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研究成果の概要（和文）：　プラズマの医療応用には大きな期待が寄せられているが、その効果発現メカニズム
は不明である。本研究では、プラズマが細胞死を惹起するメカニズムを培養細胞実験で検討し、過酸化水素と一
酸化窒素の関与を証明した。更に、今後のプラズマの臨床応用の広がりを見据え、小動物（マウス）と大動物
（ミニブタ）を用いて、プラズマ照射装置が生体へ及ぼす影響、特に癒着形成と全身および局所の炎症の評価を
行う系を確立した。

研究成果の概要（英文）：The application of the plasma into medical field is thought to be greatly 
useful, but the mechanism of plasma irradiation is still unclear. In our study, we performed 
cultured cell experiments and proved that hydrogen peroxide and nitrogen oxide played important 
roles of cell death.
The spread of the clinical applicability of plasma is expected. So, we established a mouse animal 
and a pig model to investigate the influence of plasma irradiation equipment, especially focusing on
 adhesion formation and inflammation.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
医療現場においては低侵襲治療が広がり

を見せているが、手術創を小さくすることに
主眼が置かれ、止血に関しては寧ろ長期的に
は侵襲の強くなるエネルギーデバイスが使
用されることが増え、真の低侵襲治療を達成
するための新たな医療機器開発が求められ
ている。また、特に、がん治療においては、
手術・放射線・薬物治療への抵抗性を呈する
疾患に対して、第４の治療法開発が急務とな
っている。 
大気圧低温プラズマの医療応用は、止血装

置としての低侵襲性や、手術等に代わる新た
な治療法となる可能性などの期待が寄せら
れている。しかしながら、プラズマ照射が生
体内や腫瘍細胞内で効果を発揮するメカニ
ズムは十分に解明されていないのが現状で
あった。 
 
２．研究の目的 
 大気圧低温プラズマ照射装置は医療機器
としての実用化が望まれており、臨床応用が
近いと考えられる止血装置は小動物実験に
おける止血能力や癒着軽減といった利点は
あるが、作用発現のメカニズムには不明な点
も多い。また、プラズマ照射を施した細胞培
養液の抗腫瘍効果に関しても、そのメカニズ
ムは明らかになっていない。 
 我々は、プラズマが実臨床の場で用いられ
るために欠くことのできないと考えられる、
正常組織や腫瘍組織に対するプラズマ照射
が及ぼす影響を検討した。すなわち（１）プ
ラズマが細胞死を誘発するメカニズムにつ
いて明らかにすることを目標として検討を
開始した。 
 培養細胞系から小動物モデルまででの検
討を開始したところ、本研究領域内でもプラ
ズマ照射装置の多様性が次第に明らかとな
り、どのような装置を実臨床に導入するべき
かという問題が生じた。そこで装置の生物学
的評価を行うための実験系を確立するべく、
（２）マウス腹腔内癒着モデルの確立を行い、
引き続き（３）マウス癒着モデルに対するプ
ラズマ照射の影響を検討した。また前臨床試
験としての大動物実験として、（４）ミニブ
タを使用した止血力評価と生物学的影響検
討のモデルの作成を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
【１】プラズマが細胞死を誘発するメカニ
ズム 
 プラズマ照射が生体組織に及ぼす影響
に関して、培養細胞を plasma-activated 
medium (PAM) で刺激した際に、どのよう
な生物学的変化が生じ、どのような細胞内
情報伝達系が活性化されるかについて検
討した。すなわち、ヒト肺胞上皮細胞由来
A549 細胞に対する PAM の影響について、酸
化ストレス等の炎症を惹起する既知の
様々なサイトカイン、およびその阻害薬を

投与する系との比較検討を進めた。 
 
【２】マウス腹腔内癒着モデルの確立 
 生後 8-12 週齢の Balb/c マウスを、イソフ
ルランの吸入麻酔下に開腹した。開腹創は約
1cm とし、腹腔外に盲腸を愛護的に出し、盲
腸壁を双極型電気メスを用いて焼灼処置を
行った。盲腸壁 3か所を双極型電気メスし焼
灼処置を行い、焼灼処置後は愛護的に腹腔内
に盲腸を環納した。7日後に安楽死させ、再
開腹し腹腔内の癒着発生状況を評価すると
ともに、この際に生じている炎症の評価を行
った。また、このモデルで腹水のプロテオミ
クス解析を行うプロトコール策定を進めた。 
 
【３】マウスモデルに対するプラズマ照射
の影響 
 確立したマウス腹腔内癒着モデルに対
してプラズマ照射を行い、通常の電気メス
を用いた際に生じる変化との比較検討を
行った。 
 
