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研究成果の概要（和文）： 
 生体に優しい低温滅菌法を目指して、水のみで生成されたプラズマについて検討した。その
結果、 1）超極微量用のマスフロメーター（0.02g/min）と給・排気のタイミングの適正化によ
り水プラズマの安定した生成が可能となった 2）包装されているバイオロジカルインジケータ
（BI、106 個の G. stearothermophilus 芽胞)を完全に死滅できた。3）水プラズマ処理後の多
孔質金属円板の細胞生体適合性試験基準の達成を確認した。  
 
研究成果の概要（英文）： 
   The aim of this study was to generate stable H2O plasma and to evaluate its efficacy 
of sterilization and biomaterial compatibility. As the results of that, 1) stable 
generation of H2O plasma was possible by optimization the timing of air supply and an 
exhaust gas and application of ultra low-volume mass flow controller (0.02 g/min). 2) 
H2O plasma showed high sterilization effect to kill 10

6 G. stearothermophilus spores 
wrapped with tyvecR at 60ºC in 10 min. 3) porus metal disc treated with H2O plasma cleared 
standard cell compatibility. 
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１．研究開始当初の背景 

 ＥＯガス滅菌法は、発ガン性があり毒性が
強いことから、ＷＨＯでは 1994年から、日本
でも 2001年より法的規制が施行されており、
ＥＯガス滅菌法に代わる低温滅菌法の開発は、
世界各国の緊急課題である。 
 現在、ＥＯガス滅菌法の代替え滅菌法とし
て、“プラズマ滅菌法”あるいは“ステラッド” 
と通称される過酸化水素ガス低温プラズマ滅
菌法（ジョンソン&ジョンソン）が普及してい
る。しかし、この滅菌法の機序はプラズマ効

果ではなく、過酸化水素ガスの毒性に依存し
ている（玉澤ら、医科器械学、2001；Tamazawa 
etc、IADR、2006）。すなわち、ＥＯガス滅菌
の問題点が解決された低温プラズマ滅菌法は
未だ開発されていない。 
 最近、真空ポンプが不要な大気圧プラズマ
を用いた滅菌法の開発や研究が盛んに行われ
ている。この方法は装置を小型化できる大き
なメリットがある。しかし、オゾンや NOXな
どが生成され、強烈な臭いも伴うことがある
ため、生体への安全性や環境汚染の問題を解
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決する必要がある。 
 研究代表者は、これまで、プラズマは毒ガ
スのような浸透性がなく、効果が表面的であ
るため、プラズマの特性を考慮して、細菌を
薄く均一に付着させた自家製の試料を用いて
きた。また、細菌試料は包装せずにプラズマ
処理し、液体培地にて培養陰性、陽性を判定
して、滅菌効果を評価してきた。滅菌法の実
用化に向けて、他の方法と比較するため、滅
菌効果について客観的評価ができる市販品を
使用する必要がある。 
 プラズマは、高いエネルギーを持ち反応性
が非常に高いが、マクロの視点ではその効果
は表層である。そのため、プラズマによる滅
菌法について多数の報告があるものの、その
ほとんどが直接プラズマを菌に照射した場合
の結果である。包装器材をプラズマを用いて
滅菌するには、包装表面に電極を密着させる
などの特殊な技術が必要であると報告してい
る（永津、J. Plasma Fusion Res、2007)。実
際の治療においては、滅菌袋に入った器材を
使用するため、包装された細菌試料を滅菌で
きなければ、プラズマ滅菌の実用化は困難で
ある。 
 現在、使用されている滅菌法の中では、オ
ートクレーブ滅菌が、効果の確実性や生体へ
の安全性などの観点から最も優れている。し
かし、医療の先端化・高度化に伴い、オート
クレーブで対応できない低温低湿下で滅菌処
理の必要な繊細な器材が増加しており、新し
い滅菌法の開発が必要とされている。また、
毒ガスによる低温滅菌法では、処理器材に残
留するガスの毒性が懸念されることから、処
理器材の生体親和性も滅菌法の開発に際して
考慮すべき要件である。  
   
