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研究成果の概要（和文）：「プラズマ照射に最適な種子の生理状態は何か」を明らかにすることを目的とした本
研究では、種子の老化や種皮の色により、プラズマ照射に対する感受性が変化し、同じ照射条件でもプラズマ照
射効果が異なることを明らかにした。また、プラズマ照射が種子内のDNA修飾を変動することを明らかにした。
また、種子の休眠状態によりプラズマ照射に対する応答が異なり、研究代表者の用いているスケーラブル誘電体
バリア放電プラズマでは、休眠が深い状態においてその成長促進効果が大きいことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify "what is the optimum physiological state 
of seeds for plasma irradiation". We found that the sensitivity of seeds to plasma irradiation 
changes depending on seed aging and seed coat color. The effect of plasma irradiation changes 
depending on the state of seeds even under the same irradiation conditions. The study also revealed 
that plasma irradiation can alter DNA modifications in seeds. The response to plasma irradiation 
differs depending on the dormancy state of seeds. For our developed scalable dielectric barrier 
discharge plasma, its growth-promoting effect was greater when seeds were in a deeper dormancy 
state.

研究分野：プラズマ理工学

キーワード： プラズマ農業　種子科学　活性酸素窒素種　エピジェネティクス　遺伝子発現　電子スピン共鳴分光　
休眠状態　低温プラズマ

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プラズマ照射した種子の発芽・成長促進効果は、新しい農業生産性向上法として期待されている。しかしなが
ら、実用化のためには、プラズマ照射効果にばらつき抑制が課題であった。本研究では、プラズマ照射効果のば
らつきの原因のひとつとして、種子の状態（保存状態、種子の色、休眠状態）が重要であることを明らかにした
ものである。この成果は、種子へのプラズマ照射効果の機序解明のために重要知見を与えるものである。加え
て、プラズマから種子へ照射される、活性酸素窒素種、電場、UV光子を網羅的に明らかにすることに成功した。
この成果は、プラズマ照射効果の定量評価を可能にするものである。

※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 
 
本研究課題における学術的問いは、「プラズマ照射に最適な種子の生理状態は何か」である。 
植物へのプラズマ照射では、発芽特性の向上や栄養成長期の体長や重量の増加、収穫期における
収量増加などの可能性を示す結果が得られており、プラズマ照射が短寿命かつ局所的であるた
め環境にやさしい革新的成長促進法として期待されている。しかしながら、従来研究はプラズマ
照射に対する生体長や種子の収量などの情報取得が成果のほとんどであり、プラズマと植物の
形態的な変化の相関を検討することに留まっている。なぜならプラズマ照射のばらつきと植物
の個体差、栽培条件のばらつきが共存しているため、プラズマ照射の効果が個体差や栽培条件の
ばらつきにマスクされてしまうためである。これは実験室系における再現性の低下につながり、
プラズマに対する生体応答機序の解明を妨げる結果となる。種子の個体差や栽培条件のばらつ
きに対して明らかな効果を示すプラズマ照射を実現するために、研究代表者は一つの学術的問
いを設定した。それは「プラズマ照射に最適な種子の生理状態は何か」である。 
 
２．研究の目的 
 
上述した問いに答えるため、本研究ではプ
ラズマ照射に対する種子の応答の分子メカ
ニズムの解明を本研究の目的とした。本研究
では、発芽特性の植物内の ROS量最適領域
を示す oxidative windowをプラズマの農業
応用で初めて導入する（図１）。また従来評
価が困難であった疎水性の分子について、超
臨界液体クロマトグラフィーを用いて評価
可能であるところに独自性を持つ。 
本研究では３年間の研究期間において、プ
ラズマ照射による種子の生理状態の変化（つ
まりプラズマに対する種子応答の分子メカ
ニズム）とプラズマ照射に最適な種子の生理
状態を明らかにする。この場合、プラズマ照
射によるイオン、短寿命ラジカル、RONSの
照射範囲を広くとることが重要である。これ
を実現するため、密閉型のプラズマ照射装置
により低圧から大気圧までのプラズマ照射を行う。加えて、種子を磁場・電場に晒すことにより
プラズマに対する吸収特性等を変えて照射実験を行う。 
 
