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研究成果の概要（和文）：ラジカルと植物性菌細胞のナノ界面階層的反応ダイナミクスをモニタリングする新規システ
ムを構築し，ナノ領域で顕在化するプラズマと細胞との相互反応が細胞階層構造に与えるダイナミクスを定量的に明ら
かにした．
主な成果を以下に示す．①酸素ラジカル源による照射実験から，原子状酸素ラジカルと分子状酸素ラジカルの絶対密度
と殺菌効率を定量的に評価した．②階層的解析により，細胞壁のダメージはなく，細胞膜の機能を失活させて細胞内の
酸化により殺菌されることを定量的に明らかにした．③酸素原子ラジカルのドーズ量によって酵母細胞の増殖・抑制・
殺菌を制御できることを見出した．

研究成果の概要（英文）：Reactive dynamics between plasma and microorganism was investigated by constructin
g a novel monitoring system for establishing the science of interaction among gas phase of plasma, surface
 reaction on microorganism, and life function of microorganism. 
Main results are as follows. 1.There is no damage through radical exposure while oxygen species inhibit se
lective permittivity of membrane and destruct Quinone. 2.Quantitative measurement of ground-state atomic o
xygen and excited-state molecular oxygen radicals and evaluation of efficiencies. 3.Cell proliferation and
 inactivation can be controlled by dose of atomic oxygen.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 プラズマによる真菌の不活性化に関する
論文は多く報告されているが，プラズマ中の
どのような因子がどのように作用して不活
性化されるか定量的な議論が全くされてい
なかった。さらにこのような殺菌因子が真菌
とどのように階層的反応を起こすか，特に細
胞膜などのナノ界面で顕在化するプラズマ
と細胞との相互作用反応が生体機能にどの
ように影響を与えるかについてもほとんど
定量的に分かっていなかった． 
２．研究の目的 
 本研究ではラジカルと植物性菌細胞のナ
ノ界面を含めた階層的反応ダイナミクスを
モニタリングする新規システムを構築する
ことで、ナノ領域で顕在化するプラズマと細
胞との相互作用反応が細胞階層構造に与え
るダイナミクスを分子レベルで明らかにす
ることを目的とした。また，“プラズマ誘導
に起因する植物生体の時空間反応を解明す
る”という見地から、プラズマ誘起セル工学
（プラズマボタニックセルテクノロジー）構
築のための基盤研究を推進することも目指
した。 
３．研究の方法 
 本研究ではラジカルと真菌のナノ界面階
層的反応ダイナミクスをモニタリングする
新規システムを構築し，ナノ領域で顕在化す
るプラズマと細胞との反応が細胞階層構造
に与えるダイナミクスを分子レベルで明ら
かとした． 
 具体的には，  
１）非平衡大気圧ラジカル源から生成される
反応性酸素種の定量化 
２）階層的反応ダイナミクスモニタリング手
法の構築 
３）ラジカルと菌の階層構造部位とのナノ界
面時空間相互反応ダイナミクスの解析 
４）酸素ラジカルによる細胞増殖促進効果の
検証 
について研究・開発を進めた． 
 １）については殺菌に大きな影響を及ぼす
O 原子などの反応性酸素種(reactive oxygen 
species : ROS)の効果に着目し大気圧酸素ラ
ジカル源を開発し，中性酸素ラジカルの細胞
への照射効果を検証した．真空紫外吸収分光
法を用いて基底状態酸素原子と励起状態酸
素分子の密度測定を行い，定量化した． 
 ２）についてはラジカルと真菌細胞の反応
をその場観察できる共焦点レーザ走査型蛍
光顕微鏡を用いて，ラジカルと細胞外部組織
の反応を検証し，ラジカルと細胞の階層的反
応ダイナミクスの解明を試みた． 
 ３）については２）で構築した階層的反応
ダイナミクスモニタリング手法により細胞
膜の機能変化と内部の脂質の酸化の時間変
化を観察し，その殺菌メカニズムを定量的に
解明した．４）については酸素ラジカルのド
ーズ量と細胞周期に基づいて，酵母の細胞増
殖促進効果について解析し，非常に狭い領域

