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研究成果の概要（和文）：光誘起電子移動反応をトリガーとした、光制御パーオキシナイトライト発生剤の開発を行っ
た。その過程で合成した化合物NOBL-1が、可視光で制御可能なNO発生剤になりうることが示唆された。NOBL-1は青色光
でNOの発生を制御することが可能であり、培養細胞系においても高い時空間分解能を持って、NOの発生を制御できた。
また、ラットの大動脈切片を用いたマグヌス試験において、NOの生理活性である血管弛緩を光制御できることを示した
。NOBL-1はNOの作用を調べるためのケミカルツールとして用いられることが期待される。また、今後はこの知見を活か
した光制御パーオキシナイトライト発生剤の開発を行う。

研究成果の概要（英文）：We had developed a visible-light-controllable peroxynitrite generator based on 
photoinduced electron transfer. We discovered that one of synthesized compounds in the process was worked 
as a visible light controllable NO donor, named as NOBL-1. NOBL-1 could release NO in response to blue 
light in cells, confirmed by using fluorogenic NO probe, DAR-4M, and fluorescence microscope. Finally, we 
successfully controlled vasodilation, one of the main functions of NO, of rat aorta ex vivo with NOBL-1 
and blue light. This compound is expected to be a chemical tool for NO research and a candidate as a 
chemotherapeutic reagent. In the next, we will develop a visible-light-controllable peroxynitrite 
generator with knowledge acquired in this research.
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１．研究開始当初の背景 

パーオキシナイトライト（ONOO–）は、
生体内で一酸化窒素（NO）とスーパーオキ
シド（O2–）が拡散律速で反応することによ
って生じる。生体内で様々な生理活性を示す
と考えられているが、生理的条件下で半減期
が短いためにその生理活性を精査すること
が困難であった。 

 

２．研究の目的 

ONOO–の活性を調べるための生物試験に
おいて、ONOO–を投与する方法は ONOO–

のアルカリ性水溶液や自発分解型供与化合
物である SIN-1 を用いるのが一般的である
が、これらの方法では ONOO–が系中に拡散
してしまうために ONOO–の発生の時空間制
御をすることができなかった。申請者はこれ
までに、ONOO–の活性を精査することので
きる新たなツールとして、紫外光制御
ONOO–供与化合物の開発を行った。しかし、
開発した化合物は制御光の波長が紫外光で
あり、透過性や毒性が懸念される。そこで、
より長波長の光で制御を行うため、可視光制
御型 ONOO–供与化合物の開発を行った。 

 

３．研究の方法 

申請者が開発した紫外光制御 ONOO–供与
化合物の構造を基に、可視光制御型 ONOO–

供与化合物の合成を行った。合成した化合物
の吸光スペクトル、蛍光スペクトルの測定を
行った。また、光照射によって ONOO–発生
の第一段階である NO の放出が起こるかを、
ESR スピントラッピング法で確認した。また、
光照射によって分解が起こるかを、HPLC で
確認した。さらに、本研究課題の遂行中に新
たに見出したNO供与化合物を用いて細胞内
でNOの発生を確認できるかを蛍光法を用い
て確認し、NO の生理活性の一つである血管
弛緩を制御できるかをマグヌス試験で確認
した。 

 
４．研究成果 
可視光で制御可能な ONOO–供与化合物に

なりうる化合物をいくつか合成した。 

 

 

その光学特性を解析したところ、可視光を
吸収することが示された。また、ESR や
HPLC による光分解の解析から、ONOO–を

放出していることが示唆されたが、ONOO–

の特徴的な反応であるチロシンのニトロ化
を検出することができなかった。現在はチロ
シンのニトロ化も起こしうる化合物の開発
を行っている。 

また、この過程で合成された化合物のうち
一つが、可視光で制御できる NO ドナーにな
りうることを見出した。そして、この化合物
を NOBL-1 と名付け、可視光で制御可能な
NO ドナーとして開発を行った。 

 

 

まず、NOBL-1 の吸光度を測定したところ、
500 nm 付近に強い吸収が確認されたため、
500 nm 付近の光を制御光として用いた。NO

の放出の確認は鉄-ジチオカルバマート錯体
（Fe-DTC）を用いた ESR スピントラッピン
グ法で行った。Fe-DTC は NO と反応して
NO-Fe-DTC を形成し、これを 1 GHz ESR

で測定すると、330 mT 付近に特徴的な３本
のシグナルが観測される。 NOBL-1 と
Fe-DTC の水溶液に 470-500 nm の光照射を
行い、ESR 測定を行ったところ、NO-Fe-DTC

由来のシグナルが観測された。光照射を行わ
なかった場合はこのシグナルが観測されな
かったことから、NOBL-1 は光に反応して
NO を放出したと考えられる。 

 

 

次に、NO の放出を光によって時間制御で
きるかを NO の蛍光プローブである
DAR-4M を用いて確認した。DAR-4M は無
蛍光であるが、 NO と素早く反応して
DAR-4M T を形成し、強い蛍光を示す。
NOBL-1 と DAR-4M の水溶液に断続的に
470-500 nm の光照射を行いながら、
DAR-4M T 由来の蛍光を追跡した。すると、
光照射を行っている時間のみに蛍光が上昇
していることが観測され、NOBL-1 を用いる
ことによって NOの発生を精密に時間制御で
きることが示唆された。 



 

 

次に、培養細胞中で NO の発生を光制御で
きるかを調べた。NO の検出には、細胞に適
用可能な DAR-4M のアセトキシメチルエス
テルである DAR-4M AM を用いた。ヒト胎児
腎由来細胞 HEK293 に NOBL-1 と DAR-4M 

AM を投与し、488 nm のアルゴンレーザー
で光照射を行った後に共焦点蛍光顕微鏡で
蛍光観察を行った。すると、光照射を行った
周辺のみでNOの発生を示す蛍光が観測され、
NOBL-1 を用いることによって培養細胞系
内でもNOの発生を精密に制御できることが
示唆された。 

 

 

NO の主な生理活性の一つとして、血管
弛緩作用が知られている。NO は血管内皮
細胞で生合成されて可溶性グアニル酸シク
ラーゼ（sGC）を活性化し、cGMP の産生
を促進することによって血管を弛緩させる。
この作用を、NOBL-1 を用いて制御できる
かを、マグヌス試験で調べた。ラットの大
動脈切片を設置したマグヌス管に、内因性
の NO産生を抑制するためにNO 合成酵素
阻害剤である L-NAME を加え、ノルアド
レナリンを加えて血管を収縮させた。そし
て NOBL-1 を投与し、断続的に光照射を行
ったところ、光照射に依存して血管弛緩が
起きることが観測された。 
また、この血管弛緩は sGC の阻害剤であ

る ODQ を加えることによってほぼ完全に
抑制された。さらに NOBL-1 を加えない状
態で光照射を行っても血管弛緩はほとんど
起こらなかった。これらの結果から、
NOBL-1から光反応によって生じたNOが
sGC を活性化し、cGMP の産生を促進する
ことによって血管弛緩を起こしたというこ
と、また、NOBL-1 と光によって血管弛緩
を制御できることが示唆された。 

 

 

NOBL-1は可視光で制御可能なNOドナー
としてNOの研究に非常に有用であると同時
に、新たな化学療法剤の候補化合物として期
待される。 
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