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A. 研究目的 

加熱式たばこの普及による健康リスクを推定

するために生物学的研究は必須である。しかしな

がら、加熱式たばこはこれまでの燃焼式たばこと

は煙の発生機序が異なるため、従来のばく露装置

をそのまま使用することは困難である。仮に使用

したとしても、経路の途中でエアロゾルが結露し

結露水にニコチンが溶け込むため、正しいばく露

は得られない。そのためそこから導かれる結果に

は大きな不確実性が伴う。したがって加熱式たば

こばく露による生体への影響を定量的に決定し

リスク評価をするためには、動物へエアロゾルを

適切にばく露する装置を用意することが極めて

重要であるが、in vivo 実験用の標準化された加
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最大４日程度）のばく露をおこなって、肺胞マクロファージの泡沫化や還元型グルタチオン（GSH）

が減少することを示した。また、研究の途上でばく露時の拘束ストレスの影響が懸念されたため、拘

束しないばく露方法を検討した。拘束しないばく露方法を用いて最終年度までに１）血中の炎症性サ

イトカイン濃度への影響、２）テレメトリー法による心拍への影響、３）病理組織解析の３つの研究

を最大４週間までの連続ばく露を行ったマウスで解析を実施した。 

加熱式たばこばく露は、一部の指標において、生体影響と考えられる変化をもたらしたが、本研究

ではばく露期間の制約もあるため健康影響を検索するためには、さらに長期間のばく露・高用量のば

く露などの条件による研究が必要であると考えられた。 



   
 

   
 

熱式たばこエアロゾルばく露装置はない。そのた

め本研究では、in vivo 実験用の加熱式たばこの

動物ばく露装置を開発し、開発した装置によって

生成された加熱式たばこエアロゾルの化学分析、

および実際にマウスにばく露を行った際にマウ

スの血漿や尿のニコチンおよびその代謝物を定

量し装置の妥当性を検討した。また、開発した装

置を用いて IQOS エアロゾルをばく露したマウス

の生理学的応答および組織学的影響を検討した。 

また、同装置を用いてマウスにエアロゾルばく

露をした際の１）血中の炎症性サイトカイン濃度

への影響、２）テレメトリー法による心拍への影

響、３）病理組織解析を検討することを目的とし

た。 

B. 研究方法 

１． 加熱式たばこばく露装置および捕集するエ

アロゾルの分析 

１．１ 動物用加熱式たばこ露装置 

 本研究では当研究室で開発した加熱式たばこ

ばく露装置を使用した（図１および図２）。本装置

では、様々な喫煙プロトコルを設定できるが、本

研究では、Health Canada Intensive（HCI）プロ

トコルを用いた。使用する加熱式たばことして、

デバイスは IQOS3 Duo、IQOS ヒートスティックは

Marlboro レギュラーをすべての研究を通じて使

用した。 

１．２ 加熱式たばこエアロゾルの捕集 

加熱式たばこばく露装置および化学分析用捕集

装置（LM4E、Borgwaldt）を用いて、IQOS ヒートス

ティック 3本分のエアロゾルを Cambridge filter 

1 枚に捕集した。捕集は喫煙者の喫煙行動を想定

した国際的な喫煙法である HCI 法に従い、吸煙量

55 mL、吸煙時間 2秒間、吸煙間隔 30 秒間、およ

び通気孔を 100%閉鎖して行った。LM4E は動物用

ばく露装置を用いて捕集した化学物質量と比較

し、その装置の有用性を検証するために用いた。 

 

加熱式たばこエアロゾルの化学分析 

加熱式たばこエアロゾルのニコチン、水分、ター

ルおよび一酸化炭素の定量は WHO TobLabNetが定

めた標準作業手順書に基づき行った。 

 

２．マウスを用いたばく露と生物学的ばく露量の

検討 

２．１ マウスへのばく露方法 

 ばく露方法は、当初の実験において C57BL/6Nマ

ウスを保定用チューブに入れ、鼻部ばく露用マス

クにマウスの鼻がかかるように置いた。この際に

は保定による拘束ストレスが予想されたため、１

回のばく露では、連続で 60 分を超えないように

した。研究後半では、ばく露の際に筒状のホルダ

ーにいれた際の拘束ストレスを回避するため、動

物を保定しない（自由度の高い）ばく露用のホル

ダーでばく露を行った（図３）。これまでと異なる

ばく露法であるが、尿のニコチン代謝物の分析に

基づけば高いばく露条件が達成されていること

が示された。 

 

２．２ 尿中ニコチン代謝物の定量 

 IQOSヒートスティックエアロゾルばく露から 1、

2、4、6 時間後に採尿し、尿中ニコチン代謝物の

定量をするときまで-80ºC で保存した。サンプル

中のニコチン代謝物を LC-MS/MS（Xevo TQ-S、

Waters Co）を用い定量した。また、尿中のクレア

チニン濃度を定量し、尿中ニコチン代謝物濃度を

クレアチニン濃度で補正した。 

 

