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【序論】ホタル生物発光の理解のため、基質であるホタルルシフェリン（以下、ルシフェリ

ンとする）の分光的性質にも古くから興味が持たれ研究されてきた[1-7]。近年、ルシフェリ

ンの分光的性質が反映されていると考えられる光ルミネッセンスの詳細な実験スペクトルが

報告された[6]。光ルミネッセンスとは、励起光エネルギーにより基底状態にある分子が励起

され、励起状態で緩和がおき、発光する過程である。ルシフェリンのように水溶液中での緩

和が起きる場合、図 1 に示すように複数の分子種の励起状態を経由する可能性があるため、

その経路はわかっていない。そこで本研究では、ルシフェリンの光ルミネッセンス過程の解

明を目的とした。ルシフェリンとその共役酸・塩基の理論吸収強度および励起状態における

自由エネルギーを用いた蛍光スペクトルの解析方法を提唱し、典型的な 350	 nmの励起光エネ

ルギーによる光ルミネッセンス経路とその pH 依存性を検証する。	 

【方法】基底状態(S0)と第一励起状態(S1)のルシフェリンとその共役酸・塩基の pKaを得るた

めに、密度汎関数法を用いて S0と S1状態それぞれの安定構造の振動解析を行った。振動解析

計算から得られる酸解離反応の Gibbs 自由エネルギー変化から pKaを見積った。さらに、pKa

の値が実験的に知られた分子において pKaの計算値がもつ誤差を利用して、pKaの補正を行っ

た。S0状態の補正された pKaから得られるモル分率と振動子強度を用いて、350	 nm の励起光

エネルギーによる理論吸収強度を見積もった。

S1 状態の相対自由エネルギーは、S1 状態におけ

る pKaから得たモル分率を用いて求めた。こうし

て、理論吸収強度と S1状態の相対自由エネルギ

ーを用いて、350	 nm の励起光エネルギーによる

吸収・発光経路を解析した。ただし、S1 状態で

は 1 個のプロトン付加・脱離がおきる可能性が

ある、と仮定した。	 

	 

図１：光ルミネッセンス過程の概念図	 



【結果】S1状態におけるフェノール型アニオンのプロトン脱離に対するpKa値は2.0となった。

この値は Morton ら[3]により報告されている-1.0 より大きい値になっている。Morton らは吸

収エネルギーのみを考慮した Föster サイクル[8,9]を仮定して pKa値を見積もっているが、本

方法では吸収エネルギーだけでなく、S1 状態における緩和エネルギーも考慮しているため、

Morton らの結果と本結果とのずれは、この緩和エネルギーに起因している。	 

	 図 2 に 350	 nm	 光励起による理論吸収強度を、図 3 に S1状態での相対自由エネルギーを示

す。これまで 550	 nm 付近の緑色の蛍光スペクトルは pH の値によらずジアニオン(L2-)の発光

であると考えられていた[1-6]。しかし、図 2 に示すように、pH	 <	 3 では中性ルシフェリン

(LH2)の吸収強度が大きい。図 3 より、S1状態では LH2の相対自由エネルギーよりもプロトン

脱離したフェノレート型アニオン(Phenolate-LH-)の相対自由エネルギーが低い。また、

Phenolate-LH-の S1状態からの発光色は緑である[7]。以上のことから、pH	 <	 3の発光は、L
2-

ではなく Phenolate-LH-の発光であり、「LH2の S0→S1
*→Phenolate-LH-の S1平衡構造→発光」

という経路で起きていることがわかった。	 
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