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研究成果の概要（和文）：喫煙は動脈硬化症の危険因子の一つである。申請者らはタバコ主流煙

に含まれる細胞傷害成分として複数のカルボニル化合物を同定した。これらの化合物はグリオ

ーマ細胞において、細胞内カルシウム依存的に PKC を活性化し、細胞膜傷害及びアポトーシ

スを誘導した。更にこれらの化合物は、血管壁構成細胞や血球系細胞においても細胞内カルシ

ウム依存的に細胞傷害を惹起すること、また単球からマクロファージへの分化を促進すること

を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Cigarette smoking is one of the major risks for atherosclerosis. We 
have identified several carbonyl compounds responsible for cell injury from cigarette main 
stream. These chemicals activated PKC and caused cell membrane damages and apoptosis 
in intracellular Ca2+-dependent manner in rat glioma C6 cells.. Furthermore, these 
compounds also caused intracellular Ca2+-dependent cell injury in blood vessel cells 
(epithelial cells and smooth muscle cells) and blood cells, and promoted differentiation of 
monocytes into macrophages.  
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１．研究開始当初の背景 

喫煙は、アテローム動脈硬化症をはじめと
する虚血性循環器疾患の危険因子の一つで
ある。タバコの主流煙には、4,000 種類を超
える化合物が含まれるとされる。このうち、
動脈硬化症の発症に寄与する代表的な化合
物として、活性酸素種（ROS）が挙げられる。 
一般に、ROS による血管内皮細胞及び血管

平滑筋細胞の損傷、並びに ROS によって変
性した低比重リポタンパク質を取り込んだ
マクロファージの泡沫細胞化が、動脈硬化症
の発症において重要な役割を果たすことが
知られている。しかし、動脈硬化症の病態基

盤となる血管壁構成細胞に対するタバコ煙
成分の作用については、これまでのところ殆
ど分かっていなかった。 
申請者らは、最近、ニコチン及びタール除

去タバコ煙水抽出物（ cigarette smoke 
extract, CSE）がラットグリオーマ C6 細胞
において NADPH オキシダーゼ（NOX）を
介して細胞膜傷害を引き起こすことを見出
した。更に CSE 中に含まれる、比較的長寿
命の細胞傷害性因子として、既知のアクロレ
イン（ACR）の他に複数のカルボニル化合物
の同定に成功した。これらの長寿命性化合物
は、CSE と同様に NOX 依存的に細胞膜傷害
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を惹起することを見出した。しかしながら、
その分子機構については、現在まで不明とさ
れている。 

 
 

２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、以下の３点について検
討を行うこととした。 
（１）CSE および CSE に含まれる長寿命性

細胞傷害因子が引き起こす、細胞傷害
のシグナル伝達機構の解明 

（２）CSE 中の長寿命性細胞傷害因子の標的
分子の解析 

（３）血管壁構成細胞及び血球系細胞に対す
るタバコ煙成分の作用 

 
 
３．研究の方法 
（１）CSE 調製方法 
CSE は、紙巻タバコ（Hi-Lite, JT）4本の主
流煙を真空ポンプで吸引し、ケンブリッジフ
ィルターを通すことでニコチン・タールを除
去した後、25℃に保温した PBS に通気して調
製した。PBS 1 mL あたり Hi-Lite4 本分の主
流煙を通気した溶液を 100%CSEとして実験に
供した。なお調製後の CSE は分注の上、使用
直前まで-80℃で保存した。 
 
（２）細胞培養 
ラットグリオーマ C6 細胞、ヒト血管内皮由
来 HUVEC、ラット血管平滑筋 A7r5 細胞の培養
には 10%FBS 添加 DMEM を使用した。マウスマ
クロファージ由来 RAW264.7 細胞、ヒト単球
由来 THP-1 細胞及び U937 細胞の培養には
10%FBS 及び 100 M 2-メルカプトエタノール
添加 RPMI1640 を使用した。 
 
（３）MTS 還元活性測定 
細胞を CSE、ACR 等で 4時間処理した後、
CellTiter 96TM Aqueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (Promega)を用いて測
定を行った。 
 
（４）PI 染色による細胞膜傷害の検出 
細胞を CSE、ACR 等で 4時間処理した後、
propidium iodideの細胞への取込みを蛍光顕
微鏡観察により評価した。 
 
（５）乳酸脱水素酵素（LDH）漏出測定 
細胞を CSE、ACR 等で 4時間処理した後、培
養上清に漏出した LDH 量を CytoTox-OneTM 
Homogeneous Membrane Integrity Assay
（Promega）を用いて測定した。 
 
（６）細胞内 Ca2+測定 
細胞に 37℃で 1時間、蛍光性 Ca2+指示薬であ
るFura2-AMを負荷した。Ca2+濃度測定は30℃

で CAF-110（日本分光）を用いて行った。 
 
（７）PKC アイソザイムの局在解析 
C6細胞からクローニングしたPKCアイソザイ
ムを、GFP 融合タンパク質として細胞内で発
現させた。これらの細胞を、CSE、ACR 等で 4
時間処理した後の PKC-GFP の細胞内局在を、
蛍光顕微鏡（IX-71, Olympus）を用いて解析
した。 
 
