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研究成果の概要（和文）：副流煙曝露により、肺胞マクロファージ(AM)が肺内に吸入された副流

煙粒子を貪食し、過剰な活性酸素種を産生し、産生された活性酸素種により AM の DNA の損傷が

誘導され、オプソニンと細菌認識レセプターの減少を引き起こし、AM の貪食機能の低下が認め

られ、抗腫瘍性サイトカインのである TNF-αの mRNA の発現低下も引き起こされたことから、

受動喫煙による AM の免疫機能の低下は、肺癌発生に密接に関係していることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Side-stream tobacco smoke(STS) increased the number and ROS
productions of AM. Phagocytic activity, expressions of TNF-αmRNA and TLRs were inhibited
by STS. STS induced DNA damage in AM. STS was a risk factor for DNA damage of AM and
inhibited the immunological functions in AM mediated by DNA damage. The inhibition of
immunological functions in AM by STS may be associated with carcinogenesis in the lung.
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１．研究開始当初の背景
これまで、タバコ主流煙喫煙により肺の免

疫細胞である肺胞マクロファージ、NK 細胞の
表面抗原、サイトカインの遺伝子発現及び細
胞傷害活性の低下、癌の肺転移と活性酸素の
産生が促進されることをマウス、ヒトについ
て検討してきた。また、マウスに一定量のタ
バコ主流煙を喫煙させた後、肺上皮組織と免
疫細胞を採取し、DNA を抽出し、DNA 損傷を
コメット法、8-OHdG を測定し、また CGH 法を

用いて、タバコ喫煙により肺胞マクロファー
ジからの活性酸素の産生が促進されること
から、喫煙による肺上皮組織及び免疫細胞の
DNA 損傷が誘導され、肺胞マクロファージの
染色体異常が引き起こされることを解明し、
タバコ喫煙が健康に及ぼす影響を明らかに
してきた。しかし、特に受動喫煙による健康
への影響については、国内・国外ともに科学
的な詳細な分子レベルでの解明はされてお
らず、また非喫煙者での肺癌の発生の関係と
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受動喫煙についても解明されていないのが
現状である。そこで、タバコ主流煙の研究成
果を踏まえて、受動喫煙による健康への影響
を解明することは大変意義があると考え、受
動喫煙すなわちタバコ副流煙の肺免疫機能
への影響と肺癌発生との関係について着目
した。

２．研究の目的
受動喫煙による健康への影響は重要な社

会問題である。しかし、受動喫煙による実験
科学的な研究は非常に少ない。特に、受動喫
煙による肺の免疫で重要な役割をしている
肺胞マクロファージの染色体異常、遺伝子損
傷への影響に焦点を絞った研究は国内、国外
ともにされていない。本研究は、受動喫煙・
タバコ副流煙自動喫煙設備を作成し、マウス
にタバコ副流煙を一定量均一に吸入させ、受
動喫煙による影響を正確に客観的に評価出
来る系を用いて、受動喫煙による肺胞マクロ
ファージの染色体異常、遺伝子損傷への影響
を研究し、どの染色体のどの部位、どの遺伝
子に異常及び損傷が認められるのかを特定
するとともに、受動喫煙により喫煙関連疾患
発症の予防に役立てることが目的である。

３．研究の方法
本研究のために作製したタバコ副流煙自

動曝露装置を用いて、C57BL/6、雌、8週齢マ
ウスに一定量、一定期間（10 日間、1 ヶ月、
6 ヶ月、12 ヶ月）、モニターNo.2 リファレン
スタバコの副流煙を受動喫煙させた(図１)。

受動喫煙後、肺胞マクロファージを BAL によ
り回収し、気管支肺胞洗浄液を 1000rpm、10
分遠心後、上清を除去し、RPMI1640 で懸濁し
て肺胞マクロファージ細胞浮遊液を調整し
た。肺胞マクロファージ浮遊液を一定濃度に
調整後、サイトスピン標本を作製し、メイ・
ギムザ染色を行い、細胞分画成分を測定した。
調整した肺胞マクロファージ浮遊液の一定
濃度を FACS で Dot plot 解析し、細胞サイズ
(FSH)と細胞内構造の緻密さ(SSC)により、肺
胞マクロファージが受動喫煙によるタバコ

