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A. 目的 

電子タバコと加熱タバコ製品は、燃
焼の必要性がないため、従来のタバコの煙
よりも毒性物質の生成が少ないと考えられ
ている。しかし、最近、本研究班の研究に
よって第３世代の加熱タバコ製品のエアロ
ゾールから種々のカルボニル化合物が検出
されることが明らかになった[1]。これらの
カルボニル化合物はプロピレングリコール

（PG）およびグリセロール（VG）が加熱
分解、脱水および酸化反応によって産生さ
れる。カルボニル化合物は、DNA およびタ
ンパク質に直接反応し付加体を形成したり、
間接的にグルタチオンの枯渇を介し酸化ス
トレス引き起こしたりすることで毒性を示
す。また、電子タバコと加熱タバコ製品の
エアロゾルに含まれるフリーラジカルが直
接酸化ストレスを引き起こすことも考えら
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研究要旨 
加熱式および電子たばこのエアロゾルにはプロピレングリコール（PG）および

グリセロール（VG）の加熱によって生ずるカルボニル化合物が含まれる。これま
での研究からそのエアロゾルに含まれるカルボニル化合物の中に既知ヒト発癌物
質であるホルムアルデヒド（FA）およびヒトの発癌物質の可能性があるアセトア
ルデヒド（AA）が相当量含まれていることが明らかになっている。そのため、FA
および AAの健康におよぼす影響についての懸念が広がっている。また、エアロゾ
ル中にはカルボニル化合物の香料がさらに加わる。エアロゾル中のカルボニル化
合物やラジカルは呼吸器組織の酸化ストレスを高め、マロンジアルデヒド
（MDA）などの脂質過酸化に由来する内因性カルボニルを産生する。すなわち、
加熱式および電子たばこのエアロゾルを吸引した場合、ヒトの呼吸器中にはこれ
らエアロゾル由来のカルボニル化合物とそれによって生体内で産生される内因性
カルボニル化合物が混在していることになる。カルボニル化合物はお互いに結合
して新たな化合物ができることが知られているが、その健康への影響はほとんど
知られていない。FAあるいは AAは MDAと結合して新たなハイブリッド型リジン
付加体を作ることをわれわれはこれまでに報告してきた。これらの付加体は炎症
性反応を引き起こす可能性が非常に高い。2019 年度の研究では、加熱式および電
子たばこのエアロゾルに含まれる FA/AA 以外のカルボニル化合物が MDA と反応
してリジン側鎖のアミノ基にハイブリッド型付加体を作るか否かを検討した。さ
らに、DNA 塩基の環外アミノ基に FA あるいは AA が MDA の存在下で同様のハイ
ブリッド型付加体を作る可能性にについての研究を実施した。また、FA により生
ずる DNA-蛋白クロスリンク体の質量解析結果と FA の発癌との関連性について最
近総説を発表したのでその成果についても報告する。 
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れる。これらの機序で誘導される酸化スト
レスはさらに、マロンジアルデヒド（MDA）
を含む内因性の反応性アルデヒドの形成を
もたらす。すなわち、電子タバコと加熱タ
バコ製品から発生するエアロゾルを吸い込
んだ肺にはこのような種々のカルボニル化
合物が混在している条件で炎症などの健康
障害が発生すると考えられる。 

