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緒 言 

喫煙は、動脈硬化症をはじめとする様々な心

血管系疾患の危険因子であることが、疫学的研

究により明らかになっている。たばこの煙には、

およそ 4,000 種の化学物質が含まれており、そ

のうち、約 200 種類は、健康に悪影響を及ぼす

可能性が高い成分であるといわれている。たば

こ煙に含まれる代表的な有害物質であるニコチ

ンは、直接的または間接的に血管内皮細胞や平

滑筋細胞に作用することにより、動脈硬化症の

発症リスクを高めると考えられている。しかし

ながら、血管平滑筋細胞に対するニコチンの細

胞増殖促進作用は、極めて弱いことから1)2)、ニ

コチン以外にも、動脈硬化形成を促進させる成

分がたばこ煙中に含まれていると推測されてい

る。 

近年、たばこ煙中に低比重リポ蛋白 (LDL) を

酸化する水溶性物質が存在し、この酸化性物質

が喫煙による動脈硬化形成に深く関与している

ことが明らかになりつつある3)。実際に、ニコ

チン・タール除去たばこ煙抽出液 cigarette 

smoke extract (CSE) をウサギの静脈内へ反復

投与することによって、血中 LDL が酸化され、

その結果、動脈硬化が促進されることが確認さ

れている4)。これらの事実は、喫煙者において、

抗酸化作用を有するビタミン E 及びビタミン C

の血中濃度が減少している一方、血中過酸化脂

質濃度が上昇していることとよく一致している
5)。また、最近では、CSE 中に、強力な酸化力を

有する peroxynitrate 様物質が存在しているこ

とも示唆されている6)。しかしながら、CSE 中に

含まれる酸化性物質は完全に同定されておらず、

また、動脈硬化形成に関与する CSE 中の細胞傷

害因子ならびにその傷害機序の詳細は未だに不

明な点が多い。 

そこで、本研究では、血管壁構成細胞である

血管内皮細胞及び平滑筋細胞を傷害する CSE 中

の有害物質を同定し、その細胞傷害機序を解明

することを目的とした。そして、喫煙と動脈硬

化症との関係を科学的に究明することにより、

喫煙の危険性を正確に把握するだけではなく、

喫煙による動脈硬化症の発症を低減できる新た

な予防戦略を提唱することを目指す。 

研究計画の概要 

図-1 に研究計画の概要をまとめた。まず、定

法に従って調製した CSE を用いて、細胞に対す

る CSE の各種作用を評価できる試験方法を確立

する。後述するが、調製した CSE は、ロット間

で生物学的活性が異なるため、CSE の作用を定

量的に解析する上で、一定の活性を示す CSE を

再調製する必要がある。即ち、CSE 処理により

細胞から漏出する乳酸脱水素酵素 (LDH) 量の

測定及び高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 

を用いた成分の定量分析を行い、ロット間の補

正を行う。なお、この補正を「CSE の標準化」

とよぶことにする。CSE の標準化により、一定

の生物学的活性を示す CSE が得られるので、CSE

の作用を定量的に解析することが可能になる。

また、HPLC により、細胞傷害活性を示す分画を

分取し、細胞傷害因子を同定する。そして、HPLC

を用いて分取した分画を、ヒトの血管内皮細胞 



 

 

及び平滑筋細胞に適用し、CSE による細胞傷害

機序の解明を行う。さらに、CSE の細胞傷害作

用を抑制する薬物等を網羅的に探索し、喫煙に

よる動脈硬化症発症リスクを低減させる予防法

を考案、確立する。 

CSE の評価方法 

CSE の生物学的活性作用を評価する方法とし

て、以下の試験方法を確立した。 

1) CSE の細胞膜傷害活性の評価 

 DNA 結合性蛍光プローブ (7-amino 

actinomycin D: 7-AAD) の蛍光強度測

定実験 

 LDH の細胞外漏出量測定実験 

2) CSE の細胞増殖活性の評価 

 ブロモデオキシウリジン (BrdU) の取

込量測定実験 

3) CSE の細胞増殖促進作用もしくは細胞毒性作

用の評価 

 生細胞数の測定実験 (MTS assay) 

