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研究成果の概要（和文）：大気圧低温プラズマ（以下プラズマ）の生体試料照射の応用が大きな関心を持たれて
いるので、プラズマを水に照射した時に生じる各種活性酸素種を時間や照射距離等の条件を変えて定量した。そ
の結果、ヒドロキシルラジカル、スーパーオキシドラジカル、水素ラジカル、過酸化水素、一重項酸素、二酸化
窒素イオン等が生成していることが確認された。これらの生成は照射距離に依存して変化し、距離が遠くなると
過酸化水素が主な活性種であることが明らかになった。また、プラズマ照射による膜脂質の過酸化を調べた結
果、照射によりリポソーム膜の過酸化が起こり、脂質ラジカルの生成を経てチオバルビツール酸反応生成物が生
じることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Because application of cold atmospheric pressure plasma (CAPP) to biological
 samples have taken large attentions, it is important to examine the effects of various CAPP 
parameters on the generation of reactive species. We investigated the generation of reactive species
 in water by CAPP irradiation by changing the parameters: irradiation time, sample volume, and 
irradiation distance between the sample surface and plasma jet tip. It was confirmed that hydroxyl 
radical, superoxide radical, hydrogen radical, hydrogen peroxide (H2O2), singlet oxygen, NO2- are 
formed by the irradiation of CAPP, and that the generation depends on the irradiation distance.  It 
was found that H2O2 is the major species formed by long distance irradiation.  Irradiation  by CAPP 
of liposomes caused TBARS in addition to lipid radical, suggesting that the peroxidation of 
liposomal lipids occurred via lipid radical caused by the reactive species produced by CAPP. 

研究分野：物理系薬学
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過酸化水素　脂質過酸化　ESR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、大気圧低温プラズマ（以下プラズマ）の医療への応用が注目を浴びており、多くの研究成果が発表されて
いるが、その基礎となるメカニズムの研究は遅れている。今回、水へのプラズマの照射が活性酸素種を生成し、
それは放射線とは違って照射距離に依存してかつ表面の反応であるという基礎的な知見が得られた。この知見を
基盤として、医療へのプラズマの新たな応用を考えることができるとともに、医療以外の応用にも役立てること
が出来る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 プラズマとは、気体に更にエネルギーが加わることにより、電子が原子核から離れてバラバラ
になった状態であり、核融合や半導体デバイスの製造等の応用に向けた物理・工学的な研究が行
われてきていた。最近になって、大気圧・常温の条件下で、プラズマを発生させ制御する技術が
確立し、このプラズマ（大気圧プラズマ）を医療分野や農業分野へ応用していこうという大きな
研究の流れが始まっていた。 
 キノコにプラズマを照射すると対照に比べてキノコの発生量が多くなるという現象や、金魚を
飼育している水にプラズマを照射すると金魚の成長が早まるという現象が報告されており、これ
らの現象から、プラズマには生物の成長を促進する作用があると予想されていた。最近の大気圧
プラズマ技術の発展により、生体に直接大気圧プラズマを照射することが可能になったことから、
医療分野において、大気圧プラズマを創傷の治療に応用しようという研究が盛んに行われていた。
さらにその応用として、がんの外科手術時に大気圧プラズマを使用しようとする研究も行われは
じめていた。また、プラズマが有する殺菌作用を応用して、無農薬農業を実現しようとする研究
もある。このような生体に対するプラズマの様々な作用については、種々のメカニズムが提唱さ
れているが、詳細についてはまだまだ不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
 プラズマは、原子核と電子がバラバラになった状態であるので、それ自身がフリーラジカルと
考えられる。また、プラズマが照射された水や生体にも活性酸素・フリーラジカルが生成すると
考えられる。したがって、プラズマの生体成分への作用メカニズムの一つに、様々な活性酸素種
の生成が考えられている。しかしながら、どのような活性酸素種がどの程度生成しているか、ま
た、それらの作用は、化学的あるいは放射線や超音波などで水に生じる活性酸素種と比較してど
のような差があるか等については明確になっていない。申請者はこれまで、放射線等により発生
する活性酸素・フリーラジカルが生体障害をもたらす機構について、分子レベルから丸ごとの動
物のレベルまでの様々なレベルで研究してきた。また、そのような活性酸素・フリーラジカルに
よる障害を防御する化合物について研究してきた。そこで、申請者のこれまでの経験と技術を十
分に活用することにより、プラズマという新しい物理手法による、活性酸素生成を通じた生体作
用のメカニズムを解明することを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）プラズマの照射 
 純ヘリウムをプラズマガス種として流量は3〜5 L/minで用い、市販の大
気圧低温プラズマ発生装置（PN-110TPG•TPN20、NUグローバル（株））
を用いてプラズマを発生させた。酸素混合実験においては、ガス混合装置
（CUBE GM2、エフコン（株））を用いてヘリウムガスに最大5%までの
酸素ガスを混合して使用した。照射容器としては、外径23 mm、内径20 mm
のガラス製円筒容器を用いた（写真を参照）。 
（２）ESR測定 
 プラズマを照射した試料を水溶液用フラットセルに入れ、室温にて日本電子の JES-FA100
を用いて ESRスペクトルを測定した。 
（３）過酸化水素（H2O2）の定量 
 H2O2濃度は、フェノール、4-アミノアンチピリン、西洋わさびペルオキシダーゼを用いた比
色定量法で測定した。 
（４）酸化種量の測定 
 フリッケ線量計溶液を用いて、水へのプラズマ照射による Fe2+から Fe3+への変化を 304 nm
における吸光度から測定した。 
（５）リポソーム脂質の過酸化の測定 
 リン脂質として卵黄ホスファチジルコリン（eggPC）を用いて、逆相蒸発法により一枚膜巨
大リポソーム（LUV）を調製した。リポソーム懸濁液にプラズマを照射して、生成する脂肪酸
分解生成物をチオバルビツール酸法を用いて測定した。また、中間体の共役ジエンの量を、ク
ロロホルム—メタノール混液で LUVから抽出した脂質をヘキサンで再溶解して、その紫外領域
（231 nm）の吸光度から測定した。さらに、中間体として生じると考えられる脂質ラジカルを、
2.2.6-trimethyl-4-(4-nitrobenzo(1.2.5)oxadiazol-7-ylamino)-6-pentylpiperidinr-1-oxyl 
(NBD-pen)の蛍光強度増大から測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）水へのプラズマ照射による各種活性酸素種生成 
 ①安定ラジカルの 4-hydroxy-2,2,6,6,tetramethylpyperidine (TEMPOL)水溶液にプラズマ
を照射すると、照射時間に依存して ESRシグナル強度が減少した。照射時間を固定して、照
射ノズルの先端から水面までの距離を変えてシグナル強度の減少を測定したところ、距離が
2.5 cmを越えるとシグナル減少がほとんど起こらなかった。 



