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研究成果の概要（和文）：大気圧低温プラズマの安全性評価としてマウス皮膚、酵母、カイコ、口腔がん細胞へ
のプラズマ照射およびマウスを用いたプラズマ活性培養液（PAM)の影響評価、水中プラズマ法による金属ナノ粒
子の作製と体内分布の解析を行った。酵母、カイコ、口腔がん細胞へのプラズマ照射では明らかな量-反応関係
は観察されなかったが、マウス皮膚へのプラズマ照射ではプラズマ源とマウス皮膚との距離に依存して、皮膚病
変が発現し、プラズマ源と皮膚間距離との間で皮膚障害発現の安全閾が示唆された。さらに、PAMのマウス腹腔
内投与では明らかな組織障害は観察されず、PAMによる副作用の発現は非常に少ないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the health effects of plasma irradiation on the skin of normal 
hairless mice, Saccharomyces cerevisiae, silkworm, oral cancer cell or plasma-activated medium (PAM)
 when administered to mice via repeated intraperitoneal injections. In vivo kinetics of 
nanoparticles synthesized by discharge plasmas in water was analyzed. Clear dose-response relations 
were not observed by irradiation to Saccharomyces cerevisiae, silkworm, and oral cancer cell. From 
the histopathological changes in the mice skin after plasma irradiation, slight to mild skin lesions
 in the epidermis were seen just after irradiation until termination of observation periods and the 
severity of these lesions worsened with the passage of time. Concerning the health effect of PAM, 
clear lesions were not manifested in the PAM-treated mice.  It would seem that a less toxic effect 
is manifested when PAM is injected intraperitoneally in mice.

