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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、これまでの研究結果を参

考に、口腔内細胞を用いた加熱式たばこ曝露マー

カーとなる DNA損傷(遺伝毒性)の解析手法につい

て検討する。 

 

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

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

評価する手法として小核試験について検討を行った。マウス正常肝臓由来の細胞に被

験物質として小核試験において陽性対照物質であるメタンスルホン酸エチル(EMS)を

0、125、250 g/mL で 24 時間曝露し、ギムザ染色を行った後、顕微鏡下で細胞を計数

し、小核保有細胞数から小核出現頻度を算出した。その結果、コントロールと比較し

EMS を曝露することにより、小核出現頻度の上昇が認められた。また、細胞計数に適

している細胞数を検討するため、異なる細胞数でスライド標本を作成したところ、細胞

数が少ない場合は、スライドに滴下した細胞溶液が広がってしまい顕微鏡下での計数

に時間を要するが、5×105個以上の細胞数を用いることで迅速に計数できた。小核試験

は、異数性誘発物質と染色体構造異常誘発物質の両方を検出することができる試験法

であり、遺伝毒性解析の手法として比較的簡便である。さらに、文献調査により複数の

論文において口腔内細胞を用いた喫煙による有害性評価として小核試験が用いられて

いることから、本研究課題においても有効な手法になると考えている。また、出現する

小核の大きさが染色体異常の違いで異なり、紡錘糸異常により生じる異数性異常由来

の小核は比較的大きく、DNA 損傷により生じる構造異常由来の小核は小さいことがわ

かっており、小核の大きさの程度も評価することで、遺伝毒性メカニズムが明らかにで

きる可能性もある。一方、小核試験以外の評価手法として、文献検索より核異形の評

価、DNA メチル化の変化、DNA 付加体解析、H2AX アッセイなども考えており、迅

速かつ簡便に解析可能な方法で生体試料の解析を実施したいと考えている。 

 



 

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ている。昨年度の文献

調査より、喫煙による有害性評価を口腔内細胞を用

いた小核試験で実施している論文をいくつか確認し

たことから、今年度は，当研究室での小核試験手法

の確立を実施した。 

マウス正常肝臓由来の細胞を 24well plate に播種し

培養を行った後、被験物質として小核試験において

陽性対照物質であるメタンスルホン酸エチル(EMS)

を 0、125、250 g/mL で 24 時間曝露した。被験物

質を除去し、細胞を PBS で洗浄後、0.25%トリプシ

ンでシングルセルにして回収した細胞を用いてスラ

イド標本を作製した。標本の作成は、回収した細胞

に予め 37 度に温めておいた 0.075M 塩化カリウム

溶液を 1mL 加え、37 度で 3 分間のインキュベート

を行うことで低張処理を行った。続いて 3mL の固定

液(メタノール：酢酸=3：1)を加えて穏やかに混合し、

細胞を半固定した。この細胞溶液を遠心分離後、上

清を除去し新しい固定液(メタノール：酢酸=99：1) 

3mL を加え細胞を完全に固定した。この細胞溶液を

遠心分離後、上清を除去し少量の固定液(メタノー

ル：酢酸=99：1)に再懸濁してスライドグラス上に全

量を滴下し乾燥させた。作成した標本は、ギムザ染

色を行い顕微鏡下で細胞を観察し、各濃度あたり

2,000 個の細胞を計数し、小核を有する細胞の出現

頻度で評価を行った。また、観察に適している細胞

数を検討するため、異なる細胞数でスライド標本を

作成ならびに染色を行い顕微鏡下で観察を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

該当なし。 

 

C. 研究結果 

小核試験の結果、図 1 に示すように顕微鏡観察下で

小核の出現を確認

することができ

た。そして EMS

曝露による小核出

現頻度は、表 1 に

示すように EMS

を曝露することで

小核出現頻度の上

昇が認められた。

また、異なる細胞数でスライド標本を作製し、ギム

ザ染色後に観察した画像を図 2 に示す。細胞数が少

ないと、スライドに滴下した細胞溶液が広がってし

まい顕微鏡下での計数に時間を要するため、5×105

個や 1×106個の細胞を用いて標本作成を行うこと

で迅速に計数できることがわかった。

 
 

D. 考察 

小核出現頻度を算出したところ、EMS曝露によりコントロ

ールと比較し小核出現頻度の上昇が認められ、小核試

験による遺伝毒性評価が可能であることが示唆された。

小核試験は、染色体異常により出現する細胞質内の主

核とは異なる小核を観察する試験法であり、遺伝毒性解

析の手法として比較的簡便であることから、本研究課題

においても有効な手法の 1つになると考えている。ま

た、出現する小核の大きさは染色体異常の違いで異な

り、紡錘糸異常により生じる異数性異常由来の小核は

比較的大きく、DNA損傷により生じる構造異常由来の

小核は小さいことが分かっていることから、小核出現の

有無の他に小核の大きさの程度を評価することで、遺伝

毒性メカニズムが明らかにできる可能性もある。また、昨

年度の文献調査により複数の論文で喫煙による有害

性評価を口腔内細胞を用いた小核試験で実施してい

ることから、小核試験による遺伝毒性評価は有効な

方法であるといえる。また、それらの論文のなかで

Tadin A. et al., (Journal of Xenobiotics, 2024)は小

核以外に核異形なども観察し、nuclear bud、

binucleated cells、karyorrhexis、karyolysis、

condensed chromatin、pyknosis が非喫煙者と比較

して加熱式タバコにおいて有意に異なることを明ら

かにしている。そのほかに、マロンジアルデヒドや

エピゲノム変化である DNA メチル化の変化を指標

としている報告もある。そして、紙巻タバコの喫煙

に相関する DNA 付加体の存在も明らかになってい

る。一方、迅速かつ簡便な DNA 損傷解析としてヒ

ストン H2AX のリン酸化(H2AX)をマーカーとし

た評価法もある。これらのことより、小核試験以外

にも本研究課題において利用できる簡便な解析手法



 

を検討する必要があると考える。 

 

 

E. 結論 

DNA 損傷分析(遺伝毒性)に用いる方法として小核試

験を想定し、マウス正常肝臓由来の細胞に陽性対照

物質である EMS を曝露し検討を行った。その結果、

EMS 曝露により小核の出現を確認することができ、コン

トロールと比較し小核出現頻度が上昇していることも

認められた。また、スライド標本作成時の細胞数は、

5×105個以上の細胞数を用いると計数が迅速に行う

ことができるとわかった。また、文献調査により複数

の論文で喫煙による有害性評価を小核試験で実施し

ていることから、本研究課題の評価手法として小核

試験を用いることは有効であると考えている。一方、

小核試験以外の評価法として、文献検索より核異形

の評価、DNA メチル化の変化、DNA 付加体解析、

H2AX アッセイなどを考えており、これらの評価法

についても検討し迅速かつ簡便に解析できる方法で

評価したいと考えている。 
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