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A. 研究目的 
加熱式タバコ（製品名 IQOS, Ploom TECH, glo
など）は 2014 年以降に日本国内に導入され、
従来の紙巻きタバコとは異なり、有害性成分
が低減化していることに加え、副流煙が発生

しないなどの情報から、現在では多くの喫煙
者が利用している。しかしながら、これらの
情報は加熱式たばこメーカーにより出されて
いるものであることから、加熱式たばこによ
るヒト健康影響についての懸念は未だ払拭さ
れていない。 

さらに、これら加熱式タバコは市場に出て

間もないため、ヒトを対象とした発がん性を

含む健康影響に関する疫学的な評価が困難で

研究要旨：バクテリアを用いて、紙巻及び加熱式タバコの遺伝毒性について検討

した。TA1535 を用いた Ames 試験では、今回試験したいずれの条件下でも、変異原

性は観察されなかった。その理由として、本研究条件下での煙捕集法では多環芳

香族炭化水素などの化学物質の濃度が低すぎたのではないかと考えられる。 

また、NGS を用いたグローバルな変異解析についても実施してみたが、今回の条件

下では、コントロールに比べ紙巻タバコ、IQOS 共に変異頻度の明らかな上昇は観

察されなかった。理由として、+/- S9 mix 存在下におけるコントロールの変異頻

度(MF)が通常よりも高くなっており、グローバル変異解析を行うのに最適な条件

でないことが推測できた。一方、変異シグネチャーの解析から、３種類のシグネ

チャーが抽出された。これらシグネチャーは、既存のヒトデータベースに掲載さ

れている、たばこ由来のシグネチャー(SBS4)との類似性は見られなかったもの

の、紙巻/加熱式たばこ曝露グループでは、コントロール（背景）由来のシグネチ

ャーに加えて、噛みたばこに関係する変異シグネチャーが観察された。 

今後は、最適な条件下で再試験を行うと共に、in vivo の遺伝毒性試験も実施する

予定である。 
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あり、現在のところ３課題が厚生労働省・

AMEDにより実施されているが、いずれも加熱

式たばこ煙の成分分析や暴露マーカーの探索

などについて検討しているものであって、加

熱式たばこの直接的な有害性を評価する研究

ではない。加熱式たばこの直接的な有害性を

評価する研究としては、前述の通り製造メー

カーが独自に行ったものがあるのみであるこ

とから、これら加熱式たばこの直接的な有害

性を中立的な立場で評価することが必要であ

る。さらに、本研究は、衆議院・参議院にお

いて為された健康増進法の一部を改正する法

律案に対する付帯決議（指定たばこによる受

動喫煙が人の健康に及ぼす影響に関する調査

研究を一層推進し、可能な限り早期に結論を

得ること）に貢献する有用な情報を提供でき

るものであり、喫緊に取り組むべき重要な課

題である。 

このような背景から、本研究では、加熱式た

ばこのin vivo遺伝毒性の評価を行い、ヒト健康

影響に対する化学的なエビデンスを得ることを

目的とした。 

 