３．生理・生化学的解析 

３．１ 体表面皮膚温度測定 

 マウス体表面皮膚温度を IR カメラ（InfReC 

G100EX、日本アビオニクス株式会社）で測定する

ため、ばく露実験前日にマウスの背中の体毛を小

動物用電気バリカン（トリマー MODEL 2100、大東

電機工業株式会社）で毛刈りし、残った毛をクリ

ームで除毛した。IQOS ヒートスティック 1本分の

エアロゾルばく露前、ばく露直後、5、10、15、30、



   
 

   
 

60、120分後に除毛したマウス背中の IR イメージ

を 1 測定時間あたり 3 枚取得し、3 枚の IR イメー

ジから平均値を算出し体表面皮膚温度とした。 

 

３．２ 気管支肺胞洗浄および肺胞マクロファー

ジの回収 

 加熱式たばこエアロゾルばく露後、気管切開し

て、サーフロー外筒を挿入し、PBS1 mLを充填し

たシリンジを接続し、肺内に PBSを注入した。PBS

を注入後、シリンジの押し子をゆっくり引き、注

入した液を回収した。これを 2 回繰り返し、回収

した液を気管支肺胞洗浄液とした。気管支肺胞洗

浄液は 4℃、100×g で 10 分間遠心分離し、上清

と細胞画分（肺胞マクロファージ）に分けた。 

 

３．３ 肺胞マクロファージ内 GSH 濃度の定量 

 本研究では、肺胞マクロファージ内のグルタチ

オン（GSH）濃度を調べる目的で蛍光指示試薬

QuicGSH3.0（五稜化薬）を使用した。QuickGSH3.0

はグルタチオン存在下で発色する 572 nm とグル

タチオン非存在下で発色する 650 nmの 2波長の

蛍光強度比より細胞内グルタチオン濃度を求め

る手法である。基本的に販売会社の提供するプロ

トコールに従い実験を行った。 

マウス 1 匹につき 50 細胞以上を解析し、求めた

GSH 濃度の平均を各マウスの肺胞マクロファージ

内 GSH 濃度とした。 

 

３．４ 肺組織内 GSHおよび GSSG 濃度の定量 

 肺胞洗浄液を回収した後の肺組織について、

GSHおよび GSSGを GSSG/GSH Quantification Kit

（同仁化学研究所）を用いて定量した。 

 製品プロトコルに従い、気管支肺胞洗浄後のマ

ウス肺組織 100 mgに 5%SSA 溶液を 0.5 mL加えて

ホモジナイズし、4℃、8,000×gで 10分間遠心分

離した。上清を SSA 溶液の濃度が 0.5%となるよう

に希釈し、所定の方法で反応をさせた。吸光度測

定により求めた GSSG 濃度と総グルタチオン濃度

を用いて、次式から GSH 濃度を算出した。 

 GSH 濃度＝総グルタチオン濃度－（GSSG 濃度）

×2 

 

３．５ 酸化ストレスマーカーの解析 

 凍結保存した臓器から ISOGEN2を用いて、常法

に従って total RNA を抽出し、Invitrogen 社の

SuperScript IV VILO Master Mixを用いて cDNA

を合成した後、表１に示すプライマーセットと

TOYOBOの THUNDERBIRD SYBR qPCR Mixを用いて

RT-PCRによる遺伝子発現の解析を行った。 

５．２ 血中サイトカイン濃度の網羅的解析 

加熱式たばこばく露の血液をマウスの頬静脈か

ら一定量採血し、血漿を回収した。なお、採血の

タイミングは、一連のばく露を開始する前、ばく

露を２週間行った直後、ばく露を４週間行った直

後の計３回であり、ばく露は１日 10本（スティッ

ク）のばく露をおこなった群（以下、10S 群とす

る。）と１日 20 本のばく露をおこなった群（20S

群）、ばく露を行わずホルダーに入れ、空気をばく

露した群（Air群）、何も行わない群（Control群）

とした。 

 

３．６ サイトカインの定量 

血しょう中のサイトカインの定量は Biolegend

社の LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel 

(13-plex) with Filter Plate キットおよび

BECKMAN COULTER 社のフローサイトメーター

CytoFLEXを使用し、メーカーマニュアルに従って

分析を行った。 

 検出限界値以上の濃度と判定されたサイトカ

インについて統計解析ソフト SPSS を使用し、各

群の統計解析をおこなった。統計処理は各群が等

分散であると仮定して一元配置分散分析（one-

way ANOVA）を行い、p＜0.05の項目について post 

hoc解析を実施した。 

 

３．６ マウス心電図の取得及び解析（短期ばく



   
 

   
 

露） 

 実験の 48 時間前までに、マウス（C57BL/6N）に

対して外科的に埋め込み型マウス心電図送信器

（ソフトロン）を装着した。実験直前にマウスを

円筒型マウスホルダー（KN-325-C, 夏目製作所）

に入れて保定をした。ホルダーを心電図受信ボー

ドの上に置き、送信機からのアナログ信号を

PowerLab4/26（AD Instruments）を介して A/D 変

換を行い PC に取り込んだ。取り込んだデジタル

データは、LabChartPro ソフトウエアおよび内臓

の ECG解析モジュール（AD Instrument）で処理お

よび解析を行った。なお、マウスの心拍数は平時

で 600～700 拍/分（10～12 拍/秒）データの取得

レートは 1kHzとした。 

 

