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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)によって発症する B 細胞性リンパ腫

(PEL)に対する抗腫瘍化合物と KSHV のウイルス複製を阻害する抗 KSHV 化合物の開発を目

的としている。我々は、KSHV 感染特異的にがん細胞に対して殺細胞活性を示す抗腫瘍化合物

CNDAG を開発しているが、その作用機序は不明な点が多い。そこで、本研究において、CNDAG

の作用機序やヘルペスウイルスに対する複製阻害効を解析し、CNDAG の詳細な作用機序と新

しい薬理効果（抗ウイルス効果）を明らかにした。さらに、新規抗 PEL 化合物と抗 KSHV 化

合物の探索を行い、幾つかの候補化合物を同定すると共にそれらの作用機序も明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
Primary effusion lymphoma (PEL) is classified as non-Hodgkin's B-cell lymphoma associated 
with immunocompromised patients such as AIDS patients. PEL cells are universally infected 
with Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV). Previously, we had developed 
anti-tumor compounds, CNDAG and its derivatives, which induce apoptosis in PEL cells. 
To establish the effective treatment for PEL and KSHV infection, we have demonstrated 
the mechanisms of action of CNDAG and novel functions, namely anti-herpesviral activities. 
We furthermore identified sangivamycin, fullerene analogues and sodium valproate as new 
anti-PEL compounds. 
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１．研究開始当初の背景 

カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス
(Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus: 

KSHV)は健常者に感染すると深刻な疾患を
起こさずに潜伏感染する。しかし、感染者の
エイズ発症や免疫抑制剤投薬下の免疫不全
時に、KSHVはカポジ肉腫や原発性体腔性リン
パ腫(Primary effusion lymphoma: PEL)等の
日和見腫瘍を引き起こす。 

世界中のエイズによる死者は爆発的増
加を続け、収束する気配はない。一方、米国
や EU での臓器移植の増加に伴い、KSHV を含
むヘルペスウイルス汚染臓器によるレシピ
エントの新興感染や日和見腫瘍という新た
な問題が生じている。現在の日本では、HIV
感染者数の尐ないことや、臓器移植の件数が
尐ないため、KSHV感染症は問題視されていな
い。しかし、今後の日本において、臓器移植
の法整備が進み移植の件数が増加すれば、
KSHV 感染症とその治療法は重要な研究課題
となると考えられる。 

 
２．研究の目的 

我々は、KSHV感染特異的にがん細胞に障
害を与える抗腫瘍化合物 2’-C-cyano-2’- 
deoxy-1--D-arabinofranosylguanosine 
(CNDAG) と そ の 誘 導 体 類 (CNDAG-OMe, 
CNDAG-NH2など計 11種類)を開発した。CNDAG
は、アシクロビル(ACV)のプリン塩基と抗腫
瘍化合物 CNDAC(リボース部のシアノ基によ
り DNA 鎖切断反応を生じる)のリボース部の

ハイブリッド化合物である(図 1)。 
本化合物は、KSHVが感染した腫瘍細胞に

対して、より強く細胞増殖抑制とアポトーシ
スを誘導する。すなわち、本化合物は高い
KSHV選択性と、強い DNA合成阻害活性という
二つの優れた特徴を有しているが、薬物の作
用機序は不明な点が多い。そこで、本研究で
は、CNDAG とその誘導体類の作用機序、疾患
モデル動物内での薬効評価やヘルペスウイ
ルスに対する抗ウイルス効果（ウイルス複製
阻害効果）の解析を実施した。さらに、PEL

に対して細胞増殖阻害活性を有する新規抗
PEL化合物とKSHV複製を阻害する抗ウイルス
化合物の探索も行った。 

本研究により新規抗ヘルペス薬の開発
に成功すれば、日和見感染症におけるヘルペ
スウイルスの制圧と制御が可能となり、エイ
ズ治療や臓器移植への大きな貢献となる。 
 
３．研究の方法 
(1)薬物の抗腫瘍活性の解析（PEL細胞に対す
る増殖阻害活性） 

KSHV感染 B細胞性リンパ腫（PEL株）と
して HBL6、BCBL1、BC2、BC3、JC1 を、KSHV
非感染リンパ腫株として DG75、Ramosを用い
て各種薬物の細胞増殖抑制効果を解析した。
細胞培養液に薬物を添加してから 24 時間後
に生細胞数を測定する。一方、各種薬物を細
胞培養用培地へ添加し、経時的に細胞（また
は培養上清）を回収する。その後、細胞抽出
液や DNAを調製し、ウエスタンブロット解析
や ELISA、リアルタイム PCR による DNA の定
量を、逆転写リアルタイム PCR による mRNA
の定量を行い、薬物により誘導される遺伝子
発現、細胞内シグナル伝達やアポトーシスの
挙動を解析した。 
 
