
 17 

厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

令和 4年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルの物理化学的性状を考慮した肺、胸腔及び全身臓器における 

有害性の評価ならびに新規 in vitro 予測手法の開発（20KD1003） 

 

分担研究課題名：次世代シーケンサー（NGS）によるゲノム変異解析 

 

研究分担者  戸塚 ゆ加里  日本大学薬学部 教授

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、吸入暴露

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 

 MWCNTをSDラットに経気管肺内噴霧(TIPS)投与を

実施し、発生した中皮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をTIPS投与し誘発した中皮腫の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 (Covaris)を用

研究要旨 
 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、吸入暴露による実用的な

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。昨年度はまず、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 を用

いて DNA の抽出を試みたが、NGS 解析が可能な、状態の良いゲノム DNA の抽出に至らなかった。今年度はホル

マリンによる固定時間の短い CNT 誘発ラット中皮腫の FFPEサンプルを用い、上記方法で DNA の抽出を行ない、

NGS による全ゲノム解析(WGS)を実施した。現在、までに６検体の WGS 解析とそのデータを用いた変異シグネチ

ャーの解析が終了している。その結果、検出された SNVの数は 1,000〜16,000くらいとサンプル毎に大きく異

なることがわかった。また、NMF解析の結果から、C:G to T:A 変異が顕著な２つの変異シグネチャー(Rat_SBS_A, 

Rat_SBS_B)が同定された。このうちの Rat_SBS_A はヒト中皮腫で比較的寄与が高い変異シグネチャーと類似し

ていた。さらに、非常に多くの SNV 数（15,000〜16,000）が観察された２検体では、この Rat_SBS_A の寄与率

が非常に高いが、変異数の少ない検体では Rat_SBS_Bの寄与率が高いことがわかった。 

現在、MWCNT 及び化学物質暴露による中皮腫及び肺がんの追加解析を行いつつ、Indel 解析や変異のストラン

ドバイアスなどの解析を行っている。本研究によ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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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。 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

Ｃ．研究結果 

 ラットにMWCNTをTIPS投与し誘発した中皮腫の

FFPEサンプル６検体から腫瘍／非腫瘍部分を削り

取り、ゲノムDNAをtruXTRAC FFPE DNA microTUBE 

Kit (Covaris)を用いて抽出した。これらのサンプ

ルよりライブラリを調製し、イルミナ社の

NovaSeq6000による全ゲノムシークエンス(150bp 

Paired End)を行った。得られたゲノムデータを既

存のラットゲノム配列(rn6)にマップし、変異

Caller (MuTect2およびStrelka)により体細胞変異

の検出を行った。検出されたSNVs（１塩基変異）に

ついて表１に示す。 

 

表１ 各サンプルに検出された変異数 

 
 

次にこれら変異データを元にNMF解析により変異シ
グネチャーの抽出を⾏った。その結果、C:G to T:A

変異が顕著な２つの変異シグネチャー(Rat_SBS_A, 

Rat_SBS_B)が同定された（図１）。 

 

図１ MWCNT暴露により誘発した中皮腫サンプルか

ら同定された変異シグネチャー 

 

 

これら変異シグネチャーと既存の変異シグネチャ
ー
（https://cancer.sanger.ac.uk/signatures/sbs/）
との類似度について検討した結果を表２に⽰す。 

 

表２ ラット中⽪腫より同定された変異シグネチ
ャーと既存の変異シグネチャーとの類似性 

 

図２ 各変異シグネチャーの要因 

 

⼀般的にCosine similarityは0.85以上で類似shて
いると考えられていることから、Rat_SBS_Bは、
Clock-like、Unknowのシグネチャーと類似している
ことがわかった。⼀⽅、Rat_SBS_Aは、Clock-like、
Thiopurine chemotherapyのシグネチャーと⽐較的
類似しているが、新規の変異シグネチャーである可
能性も⽰唆された。 

また、Rat_SBS_Aはヒト中⽪腫で⽐較的寄与が⾼い
変異シグネチャーと類似していた（Bueno et al, 
nat. genet. (2016)、図３）。 

 

図３ヒト中⽪腫を含む肺がんで観察された変異シ
グネチャー 
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さらに、⾮常に多くのSNV数（15,000〜16,000）が
観察された２検体では、このRat_SBS_2の寄与率が
⾮常に⾼いが、変異数の少ない検体ではRat_SBS_B
の寄与率が⾼いことがわかった(図４)。 

 

図４ ラット中⽪腫サンプル内の各変異シグネチ
ャーの分布 

 

