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研究成果の概要（和文）：メラノーマは皮膚癌の中で最も悪性度が高く転移を起こしやすい。化学療法の感受性
は低く新たな治療法の開発が求められている。近年、熱的に非平衡な「冷たいプラズマ」を大気圧下で生成する
技術が実用化され、医療への応用が進められている。本研究においてプラズマの直接照射のみならずプラズマ照
射培養液がメラノーマに対し抗腫瘍効果をもち、その機序として癌細胞にアポトーシスを引き起こすことが確認
された。また、アポトーシス関連因子の遺伝子スクリーニングにより、ある遺伝子の発現がプラズマ照射により
大きく変化することが分かった。プラズマの腫瘍抑制機序が解明されつつあり、新規治療法としての実用化が期
待できる。

研究成果の概要（英文）：Melanoma is the most malignant skin cancer.As chemotherapy is not enough 
effective for metastatic melanoma.the development of new therapy is required. In recent years, 
non-equilibrium atmospheric pressure plasma (cold plasma) has developed and applied for medical 
field. In this study, we confirmed that not only direct plasma irradiation but also 
plasma-irradiated culture medium has an anti-tumor effect for melanoma cells. One of the mechanism 
of these effect is that cold plasma induces apoptosis in melanoma cells. In addition, by real-time 
RT-PCR screening, we found that the expression of cetain apoptosis-related genes was significantly 
changed by plasma irradiation.As the mechanism of anti-tumor effect by cold plasma has gradually 
been elucidated, the utility of new plasma therapy for melanoma can be expected in near future. 
 

研究分野： 皮膚悪性腫瘍

キーワード： メラノーマ　非平衡大気圧プラズマ　アポトーシス　抗腫瘍効果　増殖抑制　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりプラズマがメラノーマに対して抗腫瘍効果をもつことが明らかとなった。その機序として癌細胞に
アポトーシスを引き起こすことが確認され、それに関与する因子の同定にも成功した。実際に人に対して応用可
能な照射量や照射液濃度の設定、安全な照射法の開発を進めていく。また、副作用を検討した上で、注射液や軟
膏など治療薬としての実用化も進めていく。従来の治療法に代わるプラズマ療法は画期的かつ独創的な新規治療
法である。今回はメラノーマを用いたが、他の多くの癌にも応用が可能と考える。プラズマの臨床応用は、一度
転移してしまうと手がつけられなかった進行性の癌患者に対して新たな治療戦略になる可能性を秘めている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１） メラノーマについて 
メラノーマは色素細胞（メラノサイト）由来の皮膚悪性腫瘍であり、皮膚癌の中で最も悪性度が
高く転移を起こしやすい。リンパ節転移や遠隔転移を起こしたものの５年生存率は極端に低下
する。その理由の一つに化学療法や放射線療法に対するメラノーマの感受性が極めて低い。また、
最近では、免疫チェックポイント阻害剤が使用されているが、重篤な副作用や経済的な理由で断
念せざるを得ない例も多く、新たな治療法の開発が早急に求められている。近年、多くの悪性腫
瘍で、自己複製能力と多分化能を併せ持つ少数の細胞集団（癌幹細胞）が存在することが明らか
になった。癌幹細胞は腫瘍形成能力を持つだけでなく化学療法抵抗性を持つ。そのため、従来の
化学療法ではそれらを完全に抑えることができず、腫瘍の転移と再発を引き起こす。メラノーマ
においても癌幹細胞マーカーがいくつか報告され、それらを標的とした新たな治療法の研究・開
発が進んでいる。 
 
（２）非平衡大気圧プラズマとは 

プラズマは固体・液体・気体に続く物質の第 4 の状態で
ある。狭義のプラズマとは、気体を構成する分子が電離
し陽イオンと電子に別れて運動している状態であり電
離した気体に相当する（左図）。 
近年、熱的に非平衡な冷たい
プラズマ」を大気圧下で生成
する技術が実用化された。こ

れにより、生体等のソフトマテリアルに熱の影響を与えることなくプ
ラズマを照射することが可能になった。 (右図：指で触れるペンシル
型の「冷たいプラズマ」研究分担者・神野教授作製)  
 
