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研究成果の概要（和文）：低温大気圧プラズマ照射液(PSM)は、癌細胞を強く傷害する一方、正常細胞に影響を
与えないため、副作用の少ない新規な癌治療ツールとして期待されている。しかし、その腫瘍選択的な細胞傷害
作用のメカニズムについてはよくわかっていない。本研究では、ヒトメラノーマに対する抗がん効果のメカニズ
ムについて調べた。その結果、PSMはミトコンドリア内の酸化ストレスや細胞膜電位およびカルシウム動態の変
調を介したミトコンドリア形態異常を起すこと、がん細胞の方が正常細胞よりもPSMによる酸化ストレスを受け
やすいことが、その腫瘍選択的な作用の要因であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plasma-stimulated medium (PSM) has emerged as a cold atmospheric 
plasma-based anticancer tool because it exhibits cytotoxicity against malignant cells, but not 
toward normal cells. However, the mechanisms of the anticancer effect and those underlying the 
tumor-selectivity remain unclear. We found that PSM induced mitochondrial network aberration in 
human malignant melanoma cells, but not in melanocytes. PSM had reactive oxygen species (ROS), which
 in turn resulted in the generation of superoxide within the mitochondria. The oxidative stress 
caused excessive mitochondrial fragmentation, swelling, and clustering, and a caspase-independent 
cell killing. The heavier mitochondrial network aberration in melanoma cells resulted from their 
higher sensitivity to mitochondrial ROS accumulation, plasma membrane depolarization, and calcium 
dysregulation. Our findings indicate the importance of mitochondrial network remodeling as a 
powerful target for tumor-selective melanoma treatment by PSM.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 低温大気圧プラズマ　メラノーマ　腫瘍選択性　ミトコンドリア　活性酸素　酸化ストレス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
室温、大気圧下で作成される低温（コールド）
大気圧プラズマ(Cold atmospheric plasma, 
CAP)は、正常細胞に影響を与えず腫瘍細胞を
傷害することから、新規な副作用の少ない抗
がんツールとして期待されている。CAP は組
織透過性が低いために、体内のがんには適応
できない。CAP 照射培地(Plasma-stimulated 
medium, PSM)は、CAP 直接照射と同様に、が
ん細胞だけを傷害するため、CAP 照射よりも
広範囲ながんに適用できると期待されてい
る。しかし、CAP や PSM の抗がん作用のメカ
ニズムについては、活性酸素(ROS)とアポト
ーシスの誘発以外ほとんど解明されていな
かった。われわれは、PSM ががん細胞特異的
にミトコンドリアネットワーク異常を誘発
することを見出した。 
２．研究の目的 
PSM によるミトコンドリアネットワーク異常
の細胞傷害における役割ならびに分子メカ
ニズムについて解析をおこない、その結果を
基にしてPAMの抗がん効果を高める薬剤の探
索を行い、効果的ながん治療法の確立を目指
す。 
３．研究の方法 
(1) CAP ならびに PSM の作成：CAP は誘電体
バリア放電装置を有する自作大気圧プラズ
マジェット装置でヘリウムガスの放電によ
り作成した(ガス流速 300 mL/分、周波数
20KHz、ピーク電圧 8kV、電流 20 mA)。10%ウ
シ胎児血清(FCS)を含む DMEM 培地１mLに CAP
を1または5分間照射したものをPSMとした。 
(2)細胞：ヒトメラノーマ細胞モデルとして
A375, A2058 細胞、正常細胞モデルとして、
ヒト皮膚線維芽細胞(HDF)、ヒト上皮メラノ
サイトをそれぞれ用いた。これらの細胞に
PSM を添加後 24～72 時間培養して実験に供
した。 
(3) 細胞生存率、カスパーゼ-3/7 活性化、細
胞膜統合性、細胞死測定：細胞生存率は、
WST-8 アッセイにより既報のように行った
（文献①）。細胞を 96 穴マイクロプレートに
播き、PSM添加 72時間後に Cell Counting Kit 
(Dojindo)を添加し１時間インキュベートし
て 450 nm の吸光度をマイクロプレートリー
ダー(ARBO MX, Perkin-Elmer)で測定した。
カスパーゼ-3/7 活性化、細胞膜統合性ならび
に細胞死測定は Muse Caspase-3/7 Kit 
(Millipore)を用いて、Muse Cell Analyzer 
(Millipore)で測定した。細胞をカスパーゼ
-3/7 活性化は NucView で、細胞膜統合性は
7- Amino- actinomycin D(7-AAD)でそれぞれ
定量化した。 
(4)ミトコンドリアの生細胞イメージング：
細胞を８穴イメージングチェンバーに播き、
接着後に 24 時間薬剤で処理した。FluoBrite 
DMEM (Thermo Fisher Scientific）中でミト
コンドリアを MitoTracker CMXRos、細胞核を 
Hoechst33342 でそれぞれ染色して、100 x, 
1.40 n.a. (UPlanSApo Super-Apochromat) 油

