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研究成果の概要（和文）：本研究では、大気中または溶液中に存在する胞子、細菌、細胞に対して酸素ラジカル
または酸化窒素ラジカルを照射し、どれくらいの照射量で、細胞等が活性化、抑制、不活性化するかを定量的に
明らかとした。また、胞子や細菌内部の構造変化、ラジカルが照射された溶液中で生成した過酸化水素、次亜塩
素酸、亜硝酸・硝酸イオン等の濃度について各種分光法を駆使して定量的に解析することで、細胞等の活性化、
不活性化のメカニズムをほぼ解明できた。さらに、培養細胞に関しては、メラノーマ細胞とマウス線維芽細胞を
用いて酵素活性を評価することで、選択不活性化されるシグナルパスをほぼ解明できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have quantitatively clarified the doses of radicals for 
activating, suppressing, inactivating spores, bacteria, or cells in the atmosphere or solutions. 
Besides, we have almost elucidated the mechanisms of activation and inactivation of cells and so on 
from the quantitative results of intracellular structural changes and of the concentrations of 
hydrogen peroxide, hypochlorous acid, and nitrate ions generated in the solutions irradiated with 
radicals using various spectroscopies. Furthermore, as for cultured animal cells, we have almost 
clarified the signal path of selective inactivation using melanoma and mouse fibroblast cells.

研究分野： プラズマバイオサイエンス

キーワード： 低温プラズマ　プラズマ理工学　農学応用　薬学応用　酸素ラジカル　酸化窒素ラジカル　酸素原子　
一酸化窒素

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
プラズマのバイオ分野への応用は，国内外

で医療機器の殺菌だけにとどまらず，医療や
治療にも効果があることが示され，その応用
が期待されている。また，農業分野において
も，殺菌・殺虫だけではなく，その発芽促進
や成長促進に効果があることが示され，それ
らの応用が期待されている。  
 しかしながら，これらは効果の実証研究が
先行し，それらのほとんどのメカニズムが定
量的には解明されていなかった。特に今後の
医療や治療，発芽促進や成長促進への適用に
おいては，プラズマ中のどの因子の効果が高
いか個別の効果及び相乗効果を定量的に評
価し，それらのメカニズムを理解して制御す
ることがさらに重要となる。 
 我々は，現在までに殺菌が困難なミドリカ
ビの胞子の殺菌効率と酸素系のラジカル密
度を定量的に測定することで，酸素系の各種
ラジカル個々（基底状態の酸素原子，励起状
態の酸素分子，オゾンなど）の殺菌速度定数
の評価に成功し，基底状態の酸素原子の殺菌
効率が一番高いことを示した。また，その同
じ条件下で胞子の細胞膜の機能が酸素原子
により阻害され，細胞内部の脂質が酸化され
不活性化することを共焦点型レーザ蛍光顕
微鏡や透過型電子顕微鏡などにより明らか
とした。 
 さらに，中性の酸素ラジカルのみが供給可
能なラジカル源を用いて，ミドリカビ胞子の
殺菌実験と同様に，原子状酸素ラジカルのフ
ラックスとドーズ量を制御して酵母細胞に
照射する実験を行った。その結果、基底状態
の酸素原子のドーズ量を適切に調整するこ
とで，酵母細胞の活性化，抑制，不活性化を
制御できることを初めて見出した。 
 この結果が示すように，活性化や治療でき
るラジカルのフラックスやドーズ量の範囲
は非常に狭く，このような定量的な計測及び，
それに基づいたラジカルの選択的な生成及
びそのフラックスやドーズ量の制御が今後
さらに重要となると考え，本研究の着想に至
った。 
 
２．研究の目的 
本研究では，個々のラジカルと液相中の細

胞との相互作用メカニズム，ラジカルや放射
光との相乗効果を定量的に明らかとするこ
とを目的とした。 

 
３．研究の方法 
この目的を実現するためにまずラジカル

の供給をモニタリング制御するために気相
中の原子状ラジカルを真空紫外吸収分光法
（VUVAS）で in-situ で計測できるラジカル
源を開発した。その後，原子状ラジカル以外
を紫外吸収分光法（UVAS）、出現質量分析法
などを用い，液相のラジカルや反応生成物の
計測は ESR，紫外の分光光度計などを用い定
量化した。細胞としてはモデル細胞となって

いる出芽酵母，分裂酵母や線維芽細胞を用い，
上記手法で定量化されたラジカルとモデル
細胞との反応シグナルパスをタンパク質や
遺伝子の発現の解析手法を用いて反応メカ
ニズムを定量解明した。 
 
４．研究成果 
我々が開発してきた真空紫外吸収分光法

をはじめとする各種分光法をさらに発展さ
せ，気相中や液相中の個々の活性種（ラジカ
ル）を定量した。ここでは増殖周期や活性酸
素による細胞のストレス応答に関してよく
調べられている細胞である出芽酵母、大腸菌
の他，まだよく調べられていない各種カビ胞
子、培養細胞さらに抗酸化値の向上が期待で
きる青果物の種子や苗なども対象とした。こ
れら細胞の活性化，抑制，不活性化などの反
応メカニズムを定量的に評価する技術を確
立し，これらの反応メカニズムの解明とその
制御法の開発を遂行した。 
主に下記の研究を遂行し優れた成果を得る
ことができた。 
 
