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研究成果の概要（和文）：LINE-1メチル化レベルはゲノム全体のDNAのメチル化レベルの指標となる。治療前生
検凍結組織より食道腺癌部178例、正常部52例、Barrett食道77例の症例から抽出されたDNA から
Bisulfite-Pyrosequencing法によりLINE－１メチル化レベルを測定した。癌部のLINE-1メチル化レベルは正常
部、Barrett食道と比較して有意に低下していることを明らかにした。更に、LINE-1低メチル化レベルの症例の
予後は高メチル化レベルの症例と比較して有意に予後が不良であることがわかった。]LINE-1の低メチル化レベ
ルは食道腺癌の悪性度と関係することを証明できた。

研究成果の概要（英文）：The level of long interspersed nucleotide element-1 (LINE-1) methylation has
 become regarded as a surrogate marker of global DNA methylation.　LINE-1 methylation level was 
evaluated by using Bisulfite-Pyrosequencing method from frozen biopsy sample in esophageal 
adenocarcinoma, barrett’s esophagus and normal esophageal mucosa. We found that LINE-1 methylation 
level in esophageal adenocarcinoma was significantly lower than in Barrett;s esophagus and normal 
mucosa. Lower LINE-1 methylation group showed significantly poor prognosis compared with higher 
LINE-1 methylation group.

研究分野：消化器癌
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１．研究開始当初の背景 
 癌におけるDNA メチル化異常の特徴とし
てはゲノム全体の低メチル化(global DNA 
hypomethylation)とCpG island における部
分的な高メチル化(CpG island mathylator 
phenotype) がある (Berman et al.Nature 
Genetics 2012）。前者は染色体不安定性を引
き起こすと考えられ (Eden et al.Science 
2003)、後者は高メチル化した遺伝子の
mRNA への転写を抑制することにより遺伝
子の不活化を引き起こすとされる(Jones et 
al.Nature Rev Genet 2002)。ゲノム全体の低
メチルと癌の関連については未知な部分が
多く、新たな究明が求められている分野であ
る。LINE-1（Long interspersed nucleotide 
factor-1） は、ヒトゲノム内に最も多く存在
するレトロトランスポゾンであり、ヒトゲノ
ムの 17%を占めているため、そのメチル化レ
ベルはゲノム全体のメチル化レベルの指標
となることが発表された(Cordaux et al. Nat 
Rev Genet 2009)。LINE-1 のメチル化レベ
ル 測 定 に は 、 Bisulfite-Pyrosequencing 
technology を用いるが、その正確性及び高い
再現性は証明されている（Irahara et al. J 
Mol Diagn 2010）。われわれは食道癌、胃癌
において、癌部の LINE-1 メチル化レベルは 
正常部よりも有意に低く、更に癌患者の正常
粘膜のメチル化レベルは非担癌患者の正常
粘膜のメチル化レベルよりも有意に低いこ
とを明らかにした(Shigaki et al. Ann Surg 
Oncol 2012、Kosumi et al. Med Oncol 
2015) 。更に、喫煙により食道粘膜、ピロリ
菌感染により胃粘膜の LINE-1 メチル化レ
ベルが低下することが分かっている。つまり、
エピジェネティックな発癌の素地として
LINE-1 メチル化レベルが低下することを
示しており、LINE-1 メチル化レベルは発癌
リスクの評価に有用であることが示唆され
る。癌細胞の LINE-1 メチル化レベルも様々
であり、メチル化レベルが低いほど予後が不
良であることを食道扁平上皮癌、胃癌、肝細
胞癌において報告した(Iwagami et al. Ann 
Surg 2012、Shigaki et al. Gastric Cancer 
2012、Harada et al. Ann Surg Oncol 2014)。
しかしながら、癌において LINE-1 が低メチ
ル化となるメカニズムや LINE-1 メチル化
レベルが予後に影響する機序に関しては未
だ解明がされていない。 
 
２．研究の目的 
 欧米諸国では胃食道逆流症の急増と共に
食道腺癌の発生母地である Barret 食道が増
加し、バレット食道癌の罹患率が増加してい
る（Lagergen J, et al. N Eng J Med. 1999)。
近年、日本でもその増加は著しい。さらに、
手術、化学療法、放射線療法、化学放射線療
法などを含む集学的治療の進歩にも関わら 
ず、食道腺癌の 5 年生存率は 25%と不良で
あり、早期発見や予後因子の解明は喫緊の課
題であるといえる（Merkow RP et al., 

