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研究成果の概要（和文）：大気圧低温プラズマは、細胞や生体組織に直接照射することが可能であり、抗腫瘍効
果などの画期的な実験結果が相次いで報告されており、メカニズム解明が急務である。プラズマ照射の生体への
作用メカニズムの理解のためには、生物学的階層性の概念が重要であると考え、本研究では生体分子・細胞・組
織・個体の各階層に対してプラズマ照射が及ぼす影響を解析・体系化した。プラズマが気相および水溶液中の化
学反応を誘起して活性種を生成し、細胞壁・細胞膜に損傷を与え、活性種が内部に侵入して生体高分子に影響を
及ぼし、その結果として細胞死などの細胞応答を示すというフレームワークが、多様なモデルにおいて共通して
いることを示している。

研究成果の概要（英文）：Non-Thermal atmospheric pressure Plasma, NTP, has been extensively studied 
for medical applications, which include sterilization, treatment of wounds and blood coagulation, 
and cancer therapy. For understanding of the mechanism of plasma treatments for medical 
applications, the effect of NTP on biomacromolecules, viruses, E. coli, Bacillus subtilis spore, S. 
celevisiae, human cancer cells, and C. elegance are studied using various method. Our results 
suggests that reactive species produced in liquids attack cell membrane or cell wall, and then 
oxidative damage on biomacromolecules are induced, finally various kinds of cellular responses are 
observed. This framework is common to various model organisms.       

研究分野：静電気・大気圧プラズマ応用
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

大気圧や液中での低温プラズマは、細胞や
生体組織に直接照射することが可能であり、
抗腫瘍効果や止血・創傷治癒への有効性を示
す画期的な実験結果が相次いで報告され、プ
ラズマの医療応用に関する研究が急速に進
展している。しかし、研究開始当初それらの
多くは放電条件や処置時間を試行錯誤的に
変化させた結果の報告であり、プラズマ照射
影響のメカニズムについては、国内外で多く
の研究が行われていたにも関わらず、推測に
留まっている部分が多く残されていた。 

 

２．研究の目的 

大気圧プラズマ照射の生体への作用メカ
ニズムの理解のためには、生物学的階層性の
概念が重要であり、生体分子・細胞・組織・
個体の各階層に対してプラズマ照射が及ぼ
す影響の解析が必要であると考えた。そこで
本研究では、細胞生存率や治癒経過のみを指
標とした解析から脱却し、分子・細胞・組織
など各階層に対してプラズマ照射が及ぼす
影響を系統的に解析し、相互作用のモデル化
とそれを踏まえたプラズマ医療の創成に寄
与することを目的とした。分子レベルでは、
核酸（DNA）・タンパク質を主に用い、細胞
以上の階層では、生命科学分野で従来用いら
れているモデル生物、具体的には核酸-タンパ
ク質複合体であるウイルス（ウイルスは遺伝
情報とそれを覆うキャプシドと呼ばれるタ
ンパク質の殻で構成され、宿主細胞がないと
自己複製できないので半生物と呼ばれるこ
とがある）、モデル微生物として最もポピュ
ラーな大腸菌、枯草菌芽胞、真核細胞の代表
的なモデル生物である出芽酵母、個体のモデ
ルとして線虫を用いた。 

 

３．研究の方法 

（１）生体分子損傷 

DNA は遺伝情報の伝達などを担う重要な
生体分子である。細胞内の DNA が酸化スト
レスなどによって損傷を受けると、糖修飾・
鎖切断などを起こすことが知られている。こ
のような生体分子としての重要性を鑑みて、
プラズマ照射によって生じる DNA 損傷が研
究対象となってきた。プラズマ照射によって
生じる DNA損傷の解析は、DNA溶液に対し
てプラズマを照射してその後に解析するも
のと、プラズマ照射した細胞内に生じた DNA

損傷の解析に大別される。前者の解析のほと
んどはゲル電気泳動によるものであるが、通
常 30-40 分程度の泳動時間を要し、その後さ
らに DNA 可視化のための染色、ゲルのイメ
ージングのプロセスを要する。本研究では、
5’末端を蛍光物質で、3’末端を消光物質で修
飾した、ステムループ構造をとりうるオリゴ
ヌクレオチド（Molecular beacon: MB）を利用
した方法を新たに開発して評価した。酸化ス
トレスなどによりMBのステム部分が切断さ
れると、それまで近接していた蛍光物質と消

光物質が分離し、DNA 損傷を反映した蛍光増
大が生じる（図 1）。MBはリン酸ナトリウム
緩衝液に溶解し、95°C、3 分間加熱した後ゆ
っくりと室温まで下げてステムループ構造
を形成させた。この溶液に大気圧低温アルゴ
ンプラズマジェットを所定の印加電圧・照射
時間で照射し、照射前後の溶液の蛍光強度を
測定した。 

 

