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１．はじめに
1-1. ホタル生物発光における課題 
　ホタル生物発光は，励起光を必要としない・発光波長の
範囲が広い・発光量が高いという特徴を生かし，腫瘍増殖
や病原菌感染を観測する生体内分子イメージングから食
品衛生検査・土壌検査まで幅広く使われている [1]。この
発光は，タンパク質酵素であるホタルルシフェラーゼ（以
下「ルシフェラーゼ」）中で基質であるホタルルシフェリ
ン（以下「ルシフェリン」）とアデノシン三リン酸（ATP）
とが中間体を形成し，酸化反応により生成される発光体
（オキシルシフェリン）の励起状態から基底状態へ遷移す
る際におこる（Fig. 1(a)）。この反応は，基質と酵素の名称
からルシフェリン -ルシフェラーゼ反応（LL反応）と呼
ばれ，その発光色は温度・溶媒の pH・タンパク質の構造
の違い（変異体）などにより黄緑色から赤色に変化する
[2-10]。Fig. 1(a)の発光反応経路は広く受け入れられてい
るが，この経路の情報だけでは環境による色変化機構の
説明はつかない。2008年に，pH 6.4～ 8.5のホタル生物発
光の発光スペクトルが絶対値で測定され，pH 8.5の発光量
子収率は 41.0±7.4%と報告された [7]。またこの研究から，
pHが小さくなるほど緑色の成分が少なくなるため，赤色
発光になることが明らかになった。この定量計測の結果と
水溶液中のオキシルシフェリンに対する吸収・蛍光計測・
理論計算から [11-17]，現在では，発光にはケト－エノー
ル互変異性を含む複数の異性体が関与すると考えられて
いる（Fig. 1(b)）[18]。また，Fig. 1(a)の経路では生成物の
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Abstract
　夏の風物詩であるホタルの光は我々に馴染みのある風景である。このホタル生物発光はタンパク質酵素内で化学反応に
より発光する現象であり，発光反応メカニズム解明のため数多くの研究がなされている。本稿では，内殻吸収計測を用い
たホタル生物発光の研究について紹介する。

オキシルシフェリンに至るまでプロトンが 2個外れるが，
どの時点で外れるのか不明である。そのため，いまだに
生物発光の発光経路におけるルシフェリンの分子構造は，
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Figure 1	 Luciferin-Luciferase reaction (a) and possible compounds for 
the emitter (b).

(a) Luciferin-Luciferase reaction (b) Oxyluiferin and its conjugate 
      acids and bases

a carbon atom) exist in their enol form owing to their tendency
to form hydrogen-bonded homodimers.5 In solution, a solvent-
dependent equilibrium exists in which polar solvents favor the
enol form; the position of this equilibrium has been shown to
change over time.20,42−44 Recently, spectroscopic studies
determined the true pKa and pKE values of oxyluciferin in
both the ground and excited states and demonstrated that the
enol is more acidic than the phenol when excited,19,20,22,45

indicating that the molecule can exist in the enolate form after
excitation. Additionally, several analogues of oxyluciferin were
also studied in solution to determine the e�ects of solvent
polarity on this equilibrium.5,23,25,33

The mechanism of bioluminescence helps to envision some
directions for future work, both computational and exper-
imental, which is needed to better understand the excited-state
reaction hypersurface. A detailed understanding of this process

could help to resolve the questions that remain unanswered in
this field, some of the largest of which are:

• Does oxyluciferin undergo single or double deprotonation
and/or tautomerization in the excited state?

• Towhich acceptor (water or amino acid residue) does the
phenol group donate its proton and what are the resulting
structural e�ects?

• Does a second proton transfer (of the enol group) occur?
• What are the time scales for the proton transfer(s) and

tautomerization(s)?
2.2. Challenges Arising from the Analysis of the Existing
Literature
The spectroscopic data on oxyluciferin and its derivatives (Chart
2) published over the past five decades are provided as
Supporting Information, Table S1. In our exploration of the
literature, we came across several major issues complicating the

Scheme 1. Stepwise Chemical Reaction of Beetle (including Firefly) Bioluminescencea3

aNote that the protonation states of the intermediate species and the product (oxyluciferin) shown here are not necessarily the actual chemical
forms; for simplicity, only one form of each is shown.

Scheme 2. Reaction of the “Decomposition” of Oxyluciferin in Basic Solutionsa

aSpectroscopic and di�raction data confirmed that in solution oxyluciferin dimerizes by reaction between an enolate and keto form (note that the
phenol group may also be deprotonated in the reacting species).42 The reaction sequence shown here shows a suggested mechanism.

