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研究成果の概要（和文）：大気圧プラズマと生体の相互作用を考える上で、細胞内酸化ストレスという観点に立
ち、プラズマ処理水中に生成される活性種、細胞内へ活性種の浸透、生体高分子との化学反応という点に着目し
研究を進めた。プラズマ処理水中に過硝酸という活性窒素種が生成され、ラジカル解離をしたHOO・が細胞内に
浸透していることが明らかになった。過硝酸による殺菌を世界で初めて明らかにした。タンパク質の酵素活性の
失活過程に関して、活性中心に酸化されやすいアミノ酸残基を有すると速やかに失活することが分かった。従
来、タンパク質は活性が低下する実験結果のみであったが、分子シャペロンに関しては活性が向上する場合があ
ることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In considering the interaction between atmospheric pressure plasma and 
living body, from the viewpoint of intracellular, we focused on research about oxidative stress, 
active species generated in plasma-treated water, active species penetrating into cells, chemical 
reaction with biological macromolecules. It was revealed that reactive nitrogen species called 
peroxynitric acid was generated in the plasma-treated water, and radical dissociated HOO penetrated 
into the cell. The world's first sterilization technique with peroxynitric acid was revealed. 
Regarding the deactivation process of the enzymatic activity of the protein, it was found that it 
quickly inactivated when it had an amino acid residue susceptible to oxidation at the active center.
 Conventionally, protein was only experimental result that activity was decreased, but it became 
clear that activity may be improved in case of molecular chaperone.

研究分野：プラズマ応用
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 研究代表者はこれまでに、大気圧低温プラ
ズマの一つである LF(Low Frequency)プラズ
マジェットの放電物理の研究を行い、大気中
のヘリウムガス流束により媒質制限された
部分放電現象である事を明らかにしたが、単
電極構造により低温なプラズマを簡便に発
生可能である。固体表面だけでなく液体その
ものや溶質へのプロセスが可能であり、プラ
ズマ誘起液中化学プロセスをバイオセンサ
ー用金ナノ粒子の合成や、ドラッグデリバリ
ーシステム用ナノミセル粒子の架橋、プラズ
マ止血、低 pH 法による液中微生物の効果的
殺菌、アルツハイマー原因物質のアミロイド
βの不活化、さらに歯科・外科消毒治療など
の先駆的なプラズマバイオ研究を、異分野の
研究者との共同研究により行ってきた。 
 プラズマと生体との相互作用として、気相
中に生成された活性種が液相中に供給され、
細胞内の生体高分子が酸化・ニトロ化などの
化学的修飾を受けることで、細菌の増殖能が
不活化されるなどといったマクロな生物的
影響がでるという作用機序が重要である事
が明らかになってきた。特に低 pH 法では、D
値（菌数を 1/10 にするのに必要な時間）が
1/100 という非常に高い殺菌力が得られるが、
プラズマにより液中に生成されたスーパー
オキシドアニオンラジカル（O2

-・）というイ
オンが、酸性条件下で酸解離平衡（pKa 4.8）
によりヒドロペルオキシラジカル（HOO・）
という電気的に中性な種に変化することで
膜透過性が増し、細胞内部で酸化作用をもた
らしたためであると推察している。殺菌処理
後の細菌のタンパク質成分を電気泳動によ
り分析したところ、親水性タンパク質の一部
が特異的に修飾されており、細胞内部の代謝
系がダメージを受けている結果が得られた。
また、人工細胞モデルの１つである色素内包
ミセルを合成し細胞内酸化ストレスを反応
速度論的に評価したところ、殺菌力と膜内酸
化ストレスが相関関係にあると結論するに
至った。 
 このような研究成果から、細胞の外部から
与えられた活性種が細胞内部へどのように
浸透して、どの部分（部位）に、どのような
生化学作用を及ぼすのかという事を反応速
度論的に研究を進めることが重要だと考え
るに至った。微生物ならび動物モデル細胞へ
の影響を、キーとなる主反応と副次的な反応
とを切り分け、本質的なところで評価する事
は重要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、大気圧低温プラズマによ
って生成した活性種が生体へ与える影響を、
細胞内の酸化ストレスという観点から探求
する事である。プラズマ医療は高い注目を集
めているが、キー活性種ならび生体への作用
機序の多くは不明であり、異なるプラズマ装
置によって評価が行われている。統一的な科

学的理解を行うために、液体に供給された活
性種の定量評価をし、生体物質への作用に関
する反応速度論的な研究が必要である。さら
に、複雑な膜構造を持つ立体的な細胞内部に
対する酸化ストレス反応が重要であると考
え、人工細胞モデルを合成し、活性種診断な
らび生体高分子の化学修飾を評価すること
に加え、微生物・動物モデル細胞で細胞内外
の酸化ストレスを評価することで、融合的な
学問領域を展開する。 
 