（３）プラズマを用いた医療への応用 
現在、世界中でプラズマのバイオ・医療応用の研究が進められている。例えば、組織の殺菌、血
液凝固、創傷治癒の促進、歯の脱色、遺伝子導入などにもプラズマが応用されている。2010 年、
Vandamme らは、腫瘍あるいは癌細胞に直接プラズマを照射すると癌細胞が死滅することを発
見した。（Plasma Process Polym 7:264-273, 2010）また、2013 年、Tanaka らはプラズマを照
射した培養液が正常な細胞に影響を与えることなく、選択的に脳腫瘍や卵巣癌の細胞を死滅さ
せることを明らかにした。その分子メカニズムとして、プラズマ照射培養液により、癌細胞で恒
常的に活性化されている AKT 分子が抑制され、癌細胞をアポトーシスに導くことが分かった。
（Plasma Medicine Journal, 2013）更に、Utsumi らは抗癌剤耐性の卵巣癌細胞に対しても抗
腫瘍効果が見られ、実際に、マウスの皮下に抗癌剤耐性癌細胞を接種し腫瘍を形成させ、同部位
にプラズマ照射液を注射した結果、腫瘍の形成が著しく抑制された。(PLoS One; 8(12),2013)こ
のように、培養細胞のみならず生体内での抗腫瘍効果もすでに実証されている。 
 
（４）メラノーマに対する新たな治療法の確立 
しかし、プラズマがどのように癌細胞をアポトーシスに導くのか詳しいメカニズムは分かって
いない。また、これまでメラノーマに対するプラズマの有効性や作用機序を解析した報告は全く
ない。プラズマ照射された培養液中のメラノーマ細胞で一体何が起こっているのか。これを解明
することが新たな治療法となる鍵と考える。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、プラズマ直接照射およびプラズマ照射培養液のメラノーマに対する抗腫瘍効
果を調べ、その分子メカニズムを生化学的、分子細胞生物学的に解明することにより、メラノー
マに対する新たな治療法を開発することである。メカニズムを解明できれば、将来的に様々な形
で臨床応用が可能となる。例えば、原発性メラノーマに対してプラズマを外から直接照射する方
法やプラズマ照射液を含有する注射薬の皮下投与、プラズマ照射液を濃縮した軟膏の塗布など
で腫瘍を縮小することも可能となるかもしれない。また、プラズマ照射液を大量に作成し、その
中に一定時間入浴してもらうことで（プラズマ浴）、皮膚表面に発生した皮膚癌（メラノーマに
限らず）を抑制できるかもしれない。 
メラノーマの予後が不良である原因として再発や転移を起こしやすいという特徴があり、加

えて再発・転移メラノーマに対する有効な治療法がないことが挙げられる。その要因として、抗
癌剤抵抗性の細胞（癌幹細胞）の存在が大きい。現在までに、幹細胞性をもつメラノーマ細胞を
制御する物質は非常に限られ、実際に治療として使用され効果を得ているものは存在しない。そ
こで、幹細胞性をもつメラノーマ細胞に対するプラズマの影響も調べ、その抑制効果を確認し、
そのメカニズムが解明できれば、従来の方法では全く歯が立たなかった抗癌剤耐性のメラノー
マに対する新たな治療法ともなり得る。 



このように、従来の治療法（手術、化学療法、免疫療法、放射線療法）に代わる治療法として
のプラズマ療法は今後大きく発展する画期的かつ独創的な新規治療法である。今回はメラノー
マ細胞を用いて遂行予定であるが、本研究は、他の多くの癌、特に化学療法抵抗性である癌幹細
胞がすでに同定されている癌（白血病、脳腫瘍、肝腫瘍、膵臓癌、肺腫瘍、大腸癌、前立腺癌な
ど）にも応用できる可能性が高い。正常の組織に影響を与えることなく選択的に癌細胞あるいは
癌幹細胞を殺傷できるこのプラズマの臨床応用は、一度転移してしまうと全く手がつけられな
かった進行性の癌患者に対して新たな治療戦略になる可能性を秘めている。 
 
３．研究の方法 
 
１． プラズマのメラノーマに対する抗腫瘍効果を調べる 

非平衡大気圧プラズマ発生装置を用いて、培養メラノーマ
細胞にプラズマを直接照射した場合、あるいはプラズマ培
養液でメラノーマ細胞を培養した場合の細胞増殖抑制効
果を評価する。プラズマ照射液は左図のように、プラズマ
発生装置から 1.5cm 離した部位から通常培養液
（RPMI1640）に照射し異なる照射時間後に回収する。（例：

0、0.5、1、3、5、10、15、30 分）あらかじめ通常培養したメラノーマ細胞の培養液を、回収し
たプラズマ培養液と交換して 24-72 時間後の生存細胞数を CCK アッセイにより評価する。 
 
