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発光甲虫プローブを用いた細胞機能解析

丹羽 一樹，中島 芳浩，近江谷 克裕

生物発光を利用したセルベースアッセイやイメージングはこの10年間で大いに進歩し，生
命科学の基礎研究や創薬研究になくてはならないツールとなった．また，毒性評価の世界
では実験動物の代替法の基盤技術として活用され，たとえば我々の開発した細胞評価系が
OECD（経済協力開発機構）のテストガイドラインとして俎上に載せられている一方，50
年前に報告されたホタルの発光反応の量子収率が書き換えられたり，ルシフェラーゼの3
次元構造が精密に解析されたりなど，生物発光の基礎研究にも大きな進展がみられた．筆
者らは2004年，本誌に「発光甲虫の生物発光機構の基礎と応用-生物発光によって細胞情報
を探る」としてそれまでの研究成果を報告したが，本稿では，この10年間の生物発光研究
の基礎，応用面における進展を解説しつつ，これからの生物発光技術の拡がりを展望する．

1. 生物発光プローブの基礎

ホタルに代表される発光生物は我々の目を楽しませてく
れるが，科学の進展にも大きく寄与してきた．蛍光タンパ
ク質（GFPなど），発光酵素（ルシフェラーゼ），発光基質
（ルシフェリン）などの言葉はライフサイエンスの研究者
にとって今やきわめてなじみ深いものとなっている．本節
では，生物の発光現象としての生物発光をあらためて整理
し，この現象を支える生化学，そして応用技術の基盤とな
る光の定量測定について解説する．

1） 生物による発光現象の生化学
我々に身近なホタルやホタルイカ以外にも発光細菌，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．これまでに多くの発光生物からルシフェリ
ンが単離構造決定され（図1），発光反応を触媒するルシ
フェラーゼも多数クローニングされている 1‒3）．特に2014
年にロシアのグループにより30年ぶりに新規のルシフェ
リンが発光ミミズから同定された 4）．しかし発光笠貝ラチ
アやミミズなどはルシフェラーゼのクローニングが未完で

あり，発光キノコのように基質の構造も明らかにされてい
ないものもある．
生物発光を担う化学反応はルシフェリン‒ルシフェラー
ゼ反応（L‒L反応）として広く知られ，光を発する機構は
主に二つ考えられる（図2）．一つ目はホタルやウミホタ
ルのように，酸化生成物が蛍光性のクロモフォアを有して
いるため，L‒L反応のみで蛍光放射すなわち発光が起こる
ものである．二つ目は，L‒L反応生成物が蛍光放射を行う
のではなく，クロモフォアを持つ蛍光タンパク質などに励
起エネルギーを移動させ，蛍光放射により発光を行う機構
である．代表例はオワンクラゲなど腔腸動物の蛍光タンパ
ク質である．発光貝ラチアあるいは渦鞭毛藻などもL‒L反
応生成物が蛍光性のクロモフォアを持たないため，励起エ
ネルギーの分子内あるいは分子間移動が想定されるが，詳
細は不明である．
近年では「生物発光（bioluminescence）」という言葉が
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L‒L反応とほぼ同義で用いられ，蛍光タンパク質とは別の
ものとして位置づけられているが，生物発光とは本来，発
光生物が光る現象そのものを意味しており，発光生物であ
るオワンクラゲから単離された蛍光タンパク質GFP（緑色
蛍光タンパク質）も生物発光のためのタンパク質の一つで
ある．しかしサンゴなどの発光生物ではない腔腸動物から
も蛍光タンパク質は単離されており，生物界では蛍光を発
する生物の方が，自発的に発光する発光生物より広く分散

している．

2） 生物発光反応の酵素
発光生物は図1に示した多様なルシフェリンの酸化反応
により発光しており，その反応はルシフェラーゼによって
触媒される．すでに多くの発光生物のルシフェラーゼ遺伝
子がクローニングされ，大腸菌等で合成した酵素の発光活
性が確認されている．このようなルシフェラーゼ遺伝子は
遺伝子発現のレポータ酵素等のバイオ研究用ツールとし
て，広く活用されている 5‒7）．表1に，代表的なルシフェ
ラーゼに関する情報をまとめた．
ルシフェラーゼは細胞内にとどまるタイプ（非分泌型）
と分泌されるタイプ（分泌型）に分類される．ホタルやウ
ミシイタケルシフェラーゼは非分泌型であり，最終的に細
胞内で分解されるが，その分解速度は酵素によって異なっ
ている．よって，細胞内イメージングに用いる場合には，
その酵素の寿命も考慮しなくてはいけない．また，レポー
タアッセイで用いる場合も薬剤等の処理時間や発光を測定
するタイミングについて最適化する必要がある．
一方，分泌型のルシフェラーゼは細胞内イメージング
のようなツールには適さないが，たとえばウミホタルルシ
フェラーゼをレポータアッセイに用いれば，タンパク質は
即座に細胞外に分泌されるため培地内のルシフェラーゼ

