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概日リズム研究におけるルシフエラーゼとその応用
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発光タンパク質であるルシフエラーゼは、細胞内の遺伝子発現を定量的かつ長時間に渡

りモニターするレポーター遺伝子として広く用いられている。極めて複雑な転写・翻訳制

御機構で構成され、さらに他のライフサイエンス分野と比較して際立って長い測定時間を

要する概日リズム研究では、ルシフエラーゼは欠かすことのできない必須ツールのーっと

なっている。本稿では、概日リズム研究で用いられている 3種類のルシフエラーゼアッセ

イ系 (トランジェン卜、リアルタイム測定、シングルセルイメ ージンク)の背景と現状に

ついて、ルシフエラーゼの特徴と併せながら解説をする。

1.はじめに

ライフサイエンス研究の発展は、そのiWJ定方法や

解析技術の擁立に大きく 依存 している。例えば

Sanger法を基にする遺伝子解析技術や、 Millisが考

案した遺伝子増111話法の確立によ り、ゲノムj拝読をは

じめとする遺伝子解析が飛躍的に進展した。概日リ

ズム研究におけるルシフエ ラーゼテクノロジーにつ

いてもその例外ではない。リアルタイムil!IJ定法の雌

立とKai遺伝子の発見、シングルセルイメ ージング

法の確立と細胞問リズム同調の発見などは先駆的な

測定系の確立がブレークスルーをもたらした良い例

であろう 。

9b'tレポーターであるルシフ エラーゼは、都HJJ包内

で起こる遺伝子発現を簡便に測定するツールとして

広く朋いられている。概日リ スム研究は、この レ

ポーターの特徴を巧みに利用し、 iJ以削J!山川!I川IJ定に)用目いている

分野の一つでで、ある。ルシフエラーゼについては、近

年、種々の発光生物から多数のルシフエラーゼ遺伝

子が単向性・同定され、遺伝子発現解析に用いられる

ルシフ エラーゼの種類も増加している。

本稿では、IIflJ乳類車111胞系をlー1:1心に、概日リズム研

究で用いられている 3種の遺伝子発1見解析系 (トラ

ンジェ ントアッ セイ系、 リアルタイム測定系、シ ン

グルセルイメ ージング系)について、その原理と応
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用例を紹介するとともに、論文には記載され難い、

筆者らが経験した (抱えている)ij!lJ定上の注意 ・問

題点について、また遺伝子や測定装置の市販化の状

況についても記:鼠したい。

2.生物発光とルシフエラーゼ

生物発光は、発光生物が発する可視光であり 、そ

の光の色 (波長)も青~赤と多様である。発光生物

には、細菌、キノコ、クラゲ、甲虫、 YA¥など、多く

の極がある。図 1に我々の研究室で採取し、実験に

1. 
図 1 様々な発光生物
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1.へイケホタル (Luciolalateralis、丹羽一樹博士提供)、
2.イリオモテポタル (Rhagophthalmusohbai、鈴木博
文博士提供)、3.鉄道虫 (Phrixothrixhirtus )、4.クリ ッ
クビ 卜ル (Pyrearinustermitilluminans) (3司 4:Vadim
Viviani博 士提 供)、 5.渦 鞭毛 藻 (Lingulodinium 
polyedrum)、 6.ウミホタル (Vargula hilgendorfii) 
(5司 6:小江克典博士提供)。

37 -



用いている発光生物を示した。

生物発光の分子機構は、発光基質(ルシフェリン:

