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京都大学 博士（工学） 氏名 外 間 進 悟  

論文題目 

APPLICATION OF NANODIAMONDS FOR BIOLOGICAL INVESTIGATION 

(ダイヤモンドナノ粒子の生体計測応用に関する研究)  

 

（論文内容の要旨） 

本論文はナノダイヤモンドを生体計測に用いるための方法論について研究した成果

をまとめたものである。第１部は序論であり、ナノダイヤモンドを用いたバイオイメ

ージングの現状と問題点、それを解決するために本研究で注目したイオン照射、焼成、

表面修飾について論じている。第２部１章ではイオン照射によるナノダイヤモンド中

におけるＮＶ－濃度改善に関する研究について報告している。通常、ナノダイヤモン

ド内部には不純物として１００  ｐｐｍ程の窒素原子が含まれているが、空孔は少な

い。空孔を作成するためにはイオン照射が必須であり、照射によって作られた空孔と

窒素原子を結合させることによってＮＶ－は生成する。しかし、ＮＶ－を作成するため

の適切なイオン照射条件は分かっていない。本研究では粒子径が２６ｎｍのナノダイ

ヤモンドをシリコンウエハ上にスピンコートし、Ｈ＋、Ｈｅ＋、Ｌｉ＋、Ｎ＋イオンを様々

なエネルギー、ドーズ量（２０～２００ｋｅＶ、１×１０１ ０～１×１０１ ６ｉｏｎｓ／

ｃｍ２）で照射し、ＮＶ－の生成に最も適切な照射条件の検討を行った。ＮＶ－の検出

は当研究室で開発したＯＤＭＲ顕微鏡によって行った。ＮＶ－を含蓄するナノダイヤモ

ンドの濃度は、イオン照射量に応じて単調に増加するのではなく、ある最大生成量を

示し、それ以上の照射ではＮＶ－を含蓄するナノダイヤモンドの濃度は減少していくこ

とが分かった。結果として、ドーズ量１×１０１ ４でのＨ＋イオン照射及び１×１０１ ３

でのＨｅ＋イオン照射が非常に効果的であり、未照射ではほとんど存在しないＮＶ－を

含蓄するナノダイヤモンドの濃度を２００ｐｐｍ程度まで上昇させることに成功し

た。更に、各条件によって作られたナノダイヤモンドからＯＤＭＲスペクトを取得し、

その質についても検討を行った。得られたナノダイヤモンドのＯＤＭＲスペクトルを

ガウス関数にフィットしスペクトルの強度と半値幅を算出、５％以上の強度を示しか

つ１５ＭＨｚ以下半値幅を示すナノダイヤモンドが存在する割合を各サンプルで比較

した。その結果、６０ｋｅＶ、１×１０１ ３、Ｈｅ＋イオン照射が最も高い割合を示し、

４４％のナノダイヤモンドがこの領域に存在した。同時に、ラマン分光法による実験

からイオン照射は空孔の生成のみならず、結晶構造の崩壊を誘起することを明らかに

した。２章では爆轟ダイヤモンド中に存在するシングルＮＶ－による外部磁場センシ

ングに関する研究について報告している。ナノダイヤモンドを生体計測に用いる際、

その粒子径は小さいことが好ましい。しかしながら現在の研究のほとんどが５０ｎｍ

以上の粒子径のナノダイヤモンドを用いている。そこで、本研究では爆轟ナノダイヤ

モンドに着目した。爆轟ナノダイヤモンドは爆薬を密閉容器中で爆発させ、その衝撃

派と圧力のエネルギーでナノダイヤモンドを作製する方法である。この方法で作成さ

れたナノダイヤモンドは粒子径が５±１ｎｍと非常に小さく均一である。生体計測に

利用するナノダイヤモンドとして爆轟ナノダイヤモンドは理想的であるが、爆轟ナノ

ダイヤモンドからＯＤＭＲ信号を検出した研究は報告されていない。研究では表面修

飾によってこのＯＤＭＲ信号を増強させる手法を用い、爆轟ナノダイヤモンド１分子

を用いた外部磁場センシングに成功した。爆轟ナノダイヤ中に存在するＮＶ－での磁場

センシングは世界初であり、現状最も小さいナノダイヤモンドでの磁場センシングの
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成功例である。３章ではアニーリング、焼成過程によるナノダイヤモンドの物理・化

