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論文内容の要旨 

一酸化窒素（nitric oxide: NO）は生体内で、一酸化窒素合成酵素（nitric oxide synthase: NOS）から生合成され、

血管拡張や神経伝達など様々な生理機能に関与することが知られている。NO はさらに、電子伝達系などで O2が一電子還

元されることによって生じるスーパーオキシド（O2
–）と拡散律速で反応してパーオキシナイトライト（ONOO–）になる。

ONOO–は強力な酸化活性を持ち、神経変性疾患や心血管疾患など様々な病態に関与すると考えられている。これらの活性

種は生体内半減期が数秒と短いために、いつ、どこで発生し、どのように作用しているのか未解明な点が多い。これらの

発生を時空間特異的に制御できる系の開発は、病態の進行の解明や新たな生理活性の発見に大きく貢献でき、その時空間

特異性を応用した副作用の少ない新たな化学療法剤の候補化合物になりうると考えられる。本研究では、時空間制御が容

易な光を制御因子に用い、これらの発生を制御できる光制御 ONOO–および NO 発生剤（ドナー）の開発を行った。 

当研究室ではこれまで、光制御 NO ドナーとして 2,6-dimethylnitrobenzene 誘導体の研究を行ってきた。この構造を

含み、NO を放出した後に O2
–を発生させることができれば、これらが反応して ONOO–を形成すると考えられた。そこで、

同時に O2
–も発生しうるような 2,6-dimethylnitrobenzene 誘導体である DiP-DNB（1）を設計・合成し、機能評価を行っ

たところ、光制御 ONOO–ドナーとして機能することが示された。また、同様に光制御 NO ドナーとして知られる

N-nitrosoaniline 誘導体の光反応性に着目し、細胞系にも適用可能な光制御 ONOO–ドナーである P-NAP（2）を開発した。

さらに、光誘起電子移動反応に着目した可視光制御可能な NO ドナーNOBL-1（3）を開発し、NO の生理機能の一つである

血管弛緩を ex vivo で光制御することに成功した。各々の詳細を以下に述べる。 

 

