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研究背景・目的；たばこ煙には 5,300 種類以上の有害化学物質が含まれ、IARC 発がん性リスク

グループ 1に分類される 1,3-ブタジエン、NNK、ベンゾ[a]ピレンなどの発がん性物質や、ホルム

アルデヒド、アセトアルデヒドなどの揮発性有機化合物が確認されている。これらの複合曝露に

より、がん、動脈硬化、呼吸器疾患などのリスクが増大する。 

喫煙による健康影響は酸化・メチル化による遺伝情報分子の損傷が関与し、従来は DNA 損傷マー

カーが評価指標とされてきたが、近年 RNA も同様に損傷を受けることが明らかとなった。本研

究では、DNA/RNA損傷体・修飾体を高感度 LC/MS/MS 法で定量し、喫煙曝露および喫煙関連疾

患との関連性を検討することで、非侵襲的健康影響評価および疾患予測・重症度評価への応用を

目的とした。 

研究方法；尿中 DNA/RNA 損傷体 10 成分を分析対象とし、固相抽出には ODS-AQ-HG カラムを

使用した。分析には高速液体クロマトグラフ質量分析計（LC/MS/MS；Qtrap5500）を用い、

ACQUITY Premier T3 カラム（1.8 μm, 2.1×150 mm）を採用した。 

研究結果及び考察；従来多用されていた HILIC カラムに代わり、ACQUITY Premier T3 カラムを

採用することで、分子構造が類似する 1-Mad と 3-Mad、8-OHdG と 8-OHGuo の良好な分離を実

現した。DNA/RNA損傷体ピーク付近の妨害成分との識別も明確になり、10 成分すべての同時分

析が可能となった。検量線作成では低濃度領域での高精度分析が可能となり、実際の尿試料含有

量に対応した適切な定量範囲を確立した。 

現在、職域でのサンプル収集が順調に進行し、2025 年度分を含めると約 2,000 検体に達する見

込みである。 

今後の計画；最終年度には確立した分析法を用いて大規模一斉分析を実施し、日本人喫煙者に

おける異なるたばこ製品間の比較、受動喫煙者の曝露状況調査を行う。DNA/RNA 損傷体および

8-isoprostane を影響マーカーとして健康診断結果との関連性解析を実施する。本研究により開発

された分析法は、喫煙による健康影響の早期検出と疾患予測への応用が期待され、非侵襲的な健

康管理手法の実用化に貢献する。 



A. 研究目的 

たばこ煙には，有害化学物質が含まれており

[1]，喫煙によって発生する複数の有害化学物質

の複合曝露によって生体への健康影響が報告

されている。たばこの主流煙には 5,300 種類以

上の化学物質が含まれていると報告されおり

[2]その主流煙には，IARC の発がん性リスク一

覧のグループ 1とされた化合物が確認されてい

る（1,3-ブタジエン、NNK、NNN、ベンゾ[a]ピ

レン）。グループ 1には，厚生労働省によって室

内濃度指針値が定められているホルムアルデ

ヒドが指定され，有害化学物質のアセトアルデ

ヒド，アクロレイン，アクリルアミド，アクリ

ロにトリルなどの揮発性有機化合物なども含

まれている[1]。室内濃度指針値の対象物質以外

にも有害化学物質（グループ 2A）として、アク

リルミドなども報告されている。 

これまでに我々は，加熱式たばこ喫煙者・受動

喫煙者の尿中揮発性有機化合物代謝物の分析

法を確立し，日本人喫煙者，受動喫煙者の揮発

性 有 機 化 合 物 代 謝 物 （ Volatile Organic 

Compounds: VOC 代謝物）、多環芳香族炭化水素

類の水酸化多環芳香族炭化水素（OH-PAHs）な

どの曝露マーカー分析を行なってきた[3]。 

さらに喫煙はがん、動脈硬化、呼吸器疾患など

多くの疾患の主要なリスク因子であり、酸化・

メチル化による遺伝情報分子の損傷が病態進

展に深く関与する。これまで DNA 損傷（例：8-

OHdG、O6-methylguanine）は喫煙関連損傷の代

表的指標とされてきたが、RNA も同様に酸化や

メチル化の標的となることが明らかになって

きた。特に、8-oxoguanosine（8-oxoGsn）や 6-

methylguanosine（m6G）は RNA 損傷マーカーと

して注目されている。そこで本研究では、これ

らの DNA/RNA 損傷体・修飾体を高感度

LC/MS/MS 法で定量し、喫煙曝露および喫煙関

連疾患（COPD、心血管疾患）との関連性を検討

することで、将来的には非侵襲的健康影響評価

および疾患予測・重症度評価への応用を目的と

した。 

 

