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はじめに 

 

膵癌は、進行が早く予後不良な癌種であり、患者の 70％以上が診断時には主

要血管に浸潤する局所進行、または転移を有する状態で発見される(1)。外科的

切除が唯一の治癒可能な治療法であるが、術前の画像検査では小さな腹膜播種

結節や肝転移巣の有無を正確に評価するのは困難であり(2-4) 、根治手術を企図

して開腹した患者のうち一定の割合（20～40％）で、術中はじめてみつかった遠

隔転移（潜在性転移：occult distant metastasis）や、局所進行が原因で切除不能と

判断される(2, 5-8)。潜在性転移がある場合、手術による生存期間延長は望めない

ため、結果的に不必要な開腹手術となり、ひいては術後合併症や創傷治癒までの

期間を要するために、化学療法といった必要な治療導入を遅らせ、予後の悪化を

もたらす(5, 9, 10)。したがって、不必要な開腹を避け、予後の改善を図るために、

潜在性転移を有する可能性が高い膵癌患者を特定し、これらの患者に適切な治

療を適時に提供することが重要である。 

エピジェネティック異常は、癌の発生と進行に関連する、ヒトの癌種で頻繁

に認められる分子的特徴である(11, 12)。主要なエピジェネティック異常の一つ

が DNA メチル化であり、これは DNA 配列中のシトシン環第 5 位の炭素にメチ

ル基が付加されることを指す。プロモーター領域の CpG アイランドの DNA 高
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メチル化異常は、癌抑制遺伝子の転写抑制につながり多段階発癌に関与してい

る。一方、ゲノム全域の DNA 異常低メチル化は、通常はメチル化されている

DNA 反復配列が脱メチル化されることで生じる、もう一つのエピジェネティッ

ク異常である。DNA 反復配列は、ヒトゲノムに広く分布しており、DNA 異常

低メチル化の理想的なターゲットである。これらの配列は、卵巣癌や肝細胞癌

の腫瘍進行に関与すると報告されている(13, 14)。LINE-1（Long interspersed 

nucleotide element-1）は、ヒトゲノム中に存在する反復配列からなるレトロトラ

ンスポゾンの一群である。LINE-1 は、ヒトゲノムの約 17％を占め(15-18)、

LINE-1 のメチル化レベルは、ゲノム全体の DNA メチル化レベルと相関するこ

とが知られている(18-21)。LINE-1 の異常低メチル化は、複数の癌種において予

後不良との関連が報告されている(21, 22)。 

染色体不安定性（CIN: chromosomal instability）は、腫瘍進展の主要な促進因

子であり、癌の特徴ともされる。CIN は有糸分裂時の染色体分離における継続

的なエラーに起因する(23, 24)。マウスモデルを用いた実験では、複数の癌種に

おいてゲノム全域の DNA 異常低メチル化が CIN を引き起こすことが示されて

いる(11, 25) 。また、CIN の進行は、腫瘍の転移と関係することも報告されて

いる(26, 27)。LINE-1 の異常低メチル化は、消化管間質性腫瘍の CIN と有意に

関連することが報告されている(28)。実際、我々は以前にゲノム全域の DNA 異
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常低メチルおよび DNA のコピー数変化との関連が、結腸および胃癌の予後不

良と関連していることを報告している(29, 30)。さらに、レトロウイルス発現ベ

クターによって反復配列の転写産物を過剰発現させると、特定の染色体でコピ

ー数が変化することも示した(31)。これらのデータは、ゲノム全域の DNA 異常

低メチル化が、染色体の安定性の維持に影響を与えることによって、がんの表

現型をより侵襲的なものにすることを示唆している。しかしながら、CIN に関

連した膵癌の生物学的挙動に対するゲノム全域の DNA 異常低メチル化の影響

を明らかにしようとした研究は今までにない。 

本研究は、ヒト膵癌細胞においてゲノム全域の DNA 異常低メチル化が CIN

を介して浸潤能を増加させることを明らかにし、さらに、ゲノム全域の DNA

異常低メチル化が、潜在性転移や予後といった膵癌の生物学的挙動と関連する

ことをはじめて明らかにした。 
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研究対象と方法 

 

細胞株と細胞培養 

ヒト膵癌細胞株である PANC-1 および Capan-1（ATCC, Manassas, VA, USA）を

用いて検討した。PANC-1 は RPMI1640（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）

に 10%牛胎児血清（FBS ;GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK）を添加

した細胞培養液、Capan-1 は IMDM（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）

に 20% FBS を添加した細胞培養液で、37℃、5% CO2 下で培養を行った。継代

は 0.25%トリプシン/EDTA 溶液を用いて行った。 

 