で増殖促進の効果があることが分かった． 
 
４．研究成果 
（１）非平衡大気圧ラジカル源の気相診断と
ミドリカビ胞子の主要な殺菌因子の解明  
 非平衡大気圧プラズマによるミドリカビ
胞子の殺菌において，主要な殺菌因子を定量
的に特定することを目的とした．大気圧プラ
ズマジェットを用いた実験により，プラズマ
から生成される紫外（UV）光やオゾンによる
殺菌への寄与は小さいことが分かっている 
[1,2]．そこで，酸化還元電位が大きい中性
の活性酸素種のうち，基底状態の酸素原子
O(3P)と寿命の長い励起状態の一重項酸素分
子 O2(

1Δ)に着目した．中性酸素種を細胞に照
射するために，超高密度非平衡大気圧 Ar/O2
プラズマを用いた酸素ラジカル源を使用し
た．このラジカル源は，電極構造により，荷
電粒子（電子，イオン）及び UV 光を除去し，
電気的に中性な活性酸素種のみが出射され
る．真空紫外吸収分光法(VUVAS)を用いて，
酸素ラジカル源から生成される O(3P)密度と 
O2(
1Δ)密度をそれぞれ測定し，殺菌効率と比
較することにより，主要な殺菌因子の解明を
行った．  
図 1 に，超高密度非平衡大気圧 Ar/O2プラズ
マを用いた酸素ラジカル源と VUVAS 光学系，
の模式図，図２にラジカル源のヘッド部の詳
細図を示す．大気の状態が，照射される中性
酸素種の組成や細胞の反応に影響すること
を避けるため，真空容器内にラジカル源を設
置し，Ar ガスで置換して実験を行った．酸素
ラジカル源には総流量 5 L/min の Ar と酸素
の混合ガスを流し，ラジカル出射口から距離
10～20mm の位置に細胞を配置した．また，
O(3Pj=0,1,2)原子密度を，マイクロホローカソー
ド光源(3s3SO−2p43P2 : 130.217 nm, 3s

3SO−
2p43P1 : 130.487 nm, 3s

3SO−2p43P0 :130.604 nm)
を用いて測定した[3]．同様に，O2(

1Δ)分子
密度は重水素ランプ(128.5[nm] 134.0[nm])
により測定した[4]．酸素の流量比，照射時
間，照射距離を変化させて実験を行った．こ
れらのミドリカビ胞子を，コロニーカウント
法により殺菌評価を行った．  
酸素流量比 0.2%，0.6%，1.2%において，ラジ
カル照射後の生菌数の照射時間依存性を図 3
に示す．3 分と 5 分の間での D 値は，酸素流
量比 0.2%では 7.6 min， 0.6%では 0.9 min， 
1.2%では 5.3 min となり，酸素流量比 0.6%
において最も殺菌効率が高いことが示され
た．そこで，酸素流量比を 0.6%とし，照射距
離を 10 から 20 mm まで変化させた．O 密度，
O2密度，D値の照射距離依存性を図4に示す．
照射距離を長くすると，O 密度は減少したの
に対し，O2密度は変化がなかった．また，オ
ゾン(O3） 密度は紫外吸収分光法により測定
したが，検出限界以下の 2.5×1013 cm-3とい
うことがわかった．ラジカルの寿命は，O が
0.46 ms，O2が数十 ms 以上と見積もられ，そ
れぞれ短寿命，長寿命ラジカルであることが



明らかになった．D 値は照射距離 10 mm では
1.2 min， 15 mm では 7.9 min，20 mm では
19.8min となり，照射距離を長くすると，殺
菌効率が小さくなることがわかった．生残曲
線は Chick-Watson の法則に従い，殺菌因子
が一つであると考えると式(1)のように表さ
れる．  

ここで，m : 照射後の生菌数，N : 初発菌数，
k : 反応定数，C : 殺菌に寄与する因子の濃
度（密度），T : 処理時間である．測定した
数密度と D 値を用いて式(1)から殺菌効率を
殺菌反応定数として式(2)を用いて評価した．  

その結果，kO = 6.3x10
-17 cm3s-1，kO2 = 6.0x10

-21 
cm3s-1，kO3 < 10

-21 cm3s-1となり，ミドリカビ
胞子の殺菌においては、O2 及び O3は効果が小
さく，O が殺菌因子として機能していること
が定量的に示唆された．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ラジカル源と真空紫外光分光光学系 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ラジカル源のヘッド部 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 生菌数の酸素流量比依存性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ O(3Pj)密度，O2(

