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研究成果の概要（和文）：膵癌細胞にDNA脱メチル化剤を投与し染色体不安定生(CIN)を誘導すると、浸潤性の高
い表現型に変化することを明らかにしました。また、脱メチル化の程度が高い膵癌患者は術中occult 
metastasisが発見される事が多く、予後も不良で転移形成が関わる生物学的悪性度の指標になる事を示しまし
た。
薬剤感受性への影響も明らかになりました。マウスのmajor satellite RNAを組み込んだレトロウイルスベクタ
ーを構築し、マイクロサテライト安定性を有するマウスの大腸癌細胞株に感染させCINを誘導させると、トポイ
ソメラーゼ I 阻害剤の感受性を高めCINによる薬剤耐性の克服の可能性を示しました。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that chromosomal instability (CIN) induced by an 
administration of DNA demethylating agent made pancreatic cancer cells to be more invasive 
phenotype. Occult metastasis is often identified during surgery in pancreatic cancer patients whose 
tumor specimens show high degree of demethylation, and these patients show poor prognosis.
In addition, we verified that CIN was involved in drug sensitivity. We constructed retroviral 
vectors expressing major satellite, infected a microsatellite stable mouse colon cancer cell line to
 induce CIN.
Induction of CIN led to increased sensitivity to topoisomerase I inhibitors, indicating its 
potential to overcome drug resistance.

研究分野：分子腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、SatAが誘導する染色体不安定性が癌の進展、特に転移形成にどのように関わるのか我々のこれまで
の研究課題を発展させると共に、染色体不安定性の臨床的意義を異なる視点から見直す事で、診断や治療の新た
なアプローチに展開しようとするものです。染色体不安定性という生物学的悪性度から評価する転移・再発の診
断アプローチへの応用に加えて、免疫チェックポイント阻害剤の効果予測因子の確立、感受性亢進、耐性の克服
といった新たな治療アプローチに展開できると期待されます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1.研究開始当初の背景 

正常な染色体分配には染色体のセントロメア領域のメチル化が必須です。セントロメア領域は反復配列で

ある Satelliteα配列より構成され、そこから転写される non-cording RNA である Satelliteαtranscript

（SatA）が正常な染色体分配を司ります。我々はこれまで、セントロメア領域のメチル化異常により SatA

が過剰発現し、特定の染色体を標的として数的異常を惹起する事を明らかにし、SatAによる染色体不安定

性の誘導は多発癌の発生に関わる事を示しました。さらに最近、染色体不安定性により転移形成に関わる

報告がなされました。 

 

2.研究の目的 

本研究では、SatA が誘導する染色体不安定性が癌の進展、特に転移形成にどのように関わるか我々のこ

れまでの研究課題を発展させると共に、染色体不安定性の臨床的意義を異なる視点から見直す事で、診断

や治療の新たなアプローチに展開しようと考えます。染色体不安定性という癌の発生や進展に与する因子

を逆手に取り、免疫チェックポイント阻害剤の標的として捉え、診断や治療に応用します。 

 

3.研究の方法 

【脱メチル化剤誘導による染色体不安定性と癌の浸潤、転移】 

<細胞株> 

 膵癌細胞株（低転移株：Panc-1（primary）、高転移株：Capan-1（liver meta））に脱メチル化剤を用い

て強制的に脱メチル化を誘導し、染色体不安定性、浸潤・転移能を評価します。 

(1) MTT細胞生存アッセイ 

(2) MethyLight 法を用いた DNA メチル化レベルの定量 

(3) 免疫細胞染色：有糸分裂異常の観察 

(4) アレイ CGH解析：染色体不安定性の評価（DNAコピー数異常など） 

(5) Marigel浸潤能アッセイ 

<臨床検体>  

臨床検体で転移の有無と脱メチル化、染色体不安定性との関係を解析し、膵癌細胞株での実験より得られ

た結果との関連性を検討します。 

 

