TGC　AIVL

）・＝gPtヨ瞭摩G・吻・團Leu萌G・・G・・…G・・ph・国A・p・H・s　M…pG・・…L・・Ly・…u国Ty・・・・・・・…G・Y紳Th…uG・・V・・P　柳G・・国…
　　　　515　　　　　　　　　　　　　　　520　　　　　　　　　　　　　　　525　　　　　　　　　　　　　　　530　　　　　　　　　　　　　　　535　　　　　　　　　　　　　　　540　　　　　　　　　　　　　　　545　　　　　　　　　　　　　　　550

　　　　　　　　ユ690　　　　　　　　1700　　　　　　　　1710　　　　　　　　　1720　　　　　　　　1フ30　　　　　　　　1740　　　　　　　　　1750　　　　　　　　1760　　　　　　　　1770　　　　　　　　　17SO　　　　　　　　ユ790　　　　　　　　1800

TAG。gt・・ヒ…　9・t　ttt・a・ttg　gaa…　aga　aヒ99999・a　aag　cac・c・9・t・tt　gt・ttt　gaa　aat　t・9　ac仁t・・gtt　t・t・tt　t・t　ag・t・a　tq・・tt　cta　ata　aaa　tta　tat　gca

★十★

　　　　　　　　1810

gca　tta　aaa　aaa　aaa

Fig．3－8　C．　noct〃ucaルシフエラーゼcDNA配列及びアミノ酸配列

C．　nocti／uoaルシフエラーゼcDNAの全1，815　bpの塩基配列である。下段の青

字は、塩基配列から予想されるアミノ酸残基である。赤字黒枠はシステイン残基を、

緑枠はN結合型糖鎖修飾部位である。下線部は、分泌シグナル配列予想サービス

Signa　l　P（http：／／www．　cbs．　dtu．　dk／services／S　i　gna　1　P－2．0／）により予想される分泌

シグナル配列である。黒数字は塩基数、青数字はアミノ酸残基数である。
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320　SGHTFYDTFDKARYΩFΩGPCKE工M）dAAI）C　　　TVUI）VKVSH　　　DSYTEVE　　　工RKgS　　　　L工VDG　386

324　SGHTFYDTEDKARYΩFΩGPCKEエエ㎜DC　　　　　「VKVSH　　　　　YTEVE　　　IRKgS　　　　L工VDG　390

387　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工YWΩDGD工LTTAエムPEALVVKFNFKΩLLVVH工RDPFD　　TCG工CGNY　453

391　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工YWΩDGD工LTTA工LPEAIIiVVKENE1KΩLLVVH工RD　PFD　　TCG工CGNY　457購懸纏瞬

灘舞避瑠羅畷麗霊灘畿羅9灘：醍iB、R：麗；：：z8

521　LRGΩΩGFCDHAWE　FKKKE　c：Y工KHGDTLEVP　C　553

523　LRG　9ΩGFCDHAWE　E1KKE　OY工KHGDTLEVP　C　　555

Fig．3－9　C．　noc　t〃uca及びU　hi　／gendor　f〃ルシフエラーゼのアミノ酸配列

　　　C．　noct〃uoa及びZ〃18θ〃obrf〃ルシフェラーゼcDNAより予想されるアミノ

酸配列である。上段はC．　noc　t〃uca、下段はUhi／gendor　f〃ルシフェラーゼのアミ

ノ酸配列である。U　hi　／gendorf〃ルシフエラーゼの配列はAccession　No．　CAC93772

の塩基配列より予想した。黄色枠は両ルシフェラーゼで共通のアミノ酸残基であ

る。配列中の赤字はシステイン残基、緑枠はN結合型糖鎖修飾部位である。両端の

数字は、配列末端のアミノ酸番号である。
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3．3．3　C．　noetitucaルシフェラ・一一・一・ゼの哺乳類細胞での発現

　　MhilgendorL17iルシフェラーゼは分泌特性を持ち、発現したルシフェラーゼは細胞外

へ分泌される（34）。Cnoctilucaルシフェラーゼの哺乳類細胞での発現及び分泌特性を

確認するため、ヒト肺腫瘍由来A549細胞にC．　noctilucaルシフェラv・・一・一・ゼ遺伝子を導入し、

遺伝子導入からの経過時間と細胞培地中のルシフェラ・一一・・ゼ活性測定を行った。Fig．3－lo

はその結果である。この実験では遺伝子導入2時間後の測定でルシフェラーゼ活1生が培

地中に確認された。その後時間経過と共に細胞培地中のルシフェラーゼ活性は増加して

いた。この結果は、細胞内で発現したC．　noctilucaルシフェラーゼがコンスタントに細胞

外へ分泌されることを示しており、Vhilgendorfiiルシフェラーゼ同様分泌特性を持つこ

とを示唆している。

曾

810
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9
範
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8　5
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き

§　．，，D；‘tt”rOl’

　　0　－””’

　　　0　　　　　10　　　　　20　　　　　30

　　　　　　　　　1ncubation　time（h）

Fig．3－10　C．　noct〃ucaルシフエラーゼ遺伝子を導入したヒト肺腫瘍細胞A549細

胞の培養液中のルシフェラーゼ活性

　C．　noc　t　i／ucaルシフェラーゼ遺伝子をA549細胞へ導入し、導入後の経過時間にお

ける細胞培地10μLあたりのルシフエラーゼ活性である。
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Fig．3－11哺乳類細胞で発現したC．　noctiluGaルシフェラーゼのウェスタンブロット

