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(57)【要約】
【課題】長期にわたる化学的・物理的安定性に優れ、生体に無害で非侵襲であり、かつ、
複数の分子や細胞等を色分けして同時に観察すること等ができるダイヤモンド複合粒子を
提供する。
【解決手段】ＮＶセンターを有する蛍光ナノダイヤモンド粒子と、貴金属ナノ粒子とを含
有するダイヤモンド複合粒子を調製した。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＮＶセンターを有する蛍光ナノダイヤモンド粒子と、貴金属ナノ粒子とを含有すること
を特徴とするダイヤモンド複合粒子。
【請求項２】
　異なる波長領域の蛍光強度が増強された複数種類の複合粒子を含有する請求項１記載の
ダイヤモンド複合粒子。
【請求項３】
　蛍光寿命時間が異なる複数種類の複合粒子を含有する請求項１記載のダイヤモンド複合
粒子。
【請求項４】
　金属種が異なる前記貴金属ナノ粒子を含有する請求項１、２又は３記載のダイヤモンド
複合粒子。
【請求項５】
　前記貴金属ナノ粒子に、標的物質に対して特異的結合能を有する特異的結合物質が担持
されている請求項１、２、３又は４記載のダイヤモンド複合粒子。
【請求項６】
　前記貴金属ナノ粒子に、高分子化合物が結合している請求項１、２、３、４又は５記載
のダイヤモンド複合粒子。
【請求項７】
　請求項１、２、３、４、５又は６記載のダイヤモンド複合粒子を含有することを特徴と
する蛍光標識剤。
【請求項８】
　請求項１、２、３、４、５又は６記載のダイヤモンド複合粒子からなることを特徴とす
る量子計測素子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この発明は、長期にわたる化学的・物理的安定性に優れ、生体に無害で非侵襲であり、
かつ、複数の分子や細胞等を色分けして同時に観察すること等ができるダイヤモンド複合
粒子に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　近時、ライフサイエンスの分野において、蛍光による可視化技術は、必須技術の一つと
なっている。これまで、有機色素、蛍光タンパク質、量子ドット、有機色素ドープシリカ
ビーズ等の様々な蛍光プローブが利用されている。しかしながら、樹状細胞療法等の免疫
細胞治療に代表されるような長期間の分子・細胞動態の可視化が必要な分野では、数週間
から数か月にわたって、生体毒性がなく、輝度消滅を起こさないような非常に安定な蛍光
特性を示す蛍光プローブが求められている。
【０００３】
　ところで、ダイヤモンドは、化学的に安定で生体内での分解が起こりにくいうえ、物理
的にも非常に安定であることが知られている。近時、このように化学的・物理的に安定な
ナノダイヤモンド粒子（ＮＤ）を、バイオイメージングや、ドラックデリバリーシステム
（ＤＤＳ）に活用することが検討されている。本発明者は、このようなダイヤモンドに対
して、注入量を精密に制御してイオンを注入する方法を開発している（特許文献１）。
【０００４】
　ＮＶセンターはダイヤモンド結晶中の複合欠陥の一種であり、不純物原子である窒素（
Ｎ）と空孔（Ｖ）が隣り合った格子点に存在する場合のカラーセンターであるが、退色せ
ず、点滅せず、かつ、消光しないという他の蛍光物質にはない特徴を有する。また、ＮＶ
センターは、常温で基底状態がゼロ磁場分裂によりスピン分極するため、光検出磁気共鳴
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法（ＯＤＭＲ（Optically Detected Magnetic Resonance））により、その状態を蛍光で
検出することが可能である。
【０００５】
　ＮＶセンターの光安定性により、ナノダイヤモンド粒子の局在化や分布を追跡すること
ができるので、複雑な細胞分裂周期にわたる長期の細胞追跡やエンドサイトーシスの観察
等に活用されている（非特許文献１）。
【０００６】
　また、ＮＶセンターのスピン情報の効率的な読み出しや操作のために、表面プラズモン
効果を有するナノ材料との複合体の開発がおこなわれており、例えば、金ナノ粒子や銀シ
ートによる蛍光強度増強効果が報告されている。更に、ＮＶセンターを、量子計測素子と
して利用することも提案されている。すなわち、ＮＶセンターを利用し、細胞内外の磁場
変動を検出したり、ＮＶセンター近傍の核スピン情報をスピン・スピン相互作用等により
センシングすることで、１分子ＮＭＲ、ナノＭＲＩ技術を確立することである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２０１０－１３７１８号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Phys. Status Solidi A 209,1609-1618(2012)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　そこで本発明は、長期にわたる化学的・物理的安定性に優れ、生体に無害で非侵襲であ
