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研究成果の概要（和文）：大気圧低温プラズマによる生体への相互作用の反応素過程を探求するために、活性種と生体
高分子の反応に関する研究を進めた。人体は濡れ環境であるので、溶液中に生成された活性種が重要であるため、液中
に生成された活性種の測定をおこなった。アミノ酸、タンパク質、脂質に与える影響を分析すると共に、アルツハイマ
ー病の原因となるアミロイドβに関しても不活化の研究を進めた。また細胞内酸化ストレスを評価するために、人工細
胞として色素内包ミセルを合成し、低pH法による細胞内酸化ストレスの上昇を確認した。

研究成果の概要（英文）：For understanding the reaction processes of low temperature atmospheric pressure p
lasma to living organism, the research of the reaction between active species and biomacromolecule. As hum
an body is wet condition and active species generated in liquid are important, measuremants of active spec
ies in liquid were done. Effects of plasma to amino acid, protein, lipid were evaluated and amyloid beta p
rotein, which cause Alzheimer disease. intracellular oxidation stresses were evaluated using dye included 
micelle. It was confirmed that increment of oxidative stress was increased with the reduced pH methods.
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１．研究開始当初の背景 
 大気圧低温プラズマを生体へ照射するこ
とで、細菌の殺菌や医療行為を行う研究が注
目されているが、その作用機序に関する研究
はほとんど行われていなかった。申請者らは
人体の消毒を目的として液中での殺菌に関
する研究を進めていたが、低 pH 法と呼ばれ
る液中殺菌を効果的に行う技術を開発して
おり、液中のスーパーオキシドアニオンラジ
カルの酸解離平衡により生成されるヒドロ
ペルオキシラジカルによる細胞内酸化外レ
スが重要であることを主張していた。人体は
濡れ環境であるために、プラズマ医療を行う
上では、液中に生成した活性種を評価し、そ
れらが生体高分子と反応することで、細胞の
生死、増殖活性などマクロな影響がでること
を示唆する実験結果であり、このようなコン
セプトに基づいて反応場を正しく理解する
ことにより、殺菌のみならず医療応用への波
及効果も高いと認識し、本申請内容の提案に
至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、大気圧低温プラズマによ
る液中反応場を用いたバイオプロセスを、反
応素過程から探求する事である。プラズマバ
イオ研究は、バイオマテリアルなどの材料開
発のみならず、人体へのプロセスであるプラ
ズマ医療なども行われつつある。それらの多
くは濡れ環境で行われ、従来のドライ環境下
で固体に対して行われる減圧下のプラズマ
プロセスとは異なった視点で研究を進める
必要がある。大気圧プラズマによるプロセス、
特に液中でのプロセスに関しては、粒子種は
運動量を持たないために、反応は物理的では
なく化学的となる。ミクロでは液中の生体高
分子が化学作用を及ぼされた結果、種々のマ
クロな効果が現れる。本研究では、プラズマ
により液中に誘起する活性種の生成過程を
明らかにし、プラズマ誘起活性種と生体高分
子との相互作用に関する研究を行う。プラズ
マバイオプロセスの反応素過程を物理学、化
学、生化学的な面から統合的に研究を進める
学際的な研究内容となる。 
 
３．研究の方法 
 大気圧低温プラズマによる液体へのプロ
セスをプラズマ誘起液中化学反応場ととら
え、液中に生成された化学種を各種方法によ
り測定し作用因子となる化学種を同定した。
また、溶液中に溶解させた生体高分子をプラ
ズマ処理し、その変化を評価した。 
 安定したプラズマ溶液液中反応場を構築
するために、雰囲気ガスを変更可能な気密容
器からなる処理チャンバーを製作した。基本
的にヘリウムプラズマを用いており、活性種
の源となる酸素・窒素は雰囲気ガスもしくは
元のプラズマ生成用ヘリウムガスに混合し
た。 
 溶液中に生成される活性種は、電子スピン

共鳴法(ESR)、KI 法、イオンクロマト法など
により測定を行った。特に ESR では、短寿命
ラジカルを捕捉して長寿命なアダクトを生
成して間接的に元のラジカルを計測するス
ピントラップ法を中心に用い、一部の活性種
に関してはスピン酸化法により測定を行っ
た。 
 溶液中における生体高分子との反応を評
価するために、溶液中にアミノ酸、タンパク
質、脂質を入れておき、処理後に各種方法で
変化を評価した。 
 
