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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、大気圧プラズマの生物・医療応用に向けた基礎研究として、プラズ
マ照射の生化学反応への影響を解析した。まず、モデル酵素を水溶液に溶解し、これにプラズマ照射を行い酵素
反応への影響を調べた。プラズマ照射により水溶液中に活性種の生成が認められ、酵素の不活化が示唆された。
熱変性による失活との比較を行ったところ、これとは明らかに異なる様式で不活化していることが示唆された。
また、ヒト肺がん由来培養細胞株へのプラズマ照射によって、アポトーシス誘導に関与しうる修飾塩基である8-
オキソグアニンがゲノムDNA上に生成され、これを認識・除去する酵素がプラズマ照射後に活性化していること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Influence of plasma irradiation on biochemical reactions were investigated. 
First of all, model enzymes were dissolved in an aqueous solution and then irradiated to an 
atmospheric pressure plasma jet. Plasma irradiation resulted in decrease in enzymatic activity, and 
reactive species were produced in the aqueous solution as predominant factors. The inactivation 
process was difference from that of heat denaturation. In addition, the results suggest that plasma 
irradiation of cultured human lung cancer cell lines may be involved in the induction of apoptosis. 
In addition, DNA damage in the A549 human lung cancer cell line treated with cold plasma irradiation
 was investigated. 8-oxoguanine (8-oxoG) formation as well as DNA strand breaks, which have been 
thoroughly investigated, were induced by plasma irradiation. In addition, up-regulation of 8-oxoG 
repair enzyme was observed after plasma irradiation.

研究分野： プラズマ応用

キーワード： プラズマ応用　プラズマ医療　DNA損傷　生体分子損傷

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大気圧プラズマが生化学反応に及ぼす影響を調べ、プラズマ照射により損傷を受けた生体分子が修復される生化
学反応が細胞内で起こっていることが明らかになった。このときの細胞生存率はプラズマ未照射と比較してほと
んど低下しておらず、一見プラズマ照射の影響がないような照射であっても細胞内の生体分子は損傷を受けてお
り、細胞自身がそれを修復していることが示唆された。

※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 
近年、減圧を必要としない、大気圧や液中での低温プラズマの生物・医療応用が盛んにおこな

われている。具体的には、熱感受性の高い医療器具の殺菌等への応用だけでなく、プラズマ照射
による癌細胞の選択的死滅や皮膚疾患治療・創傷治癒への有効性を示す画期的な実験結果が相
次いで報告されている。さまざまな効果の作用機序を明らかにするためにプラズマ計測や細胞
応答などで数多くの成果が報告されている一方、研究開始当初から現在に至るまで依然として
推測に留まっている部分も多く残されている。このことからプラズマ照射に対する細胞応答に
関する知見は学術的にも実用的にも重要であり、現象の理解をもたらす基礎研究が必要不可欠
である。大気圧低温プラズマの生物・医療応用に向けた細胞応答の理解のためには、細胞を構成
する生体分子や、それらが関わる生化学反応への影響のさらなる解析が必要不可欠であると考
えた。既往研究の多くは、生化学反応に寄与する DNA やタンパク質 (酵素)など生体高分子の損
傷の解析に留まっており、本研究課題ではタンパク質が機能しているその場にプラズマを照射
したときの生化学反応への影響を解析することで新たな知見が得られると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、生化学反応場と細胞の双方へのプラズマ照射において直接的な影響因子と