３．研究の方法 
 プラズマ生体相互作用の反応素過程を簡
単に分割すると、下記の様な反応系であると
考えられる。１プラズマにより気相中に化学
種生成、２気相中から液相中に化学種が輸送、
３液中化学種が細胞内に浸透、４生体高分子
の化学修飾、５細胞レベルでの応答。本研究
では、細胞内酸化ストレスという観点で、生
体相互作用を議論するのが目的であり、３か
ら４の過程に関する研究を中心に進めた。こ
のような学術基盤を確立することにより、プ
ラズマの医療応用を進める中、細菌や動物細
胞に対する影響を考察する重要な研究とな
る。様々な学術分野に渡る学際領域的な研究
となり、異なる分野の研究者で協力して、そ
れぞれの過程に関する知見が得られるよう
研究を進めることとした。 
 プラズマにより液体に生成された化学種
に関する研究が世界的にも行われているが、
その多くは空間分布を考慮しておらず、現実
的に液中を数 mm 奥まで浸透して細胞まで到
達できる化学種に関する知見は不十分であ
り、OH・と言った非常に短寿命で拡散距離が
um オーダーの化学種が、液面から数 mm 離れ
た細胞に影響を与えるという物理化学的に
不可能な現象を主張する発表も散見される。
これまでの我々のグループで明らかにした
「プラズマ処理水の殺菌活性が低温で保存
される」という切り口から、プラズマ誘起液
中化学反応場の理解を進めることとした。 
 細胞内酸化ストレスを反応速度論的に評
価するために、生きている細胞を用いるので
はなく、リポソームを人工細胞として用いる
こととした。細胞への影響の大半は細胞内部
へ供給された化学種によると考えられ、検出
試薬を内包したリポソームを合成すること
で、細胞内部まで浸透した化学種の評価を行
った。プラズマからは様々な化学種が供給さ
れるため、それらの全てをトレースすること
は困難である。過酸化水素などの安定化学種
は既往の研究報告があり、OH・ラジカルも放
射線化学の分野で多く研究されている。 
 プラズマによる液中に誘起された化学種
と生体高分子との反応に関しては、これまで
糖、アミノ酸の全２０種、脂質、タンパク質
（リゾチーム）などの化学反応を明らかにし
てきたが、他のタンパク質への影響を評価す
ることや、分子シャペロンの化学修飾に関す
る研究を進めることとした。 



 
４．研究成果 
 プラズマ処理水中の有効化学成分に関す
る研究を進めた。プラズマ処理水の殺菌活性
が低温でのみ保存され、pH4.8 以下にするこ
とで殺菌力が 100 倍程度に高まる（低 pH 法）
ことを明らかになっていたが、プラズマ処理
水中に残存している化学種に関しては未知
のままであった。物理化学的な特性を明らか
にするために、吸光度から濃度を求めれる発
色試薬を用いたメソッドを開発して研究を
進めた。プラズマ処理水の殺菌力と比例する
のは確認済みである。また、プラズマ処理水
を分析するためにカラムを氷冷するなど改
良を行ったイオンクロマトグラフを用いて
研究を進めることで、殺菌有効成分の単離に
成功した。これらの分析化学的手法を用いて
様々な条件でプラズマ処理水の生成実験を
行ったところ、一次反応による分解の活性化
エネルギーが110kJ/mol程度であることが明
らかになった。 
 プラズマ処理水の生成時に、雰囲気ガスな
らび溶存ガスをそれぞれ O2、N2、Air、He に
変更して実験を行ったところ、両ガスに N2
が必須である事が明らかになり、プラズマ処
理水中のキー活性種は活性窒素種（RNS: 
reactive nitrogen species）だと推察され
た。実験で得られたプラズマ処理水の物理化
学的特性値からキー活性種は過硝酸（HOONO2、
PNA: peroxynitric acid）であると考えた。
過硝酸は亜硝酸と過酸化水素を混合する事
で得られ、その過程でペルオキシナイトライ
ト（HOONO）を経由している事が知られてい
る。プラズマ処理水と化学合成した過硝酸溶
液をイオンクロマトグラフで分析したとこ
ろ、ピーク位置ならび殺菌活性が一致した。
過硝酸は HOO・と平衡反応にあるが、プラズ
マにより生成された過硝酸が HOO・の前駆体
としてプラズマ処理水に残存し、酸性環境下
で高い殺菌力を発揮していたと言える。以上
から、プラズマ処理水中のキー殺菌因子は過
硝酸であると帰結する。過硝酸の酸性環境下
での殺菌利用は過去の報告が皆無な新しい
手法であり、従来の殺菌剤と比較して低侵襲
かつ高殺菌力という優れた特性を持ち、今後
の新しい応用展開が期待される。 
 プラズマ処理水中に過硝酸が生成される
メカニズムに関しても検討を進めた。プラズ
マから亜硝酸と過酸化水素が液体供給され
ることは知られているが、化学合成の実験で
は、pH を 2以下にしなければ過硝酸の合成効
率が極端に落ちることがわかっている。その
ため、気液界面で局所的に pH が低下してい
る薄い反応レイヤーで過硝酸が合成され、そ
の後、液中に拡散していくと考えている。そ
のように拡散した過硝酸は、プラズマ処理水
の温度が十分に低ければ、分解されずに液中
に保存される。 
 この活性窒素種である過硝酸が、細菌へど
のような酸化ストレスを与えて殺菌される

