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１． はじめに

ダイヤモンドナノ粒子（ナノダイヤ）は，古くから研磨
剤や潤滑材として工業利用されてきたが，最近，細胞生物
学分野において，ナノダイヤの発する蛍光を利用した新し
い計測手法の研究・開発が急速に進展している．特に，ダ
イヤモンド中の窒素と格子欠陥が形成する NVC（nitrogen-
vacancy center）が発する蛍光がきわめて高い安定性を示
すことから，ナノダイヤは，蛍光イメージングのための優
れた蛍光プローブとなると目されている．加えて，NVC
が発する蛍光は，励起電子のスピン状態の情報を含むた
め，磁気共鳴技術と組み合わせることにより，ナノダイヤ
周囲の微小空間の電場・磁場に関する情報を獲得できる．
この特性を利用して，従来の蛍光プローブでは不可能な，
細胞内ナノ空間の各種物理パラメーターを取得，画像化す
る技術の開発が進められている．本稿では，ダイヤ NVC
の蛍光を利用した細胞イメージングについて，これまでの
研究を概観し，その行く先を展望したい．

２． 蛍光タグとしてのダイヤモンドの特性

１） ダイヤ NVCの光学特性
天然ダイヤ，人工ダイヤに関わらず，ダイヤモンドは不

純物や格子欠陥に由来する蛍光を発することが知られてい
る．なかでも，近年，特に注目を集めているのは，窒素と
格 子 欠 陥（vacancy）か ら な る nitrogen-vacancy center
（NVC）である（図１）．NVCを５００nm程度の光で励起す
ると，７００nm程度の蛍光を発する（図２）が，この蛍光
は，低分子蛍光プローブ（fluorescein，Alexa，Cy等），蛍
光タンパク質（GFP等），量子ドットなど，細胞イメージ
ングに用いられるものに比べて蛍光寿命が長く，量子収率
も高い上に，褪色・明滅を示さない．加えてダイヤ粒子は
生体・細胞に無毒であることから，NVCを持つナノダイ
ヤは，より長時間にわたって，安定したイメージングが可
能な蛍光プローブとなると目されている１）（表１）．
NVCの発光波長は，粒子のサイズや励起光の強度，ど

のようにダイヤモンドが作られたかに依存する．これは，
NVCには光学特性の異なる二つの型，電荷のない NV０と
負電荷を帯びた NV－が存在するためである（図１a）．図２
aは３個のダイヤ粒子（直径約３５nm）の蛍光スペクトル
だが２），各粒子中の NV０と NV－の存在比が異なるため，ス
ペクトルに違いが現れている．なお，ダイヤ NVCが注目
されているのは，後述するように，その蛍光から電子スピ
ンの状態を知ることができるからであるが，これが可能な
のは，NV－のみである．
NVCの蛍光はきわめて安定で，図２bに示すように，

Alexa Fluor５４６の蛍光が１２sで褪色する条件でも，ナノ
ダイヤ（粒子径１００nmおよび３５nm）NVCの蛍光は３００s
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ローブとなると考えられる．加えて，ダイヤ NVCの蛍光観察と磁気共鳴技術とを組み合わせ
ることにより，ナノ空間における電場や磁場の大きさ，温度と言ったパラメーターが得られ
る．近年，こうしたダイヤ NVCの特長を生かし，様々な新規細胞計測法，分子計測法が開発
されつつある．本稿では，これらを概観し，その行く先を展望する．
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以上の間，褪色や明滅を示さない２）．しかし，粒子が小さ
くなると NVC蛍光は表面構造の影響を受けて，不安定と
なる３）．これまでに，５～７nmサイズのダイヤでも高い蛍

光安定性を示す NVCが報告されているが４～６），これより小
さなダイヤでは報告がない．

図１ ダイヤ NVCの構造とエネルギー準位図
（a）ダイヤモンド格子と NVCの模式図．NV０では，格子欠陥（V）の周りに，窒素原子由来の２個と
炭素原子由来の３個の，計五つの電子が存在する．NV－では，さらに電子が一つ加わり（破線囲み），
負電荷を帯びる．（b）NVCのエネルギー準位図．ISC（inter system crossing）．外部磁場を印加する
と，ms＝＋１と ms＝－１の縮退がとける．

