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研究成果の概要（和文）：蛍光性ダイヤモンド内部に存在する窒素空孔中心（NVC）の電子スピンはms = 0 と縮
退した ms = ±1の２つ量子状態を有しており、この量子状態間の磁気共鳴周波数（D）は温度によって変化す
る。そこで我々は蛍光性ナノダイヤモンド（FND）を使って、我々が開発した光検出磁気共鳴顕微鏡でDの値を計
測することによって、FND周辺の温度を知ることができる。本研究では、FNDの温度計測能が周囲の環境に影響を
受けない性質を利用して、細胞内の絶対温度を計測する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：The electron spin of the nitrogen vacancy center (NVC) existing inside the 
fluorescent nanodiamond (FND) has two quantum states of ms = 0 and degenerate ms = ± 1, and the 
magnetic resonance between these quantum states. The frequency (D) changes with temperature. That 
is, the temperature around the FND can be known by measuring the value of D with the 
optical-detected magnetic resonance microscope we have developed. In this study, we developed a 
method to measure the absolute temperature inside cells by utilizing the property that the 
temperature measurement ability of FND is not affected by the surrounding environment. 

研究分野： 生物物理学

キーワード： ダイヤモンド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
温度は、生体機能の維持や細胞内反応を包括的に制御している最も基本的な物理量である。細胞の機能を深く理
解するためには、細胞内の生体分子の振る舞いやそれを支配する温度の解明が不可欠である。これまでに、温度
感受性のポリマーや蛍光タンパク質、蛍光色素を用いて、細胞内の温度を計測する研究が行われてきた。しか
し、いずれの方法も、温度の時間変化や墓所による温度の違いなどの検出には有効であるが、絶対温度を計測す
ることは非常に困難であった。今回FNDが周囲の環境にロバストである性質を利用して絶対温度を計測すること
ができるようになったことで、細胞機能への温度の影響を明らかにする研究の進展が期待できる。

※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 
蛍光性ナノダイヤモンド(FND: Fluorescent nanodiamond)は直径が 5-100 nm 程度の蛍光性ナ
ノ粒子である。蛍光は内部に存在する不純物に由来しており、一口に FND と言っても内在する
不純物によって発せられる蛍光は異なり、現在までに様々な発光を発する FND やその作製方法
が報告されている 1,2)。そのなかでも、窒素空孔中心(NVC: nitrogen-vacancy center)を有する
FND はその稀有な蛍光特性から、バイオイメージング、バイオセンシングプローブとして高い
注目を集めている 1)。 
ダイヤモンド結晶中の NVC が稀有な電子特性を示すことは 1997 年に Wrachtrup らのグル

ープによって Science 誌報告されている 3)。彼らは室温で NVC の電子スピンを操作できること
を報告しており、この性質は様々なパラメータ(温度、磁場、電場など)を定量的に検出する可能
性を秘めている。2005 年に台湾の Chang らのグループによって NVC をナノサイズのダイヤモ
ンドに閉じ込めたいわゆる FND を生体計測に応用する研究が報告された 4)。FND は一般的に
用いられる蛍光プローブ（低分子蛍光プローブや蛍光タンパク質など）で問題となる光褪色が一
切起こらず生体毒性も低いことから生体イメージング用プローブとして非常に優れている。
2008 年には同グループによって FND の大量合成方法が報告されている 5)。以降、NVC をバイ
オイメージングやバイオセンシングに応用する研究は目覚ましい発展を遂げている。 

NVC は 550 nm 程度の光で励起されると 600-800 nm の近赤外領域の蛍光を発する。量子収
率は 0.7 以上と高く、吸収断面積は 3×10-17 cm2 程度と報告されている 6)。FND から発せら
れる蛍光の強度は NVC の数に依存するため大きな粒子ほど大きな蛍光を発する。一般にバイオ
イメージングに用いられる FND の粒子系は 100 nm 程度であり、その中には 1000 個程度の
NVC が含まれている。FND から発せられる蛍光は非常に安定で光褪色や明滅性を示さないこ
とから長時間のイメージングが可能であり、また、FND は物理化学的に非常に安定で細胞毒性
を示さないことから、生体イメージングに好適である。 
 
