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研究成果の概要（和文）：本研究は，生物が長年受けてきた環境ストレスの一つである大気分解活性種を高感度
に受容する仕組みを明らかにするために，細胞が高感度に応答する活性種供給環境とそれに関与する受容体を見
つけ出すことを目的として，研究を行った．大気放電が，酸素及び窒素の解離を起点にして，液中ラジカル反応
を開始させ形成した，数分にわたって持続するO2-/ONOO-供給が，細胞膜上の受容体チャネルであるTRPA1/TRPV1
のシステイン残基修飾を介した活性化を誘導することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：This study aims to identify atmospherically-derived reactive species which 
effectively induce cellular responses and clarify the sensing mechanism. The highlight of the 
results/conclusions is that continuously-generated liquid-phase O2-/ONOO- over a few minutes, which 
is triggered by irradiation of a nonequilibrium atmospheric pressure plasma, activated TRPA1/TRPV1 
channels via key cysteine residues roles. 

研究分野： プラズマ医療

キーワード： 大気圧プラズマ　活性種　スーパーオキシドアニオンラジカル　過酸化亜硝酸　TRPチャネル
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで，大気放電を活用した医療応用は，大多数が現象の報告に留まっていたが，本研究は，細胞が感知する
大気分解活性種の同定，さらには機能受容体の同定と修飾機能部位の同定という分子機構解明に至ったため，学
術的意義は大きいといえる．さらに，温度・機械刺激・痛み・酸-塩基といった種々の物理化学的刺激の感知に
関わるTRPチャネルは，有望な創薬標的ともされており，特定のTRPチャネル活性を大気分解活性種で制御できる
可能性を示したことは，新しい医療・薬応用創生につながりうる，社会的意義の大きい成果である．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

生命の進化が，長期間の環境ストレスによる自然選択の結果だとすれば，その痕跡が生物の複

雑なシステムに見つかるはずであり，それら環境ストレスの 1 つに大気放電由来の大気分解活

性種がある．その痕跡を仄めかすが如く，生体内には活性酸素窒素種（RONS）を積極的に産生

し活用する複雑な系が存在している他，外来の活性種（特にオゾン，一酸化窒素といった RONS）

に対する過敏な細胞応答は数多く報告されてきた．さらに，近年の大気圧プラズマ技術の発展は，

熱的損傷の無い，効率的な大気分解活性種の供給を実現し，新しい細胞応答もしくは治療効果を

見出す研究が次々と報告されている．これらの現象の報告は，大気分解活性種を細胞が高感度に

感知する仕組みがあることを示唆しているが，分子機構を明らかにした研究はほとんどなかっ

た．従って，分子機構の解明，特に (1) 細胞が感知する大気分解活性種の同定と (2) 機能受容

体の同定が，明らかにすべき重要研究課題であるという認識に至った．この機序解明は，既報の

プラズマ治療機序解明や新しい医療応用創生に貢献できる．  

 

２．研究の目的 

本研究では，生物が長年受けてきた環境ストレスの一つである大気分解活性種を高感度に受

容する仕組みを明らかにするために，細胞が高感度に応答する活性種供給環境とそれに関与す

る受容体を見つけ出すことを目的とした．その目的に向け，数十億年間の大気組成で大部分を占

めた窒素(N2)・酸素(O2)・二酸化炭素(CO2)・硫黄化合物(H2S/SO2) [+水 (H2O)] の混合気体中放電

によって生成される液相活性種群を高速に細胞に供給し，活性種供給量と受容体シグナルを同

時計測するシステムの確立を目指した．次に，受容体シグナルごとに気体組成を最適化した後，

機能している受容体の選定及び受容部位の同定を行っていくこととした．以上より，ガス組成，

気相活性種組成，液相活性種組成，機能受容体，受容部位のデータベースを作成することを目標

とした． 

 

３．研究の方法 

(1) 大気分解活性種・受容体シグナルのリアル

タイム計測手法の確立（図 1） 

大気分解活性種の生成は，不純物混入を避

けるため，三重管構造の大気圧プラズマ源を

用いる．活性種の効率的な溶解と細胞への高

速供給を実現するために，高速液流を利用す

る．この高速液流ラインは，一方通行型・還流

型の移行が電子制御バルブで制御され，分流

ラインが，それぞれイオンクロマトグラフィ

ー (IC)，吸光・蛍光測定系，細胞のライブイメ

ージング系へと導入される．最大 20m/s 程度の

液流を用いることで，気相活性種の溶解から

細胞供給までの滞在時間を 100 ミリ秒以下に

短縮し，短寿命活性種の供給を実現する．H2O2, 

NO2
−, NO3

−等の長寿命活性種は吸収分光で定

量し，直接計測が困難な短寿命活性種は，標識

試薬の添加によって測定を試みる．このよう

にして，大気分解活性種・受容体シグナルの継時変化を取得する． 

 