Chart 1. The Most Common Chemical Forms of Oxyluciferin, the Light Emitter in the Firefly Bioluminescence
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AkazawaらがセルビオースのＸ線吸収スペクトル（XAS）
を測定しており [29]，他の有機化合物に対してもＸ線吸収
計測による議論ができそうである。
　軟Ｘ線を用いた吸収計測では，分子の結合状態を反映し
たスペクトルを得ることができるため，軟Ｘ線時間分解分
光法の利用によるプロトン脱離も含めた LL反応の詳細解
明が期待できる。しかし，気相中の孤立分子や，比較的
構成原子数の少ない有機分子とは異なり，緩衝液中のケ
ージドルシフェリンのような環境中の有機分子の XASは，
かなり複雑になると予想される。そのため，結合の開裂
や脱プロトン化などの結合の違いを XASによって区別す
ることができるかどうかは自明ではない。
　上記のように LL反応においてプロトンが反応経路のど
の時点で外れるのかは明確ではない。ホタル生物発光の反
応過程を追跡するためには，プロトン脱離による構造変
化の検出が必要である。そこで，まずＸ線吸収計測により，
ルシフェリンの脱プロトン化による構造の違いについて
区別できるか検証した [30]。本稿では，これについて以下
に述べる。

２．方法
2-1. K-edge スペクトル
　ルシフェリンは，pHに依存してアニオンやプロトン脱
離したジアニオンの構造をとることが知られているため，
pHにより分子構造を制御することができる系となってい
る。Fig. 3に，ベンゾチアゾール環に C-OH結合を持つル
シフェリンアニオン (a)および C-O−結合を持つルシフェ
リンジアニオン (b)の分子構造を示す。Fig. 3に示すように，
本稿では，ベンゾチアゾール環とチアゾリン環を構成する
元素は番号で区別する。例えばヒドロキシ基がついてい
る C原子は 6'C，カルボキシ基がついている C原子は 4C
である。

文献により異なる（Fig. 2）[18-20]。これらの点も含めて，
色変化機構の理解にはホタル生物発光の反応過程を詳細に
調べることが求められている。
　化学反応過程を追跡する有効な実験方法として，はじ
めに照射するポンプ光により反応を開始し，時間差を置
いて照射するプローブ光により反応途中の分子のスペク
トル測定を行う超高速時間分解測定が有効である [21]。現
在ではこの超高速時間分解測定法のタンパク質反応への応
用が進んでいる。しかし，ホタル生物発光のようにタンパ
ク質酵素中でおこる化学反応は，基質・補因子・タンパク
質を混ぜると反応がはじまるため，反応開始時刻を正確に
決定できないという課題がある。この課題に対し，Kurata
らは光照射により外れる保護基（ケージド基）の利用を
考え，(7-diethylaminocoumarin-4-yl)methyl-caged D-luciferin 
(DEACM-ケージドルシフェリン）を開発した [22]。さらに，
Kumagaiらは DEACM -ケージドルシフェリンの光安定性
を照射光の波長ごとの光開裂量子収率として定量評価した
[23]。これにより，光安定性が既知のケージドルシフェリ
ンを得ることができたので，ホタル生物発光の反応機構追
跡が一歩進んだと言える。

1-2. K-edge スペクトルの利用
　我々は，ケージドルシフェリンの研究開始当初，検出用
の光源として紫外光の利用を想定していた。しかし，近年
軟Ｘ線時間分解分光法（Time-resolved soft X-ray absorption 
spectroscopy）の開発が進んだため [24,25]，Ｘ線も利用で
きる可能性が出てきた。実際，Kumakiらにより，フェナ
ントロリン鉄錯体の軟Ｘ線時間分解スペクトルが報告さ
れた [25]。軟Ｘ線時間分解スペクトルで反応を追跡するた
めには，プローブ光による結合状態観測について検証す
る必要がある。それに向けた研究はすでに開始され [26-
28]，原子数が少ない系について成果が出ている。また，

Figure 2　Three cases for the structure of D-luciferin in firefly bioluminescence reaction.
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(a) Total charge of D-luciferin is 0 [19]

(b) Total charge of D-luciferin is unclear [20]

