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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 

 MWCNT-7 を SD 及び F344 ラットに経気管肺内噴霧

(TIPS)投与を実施し、発生した肺がん及び中皮腫瘍サ

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。同時に、肺がんの陽性対照としてニト

ロ ソ 化 合 物 で あ る DHPN 

(N-bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine)を F344 ラット

に皮下投与して作成した肺腫瘍についても解析を行な

った。SDラットに MWCNT-7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。一方、F344 ラットに MWCNT-7 または DHPN

を投与して得られた胸膜中皮腫及び中皮腫は凍結サン

プルより DNA を抽出し、SDラットサンプルと同様に全

ゲノム解析を実施した。得られたデータから、

Mutect(Ver2), Strelka(Ver2)を用いて変異検出を行い、
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SigProfilerExtractor (v.1.1.3)にて解析し、変異シ

グネチャーの抽出を行なった。 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

 ラットに MWCNT 及び DHPN を投与し誘発した中皮腫/

肺がん 15検体（MWCNT：９検体、DHPN:6 検体）から抽

出した DNA 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。その結果を表１に示す。表１からわかるように、

DHPN による肺がんでは MWCNT-7による中皮腫と比較し

て非常に多くの変異が観察されていることがわかった。 
 
表１ ラット肺がん及び中皮腫に検出された変異数 

 
さらに、SigProfilerExtractorで解析した結果３種類の

変異シグネチャー（Rat_SBS_A〜C）が同定された（図１）。

このうち、Rat_SBS_A 及びBはC:G to T:A変異が顕著な

特徴を持つ変異シグネチャーであった。 

また、各サンプルにおける変異数と３種類の変異シグネ

チャー分布について図２− １に示す。図２− １からわ

かるように、DHPNによる肺がんではMWCNT-7による中皮

腫と比較して非常に多くの変異が観察され、同定され

た変異シグネチャーの分布も、全てのDHPNサンプルに

おいてRat_SBS_A（黄緑色）が90%以上を占めているこ

とがわかった。一方、MWCNT-7ではサンプル毎のばらつ

きが大きく、比較的多い変異数が観察されたサンプル

でも16,000程度であり、化学発がん物質であるDHPNと

比較しても圧倒的に少ない変異数であることがわかっ

た。また、MWCNT-7では、９検体中７検体でRat_SBS_B

（黄土色）が観察され、そのうち４検体でRat_SBS_Bの

占める割合が多く、次いでRat_SBS_C（紫色）の占める

割合が多いことがわかった（図２− 2）。さらに、９検 

体中２検体では、Rat_SBS_Cのみが観察されていた。 

 
図１ MWCNT/DHPN曝露により誘発した中皮腫/肺腫瘍
サンプルから同定された変異シグネチャー 

 
図２− １ サンプル毎の変異数と３種類の変異シグネ
チャー分布 

 
図２− ２ サンプル毎の３種類の変異シグネチャー分
布割合 

 
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及びその要因 

Chemicals Tumor Total Numbers of SNVs
DHPN Lung 82176
DHPN Lung 74235
DHPN Lung 65035
DHPN Lung 90249
DHPN Lung 108435
DHPN Lung 161228
MWCNT-7 Lung 431
MWCNT-7 Mesothelioma 462
MWCNT-7 Mesothelioma 255
MWCNT-7 Mesothelioma 2971
MWCNT-7 Mesothelioma 16162
MWCNT-7 Mesothelioma 1146
MWCNT-7 Mesothelioma 2287
MWCNT-7 Mesothelioma 15379
MWCNT-7 Mesothelioma 1001
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 一般的にCosine similarityは0.85以上で類似してい

ると考えられていることから、Rat_SBS_Aは、アルキル

化剤投与によるシグネチャーと類似していることがわ

か った。一方、 Rat_SBS_B 及び C は、 Thiopurine 

chemotherapy,5-メチルシトシンの脱アミノ化などに

よる自然発生突然変異など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_B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することもわかった（Bueno et al, 

nat. genet. (2016)、図３）。 

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_Bの寄与率が非常に高

いが、変異数の少ない検体ではRat_SBS_Cの寄与率が高

いことがわかった(図２− ２)。 

 
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 

 
現在、MWCNT及び化学物質曝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 または DHPN 曝露のラット中皮腫/肺腫瘍 15 サ

