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研究成果の概要（和文）：プラズマ遺伝子導入法において、十分な検討がなされていなかった周波数に対する依
存性を研究した。まず、500kHz、1MHz、13MHz帯域での小型整合回路の開発を行い、マイクロプラズマの発生に
成功した。これを用いて、遺伝子導入の周波数依存性を調べたところ、明確な依存性が見られた。しかしなが
ら、最適化には至っていない。これらの研究の応用として、メダカ魚卵への蛍光分子導入を試みた。水中プラズ
マによる導入が示唆されており、今後の展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：In gene transfection by discharge plasma, we investigate dependence on 
frequency.  First, compact matching box was developed for 500kHz、1MHz and 13MHz, and micro-plasma 
was successfully generated.  We obtained obvious dependence on frequency.  However, we cannot 
clarify the optimized frequency.  As an application of these studies, we attempt to injection of 
fluorescent dye to killifish roe.  Pictures of juvenile suggest that dye was successfully injected. 
This shows that further development is expected.

研究分野： プラズマ科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS 細胞などの万能細胞への期待が高まる中、その出発点となる遺伝子導入技術は重要である。現在、いくつか
の方法があるが、それぞれに一長一短がある。プラズマ遺伝子導入法は新しい簡便な方法として注目を集めてお
り、プラズマを発生させる周波数の影響が大きいことを示したことは今後の発展の基礎をなす。また、メダカ魚
卵への分子導入だが、メダカは脊椎動物のモデル生物として確立されており、簡便な分子導入法の開発は意義深
い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

iPS 細胞などの万能細胞への期待が高まる中、その出発点となる遺伝子導入技術は重要であ
る。現在、いくつかの方法があるが、それぞれに一長一短がある。一方、プラズマ遺伝子導入と
は、放電プラズマを細胞に照射することで、外部より細胞内に遺伝子を導入する技術であり、
2002 年に佐藤らによって発案された[1]。以来、分担研究者（神野・本村）らは極細電極（外径
70μm）を用いてマイクロプラズマを作り、プラズマの空間的な揺らぎを抑えることで遺伝子導
入効率を安定化し、照射領域を局限化することで細胞の死滅をほぼゼロに近づけることに成功
している[2]。他の研究機関によるプラズマ遺伝子導入の報告は東北大のグループ[3]などに限ら
れている。ただし、pCX-EGFP 断片のように導入効率の低い DNA（～3%）[4]や血球を代表と
する浮遊細胞のような導入効率の低い細胞など苦手な対象の克服が求められている。なお、これ
までに主に利用している周波数は 20kHz であり、他の周波数での試みは必須である。 
これに対し、研究代表者はこれまでに「高周波磁場による癌温熱療法」に携わっており、100kHz
～1MHz 帯域の高周波電源を多数所有し、この帯域での回路の取り扱いに精通している。 
 
２．研究の目的 
プラズマ遺伝子導入法とは、放電プラズマを細胞に照射することで、外部より細胞内に遺伝子

を導入する技術である。既に、マイクロプラズマの利用が適していることが明らかとなっている
が、導入効率の低い DNA や細胞などが存在し、実用化に向けて対象の拡大が必須である。この
ような状況下で新たなブレイクスルーを求め、従来、不十分であった周波数の依存性を明らかに
し、最適周波数を得ることを目的としている。また、魚卵への蛍光分子導入などへも取り組み、
プラズマによる遺伝子導入の潜在能力を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
各周波数に対応した共振・整合回路を開発した後、電極構造を最適化してマイクロプラズマの

安定化を目指す。その後、分光計測にも取り組み、プラズマの状態把握に努める。さらに、遺伝
子導入の実験へと移る。基礎的な実験として、マウスの繊維芽細胞（L-929）に、GFP（蛍光タ
ンパク）を発現させる環状 DNA（プラスミド）を用いる。蛍光観察による導入細胞数の確認の
他、照射前後の観察から生存率を求める。その他、水
中プラズマの生物への利用も試みる。 
 
４．研究成果 
年度ごとに研究成果をまとめる。 
１）2017 年度 
・13.56MHz におけるマイクロプラズマ発生の安定化に
ついて 
これまでに、共振・整合回路を小型化し、電極直上

にこれらを配置することで、電源からの同軸ケーブル
による給電を可能とした。今年度は共振・整合回路内
のコイルをトロイダル化することで、効率を上げ、よ
り低い入力電力でのプラズマ発生に成功した（図１）。 
 

・電極から離れた位置でのマイクロチャンネルプラズ
マの発生 
２つの電極の間に、絶縁板を設け、２つの槽に分け

る。その絶縁板に１つの貫通孔を設け、２つの槽と貫
通孔を食塩水で満たす。電極間に 13MHz の高周波を加
えることで、貫通孔内に水中プラズマを発生させるこ
とが可能となる。デューティーや入力電力をコントロ
ールすることで、温度上昇もなくプラズマの発生が可
能である。 
 
・1MHz および 500kHz 帯でのマイクロプラズマの発生 
13MHz 帯と同様の小型共振・整合回路を試作し、プ

ラズマの発生を試みた。インピーダンスは 50Ωにな
っており、整合は十分であったが、プラズマの発生を
実現することはできなかった。 
 
２）2018 年度 
・1MHz および 500kHz 帯での回路の検討と試作 
解析計算と数値計算の両方から、高い昇圧性能 Qを有する回路を検討し、インダクタンスが高

