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研究成果の概要（和文）：プラズマ活性溶液で培養された細胞内代謝物の変動を観察し，脳腫瘍細胞（U251SP）
は１．細胞培養液ではグルコース摂取から異化作用により生体エネルギーとバイオマスの産生，２．プラズマ活
性培養液では酸化ストレスにより糖代謝酵素の活性が減弱して生体エネルギーが不足し，３．乳酸含有溶液では
細胞内は還元状態を維持しながら乳酸摂取等の同化作用が亢進，４．プラズマ活性乳酸溶液（PAL）ではグルタ
ミン同化や脂肪代謝に，プラズマ活性有機物が阻害要因として働くことを明らかにした．特に，PALではプラズ
マが活性化した有機物を起因とした細胞内代謝が変動され，プラズマ誘起細胞死に至ることを発見した．

研究成果の概要（英文）：The alternation of intracellular metabolites cultured in plasma-activated 
solutions was observed in brain tumor cells (U251SPs). Bioenergetics and biomass production were 
taken place through catabolism from glucose uptake in the cell culture medium; (i) bioenergetics 
were deficient in the plasma-activated culture medium due to reduced activity of glycolytic enzymes 
due to oxidative stress; (ii) lactate-containing solutions enhanced anabolism from lactate uptake 
while maintaining a reduced intracellular state; and (iii) plasma-activated organics acted as 
inhibitors of glutamine assimilation and lipid metabolism in the plasma-activated lactate solution 
(PAL). In particular, we found that intracellular metabolism was altered by plasma-activated organic
 matter in PAL, leading to plasma-induced cell death.

研究分野： プラズマバイオ

キーワード： 低温プラズマ　非平衡大気圧プラズマ　メタボローム　細胞内代謝　活性酸素窒素種　グリオーマ　プ
ラズマ活性有機物　乳酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大気圧下でガス温度の上昇を伴わない非平衡（低温）プラズマの生成が制御されて可能となり，液体や生体をは
じめとする様々な対象にプラズマの照射効果が見いだされていた中，本研究は，プラズマ活性溶液中で培養され
た細胞内のメタボローム解析を世界で初めて実施した，研究開始当初はプラズマが生成するRONSの影響が生体作
用の主要な因子であるといった見解から，溶液中の有機物の変性をプラズマが液体に作用した結果に生じてお
り、その溶液中に産生された成分が細胞の恒常的応答を変動させ、代謝産物における明瞭な違いを世界で初めて
明らかにした．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大気圧下でガス温度の上昇を伴わない非平衡（低温）プラズマの生成が制御されて可能とな

り，液体や生体をはじめとする様々な対象にプラズマの照射効果が見いだされていた．例えば，
放電プラズマ照射を施した培養液成分がヒトのがん細胞に対して殺傷効果をもち，マウスの実
験においても抗腫瘍効果をもつことが発見されていた（H. Tanaka et al. Plasma Med. 1 (2013) 
265.）．すなわち，プラズマが生成する化学活性なイオン，ラジカル，光などの生物学・農学的
な作用の解明が求められ，このプラズマ照射培養液中には，過酸化水素水（H2O2）と亜硝酸イ
オン（NO2

−）が生成されていることが明らかにされ、それらの相乗効果によって細胞殺傷効果
がもたらされることも明らかにされた（N. Kurake et al., Arch. Biochem. Biophys. 605 (2016）102.）．
プラズマの生体作用は，一種の酸化ストレスとして働いているのか，それとも，異なる作用が
あるのかどうか，議論が続けられていた．通常，正常な細胞にはストレスや機能要求が加えら
れると，それらに対して適用が見られ、適応限界の逸脱により細胞傷害を生じ、不可逆的に細
胞死の進行する（豊國伸哉訳「ロビンス基礎病理学」第９版(2014)）．このような観点から，プ
ラズマの生体作用，すなわち「細胞」に与える作用について，細胞に内在する応答（生理恒常
性）から理解しなければならない．然し乍ら，プラズマの作用をトリガーとして，そこから生
じる生体応答機構の解明は未だ為し得ていない状況であった．そのために，バイオプラズマ応
用の体系化の理論構築が必要であり，プラズマが誘起する細胞応答，「細胞内代謝の変動」に世
界に先駆けて取り組む必要があった． 
 
２．研究の目的 
 研究代表者はこれまでに，放電プラズマ滅菌法研究から生体内フリーラジカル発生，細胞刺
激により細胞内代謝物変動（酵素化学反応変化）についてバイオインフォマティクス技術を解
明に応用して取り組んできている．例えば，ヒトのがん細胞では通常の酸素呼吸によるエネル
ギー産生をともなった，グルコースの過剰な摂取を行う好気解糖が亢進する．このような代謝
リプログラミングは「ワーブルク効果」として知られていた．がん細胞では成長因子の受容に
かかわらず細胞内信号が活性化され，グルコース摂取などによりバイオマスを得て，細胞の増
殖状態を維持している．その状況は，もしプラズマがグルコース等を化学修飾させ，代謝経路
において変動をもたらすようなら，細胞の生理は適応限界から逸脱し，細胞傷害がもたらされ
る可能性が考えられる．そのため，プラズマ照射した活性溶液で細胞培養した時の，細胞内代
謝の変動について解析する必要があった．本研究では，詳細な代謝物を検出し，世界に先駆け
て「プラズマ代謝経路マップの作成」と、その「プラズマ代謝制御の創出」を進めてきた． 
 