4) CSE の細胞形態に及ぼす影響の評価 

 位相差顕微鏡による細胞形態変化

の観察 

なお、上述の評価方法のうち、「LDH の細

胞外漏出量測定実験」及び「生細胞数の測

定実験 (MTS assay）」は、迅速、簡便かつ

安価な測定方法であり、また、結果の定量

性も非常に優れているので、本研究では、

この 2 つの試験方法を主に用いて、CSE の

作用を評価することにした。 

CSE の標準化 

一定の生物学的活性作用を有する CSE を

調製することは非常に困難であり、通常、

CSE の効力はロット間で大きく異なる。図

-2 は、異なる日に調製した CSE の効力を比

較した結果を示している。LDH 漏出量を指

標とした場合、ロット 1 (○) の方がロッ

ト 2 (△) より、活性が 1.8 倍強いことが

わかる。そこで、両者の活性作用を同一に

するため、ロット 1を 1.8 倍希釈して、同様の

検討を行った。その結果、ロット 1 の 1.8 倍希

釈溶液 (●) とロット 2 (△) の活性作用はほ

ぼ一致した。また、HPLC を用いて、これら 2ロ

ットの定量分析を行ったところ、主要なピーク

面積の比はおよそ 2 倍であった (データは示さ

ない)。このことから、CSE 活性作用のロット間

の違いは、CSE に含まれる成分濃度の違いによ

るものと考えられた。 

CSE の調製 

CSE の標準化 

生物学的活性の評価 
（LDH 漏出量測定） 

HPLC による定量分析 
(ピーク面積比の解析)

細胞傷害機序の解明 

HPLCによる成分の分取CSE の作用の評価 
（細胞傷害活性） 

（細胞増殖阻害活性） 
細胞傷害因子の同定 

問題点：ロット間で CSE の活性が異なる

喫煙による動脈硬化症発症リスクを低減させる 
予防法の考案・確立 

CSE の評価方法の確立 

図-1 研究計画の概要 
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図-2 C6 細胞における LDH 漏出量を指標 

    としたCSEの濃度反応曲線及びCSEの

    ロット間における活性作用の違い 



 

A CSE 感受性の比較 
   104 cells/100 μl/well 

CSE 4 時間処理 

B 細胞密度の影響 
C6 (0.5-4 x 104 cells/100 μl/well)
CSE 4 時間処理 

C 液体培地の影響 
    C6 (104 cells/100 μl/well) 
    CSE 4 時間処理 
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本研究では、このようなロット間の効力差を

補正するため、CSE の標準化が必要不可欠と考

え、次のような定義を考案した。 

CSE 標準溶液の定義: 最大 LDH 漏出量の 1/2

の LDHを漏出させるのに必要なCSEの用量が4%

となるような細胞傷害活性を示す溶液を調製し、

これを CSE 標準溶液とする。 

今後、本定義の妥当性を多角的に検証する必

要がある。 

CSE に対する細胞の感受性の解析 

CSE の作用の全体像を把握するため、体系的

に LDH の細胞外漏出量測定実験を行った。 

まず、各種培養細胞における CSE に対する感

受性を比較したところ、C6 細胞は HEK293 細胞

よりも CSE に対する感受性が高いことが明らか

になった (図-3A）。一方、データは示さないが、

CHO 細胞、RAW 細胞においては、CSE (～10%) に

よる LDH の漏出は、ほとんど認められなかった。

このことから、CSE に対する感受性は、細胞の

種類によって、大きく異なることが明らかにな

った。 

次に、CSE に対する感受性が高い C6 細胞を用

い、細胞密度と CSE に対する感受性との関係に

ついて、検討を行った。96 ウェルプレートに、

5,000～40,000 個/100 μl/well の細胞を播種し、

CSE 4 時間処理による LDH の漏出量を測定した。 

 