図2 生物発光反応の化学的メカニズムの概略
ルシフェリン‒ルシフェラーゼ反応（a）とそれに続く発光過程
（b）と（c）. （b）はオキシルシフェリンが光子を放出して直接発光
する経路で，代表的な発光生物はホタルやウミホタル，発光プ
ランクトンのガウシア．（c）はオキシルシフェリンが直接発光
せず，GFPのような別の物質に励起エネルギーを移動させて蛍
光を放射する経路で，オワンクラゲが代表例．

表1 発光酵素ルシフェラーゼ

生物種 主な製品（購入先） その他

ホタルルシフェリンを基質とするもの
Photinus pyralis（北米産ホタル） ルシフェラーゼレポータシステム 

（プロメガ）
天然精製物がシグマアルドリッチ社より
購入可能

Pyrearinus termitilluminans 
（ブラジル産ヒカリコメツキムシ）

ELuc（東洋紡） 量子収率が最大（0.61）pH非感受性

Rhagophthalmus ohbai 
（イリオモテボタル）

SLG（東洋紡） 3色ルシフェラーゼシステムの緑色，pH
非感受性

SLO（東洋紡） 3色ルシフェラーゼシステムの橙色，pH
非感受性

Phrixothrix hirtus（鉄道虫） SLR（東洋紡） 3色ルシフェラーゼシステムの赤色，pH
非感受性

Pyrophorus plagiophthalamus 
（ジャマイカ産ヒカリコメツキ）

CBG, CBR（プロメガ） 2色ルシフェラーゼシステム

Luciola cruciata（ゲンジボタル） リコンビナント酵素が和光純薬より入手
可能

Luciola mingrelica（欧州産ホタル） リコンビナント酵素が和光純薬より入手
可能

セレンテラジンを基質とするもの
Renilla reniformis（ウミシイタケ） レニラルシフェラーゼ（プロメガ）
Gaussia princeps（カイアシ類） ガウシアシフェラーゼ 

（New England Biolabs）
分泌型

Oplophorus gracilirostris 
（トゲオキヒオドシエビ）

NanoLuc（プロメガ） 市販品は furimazineを基質として使用

Metridia longa（カイアシ類） MetLuc（タカラバイオ） 分泌型
ウミホタルルシフェリン（Cypridina luciferin）を基質とするもの
Vargula hilgendorfii（ウミホタル） Cypridina Luciferase (New England Biolabs) 分泌型
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の活性を測るだけで対象遺伝子の発現レベルを評価でき
る 8, 9）．また発光生物の体外に分泌されて発光するウミホ
タルルシフェラーゼは非分泌型に比べ酵素としての安定性
が高いという特長があり，ラベル化試薬として有用である．
ホタルなど発光甲虫のルシフェラーゼは，溶液pHに対
する感受性で生化学的に大きく二つに大別される（図3）10）． 
最初にクローニングされた北米産ホタルのルシフェラーゼ
はpH感受性であり，細胞内のpHに依存し発光色および発
光強度が大きく変化し，定量的な評価に影響を及ぼす．こ
れに対し近年クローニングされたELucあるいは3色ルシ
フェラーゼのSLG, SLO, SLRのスペクトルはpHが変化し
ても一定のままであり，発光色の違いを利用した定量解析
に適している．

3） 生物発光反応の発光強度評価
明るく光る発光反応は，たとえばイメージングに応用す

ればより鮮明な画像が得られるなど，有用性はきわめて高
い．そのため，より明るく光る発光基質あるいは酵素の開
発は発光反応における重要な研究テーマの一つであり，発
光強度の客観的評価はきわめて重要である．しかし発光強
度の評価は原理的にも技術的にも煩雑なため，学術論文に
おいても実験に基づく客観的な評価データを求められるこ
とはほとんどなかった．そこで，我々は発光反応における
発光強度の評価について検討した．以下に，絶対光子数計
測に基づく定量的な評価について説明する．
発光強度は全光子束 Ilmすなわち反応溶液から放出され

る全光子数の時間密度が最も客観的な尺度といえる．Ilm

は酵素反応速度論的にミカエリス・メンテンの式から以下
のように表記することができる． 

cat
lm

m

[E]
1 / [S]
QY k

I
K

× ×
=

+
  (1) 

