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ホタルの発光色と酵素—基質間相互作用との立体構造に基づいた関係
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要旨

ホタルは，発光基質であるルシフェリンと酸素が ATP，Mg
イオンの存在下に酵素ルシフェラーゼの触媒作用により反応す
ることによって黄緑色に発光することが知られている．近年，
岩野らによって合成されたアカルミネというルシフェリン類似
物は，ルシフェリンの代わりにルシフェラーゼ反応に供与する
と赤色に発光する．この発光色の違いが，発光基質とルシフェ
ラーゼとの相互作用の違いによるものなのか，あるいは，発光
基質の化学的な性質の違いによるのかは不明である．そこで
我々は，アカルミネとルシフェラーゼの反応後の複合体の立体
構造を X 線結晶構造解析により決定し，ルシフェリンの場合
と比較することでこの問題への解答を行った．その結果，反応
に関わる両基質と酵素の官能基の原子間の立体的な位置関係
は，ほとんど同じであった．このことから，基質 – 酵素間の相
互作用はほぼ同じと考えられ，発色の違いは，アカルミネとル
シフェリン，それぞれの化学的性質の違いによることが示唆さ
れた．
重要語句：生物発光，ルシフェラーゼ，アカルミネ，ルシフェ
リン，X 線結晶構造解析

序論

ホタルの黄緑色の発光はルシフェラーゼという酵素によっ
て触媒される化学反応によって生じる（1-3）．この化学反応では，
発光基質であるルシフェリンと ATP が酸素と反応し，反応生
成物であるオキシルシフェリン，AMP，ピロリン酸，および
二酸化炭素が生じるとともに光が発生する（図 1A）．ルシフェ
ラーゼにオキシルシフェリンと AMP が結合した複合体（オキ
シルシフェリン複合体）の立体構造は Nakatsu らによって明ら
かにされた（4）．また，ルシフェラーゼのアミノ酸配列に変異を
導入すると発光色が変化することが知られており，この場合に
発光色を制御しているのは，反応途中におけるルシフェラーゼ

とルシフェリンからオキシルシフェリンへと化学変換される分
子との相互作用であることも，結晶構造解析によって明らかに
されている（4）．近年，この発光反応を利用した分子イメージン
グは細胞生物学の基礎研究や医療検査に広く利用されており，
発光色のしくみが明らかになれば，さらに応用への付加価値が
高まると期待されている（5）．

最近，生体深部イメージングに用いるために新たな発光基質
アカルミネが作られた（6）（図 1B）．アカルミネはルシフェリン
の化学構造の改変によって長い波長，つまり赤色の光を生じる
発光基質であり，これを用いることによって生体の深部での発
光が検出できると期待されている（7）．しかし，アカルミネとル
シフェラーゼの反応過程が捉えられていないうえに，その反応
生成物の分子構造は未解明である．そのため赤色に発光する原
因が，ルシフェラーゼによる反応の仕方，すなわち酵素反応メ
カニズムや分子間の相互作用がルシフェリンの場合とは違うこ
とによるものなのか，または，これら 2 つの発光基質分子その
ものの化学的な性質の違いによるものなのかはわかっていな
い．そこで本研究では，ルシフェラーゼと反応したアカルミネ
の生成物の分子構造をルシフェラーゼとの複合体で捉えること
により，発光色の違いの原因を解明しようと試みた．そして，
ルシフェリンとルシフェラーゼの反応生成物複合体の分子構造
とアカルミネの場合とを比較することによって，発光色の違い
の原因を分子構造を基に調べた．

