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A. 研究目的 

健康増進法（改正案）において、国は受動

喫煙の防止に関する施策の策定に必要な調

査研究を推進するように努めることとされ

ている。加熱式たばこについては、紙巻た

ばこと比較して販売からの歴史が浅いこと

から、現時点の科学的知見では、加熱式た

ばこの受動喫煙による将来的な健康影響を

まだ分かってないことも多く、更なる科学

的根拠の蓄積が必要とされている。 

研究代表者が所属する国立保健医療科学院

は，紙巻たばこで蓄積した成分分析の技術

的知識（ノウハウ）をもとに新たな技術を

開発してきており，2014 年には WHO-CC 指

定協力研究センターに認定され、さらに，

WHO-TobLabNet(たばこ研究室ネットワーク)

研究要旨：gpt delta マウスおよび C57BL/6J マウスを用いて、iQOS 主流煙捕集液の反

復気管内投与による肺を対象とした in vivo 遺伝毒性について検討した。研究代表者（稲

葉）らが開発した方法で加熱式たばこから発生する主流煙エアロゾルを PBS に捕集した

液を、gpt delta マウスおよび C57BL/6J マウスに、1 匹あたり 100µLx 40 回の気管内投

与を行なったのち、屠殺解剖を行なった。摘出した gpt delta マウス肺より抽出した gDNA

の gpt 遺伝子における変異頻度を解析した結果、Control 群と比べて紙巻きたばこ（3R4F）

群、iQOS 群 の変異頻度はそれぞれ 1.3 倍、2.0 倍と上昇傾向にあった。変異スペクトルの解

析を行なったところ、control と比較して 3R4F および iQOS 曝露群に共通して A:T→C:G、

G:C→T:A 変異が増加した。さらに、iQOS 曝露群では G:C→C:G 変異の増加も観察された。 

C57BL/6J マウス肺より抽出した gDNA を用いて、気管内投与による DNA 付加体の網羅的解

析を行なったところ、control 群と 3R4F 群、iQOS 群の 3 つにクラスタリングができた。iQOS の

クラスタリングに寄与する付加体を見出した。さらに、研究代表者（稲葉）らが開発した加熱

式たばこから発生する主流煙エアロゾルを高い効率で動物に曝露する装置を用い、雄

性 gpt delta マウスに対して、中期曝露（４週間）の条件で主流煙エアロゾルを曝露

し、肺の遺伝毒性についてインビトロパッケージング法により評価した。1 度目の曝露

実験は iQOS を 1 回 5 本で 1 日に１回、週 5 日曝露を 4 週間継続した（累計 iQOS 100
本相当）。この時に使用した曝露方法は gpt delta マウスを夏目製作所から購入した筒

状フォルダー内に固定（拘束）し、４分岐で曝露を実施し、最終曝露から 4 日目にマ

ウスを解剖し、肺における変異原性の解析を gpt assay により検出した。コントロー

ル動物は iQOS 曝露と同様にマウスを筒状フォルダー内に固定し、曝露装置を用いて空

気のみの曝露をおこなった（Air-control 群）。その結果、Air-control 群、iQOS 群に検

出された変異頻度は殆ど変わらないことがわかった。2度目の曝露実験では、iQOS の

本数を前回より増やし、1 回 10 本で 1 日に 2 回、週 5 日曝露を 4 週間継続した（累計

iQOS 400 本相当）。使用した曝露方法はマウスを拘束せず、大きな筒状のフォルダー

を扇形の５区画に分けて曝露した。コントロール動物は iQOS 曝露と同様にマウスを５

区画に分けた大きな筒状のフォルダーに入れ、曝露装置を用いて空気のみの曝露をお

こなった（Air-control 群）。その結果、有意差はつかないものの、iQOS 曝露群で変異頻

度の増加傾向が観察された。 
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に参画し、常に新しい技術開発に関する情

報交換・国際標準化された分析法の開発を

行なってきた（WHO TobLabNet SOP 8 and 

9）。また、動物曝露用の加熱式たばこ喫煙

装置の開発、特許出願（特願 2020－

1753517）を行い、その曝露量を分析し、現

在は論文投稿中である。 

一方、申請者は令和１年〜２年度の厚生労

働省生活習慣病・難治性疾患等総合研究事

業において、マウス気管内投与モデルを用

い、加熱式たばこの一般・遺伝毒性評価の

検討を行ってきた。（加熱式たばこによる健

康危機発生を回避するための非臨床安全性

評価に関する基礎的研究（ 19FA1501 ）） 

本研究では、これまでの研究成果を基盤と

して、加熱式たばこ等の新たなたばこ製品

について、動物実験により曝露マーカー、

毒性試験について調べ、加熱式たばこおよ

び新たなたばこ製品についての毒性評価お

よびその手法を検討する。 

 

