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1．はじめに

Epstein-Barrウイルス（EBV）は in vitroで効率的 B細
胞不死化能を示すヒトヘルペスウイルスであるが，臨床的
にはバーキットリンパ腫や免疫抑制患者の日和見リンパ球
増殖症，ホジキンリンパ腫などの B細胞性腫瘍だけでなく，
上咽頭癌，胃癌といった上皮性腫瘍，さらに鼻性あるいは
鼻型 T，NKリンパ腫といった多様な組織由来のヒト癌に
関連する 1-5）．また，慢性活動性 EBV感染症，種痘様水
疱症は小児に多くみられる予後不良疾患であり，その本態
はやはり EBV感染 Tないし NK細胞を主体とする単／寡
クローン性増殖である 6,7）．米国研究機関の推計によれば，

世界でのこれら EBV 関連疾患の年間新規発生数は 50万
人以上にのぼり 8），本邦でも日和見リンパ球増殖症や慢性
活動性 EBV感染症を含めると，毎年 1万人近くが新たに
罹患すると考えられる．EBV関連腫瘍性疾患は概して経過
が aggressiveであり，抗ウイルス剤は無効，通常の抗癌化
学療法や放射線療法に対しても抵抗性，易再発性のものが
多い．EBV関連疾患の分子生物学的診断，経過のモニタリ
ング法は既にほぼ確立をみたが，反面，生命予後の大きな
改善に結びつくような効果的な新規治療法の開発研究に見
るべき格段の進展がないまま今日に至っている．これは
EBV関連腫瘍性疾患の発生母地組織が多岐にわたり，しか
も疾患によって異なる潜伏感染遺伝子の発現パターン（潜
伏感染型，Latency I，II，IIIに分類される）を呈する
1,9,10）といった理由から，EBV 関連腫瘍に普遍的に有効な
治療戦略が立てにくいことも一因となっている．
一方，近年 EBV陽性腫瘍細胞の悪性形質が EBVあるい
は特定の EBV潜伏感染遺伝子に大きく依存していること
を示す多くの具体的実験成績が蓄積されてきた 11-19）．した
がって EBV陰性腫瘍に比べて，むしろここに EBV陽性腫
瘍に対するウイルス特異的な癌治療理念形成の余地がある．

4. Dominant-negative EBNA1による EBウイルス腫瘍の抑制
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Epstein-Barr virus（EBV）nuclear antigen 1（EBNA1）は EBV感染増殖細胞で普遍的に発現さ
れ，環状 EBVゲノム（episome）が感染細胞内で複製・維持されるために必須な唯一のウイルス蛋白
である．したがって EBNA1は，格好の EBV陽性腫瘍の治療標的分子になりうると考えられる．我々
は，野生型（wild-type, wt）EBNA1の N末側ドメインの大半を欠失する EBNA1変異体を独自に作
製，これが wtEBNA1の機能を阻害することで，latency type，cell typeを問わず高率に感染細胞か
ら EBV episome脱落を促進する dominant-negative（dn）EBNA1であることを明らかにした．さらに
この dnEBNA1はウイルス episomeの追い出しに伴い，EBV陽性バーキットリンパ腫細胞の悪性増殖
形質の抑制にも機能することが in vitro，in vivoで確認された．この結果は，dnEBNA1が様々な
EBV腫瘍に対し汎用性を有する理想的な新規の特異的遺伝子治療用分子となりうることを示している．
ウイルスのゲノム自体を細胞から駆逐するという治療理念は，EBVと同様 episomeとして細胞に持続
感染する他のウイルスによる難治性疾患にも応用できる可能性がある．また，この dnEBNA1の活用
により，従来否定的な意見が多かった EBNA1の直接的な細胞増殖亢進への関与が明らかにできるも
のと期待される．
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EBVそのものを感染腫瘍細胞から駆逐できれば，腫瘍細胞
に増殖停止／細胞死，あるいは少なくともその増殖能の著
しい低下を誘導することができると考えられる．つまり
EBVの存在自体を標的とする遺伝子治療の可能性である．
我々はこの治療理念に基づき，EBV episome（後述）の