副流煙に曝露されているか否かを正確に評
価する。同時に種々の肺胞マクロファージの
細胞表面抗原の発現についても、それらの抗
原に対するモノクロナール抗体を使用し、受
動喫煙による影響を検討した。採取した肺胞
マクロファージを培養し、IL-1βmRNA 遺伝子
発現への受動喫煙による影響を LPS刺激によ
り検討する。24 時間培養後、肺胞マクロファ
ージ回収し、RNAを抽出後、RT-PCRによりIL-1
βmRNA 発現を検討し、非喫煙群と比較した。
非喫煙、受動喫煙マウスを麻酔死させ、肺組
織を摘出し、肺組織をハサミで細切後、DNA
抽出試薬を加え、組織より DNA を抽出し、同
様に肺を取り出し、気管支及び肺上皮組織を
分離後、上記と同様の操作により肺上皮組織
から DNA を抽出する。同時に肺組織切片を作
成し、インサイツハイブリダイゼーション法
により組織内の癌遺伝子の発現を検出し、同
時に肺組織切片の病理組織検査を行い、受動
喫煙による肺癌発生過程を調べた。採取した
採取した肺胞マクロファージの DNA損傷の程
度は、コメット法によりアガロースゲルに肺
胞マクロファージを包埋し、アルカリ処理後
電気泳動し、サイバーグリーンで染色し、DNA
損傷により断片化した細胞の核が水星のご
とく帯状になった泳動パターンを検出し、染
色された泳動パターンにより、個々の細胞に
ついて５０コの細胞のテールの長さを測定
し、テールの長さをイメージプラスで解析し、
肺胞マクロファージの受動喫煙による DNA損
傷の程度を評価し、非喫煙マウスの肺胞マク
ロファージと比較する。肺上皮細胞について
も、同様にコメット法により、個々の細胞レ
ベルで DNA損傷の程度を測定し受動喫煙によ
る DNA 損傷の影響を評価した。採取した一部
の受動喫煙マウスの肺胞マクロファージに
ついては、活性酸素の産生細胞の比率を O2

-

の産生は HE を用い、H2O2の産生は DCFH-DA を
用い反応させ、それぞれの活性酸素産生細胞
を FACS により解析し測定し、非喫煙マウス
の肺胞マクロファージについても同様に活
性酸素の産生細胞の比率を測定し、受動喫煙
による活性酸素の産生への影響を評価し、
DNA 損傷を引き起こしている肺胞マクロファ
ージの関係を評価した。これらの結果をもと
に受動喫煙が、肺胞マクロファージの活性酸
素産生を増強し、産生増強された活性酸素に
より肺胞マクロファージ、肺上皮細胞、肺組
織の DNA 損傷を引き起こし、どの染色体、遺
伝子への影響ガあるのかを総合的に評価し、
肺癌発生との関係を評価した。

４．研究成果
(1) タバコ 1本分の副流煙の粒子数と濃度

今回吸入させたタバコ 1本分の副流煙中に
含まれる粒子の直径は 0.1μm～1.0μm で、
粒子数は直径0.1μmの粒子434,421±90,467



×104 個/m3(mean±S.D.)、直径 0.2μm の粒
子 93,620±31,984×104 個/m3、直径 0.3μm
の粒子 14,012±7,161×104 個/m3、直径 0.4
μm の粒子 4,609±3,067×104 個/m3、直径
0.5μmの粒子 955±741×104 個/m3、直径 0.7
μm の粒子 24±26×104 個/m3、直径 1.0μm
の粒子 1±1×104 個/m3 で、直径 0.1μm の粒
子が最も多く、全体の 78.9%を占めていた。
また、副流煙曝露装置内のタバコ 1 本分の副
流煙濃度は、57.8±6.3mg/m3(mean±S.D.)で、
一定の濃度であった。なお、副流煙曝露の指
標として測定した COHb 濃度は、非喫煙（NS）
群 0.9±1.1(mean±S.D.)、副流煙（STS）群
34.4±2.2 で、有意な(p<0.001)増加が認めら
れ、マウスが副流煙を吸入していることが確
認された（図 2）。

