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A. 目的 
電子タバコと加熱式タバコ製品の

エアロゾルから種々のカルボニル化合物

が検出される[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）が加熱されること

により産生される。カルボニル化合物は、

生体内の高分子（DNA およびタンパク質

など）に直接反応し付加体を形成する[2]。
さらに、電子タバコと加熱式タバコ製品

のエアロゾル内に存在するラジカル、重

金属、および多環芳香族炭化水素（PAH）

などが呼吸器の中で酸化ストレスを惹起

する[3]ことによって脂質過酸化が引き起

こされ、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。 
われわれはこれまでに、電子タバ

コと加熱式タバコ製品のエアロゾル中に

含まれるホルムアルデヒド（FA）あるい

はアセトアルデヒド（AA）がMDAと反応

することにより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

（M2FA あるいは M2AA）を蛋白および

DNA に作ることを明らかにした。そこで

2020 年度は、細胞膜の構成成分であるア

ミノ基を持つリン脂質（アミノリン脂質）

にも同様の付加体ができるか否か、さら

にその検出法の検討を行った。 
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研究要旨 
加熱式および電子タバコのエアロゾルにはホルムアルデヒド（FA）およびアセト

アルデヒド（AA）などのカルボニル化合物が検出される。そのカルボニル化合物

が脂質過酸化に由来するマロンジアルデヒド（MDA）と複雑に反応してハイブリ

ッド型（1,4-dihydropyridine［DHP］型）リジン付加体および DNA 付加体が産生

されることをわれわれはこれまでに明らかにしてきた。2020 年度の研究では、FA
および AA が細胞膜の構成成分であるリン脂質に DHP 型付加体をつくる可能性を

検討した。アミノ基を持つリン脂質（アミノリン脂質）のホスファチジルエタノ

ールアミン（PE）およびその頭部のエタノールアミンをそれぞれ MDA の存在下

で FA あるいは AA と 37℃にて反応させた。その結果、M2FA-/M2AA-リジン付加

体と同質の蛍光波長および吸光度を示す物質が検出された。さらに、PE に検出さ

れた付加体はホスホリパーゼ D あるいは強酸による加水分解によりエタノールア

ミン付加体として検出されることが明らかになった。新たに検出された M2FA-
/M2AA-PE 付加体が膜の特性、膜輸送体、チャネル、受容体、および酵素の機能

の変調などに影響することで細胞死ならびに免疫細胞の活性化を引き起こす可能

性が考えられる。また、アルデヒド脱水素酵素２（ALDH2）が動物レベルで組織

内の高濃度の FA の解毒に関与している可能性を示唆する結果をマウスを用いて報

告した。東アジア人の約 50％が ALDH2 の低機能変異体であるドミナントネガテ

ィブ ALDH2*2対立遺伝子を持っており、ALDH2*1/*2（ヘテロ型）の ALDH2 機能

は野生型と比較して FA の解毒機能が著しく低い。 低活性型 ALDH2*2 アレルを持

つ人が加熱式および電子たばこのエアロゾルに含まれる高濃度の FA および AA に

暴露された場合、野生型のアレル（ALDH2*1/*1）のみを持つ人に比べ FA に起因

した呼吸器毒性が強く出る可能性について今後の検討が必要と考えられる。 
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また、FA の生体内における毒性学

