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研究成果の概要（和文）：細胞内におけるNO産生と検出を同期させた「生体ガスポンプ・プローブ法」にむけた
基礎技術の開発を目的とした。特に、金属ナノワイヤーを用いた細胞内視鏡技術とNO放出多孔性金属錯体を組み
合わせたシステムを構築した。直径約100nmの一次元プラズモニック金属ナノワイヤーにより、表面増強ラマン
散乱（RE-SERS）の遠隔励起が可能となり、この導波路を細胞内での遠隔分子放出に応用した。光応答性NO放出
多孔性金属錯体（NOF-1）を用いて、遠隔操作で細胞内の特定場所にNOを放出する技術を開発した。実際にヒト
平滑筋細胞内でNO放出を行い、蛍光プローブによる検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop fundamental technology for the "
biological gas pump-probe method," which synchronizes NO production and detection within cells. 
Specifically, we constructed a system that combines intracellular endoscopy technology using metal 
nanowires with NO-releasing metal-organic frameworks (MOFs). Using one-dimensional plasmonic metal 
nanowires with a diameter of approximately 100 nm, we enabled remote excitation of surface-enhanced 
Raman scattering (RE-SERS) and applied this waveguide for remote molecular release within cells. By 
utilizing a light-responsive NO-releasing MOF (named NOF-1), we developed a technology for remotely 
releasing NO at specific locations within cells. We successfully performed NO release within human 
smooth muscle cells and detected NO using a fluorescence probe.

研究分野：材料化学

キーワード： 一酸化窒素　多孔性材料　ナノマテリアル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内で産生されるNOは、血管弛緩・拡張を惹起することが知られており、その効果を活用した治療薬への応用
が期待されている。本研究では平滑筋細胞内へのNO放出と検出に成功した。今後NOをより汎用性の高い治療薬と
して活用するため、本技術を用いて治療部位でのNOガス拡散の時空間的挙動と血管機能の相関を解明し、必要最
低限のNOの利用へとつなげることが可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
  心疾患と脳血管疾患は、長年日本における死因の第 2, 3位を占めており（厚生労働省、人口
動態調査より）、今後社会の高齢化が加速する中で、その治療は公衆衛生上最も重要な課題の一
つである。これら疾患では、血管内皮細胞の機能低下が共通して認められ、その結果、血管の狭
窄・閉塞を経て虚血性壊死により死に至る。このような中、生体内で産生される NOは、血管弛
緩・拡張を惹起することが知られており、その効果を活用した治療薬への応用が期待されている。
例えば、狭心症発作薬として使用されているニトログリセリンや硝酸イソソルビドは、細胞内で
ニトロ基が遊離し NOへ変換されることで薬理特性を示す。さらに最近では、COVID-19は血栓
性疾患を引き起こすため、NOの血管拡張作用が治療の一つとして注目されている（Am. J. Respir. 
Crit. Care Med. 2020, 16.）。しかしながら、現在の治療法では NOを体内の狙った場所へ伝達する
ことが困難であり、高濃度 NO摂取が呼吸器症状を惹起する危険性がある。今後、NOをより汎
用性の高い治療薬として活用するためには、治療部位での NO ガス拡散の時空間的挙動と血管
機能の相関を解明し、必要最低限の NOの利用へとつなげる必要がある。 
  しかしながら、NOが気体という特殊な状態であるが故、克服すべき課題がある。NOは血
管内皮細胞中の NO 合成酵素（eNOS）で産生され、隣接した血管平滑筋細胞内へ拡散、可溶性
グアニル酸シクラーゼを活性化、cGMPを生成することで血管弛緩反応を引き起こす。このプロ
セスにおいて、現在の方法での問題点は以下の 2 点である。（1）NO 産生タイミングの制御：
eNOS活性化では NO産生の時間制御ができない、（2）NO 検出の空間分解能：NO 検出蛍光プ
ローブ分子自体が拡散するため NO 検出位置の特定ができない。 
 
２．研究の目的 
 
  本研究では、上記課題を克服するために細胞内における NO産生と検出を同期させた「生体
ガスポンプ・プローブ法」にむけた基礎技術の開発を目的とした。特に、細胞内の任意の場所で
NO産生を行うため、金属ナノワイヤーを用いた細胞内視鏡技術と NO 放出多孔性金属錯体を組
み合わせた細胞内NO 放出システムの構築を行った。 
  ここでは、直径約 100nmの一次元プラズモニッ
ク金属ナノワイヤー表面に形成されるプラズモン導
波路の特性により、表面増強ラマン散乱（RE-SERS）
の遠隔励起が可能である。また、ナノワイヤー形状に
より、単一生細胞内や細胞膜上の特定の部位にアク
セスしやすくなる。このナノワイヤーを用いた細胞
内視鏡技術により、細胞内での分子検出が可能であ
る。特に RE-SERSは、プラズモン励起用レーザーに
よるバックグラウンド効果を避け、高い S/N 比で高
感度の分子検出を実現する（H. Uji-I, et al. Adv. Mater. 
2014, 5124.）。本研究では、このプラズモン導波路を
細胞内での遠隔分子放出に応用した。NO 放出材料としては、紫外可視光の照射により化学反応
を起こし、NOを放出できる多孔性金属錯体である光応答性 NO 放出多孔性金属錯体（Nitric oxide 
framework-1: NOF-1）を用いた（S. Furukawa el al. Nat. Commun. 2013, 2684.）。本研究では、プラ
ズモニック金属ナノワイヤーを NOF-1 で被覆し、プラズモン導波路を用いた NO 放出により、
遠隔操作による細胞内の狙った場所での NO 放出を目指した（図 1）。 
 