　　サル腎臓由来細胞COS－7細胞で発現し、細胞培地に分泌されたC．　noctilucaルシ

フエラーゼに対するウエスタンブロティングである。レーンAにはC．　noct1／ueaルシ

フェラーゼ、レーンBには精製U　hilgendorf〃ルシフェラーゼをそれぞれ泳動した。

抗体は抗Zhilgendorf〃ルシフェラーゼ抗体を使用した。

　　Fig．3－11はcos－7細胞で発現し細胞培地に分泌された（r．・noctilucaルシフェラ・一・一・・Lゼを、

抗π観gθη∂b魂ルシフェラv－・・－Lゼ抗体を用いたウェスタンブロッティング解析である。

レーンAはC．　noctilucaルシフェラーゼ、レーンBは精製したUhilgendorfiiルシフェラ

ーゼである。この結果では、どちらのレーンでも約70kDa付近にシングルバンドが確

認された。レーンA、Bでバンドの太さが異なるのは、泳動したタンパク量の相違によ

るものである。（］．noctilucaの個体破砕液について抗Uhilgendorfiiルシフェラーゼ抗体を

用いてウェスタンブロティングを行った際に、C．noctilucaはπ観gεη∂∂吻と同サイズの

ルシフェラ・一・一・・ゼを持っていることが確認されている（Fig．3－2）。　Fig．3－Ilの結果で発現し

たC．　noctilueaルシフェラL－一一・・ゼのバンドサイズがπ履g餉∂∂吻ルシフェラーゼと同じで、

抗体認識もされることからC．noctilucaよりルシフェラ・一一・・一ゼcDNAのクローニングが行

えたことを改めて確認した。
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3.3.4 C.noctilucaルシブエラーゼと V.hi.縁側doポiルシアエラーゼの比較

晴乳類細胞で発現したリコンビナント C.noctilucaルシブエラーゼについて酵素特

性解析を行い、 V.hilgendoポiルシフエラーゼの酵素特性と比較を行った。 Fig.3・12は

C. noctiluca、防ilgendo.ポiルシフエラーゼによる生物発光のスベクトルで、ある。 Aはリ

コンビナト C.noctilucaルシフエラーゼのスベクトノレ、Bは精製した V.hilgendoポiルシブ

エラーゼのスペクトルである。どちらのスベクトルも発光極大460nmの肩の無いスベ

クトルで、あり、 2つのスベクトルでピーク波長、スベクトル幅等に相違は見られないこ

とから、発光昆虫で見られるようなルシフエラーゼの相違による発光色の変化は、ウミ

ボタノレ類では起きないことが確認された。 Figふ13はリコンビナント C.noctiluca、

防ilgendo祈iノレシフエラーゼの熱安定性である。赤線はC.noctiluωルシブエラーゼ、青

線は V.hilgendoポiルシフエラーゼである。この結果、どちらのルシブエラーゼもインキ

ュベーション混度の上昇に伴い活性が減少する傾向があった。 60
0
Cでのインキュベーシ

ヨン後では、わずかにC.noctilucαルシフエラーゼ、の方が安定で、あったが、温度別安定性

について大きな差は見られなかった。 Fig.3・14は 37
0Cでのインキュベーション時間に

よるルシブエラーゼ活性の変化である。 37
0Cは晴乳類細胞を培養する際に通常用いられ

る温度であり、この温度での安定性はアプリケーションとして応用する際の重要な情報

である。ホタルルシフェラ}ゼは 37
0C、30分のインキュベーションで活性が無くなる

ことが報告されている (27)。これに対し V.hilgendo.ポiルシブエラーゼは、 37
0

C、10時

間以上のインキュベーション後でも約 80%以上の活性を保っており (35)、リコンピナ

ント V.hilgendoポiルシブエラーゼでは、 370Cにおける半減期は約 50時間という非常に

安定性の高いタンパクで、あった。本研究の結果では、 C.noctilucaルシブエラーゼは 53

時間インキュベーション後でもインキュベーション前の活性が約50%保持されており、

V.hilgendoポiルシアエラーゼ同様、 C.noctilucaルシフエラーゼも安定なタンパクである

ことが確認された。
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Fig．3・－1　2　C．　noatiluoa、　U　h〃9θndorf〃ルシフェラーゼによる生物発光スペクトル

　　C．　noc　t／’1uoa、　Y．　h〃9endorfltiルシフェラーゼによる生物発光のスペクトルであ

る。Aは哺乳類細胞で発現したリコンビナトC．　noot／1uoaルシフェラーゼによる発光

のスペクトル、Bは精製したUh〃9endorf1／’ルシフエラーゼによる発光のスペクトル

である。スペクトルはピーク波長の強度を1．0とする相対強度で表している。
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Fig．3－13　c．　noc　t〃uca．　u　h　i　／gendor　f〃ルシフェラーゼ熱安定性

　　NlH3T3細胞で発現したリコンビナトルシフエラーゼを各温度で30分間インキ

ュベーション後のルシフエラーゼ活性である。赤色はC．　nootilucaルシフェラーゼ、

青色はZhi／gendorf1／’ルシフェラーゼである。各値は0°Cでインキュベートした各

ルシフェラーゼの活性に対する相対活性である。
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Fig．3－1　437°cにおけるe．　noct〃ucaルシフエラーゼの安定性