り、かつ、複数の分子や細胞等を色分けして同時に観察すること等ができるダイヤモンド
複合粒子を提供すべく図ったものである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者は、鋭意検討の結果、ＮＶセンターを有する蛍光ナノダイヤモンド粒子に貴金
属ナノ粒子を担持させることにより、貴金属ナノ粒子のプラズモン効果によりＮＶセンタ
ーの蛍光特性を制御することに成功し、ＮＶセンターという単一の発光源を用いながら、
多色化によるイメージングに道を開いた。更に、本発明者は、当該貴金属ナノ粒子を、蛍
光ナノダイヤモンド粒子に機能性物質を結合するための「足場」としても利用して、貴金
属ナノ粒子を介して蛍光ナノダイヤモンド粒子に、生体由来の標的物質に特異的に結合す
る物質を固定して、分子や細胞等に対する特異性を付与することに成功し、分子や細胞等
を色分けして標識することを可能とした。本発明はこれらの知見に基づき完成に至ったも
のである。
【００１１】
　すなわち本発明に係るダイヤモンド複合粒子は、ＮＶセンターを有する蛍光ナノダイヤ
モンド粒子と、貴金属ナノ粒子とを含有することを特徴とする。
【００１２】
　前記ダイヤモンド複合粒子として、異なる波長領域の蛍光強度が増強された複数種類の
複合粒子や、蛍光寿命時間が異なる複数種類の複合粒子を併用することにより、特定波長
における蛍光強度や蛍光寿命時間を、光検出磁気共鳴法（ＯＤＭＲ）や蛍光寿命顕微法（
ＦＬＩＭ（fluorescence lifetime imaging））で測定し、これを画像処理することによ
り、蛍光強度や蛍光寿命時間が異なる複合粒子を異なる色で表示する多色化が可能となる
。
【００１３】
　異なる波長領域の蛍光強度が増強された複数種類の複合粒子を得るためには、例えば、
金属種が異なる貴金属ナノ粒子を含有するダイヤモンド複合粒子を用意すればよい。また
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、蛍光寿命時間が異なる複数種類の複合粒子を得るためには、例えば、同一又は異なる金
属種の貴金属ナノ粒子を含有するダイヤモンド複合粒子を蛍光寿命時間に基づいて分級す
ればよい。なお、蛍光寿命時間は、貴金属ナノ粒子の金属種、形状（例えば、アスペクト
比の相違）、分布、ＮＶセンターとの距離等により影響されると考えられる。このような
複数種類の複合粒子は、混ぜ合わせて用いてもよく、また、それぞれを別個の試薬とし、
これら複数種類の試薬からなるキットを構成してもよい。
【００１４】
　前記貴金属ナノ粒子には、標的物質に対して特異的結合能を有する特異的結合物質が担
持されていてもよい。なお、本発明において特異的結合物質とは、標的物質に対して特異
的結合能を有するものであれば特に限定されないが、例えば、抗体とそれに対する抗原、
リガンドとそれに対するレセプター、糖とそれに対するレクチン等が挙げられる。
【００１５】
　更に、前記貴金属ナノ粒子には、高分子化合物が結合していてもよく、これにより、本
発明に係るダイヤモンド複合粒子に血中滞留性や集積可能性等の種々の特性を付与するこ
とができる。
【００１６】
　このような本発明に係るダイヤモンド複合粒子は、例えば、蛍光標識剤や量子計測素子
等に利用することができる。このような蛍光標識剤や量子計測素子もまた、本発明の一つ
である。
【発明の効果】
【００１７】
　ＮＶセンターを有する蛍光ナノダイヤモンド粒子と貴金属ナノ粒子とからなるダイヤモ
ンド複合粒子は、硬いダイヤモンドの内部に蛍光源があるため、環境の影響をほとんど受
けない。このため、これまでライフサイエンスの分野で使用されてきた蛍光タンパク質、
蛍光色素、量子ドット、有機色素ドープシリカビーズ等の蛍光プローブにはない、無退色
、無点滅、無消光という特徴を有する。
【００１８】
　また、貴金属ナノ粒子のプラズモン効果により、蛍光寿命を変調したり、特定波長領域
での蛍光強度を増強したりすることができるので、蛍光寿命顕微法（ＦＬＩＭ）と光検出
磁気共鳴法（ＯＤＭＲ）とを組み合わせたＦＬＩＭ－ＯＤＭＲにより、単一の蛍光源でも
、“多色化”が可能になる。
【００１９】
　更に、貴金属ナノ粒子は機能性物質を結合するための「足場」としても利用でき、当該
貴金属ナノ粒子を介して蛍光ナノダイヤモンド粒子に、生体由来の標的物質に特異的に結
合する物質や高分子化合物等を固定し、標的指向性を付与したり、生体内での挙動を制御
したりすることができる。この結果、例えば、様々な細胞での分子動態を長期的にわたり
色分けして可視化できるようになる。また、金属ナノ粒子の表面増強ラマン効果（ＳＥＲ