(2)ヘルペスウイルスに対する増殖阻害活性
の測定 
① リアルタイム PCR を用いた抗ウイルス活
性の評価 
KSHV (EBV): KSHV感染 PEL細胞（または EBV
感染 B98.5細胞）をホルボールエステル処理
（または抗体処理）し、溶解感染へと移行さ
せ、培地中に放出される孫ウイルス DNA量を
リアルタイム PCRにより解析した。 
 
②細胞変性効果(CPE)の測定による抗ウイル
ス活性の評価 
HSV: Vero 細胞に HSV (HF, SAVAGE, KOS 株)
を感染後、薬物を含む重層培地で Vero 細胞
の培養を行う。1-2 日後、クリスタルバイオ
レットで細胞を染色する。ウイルス粒子の複
製に伴って生じる細胞変性効果(CPE)による
プラークを測定することで抗ウイルス活性
を算出した。 
サイトメガロウイルス(CMV): HF 細胞、また
は HEL細胞に CMV(AD169, Town, GFP導入 Town
株)を感染後、薬物を含む重層培地で細胞の
培養を行う。培養後に生じる CPE（プラーク）
を測定することで抗ウイルス活性を算出し
た。 
水痘帯状疱疹ウイルス(VZV): MeWo 細胞に
VZV(OKA株)を感染後、薬物を含む重層培地で
細胞の培養を行う。培養後に生じる CPE（プ
ラーク）を測定することで抗ウイルス活性を
算出した。 
 

CN DAG CNDAC

HO

HO

O

ACV

NH 2

O
HO

HO

CN

CN DAG-OM e OMe

N

N

NH 2N

N

O
HO

HO

CN

CN DAG-N H 2

N

N

NH 2N

N

NH2

N

NHN

N

O

N H 2O
HO N

NHN

N

O

N H 2O
HO

ACV

プリ ン塩基がv-TKに
選択的に認識される

O
N

N

HOHO

HOHO

CNCN

NH 2NH 2

O

CN DAC

糖部のCN基由来の強力な
DN A鎖切断活性を有する

NH

NN

N

O

CN

図1. 抗ウイルス薬と抗がん薬のハイブリッド化合物の設計



(3)ウイルス TK発現細胞株の樹立 
ME180, H1299, Ramos 細 胞 に

KSHV-TK(ORF21)in pCIneo ベクターを遺伝子
導入し G418 による選択とウエスタン解析に
よるウイルス TK 発現有無の確認により、安
定的 KSHV-TK(ORF21)発現細胞株を作成した。
この TK 発現細胞株と非発現株の細胞培養用
培地に CNDAGを添加し、細胞数の減尐を測定
することで、KSHV の発現する TK によるモノ
リン酸化が CNDAG の KSHV 感染特異的な抗腫
瘍効果に起因するのか否か解析した。 
 
(4)薬物の作用機序解析 

各種薬物を細胞培養用培地へ添加し、経
時的に細胞（または培養上清）を回収する。
その後、FACS解析、ウエスタンブロット解析、
ELISA、リアルタイム PCRによるウイルス DNA
の定量を行い、薬物の作用機序を解析した。 
 
(5)疾患モデル動物における抗腫瘍効果 

免疫不全マウス（ヌードマウス）に PEL
細胞を尾静脈から移植後、各種薬物の静脈投
与を連日 1 回、実施した。移植後１週間後、
マウス全肺に含まれる PEL細胞数をリアルタ
イム PCRにより測定し、薬物の抗腫瘍活性を
評価した。 
 
４．研究成果と考察 
(1) CNDAGの作用機序の解明 
(1)-① KSHV感染特異的な抗腫瘍効果 

KSHV の TK(ORF21)発現細胞株（ME180, 
H1299, Ramos 細胞）と非発現株に対する
CNDAG（その誘導体類を含む）の感受性の比
較により、KSHV の発現する TK によるモノリ
ン酸化が CNDAG の KSHV 感染特異的な抗腫瘍
効果に起因するのか否か解析した。その結果、
一過的でも安定的でも KSHVの TKを発現した
がん細胞(ME180, H1299, Ramos 細胞）は、
CNDAG の培地添加により、その細胞数を顕著