われわれはこれまでに、MDAとホル
ムアルデヒド（FA）が複雑に反応すること
によってリジンの側鎖にあるアミノ基に抗
原性の高い炎症性 1,4-ジヒドロピリジン
（DHP）タイプの付加体の M2FA が作られ
ることを発見した（図１）[2]。このハイブ
リッド型付加物は、MDAの 2つの分子、FA
とリジンの 1 つの分子で構成される。電子
タバコと加熱タバコ製品からのエアロゾル
には、FA 以外にもアセトアルデヒド（AA）
などの様々なアルデヒドが含まれており、
肺の組織内で MDAと反応しリジン付加体や
DNA 付加体の形成につながる可能性がある
（図１）。そこで、電子タバコと加熱タバ
コ製品のエアロゾル中に存在するアルデヒ
ドが MDAの存在下で複雑なリジン付加物を
生成するかどうかを検討した。今回の研究
では、FA、AA に加え、メチルグリオキサ
ール（ MGO ）およびグリオキサール
（GO）、さらに香料由来の 2,3-ブタンジオ
ン（ジアセチル）およびシンナムアルデヒ
ドを使用した。MGO および GO は PG およ
び VG のエアロゾル化に伴って産生される
α-ジカルボニル化合物である[1]。また、ジ
アセチルは E-液体に含まれるα-ジカルボニ
ル化合物の香料である。これらα-ジカルボ
ニル化合物は吸入暴露によって有毒な影響
を呼吸器にもたらす可能性がある。中でも
ジアセチルについては最も研究されている。
約 20 年前にバター風味の蒸気にさらされた
電子レンジ用ポップコーン工場の労働者に
重症の閉塞性細気管支炎が発症した[3]。最
近の研究では、ジアセチルのエアロゾルの
吸入がラットに閉塞性細気管支炎様病変を
引き起こすことも実証されている[4]。これ
らの結果から、揮発性のα-ジカルボニル化
合物、特にジアセチルがポップコーン肺疾

患の原因物質であることが特定された。最
近の研究では、類似のα-ジカルボニル化合
物である 2,3-ペンタンジオンが吸入暴露に
よりラットとマウスに重大な呼吸器毒性を
引き起こすことが示された[5,6]。さらに、
ラットにジアセチルを暴露することにより
生じる気道上皮壊死は、MGO でも認められ、
炭素鎖が短いMGOの方がジアセチルより肺
毒性が強いことが明らかになった（肺毒性: 
MGO>ジアセチル>2,3-ペンタンジオン）[4]。
MGO およびジアセチルが炎症性のある
DHP 型リジン付加体をつくるか否かを明ら
かにすることはα-ジカルボニル化合物に起
因する肺毒性を理解するために重要と考え
られる。 

DHP 型付加体はリジン側鎖のアミノ
基のみならず DNA の環外アミノ基にも産生
される可能性がある。DHP 型の付加体の構
成要素である MDAは単独でグアニン塩基と
反応してExocyclicな付加体（M1G）を作る
ことをわれわれを含むいくつかの研究グル
ープが報告している[7–10]。 M1G は脂質過
酸化によって生じる主要な DNA 付加体であ
り、変異原性を示す[11]。FA および AA も
また DNA 塩基の環外アミノ基と反応し、不
安定な DNA 付加体や DNA-蛋白クロスリン
クを作ることを報告してきた[12–14]（図
２）。後述するが、われわれは最近、外因
性 FA によるメチレン架橋により生ずる
DNA-蛋白付加体（dG-CH2-シスチン）とそ
の発癌性についての総説を発表した[14]。
その総説の中で MDA と FA が相互に反応し、
塩基の環外アミノ基に DHP 型付加体をつく
る可能性があることを記述した（図３）。
実際、Kronberg らの研究グループが塩基と
MDA、AA/FA を酸性下で反応させ、DHP 型
の塩基付加体ができることをこれまでに報
告している[15–17]。本研究では、Kronberg
らの研究結果が再現できるかをまず確認す
ることを目的とし、グアニンあるいはアデ
ニンを MDA の存在下で FA あるいは AA と
反応させた後に HPLC-DAD で精製し、LC-
MS で質量解析を行った。 
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B. 方法 
FA/AA 以外のカルボニル化合物による
DHP-リジン付加体の形成 
FA、AA、MGO および GO、さらに香料由
来のジアセチルおよびシンナムアルデヒド
をカルボニル化合物として反応に使用した。
各カルボニル化合物を、37℃で PBS 中の
MDAとリジンアナログである 6-ACAとを反
応させた（図１）。 反応後、HPLC-DAD 法
を用い、いくつかのピークを分離し、さら
にUV吸収スペクトルと蛍光特性の両方をも
とに DHP 型付加体と思われるピークを精製
した。最終的にノースキャロライナ大学の
質量解析研究室にて LC-MS 法を用い質量を
定量した。 
 
