
２．１ はじめに
２．１．１ 背景

近年，プラズマが生成する反応性化学種や光，熱，電界，

衝撃波を利用したバイオ・医療応用の研究が急速に発展し

てきている［１，２］．これは，生体が熱的な損傷を受けない程

度に低温で生成できること，安全で簡便かつ低コストで生

成できることなどに加え，生体に対してプラズマ特有の効

果があることが認識され始めているためと考えられる．特

に，現在進められている科研費の新学術領域「プラズマ医

療科学の創成」（代表 堀勝）では，低温止血［３］，幹細胞

の分化誘導法［４］，高効率遺伝子導入法［５］，がん細胞への

アポトーシス誘導法［６］，火傷の治癒効果促進など［７］，多

くの成果が報告されている．また，米国やドイツ，韓国な

どでも実用化に向けた研究が精力的に進められている．

例えば，ドイツのマックスプランク研究所の研究グルー

プでは，慢性創傷の治療装置を開発し，長年に渡る臨床試

験で成果を挙げ実用化に成功している．この研究では，雑

菌の殺滅だけでなく細胞の活性化効果もあることが報告さ

れ，プラズマ特有の効果が明らかになりつつある［８］．具

体的には，慢性創傷の治癒や組織の損傷・回復に関係する

サイトカインやコラーゲン，筋繊維芽細胞の産生に係わる

遺伝子の発現などが確認されている．また，プラズマ照射

により，DNAの損傷，細胞周期の阻害，接着性や遊走性の

促進・抑制などが起こることが報告されている［７］．

このように，プラズマの様々な物理刺激を利用したバイ

オ医療応用の研究が進められているが，プラズマのどのよ

うな化学種が細胞に対してどのように効果を与えるのか，

そのプロセスは大変複雑で，未だ十分には解明されていな

い．特に，細胞や細菌は水分に覆われていることが多いた

め，水分を介したプラズマの効果の輸送を明らかにする必

要がある．すなわち，プラズマ－液体－生体系では，気中

で生成された化学種がどのように反応し変化・消失してい

くのか，またどのように水中に溶解し細胞まで輸送される

のか，輸送された化学刺激がどのように細胞に影響を与え

るのかなどを解明することは，プラズマ医療の研究におい

て課題となっている．

２．１．２ 大気中のプラズマ生成化学種の輸送

図１にプラズマ医療で利用されているプラズマ発生方法

の代表的な例を示す．（a）‐（c）に示すように，アルゴンや

ヘリウムガスで生成したプラズマを大気中に噴出させ対象

に間接照射する方法と，（d），（e）に示すように大気中で

プラズマを対象物上で生成し直接照射する方法が一般的に

用いられている．（a）‐（c）は希ガスを利用することで，高

濃度の窒素酸化物やオゾンの生成を抑え，開放空間におい

ても比較的安全な利用が可能である．また，低温で生成が

可能なため，幅広く利用されている．一方，（d），（e）

は，ガスを供給する必要がないため利便性が高く，低コス

トでプラズマを発生できる．また，直接照射するためプラ

ズマの効果をより高めることが可能である．一方，窒素酸

化物やオゾンなどが比較的高い濃度で発生するため，その
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プラズマを水面上に形成すると，過酸化水素や亜硝酸，硝酸などが水中に生成され，放電時間とともに濃度
が増加する．そこで，これらの化学種が細胞へ与える影響について検証した．特に，プラズマ照射時に生成され
た過酸化水素濃度と同等の過酸化水素濃度を有する培養液を準備し，細胞応答について検討した．これより，プ
ラズマが細胞障害を生じさせる場合，その主因となる化学種が過酸化水素であることを明らかにした．一方，細
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対策が必要となる．

