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研究成果の概要（和文）：大気圧非平衡プラズマによる細胞への遺伝子導入等の細胞活動に作用する極微量のプ
ラズマ刺激の時空間分布を測定できる『超高感度細胞センサアレイ』の作製に挑戦した．大気圧プラズマジェッ
トおよび液中マイクロプラズマを照射した溶液中に生成される極微量の活性種による酸化刺激，荷電粒子による
電気刺激，衝撃波による圧力刺激の2次元分布を計測した．さらに，各々の刺激に個別に反応するチャネルを有
する細胞をアレイ状に配置し，細胞内のカルシウムイオン濃度および遺伝子模擬蛍光分子濃度に比例する蛍光強
度の2次元分布を計測することで，酸化刺激，電気刺激，圧力刺激に対するセンサアレイとして動作することを
実証した．

研究成果の概要（英文）：We have challenged to create “ultrasensitive cell-based sensor array” 
which can detect the temporal-spatial distribution of infinitesimal heterogeneous stimuli generated 
by the atmospheric pressure non-equilibrium plasmas. We measured the 2-dimensional distribution of 
oxidation stimulus (reactive species), electric stimulus (charged particles), pressure stimulus 
(shock wave) which were generated in the solution irradiated with atmospheric pressure plasma jet or
 in-liquid micro plasma. Furthermore, we arrayed the cells which have overexpressing channels 
responding with each stimulus, and measured the 2-dimentional distribution of fluorescence intensity
 proportional to the concentration of calcium ion or gene-simulated fluorescent molecule in the 
cells. As a result, we have demonstrated that the cells can act as the sensor arrays for oxidation 
stimulus, electric stimulus, and pressure stimulus.

研究分野： プラズマ科学

キーワード： プラズマ医療　細胞センサ　極微量刺激計測　異種プラズマ刺激　イオンチャネル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プラズマ医療応用において，現在の最重要課題である，細胞活動に作用するプラズマ照射溶液中の酸化，電気，
圧力，温度等の極微量の刺激情報を得るために，細胞自体をセンサとして使うところに本研究の学術的意義があ
る．本研究において，細胞センサをアレイ化することで，空間分布を同時に測定することが可能となり，プラズ
マ照射溶液中の極微量の各種刺激の時空間分布が明らかになることで，プラズマ医療における細胞活動・生体機
能へのプラズマ作用機序の解明に繋がるものであり，プラズマ医療機器の実用化に重要な役割を果たし，その社
会的意義は大きいものである．
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１．研究開始当初の背景 
現在，大気圧非平衡プラズマを用いた創傷治癒，が

ん治療，血液凝固，遺伝子導入等が，プラズマ医療応
用研究として進められている．この中でも，iPS 細胞
作製や遺伝子治療に必須の技術である遺伝子導入につ
いては，従来の電界のみを用いる手法に比べて，低侵
襲で高効率の導入が可能であることが報告され，プラ
ズマ中の活性種による酸化刺激，荷電粒子による電気
刺激，衝撃波による圧力刺激等が作用していると考え
られている（図 1）．しかしながら，現状ではそれらの
刺激が重畳しており，各々の遺伝子導入に対する効果
が区別できていない．さらに，数秒のプラズマ照射に
より，細胞内へのカルシウムイオン流入がトリガとな
って遺伝子が導入されることが分かっているが，この
ときの溶液中の活性種（OH，O2-等）の濃度が極めて
低濃度であり，高感度測定が可能である電子スピン共
鳴装置（測定限界濃度：10-8 mol/L）を用いても測定できず，遺伝子導入に寄与する活性種の
特定が困難であり，詳細な遺伝子導入の機序は未だ明らかになっていない． 
従って本研究では，発想を逆転させ，この極微量の活性種に反応する細胞自体をセンサとし

て利用することで，超高感度の活性種計測が可能になるとの着想に至った．さらに，これまで
の研究成果により，プラズマ照射によるカルシウムイオン流入は細胞膜に存在するイオンチャ
ネルの活性化によるものであることが分かっており，このイオンチャネルは活性種のみでは無
く，電気，圧力，温度等の刺激にも個別に反応してカルシウムイオンを流入させる働きがある
ことが報告されている． 
 
２．研究の目的 
以上の背景をもとに本研究では，大気圧非平衡プラズマによる細胞への遺伝子導入や血液凝

固等の細胞活動に作用する極微量のプラズマ刺激の時空間分布を測定できる『超高感度細胞セ
ンサアレイ』の作製に挑戦する．プラズマ照射溶液中に生成される極微量の活性種による酸化
刺激，荷電粒子による電気刺激，衝撃波による圧力刺激に個別に反応するイオンチャネルを有
する細胞をアレイ状に配置し，各々の刺激量に比例して細胞内に流入するイオン量を異なる波
長の蛍光強度として計測することで，複数の異種プラズマ刺激を同時計測できる画期的な手法
を開発し，プラズマ医療応用研究の現在の最大の課題であるプラズマ照射による細胞活動反応
の機序解明を目指す． 
 
