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オワンクラゲ生物発光の分子過程

化学発光 ・生物発光における励起分子生成機構

平 野 誉*・ 大 橋 守*

Molecular Processes in Bioluminescence of the Jellyfish Aequorea victoria

Mechanisms for Generating an Excited Molecule in Chemi- and Bio-

luminescent Reactions

Takashi  HIRANO* and Mamoru OHASHI*

 The photoprotein aequorin isolated from the jellyfish Aequorea victoria emits blue light in the presence of  Ca2+ 

with a high quantum yield. Aequorin consists of apoaequorin  (apoprotein)  , coelenterazine, and molecular 

oxygen. Coelenterazine also has a chemiluminescent reactivity with oxygen. In vivo, the excited energy gener-

ated by aequorin is transferred to a green fluorescent protein (GFP) , which emits green light after  energy 

transfer. The molecular processes in the jellyfish bioluminescence have been studied for designing a highly effi-

cient luminescent compound and for establishing the supramolecular interaction between coelenterazine and 

apoaequorin as well as the interaction between aequorin and GFP. This review describes the chemiluminescent

reaction mechanism of  coelenterazine, the supramolecular structure and the bioluminescent character of ae-

quorin investigated by the use of chemically modified coelenterazines and apoaequorin mutants, and the charac-

ter of GFP. 
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1. は じ め に

発 光蛋 白質エ クオ リンはカルシウムイオンとの結合 に

より発光 が開始 されるカルシウム受容蛋 白質であ る。現

在,エ クオ リンは生 きた細胞内の カルシウムイオン濃度

を測定 する指示薬 として生物学 にお ける応用が注 目され

てい る12)｡す な わちエ クオ リンの アポ蛋 白質の遺伝 子

を標 的 とする生物 の遺伝子 に組み込み,生 体内で発現 さ

せ る｡そ して発光基質 を細胞内 に供給す ると細胞内のカ

ルシウムイオ ン濃度 に従 った発光が観測 されるわけであ

る3,4)｡一方,エ クオ リンは発 光量子収率20%を 超 える

効率 で青色 の瞬 間発光 を行 うので,こ の高効率生物発 光

メカニズムの解明が求め られてい る。高効率発光物 質を

開発す るための指標 が発 光基 質の物性 と発光反応 メカニ

ズムに潜んでいる と考 え られるか らであ る｡も うひとつ

の興味 はこの発光反応 をアポ蛋 白質が作 る環境が制御 し

て高効率化 に寄与 している とい う点 にある。 と くにアポ

蛋 白質の構 造 と励起分子 の生成過程 や励起分子の特性 と

の相関は光合成 をは じめ とする光生物学 とも共通の問題

点であ る｡本 稿 ではこれ までの基礎 的研究か ら得 られ た

結果 を上記み2つ の興味 に沿 って紹介す る｡

2. エ ク オ リ ンの 一般 的性 質

アメリカ合衆国ワシ ン トン州サ ンフ ァン諸 島の フライ

デ ーハー バー付 近 に生 息 す る オ ワ ン ク ラ ゲ(Aequorea

victoria)は直径10cm程 の大型の クラゲで あ り,機 械的

刺激 を与 える と傘 の縁 が緑色 に発 光す る。1962年 下村

とJohnsonに よりオ ワンクラゲか らは じめてエ クオリ ン

が単離 された5)。エ クオ リンはアポエ クオ リン(ア ポ蛋

白質)と 酵素 分子 と発光基 質であ るセ レンテラジ ン1か

ら構 成 され,カ ルシ ウムイオ ンと結合す る と蛋 白質部分
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coelenterazine (1) coelenteramide (2)

