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なお，本論文は Journal of Hard Tissue Biology に掲載予定の論文（Ryoichi Sato, 

Yasuhiro Namura, Natsuko Tanabe, Mayu Sakai, Akihisa Utsu, Keiko Tomita, Naoto 

Suzuki and Mitsuru Motoyoshi. Atmospheric-pressure plasma treatment with nitrogen 

induces osteoblast differentiation and reduces iNOS and COX-2 expressions, in press）

を基幹論文とし，窒素ガスを用いた大気圧プラズマ照射後の細胞培養培地の pH

測定結果を新たな実験データとして加えて総括したものである。 
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概 要 

大気圧プラズマジェット（atmospheric pressure plasma jet; APPJ）は医療機器

の滅菌，癌細胞への特異的な細胞増殖抑制および創傷治癒など医療用として広

く利用されている。特に，低温 APPJ は，被照射体が熱によるダメージを受ける

ことなく，生体への使用が可能であることから，新しい医療器具として期待さ

れている。 APPJは様々な気体を使用することが可能で，細胞への APPJ照射の

影響は，使用される気体の種類によって異なっている。しかし，窒素ガスを用

いた APPJ（N-APPJ）照射が骨芽細胞分化に及ぼす影響についての詳細なメカニ

ズムは不明である。そこで，N-APPJ 照射が骨芽細胞の分化に及ぼす影響を細胞

生物学的に検討することを目的として，本研究を企図した。具体的には, マウス

骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1細胞）の alkaline phosphatase（ALP）活性，骨芽細

胞分化促進関連転写因子として runt-related transcription factor 2および osterix，

細胞外マトリックスタンパクとして type I collagenおよび osteocalcin（OCN），加

えて inducible nitric oxide synthase（iNOS）および cyclooxygenase-2（COX-2）の

遺伝子およびタンパク発現を調べた。N-APPJ 照射を受けた培地は，MC3T3-E1

細胞の osterix，OCNと ALPの発現を促進し，また，ALP活性を増加させる一方

で，iNOSと COX-2の発現を抑制した。これらの結果は，培養培地への N-APPJ

照射が，MC3T3-E1 細胞の骨芽細胞への分化を促進させることを示唆している。  
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緒 言 

プラズマは，狭義では，部分的あるいは完全に電離しイオン化した気体であ

り，物理的特性が通常の気体とは異なり，固体，液体，気体に次ぐ第 4 の状態

として定義されている 1) 。プラズマの性質は，圧力，温度，密度，純度やガス

種などの条件によって異なる。酸素や窒素のような非貴ガスのプラズマは，弱

い紫外線や活性酸素など多くの反応種を発生することが知られ 2)，被照射体への

生理活性効果が期待される。 

生体へのプラズマ適用について，Lackmann ら 1）は，大気圧プラズマジェッ

ト（APPJ）照射による細菌不活性化が，DNA，タンパク質，細胞膜および細胞

壁などへの複合的影響によると報告している。また，Kaneko ら 3）は，低温大気

圧プラズマによって生成された水酸化物イオンの細胞膜透過性向上が生じると

報告している。さらに大気圧プラズマは，c-Jun N 末端キナーゼ（JNK）と p38

キナーゼが関与するシグナル伝達経路を介して生成される活性酸素/窒素種

（ROS / RNS）が，ミトコンドリアの摂動を促進することで癌細胞のアポトーシ

スを引き起こすともされる 4）。これらの報告は，大気圧プラズマによって直接的

に生成された ROS / RNSの毒性よってアポトーシスが誘発され細胞死をもたら

すことを示唆しているもので，大気圧プラズマの間接的な影響を調べたもので

はない。大気圧プラズマでは，設定条件や使用するガス種によって生じるプラ

ズマの性質が異なる。このため，非貴ガスによるプラズマが細胞分化や機能亢

進などに働く可能性も考えられるが，骨芽細胞に対しての生物学的有効性に関

する研究は少ない。 

骨代謝および骨リモデリングは，骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨

吸収が動的平衡を保つことで維持されている。骨芽細胞は，細胞分化を促進さ

せる様々な転写因子や石灰化物形成に関与する細胞外マトリックスタンパク
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（extracellular matrix proteins; ECMPs）を産生することで骨形成を調節している。

