
東京大学・大学院新領域創成科学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

放電プラズマによる癌の免疫治療の創成

Study on immune effects on cancer tumor induced by discharge plasma

９０３２３４４３研究者番号：

小野　亮（Ono, Ryo）

研究期間：

１９Ｈ０２１２２

年 月 日現在  ５   ５ １５

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、ストリーマ放電プラズマを用いた癌の免疫治療について、マウスを使っ
た動物実験を行った。その結果、(i) 正常組織にプラズマ照射したときの抗腫瘍遠達効果、(ii) 腫瘍の不完全
切除後のプラズマ照射による局所再発抑制効果、(iii) 免疫チェックポイント阻害剤にプラズマ照射を併用した
時の奏効率向上の3つについて、効果が得られる可能性を示唆する結果を得た。iとiiについては、免疫不全マウ
スを用いた実験で獲得免疫の寄与を示唆した。この他、プラズマで生成されたどの活性種が癌治療に効いている
かを調べる研究に関連して、ストリーマう放電の基礎研究および、活性種選択的照射方法の開発も行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed animal experiments using mice on immunotherapy 
of cancer using streamer discharge plasma. The results suggested the possibility of efficacy in the 
following three cases: (i) anti-tumor distal effects of plasma irradiation on normal tissues, (ii) 
suppression of local recurrence by plasma irradiation after incomplete resection of tumors, and 
(iii) improvement of efficacy when plasma irradiation is combined with an immune checkpoint 
inhibitor. For (i) and (ii), experiments using immunodeficient mice suggested the contribution of 
acquired immunity. In addition, fundamental research on streamer discharge and development of the 
method for selective irradiation of reactive species were also conducted in relation to the study of
 which reactive species generated by plasma are effective in the cancer therapy.

研究分野： プラズマ応用工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、申請者が世界で初めて動物実験で見つけた放電プラズマによる癌の免疫治療について、(i) 正常組織
にプラズマ照射したときの抗腫瘍遠達効果、(ii) 腫瘍の不完全切除後のプラズマ照射による局所再発抑制効
果、(iii) 免疫チェックポイント阻害剤にプラズマ照射を併用した時の奏効率向上の3通りの手法にプラズマを
使える可能性を示した。本研究は、安価で副作用が少ないと考えられているプラズマを用いた、癌の新しい治療
法の開発につながる可能性があり、医療費の高騰が問題となる中で社会的意義は大きい。また、プラズマ医療の
分野において、上記3通りの手法はいずれも世界初となる研究成果であり、学術的意義も大きい。

※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 
放電プラズマに「がん治療」の効果があることが 2007 年に発見されてから、プラズマがん治

療の研究が国内外で精力的に進められてきた。2010 年には動物実験も開始され、プラズマ照射
による腫瘍の縮小や、マウスの生存期間延長などの効果が報告されている。また、がん細胞と健
常細胞にプラズマを照射すると、がん細胞がより多く死滅する「選択性」があることも報告され
ており、副作用の少ない治療法としても期待されている。プラズマを外科手術、放射線治療、化
学療法に続く第 4 の治療法とすべく、研究が進められている。 
国内でも、2012～2016 年に「プラズマ医療科学の創成」が科研費の新学術領域で採択され、

プラズマ医療は新しい研究分野として大きく期待されている。申請者もこの新学術領域に参画
し、マウスを使った動物実験でプラズマによるがん治療の研究を行った。その中で、申請者はプ
ラズマをがんの免疫治療に使える可能性を世界で初めて動物実験で示し、画期的な成果として
注目を集めた。具体的には、プラズマをがん腫瘍に照射するとマウスのがんに対する免疫が活性
化し、照射部位から離れた腫瘍にも抗腫瘍効果が表れた（遠達効果）[1]。また、プラズマ照射で
マウスの免疫を高めてから腫瘍を一度切除し、2 週間後に別の腫瘍を別の箇所に再度注射して生
成する実験では、マウスの長期にわたる免疫で、この 2 つめの腫瘍にも抗腫瘍効果が表れた（免
疫記憶）[2]。同時に、最初に切除した腫瘍の局所再発も免疫で抑制された（再発抑制）。この治
療法をヒトに適用すれば、手術で腫瘍を切除する前にプラズマを照射して患者の免疫を高め、腫
瘍切除後の再発を免疫で防ぎ、さらに全身に転移したがんも免疫で治療できる、革新的な治療法
につながる可能性がある。 
プラズマは、がん治療以外にも創傷治療、慢性皮膚病、止血など様々な治療への応用が行われ

