
５．１ 序 プラズマバイオ反応プロセス
大気圧で非平衡プラズマ（NEAPP）の生成が盛んに研

究されるようになり，Iwasaki らは電子密度＞1015 cm－3

をもつNEAPP源を報告した［１］．液体や生体へのプラズマ

照射が注目されはじめ［２］，この高密度プラズマ源の利用

をはじめとして，様々な応用に展開を広げている．2012

年にIsekiらが培養細胞にプラズマ照射した結果，繊維芽細

胞が生存のまま，卵巣がん細胞が選択的に死滅されること

を発見し［３］，2014 年に Tanaka らと Utsumi らは，プラズ

マを照射した細胞培養液で細胞培養するだけで，がん細胞

が選択死滅することを報告した．このプラズマ照射した培

養液はプラズマ活性溶液（Plasma Activated Medium:

PAM）と呼ばれ［４］，ヒトの薬物耐性卵巣がんをマウス皮

下に接種して，そこに PAMを投与して腫瘍の拡大の抑制

が実証された［５］．PAMの抗腫瘍効果には，プラズマ照射

により発生した化学種の関与があるものの，その全容解明

には至っていない．

培養液の前に，プラズマ照射した純水（Plasma treated

water: PTW）について精力的に分析され，2010年にIkawa

らと 2012 年に Tani らが，純水中にスーパーオキシドアニ

オンラジカル（O2－・）の生成を報告した［６，７］．２０１１年に

ShimizuらはPTW液中に，NO2，NO3，O3の生成［８］，Sato

らは細胞培養液にプラズマを照射して，H2O2の生成が報告

された［９］．電離放射線を照射した水中の・H，・NO，

O・，HO・，HO2・などのラジカル生成は，放射線化学の分野

では良く知られている［１０］．プラズマの液体への照射で

も，多くの活性種の生成に疑いはないものの，液相活性種

の解析結果には（i）プラズマ源の相違，（ii）培養液では有機

物，無機イオンなど，液体の化学組成に依存しており，プ

ラズマ活性溶液，延いてはプラズマ－液相の相互作用の解

明は難を極める（図１）．一つの結論というよりは，むし

ろ，そのダイナミクスを診断することによって，時々刻々

の分析結果が理解に重要と思われる．

本章では，バイオ応用液相中の定量的なプロセス診断が

望まれており，プラズマ活性溶液内の液相に発生する化学

種を，主に電子スピン共鳴法によって解析した結果を紹介

し，反応プロセス診断について考察する．

５．２ 電子スピン共鳴法による液相ラジカル解析
手法

電子スピン共鳴（ESR）法は，静磁場下でゼーマン分裂

した量子準位間の遷移による吸収を観測する手法である

［１１，１２］．ゼーマンエネルギーの共鳴条件は，������で

与えられ，ここでHは磁場，�は振動数，�はプランク定
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数，�はボーア磁子，�は �値と呼ばれる比例定数であり，