骨芽細胞分化の主要な転写因子である runt-related transcription factor 2（Runx2） 

とその下流の転写因子 osterix は，骨芽細胞による骨形成で重要な役割を担って

おり 5)，さらに osteocalcin（OCN）は骨芽細胞分化後期の石灰化物形成開始後に

産生される ECMPである。そこで，本研究は窒素ガスを用いた APPJ（N-APPJ）

が，骨芽細胞分化に及ぼす影響を検討した。具体的には N-APPJを照射した細胞

培養培地でマウス骨芽細胞様細胞（MC3T3-E1 細胞）を刺激し，骨芽細胞分化に

関与する転写因子，石灰化物形成に関与する ECMPsと alkaline phosphatase（ALP）

の遺伝子発現，タンパク発現および活性を調べた。加えて ROS / RNSへの影響

を調べるために N-APPJ 照射した細胞培養培地が inducible nitric oxide synthase

（iNOS）と cyclooxygenase-2（COX-2）の遺伝子およびタンパク発現と ALP 活

性に及ぼす影響について調べた。  



5 

 

材料および方法 

1. N-APPJ 照射と照射後の細胞培養培地の pH 測定  

細胞培養培地 20 mL に大気圧窒素プラズマとして N-APPJ（outflow 6 L/ min; 

Damage-Free-Multi-Gas Plasma Jet，PCT-DFJM-02; Plasma Concept Tokyo）を 0, 60, 

120 および 180秒照射し，培地を bubbling させた（Fig. 1）。なお，照射の距離は

培地の表面から約 5-10 mm 以内で照射され，非照射群は照射を行わなかった細

胞培養培地を使用した。細胞培養培地の pHの測定は N-APPJ照射後 0, 5, 10, 15, 

30, 60 および 180 分で，pHメーター（pHasion; Model C-73，AS ONE Co.）を用

いて調べた。 

 

2. 細胞培養 

MC3T3-E1細胞の培養は先行研究に準じて行った 6)。すなわち，細胞を 96 穴 

または 6穴プレートに 2.0×104 cells/cm2の密度で播種し，10%ウシ胎児血清（FBS; 

Hyclone），1%ペニシリン/ストレプトマイシン/アンホテリシン B（富士フィルム

和光純薬）を添加した alpha modified Eagle’s medium（α-MEM）を培地として用

い，37℃， 5％CO2存在下で 24 時間培養し，細胞の生着を確認した後，APPJ照

射培地の存在または非存在下で 1, 3, 5, 7, 10 および 14日間培養した。なお，APPJ

照射培地の交換は 3日毎に行った。 

 

3. 細胞増殖と ALP 活性 

MC3T3-E1細胞を 96 穴プレートに 2.0×104 cells/cm2の密度で播種し，N-APPJ

を 0, 60, 120および 180秒照射した細胞培養培地で 1, 3, 5, 7, 10および 14日間培

養したものを用いた。細胞数は cell-counting kit-8（同仁化学）を用いて調べた。

ALP 活性は，p-ニトロフェニルリン酸を基質として酵素反応の結果生じる p-ニ
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トロフェノール量を測定して調べた 7)。 

  

4. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 

N-APPJ照射をした培地で刺激した細胞から RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を

用いて全 RNAを抽出し，分光光度計 NanoDrop 1000（Thermo Fisher Scientific）

で RNA濃度を測定した。Prime Script RT Master Mix（Takara Bio）を用いて 500 

ng /mL の RNAから complementary DNA（cDNA）を作成し，SYBR Green I によ

る real-time PCR を行った。すなわち，cDNA溶液 2 μL と Table 1に示すプライ

マーを含む SYBR Premix Taq（Takara Bio）溶液 23 μL で，Thermal Cycler Dice 

Real-Time System（Takara Bio）を用いて PCR 反応した。反応は，95℃で 5 秒間

および 60℃で 30 秒からなるサイクルを 35 回繰り返した。PCR産物の特異性は

融解曲線分析を Thermal Cycler Dice Real-Time System のソフトウェアで分析・確

認した。その結果から 2ΔΔ Ct 法で遺伝子の増幅量を求め，ハウスキーピング遺

伝子である β-actin の増幅量で補正した値を遺伝子発現量とした。 

  

5. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）および Western Blotting 

細胞溶解液の総タンパク量 40-80 μg 相当量を SDS-PAGE の試料とした。

SDS-PAGE は 10％ポリアクリルアミドゲルを用いて行い，電気泳動後，ゲル上

のタンパクを PVDF膜に転写した。 

Western Blotting において，1 次抗体として Runx2，osterix，type I collagen 

（ColI），OCN，iNOS，COX-2 および β-actin 抗体（Santa Cruz Biotechnology），

また 2 次抗体としてビオチン標識のウサギまたはマウス抗体（Santa Cruz 

Biotechnology）を用いた。さらに，ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン溶

液を加えた後 ECL prime reagents（GE Healthcare）で発光反応を行い，Chemidoc 
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XRS（Bio-Rad）で PVDF 膜を撮影し，それぞれのタンパク発現を調べた。バン

ドで示される発現の強さは Image Jソフトウェアで数値化した。なお，それぞれ

のタンパク発現量は，β-actin のタンパク発現量を内部標準として補正した値を

使用した。 

  

6. 統計学的分析 

すべての実験の結果は平均値と標準偏差で表した。統計処理は，結果の正規

性は Shapiro-Wilk の正規性検定，等分散は F検定または Bartlett 検定で確認した

後，t 検定，一元配置分散分析後 Tukey の多重比較，またはノンパラメトリック

検定としてボンフェローニ補正した Mann-Whitney U 検定を行い，危険率 5%未

満を統計学的有意差とした。これらの統計学的分析は EZR ソフトウェアを用い

た（EZR 1.23; Jichi Medical University Saitama Medical Center）。 
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成 績 

1. N-APPJ 照射が MC3T3-E1 細胞の細胞増殖，ALP 活性および培養培地の pH

に及ぼす影響  

MC3T3-E1 細胞の増殖は，14 日間の培養期間において，培養培地への APPJ

照射の有無による差異は認められなかった（Fig. 2a）。ALP活性は，照射群およ

び非照射群いずれの条件においても培養 14 日目まで経日的に上昇した。また，

120秒の照射群は，培養 14日目において非照射群と比較して有意に上昇した（Fig. 

2b）。次に，APPJ 照射培地による ALP 活性上昇に細胞培養培地の pH 変化が影

響している可能性が考えられたため，N-APPJ 照射後に APPJ 照射培地の pH を

調べた。その結果，APPJ照射培地は，照射後 60分まで照射時間依存的に pHの

上昇を認めた。60，120および 180秒の照射群では，照射後 5分において，非照

射群と比較して有意な pHの上昇が認められた。さらに，120および 180 秒の照

射群は，照射後 5, 10, 15および 30分で非照射群と比較して，pHの有意な上昇

が認められた（Fig. 2c）。そこで，ALP活性への影響が大きかった 120 秒の照射

を行った細胞培養培地を，以後の実験で用いた。 

 

2. N-APPJ照射がMC3T3-E1細胞の骨芽細胞分化促進関連転写因子および細胞

外マトリックスタンパク発現に及ぼす影響 

照射群は非照射群と比較して，MC3T3-E1 細胞の骨芽細胞分化促進関連転写

因子 osterixの遺伝子およびタンパク発現を，培養 7日目に有意に増加させた（Fig. 

3a, e）。一方，Runx2 の遺伝子発現には照射培地による影響は認められなかった

（Fig. 3b）。 

次に，照射培地が MC3T3-E1 細胞の細胞外マトリックスタンパク発現に及ぼ

す影響を調べた結果，照射群は非照射群と比較して，培養 14 日目の OCN の遺
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伝子およびタンパク発現は有意に増加した（Fig. 3c, f）。一方， ColI の発現には，

照射培地による影響は認められなかった（Fig. 3d）。 

 

3．N-APPJ照射が MC3T3-E1細胞の ALP，iNOSおよび COX-2発現に及ぼす 

影響 

照射群は非照射群と比較して，MC3T3-E1 細胞の ALPの遺伝子およびタンパ

ク発現を培養 7日目に有意に増加させた（Fig. 4a, d）。一方，iNOSと COX-2の

遺伝子およびタンパク発現は，照射群においては，非照射群と比較して，培養

14日目に有意に減少した（Fig. 4b, c, e, f）。 
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考 察 

