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Abstract 

Recently, atmospheric-pressure nonequilibrium plasmas called “cold plasmas” have received much attention in view 

of their environmental and bio-medical applications.  In cold plasma, various radical species such as atomic oxygen 

and OH are generated and these radicals play an important role in degradation of toxic organic compounds and 

sterilization of bacteria and fungi.  So, many kinds of cold plasma devices have been developed so far. 

In this study, the cold plasma generated in contact with water was used to chlorophenols degradation and the 

influence of the plasma treatment was evaluated by means of the Daphnia magna acute immobilisation test.  The cold 

plasma irradiation on the M4 medium which is the breeding water for Daphnia magna was also conducted to check the 

toxic effect of plasma treatment. 
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１． 緒言 

 

プラズマとは、原子が電子と原子核に電離してい

る状態で、全体として中性な自由に動く電荷粒子の

集まりである。化学反応に必要なエネルギーは、数

eV であり、温度に換算すると約 104 K となる。プラ

ズマ中の電子イオン温度は約 104 K 以上であり化学

反応に十分に影響すると予想される。地球誕生当初、

地球は原始ガス(CH4、NH3、N2、H2、H2O)で充満し

ており、プラズマにより原始ガスから有機物が合成

されて原形質が生成し、生命体に進化していったと

するオパーリンの仮説がある。ミラーの実験では、

原始ガス組成近似の混合気体に 60,000 Vの高圧をか

けて放電するとアミノ酸が合成されることが実証さ

れている。これらのことから、環境中の化学物質や

生物へのプラズマの与える影響は少なくない。プラ

ズマを用いた技術としては、電気溶接、切断などが

古くから用いられている技術であるが、高温高密度

のプラズマによる核融合などの未来の技術もある。

環境分野においては、アルゴンガスによる誘導結合

プラズマ（ICP）を用いた機器として、ICP-AES（ICP

発光分光分析装置）や ICP-MS（ICP 質量分析装置）

装置などが開発されている。これらの装置は、環境

分析や無機化学分析において必要不可欠な研究ツー

ルのひとつになっている。近年は、低温プラズマ（以

下プラズマとする）による新技術の開発も盛んに行

われている。ブラウン管に替わるプラズマテレビ、

空気清浄機や一部の家電製品に含まれるプラズマク

ラスターによるクリーン技術等が有名である。その

他にも集積回路の微細加工、薄膜合成などにも使わ

れる。また一方で、有害物質の分解・微生物の滅菌

処理などの研究も行われている。例えば、揮発性有



機物質（VOC）、難分解性のダイオキシン類、大気

汚染物質（NOx、SOx、フロン類）の分解について、

紫外線による分解法とともに化学物質を使わない分

解法として注目されている。これまで、プラズマ生

成には減圧状態が必要であり、他方で常圧プラズマ

は高温状態となるため、水溶液への直接の照射は困

難だった。近年、大気圧下で液面へのプラズマ照射

が可能となり、プラズマを用いた水質汚染の改善、

水質浄化、生物の効率的な培養等が期待できる 1)－7)。 

本研究では、プラズマの安全性評価にミジンコ急

性遊泳阻害試験を用いた。この試験方法は、OECD

テストガイドライン等により、化学物質の生態毒性

を評価する上で重要な試験法となっている 8)。また、

プラズマ処理による分解試験には、化学物質として

クロロフェノールを選んだ。クロロフェノール類は、

様々な工業化学製品の中間体として使用されており、

農薬などにも用いられている 7), 9)。また、プラズマ

処理の超純水や M4 培地などに対する影響について

も調べた。本研究は、それらの影響や原因を明確に

することでプラズマ処理の有用性を評価することを

目的とした。 

 

２． 実験方法 

 

2. 1 オオミジンコの飼育 

オオミジンコの飼育は、OECD テストガイドライ

ン TG202 8) に準拠して、飼育水は Elendt M4培地（以

下 M4 培地）、飼育密度は 20 頭/ L、水温は 20±2℃で

行った。培地の調製には超純水（ミリポア製

Academic-Q10、東京）を使用した。容器には、ふた

をした 1L ビーカーを用いた。常時エアレーション

を行い、定温とするため流し台に栓をして、ヒータ

ー（ニッソー製 New IC オート 100）クールユニッ

ト（GEX 製 GXC-200）ポンプ（コトブキ製 POWER 

BOX 55）を用いた。光周期は、16 時間明/8 時間暗

として、鑑賞魚用の照明器具を用いて行った。餌は、

クロレラ（Chlorella vulgaris）を培地中濃度が 1×109 

cells / mL となるようにクロレラ給餌溶液を 1 mL / L

を毎日加えた。オオミジンコの個体数、水温は毎日

記録し、1 日おきに換水を行った。 

クロレラには、クロレラ V12（クロレラ工業製、

福岡）を用い、原液の細胞数をカウンティングチャ

ンバー（ビルケルチュルク血球計数板）により顕微

鏡を用いて観察し、細胞数を計算した。M4 培地を

用いて遠心分離により 2 回洗浄した後、再び培地で

1×106 cells / mL となるように調整し、クロレラ給餌

溶液とした。 

 