４．研究成果 
 溶液中の活性種診断から、プラズマ照射条
件により活性種供給のスペクトルが異なっ
ていることが明瞭になった。例えばプラズマ
と溶液が接触している系では、一重項酸素、
ヒドロキシラジカルが多く供給されるが非
接触にすることで、このような短寿命な活性
種はほどんど供給されなくなった。それに対
して比較的長寿命としてしらているスーパ
ーオキシドは、プラズマと液面が接触・非接
触の場合でも量は異なるものの観測された。
オゾンに関しては接触・非接触にかかわらず
供給されていた。 
 プラズマ源を新しく開発し活性種の選択
的供給も試みた。特にヘリウムプラズマのア
フターグローと酸素を混合することで、スー
パーオキシドのみが水溶液中へ選択的に供
給されることが分かった。一般的にプラズマ
によって生成される化学種はプラズマ中の
自由電子による電子化学反応により生成さ
れるが、本方式はヘリウムプラズマのアフタ
ーグローに含まれるメタステーブルヘリウ
ム原子による励起だと考えられる。 
 プラズマを直接照射する方法のみならず、
プラズマを照射した水を用いて活性種を供
給する方法の開発も進めた。プラズマ処理水
と呼んでいるが、低 pH 法により滅菌が十分
できるほど高い殺菌力が得られることが判
明しており、その活性は時間と共に失活する
が、半減時間は温度に依存しており、温度を
下げることで寿命が伸長することがわかっ
た。この半減時間の温度依存はアレイニウス
の式と一致しており、一次反応による分解反
応だと推測される。また、この殺菌力の活性
は時間とともに減少していくのにともなっ
て、スピントラップ法によって計測したスー
パーオキシドも同じ半減時間で減衰してる
ことがわかった。 
 アミノ酸に対する修飾反応を評価するた
めに、プラズマ照射したアミノ酸溶液を質量
分析装置や生化学的な方法により診断した。
アミノ酸の種類により反応性が異なり、SH 基
が優先して酸化されていくことなどがわか
った。 
 生体中で重要な役割を果たしているタン
パク質に関してもプラズマ照射を行った、酵
素活性を評価したところ時間と共に減少し
ていくことがわかった。酵素活性が 70％失活



していても、質量分析による評価では質量が
0.6%程度しか増加しておらず直接的な因果
関係はないということがわかったために、円
偏光二色性スペクトルにより立体構造を評
価したところ 40％程度の構造変化が生じて
いることがわかった。これらのことから、タ
ンパク質のアミノ酸残基のごく一部が酸化
修飾されることにより、タンパク質の立体配
位が変化し、酵素活性が低下したものだと考
えられる。従来の類似する研究では FTIR に
よりタンパク質の結合状態を評価する研究
がほとんどであり、タンパク質の物理的な構
造を評価してるのみであったが、酵素活性の
低下はより早い段階で進行している。プラズ
マ医療での作用機序として、この酵素活性の
低下は重要なはずであり、今後の研究展開が
必要である。 
 細胞膜などを構成している脂質に対して
も同様の評価を行った。TBA 法により脂質酸
化を評価したところ、不飽和脂肪酸が一重項
酸素により優先して酸化が進むことがわか
った。 
 アルツハイマー病の原因とされるアミロ
イドβに対してもプラズマ処理を行ったと
ころ、細胞毒性は変わらなかったが、プロテ
アーゼ耐性が減少していることがわかり、酵
素反応により分解できるように変化するこ
とがわかった。 
 低 pH 法は酸解離平衡により電気的に中性
になったラジカルが細胞膜内へ浸透しやす
くなることにより高い殺菌力を発揮してい
ると考えているが、細胞内酸化ストレスを人
工細胞を用いて評価を行った。プラズマ照射
条件を固定したまま、pH 条件を変えることで
細胞外のヒドロペルオキシラジカル濃度の
制御を行った。色素含有ミセルを用いて細胞
内へ侵透した活性種を評価したところ、細胞
外に存在するヒドロペルオキシラジカルの
量に比例して脱色反応の速度が増加するこ
とが明らかになった。また各種細菌に対して
の殺菌実験を行ったところ、同様に溶液中の
ヒドロペルオキシラジカルに比例した殺菌
力が得られた。それぞれの実験結果で、反応
因子となる活性種の濃度と、反応速度が比例
していることから、反応速度論的に考えて因
果関係があると認められる。これらの結果か
ら、溶液中のヒドロペルオキシラジカルが低
pH 法に寄与していることが実験的に示され
たと考えられ、これまでのモデルが正しかっ
た事が分かった。 
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