図２ ダイヤ NVCの蛍光スペクトルと蛍光強度経時変化
（a）３５nmの粒子径を持つナノダイヤモンドの蛍光スペクトル．三つの異なる粒子のスペクトルが異なる色で表
示してある．文献２，図２bより転載．（b）ナノダイヤモンド１００nm，３５nm，Alexa Fluor ５４６の蛍光強度経時変
化．文献２，図３aより転載．
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２） 多彩な化学修飾が可能
一般に，市販の人工ダイヤ中の NVC濃度は ppm以下と

低いため７），用途によってはダイヤモンド内に人工的に
NVCを生成させ，その濃度を上げる必要がある８）．また，
ナノダイヤを，細胞イメージングのための「蛍光タグ」と
して利用するならば，ナノダイヤでタンパク質等を「標
識」できることが要求される．これは，ナノダイヤに有機
合成化学の手法を適用することで実現できる．たとえば，
ダイヤを強い酸化条件で処理すると，表面の炭素をカルボ
キシ基（COOH）に変換することができる（図３）８）．一
度，COOHとなれば，その先は定法に従って，タンパク
質中のアミノ基やチオール基などとカップリング反応を行
うことができる９）．
他方，Yangらは，ナノダイヤを還元し，ヒドロキシ基

を導入した後，DNAを結合させている１０）．その他，アミ
ノ基，チオール基，ハロゲン等，さまざまな官能基をナノ
ダイヤに導入する方法が開発されている１１～１３）．また，ナノ
ダイヤをシリカで包埋し，ここに化学修飾を施すことも行
われている１４）．

以上のように，ダイヤ表面がさまざまに修飾可能である
ことから，ナノダイヤをドラッグデリバリーのための担体
として用いる研究も盛んに行われている．たとえば，Li
らは，抗がん剤ドキソルビシンと HIV-TAT配列を含むペ
プチドをナノダイヤ表面につなぎ，C６グリオーマ細胞に
対する細胞毒性を評価した．その結果，単にドキソルビシ
ンのみを投与するよりも高い細胞毒性がみられたとしてい
る１５）．

３） 生体適合性
ダイヤモンドは，高い生体適合性を有する．たとえば，

Yuらは，粒子径１００nmのナノダイヤを肝細胞に投与し培
養を行ったが，毒性はみられていないし１６），ほかにも，さ
まざまな培養細胞株１７）や線虫１８）に対しても毒性がなかった
と報告されている．したがって，研究対象の細胞や生体を
侵襲することなく，ナノダイヤを用いたイメージングを行
うことが可能である．

表１ 生体計測に利用される蛍光プローブの化学・蛍光特性の比較１）

ダイヤモンド
（NVC）

量子ドット 低分子蛍光色素 蛍光タンパク質

蛍光波長 ６３０～８００nm 赤外～紫外
（粒子径に依存）

赤外～紫外 可視

褪色 なし 遅い 速い 速い

明滅 なし あり あり あり

量子収率 ０．７～０．８ ０．１～０．８ ０．５～１．０ ０．６

蛍光寿命 ２５ns １０～１００ns １～１０ns １～５ns

毒性 なし あり さまざま なし

化学的安定性 安定 不安定 さまざま 不安定

図３ ナノダイヤの表面修飾とタンパク質等の導入
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３． ナノダイヤを利用した蛍光イメージング

次に，ダイヤ NVCを用いた細胞の蛍光イメージングの
例をいくつか紹介する．図４は３５nmのナノダイヤを取り
込んだ HeLa細胞の蛍光像である８）．この研究では，エン
ドサイトーシスにより細胞内に取り込まれたナノダイヤの
並進運動が２００sにわたり追跡されており（frame rate：１０
Hz），その拡散係数が０．０３m２s－１と決定されている．こ
の値は，エンドソームに取り込まれた量子ドットのそれと
よく一致する８）．同様のナノダイヤの細胞内拡散の観察は，
Neugartらによっても報告されている１９）．また，Huiらは，
脂質でナノダイヤを被覆すると，細胞質内での並進拡散速
度が１桁大きくなったとしている２０）．その理由として著者
らは，脂質で被覆されることによって，ナノダイヤがエン
ドソームにトラップされないためだとしている．
ナノダイヤを細胞内の特定部位にターゲッティングする