【SatAが誘導する染色体不安定性と薬剤感受性】 

マウスの major satellite RNA (mSAT)を組み込んだレトロウイルスベクターを構築し、マウスの大腸癌

細胞株 CT26（マイクロサテライト安定性大腸癌）及びMC38（マイクロサテライト不安定性大腸癌）に感

染させます。In vitro で SatA が誘導する染色体不安定性が薬剤耐性にどのように関与するのか評価しま

す。その後マウス生体の皮下に移植し、転移形成の獲得の有無を評価します。 



(1) major satellite RNA (mSAT)を組み込んだレトロウイルスベクターの構築 

(2) 細胞増殖への影響：Soft agar assay 

(3) 有糸分裂異常：免疫細胞染色 

(4) D N A損傷応答：γH2AX（リン酸化 H2AX） 

(5) 免疫細胞染色：有糸分裂異常の観察 

(6) Satellite RNA 過剰発現細胞の薬剤感受性の検討：WST-1アッセイ 

(7) 細胞死関連タンパクの検討：Western blotting 

 

4.研究成果 

【脱メチル化剤誘導による染色体不安定性と癌の浸潤、転移】 

膵癌細胞株にアザシチジンを用いて

脱メチル化誘導を行い、染色体不安定

性をもたらす有糸分裂異常を免疫細胞

化学によって調べたところ、Abnormal 

segregation 、 Micronuclei お よ び

Anaphase bridgeといった有糸分裂異

常の頻度がコントロールと比較して有

意に増加していることを明らかにしま

した（図１）。CGHアレイの結果から

特定の染色体領域でコピー数異常が認

められました（図２）。また、脱メチル

化誘導による染色体不安定性により、細胞

浸潤能は有意に上昇しました（図３）。臨

床検体で検討すると、組織で脱メチル化が

亢進している症例は、術前画像で同定でき

ない occult metastasisが、術中高頻度に

認められるといった結果が得られました

（図４）。 



Receiver operating characteristics  

解析から得られた閾値をもとに検討を進

めると、脱メチル化レベルが高値を示す症

例では occult metastasisが有意に多く認

められました（P=0.035）。さらに脱メチル

化レベルは全生存期間との相関が認めら

れ（P=0.0089）、脱メチル化レベルが高い

症例の予後は不良でした（図 5）。脱メチ

ル化レベルを評価する事により、膵癌患者

の occult metastasisや予後バイオマーカーになると期待されます(1）。 

 

【SatAが誘導する染色体不安定性と薬剤感受性】 

マウスのmajor satellite RNA（mSAT）を組み込んだレトロウイルスベクターをマウスの大腸癌細胞株に

感染させると、mSATの発現量は上昇し（図６）、Abnormal segregation 、Micronucleiや anaphase bridge

など有糸分裂異常を持つ細胞の割合が増加しました（図７）。さらに、mSAT過剰発現細胞ではγH2AX陽



性の細胞を多く認め、DNA 損傷への応答が高まることが確認されました（図８）。薬剤感受性に対する影

響を調べるため、トポイソメラーゼ I 阻害剤（CPT）をマウス大腸癌細胞株に投与し WST-1 assay を用

いて生存率を確認しました。CPT の感受性は CT26 で

は変化がなかったものの、MC38で上昇しました（図９：MC38のみ）。CT26はマイクロサテライト安定

性であり、染色体不安定性のない MC38の方が、mSATによる染色体不安定性の誘導により CPTの薬剤

感受性が高まったと考えられます。CINの誘導による薬剤耐性の克服です（2）。トポイソメラーゼ I 阻害

剤は DNA複製フォークの停止を介してアポトーシスを誘導しますが、CINの導入によりそれが増強され

たと考えます。白金製剤であるオキサリプラチン(Oxaliplatin)では感受性に変化が認められなった事から、

CIN の誘導はオキサリプラチンによる DNAの架橋形成は感受性への影響は少なく、トポイソメラーゼ阻

害剤のような replication stressを惹起する薬剤に相加的に働く事が考えられました。 
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