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第1章	  

序論 
 

1.1 はじめに 

心頭滅却すれば火もまた涼し，という言葉がある。これは，大辞林によると，“1582 年甲斐国の

恵林寺が織田信長に焼き打ちされた際，住僧快川がこの偈を発して焼死したという話” に由来

しており，“無念無想の境地にあれば，どんな苦痛も苦痛と感じない” という意味で発せられたと

される[1]。今では強い心持ちを持ってすれば何事も耐えたり，乗り越えたりできるという意味のこと

わざとして使われている。マラソンではこの言葉の意味を体感することができる。20 km を越える

行程の場合，実力に見合ったペースをスタートからゴールまで維持できたときにベストタイムが出

せる，という持論がある。しかし，マラソンにおいてはペースを維持する，ということが最も辛く，難

しい。そのため，心を無にし，余計な事は考えず，ただ時間に気を配りながら走ることでペースを

維持する。最終的にはどれだけ長い時間苦痛に耐え，心を無にしていられるか，というメンタル

が試される。この苦行を乗り越え，ゴールに到達したときに大きな達成感が得られるのが，マラソ

ンの醍醐味である。ただし，70 km のウルトラマラソンでは，もはやペース云々ではなく，時間内

にゴールまで到達したいか否かの気力勝負であった。このように，心頭滅却すれば火もまた涼し，

という言葉の意味は 400 年以上経った現代でも十分に伝わり，理解されるものである。 

実際に，人は気力次第で病気にすら打ち勝つことができる。プラシーボ効果というものがある

が，これは医学分野でも認められている反応で，日本語では偽薬効果という。患者によく効く薬

だと言ってブドウ糖の粉，すなわち本物の薬のような粉を与えると，症状が改善されたという結果

が多数報告されている[2]。プラシーボ (Placebo) の語源はラテン語の “I shall please” という言

葉であり，その真の意味は，患者を満足させる，または心理的効果を期待して与えられる活性を

持たない物質とされる[3]。つまり人は，気持ち次第で病を克服できる能力を秘めている。 

プラシーボ効果に似たもので，怪我をした際に傷口に唾を付けておく，という民間療法がある。

これは傷口を唾液できれいにする，唾液には傷を治す効果がある，という発想から来ているもの

と思われるが，これらに関しては全くの誤りである。ヒトは細菌と共生することで健康を維持してお

り，ヒトの腸内には 1.5 kg もの細菌が存在しているとされる[4]。ヒ口腔内にも 400 種以上の細菌が

存在する。これは，口腔内は水分量が多く，栄養が豊富であり，細菌が育成されやすい環境に

あるためである。傷口もこれと同様の環境である。このため，傷口に唾を付けることによって，土

などの汚れは除去することができるが，多くの細菌を水分と栄養が豊富な傷口で育成することと
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なり，最悪の場合は化膿する。 

プラシーボ効果とは逆の効果で，悲嘆すると通常より白血球の数が減少するという結果がある

[2]。この結果は，人の心理状態が身体の免疫機能に影響を与えることを示しており，治したい気

持ちが強ければ傷口の細菌に対する免疫力が高くなる可能性はある。しかし，細菌の増えるス

ピードは凄まじく，化膿の原因となる緑膿菌に関しては，人肌のように温かく，栄養が豊富な状況

であると 1 日で 1000 倍以上に増加する。さらに，唾を付ける程度の小さな傷口を治したいという

気持ちを強く持ち続けることは容易ではない。したがって，傷口の消毒には，プラシーボ効果は

期待できない。外来の細菌による化膿のリスクを抑えるため，傷口は殺菌してから絆創膏等で覆

うことが望ましいが，傷口に適用でき，かつ薬剤耐性の高い細菌に有効な殺菌手法はない。そ

のため，きれいな流水でしっかりと汚れを落とし，滅菌されたガーゼや絆創膏等で細菌の侵入を

防ぐほかない。 

一般的に，様々な対象に適用でき，確実な殺菌手法としては，熱による殺菌法がある。家庭

でも行える殺菌手法にはアルコール消毒などがあるが，これは十分な殺菌手法とは言えないた

め，たとえばピンセットやまな板などの耐熱性が高いものは火でよく炙ることや熱湯をかけること

が推奨される。医療機関においては，圧力鍋のような容器に器具を入れ，高圧高温の蒸気で滅

菌を行う。しかし，たとえ心頭滅却して心では涼しく感じようとも，皮膚の細胞にとって火や熱湯の

持つ熱量はとても耐えられるものではないため，傷口を炙る事とはできないし，熱湯や高圧高温

の蒸気にもさらす事もできない。このため，熱に弱い人肌にも適用でき，高い殺菌効果を示す殺

菌手法の開発が望まれる。 

近年では，生体に直接照射可能なプラズマによる薬剤耐性の高い細菌の殺菌や止血などの

研究が世界各地で活発に行われている。さらには，プラズマによるがん細胞の選択的殺傷，創

傷治療といった，にわかに信じがたいような結果も報告され，注目を集めている。 

 

1.2 プラズマとは 

プラズマをイメージしやすい例としては雷が挙げられる。雲の中の氷の粒などが摩擦により電

離し，雲が静電気を帯び，雲の地表側には地表が正に帯電しているため負の電荷が引きつけら

れ，雲と地表との間の電圧が大気の絶縁破壊電圧以上になった際に雷が発生する。ひとたび絶

縁破壊が起これば，秒という一瞬のうちに数千から数十万 A の電流が地上に向かって流れる。

なお，人に 0.1 A の電流が流れると死に至るとされている[5]。 

このようにプラズマには，炎のように我慢すれば一瞬触ることができるというものだけではなく，

触れた瞬間に大火傷や感電する危険なものもある。しかし，プラズマをうまく制御することができ

れば，いつでも温かいお風呂を沸かしてくれる炎のように，我々の生活を豊かにしてくれる。気
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付かれないことが多いが，プラズマは私達の身の回りでも利用されており，私達の生活に欠かせ

ない存在となっている。 

自然界には雷の他にオーロラなど多くのプラズマが存在し，我々の身の回りでは蛍光灯やネ

オンサイン，プラズマディスプレイ，空気清浄，プラズマ溶接など，人工的なプラズマが広く利用

されている。これらはプラズマが持つ発光性や反応性，高温などを応用した技術である。プラズ

マとは，固体，液体，気体に続く物質の第 4 の状態であり，一般的には気体を構成する分子また

は原子が電離した状態のことを指す[6], [7]。たとえば，水は 0℃以下では氷であるが，温度が高く

なるにつれて水，水蒸気と状態が変化する。これらはそれぞれ固体，液体，気体状態と呼ばれ，

いずれも水分子 (H2O) の状態として存在する。しかし，さらに高温になると水分子が解離しはじ

め，H+，OH-などのイオンや電子を含む気体となる。この状態をプラズマ状態と呼ぶ。 

プラズマ状態を実現するためには，原理的には，電界，光，熱，衝撃波などの，高いエネルギ

ーを微小な空間に集中させればよいが，工業的には気体中に強い電界を印加し，絶縁破壊を

生じさせる場合が多い。大気圧下では，絶縁破壊電圧が高く，プラズマ状態を得ることが難しい

ため，従来はガラスや金属の容器内を低気圧に保ち，その中でプラズマを発生させてきた。その

代表例がプラズマプロセシングやプラズマディスプレイ，放電ランプなどである。たとえば放電ラ

ンプの一種である蛍光灯では，管内の気圧を 1/500 atm 程度に下げ，管の両端に電圧を印加

することでプラズマを発生させる。プラズマ中の励起原子が基底準位に戻るときに発する紫外光

を，管内壁に塗布した蛍光物質で可視光線に変換し，照明光として利用する。また，プラズマは

表面処理など産業にも広く使われている。この場合，容器内にプラズマ処理を施す対象物を入

れ，減圧ポンプで容器内を低気圧にする。その後，プラズマを生成して表面を処理し，気圧を大

気圧まで戻して，容器から取り出す，という工程が必要となる。いずれのプラズマも，容器内を低

気圧にすることから，低気圧プラズマと呼ばれている。 

 

1.3 大気圧プラズマ 

低気圧プラズマに対し，今世紀初めごろから大気圧下で生成するプラズマが注目されている

[8], [9]。大気圧プラズマは，気圧の調整に必要な真空容器や排気設備が不要なため，対象物に

プラズマを照射するだけで処理が完了する。これにより，真空容器に入れることができない航空

機などの大型建造物や，大気中での呼吸を必須とする生物へのプラズマ照射の道が一気に開

けた。さらに，大気圧プラズマは大気圧下でプラズマを生成するため，高密度なプラズマを生成

できる。大気圧プラズマは，原子と電子が持つ熱の平衡状態によって，大気圧熱プラズマと大気

圧低温プラズマに大別される。本節では，それぞれの大気圧プラズマの特徴および代表的な生

成方法を記述する。 



 4 

1.3.1 大気圧熱プラズマ 

プラズマは電子やイオン，中性粒子を含み，その一部または全体が電離した粒子の集団であ

る。電界によって加速された電子やイオンが中性粒子に衝突し，エネルギーを与えることで中性

粒子が電離してプラズマ状態となる。大気圧下においては，気相中に存在する中性粒子の数密

度が高く，拡散が小さいため，これらの粒子同士の衝突が頻繁に繰り返される。それにより，プラ

ズマ中の電子の温度と，中性粒子の温度，イオンの温度（ガス温度）が等しい熱平衡状態になっ

たプラズマを熱プラズマ（熱平衡プラズマ）といい，そのガス温度は数千 K から数万 K になる。大

気開放下で生成される熱プラズマはその生成部からジェット状に噴出され，周囲への熱放射を

起こす。それにより，大気圧熱プラズマのプラズマジェットでは，プラズマの中心が最も温度が高

く，その周りは徐々に温度が下がる温度分布となるため，プラズマ全体が等しい熱平衡とはみな

されず，それぞれの領域において温度が等しい局所的熱平衡として取り扱われる。 

熱プラズマの大きな特徴としては，電子やイオン，原子の全てが高温なことが挙げられる。さら

に，大気圧下で生成した大気圧熱プラズマはエネルギー密度が高いため，熱源として使われる

ことが多く，たとえばアーク溶接や廃棄物処理に用いられる[10], [11]。さらに，熱プラズマ中では多

くのイオンやラジカルが生成されるため，化学反応性も高く，古くから薄膜や厚膜の合成が行わ

れている。近年では，ナノ粒子やナノチューブなどの合成にも応用されている[12]–[14]。 

大気圧熱プラズマの生成方法は電極放電と無電極放電の 2 種類に大別される。電極放電で

は，放電が起こりにくい大気圧下においても，高電圧または高周波電圧を電極間に印加するこ

とによって比較的容易にプラズマを安定に生成できる。アーク放電などの直流放電プラズマや

容量結合プラズマが代表的な電極放電として知られている[15]。このうちアーク放電は，グロー放

電の 1,000 倍程度の電流密度を持ち，外見上は火花や雷のような，明るく細い放電となる。しか

し，電極放電はプラズマと電極が直接接触するため，プラズマ中に電極材料が混入して予期せ

ぬ二次生成物の発生やデブリが後工程への悪影響を引き起こす可能性がある。一方，無電極

放電はプラズマと電極が接触しないため，電極材料のデブリの心配はない。さらに，電極が劣化

しにくいため，メンテナンスフリーでの連続運転が可能である。代表的な無電極放電としては，誘

導結合プラズマ （ICP: Inductively Coupled Plasma） やマイクロ波誘導プラズマが知られている

[16]。ICP では，ガラス管などの誘電体の周囲にコイルを巻いて高周波電圧を印加すると，誘電体

内の電子が誘導電場によって加速され，衝突を繰り返すことでプラズマが生成される。この場合，

プラズマは電極や誘電体と接触しないため，原料ガス以外が混入していない極めて高純度のプ

ラズマが生成でき，発光分析や質量分析など化学分析の分野で広く用いられている[17]。 
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1.3.2 大気圧低温プラズマ 

ここ十数年のプラズマ生成技術の進歩に伴い，大気圧下で，室温〜100℃程度の，従来のプ

ラズマと比べて低温で安定したプラズマの生成が可能になった[18]。この低温のプラズマは大気

圧低温プラズマと呼ばれる。大気圧低温プラズマでは，プラズマ中の電子の温度と，中性粒子

の温度，イオンの温度（ガス温度）が異なる，非平衡状態になっている。このため，大気圧非平衡

プラズマとも呼ばれる。 

大気圧低温プラズマの代表的な生成方法には，誘電体バリア放電（DBD: Dielectric Barrier 

Discharge）がある。基本構造は図 1-1 に示すような平行平板型であり，誘電体で覆われた 2 枚

の電極板の間に空間を作り，電極板間に交流の高電圧を印加する事で，誘電体の間に均一な

プラズマが生成される。電極の間に誘電体が存在する事で，電極間での放電がアーク放電に移

行できなくなるため，ナノ秒オーダーの極めて短い時間の放電が間欠的に発生する。放電時間

が短くなる事で，軽い電子は加速されるが，重いイオンや気体分子は十分に加速されないため，

ガス温度はあまり上昇しない。よって，電子のみが加速されることで，気体中の原子や分子が電

離し，反応性の高いイオンや活性種が生成される。このため，DBD では，低温で高い反応性を

持つプラズマを容易に生成できる。DBD プラズマ装置は，熱で分解してしまうオゾンの発生器や，

熱に弱い材料の表面処理，殺菌処理などに広く応用されている[19]–[21]。 

さらに，電極を同軸円筒に配置することでも DBD プラズマを生成できる。図 1-2 にガラス管の

上に電極を配置するジェット型の DBD プラズマ装置の概念図を示す。これはジェット型の DBD

プラズマ装置の一例であるが，一対の電極をガラスなどの誘電体の管の同軸円筒上に配置し，

内部にヘリウムやアルゴンなど，プラズマを生成しやすいガスを流してプラズマを生成する[22]。た

とえば，ガラス管に金属テープなどを巻く事で容易にプラズマ生成部を製作できる。この構造を

持つプラズマ装置は，ジェット状にプラズマを照射できることからプラズマジェットと呼ばれる。ま

た，そのジェット状のプラズマを高速度カメラで観測すると，弾丸状のプラズマが連続的に射出さ

れている事からプラズマバレットとも呼ばれる[23]。プラズマジェットはその取扱いの簡便性から最

も一般的な大気圧低温プラズマ装置となっている。 

 

 

 

図 1-1 平行平板型 DBD プラズマ装置の構造 
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図 1-2 一般的な DBD プラズマジェットの構造 

 

このように簡単に反応性が高く，低温のプラズマを生成できるようになったため，プラズマの反

応性を活かした様々な応用研究が進められるようになってきた。たとえば，高分子材料などの熱

に弱い物体の表面に低温のプラズマを照射すると，表面を親水化する事ができる。従来の親水

化処理法では，薬剤で親水化処理をしたあとに乾燥させるという二つの工程が必要であったが，

大気圧低温プラズマでは液体を使わずに親水化処理ができるため，工程を一つに減らすことが

できる。プラズマによる親水化効果は，プラズマ中に存在する活性酸素種等によって，表面に付

着した目に見えない有機物などの汚れを化学的に分解および気化し，表面を原子レベルでクリ

ーニングできる事や，クリーニングされた表面にカルボキシル基などの親水基を付与する事など

の効果による[24]。 

 

1.4 本論文の目的 

近年では，大気圧低温プラズマが細菌やウイルス，がん細胞に対して不活化効果を示す事

や血液凝固効果がある事など，医療分野での利用が期待できる処理効果が明らかとなってきた。

このため，生体のプラズマ処理を視野に入れた，大気圧低温プラズマの医療分野への応用に

向けた研究が行われている[25]。これらの研究には，比較的低温のプラズマを生成する必要があ

るため，主に前述の DBD プラズマ装置が多く用いられている[26][27]。しかし，いずれのプラズマ装

置も室温程度のガスに電圧を印加してプラズマを生成するため，必ず室温以上のプラズマとなり，

高いものでは生体に熱損傷を与える温度となっている[28]。また，プラズマによる各種処理効果に

は，プラズマ中で生成される活性種が大きな影響を与えていると言われている[25]。なかでも酸素

または窒素由来の活性酸素種や活性窒素種が高い反応性を持つため，これらの量や種類の制

御が重要であるとされる[29]。生成される活性種の量や種類にはプラズマを生成するガス種が大

きな影響を与える。しかし，プラズマの医療応用で使用される事が多い DBD プラズマ装置では

使用できるガスに制限があった[30]。 

当研究室の先行研究では，任意の温度にプラズマのガス温度を制御できる温度制御プラズ
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マ装置を開発した[22]。この装置により，プラズマのガス温度を上昇させることで殺菌効果が高くな

ること，放電電力を変えずにガス温度だけを変える事で，室温以下のプラズマでも高い殺菌効

果を得られる事が明らかとなった[31]。この成果により，プラズマのガス温度を人肌に制御した場

合や，さらに低くした場合でもプラズマによる効果が得られるため，実用性の高い装置である事

が示された。さらに，安定した様々なガス種のプラズマを生成可能なマルチガスプラズマ装置を

開発した[24]。この装置により，ガス種ごとに殺菌効果や表面改質効果が大きく異なる事が明らか

となり，ガス種を変える事の重要性が示された。 

医療分野で実用可能なプラズマ装置の開発においては，プラズマのガス温度や生成される

活性種が処理効果や安全性に与える影響を明らかにする必要がある。その検討を行うためには，

ガス温度に関しては，プラズマのガス温度の変化に伴って処理効果がどの程度変わるのか，プ

ラズマによる処理効果のガス温度依存性の定量的な評価が必要となる。そして，学術的にはプ

ラズマのガス温度の変化が殺菌効果に影響を与える要因について明らかにする事が望まれる。

活性種に関しては，ガス種を変えた際の殺菌効果にどの活性種が関与しているか明らかになっ

ておらず，各ガス種のプラズマによって生成される活性種の定量的な調査が必要である。しかし，

上記の温度制御プラズマでは，装置の構造上 DBD プラズマ装置を用いているためガス種に制

限があり，マルチガスプラズマ装置も装置の構造上プラズマのガス温度の制御が困難であった。

生体など熱に弱い対象を効率よくプラズマ処理するためには，プラズマのガス温度の制御が可

能で，殺菌要因となる活性種を高密度に生成できるプラズマ装置が望ましい。 

そこで本研究では，大気圧低温プラズマの医療分野への応用を目的として，プラズマのガス

温度やガス種が処理効果に与える影響を，殺菌効果を指標として調べた。そして，プラズマのガ

ス温度制御が可能かつガス種を変えることができるマルチガス温度制御プラズマ装置を開発し，

大気圧低温プラズマの医療応用に向けた基礎研究を行った。 

 

1.5 本論文の構成  

本論文は 6 章で構成されている。 

第 2 章「大気圧低温プラズマの医療応用の現状」では，従来の低温プラズマの医療応用研

究を紹介し，プラズマによる処理効果や安全性を向上させるためには，ガス温度の制御とマ

ルチガス化を両立できるプラズマ装置の開発が必要である事を述べる。 

第 3 章「プラズマのガス温度が殺菌効果に与える影響」では，温度制御プラズマ装置の基礎

特性を記述するとともに，液中の細菌に対する殺菌効果プラズマガス温度依存性を調べ，

殺菌要因を調べた結果を記述する。 

第 4 章「マルチガスプラズマバブリングによる液中殺菌」では，マルチガスプラズマバブリング
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装置を用いて，各ガス種のプラズマの殺菌効果および殺菌要因を調べた結果を記述する。 

第 5 章「マルチガス温度制御プラズマ装置の開発と医療および生命科学分野への応用」では，

マルチガスプラズマバブリング装置を用いて，各ガス種のプラズマの殺菌効果および殺菌

要因を調べた結果を記述する。また，眼科分野への応用として，眼科用の超音波併用プラズ

マバブリング装置の開発を行い，有効性を調べた結果を記述する。さらに，止血を目的とした，

内視鏡に挿入可能な小型マルチガスプラズマ装置を開発し，血液凝固効果および止血効果を

確認する事により，開発したプラズマ装置の有用性を評価した結果を記述する。最後に，マル

チガス温度制御プラズマ装置による細胞中へのタンパク質の導入実験を行い，マルチガス温度

制御プラズマ装置の生命科学分野への応用の可能性を調べた結果を記述する。 

第 6 章「結論」では，本研究で得られた成果をまとめ，今後の展望について述べる。 
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第2章	  

大気圧低温プラズマの医療応用の現状 
 

2.1 はじめに 
大気圧プラズマの中でも，低温でプラズマを生成できるようになったのはここ二十年程の事で

あり，大気圧低温プラズマの医療応用に関する研究が活発になったのは十年程前からである。

本章ではこれまでに報告されている大気圧低温プラズマの医療応用に向けた研究をいくつか紹

介し，プラズマの医療応用に向けて求められるプラズマ装置について言及する。 

 

2.2 大気圧低温プラズマによる殺菌技術 
2.2.1 従来の殺菌法 

人のほぼすべての生活圏に細菌は存在しており，その住処は大気中や水中のみならず，人

の体内にまで及ぶ。細菌の種類や数は環境に大きく左右されるが，通常人工的に作り出さない

限り無菌状態は存在しない。医療分野においては，度々細菌が原因となる感染症が問題となり，

細菌の存在は害とされる場面が多い。そのため，医療分野においては殺菌や滅菌への取り組

みが日常的に行われており，その対象は手術器具から衣服，さらには人体と多岐に渡る。それ

らで用いられる手法は殺菌処理する対象や求められる殺菌の程度によって変わってくる。 

細菌は自己増殖する事ができる最も小さな単細胞原核生物である。一言に細菌とは言っても

様々な種類があり，その形状や外部ストレスからの耐性の違いによって一般細菌，酵母様真菌，

糸状真菌，抗酸菌，芽胞形成菌に分類される。 

どの程度細菌を不活化または除去する事で人に対して無害となるかの指標は，感染防止の

取り組みにおいて重要となってくる。医療分野では無害化のレベルによって用語が使い分けら

れる。「殺菌」とは“菌を減らす事”という意味で，対象や程度を含まない概念とされる。そして，

「消毒」は“対象物に存在している病原性のある微生物を無害なレベルまで減らす事であり，必

ずしもすべての微生物を殺滅または除去するものではない”とされている。それに対して，「滅菌」

は明確に区別されているが，厳密な意味で“細菌数がゼロである事”を保証するものではない。

一般に細菌の死滅過程は確率的に取り扱われ，処理時間とともに生菌数が指数関数的に減少

していく。これを対数的死滅則といい，生菌数をいつまでもゼロにする事はできない。したがって，

医療分野では無菌性保証レベル （SAL: Sterility Assurance Level） を採用し，あるレベルに達
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する処理を「滅菌」と定義している。 

現在では，SAL として 10-6 が国際的に採択されており，厚生労働省が 1999 年に通知した「厚

生省生衛発第 956 号」や医療機器学会が作成した「医療現場における滅菌保証のガイドライン 

2015」でも同様に 10-6を採択している[32]。図 2-1 のように生菌数は桁という視点から見れば線形

的に減少していく[33]。生菌数を 1 桁減少させるために必要な時間は D 値 (Decimal Reduction 

Value) と定義される。細菌は培養すると，分裂して増殖し，コロニーと呼ばれる集団を作り，目視

で確認できるようになる。このため，菌数は一般的にコロニー形成単位 (CFU: Colony Forming 

Unit) で表記される。SAL の 10-6 では，一般的に初期菌数が 106 CFU の芽胞形成菌に処理を

施し，生菌数が 10-6 になるまでの時間，すなわち D 値を 12 倍した値を滅菌されている事が保証

できる処理時間としている[32]。 

なお，「除菌」とは殺菌と意味が近く菌を不活化せずとも“菌を対象から取り除く事“を意味して

いる。また，「抗菌」は表面をコーティングするなどして”菌が付着しにくくする事“を意味している。 

感染症の原因となる細菌を滅菌するためには，煮沸や高圧蒸気法など熱による処理方法が

用いられる。しかし，熱による滅菌法の適用が難しい生体や熱に弱い医療用器具を対象とする

場合には，薬剤による消毒が行われる。薬剤は，殺菌作用を持つ成分によって有効な細菌の種

類が異なり，図 2-2 に示すような抗菌スペクトルと呼ばれる消毒薬が有効な範囲が存在する。消

毒に用いられる薬剤は，その抗菌スペクトルの範囲によって高水準消毒薬，中水準消毒薬，低

水準消毒薬の三水準に分けられている。そして，消毒対象の材質や求められる消毒レベルに応

じて使用する薬剤は使い分けられている。たとえば，手指の消毒に一般的に用いられている消

毒用エタノールは中水準消毒薬であるため，抗酸菌までは不活化できるが，芽胞形成菌には効

かない。さらに，これらの中で，生体に適用可能な薬剤に対する耐性を獲得した細菌は薬剤耐

性菌と呼ばれる。薬剤耐性菌は，ペニシリンなどの抗菌薬に耐性を持つ多剤耐性緑膿菌などが

知られ，世界保健機関において国際的脅威として扱われるほど問題視されている[34]。芽胞形成

菌を不活化したい場合はグルタラールなどの高水準消毒薬が用いられるが，それらの高水準消

毒薬は人体に対しても毒性を示すため，人体に適用する事ができない。 

このように従来の滅菌手法にはそれぞれ一長一短があり，これらの問題点を克服した新しい

滅菌手法が求められている。また，薬剤を用いた殺菌では，薬剤耐性菌ができる可能性がある

ため，耐性を持たせる事なく殺菌できる手法が求められる。その新しい滅菌手法の一つとして，

近年，大気圧低温プラズマが注目を集めている。 
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図 2-1 細菌の死滅曲線[33] 

 

 

 

図 2-2 細菌の消毒薬抵抗性と消毒薬の水準 

 

 

2.2.2 プラズマを用いた滅菌装置 
日本で市販されている医療用滅菌装置にステラッド®がある[35]。これは高真空状態下で過酸

化水素を噴霧し，高周波やマイクロ波により過酸化水素プラズマを生成させて滅菌処理する。そ

のため，真空環境に耐えられる器具などにしか使用する事ができない。しかし，45℃という低温

で，かつ 1 時間ほどで滅菌処理できるのに加え，給排気などの設備が不要である事から，高圧

蒸気法を適用できない器具の滅菌処理のために，急速に普及しつつある。ステラッドは日本初

のプラズマ滅菌装置として取り上げられたが，現在ではこの装置の主な滅菌要因は過酸化水素

ガスであるとされ，プラズマの役割は過酸化水素ガスの無毒化であるとされている。Moisan らに

一般細菌
酵母様真菌

糸状真菌 抗酸菌 芽胞形成菌

高水準消毒薬

消毒薬抵抗性 高低

グルタラール，フタラール，過酢酸など

中水準消毒薬
消毒用エタノール，次亜塩素酸，ポビドンヨードなど

低水準消毒薬
両面界面活性剤，クロルヘキシジンなど
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よると，プラズマ滅菌とは「処理ガスそれ自体に微生物不活化作用がなく，プラズマ化したときに

初めて微生物不活化作用を有し，微生物を死滅させる事」と定義されている[36]。この定義による

と医療用のプラズマ滅菌装置はまだ開発されていない事になる。 

 

2.2.3 プラズマの直接照射による殺菌 
現在，大気圧低温プラズマの医療応用の研究の中でも，各種細菌の不活化に関する研究が

最も広く行われている[37]–[39]。これらの研究によって，比較的殺菌が難しいとされる芽胞形成菌

に対しても大気圧低温プラズマは殺菌効果を示し，耐性菌を作らない事が明らかとなっている

[40]。これらの研究で用いられるプラズマ源の多くは 1 章で記述した DBD プラズマ装置であり，プ

ラズマの医療応用のスタンダードとなっている。 

Bruggeman らのグループでは，高周波 (RF: Radio Frequency) 電源駆動の DBD プラズマジ

ェットを用いて，アルゴンプラズマによる液中の細菌に対する殺菌実験を行っている[38]。実験は

図 2-3 のように，緑膿菌を懸濁した菌液の上方 8 mm の位置からプラズマを照射して殺菌効果

を調査している。この実験から，プラズマの照射時間が長くなるほど殺菌効果が高くなり，1 分間

のプラズマ照射で液中の細菌をほとんど殺菌できる事を明らかにしている。この要因としてプラ

ズマから発生られる紫外線の影響を調査したが，液中の細菌に対しては，水による紫外線の吸

光が支配的であり，紫外線の殺菌効果への関与は無視できるとしている。また，アルゴンの準励

起状態の寿命は長いが，プラズマジェットから射出された弾丸上の準励起状態のアルゴンは周

辺空気と反応し，液面に到達する頃には多くが失活している事を示している。その他，電場やイ

オンおよびガス流による殺菌効果への直接的な関与はない事を同様に示している。主な殺菌要

因としては，気相中で生成されたイオン等によって気液界面で生成される活性酸素種や活性窒

素種が関与していると結論づけている。 

 

 

図 2-3 アルゴン DBD プラズマジェットによる液中の細菌に対する殺菌実験[38] 
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この研究では，アルゴンプラズマジェットを使用しているが，あくまでも殺菌に関与しているの

は，空気と混合され，液面に到達した結果生成される活性酸素や活性窒素種である事を示して

いる。さらに Reuter らのグループでは，プラズマ中に導入される水蒸気量がプラズマによって生

成される活性酸素量に大きな影響を与える事を示している[41]。したがって，プラズマによる殺菌

メカニズムを調べるためには，周辺空気がプラズマに与える影響をできるだけ排除し，生成され

る活性種をコントロールできる実験系である事が望ましいと考えられる。 

 

2.2.4 プラズマ処理水による殺菌 
多くの研究結果から，プラズマによる殺菌には，気液界面でのプラズマガスと水との反応が重

要である事は間違いがないといえる[25], [42]–[44]。しかしながら，プラズマの中での複雑な反応に加

えて，気液界面での反応，さらには液中での化学反応が加わるとその反応経路は無数に存在

する[21], [45]。このため，プラズマによる殺菌メカニズムを特定するためには，まず細菌を不活化さ

せる殺菌因子を特定し，そこから殺菌因子が生成されるプロセスを探る研究が多く行われている

[46]。プラズマによる殺菌のプロセスは，液中に導入される殺菌因子，具体的には化学的な活性

種が寄与しており，液中の細菌に対してプラズマは直接作用するわけでないと考えられている。

液中に溶け込んだ活性種と細菌との反応により不活化されると考えると，プラズマ処理した水に

殺菌効果を付与していると解釈ができる。近年では，プラズマ処理した液体全体をプラズマ処理

水と呼び，医療や農業分野などで様々な応用研究が行われている[29], [47], [48]。 

プラズマ処理水による殺菌効果の例を図 2-4 に示す[49]。この実験は，160 µL のプラズマ処

理した純水を一定時間静置したあと，20 µL の大腸菌懸濁液と 200 mM に調製した 20 µL のクエ

ン酸ナトリウム緩衝液を混合し，プラズマ処理水による殺菌効果の寿命を調べている。プラズマ

処理水の生成には，これまで記述した研究と同様に DBD プラズマジェットを使用している。ここ

で，クエン酸ナトリウム緩衝液を使用している理由としては，これまでの実験で pH が低くなるほど

殺菌効果が高くなる事が明らかとなっているためである[43]。プラズマ処理直後から 4 分間は初期

菌数が 106-107 CFU/mL の大腸菌を検出下限値である 10 CFU/mL 以下にする高い殺菌効果

を示している。その後，静置時間が長くなるほどプラズマ処理水による殺菌効果が低下し，10 分

ほどでプラズマ処理水に殺菌効果がなくなる事が示されている。 

このようにプラズマ処理水は，プラズマ処理直後は高い殺菌効果を持ち，時間の経過とともに

殺菌効果が失われる事が示され，残留毒性なく高い殺菌効果を示す新しい殺菌手法として注

目されている。現在では，殺菌剤としての利用対象が，医療機器や生体など医療分野のみなら

ず，食品や水など農業や衛生管理の分野でも検討されている[29]。 
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図 2-4 プラズマ処理水による大腸菌の不活化効果とその寿命[49] 

 

 

図 2-5 大気圧低温プラズマ装置の構造[50] 

 

 

2.3 がん治療への応用  
近年，大気圧低温プラズマを用いたがん治療法の有用性が相次いで発見され，プラズマがが

ん細胞にプログラム細胞死として知られるアポトーシスを誘導する事が見出されてきた[51]。現在，

図 2-5 に示す構造のプラズマ装置に 60 Hz, 10 kV, 20 mA の交流電圧を印加してアルゴンプ

ラズマを生成し，そのアフターグローを細胞に照射する事で，がん細胞に対するプラズマ照射の

影響が調べられている[50], [52]。その結果，大気圧低温プラズマによって正常細胞にダメージを与

えずに，がん細胞に選択的にアポトーシスが誘発される事が明らかにされた。細胞にプラズマを

照射する際に，がん細胞へ直接プラズマを照射しているのではなく，培養液を介してプラズマが

作用している事から，アポトーシスの誘発には培養液中に導入される活性種が関与しているとし

た。 

そのため，殺菌の研究と同様に，プラズマ処理した培養液 (PAM: Plasma Activated Water) 

を使ってがん細胞への影響が調べられている[53]。その中で，何も処理しない場合およびアルゴ

S Ikawa et al

4

is distinguishable from that of the OH• adduct [38] and 
CYPMPO can detect −O •

2  in a plasma-exposed solution [39]. 
An aqueous solution of CYPMPO (10 mM) was prepared with 
DW, and 150 µl of the solution was mixed with PTW (150 µl)  
and analyzed at RT by X-band ESR using a flat quartz glass 
tube. The microwave power was 4 mW and the 100 kHz 
modulation field was 0.1 mT. No apparent ESR signal was 
detected for the blank CYPMPO solution even after gas bub-
bling. As in the CFU assay for bactericidal activity, the effect 
of SOD on the generation of an ESR signal by the active spe-
cies in PTW was examined by using SOD (0.4 mg ml−1) and 
BSA (0.4 mg ml−1) as a control. PTW was first mixed with 
SOD or BSA solution and then mixed with CYPMPO solu-
tion. The final concentration of CYPMPO was the same in all 
experiments.

3. Results

3.1. Bacterial inactivation by PTW

PTW was prepared by exposing DW to plasma for 2 min in air. 
The PTW completely inactivated E. coli suspended in acidic 
(pH 3.7) but not in neutral (pH 6.7) buffer (figure 3). The bac-
tericidal effect of PTW on E. coli in acidic buffer (pH 3.7) was 
eliminated when PTW was aged at RT for 10 min.

To investigate the rate of decrease of the bacteria- 
inactivating species in detail, PTW was aged at RT and its 
bactericidal activity was measured (figure 4). In general, the 
logarithm of the viable rate is proportional to the concentra-
tion of a bactericide, C as equation (1).

N
N

kCtln ,
0

⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟ = − (1)

where N is a viable bacteria concentration, N0 is an initial bac-
teria concentration, k is a bactericidal reaction constant, and t is 
a time of bactericidal treatment. The relative concentrations of 

bactericidal species in PTW were estimated from bactericidal 
assay. The concentration of bactericidal species decreased over 
time, consistent with first-order reaction kinetics (figure 4);  
the half-life of the bactericidal species in PTW was calculated 
as 2.3 min at RT. The same experiments were carried out over 
a range of aging temperatures, including under freezing con-
ditions. The results showed that the half-life of the bacteri-
cidal species varied significantly with temperature. At 25, 20, 
19, 15, and 0 °C, the corresponding half-life was 0.8, 1.8, 2.2, 
4.3 and 74 min, respectively, whereas at  −18 °C and  −30 °C,  
the corresponding half-life was 2.9 and 21 d, respectively. 
This temperature-dependence of the attenuation rate could be 
described by the Arrhenius equation, even when PTW was in 
the frozen state. Based on the Arrhenius plot (figure 5), the 
half-life of the bactericidal activity at 37 °C (human body 
temper ature) was calculated as 7.9 s, indicating that PTW 
can rapidly inactivate bacteria and mitigate harmful effects to 
human tissue when used for disinfection of the human body.

3.2. Effect of SOD on bacterial inactivation by PTW

The bactericidal activity of PTW was dependent on the pH 
of the bacterial suspension. This is similar to the case of 
direct plasma exposure [22], suggesting that −O •

2  may also be 
involved in bacterial inactivation by PTW. To test this hypoth-
esis, SOD was included in the bactericidal assay as an −O •

2  
quencher. Whereas E. coli mixed with PTW only was com-
pletely inactivated, E. coli treated with PTW containing SOD 
remained viable (figure 6). The bactericidal effect was unaf-
fected by the addition of BSA instead of SOD (figure 6).

3.3. Chemical properties of active species in PTW

To confirm the formation of −O •
2  in PTW, the radical- trapping 

compound CYPMPO was used to detect radical species 
that were formed. The CYPMPO solution was mixed with 
PTW at RT and ESR analysis was carried out. The ESR 

Figure 4. Attenuation time course of PTW bactericidal activity. 
PTW was aged at RT and mixed with E. coli suspensions at pH 3.7 
and allowed to stand at 25 °C for 10 min. The number of surviving 
cells (circles) was determined by the CFU assay. Squares indicate 
the relative concentration of bactericidal species in PTW at each 
aging time; the fitted curve shows first-order decay.

Figure 5. Arrhenius plot of the degradation of bactericidal species 
in PTW. Activation energy for degradation of bactericidal species 
was calculated as 109 kJ mol−1.

