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1．はじめに
我々が通常生活する空気環境において 1 m3 あたり

1,000 から 10,000 個程度存在する 1）とされる微生物の除
去・不活性化といった制御技術は，食品製造施設や医療
施設などの専門的施設における作業環境の安全性・確実
性を担保する上で極めて重要である．近年では微生物の
制御技術は専門施設における利用に加え，我々により身
近な住環境におけるカビやウイルスなどの制御を目的と
し，家庭用の空調・空気清浄機などへの応用も注目され
ている．微生物を除去・不活性化させるための設備・機
器ではフィルターを用いた微生物の空気環境からの捕捉
に加え，捉えた微生物の二次飛散による汚染ならびにフ
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ィルター上での微生物増殖によるフィルターの汚染と低
寿命化を防止するために殺菌技術の併用が好ましいと考
えられている．空気環境に漂う微生物の殺菌技術として
は従来から用いられてきた紫外線（UV）の照射や薬剤
を用いた殺菌手法に加え，近年では静電気技術である放
電技術を用いた手法が注目され既に国内各電機メーカー
からもストリーマ放電などの放電現象を応用した空気清
浄機などが発表されている．放電技術による微生物の殺
菌は放電現象によって生成する活性種，荷電粒子，紫外
線（UV）が関与する現象であると考えられており，原
理的には多剤耐性菌を含む広い範囲の微生物に効果を有
すると考えられる．また薬剤と異なり残留性が無いこと
から，新たな耐性菌を創出してしまう懸念が無いことも
利点として挙げられる．我々は空気環境に存在する微生
物の除菌・殺菌技術の開発を目的として，コロナ放電に
着目した．コロナ放電は放電とともに発生する電流量が
数μA程度と非常に小さいため消費エネルギーが小さく，
比較的静音であることから家庭用の空調・空気清浄機な
どへの応用も容易であると考えられる．

本研究では家庭用機器への応用を視野に入れコロナ放
電を用いた気中に浮遊する微生物の除菌についての評価
を行った．具体的にはコロナ放電を発生させるために用
いる電源の電圧波形が除菌効果に与える影響について，
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電気用品安全法の基準内で家庭用電化製品に使用が適し
ている 7 kV 以下の電圧において調査を行った．またコ
ロナ放電による微生物の殺菌作用メカニズムを明らかと
するため，アース電極板状に塗布した細胞の表層ならび
に DNA への損傷の有無の調査を行った．

2．実験方法・手順
2.1　電源
本研究ではコロナ放電を発生するために数種の電源を

用いて図 1 に示す 6 種の電圧波形を生じさせた． 

直流正極 7 kV の電圧（図 1a），ならびに直流負極 4 

kV の電圧（図 1b），ならびに直流正極 4 kV に加え 4 kV

のパルス波形が重畳した直流パルス電圧（図 1c）を発
生させるためそれぞれ三菱電機社製の家庭用電化製品

（ルームエアコン，空気清浄機）に搭載されている電源
を用いた．ピーク電圧 6 kV の矩形波電圧（図 1d, e, f）は，
ファンクションジェネレーター（NF 回路設計ブロック
株式会社製 FUNCTION SYNTHESIZER 1915）で波形を
規定し，高圧電源（松定プレシジョン社製 HCO-10B2）
を接続し出力した．矩形波の Duty は 5％ （図 1d），50％

（図 1e），90％（図 1f）に設定した．またコロナ放電発
生時に流れる電流は，アース電極下流に設置した 1 kΩ

の抵抗にかかる電圧をテスター（三和電機計器株式会社　
CD-710C）で計測しオームの法則より求めた．直流正極
7 kV の電圧，直流負極 4 kV の電圧，直流正極 4 kV に
加え 4 kV のパルス波形が重畳した直流パルス電圧，ピ
ーク電圧 6 kV の矩形波電圧それぞれを用いた時の電流
値はそれぞれ 2.5×10–6 ，-8.0×10–6 ，11.3×10–6 ，9.1×
10–6 A であった．

2.2　殺菌対象微生物の調製
本研究では気中に浮遊させる除菌対象として，ブドウ

球菌 Staphylococcus 属に属し多剤耐性菌・日和見感染菌
として問題となる黄色ブドウ球菌とは近縁種でありなが
らヒトへの病原性の心配が無く拡散防止措置 P1 レベル
の実験室で取り扱うことが可能である表皮ブドウ球菌 S. 