ことも試みられている．抗アクチンフィラメント抗体や抗
ミトコンドリア抗体をナノダイヤにつなぎ，これをカチオ
ン性デンドリマー等を使って HeLa細胞内へ導入したとこ
ろ，それぞれの目的部位がナノダイヤで標識されたとして
いる２１）．
ほかに，リガンド―受容体相互作用も調べられている．

HeLa細胞に過剰発現させたトランスフェリン（Tf）受容

体をナノダイヤで標識し，その Tf依存的な細胞内移行が
観測されている２２）．また，Zhangらは，ナノダイヤ表面を
葉酸で修飾し，がん細胞をダイヤ標識した２３）．すなわち，
ヒトがん細胞には葉酸受容体が多く発現しているため，葉
酸受容体との結合を介して，ナノダイヤががん細胞に結合
する．全ナノダイヤ―葉酸複合体の５０％が，エンドサイ
トーシスによって細胞内に取り込まれたことを確認してい
る．
以上のような，通常の蛍光イメージングのほかにも，ナ

ノダイヤと近赤外の低分子蛍光プローブ間での FRET
（Förster resonance energy transfer）２４）や時分割蛍光技術を利
用したイメージング２５）（図５），二光子励起法２０），超解像法
の一つである STED（stimulated emission depletion）法２６）が
ダイヤ NVCに適用されている．また，ダイヤ NVC蛍光
を使った１分子観察も行われている．Bumbらはガラス基
板上に固定した長さ１．４mの DNA二本鎖をシリカ包埋
ナノダイヤ（粒径３０nm）で標識し，一つのダイヤ粒子由
来の蛍光輝点を，時間分解能３０ミリ秒，空間分解能２０
nm（xy 方向）および７０nm（z 方向）で，１時間にわたり
観察し，蛍光輝点の位置分布から，DNA鎖の持続長を求
めている１４）．同様のことは金ナノ粒子を標識剤としても行
われているが２７），ナノダイヤでははるかに容易に行えると
している．

図４ 細胞内におけるナノダイヤの三次元トラッキング
（左）ナノダイヤを取り込んだ HeLa細胞の明視野観察像，蛍光観察像（赤色）の重ね合
わせ．（右）ナノダイヤの細胞内でのトラジェクトリー（２００s）．文献８，図４より転載．

図５ HeLa細胞に取り込まれたナノダイヤの時分割共焦点イメージング
（a）レーザー励起後，すべてのフォトンを検出した観察像．（b）レーザー励起後，１５～５３nsに放出されたフォトンを検出した
観察像．この条件では細胞の自家蛍光は褪色しておりナノダイヤの蛍光のみが検出される．（c）（a）のナノダイヤの蛍光強度の
減衰曲線．灰色の部分のフォトンを検出せず，白い部分の示す時間のフォトンのみを検出することで（b）の像が得られる．文
献２８，図２より転載．
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４． NVCを用いた光検出磁気共鳴

以上見てきたように，従来行われてきた蛍光イメージン
グのほとんどすべての手法をそのままナノダイヤに適用で
きる．ダイヤ NVCが安定した蛍光を発生できること，ダ
イヤ表面がさまざまに化学修飾できること，ナノダイヤの
生体適合性を考えると，今後，蛍光タグとしてのナノダイ
ヤの用途は広がっていくと思われる．しかし，ダイヤ
NVCには，もう一つの大きな特長がある．それは，蛍光
と磁気共鳴との共役が可能な系であるという点である．こ
の特長ゆえに，ナノダイヤを使って，従来の蛍光プローブ
では得ることのできない，生体内・細胞内の物理パラメー
ターの獲得が可能となる．