発光基質の総称)の酸化を発光酵素(ルシフエラー

ゼ-発光酵素の総称)が触媒する酵素反応である。一

般的に、ルシフェリンールシフ エラーゼ反応は、

ルシフ ェリン +0，→(Pつ→P+hv

として表わされ、ルシフエラーゼの存在下、酸化に

よりルシフ ェリンの酸化物 (Pつが励起状態へと変

化し、これが基底状態に戻る|際、分子内に生じた過

剰なエネルギーが光として放出される。生物発光の

特徴としては、高い発光量子収率で、あることが挙げ

られ、ホタルでは88%と報告されている 17)。それ故、

発する光は極めて発熱の少ない冷光である。またも

う一つの特徴として、基質特異性が挙げられる。例

えば図 1-1 ~ 4の甲虫のルシフエラーゼは、 j両鞭

毛藻(図 1-5)やウミホタル(図 1-6)のルシ

フェリンを触媒せず、逆に渦鞭毛謀やウミホタルの

ルシフエラーゼはEf-I虫のルシフェ リンを触媒しない。

このような生物発光の特徴が、後述の発光レポー

ターとしての利点の lつであり、またこれらの特徴

を巧みに利用した多種のルシフエラーゼアッセイ系

が構築されている。なお、生物発光の化学 ・生化学

的なメカニズムについては紙面の都合上省略したが、

詳細については最近の総説を参照してl頁きたいl!))。

さて、種々の生体現象を解析するためのツールと

して、 多種のレポーター遺伝子が用いられているが、

各々長所・短所があり、全ての測定 ・検出が出来る

完壁なレポーターは存在しない。そのため、それら

の長所を活かし、目的にあわせて適材適所で使用す

ることが大事で、ある。レポーター遺伝子の代表格で

ある蛍光タンパク質は、励起光を照射することで蛍

光を発し、その強度もルシフエラーゼと比較して格

段に高い。そのため、ミリ秒オーダーの非常に速い

経時変化やタンパク質の細胞内局在のイメ ージング

には絶大な威力を発揮する。一方、ルシフエラーゼ

はGFPと比較して、見かけ上の発光強度は低く、長

時間(数十秒~数十分)の測定が必要となるため、

ごく短時間で、起こる変動を検出することは難しい。

しかし、パックグラウンドが非常に低く、また測定

系のダイナミックレンジも広いことから、 GFPや他

のレポーター遺伝子と比較して、最も高い定量性を

示すと考えられる。さらに、ルシフエラーゼの発光

は励起光を必要としないことから、照射による細胞

障害あるいは光に感受性の組織や個体への影響を無

視できる利点がある。

ここ 2~3 年でメ ーカーから購入可能なルシフエ

ラーゼ、ルシフェリンが飛躍的に増え、これに伴い

新たな測定方法の開発も精力的に行われている。表

1に、市販されているルシフエラーゼとルシフェリ

ンのリストを示す。最初に市販化された北米産ホタ

ル (PhotinuspyraJis )ルシフエラーゼとウミシイタ

ケ (ReniJJareJlJformis) )レシフエラーゼは、現在発

由来 遺伝子名 ルシフェリン

表 1 市販されているルシフエラーゼおよびルシフェリン

購入先
分子量 最大発光波長
(kDa) (nm) 

~ I，分泌1\2

ホタル

レニーラ

クリックビートル
(ジャマイカ産)

クリックビートル
(ジャマイカ産)

クリックビートル
(ブラジル産)

鉄道虫

イリオモテボタル

イリオモテボタル

ビブリオ

分j必型

コペポーダ

コペポーダ

ウミホタル

Luc ( + ) ， Luc2 ホタルルシフェリン

RLuc セレンテラ ジン

プロメガなど

プロメガなど

61 562 

36 480 

60 537 

60 613 

61 540 

61 630 

60 550 

60 580 

80 490 

20 480 

24 480 

61 465 

CBGluc ホタルルシフェリン プロメガ

CBRluc ホタ Jレlレシフェリン プロメガ

ELuc ホタルルシフェリン

SLR ホタルルシフェリン

SLO ホタルルシフェリン

SLG ホタ Jレlレシフェリン

FMNH2 

東洋紡~~

東洋紡績など

東洋紡績など

東洋紡績など

Gluc セレンテラジン

MetLuc セレンテラジン

CLuc ウミホタルルシフェリン
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光レポーター遺伝子として最も頻繁に月b、られてい

る。発光基質の違いを利用 し、両者を併用するデュ

アルルシフエラ ーゼアッセイが、最も標準的なルシ

フエラーゼアッセイ法とされている。我々のグルー

プで単 削・ 改良したイ リ オモテボタル

(RhagophthaJmus ohbaj，図 1-2)ルシフ エラー

ゼ、鉄道虫 (Ph刀，~YOthúx Jurtus， I豆I1 -3)ルシ

フエラ ーゼは、発光色の違いを利用した新しいレ

ポーターアッセイ系に用いられている。 また同様の

コンセプトに基づ川、たジャマイカ産クリ ックビート

ル (PyrophoruspJagjophthaJamus)ルシフ エラー

ゼも近年プロメカ付:より発売された。我々が改良し

たブラジル産クリヅクビートル (Pyreaanus

tenmUJJumUJans、図 1-4) ルシフ エラーゼは、

他のホタル系ルシフエラーゼよりも高い発光強度を

示し、発光イメ ージング用ルシフエラーゼとして製

品化された。また、 rlH仮化はされていないが、発光

細菌 (日bn'oharveyj)ルシフ エラーゼは多種の細

菌における遺伝子発現検出に広く用いる。コペポー

ダ (Gaussjapn'nces， Matadja Jpnga)およびウミ

ホタル (Ci'pn'djnanoctj}uca 、 I~ 1 -6)ルシフ エ

ラーゼは、前述のルシフエラーゼとは異なり、分泌

シグナルを有する分j必型ルシフエラ ーゼであり、細

胞の培養液中のルシフエラーゼ活性を測定するア ッ

セイ系に用いられている。

3. ルシフエラーゼを用いた遺伝子発現の原理

ルシフエラ ーゼを用いた遺伝子発現解析法の原理

について簡単に述べる。解析したい転写調節領域

(プロモータ一、エ ンハンサー、サイレ ンサーなど)

をルシフエラーゼ、遺伝子の上流に挿入する。転写j古

性を持たないシス配列やイン トロンの影響を解析す

る場合は、ルシフエラ ーゼ遺伝子上流に挿入されて

いるTKやSV40などの恒常的プロモーターの上流に

組み込む。これらのレポーターベクターを細胞に導

入し、 !I伝写に伴って発現するルシフエラーゼの発光

を大過剰のルシフェ リンを添加することで測定する。

微生物、魚類、植物、 I~~乳類、いずれの生物種にお

ける発光レポーターアッセイも、以上の原理!に基づ

いている。

4. トランジ工ントアツセイ系

トランジェン卜アッセイ系は、 iJliJ定の簡便さとハ

イスループッ トアッセイが可能である点から、 一般

にルシフ エラーゼを用いた遺伝子発現解析系で最も

汎j目されている。この系では、 レポーターベクター

を細胞に導入し、 一定時間経過後細胞を破砕し、遺

伝子発現に伴うルシフエラーゼ活性を測定する。従

来は、レポーターを一過的(トランジェント)に細

胞に導入するという 意味で、トランジェントアッセイ

と呼ばれたが、近年は後述の リアルタイムil!!J定でも

J品的な;遺伝子導入が行われるため、本稿では中11]胞

や組織を破砕し、ルシフ エラーゼ活性を測定する刻11

胞破砕系をトランジェントアッセイ系と定義する。

以 Fに、 2つのレポータ ーを{Ji:用するデュアルア ッ

セイ系と、最近我々が開発した発光色の違いを利用

したマルチカラーアッセイについて紹介する。

4 -1.デュアルア ッセイ

デュアルアッセイは、基質特異性など、レ ポー

ターの酵素特性の違いを利用し、 2種のレポーター

ベクタ ーを用し、て転写活性を測定する系である。そ

(1)ホ9ルおよびウミシイヲケルシフ工ラーゼを用いたデュアルルシフエラーゼアッセイ

|プー-AI 伽 I ~ 1 11 材ル 門セレ ーご 円ルシフエラーゼ 11 I I I ルシフエリン II "I!v/T7:// I I 
一一"11 細胞 l一一ー l一一一→ | 一一一→ I I 

