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＜研究内容・成果等の要約＞ 

本研究では、従来のバイオイメージングに使用されてきた蛍光物質（蛍光色素、蛍光タンパク質、

半導体超微粒子（Qdot）など）と異なり、褪色や明滅（ブリンキング）を示さないという大きな特長

をもち、また特殊な蛍光－磁気共鳴カップリングを有する蛍光ダイヤモンドナノ粒子を用いて、従来

の蛍光プローブでは達成できなかった様々な高精度1分子計測の実現を目指した。具体的には、DNA

結合タンパク質 1 分子の運動の観察の実現に向けて、ダイヤモンドナノ粒子の表面修飾、DNA

結合タンパク質への標識、磁気共鳴－蛍光1分子イメージング顕微鏡の構築を行った。 

(1)蛍光ダイヤモンドナノ粒子の調製と表面修飾 

 特異的な結合を介してタンパク質に標識をするため、市販の蛍光ダイヤモンドナノ粒子（直径

10nm・20nm・100nm）の表面修飾を行った。我々はポリエチレングリコール（PEG）を基盤とし

た基板表面コーティング法の改良によってガラス基板上へのタンパク質の非特異吸着を 1 分子蛍光

イメージングで使われている従来法より1/10に抑制する表面コーティング法を開発している（Chem. 

Lett. 2009）。この表面コーティング技術を応用し、蛍光ダイヤモンドナノ粒子へのタンパク質の非特

異吸着を劇的に減少させ、ビオチン－アビジンの特異的な結合を介してタンパク質に標識できるよう

に、アビジンPEG蛍光ダイヤモンドナノ粒子を作製した。 

(2)蛍光ダイヤモンドナノ粒子のDNA修復タンパク質への標識 

すでに発現・精製が終了している部位特異的にビオチンを修飾した DNA 修復タンパク質（大

腸菌のヌクレオチド除去修復で損傷 DNA を切除するUvrD）に、(1)で作製した蛍光ダイヤモン

ドナノ粒子を特異的に標識することに成功した。 

(3)磁気共鳴－蛍光1分子イメージング顕微鏡の構築 

 顕微鏡本体・励起レーザー・超高感度カメラなどからなる蛍光1分子イメージング顕微鏡に光検出

磁気共鳴の発生に必要な高周波発生関連の装置を組み込み、磁気共鳴－蛍光1分子イメージング顕微

鏡を構築した。そして光検出磁気共鳴スペクトルを得た。 
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＜研究の目的、経過、結果、考察＞ 

