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ホタルの発光をバイオツールへ
３色の生物発光により細胞内の複数情報を知る

ヒトを含めた生き物の生命現象は、細胞内の多くの分子とその複雑な化学反応の

ネットワークによって制御されている。そこで生命現象を知るために、このネッ

トワークを解析する技術の開発が望まれている。われわれは、発光色の異なるホ

タル（甲虫）の発光タンパク質（ルシフェラーゼ）に着目し、3色のルシフェラー

ゼを用いて細胞内の複数の遺伝子発現を同時に検出する技術を開発した。

We developed a revolutionary tricolor reporter in vitro assay system, in which three 

gene expressions are monitored simultaneously using green-, orange- and red-emitting 

beetle luciferases.  The technique was used to analyze biological clock mechanisms, 

which is generated by complicated transcription-translation feedback loops of clock 

genes, and two clock gene transcriptions were monitored simultaneously.  This 

technique, furthermore, could be utilized for fi ne analysis in new fi eld of transcriptome 

and promoterome, as well as pharmacological or toxicological technologies. 
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生物発光に関する生物学から細胞工学ま
で、つまりホタル採集から発光マウスの
作製までを研究する。例えば、中国科学
院昆明動物研究所のLiang博士とともに
雲南省の発光甲虫を採取、ホタルのルー
ツの探索を行っている。また、北海道大
学医学研究科の本間研一教授とともに発
光マウスの体内時計解析を行っている。
90年群馬大学大学院医学研究科内分泌
学専攻修了。（財）大阪バイオサイエン
ス研究所特別研究員、新技術事業団独創
的個人研究事業「さきがけ研究21光と
物質」研究員、静岡大学教育学部助教授
を経て2001年より現職。

はじめに
生命科学の分野では、90 年代に始

まったゲノムミクス解析やプロテオミ
クス解析という網羅的な手法によって、
細胞内にある生体分子群のライブラ
リーが完成しつつある。そして今、こ
のライブラリーの個々の分子の挙動を
イメージング（可視化）する動きが加速
している。イメージングする対象の一
つとして、個々のタンパク質の遺伝子
レベルでの発現解析がある。細胞では、
外的な刺激に対して速やかに、あるい
はゆっくりと応答して、複数の遺伝子
発現が調節され、個々のタンパク質が
作られるのである。　　　　　　
これまでも、一定時間における特定

遺伝子の発現量を検出する手段として、
ホタルの発光タンパク質（ルシフェラー
ゼ）を用いた分析法があった。しかし、
これは発光の量に着目する技術で、情

報数は一つに限定されていた。われわ
れは、発光色の異なる甲虫（ホタルは甲
虫の一種）のルシフェラーゼを自由に扱
うことに成功し、発光色の異なるルシ
フェラーゼを利用して、複数の遺伝子
発現を解析する「マルチ遺伝子発現解析
システム」を開発した。さらに東洋ビー
ネット株式会社、東洋紡績株式会社と
共同でその製品化を進め、平成16年 4
月から市場に出した。われわれが開発
したシステムによって、複数の特定遺
伝子の発現が同時に解析できるように
なり、この技術は創薬開発や細胞毒性
評価などの現場で活かされてている。

マルチ遺伝子発現解析システムの開発
この技術の原点となる甲虫は鉄道虫

と呼ばれている。鉄道虫は、南米ブラ
ジルのサンパウロから内陸部にかけて
棲息する発光甲虫で、その光る姿が列
車のように見えることから鉄道虫と呼
ばれている（図1）。われわれは1998年に、
鉄道虫の赤色と緑色のルシフェラーゼ
のクローニング、さらに橙色のルシフェ
ラーゼ変異体の作製に成功し、実用化
を進めた。大きな問題は、鉄道虫のル
シフェラーゼは大腸菌では発現するが、
哺乳類での発現は安定しない点であっ
た。しかし遺伝子のコドンの改変など図1　南米産鉄道虫の発光
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を行い、哺乳類細胞での安定な発現に
成功した。
一方、われわれはアトー株式会社の赤、

橙、緑3色の発光を分割して定量するル
ミノメーター（発光計測装置）の製品化
を支援、3色の発光タンパク質によるマ
ルチ遺伝子発現解析法を確立した。この
方法の概略は、測定対象である3つのタ
ンパク質の遺伝子上にあるプロモーター
領域（遺伝子発現を制御する配列）を3色
のルシフェラーゼ遺伝子の上流に挿入、
ターゲットとなる遺伝子の発現状況に応
じて3色のルシフェラーゼが合成される
ので、それぞれの発光量を測定すること
によって、3つの遺伝子の発現量を同時
に定量するものである。

マルチ遺伝子発現解析システムの検証
このマルチ遺伝子発現解析法を、体

内時計の解析によって検証した。哺乳
類細胞では、Per、Bmal1、Clockなどの
複数の時計遺伝子の発現とそのタンパ
ク産物によるフィードバックループが
体内時計を制御しているので、それら
複数の遺伝子産物の動きを同時に定量
的に解析する必要がある。赤色ルシフェ
ラーゼの上流に Bmal1プロモーター内
の転写活性因子結合部位のRORE配

列を、また橙色ルシフェラーゼの上流
にはオリジナル配列である Bmal1プロ
モーター領域を挿入した。一方、定常
的な遺伝子発現を誘導するSV40プロ
モーター配列を挿入した緑色ルシフェ
ラーゼを内部標準とした。Bmal1の転
写活性を促進する因子であるRORα4タ
ンパク質を共発現させた場合、RORα4
量に依存して Bmal1の発現が促進され
るのに対して、RORE配列のみでは十
分に発現が促進されないなど、遺伝子
配列の違いによって遺伝子の発現する
情報が変化することを同時に測定、直
接比較できる（図2）。　
また、マルチ遺伝子発現解析は生き

た細胞内での遺伝子発現を観察する手
段としても有用である。図3は Per2プ
ロモーター配列を赤色ルシフェラーゼ
の上流に、また Bmal1プロモーター領
域を緑色ルシフェラーゼの上流に挿入

したベクターをRat-1 細胞に一過的に
導入し、細胞をデキサメタゾンという
薬剤（個々の細胞の時計遺伝子を同調さ
せる）で処理した後、2つの転写活性を
120時間にわたって、アトー株式会社製
のクロノス（体内時計連続測定用ルミノ
メーター）で測定した例である。24時間
周期で転写活性が変化し、Per、Bmal1

遺伝子間に約12時間の位相のずれがあ
ることがわかる。
このように、マルチ遺伝子発現解析
システムによって、従来、煩雑な操作
で得ていた細胞内の遺伝子発現の情報
を、単純な操作で、しかも生きた細胞
でも同時に複数得ることができること
になった。その応用範囲は、われわれ
が検証した体内時計の解析だけに限ら
ず、細胞生物学、薬理学、分子生理学
など広範な分野に広がっていくものと
思われる。
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図2　mRORαによる Bmal1プロモーターおよびROREの転写活性
化の同時測定

図３　赤、緑色ルシフェラーゼを用いたリアルタイム時計遺伝子転写活性の測定
Rat-1細胞における Per2（赤色）Bmal1（緑色）遺伝子発現リアルタイム
解析の一例。