研究分野： 衛生学

キーワード： プラズマ　ナノマテリアル　健康影響評価　体内動態　医療科学　プラズマ照射水

  ３版



１．研究の背景 

大気圧低温プラズマは大気圧でガス温度

が室温近傍の放電プラズマであり、プラズマ

中で生成した化学活性種は生体表面から最

大 0.1ｍｍ程度の深さまで到達し、即時的作

用を引き起こすため、止血、臓器癒着防止な

ど、近年、急速に医療に用いられ始めている。

一方、現状では、プラズマ照射による外科手

術時の止血効果や火傷の治癒促進、皮膚がん

治療、さらにプラズマを培養液に照射して得

ら れ る プ ラ ズ マ 活 性 培 養 液

（Plasma-activated medium: PAM)腹腔内注

入による卵巣がん治療など臨床応用が先行

しているが、プラズマ照射や PAM の健康影響

評価は世界的にもほとんど行われていない。

健康影響評価が定まっていない状況での早

急なプラズマ医療応用は将来的な発がんな

ど副作用が危惧され、安全性に関する評価と

ガイドラインの構築は急務であると考える。 

2. 研究の目的 

本研究では、大気圧低温プラズマの安全性

評価として（1）極細大気圧プラズマ装置を

用いたマウス皮膚への影響評価、（2）PAM の

腹腔内投与による影響評価、（3）酵母を用い

た遺伝子発現解析によるプラズ照射安全性

評価、（4）カイコを用いたプラズマ照射影響

評価、（5）口腔がん細胞を用いたプラズマ照

射影響評価（6）水中プラズマ法による金属

ナノ粒子の作製と体内分布の解析を行い、プ

ラズマ照射による副作用の有無、安全性評価

および安全性に関するガイドラインの構築

を目的とするものである。 

3. 研究の方法 

（1） 極細大気圧プラズマ装置を用いたマ

ウス皮膚への影響評価  

8 週齢のヘアレスマウス（20 匹、♂）を用

いた。プラズマ源として極細大気圧プラズマ

源を用いて、ヘアレスマウス背部皮膚へ 20

秒間、電極とヘアレスマウス皮膚間距離は 20

ｍｍ、30ｍｍ、40ｍｍ、50ｍｍ(4 箇所/マウ

ス)でプラズマ照射を行った。照射直後(30

分後)、1 日、3 日、7 日目に背部皮膚組織

の病理組織学的評価を行った。さらに、照

射部位の皮膚の色度変化を画像ソフト

（Image J)を用いて色度変化量より照射効

果を定量評価した。 

（2）PAM の腹腔内投与による健康影響評価  

実験動物として12週齢のC57BL/6N（28匹、

♀）を用いた。実験群は 4群[PAM 群、Medium

群（PAM negative control)、Cisplatinum

群（positive control)、NaCl 群(negative 

control)]に分けた。 Cisplatinum 群を除

いた 3 群の各試料（PAM、Medium、NaCl）

1ml/匹を腹腔内に2週間連続投与を行った。

Cisplatinum 群では Cisplatinum 0.4ml/

匹を腹腔内に週 1 回、2 週間で 2 回投与し

た。投与開始より 15 日目にマウスは安楽

死させ、各臓器の病理組織学的変化につい

て光顕、透過型電子顕微鏡（TEM）を用い

て評価した。 

（3）酵母を用いた遺伝子発現解析による

プラズマ照射安全性評価 

酵母（S.cerevisiae）にアルゴン LF プラ

ズマジェットの 10 分間照射を行った。照

射後 0時間，18 時間（対数増殖期）、24 時

間、50 時間培養後にマイクロアレイ解析を

行った。 

（4）カイコを用いたプラズマ照射影響評

価 

まゆへ変化する直前のカイコ幼虫(5令)に

トーチ型 DBD プラズマを個別に直接照射

を行った。放電電圧(6kV～8kV)や照射時間

（0.5～5 分）を変化させ、一つの条件で

10 匹のカイコに照射を行い、照射後、飼

育を続け、変化を観察した。 

（5）口腔がん細胞を用いたプラズマ照射

影響評価 

複数の口腔がん細胞株に対してin vitro

での直接照射による検討を行った。培養液

を吸引、細胞へプラズマを直接照射して、



２４時間後に

効果を確認した。

（6）

作製と体内分布

金属ナノ粒

を水中放電プラズマにより作製した。純水中

に挿入したインジウムの棒対平板電極間に

パルス電圧を印加して放電を生成した．放電

電圧及び周波数はそれぞれ

とした。放電から

ルが観測された。

ら得た電子密度は

電終了後、溶液の上澄み液を回収し

動的散乱法を用いて粒子を観察した。体内動

態解析のためナノ粒子をラットに皮下投与

した。投与後

要臓器のインジウム濃度を

測定した。

4.研究

（1）

ウス皮膚への影響評価

照射直後からプラズマ源と皮膚間距離が

20ｍｍ

色化や発赤腫脹

7 日目まで持続した。皮膚間距離が

50ｍｍでは肉眼所見は観察されなかった。組

織学的には皮膚間距離が

射直後より軽度の表皮上皮の肥厚が観察さ

れ、照射

積が認められ、これらの病変の程度は

まで進展した

50ｍｍでは組織学的な変化は観察されなか

表皮・真皮組織
炎症細胞の集積

表皮上皮の肥厚

表皮細胞核の分裂

−; none, 

照射

２４時間後に WST

効果を確認した。

）水中プラズマ法による金属ナノ粒子の

作製と体内分布 

金属ナノ粒子としてインジウムナノ粒

を水中放電プラズマにより作製した。純水中

に挿入したインジウムの棒対平板電極間に

パルス電圧を印加して放電を生成した．放電

電圧及び周波数はそれぞれ

とした。放電から

ルが観測された。

ら得た電子密度は

電終了後、溶液の上澄み液を回収し

動的散乱法を用いて粒子を観察した。体内動

態解析のためナノ粒子をラットに皮下投与

した。投与後 36

要臓器のインジウム濃度を

測定した。 

研究成果 

） 極細大気圧プラズマ装置を用いたマ

ウス皮膚への影響評価

照射直後からプラズマ源と皮膚間距離が

ｍｍ、30ｍｍではヘアレスマウス皮膚の白

色化や発赤腫脹等

日目まで持続した。皮膚間距離が

ｍｍでは肉眼所見は観察されなかった。組

織学的には皮膚間距離が

射直後より軽度の表皮上皮の肥厚が観察さ

れ、照射 3日目以降皮膚表皮に炎症細胞

積が認められ、これらの病変の程度は

まで進展した(表

ｍｍでは組織学的な変化は観察されなか

表1

皮膚病変(n=5)