【背景・目的】 

近年登場した光学顕微鏡をベースとした 1 分子計測技術によって、生体分子 1 分子を集団平均す

ることなく実時間で追跡することができるようになり、生体分子のダイナミクスの理解が進んでい

る。タンパク質の蛍光 1 分子直視はタンパク質のダイナミクスを直接理解する道筋を与えてくれる

が、その感度や精度は標識する蛍光プローブの性質に大きく左右される。現在、1分子観察用の蛍光

プローブとして蛍光色素、蛍光タンパク質、半導体超微粒子（Qdot）が一般的に使われているが、

どれも3つの本質的な限界を有している。3つの本質的な限界とは、発光安定性、選択観察、細胞毒

性である（表1）。 

 これに対し、ダイヤモンドナノ粒子中に存在する窒素－格子空隙中心は、発光安定性が高く、無褪

色、無ブリンキングの特性をもっている（表1）。その特殊な蛍光－磁気的性質により、蛍光ダイヤ

モンドナノ粒子を生体分子に標識できれば、生体分子の長時間1分子イメージングが可能になるばか

りではなく、従来の方法では検出することができなかった生体分子のダイナミクスが高空間分解能で

検出可能になる（J. Nanosci. Nanotechnol. 2015）など、従来の蛍光プローブでは達成できなかっ

た幅広い応用が可能と考えている。本研究では、その実現に向けてダイヤモンドナノ粒子の表面

修飾及びDNA結合タンパク質への標識を行いDNA結合タンパク質 1分子の運動の観察につな

げることを目的とした。 

【経過・結果・考察】 

(1)蛍光ダイヤモンドナノ粒子の調製と表面修飾 

ダイヤモンドナノ粒子は疎水性なので、表面を親水的にしないと水溶液中ではまったく分散し

ない。また、適切な表面修飾を行わなかった場合、大量のタンパク質が非特異的にダイヤモンド

ナノ粒子表面に吸着することを見いだしている。 

 そこで、まず、市販のダイヤモンドナノ粒子を用いて、その表面状態の改変に取り組んだ。550℃

（空気中）で表面を酸化し、その後硫酸／硝酸（9:1）溶液、0.1 Nの水酸化ナトリウム水溶液、0.1 

Nの塩酸で処理することで、ダイヤモンドナノ粒子の表面に親水的なカルボキシル基を形成させた。

こうすることによって、水溶液中で分散できるようにした。さらに、グリシドールと無水コハク酸

を反応させ、次に述べるPEGによる表面修飾に用いるカルボキシル基の表面密度を上げた。実際、

これらの反応により、蛍光ダイヤモンドナノ粒子の水への分散性が飛躍的に向上した。 

 次に、特異的な結合を介してタンパク質に標識をするため、市販の蛍光ダイヤモンドナノ粒子（直

径10nm・20nm・100nm）の表面修飾を行った。我々はポリエチレングリコール（PEG）を基盤と

した基板表面コーティング法の改良によってガラス基板上へのタンパク質の非特異吸着を 1 分子蛍

光イメージングで使われている従来法より 1/10 に抑制する表面コーティング法を開発している

（Chem. Lett. 2009）。この表面コーティング技術を応用し、蛍光ダイヤモンドナノ粒子へのタンパ

ク質の非特異吸着を劇的に減少させ、ビオチン－アビジンの特異的な結合を介してタンパク質に標識

できるようにすることを目指した。 

 具体的には、蛍光ダイヤモンドナノ粒子の表面のカルボキシル基を架橋剤でアミノ基がついたビオ 

 

表1：蛍光プローブの特性比較 

 蛍光ダイヤモンド 

ナノ粒子 

蛍光色素 半導体超微粒子（Qdot） 蛍光タンパク質 

光褪色耐性 +++ ++ +++ + 

ブリンキング耐性 +++ ++ + + 

選択観察 +++ + ++ + 

細胞毒性 無毒 有毒 非常に有毒 無毒 

磁気共鳴による蛍光変調 可 不可 不可 不可 
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図 3：蛍光ダイヤモンドナノ粒子 1 個に結
合したDNA修復タンパク質分子数の 1分
子定量．蛍光ダイヤモンドナノ粒子と蛍光色素
Cy5 で標識した DNA 修復タンパク質の同時蛍
光 1 分子イメージングを行った．グラフはCy5

の蛍光強度の時間変化を示す．Cy5 の褪色が矢
印で示す 4段階で起こっていることから 4分子
の DNA 修復タンパク質が蛍光ナノダイヤモン
ドに特異的に結合していることが示唆される． 

 
図4 ：蛍光ダイヤモンドナノ粒子のアクチンフィラ
メントへの標識．ガラス基板に固定したビオチン化アク
チンをまばらに含むアクチンフィラメント（テトラメチ
ルローダミンファロイジンで標識・上画像）に、黄色の
矢印で示す蛍光ダイヤモンドナノ粒子（下画像）が標識
されていることがわかる．アクチンフィラメントと蛍光
ダイヤモンドナノ粒子は、デュアルビュー光学系で同一
視野を同時観察した。 

図 1：凍結乾燥中の
表面を PEG 修飾し
た蛍光ダイヤモンド
ナノ粒子． 

図 2：直径 20nmのアビジンPEG蛍光ダ
イヤモンドナノ粒子のビオチン結合能の確
認．ビオチン PEG で表面を修飾した基板のみ
に多数の吸着が見られた． 
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チン PEG で反応させ（図 1）、そ

のビオチンにアビジンをコートす

ることでアビジン PEG 蛍光ダイ

ヤモンドナノ粒子を作製した。こ

の表面修飾が機能していること

は、ビオチンPEGあるいはPEG

で表面コーティングしたガラス基

板を使って確認した（図2）。 

 本研究では、蛍光ダイヤモンド

ナノ粒子の水溶液中での分散性の改善と、タンパク質への特異的標識に向けたPEGによる表面修飾

を行った。市販の蛍光ダイヤモンドナノ粒子は、粒子径が一様でない。今回は粒子径の大小にかかわ

らず、表面修飾が機能していることを確認したが、超遠心分離によって粒径の小さい蛍光ダイヤモン

ドナノ粒子のみ選別する必要性が出てくるであろう。 

 