の高次構造が変化 してセ レンテ ラジンの酸素酸化 反応 が

加速 されて青色(発 光極 大465nm)の 瞬間発光 を示す5,6)｡

ホタルな どの発光生物 に見 られ る酵素ル シフェラーゼが

発光基質 ルシフェ リンの発光反応 を触媒す るルシフェ リ

ンール シフェラーゼ反応 とは異 な り,エ クオリンはアポ

エクオ リンとセ レンテラジン1お よび酸素分子か ら発光

可 能な構造 を形成 し,開 始剤であ るカル シウム イオ ンの

作用 によって発光す る発光蛋 白質の反応様式 をとってい

る。 生成 物 は青色 蛍光蛋 白質(BFP)と 二 酸化 炭素 で,

BFPは アポエ クオ リンとセ レンテラ ミ ド2か らなる7)｡

2は セ レンテ ラジ ンか らの発光反応生成物 である。 発光

後 に得 られたBFPか らゲ ルろ過 によってアポエ クオ リ

ン と2を 分 離 し,得 られた アポエ クオ リ ンよ り EDTA

の共存下でカル シウム イオ ンを除 き,酸 素存在下 セ レン

テラジンとインキ ュベー トするこ とで再 び発光可能 なエ

クオ リンを得 ることがで きる8)。エ クオ リンの生物発光

お よび再生過程 を図1に まとめた｡現 在 では遺伝子組 み

替 え技術 によって大腸菌か らアポエ クオ リンを大量 に発

現す るこ とが で きる9～11)｡オワ ンクラゲか ら単離 される

エ クオ リ ンは10種 類 の イソエ ク オ リ ンの混 合物 で あ

る12)｡ア ポエ クオ リンは189ア ミノ酸残基 からなる分子

量21,400支 部 図の一本鎖ペ プチ ドで あ り,一 次構造 は

DNAシ ークエ ンスか ら確立 された。3箇 所 のEFハ ン ド

構造 と呼 ばれ るカル シウム イオ ン結合部 位 を有 し9),3

個 のカルシウムイオンの配位が可能であ る。この うち発

光 開始 に有効 なカル シウムイオンの配位数は滴定の結 果

よ り2で ある と報告 されている13)。エ クオ リンはカルシ

ウム受容蛋 白質 と して有名 なカルモ ジュリンと比較 して

も高 い相 同生 を持 っている14)。エクオ リンの三次構 造 を

明 らかにす るために,単 結晶のX線 回折像 を得 るまでは

成功 しているが15),そ の解析結果 は得 られてお らず, 三

次構造 は明 らかではない｡オ ワンクラゲか らはエ クオリ

ンとともに緑色 蛍光蛋 白質(GFP)と い う蛍光性 蛋 白質が

単 離 され ている16)。GFPも 単一 のペプチ ド鎖 か らな り,

ペプチ ド鎖中の3つ のア ミノ酸残基か ら形成 された蛍光

色 素 を有 して いる17.18)○クラゲの体内で はエクオ リンか

ら生成 した励起BFPの 励起エ ネルギーをGFPに エ ネル

ギー移動 して励 起GFPが 生成 して508nmに 発光極大 を

持 つ緑色 発光が見 られる(図1)16,19,20)｡

3. セレンテラジンの化学発光メカニズム

3.1. セ レンテ ラ ジ ンの 化 学 発 光

セ レンテラジ ンはウ ミホタルや ホタル イカの発光基質

と共通 の3,7-ジ ヒ ドロイ ミダゾ[1,2-a]ピ ラジン-3-オ

ン環 を基 本骨格 として有す る。 この イ ミダゾピラジノン

環 は生合成 としては トリペ プチ ドか ら合成 され ると考え

られてい る21)。実験 室ではオキシム3と ア ミノニ トリル

4か らアミノピラジンN-オ キシ ド5を 構 築 し,還 元,

脱メチル化 後に得 られるセ レンテラ ミン6と ケ トアルデ

ヒ ド7と の酸性 条 件 下 で の縮 合反 応 によ り合 成 され

る22～24)｡我々 はケ トアルデ ヒ ド7の 代 わ りに簡便 に合成

可能 なケ トアセ ター ル8を 用 い た合成 法 を見 い だ し

た25)。

3 4 5

6

7

8

セ レンテ ラジ ンを含 め イミダゾ ピラジノン誘導体 はア

ポエ クオリンな どの蛋白質が関与 しな くて も非 プロ トン

性溶媒中,酸 素存在 下にて発光す る。 この反応 を化学発

光,ル シフェラーゼやアポ蛋 白質の関与す る場合 を生物

発光 と呼んでいる｡で ミダゾ ピラジノ ン誘導体 の発光反

Fig. 1 Bioluminescence of the jellyfish Aequorea victoria.
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応 は化学発光 も生物発光 も同 じ過程を経 て進行す ると仮

定 されてい るが疑問点 も多い。化学発 光反応経路 は図 2

に示す よ うに提唱 されている26,27)｡まず7位 のNHプ ロ

トンが解離 してアニオ ンbが 生成 し,2位 で酸素 と反応

してペル オキ シ ドcと なる。これが環化 してジオキセタ

ノン中間体dが 生成 した後,熱 分解 によって一重項励起

状態の ア ミドアニオ ンeを 生成 し,発 光す る｡容 易 にプ

ロ トン化する条件 では中性 ア ミ ドの一重項励起状態fと

な り発光する｡イ ミダゾ ピラジノ ン誘導体 の酸解離定数

は水中で7.6と 測定 されて いる28)｡ま た,イ ミダゾ ピラ

ジ ノ ン誘導 体 の酸化 電位 はDMSO中 で0.4V (vs SCE)

付 近であ り,イ ミダゾ ピラジノ ン誘導体 はプロ トン解離

しやす く,ま た酸素 と充分反応 しうることがわか る。 さ

らに酸素1802を 用いた発光反応 を行 うと180が 二酸化炭

素に取 り込 まれるこ とによ り発光反応 に酸素が関与す る

ことが 確認 され た29)｡セ レンテ ラジ ンのDMSO中 での

化 学発光で は460nmに 発光極大が観測 され,2.6 % v/v

の酢酸緩衡 液(pH5.6)を 含 むジグ リム中では410nm に

発光 極大が観測 される24,30)｡それぞれ の溶媒 中の生 成物

はセ レンテラ ミ ドであ り,化 学発光時の励起セ レンテ ラ

ミ ドの構 造 はDMSO中 で はア ミ ドアニ オ ンe,ジ グ リ

ムー酢酸緩衡液 中では中性構造fで あ る。 ア ミドアニオ

ンへ のプロ トン化 と蛍光発光過程お よび無輻射失活過程

は図3に ま とめ られ,中 性種か らの発光強度(Ih)と アニ

オ ンか らの発 光強 度(I-)の 比(Ih/I-)が 式1で 表 され

る31,32)｡Ih/I-は 主 に溶媒 中の プロ トン濃度 と励起状態

の蛍光寿命 に依存す ることがわか る｡実 際に,ア ミ ドア

(1)