 ②スピントラップ剤の 5,5-Dimethyl-1-pyrroline 1-oxide (DMPO)溶液にプラズマを照射し
て、生成する DMPOアダクトの ESRスペクトルを測定した。その結果、プラズマ照射により
DMPO-OHのシグナルが観察され、ヒドロキシルラ
ジカル（•OH）が生成していることが確認された。
DMPO-OHシグナル強度は照射時間に依存して増
大したが、照射時間が 40 s以上になると一定値にな
った。照射時間を固定して照射距離を変えると、照
射距離が 3 cm以上になると DMPO-OHの ESRシ
グナルは観察されなかった。照射距離が 1 cm未満
の時、DMPO-OHシグナルに加えて DMPO-Hシグ
ナルが観察され、水素ラジカル（•H）も生成してい
ることが明らかになった（右図）。 
 ③上と同様に DMPO溶液を用い、•OHと反応して DMPO-OHシグナルの強度を殆ど見え
なくするような濃度で DMSOを添加した溶液条件でプラズマを照射すると、スーパーオキシ
ドラジカル（•O2–）の DMPOアダクトの ESRスペクトルが観察され、•O2–が生成しているこ
とが明らかになった。 
 ④一重項酸素（1O2）検出試薬の 2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinol (TEMP-OH)水溶液にプ
ラズマを照射すると、TEMP-OHとが反応して生成する TEMPOLの ESRシグナルが観察さ
れた。すなわち、プラズマ照射によって 1O2が生成していることが確認された。 
 ⑤フリッケ線量計溶液にプラズマを照射して、Fe2+の酸化を調べた。その結果、照射時間に
比例して Fe3+が生成した。フリッケ線量計溶液量を 0.2〜1.0 mLで変化させてプラズマを照射
し、試料から 0.15 mLを抜き取って水で 2.4 mLまで希釈して吸光度変化を調べたところ、試
料溶液量が大きいほど吸光度変化は少なく、溶液量が 1.0 mLの時は 0.2 mLの時の約 1/5であ
った。放射線照射と同様に生成した酸化種が溶液全体を均一に酸化していると仮定すると、溶
液量依存性はないと考えられる。従って、この結果は酸
化種が溶液表面に多く生成していることを示唆する。照
射時間を固定して照射距離を変えると、1〜2 cmのとこ
ろにピークが存在し、それ以上の距離で吸光度変化は減
少したが、3 cmを越えて 6 cmでもピーク値の 1/3程度
の変化があった。 
 ⑥プラズマ照射後の水中に過酸化水素（H2O2）が生成
しているかどうかを呈色法で定量した結果、照射時間に
ほぼ比例して H2O2ができていることがわかった。照射
時間を固定して照射距離を変えると、2〜3 cmで最大の
H2O2が生成し、その後徐々に生成量が減少していた。し
かし、6 cmの照射でもピーク値の 1/6程度の H2O2が生
成していた（右図）。 
 ⑦フリッケ線量計溶液の吸光度が H2O2で変化するかどうかを確認した。その結果、H2O2濃
度に比例して吸光度が増大することがわかった。⑤のデータのうちの H2O2の寄与を見積もる
と、照射距離が 3 cm以上における吸光度変化のかなりの割合が H2O2によるものとわかった。 
 ⑧呈色法によりNO2–を測定したところ、プラズマ照射によって照射時間に依存して NO2–が
生成していることが明らかになった。 
 