 

図１ 13MHz 帯の共振・整合回路 

 

 
図２ 電極から離れた位置でのマ

イクロチャンネルプラズマの発生

装置 



いこと、損失が十分小さいことが求められることが明らかとなった。リッツ線・φ40μm×660 本
（外径 1.65mm）が入手できたためこれを利用した。この結果、これらの周波数帯域でマイクロ
プラズマの発生を得た。 
・３つの周波数帯域でのプラズマによる遺伝子導入 
周波数帯域による結果の違いを明確化した（例えば図３，4）。低い周波数（1MHz および 500kHz）

では、プラズマの照射時間が長いほど、導入効率が高くなっており、一方、高い周波数（13.56MHz）
では、照射時間が短いほど導入効率が高くなっていることが明らかとなった。周波数の違いがプ
ラズマの物理的な性質の違いを引き起こし、それにより遺伝子導入に影響していることが明ら
かとなった。しかしながら、最適な周波数の確立には至っていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）2019 年度 
・メダカ魚卵への応用 
遺伝子導入技術の応用の 1 つとして、魚卵への蛍光分子導

入を行った。これまでに、沿面放電を利用してスマ魚卵及び稚
魚への蛍光分子導入が確認されているが、スマは産卵期が夏
に限定され、ほかの季節では実験することができないため、研
究室でも飼育が簡単なメダカでも実験が行われている。しか
し、メダカでは卵殻が硬いためか、魚体への蛍光導入への蛍光
導入は確認されていない。そこで、沿面放電ではなく水中プラ
ズマを用いてメダカ魚卵へプラズマの照射を行い、蛍光分子
の導入を目指した。用いた水中プラズマは、図２のタイプであ
る。。このようなプラズマを断続的に発生させる（Duty を低
くする）ことで、魚卵へのダメージが低下し、蛍光分子の導入
が期待できる。実際、300W での実験において魚体の一部に確
認できた（図５）。用いた周波数は 13.56MHz である。 
・低い周波数での水中プラズマ発生 
上記の結果を受け、他の周波数でも同様の形式での水中プラズマ発生の確認が必要となった。

1MHz 帯域で、まず、電極上にプラズマを発生させる装置を完成させ、試運転を行った。
13.56MHz よりは、プラズマ発生が可能となる水の導電率は限られるが、十分広い範囲で、プラ
ズマ発生が可能となることを示している。入力電力による OH の分子スペクトルの変化も見ら

 
図４ 13MHｚ帯における導入効率と生存率（電力に対する依存性） 

 

図３ 1MHｚ帯における導入効率と生存率（電力に対する依存性） 

 
図 5 メダカ魚卵への蛍光分

子導入 



れ（13.56MHz では見られていない）、異なる性質を持つプラズマが発生していることが示唆さ
れている。 
 
４）2020 年度 
・メダカ魚卵への応用 
上述のように、2019 年度に図２のタイプの水中プラズマを用いてメダカ魚卵へプラズマの照

射を行い、蛍光分子の導入を目指した。このタイプは十分な液量が必要とされ、装置の構成もや
や複雑である。簡単化のため、図６のように電極上の発生させる水中プラズマを利用し、実験の
効率化を目指した。まず、プラズマを断続的に発生させる（Duty を低くする）ことで、魚卵へ
のダメージが低下し、蛍光分子の導入が期待できるよう、水中プラズマの断続的な運転（これま
でに我々の研究室では経験がない）が可能な装置を試作した。電極として十分細いもの（φ0.5
とφ0.35）を準備し、食塩水における断続運転を試み、電極やその周辺にダメージがないこと十
分低い（~数 10W）での安定したプラズマ発生を得た。この結果を受け、メダカ魚卵へのプラズ
マ照射を行った。しかしながら、十分な回数の実験が行えなかったこともあり、蛍光分子導入は
確認されていない（直接、魚卵にプラズマが衝突するためダメ―ジが大きいようである）。 
※コロナ禍により十分な研究ができなかったため、期間を 1 年延長した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５）2021 年度 
・水中プラズマ発生装置の改良 
2020 年度は魚卵下部に電極を配し、プラズマが直撃する形状（図 6）だった（魚卵へのダメー

ジが大きい）。そこで、魚卵下部に鉛直方向の小孔を設け、魚卵から数 mm下部に水平方向にプラ
ズマを発生させる装置を開発した（図７）。 
水中プラズマの断続的な運転が可能なであることを確認し、基本的には単発プラズマ発生と

している。電極として十分細いもの（φ0.35）を準備し、食塩水における断続運転を試み、電極
やその周辺にダメージがないこと十分低い（~数 10W）での安定したプラズマ発生を得た。 
その後、蛍光分子導入を試みた。この結果、数例の魚体への蛍光分子導入が確認され、水中プ

ラズマ利用の可能性を確立することができたと考えている。図８、９に典型例を示す。孵化後の
発光を示しており、自家蛍光のない部分での蛍光が確認できるため、魚卵内の魚体に蛍光分子が
導入されていることが強く示唆される。パラメーターの最適化などなすべき項目は多いが、水中
プラズマの応用として興味深い結果を示すことができた。 
 
 

 

図６ 電極直上型水中プラズマ発生装置 

 
図７ 水平方向型水中プラズマ発生装置 

 
図８ 青色励起光を照射（緑色蛍光） 

 

図９ 自家蛍光 
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