B. 研究方法 

I. 気管内投与実験 

研究代表者（稲葉）らが開発した方法で加熱式

たばこから発生する主流煙エアロゾルを PBS に

捕 集 し た 液 を 、 gpt delta マ ウ ス お よ び

C57BL/6J マウスに 1 匹あたり 100µLx 40 回の

反復気管内投与を行なったのち、屠殺解剖を

行なった。摘出した肺より gDNAを抽出し、常

法に則って、gpt mutation assayおよび DNA

付加体の網羅的解析を行なった。 

 

II. 吸入曝露実験 

研究代表者（稲葉）らが開発した加熱式たばこ

から発生する主流煙エアロゾルを高い効率で

動物に曝露する装置（図１）を用い、雄性 gpt 
delta マウスに対して、中期曝露（４週間）の

条件で主流煙エアロゾルを曝露し、肺の遺伝毒

性についてインビトロパッケージング法によ

り評価した。 
 
【Experiment 1】 
1 度目の曝露実験は iQOS を 1 回 5 本で 1 日

に１回、週 5 日曝露を 4 週間継続した（累計

iQOS 100 本相当）。この時に使用した曝露方

法は gpt delta マウスを夏目製作所から購入

した筒状フォルダー内に固定（拘束）し、４分

岐で曝露を実施した（図２）。 

最終曝露から 4 日目にマウスを解剖し、摘出

した肺より gDNA を抽出し、常法に則って、

gpt mutation assayを実施した。コントロー

ル動物は iQOS 曝露と同様にマウスを筒状フォ

ルダー内に固定し、曝露装置を用いて空気のみ

の曝露をおこなった（Air-control 群）。 
 
【Experiment 2】 
2 度目の曝露実験では、iQOS の本数を前回よ

り増やし、1 回 10 本で 1 日に 2 回、週 5 日曝

露を4週間継続した（累計 iQOS 400本相当）。

使用した曝露方法はマウスを拘束せず、大きな

筒状のフォルダーを扇形の５区画に分けて曝

露した（図３）。コントロール動物は iQOS 曝露

と同様にマウスを５区画に分けた大きな筒状

のフォルダーに入れ、曝露装置を用いて空気の

みの曝露をおこなった（Air-control 群）。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究で行う動物実験にあたっては、国立

保健医療科学院における動物実験に関する指

針に則って実施し、3R の原則に則り、可能な限

り実験動物の苦痛軽減処置を行う。 

 

C. 研究結果 

I. 気管内投与実験 

gpt遺伝子を指標とした変異原性試験 

標的遺伝子であるgpt遺伝子における変異頻度

を解析した結果を図４に示す。control及び

3R4F群、iQOS群に観察された変異頻度はそれ

ぞれ4.95x10(-6)±2.80x10(-6), 6.50x10(-6) ± 

3.48x10(-6), 9.96x10(-6)±3.01x10(-6)となり、曝露

により変異頻度が上昇した。変異スペクトルの解

析を行なったところ、controlと比較して3R4Fおよ

びiQOS曝露群に共通してA:T→C:G、G:C→T:A

変異が増加した。さらに、iQOS曝露群ではG:C→

C:G変異の増加も観察された。（図５） 

DNA付加体網羅的解析（アダクトーム解析） 

C57BL/6Jマウス肺より抽出したgDNAを用いて、

気管内投与によるDNA付加体の網羅的解析を行

なったところ、control群と3R4F群、iQOS群の3つ

にクラスタリングができた（図６）。iQOSのクラスタリ
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ングに寄与する付加体として、Adduct 337 [m/z 

566.3029→450.1196]とAdduct 1434 [m/z 

363.1571→246.9960]を見出した（図７、８）。 

 

II. 吸入曝露実験 

【Experiment 1】 

iQOS及び空気を曝露した後に摘出した肺から

抽出したgDNAを用い、gpt遺伝子における変異

頻度を解析した結果、変異頻度はAir-control

群では平均5.25x10-6、iQOS群では平均3.73 x

10-6と両グループ間で殆ど変わらないことがわか

った。 

 

【Experiment 2】 

Experiment 1と同様に肺における変異頻度をg

pt遺伝子を指標に解析した。その結果を表１及

び図９に示す。 

その結果、iQOS曝露群の平均変異頻度はAir 

control群の約2倍となり、有意差はつかないも

のの、iQOS曝露群で変異頻度の増加傾向が

観察された。 

 

gpt遺伝子に変異を持つクローンのダイレクト

PCRによる変異スペクトル解析を実施した結果

を表２及び図１０に示す。 

本研究での Air control の解析数が少ないの

で、historical data (Totsuka Y. et al., Particle 

and Fibre Toxicology, 2009, 6:23)と比較して図

１０に示した。iQOS 曝露群で得られたクローン

数も少なく、はっきりとしたことは言えないが、コ

ントロールと比較し、挿入変異が増えている傾

向が観察された。 

 