的影響に及ぼすアルデヒド脱水素酵素 2
（ALDH2）の重要性に関してノースキャ

ロライナ大学（米国）と共同研究を実施

した。ALDH2 の主たる基質はアルコール

飲料に含まれるエタノールが代謝される

時に大量に産生されるAAである。ALDH2
はその AA を酢酸塩に代謝、無害化する。

ALDH2 には、一塩基多型（ALDH2*2）が

存在し、特に日本を含めた東アジア諸国

の人口の約 50％で不活性型のALDH2*2 の
アレルを持つ人がいる。ALDH2 は試験管

内で FA の代謝にも関与していることが報

告されていることから、われわれは FA の

主たる代謝酵素であるアルコール脱水素

酵素 5（Adh5）に加え Aldh2 を共に欠損

したマウスを作製し、Aldh2 の FA 代謝の

重要性を生体レベルで検討を行った。 
さらに、加熱式タバコ製品から産

生されるエアロゾル中に存在するブタジ

エン（BD）のヒトにおける主たるエポキ

シ化代謝物である 3,4-epoxybutan-1,2-diol 
(EBD)の新たな遺伝毒性メカニズムを明ら

かにした。EBD は一つのエポキシ基と二

つの水酸基（ジオール）を持つ化合物で

ある。同様の化合物は加熱式タバコ製品

からのエアロゾル中に検出されるグリシ

ドールがある。EBD およびグリシドール

はエポキ基を一つ持つことから一官能基

化合物と考えられている。しかし、EBD
がさらにアルコール脱水素酵素による代

謝を受け、二つの水酸基のうちの一つが

アルデヒド基に代わることで２官能基型

の化合物となり、鎖間架橋を引き起こす

可能性がある。そこで、DT40 細胞を用い

た遺伝毒性検出法を使い、BD の３種のエ

ポキシ化代謝体の遺伝毒性のメカニズム

を比較する研究を実施した。 
 

A. 方法 
FA/AA による DHP 型リン脂質付加体の形

成 
FAおよびAAを、37℃でPBS中にてMDA
とエタノールアミン（EA）とを反応させ

た。反応液は HPLC-ダイオードアレイ検

出器 (DAD) を用い分析し、いくつかのピ

ークを分離した。さらに UV 吸収スペクト

ルと蛍光特性の両方をもとに DHP-EA 付

加体と思われるピークを精製した。また、

同様に FA および AA を、37℃でクロロフ

ォルム/水（1/1）中にて MDA とジパルミ

トイルホスファチジルエタノールアミン

（DPPE）とを反応させた。修飾された

DPPE は 1 あるいは 10N の塩酸または 1N
の水酸化カリウムを用いて加水分解し、

EA 付加体を解離させた。また、ホスホリ

パーゼ D（PL-D）を用いて同様に DPPE
から EA 付加体を加水分解させた。その後、

上述と同様に HPLC-DAD 法にて DHP-EA
を検出した。 
 
FA に対する感受性と ALDH2 機能 
細胞内の FA は、主に細胞質中の ADH5 に

よって解毒される（図 1）。その ADH5酵

素のバックアップメカニズムとして機能

すると考えられている代謝経路としてミ

トコンドリアに分布する ALDH2 の存在が

提案されている。しかし、ALDH2のFAの

解毒に関しての in vivo における重要性は

ほとんどわかっていない。そこで、我々

はマウスを用いて FA代謝の主要経路と代

償経路の両方の遺伝子を欠損させた。す

べてのマウス実験は、ノースキャロライ

ナ大学動物実験施設の施設内動物管理使

用委員会の審査委員会によって承認され

実施された。 マウスは、病原体のない、

温度および光が制御された動物施設に、

12 時間の明/暗サイクルで飼育され、標準

的 な餌と 水 が自由 に 与 え ら れ た 。 
C57BL/6J バックグラウンドの Aldh2 ko マ

ウス[4]および Adh5 ko マウス[5]を入手し

た。Aldh2-/-/Adh5+/-マウスを交配すること

により、Aldh2/Adh5 double ko (dko)マウ

スの樹立を試みた。 
 

エポキシ基と水酸基の両方持つ化

合物が代謝によりアルデヒド基を持つ２

官能基代謝体となり遺伝毒性を惹起する

新たなメカニズムについて 
 
DT40 細胞と DT40 細胞由来の一連の DNA
修復遺伝子変異細胞を使用した 96 穴プレ

ートベースの遺伝毒性検出アッセイを実

施した[6,7]。浮遊細胞（ウェルあたり 75
μl 中に約 1200 細胞を浮遊）を 96穴プレ

ートに播種し、BD のエポキシ化代謝物に

曝露した。使用した被験物質を滅菌
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1XPBS で段階希釈し、適切な濃度を得た。

化学物質への暴露後、細胞は約 7〜8 細胞

周期の間分裂させた。次に、細胞生存率

を XTT アッセイで測定した。プレートリ

ーダー を使用 し 吸 光 度 を測定後、

GraphPad Prism 5（La Jolla、CA、USA）

を用いて 50%致死濃度（LC50）の定量を

行った。 さらに、野生型と DNA修復欠損
変異細胞を比較するため、相対 LC50 を算

出した。 
 
 