ここで，QYは発光反応量子収率，kcatは酵素1分子あたり
の反応速度，[E]は酵素の濃度，Kmはミカエリス定数，[S]
は基質濃度である．QYは，基質1分子が反応を経て1光子

を放出する確率と定義されており，反応により消費した分
子数をS，生成した光子数をPhotonsとすると 

/QY Photons S=   (2) 

と表せる．通常の酵素反応では [S]はKmに比べて十分に大
きいので，（1）式は次のように単純化することができる． 

lm cat [E]I QY k ´= ×   (3)

この式の意味するところは，生物発光反応の明るさは反
応系に固有の活性パラメータであるQYとkcatによって明確
に規定でき，活性状態にある酵素の濃度 [E]に比例する，
ということである．それでは，明るい反応系を構築するた
めには，QY, kcatあるいは [E]のどのパラメータを改善すれ
ばよいのだろうか．
古くからホタル生物発光反応の効率はきわめて高く，発
光にあたり熱をほとんど放出しない冷光といわれてきた
が，これは1959年に報告されたQY＝0.88±0.25という数
字に起因する 11）．しかしながら，この値には少なからず疑
問があった．たとえば，当時は天然のルシフェリンが実験
に用いられたはずだが，天然のルシフェリンは精製の過程
でラセミ化するので純度は100％ではない．また，全光子
束を測定することは現在でも決して容易ではない．我々は
2008年に東京大学の秋山らのグループと共同でこの再実
験に取り組み，QYが約0.4という結果を得た 12）．現在，多
くの論文，教科書でもこの値が使われている．さらに他の
発光甲虫や変異体のルシフェラーゼのQYを求めるため，
そしてより簡便な方法で測定するため，新たに光放射計測
の国家標準に準じた絶対測定系を構築し，発光甲虫ルシ
フェラーゼ群の酵素活性パラメータ解析を実施した．
表2に，ホタルのルシフェリンを基質とする代表的な酵

素のQYとkcatの値を示す 13）．我々が測定したルシフェラー
ゼのうち，量子収率が最も高いのはブラジル産ヒカリコ
メツキムシ由来のルシフェラーゼELucで，その値は約0.6
である．これに対し大部分の発光甲虫ルシフェラーゼは

図3 pH非感受性および感受性ルシフェラーゼの発光スペクトル
（a） pH非感受性で，緑，橙，赤色に発光するルシフェラーゼSLG, SLO, SLRのスペクトル．pH6, 7, 8のバッファー
中でのスペクトルが完全に重なっている．（b） pH感受性の北米産ホタルPhotinus pyralisのルシフェラーゼのスペク
トル．pHによって変化している．



678

生化学 第 87巻第 6号（2015）

0.4～0.5，天然で赤色に光る鉄道虫の頭部由来のルシフェ
ラーゼが最も小さく0.2弱である．このように量子収率は
酵素の種類によって異なるが，発光色（発光極大波長）に
依存し，発光極大波長が短いほどQYが大きくなるという
相関が認められた．また酵素間のQYの違いは数倍程度で
しかなかった．同様にkcatは天然型のルシフェラーゼでは
いずれもほぼ同じ桁数であった．
以上の結果を（3）式に当てはめてみると，Ilmに関する支

配的要因は [E]，すなわち酵素濃度であることがわかる．
逆に，酵素そのものには特別にQYやkcatが大きいものが存
在するわけではなく，明るい発光反応系を得るためには
[E]を大きくすることが重要となる．ここで注意する必要
があるのは，[E]が単なる酵素濃度ではなく活性状態にあ
る酵素の濃度であることである．したがって，明るい発光
シグナルを得るためには，細胞内での発現量を向上させ酵
素の絶対量を増加させるだけでなく，酵素の安定性を向
上させるなどして [E]を高め，発光量 Ilmそのものを増大さ
せる必要がある．ただし，変異体ルシフェラーゼにおいて
kcatが著しく低下するものがある．これは変異導入により
活性が喪失していると解釈できる．変異導入によってルシ
フェラーゼの改善を試みる場合は，kcatが低下しないよう
に留意する必要がある．
以上の結果はホタルルシフェリンを基質とする甲虫ルシ

フェラーゼの話であるが，セレテラジンなど他のルシフェ
リンを基質とするルシフェラーゼでは違った結果になる可
能性もあり，今後の研究課題である．

4） 発光の絶対計測とスペクトル測定
前項で述べたルシフェラーゼの酵素活性パラメータQY

およびkcatを決定するためには，全光子束 Ilmを実験的に
測定する必要がある．kcatはラインウィーバー・バークプ
ロットから求められる最大反応速度Vmaxと [E]から求めら
れる．反応速度Vは反応系全体の基質消費速度と同義であ
り，全光子束とQYから導くことができる．
（2）式で示すPhotonsは，全光子束を時間積分すること

