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研究成果の概要（和文）：ナノダイヤモンド（ＮＤ）を使った光検出磁気共鳴（ODMR）法について、ＮＤ中でセ
ンサーとして機能する格子欠陥（NVセンター）を形成する技術、ＮＤによる分子特異的標識技術、およびNVセン
ターを用いた新規ナノ計測技術を開発した。蛋白質重合体（細胞骨格等）の単量体をＮＤに修飾することによ
り、細胞内で起こる重合過程を利用した新たなダイヤモンド標識方法を確立し、その動態を追跡した。
また、試料に剪断流を加えながらNMR測定ができる新たなRheo-NMR法を開発した。従来法に比べ簡便で、極低温
プローブ装着のNMR装置にも適用でき、Rheo-NMR法として世界最高感度・分解能である。

研究成果の概要（英文）：Methods to create NV centers which are characterized by a crystal lattice 
vacancy and it adjustments are created. In addition, method targeting the NVC containing ND to 
biomolecules and technique to measure ODMR of the biomolecule-attached ND have been developed. For 
protein assemblies (ex. cytoskeltons), by labeling subunit of the assemblies with ND particles, it 
was possible to characterize the assembly states and mechanism. 
We also generated a method to measure NMR spectroscopy of proteins under the presence of rheologic 
forces --- rheology NMR. The new method is convenient, and applicable to modern NMR machine.

研究分野： 生物物理学　構造生物化学　分子生物学

キーワード： ODMR　in-cell NMR　細胞内蛋白質　細胞小器官　Rheo-NMR

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生細胞・生体内での生体高分子の立体構造、集合状態、ダイナミクス等を直接定量的に計測する方法を得つつあ
る。これにより、将来的には、生物の生きた状態を生体分子がいかに成立させているかを、一分子レベルで、ま
たはアンサンブルレベルで可視化・計測することが可能になる。よって、生きた状態を成り立たせる分子論的な
必要条件の端緒が見つかると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内は、細胞骨格や細胞小器官により微小空間に分断されており、その空間はタンパク質等

の高分子濃度が 40％にも達しうる細胞質によって満たされている。そのため細胞内のタンパク

質やそれらの集合体である細胞小器官は大きな Macromolecular Crowding 効果や Micro-

compartmentalization 効果を受けている。したがってこれらの機能メカニズムの解明には、生

きた細胞内でのタンパク質・小器官の挙動や運動性を知る必要があった。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞内タンパク質・小器官の立体構造・運動性・超分子複合体形成等を生きた細

胞の中で計測する手法の開発を行った。一つは、細胞内の特定のタンパク質の高次元 NMR 測定で

ある in-cell NMR 法であり、もう一つはダイヤモンドナノ粒子を使った光検出磁気共鳴法（ODMR）

である。 

 in-cell NMR では、タンパク質の原子レベルの構造情報や運動性・他分子との相互作用を詳細

に観察することができる。 

 ODMR は、蛍光検出と磁気共鳴技術を組み合わせることにより、ダイヤモンドナノ粒子の姿勢

を原理的には、±3°以内で完全決定できる。そこで、ダイヤモンドナノ粒子を蛍光タグとして

用いれば、細胞内におけるタンパク質・細胞小器官の一分子動態計測に応用が可能である。 

 準備段階として、ヒト細胞を使った in-cell NMR とダイヤモンドナノ粒子を選択的に観測す

る ODMR 法を開発して世界に先駆けて論文発表をしている（Inomata, et al., Nature,2009; 