に減尐させた(図 2)。 
ACVはウイルスのチミジンキナーゼ（TK）

よりモノリン酸化されることで活性化体と
なるプロドラッグであり、ウイルス感染細胞
への選択性が極めて高い。CNDAG は ACV のプ
リン塩基と DNA 鎖切断活性を持つ CN-リボー
スのハイブリッド化合物である。それ故、
KSHV 感染細胞内では薬物は KSHV がコードす
る TK(ORF21)によりモノリン酸化を受けるが、
非感染細胞内ではリン酸化されないために、

CNDAGはKSHV感染選択的な細胞毒性を発現す
ると考えられる。 
 
(1)-② CNDAG誘導体の細胞内での代謝 

我々は、CNDAG の塩基部にメトキ基やア
ミノ基を導入した OTW1-18-1(CNDAG-OMe)や
SAI22-6-1(CNDAG-NH2)を含む 7種類の誘導体
を設計、合成した。これらの CNDAG誘導体は
物性の改善や細胞内での安定性向上を狙っ
たものであり、細胞内の Adenosine deaminase 
(アデノシンデアミナーゼ)により CNDAGに変
換されること予想して設計・開発された。事
実、CNDAG-OMe と CNDAG-NH2 は CNDAG とほぼ
同等の KSHV 感染特異的な殺細胞活性を有し
ている。そこで、アデノシンデアミナーゼ阻
害薬 Deoxycoformycin による CNDAG-OMe と
CNDAG-NH2 の PEL 細胞に対する殺細胞活性の
影響を解析した。その結果、アデノシンデア
ミナーゼ阻害により、CNDAG-OMeと CNDAG-NH2
は KSHV 感染細胞に対する殺細胞活性を喪失
した(図 3)。このことから、CNDAG-OMe や
CNDAG-NH2 等の CNDAG 誘導体は細胞内のアデ
ノシンデアミナーゼにより CNDAGに変換され
ることが明らかにされた。 

(1)-③ CNDAG のアポトーシス誘導機構と疾
患モデル動物における抗腫瘍効果 

CNDAG のウイルス感染特異的な殺細胞活
性は本薬物による DNA合成阻害による DNA損
傷シグナルによるアポトーシスに起因する
と考えられる。ウエスタンブロット解析と
FACS解析により、CNDAGの培地添加によりPEL
細胞は p53の増加とカスパーゼ 7の活性化が
確認できた。さらに、CNDAG は PEL 細胞内の
Chk1/2のリン酸化（活性化）を惹起すること
から、CNDAG による DNA 鎖切断により PEL 細
胞内の ATM・Chk1/2依存的なアポトーシスが
誘導されたことが明らかとなった。 

また、ヌードマウスに PEL細胞を移植し、
PEL のモデルマウスを作製し、CNDAG-OMe と
CNDAG-NH2 の尾静脈投与により、CNDAG の抗
腫瘍効果を測定した。その結果、CNDAG 誘導
体投与群は、非投与群と比較して、約 20％程
度 PEL 細胞数が減尐したことから、in vivo
においても、CNDAG の PEL に対する抗腫瘍効
果が確認された。 
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Fig. 2 ウイルスが発現するTKはCNDAGの殺細胞活性に必須である
（恒常的KSHV-TK発現細胞のCNDAG感受性）
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Fig. 3 CNDAG-OMeや-NH2はアデノシンデアミナーゼによりCNDAGに変換される

（アデノシンデアミナーゼによるCNDAG誘導体の殺細胞活性阻害）



(1)-④ 遺伝子改変(GFP導入)CMVの作製 
米国 Johns Hopkins大学医学部との共同

研究により、サイトメガロウイルス(GCV)の
ゲノムに GFPとルシフェラーゼ遺伝子を組み
込んだ蛍光性 CMV と発光性 CMV を作製した
（挿入部位や用いたベクター等の詳細な記
述は控えています）。これら蛍光性（または
蛍光性）の遺伝子組み換え CMVは、野生型 CMV
と比較して、感染性やウイルスの増殖性に変
化は見られなかった(図 5右上)。また、これ
ら蛍光・蛍光性 CMVは、蛍光・発光測定用マ
ルチプレートリーダーによりハイスループ
ットなウイルス量測定や抗ウイルスの薬物
スクリーニングの解析が可能となった。アッ
セイに用いる薬物量を既存のプラークアッ
セイを用いた場合と比較して、約 95%節約す
ることが可能となった。 
 
(1)-⑤ CNDAGの抗ヘルペスウイルス効果 

CNDAG は抗ヘルペスウイルス薬 ACV のプ
リン塩基と DNA 鎖切断活性を持つ CN-リボー
スのハイブリッド型抗腫瘍化合物であるこ
とから、我々は CNDAGの新しい薬理作用とし
て抗ウイルス活性に着目した。そこで、CNDAG
とその誘導体類のヘルペスウイルスに対す
るウイルス複製阻害効果を解析した。標的と