| 恒常的 I ウミシイタケ | し__) IJ l? ? 
プロモ-$1-I ルシフエラーゼ I '"盟国-~匡夕 、/ '-./ '-ノ

細胞舷砕漉 ホ'}Jレルシフエラーゼ ウミシイ9ケ
活性 Jレシフエラ ゼ活性

(2)赤・纏・緑ルシフエラーゼを用いたマルチカラールシフエラ ゼアッセイ

|ドプ拘ロ一一AIドト赤和料糾…ルωω…レ凶印シηフ
t. 一、 、千『 ホヲル ri  ノ 赤Jレシフエラーゼ活性

I :10'E-$I-s  I ト細胞 I-l-J…ンげプロモ-$I-sI機ルシフエラーゼ|ー11細胞 l一j 川と示→ 纏伽Jル…レ
. 、=一=耳，d 、1、/ ¥..ノ 、緑Jルレシフエラ一ゼ活性| 恒帥常糊的 lfa.錦酌引'什…l

プロモ一9一 l 岬~V ，，/..I.../ ~ I 
I I 細胞破砕液 色分隊

図2 デュアルおよびマルチカラ ルシフ エラーセアッセイによるトランジェン トア yセイのスキーム
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定できる点で、ある。これは酸性のセレンテラジン溶

液の添加により 、発光しているホタルルシフエラー

ゼを消光させる原理に基づいている。

蛇足ではあるが、以前発光のキネティックを測定

した際、 ìl!lJ定中に突然発光強度がlO~15%低下する

現象が観察された。装置の電気ノイズなど慎重に原

因を探ったところ、結局基質の添加時に生じる泡が

鏡の役割をして、見かけ上の強度をかさ上げしてお

り、泡が破裂することで強度が低下することに気付

いた。iJ!1J定結果を数値だけで見ていた時には気付か

なかったことである。細かいことであるが、精度低

下の原因となるので操作上の注意点として参考まで

に記した。

4 -2.マルチカラーアッセイ

前述のデュアルア ッセイ系は、

ラーゼのうち、 一方を内部コントロールとして用し、

るため、 1つの遺伝子の転写活性を相対的に評価す

るだけで、 2つ以上のil岳写を同時にモニターするこ

とは不可能である。細胞内で、起こる複雑な転写調節

機構を理解するには、複数の遺伝子発現を同時に解

2つのルシフェ

の組合せは多様で、 一方をルシフ エラーゼ、 他方を

F ガラクトシダーゼなどのレポーター酵素を用い
る場合もある。現在最も多く用いられている、ホタ

ルとウミシイタケルシフエラーゼを併用するテーュア

ルアッセイでは、解析したいプロモーター領域やシ

ス配列をホタルルシフエラーゼに連絡、テストレ

ポーターベクタ ーとし、 一方で、恒常的プロモーター

をウミシイタケルシフエラ ーゼに連結し、 p~ 音I~ コン

トロールベクターとしている。内部コン トロールは、

継代時の細胞数、 トランスフェクション効率、細胞

溶解効率など種々の実験操作で生 じる誤差を修正す

るために非常に重要である。これら 2つのベクター

を細胞に同時に導入し、最初にホタルルシフェリン

によりホタルルシフエラーゼ活性を測定、続いてセ

レンテラジンによりウミシイタケルシフ エラーゼ‘活

性をilllJ定する (Ijgl2 -1 )。プロモーター活性は、ウ

ミシイタケルシフエラーゼ活性に対するホタルルシ

フエラーゼ活性の相対値として評価される。発光測

定には、光電子増倍管が配置されたルミノメ ーター

が用いられる。この系の利点は、 1チューブ (ある

いは 1ウェル)内で 2つのルシフエラーゼ活性カ'iJ!lJ

組 (3)
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図3 緑、檀および赤ルシフエラーゼの色分離による同時定量

(1). NIH3T3細胞に発現させた緑、植、赤ルシフエ ラーゼの発光スペク トル。 (2)口ンクパス フィル
タ を用いた発光測定のスキーム。各図は緑、横、赤ルシフエラーゼ を等量混合した場合の発光スペク トル

および口ンクパスフィルターの透過スベク トルを示す。上図 .フィルター無しでの全光の測定。中国 056 
フィルターによるFl値の測定。下図:R60フィ ルターを用いた F2値の測定。斜線部は各値の波長領域を示

す。 (3)緑、植、 赤ルシフエラーゼを用いたアッセイ系の定量性。各々のルシフエラーゼの混合比を変え

て、緑(企)、檀(・)、 赤 (0)を同時に定量 した (RLU: Relative Light Unit) 0 ( 4 )マルチカラーアッ
セイを用いたRORa4によるmBmal7プロモ ターおよひ:'RevErb/ROR応答配列 (RORE)の転写活性化の同
時測定
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析することが重要であるが、そのためには、 さらに