1Δ)密度 , 
D 値の照射距離依存性 

 
(2) ラジカルと菌の階層的反応ダイナミク
スのモニタリング装置の開発と解析 
 中性酸素種がミドリカビ胞子に照射された
とき，細胞膜などの外側組織の酸化分解ある
いは細胞の内部組織が酸化されて死に至る
ことが考えられる．そこで，ラジカルと菌の
階層反応ダイナミクスのモニタリングと解
析を目指した．具体的には，ミドリカビ胞子
の外側組織の形状変化を走査型電子顕微鏡
(SEM)により観察し，内部組織を透過型電子
顕微鏡(TEM)により観察した．また，時空間
相互反応ダイナミクスを解析するため，ラジ
カルを照射しながらリアルタイムで蛍光観
察することが可能なシステムを構築し，酸素
ラジカルのドーズ量に基づくミドリカビ胞
子の殺菌過程における作用機序を明らかに
することを目指した． 
 図 5 に大気圧酸素ラジカル源照射後のミド
リカビ胞子のＳＥＭ像を示す．Ar と酸素の混
合ガスの総流量を 5 l/min，酸素の流量比を
0.6 %，照射距離 10 mm として，ラジカル照
射時間を 1.5 min，3 min，5 min，7 min と
した．照射距離 10 mm における O 密度は 2.3
×1014 cm-3であり，ガス流量が 10 m/s である
ことより，単位面積・単位時間あたりに照射
される O フラックスは 2.3×1017 cm-2s-1と求
められる．この Oフラックスと照射時間より
O ドーズ量を算出した．図 5 から，大気圧酸
素ラジカル源照射によって，ミドリカビ胞子
の形状変化がないことがわかる．また照射距
離10 mmでのD値は1.2 minであることから，
3 min 以上は十分殺菌されている照射時間で
あるが，酸素ラジカル照射による形状変化が
ないことがわかる． 
 細胞内部の超微細構造の変化を観察する
ため，酸素ラジカル照射を行ったミドリカビ
胞子を，厚さ 80〜90 nm の超薄切片を作製し
て 透 過 型 電 子 顕 微 鏡  (transmission 
electron microscopy, TEM)により観察した．
図 6にミドリカビ胞子の切片の TEM像を示す．
未照射の胞子においては，核やミトコンドリ
アといった細胞内小器官などが観察された．
2.1×1019や 4.2×1019 cm-2程度のドーズ量を
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処理した胞子においても上記の細胞内部の
構造は比較的保たれていた．その一方で，
7.0×1019 cm-2以上のドーズ量においては，酸
素ラジカルにより内部の構造が酸化分解さ
れていく過程が観察された． 

 
図 5 大気圧酸素ラジカル源照射後の 
ミドリカビ胞子の形状 

図 6 酸素ラジカル照射による 
ミドリカビ胞子の内部構造の変化 

 
（３）共焦点レーザ蛍光顕微鏡を用いたミド
リカビ胞子の酸化過程のリアルタイム解析 
酸素ラジカルのドーズ量に基づいたミドリ
カビ胞子殺菌過程における作用機序を明ら
かとするため，図 7のような，ラジカルを照
射しながら蛍光解析が可能なリアルタイム
観察システムを構築した．これにより，ミド
リカビ胞子の酸化過程をリアルタイム解析
することができる．2 種類の蛍光色素を用い
て 解 析 を 行 っ た ． 1 つ は  1,1 ’
-dioctadecyl-3,3,Y,3 ’ - tetramethyl- 
indocarbocyanine perchlorate (DiI)である．
これは細胞膜などのリン脂質を染色する蛍
光試薬で，細胞膜の機能を解析するために用
いられる．酸素ラジカルドーズ量に対して，
細胞膜機能が阻害され，細胞内部に酸素ラジ
カルが流入する過程を解析した．もう 1つの
蛍光試薬として，リン脂質が酸化された際な
どに生成される過酸化脂質を染色する蛍光
試薬 diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP)
を用いて，酸胞子の酸化の度合いの変化を解
析した．  
図 8に未照射および酸素ラジカル照射したミ
ドリカビ胞子の DiI 蛍光像と透過像を，図 9
に未照射および酸素ラジカル照射したミド
リカビ胞子の DPPP 蛍光像と透過像を示す．
図 8から，未照射の胞子においては細胞膜の
みが染色されるが，酸素ラジカル照射した胞
子においては細胞内部にも蛍光が観察され