(c) Total charge of D-luciferin is -1 [18]
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　ルシフェリンの pKaは 8.7[31]であることから，pH 7で
アニオン，pH 10でジアニオンの構造をとることが知られ
ている [32,33]。そこで，フォトンファクトリーの軟Ｘ線
ビームライン BL-7Aに我々が開発した溶液の XAS測定装
置 [27,28]を設置することで，pH 5，7，10のルシフェリ
ン C K-edge XASスペクトルを測定した（Fig. 4）。XAS測
定は，溶液試料を 2枚の Si3N4膜（100 nm厚）で挟むこと
で構成する液体セルを用いて行った。シリンジポンプを用
いて，液体セルの位置を変えることなく溶液試料の入れ替
えができる。溶液温度は 25°Cに設定した。液体セルは常
圧のヘリウム環境下にあり，ヘリウムの圧力を制御するこ
とで，液体層の厚さを 20 nm ～ 40 μmの範囲で精密に制
御できる。XAS測定は液体セルを透過する軟Ｘ線強度を
フォトダイオードで測定することで行うが，液体層の精密
厚さ制御により軟Ｘ線の吸収量を最適化できる。

2-2. 解析方法
　ルシフェリン分子には C原子が 11個あるために実験事
実のみから C K-edge XASスペクトルを帰属することは難
しい ｡そこでルシフェリンアニオンとジアニオンに対する
密度汎関数理論 (DFT)計算を行い ､時間依存 (TD)-DFT計
算から得られる理論スペクトルとの比較から実験スペク
トルの帰属を行った。ルシフェリンには，S原子が 2個，
O原子が 3個，N原子が 2個，C原子が 11個含まれるが，
1-2番目の分子軌道（MO）は S原子，3-5番目のMOは O
原子，6-7番目の MOは N原子，8-18番目の MOは C原
子の 1s軌道に相当する。ルシフェリンアニオンの内殻励
起スペクトルは，8-18番目の MOから lowest unoccupied 

Figure 3　Structure of D-luciferin anion (a) and dianion (b).

molecular orbital（LUMO）への励起が主な成分である。こ
れらの情報に基づき，理論スペクトルから C K-edge XAS
スペクトルに現れるピークの帰属を行った。なお，着目し
ている C-OH 結合（アニオン）と C-O−結合（ジアニオン）
の違いは，6'C1s軌道から LUMOへの励起に相当する C 
K-edge XASスペクトルピークに現れる。そこで，アニオ
ンとジアニオンの場合，6'C1s軌道のMOを確認し，6'C1s
から LUMOへの励起が含まれる実験スペクトルのピーク
を調べた。
　
３．結果と考察
3-1. K-edge スペクトル
　Fig. 5にルシフェリンの C K-edge XASスペクトルを示
す。どの pHの場合でも，特徴的なスペクトルピークは 4
つ現れた。pH 5と 7のスペクトルにおいて，ピーク強度
は異なるが，吸収エネルギーはほぼ同じという結果となっ
た。吸収エネルギーが似ているのは，pH 5も 7も，溶媒
中の主な化学種はアニオンであるためと考えられる。また，
濃度・光路長・溶媒の影響が含まれているため pH 5と 7
のピーク強度に違いが現れた，と考えられる。pH 10の最
も大きなピーク (285.1 eV)と 2番目に大きなピークのエネ
ルギー (288.7 eV)は，pH 7のピークエネルギー（それぞ
れ 284.9 eVと 288.6 eV）と似たような値であった。