【４】ミニブタモデルの確立 
 我々は、マウスの空腸動脈からの出血に
対して行った止血操作において、大気圧低
温プラズマ止血が、高周波止血に比べて、
術後の炎症性癒着を顕著に改善できること
を見出している。これをもとに、ミニブタ
の大網・腸間膜の非筋性動脈(毛細血管や細
小動脈)より出血させ、マイルドプラズマ止
血を行い、その効果効能について、高周波
凝固装置を用いた止血を比較対象として評
価する系を確立した。 
 
４．研究成果 
【１】プラズマが細胞死を誘発するメカニ
ズム 
 ヒト肺胞上皮細胞由来 A549 細胞におい
て、PAM は用量依存性に細胞障害性を示し、
主要な３種の MAP kinase(ERK, JNK, p38)
を強く活性化した。また、PAM は NF-kB の
リン酸化を引き起こし、炎症反応も惹起す
ること、histoneH2AX, ATM のリン酸化を引
き起こし、DNA 障害も惹起することが示唆
された。
これらの
細胞障害
性には過
酸化水素
が関与し
ているこ
とが示唆
された。 
 低濃度PAMの前処置により、Doxorubicin
による細胞障害性が軽減された。過酸化水
素前処理でもDoxorubicinの毒性に抵抗性
を示すが低濃度PAMの効果に比べて弱かっ
た。低濃度 PAM 前処理による細胞保護効果
は、炎症性サイトカインによる細胞障害に
対しては、Doxorubicin の場合より効果が



弱かった。以上の知見から、低濃度 PAM は
細胞保護効果を示すが、その効果は酸化ス
トレスに依存するものの、過酸化水素以外
の因子も介在することが示唆された。 
 プラズマ発生装置の違いによるPAM内の
ラジカル由来因子についての検討では、プ
ラズマ装置により、PAM 内の過酸化水素濃
度は同程度でも、nitrite に関しては大き
な違いが生じていた。これは空気中の窒素
由来の NO 生成の違いを反映していると思
われるが、nitrite はその分子状態のまま
では生体内で比較的非活性であるが、虚血
組織やアシドーシス組織では NO に還元さ
れることが知られてり、生体内に対する
PAM の効果として、過酸化水素で説明でき
ないものについては NO を介する可能性が
考えられた。 
 
【２】マウス腹腔内癒着モデルの確立 
 マウスモデルにおけ
る適切な高周波凝固装
置の出力が 3W であるこ
とを見出し、癒着形成時
に血中IL-6, IL-10発現
増強が認められること
を確認した。 
 このモデルで腹水のプロテオミクス解
析プロトコールを決定し、本モデルで検討
すべき７種のタンパク質を同定した。 
 
【３】マウスモデルに対するプラズマ照射
の影響 
 癒着モデルにおいて認められた炎症性
細胞（好中球、マクロファージ）の粘膜
層への浸潤がプラズマ照射においては殆
ど認められなかった。プラズマ照射による
IL-6 の血中濃度の上昇は軽微であるが、
IL-10 の血中濃度は癒着モデル同様にプラ
ズマ照射によって上昇した。 
 局所における IL-6(mRNA)は癒着モデル
とプラズマ照射時で有意な差は認められ
なかった。IL-6 の産生は好中球、マクロフ
ァージ、Th2 細胞のような炎症性細胞以外
にも、繊維芽細胞、血管内皮細胞からも産
生されることが知られており、それらの
mRNA を検出している可能性が考えられた。
一方、ラクトフェリンは好中球から産生さ
れるが、プラズマ照射に対する癒着モデル
におけるラクトフェリンのmRNAレベルは、
組織学的に
確認された
浸潤してい
る好中球の
量と相関し
ていた。今
後は局所に
おける炎症
と腹水中に
放出される
炎症タンパ