　　NIH3T3細胞で発現したリコンビナトC．　noctilucaルシフエラーゼ37°Cでイン

キュベートし、各経過時間によるルシフェラーゼ活性である。各値はインキュベー

ト0時間の活性に対する相対活性である。
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　　ウミボタルルシフェラーゼの特性をTable　3－1にまとめた。　C．noclilucaルシフェラ

V－狽奄ﾆUhilgendorfiiルシフェラーゼの酵素特性はほぼ同じであった。1動値において

C．noctilucaルシフェラーゼでは30．0×106　M、π観gεηdo吻ルシフェラ・一ゼでは11．5×

10”6　Mであること、そして、至適pHがCnoctilucaルシフェラーゼでは7。0、　Vhilgendorfii

ルシフェラーゼでは75であることを除けば、両ルシフェラーゼの酵素特性は同じであ

った。Vhilgendorfiiルシフェラーゼでは、　EDTA、クエン酸ナトリウムなどのキレート

剤の他、SDS、金属イオン等により活性が阻害されることが報告されている（23）。

C．noctilucaルシフェラーゼについてもこれらの物質による活性阻害効果が確認された。

Fig、　3－15は、　c．　noctilucaルシフェラーゼに対するEDTAとクエン酸ナトリウムの活性阻

害効果を示している。この結果では、EDTA、クエン酸ナトリウムともに濃度上昇に伴

いルシフェラーゼ活性は減少し、特にEDTAは低濃度でも活性阻害効果があった。　Tsuj　i

らはπ履gθη40ゆルシフェラーゼの酵素活性に微量のカルシウムイオンが必要である

という報告をしている（36）。このことから、キレート剤による活性阻害は微量カルシ

ウムがキレートされることで起きていると推測される。EDTAとクエン酸ナトリウムで

は阻害効果濃度が大きく異なることより、カルシウムキレート以外の効果が及んでいる

と思われるが、本研究では、その効果の解明には至らなかったので、今後の研究課題で

ある。Fig．3－16はNa＋，　K＋，　Mg2＋，　Ca2＋の4種類の金属イオンによる（ヱηoc∫∫1〃ooルシフェラ

ーゼ活性への影響を示している。π観gθ編o桝ルシフェラーゼでは、Na＋0．5M、　K＋0．35M、

Mg2＋O．2M、　Ca2＋0．05Mで活性が半減することが報告されている（35）。　C．・noetilueaル

シフェラーゼでも、Vhilgendorfiiルシフェラーゼとほぼ同濃度で活性が半減し、また1

価陽イオンよりも2価陽イオンの方がより活性を阻害する同様の傾向が見られた。ウミ

ボタルが生息する海水中のNa＋イオン濃度は約O．4Mであり、今回の結果では自然界に

おいてウミボタルの発光は、海水中で大幅に阻害されている結果となった。しかし、ウ

ミボタルの発光器官である上唇腺はルシフェリン、ルシフェラーゼ以外にいくつかの物

質が貯蔵されており（28）、第2章で行ったπ城g8η40吻発光液のゲルろ過クロマトグ

ラフィーでも、ルシフェラーゼ以外にいくつかの物質が確認されていることから、実際

のウミボタル生物発光は、ルシフェリン、ルシラェラーゼ以外に別の物質が関与してい
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る可能性が示唆される。残念ながら、本研究ではその物質の同定は行えなかったので今

後の課題である。Fig．3－17はDTTによるc．　noctilucaルシフェラーゼの阻害効果を示し

ている。この結果では、DTT濃度の上昇に伴いルシフェラーゼ活性の減少が確認され

た。Zhilgendorfiiルシフェラーゼに対する阻害効果では、1mM　DTT添加15分間後に活

性が半減した。DTTは還元剤であり、タンパク内のジスルフィド結合を切断する場合

に頻繁に用いられる。Uhilgendorfiiルシフェラーゼは34個のシステイン残基を持ち、

その全てがジスルフィド結合していると報告されている（24）。このことから、DTT添

加によるVhilgendorfiiルシフェラーゼの活性減少は、ジスルフィド結合が切断されルシ

フェラーゼの分子構造が変化したこと起因すると推測される。ルシフェラーゼ分子内の

システイン残基の同一性を考慮した場合、C．　noctilucaルシフェラーゼのDTT添加によ

る活性減少についても、π乃∫1g印40が∫ルシフェラーゼ同様、ジスルフィド結合がDTT

により切断され、分子構造が変化したことに起因すると推測される。
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Table　3－1　ウミボタルルシフェラーゼ諸性質

　　N田3T3細胞で発現したリコンビナントC．　noc　t〃uea、　V．　h　i　／gendorf〃ルシフェ

ラーゼの特性である。星印がついた値は、cDNA配列より予想されるアミノ酸を基に

計算された値である。

＜酵素特性＞　　　　C．　noctiluca　　　　　　7観gθη40左卿

　アミノ酸残基数　　　　　553　　　　　　　　　555

　　　　分子量　　　　　　61，465＊　　　　　　　61，693＊

　　　　等電点　　　　　　4．59’　　　　　　　　451＊

　　　　Km値　　　　　　30．OX　10噂6（M）　　　　　11．5×10『6（M）

　　　Vmax値　　　　　　　　1．10X　l　O4　　　　　　　　　1．10×104

　　　　　　　　　　　　　　　　（COUntS／SeC）　　　（COuntS／Sec）

　　　至適pH　　　　　　7．0　　　　　　　　　7．5

　　　発光極大　　　　　460（nm）　　　　　　460（nm）

　システイン残基数　　　　　34　　　　　　　　　34

N結合型糖鎖修飾部位　　　　2　　　　　　　　　　2

　　　　分泌　　　　　　　　＋　　　　　　　　　　＋

＊：予想されるアミノ酸配列より算出した値

＜活性阻害剤＞　　　　C．・noctiluca　　　　　　V．　hilgendorfii

　　　　DTT　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　十

クエン酸ナトリウム　　　　十　　　　　　　　　　十

　　　EDTA　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　十

　　　　SDS　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　十
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Fig．3－15　EDTA、クエン酸ナトリウムによるC．　noct〃ucaルシフエラーゼの活性阻害