(2)蛍光ダイヤモンドナノ粒子のDNA修復タンパク質へ

の標識 

すでに発現・精製が終了している部位特異的にビオ

チンを修飾した DNA 修復タンパク質（大腸菌のヌク

レオチド除去修復で損傷DNAを切除するUvrD）に、

(1)で作製したストレプトアビジンPEGコート蛍光ダイ

ヤモンドナノ粒子（直径100nmおよび20nm）を特異

的に標識した。標識の確認は、蛍光ダイヤモンドナノ

粒子とDNA修復タンパク質に標識した色素Cy5を同

時に蛍光 1 分子イメージングすることで行った。図 1

にその例を示す。Cy5の褪色が 4段階で起こったこと

から、4分子のDNA結合タンパク質が蛍光ダイヤモン

ドナノ粒子に標識されていることが示唆される（図3）。 

本研究により、ビオチン－アビジン相互作用を利用

して DNA 修復タンパク質に特異的に蛍光ダイヤモン

ドナノ粒子を標識することができた。今後は、(1)で述

べた粒径の小さい蛍光ダイヤモンドナノ粒子のみ選別を

行い、タンパク質と蛍光ダイヤモンドナノ粒子の混合比

を変化させて、1:1に標識する条件を決めることが

求められる。この標識には DNA 結合タンパク質

に標識されていない蛍光ダイヤモンドナノ粒子を

除くことが有効で、DNA結合タンパク質のアフィ

ニティクロマトグラフィーが使用できると考えて

いる。この未標識の蛍光ダイヤモンドナノ粒子の

除去、蛍光ダイヤモンドナノ粒子標識した DNA

結合タンパク質とDNA との 1 分子間相互作用の

観察にも有効である。 

一方、モータータンパク質であるアクチンフィ

ラメントに蛍光ダイヤモンドナノ粒子を標識した

（図4）。そして、この蛍光ダイヤモンドナノ粒子 

 



図6：磁気共鳴－蛍光1分子イメージ
ング顕微鏡の模式図． 

図8：光検出磁気共鳴スペクト
ル．2,790MHz付近の高周波の印
加による蛍光強度の減少をイメー
ジングした． 

図7：磁気共鳴－蛍光1分子イメ
ージング顕微鏡のステージ付近
の写真．中央に見えるのが銅線で作
製した高周波印加用のコイル． 

図5：直径20nmの蛍光ダイヤモンドナノ粒子で標識したア
クチンフィラメントのミオシン上での滑り運動．○で示す蛍光
ダイヤモンドナノ粒子の左下方向への運動を観察した． 
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標識アクチンフィラメントのミオシ

ン上での滑り運動を観察した（図5）。

この結果は蛍光ダイヤモンドナノ粒

子が in vitro系での蛍光1分子イメー

ジングにも有効であることを示してい

る。 

 

(3)磁気共鳴－蛍光1分子イメージング顕微鏡の構築 

 顕微鏡本体・励起レーザー・超高感度カメラなどからなる蛍光1分子イメージング顕微鏡に光検出

磁気共鳴の発生に必要な高周波発生関連の装置を組み込み、磁気共鳴－蛍光1分子イメージング顕微

鏡（図6, 7）を構築した。この顕微鏡を用い、実際に光検出磁気共鳴スペクトルを得た（図8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【まとめ】 

本研究では、蛍光ダイヤモンドナノ粒子を用いて、従来の蛍光プローブでは達成できなかった様々

な高精度1分子計測の実現を目指した。具体的には、DNA結合タンパク質 1分子の運動の観察の

実現に向けて、ダイヤモンドナノ粒子の表面修飾、DNA結合タンパク質への標識、磁気共鳴－蛍

光1分子イメージング顕微鏡の構築を行った。 

 現時点では、蛍光ダイヤモンドナノ粒子で標識したタンパク質1分子の運動の高精度イメージング

の報告はない。また、本研究の対象としたDNA結合タンパク質については、DNA上での運動、特

に実際起こっているとされる回転運動について、1分子直視された報告がない。このDNA結合タン

パク質のDNA上での回転運動を、本研究を発展させて検出できればDNA結合タンパク質のDNA

状の運動がDNAらせんに沿った運動かどうかを判別できメカニズムを理解する上で画期的である。 

我々は、大腸菌のDNA修復タンパク質である非六量体型ヘリカーゼUvrDの結合モードの違いをク

リアに1分子観察し（Chem. Lett. 2009等）、二量体あるいは三量体でDNAを巻き戻していること

を明らかにしている（Biophys. J. 2013）。これは1分子直視によってヘリカーゼの結合分子数を直

接定量した初めての例である。また、ヒトのDNA修復で損傷を認識するタンパク質複合体がDNA

上での1次元拡散運動をしていることを見いだしている。 

 本研究の内容は、DNA結合タンパク質のみならず、様々な生体分子の高精度長時間1分子イメー

ジングに応用可能である。本研究および、本報告書でも紹介したアクチンフィラメントなどの他のタ

ンパク質の高精度長時間1分子イメージングを並行して推進していきたい。 
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