大気圧プラズマは，物理，工学および産業など様々な分野で利用されており，

特に医療分野ではアルゴンを用いた大気圧プラズマが，ポリープ除去や開腹手

術での止血のために利用されている 1)。こうした背景のもと，その発生装置であ

る APPJは，医療分野での臨床的使用のために多様な開発が行われ，試用されて

いる。本研究では，臨床への適用を目的の一つとして，APPJを用いて直接被照

射体である骨芽細胞へ照射するのではなく，N-APPJを用いて窒素による大気圧

プラズマを細胞培養培地に照射し，骨芽細胞への N-APPJの間接的な効果を調べ

た。本研究と同様に，APPJ を液体に照射して細胞へ刺激した間接的 APPJ 照射

は，APPJ照射において生成される活性酸素などの反応種が，細胞膜透過性を有

することで活性反応種の作用が期待できると報告している 3）。Canal ら 10)は，細

胞培養溶液へのヘリウムガスを用いた大気圧プラズマ刺激はヒト骨肉腫細胞株

（Saos-2）のアポトーシスを誘導するが，ヒト骨芽細胞にはアポトーシスが認め

られなかったと報告している。また，大気圧プラズマや，それによってポリ乳

酸やシリカなどのナノ粒子をコーティングしたチタン合金やポリプララクトン

フィルムは，線維芽細胞や骨芽細胞の細胞接着を促進することが示されている

11,12)。 大気圧プラズマの骨芽細胞分化への影響を調べた研究は，Tominamiら 13)

が，ヘリウムガスを用いた直接的 APPJ照射が，照射時間依存的に過酸化水素を

増加させることで骨芽細胞分化を促進させると報告している。さらに，Han と

Choi14)は，窒素ガスを用いた直接的 APPJ照射は骨芽細胞の骨形成を促進するこ

とを報告している。しかしながら，APPJ照射を行った細胞培養培地による間接

的刺激が骨芽細胞分化および ROS/RNSに及ぼす影響を調べた報告はない。そこ

で，本研究は細胞培養培地へのN-APPJ照射がMC3T3-E1細胞の分化および iNOS

と COX-2発現に及ぼす影響を検討した。 
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Runx2 は未分化間葉細胞から骨芽細胞への分化を誘導し，さらに骨芽細胞に

よる骨化を誘導するマスター転写因子であり，osterix もまた Runx2 の下流で作

用するC2H2型 zincフィンガーを含む骨芽細胞分化に関与する転写因子である 5)。

本研究では，APPJ照射培地は osterixの遺伝子およびタンパク発現を上昇させた

Fig. 3a, e）。このことは，APPJ照射培地が，osterix の発現を増加させることで骨

芽細胞の分化を促進する可能性を示唆した。   

そこで，次に APPJ 照射培地が ECMPs 及ぼす影響を調べた。OCN は，骨に

含まれる非コラーゲン性タンパクの約 15%を占め，γ-カルボキシグルタミン酸残

基を持つ低分子量のタンパクである。OCN は石灰化を抑制する作用を有し，石

灰化物形成開始後の骨芽細胞分化後期に発現する 15)。本研究で，APPJ照射培地

はMC3T3-E1細胞の培養後期にOCNの遺伝子およびタンパク発現を上昇させた

（Fig. 3c, f）。骨芽細胞の石灰化物形成は，はじめに骨芽細胞に由来する基質小

胞中でヒドロキシアパタイトの結晶が形成され，その後コラーゲン線維間にも

沈着が開始することによって生じる。さらに，骨芽細胞が発現・分泌する非コ

ラーゲン性タンパクは，石灰化物形成において，ヒドロキシアパタイト結晶形

成やその成長を調節する重要な働きを担っている 16)。一方で，ピロリン酸は，

ヒドロキシアパタイトの成長を阻害する 17)。骨芽細胞においての高い ALP活性

は，石灰化に必要な局所におけるリン酸濃度の上昇と，ピロリン酸の分解を介

して骨芽細胞の石灰化を上昇させる 17)。さらに，Gerstenfeld ら 18)は，石灰化開

始時期に高い ALP 活性を維持することが骨芽細胞の石灰化において重要である

こと示している。本研究では，APPJ 照射培地は MC3T3-E1 細胞の ALP 活性の

上昇だけでなく，ALPの遺伝子およびタンパク発現を上昇させた（Fig. 2b, 4a, d）。

さらに，ALP はアルカリ性下で有機リン酸エステル化合物を加水分解する酵素

であり，至適 pH はアルカリ性であることから，APPJ 照射培地の pH を測定し
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た結果，照射時間依存的に，照射後 0分を上昇のピークとして 180分まで pHが