臨床検体 

2010 年 9 月から 2017 年 7 月までの間に自治医科大学附属さいたま医療セン

ターで膵癌に対して手術を施行した症例のうち、遺伝子解析研究の同意が得ら

れた 49 例を臨床検体の対象症例とした。いずれも術前検査において遠隔転移が

認められず、根治手術を企図された症例で、術前化学療法施行例は含まれていな

い。これらの原発切除検体、または、潜在性転移症例では転移巣検体を用いて解

析を行った。各々の症例の臨床データは診療録より抽出した。術前因子として性

別、年齢、血清 CEA 値、血清 CA19-9 値、血清 DUPA-2 値、腫瘍部位、腫瘍径、
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臨床ステージ（UICC：Union for International Cancer Control 7th edition (32)による

分類）、術中因子として潜在性転移の有無、また、手術日からの生存期間（OS：

overall survival）を解析した。本研究は自治医科大学遺伝子解析倫理委員会にお

いて承諾を得た（承認番号：第遺 21-変 09）。本研究において使用した検体を提

供する全ての患者に対して、研究内容について書面および口頭で説明を行い、研

究に関する同意を書面で得た。 

 

膵癌細胞株の 5-Aza-dC 処理 

DNA異常低メチル化誘導剤（脱メチル化剤）である5-aza-2'-deoxycytidine（5-

Aza-dC）をWako Pure Chemical Industries（Osaka, Japan）から入手した。PBSで1 

mMに溶解希釈して-20℃で分割保存し、使用直前に解凍、細胞培養液で希釈し

濃度調整した。膵癌細胞播種24時間後に、異なる濃度、期間での5-Aza-dCを含

む細胞培養液での培養を開始した。培地は24時間ごとに交換した。5-Aza-dC非

投与群をコントロールとした。 

 

MTT 細胞生存アッセイ 

PANC-1およびCapan-1細胞を96ウェルプレートに、1ウェルあたり5000細胞ず

つ播種した。播種から24時間後、細胞を0.1、1、5、10、20 μMの5-Aza-dCを含
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む細胞培養液で培養した。培地は24時間ごとに交換し、5-Aza-dC投与開始から

1〜7日後まで、24時間ごとに解析を行った。細胞生存率は、MTTアッセイキッ

ト（TOX-1；Sigma-Aldrich, USA）を用いてメーカープロトコールに従い、3-

（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-2,5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）を測定する

ことにより行った。測定するウェルにMTT試薬を加えた後、細胞を37℃で4時

間インキュベートし、MTT solubilizing bufferを加え攪拌した後、マイクロプレ

ートリーダー（Varioskan LUX multimode reader; Thermo Fisher Scientific, Inc., 

Waltham, MA, USA）で570 nmの吸光度を測定した。570nmの測定値から690nm

のバックグラウンド吸光度を差し引き、コントロールに対する細胞生存率を算

出した。実験は、各条件につき3回実施した。 

 

DNA 抽出と Bisulfite 変換 

1 μM の 5-Aza-dc で 3 日間処理した PANC-1、Capan-1 細胞及び非処理細胞（コ

ントロール）からは EZ1 Advanced XL（Qiagen, Hilden, Germany）を用いて、臨床

検体からは QIAamp DNA FFPE Tissue Kit（Qiagen）を用いて、メーカープロトコ

ールに従いゲノム DNA を抽出した。Nano-Drop ND-1000 spectrophotometer

（NanoDrop Technologies, Inc.，Wilmington, DE, USA）を用いて、DNA 調製サン

プルの吸光度 A260/A280 比を測定し、DNA の品質および収量を評価した。
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A260/A280 比が 1.8 以上の DNA サンプルのみ以降の実験に使用した。 

EpiTect Bisulfite Kit（Qiagen）を用いてゲノム DNA のバイサルファイト変換を

行った。100 ng の DNA を、メーカープロトコールに従い処理した。バイサルフ

ァイト処理でメチル化されていないシトシンがウラシルに変換され、その後の

PCR 中にチミジンに変換される。このプロセスにより、メチル化 DNA と非メチ

ル化 DNA との間で配列の相違が現れることになる。 

 

MethyLight 法を用いた DNA メチル化レベルの定量  

以前我々が報告したように、バイサルファイト変換したゲノム DNA を用いて、

MethyLight 法にて DNA メチル化レベルを評価した(20, 31, 33)。メチル化レベル

測定の標的配列である LINE-1 の非メチル化配列（バイサルファイト変換後）に

結合するプライマーセットとプローブ、内因性コントロール配列である Alu-C に

結合するプライマーセットとプローブをそれぞれ用いた。プライマーおよびプ

ローブの詳細は表 1 に記す。 
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表 1. MethyLight 法に用いたプライマーと TaqMan プローブ 

 

Human Genomic DNA（Promega, Madison, USA）から、全ゲノム増幅法により

完全に脱メチル化された DNA を作成し、相対的脱メチル化レベル（RDL: relative 

demethylation level）を求めるためのコントロール DNA として用いた。ゲノム全

域の DNA 異常低メチル化レベルを表す LINE-1 RDL は以前に報告したものと同

様以下のように定義した(31, 33)。  

 

 

 

 

 

 

Target Sequence (5’-3’) 

