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研究成果の概要（和文）：倒立型蛍光顕微鏡をベースに、任意方向の外部磁場を印加してダイヤモンド内のNVセ
ンターのODMRスペクトルを測定する装置を開発するとともに、ダイヤモンドナノ粒子の向きを正確に決定するた
めの制御・解析プログラムを作成した。EGF受容体が多数存在するA431細胞を用い、抗EGF受容体抗体を介して
EGF受容体にダイヤモンドナノ粒子を特異的に標識した。ODMRスペクトルを数分毎に測定し、ダイヤモンドナノ
粒子の向きを逐次決定することで、EGF受容体の動きすなわち、細胞膜のゆらぎ運動を検出することができるよ
うになった。今後は、この技術を様々な生体分子ダイナミクス計測に発展させていく。

研究成果の概要（英文）：We have developed a device and computer programs to measure and analyze ODMR
 spectra of NV centers in diamond based on an inverted fluorescence microscope, and succeeded in 
determining the precise orientation of each diamond nanoparticle by applying external magnetic 
fields sequentially in four inequivalent directions. Diamond nanoparticles were specifically labeled
 on the EGF receptor via anti-EGF receptor antibody in the cell membrane of A431 cells. By measuring
 the ODMR spectrum every few minutes and determining the orientation of the diamond nanoparticles, 
it has become possible to detect the movement of the EGF receptor, that is, the fluctuation motion 
of the cell membrane. From now on, we will develop this technology to measure various biomolecular 
dynamics.

研究分野： 生物物理学

キーワード： ナノバイオ　生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
ダイヤモンドナノ粒子内に存在する窒素

－空隙センター（以後、NVC と略）は、不
純物として結晶内に混入した窒素原子と炭
素の空隙が隣接したときに生ずる格子欠陥
の一種である。従来の蛍光色素に見られる退
色やブリンキングと言った問題を払拭し、細
胞など生きた試料に対する 1分子計測に極め
て有効な蛍光物質であることが明らかにな
っている（A. Gruber et al., SCIENCE 276, 
2012-2014(1997)）。また、NVC は放射され
る蛍光強度がスピン状態に依存するという
極めて希な物性を持つ安定な電子系であり、
単一 NVC に対しても室温で定量性を持つ光
検出磁気共鳴計測が可能である（C.-C. Fu et 
al., PNAS 104, 727–732 (2007)、図 1）。最近
では、ダイヤモンドナノ粒子と前記計測手法
を組み合わせて、ナノ領域の磁場計測（ナノ
テスラ感度）や温度計測（ミリケルビン感度）
を報告する結果が相次ぐ他、生体試料に無毒、
表面化学修飾が可能であるなど、生物試料内
部のナノ領域の物性を定量計測する複合的
イメージングプローブとしても期待が高い。 

 我々はこの類い稀な蛍光特性を持つダイ
ヤモンドナノ粒子を使い、生きた生体試料内
で起こる生命現象を視野計測する光検出磁
気共鳴顕微鏡の開発と研究を進めてきた。不
要な自家蛍光を完全に除去しながらリアル
タイムで NVC の蛍光観察を実施できる手法
（特願 2010-021619、Nano Letters 12, 5726 
(2012)、図 2）や、生きた線虫腸管に導入さ
れたダイヤモンドナノ粒子が生命活動によ
って回転する様子を数度の角度精度で三次
元画像化する手法、など世界初の実用性を暗
示する成果を示してきた。こういった新規結
果が生み出される背景には、通常の磁気共鳴
計測に比べ 5桁も高感度な光計測を利用する
光検出磁気共鳴計測が室温で利用できるこ
とがあり、108 個もの電子スピンを必要とす

る従来の電子スピン共鳴法に対し、究極の磁
気共鳴計測を提供する機会となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が現在開発している、ダ

