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【背景】⼦宮頸癌、肛⾨癌、咽頭癌等はヒトパピローマウイルス(Human papilloma 

virus：HPV)感染に起因する[1]。HPV による発癌機序としては⾼リスク型 HPV

の E6、E7 蛋⽩質が p53 および Rb1 の不活化をもたらす事に起因する[2]。TP53

は G1 チェックポイントの重要な調節因⼦である。しかし TP53 の機能⽋損を認

める細胞では、DNA 損傷応答(DNA Damage Response：DDR)は G2/M チェックポ

イントのみに依存する。そこで重要な役割を担うものが Wee1 である。Wee1 は

G2/M チェックポイントのゲートキーパーであり、その調節機構を介し細胞周期

制御を⾏っている[3]。Wee1 阻害にて G2/M チェックポイントを無効化すること

で TP53 が機能⽋損した腫瘍において腫瘍細胞のアポトーシスを促進する可能

性が⽰唆される[4]。⼦宮頸癌と同様に HPV に起因する頭頸部扁平上⽪癌および

TP53 の機能⽋損を認める卵巣癌において Wee1 阻害薬の併⽤が細胞障害性抗が

ん剤の作⽤増強に関与していることが報告されている[5, 6]。⼦宮頸癌における

Wee1 阻害薬の報告は極めて少なく、本研究では HPV に起因する⼦宮頸癌に対

する Wee1 阻害薬の効果を検討する事とした。 

【実験⽅法】HPV 陽性の⼦宮頸癌細胞株である SiHa 細胞（HPV16+,p53 wt）、

CaSki 細胞（HPV16+,p53 wt）、HPV 陰性の⼦宮頸癌細胞株である C33A 細胞

（HPV-,p53 mut）、また HPV 陰性の前⽴腺癌細胞株である LNCaP 細胞（HPV-,p53 

wt）を⽤意した。すべての実験は、Wee1 阻害薬(AZD1775)とシスプラチン併⽤/

⾮併⽤下で評価した。MTT assay により各種細胞株におけるシスプラチン使⽤時

の Wee1 阻害薬による細胞傷害性を評価し、Wee1 およびその関連タンパク質の

発現変化は Western blotting により評価した。また Flow cytometry(FACS)にて同条

件下における細胞死および細胞周期の変化を観察し、Colony formation assay にて

腫瘍形成能を評価した。 

【結果】MTT assay にて HPV16 型陽性の SiHa 細胞、CaSki 細胞および p53 変異

を有する C33A では Wee1 阻害薬により、HPV 陰性 LNCaP 細胞に対して相対的

な薬剤感受性の上昇を⽰した。また SiHa 細胞では Wee1 阻害薬に対してシスプ

ラチン併⽤による相乗効果を認めた。Western blotting では Wee1 阻害薬により

HPV 感染の有無に関係なくリン酸化 CDC2 を阻害していることが確認できた。
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それに加え、リン酸化ヒストン H2AX およびリン酸化ヒストン H3 の強発現を

SiHa 細胞においてシスプラチン併⽤投与群で確認した。FACS では、SiHa 細胞

において、アポトーシスを⽰唆する Sub-G0/G1 期の割合がシスプラチン併⽤投

与群において顕著に増加し、同条件にて Colony の形成能低下を認めたが、LNCaP

細胞においては明らかな抗腫瘍効果は認めなかった。 

【考察】本研究では、HPV 発癌の主たる要因である TP53 の機能⽋損・変異例

が、TP53 正常例に⽐して、Wee1 阻害薬の薬剤感受性の増強に寄与すること可能

性を明らかにした。また HPV16 型陽性細胞 SiHa における Wee1 阻害薬とシス

プラチンの併⽤が Wee1 阻害薬単剤に⽐して相乗効果を⽰した。 

正常細胞では、DNA 損傷に応じて DDR の活性化が誘導され、G1 および G2/M

チェックポイントが機能し、細胞周期が減速あるいは停⽌する[7]。その後、細

胞修復ならびにアポトーシスや細胞⽼化が誘導される。⼀⽅、⼦宮頸癌細胞は、

p53 などの癌抑制遺伝⼦に変異・⽋失を持つため、p53 経路に依存した G1/S お

よび G2/M チェックポイントが機能不全となっている。その場合、Wee1 による

G2/M チェックポイントに DDR の依存を⾼める可能性が⽰唆されている。また

結果的に、p53 変異や機能⽋損が Wee1 阻害薬の効果発現に関与することが想起

され、同様の報告も多数存在する[13]。 

今回、Wee1 阻害薬投与による LNCaP(HPV-, p53 wt)に対する SiHa(HPV16+,p53 

wt)、CaSki(HPV+,p53 wt)、C33A(HPV-,p53 mut)の IC50 結果から、TP53 の機能⽋

損・変異が Wee1 阻害薬の薬剤感受性に顕著に寄与している可能性を⽰唆する。

つまり LNCaP に関しては、TP53 の機能維持が Wee1 阻害薬への抵抗性に寄与し

ている可能性を⽰唆し、TP53 の機能異常が Wee1 阻害薬の最適な標的である妥

当性を⽰している。 

その上で、MTT assay で顕著な差異を⽰した SiHa および LNCaP における Western 

blotting、FACS、Colony formation assay の結果からは、2 細胞株間で p53 の変異

や活性の有無に関係なく Wee1 阻害薬による DNA 損傷は誘導されるものの、

HPV 感染に伴う TP53 の機能異常を有すると考えられる SiHa においては正常な

DDR が破綻していることから、アポトーシスを介して細胞死がより多く誘導さ
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れ、あるいは、LNCaP では、DDR としての p53-p21 経路からの G１および G2/M

チェックポイントが正常に機能していたため、結果的にアポトーシスの増加、腫

瘍増殖能の低下に⾄らなかったと考察される。さらにこの結果は、シスプラチン

併⽤時のみならず Wee1 阻害薬単剤において有意差を持って⽰されており、Wee1

阻害薬単剤における細胞障害性の報告や[8-10]、p53 ステータスの変化や DNA 損

傷薬の併⽤が細胞毒性の増強に寄与するという他癌腫における報告[11, 12]を⼦

宮頸癌細胞株においても証明でき得た。 

【結論】各細胞株間における薬剤感受性の相違を確認し、HPV16 型感染により

TP53 機能⽋損を有する⼦宮頸癌細胞株 SiHa において Wee1 阻害薬とシスプラチ

ンの抗腫瘍効果の相乗効果を確認した。またその作⽤機序として DNA 損傷を介

してアポトーシスに⾄ることを確認した。今まで⼦宮頸癌細胞における Wee1 阻

害薬の機序やその治療効果への可能性を⽰した報告は極めて少なく新規性があ

り、既存治療法の増強作⽤をもたらす⼦宮頸癌の新たな治療開発の⼀端に貢献

することが予測される。 
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