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研究成果の概要（和文）：ARID1A変異の合成致死候補としてCyclin-E1(CCNE1)が同定された。CCNE1の干渉は、
ARID1A遺伝子変異株の増殖を抑制し、ARID1A野生株への影響は認めなかった。細胞周期解析によりG1-S移行の阻
害とアポトーシス誘導が示唆され、アポトーシスアッセイでもこれを確認した。さらに、異種移植モデルマウス
において、CCNE1の干渉は腫瘍細胞の増殖を効果的に抑制した。本研究により、CCNE1がARID1A変異を有する卵巣
明細胞癌株に対する合成致死標的遺伝子であることが初めて示された。この遺伝子を標的とすることは、卵巣明
細胞癌治療における新規の抗がん戦略として期待される。

研究成果の概要（英文）：Cyclin-E1 (CCNE1) was identified as a candidate for synthetic lethality of 
the ARID1A mutation; interference with CCNE1 inhibited growth of the ARID1A mutant strain and had no
 effect on the ARID1A wild strain. Cell cycle analysis suggested inhibition of G1-S transition and 
induction of apoptosis, which was confirmed by apoptosis assays. Furthermore, in a xenograft mouse 
model, interference with CCNE1 effectively inhibited tumor cell growth. This study demonstrates for 
the first time that CCNE1 is a synthetic lethal target gene for ovarian clear cell carcinoma lines 
with ARID1A mutations. Targeting this gene is expected to be a novel anticancer strategy in the 
treatment of ovarian clear cell carcinoma.

研究分野：癌分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、CCNE1がARID1A変異を有する卵巣明細胞癌株に対する合成致死標的遺伝子であることが初めて示
された。この遺伝子を標的とすることは、卵巣明細胞癌治療における新規の抗がん戦略として期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
卵巣明細胞癌は白金製剤を主体とする化学療法に対して抵抗性が高いため、極めて予後不良な
疾患である。欧米では上皮性卵巣癌に占める明細胞癌の割合は 6-8%と低いものの、本邦では 25％
以上を占めている。このため、とりわけ本邦においては治療成績を向上させる新たな治療戦略の
構築が求められている。従来の殺細胞性の抗癌剤と異なり癌細胞の特定分子に結合して効果を
発揮する分子標的薬が次々と開発されており大変注目されているが、残念ながら卵巣明細胞癌
において劇的に奏効する分子標的薬は未だないのが現状である。 
本研究の位置づけとしては、PIK3CA 遺伝子変異に対する合成致死候補に対する阻害薬使用を卵
巣明細胞癌における新規治療法として確立するための前臨床試験である。今回は細胞周期に関
わる遺伝子群から候補となる遺伝子を検索する。更にこれらの候補について PIK3CA 野生株およ
び変異株を用いて変異株のみ効果を示す最終候補遺伝子を見つけ出す。また PIK3CA 遺伝子とこ
の最終候補遺伝子との関わりを解明する。この遺伝子が変異しているときにだけ特異的に作用
する「合成致死」候補遺伝子を細胞周期に関わる遺伝子を中心に探索する。これによって新規治
療法を確立し、安全性・有効性を確認するための前臨床試験を行う予定であった。しかし、PIK3CA
遺伝子変異に対する合成致死候補のスクリーニングの段階で有意な候補遺伝子を見つけること
が出来なかった。ここで同様に卵巣明細胞癌の約半数が変異していると報告されている ARID1A
遺伝子変異に着目し、これに対して合成致死効果のある遺伝子の対象を細胞周期、脱ユビキチン
化、および DNA 損傷応答に関わる遺伝子約 500 種類の中から候補遺伝子を探し出し、合成致死メ
カニズムを解明する。 
  
２．研究の目的 
 卵巣明細胞癌の半数以上に遺伝子変異を伴うとされる ARID1A 遺伝子変異に対する合成致死候
補の検索と、そのメカニズムを解明する。 
  
３．研究の方法 
ARID1A 野生型卵巣明細胞癌株(RMG-I)において ARID1A(5nM)で干渉する。この細胞の干渉群と
コントロール群に対して siRNA ライブラリー(5nM)を用いて更に干渉を行うことでスクリーニン
グを行う。ARID1A 干渉群で有意に生存率が低下している候補遺伝子を抽出する。 
更に ARID1A 野生型卵巣明細胞癌(RMG-I と ES2)と ARID1A 変異型株(TOV-21G と KOC7c)に対し
て、上記候補遺伝子のノックダウンを行い、生存率や細胞増殖アッセイ、コロニー形成アッセイ
を行った。さらに細胞周期解析およびアポトーシスアッセイを行うことで腫瘍増殖抑制効果の
作用機序を明らかにしていく。 
 
４．研究成果 
ARID1A 遺伝子変異に対して合成致死効果のある遺伝子の対象を細胞周期、脱ユビキチン化、お
よび DNA 損傷応答に関わる遺伝子約 500 種類に渡ってスクリーニングを行った結果、7種類の候
補遺伝子を同定した(図 1、矢印)。 

この中で Cyclin-E1(以下 CCNE1)について細胞増殖抑制効果、アポトーシスの誘導、およびヌー
ドマウスを用いた腫瘍増大抑制効果を確認した。TOV-21G(ARID1A 変異型)では、CCNE1 干渉によ
り 48 時間、72時間、96時間において、対照群と比較して有意に増殖が抑制された。KOC7c(ARID1A
変異型)でも、CCNE1 干渉群はコントロール群と比較して、72時間および 96時間において時間依

図 1 



存的に増殖の低下が認められた(図 2上)。一方、RMG-I(ARID1A 野生型)では、CCNE1 干渉群はコ
ントロール群と比較して有意な細胞増殖の低下を示さなかった。ES2(ARID1A 野生型)では、96 時
間目にのみ、CCNE1 干渉は細胞増殖の抑制を示した(図 2下)。 
CCNE1 の干渉効果を確認するために、RT-PCR 法およびウエスタンブロット法によりメッセンジ
ャーRNA とタンパク質の発現量の減少を確認した。 

TOV-21G(ARID1A 変異型)において、CCNE1 干渉が細胞周期およびアポトーシスに及ぼす影響を
評価した。CCNE1 を干渉すると、48時間および 72時間において、対照群に比べ sub-G1 期の割合
が増加し、S 期の減少傾向が確認された(図 3 左)。さらに、トランスフェクション後 48 時間の
アポトーシスアッセイでは、初期および後期のアポトーシス細胞の割合が、対照群に比べて
CCNE1 干渉群で有意に増加した(図 3右)。 
 
TOV-21G(ARID1A 変異型)細胞をヌードマウス皮下に移植し、アテロコラーゲンに溶解した in 

vivo si-RNA(CCNE1 とコントロール各 5µM)200µlを腫瘍周辺に週１回、計 2回投与した。第 3週
目に犠牲死させ腫瘍を摘出し、腫瘍重量測定を行った結果、CCNE1 干渉群はコントロール群より
も有意に腫瘍の成長が抑制されていた(452.8±274.6 vs. 789.9±129.0, p=0.013）。 
本研究により、CCNE1 が ARID1A 変異型卵巣明細胞癌の合成致死標的遺伝子であることが初めて
示された。この遺伝子を標的とすることは、卵巣明細胞癌における新規の抗がん戦略として期待
される。 
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