により測定する．Sは基質濃度より比較的容易に決定でき
るが，反応によって消費された基質分子数を求める必要が
ある．我々は5分程度の測定時間内にすべての基質分子の
反応が完了するよう基質分子数をきわめて低く設定し，反
応開始前から計測を行うことで，全光子数を実測してい
る．100 µLの反応液中の基質分子は10−13 mol（6.02×1010

分子）であり，通常の酵素発光反応溶液での基質濃度と比
べて4～5桁程度低い．
ここで，光の検出器について少し掘り下げて説明する．
光の検出器はバイオイメージングなどでも多くのものが
使われているが，発光反応の微弱な光放射を検出するた
めには，感度の高い光電子増倍管（PMT）が用いられる．
アバランシェ・フォトダイオードなどの半導体検出器も
PMTより量子効率（1光子が電気シグナルを生む確率）が
高く高感度であるが，きわめて微弱な光を測定するために
はノイズ（ダークカウント，暗電流値）が低いことが重要
であり，この点ではPMTの方が優れている．実際，ルミ
ノメータと呼ばれる汎用型の測定装置ではPMTが主流で
ある．一方で，スペクトルの測定で用いられるマルチチャ
ンネル分光計ではCCDのような半導体検出器が使われる．
発光強度が時間変化しやすい発光反応の場合は，すべての
波長のシグナルを同時に測定できるマルチチャンネル式が
有効であるが，マルチ計測のためには検出器のアレイ化が
必要であり，これには半導体検出器が適している．また検
出器は種類を問わず分光応答度（いわゆる波長感度）特性
があり，これにも留意する必要がある．たとえばPMTは
青色～緑色領域の応答度は高いが，赤色～赤外域での応答
度はほぼゼロである．このためルミノメータを用いて測定
した赤色ルシフェラーゼの発光シグナルが緑色に比べて
小さいからといって，必ずしも赤色の方が暗いわけではな
い．
ルミノメータは通常，PMT内部に生成する光電子の数
が表示される（カウント値）．ルミノメータで全光子束の
絶対計測を行うためには，カウント値と発光反応溶液サン
プルの全光子束との相関，すなわち全光子束応答度の校正

表2 発光甲虫ルシフェラーゼによるL‒L反応の発光極大波長λMax，量子収率QYおよびkcat

ルシフェラーゼ λMax (nm) QY kcat (s−1)

Photinus pyralis（北米産ホタル） リコンビナント 560 0.45
Photinus pyralis（北米産ホタル） 天然精製物リコンビナント 562 0.48 4.3×10−2

Pyrearinus termitilluminans 
（ブラジル産ヒカリコメツキムシ）

539 0.61

Phrixothrix hirtus（鉄道虫） リコンビナント 625 0.15
Luciola cruciata（ゲンジボタル） リコンビナント 565 0.43
Luciola mingrelica（欧州産ホタル） リコンビナント 571 0.43
Pyrocoelia miyako（ミヤコマドボタル）
野生型 リコンビナント 554 0.45 4.4×10−2

N230S変異体 リコンビナント 606 0.21 1.5×10−2

S199T変異体 リコンビナント 559 0.48 0.3×10−2

S200A変異体 リコンビナント 556 0.46 0.3×10−2
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が必要となる．この校正は全光子束が既知の参照用発光反
応溶液サンプルを用いて実施する．参照用発光反応溶液サ
ンプルの全光子束は，積分球式マルチチャンネル分光測定
装置を用いて決定する 14）．この装置は光放射に関する国
家標準に準じており，積分球を用いることで，球の外部に
設置した標準電球から導入された放射束と，球の内部に設
置するサンプルからの全放射束を，マルチチャンネル分光
放射計により同等に測定することができる．装置の分光応
答度は分光放射照度標準電球を用いて校正することで，他
の国家標準にトレーサブルな全光子束測定系となってい
る．不確かさは±10～15％（包含係数k＝2）程度である．
この積分球式マルチチャンネル分光測定装置は残念なが
ら感度が低いため，QYの測定にはルミノメータを用いる．
ただしルミノメータには波長感度特性があるので，QY測
定の対象となる発光反応溶液サンプルのスペクトルごとに
参照溶液を調製し，全光子束応答度の校正を行う．
ところで，分光計測において，以下の点を留意する必要

がある．たとえば入射スリットを広くすると，測定される
スペクトルは実際よりも幅が広くなるが，バイオ分野では
概して微弱な光を効率よく測定するため，スリット幅を大
きくしていることが多い．また光検出器の波長感度特性，
そして応答度非直線性などのため，スペクトルの生データ
は歪んでいる．発光反応を測定するためには分光器の特性
を理解したうえで妥当性評価を行い，標準光源を用いた適
切な校正が欠かせない．