B. 結果および D. 考察 
 

FA/AA による DHP 型リン脂質付加体の形

成 
 

脂 質 過 酸 化 は MDA や 4-
hydroxynonenal （4-HNE）などのアルデ

ヒドを産生し、そのアルデヒドが DNA や
蛋白（システイン、リジン、ヒスチジン）

などの求核部位に共有結合することで付

加体を形成する。これまでに、アルデヒ

ドによる DNA や蛋白の修飾が生ずる生物

学的影響についても研究されてきている

[8]。一方、反応性が高いアルデヒドがホ

スファチジルエタノールアミン（PE）な

どのアミノリン脂質（図 2）の求核部位に

共有結合（マイケルおよびシッフ塩基付

加物を形成）する結果生ずる付加体につ

いては報告されてはいるものの、その病

態生理学的影響はほとんど理解されてい

ない。細胞膜および膜貫通タンパク質の

機能における膜脂質である PE の重要な役

割を考えると、その修飾が細胞内のさま

ざまなプロセスに影響を与えることが考

えられる。アルデヒド-PE付加物が膜の特

性、膜輸送体、チャネル、受容体、およ

び酵素の機能の変調などに影響すること

で細胞死ならびに免疫細胞の活性化を引

き起こす可能性は容易に想像できる。さ

らに、PE 代謝の障害は、アルツハイマー

病、パーキンソン病、非アルコール性肝

疾患などの多くの慢性疾患や、アテロー

ム性動脈硬化症、インスリン抵抗性、肥

満などの生活習慣病に関与している。こ

れらの疾患はこれまでわれわれが行って

きた M2FA-/M2AA-リジン付加体に起因す

ると考えられる疾患とオーバーラップす

ることも興味がある。  
これまでα,β-不飽和アルデヒド

（4-HNEなど）とPEとの反応によりさま

ざまな付加物が形成されることが報告さ

れている。一方、脂質過酸化により生ず

る主たるアルデヒドである MDA が PE ヘ
ッドグループを修飾し、複雑な付加体を

生成することが報告されている。 たとえ

ば、MDA と特定の PE とのインキュベー

ションにより、ジヒドロピリジン型の PE
（DHP-PE：M2AA-PE）が試験管内にお

いて生成されることが明らかになってい

る[9]。 
先行研究では、in vitro の実験にお

いて MDA と単一の構造の PE を反応させ、

修飾された PE を HPLC を用いて分離し、

DHP-PE 付加体の質量解析を実施してい

る。しかし、細胞内には様々な種類の PE
分子（脂肪酸の構造が異なる PE）が存在

することから、DHP-PE の総量を測定す

るにはさらに検討が必要であった。そこ

で、アルデヒドによって修飾された PE の

頭部構造の EA をリン酸部位から解離させ

た後、分離解析する方法が必要であると

考えた。 
まず、PE の 1 つである DPPE（図

3）を MDA の存在下で FA あるいは AA と

37℃にて反応させた。反応液はリジン、

MDA、および FA あるいは AA との反応と

同様に黄色となり（図 3）、DHP-リジン

の励起波長に近い 365nm の波長で蛍光性

の物質が検出された。このことから、

DHP 型の付加体（DHP-DPPE）が産生さ

れている可能性が考えられた（図 3）。

DHP-DPPE からアルデヒドによって修飾

された EA を切り出す方法には、ホスホリ

パーゼ D（PL-D）、強塩基あるいは強酸

による加水分解がある。切り出される可

能性がある DHP-EAには FAによって作ら

れる可能性のある M2FA-EA および AA に

よる M2AA-EA が考えられる（図 3）。そ

こで、EAを MDAの存在下で FAあるいは

AA とインキュベートを行い DHP-EA が検

出されるかを確認した。生理食塩水を用

いて EA を MDA の存在下で FA ないしは

AAを 37℃にて反応させ、その反応液中に

DHP-EA が存在するか否かを HPLC-DAD
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を用いて確認した。その結果、UV 吸光度