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、プラズマ滅菌の実用化を
視野に入れて、ガスボンベを必要とせずに環
境に優しく安全性を確保できるキャリアガス
として水に注目し、水のみで生成されるプラ
ズマを用いた低温滅菌法を開発することにあ
る。水のみで滅菌に有効なプラズマを生成で
きればガスボンベが不要になるので装置の小
型化が可能であり、水より O2だけでなく Hや
OHなどの活性種生成が期待できる。また、酸
素ガスのように可燃性がないため、環境に対
しても安全性が高まる。水プラズマを安定し
て生成できるシステムを確立するために、水
蒸気の給・排気系の結露を抑制できる水の適
正供給量、供給方法について検討する。また、
プラズマ滅菌の実用化を図るために、市販品
の包装された細菌試料を用いて、滅菌できる
処理条件の効果を検討する。また、プラズマ
処理器材の生体親和性の確認と、発熱作用の
強力なエンドトキシンの不活化効果について

検討を加える。 
 
３．研究の方法 

(1）水プラズマの安定生成 
 工業用プラズマエッチング装置（PACKⅢ､
ワイエイシイ、同軸電極）と気化式水供給装
置（図 1）を用いて、水プラズマの安定生成
と給排気系の結露防止策について検討した。 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 1 気化式水供給装置 
 
(2）滅菌効果の検討 
①使用した細菌試料 
 細菌試料として、ステンレスディスクに塗
布された芽胞が樹脂袋で包装された芽胞数
106 の市販の BI（バイオロジカルインディケ
ータ（SGM ディスク、メルクおよびレーベン
ジャパン）を用いた（図 2）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
     図 2 細菌試料 
 
②滅菌効果の評価   
 滅菌効果は、これまで、プラズマ滅菌（過
酸化水素プラズマ滅菌法）で指標菌とされて
いる G. stearothermophilus を主として検討
した。プラズマはキャリアガスが異なると、
指標菌すなわち最抵抗性菌も異なる可能性が
あ る と 考 え 、他 の 滅 菌 指標 菌 で ある
B.atrophaeusとB.pumilusについても滅菌効
果を検討した。培地は 3 菌種とも SCD（ソイ
ビーン・カゼイン・ダイジェスト）寒天培地
を用いて 48 時間培養して、 CFU(colony 
forming unit)を算出して生残菌数を求めた。
培養温度は B.stearothermophilus は 58℃で
B.atrophaeusと B.pumilusが 32℃とした。 



③プラズマ処理条件 
 これらの BI をプラズマ装置のチャンバに
設置して出力 150W,チャンバ温度 60℃を基本
条件として、水の流量（5～20ml/min）、CCV
（コントロールバルブの開閉角度（20～80°）、
処理時間 10～30 分、BI の包装状態をパラメ
ータとしてプラズマ処理した。BI は BI を包
装した状態と、包装を外して SUS 円板を露出
させた状態の 2通りでプラズマ処理した。対
照としてO2プラズマやN2プラズマについても
検討を加えた。 
④芽胞細胞の形態変化 
 BI 試料の一部は芽胞の形態変化を走査型
電子顕微鏡（電界放出型、日立 S-4700）にて
加速電圧 3kV、倍率×20kで観察し、滅菌機序
推察の一助とした。 
⑤発光スペクトル解析 
 滅菌効果の検討に用いたプラズマ処理条件
について、処理中の発光状態をプラズマプロ
セスモニター（C7460-02、UV対応レンズ、位
置確認用アダプタ、浜松ホトニクス）を用い
て、 5つの窓が付与された開閉装置に、発光
ファイバーの位置を精密に制御できる XYZ軸
ステージとα軸ゴニオステージを取り付けて
発光スペクトルを計測した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 3 発光スペクトル測定 
 
