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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 

 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

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、環境要因の曝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。今年度は MWCNT または

SWCNT 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、観察された SBS, DBS, ID 変異数はSWCNT の方が MWCNT-N/Bよりも多かった。NMF解析により、C:G to 

T:A/A:T 変異に特徴がある SBS_A シグネチャーと T:A to G:C 変異に特徴がある SBS_Bシグネチャーが抽出され

た。各サンプルにおける SBS_A/Bの分布の割合から、SBS_A は SWCNT由来、SBS_Bは MWCNT-N/B 由来であると

推測できた。類似解析の結果から、Rat_SBS_Bは新規のシグネチャーであり、Rat_SBS_A は SBS3, SBS5, SBS40

と類似していることがわかった。SWCNT 曝露群では DBS が観察されたが、MWCNT-N/B 曝露群では殆ど観察され

なかった。また、ID 解析の結果では、１塩基の欠失/挿入変異が優位である３種の ID シグネチャーが抽出され、

このうち、 T/A の連続６base 以上の箇所で１塩基欠失/挿入変異が優位である ID_A シグネチャーは SWCNT由

来、T/A の連続６base 以上の箇所で１塩基欠失変異が優位である ID_B は MWCNT-M/B 由来であることが推測さ

れた。このうち、ID_B は COSMICデータの ID2 と類似していた。 一方、MWCNT-7はすべての解析結果におい

て、SWCNT と同様の傾向を示した。現在、Mutect 2 でもゲノム変異解析を実施しており、これらのデータを統

合することで、信憑性の高い結果が得られると考えている。 

また、MWCNT-7 曝露やその他の肺発がん物質の解析結果とも統合して変異シグネチャーの解析を実施し、発が

んメカニズムの解明や人発がんにおける貢献度などについても検討する。 
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きる評価法を開発するものである。 

 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

 ラットにSWCNT, MWCNT-N/Bを投与し誘発した中皮腫/

肺がん15検体（SWCNT:７検体、MWCNT-N：4検体、MWCNT-B:

３検体、MWCNTY-7:1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 (Strelka)により体細胞変異の検出を行

った。さらに、SigProfilerExtractorで一塩基置換(SBS) 

解析を実施した結果、2種類の変異シグネチャー

（Rat_SBS_AおよびB）が同定された（図１）。 

このうち、Rat_SBS_AはC:G to T:A/A:T変異に特徴があ

り、Rat_SBS_BはT:A to G:C変異に特徴がある変異シグ

ネチャーであった。 

また、各サンプルにおける変異数と2種類の変異シグネ

チャー分布について図２に示す。図２からわかるよう

に、SWCNTおよびMWCNT-7による中皮腫では、MWCNT-Nお

よびB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

のサンプルにおいてRat_SBS_A（ピンク色）が90%以上

を占めていることがわかった。一方、MWCNT-NおよびB

ではSWCNTやMWCNT-7と比較しても圧倒的に少ない変異

数であり、かつ全ての検体でRat_SBS_B（橙色）の占め

る割合が多いことがわかった（図２）。 

 

 

図１ SWCNT/MWCNT-NおよびB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SBS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1に示す。 

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、SBS5および

SBS40（いずれも要因は不明）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は、新規の変異

シグネチャーである可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 
図２ サンプル毎のSBS変異数と2種類の変異シグネチ
ャー分布 

 

 

表1 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 

 

 
 

次に、２塩基置換(DBS)および欠失変異（ID）について

も同様に解析を実施した。その結果、SWCNT 曝露群では

DBS が観察されたが、MWCNT-N/B曝露群では殆ど観察さ

れなかった（図３− １）。また、２種類のDBS シグネチ

ャーが抽出されたが、いずれも既存の DBS シグネチャ

ーとは類似せず、新規のシグネチャーであることがわ

かった（図３− ２）。 
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図３− １ サンプル毎の DBS 変異数と 2 種類の変異シ

グネチャー分布 

 

図３− ２ SWCNT/MWCNT-NおよびB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DBS変異シグネ

チャー 

一方、挿入欠失変異（ID）解析の結果、１塩基の欠失/

挿入変異が優位である３種の IDシグネチャーが抽出さ

れ、このうち、 T/A の連続６base以上の箇所で１塩基

欠失/挿入変異が優位である ID_A シグネチャーは

SWCNT由来、T/A の連続６base以上の箇所で１塩基欠失

変異が優位である ID_Bは MWCNT-M/B由来であることが

推測された。このうち、ID_BはCOSMICデータの ID2（DNA

複製の際の Slippageにより導入される挿入欠失変異）

と類似していた（図４− １、２）。 

 

図４− １ SWCNT/MWCNT-N および B 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 ID 変異シグ

ネチャー 

 
 

 

図４− ２ サンプル毎の ID変異数と3種類の変異シグ

ネチャー分布 
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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 
 

 
 

Ｄ．考察 

 SWCNTおよびMWCNT-Nまたは-B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SWCNT曝露群で非常に多く、MWCNT-Nまたは-B曝露で

は少ないことがわかった。また、抽出された変異シグ

ネチャーのパターンはSWCNT/WWCNT-7とMWCNT-N/-Bで

は大きく異なっており、これらナノマテリアル曝露に

おける発がんのメカニズムが異なることが示唆された。 

なお、本結果はStrelka(Ver2)を用いて変異検出を行い、

SigProfilerExtractor (v.1.1.3)にて解析したもので

あり、現在、Mutect 2でもゲノム変異解析を実施して

おり、これらのデータを統合することで、信憑性の高

い結果が得られると考えている。 

また、昨年度までに解析したMWCNT-7曝露やその他の肺

発がん物質の解析結果とも統合して変異シグネチャー

の解析を実施し、発がんメカニズムの解明や人発がん

における貢献度などについても検討する予定である。 

 

Ｅ．結論 

 MWCNT または SWCNT 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、観察されたSBS, DBS, ID 変

異数は SWCNT の方が MWCNT-N/B よりも多かった。NMF

解析により、C:G to T:A/A:T 変異に特徴がある SBS_A

シグネチャーと T:A to G:C 変異に特徴がある SBS_Bシ

グネチャーが抽出された。各サンプルにおける SBS_A/B

の分布の割合から、SBS_A は SWCNT 由来、SBS_B は

MWCNT-N/B 由来であると推測できた。類似解析の結果か

ら、Rat_SBS_Bは新規のシグネチャーであり、Rat_SBS_A

はSBS3, SBS5, SBS40と類似していることがわかった。

SWCNT 曝露群では DBS が観察されたが、MWCNT-N/B曝露

群では殆ど観察されなかった。また、ID 解析の結果で

は、１塩基の欠失/挿入変異が優位である３種の ID シ

グネチャーが抽出され、このうち、 T/A の連続６base

以上の箇所で１塩基欠失/挿入変異が優位である ID_A

シグネチャーは SWCNT 由来、T/A の連続６base 以上の

箇所で１塩基欠失変異が優位である ID_Bは MWCNT-M/B

由来であることが推測された。このうち、ID_BはCOSMIC

データの ID2 と類似していた。 一方、MWCNT-7はすべ

ての解析結果において、SWCNT と同様の傾向を示した。

現在、Mutect 2 でもゲノム変異解析を実施しており、

これらのデータを統合することで、信憑性の高い結果

が得られると考えている。また、MWCNT-7曝露やその他

の肺発がん物質の解析結果とも統合して変異シグネチ

ャーの解析を実施し、発がんメカニズムの解明や人発

がんにおける貢献度などについても検討する予定であ

る。 
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