　　キレート剤によるC．　noct〃ucaルシフエラーゼの活性阻害である。（A）はEDTA、

（B）はクエン酸ナトリウムの各濃度におけるルシフェラーゼ活性である。各値はキ

レート剤濃度OM時のルシフェラーゼ活性に対する相対活性である。
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Fig．3－16金属イオンによるC．　noct〃ucaルシフエラーゼの活性阻害

　　Na＋、　K＋、　Mg2＋、　Ca2＋の4種類の金属イオンによる活性阻害効果である。横軸

は金属イオン濃度、縦軸は金属イオン濃度OM時の活性に対する相対活性値である。

各イオンは塩化物を使用しており、青色はNa＋、水色はK＋、紫色はMg2＋、緑色は

Ca2＋である。
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Fig．3－－1　7　DTTによるC．　noct〃ucaルシフェラーゼの活性阻害

　　DTT添加量と0〃ooオ〃ucaルシフェラーゼの活性相関である。横軸はDTT濃度、

縦軸はルシフェラーゼ活性である。各値はDTT濃度OMのルシフェラーゼ活性に対

する相対活性値である。
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3．3．5　C．noctilescaルシフェラーゼとV．　hitgendor77iルシフェラーゼの分泌特性

　　酵素特性の比較からC．noctiluca、　Vhilgendorfiiルシフェラーゼはほぼ同『じ酵素であ

ることが伺えた。しかしながら、両ルシフェラーゼでは分泌特性において相違が見られ

た。Fig．3－18は哺乳類細胞NIH3　T3、　Hela　S3にC．　noctilucaルシフェラーゼ遺伝子を導入

し、37時間後の細胞培地及び細胞内のルシフェラーゼ活性を示している。各値は総活

性量を導入した遺伝子0．lpgあたりの活性に換算して示している。この結果、　N［H3T3

細胞ではルシフェラーゼ総発現量の99．5％、Hela　S3細胞では89．6％が細胞外へ分泌さ

れていた。Thompsonらはπ観gθη40が∫ルシフェラーゼ遺伝子を数種類の哺乳類細胞に

導入し、遺伝子導入60時間後の培地及び細胞内のルシフェラーゼ量を報告している

（34）。この報告では導入した遺伝子のプロモーターにより値に幅が見られるものの、

発現したVhilgendorfiiルシフェラーゼはN田3T3細胞では約60～90％、　Hela細胞では

約29～52％しか細胞培地中に分泌されないと報告している。両ルシフェラーゼの分泌

における相違は、分泌シグナル配列の相違に起因すると考えられる。（7．　noctiluca、

Uhilgendorfiiルシフェラーゼ共にN末端のアミノ酸配列は、一般的な分泌シグナル配列

の特徴を備えている（4，第3章3．3．2）。しかしながら、双方のN末端33アミノ酸残基

の相同性は51．5％とルシフェラーゼ全体での相同性83．1％に比べると低く、また

C．　noctilucaルシフェラーゼはVhilgendorfiiルシフェラーゼよりも4アミノ酸残基少ない

（Fig．3－19）。　Fig．3－20は（7．　noctiluea、π塀gε〃40祓fルシフェラーゼについてHopp＆wbods

パラメーターにより作成した疎水性／親水性グラフを示している。このグラフは横軸がN

末端からのアミノ酸残基番号になっており、グラフの上側がアミノ酸残基の親水性、下

側が疎水性をそれぞれ示している。一般に分泌シグナル配列は疎水性アミノ酸が連続し

た領域のC末端側において、中性的で側鎖の小さいアミノ酸残基部分で切断される（32）。

グラフでは両ルシフェラーゼとも疎水性領域の後に中性領域が見られる。しかし、分泌

シグナル配列切断部位と予想される個所において相違が見られた。また、Fig．3－21は

Chou－Fasman法（37）による両ルシフェラーゼの二次構造予測を示しており、この結果

でもN末端、特に分泌シグナル配列切断部位と予想される部位に相違が見られた。
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Fig．3－18　哺乳類細胞へC．　noctilucaルシフエラーゼ遺伝子導入37時間後の細胞

培地及び細胞内のルシフェラーゼ活性量

　　NlH3T3、　HelaS3細胞へC．　noct〃ucaルシフエラーゼ遺伝子導入後、37°Cで37

時間培養後の細胞培地、細胞破砕液の総ルシフェラーゼ活性を導入遺伝子0．1μg

あたりのルシフェラーゼ活性量である。緑は培養液中のルシフェラーゼ活性、ピン

クは細胞中のルシフェラーゼ活性をそれぞれ示している。
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Fig．3－19　ウミボタルルシフエラーゼのN末端アミノ酸配列

　　ウミボタルルシフェラーゼのN末端アミノ酸配列である。上段はC．　noctlluca

ルシフエラーゼ、下段はUh〃8endorf11ルシフェラーゼである。共通のアミノ酸

は黒字と星印で示した。C．　noct1／ucaルシフェラーゼの配列中の横線は欠如したア

ミノ酸である。
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Fig．3－20　Hopp＆Woodsパラメーターによる疎水性／親水性グラフ

