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カイアシ類（海洋プランクトン）ルシフェラーゼの構造と進化

竹中 康浩 1，山口 篤 2，茂里 康 3

1. はじめに

発光生物は，自らの細胞または発光細菌の共生によって
光を発する生き物であり，細菌のような単細胞から軟体
動物，節足動物，昆虫，魚類など幅広い生物種でその存
在が確認されている．その記述は古くはアリストテレス
や古代ローマの哲学者プリニウスの著書『博物誌』から現
代にまで至るが，大部分は発光現象の観察や発光種の同定
等であった．分子レベルで生物発光研究が大きく進展し
たのは，フランスの研究者デュボアがルシフェリン‒ルシ
フェラーゼ反応（L‒L反応）を報告した1885年以降であ
る．その後発光基質であるルシフェリンの構造決定や合成
の研究が先行し，遺伝子組換え技術の登場とともに発光反
応を触媒する酵素ルシフェラーゼの遺伝子が，ホタルや発
光細菌において単離された．現在まで数多くの発光生物
からルシフェラーゼ遺伝子のクローニングが行われ，その
一次構造が解明されている．カイアシ類（橈脚類）は海洋
における動物プランクトンの中で最もバイオマスの大き
い分類群であり，全世界の動物プランクトン相に普遍的に
優占する．カイアシ類の中に発光能を示す種が存在する
ことについては19世紀ごろから報告されてきたが，ルシ
フェラーゼ遺伝子のクローニングについては，2002年の
Gaussia princeps（熱帯～亜熱帯域に生息する大型カイアシ
類）の分泌型ルシフェラーゼ（GLuc）の報告が初めてで
あり，発光生物の研究材料としては比較的歴史が浅い．本
稿では，カイアシ類ルシフェラーゼの特徴，これまでの研

究の歴史，その応用技術を概説し，さらにその分子進化に
ついても考察する．

2. カイアシ類ルシフェラーゼ遺伝子のクローニング

前述のようにカイアシ類ルシフェラーゼの研究は2002
年のGaussiaルシフェラーゼGLucの単離に端を発する 1）．
この論文ではビオチン化GLucを用いたマイクロプレー
ト上でのDNAハイブリダイゼーションアッセイという応
用的研究報告が中心になっており，当初からカイアシ類
ルシフェラーゼの知的財産化と商品化を意識した内容に
なっている．GLucの基質であるルシフェリンは，ウミシ
イタケルシフェラーゼと同じ発光基質セレンテラジンで
ある．2004年にはG. princepsと同じMetridinidae科のMe-
tridia longaより，やはり分泌型のルシフェラーゼ遺伝子
（MLuc）が大腸菌を用いた発現スクリーニングでクローニ
ングされた 2）．MLucはアミノ酸配列においてGLucと高い
相同性を示し同じくセレンテラジンを基質とする．次い
で2008年にはGLucとMLucのアミノ酸配列で相同性の高
い領域をもとに設計した縮重プライマーを用いてMetridia 
pacificaより二つの新規な分泌型ルシフェラーゼ遺伝子
（MpLuc1およびMpLuc2）がPCRクローニングされた 3）．
このM. pacificaは成体の体長が2～4 mmで，カイアシ類と
しては中型の種であり，北太平洋，オホーツク海，ベーリ
ング海，日本海等，亜寒帯域に生息している．これらの海
域では，ほかにも多くの発光カイアシ類が観察される．こ
れらのカイアシ類からさらに新規なルシフェラーゼを単離
し，その構造を比較することにより，保存されているアミ
ノ酸やドメイン構造などを明らかにすることは，カイアシ
類ルシフェラーゼの進化の考察や，変異導入によりさらに
優れたルシフェラーゼを創出する上で重要であると考えら
れた．そこで北海道釧路沖にてプランクトンネットを用い
て発光カイアシ類をサンプリングし，M. pacificaのクロー
ニングと同様の手法によりAugaptiloidea上科のカイアシ類
から21の新規なルシフェラーゼを単離した 4, 5）．この研究
によりカイアシ類ルシフェラーゼの一次構造上に共通に認
められる特徴が明らかとなった．
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3. カイアシ類ルシフェラーゼの構造