もう 1つのルシフエラーゼをシステムに追加し、同

時に 3つのルシフエラーゼの発光活性を測定しなけ

れば、ならない。近年我々は、いずれもホ タルルシ

フェリンを基質として発光するイリオモテボ タル由

来の緑ルシフエラーゼ (SLG)1へ その部位特異的変

異体の樫ルシフエラーゼ (SLO)W、およ び鉄道虫由

来の赤ルシフエラーゼ (SLR)却をレポーターとして

用い、各々の発光スペク トルを光学フィルターで分

離 ・定量することにより、 2つもしくは 3つのIlii写

活性を同時に測定する方法を開発した11.!山2引}

このアツセイ系でで、は、緑 -燈 ・赤ルシフエラーゼ

のうち 2つをテス トレポーターに、 1つを内部コ ン

トロールに用い、 2つのテストレポー ターの活性を

内部コントロールレポーターで補正する こと により、

2つの転写活性を同時にil!1J定することを想定した

(図 2-2)。図 3-1に各ルシフ エラーゼの発光

スペク トルを示す。ホタルをはじめとする甲虫由来

のルシフエラーゼは、測定溶液のpHに連動して、色

を変えるものと、変えないものがある。前者は前節

のデュアルアッセイ系で記載したホタルルシフエ

ラーゼである。これに対し、イリ オモテボタル、鉄

道虫由来ルシフエラーゼは後者のタイプであり、発

光色を分自11>定量化するアッセイ系に適している。

図3-2は光学フィルターを用い、3色の発光をilllJ

定するスキームを示す。光学フィ ルターには、 ルシ

フエラーゼから発する光を効率良く 捉えるため、特

定波長以上の光を透過するロングパスフィルタ ーを

採用した。スペクトルは、 3色のルシフエラーゼの

発光強度が等しくなるように混合した時の図である。

測定は、最初にフィ ルターの4!!判、状態で全体の発光

値 (FO)を、続いて短波長1H1Jのフ ィルター (056)

を透過する発光値 (Fl)、最後に長波長側のフィル

ター (R60)を透過する発光値 (F2)をil!IJ定し、各々

の値を次の連立式に導入することで各ルシフエラー

ゼの活性を算出する。ここでは各ルシフ エラーゼに

対するフィルターの透過率 (/( )は装置固有の回定

値であるので、 FO、Fl、F2を測定するだけでそれぞ

れの活性 (G:緑、 0:桂、 R:赤)が算出できる。
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この方法で実際に各ルシフエラーゼの活性が評価

できるかを、ルシフエラーゼを単独に発現させた

各々の細胞破砕液の混合比を変えて測定した。この

11寺Jll]生物学 VoI.l3，No.l (2007) 

際、緑ルシフエラーゼ量は固定し、赤と燈ルシフエ

ラーゼ量を変えた混合液における発光活性を、前述

のロングパスフ ィル ターが装iiiiiされているルミノ

メーター (ATTO社製)により測定した。その結果、

図3-3に示すようにルシフエラーゼ量に応じた発

光活性を算出できることが雌認され、 3つのルシ

フエラーゼ活性を lチューブ内で同時に測定可能で

ある ことが明らかとなった 1210

続いて実際にプロモーター を用いたレポー ター

アッセイでの検証を行った。核内オーファン受容体

RevErb/RORα4が、概日/1奇計遺伝子Bmall のII!i~写

開始点近傍のROR応答配列 (RORE)を介して、そ
の転写を活性化することは良く知られている1.11.1ヘ
この転写活性化の機梢を詳細に解析するため、 ROR

白4によるROREとコアプロモータ ーの活性化を直

掠比較した (図4-4)0 SV40プロモーター上流に

挿入したROREは赤ルシフエラーゼで、 Bmallコア

プロモーターは鐙ルシフエラーゼでモニターし、そ

れぞれの活性は内部コン トロールレポーターの線ル

シフエラ ーゼより補正した。その結果、 RORa4は

RORE、Bmal1プロモーターの両方の転写を濃度依

存的に活性化したが、 RORα によ るBmallプロモー

ターの活性化はROREのそれより も有意に高いこと

が明らかとなった。この結果、 Bmal1コアプロモー

ター内には転写開始点近傍のRORE以外に もRORa

に直接あるいは間接 I~I告に応答するシス配列が存在す

る可能性が示唆された。

このよ うに、マルチカラーア ッセイ系は、 2つな

いし 3つの転写の変動を直接比較で、きることから、

これまで個別に測定 ・比較していた実験結巣をより

高い精度で、また簡便に得られるといえる。また、

測定対象の組み合わせも任意であるので、例えばシ

グナル伝達系の上流と F流、時計遺伝子と利u胞周期

迫伝子など、制IJ包内で、起こるダイナミ ックな11伝写の

イベントを同/1寺に解析することも興味深い利用方法

の一つだろう。

5. リアルタイム測定系

概日リ ズムのtiJI究では、 ルシフエラーゼを用いた

H寺計遺伝子発現の リアルタイム測定が日常的に行わ

れている。他のライフサイエンスの分野ではまだ普

及していないiJlIJ定方法である。概日リ ズムの研究で

広範に用いられている理由は、他の分野に比べて際

立って長い測定を要することである。冒頭に述べた

ように、ルシフ エラーゼの長所として、 長時間の遺

伝子発現モニタ リングに過している点が挙げられる。
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この特性を利用し、 1993年近藤らはビブリオルシ

フエラーゼを用い、シアノバクテリアにおける画期

的なリアルタイム測定系を開発した7)。 現在使われ

ているリアルタイム測定装置は、これがベースに

なっているといっても過言ではないだろう。その後

ショウジョウパエ2)、シロイヌナズナ 61、さらに11南乳

類の細胞、組織28)でも測定がはじめられた。以前は

レポー ターベクタ ーをゲノムに帰入した トランス

ジェニック体(あるいはそれから単離した組織 ・細

胞)や安定細胞株が測定に用いられてきた。近年、

上回らはレポーターベクターを一過的に株化繊維芽

細胞に導入、リアルタイム測定することに成功し21)、

遺伝子導入が可能な昨日乳類細胞では、より簡便にリ

アルタイム測定が行えるよ うになった。

(1 ) 
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~ 3 

性t-RR H 
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時間(日)
2 

先駆的な実験では、ハンドメイドの装置が使われ

ていたが、現在では浜松フ ォトニク ス、 ニューロサ

イエンス、 ATTOなどのメーカーからリアルタイム

iHiJ定用の装置が発売されている。本節では、 H甫乳類

の株化培養細胞におけるリアルタイム測定の背景と

幾つかの注意点、さらに我々のグループで最近開発

したマルチカラーのリアルタイム測定方法について

述べたい。

5-1.リアルタイム測定におけるルシフエラーゼ

とルシフェリン

一般にルシフエラーゼは他のレポーター酵素に比

べ、高IH胞内での安定性は低いとされているが、いず

れのレポーターにおいても転写の変動をリアルタイ

(2) 