J. Phys. D: Appl. Phys. 49 (2016) 425401
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ンのみを照射した場合には，アポトーシスは確認されなかったが，アルゴンプラズマで作成した

PAM ではアポトーシスが誘導される事が明らかにされた。この事から，プラズマによるがん細胞

のアポトーシス誘発効果には，培養液中に導入される活性種が影響を与えている事が示された。

さらに，PAM による効果の持続時間は 8 時間から 18 時間であるとされ，非常に長い寿命を持つ

活性種の関与が示されている。現在は，培養液中の乳酸とプラズマによって液中に導入される

活性酸素種の反応によって，化学種が生成されている事が明らかとなっている[54]。 

別のグループではがん細胞による in vitro 試験だけではなく，腫瘍を移植したマウスに対して

プラズマ照射する in vivo 試験も行なわれている[55]。この研究では，生体を接地し，生体と電極

の間でプラズマを生成する浮遊電極型誘電体バリア放電 (FE-DBD : Free Electrodes – DBD)

を用いて実験を行っている。腫瘍に対してプラズマ照射すると，図 2-6 に示すように，腫瘍の成

長が抑制されるという研究成果が挙げられている。 

 

2.4 止血への応用 
2.4.1 大気圧熱プラズマによる止血 

大気圧プラズマを用いた医療用機器の中で最も歴史が長く，広く普及している機器アルゴン

プラズマ凝固装置がある 。この装置は アルゴ ンプラズマ凝固法 (APC: Argon Plasma 

Coagulation) というアルゴンプラズマによるジュール熱で傷口を塞ぐ方式を用いている[56]。アル

ゴンプラズマ凝固装置は，外科手術や内視鏡を用いた手術の際の止血または腫瘍の除去に用

いられる。 

 

 

 

 

 

図 2-6 腫瘍を移植されたマウスに対するプラズマ照射の効果[55] 
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Treatment of subcutaneous glioma cells

Vandamme et al., Plasma Process. Polym. 7: 264-273 (2010)
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Minicourse: Plasma Medicine and Plasma HealthcareICOPS, Edinburgh 12./13.7.2012
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図 2-7 にアルゴンプラズマ凝固装置の構造を示す[57]。アルゴンプラズマ凝固法では，ガス管

の中心にワイヤー電極を配置してアルゴンガスを流し，ワイヤー電極に高周波電圧を印加する

事で，ワイヤー電極の先端と処理対象の間のアルゴンガス流路でプラズマが生成される。このと

き，電極から処理対象に電流が流れるため，主にジュール熱により処理対象に含まれるタンパク

質などの組織が凝固する。そして，電流は凝固していない低インピーダンスの組織に流れるため，

電流が流入する位置はまだ凝固していない組織に自動的に移動する。これにより組織の形状が

複雑であっても電流が回りこむため，均一な組織の凝固が可能である。さらに，非接触で処理が

行える，広範囲を短時間で処理できる，出血点をガスで露出できるため止血が容易であるなど

多くの利点がある。 

 

2.4.2 大気圧低温プラズマによる止血 
上記のアルゴンプラズマ凝固法は多くの利点がある一方で，処理対象付近の正常な組織も

同時に死滅し，処置部が施術後に潰瘍化するという問題がある。また，プラズマを生成するガス

にアルゴンを用いているため，むき出しになっている血管にアルゴンガスを吹き付けた場合，ガ

スが血管中に混入し，血栓を起こす可能性があるなどといった問題があった。ガス流を必要とし

ない，または血栓起こしにくいガスを使用する事で，大気圧低温プラズマによる血液凝固が可能

になれば，熱損傷を与えずに即座に傷口を塞ぎ，かつ殺菌処理を施す事ができるため，外傷処

理や外科処理，救急医療において有用な技術となり得る。 

 

 

 

図 2-7 アルゴンプラズマ凝固装置の構図[57] 
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そのため，大気圧低温プラズマによる止血の研究が進められており，その一つとして Fridman

らが行った研究がある[58]。この研究では，図 2-8 に示すように石英ガラスに被膜された銅の電

極を空気中に保持し，0.5〜1.5 kHz, 数 kV, 1.5 µs 程度の双極性高電圧パルスを印加する事

で，石英ガラスと血液サンプルの間でプラズマが発生させる FE-DBD をプラズマ源として用いて

いる。この報告では，15 秒のプラズマ照射で 500 µL の血液の凝固を促進する結果が得られて

おり，これはプラズマによって生成される活性種が血液凝固のカスケードに寄与するためである

とされている。しかし，このプラズマ装置では，放電形態が DBD であるため，使うほどプラズマ装

置から熱が発生し，熱による処置部へのダメージが懸念される。また，ガス流を伴わないため，

出血点がわからない部分の止血が難しいなどの問題がある。 

 

2.5 創傷治療への応用 
皮膚病のうち難治性創傷は長期的な治療が必要であり，適切な治療法でなければ治癒はな

かなか見込めない。その上，治療が長引くと感染症のリスクも高くなり命の危険性まで出てくるた

め，新たな治療法の開発が急務となっている。 

このような中で，プラズマによる殺菌効果だけでなく，プラズマ照射によって傷の治りが早くな

るという研究結果が報告された[59]。図 2-9 (a) に同じラットの背面に作成した火傷の様子を示す。

実験では傷口に 1 日 1 回 90 秒のプラズマ照射を行い，傷の回復の様子を観察している。プラ

ズマ装置には，ヘリウムの DBD プラズマジェットを使用しており，ヘリウムプラズマを照射した患

部の様子とヘリウムガスを吹付けた患部の様子を比較している。この結果，図 2-9 (b)のように，

右のガスのみを吹き付けた患部は，傷が半分程度しか塞がっていないのに対して，左のプラズ

マを照射した患部は，傷口のほとんどが塞がっている事が確認された。また，同様のプラズマを

ラットに吸引されると，血管拡張作用により血圧が低下する事が明らかとなった[60]。この事から，

プラズマ照射によって，プラズマ処理部の血行が促進され，回復が早まったと考えられている。 

 

 

 

図 2-8 FE-DBD プラズマ装置による血液凝固実験の概念図[58] 

Plasma Chem Plasma Process (2006) 26:425–442 431

Fig. 6 FE-DBD treatment of blood plasma samples: an experimental setup schematic

the Hematology lab. PT, aPTT, and TT measurements were obtained and processed by a
trained technician at the Hematology lab. Tissue samples were obtained from cadavers, ex-
planted organs, and discarded tissue samples (DUCOM IRB protocol #03519-01, 2005). The
samples were swabbed using BD BBL™ CultureSwab™ (Becton, Dickinson and Company,
Sparks, MD) and the swabs submitted for analysis to the Graduate Hospital Microbiology
lab (Philadelphia, PA) where they were plated and subsequently analyzed by a trained tech-
nician. Every tissue sample was swabbed before (control) and after e-plasma treatment to
assess e-plasma sterilization efficiency. Bacteria for quantitative analysis of sterilization were
obtained by transferring some of skin flora7from a patient with normal skin flora (as ana-
lyzed by our Microbiology lab) onto a blood agar plate (Trypticase™ Soy Agar with 5%
Sheep Blood; Cardinal Health, Dublin, OH) [15, 16]. After 24 h at 37◦C in air incubator
(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) the grown colonies were transferred from agar surface into
a sterile container and diluted with purified sterile water. Sixty samples were prepared from
the original broth and frozen (− 80◦C) for later experimentation. The thawing procedure con-
sisted of 30 min in cold water (+10◦C). Initial concentration of colony forming units (cfu)
was obtained by performing dilution assays of the samples.8 For experimentation, thawed
samples were diluted to desired concentration and either a 20µl or 1 mL were pipetted onto
agar for treatment. One milliliter samples were pipetted onto agar and left to dry for 3 h in a
class I biological safety hood (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Twenty microliter samples
were left to dry for 5 min prior to e-plasma treatment and were spread over the agar plate by
a sterile swab after treatment (Table 1).

Human tissue samples and organs used in our studies were obtained from cadavers, ex-
planted organs (placenta), and discarded tissue samples from abdomen (stomach), wound
tissue (gangrene, etc), foreskin (from circumcisions in infants and adults), and plastic sur-

7 Streptococcus is a spherical gram-positive bacterium occurring in pairs or chains; they cause, for example,
scarlet fever and tonsillitis. Staphylococcus is a spherical gram-positive bacterium that tends to form irregular
colonies; some cause boils or septicemia or infections. Yeast is a fungus, commonly species Candida present on
skin for an artificial assemblage of higher fungi which have temporarily or permanently abandoned the use of
hyphal thalli; they are unicellular, and vegetative reproduction is generally by budding or fission. These three
are omnipresent everywhere around us and are in abundance on human skin—they are commonly referred to
as “skin flora.”
8 Here cfu counts of the samples were obtained after thawing them; cfu concentration was not obtained for
samples prior to freezing—we did not include bacteria that did not survive the thawing procedure.
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図 2-9 ラットの傷口に対するプラズマ照射の影響[59] 

(a) プラズマ照射直後 (b) 28 日後 

 

 

図 2-10 マイクロ波アルゴンプラズマ発生装置 

(左) 装置外観 (中央) 装置の概念図 (右) プラズマ生成部[61] 

 

この結果の実用化に向けた装置の例として，図 2-10 に示すようなマイクロ波アルゴンプラズ

マ発生装置が挙げられる[61]。このプラズマ源はアルミニウムのパイプ内に 6 つのステンレス棒を

円周上に配置し，プラズマトーチにアルゴンガスを供給する。パイプとステンレス棒の間に 2.45 

GHz，85 W のマイクロ波を給電するとそれぞれのステンレス棒とパイプ間に放電が生じ，アルゴ

ンガス流によって開口部へ押し流される。この生成したプラズマはトーチ出口では温度が

500 ℃を超えるが，出口から 10 mm ほど距離を離すと室温程度まで温度が下がり，人体に照射

が可能となる。 

臨床実験では，処理回数と共に患部が治癒していく結果が得られており，これはプラズマが

生成する紫外線や化学的活性種などによる殺菌作用の効果および NO ラジカルの創傷治癒促

進効果によるものと考えられる。 
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2.6 医療用プラズマ装置への要求 
上述の通り，大気圧低温プラズマの医療応用に向けた取り組みが活発に行われている。プラ

ズマを医療分野で応用する際の利用方法は，対象へ直接プラズマを照射する，またはプラズマ

処理した液体を使う，という 2 つに分けられる。前者については，金属製やポリプロピレン製など

対象が熱に強ければ問題はないが，生体や薄膜など熱によってダメージを受ける対象の場合，

プラズマのガス温度を任意の値に制御できる事が求められる。また，ただガス温度を下げるので

はなく，プラズマによる処理効果を下げない事が望ましい。後者については，液中に導入される

活性種の種類や量が重要となってくる。加えて，より効果的な活性種を多く導入するためだけで

なく，不必要な活性種の導入による副作用のリスクを低減するために，プラズマ中に生成される

活性種の選択性が求められる。活性種の選択性を得るためには，プラズマを生成する周辺空気

の影響を除く他に，任意のガス種でプラズマを生成できる事が求められる。 

現状では，どちらかの要求に応える事ができるプラズマ装置は存在するが，同時に 2 つの要

求に応える事ができるプラズマ装置は存在しない。もし，マルチガス化かつ温度制御が可能な

プラズマ装置が開発されれば，これまでプラズマの照射条件が制限されていた対象にも自由に

プラズマ処理を施す事が可能になる。さらに，従来のプラズマ装置よりも迅速かつ効率よく目的

の処理を行う事ができる。また，学術的には，これまで調べる事ができなかった，各ガス種のプラ

ズマのガス温度のみが変わった場合に，処理効果に与える影響を調べる事が可能となる。 

 

2.7 まとめ 
本章では，現在までに行われたプラズマの医療応用の研究の中から，本研究に関わるものを

いくつか記述した。これを受けて，プラズマの医療応用に向けて，プラズマの処理効果を落とす

事なくプラズマのガス温度を制御できるプラズマ装置が求められる事，プラズマによる処理効果

や安全性を高めるためには，マルチガス化が必要である事を記述した。そして 2 つの要求に同

時に応えられるプラズマ装置の必要性を実用化および学術的な面から言及した。 
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第3章	  
プラズマのガス温度が殺菌効果に与える

影響 
 

3.1 はじめに 
室温程度から 100℃以下の大気圧低温プラズマ装置が開発された事により，プラズマの医療

応用に向けた研究が盛んに行われるようになった。これらの研究で用いられるプラズマ装置では，

室温程度のガスに電力を入力してプラズマを生成するため，入力した電力に応じてプラズマの

温度が上昇するため，プラズマの温度は必ず室温よりも高くなっていた。従来のプラズマ装置で

はプラズマのガス温度の上昇を抑えるために，電流を制限する，放電時間を短くする，ガス流量

を上げるなど，入力電力やガス流量を制御する方法が用いられていた[45], [58]。しかし，プラズマ

のガス温度と他のパラメータが同時に変化するため，ガス温度が処理効果に与える影響を他の

パラメータと独立に調べる事はできなかった[28]。 

そこで我々の研究室では，プラズマの生成条件とは独立にプラズマのガス温度を制御できる

手法と装置を開発した[22]。この装置を用いる事で，今まで調査できなかったプラズマのガス温度

がプラズマの処理効果に与える影響を調べる事が可能になった。 

本章では，プラズマの温度について記述したのち，温度制御プラズマ装置の基礎特性を，先

行研究で行われた殺菌実験の結果ともに記述する。そして，本研究で行った，プラズマのガス

温度が液中細菌の殺菌効果に与える影響を調べた結果を示し，殺菌要因について考察する。 

 

3.2 プラズマの温度 
大気圧低温プラズマはプラズマ中の電子とイオン，原子の熱運動が異なる熱非平衡状態とな

っており，非平衡プラズマは次の 3 つの意味で「非平衡状態」となっている。1 つ目は電子速度

分布関数がマクスウェル・ボルツマン分布ではないという意味で非平衡という表現が用いられて

いる。2 つ目は原子の内部励起状態への分布がボルツマン分布に従わないという事を意味して

いる。3 つ目は電子の平均運動エネルギーと気体原子の平均運動エネルギーが異なるという意

味である。熱平衡プラズマは「温度」という状態量ですべての分布則を統一に表現できるのに対

し，非平衡プラズマはそれができない。しかし，近似的に温度を定義できる場合があり，便宜的
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に「温度」の概念を用いている。 

非平衡プラズマにおける温度は次のように定義される。 

１. 電子温度 

電子の運動エネルギーによって規定される温度。電子の速度分布がある温度 Te のマクスウェ

ル・ボルツマン分布と同じになるとき，この Te は電子温度と定義される。 

2. 回転温度 

分子の回転の運動エネルギーによって規定される温度。分子の回転準位間の分布がボルツ

マン分布の時，その分布を与える温度を回転温度といい Trot と表記される場合が多い。 

3. 励起温度 

原子の各エネルギー準位に存在する割合を規定する温度。励起準位の原子密度分布が温

度 Tex のボルツマン分布と等しいとき，Tex を励起温度と定義する。しかし，非平衡プラズマでは

一部の準位でしかボルツマン分布していない事が多い。したがって，温度測定の際にはその測

定方法がどの領域でのボルツマン分布を前提にしたものか，注意する必要がある。 

4. 電離温度 

電子密度が温度 Ti の熱平衡状態の密度に等しいとき，Ti を電離温度と呼ぶ。 

5. 振動温度 

分子の振動準位間の分布がボルツマン分布のとき，その分布を与える温度を振動温度と呼

ぶ。 

6. ガス温度 

原子やイオンなど重い粒子の並進運動エネルギーによって規定される温度。中性原子の速

度分布が温度 Tn のマクスウェル・ボルツマン分布を取るとき，この Tn を中性原子温度と呼ぶ。実

験室で生成されるプラズマは電離度が低く，中性原子がプラズマの大部分を占めているため，こ

の中性原子温度をガス温度と呼び Tg と表記される事がある。本論文でこれまでに論じたプラズ

マの温度はこのガス温度 Tg を指す。 

局所的熱平衡 (LTE) 状態のプラズマではこれらの温度は一致するが，大気圧低温プラズマ

は全体の内の一部が電離した弱電離プラズマであるため，LTE 状態ではなく，これらの温度は

等しくならない。多くの場合は Te > Tex > Tg, Trot となっている。そのため，大気圧低温プラズマの

実用性を考えた場合はガス温度が重要となるが，温度の議論を行う場合にはその他の温度の測

定が望まれる。 
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3.3 温度制御プラズマ装置 
3.3.1 一般的なプラズマのガス温度の制御方法 

一般的な大気圧低温プラズマ装置の構成とその際のガス温度の推移を図 3-1 に示す。3.1

で述べたように，一般的な大気圧低温プラズマ装置はボンベから供給される室温程度のガスに

電力を入力してプラズマを生成する。このため，生成されるプラズマのガス温度は必ず室温以上

となっていた。生体などへ熱損傷を与えない温度にプラズマのガス温度を抑えたい場合はプラ

ズマを生成する際の電力の制限やガス流速を上げるほかなかった。 

このように，一般的な大気圧低温プラズマ装置においては，放電波形やガス流速等により，単

位体積あたりのガスに入力されるエネルギーを変える事でプラズマのガス温度を制御しているた

め，プラズマのガス温度の変化に伴ってプラズマの密度も変化していた。 

 

3.3.2 温度制御プラズマ装置におけるプラズマガス温度の制御方法[22] 
当研究室で開発した温度制御プラズマ装置の概略図を図 3-2 に示す (特許第 4611509)。こ

の温度制御プラズマ装置はプラズマ源の前にガス温度制御部を設けて，プラズマ化する前のガ

スそのものの温度を制御する事で，プラズマのガス温度を制御する。ガスボンベから供給される

ガスはガス冷却器で冷却されたのち，ヒーターによって加熱され，プラズマ化される。生成された

プラズマのガス温度を測定し，ヒーターへの入力電力を調整する事で，所望の温度のプラズマ

を生成する。このプラズマ装置の機構では，プラズマを生成する際の放電電力やガス流速を変

える事なく，プラズマのガス温度を制御する。 

 

 

 

 

図 3-1 一般的な大気圧低温プラズマ装置の構成とガス温度の推移 
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図 3-2 温度制御プラズマ装置の概略図 

 

 

図 3-3 使用した温度制御プラズマ装置の構成 

 

 

3.3.3 本研究で用いた温度制御プラズマ装置 
本研究では，図 3-3に示す構成の温度制御プラズマ装置を使用した。プラズマのガス温度を

予め制御する温度制御機構は，ガス冷却部とガス加熱部によって構成される。ガス冷却部には

液体窒素，加熱部には 15 Ω のニクロム線を用い，プラズマ源には DBD プラズマジェットを用い

た。銅パイプを液体窒素に浸し，この銅パイプの中にヘリウムガスを流す事でボンベから室温程

度で供給されるガスを一度零下に冷却する。その後，冷却されたガスはヒーターによって加熱さ

れ，プラズマ化される。ヒーターへの入力電力を調整する事で，所望のガス温度のヘリウムプラ

ズマを生成する。 

プラズマ生成部には，1.3.2 で紹介した DBD プラズマジェットを使用した。DBD を利用したプ

ラズマジェットは大気圧低温プラズマ源の中でも比較的低温のプラズマの生成が可能で，温度

を制御しない場合でも 40〜50℃程度と手で触れる事の可能な温度のプラズマを生成できる。本

研究で使用した DBD プラズマジェットの構成を図 3-4 に示す。本実験では，内径 3 mm, 外径

5 mm 石英製のガラス管の周囲に 10 mm の幅のリング状銅電極を 10 mm 間隔で配置し，両電極

間に交流高電圧を印加する事でプラズマを生成した。このプラズマ源は電極がガラスなどの誘
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電体の外側に配置されているため，プラズマガスが比較的熱伝導率の低いガラス (熱伝導率λ

=1 [W/(m・K)]) にしか触れず，直接金属 (λ=200〜400) に触れる場合と比較して外部への熱

の拡散を抑える事ができる。 

本研究で使用したヘリウムプラズマジェットの放電特性を調べるために，放電時の電流および

電圧を測定した。電流値は図 3-5 に示すように，プラズマ源の下流側の電極に 5 kΩ の抵抗を

接続し，抵抗の両端にかかる電圧から算出した。シャント抵抗の抵抗値が比較的大きいが，これ

は，抵抗値が低いとプラズマ源の発するノイズとの S/N 比が大きくなり，電流値の正確な測定が

できないためである。放電電圧はプラズマ源の上流側の電極と接地電位間の電圧と，シャント抵

抗 に か か る 電 圧 の 差 か ら 求 め た 。 各 電 圧 の 測 定 に は オ シ ロ ス コ ー プ  (TDS-680B, 

Sony/Tektronix Corporation, Tokyo, Japan) を用い，プラズマ源の上流側の電極と接地電位間

の電圧の測定には高圧プローブ （HVP39pro, Pintek Electronics Co., Taiwan） を使用した。 

まず，ピーク電圧が 4 kV，周波数が 16 kHz の正弦波を印加すると，図 3-6 に示すように電

圧の立ち上がり部分と立ち下がり部分に電流のパルスが観測された。これは 2.5.2 でも述べたよ

うに DBD の特有の電流波形である。 

次に，ピーク電圧を 9 kV に増加させ，周波数 16 kHz の正弦波を印加すると，図 3-7 に示す

ように 4 kV を印加した場合と同様の電流パルスが観測された。本論文でプラズマの生成に使用

した交流高電圧電源 (PF-DFMJ02, Plasma Concept Tokyo, Tokyo, Japan) の開放時の電圧波

形は，図 3-8 に示すように 16 kHz の周波数でピーク電圧が 1 kV から 9 kV の間で脈動してお

り，脈動の周波数は 100 Hz となっている。そのため，プラズマ生成時の電流パルスはピーク電

圧によって時間的な変動がある。 

 

 

 

 

図 3-4 使用した DBD プラズマジェットの構成 
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図 3-5 電流電圧測定のセットアップ 

 

 

図 3-6 4 kV 印加時の電流電圧波形 

 

 

図 3-7 9 kV 印加時の電流電圧波形 
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図 3-8 電源の開放電圧波形 

 

 

3.4 プラズマのパラメータのプラズマガス温度依存性 
プラズマの殺菌効果や血液凝固効果は使用するプラズマの状態によってその効果は大きく

変化する事が予想される。このため，使用するプラズマ装置によって生成されるプラズマの状態

を知る事は先行研究と比較する上で重要となる。本論文では，プラズマの状態を示すパラメータ

のうち，殺菌や血液凝固に影響を与えると考えられる，放電電力や，電子密度などのプラズマの

ガス温度依存性について記述する。本節では，まず先行研究で調査された結果を記述する。そ

の後，本研究で調査した結果を記述する。 

 

3.4.1 先行研究で調査された温度制御プラズマ装置の特性[31] 
ガス温度制御能 

本研究において温度測定の対象となるプラズマは，細管内を流れ，出口の噴出口からジェッ

ト状に吹き出す流体であり，その流体の温度の測定にはいくつか方法がある。まず，プラズマに

限らず簡易的にガス温度を測定する方法として，熱電対などの接触式温度計を用いる方法があ

る。この方法では，温度センサと測定対象であるガスが直接接触するため，温度センサが測定

対象に影響を与える事，センサと測定対象の間の熱の移動のしやすさに依存する測定誤差を

十分に考慮する必要がある。一方，非接触の温度計測方法としてはプラズマの発光を利用した

発光分光法や，レーザーを用いた蛍光分光法があるが，光学系を必要とするため簡便な測定と

はいかず，また，温度の算出に計算が必要なため，リアルタイムな測定が困難である[28]。先行研

究および本研究では，プラズマのガス温度と各種処理効果の関係を調べるにあたり，温度測定

の簡便さを重視し，熱電対によるプラズマのガス温度の計測を行った。 
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図 3-9 プラズマの放電電力とガス温度の関係 

 

 

プラズマ中の分子の回転温度はガス温度と同等の値を示すため，正確なプラズマのガス温度

は前述のように OH の回転温度などから測定される必要がある。先行研究では，温度制御プラ

ズマ装置を用いた場合に，熱電対によってガス温度を測定した結果とプラズマ中の OH の回転

温度を測定した結果を比較している。この結果，熱電対で測定した結果のほうが 6〜23℃低くな

り，誤差はあったものの，温度変化の傾向はほとんど変わらない事を明らかにしている[22]。先行

研究および本研究では，温度の正確さよりも，温度計測の簡便さが重視されるため，熱電対によ

る測定値をプラズマのガス温度とした。ガス温度の測定は，ステンレススチール (SUS316) 製の

シースタイプの熱電対 (長さ 50 mm, 外径 1 mm) を用い，プラズマ源出口から 2 mm の位置で

行っている。 

本研究で用いる温度制御プラズマ装置の優位性を確認するため，プラズマの放電電力とガス

温度の関係を調査した結果を記述する。放電電力はプラズマを維持できる下限である 0.4 W か

ら，プラズマ生成部が壊れない上限の 1.5 W の間で変化させている。その結果，図 3-9 に示す

ように放電電力の上昇に伴い，非線形にプラズマのガス温度が上昇し，そのガス温度の範囲も

30℃から 42℃程度となっている。 

次にプラズマの生成部の前にガス冷却部とヒーターを配置し，ヒーターへの入力電力を変える

事でプラズマのガス温度を制御した結果を記述する。ヒーターへの入力電力とプラズマのガス温
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3-11 に示すようにどの温度域でも約 14℃と大きな変化はなかった。このため，この温度制御プラ

ズマ装置を用いる事によって，ヘリウムプラズマジェットのガス温度を-54〜160℃の範囲，±1℃

の範囲で制御できるといえる。プラズマ生成部に使用している断熱材などの耐熱温度の限界に

より，プラズマのガス温度の上限は 160℃となっている。そのため，ヒーターより出口側の材料が

高温に耐える事ができれば，原理的にはさらに高い温度のプラズマの生成が可能である。これ

らの結果から，従来のプラズマ装置と比較して温度制御プラズマ装置は，プラズマの放電電力

を変える事なく，-54℃から 160℃程度の範囲でプラズマのガス温度を制御できる事が示されて

いる。 

 

 

 

図 3-10 ヒーターへの入力電力とプラズマのガス温度の関係 

 

 

図 3-11 プラズマ生成前後のガス温度の変化 

 

-80

-40

0

40

80

120

160

200

0 10 20 30 40 50 60

Pl
as

m
a 

ga
as

 te
m

pe
ra

tu
re

 [º
C

]

Input power to the heater [W] 

After plasma generation
Before plasma generation

0

5

10

15

20

-60 -30 0 30 60 90 120 150 180

ΔT
 [º

C
]

Plasma gas temperature [ºC]

25

30

35

40

45

0 0.5 1 1.5 2

Pl
as

m
a 

ga
s 

te
m

pe
ra

tu
re

 [º
C

]

Discharge power [W]

-80

-40

0

40

80

120

160

200

0 10 20 30 40 50 60

Pl
as

m
a 

ga
as

 te
m

pe
ra

tu
re

 [º
C

]

Input power to the heater [W] 

After plasma generation
Before plasma generation

0

5

10

15

20

-60 -30 0 30 60 90 120 150 180

ΔT
 [º

C
]

Plasma gas temperature [ºC]

25

30

35

40

45

0 0.5 1 1.5 2

Pl
as

m
a 

ga
s 

te
m

pe
ra

tu
re

 [º
C

]

Discharge power [W]



 29 

 

図 3-12 プラズマのガス温度制御時の時間応答 

 

 

ヒーターへの入力電力を変化させた場合のプラズマのガス温度の応答を図 3-12 に示す。横

軸は時間軸であり，各時間におけるヒーターへの入力電力はグラフの上部に記された値となっ

ている。ヒーターへの入力電力が変化したあと，プラズマのガス温度はすぐに変化し始め，10〜

15 分程で安定した。本実験は，ヒーターへの入力電力を固定してプラズマのガス温度の測定を

行っているため，プラズマのガス温度が安定するまでに時間を要する。しかし，温度を上げる場
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なったらヒーターへの入力電力を落とす，というように測定したプラズマのガス温度をヒーターへ

の入力にフィードバックしてヒーターへの入力電力を制御する事で，より高速な温度制御が可能

になると考えられる。 
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図 3-13 各プラズマのガス温度における可視光の発光スペクトル 

 

 

図 3-14 各プラズマのガス温度における赤外光の発光スペクトル 
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励起温度 

プラズマの励起温度は高い励起状態の原子や分子の分布の広がりであるため，励起温度が

高いほど励起エネルギーを持つ原子や分子が多く存在する。このため，励起温度はプラズマの

反応性を示す指標となり，プラズマの処理効果に大きな影響を与えると考えられる。そこで先行

研究では，温度制御した際の励起温度の変化を調べている。ヘリウムの励起温度は，447.15 nm 

と 501.57 nm のヘリウムの原子線を用い，2 線法により算出している。このとき使用したヘリウムの

原子線の情報を表 3-1に示す。ガス温度が40℃のときのボルツマンプロットを図 3-15に示す。

このときのヘリウムの励起温度は 1,619℃であった。 

プラズマのガス温度とヘリウムの励起温度の関係を図 3-16 に示す。同じ条件で 3 回ずつ発

光を測定し，それぞれの測定結果から得られた平均値をプロットし，エラーバーは標準偏差を意

味している。プラズマのガス温度を 0℃から 120℃まで増加させると，ヘリウムの励起温度は

1,200℃から 1,900℃まで上昇した。この結果から，生成されたプラズマの非平衡さが示され，励

起温度はプラズマのガス温度の上昇以上に高くなっている。また，プラズマの放電電力によって

プラズマのガス温度を変えた場合に生成されるヘリウムプラズマの励起温度を測定して比較した

結果，温度制御プラズマ装置を用いてガス温度を制御した場合と同様に，プラズマのガス温度

の上昇に伴ってヘリウムの励起温度が上昇している。この事から，プラズマのガス温度を上昇さ

せる事でプラズマによる処理効果が高くなる可能性が示唆された。 

 

 

 

表 3-1 励起温度の測定に使用したヘリウムの原子線 

 

 

Wavelength  
λ/nm

Excitation energy 
Ei/10-18J

Degeneracy 
g

A-factor 
Aij

447.15

501.57

3.8029

3.6989

15

3

0.314

0.134
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図 3-15 40℃のプラズマにおけるヘリウムの原子線のボルツマンプロット 

 

 

図 3-16 各ガス温度制御方式における励起温度の変化 

 

 

3.4.2 本研究で調査した温度制御プラズマ装置の特性 
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で行った。放電電力はプラズマにかかる電圧と回路に流れる電流の積から算出した。 

プラズマのガス温度と放電電力の関係を図 3-17 に示す。測定は n = 3 で行い，点は平均値

を，エラーバーは標準偏差を意味する。この結果からプラズマのガス温度の上昇に伴い，放電
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度が低下している可能性が考えられる。電子密度については次項で記述する。 

プラズマのガス温度を変化させると放電電力も変化した事から，プラズマの放電電力と独立に

プラズマのガス温度の影響を調べる，という本研究の目的にそぐわない結果となった。しかし，従

来のプラズマ源では，プラズマの放電電力とともにプラズマのガス温度が上昇しており，本研究

で用いる温度制御プラズマ装置はその逆の傾向を示している。したがって，温度制御プラズマ

装置で高温のプラズマを生成し，処理効果が高くなった場合は少なくとも放電電力の影響では

なくプラズマのガス温度が影響を与えている事を示唆できると考えられる。 

 

電子密度 

電子密度は，プラズマと処理対象物の反応頻度や各種の正イオンの生成量の指標となるた

め，温度とともに重要なプラズマのパラメータの一つである。電子密度の測定には，温度や平衡

状態，気圧など，プラズマを生成する環境に応じた測定法が用いられている[62]–[64]。本研究では

大気圧低温プラズマ中の電子密度の測定に用いられる，プラズマの発光のシュタルク広がりを

用いた測定法を用いた[28]。本研究ではスペクトル線が重なっていない，水素のβ線を用いて電

子密度を求めた。3.4.1 の発光分光の結果にあったように，ヘリウムプラズマでも，空気由来の水

分やガスボンベ中に含まれる水分がプラズマに巻き込まれる事で Hβ線が観測される。Hβ線は

バルマー系列の n = 4 から n = 2 の間の遷移によって放射されるスペクトルで，中心波長は

486.13 nm である。放電電力のガス温度依存性を調査した際と同様に，プラズマのガス温度は-

20℃から 80℃の間で制御した。 

プラズマのガス温度と電子密度の関係を調べた結果を図 3-18 に示す。測定は n = 3 で行い，

点は平均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。-20℃のときの電子密度は 3.4 x 1014 cm-3

であったが，プラズマのガス温度が高くなるにつれて，電子密度は低下し，80℃のときは 2.4 x 

1014 cm-3と-20℃のときと比較して約 30%低下した。温度T1 における気体原子・分子の数密度 nT1

と温度 T2 における気体原子・分子の数密度 nT2 の関係はボイル・シャルルの法則から次式で表

される。 

 𝑛"# =
𝑇&
𝑇'
𝑛"(	 式 3-1 

ここで，T1 を 253 K (-20℃) とし，T2 を 353 K (80℃) とすると，nT2 = 0.72 nT1 となる。このヘリ

ウム原子の数密度の理論値と電子密度を比較すると，それぞれの値の変化に同様の傾向があ

る事から，ヘリウム原子の数密度の変化が電子密度に影響を与えている可能性がある。そして，

この電子密度の低下が，プラズマのガス温度の上昇に伴う，放電電力および発光強度の低下に

も影響を与えていると考えられる。 
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図 3-17 プラズマのガス温度と放電電力の関係 

 

 

図 3-18 各ガス温度制御方式における電子密度の変化 
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ス温度のみをパラメータとして殺菌効果を調査した報告はない。生体など熱に敏感な対象への

プラズマ照射を考えた場合，プラズマのガス温度が処理効果や生体へ与える影響の調査は必

須である。 

本節では，プラズマのガス温度が処理効果に与える影響の調査を目的として，温度制御プラ

ズマ装置を用いて各種細菌に対する殺菌効果を評価した結果を記述する。 

 

3.5.1 先行研究で行われた殺菌効果へのガス温度の影響調査 
当研究室の先行研究では，開発した温度制御プラズマ装置を用いて，寒天培地上の細菌に

対する殺菌効果のプラズマガス温度依存性を調査している[31]。温度制御プラズマ装置について

は，次章で詳しく記述する。寒天培地に大腸菌を均一に塗布し，寒天培地の上方から温度制御

した酸素とヘリウムの混合ガスのプラズマを照射した結果を図 3-19 に示す。図は寒天培地を上

から観察したもので，黄色の箇所は大腸菌が生長し，コロニーを形成している。プラズマの照射

時間を 1 分とした場合，25℃以上のプラズマで，直径が 15 mm ほどの阻止円が観察された。こ

れはプラズマ装置の直下の細菌が殺菌されている事を表す。プラズマの照射時間を 3 分とした

場合，全てのガス温度のプラズマ照射後に寒天培地全体で殺菌された領域が確認された。この

結果から，プラズマのガス温度の上昇に伴って，殺菌効果が高くなる事，プラズマの照射時間が

長い場合には，零下のプラズマでも殺菌が可能である事が示された。しかし，プラズマのガス温

度が殺菌効果に影響を与える要因は明らかとなっていない。この要因としては，殺菌効果の定

量評価や殺菌因子の定量が困難であった事が挙げられる。 

 

 

 

 

図 3-19 寒天培地上の大腸菌に対して各ガス温度のプラズマを照射した結果[31] 
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3.5.2 液中の細菌に対する殺菌効果の定量評価方法 
本研究ではプラズマのガス温度が液中に存在する細菌に与える影響を定量的に調査するた

めに，次の方法で殺菌実験を行った。図 3-20 に示すようにサンプルカップに入れた 200 µL の

菌液に対して，10〜80 ℃に制御したプラズマを照射した。指標菌には，一般細菌として大腸菌 

(Escherichia coli ATCC25922), 緑膿菌 (Pseudomonas aeruginosa ATCC27853), 黄色ブドウ球

菌 (Staphylococcus aureus ATCC25923), 腸球菌 (Enterococcus faecalis ATCC29212) を用い，

芽胞形成菌としてセレウス菌 (Bacillus cereus JCM2152) を用いた。ガスの体積は温度によって

変化するため，ガス流量の制御にはマスフローメーターを使用し，単位を Standard Litter per 

Minute (SLM) とした。プラズマは温度制御プラズマ装置に酸素 3%とヘリウム 97%の混合気体を

10 SLM 流して生成し，液面上 5 mm の位置から照射した。酸素混合ヘリウムガスを用いた理由

としては，先行研究でヘリウムガス単体よりも酸素を混合したほうが殺菌効果は高くなり，酸素を

3%添加する事によって数分で高い殺菌効果が得られる事が明らかとなっているため，実験の便

宜上使用した[31]。溶媒の pH が変わる事で殺菌効果が高くなる事が報告されているため，プラズ

マのガス温度のみの影響を調べるためには pH の変動を抑えられる事が望ましい[43]。また，細菌

に浸透圧によるストレスを与えないために溶媒の塩濃度を 0.9%に調整する必要がある。そこで，

菌液の溶媒としてはダルベッコリン酸緩衝液(-) (DPBS: Dulbecco's Phosphate-Buffered 

Saline(-)) を使用した。プラズマによる殺菌効果は，プラズマによって生成される活性酸素種の

酸化ストレスであると考えられている[25]。液中に導入される活性種には液中での寿命が数マイク

ロ秒と短いものから数十分と長いものも存在し，活性種と細菌の反応（接触）時間が殺菌効果に

影響を与える。活性種と細菌の反応時間を一定にする事で反応時間が殺菌効果へ与える影響

を除く事ができる。本研究では，反応時間をプラズマによって液中に導入される活性種を失活さ

せる事で制御した。活性種を失活させるために，プラズマ照射後の細菌懸濁液を室温で 20 分

間静置させたのち LB 培地と 1:1 で混合した。このため，本章の殺菌実験における活性種と細菌

の反応時間はすべて 20 分となっている。LB 培地と混合した細菌懸濁液を段階希釈して寒天培

地上に塗布し，37℃のインキュベータで 15〜20 時間培養した。もし，細菌が 1 個生存していた

ら，その細菌が寒天培地上で分裂して増殖し，コロニーと呼ばれる集団を形成するため，目視で

の菌数カウントが可能になる。そこで本研究では，育成したコロニー数をカウントする事で殺菌効

果を定量的に評価し，生菌数の単位をコロニー数で考える CFU (Colony Forming Unit) とした。

細菌培養用の培地には LB 培地を使用した。また，今回の実験では，培地上に塗布した菌液の

内，一般細菌に関しては，10 倍希釈した菌液の濃度が最も高く，その菌液を 10 µL 塗布したた

め，検出下限値は 200 CFU となった。なお，実験はすべて大気開放雰囲気下で行った。 
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図 3-20 各ガス温度のプラズマによる殺菌実験における菌液へのプラズマの照射方法 