試料と方法

材料
ゲンジボタル・ルシフェラーゼの精製は Nakatsu らの方法に

従った（4）．アカルミネは和光純薬から購入した．その他の試薬
は，高純度の市販品を用いた．
ルシフェリン―ルシフェラーゼ反応に対するアカルミネによる
阻害の測定

ルシフェリンとルシフェラーゼの酵素反応に対するアカルミ

図 1. ルシフェラーゼによって触媒される生物発光反応メカニズム（A）と予測されるアカルミネの発光反応メカニズム（B）．PPi はピロリン酸を示す．

* 内容に関する連絡先：katohiro@pharm.kyoto-u.ac.jp
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ネの濃度依存的な影響を以下の方法で調べた．すなわち，0，
0.01，0.1，1，10，100，または 1000 µM アカルミネを含むル
シフェラーゼ―ルシフェリン混合溶液（0.1 µg/mL ルシフェラー
ゼ，20 µM ル シ フ ェ リ ン，50 mM HEPES（4-（2-hydroxyethyl）
-1-piperazine- ethanesulfonic acid） 緩衝液 （pH7.5），5% （v/v） グ
リセロール，1% （w/v） ウシ血清アルブミン）を 100 µL ずつ 96
ウェルマイクロプレートに分注し，温度を 30℃に設定したマ
イクロプレートルミノメータ LB941（ベルトールド社製）に
挿入した．これに，100 µL の ATP 溶液（2 mM ATP，10 mM 
MgCl2，50 mM HEPES 緩衝液（pH7.5））を専用インジェクター
を用いて添加混合し，添加直後から 20 秒間，0.1 秒ごとに発光
強度を測定した．今回測定に用いた装置の測定波長範囲は 340 
nm~700 nm であるのに対して，ルシフェリン，アカルミネの
ピーク波長はそれぞれ 575 nm，675 nm であるため，ルシフェ
リンの発光はほぼすべて検出されるが，アカルミネの長波長側
の発光の一部は検出されない．さらに，アカルミネの発光強度
はルシフェリンの 5％であることが Iwano らによって明らかに
されている（6）．そこで，発光強度の測定値をすべてルシフェリ
ン由来とみなして解析を行った．20 秒間の発光強度の積算値
を縦軸に，アカルミネの濃度を横軸にしてグラフを作成し，ル
シフェリンの発光強度が 50% に低下するときのアカルミネ濃
度を IC50 （µM）として算出した．
ルシフェラーゼ反応生成物複合体の結晶化

ルシフェラーゼにアカルミネと ATP および Mg2+ イオンを加
えて発光させた後の溶液を結晶化に用いた．このときの反応
溶液は，18 mg/mL ルシフェラーゼ，3 mM アカルミネ，5 mM 
ATP，16 mM MgCl2，5 mM ジチオスレイトール（DTT）とな
るように 50 µL 調製し，20℃の恒温器で 2 時間静置した．その後，
微量遠心機で，10 分間遠心（18000 × g，4℃）した．その遠
心後の上清 1 µL と，沈殿剤を含むリザーバー溶液（100 mM 
Tris-HCl (pH8.0），200 mM MgCl2，21–28% （w/v） ポリエチレン
グリコール（PEG）4000，1 mM DTT）1 µL を 24 ウェル結晶
化プレートの所定の結晶化場所で混合し，別の区画に入れた 0.3 
mL のリザーバー溶液とともに密閉後，2 週間 20℃に恒温して
静置することにより結晶化を行った．
X 線回折実験と結晶構造解析

結晶の X 線回折実験は液体窒素温度下で行った．まず，得
られた結晶を，氷形成を防ぐクライオプロテクタント溶液（100 
mM Tris-HCl （pH8.0），200 mM MgCl2，28% （w/v） PEG4000，1 

mM DTT，20% （v/v） イソプロパノール，10% （v/v） グリセロー
ル，20 mM HEPES （pH 7.5））に浸漬させたのち，水がガラス
状に固化するように液体窒素で急速冷却した．その後，この結
晶を用いて X 線回折強度測定を行った．このとき，リガク社
製の X 線発生装置：FR-E，X 線検出器：Pilatus3 R 200K-A を
用い，測定温度：–180℃，カメラ長（結晶と検出器の距離）：
175 mm，露光時間：60 秒，振動角：0.5°，X 線検出器の 2θ角：
0°または 15°，の条件で測定した．

作成した結晶の X 線回折像から立体構造を求めるために
以下のプログラムを用いて解析を行った．すなわち，得られ
た X 線回折像から X 線回折強度への計算にはソフトウェア
CrystalClear（8）を用いた．位相決定はプログラム Phaser MR（9）

を用い，分子置換法により行った．このときの初期分子モデ
ルには，オキシルシフェリン複合体（4）（構造座標 PDBid:2D1R）
のタンパク質部分を用いた．分子モデルの精密化にはプログ
ラム Refmac5（10），分子モデルの修正にはソフトウェア Coot（11），
立体構造の画像の作成にはソフトウェア PyMOL（12）を用いた．
立体構造の重ね合わせ

今回構造決定を行った立体構造とオキシルシフェリン複合体
（2D1R）の立体構造の重ね合わせには PyMOL の Align コマン
ドを用いた．

結果

ルシフェラーゼとアカルミネなどとの反応生成物複合体の結
晶を作成するために，ルシフェリンを基質とする発光反応に対
するアカルミネの影響を指標にして，ルシフェラーゼとアカル
ミネの結合の強さを調べた．その結果，加えたアカルミネの濃
度増加に伴い，ルシフェリンとルシフェラーゼの酵素反応に伴
う発光が阻害された（図 2）．反応が 50% 阻害されたときのア
カルミネ濃度，すなわち IC50 を算出したところ，2.3 ± 1.4 µM
となった．このことから，結晶中の全ルシフェラーゼ分子がア
カルミネと結合するように，結晶化溶液に添加するアカルミネ
の濃度を IC50 値の 1000 倍以上を指標として 3 mM とした．