FA/AA に由来する DHP-DNA 塩基付加体の
形成 
FA および AA を 37℃、弱酸性リン酸緩衝液
（pH 5.8）中で MDA の存在下で、グアニン
あるいはアデニンと反応させた。 反応液か
ら HPLC-DAD 法を用いいくつかのピークを
分離し、UV 吸収スペクトルと蛍光特性の両
方から DHP 型付加体および他のハイブリッ
ド型付加体と思われるピークを精製した。
さらに上述のようにノースキャロライナ大
学の質量解析研究室にて質量を定量した。 
 
 

C. 結果および D. 考察 
FA/AA以外のカルボニル化合物による DHP
型リジン付加体の形成 
 

FA および AA に加え、MGO、GO、
ジアセチルおよびシナムアルデヒドを MDA
の存在下でリジンアナログの６ACA と反応
させた（図４A）。その結果、M2FA および
M2AA 以外に、MGO との反応液中に DHP
型リジン付加体に特有の蛍光吸収スペクト
ルを検出し（図４B）、質量解析において
M2MGO（図４C）に相当する質量が検出で
きた。このことから、MGO、MDA および
リジンの反応で DHP 型のリジン付加体が作
られることが明らかとなった。その他のカ
ルボニル化合物では検出可能に十分量な

DHP型付加体は検出されなかった。α-ジカ
ルボニル化合物のジアセチルは吸入暴露に
よって有毒な影響を呼吸器にもたらす[3]。
さらに、ラットにMGOを吸入暴露した場合、
ジアセチルより低い濃度で肺毒性が認めら
れている[4]。今回明らかとなった MGO 由
来の DHP 型リジン付加体（M2MGO）と
FA/AA 由来の M2FA および M2AA が電子タ
バコや加熱式タバコの呼吸器毒性の発現に
関与しているかさらに研究する必要がある。 

タバコ煙の暴露による肺の炎症に
DHP 型リジン付加体が関与しているという
報告がこれまでにいくつかある[18–20]。野
生型マウスにタバコ煙とエタノールを暴露
することによって DHP 型リジン付加体が肺
の蛋白中に検出されている（抗体を用いた
ブロット法）[18]。これまでの報告から、
肺サーファクタント D（SPD）のような肺
の蛋白に DHP 型付加体が付加している可能
性が高いと考えられている。付加体が着い
てない SPD は自然免疫の一環として生体防
御作用がある。一方、DHP 型付加体が付加
した SPD（SPD-DHP）が肺に暴露される
ことでケモカイン CXCL1 および CXCL2 の
分泌を特徴とする炎症反応を誘発する[19]。
さらに、SPD-DHPの鼻腔内注入により気管
支肺胞洗浄液の好中球の増加が認められ、
肺の白血球浸潤が観察されている。それに
対し、付加体がついてない SPD ではそのよ
うな影響は認められていない。これらの反
応は scavenger receptor A (SR-A1/CD204)
欠損マウスでは認められないことから、
pattern recognition receptors (PRRs) が DHP
型付加体を認識し、炎症反応を引き起こし
ている可能性がある[20]。今後、電子タバ
コあるいは加熱タバコ製品の使用者から気
管支肺胞洗浄液などのサンプルが得られれ
ば、そのサンプル中の SPD に DHP 型付加
体（M2FA/M2AA/M2MGO など）が存在す
ることを質量解析で確認することが可能と
なるであろう。さらにその結果から、エア
ロゾル中のどのカルボニル化合物が肺組織
で大きな影響を及ぼしているかを理解する
ことができると考えられる。 
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DHP型 DNA 付加体の検出 
 