３．７ マウス心電図の取得及び解析（長期ばく

露） 

 あらかじめ、加熱式たばこばく露装置で、１日

20本のばく露を３週間行い、エアロゾルばく露に

馴化したマウス（C57BL/6N）を用意した。毎日の

ばく露を実施しつつ、心電図を取得する実験の 48

時間前までに、外科的に埋め込み型マウス心電図

送信器（ソフトロン）を装着した。対照としては、

加熱式たばこエアロゾルに全くさらされていな

いマウスを用意した。実験直前に図３で示したホ

ルダーにマウスを１匹だけ入れ、ホルダーを心電

図受信ボードの上に置きばく露を行った。心電図

の取得および解析は３．６と同様である。 

 

４．病理組織解析 

４．１ 光学顕微鏡を用いた病理組織解析 

IQOS ばく露マウスとコントロールマウスの肺を

4%パラフォルムアルデヒド溶液にて浸漬固定し

た。緩衝液で洗浄後、アルコール系列で脱水、レ

モゾール液置換後、パラフィン包埋した。パラフ

ィン包埋した肺組織は５μm 厚に薄切し、ヘマト

キシリンーエオシン（HE）液を用いて染色した。 

HE染色切片は、光学顕微鏡（LM）で撮影し、病理

組織解析を行なった。病理組織像観察については、

i; 肺胞上皮組織（I 型と II 型）の変化解析、ii; 

肺胞マクロファージの数と形態変化解析、iii; 

肺胞中隔内の厚さ、血管内皮細胞の病理検査、iv; 

肺胞腔への血球等の浸潤等について検討した。 

 

４．３ 電子顕微鏡を用いた微細病理組織解析 

 光学顕微鏡を用いた病理組織解析で使用した

IQOSばく露マウス（１日４本１日ばく露群、１日

４本２日ばく露群）とコントロールマウスの肺の

一部を 4%アルデヒド、2%グルタールアルデヒド溶

液で固定し、その後、オスミウム酸で再固定した。

緩衝液で洗浄後、アルコール系列で脱水、プロピ

レンオキサイド液置換後、エポキシ樹脂包埋した。

包埋した肺組織は 70nm 厚に薄切し、電子染色液

を用いて染色した。透過型電子顕微鏡（TEM）にて

検鏡、撮影し、微細構造変化を解析した。 

 

４．５ 免疫組織化学法による病理組織解析 

上記病理組織解析で作製したパラフィン包埋後

の IQOS ばく露マウスとコントロールマウスの肺

５μm厚に薄切し、レモゾール、アルコール系列、

蒸留水に置換した。10 mMクエン酸ナトリウム 

（pH 6.0）で 95 度 60 分間、抗原賦活化した。

Block Aceにてブロッキング処理を行ったのち、

下記の抗体で蛍光抗体法にて検討した。 

Anti-Endthelical-cell antibody, Anti-

Collagen1 antibody, Anti-CD45 antibody, 

Anti-CD31 antibody, Anti-F4/80 antibody, 

Anti-TNF-alpha antibody, Anti-MIP1alpha 

antibody 

１次抗体は 4℃で一晩反応し、洗浄後、各 2 次

抗体で発色した。蛍光染色切片は、蛍光顕微鏡で

撮影し、病理組織解析を行なった。 

 

５．倫理的配慮 

 動物実験は、国立保健医療科学院動物実験委

員会の承認を得て実施された。 



   
 

   
 

 

C. 結果及び考察 

１．ばく露装置と拘束ホルダーによるマウスへの

ばく露 

本研究では我々が独自に開発したばく露装置

を用いて実験を行った（図１、図２）。ばく露装置

を用いて収集した物質を分析したところ、エアロ

ゾルの化学分析結果において粒子状およびガス

状物質ともに化学分析用の捕集装置（LM4E）の捕

集結果と比較してほぼ同量であった（図４）。この

結果から、動物用ばく露装置は加熱式たばこのエ

アロゾルを大きく損失することなくマウスにば

く露することができるといえる。また、カスタム

メイドの鼻部ばく露用マスクを加熱式たばこエ

アロゾル放出ポートの先端に接続することで、マ

ウス鼻部を直接エアロゾルでばく露することが

でき、以下の実験では本ばく露装置を使用するこ

ととした。 

 