(2) 大気分解活性種の細胞感受機構解明 

細胞内 Ca2+シグナルをモニターしながら，様々な組成の活性種を供給する．測定した気相活性

種組成，供給時液相活性種組成，Ca2+シグナルの時系列データから，相関の高い活性種群の抽出

と可能であれば試薬を用いた検証実験を行う．また，放電条件を固定し，遺伝子操作による特定

受容体の消失及び特定受容体の強制発現，受容体の選択的阻害剤を活用して，感受受容体を特定

する．感受受容体の特定後は，構造を部分的に改変した受容体を強制発現させて，感受性の増減

を観測することで，機能している部位の同定を行う． 

図 1. 大気分解活性種・受容体シグナル継時変化

の計測システム. 



 

 

４．研究成果 

(1) 大気分解活性種・受容体シグナルのリアルタイム計測手法の確立 

図 1 に示すような，活性種トラップ還流実

験系を構築し，液相活性種の計測を行った． 

図 2 に，プラズマ照射 HEPES 緩衝生理食

塩水中化学反応に関する実験と計算の比較を

示す．H2O2, NO2
−濃度は，プラズマ照射後の各

タイミングで，Trinder 試薬・Griess 試薬でそ

れぞれ測定した．計算は，16 種の活性種と

HEPES のラジカル化反応を含めた 38 種の化

学反応式を考慮した数値シミュレーション

（0D）によって得られた． 

図 2 (a)に示すように，実験的に観測可能な

H2O2, NO2
−濃度と，計算で得られた濃度の時

間推移はよく一致している．実験的に観測が

困難な，他の活性種濃度について，数値シミ

ュレーションによって得られた時間推移を図

2(b), (c)にそれぞれ示す．図 2 (b)は，比較的濃

度が高く，かつ短寿命（数分程度）の活性種

を抽出したものである．図 2 (c) は，全ての活

性種濃度について，対数軸でプロットしたものである．図 2(b)から，スーパーオキシドアニオン

ラジカル（O2
•−）と ONOO−が数分程度で消えていくものの，比較的高濃度で維持されることが示

された．これらの短寿命活性種は，蓄積していく長寿命活性種（H2O 2, NO2
−, NO3

−）とは異なる

様相で，細胞に影響を与える可能性がある． 

次に，硫黄化合物の一つである H2S が溶存する液体に対して，大気分解活性種を作用させた

実験結果を示す．10 億年前の海洋では，一時的に溶存 H2S 濃度が高まったと言われており，そ

の痕跡が生物の複雑なシステムの中に度々みられることから，非常に着目されている．この実験

では，大気分解活性種と H2S の化学反応を調べるために，1mM H2S 溶液に対して，プラズマ照

射を行い，処理後の活性硫黄種の検出を試みた．この時，溶存酸素による H2S 消費を抑制するた

めに，あらかじめ N2 バブリングした超純水に，

Na2S を溶かすことで用意した．H2S 及びポリ硫

黄を検出するために，吸収分光法及び蛍光プロ

ーブ法を用いた．H2S の 300 nm におけるモル吸

光係数は非常に低いが，ポリサルフェンになる

と，300nm に吸収を持つようになる [図 3(a), 

(b)]．このため，300 nm の吸光度を観測するこ

とで，ポリサルフェンの生成を簡易的に検出可

能である． 図 3(c)に示すように，プラズマ照射

後に，300 nm 付近の吸光が見られ，ポリサルフ

ェンの生成が示唆される．H2S 濃度は，プラズ

マ照射に伴い，線形に消費されていく[図 3 (d)]．

一方，ポリサルフェンを含むポリ硫黄は，プラ

ズマ照射依存的に生成する[図 3 (e)]．1 秒の短

いプラズマ照射の場合は，吸光度による定量と

蛍光プローブ SSP4 による定量結果が一致して

おり，ポリ硫黄のほとんどがポリサルフェンだ

と考えられる．しかしながら，プラズマ照射時

間が長くなるにつれて，これらの定量結果の間

に乖離が生じていく．この結果は，長いプラズ

マ照射の場合，ポリサルフェン以外のポリ硫黄

が生成されていくことを示唆している．以上の

結果より，大気分解活性種が液相 H2S と反応し