複製・維持システムにとって唯一必須なウイルス蛋白であ
る EBV nuclear antigen 1（EBNA1）遺伝子の欠損変異体
を作製，これを EBV陽性腫瘍に導入することで極めて迅
速かつ効率的に細胞からの EBV episomeの「追い出し」
に初めて成功した 20）．ここではこの dominant-negative
EBNA1（dnEBNA1）に関する研究経緯とともに，これま
でに提案されてきた EBV特異的遺伝子治療の可能性につ

いて通覧する．

2．EBNA1の機能とドメイン構造

EBVゲノムは通常，染色体外環状 DNA（episome）とし
て存在し，細胞染色体に integrateされるのはごく少数に
過ぎない 9）．EBV episomeは 1細胞あたり数コピーから
数十コピー存在するが，EBNA1が複製起点（origin of
plasmid replication，oriP）の認識配列に結合する機構に
より，細胞内で安定に複製・維持され，結果，感染細胞に
増殖能が持続して賦与される 9,13,21）．EBNA1蛋白の oriPへ
の結合はまた，oriP下流の BamHI-C領域に存在するEBNA
転写プロモーター（Cp； Latency IIIで活性化している）

図 1 作製した EBNA1 変異体の構造と発現

（A）変異体（mtEBNA1）構造の wtEBNA1機能ドメイン（上）との比較．境界線上の数字は B95-8株 EBV由来のアミノ酸

残基番号を示す．NLS: nuclear localization signal; USP7B: ubiquitin-specific protease 7 binding domain．（B）アデノウイルスベ

クターによる mtEBNA1発現のウェスタンブロット解析．Adv5-DNE1 cls.1~3： mtEBNA1遺伝子搭載ベクターの 3クロー

ン接種； Adv5-AKE1： wtEBNA1遺伝子搭載ベクター接種対照； Adv5-LacZ：β-gal遺伝子搭載ベクター接種対照．EBV陰

性胃癌細胞株 NU-GC-3にMOI＝ 2～ 5で導入後 3日目．mtEBNA1蛋白（約 21 Kd），wtEBNA1蛋白（約 82 Kd）の発現が

認められる．抗体プローブは EBV陽性リンパ腫患者血清の 100倍希釈．
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や 22），episome上で 10 kb以上離れた latent membrane
proteins 1, 2B（LMP1/2B）転写プロモーターに対して
enhancer活性を発揮する 23）．EBNA1蛋白は BamHI-Q領
域に存在する別の EBNA転写プロモーター（Qp； Latency
I，IIで活性化）近傍の DNAエレメントにも結合し，Qp
の転写活性を自己制御することも知られている 24,25）．この
ような機能の発現には EBNA1分子が二量体を形成するこ
とが必須である 26）．

EBNA1蛋白は 641アミノ酸からなり（prototypeである
B95-8株 EBV: GenBank accession no. AJ507799），近年その
機能ドメインの局在がかなり明らかとなってきた（図 1A）．
特に episome複製と分裂細胞への episome分配（細胞染色
体への tethering）にかかわるドメインとして DNA linking
domainと N末側の glycine-arginine rich domain27-29），ま
た認識塩基配列への結合と二量体形成を担う DNA binding/
dimerization domain26），核局在シグナル（nuclear localization
signal, NLS）は重要である．その他，エンハンサー機能に
関係する transactivation domain27,29）が同定されている
（C末側最尾の acidic tailもこの機能を持つとの成績もあ
る）．EBNA1の免疫逃避にかかわる領域は glycine-glycine-
alanine repeats domainであることが明らかとなっている
30,31）．EBNA1の機能ドメインに関するより詳細な情報は，
すぐれた総説（文献番号 32，33）があるのでそちらを参照
されたい．最近，EBNA1の oncogenicな機能（細胞生存
あるいは apoptosis抑制）と密接に関連する可能性がある
ドメインとして ubiquitin-specific protease 7 binding
domainが新たに同定され 34），注目を集めている（後述）．