３．研究の方法 
 
「プラズマ照射に最適な種子の生理状態は何か」を明らかにするため、プラズマ照射に対する
種子の応答の分子メカニズムの解明を目的とした本研究では、カイワレ、シロイヌナズナ、イネ
の種子を主な対象として、プラズマ照射から種子への吸収、植物内応答の結果としての発芽・成
長過程の変化までを一貫して評価する。研究遂行にあたり、設定した課題は、 
１）種子への照射量（吸収量）の定量、 
２）種子に対する磁場・電場の印加効果、 
３）プラズマ照射による種子の生理状態変動評価である。 
 
４．研究成果 
 
研究項目１）プラズマ粒子の選択照射と照射量定量： 
電子スピン共鳴分光計測を用いて、プラズマ照射した種子のラジカル量の変化を明らかにし
た。従来明らかであった、フェノール分子に関連するセミキノンラジカル量のプラズマ照射によ
る変動とともに、液体窒素を用いた低温計測により、Fe(3)イオンがプラズマ照射により増加す
ることを明らかにした。詳細を以下に示す。 
実験では、カイワレダイコンの趣旨を用いて、2017 年と 2018 年に入手し、常温、大気下で
保存した種子を使用してその老化の違いを調べるとともに、種の色を灰色と茶色に分けて、プラ
ズマを照射した（図２）。種子内の生体ラジカル量は、電子スピン共鳴分光法を用いて計測した
（図３）。液体窒素を用いた計測により、図４左に示すようなスペクトルを計測し、g=2.0 にセ
ミキノンラジカル、g=4.3付近に Fe(III)の信号が現れることを明らかにした。 
図４と図５に、それぞれ種子内セミキノンラジカル量と Fe(III)量の、プラズマ照射による変
動と入手年、種の色の違いを比較した結果を示す。 

図１．Oxidative window の概念図。種子は適
度な ROS 量の領域内において良好な発芽特性
を持つ。（出典：C. Bailly, et al., C.R. Biologies 
Vol. 331 (2008) p. 806.） 



 
まずセミキノンラジカルの結果について検討す
る。セミキノンラジカルは、種子の抗酸物質のひと
つであるフェノール類を構成する分子であり、フェ
ノール類が酸化することでセミキノンラジカルと
なり、さらに酸化してキノンとなる。カイワレダイ
コンは、多量のフェノール類を保持しているが、種
皮の典型的な色素がその一種であるポリフェノル
である。得られた結果を以下に示す。 
・未照射種子の結果：種子色・収穫年により種子内
有機ラジカル量が異なる。灰色のラジカル量が茶色
よりも有意に大きい。 
・プラズマ照射の効果：茶色に比べて、灰色はプラ
ズマ照射によるラジカルの増加が大きい。灰色のラ
ジカル増加量は 2018年種子が大きい。 
・種子の色の違いは、フェノール類の量の違いを示
唆する。 
・色の違いは、抗酸化活性の違いとして現れ、灰色
と茶色でプラズマ照射による ESR信号強度の変化
に差を生む原因となる。 
・つまり色の違いがプラズマ照射に対する感度の
違いとなる。（プラズマの種子もしくは胚への透過
率は色の違いに依存する） 
次に Fe(III)について検討する。生体分子内に Fe
は存在するが、これらは、還元作用によって ESR
信号として現れることが予想される（ U. 
Schlemmer, W. Frølich, R.M. Prieto, F. Grases, 
Mol. Nutr. Food Res. 53 (2009) .）。実験結果は、
種子内に含まれる Fe3+錯体がプラズマ照射によっ
て還元され、ESR 測定により検出されたと考えら
れる。つまり、プラズマ照射により酸化のみならず
還元も起きている可能性を示唆している。加えて灰
色の種子の Fe(III)量のプラズマ照射による増加量
は、茶色に比べて多く、種子の色によりその感度が
異なる可能性をしめしている。 
次に、種子照射に用いている SDBD装置から種
子照射位置における電場強度、光子量、硝酸イオン、
過酸化水素量を、ポッケルスセル、分光器、試薬を
用いて計測することに成功した。結果を表１に示
す。この結果は、ＳＤＢＤから生体への照射量を硝
酸イオンや過酸化水素などの活性酸素窒素種
（RONS）のみならず、UV光子や電場までを網羅
して定量した結果であり、RONSのみならず、プラ
ズマ照射の定量的な検討を可能にするものである。 
プラズマ照射における発芽促進効果について、プ