て，ポリ硫黄を生成することが明らかとなっ

図 2:プラズマ照射 HEPES 緩衝生理食塩水中化
学反応．(a) H2O2, NO2

−濃度の時間推移（●実験 
VS ―計算）．(b), (c) 各活性種濃度の時間推移
（計算）． 

図 3. (a) Na2S，(b) Na2S4 水溶液の吸収スペク

トル．(c) 1mM H2S 水溶液へ He プラズマ照射

した後の吸収スペクトル．(d) H2S 濃度のプラ

ズマ照射時間依存性．(e) ポリ硫黄濃度のプ

ラズマ照射時間依存性．Abs300: 吸光度によ

る定量，PL(SSP4): 選択的ポリ硫黄検出プロ

ーブ SSP4 を用いた蛍光測定による定量． 



 

 

た．このようなポリ硫黄は，細胞内でも生成され，生理的な作用を有することが報告されている

ため，生物が高感度に感知する仕組みを有している可能性が高いといえる． 

 

(2) 大気分解活性種の細胞感受機構解明 

① 特定受容体シグナル活性を促す大気・液相活性種組成の同定 

（活性種スクリーニング） 

図 4 に，プラズマ照射 HEPES 緩衝生理食塩水の添加によって誘導される細胞応答（細胞内

Ca2+応答・YOYO-1 摂取）に関する実験結果を示す．培養細胞は，マウス繊維芽細胞（3T3L1）

を用いた．また，YOYO-1 は分子量 1300 程度のカチオン分子であり，膜動輸送によって細胞内

に導入される．図 4(a), (b)に示すように，細胞

内 Ca2+応答・YOYO-1 摂取のどちらも，保持時

間（プラズマ照射から培養細胞に添加するまで

の時間）の増加に伴って，応答が減少する傾向

にあった．(1)で議論したように，長寿命活性種

（H2O2, NO2
−, NO3

−）は，濃度が蓄積していく傾

向にあるため，これら細胞応答の主因子ではな

いと考えられる．図 4 から分かるように，プラ

ズマ照射溶液の細胞応答惹起能力は，数分も維

持できないため，この時間オーダーで失活して

いく活性種が主因子であると推測される．(1)で

示した数値シミュレーションより，これらの有

力候補は O2
•−/ ONOO−である．これらの寄与を

確かめるために，O2
•−消去材であるスーパーオ

キシドディスムターゼ（SOD）の効果を調べた

ところ，プラズマ惹起性 YOYO-1 摂取が有意に

抑制された．さらに，ONOO−放出材である SIN-

1 の添加によって，このプラズマ惹起性 YOYO-

1 摂取を再現することができた [図 4(c)]．以上

の結果より，今回観測したプラズマ惹起性細胞

応答（細胞内 Ca2+応答・YOYO-1 摂取）は，O2
•− 

and/or ONOO−によって引き起こされたもので

あると結論づけられた． 

 

② 活性化受容体の同定（受容体スクリーニング） 

図 5 に，プラズマ照射 HEPES 緩衝生理食塩水の添加によって誘導される細胞内 Ca2+応答に関

する実験結果を示す．培養細胞は，マウス繊維芽細胞（3T3L1）を用いた．野生株細胞では，プ

ラズマ照射 HEPES 緩衝生理食塩水の添加後，一過性の細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）上昇が見られ

たのに対して，Transient receptor potential（TRP）チャネルファミリーに属する TRPV1 と TRPA1

の発現量をどちらも低下させると，プラズマ惹起性[Ca2+]i 応答が有意に抑制されることが明らか

となった [図 5 (a), (b)]．この結果は，TRPV1/ TRPA1 が，プラズマ惹起性[Ca2+]i 応答に強く関与

していることを示しており，大気分解活性種を感知する受容体である可能性が示唆された．この

大気分解活性種は，(1)の議論から O2
•− and/or ONOO−であると考えられる． 

図 4: プラズマ照射 HEPES 緩衝生理食塩水
の添加によって誘導される細胞応答．(a) 細
胞内 Ca2+応答・(b) YOYO-1 摂取の保持時間 
(tr) 依存性．(c) YOYO-1 摂取に対する O2