Alu-C Forward: GGTTAGGTATAGTGGTTTATATTTGTAATTTTAGTA 

 Reverse: ATTAACTAAACTAATCTTAAACTCCTAACCTCA 

 Probe: FAM-CCTACCTTAACCTCCC-MGB 

LINE-1 Forward: TTTATTAGGGAGTGTTAGATAGTGGGTG 

 Reverse: CCTTACACTTCCCAAATAAAACAATACC 

 Probe: FAM-CACCCTACTTCAACTCATACACAATACACACACCC-MGB 

 
サンプル DNA 

LINE-1 reaction  

LINE-1 RDL =  
Alu-C reaction  

コントロール DNA 
LINE-1 reaction  

 Alu-C reaction  
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各 MethyLight 反応には 1 μL のバイサルファイト変換 DNA 液を使用した。

PCR は Premix Ex Taq（Takara Bio, Inc., Otsu, Japan）、各プライマー600 nM、お

よびプローブ 200 nM を含有する 20 μL の反応容量で、QuantStudio 12K Flex Real-

Time PCR system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)で行った。反応条件は

95℃ 10 秒の後、95℃ 5 秒、60℃ 30 秒を 50 サイクルとした。 

 

アレイ CGH 解析  

アレイ比較ゲノムハイブリダイゼーション（CGH: comparative genomic 

hybridization）解析は SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit 8 x 60 K（Agilent 

Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA）を用いて行った。メーカープロトコール

（Protocol v8.0）に従って、SureTag DNA Labeling kit および Oligo aCGH/ChiP-on-

chip Hybridization kit（いずれも Agilent Technologies Inc.）を用いて標識およびハ

イブリダイゼーション反応を行った。実験手順は以下の通りである。1 μM、3 日

間 5-Aza-dc 処理した PANC-1 及び Capan-1 培養細胞から抽出された 0.2 μg の

DNA および等量のコントロール DNA を、Alu I および Rsa I の制限酵素で 37℃、

2 時間処理した。ランダムプライミングを用いて DNA 標識、さらに Cy5-dUTP

および Cy3-dUTP で対象 DNA およびコントロール DNA をそれぞれ標識した。

Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Unit with Ultracel-30 membrane（Millipore, Billerica, 
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MA, USA）を用いて標識生成物を精製し、9.5 μL に濃縮した。濃縮後、各サンプ

ルの標識色素取り込み率および DNA 収量を NanoDrop ND-1000 分光光度計を用

いて確認した。両者とも、プロトコールに規定された基準値以上のサンプルのみ、

ハイブリダイゼーション緩衝液に溶解したヒト Cot-1 DNA（Agilent Technologies 

Inc.）と混合し、CGH マイクロアレイに 67 ℃で 24 時間ハイブリダイズさせた。

ハイブリダイゼーション後、Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer（Agilent 

Technologies Inc.）でマイクロアレイを洗浄した。Agilent Technologies Microarray

スキャナーでマイクロアレイスライドのスキャンを行った後、Feature Extraction 

v.12.0.3.1（Agilent Technologies Inc.）でマイクロアレイ画像を解析し、Agilent 

Cytogenomics v5.1 ソフトウェアに得られたデータをインポートし可視化した。 

 

免疫細胞染色  

24 ウェルプレート、カバーガラス上で細胞を培養した。細胞播種から 24 時間

後、400 ng/ml の Nocodazole（#ab120630; Abcam, Cambridge, UK）で 18 時間処理

し、細胞周期を有糸分裂期に同期させた(34-36)。Nocodazole を含まない細胞培養

液にて 40 分培養した後、カバーガラスを 4%パラホルムアルデヒド/PBS で室温

にて 10 分間固定し、PBS で 3 回洗浄した。0.1% Triton X-100 (Agilent Technologies 

Inc.)を用いて室温で 10 分間透過処理した後、10% Normal Goat Serum（Thermo 
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Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA）にて室温で 30 分間ブロッキングした。

PBS で 3 回洗浄した後、抗 α-tubulin（#ab7291; Abcam, Cambridge, UK; 1:500 希

釈）及び抗 γH2AX（#ab11174; Abcam, Cambridge, UK; 1:1000 希釈）を用いて 4℃

で一晩インキュベートした。PBS で十分に洗浄した後、Alexa-594-conjugated 

antimouse IgG secondary antibody（#ab150120; Abcam; 1:200 希釈）及び Alexa-488-

conjugated antirabbit IgG secondary antibody（#ab150081; Abcam; 1:200 希釈）を用

いて室温で 60 分間インキュベートした。PBS で 3 回洗浄し、VECTASHIELD 

Vibrance Antifade Mounting Medium with DAPI（ #H-1800; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA）で封入し核染色を行った。作成したプレパラートは

Keyence BZ-X700 蛍光顕微鏡（Keyence, Osaka, Japan）を用いて観察・解析した。 

 

