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研究成果の概要（和文）：ヒトの主要なレトロポゾンであるLINE-1が低メチル化により活性化している大腸がんにおい
て、5-FUの効果が高いメカニズムを解析した。その結果、LINE-1の発現自体は直接5-FUの効果に影響を与えておらず、
LINE-1の低メチル化によりクロマチン構造が弛緩することが5-FUの効果に関与していると判明した。LINE-1の発現亢進
は細胞障害よりもむしろ細胞増殖に関与しており、5-FUとの併用効果を認める抗がん剤ではLINE-1の発現を抑制するこ
とが抗腫瘍効果発現メカニズムの1つであると示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism by which 5-FU is effective on the tumor with LINE-1 
hypomethylation. LINE-1 expression status is not associated with tumor sensitivity to 5-FU. Chromatin stru
cture looses in the tumor with LINE-1 hypomethylation. Colorectal cancer cell with loosed chromatin is mor
e sensitive to 5-FU compared to one with condensed chromatin. The results suggest that the association bet
ween LINE-1 hypomethylation and chromatin structure underlies mechanism of anticancer activity of 5-FU. Kn
ockdown of LINE-1 expression results in suppression of cancer growth. Many anticancer drugs inhibit LINE-1
 expression, suggesting that suppression of LINE-1 might be one of mechanism by which 5-FU and other antic
ancer drugs shows synergistic effect. These findings could be important for achieving personalized chemoth
erapy and developing novel strategy using 5-FU.
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１．研究開始当初の背景 
 人における主要なレトロポゾン配列であ
る、long interspersed nucleotide element 
1 (LINE-1)や Alu element (ALU)は正常の
大腸組織では DNA の高度メチル化により
発現抑制されている。大腸がんではゲノム
の低メチル化により LINE-1が異常発現し、
その結果ゲノムの不安定性を獲得している
と考えられる。一方、LINE-1 のメチル化
状態はがん患者の予後や抗がん剤感受性の
予測因子になることが報告されている。大
腸がんにおいては、遺伝子欠失や転座、loss 
of heterozygosity (LOH)、aneuploidyなど
の多彩な DNA の構造異常がゲノムの不安
定化に伴って認められ、レトロポゾンの活
性化がその一因であると考えられる。 
 がんにおける DNA メチル化の異常には
特定遺伝子プロモーター領域の高度のメチ
ル化とゲノム全体の低メチル化があり、一
見全く逆の現象が DNA 上に観察される。
ゲノムの約 40%がレトロポゾンにより成
り立っていることから、ゲノムの低メチル
化はすなわちレトロポゾン配列の低メチル
化と言い換えることができる。人における
主要なレトロポゾン配列である LINE-1は、
ゲノム上を転位する機能を持つ配列であり、
その低メチル化と高発現はゲノムの不安定
化の主要因と考えられる。また、ゲノム全
体に広く分布する LINE-1の低メチル化は
クロマチン構造の弛緩を介して、LINE-1
近傍に存在する多数の遺伝子を異常発現亢