(3）ET不活化効果 
①ET試料と ET定量 
1)ET試料： 
 担体は特注した３種（ガラス、SUS、ポリイ
ミド）の円板（直径 10mm、厚さ 2mm）とした。
担体に ETインジケーター(E.coli055：B5、和
光純薬工業、10,000,000EU/vial)を 10μL負
荷（500 EU/担体）して一晩風乾した後、ET
負荷面を上にしてガラスバイアルに入れ、ア
ルミホイルで蓋をしたものを ET試料とした。 
2)ET 定量：プラズマ処理後の ET 試料は、ET
試験用水を 2mL 入れ、60 分静置後 15 分超音
波処理した。その後、ボルテックスミキサー
で 1分間撹拌後、リムルスＥＳⅡシングルテ
スト（和光純薬工業）とトキシノメーター
ET-5000（和光純薬工業）を用いて、比濁時間
分析法にて残留 ET量を測定した。使用する器

材はすべて注射用水で洗浄し、250℃2時間乾
熱滅菌して用い、希釈は ET試験用水を用いた。 
②プラズマ処理 
 ET試料は、出力 150W、チャンバ温度 60℃、
処理時間 10分、水の流量 5～20 ml/minの条
件下でプラズマ処理をした。対照はオートク
レーブ処理（121℃で 20分、乾燥 10分）とし
た。 
(4）生体親和性の検討 
 毒ガスによる低温滅菌法では、毒ガスが器
材内部の深部に取り込まれた場合は、エアレ
ーションしても除去が困難であることから、
生体への影響が懸念されている。このような
背景をもとに、プラズマ処理後の器材につい
て生体親和性を検討するために、多数の気孔
を有する SUS円板を特注して検討した。  
①試料：焼結多孔質 SUS 円板（特注、気孔径
100μm、Ø10mm、SUS316、 富士ケミカル）。  
②細胞の準備：L29 細胞を 1 ml の MEM
（minimal essential medium）に 10% (v/v) 牛
血清、ペニシリン (50U/ml)、  ストレプトマ
イシン (50µg/ml)を添加した培地で増殖さ
せた。 
③プラズマ処理（ガス種：H2O、O2、N2） 
対照はオートクレーブ滅菌処理（135℃、12
分、VSシリーズ、サクラ精機）とした。 
④細胞適合性試験 
 １ウエルに L929 cellsの懸濁液（1×104 ）
を入れ、プラズマ処理した SUS 円板を投入し
て、37˚C、 5% CO2、 95% air、相対湿度 100 %
の条件下で培養した。48時間後、自動セルカ
ウンター(TC10、 Bio-Rad)で細胞数を計測し、
オートクレーブ処理後の細胞数に対する相対
細胞増殖率（RGR）を算出し、SUSの JIS細胞
適合性試験の基準を満たすかを検討した。 
⑤バーの表面変化 
 スチール製の歯科用切削バーを 10 回プラ
ズマ処理し、表面性状を電界放出型走査型電
子顕微鏡（S-4700、日立）と EDX（エネルギ
ー分散型 X線分析、アメテック）を用いて検
討した。プラズマ処理条件は、出力 150W、チ
ャンバ温度 60℃、処理時間 10分、水の流量 5
～20 ml/min として、対照はオートクレーブ
処理（121℃で 20分、乾燥 10分）とした。 
 
４．研究成果 

(1）水プラズマの安定生成 
 超極微量用の液体微小マスフロメーター
（0.02g/min、H2O流量最大 25ml/min）を用い
て、給・排気のタイミングの最適化により、
長時間稼働させても給排気系に結露を生じる
ことなく H2O プラズマの安定した生成が可能
となった。 
 水導入前のチャンバの真空度は、高いほど
安定した水プラズマが生成された。 
 チャンバの真空度を高めるためには、他の
ガスとは異なり、RF放電よりパージが有効で