epidermidis （NBRC 100911）を用いた．表皮ブドウ球菌は，
寒天培地上で十分に増殖し，下記の簡便な手順で夾雑物
が少ない表皮ブドウ球菌懸濁液を調整できる．表皮ブド
ウ球菌を表皮ブドウ球菌培養用寒天培地（ペプトン 1％

（w/v），酵母エキス 0.2％，MgSO4・7H2O 0.1％，寒天末 

1.5％）上に植菌し 37℃で 20 時間培養した．これに滅菌
済み蒸留水を 5 ml 添加し，寒天培地表面の表皮ブドウ
球菌を懸濁した後，滅菌済みガーゼを用いたろ過により
寒天培地の断片を取り除いたものを試料とした．

またコロナ放電が微生物細胞表層に与える損傷の調査
には清酒酵母協会 7 号を用いた．清酒酵母はエタノール
発酵性が高いため，実験系へのエタノールの混入を防ぐ
ために酵母を YPD 培地（ペプトン 2％，酵母エキス 1％，
グルコース 2％）を用いた好気条件下 37℃で 16 時間培
養後，遠心分離し培養液と菌体を分離し洗浄を行った．
洗浄の具体的な手法は分離した菌体を滅菌済み蒸留水に
懸濁することで菌体を洗浄し，再度遠心分離することで
菌体を回収した．本操作を 2 回行ったものを試料として
用いた．

2.3　  浮遊菌除菌試験に用いた実験装置ならびに実験
操作

表皮ブドウ球菌を浮遊させる空間として容量 196 L の
アクリル製ボックス（563×483×731 mm）を用いた .

アクリルボックス内にコンプレッサー式ネブライザ（オ
ムロン株式会社 NE-C28）を設置し，これを用い上記で
調製した表皮ブドウ球菌懸濁液をアクリルボックス内に
噴霧した．噴霧した菌体をアクリルボックス内に拡散す
るためにファン（STYLE ELECTRONICS 889B10-W）を
アクリルボックスの中央に設置した．コロナ放電を発生
させるための 0.3 mmφ ステンレス製針電極と 10×10 mm

図 1　  コロナ放電発生時の電圧波形 ; 直流正極（a）， 直流負
極（b），直流重畳パルス（c），矩形波 duty 5％（d），
矩形波 duty 50％（e），矩形波 duty 90％（ f）．

Fig.1　  Voltage waveforms of corona discharge plasma; DC positive 
（a）， DC negative （b）， DC pulse （c）， rectangular wave 

duty 5％ （d）， 50％ （e）， 90％ （ f）．
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ステンレス製アース電極板を電極間距離 10 mm となる
ように設置したユニット（図 2a）はファンの下ボック
ス中央に設置し，各電極は電線を介しそれぞれアクリル
ボックス外にて電源と接続または接地した．アクリルボ
ックスの上部からエアーポンプ（東京デオドラント株式
会社 AirPump JP-500）により内部の気体を 2 L/min の流
量で吸引し，インピンジャー（柴田化学株式会社 ミゼ
ットインピンジャーG-1 型）内に封入した生理食塩水に
トラップした後アクリルボックスへの循環を行うことで
浮遊菌体の回収を実施できる環境を構築した（図 2b）． 

浮遊菌体の回収と放電試験は下記の手順で行った．フ
ァンを稼働後，ネブライザーを用い菌体懸濁液 2 ml を 5

分間かけて噴霧した．ファンは試験中常に稼働させてい
る．噴霧した菌体がアクリルボックス内に十分行き渡ら
せるため 2 分間放置した後，ポンプを 5 分間稼働しイン
ピンジャー内の生理食塩水 5 ml に浮遊菌体を回収した．
この回収したサンプルを処理時間 0 分のサンプルと定義
した．次に電源から種々の電圧を電極に印加しコロナ放
電を発生させた．コロナ放電発生開始から 5 分後再びポ
ンプを 5 分間稼働し浮遊菌体を回収し，これを処理時間
10 分のサンプルと定義した．以降同様の操作を繰り返
し，各処理時間のサンプルを回収した．