2. 生物発光プローブによるセルベースアッセイ

実験動物を用いた薬効評価や安全評価試験は3Rの理念
のもと細胞を用いたセルベースアッセイに代替されつつあ
る．初期段階における薬効や安全評価のために行われるセ
ルベースアッセイは細胞数や細胞形状の変化を指標にす
るものであったが，これでは判定性があいまいかつスルー
プット性に問題があった．そこで，これらを評価する分子
マーカーの遺伝子発現を指標とするレポータアッセイが行
われるようになった．第1世代では対象となる遺伝子のプ
ロモータ配列の下流にたとえばβ-ガラクトシダーゼ遺伝子
を挿入したベクターを構築，これを細胞に導入する．対象
遺伝子の発現が活性化された場合，本タンパク質が生産さ
れるので，呈色反応により発色させ，発色性によって遺伝
子発現量を推定した．他にクロラムフェニコールアセチル
トランスフェラーゼ遺伝子を用いたCATアッセイなども
あるが，定量性や簡便性が低いため，第2世代としてルシ
フェラーゼや蛍光タンパク質GFPを用いたレポータアッ
セイが行わるようになった．二つのレポータタンパク質は
簡便性には優れているが，定量性という意味では発光量と
いう数値で評価できるルシフェラーゼを用いたものが，よ
り精度の高いセルベースアッセイとして普及した．本節で
は表1に取り上げるルシフェラーゼ群を中心に説明する．
ルシフェラーゼを用いたセルベースアッセイでは，細胞

それ自体の変化などを評価できる恒常的に発現するコント
ロール遺伝子を併せて比較することで，より再現性を高め
ることができる．つまり二つの遺伝子の発現を指標にセル
ベースアッセイを行う方法である．プロメガ社はホタルル
シフェラーゼとレニラルシフェラーゼを併せたデュアルレ
ポータアッセイを商品化した．しかしながら，この方法で
は二種類のルシフェリンを用いるため発光測定が煩雑であ
り，かつ，二つのルシフェラーゼの細胞内半減期が著しく
異なる点，また発光反応のバックグラウンドが異なる点が
問題となっていた．そこで，我々は同じホタルルシフェリ
ンを共通の発光基質としながらも発光色の異なる発光甲虫
ルシフェラーゼに着目し，各々の発光色を分離することで
レポータアッセイを行うマルチカラールシフェラーゼアッ
セイを開発した 15）．
前述したようにホタルルシフェリンに対して，溶液の

pHに依存して発光スペクトルが変化するもの（主にホタ
ルルシフェラーゼ）と，変化しないもの（主に発光甲虫由
来ルシフェラーゼ）がある．マルチカラールシフェラーゼ
アッセイは後者を利用したもので，3色（緑，橙，赤色）
のルシフェラーゼ群を用いたものである．本ルシフェラー
ゼ群は，1）最大発光波長が30 nm程度異なり，色フィル
ターで分離計測可能，2）従来のデュアルレポータと異な
り，ルシフェリンが1種類，3）三つのルシフェラーゼ活
性の温度依存性，半減期がほぼ同様であるという特徴を持
つ（図4）．

2004年，北山らは我々がクローニングした赤，緑色発
光甲虫ルシフェラーゼを用いてシアノバクテリアの二つ
の遺伝子発現を同時計測した 16）．計測には2本の光電子
増倍管を用いて，二つの遺伝子の発現を連続的に測定し
た．同年，我々は哺乳類細胞内の体内時計に関して，時計
遺伝子Bmal1プロモータとBmal1プロモータ内のRev-Erb 
and ROR response element（RORE）の配列を上流に導入し
たSLR, SLGを用いて，転写因子RORαに対する応答性が
異なることを明らかにした 17）．この際，内部標準として
Thymidine kinase（TK）プロモータ下流にレニラルシフェ
ラーゼを導入したベクターを用いた．翌年，さらに内部標
準としてSLOを用いることで，三つの遺伝子発現を3発光

図4 緑，橙，赤色に発光するpH非感受性ルシフェラーゼ
SLG, SLO, SLRの温度特性，タンパク質寿命
（a） SLG, SLO, SLRの相対発光活性の温度依存性．（b） PEST配
列を付加したSLG, SLO, SLRの37°Cにおける発光残存活性の時
間変化．
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色のルシフェラーゼで同時に計測することにも成功した
（図5）15）．2005年以降，BranchiniらやOguraらはホタルル
シフェラーゼの変異体を用いることで2発光色による2遺
伝子発現計測を行った 18, 19）．
セルベースアッセイの大きな目的は創薬や毒性スクリー