Ｓ（Suface enhanced raman scattering））を利用して、低濃度のアミノ酸、核酸等の生
体低分子化合物が検出可能になる。その結果、ＯＤＭＲ法と組み合わせたＳＥＲＳ－ＯＤ
ＭＲにより、例えば酵素と基質等、２種類以上の分子動態を同時に可視化できる。
【００２０】
　このような無退色、無点滅、無消光といった蛍光特性と容易な表面修飾能とを、生体分
子と同程度の１０～２０ｎｍの大きさで同時に実現した蛍光ナノ粒子は従来知られていな
い。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤの電子顕微鏡写真である。
【図２】Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤの粒子径分布を示す画像（ａ）及びグラフ（ｂ）である。
【図３】Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤとＨｅ－ＮＤの蛍光寿命時間の分布を示すグラフである。
【図４】Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤ及びＨｅ－ＮＤをそれぞれ投与したＨｅｌａ細胞の蛍光強度マ
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ップ及び蛍光寿命マップを示す画像である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　以下に本発明を詳述する。
【００２３】
　本発明に係るダイヤモンド複合粒子は、ＮＶセンターを有する蛍光ナノダイヤモンド粒
子と、貴金属ナノ粒子とを含有するものである。
【００２４】
＜蛍光ナノダイヤモンド粒子＞
　前記蛍光ナノダイヤモンド粒子は、その結晶中にＮＶセンターを有するものであり、例
えば、マイクロダイヤモンド粒子に電子線（ｅ－）を照射して結晶中に多数のＮＶセンタ
ーを形成してから粉砕したり、予め作製されたナノダイヤモンド粒子に所定の元素をイオ
ン注入したりすることにより、その結晶中にＮＶセンターを形成することができる。
【００２５】
　電子線照射するためのマイクロダイヤモンド粒子は、例えば、ＣＶＤ法、爆発法、高温
高圧法等を用いて製造することができる。なお、ＣＶＤ法を用いてマイクロダイヤモンド
粒子を製造すると、一部のマイクロダイヤモンド粒子にＮＶセンターが形成されることが
ある。
【００２６】
　前記マイクロダイヤモンド粒子に電子線を照射するには、例えば、直線加速器を用い、
１～１５ＭｅＶのエネルギーの電子線を、１×１０１６～１×１０２０／ｃｍ２程度照射
すればよい。電子線を照射したマイクロダイヤモンド粒子は、例えば、ボールミル等によ
り、好ましくは２ｎｍ～２μｍ、より好ましくは５～２００ｎｍの平均粒子径（体積平均
径）に粉砕する。粉砕後の蛍光ナノダイヤモンド粒子の平均粒子径が２μｍを超えると、
細胞の取り込み効率が低下し、２ｎｍ未満であると、製造が困難である。また、２００ｎ
ｍを超えると、ＥＰＲ（Enhanced Permeability and Retention）効果によるがん組織へ
の移行性（透過性）が低下する。前記蛍光ナノダイヤモンド粒子の形状としては特に限定
されず、例えば、真球状、板状、針状、紡錘状等が挙げられる。
【００２７】
　イオン注入するためのナノダイヤモンド粒子も、ＣＶＤ法、爆発法、爆縮法、高温高圧
法等を用いて製造することができる。これらの製造方法のうち、ＣＶＤ法では、合成時に
メタンガス中のＣ（炭素元素）の同位対比（１３Ｃ／１２Ｃ）比率を変えることで１３Ｃ
の混合比の異なるナノダイヤモンド粒子を合成することができる。また、爆発法や爆縮法
では、原料となる爆薬のＮ（窒素元素）の量を変えることで、Ｎ含有量の異なるナノダイ
ヤモンド粒子を合成することができる。
【００２８】
　当該ナノダイヤモンド粒子の平均粒子径・形状は、上述のマイクロダイヤモンド粒子を
粉砕して得られた蛍光ナノダイヤモンド粒子と同様であり、イオン注入によってもその平
均粒子径はほとんど影響を受けない。
【００２９】
　前記ナノダイヤモンド粒子にイオン注入する元素としては、例えば、Ｃ、Ｎ、Ｈｅ、Ｆ
等が挙げられる。これらの元素は単独で用いられてもよく、２種以上が併用されてもよい
。更に、ＯＤＭＲの計測に用いる場合には、注入するイオンを核スピンが異なる安定同位
体に変えてもよい。例えば、Ｃであれば、１２Ｃと１３Ｃ、Ｎであれば、１４Ｎと１５Ｎ
の比率を変えればよい。
【００３０】
　前記ナノダイヤモンド粒子に前記元素をイオン注入する方法としては特に限定されず、
公知の方法を適宜選択して使用することができるが、例えば、Ｓｉ基板等の平面に塗布し
たナノダイヤモンド粒子にイオン注入する方法や、粉体のままで撹拌しながら注入を行う
粉体注入用の治具を用いて注入する方法等を用いることができる。