ニオ ンeの 一重項励起状態の寿命が短い ときはアニオ ン

eか らの強度が増加す る32)｡Ih/I-は 溶媒 中の重水 素効

果 によって も影響 され る。 これ はアニ オン種へのプロ ト

ン付加速度が低下す るためであ り,重 水か ら調整 した酢

酸緩衡 液 を加 えたジグ リム中では比が低下す る31)｡中 間

体 の構造 に関す る情報 と して,近 年寺西 らによってペル

オキシ ドに相当す る誘導体の合成がな された｡セ レンテ

ラジ ンアナ ログ9を-95℃ にて一重項 酸素酸化 して2-

ヒ ドロペル オキシ ド10が 得 られた33)｡10の 構 造 はシ リ

ル化 して安定化 した11に よ り確立 された。10は 温度 を

9 10

11 12

13

 Fig.  2 Luminescent reaction of an imidazopyrazinone 

 derivative.

Fig. 3 Emission processes of the singlet excited states of 
amide anion (g) and amide  (h)  .
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-95℃ か ら-50℃ に上昇 す ると発光 し
,生 成物 は対応

す るセ レンテ ラ ミ ドアナ ログ12で あった。 よって,実

際のセ レンテ ラジ ンの化学発 光で も2-ペ ル オキシ ドを

経由 して反応 が進行 している ものと考 えられ る。 さらに

最近,磯 部 らによって9の 光酸素化反応 によって ジオキ

セ タノ ン中 間体13がNMRに よ り確 認 され た ことが報

じられた34)｡ジ オキセ タノン中間体 は直接励起 分子 を与

える鍵 を握る化合物であ り,励 起 一重項生成効率 を支配

す る要因 を解明す るためのブ レイクスルー となる可能性

があ る。

3.2. ジオキセ タノ ンか らの励起 分子 の生成 とCIEEL

機構

エ クオ リン生物発光お よび化学発光の量子 収率はそれ

ぞれ20%,0.2%と 測定 されて いる12,24,35)｡この値 は発

光反応 の標準物質 として用い られ るル ミノールの量子収

率1%と 比べ て も高 い効率 を もつ発光物質 の部類 に入

る。発光反応の量子収率 ΦLは発 光種 となる物 質の生成

収率 ΦRと 励起分子生 成過程にお ける一重項励起 分子の

生成効率 Φsお よび発光体 の一重項励起状態 の蛍 光量子

収率 ΦFの3つ の積で表 され る(式2)。 セ レンテラジ ン

(2)

の化 学発光ではセ レンテ ラ ミド生成収率 は高 い24)｡ま た

セ レンテ ラミ ドは中性 で もア ミドアニ オン体で も蛍光量

子収率 が20%付 近の高 い値 を有す るので36),生 物発 光

時にはジオキセ タノ ン中間体の熱分解 による一重項励起

分子の生成効率 Φsも 高い ことが予想 される。1,2-ジ オ

キセ タン誘導体 は形式 的にWoodward-Hoffmann則 にお

いて光反応 許容 な[2+2]環 化付化反応 の逆反応 によ り励

起分子 を生成 する｡し か し3,3,4,4-テ トラ メチ ルジ オ

キセ タンな ど数多 くのアルキル置換 ジオキセ タンの熱分

解では三重項励起 分子 を高収率で与 え,一 重項励起分子

の収率が低い ことが確認 されて いる37)｡よ って,単 純 な

1,2-ジ オキセ タンの熱分解反応 ではセ レンテ ラジンの一

重項励起分子 を効 率 よく与 える反応 は説明で きない｡

14 15

一方
,電 子受容体 と電子供与体の分子間で高効率発光

が起 こる反応 が発見 された｡こ の反応 は電子 の授受 を

伴 っ たCIEEL (chemically induced electron exchange lu-

minescence)機 構 に よ り高効 率化 されて いる と説明 され

た38)｡代 表的 な反応 はジフェ ノイルペ ル オキシ ド14と

ペ リ レンなどの蛍光性化 合物(ACT)の 組 み合 わせ に よ

る化学発光で ある39)｡反 応 はまず14とACTと の問で遭

遇 錯体(encounter complex)の 生成 を経 て電 子移動 が 起

こ り,生 成 した14の ラジカル アニ オ ンが脱炭酸 してベ

ンゾクマ リン15の ラジカルアニ オンを与 える(図4)。 最

後 に15の ラジカルアニ オンとACTの ラジカルカチオ ン

との間で電荷消滅 する際 にACTの 一重項励起状態 を与

え,発 光す る とい う もので ある。反応 の律 速段 階は14

とACTと の問 の電 子移 動で あ り,電 子 供与 性 の高 い

ACTを 用 い るほど反応速度が 大 きい。発光 効率 に関与

する過程 は電荷消滅過程であ る。エ ネルギー的にはベ ン

ゾ クマ リン15の ラジ カルアニ オ ンとACTの ラ ジカル

カチオ ンの問で の電子移動 に伴 う発熱量 ΔGの 値 で評価

で き,Rehm-Weller式 に より算 出 した ΔGがACTの 一

重項エ ネルギー-E0-0よりも大 きい場合 に励起分子 を生成

しうる(式3)｡

(3)