 

 

3.5.3 液中の細菌に対する殺菌効果のプラズマガス温度依存性 
一般細菌および芽胞形成菌に対する殺菌効果のプラズマガス温度依存性を調べた結果を図 

3-21 に示す。グラフは横軸がプラズマの照射時間，縦軸がプラズマ照射後の生菌数をログスケ

ールで表しており，各温度のプラズマを照射した結果をプロットしている。実験は n = 3 で行い，

点は平均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。標準偏差の値が平均値を上回った場合，

負の範囲は表示していない。また，下部の破線は検出下限値を表しており，細菌の生存が確認

されなかった，もしくは最も濃い菌液を塗布した培地上で 1 つコロニーが検出された場合に破線

上にプロットしている。 

初期菌数が約 6.8 x 107 CFU の大腸菌に対して 10℃のプラズマを照射した結果，プラズマの

照射時間が長くなるほど生菌数が減少していき，2 分間照射する事で生菌数が約 2.2 x 104 CFU

となり，約 3 桁減少した。そして，プラズマのガス温度が高くなるにつれて，短い照射時間で生菌

数が減少し，50℃以上のプラズマを 20 秒間照射した場合には，コロニーは形成されず，生菌数

は検出下限値である 200 CFU を下回った。 

初期菌数が約 9.2 x 107 CFU の緑膿菌に対して 10℃のプラズマを 2 分間照射した結果，生

菌数は約 4.9 x 107 CFU となり，生菌数は約半分になっていた。そして，20℃のプラズマを 2 分

間照射した場合，生菌数は約 1.5 x 107 CFU となり 10℃のプラズマを照射した場合のさらに半

分になっていた。さらにプラズマのガス温度を上げていくと，生菌数の減少量が急激に増加し，

30℃のプラズマでは 2 分間のプラズマ照射で生菌数が約 6.7 x 104 CFU となり，60℃以上のプ

ラズマでは 20 秒間の照射で生菌数が検出下限値を下回った。 

初期菌数が約 3.8 x 107 CFU の黄色ブドウ球菌に対して 10℃のプラズマを照射した結果，生

菌数は約 8.1 x 106 CFU となり生菌数は約半分になっていた。20℃のプラズマを 2 分間照射し

た場合には，生菌数が約 2.5 x 103 CFU となり，4 桁以上減少していた。そして，プラズマのガス

温度の上昇とともに短い照射時間で生菌数が減少し，大腸菌と同様に 50℃以上のプラズマで



 38 

は 20 秒間の照射で生菌数が検出下限値を下回った。 

初期菌数が約 7.1 x 107 CFU の腸球菌に対して 10℃のプラズマを照射した結果，生菌数は

約 8.6×106 CFU となり，約 1 桁減少した。20℃のプラズマを 2 分間照射した場合には生菌数が

約 2.4×106 CFU となり 10℃のプラズマの約 1/4 になっていた。さらにプラズマのガス温度を上

げていくと，短い照射時間で生菌数が減少し，緑膿菌と同様に 60℃以上のプラズマでは 20 秒

間の照射で生菌数が検出下限値を下回った。 

初期菌数が約 1.4 x 107 CFU のセレウス菌に対して 10℃および 20℃のプラズマを照射した結

果，生菌数は約 3.6 x 106 CFU となりほぼ同じであった。30℃から 80℃のプラズマを 2 分間照射

した場合には生菌数が徐々に減少し，80℃のプラズマでは 2 分間の照射で生菌数が約 4.0 x 

102 CFU となった。 

これらの結果から，温度の変化に伴う殺菌効果の変化の程度は菌種によって異なったものの，

いずれの菌種に対してもプラズマのガス温度の上昇に伴って殺菌効果が高くなる事を実証した。

この事から，菌種によってプラズマによって生成される殺菌因子に対する耐性または殺菌因子

の種類が異なっている可能性が考えられる。また，大腸菌と黄色ブドウ球菌に関しては，室温以

下の 10℃や 20℃のプラズマを照射した場合においても 2 分間で生菌数を 4〜5 桁減少させる

高い殺菌効果が確認された事から，生体へ直接照射する際に熱損傷を与える事なく，高い殺菌

効果が得られる可能性を示した。 

プラズマの照射時間を t [min]，反応時間（接触時間）を t’ [min] とした場合，生菌数の減少

量は次の式で表す事ができる[49]。 

 𝐿𝑜𝑔'- .
𝑁-
𝑁 0 = 𝑘𝑐𝑡4 = 𝑘𝑎𝑡4𝑡	 式 3-2 

ここで，N0 [CFU] は初期菌数，N [CFU] は t 分間プラズマ照射後の生菌数，k [L/(mol·min)] 

は反応速度定数，c [mol/L] は殺菌因子濃度を表す。殺菌因子の寿命が長い場合，殺菌因子

の濃度 c は，単位時間あたりのプラズマ照射による殺菌因子の導入量 a [mol/(L·min)] とプラズ

マ照射時間 t の積で表される。t’はどの条件でも 20 分としており，同じガス温度のプラズマおよ

び細菌では，a および反応速度 k は一定となる。そのため，kat’の値は殺菌対象とする菌種およ

びプラズマのガス温度によって異なってくると考えられる。そこで本研究では，各ガス温度のプラ

ズマの殺菌能と液中への活性種の導入量を定量的に比較するために，kat’の値を殺菌能（BA: 

Bactericidal Ability）として定義し，各菌種およびガス温度ごとに算出した。BA 値は単位時間あ

たりのプラズマ照射によって減少させる菌の桁数を表す。 
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図 3-21 各種細菌に対する殺菌効果のプラズマガス温度依存性 

  

102

Plasma irradiation time [s]

Su
rv

iv
in

g 
nu

m
be

r [
C

FU
]

103

104

105

106

107

108

0 12010080604020

>50ºC

40ºC
30ºC

20ºC

10ºC

E.coli

N.D. N.D. N.D.
N.D.

102

Plasma irradiation time [s]

Su
rv

iv
in

g 
nu

m
be

r [
C

FU
]

103

104

105

106

107

108

0 12010080604020

50ºC

40ºC

30ºC

20ºC

10ºC
P.aeruginosa

60ºC
N.D. N.D. N.D.

102

Plasma irradiation time [s]

Su
rv

iv
in

g 
nu

m
be

r [
C

FU
]

103

104

105

106

107

108

0 12010080604020

50ºC

40ºC

30ºC
20ºC

10ºC

S. aureus

N.D. N.D. N.D.

102

Plasma irradiation time [s]

Su
rv

iv
in

g 
nu

m
be

r [
C

FU
]

103

104

105

106

107

108

0 12010080604020

50ºC

40ºC
30ºC

20ºC

10ºC

E.faecalis

N.D. N.D. N.D.
60ºC

102

Plasma irradiation time [s]

Su
rv

iv
in

g 
nu

m
be

r [
C

FU
]

103

104

105

106

101
0 12010080604020

80ºC

40ºC

20ºC
B.cereus (Spore)

60ºC

10ºC

30ºC

50ºC

70ºC



 40 

プラズマ照射によって細菌やがん細胞を不活化させるためには，一定時間以上のプラズマ照

射が必要である事が報告されている[65]。そこで，プラズマの照射時間と生菌数のグラフにおいて，

生菌数がしきい値以下となる点の一つ前の点から生残直線を作成し，その直線の傾きを BA 値

とした。本論文ではしきい値を初期菌数の 10 分の 1 とした。そのため，BA 値は BA = 

log(N1/N2)/(t2-t1) として計算した。このとき，N1 と N2 はそれぞれ，t1 および t2 分間プラズマ照射

後の生菌数である。2 分間照射後の生菌数と初期菌数に 1 オーダー以上の差がなかった場合

は，BA1 = 0 とした。最短の照射時間である 1/3 分（20 秒）以内に検出下限値となった場合は，

BA2 = log(N0/200)/(1/3) とした。BA1 と BA2 に関しては各菌種の各ガス温度でそれぞれ 1 点ず

つ使用し，他の点を除外した。BA1 に関しては検出下限値以下となった始めの点，BA2 に関して

は BA2 の中で最も高い温度の点を使用した。 

たとえば，P.aeruginosa に対する BA 値は次のようになった。P.aeruginosa の初期菌数は 9.2 x 

107 CFU であるため，しきい値を 9.2 x 106 CFU とした。図 3-22 の上の破線はしきい値を示し，

実線は BA 値を求めるために使用した 2 点を繋いでいる。10℃と 20℃のプラズマでは，2 分間

のプラズマ照射で，生菌数がそれぞれ，4.9 x 107, 2.3 x 107 CFU となっており，減少値は 1 桁未

満となった。このため，これらの温度では，BA 値は 0 となった。30℃では，1 分間のプラズマ照射

で生菌数がしきい値以下となり，2 分間で 6.7 x 104 CFU となった。そのため，BA 値は log (2.9 x 

107/6.7 x 104) / (2 -2/3) = 2.0 min-1 となった。40℃では，1/3 分（20 秒）照射後の生菌数がしき

い値以下となり，1.5 分間のプラズマ照射で検出下限値以下となった。そのため，BA 値は log 

(9.2 x 107/200) / (1.5 - 0) = 3.8 min-1 となった。60℃以上のプラズマでは生菌数が 1/3 分以内

に検出下限値以下となったため，BA 値は log (9.2 x 107/200)/(1/3) = 17 min-1 以上となった。 

同様にして求めたそれぞれの菌種に対する各ガス温度のプラズマの BA 値を図 3-24 に示

す。E.coli, P.aeruginosa, E.faecalis, S.aureus, B.cereusに対する殺菌能は10℃のプラズマでは，

それぞれ 2.4, 0, 1.3, 0, 0 min-1 であった。これに対して，80℃のプラズマではそれぞれ，>17, 

>17, >17, >16, 3.0 min-1 となり，それぞれの殺菌能は大きく向上した。これらの結果から，芽胞形

成菌はプラズマに対する耐性がその他の細菌と比較して高く，その他の細菌の間では大きな違

いがない事を明らかにした。また，いずれの菌種に対しても，プラズマのガス温度の上昇に伴っ

て，殺菌能が高くなる事を定量的に示した。 

 



 41 

 

図 3-22 BA 値を算出する際のしきい値の設定 

 

 

図 3-23 各種細菌に対する殺菌能とプラズマのガス温度の関係 

 

 

3.5.4 プラズマの熱が殺菌効果に与える影響 
プラズマのガス温度の上昇に伴う殺菌効果の向上には，プラズマの熱が細菌に直接作用し，

殺菌効果に影響を与えている可能性が考えられる。そこで，殺菌実験で使用したプラズマの最

高温度である 80℃の酸素混合ヘリウムガスを殺菌実験と同様の条件下で各種菌液に対して 2

分間照射し，生菌数を調べた。その結果を図 3-24 に示す。グラフの縦軸は生菌数であり，下の

破線は検出下限値を表している。実験は n = 3 で行い，エラーバーは標準偏差を意味する。い

ずれの菌種に 80℃のプラズマを照射した後の生菌数は検出下限値以下，またはその近くの値

となっている。一方，80℃のガスを照射した後の生菌数はいずれの菌種においても生菌数は減

少しなかった。さらに，各ガス温度のプラズマを照射した後の水温を測定した結果を図 3-25 に

示す。グラフの破線はプラズマ照射前の水温を示す。10℃のプラズマ照射後の菌液の温度は，
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照射後の菌液の温度は，照射前の 23.0℃からほとんど変わらず 22.9℃であった。この事から，

プラズマのガス温度の上昇に伴う殺菌効果の向上に，プラズマの熱が直接的に関与していない

と考えられる。 

また，200 µL の菌液に各ガス温度のプラズマ照射した後の液量の変化を図 3-26 に示す。実

験は n = 3 で行い，点は平均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。このグラフから，ガス温

度に比例して液量が気化し，液量が減少している事がわかる。そのため，80℃のガス吹付け後

の生菌数が処理前よりもわずかに増加している原因には，ガスの吹き付けで菌数が減らないに

も関わらず，ガス温度に応じて菌液の水分が気化するため，菌濃度が高くなる事が影響している

と考えられる。 

 

 

 

図 3-24 各種細菌へ 80℃のガスおよびプラズマ照射後の生菌数（照射時間 2 分） 

 

 

図 3-25 各ガス温度のプラズマを照射した後の液温 
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図 3-26 各ガス温度のプラズマを照射後の溶液の残量 

（初期液量 200 µL, 照射時間 2 分） 

 

 

3.5.5 ガス流速が殺菌効果に与える影響 
本研究で使用した温度制御プラズマ装置は，温度制御部の前にマスフローメーターを設置し，

プラズマのガス温度を制御する前の流量を一定にしていた。温度制御部を通過する事でガスの

体積がガス温度に応じて変化するのに対し，プラズマジェットの噴出口の口径は変わらないため，

プラズマ生成部付近のガス流速が変化している。この事が殺菌効果に影響を与えている可能性

が考えられるため，プラズマのガス温度は一定にし，ガス流量を変える事で模擬的にガス流速を

変化させ，プラズマのガス流速が殺菌効果に与える影響を調べた。今回の実験では 0, 40, 80℃

のときのガス流速で殺菌実験を行った。ガス温度とガス流速の関係は以下の手順で算出した。 

プラズマジェットの噴出部は大気圧であり，気圧は大きく変わらないため，ボイル・シャルルの

法則から温度 T のときの気体の体積 V を用いて次式で表される。 

 𝑉 =
𝑉-
𝑇-
𝑇	 式 3-3 

このとき，T0 は 0℃の気体の温度であり，そのときの気体の体積を V0 としている。そして，ガス流

速 v はプラズマジェットの噴出口の面積を S とすると次式で求める事ができる。 

 𝑣 =
𝑉
𝑆	

式 3-4 

プラズマジェットの口径は，プラズマジェット本体の温度によって変化するが，石英ガラスの熱膨

張率は 10-7 であり，3.5.2 の実験では温度差が最大で 70℃しかないため熱膨張は無視し，S を

定数として扱う。式 3-5 と式 3-6 からガス流速とガス温度の関係は次式となる。 
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 𝑣 =
𝑉-
𝑆𝑇-

𝑇	 式 3-5 

3.5.2 の殺菌実験では，ガス流速を 10 SLM に統一していた。そのため，V0 = 10 L, S = 4.7 x 

10-6 m2, T0 = 273.15 K として，T = 40℃ (313 K) のときの流速 v40 と T = 80℃ (353 K) のとき

のガス流速 v0 を導出したところ，ガス流速は図 3-27 のように 40℃のときは 1.15 倍になり，80℃

のときは 1.29 倍になり，そのときの流速は 23.6, 27.1, 30.5 m/s となると算出した。そこで，温度

制御部の前のガス流量をそれぞれ 10.0, 11.5, 12.9 SLM とする事で擬似的にガス流速を変化

させて殺菌実験を行った。このときのプラズマのガス温度は 40℃，照射時間を 1 分間とし，指

標菌には大腸菌を用いた。 

その結果を図 3-28 に示す。グラフの横軸はガス流速，縦軸が生菌数を表しており，破線は

初期菌数を表している。実験は n = 3 で行い，点は平均値を，エラーバーは標準偏差を意味す

る。ガス流量を 10, 11.5, 12.9 SLM としたプラズマを照射したあとの生菌数はそれぞれ約 6.9 x 

104, 2.1 x 104, 6.5 x 103 CFU となり，生菌数はガス流速の上昇に比例して減少した。この事か

ら，プラズマのガス流速の変化によって，殺菌効果が変化する事を明らかにした。しかし，3.5.2

の殺菌実験において，10℃と 80℃のプラズマを 20 秒間照射した場合には生菌数に 5 桁以上

差が生じているが，ガス流速を変えた場合には約 1 桁しか差が生じなかった。この事から，ガス

流速の変化がプラズマのガス温度の上昇に伴う殺菌効果の向上の主な要因ではなく，ガス流速

が速くなる事でプラズマ中に生成される寿命を持つ殺菌因子が早く液面に到達し，殺菌効果が

高くなったと考えられる。 

 

 

 

図 3-27 理論的に算出したプラズマのガス温度とガス流速の関係 
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図 3-28 プラズマのガス流速が大腸菌に対する殺菌効果に与える影響 

 

 

3.6 プラズマガス温度が液中の活性種量に与える影響 
前節で行った殺菌実験により，プラズマのガス温度の上昇に伴って殺菌効果が向上し，その

要因に短い寿命を持つ殺菌因子が寄与している可能性を示した。さらに，室温以下のプラズマ

においても高い殺菌効果が得られた事から，殺菌因子を明らかにし，室温程度の低温のプラズ

マで殺菌因子をより多くする事ができれば，生体など熱に弱い対象に熱損傷を与える事なく，高

効率殺菌を実現できる可能性がある。 

プラズマはその生成条件により，温度，密度など多様なパラメータを持つ。それのパラメータ

はプラズマによって生成されている殺菌因子に影響を与えると考えられる。たとえば，プラズマか

ら発せられる紫外線は使用するガス種や放電電力によって波長や強度が異なり，電子やイオン

の生成量に関しては放電方法で大きく変わってくる。図 3-29 に示すようにプラズマによる殺菌

効果にはプラズマによって生成される物質の化学的な作用や，紫外線による DNA 損傷や電子

やイオンの衝突によるエッチングなどの物理的な作用が影響を与えていると考えられている[66]。

この中でも紫外線の影響に関しては多くの議論が成され，結果プラズマ殺菌の主な要因ではな

いとされている[67]。現在，プラズマ殺菌の殺菌因子としてはプラズマによって生成される活性酸

素種 (ROS: Reactive Oxygen Species) や活性窒素種 (RNS: Reactive Nitrogen Species) など

の活性種が最も有力であるとされている。活性種は化学的に細菌に酸化ストレスを与え，細菌の

不活化を引き起こしていると考えられている[30], [68]。 

本実験では，ヘリウムと酸素の混合プラズマを用いている事から，活性種の中でも ROS が寄

与していると考えられる。ROS は酸素分子がより反応性の高い化合物に変化したものの総称で，
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一般にヒドロキシルラジカル (HO·), 一重項酸素 (1O2), 過酸化水素 (H2O2), スーパーオキシ

ドアニオンラジカル (·O2
-) の 4 種類とされる[37]。広義の活性酸素種として，オゾン (O3) と，RNS

でもある一酸化窒素ラジカル (NO·) と二酸化窒素 (NO2) などがある。これらと似た表現でフリ

ーラジカルと呼ばれる分類は，不対電子を持つ原子や分子を指し，上記のヒドロキシルラジカル

やスーパーオキシドアニオンラジカル，さらには原子状酸素 (O) がこれに分類される。これらの

活性種が細菌に与える酸化ストレスの強さは，それぞれの活性種が持つ酸化電位によって決ま

る。酸化電位は酸化還元電位とも呼ばれ，その物質が他の物質を酸化しやすいか還元しやす

いかを定量的に表す尺度である。この値が正であれば酸化作用を示し，負であれば還元作用を

示す。代表的な ROS の酸化電位を表 3-2 に示す。この中ではヒドロキシルラジカルが最も高い

酸化力を持つ。一重項酸素は基底状態の三重項酸素より高いエネルギーを有し，他の物質と

化学的に反応する場合と，物理的に衝突する事でエネルギーを他の物質に渡す場合があるとさ

れている。そのため，一重項酸素に関しては酸化電位が定義されていない。 

プラズマによる殺菌要因を明らかにするためには，プラズマによって生成される活性種と殺菌

効果を定量的に比較する事が望ましい。プラズマによって生成される活性種の観測方法には，

発光分光法やレーザー誘起蛍光法などの非接触のものも存在するが，これらの観測方法では

活性種量を定量する事ができない[69], [70]。活性種の定量方法には，活性種を捕捉する試薬を含

む溶液にプラズマを照射し，液中の活性種濃度を測定する手法が多く存在する[71]–[73]。 

本節では本研究で用いた液中に導入される活性種量の定量方法について記述したのち，液

中の活性種濃度のプラズマガス温度依存性を調査した結果を記述する。 

 

 

 

図 3-29 プラズマによる殺菌に関与する因子[66] 
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表 3-2 代表的な ROS の酸化電位 

Reactive species Oxidant potential [V] 

HO· 2.80 

O 2.42 

O3 2.07 

H2O2 1.78 

·O2
- 1.70 

 

 

3.6.1 液中の活性種の定量方法 
本実験では酸化電位または有するエネルギーが比較的高く，殺菌に寄与している可能性が

高い活性種である，ヒドロキシルラジカル，一重項酸素，過酸化水素，オゾンを測定対象とした。

溶けている物質や環境にも依るが，ヒドロキシルラジカルと一重項酸素はどちらも反応性が高い

ため，それぞれ室温の液中における寿命はおおよそナノ秒オーダーとナノ秒〜マイクロ秒オー

ダーであり，直接観測する事は難しい[74]。そこで本研究ではヒドロキシルラジカルと一重項酸素

を電子スピン共鳴法 (ESR: Electron Spin Resonance) を用いて定量測定した。また，過酸化水

素とオゾンに関しては吸光光度法を用いて定量測定した。 

 

ESR を用いたスピントラッピング法 

ESR は不対電子を有する原子や分子，いわゆるフリーラジカルをそれぞれのトラッピング剤で

トラップし，その後の生成物に磁場をかけてゼーマン分裂させ，磁気共鳴させる事で固有のゼー

マンエネルギーを波形情報として得る装置である[75]。つまり，非常に寿命の短いラジカルをトラッ

ピング剤に一度トラップする事で寿命を延ばし，ラジカルとトラッピング剤の反応による生成物を

検出する事で，間接的にラジカルの量を検出する。この手法をスピントラッピング法という。 

ESR によってヒドロキシルラジカル，一重項酸素，水素ラジカル，一酸化窒素などの活性種の

測定が可能である。本研究ではヒドロキシルラジカルのトラッピング剤に 5,5-Dimethyl-1-

Pyrroline-N-Oxide (DMPO)を用い，一重項酸素のトラッピング剤に 2,2,5,5-tetramethyl-3-

pyrroline-3-carboxamide (TPC) を用いて測定した。それぞれの詳細な情報を表 3-3 に示す。 

ヒドロキシルラジカルは図 3-30 に示すように DMPO と反応し，DMPO-OH を生成する[72]。一

重項酸素は不対電子を持たないが，図 3-31 に示すように TPC を酸化させる事で不対電子を

持つスピンアダクトを生成する[76]。 

生成されたスピンアダクトはそれぞれ固有の磁場で共鳴する。TPC と DMPO から生成される
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スピンアダクトは 330.5〜340.5 mT の磁場をかける事で固有の磁気共鳴スペクトルを観測する事

ができる。図 3-32 に DMPO-OH の，図 3-33 に TPC の酸化物の磁気共鳴スペクトルの例を示

す。DMPO-OH から観測される 4 本の固有のスペクトルの強度は左から順にほぼ 1 : 2 : 2 : 1 

となり，ピーク値は DMPO-OH の濃度と比例する。また，ESR で得られるスペクトルはマイクロ波

の微分系の吸収スペクトルを示しており，得られたスペクトルを 2 回積分した値がスピン量を表す。

TPC の酸化物の吸収スペクトルから求められるスピン量は，液中の TPC の酸化物の濃度，つま

り一重項酸素の濃度と比例する。 

それぞれのラジカルを定量するためには濃度が既知である試料を用いて検量線を作成する

必要がある。本研究ではその標準試料として 50 mM の 2,2,6,6-Tetramethylpiperidine1-Oxyl 

(TEMPO) を用い，表 3-4 に示す条件で測定した。その際に得たスペクトルを図 3-34 に示す。

ヒドロキシルラジカルの濃度はこのスペクトルの 333.7 mT 前後のピーク値を 50 mM として DMPO

で得られたスペクトルの 333.3 mT 前後のピーク値と比を取る事で算出し，一重項酸素の濃度は

TEMPO のスピン量を 50 mM として TPC の酸化物のスピン量と比を取る事で算出した。 

 

 

表 3-3 実験に使用したスピントラッピング剤 

試薬名 分子式，分子量 製造会社 

2,2,5,5-tetramethyl-3- 

pyrroline-3-carboxamide (TPC) 99% 

C9H16N2O 

168.24 
SIGMA-ALDRCH 

5,5-Dimethyl-1-Pyrroline- 

N-Oxide (DMPO) ≧99% 

C6H11NO 

113.16 
（株）同仁化学研究所 

 

 

 

図 3-30 DMPO と HO·の反応による DMPO-OH の生成[75] 
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図 3-31 TPC と 1O2 の反応による TPC 酸化物の生成[75] 

 

 

 

図 3-32 DMPO-OH の磁気共鳴スペクトル 

 

 

図 3-33 TPC のスピンアダクトの磁気共鳴スペクトル 
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図 3-34 TEMPO の磁気共鳴スペクトル 

 

 

表 3-4 ESR の測定条件 

 DMPO TPC 

Microwave frequency [GHz] 9.43 9.43 

Power [mW] 1 1 

Magnetic field [mT] 335.5±5 335.5±5 

Sweep time [min] 2 2 

Modulation frequency [kHz] 100 100 

Modulation width [mT] 0.1 0.1 

Time constant [sec] 0.1 0.1 
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吸光光度法 

本研究では，プラズマ照射後の溶液中のオゾン (O3) と過酸化水素 (H2O2) の量の定量に

吸光光度法を用いた。吸光光度法では，固有の活性種と反応し，呈色または脱色する試薬の

吸光度を測定し，その吸光度から活性種量を定量する事ができる。 

液中の過酸化水素の濃度はフェントン反応を利用して定量測定される。フェントン反応とは過

酸化水素と 2 価の鉄イオン Fe2+が反応する事で， Fe2+が酸化して 3 価の鉄イオン Fe3+となる反

応の事であり，次の反応式で表される。 

 Fe2++H2O2→Fe3++·OH+OH-	 式 3-6 

過酸化水素と Fe3+の濃度は比例関係にあり，すべての過酸化水素が Fe2+と反応すると仮定す

ると，Fe3+の生成量を調べる事で過酸化水素の濃度を間接的に調べる事ができる。そこで，過酸

化水素の定量実験では，Fe3+と反応する事で呈色反応を起こすキシレノールオレンジ (XO, 

C31H30N2Na2O13S) を溶媒に混ぜて吸光度を測定し，特定波長の吸光度の変化から液中の過酸

化水素を定量した。次式に Fe3+ とキシレノールオレンジの反応式を示す。 

 Fe3++XO→Fe3+-XO	 式 3-7 

Fe3+と反応する前のキシレノールオレンジは 440 nm 付近の波長の光を吸収するが，Fe3+とキ

シレノールオレンジが結合した Fe3+-XO は 580 nm 付近の光を吸収する。そのため，Fe3+の生成

量が多くなるほど，吸光波長のピークの分布は 440 nm 付近から 580 nm 付近へとシフトしていく。

長さ l の媒質を透過した光の吸光度 I と Fe3+-XO の濃度 c の関係は次のランベルト・ベールの

式で表される。 

 log'-(𝐼) = −𝜖𝑐𝑙	 式 3-8 

このとき，𝜖はモル吸光係数を表している。同じ実験系であれば𝜖と l は変わらないため，Fe3+-

XO の濃度 c に比例して log10(I) は高くなる。したがって，過酸化水素の濃度が高くなってフェン

トン反応が進むほど 580 nm 付近の吸光度も指数関数的に高くなっていく。 

本研究における過酸化水素の定量測定には，表 3-5 に示す試薬を用いた[77]。定量測定す

るためには，既知の濃度の過酸化水素を用いてあらかじめ検量線を作成する必要がある。そこ

で，1〜50 µM の過酸化水素水を作成し，試薬と混ぜあわせ，350〜700 nm の波長の光でスキャ

ンして吸光度を測定する事で検量線を作成した。吸光度の測定にはダブルビーム型の可視・紫

外域吸光分光度計 (U-2900, Hitachi High Technologies Co.) を用いた。その結果，図 3-35 に

示すように過酸化水素の濃度が高くなるほど 440 nm 付近の吸光度が下がり，580 nm 付近の吸

光度が高くなった。586 nm における吸光度が，図 3-36 のグラフに示すように 1〜30 µM の範囲

で直線的になったため，これを検量線として使用した。 
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表 3-5 過酸化水素測定で用いた試薬 

試薬名 分子式，分子量 製造会社 

3,3'-Bis[N,N-bis(carboxymethyl)aminomethyl]- 
o-cresolsulfonphthalein, disodium salt (XO) 

C31H30N2Na2O13S, 
716.62 

（株）同仁化学研

究所 

硫酸アンモニウム鉄(Ⅱ)六水和物, 99.5% 
Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O, 

392.14 
和光純薬工業

（株） 

D(-)-ソルビトール 
C6H14O6, 182.17, 

293.34 
和光純薬工業

（株） 

0.5 M 硫酸 
H2SO4,, 
98.08 

和光純薬工業

（株） 

9 M 過酸化水素 
H2O2, 
34.01 

和光純薬工業

（株） 

 

 

 
図 3-35 H2O2 の吸収スペクトル 
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図 3-36 H2O2 の検量線 

 

 

液中に溶けているオゾンの測定にはインディゴ (C16H10N2O2) を用いた手法が広く知られてい

る。オゾンはインディゴを酸化させ，イサチン (C8H5NO2) を生成する。オゾンとインディゴの反応

は次の反応式で表される。 

 O3+C16H10N2O2→2C8H5NO2+2O2	 式 3-9 

インディゴが溶媒に溶けている場合には，その溶媒は 300 nm 付近と 600 nm 付近の波長の光

を吸収するため青色である。そして，インディゴとオゾンが反応するとインディゴがイサチンに変

化するが，イサチンは可視光に吸収波長を持たない。そのため，オゾン濃度が高くなり，反応が

進むと溶媒は徐々に可視光を吸収しなくなり，すべてのインディゴが酸化されると無色透明とな

り，300 nm 付近と 600 nm 付近における吸光度はほぼ 0 になる。そのため，過酸化水素の定量

と同様に特定の波長における吸光度の変化はオゾン濃度によって決まるため，吸光度の変化を

測定する事で溶液中のオゾンの濃度の定量が可能になる。 

本研究でのオゾンの定量にはオゾン測定用のインディゴ試薬 (オゾン試薬 MR, HACH1184, 

Colorado, US) を用いた。まず，オゾンの検量線を作成するために，オゾン濃度が既知のオゾナ

イザーで酸素ガスからオゾンガスを生成し，精製水にバブリングさせ，その溶液をインディゴ試薬

と混合させ，オゾン計 (HACH, Colorado, US) を用いてオゾン濃度を測定した。その後，その溶

液を過酸化水素の定量測定のときに用いた吸光分光度計で 450〜700 nm の光の吸光度を測

定した。その結果，図 3-37 に示すようにオゾン濃度が高くなるほど 600 nm 付近の吸光度が下

がった。597 nm における吸光度が，図 3-38 のグラフに示すように 0〜17 µM の範囲で直線的

になったため，これを検量線として使用した。 
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図 3-37 各濃度の O3 水と混合後のインディゴの吸収スペクトル 

 

 

図 3-38 O3 の検量線 

 

 

図 3-39 ESR による活性種測定実験の模式図 
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3.6.2 液中の活性種量のプラズマガス温度依存性 
プラズマのガス温度が溶液中の活性種量に与える影響を調査するために，温度制御プラズマ

装置を用いてプラズマのガス温度を 10〜80℃に制御し，液中のヒドロキシルラジカル，一重項酸

素，過酸化水素，オゾンを定量測定した。本節では，それぞれの活性種を測定するためのセット

アップおよび測定結果を記述する。 

ESR を用いた活性種測定では図 3-39 に示すように，直径 7 mm のすり鉢状の容器に各種ト

ラッピング剤を溶解した 200 µL の DPBS を入れ，液面から 5 mm の位置から 30 秒間プラズマを

照射したのち，その溶液を ESR 装置にセットし，ESR スペクトルを得た。ヒドロキシルラジカルの測

定では DPBS 中の DMPO の濃度が 200 mM に，一重項酸素の測定では TPC の濃度が 75 mM

になるように調製した。 

吸光光度法による活性種測定では，上記の ESR による測定と同様に，200 µL の精製水に対

して 30 秒間プラズマを照射したのち，各試薬を溶解した溶液と 100 µL ずつ混合し，吸光分光

計にかけて吸光度を測定した。オゾンの測定ではプラズマを照射した精製水とインディゴがすぐ

に反応し終わるため，混合させた直後に吸光分光計にかけて吸光度を測定した。過酸化水素

の測定では過酸化水素と試薬の反応に時間がかかるため，プラズマを照射した精製水と試薬を

混合してから 30 分間暗所で静置したのち，吸光度を測定した。 

図 3-40 にプラズマのガス温度と液中の各活性種の濃度のグラフを示す。実験は n = 3〜4 で

行い，点は平均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。ヒドロキシルラジカルの濃度は，10℃

のプラズマでは約 18 µM であったが，80℃のプラズマでは約 71 µM となり，プラズマのガス温度

に比例して増加する事を明らかにした。一重項酸素の濃度は，10℃のプラズマでは約 10 µM で

あり，40℃のプラズマでは約 40 µM と，40℃のプラズマまではヒドロキシルラジカルと同様にプラ

ズマのガス温度と比例して増加した。しかし，50℃以上のプラズマではプラズマのガス温度の上

昇に伴って急激に濃度が上昇し，80℃のプラズマでは約 270 µM となった。過酸化水素の濃度

は，10℃のプラズマでは約 12 µM で，プラズマのガス温度の変化とともにわずかに変動している

が，80℃のプラズマでは約 19 µM と大きな濃度の変化はみられなかった。オゾンの濃度は，10℃

のプラズマでは約 0.18 µM で，70℃のプラズマでは約 3.8 µM と 70℃まではプラズマのガス温度

の上昇に伴って上昇している事を確認した。しかし，80℃のプラズマでは約 1.8 µM と 40℃のプ

ラズマと近い濃度まで低くなった。これらの活性種測定の結果から，プラズマのガス温度が液中

の活性種量に影響を与えており，プラズマのガス温度が高くなるにつれて液中の活性種量が多

くなる傾向がある事を明らかにした。 
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図 3-40 各種活性種濃度のプラズマガス温度依存性 

 

 

3.7 活性種生成量と殺菌実験の結果の比較 
プラズマによる殺菌要因が，液中に導入された活性種であると仮定すると，式 3-2 および式

3-3 から殺菌能の高さと活性種の導入量に相関があると考えられる。そこで，各ガス温度のプラ

ズマの殺菌能と液中に導入される活性種量の相関係数を算出して，殺菌に関与している活性

種の推定を行った。このときの活性種量は，3.6.2 の結果から算出した単位時間（1 分）で液中に

導入される活性種のモル数とした。相関係数 R は次式を用いて求めた。 

 𝑅UXV, YYZ =
∑(𝑥V," − 𝑥]̂)(𝑦Y," − 𝑦`̂))

a∑(𝑥V," − 𝑥]̂	)&(𝑦Y," − 𝑦`̂)&
 式 3-10 

ここで，Xi は各種活性種 i (HO·, 1O2, H2O2, O3) の導入量の集合で，Yj は各種細菌 j（E.coli, 

P.aruhginosa, S.aureus, E. faecalis, B.cereus）に対する殺菌能の集合を表す。XV ∋ 𝑥V,"は T ℃

のプラズマ照射後の活性種 i の導入量，YV ∋ 𝑦V,"は T ℃のプラズマ照射による細菌 j に対する
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殺菌能を表し，𝑥]̂および𝑦`̂はそれぞれ Xi および Yj の要素の平均値である。R は，-1 から 1 の間

の値を取り，各プラズマのガス温度における殺菌能と活性種量の関係に正の相関があれば 1.00

に，無関係であれば 0 に，負の相関があれば-1 に近づく。 

BA 値と活性種量の関係のグラフの例を図 3-41 に示す。白抜きが相関係数を求めるために

使用した点，黒抜きは除外した点をプロットしている。図はそれぞれの温度のときの P.aeruginosa

に対するBA値と一重項酸素の導入量を示しており，この条件では相関係数の算出に20〜60℃

までの点を使用した。このときの相関係数 R は 1.00 となり，P.aeruginosa に対する殺菌能と一重

項酸素量との間に非常に強い相関を確認した。 

同様にして各菌種および活性種について求めた R の値を表 3-6 にまとめた。この結果，各菌

種に対する殺菌能の変化と，一重項酸素の量の変化の間に R が 0.80〜1.00 となる非常に強い

相関を確認した。次いで，殺菌能の変化とオゾンの量の変化に R が 0.65〜0.94 となる非常に強

い相関を確認した。ヒドロキシルラジカルと過酸化水素はそれぞれR が 0.43〜0.83 と 0.32〜0.94

となる強い相関を確認した。これらの結果から，今回測定した活性種の全てが殺菌に関与してい

るが，菌種によって有効な活性種が異なる可能性が考えられる。中でも一重項酸素とオゾンの

相関係数がその他の活性種と比較して高い事から，一重項酸素とオゾンが各種細菌に対する

殺菌能に影響を及ぼしている可能性が高い。 

殺菌効果に一重項酸素の関与が推察されるが，液中での一重項酸素の寿命は数マイクロ秒

と非常に短く，BA と a の関係式（式 3-3）の仮定との矛盾が生じている。このため，プラズマの温

度変化に伴う殺菌効果の変化には寿命が長い殺菌因子が関与しており，一重項酸素はこの殺

菌因子が生成される際の前駆体または副生成物である可能性がある。また，相関係数は擬似相

関がある場合も高くなるため，殺菌要因を推定するための手がかりと考える必要がある。 

 