浸レンズを用いて、生物顕微鏡(BzX-700, 
Keyence)で観察し、BZ-H3A ソフトウエアで解
析した。 
(5) ROS の産生： 細胞内 ROS の産生は、ミト
コンドリア局在型スーパーオキシドプロー
ブ MitoSOX Red を用いてマイクロプレート蛍
光リーダー  (Fluoroskan ACENT, Thermo 
Fisher Scientific)で測定した（励起 542 nm, 
発光 592 nm）。 
(6)細胞膜脱分極の測定：細胞膜ポテンシャ
ルの変化は、アニオン bis-oxonol 型 電位感
受性プローブ DiBAC4(3)を用いてマイクロプ
レート蛍光リーダー (Fluoroskan ACENT)で
測定した（励起 485 nm, 発光 538 nm）。 
(7)細胞内カルシウム測定：細胞を 1 mM 塩化
カルシウムを含む Hanks’s Balanced Salt 
Solution (HBSS)中で、刺激後、細胞質内カ
ルシウムイオン濃度([Ca2+]cyt)およびミトコ
ン ド リ ア 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃 度 
([Ca2+]mit)の変化をそれぞれ、Fluo4-AM およ
び rhod2-AM を用いてマイクロプレート蛍光
リーダー (Fluoroskan ACENT)で測定した
（Fluo4-AM：励起 485 nm, 発光 538 nm; 
rhod2-AM：励起 542 nm, 発光 592 nm）。小胞
体からのカルシウム放出およびストア依存
性カルシウム流入(SOCE)は 1 mM EGTA を含む
HBSS 中で Fluo4-AM 負荷細胞を 1 μ M 
Thapsigargin で刺激してカルシウム放出を
測定後、2 mM 塩化カルシウムを添加して SOCE
を測定した。 
(8)ウエスタンブロッティング：ミトコンド
リアの分裂に関与する Drp1 およびリン酸化
のレベルについて特異的抗体を用いたウエ
スタンブロッティング法で解析した。 
(9)データ分析：すべての実験は３回以上行
い、データは平均値±標準偏差で表し、一元
配置分散分析とTukey法で分析した。p＜0.05
を有意とした。 
４．研究成果 
(1)PSM 誘発細胞死の様態： PSM は、腫瘍壊
死因子関連アポトーシス誘発リガンド
(TRAIL)に耐性を示すメラノーマ細胞を濃度
依存的に傷害した（図１A,B）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１. PSM の TRAIL 耐性メラノーマ細胞に対
する細胞傷害作用 
A375 (A), A2058 (B)細胞を PSM (原液を 25, 
50%に希釈した溶液),TRAIL (100 ng/mL)で 72
時間インキュベートした後にWST法で生存率
を測定した（*p＜0.05; p＜0.001 vs コント
ロール, N =3） 
 