２． プラズマよるアポトーシスの誘導 
これまでの報告では、プラズマの抗腫瘍効果の機序としてアポトーシスの関与が指摘されてい
る。そこで、アポトーシスのインヒビターによる前処置や、Trypan blue 染色、Annexin-V/PI 染
色、caspase-3 cleavage assay、TUNEL 染色等の方法により、プラズマが実際にメラノーマに
対してアポトーシスを誘導するかどうかを詳細に調べる。 
 
３．抗腫瘍効果に関与する遺伝子のスクリーニング 

プラズマ照射培養液および非照射培養液で
培養したメラノーマ細胞から RNA を抽出し、
遺伝子発現の差を qRT-PCR で比較検討しス
クリーニングを行う。（左図） 
スクリーニングにはアポトーシスや cell 
survival 等に重要な計 84 種類の遺伝子プラ
イマーを用いる。（下図） 
 

４．候補遺伝子の同定とシグナル伝達解析 
スクリーニングの結果を解析し、いかなる因子の
発現がプラズマ照射により増強あるいは抑制さ
れているかを明らかにする。特に発現の差が大き
い候補遺伝子を同定し、定量 PCR や Western 
blot 法により同因子の関与する細胞内シグナル
伝達経路の解析を行う。もし、ある特定の因子が
同定されれば、同因子をノックダウンした場合
に、プラズマ照射による腫瘍抑制効果がリバース
されるかどうかを調べる。ノックダウンには同因
子の shRNAをターゲットとするレンチウィルス
を使用する。 
 
５．Vivo における抗腫瘍効果の検討 
Vitroでの抑制効果がvivoでも同様に見られるかを確認するため、NOD/SCIDマウスを用いて、
まずプラズマ照射液の腫瘍抑制効果を評価する。マウスの皮下にメラノーマ細胞を注射し腫瘍
を形成させ、腫瘍の形成を確認後にプラズマ照射液と非照射液（コントロール）を週 3 回、腫瘍
形成部に皮下注射する。形成された腫瘍容量を定期的に測定し 28 日目にマウスから腫瘍を摘出
し最終容量を評価する。摘出した腫瘍は切片化し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い組織学
的な違いを明らかにする。更に、各々のマウスから主要な臓器、所属リンパ節などを摘出し、プ
ラズマの転移抑制効果についても同様に評価する。 
 
６．同定した遺伝子の抗腫瘍効果への関与 
スクリーニング（qRT-PCR）で特定された因子をノックダウンしたメラノーマ細胞をマウスに
注射し、上述５で見られた抑制効果がリバースされるか否かを調べる 
 
７．以上の実験を、幹細胞性をもつメラノーマ細胞を用いても同様に行う。 



４．研究成果 
 
まず、10 種類のメラノーマ細胞を用いて、増殖スピード、細胞の形態、細胞の起源、遺伝子発
現の違いを確認し、本実験に適した 2 種類の細胞を選択した。増殖スピードが最も速く、分裂
能・転移能が高い A 細胞と増殖スピードが最も遅く、分裂能・転移能が低い B 細胞を選択し、
以下の各実験に使用した。また、愛媛大学理工学部プラズマ科学に所属する研究分担者の協力の
もと、本実験に適した非平衡大気圧プラズマの照射条件（照射間隔、電圧、波長など）を検討し、

ディッシュに播種したメラノーマ細胞に均等に照射でき
るようにプラズマ照射器の改良を行った。次に、プラズマ
発生装置を用いて、培養メラノーマ細胞にプラズマを直接
照射した場合、あるいはプラズマ培養液でメラノーマ細胞
を培養した場合の細胞増殖抑制効果を調べた。培養メラノ
ーマ細胞にプラズマを直接照射（5 分、10 分）すると、照
射部位の細胞は 24 時間後には大半が死滅したが、非照射
部位の細胞も同様に大半が死滅することが確認された。こ
のことから、プラズマには直接照射以外の間接的な作用で
細胞に影響を与えている可能性が考えられ、プラズマで処
理した培養液に注目した。（左図） 

プラズマ発生装置から 1.5cm 離した部位から、0、0.5、
1、3、5、10、15、30 分の異なる時間で照射し回収した
培養液を用いて、メラノーマの増殖抑制効果を確認し
た。96 ウェルプレートに 3000 個のメラノーマ細胞を播
種し、24 時間通常培養を行った後に、上記のプラズマ処
理培養で培地を交換し、24-72 時間後の増殖能を CCKア
ッセイで評価した。その結果、照射時間依存性にプラズ
マ処理培養液はメラノーマの生存率（増殖）を抑制する
ことができた。（右図） 
次に、トランスウェルを用いたマイグレーションアッ

