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研究成果の概要（和文）：本研究では生命現象において局所的なpHの変化が重要な役割を果たすことの実証のた
め、蛍光ナノダイヤモンド（FND）を用いて細胞内局所pHをin situ計測する技術の確立を目指した。このため
に、低侵襲なODMR計測システムと、pH応答性を有しかつターゲッティングの妨げとならないFND試料の開発を行
った。まず、全光学T1強調ODMRイメージング技術の開発により、FND選択的なイメージングに成功した。また、
生体親和性が高く非特異吸着が生じにくい親水性コーティングのFND試料の開発も実施した。これにより、FNDを
用いて細胞内微小環境のpH変化を検出するための準備が整った。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to establish a technique for in situ measurement 
of pH in intracellular environments using fluorescent nanodiamonds (FNDs) to demonstrate that 
microenvironmental pH changes play an important role in biological system. For this purpose, we 
developed a less invasive ODMR measurement system and FND samples that are pH-responsive and do not 
prevent cellular and molecular targeting. First, we developed an all-optical T1-weighted ODMR 
imaging technique and succeeded in T1-based selective imaging of FNDs. We also developed FND with 
hydrophilic coating on the surface, which showed high biocompatibility and low nonspecific 
adsorption. With these results, we are now ready to detect pH changes in the intracellular 
microenvironment using FNDs.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、細胞内の局所的なpHの変化が生命現象に重要な役割を果たすことが示唆されているが、その実証には生細
胞中の局所pHをin situで観測しなければならない。QST五十嵐グループでは、FNDの表面電荷状態によってNVCの
縦緩和時間T1が変化する現象を利用し、微小空間内pHのリアルタイム計測を世界で初めて実現した(Fujisaku et
 al., ACS Nano 2019)。本研究により生細胞中の局所pHを観測するための技術の確立に近づいたことで、細胞内
物理・化学パラメータの網羅的な解析に基づく生命の本質理解に貢献できたと考えている。

※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 
細胞内においてはオルガネラなど微小環境ごとの pHの違いによって、エネルギー産生や不要
物の分解、翻訳後修飾などの生命現象が駆動すると考えられている。これら以外にも、アクチン
の重合は pH依存的に生じることが in vitroの実験で明らかとなっているなど、細胞の運動も局
所的な pH勾配によって駆動される可能性が唱えられ始めている。特にがん細胞ではNa+/H+交
換輸送体近傍の局所的な pH の低下が組織浸潤などに関与しているとする報告も近年になって
なされている (White et al., J. Cell Sci. 2017)。ただし、局所的な pHとこれら生命現象との関
係を証明するためには、生細胞内の局所 pHを直接計測する必要がある。 
 
２．研究の目的 
細胞内の pHを計測する方法としては pHrodoなどの蛍光色素が従来は用いられてきた。ただ
し、この様な蛍光色素では一定体積以上のプローブの集団から蛍光を取得する必要があるため、
空間分解能が著しく制限される。また、光励起後は速やかに褪色が起こる。そのため、従来の方
法で細胞内 pHについて局所計測や経時変化の追跡を行うことは困難だった。 
しかし近年、ナノダイヤモンド結晶中の蛍光格子欠陥である窒素-空孔中心(NVC)を用いた pH
計測が開発され注目されている(Fujisaku et al., ACS Nano, 2019)。NVCは 532 nmなどの緑
色励起光で 700 nm 程度の赤色蛍光を発するが、光学的に極めて安定なため褪色は起こらない
ことが知られている。このため、NVCを有する数十 nmのナノダイヤモンド 1粒子から、蛍光
計測に十分なフォトンを長時間に渡って安定して得ることができる。更に、周囲電荷と NVCの
相互作用によって pH の計測が可能だが、その相互作用が生じる限界が数十 nm 程度であるた
め、FND周辺の pH変化を原理的には nmオーダーの空間分解能で検出することができる。た
だし、生細胞への適用は開発途上にあるため、本研究ではその実現のため、生細胞中の局所 pH
を観測する上で必要となる要素技術の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、下記の３つの要素技術の確立を目指して研究を行った。 

 
(1) 顕微鏡システムの開発 
低侵襲で細胞内 pH 計測を行うために、pH 依存的な T1 の違いをコントラストの違いとして検出
する全光学的な pH イメージングのパルスシークエンスを設計し実証を行う。 
 
(2) ナノダイヤモンド試料の開発 
細胞内のターゲッティングが可能な生体親和性の高い蛍光ナノダイヤモンドプローブを開発す
る。 
 
(3) 細胞内局所計測技術の開発 
要素技術 1)および 2)を組み合わせて細胞内局所 pH計測を行うための分子標的技術を開発する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 顕微鏡システムの開発 
pH 依存的な T1の違いをコントラストの違いとして検出するためには、①光偏極が達成されるパ
ルス幅のレーザーパルス列を用い、②そのパルス列のインターバルは縦緩和が進行する長い（時
定数程度）の時間とし、③リファレンスには縦緩和がほとんど起こらないインターバルの短いパ
ルス列を用いるといった方針が有効であることが明らかとなった。 
 
(2) ナノダイヤモンド試料の開発 
細胞内ターゲッティングを効率よく行うために、分子サイズ（直径 5 nm）のナノダイヤモンド
の調製方法を確立した。具体的には、爆轟法ナノダイヤモンドに対して 425℃で 5時間の大気酸
化を行った後、1:3 の硝酸/硫酸の混酸中で 130℃・72 時間の熱処理を行い、更に水酸化ナトリ
ウムで 90℃・2時間の加水分解処理を行うことで、5 nm の単分散のナノダイヤモンドが取得可
能であることを明らかにした。この手法は、爆轟法ナノダイヤモンドの単分散化に従来必要とさ
れていた機械的な破砕を必要とせず、他元素の混入が低減された。また、本手法で調製されたナ
ノダイヤモンドは、pH の変化に対してアグリゲーションを起こしにくかった。従って、pH 計測
の目的にも適していると期待される。 
 
(3) 細胞内局所計測技術の開発 
細胞内局所 pH 計測を実現するために、単分散化したナノダイヤモンドを用いた分子標的技術の
開発に着手した。現在、カルボキシ化した超分岐ポリグリセロールで爆轟法ナノダイヤモンドを



コーティングし、活性エステル化した上で特定のタンパク質の N 末端と架橋する方法を試みて
いる。 
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