B. 研究方法 

（1） 試薬 

 試薬は、ギ酸、酢酸、MeOHは、(LC/MS用、富

士フィルム 和光純薬株式会社製を使用した。ア

セトニトリル、酢酸アンモニウム、8-OHdG は

Sigma Aldrich 製を使用した。 

その他の試薬は、8-OHGuo（Cayman Chemical）、

6-O-MG、7-MGuo（東京化成工業株式会社）、7-MG、

6-O-MGuo、7-MGuo-d3、1-Mad、3-Mad、3-MAd-

d3、 1-MAdo、 1-MAdo-d3、 8-OHGuo-13C,15N2 

（Toronto Research Chemicals Inc.）、6-O-MG、7-MG-

d3、8-OHdG,15N5（Cambridge Isotope Laboratories, 

Inc.）を使用した（Table 1）。 

 

（2）尿中 DNA/RNA損傷体の分析 

尿中 DNA/RNA 損傷体は，Table 1 に示す 10 成

分を分析対象とした。尿中 DNA/RNA損傷体の固

相抽出には，ODS-AQ-HG（YMC社製）を 3 mL 容

のカラムに充填し使用した。尿中 DNA/RNA損傷

体の分析は，高速液体クロマトグラフ質量分析計

（LC/MS/MS；Qtrap5500, SCIEX 社製）を使用し

た。LC 条件は HILIC,C18 カラムを比較検討して

使用した。本分析法は、分析カラムによって生体

試料の結果をもとに成分分離に効果が確認され

たカラム Waters 社製、ACQUITYTM Premier T3（1.8 

μm, 2.1x150 mm）を採用した。 

 

C. 研究結果及び考察 

（1） LC/MS/MSによる DNA/RNA損傷体の分析 

 先行研究によるとHILICによる分析を行う報告

[3-6]が多い傾向にあったが、本研究では分析カラ

ムを ACQUITYTM Premier T3（1.8 μm, 2.1x150 mm）

を使用した。喫煙者尿のクロマトグラムを見ると

分子構造が近い 1-Mad と 3-Mad、8-OHdG と 8-

OHGuo の分離が良好であった（Fig. 1）。それ以外



にもDNA/RNA損傷体ピーク付近に確認されてい

た他成分のピークとの見分けも明確になった。ま

た、本分析法によって、分析対象物質 10 成分の分

析が可能となった。本研究では今後、新たに開発

した改良したDNA/RNA損傷体分析法を使用して

研究を推進する計画である。 

 

（2）検量線 

 本分析法を使用して検量線を作成したところ、

検量線の低濃度領域の分析が可能となった（Table 

2）。尿試料に含まれる含有量の分析が可能な定量

範囲となっていた。Table 2において尿試料の分析

濃度範囲が拡大している理由は、尿試料の前処理

で尿試料を 5 倍希釈することになるためである。 

 

（3） 現在のリクルート状況 

 現在、職域のリクルート状況は順調に進んでお

り、2025年度の尿試料を含めると 2,000検体程度

になる。最終年度は、これまで開発した分析法を

もとに一斉分析を実施し、日本人喫煙者のたばこ

製品間の比較、受動喫煙者の曝露状況などを調査

していく、さらに影響マーカーとして考えている

DNA/RNA損傷体、8-isoprostaneの分析による評価

は、健康診断結果との関連性を含めて行っていく。 

 

D. 結論 

本研究では、喫煙による健康影響評価のため、尿

中 DNA/RNA 損傷体の高感度分析法を開発し、将

来的な疾患予測・重症度評価への応用を目指した

基礎研究を実施した。 

研究成果として、LC/MS/MS 法を用いた 10成分

の DNA/RNA 損傷体分析法を確立した。特に、従

来多用されていた HILIC カラムではなく、

ACQUITY Premier T3 カラムを採用することで、

分子構造が類似する化合物（1-Mad と 3-Mad、8-

OHdG と 8-OHGuo）の良好な分離を実現し、他の

妨害成分との識別も明確化した。開発した分析法

では、尿試料中の含有量に対応した適切な定量範

囲での検量線作成が可能となった。 

現在、職域でのサンプル収集が順調に進行して

おり、2025年度分を含めると約 2,000 検体に達す

る見込みである。最終年度には、確立した分析法

を用いて大規模な一斉分析を実施し、日本人喫煙

者における異なるたばこ製品間の比較、受動喫煙

者の曝露状況調査を行う予定である。さらに、

DNA/RNA 損傷体や 8-isoprostane を影響マーカー

として、健康診断結果との関連性解析を通じて、

非侵襲的な健康影響評価手法の実用化を図る計

画である。 
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G．知的財産権の出願・登録状況 
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Table 1 分析対象の DNA/RNA損傷体 

Table 2 DNA/RNA損傷体の内部標準物質と検量線範囲 



 

 

 

 

 

Fig. 1 DNA/RNA損傷体のクロマトグラム 

(A)尿試料 

(A)標準尿試料（喫煙者） 
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