なり得る水溶液中に生成される活性種 (RONS : reactive oxygen and nitrogen species)の同定・定量
を行った上で、生体分子損傷と生化学反応の関係を明らかにすることを目的とした。まず、酵素
を溶解した緩衝液にプラズマ照射を行い、酵素反応への影響を評価することを目指した。プラズ
マ照射で生成される RONS はタンパク質の変性や修飾により酵素を失活させる可能性がある。
プラズマ照射後の酵素のダメージを分析したり、失活を抑制した状態でプラズマ照射を行った
りすることでプラズマ照射の生化学反応への影響を解析した。続いて生細胞を用いた実験によ
り細胞内で生じる生化学反応を解析した。具体的には DNA 損傷とその修復反応に着目した。酸
化ストレスは、鎖切断、塩基修飾、糖修飾などの DNA 損傷を介して遺伝毒性やアポトーシスな
ど医療応用に関わる重要な現象を誘発する可能性がある。このことから、これまでに知見の少な
い塩基修飾の解析を行い、アポトーシス誘導に関与しうる修飾塩基のひとつである 8-オキソグ
アニン (8-oxoG)の生成とその修復酵素の活性化を解析することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）大気圧プラズマジェット生成 
本研究では、アルゴンまたはヘリウムを導入ガス

とした大気圧プラズマジェット (APPJ)をプラズマ
源として用いた (図 1)。石英ガラス管の外側に銅テ
ープを 2 枚巻き付け、上部を高電圧電極、下部を接
地電極として用いた。電極間距離 5 mm、電極幅 10 
mm とし、接地電極からガラス管先端までの距離を
20 mm に設定した。このガラス管を注射器に貫通さ
せ、2 つの電極の周囲を絶縁油で満たし、ガラス管外
壁で放電が発生しないようにした。高電圧電極には
10 kV0-p、17 kHz の正弦波を印加し、供給ガス流量は
1.5 L/min に調整した。 
 
（２）プラズマジェット照射した溶液中の活性種計測 
 APPJ 照射により水溶液中に生成されたラジカルは、電子スピン共鳴 (ESR)とスピントラッピ
ング法を組み合わせて測定した。スピントラップ剤として CYPMPO を用い、10 mM CYPMPO 溶
液を 24 穴プレートに入れ、サンプルが入ったウェルが APPJ 直下にくるようにプレートを設置
した。また、長寿命活性種である過酸化水素・亜硝酸イオン・硝酸イオンの濃度も化学プローブ
法により測定した。 
 
（３）酵素溶液へのプラズマ照射と解析 
ここではモデル酵素として過酸化水素を分解するカタラーゼを選択した。過酸化水素は、水分

子とプラズマとの反応過程で溶液中に生成される主要生成物で、他の化合物と比較して多く残
留することが知られており、抗腫瘍効果の一因とされている。これまでにも研究代表者は溶液中
過酸化水素濃度の測定を行っており、カタラーゼと組み合わせることで溶液中活性種制御にも
利用できると考えた。まず、カタラーゼ溶液に大気圧プラズマジェットを照射し、その後カタラ
ーゼ溶液を分取して過酸化水素水と混合し、過酸化水素濃度を測定した。続いてプラズマ照射後
のカタラーゼ溶液そのものの過酸化水素濃度を測定した。また、プラズマ照射によるカタラーゼ
のダメージを UV-vis 吸収スペクトルで解析した。 
 
（４）細胞懸濁液へのプラズマ照射とゲノム DNA 損傷の解析 
 本研究ではヒト肺がん由来培養細胞株である A549 細胞を用いた。プラズマ照射中に生じた
DNA 損傷とその修復を解析するため、細胞懸濁液にプラズマジェットを照射した後、遠心・上
清除去により溶液を置換し、24 時間培養後の細胞生存率を測定した。A549 細胞を PBS に懸濁

 
図 1 本研究課題で用いたプラズマ源 



し、細胞懸濁液 1 mL にプラズマジェットを照射した。その後遠心分離で上清を除去し、培養液
に置換して 24 時間培養した。培養後の細胞を死細胞染色して細胞生存率を測定した。また、プ
ラズマ照射中の細胞における RONS レベルの上昇も測定した。細胞膜透過性を有する RONS 反
応性蛍光色素を細胞懸濁液に添加し、この色素を細胞内に導入した後でプラズマジェットを照
射した。その後即座にフローサイトメーターで細胞の蛍光強度を測定した。ゲノム DNA 損傷は
コメットアッセイで解析した。上記と同様にプラズマ照射を行い、その後即座に低融点アガロー
スゲルに細胞を包埋し、ゲルを溶解液に浸して細胞を溶解した。続いて、8-oxoG を認識・除去
する hOGG1 をゲルに添加してインキュベートした後、アルカリ電気泳動に供した。その後 DNA
を染色し蛍光像を取得した。取得した蛍光像を解析し DNA 損傷の定量化を試みた。 
 