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【００３１】
　イオン注入深度は浅いほうが、蛍光強度が高まるため、例えば１～２ｎｍ程度が好まし
いが、イオン注入エネルギーをそれにあわせると通常のイオン注入のエネルギー（数１０
～数１００ｋｅＶ）よりもはるかに低く（数１００～２０００ｅＶ程度）しなければなら
ないために、イオンビームの発生と輸送が困難となる。したがって、例えば、中間物質を
ナノダイヤモンド粒子の前段に配置しておき、この中間物質を貫通してエネルギーの小さ
くなったイオンをナノダイヤモンド粒子に注入することが好ましい。
【００３２】
　このようにイオン注入したナノダイヤモンド粒子を、引き続いて、約７００～９００℃
でアニールする。アニールすることにより、イオン注入によるダイヤモンドの表面欠陥を
是正することができる。
【００３３】
＜貴金属ナノ粒子＞
　前記貴金属ナノ粒子としては、例えば、金（Ａｕ）、銀（Ａｇ）、白金（Ｐｔ）、これ
ら貴金属元素の同位体、これら貴金属の合金等からなるものが挙げられる。これらの貴金
属ナノ粒子は、プラズモン吸収効果によりＮＶセンターの蛍光寿命時間を短縮したり、プ
ラズモン増強効果により特定波長領域の蛍光強度を増強したりする性質がある。例えば、
金ナノ粒子を含有するダイヤモンド複合粒子に、金ナノ粒子のプラズモン吸収波長である
５２０ｎｍ近傍の光を照射すると、ＮＶセンターの蛍光寿命時間が短くなる。これはＮＶ
センターの励起状態から基底状態への緩和過程が、金のプラズモン吸収効果により、変調
された結果と考えられる。また、金ナノ粒子を含有するダイヤモンド複合粒子では、プラ
ズモン増強効果により５５０ｎｍ前後の波長領域で蛍光強度が増強される。
【００３４】
　このような蛍光寿命時間短縮効果や蛍光強度増強効果は、貴金属ナノ粒子の金属種や、
形状、分布、ＮＶセンターとの距離等に依存して異なる。このため、異なる波長領域の蛍
光強度が増強された複数種類の複合粒子を得るためには、例えば、金属種が異なる貴金属
ナノ粒子を含有するダイヤモンド複合粒子を用意すればよい。また、前記複合粒子を、蛍
光寿命時間に基づいて分級すれば、蛍光寿命時間が異なる複数種類の複合粒子を得ること
ができる。
【００３５】
　異なる波長領域の蛍光強度が増強された複数種類の複合粒子や、蛍光寿命時間が異なる
複数種類の複合粒子を併用し、複合粒子の種類ごとに異なる標的物質に対する特異的結合
物質を結合すれば、例えば、ＦＬＩＭを用いて蛍光寿命時間を観測したり、ＯＤＭＲを用
いて特定波長領域の蛍光強度を計測したりして、これを画像処理することにより、分子や
細胞等ごとに色分けして標識することができ、長期間にわたる分子・細胞動態の可視化が
可能となる。
【００３６】
　また、上記の各種貴金属ナノ粒子は、生体内での化学的・物理的安定性や、後述する特
異的結合物質との結合の安定性等にも優れている。更に、これらの貴金属ナノ粒子は、抗
菌作用や表面増強ラマン効果等も有しているので、これらの貴金属ナノ粒子を含有させる
ことにより、目的に応じて蛍光ナノダイヤモンド粒子の機能を強化することが可能になる
。
【００３７】
　前記貴金属ナノ粒子の平均粒子径は、例えば２～１００ｎｍ程度であり、好ましくは２
～２０ｎｍ程度である。このような粒子径であれば、プラズモン効果が発現するとともに
、蛍光ナノダイヤモンド粒子に良好に担持でき、かつ、蛍光ナノダイヤモンド粒子に機能
性物質を結合するための「足場」として充分な表面積が確保できる。なお、当該平均粒子
径は電子顕微鏡観察により測定した値である。
【００３８】
＜蛍光ナノダイヤモンド粒子と貴金属ナノ粒子との複合化＞
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　前記蛍光ナノダイヤモンド粒子と前記貴金属ナノ粒子とを複合化するには、貴金属イオ
ン含有液又は貴金属錯体含有液に、前記蛍光ナノダイヤモンド粒子を分散して、放射線、
電子線又は超音波を照射することによる。
【００３９】
　前記貴金属イオン含有液は、貴金属イオンを含む水溶液又はアルコール溶液であり、溶
媒中で貴金属イオンを遊離する化合物を、例えば、水；メタノール、エタノール、ｎ－プ
ロパノール、イソプロパノール、ｎ－ブタノール、ｓｅｃ－ブタノール、ｔ－ブタノール
等のアルコール；含水アルコール；塩酸、硫酸、硝酸等の酸等に溶解させることにより調
製することができる。なお、前記酸はアルコール等の有機物を含んでいてもよい。前記溶
媒中で貴金属イオンを遊離する化合物としては、貴金属の硝酸塩、塩化物、酢酸塩、クエ
ン酸塩、硫酸塩、炭酸塩、酸化物、水酸化物等が挙げられる。前記貴金属が金である場合
は、なかでもＨＡｕＣｌ4が好ましい。
【００４０】
　前記貴金属錯体含有液としては、前記貴金属イオンに適当な配位子が配位した化合物が
