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（１）スプリットルシフェラーゼとは何か？

ホタルルシフェラーゼは、ルシフェリン＝ルシフェラーゼ反応によって発光を呈する蛋白質で、

発光蛋白質の中では最も古くから知られ解析がなされてきた。哺乳類細胞内でホタルルシフェラ

ーゼを発現させた場合、培地へのルシフェリン投与に対して発光を呈する。しかしルシフェラー

ゼを N末端 (lucN)、C末端 (lucC)のドメインに分割した状態（スプリットルシフェラーゼ）で

細胞内に発現させると、もはやルシフェラーゼをしての活性を失い発光しない。ところがこれら

スプリットルシフェラーゼに、互いに結合するペプチド配列を融合させることで、lucN,lucCの

距離が短くなり発光能を復活させることができる。つまり lucN, lucC に融合したペプチド同士

の結合を、発光を指標にして計測できる実験手法といえる。 

（２）CREB リン酸化検出スプリットルシフェラーゼの開発

今回の発表では、cAMP response element binding protein(CREB)リン酸化（活性化）を発光

計測するために、スプリットルシフェラーゼ法を用いた。CREB は転写因子として知られ、記憶

形成などの脳機能に深くかかわっていることが知られているが、同時に薬物中毒や精神神経疾患

にもかかわることが知られている。 

CREBのリン酸化ドメイン（KID）は、神経細胞の活動に応じてリン酸化され立体構造を変化さ

せる。さらにリン酸化 KIDドメインは、CBP 蛋白質の KIXドメインに結合した後、転写が活性化

されることが明らかになっている。ホタルルシフェラーゼを N 末端 (lucN)と C末端(lucC)に分

割し、両者を CREBの KIDドメインと、KIXドメインに融合させた。KIDがリン酸化されることに

より KIXと結合し、分割したルシフェラーゼの N末端と C 末端が相互作用し発光する（図１）。
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化を受けるセリンをアラニンに置換することで、この反応がキャンセルされることも併せて確認

することができた。すなわちスプリットルシフェラーゼ法を用いて、CREB リン酸化を検出する

ことができると結論付けられた。 

（３）スプリットルシフェラーゼの精神神経疾患解析への応用

CREB リン酸化検出スプリットルシフェラーゼを発現するトランスジェニックマウス系統を作



 

製した。このマウスに抗うつ剤(Imipramine, Fluoxetine)を急性投与すると、マウス脳からの発

光強度が上昇することが観察できた。またこのマウスの脳内 CREB をウエスタンブロットで解析

すると、リン酸化が亢進していることが明らかになった。これらのことから、生体脳中の CREB

リン酸化を計測することに成功したと結論できる。

次にうつ状態を誘導できるレセルピンをトランスジェニックマウスに投与し、うつ様症状の重

篤度を尾懸垂試験により測定した。また、

レセルピン投与前後での脳における発

光の変化も計測し、脳のどの部位での

CREBリン酸化亢進が、うつ様症状の重篤

度と相関が高いか解析した（図 2）。この

結果から、脳内の特定部位での CREB リ

ン酸化上昇が、うつ様症状と相関が高い

ということが明らかになった。この手法

により CREB のうつ症状における役割の

解明が期待できる。 

（４）スプリットルシフェラーゼ発現細胞の薬剤スクリーニングへの応用

CREB による転写活性の上昇は脳において記憶形成に必要と考えられている一方、心的外傷後

ストレス障害（PTSD）などの精神神経疾患や薬物依存では CREB リン酸化が異常に亢進している

という報告がある。すなわち CREB リン酸化を阻害する化合物はこれらの疾患の治療薬となるこ

とが期待される。 

CREBリン酸化検出スプリットルシフェラーゼを HEK293T 細胞に発現させ、CREBリン酸化経路

を活性化させるフォルスコリンを加えると、KID と KIX の結合に伴って N,C末端ルシフェラーゼ

が会合し発光することをまず確かめた。 

スプリットルシフェラーゼを発現した HEK293T細胞に 4800種類の化合物を添加し、同時にフ

ォルスコリンを用いて CREB リン酸化経路を活性化させた。フォルスコリンによる発光上昇を抑

える効果のある化合物を探索した結果、CREB リン酸化の上流酵素であるアデニル酸シクラーゼ、

プロテインキナーゼ A に

対して阻害効果のある化

合物を新規に同定できた

（図 3）。これらのことか

ら、スプリットルシフェラ

ーゼを用いた化合物スク

リーニングが有効に機能

することがわかった。 
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