１） NVCのエネルギー構造と ODMR
図１bに示すように，NVCの電子基底状態は，二つの電

子がスピン三重項を形成しており，異なるスピン状態（ms

＝０か ms＝±１）によってエネルギーが異なる（～２．８７
GHz）．
「スピン」とは電子や原子核が持つ物理量の一つである．
スピンは，磁気モーメントを与え，磁気的な相互作用を規
定する．そして，電子や原子核のスピンの状態は，各々，
ESR（electron spin resonance）や NMR（nuclear magnetic
resonance）を通して調べられる．スピンは，「方向性」も
持つ量であるが，多くの電子スピンの場合，逆向きのスピ
ンと対になって相殺されているため，スピンによる磁気的
な性質は表には出てこない．しかし，NV－では二つの電子
スピンが相殺されず，いわゆる「スピン三重項」を形成し
ており，三つの状態をとりうる（ms＝－１，０，＋１とする）．
興味深いことに，ms＝±１の電子が励起されて発生する

蛍光の強度はスピンが ms＝０のときに比べて２～３割弱く
なる．これは，図１bに示したように ms＝±１の電子が励
起された場合，系間交差（スピン多重度の異なる状態間の
遷移）を経て，無輻射で（光を発することなく）電子基底
状態に戻る経路が存在することによる．この経路を経た
ms＝±１の電子は，最終的に ms＝０の電子基底状態に戻
る．他方，ms＝０の電子は，蛍光を発して元の ms＝０の電
子基底状態に戻るだけである．この NVCに励起光（５３２
nm）を照射し続けると何が起こるか？ ms＝±１の電子は
励起後，一定の確率で系間交差→無輻射遷移で ms＝０にな
りうるのに対して，ms＝０が ms＝±１に変換する過程はな
い．よって，一定時間後にはすべての NVC電子が ms＝０
の定常状態が達成される．通常の熱平衡状態では，ms＝０
と ms＝±１の占有比はボルツマン分布に従うが，このよう
に励起光を照射し続けることにより，NVC電子を一方の
スピン状態にのみ集めることができる（完全な「分極
（polarization）」の実現）．この過程は，「光ポンピング（op-
tical pumping）」と呼ばれる．ダイヤ NVCの場合，マイク
ロ秒オーダーの励起光照射で完全な分極が達成される．光

ポンピングで ms＝０に集められた NVC電子に２．８７GHz
のマイクロ波を照射すると，ms＝０と ms＝±１間に ESRに
基づく遷移が起こる．すると，ms＝±１の電子が生まれる
ので蛍光強度が減弱する．これは，ESRの蛍光による検
出にほかならない．通常，磁気共鳴は検出コイルに発生す
る誘導電流によって検出されるが，このように光学的に磁
気共鳴が検出されることを，ODMR（optically detected
magnetic resonance）と呼ぶ．上記マイクロ波照射時に，周
波数を掃引すると，ODMRスペクトルが得られる（図６
右下）．一方，パルス NMR／ESRの要領でマイクロ波を断
続的に ON／OFFする方式もある．条件を整えれば，たと
えば，ms＝０の電子をすべて ms＝±１に変換することもで
きるし，両者の「重ね合わせ」状態を作ることもできる．
発生したスピン状態の時間発展にはナノダイヤ周囲のさま
ざまな物理パラメーターが乗ってくるので，ODMR計測
でそれらの情報が得られる．ODMRが観測できる系はダ
イヤ NVC以外にもあるが，常温・常圧，水系の媒質中で
観測でき，生体系に適用可能なものはダイヤ NVCしか知
られていない．

２） ナノダイヤ粒子の選択計測
我々は，ダイヤ NVCを利用した，いくつかの新たな計

測方法の開発を進めている．以下では，磁気共鳴を利用し
て，背景光の中からダイヤ NVC由来の蛍光のみを選択的
にイメージングする手法を紹介する．当該法は，先述の，
「NVCに２．８７GHzのマイクロ波を照射すると，蛍光強度
が低下する」，という原理を利用している．すなわち，細
胞中のダイヤ NVCの蛍光を観察しつつ，２．８７GHzのマイ
クロ波を断続的（ON／OFF）に照射すれば，その強度はマ
イクロ波照射のタイミングと同期して増減する．他方，細
胞の自家蛍光や背景光はその影響を受けない．マイクロ波
の ON／OFFと同期して蛍光が増減する輝点のみを選別・
画像化するアルゴリズムを用いれば，強い背景光の中から
でも，NVCの輝点のみを描出することができる．この
NVC選択計測は，培養細胞，線虫（図６），マウス皮内中
で可能である２９）．