上昇した（Fig. 2c）。したがって，APPJ照射培地の pH上昇が，MC3T3-E1 細胞

の ALP活性上昇に関与することが考えられる。 

 直接的な APPJ照射が，様々な細胞で ROS/RNSを介して，細胞死またはアポ

トーシスを引き起こすことが過去の研究で示されている 2,4)。nitric oxide synthase

は短命種のフリーラジカルである nitric oxide を生成する 19,20)。細胞の内毒素ま

たは interleukin-1（IL-1），tumor necrosis factor および interferon-γ などの炎症性サ

イトカインは，種々の細胞で iNOS 発現を促進すると報告されている 21)。これ

らの報告より，N-APPJ 照射が，MC3T3-E1 細胞の ROS/RNS の発現に影響を及

ぼすのではないかと考え，APPJ 照射培地で MC3T3-E1 細胞の iNOS の遺伝子お

よびタンパク発現を調べた結果，APPJ 照射培地は，MC3T3-E1 細胞の iNOS 発

現を低下させた（Fig. 4c, f）。骨芽細胞を含む様々な細胞の iNOS 発現上昇は

prostaglandin E2（PGE2）産生と PGE2合成酵素 COX-2 を誘導することが報告さ

れている 22-26)。PGE2は，ほとんどすべての細胞が産生するエイコサノイドファ

ミリーに属している脂質メディエーターである。また，PGE2は外傷，刺激およ

びシグナル伝達因子に応答し，細胞膜のアラキドン酸から PGE2 合成酵素

cyclooxygenase を介して生成される 27)。そこで本研究は，N-APPJ照射が COX-2

の遺伝子およびタンパク発現に及ぼす影響を調べた。その結果，APPJ照射培地

はMC3T3-E1細胞のCOX-2遺伝子およびタンパク発現を低下させた（Fig. 4c, f）。

Tanabe ら 7, 28)は，IL-1α がラットの骨肉腫由来細胞株で ROS 17/2.8 細胞の ALP

活性の低下および石灰化物形成を抑制し，PGE2発現を上昇させることを報告し

た。また，タツノオトシゴから生成された抗炎症ペプチド が，

12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate で誘導された iNOS および COX-2 発現の上

昇を抑制し，ヒト骨芽細胞の分化と ALP活性を上昇させたと報告されている 29)。
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これらのことから，APPJ 照射培地刺激による iNOS および COX-2 発現低下は，

骨芽細胞の分化を促進することが考えられた。加えて，大気圧プラズマの直接

照射が細胞に及ぼす影響を調べた過去の研究では，アポトーシスなどの細胞死

を誘導すると報告されている 4,10)。しかしながら， N-APPJの間接照射を行った

本研究では細胞増殖に影響は認められなかった（Fig. 2a）。加えて，これらの相

違については，APPJの照射時間やガス種が異なっていることも細胞増殖に影響

していると考えられた。  
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結 論 

本研究では，窒素ガスを用いた APPJ を照射した APPJ 照射培地で MC3T3-E1

細胞を刺激し，その影響を検討した。その結果以下のことが示された。 

 1. APPJ照射培地は MC3T3-E1細胞の増殖には影響を示さなかった。 

 2. APPJ照射培地はMC3T3-E1細胞のALP遺伝子発現および活性を上昇させ

た。 

 3. APPJ照射培地はMC3T3-E1細胞の osterixの遺伝子およびタンパク発現を

上昇させた一方，Runx2 の発現には影響を示さなかった。 

 4.  APPJ 照射培地は MC3T3-E1 細胞の OCN の遺伝子およびタンパク発現を

上昇させた一方，ColI 発現には影響を示さなかった。 

 5. APPJ照射培地はMC3T3-E1細胞の iNOSおよび COX-2の遺伝子およびタ

ンパク発現を低下させた。 

以上の結果から，N-APPJ照射が osterix，OCN，および ALP発現と ALP活性

を促進する一方で，iNOSおよび COX-2発現を抑制することが示唆された。 

これらの知見は，APPJ照射培地が骨芽細胞の分化を促進することで，骨形成

促進作用に応用できる可能性を示唆した。  
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Table 1. PCR primers used in the experiments 