2.4　放電による微生物細胞損傷の調査
細胞の表層と細胞内の DNA に着目し，コロナ放電に

よる微生物細胞の損傷について微生物を固体表面に塗布
した状態で放電に暴露させることで調査を行った．具体
的には酵母では 4×105 Colony Formation Unit （CFU）に，
表皮ブドウ球菌では 4×106 CFU に調製した微生物懸濁
液 40 μl を 10×10 mm のステンレス板上に滴下，3 時間
風乾し，これをアース電極としてコロナ放電を発生させ
ることで菌体の放電への曝露を行い，蒸留水で洗い流す
ことにより菌体を回収し各損傷を調査した．

細胞表層の損傷の調査は走査型電子顕微鏡 FE-SEM

（日本電子株式会社製 JSM-7401F）により観察を行った．
また，細胞表層を蛍光物質により標識した酵母細胞を用
いて分子・微細構造レベルでの損傷についても調査を行
った．実験操作はすべて可能な限り遮光状態にて実施し
た．酵母細胞表層の蛍光標識には酵母細胞表層に多数存
在するハイマンノース型糖鎖を特異的に認識する Jack 

Bean 由来レクチン Con A2, 3）をフルオレセインイソシア
ネート（FITC）により蛍光標識した Con A-FITC を用い
た．放電への暴露・菌体の回収の後，蛍光の減衰を蛍光
顕微鏡（ニコン社製 TE-2000U）ならびに蛍光分光光度
計（島津製作所社製 RF-5300PC） を用いて測定した．

DNA の損傷は表皮ブドウ球菌を用い調査を行った．
表皮ブドウ球菌ゲノムにコードされるヒートショックプ
ロテインをコードする遺伝子 HSP60 ならびに HSP104

をターゲットとし，それぞれ（5＇- GGGGACGGTACA 

ACTACAGC -3＇, 5＇- GTCACTTGCAGCCCCTACTT -3＇）な
らびに（5＇- ACAAACTTCAATGGAACAACAATCA -3＇, 5＇- 
ACAGTTCAACAGCACGGTCA -3＇）のプライマーセット
を用い Takara Taq（タカラバイオ株式会社製）をポリメ
ラーゼとして用いた Polymerase Chain Reaction （PCR）
により増幅を実施した．グラム陽性菌表皮であるブドウ
球菌は熱により容易に溶菌することから，PCR の鋳型
としてゲノムを用いるためにブドウ球菌懸濁液を PCR

反応系へ用いた．PCR 産物をそれぞれ電気泳動法にて
分析することでコロナ放電によるゲノム DNA への損傷
を調査した．

3．実験結果および考察
3.1　コロナ放電による気中浮遊表皮ブドウ球菌の除菌
一定の空間内にネブライザーを用いて噴霧し浮遊させ

た表皮ブドウ球菌に対するコロナ放電の除菌効果を確認
した（図 3a, b）．コロナ放電を発生させない場合におい
てもアクリルボックス壁面への付着や底面への落下によ
る自然減衰により，空間内に浮遊する生菌数は 30 分後に

図 2　放電ユニット（a）ならびに実験装置（b）の模式図
Fig.2　Schematic of discharge unit （a） and experimental setup （b）．
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は 1 桁程度減少することを確認した．一方で，コロナ放
電を発生させた場合においてはいずれの電圧波形を用い
た場合においても，発生させない場合と比較して浮遊す
る生菌数の有意な減少が確認された．中でも直流重畳パ
ルスと Duty 90％の矩形波を印加した場合に最も減少効果
が高く30分の処理によりおよそ3桁の減少が確認された．

この 3 桁の減少の原因としてはコロナ放電による殺菌
効果，および電気集塵と同様コロナ放電により発生した
荷電粒子の浮遊菌体への付着によりアース電極板ならび
にアクリルボックス内壁への集積の和により生じている
ことが考えられる．コロナ放電が発生する針電極の近傍
直下にあるアース電極上への集積の可能性が最も高く，
コロナ放電による殺菌も期待できる．