Fig. 4 Chemiluminescence of diphenoyl peroxide 14.
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この ような分 子間の電 子移動 に よるCIEEL機 構 の考

えは高効 率発光 を行 う生 物発光 に関与 す るホ タル ルシ

フェ リ ンや セ レ ンテ ラジ ンの発 光 反応 に も適 用 され

た40)。セ レ ンテ ラジ ンの場合,ジ オキセ タ ノン中間体

16に おいて電子供 与性 の ピラジルア ミンアニオ ン部 か

らジオキセ タノ ンの0-0結 合 の非 占有軌道 に分子 内電

子移動 し,続 くジオキセ タノン部の熱分解に より二酸化

炭素の ラジカル アニ オンとピラジルア ミンラジカルが生

成す る。最後 に両者の間で電子移動 してセ レンテラ ミ ド

アニ オ ンの一重項励起分子が生成 して発光する とい う反

応機 構 であ る(図5)｡し か し,近 年CIEEL機 構 を提 唱

す るのに用 いられた14と 蛍光性化合物 に よる化学発光

反 応 の効 率 が あ ま り高 くない こ とが 明 らか とな り,

CIEEL機 構 に疑問 を投 げか ける向 きがでて きた41)｡実 際

にラジカルアニ オンとラジカルカチオ ンの問で電子移動

す る際 に統計的 にみて一重項励起分子 を与える必 然性 が

ないこと も指摘 されてい る｡一 方で フェノラー トアニオ

ンの置換 したジオキセ タン誘導体が高効率で一重項励起

分子 を与 え るこ とが見 いだ された42)｡ジ オキセ タ ン17

の発光量子収率 は0.001%と 大変低いが,フ ェノラー ト

18の 発光量 子収 率はアセ トニ トリル中9%に 上昇 する。

この とき一重項励起 状態の生成効率 は45%に も達す る

ことか ら,高 効率発光 において電子供与性 置換基 が重要

17

18

な役割 を果 してい ることが明 らかである。 この ような背

景か ら現在で はジオキセ タノン中間体 が熱分解 する際に

遷移状態が電荷移動性 を持 った構 造 をとって励起 一重項

状態 を効率 よ く与 え ると説 明 されて いる(図5)43,44)｡電

子供与性置換基 は歪んだ ジオキセ タン環 との電子 反発 に

よって結合開裂 を加速 させ る｡こ れに よってス ピン禁制

な三重項状態への系問交差す る前 に一重項励起分子 を与

えると考 えられ る。 また,電 子供 与性 置換基 によ り誘起

された遷移状態の電荷分布の偏 りが基底状 態の電子配置

よ りも電荷分布の偏 った励起一重項状態 の電子配置 に近

い性質 を持つために励起一重項状 態 を与 えやすいのでは

ないか と予想 され る｡

4. エクオリン生物発光と超分子構造

エ クオリンの生物発光効率はセ レンテラジ ンの DMSO

中の化学発光効率 よりも二桁 高 く,ア ポエクオ リンの作

る蛋 白質環境場でセ レンテ ラジ ンの高効率発光性が発揮

されてい ることがわかる｡ア ポエクオ リン内での発光反

応の高効率化 に必要 な因子 を探 し出す ためには,エ クオ

リンの三次構 造 を明 らかにする必要 がある｡し か し, X

線解析結果 が得 られていないため,エ クオ リンの超分子

構造 と生物発光特性 の関係 は部位特異的変異法 によ り作

成 したアポエ クオ リン変異体 や化学修飾 したセ レンテ ラ

ジ ンアナ ログを用い るな ど して間接 的 に検討 されて き

た。これ らの方法で得 られたエ クオ リンの構造 と生物発

光活性 の相 関につ いて次 に述べ る。

4.1. エクオ リン内 にお けるセレンテ ラジンの構造

エクオ リンは酸素 の存在 しない条件で も生物発光す る

こ とか ら,既 に酸素分子がエ クオリンの構成成分 と して

組 み込 まれて いる5)。エ クオ リン内でセ レ ンテラジ ンと

酸素分子 が どのような構造で取 り込 まれてい るのか を調

べ るためにエ クオ リンを亜硫酸水素 ナ トリウムで処理 し

た結果,不 安 定 な黄色 化合 物(YC)が 単 離 され た｡ YC

の構 造 は2-ヒ ドロキシセ レ ンテラ ジン と決め られた こ

とか らエクオ リン内のセ レンテラジンの構造 は2位 のペ

ル オキシ ド19と 考 え られた45)。さ らに13Cラ ベ ル した

セ レ ンテ ラジ ンを用 いてエ クオ リ ンを再 生 させ て13C

NMRを 測 定 した ところ,2位 と9位 の炭素 が4級 炭素

としてそれぞれ98ppm, 148ppmに 観 測 された｡2位 の

炭 素 は-CO-C(OR)(NHR)R構 造 を持つ炭 素の化学 シ フ

トとして妥 当な値で あ り, YCの 構造 を支持 している 46 )。

さ らにこの結果 を確立す る目的で寺西 らはセ レンテ ラジ

ンア ナ ロ グ9か ら誘 導 した2一 ペ ル オキ シ ド20と2,2- ジ

