
FDSS アプリケーションノート 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　        ②: Aequorin Flash Luminescence 

　イクオリン (Aequorin) は、発光クラゲ Aequorea aequorea より単離された発光タンパク質で、アポタンパク質アポイクオリン 
(Apoaequorin)、発光基質セレンテラジン (Coelenterazine) の複合体からなります。Ca2+がイクオリンと特異的に結合すると、アポイ
クオリンの高次構造変化により中心波長465 nm の青色瞬間発光を示し、副産物のセレンテラミドと二酸化炭素が生じます。この
反応を利用して、生理的条件下の細胞内カルシウムイオン濃度変化の検出に利用することができます。 
　薬物の受容体結合試験、アゴニスト作用、アンタゴニスト作用の大量スクリーニングのため、近年、GPCR、Aequorinを発現さ
せた培養細胞を用いたHTSが、以下の利点より注目され、盛んに行われるようになってきました。 
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遺伝子組み換え的手法を用いて、GPCR-Aequorinを発現する組み換え細胞を用いて発光測定を行うためには、直前に細胞に対し
て発光基質セレンテラジンをローディングする必要があります。その最適な基質濃度とローディング時間を検討するため、HTSに代
表的に用いられるCHO (Chinese Hamsｔor Ovary) 細胞を用いて実験を行いました。 

実験1. 発光基質濃度の検討 

■ 目　的 

Neurotransmitterで刺激されるGPCRを発現させた遺伝子組み換えCHO細胞を、1wellに10 000細胞分注しました。 
基質濃度1 μM、2 μM、5 μM、10 μMで4時間ローディングした細胞を、内因性のリガンドであるATPとACHで刺激しました。 

○ 高いS/N 

○ 少ない細胞で検出可能 

○化合物の自家蛍光の影響を低減でき、蛍光法と比較して擬陽性が少ない 

○アッセイ自体が簡単 (mix and read) 

○細胞への毒性が少なく、アッセイできる時間が長い 

○生理的なCaイオン変化の検出が可能 

○コストダウン化が可能で1536プレート向き 

発光基質の濃度と 

ローディング時間の条件検討 

発光基質の濃度と、細胞に対するローディング時間の条件検討 

【ATP】 【ACH】 



実験2. 発光基質のローディング時間の検討 

ま　と　め ま　と　め 

発光基質セレンテラジンを5 μMで4時間ローディングしたもの
と、0.5 μMで24時間ローデングしたものとで比較しました。 

●Aequorinの発光基質であるセレンテラジンは、通常5 μMで当日(4時間)ローディングされますが、実験1の 
　結果から、さらに濃度を上げることにより発光の最大値を上げられることがわかりました。 

●24時間で発光基質をローディングする場合は、通常0.5 μMで、チューブを回転しながら添付されますが、 
　その場合は、細胞内の再構築されたAequorinがより多く生産され、より低濃度のリガンドに刺激されて 
　放出されるカルシウムイオンを検出することができます。 
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