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研究成果の概要（和文）：本研究はナノダイヤモンド粒子(FND)を分子プローブとして、光検出磁気共鳴法
(ODMR)による量子センシングにより、細胞内の物性値を計測する手法の開発を目的とした。まずφ5-20 nm程度
のNDを電子線照射し、窒素空孔センター(NVC)を生成する条件設定をした。続いて、FND粒子表面をコーティング
や様々な化学修飾により、拡散、温度、ｐHなどの物性を10 nmオーダーの空間分解能で計測する手法を開発し
た。さらに生細胞内の局所温度やアクチンの運動を計測した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was establish the method to measure several 
physicoochemical parameters inside living cells by using optical detection of magnetic resonance 
(ODMR) of Nitrogen Vacancy Centers (NVCs) in nanodiamonds (NDs) at nanometer space resolution. For 
the preparation of quantum molecular sensors, we irradiated NDs (φ5-20 nm) by electron beams in 
order to generate NVCs. We then coated the surfaces of FNDs by polymers in order to avoid 
self-aggregations. We further modified the surfaces by several functional groups so that we can 
measure diffusion rates, temperatures, pH and so on by ODMR spectra of FNDs at space resolution of 
10 nm orders. We also measured temperatures inside living cells, and analyzed movements of actin 
fibers ic cytoskeletons. 

研究分野：生物物理、量子生命

キーワード： 量子センシング　光検出磁気共鳴　１分子観察　ナノ粒子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FNDの光検出磁気共鳴法(ODMR)によって、生細胞内の高分子の動態、拡散性、温度、ｐHなどの様々な物理パラメ
ータを高い空間分解能で量子センシングするという手法の開発を進めた。その達成には、窒素空孔センターが持
つの光三重項電子のを用いた光超偏極技術と光学検出装置の作成といった電子・光工学技術に始まって、ソフト
ウェア技術、nmオーダーのFNDの調製や官能基の導入といった化学的技術、さらに物理学的理論、分子・細胞生
物学の技術、といった広範な学問分野を要する。このような分野横断的な新規技術を開発したことは、学術的意
義が高い。更に生物、医学的分野に適用が進めば、その社会的意義は計り知れない。

※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 
  
生細胞中の個々の生体高分子の動的挙動を観察することは、生命現象を理解する上で、極めて
重要で、分子生物学、生物物理学での大きな基盤の一つである。また、細胞内での各所の温度、
粘性、pH などの基礎的物性値や高分解能での分布は、細胞反応とその制御のメカニズムを理解
する上で必須である。しかし、現在この「１分子観察」の手法は、蛍光分子を利用した光学顕微
鏡によって行われる場合が殆どで、空間分解能、測定可能な物性値の種類、プローブの持久性、
細胞毒性などといった点で改良しなければならない場合が多い。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、ナノダイヤモンド粒子を分子標識プローブとして用いて、光検出磁気共鳴法(ODMR)
により量子センシングをする手法を開発する事を目的とした。それにより、細胞内の粘性、温度、
pH などの物性を 10 ナノメーターオーダーの空間分解能で計測し、核、ミトコンドリアや膜なし
オルガネラ等の細胞小器官などの内部、周囲の物性値の分布・変化をリアルタイムで計測する手
法を確立する。ナノダイヤモンドは物理的、化学的に極めて安定で、長期のレーザー照射にも耐
え、クエンチングやフォトブリーチングも通常条件では起こさない。細胞毒性も殆ど認められな
い。こういった利点を活かして、ナノダイヤモンドを細胞内物性の超高空間解像度の量子センサ
ーとして利用する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 測定装置 
計測装置としては、高感度の蛍光顕微鏡装置と、これと同期するマイクロ波発生装置により構
築した。蛍光顕微鏡装置としては、Eclipse Ti-E（ニコン）をベースとして、電子増倍型 CCD
（EMCCD）カメラ（iXon3 DU897、アンドール）と 532 nm CW レーザー（Sapphire 532 LP、コヒ
レント）による広視野蛍光顕微鏡を構成した。マイクロ波発生装置としては、アナログ信号発生
器（N5181A、アジレント）により、ダイヤモンド窒素–空孔中心（Nitrogen-Vacancy centers; NV
センター）のゼロ磁場分裂幅 Dに相当する 2870 MHz 周辺のマイクロ波を発振し、蛍光顕微鏡装
置による検出とマイクロ波発生装置による発振を FPGA により同期した。これにより、マイクロ
波掃引による ODMR 周波数スペクトルの取得を EMCCD カメラにより実現した。 
 