自由電子で 2.00023 であり，ラジカルの上の不対電子では

原子核上の電子雲の排斥効果によりシフトするので，�値

からラジカルを与える中心原子の情報が得られる．すなわ

ち，0.3 T 程度の静磁場の条件下で，�値が２程度のサンプ

ルは，マイクロ波（Xバンド：9 GHz）で共鳴吸収が見られ

る．サンプルを空洞共振器に入れ，微弱な磁場変調を

100 kHz で与え，この 100 kHz に同調変化する信号成分の

みロックイン検出し，熱雑音の影響を抑えて測定する．パ

ルス・マイクロ波を使った測定や高磁場下での高分解能測

定する方法もある．測定上の注意点には，スピン数が少な

いサンプルで測定マイクロ波パワーを上げると飽和現象が

見られるため，事前に飽和特性を測定しておき，感度よく

スピンが観測でき，定量観測できる測定条件とする．空洞

共振器内でサンプル配置は，その占有因子（フィリング

ファクター）を変えるので，サンプル状態と同条件で測定

された既知スピン数を参照してスピン数定量を行う．

電子スピンの周囲の核スピンとの間で超微細相互作用を

生じ，共鳴吸収線が分裂する［１３］．この分裂パターンから

不対電子のミクロな環境の周囲の原子核配置の情報が得ら

れる．磁場下では，電子スピン量子数 Sは 2S＋1 の縮退が

解けて分裂し，�����の時１本の吸収線が見られる．核ス

ピン量子数 Iも同様に量子状態は 2I＋１に分裂し，状態間

の遷移選択則を満たす吸収線が観測される．多くの核で

I＝1/2 であるが，14N は I＝1 であり，３状態の縮退が解け

て３本線が観測される．この吸収線の分裂幅を超微細相互

作用定数Aとも呼び，電子と核の距離や核種に依存す

る．31PのAは大きく分裂幅が大きい．原理的に，電子スピ

ンが核スピンに直接関与するフェルミ接触相互作用，電子

スピンと核スピンとの間でスピン－スピン双極子相互作用

を主な原因とする．すなわち，ラジカルの分子構造が特定

できる．

遷移金属ではd電子やf電子をもち，それらの総価電子数

は１８である．フントの法則により，対電子からなる低スピ

ン状態だけでなく，平行スピンをもつ高スピン状態の両方

が見られる［１４］．例えば，ヘモグロビンはポルフィリン骨

格に中心鉄をもつ８面体配位子場を構成しているが，基底

でもJahn-Teller効果で構造変化を起こし，縮退が解かれて

いる．そのため�値は異方性をもち，高スピン状態のピー

クは��値（電子スピンの向きが磁場に垂直）が６近傍であ

る．また，酸素が結合すると電子を与え低スピン状態とな

り，これらの違いを検知でき，化学種の価数の状態を知る

ことができる場合がある．

短寿命のラジカルの直接検出は難しく，比較的長寿命な

ニトロン等の化合物で捕捉するスピントラッピング法に

よってESR測定する．代表的なスピントラップ剤に

DMPO，ほかにも PBN，BPMO，DEPMPO，CYPMPO

などがある．いずれもラジカルを捕捉して，ニトロン

（R‐（R'＝）N＋‐O‐）やニトロソ（R‐（R'‐）N=O）のラジカ

ル付加体（アダクト）を形成して，そのESR計測から捕捉

したラジカルを間接的に分析する．NOラジカルの捕捉観

測には，C-PTIO を使った C-PTIO＋・NO→C-PTI＋・NO2
の反応を利用する方法が使われる．NOC7 は NOの発生剤

で捕捉のチェックに利用できる．DBNBSは炭素中心ラジ

カル（メチル（・CH3）ラジカルなど）の捕捉によく使われ

る［１５］．スピントラップ剤は，捕捉ラジカル量に比べ十分

多くしなければ，トラップ剤の量に律速されるので，系に

影響を与えずラジカル量にのみ信号が依存する量を使用す

る．この条件を満たすトラップ剤の添加量は，かなり多め

（数 10 mM以上，ここでMはモル濃度でmol/�）になるこ

とが多い．トラップ剤自身の分解や精製が不十分で不純物

が問題となる場合もあり，注意を要する．プラズマ照射の

液相解析の場合には，照射前ないし照射直後にスピント

ラップ剤を混合してESRガラス管に移動した直後１分以

内に測定を開始して，信号を得る．そのアダクトの分解が

あるので，時間経過とともに信号強度は低下する［１６‐１８］．

フローセルにして実時間で観察する方法は望ましいが実験

系を組むには工夫を要する．また，計測したラジカルの定

量には，安定なフリーラジカルであるTEMPOLを参照し

て濃度較正に使用する．

ラジカル選択的に反応の進む消去剤が，H2O2はカタラー

ゼ，O2－・にはスーパーオキシドデミュスターゼ（SOD），

HO・にはマンニトールなどの組み合わせで知られてい

る．他に消去剤として，ヒスチジン，アスコルビン酸，ピ

ルビン酸，グルタチオンなどの有効性が知られている

［１９］．これら消去剤を添加した場合にESRのスピント

ラップされる捕捉信号が消えれば，ラジカル発生に確証を

得られる可能性が高くなる．

ESR信号の吸収線型は，古典描像で歳差運動に見られる

垂直方向と面内方向の２つの緩和時間をもつローレンツ型

となる［１４］．一方で，スピン環境の不均一での拡がりやス

図１ バイオ応用における液相解析の意義．
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ピン－スピン相互作用による揺らぎの効果が強ければガウ