これまでに単離されたカイアシ類ルシフェラーゼはすべ
てN末端に約20アミノ酸からなる細胞外分泌シグナルを
持つ分泌型ルシフェラーゼであり，哺乳類等の培養細胞で
培地中に効率よく分泌発現することが可能である．またカ
イアシ類ルシフェラーゼはホタルなどカイアシ類以外の
ルシフェラーゼと比べて分子量が小さい（表1）．全カイ
アシ類ルシフェラーゼのアミノ酸配列をアライメントす

ることにより，カイアシ類ルシフェラーゼ中にC‒x（3）‒C‒
L‒x（2）‒L‒x（4）‒C‒x（8）‒P‒x‒R‒C（xはアミノ酸残基）と
いうコンセンサス配列が存在することが明らかとなった
（図1）5）．この配列はルシフェラーゼ中に2か所存在し，そ
れぞれが機能性を持つドメインを構成していると考えられ
る．GLucではこの二つの類似ドメインには全長のGLucと
比較してそれぞれ弱いながらもルシフェラーゼ活性がある
ことが報告されている 6）．またコンセンサス配列中にシス
テインが四つ存在することからもわかるように，カイアシ

表1 主要なカイアシ類ルシフェラーゼとカイアシ類以外のルシフェラーゼ

ルシフェラーゼ 俗称 
由来生物名

分子量 
（×103） 分泌発現 発光基質 販売・製造元（商品名） 

主な利用技術

MoLuc1 カイアシ類 23.5 Yes セレンテラジン 未定
Metridia okhotensis ̶

MoLuc2 カイアシ類 20.4 Yes セレンテラジン 未定
Metridia okhotensis ̶

PaLuc1 カイアシ類 23.1 Yes セレンテラジン 未定
Pleuromamma abdominalis ̶

PaLuc2 カイアシ類 20.2 Yes セレンテラジン 未定
Pleuromamma abdominalis ̶

HtLuc1 カイアシ類 19 Yes セレンテラジン 未定
Heterorhabdus tanneri ̶

HtLuc2 カイアシ類 21.1 Yes セレンテラジン 未定
Heterorhabdus tanneri ̶

MpLuc1 カイアシ類 22.7 Yes セレンテラジン 未定
Metridia pacifica ̶

MpLuc2 カイアシ類 20.3 Yes セレンテラジン 未定
Metridia pacifica ̶

GLuc カイアシ類 19.9 Yes セレンテラジン ニュー・イングランド・バイオラボ
（BioLux）

Gaussia princeps 分泌プロモーターアッセイ
MLuc カイアシ類 23.9 Yes セレンテラジン タカラバイオ（MetLuc, Ready-To-Glow）

Metridia longa 分泌プロモーターアッセイ

VLuc ウミホタル 61.7 Yes ウミホタルルシフェリン ̶
Vargula hilgendorfii ̶

CLuc ウミホタル 61.5 Yes ウミホタルルシフェリン アトー (CLuc)
Cypridina noctiluca 分泌プロモーターアッセイ

RLuc ウミシイタケ 36 No セレンテラジン プロメガ，東洋ビーネット（Dual-Glo
他，ピッカジーンデュアル） 
デュアルプロモーターアッセイ

Renilla reniformis

ELuc ヒカリコメツキムシ 60.7 No ホタルルシフェリン 東洋紡（Emerald Luc）
Pyrearinus termitilluminans プロモーターアッセイ

FLuc ホタル 60.7 No ホタルルシフェリン プロメガ，東洋ビーネット（Steady-Glo
他，ピッカジーン）プロモーターアッ セ
イ，微生物検出，発光ツーハイブリッド
システム，siRNAの効果検証等