t-ブ チ ル体21の13CNMRの 化 学 シ フ ト値 を帰 属 した47)｡

20の2位 の炭 素 は105ppmと 若 干 低 磁 場 シ フ トが み ら

Fig. 5 Generation of the singlet excited state of coelente-

ramide anion in coelenterazine chemiluminescen-

ce.
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れ るもののエ クオリンの測定値 に近 い値 であ った。 しか

し,21で は よ り高磁 場 に観測 され,2位 に酸素 が結合

して は じめてエ クオ リンの測定値 を満足す ることが わか

る。9位 の炭素 の化学 シフ トには構 造に よる大 きな変化

が認め られなか った。以上の結果,セ レンテ ラジンはエ

クオリン内で2-ペ ルオキシ ド19と して存在 す ることが

確認 された｡ま た,YCと モデ ル化合物 のUV吸 収スペ

ク トル を比較 した結果,エ クオ リン内で5-ペ ルオキ シ

ドとして存在す る可能性 も示唆 された48)｡し か し,寺 西

は5-ヒ ドロペ ルオキシ ド22の 合成 に成功 し,そ の熱反

応で は開環 した23が 得 られ るのみ なので49)｡セ レ ンテ

ラミ ドを与 える反応性 の面 か らも2-ペ ルオキ シ ド 19 が

妥当であるこ とが確立 された。

4.2. エクオ リン生物発光 にお けるア ミノ酸残基 の役割

アポエクオ リンの特定 のア ミノ酸残基 は遺伝 子組み換

え技術 である部位特異的変異法 によ り他のア ミノ酸残基

に置換 され,そ の役割 を調べ ることがで きる。 この手法

に よりセ レンテラジ ンの化学発光特性 をコン トロール し

ているア ミノ酸残基の探索が行われた。分泌型 アポエク

オ リンの一次構造 を図6に 示す｡ア ポエ クオ リンはカル

モ ジュ リンなどの多 くのカルシウム受容蛋 白質 と比較す

るとヒスチ ジン,シ ステ イン,ト リプ トフ ァンを多 く含

んでい る という特徴が ある14)。これ らの ア ミノ酸残基 は

発光特性 と深 く関わ っている可能性 があるため,こ れ ら

の ア ミノ酸残基の置換 を中心 に調べ られた｡

ヒスチ ジンは加水分解酵素 な どの触媒作用 の中心的役

割 を果 たす ことが多い｡実 際にエ クオ リンとアポエクオ

リンのヒスチ ジン残基 をそれぞれエ トキシホル ミル化す

る化学修飾 を施す と,ア ポエ クオ リンでのみ化学修飾 に

よ り発光 活性が低 下す る50)。アポエ クオ リンには5つ の

ヒスチジ ン残基が存在 し,そ れぞれ を置換 した変異体 を

作 成 して発 光活性 を調べ た ところ,58お よび169番 目

を置 換 した変異 体 で 大 きな 発光 活 性 の低下 が 見 られ

た50,51)。よって58と169番 目の ヒスチ ジ ン残基 が発光

活性部位 を構成 してい る可能性が高い。システイ ン残基

はジスルフ ィ ド架橋 によって蛋 白質の三次元構 造を安定

化 する｡ア ポエ クオ リンの3個 の システ イン残 基 をすべ

てセ リンに置換 した変異体で も発光活性は維持 されてい

たので本質的な役割が見いだ され なか った52)｡質 量分析

法 を用 いた研究 よ り3個 のシステ インの うち145番 目と

152番 目のシステ インが ジスル フ ィド架橋 を形成 しやす

い ことが認め られ,構 造 的に近い位置 に存在 している こ

とがわか っている53)｡ア ポエ クオ リンのC末 端 にはプロ

リンが存在 し,こ れを除去す ると発光活性が大 きく低下

す る。 よってC末 端 プロ リンは3次 構造 を維持す るうえ

で重要で ある と考 え られてい る54,55)。また,エ クオ リン

は2個 のカルシウムイオ ンの配位 によって発光が開始 さ

れ る13)。3箇所 のEFハ ン ド部位 の どれが発光 に必 要か

を調べ るためにそれぞれの部位 に含 まれるグリシンをア

ルギニ ンに置換 した変異体が作成 され,N末 端 に近い2

個のEFハ ン ドが重要で あるこ とがわか って いる51)｡さ

らにアポエ クオ リンには6個 の トリプ トフ ァン残基が存

在 し,そ れぞれ を置換 した変異体が作成 され た56)。この

中で86番 目の トリプ トフ ァンを フェニ ルアラニ ンに置

換 した変異体が465nmの 発光 極大 とともに400nmに も

 Fig.  6 Amino acid sequence of recombinant aequorin.
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発光 の肩が現 れる ようにな った｡よ って86番 目の トリ