３） NVC-ODMRの応用
以下，NVC-ODMRの応用について，かなり将来的な展

望も含めて，紹介する．

細胞内温度測定
Kucskoらは，細胞内にナノダイヤを取り込ませ，NVC

蛍光を使って，細胞内微小空間（～２００nm）における温
度測定を行った．その結果，１．８ミリケルビンというわず
かな温度変化でも読み取れることを示した３０）．この手法に
より，細胞内の温度分布をマッピングでき，細胞内生化学
反応について有用な情報が得られると期待される．
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粒子の回転運動追跡
NVCに外部から磁場を印加すると，ms＝±１の縮退が

とけ，NVCの ESRの共鳴周波数が２．８７GHzからシフト
するが（図１b），そのシフトの大きさは外部磁場の方向と
「Nと Vを結ぶベクトル」のなす角度に依存する．よっ
て，外部磁場の強度と向きを固定しておけば，ナノダイヤ
の「向き」を知ることができる．McGuinnessらは，１０時
間以上にわたって，HeLa細胞内にエンドサイトーシスさ
れたナノダイヤ（～４５nm）の並進運動と，その粒子の「向
き」の変化を追跡した３１）（図７）．観察された並進拡散はき
わめて遅く，粒子の「向き」の変動も小さいものであった
（１０時間で１０°以下）．このことから，取り込まれたナノ
ダイヤはエンドソームにトラップされたままだったと推測

している．この測定法で決定される角度の精度は高く
（±１°），時間分解能もミリ秒オーダーであり，エンドサイ
トーシスや膜輸送過程における膜の運動性解析，細胞局所
の粘度測定，分子モーターの回転計測など，さまざまな応
用が考えられる．NVC以外の蛍光プローブでも，蛍光偏
光法を用いれば，分子の「向き」の情報は得られるが，細
胞内で，これほど長時間にわたって，高感度・高精度な追
跡を行うことは非常に困難である．
なお，上の例では，粒子の動きがきわめて遅いものだっ

たが，より高速に回転する場合もあるだろう．これがミリ
秒オーダーより速くなると，「向き」の逐次追跡はできな
い．しかし，ナノダイヤの回転拡散係数を求めることは可
能で，ナノ空間の粘度測定や分子間相互作用の検出に利用
可能だと考えられる３２，３３）．

超高感度 NMR
NVC蛍光を使った NMRの超高感度検出にも大きな期

待が寄せられている．NMRは，タンパク質の立体構造や
ダイナミクス，化学反応に関する情報を与え得る多能な分
光法で，構造生物学分野で活用されている．我々は，
NMRを使った細胞内タンパク質の構造解析法（in-cell
NMR）を開発しているが３４），蛍光観察に比べると，NMR
の検出感度ははるかに低いため，１回の計測には数百万の
細胞を必要とする．このため，得られる情報は，局在，細
胞周期など，さまざまな意味で平均化されたものとならざ
るをえない．しかし，ごく最近，ダイヤ NVCを磁気セン
サーとすることで，数 nm立方という，細胞のスケールに
比べてもはるかに小さな空間中に存在する１０３～１０６個の１H