学的状態及び粒子物性の変化について報告している。ナノダイヤモンド内部にＮＶＣ

を導入し蛍光性のナノダイヤモンドを作るためには、アニーリングと酸化処理が不可

欠である。アニーリングは真空中８００度でナノダイヤモンドを処理する工程であり、

これによって空孔が窒素と結合する。酸化処理はナノダイヤモンドを空気中５００度

以上で焼成する過程でありこの処理によって、表面に存在するグラフェン層を除去し

効率的に発光させる事ができる。このようにして導入されたＮＶＣの蛍光特性につい

てはよく研究されているにも関わらず、この工程によって変化するであろうナノダイ

ヤモンドの物理・化学的な状態についてはほとんど知られていない。加えて、これら

の状態が粒子の分散性・ＯＤＭＲ特性に与える影響については全く知られていない。

本研究では、粒子径が５０ｎｍのナノダイヤモンドに対して、アニーリング、様々な

条件での酸化処理（５００～６００度、１～５時間）を施して、これら物性や性質が

どのように変化するかを明らかにした。ナノダイヤモンドの質量損失はアニーリング

及び５００度以上の酸化処理において確認され、その度合いは温度依存的に大きくな

る。表面に存在するグラフェン層は５００度以上の酸化処理で除かれる。結晶のひず

みは５２５－５５０度の焼成によって発生し、同時に粒子径の減少が起こる。ナノダ

イヤモンドに存在するｓｐ３、ｓｐ２炭素の割合は酸化焼成温度依存的に増加し、表面

に存在するＣＯＯＨ基の割合も同時に増加するが、過剰な酸化は粒子間もしくは粒子

内においてＣＯＯＨの脱水（酸無水物の形成）を促し、粒子のゼータ電位を減少させ、

分散性に大きな影響を与える。ナノダイヤモンド表面に存在するグラフェン層はＮＶ

Ｃに由来する蛍光を著しく減少させるが、酸化処理によって取り除かれた後は、物理・

化学的状態が蛍光スペクトルに与える影響はほとんどない。表面に存在するグラフェ

ン層はＯＤＭＲ強度も著しく低下させる。４章では表面修飾による分散性の向上及び

生体分子の非特異的吸着抑制について報告している。ナノダイヤモンドの表面は疎水

性が高いため生理溶液への分散性が低く、非特異的に生体高分子を吸着してしまう。

ナノダイヤモンドを生体イメージングに応用する際、こういった問題はイメージング

の選択制・信頼性を低下させてしまう。この問題を解決するためにナノダイヤモンド

の表面修飾を行った。申請者は粒子が５０ｎｍ  のナノダイヤモンドに対して、ナノ

粒子の表面修飾に一般的に用いられる、ＣＯＯＨ修飾、ポリエチレングリコール（Ｐ

ＥＧ）修飾、高分岐鎖ポリグリセロール（ＨＰＧ）修飾を施し、分散性・非特異的吸

着に関する実験を行った。ＣＯＯＨ修飾、ＰＥＧ修飾に関しては生理食塩水（ＰＢＳ）

中１ｍｇ／ｍｌの濃度において、すぐに凝集・沈殿を生成してしまったが、ＨＰＧ修

飾は１２０分経過しても全く分散性の低下は見られなかった。また非特異的吸着に関

しても、ＣＯＯＨ、ＰＥＧ修飾ナノダイヤモンドは表面に４０００分子程のタンパク

質を吸着し、また、細胞表面への非特異的吸着も確認された。これは、ナノダイヤモ

ンドの表面に存在する親水基がおよそ７％程度と低いため、粒子－粒子、あるいは粒

子－タンパク質間疎水性相互作用を相殺できないためであると考えられる。一方、Ｈ

ＰＧ修飾ナノダイヤモンドに関しては、タンパク質、細胞表面共に非特異的な吸着は

確認できなかった。ＨＰＧ修飾ナノダイヤモンドに対して抗体修飾を施すことによっ

て、非特異的な生体分子の吸着を排し、目的の生体分子のみを選択的に標識する方法

を確立した。第３部は結論であり、本論文で得られた成果について要約している。 
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（論文審査の結果の要旨） 

本論文はナノダイヤモンドを生体計測に用いる際に抱える種々の問題を、イオン照射、

高温焼成、表面修飾といった技術を用いて解決するための方法について論じている。 

 

１．イオン照射によってナノダイヤモンド内部に効果的に、ＮＶＣを導入するための最

適条件の検討について記述している。研究では粒子径が２６ｎｍのナノダイヤモンドに

Ｈ＋、 Ｈｅ＋、 Ｌｉ＋、 Ｎ＋イオン照射を施し、ＮＶ－を持つナノダイヤモンドの生

成数を評価した結果、６０ｋｅＶ、１×１０１３でのＨｅ＋イオン照射が最適であること

を明らかにした。 

 

２．表面修飾によるＯＤＭＲ信号増強効果について論じている。ナノダイヤモンド表面

をＯＨ基で修飾することでＯＤＭＲ信号を増強させることに成功し、粒子径が５ナノメ

ートルのナノダイヤモンドにこの修飾を施すことによって、１つのＮＶ－のスピンを用

いて外部磁場のセンシングに成功した。 

 

３．アニーリング、焼成といった工程によってナノダイヤモンドの物理化学的状態がど

のように変化するかを包括的、定量的に論じている。また、このような状態の変化によ

って分散、性蛍光特性、ＯＤＭＲ特性がどのように変化するのかも明らかにしている。 

 

４．ナノダイヤモンドに表面修飾を施すことによる、分散性の向上及び生体分子の非特

異的な吸着の抑制について論じている。高分岐鎖グリセロール修飾によるナノダイヤモ

ンド表面修飾は、分散性の向上及び非特異的な吸着を大幅に抑制し、これをプラットホ

ームとすることで非特異的な生体分子の吸着を排し、目的の生体分子のみを選択的に標

識する方法を確立した。 

 

以上、ナノダイヤモンドの生体計測応用上の問題点を解決しだけではなく、ＯＤＭＲ計

測という全く新しい方法論の確立に貢献した本論文の内容と成果は、学術上の意義に加

えて、工学的な応用への基礎に資する意義を認めることができ、本論文は博士（工学）

の学位論文として価値あるものと認める。また、平成２７年２月２３日、論文内容とそ

れに関連した事項について試問を行って、申請者が博士後期課程学位取得基準を満たし

ていることを確認し、合格と認めた。 

なお、本論文は、京都大学学位規程第１４条第２項に該当するものと判断し、公表 

に際しては、（平成３７年３月３１日までの間）当該論文の全文に代えてその内容を要

約したものとすることを認める。 
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