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研究成果の概要（和文）：ARID1A変異に対する合成致死候補を同定するためにsiRNAスクリーニングを行い、合
成致死候補としてCyclin-E1（CCNE1）を同定した。CCNE1の干渉は、TOV-21GおよびKOC7c（ARID1A変異株）の増
殖を低下させたが、RMG-IおよびES2（ARID1A野生株）の増殖は低下させなかった。さらに、in vivoでのCCNE1干
渉は、異種移植マウスモデルにおいて腫瘍細胞の増殖を抑制した。本研究により、CCNE1がARID1A変異OCCC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、OCCC治療における新規の抗が
ん戦略であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Ovarian clear cell carcinoma (OCCC) is resistant to platinum chemotherapy 
and is characterized by poor prognosis. We conducted siRNA screening to identify synthetic lethal 
candidates for the ARID1A mutation; as a result, we identified Cyclin-E1 (CCNE1) as a potential 
target that affects cell viability. To further clarify the effects of CCNE1, human OCCC cell lines, 
namely TOV-21G and KOC7c (ARID1A mutant lines), and RMG-I and ES2 (ARID1A wild type lines) were 
transfected with siRNA targeting CCNE1 or a control vector. Loss of CCNE1 reduced proliferation of 
the TOV-21G and KOC7c cells but not of the RMG-I and ES2 cells. Furthermore, in vivo interference of
 CCNE1 effectively inhibited tumor cell proliferation in a xenograft mouse model. This study showed 
for the first time that CCNE1 is a synthetic lethal target gene to ARID1A-mutated OCCC. Targeting 
this gene may represent a putative, novel, anticancer strategy in OCCC treatment.

研究分野： 卵巣癌

キーワード： 卵巣癌　明細胞癌　合成致死　ARID1A遺伝子変異　Cyclin-E1　CCNE1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣明細胞癌は既存の化学療法に抵抗性であり予後不良という特徴がある。今日、合成致死戦略に基づきPARP阻
害剤が開発され、高異型度漿液性癌に特徴的な相同組換修復異常を持つ卵巣癌の場合には高い治癒率を誇るが、
卵巣明細胞癌においては効果が乏しいのが現状である。更に上皮性卵巣癌に占める明細胞癌の割合は欧米では
6-8%と低いものの、本邦では25％以上と高い割合を占めており、本邦においては卵巣明細胞癌を標的とした新た
な治療戦略の構築が求められている。我々は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
子変異に特異的に効果を発揮する治療ターゲットを同定し効果とメカニズムを明らかにした。

※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。



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を示し、予後不良な疾患で
ある。上皮性卵巣癌に占める明細胞癌の割合は欧米では 6-8%と低いものの、本邦では 25％
以上と高い割合を占めている。卵巣癌の治療成績をさらに向上させるには、とりわけ本邦に
おいては、卵巣明細胞癌を標的とした新たな治療戦略の構築が求められる。近年、分子標的
薬が次々と開発され、実際に血管新生阻害薬(ベバシズマブ)や PARP 阻害薬(オラパリブ)な
どが卵巣癌治療において保険適応を得て使用されている。とりわけ PARP 阻害薬は合成致死
というユニークな治療戦略に基づいている。BRCA 変異を有する細胞は DNA の二本鎖切断に
対する相同組み換え修復機構が欠損していて、DNA の一本鎖切断修復酵素の PARP を特異的
に阻害することによって修復不可能となり細胞死に陥る。卵巣癌における PARP 阻害薬の効
果は組織型によって異なり、高異型度漿液性癌においては半数程度と高い変異率であるの
に対して、卵巣明細胞癌では数%とほとんど認められないために効果が限定的である。これ
を克服すべく卵巣明細胞癌の約半数が変異を起こしているとされる ARID1A 遺伝子変異に着
目した合成致死候補を検索した。ARID1A とはクロマチンリモデリング因子の１つである
SWI/SNF 複合体の構成成分であり、遺伝子の転写制御だけでなく、複製、修復、細胞周期の
停止においても重要な機能を果たす癌抑制遺伝子とされている。ARID1A 遺伝子変異は様々
な癌腫で報告されており、胃癌では 27%、肝細胞癌では 13%、膀胱癌では 13%、食道癌では
15%、バーキットリンパ腫では 17%と報告されている。とりわけ卵巣癌での変異率は高く、
上皮性卵巣癌においては 30%程度、明細胞癌に至っては 50%程度と極めて高い確率で変異を
起こしている。このように ARID1A 遺伝子変異特異的に奏功する治療ターゲットを見出すこ
とは卵巣明細胞癌に限らず癌横断的に治療できる可能性も秘めている。 
 
