
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成２５年 ６月 １日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：２００字程度 

本研究は、「プラズマ援用生体物質結晶化」といった新技術の確立を目的としたものであ
る。卵白由来リゾチームを用いた実験において、プラズマ照射による結晶化促進が報告さ
れた。そのメカニズム解明のため、構造が比較的簡単であることや、脱色の過程から反応
速度を見積もることができる色素を対象とし、プラズマ照射が与える影響を観察した。各
種 pH における実験から、色素ごとに異なる pH 依存性が見られた。結果として、本技術
の適応においては、生体物質が置かれる溶液環境が大きく影響するという知見を得た。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have been studying a new technique “plasma-assisted biological macromolecular 
crystallization”. Improvement in the crystallization probability of biological 
macromolecules by plasma irradiation had been reported with lysozymes from hen egg 
whites. For understanding the mechanisms, we studied decolorization process of 
various dyes indicating the reaction speed by their color change. The reaction speeds 
largely depend on pH of the solution and the dependency is not unique. The results 
suggest that, for useful application of the new crystallization technique, the conditions 
of solution should be considered properly. 
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１．研究開始当初の背景 

多くのタンパク質や核酸といった生体物
質の立体構造解析において、その結晶化プロ
セスはボトルネックとなっている。生物の神
秘の追及や、新薬の開発等といった大きな発
展性を伴う重要課題のため、構造未知生体物
質の立体構造解明を目的とした無重力下で
の結晶成長や、フェムト秒レーザーを用いた
結晶化等、高価な手法を含む様々な手法が精

力的に試みられているのが現状である。 

放電プラズマは、従来から、ラジカル、紫
外光、荷電粒子の生成に広く用いられ、各種
無機・有機材料プロセスに用いられてきた。
近年の大気圧低温プラズマ技術の発展によ
り、ラジカルや紫外光の生成といったプラズ
マの持つ特徴が真空雰囲気を作製すること
なく可能となり、液体を始めとした真空雰囲
気を嫌う生体物質含有媒体とプラズマとの
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融合が図り易くなった。 

本研究の開始時において、モデルタンパク
質である卵白由来リゾチームを含む溶媒に
プラズマ照射を行うことにより、結晶化が大
きく促進される結果が得られていた（図１）。
プラズマ照射の効果は、たった 10 秒のプラ
ズマ照射から約一週間経過してから明確に
見られるようになり、プラズマ照射によって
成長核となるクラスターが形成されること
に起因するものと考えられた。しかしながら、
プラズマがもたらす効果は、光やラジカルな
ど多方面にわたるため、そのバランスや対象
によっては、結晶化の促進にも抑制寄与する
可能性があり、結晶化の実現や、品質改善に
おいて有益に使用できる可能性が考えられ
ていた。 

 

 

 
図１．卵白由来リゾチームの結晶化確率時間
依存：プラズマ処理サンプル(□)と未処理の
コントロール（○）[T. Ito et al. Appl. Phys. 

Express 4, 026201 (2011)より]。挿入写真は
プラズマ処理中の様子と生成された結晶を
示す。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は、「プラズマ援用生体物質結晶化」
といった挑戦的萌芽技術の確立を目的とし
たものである。タンパク質や核酸といった生
体物質の立体構造を解明することは、それら
の機能の理解へとつながる。つまりは、生物
の持つ神秘の追及や、新薬の開発などにおい
て、非常に強力な知見となりえる。生体物質
の立体構造解析において、その結晶構造解析
は、最も強力な手法の一つであるものの、“結
晶化しない”・“結晶の質が不十分”等の要因
から、結晶化プロセスは多くの生体物質の立
体構造解析におけるボトルネックとなって
いる。そこで本研究では、安価かつ簡便な大
気圧非平衡プラズマを用い、そのボトルネッ
クの解消に取り組むものである。 
 

 

３．研究の方法 

 上述のように、モデルタンパク質である卵
白由来リゾチームを用いた実験において、プ
ラズマの短時間照射によって結晶化が大き
く促進されることを本研究グループが発表
している[1]。そのメカニズム解明から、本
技術の適応指針を得るため、構造が比較的簡
単であることや、脱色の過程から反応速度を
見積もることができるといった利点から、メ
チレンブルーやオレンジ G 等の色素を対象
とし、プラズマ照射が与える影響を観察した。 
プラズマの生成にはヘリウムガス流をと

もなう誘電体バリア放電プラズマ（He プラ
ズマジェット）を用いた[2]。図２に示すよう
に、二つの中空円筒状電極にガラス管ノズル
を通し電極間でプラズマを発生させ、ノズル
にヘリウムガス(流量 1.7 L/min)を供給する
ことでジェット状のプラズマを生成させる。
図 3 に示すように印加電圧は約 9 kVp-p、周波
数は 35 kHz とした。ガラス管先端-液面距離
は、10 mm とした。 