、水、前記各種アルコール、含水アルコール等に溶解した溶液が挙げられる。前記配位子
は、非共有電子対又は負電荷を持っているものであれば特に限定されず、公知のものから
適宜選択することができ、例えば、Ｆ－、Ｃｌ－、Ｂｒ－、Ｉ－等のハロゲン化物イオン
、シアン化物イオン、アンモニア、ピリジン等の単座配位子；エチレンジアミン、アセチ
ルアセトンイオン等の二座配位子；エチレンジアミンテトラ酢酸イオン等の六座配位子等
が挙げられる。
【００４１】
　前記貴金属イオン含有液又は前記貴金属錯体含有液中の貴金属濃度としては特に限定さ
れないが、１μＭ～１Ｍ程度であるのが好ましく、より好ましくは０．１～１０ｍＭ程度
である。貴金属濃度が高すぎると、得られる貴金属ナノ粒子のサイズが大きくなりすぎた
り、貴金属単独の粒子が多量に生成したりすることがある。逆に、貴金属濃度が低すぎる
と、所望のダイヤモンド複合粒子が得られにくくなる。
【００４２】
　前記貴金属イオン含有液又は前記貴金属錯体含有液には、更に必要に応じて適宜添加剤
を添加してもよい。当該添加剤としては、例えば、ポリビニルアルコール等の水溶性高分
子化合物；界面活性剤；アルコール類；テトラヒドロフラン、ジエチルエーテル、ジイソ
プロピルエーテル等のエーテル類；アルキレングリコール、ポリアルキレングリコール、
これらのモノアルキルエーテル又はジアルキルエーテル、グリセリン等のポリオール類；
ギ酸、酢酸、プロピオン酸、乳酸、グリコール酸等のカルボン酸類；アセトン、メチルエ
チルケトン等のケトン類等の各種の水混和性有機溶媒等が挙げられる。これらの添加剤は
、貴金属イオンの還元反応速度を促進し、生成する貴金属ナノ粒子の大きさを調整するの
に有効な場合がある。
【００４３】
　前記貴金属イオン含有液又は貴金属錯体含有液中への前記蛍光ナノダイヤモンド粒子の
添加量は、例えば０．００１～１重量％程度である。
【００４４】
　前記蛍光ナノダイヤモンド粒子を分散させた前記貴金属イオン含有液又は貴金属錯体含
有液に、超音波を照射するには、例えば、周波数１０ｋＨｚ～１０ＭＨｚ、出力１Ｗ以上
の条件下で照射を行う。当該照射は、例えばアルゴン（Ａｒ）等の不活性ガス置換雰囲気
中で行うことが好ましい。前記貴金属が金である場合、好ましい照射条件は、例えば、周
波数２００ｋＨｚ、出力２００Ｗ、照射時間３０分間程度である。
【００４５】
　前記蛍光ナノダイヤモンド粒子を分散させた前記貴金属イオン含有液又は貴金属錯体含
有液に照射する電離放射線としては、直接（一次）電離放射線と間接（二次）電離放射線
とが挙げられ、直接電離放射線とは電子、陽子、α粒子等の荷電粒子線であり、間接電離
放射線とはγ線（電磁波）、Ｘ線、中性子線等の非荷電粒子線である。これらの電離放射
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線の波長は、例えば１ｎｍ未満であり、好ましくは０．１ｎｍ以下、より好ましくは０．
０１ｎｍ以下である。波長が短いほど、大きさが均一で微細な貴金属ナノ粒子が短時間で
生成する傾向がある。
【００４６】
　前記蛍光ナノダイヤモンド粒子を分散させた前記貴金属イオン含有液又は貴金属錯体含
有液に、電離放射線を照射する際の吸収線量は、例えば１Ｊ／ｋｇ以上であり、好ましく
は１～１，０００，０００Ｊ／ｋｇである。特に、電離放射線としてγ線を利用する場合
、γ線照射は、線量１Ｇｙ以上の条件で実施するのが好ましい。前記貴金属が金である場
合、好ましいγ線照射条件は、例えば、放射線源としてコバルト６０γ線源（γ線光量子
のエネルギー：１．２５ＭｅＶ）を用いて、線量率約３ｋＧｙ／ｈ、照射時間３時間程度
である。
【００４７】
　前記蛍光ナノダイヤモンド粒子を分散させた前記貴金属イオン含有液又は貴金属錯体含
有液に、電子線を照射するには、直線加速器によることが好ましい。前記貴金属が金であ
る場合、好ましい電子線照射条件は、例えば、電子線加速器による電子線（エネルギー１
０ＭｅＶ）を、１ＭＧｙ／ｈで１～１０秒程度の照射とすればよい。
【００４８】
　なお、電離放射線や電子線の照射は、蛍光ナノダイヤモンド粒子の分散状態を維持する
ために、溶液を攪拌しながら行うのが好ましいが、超音波照射の場合には、超音波の照射
自体が攪拌効果を有するので、攪拌操作は不要である。本発明では電離放射線や電子線の
照射と超音波照射とを併用してもよく、併用により、超音波照射の攪拌効果によって良好
な分散状態を有するダイヤモンド複合粒子を得やすくなる。
【００４９】
　本発明に係るダイヤモンド複合粒子における前記貴金属ナノ粒子の含有量は、例えば、
蛍光ナノダイヤモンド粒子の粒子径が１００ｎｍ以下である場合は、蛍光ナノダイヤモン
ド粒子に対する貴金属ナノ粒子の重量比（貴金属ナノ粒子：蛍光ナノダイヤモンド粒子）
で、１：１～１０：１程度であることが好ましい。このような含有量であれば、貴金属ナ
ノ粒子を蛍光ナノダイヤモンド粒子に機能性物質を結合するための「足場」としても機能