3. EBNA1変異体（mutant（mt）EBNA1）の構築

我々の目指す新規治療理念に沿い，wtEBNA1の機能阻
害により細胞からの「EBVゲノム追い出し」に作用する変
異体分子の作製を試みた．明らかにされている wtEBNA1
の機能ドメイン構成をもとに，B 9 5 - 8 株 E B V 由来

wtEBNA1コード領域 BKRF1中，N末側の Gly2-Ala repeats
と DNA linking/looping domain に相当する segmentを欠
き，NLS，dimerization/DNA binding domainのみを残存
する EBNA1変異体（mtEBNA）遺伝子を構築した（図
1A）．この変異体は二量体を形成して認識 DNA配列に結
合するが，ゲノム複製能を欠くと予想される 20）．類似の変
異体を用いた解析で，wtEBNA1安定発現細胞での人為的
o r i P プラスミドの複製・維持，および C p に対する
wtEBNA1のエンハンサー活性が阻害されることは示され
ている 35）．しかし EBV episome自体の細胞内複製・維持
に対する阻害効果は未知であり，我々はまず独自に作製し
たmtEBNA1がこの作用を有するかどうかを検討した．

4. mtEBNA1の EBV episome脱落促進作用

EBNA1変異体の導入発現には E1/E3欠損組換え 5型ア
デノウイルスベクター（Adv5）36）および Adv5ファイバー
を 35型のもので置換したベクター（Adv5/35f）37）を用い
た（図 1B）．被験細胞は Bリンパ球系，Tリンパ球系，上
皮細胞系の各種 EBV陰性細胞株に，ネオマイシン耐性遺
伝子（neor）をウイルスゲノム内に挿入した組換え EBV
（rEBV）38）を感染させ，G418選択にて人為的に樹立した
EBV陽性変換細胞株（latency type I～ III型を呈するも
のそれぞれを準備）である 38-41）．これら陽性変換細胞株は
rEBVゲノムの脱落・保持のモニターが可能であり，しか
も Adv5あるいは Adv5/35fのいずれかにより >80%の高
い遺伝子導入率が得られる 20）．事前に導入遺伝子発現に適
した転写プロモーター，至適ベクター感染価（multiplicity
of infection，MOI）を細胞ごとに厳密に決定した．

mtEBNA1導入ベクター（Adv5-DNE1，Adv5/35f-DNE1）
を rEBV陽性変換細胞に接種後の細胞内ウイルスゲノム
（episome）量の推移を経時的に検討した．その結果，対象
とした 4つの陽性変換細胞株いずれにおいても G418非添
加培養で，mtEBNA1導入後 3日目より定量 PCR検索で有

図 2 mtEBNA1 導入による細胞からの EBV episome 脱落

EBER1 in situ hybridization．NU-GC-3/rEBV細胞（上皮系，Latency I；本文参照）での成績を代表して示す．G418非存在

下で培養した細胞にベクター接種（MOI = 20）後 9日目の結果．Adv5-DNE1接種で EBER1陽性細胞（核が濃染）の著減を

認める．NU-GC-3は EBV陰性親細胞株の対照．（× 100）
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図 3 dnEBNA1 導入によるバーキットリンパ腫細胞からの EBV episome 脱落と増殖抑制