る．すなわち，酸素ラジカル照射により細胞
膜の機能が阻害され，細胞内部に酸素ラジカ
ルおよびDiI色素が流入することが示された．
図 9から，酸素ラジカル照射した胞子のみ蛍
光が観察される．すなわち，酸素ラジカル照
射により細胞内に過酸化脂質が蓄積するこ
とが示された．図 10 に全胞子数と細胞内部
にDiI染色の蛍光が観察された胞子数から導
き出したDiI細胞内染色率の酸素ラジカルド
ーズ量依存性を示す．細胞内染色率は，ドー
ズ量 2.1×1019 cm-2で 83 %，4.2×1019 cm-2で
最大値 87 %をとり，7.0×1019 cm-2以上のドー
ズ量で 50〜60 %まで減少した．これは過剰な
ドーズ量の酸素ラジカルにより，色素とリン
脂質との結合部分が損傷したためと考えら
れる．本結果から，酸素ラジカル 2.1×1019 

cm-2のドーズ量により，殆どの胞子の細胞膜
機能が阻害されることが示された．図 11 に
ミドリカビ胞子の酸化度合いと生菌数の酸
素ラジカルドーズ量依存性を示す．胞子の酸
化の度合いは，DPPP 染色された胞子の蛍光強
度を数値化することにより算出した．胞子の
酸化度合いは 2.1×1019から 9.8×1019 cm-2ま
で増加し, その後飽和した．また，このドー
ズ量の間に生菌数が急激に減少し，殆どの胞
子が殺菌された．この結果から、胞子の酸化
度合いと不活化とが相関すること，すなわち
胞子の酸化度合いの上昇が，不活化に影響す
ることが示唆された． 
以上の結果から， 2×1019 cm-2以下の低ドー
ズ量において，胞子の形態を変化させること
なく細胞膜機能を阻害する．続いて 2×1019

から 1×1020 cm-2の中程度のドーズ量におい
ては胞子内部の細胞小器官も酸化され，この
酸化の度合いの上昇とともに胞子は不活化
する．さらに高ドーズ量の処理により細胞内
部の構造は完全に崩壊する． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 リアルタイム蛍光観察システム 

 

 

 

 

 

 

 
図 8 DiI 蛍光像 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9  DPPP 蛍光像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 

図 10  DiI 細胞内染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11 酸化度合いと生菌数 

 
（４）酸素ラジカル照射量による出芽酵母の
増殖促進および抑制効果の制御 
 細胞は，化学物質や栄養分, 熱，放射線な
ど様の刺激の量や強度に応じて生体は様々
に応答する.そこで，非平衡大気圧ラジカル
源から照射される中性な酸素ラジカルの細
胞の活性化に対する効果について，真核生物
のモデルとして代表的な出芽酵母を用いて
検討した．菌株は Saccharomyces cerevisiae 
W303a を用いた． 図 12 に，未照射と酸素ラ
ジカルを 30 s および 5 min 照射した酵母細
胞において，24, 48, 72 時間後の細胞数の計
測結果を示す．未照射の細胞は培養時間とと
もに増殖した．30 s 照射した細胞は 48 時間
後において未照射の細胞よりも 1.2 倍多く，
酸素ラジカル照射により増殖が促進された
ことが示された．一方，5 min 照射した細胞
では劇的に増殖が抑制された．酸素ラジカル
照射のドーズ量によって細胞増殖促進･抑制
と様々な効果をもたらすことが示唆された．
ここでのドーズ量は(3)までとは異なり，溶

液への照射であるため，全照射量を溶液の堆
積 3 ml で割った単位体積当たりのドーズ量
（㎝-3）とした。未照射の細胞に対してどの
程度増殖が促進または抑制されたかを検討
した結果を，図 13 に示す．照射距離関わら
ず，およそ 1×1017 cm-3近傍のドーズ量にお
いては 10-20%程度の増殖促進効果を示し，
3.0×1017 〜 1.0×1018  cm-3 に お い て は
20-30%程度の増殖抑制効果を示した．さらに
ドーズ量を増やすと 50%以上の細胞が殺菌さ
れた．以上の結果から，O(3Pj)が殺菌因子だ
けでなく，そのドーズ量を制御することで成
長促進因子としても作用することが示唆さ
れた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 12  酸素ラジカル照射よる細胞数の変化 
 

 
図 13 細胞数の O(3Pj)ドーズ量依存性 
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