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研究成果の概要（和文）：近年、低温プラズマの医療応用研究が活発に行われている。我々は低温プラズマによ
るがん治療研究にフォーカスし、これまでに世界に先駆けてプラズマ活性溶液によるがん治療法を提案してき
た。本研究では、特にプラズマ活性培養液（PAM）とプラズマ活性乳酸リンゲル液（PAL）に着目し、それらが及
ぼす細胞内分子機構の違いを調べた。その結果、脳腫瘍培養細胞に対してPAMが酸化ストレス依存的な細胞死を
誘導するのに対し、PALは酸化ストレス非依存性の細胞死を誘導することが分かった。これらの結果は、抗癌剤
耐性のがんに対する治療法としてプラズマ活性溶液が有望である可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Low-temperature plasma has been studied for medical applications. We had 
focused on the plasma cancer treatments, and we have previously invented plasma-activated solutions.
 In this study, we used plasma-activated medium (PAM) and plasma-activated Ringer’s lactate 
solution (PAL) for plasma cancer treatments. We found that PAM induced oxidative stress-dependent 
cell death on glioblastoma brain tumor cells while PAL induced oxidative stress-independent cell 
death on glioblastoma cells. These results suggest that plasma-activated solutions might be useful 
for cancer drug resistant cancer therapy.

研究分野： プラズマ生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、低温プラズマの医療応用研究が盛んに行われてきており、低温プラズマによるがん治療は最も魅力的かつ
挑戦的な研究分野として世界中の多くの研究者が携わっている。低温プラズマを直接がんに照射するのみなら
ず、低温プラズマを照射した溶液（プラズマ活性溶液）を用いたがん治療法を我々は提案した。本研究で我々は
更に様々なプラズマ活性によるがん細胞の細胞死の機構を調べ、プラズマ活性溶液ごとにその機構が異なること
を突き止めた。本成果により将来プラズマ活性溶液が抗癌剤に耐性を有するがん治療にも適用できるようになる
かもしれない。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 近年、低温プラズマのライフサイエンスへの応用研究が盛んに行われている。特に医療応用

において、滅菌、創傷治癒、止血など劇的な治療効果が報告され、プラズマ医療と呼ばれる学術

分野が産まれるに至った。我が国においては 2012 年度から新学術領域「プラズマ医療科学の創

成」（研究代表：堀勝）が立ち上がり、プラズマの生体に及ぼす効果の学理の探求が進められた。

我々は早くから常温大気圧プラズマを用いた癌治療研究に着手し、プラズマを照射した培養液

による選択的な癌殺傷効果を発見し、これをプラズマ活性培養液（Plasma-activated medium あ

るいは PAM）と名付けた（Tanaka et al., 2013）[1]。 

プラズマは電子、イオン、ラジカル、光などからなる複合体であるが、大気環境下で生成され

たプラズマが溶液に作用することにより、プラズマ活性溶液中には過酸化水素、硝酸イオン、亜

硝酸イオンなどの比較的安定な反応生成物が生じ、高濃度の過酸化水素は細胞毒性を示すこと

も知られていた（図１）。 

 

しかしながら我々が独自に見出した選択的殺傷効果を示す条件においては、プラズマ活性溶

液中には過酸化水素が単独で細胞死を引き起こすほど高濃度には存在せず、その他の抗腫瘍物

質の存在が示唆された。 

培養液は無機塩、アミノ酸、ビタミン等約 30 種類の成分からなり、プラズマ活性溶液中の反

応生成物が引き起こす細胞応答は極めて複雑と考えられるが、我々はより単純な溶液でかつ臨

床応用上利点の高い乳酸リンゲル液等の点滴溶液を用いてプラズマ活性溶液（Plasma-activated 

Ringer’s lactate (PAL)などと名付けた）を作製し、癌細胞に対して選択的殺傷効果を示す条

件を見出した。また乳酸リンゲル液を構成する４つの成分のうち乳酸ナトリウムのみが抗腫瘍

効果を示す因子であることを示した（Tanaka et al., 2016）[2]。PAM と PAL のいずれも抗腫瘍

効果を示すが、細胞に対する感受性や細胞内に誘導する活性酸素種（Reactive oxygen species

あるいは ROS）の量には違いが見られる。またそれぞれ選択的殺傷効果を説明する細胞内分子機

構は明らかになっていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、様々なプラズマ活性溶液の様々な細胞応答について細胞内分子機構を理解し制

御することを主要な目的とした。特に生存・増殖シグナル伝達ネットワークに着目して、PAM や

PAL が癌細胞を選択的に殺傷する細胞内分子機構を明らかにすることを主要な目的とした。 

 



３．研究の方法 
 本研究では、PAM 処理された脳腫瘍培養細胞と未照射の培養液で処理された脳腫瘍培養細胞に
ついてマイクロアレイ法を用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。マイクロアレイ解析の結果
に基づき、PAM 処理された脳腫瘍培養細胞において 2倍以上遺伝子発現が上昇した遺伝子群につ
いてリアルタイム PCR 法により、マイクロアレイ解析結果の妥当性を確認した。更に、PAM 処理
した脳腫瘍培養細胞と PAL 処理した脳腫瘍培養細胞で遺伝子発現のダイナミクスの違いをリア
ルタイム PCR 法を用いて調べた。 
 
４．研究成果 
 マイクロアレイ解析により、PAM 処理された脳腫瘍培養細胞（U251SP）において未照射培養液
処理された U251SP 細胞に比べて 2 倍以上遺伝子発現が上昇する遺伝子が 61 遺伝子同定された
（図２）[3]。トップ 10にリストアップされる遺伝子群のうち、GADD45, CDKN1A, ATF3 は GADD45

シグナル伝達系に関連する遺伝子であった。GADD45 シグナル伝達経路は酸化ストレスに応じて
アポトーシスを誘導するシグナル伝達経路である。マイクロアレイ解析によりリストアップさ
れた遺伝子発現の上昇はリアルタイム PCR 実験においても確認された。 
また、PAM 処理

された U251SP 細
胞と PAL 処理さ
れた U251SP 細胞
における遺伝子
発現のダイナミ
クスを調べるた
めに、PAM/PAL 投
与の 1 時間後、2
時間後、4 時間
後、24 時間後に
おいてリアルタ
イム PCR 法によ
り遺伝子発現量
を調べたところ、
GADD45 シグナル
伝達に関連する
GADD45, 
GADD45, ATF3, 
c-JUN 遺伝子に
おいて PAM 処理
した U251SP 細胞



では遺伝子発現の上昇が見られるものの PAL 処理した U251SP 細胞では遺伝子発現の上昇が見ら
れないという細胞応答の違いが見られた（図３）。 
PAM処理された U251SP細胞と PAL処理された U251SP細胞をDCFDAと呼ばれる細胞内活性酸素

種（Reactive oxygen species, ROS）を染色する試薬で検出したところ、PAM の方が PAL に比べ
より多くの細胞内 ROS を誘導することが分かった（図４）。 
以上の結果よ

り、U251SP 細胞
に対して PAM は
酸化ストレス依
存性の細胞死を
誘導するのに対
し、PAL は酸化ス
トレス非依存性
の細胞死を誘導
することが分か
った。今後、PAL
がどのようなシ
グナル伝達経路
によりU251SP細
胞に細胞死を誘
導するのかを明
らかにしたいと
考えている。ま
た、これらの結
果は、プラズマ
活性溶液の種類
により様々な異
なる細胞内分子
機構で細胞死を
誘導することを
示しており、抗
癌剤耐性を獲得
したがん細胞に対して有効な治療法を与えると考えている。 
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