（５）DNA 修復酵素の up-regulation 
本研究では Molecular beacon (MB)を用いて生細胞内での DNA 修復酵素の発現を検出した。MB

とは、5’末端に蛍光色素、3’末端に消光物質を修飾したステムループ構造をとりうるオリゴヌク
レオチドである。MB のステム構造が崩壊すると、それまで近接していた蛍光色素と消光物質が
分離し、蛍光増大が生じる。本研究で用いた MB は、ステム部位のグアニンのひとつが 8-oxoG
に置換されており、DNA 修復酵素がこれを認識するとステムが崩壊して蛍光増大が生じる。こ
の MB を生細胞に導入し、蛍光増大をフローサイトメーターによって測定することで 8-oxoG 修
復酵素の発現を解析した。 
 
４．研究成果 
ヘリウムプラズマジェット照射による RONS 生成

を ESR で測定した結果を図 2 に示す。観測された
ESR スペクトルに示す▽印が･OH、▼印が O2

･-由来
で明確に区別できるスピンアダクトである。また、同
様の照射条件で PBS に 3 分間プラズマ照射したとこ
ろ、過酸化水素 250 μM、亜硝酸イオン 5 μM、硝酸イ
オン 19 μM が検出された。このことから、以下に示
す実験結果において RONS が酵素の不活化や DNA
損傷の直接的な影響因子として示唆された。 
続いて、モデル酵素であるカタラーゼ溶液にアル

ゴンプラズマジェット照射を行った。まず、カタラー
ゼ溶液に大気圧プラズマジェットを照射し、その後
カタラーゼ溶液を分取して過酸化水素水と混合し、
過酸化水素濃度を測定した結果、カタラーゼ濃度が
低い場合にプラズマ未照射の試料と比較して過酸化
水素濃度の低下が小さかった。これはプラズマ照射
によってカタラーゼの失活を示唆している。続いて
カタラーゼ溶液にプラズマ照射を行い、照射後の溶
液の過酸化水素濃度を測定した。対照実験として、カ
タラーゼを含まない 100 μl のリン酸緩衝液に 3 分間
プラズマ照射したところ、427 μM の過酸化水素濃度
となり、同じ溶液に 10 ng/μl となるようにカタラー
ゼを加えて実験したところ、過酸化水素濃度は 360 
μM となり過酸化水素の分解が認められた。このこと
から、基質の生成・分解が同時に生じる生化学反応場
へのプラズマ照射において酵素反応が進行している
ことが示唆された。また、タンパク質はプラズマ照射
で生成される活性種によって不活化する可能性があ
るため、カタラーゼを多孔性無機材料に固定化し、構
造変化などによる失活の抑制を試みた。酵素量を揃
えてリン酸緩衝液に添加して実験した結果、無機材
料に固定化した場合に過酸化水素濃度はさらに低下
し 266 μM だった。無機材料とカタラーゼの複合化に
よって、プラズマ照射によるカタラーゼ活性の低下
を抑制できる可能性が示唆されたが、複合化の効果
は想定よりも低かった。カタラーゼ失活の要因を調
べるため、カタラーゼ溶液に対しプラズマ照射した
後で吸収スペクトルを測定したところ、カタラーゼ
活性中心特有の Soret band と呼ばれる 410 nm 付近の
ピークがプラズマ照射後に消失し、250-280 nm 付近
の芳香族アミノ酸が示すピークの増大と長波長側へのシフトが観察された (図 3 (a))。プラズマ
照射の代わりに 60°C で熱変性させたカタラーゼに対して同様の測定を行ったところ、プラズマ
照射後の試料とは明らかに異なるスペクトルを示した (図 3 (b))。プラズマ照射で生じた 250-280 

