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研究成果の概要（和文）：一酸化窒素（NO）は重要な生体因子であるが、不安定で扱いにくい。我々はケージド
化合物の有用性に着目し、NOとその関連生体因子のケージド化合物を開発してきた。本研究では、これまでの成
果に基づき、in vivo応用に適した新たなNOのケージド化合物を開発した。これまでに開発したN-ニトロアミノ
フェノール型ケージドNOの色素を変換して黄緑色光応答性ケージドNOを開発し、ex vivo応用可能であることを
示した。また、ケージドNOをポリマー製ナノ粒子に封入し、ケージドNOのナノ粒子化に成功した。さらにSi-ロ
ーダミン色素を利用して赤色応答性ケージドNOを開発しex vivo応用できることを示した。

研究成果の概要（英文）：Nitric oxide (NO) is an essential signal mediator, but it is unstable and 
not easy to handle. Caged compound is one of the useful compound category, and we have been 
developed caged NOs and the caged compounds of the species related to NO. In this project, we have 
developed novel caged NOs. One of them is a caged NO responding to yellowish-green light 
irradiation, which was found to be applicable to ex vivo experiments. The second is a nanoparticle 
version of caged NO.  The third one is a version of caged NO responding to red light which was also 
applicable to ex vivo experiments.

研究分野：創薬化学、ケミカルバイオロジー
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では種々のケージドNOの開発に成功し、実際に生物実験系で応用可能であることを示した。これらの化合
物をさらに精査することで、NOの生理作用（血管拡張やがん細胞抑制）を利用した治療研究への応用が期待され
る。



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重要
な生理・薬理作用を有することが報告され、「ガス状メディエーター」として注目を集めている。
NOの他、H2S（あるいは polysulfide）、COなどが知られており、これらのシグナル相互作用
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メディエーターを発生する「供与化合物」が開発され、現
在ガス状メディエーター研究では供与化合物が不可欠となっている。 
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によりプロドラッグ化した
化合物である。光照射で脱保護され活性を発現する。光照射のタイミングや強さによって、系
外からの調節が可能となるため、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。 
ガス状メディエーターの供与化合物も光制御できれば、生体内挙動を再現したり、標的細胞
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、申請者の開発以前はわず
かな例しかなかった。 
 
２．研究の目的 
上記のような状況の中、我々は
ケージドガス状メディエータ
ーの有用性に着目し、いくつか
の化合物を世界に先駆けて開
発してきた。（Fig.1参照）。 
本研究では、この成果に基づき、
in vivo応用に適した NO、H2S
のケージド化合物を開発する
ことを目的とした。近赤外ケー
ジド化合物を中心的に開発す
るとともに、生体深部での利用
を想定した他の手法について
も挑戦した。 
 
３．研究の方法 
これまでに開発したケージ
ド NO、ケージド H2S をもとに、
近赤外光で脱保護可能な化合
物を開発した。また、既に開発
したケージド NO をナノ粒子に
封入し、機能性ナノ粒子を調製
し、その性能を検証した。具体
的には次のように進めた。 
 
①  近赤外ケージドNOの開発 
既に開発したケージド NO化合物である Bhc-DNB (BMCL 2014, 24, 5660)、NOBL-1 (JACS 2014, 
136,7085)を基に、近赤外光吸収する色素官能基を導入した。色素部分を他の長波長吸収色素に
変更した化合物を設計し、ジメチルニトロベンゼン型のケージド NO 及び N-ニトロソフェノー
ル型のケージド NOをそれぞれいくつか合成した。これらの誘導体について光照射による NOの
放出を蛍光プローブ法（NOの蛍光プローブである DAF-FM を用いる方法）、ESR スピントラッピ
ング法（Fe-MGD 錯体を捕捉剤とする ESR 検出法）及び NO 電極法によって検証した。 
NO 放出が確認された化合物について、細胞実験及び ex vivo 実験を行なった。具体的には、
化合物を培養細胞に投与し、外部から光照射を行なって細胞系においても光制御下に NO放出を
行えるか検証した。さらに、ラット大動脈切片を用いマグヌス試験法を実施した。マグヌス管
に設置したラット大動脈切片に対し灌流液を通じて化合物を投与し、管外から光照射を行うこ
とで、ラット大動脈雪片の弛緩の様子を記録した。 
 