スペクトラムをもとに M2FA-EA および

M2AA-EA と考えられるピークが検出され

た（図4）。さらに、365nmの波長で蛍光

性が検出されたことから、M2FA-EA およ

び M2AA-EA がそれぞれ分離されたものと

考えられた。 
DHP-EA の強酸および強塩基の耐

性を調べたところ、強酸にはある程度の

安定性を認めたが、強塩基によって不安

定な性状が確認できた。そこで、DHP-
DPPEからの DHP-EAの解離反応には PL-
Dによる酵素反応あるいは強酸による加水

分解を用いることとした。次に、M2FA-
DPPE および M2AA-DPPE を PL-D処理あ

るいは強酸処理した反応液を HPLC によ

る分析にかけたところ、精製された

M2FA-EA および M2AA-EA のピークと同

じ保持時間にピークを検出できたことか

ら、これらの加水分解処理により DHP-
EA が DHP-PE から切断可能であることが

明らかになった（図 4）。今後さらに検討

を加え、定量的な解析ができるよう研究

を続ける。 
 
FA に対する感受性と ALDH2 機能 
   
細胞内に存在する FA は、主に細胞質中の

ADH5 （Km = 0.12–6.5μM）によって解

毒される（図 1）。その ADH5酵素のバッ

クアップメカニズムとして機能する代謝

経路としてミトコンドリアの ALDH2 
（Km = 170–400μM）の存在が提案され

ている。しかし、ALDH2 の FA の解毒に

関しての in vivo における重要性はほとん

どわかっていない。そこで、我々は FA代
謝の主要経路と代償経路の両方の遺伝子

を欠損させた（Adh5/Aldh2 dko）マウス

の作製を試みた。 
 Adh5/Aldh2 dko マウスは、生後 21
日を過ぎて生存することはほとんどなく、

非常にまれなケースとして、Adh5/Aldh2 
dko マウスが生後25日まで生存した[10]。
Adh5/Aldh2 dko マウスの体重は、Aldh2-/-/ 
Adh5+/-および Aldh2-/-/Adh5+/+マウスの約

37％程度にすぎなかった（図 5A および

B）。この結果に基づくと、Adh5/Aldh2 
dko 動物は、部分的な合成致死性または致

死性の表現型を示していることが考えら

れる。この致命的な影響は ADH5 と

ALDH2 の両方を不活性化することにより、

マウスの胎児または新生児に内因性 FA が

蓄積した可能性が高い。 
われわれの論文が発表されてから

6 か月後に英国ケンブリッジ大学および京

都大学の研究グループが共同して実施し

た研究の報告から、Adh5/Aldh2 dko マウ

スの諸臓器に FA 由来の DNA 付加物が単

独の遺伝子欠損マウスより著しく増加し

ていることが報告されている[11]。一方、

AA由来のDNA付加体の増加は認められて

いない。 
これらの研究の重要な点は、FA 解

毒に関与する2つの主要な代謝経路の同時

破壊が、マウスの胎児期および出生後早

期に部分的な合成致死性をもたらすこと

である。東アジア人の約 50％がALDH2の

低機能変異体であるドミナントネガティ

ブ ALDH2*2 対立遺伝子を持っており、

ALDH2*1/*2（ヘテロ型）のALDH2機能は

ALDH2*1/*1（野生型）と比較して 8％未
満で あ る と 報 告 さ れ て い る  [16] 。 
ALDH2*1/*2 の遺伝子型のヒト肝臓ミトコ

ンドリアにおける FA の ALDH 活性は、野

生型（ALDH2*1/*1）の ALDH 活性の約

30％であると報告されている[12]。したが

って、ALDH2*2 アレルを持つヒトでは、

電子タバコと加熱式タバコ製品のエアロ

ゾールに含まれる FA および AA の影響が

野生型のヒトより強くでる可能性がある

と考えられる。（図 6 ）。  今後、

ALDH2*2 対立遺伝子を持つヒトに注意を

はらった疫学調査が必要と思われる。 
 
エポキシ基と水酸基の両方を持つ

化合物であるBD代謝物の遺伝毒性の新た

なメカニズムについて 
BD は燃焼たばこ煙および加熱式た

ばこのエアロゾールなどにも含まれるヒ

トの既知発癌性物質である。BD は二つの

炭素-炭素二重結合をもつ化合物である。

ヒトでは、主として CYP2E1 などによっ

て１つ炭素-炭素二重結合がエポキシ化さ

れて（図７）、さらにミクロゾームエポ

キシドヒドロラーゼ（mEH）によって加

水分解される。さらに、CYP2E1 などに

よって、もう一つの炭素-炭素二重結合が
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エポキシ化されることでエポキシ基と水