ス型である．g値異方性のあるサンプルからは，非対称な

線型となる粉末パターンが観測される．吸収線型を議論す

るには実線幅の 1/3 程度に変調磁場を設定する．測定スペ

クトルは，超微細構造についてAの分裂幅の分配で，信号

強度比を整数比と仮定して，吸収線を再現するスペクトル

計算を行い，フィッティングにより信号の解析ができる．

すなわち複雑なスペクトルであって，ラジカルが多数存在

していても，それらを分離して解析できる．

５．３ 液相ラジカルの診断
液相生成する活性酸化種（ROSと呼ばれる）は，Fricke

法やKI法などの簡易手法で調べられるが，化学組成はわか

らない［２０］．そのため，ESRを使ったラジカル解析が与え

る情報は大変有益である．プラズマ照射によって発生する

ROSには，H2O2 があり，その生成経路には，気相で生成し

たOHやOが液面に到達して，・OH＋・OH→O・＋H2O，

HO2・＋HO2・→H2O2+O2，・OH＋・OH→H2O2 などの反応が

挙げられる．また紫外光でH2Oの解離，H2O+h�→・OH+H・

が知られている．もし液相でH2Oが解離して・OHが生成

し，再結合によりH2O2 生成は必ず起きる反応でもある．

Arや Heの希ガスを流してプラズマを生成する場合，真空

紫外線の発光が大気による遮断効果は低いことから，光解

離の影響を考慮しなければならない．プラズマ源から生じ

る発光の影響はMgF2 ガラス（波長＞115 nm透過）を培養

液の上に被せて・OHやO2，・NOの生成を分析した［２１］

（図２）．また，ジェット型など，プラズマ源から吹き出し

た発光部を液相から離した場合と接触した場合について調

べた．

ESRスピントラップ法で，DMPOの OHアダクトは

g値 2.006 に，N核の超微細構造AN=1.49 mT，�位のH

核からAH�=1.49 mTの１：２：２：１の強度比の４本線が観

測される．DMPO-H アダクトでは，AN=1.66 mT，AH�=

2.25 mTの１：１：２：１：２：１：２：１：１の９本線が観測さ

れる．CYPMPO-OOHアダクトでは，g値 2.006 に，AN=

1.34 mT，AH�=1.19 mT，AP=5.15 mT，CYPMPO-OHは g

値 2,006 に AN=1.37 mT，AH�=1.37 mT，AP=4.88 mTの信

号が観測される．これら信号の検出に基づき，プラズマを

照射した培養液中のROS発生プロセスを診断した．

H2OにVUV照射した後にDMPO-OHとDMPO-Hの発生

がみてとれ，光解離が実際に検出される（図２右）．プラズ

マ照射した際，DMPO-OHが支配的に見られ，DMPO-H

が少ないことは特徴である．また，MgF2 透過窓の有無で

プラズマ光の影響をみてやると，DMPO-OHの生成に大差

は認められない．しかしながら，H2O2 の生成量を比較する

と，プラズマ照射された場合にのみ，多く液相に検出され

る．少なくとも，H2O+��→・OH +H・の光解離を生じた

・OHが再結合反応・OH＋・OH→H2O2 による生成は支配的

でない．すなわち，酸素原子など化学種が輸送され液面反

応でH2O2 が生成することが支配的である（図３）．既

に，純水においては，Jabionowski らがプラズマVUV光の

照射によるH2O2生成を議論し，MgF2越しの光照射だけで

は 生 成H2O2 を 説 明 で き ず，O2－＋２H2O→２H2O2 や

2H+O2→H2O2 で生成すると解釈した［２２］．・OHの再結合

以外のH2O2生成反応が支配的との考えが支持されている．

プラズマ照射によってH2O2 を生成する機構には，

O・原子の共存下では・OH + O・→ HO2・＋ O2 から，

HO2・＋H・→・OH＋・OHや HO2・＋O・→・OH＋・OHの反応

が・OHを生成する［４９］．・OH再結合生成や光照射より

図３ H2O2と NO2
－に係わる液相の主要反応のまとめ（参考文献

［２１］の図８を引用）．

図２ DMPOアダクトの ESRスペクトル VUV光照射の有無の比較，H2O2はプラズマ照射しないと有意にみられない（参考文献［２１］の
図３を引用）．
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も，液面でO・＋H2O→・OH＋・OH→H2O2，や，励起状態の