−阻
害剤 (SOD)と ONOO−放出材 (SIN-1) の効
果． 

図 5: (a) 野生株細胞，(b) TRPV1/TRPA1 をノックダウンさせた（発現量を低下させた）細胞に
おけるプラズマ照射 HEPES 緩衝生理食塩水が惹起する[Ca2+]i 応答． 



 

 

③ 受容体変異細胞株を用いた感受部位の同定 

図 6 に，TRPA1 and/or TRPV1 チャネルを C2C12

細胞に強制発現させ，同様にプラズマ照射 HEPES

緩衝生理食塩水の添加によって誘導される細胞内

Ca2+応答を調べた実験結果を示す．ここで，C2C12

野生株細胞は，プラズマ照射生理食塩水の添加によ

って惹起される[Ca2+]i 応答が非常に弱いという特

徴を持つことから採用されている．図 6(a), (b)に示

すように，TRPA1 and/or TRPV1 チャネルの強制発

現により，強いプラズマ感受性を獲得することが分

かる．図 5 のノックダウン実験（TRPA1/TRPV1 の

発現量低下）によるプラズマ感受性消失と図 6 の強

制発現実験（TRPA1/TRPV1 の発現量増加）による

プラズマ感受性獲得から，TRPA1/TRPV1 の重要性

が示された． 

次に，TRPA1/TRPV1 の活性化メカニズムを詳細

に調べた．その際，構造を部分的に改変した

TRPA1/TRPV1 を強制発現させる実験系を用いた．

図 7 に， C2C12 細胞に対して，人為的に変異させ

た TRP チャネルを発現させ，プラズマ照射生理食

塩水添加後の[Ca2+]i 応答を調べた結果を示す．

TRPV1・TRPA1 いずれの場合も，システイン残基を

一部変異させると，プラズマ感受性が有意に減少す

ることが分かる [図 7(a), (b)]．対して， 各 TRP チ

ャネルアゴニストを用いた場合では，特定のシステ

イン残基を変異させた時のみでしか，抑制されな

い．このことは，プラズマ照射による TRPA1/TRPV1

の活性化は，薬剤による活性とは異なるメカニズム

で引き起こされており，多数のシステイン残基修飾

が関わり，極めて重要な役割を果たしていることを

示している．大気分解活性種である O2
•− and/or 

ONOO−は，細胞膜上の TRPA1 及び

TRPV1 チャネルのシステイン残基

に対して，直接あるいは間接的に作

用し，Ca2+応答を惹起するという全

体像が浮かび上がってきた． 

多くの研究グループが，異なる大

気圧プラズマ源を用いて，様々な細

胞応答や治療効果を報告している

が，そのほとんどが現象の報告に留

まっている．特に，大気圧プラズマ

によって，活性化する受容体の分子

を同定した研究は，数例に留まって

いる．さらに，その中で，本研究で示したように詳細な構造部位に関しては，報告者の知る限り

報告がない． 

また，今回標的とした[Ca2+]i 応答は，ありとあらゆる生理現象に直結している機構であり，そ

の分子機構を明らかにしたことは，学術的意義が大きい．さらに，今回同定した TRPA1/TRPV1

チャネルは，温度・機械刺激・痛み・酸―塩基といった種々の物理化学刺激のセンサーとして働

く分子であることから有望な創薬標的とされている分子である．本研究において，このような分

子を大気圧プラズマで活性化できることを示したことにより，今後はプラズマ―薬学の融合領

域研究への発展が期待される． 

以上より，本研究成果は，既報のプラズマ治療機序解明のみならず，新しい医療・薬応用創生

につながりうる社会的意義の大きい成果といえる． 

図 6: プラズマ非感受細胞である C2C12 細
胞における，TRP チャネル発現による感受
性の獲得．TRPA1 and/or TRPV1 発現株に
おける[Ca2+]i の(a) 時系列変化と(b) 変化
量．(c)各 TRP チャネルアゴニストによる
発現の確認．アリルイソチオシアネート
（AITC）およびカプサイシン（Capsaicin）
は，それぞれ TRPA1 および TRPV1 のア
ゴニスト（活性化薬剤）の一つ． 

図 7: プラズマ非感受細胞である C2C12 細胞における，
人為的に変異させた TRP チャネル発現による感受性の
変化. (a) TRPA1 と(b) TRPV1． 
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