② ナノ粒子型ケージド NOの開発 
これまでに開発したN-ニトロソアミノフェノール型ケージドNOの１つであるNOBL-1を用い
て、ナノ粒子型ケージド NOを開発した。ナノ粒子として、PEG-PVK 系ポリマーナノ粒子（P-dots）
を用いた。これは研究協力者である大阪大学 小阪田准教授が保有する技術を効率的に活用し、
連携して進めることで推進した。さらに、前述 P-dots にさらに青色発光する金属錯体として知
られるイリジウム錯体を共存封入し、イリジウム錯体の光励起（紫色光）を行なって、NOBL−
１からの NO 放出を検証した。 
 



４．研究成果 
① 近赤外ケージド NO の開発 
種々の誘導体について光依存的 NO放出効率を検証したところ、N-ニトロソフェノール型ケー
ジド NO において、色素をローダミンに置換しさらに N-ニトロソアミノフェノール部を色素の
より近傍に配置するよう置換位置を変更した化合物 NO-Rosa5 が、従来に比べ長波長の光である
黄緑色光の照射により効率的に NOを放出することを見出した。さらに、この NO放出には N-ニ
トロソフェノール部の水酸基（フェノール構造）が重要であることを発見し、水酸基をアルキ
ル化しエーテル構造とすることで光照射による NO放出が起こらなくなることを見出した。この
反応性の変化を利用し、エーテル構造として α-グルコースを導入したところ、光照射のみで
は NO 放出は起こらず、α-グルコシダーゼ存在下に光照射することで初めて NO放出が起こるこ
とを見出した。これは、α-グルコースが結合したグリコシド部が酵素によって加水分解される
ことで初めて光応答性を回復しケージド NO として機能することを示唆しており、ケージド NO
における「ダブルロック」（２つの因子による制御）を実現した。 
NO-Rosa5 が培養細胞系にも適用可能であるかについて、検証を行なった。ヒト胎児腎臓由来
不死化細胞である HEK293 細胞を培養しこれに NO感受性蛍光プローブ DAF-FM DA を投与して NO
検出を行える条件を整えたのち、さら NO-Rosa5 を投与して一定時間インキュベーションし
530-590 nm の光照射を行なったところ、細胞内で NO 上昇が観察された。さらにマヌグス試験
を行なってラット大動脈血管切片の弛緩反応を検討したところ、黄緑色の光照射に依存して血
管弛緩が観察され、弛緩の程度は光強度及び光照射時間に依存することが判明した。また、あ
らかじめ可溶性グアニル酸シクラーゼ阻害剤である ODQ を前処理しておくと、この血管弛緩反
応は見られなかったことから、化合物に光照射することで NOが放出され、血管平滑筋の NOシ
グナル伝達経路を介して血管弛緩反応が誘起されたされたことが強く示唆された。 
一方、色素部を Si-ローダミンに置換した化合物 NORD-1 を設計・合成し近赤外に近い赤色光
照射によるNO放出を検証したところ、650 nmの光照射によりNO放出が起こることが示された。
化合物は 650 nm 付近に吸収帯を有しており、効率は低下すると考えられるものの、さらに長波
長の近赤外域(700 nm 付近)の光によっても作動することが期待される。 
 
② ナノ粒子型ケージド NOの開発 
P-dots に NOBL-1 を封入し、NOBL-1 の吸収波長に対応する青色光を照射したところ、NO放出
が観察され、NOBL-1 はナノ粒子中でもケージド NO の性能を保持していることが判明した。さ
らに、このナノ粒子に青色発光することが知られているイリジウム錯体を共存封入すると、イ
リジウムの励起光照射によっても NO放出が起こることが見出され、ナノ粒子内で２分子間の何
らかの化学反応あるいはエネルギー移動が起こっていることが示唆された。そこで、イリジウ
ム錯体存在下、ケージド NO の NO 放出部のみに相当する N-メチル-N-ニトロソアミノフェノー
ル（NAP）を共存させて、イリジウム錯体を光励起したところ、この条件でも NO が放出される
ことを発見した。この結果よりイリジウム錯体による NAP の光酸化により NO が放出される可能
性が示唆された。 
 
③ ケージド H2S の開発に関する検討 
我々はこれまでにケトプロフェン型ケージド H2S の開発に成功し、これを改良することで培
養細胞系への適用も可能な化合物を開発した。これを元により生体適合性の高いケージド H2S
の開発を目指すべく研究に着手したが、近年 H2S のシグナル本体がパースルフィド化された硫
黄種（H2S2 や H2S4 など）である可能性が高いことが示された。そこで、これまでの知見を生
かしてケージドパースルフィドの開発を行うこととしたが、適切な検出系が存在せず、蛍光プ
ローブの開発から研究を開始せざるを得なかった。本研究においてパースルフィド化合物と反
応し発蛍光する化合物を取得し、生体応用可能なプローブへと構造展開を行なっている。 
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