ている。特に創傷治療や慢性皮膚病については、ドイツでヒトに対する臨床試験がすでに開始さ
れており、良好な治療成果とともに、大きな副作用はないと報告されている。このように、本手
法は副作用が小さく、また安価な放電プラズマを用いて、がんの再発や転移を抑制できる可能性
がある。現在、日本人の 2 人に 1 人ががんにかかり、3 人に 1 人ががんで亡くなっている。高額
な医療費が社会問題となる中で、医療の質を落とさずにいか医療費を下げるかは喫緊の課題で
ある。プラズマは安価に、しかも免疫治療という質の高い医療を提供できる大きなポテンシャル
を有している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、プラズマによるがんの免疫治療の、具体的な効果の検証および原理解明を目的と

する。最終的なゴールはヒトへの臨床応用であるが、本研究ではマウスを用いた動物実験を行う。
プラズマには大気圧パルスストリーマ放電を用いる。以下の 4 つの項目に取り組む。 

 
(1) 担がんマウスへのプラズマ照射実験 
下記の 3 つの抗腫瘍効果を調べる動物実験モデルを確立し、それぞれについてプラズマ照射

の効果を調べる。 
(a) 担がんマウスの正常組織にプラズマを照射したときの抗腫瘍遠達効果。 
(b) 腫瘍切除後のプラズマ照射による局所再発抑制効果。 
(c) 免疫チェックポイント阻害剤の抗 PD-1 抗体とプラズマ照射の相乗効果。 

 
(2) 免疫活性化の原理解明 
免疫不全マウスを用いた実験や、腫瘍内免疫細胞群をフローサイトメトリーで測定すること

で、どのような免疫経路が抗腫瘍効果に寄与しているかを調べる。 
 

(3) プラズマの基礎研究 
プラズマ医療では、プラズマで生成される活性種が治療効果を与えると考えられている。一方、

プラズマで生じる電界に効果があるとする報告もある。プラズマ医療に用いられる大気圧プラ
ズマのレーザー計測やシミュレーションを通して、プラズマの基礎研究を行う。 

 
(4) 選択的活性種照射法の開発 
活性種の治療効果を調べるツールの開発として、特定の種類の活性種を選択的に照射する手

法の開発を行う。我々が開発してきた、真空紫外光（VUV: vacuum ultraviolet）で分子を光解
離して活性種を生成する VUV 法の開発の継続である。 
 
３．研究の方法 
(1) 担がんマウスへのプラズマ照射実験 
正常組織照射実験では、Balb/c マウスの右脚にマウス大腸がん colon-26 細胞を皮下注射して腫

瘍を生成する。プラズマを腫瘍から 2～3cm 離れたマウスの背中に 1 日 10 分間、計 5 日間照射
し、右脚の腫瘍の成長を計測する。背中へのプラズマ照射により腫瘍の成長が抑制されれば、正



常組織照射による抗腫瘍遠達効果が現れたことを確認できる。プラズマ照射位置が特定の位置
でなければ効果がないかどうかを調べるため、背中ではなくマウスのお腹にプラズマ照射する
実験も行う。 
局所再発抑制実験では、C57BL/6J マウスの右脚にマウスメラノーマ B16F10 細胞を皮下注射

して腫瘍を生成する。腫瘍がある程度大きくなったら、目に見える腫瘍をすべて切除する。この
とき、一般には腫瘍の周辺部も切除して、この部分に残ったミクロながん細胞の残渣もすべて切
除するが、本実験ではあえて周辺部は切除せず、局所再発を人為的に起こす。切除した傷口を
縫合する前にプラズマを 10 分間照射して、局所再発を抑制できるかどうかを確認する。 
抗 PD-1 抗体との併用実験では、Balb/c マウスの右脚に colon-26 細胞を皮下注射して腫瘍

を生成する。抗 PD-1 抗体を、効果があるかないかのぎりぎりの分量だけ投与する。同時に、
プラズマを腫瘍に照射して、抗 PD-1 抗体の効き目を上げることができるかどうか確認する。 
 
(2) 免疫活性化の原理解明 
正常組織照射実験で獲得免疫の寄与の有無を調べるため、獲得免疫に必要な T 細胞と B 細胞

を欠損した SCID マウスおよび、T 細胞のみを欠損した nu/nu マウスを用いた実験を行う。これ
らのマウスはいずれも、Balb/c マウスから派生した免疫不全マウスであり、Balb/c マウスとの比
較実験に一般に用いられる。この他、野生型マウスの実験終了後に腫瘍をサンプリングし、腫瘍
内の T 細胞や好中球など免疫細胞群の測定も行う。 
局所再発抑制実験では、C57BL/6J マウスから T 細胞と B 細胞を欠損させた Rag1 欠損マウス