著者らは，利便性や低コストを念頭に（d）タイプのプラ

ズマ発生方法を利用してきた．図２の化学種輸送の模式図

に示すように，プラズマは空気中で生成されるため，窒素，

酸素，水蒸気などが解離・反応し，反応性の高いヒドロキ

シ（OH）ラジカルや酸素（O）ラジカル，窒素（N）ラジ

カルなどから，一酸化窒素（NO），二酸化窒素（NO2），オ

ゾン（O3），過酸化水素（H2O2）などを生成する．また，気

中に生成された化学種は水に溶解すると短時間でより安定

な亜硝酸（HNO2），硝酸（HNO3），H2O2 などに変化する．

そのため，液中の細胞に対しては，安定な化学種による細

胞への影響を知ることが重要である．

２．１．３ プラズマが生成する安定な化学種の細胞への影響

プラズマには，細菌を殺滅する効果があることが知られ

ているが，動物細胞においても同様に殺滅作用を有する．

そこで，プラズマを発生させた時に水中に生成される溶存

化学種について調べた．図３にガラスセルに満たされた純

水1.6 mLの水面上1 mmに設置した針電極に電圧7.5 kV0p，

5 kHz の矩形波を印加し，水面との間にプラズマを発生さ

せた時の溶存化学種濃度の時間変化を示す．空気プラズマ

流が生成する主たる安定な化学種は，HNO2 と H2O2 であ

り，HNO3 についてもHNO2 と活性酸素との反応から生成

されることが知られている．そこで，HNO2 およびHNO3

を添加した培養液で細胞を４８時間培養させたときのHeLa

細胞の生存率を図４に示す．なお，各濃度につきサンプル

数は１８個でエラーバーは標準誤差である．HNO2は2.5 mM

（118 mg/L），HNO3 は 5 mM（315 mg/L）の濃度まで細胞

不活化作用はみられない．図３よりHNO2 は，60 s のプラ

ズマ照射により 8 mg/L 生成されていることから，HNO2
は細胞に障害を与える主因子ではない．同様に，HNO3 に

よる影響も小さいと考えられる．これらの予備実験によ

り，細胞の成長を阻害する因子としてH2O2に着目し，プラ

ズマ照射した培養液と，その培養液に生成されたH2O2 を

同濃度で調製したH2O2培養液との違いを検証することで，

H2O2 の効果を明らかにした．さらに，その濃度が高い場合

と低い場合で，プラズマの効果とH2O2 の効果が異なるこ

とを明らかにした内容について報告する．

２．２ 実験方法
図５に示すように，プラズマを培養液に照射すると，

H2O2 濃度が概ね一次関数的に増大する．予備試験によ

り，細胞に障害を与えるプラズマ照射時間として 210 s，細

胞に障害を与えないプラズマ照射時間として40 sを条件と

して抽出した．このときのH2O2 濃度はそれぞれ 304 μM
と51 μMであるため，通常の培養液にH2O2を同濃度添加し
た培養液を作製し比較した．

図６に実験装置の概要と検証の手順を示す．細胞は，ヒ

図１ プラズマ医療で利用されているプラズマ発生方法．

図３ 針電極－水面放電における溶存化学種濃度の時間変化［９］．

図２ 大気中に生成したプラズマ流の化学種輸送の模式図． 図４ 培養液中の亜硝酸および硝酸の濃度に対する細胞生存率．

Special Topic Article 2. Activation and Inactivation Responses of HeLa Cells by Exposure to Plasma-Mediated Culture Media T. Sato et al.

７６７

The Japan Society of Plasma Science and Nuclear Fusion Research

NII-Electronic Library Service



ト子宮頸部癌（HeLa）細胞（東北大・加齢研より譲渡）を

使用した．細胞培養液は，MEM培地（SIGMA）に，１０％

新生仔ウシ血清（GIBCO）と，Penicillin（100 IU/ml）‐

Streptomycin（100 μg/ml）（GIBCO）を添加した培養液を
使用した．なお，実験手順の詳細は，参考文献［１０，１１］を参

照願いたい．弱い刺激（40 s）の場合は，細胞生存率はフ

ローサイトメーターを利用した．

図６に示すようにプラズマ発生用電極は，�0.3 mmの白

金線を用い，先端部を培養液表面から 1.5 mmの位置に設

置した．培養液は 1.5 ml のマイクロチューブに注入し，

チューブをアルミ製の接地電極中に挿入した．電圧は，針

電極に＋7.5 kV，5 kHz，Duty 比４％の矩形波を印加した．

消費電力は，7.1 Wである．

２．３ 実験結果
２．３．１ プラズマ照射時間210 sの場合（強い刺激の場合）［１０］

図７にプラズマ照射培養液とH2O2 添加培養液に暴露し

た時の，異なる暴露時間に対する細胞数の変化を示す．細

胞数は通常の培養液（コントロール）の細胞数で正規化し

た．暴露時間は 10，30，60，120 min とした．コントロール

では，細胞生存率は概ね一定であるのに対し，プラズマ照

射培養液とH2O2 添加培養液では，暴露時間が長くなると

共に減少し，120 min では細胞は死滅することが明らかに

なった．また，プラズマ照射培養液とH2O2 培養液では，概

ね同じ傾向を示すことが示された．

図８に細胞の形状観察結果を示す．（a）コントロールで

は，細胞は活発に移動や分裂を行う．一方，（b）プラズマ

照射培養液や（c）H2O2 培養液に暴露した細胞は，移動や分

裂を行わず，３時間後には収縮を始め，５時間後には細胞

膜の水泡様変化（blebbing）が出現し，最終的に細胞質が

水泡内に漏出し円形の水泡を形成する．このように，細胞

の不活性化は照射培養液暴露直後から観察されると同時

図５ プラズマ照射時間に対する過酸化水素濃度の変化［１０］．

図７ プラズマ照射培養液と H2O2添加培養液への暴露時間に対
する細胞生存率の比較［１０］．

図６ 実験装置と検証手順［１０］．

図８ 細胞形状の時間変化［１０］．（a）コントロール，（b）プラズマ
照射培養液，（c）H2O2添加培養液，１は暴露前，２は１３時
間経過後の様子．スケールバーは 40 μm.
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に，プラズマと過酸化水素では同じ過程を経て細胞死に至