　　C．　noot〃〃o∂、　U　h〃gendorf〃ルシフエラーゼN末端アミノ酸50残基の疎水性

／親水性グラフである。グラフは中央線上部が親水性、中央線下部が疎水性を表し

ている。黄色円は分泌シグナル配列切断部位近辺の両ルシフェラーゼの相違点を示

している。
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Fig．3－21　Chou－Fasman法による二次構造予測

　　0〃oetiluca、　U　hi　／gendorf〃ルシフエラーゼのN末端50アミノ酸残基につい

てChou－Fasman法を用いて予測した二次構造である。上段はC．　noct〃uca、下段は

U　hi／gendor　fi　1である。図中の数字はN末端からのアミノ酸番号である。青色部分

はβ一シート構造、緑色部分はα一ヘリックス構造、赤色部分はターン構造、黒色部

分はコイル構造である。赤色矢印はSignalPで予想される分泌シグナル配列切断部

位である。
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分泌タンパクの真核細胞内における分泌経路は、Fig．3－22に示した通りである。まず、

mRNAからリボソームで翻訳されたタンパクは小胞体に導かれ、小胞体内に転位後折り

たたみが行われる。タンパクとして正常に折りたたまれたタンパクは、輸送小胞となり

ゴルジ体へ運ばれる。ゴルジ体ではタンパクの仕分けが行われ、分泌タンパクは分泌穎

粒となり細胞外へ分泌される。この分泌過程における分泌シグナル配列の役割は、翻訳

されたペプチドを小胞体へ導き、タンパクを小胞体膜内へ転位することである。分泌シ

グナル配列は膜通過後にシグナルペプチターゼにより切断されるため、最終的に分泌さ

れたタンパクには分泌シグナルは存在しない。Cnoetiluca、π駕gθη40脚ルシフェラー

ゼで見られる分泌シグナル配列の相違は、細胞内における分泌経路において、分泌シグ

ナル配列の小胞体膜への透過性、そして、その後の分泌シグナル配列切断時にシグナル

ペプチターゼの配列認識に影響していると推測され、その結果として細胞外へのルシフ

ェラ・一…d一ゼ分泌効率の相違が生じると考えられる。細胞生物学研究における分子挙動モニ

タリングのレポータとしてウミボタルルシフェラーゼを用いる場合、細胞内でルシフェ

ラーゼが発現後即座に細胞外へ分泌されることが望ましい。この点については、

VhilgendorfiiルシフェラーゼよりもC．noctilucaルシフェラーゼの方が優れていることが

本研究で明らかになった。

63



ノ　　　［翻訳］　　　AAAAAA

　　　　　　　　　　小胞体

分泌hE／tj’”

　　　　　　　　！

　　　　　　　」

　　　　　粥

匿≠』↓
　　　　　　演
　　　　ノ

↓

鑑　　　　　　騨
’亀

》

ゴルジ体

Fig．3－22　分泌タンパクの輸送経路と小胞体膜での分泌シグナル配列切断模式図

　　真核細胞における分泌過程の模式図である。赤い太線はタンパク、緑の太線は

分泌シグナルを示している。分泌タンパクは小胞体で折りたたまれた後、ゴルジ体

へ輸送され、選別後、分泌穎粒として細胞外へ分泌される。この過程において分泌

シグナル配列は、タンパクの小胞体への誘導、小胞体膜への透過において重要であ

る。左の流れ図は、小胞体膜でのシグナルペプチターゼによる分泌シグナル配列の

切断過程の模式図である。
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3．3．6　C．noctilucaルシフェラーゼの糖鎖機能