Cancer 2012）。メチル化異常を含む“エピジ
ェネティックな異常”は可逆的な反応であり、
癌治療のターゲットとして非常に有望であ
る。さらに、発癌や予後と関連するエピジェ
ネティックな変化を同定することは、リスク
に応じた治療方針決定に役立ち、また、その 
変化を標的とした治療法が開発された際に
は、対象患者選別のマーカーとして用いられ
ることが期待される。本研究の目的は Barret 
腺癌において LINE-1 メチル化レベルに関
して網羅的に解析することである。 
 
３．研究の方法 
 当科および共同研究先である MD Anderson 
Cancer Center から採取された Barret 食道
粘膜、Barret 腺癌の組織より DNA を抽出し、
Bisulfite-Pyrosequencing 法により LINE-1 
メチル化レベルを測定する。データベースを
用いて臨床病理学的因子、疫学的因子、分子
学的因子との関連を網羅的に検討する。次 
に LINE-1 低メチル化症例と LINE-1 高メチ
ル 化 症 例 を CGH arry, miRNA array, 
expression array にかけて、LINE-1 のメチ
ル化と関連する遺伝子を網羅的に解析する。
同定された遺伝子のｓiRNA による発現抑制、
ベクター導入による強制発現の系を確立し、
機能解析を進める。抑制系、過剰発現系での
LINE-1 メチル化レベルの変化を評価し、
LINE-1 メチル化レベルに影響を及ぼす遺伝
子であるかを評価する。さらに、In vitro 
assay の結果を in vivo で確認する。 
 
４．研究成果 
食道細胞株の LINE-1 メチル化レベル  
 食道腺癌細胞株の LINE-1 メチル化レベル
の測定を行った。Barrett 食道細胞株の
LINE-1 メチル化レベルは正常粘膜細胞株と
比較して低下している事を明らかにしてい
た（図１）。食道癌細胞株の LINE-1 メチル化
レベルは正常粘膜細胞株と比較して有意差
は認められなかった。正常粘膜細胞株から
Barrett 食道細胞株、食道腺癌細胞株にかけ
てが徐々にメチル化レベルが増加している
ことが分かった。 
 



生検凍結サンプルからの LINE-1 メチル化レ
ベルの測定 
 治療前の上部消化管内視鏡下に採取され
た凍結サンプルが保存してある。凍結サンプ
ルから組織切片を作成し、組織学的に６０％
以上癌組織を含んでいるサンプルからDNAの
抽出を行った。DNA と RNA の抽出は AllPrep 
DNA/RNA Mini Kit を用いて行った。この臨床
検 体 か ら の DNA を 用 い て
Bisulfite-Pyrosequencing 法により LINE-1
メチル化レベルを測定した。 
 
正常部、バレット食道、癌部の LINE-1 メチ
ル化レベルの測定 
 正常組織と癌部を比較すると優位に癌部
でLINE-1のメチル化レベルが低下していた。
Barrett食道と正常部のLINE-1メチル化レベ
ルを比較すると、予想と反して Barrett 食道
の LINE-1 のメチル化レベルが有意に高かっ
た（図２）。 
 

 
LINE-1 メチル化レベルと予後 
 食道腺癌における LINE-1 メチル化レベル
と予後についての検討を行った。LINE-1 低メ
チル化症例は高メチル化症例と比較して有
意に予後が不良であった（図３）。 
 

 
LINE-1 メチル化レベルと治療奏功率 
 食道腺癌における LINE-1 メチル化レベル
と 術前治療に対する組織学奏功率につい
て検討した。治療奏功率と LINE-1 のメチル
化レベルとの関係を認めなかった。 
 
 
 

 

 
 
Barrett 食道の異形成と LINE-1 メチル化レ
ベルの検討 
 Barrett食道症例の異型性とLINE-1メチル
化レベルについて検討したが、LINE-1 のメチ
ル化レベルとの関係は認めなかった（図５）。 

 
まとめ 
 食道腺癌の LINE-1 メチル化レベルは予後
と有意に相関していることを明らかにした。
良好な結果であり、今後症例数を増やして報
告する予定である。低 LINE-1 メチル化レベ
ルが予後に影響をあたえるメカニズムにつ
いても検討を試みたい。 
 Barrett食道のLINE-1のメチル化レベルは
予想と反して、正常部よりも高かった。これ
はBarrett食道はエピジェネティックな発癌
の素地として LINE-1 メチル化レベルが低下
しているという予想に反する結果であった。
今後はなぜ、高メチル化であるのかを検討す
る必要がある。 
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