プ トフ ァンはエ クオ リン内のセ レンテ ラジ ンの近傍 に位

置 して発光色 の制御 に働 いてい る。以上の結果か ら発 光

特性 に重要 なア ミノ酸残基がい くつか見いだ された。 こ

れに加 え,我 々は最近光 アフ ィニテ ィーラベル用の光反

応性置換基 を導入 したセ レンテラジンアナ ログの合成 に

成功 した57)｡こ の光 アフ ィニテ ィーラベ ル法による結果

も含 め,生 物発光 に関与す る活性部位の構 造が明 らかに

な りつつ ある。

4.3. 半合成 エクオ リン

セ レ ンテ ラジ ンは イ ミダ ゾピラジ ノン環 の2位 に4-

ヒ ドロキシフ ェニルメチル基,6位 に4-ヒ ドロキシフェ

ニル基,8位 にベ ンジル基 を有 する。これ ら3個 の置換

基 を他 の置換 基に置 き換 えた種 々のセ レンテラジンアナ

ログが合成 され,ア ポエクオ リン共存下で イ ンキ ュベ ー

トして半合 成エクオ リン合成 し,カ ルシウムイオンを添

加 した ときの発光特性 が調べ られた。 これによ りアポエ

クオ リン活性 部位 とセ レンテラジ ンの もつ置換基 との相

互作 用の様 式お よび生物発光特性 に及 ぼす効果が明 らか

に された｡

セ レンテ ラジ ンの各置換基 の変換 による半合成エ クオ

リンの生物発 光の有無 を図7に まとめ た。6位 を4-メ ト

キ シフェニル基 や3-ヒ ドロキシ フェニ ル基 に置換 す る

と生 物発 光活性 がな くなるが,4-ア ミノフェニル基で も

小 さいなが ら発光活性 を残 しているので6位 のフェニル

基上の水酸 基の位置 が厳密 に認識 され,ア ポエ クオリン

活性 部位 と水酸基 の間に静電 的相互作用が働 いてい るこ

とがわか る58)｡2位 をベ ンジル基に置換 した ときは生物

発 光活性 を残 しているが,シ クロヘ キシルメチル基や イ

ソプロ ピル基では発光活性が大 き く低下す るので,4-ヒ

ドロキ シフェニル メチル基の平面 なベ ンゼ ン環部位 と活

性部位 とで疎 水性 相互作用す ると考 え られ る30,58)。8位

をメチル基に置換 する と生物発光活性 を持 たないが,シ

クロヘキ シル メチル基やア ダマ ンチルメチル基 に置換 し

て も良好な発光活性 を残 している25),58)。よって8位 の側

鎖 はあ る程度の大 きさが必要 であ り,ア ポエ クオ リンと

の疎水性相互作用に よりセ レンテラジ ンが発光す るため

に都合の良い コンポメーシ ョンを保 っている と考 えられ

る｡以 上の結 果 をもとにエクオ リン内のセ レンテラジン

の構造 と活性 部位 との相互作 用の様 子 を図8に ま とめ

た。セ レンテ ラジ ンの持つ複数 の置換基 問での生物発光

能に及ぼす影 響の関係 を調べ るために,セ レンテ ラジン

1aと2位 をベ ンジル基 とメチル基 に置換 したアナ ログ

1b,1cの 生物発光 活性 の比率 を8-ア ダマ ンチル メチル

基に置換 した対応す るアナログ24a, 24b, 24cの 生物

24

発 光 活 性 比 と比 較 した25)｡こ の結 果,相 対 生 物 発 光 活 性

比1a : 1b : 1cは, 1.0 : 0.35 : 0.01, 24a:  24b : 24c

は2.0:0.73:0.02で あ り,8-ア ダマ ンチ ル メチ ル 体 の

方 が 全 体 的 に良 い発 光 活 性 を示 した もの の,3者 間 の 比

は ほ ぼ 一致 して い る こ とか ら セ レ ンテ ラ ジ ンの2位 と8

位 の 置換 基 は ア ポエ ク オ リンの 活 性 部 位AとBに よ って

 Fig.  7 Bioluminescence acitivity of semi-synthetic aequorin.