グアニンおよびアデニンを MDAの存在下で
FA あるいは AA と反応させた。その後、
HPLC-DAD 法でいくつかの物質を精製し、
LC-MS で質量解析を行った。我々の実験も
Kronbergらと同様にDHP型付加体が産生さ
れやすい弱酸性環境で反応を行った。その
結果、M2FA-アデニン（図５）および
M2AA-グアニン付加体（図６）が産生され
ることが明らかになった。しかし、今回の
質量解析において検出された M2AA-グアニ
ン付加体は DHP 型付加体 M2AA-グアニン II
なのか Exocyclic 型付加体 M2AA-グアニン I
（図６）なのかを区別することはできなか
った。また、DHP 型付加体以外にもハイブ
リッド型の付加体として M1FA-グアニン
（図７）および M1AA-グアニン付加体（図
８）が検出された。これら DHP 型塩基付加
体および Exocyclic な塩基付加体は生理的条
件下でかなり安定と考えられる。今後中性
環境下でこれらの塩基付加体が産生される
かを検討するとともに、細胞内でこの DHP
型の安定な塩基付加体が生じることが明ら
かになれば、電子タバコおよび加熱式タバ
コの喫煙による新たなバイオマーカーとし
て使える可能性があり、生物学的重要性を
含めて今後も研究される必要がある。 
 
FA に由来する DNA-蛋白クロスリンク体と
発癌について 
 
最近われわれが発表したFAに関する総説に
ついて報告する[14]。FA の吸入暴露は国際
がん研究機関（IARC）によってヒトおよび
動物の既知発がん性物質として分類されて
いる[21–23]。電子タバコや加熱式タバコの
エアロゾルにも含まれるFAがヒト体内に吸
入された場合、最初に接触する上部気道の
粘膜上皮細胞がFAの主たるターゲットとな
ると考えられる。興味あることに、FA は外
因性に暴露されるだけでなく、内因性にも
作られるためヒトの体内にはFAが恒常的に
存在する。炎症などの病的条件下ではFAの

産生がさらに増加する[2,24]。外因性 FA の
吸入暴露による発癌機序については DNA-蛋
白クロスリンク体（DPC）に加え、FA の細
胞毒性、炎症および再生性細胞増殖が相ま
って発癌に結び付くことが考えられている
[25]。ラットを用いた研究では、外因性の
FA 吸入暴露が上咽頭扁平上皮癌（SCC）の
発生率を 6 ppm 以上で増加させることが示
されている（図 9A）[21,26]。外因性の FA
に暴露された場合、内因性と外因性のFAが
体内に共存することになる。そのため、内
因性および外因性 FA 誘発 DPC を区別して
定量化する高感度な LC-MS / MS法が最近開
発された[27–29]。これまでの DPC の定量
法は質量解析を使わないことで簡便ではあ
るが FA 由来の DPC か否かが不明で、しか
もその正確な数を定量できなかった。新た
に確立された質量解析法によって、外因性
FA への暴露によって外因性 FA 由来の DPC
の増加を引き起こし、動物組織に長期間蓄
積するという重要な結果が明らかになって
きている。具体的には、ラットおよびサル
に安定同位体で標識された外因性 FA
（[13CD2] -FA）を吸入暴露後、鼻組織およ
び他の臓器/組織内の内因性（非標識）DPC
（dG-CH2-シスチン）および外因性 DPC
（dG-13CD2-シスチン）が LC-MS / MS を用
いて測定された [27–29]。 15 ppm の[13CD2] 
-FAに連続 4日間（6時間/日）暴露されたラ
ットの鼻上皮には、外因性 DPC が蓄積し、
4 日目に 1.8 クロスリンク/ 107dG に達した。
一方、内因性 DPC 形成は蓄積傾向は示さな
かった（0.37 クロスリンク/ 107dG）（図
5B）。同様に、2 ppm の外因性 FA を 4 週
間（6 時間/日）曝露した場合、外因性 DPC
の蓄積を誘発したが、その外因性 DPC 量は
4 週間の暴露後も内因性 DPC 量を超えるこ
とはなかった（図 5C）。外因性 DPC レベ
ルは、4 週間の曝露後の回復期間中に最大 1
週間持続した（図 5C）。一方、6 ppm の外
因性 FA に 2 日間連続して曝露されたサル
も、ラットのデータと非常に類似した結果
を示した（図 5E）。暴露期間中の外因性
FA 由来 DPC の蓄積および回復期間中の
DPC の持続性は、外因性の FA により誘発
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される DPC の修復効率が低いことを強く示
唆している。FA が引き起こす DPC はメチ
レン橋を介したクロスリンクだけではなく、
付加体自体にカルボニル基を持つ M2FA-ア
デニン、M1FA-グアニン（図５および７）
を介した DPC も作られる可能性がある。メ
チレン橋を介した DPC に比べ、これらハイ
ブリッド型付加体が作る DPC は構造的によ
り安定であることが容易に想像されること
から蓄積性も高いと考えられる。これらの
ことから、電子タバコや加熱式タバコのエ
アロゾルにも含まれるFA のリスクを考える
上で FA に由来する様々な DNA 障害の質量
解析を用いたバイオモニターリングが重要
と考える。 
 
