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研究成果の概要（和文）：心疾患及び呼吸器疾患の治療を目的とした心筋梗塞発症モデルラットへのプラズマ吸
入による実験・評価を行なった。プラズマは、ガラスキャピラリー先端に接続したシリコンチューブを介して小
動物の肺に吸入した。カテーテル型一酸化窒素(NO)センサにより血液中NO濃度の測定、更に血圧はマイクロ圧力
センサにより測定した。Heガス吸入ではSpO2に変化は殆どみられなかったが、プラズマ吸入では血圧降下する傾
向がみられた。更に、プラズマ吸入後から血液中NO濃度が増加することから、NOによる血管拡張作用に起因した
血圧降下であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The use of inhaled plasma, generated by an atmospheric-pressure plasma (APP)
 reactor, in a rat myocardial infarction (MI) model resulted in increased saturation pulse oxygen 
(SpO2) in the blood, which suggests that this method can be beneficial in restoring heart function 
following cardiac ischemia. Additionally, in vivo blood pressure decreased from 89/81 to 73/60 mmHg 
in the abdominal aorta during plasma inhalation. Nitric oxide (NO) concentrations in the abdominal 
aorta increased after 20 s of plasma inhalation, reaching a maximum value at about 160 s and 
gradually decreased thereafter.

研究分野：プラズマ理工学
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１．研究開始当初の背景 

大気圧下の空間もしくはガス流体中で非
平衡プラズマを発生させる「大気圧プラズ
マ」等を駆使した液相中もしくは気相－液相
界面反応場を利用した“新規プラズマ”の生
成基礎及び応用展開に関する研究は、国内外
の大学や民間研究所の化学・固体物理・ナノ
材料分野で盛んに行われている。しかし、本
研究課題のように、プラズマ科学、デバイス
工学、表面・界面化学、生体分子学等の学際
的分野を駆使した研究は、欧米に比べて若干
の遅れがあるというのが現状である。特に
「大気圧プラズマ」は、滅菌・殺菌、有害物
質分解、表面改質のみならず、ナノテクノロ
ジー・バイオテクノロジー・メディカルサイ
エンスの多面性を必須とする複合新領域の
開拓・発展には必要不可欠である。更に、プ
ラズマの応用事例として近年注目されつつ
ある「パルス・プラズマを用いた皮膚の改
質・再生治療」もしくは「プラズマ方式分子
導入装置を用いた細胞及び組織への遺伝子
(DNA)、蛋白質、医薬系低分子化合物の導入」
など、実用化が先行しているにもかかわらず
物理的メカニズムが未だ解明されていない
状況を解決する手段として、プラズマ理工学
方面からのメカニズム解明が重要なキーポ
イントと成り得る。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、臨床応用・適用を目的と
した新規プラズマ治療装置の開発を行う。具
体的には、低侵襲型マイクロスポット大気圧
プラズマ源の開発・特性評価による気相－プ
ラズマ－液相界面反応場の挙動解明、並びに
プラズマ理工学、生理学、病理学、再生医療
学等からの多角的アプローチによるプラズ
マ照射と細胞増殖及び血管拡張作用のメカ
ニズム解明、並びに臨床応用展開に関する可
能性と問題点について検証を行う。 

 

３．研究の方法 

臨床応用・適用を目的とした新規プラズマ
治療装置の開発を中心に、５年間の研究期間
を 3 段階の手順にて実施した。●フェーズⅠ：
大気圧プラズマ源の開発及び臨床用新規プ
ラズマ治療装置の試作、●フェーズⅡ：培養
細胞及び動物を用いたプラズマ照射実験、並
びに分子生物学・内科学的検証、●フェーズ
Ⅲ：細胞／組織の活性化メカニズム解明と臨
床応用に関する検討。さらに、フェーズ内を
各チームに分けて遂行した。(1)プラズマ装置
チーム：マイクロスポット大気圧プラズマ源
の作製及び特性評価を行う。具体的には、生
体組織への侵襲性を軽減させるための構造
を有する新規プラズマ治療装置を作製・特性
評価する。(2)培養細胞チーム：各種培養細胞
を用いたプラズマ照射実験を行う。対象とす
る細胞は、表皮細胞、骨芽細胞、軟骨細胞、
心筋細胞、肝細胞、頭髪系細胞であり、生命
維持及び新陳代謝に必要と思われる細胞に