その結果、細胞密度が高くなると、CSE に対す

る感受性が低下することが明らかになった (図

-3B）。 

また、図-3C に示したように、細胞の CSE に

対する感受性は、細胞密度だけではなく、培養

に使用する液体培地の種類によっても、変化し

た。C6 細胞 (10,000 個/100 μl/well) を F12

で前培養した場合、1.5% CSE 処理により、顕著

な LDH の細胞外漏出が認められた。一方、DMEM

を用いた場合、3% CSE 処理によっても、LDH の

細胞外漏出は観察されなかった。これらの知見

は、F12 に CSE の細胞毒性を高める成分、もし

くは、DMEM に CSE の細胞毒性を弱める成分が存

在していることを示唆しており、CSE による細

胞傷害発生メカニズムの解明ならびに CSE の細

胞傷害作用に対する細胞保護法の確立の端緒に

なりうる可能性が十分に考えられる。 

上述した LDH 細胞外漏出量測定実験の妥当性

を検証するため、細胞数を指標とした MTS 法に

おいても、同様の結果が得られるかどうか検討

した。 

C6 細胞を F12 で前培養した場合、5,000～

20,000 個/100 μl/well の細胞密度では、CSE 24

時間処理により、濃度依存的な細胞数の減少が

観察された (図-4A）。しかしながら、細胞密度

を 30,000～50,000 個/100 μl/well へと増加さ

せると、CSE による細胞数の減少は認められな

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-3 LDH の細胞外漏出量を指標とした CSE の作用の評価 



 

かった (図-4A）。一方、C6 細胞を DMEM で前培

養した場合、CSE 処理による細胞数の減少は、

まったく認められなかった (図-4B）。 

このように、LDH の細胞外漏出量測定実験か

ら得られた結果は、MTS 法による細胞数測定実

験の結果と相関性が高いことから、C6 細胞を用

いた場合、LDH の細胞外漏出量測定実験はもと

より、MTS 法もまた、CSE の細胞障害活性を評価

する上で、妥当な試験法であると考えられた。 

以上、LDH の細胞外漏出量測定実験ならびに

MTS 法を用いた細胞数測定実験により得られた

知見から、細胞の CSE に対する感受性は、細胞

の種類、細胞密度、液体培地の種類によって、

大きく変化することが明らかになった。 

CSE の性状解析 

CSE に含まれる細胞傷害因子を同定するため、

HPLC を用いた CSE の定量分析方法を確立した 

(図-5）。この分析条件は、CSE の成分分析に十

分適用可能であるものの、移動相が有機溶媒を

含む上に、強酸 (pH 2.3) であるため、分取し

た HPLC 分画をそのまま細胞へ適用することは

困難である。従って、この分析方法に加えて、

移動相が水もしくは、塩類緩衝液 100% の分取

HPLC 用の分析条件を別途、確立する必要がある。 

この他、血管壁構成細胞であるウシ血管内皮

細胞 (BAEC) 及び平滑筋細胞 (BVSMC) を用い

た予備実験を行い、CSE の細胞傷害活性に関す

る以下の知見を得ている7)（データは示さない）。 

 CSE 中には、細胞増殖を阻害し、アポトー

シスを誘導する成分が含まれている。 

 その成分に対する感受性は、BAEC の方が、

BVSMC よりも高い。 

 細胞増殖阻害活性を示す成分は、室温で安

定であり、昇華性及び極性の高い物質であ

る。 

 細胞増殖阻害活性に、過酸化水素やスーパ

ーオキサイドアニオンは関与していない。 

 細胞傷害活性を示す物質は、たばこ煙中に

存在し、細胞毒性を有することが報告され

ているアクロレインをはじめとする 8 種

のカルボニル化合物とは異なる。 

 細胞傷害活性を示す成分は、フリーラジカ

ル様物質または、これらと付加化合物を形

成する物質である。 

今後、上述の実験をさらに発展させた上で、

ヒト血管内皮細胞や平滑筋細胞を用いた CSE の

細胞傷害因子の同定ならびにその作用機序の解

明に着手する予定である。 

総 括 

本稿では、たばこ煙中に含まれる細胞傷害因

子の性状解析に関する研究の現状と今後の検討

課題、ならびに将来の展望について、概説した。

本研究で得られる知見により、喫煙の生体に及

ぼす作用が正確に理解されると共に、動脈硬化 
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図-4 細胞数を指標とした CSE の作用の評価（CSE 24 時間処理） 



 

カラム：Inertsil ODS-3 (4.6 mm I.D.×250 mm L.) 

移動相：0.1% H3PO4 : CH3CN (95.5 : 4.5)(pH 2.3) 

流 速：1.0 mL/min 

検出器：紫外可視検出器 (216 nm) 

温 度：40 ℃ 

注入量：20 μL (100% CSE : 内標準物質 = 1 : 1) 

    内標準物質として、caffeine 0.01 mg/mL を添加 

   内標準物質 

    Caffeine 

     51.5 分 

 図-5 高速液体クロマトグラフィーを用いた CSE の分析結果の一例 

 

症の発症といった喫煙の持つ様々なリスクが低

減されることが期待される。 
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