予備実験の結果、PSM による細胞死は、汎カ



スパーゼ阻害剤 Z-VAD-FMK、カスパーゼ-3/7
特異的阻害剤 Z-DEVD-FMK のいずれでも抑制
されなかった。さらに、PSM はカスパーゼ-3/7
分子自体およびその基質である poly 
ADP-ribose polymerase の切断をほとんど起
こさなかった。そこで、カスパーゼ-3/7 活性
化を調べた結果、PSM は、24 時間以内に前期
アポトーシス(NucView+/7-AAD-)ならびに後
期アポトーシス(NucView+/7-AAD+)細胞の両
方を増加させた。その一方で、ネクローシス
細胞(NucView-/7-AAD+)はほとんど増加せず、
ネクロトーシス阻害剤Necrostatin-1によっ
て全く抑制されなかった。これらの結果は、
PSM による細胞死は、カノニカルなアポトー
シスやネクロトーシスとは異なると考えら
れる。 
(2) ミトコンドリアネットワーク異常の細
胞死における役割：ミトコンドリアは網状構
造を示すが、PSM による細胞障害性の程度に
応じて、ヒトメラノーマ細胞のミトコンドリ
アは、短縮化、断片化、膨潤（点状）、凝集
像を呈した。ミトコンドリアの重度な形態異
常（断片化、膨潤、凝集）は放電なしのコン
トロールや正常細胞では見られなかった。一
方、TRAIL はミトコンドリアの短縮化・断片
化のみを起し、PSM のような、それらの膨潤
や凝集は見られなかった（図２）。 
 
  
 
 
 

 
図 2.メラノーマ細胞のミトコンドリア形態
に及ぼす PSM の影響 
A2058 細胞を MitoTracker CMXRos で染色しミ
トコンドリアの形態を生物顕微鏡で観察し
た。 
 
これらの反応は、細胞死と同様に抗酸化剤
N-acetycysteine (NAC)によって完全に抑制
された。さらに、細胞外から H2O2を添加する
と腫瘍特異的にミトコンドリアの断片化・膨
潤・凝集ならびに細胞死が誘発され、これら
の反応も全て NAC によって抑制された。 
(3) ミトコンドリアネットワーク異常にお
ける ROS の役割と分子メカニズム： 5 分間 
CAP 照射 PAM 中の ROS・フリーラジカルレベ
ルは放電なしでヘリウムガスを噴射したコ
ントロールに比較して有意に増加したコン
トロール、5 分間照射のレベルはそれぞれ、
21.5 ± 0.7,  33.3 ± 1.9１CARR Units (N 
=3)。1 CARR は 0.08 mg/dL (240 μM)H2O2に
相当）。さらに、PSM を添加するとミトコンド
リア内 ROS (mROS)レベルは速やかに濃度、時
間依存的に増加し、その増加は NAC により完
全に抑制された。また、PSM または H2O2添加
後の正常細胞の mROS レベルはメラノーマ細
胞の方が有意に低かった。メラノーマ細胞で
は PSM処理 1時間後くらいからミトコンドリ

アの分裂に必要な Drp1 の Ser 616 のリン酸
化が時間依存性に増加したが、正常細胞では
そのような変化は見られなかった。H2O2添加
によっても同様の Drp1 Ser 616 のリン酸化
の増加が腫瘍特異的に見られた。一方、Drp1
阻害剤 Mdivi-1 や Drp1 ノックダウンによっ
てもミトコンドリアの形態異常は抑制され
ずかえって促進された。 
(4)ミトコンドリアネットワーク異常の制御
因子の同定： 
①細胞膜脱分極：これまで細胞膜脱分極は
mROS 増加による酸化ストレスや、ミトコンド
リアの膜完全性の破壊による膨潤を助長し
て、細胞死誘発の増強因子として働くことを
明らかにしてきた（文献②）。そこで、PSM の
細胞膜脱分極への影響を調べたところ、PSM
は、刺激直後から持続的に細胞膜脱分極を惹
起させるのに対して、TRAIL はそのような迅
速な脱分極作用を示さなかった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. PSM は迅速かつ持続的な細胞膜脱分極 
をメラノーマ細胞に誘発する。 
A2058 細胞に DiBAC4(3)を負荷し、各薬剤を
添加後経時的に蛍光を測定した。 
 