2. 2 急性遊泳阻害試験 

分解試験には、化学物質として 2-クロロフェノー

ル（CAS No. 95-57-8、MW = 128.56、特級、東京化

成工業製、東京）を用いた。オオミジンコ急性遊泳

阻害試験は、OECD ガイドライン TG202 に準拠して

行った 1)。M4 培地を入れた 100 mL ビーカーに試験

原液を設定した濃度になるように加えて、5 濃度区

と対照区を作成した。作成した各濃度区と対照区の

水温、pH、溶存酸素量(DO)は、試験開始時と試験終

了時（48 時間後）に測定した。水質測定には、水温

計（SATO 製 SK-250WPII-K）、pH 計（HORIBA 製

D-53T）および溶存酸素計(YSI 製 Model 55 )を用い

た。試験には、24 時間以内に産まれたオオミジンコ

の仔を使用した（20 頭／濃度区）。このとき、初産

個体の使用は避けた。24 時間後および 48 時間後に

ミジンコの状態および個体数を実体顕微鏡により観

察して記録した。ビーカーを軽くゆすっても動かな

い個体と死亡個体を影響されたとみなした。影響の

強さは、半数影響濃度(EC50)で評価した。試験は、

クールインキュベーター(IWAKI 製 ICB-151LN)内

にて行った。 

 

2. 3 プラズマ処理の安全性評価法の開発 

i)プラズマの生成 

プラズマの生成には、鶴岡工業高等専門学校 電気

電子工学科において作製された大気圧グロープラズ

マ装置を用いた 10)。導入ガスは、ヘリウムガス、導

入量 0.05 MPa、入射電力 4 W とした。 

ii) 処理のタイミングと静置時間の検討 

プラズマ照射時間における影響を調べる実験では、
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ビーカーにM4培地を100 mL入れそれぞれについて

プラズマ処理を行った。プラズマ処理を行う時間を

それぞれ、0、2、4、6、8 および 10 分間と設定した。

また、0、1、3、10、20 および 30 分間として急性遊

泳阻害試験を行った。 

プラズマ処理をどの段階で行うかの検討では、 

調整済みであるM4培地を100 mLずつビーカーにい

れたもの 5 個と M4 培地に調整前の超純水をビーカ

ーに 100 mL ずつ入れたもの 5 個を用意し、それぞ

れについてプラズマ処理を行った。その時の照射時

間は 0、2、5、10 および 20 分間とした。プラズマ

処理を行ったものについて 1 分間のバブリングお

よび、10 分間の静置をしたのちに急性遊泳阻害試験

を行った。 

プラズマ処理後の静置時間の検討では、ビーカー

に M4 培地を 100 mL 入れ、それぞれ 10 分間プラズ

マ処理を行った。各ビーカーについて 0、24、48 お

よび 72 時間静置した後、それぞれミジンコ急性遊泳

阻害試験を行った。 

 

iii) プラズマ処理生成物の分析と分解法検討 

プラズマ処理により、ミジンコに影響する生成物

として、オゾンや過酸化水素が生成する可能性があ

り、これらの水中濃度を分析した。超純水 100 mL

に対してプラズマ処理を 5、10、15、20、25 および

30 分間行い、処理後のオゾンと過酸化水素の濃度は、

デジタルパックテスト（共立理化学研究所製

DPM-MT-SE）の各測定用試薬（オゾン：WAK-O3、

過酸化水素：WAK-H2O2（C）および WAK-H2O2）

を用いて測定した。 

また、照射時間と撹拌方法を検討するためインジ

ゴカルミンのプラズマ処理による分解実験を行った。

インジゴカルミン（特級、和光純薬製、大阪）は、

0.50、1.0、1.5、2.0、2.5 および 3.0（×10－5）mol / L

の濃度で 610 nm において吸光度を測定し検量線を

作成した。インジゴカルミン水溶液 1.0×10-5 mol / L

を調整しプラズマ処理を行った。処理方法は、全く

攪拌しないもの(サンプル採取時は撹拌した)、スタ

ーラーで常に攪拌したもの、［1 分間プラズマ処理・

20 秒間スターラーで攪拌・10 秒間静置］を繰り返し

たものの３通りで行った。それぞれ、5、10、15 お

よび 20 分後に吸光度を測定した。 

 

