
（2019-10-5）

生物発光化学発光研究会
第35回学術研究会

一般社団法人京都光科学研究所・京都工芸繊維大学
きょうとこうかがくけんきゅうしょ

柄谷 肇

細菌生物発光および
発光細菌研究から生まれた

化学発光



一般社団法人京都光科学研究所
Kyoto Luminous Science Laboratory

（KLSL）

設立： 2018年12月27日
代表理事・所長：柄谷 肇

研究拠点：
けいはんな学研都市

（関西文化学術研究都市）
京都府相楽郡精華町光台一丁目7   

けいはんなプラザラボ棟

研究員（as of 2021-4-1）：
常勤（1名）・非常勤（5名）

事業内容：
広く光科学に関する学術研究を行い，得られる成果を
科学技術・学術・教育・芸術並びに産業の発展に活かす



● けいはんな学研都市（関西文化学術研究都市）・けいはんなプラザおよび周辺



生 物 発 光
Outline



² アリストテレス（384 - 322 BC） 海洋⽣物種180種類について記述
“cold light（冷光）”を最初に認識

² プリニウス
（Pliny the Elder（23-79 AD））
広範で体系的な記述

² コロンブス（1490年頃 大航海）

外洋表層大規模発光現象 San Salvador“burning sea”
² ロバート ボイル（1667）
腐肉やキノコからの発光と空気との因果関係

² H. M. S. Challenger（1873）
⽣物発光の科学的研究を⽬的とする航海

² Raphael Dubois （1885）
二枚貝の発光（発光関連化学物質の抽出）

⽤語“luciferine”と熱に対して不安定な“luciferase”という新語を創世
➣生物発光の化学的な研究の端緒

● 生物発光研究（観測）の歴史



Type I    直接酸化: 基礎的な酵素基質反応：

基質の活性化 O2
基質前駆体 →→→ 基質 →→→ 光

Type III 還元反応による基質生成，それに続く酸化反応 : 
還元 O2

酸化型基質 →→→ 基質 →→→ 光

Type II 基質の活性化，それに続く酸化反応 :

Type IV    基質−酵素複合体，O2 結合（フォトプロテイン，P），
それに続くイオン活性化

O2 H+ or Ca2+ 

LH2 →→→ P  →→→ 光

O2
基質 →→→ 光

写真，「日本ホタルの会」 鈴木浩文博士

A B

写真， 下村脩先生の好意による

● 生物発光反応のタイプと共通点

Karatani

O O

OR
O OR R'O2

写真，「はてのうるま」 小江克典博士



発光細菌

細菌生物発光



海棲
Vibrio属*, Aliivibrio属, Photobacterium属, Schwanella属

4属 21種

*淡水産Vibrio choleraeもVibrio属に含める
（日本国内でも発見されている：いわゆるホタルエビ）

陸棲
Photorhabdus属（線虫と共生）

（米軍職業軍人の血液から単離されたこともある）

1 属 3 種

計 5属 24 種

●発光細菌の種類



1 L中に
10 個

（微小プランクトン）● 発光細菌の棲息域
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1, Vibrio harveyi
2, Photobacterium phosphoreum bmFP

3, Aliivirio fisiae Y1

● 発光細菌の発光および光の波長分布：
特徴，光の色の多様性

3. Aliivibrio sifiae Y1



（発光生物）
発光細菌は
なぜ光るの？

光る目的は何？
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The Evolution of Bioluminescence Oxygen Consumption as an Ancient Oxygen Detoxification 

Mechanism    J . Mol. Evol. 52, 321-332 (2001) 

 

● 仮説 発光細菌はなぜ光るのか

自発的に進む発熱反応
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クオラムセンシング

集 団 同 期

● 単一細胞の発光と多細胞集団の発光

ただ光る
だけ？

● だけどもそう物理化学的な説明だけでは済まされない



luxR luxCDABEluxI

LuxR LuxI

Autoinducer

lux gene expression 

Light

lux遺伝子発現のon-off
Meighen, et al.

Autoinducer (AI)

V.fischeri

V.harveyi

O
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H
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OO

O

O

H
NH3C

OOH

High density

Autoinducer
LuxR

細胞間ケミカルコミュニーケーション
Hastings, et al.

