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はじめに

蛍は初夏に川縁を遊飛することで日本人には古くから
親しみ深い．しかし，蛍類は日本に40種ほどおり，幼
生期に水棲なのでは，ゲンジ，ヘイケ，クメジマの3種
類くらい 1)らしい．蛍と清流の関連は，限られた地域で
のインスピレーションと考えた方が良いであろう．また，
蛍の光は約560 nm程度の黄色く見える光で，これは海
外でもほぼ同様である．「ホタル生物発光」と称される
発光技術は，ライフサイエンスでは常用される技術 2–7)

であるが，単色であることが，技術革新の課題とされて
いる．ホタル生物発光を人為制御して多色化できれば，
科学技術革新の手がかりになると考え，雲を掴むような
技術開発に挑戦した．

発光機構

ホタル生物発光機構 8,9)は，図1に示した通りである．
ホタル生物発光は，発光基質である低分子有機化合物 
（ルシフェリン）とタンパク質の発光酵素（ルシフェラー
ゼ）がATP，マグネシウムイオン，酸素の存在下で反
応して生じる．発光酵素はAMP化と酸素化の二つの反
応を触媒する．
まず，発光基質であるルシフェリン（1）が，発光酵素

内で，AMP化され，活性化体2となる．これがやはり

発光酵素内で酸素と反応して，高エネルギー状態のジオ
キセタノン中間体となり，二酸化炭素を放出して分解し，
オキシルシフェリン4へ変換されるとき，4の励起状態
になる．このとき，脱プロトン化されると考えられてい
る．励起状態の4が基底状態へ失活する際にエネルギー
が光として放出される．この光が，約560 nmのホタル
生物発光（蛍の光）である．

発光色変換

ホタル生物発光色を変換する試みは，発光酵素変異体
など，バイオテクノロジーを駆使して世界中で試みがな
されている．Tripluc10)は，発光酵素による発光色変換
が実用化された例であり，天然発光基質を使用し，イリ
オモテボタルの発光酵素とその変異体，鉄道虫の頭の部
分の発光酵素を使用することで550，580，630 nmの発
光色が得られる．また，発光波長を基質変換で実現した
例として，アミノルシフェリン 11)が市販されている．
アミノルシフェリンは天然ルシフェリン（1）のフェノー
ル性水酸基をアミノ基に変換した化合物であり（図2），
北米産ホタルの発光酵素を使用することで約610 nmの
発光波長へ変換できる．

構造活性相関

発光波長（発光色）変換は，世界中の多くの研究者の
努力にも関わらず，Triplucを革新するような技術には
至らなかった．酵素変換で発光波長を改変することは，
発光環境の変化で発光波長を変えることである．一方で，
アミノルシフェリンのように発光基質変換を行えば，発
光体を改変することになり，よりドラスティックな発光
波長変換が可能と考えられるが，基質酵素反応はきわめ
て精密な認識反応であり，基質の僅かな差異が，発光活
性に大きく影響する．実際に発光基質に対し，有機化学
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図1．ホタル生物発光機構 図2．天然ルシフェリンとアミノルシフェリン
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的な修飾をおこなうと，発光活性は大きく低下し，その
多くは発光しなくなる．
そこで，もっとも汎用されている，北米産ホタル発光

酵素に対して，構造活性相関データを蓄積することで，
発光基質の修飾可能部位と必須部位を明確にすることか
ら始めた．天然発光基質の類縁体を約30種合成し，化
学構造と発光能について精査した 12,13)．図3に示す通り，
左環ベンゾチアゾール部の5員環部分は比較的修飾が可
能であったが，右環チアゾリン部の硫黄原子を酸素原子
に変換した化合物では大きく発光能の低下が見られた．
また，フェノール性水酸基部分の位置も活性に大きく影
響し，二重結合とパラ位の化合物では発光するものの，
メタ位のものでは，発光能を失った．また，左環ベンゾ
チアゾール部の5員環部分を除去した化合物でも発光が
確認された．

化学構造と生物発光波長変換

先述の通り，天然のホタル生物発光は560 nm程度の
単色発光であり，測定機器の進歩と科学技術の進歩は，
多色化を求めている．そこで，構造活性相関データを元
に，研究があまり行われていない，発光基質の化学構造
変換で多色化に挑戦することとした．すでに，いくつか
の発光基質類縁体（発光基質アナログ）の合成を行って
おり，これらから北米産ホタル発光酵素に限ってではあ
るが，化学構造変化に対して系統的な発光波長変化が可
能と推測された．
そこで構造活性相関データを考慮して，化学構造のデ