２．研究の目的 
近年、ARID1A 遺伝子変異に対する合成致死研究について様々な報告がなされている。例え
ば PI3K、AKT (Eleftherios P. et. al. Oncotarget 2014 14; 5295-303)、EZH2 (Benjamin 
G et.al. Nat med 2015 21; 231-8)、HDAC6 (Benjamin G et.al. Nat cell Biol 2017 19; 
962-973)、および SCL7A11 (Ogiwara et.al. Cancer cell 2019 35; 177-190)が報告されて
いるが、ARID1A 遺伝子変異に対する合成致死メカニズムは完全には解明されていない。
ARID1A 遺伝子変異に対する合成致死候補を同定し、ARID1A 遺伝子変異下において如何にし
て合成致死メカニズムを発揮するのかについて明らかにすることが目的である。 
 
３．研究の方法 
卵巣明細胞癌株であり且つ ARID1A 遺伝子野生型株である RMG-I に対して、5 nM の濃度で
ARID1A 遺伝子干渉を行い、ARID1A 遺伝子一過性変異株を作成した。干渉後 96 時間目に
ARID1A タンパクの干渉を確認した（40.8 ± 14.9 vs. 100.0 ± 6.2, p = 0.003）。これを
用いて ARID1A 干渉 48 時間目を起点として si-RNA スクリーニングを行った。スクリーニン
グには MTT アッセイを用いて、ARID1A ノックダウン群の細胞生存率がコントロール群より
も有意に低下（p < 0.05）した候補遺伝子を同定した。1回目のスクリーニングで抽出され



た候補の中から、さらに確認実験を行い、最終的に 7 つの候補遺伝子を抽出した（図 1）。
この中で Cyclin-E1（CCNE1）をターゲットとして、ARID1A 遺伝子変異特異的な増殖抑制効
果を確認し、細胞周期解析、アポトーシス解析、および動物実験を行った。 
 
 
４．研究成果 
① CCNE1 干渉による ARID1A 遺伝子変異特異的作用 
TOV-21G（ARID1A 変異型）では、CCNE1 干渉 48 時間、72 時間および 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（89.5±3.0 vs. 100.0±2.5, p < 0.001; 63.3±
3.9 vs. 100.0±5.4, p = 0.009; 62.1±1.3 vs. 100.0±6.6, p < 0.001）。KOC7c（ARID1A
変異型）では、CCNE1 干渉したものは対照群と比較して、72 時間および 96 時間において時
間依存的に増殖の抑制を示した（58.9±4.8 vs. 100.0±4.7, p < 0.001; 56.6±3.1 vs. 
100.0±6.6, p < 0.001）。一方、RMG-I（ARID1A 野生型）では、CCNE1 干渉したものではコ
ントロール群と比較して細胞増殖の有意な低下は認められなかった。ES2（ARID1A 野生型）
では、96時間目にのみ、CCNE1 干渉群で増殖の減少を示した（92.9 ± 2.1 vs. 100.00 ± 
4.6, p = 0.014）（図 2）。CCNE1 の干渉効果を確認するため、RT-PCR 法によって mRNA 発現
レベルを評価した。その結果、CCNE1 の mRNA レベルは十分に抑制されていることを確認し
た。次に、CCNE1 タンパク質発現レベルを評価した。すべての細胞種において CCNE1 干渉群
は 48時間および 72時間において、対照群と比較してタンパク質発現の減少を示した。 
 
② ARID1A 遺伝子変異細胞株に対する CCNE1 干渉による細胞周期に対する作用 
TOV-21G の細胞周期とアポトーシスを評価した。CCNE1 を干渉すると、48時間後および 72

時間後に、コントロール群と比較して sub-G1
期が増加する傾向が見られた（9.5±4.6 vs. 
8.5±5.4, p = 0.819; 19. 2 ± 11.5 vs. 
8.4 ± 2.5, p = 0.186）、S期では減少した
（22.1 ± 2.6 vs. 25.8 ± 4.4, p = 0.283; 
18.8 ± 3.3 vs. 24.0 ± 1.4, p = 0.066）
(図 3)。 



さらに、トランスフェクションから 48 時間
後のアポトーシスアッセイでは、初期と後期
アポトーシス細胞の割合が、対照群と比較し
て CCNE1 干渉群で有意に増加した（28.2 ± 
3.7 vs. 34.6 ± 1.1, p = 0.045）（図 4）。 
 