B. 研究方法 

 紙巻タバコ及び加熱式タバコ煙の捕集 

2019年10月28日に開催した班会議兼情

報交換会において、タバコ煙の捕集方

法を議論した結果、喫煙条件はカナダ

強制喫煙条件[CIR]で捕集は蒸気相成分

と粒子相成分の両方を捕集でき、か

つ、将来的に動物実験に供することも

考慮して、PBSにインピンジャーにて捕

集することとした。また、捕集は研究

協力者の国立保健医療科学院：稲葉洋

平博士にご協力いただいた。まずは、

試験法の確立のため、標準紙巻きたば

こ(3R4F) 及びIQOSを２本、５本分を30 

mLのPBSに捕集した。蒸気層成分の揮発

を避けるため、捕集後速やかに凍結

し、ドライアイスを詰めて国立がん研

究センター研究所まで送付いただい

た。受領後、サンプルは直ちに-80℃で

使用直前まで保管した。 

 バクテリアを用いた生存率の観察と遺伝

毒性試験 

代謝活性化酵素(S9mix)存在および非存

在下でのAmes試験菌株(Salmonella 

typhimurium TA1535)に対する変異原性

およびSurvivalについて検討した。 

2.0 mLのエッペンドルフチューブに前

培養したTA1535培養液200 L、DMSO 

300 L, S9 mixまたは0.1M リン酸緩衝

液(pH 7.4)を500 L加え、この溶液に

被験物質（紙巻たばこ、またはIQOS煙

捕集液）を1000 L添加し、37℃、２０

分間インキュベートした。コントロー

ル溶媒にはPBSを用いた。インキュベー

ト終了後、下記の方法に従い、①Ames

試験, ②Survival, ③次世代シークエ

ンサーによるグローバル変異解析を行

った。 

① Ames 試験 

上記反応液700 Lにトップアガー2.5 

mLを添加し、最少グルコース寒天平板

培地に重層し、固まったら上下逆さまに

して37℃で48時間培養する。結果の判

定は寒天培地に生えたコロニーをカウン

トする。 

② Survival 

上記反応液を一部取り、104倍に希釈し

て100 LをNB plateにスプレッドした。

37℃で一晩培養した後、コロニーをカウ

ントした。 

③ NGSによるグローバル変異解析 
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上記反応溶液1 mLを取り、2X NB培地 

1 mLを添加し、３７℃、 一晩培養した。

培養液を遠心分離して集菌し、Cell lysis

溶液にて細胞を溶解後、フェノール/クロ

ロホルム法にてバクテリアのゲノムDNA

の抽出を行った。次にNGSシークエンス

試薬を用いてライブラリーの調整を行

い、NovaSeqにより全ゲノム解析を行っ

た。得られたデータはCLC work flowに

より参照ゲノム配列（Salmonella 

typhimurium ゲノム）にマッピングし、変

異の検出を行った。 

 

 

（倫理面への配慮） 

本年度は，情報収集を行ったので，倫理的

な問題が存在しない．  

 

C. 研究結果 

 バクテリアを用いた生存率の観察と遺伝

毒性試験 

① Ames 試験 

Ames試験による遺伝毒性の結果を表１

に示す。Ames試験での遺伝毒性陽性の

判定は、コントロールの２倍以上の復帰

変異コロニー数が観察された場合であ

る。今回、試験した全ての条件において

変異原性は観察されなかった。 

表１ Ames試験の結果 

 

 

② Survival 

バクテリアの生存率（Survival％）は溶媒

コントロールと比べ、S9mix存在下で77% 

(２本分)、69%（５本分）、S9mix非存在下

で70% (２本分)、46%（５本分）と、いずれ

もタバコの本数依存的に細菌生存率が

低下する結果となった。 

 

表２ バクテリアの生存率（Survival％）の結果 

 

 

③ NGSによるグローバル変異解析 

NGSによるグローバル変異解析の結果

を表３に示す。今回、+/- S9 mix存在下

におけるコントロールの変異頻度(MF)が

いずれも高く10-6オーダーとなっており、

グローバル変異解析を行うのに最適な

条件でないことが推測できる。（通常で

は10-7オーダー） こういった背景から、

今回、紙巻タバコ、IQOS共に変異頻度

の明らかな上昇は観察されていない。 

 

表３ NGS によるグローバル変異解析の結果 
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変異の数的な変化は見られなかったも