　　UhilgendorfiiルシフェラーゼはN結合型糖タンパクであるが、これまでに糖鎖機能

は解明されていない。（］．・noctilucaルシフェラーゼにもN結合型糖鎖修飾部位が2つ存在

し（Fig．　3－9）、N結合型糖鎖切断酵素PNGaseFでC．　noctilucaルシフェラーゼを処理した

ところ分子量が小さくなった。このことからC．・noctiucaルシフェラーゼもN結合型糖タ

ンパクであることが明らかとなった。ウミボタルルシフェラーゼのタンパクー次構造に

おいて糖鎖修飾部位は一致していることから、ルシフェラーゼにおける糖鎖機能は同じ

であると推察される。N結合型糖タンパクは酵素、ホルモン、受容体タンパクなど様々

な種類のタンパクが報告され、その一部では糖鎖：機能が解明されている。Table　3－2は解

明された糖鎖機能を示している。糖鎖機能はタンパクにより異なるが、タンパクの安定

性、機能発現、分子間相互認識などに関与している場合が多い（38）。ウミボタルルシ

フェラーゼは分泌酵素であることから、酵素活性、分泌、安定性、発現などに関連して

いることが予想される。今回、ウミボタルルシフェラーゼの糖鎖機能を解明するため、

C．・noctilucaルシフェラーゼについて糖鎖切断酵素処理、遺伝子操作による脱糖処理を行

い、脱糖によるルシフェラーゼ特性の変化を確認した。はじめにPNGase　FでC．　noetiluca

ルシフェラーゼを非変性下で処理し、処理による活性への影響を確認した。Fig．3－23は

その結果を示している。この結果ではインキュベーション時間と共に活性は減少したが、

酵素処理の有無による相違は確認できなかった。このことは糖鎖が酵素活性へは関与し

ていない可能性を示している。しかし、糖鎖の切断確認が行えなかったため、ルシフェ

ラーゼ遺伝子に操作を加え、脱糖変異体ルシフェラーゼを作成し、脱糖によるルシフェ

ラーゼ特性への影響を確認した。変異体は糖鎖が結合する182番目、404番目のアスパ

ラギンをアスパラギン酸にアミノ酸置換する方法で作成した。このアミノ酸置換は、非

公開ではあるがホタルルシフェラーゼにおいて同様のアミノ酸置換を行っても活性に

影響が無いというデータに基づいている。変異体は糖鎖修飾部位1か所ずつアミノ酸置

換を行ったN182DおよびN404Dと、2か所ともアミノ酸置換を行ったN182＆404Dの

3つを作成した（Fig．3－24）。作成した3種類の変異体遺伝子と変異を入れない遺伝子

をそれぞれN［H3T3へ導入し、細胞内及び細胞外の活性を測定した。
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Table　3－2　N結合型糖タンパク糖鎖機能

糖鎖機能　　　　　　　N結合型糖タンパク名　　　　　　　　　　　　　　　　噛

分泌　　　　　　　　Lipoprotein　lipase

　　　　　　　　　　Hepat　iG　日pase

　　　　　　　　　　Propapa　i　n

　　　　　　　　　　Erythropo　l　et　i　n

輸送　　　　　　　　Alylsulphatase　A

酵素活性　　　　　　HMG・・－CoA　reductase

　　　　　　　　　　LeG　ith　i　n：　cholesteroI　acy　Itransferase

　　　　　　　　　　Lysosoma　lβ一g　l　ucos　i　dase

複合体形成　　　　　Glycoprote　i　n　hormones

　　　　　　　　　　　（HCG，　LH，　TSH，　proIaGt　i　n）

　　　　　　　　　　Haptog　l　ob　i　n

　　　　　　　　　　lmmunogloblin

発現　　　　　　　　C3b／C4b　receptor

　　　　　　　　　　CR2／Epste　i　n－－Barr　v　i　rus　receptor

　　　　　　　　　　Lutrop　i　n　receptor

　　　　　　　　　　NicotiniG　aGetylchoiine　receptor

　　　　　　　　　　Muscarinic　acety　I　cho　l　i　ne　receptor

受容体認識部位　　　　1mmunogloblin　D

安定性　　　　　　　human　gastriG　lipase

　　　　　　　　　　Erythropoiet　in

　　　　　　　　　　Androgen－b　ind　ing　Prote　in

　　　　　　　　　　Some（not　aiI）　viral　Goat　Protein

　　　　　　　　　　Thyroxine－binding　globlin

　　　　　　　　　　46kDa　mannose－6－phosphate　reGeptor

折りたたみ　　　　　B　2－Glycoprotein

機能発現　　　　　　Cortioosteroid－binding　globlin

　　　　　　　　　　FoIate－－binding　Protein

　　　　　　　　　　Lactotransferrin
（受容機能）　　　　lnsulin　and　insulin－Iike　growth　faGtor・・一　1　receptor

　　　　　　　　　　Bas　i　o　f　i　brob　l　ast　growth　faotor　reGeptor

Varki，　A．（1993）　Gかωゐわlogy　3，97－130．
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Fig．3－23　PNGaseF処理後のルシフェラーゼ活性

　　C．　noot〃ucaルシフェラーゼを含む細胞培地をPNGaseFで処理し、処理後のル

シフェラーゼ活性である。緑はPNGaseF未処理ルシフェラーゼの活性、ピンクは

PNGaseF処理をしたルシフエラーゼの活性である。活性値は、　PNGaseF未処理のル

シフェラーゼ0時間の活性に対する相対値である。
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Fig．3－24　脱糖変異体模式図

　　作成した脱糖変異体の模式図である。Nはアスパラギン、　Dはアスパラギン酸

である。数字はN末端からのアミノ酸残基の位置である。
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　　Fig・3－25は182番目アスパラギン残基を置換した変異体の細胞培地中と細胞内のル