 
③ ARID1A 一過性変異株に対する CCNE1 干渉

の細胞増殖抑制試験 
10nM での ARID1A の干渉は、48 時間および 96
時間の両方で、5nM よりも効果的なタンパク量
減少を示した。CCNE1 の干渉が ARID1A 欠損状
態に対して選択的効果を示すことを確認する
ために、si-ARID1A（5nM または 10nM）および
si-control を用いて ES2および RMG-I（ARID1A
野生型）に干渉し、最初のノックダウンから 48
時間後に、これらの細胞に 5nM または 10nM の
si-CCNE1 をトランスフェクションした。この
二次トランスフェクション時間を 0h とし、
IncuCyte ZOOM™で細胞増殖を時系列的に長時
間測定した。観察継続時間は ES2 は 72 時間、
RMG-I は 108 時間であった。これらのアッセイ
の終点において、CCNE1 を干渉（5nM）した、ES2（ARID1A 干渉[5nM]）および RMG-I（ARID1A
干渉[10nM]）は、コントロール群と比較して有意な細胞増殖抑制を示した（98.3 ± 1.3 vs. 
83.8 ± 8.1, p = 0.034; 96.1 ± 3.9 vs. 57.9 ± 5.1, p < 0.001）。さらに、CCNE1 を
干渉（10nM）した、ES2 および RMG-I は、5 nM または 10 nM での ARID1A 干渉において、対
照群と比較して有意な細胞増殖抑制を示した（75. 0±7.6 および 76.6±2.4 対 98.4±1.6、
p = 0.004 および p < 0.001；53.1±12.2 および 55.7±5.1 対 97.3±3.6、p = 0.002 およ
び p < 0.001）（図 5）。 

④ ARID1A 遺伝子変異株移植モデルにおける生体内 CCNE1 干渉の 



CCNE1 の干渉が腫瘍増殖抑制効果を示すかどうかを調べるため、異種移植マウスモデルを
用いて実験を行った。まず 4.5×106（個／200μLの PBS 中）の TOV-21G を、5～6週
齢の胸腺欠損ヌードマウスの背側正中線の頸部に皮下注射した（コントロールとして 5匹、
ターゲット群として 8 匹）。腫瘍触知可能時点から、アテロコラーゲンを含む si-CCNE1 と
アテロコラーゲンを含む si-control を 1 週間に 1 回、2 回に分けて皮下投与した。犠牲死
させた後に腫瘍重量を測定したところ、si-CCNE1 群はコントロール群よりも有意に腫瘍増
殖が減少したことが示された（452.8±274.6 vs. 789.9±129.0、p = 0.013）。CCNE1 の効
果的な in-vivo 干渉を確認するために、mRNA を腫瘍から抽出し、RT-PCR で評価した。コン
トロール群と CCNE1 干渉群との間に差はなかった（100.0±15.7 対 118.5±38.2、p＝0.28）。
さらに、CCNE1 干渉がシスプラチン（60μg/kg）などの抗がん剤と相乗効果を示すかどうか
を評価するため、in vivo の併用アッセイを行った。CCNE1 群にシスプラチン（60μg/kg）
投与した群は、コントロールにシスプラチン（60μg/kg）を投与した群と比較して腫瘍重量
が減少する傾向を示したが有意差はなかった（274.3±136.4 対 420.6±216.4、p＝0.191）
（図 6）。 
 
５．結論と考察 
今回の研究では、CCNE1 の干渉は、ARID1A 変異細胞株に対してだけでなく発現を低下させ
たARID1A野生型細胞株でも細胞増殖抑制効果を示した。また、CCNE1の生体内干渉は、ARID1A
変異型である TOV-21G 異種移植マウスモデルに対して腫瘍増殖抑制効果を示した。これら
の結果は、CCNE1 の干渉が、ARID1A のダウンレギュレーションまたは変異した腫瘍細胞に対
して選択的な効果を持つ可能性を示唆している。異種移植マウスモデルから得られた腫瘍
のCCNE1干渉が確認できなかった理由は、自然免疫系に関連するT細胞やNK細胞を介して、
生体内環境に影響される可能性があり、生体内干渉された細胞がすぐに貪食されてしまっ
た可能性が考えられる。本研究により、CCNE1 が ARID1A 変異 OCCC 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、OCCC における新規の抗がん
戦略になりうると考えられる。 
 
当研究は International Journal of Molecular Sciences に投稿した内容である。 
参照：Kawahara N, Yamada Y, Kobayashi H. CCNE1 Is a Putative Therapeutic Target 
for ARID1A-Mutated Ovarian Clear Cell Carcinoma. Int J Mol Sci. 2021 May 
30;22(11):5869. doi: 10.3390/ijms22115869. PMID: 34070839; PMCID: PMC8198755. 
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