でき、本発明に係るダイヤモンド複合粒子に血中滞留性（生体内ステルス性）や、集積可
能性、分子や細胞等に対する特異性等を付与することができる。前記蛍光ナノダイヤモン
ド粒子と前記貴金属ナノ粒子との複合化状態は、前記蛍光ナノダイヤモンド粒子上に前記
貴金属ナノ粒子が、貴金属ナノ粒子間に隙間があるように分散して担持されていてもよく
、また、コアシェル型の複合粒子が形成されるように密に担持されていてもよい。
【００５０】
＜特異的結合物質＞
　本発明に係るダイヤモンド複合粒子は、前記貴金属ナノ粒子を介して、所定の標的物質
に対する特異的結合物質を担持させることも可能である。前記特異的結合物質としては特
に限定されず、例えば、所定の抗原と特異的に結合する抗体、所定の糖に特異的に結合す
るレクチン、所定のレセプターに特異的に結合するリガンド等が挙げられる。このような
特異的結合物質が貴金属ナノ粒子に担持されていることにより、本発明に係るダイヤモン
ド複合粒子に、分子や細胞等に対する特異性を付与することができる。
【００５１】
　前記特異的結合物質としてより具体的には、例えば、観察対象の細胞が肝臓細胞であれ
ば、ＬＤＬ受容体等が挙げられ、観察対象の細胞ががん細胞であれば、ＲＧＤペプチド、
各種がん特異的抗体、アプタマー分子等が挙げられる。
【００５２】
　前記貴金属ナノ粒子に前記特異的結合物質を担持するには、前記貴金属ナノ粒子と前記
特異的結合物質との物理的吸着力、化学的吸着力、化学結合力等を利用して直接的に結合
させてもよいが、リンカーを介して間接的に結合させてもよい。リンカーを介して間接的
に結合させる場合、前記リンカーとしては上記の各種高分子化合物を用いることができる
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。なお、分散性の観点からは、ＰＥＧ等の親水性ポリマーからなるリンカーを介して結合
していることが好ましい。また、この際、リンカーと特異的結合物質との結合は、上記の
水溶液中で酸性、塩基性又は中性を呈する官能基を介して行われてもよい。
【００５３】
＜高分子化合物＞
　本発明に係るダイヤモンド複合粒子に、前記貴金属ナノ粒子を介して高分子化合物を結
合させることにより、本発明に係るダイヤモンド複合粒子に血中滞留性や集積可能性等を
付与することができる。前記高分子化合物として疎水性ポリマーを用いることにより、本
発明に係るダイヤモンド複合粒子に、脂肪組織等への親和性を付与することができ、一方
、前記高分子化合物として親水性ポリマーを用いることにより、本発明に係るダイヤモン
ド複合粒子に、水溶液や血液中における良好な分散性を付与することができる。また、前
記高分子化合物として、親水性セグメントと疎水性セグメントとからなるブロック共重合
体を用いてもよい。更に、前記高分子化合物として、チオール基を持った高分子化合物を
用いることにより、本発明に係るダイヤモンド複合粒子を、２次元的、３次元的に集積化
させることができる。
【００５４】
　前記親水性ポリマーとしては特に限定されないが、例えば、ポリメチレングリコール、
ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール等のポリアルキレングリコール；ポ
リビニルアルコール；ポリビニルピロリドン；ポリメタクリル酸等が挙げられる。なかで
も、生体適合性が良好である点から、ポリエチレングリコール（以下、ＰＥＧともいう。
）が好適に用いられる。これらポリアルキレングリコールが結合したダイヤモンド複合粒
子は、高イオン濃度や高濃度タンパク質の水溶液中でも塩析・凝集しない優れた分散性を
発現することができる。
【００５５】
　前記ポリアルキレングリコールの分子量は、例えば２０００～３０万程度であり、好ま
しくは２０００～２０万程度、より好ましくは５０００～１５万程度である。このような
分子量であれば、本発明に係るダイヤモンド複合粒子の二次粒子径を、肝臓、脾臓、腎臓
、マクロファージ等に取り込まれにくい５０～１００ｎｍにすることができるので、優れ
た血中滞留性を付与することができる。このため、所期の細胞・組織への取り込み効率を
向上することもできる。
【００５６】
　前記高分子化合物は、水溶液中で酸性、塩基性又は中性を呈する官能基を有していても
よい。このようなものであれば、血液中で正若しくは負に帯電する又は帯電しないことに
より、本発明に係るダイヤモンド複合粒子に分子や細胞ごとに異なる親和性を付与するこ
とができ、所望の細胞・組織に選択的に取り込ませることが可能となる。
【００５７】
　前記酸性を呈する官能基としては、例えば、カルボキシル基、ヒドロキシル基、スルホ
ン酸基等が挙げられる。
【００５８】
　前記塩基性を呈する官能基としては、例えば、アミノ基等が挙げられる。
【００５９】
