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A. 研究目的 

これまで、紙巻たばこについては受動喫煙によ

る健康影響が明らかになっているが、加熱式た

ばこについては主流煙にニコチンや発がん性

物質が含まれていることは明らかであるものの、

現時点では受動喫煙による長期的な健康影響

を予測することは難しい状況である。このような

状況を踏まえ、健康増進法の改正において、

加熱式たばこによる受動喫煙がヒトの健康に影

響を及ぼす調査研究を一層推進し、可能な限

り早期に結論を得るよう附帯決議がなされた。 

そのため、疾患が認められていない喫煙者・受

動喫煙者からの分析法開発・調査研究に利用

可能な侵襲のない生体試料をもとに有効なバイ

オマーカー分析手法の開発を探索する必要が

ある。また、加熱式たばこ喫煙者の曝露以外の

炎症、臨床、影響（酸化ストレス、DNA 付加体

など）に関する評価に有効なバイオマーカーの

抽出を行う必要がある。そこで本研究では、ヒト

胎児腎細胞およびマウス肝正常細胞を用いて

g-H2AX および Phospho- ATR/Chk1を指標と

した DNA 損傷応答評価について検討した。 

研究要旨：加熱式たばこ喫煙者・受動喫煙者の健康影響を評価することを目的として、

喫煙者・受動喫煙者の生体試料（口腔内細胞）を用い、簡便に DNA 損傷（遺伝毒性）を

評価する手法について検討を行った。ヒト胎児腎細胞およびマウス肝正常細胞に、メタン

スルホン酸エチル（EMS）およびベンゾ[a]ピレン（B[a]P, Rat S9 mix 併用）を 24時間曝露

し、g-H2AX および Phospho-ATR/Chk1の発現を解析した。その結果、g-H2AX蛍光免

疫染色では、EMS曝露群では核内に明瞭なドット状の fociが認められ、DNA二重鎖切

断の発生が視覚的に確認された。核あたりの平均 foci 数は、ヒト胎児腎細胞で対照群の

3に対し 21、マウス肝正常細胞でも対照群の 3に対し 12 に増加し、いずれも EMS曝露

により統計学的に有意な増加を示した。さらに、本手法は画像解析ソフトを用いた自動解

析により、fociの形成を客観的に定量でき、信頼性が高く迅速な評価が可能となる。ま

た、ウェスタンブロッティングによる解析では、EMSおよび代謝活性化系（S9 mix）を併用

した B[a]P の両物質において、Phospho-ATR (Ser428)および Phospho-Chk1 (Ser345)の

発現が認められた。特に EMS曝露下では、Phospho-Chk1のバンド強度が濃度依存的

に増強しており、直接・間接変異原の双方に対して有効な基盤技術となり得る。以上のこ

とより、本評価系は DNA 損傷を「損傷部位の可視化と fociの定量」および「細胞内シグ

ナル伝達の活性化解析」の両面から評価できることが示唆された。今後は口腔内細胞等

の生体試料へと適用を拡大し、喫煙環境による DNA 損傷性を定量的に評価すること

で、生活習慣病やがんの予防に貢献する実用的なスクリーニング系としての確立を目指

す。 



 

B. 研究方法 

加熱式たばこ喫煙者・受動喫煙者の健康影響

を評価することを目的として，喫煙者・受動喫煙

者の生体試料（口腔内細胞）を用い、簡便に遺

伝毒性について評価する手法の開発を試み

た。ヒト胎児腎細胞およびマウス肝正常細胞を

用い、化学物質曝露による DNA 損傷応答につ

いて評価した。曝露物質には、直接変異原であ

るメタンスルホン酸エチル（EMS）、および代謝

活性化を要する間接変異原であるベンゾ[a]ピ

レン（B[a]P）を使用した。なお、B[a]P 曝露には

ラット肝臓抽出物（Rat S9 mix, 75 μg/mL）を添

加した。曝露は各細胞に対し 24時間行った

後、以下の解析に供した。 

1. g-H2AX解析（蛍光免疫染色） 

DNA二重鎖切断を評価するため、以下の手順

でg-H2AX の蛍光免疫染色を実施した。 

・曝露条件: EMS (2mM) 

・固定・透過化: 4% PFA で固定後、ヒト胎児腎

細胞は 0.3% Triton X-100を含むブロッキング

液で、マウス肝正常細胞は 0.1% Triton X-

100/PBSを用いて透過化処理を行った。 

・抗体反応: 一次抗体に Anti-Phospho-

Histone H2A.X (Ser139) Rabbit mAb (#9718, 

1:200) を使用し、二次抗体には Alexa 647標

識抗体 (1:200) を用いた。 

・核染色: DAPI (1 μg/mL) 

・観察: オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-X800) 