本来 EBV陽性のバーキットリンパ腫細胞株Mutu Iと Akata-ECでの結果．（A）dnEBNA1発現のウェスタンブロット解析．

Adv5-DNE1あるいは Adv5-LacZ接種 3日後．Mutu I細胞にはMOI = 2で，Akata-EC細胞にはMOI = 10で接種．Mock：ベ

クター非接種対照．293/DNE1： dnEBNA1安定発現 293細胞クローン（陽性対照）．Mutu I細胞では wtEBNA1量の低下が

見られるが，Akata-EC細胞では認められない（本文参照）．(B）Real-time PCRによる経時的 EBVゲノム定量結果．ベクタ

ー非接種対照（Mock）に対する相対値（％）で表わした．Mutu I細胞ではウイルスゲノム量が著明に低下するが，Akata-

EC細胞では変化がない（本文参照）．PCR primerは EBVゲノム BNLF1領域に設定し，培養中には lytic cycle genomesを除外

する目的で aciclovir 0.1 mMを持続的に添加した．（C）FISH法による single cellレベルでの EBVゲノム脱落の確認．Mutu

I細胞に Adv5-DNE1あるいは Adv5-LacZをMOI=2で接種後 6日目の結果．シグナル dotを持つ細胞が EBVゲノム陽性．

Adv5-DNE1接種の場合のみ，51%の細胞が EBVゲノムシグナル陰性となっている（p < 0.01，t検定）．BJABは EBV陰性

対照．（× 200）(D) 増殖阻害効果．ベクター接種後の細胞増殖動態をWST-1アッセイにて検討した結果．ベクター非接種対

照（Mock）に対する Adv5-DNE1，Adv5-LacZ接種での生細胞の相対値（％）．Mutu I細胞，Akata-EC細胞いずれにおいて

も dnEBNA1による増殖の有意な抑制（＊ p < 0.01）が認められる．有意差検定は ANOVAならびに post-hoc Dunnett test

によった．

意なウイルスゲノムの低下が認められ，また EBER1 in
situ hybridizationにて個々の細胞レベルでも感染細胞率
の著減が確認された（図 2）のに対し，lacZ導入対照では
観察期間中，ほぼ 100％の細胞が EBER1陽性のままであ
った（図 2）．同様の実験を G418 存在下で行った場合，
mtEBNA1を導入した rEBV 陽性変換細胞はいずれも 4～
5日後には lacZ導入対照の 16~20%程度にまで生細胞数が
落ち込んだ（結果省略，文献番号 20参照）．この G418抵

抗性の喪失はすなわち mtEBNA1が機能した細胞からの
rEBV episomeの完全脱落を意味する．ウェスタンブロッ
ト上でも，導入したmtEBNA1蛋白は約 9日間検出された
一方，rEBV episome由来の wtEBNA1蛋白量は日を追っ
て低下し，これもウイルスゲノムの減少を反映していると
考えられた（結果省略，文献番号 20 参照）．以上から，
我々の作製した mtEBNA1 は dominant-negative 体
（dnEBNA1）として機能することが明らかとなった．
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5. EBV腫瘍増殖に対する dnEBNA1の抑制効果

dnEBNA1が本来 EBV陽性の腫瘍細胞に対しても同様に
ウイルスを追い出し，それに伴って細胞の悪性増殖も抑制
するかどうかを，バーキットリンパ腫細胞株Mutu I 42）と
Akata-EC 19,43）（その増殖は EBV依存性が高いとされる）
を対象に検討した．両細胞株ともに約 50～ 60％の遺伝子
導入率であり，十分量の dnEBNA1発現も確認された（図
3A）が，Mutu Iで有意な EBVゲノムと wtEBNA1発現
量の著明な減少を認めたのに対し，Akata-ECではほとんど
減少を認めなかった（図 3A, B）．この結果は fluorescence
in situ hybridization（FISH）（図 3C），EBER1 in situ
hybridization（結果省略）による観察でも確認された．と
ころが dnEBNA1導入後の経時的細胞増殖動態をみると，
Mutu I，Akata-EC両細胞株ともに LacZ導入対照および

mock対照に比べて，日を追って生細胞が減少し，6日後に
は対照のおよそ 1/2程度にまで低下した（図 3D）．この観
察結果，つまり両細胞株での見かけ上のウイルス陰性細胞
率の相違は次のように説明できる．すなわち，どちらの細
胞でも dnEBNA1発現により多数の EBV episome脱落ク
ローンが生じるが，Mutu Iの EBV陰性化クローンは増殖
が停止ないしは著しく抑制されるものの生存可能であるの
に対し，Akata-ECの EBV脱落クローンは早期に細胞死に
至るためと理解される 20）．実際，Akata-ECでは dnEBNA1
導 入 後 ま も な く よ り Annexin V陽 性 細 胞 （ early
apoptosis）が 25%程度検出されたが，Mutu Iでは数 %
に過ぎなかった 20）．
この dnEBNA1の腫瘍増殖抑制効果は，SCIDマウスの