1. 2,6-Dimethylnitrobenzene 構造を有する光制御 ONOO–ドナーの開発 

 ONOO–は生体内で NOと O2
–が拡散

律速で反応することによって生じ、

強力な酸化活性を持つことが知ら

れている。様々な疾患の進行に関与

していることが知られているが、近

年では生体の恒常性維持にも関与

Fig. 1 予想される 2,6-dimethylnitrobenzene からの NO 放出機構 



しているとの報告もある。ONOO–の作用を調べる際は、ONOO–の自発分解

型ドナーである SIN-1 が用いられてきたが、SIN-1 は生理的条件下で自

発的に分解して ONOO–を発生する仕組みのため、その発生を制御すること

ができなかった。これまで ONOO–の光制御ドナーは開発されておらず、そ

のような化合物は ONOO–の機能解明のための有用なツールとして期待で

きると考え、開発に着手した。 

当研究室では、これまで 2,6-dimethylnitrobenzene 誘導体が光制御可

能な NO ドナーになりうることを見出し、開発を行ってきた（Fig. 1）。

この誘導体は二つのメチル基の立体障害によってニトロ基が芳香環と共

役していないため、亜硝酸エステルへの異性化反応が起こりやすくな

っている。この構造に光照射を行うと、亜硝酸エステルへの異性化反

応、続くホモリシス開裂によって NO と phenoxyl radical を生じると

考えられている。この構造に、Fig. 2 に示すような位置に水酸基を導

入した化合物（DiP-DNB）を考案した。この化合物は NO を放出した後、

セミキノン型のラジカルになると考えられる。このセミキノン型のラ

ジカルは系中の O2を一電子還元して O2
–にし、自身はキノン体となる。

そして先に発生した NO が O2
–と反応して ONOO–になると予想した。 

設計した化合物 DiP-DNB を合成し、光照射によって NO を発生するか

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

グ法で調べた（Fig. 3）。Fe-DTC は NO と反応して NO-Fe-DTC になり、

この錯体は 1 GHz ESR において特徴的なシグナルを示す。DiP-DNB と

Fe-DTC の溶液にアルゴン雰囲気下で紫外光（330–380 nm）を照射し、ESR 測定を行ったところ NO 由来のシグナルが観測

された。このことから DiP-DNB は紫外光によって ONOO–形成における最初の反応である NO 放出を起こすことが示唆され

た。また、光照射によって ONOO–を放出するかを ONOO–検出蛍光プローブである HKGreen-3 を用いて調べた（Fig. 4）。

HKGreen-3 と DiP-DNB を含む溶液に好気的条件下光照射を行うと、対照群と比べて蛍光強度の増大が観測され、紫外光照

射によって ONOO–を発生することが示された。さらに、光照射後の分解物を解析したところ、予想される分解物であるキ

ノン型の化合物（Fig. 2 quinone form）が検出され、DiP-DNB が光照射によって想定される反応を起こし、ONOO–を放出

することが示唆された。 

 

 
Fig. 2 設計した光制御型 ONOO–ドナーDiP-DNB と予想される ONOO–放出機構 

 

Fig. 4 HKGreen-3 による DiP-DNB からの

ONOO–発生の検出 

 

Fig. 3 Fe-DTC を用いた DiP-DNB（2）から

の NO 放出の検出 



2. N-Nitrosoaniline 構造を有する光制御 ONOO–ドナーの開発 

光制御ONOO–ドナーであるDiP-DNBを開発することに

成功したが、水溶性が低いため生体系への適用が難し

い、ONOO–の特徴的な反応であるチロシンのニトロ化が

観測されない、といった欠点があった。そこで、DiP-DNB

の反応機構を、別の光制御 NO ドナーとして知られてい

る N-methyl-N-nitrosoaniline 構造に適用した光制御

ONOO–ドナーである P-NAP を設計・合成した（Fig. 5）。 

まず、光照射によって P-NAP から NO が放出されるか

を、Fe-DTC を用いた ESR スピントラッピング法で調べ

た（Fig. 6）。Fe-DTC と P-NAP の溶液にアルゴン雰囲

気下で光照射（330-380 nm）を行い、1 GHz ESR で測

定したところ、NO 由来のシグナルが観測された。このシグナルは好気

的条件下で光照射を行うと観測されなかった。また好気的条件下で、

O2
–の不均化酵素である superoxide dismutase（SOD）を添加して光照

射を行うと再び NO のシグナルが観測された。これらの結果から、光照

射によって P-NAP が NO を放出すること、また O2存在下で NO は観測さ

れず、O2
–を消去すると観測されることが示された。この結果は、P-NAP

が光分解する際、系中の O2が一電子還元されて O2
–になり、これが NO

と反応して ONOO–になったことを示唆している。 

P-NAP が光照射によって ONOO–を放出するかを、ONOO–の蛍光プロー

ブである HKGreen-3 を用いて調べた（Fig. 7）。P-NAP と HKGreen-3

の溶液に光照射後、その溶液の蛍光強度を測定すると、光照射をしな

かった場合と比べて蛍光強度が増大した。また、この蛍光強度増大は、

アルゴン雰囲気下で光照射を行った場合はほとんど確認されず、好気

的条件下で SOD を添加して光照射を行った場合は小さかった。この結

果は、先の ESR の実験結果と一致する。これらのことから、P-NAP へ

の光照射によって ONOO–が放出されることが示された。 

ONOO–の特徴的な反応としてチロシンのニトロ化反応が知られてい

るが、P-NAP を用いてこの反応が起こるかを調べた（Fig. 8）。P-NAP

と N-acetyltyrosine ethyl ester（Ac-Tyr-OEt）の

水溶液に光照射を行い、HPLC で分析したところ、ニ

トロ化チロシン（Ac-nitroTyr-OEt）が検出された。

このことから、P-NAP は光照射によって ONOO–の特徴

的な反応であるニトロ化反応を誘起できるというこ

とが示された。 

また、P-NAP の光分解物の解析を HPLC により行っ

たところ、主な光分解物は、2,3,5,6-tetramethyl- 

1,4-benzoquinone（duroquinone）であることが確認

された。このことから、P-NAP は ONOO–を放出した後、

quinoneimine になり、水溶液中で加水分解され、

duroquinone になることが示唆された。 

P-NAP を用いて細胞内で ONOO–の放出を制御できるかを HKGreen-3A を用いて調べた（Fig. 9）。HKGreen-3A は HKGreen-3