３．研究の方法 
本研究では，第一に大気圧非平衡プ

ラズマ（プラズマジェット[図 2(a)]お
よび液中マイクロプラズマ[図 2(b)]）
で生成される活性種，荷電粒子，衝撃
波を制御し，それらに起因する酸化刺
激，電気刺激，圧力刺激の異種刺激を
加えた細胞の反応を細胞内に流入し
たイオンまたは遺伝子模擬蛍光分子
の量に相当する蛍光強度で測定する
ことで，各々の刺激強度に対する細胞
感受性の校正曲線を作成する． 
本研究でのプラズマ照射方法は 2

通りであり，一つは細胞を満たす溶液
に対してプラズマを直接照射する方
式（直接照射）であり，もう一つがプ
ラズマ照射した溶液を一定時間経過
した後に細胞に滴下する間接的な方
法（間接照射）である．このときのプラズマ照射後から細胞に滴下するまでの時間を「保持時
間」と定義する． 
第二に，各々の刺激に反応するイオンチャネルを有する細胞をアレイ状に配置し，2 次元的

に計測することで，プラズマ照射により溶液中に生成される極微量の異種刺激の空間分布を同
時測定できることを実証する． 
第三に，各々の異種刺激に反応する細胞センサの高感度化および高選択化に向けた実験を行

い，大気圧プラズマ生成装置における遺伝子導入に寄与するプラズマ刺激を同定するとともに，
導入機序を解明する． 
 
 

 

図 1：プラズマからの異種刺激によ
る細胞活動の反応． 

(a) (b) 

図 2：(a)大気圧プラズマジェット生成装置と(b)液中マイ
クロプラズマ生成装置． 



４．研究成果 
 
(1) 酸化刺激（活性種），電気刺激（荷電粒子），圧力刺激（衝撃波）を生成できる２種類の大

気圧非平衡プラズマ生成装置（大気圧プラズマジェット生成装置と液中マイクロプラズマ
生成装置）を作製し，各々の刺激を計測するとともに細胞（マウス線維芽細胞 3T3L1 また
はヒト乳がん細胞 MCF-7）に対する作用を観測した． 

① 大気圧非平衡プラズマを HEPES 緩衝生理食塩
水（HBS）に照射した際に生成される活性種を
測定した．このとき，液中には数 10 を超える化
学的活性種が生成されることが数値計算で予測
されており，従来の活性種の検出プローブは多
くが非選択的であるため，支配的に生成されて
いる活性種を同定できないという問題があった．
そこで，本研究では水酸基(OH)ラジカル・過酸
化亜硝酸・次亜塩素酸のみを検出でき，かつそ
れぞれの感度が異なる二種類の化学プローブ
APF 及び HPF を組み合わせて用いることによ
り，大気圧非平衡プラズマの直接照射の場合に
は，支配的に生成される活性種が OH ラジカル
であることを明らかにした． 

② 大気圧非平衡プラズマの間接照射により，OH ラ
ジカルの液中生成量の保持時間依存性を測定し
た結果，液中マイクロプラズマの方が大気圧プ
ラズマジェットよりも多量の OH ラジカルを生
成でき，かつ液中で比較的長時間存在している
ことを明らかにした（図 3）．さらに，細胞応答
（細胞へのカルシウムイオンまたは遺伝子模擬
蛍光分子の流入に起因する細胞の蛍光強度）の
保持時間依存性を観測した結果，酸化刺激とし
ての OH ラジカルの存在量に比例して蛍光強度
が強くなることを明らかにした． 

③ 大気圧非平衡プラズマ照射により液中底部に形
成される電界をポッケルスセルを用いて計測し
た．その結果，プラズマを照射することで液中
の電位が上昇し，底部のガラス容器との間で電
界が形成されており，細胞に電気刺激が印加さ
れていることを明らかにした． 

④ 大気圧非平衡プラズマの直接照射により液中底
部に到達する衝撃波による圧力刺激による細胞
応答を観測した．その結果，プラズマ照射時間
（プラズマ生成パルス数）の増加とともに蛍光
強度が増大することが分かった． 

⑤ 以上の結果から，大気圧プラズマジェットと液
中マイクロプラズマを照射した際の細胞内カル
シウムイオン濃度および遺伝子模擬蛍光分子濃
度を計測することで，酸化刺激，電気刺激，圧
力刺激に対する細胞感受性の特性曲線を作成し
た． 