 

図 3-41 一重項酸素導入量と緑膿菌に対する殺菌能の関係（R = 1.00） 
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表 3-6 プラズマのガス温度の変化に伴う殺菌能と活性種濃度の相関係数 R 

 HO· 1O2 H2O2 O3 

E.coli 0.43 0.95 0.67 0.87 

P.aeruginosa 0.58 1.00 0.53 0.94 

E.faecalis 0.61 0.80 0.60 0.92 

S.aureus  0.83 0.95 0.32 0.88 

B.cereus 0.71 0.97 0.94 0.65 

 

一重項酸素は，主に図 3-42 に示す反応過程により生成されていると考えられる。まずプラズ

マ中での電子の衝突により，ヘリウムは準励起状態となり（I）[78]，酸素分子は一重項酸素となる

(II) [45]，または原子化する(III)[79]。そして準励起状態となったヘリウムが酸素分子と衝突する事に

より，酸素分子は原子化する（IV）[80]。生成された酸素原子は酸素分子を酸化させて，オゾンが

生成される(V) [44]。生成されたオゾンは熱によって分解し，酸素原子と一重項酸素が生成される

(VI) [45]。一方で，酸素原子は酸素原子同士で結合し，一重項酸素が生成される (VII) [45]。 

プラズマのガス温度の上昇に伴って，一重項酸素の濃度が高くなった要因としては，次の 2

点が考えられる。1 つはガス流速の増加である。ガス温度の上昇に伴い，ガスが膨張する事によ

って，ガスの吹き出し速度が早くなる。これにより，IV〜VI の反応で生成された酸素原子などの

短寿命の活性種が，消滅する前に水溶液に到達し，結果的に液中の一重項酸素の量が増加し

た可能性がある。2つ目に熱によるオゾンの分解速度の促進である。プラズマのガス温度が10℃

と 60℃のプラズマを照射した時の液温はそれぞれ，6℃と 20℃であった。そのため，プラズマの

ガス温度および液温の上昇により VI のオゾンの分解過程が促進されたものと考えられる。また，

オゾンの生成量は，プラズマのガス温度の上昇に伴って V の反応が促進されたと考えられる。し

かし，オゾンの濃度は 70℃のときに最大で，80℃のときには低下している。 

液温が活性種濃度に与える影響を調べるために，液温が異なる DPBS に対して 42℃のプラ

ズマを 30 秒間照射して溶液中の一重項酸素の濃度を調査した。溶液の温度は，10, 25, 40, 

60℃とした。その結果，図 3-43 に示すように，一重項酸素の濃度は 10℃と 25℃のプラズマで

は約 40 µM であったが，40℃と 60℃にすると約 50 µM に増えた。実験は n = 3 で行い，点は平

均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。この事から一重項酸素の濃度は液温の影響を受

ける事を明らかにした。3.5.3 で測定したプラズマ照射後の水温の変化は，10〜80℃のプラズマ

を用いた場合，10〜23℃であったが，気液界面では温度が高くなっている可能性が考えられる。

このため，プラズマのガス温度の上昇に伴って，気液界面での反応が促進され，殺菌能が高く

なっている可能性が考えられる。 
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図 3-42 1O2 生成の反応経路 

 

 

 

図 3-43 1O2 濃度の溶媒温度依存性 

 

 

3.8 活性種消去剤を用いた殺菌要因の調査 
特定の活性種を消去する消去剤を用いる事により，特定の活性種が殺菌効果に影響を与え

ているかどうか確かめる事が可能である。たとえば，Takamatsuらは，ヒドロキシルラジカルの消去

剤である，dimethyl sulfoxide (DMSO) を菌液に添加して，窒素プラズマの殺菌効果が低下した

事から，窒素プラズマによる殺菌効果にはヒドロキシルラジカルが影響を与える事を示し，Kitano

0

10

20

30

40

50

60

70

0 10 20 30 40 50 60 70

C
on

ce
nt

ra
tio

n[
µM

]

Liquid temperature [°C]

1O2



 60 

らは，スーパーオキシドアニオンラジカルの消去剤である superoxide dismutase (SOD) を用いて，

スーパーオキシドアニオンラジカルが殺菌効果に影響を与えている事を示している[43], [81]。 

そこで，本研究では，消去剤を用いて一重項酸素の影響を除いた場合の殺菌効果を調べた。

そのために，消去剤の濃度と活性種消去能を調べた。検討によって得られた消去剤の条件を用

いて殺菌実験を行い，一重項酸素が 3.5.2 の実験の条件で殺菌効果に与える影響を調べた。 

 

3.8.1 消去剤の活性種消去能の調査 
殺菌要因を調べるためには，特定の活性種を消去した場合に，殺菌効果がなくなる事が望ま

しい。そこで，一重項酸素とヒドロキシルラジカルの消去剤を用いて殺菌実験を行った。これらの

消去剤は，その濃度に応じて消去される活性種の量は変わると考えられる。そこで，消去剤の濃

度と各活性種の濃度の関係を調べた。 

一重項酸素およびヒドロキシルラジカルの測定には，3.6 の実験と同様に TPC および DMPO

をトラッピング剤として使用した。一重項酸素の消去剤にはアジ化ナトリウムと L-histidine を，ヒド

ロキシルラジカルの消去剤には DMSO を用いた。本研究では，3.6 の実験で，スーパーオキシド

アニオンラジカルもトラップする事が可能な DMPO を使用したが，スーパーオキシドアニオンラジ

カルが検出されなかったため，スーパーオキシドアニオンラジカルの消去剤である SOD は使用

していない。消去剤は消去する目的の活性種のトラッピング剤とともにそれぞれ DPBS 中に混合

した。プラズマは 3.6 の実験と条件で生成し，200 µL の各種試薬に 60℃のプラズマを照射した。 

図 3-44 に，アジ化ナトリウムの濃度と一重項酸素の濃度の関係，図 3-45 に L-histidine の

濃度と一重項酸素の濃度の関係を示す。実験は n = 3 で行い，点は平均値を，エラーバーは標

準偏差を意味する。アジ化ナトリウムの添加量を増やしても一重項酸素の濃度は減少しなかっ

た。L-histidine は添加量を増やすと一重項酸素濃度は減少し，100 mM になると一重項酸素の

濃度の減少は緩やかになった。これらの結果より，アジ化ナトリウムの一重項酸素の消去能は確

認できず，L-histidine の濃度は 100 mM とするのが適当である事がわかった。 

図 3-46 に，DMSO の濃度とヒドロキシルラジカルの濃度の関係を示す。DMSO 濃度を増加さ

せるとヒドロキシルラジカル濃度は減少し，DMSO 濃度を 2000 mM としたときのヒドロキシルラジ

カル濃度は 5.1μM となった。このため，DMSO は 2000 mM とするのが適当であると考えられる。 

これらの測定により，活性種の消去剤を用いた殺菌実験には L-histidine と DMSO が有効で

ある事を確認した。 
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図 3-44 アジ化ナトリウムと一重項酸素の濃度の関係 

 

 

図 3-45 L-histidine と一重項酸素の濃度の関係 

 

 

図 3-46 DMSO とヒドロキシルラジカルの濃度の関係 
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3.8.2 活性種消去剤が殺菌効果に与える影響 
一重項酸素に対する消去剤には L-histidine を，ヒドロキシルラジカルの消去剤には DMSO を

用いて，各活性種が殺菌効果に与える影響を調べた。殺菌実験は 3.5.3 と同様の条件で行い，

菌液に各種消去剤を混合してプラズマを照射した。指標菌には大腸菌を用いた。消去剤の終

濃度が，L-histidine は 100 mM，DMSO は 2000 mM となるように菌液に添加した。 

DMSO の濃度は 2000 mM と文献の値を大きく上回る濃度となっている[82]。このため，まず，こ

れらの消去剤が生菌数に与える影響を調べた。菌液と各種消去剤を混合したあとの生菌数を調

べた結果を図 3-47 に示す。実験は n = 3 で行い，エラーバーは標準偏差を意味する。消去剤

を添加していない菌液では，生菌数が，1.1 x 109 CFU となった。L-histidine および DMSO を添

加した場合は，生菌数が 4.5 x 108 CFU，4.7 x 108 CFU となった。この事から，今回使用する消

去剤には高い殺菌効果がない事を確認した。 

次に，各種消去剤の有無がプラズマによる殺菌効果に与える影響を調べた結果を，図 3-48

に示す。実験は n = 3 で行い，点は平均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。消去剤を添

加していない場合は，プラズマのガス温度を高くすると殺菌効果は高くなり，40℃以上のプラズ

マで生菌数が検出下限値以下となった。L-histidine および DMSO を混合した菌液にプラズマを

照射すると，プラズマガス温度を高くしても殺菌効果は示さなかった。この事から，今回使用した

L-histidine と DMSO により，殺菌因子が失活する事を実証した。 

DMSO によって殺菌効果がなくなった事から，ヒドロキシルラジカルが殺菌効果に関与してい

る可能性が浮上した。しかし，ヒドロキシルラジカルの濃度上昇と，E.coli への殺菌能との相関係

数は 0.43 とその他の活性種と比較して低かった。また，図 3-49 は酸素プラズマを水に照射し

た際に，液中に導入される活性種の生成である。たとえば，プラズマ中でオゾンが生成され，液

中に導入される事で，水と反応して過酸化水素を生成する。このように，一つの活性種が液中に

導入される事によってその他の活性種が生成される[30], [69]。このため，DMSO によって，一重項

酸素やオゾンも消去されている，または各活性種の相互作用によって殺菌効果が引き起こされ

ている可能性が考えられる。 

そこで，今回使用した消去剤の活性種消去能の選択性を調べた。実験は 3.8.1 と同様に行っ

た。それぞれの消去剤による，一重項酸素およびヒドロキシルラジカルの消去能を調べた結果を

図 3-50 と図 3-51 に示す。実験は n = 3 で行い，エラーバーは標準偏差を意味する。一重項

酸素およびヒドロキシルラジカルの濃度は，いずれの消去剤を添加した場合でも減少した。この

結果から，いずれの消去剤も，一重項酸素とヒドロキシルラジカルを失活させている事を示した。

このため，この実験によって一重項酸素が殺菌効果に直接関与している事を確認できなかった。

消去剤を用いて，活性種が殺菌効果へ与える影響を調べるためには，より選択性の高い消去剤

が開発される事が望まれる。 
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図 3-47 各種活性種消去剤添加後の大腸菌の生菌数 

 

 

 
図 3-48 消去剤添加後の殺菌効果とプラズマの温度の関係 

 

 

図 3-49 酸素プラズマによって液中に導入される活性種の生成過程 
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図 3-50 各消去剤の混合による一重項酸素濃度の低下 

 

 
図 3-51 各消去剤添加によるヒドロキシルラジカル濃度の低下 

 

 

3.9 まとめ 
本章では，温度制御プラズマ装置の基礎特性について記述した後，殺菌効果のガス温度依

存性を調べ，殺菌因子について考察した結果を記述した。 

基礎特性についてはまず，従来研究で調査された温度制御プラズマ装置の温度制御能と，

発光強度およびヘリウムの励起温度のガス温度依存性について記述した。この中で，プラズマ

ガスとしてヘリウムを用いた場合には，プラズマのガス温度を-54℃から 160℃の間で±1℃という

高い精度で制御できる事，プラズマのガス温度が高くなるにつれて，ヘリウムの発光強度は低下

し，ヘリウムの励起温度は高くなる事を示した。 

本研究では，温度制御プラズマ装置の基礎特性として，放電電力と電子密度のプラズマガス
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温度依存性を調べた。その結果，プラズマの放電電力および電子密度はプラズマのガス温度の

上昇に伴って低下する事を明らかにした。その要因を考察した結果，理論式と同様の傾向が得

られた事から，プラズマのガス温度が気体中のヘリウムの数密度に影響を与えている可能性を

示した。 

液中の各種細菌に対する殺菌効果のプラズマガス温度依存性を調べた結果，菌種によらず

プラズマのガス温度が高くなるほど，殺菌効果が高くなる事を明らかにした。また，殺菌効果へ

のプラズマの熱の直接的な影響が小さい事を確認した。本研究では，プラズマの殺菌能の指標

を「単位時間あたりのプラズマ照射によって減少する菌の桁数」と定義し，各ガス温度のプラズマ

の殺菌能を算出した。その結果，いずれの菌種に対しても，プラズマのガス温度が高くなるほど，

殺菌能が指数関数的に高くなる事を明らかにした。 

殺菌要因として，プラズマによって液中に導入される各種活性種量のプラズマガス温度依存

性を ESR および吸光光度計を用いて測定した。ヒドロキシルラジカル，一重項酸素，オゾン，過

酸化水素の量を測定した結果，活性種の濃度はいずれも，プラズマのガス温度が高くなるほど

高くなり，特に一重項酸素の濃度が指数関数的に高くなる事を明らかにした。この測定結果と殺

菌能を比較して，プラズマのガス温度の変化に伴う，殺菌能の変化と，液中の活性種量の相関

を調べた。その結果，殺菌能と，一重項酸素およびオゾンの導入量との間に，それぞれの相関

係数が 0.95〜1.00 および 0.65〜0.94 となる強い相関がある事を明らかにした。この事から，一

重項酸素とオゾンが各種細菌に対する殺菌能に影響を及ぼしている可能性が高い事を示した。 

一重項酸素とヒドロキシルラジカルの消去剤を用いて殺菌実験を行い，それぞれの活性種の

殺菌への関与を調べた結果，どちらの消去剤を使用した場合にも殺菌効果がなくなる事を確認

した。また，各消去剤を添加した場合の液中に導入される一重項酸素とヒドロキシルラジカルを

定量した結果，いずれの消去剤を用いた場合でも一重項酸素およびヒドロキシルラジカルの両

方の濃度が低下した。このため，各活性種の相互作用によって殺菌効果が引き起こされている

可能性が考えられ，一重項酸素が殺菌に直接関与している事を決定付ける事はできなかった。 

これらの結果から，迅速な殺菌のためには，プラズマのガス温度を高くする必要がある事が示

された。しかし，熱に弱い対象にプラズマを照射する場合には，プラズマのガス温度を照射対象

に熱損傷を与えない温度以下にする事が求められる。また，プラズマのガス温度の変化に伴っ

て，プラズマによって生成される活性種の量が変化した事から，殺菌だけでなく，止血や創傷治

療などの処理効果にもプラズマのガス温度は大きな影響を与えると考えられる。以上の事から，

目的および照射対象に応じたプラズマのガス温度の設定が必要であると言え，本研究により，プ

ラズマの医療応用におけるガス温度制御の重要性を示した。 
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第4章	  
マルチガスプラズマバブリングによる

液中殺菌 

4.1 はじめに 
DBD プラズマジェットをはじめとする，従来の医療分野用プラズマでは，低温の大気圧プラズ

マを生成しやすい反面，ヘリウム (He) やアルゴン (Ar) などの特定のガスしか使用できないも

のが多かった[23], [41], [83]。こうした装置では，ヘリウムやアルゴンプラズマの高い励起能力によって

空気中の窒素や酸素を活性化させる事で，殺菌効果を発揮している。このため，生成される活

性種はプラズマガス自身と空気に依存したものの混合状態であり，殺菌に寄与している活性種

およびその殺菌機序を調べる事は容易ではなかった。 

我々の研究室で開発したマルチガスプラズマジェットは，ヘリウムやアルゴンなどの希ガスだ

けでなく，窒素 (N2)，酸素 (O2)，二酸化炭素 (CO2)，水素 (H2) などの分子性のガスや空気，

さらにはこれらの混合したガスでも安定したプラズマを生成する事ができる。さらに，これまでの

研究では，マルチガスプラズマジェットと，周辺空気から受ける影響を除くと同時に効率よく短時

間で液体をプラズマ処理するプラズマバブリング方式を組み合わせる手法を提案した[31]。 

本章ではまず，マルチガスプラズマジェットとプラズマバブリング手法を用いたマルチガスプラ

ズマバブリング装置について説明する。そして，様々なガス種のプラズマによる殺菌効果および

それらの殺菌要因を調べた結果について記述する。 

 

4.2 マルチガスプラズマバブリング装置 
4.2.1 マルチガスプラズマジェット 

図 4-1 にマルチガスプラズマジェットの外観の写真を，図 4-2 にマルチガスプラズマジェット

から射出される各ガス種のプラズマの写真を示す。ガスの種類を変えると，当然ながら生成され

る活性種が変わるため，プラズマの性質も大きく変化し，表面処理の効果や殺菌効果も変わる

[24]。これにより，照射対象を酸化させたい場合には酸素を，窒化させたい場合には窒素を使用

する事ができる。また，マルチガスプラズマジェットでは CF4 などの通常は低圧のプラズマで使用

されるガスも使用できるため，一つの装置で様々なガス種を利用できる長所は大きい。 
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図 4-1 マルチガスジェットの外観[84] 

 

 

図 4-2 各ガス種のプラズマのアフターグロー[84] 

 

図 4-3 にマルチガスプラズマジェットの構造を示す。この装置は，プラズマヘッド部の内部に

配置された一対の電極間に 16 kHz，9 kV の交流電圧を印加する事で，安定した大気圧プラズ

マを生成する。接地された筐体の直径 1 mm 程度の穴からプラズマが吹き出すため，金属や生

体を近づけても放電損傷を与える事がない。このため，金属や半導体だけでなく，繊維，紙，プ

ラスチックなど様々な物質に大気圧プラズマを安全に照射する事ができる。たとえば図 4-4 は

高松氏が様々な材料に酸素プラズマを照射する前後の親水性の変化を確かめた結果である[84]。

親水性が高いほど，滴下した水が材料になじみ，水と材料との接触面積が大きくなる。有機や無

機に関係なく，プラズマ照射後の材料は損傷を受ける事なく，高い親水性を得ている。これは，

プラズマによって生成される活性種が，材料表面に付着した有機物を酸化・気化させる事による

クリーニング効果や，表面に水酸基などの親水性の官能基を付与していることが起因していると

されている[24]。 

 

 

Ar He AirO2 N2 CO2
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図 4-3 マルチガスプラズマジェットの構造 

 

 

 

図 4-4 酸素プラズマによるポリイミドフィルムの親水化[84] 

 

 

4.2.2 マルチガスプラズマジェットの基礎特性 
ここでは，マルチガスプラズマジェットを本研究で使用するにあたり，プラズマの放電電力など

の基礎特性は処理効果に大きな影響を与えると考えられる。そこでまず，従来研究で調査され

た，ガス温度の測定結果とマルチガスプラズマジェットにおけるガス温度の制御方法について記

述する。そして，本研究で調査した電圧や電流，放電電力の測定結果について記述する。 
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プラズマのガス温度測定[31], [84]  

高松氏が調査したアルゴン，酸素，窒素，二酸化炭素，空気のプラズマのガス温度の測定結

果を表 4-1 に示す。このときのプラズマのガス温度は，マルチガスプラズマジェットの先端から1, 

3, 5 mm の位置にステンレス製シースタイプの K 熱電対を垂直に固定し，測定されている。また，

プラズマは各ガス種のボンベから供給された 5 SLM のガスに電力を入力して生成している。ア

ルゴンプラズマのガス温度は 1 mm の位置でも 37.3ºC と生体に近い温度であるが，その他のプ

ラズマのガス温度は 60.5〜66.5℃となり，生体に対しては高温となっている。距離を離すにつれ

てガス温度は低下するが，10 mm の位置でも 50.5〜59.7℃と生体に対しては高温のままであっ

た。生体に対して直接照射することを考えた場合，10 mm 離して照射しても熱損傷を与える可能

性がある。さらに，距離を離すほど，プラズマ中で生成された活性種は失活し，処理効果が低下

する。プラズマの温度制御は，前章で記述した温度制御機構をマルチガスプラズマジェットに適

用する事ができれば，容易にガス温度を制御できると考えられる。しかし，マルチガスプラズマジ

ェットに前章で使用した温度制御システムを適用するにはいくつかの問題があった。これについ

ては次章で詳しく記述する。 

先行研究では，高温側または低温側にガス温度を変えることができる温度制御機構を持たせ

た 2 種類のマルチガスプラズマジェットを開発した。高温側にガス温度を振るために加熱機構を

持たせたプラズマジェットでは，図 4-5 に示すように先端部に巻かれたニクロム線に電流を流し，

先端部を加熱する。このヒーターへの入力電力を制御する事により，プラズマのガス温度を表 

4-1 のガス温度から 200℃程度の範囲で精密に制御する事に成功している。 

低温側にガス温度を振るために，図 4-6 のように冷却機構を持たせたマルチガスプラズマジ

ェットでは，プラズマの熱が発生する先端部の周囲に冷却ガスを流す事によって，プラズマのガ

ス温度を低下させる。先行研究では，冷却ガスに液体窒素を用いて冷却したヘリウムを用いる事

で，プラズマのガス温度を 20℃程度まで低下させる事に成功している。 

 

 

表 4-1 各ガス種のプラズマのガス温度[84] 

Distance 

[mm] 

Gas temperature [ºC] 

Ar O2 N2 CO2 Air 

1 37.3 60.5 61.0 66.5 64.2 

5 35.8 53.3 57.1 60.5 59.0 

10 33.6 50.5 49.9 59.7 53.3 

 



 70 

 

図 4-5 加熱機構を持つマルチガスプラズマジェット[31] 

 

 
図 4-6 冷却機構を持つマルチガスプラズマジェット[31] 

 

 

電圧電流測定 

本研究で用いるマルチガスプラズマジェットの電流および電圧特性を調べた。測定には，高

電圧プローブ (HVP39pro, Pintek Electronics Co., Taiwan) および電流プローブ (TCP303, 

TCPA300, Tektronix Co., US) を使用し，これらを図 4-7 に示すように接続し，オシロスコープ

（TDS-680B, Tektronix Co., US）を用いてそれぞれの波形を観測した。プラズマは，3 SLM のア

ルゴン，酸素，窒素，二酸化炭素，空気 (窒素 80% + 酸素 20%) を用いて生成した。 

各ガス種のプラズマを生成する際の電圧および電流の波形を図 4-8 から図 4-12 に示す。

それぞれの図において，青が電圧，赤が電流の波形であり，電圧値は左縦軸に，電流値は右縦

軸に示している。マルチガスプラズマジェットの電源は，終端開放時は 3 章で使用した電源と同

じ電圧波形となるため，10 ms 周期で脈動している。いずれのガス種でも，電極間に印加される

電圧が絶縁破壊電圧に達した際に放電が発生して電流が流れ，それと同時に電圧が一気に降

下している。また，電圧の降下に伴い，電流値も低下している。これにより，瞬時的にナノ秒オー
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ダーのパルス放電が発生している。絶縁破壊電圧はガス種によって異なり，アルゴン，酸素，窒

素，二酸化炭素，空気でそれぞれ 1.0, 3.8, 3.7, 4.2, 3.8 kV であり，絶縁破壊時に発生する電

流はそれぞれ，1.3, 5.1, 5.3, 5.6, 4.0 A であった。アルゴンは比較的放電しやすいため，1.0 kV

という比較的低い電圧で放電し，放電を起こしにくいとされる二酸化炭素は 4.2 kV と最も高い絶

縁破壊電圧となった。この絶縁破壊電圧が高いほど，絶縁破壊時に大きな電流が発生するため，

絶縁破壊電圧に応じた電流値となっていると考えられる。 

 

 

 
図 4-7 電流および電圧測定のセットアップ 

 

 

 

図 4-8 アルゴンプラズマの電流および電圧波形 
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図 4-9 酸素プラズマの電流および電圧波形 

 

 

図 4-10 窒素プラズマの電流および電圧波形 

 

 

図 4-11 二酸化炭素プラズマの電流および電圧波形 
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図 4-12 空気プラズマの電流および電圧波形 

 

 

図 4-13 各ガス種のプラズマの生成時の電力 

 

 

放電電力 

測定した電圧電流波形の積から各ガス種のプラズマを生成した際の電力を求めた。実験は n 

= 3 で行い，エラーバーは標準偏差を意味する。その結果，図 4-13 のように，アルゴン，酸素，

窒素，二酸化炭素，空気のプラズマ生成時の放電電力はそれぞれ，1.1, 9.2, 7.3, 9.8, 7.4 W と

なった。絶縁破壊電圧が大きくなるほど，瞬時的であれ大きな電流が発生する。このため，放電

電力の違いには絶縁破壊電圧の違いが大きな影響を与えていると考えられる。 

 

4.2.3 マルチガスプラズマバブリング装置の構造 
本実験で使用したマルチガスプラズマバブリング装置の概略図を図 4-14 に示す。バブリング

する液体を入れたガラス容器の下に，マルチガスプラズマジェット固定して，容器の下部からプ

ラズマガスを導入し，プラズマを気泡として導入する。これにより，プラズマガスと液体との接触面
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積が増加し，液中にプラズマ中で生成された活性種が導入しやすくなる[31]。 

容器には図 4-15 に示す濾過フィルタ用のガラスファンネルを使用した。この容器は下部の直

径が上部の直径よりも小さくなっているため，この容器を用いる事で下部から導入したバブルが

浮上する際に壁面側で水が対流し，液体の均等なプラズマ処理が期待できる。プラズマジェット

とファンネルの接続部には，図 4-16 のポリテトラフルオロエチレン (PTFE) 製のシートを使用し

た。この PTFE シートにはプラズマジェットの先端部と同じ 20 mm の直径で，深さ 7.5 mm のくぼ

みがあり，その中心部にφ2.0 mm の穴が空いている。この穴を通して，プラズマジェットから射出

されたプラズマのアフターグローが液中に導入されるため，プラズマと周辺空気が反応する事は

ない。この PTFE のシートとファンネルの間に厚さ 0.5 mm のシリコンシートを挟み，クランプで固

定した。 

 

 
図 4-14 本実験で使用したマルチガスプラズマバブリング装置の概略図 

 

 
図 4-15 ガラス製ファンネルの寸法と実物の写真  
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図 4-16 PTFE 製接合部の寸法と実物の写真 

 

 

4.3 各種ガスプラズマバブリングによる殺菌効果 
これまで記述したように，プラズマによる殺菌因子はプラズマ中で生成される活性種であると

考えられる。生成される活性種はプラズマを生成するガス種に大きく依存する。また，従来のプラ

ズマ殺菌の研究ではアルゴンやヘリウムなどのプラズマが用いられているが，殺菌には空気中ま

たは液中の窒素が重要であるとされている[38], [49]。しかし，それら自体のガスやさらには空気中に

多く存在する二酸化炭素の影響について調べている論文はまだ少ない。Takamatsu らにより，

大気開放下でプラズマを生成するガス種を変える事で殺菌効果が大きく変わり，特に窒素と二

酸化炭素が高い殺菌効果を示す事が明らかとなっている[82]。しかし，これらの殺菌のメカニズム

は未だ明らかとなっていない。メカニズムを明らかにするためには，周辺空気のように，不安定で

殺菌に大きな影響を与える要因を除外する事は必須である。このため，プラズマを生成するガス

種が殺菌効果に与える影響を，周辺空気の影響を除いた状況で調べる意義は大きい。 

本節ではプラズマバブリング方式を用いて，プラズマのガス種が殺菌効果に与える影響を調

べた。殺菌効果を調べるためには，プラズマ以外が細菌に与えるストレスを軽減するために，pH

や塩化ナトリウム濃度を調査する事が望ましい。このため，pH が 7.0 程度の中性で，塩化ナトリウ

ム濃度がヒトの体内に近い 0.9%に調整された PBS などが多く用いられる。しかし，液中の成分が

殺菌効果に影響を与える可能性がある。また，細菌は菌種によって，構造や感受性などが大きく

異なり，同じ菌種でも菌株によっても感受性や毒性が大きく異なる。そこでまず，溶媒による殺菌

効果の違いを調べ，その後菌株による殺菌効果の違いを調べた。 
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4.3.1 各種溶媒中の大腸菌に対する殺菌効果 
図 4-17 に実験のセットアップを示す。生理食塩水または精製水中に菌数が約 106 CFU/ml

となるように調整した 200 mL の細菌懸濁液をプラズマバブリング装置の容器に入れ，3 L/min の

ガス流量で生成したプラズマで 5 分間バブリングした。その後，各時間で採取した菌液を寒天培

地に塗布し，37℃で 18 時間培養した。培養後に形成されるコロニーをカウントする事でそれぞ

れの溶媒中の大腸菌（E.coli ATCC25922）に対する殺菌効果を評価した。今回の実験系では検

出下限値は 100 CFU/mL であった。プラズマガスにはアルゴン (Ar), 窒素 (N2), 酸素 (O2), 

二酸化炭素 (CO2)，模擬空気 (Air: N2 80% + O2 20%) を使用した。 

実験は n = 3 で行い，いずれのグラフもプロットは平均値を，エラーバーは標準偏差を意味す

る。生菌数は対数表記であるため，標準偏差値が平均値を上回った場合は，負の範囲のエラー

バーは表記していない。各ガス種のプラズマを用いて生理食塩水中の大腸菌に対する殺菌実

験を行った結果を図 4-18 に示す。酸素，窒素，二酸化炭素プラズマを用いた場合に，1 分以

内に生菌数を 4 桁以上減少させる高い殺菌効果を確認した。なかでも酸素プラズマが最も殺菌

効果が高く，10 秒以内に検出下限値以下となった。空気プラズマでは 5 分間のプラズマ処理で

生菌数が 2 桁減少したが，酸素，二酸化炭素，窒素のプラズマと比較して殺菌効果が低くなっ

た。一方，アルゴンプラズマを用いた場合は生菌数が減少せず，殺菌効果がない事を確認した。 

精製水中の大腸菌に対する殺菌実験を行った結果を図 4-19 に示す。酸素と二酸化炭素プ

ラズマを用いた場合に，1 分以内に生菌数を 4 桁以上減少させる高い殺菌効果を確認した。酸

素プラズマは生理食塩水のときと同様に最も殺菌効果が高く，20 秒以内に検出下限値以下とな

った。空気プラズマは 5 分間のプラズマ処理で生菌数が検出下限値以下となり，生理食塩水を

用いた場合よりも殺菌効果が高くなった。一方，窒素とアルゴンプラズマを用いた場合は生菌数

が減少せず，殺菌効果がない事を確認した。 

 

 

図 4-17 マルチガスプラズマバブリングを用いた殺菌実験のセットアップ 
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この結果から，プラズマ装置が異なる事から一概には言えないが，従来のアルゴンガスを用い

る殺菌の研究では，アルゴンと溶液との反応で活性種が生成されて殺菌効果を引き起こしてい

るのではなく，空気中の分子を巻き込む事で殺菌効果の高い活性種を生成している可能性が

高い事を示した。さらに，窒素プラズマでは，溶媒に精製水を用いた場合は殺菌効果がなかっ

たが，生理食塩水を用いた場合は高い殺菌効果が得られた。この事から，窒素プラズマによる

殺菌効果には，液中の塩化ナトリウムが関与している可能性がある。一方で，空気プラズマにつ

いては，生理食塩水では殺菌効果がなかったが，精製水では殺菌効果が確認された事から，塩

化ナトリウムによって殺菌効果が阻害されている可能性がある。 

 

 

 

図 4-18 生理食塩水中の大腸菌に対する各種ガスのプラズマの殺菌効果 

 

 

図 4-19 精製水中の大腸菌に対する各種ガスのプラズマの殺菌効果 
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4.3.2 塩化ナトリウムの濃度が殺菌効果に与える影響 
前述の結果から，窒素および空気プラズマによる殺菌効果には，塩化ナトリウムが影響を与え

る可能性が示された。そこで，菌液中の塩化ナトリウム濃度を変化させて，それぞれの殺菌効果

を調べた。殺菌実験には塩化ナトリウム濃度が 0, 0.9, 0.09, 0.009%の溶液を使用した。その他の

実験条件は 4.3.1 の実験と同様にした。実験は各実験条件を n = 3 で行い，いずれのグラフも，

プロットは平均値を，エラーバーは標準偏差を示している。生菌数は対数表記であるため，標準

偏差値が平均値を上回った場合は，負の範囲のエラーバーは表記していない。 

窒素プラズマによる殺菌実験の結果を図 4-20 に示す。窒素プラズマでは，塩化ナトリウム濃

度が 0 および 0.009%のときは生菌数の減少は確認されず，塩化ナトリウム濃度が高くなるほど，

短い時間で生菌数が大きく減少し，塩化ナトリウム濃度が 0.9%の時は 30 秒以内に検出下限値

以下に減少した。このことから，窒素プラズマでは塩化ナトリウム濃度が高くなるほど殺菌効果が

高くなる事を示した。 

空気プラズマによる殺菌実験の結果を図 4-21 に示す。空気プラズマでは，塩化ナトリウム濃

度が 0%のときは，5 分間のプラズマバブリング処理で 1 桁減少した。一方，塩化ナトリウムを

0.009%以上添加した場合には生菌数が減少しない事を確認した。このことから，空気プラズマで

は液中の塩化ナトリウム濃度が 0.009%以上になると殺菌効果がなくなる事を示した。 

4.3.1 および 4.3.2 の実験の結果から，液中の塩化ナトリウムが殺菌効果に影響を与える事が

明らかとなった。各ガス種のプラズマによる殺菌要因を特定するためには，この影響を除く必要

がある。そのため，今後の実験では特別な理由がない限り，精製水を使って殺菌効果および殺

菌要因を調べた。 

 

 

 

図 4-20 窒素プラズマの殺菌効果と NaCl 濃度の関係 
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図 4-21 空気プラズマの殺菌効果と NaCl 濃度の関係 

 

 

4.3.3 精製水中の各種細菌に対する殺菌効果 
様々な菌種に対する殺菌効果を検証するために，まず，皮膚病や眼病の原因となる一般細

菌である黄色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureus) の標準菌株 (ATCC25923) に対する殺菌効

果を調べた。殺菌実験は 4.3.1 の精製水を用いた実験と同様に行い，バブリング時間を 1 分とし

た。実験は各実験条件を n = 3 で行い，いずれのグラフも，プロットは平均値を，エラーバーは標

準偏差を示している。その結果，図 4-22 のように酸素プラズマでは，10 秒以内に生菌数が 3 桁

以上減少し，40 秒以内に検出下限値となった。二酸化炭素プラズマでは，バブリング時間が長

くなるにつれて生菌数が減少し，1 分間で生菌数が 3 桁以上減少した。一方，その他のアルゴ

ン，窒素，空気のプラズマでは殺菌効果がない事を確認した。 

次に大腸菌と黄色ブドウ球菌のどちらに対しても高い殺菌効果を示した酸素と二酸化炭素プ

ラズマを用いて，膿や眼病の原因となる一般細菌である緑膿菌 (Pseudomonas aeruginosa) の

標準菌株 (ATCC 9027) に対する殺菌効果を調べた。その結果，図 4-23 のように，二酸化炭

素プラズマでは，10秒以内に生菌数が4桁以上減少し，40秒以内に検出下限値以下となった。

また，酸素プラズマでは，10 秒以内に生菌数が 3 桁以上減少し，20 秒以内に検出下限値以下

となった。 

これらの結果から，酸素プラズマおよび二酸化炭素プラズマは菌種によって程度の違いはあ

るものの，いずれの菌種に対しても高い殺菌効果を示す事を明らかにした。 
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図 4-22 精製水中の黄色ブドウ球菌に対する各種ガスのプラズマの殺菌効果 

 

 
図 4-23 精製水中の緑膿菌に対する酸素と二酸化炭素のプラズマの殺菌効果 

 

 

4.3.4 プラズマの導入距離が殺菌効果に与える影響 
プラズマ中の殺菌因子としてはプラズマによって生成される活性種である可能性が高い。活

性種は酸化力が高いほど反応性が高く，ナノからマイクロ秒で失活するほど寿命が短い[85]。この

ため，プラズマを生成してから，液中に導入するまでの距離を設ける事で，プラズマ中で生成さ

れた短寿命の活性種の影響を除く事ができると考えられる。 

そこで，図 4-24 のようにプラズマジェットの先端部とファンネルの間に，ガラス管を挿入し，プ

ラズマを生成してから液中に導入するまでの距離を長くして殺菌実験を行った。実験には，これ

までの殺菌実験で殺菌効果を示した酸素，窒素，二酸化炭素，空気プラズマを用い，ガス流量

は同じく 3 SLM とした。ガラス管の長さは 56 mm でガラス管の体積とガス流量からガスの通過時

間を計算した結果，およそ 8.5 ミリ秒でガラス管内を通過する。このため，ナノ〜マイクロ秒オー
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ダーの短寿命の活性種の影響は除くことができる。たとえば，一重項酸素は，電子配置によって

1Σg+と 1∆g の 2 つの状態をとり，前者は気相中でも非常に寿命が短いが，後者は比較的長く，

気相中での寿命は 10-3 秒ほどである[86]。また，ヒドロキシルラジカルは，約 0.1 秒で 1 オーダー

減少するとされている[87]。そこで，気相中で短寿命の活性種が殺菌効果に与える影響を調べる

ために，大腸菌を生理食塩水中に懸濁して，5 分間バブリングを行った。 

実験の結果を図 4-25 に示す。実験は n = 3 で行い，プロットは平均値を，エラーバーは標準

偏差を意味する。生菌数は対数表記であるため，標準偏差値が平均値を上回った場合は，負

の範囲のエラーバーは表記していない。酸素プラズマでは，30 秒以内に生菌数が検出下限値

以下となった。二酸化炭素プラズマでは，1 分間で生菌数が 2 桁以上減少し，3 分以内に検出

下限値以下となった。窒素と空気プラズマは殺菌効果を示さなかった。 

酸素および二酸化炭素プラズマに関しては，直接導入した場合と比較して，殺菌効果の大き

な違いはなかった。このため，酸素と二酸化炭素プラズマ中の主な殺菌因子は気相中では長寿

命である，または，気相中で長寿命の物質が液中に導入される事で，殺菌因子を生成している

可能性が考えられる。一方，窒素プラズマは，塩化ナトリウム濃度が 0.9%であったにも関わらず，

殺菌効果が確認されなかった。このため，窒素プラズマによって液中に導入される殺菌因子は，

気相中で短寿命な物質と塩化ナトリウムの反応によって生成されていると考えられる。空気プラ

ズマは，塩化ナトリウムが存在しているため，距離を離しても殺菌効果を確認できなかったと考え

られる。 

 