（２）ウイルス不活化 

バクテリオファージは大腸菌等の原核生
物に特異的に感染するウイルスの一種であ
る。バクテリオファージは自己の複製のため
の数個の遺伝子を持つ二本鎖、あるいは一本
鎖 DNA分子（ときに RNA）と核酸を包むコ
ートタンパク質あるいはキャプシドのみで
構成されており、非常に単純な構造を持つ。
DNA・タンパク質それぞれの損傷がプラズマ
によるウイルス不活化にどのように寄与す
るかを検討した。バクテリオファージ粒子の
不活化は、タンパク質とゲノム核酸両方のダ
メージの総体として、宿主菌への感染価の減
少として表わされる。一方、試験管内パッケ
ージング法と呼ばれる方法を用いると、バク
テリオファージのコートプロテイン中に内
包されているゲノム核酸を人為的に交換す
ることができ、同様にコートプロテインも交
換することができる。プラズマ処理を行った
ファージからゲノム核酸を抽出し試験管内
パッケージングを行うことでコートタンパ
ク質を更新したファージを得る。プラズマ処
理ファージにはゲノム核酸とタンパク質い
ずれにも損傷がある可能性があるが、コート
タンパク更新ファージには核酸の損傷のみ
が受け継がれる。両者の相対的な感染率を比
較することで、ファージ不活化におけるゲノ
ム核酸損傷およびタンパク質損傷の寄与を
調べた。 

 

（３）枯草菌芽胞不活化 
芽胞形成菌として滅菌の指標菌とされ、研

究対象として広く用いられている枯草菌
（Bacillus subtilis）を実験検体として用いた。
枯草菌芽胞はコア、内膜、細胞壁、コルテッ
クス、外膜、スポアコート、外被などから形

 

図 1 Molecular beacon による DNA切断検出 



成され（図 2）、熱、乾燥、放射線などの物理
的刺激、さまざまな化学薬品や殺菌剤に対し
て強い抵抗性を持っている。枯草菌はゲノム
解析が進んでおり、芽胞を形成するタンパク
質遺伝子が既に同定されているため、芽胞外
層を構成するタンパク質遺伝子に緑色蛍光
タンパク質（GFP）遺伝子を融合することで、
芽胞外層の異なる部位に GFP を発現させる
ことができる。また、放電プラズマは GFPを
不可逆的に失活することが可能である。異な
る部位に GFP が局在する枯草菌芽胞に放電
プラズマを照射すると、GFP失活の速さや程
度が異なると考えられ、それらと芽胞不活化
との関係を調査することで、放電プラズマに
よる枯草菌芽胞の不活化過程の解析ができ
ると考えた。検体として、GFPを発現しない
野生型、CotZ（外被）、CotA（スポアコート）、
YhcN（コルテックス～内膜）、SspB（コア）
それぞれのタンパク質に GFP を融合した 5

種類の枯草菌株を使用した。 

 

（４）出芽酵母 

出芽酵母は真核生物のモデル生物として
広く利用されてきた。出芽酵母を研究するこ
とにより、真核細胞の基本的性質について知
ることができ、その真核生物の中にヒトも植
物も含まれるため、出芽酵母で明らかになっ
た分子機構は、どの真核生物にもおおむね当
てはめることができる。本研究では、特定の
遺伝子発現を制御するプロモーター配列を
レポーター遺伝子の上流に連結し、そのレポ
ーター遺伝子の産生物の活性を測定する方
法で出芽酵母へのプラズマ照射の影響を解
析した。解析した遺伝子のひとつは、DNAの
前駆体合成の際に重要な働きをする酵素で
あり、DNA合成において主要な役割を果たす
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド レ ダ ク タ ー ゼ
（ribonucleotide reductase; RNR）である。RNR

活性は細胞周期及び DNA 損傷チェックポイ
ント機構により高度に制御され、細胞内のデ
オキシリボヌクレオチド濃度を最適に保つ
ことにより、遺伝的忠実性の保持に不可欠な
役割を果たしている。DNAに損傷が加わり修
復が必要になると、これらの DNA 修復遺伝
子が活性化され、修復タンパク質の量が増大
し、修復が開始される。プラズマ照射に対す
る RNR プロモーターの活性化をレポーター
遺伝子の発現を介して計測した。 

 
 

４．研究成果 

（１）Molecular beaconによる DNA損傷解析 

プラズマジェットを所定の印加電圧・照射
時間で DNA 溶液に照射し、照射後の溶液の
蛍光強度を測定したところ、蛍光強度は照射
時間依存的に有意に増大し、その時間変化率
は放電電力に比例した（図 3 右）。また、照
射距離依存性は、電子スピン共鳴で測定した
OHラジカル生成特性とよく一致し、DNA切
断の要因の一つが OH ラジカルであることが
考えられる（図 3左）。また同時に O2

-も生成
されていた。MB を用いた方法では、従来の
方法と比較すると計測時間が圧倒的に短く、
活性種反応性蛍光プローブと同じように扱
うことが可能である。一方、生じた DNA 切
断が SSB か DSB かを区別することはできな
いが、電気泳動で観察された DNA 切断のほ
とんどが SSBであったことを考えると、ここ
で観察した蛍光増大は SSB によるものであ
ると考えるのが妥当である。また、合成リン
脂質を用いて人工的に構築した人工細胞モ
デル（ベシクル）に MBを内封させてプラズ
マ照射した。その結果、MB をベシクルに内
封させてもDNA溶液への照射と同様にDNA