現在、同組織由来DNAを用いて、全ゲノム解析

による体細胞変異の網羅的解析を実施してい

る。この結果と合わせて、iQOS特異的な変異ス

ペクトルの同定を実施する予定である。 

 

D. 考察 

気管内投与実験においては、iQOS 群およ

び 3R4F 群ともに control 群と比較して gpt 遺

伝子における変異頻度が上昇したが、iQOS 群

の方が 3R4F 群よりも 1.5倍ほど高くなった。こ

れは、3R4F では主流煙中の変異を誘発する化

学物質が脂溶性のものが多く、PBS に溶解せ

ず捕集できなかったためと考えられた。このこと

より、主流煙 PBS 捕集液による検討のみでは

iQOS 主流煙の生体への影響を明らかにする

には不十分であり、主流煙を実際に吸入曝露さ

せる実験と併せて評価する必要があると考えら

れる。 

一方、吸入曝露実験においては、

Experiment 1 では iQOS及び Air control 群
で変異頻度に差は見られなかったが、

Experiment ２では有意差はつかないものの

iQOS 曝露群で Air control 群の約 2倍の変異

頻度が観察されることがわかった。また、そ

の変異スペクトル解析結果も control 群
(historical data)とは異なるパターンを示して

おり、iQOS 曝露により遺伝毒性に何らかの

影響を及ぼしていることが推測された。

Experiment 1 と２では、使用している iQOS
の総量が異なり、Experiment ２の方が 4倍
多くなっていることから、Experiment 1 では

観察されなかった変異頻度の上昇が観察でき

たのではないかと考える。 

変異スペクトルの解析から、iQOS 曝露群で

はコントロールと比較し、挿入変異が増えている

傾向が観察された。紙巻タバコでは PAHなど

の影響により G:C→T:A が顕著に増加すること

が知られているが、本研究結果においては、

G:C→T:A 変異はコントロールとほぼ同程度で

あったことから、iQOS特有の変異原物質が存

在することが示唆される。現在、同組織由来
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DNA を用いて、全ゲノム解析による体細胞変

異の網羅的解析を実施している。この結果と合

わせて、iQOS に特異的な変異原誘発メカニズ

ムの解明やリスク評価のバイオマーカーなどの

同定について検討する予定である。 

 

