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研究成果の概要（和文）：　放電プラズマによる殺菌、ウイルス不活化メカニズムの解明のため、コートタンパクと核
酸のみからなるバクテリオファージを検体とするシンプルな実験系を構築した。この実験系では分子生物学的手法によ
りコートタンパクと核酸を個別に解析することが可能であり、プラズマによっていずれに与えられたダメージが致命的
であるかを実験的に調べることが可能である。λファージを用いた実験から、誘電体バリア放電に曝露されたλファー
ジの不活化は主としてコートタンパクの損傷に起因するものであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：     For the study of mechanism of plasma sterilization and / or inactivation of v
iruses, a simple experimental system using bacteriophage, which consists of nucleic acid and coat protein 
was developed. In this experimental system, coat protein and nucleic acids can be analyzed separately. The
refore it enables to determine which damage is more fatal to the phase activity -- damage on coat protein 
or damage on nucleic acid.
     Experimental results suggest that inactivation of lambda phage using dielectric barrier discharge pla
sma can be ascribed to a damage on the coat protein rather than the nucleic acid.
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１．研究開始当初の背景 
プラズマは、高速電子と気体分子との衝突
に伴う電離により生じ、気体分子の電離や解
離により、イオン、ラジカル、電子、紫外線
等の反応性に富んだ粒子を生成する。近年、
減圧を必要としない、大気圧や液中での低温
プラズマの発生法が研究・開発が進展し、低
温プラズマの医療応用に関する研究が行わ
れるようになってきた。 
低温プラズマの生体や生物組織への直接
照射が癌細胞の死滅や皮膚疾患治療・創傷治
癒への画期的な有効性を示す実験結果が相
次いで報告され、プラズマの医療応用に関す
る研究が近年急速に進展している。しかし、
その多くは放電生成条件や処置時間を試行
錯誤的に変化させた結果の報告ではあるた
め、系統的な作用機序の解明が求められてい
る。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では安全・安心な医療技術の開発を
めざし、プラズマと生体や細胞・ウイルスと
の相互作用に関する知見を得、プラズマの作
用を制御する手法に関する基礎研究を行う
ことを目的としている。 
従来、プラズマ照射が生体に及ぼす影響を
明らかにしようという研究は専ら、印加電
圧・ガス組成・対象物との距離など放電条
件・放電状態の異なるプラズマに曝露した
検体の生存率や生物学的活性の測定結果か
らプラズマと生体との相互作用を推論する
ものがほとんどであった。しかしながら、
これらの研究においてはいずれも気相で発
生させたプラズマによって生成された何ら
かの化学種が生体表面（液相とみなすこと
ができる）に輸送・溶解され、更に液相で
の化学反応を経た後に生体と相互作用する
という、非常に複雑な生成・輸送過程が関
与している。また多くの先行研究は、細胞
や組織を対象として行われており、プラズ
マへの曝露に対して極めて複雑な応答をす
ることが予想される。 
そこで、本研究ではコートタンパクと核
酸のみからなるバクテリオファージを検体
とするシンプルな実験系の構築を行う。放
電プラズマへの曝露によるバクテリオファ
ージ不活化の実験結果からプラズマ曝露に
よる致命的な損傷がコートタンパクあるい
は核酸のいずれに与えられたものであるか
の解析を行う。 

 
 
３．研究の方法 
バクテリオファージを用いたプラズマ照射
による損傷部位同定実験の概略図を図 1に示
す。本研究ではバクテリオファージ,を用い
た。これらのバクテリオファージは核酸とそ
れをコートするコートタンパクのみからな
るシンプルな構造を有しており、プラズマへ

の曝露による損傷は核酸あるいはコートタ
ンパクのいずれか（もしくは両方）に与えら
れることになる。バクテリオファージに対し
ては分子生物学的手法を用いて様々な操作
を行うことが可能である。これを利用してプ
ラズマに曝露したバクテリオファージから
核酸だけを抽出し、新たなコートタンパクを
用いて再パッケージングすることによって、
損傷を受けた核酸を無傷のコートタンパク
でコートしたバクテリオファージを作成す
ることができる。従って、両者の感染能の比
較から、コートタンパクの損傷と核酸の損傷
とを分離して評価することが可能になる。 
本実験では、誘電体バリア放電（DBD）を
プラズマ源として用い、所定の濃度に調製さ
れたバクテリオファージ懸濁液をガラス基
板上にスポットしたものをサンプルとして
用いた。実験は室温、大気圧下、空気中で行
った。なお、本実験のプラズマ照射条件にお
いては熱の影響はないことを確認している。 
 
 
４．研究成果 
プラズマ照射によるバクテリオファージの
不活化特性を図 2に示す。プラズマに曝露し
たサンプルおよびプラズマに曝露したサン
プルを新たなコートタンパクを用いて再パ
ッケージングしたサンプルの感染能がそれ
ぞれ破線と実線で表されている。プラズマ照

 
 

 
 
図 2: プラズマ照射によるバクテリオファージ
の不活化特性 

 
図 1: バクテリオファージを用いた損傷部位同定
実験概略図 



射によりバクテリオファージの感染能がほ
ぼ指数関数的に低下し、照射時間 20secでは
約 6桁の低下が見られた。一方、再パッケー
ジングしたサンプルではプラズマ照射時間
20sec 以内では感染能の低下は限定的であり、
照射時間 20secで約 1桁の低下にとどまった。
プラズマ曝露サンプルではコートタンパク
及び核酸に損傷が考えられる一方、再パッケ
ージングしたサンプルではコートタンパク
は損傷を受けていないとみなせることから
判断すると、照射時間 20sec以内のサンプル
に観察された不活化はコートタンパクの損
傷に起因する可能性が示唆された。 
図 3にプラズマを照射したバクテリオファ
ージのコートタンパクおよび DNA の電気
泳動結果を示す。図 3(a)より、6 桁の顕著な
不活化が見られたプラズマ照射時間 20secに
おいてもある程度の量のコートタンパクが
存在していることから、プラズマ曝露による
分解は顕著ではないことがわかった。また、
コートタンパクのバンドが照射時間と共に
上方向にシフトしていることから、プラズマ
照射によって化学的修飾が起きていること
が示唆された。図 3(b)から、プラズマ照射時
間 20sec以内では DNAの断片化（分解）や

化学修飾はほとんど見られないことが分か
った。 
また、バクテリオファージのコートタン
パクのみおよび DNA のみに同一条件でプラ
ズマを照射し、これらと無傷の DNA および
コートタンパクでそれぞれ再パッケージン
グしたコートタンパクのみに損傷を有する
バクテリオファージと DNA のみに損傷を
有するバクテリオファージとの感染能の比
較結果から、コートタンパクに損傷がある場
合の方が感染能の低下がより顕著であるこ
とが分かった。本実験においては DNA が直
接プラズマに曝露されていることから、バク
テリオファージへのプラズマ照射に比べて
DNA への損傷が過大になっているにもかか
わらず、同一照射条件に対して DNA よりも
コートタンパクの方がプラズマによって不
活化につながる損傷を受けやすいという結
果が得られた。 
以上の実験結果から、DBD プラズマ曝露
によるバクテリオファージの不活化は主と
してコートタンパクの化学的修飾等による
損傷が原因で生じているということが示唆
された。 
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図 3: バクテリオファージのコートタンパク
および DNAの電気泳動結果 
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