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研究成果の概要（和文）：ケージドNO化合物Flu-DNB-DBを合成し、培養細胞HCT116に投与し、近赤外フェムト秒パルス
レーザーを照射によりNO放出することを示した。可視光ケージドNO化合物であるRol-DNBを合成し、細胞内に投与して5
30-590 nmの光を照射した場合に照射位置特異的にNO放出を起こすことを示し、培養細胞内でミトコンドリアに集積す
ることを示した。さらに、黄緑色光照射によりRol-DNBからNOが放出されDrp-1に作用してミトコンドリア分裂が促進さ
れた可能性を示唆した。NOとは異なるガス状情報伝達分子であるH2Sについて、培養細胞に適用可能なケージドH2S化合
物を開発した。

研究成果の概要（英文）：A caged NO molecule, Flu-DNB-DB, was developed and applied for cultured cells. 
When the cells loaded with Flu-DNB-DB was irradiated with near infrared femto-second pulse laser, NO 
release within the irradiated cells was observed. Another caged NO molecule, Rol-DNB, was developed. 
Rol-DNB was found to release NO upon photo irradiation at the range of 530-590 nm, yellow-green light, 
with spatiotemporal resolution. Rol-DNB was also found to be localized to mitochondria within the cells. 
It was demonstrated that NO release from Rol-DNB upon yellow-green light resulted in the enhancement of 
mitochondrial fragmentation depending on Drp-1 activation.

研究分野： 創薬化学、ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
一酸化窒素（NO）は重要な生体因子である

が、反応性が比較的高く且つ常温常圧でガス
状という扱いにくい性質を有する。近年、こ
の様な短寿命ガス状低分子化合物のいくつ
かが生体内で重要な生理・薬理作用を有する
ことが報告され、「ガス状情報伝達分子」と
いう新たな分子群として注目を集めている。
NO の他、H2S、CO などが現在知られ、そこ
から派生する短寿命のONOO–やHNOも注目
されている。これらは安定性・安全性から試
薬として保管したり直接投与したりするこ
とが難しい。そのため系中で目的の活性種を
発生する「ドナー化合物」が開発され、現在
ガス状情報伝達分子の研究ではドナー化合
物が不可欠となっている。 
一方、ケージド化合物は、生物活性化合物

の活性部位を光解除性保護基で保護するこ
とでプロドラッグ化した化合物である。光照
射によって脱保護され生物活性を発現する。
このような性質からケージド化合物は生理
活性物質を精密に制御する場合に有効であ
る。ケージドグルタミン酸により神経伝達を
精査したり、ケージド核酸を含むプラスミド
により遺伝子発現を光制御するなど、生物学
研究で重要な手法になりつつある。 
ガス状情報伝達分子のドナー化合物もケ

ージド化合物の様に光制御できれば、生体内
での活性種の挙動を再現したり、標的細胞で
のみ作用させて生理活性を詳しく調べたり
でき有用と考えられるが、わずかな実例しか
なく（JBC 1994, 269,6282-6285, JACS 1997, 
119, 3840-3841, JACS 2006, 128, 3831-3137）、
開発が進んでいない。 

このような中、研究代表者はケージド ガ
ス状情報伝達分子の有用性に着目し、ケージ
ド ONOO–化合物(JACS 2012, 134, 2563-2568)、
ケージド HNO 化合物、ケージド NO 化合物
(JACS 2009, 131,7488-7489)等を開発し、成果
を挙げた（Fig. 1）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、この成果に基づき、生体応用

に適した長波長光で制御可能な NO、H2S の
ケージド化合物を開発することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
これまでに開発したケージド NO 化合物、ケ
ージド H2S 化合物をもとに、長波長光で脱保
護可能な化合物を開発した。具体的には次の
ように進めた。 
既に開発したケージド NO 化合物である
Flu-DNB を基に、長波長吸収が可能な構造変
換を行った。特に、アミド結合をより剛直な
二重結合に変換し、吸収極大の変化と光照射
による NO 放出の相関を検証し、長波長作動
型ケージド NO 化合物を開発した（Fig. 2）。 
また、これまでの検討からニトロ基の転移・
解裂により NO 放出がおこることがわかって

おり、色素部とニトロ基部をより近づけた分
子も検討した。さらに、フルオレセイン部(青
色吸収)をローダミン構造(緑色吸収)に変換
した化合物も検討した（Fig. 2）。 
一方、既に合成した光解除可能なケージドH2S
化合物を基に保護基の変換等を行い、より効
率の良いケージド H2S 化合物を開発した。
（Fig. 3） 
 