602 (68) 有機合成化学協会誌



A

B

独立 して認識 され,生 物発光活性 に相乗性 があるこ とが

わか った｡

生物発光活性が確認 された半合成 エクオ リンには天然

型 にはない発光特性 を持つ ものがい くつか見 られる。例

えばエ クオ リンにカル シウム イオンを加 えると,2秒 ほ

どで終了す る瞬間発光が観測 される。この ときの発光強

度が最 大時 の半 分 まで立 ち上が る まで の時間 (half-rise

time)や 発光強 度が最大 時の半分 まで下が るまでの時 間

(half-decaytime)が 半 合 成エ ク オ リ ンの特 徴 を反 映す

る58)。また,天 然型エ クオ リンの発 光極 大が 465nm な

の に対 し,8位 が シクロヘ キシルメチル基や アダマ ンチ

ル メチル基に置換 したアナログか ら合成 した半合成エ ク

オ リンで は440nmに 観測 され,8位 の側 鎖が生成 す る

セ レンテ ラミ ドの一重項励起状態 の発光特性 に影響 して

い る25,58)。さらに6員 環 アナログ25を 用 いた半合 成工

25

ク オ リンでは465nmと ともに400nmに 発光 極大 が観

測 された。 しか も465nmと400nmに お け る発光 強度

の比(I400/I465)が添加す るカル シウム イオ ン濃 度 を増加

す ると増大す る58)｡こ の発光挙動 はアポエクオ リンの ト

リプ トフ ァン-86変 異 体 を用いた場合 に類似 しているこ

とから25の エ タノ架橋部位が86位 トリプ トフ ァンに近

い位置 に存在 してお り,8位 の側鎖 と同様 に励起 セ レン

テラ ミ ドの性質 を制御 してい る。

4.4. 生物発光色 をきめ るセ レンテラ ミ ドの構造

エ ク オリ ンの生 物発光極 大 と発 光後 に得 られ る BFP

の蛍光極大(465nm)が 一致す るのでBFPが 発 光体 であ

る｡実 際 にはBFPに 含 まれ るセ レンテラ ミ ドが この蛍

光 を発 している7)｡セ レンテラ ミ ドは水溶液 中で はたい

へ ん弱 い蛍光 を示す のみで あ るが,BFPの 蛍光量 子収

率 は10%を 超 え るほ ど強 いの で19),ア ポエ クオ リンは

セ レンテ ラミ ドが効率 よ く蛍光発光す るための環境 を与

えている｡セ レンテラジ ンの化学発光 との比較か らエ ク

オ リ ン生物発 光は ア ミ ドアニオ ン構造26か らの発 光 と

帰属 されていた60)。しか し,セ レンテ ラミ ドは フェノー

ル性水酸基 とア ミ ド基 を有す るため,そ れぞれの プロ ト

ン解離 に よって蛍光波長が変化す る他 に,イ オン解離 し

な くて も中性種2自 身の蛍光極大が溶媒極性の上昇に対

して大 きく長波 長シ フ トす る61)。さらに,基 底状 態で酸

性 度の低 い ア ミドのNHがBFP中 で容易 に解 離す る こ

とに対す る疑問点 もあ り,生 物発光機構 の解明のために

も生物発光時 の一重項励起セ レンテ ラミ ドの構造 を正確

に帰属す る必要があ った｡

26 27

28 29

BFP内 のセ レンテ ラ ミ ド構造 に関す る情報 を得 る手

段 と して アポエ クオリンとセ レンテ ラミ ドを共存 させ る

ことによ りBFPを 再構成 す ることがで きる7)。再構成 し

たBFPも465nmに 蛍光極大 を示す｡同 様 にセ レ ンテラ

ミドの脱 プロ トン化 位置 をメチ ル基で保護 した28 と 29

を用 いて半合成BFPの 再構成 を試 みた62)。28は トリス

緩衡 液中で28自 身の蛍光 が強いため にアポエ クオリ ン

共存時の蛍光 強度 の増加が認 め られず評価 に至 らなか っ

た｡N-メ チル体29は 緩衡溶液 中で は蛍光が弱か ったが,

アポエ クオ リンとイ ンキ ュベ ー トす ると蛍光が増大 し,

蛍光極大 が485nmに 観測 された。 この蛍光極 大は天然

型BFPよ りも長波長 であ るが,ア ミ ドアニ オ ンとなっ

て いないNH体2で も465nm発 光 におけ るセ レンテ ラ

ミドの構造が説明で きる ことを示 している。

6員 環 アナ ログ25を 用いた半 合成エ クオ リ ンお よび

アポエ クオ リンの トリプ トファン-86変 異体 を用い た生

物 発 光 で は465nmと400nmに 発 光 極 大 が 観 測 さ れ

 Fig.  8 An interaction between coelenterazine and an ac-

tive site of  apoaequorin.
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た56,58)｡この生物発 光で はセ レンテラ ミ ド励起状 態の2