ザインを行った．ホタル生物発光機構では，古くから，
左環ベンゾチアゾール部位の水酸基がアニオン化しなけ
れば発光しないとされていたが，アニオン化しないジメ
チルアミノ基（Me2N）を導入したアナログを合成し，
系統的な構造変換を行い発光活性測定したところ，北米
産ホタル発光酵素に限ってではあるが，二重結合を伸長
するごとに，約100 nm発光波長がレッドシフトするこ
とがわかった．他のアナログでもこの傾向が確認された．
これによりホタル生物発光系でRGB発光 14)が実現でき
た．また，100 nmのシフトは大きいとの注文が出たので，
官能基変換などで，30 nm程度のブルーシフトとレッド
シフトの経験則的な生物発光波長変換指標を得ることが
できた．これにより，北米産ホタル発光酵素に限ったも
のではあるが，発光基質の化学構造から，生物発光波長
をある程度デザインできるようになった 15)（図4）．

インビボイメージングへの応用

インビボイメージングは，腫瘍研究や再生医療関連の

研究で世界的にも注目されている．また，この技術革新
として，生体内深部可視化に資する長波長発光材料に対
するニーズは，世界的にも急速に高まっている．
しかし，ホタル生物発光系では，既存技術として，酵
素による630 nmが市販技術の最長波長であり，生体内
深部可視化に資すると考えられる650 nm以上には満た
なかった．生体内深部可視化には，生体の窓 16)といわ
れる650～900 nmの領域（近赤外：NIR）の光が適し
ていると考えられている．この領域は，ヘモグロビンや
酸化ヘモグロビン，水の吸収が低くなっており，生体透
過性が高い波長域であり，散乱も少ないからである．ホ
タル生物発光系（ca. 560 nm）は，インビボイメージン
グにもすでに利用されていたが，より精密に生体内深部
可視化を行うためには，NIR領域で発光する材料が望ま
しいとされている．しかし，NIR領域に発光する材料は
世界的に市販されていなかった．そこで，北米産ホタル
発光酵素と反応して675 nmで発光する発光基質
（uec675）を企業と連携して実用化 17)することになった．
ユーザーニーズがあるとはいえ，欧米での市販実績が
ない材料の実用化には困難があったが，2011年10月に
市販に至った．材料創製から実に4年が過ぎていた．「高
性能で，ニーズが高ければ，技術が実用化できるのでは
ない」ことがよくわかった．

輝度向上技術の開発

一方で，多色と双璧をなす課題に輝度向上がある．標
識材料のユーザーには，輝度が高ければ感度の問題もク
リアされる．輝度と感度はユーザーには同意である．し
かし，材料開発では，輝度と感度は同意ではない．ユー
ザーは測定機器で検出するため，輝度が低くても，機器
の測定感度が高ければ，可視化される．その逆も同じで
ある．新規化合物の場合，また，人工基質を天然酵素と
反応させる場合は，発光しても，天然基質のようには輝
度は上がらない．まるで，多色化と引き換えに輝度を犠
牲にしているような感じすら受ける．多色化は精密な基
質酵素反応を騙すような行為なのだから，ある意味で当
然であろう．
しかし，技術である以上，これを克服する技術も必要
である．そこで，酵素について再度考察することにした．
ホタル生物発光において，発光酵素は，AMP化と酸素
化の二つの反応を触媒している．発光には2段階の反応
が必要であることを意味している．しかし，発光反応を
解析すると，単段階反応のように観測される．これは，
ホタル生物発光の二つの反応のどちらかが，著しく遅い
反応（律速）であることを示唆している．そこで遅い反応
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を検証することからアプローチした．ホタル発光酵素は，
アシルアデニレート合成酵素スーパーファミリーに属し
ており 18)，最初の反応であるAMP化が，酵素の元来の
機能であると考えられる．このため，当該研究者には，
昔から酸素化が律速段階と考えられていた．しかし，単
純に化学反応として考えると，有機合成者には，酸化還
元反応よりも，結合を伴うAMP化反応の方が難しいと
感じられた．そこで，発光基質を有機合成的にAMP化 19)

し，北米産ホタル発光酵素を用いて反応を行ったところ，
発光輝度，速度とも飛躍的に加速 20,21)された（図5）．
この技術は人工基質にも有効であり，これにより，ホ