ンプルからゲノム 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 DHPN

では 60,000〜160,000程度であり、MWVNT-7では 250〜

16,000 程度と曝露した化学物質で大きく異なることが

わかった。また、変異シグネチャー解析の結果から、

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)といずれの変異パターンもま

んべんなく検出される Rat_SBS_C が同定された。全て

の DHPN サンプルにおいて Rat_SBS_A（黄緑色）が 90%

以上を占めていることから、Rat_SBS_A が DHPN に由来

するシグネチャーであると同定した。既存の変異シグ

ネチャーとの類似解析の結果、Rat_SBS_A は、アルキル

化剤投与によるシグネチャーと類似していた。DHPN は

ニトロソ化合物であるが、既存のアルキル化剤と同様

に DNA のグアニン塩基にアルキル化付加体を形成し、

これが高頻度に G to A（相補鎖だとC to T）の変異を

導入していることが考えられる。一方、MWCNT-7 では、

９検体中７検体で Rat_SBS_B が観察され、そのうち４

検体で Rat_SBS_B の占める割合が多く、次いで

Rat_SBS_C（紫色）の占める割合が多いことがわかった。

さらに、９検体中２検体では、Rat_SBS_C のみが観察さ

れていた。このことから、これら２種の変異シグネチ

ャーが MWCNT-7 に由来することが示唆された。類似解

析の結果から、Rat_SBS_B 及び Cは自然発生突然変異な

どのシグネチャーと比較的類似していたことから、

MWCNT-7 の発がんメカニズムとしては、DHPN のように

直接的に DNA に作用して変異を導入するというよりは

むしろ、MWCNT-7曝露による宿主側の 2次的な反応など

を介していることが示唆される。これまでの報告によ

り、MWCNT などのナノマテリアルによる変異誘発メカニ

ズムとしては、宿主の炎症反応などが惹起されること

が要因とされており、今回の変異シグネチャーの結果

はそれをサポートするようなデータであると考えられ

る。一方、Rat_SBS_C の割合が高く観察された検体は凍

結サンプルから DNA を抽出したものであることから、

組織の不均一性が影響している可能性も示唆された。 

また、今回、比較的多くの SNV 数が観察された検体で

は、アスベスト曝露の症例を含む 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_Bの寄与率が非常に高かったことから、MWCNT

曝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

の曝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 

 MWCNT または DHPN 曝露のラット中皮腫/肺腫瘍 15 サ

ンプルからゲノム 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 DHPN

では 60,000〜160,000程度であり、MWVNT-7では 250〜

16,000 程度と曝露した化学物質で大きく異なることが

わかった。また、変異シグネチャー解析の結果から、

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)といずれの変異パターンもま

んべんなく検出される Rat_SBS_C が同定された。全て

の DHPN サンプルにおいて Rat_SBS_A（黄緑色）が 90%

以上を占めていることから、Rat_SBS_A が DHPN に由来

するシグネチャーであると同定した。既存の変異シグ

ネチャーとの類似解析の結果、Rat_SBS_A は、アルキル

化剤投与によるシグネチャーと類似していた。DHPN は

ニトロソ化合物であるが、既存のアルキル化剤と同様

に DNA のグアニン塩基にアルキル化付加体を形成し、

これが高頻度に G to A（相補鎖だとC to T）の変異を

導入していることが考えられる。一方、MWCNT-7 では、

９検体中７検体で Rat_SBS_B が観察され、そのうち４

検体で Rat_SBS_B の占める割合が多く、次いで

Rat_SBS_C（紫色）の占める割合が多いことがわかった。

さらに、９検体中２検体では、Rat_SBS_C のみが観察さ
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れていた。このことから、これら２種の変異シグネチ

ャーが MWCNT-7 に由来することが示唆された。類似解

析の結果から、Rat_SBS_B 及び Cは自然発生突然変異な

どのシグネチャーと比較的類似していたことから、

MWCNT-7 の発がんメカニズムとしては、DHPN のように

直接的に DNA に作用して変異を導入するというよりは

むしろ、MWCNT-7曝露による宿主側の 2次的な反応など

を介していることが示唆される。これまでの報告によ

り、MWCNT などのナノマテリアルによる変異誘発メカニ

ズムとしては、宿主の炎症反応などが惹起されること

が要因とされており、今回の変異シグネチャーの結果

はそれをサポートするようなデータであると考えられ

る。また、今回、比較的多くの SNV 数が観察された検

体では、アスベスト曝露の症例を含む 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_B の寄与率が非常に高かったことから、

MWCNT 曝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。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

リスク評価などに有用な情報が得られると思われる。 
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