３．研究の方法 
 
NOF-1 で被覆した金属ナノワイヤーの合成（図２） 
  本研究では、ナノワイヤー表面のプラズモン結合点を増加させるために、金エッチング銀ナ
ノワイヤー（AuAgNW）を利用した。まず、PVP 修飾銀ナノワイヤー（AgNW）をポリオール法
で合成した。その後、ガルバニック置換反応（GRR）によって金エッチングした AuAgNWを作
製し、表面構造を粗くすることで、ナノワイヤー表面のプラズモン結合点の密度を高めた。その
後、多孔性金属錯体 [Zn(2nIm) ]2n （NOF-1）を AuAgNW 表面に修飾した。NOF-1は、2-ニトロ
イミダゾール（2-nIm）に存在するニトロ基が光反応により分解することで NO ラジカルを放出
する多孔性材料である。AuAgNWへの NOF-1 被覆は、AuAgNWと NOF-1 前駆体溶液を室温で
反応することで行った。得られた AuAgNW@NOF-1 の同定を、エネルギー分散型 X 線分光法
（EDS）と X 線回折分析（XRD）によって行った。詳細な検討の結果、配位結合によって AuAgNW
上に NOF-1が成長し、AuAgNW@NOF-1のコアシェル構造を形成していることが確認された。
ナノワイヤー表面の PVP は、NOF-1 被覆を行う上で、重要であることも明らかにした。NOF-1
被覆には、反応直前にナノワイヤーを PVP で再度修飾する必要があり、この過程を行わければ

 

図 1．本研究の目的 



NOF-1 をナノワイヤー上
に被覆することはできな
かった。この結果は、ナノ
ワイヤー上の PVP がまず
Znと配位しNOF-1の核形
成を促進していることを
示唆している。 
 
バ ル ク 状 態 の
AuAgNW@NOF-1 の光誘
起 NO 放出特性 
  光照射下における
AuAgNW@NOF-1 粉末の
NO 放出特性を、NO 選択
的オゾンケミルミネッセ
ンス法を用いて測定した
（図 3）。波長 370nm、
7.6mW cm-2 の連続光照射
下での NO 放出能を調べたところ、AuAgNW@NOF-1 は NOF-1 そのものと同様の光応答性 NO
放出特性を示した。AuAgNW@NOF-1のオン・オフ光応答は数サイクルにわたって NOF-1と同
様の速いオン・オフ応答が示された。 
 