進させる。大腸がんでは、LINE-1 低メチ
ル化に起因する上記 2つの分子経路が発が
んに重要な役割を持つと示唆される。以上
の背景から、大腸がんの診断・治療、予防
にはゲノムの低メチル化とレトロポゾン
(LINE-1)発現亢進のメカニズムを理解す
ることが重要と考えられる。さらに、抗が
ん剤 5-FUの投与により LINE-1の発現は
亢進し、DNA の 2 重鎖切断を誘導するこ
とから、一定レベルを超えた LINE-1の発
現は細胞にとって有害となり、このメカニ
ズムが 5-FU の効果発現に寄与していると
考えられる。このように抗がん剤の作用機
序として LINE-1発現の関与が示唆されて
いることから、ゲノムの低メチル化により
レトロポゾン(LINE-1)が活性化している
大腸がんでは、LINE-1 の細胞障害性機能
を利用して新規がん治療開発が可能である
との発想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多数の大腸がんで認められ
るゲノムの低メチル化とレトロポゾンの活
性化に焦点を当て、その分子生物学的制御
機構を解明し、がんの診断・治療、予防に
応用することを目的とする。特に、ヒトの
主要なレトロポゾンである LINE-1のメチ
ル化や発現状態が抗がん剤 5-FU の効果に
影響するメカニズム解明を介してがん治療

の個別化や新規治療法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
1)5-FU による LINE-1 発現亢進のメカニズ
ム解析 
 5FUによるLINE-1発現誘導の機序を解
明するため、LINE-1のプロモーターをル
シフェラーゼの上流に挿入したレポーター
プラスミドを構築する。これを SW480に
一過性あるいは恒常性に発現させ、5-FU
投与時のレポーター活性を測定する。また、
LINE-1 mRNAの分解速度を解析するた
め、SW480細胞を Actinomycin D処理後
経時的に細胞を回収し、RNA抽出後
Northern blottingにより LINE-1 mRNA
を定量する。 
2)LINE-1 発現に影響する薬剤のスクリー
ニング  
 上記の LINE-1レポーターを安定発現す
る SW480を使用して、複数の薬剤暴露に
よるレポーター活性の変化を解析する。 
3)LINE-1 低メチル化と 5-FU の効果が相関
するメカニズムの解析 
 LINE-1をターゲットとするshRNAをテト
ラサイクリンにより調節性に発現する細胞
を SW480 を親株として作成する。この細胞
を使用して、LINE-1 発現の有無が 5-FU の
効果に直接影響するのかを観察する。5-FU
の効果は MTT アッセイおよびコロニー形成
法により評価する。 
4) 5-FU の効果とクロマチン構造の関連解
析 
 クロマチン構造を定量的に評価できる解
析法、Formaldehyde-Assisted Isolation of 
Regulatory Element (FAIRE)法を改変し
てゲノム全体のクロマチン構造を評価する
手法を開発する。この方法を用いて
LINE-1メチル化の高い細胞（CaR-1）と
低い細胞（SW480）における 5-FU投与時
のクロマチン構造の変化を観察する。また、
各細胞において 5-FU投与後の DNA損傷
をリン酸化ヒストンH2A.Xの染色により
評価する。 
5) 大規模大腸がん症例における DNA メチ
ル化解析 
 約 500 例の大腸がん症例を対象として
CpG island methylator phenotype (CIMP)、
microsatellite instability (MSI)、Kras, 
Braf 変異、チミジル酸合成酵素（TS）遺伝
子型を解析し、LINE-1 メチル化との相関関
係を解析する。 
 
４．研究成果 
1) 5-FUによる LINE-1発現亢進のメカニズ
ム解析 
 作成した LINE-1レポータープラスミド
を SW480に一過性発現させ、5-FU投与時
のレポーター活性を測定したが、有意な変
化を認めなかった。5-FUによる LINE-1
発現誘導は転写後の変化と考えられたため、



Actinomycin Dを用いて、LINE-1 mRNA
の分解速度を解析した。しかし、5-FU投
与により RNAの分解速度にも変化は認め
なかった。また、LINE-1 RNAと TSの結