あった。パージにより、給気・排気系が空気
で洗浄されるためと推察された。 
(2）滅菌効果 
①水プラズマの滅菌効果（表 1） 
 10分間の水プラズマ処理により、ガス流量
10 あるいは 20ml/min で、106の芽胞の BI を
完全に滅菌できた。しかし、同条件のガス流
量とガス圧で処理したときに完全滅菌できな
い場合もあった。 
 O2や N2などでは CCV（conductance control 
valve、ガス流量コントロールバルブ）の開閉
角度とガス流量を設定するならば、一定のガ
ス圧が得られるが、水プラズマでは CCV と流
量だけではガス圧の安定化が困難な場合があ
った。ガスを導入する前のチャンバのガス圧
をバキューム操作で小さくでき、また、RF放
電中のガス圧の変化が小さい時に滅菌効果が
高くなる傾向があった。 
  
  表 1 水プラズマの滅菌効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②最抵抗性菌 
 こ れ ま で プラ ズ マ 滅 菌の 指 標 菌は
B.stearothermophilusとされてきたが、今回
の検討でガス種により最抵抗性菌が異なるこ
とが明らかとなった。水プラズマと O2プラズ
マの最抵抗性菌は B.pumilus であり、N2プラ
ズマは B.atrophaeus であることがわかった。 
B.stearothermophilusは、最も高い耐熱性を
示すことから、通常、高庄蒸気滅菌用の指標
菌として用いられているが、この菌に対して
は、水プラズマと O2プラズマは 106個の芽胞
を 10 分で死滅できる強力な滅菌効果を有し
た。しかし、 B.pumilus に対しては 106芽胞
を包装した状態で処理した場合の生残菌数は
104～105であった。 
 
③芽胞細胞の形態変化と包装 
 同一のガス種でも、ガス圧力、包装の有無
によって、芽胞の形態変化が異なった。水プ
ラズマでは包装の有無で芽胞の形態に差が認
められなかった。一方、O2 プラズマでは、包
装を外して処理した場合はアッシング効果に
よる細胞の縮小化が認められた。しかし、包
装を外した BI で細胞の縮小化は認められな
かった。また、包装 BIが、未包装 BIより滅

菌効果が必ずしも劣るとは限らず、その逆の
例も存在した。包装はプラズマ浸透を阻害し、
滅菌効果が低下するが、処理条件によっては
包装による物理的あるいは化学的な効果が存
在する可能性が示唆された。 
  
④発光スペクトル 
 水プラズマの発光スペクトルは、309nm、
487nm、657nmなどに水由来のピークが認めら
れ、また、パージ時に取込まれた空気由来の
ピークもみられた。これらのピーク強度と滅
菌効果との関係については明らかにすること
はできなかった。また、水蒸気をチャンバに
導入する前の真空度と、水蒸気量および CCV
角度とのバランスが最適化されたときに、滅
菌に有効な活性種が多量生成されて、滅菌効
果が高くなると推察される。また、同一の水
蒸気量と CCVであっても、発光の色（図 4は
ともに 20ml/min、CCV80°）が異なる場合が
あった。水の量が多くなると 309nmのピーク
強度が高くなる傾向にあった。（図 5 上：
10ml/min、CCV80°、図 5 下：20ml/min、
CCV80°） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 4  水プラズマ発光状態 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 5  発光スペクトル 
 
(3）ET不活化効果 
 水プラズマ処理後の残留 ET を定量して ET
不活化率を算出した。その結果、 ET 試料よ
りアルミホイルの蓋を外して水プラズマ処理
（流量 20 ml/min）した場合には、SUS円板で
99%、ガラス円板で 95％、ポリイミド円板で
59%であった。一方、対照としたオートクレー

