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研究分担者 戸塚 ゆ加里  国立がん研究センター研究所 発がんモデル開発部門 ユニット長

Ａ．研究目的 

 生活環境には様々な化学物質が存在し、経気道的

に体内に取り込まれる物質は多い。カーボンナノチ

ューブ（CNT）は難分解性であり、体内蓄積による

持続的生体反応が誘発される。そのため、吸入曝露

による実用的な健康影響評価手法を開発すること

は極めて重要である。 

健康影響評価の一つのエンドポイントとして、遺伝

毒性は有用な指標となることが知られている。近年、

次世代シークエンサー(NGS)によるノンバイアスか

つグローバルなゲノム変異解析が進み、環境要因の

暴露に固有の体細胞変異のパターン（変異シグネチ

ャー）が存在することが明らかになってきた。さら

に、この変異シグネチャー情報を用いることで、化

学物質が誘発する毒性の Adverse Outcome Pathway 

(AOP)を得ることも可能であることが示されている。 

本研究の目的は複数種類の CNT による遺伝毒性を

NGS により解析し、変異シグネチャーの同定とその

情報を用いて各種 CNT安全性の新規手法を構築し、

OECD TGに提案できる評価法を開発するものである。 

Ｂ．研究方法 

 今年度は、MWCNT-7および MWCNT-N を SD ラット

に経帰還肺内噴霧(TIPS)投与を実施し、発生した肺

腫瘍サンプルを用いて MWCNT に由来する変異シグ

ネチャーの同定を試みる。 

ラットに MWCNT-7で誘発した肺腫瘍（腺がん、N=3）

および MWCNT-N で誘発した肺腫瘍（腺がん、N=2）

の FFPEサンプルから、腫瘍部分を削り取り、ゲノ

ムDNAをtruXTRAC FFPE DNA microTUBE Kit-Column 

Purification (Covaris)を用いて抽出する。同一個

体から非腫瘍部に相当する箇所も削り出し、同様に

ゲノム DNA を抽出する。抽出したゲノム DNA を次

世代シークエンサー（NovaSeq）で全ゲノム解析を

行い、腫瘍に検出される体細胞変異の解析を行う。

得られたデータを NMF (Nonnegative Matrix. 

Factorization; 非 負 値 行 列 因 子 分 解）に

て解析し、変異シグネチャーの抽出を行う。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究で⾏う動物実験にあたっては、国⽴がん研
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究センターを含む各施設における動物実験に関す
る指針に則って実施し、可能な限り実験動物の苦痛
軽減処置を⾏う。 

 

Ｃ．研究結果 

 今年度はまず、MWCNT 関連の既存腫瘍サンプル

（FFPE）を用い、NGS による体細胞変異解析を実施

することとした。MWCNT を TIPS 投与したラット肺

の腫瘍および正常部分より Covaris 社のキットで

ある truXTRAC FFPE DNA microTUBE Kit-Column 

Purification を用いてゲノム DNA の抽出を行い、

次世代シークエンサー（NovaSeq）にて全ゲノム解

析を行った。しかし、抽出したゲノム DNAは切断が

進んでおり、DIN値が極端に低く、解析データを得

るに至らなかった。解析に使用したゲノム DNAの状

態をバイオアナライザにて確認したところ、図 1 の

ような結果となり、特に腫瘍サンプル（T）におい

て DNA の分解が進んでいることが確認された。現

在、NGS 解析が可能な、状態の良いゲノム DNAを得

る方法を検討している。方法が確立し次第、再度、

NGS による全ゲノム解析を行う予定である。 

 

図１ 

 

Ｄ．考察 

 MWCNT を TIPS 投与したラット肺の腫瘍および正

常部分より Covaris 社のキットである truXTRAC 

FFPE DNA microTUBE Kit-Column Purificationを

用いてゲノム DNAの抽出を行い、次世代シークエン

サー（NovaSeq）にて全ゲノム解析を行った。しか

し、抽出したゲノム DNAは分解・切断が進んでおり、

DIN値が極端に低く、解析データを得るに至らなか

った。その原因として、ラットより摘出した臓器の

固定に使用したホルマリンの影響が大きいと考え

られた。現在、NGS 解析が可能な、状態の良いゲノ

ム DNAを得る方法を検討している。 

 MWCNTを暴露させたラット肺腫瘍のNGS解析によ

り MWCNT に由来する変異シグネチャーが同定され

た場合、ヒト中皮腫のデータ（Bueno R., et al. 