切断が生じたにも関わらず、ベシクルが崩壊
していないことが明らかになった。これは人
工細胞モデルを崩壊しないプラズマ照射で
もその内部に DNA 切断因子が侵入している
ことを意味する。プラズマ照射による脂質の
過酸化などによって細胞膜の流動性が変化
したり、小孔が生じたりしていることが報告
されているが、この場合の DNA 切断因子の
特定やその細胞膜透過機構の解明には至っ
ていない。しかし、多種多様な分子で構成さ
れる実際の細胞では得ることが難しい知見
が、単純な人工細胞モデルを用いて明らかに
なった。 

 

（２）ウイルス不活化 

先行研究において、大腸菌を宿主とし、2

本鎖 DNA をゲノムとする λ ファージに誘電
体バリア放電で生成したプラズマを照射し
て活性を測定した場合には、プラズマで不活
化した λ ファージにおいて DNA のダメージ
は非常に小さかったことが電気泳動で確認
されたことから、コートタンパク質のダメー
ジが不活化の主な原因であることが判明し

 

図 2 枯草菌芽胞の構造 

 

図 3 水溶液中に生成する活性種計測（左）と 

DNA切断検出（右） 



ていた（図 4 左）。また、プラズマによるペ
プチド結合の切断はほとんど起こらなかっ
たことから、アミノ酸残基の酸化などによる
不可逆的な変性がタンパク質ダメージの主
体であると思われる。さらに、インフルエン
ザウイルスやノロウイルスなどと構造の類
似した φX174 ファージにおいても同様の結
果が観察された。次に一本鎖 DNA ファージ
であるM13ファージや一本鎖 RNAファージ
である MS2 ファージについて解析したとこ
ろ、ファージの減衰曲線と抽出したゲノム核
酸の減衰曲線のグラフはほとんど同じもの
になった（図 4 右）。すなわち、プラズマに
よる M13 ファージや MS2 ファージの不活化
の主な要因はゲノム核酸のダメージである
ことが分かった。λファージは 2本鎖 DNAを
持ち、そのダメージは宿主菌体内で効率よく
修復されるのに対し、M13 ファージや MS2

ファージの 1本鎖ゲノム核酸のダメージはほ
とんど修復されないためであることが考え
られる。 

 

（３）枯草菌芽胞の不活化 

溶液に懸濁した前述の GFP 融合枯草菌芽
胞を誘電体バリア放電に曝露したところ、
CotZ及びCotAは芽胞不活化前にGFPが失活
した。YhcNでは芽胞不活化前に GFP失活が
始まるが、芽胞不活化後も完全には失活しな
かった。SspB は芽胞不活化後に GFP 失活が
始まった。以上の結果から、放電プラズマの
影響が枯草菌芽胞の外被、スポアコート、コ
ルテックスに到達しても一部または全部が
生存可能であることが確認された（図 5）。ま
た、コアに放電プラズマの影響が到達する前
に不活化していたことから、コアよりも外側
の層へのダメージが枯草菌芽胞において致
命的であることが示唆された。これらの結果
は、コルテックスとコアの間の内膜が芽胞不
活化において重要であることを示唆する。ま
た、放電プラズマは芽胞のタンパク質層の外
側から徐々に均一に影響を与えており、放電
照射後の芽胞外形にも変化は確認されなか
ったため、主な不活化要素は局所的な破壊で
はないことが示唆された。以上のことから、
放電プラズマが生成するラジカル等の活性
種が時間と共に徐々に均一に枯草菌芽胞内
部に浸透していき、内膜に到達することで枯
草菌芽胞は不活化することが示唆された。 

 

（４）出芽酵母の不活化 

出芽酵母を滅菌水に懸濁し、アルゴンまた
はヘリウムをキャリアガスとしてプラズマ
照射したところ、熱ショックタンパク質の著
しい発現上昇は観察されなかったが、RNR活
性は最大で 20倍近く上昇した。対照として、
代表的な DNA アルキル化剤である MMS

（methyl methanesulfonate）、過酸化水素、紫
外線照射などによる DNA 損傷の検出も行っ
たが、プラズマジェット照射は MMS や紫外
線、過酸化水素と同様に高い DNA 損傷を引
き起こすことを示した。また、致死量に満た
ないプラズマジェット照射でも DNA 損傷は
起こっており、大気圧低温プラズマは突然変
異誘発性や発癌性などの変異原性を有する
可能性が示唆された。プラズマ照射によって
生成される濃度の過酸化水素投与よりも明
らかに高い RNR 活性がプラズマ照射によっ
て観察されており、プラズマ照射によって生
成される活性種が大きな要因になっている
と考えられる。 

 

 以上の結果は、プラズマが気相および水溶
液中の化学反応を誘起して活性種を生成し、
細胞壁・細胞膜に損傷を与え、活性種が内部
に侵入して生体高分子に影響を及ぼし、その
結果として細胞死などの細胞応答を示すと
いうフレームワークが、多様なモデルにおい
て共通していることを示している。 
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