図3．構造活性相関

図4．化学構造と発光波長

図5．輝度向上技術．D-LH2（天然発光基質）はAMP化
（D-LH2-AMP）すると輝度が向上する．
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タル生物発光系で，目視できるほどの輝度でRGB発光が
実現できた（図6）．このように，発光基質の有機合成化
学的な変換により，多色化と高輝度化の技術を創製でき
たが，高輝度化技術の実用化・市販には，いまだ至って
いない．この実用化を進めるべく鋭意研究を行っている．

実用化と新技術

先述のように，675 nm程度に発光する人工基質
（uec675）は実用化されたが，ユーザーからは，水溶性
に対して注文がつけられた．生体へ投与するのであれば，
水溶性が必要である．uec675では長波長発光は可能と

なったが，この点で天然発光基質とことなっていた．そ
こで，各種塩に誘導する事で水溶性向上を試みた．有機
塩，無機塩いずれも水溶性を向上させる事ができたが，
ハロゲン化塩 22)（塩酸塩［HCl］や臭化物酸塩［HBr］）
が顕著であった．しかし，ハロゲン化塩では，緩衝溶液
ではなく，水に溶解させる事から，溶液のpHの低下が
試作の段階で懸念されていた．そこで，化学構造まで遡っ
て，水溶性化の検討を開始した．その結果，uec675
の芳香環をピリジン環に変更したuec675oPyrと
uec675mPyrの創製 23)に至った．
ピリジン環型基質は，残念ながら塩酸塩ほどの顕著な

図6．RGB（675，560，445 nm，赤，緑，青）発光

図7．新規発光材料の波長と化学構造



生物工学　第92巻436

特　集

溶解性は示さなかったものの，uec675に比して10～20
倍程度の溶解性の向上ができた．芳香環をCからNに一
つ置換するだけで，位置により波長に影響がでる事は，
学術的には新しい知見となった．また新規発光材料の輝
度はいずれもuec675とほぼ同等（北米産ホタル発光酵
素を使用）であった（図7）．

今後の展開と新たな挑戦

インビボイメーイングは，がん研究や再生医療研究の
ツールとして先端技術を開発するためにとても重要と考
えられている．最近は，脳神経の研究においても，イン
ビボイメーイングが重要視されている．たとえば，脊椎
損傷のような重篤な疾患の抜本的な解決は，再生医療の
技術で当該神経細胞を誘導・再生させ，これを移植する
ことである．しかし，これをヒトで実現するためには，
移植した神経細胞が生着してゆく過程と神経機能も再生
していることを数多くの動物実験などで確認する必要が
あろう．対象の実験動物には，神経機能再生がよりヒト
に近い環境で検定できることが望ましい．すなわちマウ
スでは十分ではなく，より高等な動物が必要となろう．
これに必要な技術は，生体内深部可視化は当然のこと，
脊椎内も可視化できる生体内透過性が必要となろう．生
体の窓領域の発光は当然のこと，輝度や水溶性など，総
合的な技術の向上が必要と考えている．また，現状のイ
ンビボイメーイングの装置の多くは，イメージング対象
の動物にマウス・ラットが想定されているため，より大
型の動物も測定対象となるような機器開発にもニーズが
高まるであろう．長波長に感度が高く，マーモセットや
ミニブタのような動物のイメージングが行えるような機
器となると，現状機器を単に長波長域に感度が高いカメ
ラに付け替えるだけでは不十分であろう．動物が大型化
すれば，可視化標的部位の深度やその画像化にも新たな
技術が必要と考えている．
医療分野における全人類的課題は，難易度を増してい

ることは，明白である．高齢社会となった我が国，そし
て，日本を追従するように高齢社会となる国々が，日本
の技術に大きな期待を寄せていることも事実であろう．
生体内深部可視化は，単に，長波長発光材料が創製でき
れば解決できるのではなく，測定装置や疾患モデル動物
など，まったく異なった分野，化学，機械，生物の複合
技術開発が必要である．総合的科学技術開発により得ら
れる先端技術が，全人類的課題解決の糸口，そして，難
治疾患で苦しむ方々の希望となるよう願いながら研究を
進めている．インビボイメーイングは，関連技術と知的
財産権の連携が必要な総合的技術開発段階になったと考

えている．新たな展開と電気通信大学の挑戦にご注視い
ただければ幸甚である．
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