　前記中性を呈する官能基としては、例えば、ＮＨＳ基（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
エステル基）、チオール基、アセチル基、シアノメチル基、シアノ基等が挙げられる。
【００６０】
　前記貴金属ナノ粒子に高分子化合物を結合させる方法としては特に限定されないが、例
えば、高分子化合物に貴金属に配位可能な官能基を導入し、当該官能基を有する前記高分
子化合物を、本発明に係るダイヤモンド複合粒子を含有する溶液に対して過剰量添加し、
これらを室温でインキュベーションすることにより、前記貴金属ナノ粒子に高分子化合物
を結合させることができる。なお、本発明に係るダイヤモンド複合粒子を含有する溶液と
しては、放射線等を照射した溶液をそのまま使用してもよいし、得られたダイヤモンド複
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合粒子を分離してから、蒸留水等に再懸濁させた溶液であってもよい。
【００６１】
　前記貴金属ナノ粒子が金ナノ粒子である場合、前記インキュベーションの条件は、１６
～２５℃程度で１時間程度が好ましい。このような条件下であれば反応が充分に進行し目
的のダイヤモンド複合粒子の収量も充分となる。
【００６２】
　前記貴金属に配位可能な官能基としては、例えば、メルカプト基、アミノ基、ヒドロキ
シル基、カルボキシル基、イミノ基、エーテル結合（エーテル基）、カルボン酸残基（カ
ルボキシラート）、リン酸残基、スルフィド残基等が挙げられる。これらのなかでも、金
と強い結合を形成することができることより、メルカプト基が好適である。
【００６３】
　前記貴金属に配位可能な官能基は、前記高分子化合物の末端又は内部にあれば、その部
位や数は特に限定されないが、末端に結合していることが好ましい。一方、前記貴金属に
配位可能な官能基が前記高分子化合物の内部に１個以上存在している場合は、前記高分子
化合物は分子が折れ曲がった状態で本発明に係るダイヤモンド複合粒子に結合するため、
当該ダイヤモンド複合粒子から伸びる前記高分子化合物の鎖の本数が多くなる。そしてこ
の場合、前記高分子化合物を、後述する特異的結合物質のリンカーとして用いれば、より
多くの特異的結合物質を本発明に係るダイヤモンド複合粒子に担持させることができる。
【００６４】
　前記高分子化合物として親水性ポリマーが結合している本発明に係るダイヤモンド複合
粒子の一次粒子の平均粒子径は、１０～１５０ｎｍ程度が好ましい。更に分子・細胞ラベ
リング剤として用いる場合は、１０～２０ｎｍ程度がより好ましい。一方、血中で用いる
場合は、３０～１５０ｎｍ程度がより好ましく、３０～８０ｎｍ程度が更に好ましい。ま
た、前記高分子化合物が結合した本発明に係るダイヤモンド複合粒子は凝集している場合
もあるが、その二次粒子の平均粒子径は、分子・細胞ラベリング剤として用いる場合は、
１０～１００ｎｍ程度が好ましく、１０～５０ｎｍ程度がより好ましく、１０～３０ｎｍ
程度が更に好ましい。一方、血中で用いる場合は、５０～１５０ｎｍ程度が好ましく、５
０～１００ｎｍ程度がより好ましく、５０～８０ｎｍ程度が更に好ましい。ここで、一次
粒子とは１粒の蛍光ナノダイヤモンド粒子と１粒の貴金属ナノ粒子とを含有するダイヤモ
ンド複合粒子のことを意味し、二次粒子とは当該一次粒子が複数個、凝集したものを意味
する。このような粒子径であれば、分子・細胞ラベリング剤としては、内在性の生物学的
現象を阻害する可能性が低くなる。一方、肝臓、脾臓、マクロファージ等に取り込まれに
くい、優れた血中滞留性を発現することができ、このため、所期の細胞・組織への取り込
み効率を向上することもできる。なお、これら粒子径は動的光散乱法又は電子顕微鏡観察
により測定した値である。
【００６５】
＜蛍光標識剤＞
　本発明に係るダイヤモンド複合粒子を、例えば、緩衝液や生理食塩水等に懸濁させるこ
とにより蛍光標識剤を調製することができる。この際の溶液中の複合粒子の濃度は、例え
ば１～５０重量％程度である。本発明に係るダイヤモンド複合粒子に親水性ポリマーが結
合している場合、分散剤を配合しなくても、高い分散性が得られる。
【００６６】
　本発明に係る蛍光標識剤を人体へ投与する場合は、そのまま、又はブドウ糖注射液等に
用時混合して静脈注射可能な塩濃度に調整した上で、静脈注射や点滴等により投与すれば
よい。
【００６７】
＜量子計測素子＞
　本発明に係るダイヤモンド複合粒子を量子計測素子として用いる場合は、金属ナノ粒子
表面に、チオール基を持った高分子化合物を結合させることで、生理環境下での安定な単
一複合粒子として、細胞内、又は、生体内で機能させればよい。また、チオール基を２つ
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以上持つ高分子化合物をリンカーとして用い、ダイヤモンド複合粒子を２次元的、３次元