イヤモンドナノ粒子をプローブとし、高感度
かつ高精度で角度変化の時系列を測定する
ことができる光検出磁気共鳴顕微鏡法を用
いて、生体分子の動きを観察し、その分子レ
ベルのダイナミクスを解析する手法を確立
することを目的とする。従来の蛍光計測によ
る回転運動の測定は、意図的に蛍光イメージ
のデフォーカスを行い、蛍光色素の電気双極
子方位を露出させた輝点に対して行われて
いた（E. Toprak et al., PNAS 103, 6495–
6499 (2006)）。しかし、蛍光輝点のイメージ
は荒く、角度精度は 20 度程度と考えられて
いる。本研究は、磁気共鳴技術を導入して初
めて可能になる、異方的磁気物性と光の密接
な相互作用を利用した新規の蛍光計測法を
使って、生体分子の動きを単なる並進運動だ
けではなく、回転方向の動きを数度の精度で
計測する国内外で初めての試みとなる。 
 
３．研究の方法 
 NVC は外部から静磁場を印加した状態で
は、N-V 結合方向と静磁場となす角度に依存
して磁気共鳴が起こる高周波の周波数が変
化する性質がある。すなわち、N-V 結合方向
と外部静磁場のなす角度によって、照射する
高周波の周波数による蛍光強度変化のパタ
ーン（ODMR スペクトルという）が変化す
る。4 つの異なる向きの外部磁場を印加し、
得られた ODMR スペクトルを解析すること
で、ダイヤモンドナノ粒子の角度を決定する。
本研究では、そのための装置及びプログラム
を開発する。開発したシステムを使ってダイ
ヤモンドナノ粒子を結合させた生体分子の
動きの解析を行う。 
 
４．研究成果 

任意方向の外部磁場を印加してダイヤモ
ンド内の NV センターの ODMR スペクトル
を測定できる装置（図 3）を開発するととも
に、ダイヤモンドナノ粒子の向きを正確に決
定するための制御・解析プログラムを作成し
た。 

クラミドモナス鞭毛軸糸の微小振動を測
定するために、ビオチン化修飾したダイヤモ

 

図 2. 線虫腸内ダイヤモンドナノ粒子の選択的計
測 

 

図 3. 三軸電磁石システム 

 

図 1. （左）ダイヤモンド結晶構造と NVC の模
式図。（右）電子スピン共鳴と蛍光現象のエネル
ギー準位と遷移過程。 

 



ンドナノ粒子表面に、ストレプトアビジンを
介してビオチン化修飾した鞭毛軸糸を結合
させた。ダイヤモンドの ODMR スペクトル
変化から微小振動の様子を明確に示すデー
タは得られなかったが、これは軸糸の振動に
よるダイヤモンド粒子の運動が主に並進方
向に起こり回転角はごく小さかった可能性
が考えられる。 
そこで、大きな角度変化が期待される、細

胞膜を形成する膜タンパク質に着目した。膜
タンパク質である EGF 受容体の数が多く存
在するヒト上皮様細胞癌由来の A431 細胞を
使い、EGF 受容体に、抗 EGF 受容体抗体を
介してダイヤモンドナノ粒子を特異的に標
識し、ダイヤモンドナノ粒子内の NVC の
ODMR スペクトルを数分ごとに記録し、そ
のパターンから、角度を決定した（図 4）。 

 
その結果、EGF 受容体の動きを観察するこ

とができた。この EGF 受容体タンパク質の
動きは、受容体の膜内の拡散運動というより
も、細胞膜の動きを反映しているものと思わ
れる。そこで、細胞膜の動きを変化させるで
あろう、細胞膜骨格を、破壊する試薬や逆に
細胞膜骨格をより強固にする試薬を作用さ
せ、EGF 受容体の動きを計測してみる実験を
行う。EGF を作用させ、細胞骨格をより強固
にした A431 細胞の EGF 受容体に結合させ
たダイヤモンドナノ粒子の動きと、細胞膜骨
格の主要成分であるアクチンフィラメント
を脱重合させるラトランキュリン A を作用
させた A431 細胞の EGF 受容体に結合させ
たダイヤモンドナノ粒子の動きを、すでに計
測した、何もしていない A431 細胞の EGF
受容体に結合させたダイヤモンドナノ粒子
の動きを比較した。その結果、EGF を添加す
ると、EGF 受容体の動きが抑制された。反対
にラトランキュリン A 処理し、アクチンフィ
ラメントを脱重合させると、EGF 受容体すな
わち細胞膜の動きが激しくなった（図 5）。 
以上のように、本研究で我々が開発した手

法を用いることで、細胞膜のゆらぎ運動を検
出することができるようになった。今後は、
様々な生体分子ダイナミクス計測に発展さ
せていこうと考えている。 
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