（２）プラズマ照射による脂質過酸化 
 プラズマ照射によるリポソーム膜脂質の過酸化を調べた。 
 ①EggPC LUV懸濁液にプラズマを照射して上静を TBA反応にかけると、チオバルビツー
ル酸反応性物質（TBARS）の量が照射時間に依存して上昇した。すなわち、プラズマ照射によ
ってリポソーム膜脂質が酸化され、リン脂質の脂肪酸鎖からアルデヒド類が遊離してきたこと
がわかる。照射時間を固定して照射距離を 0.7 cmから 5.0 cmまで変えて測定したところ、0.7 
cmの場合が最も TBARS量が大きく、距離が増大するにつれて TBARS量が急速に減少し、3 
cm以上では TBARS量がほぼゼロであった。 
 ②共役ジエン法で反応中間体の共役ジエンを測定したが、有意な上昇は観察されなかった。
一方、NBD-penを用いた脂質ラジカルの測定では、プラズマ照射によって脂質膜中に脂質ラ
ジカルが生成していることが確認された。 
 
（３）プラズマ照射におけるヘリウムガスの流量の影響 
 プラズマ発生装置の仕様によると、ヘリウムガスの流量は3〜5 L/minとするように指定され
ていた。そこで、流量を変えることにより、フリッケ線量計溶液の吸光度変化、TEMPOL水溶
液のESRシグナル強度減少、DMPOスピントラップ剤水溶液からのDMPO-OH付加体の生成量、
水中での過酸化水素生成量、eggPC LUVの脂質過酸化の程度、を測定した。流量は3、4、5 L/min
の3種類とした。 
 上記５つの指標について測定したところ、いずれも 5 L/minで値が小さく、3 L/minと 4 
L/minではほぼ等しい値となった。すなわち、5 L/minで最も活性酸素種の生成が小さいこと



がわかった。従って、ヘリウムの使用が最も少なく効果が最も大きい 3 L/minが実験条件とし
て最適であることがわかった。 
 
（４）プラズマの効果に対する少量の酸素ガスの混合の影響 
 上述のようにプラズマ照射により、水中に各種活性酸素種が生成することが明らかになった
ので、少量の酸素ガスをヘリウムガスに混合することにより、フリッケ線量計溶液の吸光度変
化、TEMPOL水溶液の ESRシグナル強度減少、DMPOスピントラップ剤水溶液からの
DMPO-OH付加体の生成量、水中での過酸化水素生成量、eggPC LUVの脂質過酸化の程度と
いった指標が影響を受けるかどうか調べた。酸化ストレスの観点からは、酸素濃度の増大によ
ってこれらの指標に対する影響が大きくなると予想したが、結果は予想を裏切るものであった。
1%以下のごく少量の酸素ガスを混合すると、これらの指標に対する効果は大きく減少した。一
方、酸素ガスの濃度をそれ以上に上げると（最大 5%）、再び効果が増大していくことがわかっ
た。このような酸素の 2相性の効果は興味深い。今後、このメカニズムを安倉化にするととも
に、酸素以外のガスでそのような効果が起こるかを調べることが必要である。 
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