 

図 4-24 プラズマの導入距離が殺菌効果に与える影響の調査方法 
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図 4-25 生理食塩水中の大腸菌に対する殺菌効果と導入距離 

 

 

4.4 各種ガスのプラズマバブル水による殺菌効果 
これまでのプラズマバブリングによる殺菌実験では，バブリングする溶液中に細菌を懸濁して

プラズマバブリングする，ダイレクトプラズマバブリングを行っていた。ダイレクトプラズマバブリン

グでは，細菌は，溶液の全体に分布しており，対流による撹拌効果があったとしても，プラズマの

気泡が直接細菌に作用して殺菌しているのはごくわずかで，ほとんどが水を介して殺菌因子が

細菌に作用する事で殺菌されていると考えられる。このため，プラズマによる液中殺菌やがん細

胞の不活化の研究において，水の重要性が注目されており，プラズマ照射によって水に溶けた

殺菌因子は条件によって異なる寿命を持つといわれている[88], [89]。プラズマ処理する事によって，

何かしらの機能を付与された水はプラズマ処理水と呼ばれ，殺菌をはじめとして様々な基礎から

応用まで幅広い研究が行われている[29], [43]。 

プラズマ処理水は主に，プラズマを液体の上方から照射することで生成される。この手法を用

いる事によって簡便にプラズマ処理水を作製できるが，プラズマと水の接触面積が小さい，プラ

ズマが周辺空気の影響を受ける，などの問題がある。これらの問題はプラズマバブリング方式を

用いることによって解決できる。また，プラズマバブル水による殺菌実験により，各ガス種のプラ

ズマによって生成された殺菌因子のうち，液中における寿命が短いものを除いた殺菌効果の検

証が可能となる。そこで本研究では，プラズマバブリング方式を用いて生成したプラズマ処理水

を特にプラズマバブル水 (PBW: Plasma Bubbled-up Water) と呼び，プラズマバブル水による殺

菌効果を調べた。 

殺菌効果は，図 4-26 に示すように，990 µL のプラズマバブル水と 10 µL の大腸菌の菌液を

混合し，その溶液中の生菌数からそれぞれのプラズマバブル水の殺菌効果を評価した。プラズ
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マバブル水はプラズマバブリングを開始して 5 分経過したときに，ピペットで採取し，ポリプロピレ

ン製のエッペンチューブ内の菌液と混合した。採取してから菌液と混合するまでの時間は 4〜5

秒であった。混合後，プラズマバブル水と菌液が十分に反応するように室温で 1 時間以上静置

したのち，段階希釈を行った。プラズマバブル水は，生理食塩水を 3 SLM のアルゴン，酸素，窒

素，二酸化炭素，空気のプラズマでバブリングすることで作製した。菌液は大腸菌 (ATCC 

25922) の初期菌数が 3.0 x 108 CFU/mL のものを使用した。また，このときの検出下限値は 100 

CFU/mL であった。 

生理食塩水を用いて生成した各ガス種のプラズマバブル水による殺菌実験の結果を図 4-27

に示す。実験は n = 3 で行い，エラーバーは標準偏差を意味する。窒素，酸素，二酸化炭素の

プラズマを用いてプラズマバブル水を作製した場合に，生菌数が検出下限値以下になる高い殺

菌効果を示した。また，空気のプラズマを用いた場合に生菌数が 1 桁減少する殺菌効果を確認

した。一方，アルゴンプラズマを用いた場合は殺菌効果で確認できなかった。生菌数が検出下

限値以下となった，窒素，酸素，二酸化炭素のプラズマは，ダイレクトプラズマバブリングでも殺

菌効果が検出下限値以下となっていた。この事から，これらのプラズマバブル水中には高い殺

菌効果を液中で数秒以上保つ比較的長寿命な殺菌因子が存在している事を示した。空気プラ

ズマはダイレクトプラズマバブリングでは殺菌効果を示さなかったにも関わらず，プラズマバブル

水とした場合に殺菌効果を示した。この要因については明らかとなっていないが，生理食塩水を

空気プラズマでバブリングする事で，長寿命の殺菌因子が導入される事を示した。 

 

 

 
図 4-26 プラズマバブル水による殺菌実験 
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図 4-27 生理食塩水を用いた各ガス種のプラズマバブル水による大腸菌の殺菌効果 

 

 
図 4-28 精製水を用いた各ガス種のプラズマバブル水による大腸菌の殺菌効果 

 

 

次に，溶媒に精製水を使用して，同様の実験を行った。予備実験により，細菌の培養液であ

る LB 培地とプラズマバブル水を混合する事で，プラズマバブル水の殺菌能がなくなる事が確認

できたため，この実験では，プラズマバブル水と菌液の接触時間をコントロールするために，プラ

ズマバブル水と菌液を混合してから 1 時間後に，培養液と 1:1 で混合した。このため，このときの

検出下限値は 200 CFU/mL となった。また，このときの初期菌数は 3.5 x 105 CFU/mL であった。 

精製水を用いて作製した各ガス種のプラズマバブル水による殺菌実験の結果を図 4-28に示

す。実験は n = 3 で行い，エラーバーは標準偏差を意味する。酸素プラズマを用いた場合は生

菌数が検出下限値以下となる，高い殺菌効果を確認した。二酸化炭素プラズマの場合は，生菌

数を 2 桁減少させる殺菌効果を示し，アルゴン，窒素，空気のプラズマでは生菌数の大きな変

化は確認されなかった。この結果から，プラズマバブル水の溶媒に精製水を用いた場合でも，

酸素と二酸化炭素のプラズマバブル水が殺菌効果を示し，数秒以上の寿命を持つ殺菌因子が

存在する可能性を示した。また，生理食塩水を用いた場合よりも，窒素と二酸化炭素のプラズマ

バブル水による殺菌効果が低下していることから，それぞれのプラズマによって液中に導入され

る物質と塩化ナトリウムの反応によって殺菌因子が生成されている可能性がある。 
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4.5 各ガス種のプラズマによって液中に導入される活

性種の調査 
殺菌実験の結果から，プラズマのガス種によって異なる寿命の殺菌因子または殺菌に関与す

る物質が存在する可能性が示された。そこでそれらの物質を特定するために 3 章と同様に，各

ガス種のプラズマによって液中に導入される活性種を，ESR を用いたスピントラッピング法と吸光

光度法を用いて測定した。 

 

4.5.1 スピントラッピング法による活性種測定 
各ガス種のプラズマによって液中に導入される短寿命な活性種を測定するために，ESR を用

いたスピントラッピング法によってヒドロキシルラジカルと一重項酸素を測定した。測定法に関し

ては 3.6 と同様である。ヒドロキシルラジカルの測定には DMPO を，一重項酸素の測定には TPC

を使用する必要があるが，いずれの試薬も高価であるため，これまでの殺菌実験のように 200 

mL という大容量の液体ではなく，できるだけ少量の液体に対するバブリングをすることが望まし

かった。そのため，図 4-29 のように液量を 50 mL として，3 SLM のアルゴン，酸素，窒素，空気，

二酸化炭素プラズマで 30 秒間バブリングして活性種を測定した。試薬はそれぞれ生理食塩水

に懸濁し，DMPO と TPC の濃度はそれぞれ 100 mM と 75 mM とした。 

測定した結果を図 4-30 と図 4-31 に示す。実験は n = 3 で行い，エラーバーは標準偏差を

意味する。ヒドロキシルラジカル濃度は窒素とアルゴン，二酸化炭素プラズマでそれぞれ2.6, 0.6, 

0.3 µM となり，その他のガス種では検出されなかった。一重項酸素濃度は，酸素プラズマで最も

高く，95 µM となり，次いで二酸化炭素，空気，窒素プラズマで 12, 11, 0.6 µM となり，アルゴン

プラズマでは検出されなかった。窒素とアルゴン，二酸化炭素プラズマでヒドロキシルラジカルが

検出された要因としては，励起したアルゴン原子や窒素原子，炭素原子が水分子と衝突し，水

分子の結合を切断することでヒドロキシルラジカルを生成していると考えられる。 
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図 4-29 スピントラッピング法による活性種測定実験 

 

 

図 4-30 各ガス種のプラズマによって液中に導入される HO ラジカル濃度 

 

 

図 4-31 各ガス種のプラズマによって液中に導入される一重項酸素濃度 
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4.5.2 吸光光度法による活性種測定 
吸光光度法を用いた活性種測定は，図 4-32 のように 200 mL の精製水を 30 秒間バブリング

し，その後呈色試薬と混ぜ合わせることで吸光度の変化を測定し，活性種濃度を定量した。測

定対象は，オゾン，過酸化水素，亜硝酸イオン，硝酸イオン，次亜塩素酸とした。測定にはダブ

ルビーム型の可視・紫外域吸光分光度計 (U-2900, Hitachi High Technologies Co.) を用いた。 

オゾンと過酸化水素はインディゴ試薬と，XO 溶液を用いて測定を行った。これらの試薬の調

整および検量線に関しては 3.6 と同様である。 

硝酸イオンは NANOCOLOR Standard Test Nitrate (硝酸イオン・硝酸態窒素 測定用 スタン

ダードテスト (DEV 法)) キットを用いて測定した。このキットでは次式示す，試料中の硝酸イオン

と試薬中の 2,6-ジメチルフェノール (C8H10O)の反応を利用する。 

 CcH'-O + NOde + Hf → CcHgNOd + H&O 式 4-1 

この反応は酸性溶液中で起こり，特定の吸収波長を持つ 4-ニトロ-2,6-ジメチルフェノール 

(C8H9NO3) が生成される。4-ニトロ-2,6-ジメチルフェノールの濃度に依存した吸光度の変化か

ら硝酸イオン濃度を定量する。 

硝酸イオン濃度の測定は次の手順で行った。まず，亜硝酸による干渉を防ぐため，100 µL の

試料に 63 µL のアミド硫酸を加えた。その後，この溶液に 100 µL の R2 試薬 (2,6-ジメチルフェ

ノール<0.5%，2-プロパノール 45%) 混合し，最後に 800 µL の R１試薬 (硫酸 52％，o-リン酸

39％) を加えた。反応が終わり，色が落ち着くまで静置したあとに，石英ガラスセルに移し，分光

光度計で 340 nm の吸光度を測定した。図 4-33 および図 4-34 のように，プラズマバブル水中

の活性種を測定する前に各濃度の硝酸を試料として使用し，硝酸イオン濃度と吸光度の関係を

グラフにして検量線を作成した。 

亜硝酸イオンは NANOCOLOR Standard Test Nitrite(硝酸イオン・硝酸態窒素 測定用 スタ

ンダードテスト (スルファニル酸法)) キットを用いて測定した。このキットでは次式示す，試料中

の亜硝酸イオンと試薬中のスルファニル酸 (C6H7NO3S) と 1-ナフチルアミン (C10H9N) の反応

を利用する。 

 ChHiNOdS+ NO&e + Hf → ChHkN&OdSf + OHe + H&O 式 4-2 

 ChHkN&OdSf + C'-HgN → C'hH'dNdOdS 式 4-3 

酸性溶液中でスルファニル酸はジアゾ化され，生成されたジアゾ塩は1-ナフチルアミンと結合

し，赤色染料 (C16H13N3O3S) を生成する。この赤色染料の濃度変化による吸光度から亜硝酸イ

オン濃度を定量する。 

亜硝酸イオン濃度の測定は次の手順行った。まず，800 µL の試料に 80 µL の R１試薬 (硫酸

<1%，酢酸 24%) と 80 µL の R2 試薬 (1-ナフチルアミン<0.1%，酢酸 28％) を混合した。反応が

終わり，色が落ち着くまで静置したあとに，石英ガラスセルに移し，分光光度計で 520 nm の吸光
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度を測定した。硝酸イオン濃度と同様に，図 4-35 および図 4-36 のように亜硝酸イオン濃度と

吸光度の関係をグラフにして検量線とした。 

 

 

図 4-32 吸光光度法による活性種測定実験 

 

 
図 4-33 硝酸イオン濃度に依存した 4-ニトロ-2,6-ジメチルフェノールの吸収スペクトル 

 

 

図 4-34 硝酸イオン濃度の検量線 
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図 4-35 亜硝酸イオン濃度に依存した赤色染料の吸収スペクトル 

 

 
図 4-36 亜硝酸イオン濃度の検量線 

 

実験は n = 3 で行い，いずれのグラフもエラーバーは標準偏差を意味する。各ガス種のプラズ

マバブル水中のオゾンの測定結果を図 4-37 に示す。酸素プラズマを用いた場合に 15.2 µM と

最も高い濃度でオゾンを検出した。そして，空気プラズマでは 0.4 µM のオゾンを検出した。一方，

精製水を用いたプラズマバブル水で殺菌効果を示さなかったアルゴンおよび窒素プラズマのみ

ならず，殺菌効果を示した二酸化炭素プラズマでも，オゾンが検出されなかった。図 4-38 のよう

にすべてのプラズマバブル水中で過酸化水素を検出した。酸素プラズマを用いた場合に 20.2 

µM と最も高い濃度となり，空気，窒素，二酸化炭素，アルゴンプラズマでは，9.3, 4.0, 2.6, 1.0 

0.4 µM の過酸化水素を検出した。硝酸イオンは図 4-39 のように空気プラズマバブル水からの

み検出され，82.5 µM となった。亜硝酸イオンは図 4-40 のように空気および窒素プラズマバブ

ル水から検出され，それぞれ 74.2 µM と 4.2 µM となった。 
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図 4-37 各ガス種のプラズマによって液中に導入されるオゾン濃度 

 

 

図 4-38 各ガス種のプラズマによって液中に導入される過酸化水素濃度 

 

 
図 4-39 各ガス種のプラズマによって液中に導入される硝酸イオン濃度 
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図 4-40 各ガス種のプラズマによって液中に導入される亜硝酸イオン濃度 

 

 

図 4-41 各種標準試薬による大腸菌に対する殺菌効果 

 

 

4.6 標準試薬による殺菌効果 
酸素プラズマで 20 µM の過酸化水素が，空気プラズマで 82.5 µM の硝酸イオンと 74.2 µM の

亜硝酸イオンが検出された。これらによる殺菌効果をそれぞれの標準試薬を用いて調べた。プ

ラズマバブル水による殺菌実験と同様に，990 µL の標準試薬と 10 µL の大腸菌の菌液を混合し

て，生菌数を調べた。試薬には，30 µM に調製した過酸化水素水溶液と 86 µM に調製した硝酸

イオン水溶液，70 µM に調製した亜硝酸イオン水溶液を使用した。 

実験の結果を図 4-41 に示す。実験は n = 3 で行い，エラーバーは標準偏差を意味する。い

ずれの試薬を混合した場合でも，生菌数は初期菌数と変わらなかった。このことから，プラズマ

バブル水中に導入される濃度の過酸化水素，亜硝酸イオン，硝酸イオンには殺菌効果がない

事を確認した。 
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4.7 各ガス種のプラズマの殺菌要因の考察 
空気プラズマを用いてプラズマバブル水を作製した際に，最も高い濃度の亜硝酸イオンや硝

酸イオンが多く検出されたが，前節の実験から，空気プラズマバブリングによって液中に導入さ

れる濃度の亜硝酸イオンや硝酸イオンには殺菌効果がない事を示した。このため空気プラズマ

の殺菌因子は，これらのイオンが生成される過程で生成されるものまたは，これらの組み合わせ

によって生成されるものであると考えられる。 

酸素プラズマは，プラズマバブル水による殺菌効果が高かったため比較的長寿命な殺菌因

子が液中に導入されていると考えられる。しかし，比較的長寿命かつ酸素プラズマによって液中

に導入されていた約 20 µM の過酸化水素には殺菌効果がなかった。6.25 µM (0.3 ppm) のオゾ

ン水では大腸菌を 0.6 分で 3 桁以上殺菌できるという報告があり[90]，本研究の酸素プラズマバ

ブル水の実験では，オゾン濃度は 15 µM の濃度で 3 桁以上の殺菌効果を確認している。これら

のことから，酸素プラズマバブル水による殺菌効果にはオゾンが殺菌要因である可能性が高い。 

窒素プラズマは 4.3.1 のダイレクトプラズマバブリングによる殺菌実験において，精製水に対し

てバブリングした際には殺菌効果がなく，0.9%の塩化ナトリウムを含む生理食塩水に対してバブ

リングした際に高い殺菌効果を示した。さらに，4.3.2 の実験では塩化ナトリウム濃度が高くなるほ

ど殺菌効果が高くなり，4.4 の実験では生理食塩水を窒素プラズマバブリングした水でも高い殺

菌効果を示した。この事から，窒素プラズマは液中に塩化ナトリウムが含まれる場合に高い殺菌

効果を示す事を明らかにした。4.5.1 の活性種測定においては，ヒドロキシルラジカルの濃度は，

窒素プラズマで最も高くなった。そのため，生理食塩水を窒素プラズマバブリングした場合は，

次の反応が起きている可能性が考えられる。 

 NaCl + 2HO · +𝑒→HClO+NaOH 式 4-4 

次亜塩素酸は漂白剤や殺菌剤として広く一般的に使用されている成分である。この次亜塩素

酸が液中で生成される事によって殺菌効果が発現している可能性がある。このため，塩化カリウ

ムを添加したプラズマバブル水による殺菌効果を確認する，または生理食塩水から生成した窒

素プラズマバブル水中から次亜塩素酸を検出できれば，窒素プラズマによる殺菌要因を特定で

きる可能性が高い。  

 

4.8 二酸化炭素プラズマの殺菌要因の調査 
これまでのダイレクトプラズマバブリングおよび長距離プラズマバブリング，プラズマバブル水

による殺菌実験で二酸化炭素プラズマによる高い殺菌効果を確認した。活性種測定によって，

二酸化炭素プラズマによって液中に導入されている活性種の中で，その他のガス種と比較して
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濃度が高かった一重項酸素が殺菌に関与している可能性があった。しかし，二酸化炭素プラズ

マバブル水が殺菌効果を示した事から，液中における殺菌因子の寿命は数秒以上である事が

示された。液中における一重項酸素の寿命はマイクロ秒程度であるため，一重項酸素によって

殺菌されている可能性は極めて低い。長寿命な活性種としては過酸化水素やオゾンがあるが，

過酸化水素の濃度は殺菌効果のなかった窒素プラズマよりも低く，オゾンに関しては検出されな

かった。このため，二酸化炭素プラズマによる殺菌因子は未だ不明である。 

二酸化炭素プラズマにはその他のガス種と比較して，コストが低いというメリットがある。たとえ

ば医療用プラズマ装置で使われることが多いヘリウムやアルゴンのガスは，7 m3 のガスボンベで

考えるとそれぞれ 2 万円前後，8 千円前後ほどかかる。また，窒素や酸素は同体積量で 3 千円

前後である。これらに対して二酸化炭素は約 2 倍の体積量で 3 千円前後となっている。このた

め，価格は今回調査した中で最も安い。また，同程度に安く，高い殺菌効果を示した酸素ガスは

大量のオゾンガスが発生するうえに，支燃性のガスであるため火災を起こす危険を伴うが，二酸

化炭素は不活性ガスであるためそのリスクは比較的小さい。さらに，二酸化炭素は加圧すること

により常温でも液体化するため，ガスとして存在するよりも体積あたりのモル量が多くなり，小さい

サイズのボンベで済む。また，病院などには既に導入されているケースが多く，新しいガスを導

入する必要がなく手続きが簡素に済む。このように，二酸化炭素はその他のガス種と比較して多

くのメリットを持つ。 

二酸化炭素プラズマを殺菌など医療応用するためには，その殺菌機構や安全性を明らかに

する必要がある。しかし，これまでの実験では，その殺菌の特性や生成される活性種の詳細は

明らかとならなかった。このため，本節では二酸化炭素プラズマによる液中殺菌の特徴や生成さ

れる物質をさらに調べた結果について記述する。 

 

4.8.1 バブリング時の二酸化炭素プラズマの発光スペクトル 
二酸化炭素プラズマによる発光から，生成される活性種を予測するために，バブリングしてい

る際の発光分光測定を行った。図 4-42 のように，ガラスファンネルの中に，アクリルの円筒の中

に固定した光ファイバを入れ，発光部から 30 mm の位置で厚さ 1 mm の石英ガラス越しに測定

した。このとき光軸はプラズマジェットの中心部に合わせた。測定した発光はマルチチャンネル

分光器に取り込み，波長ごとの強度のスペクトルを測定した。200〜900 nm の測定には Ocean 

Optics HR4000 を 900〜1700 nm の測定には Ocean Optics NIRQuest512 を使用した。バブリン

グ条件は殺菌実験と同様に，液量は 200 mL とし，二酸化炭素のガス流量は 3 SLM とした。 

測定した結果を図 4-43 に示す。いずれの波長領域の発光からも，酸素および炭素の原子

線を確認した。1587 nm にある発光線は 777.4 nm の酸素の原子線の倍数であると考えられるた

め，O I 777.4 と記入している。この結果から，バブリング時の二酸化炭素プラズマ中では，二酸
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化炭素ガスが原子化するところまで解離していること，水由来の発光スペクトルが発生していな

い事を確認した。 

 

4.8.2 初期菌数および接触時間が殺菌効果に与える影響 
プラズマバブル水による殺菌効果は，プラズマバブリングによって液中に導入された殺菌因

子が細菌に作用する事によって引き起こされている。プラズマバブル水として使用する際は，プ

ラズマバブリングする場所とプラズマバブル水を使用する場所が異なるため，液中に存在する殺

菌因子の量は有限である。プラズマバブル水中の殺菌因子の濃度 c は mol/L という濃度で定

義でき，何らかの殺菌因子を持つ薬剤として考えることができる。薬剤中の殺菌因子の濃度 cs と

薬剤と細菌の接触時間 t によって変わり，初期菌数を N0，t 分後の生菌数を Nt とすると，薬剤に

よる殺菌能は次の式で表される。 

 

 

 
図 4-42 バブリング時の発光分光測定の測定系 

 

 

図 4-43 バブリング中の二酸化炭素プラズマの発光スペクトル 
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𝐿𝑜𝑔(

𝑁n
𝑁-
)	= -k𝑐ot 式 4-5 

ここで，k は反応速度定数であり，温度によって変化する。つまり，定温条件下では cs または t

に比例して，生菌数の桁数は直線的に減少していく。本研究では全て，室温の下で実験を行っ

たため，k は一定である。プラズマバブル水による殺菌効果は，殺菌因子の寿命が長く，細菌の

濃度 cb が cs を大きく下回る場合，すなわち cb << cs である場合は，t の影響のみ考慮すればい

いと考えられ，細菌の減少量と接触時間の関係から，CO2 プラズマバブル水中の殺菌因子が持

つ殺菌能を明らかにする事ができる。しかし，cb >> cs となった場合は殺菌因子が高い殺菌能を

有していても，殺菌効果を確認する事ができなくなる。したがって，初期菌数は殺菌効果に大き

な影響を与える。そこで，プラズマバブル水と細菌の接触時間およびプラズマバブル水と初期菌

数が殺菌効果に与える影響を調べた。 

図 4-44 に示すように，990 µL のプラズマバブル水と 10 µL の大腸菌の菌液を混合したあと，

0 から 240 分間静置した。その後 LB 培地と 1:1 で混合することでプラズマバブル水と大腸菌の

接触時間をコントロールして殺菌効果を評価した。プラズマバブル水は 4.4 と同様にプラズマバ

ブリングを開始して 5 分経過したときに，ピペットで採取し，予めポリプロピレン製のエッペンチュ

ーブ内に入れた菌液と混合した。また，プラズマバブル水は，精製水を 3 SLM の二酸化炭素の

プラズマでバブリングすることで作製し，pH による影響を調べるために，ガスのみをバブリングし

たガスバブル水による影響も同時に調査した。菌液はプラズマバブル水と菌液を混合後の大腸

菌 (ATCC 25922) の初期菌数が 104，105，106，107，108 CFU/mL のものを使用した。また，こ

のときの検出下限値は 200 CFU/mL であった。 

室温（23.8℃）の精製水を 5 分間二酸化炭素ガスまたは二酸化炭素プラズマでバブリングした

後の pH は 4.1 であった。二酸化炭素プラズマバブル水による殺菌実験の結果を図 4-45 に示

す。実験は n = 3 で行い，プロットは平均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。初期菌数が

5.3 x 106 CFU/mL のときは，接触時間の増加とともに，生菌数がログスケールで直線的に減少

し，60 分で 1 桁，240 分で 2 桁減少した。一方，初期菌数が 5.3 x 105 CFU/mL の場合は接触

時間が 1 分で生菌数が 1.0 x 103 CFU/mL まで減少し，30 分以内に検出下限値以下となった。

初期菌数が 5.3 x 104 CFU/mL 以下の場合は，プラズマバブル水を混合して 1 分以内に生菌数

は検出下限値以下となった。また，ガスバブル水では，初期菌数が 5.3 x 104 CFU/mL 以上の

場合には生菌数は減少し，5.3 x 103 CFU/mL 以下の場合には 240 分接触させても生菌数は減

少しなかった。 

これらの結果から，二酸化炭素プラズマバブル水は初期菌数が 105 CFU/mL オーダー以下

の場合高い殺菌効果を示す一方で，初期菌数が 106 CFU/mL 以上になると，細菌の数に対し

て殺菌因子の濃度が不足し，特異的な高い殺菌効果を確認できなかったと考えられる。また，
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初期菌数が 105 CFU/mL 以下の場合は，二酸化炭素プラズマバブル水中の殺菌因子は即座

に細菌と反応し，殺菌効果を引き起こしている事が明らかとなり，非常に反応性の高い殺菌因子

が存在している事を示した。一方で，ガスバブル水でも生菌数の減少が確認された事から，二酸

化炭素の融解による pH の低下が殺菌効果に影響を与えていると考えられる。 

 

 
図 4-44 初期菌数および接触時間と殺菌効果の関係の調査方法 

 

 
図 4-45 大腸菌の初期菌数が CO2 プラズマバブル水の殺菌効果に与える影響 

 

 
図 4-46 大腸菌の初期菌数が CO2 ガスバブル水の殺菌効果に与える影響 
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図 4-47 クエン酸・クエン酸ナトリウム緩衝液の pH と殺菌効果の関係 

 

 

4.8.3 殺菌効果に pH が与える影響 
ガスバブル水でも殺菌効果があった事から二酸化炭素プラズマによる殺菌効果には pH も関

与していると考えられる。そこで，二酸化炭素プラズマでバブリングした後の水の pH は 4.1 であ

ったため，pH が 4.1 のクエン酸緩衝液を用いて 4.8.2 と同様の手順で殺菌実験を行った。クエ

ン酸緩衝液は，クエン酸水和物とクエン酸三ナトリウムを用いてクエン酸濃度が 20 mM となるよう

に調製した。このときの初期菌数は 1.4 x 107 CFU/mL であった。 

実験の結果を図 4-47 に示す。実験は n = 3 で行い，プロットは平均値を，エラーバーは標準

偏差を意味する。初期菌数が 105 CFU/mL 以上では，生菌数がログスケールで直線的に減少

し，104 CFU/mL 以下になると減少しなかった。この結果と，二酸化炭素ガスバブリングの結果が

ほとんど同じ傾向を示している事から，二酸化炭素が溶ける事によって pH が低下し，生菌数が

減少する事を示した。 

 

4.8.4 二酸化炭素プラズマバブル水の静置時間と殺菌効果 
二酸化炭素プラズマによってバブリングした精製水を一度別のガラスビーカーに移し，一定時

間静置した後，菌液と混合する事で，二酸化炭素プラズマバブル水中の殺菌因子の液中での

寿命を調べた。バブリング時間は 5 分とし，バブリング後は室温で静置した。接触時間は 60 分と

した。初期菌数は 4.0 x 105 CFU/mL で，その他の条件は 4.8.2 の実験と同様に行った。 

殺菌実験の結果を図 4-49 に示す。グラフは横軸が静置時間，縦軸は混合後の生菌数を表

している。実験は n = 3 で行い，プロットは平均値を，エラーバーは標準偏差を意味する。0 分の

ものはビーカーに移す前に菌液と混合し，採取してから混合するまで，4〜5 秒程度かかった。

静置時間が長くなるほど生菌数は増加し，10 分後には 1.3 x 105 CFU/mL となり，20 分静置後

には生菌数は初期菌数と同等の 4.2 x 105 CFU/mL となった。この結果から，二酸化炭素プラズ
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マバブル水中の殺菌因子の寿命は 10 分程度である事を明らかにした。殺菌因子が液中の反応

が進むことによって失活しているとすると，化学反応であるため反応速度は温度に依存する。そ

のため，温度をパラメータとして，二酸化炭素プラズマバブル水の殺菌能の変化を追う事で，殺

菌因子を推定する，反応速度論を用いた活性種の推定が可能であると考えられる[49]。 

 

4.8.5 二酸化炭素プラズマバブル水の吸光スペクトル 
活性種は反応性が高く，寿命が短いと考えられるため，4.5.2 では活性種を試薬と反応させる

ことによる呈色または脱色反応によって安定かつ特異的な吸光波長を持つ物質を生成して定量

を行った。しかし，液中の活性種によっては，例えば硝酸イオンなどは試薬と反応させずとも特

別な吸光スペクトルを示す[73]。そこで殺菌要因の特定が困難であった二酸化炭素プラズマバブ

ル水の吸光スペクトルを測定した。測定には 4.5.2 と同様に測定にはダブルビーム型の可視・紫

外域吸光分光度計 (U-2900, Hitachi High Technologies Co.) を用い，測定波長範囲は 200 nm

から 700 nm とした。二酸化炭素プラズマバブル水は，これまでの実験と同様に精製水を 5 分間

プラズマバブリングする事によって作製した。 

 

 

 

図 4-48 静置時間と殺菌効果の関係の調査方法 

 

 
図 4-49 二酸化炭素プラズマバブル水の静置時間と殺菌効果の関係 
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オゾン濃度が 0.1 ppm の酸素プラズマバブル水の吸光スペクトルを観測した場合，図 4-50

の青線のように 262 nm 付近にオゾン特有のピークが検出された。一方，二酸化炭素プラズマバ

ブル水の場合は，測定した波長域ではピークは検出されなかった。この結果から，二酸化炭素

プラズマバブル水中にはオゾンが存在していても極めて低濃度であること，紫外可視領域に吸

光スペクトルを持つ物質が存在しない事を明らかにした。 

二酸化炭素プラズマバブル水中の殺菌因子を検出できなかった要因としては，殺菌因子の

高い反応性から，測定するまでに液中に導入された殺菌因子の大部分が失活している可能性

がある。低濃度で反応速度が早く，高い殺菌効果を示す強力な殺菌因子が存在していると仮定

した場合，次の手法によって検出できる可能性がある。1 つ目は反応速度を落とす方法である。

式 4-5 の反応速度定数 k は温度によって影響を受けるため，低温下でプラズマバブリングをす

ることにより殺菌因子の失活を防ぐ事ができる可能性がある。2 つ目は，より高い濃度の殺菌因

子を液中に導入する方法である。4.3.4 の長距離バブリングでも二酸化炭素プラズマは高い殺

菌効果を示したことから，二酸化炭素プラズマによって生成される気相中では寿命が長い物質

X1 が生成されている。X1 は液中では寿命が短いことから，殺菌因子 X2 は水と X1 の反応，つまり

気液界面で生成されている可能性がある。このため，プラズマバブルの気泡の大きさを小さくす

る事により，より高濃度の殺菌因子を液中に導入できると考えられる。 

 

 

 
図 4-50 酸素および二酸化炭素プラズマバブリングした精製水の吸光スペクトル 
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4.9 まとめ 
本章では様々なガス種のプラズマを生成できるマルチガスプラズマジェットを用いてプラズマ

バブリングする事によって，各ガス種のプラズマの殺菌効果および殺菌要因を調べた。その結

果，窒素，酸素，二酸化炭素，空気のプラズマが大腸菌に対して高い殺菌効果を示し，その中

でも高い殺菌効果を示した酸素と二酸化炭素のプラズマは大腸菌のみならず，黄色ブドウ球菌

や緑膿菌などその他の一般細菌に対しても高い殺菌効果を示す事を明らかにした。各ガス種の

プラズマによって液中に導入される活性種を測定した結果，液中にガス種によって導入される活

性種の種類や量が大きく異なる事を明らかにした。 

窒素プラズマでは，液中に塩化ナトリウムが存在する場合に高い殺菌効果を示し，ヒドロキシ

ルラジカルが多く液中に導入されている事から，液中で次亜塩素酸を生成している可能性があ

る事を示した。酸素プラズマに関しては，主にオゾンが殺菌に関与している事を示した。空気プ

ラズマでは，多くの硝酸イオンと亜硝酸イオンが液中に導入されている事，硝酸イオンと亜硝酸

イオンには殺菌効果がない事を明らかにし，それらのイオンの生成過程で殺菌因子が生成され

ている可能性を示唆した。二酸化炭素プラズマでは，10 分程度の寿命を持つ高い殺菌効果を

示す殺菌因子の存在を明らかにした。しかし，殺菌因子を特定する事ができなかった。二酸化

炭素プラズマの有用性や安全性を評価するために，今後詳細に殺菌因子を調べる必要がある。 
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第5章	  
マルチガス温度制御プラズマ装置の開発と

医療および生命科学分野への応用 
 

5.1 はじめに 
生体への直接照射も視野に入れた殺菌や創傷治療，止血などプラズマの医療応用の研究お

よび新しい医療機器として大気圧低温プラズマ装置の開発が盛んに行われている。このようなプ

ラズマ装置には照射対象に放電や熱による損傷を与える事なく，高いプラズマ処理の効果が得

られる事が望まれる。プラズマによる熱損傷を与えずにプラズマによる処理効果を維持するため

には，プラズマの放電電力と独立にプラズマのガス温度を抑える必要がある。3 章では，プラズ

マのガス温度が高いほどプラズマの殺菌能が高くなる事を示した。これらの事から，医療用のプ

ラズマ装置には処理対象に応じて適切な温度にプラズマのガス温度を制御する事が望まれる。

また，4 章では，プラズマのガス種を変える事で，生成される活性種の種類や量が異なり，殺菌

処理においては二酸化炭素プラズマが有用である事を示した。 

先行研究では，ブタの角膜に二酸化炭素プラズマ照射する際に，プラズマの冷却の有無が

ブタの角膜に与える影響を調べている[84]。図 5-1 の図は各処理後のブタの角膜を HE 染色し，

顕微鏡観察したときの病理画像である。左の図はブタの角膜に二酸化炭素のガスを 1 分間吹き

付けたあとの病理画像で，ガスのみを照射後の様子は未処理の様子と比べて変化はなかった。

冷却なしで 45℃の二酸化炭素プラズマを同じ時間照射した場合は，図 5-1 の中央の図のよう

に角膜の表層が剥離した。一方，20℃に冷却した二酸化炭素プラズマを照射した場合は，図 

5-1 の右の図のように角膜に剥離はみられず，ガスのみを照射した結果と大差がなかった。この

ように先行研究により，温度制御をしていないプラズマの熱がブタの角膜へのダメージに大きな

影響を与えている事が明らかとなっている。 

以上の結果から，さらなるプラズマの医療応用の可能性を探るためには，マルチガス化が可

能な温度制御プラズマ装置が必要であるといえる。そこで，本研究では，マルチガス温度制御プ

ラズマ装置を開発した。 

本章では，まず本研究で開発したマルチガス温度制御プラズマ装置の設計や基礎特性とともに，

温度制御した各ガス種のプラズマによる殺菌能の変化を調べた結果を記述する。さらに，大気圧

低温プラズマ装置の医療技術への応用として，殺菌が困難である基材に付着した細菌を迅速に 
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図 5-1 二酸化炭素プラズマ照射後のブタの角膜の病理画像[84] 

 

 

殺菌する超音波併用プラズマバブリング装置と，内視鏡的止血術用プラズマ装置を開発し，そ

れらの有用性を調べた結果を記述する。最後にマルチガス温度制御プラズマ装置の生命科学

分野への応用として，植物細胞中へタンパク質および DNA (Deoxyribonucleic acid) といった高

分子の導入を行った結果を記述する。 

 

5.2 マルチガス温度制御プラズマ装置の開発 
これまでの温度制御プラズマ装置では，プラズマ生成部の直前に加熱用のヒータを取り付け

易い事，液体窒素で-150℃程度まで冷却したヘリウムを用いる事から，プラズマの生成部に

DBD プラズマジェットを使用していた。このため，温度制御プラズマ装置をマルチガス化するに

は，プラズマの生成部の DBD プラズマジェットで様々なガス種のプラズマを生成する事で実現

できる。 

通常の DBD プラズマジェットでは，図 1-1 のようにリング状の電極をガラス管などの誘電体の

外側に配置し，ガラス管内で DBD を発生させて，プラズマジェットを生成する。このため，ヘリウ

ムやアルゴンのように比較的安定してプラズマを生成しやすいガス種であれば，ガラス管内で均

一な密度のプラズマが生成できる。また，熱伝導率が低いガラスを用いる事によって，管内のガ

ス温度の制御が金属と比較して容易となる。しかし，窒素や酸素，二酸化炭素などはその絶縁

破壊電圧の高さや準励起状態の寿命の短さなどから，DBD を発生させるためには，高電圧また

は高周波の電圧を印加する必要がある。高電圧を印加する事によってプラズマを発生させる場

合には，絶縁破壊を起こした一部に電流が集中しやすく，一部 DBD ガラス管内でプラズマを均

一に維持する事が困難である。高周波電圧を印加する場合は，入力される電力密度が高くなる

ため，プラズマのガス温度が上昇し，低温のプラズマの生成が困難となる。 

先行研究では図 5-2 のように電極を螺旋状に配置する事で，マルチガス DBD プラズマジェ

ットの開発に成功している[31]。このプラズマ装置をプラズマ生成部に使用する事によって，温度

制御プラズマ装置のマルチガス化が可能となる。しかし，このプラズマ装置では，DBD という放
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電方法から，電子密度が 1013 cm-3 オーダーと低く，処理効果の低さに問題があった。 