②カルシウム：最近われわれは、細胞死刺激
後数分以内にがん細胞内カルシウム濃度、特
に[Ca2+]mitが変化すること、ならびに[Ca

2+]mit
の変調によってアポトーシスならびに非ア
ポトーシス細胞死が誘発されることを報告
している（文献③）。そこで、PSM がカルシウ
ム動態に影響するかどうかを調べた。小胞体
カルシウムストアからのカルシウム放出と
それに続く SOCE は、細胞内カルシウム濃度
上昇の最も基礎的なメカニズムであり、
[Ca2+]mit に影響を及ぼし、細胞の増殖、生存
で重要な役割を果たしている。小胞体
Ca2+-ATPase 活 性 を 阻 害 す る
Thapsigargin(Tg)刺激でカルシウム放出と
SOCE を活性化し、ベースラインからの増加量
をそれぞれΔFrelease、ΔFinfluxとする（図 4A）
と、PSM は、濃度依存的にΔFreleaseを増加さ
せ、ΔFinfluxを減少させた（図 4B,C）。これに
対して、TRAIL はそのような作用を示さなか
った（図 4）。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. PSM は小胞体カルシウムストアを増加
させ SOCE を抑制する 
(A)Fluo4-AM を負荷した A2058 細胞をカルシ
ウム不含HBSS中でTgで刺激して(Tg黒矢印)
小胞体カルシウム放出(ΔFrelease)を起こさせ、
その後カルシウム(Ca2+赤矢印)を加えて
SOCE(ΔFinflux)を誘導、それぞれの蛍光強度変
化を測定した。(B) PSM, TRAIL 添加細胞それ
ぞれで上記の実験を行った。Tg 刺激０分；Ca2+

添加 10 分。 
 
(5)研究の主な成果・国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望 
①本研究の第一の成果は、ミトコンドリアの
形態異常がメラノーマ細胞死において重要
な役割を果たしており、ROS 特に H2O2がその
メディエーターであることを明らかにした
ことである。これまで、ROS が CAP ならびに
PSM の抗がん作用のメディエーターであるこ
とは広く知られていたが、一重項酸素、スー
パーオキシド、H2O2、 一酸化窒素など様々な
化学種が検出されるため、そのうちのどれが
メディエーターなのか、またどのようにして
細胞死に関与するのかもほとんどあきらか
にされていなかった。本研究から、PSM 中に
生じた H2O2が細胞に作用し、ミトコンドリア
中にスーパーオキシドを産生させ、酸化スト
レスを生じること、この酸化ストレスがミト
コンドリアの形態異常を引き起こすこと、お
よびこれらの反応が正常細胞よりもがん細
胞で起きやすいことが明らかとなった。CAP
ならびにPSMによる細胞死誘発のメカニズム
は国内外で精力的に研究されているが、PSM

によるミトコンドリアの形態異常はわれわ
れが初めて見出したもので、これを研究して
いるグループはない。本研究の成果は、ミト
コンドリアの形態異常という新しい ROS の
標的を明らかにしたもので、ROS による酸化
ストレスがどのように細胞死を誘発するか、
という問いにひとつの答えを提供し、がん細
胞死の分子レベルならびに腫瘍選択性のメ
カニズム研究に新しい視点を与えると期待
される。 
②ミトコンドリアの形態変化の細胞死調節
における役割は、最近の分子生物学のトピッ
クのひとつであり、またパーキンソン病、心
臓病、糖尿病など様々な疾病に深く関与する
ことが明らかになりつつあることから、基礎
ならびに応用の両面から注目を集めている。  
本研究で明らかとなった重要な知見として、
ミトコンドリアの段階的な形態変化とその
細胞死における役割の相違がある。ミトコン
ドリアの形態異常は刺激の程度、時間に応じ
て短縮化→断片化・膨潤→凝集と段階的に起
り、その凝集がキーとなる細胞死シグナルで
あることが示された。ミトコンドリアは生理
的条件においても、細胞内で分裂―融合を絶
えず繰り返してその形態と機能を維持して
いる。この動的過程の主要な仕組みは GTPase
活性を持つDynamin関連タンパク質群であり、
このうち Dynamin-related protein1(Drp1)
の Ser616 のリン酸化が分裂に必須と考えら
れている。PSM はこのリン酸化を時間依存性
に増加させ、その増加のタイムコースはミト
コンドリアの短縮化、断片化と一致すること
から、Drp1 依存性であると考えられた。この
考えに一致して、Drp1 の阻害剤 Mdivi-1i や
ノックダウンにより分裂は抑制された。一方、
ミトコンドリアの断片化、膨潤ならびに凝集
は、Drp1 の機能抑制によって阻害されず、む
しろ増強された。この発見は、少なくともヒ
トメラノーマ細胞では生理的な Drp1 依存性
のミトコンドリアの分裂が、細胞死に関連す
る Drp1 非依存性のミトコンドリアの形態異
常を抑制していることを示唆している。ミト
コンドリアの断片化はミトファジーによっ
ても誘発される。ミトファジーは、本来傷害
されたミトコンドリアを除去してミトコン
ドリアの機能を維持するための細胞保護的
な反応であるが、神経変性疾患などではこれ
が異常亢進することがミトコンドリアの形
態異常と細胞死の要因となることが報告さ
れている。本研究で明らかにしたように、メ
ラノーマ細胞のミトコンドリアでは酸化ス
トレスが起りやすいためにその傷害が正常
細胞に比べて頻度が高いと考えられ、これに
対するミトファジーも活性化されやすいと
考えられる。この仮説の検証は今後の課題で
ある。 
③本研究はまた、いくつかのミトコンドリア
の形態異常制御因子を明らかにした。そのひ
とつは細胞膜脱分極である。神経細胞などで
見られる生理的な細胞膜脱分極は、一過性で、