Low density

● 細胞集団の発光・クオラムセンシング



0.5 mm

Line  profile
Exposure, 20 s 30 s 20 s 0.5 mm

Line  profile
30 s 20 s

Optical filter

Excitation 
Lamp-off

Vibrio shewanellaP. phosphoreumbmFP Aliivibrio fischeri Y1

Real color 
CCD camera

● 発光細菌のコロニーに現れる規則性



発光細菌
酸素分子 O2
刺激応答



t = 6

t = 11

1 mm

t = 16

t = 21

t = 1

O2 supply

Halt of O2 supply

Halt of aeration

Aeration

● 集団同期的？な発光パターン（O2vs.P. phosphoreum bmFP）



pO2↑

● P. phosphoreum lux遺伝子組換え大腸菌コロニーの酸素刺激応答

発光パターンは発光細菌に固有のものではない
➢ 酸素刺激と関連して出現する



O2 vs.発光
黄色発光細菌

Aliivibrio sifiae Y1
（Vibrio fischeri Y1）

に着目
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● Y1生物発光色は蛍光タンパク質の関与による

高エネルギー中間体 - 蛍光タン
パク質間の電子移動反応



Y1-YFP* (Y1-Yellow)Y1-BFP * (Y1-Blue) and
[L’ase~FMNH-OH]*

● Real color fluorescence images of A. sifiae Y1 

Objective (CFI Plan APO 100×(oil))

10 µm

Exciter,
380-420 nm

10 µm

Exciter,
450-490 nm

Nikon Fluorescence microscope Eclipse E600W with a Keyence Color 
CCD VB-600:Objective (CFI Plan APO 100×(oil)).  



t , 蛍光寿命
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● Y1蛍光タンパク質

Y1-BFP
Chromophore



L’ase 触媒回路

ATP 生産

NADH
-H+

-2e-
NAD+

O2

H2O

L’ase

L’ase~FMNH2

O2

L’ase~FMNH-OOH

RCHO

L’ase~FMNH-OO-CHOHR

RCOOH

[L’ase~FMNH-OH]*L’ase~FMNH-OH

発光

L’ase~FMN

H2O

FMN

呼吸

Cytochromes

Dehydrogenase
complex

FMN
+2H+

+2e-
FMNH2

蛍光タンパク
（FP）

FP*

FP*からの
発光

● 細菌生物発光のメカニズム



● 発光色変化：Y1-YFP (Y1-Yellow) vs. luciferase

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10 12 14 (h)

����

kDa
~1 h

97
66
45

31
25

97
66

45

31
25 11 h

97
66
45

31
25

4 5 6pI 4 5 6 4 5 6

pI

97
66
45

31

21
kDa

4 5 6

Standards 0

20

40

60

400 450 500 550 600

Re
lat

ive
 lig

ht 
int

en
sit

y

Wavelength (nm)

A

C

B

A B C

D

22 h

luciferase

Y1-YFPY1-Blue



Y1発光挙動
vs. 酸素分子
O2



● 発光色の酸素分圧依存性



Time-courses for A. sifiae Y1 BL intensity and
O2 concentration (upper panel) and spectral
distribution (lower panel). Open arrowheads,
aeration on and closed arrowheads, off.

A. sifiae Y1 in stationary phase at 16 ℃.
Cell population > 2.1 ´ 109 /mL. 
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● 高細胞密度 A. sifiae Y1カルチャー，酸素分圧変化に対する応答
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● 発光色の酸素分圧依存性（対数期後半）⇔可逆的な発光色変
化

 

0

1

2

4 0 0 4 5 0 5 0 0 5 5 0 6 0 0  
O2 limited condition

High O2 concentration

可逆的発光色変化に要する時間
< 10 s

化学反応によるものであろう！
Y1-YFP (Y1-Yellow)のレドックス

の特性と関係しているのでは?

22 h

対数期後半
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complex

b – c1
complex

cytochrome oxidase 
complex

NADH   
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FMNH2

Q
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Cyt c
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L’ase catalytic cycle

RCHO

hn (~485 nm) 

Inner membrane

Membrane space

Matrix

O2

FMN+RCOOH+H2O

O2

O2
O2

O2

Y1-YFP

BL modulation
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● 可逆的な発光色変化の分子メカニズム



（現象論として，また結果論的だが）

通常，主に還元型で存在するY1-
Yellowを動員して，ルシフェラーゼ反

応を活性化
⇩

余剰酸素分子 O2 の効率的消去

それでも活性酸素種（O2
-, H2O2, etc.）

は発生するであろう



● 細菌ルシフェラーゼに関してはさらなる検
討が必要だが，少なくともY1-Yellowは余剰酸

素分子，またROSと相互作用する
↓

発光細菌由蛍光タンパク質遺伝子
による可視化

🎇 細胞小器官 : ミトコンドリア
（最大の酸素分子消費エンジン）

🎇 細胞内分子：O2 および 活性酸素種

² 💡💡自前の遺伝子で観てみたい!!