浸潤能アッセイ 

膵癌細胞の浸潤能は、Corning BioCoat Matrigel Invasion Chamber assay（Corning® 

354480, Corning, NY, USA）を用いてメーカープロトコールに従い評価した。1 μM

の 5-Aza-dC で 3 日間処理した PANC-1、Capan-1 細胞及び非処理細胞（コントロ

ール）を 24 ウェルプレートの上部インサートに無血清細胞培養液と共に 1 ウェ

ルあたり25000細胞ずつ播種した。下部チャンバーには化学誘引物質として10％

FBS を含む細胞培養液を使用した。37℃、5% CO2 下で 22 時間インキュベート
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した後、インサート内の細胞培養液を除去し、浸潤細胞を固定、透過処理し、簡

易迅速染色液 Diff-Quick®（SYSMEX CORPORATION, Hyogo, Japan）を用いてメ

ーカープロトコールに従い染色した。Keyence BZ-X700 蛍光顕微鏡（Keyence, 

Osaka, Japan）を用いて浸潤細胞を観察した（1 ウェルあたり 5 か所以上のラン

ダム視野、4 回の独立した実験）。ImageJ ソフトウェア（ImageJ v.1.52a, National 

institute of Health）を用いて浸潤細胞数を測定した。 

 
統計学的解析  

統計学的解析には EZR version 1.41（Saitama Medical Center, Jichi Medical 

University）と R commander（The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 

Austria, version 3.6.1）を用いた(37)。連続変数は Shapiro-Wilk 検定後、パラメト

リック検定には Student の t 検定、ノンパラメトリック検定には Mann-Whitney U

検定、Kruskal-Wallis 検定を用いた。カテゴリーデータ解析にはロジスティック

回帰分析を用いた。相関関係は Spearman の順位相関係数を用いた。生存曲線は

Kaplan-Meier 法でグラフを作成し log-rank 検定を用いて評価した。OS と臨床因

子との関連は Cox 比例ハザード回帰モデルを用いて、単変量および多変量解析

を行い評価した。両側で P<0.05 のものを統計的有意ありとした。 
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結果 

 

5-Aza-dC 投与細胞の生存率解析 

まず最初に、本研究を行う上での最適な 5-Aza-dC の投与濃度と期間を決定

するため、Capan-1 と PANC-1 に複数の濃度と期間で 5-Aza-dC を投与し細胞生

存率を評価した。両細胞株の生物学的特性として、ヌードマウスに皮静脈内投

与した際、前者は遠隔転移形成を起こしたが（9 例中 5 例; 56 %で転移形成）、

後者は遠隔転移を認めなかった（10 例中 0 例; 0 %）という報告があることから

(38)、転移能を有する Capan-1 と、有さない PANC-1 の 2 細胞株を本研究に用

いた。MTT 生存アッセイによる測定の結果、5-Aza-dC の投与量が 1 μM、投与

期間が 3 日以内であれば、細胞生存率は用量依存的に徐々に低下するが、5-

Aza-dC の投与量が 1 μM より大きく、投与期間が 4 日以上になると顕著な細胞

毒性を示すことがわかった（図 1A および 1B）。以上より、本研究では、5-Aza-

dC を 1 µM で 3 日間投与することとした。 
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図 1. 5-Aza-dC 投与における膵癌細胞の生存曲線 

（A）PANC-1 および（B）Capan-1 における、5-Aza-dC の濃度および時間依存的細胞毒

性の評価。MTT アッセイにてそれぞれの濃度、期間における細胞生存率を評価した（い

ずれもコントロールに対する生存率）。データは 3 回の独立した実験の結果で、平均±標

準偏差（SD）で表している。  

 

5-Aza-dC によるゲノム全域の DNA 異常低メチル化誘導 

 次に、5-Aza-dC 投与が膵癌細胞のゲノム全域の DNA 異常低メチル化を誘導

するかを検証した。PANC-1 と Capan-1 に 1 μM の 5-Aza-dC を投与し 3 日間培

養した。コントロールとして 5-Aza-dC 非投与細胞を各々用意した。MethyLight

法により LINE-1 RDL を算出し、ゲノム全域の DNA 異常低メチル化レベルを

評価した (18-21)。LINE-1 RDL は PANC-1、Capan-1 ともに 5-Aza-dC 処理後で

有意に上昇した（PANC-1; 0.19 ± 0.097 to 0.44 ± 0.067, P = 0.00002, Capan-1; 0.28 

± 0.024 to 0.53 ± 0.066, P = 0.000005, 図 2A および 2B）。 
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図 2. 5-Aza-dC によるゲノム全域の DNA 異常低メチル化誘導 

（A）PANC-1 と（B）Capan-1 における、5-Aza-dC 処理細胞と非処理細胞（コントロー

ル）のゲノム全域の DNA 異常低メチル化レベルを LINE-1 RDL を用いて評価した。

****P < 0.0001。データは 4 回の独立した実験の結果で、平均 ± SD で表している。 
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ゲノム全域の DNA 異常低メチル化誘導細胞の染色体不安定性解析 