Igarashi, et al.,2012）。 

 本研究では、測定・タンパク質の標識化・細胞内ターゲッティング等の手法を導入することで、

細胞内の分子挙動や運動性、細胞内でのメカノトランスダクションを計測する手法の開発を行

った。 

 
３．研究の方法 
 本研究では細胞内蛋白質・小器官の立体構造・運動性・超分子複合体形成等を生きた細胞の

中で計測する手法の確立を目的とし、細胞内の特定の蛋白質の高次元 NMR 測定である in-cell 

NMR 法とダイヤモンドナノ粒子(ND)を使った光検出磁気共鳴法（ODMR）の開発を進めた。 

(1) ODMR に関する研究では、要素技術となる①測定技術、②ナノダイヤモンドプローブ粒子の

至適化と蛋白質の標識化、③細胞へのターゲッティング、④得られた情報の処理と解釈につい

て開発研究を行った。①に関しては、高感度化、低侵襲性化等を目的とした装置の改良、取り

分け光学系検出器の感度向上と検出手法やソフトウエアの至適化により時間単位の感度向上を

進めた。プローブ粒子の改善と安定供給についても近年格段に進歩しつつある。直径 30-100 

nm 程度のナノダイヤモンド粒子が単分散で分子標識のプローブ粒子として使用できることは広

く知られていた。ただし、分子の挙動を計測するためには、分子サイズの ODMR プローブ粒子

（約 5 nm 程度）を単分散にする必要がある。従って世界中でこれを試みられてきたが、5 nm

粒子のナノダイヤモンドで単分散の ODMR プローブを作成することに成功した報告はなかった。

このことに世界で初めて成功したことは、本研究の大きなランドマーク的成果として挙げられ

る。またターゲッティング手法も大きく進み、生体膜やアクチン線維に ND をターゲティングす

る事に成功した。特にアクチン線維へのターゲティングは、ODMR の測定により、アクチン粒子

が線維長の伸縮に伴い線維軸を軸として回転すること､その運動が同一線維では同期しているこ

とを示した。これは当初に掲げた大きな目標の一つで、本研究のもうひとつのランドマーク的

成果である。また磁気共鳴系においては、マイクロ波のパルス照射を可能になるようにハード

ウエアの改良と、それを利用した緩和時間測定の実験手法の導入とデータ処理技術の開発を進

めた。さらに、測定手法･ソフトウエアの導入、改良に伴い、④のデータ処理技術も適時、改

訂･開発を行った。 

(2) in-cell NMR では蛋白質の細胞内の回転拡散と並進拡散を計測し in vitro の実験結果も加

えて細胞内蛋白質の受ける Macromolecular crowding 効果等を精査し、蛋白質の立体構造や機

能に与える影響を流体力学的観点からも解析した。また、流体力学的効果が蛋白質の立体構造

や機能に与える影響を解析するため Rheo-NMR の装置を開発し、測定を行った。この方法によ

り、安定なフォールディングから線維化する過程を実時間で検出できた。 



 
４．研究成果 

(1) ナノダイヤモンド（ND）を使った光検出磁気共鳴（ODMR）法について、①ND 中でセンサー

として機能する格子欠陥（窒素-空孔中心、NV センター）を形成する技術の開発、②ND による分

子特異的標識技術の開発、および③NV センターを

用いた新規ナノ計測技術、を開発した。 

 ①については、電子線照射と高温処理による ND

中の NV センター形成条件の最適化と、表面ヒドロ

キシ化による NV センターの電荷安定化を実証し

た。特に、既存技術では分子サイズ（5 nm）の爆轟

ナノダイヤモンド（DND）中に負電荷を持つ NV セン

ターを人工的に形成することは困難だったが、驚く

べきことに、ボラン還元という極めてシンプルな化

学処理で DND 中の NV センターの負電荷が安定化さ

れることを見出した(図 1, Sotoma et al.,2018)。 

 ただし、5 nm の DND は NV センター形成に必須とされてきた「アニーリング」の効果が無いと

されており、量子マテリアルの業界でも NV センターの濃縮は行えないという推定が通説になっ

ていた。また、NV センター形成に必須なもう一つの要素である「電子線照射」により粒子間の

化学結合が形成されるため、超音波破砕などの一般的な分散手法では単分散化が行えないため、

NV センターが濃縮できたとしても 5 nm の ODMR プローブとして利用することは困難であるとさ

れてきた。そこで、アニーリング無しでも電子線照射のみで DND 中の NV センターが濃縮可能で

あること、電子線照射で形成される粒子間の化学結合は硫酸と硝酸の混酸中で 120℃加熱するこ

とで切断されて 5 nm の単分散 DND が得られることを見出し、「世界最小の量子センサー」と称

される極小の ODMR プローブ粒子を開発することに世界で初めて成功した（Terada et al., 日

経新聞 2019、 科学新聞 6/7 ）。また、今後はこの手法が端緒となり、ODMR による１分子レベ

ルの計測が可能になっていくことが期待される。 

 ②については、ND の効率的な親水化手法として、極めて簡便なワンポット親水ポリマー化技

術を開発したこの手法は ND を細胞内の標的部

位に送達する際に問題となる生体分子との非

特異吸着を排除する効率的な方法であり、親水

化後の ND はクロスリンカーが適用可能であ

る。更にこの手法を基盤技術として、ペプチド

等のターゲティング分子と親水化 ND を共有結

合することで、細胞内の標的部位（ミトコンド

リアや核内など）に ND を効率的に送達する手

法を確立した(Terada et al., 2018)。 

 また③については、標的部位送達した ND 中

の NV センターを利用して、角度変化や温度計

測など動的構造測定に関係する多様なパラメータをその場観察可能であることを実証した。特

に、分子サイズ（5 nm）の ND を用いて、角度精度１度での回転動態計測が行えること、ナノ空

間の温度計測が実施可能であること、ODMR を介して超解像イメージングとして利用可能出るこ

となどの原理検証を実施した(Sotoma et al., 2018)。また、これとは別にミトコンドリアに送

達した ND を用いた温度計測の実証などにも成功している(Terada et al., 2018)。 
(2) in-cell NMR では蛋白質の細胞内の回転拡散と並進拡散を計測し、巨大分子集積効果等の

蛋白質の立体構造や機能に与える影響を流体力学的観点から解明する事を目指した。 

 例えば in-cell diffusion NMR を用いた解析の結果、得られた流体力学的効果を、in vitro

での Rheo-NMR の実験で再現し定量的に解析するという流れが本研究の一つのアウトラインであ

る。Rheo-NMR について、試料に剪断流を加えながら NMR 測定ができる新たな方法を開発した。

外径 3 mm のガラス棒を外径 5 mm の NMR 管に挿入し、スピナー回転で NMR 管を回転させること

図２ 選択的分子標識法。標的部位に特異的
にナノダイヤモンドをターゲティング出来
る、簡便な手法を開発した。 

図１ NV センター選択的イメージング：
ボラン還元前(A)後(B) 。ボラン還元後、
負電荷に帯電した NV センターの輝点を確
認することができる。 



で、試料に剪断流を与えることが出来る。従来

法に比べ簡便で、極低温プローブ装着の NMR 装

置にも適用できる（図 3）。現在、本手法は

Rheo-NMR 法として世界最高感度・分解能であ

る。 

 剪断流は異常タンパク質凝集体であるアミロ

イド線維の形成を促進することから、Rheo-NMR

法はアミロイド線維形成をリアルタイムかつ原

子分解能で追跡することに有用である。筋萎縮

性側索硬化症に関与するスーパーオキシドジム

ターゼ１（SOD1）に関して、アミロイド線維に

特異的に結合するチオフラビン Tを利用するこ

とで、本来溶液 NMR 法で解析が困難な線維前駆

体および線維の形成をリアルタイムで追跡する

ことが出来た（2017）。 
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