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研究成果の概要（和文）：本研究では、酸素分圧の影響を受けず一酸化窒素自体の反応性によって発蛍光型検出
を可能とする新規蛍光プローブの開発を行った。設計・合成した化合物について、試験管内反応により一酸化窒
素との反応性を検証した結果、ニトロニルニトロキシドがオレフィンリンカーを介してクマリン環３位に置換し
た化合物が良好な反応性を示し、酸素濃度の影響を受けず、一酸化窒素を検出できることが示された。さらに、
アスコルビン酸との反応性を低下させる構造の探索を行ったところ、エチル基を導入した化合物についてアスコ
ルビン酸との反応性の低下が見られたが、反応が完全には抑制されなかった。今後、引続く研究計画を立案し開
発を継続することとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the development of the fluorescence probe for
 NO which detects NO independent from oxygen tension in the milieu, but rather dependent on the 
reactivity of NO itself. We designed and synthesized various compounds bearing coumarin fluorophore 
moiety and nitronyl nitroxide (NN) moiety connected with various linkers, and examined the relevant 
combination and positions for NO detection. From the results, the compound in which NN was connected
 to the position 3 of the coumarin core structure showed good fluorescence response for NO. The 
probe was also found to show equivalent fluorescence responses both under aerobic and anaerobic 
conditions, meaning that the probe can detect NO independent from the oxygen tension.
Next, we tried to modify the probe so that it is more resistant from the reduction with ascorbic 
acid. It is found that the derivative with 4 ethyl groups showed the partial resistance against the 
reduction with ascorbic acid.

研究分野： 創薬化学、ケミカルバイオロジー

キーワード： ケミカルバイオロジー　一酸化窒素　蛍光プローブ　ニトロン
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１．研究開始当初の背景 
(1) NO は血圧調節、神経伝達調節、生体防
御など多様な生理機能に関わることが知られ
ている。また、NO の生理機能発見以降、同様
なガス状分子が生体内で果たす役割が注目さ
れ、一酸化炭素(CO)や硫化水素(H2S)の生理
作用が見いだされ「生体内ガス状メディエータ
ー」として注目されている。NOは酸素やガス状
メディエーターとの化学的・生物学的相互作
用が知られており、これらの相互作用を考慮し
て NO の生体内挙動・濃度を解析することが、
生体情報伝達ネットワークの中での NO の機
能・役割を解明する意味で重要である。 
生体試料中の NO を測定する方法として蛍光
プローブを利用したイメージング解析は有効
である。しかし、頻用される NO 蛍光プローブ
は、NO 自体ではなく NO+（NO 酸化物）との反
応性を利用しており、環境の酸素濃度・酸化
剤濃度の影響を大きく受ける。また、NO と遷
移金属の錯体を利用した蛍光プローブも知ら
れるが、普及しておらず金属毒性も懸念され
る。 
 
(2) ガス状メディエーターの化学的・生物学的
相互作用の存在や NO 濃度が組織の酸素の
影響を受けることを考えれば、NO の酸化物で
ある NO+との反応性を利用するのではなく、
NO そのものの反応性を利用した蛍光プロー
ブが有用である。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、酸素分圧の影響を受けず、NO
自体の反応性によって発蛍光検出を可能に
する新規蛍光プローブの開発を目的とする。こ
れにより体内環境を考慮した実態に近い NO
測定が可能になる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) NO と選択的に直接反応するニトロシルニト
ロキシド（NN）構造は、反応前も反応後もいず
れもラジカル構造を持つため（図１）消光作用
があると考えられ蛍光プローブに用いられてこ
なかった。しかし、ラジカルの置換位置により
消光作用が影響を受けることが我々や他のグ
ループの同様の研究結果から判明した。ラジ
カル官能基と蛍光団の距離・配向を制御すれ
ば、ラジカル存在下でも十分な消光解除効果
を得て、NO 検出を行えると着想した。（図２） 
 
(2) NN 構造を蛍光団の種々の置換位置に導
入し、性能を比較する必要があるため、蛍光
団として、合成上取り扱いやすい蛍光団として
クマリン骨格を選択し、クマリン環３位および４
位にNN構造を導入した化合物を設計・合成し
た。合成した化合物について、ESR を用いた
化合物のラジカル構造の変化、及び蛍光分光
光度計を用いた蛍光強度の変化を、NO との
反応前後で比較した。 

 
図１ NN 構造と NO の反応による 

ラジカル構造の変化 

 
図２ NN 構造と NO の反応性を利用した 

蛍光検出の原理 
 
 
４．研究成果 
(1) NN 構造を導入した化合物の１つは蛍光消
光が確認され、対応する位置に IN 構造をもつ
化合物（化合物 NN-AC6）では蛍光強度上昇
（約 8.7 倍）することが確認された。さらに ESR
スペクトル測定から、NOとの反応によって、NN
構造がイミダゾールニトロキシド（IN）構造にえ
変化したことが示された。これらの結果から、
同化合物がNOと反応することで、してIN構造
を有する化合物に変換され、蛍光強度が増加



したことが示された。また、NO との反応をアル
ゴン雰囲気（嫌気下）で行なったところ、蛍光
強度の上昇が同様に観察された。一方、比較
のために、汎用される蛍光プローブ DAR-4M
を同条件で NO と反応させたところ、好気的な
条件では、NN-AC6 の２倍以上の蛍光応答を
示したが、嫌気的条件下では、NN-AC6 の６
割程度の蛍光上昇に止まり、酸素濃度の影響
を大きく受けることが判明した。（図３） 
 
(2) これらの結果から、NN-AC6 は NO そのも
のと反応する発蛍光性プローブであることが示
され、酸素濃度の影響を受けず NO を蛍光検
出することができることが示された。 
 
(3) 一方、NN 構造がアスコルビン酸により還
元されることが知られていたことから、NN-AC6
をアスコルビン酸存在下に NO と反応させたと
ころ、蛍光上昇は観察されなかった。NN-AC6
とアスコルビン酸を反応させたのち、ESR スペ
クトルを観察し、NMR で構造を確認したところ、
NN 構造が還元された化合物に変換されてい
ることが示された。 
 
(4) アスコルビン酸による還元に対する抵抗性
を付与するため、NN-AC6 のメチル基をエチ
ル基に変換した化合物を合成し、アスコルビン
酸存在下におけるNO検出能を検討したところ、
NN-AC6 より NO による蛍光上昇が大きいこと
が判明したが、アスコルビン酸との反応を完全
に抑制することはできなかった。今後、アスコ
ルビン酸との反応性をより抑制する構造展開
を行う予定である。 
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図３ NN-AC6 と DAR-4M による NO の検出 
および好気的条件下、嫌気的条件下での 

検出能の比較 
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