 
加熱式および電子たばこのエアロゾルの欧
米での毒性研究の最近の知見 
 
今年 3 月上旬に米国、アナハイムで開催さ
れる予定であった米国毒性学会の要旨集か
ら、加熱式および電子たばこのエアロゾル
の欧米での毒性研究の最近の知見を得たの
でその一部を報告する。 
内因性リポイド肺炎：米国CDCおよびFDA
は最近、電子タバコ製品の使用後に肺損傷
の症例が増加していることを報告している。
マウスでの研究によると、ニコチンとは関
係なく、電子タバコの蒸気への慢性暴露が
肺上皮細胞の生理機能に影響を及ぼし、脂
質代謝の恒常性の変化をもたらすことが示
されている。初期の臨床報告では、エアロ
ゾルを吸入することで肺への脂質蓄積が認
められた。この脂質蓄積は当初外因性リポ
イド肺炎によるものと提案された。しかし
最近では、肺損傷は吸入毒性物質に起因す
る内因性リポイド肺炎の可能性が高いこと
が提唱されている。しかし、現在までのと
ころ、原因物質は特定されていない。電子
液に含まれる様々な物質が加熱過程で熱分
解、酸化および脱水反応することにより予
期せぬ化合物（例：Ketene など）が産生さ
れてしまうことで内因性リポイド肺炎が発