2. 4 化学物質の分解とミジンコによる安全性評価 

 2-クロロフェノールのミジンコに対する影響を調

べるため、はじめに 1、2、4 および 8 mg / L の濃度

になるように設定し、急性遊泳阻害試験を行った。

つづいて、プラズマ処理による安全性評価を行うた

め、2-クロロフェノールが 0.5、1、2 および 4 mg / L

の濃度となるように調製し、プラズマ処理を 10 分間

行い 4 日間静置したもの、なにもせず 4 日間静置し

たものを用意したのち、エアレーションしてから急

性遊泳阻害試験を行った。 

 

３． 結果と考察 

 

3.1 処理のタイミングと静置時間 

i) プラズマ照射時間とミジンコへの影響 

プラズマの照射時間とミジンコ急性遊泳阻害を調

べた結果を Fig. 1 に示した。プラズマ照射の時間と

ともに阻害率が上がり、プラズマ処理が 20 分を超え

る場合にほぼ 100%になった。何も化学物質を入れ

ていない条件でミジンコに阻害が出てしまっては、

安全性評価を行うことはできない。このため、プラ

ズマ処理を行う時間は、8～10 分間よりも少なくす

るか、何らかの対処法を見つける必要が生じた。 

 

Fig. 1 Daphnia inhibition in plasma exposure. 

そこで、プラズマ照射による影響がどの段階で生
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前後の比較を行った。Fig. 2 は、培地調製前の超純

水にプラズマ照射したもの（Ultrapure water；点線）

および M4 培地調製後にプラズマ照射したもの（M4 

medium；実線）とミジンコ急性遊泳阻害試験との結

果である。いずれも 2～5 分間のプラズマ照射では、

ミジンコに影響を及ぼさず、10 分間より前に影響が

現れ、20 分間で阻害率が 100%とほぼ同様な傾向で

あった。

 
Fig. 2 Influence of plasma on a M4 medium. 

 

また、急性遊泳試験を行った際の溶存酸素量(DO)

と水温は、いずれも 7.7～8.8 DO mg / L、20.1～20.2℃

で安定していた。ただし、プラズマ処理を 20 分間行

った際の水温は 21.1℃だったが、この温度は、ミジ

ンコの成育に大きく影響する値ではない。 

以上の結果は、超純水にプラズマ処理をしたもの

と M4 培地にプラズマ処理をしたものの阻害率、水

温、DO ともに近い値を示していることを考えると

培地成分には影響せず、超純水（水）に何らかの影

響を及ぼす成分が生じた事を示唆した。 

 

ii) 静置時間とミジンコ急性遊泳阻害率 

水面へのプラズマの照射は、オゾンの発生を誘導す

るとが考えられた 4)。オゾンは、酸化力が強く殺菌、

酸化作用があるため、ミジンコに影響を与えた可能

性がある。しかし、オゾンは不安定な物質でもあり

水中で速やかに消失してしまう。プラズマ照射処理

後に静置時間を設ければ、これらの影響が緩和され

ると考えた。Fig. 3 は、静置時間とミジンコ急性遊

泳阻害との結果である。24h の場合は、阻害率が

82.5%と高い数値を示したが、48h 後の場合は 17.5%

と大きく減少した。オゾン以外の化学物質が生成し

ていれば、静置時間を設けてもオオミジンコは阻害

を受けると予測されるため、Fig. 2 の結果を合わせ

プラズマ照射が培地成分に対して影響したとは考え

にくい。しかしながら、72 時間でも阻害率が 0%に

近づかなかったので、オゾン以外の化学物質が生成

していることが考えられた。 

 

 

Fig. 3 Effect of the static condition. 

 

3. 2 プラズマ処理生成物の分析と分解方法検討 

i) プラズマ処理生成物の分析 

水面にプラズマ照射をした場合、オゾン以外の物質

として、大気中に含まれる窒素（N₂）、酸素（O₂）

に関連する物質が生成すると考えられた 3)―7)。 

N + O2  → NO + O …（I） 

N + NO → N2 + O  …（II） 

N2 + O2 → N2O + O …（III） 

N2 + O2 → N2 + 2O …（IV） 

HO2 + O → O2 + OH …（V） 

OH + O3 → O2 + HO2 …（VI） 

HO2 + O3 → 2O2 + OH …（VII） 

O + H2O → 2OH  …（VIII） 

H2O2 + e－ →・OH + OH …（IX） 

・OH + H2O2 → H2O + ・HO2 …（X） 

O3 + H2O2 →・OH + O2 + HO2 …（XI） 

上式のような反応により、窒素酸化物および過酸化

水素が候補として挙げられた。しかし、(I)～(IV)式

で生成される窒素酸化物は、硝酸イオン（NO3
－）と

なる。硝酸イオンは、培地成分としてかなり多く含

まれ、窒素源となるため候補からは除外した。そこ
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で、（V）～（XI）式うち測定可能なオゾンと過酸化