ニングにあるが，重要な点はハイスループット性と再現性
である．前者を満足するためにはできるだけシンプルな方
法とし，計測装置とのマッチングが重要である．一方，後
者には細胞の安定性を担保し，再現性を確保するための適
切な内部標準が必要となる．創薬スクリーニングを行っ
た例としてDavisらは，nuclear factor-κB（NF-κB）シグナ
ル伝達経路の活性化を調整する inhibitor of NF-κB（IκBα）
の細胞内安定性を高める化合物を同定するためCBGを
IκBαと融合し，一方，内部標準としてCBRを用い，二つ
のバンドパスフィルターを組み合わせたCCDカメラを検
出系として用いることで1536穴プレートを対象としたス
クリーニング系を構築した 20）．一方，我々の開発したマ
ルチカラーレポータアッセイを用いて，皮膚感作性の分子
マーカーである interleukin 8（IL-8）の遺伝子発現をSLO，
内部標準としてglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
（G3PDH）のプロモータの発現をSLRで評価する細胞が樹
立された．本細胞を用いることでヨーロッパ実験動物代
替法センターが規定した22化合物に対して82％の再現性，
88％の毒性評価信頼度で解析できた 21）．本マルチカラー
ルシフェラーゼアッセイを用いた実験動物代替法は現在，
OECDのテストガイドラインに申請準備中である．
これまで紹介したルシフェラーゼアッセイでは，最初

のシアノバクテリアの例を除いて細胞に刺激を加えたの
ち，ある一定時間後，細胞を破砕し，その段階までに合成

され，細胞内で分解されなかったルシフェラーゼの発光量
からプロモータの活性を評価した．しかしながら，ホタル
発光系のユニークさは，他の発光系のルシフェリンと異な
り，ホタルルシフェリンが培養液中で高い安定性を示し，
かつ，生きた細胞内に徐々に浸透し細胞内で生物発光反応
を起こすことができる点である．具体的には測定開始1週
間後でも半減することはなく，一定のシグナルを得ること
ができる．一方，セレンテラジンやウミホタルルシフェリ
ンの培地内や生体内での寿命は短い．よってホタルルシ
フェリンを用いれば，生きた細胞内の遺伝子発現を長時間
にわたり解析できる．我々は逆位相の関係で発現すること
が知られている時計遺伝子Bmal1とPer2をそれぞれELuc, 
SLRによってリアルタイムに解析する方法を開発した．具
体的には，これらの組み合わせを持ったトランスジェニッ
クマウスを作製し，世界で初めて2色の発光で体内時計を
知らせるマウスの作製に成功，本マウスの各組織におけ
るPer2とBmal1発現の周期と位相は組織ごとに異なるもの
の，正確な逆位相を示すことを明らかにした（図6）22）．ま
た，Bmal1プロモータの制御下でELucが発現するトラン
スジェニックマウスとSLRが発現するRat-1線維芽細胞を
個別に作製し，トランスジェニックマウスより単離した組
織とRat-1細胞の共培養を行い，両者のリズム発現を同一
ディッシュ内でリアルタイムに計測し，組織－細胞間の相

図5 3発光色のルシフェラーゼを用いたRORαによるBmal1プ
ロモータおよびROREの転写活性化の同時測定
3種類のレポータベクターおよびRORα発現ベクターをマウス
線維芽細胞NIH3T3に一過的に導入し，1日培養後，専用発光
溶液（Tripluc）で細胞を破砕し，緑・橙・赤色ルシフェラーゼ
の発光強度を同時測定した．

図6 デュアルカラーマウスから単離した組織における2種類
の時計遺伝子発現のリアルタイム発光測定
概日時計遺伝子Per2およびBmal1プロモータ制御下でSLRお
よびELucが発現するデュアルカラーマウスから単離したスラ
イス組織を7日間リアルタイム発光計測した．赤色はPer2プロ
モータ，緑色はBmal1プロモータの時間依存的発現変動に伴う
発光強度の変化を示す．
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互作用解析に成功した 23）．このように，マルチカラールシ
フェラーゼアッセイは細胞，組織レベルで複数の遺伝子発
現を明らかにできるユニークな方法として活用され続けて
いる．