図２．（左）実験装置であるスケーラブル誘
電体バリア放電(SDBD)の写真と照射時の
種子配置。（右上）カイワレダイコン種子の
色分け写真。 

図３．（左）電子スピン共鳴（ESR）分光装
置。（右）典型的なプラズマ照射前（黒線）
と照射後（赤線）ESRスペクトル。 

図４．種子内セミキノンラジカル量の
入手年違い（図の上下）と色違い（図
中の左２つが茶色、右２つが灰色）に
おけるプラズマ照射の効果。 

図５．種子内 Fe(III)量の入手年違い
（図中の左右）と色違い（図中の左２
つが茶色、右２つが灰色）におけるプ
ラズマ照射の効果（Cがコントロール、
Pがプラズマ）。 



ラズマからの放射熱による加熱の影響と、長寿命 RONSのそれぞれの効果について、ヒーター
や試薬を用いて比較検討した結果、プラズマ照射時の温度上昇では、発芽特性に特に変化は見ら
れず、温度上昇による影響はないことを明らかにした。プラズマ照射時の H2O2と NO3-ドーズ
量を純水に照射したときの濃度計測から明らかにしたのちに、試薬を用いて同じ濃度の RONS
混合溶液をつくりこれを用いて発芽試験をしたところ、プラズマ照射による発芽特性が、溶液に
よる発芽特性よりも発芽促進していることを明らかにした。この結果は、長寿命 RONSのみで
はない、短寿命 RONSやそのほかの要因との重畳効果などプラズマ特有の発芽成長促進効果の
要因の存在を示唆している。 
 
研究項目２）種子への磁場・電場印加効果の検討： 
項目１で示したように、強磁場下での種子内ラジカル量の評価を行うとともに、項目１で記し
たパルス電場の強度の定量評価に成功した。 
プラズマ照射後に強磁場下においた種子の発芽特性は、そうでない種子の発芽特性とほぼ同
じであることを明らかにした。 
 
研究項目３）プラズマに対する種子の生理状態変化： 
プラズマ照射による種子の生理状態
変化の検証として、まずイネ種子を対象
に、その発芽についての分子生理を調べ
た。親世代のイネが種子を実らせる登熟
期において、30℃以上の高温ストレス
に晒されると、収穫したイネ種子の発芽
特性が劣化し、休眠状態が深くなること
が知られている。図６は、健康なイネ種
子（control）と高温障害を持つ種子
(heat)、高温障害を持つ種子にプラズマ
を照射したもの(heat+plasma)の発芽
特性曲線を示す。この図は、横軸に栽培
開始からの時間、縦軸に発芽率を示す。
健康な種子に比べて、高温障害を持つイ
ネ種子は同じ栽培開始からの時間でも、
発芽率が低く、休眠が深いことが分か
る。この高温障害を持った種子に対して
研究代表者らが開発した SDBD を用い
てプラズマ照射した。照射種子の発芽特性は、高温障害を持つ種子に比べ発芽特性に改善が見ら
れた。この原因を分子生物学的に検討するため、発芽に関連する５つの遺伝子発現（アブシジン
酸に関連する NECDs, ABA8’OHs、ジベレリン酸に関連する GA20oxs、GA3oxs。これに加え
てαアミラ―セ関連遺伝子）を調べた。その結果、ABA8’OHs とαアミラーゼ関連遺伝子の発
現が、heatでは controlに比べて下がるのに対して、heat+plasmaは controlの場合の発現量ま
で回復していること、その他の遺伝子には差が見られないことを明らかにした。これらの遺伝子
発現のふるまいは、発芽のプロセスでは説明できず、エピジェネティックは調節の可能性を示唆
している。そこで、発芽関連遺伝子の DNAプロモーターのメチル化レベルをMeDIP-aPCR法
で評価した。その結果、遺伝子発現変動のあった、OsABA8’OH3と OsAmy1C、OsAmy3Eの
メチル化レベルが、heatでは controlに比べて上がるのに対して、heat+plasmaでは control並
まで減少することを明らかにした。この結果は、高温障害でメチル化レベルが増加した ABAと
αアミラーゼ関連遺伝子をプラズマ照射により健康な種子のレベルまで減少したことを示して
いる。この結果は、植物は、DNA修飾を通して親世代の環境変動の経験を記憶した種子が、プ
ラズマ照射により、DNA修飾を変動して、植物の記憶を改変していることをしめしている。 