の細胞膜透過性を改善するためにアセチル化されたプローブである。ヒト結腸癌細胞株 HCT-116 に P-NAP と HKGreen-3A

 

Fig. 6 Fe-DTC を用いた P-NAP（2）からの

NO 放出の検出 

 
Fig. 7 HKGreen-3 を用いた P-NAP（2）からの

ONOO–発生の検出 

Fig. 5 設計した光制御型 ONOO–ドナーP-NAP と予想される

ONOO–放出機構 

Fig. 8 HPLC に よ る チ ロ シ ン ニ ト ロ 化 の 検 出 ： (a) 

Ac-nitroTyr-OEt 100 μM（標品）のクロマトグラム；(b) P-NAP 

1 mM と Ac-Tyr-OEt 1 mM の溶液に 15 分間光照射後のクロマト

グラム 



Fig. 10 想定される光誘起電子移動反応に基づく NO 放出機構 

を投与し、光照射を行ったところ、

P-NAP なしで光照射を行った場

合、もしくは P-NAP を投与して光

照射を行わなかった場合と比べ

て蛍光が増大した。このことから、

P-NAP は培養細胞系においても

制御可能な ONOO–ドナーであるこ

とが示された。 

 

3. 光誘起電子移動反応に基づく可視光制御 NO ドナーの開発 

これまで、光制御 NO ドナーはいくつか開発されてきたが、毒性の懸念される遷移金属錯体を含むものや、遷移金属を

含まないが紫外光でしか制御できないなどの欠点があった。紫外光を回避するための手法として近赤外光パルスレーザー

による二光子励起を用いる方法も研究されているが、パルスレーザーが高価であり、汎用性が低いなど実用性は低いのが

現状である。そこで一般的な可視光源で制御可能な，遷移金属を含まない NO ドナーの開発を行った。 

可視光で制御可能な NO ドナーを開

発するために、光誘起電子移動反応

（ PeT: photoinduced electron 

transfer）に着目した（Fig. 10）。PeT

とは、ある吸光団 A の近傍に電子豊富

な分子または置換基Bが存在する場合、

A の電子を励起すると、B から A に一電

子移動が起こり、A•–-B•+のラジカルペア

に な る 反 応 で あ る 。 こ の B を

N-nitrosoaminophenol、吸光団 A をアンテナ

部位とすると、アンテナ部位の光励起によっ

て分子内電子移動反応が起こり、不安定な

phenoxyl radical を生じると考えられる。こ

のラジカルは安定なキノン体の形成を駆動力

として、NO を放出すると考えられ、結果とし

てアンテナ部位の励起光で制御可能な NO ド

ナーになりうると考えられた。そこでアンテ

ナ部位を、青緑色光領域に強い吸収を有する

 

Fig. 11 新たに設計した NO ドナーNOBL-1（3）と比較化合物

BODIPY-CN（4） 

 

Fig. 9 HKGreen-3A を用いた HCT-116 細胞内での ONOO-放出制御の検討 

 