Target Primers 

Runx2 5'-CACTCTGGCTTTGGGAAGAG-3' 

5'-GCAGTTCCCAAGCATTTCAT-3' 

Osterix 5'-GGTAGGCGTCCCCCATGGTTT-3' 

5'-AGACGGGACAGCCAACCCTAG-3' 

ColⅠ 5'-AGAAGGATTGGTCAGAGCAGTG-3' 

5'-ACAACAGGTGTCAGGGTGTT-3' 

OCN 5'-CAGACACCATGAGGACCA-3' 

5'-AAGGCTTTGTCAGACTCAGGG-3' 

ALP 5'-GTGGCCGCAAGTTCATGTTTC-3' 

5'-AGCTCTGAGCGGTTCCAAACAT-3' 

iNOS 5'-CAAGCTGAACTTGAGCGAGGA-3' 

5'-TTTACTCAGTGCCAGAAGCTGGA-3' 

COX-2 5'-GCCAGGCTGAACTTCGAAACA-3' 

5'-GCTCACGAGGCCACTGATACCTA-3' 

β-actin 5'-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3' 

5'-ATGGAGCCACCGATCCACA-3' 
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Figure 1. N-APPJ irradiation  
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Figure 2. Cell viability, ALP activity and cell culture medium pH of N-APPJ.  

MC3T3-E1 cells were cultured with APPJ-irradiated medium（0, 60, 120, and 180 sec） 

for 1, 3, 5, 7, 10, and 14 days. The 20-mL culture medium was irradiated with APPJ for 

0, 60, 120, and 180 sec. pH were measured on 0, 5, 10, 15, 30, 60, and 180 min after 

irradiation with N-APPJ. Data are expressed as the mean ± SD of three independent 

experiments performed in triplicate (cell viability: a, ALP activity: b, and cell culture 

medium pH: c); *p < 0.05 (Mann-Whitney U-test with Bonferroni correction), 

APPJ-irradiated medium vs. untreated control. (n = 3)  
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Figure 3. Effects of N-APPJ on gene and protein expressions of RUNX2, osterix, 

and ECMPs.  

MC3T3-E1 cells were treated with APPJ-irradiated medium (120 sec) for 3, 7, and 14 

days and mRNA expression of genes encoding Runx2 (a), osterix (b), ColI (c), and 

OCN (d) were determined at 3, 7, and 14 days of culture using real-time PCR. Data are 
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expressed as mean ± SD of three independent experiments performed in triplicate: *p < 

0.05 (student t-test), APPJ-irradiated medium vs. untreated control.  

MC3T3-E1 cells were treated with APPJ irradiation medium (120 sec) for 3 or 7 days 

of culture. Protein expression was assessed by Western blotting (upper images in e and 

f ). Bar graph showed the protein band intensity of osterix (e) and OCN (f) . Data are 

expressed as mean ± SD for three independent experiments, and intensities of the bands 

were examined five times; ***p < 0.001 (Mann-Whitney U-test), APPJ-irradiated 

medium vs. untreated control. (n = 3)  
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Figure 4. Effects of N-APPJ on gene and protein expressions of ALP, COX-2, and 

iNOS.  

MC3T3-E1 cells were treated with APPJ-irradiated medium (120 sec) for 3, 7, and 14 

days，and mRNA expression of ALP (a), COX-2 (b), and iNOS (c) were determined at 3, 

7, and 14 days of culture using real-time PCR. Data are expressed as the mean ± SD of 

three independent experiments performed in triplicate; *p < 0.05, ***p < 0.001 (student 

t-test), APPJ-irradiated medium vs. untreated control.  

MC3T3-E1 cells were treated with or without APPJ (120 sec) for 7 or 14 days. 

Protein expression was assessed by Western blotting (upper images in d-f). Bar graph 

showed that the protein band intensity of ALP (d), COX-2 (e), and iNOS (f). Data are 

expressed as the mean ± SD for three independent experiments, and intensities of the 

bands were examined five times: **p < 0.01, ***p < 0.001 (Mann-Whitney U-test), 

APPJ-irradiated medium vs. untreated control. (n = 3) 

 

  

 