表皮・真皮組織
炎症細胞の集積

表皮上皮の肥厚

表皮細胞核の分裂

−; none, ±; slight, +; mild, 2+; moderate, 3+; severe

照射距離が40、50mm

WST-8 を用いて細胞数を評価、

効果を確認した。 

水中プラズマ法による金属ナノ粒子の

 

としてインジウムナノ粒

を水中放電プラズマにより作製した。純水中

に挿入したインジウムの棒対平板電極間に

パルス電圧を印加して放電を生成した．放電

電圧及び周波数はそれぞれ 15.2kV, 7.6kHz

とした。放電から O、H、In の発光スペクト

ルが観測された。Hβのシュタルク広がりか

ら得た電子密度は 2.2x1017/cm

電終了後、溶液の上澄み液を回収し

動的散乱法を用いて粒子を観察した。体内動

態解析のためナノ粒子をラットに皮下投与

36 週まで観察し、ラットの主

要臓器のインジウム濃度を ICP

極細大気圧プラズマ装置を用いたマ

ウス皮膚への影響評価  

照射直後からプラズマ源と皮膚間距離が

ｍｍではヘアレスマウス皮膚の白

等の肉眼的変化が観察され、

日目まで持続した。皮膚間距離が

ｍｍでは肉眼所見は観察されなかった。組

織学的には皮膚間距離が 20ｍ

射直後より軽度の表皮上皮の肥厚が観察さ

日目以降皮膚表皮に炎症細胞

積が認められ、これらの病変の程度は

表 1)。皮膚間距離が

ｍｍでは組織学的な変化は観察されなか

皮膚病変の経時変化

照射距離 30分

20 mm −
30 mm −
20 mm ±
30 mm ±

表皮細胞核の分裂
20 mm ±
30 mm ±

; slight, +; mild, 2+; moderate, 3+; severe

50mmでは明らかな皮膚障害は観察されなかった。

を用いて細胞数を評価、

水中プラズマ法による金属ナノ粒子の

としてインジウムナノ粒

を水中放電プラズマにより作製した。純水中

に挿入したインジウムの棒対平板電極間に

パルス電圧を印加して放電を生成した．放電

15.2kV, 7.6kHz

の発光スペクト

のシュタルク広がりか

/cm3であった。

電終了後、溶液の上澄み液を回収し TEM 及び

動的散乱法を用いて粒子を観察した。体内動

態解析のためナノ粒子をラットに皮下投与

週まで観察し、ラットの主

ICP-MS を用いて

極細大気圧プラズマ装置を用いたマ

照射直後からプラズマ源と皮膚間距離が

ｍｍではヘアレスマウス皮膚の白

の肉眼的変化が観察され、

日目まで持続した。皮膚間距離が 40ｍｍ、

ｍｍでは肉眼所見は観察されなかった。組

ｍ、30ｍｍでは照

射直後より軽度の表皮上皮の肥厚が観察さ

日目以降皮膚表皮に炎症細胞の集

積が認められ、これらの病変の程度は 7日目

。皮膚間距離が 40ｍｍ

ｍｍでは組織学的な変化は観察されなか

病変の経時変化

分 1日 3 日

− ±～+
− ±～+
± +
± ±～+
± ±
± ±

; slight, +; mild, 2+; moderate, 3+; severe

では明らかな皮膚障害は観察されなかった。

を用いて細胞数を評価、

水中プラズマ法による金属ナノ粒子の

としてインジウムナノ粒子

を水中放電プラズマにより作製した。純水中

に挿入したインジウムの棒対平板電極間に

パルス電圧を印加して放電を生成した．放電

15.2kV, 7.6kHz

の発光スペクト

のシュタルク広がりか

であった。放

及び

動的散乱法を用いて粒子を観察した。体内動

態解析のためナノ粒子をラットに皮下投与

週まで観察し、ラットの主

を用いて

極細大気圧プラズマ装置を用いたマ

照射直後からプラズマ源と皮膚間距離が

ｍｍではヘアレスマウス皮膚の白

の肉眼的変化が観察され、

ｍｍ、

ｍｍでは肉眼所見は観察されなかった。組

ｍｍでは照

射直後より軽度の表皮上皮の肥厚が観察さ

の集

日目

ｍｍ、

ｍｍでは組織学的な変化は観察されなか