Photinus pyralis
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図1 カイアシ類ルシフェラーゼのアミノ酸配列のアライメント
コンセンサス配列はすべてのルシフェラーゼで保存されているアミノ酸残基を示す．aCopLuc43, aCopLuc48はそれ
ぞれ図2の系統樹より推測された祖先カイアシ類ルシフェラーゼ．aCopLuc43, aCopLuc48がそれぞれ図2のノード
a, bの位置に相当．
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類ルシフェラーゼのアミノ酸配列中には多くのシステイン
残基が存在する．たとえばMpLuc1は11個（5.2％）のシ
ステイン残基を含み，これらをアラニンやセリン残基に置
換すると完全に活性が失われることからも，カイアシ類ル
シフェラーゼの構造や活性にはシステイン残基が重要な役
割を果たしていることが推測される．またMpLuc1および
MpLuc2は95°C, 数十分間の熱処理でも失活しない等きわ
めて優れた耐熱性を示すが 3），この耐熱性とシステイン残
基との関連性も今後解析が進んでいくものと思われる．一
方で大腸菌や培養細胞等で組換えルシフェラーゼを産生す
る際に，これらのシステイン残基が間違ったジスルフィド
結合を形成するため，発現した大部分のタンパク質が不溶
化し，活性を持たない状態であるとの報告もある 7）．いず
れにせよ，システイン残基を多く持ち，上述のコンセンサ
ス配列を有することが，カイアシ類ルシフェラーゼの一次
構造における最も明確な特徴といえよう．数多くのルシ
フェラーゼ遺伝子を単離することにより得られた情報はそ
の後，長時間・強発光型の改変ルシフェラーゼを創出す
る際に有効に活用された 8）．ところで多くのカイアシ類で
は，一つの種から複数のルシフェラーゼ遺伝子が単離され
ている．たとえばM. okhotensisではN末端側アミノ酸配列
が大きく異なった二つのルシフェラーゼ遺伝子が見いださ
れ，それぞれMoLuc1, MoLuc2と命名された 4）．MoLuc1, 
MoLuc2のゲノム配列を調べてみるといくつかのイントロ
ンが存在するが，MoLuc1とMoLuc2の間でイントロンの
数や長さが異なっており，それぞれ別の遺伝子座から転写
されていることがわかる．これはカイアシ類ルシフェラー
ゼの進化の過程で，祖先遺伝子に遺伝子重複が起こったこ
とを推測させる．個々のアイソフォームの酵素化学的特性
の違いや，個体における発現量・局在等については，今後
の解析を期待したい．

4. カイアシ類ルシフェラーゼの応用

カイアシ類ルシフェラーゼの発光には発光基質セレンテ
ラジンのみが必要で，これは発光にATPやMg2＋を必要と
するホタルやヒカリコメツキムシのルシフェラーゼと大き
く異なる点である．また比活性が高く，GLucについては
これまでで最も強く発光するルシフェラーゼである，との
報告もある．前述のようにタンパク質としても非常に安定
であり，冷蔵保存や繰り返しの凍結融解等でも活性の大幅
な低下は認められない．またカイアシ類ルシフェラーゼは
分泌型であるため，培養細胞等で発現させると効率よく培
地中に分泌される．このためルシフェラーゼ活性を測定す
る際，細胞を洗浄・溶解して細胞抽出液を調製する必要が
なく，簡便かつ迅速な非侵襲的アッセイを行うことが可能
であり，ハイスループット解析に適している．また細胞を

回収することなく経時的に遺伝子発現変動を解析するライ
ブセルモニタリングにも応用できる．特に発光が従来のル
シフェラーゼより強いという点から，それまで検出が困難
であった in vivo発光検出系等への応用が行われてきた 9）．
その他GLucを用いた技術として，siRNAの効果を迅速に
査定する系，タンパク質間相互作用の検出，分泌型デュア
ルレポーターアッセイ 10），コルチゾルなどのホルモン検
出 11）等が報告されている．またMLucについてはGタンパ
ク質共役型受容体の非侵襲的プロモータアッセイ，iPS細
胞の作製におけるレポーター遺伝子，アデノウイルスを用
いた血中循環腫瘍細胞の検出 12）等への応用が報告されて
おり，今後もバイオ分野において簡便かつ高感度という特
性を活かした技術開発が期待される．