２．研究の目的 
特筆すべき NVC の性質に、内部の電子スピンその光検出磁気共鳴である。NVC には 2 つの

荷電状態が存在する。1 つは NV0、もう１つは NV-である。NV 周りに電子が１つ多いものであ
る。これは、近傍に存在する窒素原子より電子を 1 つ得ることによるものである。NVC 内部に
存在する電子はスピン三重項状態であり、基底状態は ms = 0 と縮退した ms = ±1 にエネルギ
ー分裂している。このエネルギー分裂はゼロ磁場分裂（D）と呼ばれ、外部磁場のない状態では
2870 MHz 程度になる。興味深いことに、ms = ±1 から励起された電子は、その一部が項間交
差を経て蛍光を発することなく、ms = 0 へと緩和する。一方、ms = 0 から励起された電子は蛍
光を発して元の ms = 0 へと緩和する。よって、一定時間 NVC を光励起し続けると、電子を ms 
= 0 へと高偏極させることができる。このように ms = 0 へと高偏極した電子に、2870 MHz に
相当するマイクロ波を照射すると ms = 0 から ms = ±1 へと電子スピン共鳴に基づく遷移が起
こる。そうして ms = ±1 へと遷移した電子の一部は、蛍光を発することなく ms = 0 へと緩和
することから、ms = 0 と ms = ±1 の間で生じる磁気共鳴現象を蛍光強度の変化として計測す
ることができ、このような現象は光検出磁気共鳴（ODMR： optically detected magnetic 
resonance）と呼ばれる。図 1a は高周波周波数依存的な蛍光強度の変化をプロットしたもので
ある（ODMR スペクトル）。例えば、温度に対する中心周波数 D の変化（図 1b）、磁場に対する
スペクトルの分裂幅（図 1c）を計測することによって、これらを定量的に知ることができる。
またスピンの緩和時
間を計測することに
よって、周囲の磁気ノ
イズを計測すること
も可能である。この
NVC がナノ領域に閉
じ込められている
FND を用いることに
よって細胞内の物理
パラメータを定量的
に計測することが期
待されている。本研究
では、FND を用いた
細胞内温度センシン
グ法を確立すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 

 

図 1 . ODMR スペクトルの変化 

(a) ODMR スペクトル (b)温度上昇時の変化(c)磁場強度による変化 



 細胞内温度計測を達成するために我々が開発し
た ODMR 顕微鏡の概略図を図 2 に示す。一般的な
倒立蛍光顕微鏡に、サンプルステージ上の温度を
コントロースルするための温調ステージ、温度を
モニタリングするための熱電対、高周波磁場を印
加するための高周波コイルを設置している。
532nm のレーザーで励起された FND の蛍光はロ
ングパスフィルター（590nm）を通して励起光を
除いた後、EMCCD カメラで検出している。FND
サンプル対して ODMR スペクトルを取得、ローレ
ンツ関数にフィッティングし中心周波数 D を算出
することによって温度を計測することができる。 
 
４．研究成果 
我々はまず、FND の温度計測能の環

境依存性について調べた。1 mM 塩酸
水溶液、1 mM 水酸化ナトリウム水溶
液、3 M 塩化ナトリウム水溶液、グリ
セロール、ポリエチレンイミン分子の
表面吸着、エタノール中における D の
温度依存性の評価を行った。その結果、
いずれの条件であっても温度依存性は
報告されているおよそ－70 kHz/℃を
示していた(図 3)。FND の温度計測能
がこれら環境に影響を受けない、すな
わち細胞内という複雑な環境下におい
ても温度のみを正確に計測できること
を実験的に立証した。 
次に FND を用いて細胞内の絶対温度を計測する技術開発を行った。一般的に用いられる温度

計測プローブ（タンパク質型やポリマー型温度プローブなど）は、in vitro において信号（蛍光
強度、蛍光寿命など）が温度に対してどのように変化するか、すなわちキャリブレーションライ

ンをあらかじめ予め取得しておき、それをもとに細胞内の絶対温度計測を行っている。しかし、

 

図 2. ODMR 顕微鏡の模式図 

 
図 3. 温度計測能の環境依存性 

 

図 4. FND による細胞内温度計測法 

(a)方法の概略図。(b) FND を取り込んだ HeLa 細胞の明視野像。左は生細胞、右は固定後の細胞。(c) 

生細胞より取得した ODMR スペクトル。(d)固定細胞から得られた検量線。 



FND のサイズ、形、NVC の数は粒子間で大きくバラついており、個々の粒子がそれぞれのキャ
リブレーションラインを持つ。そのため、FND１粒子を用いて細胞内で絶対温度を計測するた
めには、in vitro においてキャリブレーションライン(D vs 温度)を予め取得しておき、同一の
FND を用いて細胞内で D を計測し絶対温度を決定する必要があるが、このような計測は技術的
に非常に困難である。そこで我々は、細胞内に取り込まれたダイヤモンドに対して、蛍光信号を
取得し、細胞を固定後にキャリブレーションラインを取得するという奇抜な手法を用いて細胞
内の絶対温度を計測するプロトコルを確立した（図 4a）。図 3b は細胞内に取り込まれた FND
の明視野像である。この FND は固定後であっても細胞内にとどまっている。図 4b の丸で示し
た FND に対して、生細胞内から取得した ODMR スペクトルを図 4c に、固定細胞より得られた
キャリブレーションラインを図 4d に示している。このキャリブレーショラインを参照し、
ODMR スペクトルから得られた D より絶対温度を算出した結果、細胞内の FND の温度が
33.5 ℃を示した。細胞培養液の温度は 32.0 ℃にコントロールされており、細胞内の温度が
1.5 ℃程度高いことが示唆された。今後は装置をさらに改良し、この高い温度の生物学的な意義
について研究を進める予定である。 
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