そこで直流重畳パルスを用いた場合について，30 分
の処理後のアース電極板に存在する生菌数の測定を行
い，減少した全生菌数との比較を行った（図 4）．

その結果アース電極に集積されていた生菌数は減少し
た生菌数のおよそ 10％程度であった．コロナ放電によ
る殺菌効果により一部は殺菌されていると考えられるの
で，死菌体を含めると浮遊菌全体の 1 割以上はアース電
極へ集積していることが明らかとなった．またこの際ア
クリルボックス内のオゾン濃度は我々が所有するオゾン
濃度計（ダイレックス社製 MODEL 1700）の検出限界
0.01 ppm 以下であり，ヒトの嗅覚に感知されるような濃
度のオゾンによる通常のオゾン殺菌は起こっておらず，
荷電粒子や電子衝突に起因する殺菌が起こっていると考
えられる．

浮遊菌体への除菌効果は直流電圧と比較して直流重畳
パルスが大きく，矩形波の中では Duty の大きい順，つ
まりは高電圧を印加している時間が長い順に効果が大き
かった．この結果より除菌効果は消費エネルギーに密接
に影響されていることが推測される．そこで処理時間
10，20，30 分の各時点での除菌効果を消費エネルギー
に対してプロットしたものを図 5 に示す．このグラフよ
りコロナ放電による気中浮遊菌の除菌において除菌効果

図 3　  直流または直流重畳パルス（a）または矩形波（b）電
源を用いたコロナ放電による表皮ブドウ球菌の除菌

Fig.3　  Time course of airborne S. epidermidis elimination by 
corona discharge plasma using DC and DC pulse （ a） or 
rectangular waves （b） as applied voltages.

図 4　生菌率の減少に占めるアース電極への集塵効果
Fig.4　Effect of precipitation on decrease of living cell.

図 5　  消費エネルギーが表皮ブドウ球菌除菌効果に及ぼす影
響 : 処理時間 10（a），20（b），30（c）分．

Fig.5　  Effect of consumed energy on airborne S. epidermidis 
elimination at 10 （a）， 20 （b） and 30 （c） min.
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は消費エネルギーに依存し，印加電圧波形には影響され
ないことが示された．以上の結果より，以下の実験では
商用利用に適した規格を有し出力が高く短時間での除菌
が可能である直流重畳パルス電源を用いて実験を行っ
た．

3.2　コロナ放電による細胞表層の損傷
ステンレス板上に塗布した酵母細胞に対して FE-SEM

観察を実施し，コロナ放電処理の有無による固体表面上
に付着した細胞の外観の変化の調査を行った．強力なコ
ロナ放電に暴露させることで Penicillium expansum の芽
胞に顕著な損傷が生じることが報告されている 4）．FE-

SEM 観察の結果を図 6 に示す．いずれの SEM 画像にお
いても細胞の輪郭がはっきりと確認され，夾雑物に細胞
が埋まっていないことが確認される．また 6 時間のコロ
ナ放電処理を行った細胞の FE-SEM 観察画像（Fig. 6b）
はコロナ放電処理を行っていない細胞（Fig. 6a）と比較
して外観の大きな変化は確認されず，本系で用いたよう
な弱いコロナ放電処理では細胞が大きく破損することは
無いことが確認された．

次に FITC 標識したレクチン Con A により予め細胞表
層を蛍光標識した酵母を用いて SEM 観察では確認でき
ないコロナ放電による微生物細胞表層の分子・微細構造
レベルでの損傷の有無を調査した．酵母細胞表層にはハ
イマンノース型糖鎖修飾を受けたタンパク質が多数局在
しており，レクチン Con A はこのハイマンノース型糖鎖
を認識し結合する．コロナ放電への暴露により予め蛍光
標識した酵母細胞の蛍光強度低下が確認されれば，細胞
表層に局在したレクチン，蛍光色素，細胞表層タンパク
質，糖鎖などの分子や構造が損傷を受けていることが明
らかとなる．直流重畳パルスを電源として蛍光標識した
酵母細胞へのコロナ放電処理を実施した．コロナ放電処
理前後の蛍光標識酵母の蛍光顕微鏡写真を図 7 に示す．
コロナ放電処理前の酵母の蛍光顕微鏡写真では酵母細胞
の輪郭に緑色蛍光が局在していることが確認され，細胞