２．ばく露によるニコチン代謝物の挙動と生理・

生化学応答 

尿中のニコチンおよびニコチン代謝物量の変化 

ばく露装置による IQOS エアロゾルばく露がマウ

スへ化学物質の損失なく実施できていることを

検証するために、ばく露後の各時点でのマウス尿

中のニコチン代謝物（コチニンおよび 3-ヒドロキ

シコチニン）を LC-MS/MSで定量した。コチニンは

ばく露 1 時間後に高値（6.82 µg/mg）となり、2 時

間後にはおおよそ半量（3.32 µg/mg）となった。

一方で、コチニンの代謝物の一つである 3-ヒドロ

キシコチニンはばく露 2 時間後に高値（32.9 

µg/mg）となった（図５）。（すべてクレアチニン補

正値） 

また、呼吸器から吸収されたニコチンの血管収縮

作用による体表面皮膚温度の変化を経時的に測

定した（図６）。エアロゾルばく露前は 37.6℃±

0.8℃あった体表面皮膚温度がばく露直後から

徐々に低下し、30分後に最低値（33.5℃±0.5℃）

となった。さらに、ばく露 120分後には元の温度

に戻り、マウスの活動もばく露前の状態に戻った。

一方で、エアロゾルばく露中は保定用チューブで

拘束しているため、拘束ストレスが体温に影響を

与える可能性があった。そのため、ばく露装置を

用いて室内空気をばく露した Sham 群の体表面温

度と比較したところ、IQOSばく露群はばく露直後

から 60 分後まで有意な体温の低下を示した。ま

た、Sham群の結果より、体温の低下は拘束ストレ

スによるものではないことが確認された。 

肺に吸い込まれた加熱式たばこエアロゾルによ

る酸化ストレスの影響について検討するため、酸

化ストレスの指標として知られているグルタチ

オンに着目し、IQOSエアロゾルをばく露したマウ

スの肺胞マクロファージの細胞内還元型グルタ

チオン（GSH）濃度を定量した。Control群と比較

し、IQOSエアロゾルばく露によって肺胞マクロフ

ァージの細胞内GSH濃度は有意に減少した（図７）。

また、IQOS エアロゾルばく露群においても 5s1d

群（5本/日を 1 日ばく露）と比べ 5s2d群（5本/

日を 2 日ばく露）では有意に減少し、群間の量的

反応関係が認められた。 

IQOS エアロゾルばく露による肺胞マクロファー

ジにおける酸化ストレスの増大が認められたた

め、続いて肺組織への影響を検討した。各群のマ

ウス肺組織中の総グルタチオン濃度、GSH 濃度お

よび酸化型グルタチオン（GSSG）濃度を定量した

ところ、肺組織中の総グルタチオン濃度は IQOSエ

アロゾルばく露によって有意差はなかったもの

の増加傾向であった（図８）。 

 

３．酸化ストレスマーカーの発現解析 

 加熱式タバコのエアロゾルへのばく露影響を

検討するため、肺および肝臓における酸化ストレ

スマーカーとして以下の 7 種の遺伝子発現量を

RT-PCR 法を用いて測定した。測定対象はメタロチ

オネイン：Mt1、Mt2、ヘムオキシゲナーゼ１：Hmox1、

チオレドキシン：Txn1,Txn2、ペルオキシレドキシ



   
 

   
 

ン：Prdx1、NAD(P)Hキノンデヒドロゲナーゼ 1：

Nqo1である。また、ハウスキーピング遺伝子とし

て、Ywhazと Rpl13A を測定し、それぞれで補正し

た結果が同様であることを確認した。 

 IQOS のエアロゾルに直接ばく露される臓器と

して、肺の酸化ストレスマーカーの発現量を RT－

PCR 法を用いて測定した。ケージで飼育したコン

トロール群の発現量を１とし、各遺伝子のシャム

ばく露群と IQOS ばく露群の相対的な発現量を図

９に示した。Mt1 と Mt2 のみがコントロール群に

対して２倍以上の発現誘導が観察された。しかし、

この影響はシャムばく露群にも同等の影響が認

められており、拘束ストレスによる影響の可能性

が高いと考えられる。また、Mt1 と Mt2 以外の酸

化ストレスマーカーでは、発現の誘導が観察され

ていない。Mt1 と Mt2 はコルチゾールによる発現

誘導を受けることが報告されており、肺における

発現誘導は IQOS エアロゾルによる酸化ストレス

ではなく、拘束ストレスによってコルチゾールの

分泌量が増えたことを示唆する結果である。 

 次に、肝臓における酸化ストレスマーカーの遺

伝子発現量を測定した。肺と同様に、ケージで飼

育したコントロール群の発現量を１とし、各遺伝

子のシャムばく露群と IQOS ばく露群の相対的な

発現量を図 10に示した。肝臓では、シャムばく露

群と IQOS ばく露群においてコントロール群と比

較して Mt1と Mt2の発現量が 100倍以上に誘導さ

れていた。それ以外の酸化ストレスマーカーでは、

Hmox1で 2倍以上の誘導が認められたが、IQOSば

く露群だけではなく、シャムばく露群により強い

誘導が認められた。さらに、Trx や Prdx および

Nqo1では、誘導が観察されなかった。これらの結

果は、肺と同様に肝臓においても拘束ストレスに

より、Mt1 と Mt2 がコルチゾール依存的に誘導さ

れたことを示唆する結果である。 

 IQOS エアロゾルに直接ばく露する肺と化学物

質の代謝を担う肝臓において酸化ストレスマー

カーの遺伝子発現量を測定した。その結果、Mt1と

Mt2の誘導が認められたが、シャム群と IQOS群に

おける誘導が同等であったことと、Nqo1 や Prdx

および Trxなどの酸化ストレスマーカーの誘導が

観察されなかった。これらの結果は、酸化ストレ

スを介した発現誘導ではなく、コルチゾール依存

的な拘束ストレスによる影響であることを示唆

している。今後、IQOSエアロゾルのばく露影響を

評価するためには、非拘束下のばく露方法を検討

することが必要であると考えている。 

 

