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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 

SWCNT および MWCNT-N/B を F344 ラットに TIPS 投与

し、発生した肺がん及び中皮腫サンプルを用いてこれ

ら化学物質に由来する変異シグネチャーの同定を試み

る。      

変異シグネチャーの比較として、肺発がん物質であ

るDHPNおよびNNKによるラット肺がんについてもゲノ

ム解析を実施した。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、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-N/B または DHPN, NNK

を投与して得られた胸膜中皮腫及び肺がんは凍結サン
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（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
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SWCNT, MWCNT-7/-N/-Bを投与し誘発した肺がん/中皮腫41検体の全ゲノムシークエンスを行ない、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、7種類の変異シグネチ
ャー（Rat_SBS_A〜G）を同定した。 
 強力な肺発がん物質であるDHPNでは非常に多くの変異数が観察されたが、それ以外のサンプルで検出された
変異は非常に少なかった。検出されたSNVの数はSWCNTおよびMWCNT-7暴露群で比較的多く、MWCNT-Nまたは-B暴
露では非常に少ないことがわかった。各サンプルにおけるこれら変異シグネチャーの分布割合から、SBS_A〜C
は DHPN由来、SBS_DはSWCNT/MWCNT由来、SBS_EはMWCNT-7由来、SBS_FはNNK由来、SBS_GはMWCNT-N/B由来である
と推測した。 
 NNKやDHPN誘発の肺がんでは強いストランドバイアスが観察され、それぞれのDNA付加体が変異誘発と発がん
に関わることが示唆されたが、MWCNT/ SWCNT由来の変異シグネチャーではストランドバイアスが観察されず、
DNAへの直接的な作用を介した発がんメカニズムではないことが示唆された。 
また、抽出された変異シグネチャーのパターンはSWCNTとMWCNT-7とでは大きく異なっており、これらナノマテ
リアル暴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。 
現在、これらゲノム解析データを用いて、２塩基置換(DBS)変異や挿入・欠失（ID）の解析を実施している。

また、同様の構造体であるアスベストによるヒト肺がん・中皮腫では、特徴的な SBS 変異シグネチャーは見つ

からず、むしろ大きな（染色体）構造変化が顕著であることが報告されている。MWCNT および SWCNT でも同様

な現象が観察される可能性が考えられることから、構造異常(CV)についても解析を進める予定である。得られ

るデータは発がん機序解明やリスク評価などに有用な情報となると思われる。 

 



 23 

プルより DNA を抽出し、同様に全ゲノム解析を実施す

る。得られたデータから、Mutect(Ver2), Strelka(Ver2)

を用いて変異検出を行い、SigProfilerExtractor 

(v.1.1.3)にて解析し、変異シグネチャーの抽出を実施

した。 

 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 
ラットにDHPN, NNK, SWCNT, MWCNT-7/-N/-Bを投与

し誘発した肺がん/中皮腫41検体（DHPN: 12検体、NNK: 
3検体、SWCNT:7検体、MWCNT-7: 12検体、MWCNT-N：4検
体、MWCNT-B:3検体、MWCNT-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（表1）。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およびM
utect 2)により体細胞変異の検出を行った。さらに、S
igProfilerExtractorで一塩基置換(SBS) 解析を実施し
た結果、7種類の変異シグネチャー（Rat_SBS_A〜G）が
同定された（図1）。 

また、各サンプルにおける変異数と7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、

強力な肺発がん物質であるDHPNでは非常に多くの変異

数が観察された。一方、SWCNTおよびMWCNT-7,-Nまたは

MWCNT-B暴露のラット中皮腫/肺腫瘍サンプルの結果で

は、検出されたSNVの数はSWCNTおよびMWCNT-7暴露群で

比較的多く、MWCNT-Nまたは-B暴露では非常に少ないこ

とがわかった。各サンプルにおけるこれら変異シグネチ

ャーの分布割合から、SBS_A〜Cは DHPN由来、SBS_Dは

SWCNT/MWCNT由来、SBS_EはMWCNT-7由来、SBS_FはNNK由

来、SBS_GはMWCNT-N/B由来であると推測できた。 

 

表１ 肺がん・中皮腫サンプルリスト 

 
 

図１ ラット肺がん・中皮腫より抽出された変異シグ

ネチャー 

 
 

図２ サンプル毎の変異シグネチャー分布 

 

 
 

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。 

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、DHPN由来のシグネチャー

であるSBS_A〜CはいずれもSBS11（アルキル化剤由来）

と酷似していることがわかった。MWCNT-7に由来すると

思われるSBS_EはSBS1(5-meCの自発的脱アミノ化)およ
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びSBS87(チオプロリンによる化学療法)と類似してい