ノズル下流端より噴出したジェット状プ
ラズマを、色素含有溶液(1.2810-4 mol/L, 0.5 

mL)表面へ照射した。脱色過程の観察は、白
色光源と分光器を用い、透過光強度の減衰か
ら、吸収度の波長依存性を求めることで行っ
た。また、pH 依存性を調べるため、リン酸
緩衝液および酢酸緩衝液を用いた。 

  

 

図２．吸光度変化測定実験概略図 
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図３．電流-電圧特性 



 

 

更に、処理後のメチレンブルー、オレンジ
G、およびリゾチーム溶液に対するマトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化法による質
量測定も試みた。 
 
 
４．研究成果 
プラズマ照射によるメチレンブルーの吸

光度の波長・時間依存性を測定したところ、
図４、５に示すように、時間とともにその吸
光度が減少する傾向が全ての条件で見られ
た。また、430 nm 付近における増加に顕著
に表れているよう、波長依存性は時間ととも
に若干変化している。選択的な分解の可能性
や化学的変化を示唆するものと考えており、
今後、その由来と共に詳細に解明していく必
要がある。図６には、それぞれの pH に対し、
665 nm における吸光度の時間変化を示した。
プラズマの照射とともに吸光度は減少し脱
色が進む過程がより明確に見て取れる。また、
酢酸緩衝液を用いた３サンプルの間では、低
pH の方が脱色反応が若干早く進むことが確
認された。しかしながら、より高 pH 領域で
あるリン酸緩衝液を用いた系の方がより早
い反応速度を示した。なお、脱色処理中にお
いて pH が保たれていることは、処理後溶液
の pH の測定を通じ確認している。 

先行研究では、誘電体バリア放電を用いた
メチレンブルーの脱色において、脱色速度の
明確な pH 依存性が報告されており、低 pH

溶液の方が酸化剤の溶解度が高いために脱
色速度が早くなるものと考察されている[3]。
今回の実験では、若干の速度差は見られるも
のの、先行研究と比較すると極めて小さな変
化しか観察できなかった。今後、相違の原因
解明を進める事が、本技術の適応における重
要な課題の一つであると考えられる。 
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図４．酢酸緩衝液中メチレンブルーのプラズ
マ処理による吸光度時間変化：pH 3.5、4.4、
および 5.7。 
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図５．リン酸緩衝液中メチレンブルーのプラ
ズマ処理による吸光度時間変化：pH 5.4、7.1、
および 8.2。 
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図６．各 pH 溶液におけるメチレンブルーの
プラズマ処理脱色速度(665 nm) 

 

図７－９には、色素オレンジ G に対する結
果を示す。高波長側での吸光度の増加が見ら
れるが、メチレンブルーと比較すると、波長
依存性の変化は小さい。反応速度の pH 依存
性だが、図９に示すように、低 pH 領域での
pH 依存性はより顕著であり、低 pH の方が
早く脱色反応が進んだ。しかしながら、メチ
レンブルーの時と同様に、より高い pH であ
るリン酸緩衝液を用いた pH5.4-8.2 ににおい
ては、pH 依存性が見られないのみならず、
低 pH のものよりより早い脱色が観測された。
このことは、pH のみならず、他の要因が脱
色反応に関わっていることを示すものと考
えている。 

 一般的に、酸化剤（O3、OH 等）が関わる
反応においては、液中への酸化剤の溶解度が
低 pH 領域で高い点などから、pH 依存性を
示す事が知られている。今回の実験では、低
pH 領域での pH 依存性は見られたものの、
高 pH における処理のほうが高い反応速度を
示すといった予想を覆す結果が得られてい



 

 

る。リン酸緩衝液のほうが、酢酸緩衝液より
も電導率が高いことから、pH 以外の速度決
定因子として電導率が関わる因子が存在す
るものと現在のところ考えている。 
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図７．酢酸緩衝液中オレンジ G のプラズマ処
理による吸光度時間変化：pH 3.5、4.4、お
よび 5.7。 
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図８．リン酸緩衝液中オレンジ G のプラズマ
処理による吸光度時間変化：pH 5.4、7.1、
および 8.2。 
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図９．各 pH 溶液におけるオレンジ G のプラ
ズマ処理脱色速度(500 nm) 

また、処理後のメチレンブルー溶液に対し
質量分析を行ったところ、プラズマの照射に
よるダイマー等の生成は確認出来なかった
が、メチル基が外れた質量に対応する物質が
観察された。オレンジ Gおよびリゾチームに
対する質量分析においては、十分なシグナル
が得られない、あまりに複雑な分布が得られ
た等の理由から、有意義な知見を得ることが
できなかった。しかしながら、タンパク質に
おいてもメチル基が外れるような化学変化
が起こるとすれば、立体構造には大きな変化
を与えることなく溶解度を変化させている
可能性があり、これは結晶化の促進を説明し
うるものである。 
以上より、本挑戦的萌芽技術の適応におい

ては、生体物質が置かれる溶液環境が大きく
影響するという知見を得た。また、結晶化の
促進には、プラズマ照射による有機物質の一
部の化学的変化が影響しているものと考え
られる。 
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