(2) 副流煙による AM の総細胞数と細胞形態
BAL により回収された AM の総細胞数は、NS

群 1.04±0.15×105 個/匹(mean±S.D.)、STS
群 1.60±0.24×105 個/匹であり、有意な
(p<0.001)増加が認められた。AM の形態は、
Dot Plots解析により、NS群でFSC値250-700、
SSC 値 100-300、STS 群で FSC 値 200-800、SSC
値 100-500 であり、STS 群で FSC 値 SSC 値と
もに増加し、曝露による AM の大型化、細胞
内部構造の複雑化が認められ、STS 群は NS 群
と比較して、AM の細胞質内に空胞形成が認め
られ、また電子顕微鏡による AM の細胞形態
は、NS 群で表面に襞が認められたが、STS 群
では襞が収縮し、大型化していることが認め
られた（図 3）。

(3) 副流煙によるAMの活性酸素種産生とDNA
損傷

H2O2 産生細胞比率は、NS 群で 26.8±5.5
(mean±S.D.)、STS 群で 47.2±7.2 であり、
有意に(p<0.01)増加し,O2

-産生細胞比率は、
NS 群で 32.7±10.7(mean±S.D.)、STS 群で
51.4±10.3 であり、有意に(p<0.001)増加し
た。DNA 損傷は、NS 群で Tail Length28.84
±10.41(mean±S.D.)、STS 群で 42.16±2.55
であり、有意に(p<0.05)増加し、Tail Moment
も NS 群で 0.10±0.03(mean±S.D.)、STS 群
で 0.19±0.06 であり、曝露により有意な DNA
損傷が認められた（図 4）。また副流煙抽出物、
タバコ葉抽出物により濃度依存的に DNA 損傷
が誘導された。

(4) 副流煙による AM の貪食活性への影響
AM の貪食活性は、NS 群 36.92±4.46 (mean

±S.D.)、STS 群 30.88±3.70 で、曝露により
有意に(p<0.05)減少し、副流煙曝露による AM
の貪食活性の低下が認められた。貪食された
蛍光標識粒子は、AM の細胞質内に分散して取
り込まれ、また取り込まれた粒子が凝集して
観察された。しかし、取り込まれた粒子数及
び細胞内動態には、NS 群と STS 群に差は認め
られなかった(図 5)。

(5) 副流煙による AM の表面分子の発現
AM の貪食活性に関与する細胞表面分子で

ある CD11b 抗原陽性比率(%)は、NS 群 23.05
±4.23(mean±S.D.)、STS 群 9.66±3.57 で、



有意な(p<0.001)減少が認められたが、CD16
抗原陽性比率(%)は、NS 群 60.39±6.30、STS
群 57.02±17.64 で、有意な差は認められな
かった。また、AM の細菌及び細菌由来物質の
認識に関与する細胞表面分子である TLR-2抗
原陽性比率(%)は、NS 群 53.93±5.93(mean±
S.D.)、STS 群 39.61±14.23 で、有意な
(p<0.05)減少が認められ、TLR-4 抗原陽性比
率(%)においても NS 群 35.23±5.89、STS 群
15.10±5.85 で、有意な(p<0.01)減少が認め
られた。

(6) 副流煙による AM のサイトカイン mRNA
の発現と肺癌細胞に対する抗腫瘍活性

AM の TNF-αmRNA の発現比率(TNF-α/β
-actin)は、NS群 0.527±0.052(mean±S.D.)、
STS 群 0.502±0.070 で、曝露により有意な
(p<0.01)減少が認められたが、IL-1βmRNA の
発現比率(IL-1β/β-actin)は、NS 群 1.116
±0.084(mean±S.D.)、STS 群 1078±0.075 で
有意な差は認められず、TGF-βmRNA の発現比
率(TGF-β/β-actin)も差が認められなかっ
た。また、副流煙により in vitro 系で AM の
肺癌細胞増殖に対する抗腫瘍活性の抑制が
認められた（図 6、7）。
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