Nat. Genet. 2016）と比較する予定である。この論

文では、９９症例（アスベスト暴露の症例を含む）

のヒト悪性胸膜中皮腫の全エクソン解析を行って

おり、得られたデータを NMF解析し、６種類のシグ

ネチャー(S1〜S6)を同定している（図２）。このう

ち、S1は活性酸素種(ROS)に由来、S2は加齢による

変異（5-mC の脱アミノ化反応による）由来、S3 は

喫煙に由来するものとしている。その他肺がん（扁

平上皮がん、腺がんなど）で共通に観察されるタバ

コ由来の変異シグネチャー(S3)が悪性中皮腫では

観察されていないことが特徴的である（図３）。そ

れ以外では、ROS(S1)および加齢(S2)による変異が

寄与している割合が高くなっているが、その他肺が

んと区別が可能な悪性中皮腫に特徴的な変異シグ

ネチャーは見出されていない。また、この論文で見

出された S4, S5, S6のシグネチャーはその由来が

わかっていないシグネチャーである。 

 本研究ではアスベストと形状が類似した MWCNT

暴露により動物モデルに作成した腫瘍の全ゲノム

解析からその変異シグネチャーを同定する予定で

ある。MWCNT に固有のシグネチャーが同定できた場

合には、ヒト中皮腫のシグネチャーとの類似性など

について検討し、これら新規マテリアルがヒト発が

んに寄与するのかどうかについて検討を行う。また、

次年度以降では MWCNT 暴露動物の非腫瘍部分を用

いた変異シグネチャーの解析も予定しており、得ら

れるデータは発がんメカニズム解明やリスク評価

などに有用な情報となると思われる。 

 
図２ ヒト悪性胸膜中皮腫の全エクソン解析によ
り同定された６種類の変異シグネチャー 
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図３ 各種肺がんおよび中⽪腫における各変異 
シグネチャーの分布 

 

 

Ｅ．結論 

 今年度はまず、MWCNT 関連の既存腫瘍サンプル

（FFPE）を用い、NGS による体細胞変異解析を実施

することとした。MWCNT を TIPS 投与したラット肺

の腫瘍および正常部分より Covaris 社のキットで

ある truXTRAC FFPE DNA microTUBE Kit-Column 

Purification を用いて、ゲノム DNA を抽出し、次

世代シークエンサー解析を行ったが、DNAの分解・

切断が進んでおり、解析データを得るに至らなかっ

た。今後、さらに NGS 解析が可能な、状態の良いゲ

ノム DNAの抽出方法を検討し、抽出方法が確立し次

第、再度 NGS による全ゲノム解析を行う予定であ

る。 

本研究の結果、MWCNT に固有のシグネチャーが同定

できた場合には、ヒト中皮腫のシグネチャーとの類

似性などについて検討し、これら新規マテリアルが

ヒト発がんに寄与するのかどうかについて検討を

行う。また、次年度以降では MWCNT暴露動物の非腫

瘍部分を用いた変異シグネチャーの解析も予定し

ており、得られるデータは発がんメカニズム解明や

リスク評価などに有用な情報となると思われる。 
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6. 戸塚ゆ加里 発がん性評価法としての DNAア
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Ｇ.知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

 該当なし。 

２．実用新案登録 

 該当なし。 

３．その他 

 該当なし。 

 

 