CIN の原因となる染色体分離異常及び DNA ダメージを検出するために、免

疫細胞染色を行った。DNA ダメージは、抗 γH2AX 陽性細胞数で評価した。5-

Aza-dC 処理した PANC-1 では非処理細胞に比べて、Micronuclei、lagging、

anaphase bridge、multiple nuclei といった染色体分離異常を示す細胞数が有意に

増加し（3.9 ± 2.7% to 12.5 ± 3.6%, P = 0.0005、図 3A-E）、抗 γH2AX 陽性細胞数

も有意に増加した（15.1 ± 3.2% to 55.6 ± 7.9%, P = 0.028、図 3F）。Capan-1 で

は、細胞同士が融合し染色体分離異常数の評価は困難であったが、抗 γH2AX

陽性細胞数が有意に増加した（47.8 ± 8.4% to 58.9 ± 8.8%, P = 0.0032、図 3G）。

図 3H は抗 γH2AX 陽性細胞を表す。染色体分離異常及び抗 γH2AX 陽性細胞の

計測は、1 サンプルあたり 100 以上の有糸分裂細胞を観察し、3 回の異なる実

験から行った。 
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図 3. ゲノム全域の DNA 異常低メチル化誘導細胞による染色体分離異常及び DNA ダ

メージ 

（A）PANC-1 における 5-Aza-dC 処理細胞と非処理細胞（コントロール）の染色体異

常分離細胞数の比較。（B）micronuclei、（C）lagging、（D）anaphase bridge、（E）

multiple nuclei。（F）PANC-1 および（G）Capan-1 における 5-Aza-dC 処理細胞と非処

理細胞（コントロール）の DNA ダメージの比較。DNA ダメージは抗 γH2AX 陽性細

胞数で評価した。*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001。（H）抗 γH2AX 陽性細胞のイメー

ジ。 
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次に、CIN を表す DNA コピー数の変化を、比較ゲノムハイブリダイゼーシ

ョン分析（Array CGH）を用いて解析した。5-Aza-dC 処理によりゲノム全域の

DNA 異常低メチル化を誘導した膵癌細胞において、染色体の特定領域でコピー

数変化が見られた（図 4A および 4B）。コピー数変化は Capan-1 に比し PANC-1

でより顕著に認められた。これらの結果から、膵癌細胞において、5-Aza-dC に

よるゲノム全域の DNA 異常低メチル化が CIN を引き起こすことが示された。 

 

 

 

図 4. ゲノム全域の DNA 異常低メチル化誘導細胞による染色体コピー数変化 

（A）PANC-1 および（B）Capan-1 における、5-Aza-dC 処理による染色体のコピー数

変化をアレイ CGH で検出した。Capan-1 に比し PANC-1 でコピー数変化が見られやす

い。上段はコピー数増加、下段は減少を示す。下方の数字は染色体番号を表し、その

境界線は垂直線で示される。各染色体の領域では、短腕が左側に、長腕が右側に位置

している。 
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ゲノム全域の DNA 異常低メチル化誘導細胞の浸潤能解析 

Matrigel Invasion Chamber assay を用いて、5-Aza-dC 処理による膵癌細胞の浸

潤能の変化を評価した。Matrigel コーティングされた膜を通過した細胞の数

（浸潤細胞）は癌細胞の浸潤性や転移性を表すとされる。5-Aza-dC 処理を行っ

た細胞は、非処理細胞に比べて、有意に浸潤細胞数が増加した（PANC-1; 16.6 

± 11.9% to 37.9 ± 8.0%, P = 0.042, Capan-1; 35.4 ± 11.4% to 66.5 ± 9.7%, P = 0.011、

図 5A および図 5B）。興味深いことに、5-Aza-dC で処理した PANC-1 の浸潤細

胞数（37.9 ± 8.0%）は、非処理 Capan-1 の浸潤細胞数（35.4 ± 11.4%）と同等に

なり、これは PANC-1 が Capan-1 と同等の転移能を獲得した可能性が示唆され

る。これらの結果から、ゲノム全域の DNA 異常低メチル化が引き起こす CIN

によって膵癌の表現型をより侵襲的なものにすることが示された。 
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図 5. ゲノム全域の DNA 異常低メチル化誘導細胞と浸潤能 

（A）PANC-1 および（B）Capan-1 における、5-Aza-dC 処理細胞と非処理細胞（コント

ロール）の浸潤能の比較。データは 4 回の独立した実験の結果で、平均 ± SD で表して

いる。*P < 0.05。 

 

臨床アウトカムと LINE-1 RDL の関係 

根治手術を企図した 49 例の膵癌患者を対象に、LINE-1 RDL による潜在性転

移の予測の意義を明らかにした。49 例の膵癌患者の臨床因子と腫瘍サンプルか

ら測定した LINE-1 RDL との関係を表 2 に示す。 
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表 2. 膵癌症例の臨床的特徴と LINE-1 RDL 