処理日 ガス種 CCV* ガス流量 処理後の

（°） (ml/min) 温度(℃) mean ± SD

cc/dd H2O 40 10 70 0 ± 0

ee/ff H2O 40 20 70 0 ± 0

aa/bb H2O 80 20 67 0 ± 0

aa/bb H2O 80 10 67 3 ± 6

aa/bb H2O 40 20 70 7 ± 6

aa/bb H2O 80 5 67 13 ± 15

ii/jj H2O 40 20 70 43 ± 35

ii/jj H2O 80 20 63 47 ± 23

gg/hh H2O 80 2.5 68 60 ± 26

gg/hh H2O 80 5 67 67 ± 15

プラズマ処理条件
BI**生残菌数（CFU**)

滅菌効果



ブ処理では SUSが 68％、ガラスとポリイミド
はともに 99％であった。SUS円板においては
水プラズマはオートクレーブ処理より ET 不
活化効果が高かった。 
 
(4）生体親和性の検討 
 図 6 はプラズマ処理あるいはオートクレー
ブ処理後の SUS円板に増殖できた細胞数を示
す。SUS の JIS 細胞適合性試験基準は、オー
トクレーブ処理後の RGR（相対細胞増殖率）
の 0.7以上とされており、各処理後の RGRを
算出すると、H2O プラズマは 0.95、O2プラズ
マでは 0.97、N2プラズマでは 0.95 であり、
プラズマ処理後の試料の RGRは、ガス種を問
わず 0.7 以上を示した。以上より、H2O プラ
ズマは多孔体の SUS試料において JIS細胞適
合性試験をクリアできた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 6：各処理法と増殖細胞数 
 
(5）バーの表面変化 
 スチールﾊﾞｰを水プラズマで処理した場合
には、10回処理後でも変色や腐食は認められ
ず、EDXのスペクトルピーク強度比“O／Fe”
は低値であった。一方、オートクレーブ処理
では、１回の処理で変色や腐食がみられ、処
理回数とともに腐食が進行し、ピーク強度比
“O／Fe”の増大がみられた（図 7）。このス
チールﾊﾞｰは、切れ味に優れることから歯の切
削で多用されているが、オートクレーブ処理
すると腐食や錆が生じることからこの対応に
は労力を要している。水プラズマは、10回処
理しても表面に変化が認められなかったこと
から、スチール製の素材のみならず、高温高
湿に耐性の低い器材に対して実用性の高い滅
菌処理法になり得ると思われた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 7 各処理法とバーの表面変化 

(6）今後の展望 
 本研究により、水のみで生成したプラズマ
により、包装された 106芽胞の BI を 10 分で
完全に死滅することができた。しかし、同じ
条件で処理しても完全滅菌が得られなかった
場合があった。今回、制御できたパラメータ
は、出力、チャンバ温度、処理時間、水の供
給量、CCV の開閉角度である。滅菌効果の確
実化に必要なパラメータについて見落としが
あるのかもしれない。この問題解決には生成
されたプラズマの計測項目の追加が必要と考
え、プローブによるプラズマ密度計測を試み
た。しかし、本装置はプラズマ密度が低いた
め、プローブ計測は有効な手段にはなり得な
かった。また、発光スペクトルのピーク波長
とピーク強度においても、滅菌効果との対応
をとり検討したが、明らかな関係を見い出せ
なかった。O2や N2などと異なり、水プラズマ
では CCV と流量だけではガス圧の安定化が困
難なことも滅菌効果に影響を与えていると考
えられる。H2O は常時ガス体でなく、液体と
ガスの両方の状態をとること、給気・排気系
に残留した水の状態と量により、その挙動変
化があること、また、チャンバ温度やパージ
時に取り込まれる空気との相互作用も関与し
ていると推察される。滅菌効果の確実化には
これらの状態を計測・制御できるシステムが
必要と思われた。 
 水のみで生成されたプラズマは、包装され
た 106芽胞を 60℃、10分で滅菌でき、エンド
トキシンに対しても高い不活化作用を有し、
生体親和性も高かったことから次世代の新し
い滅菌法になり得ると思われた。  
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