1.0 
世H
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曜日0.6
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ルシフェリン;重度 (mM)
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よユ 色分離
4 

: 0 Per2・緑-PEST
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。 +捻。。 2 3 

時間(日)

図4 株化培養細胞におけるリアルタイム測定
( 1 )リアルタイム測定におけるルシフエラーセの安定性の影響。mPer2Ebox::TKプロモーターにPEST無
し (0) またはPEST融合した (企)ELucを連結したベクターをNIH3T3に一過的に導入し、リアルタイム測
定した結果。 (2)ルシフェリン濃度とピーク強度の相関性。mPer7Ebox-TK::Luc (+)ベクターを導入
したRatl安定株を、種々のルシフェ リン濃度において測定した際の 15t (・)および2nd(0) ピ クの発
光強度を示す。インセッ ト図はリアルタイム測定結果の一例を示す。 (3)緑および赤ルシフエラーゼを用
いたmPer2およびm8ma17プロモーターの同時リアルタイム測定。上図はmPer2-緑および灼8mal7-赤ルシ
フエ ラーゼベクターをNIH3T3に一過的にコトランスフェクションし、光学フィルターの有 (F2)無 (FO)
での測定結果を示す。下図はFOおよびF2値から緑 (0)および赤ルシフエラーゼ (企)活性を計算した結果
を示す。
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ムでで、iJ泌測J[刊川!り引IJ定するには、 細胞内でのある程度の不安定制

が要求される。レポータ ー酵素の不安定化 (短寿命

化)には、 以前よりオルニチンデカルボキシラーゼ

(ODC)のPEST配列(タンパク質分解に関わるド

メインにプロリン (P)、グルタミン殴 (E)、セリン

(S)、ス レオニン (T)が多く存在する確率が高い

ことから、 これらのアミノ酸を多く含むタンパク質

分Wioドメインの総称として呼ばれている)が用し、ら

れている則。 ルシフエラーゼを用いたリアルタイム

測定においても、ルシフエラーゼのC末端にODCの

PEST配列を融合させたキメラ体が使われることが

多い。

図4-1はmPer2のE-boxに依存した発現を、ク

リックビートルルシフ エラーゼ (ELuc)のC末端に

PEST配列を融合 した、あるいは融合させないもの

で測定した結果を示す。PEST配列と融合させる こ

とで、発光強度は20%程度に低下するものの、細胞

内に残存するルシフエラーゼが少ないため、振111高の

高いリズムが見られるようになる。我々の経験では、

PESTを融合させたルシフエラーゼであっても、 ト

ランスフェクションするプラスミド量を上げると、

周期に変化はないが、振!隔の低下、見かけ上の位相

後退がみられる。逆にプラスミド量を下げると振l隔

が増加し、見かけ上位相が前進する傾向がみられる。

つまり同じルシフエラーゼを使いリアルタイム測定

する場合で、も、細胞内のルシフ エラーゼ量により位

相と振1隔が変わる場合があるので、注意が必要であ

る。

リズム州究に用いられる生物のうち、細菌を除き

リアルタイム測定にはホタルルシフ エラーゼが最も

多く用いられている。発光基質であるホタルル シ

フェリンの龍山崎11IJI包透過・浸透性と培養液中での安

定性がその理由として挙げられる。ではどの程度の

ルシフ ェリンが適当であろうか川主14-2はmPer

1 E-box のホタルルシフエラーゼベクターを導入し

たRat1安定株を、種々のルシフ ェリン濃度で、ifllJ定し

た|療の1stおよび:'2ndピークの発光強度を示す。各

ピーク強度は、 0，2mMまで直線的に増加したが、そ

れ以降プラ トーに達し、 1mMでは低下した(細胞毒

性によるものと考えられる)。実験系により 異なる

とは思うが、細胞毒性の影響がなければ、プラトー

な範囲でのルシフ ェリン濃度を用いた方が安定な結

果が得られるだろう。我々は、培養液中でのル シ

フェリンの安定性について、高速液体クロマトグラ

フイーを!日いて予備実lE史的に検討したところ、 NII-I

3T3細胞で 5日間リアルタイム測定した後でも95%

時I::J!J:.物学 VoI.l3，No，J (2007) 