ク質の違いを検証すべき、と考えられた。 
 
【４】ミニブタモデルの確立 
 全身麻酔下に開腹し、大網・腸間膜の非
筋性動脈をメスで切開・出血させ、大気圧
低温プラズマもしくは、高周波凝固装置を
用いて止血処置を行い止血効果判定後に標
本を採取して、安楽殺する。また、閉腹後
に一定期間飼育した後に、麻酔下に実験動
物用 PET で炎症の評価を行い、その後に安
楽殺させて臓器を回収し、タンパク発現、
遺伝子発現を解析するシステムを構築した。 
 ミニブタモデルによる PET-CT 撮像によ
り、止血部位局所の炎症程度を、同一個体
で継時的に観察することが可能となった。
これまでの実験系では血液検査等で全身
の炎症反応の評価を行ったが、本モデルで
は局所の炎症
を評価でき、
今後は大気圧
低温プラズマ
止血装置の適
正化に役立つ
ものと期待し
ている。 
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Workshop -Challenge of Plasma Science 
towards Future- Medicine 9th International 
Conference on Reactive Plasma / 68th 
Gaseous Electronics Conference．Oct 12，
2015，Hawaii Convention Center, Honolulu, 
Hawaii, USA  
４）浜窪隆雄 分子イメージングによる次世
代がん研究と抗がん創薬・治療の推進「胃が
ん転移の PET イメージングのための小分子
化抗体のプローブ作製」2015/1/26 一橋講堂 
５）浜窪隆雄 次世代バイオ医薬品創出の向
けた設計・基盤技術最前線「診断・治療のた
めの小分子化抗体の設計について」
2014/10/20 ソラシティカンファレンスセ
ンターお茶の水 
６）Sakakita H, Ikehara Y, Kim J, Shimizu 
N, Ikehara S, Nakanishi H, Yamada H, 
Yamagishi Y, Kiyama S, Kubota A, Ichinose 
M, Niwa T: Introduction of Medical Plasma 
Equipment for the Minimally Invasive 
Treatment. 10th International Conference 
on Flow Dynamics (ICFD)/OS10: Advanced 
Physical Stimuli and Biological Responses, 
2013/11/25, Sendai International Center, 
Sendai 
７）清水伸幸：炎症と発癌．プラズマ医療科
学の創生―名古屋拠点ゼミ―、2013/10/25、
名古屋大学ＩＢ電子情報館電気系会議室（名
古屋） 
８）張京浩、清水伸幸 他：炎症反応で活性
化される細胞障害性シグナルの検討．プラズ
マ医療科学の創世－新学術領域研究公開シ
ンポジウム、2013/09/28、名古屋大学ＩＢ電
子情報館大講義室（名古屋） 
９）Shimizu N: Surgical Treatment for 
Gastric Cancer: What should we research 
on? Research conference of Division of 
Gastrointestinal Surgery, 2012/10/31, 
Seoul National University, Seoul 
１０）清水伸幸：分子生物学的解析に基づく
プラズマ誘起細胞増殖・腫瘍細胞死誘起メカ
ニズムの体系化．プラズマ医療科学の創世－
新学術領域研究公開シンポジウム、
2012/09/29、弘済会館ビル（四谷） 
 
〔図書〕（計 ０ 件） 
 
〔産業財産権〕 
 
○出願状況（計 ０ 件） 
 
○取得状況（計 ０ 件） 
 
〔その他〕 
＜アウトリーチ活動＞ 
１）高校生見学 講演「抗体でガンをやっつ
ける－バイオ医薬の設計」石川県立工業高等
学校 52名2016/7/25東京大学先端科学技術
研究センター 



２）  先端研リサーチツアー 島根県立浜田
高校（１年生５０名） 2015/12/10 
３）  がん啓発イベント『がんを知る展』 医
学監修（企画：医療福祉総合研究所） 
４）東京大学・ミュンヘン大学学生交流セミ
ナー 2014/9/11 （ミュンヘン大学生１０
名） 
５）高校生のためのオープンキャンパス模擬
抗議 「抗体でがんをやっつける～免疫抗体
分子の認識機構を探る～」東京大学工学部 
2014/8/6, 
６）清水伸幸：さんのう健康講座 低侵襲治
療の最前線．2013/10/04，山王病院 山王ホ
ール（参加者３３名） 
７）清水伸幸：山王メディカルクラブ広報誌
（2013 年 6月号）医療情報 ヘリコバクタ
ー・ピロリ菌の除菌について（発行部数 600
部） 
８）清水伸幸： さんのう健康講座 胃がん
のおはなし．2013/05/31，山王病院 山王ホ
ール（参加者４９名） 
９）高校生見学、講演「コンピュータでがん
の薬を作る－抗体医薬の話」群馬県立高崎高
校 61 名 2012/9/5 東京大学先端科学技術研
究センター 
 
＜報道関連＞ 
１）日経産業新聞 ２０１５年８月２４日
「抗体医薬 パーツ分け製造」 
２）日経産業新聞 ２０１５年５月２８日 
「タンパク質使い悪性肺がん治療」 
３）日経メディカル（電子版）：癌 Experts；
胃癌術後は食事開始日が早いほど在院日数
が短い、全国２４２施設アンケート調査結果
【胃癌学会 2015】2015/03/09 
４）メディカルノート
（https://medicalnote.jp/） 
上部消化管内視鏡検査とは 

－胃がんの早期発見に重要な検査 
特殊な内視鏡検査と検査前後の注意点 
胃がんの低侵襲手術－有用性と今後の展望 
胃がんの予後－手術法や止血方法の進歩 
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