そこで，先行研究では，電子密度が 1014〜1015 cm-3 のプラズマジェットを生成可能なマルチガ

スプラズマジェットの温度制御を行っている[31]。高温の温度制御は，図 4-5 のように，ヒータをプ

ラズマジェットの先端部に設置する事によって成功している。これは，ヒータによってプラズマジェ

ットの筐体を加熱し，加熱された筐体を介してプラズマを生成する直前のガス温度を上昇させる。

また，低温側は，加熱の場合と同様に，図 4-6 のように冷却用のガスや液体をプラズマジェット

の先端部に流し，プラズマジェットの筐体を介してプラズマ生成前のガス温度を低下させる。これ

によって室温以下のプラズマの生成に成功している。図 4-6 の冷却機構は，プラズマジェットの

先端部に巻きつけた銅パイプ内に，液体窒素を用いて冷却したヘリウムガスを流す構造であっ

た。この構造では，ヘリウムガスの熱容量がプラズマジェットの筐体よりも小さいため，ヘリウムガ

スの温度を制御してもプラズマのガス温度が追従せず，ガス温度を任意の値に制御する事は困

難であった。 

生体へのプラズマ照射を考えるとプラズマのガス温度を下げ過ぎた場合，細胞が凍結してし

まうため，適切な温度に制御する必要がある。このため，3 章の温度制御機構をマルチガスジェ

ットに適用する事が望ましいが，マルチガスジェットの筐体が金属製であるため，プラズマ生成用

のガスの温度を予め制御していても外気との熱交換によってプラズマ生成部での温度が安定し

なかった。 

本節では本研究で開発したマルチガス温度制御プラズマ装置のコンセプトや設計，基礎特性

を記述する。そして，開発したプラズマ装置を用いて殺菌実験を行った結果を記述する。 

 

 

 

 

図 5-2 螺旋電極式マルチガス DBD プラズマ装置の構造[31] 
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5.2.1 マルチガス温度制御プラズマ装置の設計および製作 
従来のマルチガスプラズマジェットでは，図 5-3 のように，ガスボンベから供給された室温程

度のガスに電圧を印加して，プラズマを生成し，ガス流によってプラズマを外部に押し出す構造

となっている。このため，プラズマのガス温度は必ず室温以上となっていた。また，筐体はステン

レス製で外気の熱の影響を受けやすい構造となっていた。 

そこで本研究では，図 5-4 のように，プラズマジェットの筐体の壁の内部に流路を設け，そこ

に温度制御した流体を流す事によって，プラズマの温度を制御する。プラズマ装置は，ガスの導

入口や電力を供給するコネクタがある本体部と，筐体内に流路を持つ温度制御部に分けて設計

した。これにより，温度制御部の仕様変更が容易になるとともに，温度制御部と本体部の熱的結

合を弱くできる。 

温度制御部および本体部は 3D-CAD を用いて設計した。温度制御部は図 5-5 のように，長

さ 110 mm，外径 20 mm，内径 11 mm の円筒状で，ガス導入口周りにフランジ構造を持ち，本体

部にネジ止めされる。筐体の温度を制御する温度制御流体は，フランジ付近に設けられた導入

口から供給され，長さ方向に 2 往復する直径が 2mm の流路の中を通ったのち，温度制御流体

の導入口の反対側から排出される。本体部は図 5-6 のように，40 x 40 x 50 mm，壁の厚さ 7 mm

の中空の箱にガス導入用の継手，電力供給用のコネクタ，温度制御部を接続できる穴を持った

構造とした。 

温度制御部を製作するためには，プラズマジェットの筐体の壁の中に流路を設ける必要があ

るが，従来の切削や溶接といった加工方法では製作が困難であった。そこで本研究では，金属

製の 3D プリンタを用いて温度制御部を製作した。本体部は簡単な構造であるため，東京工業

大学 技術部 すずかけ台設計工作部門のご協力のもと，切削により製作した。図 5-7 に製作し

たマルチガス温度制御プラズマ装置の写真を示す。温度制御部はチタン合金，本体部は SUS

を用いて製作した。製作したプラズマ装置に，ヘリウム，アルゴン，酸素，窒素，二酸化炭素，空

気のガスを用いて点灯確認を行った結果，図 5-8 のようにすべてのガス種で安定してプラズマ

が生成される事を確認した。 
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図 5-3 従来のマルチガスプラズマ装置の構造とガス温度変化 

 

 

 

図 5-4 マルチガス温度制御プラズマ装置のコンセプト 

 

 

図 5-5 壁の内部に流路を設けた温度制御部の 3D-CAD 図 
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図 5-6 温度制御部と本体の 3D-CAD 図 

 

 

図 5-7 製作したマルチガス温度制御プラズマ装置の外観 

 

 

図 5-8 各ガス種のプラズマを生成している時の様子 
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5.2.2 マルチガス温度制御プラズマ装置の基礎特性 
ガス温度制御能 

開発したマルチガス温度制御プラズマ装置のガス温度制御能を調査した。図 5-9 に実験の

セットアップを示す。温度制御流体には，チラーで冷却したエチレングリコールを使用し，-20℃

から 20℃の間で 10℃刻みで制御した。本体は金属製であるため，本体部および温度制御部の

まわりに断熱材を巻き，外気の熱の影響を低減した状態で実験を行った。これまでのガス温度

測定実験と同様に，プラズマ装置の射出口から 2 mm の位置に，熱電対を垂直に設置してプラ

ズマのガス温度を測定した。プラズマは，2 SLM のアルゴン，窒素，酸素，二酸化炭素のガスに

交流電源（DFMJ-02, プラズマコンセプト東京）を用いて電圧を印加して生成した。 

図 5-10 に各ガス種のプラズマの生成前後のガス温度を示す。横軸は温度制御流体の温度

Tl，縦軸はそれぞれのガス温度 Tg となっている。いずれのガス種もプラズマ生成前のガス温度

は，Tl = 20℃の場合は 22℃前後で，温度制御流体の温度を下げるほどガス温度が低くなり，Tl 

= -20℃の場合は Tg = 0〜3℃となった。この事から，プラズマ生成前の温度は，ガス種によらず

ほとんど同じで，温度制御流体の温度に比例して低下する事を確認した。プラズマを生成した

場合は，Tl = 20℃のとき，アルゴンは 35℃，窒素は 56℃，酸素は 57℃，二酸化炭素は 63℃とな

り，ガス種によって大きく異なった。しかし，Tl を下げるほどいずれのガス種のプラズマの温度も

低下し，Tl = -20℃のとき，アルゴンは 15℃，窒素は 31℃，酸素は 35℃，二酸化炭素は 43℃と

なり，Tl に比例してガス温度が変化した。各 Tl のときのプラズマ生成前後の温度差は，それぞれ，

アルゴンは 11〜13℃，窒素は 31〜34℃，酸素は 33〜38℃，二酸化炭素は 41〜43℃となった。

これらの結果から，プラズマ生成前後の温度差はガス種によって異なるが，Tl に対する Tg の変

化の割合は，ガス種によらず同程度である事が明らかとなった。このため，ガス種ごとのプラズマ

の生成前後の温度を考慮して温度制御流体の温度を制御する事で，任意の温度のプラズマを

生成できる事を示した。 

 

 
図 5-9 ガス温度制御実験のセットアップ 
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図 5-10 ガス温度と温度制御流体温度の関係 

 

 
図 5-11 分光実験のセットアップ 

 

発光分光 

プラズマのガス温度が各ガス種のプラズマの発光スペクトルへ与える影響を調べた。発光の

測定は図 5-11 のように，プラズマの光軸上に光ファイバを設置し，プラズマと光ファイバの間に

厚さ 1 mm の石英ガラスの板を挿入して行った。光ファイバは，プラズマの射出口から 5 mm の位

置に固定した。温度制御流体にはチラーで-20℃および 20℃に温度制御したエチレングリコー

ルを用いた。上記のガス温度制御能を調査した場合と同様に，プラズマは，2 SLM のアルゴン，

窒素，酸素，二酸化炭素のガスを用いて生成した。分光器には，200〜1100 nm の範囲を測定

可能なマルチチャネル分光器 (Ocean Optics Maya2000 PRO) を用いた。冷却温度を変化させ

る事で，プラズマのガス温度を変化させたときの発光強度の比較を行うため，積算時間はそれぞ

れのガス種で変更し，アルゴンは 6 ms，ヘリウムは 1 s，酸素は 9 ms，窒素は 120 ms，空気は

100 ms，二酸化炭素は 120 ms とした。また，スペクトルにばらつきがあるため，それぞれ 10 回の
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図 5-12 から図 5-15 にそれぞれの発光スペクトルを示す。Tl = 20℃のときのスペクトルは赤

い線で, Tl = -20℃のときのスペクトルは青い線でプロットし，それぞれのときの Tg をグラフの左上

に表記している。いずれのガス種でもガス中の原子由来の原子線が観測され，それぞれのスペ

クトルはプラズマのガス温度とともに発光強度が増加した。3.4.1 に記述したヘリウムプラズマを

温度制御した際の発光スペクトルの変化の測定実験では，ガス温度の上昇に伴ってヘリウムの

発光スペクトルが弱くなっており，逆の結果となった。この要因は明らかとなっていない。この結

果から，3 章と同様に，プラズマのガス温度の変化に伴ってプラズマの処理効果が異なる可能性

が示唆された。 

 
図 5-12 アルゴンプラズマの発光スペクトル 

 

図 5-13 酸素プラズマの発光スペクトル 
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図 5-14 窒素プラズマの発光スペクトル 

 

 

 
図 5-15 二酸化炭素プラズマの発光スペクトル 
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5.2.3 温度制御された各ガス種のプラズマによる殺菌効果 
3 章の温度制御プラズマ装置では，酸素を添加したヘリウムプラズマの殺菌効果のガス温度

依存性を調べた。その結果，プラズマのガス温度の上昇に伴って，殺菌能が高くなる事が明ら

かとなった。本章では，ガス種を変えた場合に，殺菌効果のガス温度依存性がどのように変化す

るか調べた。 

マルチガス温度制御プラズマジェットの温度制御流体用流路に，-20〜20℃に制御したエチ

レングリコールを流し，プラズマガス温度の制御を行った。指標菌には，一般細菌である大腸菌 

(E.coli ATCC25922) を用い，DPBS 中に懸濁し，菌液を作製した。プラズマガスには，4 章で高

い殺菌効果を確認した酸素，窒素，二酸化炭素を使用し，ガス流量を 2 SLM とした。サンプルカ

ップに入れた 200 µL の菌液に，大気開放下で液面から 6 mm の位置よりプラズマを照射した。

プラズマ照射後の菌液は，段階希釈後，LB 寒天培地上に塗布し，37℃のインキュベーターで

15〜20 時間培養した。培養後に形成されたコロニー数から生菌数および殺菌能を評価した。こ

のときの初期菌数は酸素プラズマについては 5.8 x 107 CFU，窒素および二酸化炭素プラズマ

については 1.9 x 108 CFU であった。 

図 5-16 から図 5-18 に温度制御した各ガス種のプラズマによる殺菌実験の結果を示す。実

験は n = 3 で行い，それぞれのグラフ中のエラーバーは標準偏差を意味する。生菌数は対数と

なっているため，標準偏差値が平均値を上回った場合，負の範囲のエラーバーは表示していな

い。横軸はプラズマの照射時間，縦軸はプラズマ照射後の生菌数となっている。図中の破線は

検出下限値を表しており，このときの検出下限値は 200 CFU であった。Tl = -20, 0, 20℃とした

とき，Tg はそれぞれ，酸素プラズマは 42, 51, 60℃，窒素プラズマは 38, 48, 58℃，二酸化炭素

プラズマは 40, 50, 62℃となった。温度制御流体の温度に関わらず，いずれのガスのプラズマで

も照射時間を長くすると生菌数は減少した。酸素プラズマは，Tl = -20℃のとき 120 秒間のプラズ

マ照射後の生菌数は 2.6 x 104 CFU であったが，プラズマのガス温度が高くなるほど短い照射

時間で生菌数が減少し，Tl = 20℃のとき，60 秒のプラズマ照射で生菌数は検出下限値以下とな

った。二酸化炭素プラズマはいずれのガス温度のときも，60 秒の照射で生菌数が検出下限以下

となる高い殺菌効果が確認された。一方，窒素プラズマでは Tl = -20℃のとき，120 秒間照射し

たあとの生菌数が 3.9 x 105 CFU であったが，プラズマのガス温度が高くなるほど，120 秒照射

後の生菌数は増え，Tl = 20℃のときの生菌数は 2.1 x 106 CFU となった。 

それぞれのガス種における殺菌能のプラズマガス温度依存性を定量的に調べるために，上

記の結果および式 3-5 を用いて，殺菌能を算出した。酸素および二酸化炭素プラズマの殺菌能

の計算には，プラズマを 40 秒間照射後の生菌数を，窒素プラズマには 120 秒間照射後の生菌

数の値を用いた。図 5-19に各ガス種プラズマの大腸菌に対する殺菌能のガス温度依存性を示

す。横軸はガス温度，縦軸はプラズマの殺菌能を表す。酸素プラズマでは，プラズマのガス温度
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が高くなるほど，殺菌能が指数関数的に高くなる事を明らかにした。この結果は酸素を添加した

ヘリウムプラズマの結果と同様の傾向を示している事から，プラズマによって液中に導入される

ROS の濃度が変化している事が予想される。一方，二酸化炭素および窒素プラズマでは，プラ

ズマのガス温度の上昇に伴って，殺菌能が低くなる事を明らかにした。プラズマのガス温度が高

くなるほど，液中への気体の溶解度が低下する事から，液中へ導入されるプラズマ中で生成さ

れた殺菌因子の量が低下している事が影響を与えていると考えられる。 

以上の結果より，プラズマのガス温度の変化に伴って，プラズマによる殺菌能が変わり，その

変化はガス種によって異なる事を明らかにした。今回は各ガス種のプラズマによる殺菌効果のプ

ラズマガス温度依存性を調べているためこのような結果になったと考えられ，親水化効果など処

理効果の指標によっては違う傾向を示す可能性がある。 

 

 

図 5-16 酸素プラズマの殺菌効果のプラズマガス温度依存性 

 

 

図 5-17 窒素プラズマの殺菌効果のプラズマガス温度依存性 
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図 5-18 二酸化炭素プラズマの殺菌効果のプラズマガス温度依存性 

 

 

 

図 5-19 各ガス種のプラズマの殺菌能のプラズマガス温度依存性 
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5.3 超音波併用プラズマバブリングの眼科用器具への応用 
眼科分野では，緑内障の診断のために眼圧の測定が行われている[91]。緑内障にかかると，眼

球内の房水と呼ばれる眼球内に栄養を供給するための溶液が排出されずに眼圧が高くなる。眼

圧が基準値よりも高くなると視神経を圧迫し，痛みが生じる。失明の原因の多くが緑内障であり，

緑内障の早期発見および早期治療のためには正確に眼圧を測定する必要がある。 

眼圧の測定に使われる眼圧測定器には非接触式と接触式がある。非接触式の場合は，患者

の目に一定の圧力の風を吹き付け，このときに生じる眼球のくぼみの形状から眼圧を計測する。

このため，測定器具と患部が触れず，機器の汚染レベルが接触式に比べて大幅に低減される。

しかし，非接触式には眼圧の測定精度が低いというデメリットがある。接触式の場合は，まず測

定する前に患者に点眼麻酔を施し，その後蛍光試薬を用いて角膜や結膜を染色する。そして，

図 5-20 に示す先端が平らなメジャリングプリズム（アプラネーションチップ）を眼圧計の先端に

装着し，プリズム部分を患者の目に押し当てる。眼球は球体で，アプラネーションチップのプリズ

ム部分は平らであるため，目にかかる圧力によって眼球とプリズムが接する面積が変わる。この

面積を測定者はプリズムを介して観察し，面積が基準値になった時に目にかかる圧力を眼圧と

する。その基準の面積がわかりやすいように，アプラネーションチップのプリズムの構造が工夫さ

れている。接触式の特長としては，高い精度で眼圧の測定が可能である事が挙げられる。しかし

ながら，患部と測定機器が接触するため，患者の角膜上に存在するタンパク質等の汚れや細菌

やウイルスなどの微生物が器具に付着する。このため，接触式の測定器は使用するごとに確実

な洗浄および消毒が必要となる。 

このように非接触式の方が院内感染のリスクも低く，メンテナンスが容易なため，運用面から考

えると大きな利点があるといえる。現在，健康診断など多くの患者の診断をする場合には，非接

触式が多く使用されている。しかし，緑内障の早期発見には高い測定精度が求められるため，

測定前に前処理が必要かつ高い消毒レベルが求められるにも関わらず接触式は多く使用され

ている。このため，より簡便に高い洗浄および消毒効果を示す手法が求められている。 

現行のアプラネーションチップの洗浄方法としては，0.05%次亜塩素酸ナトリウム，2/3.5%グル

タルアルデヒド，0.2〜0.5%グルコン酸クロルヘキシジン，3％過酸化水素が用いられている。しか

し，それぞれ，後洗浄が必要，十分な殺菌力がない，アプラネーションチップに損傷を与える，

など問題がある[92]。これらの薬剤を繰り返し使う事によってアプラネーションチップの接着部が膨

張し，亀裂が生じる。この亀裂に細菌やウイルス等が混入した場合，洗浄はより困難になる。この

ため，後洗浄の必要がなく，かつアプラネーションチップに損傷を与えない新しい殺菌手法が求

められている。 
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図 5-20 アプラネーショントノメーター用メジャリングプリズム（ゴールドマン） 

 

本研究では，プラズマバブリングによるアプラネーションチップの洗浄および消毒を目的として

超音波併用プラズマバブリング法を提案した。本節では，プラズマバブリングの付着菌に対する

殺菌効果を検証した後，アプラネーションチップに付着した細菌に対する殺菌効果およびアプ

ラネーションチップへの影響を評価した。 

 

5.3.1 眼科分野における標準菌株に対するプラズマの殺菌効果 
眼科分野では主に緑膿菌，黄色ブドウ球菌などの細菌やアカントアメーバ，アデノウイルスな

どの微生物が消毒の対象となっている[93]。眼科分野で最も一般的な医療機器のコンタクトレンズ

のための洗浄液には，これらの微生物に対する不活化効果を調べる必要があり，詳しい実験手

順や対象菌株は ISO14729 に明記されている。4.3.3 ではこの ISO 規格に記載されている一般

細菌である緑膿菌（P.aeruginosa ATCC9027）と黄色ブドウ球菌（S.aureus ATCC25923）に対す

る殺菌効果を調査し，酸素と二酸化炭素プラズマがこれらの細菌に対して有効である事を明ら

かにしている。本章ではさらに，別菌株の黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus ATCC6538）と

真菌であるカンジダ菌（Candida albicans ATCC10231）とセラチア菌（Serratia marcescens 

ATCC13880）に対するプラズマバブリングの殺菌効果を調査した。 

殺菌実験は 4.3.3 と同様に行い，200 mL の精製水中に各種細菌を懸濁し，プラズマバブリン

グによって殺菌効果を調査した。プラズマガスには 3 SLM の酸素と二酸化炭素を使用し，5 分間

プラズマバブリングを行った。 

それぞれの細菌に対する殺菌効果を図 5-21 から図 5-23 に示す。実験は n = 3 で行い，そ

れぞれのグラフ中のエラーバーは標準偏差を意味する。生菌数は対数となっているため，標準

偏差値が平均値を上回った場合，負の範囲のエラーバーは表示していない。いずれの菌種に

対しても，酸素プラズマが 1 分または 30 秒以内に生菌数を検出下限値以下まで減少させる高

い殺菌効果を示した。また，二酸化炭素プラズマは黄色ブドウ球菌とカンジダ菌の生菌数を 3 分

以内に検出下限値以下にし，セレチア菌の生菌数は 5 分で 2.7 x 102 CFU まで減少させる高い

殺菌効果を示した。これらの結果から，酸素および二酸化炭素プラズマは，一般細菌だけでなく

真菌に対しても高い殺菌効果を示す事を示した。 
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図 5-21 黄色ブドウ球菌に対する殺菌効果 

 

 
図 5-22 カンジダ菌に対する殺菌効果 

 

 

図 5-23 セレチア菌に対する殺菌効果 
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5.3.2 付着菌に対するプラズマバブリングの殺菌効果 
これまでの殺菌実験では，液中に懸濁した細菌（浮遊菌）を殺菌対象としていた。浮遊菌に対

する殺菌効果は，汚染水の洗浄および消毒や，殺菌効果の基礎特性調査としては有効である。

しかし，医療機器をはじめとして，殺菌対象の多くが基材に付着している付着菌である。細菌は

付着菌になると塊となって付着するだけでなく，菌種によってはバイオフィルムと呼ばれる多糖

体を形成するため，一般的に浮遊菌よりも殺菌が困難となる[94]。そこでまず，板材に細菌を付着

させてプラズマバブリングによる殺菌効果を評価した。 

図 5-24 のように，細菌を付着させた 20 x 20 x 1.5 mm の SUS 板 (SUS 316L) をファンネル

の上部からワイヤーで吊架し，3 SLM の酸素または二酸化炭素プラズマによるバブリング処理を

行った。バブリング処理後，SUS 板に付着した細菌を滅菌綿棒で回収し，滅菌綿棒に付着した

細菌を 1 mL の精製水中に懸濁し，生菌数をカウントする事で，付着菌に対する殺菌効果を評

価した。このときの検出下限値は 100 CFU であった。付着菌のサンプルは，緑膿菌 ATCC9027

または黄色ブドウ球菌 ATCC6538 を懸濁した培養液の中に SUS 板を浸し，15 時間培養して作

製した。実験は n = 3 で行い，それぞれのグラフ中のエラーバーは標準偏差を意味する。生菌数

は対数となっているため，標準偏差値が平均値を上回った場合，負の範囲のエラーバーは表示

していない。 

図 5-25 に SUS 板に付着させた緑膿菌に対する殺菌効果を調べた結果を示す。グラフの横

軸はバブリング時間，縦軸は滅菌綿棒で回収した付着菌の生菌数である。付着菌の初期菌数

は 2.0 x 105 CFU であり，3 分間の二酸化炭素プラズマバブリング処理により，生菌数は 2.5 x 

102 CFU まで減少したが，5 分後の生菌数は 2.8 x 102 CFU となり，3 分と 5 分で差がなかった。

酸素プラズマを用いた場合は，3 分間のプラズマバブリングで生菌数は 3.0 x 103 CFU まで減少

し，5 分後には 1.1 x 103 CFU となった。これらの結果から緑膿菌に対しては，二酸化炭素プラズ

マの方が高い殺菌効果を示す事を明らかにした。これは，緑膿菌は pH の変化に弱く，二酸化

炭素プラズマバブリング前の pH は 5.5 程度であるが，バブリング後の pH は 4.0 となり酸性とな

っている事からプラズマ中の殺菌因子と pH の相乗効果で緑膿菌を殺菌していると考えられる。 

図 5-26 に SUS 板に付着させた黄色ブドウ球菌に対する殺菌効果を調べた結果を示す。初

期菌数は 1.2 x 105 CFU であり，1 分間の酸素プラズマバブリング処理で 6.7 x 102 CFU となり，

生菌数が 2 桁以上減少した。しかし，3 分後は 2.3 x 102 CFU であり，5 分後に検出下限値以下

となった。二酸化炭素プラズマを用いた場合は，3 分まではプラズマのバブリング時間にほぼ比

例して生菌数の桁数は減少し，3 分で 2.6 x 103 CFU となったが，5 分で 1.5 x 103 CFU と菌数

の減少量が低下した。 

以上の結果から，プラズマバブリング処理が付着菌に対しても有効である事を示した。しかし

いずれの菌種に対しても，バブリング開始から 1〜3 分後には，酸素または二酸化炭素プラズマ
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で付着菌の生菌数が検出下限値近くまで減少したものの，その後はバブリング時間に対して生

菌数が減少する速度が低下した。この原因としては，SUS 板表面における細菌の堆積が考えら

れる。SUS 板の表面では細菌が塊となって付着しており，プラズマバブリングによって塊の外側

に存在する多くの細菌は不活化されたものの，内部に存在する細菌は外側の細菌の死骸により

プラズマバブル，または液中の活性種からの影響を受けにくくなっている可能性がある。 

 

図 5-24 付着菌に対する殺菌実験のセットアップ 

 

 

図 5-25 SUS 板に付着させた緑膿菌に対する殺菌効果 

 

 

図 5-26 SUS 板に付着させた黄色ブドウ球菌に対する殺菌効果 
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5.3.3 プラズマバブリングと超音波の併用による殺菌効果の検証 
上記の結果から，SUS 板の表面に付着菌が堆積しており，上層の細菌が，下層の細菌とプラ

ズマの接触を阻害している可能性が示された。プラズマバブリングは浮遊菌に対して高い殺菌

効果を示す事から，基材に付着した細菌を剥離できれば，迅速に不活化できる。そこで本研究

では，剥離効果の高い超音波 (Ultra-Sonic Wave: USW) とプラズマバブリングを併用する事で

付着菌の殺菌を行った。 

図 5-27 に超音波併用プラズマバブリング実験のセットアップを示す。装置の構造上， SUS

を浸したガラス容器の上部からマルチガスプラズマジェットを液中に挿入した。ガラス容器を超音

波発生装置に入れた水道水に浸した。超音波は卓上型超音波発生装置（株式会社 エスエヌ

ディ, UK-1KS，周波数：38 kHz，出力：60 W）を使用して発生させた。プラズマガスには 3 SLM

の二酸化炭素を用いた。指標菌には緑膿菌を使用し，付着サンプルの作製および生菌数の評

価は 5.3.2 と同様に行った。超音波によって剥離された細菌に対する殺菌効果を調べるため，

浮遊菌の生菌数も同時に調べた。 

付着菌に対する殺菌実験の結果を図 5-28 (a)に，浮遊菌に対する結果を図 5-28 (b)に示す。

実験は n = 3 で行い，グラフ中のエラーバーは標準偏差を意味する。生菌数は対数となっている

ため，標準偏差値が平均値を上回った場合，負の範囲のエラーバーは表示していない。超音波

のみの場合は，3 分間の超音波処理で付着菌数が初期菌数の 2.7 x 105 CFU から 2.0 x 103 

CFU まで減少したが，その後の超音波処理では付着菌数は減少しなかった。これに対して，プ

ラズマバブリングの場合は付着菌数が 5 分以内に検出下限値以下となり，超音波併用プラズマ

バブリングの場合は，1 分以内に付着菌数が検出下限値以下となった。浮遊菌に対する殺菌効

果は，超音波処理を行った場合には，処理開始後 1 分から 2.1x104 CFU/mL 程度となり，その

後大きな変化はなかった。それに対してプラズマバブリングと超音波併用プラズマバブリングの

場合は，3 分以内に検出下限値以下にまで減少した。 

以上の結果を見ると，超音波処理によって菌数が減ったように見える。しかし，今回の実験は

200 mL の精製水中で行っており，菌濃度でなく溶液全体の数にすると 4.2 x 106 CFU となる。こ

のとき，初期菌数が 2.7 x 105 CFU の SUS 板を 1 度に 4 枚入れて殺菌実験を行っているため，

全体の生菌数は大きく変化していない。一方で，超音波併用プラズマバブリングの場合は，付

着菌数が 1 分以内に検出下限値以下に減少し，浮遊菌数も 3 分以内に検出下限値以下にま

で減少している。また，プラズマバブリングと超音波併用プラズマバブリングを比べると，浮遊菌

に対する殺菌効果は大きく変わらないが，付着菌に対する殺菌効果が 5 倍以上向上する事が

明らかとなった。以上の結果から，付着菌を殺菌する際には超音波とプラズマの併用が効果的

である事を示した。 
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図 5-27 超音波併用プラズマバブリング実験のセットアップ 

 

  

図 5-28 超音波併用による緑膿菌に対する殺菌効果 

(a) 付着菌 (b) SUS 板から剥離された浮遊菌 
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ATCC9027 または黄色ブドウ球菌 ATCC6538 の菌液を 100 µL 滴下し，その上からアプラネー

ションチップを 3 秒間押し当てて汚染サンプルを作成した。サンプルを精製水ですすいだのち，

200 mL の精製水が入った容器の中にワイヤーを用いて吊架し，各処理を 5 分間行った。処理

は，ガスバブリング，超音波，プラズマバブリング，ガスバブリングと超音波の併用，プラズマバブ

リングと超音波の併用の 5 条件とした。実用を考えた場合，サンプルに付着している細菌だけで

なく，液中の細菌も殺菌できる事が好ましい。このため，5.3.3 の実験と同様に，付着菌と浮遊菌

の生菌数を調べた。付着菌は，各種処理後のアプラネーションチップのプリズム部分を，LB 寒

天培地に擦りつけたのち寒天培地を培養し，形成されたコロニー数から生菌数を調べた。浮遊

菌は，各種処理後の精製水を 0.22 µm のメンブランフィルターを用いて濾過し，ろ過後のフィル

ターを LB 寒天培地に貼り付けたまま培養し，形成されたコロニー数から生菌数を調べた。付着

菌および浮遊菌はいずれも生菌数が 300 CFU 以上となると，コロニー同士が重なり，正確なカ

ウントができなかったため，300 CFU を超えた場合は生菌数を 300 CFU 以上とした。 

図 5-30 に緑膿菌が付着したアプラネーションチップに対する殺菌実験の結果を示す。ガス，

超音波，プラズマ，超音波とガスの併用，超音波とプラズマの併用ではそれぞれ付着菌の生菌

数は，133, 8, 169, 100, 0 CFU となり，浮遊菌は>300，>300，2, >300，11 CFU となった。付着菌

に対しては，超音波または超音波とプラズマの併用が有効であった。浮遊菌に対しては，プラズ

マまたはプラズマと超音波の併用が高い殺菌効果を示した。この結果から，超音波は付着菌を

剥離する高い殺菌効果を示す一方で，殺菌効果がない事を示した。また，プラズマは付着菌の

状態では殺菌効果が確認されなかったが，浮遊菌に対しては高い殺菌効果を示す事を確認し

た。これらの結果から，プラズマと超音波の併用により，付着菌および浮遊菌の両方に高い殺菌

効果を示す事を明らかにした。 

図 5-31 に黄色ブドウ球菌が付着したアプラネーションチップに対する殺菌実験の結果を示

す。ガス，超音波，プラズマ，ガスと超音波の併用，プラズマと超音波の併用ではそれぞれ付着

菌の生菌数は，>300, 235, 238, 1, 0 CFU となり，浮遊菌は>300，>300, 11, >300，21 CFU とな

った。付着菌に対しては，緑膿菌の場合と異なり，ガスと超音波の併用またはプラズマと超音波

の併用が有効であった。浮遊菌に対しては，緑膿菌の場合と同様に，プラズマまたはプラズマと

超音波の併用が高い殺菌効果を示した。これらの結果から，黄色ブドウ球菌に対しても緑膿菌

の場合と同様の傾向がある事を確認した。 

以上の結果から，アプラネーションチップに付着した緑膿菌および黄色ブドウ球菌に対するプ

ラズマと超音波の併用の有効性を確認した。 
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図 5-29 アプラネーションチップ（AT）付着菌および浮遊菌に対する殺菌効果の評価手順 

 

 

図 5-30 AT に付着した緑膿菌に対する殺菌効果 

 

 

図 5-31 AT に付着した黄色ブドウ球菌に対する殺菌効果 

LB agar

Bacterial suspension
109 CFU/mL

Stamping  
for 3 sec

AT

CO2 

Pure water AT

Vibrator (38 kHz, 60 W) 

Incubation
Rubbing Colonies

Incubation  
on agar

Colonies

Membran filter

0.22 µm 
membran filter

Vent out

Counting of adhesive bacteria

Counting of floating bacteria



 123 

5.3.5 プラズマバブリングが眼科用器具に与える影響 
これまでの結果から，超音波とプラズマの併用が眼科用器具であるアプラネーションチップの

消毒に有効である事を確認した。しかし，その高い殺菌効果から現行の次亜塩素酸ナトリウム等

と同様にアプラネーションチップに損傷を与える可能性が考えられる。アプラネーションチップに

損傷があった場合，傷の溝に微生物が入り込み，消毒が困難となる。そこで，蛍光試薬によって

アプラネーションチップを染色する事でプラズマ処理後の損傷の有無を確認した。 

約 11 時間プラズマバブリングおよび超音波併用プラズマバブリング処理したアプラネーション

チップを 10 分間，1 mM のフルオレセイン（ウラニン，東京化成工業）溶液に浸し，精製水ですす

いだ後，蛍光顕微鏡を用いて観察した。ウラニンの極大吸収波長は 489〜493 nm，蛍光波長は

521 nm であるため，GFP (Green Fluorescent Protein) 用の光源およびフィルターを用いた。ネ

ガティブコントロールには，傷がついたアプラネーションチップを使用した。 

図 5-32 (a)にネガティブコントロール，図 5-32 (b)にプラズマ処理後のアプラネーションチッ

プを観察したときの画像を示す。どちらも左側にプリズムがあり，ライン状に光っている部分は

元々白く印字されている部分である。ネガティブコントロールでは，表面の汚れや目に見えない

浅さで長さが 500 µm ほどの切り傷に蛍光試薬が入り，発光している事を確認した。一方，プラズ

マ処理後のサンプルでは，傷が確認されなかった。これらの事から，約 11 時間前後のプラズマ

バブリング処理ではアプラネーショントノメーターに損傷を与えない事を示した。 

 

 

 

 

図 5-32 蛍光染色によるアプラネーションチップの損傷の確認 

(a) ネガティブコントロール (b) プラズマ処理後（約 11 時間） 
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通常の薬剤でアプラネーションチップの洗浄および消毒を行うためには，まず流水で予備洗

浄を行い，乾燥させたのち薬剤に 30 分から 60 分程度浸し，さらに 5 分から 15 分程度流水です

すぐ必要がある。このため，多くの手間を要すると同時に，薬剤に浸す時間が長い事から接着剤

が膨張し，亀裂が生じる事がある。本研究で行った，超音波併用プラズマバブリング処理を用い

る事により，5 分以内の処理でアプラネーションチップに付着している細菌および液中の細菌に

高い殺菌効果が得られた。この事から，接着剤の膨張によって亀裂が生じるリスクは低くなると考

えられる。さらに，二酸化炭素プラズマによる殺菌の場合は 10 分程度で殺菌能が失活するため，

残留毒性が低いと考えられる。 

以上の結果から，超音波の併用二酸化炭素プラズマバブリング装置が，後洗浄が不要な高

い殺菌効果を持つ殺菌装置となりえる可能性を示した。今後はさらにウイルス等の微生物に対

するプラズマの有効性を検討するとともに，残留毒性の調査や実用化に向けた装置の開発が望

まれる。 
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5.4 内視鏡的止血術用マルチガスプラズマジェットの開発 
現在，手術下での止血方法として，アルゴンプラズマ凝固法 (APC) などの熱凝固法やクリッ

プなどを用いた機械的圧迫法が用いられている。熱凝固法は，出血部を焼灼して簡易に止血

効果を得るものであるが，その反面，組織への熱損傷を引き起こすため，患者への負担も大きく

なる。機械的圧迫法は侵襲性の少ない方法であるが，出血点が定まらない湧出性出血の止血

や血管が脆弱であった場合の止血に対して使用する事が困難である。さらに，腹腔鏡や内視鏡

下の手術の場合，機械的圧迫法では止血操作に高度な技術を要する上に，クリップなどの止血

用器具が視野の妨げとなる事がある。そのような状況で，2006 年頃から，2 章で記述した大気圧

低温プラズマにより血液凝固が促進されるという研究成果が報告されて，手術の際の止血治療

への利用に向けて研究されるようになった[58], [61]。これは血液に対してヘリウムや空気の低温プ

ラズマを直接照射する事で化学的に凝固を促進させる方法であるため，従来の高温なアルゴン

プラズマや高周波による熱凝固と異なり組織の熱損傷がない[95]–[97]。さらに，機械的圧迫法の使

用が困難な，出血点が不明な場合の止血も期待できる。 

大気圧低温プラズマを用いた消化管出血に対する止血効果の調査として，Nomuraらは，ブタ

の胃粘膜および肝臓に対する in vivo の止血実験を行った[98]。その結果，APC などの照射対象

に電流が流れるプラズマとは違い，照射対象に電流が流れないアフターグローを照射するプラ

ズマは組織に大きな損傷を与えない事を実証し，特に生体吸収性の良い二酸化炭素の大気圧

低温プラズマが内視鏡治療において有用である可能性を示唆した。しかし，上記の研究で使用

したプラズマ源の形状は最大直径φ20 mm の円筒形であるため，内視鏡下で使用するために

は小型化する必要がある。消化器系の内視鏡手術に使用される大腸内視鏡の鉗子口の直径は

約φ3.7 mm，上部消化管内視鏡の鉗子口の直径は約φ3.2 mm であるため，この直径以下にす

る必要がある。現在内視鏡に導入できるプラズマ源が Weltmann らにより報告されているが[26]，

アルゴンやヘリウム以外のガス(特に二酸化炭素)でプラズマを生成する事は困難である。また，

院内感染を防ぐためには安価に製作でき，使い捨てが可能な事が望ましい。しかし，これらの要

件を満たすプラズマ源を切削や溶接で製作する事は困難である。 

本節では，まず本研究で行った従来のマルチガスプラズマジェットによる血液凝固効果のガ

ス種およびガス温度依存性の調査結果を記述する。そして 3D プリンタを用いて開発した，使い

捨てが可能な内視鏡用のプラズマ源の設計およびその基礎特性を評価した結果について記述

する。加えて，そのプラズマ源を用いて，ヒトの血液に対する凝固実験の in-vitro 試験およびブ

タの胃粘膜や大腸での出血に対する止血実験の in vivo 試験を実施して止血能力を検証した結

果から，開発した止血用プラズマ装置の有効性について論じる。 
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5.4.1 血液凝固機構[99] 
表 5-1 に血液凝固因子を，図 5-33 に血液凝固の機序を示す。血管が損傷すると，損傷部

