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研究成果の概要（和文）：大気圧プラズマジェットを生体に照射するとさまざまな生体応答が惹起されるが、そ
の詳細は未解明な点が多い。 本研究では、我々が発見した「プラズマ誘導性の[Ca2+]i応答現象」についてより
深く探索することにより，生細胞に対するプラズマ作用の分子機構を解明することを目標とした。特に、インス
リン反応性を有する細胞を研究対象とした。そして3T3L1細胞が発現するTRPチャネルがプラスマ作動性カルシウ
ム透過性チャネルであること、さらに、極めて短寿命のプラズマ生成活性種がTRPチャネルの直接的な活性化に
関わることを見出した。さらに、プラズマによるインスリン標的細胞の機能制御が可能であることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Recently,  non-equilibrium atmospheric pressure plasma (APP) emerged to 
exert diverse biological responses, though the underlying mechanisms remained to be determined. This
 study aimed to explore precise mechanisms underlying of plasma-inducible increases in intracellular
 Ca2+ concentration in insulin-responsive cells, which has been recently discovered by our research 
group.  Our results demonstrated that increases in intracellular Ca2+ are induced by continuous 
low-dose O2－/ ONOO－ supply, which is mediated through TRP channel activation. Our findings 
indicate the potential of APP for regulating insulin-responsive cell functions. Moreover, APP showed
 inhibitory actions on adipogenic differentiation of 3T3L1 cells. Together, these results 
demonstrate that APP-induced TRP channel activation is intimately involved in various cellular 
responses triggered by APP exposure.

研究分野： 分子糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
 プラズマは、固体、液体、気体の３状態と
は異なる第 4 の状態であり、原子が電子とイ
オンに電離した物理的にも、化学的にも他の
物質状態にはみられない特性を持っている。
近年開発された「大気圧プラズマジェット」
を生体に照射するとさまざまな生体応答が
惹起されることが観察されており、さらにこ
のプラズマの質/量を適切に制御して生体に
暴露することで血管新生、慢性外傷の創傷効
果、癌細胞のアポトーシスなどを誘導できる
ことが実験的に確認されている。しかしなが
ら、その詳細な作用機序については不明な点
が多い。このような大気圧プラズマの医療応
用を鑑み、大気圧プラズマがもたらすさまざ
まな生命応答を探索するとともに、生体に対
するそれらのプラズマ作用のメカニズムの
解明は極めて重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、我々が発見した「プラズ

マ誘導性の[Ca2+]i応答現象」を突破口として、
生細胞に対するこのプラズマ作用の分子機
構を解明することを目標としている。特に，
インスリン標的細胞において顕著なプラズ
マ応答性を示すことから，インスリン反応性
糖代謝機能亢進とインスリン標的細胞の分
化/増殖という応用的観点からの研究も推進
する。具体的には 3T3L1 細胞が発現する①プ
ラズマ反応性 Ca2+透過性チャネルの同定し、
②このプラズマ反応性チャネル分子の生理
的役割を調べることを目的とした。さらに
「③プラズマによるその人為制御の可能性
を検証した。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、3T3L1線維芽細胞が示す「プ
ラズマ誘導性の[Ca2+]i応答現象」を探求して
いくことにより、生細胞に対するプラズマ作
用の分子機構を解明する。具体的には、図 1
に示す大気圧プラズマ発生装置を用いて作

製したプラズマ照射バッファーを培養細胞

に付与し、細胞応答を観察した。その際、2
つの戦略（ノックダウン実験と外来性発現実
験）によりプラズマ応答性 Ca2+透過性チャネ
ルを同定することを試みた。さらにこの Ca2+

透過性チャネルの特性について、生理学/薬
理学的・分子生物学的・生化学的な検討を行
う。その際、①チャネル機能の調節機構およ
び②その生理的役割の両検討においても、
「インスリン反応性」という応用的観点から
調べた。 
 