った。

以上の結果より、

マ源から

が発現する可能性があるが、少なくともプ

ラズマ源から

害発現の可能性は低いと考えられた

評価

から

ったが、照射

30

さらに、

大きく増加した。しかし、皮膚間距離

ｍｍ

なかった

病変の程度と

プラズマ源からの

下

が、少なくともプラズマ源から

の距離では皮膚障害の可能性は低いこと

が明らかになった。さらに、皮膚障害の評

価法において色度を用いることで簡易に

プラズマ照射効果を定量できる可能性が7

7 日

±～+
±～+

+
+
±
±

では明らかな皮膚障害は観察されなかった。

moderate

った。 

以上の結果より、

マ源から 30ｍｍ

が発現する可能性があるが、少なくともプ

ラズマ源から

害発現の可能性は低いと考えられた

皮膚の色度変化による

評価では、照射直後では皮膚間距離

から 50ｍｍでは色度の変化量は差がなか

ったが、照射

30ｍｍ、40ｍｍで色度の変化量が大きく、

さらに、1 日目に比べて

大きく増加した。しかし、皮膚間距離

ｍｍでは、2 日目まで色度

なかった(図 2

病変の程度と

今回の結果より、プラズマ

プラズマ源からの

下では皮膚障害が発現する可能性がある

が、少なくともプラズマ源から

の距離では皮膚障害の可能性は低いこと

が明らかになった。さらに、皮膚障害の評

価法において色度を用いることで簡易に

プラズマ照射効果を定量できる可能性が

図1 皮膚病変の電極・生体間距離依存性
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以上の結果より、20 秒照射の場合、プラズ

ｍｍ以下の場合には皮膚障害

が発現する可能性があるが、少なくともプ

ラズマ源から 40ｍｍ以上の距離が皮膚障

害発現の可能性は低いと考えられた

皮膚の色度変化による

では、照射直後では皮膚間距離

ｍｍでは色度の変化量は差がなか

ったが、照射 1 日目、2 日目では

ｍｍで色度の変化量が大きく、

日目に比べて 2

大きく増加した。しかし、皮膚間距離

日目まで色度

2）。色度変化量と皮膚組織の

病変の程度とは対応していた。

今回の結果より、プラズマ

プラズマ源からの皮膚間距離が

皮膚障害が発現する可能性がある

が、少なくともプラズマ源から

の距離では皮膚障害の可能性は低いこと

が明らかになった。さらに、皮膚障害の評

価法において色度を用いることで簡易に

プラズマ照射効果を定量できる可能性が

皮膚病変の電極・生体間距離依存性
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以下の場合には皮膚障害

が発現する可能性があるが、少なくともプ

以上の距離が皮膚障

害発現の可能性は低いと考えられた(図

皮膚の色度変化による照射効果の定量

では、照射直後では皮膚間距離 20

ｍｍでは色度の変化量は差がなか

日目では 20ｍｍ

ｍｍで色度の変化量が大きく、

2 日目の変化量は

大きく増加した。しかし、皮膚間距離

日目まで色度変化は観察され

）。色度変化量と皮膚組織の

対応していた。 

今回の結果より、プラズマ 20 秒照射時の

皮膚間距離が 30ｍｍ以

皮膚障害が発現する可能性がある

が、少なくともプラズマ源から 40ｍｍ

の距離では皮膚障害の可能性は低いこと

が明らかになった。さらに、皮膚障害の評

価法において色度を用いることで簡易に

プラズマ照射効果を定量できる可能性が

皮膚病変の電極・生体間距離依存性
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60
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示唆された。                                                          