３．研究の方法 
 代謝物の解析は，脳腫瘍細胞（U251SP）を用いて実験された． 
 プラズマ処理溶液は，60mm ディッシュに 8mℓいれて，Ar を 2ℓ毎分流しながら，交流高電圧
を印加して生成したプラズマを照射することで作成した．この処理により，溶液中には過酸化
水素などの活性酸素窒素種（RONS）が産生され，溶解有機物が化学修飾を受けて変性した化
学種を含んでいる．作成したプラズマ処理溶液は，未処理の溶液により希釈して，希釈率を変
えたものを試料とした． 
希釈率の異なるプラズマ照射溶液毎に，細胞を培養して 24 時間後の細胞生存率を MTS アッ

セイ法で調べた．200µℓの DMEM に 5000 細胞を播種してアポトーシスマーカーである
Caspase3/7 の活性を蛍光顕微鏡観察した．また，溶液中の H2O2濃度と NO2

-/NO3
-濃度は比色法

により調べた． 
10mℓの細胞培養液（DMEM）に 106細胞を播種し，成長因子を抜いた各試料に培養液を入れ

換えて，30 分後に細胞内の代謝物を抽出した．試料には，DMEM とプラズマ照射した DMEM
（PAM），乳酸リンゲル液（Lactec）とプラズマ照射した Lactec（PAL）である．抽出された代
謝物はキャピラリー電気泳動質量分析器を使って分析した． 
 
４．研究成果 

U251SP について細胞培養液とプラズマ活性培養液による培養をおこない，細胞内代謝物の
変動についてメタボローム解析した結果（N. Kurake et al., Arch. Biochem. Biophys. 662 (2019）83.）
から，特徴的な細胞内代謝物に変化が見られた． 
はじめに，培養する際に成長因子を抜いていることで見られる変化がある．成長因子がなく

なることで，Adenosine triphosphate（ATP），nicotinamide adenine dinucleotide（NAD+）などの生
体エネルギー関連の代謝物量に減少がみられた．プラズマ活性培養液で培養を開始することで，
特徴的に Glycealdehyde 3-phosphate （G3P）や Fructose 1,6-diphosphate（F1,6P）などの糖代謝経
路や Ribulose5-phosphate(Ru5P)や ribose 5-phosphate（R5P）などのペントースリン酸代謝経路
（PPP）に見られる代謝物量に変動が見られた．これらの代謝物のパスウェーマッピングから
考察されることは，糖代謝において G3P の介在する代謝経路の上流で代謝物量が上昇し，下流
で代謝物が枯渇していることがわかる．また，PPP でも NAD+を補酵素とする反応が阻害され
ており，G3P から 2,3-bisphosphoglyceric acid（BPG）などへの代謝が影響を受けていることもわ
かる．これらの結果より，PAM 培養では生体エネルギー産生が減弱することが裏付けられた． 

G3P から BPG へは Glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）が触媒している．こ



の GAPDH 酵素は酸化ストレス下で凝集するため，機能低下するとの報告もある．NAD+の減少
は，その原料である nicotinamide（NAM）や nicotinic acid（NA），nicotinamide riboside （NR）
などの分子量の減少に依存している．そのため，nicotinamide mononucleotide（NMN）から NAM 
phosphoribosyltransferase（NAMPT）や NMN adenyltransferase（NMNAT）等の物質合成代謝に関
与する経路への影響が考えられる．この仮説から， NAD+の枯渇を逆に見ると，一連の代謝変
動が NAMPT などの酵素失活を原因としている可能性が高い． 

PAM 中には H2O2と NO2
-が含まれており，これらの RONS が，代謝物の修飾や酵素の失活に

関与している可能性は無視できない．それでも，乳酸リンゲル液（Lactec）とそのプラズマ照
射溶液（PAL）で処理した細胞の死滅に至る過程で見られる代謝物のプロファイルには興味深
い結果が得られた（K. Ishikawa et al., Arch. Biochem. Biophys. (2020）in press.）． 

U251SP を Lactec や PAL で培養した時の代謝物についてのメタボローム解析した結果から，
細胞内の酸化還元状態は，生来の状態である還元性グルタチオンが優勢な状態となることがわ
かる．細胞外の RONS 量に大きな差違はないにもかかわらず，PAM では酸化性グルタチオンが
増加している状態とは大きく異なった． 

PAL については，カタラーゼを添加することで H2O2を検出限界以下の nmol レベルに下げて
U251SP を培養した（図１）．それでも，細胞死滅を生じており，アポトーシスマーカーである
caspase 3/7 の活性化が蛍光観察により検出された．このことから，PAL ではプラズマ照射の効
果は，乳酸が反応した有機物の影響で代謝が変動している可能性が見いだされた． 

 

 
図１ Lactec と PAL で処理した U251SP 細胞の形態観察．Catalase 添加により PAL から H2O2

を消去した場合(c)と Lactec に H2O2を添加した場合(d)． (K. Ishikawa et al., Arch. Biochem. 