４．５血中サイトカインへの影響 

 検出限界値より高い濃度が示された炎症性サ

イトカインは IL-1α、IL-1β、IL-10 の 3つであっ

たため、この 3 つに注目して解析を進めた。IL-1

αは加熱式たばこばく露によって、血漿中の濃度

が増加する傾向がみられた。しかし数値のばらつ

きが大きく ANOVA 解析を行った結果は 2週間ば

く露、4 週間ばく露の血漿ともに有意差は認めら

れなかった。 

IL-1βでは加熱式たばこばく露の有無による違

いは見られなかったが、IL-10 では加熱式たばこ

ばく露によって血漿中が濃度の抑制される傾向

が見られた。ANOVA 分析において２週間ばく露

の血漿では有意差は認められなかったが、４週間

ばく露の血漿では 20S 群と Air 群において有意

（p=0.031）が認められた（図 11）。 

 

５．エアロゾルばく露中のマウス心電図への影響 

 本研究では、マウスの循環器への急性影響を明

らかにするため、埋め込み型マウス心電図送信器

を C57BL/6N マウスに装着し、テレメトリー法に

よりマウスの覚醒下の心電図を取得した。IQOSエ

アロゾルは HCI 法によりばく露をおこなった。加

熱式たばこばく露装置にたばこを挿さずに装置

を稼働した場合、すなわち空気のみをばく露を行

った場合は、心電図に大きな変化を認めないが、

IQOS をセットしばく露を行うとパフの直後に心

拍に変化が観察された（図 13）。心電図から RR 間



   
 

   
 

隔を１拍毎に算出し、プロットをおこなった。こ

の結果から、IQOSエアロゾルのばく露により心拍

に変動が見られることがわかる。また図 12 に示

すように、IQOSを連続してばく露しても同様の変

化が見られた。しかしながらばく露して数分以内

には RR 間隔はベースラインに回復する現象もみ

られ、RR 間隔の変化は可逆的なものであった。な

おデータは示さないが、茶葉から作られたニコチ

ンを含まないスティックのエアロゾルばく露で

も類似の可逆的な現象が確認された。 

これまでは、マウスにとって拘束条件かつ初め

てのたばこばく露による実験であったが、次に長

期間のばく露をおこないエアロゾルばく露に馴

化したマウスでの検討をおこなった。またばく露

の際には、非拘束型ホルダーを用い、非拘束状態

においても同様な現象が起こるのか否かについ

て検討をした。 

 マウスに１日あたり加熱式たばこ 20 本のエア

ロゾルを３週間以上にわたりばく露をし、馴化を

した後に、心電図を記録しながらエアロゾルばく

露の影響を調べたところ、エアロゾルのパフ直後

に期外収縮が見られ、馴化によってその現象が消

失することはなかった（図 13）。しかしながら、

この影響は一過性のものであり可逆的であった。 

 加熱式たばこや電子たばこエアロゾルに含ま

れるニコチンには、その薬理的な作用で心血管系

にさまざまな影響を引き起こすことが知られて

いる。ニコチンは内皮機能不全、アドレナリン作

動性ニューロンからのノルエピネフィン放出、お

よび副腎エピネフィン放出を誘発し、全身循環お

よび冠循環の血管収縮を引き起こす可能性があ

る。 ニコチンによる持続的な交感神経活性化も

心筋リモデリングに寄与する可能性があり、心室

細動、リモデリング、線維症の発症を促進するこ

とが動物実験で示されており、本研究で見られた

影響もニコチンによるものの可能性が考えられ

る。しかしながら、一般的にニコチンの作用であ

れば交感神経系が刺激され、心臓の興奮性が高め

られる作用で心拍数が上がるため RR 感覚は短く

なるはずである。しかしながら今回は RR 感覚の

延長が見られた。また今回でのデータでは、加熱

式たばこの２秒のパフのあとの 28 秒のインター

バルの間、さらには１本のスティックをばく露し

たあとのインターバルの間に変化がベースライ

ンに戻る現象が見られている。この間、体内のニ

コチンレベルは大きな変動はないと考えられる

ため、ニコチン以外の有害性を持つ成分による影

響の可能性もある。図 14に示した通り、馴化した

マウスを用いても同様の現象が起こることは、長

期間のばく露でも心臓は同様の応答をし続ける

可能性を示しており、心臓の肥大化や線維化を通

じて心不全などの疾病につながる原因になるか

もしれず、更なる長期間ばく露でどのような反応

が起こるのかの検証が必要である。一方で、人と

マウスで心臓の解剖学的構造や、ニコチンに対す

る感受性の違いも指摘されていることにも注意

が必要である。 

 