Clinical features Total n (%) 
LINE-1 RDL 

(median) 
P-value 

All cases 49 (100) 0.045   
Age (years)   0.21 
 <70 24 (41.0) 0.047   
 ≥70 25 (49.0) 0.045   
Sex   0.49 
  Male 25 (49.0) 0.046   
  Female 24 (41.0) 0.045   
CEA (ng/ml)   0.058 
 ≤5 39 (79.6) 0.044   
 >5 10 (20.4) 0.063   
CA19-9 (U/ml)   0.72 
 ≤37 11 (22.4) 0.044   
 >37 38 (77.6) 0.046   
DUPAN-2 (U/ml)a    0.12 
 ≤150 28 (57.1) 0.044   
 >150 19 (38.8) 0.055   
Tumor size (cm)   0.0011 
 ≤2 18 (36.7) 0.037   
 >2 31 (63.3) 0.052   
Clinical stage   0.045 
 I 15 (30.6) 0.040   
 II 33 (67.3) 0.052   
 III 1 (2.0) 0.043   
 IV 0 NA  
Tumor location   0.42 
 Head 28 (57.1) 0.048   
 Body 11 (22.4) 0.040   
 Tail 10 (20.4) 0.045   
Occult distant metastasis   0.034 
  Absent 42 (86) 0.045   
  Present 7 (14) 0.062    
aNo data was available for two cases. 
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49 例の膵癌患者のうち 7 名（14.3％）に潜在性転移を認めた。LINE-1 RDL と

の関係では、腫瘍径、臨床病期、潜在性転移の有無でそれぞれ有意差が認められ

た（腫瘍径；P = 0.0012、臨床病期；P = 0.045、潜在性転移の有無；P = 0.034）。

そこで我々は LINE-1 RDL と潜在性転移の有無との関係に着目し、Receiver 

operating characteristic（ROC）解析を行い、潜在性転移のある患者を識別するた

めの LINE-1 RDL のカットオフ値を決定した（図 6A）。その結果、曲線下面積は

0.76（95%信頼区間 0.58-0.93）で、LINE-1 RDL のカットオフ値は 0.049（感度

0.86、特異度 0.64）であった。図 6B は、49 例の腫瘍サンプルにおける LINE-1 

RDL の分布を高低順に並べたものである。LINE-1 RDL が 0.049 以上の患者は 21

例で、そのうち 6 例が潜在性転移を有していた。一方、LINE-1 RDL が 0.049 未

満の患者は 28 例で、そのうち 1 例だけが潜在性転移を有していた。単変量およ

び多変量解析により、LINE-1 RDL は潜在性転移を予測する有意な独立因子であ

ることが示された（表 3）。 
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図 6. 潜在性転移と LINE-1 RDL の関係 

（A）ROC 曲線：潜在性転移症例を識別するための LINE-1 RDL のカットオフ値 0.049。

（B）49 症例の LINE-1 RDL 分布。黒グラフは潜在性転移を有する症例を示している。

破線は ROC 解析から得られたカットオフ値 0.049 を示す。 
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表 3. 潜在性転移の有無に関する単変量/多変量解析 

 Univariate analysis  Multivariate analysis 

Clinical features OR (95% CI) P-value   OR (95% CI) P-value 

Age (<70 vs. ≥70) 0.68 (0.14-3.43) 0.64    

Sex (Male vs. Female) 0.68 (0.14-3.43) 0.64    

CEA (ng/ml) (≤5 vs. >5) 1.70 (0.28-10.4) 0.57  0.39 (0.033-4.59) 0.46 

CA19-9 (U/ml) (≤37 vs. >37) 2.61e+07 (0-Inf) 0.99  2.33e+08 (0-Inf) 0.99 

DUPAN-2 (U/ml) (≤150 vs. >150) 4.64 (0.8-27.1) 0.088  5.07 (0.43-59.8) 0.20 

Tumor size (cm) (≤2 vs. >2) 4.08 (0.45-37.0) 0.21  5.71 (0.16-208) 0.34 

Clinical stage (I vs. II, III) 3.0 (0.33-27.4) 0.33  0.057 (0.00063-5.14) 0.21 

Tumor location (Head vs. Body, Tail) 0.48 (0.084-2.78) 0.42  0.62 (0.069-5.51) 0.66 

LINE-1 RDL (<0.049 vs. ≥0.049) 10.8 (1.19-98.4) 0.035  22.2 (1.06-464) 0.046 
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 さらに、予後に対する LINE-1 RDL の影響について検証した。相関係数解析の

結果、LINE-1 RDL と 49 例の膵癌患者の OS との間に有意な相関が認められた

（rho = -0.37, P = 0.0089, 図 7）。多変量解析において、LINE-1 RDL は独立した予

後因子であることがわかった（表 4）。 

 

 

 

図 7. LINE-1 RDL と生存期間との相関 

49 例の膵癌患者の LINE-1 RDL と OS との相関係数解析（Spearman の順位相関係数：

rho=-0.37、P=0.0089）。 

 

  