プラズモン効果を用いた AuAgNW@NOF-1 の NO 放出 
  近年、プラズモンを介した化学反応は、従来の光化学や熱化学を凌ぐ潜在的な利点があるた
め注目されている。プラズモン効果により AuAgNW上の NOF-1から NO 放出が可能であるかを
調査した。AuAgNW@NOF-1と NOF-1をそれぞれガラス基板表面にスピンコートした。その後、
NO 蛍光指示薬であるジアミノフルオレセイン-FM（DAF-FM）を含むポリメタクリル酸（PMMA）
をスピンコートし、AuAgNW@NOF-1を PMMA マトリックス中に完全に埋め込んだ。部位特異
的な NO 放出は、イメージング・システムを備えた光学顕微鏡上で、単一 AuAgNW@NOF-1 ま
たは NOF-1結晶の一部に集光レーザーを照射して行った。 
  AuAgNW@NOF-1結晶と NOF-1結晶の両方で、375nmのレーザー照射による蛍光強度の増
加が観察された。何もない領域に 375nm のレーザーを照射した場合には蛍光強度の増加は観察
されず、PMMA フィルムに埋め込まれた DAF-FMの蛍光強度の増加を測定することで、光誘起
NO 放出を検出できることが確認された。以前の研究で、NOF-1が近赤外 2 光子吸収により NO
を放出することを報告しており、AuAgNW@NOF-1に関しても実験を行った。光の表面プラズモ
ンポラリトン（SPP）結合の効率が光の偏光に強く依存することは広く認識されているが、これ
は光-表面プラズモンポラリトン結合における位相整合の必要性に起因する。本研究では、単一
AuAgNW@NOF-1および NOF-1について、800nmの 2 光子レーザー光を異なる偏光で照射した
場合の NO 放出特性を調べた。光照射時の励起偏光は、ワイヤー長手軸に平行な偏光を p 偏光、
ワイヤー長手軸に垂直な偏光を s 偏光と定義した。図 4 は、AuAgNW@NOF-1と NOF-1の 800 
nm 光照射前後の蛍光画像と、レーザー照射前後の蛍光強度の差分画像である。AuAgNW@NOF-
1 の場合、光照射前後の蛍光強度の差から、AuAgNW@NOF-1 に s 偏光の 800nm レーザー光を
集光した場合のみ蛍光強度の急激な増大が明瞭に観察された。AuAgNW@NOF-1 の表面プラズ
モンと s 偏光カップリングが、効率的な NO 放出に大きく寄与したことを示唆している。 
  観察された現象を包括的に理解するために、AuAgNW@NOF-1と純粋な NOF-1の NO 放出
特性を 633nmの 1 光子レーザー照射によって調べた。s 偏光 633nm 照射により AuAgNW@NOF-
1は明確な NO 放出を示したが、NOF-1そのものからは蛍光強度の増加はほとんど観察されなか
った。7.58 mW cm-2の最高レーザー出力でも、NOF-1から NOはほぼ放出されなかった。NOF-1
は 633 nmの吸収帯を持たないので、AuAgNWのプラズモン熱効果は主に AuAgNW@NOF-1か
らの NO 放出特性に影響する。実際に NOF-1 バルク試料の熱効果による NO 放出は確かに観察
された。これらの結果から、2 光子照射は、光と熱の両方の効果によって AuAgNW@NOF-1から
NO 放出を効率的に誘導できることが確認された。AuAgNW@NOF-1の低いレーザー出力での効
率的な NO 放出は、ナノワイヤープローブとしての生物学的応用への適性を示している。 
 
AuAgNW@NOF-1 内視鏡プローブの作製と単一細胞レベルでの時空間制御 NO 放出（図３） 
  本研究では、新たに開発した AuAgNW@NOF-1を内視鏡プローブとして応用し、ヒト大動
脈平滑筋細胞（HASMC）の細胞膜上での部位特異的 NO 放出を実証した。ナノワイヤー内視鏡
プローブを作製するために、1本のナノワイヤーを先鋭化したタングステン（W）チップに取り
付けた。NOF-1 被覆が存在するため、AuAgNW@NOF-1をW チップに直接取り付けることはで
きないため、AuAgNW をW チップに取り付けた後に NOF-1シェルを成長させた。 
  細胞内への NO の透過性を考慮し、AuAgNW@NOF-1 プローブを用いて細胞膜にアクセス
し、膜上の特定の位置で AuAgNW@NOF-1 プローブからの光誘起 NO 放出を行った。個々の

 
図２．NOF-1 で被覆された AuAgNW. a. 反応スキーム. b. AuAgNW の
SEM 画像. c. AuAgNW@NOF-1 の SEM 画像. d. AuAgNW の TEM 画
像. e.f. EDS マッピング. g. XRD データ. 

 



HASMC 細胞内を NO 検出
蛍光指示薬である DAF-FM 
DA で 染 色 し 、
AuAgNW@NOF-1の光照射
前後での DAF-FM DA 蛍光
強度の変化を観察した。最
初に、800nmの光照射を用
いて、細胞膜上の特定の場
所から NOを放出させるこ
とを試みた。NO 放出前に
も各 HASMCで蛍光が観察
された。これは、DAF-FM 
DA 固有のわずかな蛍光と
内因性 NOの影響によると
考えられる。光照射による
細胞への影響を避けるた
め、リモート励起による
NO 放 出 を 行 っ た 。
AuAgNW@NOF-1に光を照
射すると、細胞内での蛍光
強度の増加が観測された。
NOF-1 が 存 在 し な い
AuAgNW プローブに光を
照射した場合と比較して大
きな蛍光強度の増加が観察されたことから、この細胞内傾向増加は、AuAgNW からのプラズモ
ンにより NOF-1 から NO 放出が達成されたことを示唆している。これにより、リモート励起に
より細胞内へと NOを導入できる新しいシステムの構築に成功した。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究で得られた成果は、現在論文執筆中である。一方で、本研究を進めるにあたり、様々

な多孔性金属錯体の合成、さらには NO 放出材料の創成に成功し論文を発表した。以下に、その
論文を示す。 
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図３．2 光子 800 nm 照射（3.6 mW、7 秒）下での、ヒト平滑筋細胞の
細胞膜上でのリモート励起による NO 放出。a. 概念図. b．光学顕微
鏡像. c. 2 光子照射前の平滑筋細胞の蛍光像（DAF-FM DA で染
色） d. 2 光子照射後の平滑筋細胞の蛍光像（DAF-FM DA で染色） 
e, 2 光子照射後と照射前の蛍光強度差の差分画像。すべての画像
のスケールバーは 10mm。 
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