に血小板が集まり，凝集塊（血小板血栓）を作り，損傷部を塞ぐ一次止血が始まる。そして，図 

5-33 に示す機構から血中のプロトロンビン（第 II 因子）が活性化してトロンビンに変わり，血中の

フィブリノゲン（第 I 因子）をフィブリンモノマーに変える。フィブリンモノマーが損傷部を塞いでい

る血小板を覆い固め，二次止血が行われる。 

血液凝固が始まるきっかけには外因系と，内因系の 2 つがあるとされており，血液凝固が起こ

るきっかけは異なる。図 5-33 の右上の反応は外因系の場合であり，血管が損傷すると，通常は

血液が触れる事のない血管の外側に存在する組織液が血液と混合される。この組織液中の組

織因子である組織トロンボプラスチンがプロコンバーチン（第 VII 因子）と複合体を作る事によっ

て，プロコンバーチンが活性化されて血液凝固が始まる。本来，血液中にない物質によって血

液凝固が始まる事から外因系と呼ばれる。図 5-33 の左上の内因系の場合は，血液を注射器等

で採取し，組織因子と混合されないようにしても，ガラス製の試験管に入れると凝固が始まる。血

液中の接触因子と呼ばれる蛋白が，異物に吸着する事で PTA（第 XI 因子）を活性化していると

考えられている。外来の物質がなくても，血液中に存在する物質によって血液凝固が始まると考

えられる事から，内因系と呼ばれる。きっかけは異なるものの，いずれの凝固系においても，トロ

ンビンが生成され，血液凝固が行われる。 

このように，ヒトの血液は採取するだけで，血液凝固が始まるため，プラズマによる止血効果を

確認する事が難しい。そのため本研究では，抗凝固剤を用いて自然に血液が固まらない状況

下でプラズマによる血液凝固実験および止血実験実験を行った。血液凝固実験で使用したクエ

ン酸は，血液凝固因子の 1 つであるカルシウムイオン（第 IV 因子）をキレートする事で，次のカ

スケードへの進展を阻害する。たとえば，プロトロンビンがトロンビン変わる反応ではカルシウムイ

オンが必要となるが，カルシウムイオンがキレートされる事で，トロンビンの生成量が減少し，血液

凝固する量が減少する。また，動脈硬化などの薬として使われるワーファリンは，ビタミン K の働

きを阻害する事で，血液凝固因子とカルシウムイオンが必要な反応を阻害する。止血実験では

ブタにワーファリンを投与する事で，出血モデルを作成している。 
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表 5-1 血液凝固因子 

Factor Name 

I Fibrinogen 

II Prothrombin 

III Thromboplastin 

IV Calcium ion 

V Proaccelerin 

VI none 

VII Proconvertin 

VIII Antihemophilic Factor 

IX Christmas factor 

X Stuart-Power factor 

XI Plasma thromboplastin antecedent 

XII Hageman factor 

XIII Fibrin stabilizing factor 

 

 

図 5-33 血液凝固機序 
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図 5-34 マルチガスジェットによるヒトの血液に対する血液凝固実験のセットアップ 

 

 

5.4.2 血液凝固効果のガス種依存性 
先行研究により，プラズマ中に生成される活性種によって血液凝固効果が促進しているとされ

ている[61]。4 章の結果から，プラズマのガス種を変える事で，生成される活性種の量や種類が大

きく異なる事を明らかにした。そこで本研究では，ヒトの血液にマルチガスプラズマジェットを用い

て各ガス種のプラズマを照射したときの変化を観察し，各ガス種のプラズマによる血液凝固効果

を評価した。 

血液は健常人ボランティアより採血した。健常人ボランティアは成人で血液疾患の既往がなく，

最近の服薬がない者とした。採取した血液は放置しておくと凝固するため，採取後すぐに 3.2%ク

エン酸入り真空管（VENOJECTⅡ，VP-CA053K，テルモ社）に入れて抗凝固剤と混合した。本

研究におけるヒトの血液を用いた実験は，神戸大学の倫理委員会から承認を受けて行われた 

(No. 160110)。抗凝固剤を含む 30 µL の血液を図 5-34 のようにサンプルカップに被せたアルミ

ホイルの上に滴下し，上方からプラズマを照射した。プラズマの射出口と血液との距離を 7 mm と

し，プラズマは 5 SLM のアルゴン，ヘリウム，酸素，窒素，模擬空気（窒素 80%, 酸素 20%），二

酸化炭素に電圧を印加して生成した。プラズマ照射を開始してから血液表面全体が肉眼的に

凝固するまでの時間を血液凝固時間とした。 

各ガス種のプラズマによる血液凝固時間を図 5-35 に示す。実験は n = 3 で行い，グラフ中の

エラーバーは標準偏差を意味する。アルゴンプラズマでは血液凝固するまで約 45 秒かかった。

その他のガス種のプラズマによる血液凝固時間は，ヘリウムでは 15 秒，酸素では 23 秒，窒素と

空気では 21 秒，二酸化炭素では 18 秒となり，大きな差はなかった。これらの結果から，アルゴ

ンプラズマは他のガス種と比較して血液凝固作用が低いが，その他のガス種には大きな差がな

い事を明らかにした。 
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図 5-35 プラズマのガス種と血液凝固時間の関係 

 

 

5.4.3 加熱用プラズマ装置を用いた血液凝固効果のガス温度依存性 
本研究の 3 章によって，プラズマのガス温度が高くなるほど活性種の生成量が多くなる可能

性を示した。そこで 3 章の殺菌実験で使用した温度制御プラズマジェットを用いて，プラズマの

ガス温度が血液凝固効果に与える影響を調べた。実験のセットアップは 5.4.2 と同様に抗凝固

剤を含む 30 µL のヒトの血液に対して 7 mm の距離からプラズマを照射し，血液表面の全体が固

まるまでの時間を凝固時間とした。プラズマガスには 10 SLM のヘリウムを使用し，プラズマのガ

ス温度は-10℃から 70℃の間で 10℃刻みに制御した。 

実験の結果を図 5-36 に示す。実験は n = 3 で行い，グラフ中のエラーバーは標準偏差を意

味する。-10℃と 0℃のプラズマを照射した場合は，血液が凍結し，血液凝固時間を測る事はで

きなかった。10℃のプラズマでは 9.5 秒で凝固し，プラズマのガス温度を高くするほど凝固時間

は短くなり，70℃のプラズマでは 6.5 秒で凝固した。この結果から，プラズマのガス温度が高くな

るほど血液凝固時間が短くなる事を示した。この要因としては殺菌実験と同様に血液中への活

性種導入量が増え，血液凝固因子に影響を与えている可能性が考えられる[98]。 
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図 5-36 プラズマガス温度と血液凝固時間の関係 

 

 

5.4.4 内視鏡手術用マルチガスプラズマジェット設計および製作 
上記の実験の結果から，プラズマのガス種とガス温度を変える事によって，迅速に血液を凝

固させ，止血できる可能性を示した。このため，プラズマのガス種および温度を変えられるプラズ

マ装置を内視鏡下で使用できる事が望まれる。 

そこで，本研究では，上部消化管内視鏡の鉗子口の直径がφ3.2 mm であるため，プラズマジ

ェットの直径がそれ以下になるように，3D-CAD を用いてプラズマ源を設計した。図 5-37 (a) に

直径 2.8 mm のプラズマ源の 3D-CAD 図を示す。このプラズマ源は高電圧を印加する内部電

極，ガス供給部，絶縁部，プラズマ噴出口を持つ筐体によって構成されている。筐体および内部

電極は 3D プリンタ (M280, Electro Optical Systems Inc.) を用いてチタンで造形し，絶縁部に

は内径 1.5 mm, 外径 2.5 mm, 長さ 8 mm のアルミナのパイプを使用した。筐体は接地され，内

部電極に高電圧を印加する事で先端部で電極放電が起こり，プラズマが生成される。そして生

成されたプラズマはガス流によって直径 0.7 mm の噴出口からプラズマ源の外部へと吹き出され

る。このため，処理対象物に対してはプラズマのアフターグローを照射する事となり，対象物に

放電損傷を与えずにプラズマを照射する事が可能である。内部電極の先端部と噴出口との距離

を電極間距離とみなし，その距離を 0.5 mm とし，噴出口を有す筐体の板厚は 1 mm とした。 

図 5-37 (b) に各パーツを用いて組み立てたプラズマ装置の全体図を示す。開発したプラズ

マ源では内視鏡の鉗子口に導入できるよう，配線およびガス管の全長を 2 m とした。高電圧側

のワイヤーはガス管の内部に，接地側のワイヤーはガス管の外にそれぞれ設置した。内視鏡鉗

子口に導入した様子を図 5-37 (c)に示す。ガスおよび電力はそれぞれ終端に接続された端子

から供給される。 
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図 5-37 内視鏡用プラズマジェットの外観図 

（a） 3D-CAD 図 (b) 製作したプラズマ装置の全体写真 (c) 内視鏡に挿入している様子 

 

 

5.4.5 内視鏡用プラズマジェットの基礎特性 
発光分光・電子密度 

開発したプラズマ源の基礎特性として，まずプラズマによって生成，励起された原子や分子等

の発光をマルチチャンネル分光器 (Maya2000pro[200-1100 nm], Ocean Optics, Inc.) と光学分

解能が 0.027 nm で 500 mm の焦点距離を持つ Czerny-Turner 型のモノクロメーター (入射スリ

ット幅 10 µm) を用いて観測した。電源には，本来は出力電圧が 9 kV と固定されているマルチ

ガスプラズマジェット用電源 (DFMJ01，Plasma Concept Tokyo) を，出力電圧が可変となるよう

に改造したものを使用した。プラズマは，1 SLM のアルゴン，ヘリウム，酸素，窒素，空気，二酸

化炭素を用いて生成した。プラズマの発光は軸方向から，光ファイバをプラズマ源の出口に対

向して配置し，ファイバとプラズマ源出口の間に 1 mm の石英ガラス板を挟み，距離 3 mm の位

置で測定した。この石英ガラス管は光ファイバを直接プラズマに曝さないように保護するための

ものである。そして，プラズマの重要なパラメータの一つである電子密度を水素の Hβ線（486.13 

nm）の発光スペクトルの広がりから算出した[28], [64]。 

プラズマの点灯確認を行った結果，内視鏡の鉗子口に開発したプラズマ装置を挿入した状態

でヘリウム，アルゴン，空気，酸素，窒素，二酸化炭素など様々なガス種でプラズマを生成する

事に成功した。それぞれのプラズマが生成されている時の写真を図 5-38 に示す。窒素プラズ

マでは 3 mm ほどのアフターグロープラズマを目視で確認できた。各ガス種のプラズマの発光ス

ペクトルを図 5-39 に示す。アルゴンやヘリウムの単原子ガスや，窒素や酸素の単原子分子の

ガスでは，プラズマ生成ガス由来の原子線やイオン線，分子線発光スペクトルが観測された。空
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気 

 

図 5-38 内視鏡用プラズマジェットによる各ガス種のプラズマの生成 

 

 
図 5-39 内視鏡用プラズマジェットで生成した各ガス種のプラズマの発光スペクトル 

 

 

プラズマの発光は弱く，S/N 比が高くなった。アルゴンやヘリウムプラズマでは OH や酸素の

発光スペクトルも観測されているが，これらはアルゴンとヘリウムの準励起状態の寿命が長いた

め，周辺空気中の水蒸気や酸素由来の発光が観測されていると考えられる[98], [100]。 

電子密度は，Hβ線が観測できたアルゴンとヘリウムでのみ測定ができ，それぞれの電子密度

マルチガスプラズマの写真

O2

N2

He

CO2

Ar

Air

プラズマ装置の分光
He

OH

He I

O I

200 400 600 800 1000
0

100

200

300

400

500

600

Wave length [nm]

Em
iss

io
n 

in
te

ns
ity

 [a
.u

.]

Ar

OH

Ar I

200 400 600 800 1000
0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

Wave length [nm]

Em
iss

io
n 

in
te

ns
ity

 [a
.u

.]

200 400 600 800 1000

N2

NⅠ

Wave length [nm]

Em
iss

io
n 

in
te

ns
ity

 [a
.u

.]

0

1000

2000
3000

4000

5000

6000
7000

8000
Air

200 400 600 800 1000
0

20

120

40

80

100

60

Wave length [nm]

Em
iss

io
n 

in
te

ns
ity

 [a
.u

.]

O2

200 400 600 800 1000
0

500

2500

1000

1500

2000

Wave length [nm]

Em
iss

io
n 

in
te

ns
ity

 [a
.u

.]

O2

CO2

200 400 600 800 1000
0

200

1000

400

600

800

Wave length [nm]

Em
iss

io
n 

in
te

ns
ity

 [a
.u

.]

O I

N2

N2

N2
O I

N2

O I

C I
CO

O2



 133 

は 5.9 x 1014 cm-3 と 2.8 x 1014 cm-3 であった。Chen らによるヘリウム DBD プラズマジェットでは

9.9 x 1012 cm-3 が報告されており[101]，開発したプラズマジェットと同様の電極間放電方式である

プラズマジェットにおいてヘリウムでは 1.7 x 1014 cm-3，アルゴンでは 2.0 x 1014 cm-3 [102]，さらに

熱プラズマである Ar-ICP では約 5.1 x 1015 cm-3[103]となっている事から，開発したプラズマジェッ

トは比較的高密度なプラズマの生成が可能である事を示した。Iwai らのプラズマジェットと比較し

て高密度になった事には，開発したプラズマジェットの方が放電部の面積が小さく，エネルギー

密度が高くなった事が影響を与えていると考えられる。 

 

ガス温度 

発光分光測定と同じ条件でプラズマを生成し，プラズマのガス温度を，プラズマ噴出口から 1 

mm の位置にプラズマ源と熱電対が垂直となるように熱電対を固定して測定した。測定には K 熱

電対を使用し，ガス種はアルゴン，ヘリウム，酸素，窒素，空気，二酸化炭素を用いた。 

プラズマのガス温度はアルゴン，二酸化炭素，酸素，窒素，空気，ヘリウムの順で高くなり，そ

れぞれ 37, 39, 41, 50, 53, 73ºC であった。この事から，ヘリウムプラズマを生体に照射する場合

は，照射時間を短くする，温度上昇を抑制する，照射距離を遠くする，などの方法で温度を調整

する必要がある事が示唆された。 

そこで，二酸化炭素のプラズマを生成する時のガス流量および印加電圧がプラズマのガス温

度に与える影響を調べた。ガス流量は 1.0, 1.5, 2.0 SLM とし，入力電圧は 1.75〜6 kV の間で

変化させた。測定した結果を図 5-40 に示す。下の破線は 1.0 SLM の二酸化炭素のガス温度

で，21.0℃であった。ガス流量が 2.0 SLM，入力電圧が 1.75 kV のとき，プラズマのガス温度は

34.6℃となった。ガス流量が少なくなるほど温度は高くなり，ガス流量が 1.0 SLM のときは，

42.6℃となった。入力電圧を上げるに連れてプラズマのガス温度は高くなり，ガス流量が 1.0 

SLM，入力電圧が 6 kV のときにプラズマのガス温度は 233℃となり最も高くなった。ガス流量とガ

ス温度の関係は入力電圧によらず同様の傾向を示した。ガス流量および入力電圧が変わる事

で，単位体積あたりのガスに入力されるエネルギー量が変化し，プラズマのガス温度が変化した

と考えられる。またこの事から，プラズマの処理効果の変化を伴う可能性があるが，ガス温度制

御機構の搭載が困難な内視鏡下でも，入力電圧を変える事によって任意の温度にプラズマの

ガス温度を変えられる事を示した。 
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図 5-40 二酸化炭素プラズマ生成時の入力電圧とガス温度の関係 

 

 

放電電圧電流 

各ガス種のプラズマを生成した際の，放電電圧および電流を測定し，ガス種ごとの放電電力

の違いを調べた。図 5-41 に実験のセットアップを示す。マルチガスプラズマジェットの電力測定

実験と同様に，プラズマジェットの筐体が接地されているため，内部の高電圧電極にかかる電圧

を高耐圧プローブ （HVP-39pro, PINTEK） を用いて測定し，回路に流れる電流をカレントプロー

ブ （HVP-39pro, PINTEK） を用いて測定した。プラズマは 1.0 SLM のアルゴン，ヘリウム，酸素，

窒素，二酸化炭素を用いて生成し，入力電圧は 2.25 kV とした。電力は一周期分の電圧および

電流波形から算出した。 

それぞれのガス種のプラズマを生成した際の放電電圧および電流波形を図 5-43 から図 

5-46 に示す。グラフは青い線が電圧波形で，左の縦軸の値が電圧値となり，赤い線が電流波形

で，右の縦軸が電流値となっている。比較的安定してプラズマを生成しやすいアルゴンとヘリウ

ムのプラズマは，最大の電流値は 1.5〜2.5 A であり，一周期が 20 ms であるのに対して電流が

流れる時間は合計で 5 ms 以下であった。それに対して，その他の分子性のガスは，常に絶縁破

壊を繰り返すような波形となり，瞬時的に 6〜8 A の大電流が流れている事を確認した。 

これらの波形から算出した各ガス種のプラズマを生成した際の放電電力を図 5-47 に示す。

実験は n = 3 で行い，グラフ中のエラーバーは標準偏差を意味する。アルゴンとヘリウムのプラ

ズマ生成時の放電電力はそれぞれ，1.2 と 1.1 W となりほぼ同じ値を示した。酸素，窒素，二酸

化炭素のプラズマ生成時の電力はそれぞれ，3.6, 2.6, 3.8 W となり，二酸化炭素プラズマを生

成した場合に最も高い放電電力となった。これは，二酸化炭素プラズマの高い絶縁破壊電圧が

影響していると考えられる。 

二酸化炭素プラズマにおいては，入力電圧を変化させた際の放電電力を測定した。ガス流量

0

50

100

150

200

250

1 2 3 4 5 6 7

Pl
as

m
a 

ga
s t

em
pe

ra
tu

re
 [º

C
]

Input voltage [kV]

1.0 SLM
1.5 SLM
2.0 SLM
w/o plasma



 135 

は 1.0 SLM のままで，入力電力を 1.75, 2.25, 3.00, 4.00 kV と変化させた。測定した入力電力と

放電電圧の関係を図 5-48 に示す。実験は n = 3 で行い，グラフ中のエラーバーは標準偏差を

意味する。入力電圧を 1.75 kV とした時の放電電力は 0.8 W であり，最大の 4.00 kV とした時の

放電電力は 6.8 W となった。入力電圧は約 2.3 倍なのに対して放電電力が約 8.7 倍となった要

因としては，1.75 kV という入力電圧はプラズマを維持できるギリギリの電圧であるため，プラズマ

の点灯時間が短くなっている事が考えられる。安定してプラズマが生成される最低の電圧は

2.25 kV であり，この時の放電電力は 3.8 W であった。これに対する 4.00 kV とした時の入力電

圧および放電電力はどちらも約 1.8 倍となっている。これらの結果から，安定してプラズマを生成

できる条件であれば，放電電力は電圧にほぼ比例する事を明らかにした。これは，入力電圧が

高くなるほど瞬時的には大電流が発生するが，大電流が流れると入力電圧を落とすという電源

の特性が影響した結果，トータルの通電時間が短くなり，結果として入力電圧と放電電力が比例

した事が要因となっていると考えられる。 

 

 

図 5-41 内視鏡用プラズマジェットの放電電圧電流測定実験のセットアップ 
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図 5-42 アルゴンプラズマ生成時の電流電圧波形 

 

 

図 5-43 ヘリウムプラズマ生成時の電流電圧波形 

 

図 5-44 窒素プラズマ生成時の電流電圧波形 
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図 5-45 酸素プラズマ生成時の電流電圧波形 

 

 

図 5-46 二酸化炭素プラズマ生成時の電流電圧波形 

 

図 5-47 各ガス種のプラズマ生成時の放電電力（入力電圧: 2.25 kV, ガス流量: 1.0 SLM） 
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図 5-48 二酸化炭素プラズマ生成時の印加電圧と放電電力の関係 

 

 

活性種測定 

プラズマが様々な処理効果を示す主な要因は，プラズマ中に生成されるイオンや活性酸素種

であると考えられている[58], [96]。プラズマ中で生成される活性種は寿命が短いものも多く，直接定

量する事が困難である。中でもプラズマによって生成されるヒドロキシルラジカルは殺菌や表面

改質などにおける重要な要因であると考えられ，血液凝固効果にも影響を与える重要な要因と

なりえる[61], [104]。そこで本研究では，各ガス種のプラズマ中に生成される活性種の指標としてヒド

ロキシルラジカル測定した。測定はヒドロキシルラジカルとスピントラップ剤と反応させて安定なス

ピンアダクトを生成し，電子スピン共鳴法を用いて行った。ヒドロキシルラジカルのスピントラップ

剤には 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide (DMPO) を用いた。DMPO の濃度が 200 mM となる

ように調製した 200 µL の DPBS に，液面から 7 mm の位置から各ガス種のプラズマを 30 秒間照

射した。プラズマは分光実験と同様の条件で生成した。 

ESR を用いて液中のヒドロキシルラジカル濃度を測定した結果を図 5-49 に示す。実験は n = 

3 で行い，グラフ中のエラーバーは標準偏差を意味する。ヒドロキシルラジカルの濃度は空気，

二酸化炭素，アルゴン，酸素，窒素，ヘリウムプラズマの順で高くなり，それぞれ 2, 4, 6, 14, 32, 

33 µM であった。各ガス種のプラズマでヒドロキシルラジカルの生成が確認された要因には，空

気中または液中の水と，プラズマまたは生成された活性種が反応している可能性が考えられる

[30]。ヒドロキシルラジカルの濃度が高かったヘリウムと窒素プラズマは，準励起状態の寿命が長

いため，大気中の水分のみならず気液界面でもヒドロキシルラジカルを生成していると考えられ

る[38], [105]。 
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図 5-49 内視鏡用プラズマジェットによって液中に導入された HO ラジカル 

 

 

5.4.6 内視鏡用プラズマジェットによる止血効果 
in vitro 

開発したプラズマ源による血液凝固効果を調べるために，ヒトの血に対してプラズマを照射し，

凝固するまでの時間を測定した。5.4.2 と同様に血液は健常人ボランティアより採取し，すぐに

3.2%クエン酸入り真空管（VENOJECTⅡ，VP-CA053K，テルモ社）に入れて抗凝固剤と混合し

た。図 5-50 に血液凝固実験の手順を示す。アルミホイルの上に厚さ 0.4 mm の不織布 

(BEMCOTTM CLEAN WIPE-P, Asahi KASEI, Japan) を貼り付け，不織布に血液を 0.4 µL 滴下

した。プラズマジェットは不織布とプラズマの射出口の間の距離が 3 mm となる距離に設置した。

プラズマ照射直後に，血液を滴下した不織布に血液凝固検査用の不織布を当て，シリコンゴム

で 3 秒間スタンプした。そして，検査用の不織布に付着した血液量を 0〜6 として 0.5 刻みの 15

段階で評価した。不織布に血液が全く付着しない条件を’0’とし，プラズマを照射せずに 60 秒

間静置し，その後スタンプしたときに不織布に付着する血液量を’6’とした。各スコアのときの血

液量を図 5-51 に示す。プラズマは，上記の活性種測定実験と同じ条件で生成し，照射時間は

2, 4, 6, 8, 10 秒とした。このときの室温は 24.8ºC，湿度は 18%であった。スコアが安定した条件

は n = 4 とし，スコアが安定しない条件は n = 5 とし，平均値を各条件のスコアとした。 

図 5-52 に各ガス種のプラズマを用いてヒトの血液の凝固実験を行った結果を示す。それぞ

れのグラフのエラーバーは標準誤差を意味する。ヘリウムプラズマを用いた場合に，8 秒間の照

射でスコアが 0 となり，凝固するまでの時間が最も短くなった。次いで，アルゴンと窒素が 10 秒

間の照射でスコアが 0 となった。酸素, 空気, 二酸化炭素を用いた場合は，4 つうち 3 つが 10

秒間の照射でスコア 0，1 つが 10 秒間の照射で 0.5 となった。これらの結果から，ヘリウムプラズ

マの凝固時間がその他のガス種と比べてやや早く，その他のガス種の血液凝固速度には差が
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ほとんどない事が示唆された。ガス種によって血液凝固効果が異なった要因としては，ヘリウム

プラズのガス温度が 73℃なのに対して，その他のプラズマのガス温度は 37〜54℃である事から，ヘリ

ウムプラズマでは熱によって血液凝固が促進された可能性が考えられる。 

 

 
図 5-50 血液凝固効果の評価手順 

 

 
図 5-51 血液凝固効果の評価におけるスコアリング 
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図 5-52 各ガス種のプラズマによる血液凝固にかかる時間 

 

 

in vivo (開腹) 

プラズマ源の止血効果を調べるために，開腹した生きたブタの胃の出血部にプラズマを照射

し，止血されるまでの様子を観察した。出血部は，内視鏡治療を想定して，生検鉗子を用いて 3 

mm x 8 mm 程度の傷を作って出血させ，傷口の血液を拭き取ったあとも出血する患部を使用し

た。プラズマは図 5-53 に示すように，出血部の上部約 3〜4 mm の位置で動かしつつ，傷口が

止血されるまで照射した。プラズマガスには従来の血液凝固実験で用いられる事の多いヘリウム

と，窒素と比較して 160 倍程度生体吸収性がよく[106]–[108]，血管に入り込んでも血栓となりにくいと

考えられる二酸化炭素を使用した[109], [110]。また，プラズマ照射後の組織へのダメージを調べる

ために，照射後の組織を採取し，in situ アポトーシス検出キット（MK500、宝バイオ社）を用いて

免疫染色を行った。このキットを用いる事で，TUNEL アッセイを行い，断片化したクロマチン

DNA を検出する事ができる。操作は，製造業者の推奨プロトコルに従って行った。観察した病理

組織では，断片化されたクロマチン DNA をジアミノベンジジンで茶色に染色し，正常細胞をメチ
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ルグリーンで緑色に染色した。 

今回の実験では大人のメスの LDW 系の生体豚を用いた。すべての実験に際し，Ketamine

（10 mg/kg）（ケタラール筋注用 500 mg：第一三共プロファーマ㈱製）および Xylazine（2 mg/kg）

（セラクタール 2%注射液：バイエルメディカル㈱製），硫酸アトロピン（0.5 mg/head）（アトロピン硫

酸塩注 0.5 mg「タナベ」：田辺三菱製薬㈱製）を前投薬として筋肉内投与した。麻酔導入のため

に，マスクを用いて麻酔薬を高濃度（Isoflurane（エスカイン：メルク薬品㈱製）5%濃度，酸素流量

3 L/min）で吸入させ，顎筋が弛緩し気管チューブが挿入し易くなるまで吸入を続けた。その後，

気管チューブを挿入し麻酔配管を差し替えた後，麻酔薬を 1〜3%濃度で維持した。術中は麻酔

器（Fancy80 Ma，木村医療機器㈱製）につなぎ，Isoflurane（2〜3%）と酸素投与で維持を行った。

耳介静脈より乳酸リンゲル液（ラクテック注，㈱大塚製薬工場製）の点滴を 60 ml/h で行った。今

回の手術の最後に深麻酔下に大動脈を切開し，放血させ動脈酸素飽和度が「0」になるのを確

認して安楽死とした。全ての処理と手順は IVTeC Japan の動物実験委員会によって承認されて

いる (承認番号: IVT15-05)。 

図 5-54 (A I) と (B I) の円はブタの胃粘膜層に作製した出血部を示す。図は胃粘膜を生検

鉗子で傷つけて出血を確認後，血液を一度拭き取ったあとの状態である。患部は放置しておく

と血液が湧出していた。図 5-54 (A II) と (B II) は患部にヘリウムおよび二酸化炭素プラズマを

照射しているときの写真である。ヘリウムおよび二酸化炭素プラズマを照射すると，血液の表面

が凝固し，血液塊が形成された。ヘリウムプラズマを用いた場合，二酸化炭素プラズマよりも早く

血液の表面が凝固して血液塊が形成された。しかし，ヘリウムプラズマによって形成された血液

塊の内部にある傷口付近の血液は凝固しなかったため，図 5-54 (A III) のように血圧由来の内

側からの圧力によって血液塊が決壊し，完全な止血には至らなかった。一方，二酸化炭素プラ

ズマの場合はヘリウムプラズマよりも血液凝固する速度は遅かったものの，ガス流により上部の

血液が傷口から遠ざけられ，傷口付近の血液を集中的に凝固させる事ができた。その結果，図 

5-54 (B III) のように，二酸化炭素プラズマ照射後は傷口付近に薄い血液塊が形成され，50 秒

ほどで完全に止血できた。二酸化炭素のガスのみを当てた場合は，ガス流で上部の血液を傷口

から遠ざける事はできたが，血液凝固はできず，止血には至らなかった。 

図 5-55(A I) と (B I)に生検前の胃粘膜の病理画像を示す。胃は粘膜層，粘膜筋板，粘膜下

層，固有筋層の順で積層した構造となっている。図 5-55 (A II), (B II), (A III), (B III) に生検鉗

子により出血させ，ヘリウムまたは二酸化炭素プラズマを照射した後の胃粘膜の病理画像を示

す。出血をさせる際に，粘膜下層の上部まで生検されており，傷口近辺では粘膜層がほとんど

残っていなかった。プラズマ照射部は血塊が生じ，粘膜下層や一部残った粘膜筋板への熱損

傷は見られなかった。これらの結果から，大気圧低温プラズマは従来の APC のように血管や正

常組織を破壊して出血を止める方法とは異なり，出血してきた血液を凝固させる事によって止血
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していると考えられる。よってヘリウムおよび二酸化炭素のプラズマのどちらも非侵襲な止血手法

であるといえる。 

以上の止血実験の結果から止血用には傷口を露呈させる事ができ，かつ低温で血液凝固能

を有す二酸化炭素の方がヘリウムよりも適している可能性が示唆された。さらに，照射時間が長

くなるほど血管内にガスが混入するリスクは高くなるが，二酸化炭素ガスは血液中に溶解するた

め，もし血管内に混入しても血栓の原因となるリスクはヘリウムよりも低い。二酸化炭素ガスは現

在，臨床でも消化器内視鏡検査および治療時の送気や腹腔鏡手術時の気腹など広く使用され

ている事から，新しいガスボンベを導入する必要もなく，医療現場への導入のハードルは比較的

低い。以上の事から止血用プラズマ装置のガスに二酸化炭素を用いる事には大きなメリットがあ

るといえる。 

 

図 5-53 ブタの胃粘膜上出血に対する止血実験のセットアップ 

 

 

図 5-54 プラズマ照射実験の様子 A: ヘリウムプラズマ，B: 二酸化炭素プラズマ 

 (A I), (B I) プラズマ照射前，(A II), (B II) プラズマ照射中(A III), (B III) プラズマ照射後 
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図 5-55 プラズマ照射後の胃粘膜組織の HE 染色画像 

(A I), (B I), (C I) x 4，(A II), (B II) , (C II) x 10 

A: コントロール，B: ヘリウムプラズマ，C: 二酸化炭素プラズマ 

① 粘膜層，② 粘膜筋板，③ 粘膜下層，④ 固有筋層，⑤ 血液塊 

 

 

in vivo (内視鏡下) 

上記の実験では，開腹したブタの胃粘膜に対してプラズマを照射して，止血実験を行い，二

酸化炭素プラズマの有効性を確認した。しかし，開腹した状態と，開腹していない状態では，プ

ラズマの周辺雰囲気が異なる事の止血効果への影響が考えられる。そこで次に，生きたブタの

消化器内に内視鏡を挿入し，止血実験を行った。内視鏡下でも開腹時と同様に，生検鉗子を用

いて胃粘膜上に出血部を作り，止血実験を行った。プラズマは，CO2 プラズマ (2.25 kV, 1.8 W, 

50℃) と CO2 プラズマ (4.00 kV, 6.8 W, 90℃)の 2 条件で処理し，プラズマの放電電力の違い

による止血効果への影響を調べた。また，従来法と比較するために，APC (40 W)，クリップ，

99.5％エタノール，トロンビンによる止血処理も行った。クリップは血管を結紮して止血するため，

操作に高度な技術が必要であるが止血効果は非常に高いとされる。今回の実験では止血に 2

つのクリップを使用した。エタノールは強力な脱水固定作用により血管が収縮させるとともに，血

管内に血栓を形成して止血する。止血処理後は開腹し，ホルマリンで組織固定を行い，HE 染

色を施して止血部の顕微鏡観察を行った。また，深部まで損傷を与えていた場合，胃に潰瘍が

生じる。そこで，各処理による止血部の潰瘍化の有無を確認するため，同じ条件で各処理を違う

ブタに施し，5 日間の経過観察を行った。 

胃粘膜出血の止血実験の結果

① :粘膜層　　② :粘膜筋板　　③ :粘膜下層　　④ :固有筋層　⑤ :血液塊　 

① :Mucosal layer　　② :Muscularis mucosae　　③ : Submucosal layer　　④ :Characteristic muscle layer　⑤ :　Blood clot 
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今回の実験では大人のメスの LDW 系の生体豚を用いた。すべての実験に際し，Ketamine

（10 mg/kg）（ケタラール筋注用 500 mg：第一三共プロファーマ㈱製）および Xylazine（2 mg/kg）

（セラクタール 2%注射液：バイエルメディカル㈱製），硫酸アトロピン（0.5 mg/head）（アトロピン硫

酸塩注 0.5 mg「タナベ」：田辺三菱製薬㈱製）を前投薬として筋肉内投与した。麻酔導入のため

に，マスクを用いて麻酔薬を高濃度（Isoflurane（エスカイン：メルク薬品㈱製）5%濃度，酸素流量

3 L/min）で吸入させ，顎筋が弛緩し気管チューブが挿入し易くなるまで吸入を続けた。その後，

気管チューブを挿入し麻酔配管を差し替えた後，麻酔薬を 1〜3%濃度で維持した。術中は麻酔

器（Fancy80 Ma，木村医療機器㈱製）につなぎ，Isoflurane（2〜3%）と酸素投与で維持を行った。

耳介静脈より乳酸リンゲル液（ラクテック注，㈱大塚製薬工場製）の点滴を 60 ml/h で行った。今

回の手術の最後に深麻酔下に大動脈を切開し，放血させ動脈酸素飽和度が「0」になるのを確

認して安楽死とした。全ての処理と手順は IVTeC Japan の動物実験委員会によって承認されて

いる (承認番号: IVT15-05)。 

実験の様子および，処理後の傷口の状態，処理後の組織の HE 染色画像を図 5-56 に示す。

また，処理後 5 日間の経過観察の様子を図 5-57 に示す。 

CO2 プラズマ (2.25 kV, 1.8 W, 50℃) を用いた場合，90 秒ほどのプラズマ照射で出血部に

血塊が生じて止血された。また，止血後数度の送水を行ったが再出血は認められなかった。処

理後の組織の顕微鏡観察からは，処理部や粘膜下層への熱損傷は見られなかった。経過観察

も 5 日後には潰瘍化は見られず，正常に修復している様子を確認した。 

CO2 プラズマ (4.00 kV, 6.8 W, 90℃) を用いた場合，処理部が熱により少し炭化したが，30

秒ほどで止血された。処理後の組織の顕微鏡観察ではプラズマ照射部は熱変性が生じ，粘膜

筋板まで熱損傷が見られたが，粘膜下層の熱変性はなかった。これは APC による処理後と似た

様子であった。しかし，5 日後の経過観察では潰瘍化は見られず，正常に修復していた。 

APC を用いた場合，0.5 秒程度の処理を数回行う事によって止血され，処理された部分は炭

化が見られた。顕微鏡観察では APC 照射部は熱変性が生じ，粘膜筋板まで熱損傷が見られた

が，粘膜下層のへの熱変性まではなかった。しかし，5 日後の経過観察では潰瘍化が見られた。 

クリップを用いた場合はその施術の困難さから止血まで 4 分ほど時間を要した。顕微鏡観察

では粘膜下層の組織の乱れもなく，5 日後の経過観察ではほとんど修復していた。 

エタノールを用いた場合は，0.2 ml のエタノールを出血部付近に注入する事で止血できた。

処理直後の組織の顕微鏡観察では大きな損傷は見られなかったが，経過観察では処理した次

の日は若干の潰瘍化が見られ，5 日後には処理部全体に潰瘍が見られた。 

トロンビン処理した部分は流血部分も徐々に血塊になり，2 分後には止血できた。顕微鏡観察

でも損傷は見られず，5 日後の経過観察ではほとんど修復していた。良好な止血効果を確認し

たが，流血部分が処置視野を悪くし，流血を流すために送水してしまうとトロンビンと血塊が流れ
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てしまい，再出血の可能性がある。このためトロンビンは基本的に術中では使用されない。 