28 
 

表 4. 生存期間に対する単変量/多変量解析 

 Univariate analysis  Multivariate analysis 

Prognostic factors HR (95% CI) P-value   HR (95% CI) P-value 

Age (<70 vs. ≥70) 1.13 (0.53-2.40) 0.76    

Sex (Male vs. Female) 0.90 (0.42-1.94) 0.79    

CEA (ng/ml) (≤5 vs. >5) 0.60 (0.21-1.76) 0.53  0.33 (0.076-1.39) 0.13 

CA19-9 (U/ml) (≤37 vs. >37) 1.45 (0.55-3.84) 0.45  2.03 (0.66-6.26) 0.22 

DUPAN-2 (U/ml) (≤150 vs. >150) 1.03 (0.47-2.28) 0.93  1.04 (0.39-2.77) 0.93 

Tumor size (cm) (≤2 vs. >2) 0.79 (0.37-1.68) 0.54  0.88 (0.32-2.39) 0.80 

Clinical stage (I vs. II, III) 0.85 (0.38-1.90) 0.69  0.48 (0.15-1.59) 0.23 

Tumor location (Head vs. Body, Tail) 0.68 (0.32-1.48) 0.33  0.49 (0.21-1.15) 0.099 

LINE-1 RDL (<0.049 vs. ≥0.049) 1.80 (0.84-3.85) 0.13  3.40 (1.23-9.38) 0.018 
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しかしながら、Kaplan-Meier 解析では、LINE-1 RDL が高い症例（≥ 0.049）は低

い症例（< 0.049）より OS が短い傾向にあったが有意差は認めなかった（OS 中

央値；31.9 カ月 vs. 57.7 カ月, P = 0.13, 図 8A）。そこで、49 症例の LINE-1 RDL

の中央値である 0.045 をカットオフ値として解析したところ、LINE-1 RDL が高

い症例（≥ 0.045）は低い症例（< 0.045）よりも有意に OS が短いことが示された

（OS 中央値；27.2 カ月 vs. not reached, P = 0.048, 図 8B）。 
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図 8. LINE-1 RDL と生存曲線 

（A）ROC 解析にて潜在性転移の有無から導いた LINE-1 RDL カットオフ値 0.049 を用

いた Kaplan-Meier 解析（P = 0.13）。（B）49 症例の LINE-1 RDL 中央値 0.045 をカットオ

フ値に用いた Kaplan-Meier 解析（P = 0.048）。 
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考察 

 

本研究は、5-Aza-dC により誘導されるゲノム全域の DNA 異常低メチル化

が、CIN を介して膵癌細胞の表現型をより侵襲的にすることを初めて明らかに

し、さらに、ゲノム全域の DNA 異常低メチル化の程度を表す LINE-1 RDL

が、潜在性転移の有無や予後といった膵癌の生物学的挙動に関連していること

も明らかにした。これらの結果から、LINE-1 RDL は、根治手術を企図する患

者において、潜在性転移の有無を予測する有力なエピジェネティックバイオマ

ーカーとなりうることを示した。 

 本研究では、ヒト膵癌細胞株に 5-Aza-dC を投与することでゲノム全域の

DNA 異常低メチル化を誘導した。転移能を有する Capan-1 と有さない PANC-1

のいずれにおいても誘導されることが確認された。我々は以前に、大腸癌細胞

株に 5-Aza-dC 投与し、MS-AFLP（methylation-sensitive amplified fragment-length 

polymorphism）法を用いて DNA 異常低メチル化が誘導されることを報告して

いる(39, 40)。5-Aza-dC にてゲノム全域の DNA 異常低メチル化が誘導されるこ

とは膵癌以外のいくつかの癌種では報告があり、多くは LINE-1 のメチル化レ

ベルによって評価されている(12, 41-44)。膵癌における同様の報告は本研究が

初めてである。 
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 マウスモデルでの実験でゲノム全域の DNA 異常低メチル化が CIN を誘導す

ることが報告され(11, 25)、大腸癌細胞に 5-Aza-dC 投与することでゲノム全域

の DNA 異常低メチル化を導入し染色体の異数性が増加するという報告がなさ

れたが(12)、膵癌におけるゲノム全域の DNA 異常低メチル化と CIN の関係を

明らかにした研究は今までにみられなかった。本研究では、膵癌細胞でのゲノ

ム全域の DNA 異常低メチル化の誘導に成功し、染色体の分離異常や DNA ダメ

ージ、染色体のコピー数変化を確認し、CIN が引き起こされたことを明らかに

した。さらに、PANC-1 は Capan-1 と比較し、5-Aza-dC 投与による染色体コピ

ー数変化がより顕著にみられた。これは、転移能を持たない、侵襲性が低い膵

癌細胞の方が、ゲノム全域の DNA 異常低メチル化によって誘導される CIN か

ら、より影響を受けやすく、侵襲性が増加しやすい事が示唆された。 

 CIN は、転移形成に寄与すると考えられており(26-28)、転移を認めることが

多く予後不良な膵癌患者にとってはこの関連の解明がことさら重要である。

Bakhoum SF らは、乳癌において、CIN が細胞質 DNA に対する腫瘍細胞の自律

的な応答を維持することで転移を促進することを実験的に示した(45)。本研究

では、5-Aza-dC を投与した PANC-1 の浸潤細胞数（37.9 ± 8.0%）は、5-Aza-dC

非投与 Capan-1 の浸潤細胞数（35.4 ± 11.4%）と同等まで増加し、これは PANC-

1 が Capan-1 と同等の侵襲性を獲得した可能性を示唆する（図 4）。本研究のこ
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れまでの結果から、ゲノム全域の DNA 異常低メチル化が、CIN の誘導と関連