セイおよび scratch やストッパーを用いた gap closure アッセイを行った結果、いずれもプラ
ズマ処理培養液に暴露されたメラノーマ細胞では遊走能の低下が認められた。更に、トランスウ
ェルにマトリジェルをコートした細胞浸潤アッセイを行った結果、プラズマ処理培養液に暴露
されたメラノーマ細胞ではコントロール細胞に比べて浸潤能が抑制されることが分かった。そ
こで、プラズマで処理された培養液中で何が起こっているのかを検討した。まず①プラズマ照射
直後に培地を交換した細胞でも同様の影響が見られるかを検討した。（次頁・図） 

 
その結果、プラズマ
照射直後に培地を
交換すると細胞増
殖抑制効果が減弱
することが分かり、
細胞自体ではなく
培養液中の物質の
変化が影響してい
る可能性が示唆さ
れた。 

次に②血清ありと血清なしの照射培養液で差が見られるかどうかを検討した。（下図） 
 

その結果、左図のように血清の
有り無しで細胞増殖および増
殖抑制効果に差が見られたが、
増殖抑制率を検討したところ、
右図のように両者に大きな差
は見られなかった。つまり、プ
ラズマ照射は添加された血清
には影響を与えないことが確
認された。 
 
 

 
 
 
 
 



③次にプラズマ照射による PH と温度変化による細胞へ
の影響がないかを検討した。右図のように、プラズマ照
射により培養液中の PH はほぼ変化がなかったが、温度
は照射時間が長いほど上昇傾向が見られた。ただし、こ
の温度変化とプラズマの細胞増殖抑制作用との関連性
は不明であった。 
④更に、通常培養液の代わりに PBS にプラズマを照射し
た場合における増殖抑制効果を検討した。（下図） 

 
その結果、興味深
いことにPBSでも
通常培養液と同様の増殖抑制効果を認めた。このことから、
プラズマ照射による培地の組成変化ではなく産生される
何らかの物質（活性酸素など？）が影響している可能性が
示唆された。 
⑤次に、プラズマ照射培養液の細胞増殖抑制効果は照射培
養液を冷凍・冷蔵保存しても効果が持続するかどうかどう
かを検討した。（下図） 
 
 

左図のように、1週間
冷蔵したプラズマ照
射培養液では増殖抑
制効果が減弱（消失）
したが、1週間冷凍保
存した場合は抑制効
果が保たれることが
分かった。１か月間冷
凍保存した場合も同
様に抑制効果は持続
し、長期間の冷凍保存

が可能であることが明らかとなった。 
また、プラズマ照射培養液と細胞との接触時間を減ら
しても抑制効果が見られること（1、3、6、12 時間の
暴露）も確認した。 
 
過去の報告では、プラズマの抗腫瘍効果の機序とし

てアポトーシスの関与が指摘されている。そこで、プ
ラズマ照射培養液および非照射培養液で培養したメ
ラノーマ細胞から RNA を抽出し、遺伝子発現の差を
qRT-PCR で比較検討しスクリーニングを行った。ス
クリーニングにはアポトーシスや cell survival等に重

要な計 84 種類（下表）の遺伝子プライマーを用いた。 
 
その結果、両メラノーマ細胞において数種類の
遺伝子の発現に大きな差が見られた。これらの
候補遺伝子の定量 PCR および蛋白発現を実際に
Western blot 法で解析した結果、ある遺伝子 X
の発現が定量 PCR でも蛋白レベルでも大きな差
が見られた。現在、同因子が関与する細胞内シ
グナル伝達経路の分子の発現差もWestern blot
法で確認中である。今後はプラズマの抗腫瘍効
果における遺伝子 Xの関与を明らかにしていく。 
 
更に、マウスを用いた vivo におけるプラズマの抗腫瘍効果の検討を進めていく。Vitro での抑

制効果が vivo でも同様に見られるかを確認するため、NOD/SCID マウスを用いて、プラズマ照
射液の腫瘍抑制効果を評価する。マウスの皮下にメラノーマ細胞を注射し腫瘍を形成させ、腫瘍
の形成を確認後にプラズマ照射液と非照射液（コントロール）を週 3 回、腫瘍形成部に皮下注射
する。形成された腫瘍容量を定期的に測定し 28 日目にマウスから腫瘍を摘出し最終容量を評価
する。摘出した腫瘍は切片化し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い組織学的な違いを明らか
にする。更に、各々のマウスから主要な臓器、所属リンパ節などを摘出し、プラズマの転移抑制
効果についても同様に評価する。 
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