現在、MWCNT及び化学物質暴露による中皮腫及び肺

がんの追加解析を行いつつ、Indel解析や変異のス

トランドバイアスなどの解析を行っている。 
 

Ｄ．考察 

 MWCNT 暴露のラット中皮腫６サンプル（FFPE）か

らゲノム DNA を抽出し、NGS解析による WGS 解析を

行った。その結果、検出された SNVの数は1,000〜

16,000 くらいとサンプル毎に大きく異なることが

わかった。また、NMF解析の結果から、C:G to T:A

変異が顕著な２つの変異シグネチャー(Rat_SBS_A, 

Rat_SBS_B)が同定された。このうちの Rat_SBS_Aは

ヒト中皮腫で比較的寄与が高い変異シグネチャー

と類似していた。さらに、非常に多くの SNV 数

（15,000〜16,000）が観察された２検体では、この

Rat_SBS_A の寄与率が非常に高いが、変異数の少な

い検体では Rat_SBS_B の寄与率が高いことがわか

った。この、サンプルによる SNV 数および変異シグ

ネチャー分布の違いと病理組織像との間に何か関

係がないかと調べてみたが、今回のラットサンプル

はいずれも肉腫型で、1121 の一部のみに上皮型配

列が観察された。一方、1194 と 1125は肉腫型のな

かでも分裂像が多く細胞の多形性が強い（いわゆる

悪性度が高そうな）傾向がありそうだが、他のサン

プルとの明らかな違いはなさそうとのことであっ

た。現在、MWCNT 暴露を含む化学物質暴露による、

中皮腫および肺がんの追加解析を実施している。こ

れらの追加データにより、サンプルによる SNV 数お

よび変異シグネチャー分布の違いの要因について

より詳細な検討が可能となると思われる。 

また、今回、非常に多くのSNV 数が観察された２検

体では、アスベスト暴露の症例を含む 99例のヒト

中皮腫のデータから抽出された変異シグネチャー

と類似する Rat_SBS_A の寄与率が非常に高かった

ことから、MWCNT 暴露により誘発した中皮腫とヒト

中皮腫の発生メカニズムは類似していることが示

唆された。現在のところ、これらシグネチャーは中

皮腫に特徴的なものなのか、あるいは、アスベスト

や MWCNT のような繊維状の物質の暴露に特徴的な

のかが不明であるが、さらに検体を追加して解析す

ることで、この点も明らかになると考えている。 

現在、Indel解析や変異のストランドバイアス、ゲ

ノム構造異常などの解析を行っている。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。 

 

Ｅ．結論 

 今年度はホルマリンによる固定時間の短い CNT

誘発ラット中皮腫の FFPE サンプルを用い、NGS に

よる全ゲノム解析(WGS)を実施した。現在、までに

６検体の WGS 解析とそのデータを用いた変異シグ

ネチャーの解析が終了している。その結果、検出さ

れた SNV の数は 1,000〜16,000 くらいとサンプル

毎に大きく異なることがわかった。また、NMF解析

の結果から、C:G to T:A 変異が顕著な２つの変異

シグネチャー(Rat_SBS_A, Rat_SBS_B)が同定され

た。このうちの Rat_SBS_A はヒト中皮腫で比較的寄

与が高い変異シグネチャーと類似していた。さらに、

非常に多くの SNV 数（15,000〜16,000）が観察され

た２検体では、この Rat_SBS_A の寄与率が非常に高

いが、変異数の少ない検体では Rat_SBS_Bの寄与率

が高いことがわかった。さらに、Indel解析や変異

のストランドバイアス、ゲノム構造異常などの解析

を行うことで、発がんメカニズム解明やリスク評価
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などに有用な情報が得られると思われる。 
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18. 戸塚ゆ加里. ナノマテリアルに特化した新

規 in vitro 生体模倣評価系の開発、日本薬学

会第 142 年会（2022 年 3月、Web 開催） 
19. ⼾塚ゆ加⾥. ⽣体を模倣したin vitro遺伝毒

性評価、第50回環境変異原学会（2021年11⽉、
横須賀） 

20. ⼾ 塚 ゆ 加 ⾥ . Comprehensive analyses of 
genome and DNA adducts elucidate association 
between environmental factors and human 
cancer development, 第80回⽇本癌学会学術
総会（2021年10⽉、横浜/ハイブリッド開催） 

21. ⼾塚ゆ加⾥. DNA付加体の網羅的解析⼿法
（DNAアダクトーム）の現状と将来展望、第
144回⽇本薬理学会関東⽀部会（2021年6⽉ 
Web開催） 

22. ⼾塚ゆ加⾥. 質量分析機器を⽤いたDNA付
加体の網羅的解析⼿法（DNAアダクトーム）
の現状と将来展望、第81回分析化学討論会
（2021年5⽉、Web開催） 

23. ⼾塚ゆ加⾥. 発がん性評価法としてのDNA
アダクトーム解析の展望、第12回JBFシンポ
ジウム（2021年3⽉、Web開催） 

24. 戸塚ゆ加里. 発がん性評価法としての DNA
アダクトーム解析の展望、第 37回日本毒性

病理学会（2021 年１月、Web 開催） 
25. 戸塚ゆ加里．集学的アプローチによるがん

の要因解明と予防研究への展望、がん予防

学術大会（2020 年 9月、Web 開催） 
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26. 戸塚ゆ加里．Prospects for elucidating the 
cancer etiology and prevention by 
multidisciplinary approach, 第 79回癌学会

（2020 年 10月、広島） 
27. 戸塚ゆ加里．集学的アプローチによりがん

の要因を解明する、第 2回三陸包括的緩和

医療研究会（2020 年 10月、Web 開催） 
28. 戸塚ゆ加里．集学的アプローチによるがん

の要因解明と予防研究への展望 、第 49回
環境変異原学会（2020 年 9月、静岡） 

29. 戸塚ゆ加里. NGS によるノンバイアスな変

異解析の現状と将来展望、第 47回日本毒性

学会学術年会シンポジウム（2020 年 6月、

Web 開催） 
 

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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