皮下に形成させたMutu I細胞移植腫瘍に対する腫瘍塊の
有意な退縮および造腫瘍阻止として，in vivoでも確認す

図 4 BL 腫瘍細胞に対する dnEBNA1 の in vivo 増殖抑制効果

(A) in vivo腫瘍増殖抑制効果．SCIDマウスの皮下にMutu I細胞 107個を移植して形成させた腫瘍塊（移植後 9～ 11日目）

に Adv5-LacZ（'L'で示す）および Adv5-DNE1（'D'で示す）の 108 p.f.u.を直接注入し，さらに 9日後の例． (B) 各ベクター処

理群，対照群（PBS注入）での摘出腫瘍のサイズ（重量）測定結果．＊ p < 0.01（Mann-Whitney U test）．
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ることができた（図 4，および文献番号 20参照）．

6. dnEBNA1の安全性

dnEBNA1の細胞毒性を検討するため，ヒト正常 fibroblast
（MRC-5細胞）に Adv5/35f-DNE1を接種し（図 5A），同
一条件で Adv5/35f-LacZを接種したもの，および未処理の
MRC-5とで増殖曲線を比較検討した，いずれの細胞群間に
おいても経時的生細胞数に差異は認められず，dnEBNA1
発現自体に起因する細胞傷害性はないものと考えられた
（図 5B）．NU-GC-3，BJABなど他の EBV陰性細胞を用い
た場合でも同様の結果であった（結果省略，文献番号 20参

照）．

7. 治療用分子としての dnEBNA1の利点

多彩な EBV関連腫瘍性疾患に対するウイルス標的治療
を考える時，いかにして各疾患への汎用性と感染細胞特異
性を持たせるかが課題となる．従来，EBV 特異的遺伝子
治療に関しては，
①　いわゆる“EBVoriP（EBV-based）ベクター”に自殺
遺伝子（cytosine deaminase）を組み込み，腫瘍細胞
から供給される EBNA1によってこの殺細胞 oriPベク
ターが腫瘍細胞内でのみ維持される 44），あるいは oriP

図 5 dnEBNA1 の安全性

(A) EBV陰性正常細胞の増殖への影響．Adv5/35f-DNE1接種（MOI = 10および 20）後のヒト線維芽細胞 MRC-5での

dnEBNA1発現のウェスタンブロット解析．いずれのMOI値でも十分量の dnEBNA1発現が見られる．(B) WST-1アッセイ．

縦軸（細胞増殖）は直接の吸光値を示す．Adv5-DNE1接種と Adv5-LacZ接種間に増殖の差は認めない（p = 0.386，ANOVA

および post-hoc Tukey test）．
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の下流に heterologous promoter駆動の自殺遺伝子
（p53）を配置し同様に細胞から供給される EBNA1の
oriP結合にもとづくエンハンサー活性により p53を発
現させる 45）

②　EBVの B細胞不死化蛋白のひとつである EBNA2 依
存的に活性化する EBNAプロモーター Cpを利用し，
Cpの制御下に自殺遺伝子（HSV-1 tk）を発現させる
治療用ベクター 46）

③　EBV最初期遺伝子 BZLF1/BRLF1を外来導入して強制
的に lytic cycleを誘導，同時にガンシクロビル投与に
よって感染腫瘍細胞を溶解死させる試み 47,48）

④　主要な EBV発癌蛋白とされる LMP1あるいはそのシ
グナル経路を阻害する戦略 49）

⑤ mini-EBV50）あるいは pseudo-EBV virion44）を利用す
る方法

が主な研究成果として報告されてきた．しかし，①は
EBNA1-oriPシステムを逆利用する点で優れているが，正
常な細胞（分裂速度の遅い）にも一時的に傷害が及ぶ可能
性があり，また“EBVoriPベクター”は環状 DNAでない
と機能せず，いかにして gene deliveryを行うか（通常の
ウイルスベクターは環状 DNAを導入不能）が問題となる
44）．また EBNA1-oriPのエンハンサー活性制御による自殺
遺伝子発現は，期待されるほどの厳密な発現コントロール
が得られるのかに疑問が残る 45）．②も EBV遺伝子発現調