Y1-Blue Y1-
Yellow

10 µm 10 µm

E. coli-Y1-Blue E. coli-Y1-Yellow

● 蛍光タンパク質発現例： Y1-Blue, Y1-Yellow
上段，蛍光顕微鏡イメージ; 下段，蛍光タンパク質の蛍光スペクトル

t = 12.5 ns
Mr = 23k 

t = 6.7 
& 
t = 6.9 ns
Mr = 23k 
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Phase contrast� Fluorescence�

● Y1-Blue 酵母発現系の時間過程：上段，Y1-Blueを持たない酵母；下段，Y1-Blue

形質転換酵母（プラスミド，pYES2/CT）： 特徴, 細胞全体にわてって強い青色蛍光放射

● H2O2 (0.2 mM) 添加効果：ミトコンドリア近傍消光



● 発光細菌黄色蛍光タンパク質による
酵母ミトコンドリアの蛍光可視化
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正常酵母生細胞ミトコンドリア

の選択的蛍光可視化（→）

Mitochondria (MT)-シグナルペプチド
（28アミノ酸残基） (由来：酵母 cytochrome c

oxidase, subunit VIII)
Met Leu Cys Gln Gln Met Ile Arg Thr Thr Ala 
Lys Arg Ser Ser Asn Ile Met Thr Arg Pro Ile Ile 
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● 酵母-MT-Y1-Yellow の発現（一般細胞染色試薬との共染色による評価）：

Phase contrast B-2A G-2A UV-1A

Sc-control

Sc-Y1-yellow 10 µm

Sc-control� Sc-Y1-Yellow�

10 µm�

DAPIMitoTracker OrangeY1-Yellow



0 min 30 min 60 min

● 呼吸阻害剤KCNがSc-Y1-yellow に及ぼす効果の可視化

B-2A

FITC

Merge

0 min� 30 min� 60 min�

5 µm�

50 mM KCN 中において30分間浸漬後，
oxyBURST Green 及び Trypan Blueにより染色

�B-2A�� �FITC��

#1�

#2�

#3�

#4�
#1�

#2�

#3�

#4�

10 µm



Fig. 6 Visualization of mitochondrial Y1-Yellow fluorescence at an early stage after addition of H2O2. Sc-mtY1-Yellow cells are from an identical 
culture. Fluorescence microscopic observations are performed under the same conditions. (A) Fluorescence images acquired over time in the absence 
or presence of 0.1 mM H2O2. The time at the top of each image indicates the elapsed time after addition of H2O2. (P) phase contrast image. (F) 
fluorescence image (filter block: B-2A). In (A), strongly fluorescent cells are selected for comparison (see ESI Fig. 6†). Mitochondrial clusters are 
encircled with dotted curves. Exposure: phase contrast, 0.1 s;fluorescence, 1 s. Scale bar = 10 μm. (B) Corresponding intensity profiles on the line 
drawn on each fluorescence image. Intensity, normalized to the maximum intensity(= 1 at asterisk) in (B), is the average of green- and red-light 
components. Blue curve, 10 min after addition of H2O2; red, 30 min; and green, 60 min.
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Visualization of mitochondrial Y1-Yellow fluorescence at an early stage after addition of H2O2



● 酸化ストレス下の酵母（oxyBURST Green および Trypan-Blue 共染色）

20 mM H2O2添加酵母カルチャー（merge: B-2A+FITC merge後、画像処理）

(merge)�(B-2A)� (FITC)�

10 µm



発光細菌黄色蛍光タンパク質
コード遺伝子による

酵母細胞ミトコンドリア活性酸素種
（ROS）

の蛍光可視化

標的細胞毒性物質 → 活性酸素種
標的細胞小器官 → ミトコンドリア



主題から少し離れますが，

細菌生物発光の研究から
生まれた（電解）化学発光



Three-electrode Potentiostat

[emitter]*

quartz
window

glassy
carbon

working electrode

reference electrodeauxiliary electrode

sample

Three-electrode Potentiostat

[emitter]*

quartz
window

light
glassy
carbon

working electrode

reference electrodeauxiliary electrode

sample

● 細菌生物発光：電極溶液界面における再現
ルシフェラーゼ触媒回路の電気化学的 ON-OFF
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サイクリックボルタモグラム
（blue）および対応する発光応答
（red）.
Eini = 0 V; Eapp vs. Ag.
電位掃引速度 (A) 1 mV s-1 (B) 10mV 
s-1
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繰返し励起電位パルスサイクルに対
する発光応答（blue）; 還元電流応答
（red）： Eini = 0 V, Dt = ３０ s  ⇔
Eex = (-0.4 〜 -1.0 V, Dt = 2 s) × n
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励起電位パルスに伴う発光応答および
電流応答. 上段パネル：励起電位パルスサ
イクル；Eini = 0 V, Dt = ３０ s  ⇔
Eex = -0.5 &  -1.0 V, Dt = 2 s
下段パネル：発光応答（blue）; 還元電流
応答（red）

● 細菌生物発光 in vitro : 印加電位応答

初濃度：Luciferase = 1.8 mM; RCHO = 100 mM; 
FMN = 133 mM; O2 = 0.6 mM; KCl = 100 mM.

s



● ヒドロキシ化合物の電解化学発光

L’ase~FMNH-OO-CHOHR
FMN部位から-OO-への

分子内CIEELはあり得るか?
FMN部位は酸化されなければならない!



