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研究成果の概要（和文）：Endometriosis related ovarian neoplasms（ERONs）はエンドメトリオーシスから発
生する卵巣悪性腫瘍の総称であり、明細胞癌、類内膜癌、Seromucinous borderline tumorが含まれる。以前、
我々はp53変異を基盤とした子宮内膜症の発癌モデルを構築したがマウス移植実験では想定外の結果であった。
そこで、新たに子宮内膜症の間質細胞の混入を完全に除外した子宮内膜症不死化細胞EMOsis-CC/TERT10細胞を樹
立し、ARID1A変異を基盤としたERONs in vitro発癌モデルを構築した。

研究成果の概要（英文）：To clarify minimal requirement for carcinogenesis, we sought to establish an
 in vitro stepwise carcinogenesis model using immortalized endometriotic epithelial cells with 
overexpressed cyclinD1/cdk4 and hTERT, in which we additionally introduced selected genetic elements
 frequently observed in clinical samples.   Mutational analysis using clinical samples of ovarian 
clear cell and endometrioid adenocarcinomas identified frequent ARID1A mutations (90%) and p53 
mutations (20%), but their overlap was relatively rare.  Thus, we introduced ARID1A knock out in 
combination with oncogenic mutant KRAS allele into immortalized cells, exhibit tumorigenic 
phenotypes.  Additional introduction of genetic factors will be attempted to investigate in vitro 
and in vivo tumorigenicity, and c-Myc overexpression, mutant PIC3CA, or phosphorylated Akt (p-Akt) 
are going to transfect to immortalized endometriotic epithelial cells.
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１．研究開始当初の背景 
本邦での卵巣癌における明細胞腺癌の発
生頻度は 27%（2012年婦人科腫瘍委員会報
告）であり、30年間で 5倍以上に増加して
いる。FIGOの annual reportによると、世界
では明細胞腺癌の発生頻度は 8.4%であり、
人種間で発生頻度に差があると考えられて
いる。卵巣明細胞腺癌は白金製剤を主体と
する現在の化学療法に抵抗性で極めて予後
不良であり、特に本邦において急速に増加
傾向にある。近年の網羅的遺伝子解析法の
普及により、卵巣明細胞腺癌の分子生物学
的特徴が明らかにされつつあるが、発癌モ
デルを用いた検討はなされていない。今後、
卵巣明細胞腺癌の治療成績を向上させるた
めには卵巣明細胞腺癌の発癌モデルを構築
し、それを基盤とした創薬が求められる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、１．子宮内膜症上皮不死化
細胞における ARID1Aの遺伝子変異導入と
卵巣明細胞腺癌発生（Endometriosis related 
ovarian neoplasms（ERONs））との関連、2．
子宮内膜症上皮不死化細胞を患者由来チョ
コレート嚢胞内容液と長期培養することで、
ARID1A に mutation が誘導されるか、さら
に全エクソン解析、メチル化解析を行い、
包括的な発癌分子機構を解明することを目
的とした。 
３．研究の方法  
卵巣明細胞腺癌における新規癌抑制遺伝
子 ARID1Aの遺伝子変異を基盤とした発癌
機構解明のために以下の研究項目を予定し
ている。 

① 子宮内膜症上皮不死化細胞における
ZFN (zinc-finger nuclease) を用いた
ARID1A遺伝子ノックアウト、さらに変
異型 PIK3CA、変異型 KRAS等の遺伝子
導入 
② 子宮内膜症上皮不死化細胞を患者由来
チョコレート嚢胞内容液で長期培養後
に ARID1A 遺伝子のサンガーシークエ
ンスを行う 
４．研究成果 
子宮内膜症性嚢胞の手術検体を初代培養
し、上皮成分だけを分離し、cyclinD1、CDK4、
hTERT の遺伝子導入をレンチウイルスベ
クターにて行い、新たに子宮内膜症の間質
細胞の混入を完全に除外した子宮内膜症不
死化細胞EMOsis-CC/TERT10細胞を樹立し
た。この細胞に CRISPR/Cas9システムを用
いてARID1Aの遺伝子ノックアウトを行い
EMOsis-CC/TERT10ARID1A-/-細胞のクロ

ーニングを行った。ARID1A 遺伝子ノック
アウトでは 100 個のクローンを採取し、3
クローンが ARID1A ホモ変異であった。
EMOsis-CC/TERT10ARID1A-/- 細 胞 で
ARID1B をノックダウンすると細胞増殖が
抑 制 さ れ た 。 現 在 、
EMOsis-CC/TERT10ARID1A-/-細胞に変異
型 K-ras、PIK3CA, c-mycの遺伝子導入を行
っており、マウス移植実験で組織型を確認
中である。 
また、リキッドマイクロダイセクション
（初代培養＋anti-EpiCAM-conjugated beads
とマグネットを用いたセルソーティング）
を用いた ERONsのmutation解析では 19/21
（90％）に ARID1A変異を認めた。 
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