E. 結論 

gpt delta マウスを用いて、iQOS 主流煙 PBS

捕集液の気管内投与による肺を対象とした in 

vivo 遺伝毒性について検討した。gpt 遺伝子に

おける変異頻度を解析した結果、Control 群と

比べて紙巻きたばこ（3R4F）群、iQOS 群 の変異

頻度はそれぞれ 1.3 倍、2.0 倍と上昇傾向にあっ

た。3R4F 群と比べて iQOS 群の変異頻度のほう

が高値であったのは、3R4F 主流煙中の変異原物

質の多くが脂溶性であり、PBS で捕集できなかっ

た為と考えられた。このことより、主流煙 PBS 捕

集液による検討のみでは iQOS 主流煙の生体

への影響を明らかにするには不十分であり、主

流煙を実際に吸入曝露させる実験と併せて評

価する必要があると考えられる。 

DNA アダクトーム解析において見出したクラ

スタリングに寄与する DNA 付加体を同定し、変

異スペクトルのデータと併せて評価することによ

り、iQOS 主流煙の変異毒性の詳細な検討を行

っていく予定である。 

一方、研究代表者（稲葉）らが開発した加

熱式たばこから発生する主流煙エアロゾルを

高い効率で動物に曝露する装置を用い、雄性

gpt delta マウスに対して、中期曝露（４週

間）の条件で主流煙エアロゾルを曝露し、肺

の遺伝毒性についてインビトロパッケージン

グ法により評価した。Experiment 1 では

iQOS を 1 回 5 本で 1 日に１回、週 5 日曝露

を 4 週間継続した（累計 iQOS 100 本相当）。

この時の曝露方法は gpt delta マウスを筒状

フォルダー内に固定（拘束）し、４分岐で曝

露を実施した。コントロール動物は iQOS 曝露

と同様にマウスを筒状フォルダー内に固定

し、曝露装置を用いて空気のみの曝露をおこ

なった（Air-control 群）。その結果、Air-

control 群、iQOS 群に検出された変異頻度は

殆ど変わらなかった。Experiment ２では、

iQOS の本数を前回より増やし、1 回 10 本で

1 日に 2 回、週 5 日曝露を 4 週間継続した

（累計 iQOS 400 本相当）。使用した曝露方法

はマウスを拘束せず、大きな筒状のフォルダ

ーを扇形の５区画に分けて曝露した。コント

ロール動物は iQOS 曝露と同様にマウスを５区

画に分けた大きな筒状のフォルダーに入れ、

曝露装置を用いて空気のみの曝露とした

（Air-control 群）。その結果、有意差はつか

ないものの、iQOS 曝露群で変異頻度がコント

ロールの約 2倍に増加する傾向が観察され

た。さらに、変異スペクトルの解析から、iQOS

曝露群ではコントロールと比較し、挿入変異が

増えている傾向が観察された。紙巻タバコでは

PAHなどの影響により G:C→T:A が顕著に増

加することが知られているが、本研究結果にお

いては、G:C→T:A 変異はコントロールとほぼ

同程度であったことから、iQOS特有の変異原

物質が存在することが示唆される。現在、同組

織由来 DNA を用いて、全ゲノム解析による体

細胞変異の網羅的解析を実施している。この結

果と合わせて、iQOS に特異的な変異原誘発メ

カニズムの解明やリスク評価のバイオマーカー

などの同定について検討する予定である。 
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資料 研究成果に関する図表 

図１曝露装置                  

 

 

 

図２使用した保定機 

 

 

図３ 大きな筒状のフォルダーを用いた無拘束曝露装置 
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図４ gpt 遺伝子における変異頻度    図５ gpt 遺伝子における変異のスペクトル解析 

 

図６ DNA 付加体網羅的解析 

 

 

図７ 主成分解析における iQOS 曝露群の特徴的なアダクト 
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図８ 付加体337および1434のフラグメンテーション解析 

 

 

表１ gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９ gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

Average MF 
(x10-5)

MF
(x10-5)

Number of colonies
Mouse IDTreatment

TotalMutant

-1.05285,00032

Air control

-0.45447,00023

-0.68147,00014

-0.00727,50005

0.54 ± 0.44-1,606,5006Total

-1.75228,00041

iQOS

-1.36220,50032

-1.58189,00033

-0.78516,00044

-0.28358,50015

1.15 ± 0.61-2,452,50015Total



-  - 11 

表２−１ 変異スペクトル解析（数） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表２−２ 変異スペクトル解析（％） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*control は historical data (Totsuka Y. et al., Particle and Fibre Toxicology, 2009, 6:23) 

 

 

図１０ 変異スペクトル解析の比較 

# Aircontrol iQOS(400) control*
GC>AT 1 4 7
AT>GC 0 1 2

GC>TA 2 2 8
GC>CG 0 0 0
AT>TA 0 1 0
AT>CG 1 1 2

Insertion 0 2 1
Deletion 0 1 4
others 0 1 0
Total 4 13 24

% Aircontrol iQOS(400) control*
GC>AT 25 31 29
AT>GC 0 8 8

GC>TA 50 15 33
GC>CG 0 0 0
AT>TA 0 8 0
AT>CG 25 8 8

Insertion 0 15 4
Deletion 0 8 17
others 0 8 0
Total 100 100 100



-  - 12 

                                                                                                 
別紙４                                                                                           
                                                                                                 

研究成果の刊行に関する一覧表 
                                                                                                 
      書籍                                                                                        

 著者氏名  論文タイトル名 書籍全体の 
 編集者名 

 書 籍 名 出版社名  出版地 出版年  ページ 

        

        

        

 
                                                                                                 
      雑誌                                                      

  発表者氏名   論文タイトル名  発表誌名   巻号  ページ   出版年 

Kobayashi T, Kis
himoto S, Watan
abe S, Yoshioka 
Y, Toyoda T, O
gawa K, Watana
be K, Totsuka 
Y, Wakabayashi 
K, Miyoshi N.  

Cytotoxic Homo- and 
Hetero-Dimers of o-to
luidine, o-anisidine, an
d Aniline Formed  by
 In Vitro Metabolism.  

Chem Res To
xicol.  

35(9): 1625-1630 2022 

Narita T, Tsunem
atsu Y, Miyoshi 
N, Komiya M, Ham
oya T, Fujii G, 
Yoshikawa Y, Sat
o M, Kawanishi 
M, Sugimura H, I
washita Y, Totsu
ka Y, Terasaki 
M, Watanabe K, W
akabayashi K, Mu
toh M 

Induction of DNA Dama
ge in Mouse Colorectu
m by Administration o
f Colibactin-producin
g Escherichia coli, I
solated from a Patien
t with Colorectal Can
cer. 

In Vivo.  Mar-Apr;36
(2): 

628-634. 2022  

Suzuki S, Gi M, 
Komiya M, Obikan
e A, Vachiraarun
wong A, Fujioka 
M, Kakehashi A, 
Totsuka Y, Wanib
uchi H. 

Evaluation of the Mec
hanisms Involved in t
he Development of Bla
dder Toxicity followi
ng Exposure to Occupa
tional Bladder Cancer
 Causative Chemicals 
Using DNA Adductome A
nalysis 

Biomolecules 14 36 2024 

 



-  - 13 

別紙５  
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