４．研究成果 
（１）ケージド NO 化合物 
既に開発したケージド NO 化合物である
Flu-DNB のアミド結合を単純な二重結合に変
換し、π電子の共役をより広くすることを狙
った化合物 Flu-DNB-DB を合成し、吸収スペ
クトルを測定するとともに NO 放出能を ESR
スピントラップ法および、蛍光プローブ法を
用いて検証した。その結果、二重結合に変換
した化合物 Flu-DNB-DB は、Flu-DNB と同様に
UVA領域の光照射でNOを放出することに加え
て、青色光照射でもわずかに NO を放出する
ことが、ESR スピントラッピング法により確
認された。 
さらに、培養細胞 HCT116 に投与し、近赤外
フェムト秒パルスレーザー（950 nm）を照射
すると、二光子励起に由来すると思われる NO



放出が観測された（NO 蛍光プローブである
DAR 4MAM を用いて計測した）。 
一方、化合物の NO 放出部と光吸収部を短縮
したケージド NO 化合物である Rol-DNB を合
成し、吸収スペクトルを測定するとともに NO
放出能をESRスピントラップ法および蛍光プ
ローブ法で検証したところ、UVA 領域の光照
射による NO 放出に加え、分子内色素構造で
ある、ローダミン骨格が吸収する光波長域
（530-590 nm）の光を照射した場合にも NO
放出が観測された（ESR スピントラッピング
法により確認した）。 
さらに、Rol-DNB はローダミン骨格を分子内
に有することから、細胞内での局在性に特徴
を有する可能性を予測し、培養細胞 HCT116
に投与した後、共焦点蛍光顕微鏡でローダミ
ン骨格に由来する蛍光を基にRol-DNBの細胞
内局在を観測したところ、予想通り、ミトコ
ンドリアに集積することが示された。ミトコ
ンドリアマーカー色素として知られる、
MitoTracker Green FM(R)との共染色を行っ
たところ、共局在性を示す指標である Mander
係数は 0.956 であることが分かった。Mander
係数は、値が１に近いほど、良好な共局在を
示すことから、Rol-DNB は非常に良好にミト
コンドリアに集積していることが示された。 
次に、Rol-DNB を投与した培養細胞群につい
て、蛍光顕微鏡を利用し、１細胞のみ光照射
を行うと、照射した細胞でのみ NO の放出が
確認された（NO 蛍光プローブである DAF-FM 
DA をもちいて観測した）。 
Rol-DNB がミトコンドリアに集積することか
ら、ミトコンドリアの分裂制御に関わる蛋白
紙である Drp-1 の活性を NO 放出により制御
できるか検証した。Drp-1 は活性中心に存在
するシステイン残基が NO 等によりニトロシ
ル化されるとミトコンドリア分断活性が上
昇することが知られており、Rol-DNB により
ミトコンドリアで NO 放出を行い、ミトコン
ドリア近傍の NO 濃度を一時的に上昇させる
ことで、Drp-1 が活性化するのではないかと
考えた。培養細胞 HEK293 にミトコンドリア
でのみGFPを発現するプラスミドを導入して
一時的に形質転換し、ミトコンドリアのみ緑
色の蛍光を発する培養細胞を用意した。この
細胞に Rol-DNB を投与し、一部の細胞にのみ
530-590 nm の黄緑色光を照射すると、照射し
た細胞でミトコンドリアの分裂の促進が観
測された。この分裂促進は、Drp-1 活性阻害
剤である MIDI-1 によって有為に阻害された
ことから、黄緑色光照射により、Rol-DNB か
ら NO が放出され、Drp-1 に作用してミトコン
ドリア分裂が促進された可能性が示唆され

た。 
 
（２）ケージド H2S 化合物 
NO とは異なるガス状情報伝達分子である H2S
について、開発したケージド化合物の効率化
を行った。 
既に開発したケージド H2S 化合物では、ベン
ゾフェノン骨格を有するケトプロフェン構
造が、光脱保護反応の反応速度が速い光解除
性保護基であることを利用し、ケージド H2S
化合物を開発したが、ベンゾフェノン部の吸
収が 300 nm 付近であり、培養細胞系には適
用が難しい化合物であった。そこで、ケトプ
ロフェン誘導体と共に同様の早い光脱保護
反応が報告されたキサントン誘導体を光解
除性保護基として用い、培養細胞に適用例の
多い 330-380 nm の紫外光（UVA）によって、
高効率のよい H2S 生成を起こすことが期待で
きる化合物を設計・合成した。 
その結果、キサントン誘導体を用いた新たな
ケージド H2S 化合物は、330-380 nm 程度の光
照射で効率よく H2S を放出することが判明し
た。培養細胞 HEK293 に、ケージド H2S 化合物
とともにH2S蛍光検出プローブであるHSip-1
を投与し、１細胞のみを狙って 330-380 nm
の光照射を行ったところ、予想通り、光照射
した細胞でのみ H2S 放出を示す蛍光増大が観
測された。これにより、キサントン誘導体を
用いたケージド H2S 化合物が、培養細胞系で
位置・タイミングを制御しながら H2S 投与を
行える化合物として利用可能であることが
示唆された。 
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