節機構を巧みに利用するものであるが，EBV陽性腫瘍細胞
の大半は EBNA2陰性（Latency I，II）であり，この場合に
は無効となる．また③については，BZLF1/BRLF1自体の
多彩なトランス活性化能により正常細胞への悪影響が懸念
されること，必ずしも BZLF1/BRLF1が移入・発現された
腫瘍細胞の全てが lytic cycleには入らない（上咽頭癌では
むしろ lytic cycle誘導刺激に抵抗性となることが癌化に必
要との報告もある），など実用上の問題点を有する．④は当
然ながら LMP1陰性（Latency I）の腫瘍には効果が期待
できず，さらに LMP1が関与するシグナル経路は実に多岐
にわたるため，腫瘍特異的な阻害法でなければ正常細胞に
も不測の傷害が及ぶ可能性がある．発現される EBV潜伏
感染遺伝子の組み合わせで各 latency typeが定義されてい
るものの，症例ごとに個々の腫瘍細胞をみると latencyに
heterogeneityが認められるとの観察結果もあり 51-53），特
定の latencyプログラムで機能するような遺伝子治療シス
テムの設計は有用性が劣るものとなる．⑤も EBVの特性
を活かした方法だが，B細胞を主体とする EBVレセプター
（CD21）陽性の細胞にしか遺伝子導入できず，酵素等の補
充療法としては有効であろうが，抗腫瘍療法に活用するに
はやはり限界がある 44,50）．いずれも一長一短である．
他方，我々の dnEBNA1を利用する方法はこのような欠

点を克服するものであり，ユニークな作用標的，汎用の可
能性をあわせ持つと考えられる．つまり，（1）異なる組織

図 6 dnEBNA1 の抗腫瘍機序

dnEBNA1は wtEBNA1の oriP結合に対する直接的競合阻害だけでなく，wtEBNA1の転写プロモーターである Cp（Latency

IIIで active）活性を低下させる，あるいは Qp（Latency Iと IIで active）近傍の DNA配列（negative regulatory element of Qp，

NRE）にも結合し，Qp活性を負に制御することによって，いずれにしても wtEBNA1の de novo合成を抑制する．その結

果，EBV episomeの複製・維持を間接的に阻害する．また，おそらくは wtEBNA1と heterodimerを形成することで

wtEBNA1の ubiquitin-specific protease 7（USP7）との結合も阻害し，p53の上昇を招き，EBV陽性腫瘍細胞のアポトーシスを

誘導するといった複数の機序によって，抗 EBV作用を発揮するものと推定される．（本文参照）
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由来の腫瘍にも適用可能，（2）Latency typeを問わない，
（3）実験室 EBV株など特定のウイルス株だけでなく野生
株 EBVにも有効，（4）EBV特異性が高く，かつ正常細胞
には傷害性がない，といった治療学的特性を有する．実際
我々の検討から，バーキットリンパ腫細胞だけでなく，慢
性活動性 EBV感染症や鼻性・鼻型リンパ腫（T/NK細胞
株），慢性膿胸リンパ腫や EBV不死化 Bリンパ球（B細胞
株），胃癌（上皮細胞株）に対しても同等の EBV駆逐作用
を発揮することがわかっている（論文執筆中）．我々の
dnEBNA1の具体的抗 EBV作用メカニズムについては単純
に wtEBNA1の oriP結合に対する競合阻害だけでなく複数
あると推定されるものの，dnEBNA1が効果を発揮する
dnEBNA1: wtEBNA1分子量比も含めてまだ不明の点もあ
る．現時点で解析中の事項とともに想定される作用機序を
図 6にを示す．