のかという観点に立ち、細胞内酸化ストレス
に関する研究を進めた。また、過硝酸溶液は
体温下で短い半減時間であるために、生体に
対する為害性は低いと考えられているが、生
体細胞への酸化ストレスを評価することは、
生体の消毒剤利用を考えると重要である。プ
ラズマの直接照射のみならずプラズマ処理
水でも低 pH 法が有効であり、スレッシュホ
ールドとなる pH も O2

-・と HOO・の酸解離平
衡 pKa に一致している。それらのことから、
HOONO2 からラジカル解離をして生成される
HOO・が低 pH法で有効であると考えた。しか
しながら、細胞内へ過硝酸のまま浸透する可
能性もあり、活性窒素種がそのまま細胞内へ
浸透するのか、活性窒素種から生成された活
性酸素種が浸透するのかを明らかにする必
要がある。 
 活性窒素種である過硝酸が与える細胞内
酸化ストレスを評価するために、人工細胞と
してリポソームを合成し、その内部に各種の
試薬を入れた実験を行った。リポソーム内水
層へはそれぞれ、酸化力の評価に KI 溶液、
pH はフルオレセイン、活性窒素種は APF を導
入し、外水層の pH を制御して得られた信号
強度（吸光度、蛍光強度）の変化を反応速度
論的な解釈を行った。その結果、酸化ストレ
スは外水層の[HOO・]と比例しているが、内
水層の pH は変化せず、APF も反応しなかった
ことから細胞内へは窒素種が浸透しておら
ず、外水層において過硝酸が前駆体となって
ラジカル解離した HOO・が、細胞内に酸化ス
トレスを与えていることが推察された。それ
ぞれの測定系は感度や検出限界が異なる相
対評価であるため、絶対濃度校正を行って評
価をしたが同様の結論となった。 
 タンパク質がプラズマによって失活する
反応に関しても研究を進めた。13 種類のタン
パク質溶液にプラズマを照射して、酵素活性
の変化を評価調べたところ、パパイン、アル
コールデヒドロゲナーゼ、α-キモトリプシ
ンは他のタンパク質に比べて速やかに失活
することが分かった。CD スペクトル計測によ
ると全体の立体構造は変化していなかった
が、これらのタンパク質の触媒部位およびそ
の近傍に、酸化されやすいシステインやメチ
オニンを持つため、触媒部位のミクロな変化
により、他のタンパク質と比べて速やかに失
活が進んだと考えられる。このような研究に
より、タンパク質との相互作用がより明らか
になった。 
 生体中には、タンパク質の凝集を防ぎ、正
しく折りたたむことを補助する分子シャペ
ロンと呼ばれるタンパク質が存在し、生理機
能維持に重要な役割を果たしている。
Prefoldin (PFD)は分子シャペロンの 1 つで
あり、変性タンパク質の凝集を防ぐ作用
(Arrest 活性）とタンパク質の折れたたみを
促進する作用（Folding 活性）を示し、基質
との親和性が弱くなる条件下（低温）では
Folding 活性が上昇することが分かっている。



大気圧低温プラズマは、多種の活性種を生成
でき、生体高分子への熱的負荷が少ないこと
から医療・バイオ分野への応用が行われ始め
ている。供給された活性種はアミノ酸を化学
修飾し、酵素は立体構造の変化により酵素活
性が失活することが明らかになっているが、
分子シャペロンについての影響は明らかで
ない。そこで PFD 溶液にプラズマを照射し、
Arrest活性およびFolding活性への影響を調
査した。プラズマ処理した PFD の Arrest 活
性を Citrate synthase (CS)の熱凝集による
光散乱で評価したところ、凝集抑制作用が減
少していたことから Arrest 活性低下が示さ
れた。またプラズマ処理した PFD の Folding
活性を変性リゾチームにより評価したとこ
ろ、リフォールディング収率が 2.5 倍に向上
したことから、Folding 活性の上昇が示され
た。プラズマ照射により PFD の表面疎水性は
低下しており、Arrest 活性ならび Folding 活
性の変化と相関があると考えられた。これら
の結果からプラズマ照射による親水化に伴
い分子シャペロンの活性を上昇できること
が示唆された。従来、プラズマとタンパク質
との反応の研究報告では、化学修飾による天
然構造からの変性による各種活性が低下す
る報告しかなかったが、今回、分子シャペロ
ンに関して特定の活性を向上させることに
成功しており、プラズマの新しい応用が示唆
され今後の研究展開が期待される。 
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