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研究成果の概要（和文）：本研究では，高効率・低侵襲に遺伝子・薬剤を細胞内に導入する手法の開発を目的と
して，液中で微小プラズマを生成・制御する技術を創製し，プラズマ局所照射により生体機能を制御する実験を
行った．まず，曲率半径を数100 nmで制御した極細電極に高電圧パルスを印加することで，微小プラズマを生成
することに成功し，薬剤及び遺伝子を導入する効果を持つことを実証した．また，プラズマの作用を分離した実
験を通して，プラズマ生成に由来する短寿命活性種が薬剤導入に寄与することを示した．さらに，プラズマ照射
が液中に生成した短寿命活性種が，細胞膜上のイオンチャネルを介在した薬物輸送を促進することを明らかにし
た．

研究成果の概要（英文）：In order to develop a highly efficient and minimally invasive drug delivery 
method, the applications of plasmas generated in liquid to control of biological response have been 
proposed. In the beginning, it has been experimentally verified that micro-scale plasma was 
generated by applying a pulse voltage to coaxial type thin electrode and had the capability to 
enhance the cellular uptake of drugs and genes. Next, investigation of effects of separated 
plasma-derived stimuli on drug uptake showed that plasma-produced short-lived reactive species 
contribute to the drug uptake. Furthermore, it is clarified that relatively short-lived reactive 
species (i.e., deactivated within approximately 10 min) in plasma-irradiated saline induced 
physiologically relevant calcium ion influx through ion channel on cell membrane, which triggers 
activation of gene and drug uptake.

研究分野：プラズマエレクトロニクス

キーワード： ナノプラズマ　短寿命活性種　遺伝子導入　生体機能制御　局所プラズマ照射
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１．研究開始当初の背景
細胞への
心テーマである遺伝子機能解析や
製等に欠かせない必須の技術であるが，従来
法において
である等の課題が存在し
これに対して，大気圧非平衡（低温）プラ
ズマを細胞へ照射する手法は，治療用の遺伝
子や抗がん剤等の薬剤分子を，細胞損傷を抑
え高効率に細胞内に導入できる可能性が報
告され，新たな薬剤分子導入技術として期待
されているが，導入機構が不明であることか
ら実用化には至っていない．従って，低侵襲
で高効率に薬剤分子を細胞に導入する手法
を実現するためには，薬剤分子が細胞膜を透
過する機構，すなわち細胞膜輸送機序を解明
する必要がある．
また，低侵襲で細胞
る手法として
し，局所的に細胞膜へ照
膜輸送
よく，
導入可能であることが提案されているが，ナ
ノプラズマを生成・
機能を制御する
 
２．研究の目的
以上の背景をもとに，
ンナノチューブ（
ナノサイズのプラズマを生成・制御する技術
を創製し，ナノプラズマ局所照射により生体
機能を制御することで，高効率・低侵襲で
剤分子
剤導入による
その実現のために，第一に，
胞内への導入に必須の，
ノプラズマ生成技術の開発を行う．第二に，
薬剤分子
の開発を行う．第三に，病変部位に輸送され
た薬剤分子
近傍においてナノプラズマを生成すること
で，細胞膜との相互作用により

図
拡散
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その実現のために，第一に，
胞内への導入に必須の，
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図 1：(a)液相中ナノプラズマ生成装置，
拡散型大気圧プラズマジェット装置
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図 5に各拡散距離，直接・間接照射におけ
る導入効率・生存率を示す．直接照射は間接
照射よりも高い導入効率をもたらしており，
PBS 中の生成物以外の導入因子があること
が示唆される．これらを直接照射因子と総称
し，電界等の電気的負荷や対流，衝撃波等の
力学的ストレスがこれに含まれる．さらに，
図 5が示すように，プラズマジェット装置の
拡散距離を短くすることで，直接照射因子の
効果のみが増大され，より高い導入効率を実
現できることが分かった． 
以上より，プラズマが照射された際，直接
照射因子，短寿命生成物，長寿命生成物の 3
つの導入因子が，複合的に高分子導入を促進
し，直接照射因子はプラズマの拡散距離を短
くするとその効果を強めることが明らかと
なった． 
これまで，プラズマ照射後の細胞内導入効
率について詳述したが，同時に細胞生存率も
全てのサンプルで測定を行った．エレクトロ
ポレーション法がおよそ 50％程度であった
のに対して，図 5 が示すように 60 秒以下の
プラズマ照射では 80％以上を維持していた．
また，プラズマ照射後に培養した細胞の増殖
率を評価したところ，未処理と比較して著し
く減少することはなかった． 
作用因子を活性種のみに限定した間接照
射法を採用し，プラズマ処理溶液添加後の細
胞内 Ca2+濃度 ([Ca2+]i)・薬剤 (YOYO-1)導入
量をライブイメージング測定した (図 6)．
Ca2+応答は添加後すぐに見られた一方で，薬
剤導入は 10 分後に開始する遅い膜輸送であ
った．[Ca2+]i上昇量・薬剤導入量のどちらも，
保持時間が長くなるにつれて，有意に減少し 
[図 6(c),(d)]，どちらの応答もイオンチャネル
（TRPチャネル）阻害剤ルテニウムレッドに
よって，ほぼ完全に抑制された[図 6(e),(f)]．
これらの結果より，プラズマ間接照射による
薬剤輸送は，数分程度の寿命を持つ活性種に
よって引き起こされた，TRPチャネルが介在
する細胞膜輸送であることを実験的に示し
た． 
最終的に生体内で使用する際に問題にな
る安全性について検証した．プラズマを照射
した卵細胞および精子を用いて受精させ成
長させたところ，有意な異常は観測されなか
った．また，プラズマを照射した細胞の生存
率及び突然変異頻度を調べたところ有意な
差は観測されず，細胞に対するプラズマ照射
の安全性を検証できた． 
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