8. 今後の課題と展望

これまで述べてきたように，dnEBNA1は EBVを丸ごと
細胞から追い出すという，EBV関連腫瘍性疾患に対するウ
イルス特異的治療用分子として従来にない革新的有用性を
持つと考えられる．今後は臨床実用する上で，他の遺伝子
治療の場合と同様，dnEBNA1遺伝子の in vivo delivery法
が大きな課題となろう．持続感染ウイルスはそれぞれ巧妙
な細胞内存続手段を有しているが，dnEBNA1にみるよう
に，その存在自体を標的にする治療理論は，他のヘルペス
ウイルスや一部の Human papilloma virusなど EBVと同
様に episomeとして細胞に存続するウイルスにも応用でき
る可能性がある．類似の試みとして，EBNA1 に対する
antisense oligonucleotideの影響をみた報告があるが，
EBV不死化 Bリンパ芽球株での増殖抑制であり，腫瘍に対
する効果は検討されていない 54）．最近，small hairpin
（sh）RNAを用いて EBNA1の機能を阻害する試みも報告
されているが，EBV関連疾患への治療学的汎用性について
は不明である 55）．また薬剤を用いて EBVゲノム自体を腫
瘍細胞から脱落させた報告 56）もあるが，筆者の経験では
細胞毒性が問題になり，実用性に乏しいと判断される．
これまで，EBNA1自体が細胞癌化に直接関わっている

のかという点に関しては結論が出されておらず，それを肯
定する意見 14,57-59）よりはむしろ否定的な見解が支配的であ
った 1,9,60,61）．最近も，我々の dnEBNA1と類似の EBNA1
変異体（FDNEと命名されている）を用いて解析した報告
で，EBNA1は少なくとも Bリンパ球不死化には直接的に
関係していないとの結果が出されている 60）．一方で，
EBNA1はバーキットリンパ腫細胞の survivalあるいは
apoptosis抑制に機能しているなど重要な機能を担うとの報
告もなされた 62,63）．我々もこの点には大いに関心を持ち解
析を進めているが，上述の FDNEを用いた検討結果 60）と
全く相反する結果を得ている（第 53回日本ウイルス学会で

一部発表，論文作成中）．また，本稿で示した結果（図 3D）
でも，いまだウイルスゲノムが脱落していないと考えられ
る dnEBNA1導入後早期より腫瘍細胞増殖の抑制が認めら
れていることから，EBNA1が細胞の増殖に直接的に関与
していることが示唆される 20）．これは報告された FDNE 60）

と我々の dnEBNA120）の構造上の違い，すなわち ubiquitin-
specific protease 7 binding domain（図 1）が決定的な要因で
あるかも知れない（文献番号 34，および図 1参照）．現在
さらに詳細に検討を進めているが，最近，それを支持する
報告が他のグループからも出されている 64）．dnEBNA1を
活用した癌化促進因子としての EBNA1機能の分析も今後
の重要な課題のひとつである．
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Therapeutic inhibition of Epstein-Barr virus-associated tumor cell
growth by dominant-negative EBNA1
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Epstein-Barr virus (EBV) nuclear antigen 1 (EBNA1), a latent viral protein consistently expressed
in infected proliferating cells, is essentially required in trans to maintain EBV episomes in cells. Thus
EBNA1 will be an appropriate target for specific molecular therapy against EBV-associated cancers.
We constructed a mutant (mt) EBNA1 lacking the N-terminal-half, relative to wild-type (wt) EBNA1,
and demonstrated that it exerted dominant-negative effects on maintenance of the viral episome from
cells regardless of viral latency or tissue origin thereby leading to significant suppression of naturally
EBV-harboring Burkitt's lymphoma cell growth in vitro and in vivo. Our mutant can act as dominant-
negative (dn) EBNA1 and will afford an additional therapeutic strategy specifically targeting EBV-
associated malignancies. The similar approach can be applicable to exploit novel remedial protocols
against uncontrollable diseases caused by other persistently-infected viruses. In addition, dnEBNA1
may also provide a useful analytical tool for the possible oncogenic function(s) of wtEBNA1. 
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