3. 生物発光プローブによるイメージング

光を用いた細胞機能解析は顕微鏡の機能の向上とGFP
や量子ドットなどの蛍光プローブ群の開発により進展し
た．生物発光もまた，発光に特化した顕微鏡を用いること
で細胞内の機能解析が十分可能である．蛍光と発光の違い
は明確であり，蛍光は励起光が必要であるが，発光は化学
反応であり，励起光を必要としない．蛍光では，励起に
よって強いシグナルを出すことから細胞内の局所における
短い時間の可視化（イメージング）が可能である．一方，
生物発光では生体内の光が届きにくい領域での変化をとら
えることができるもののシグナルが弱く，光を積算する必
要があるため，蓄積された画像をパラパラ漫画でみるよ

図7 ELucおよびホタルルシフェラーゼ（FLuc）を用いた1細
胞発光イメージング
各細胞小器官移行配列を融合したELuc（上段）あるいはFLuc
（下段）の発現ベクターをマウス線維芽細胞NIH3T3に一過的に
導入，1日後に発光イメージングに供した．200 μM D-ルシフェ
リン存在下，40倍レンズを用い3分間の露光によりイメージン
グ画像を取得した．スケールバーは100 µmを示す．

図8 2色発光による2遺伝子発現の1細胞イメージング
概日時計遺伝子Per2およびBmal1プロモータ制御下でSLRおよびELucが発現するデュアル発光NIH3T3細胞を72
時間発光イメージングした（a）．1細胞2色発光細胞の解析にはアト－社製Cellgraph AB-3000bを使用した．細胞の
局所の2色の発光量を定量することで時間軸の変化を追跡できる（b）．
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うなイメージとなる．ただし，励起光照射による細胞の損
傷を考慮する必要がなく，数日以上にわたる長時間の観察
が可能である．深さ方向の優位さの一例として，我々はホ
タルルシフェラーゼおよびGFPをそれぞれ定常的に発現
するマウスを用い，それらをドナーとして骨髄移植を行っ
た 24）．次に移植マウスの脳内にリポ多糖（LPS）を加え損
傷を起こし，骨髄細胞からの浸潤現象をイメージングし
た．ルシフェラーゼを用いた場合，損傷後，時間経過とと
もに修復が行われることを光量の変化で可視化することが
できたが，この変化は蛍光では観察できなかった．多くの
研究においてルシフェラーゼを導入したがん細胞をマウス
等に移植し，in vivo発光イメージングによって薬剤効果な
どを検証する方法が一般的であるのは，まさにこの深さ方
向の優位性による 25）．
さらに表2において溶液中で高い安定性と高い量子収
率を持つことが示されたELucが細胞レベルでのイメージ
ングでも有用であることを確認した 26）．前述したように，
発光甲虫由来のルシフェラーゼのスペクトルは反応場の
pHや温度に依存しない．ELucはホタル由来のルシフェ
ラーゼに比べて約10倍以上の発光強度が得られ，露光時
間を大幅に減らすとともに高い空間分解を示すことに成功
した（図7）．また，細胞内の局在シグナルをつけてもシ
グナルが減ずることはなく，細胞小器官の観察も可能であ

る．これを用いれば容易に細胞の動的な変化を1週間程度
連続的に可視化できる．また，1細胞レベルでの遺伝子発
現も定量的に解析することが可能となる．
発光に特化した顕微鏡でも異なる発光色の光を色フィ
ルターにより分離することでマルチカラーイメージング
が可能である．我々は細胞集団レベルで観察した時計遺
伝子Bmal1とPer2の動きを二つの発光色で解析する手法
を1細胞観察に適用した．図8は発光細胞の画像（a）と1細
胞ごと（b）に解析した例である．1個の細胞の中の二つの
対象遺伝子の発現パターンを1週間程度観察することがで
きた 27）．しかしながら，二つの発光色の強度レベルが近
すぎたため，色分離が難しい時間帯が存在した．そこで，
空間的にも分離することで，より詳細な1細胞2遺伝子変
動の解析を行った．NF-κB応答配列（NF-κB RE）の下流
に核内に移行するSLR，内部標準としてCytomegalovirus
（CMV）プロモータの下流にペルオキシソーム内に移行す
るELucを用いた．tumor necrosis factorによりNF-κBを活
性化すると核内の赤色発光は増加するが，内部標準レポー
タであるペルオキシソーム内の緑色発光はほぼ一定であ
り，1細胞内の細胞小器官レベルで二つの遺伝子発現の変
化を同時に可視化できた（図9）28）．細胞小器官の違いでル
シフェラーゼの寿命が異なり，遺伝子発現情報が異なるの
か，ルシフェラーゼを入れ替えて検証したが違いはなく，