た。それ以外のシグネチャーはいずれも新規の変異シ

グネチャーである可能性が示唆された（表2）。 

 
表２ ラットSBSシグネチャーとヒトSBSシグネチャー
の類似性解析 

 
また、SBS_A（DHPN 由来）の C to T 変異、SBS_F(NNK

由来)の T to A および T to G 変異に強いストランドバ

イアス（転写鎖と非転写鎖で MF が異なる現象）が観察

された（図３）。ストランドバイアスが観察された場合

には DNA 付加体が起因となり当該変異シグネチャーを

形成することなどが知られており、この情報はこれら

化学発がん物質による発がんメカニズムをサポートす

る結果であると考えられる。さらに、SBS_F は既報の

NNK による変異シグネチャーパターンとも非常に良く

似ていることもわかった。 
一方、MWCNT/ SWCNT由来の変異シグネチャーではス

トランドバイアスが観察されず、DNAへの直接的な作用
を介した発がんメカニズムではないことが示唆された
（図４）。 
 
図３ 化学発がん物質によるラット肺がんの変異シグ
ネチャー 

 
 
図４ CNTによるラット肺がん/中皮腫の変異シグネチ
ャー 

 
Ｄ．考察 

ラットにDHPN, NNK, SWCNT, MWCNT-7/-N/-Bを投与し
誘発した肺がん/中皮腫41検体の全ゲノムシークエンス
を行ない、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、7種類の変異シグネチャー（Rat_SBS_A〜G）
を同定した。 
強力な肺発がん物質であるDHPNでは非常に多くの変

異数が観察されたが、それ以外のサンプルで検出された
変異は非常に少なかった。検出されたSNVの数はSWCNT
およびMWCNT-7暴露群で比較的多く、MWCNT-Nまたは-B
暴露では非常に少ないことがわかった。各サンプルにお
けるこれら変異シグネチャーの分布割合から、SBS_A〜C
は DHPN由来、SBS_DはSWCNT/MWCNT由来、SBS_EはMWCNT-7
由来、SBS_FはNNK由来、SBS_GはMWCNT-N/B由来であると
推測した。 

NNKやDHPN誘発の肺がんでは強いストランドバイア
スが観察され、それぞれのDNA付加体が変異誘発と発が
んに関わることが示唆されたが、MWCNT/ SWCNT由来の変
異シグネチャーではストランドバイアスが観察されず、
DNAへの直接的な作用を介した発がんメカニズムではな
いことが示唆された。 

また、抽出された変異シグネチャーのパターンは
SWCNTとMWCNT-7とでは大きく異なっており、これらナノ
マテリアル暴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。 
現在、これらゲノム解析データを用いて、２塩基置換

(DBS)変異や挿入・欠失（ID）の解析を実施している。 

また、同様の構造体であるアスベストによるヒト肺

がん・中皮腫では、特徴的なSBS変異シグネチャーは見

つからず、むしろ大きな（染色体）構造変化が顕著であ

ることが報告されている。MWCNTおよびSWCNTでも同様な

現象が観察される可能性が考えられることから、構造異

常(CV)についても解析を進める予定である。得られるデ

ータは発がん機序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 
強力な肺発がん物質であるDHPNでは非常に多くの変

異数が観察されたが、それ以外のサンプルで検出された
変異は非常に少なかった。検出されたSNVの数はSWCNT
およびMWCNT-7暴露群で比較的多く、MWCNT-Nまたは-B
暴露では非常に少ないことがわかった。各サンプルにお
けるこれら変異シグネチャーの分布割合から、SBS_A〜C
は DHPN由来、SBS_DはSWCNT/MWCNT由来、SBS_EはMWCNT-7
由来、SBS_FはNNK由来、SBS_GはMWCNT-N/B由来であると
推測した。 

NNKやDHPN誘発の肺がんでは強いストランドバイア
スが観察され、それぞのDNA付加体が変異誘発と発がん
に関わることが示唆されたが、MWCNT/ SWCNT由来の変異
シグネチャーではストランドバイアスが観察されず、
DNAへの直接的な作用を介した発がんメカニズムではな
いことが示唆された。 

また、抽出された変異シグネチャーのパターンは

SWCNT と MWCNT-7とでは大きく異なっており、これらナ

ノマテリアル暴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。 
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葵、戸塚ゆ加里、ヒト胎児腎細胞株を用いたDNA損
傷を指標とした化学物質の変異原性の評価、日本
薬学会第146年会（2026年3月、大阪） 

 
Ｇ.知的所有権の取得状況 
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 

 