を用いて同様の実験を行う。 
 

(3) プラズマの基礎研究 
本研究で用いている大気圧ストリーマ放電および、プラズマ医療でよく用いられる大気圧ヘ

リウムプラズマジェットについて、OH や O ラジカルなどの密度をレーザー計測する。計測には
レーザー誘起蛍光法（LIF: laser-induced fluorescence）および二光子吸収 LIF（TALIF: two-photon 
absorption LIF）を用いる。電子密度、電子エネルギー分布、電界強度の測定も行う。測定には二
波長レーザー干渉法、トムソン散乱計測、E-FISH 法を用いる。ストリーマ放電のシミュレーシ
ョンも行い、プラズマの生成機構を明らかにする。 
 
(4) 選択的活性種照射法の開発 
我々はプラズマ医療で重要とされる OH, O, H2O2などの活性種を選択的に生成し、精度よく所

望の密度および所望の流量で空気中に置いたサンプルに照射する手法をこれまでに開発した[3]。
アルゴン希釈した O2 あるいは H2O ガスを石英管に流し、波長 172 nm の VUV 光を照射してこ
れらの分子を光解離させ、O や OH を生成する手法である。本研究ではこの VUV 法について、
開発したシミュレーションの実験結果との比較検証や、活性種密度を上げるための新しい手法
の開発などを行う。 
 
４．研究成果 
(1) 担がんマウスへのプラズマ照射実験 
正常組織照射実験（背中照射）の結果を図

1 に示す。6 回の実験結果をまとめたもので、
実験最終日の腫瘍体積を参照群の最終日腫
瘍体積平均値で規格化した値を横軸にプロ
ットした、累積度数分布である。正常組織照
射および腫瘍照射と参照群を比較している。
正常組織照射で、最終日の腫瘍体積が小さく
なっていることが分かる。この結果をさらに
分析すると、プラズマ照射を開始した日の腫
瘍体積が 70 mm3以下のマウスについては、
正常組織照射と参照群の間に p < 0.01 の有意
差が観測された一方、70 mm3 以上のマウス
については有意差が観測されなかった。この
ように一定の条件を満たせば、正常組織照射
で抗腫瘍遠達効果が得られることを示すこ
とに成功した。一方、お腹にプラズマを照射
した実験でも、まだ N 数は少ないものの同
様の遠達効果が得られ、照射部位特異的な現象でない可能性も示した。 
局所再発抑制実験の結果を図 2 に示す。腫瘍体積の時間変化を測定した結果である。参照群と

照射群、ともに 8 日目に腫瘍を切除しており、8 日目に腫瘍体積が 0 に減少している。その後、
15～20 日目にかけて、参照群では 6 匹中 5 匹が局所再発したのに対して、照射群では 5 匹中 2
匹しか再発しなかった。腫瘍切除後の縫合前のプラズマ照射で、局所再発率がおよそ半分に減少
したことが分かる。同様の実験をさらに 2 回行ったが、いずれも同様の結果が得られた。これら
3 回の実験結果をすべてまとめて、マウスの生存率曲線を比較したところ、p < 0.05 の有意差が

図 1 Colon-26 担がんマウスの規格化最終日腫
瘍体積の累積度数分布。正常組織照射と腫瘍
照射[3]。 
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得られた。このように腫瘍切除後のプラズマ照射により、局所再発抑制効果が得られることを示
すことに成功した。 
抗 PD-1 抗体の併用実験は、初回の予備実験でプラズマの併用効果があることを示唆する結果

を得た。参照群と比べて抗体投与群は腫瘍の成長速度にほとんど差がなく、わずかに成長が遅く
なる程度の用量を投与した。このとき、抗体投与に加えて腫瘍のプラズマ照射を行った群では、
6 匹中 3 匹が、腫瘍体積が 200～500mm3 まで大きくなったところから反転して腫瘍体積がゼロ
になる結果を得た。抗体投与群ではそのような個体は 6 匹中 0 匹だった。その後、何度か同様の
実験を行ったが、初回の実験結果を補強するような結果はまだ得られていない。一方、これらの
実験結果を分析し、どのような実験を行えばプラズマ照射併用の相乗効果が得られそうか、条件
がある程度見えてきた。今後はこれらの知見をもとに、再現性のある動物実験モデルを作るのが
課題である。 
以上 3 つの結果は、いずれもプラズマのがん治療に関する世界初となる知見を与えるもので

あり、プラズマ医療の分野に与えるインパクトおよび、新しいがん治療開発の側面から、その意
義は十分に大きいといえる。 

 
(2) 免疫活性化の原理解明 
正常組織照射実験で SCID マウスおよび nu/nu マウスを用いた実験を 2 回ずつ、計 4 回行っ

た。その結果、T 細胞と B 細胞を欠損する SCID マウスでは正常組織照射群と参照群の間に差は
まったく見られなかった。T 細胞のみ欠損した nu/nu の実験でも有意差は見られなかったが、わ
ずかではあるものの、プラズマ照射群のほうが腫瘍の成長が遅いと言い切れない程度の差が結
果として得られた。これらの結果より、正常組織照射による遠達効果は T 細胞由来の獲得免疫
が寄与している可能性が高いことが示されたが、B 細胞由来の獲得免疫の関与の有無については
確定的なことは言えなかった。 
腫瘍内免疫細胞については、好中球、単球、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、樹状細