（１）プラズマ中の酸素ラジカルによるカビ、
多剤耐性菌の殺菌に関する研究 
プラズマ中には、イオン、電子、エネルギ

ーの高い UV 光、反応性の高い活性種（ラジ
カル）などが同時に生成される。その中でも
酸素系の活性酸素種は殺菌能力が高いこと
が報告されているが、どのラジカルが殺菌に
効果的か、その定量が困難なことから全く報
告例がなかった。そこで我々は酸素系の電気
的に中性なラジカルを選択的に照射可能な
ラジカル源を開発し、そのラジカル源から出
射される酸素系のラジカルである基底状態
の酸素原子（O(3Pj)）、励起状態の酸素分子
（O2(

1Δg)）、オゾン（O3）などを我々が開発
した真空紫外吸収分光装置等を用いて定量
し、カビ胞子、コウジカビ胞子の殺菌速度を
系統的に調べた。ラジカル源から大量の Ar
を流した条件で少量の酸素を添加すること
で、大気中の酸素の大きな吸収の影響を受け
ずに、酸素系のラジカル密度を定量すること
ができた。ラジカル源の出射口から 10mm の
距離で測定した基底状態の酸素原子（O(3Pj)）
密度は酸素流量比 0.6％のところで最大とな
った。 
ミドリカビ胞子は直径が 2μm、アスペルギ

ルス属カビ胞子2種類の胞子の直径はほぼ同
じ 4μm であることから、径の大きな胞子ほ
ど殺菌速度が遅くなることが分かった。また、
その他の実験から、O(3Pj)が他の O2(

1Δg)や
O3より 2 桁以上殺菌速度が速く、殺菌に効果
的であることが定量的に証明できた。また、
これらの手法を薬剤耐性株の出現が問題と
なっている緑膿菌、黄色ブドウ球菌などにも
適用したところ、緑膿菌は 3分、黄色ブドウ
球菌は 7分で滅菌でき、多剤耐性菌に対して
も酸素ラジカル殺菌は有効であることが判
明した。 



 
（２） 酸素ラジカル照射による液中殺菌に
関する研究 
 酸素ラジカル照射されたリン酸緩衝生理
食塩水（PBS）、脱イオン滅菌水（DDW）等の
液中の大腸菌の殺菌メカニズムの解明を目
的に、ラジカル源を用いて酸素ラジカルとの
反応で液中に生成される各種化学種の同定
と殺菌との相関を調査した。PBS 中では、PBS
に含まれる Cl-イオンと酸素原子（O(3Pj)）が
反応し、次亜塩素酸（HClO）が殺菌因子とな
り、1 分間酸素ラジカルを PBS に照射した溶
液でも1時間以上大腸菌を浸しておくだけで、
滅菌されることが分かった。一方、DDW の場
合は Cl-イオンがないため、酸素ラジカルを 7
分以上照射することでようやく滅菌される
ことが分かった。その時の酸素ラジカル照射
時間に対する大腸菌の生菌数と DDW の pH 値
の変化を調べたところ、照射時間 5分以上に
なると生菌数が 2桁以上落ち、pH が 4.2 以下
となり殺菌効率が向上することが分かった。
またクエン酸緩衝液（Cl-イオンは含まれな
い）を使って pH を 6.5、5.2、4.2、3.7 と固
定したそれぞれの溶液中の大腸菌の殺菌特
性を調べたところ、pH6.2,5.2 の溶液中の大
腸菌は 10 分の酸素ラジカル照射でも全く殺
菌されず、pH4.2 いかでは滅菌されることが
判明した。これらの実験結果と ESR を用いた
ラジカル計測のデータなどから、HOO・ラジ
カルが大腸菌殺菌に大きく関与しているこ
とが示唆された。 
 
（３） 酸素ラジカルおよび酸化窒素ラジカ
ルによる出芽酵母、コウジカビ、線維芽細胞、
キノコの増殖促進に関する研究 
上記研究で用いたものと同じラジカル源

を用いて酸素ラジカルによる出芽酵母の増
殖促進について調査した。どの照射距離でも
O(3Pj)照射量が 1017㎝-3のとき、20％程度の増
殖促進効果が見られることが分かった。NO に
対しても同様な測定を行い、NO が 1019㎝-3付
近で 20％近い増殖が見られることが確認さ
れた。 
同様な実験をコウジカビやマウス線維芽

細胞、キノコの菌糸に対しても行い、同様な
増殖効果がみられることが確認された。 
 

（４）酸素ラジカル活性培養液を用いた皮膚
がん細胞の選択的不活性化に関する研究 
 酸素ラジカルを照射した培養液をメラノ
ーマ細胞とマウス線維芽細胞に作用させ不
活性化されるシグナルパスについてカスパ
ーゼ活性を調べることで検証した。その結果
メラノーマ細胞のみ酸化ストレスによりミ
トコンドリアの膜電位が下がり、かすぱーぜ
９と３が活性化されることでアポトーシス
が誘導され不活性化されているということ
が明らかとなった。 
 
以上、重要と考えられる個々のラジカルと

細胞の相互作用を定量的に明らかとするこ
とに成功した。ラジカルとラジカルの相乗効
果、ラジカルと紫外線の相乗効果の定量的な
解明については、今後の課題として残された。 
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