症するのではないかと警戒している
（Ab#3589）。 
電子タバコの妊婦への影響：多くの妊婦は
電子タバコのエアロゾルを吸引することが
あたかも安全であると思い込んでいるよう
である。しかし、電子タバコエアロゾルへ
の出生前暴露による新生児あるいは幼児期
の健康リスクについてはほとんど知られて
いない。妊娠中のマウスが電子タバコエア
ロゾルに曝露され、その親から生まれたマ
ウス（ 6 週齢時）の肺組織について検査し
たところ、性依存的ではあるが肺疾患を発
症しやすくなることを示唆する所見が得ら
れている。これらの結果は、妊娠中の電子
タバコの使用は安全ではなく、子供の間質
性肺疾患の傾向を高める可能性があること
を示唆している（Ab#2444）。 
電子タバコ由来のカルボニル化合物による
心血管障害：短鎖の有毒なアルデヒドを含
むカルボニル化合物が電子タバコ由来のエ
アロゾル中に検出されている。しかし、ヒ
トにおける電子タバコの慢性暴露の心血管
毒性は評価されていない。12 週間に渡りニ
コチン、アクロレイン、またはクロトンア
ルデヒドを含む電子タバコのエアロゾール
を動脈硬化感受性マウスである ApoE 欠損
マウスに暴露することにより、フィルター
処理された空気対照群と比較して動脈硬化
が著しく増加した。これらの結果は、アル
デヒドを含むニコチン供給電子タバコのエ
アロゾールに暴露されたヒトの心血管疾患
リスクを高める可能性を示唆している
（Ab#1766）。 
ヒト気液界面（air-liquid-interface）気道モ
デルを用いた FA の毒性評価：FA は、吸入
毒性を惹起することが良く知られている刺
激性の高いアルデヒドである。FA の in vitro
の毒性結果を動物およびヒト（in vivo）で
観察された結果と比較するために、in vitro
のヒト気液界面（ALI）気道モデルで FA 蒸
気に対する組織反応を体系的に評価した。
細胞培養液は、VITROCELL®Spiking シス
テムによって生成された 7.5、15、30 ppm
の FA 蒸気に空気界面で連続 4 日間、1 日 4
時間曝露された。 30 ppm FA への 2 回の曝
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露は有意な細胞毒性を誘発したため、この
曝露濃度は研究から除外された。 FAへの曝
露は、用量依存的に繊毛細胞と杯細胞に機
能変化を引き起こし、酸化ストレスが持続
し、15 ppm で扁平上皮に分化する可能性が
認められた。さらに、炎症性サイトカイン
である IL-8、IL-9、および IL-17A の分泌は、
15 ppm の FA 蒸気に繰り返し曝露すること
で誘発された。15 ppm FA は DNA 修復酵素
MGMT の発現を減少さた。このことは、電
子タバコのエアロゾルに含まれるタバコ特
異的ニトロソアミンによって気道上皮細胞
に作られる O6-メチルグアニンの MGMT に
よる修復能力を低下させる可能性を示唆し
ている。以上まとめると、ALI気道モデルを
用いたFA蒸気暴露において酸化ストレス、
炎症誘発性応答、および DNA 修復機構の抑
制などが認められ、in vivo で報告された FA
毒性との間の一致性が確認できた。これら
の結果は、吸入物質の呼吸器毒性を評価す
るための in vitro アプローチとして ALI 培養
システムの適用が有用であることを示唆し
ている（Ab#3587）。 
 
 
E. 結論 
 
加熱式および電子たばこのエアロゾルには
種々のカルボニル化合物が含まれる。カル
ボニル化合物の中でもヒトにおける発癌性
が証明されているFAおよび発癌の可能性が
あることが報告されているAAは１ないし２
個の炭素からなる反応性が高いアルデヒド
である。これら FA/AA は酸化ストレス下で
多 種 多 様 な 炎 症 性 ハ イ ブ リ ッ ド 型
（M2FA/M2AA）リジン付加体を産生する
ことが明らかになっている。今回、吸入暴
露により呼吸器毒性が報告されているα-ジ
ケトン化合物であるMGOについてもハイブ
リッド型（M2MGO）リジン付加体が産生
されることが明らかになった。MGO は糖尿
病で増加する糖分解物でもあることから、
DHP 型リジン付加体である M2MGO の抗原
性、炎症性を含めた動物細胞および組織へ
の病態生理学的影響について調べる必要が

ある。また、グアニンやアデニンの環外ア
ミノ基にも試験管内でハイブリッド型付加
体ができることが明らかになった。今後、
生理学条件下および細胞内で同様の反応物
が産生され、検出されるかを検討する必要
がある。 
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図１ 電子タバコおよび加熱タバコ由来のエアロゾル中のカルボニル化合物が作る可能性があ
る DHP-リジン付加体の産生メカニズム 

 

 

図２ FA 由来の DPC 産生メカニズム 
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図３ M2FA-アデニン（A）付加体の産生メカニズム 

 

 

図４ M2FA、M2AA、および M2MGO の構造、特徴および HPLC を用いた精製 
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図５ M2FA-A の質量解析 

 

図６ M2AA-GI および M2AA-GII の質量解析

 

 

図７ M1FA-G の質量解析 
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図８ M1AA-G の質量解析 

 

 

図９ FA に暴露された動物の鼻部における腫瘍発生頻度および DPC の定量 

 

 

 

              