シフェラーゼ活性を示している。この結果では、変異体N182Dは野生型ルシフェラー

ゼに比べ細胞内外で活性が大幅に減少しており、変異体Nl82，404Dは細胞内外のいず

れにおいても活性が確認されなかった。Fig．　3－26は、404番目アスパラギン残基を置換

した変異体の細胞内外のルシフェラーゼ活性を示している。この結果では、N182Dや

Nl82，404Dのような劇的な活性の減少は見られなかった。しかし、変異体N404Dの細

胞培地中のルシフェラーゼ活性は野生型ルシフェラーゼに比べ若干減少しており、細胞

内におけるルシフェラーゼ活性は、野生型ルシフェラーゼよりも高くなっていた。

Fig．3－27（A）は、　NIH3　T3細胞に各ルシフェラーゼ遺伝子を導入後、37時間培養した細

胞培地等量分についてウェスタンブロティングを行った結果を示している。この結果で

は、細胞培地中のルシフェラ・・一・ゼ活性が高かった野生型と変異体N404Dのみバンドが

確認され、活性の低い変異体Nl82Dと変異体N182，404Dではバンドが確認されなかっ

た。Fig．3－27（B）は、野生型、　N182D、　N404Dについて同等の活性量を泳動し、ウェ

スタンブロッティングを行った結果を示している。この結果では、どのルシフェラーゼ

も同等のシグナルが確認されており、このことは野生型ルシフェラ・・・・…ゼと変異体ルシフ

ェラーゼでは比活1生に差が無いことを示している。

　　以上のことをまとめると次の通りである。（］．　noctilucaルシフェラーゼには2箇所の

N結合型糖鎖修飾部位があり、182番目アスパラギン残基結合糖鎖を脱糖するとルシフ

ェラーゼ自身の発現量が大幅に減少した。一方、404番目アスパラギン残基結合糖鎖を

脱糖すると、細胞内のルシフェラーゼ量が増加した。ウェスタンブロッティングの結果

では、182、404番目のいずれの糖鎖を脱糖してもルシフェラーゼの比活性に変化が見

られないことから、C．　noctilucaルシフェラーゼでは糖鎖の活性への関与は無く、182番

目の糖鎖はルシフェラーゼの安定性に強く関与していると考えられ、404番目の糖鎖は

ルシフェラーゼの分泌に部分的に関与していると考えられる。
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Fig．3－25　182番目のアスパラギンに結合した糖鎖の除去による影響

　　182番目のアスパラギン残基を置換した脱糖変異体の遺伝子をNIH3T3細胞へ

導入し、37時間培養後のルシフェラーゼ活性である。左の図は、細胞培地中のルシ

フェラーゼ活性を、右の図は細胞内のルシフェラーゼ活性である。
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Fig．3－26404番目のアスパラギンに結合した糖鎖の除去による影響

　　404番目のアスパラギン残基を置換した脱糖変異体の遺伝子をNlH3T3細胞へ

導入し、37時間培養後のルシフェラーゼ活性である。左の図は、細胞培地中のルシ

フェラーゼ活性を、右の図は細胞内のルシフェラーゼ活性である。
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Fig．3－27脱糖変異体のウェスタンブロット解析

（A）　野生型ルシフェラーゼもしくは変異体ルシフエラーゼ遺伝子をNlH3T3細胞

　　に導入後、37時間培養した細胞培地（24ウェルプレート1ウェル分）に対し、

　　抗U　h1／gendorfi　1ルシフェラーゼ抗体を用いたウェスタンブロッティング。

（B）　野生型ルシフエラーゼ、変異体ルシフェラーゼNl82D、　N404Dを等活性量分

　　（1．0×109counts／20sec）に対するウェスタンブロッティング。
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　　N結合型糖タンパクで糖鎖が細胞内のタンパク安定性に関与している例は少なく

ない。今回（）．　noctilucaルシフェラーゼについて行った操作と同様にアミノ酸置換による

脱糖実験によって、細胞内でのタンパク安定性が低下するタンパクとして、アンドロゲ

ンバインディングプロテイン（39）やラット肝臓リパーゼ（40）が報告されている。細

胞内でのタンパク安定性に糖鎖が関与する理由は、細胞内のタンパク品質管理機構が強

く影響していると考えられる。細胞内では生命維持のため非常に厳密なタンパク品質管

理機構が存在し、不完全なタンパク、異質なタンパクは即座に除去される。いくつか存

在する品質管理機構の中でも小胞体における品質管理機構はN結合型糖タンパクに強

く関係しているという報告がある（41）。Fig。3－27は小胞体における品質管理機構の模

式図を示している。小胞体ではN結合型の糖鎖が付加され、この糖鎖を強く認識する

カルネキシンなどのシャペロンがタンパクに結合する。更にこのシャペロンにタンパク

の折りたたみに関与するヒートショックプロテインなどのシャペロンがつき、シャペロ

ン複合体によりタンパクの折りたたみが遂行される。この後、正確に折りたたまれたタ

ンパクはゴルジ体へ輸送されるが、不完全なタンパクは再度折りたたみが行われるか、

もしくは除去される。このメカニズムでは、小胞体シャペロンとタンパクの結合が重要

であり、糖鎖付加が不完全なタンパクは完全な折りたたみが行われず、不完全なタンパ

クとして除去されている。C．　noctilucaルシフェラーゼの場合、182番目のアスパラギン

に結合している糖鎖は、シャペロンの認識に重要であることに加え、複雑な立体構造を

形成するための折りたたみにおける分子中の位置的な重要性も考えられる。それ故に

182番目の脱糖変異体ではタンパクの折りたたみが正確に行えず、品質管理機構によっ

てタンパクが分解されるため、実験結果のような脱糖による劇的な変化が生じたと推察

される。一方、404番目の脱糖変異体では、位置的な関係上折りたたみは遂行するもの

の、完全な折りたたみに至らず、折りたたみのやり直しが起き、そのため分泌までの時

間がかかると考えられる。この知見に関しては、更なる追実験が必要ではあるが、ウミ

ボタルルシフェラーゼの糖鎖機能についての知見としては初めての報告である。
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Fig．3－28小胞体内でのタンパクの折りたたみ模式図

　　小胞体における糖鎖を認識しタンパクに結合するシャペロンとタンパクの折

りたたみの模式図である。左の経路が通常の場合を示し、右の経路は脱糖変異体の

場合である。図中の赤線はペプチド、緑とオレンジの球はそれぞれ小胞体シャペロ

ンである。
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Fig．3－29　ウミボタルルシフェラーゼにおけるタンパクの折りたたみ予想図