６．光学顕微鏡（LM）による病理組織解析 

肺の病理組織解析において、i; 肺胞上皮組織

（I 型と II 型）の変化解析、ii; 肺胞マクロファ

ージの数と形態変化解析、iii; 肺胞中隔内の厚

さ、血管内皮細胞の病理検査、iv; 肺胞腔への血

球等の浸潤等について、光学顕微鏡下で解析を行

なった。 

コントロールマウスの肺組織の病理組織検査に

よって、加熱式タバコの主流煙をばく露していな

い肺組織は、どの検査項目によっても正常構造を

示し、IQOSばく露マウスについても同様の検討を

行った。今回の検討した肺組織を網羅的に解析し

た結果、ほぼ全ての領域において正常肺組織構造

を示していた（図 14）。しかし１個体の肺組織の

１箇所においては、炎症様構造変化を呈していた

（図 14）。これらの一連の一般病理組織学的検査

の結果から、今回の IQOSばく露では、ほぼ全ての

肺構造へ有意な異常構造変化を誘発していない



   
 

   
 

ものと示唆されるが、ごく一部の肺組織において

炎症様構造が今回初めて確認されたことは、その

病理組織学的変化が稀な変化であるのか、普遍的

な変化であるのかを今後詳細に検討する必要が

あると考察される。 

 

７．電子顕微鏡（SEM）による病理組織解析 

 本研究では、SEM を用いて網羅的に肺組織を観

察し、肺胞マクロファージの密度と形態解析をお

こなった。その結果であるが、まず図 15に肺胞像

をしめす。さらに定量結果を図 16 左に示すよう

に、コントロールと比較し IQOSばく露では、肺胞

マクロファージ細胞の数が多くなっていること

が示された。さらに、観察された肺胞マクロファ

ージの細胞内を観察すると、IQOSばく露の肺内の

肺胞マクロファージ細胞では、有意に異物除去を

行なっている過程、すなわち消化している像が多

数認められた。この過程像を持つ細胞を計測した

結果を図 16右に示すが、有意に IQOSばく露群が

多いことが示された。 

 IQOS のエアロゾル成分には紙巻きたばこに比

べ、有害化学物質は一定程度低減しているため、

どのような作用機序で肺胞マクロファージが、ど

のような物質を分解しているのかについては、今

後詳細な検討を要すると考えている。 

これらの結果から、IQOSばく露群の肺胞マクロ

ファージでは、なんらかの異物を処理していると

考えられる。この異物を確かめるために、IT-

800SHL に搭載した元素マッピング解析を行った。 

 図 17 にその結果の一例を示すが、空胞内の素

性では、IQOSばく露群で C（炭素）が多い傾向が

示されている。ガラス板（SiO2）上に組織を採取

し、アルミニウム（Al）の台を使用し、OsO4をコ

ーティングしているため、それらの元素が多量に

検出されているが、それらを除くと有意な違いは

C（炭素）のようである。肺胞マクロファージがカ

ーボンを含んだ炭化物、もしくは有機物を異物と

みなし、処理を行なっている可能性が考えられる。

この異物処理が正常範囲内、すなわち生体内の処

理能力内であれば、身体にとって不都合は生じな

いと考えられるが、この処理過程が能力以上とな

った場合には、泡沫化し、肺の組織に炎症など

様々な影響をもたらす可能性が示唆される。 

このような微小変異が個体差ではなく普遍的な

変化であるか本格的な解析を行うことが今後必

要であると考えられる。さらに、このようなミク

ロの肺の構造変化と肺の炎症との関連を明らか

にすることが可能であると考察される。 

 

８．免疫組織化学法による病理組織解析 

 病理組織学的解析から細胞の集積が認められ

た領域において、マクロファージの集積や肺の線

維化の有無を免疫組織学的解析により検討した。

解析部位は炎症様構造を用いた。 

 まず、血管内皮のマーカー染色（図 18 の左：

Endthelial-cell）では、有意な差異は認められな

かった。線維化の有無を検討するため collagenマ

ーカー染色をおこなった（図18の右：collagen）。

この結果でも有意な差は認められず、IQOSばく露

群では肺の線維化が起こっていないものと示唆

された。 

 次に、各細胞における発現マーカーを用いて検

討した。CD45陽性白血球数（図 19：CD45）は、両

群に有意な差が認められなかった。同様に CD31陽

性血管内皮/血小板（図 19：CD31）においても有

意な差が認められなかった。マクロファージを認

識する F4/80 でも有意な差が認められなかった

（図 19：F4/80）。同様にマクロファージから分泌

される TNF alphaにおいても有意な差は認められ

なかった（図 19：TNF alpha）。 

 マクロファージの集積等が確認されなかった

が、マクロファージの機能の亢進の有無を検討す

るため、マクロファージから分泌され好中球等を

誘引する MIP1alpha について検討した（図 20：

MIP1alpha）。その結果、IQOSばく露群の肺で炎症

様構造部位ではほぼ全てのマクロファージが



   
 