のルシフェリンが残存していた(未発表データ)。こ

のことから少なくとも数日間の測定においては、培

養液中のルシフェ リンの減少は実験結架に影響しな

いと考えてよいだろう。

5 -2. 多色ルシフエラーゼを用いたリアルタイム

測定

最近我々は、前述のマルチカラーア ッセイを リア

ルタイム測定に応用することができたので紹介する。

用いたルシフエラーゼは、前章で述べたイリオモテ

ボタル緑ルシフエラーゼ(SLG)と鉄道虫赤ルシフエ

ラーゼ (SLR)である。図4-3の上図は、 mPer2

プロモータ ーに詞lルシフエラ ーゼ、 lηβ'mal1プロ

モー ターに赤ルシフエラ ーゼ (し、ずれもC末端に

PESTを融合)を連結したレポーターベクタ ーをNIH

3T3制胞に一過的に導入し、色分自Ií~):I:J光学フィル

ターが装備されているATTO社製リアルタイムiJ!IJ

定装置 (クロノス)でiJ!iJ定した結果を示す。なお、

PEST配列を融合した各ルシフエラーゼのNIH3T3

細胞での半減期は約 111奇問であり、両者が同じ安定

性である ことは{i'([iWiしている。赤と緑の場合、 sI3

2で示したFOとF2を測定する ことで2色の分離・

定量が可能である。|三111"のFOはフ ィルター無しで

測定した全光、 F2はR60フィルターを通した発光値

である。なおクロノスでは、各ルシフエラーゼの

フィルターに対する透過係数(予め決定しておく必

要がある)を測定ソフトにセットしておけば、次式

の分離色の計算をしながら各色の発光値をリアルタ

イムで表示してくれる。

(::)=(11二][~ ] 
/( Gl<fiO， /( RR回はR60フィルタ ーに対する緑、赤ルシ

フエラーゼの透過係数、 G、Rは緑および赤ルシフ エ

ラーゼ活性を示す。

図4-3の下図は、上図で、の値から緑および赤ル

シフエラーゼのj古住lを計算し、プロッ トしたもので

ある。内因性のmRNAの変動と同様に、緑と赤ルシ

フエラーゼでモニターしたPer2とBmallプロモー

ターのリズム変動は逆位相を示した。この結果は、

単色でiJ!iJ定した場合の位相、振l岡、周期と一致する

こと、さらに緑と赤のルシフエラーゼを入れ換えて

同時iJ[IJ定しでも同じ結果が得られることから、正し

く色分離がされていることを確認している。なお、

定量性のレンジについては、十分な発光強度がある

場合、緑と赤ルシフエラ ーゼの活性が100倍異なっ
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ていても、正確に定量できることを確認している。

マルチカラーのリアルタイムiJllJ定では、 2種のプ

ロモー ターを同時に測定可能なことが最大のメ リッ

トである。ホタルルシフエラーゼを単独で使用する

場合、 トランジェントア ッセイで用いられている内

部コン トロールによる補正がで、きないため、位相や

振11閣の解析はできても転写レベルの増減を定量的に

評価することはできない。増減をiJ!1J定する;場合、

我々はSV40プロモーターに繋いだ緑もしくは赤ル

シフエラーゼを内音日コントロールとして用いること

で良好な結果を得ている。また概日発現振動におよ

ぼすシス配列の影響を解析する場合、野生型と変異

体を同時に測定する事で、 1時間の位相の変化を明

瞭にモニタ ーできている。さらに、同一プロモー

ターで発現する緑と赤の 2種の細胞を作製し、共培

養により細胞 (群)問での同調や相互作用の有無を

検証する方法についても構築している。このように、

2種のルシフエラーゼの発光を同時にiJllJ定するこ と

で、 1極のルシフエ ラーゼでは不可能であった実験

系がデザインできるようになった。

6. シングルセルイメージング系

前節で述べた リアルタイム測定は、組織あるいは

ディッシュ内の全ての発光を検出してマスのデータ

を解析するのに対し、シングルセルイメージングは

個々の細胞から発する発光をCCDカメラでイ メー

ジングする ことで、個々の細胞の遺伝子発現の変動

を経時的に定量することができる。また組織におい

ては、これまで"insituハイブリダイゼーションなど

により行われてきた遺伝子発現の位置情報について

もリアルタイムにf符ネ庁することカfできる。事正日リ ズ

ム研究では、時計遺伝子の発現を指標に細胞聞での

同調や、 組織内の発現部位の定量的な解析などに用

いられている。

これまでルシフエ ラーゼは、その発光が微弱であ

るため、細胞レベルでのイメ ージングは難しいとい

われてきたが、ここ数年でシングルセルイメージン

グを用いたリズム解析に関する大変興味深い解;t)I'結

果が報告さ れるようにな った。2003年、LLJ口らは

mPerl-Lucマウスの視交叉上核切片でのシン グル

セルイメージングに成功し、個々の紺l胞が異なる位

相関係を保ちながら同調して振動することを発見し

た2η。2004年には、 Welsh目)、名越i川この論文では蛍

光イメ ージングを{吏っている)らが、lUli青刺激によ

り開始される株化培養細胞のリズムが、誘導ではな

く同調であることを明らかにした。Carrらはゼブラ

11寺I/lJ生物学 VoI.l3，No.l (2007) 
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フィッシュの粧性繊維芽細胞の個々の リズムが光に