的に集積化させてもよい。当該チオール基を持った高分子化合物としては、例えば、チオ
ール基を持った核酸、ポリエチレングリコール、デンドリマー等が挙げられる。なお、チ
オール基の数は、１つ以上あればよい。また、ＤＮＡオリガミ等の安定核酸構造体上の任
意の位置に、チオール基を持つ核酸を配置することで、本発明に係るダイヤモンド複合粒
子を非対称的に集積化することも可能になる。そして、これらのダイヤモンド複合粒子と
ＤＮＡオリガミの集積化産物を細胞培養用のガラス上に配置して、その表面に細胞を生育
させると、細胞膜上の細胞活動に伴うイオンの流れや細胞内のラジカル種、又は、スピン
ラベルした核酸、蛋白質を２次元的に検出することができる。更に、本発明に係るダイヤ
モンド複合粒子を、２次元的、３次元的に集積化したものは、量子コンピュータの演算素
子としても利用できる。
【実施例】
【００６８】
　以下に実施例を掲げて本発明を更に詳細に説明するが、本発明はこれら実施例のみに限
定されるものではない。
【００６９】
＜蛍光ナノダイヤモンド粒子の作製＞
　高温高圧法を用いて製造した平均粒子径１５ｎｍのナノダイヤモンド粒子に、イオン注
入装置を用いてヘリウムイオン注入を行った。ここでは、ナノダイヤモンド粒子にエネル
ギー４０ｋｅＶのＨｅイオンを１．０×１０１３／ｃｍ２注入した。イオン注入後、アル
ゴン雰囲気下で、ナノダイヤモンド粒子を約８００℃で所定時間加熱してアニーリングを
行った後、５００℃で所定時間空気酸化を行い、蛍光ナノダイヤモンド粒子を作製した。
【００７０】
＜Ａｕ／蛍光ＮＤの作製＞
　得られた蛍光ナノダイヤモンド粒子（以下、Ｈｅ－ＮＤという。）を、反応バッファー
（０．５ｍＭ　ＨＡｕＣｌ４、４．１２５ｍＭ　２－プロパノール、１０ｇ／Ｌ　ポリビ
ニルアルコール（ＰＶＡ））中に０．１ｇ／Ｌになるように懸濁し、ガラスバイアルへ移
した。その後、バイアルに対し、加速器電子線からの電子線（加速電圧４．８ＭｅＶ）を
表面線量６ｋＧｙとなるよう照射し、Ｈｅ－ＮＤ表面に金ナノ粒子を析出させて、Ａｕ／
Ｈｅ－ＮＤを作製した。
【００７１】
　作製したＡｕ／Ｈｅ－ＮＤを超遠心装置で精製した後、室温でＪＥＯＬ　ＪＥＭ－１０
１０（日本電子社製）による電子顕微鏡観察を行った。得られた電子顕微鏡写真を図１に
示す。図１より、Ｈｅ－ＮＤとＡｕとが複合化していることが確認された。
【００７２】
＜Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤの分散性の適性評価＞
　作製したＡｕ／Ｈｅ－ＮＤを、ガラス上にスピンコーターで分散させ、ＡＦＭ（Ａｓｙ
ｒｕｍ社製）による観察を行い、粒子径分布について評価した。得られた画像（ａ）及び
分布グラフ（ｂ）を図２に示す。
【００７３】
＜Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤの蛍光寿命時間の評価１＞
　作製したＡｕ／Ｈｅ－ＮＤとＨｅ－ＮＤの蛍光寿命時間を評価した。計測は、単一粒子
蛍光寿命測定装置（ＰｉｃｏＱｕａｎｔ社製）を用いて行った。得られた蛍光寿命時間の
分布グラフを図３に示す。黒は、Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤの分布、白は、Ｈｅ－ＮＤの分布を示
している。図３より、Ｈｅ－ＮＤとＡｕとが複合化することによって、蛍光寿命時間が短
縮していることが確認された。
【００７４】
＜Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤの蛍光寿命時間の評価２＞
　ガラス上で培養したＨｅｌａ細胞に、Ａｕ／Ｈｅ－ＮＤ及びＨｅ－ＮＤをそれぞれ投与
した。投与後、約２０時間後に顕微鏡下での蛍光寿命測定装置（ＰｉｃｏＱｕａｎｔ社製
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）による観察を行い、蛍光強度マップ及び蛍光寿命マップを評価した。得られた画像を図
４に示す。蛍光強度マップでは、２つの粒子を識別できないが、蛍光寿命マップでは、２
つの粒子の分布を識別できた。
【産業上の利用可能性】
【００７５】
　本発明は、例えば、免疫療法における樹状細胞の可視化、ワクチンアジュバントの長期
間トラッキング、免疫応答に関与する分子の高感度検出等に適用可能である。更に本発明
は、試薬分野だけでなく、今後大きな技術になると見込まれる細胞治療分野での利用が見
込まれ、テーラーメード医療で重要になると注目されているセラノスティクス（治療方法
を決定するための臨床的価値の高い診断）分野や量子コンピュータの分野にも応用可能で
ある。

【図１】
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【図３】
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