　　小胞体におけるウミボタルルシフェラーゼの脱糖変異体のシャペロン認識、折

りたたみの予想図である。左の経路は182番目の糖鎖を除いた場合、右の経路は404

番目の糖鎖を除いた場合である。図中の赤線はペプチド、緑とオレンジの球はそれ

ぞれ小胞体シャペロンである。
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3．3．7　シグナル配列切除及びC末端配列切除

　　一般に分泌タンパクのN末端には15～30残基ほどの分泌シグナル配列が存在する。

精製されたZhilgendorfiiルシフェラーゼのN末端配列決定は試みられているが、末端

アミノ酸がブロックされており確認されていない（24，34）。そこでN末端を切除し先

端にメチオニン残基を付加した変異体を作成し、哺乳類細胞に遺伝子導入後、タンパク

発現及び分泌に関する挙動を確認した。その結果、細胞内及び細胞培地のいずれにおい

ても、N末端切除変異体は活性が全く確認できず、また抗π滅gεη40吻抗体を用いた

ウェスタンブロット解析でもタンパクは検出されなかった。一方、C末端切除変異体に

ついても発現の確認を行った。しかし、N末端切除変異体同様いずれの変異体でも活性、

発現ともに確認はできなかった。この結果より、（］．　noctilueaルシフェラーゼ単体での発

現には、完全長のアミノ酸配列が必要であることが示された。以前にπ観gθη40卿ルシ

フェラーゼではアミノ酸残基28～312番目をマウスVNPシグナル配列とStaphyloeoccus

aureus由来のシングルFcバインディングドメイン（SpA－D）の下流につなげた際に、

V．hilgendorfiiルシフェラーゼの部分配列でも活性を有することが報告されている（42）。

この場合は、キメラタンパクになったことでタンパク自体の安定性が増し、活性及び発

現確認が可能であったと推測される。
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第4章結語

　　ウミボタル生物発光は反応構成物質が特定され、遺伝子発現のモニタリングツール

としての応用が行われている。しかしながら、酵素ルシフェラーゼの分子機構は明らか

にされておらず、活性部位、分泌シグナル配列、糖鎖機能などは解明されていない。本

研究はVhilgendorfiiとC．noctilueaルシフェラーゼの特性解析からウミボタルルシフェラ

ーゼ分子機構の解明を試みた。

　　Vhilgendorfiiルシフェラーゼは既にcDNAがクロ・一…　＝ングされており、555個のア

ミノ酸からなる糖タンパクであることが知られていた。しかし、分子量、分泌シグナル

配列の決定はされていなかった。今回、精製したVhilgendorfiiルシフェラーゼの分子量

をマススペクトルにより測定したところ、分子量は61．9　kDaであり、cDNAから計算さ

れた分子量よりも300～500Da小さい値であった。この相違は分泌シグナルが切除され

たことに起因していると考えられ、ルシフェラーゼに結合しているN結合型糖鎖が約

2，000～3，000Daであることから、分泌シグナル配列はN末端の15～30アミノ酸残基と

推定される。一方、本研究によって初めて明らかにされた浮遊性ウミボタルC．・noctiluca

ルシフェラーゼはアミノ酸553個から成るのタンパクであった。C．・noctilucaルシフェラ

ーゼはZhilgendorfiiルシフェラーゼと高い相同性を持ち、塩基配列では79．2％、アミノ

酸配列では83．1％相同であった。哺乳類細胞で発現したC．　noctilucaルシフェラーゼの酵

素特性はπ層gθη40魂ルシフェラーゼとほぼ同じであるが、C．　noctilucαルシフェラーゼ

は細胞外への分泌効率が高いという特徴を持っていた。これはVhilgendorfiiルシフェラ

ーゼとC．　noctilucaルシフェラーゼのN末端領域の相同性が515％と他の部位よりも低

く分泌シグナル配列が異なることに起因すると推察される。Zh　ilgendorfiiルシフェラー

ゼに対するアミノ酸シーケンスと（）．　noctilucaルシフェラーゼのN末端切除変異体作成

によりN末端配列の決定を試みたが、分泌シグナル配列の決定には至らなかった。こ

の点については、今後、N末端配列の乗せ替え、アミノ酸置換等のタンパク工学的な手

法により、分泌シグナル配列の解明を目指したいと考えている。

　　本研究の大きな成果はウミボタルルシフェラーゼの糖鎖機能について新知見を得

たことである。これまでにπ勉磐εη∂φ卿ルシフェラ」ゼはN結合型糖鎖を持つ糖タン
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バクであることが知られていた。この糖鎖機能にっいてはこれまでに研究報告が無く、

その機能は不明であった。クローニングした（］．　noctilucaルシフェラーゼもN結合型糖

鎖を持ち、配列中の糖鎖修飾部位はMhilgendorJfiiルシフェラーゼと一致した。ウミボタ

ルルシフェラーゼにおける糖鎖機能を解明するため、（ZnoetilucaルシフェラYゼに対し、

ルシフェラーゼのアミノ酸置換による脱糖変異体の作成及び特性解析を行った。その結

果、182番目のアスパラギンに結合した糖鎖の除去によりタンパク安定性は顕著に低下

し、404番目のアスパラギンに結合した糖鎖の除去によりタンパクの分泌量が減少し、

脱糖による活性の減少は無いという結果を得た。この結果はウミボタルルシフェラL・・…一ゼ

の糖鎖は安定性、分泌に関与しており、活性には関与していないこと示していた。ウミ

ボタルルシフェラーゼは大腸菌で発現しないことが知られている。この理由は、大腸菌

での糖鎖修飾が行われないため、タンパクの折りたたみが正確に行われないためと推測

される。
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