着目した培養実験を行う。(3)実験動物チー
ム：火傷・切創を形成させた小動物(ラット)

へのプラズマ照射、並びに中動物(ミニブタ・
ヤギ)の肺へのプラズマ吸入を行う。プラズマ
照射が生体に与える影響を把握するために、
内科学的な一般検査である血球算定検査、生
化学検査、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
(RT-PCR)による遺伝子発現解析、体重測定、
及び皮膚形態変化観察(目視及び細胞核染色)

による評価を行う。さらに、自動血球計数器
を用いた血液検査による炎症状態の把握を
行う。(4)病理検査チーム：プラズマ照射を行
った部位(皮膚及び肺)について、病理切片を
作製し、病理学的見地からの評価を行う。 

 
４．研究成果 

 研究の成果を以下に示す。 

プラズマ照射時間に対する細胞数変化 

プラズマ照射時間に対する細胞数変化につ
いて測定を行った。大気圧プラズマ発生装置本
体は、ガラスキャピラリー （プラズマ発生部の内
径：6 mm、先端部の内径：1 mm）内に直径 1 

mmのタングステン電極を導入し、外部に筒状グ
ランド電極を設置した同軸構造である。プラズマ
発生条件は、印加電圧：59 kVpp、周波数：13 

kHzであり、ヘリウム（He）ガス流量：11.5 Ｌ/min、
照射距離：510 mm、プラズマ照射時間：1300 

sである。実験は、培養容器上にマウス繊維芽細
胞（NIH3T3）を含有した無血清培地を展開し、
プラズマ照射処理を施した。さらに、プラズマ照
射処理を施した培養容器を CO2-インキュベータ
ー（温度：37℃、CO2 ガス濃度：5％）に導入し、
24時間培養と光学顕微鏡による観察を行った。 

プラズマ照射時間に対する細胞数変化のグラ
フを図 1 に示す。He ガスのみの場合、60s 以上
では減少傾向であるのに対して、プラズマフロ
ーの場合には約 120s 近くまでほぼ一定の細胞
数が維持されることが判明した。したがって、プ
ラズマと培地表面の相互作用が細胞内の成長
因子増殖に大きな影響を及ぼしていると考えら
れる。 

 

図 1：プラズマ照射時間に対する細胞数変化 

 
プラズマ照射による火傷治癒 

大気圧プラズマ発生装置の概略を図 2 に示
す。プラズマを発生させるリアクタは、細胞増殖
実験にて使用したものと同様であるガラスキャピ



ラリー （プラズマ発生部の内径：6 mm、先端部
の内径：1 mm）内に直径 1 mmのタングステン電
極を導入し、外部に筒状グランド電極を設置し
た同軸構造である。プラズマを発生させる高電
圧は外部に接続した高電圧電源によって発生さ
せる。本研究におけるプラズマの発生条件は、
印加電圧：8 kVpp、周波数：3 kHz（矩形波)、ヘリ
ウム(He)ガス流量：1 L/min、照射距離：5 mm、
照射時間：90 s である。この条件は、in vitro 実
験にて行われた先行研究の結果より、株化細胞
（NIH3T3 細胞株）及びブタ大動脈内皮細胞
（POAEC）の増殖がもっとも認められた条件であ
るが、in vivo 実験にて行われた先行研究にお
いて、60 s照射した場合よりもコントロールとの有
意な差が見られたことから、照射時間は 90 s とし
た。 

 

図 2：大気圧プラズマ発生装置概要図 

 