したヘルペスウイルスは、単純ヘルペスウイ
ルス１型(HSV-1)、単純ヘルペスウイルス 2
型(HSV-2)、水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)、ヒ
トサイトメガロウイルス(CMV)、EBV、KSHVで
ある。 

その結果、CNDAG と一部の誘導体は、
HSV-1/2 に対して ACV と同程度の抗ウイルス
活性（IC50は 10-5 M）を示し、VZVと EBV
に対しては顕著な抗ウイルス活性は示さな
かった。また、CNDAGは、KSHVと CMVに対し

てはガンシクロビルと比較して、5-10倍強い
抗ウイルス活性を有していた(図 4,5)。CNDAG
の CMVと KSHVに対する IC50は 0.5 Mと 0.05 
Mであった。 

CNDAG とその誘導体類は、ヘルペスウイ
ルスの発現する TK 酵素により活性化体とな
りウイルス DNA合成を阻害することで、抗ウ
イルス活性を有していると推察される。 
 
(2) 新規抗 PEL化合物と抗 KSHV化合物の探
索 
(2)-① PELに対して細胞増殖阻害活性を有
する新規抗 PEL化合物の探索 

我々は、PEL に対する抗腫瘍活性を有す
る化合物のスクリーニングを実施し、抗 PEL
化 合 物 と し て 7-Deaza-7- 
carbamoyladenosine (Sangivamycin)とピロ
リジニウム型フラーレン誘導体、さらに IL-2
と IL-10を見出した。Sangivamycinはアデノ
シン誘導体でありプロテインキナーゼＣの
阻害効果を持つ。さらに、これらの作用機序
を解析した結果、サンギバマイシンは腫瘍細
胞内の MAPK経路を阻害し、PEL細胞にアポト
ーシスを誘導していることを明らかにした。
ピロリジニウム型フラーレン誘導体は Chk2
経路を活性化と p53 の安定化を誘導して PEL
細胞にアポトーシスを誘導していることを
明らかにした。 

一方、IL-2及び IL-10の PEL細胞の培地
添加により、KSHV感染 PEL細胞はウイルスの
産生を開始し（溶解感染への移行）、PEL細胞
の生細胞数を減尐させた。また、IL-2処理は
PEL 細胞内のリン酸化 ERK を増加させたこと
から、IL-2のウイルス再活性化には、PEL細
胞内の ERK1/2 経路が関与していることが示
唆された。 
 
(2)-② KSHV複製を阻害する新規抗KSHV化合
物の探索 

次に、KSHVの複製阻害剤活性を有する抗
KSHV化合物の探索を行った。TPA処理したBC3
細胞から産生されるウイルスをリアルタイ
ム PCR にて定量することで、抗 KSHV 化合物
のアッセイを行った。その結果、HDAC阻害剤
のバルプロ酸、さらに、核酸誘導体であるソ
リブジンに GCVと同程度のウイルス複製阻害
活性があることを明らかにした。 
 

B 細胞性リンパ腫(PEL)に対して抗腫瘍
活性を持つ CNDAGはヘルペスウイルスへの選
択性と強力な DNA合成阻害活性という二つの
優れた特徴を持つ。本研究により、CNDAG と
その誘導体類は、KSHVが感染した腫瘍細胞に
対してのみアポトーシスを誘導する。つまり、
本薬物は KSHV 感染特異的抗がん化合物であ
るが、KSHVや CMV等のヘルペスウイルスに対
してもウイルス増殖抑制効果を有している
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Fig 4 CNDAG-OMeによるKSHV複製阻害(ACV,GCVとの比較）
BC3細胞にTPAと同時に各種化合物を添加し、3日後の

KSHV量をリアルタイムPCRにより測定した。

1. OTW 3-17-1 CNDAG 0.51

2. OTW 1-18-1 (Ome) 0.18

3. SAI 22-6-1 (NH2) 0.42

4. GCV 1.28
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(scale bar; 10 m)
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Fig 5 CNDAGと誘導体(-OMe, -NH2)によるGFP導入CMVの複製阻害
HFF細胞にpp28-GFP-HCMVをCNDAG(OTW 3-17-1)の共存下で感染させ、

24時間後の蛍光（ウイルス量）を測定し、ウイルス量を算出した



ことが証明された。抗腫瘍化合物 CNDAGが次
世代の抗ヘルペスウイルス薬として臨床応
用されることが期待される。 
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