４．研究成果 
 大気圧プラズマ刺激により細胞質内Ca2+濃
度 ([Ca2+]i)の上昇が認められる線維芽細胞
（3T3L1細胞）のプラズマ応答性について、
各種パラメーターを設定した上で間接照射法
を用いた解析を行った。その結果、3T3L1線
維芽細胞のプラズマ依存性[Ca2+]i応答はルテ
ニウムレッド(RR)感受性及びSKF96365感受性
を示すことを見出し、この特性からTRPチャネ
ルファミリーが関与することを明らかにした
（図２）。 

 
 さらにプラズマ照射時間・強度・保持時間
などを制御した解析より[Ca2+]i応答を惹起す
る物質は、プラズマ照射により溶液中に産生
される各種活性種のなかでも比較的短寿命の
特殊成分であり、未知のプラズマ生成短寿命
活性種の存在が上記の生命応答に関与してい
ることを発見した（Sasaki S., Kanzaki M., 
Kaneko T, Scientific Reports 2016）。 
  
 これらの研究成果に基づき、さらにプラズ
マ作用による高次の細胞応答について、細胞
生物学的解析と、プラズマ応答性カルシウム
透過性チャネルの分子生物学的解析を推進し
た。その結果、3T3L1線維芽細胞は脂肪細胞へ
と分化することにより、そのインスリン反応
性や代謝能が成熟する特徴があり、未分化細
胞と分化した脂肪細胞におけるプラズマ依存
性[Ca2+]i応答に大きな差異があることを見出
した。また、脂肪細胞の高次機能（インスリ
ン反応性や糖取込）に対するプラズマ作用の

図 2．プラズマ照射バッファーによる細胞内 Ca2+
濃度の上昇応答 



有無について生化学的に解析したところ、プ
ラズマ作用は細胞の分化度により大きく異な
った効果を発揮することを観察した。プラズ
マ作用は細胞分化によりその生物応答の多様
性も変化する可能性を示す重要な発見である。 
プラズマ依存性[Ca2+]i応答にはTRPチャネル
ファミリーの関与が示唆されるため、各種TRP
チャネル（TRPV1, TRPV2,TRPA1, TRPC4, etc）
の発現ベクターを作製して、3T3L1線維芽細胞
および筋芽細胞株であるC2C12細胞に外来性
に発現させる過剰発現実験を推進した。その
結果、全てのTRPチャネルファミリーにプラズ
マ感受性があるわけではなく、少なくとも
TRPV1およびTRPA1の2つのチャネル分子には
プラズマ依存性[Ca2+]i応答を惹起する能力が
あることを確認した。チャネル分子の過剰発
現では過剰流入するCa2+イオンにより細胞機
能にダメージが生じる場合があるため、今後
さらに詳細な検討を行う必要があると考えて
いる。 
 プラズマ照射による細胞内シグナル伝達
系 へ の影響 に ついて 生 化学的 な 解 析
（western blot 解析）を行った。その結果、
大気圧プラズマの直接照射により各種のス
トレス応答性 MAP キナーゼ系（Erk1/2, Erk5, 
p38MAPK, etc）のリン酸化亢進を確認した。 
 
 プラズマ医療がドイツをはじめとして現実
のものとなってきた．しかし，生細胞に対す
るプラズマ作用の分子機構はほとんど未解
明であり，未だ治療現象的/経験的な側面から
医療展開している経緯があることは否めな
い．比較的高強度の大気圧プラズマ照射によ
る殺菌効果やアポトーシス誘導現象などの
理解は深まりつつあるが，我々が観察してい
るプラズマ応答性は生理的なレベルの繊細
な生命応答現象（細胞質内カルシウムイオン
濃度 ([Ca2+]i)の生理的上昇）として惹起され
ることが極めて興味深い新知見である。未だ
プラズマ応答性の生体標的分子さえも不明
な現状を考慮すると，本研究の遂行により
「プラズマ生命科学」の根源的な学理を構築
する一つの礎となる大きな貢献となるもの
である。 
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