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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)
　我々は細胞機能やその破綻の結果である疾患の理解のために，細胞内シグナル伝達においてkeyとなる生体情報分子（あるいは反応）を可視化計測する蛍光・発光プローブを開発し，それら生体情報分子の細胞内動態を明らかにしてきた．本助成研究では，ガス状生体分子である一酸化窒素（NO）の蛍光プローブを開発した．

　NOは1987年に血管弛緩因子であることが報告され，心血管系におけるNOの重要性は広く知られている．このNOは中枢神経系においても神経伝達，記憶・学習等の生命機能に関与し，極めて重要な神経伝達物質であることが明らかとなっている．しかしながら，その動態に関しては依然として未知の部分が多い．我々はNO結合蛋白質の一つである可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）を活用して新しい原理の超高感度蛍光プローブ（NOA；ノア）を開発した（参考文献１）．

　NOがsGCのヘム鉄に配位結合すると，その酵素活性が400倍程度上昇し，環状ヌクレオチドのサイクリックグアノシン3’,5’-一リン酸（cGMP）が大量に（約6000分子／min）生成される．このsGCに我々が既に開発したcGMPの蛋白質性蛍光プローブ（CGY；シージー）（参考文献２）を連結すれば，NO依存的にsGC部位から生成したcGMPをCGY部位で検出できると考えた．このsGCとCGYのハイブリッド蛋白質がNOの新しい蛍光プローブNOAである．重要なのは，大量に生成されたcGMPは，NOと結合したNOAはもちろんのこと，NOと結合してないNOAにも結合し蛍光シグナルを与えることである．この新しい原理のため，NOAは細胞内でのNOの検出限界が0.1 nMという極めて高感度の蛍光プローブとなる．このNOAの感度は，市販の有機蛍光プローブの約一万倍である．また，NOAは応答可逆性も有し，細胞内での複雑なNO濃度変動も可視化計測できる．以上，感度，可逆性の両面に於いて，NOAは市販の有機蛍光プローブを遥かに凌駕する蛍光プローブである．このような優れた特性を有するNOAは，従来法が明らかにできなかった生理的なNO動態の可視化計測を実現し，細胞の中の新奇なNO動態をとらえることができる．
（参考文献）

１．　M. Sato, N. Hida, M. and Y. Umezawa, “Imaging the nanomolar range of nitric oxide with an amplifier-coupled 　fluorescent indicator in living cells” Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 102, 14515-14520 (2005).
２．　M. Sato, N. Hida, T. Ozawa and Y. Umezawa, “Fluorescent indicators for cyclic GMP based on cyclic GMP-　　dependent protein kinase I and green fluorescent proteins” Anal. Chem., 72, 5918-5924 (2000).
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	欧文概要　ＥＺ

Nitric oxide (NO) is a small uncharged free radical that is involved in diverse physiological and pathophysiological mechanisms.  NO is generated by three isoforms of NO synthase (NOS), endothelial, neuronal, and inducible ones.  When generated in neurons, NO plays a key role in the regulation of neuronal function.  We developed an amplifier-coupled fluorescent indicator for NO.  This is a genetically encoded indicator.  We named the present novel indicator NOA.  The detection limit of NOA is 0.1 nM of NO in living cells.  Also, NOA is a reversible indicator.  NOA thus overcomes the limitations of existing organic fluorescent indicators including diaminofluorescein derivatives as to sensitivitiy and reversibility.  The present novel indicator visualizes physiological sub-nanomolar to nanomolar concentrations of NO dynamics in single living cells such as neurons and vascular endothelial cells.
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