図６ 線虫腸内のナノダイヤ NVCの明視野画像（上左），蛍光像（上右）
と選択画像（下左）

下段右は線虫腸内のナノダイヤ NVCの典型的な ODMRスペクトル．文
献２９，図３より転載．

図７ HeLa細胞内のナノダイヤ粒子（～４５nm）の並進および
回転運動のトラッキング

文献３１，図５より転載．
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から NMR信号が取得可能なことが実証された３５，３６）（図８）．
従来型の NMR装置で１H-NMR信号を検出するには，最低
でも１０１４～１０１５個の１Hが必要であることから，単純に比較
すると，８桁以上もの感度向上といえよう．また，あくま
で，理論研究ではあるが，NVCを使った１分子 NMRも
提案されている３７）．まだまだ克服すべき課題は多く，すぐ
さま「単一細胞」や「単一分子」レベルでの NMR構造解
析が可能になるとは思えない．しかし，特定の分子の細胞
内局在を得るだけなら比較的容易であると思われ，近い将
来，NVCを使った，１細胞レベルでのMRI（magneticreso-
nance imaging）が実現される可能性は高い．NVC-MRIの
長所は，核種の同定能力で，たとえば，炭素-１３や窒素-１５
といった NMR活性な同位体で特定のタンパク質を標識す
れば，その細胞内分布を，ナノメートル分解能でイメージ
ングできるだろう．ちょうど，ライブセル蛍光イメージン
グと電子顕微鏡観察の中間の性質を持った手法になると期
待される．

その他
ほかにも，ダイヤ NVCを用いた，さまざまな計測方法

のアイデアが提案されている．たとえば，NVCの ODMR
信号は，周囲電場の影響も受けることから，ナノダイヤを
細胞膜に埋め込んで，膜電位の変化を調べることが提案さ
れている１）．また，AFM（atomic force microscope）のカン
チレバーの先に NVCを備えたダイヤチップを作り，原子
分解能の表面走査型磁気センサーとしたり３８），単一イオン
チャンネルの開閉を検出する３９）などが提案されている．

５． 克服すべき課題

最重要と思われる課題は，安定した NVCを有する直径
数 nmのダイヤ粒子を大量に供給する手段の開発であろ
う．タンパク質分子を標識し，その挙動を観察することを
目指すならば，タンパク質と同程度のサイズ（直径～２
nm）か，それ以下が望ましい．これまでに直径５～７nm

のナノダイヤで安定した NVCが観測されている４～６）が，さ
らに小さなダイヤ粒子では安定した NVC蛍光の報告はな
い（板状ダイヤでは，深さ２nmの位置に安定した NVC
を作れたとの報告もある１））．しかし，ab initio 計算から，
NVC電子の波動関数が１nm立方の体積内に収まるとされ
ていることから４０，４１），直径２nm程度で，安定な NVCを有
するナノダイヤは実現できると考えられている．ダイヤ粒
子の微小化によって引き起こされる問題点は，既述のよう
に，NVCが表面に近づくため，表面の影響を受けやすく
なることにある．たとえば，ダイヤ表面の電気双極子モー
メントが大きくなると，ホールの内部への流入が起こり，
ODMRを与える NV－が不活性型の NV０になってしまうら
しい４２）．このため，NVCを安定化させるような表面修飾
法の探索が行われており，良好な結果が得られつつあ
る４３）．NVCに対する表面効果を克服できれば，より小さ
な NVCダイヤが作製できるようになり，一気に応用範囲
が広がると期待される．

６． おわりに

ナノダイヤ NVCは，その高い蛍光安定性から，細胞イ
メージング用の蛍光タグとして有望視されている．しか
し，それ以上に，蛍光検出の技術と磁気共鳴によるスピン
操作技術の組み合わせが，従来にないユニークな計測法を
生み出すと大きな期待が寄せられている．すなわち，ナノ
ダイヤ周辺の電場・磁場・温度が直接得られるほか，間接
的にタンパク質の運動性・相互作用についての情報も獲得
できるだろう．ナノダイヤの細胞内局在は抗体によるター
ゲッティング２１）や，光ピンセットによって操作可能であ
る４４，４５）．ナノダイヤ NVCは，細胞内の任意の「ナノ空間」
について，これまで得ることができなかったさまざまな情
報を獲得可能にすると期待され，細胞内事象の分子論的・
物理化学的理解に大きく貢献するものと思われる．また，
ダイヤ NVCは，応用物理学や量子情報学においても，ま
だまだ盛んに研究が続いている分野である．今後，NVC
の理解がさらに進めば，スピン操作の技術等がいっそう洗
練されてゆき，生体計測にも大きな進展が見込まれる．確
かに今，ダイヤモンドの輝きが，多くの研究者を魅了しつ
つある．
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