水素の発生量とプラズマ処理時間の関係を調べ、そ

の結果を Fig. 4 に示した。プラズマの照射時間とと

もにオゾン、過酸化水素とも濃度が上昇することが

確認できた。オゾンは、消失してしまいミジンコに

対する影響は不明である。過酸化水素は、これも安

定な物質とは言えないが、既報の研究で EC50 = 2.32 

mg / L 11)であるとされている。今回の過酸化水素の

分析結果をみると、10 分間でオオミジンコに影響す

る濃度になったと考えられる。 

 

  

Fig. 4 Concentration of oxidants. 

 

ii) プラズマ処理による分解方法の検討 

インジゴカルミン溶液を用いて、撹拌方法により分

解に要する時間の短縮検討を行った結果を Fig. 5 に

示した。①全く攪拌しないもの(サンプル採取時は撹

拌した)、②スターラーで常に攪拌したもの、③間欠

攪拌のもの（1 分間プラズマ処理・20 秒間スターラ

ーで攪拌・10 秒間静置）の 3 通りを比較した結果、

①と②はほぼ同様の傾向を示した。③の方法では、

①と比較してほぼ半分の時間でインジコカルミンが

分解でき、分解時間の短縮が可能となった。①は、

既に分解できたところのみにしかプラズマがあたら

ず、非効率的な処理となっていると考えられる。③

では、一律なプラズマ処理効果が得られたのではな

いかと考えられる。②は、撹拌し続けたものの①と

ほぼ同様だった。本研究でのプラズマ処理は、水表

面への照射だったため、液面の安定が処理効率に大

きく寄与していたことが示唆された。撹拌により、

波立っている液面よりも穏やかで安定している液面

のほうが、均一かつ効率的に照射できる可能性を示

唆した。 

 

Fig. 5 Various stirring method on resolution of Indigo 

carmine. 

 

3. 3 化学物質の分解とミジンコによる安全性評価 

i) 2-クロロフェノールの急性遊泳阻害試験 

陽性対照として、オオミジンコに対する 2-クロロ

フェノールの影響について、急性遊泳阻害試験を行

った。この結果は、Fig. 6 に示したように EC50 = 約

2.0 mg / L と既報の結果 12) とほぼ同様な値だった。 

 

Fig. 6 Effect of 2-chlorophenol. 
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ii) 化学物質の分解と安全性評価 

プラズマ処理により、ミジンコに対して影響を与

えないか、すなわちどれだけ環境生態系に対する安

全性が向上したかを確認する実験を行った。Fig. 7

は、クロロフェノール にプラズマ処理した結果を示

した。実線（－）は、プラズマ処理を行ったもの、

点線（…）はプラズマ未処理のものである。点線で

示したものは、陽性対照（Fig. 6）とほぼ同じ試験で

あり、同様の用量反応曲線となった。ただし、静置

時間をおいた影響のためか、若干影響が強い結果と

なっている。プラズマ処理を行った用量反応曲線は、

プラズマ未処理のものと比べて、全体的にグラフの

右側にシフトしている。これは、ミジンコに対する

有害性が減少した、すなわちプラズマ処理の効果が

認められたことを示している。 

プラズマ処理で確認された結果は、プラズマによ

る直接の影響のほか、オゾンや過酸化水素の強い酸

化力により、2-クロロフェノールが反応して有害性

を減少させたと考えた 5)。また、前述の（IX, XI）式

より、OH ラジカルが生成することが分かっている。

この OH ラジカルが、2-クロロフェノールの分解に

関係したのではないかと考えられた。また、ミジン

コに対する安全性は向上した（EC50 値が約 1.1 → 

1.5 mg / L）が、いずれの濃度区においても無害化に

は至らなかった。完全な無害化には、その他の分解

法の組合せの検討など、更なる研究が必要である。 

 
Fig. 7 Effect with / without cold-plasma. 

 

４． 結論 
 

今回の実験から、水溶液へのプラズマ処理において、

長時間のプラズマ照射は、オゾンや過酸化水素の発生が

あり、安全性評価に注意を要するが、48～72時間以上の

静置時間により、問題が無いことを確認した。また、イ

ンジゴカルミンにより、短時間（10分間）な分解条件を

見出すことができた。2-クロロフェノールのプラズマ処

理では、プラズマ照射によりミジンコへの影響が緩和さ

れ、水環境生態系への安全性向上が確認できた。 

また、本研究で使用したプラズマ生成装置は、ヘリウ

ムガスを用いている。ヘリウムは、近年貴重な資源とな

っており、ロスの少ない条件を見出すことができた。 
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