● ヒドロキシル化合物の電解発光 （発光スペクトル分布）



● ヒドロキシ化合物からの発光および増感
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● ヒドロキシル化合物の電解発光 （分析化学への応用）



光をシグナルとする

バイオセンサーおよびバイオイメージング

公益事業 教育活動

1．生物発光をシグナルとする

様々な環境有害物質の可視化法の実証化研究

2．生物発光関連遺伝子による哺乳類細胞内毒性物質

の生細胞可視化イメージング法の研究開発

3. 教育活動： 広く光科学を背景とする体験型理科授業

（対象；小中高生，一般社会人）

理科教育の普及・啓発

● 法人における主たる事業テーマ（これまでの知見を背景とする）



環境毒性物質の
生物発光可視化

- - - 急性環境毒性物質
迅速スクリーニング - - -



工場，大学など事業所，農地，
一般家庭，自然界（鉱物など）
から湖沼，河川，地下水系，海
洋への有害物質の流入・溶出，

プランクトン由来毒の発生

水環境の悪化 é

水生態系，上水，農業用水
に被害波及

市民生活，産業活動に影響

生物学的環境毒性評価
（スクリーニング）

環境毒性陽性判定

環境有害物質の同定

環境政策立案・実行
・環境水の無毒化
・水環境の保全

● 環境有害物質の起源とその影響
（研究開発の必要性と重要性）



● Photobacterium phosphoreum bmFP 生物発光関連遺伝子発現例：

特徴, 完全自家発光： lux遺伝子クラスター，7158-塩基長

In the dark�In the light�
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● 生物発光に基づく呼吸阻害毒性可視化の基本原理
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● 生物発光大腸菌による呼吸阻害毒性物質可視化の概念
対象物質例（呼吸阻害により特に過酸化水素を誘導する物質）
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発光大腸菌
カルチャー

アルギン酸含
有新鮮培地

ゾルカルチャー ゲルカルチャー

カメラ撮影（生物発光可視化）
有害性物質含有試料
↓

発光 ∝ シアン化物濃度

マイクロプレート
（24-，96-ウェルなど）

シアン化物標準試料添加

シアン化物の生物発光可視化実施例
発光大腸菌の発光 （プラス） アルギン酸ミクロ環境効果（2-way）

一つのゲルの径 約5 mm
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発光大腸菌
固定化の概念ゾルカル

チャー

カルシウ
ムイオン
水溶液

アルギン酸
▶ 食品増粘剤，安定剤，

ゲル化剤などとして
広く使用されている

汎用カメラ



● 生物発光大腸菌によるシアン化物の可視化（ゾル系） シアン化物濃度 mg・L-1（ppm）
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● 生物発光大腸菌によるシアン化物の可視化（ゲル，大腸菌固定化 12 h 後）



● アルギン酸ゲルミクロ環境において漸次増幅される生物
発光
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生物発光大腸菌による環境有害物質の可視化
●適用範囲の拡張と高機能化
● オーダーメイド型生物発光可視化

物質⧴ 適用範囲の拡張

ROS誘導性有害物質

• カドミニウム
（一般に重金属イオン）

• ビオローゲン(パラコート)
• 鉱物由来無機ヒ素
• 食品由来シアン化物，無機ヒ素
• 殺虫剤，農薬由来の有害物質など

他の重要な有害物質

• 有機スズ
• プランクトン由来の自然毒素
（例, サキシトキシン：LD50（10µg/kg）

琵琶湖など）
• 自然発生的な有害物質
（発生事例，ホルムアルデヒド；

東京都水道局埼玉県三郷浄水場）

発光遺伝子

高機能化

選択的取込み能の付与

• 遺伝子組換えによる選択的
取り込みチャネル形成

• イオン対形成試薬の選択
（キレート試薬を含む）

他の有害物質への対応

• 生物を模倣したスイッチ遺
伝子の応用研究

● 活性酸素種（ROS）依存
性スイッチ
KatG’, SoxS’，Prx’, 
Gpx’, など

● 重金属依存性スイッチ
MTF1’, など
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