より同調する こと を捕らえた 3)。また驚くべき こと

に、 Mihalcescuらはシアノバクテリアでのシングル

セルイメージングについて成功している 9)。

さて、ルシフエラーゼを用いたセルイメ ージング

測定での成功の鍵は、イメージング装置の感度にも

依存するが、いかに明るい試料を用意できるかであ

ろう。イメージングでは個々の細胞の発光を捕らえ

るために対物レンスが用いられるが、 一般的に検出

効率は、レンズ倍率を上げると倍率の 2乗に反比例

して下がるとされている (レンズを 2倍から10倍に

上げると感度は1/25になる)。装置については、

ここ半年間でア トーとオリ ンパスの 2杜から、光学

系が工夫され、比較的発光強度の低い試料でもイ

メージングが可能な装置が製品化された。シングル

セルレベルでの発光イメ ージングの歴史は浅く、 発

展途上の測定系であるため、 iJ!lJ定系の改良の余地が

多く残っている。装置の改良についてはメ ーカーの

方々に期待したいが、ここではイメージングに用い

るルシフエラーゼについて触れてみたい。

これまでのシングルセルイ メージングの報告では、

いずれもホタルルシフエラーゼがレポーターとして

用いられているが、 果たしてホタルルシフエラーゼ

はイメ ージングに最適で、あろうか?ホタルルシフエ

ラーゼの至適pHは約 8であり、この条件では黄緑

色に発光しているが、酸性側では赤色にシフ トし'8)、

発光量子収率は1/2以下に低下する 11)。また至適

温度は約25
0

Cであり、通常高III胞を培養している37
0

C

では活性は 1/3に下がる 11)。先にも述べたように、

ホタルルシフエラーゼは11甫乳類細胞では赤く発光し

ている。この原因がpHで、あるのか温度で、あるのか

は定かではないが、いずれにしてもホタルルシフエ

ラーゼの細胞内での環境は至適でないことは確実で

あり、発光のイメージングをする条件においては、

ホタルルシフエラーゼの持つポテンシャルは著しく

低下している と我々は考えている。

我々は発光イメージングに特化したルシフエラー

ゼを構築するため、発光スペク トルがpHの影響を

受けないブラジル産ク リックビート ルルシフエラー

ゼ却のcDNAを改良し、野生型よりも200倍発現量を

上げることに成功した (ELuc)。実際にNIH3T3に発

現させイメージングに供したところ、同じ条件で発

現させたホタルルシフエラーゼ (Luc( + )) よりも

10倍以上高い発光強度を示すことが明らかとなった

(未発表データ)。図5-1にはその発光像の 1例

を示す。我々はもう 一歩進んで、オルガネラレベルで
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図5 1細胞レベルでの発光イメージンク
( 1 ) mCry7 ::ELucヘークタ をNIH3T3細胞に一過的に導入した際の発光イメージンク (5_6倍対物レンス、
5分露光)0 (2 )ぺルオキシソーム、細胞質および核に局在化させたELucのNIH3T3細胞における 1細胞
イメ ージンク (40倍対物レンズ、 3分露光)。右図はぺルオキシソームに局在化させたELucの発光をZ軸方
向にふって撮影 した発光像を示す。 (3) m8ma17 ::ELucを導入したトランスジ工ニックマウスから単離し
た視交叉上核切片での発光イメージング (5_6倍対物レンス、 3分露光)。上段は発光像、下段は明視野像

を示し、数字はZ軸方向の試料ステ ジの移動距離を示す。

のイメ ージングが可能かどうかを検討した。ホタル

をはじめとする甲虫ルシフエラーゼは、いずれもC

末端にペルオキシソーム移行シグナルであるSer-

Lys -Leu (SKL配列)を有しており、実際、免疫染

色によりホタルルシフエラーゼがペルオキシソーム

に局在していることが尚一認されている "0ELucも

同様にSKL配列を有し、免疫染色およびSKLが付加

されたベルオキシソーム局在型GFPのイメ ージング

により、 ELucがペルオキシソームに局在すること

を確認している。そこで、 CMVプロモーターで

NIH3T持III胞に発現させ、 40倍の対物レンズを用し、

て発光イメ ージングに供したところ、図 5-2に示

すようにベルオキシソームに局在している様子が観

察できた。参考までに、 SKLを|徐き細胞質に局在化

またはSV40の核移行シグナルを付加させ核に局在

化させたELucのイメ ージング像についても図 5-

2に示した。プロメカいから販売されているホタルル

シフエラ ーゼLuc(+)、Luc2はC末端のSKL配列が

除かれているため、来IrたにSKLを付加してイメージ
ングに供してみたが、我々の測定条件では全体にぼ

やけた発光像になってしまい、ペルオキシソームへ
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の局在は観察されなかった。このように、強く光る

