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研究成果の概要（和文）：我々は、ヒトがんウイルスEpstein-Barr virus/EBVに対する新規分子標的薬の開発を目指し
ている。本研究課題では、DNAに結合するピロールイミダゾールポリアミド化合物に着目し、EBV発がんに重要なEBNA1
蛋白質のDNA結合を抑制する抗EBNA1阻害剤の開発を試みた。その結果、一つのポリアミド化合物に、EBNA1-DNA結合の
阻害活性が認められた。このポリアミド化合物は、EBV感染による正常B細胞の形質転換を顕著に抑制することが示され
た。これらの結果、EBV感染がんに対する新規の分子標的薬としてEBNA1阻害化合物が有望である事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr Virus (EBV) transforms human B lymphocytes into immortalized cells in
 vitro, and is associated with various malignancies in vivo. DNA-binding protein EBNA1 plays critical role
 for the viral episome maintenance and transactivates viral transforming genes in latently infected cells.
 Therefore, DNA-targeting agents that can disrupt the EBNA1-DNA interaction will offer novel functional in
hibitors of EBNA1. Here, a synthetic pyrrole-imidazole polyamide bound adjacent to the EBNA1 recognition s
equences located in the dyad symmetry element of oriP, and selectively inhibited EBNA1-oriP binding. This 
polyamide inhibited EBV-mediated B-cell immortalization. These results suggest that EBNA1 functions will b
e an attractive pharmacological target for EBV-associated diseases.
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１．研究開始当初の背景 
Epstein-Barr virus(EBV)/Human herpes 
virus-4(HHV-4)は、伝染性単核球症、EBV 関
連リンパ増殖症（移植後リンパ増殖性疾患や
エイズ関連リンパ腫）、バーキットリンパ腫、
胃がん、上咽頭がん、NK/T 細胞リンパ腫、ホ
ジキンリンパ腫などの原因として知られて
いるヘルペスウイルスであり、一般に唾液な
どを介して口腔咽頭領域の主にBリンパ球に
感染する。また、試験管内実験でヒト Bリン
パ球を不死化できるがんウイルスである。 
 EBV に関しては、ほとんどの日本人が乳幼
児の時期に感染すること、また免疫機構を逃
れるように潜伏感染することから、EBV ワク
チンの効果はあまり期待できないと思われ
るが、一方、EBV に対する選択的な抗ウイル
ス薬は未だ開発されておらず、新しい薬理効
果による新規治療薬、特に潜伏感染細胞に於
いても有効な薬剤の開発が望まれている。
EBV 由来分子 EBNA1 は、EBV ゲノム中の OriP
と呼ばれる領域にある特異的な塩基配列の
DNA に結合する。EBNA1 の DNA 結合機能は EBV
の発がん、不死化、悪性形質転換プロセスに
重要であることから（Noguchi et al., Cancer 
Sci, 2007）、EBNA1 と OriP DNA との結合を
阻害する化合物は、新規分子標的薬剤の有力
な候補になると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本 申 請課題 で は、ヒ ト がんウ イ ル ス
Epstein-Barr virus/EBVに対する新規分子標
的薬の開発を目指している。具体的には、DNA
に結合するピロールイミダゾールポリアミ
ド化合物に着目し、EBV発がんに重要なEBNA1
蛋白質の DNA結合を抑制する抗 EBNA1 阻害剤
の開発を目的とする。抗 EBV 薬は未だ上市さ
れていない中、EBV 治療薬としてピロールイ
ミダゾールポリアミドに着目した研究は世
界初であり、抗 EBNA1、抗 EBV 治療薬開発、
世界初のウイルス発がん阻害剤開発に貢献
するものと期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、OriP DNA 配列に結合して
EBNA1 の機能を阻害する化合物の開発を目指
し、（1）OriP 上の EBNA1 結合塩基配列に特
異性高く結合するピロールイミダゾールポ
リアミド化合物のデザインと合成、（2）合成
されたポリアミド化合物による EBNA1-OriP 
DNA の結合阻害確認の為の in vitro 実験、(3)
選択されたポリアミド化合物による抗 EBNA1
活性、抗 EBV 活性の薬理評価のための細胞レ
ベルでの実験、という 3つのステージの実験
を行う。(1)と(2)については、相互にデータ
をフィードバックしながら最適なポリアミ
ド化合物の合成を３カ年の間に繰り返す。 
 
４．研究成果 
(1)OriP DNA 配列に結合して EBNA1 の機能を
阻害する化合物の開発を目指し、OriP 上の

EBNA1 結合塩基配列に特異性高く結合するピ
ロールイミダゾールポリアミド化合物のデ
ザインと合成実験を行った。まず、OriP 上の
DS 領域の４カ所の DNA 配列 site 1〜4 に対
するポリアミド化合物 DSE1,2,3,4 を実際に
合成、精製した。また、本化合物を用いての
in vitro EMSA 用に大腸菌組換え蛋白質、
GST-EBNA を大量精製した。この組換え蛋白質
を用いたGST-EBNA1とoriP DNAとのin vitro 
binding EMSA assay の実験系を最適化した。
その過程で、GST-EBNA1 があまり高濃度に存
在すると、それにより塩基配列特異的な結合
よりも、GST-EBNA1 の非特異的な DNA 結合が
生じてしまうことが判明した。そのためより
選択的な実験条件を検討したところ、反応液
に少量のデタージェンを加味することで、よ
り塩基配列特異的なDNA結合が安定して見ら
れるようになった。この実験条件で、ポリア
ミド化合物と OriP DNA の結合を検討した結
果、マイクロモルオーダーでのポリアミド化
合物と OriP DNA との結合が確認された。さ
らに EMSA アッセイにより、その条件では一
つのポリアミド化合物に、EBNA1-DNA 結合の
阻害活性が認められた。 
（２）この化合物については、その標的とな
る DNA 塩基配列を確定させるために、in 
vitro の Footprinting assay を行い、確かに
目的の標的配列に結合している事が判明し
た。類似の構造のポリアミドでも検討したと
ころ、標的となる塩基配列はそれぞれ予想通
りEBNA1が結合するであろうと思われる配列
であったが、その結合力に違いがあることが
明らかになった。数種のポリアミドの標的
DNA の結合力は、EBNA2 と DNA の結合を阻害
する活性の強さと相関が見られた事から、こ
れらのポリアミドは、競合阻害により EBNA1
と DNAの結合を抑制していることが推測され
る。また、EBNA1 の結合サイトではあるが、
塩基配列が少々異なる site 1-4 についても
EBNA1-DNA 結合に対するポリアミドの阻害能
力も検定したところ、理論的に 100%マッチす
る塩基配列をもつオリゴDNAに対する阻害効
果が最も強かった事から、DNA とポリアミド
の結合力が、その阻害効果に極めて需要であ
ることが示唆された。 
（３）この化合物の細胞レベルでの薬理作用
を検討したところ、このポリアミド化合物は、
EBV 感染による正常 B 細胞の形質転換を顕著
に抑制することが示された。これらの結果、
EBV 感染がんに対する新規の分子標的薬とし
てEBNA1阻害化合物が有望である事が明らか
になった。 
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