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研究成果の概要（和文）：200例以上の食道扁平上皮癌のLINE-1メチル化レベルを解析し、LINE-1低メチル化症例は予
後不良であることを明らかにした。CGHアレイ解析の結果、LINE-1低メチル化症例では、CDK6など癌関連遺伝子を含む
領域において高頻度にコピー数の増幅・欠損を認めた。食道癌128例の免疫染色を行った結果、CDK6発現症例は統計学
的に有意ではないものの予後が不良であり、またCDK6発現を交絡因子として解析したところ、LINE-1低メチル化の予後
に対する影響は減弱した。LINE-1低メチル化症例においては、CDK6に代表とされるような癌関連遺伝子の増幅がおこり
、悪性度の獲得に繋がっていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Using more than 200 ESCC specimens,we quantified the LINE-1 methylation by utilizi
ng the bisulfite pyrosequencing technology. LINE-1 hypomethylation in ESCC is associated with a shorter su
rvival, thus suggesting that it has potential for use as a prognostic biomarker. Result of CGH array, LINE
-1-hypomethylated tumors showed highly frequent genomic gains at various loci containing candidate oncogen
es such as CDK6. In our cohort of 129 patients with ESCC, cases with CDK6-positive expression experienced 
worse clinical outcome compared with those with CDK6-negative expression, supporting the oncogenic role of
 CDK6 in ESCC. In addition, we found that the prognostic impact of LINE-1 hypomethylation might be attenua
ted by CDK6 expression. LINE-1 hypomethylation in ESCC might contribute to the acquisition of aggressive t
umor behavior through genomic gains of oncogenes such as CDK6.
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１．研究開始当初の背景 
ゲノムワイドな低メチル化  (global DNA 
hypomethylation) は 、 が ん 原 遺 伝 子
(proto-oncogene)発現や染色体不安定性など
を介して、様々な癌種の発癌・浸潤転移にお
いて重要な役割を果たす。LINE-1(long 
interspersed nucleotide element-1)は、繰り
返しヌクレオチド配列であり、ゲノム全体の
約 17％を占める。LINE-1 は多くの CpG 配
列を含み、LINE-1 のメチル化レベルは、ゲ
ノム全体のメチル化レベルの指標になると
いわれている。LINE-1 低メチル化症例は予
後不良であることは多くの癌種で報告され
ているが、食道がんにおける予後との関係は
明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
食道癌における LINE-1 メチル化レベルを
Pyrosequencing technologyを用いて評価し、
予後、疫学的因子（喫煙、飲酒）などとの関
係を網羅的に解析すること。 
 
 
３．研究の方法 
当科で切除された食道扁平上皮癌200例以上
のパラフィン包埋切片からMacro dissection
により、腫瘍組織（癌細胞）及び正常上皮を
それぞれ回収する。その組織から DNA を抽
出し、引き続き bisulfite処理を行なう。そし
て、“Pyrosequencing technology”により
LINE-1 メチル化レベル（＝ゲノム全体のメ
チル化レベル）を定量的に測定する。その後、
JMP program (SAS Institute, Cary, NC)を
用いて、LINE-1のメチル化レベル（腫瘍部、
正常上皮）と、予後、臨床病理学的因子、学
的因子との関係を網羅的に解析する。次に、
LINE-1 メチル化レベルと DNA コピー数異
常との関係を明らかにするために CGH アレ
イを行う。 
 
 
 
４．研究成果 
まず、Pyrosequencing technology により、
パラフィン包埋ブロックを用いて食道癌
LINE-1 メチル化レベルが正確に測定できる
かを検討した。Pyrosequence は、bisulfite
→PCR→Pyro という行程からなるが、それぞ
れ行程を 5 回ずつ独立して行うことにより、
その再現性を評価した。bisulfite 行程及び
Pyro行程の標準偏差は、それぞれ1.44-2.90、
0.63-3.25 と比較的低値であった。また、同
一腫瘍から5枚の切片を作成することにより、
同一腫瘍内の heterogeneity を評価したが、
標準偏差は 1.37-3.31 であった。これらの結

果から、食道癌パラフィンブロックから作成
された代表切片を用いて、Pyrosequence によ
り LINE-１メチル化レベルを測定することの
妥当性が示された。Pyrosequence は多数のサ
ンプルを迅速に測定することができ、臨床応
用に非常に適したツールであることから、今
回の結果は非常に意義があると考えられる。
この結果を示した論文は、Ann Surg Oncol.
に採択された。次に、この assay を用いて、
食道癌 217 例の LINE-1 メチル化レベルを測
定した。食道癌のメチル化レベルは、正常上
皮と比べて有意に低値であった(p<0.0001; 
N=50)。 
 

 
癌部における LINE-1 メチル化レベルは、平
均値 64.5; 中央値 65.0; 最小値 24.8; 最大
値 91.8 であった。食道癌 LINE-1 低メチル化
症例は、高メチル化症例に比べて有意に予後
不良であった（log-rank p=0.0008; 単変量
リスク比=2.32, 95%信頼区間 1.38-3.84, 
p=0.0017; 多変量リスク比=1.81, 95%信頼区
間 1.06-3.05, p=0.031）。 

 
このことから、食道癌 LINE-1 メチル化レベ
ルは、食道癌の予後予測因子となりうること
が示された。食道癌は非常に予後の悪い疾患
であるが、今回の結果は患者別の個別化治療
に貢献できる可能性があり、非常に臨床的意
義があると考えられる。この結果は、外科分
野の一流誌である Annals of Surgery に採択



された。 
 
次に、LINE-1 低メチル化と DNA コピー数異常
の関係を評価するために、LINE-1 低メチル化
食道癌症例と高メチル化症例を用いてCGHア
レイ解析を行った。その結果、LINE-1 低メチ
ル化症例では、CDK6 など癌関連遺伝子を含む
領域において高頻度にコピー数の増幅・欠損
を認めた(P=0.0013)。 
 

 
 
また、食道癌切除症例において LINE-1 メチ
ル化レベルと CDK6 発現は有意に相関してい
た（mRNA level：P=0.039、protein level：
P=0.0001）。食道癌細胞株においても同様の
結果が得られ、FISH によって CDK 遺伝子増幅
と LINE-1 メチル化レベルとの関連が確認さ
れた。食道癌128例の免疫染色を行った結果、
CDK6 発現症例は統計学的に有意ではないも
のの予後が不良であった（P=0.064）。また、
CDK6 発現を交絡因子として解析したところ、
LINE-1 低メチル化の予後に対する影響は減
弱した（ハザード比：2.96→2.32）。これら
の結果から、LINE-1 低メチル化症例において
は、CDK6 に代表とされるような癌関連遺伝子
の増幅がおこり、悪性度の獲得に繋がってい
ると考えられた。 
 

 
これらの内容を、Clinical Cancer Research
に発表した。 
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