合や、LINE-1蛋白の核移行も認めなかっ
た。そこで、上記レポーターを安定発現す
る SW480を作成して解析したところ、
5-FU投与によりレポーター活性の亢進を
認めた。これらの結果から、5-FUによる
LINE-1発現誘導はクロマチン構造の変化
を介していると示唆された。 
2)LINE-1 発現に影響する薬剤のスクリー
ニング  
 複数の薬剤暴露による LINE-1レポータ
ー活性の変化を解析した結果、既知の抗癌
剤やリン酸化阻害剤の多くは LINE-1の発
現を抑制する効果があり、抗腫瘍効果のメ
カニズムとして LINE-1を介した機序をさ
らに検討する価値があると考えられた。そ
こで、5-FUとオキザリプラチン併用時の
LINE-1発現状態を解析した。大腸がん細
胞 SW480を 5-FU処理すると LINE-1の
発現は亢進するが、オキザリプラチンとの
同時処理により LINE-1の発現はむしろ減
弱し、細胞増殖も抑制された。この結果か
ら、臨床で使用されている 5-FUとオキザ
リプラチンの相乗効果には LINE-1の発現
制御も影響する可能性が示唆された。 
3)LINE-1 低メチル化と 5-FU の効果が相関
するメカニズムの解析 
 RNA干渉を利用して LINE-1発現を抑
制した状態で 5-FUの抗腫瘍効果を解析し
た。MTTアッセイとコロニー形成法を利
用して解析したが、いずれの方法において
も LINE-1の発現は 5-FUの効果に直接関
与しなかった。また、LINE-1のノックダ
ウンにより SW480の増殖は抑制され、
LINE-1の発現亢進は細胞障害よりもむし
ろ細胞増殖に関与していると示唆された。 
4) 5-FU の効果とクロマチン構造の関連解
析 
 LINE-1のメチル化レベルが高く、クロ
マチンが凝集している細胞 CaR-1では
5-FU投与によるクロマチン構造の変化は
軽微であった。LINE-1のメチル化レベル
が低く、クロマチンが弛緩している細胞
SW480では、5-FU投与によりクロマチン
の弛緩は著名に増強した。抗ヒストン H3
抗体を用いた ChIPアッセイで解析したと
ころ、SW480ではヒストンと結合する総
DNA量は減少したが、CaR-1では変化を
認めなかった。クロマチンの弛緩に伴って
SW480では核内にリン酸化ヒストン
H2AXの focusが出現し、DNAの 2重鎖
切断が起こっていると考えられた。クロマ
チン凝集のマーカーであるヒストン Lys9
メチル化とリン酸化ヒストンH2AXを２
重染色すると、両蛋白は核内で排他的に存
在し、DNAの 2重鎖切断はクロマチンの
弛緩部位に起こると確認された。以上の結

果から、LINE-1の低メチル化を認めるが
んではクロマチン構造が弛緩しているため、
5-FUの DNA取り込みによる DNA2重鎖
切断が起こりやすく、この機序が 5-FUへ
の高感受性の背景にあると考えられた。 
5) 大規模大腸がん症例における DNA メチ
ル化解析 
 500 例の大腸がん症例を使用して複数の
既存バイオマーカーと LINE-1メチル化の
関係を探索した結果、K-ras codon 12に変
異のある大腸がんでは LINE-1メチル化は
有意に高いという関係を認めた。K-ras 
codon 13の変異とLINE-1メチル化には有
意な関係を認めなかった。B-raf 遺伝子の
変異を伴う大腸がんでは LINE-1メチル化
は有意に高かった。また、一部の症例を用
いて TS遺伝子型と LINE-1 メチル化の関
係を解析すると、TS の遺伝子座における
LOH を認める大腸がんでは LINE-1 メチ
ル化は有意に低かった。TS の遺伝子型は
LOHにより2, 3G, 3Cのいずれかのアレル
だけが残存することになるが、これらのア
レルのうち 3G が残存している症例では
LINE-1メチル化は有意に高かった。また、
LOH を認めない大腸がんに限って解析す
ると、LINE-1 メチル化は概ね高値であっ
たが、3C/3Cの遺伝子型を持つ大腸がんだ
けは他の遺伝子型と比較して LINE-1メチ
ル化は有意に低かった。以上の結果から大
腸がんの予後や抗がん剤感受性との関連を
認める複数の既存バイオマーカーと
LINE-1 メチル化との間には多くの相関関
係を認め、LINE-1 自体を予後予測や抗が
ん剤の個別化に利用できると示唆された。 
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