のの、質的な変化があるかもしれないと

思い、次に、各々の変異スペクトルの内

訳を変異箇所の前後を含んだ周辺配列

により96パターンに分類したもの（変異

シグネチャー）を抽出した。その結果、３

種類の変異シグネチャーが同定され

（Signature １〜３、図１）、これら変異シ

グネチャーはいずれもC→A/G/T変異

が多く観察され、T→A/C/G変異はほと

んど観察されていない。 

図１ 紙巻および加熱式タバコ捕集溶液曝露

サンプルより抽出された変異シグネチャー 

グループ毎の変異シグネチャー分布の

内訳を図２に示す。Signature 2はコント

ロールグループに共通しており、このこと

からこのシグネチャーは背景に存在する

シグネチャーであると考えられる。一方、

S9 mix存在下でのIQOS-5cig, 紙巻-

2cig, S9 mix非存在下でのIQOS-2cig, -

5cig, 紙巻-2cigでは、背景由来のシグ

ネチャーに加え、Signature 3および

Signature 1が観察された。これらシグネ

チャーは、紙巻および加熱式タバコ捕集

溶液曝露に由来するものと考えられた。 

 各シグネチャーと既存のヒト腫瘍由来

の変異シグネチャー（COSMIC; 

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sig

natures）データベースとの類似度分析

の結果から、Signature 2および3は酸化

ストレス由来の変異シグネチャーと類似

していた。これに加え、Signature 3は噛

みたばこの習慣がある症例から得られた

腫瘍に観察される変異シグネチャーと類

似していた。 

図２ グループ毎の変異シグネチャー分布 
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D. 考察 

バクテリアを用いて、紙巻及び加熱式タバコ

の遺伝毒性について検討した。TA1535 を用い

た Ames 試験では、今回試験したいずれの条

件下でも、変異原性は観察されなかった。通

常、紙巻たばこの変異原性を調べる際には、フ

ィルターにタール成分を吸着させた後、有機溶

媒で抽出してサンプルとする。しかし今回は、イ

ンピンジャーを用いて PBS ３０mL に補修したこ

とにより、多環芳香族炭化水素などの化学物質

の濃度が低すぎ、紙巻たばこ煙の捕集溶液で

も変異原性が観察されなかったのではないかと

考えられる。 

また、NGS を用いたグローバルな変異解析に

ついても実施してみたが、今回の条件下では、

コントロールに比べ紙巻タバコ、IQOS 共に変

異頻度の明らかな上昇は観察されなかった。今

回、+/- S9 mix 存在下におけるコントロールの

変異頻度(MF)が通常よりも高くなっており、グロ

ーバル変異解析を行うのに最適な条件でない

ことが推測できた。その理由としては、Survival

のデータからもわかるように、紙巻および IQOS

曝露後の増殖が悪く、NGS 解析用のサンプリン

グの際の培養時間を通常よりも長く設定したこと

によると考えた。バクテリアは自然突然変異が

入りやすく、細胞増殖時間をもっと短く設定して

解析し直す必要があることがわかった。 

一方、変異シグネチャーの解析から、３種類の

シグネチャーが抽出された。これらシグネチャ

ーは、既存のヒトデータベースに掲載されてい

る、たばこ由来のシグネチャー(SBS4)との類似

性は見られなかったものの、紙巻/加熱式たば

こ曝露グループでは、コントロール（背景）由来

のシグネチャーに加えて、噛みたばこに関係す

る変異シグネチャーが観察されることがわかっ

た。 

今後は、最適な条件下で再試験を行うと共

に、in vivo の遺伝毒性試験も実施する予定で

ある。 

 

E. 結論 

バクテリアを用いて、紙巻及び加熱式タバコ

の遺伝毒性について検討した。TA1535 を用い

た Ames 試験および NGS を用いたグローバル

な変異解析では、今回試験したいずれの条件

下でも、顕著な変異原性は観察されなかった。 

一方、変異シグネチャーの解析から、３種類

のシグネチャー（Signature １〜３）が 抽出され

た。これらシグネチャーは、既存のヒトデータベ

ースに掲載されている、たばこ由来のシグネチ

ャー(SBS4)との類似性は見られなかったもの

の、紙巻/加熱式たばこ曝露グループでは、コ

ントロール（背景）由来のシグネチャーに加え

て、噛みたばこに関係する変異シグネチャーが

観察されることがわかった。 
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