O・が関係してO・（1D）＋H2O→H2O2 の反応経路が優先す

る．気相活性種の組成にも依存して，プラズマ源からの距

離依存性も踏まえ，ROSの生成機構は診断されるべきであ

る．また，以上の説明からも酸素存在下での理解は難しさ

を増し，pHやイオンの存在も大きな影響を与えることも

示唆している．

リン酸バッファ（PB）やリン酸バッファ生理食塩水

（PBS）にプラズマ部や光の照射を遮断してラジカルのみを

照射した結果，H2O2量はCl－の存在で減少する．pHが緩衝

さ れ て い る 状 況 で は，非 常 に 早 い 反 応 で・OHが

Cl－＋・OH→HOClの生成経路を経て，H2O2とHOCl，ClO－

を 生 成 す る［２３］．こ こ で，ケ ミ カ ル の 添 加，

NaClO→Na++OCl－でも同様の効果を想像するかもしれな

いが，HOCl の生成効果に違いがあり，プラズマ特有の効

果が見られる．ClO－は細胞毒性があるため，重要なテーマ

である．また同様の観点から，緩衝剤（バッファ）として

入れた重曹などから発生するCO3－なども重要である．

プラズマ源の気相解析からNOが検出され［２４］，NO・の

気相中生成は，N2+O・→NO・＋N・やN・＋O2→NO・＋O・が

主な反応経路である．NO・＋OH・→HNO2 を生じ，液相の

NO2－はHNO2の溶液中解離により生成する．一方NO・の水

への溶解は非常に低いので，直接気相中から溶解して液中

反応するとは考え難く，むしろHNO2 や HNO3 を形成して

液相に溶解する．気相と液相の境界は明確ではなく気液界

面近傍であり，空間分布の解明は今後の研究の課題であ

る．HNO3 の解離定数は pKa 1.4 であり，HNO2 は pKa 3.38

であるため，pHが中性ではNO2－が主に存在するが，プラ

ズマが酸化しやすいにもかかわらず，培養液中ではNO3－が

少ないことは注目している．

溶液中のNO・を調べるために，C-PTIO を使用して，

AN＝0.82 mTの１：２：３：２：１の５本線がNO・をトラッ

プして，C-PTIのAN＝0.98と 0.44 mTの９本線で観測され

ることからNO・の存在を検出した（図４）．意図的に

NOC7（NO・発生剤の１種）を添加してNO・を 30 μM発生
させた場合，C-PTI が確認できる．プラズマを照射した培

地からNO・は C-PTI の検出以下であった（図４）．そのた

め，液相にNO・単体はほとんど存在しないのは間違いない

だろう．

H2O2とNO2－の生成パスにおいて，気相中でH2O2を生成

して溶解する効果と，O・原子からH2O2 を生成する経路が

支配的であり，光解離のOH・の再結合でH2O2 を生成する

経路は無視できる（図３）．むしろ生成したOH・は培養液

中の含有化合物との反応を考慮しなければならない．培地

には，無機イオンをはじめ，単糖（グルコース），pH緩衝

剤（重曹），アミノ酸，ビタミン等の３０種以上の化合物が含

まれている．多くの活性種の消滅を考えれば，含有割合の

多いグルコースや重曹などの関わるラジカル消去反応の理