（2）PAM の腹腔内投与による健康影響評価  

2 週間の投与期間中の体重変化について各

群間で有意な差は認められず、PAM 腹腔内投

与による全身影響は発現しなかった。光顕に

よる臓器障害に関し、Cisplatinum 群で肝臓、

腎臓、肺において他の３群に比べて、やや強

く発現した。膵臓、脾臓、小腸、大腸ではす

べての群で明らかな病変は観察されなかっ

た(表 2)。 

TEM による超微形態への影響観察では

Cisplatinum 群で肝臓、腎臓、脾臓において

軽微な変化が観察され、さらに小腸では明ら

かな病変が発現した。しかし、他の PAM 群、

Medium 群、NaCl 群では変化は観察されなか

った(表 3)。 

以上の結果より、マウスを用いた PAM の連続

２週間腹腔内投与（1ml/匹）では、光顕、電

顕での観察によりCisplatinumに比べて明確

な組織障害は認められず、PAM による副作用

の発現は非常に少ないと考えられた。 

（3）酵母を用いた遺伝子発現解析によるプ

ラズマ照射安全性評価 

プラズマ照射後の酵母では多くの遺伝

子が発現し、発現した遺伝子数はプラズマ

照射直後が最も多く、培養時間の経過に伴

って減少し、元の状態に戻る傾向を示した。

DNA マイクロアレイの結果から、特に増減

量の多かった発現遺伝子100個を比較しそ

の役割別に割合で比較した。プラズマ照射

直後では約半分の遺伝子が「ストレス応答

系」を示しており，酵母はプラズマ照射を

ストレスの一種として捉えていることが

明らかとなった。 

 以上より，プラズマ照射に伴う遺伝子変

動はプラズマ照射直後は非常に活発であ

るが、時間の経過と共に次第に落ち着きを

取り戻すことが明らかとなった。安全性を

完全に保障するには至らなかったが、Arプ

ラズマジェットおよび大気圧DBDプラズマ

の複数のプラズマ源に対して，照射対象で

ある酵母は，プラズマ照射から時間が経過

するに従い照射前の状態に戻る傾向を示

すことができた。 

（4）カイコを用いたプラズマ照射影響評

価 

プラズマ照射後のカイコの生存率は、い

ずれの実験条件下でも時間経過とともに

減少した。さらに、その減少経過は、放電

電圧が高いほど、プラズマ照射時間が長い

ほど早く減少する傾向が見られた。プラズ

マ照射直後には、カイコの表皮には変化は

なかったが、数時間後には照射部分が黒く

変色した。さらに数日後には黄色のカビの

ようなものが観測され、最終的に死に至っ

た。カイコが死んだ要因として、放電電流

すなわち荷電粒子がもっとも大きな影響

を与えていることが考えられた。  

（5）口腔がん細胞を用いたプラズマ照射

影響評価 

細胞株によりプラズマの感受性が異な

り、正常細胞へは障害を与えない強度で口

腔がん細胞への照射が可能であること、複

表2 主要臓器の病変の程度(光顕）
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実験群 肝臓 腎臓 肺 膵臓 脾臓 小腸 大網

PAM ± ± ± － － － ±
NaCl ± ± ± － － － ±
Cisplatinum + + + － － － ±
Medium ± ± ± － － － ±

病変の程度
− :なし; ±: 軽微+:軽度; 2+:中等度; 3+: 重度

表3 超微形態への影響（透過型電顕）

25

実験群 肝臓 腎臓 肺 膵臓 脾臓 小腸 大網

PAM － － － － － － －

NaCl － － － － － － －

Cisplatinum + + － － ± + －

Medium － － － － － － －

－：変化なし、±：ほとんど変化なし、+：変化あり



数回照射では、単回照射と比較し高い効果が

期待できることが明らかになった。照射時間

や照射方法を工夫することで、正常細胞への

副作用を軽減し癌細胞特異的な照射が可能

であることが示唆された。 

（6）水中プラズマ法による金属ナノ粒子の

作製と体内分布 

一次粒子及び二次粒子の平均粒径はそれ

ぞれ約7nm、315nmであった。XRD分析の結果、

生成粒子は In または In(OH)3であり、その質

量比は 8:2 であった。ラット主要臓器でイン

ジウムが検出され、各臓器のインジウム濃度

は観察期間終了時の 36 週まで経時的に増加

した。さらに、膀胱尿でインジウムナノ粒子

が検出され、インジウムナノ粒子が皮下から

脈管系へ吸収され、体内循環により尿へと移

動していることが確認された。以上の結果よ

り，プラズマ水中法で作製したナノ粒子が体

内動態解析に有効であることが明らかにな

った。 

（1）～（6）の安全性評価実験より、皮膚と

プラズマ源からの距離が安全閾を保つこと

ができればプラズマ照射による皮膚障害発

現の可能性は低く、さらに、PAM 投与による

副作用の発現は非常に少ないことが明らか

になった。 
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