   
 

MIP1alpha陽性であった。 

この結果から、今回異常が認められた部位におい

ては、マクロファージの集積などは認められなか

ったが、その部位に分布するマクロファージは活

性化し、他の細胞を誘引する可能性が示唆された。

しかし、これらのマクロファージの活性化を示す

結果は肺全体では認められず、極めて微細な変化

であることも事実である。IQOSばく露では、今回

の病理組織学的検討から肺全体での炎症という

結果を導くことは難しいが、微小変異が個体差で

はなく普遍的な変化であるか本格的な解析を行

うことで、肺の構造変化と肺の炎症との関連を明

らかにすることが可能であり、必要であると考察

される。 

 

D. 結論 

本研究では、加熱式たばこ専用の動物用ばく露

装置を用いて動物実験を実施した。本装置を用い

てマウスに IQOS 主流煙をばく露したところ、必

ずしも健康影響とは言えないが、生体影響として

の変化が様々な指標で得ることができた。 

特に、肺胞マクロファージへの影響や心拍への

影響については、長期的影響が懸念されることか

ら今後更にばく露期間を増やして検討する必要

があると考えられる。 
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図 1 加熱式たばこエアロゾルの動物用ばく露装置（概念図） 
ばく露装置全体の概念図を示す。加熱式たばこデバイスはたばこスティックを入

れた状態で密閉されたチャンバー内に固定する。ばく露装置はコンピューターで

様々な喫煙法で制御可能であり、本研究では国際規格に則り、一定の空気量（55 
mL）を一定の間隔（30秒ごと）でスティック 1 本あたり 12回排気する(HCI
法)。送気された空気はデバイスを通じてスティックの吸い口からエアロゾルとし

て排出される。 
 

 

 

 （A）           （B）       （C） 

 

図 2 加熱式たばこエアロゾルの動物用ばく露装置 
（A）2型ばく露装置の全体写真を示す。(B)IQOSデバイスおよびスティックを

セットした状態の加熱式たばこチャンバーを示す。（C）エアロゾルが放出され

た瞬間を示す。エアロゾルの放出ポートにつけたマスクにマウスの鼻部を配置

しばく露を行う。 
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図 3 動物用ばく露装置に接続する非拘束ホルダー 
（A） ホルダー全体を示す。このホルダーは外径 150mm で、内部を通

気性のよい仕切りで４等分ないし５等分に仕切りそれぞれの小部屋の行

き来を阻害し、マウスのファイティングを防止した。(B)ホルダーにマ

ウス模型を入れた状態。(C) ばく露装置からエアロゾルをホルダーに導

入している様子。この写真では仕切りとマウスを入れていないが、実際

のばく露では仕切りで区切りばく露を行う。 
 

 

  



   
 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 各種装置を用いた IQOS エアロゾルの化学分析結果 

化学分析用捕集装置である LM4E を用いた IQOS エアロゾルの分析結果と比較し

た。IQOS 5 本分のエアロゾルを Cambridge filter に捕集し、捕集前後のフィルタ

ー重量差から粗タールを求めた。フィルターから抽出したサンプルから GC-TCD

を用いて水分を、GC-FID を用いてニコチンを定量した。求めた粗タール量から

水分量及びニコチン量を引いてタール量を求めた。また、捕集時にサンプリング

バッグに集めたガス状物質から汎用赤外ガス分析計を用いて一酸化炭素を定量し

た。  

Mean ± SD ( n = 5). 

 

A     B 

   
 

図 5 IQOS エアロゾルばく露後のマウスの尿から検出されるニコチ

ン代謝物量の変化 

マウスに IQOS 1 本分のエアロゾルをばく露し、ばく露前、ばく露後 1、2、4、
6 時間後に採尿した尿のニコチンの主要代謝物である(A)コチニンと(B)3-ヒドロ

キシコチニンを定量した。尿は前処理後、LC-MS/MS で定量し、別途定量した尿

中のクレアチニン濃度で補正した。 
Mean ± SD (n = 7). 

 



   
 

   
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

図 6 IQOS エアロゾルばく露後のマウス体表面皮膚温度の経時変化 
マウスに IQOS 1 本分のエアロゾルをばく露し、ばく露前、ばく露直後、5、10、
15、30、60、120 分後の体表面皮膚温度を近赤外線サーモカメラで測定した。各

測定時間で得られたサーモカメラ像をもとに算出した体表面皮膚温度の経時変

化を示した。 
Mean ± SD (Sham, n = 5; IQOS, n = 7), *p<0.05, Student’s t-test 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 IQOS エアロゾルばく露後のマウス肺胞マクロファージの細胞内還元型グルタ

チオン濃度 
各群で最終ばく露の 24時間後に気管支肺胞洗浄液を回収し、その中に含まれる肺胞マクロファージを

用いて細胞内還元型グルタチオン(GSH)濃度の定量を行った。 
Welch’s ANOVA test、post-hoc 解析は Dunnett T3法 
n = 3, *p<0.05. 
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図 8 IQOS エアロゾルばく露後のマウス肺組織中の(A)総グルタチオ

ン濃度および(B)酸化型グルタチオン濃度の割合 

各群の最終ばく露の 24時間後の肺組織をホモジネートし、総グルタチオン濃度

および酸化型グルタチオン濃度を定量した。 

Welch’s ANOVA test、post-hoc 解析は Dunnett T3法 

Mean ± SD (n = 3), *p<0.05. 