再分極により過分極に向かうが、ここで起る
細胞膜脱分極は再分極を伴わず、持続性であ
った。そのメカニズムは現在のところ不明で
あるが、これにより、断片化したミトコンド
リアの凝集が促進され、細胞死が増強される
ことが分った。興味あることに、この細胞膜
脱分極の少なくとも一部は ROS 依存的で、が
ん細胞の方が正常細胞よりも有意に起りや
すかった。正常細胞でも PSM によるミトコン
ドリアの分裂・断片化は見られるが、凝集は
ほとんど起らないことと考え合わせると、
PSM の腫瘍選択性の一端は、ROS による細胞
膜脱分極に対する腫瘍細胞と正常細胞との
感受性の相違に起因するものと考えられた。 
持続性細胞膜脱分極はアポトーシスの初期
に見られ、カスパーゼ活性化に必要であるこ
とが広く認められているが、少なくともわれ
われの実験系で見られるPSMによる細胞死は
カノニカルなアポトーシスではないことか
ら、他の細胞死モードにもこのタイプの細胞
膜脱分極とミトコンドリアの形態異常は関
与するものと考えられる。 
④近年、がん治療の新たな標的としてカルシ
ウムの動態が注目されている。その理由は、
その動態に関して、種々の腫瘍が特異的な性
質を持ち、それが造腫瘍性、悪性形質、薬剤
耐性、増殖増加、アポトーシスからの回避、
ならびに細胞生存に関与することがわかっ
てきたからである。本研究によって PSM が小
胞体カルシウムプールを増加させ、SOCE を抑
制することが初めて明らかにされた。SOCE は
小胞体カルシウムストアの枯渇によって活
性化されることから、両者の変化には因果関
係があり、最近 SOCE が細胞増殖ならびに生
存に関与することが報告されていることか
ら、この効果が PSM の抗がん作用に寄与して
いると考えられた。現在のところ、この小胞
体カルシウムプールの増加のメカニズムは
不明である。小胞体はミトコンドリアと並ん
で最も重要な細胞内カルシウム貯蔵器官で
あり、小胞体からミトコンドリアへミトコン
ドリアカルシウムユニポーター(MCU)を介し
た経路でカルシウムが輸送されている。これ
による[Ca2+]mit の増加がミトコンドリア内で
の物質代謝、エネルギー生産、ミトコンドリ
アの形態ならびにホメオスタシスの維持に
不可欠であることが知られている。最近われ
われは、MCU を介するミトコンドリアへのカ
ルシウム輸送抑制によってミトコンドリア
の分裂が抑制され、TRAIL によるミトコンド
リアの形態変化と細胞死を促進することを
見出している（文献③）。従って、PSM も同様
に小胞体からミトコンドリアへのカルシウ
ム輸送を抑制している可能性がある。これら
の知見をまとめると、カルシウム動態の変調
が SOCE のような細胞生存性のカルシウム経
路を介する細胞保護的なミトコンドリアの
形態変化を妨げて、その致死的な形態異常を
惹起する可能性が示された。このシナリオの
検証が今後の課題である。 
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