ルシフェラーゼとアカルミネなどの基質を十分に反応させた
後に結晶化したところ，沈殿剤として 24% （w/v） PEG4000 を
用いた場合に図 3 に示した良質の結晶が得られた．この結晶を

図 2.  ルシフェリンを基質としたときのルシフェラーゼの触媒活性に対する
アカルミネの濃度依存的な影響．

図 3.  ルシフェラーゼとアカルミネ，ATP の発光反応後の試料を用いて得ら
れた結晶．矢印で示した結晶を X 線回折実験に用いた．
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用いて X 線回折実験を行ったところ，空間群は P21，格子定数
は a = 57.51 Å，b = 52.36 Å，c = 99.86 Å，β = 98.22˚ であった．
X 線回折強度データの処理を行った結果，2.50 Å 分解能までの
データの処理が可能であった．測定結果の統計値を表 1 に示し
た．得られた結晶の分解能からはタンパク質の側鎖の構造を明
らかにすることが可能であり，分子の立体構造に基づいて反応
メカニズムを調べる目的には十分な解析結果であると考えられ
た．

次に，得られた回折強度データを用いて立体構造決定を行っ
た．立体構造を決定するには X 線回折強度データと位相が必
要であるが，回折像からは位相のデータを得ることはできない．
そこで当研究室が明らかにしたオキシルシフェリン複合体の立
体構造（4）のうち，ルシフェラーゼ部分の原子座標を初期モデ
ルとして分子置換法により位相決定を行った．回転と並進に関
する得られた解を基に精密化と分子モデルの修正を行うことに
より，ルシフェラーゼ領域に関する良好な電子密度を得ること
に成功した（図 4）．

さらに調べたところ，ルシフェラーゼ分子には該当しない領
域に図 4 のオレンジ色で示した比較的大きな電子密度の塊を見
つけることができた．この電子密度は，形状を考えるとアカル
ミネの反応生成物（オキシアカルミネと命名）と AMP である
と考えられた．オキシアカルミネは，オキシルシフェリンと同
様，チアゾール環にある反応基のカルボキシル基が酸素に置換
された化学構造であると予測されるため（図 1），その向きに
オキシアカルミネを上記の電子密度に当てはめた．なお， 残り
の電子密度領域には AMP を当てはめることができた．精密化
を行った後にそれぞれの分子間の相互作用の様子を観測する
と，反応部位であるオキシアカルミネのチアゾール環のカルボ
ニル酸素と AMP のリン酸の酸素が互いに近接し，それぞれの
官能基の形状，大きさが電子密度に適切に合致していた（図 4）．
さらに原子座標の精密化を行った結果，反応生成物複合体（オ
キシアカルミネ複合体）結晶構造の R 値（結晶構造分子モデ
ルから予測される回折強度と測定した回折強度の一致度）は，
22.4% という比較的良好な値へ改良することができた．

本解析によって得られたオキシアカルミネ複合体の立体構造
は図 5，解析結果の統計値は表 2 に示した．

考察

今回決定したオキシアカルミネ複合体の立体構造と，オキシ
ルシフェリン複合体の立体構造（4）とを比較した．まず，二つ
の複合体の立体構造を重ね合わせたところ，ルシフェラーゼ分
子はよく重なっており，さらにオキシアカルミネとオキシルシ
フェリンの対応する各官能基の立体的な位置関係もほとんど同
じであった（図 6）．次に，酵素反応に関わる官能基間の距離
を調べたところ，チアゾール環のカルボニル基の酸素と AMP
のリン酸基の酸素の距離は，オキシアカルミネでは 2.9 Å，オ
キシルシフェリンでは 2.7 Å とほぼ同様の値であった．そし
て，両生成物のチアゾール環部位と AMP および周囲のルシフェ
ラーゼ部位との位置関係は，ほぼ一致していた．以上のことか
ら，ルシフェラーゼとの反応メカニズムは，アカルミネとルシ
フェリンとでは，ほとんど同じであると考えられた．したがっ
て，これら 2 つの発光基質の発光色の違いは，ルシフェリンと
アカルミネの化学的な性質の差異によるものと考えられた．ル
シフェラーゼによる発光反応はわずか 1 ヶ所のアミノ酸変異に
よって発光色が赤色に変化することがすでに知られている（13）．
この変化の仕組みはルシフェラーゼと発光体であるオキシルシ
フェリンの相互作用において，立体構造上の違いが生じるため

Space group P21

Cell dimensions  
    a, b, c (Å) 57.51, 52.36, 99.68
    α, β, γ  (°) 90.00, 98.22, 90.00
Wavelength (Å) 1.5418
Resolution (Å) 49.33–2.50 (2.59–2.50)
Rmerge 0.149 (0.418)
No. total reflections 61521
No. unique reflections 16230
I/σI 37.9 (6.5)
Completeness (%) 78.8 (64.5)
Redundancy 3.79 (1.88)

The highest resolution shell is shown in parentheses.