 

図 2 ESR による RONS 計測 

 

図 3 カタラーゼ溶液の紫外可視吸収スペ
クトル (a) プラズマ照射後 (b) 熱変性後  



nm のピークの長波長側へのシフトは、芳香族
アミノ酸の開裂を示唆しており、活性種がその
反応に寄与していると考えられる。以上のこと
から、プラズマ照射によるカタラーゼの失活過
程は、古くから知られている熱変性とは異なる
ことが推察され、新たな現象を発見したと考え
られる。 
続いて、ヒト由来の細胞を PBS 緩衝液に懸

濁してプラズマ照射を行った。プラズマ照射後
24 時間培養し、細胞生存率を測定した結果、プ
ラズマ未照射およびヘリウムガスを 3 分間照
射した場合に 97.9%であったのに対し、プラズ
マ照射時間 30 秒で 96.2%、1 分で 95.5%、3 分
で 89.0%だった。本研究でのプラズマ照射強度
は、照射後に溶液を置換すれば細胞増殖に大き
な影響を与えないものであることが考えられ
る。図 4 に RONS 反応性蛍光プローブを用い
て細胞内 RONS をフローサイトメーターで検
出した結果を示す。横軸は RONS 反応性蛍光
色素の蛍光強度、縦軸は細胞数を表している。
プラズマ未照射のヒストグラムを比較すると、
プラズマ照射後の細胞で照射時間依存的な蛍
光増大が観察された。この蛍光プローブは様々
な RONS と反応性を示すため、RONS を同定
することはできないが、細胞内 RONS レベル
の上昇が認められた。 
続いて A549 細胞を PBS に懸濁してヘリウ

ムプラズマジェットを照射し、照射後の細胞を
コメットアッセイに供したところ、プラズマ未
照射の場合は Tail がほとんど認められず、プラ
ズマを照射した場合に明瞭な Tail が観察され
た (図 5 (a), (b))。また、に示すように、細胞を
溶解した後、8-oxoG を認識・除去するヒト-8-
オキソグアニングリコシラーゼ (hOGG1)を添
加した細胞群では、酵素未処理の細胞群と比較
して Tail length の有意な増大が認められた(図
5(c))。また、酵素未処理の細胞群はプラズマ未
照射の細胞群と比較してTail length の有意な増
大が認められなかった。これらの結果は鎖切断
を引き起こさないようなプラズマ照射であっ
ても塩基修飾が生じていることを意味してお
り、8-oxoG、SSB、DSB のうち 8-oxoG 生成が
最も生じやすいことが示唆された。 
以上の結果から、ゲノム安定性維持のために

DNA 修復機構が機能していると考え、8-oxoG
を認識・除去するDNA修復酵素の up-regulation
に着目した。図 6 に実験方法と結果を示す。本
研究では、ステム部位のグアニンが 8-oxoG に
置換された MB を用いた。8-oxoG 修復酵素が
MB と反応するとステム部位に切断が生じ、近
接していた蛍光色素と修飾物質が分離し、8-
oxoG 修復酵素の up-regulation を反映した蛍光
増大が生じる。プラズマ照射前の A549 細胞に
MB を人為的に導入し、プラズマ照射から 24
時間後の細胞の蛍光強度を測定した結果、プラ
ズマ未照射の細胞群と比較して、プラズマ照射
した細胞群では蛍光強度が有意に増大した。プ
ラズマ照射によって 8-oxoG が細胞内に生成
し、ゲノム安定性維持のために DNA 修復機構
が機能していることが示唆された。 
 
 

 

図 4 細胞内 RONS 生成の測定 

 

図 5 コメットアッセイによるゲノム DNAの解析 
(a) ゲノム DNA の典型的な蛍光像 (b) Tail length
の定量化 (c) hOGG1 処理の有無による Tail length
の変化 

 
図 6 MB による 8-oxoG 修復反応の解析 (a) 検出
原理 (b) フローサイトメーターによる解析結果 
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