して膵癌の表現型をより侵襲的に変化させることが明らかになった。 

 転移は、臨床において癌患者の最も一般的な死因となり、予後不良の膵癌患

者に特に当てはまる。術前検査で転移が認められず、根治手術を企図する膵癌

患者にとって、潜在性転移を予測できるバイオマーカーを同定することは、不

必要な開腹を避け、適時、適切な治療を受けるという点からも、予後を改善す

るために重要となる。本研究の解析では、LINE-1 RDL は臨床因子のうち、腫

瘍径、臨床病期、潜在性転移の有無と有意な相関があることが示された。我々

はこの中でも潜在性転移の有無と LINE-1 RDL との関連に注目した。そこで、

LINE-1 RDL によって評価されるゲノム全域の DNA 異常低メチル化の、潜在性

転移の予測因子としての意義を検討した。LINE-1 RDL の解析により、潜在性

転移を有する可能性が高い患者を特定することができる優れたバイオマーカー

として機能することが示唆された。これらの結果は、LINE-1 RDL が、テーラ

ーメイド治療を適時に提供するために、不必要な開腹手術を避け、審査腹腔鏡

手術が望ましい症例を選択するための有用なエピジェネティックバイオマーカ

ーとなり得ることを示唆している。 

 LINE-1 の異常低メチル化は、膵癌以外の複数の癌種において予後と関連する

という報告がある(21, 22)。本研究では、LINE-1 RDL と膵癌患者の OS との間
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に有意な相関が認められ（図 7）、多変量解析により、LINE-1 RDL は膵癌患者

の OS の有意な独立予測因子であることが確認された（表 4）。また、LINE-1 

RDL のカットオフ値を前述の 0.049 とした場合、2 群間で OS に有意差は認め

られなかったが、高い群（≥ 0.049）は低い群（< 0.049）より OS が短い傾向に

あった（OS 中央値；31.9 カ月 vs. 57.7 カ月, P = 0.13, 図 8A）。そこで、全 49

症例の LINE-1 RDL の中央値である 0.045 をカットオフ値とした場合、2 群間で

OS に有意な差を認めた（OS 中央値；27.1 カ月 vs. not reached, P = 0.048, 図

8B）。Yamamura らは、膵癌患者において LINE-1 異常低メチル化と OS との間

に有意な関連は見られなかったと報告している(22)。Yamamura らの検討では予

後に影響を及ぼす可能性のあるステージ IV 期症例が約 10%含まれている一

方、我々の検討ではステージ IV 期症例を含んでおらず、術前検査において遠

隔転移のない根治切除を企図した症例を対象としている。このような患者背景

の相違が、LINE-1 異常低メチル化と臨床転帰の関連に影響を及ぼしている可能

性がある。 

 本研究で検討できなかった事項として以下のものが挙げられる。まず、本研

究で用いた膵癌細胞株の細胞生存率を損なわない最適な 5-Aza-dC の投与濃度

及び期間を決定したが、5-Aza-dC 自体による細胞毒性が CIN の誘導に関連して

いることを完全に否定することはできない。また、5-Aza-dC 投与によりゲノム
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全域の DNA 異常低メチル化が起こり CIN が誘導されたが、これらのうちどち

らが、膵癌細胞の侵襲性の増加に強く関係しているのかについての厳密な検

討、メカニズム解明はできていない。また、本研究において臨床検体の LINE-1 

RDL 値はいずれも切除検体から評価したものである。補助実験で術前確定診断

時の生検検体からでも LINE-1 RDL は評価可能であることは確認し、同一症例

において原発巣と転移巣の LINE-1 RDL 値に差が生じる傾向は見い出されなか

ったが、症例数を増やして統計学的に差がないか確認する必要があると考えら

れる。今後、これらの解明を目指した研究を進めることと、さらなる症例の集

積により、ステージ IV 期症例も含め、実臨床における LINE-1 異常低メチル化

の予後に対する意義の追及を行っていきたい。 
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結語 

 

本研究は、ゲノム全域の DNA 異常低メチル化が、染色体不安定性を誘導し膵

癌細胞の浸潤能を増加させることを明らかにし、潜在性転移や予後といった膵

癌の生物学的挙動に関連することを示した最初の報告である。LINE-1 RDL が、

適時適切な治療を受けるため不必要な開腹を回避し審査腹腔鏡手術が望ましい

症例を選択するための有力なエピジェネティックバイオマーカーとなり、根治

手術を企図する症例の治療戦略の一助となりうると考えられた。 
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