表 1. 回折強度データの統計値．

図 4. オキシアカルミネ複合体の 2Fo–Fc 電子密度図（閾値は 1.2 σ）および
当てはめた分子モデル．

 ルシフェラーゼ領域の電子密度をシアン色，オキシアカルミネ，AMP
の電子密度をオレンジ色で示した．分子モデルは，オキシアカルミネ，
AMP 部分をボール & スティックモデル，ルシフェラーゼ部分をス
ティックモデルで表示した．分子モデルの配色は，炭素：緑（ルシフェ
ラーゼ，AMP），マゼンダ（オキシアカルミネ），酸素：赤，窒素：青，
硫黄：茶色で示した．水分子の酸素は赤色の球で表示した．

Resolution (Å) 30.00–2.50
Rwork/ Rfree 0.224 / 0.305
No. atoms
    Protein 4111
    Ligand 42
    Water 159
B-factors (Å2)
    Protein 31.9
    Ligand 40.6
    Water 22.4
R.m.s deviations
    Bond lengths (Å) 0.012
    Bond angles (º) 1.60

表 2. 構造解析の統計値．
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であると考えられている（4）．その場合とは異なり，今回の結果
はルシフェラーゼ反応による両酸化生成物の分子軌道の性質の
違いによるものであることが強く示唆された．

結語

本研究によって，アカルミネの反応生成物であるオキシアカ
ルミネとルシフェラーゼとの複合体の 2.5 Å 分解能における結
晶構造を明らかにすることができた．さらに，オキシルシフェ
リン複合体の立体構造との比較から，アカルミネを基質とする
ルシフェラーゼの酵素反応が赤色の発光を生じる原因は，アカ
ルミネの化学的性質によることが示唆された．しかし，今回解
析したオキシアカルミネの電子密度は，ルシフェラーゼとの水
素結合など詳細な相互作用を明らかにするには不明瞭であっ
た．したがって，アカルミネの競合阻害実験の結果から IC50

値が 2.3 ± 1.4 µM と決定できたものの，オキシアカルミネの
正確な原子座標位置を決定するまでには至っておらず，発光色
や反応機構に関して十分に議論することができなかった．今後，
複合体形成条件および結晶化条件を最適化し，より正確なオキ
シアカルミネの電子密度を計測することによって，もっと詳細
なコンフォーメーション決定からルシフェラーゼとの相互作用
を明らかにする．さらには酵素反応実験，発光体の吸収スペク
トル測定の結果を合わせて解析することにより，発光色や発光
反応機構を明らかしていくことができるものと期待している．
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図 5. オキシアカルミネ複合体の立体構造モデル図．
 ルシフェラーゼは緑色のリボン図，オキシアカルミネと AMP はス

ティックモデル { 炭素：緑（AMP），マゼンダ（オキシアカルミネ），
酸素：赤，窒素：青 } で示した．

図 6. オキシアカルミネ複合体とオキシルシフェリン複合体の基質結合部位
付近の立体構造比較．

 オキシアカルミネ複合体ではルシフェラーゼは緑のリボン図，ス
ティックモデルで描いたオキシアカルミネと AMP は炭素：緑（AMP），
マゼンダ（オキシアカルミネ），酸素：赤，窒素：青で示した．オキ
シルシフェリン複合体の立体構造では，ルシフェラーゼはシアン，オ
キシルシフェリンと AMP は炭素：シアン（AMP），黄色（オキシル
シフェリン），酸素：赤，窒素：青，硫黄：茶で示した．
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Abstract

Fireflies generate a yellow-green light from the oxygenation of the 
luminescent substrate, d-luciferin, using molecular oxygen. This reac-
tion is catalyzed by the enzyme luciferase in the presence of ATP and 
Mg2+ ions. A luciferin analog called AkaLumine emits a red light when 
subject to the same luciferase-catalyzed reaction. Whether the differ-
ence in emitted color is due to a difference in reaction mechanisms or 
to the different chemical properties of these two substrates remains 
unclear. To address the question, we determined the X-ray crystal 
structure of the complex formed between luciferase and the reaction 
products derived from AkaLumine at 2.5Å resolution. Comparing the 
crystal structures obtained from the AkaLumine-derived complex with 
that previously obtained from d-luciferin revealed a common three- 
dimensional arrangement of the functional groups participating in the 
reaction in luciferase as well as in both substrates. Our results indicate 
that the reaction mechanism of AkaLumine is almost identical to that 
of d-luciferin. Therefore, we propose that the red light emitted from 
AkaLumine is due to a difference in its chemical properties compared 
with d-luciferin.  
Key words: Bioluminescence, Luciferase, AkaLumine, Luciferin, 
X-ray crystal structure analysis
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