 
(2) 大気圧非平衡プラズマにより生成される各種刺

激の 2 次元分布を計測するとともに，種々の異
種刺激に反応するイオンチャネルを有する複数
の細胞をアレイ状に並べて，そのイオンチャネ
ルで流入するカルシウムイオンまたは遺伝子模
擬蛍光分子の量に比例する細胞の蛍光強度を計
測することで，異種プラズマ刺激の空間分布と
細胞への作用を観測する実験を行った． 

① 大気圧非平衡プラズマを用いて，それらのプラ
ズマをテレフタル酸（TA）ゲルに照射すること
で，短寿命活性種である OH ラジカルの空間分
布を測定した．このとき，テレフタル酸ゲル上
に HEPES 緩衝溶液を導入し，その液厚みを変
化させることで，短寿命活性種の液中浸透率と

図 3：OH ラジカルの液中生成量の保持
時間 tr依存性．(a)大気圧プラズマジェッ
ト，(b)液中マイクロプラズマ． 
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図 5：(a) TA ゲルの蛍光強度および(b)細
胞内カルシウムイオン濃度増加量ΔFall

の半径方向分布の液厚み h依存性． 
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図 4：TA ゲルの蛍光強度 2 次元分布の
液厚み h依存性， 



径方向への拡散を計測した．大気圧プラズマジェットの場合，プラズマ照射領域直下から
径方向外側に向けて OH ラジカル濃度が減少することを観測し，液厚みが増すことでテレ
フタル酸ゲルに到達する OH ラジカル量が減少することを明らかにした（図 4）．さらに，
同じ条件で細胞応答を観測したところ，液厚みを 0.7mm まで増加させた場合に，テレフタ
ル酸ゲルでは OH ラジカルが計測できなかったのに対して[図 5(a)]，細胞応答では遺伝子
模擬蛍光分子流入に伴う蛍光が観測され[図 5(b)]，センサとしての細胞の感受性が高いこと
を実証した． 

② 大気圧非平衡プラズマにより液中底部に形成される電界をポッケルスセンサにより計測し，
電気刺激としての電界の 2 次元空間分布を計測した．また，液中マイクロプラズマ生成装
置において，電極形状を工夫することでプラズマを生成させずに電流のみを細胞に印加し
たところ，電気刺激としての電流密度に比例して蛍光強度が変化することを明らかにした． 

③ 液中マイクロプラズマにおいて細胞応答を観測した結果，電極直下の圧力刺激が最大の位
置から周辺に向けて蛍光強度が次第に減少することが観測され，また，活性種のスカベン
ジャーを添加した場合にも同様の結果が観測されたことから，細胞によって圧力刺激の 2
次元分布を計測できることを示した． 

④ 以上の結果，大気圧プラズマジェットと液中マイクロプラズマを照射した際の細胞内のカ
ルシウムイオン濃度および遺伝子模擬蛍光分子濃度に比例する蛍光強度の 2 次元分布を計
測することで，酸化刺激，電気刺激，圧力刺激に対するセンサアレイとして動作すること
を実証した． 

 
(3) これまでの活性種による酸化刺激，電界・電流による電気刺激，衝撃波等による圧力刺激

に対する細胞応答の高感度化および高選択化に向けた実験を行った． 
① 種々の酸化刺激に反応するイオンチャネルを有する細胞を得るため，TRPV1，TRPV2，

TRPA1 チャネルを人工的に強制発現させた細胞を作製した．その結果，TRPV1 では OH
ラジカルの感度が，TRPA1 では過酸化水素の感度が上昇することが分かった．すなわち，
酸化刺激センサにおいて異なる活性種を選択的に計測できることを示した． 

② 圧力刺激に感受性を持つチャネルである PIEZO1 を選択的に阻害する試薬を用いることで，
細胞の蛍光強度が減少することを明らかにした．一方で，活性酸素種のスカベンジャーの
導入では細胞の蛍光強度の減少は観測されなかった．従って，PIEZO1 チャネルを有する
細胞は酸化刺激には反応しないことが分かり，PIEZO1 を強制発現させた細胞により圧力
刺激センサの高選択化が可能であることを示した． 

③ 細胞センサアレイで計測した異種プラズマ刺激の強度と遺伝子導入への効果を比較するた
め，上述したチャネルを有する各種刺激への応答選択性を有した細胞で遺伝子模擬蛍光分
子の導入量を測定した．プラズマ生成電力，照射距離，照射時間を制御することで，大気
圧プラズマジェットでは電気刺激存在下での OH ラジカルによる酸化刺激が，液中マイク
ロプラズマでは衝撃波等による圧力刺激が遺伝子導入の主要因子であることを明らかにし
た． 
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