る．

ここで，過酸化水素の影響を明らかにするために，過酸

化水素を分解する酵素であるカタラーゼをプラズマ照射培

養液とH2O2 添加培養液に添加し，細胞生存率を計測した．

図９にその結果を示す．プラズマ照射培養液の場合の方

が，コントロールに対しわずかに減少がみられるものの，

いずれの場合も概ねコントロールと同レベルまで回復し

た．これより，過酸化水素による細胞障害が細胞の生存率

低下の主因であることが示された．

図１０にコントロールとプラズマ照射培養液，H2O2添加培

養液に対する遺伝子発現強度のスキャッタープロットを示

す．これは，網羅的遺伝子発現解析（Whole Human

GenomeMicroarrayKit, AgilentTechnologies）により得ら

れた結果をまとめたものである．この解析は，一度にヒト

遺伝子の発現応答を得ることが可能であり，異なる条件の

細胞群を比較することで遺伝子発現の全体的な変化を把握

することが可能である．横軸と縦軸の値は大きくなるほど

遺伝子の発現強度が大きいことを示している．各点は，同

じ遺伝子の発現強度を横軸と縦軸の条件においてプロット

したものであり，対角線上にある場合は，各条件間に変化

はみられないことを意味するが，対角線からずれる場合

は，横軸と縦軸の条件によって遺伝子発現強度が異なるこ

とを意味する．図１０の結果より，コントロールに対するプ

ラズマ照射培養液とH2O2 添加培養液の遺伝子発現は発現

強度が大きい領域で減少し，細胞の遺伝子応答が低減して

いることが示されている．一方，プラズマ照射培養液と

H2O2 添加培養液への暴露に対する細胞の遺伝子発現応答

は，発現強度が高い領域で，全ての遺伝子発現が対角線上

に位置していることから，遺伝子応答はほぼ一致している

ことが示された［１０］．

これらの結果より，プラズマ流が生成する安定化学種に

おいて，H2O2が主たる細胞毒性を発現する因子になってい

ることが明らかになった．

２．３．２ プラズマ照射時間40 sの場合（弱い刺激の場合）［１１］

図１１にコントロール，プラズマ照射培養液，H2O2 添加培

養液に暴露した時の細胞数の変化を示す．暴露時間が１時

間の場合は，どの条件においても細胞数に変化はみられな

かった．暴露時間が４８時間の場合と１時間暴露後４８時間通

常培養液で培養した場合は，プラズマ照射培養液の場合に

わずかに細胞生存率の減少がみられたが，生存率は９０％以

上であり，細胞障害はほとんどみられない．

図１２にプラズマ照射培養液とH2O2 添加培養液に暴露し

た細胞のDNAマイクロアレイ解析によるヒートマップを

示す．プラズマ，H2O2 いずれも４サンプルで，コントロー

ルで規格化されている．赤色はコントロールに対して遺伝

子発現強度が増加していることを，青色は減少しているこ

とを示す．各ラインが各遺伝子プローブに該当する．プラ

図９ 細胞生存率へのカタラーゼ添加の効果［１０］．

図１１ コントロール，プラズマ照射培養液，過酸化水素添加培養
液における細胞生存率［１１］．

図１０ コントロールとプラズマ照射培養液，H2O2添加培養液に対
する遺伝子発現強度のスキャッタープロット［１０］． 図１２ 網羅的遺伝子発現解析によるヒートマップ［１１］．
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ズマとH2O2 では，異なる遺伝子発現パターンが示されて

いる．抽出された８０２４の遺伝子プローブにおいて，プラズ

マにおいては，発現強度 1.5 up が４５７プローブ，1.5 down

が３０プローブ，H2O2 においては，1.5 up 増加が２２４プロー

ブ，1.5 downが９０７プローブとH2O2の方が発現が低下する

遺伝子が多いことが示されている．

図１３に遺伝子オントロジー解析により得られたバイオロ

ジカルプロセスを示す．ここで，遺伝子オントロジーとは，

遺伝子の機能を階層化して分類・整理し，機能的に関連す

る遺伝子群を抽出し，biological process（生物学的プロセ

ス），cellular component（細胞の構成要素），molecular

function（分子機能）の３つ視点から生体応答を理解する

手法である．これより，代謝，再生産，免疫，刺激応答，レ

ギュレーションなど，抽出された多くの項目において，プ

ラズマ照射培養液に暴露した方が，H2O2添加培養液に暴露

した場合よりも遺伝子群の応答が大きくなっていることが

示されている．

これらの結果は，細胞障害が起きない範囲のプラズマの

刺激には，H2O2とは異なるプラズマ特有の細胞応答を誘導

する効果があることを示している．

２．４ まとめ
本研究では，細胞障害が現れる強いプラズマ刺激の場合

は，プラズマにより生成されたH2O2 が刺激の主因となる

が，細胞障害が現れない程度の弱いプラズマ刺激では，

H2O2 とは異なるプラズマ特有の細胞応答機構が存在する

ことを明らかにした．

本研究は，科研費（２１２４６０３２，２４２４６０３４）ならびに東北

大流体研の支援を得た．また，東北大流体研中嶋智樹技術

専門職員に実験支援を得た．ここに謝意を表す．
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図１３ 1.5 up遺伝子に対する遺伝子オントロジー解析によるバイ
オロジカルプロセス［１１］．
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