Biophys. 688, 108414 (2020)) 

 
Lactecと PALで培養では，培養環境からグルコースをはじめとする養分がなくなることから，

グルタミンの量が大きく減少するなど，細胞内のアミノ酸レベルが低下する．PPP 経路上に見
られる代謝物でも Ribulose 5-phosphate（Ru5P）や Ribose 5-phosphate（R5P）の量が減少する．
一方，乳酸から糖新生の代謝経路の促進が見られると考えられる，F6P や G6P の量は増加に転
じ る ． 結 局 ， PPP の 下 流 で 産 生 さ れ る sedoheptulose 7-phosphate （ S7P ） や
5'-phophoribosyl-1'-pyrophosphate（PRPP）に増加が見られる．このことから細胞内がグルコース
摂取からはじまる異化作用が，生体エネルギーとバイオマスの主要な代謝であった状態から，
不足するバイオマスの合成を亢進させる代謝の状態に移行していることがわかる． 
その観点から代謝パスウェーマッピング上の代謝物量を見直すと，グルタミノリスは特徴的

である．グルタミン（Gln）はグルタミン酸（Glu）を経て α-ketoglutarate（α-KG）に代謝され，
脂肪酸の合成に使われる．通常，細胞内のグルタミンは，グルタチオンと NADPH の合成と分
解により一定量に維持される．しかしながら，還元状態を維持し，主要なバイオマスが失われ，
乳酸のみで供給されるようになり，養分からアミノ酸が欠乏したことで，著しいグルタミノリ
スの減弱と，それに関係する脂肪代謝が抑制される．すなわち，細胞増殖に必要なバイオマス
の確保の要請から，核酸や NAD+補酵素等の合成が活発化する．このことから Gln を窒素源に
利用したアスパラギン酸やアラニンの合成の代謝が活性となる．また，脳腫瘍では isocitrate 
dehydrogenase 1（IDH1）関連の遺伝子がアルギニンからヒスチジンに改変して，この代謝が不
活性していることなどの指摘からも代謝の変動を受けやすかった可能性は否定できない． 
以上，本研究から見いだされたプラズマ活性溶液で培養された細胞の細胞死をもたらす過程

での細胞内代謝物の変動を観察した結果から，U251SP では 



１．細胞培養液ではグルコース摂取から異化作用により生体エネルギーとバイオマスの産生， 
２．PAM では酸化ストレスにより糖代謝酵素の活性が減弱し，生体エネルギーが不足， 
３．Lactec と PAL では細胞内は還元状態を維持しており，乳酸摂取等の同化作用が亢進， 
４．PAL ではグルタミン同化や脂肪代謝に，プラズマ活性有機物が阻害要因として働く， 

といったことが明らかとなった．このことから，PAL ではプラズマが活性化した有機物を起因
とした細胞内代謝変動を伴ったプラズマ誘起細胞死をもたらす発見があった． 

 

 
図２ PAM と PAL で処理した U251SP 細胞内に見られる代謝変動のまとめ．PAM では異化作
用により生体エネルギーとバイオマスを産生している中で，酸化ストレスにより糖代謝経路等
に関連する酵素失活を起因とする生体エネルギー不足を生じ，PAL では細胞内の酸化還元状態
は還元状態を維持していながらも乳酸摂取等からの同化作用を亢進させる中で，グルタミンや
脂肪代謝のバイオマス産生の阻害を受ける．この代謝変動への作用はプラズマ活性有機物に依
存していると考えられた．(K. Ishikawa et al., Arch. Biochem. Biophys. 688, 108414 (2020).) 

 
本研究は，プラズマ活性溶液中で培養された細胞内のメタボローム解析を世界で初めて実施

し，国内外のプラズマバイオ研究者から注目されている．当初，プラズマが生成する RONS の
影響が生体作用の主要な因子であるといった見解から，溶液中の有機物の変性をプラズマが液
体に作用した結果に生じており、その溶液中に産生された成分が細胞の恒常的応答を変動させ、
代謝産物における明瞭な違いを世界で初めて明らかにした． 

 
今後，プラズマが溶液中の有機物から産生させる短寿命活性種の解明を進め，その単独ない

し複合的にもたらす生体作用について解明を進めていく． 
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第65回 応用物理学会 春季学術講演会

Timothy Brubaker, Kenji Ishikawa, Keigo Takeda, Hiroshi Hashizume, Hiromasa Tanaka, Hiroki Kondo, Makoto Sekine, and Masaru
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