表層に Con A-FITC が結合していることが確認される（図
7a）．一方，3 時間のコロナ放電処理後の酵母の蛍光顕
微鏡写真では，酵母細胞の輪郭に局在している緑色蛍光
が弱まっていることが観察された（図 7b）．この結果よ
りコロナ放電への暴露により酵母細胞表層に存在する
FITC，Con A ならびに細胞表層タンパク質が損傷を受け
ていることが確認され，コロナ放電は微生物細胞表層構
造へ損傷を与えることが示された．

Con A-FITC 標識酵母細胞の蛍光強度の減衰について
他の殺菌技術，オゾンならびに UV への曝露について調
査を行いコロナ放電への暴露と比較を行った．オゾンへ
の曝露はオゾン濃度 1,700 ppm のオゾンを用い流量 0.5 l/

min で 1 時間曝露を行うことで実施した．また，コロナ
放電によって生じる UV が蛍光強度の減衰に与える影響
についても調査を行った．UV 処理は蛍光標識し固体表
面に塗布した酵母細胞を石英セルに密封したのち高電圧
針電極 - アース板電極間距離と同距離の場所に設置する
ことで UV への曝露を 3 時間行った．それぞれの処理を
行った酵母細胞の蛍光強度測定結果を図 8 に示す．オゾ
ン処理では 1 時間の処理後の細胞では蛍光は確認され
ず，蛍光顕微鏡観察でも蛍光を発する酵母細胞は確認で
きなかった．オゾンによる微生物の殺菌には細胞の表層
である細胞膜の破壊が大きく影響していることが明らか

図 7　  コロナ放電処理の前（a）， 後（b）の細胞表層蛍光標
識酵母の蛍光顕微鏡写真．

Fig.7　  Fluorescence microscopic analysis of cell-surface 
fluorescence stained yeast cells before （a） and after （b） 
corona discharge plasma exposure.

図 6　  FE-SEm 観察による細胞損傷の確認：コロナ放電処理
有（a），コロナ放電処理無（b）．

Fig.6　  Scanning electron microscopic analysis of yeast cells 
without （ a ） and with （ b ） corona discharge plasma 
exposure.

図 8　  コロナ放電，オゾン，UV への曝露による細胞表層蛍
光標識酵母の蛍光強度の変化．

Fig.8　  Change of fluorescence intensity of cell-surface stained 
yeast cells after corona discharge plasma， ozone andUV 
exposure discharged plasma.
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となっており 5），酵母細胞の場合にも同様に細胞表層に
損傷が起きたため蛍光が消失したものと考えられる．
UV への曝露では蛍光強度の減衰が確認されたものの同
じ処理時間である 3 時間のコロナ放電処理を行ったもの
に比べ減衰の程度は小さかった．このことよりコロナ放
電による細胞表層に修飾した蛍光の減衰は放電とともに
生じる UV への曝露の効果は小さく，その大部分が放電
によって生じる活性種によるものであることが示唆され
る．石英ガラスにより活性種・荷電粒子を遮断し UV へ
の暴露のみでは寒天培地上の微生物に対し殺菌効果はほ
とんど確認されなかったという報告もあり 6），UV は殺
菌にあまり関与しないこと，活性種の大部分が極めて短
寿命であることを考えると殺菌対象が放電空間を通過す
るあるいはアース電極上へ効率的に集積することが殺菌
効果を発揮するための大きな因子となっていることが示
唆され，今後気体の流れの制御を考慮に入れた検討が必
要だと考えられる．

コロナ放電による蛍光強度の減衰と殺菌効果の相関を
調べるため，各処理時間後の蛍光強度の減衰と殺菌され
た細胞数それぞれについて初期値に対する比の比較を行
った（図 9）．蛍光強度の減衰と殺菌率には相関がある
ものの，いずれの処理時間においても蛍光強度の減衰率
に比べ殺菌率は大きくなり単純な線形の相関は成り立た
ないことが確認された．この結果より殺菌のメカニズム
として単純に細胞の表層から均一な損傷が生じ，その結
果に比例して殺菌が引き起こされるというメカニズムは
否定される．殺菌が引き起こされるメカニズムとしては
細胞の表層からの損傷に加え，細胞の機能を喪失させる
局所的な表層の損傷や DNA などに代表される細胞内物
質の損傷などもその原因の一部として考えられる．