を用いて核内のg-H2AX foci を観察した。 

2. Phospho-ATR/Chk1発現解析（ウェスタンブ

ロッティング） 

DNA 損傷チェックポイント制御の活性化を確認

するため、ヒト胎児腎細胞からタンパク質を抽出

し、ウェスタンブロッティングを実施した。 

・曝露条件: EMS（1, 2, 4, 5 mM）および B[a]P

（1, 5, 10 μg/mL、S9 mix 併用） 

・標的タンパク質: Phospho-ATR (Ser428)、

Phospho-Chk1 (Ser345)  

 

（倫理面への配慮） 

該

当なし。 

 

C. 研究結果 

1. g-H2AX 蛍光免疫染色による DNA二重鎖

切断の評価 

蛍光顕微鏡による観察の結果、図 1に示すよう

に EMS曝露群において核内に明瞭なドット状

のg-H2A 

foci が

認めら

れ、

DNA二

重鎖切

断の発

生が視

覚的に

確認で

きた。 

 

 

核当たりの平均 foci 数を算出したところ、図 2

に示すようにヒト胎児腎細胞では、対照群の 3

に対し EMS曝露群で 21 と顕著な増加を示し

た（p<0.001）。また、マウス肝正常細胞において

も、対照群の 3に対し EMS曝露群では 12 に

達し、統計学的に有意な増加が認められた

（p<0.005）。以上の結果から、本解析法を用い

ることで、初期の DNA 損傷を検出できることが

確認された。 

ヒト胎児腎細胞
Control EMS

マウス肝正常細胞
Contro
l

EMS

gH2AX

DAPI

Merge

図１. EMS処理後のg-H2AX蛍光免疫染⾊
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図2. 核あたりの平均 g-H2AX フォーカス数
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図3. ウェスタンブロッティングによるPhospho-ATR (Ser428) 

および Phospho-Chk1 (Ser345) の発現解析



2. ウェスタンブロッティングによる Phospho- 

ATR/Chk1発現解析 

ウェスタンブロッティングの結果、図 3に示すよ

うに直接変異原である EMS（1～5 mM）の曝

露、および代謝活性化系（S9 mix）を併用した

間接変異原ベンゾ[a]ピレン（B[a]P, 1～10 

µg/mL）の曝露において、いずれの物質でも

Phospho-ATR (Ser428)および Phospho-Chk1 

(Ser345)の発現が確認された。特に EMS曝露

においては、Phospho-Chk1 (Ser345) のバンド

強度が濃度依存的に増強していた。 

 

D. 考察 

ゲノムの初期損傷を捉える指標としてg-H2AX

解析を実施した。g-H2AX は	 DNA二重鎖切

断の直後に損傷部位へ集積する。今回の検討

により、蛍光顕微鏡下においてg-H2AX fociを

明瞭なシグナルとして識別できることが確認で

き、画像解析技術を用いることで、解析を自動

化・客観化できる可能性も示唆され、多検体を

迅速に処理する必要がある生体試料スクリーニ

ングにおいても大きな利点となると考える。さら

に、DNA 損傷から修復への細胞内シグナル伝

達の活性化を評価するため、ウェスタンブロッテ

ィングによる Phospho-ATR/Chk発現解析を実

施した結果、ATRおよびその下流因子である

Chk1 双方のリン酸化が確認された。特に EMS

曝露下においては、Phospho-Chk1の発現量

に用量相関的な応答が得られたことは、ATRを

介した DNA 損傷チェックポイントシグナルが効

率的に増幅され、細胞が鋭敏に応答しているこ

とを示唆している。このことから、本評価系が損

傷の有無を判定するだけでなく、曝露の程度を

定量的に反映し得るバイオマーカーとしても機

能することが示唆された。同様に、代謝活性化

系（S9 mix）を要する B[a]P に対しても陽性応答

が得られた。以上のことから、本研究で検討し

た評価法は DNA 損傷に対して有効な指標で

あると考えている。 

 

E. 結論 

本研究では、喫煙者および受動喫煙者の生体

試料（口腔内細胞等）を用いた簡便な遺伝毒性

評価手法の開発を視野に入れ、DNA 損傷応

答を指標とした評価系の有用性について検討

を行った。ヒト胎児腎細胞およびマウス肝正常

細胞を用いてg-H2AX および Phospho-

ATR/Chk1発現を解析した結果、DNA 損傷を

「損傷部位の可視化と fociの定量」および「細

胞内シグナル伝達の活性化解析」という、2 つ

のアプローチで多角的に捉えることが可能とな

った。本手法は、迅速、簡便かつ定量的に遺伝

毒性を評価できる基盤技術となり得ることが示さ

れた。今後は、本研究で確立した評価基盤を

ベースとして、実際の口腔内細胞などの生体試

料への適用最適化を進める。これらを通じて、

喫煙者および受動喫煙者の健康リスクを科学

的根拠に基づいて迅速に判定できる実用的な

スクリーニング系の確立を目指していきたい。 
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