ラットの背面に人為的に形成した熱傷部位に
対して 1日 1回プラズマ照射を 30日間に亘って
行った目視観察の結果を図 3 に示す。2 匹の雄
のラット（系統：Wistar, SPF, 7週齢，体重：170 g）
に対して全身麻酔を行い、剃刀を用いて背部の
剃毛を行った。ラットの背部に電気メスを用いて
5×5 mm2 の熱傷（熱傷深度Ⅲ：真皮全層・皮下
組織を傷害）を形成した。 

 

図 3：ラット熱傷部位の経過観察写真 

(a)未照射 及び(b)プラズマ照射 

 

観察開始直後には、炭化した皮膚とその周辺
に炎症が認められる典型的な第 III 度熱傷の様
相を呈していたが、4 日目から表皮に瘡蓋（かさ
ぶた）が生じ始めた。2 週間ほど経過した段階で
は、プラズマ照射を行った創傷部は全面に渡っ
て完全な瘡蓋に覆われた［図 3(b)］。一方、図
3(a)に示す未処置のコントロールでは部分的に
瘡蓋が形成し始めているものの、プラズマ照射
を行った創傷部と比較して明らかに治癒が遅れ
ている。さらに、21日経過後にはプラズマ照射を
行った創傷部は瘡蓋も殆どが剥離し、その下に

新たな表皮が再生しているのが観察された。サ
ーモグラフを用いて体表面温度の測定を行った
結果、照射部の温度は最大で 4045℃程度で
あり、火傷を起こす温度には到達していないこと
が判明している。 

図 4 にラット背部皮膚の火傷部位の病理組織
像を示す。痂皮が表皮の上に確認でき、皮膚に
は歪みが目立たないが、プラズマ未照射では痂
皮が同様にみられ、皮膚の歪みが目立っている。
特に、プラズマ未照射の場合、毛包間に青く染
まった結合組織の結節状的な増殖が目立ち、毛
包の配列に不整が見られるが、プラズマ照射の
場合には毛包が規則正しく配列している。つまり
ケロイドにならないことが判明した。 

 

図 4：ラット皮膚の病理標本 

［(a)未照射，(b)プラズマ照射］ 

 

さらに、プラズマ制御による火傷治癒メカニズ
ム解明のため、プラズマ中のイオン種及びラジ
カル種の生成量を変化させた場合における火
傷面積の評価を行い、火傷治癒に寄与する要
因を明確するための実験を行った。プラズマ発
生用印加電圧の周波数を 1, 2, 3, 4, 5 kHz と変
化させてイオン種及びラジカル種の生成量を変
化させたプラズマ照射を行った場合における熱
傷の目視観察及び面積算定結果を図 5 に示す。
未照射及び周波数 1, 2 kHzによるプラズマ照射
を行ったラットでは、熱傷形成 12 日後までは熱
傷面積の大きな変化は見られなかったが、12 日
後から 27 日後にかけて減少した後に、30 日後
にかけて緩やかに減少し 、完治する傾向が見
られた。一方、周波数 3, 4, 5 kHzの場合では、
熱傷形成 6 日後付近から緩やかに減少する傾
向があり、21 日後には 3 kHz によるプラズマ照
射を行った熱傷組織はほぼ再生した。また、熱
傷部位の組織がほぼ再生している状態に至るま
での期間は 4 kHz：24日間、5 kHz：27日間を擁
しており、最も早く完治した 3 kHz に比べて約 3

日ずつ遅れる傾向が見られた。さらに、周波数 3, 

4 kHzの熱傷部位では、未照射及び周波数 1, 2 

kHz の熱傷部位と比較して、熱傷形成 12 日後
から 24日後にかけて熱傷面積が減少しているこ
とが判明した。 

一般的に、大気圧プラズマによる放電ではプ
ラズマ源周辺の窒素、酸素、並びに水分子等に
起因した様々なイオン、ラジカル種、並びに励
起種が生成されている。特に医療応用の観点か
らは、一重項酸素（1O2）、オゾン（O3）、水酸基ラ