解が重要性を増している［２５］．これは含有化合物の反応物

の一部の酸化を突き止めており［２６］，抗腫瘍効果の発現に

寄与することも推察し，仮説レベルながら考え，その実証

を進めている．

pH依存的にNO2－は NO3－との平衡がずれていく．ただ

し，培地では緩衝されていることもあり，NOとO2－と

ONOO－が平衡し，NO2－＋H2O2＋H＋→O＝NOOH+H2O，

O=NOOH→OH+NO2，を保っている．ONOO－は FeTPPS

の消去剤を添加して，その生成を確認した．ラジカルの観

測に併せて，生成物の比色法，UV/VIS 吸光，イオンクロ

マトグラフィー分析の結果を併せ，反応系のシステム解析

を総括的に進める必要がある．

反応系の様相はプラズマ源に依存している．1.1 MHz の

RF駆動のkINPenではRPMI培地に照射すると，１分間あ

たり 60 μMのH2O2 と，26 μMのNO2－の生成が見られる
［２７］（図５（a））．別のプラズマ源で，60 Hz の AC駆動の

NEAPPではDMEM培地に照射して１分間あたり 17 μM
のH2O2 と，642 μMのNO2－の生成が見られる［２８］（図５
（a））．水への照射ではNO2－生成に引き続き pHの低下を伴

い，NO3－に置換されるが，培地への照射した後の測定デー

タは少ない．他にも，大気中でプラズマ生成するグライ

ディングアーク（Glidarc）の結果では，１分間あたり 2 μM
のH2O2 と，320 μMのNO2－，26 μMのNO3－の生成が見ら
れる［２９］．ほとんどH2O2 生成がみられていないのは興味

深い．他にも，Wende らは RPMI 培地にH2O2 の 200 μM
とNO2 の約 30 μMの生成を観測し［３０］，Uchida らは He
の DBDプラズマジェット［３１］の吹き出しから周囲の大気

組成（N2 と O2 の比）を変えた場合，N2 比率を増加に伴い

H2O2 が増加し，大気巻き込み具合を照射距離で変え，

NO2－/H2O2 比を制御した［３２］．Kurake らが，H2O2 と NO2－

の濃度依存的な細胞生存率曲線を示し，（図５（a，b））H2
O2 と NO2－の共存が相乗的に細胞生存率を低下させる実験

結果に基づき抗腫瘍効果の制御に意味深い．成長因子とし

て添加されるタンパク（Fatal bovine serum）の有無で，プ

ラズマ照射後に生成したH2O2 の濃度の違いも示している

［３３］．現在，プラズマバイオ応用のプロセス診断を行う上

でNO2－/H2O2 比が注目されるパラメータとなった．（図５

（a））詳細に議論する必要もあるが，がん細胞特異的に殺

傷効果の発現，すなわち選択性には，この比率が大きい時

に生じやすく，プラズマ照射パラメータの指標にもなりう

る．

図４ C-PTIによる液相NOの捕捉例 プラズマ生成によって有意
な NOは見られない（参考文献［２１］の図７を引用）．
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さらに，プラズマ発光部を照射させた場合には，荷電粒