(2) プローブ調製 
 プローブとしては、平均粒子径 20 nm、30 nm、50 nm、100 nm など、目的に応じた粒子径を持
つ高温高圧法ナノダイヤモンドを出発材料として、2 MeV 電子線を 1018 e-/cm2照射し、900℃で
アニーリングした後、空気酸化、熱混酸処理、およびポリグリセロール化等の親水化といった処
理を経ることで生体適合性の高い NV センター含有蛍光ナノダイヤモンドを調製した。更に、細
胞標的を目的とする場合には、ポリグリセロール層表面のヒドロキシル基をカルボキシ化する
ために無水コハク酸処理を行い、これを WSC と NHS によるクロスリンクで抗体やペプチドなど
と bioconjugation を行った。また、ナノ pH計測を目的とする場合には、計測対象とする pH 域
に応じて、ナノダイヤモンド結晶表面のカルボキシ化（pH 3-7 での計測の場合）やチオール化
（pH 9 以上の計測の場合）を行った。 
 
(3) 測定手法 
測定手法としては、NVセンターの持つ三重厚電子スピンに対して光ポンピングに基づく|0>へ
の初期化を行い、(1)マイクロ波照射による|±1>への磁気共鳴、および(2)スピン緩和によって
増加する無輻射遷移を光検出するという手法を用いた（以下、(1)を ODMR 計測、(2)を T1 計測と
呼ぶ）。ナノ領域の温度計測や温度計測については ODMR 計測により行った。同 pH 計測について
は T1 計測により行った。 
 
(4) 細胞導入 
細胞導入はエレクトロポレーション法に依った。この際、装置としては NEON Transfection 
system（インビトロジェン）を使用し、電圧および時間の最適化を行った。エレクトロポレーシ
ョン後は、計測用のガラスボトムディッシュに継代し、37℃で 1日間の回復培養を行った。 
 
 
４．研究成果 



 
まず、NVC の光三重項電子を用いた室温における超偏極技術を確立した（Miyanishi et al., 
Magnetic Resonance, 2021）。単分散の 5ナノメートル極微小ナノダイヤモンドを利用した量子
センサーを開発（Terada et al., ACS Nano, 2019)、加えて、ナノダイヤモンドの生体適合性向
上のためのワンポット合成法を開発し、細胞内温度計測を行った（Terada et al., Bioconjugate 
Chemistry, 2018）。さらに、ナノダイヤモンドの表面官能基の改質、特にヒドロキシ化による
NVC の ODMR コントラストの増強を達成した（Sotoma et al., Scientific Reports, 2018）。  
   
細胞内のセンシングに向けて、ナノダイヤモンドの electroporation 細胞内送達技術を開
発した（Terada et al., BBA – General Subjects, 2019)。また、ナノダイヤモンドを用いた
T1 強調イメージング技術を開発し、ナノ微小空間の pH の可視化を実現した（Fujisaku et al., 
Chemosensors, 2020）。FIONA 法を ODMR と結びつけた手法を開発し、空間分解能を大幅に向上
するのに成功した。さらに、物性パラメータの計測に向けては、ナノダイヤモンドを用いた pH
センサーの開発および実証（Fujisaku et al., ACS nano, 2019)を行なった。加えて、プローブ
の動態計測として、ナノダイヤモンドを用いた三次元ナノ回転運動トラッキング技術を開発し、
これを活用した 1 分子構造変化の 3 次元検出、細胞粘弾性計測などを実証した（Igarashi et 
al., JACS, 2020)。更に温度と拡散係数の同時測定法や、ODMR のニューラルネットワークを使
った測定パラメータの最適化も行なった。 
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