種類の構 造が関与 している と考 えられる｡我 々は2種 類

の発光種の生成 にプロ トン解離過程が 関与 してい ると考

え,セ レンテ ラ ミドの構 造 は465nm発 光 がフェ ノレー

トイオン27で400nm発 光が中性種2と 帰属 した62)｡

従来,化 学発光 と生物発光は同一 の反応機構 と考 えら

れて きたが,蛋 白質中で進行する生物発光 は溶媒 中の化

学発光 とは著 し く異な ることが判明 した｡化 学発光で明

らか になった溶液中の反応 プロセスをそのまま生物発光

系 に適用す るの は極めて危険であろ う｡

4.5. GFPへ のエネル ギー移動

オワ ンクラゲの体内で はエ クオリンが作 る励起 エネル

ギーを もう1つ の蛋 白質,緑 色蛍光蛋 白質(GFP)に エネ

ルギー移動 して緑色 に発光 す る。GFPの 蛍光色 素骨格

はポ リペ プチ ド主鎖 の3つ のア ミノ酸残基 か らな り,

DNAか らの翻訳後 に酵素 の作 用 を受 けず に酸 素存在 下

にて 自動的 に形成 され るので,GFPのDNAを 大 腸菌な

どの数々の生物 に導入 した ときに も遺伝子発現 とともに

緑 色蛍光が見 られ る63),64)｡GFPの 励起光 に480nm付 近

の励 起波長 を用いれば生体 に損傷 を与 えないため, GFP

遺伝子 はDNAの 発現 の有無 を緑 色蛍光 で確認す る こと

ので きるマーカー遺伝子 として近年 その応用性 に注 目が

集 まってい る｡ま た,エ クオ リンとGFPと でエ ネルギ ー

移動 に都合の良い超分子構造 を形成す る点 にも興味が持

たれ る。

GFPは238個 の ア ミノ酸残基 よりな り,65番 目のセ

リ ン,66=番 目のチ ロシ ン,67番 目の グ リシ ンか らの脱

水 と酸 化 によ りイ ミダゾ ロン骨格 を有す る蛍光色素30

が 形成 され てい る と考 え られて い る17,18)。GFPは400

nmと470nmに 吸収極大 をもち,蛍 光極大 は 508nm に

観測 され てい る｡蛍 光量 子収率 は80%で あ る19)｡GFP

はイオ ン強度 や温 度,pHの 変化 によ り変性 し蛍光発光

性 を失 う65)｡硫酸第一鉄 などの還元剤 の作用 によ り蛍光

性 を失 うが酸 素存在 下 では再 び蛍光性 を取 り戻 す66)。

GFPの パパ イン分解物 か らクロモペ プチ ドが単離 され,

色 素骨格30を 含 むヘキサペ プチ ドである ことが確認 さ

れて いる18)｡色 素骨格 で はチ ロシ ン由来 の4-ヒ ドロキ

30

シフェニルメチ レン基の共役が重要であ り,部 位特異 的

変異 法に よ り66番 目のチロ シンをヒスチジ ン残基 に置

換 したGFP変 異体で は蛍光が青 色 になる67)。色 素骨格

が イ ミダゾロン環 を持つ ことを確 認するためにモデル化

合物 の合成 と物性 の検討 が続 け られて いる。GFPは 高

い蛍光量子収率 を持つの に対 し,単 離 されたクロモペプ

チ ドが蛍 光性 を持 た ないので,GFPの ポ リペ プチ ド鎖

によって色素骨格が蛍光輻射するのに都 合の良い環境場

が与 え られていることがわか る｡

エ クオリ ンとGFPと の問のエネ ルギー移動 過程 に関

しては,単 なる2つ の蛋 白質の混合溶液中では蛋白質問

の相 互作用が少 な く トリヴィアル過程(Trivial Process)

であるが,膜 上 にこの2つ の蛋 白質 を固定する とフェル

ス ター型(Forster Type) の移 動 が起 こる といわ れて い

る19,20)。さらに電子移 動の可能性 もあ る｡超 分子形成 に

伴 うエネルギー移動機構 は未知の分野であ り,楽 しみで

ある。

5. お わ りに

カルシウムイオ ンセ ンサ ーと して有効 なエ クオリンと

ともに遺伝 子マー カー として脚 光 を浴 びてい る GFP は

生化学 の分野 での応用が進 んでい る｡同 時 にセ レンテ ラ

ジ ンの化 学発光機構 の研究で はセ レンテ ラジンアナ ログ

の ヒ ドロペルオキシ ド体が合成 され,ジ オキセ タノン中

間体がNMRに よ り検 出 される など有機化学 か らの進展

がめ ざましい。最近 中村 らによってセ レンテ ラ ミンの新

しい合成法 も見いだ された68)。さらに生化学サ イ ドか ら

も部位 特異的変異法 に よりエクオ リン生物発光で重要 な

役割 を担 っているア ミノ酸残基が明 らか になって きた｡

有機化 学者 と生化学者 の共 同研究 によって半合成エ クオ

リンの発光特性 の研究 が進 んでいる。残念 なが らX線 結

晶解析 の結 果が 明 らか に なって いな いが,光 アフ ィニ

テ ィー ラベル実験 な どに よりエクオ リンの生物発光 と構

造の相関が明 らか とな りつつある｡こ のようにエ クオリ

ン生物発光お よびGFPの 研究 は有機化学者,光 化学者,

生化学者の共同研 究に よって進展 しつつ ある｡オ ワンク

ラゲの生物発光メカニズムの解明 を進 める中から発光反

応 を制御す るア ミノ酸残基 の役割,ペ プチ ド環境場の 中

の励起分子の性質,さ らに高効率化学発光物質 の開発 に

必要な条件な どの多 くの情報 が得 られるこ とが期待 され

る。
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