3-2. スペクトルの帰属
　アニオンとジアニオンともに，6'C1s軌道は 11番目の
MO(MO11)であった。8番目のMO(MO8)はカルボキシ基

Figure 4　Exterior of experimental setup.
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Figure 5　C K-edge spectra for luciferin [30].
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LUMOへの励起に相当する。285 eV付近のピークは，ベ
ンゾチアゾール環とチアゾリン環の結合部位 2'aCと 2aC
に分布する MO10から LUMOよりも高い空軌道への励
起に加えて，着目しているMO11から LUMOへの励起が
含まれる。すなわち，ジアニオンの場合は，C1s MO8か
らの励起で構成されるピークよりも低エネルギー側に，
MO11からの励起に相当するピークが現れることがわかっ
た。287.5 eV付近のピークおよび 288.5 eV付近のピーク
は，アニオンの場合もジアニオンの場合も似たような励起
が含まれていた。287.5 eV付近のピークには 7'C1s(MO18)
や 7'aC1s(MO12)から LUMOよりも高い空軌道への励起，
288.5 eV付近のピークには C1sから LUMOよりも高い空
軌道への 1電子励起が複数混ざっていた。
　これらの結果に基づき，実験スペクトルである Fig. 5の
pH 7と pH 10に現れたピークを帰属した。pH 7はアニオ
ンのスペクトルなので，Fig. 6(a)と比較する。実験スペク
トル（Fig. 5）における pH 7のピーク aは，理論スペクト
ル（Fig. 6(a)）の 285 eV付近のピークと 284 eV付近のシ
ョルダー構造に相当する。pH 7のピーク b は，C-OH(6'C 
1s)から LUMOへの励起と，カルボキシ基の C1s軌道か
ら LUMOへの励起を含んでいる。pH 7のピーク cは，
7'aC1s(MO12)から LUMOへの励起，ピーク d は C1sから
LUMOよりも高い空軌道への複数の 1電子励起に相当す
る。pH 10はジアニオンのスペクトルなので，Fig. 6(b)と
比較する。実験スペクトル（Fig. 5）における pH 10のピ
ーク aは，pH 7の場合と同様に Fig. 6(b)の 286 eVより低
エネルギー側のピークに相当すると考えられる。このピー
クには C-O−(6'C 1s)から LUMOへの励起が含まれる。こ
の励起が pH 7のピーク bから pH 10のピーク aへと移動
したために，pH 10の場合，カルボキシ基の C1s軌道から
の励起で構成されるピーク bは，結果として pH 7の場合
に比べて高エネルギー側へシフトし，ピーク aとのエネル
ギー差が大きくなったと考えられる。なお，pH 10の場合
も，ピーク d は C1sから LUMOよりも高い空軌道への複
数の 1電子励起に相当する。

４．まとめ
　本研究では，緩衝液中のルシフェリンにおいて，結合
(OHと O−）の違いを内殻励起スペクトルで区別できるか
調べた。実験により pH 5，7，10の溶液におけるルシフェ
リンの C K-edge XASスペクトルを測定し，量子化学計算
による解析を行なった。その結果，C K-edge XASスペク
トルには特徴的なピークが 4つ現れることがわかった。理
論スペクトルとの比較から，それぞれ，ベンゾチアゾール
環を構成する C1sから LUMOへの励起・C-OHの C1sか
ら LUMOへの励起・カルボキシ基の C1s から LUMOへの
励起・複数の一電子励起，と帰属できた。ルシフェリンの
ヒドロキシ基からプロトン脱離する影響は，アニオンと
ジアニオンの 6'Cから LUMOへの励起エネルギーの違い
からピーク aとピーク bのエネルギー差に反映されること
がわかった。その差は 2.3 eVとなることから，C K-edge 

の C1s軌道で，11個の C1s軌道のうちで最も低い軌道エ
ネルギーを持つ。Fig. 6にアニオンとジアニオンの理論吸
収スペクトルを示す。6'C1s (MO11)から LUMOへの振動
子強度を太線で示した。MO11から LUMOへの励起は，
アニオンとジアニオンのスペクトルで異なるピークに含ま
れることがわかった。
　アニオンのスペクトルでは，285 eV付近のピークは
284 eV付近にショルダー構造を持ち，ショルダー構造
は 4'C1sから LUMOおよび LUMOよりも高い空軌道へ
の励起，285 eV付近のピークにはベンゾチアゾール環と
チアゾリン環の結合部位 2'aと 2aに分布するMO10から
LUMOへの励起および 7'aC，5'C1sから LUMOよりも高
い空軌道への励起が含まれる。着目しているMO11から
LUMOへの励起は，カルボキシ基の C1s軌道のMO8から
の励起ピークとともに 286 eV付近にピークを形成する。
一方，ジアニオンのスペクトルでは，284 eV付近のピー
クはアニオンのショルダー構造と同様に主に 4'C1sから
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Figure 6	 Theoretical absorption spectra for luciferin. Black bold line: 
transition from C-OH(6'C 1s) to LUMO [30].
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XASスペクトル測定により，C-OH 結合 (アニオン）から
C-O−結合（ジアニオン）への変化を調べることができる，
と言える。
　ルシフェリンの C K-edge XASスペクトルにおける
C-OH結合と C-O−結合の違いはベンゾチアゾール環の一
部である 6'Cから LUMOへの励起に現れたが，ルシフェ
リンのベンゾチアゾール環は共鳴構造をとり，負電荷は非
局在化していることから，C-OH結合と C-O−結合の違い
はわずかであったと考えられる。ケージドルシフェリンか
らルシフェリンが生成する反応のように，C-O結合が直接
開裂する場合は C K-edge XASスペクトルにもっと大きな
変化が現れる，と予想される。今後，ケージドルシフェリ
ンを用いた軟Ｘ線時間分解分光計測が可能になれば，ホタ
ル生物発光の反応経路解明への道が拓けると期待できる。
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