胞、CD8+ T 細胞、CD4+ T 細胞、B 細胞の 8 種類についてフローサイトメトリーで測定した。ま
た、実験によってはCD8+ T細胞およびCD4+ T細胞のいくつかの活性についての測定も行った。
プラズマ照射からの日数を様々に変えて計 10 回の測定を行ったが、有意差は観測されなかった。
測定のタイミングが適切ではなかった可能性もあり、今後の課題である。 
局所再発抑制実験では、Rag1 欠損マウスと野生型マウスのプラズマ照射群と参照群の、計 4

群を用いた実験を 1 回行った。その結果、野生型マウスではプラズマ照射の効果が見られたもの
の、Rag1 欠損マウスではプラズマ照射の効果が見られなかった。この実験では野生型マウスで
もプラズマの効果が他の実験よりやや弱く、同様の実験を今後何回か行い再現性を調べる必要
はあるが、獲得免疫が局所再発抑制効果に寄与している可能性を示唆する結果が得られた。 
このように、正常組織照射遠達効果および局所再発抑制について、いずれも獲得免疫の寄与が

示唆された。もう一つの抗 PD-1 抗体の相乗効果も、獲得免疫によるものであることは十分に予
想される。プラズマがマウスの抗腫瘍免疫に作用し、がんの免疫治療に使える可能性を示唆する
重要な結果である。 
 
(3) プラズマの基礎研究 
本研究で用いているストリーマ放電に関する計測およびシミュレーションを行った。ストリ

ーマ放電の枝分かれを無くしたシングルフィラメントストリーマ放電を独自に開発し、二次元
シミュレーションとの比較を精度よく行うことに成功した。ストリーマの形状と進展計測、およ
び生成されたオゾン濃度のレーザー計測結果をシミュレーションがよく再現しており、シミュ
レーションの妥当性を評価した。 
二波長レーザー干渉計測で行い、世界初となる二次ストリーマにおける電子密度計測を行っ

 
図 2 B16F10 腫瘍切除後の局所再発による腫瘍成長の測定結果。参照群と腫瘍切除後プラ
ズマ照射群。 
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た。従来、二次ストリーマでは電子密度が単調減少すると考えられていたが、本実験により二次
ストリーマでも電離が発生して電子が生成され、電子密度はやや増加することが初めて示され
た。トムソン散乱計測を用いた、世界初となるストリーマ放電の電子エネルギー分布計測も行っ
た。窒素を含む放電では、窒素の振動励起に多くの電子エネルギーが消費される結果、エネルギ
ー分布がマクスウェル分布から大きく乖離することが計算上は示唆されていたが、これを実測
で示すことに世界で初めて成功した。 
本実験では背景ガスに加湿酸素を用いているため、空気に対して酸素濃度を増やした時のス

トリーマ放電の性質の変化も重要である。酸素濃度を 20%から 99%まで増やした時のストリー
マ放電の計測も行い、その特性の変化を調べた。 
この他、プラズマ医療によく使われる大気圧ヘリウムプラズマジェットの OH および O ラジ

カル密度のレーザー計測も行った。測定結果から OH および O の生成および消滅過程を考察し、
さらに放電条件がこれら活性種密度に与える影響を調べた。 
ストリーマ放電の基礎研究に関して、測定できるパラメータの種類の多さや、測定結果で検証

したシミュレーションの開発など、我々は世界のトップを走っている。がん治療の機序を解明す
る上でこれらの基礎研究は必須であり、今後の機序解明において重要な知見となる。 
 
(4) 選択的活性種照射法の開発 
我々独自の技術である VUV 法について、活性種密度を求めるシミュレーションの妥当性を計

測結果と比較して検討した。VUV 法で生成される OH、O3、O2(a)、H2O2、H2の 5 種類について
密度を計測し、シミュレーションと比較した結果、シミュレーションの誤差は概ね 10–50%の範
囲に収まっていることが確認された。 

O ラジカルを供給する場合、Ar/O2混合ガスを VUV 光で照射して O2分子を O 原子に解離する
が、この手法では O が O2と反応して O3 になってしまうため、得られる O 原子密度は最大でも
0.04 ppm 程度と低かった。この O 密度を増やすために新たに Ar/CO2ガスを VUV 光で解離する
手法を開発し、2 桁大きい 4 ppm の O 密度を得ることに成功した。 
ここで開発した VUV 法を用いて、がん細胞やマウスの腫瘍に対する活性種の効果を調べるこ

とを検討していたが、本研究期間内では行うことができなかった。今後の課題である。 
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