表１．SDBDから種子に照射された電場強度、UV光子、RONS量。 

図６．健康な種子(control)、高温障害を持つ種子
(heat)、プラズマ照射した高温障害を持つ種子
(heat+plasma)の発芽特性。 



次に、プラズマ照射に対する植物ホルモン量の液体クロマトグラフィー/トリプル質量分析器
を用いた、種子内植物ホルモン量を簡単な前処理で定量可能とした。 
 
最後に、種子の休眠に対するプラズマ照射の影響について調べた。種子の休眠は、種子内部で
産生した活性酸素種（ROS）が重要な役割を果たし、種子保存期間や外部条件により種子内 ROS
量が増加し、適切な ROS量において吸水することで正常な発芽が起きる。プラズマは、ROSな
どの活性種を生成するため、種子は高密度の ROS照射下にさらされる。このため、プラズマ起
因の ROSの種子への導入により種子の休眠性を変動するとともに、照射時の種子休眠性がプラ
ズマ照射効果に影響することが考えられる。ここでは、高再現プラズマ照射を実現するために必
要な要因を明らかにすることを目的として、種子の休眠性とプラズマ照射種子の発芽特性の相
関を調べるとともに、プラズマ照射による活性種の種子内導入の確認のため、プラズマ照射によ
る種子内分子の変動について検討した。 
種子へのプラズマ照射には、種子へのプラズマ照射に実績のある SDBD装置を用いた。電極
下面に 5mmにレタス種子を配置し、空気プラズマを照射した。種子の休眠性制御には、種子の
保存とともに、種子の休眠解除加速に従来用いられる調湿を用いた。種子保存では、冷蔵庫内で
の保存期間をパラメーターとした。調湿は、種子を室温、湿度 85%の条件下に置き、調湿日数で
種子水分量を調節した。発芽率測定は、種子をシャーレに播種し、培養開始後 24時間までの発
芽率を 12時間ごとに測定した。プラズマ照射による構造変化の解析には電子スピン共鳴分光計
（ESR）と質量分析計を用いた。 
 種子休眠性とプラズマ照射種子の発芽特性の相関を明らかにするため、調湿日数や保存期間
をパラメーターとして、レタス種子の発芽率を測定した。この時発芽率は発芽勢を示唆する栽培
後 12時間の発芽率を評価した。結果を以下に示す。 
（１）図８に栽培後 12時間の発芽率に関する、種子保存期間とプラズマ照射時間のヒートマッ
プを示す。未照射種子の栽培開始 12時間後発芽率
は、保存時間に依存し保存期間３９日で最大となり
休眠打破し、その後発芽率が減少する。この結果は
試験した保存期間において休眠性が変動すること
を示す。 
（２）プラズマ照射１分のレタス種子は、未照射に
比べて発芽率が増加する。一方調湿日数にも依存し
ており、調湿 1 日かつプラズマ照射時間 1 分で最
も発芽促進することを明らかにした。 
（３）以上の結果は、種子のプラズマ照射に対する
感度は、種子休眠性に依存することを示すものであ
り、種子休眠性はプラズマ照射の再現性向上の重要
パラメーターである。加えて、プラズマ照射による
発芽特性改善は、調湿による種子内 ROS増加とは
メカニズムの違うものであることを示唆している。 
 

図７．プラズマ照射による DNA修飾の変動の概要。 

 
図８. プラズマ照射、保存期間に対す
る 12 時間後発芽率ヒートマップ(カ
ラーバー: 発芽率) 
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