このように，従来の止血手法では，難易度，潰瘍の有無，再出血の可能性の全てをカバーで

きない事を示した。一方，開発した内視鏡用プラズマジェットで CO2 プラズマでは，出力を上げ

る事によって 30 秒以内に止血が可能で，処理後も潰瘍が生じない事を実証した。以上の結果

から，内視鏡的止血術における大気圧低温プラズマによる止血の優位性を示した。 

プラズマによって血液凝固が起こるメカニズムは，血液凝固機構のいずれかのカスケードにプ

ラズマ中の活性種が影響を与えていると考えられる。今回使用した抗血液凝固剤であるクエン

酸はカルシウムイオンをキレートする。このため，第 II 因子のプロトロンビンが，トロンビンになる

反応が止められていると考えられる。プラズマ照射によって血液凝固が起こっている事から，この

反応以降の反応が進んでいるものと考えられる。具体的には，プロトロンビンがトロンビンになる

ためには，プロトロンビンがカルシウムイオンと活性化第 X 因子と反応し，酵素活性によりプロトロ

ンビンの構造の中の Arg320-Ile321 間で切断される必要がある。このため，プラズマによって化

学的に血液凝固を起こす事ができる可能性はきわめて低い。Miyamoto らは，ヘリウム DBD プラ

ズマジェットを用いて血液凝固させ，凝固後の血液塊を顕微鏡で観察しており，その際に赤血

球が凝集している事を報告している[111]。この凝集の割合が高い事から，この論文中ではフィブリ

ンによる血液凝固よりも，赤血球の凝集による血液凝固が支配であると結論づけている。血液凝

固効果がガス種によって大きく変わらなかった事から，本研究でも同様に赤血球の凝集による血

液凝固である可能性が高い。今後は，プラズマ照射によって生成された血液塊を観察または，

成分分析する事によって，血液凝固メカニズムを明らかにする必要があると考えられる。 
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図 5-56 上部内視鏡下での止血処理および顕微鏡像 
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図 5-57 上部内視鏡下での胃に対する止血処理後の経過観察 
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5.5 植物細胞中への高分子の導入[112] 
現在，動物細胞にタンパク質や DNA などの高分子の導入技術は多く開発されている[113], [114]。

DNA を組み換える場合には，違う個体の同士の交配や，外来遺伝子を細胞内に直接導入する

手法などが用いられている[115]。しかし，これらの手法では，外来遺伝子が持つ別の機能も DNA

に組み込まれる可能性がある。そのため，近年ではタンパク質を細胞内に導入する事で，細胞

に機能を付与する技術が注目されている。遺伝子操作とは異なり，導入したタンパク質は細胞

内で分解されるため次世代に遺伝する事はない。 

動物細胞はタンパク質や DNA の導入技術が多く確立されているため，動物細胞へのタンパ

ク質導入用のキットも多く販売されている。しかし，植物細胞の場合は，角膜（クチクラ）層や細胞

壁の構造によって，タンパク質の導入が阻害されるため，動物細胞よりもタンパク質の導入は困

難となる。これまでに，膜透過ペプチドと開花を促進する分子量の小さなタンパク質が入った溶

液に根を浸す事によって，細胞内にタンパク質を導入する技術などが開発されている[116]。しか

し，膜透過ペプチドを利用する技術は，対象の組織や品種に制限がある。植物細胞は動物細

胞に比べて，扱い易く，植物細胞へ簡単に生体高分子を導入する事ができれば，細胞壁を持

たない動物細胞への応用も可能となり，がん細胞の選択的殺傷などの利用も考えられる。 

これまでに大気圧プラズマを用いて動物の細胞内に高分子の薬剤を導入する研究結果が報

告されており，この効果にはプラズマによって生成されるヒドロキシルラジカルが関与していると

考えられている[117]。一方で，植物は上述の通り，クチクラ層などの構造を有するため，前処理な

しの高分子の導入は困難である。また，植物のみならず細胞は温度が適温から高くても低くても

損傷を受けるため，プラズマを照射するためには精密な温度制御が求められる。そこで本研究

では，開発したマルチガス温度制御プラズマ装置を用いて，植物細胞へのタンパク質および

DNA の導入実験を行った。 

 

5.5.1 各ガス種のプラズマによるタンパク質の導入 
図 5-58 に実験のセットアップを示す。植物から切り出した 20 x 20 mm の葉片に 20℃程度に

冷却したプラズマを 30 秒間照射し，その後緑色蛍光タンパク質を含む PBS にプラズマを照射し

た葉片を 1 日浸した。蛍光タンパク質には，sGFP (Superfolder green fluorescence protein) とア

デニル酸シクラーゼ (CyaA) を融合させたタンパク質 (His-sGFP-CyaA) を使用した。5 SLM

の二酸化炭素，酸素，アルゴン，アルゴン+水素，窒素，模擬空気に高周波電源 (DFMJ-02，プ

ラズマコンセプト東京社) を用いて電圧を印加する事でプラズマを生成した。葉片とプラズマの

射出口の距離は 5 mm とした。蛍光観察には，共焦点レーザー顕微鏡 (FV-300，オリンパス社) 

を使用した。 
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図 5-58 タンパク質導入実験のセットアップ 

 

 

図 5-59 電気泳動による His-sGFP-CyaA の純度チェック 

(左) タンパク染色 (右) 抗 GFP 抗体 

 

 

His-sGFP-CyaA の分子量を電気泳動によって調べた。この結果図 5-59 に示すように，分子

量は約 75,000 であった。 

ナス科の植物モデルであるタバコ (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) の葉にプラズマを照

射して，タンパク質を含む溶液に浸した葉片の GFP 蛍光および自家蛍光を蛍光顕微鏡で観察

したときの写真を図 5-60に示す。自家蛍光は，植物の持つ葉緑体によって発せられる蛍光で，

GFP 観察の際にバックグラウンドノイズとなるため，個別に観察をした。二酸化炭素，酸素，アル

ゴン+水素，窒素プラズマ照射後の葉片から sGFP 由来の蛍光が観察された事から，タンパク質

が導入されている事を確認した。一方，酸素と窒素の混合ガスである模擬空気ではタンパク質の

導入は確認されなかった。また，アルゴンプラズマ照射後の葉片からも sGFP 由来の蛍光が確認

されたが，蛍光の輪郭がはっきりしていない事から，細胞の外にタンパク質が付着していると考

えられる。これらの結果から，従来の前処理や膜透過ペプチドなしに，切り出した葉片への二酸

化炭素または酸素，アルゴン+水素，窒素のプラズマ照射と，高分子タンパク質を含む溶液に葉

片を浸すという簡単な手順により，細胞内に導入できる事を示した。 
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図 5-60 各ガス種のプラズマ照射後の GFP および葉緑体の自家蛍光観察 

 

 

5.5.2 細胞内に導入されたタンパク質の定量解析 
5.5.1 と同様の実験系で二酸化炭素，酸素，アルゴン+水素，窒素の 4 種類のプラズマを照射

し，タバコ葉の細胞内に導入されるタンパク質量を定量的に調べた。本研究では蛋白シウ His-

sGFP-CyaA を用いているが，この内の CyaA タンパク質はそのままでは活性を示さない。CyaA

タンパク質は細胞内に取り込まれると触媒となり，アデノシン三リン酸 (adenosine triphosphate: 

ATP) から環状アデノシン一リン酸 (cyclic adenosine monophosphate: cAMP) への変換をする

酵素として機能する。そのため，プラズマを照射したあと，His-sGFP-CyaA を含む溶液に浸し，

葉片に含まれる cAMP 量を測定することで，細胞内に導入されたタンパク質を定量する事が可

能となる。cAMP 量は測定キット (Amersham cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay System Product 

booklet RPN2255, GE Healthcare Life Sciences) を用いて算出した。この実験ではプラズマの照

射時間を，5, 10, 20, 40 秒とし，コントロールは，未処理かつタンパク質を PBS 中に入れないも

の，未処理かつタンパク質を PBS 中に入れたもの，プラズマ照射してタンパク質を PBS 中に入

れないもの 3 条件とした。 
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各種処理後のタバコ葉片含まれる cAMP 量のグラフを図 5-61 に示す。二酸化炭素と窒素の

プラズマでは，いずれの照射時間でもコントロールと比較して cAMP 量が増加した。酸素とアル

ゴン+水素のプラズマでは，20 秒と 30 秒のプラズマ照射によって cAMP 量が増加したが，10 秒

以下のプラズマ照射では増加しなかった。これらの結果から，二酸化炭素と窒素のプラズマが短

い照射時間で多くの cAMP を導入できている事がわかり，処理速度およびランニングコストの面

でその他のガス種よりも優位性がある事を示した。 

さらに，二酸化炭素と窒素のプラズマ照射から 6 日後の葉の様子を図 5-62 に示す。照射時

間が 5 秒以下のときは，未処理の場合と見た目に差はなく，葉にダメージは確認されなかった。

一方，照射時間が 10 秒以上となると，照射部が変色する損傷を確認した。また，温度制御をし

ない場合は，2 秒間のプラズマ照射でも損傷を与えるうえに，タンパク質が導入されなかった。 

以上の結果から，冷却した二酸化炭素と窒素のプラズマを 2〜5 秒間照射する事によって，タ

バコ葉に損傷を与えずに細胞内にタンパク質を導入できる事を示した。 

 

 

図 5-61 各種条件下における cAMP 導入量の比較 
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図 5-62 プラズマ照射から 6 日後の葉片の様子 

 

 

5.5.3 異なる植物細胞および組織に対するタンパク質の導入 
従来のタンパク質導入法では，対象とする植物の種類や組織に制限があった。そこで，タバコ

以外の植物および組織を用いて，二酸化炭素および窒素プラズマ照射によるタンパク質の導入

実験を 5.5.1 と同様に行った。サンプルにはシロイヌナズナの葉とイネの根を用いた。プラズマの

照射時間はそれぞれ 2 秒とした。コントロールとして，それぞれのガスのみを 2 秒間照射した。 

各処理を行った蛍光観察した際の写真を図 5-63 および図 5-64 に示す。双子葉植物のシ

ロイヌナズナの葉および単子葉植物のイネの根の両方で，二酸化炭素および窒素のプラズマを

照射したサンプルから sGFP 由来の蛍光を観察した。また，イネの根には葉緑体がないことから

自家蛍光がない事，ガスのみでは GFP の蛍光が発せられていない事を確認した。これらの結果

から，植物の分類および組織を問わず，本手法を用いる事でタンパク質を細胞内に導入できる

事を示した。 

以上の結果から，本研究で開発した植物細胞への高分子タンパク質の導入法は，特別な前

処理なしに利用でき，植物の品種や組織を限定しない。そのため，実験室で使える細胞内への

タンパク質の導入法という基礎技術に留まらず，農業分野では現場での利用もできる実用性が

高い技術であると考えられる。本手法によって，アレルギー物質を作らない作物の開発や，開花

時期の制御など広い応用範囲が期待できる。以上のことから，温度制御したプラズマのバイオ技

術への応用の可能性を示した。 
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図 5-63 二酸化炭素および窒素プラズマ照射によるシロイヌナズナ葉の細胞へのタンパク質導入 

 

 

図 5-64 二酸化炭素および窒素プラズマ照射によるイネ根の細胞へのタンパク質導入 
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5.5.4 タバコ葉の細胞への DNA の導入 
タバコ葉の細胞に対してタンパク質を導入できる事を明らかにしたが，DNA を導入する事がで

きれば，高精度な遺伝子組み換え等にも応用可能になる。そこで，タバコ葉片に温度制御した

二酸化炭素のプラズマを照射したあとにプラスミドを含む PBS に葉片を 2 日間浸し，DNA の導

入実験を行った。実験には pUGW2 ベクターに GFP 遺伝子を組み込んだ，分子量が約

4,100,000 の pUGW2-sGFP を使用した[118]。細胞中に pUGW2-sGFP が取り込まれ，細胞内で

転写され，翻訳される事で GFP の蛍光観察が可能になる。 

プラズマ照射後に観察を行った結果を図 5-65 に示す。GFP 蛍光が二酸化炭素プラズマで

処理された細胞の内部で観察でき，pUGW2-sGFP をタバコ葉の細胞への導入できる事を実証

した。二酸化炭素ガスで処理した細胞では，有意な GFP 蛍光は検出されなかったため，プラズ

マ照射によって，分子量が約 4,100,000 と大きな DNA も植物の細胞中に導入可能な事を示し

た。これらの結果から，プラズマ照射によって，遺伝子組み換えやゲノム編集など生命科学分野

へ幅広い応用が期待される。 

 

 

 
図 5-65 タバコ葉細胞への DNA の導入 
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5.6 まとめ 
本章では，まず本研究で開発したマルチガス温度制御プラズマ装置の設計や基礎特性につ

いて記述した。マルチガス温度制御プラズマ装置は，温度制御流体の流路をプラズマ装置の筐

体の壁の中に持つため，金属の 3D プリンタを用いて作製した。温度制御流体と各ガス種のプラ

ズマのガス温度の関係を調べた結果，ガス種ごとにプラズマの生成後の温度は異なったが，ガ

ス種によらずプラズマのガス温度は温度制御流体の温度に比例する事を明らかにした。このこと

から，開発した温度制御プラズマ装置を用いる事で，様々なガス種のプラズマのガス温度を任

意の温度に制御できる事を示した。開発した温度制御プラズマ装置を用いて，酸素と窒素，二

酸化炭素のプラズマの殺菌能のプラズマガス温度依存性を調べた。その結果，酸素プラズマの

殺菌能はガス温度の上昇に伴って高くなる事，窒素と二酸化炭素のプラズマは低くなる事を明

らかにした。これらの結果からガス種によってガス温度特性が異なる事を示した。 

大気圧低温プラズマ装置の眼科分野への応用にむけて，本研究で提案した超音波併用プラ

ズマバブリングの有効性を確認し，眼科用器具に付着した細菌に対する超音波併用プラズマバ

ブリングの殺菌効果を調べた。まず，SUS 板に付着した緑膿菌または黄色ブドウ球菌に対する，

酸素または二酸化炭素のプラズマバブリングの殺菌効果を調べた結果，5 分間のプラズマバブ

リングでは検出下限値以下まで殺菌できない事が明らかとなった。このため，菌の凝塊やバイオ

フィルムの形成によって殺菌が困難となる付着菌を，超音波によって浮遊菌にする超音波併用

プラズマバブリングによる殺菌効果を調べた。その結果，二酸化炭素プラズマで付着菌数を 1 分

以内に検出下限値以下にする高い殺菌効果が得られた。また，その時の浮遊菌は 5 分以内に

検出下限値以下となり，超音波併用プラズマバブリングが付着菌および浮遊菌のいずれにも有

効である事を実証した。眼科分野において繰り返し利用されるアプラネーションチップに付着し

た緑膿菌および黄色ブドウ球菌に対する殺菌効果を調べた。その結果，SUS 板の場合と同様に，

超音波併用プラズマバブリングで，付着菌および浮遊菌に対する高い殺菌効果を確認した。ま

た，蛍光試薬を用いて約 11 時間プラズマ処理したアプラネーションチップの損傷を調べた結果，

アプラネーションチップに損傷がない事を確認した。以上の結果から，本研究で提案した超音波

併用プラズマバブリングが医療機器の殺菌に有効である事を実証した。 

大気圧低温プラズマの消化器内科分野への応用に向けて，プラズマによる血液凝固効果の

ガス種およびガス温度の影響を調べ，内視鏡的止血術用のマルチガスプラズマ装置を開発した。

マルチガスプラズマ装置を用いて，アルゴン，ヘリウム，酸素，窒素，二酸化炭素，空気のプラズ

マによる血液凝固効果を調べた結果，アルゴンプラズマが最も血液凝固効果が低く，その他の

ガス種間では大きな差はなかった。温度制御プラズマ装置を用いて，-10℃から 70℃のプラズマ

による血液凝固効果を調べた結果，-10 および 0℃のプラズマでは血液が凍結したが，10℃以
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上のプラズマではプラズマのガス温度の上昇に伴って，血液凝固効果が高くなる事を明らかに

した。金属の 3D プリンタを用いて内視鏡に挿入可能な直径 2.0 mm のプラズマジェットを製作

し，基礎特性を調べた結果，開発したプラズマ装置では，電子密度が 1014 cm-3 オーダーの比較

的高密度なプラズマが生成されている事を確認した。開発したプラズマ装置による血液凝固効

果を調べた結果，ヘリウムプラズマがその他のガス種よりも高い血液凝固効果を示した。生きた

ブタを用いて，開腹下で胃粘膜上の出血部に対する止血効果を調べた結果，ヘリウムプラズマ

では血液凝固時間が短かったが，血液表面しか凝固できずに完全に止血する事ができなかっ

た。それに対して二酸化炭素プラズマでは，余分な血液をガス流で飛ばすことが可能なため，

傷口の周囲の血液のみを凝固でき，完全な止血ができた。上部内視鏡を用いて生きたブタの胃

の中で止血実験を行った。従来の熱プラズマによる凝固法では高度な技術が必要であり，約

3,000℃の熱で凝固するため処理後に潰瘍を起こしていたが，出力を上げた二酸化炭素プラズ

マでは 30 秒ほどで止血でき，処理から 5 日後の経過観察の際にも潰瘍が生じなかった。以上

の結果から，開発した内視鏡的止血術用のマルチガスプラズマジェットの有効性を確認した。ま

た，高い止血効果と生体吸収性および安価で，不活性ガスである事から，内視鏡用のプラズマ

ガスには二酸化炭素が適している事を示した。 

大気圧低温プラズマの生命科学分野への応用にむけた基礎研究として，植物細胞に対して

プラズマを照射する事によるタンパク質の導入実験を行った。まず，植物に熱損傷を与えない

20℃程度に温度制御した各ガス種のプラズマを用いて，タバコ葉片に対するタンパク質の導入

実験を行った。その結果，酸素，二酸化炭素，アルゴン＋ヘリウム，窒素のプラズマによって，細

胞中へ分子量が約 75,000 のタンパク質が導入されている事を確認した。これらのガス種のプラ

ズマ照射によって細胞中に導入されるタンパク質を定量した結果，二酸化炭素と窒素のプラズ

マでは 2 秒以上のプラズマ照射で，細胞中にタンパク質を有意に導入できる事を示した。また，

プラズマを照射してから 6 日後のタバコ葉片の様子を観察した結果，5 秒以下のプラズマ照射で

は葉片に損傷はない事を確認した。一方，温度制御しないプラズマでは，葉片に損傷が確認さ

れ，タンパク質の導入ができない事を示した。その他の品種および組織に対する本手法の有効

性を確認するために，シロイヌナズナの葉とイネの根に対するタンパク質導入実験を行った。そ

の結果，従来法では，タンパク質を導入できる品種や組織が限られていたが，本手法では，植

物の品種や組織を問わず，高分子タンパク質を導入できる事を実証した。さらに，同様の実験条

件で分子量が約 4,100,000 の DNA の導入実験を行った結果，タバコ葉の細胞に DNA を導入

できる事を明らかにした。これらの結果から，低温に温度制御した二酸化炭素および窒素のプラ

ズマを用いる事で，特別な前処理なしに，高分子を細胞中に導入できる事を示し，生命科学分

野においてゲノム編集や遺伝子組み換えの技術として幅広い応用が期待できる。 
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以上の結果から，本研究で開発したマルチガス温度制御プラズマ装置の有用性が確認され

た。上記の研究は，応用に向けた基礎研究であり，この中で使用したマルチガス温度制御プラ

ズマ装置などは，まだ 1 つのユニットとして組み上げられていないため，装置を扱うためには多く

の知見を必要とする。そのため，医療用プラズマ装置の実用化に向けては，特別な知識なしに

使用可能なプラズマ装置が開発される事が望まれる。また，本手法では明らかにする事ができ

なかった，プラズマのガス温度と殺菌能の関係がガス種によって異なる事，プラズマによる血液

凝固および細胞中へのタンパク質や DNA が導入できるメカニズムについてはさらに調べる必要

がある。 
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第6章	 結論 
6.1 総括 

本論文では，プラズマのガス温度を任意の値に制御でき，かつ様々なガス種でプラズマを

生成できるマルチガス温度制御プラズマ装置を開発し，医療分野を中心とする各種応用に

向けた研究を行った。2 章では，従来の低温プラズマの医療応用研究を紹介し，プラズマに

よる処理効果や安全性を向上させるためには，ガス温度の制御とマルチガス化を両立でき

るプラズマ装置の開発が必要である事を述べた。第 3 章以降の各章で得られた結果を以下に

まとめる。 

 

第 3 章では，温度制御プラズマ装置の基礎特性を記述するとともに，液中の細菌に対す

る殺菌効果プラズマガス温度依存性を調べ，殺菌要因を調べた結果を記述した。 

基礎特性についてはまず，従来研究で調査された温度制御プラズマ装置の温度制御能と，

発光強度およびヘリウムの励起温度のガス温度依存性について記述した。この中で，プラズマ

ガスとしてヘリウムを用いた場合には，プラズマのガス温度を-54℃から 160℃の間で±1℃という

高い精度で制御できる事，プラズマのガス温度が高くなるにつれて，ヘリウムの発光強度は低下

し，ヘリウムの励起温度は高くなる事を示した。 

本研究では，温度制御プラズマ装置の基礎特性として，放電電力と電子密度のプラズマガス

温度依存性を調べた。その結果，プラズマの放電電力および電子密度はガス温度の上昇に伴

って低下する事を明らかにした。その要因を考察した結果，理論式と同様の傾向が得られた事

から，プラズマのガス温度が気体中のヘリウムの数密度に影響を与えている可能性を示した。 

液中の各種細菌に対する殺菌効果のプラズマガス温度依存性を調べた結果，菌種によらず

プラズマのガス温度が高くなるほど，殺菌効果が高くなる事を明らかにした。また，殺菌効果へ

のプラズマの熱の直接的な影響が小さい事を確認した。本研究では，プラズマの殺菌能の指標

を「単位時間あたりのプラズマ照射によって減少する菌の桁数」と定義し，各ガス温度のプラズマ

の殺菌能を算出した。その結果，いずれの菌種に対しても，プラズマのガス温度が高くなるほど，

殺菌能が指数関数的に高くなる事を明らかにした。 

殺菌要因として，プラズマによって液中に導入される各種活性種量のプラズマガス温度依存

性を ESR および吸光光度計を用いて測定した。ヒドロキシルラジカル，一重項酸素，オゾン，過

酸化水素の量を測定した結果，活性種の濃度はいずれも，プラズマのガス温度が高くなるほど

高くなり，特に一重項酸素の濃度が指数関数的に高くなる事を明らかにした。この測定結果と殺

菌能を比較して，プラズマのガス温度の変化に伴う，殺菌能の変化と，液中の活性種量の相関



 160 

を調べた。その結果，殺菌能と，一重項酸素およびオゾンの導入量との間に，それぞれの相関

係数が 0.80〜1.00 および 0.65〜0.94 となる強い相関がある事を明らかにした。このことから，一

重項酸素とオゾンが各種細菌に対する殺菌能に影響を及ぼしている可能性が高い事を示した。 

一重項酸素とヒドロキシルラジカルの消去剤を用いて殺菌実験を行い，それぞれの活性種の

殺菌への関与を調べた結果，どちらの消去剤を使用した場合にも殺菌効果がなくなる事を確認

した。また，各消去剤を添加した場合の液中に導入される一重項酸素とヒドロキシルラジカルを

定量した結果，いずれの消去剤を用いた場合でも，一重項酸素およびヒドロキシルラジカルの

両方の濃度が低下した。このため，各活性種の相互作用によって殺菌効果が引き起こされてい

る可能性が考えられ，一重項酸素が殺菌に直接関与している事を決定付ける事はできなかった。 

これらの結果から，迅速な殺菌のためには，プラズマのガス温度を高くする必要がある事が示

されたが，熱に弱い対象にプラズマを照射する場合には，プラズマのガス温度を照射対象に熱

損傷を与えない温度以下にする事が求められる。また，プラズマのガス温度の変化に伴って，プ

ラズマによって生成される活性種の量が変化した事から，殺菌だけでなく，止血や創傷治療など

の処理効果にもプラズマのガス温度は大きな影響を与えると考えられる。以上のことから，目的

および照射対象に応じたプラズマのガス温度の設定が必要であると言え，本研究により，プラズ

マの医療応用におけるガス温度制御の重要性を示した。 

 

第 4 章では，本章ではマルチガスプラズマジェットおよびプラズマバブリング装置を用いて，

各ガス種のプラズマの殺菌効果および殺菌要因を調べた結果について記述した。 

窒素，酸素，二酸化炭素，空気のプラズマが大腸菌に対して高い殺菌効果を示し，その中で

も高い殺菌効果を示した酸素と二酸化炭素のプラズマは大腸菌のみならず，黄色ブドウ球菌や

緑膿菌などその他の一般細菌に対しても高い殺菌効果を示す事を明らかにした。各ガス種のプ

ラズマによって液中に導入される活性種を測定した結果，液中にガス種によって導入される活

性種の種類や量が大きく異なる事を明らかにした。 

窒素プラズマでは，液中に塩化ナトリウムが存在する場合に高い殺菌効果を示し，ヒドロキシ

ルラジカルが多く液中に導入されている事から，液中で次亜塩素酸を生成している可能性があ

る事を示した。酸素プラズマに関しては，主にオゾンが殺菌に関与している事を示した。空気プ

ラズマでは，多くの硝酸イオンと亜硝酸イオンが液中に導入されている事，硝酸イオンと亜硝酸

イオンには殺菌効果がない事を明らかにし，それらのイオンの生成過程で殺菌因子が生成され

ている可能性を示唆した。二酸化炭素プラズマでは，10 分程度の寿命を持つ高い殺菌効果を

示す殺菌因子の存在を明らかにした。しかし，殺菌因子を特定する事ができなかった。二酸化

炭素プラズマの有用性や安全性を評価するために，今後詳細に殺菌因子を調べる必要がある

と結論づけた。 
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第 5 章では，まず本研究で開発したマルチガス温度制御プラズマ装置の設計や基礎特性に

ついて記述した。マルチガス温度制御プラズマ装置は，温度制御流体の流路をプラズマ装置の

筐体の壁の中に持つため，金属の 3Dプリンタを用いて作製した。温度制御流体と各ガス種のプ

ラズマのガス温度の関係を調べた結果，ガス種ごとにプラズマの生成後の温度は異なったが，

ガス種によらずプラズマのガス温度は温度制御流体の温度に比例する事を明らかにした。このこ

とから，開発した温度制御プラズマ装置を用いる事で，様々なガス種のプラズマのガス温度を任

意の温度に制御できる事を示した。開発した温度制御プラズマ装置を用いて，酸素と窒素，二

酸化炭素のプラズマの殺菌能のプラズマガス温度依存性を調べた。その結果，酸素プラズマの

殺菌能はガス温度の上昇に伴って高くなる事，窒素と二酸化炭素のプラズマは低くなる事を明

らかにした。これらの結果からガス種によってガス温度特性が異なる事を示した。 

大気圧低温プラズマ装置の眼科分野への応用にむけて，本研究で提案した超音波併用プラ

ズマバブリングの有効性を確認し，眼科用器具に付着した細菌に対する超音波併用プラズマバ

ブリングの殺菌効果を調べた。まず，SUS 板に付着した緑膿菌または黄色ブドウ球菌に対する，

酸素または二酸化炭素のプラズマバブリングの殺菌効果を調べた結果，5 分間のプラズマバブ

リングでは検出下限値以下まで殺菌できない事が明らかとなった。このため，菌の凝塊やバイオ

フィルムの形成によって殺菌が困難となる付着菌を，超音波によって浮遊菌にする超音波併用

プラズマバブリングによる殺菌効果を調べた。その結果，二酸化炭素プラズマで付着菌数を 1 分

以内に検出下限値以下にする高い殺菌効果が得られた。また，その時の浮遊菌は 5 分以内に

検出下限値以下となり，超音波併用プラズマバブリングが付着菌および浮遊菌のいずれにも有

効である事を実証した。眼科分野において繰り返し利用されるアプラネーションチップに付着し

た緑膿菌および黄色ブドウ球菌に対する殺菌効果を調べた。その結果，SUS 板の場合と同様に，

超音波併用プラズマバブリングで，付着菌および浮遊菌に対する高い殺菌効果を確認した。ま

た，蛍光試薬を用いて約 11 時間プラズマ処理したアプラネーションチップの損傷を調べた結果，

アプラネーションチップに損傷がない事を確認した。以上の結果から，本研究で提案した超音波

併用プラズマバブリングが医療機器の殺菌に有効である事を実証した。 

大気圧低温プラズマの消化器内科分野への応用に向けて，プラズマによる血液凝固効果の

ガス種およびガス温度の影響を調べ，内視鏡的止血術用のマルチガスプラズマ装置を開発した。

マルチガスプラズマ装置を用いて，アルゴン，ヘリウム，酸素，窒素，二酸化炭素，空気のプラズ

マによる血液凝固効果を調べた結果，アルゴンプラズマが最も血液凝固効果が低く，その他の

ガス種間では大きな差はなかった。温度制御プラズマ装置を用いて，-10℃から 70℃のプラズマ

による血液凝固効果を調べた結果，-10 および 0℃のプラズマでは血液が凍結したが，10℃以

上のプラズマではプラズマのガス温度の上昇に伴って，血液凝固効果が高くなる事を明らかに

した。金属の 3D プリンタを用いて内視鏡に挿入可能な直径 2.0 mm のプラズマジェットを製作
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し，基礎特性を調べた結果，開発したプラズマ装置では，電子密度が 1014 cm-3 オーダーの比較

的高密度なプラズマが生成されている事を確認した。開発したプラズマ装置による血液凝固効

果を調べた結果，ヘリウムプラズマがその他のガス種よりも高い血液凝固効果を示した。生きた

ブタを用いて，開腹下で胃粘膜上の出血部に対する止血効果を調べた結果，ヘリウムプラズマ

では血液凝固時間が短かったが，血液表面しか凝固できずに完全に止血する事ができなかっ

た。それに対して二酸化炭素プラズマでは，余分な血液をガス流で飛ばすことが可能なため，

傷口の周囲の血液のみを凝固でき，完全な止血ができた。上部内視鏡を用いて生きたブタの胃

の中で止血実験を行った。従来の熱プラズマによる凝固法では高度な技術が必要であり，約

3,000℃の熱で凝固するため処理後に潰瘍を起こしていたが，出力を上げた二酸化炭素プラズ

マでは 30 秒ほどで止血でき，処理から 5 日後の経過観察の際にも潰瘍が生じなかった。以上

の結果から，開発した内視鏡的止血術用のマルチガスプラズマジェットの有効性を確認した。ま

た，高い止血効果と生体吸収性および安価で，不活性ガスである事から，内視鏡用のプラズマ

ガスには二酸化炭素が適している事を示した。 

大気圧低温プラズマの生命科学分野への応用にむけた基礎研究として，植物細胞に対して

プラズマを照射する事によるタンパク質の導入実験を行った。まず，植物に熱損傷を与えない

20℃程度に温度制御した各ガス種のプラズマを用いて，タバコ葉片に対するタンパク質の導入

実験を行った。その結果，酸素，二酸化炭素，アルゴン＋ヘリウム，窒素のプラズマによって，細

胞中へ分子量が約 75,000 のタンパク質が導入されている事を確認した。これらのガス種のプラ

ズマ照射によって細胞中に導入されるタンパク質を定量した結果，二酸化炭素と窒素のプラズ

マでは 2 秒以上のプラズマ照射で，細胞中にタンパク質を有意に導入できる事を示した。また，

プラズマを照射してから 6 日後のタバコ葉片の様子を観察した結果，5 秒以下のプラズマ照射で

は葉片に損傷はない事を確認した。一方，温度制御しないプラズマでは，葉片に損傷が確認さ

れ，タンパク質の導入ができない事を示した。その他の品種および組織に対する本手法の有効

性を確認するために，シロイヌナズナの葉とイネの根に対するタンパク質導入実験を行った。そ

の結果，従来法では，タンパク質を導入できる品種や組織が限られていたが，本手法では，植

物の品種や組織を問わず，高分子タンパク質を導入できる事を実証した。さらに，同様の実験条

件で分子量が約 4,100,000 の DNA の導入実験を行った結果，タバコ葉の細胞に DNA を導入

できる事を明らかにした。これらの結果から，低温に温度制御した二酸化炭素および窒素のプラ

ズマを用いる事で，特別な前処理なしに，高分子を細胞中に導入できる事を示し，生命科学分

野においてゲノム編集や遺伝子組み換えの技術として幅広い応用が期待できる。 

以上の結果から，大気圧低温プラズマの医療分野等への応用においては，プラズマガス種の

選択およびプラズマガス温度の制御が重要であり，殺菌や止血等の各種の応用では，処理効

果および生体等への影響を考慮してそれぞれを選択や制御する必要があると結論づけた。 
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6.2 今後の展望 
第 3 章ではプラズマのガス温度を制御する事によって，プラズマによる殺菌能を変えられる事

を示した。この要因として液中に導入される活性種の量が変化する事が影響している可能性が

示されたが，殺菌効果に影響を与える因子は特定に至っていない。活性種の測定実験で，本研

究で測定した全ての活性種がプラズマのガス温度とともに増加していたことから，殺菌効果ととも

に副作用のリスクも高まっている可能性が考えられる。したがって今後は，プラズマによる殺菌因

子を特定するとともに，皮膚の細胞シートや動物実験などで，プラズマのガス温度と生体皮膚に

与える影響を調べる必要がある。 

4 章の結果から，二酸化炭素プラズマによる殺菌への応用の可能性が示された。二酸化炭素

プラズマは他のガス種にはないメリットが多くあり，実用性が高いガス種のプラズマである。しかし

ながら，その効果は直接殺菌した場合は非常に高いが，プラズマバブル水としての殺菌効果は，

酸素プラズマバブル水と比較して低かった。酸素プラズマは高い殺菌効果を示す一方で，支燃

性ガスである事，生成されるオゾンが刺激臭を放つ事，など医療現場に導入する際に懸念され

るデメリットがある。そのため，二酸化炭素プラズマによる殺菌因子を明らかにし，二酸化炭素プ

ラズマバブル水による殺菌効果を向上させる事ができれば，現行のオゾン水や次亜塩素酸水等

の殺菌水に置き換わる可能性が期待できる。 

本論文中で行われた研究は，応用に向けた基礎研究であり，この中で使用したマルチガス温

度制御プラズマ装置などは，まだ 1 つのユニットとして組み上げられていないため，装置を扱うた

めには多くの知見を必要とする。そのため，医療用プラズマ装置の実用化に向けては，特別な

知識なしに使用可能なプラズマ装置が開発される事が望まれる。また，本手法では明らかにす

る事ができなかった，プラズマのガス温度と殺菌能の関係がガス種によって異なる事，プラズマ

による血液凝固および細胞中へのタンパク質や DNA が導入できるメカニズムについてはさらに

調べる必要がある。 

このように本研究で得られた大気圧低温プラズマのガス温度およびガス種に関する知見は，

医療分野に限らず，生命科学など幅広い分野への応用が期待できる。 
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 沖野研究室博士 3 年の相田真里女史に深く感謝いたします。研究内容は全く違ったものの，研

究に必要な多くのことを学ばせてもらいました。新しい研究内容でも臆せず，熱心に実験に取り組

む姿勢や行動力にはいつも感化されていました。また，授業課題や文章作成，業務連絡などの事

務作業も持ち前の集中力で一気に終わらせる姿勢は今後も見習っていきたいと思います。本当に

ありがとうございました。 

 沖野研究室博士 3 年の三宅智子女史に深く感謝いたします。沖野研にはいない生物系の出身

ということで様々な助言を頂きました。特に細胞に関しては何度聞いてもなかなか頭に入らず，お

手数をおかけしました。三宅さんからの丁寧なアドバイスのお陰で，最近ようやく細胞に関する知識

を取り込むことができるようになり，本論文にも記述することができました。本当にありがとうございま

した。 

 沖野研究室修士 2 年の小笠原大介氏に深く感謝いたします。当研究室には稀な化学屋さんとの

こともあり，本論文に欠かせない反応式に関する助言を頂きました。また，後輩の面倒見がとてもよ

く，私から教えることが少なくなり，その分他の作業に取り組むことができました。本当にありがとうご

ざいました。 

 沖野研究室修士 2 年の林悠太氏に深く感謝いたします。はじめは控えめであまり頼りない印象が

ありましたが，今となっては自分の意見ははっきりといい，実験も計画からセットアップまでしっかりと

バックグラウンドを理解して行ってくれる印象があります。電力測定に関しては右に出るものはおら

ず，みんなへの指導を安心して任せることができました。本論文の執筆に関しても，林くんに見ても

らったお陰で，ブラッシュアップできました。本当にありがとうございました。 

 沖野研究室修士 2 年の細田順平氏に深く感謝いたします。とても真面目で，実験が好きな順平

くんのお陰で，常にケースいっぱいに寒天培地があり，実験をスムーズに行うことができました。ま

た，はじめはとても実験を一人でさせられませんでしたが，最近では一人でも安定した結果を出せ

るようになってくれました。本当にありがとうございました。 

 沖野研究室修士 1 年の岡本悠生氏に深く感謝いたします。直接研究で関わることはありません

でしたが，研究室生活にかかせない食料調達を行っていただきました。景気が良いのか今年は回

転が異常に早く，バラエティに富んだ品揃えのおかげで，快適に研究生活を送れました。本当に

ありがとうございました。 

 沖野研究室修士 1 年の河野聡史氏に深く感謝いたします。河野くんには同じ実験室を使うからと



 169 

いう大義名分の下，かなり多くの雑務をこなしてもらいました。頼んだらやってくれる河野くんに甘え

てしまったことを反省するとともにここに深く感謝いたします。 

 沖野研究室修士 1 年の末永祐磨氏に深く感謝いたします。とても堅実に研究を進める末永くん

のお陰で，すでに自分の手元を離れて実験が進んでいます。本論文を執筆する際には，非常に

多くの助力をいただき，執筆に専念することができました。また，息抜きのテニスも上達してきました。

ここに深く感謝いたします。 

 沖野研究室学部 4 年の馬場美岬女史に深く感謝いたします。とても真面目に情報を取り込み，

研究を進めてくれたおかげで，本論文にかかせないデータを得ることができました。また，全力で

自分のしたいことを追い求める姿には，とても刺激を受けました。本当にありがとうございました。 

 沖野研究室学部 4 年の守屋翔平氏に深く感謝いたします。ためいきと文句を吐きながらも，異常

なデザイン力と身体が付いてこられないほどのバイタリティを発揮してくれたおかげで，極太短小ど

んぐりだけでなく，多くの実験装置の製作や改良をすることができました。本当にありがとうございま

した。 

 

 最後に，様々な面で支えてくださいました友人をはじめ，先生方や先輩方，後輩たち，そして何

より家族に厚く御礼申し上げます。 

 

2018 年 3 月 

川野 浩明 
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