（８）リアルタイム PCR 法 
RNeasy Mini Kit（Qiagen）によって細胞か
ら抽出した RNA をテンプレートにして、
SuperScriptIII（Invitrogen）を用いて逆転
写反応を行った。cDNA の定量には Light 
Cycler Nano (Roche)を用いた。遺伝子発現
量の規格化にはハウスキーピング遺伝子で
ある-actin 及び RPL37A を使用した。 
 
 
４．研究成果 
（１）タバコ煙成分による PKC 活性化 
申請者らは、これまで CSE 及び CSE 中の細

胞傷害因子である ACRとメチルビニルケトン
（MVK）が NOX 依存的に細胞膜傷害を惹起す
ることを明らかにしてきた。そのため NOX を
制御する因子である PKC が、CSE、ACR、MVK
によって影響を受けるかどうかを調べた。
RT-PCR 法を用いてラット C6 グリオーマ細胞
における PKCアイソザイムの発現を確認した
ところ、PKC、PKC、PKC及び PKCが発現し
ていることが分かった。そこでこれら 4種類
の PKC アイソザイムを GFP 融合タンパク質と
して C6 細胞で発現させ、局在変化を指標と
して活性化の評価を行った。その結果、C6 細
胞においては、CSE、ACR、MVK は PKCおよび
PKCを活性化することが判明した。一方、CSE
中から同定された他の細胞傷害因子である
シクロペンテノン（CPO）は PKC を活性化し
なかった。 
Conventional PKC は Ca2+依存的に活性化さ

れることが知られているため、タバコ煙成分
に起因する PKC の活性化に細胞内 Ca2+が関与
するかどうかを調べた。細胞内 Ca2+キレート
薬である BAPTA-AM 処理によって、CSE、ACR
及び MVKによって惹起される細胞膜傷害とア
ポトーシス誘導、及び PKC 活性化が抑制され
た。また、細胞内 Ca2+測定の結果、タバコ煙
成分による細胞傷害の原因となる Ca2+は、細
胞内 Ca2+ストアから動員されることが分かっ
た。一方、細胞外 Ca2+キレート薬である BAPTA
は、タバコ煙成分による細胞傷害を抑制しな
かった。これらの結果から、タバコ煙を原因
とする細胞傷害には、細胞内における Ca2+の
動員が重要な役割を果たすことが示唆され
た。 
 



 

 

（２）タバコ煙成分が血管壁構成細胞及び血
球系細胞に与える影響 

動脈硬化症の発症及び進展において、血管
壁構成細胞（血管内皮細胞、血管平滑筋細胞）
や単球/マクロファージの果たす役割は重要
である。そこで、これらの細胞に対するタバ
コ煙成分の作用について検討を行った。 

まず、血管壁構成細胞である血管内皮細胞
及び血管平滑筋細胞のタバコ煙成分に対す
る感受性を調べた。ヒト臍帯静脈内皮由来細
胞系である HUVEC は CSE、ACR 及び MVK に対
して高い抵抗性を有していた。その反面、ラ
ット血管平滑筋由来の A7r5 細胞は、これら
に対して高い感受性を示した。 

次に、動脈硬化症の発症に深く関与する血
液細胞である単球及びマクロファージのタ
バコ煙成分に対する感受性を評価した。単球
である THP-1、U937 及び HL60 は全て高い感
受性を示したのに対し、マクロファージ由来
の RAW264.7 細胞は高い抵抗性を示した。更
に、フォルボールエステルを用いて分化誘導
した THP-1 細胞は、タバコ煙成分に対して抵
抗性を獲得した。 

フォルボールエステルは PKCを活性化して
単球/マクロファージの分化を誘導すること
が知られている。そこで、PKC を活性化する
ことがわかった CSE、ACR、あるいは MVK が単
球/マクロファージの分化を促進しうるかど
うかを調べた。マクロファージの分化マーカ
ーである CD36 発現量をリアルタイム PCR 法
によって定量することにより、細胞分化の評
価を行った。U937 細胞における CD36 の発現
量は、アクロレイン処理によって約 2倍に上
昇した。以上の結果から、タバコ煙成分は、
単球/マクロファージの分化を促進すること
で動脈硬化症の発症及び進展に関与してい
る可能性が示唆された。 
 
（３）タバコ煙中の細胞傷害因子の標的分子

の同定 
ACR や MVK のような反応性の高いカルボニル
化合物は、タンパク質中のリジン残基や DNA
中の塩基を修飾することが知られている。カ
ルボニル化されたタンパク質を検出可能な
Aldehyde reactive probe（ARP）を用いて細
胞中の ACR あるいは MVK で修飾されたタンパ
ク質の検出を試みた。ACR もしくは MVK で処
理した細胞からタンパク質を抽出し、
SDS-PAGEによって分離した後にARPで検出し
たところ、複数のバンドが検出された。この
ことから、ACR や MVK は細胞中で特定のタン
パク質と特異性を持って反応していること
が示唆された。現在、該当するタンパク質の
同定を試みている。 
 
（４）今後の展望 

本研究により、タバコ主流煙中の ACR 及び

MVK が、喫煙による細胞傷害に重要な役割を
果たしていることが明らかになった。タバコ
煙成分中の細胞傷害因子が判明したことで、
分子メカニズムに立脚した喫煙による健康
被害の防止やタバコ煙の無害化・無毒化に繋
がるものと考えられる。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
http://saibo-yakuri.med.hokudai.ac.jp/ 
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