ジカル／ヒドロキシラジカル（OH）、スーパーオ
キシド（･O2

-）、ヒドロキシラジカル（HO2）、過酸化
水素（H2O2）等の活性酸素種（ROS）や、一酸化
窒素（NO）、二酸化窒素（NO2）、ペルオキシナ
イ ト ラ イ ト （ ONOO- ） 、 ペルオキシ亜硝酸
（ONOOH）、三酸化二窒素（N2O3）などの活性
窒素種（RNS）が気相中で生成されている。 

以上の結果より、プラズマ照射による火傷患
部の殺菌・滅菌により治癒が促進されるのでは
なく、プラズマ源から発生したイオン種及びラジ
カル種、並びに大気由来の副生成物による電気
化学的刺激を含む組織表面反応が成長因子を
活性化して血管新生を促進し、熱傷の治癒を促
進させているものと考えられる。 

 

図 5：熱傷面積の経時変化（n=3） 

 

プラズマ吸入による心疾患の緩和治療 

一方、プラズマ照射領域近傍における中性分
子、イオン、ラジカルの挙動が細胞・組織の活性
化に大きく関与していると考えられる。細胞・組
織の活性化に重要な役割を果たしている窒素
酸化物の中でも「NO 吸入療法」による肺疾患治
療もしくは「NO-therapy」による創傷治療の観点
から、我々は心疾患の治療を目的としたイオン
種及びラジカル種を含む大気圧プラズマ吸入に
よる実験・評価を行なった。特に、ここでは、虚
血性心疾患の 1 つである心筋梗塞発症モデル
ラットを用いて実験を行った。 

実験装置の概要を図 6に示す。プラズマ発生
装置本体は、火傷治療に用いたプラズマ源と同
様に、ガラスキャピラリー内にタングステン線を導
入し、外部に筒状グランド電極を設置した同軸
状構造である。プラズマ発生条件は、印加電
圧：8 kVpp、周波数：3 kHz であり、ヘリウム（He）
ガス流量：1 L/min、プラズマ照射時間：90 sであ

る。プラズマは、ガラスキャピラリー先端に接続し
たシリコンチューブ（長さ：L = 1000 mm）を介し
て小動物の肺に吸入する。実験に用いた小動
物はラットであり、ガス麻酔による無意識下状態
にて実験を行った。また、図 6 に示すように、カ
テーテル型 NO センサを腹部大動脈に直接挿
入し、プラズマを直接肺に吸入した時の血液中
NO 濃度の測定を行った。また、血管内圧（血
圧）は、カテーテル末端に接続した血圧測定用
マイクロ圧力センサにより測定した。実験に使用
した心筋梗塞モデルラットは、心臓の左心室に
ある左冠状動脈を糸で結紮して虚血状態にした
ものであり、（財）動物繁殖研究所（茨城県かす
みがうら市）に作製を委託した。 

 

図 6：実験装置概要図 
 

 

図 7：血圧及び血液中NO 濃度の時間変動 

 

図 7 は大動脈内血圧及び NO 濃度の時間変
動を示したものである。血圧測定の結果、プ
ラズマ吸入では血圧の降下（最高/最低：89/81 

mmHg → 73/60 mmHg）がみられた。さらに、
プラズマ吸入開始から 30 s 後には血液中 NO

濃度が増加したのみならず、血圧の降下に対



応して増加傾向を示すことが判明した。比較
のために行なった高濃度 NO ガス吸入におい
ても血圧の降下がみられ、一般的に報告され
ている NO による血管拡張作用に起因した血
圧降下が計測された。ゆえに、プラズマ吸入
と高濃度 NO ガス吸入では、同様の血圧変動
がみられたことから、NO に起因した血圧降
下であると考えられる。 

従って、NO に起因した血管拡張による血圧
降下は、狭心症や心筋梗塞などの心疾患の治
療に有効であると考えている。 
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