Fig. 12 NOBL-1（3）と BODIPY-CN（4）の吸収（a）および蛍光スペクトル（b）の比較（黒線：NOBL-1、灰色線：BODIPY-CN）



ことが知られている 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene

（BODIPY）構造とした化合物 NOBL-1 と、比較化合物として BODIPY-CN

（4）を設計・合成した（Fig. 11）。 

まず、合成した NOBL-1 と BODIPY-CN の吸収および蛍光スペクトル

の比較を行った（Fig. 12）。それぞれの化合物は BODIPY 構造由来と

考えられる 500 nm 付近の強い吸収が観測され、NOBL-1 と BODIPY-CN

はほぼ同じ吸光係数を示した（Fig. 12a）。しかし、NOBL-1 の蛍光は

BODIPY-CN と比べ減少していることが確認された。これは、NOBL-1 が

分子内 PeT を起こしており、蛍光放出とは異なる過程で緩和が起こっ

ているためだと考えられた。 

NOBL-1 が可視光によって NO を放出するかを、ESR

スピントラッピング法で調べた（Fig. 13）。NOBL-1

と Fe-DTC の溶液に 470–500 nm の光照射を行い、ESR

測定を行ったところ、NO 由来のシグナルが観測され

た。このことから、NOBL-1 は可視光によって NO を放

出する化合物であることが示唆された。 

次に、NO 放出の時間制御が可能かを NO の蛍光プロ

ーブである DAR-4M を用いて調べた（Fig. 14）。DAR-4M

と NOBL-1 の溶液に断続的に470–500 nmの光照射を行

ったところ、光照射時のみ蛍光強度が増大し、この増

大は照射光強度に依存して増減した。このことから、

NOBL-1からのNOの放出を青緑色光で時間制御である

ことが示唆された。 

さらに、NOBL-1 を用いて NO 放出の空間制御が可能かを、DAR-4M のアセトキシメチル化体である DAR-4M AM を用いて

調べた（Fig. 15）。NOBL-1 と DAR-4M AM をヒト胎児腎由来細胞 HEK293 に投与し、共焦点蛍光顕微鏡のアルゴンレーザー

（488 nm）を用いて部分的に光照射を行うと、光照射を行った周辺のみで蛍光強度の増大が観測された。このことから、

NOBL-1 を用いて培養細胞系で NO の放出を空間制御可能であることが示された。 

NO は血管平滑筋の可溶性グアニル酸シクラーゼを活性化することによって cGMP の産生を促進し、血管弛緩を起こすこ

とが知られている。この作用を NOBL-1 によって制御可能かをラットの大動脈切片を用いて調べた（Fig. 16）。ラットの

大動脈切片をノルアドレナリン（NA）で収縮させた後に NOBL-1 を投与し、光照射（470–500 nm）を行った。すると、光

依存的に血管弛緩が起こった。このことから、NOBL-1 を用いて血管弛緩を可視光で制御できることが示された。 

以上から私は、光制御可能な ONOO–および NO ドナーを設計・合成し、その機能評価を行った。これらの化合物はそれ

ぞれの作用を精査するためのツールとして、また新たな化学療法剤の候補化合物として用いられることが期待される。 

Fig. 13 Fe-DTC を用いた NOBL-1 からの NO

放出の検出 

 

Fig. 14 DAR-4Mを用いたNOBL-1からのNO放出の時間制御の

検討（照射光強度は Aを 100%として B 50%、C 20%、D 0%） 

 

Fig. 15 DAR-4M AM を用いた HEK293 細胞内での NO 放出制御の検討：（a）光照射前の蛍光画像；（b）光照射前の明視

野画像；（c）（a）のサークル内に光照射後の蛍光画像；（d）（a）のサークル内に光照射後の明視野画像。Scale bar = 

20 μm 
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論文審査の結果の要旨 

一酸化窒素(NO)は生体内で血管拡張や神経伝達など様々な生理機能に関与することが知られている。また、パーオキシ

ナイトライト（ONOO–）は強力な酸化活性を持ち、神経変性疾患や心血管疾患など様々な病態に関与すると考えられてい

る。これらの活性種は重要であるが不安定であり、作用未解明な点が残されている。これらの発生を時空間特異的に制御

できる系の開発は、病態の進行の解明や新たな生理活性の発見に大きく貢献でき、新たな化学療法剤開発に資する。家田

は、光による活性種の時空間制御に着目し、１）ニトロ基光転位反応とセミキノンラジカル様化学種の反応性を応用した

光制御型 ONOO–の開発、２）芳香族アミン N-ニトロソ化合物の光反応とセミキノイミンラジカルの反応性を応用した細胞

応用可能な光制御型 ONOO–の開発、および３）光誘起電子移動反応を引き金とした可視光制御型 NO 発生剤の開発に成功

した。 

 本論文について、論文審査担当者により個別に論文内容の審査および家田との面談・諮問を行い、最終審査発表会を

行った。最終審査発表会後に最終論文審査会を開催し、論文審査担当者の総意により博士（薬学）の学位に値すると判定

した。 

Fig. 16 マグヌス試験による NOBL-1 を用いた血管弛緩制御

の検討 
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