子や励起粒子が影響し，多量のOHを生成する．アルコー

ルはOHの消去剤でもあるが，ROSの二次反応として生成

するアルキルラジカルの発生，R-OH+OH→R・＋CH3+H2O

によるメチルラジカルの発生などを，DBNBSによって

AN＝1.37 mT，AH�＝1.0 mTをもつ信号で観察できる

［３４］．Rをアルキルとした場合，鎖長によりメチレンラジ

カル（CH2）やメチンラジカル（CH）が重畳して検出され，

その解析から異なる比率で発生していることがわかる．こ

のことからも，液相にOHの生成は，反応の起点として働

き，プラズマのもたらす多様な非平衡な反応を生じるモニ

タになりうると思われる．

５．４ プラズマ反応プロセスの診断
液相の診断からバイオプロセスを誘起するラジカルの検

出であるが，実際にプラズマプロセス中の生体内の

フリーラジカルの診断はさらに有益である．ここでは，

Hashizume らが報告した，みかんの保存中の腐敗で問題と

なるミドリカビ胞子に酸素原子を照射すると発芽しなくな

る不活性化効果を取り上げる［３５］．この不活性化機構に

は，胞子壁に物理的な損傷は見られないにも拘わらず，細

胞内のオルガネラの酸化的崩壊が顕微鏡で確認されてい

て，細胞内酸化のバイオプロセス診断が重要となってきて

いる．そのため，この過程をESRで，その場実時間観察し

た．ミドリカビをESR測定管に微細孔フィルタで塞いで入

れておき，プラズマを発生させたガスに曝した（図６）．処

理前にミドリカビの胞子からは，強いラジカル信号が見ら

れる．すなわち，胞子は休眠状態であると緑色を呈し，発

芽能力も有していて，ESRで検出されたセミキノン様の還

元状態のフリーラジカルが生体防御機能を果たしているの

だろう（図７）．酸素プラズマを発生させて酸素原子を曝

した最中のESR信号を実時間で観測した結果，処理の進展

にともなってラジカル信号は減少する様子が観察された

（図７）．酸素原子が照射されることで，セミキノン様の信

号が弱まり，過酸化ラジカルの信号に変化する．同時に，

胞子は不活性化していっており，ESR信号の減少と不活性

化には関連がある［３６］（図７）．おそらく，抗酸化ストレス

物質の消去能のバランスが崩れ，細胞内の恒常性を保って

いる生体適応が逸脱していく過程で，過度の酸化によるオ

ルガネラ破壊の現象と考えている．少なくとも，プラズマ

のバイオ作用を診断する上で，生体内のフリーラジカルの

ダイナミクス挙動も診断されることが望ましい．プロセス

最中の実時間の生体ラジカル信号の観察が，生体の適応反

応を解明するに欠かせない．

プラズマプロセスでは，化学活性なラジカルを反応場に

供給し，非熱的に多様な反応を進行させる．生成した活性

種が二次的に逐次反応を発展させ，プラズマで刺激を受け

た系には熱プロセス，熱平衡で見られない反応を見いだせ

る．この反応が解析できれば，別の観点からは，系の反応

系を人工的にプログラムして制御でき，プラズマ生物化学

といえるような新たな学問領域をも開拓する．単純な生体

図５ （a）プラズマ照射培地内に発生した H2O2と NO2
－量とその NO2

－
/H2O2比のプラズマ源の比較（参考文献［２７，２８，３３］の図を引用）．

図５ （b）NO2
－の生成パスと，細胞生存率に与えるH2O2とNO2

－の
相乗効果と PAMの効果（参考文献［３３］の図４を引用）．
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内に豊富に見られるH2O2，NO2－共に単純な化学種が，直接

的に抗腫瘍効果に影響を及ぼすとは言い難く，その本質は

未だに解明されておらず，さらなる研究が必要である．ま

た，非平衡なプラズマ誘起バイオプロセスのダイナミクス

はフリーラジカルのその場実時間観察による解明も望まれ

るところである．
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本文中に登場する略語
DMPO（5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide）

PBN（N-tert-butyl-ca-phenyl nitrone．）

BPMO（5-tert-butoxycarbonyl 5-methyl-１‐pyrroline

N-oxide）

DEPMPO（5-(Diethoxyphosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline-

N-oxide）

CYPMPO（５-(2,2-dimethyl-1,3-propoxy cyclophosphoryl)

-5-methyl-1-pyrroline N-oxide）

C-PTIO（2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethyl

imidazoline-loxyl 3-oxide）

NOC7（1-hydroxy-2-oxo-3-(N-methyl-3-aminopropyl)

-3-methyl-1-triazene）

TEMPOL（4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxy）

DBNBS（3,5-dibromo-4-nitrosobenzenesulfonate）
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