 

 
図 9 肺における酸化ストレスマーカー遺伝子の相対発現量 

 

 
（A）                   （B）  

 
図 10   肝臓における酸化ストレスマーカー遺伝子の相対発現量 



   
 

   
 

 

図１１  血漿中の IL-10 濃度 

横軸の表記はそれぞれ、2W20S（20本/日を 2 週間）, 2W10S（20本/日を 2 週間）, 

2WAir（空気ばく露を 2 週間）,  4W20S（20本/日を 4 週間）, 4W10S（10本/日を 4 週

間）,４WAir(空気ばく露を 4 週間), 4WControl（ケージコントロール）を示す。データ

は Mean±SD（N=5 each）で示す。 
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図１２  IQOS ばく露中の心電図 

 上図は埋め込み型マウス心電図送信器を装着したマウスで、連続的に心電図を記録した一例である。

上図の左側で加熱式たばこばく露装置にたばこを挿さずに装置を稼働した場合、すなわち空気のみをば

く露を行った場合を示す。また図の右側では、IQOS をセットしばく露を行った場合を示す。心電図の

収集と同時に、心電図の RR間隔から自動的に心拍数が算出されグラフ化されている。心拍数のグラフ

を見ると IQOS をばく露すると、パフ毎に心電図が乱れる傾向が見られた。そこで、IQOS の２パフ目

（黄丸部分）の心電図を拡大したものが下図となる。エアロゾル吸入後、数秒間にわたり不規則な拍動

が見られている。 

 

 

  



   
 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１３  IQOS を連続で３本ばく露した際の RR間隔の変化 

 IQOS を一定のインターバルをおいて連続で３本ばく露した際に記録された心

電図をもとに１拍ごとの RR間隔をプロットした。IQOS のばく露中はパフ毎に

変動が見られたが、ばく露が終わるとベースラインに戻り、次のばく露が始ま

ると、再度 RR間隔の乱れが見られた。図中の黄色の矢印は IQOS1 本分のばく

露時間（６分間）を示す。上２つは馴化を行ったマウスの例（異なる２匹）、下

は馴化を行っていないマウスの例を示す。 
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図１４ 光学顕微鏡による病理組織解析 
コントロールマウス肺の HE染色像（図 13A）、IQOS ばく露マウス（１日

４本１日間）肺の HE染色像（図 13B）、 IQOS ばく露マウス（１日４本

２日間）肺の HE染色像（図 13C） 。 

 

 

 

図１５ 加熱式エアロゾルばく露後の電子顕微鏡像 

コントロールの肺では、肺胞上皮細胞においても異常構造は認められない。加熱式たばこエア

ロゾルをばく露したマウスの肺では、コントロールの肺同様に正常構造であるが、肺胞マクロ

ファージの細胞が多く観察された。また肺胞マクロファージ内には空胞が多数認められた。 

 



   
 

   
 

 

図１６ 電子顕微鏡の画像解析の結果 

左はマクロファージの出現数を示し、コントロール肺と比較し、加熱式たばこエアロゾル

をばく露したマウスの肺では肺胞マクロファージが増加していた。右は肺胞マクロファー

ジ内に空胞が認められた細胞数を示す。コントロールマウスでは非常に少ない細胞数であ

るが、加熱式たばこエアロゾルをばく露したマウス肺では肺胞マクロファージ細胞内に多

数の空胞が観察される細胞が増加していた。 

 

 

 
図１７ 肺胞マクロファージ内に観察された空胞内の元素分析結果 

コントロールと比較し、IQOSばく露マウス肺のマクロファージでは、炭

素が有意に増加していることが明らかになった。炭素を含む構成物を処

理しているものと示唆される。 

 

 



   
 

   
 

 

 

 
 

図１８ 各抗体を用いた免疫組織化学法による像。 

コントロール肺では、血管内皮細胞マーカー（赤）、コラーゲン染色（緑）とも

異常構造は認められない。IQOS ばく露マウス肺の集積部位でも異常所見は観察

されなかった。矢印は血管内であり、肺組織の所見を反映していない。 

 

 
図１９ 各抗体を用いた免疫組織化学法による像 

コントロール肺ではマクロファージ細胞の異常集積や高発現は認められない。IQOS ばく露マ

ウス肺における炎症様構造部位では、マクロファージ細胞の若干の発現上昇と集積が認めら

れるが有意な変化ではなかった。矢印は血管内であり、肺組織の所見を反映していない。 

 



   
 

   
 

 
 

図２０ 免疫組織化学法による像 

コントロール肺ではマクロファージからの分泌は認められない。IQOS ばく露マウス肺の

炎症様構造を呈した部位では、マクロファージからのサイトカインが確認された（黄色）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