5. カイアシ類ルシフェラーゼの進化

序文でもふれたとおり地球上には数多くの発光生物が存
在し，ルシフェラーゼ遺伝子の単離が行われてきた．しか
しその基質特異性やアミノ酸配列の違いから，すべてのル
シフェラーゼが共通の起源を持つというわけではなく，ホ
タルはホタルの，カイアシ類はカイアシ類の祖先ルシフェ
ラーゼ遺伝子から独自に進化してきたと考えられている．
すなわち光を放つという表現型を持つように，ルシフェ
ラーゼという遺伝子は異なる系統間で収斂進化してきたと
もいえる．個々のグループのルシフェラーゼの起源をたど
ることにより，その生物における発光のメカニズムや意義
がみえてくる可能性があるが，直接産業応用に結びつくわ
けではないので，ルシフェラーゼの起源や分子進化に関す
る研究はあまり進展していない．唯一の例外はホタル等の
甲虫のルシフェラーゼで，脂肪酸アシルCoA合成酵素と
配列の相同性を持ち，実際に脂肪酸アシルCoA合成酵素
活性を示すことが報告された 13）．さらに発光能を持たな
いコメツキムシの脂肪酸アシルCoA合成酵素の数アミノ
酸を置換したところ，ルシフェラーゼ活性を発揮すること
が明らかとなり 14），ルシフェラーゼと脂肪酸の代謝酵素が
共通の起源を持つことが示唆された．このようにデータ
ベース検索を行ってアミノ酸配列の相同性が高いルシフェ
ラーゼ以外の遺伝子が見いだされた場合は解析の糸口が見
つかるのだが，残念ながらカイアシ類ルシフェラーゼにつ
いては現在のところルシフェラーゼ以外に高いアミノ酸配
列の相同性を示すタンパク質は見つかっていない．また前
述のコンセンサス配列を持つタンパク質についても見い
だされておらず，その起源については推測することすら困
難な状況である．そこでこれまでに明らかになったAuga-
ptiloidea上科のカイアシ類ルシフェラーゼのアミノ酸配列
をもとに系統樹（図2）から最尤法（maximum likelihood 
estimation）により祖先遺伝子（aCopLucと呼ぶ）の配列が
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推定された（図1, aCopLuc43とaCopLuc48）．このアミノ
酸配列をもとにaCopLuc遺伝子を合成し，培養細胞に発現
させたところ，どちらのaCopLucも微弱ながらもルシフェ
ラーゼ活性を持つことが示された 5）．また基質特異性につ
いても現存のルシフェラーゼと同様の結果を示した．すな
わち現存するルシフェラーゼの大もととなる祖先遺伝子に
も，すでにルシフェラーゼ活性があったことを示唆してお
り，今後カイアシ類ルシフェラーゼの進化を考察する上で
重要な知見である．

6. おわりに

カイアシ類ルシフェラーゼはホタルなどほかの発光生物
に比べて10年以上遅れて分子レベルでの研究が開始され
たにも関わらず，その安定性や強い発光が認識されてこの

10年間で急激にレポータータンパク質として応用技術が
整備されつつある．今後さらに改良が加えられて比活性が
高く長時間発光する変異体等が生み出され，生命現象の解
明において重要なツールとなることが期待される．また基
礎研究としては結晶構造解析等による高次構造の解明や，
それをもとにした基質の改良などが行われていくであろ
う．一方カイアシ類M. pacificaは発光基質のセレンテラジ
ンを生合成していることが報告されており 15），今後生合
成に関与する酵素等が同定されれば，基質を添加しなくて
も培養細胞内で基質を合成させて発光させることが可能に
なるかもしれない．またカイアシ類ルシフェラーゼの起源
については今後カイアシ類を含む海洋プランクトンのルシ
フェラーゼ遺伝子がさらに同定され，海洋生物のメタゲノ
ム解析が進展すれば，糸口が得られるのではないかと考え
ている．
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図2 最尤法によるカイアシ類ルシフェラーゼの分子系統樹
ブートストラップ値が75％以上の場合のみ示した．Metridini-
dae科のカイアシ類ではルシフェラーゼ遺伝子が二つ以上見つ
かっており，それぞれタイプ I, タイプ IIと分類した．系統樹で
は種の違いを超えてそれぞれのタイプでクレードを形成してお
り，種の分化の前に遺伝子重複によって二つ以上のルシフェ
ラーゼ遺伝子が誕生したことを予想させる．二つの祖先カイア
シ類遺伝子がこの系統樹をもとに予測され，その系統樹上の位
置はそれぞれノードaおよびbになる．
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