3.3　コロナ放電によるDNAの損傷
表皮ブドウ球菌を用いコロナ放電による固体表面上に

付着した微生物細胞に内包されている DNA への損傷を

ゲノム DNA を鋳型とした PCR を行い産物を電気泳動に
より解析することで調査した（図 10）．

コロナ放電への暴露は 3 時間行った．HSP60 をターゲ
ットとした PCR において，無処理の表皮ブドウ球菌ゲ
ノム DNA を鋳型とし PCR を行った反応液を用いた電気
泳動結果（図 10 レーン 2）では，特異的な DNA 断片の
増幅を示す明瞭なバンドが確認され，マーカー（図 10

レーン 1，6）との比較により DNA 断片のサイズは 900 

bp 程度であることから PCR によりプライマー設計通り
に特異的に増幅が行われていることが確認された．一方
でコロナ放電処理を行った表皮ブドウ球菌ゲノム DNA

を鋳型とした場合（図 10 レーン 3）では PCR による特
異的な増幅は確認されなかった．また，HSP104 をター
ゲットとした場合においても HSP60 をターゲットとし
た場合ほどではないものの PCR 産物を用いた電気泳動
結果に差異が確認された．無処理の表皮ブドウ球菌ゲノ
ム DNA を鋳型とした場合（図 10 レーン 4）に比べ，コ
ロナ放電処理を行った表皮ブドウ球菌ゲノム DNA を鋳
型とした場合（図 10 レーン 5），PCR による特異的な
DNA 断片の増幅が減少していた．これらの結果は，コ
ロナ放電処理を行ったサンプルでは鋳型として PCR に
より増幅可能な無傷のゲノムが減少したために生じてい
ると考えられ，コロナ放電によりゲノム DNA に損傷が
生じることが示唆された．培養液中のヒト細胞へ誘電体
バリア放電（DVD）を照射した際には中性活性種によ
り DNA の損傷が引き起こされるとの報告もあり 7），本
研究で観察された固体表面上の微生物の DNA の損傷に
ついても同様に中性活性種の関与が示唆される．

3.2 および 3.3 の実験結果より，コロナ放電暴露によ
る細胞損傷は外部から均一かつ一様に分解されているわ
けではなく，外表面の蛍光が観察される状態でも内部の

図 9　蛍光減衰率と殺菌率の比較
Fig.9　  Comparison between fluorescence quenching and 

inactivation.

図 10　  コロナ放電による表皮ブドウ球菌内包 DNA の損傷の
調査

Fig.10　  Analysis of damage to genomic DNA of S. epidermidis by 
corona discharge.
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DNA が損傷していることが確認された．まず細胞表層
の一部が破壊され，DNA を含む内容物の分解も進行す
ると考えられるが，殺菌のメカニズムについてはさらに
検討が必要である．

4．結言
コロナ放電を用いた閉鎖空間内における気中浮遊菌に

対する除菌効果の検討と，コロナ放電への曝露による微
生物細胞の損傷について微生物細胞表層と細胞内に内包
されている DNA に着目した調査を行い，以下の結果を
得た． 

（1）  コロナ放電を発生させることにより気中浮遊菌は有
意に減少し，コロナ放電により気中浮遊菌を十分に
除菌可能であることが明らかとなった．また電気集
塵的にアース電極に集積された菌数は減少した菌の
うち少なくとも 10％以上であることが示された． 

（2）  コロナ放電による気中浮遊菌への除菌効果は消費エ
ネルギーに依存し，印加する電圧波形には影響され
ないことが明らかとなった．

（3）  蛍光色素を用いて細胞表層を標識した酵母を用い，
コロナ放電により微生物の細胞表層構造が損傷を受
けることを示した．

（4）  蛍光強度の減衰率と殺菌率にはおおよその相関があ
るものの殺菌率の方が高くなる傾向があることか
ら，細胞表層の損傷と殺菌の間には単純な線形の相
関は成り立たないことが明らかとなった．

（5）  コロナ放電処理を実施した表皮ブドウ球菌ゲノムを
鋳型とした PCR とその産物の電気泳動解析により，
コロナ放電により微生物細胞に内包される DNA に
損傷を与えることが示唆された．
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