図9 細胞小器官レベルでの2色発光タイムラプスイメージング
核移行シグナルを融合したSLRおよびペルオキシソーム移行シグナルを融合したELucの発現ベクターをマウス線
維芽細胞NIH3T3に一過的に導入し，1日後に10 ng/mLのTNFαを処理した後，発光イメージングに供した．40倍
レンズを用い3分間の露光を15分間隔で12時間行い，ELucの発光はBG39ショートパスフィルター，SLRの発光は
R62ロングパスフィルターにより発光イメージング画像を取得した．図は代表的な三つの細胞における1時間ごと
のイメージング画像を示す．



683

生化学 第 87巻第 6号（2015）

小器官の局在，発光色の異なるルシフェラーゼで細胞情報
の可視化が異なることはなかった．
生物発光を用いて細胞機能を解析する際に考慮すべき点

は，発する光の意味を十分に理解することである．たとえ
ば発光甲虫の光で遺伝子発現の変化を可視化するにはルシ
フェリン，ATP，酸素が化学反応を律速させないような十
分量が必要である．たとえば，酸素濃度が低下するがん細
胞では，発現の低下によるルシフェラーゼ量の減少では
なく，酸素量の減少で発光強度が低下することがある 29）．
我々が観測した例では，ATDC5細胞をインスリンで分化
させる段階の遺伝子発現を可視化しようと試みたが，すべ
てのプロモータ配列のレポータベクターで，インスリン添
加2, 3日後に4時間周期の発光振動が数日間みられた（図
10a）．当初は遺伝子発現がみな同調すると考えたが，ATP
量の変動に目を向けたところ，急激な軟骨分化過程にお
いてATPが4時間周期で変動，そのために発光が変化した
ことが明らかになった（図10b）30）．この際，細胞間に光
のウェーブが観察され（図10c），軟骨分化過程において，
細胞間コミュニケーションが存在する可能性が示唆され
た．この場合はルシフェリン，ルシフェラーゼ，酸素量は
十分であるが，ATPが変化することによる発光強度の変化
となる．ここでヒントを得て，我々はセファロース表面に
ルシフェラーゼを結合させ，それをマウス皮下に注入し，
炎症に伴いデンジャーシグナルとしてATPが放出される
過程の可視化に成功した 31）．いずれにしても光シグナル

の変化が何に起因するか十分に考慮しながら生物発光を用
いることが肝要である．

4. おわりに

発光甲虫ルシフェラーゼのシグナルが本当に対象とした
遺伝子の発現を可視化しているのか，これは大きな問題で
ある．たとえば，転写過程が継続する場合と一過的に上が
る場合，発光プローブの寿命が長ければ，その違いを十分
に反映することはできず，プロモータの特徴は十分に解析
できない．そこで，我々は発光甲虫ルシフェラーゼのタン
パク質としての半減期を変える研究を続けている．その結
果，短寿命タンパク質として知られるカルパインの一部の
配列をルシフェラーゼに付加させることで，短時間の遺伝
子発現の応答性にも対応できる半減期の短い発光プロー
ブの構築に成功した（図11b）32）．一方，我々は発光甲虫プ
ローブを導入した安定株の作製過程において発光強度や
挙動の異なるもの，あるいは樹立したが細胞保存や継代を
繰り返すことで，当初のシグナルと異なる結果を示す細
胞群が存在することを経験している．そこで，エピジェネ
ティックの影響を受けにくい人工染色体ベクターに導入し
た発光甲虫プローブで細胞群を樹立した（図11a）32）．その
結果，遺伝子発現のオン・オフが明確となり，かつ継代を
繰り返しても安定したシグナル細胞群の構築に成功した．
一方，我々は光測定の標準化が重要だと考えている．一

図10 発光甲虫ルシフェラーゼ導入ATDC5細胞におけるインスリン刺激後の発光活性，ATP量の変化，細胞集団
の発光イメージング
（a）アクチンプロモータで制御されたElucベクターを導入したATDC5細胞をインスリンで刺激（赤線）すると2, 3
日後に4時間周期の発光の変動が観察される．黒線はインスリン刺激なしの場合．(b) 4時間周期の発光が観察され
た際の凹および凸時のATP量．（c）アクチンプロモータで制御されたElucベクターを導入したATDC5細胞をインス
リンで刺激後，発光イメージング装置で可視化すると光のウェーブが観察される．
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定の発光量を生み出す細胞程度の大きさの点光源を開発で
きれば，発光細胞用の顕微鏡の校正に使えるし，発光細
胞の発光量の絶対定量化，さらには細胞内で何分子のルシ
フェラーゼが動いているのか判断できるようになる．本稿
では光測定の絶対定量と生物発光によるセルベースアッセ
イ，イメージングを解説したが，これら技術が融合するこ
とで，生命現象を絶対数で定量的にとらえることが可能に
なるであろう．絶対定量生物学の世界が，そこにあるのか
もしれない．
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