酸基の両方持つ EBD が生成される。われ

われは、最近、この１官能基（エポキシ

化）化合物である EBD があたかも２官能

基様のクロスリンク型の遺伝毒性を引き

起こすことを明らかにした[13]。EBDは他

の BD 由来のエポキシ化代謝体と比べて最

も弱い遺伝毒性を示すヒトの BD エポキシ

化代謝体と考えられている。その一方で、

EBD はヒトの体内で最も高濃度存在する

エポキシ化代謝体でもある。EBDをDT40
ミュータント細胞を用いた遺伝子毒性ア

ッセイ[14]にかけたところ、FA 暴露で認

められた結果[7]と類似した現象が観察さ

れた。特に DNA 鎖間架橋を修復するファ

ンコニ貧血（FANC）関連遺伝子のミュー

タントの感受性が高い結果が得られた。

この結果は、EBD が代謝過程において鎖

間架橋をつくる代謝物ができる可能性を

示唆するものである。 
水酸基を持たない一官能基エポキ

シ化代謝物の 3,4-エポキシ-1-ブテン（EB）
は FANC 欠損細胞において高感受性を示

すことはない。すなわち、１個のエポキ

シ基とジオールがそろった時にクロスリ

ンク型の遺伝毒性を示す。細胞質に存在

するアルコール脱水素酵素は一級および

二級アルコールの酸化反応を触媒する。

1,2-diolを持つ EBDと類似した構造をもつ

BD代謝物の 1-ブテン-3,4-ジオール（BDD）

は細胞質 ADH が作用した場合、C-2 にカ

ルボニル基をもつ HMVK と C-1 にカルボ

ニル基を持つ HBAL が作られる[15]。可能

性として、1,2-ジオールをもつ EBD が細

胞質に存在する ADH により C-1 あるいは

C-2 にカルボニル基ができることで EBD
分子のエポキシ基と合わせて２官能基を

もち、DNA 鎖間架橋ができる可能性が考

えられた。EBD に類似した構造のグリシ

ドールはエポキシ基と水酸基の両方持つ

化合物である。グリシドールは加熱式タ

バコや電子タバコの保湿剤が過熱される

ことによりエアロゾール内に産生される

化合物である。このグリシドールはこれ

まで１官能基化合物と考えられてきてい

るが、EBD と同じように ADH により水酸

基がアルデヒドとなることで２官能基化

合物になり、鎖間架橋の形成を含めた強

い遺伝毒性を引き起こす可能性がある。 
 
 
E. 結論 
 
加熱式および電子タバコのエアロゾルに

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 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）リジン付加体お

よび DNA 付加体を産生することを明らか

にしてきた。今回、蛋白および DNA に加

え、細胞膜成分であるアミノ基を持つリ

ン脂質のひとつである PE についても

M2FA/M2AAが付加することを明らかにな

った。修飾された PE は細胞膜の特性、膜

輸送体、受容体、および酵素の機能の変

調などに影響を及ぼす可能性があり、細

胞死ならびに細胞死に付随して免疫細胞

の活性化を引き起こす可能性がある。 
過剰な FA を ALDH2 が解毒する可

能性があることをマウスの実験により明

らかにした。この結果から、不活性型

ALDH2*2 アレルを持った人が加熱式およ

び電子タバコのエアロゾルに含まれる高

濃度の FA に暴露された場合、野生型のア

レルのみを持つ人に比べ FA に起因した呼

吸器毒性を強く示す可能性がある。

ALDH2*2 アレルを持つヒトに関する疫学

調査が今後必要と思われる。 
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図１ ホルムアルデヒド代謝。  

 

ホルムアルデヒド（FA）は主に ADH5 経路を介して無害化される。 FA は⾮酵素的に GSH
に結合し、ADH5 によって酸化され、さらに FGH によってギ酸に代謝される。 ALDH2
は、ADH5 依存性解毒システムのバックアップ酵素として存在する。  

 

図 2  FA と脂質過酸化由来の MDA と⽣体内⾼分⼦との想定される不可逆的反応 

 

 

 

 

図３ アミノリン脂質に作られる DHP 型付加体 
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図４ 精製された M2FA-EA と M2FA-DPPE から加⽔分解された M2FA-EA 

 

 

 

 

 

 

 

図５ Aldh2-/-/ Adh5-/-マウスの⼀般的な外観、体重および臓器重量。 
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A. ケージ内の 25 ⽇齢の Aldh2-/-/ Adh5-/-マウス（⽩い⽮印）および Aldh2-/-/ Adh5 +/-お
よび Aldh2-/-/ Adh5 + / +マウスの⼀般的な外観。B. b Aldh2-/-/ Adh5-/-マウス（n = 2）お
よび Aldh2-/-/ Adh5 +/-および Aldh2-/-/ Adh5 + / +マウス（n = 3）の体重（平均±SD）。  

 

 

図６ ALDH2 * 2 対⽴遺伝⼦を持つ個⼈の内因性ホルムアルデヒドによって引き起こされる
可能性のある⼈間の病気の仮説的なメカニズム。  

       

加熱式たばこのエアロゾルに含まれる化合物は ALDH2*2 アレルを持つ⽇本⼈の FA/AA の解
毒に⼤きな負荷をかける。さらに、グルタチオンの枯渇を介した ADH5 の FA 解毒経路の障
害を引き起こし、細胞内の FA 濃度を増加する可能性がある。  

 

図７ 1,3-ブタジエン（BD）の代謝活性化経路および EBD の代謝活性化による鎖間架橋形
成の仮説スキーム。 
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