ルシフエラーゼを用し、ることで、時1M'-空間分解能

が上がり、これまで見えなかったイメージング像が

撮影できるようになると期待している。

最後に、締麗な発光イメー ジング像を撮るための

テクニカルな点について述べたい。最も大事な点は、

フォーカ スをいかにあわせるかである。ATTO社

製の装置は、電動の試料ステ←ジコン トロ一ラ一に

よりzn羽判軌q計油hが lμml'単科位で
ペルオキシソ一ムに局在化させたELu山j児Cのイメ一 ジ

ングを zil取判軸q引油li方向に 2μmずつふつてi日測!日m則!り!IJリl定した。その

結果、図 5-2に示すように (図中フォーカスの

あった点を 0とした)、 40倍の対物 レンズでは 2μ

mず、れるとフォーカスがあわなくなり、全体にぼや

けた像になることが判明した。株化細胞の厚みはお

およそ10μm程度で、あるので、フォーカスは比較的

あわせ易いが、組織の切片では最低でも100μmの

厚みがあるため、フォ ーカス調整は非常に難しい。

図 5-3は視交叉上核の切片を5_6倍の対物レンズ

を用い、 Zíl~ 11 方向に20μ111ずつふって イメー ジング

した発光像 (上)と明視野像(下)である。低倍率

「
h
U4
 



のレンズを用いているので40-60μm程度の前ニ容mu
囲があることが分かつたが、実際には下図のような

明視野像を見ながらZil!lllを決定するため、どこで発

光のフォーカスがあうかは、ほとんど勘に頼ること

になる。良い解決策はまだないが、蛍光色素や蛍光

タンパク質などを使い、蛍光でフォーカスをあわせ

るのも一つの手段かもしれない。

7. おわりに

本稿ではホタルをはじめとする甲虫系のルシフ エ

ラーゼを用いた測定方法を中心に解説したが、この

他に分泌型ルシフエラ ーゼによ る迫伝子発現モニ

ターも行われているので、興味のある方は参照して

]頁きたい13.20.2ヘ ルシフエラーゼを発'Jr.プローブと

する細胞機能解析については、発光と蛍光を組合わ

せたBiolumin巴scenceResonanc巴EnergyTransfer 

(BRET)によるタンパク質 タンパク質相互作用

解析15.29)、ルシフエラーゼを半分に切断し、再構成に

伴う発光を測定することで細胞内タンパク質の相互

作用や局在解析 51など新たな技術が次々と開発され

ており 、リ ズム研究にこれらを応用することで新た

なメカニズムの解明に役立つのではないだろうか。

ルシフエラーゼアッセイ系をご存知の方には退屈

な点もあったかもしれないが、これからルシフエ

ラーゼを使い始める方々の一助になれば幸いである。

謝辞

共同研究者であるサンパウロ州立大学のVadim

Viviani博士、北海道大学の本間研一先生、本間さと

先生に感謝する。また、発光測定に関しては東京大

学の秋山英文博士、 ATTOの久保田英陣氏、浅川篤

氏、榎本敏照氏、ルシフエ ラーゼの改良については

東洋紡績の西井重明氏、浅井友美氏の協力のもとす

すめた。この場を借りて感謝する。最後に執筆の機

会を与えて頂いた岡山大学の富岡憲治先生に感謝す

る。

引用文献

1) Akashi M. Takumi T: Nat Struct Mol Biol 

12:441-448 (2005) 

2) Brandes C. Plautz JD. Stanewsky R. Jamison 

CF. Straume M. Wood KV. Kay SA、HallJC: 

Neuron 16:687-689 (1996) 

3) Carr AJF. Whitmore D : Nature Cell Biol 7: 

319-321 (2005) 

4) Gould S]. Keller GA Hosken N. Wilkinson ]. 

11寺IflJ生物学 VoI.J3.No.1 (2007) 

- 46-

Subramani S: J Cell Biol108:1657-1664(1989) 

5) Kim SB. Ozawa T. Watanabe S. Umezawa Y: 

Proc Natl Acad Sci USA 101:11542-11547 (2004) 

6) Kolar C. Fejes E. Adam E. Schafer E. Kay SA 

Nagy F: Plant J 13:563-569 (1998) 

7) Kondo T. Strayer CA Kulkarni RD. Taylor W. 

Ishiura M. Goldedn SS. Johnson CI-I: Proc Natl 

Acad Sci USA 90:5672-5676 (1993) 

8) Leclerc GM. Boockfor FR. Faught W]. Fr羽 νley

LS: BioTechniques 29・590-601(2000) 

9) Mihalcescu 1. Hsing. W. Leibler S: Nature 

430:81-85 (2004) 

10) Nagoshi E. Saini C. Bauer C. Laroche T. Naef 

F. Schibler U: Cell119:693-705 (2004) 

11) Nakajima Y. Ikeda M. Kimura T. Honma S. 

Ohmiya Y. Honma K : FEBS Lett 565:122-126 

(2004) 

12) Nakajima Y. Kimura T. Sugata K Enomoto T. 

Asakawa A Kubota H. Ikeda M. Ohmiya Y: 

Bio Techniq ues 38:891-894 (2005) 

13) Nishide SY. Honma S. Nakajima Y. Ikeda M. 

Baba K. Ohmiya Y. Honma K: Genes Cells 

11:1173-1182 (2006) 

14) Ohmiya Y. Sumiya M. Viviani VR. Ohba N: 

Yokosuka City Mus 47:31-38 (2000) 

15) Pfleger KD. Eidne KA: Nat Methods 3・165-174

(2006) 

16) Sato TK. Panda S. Miraglia L]. Reyes TM. 

Rudic RD. McNamara P. Naik KA FitzG巴rald

GA Kay SA Hogenesch JB: Neuron 43・527-537

(2004) 

17) Seliger HH. McElroy WD: Arch Biochem 

Biophys 88:136-141 (1960) 

18) Seliger HH. McElroy WD: Proc Natl Acad Sci 

USA 52:75-81 (1964) 

19) Shimomura 0: Bioluminescence. Chemical 

Principle and Methods 1 -454: W orld Sci巴ntific

(2006) 

20) Tanahashi Y. Ohmiya Y. Honma S. Katsuno Y. 

Ohta H. Nakamura H. Honma K: Anal Biochem 
289:260-266 (2001) 

21) Ueda H. Chen W. Adachi A. Wakamatsu I-I. 

Hayashi S. Takasugi T. Nagano M. Nakahama 

K. Suzuki Y. Sugano S. Iino M. Shigeyoshi Y. 

Hashimoto S: Nature 418:534-539 (2002) 

22) Viviani VR. Bechara E]. Ohmiya Y: 



Biochemistry 38:8271-8279 (1999) 

23) Viviani VR. Silva AC. Perez GL. Santelli RV. 

Bechara E]. Reinach FC: Photochem Photobiol 

70目254-260(1999) 

24) Viviani V. Uchida A. Suenaga N. Ryufuku M. 

Ohmiya Y: Biochem Biophys Res Commun 

280・1286-1291(2001) 

25) Welsh DK. Yoo SH. Liu AC. Takahashi JS. Kay 

SA: Curr Biol 14:2289-2295 (2004) 

26) Yamagishi K. Enomoto T. Ohmiya Y: Anal 

11寺|羽生物学 VoI.13.No.l (2007) 

Biochem 354:15-21 (2006) 

27) Yamaguchi S. Isejima I-:I. Matsuo T. Okura R. 

Yagita K. Kobayashi M. Okamura H : Science 

302:1408-1412 (2003) 

28) Yamazaki S. Numano R. Abe M. Hida A. 

Takahashi R. Ueda M. Block GD. Sakaki Y. 

Menak巴rM. Tei H: Sci巴nce288:682-685 (2000) 

29) Xu y， Piston DW. Johnson CH: Proc Natl Acad 

Sci USA 96:151-156(1999) 

- 47-


