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研究成果の概要：本研究では、免疫機能正常マウスを用いたデング出血熱発症モデルの開発

における基礎データとして、マウス由来細胞において増殖能の高いウイルスおよび、よりデン

グウイルス増幅能の高いマウス由来細胞株の選定を行った。さらに、新たにマーモセットのデ

ングウイルスに対する感受性を検索したところ、他の霊長類事件動物に比べ高い感受性を有し、

時に発熱などの臨床症状を呈することが示された。また、感染マーモセットより分離されたウ

イルスにおいてはこれまでに検索した全ての分離株に共通のアミノ酸変異を伴う点変異が非構

造蛋白質コード領域に認められた。これらの結果を踏まえ、今後デング出血熱発症モデルの構

築を進め、その発症機序の解明を行っていきたい。 
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１．研究開始当初の背景 
デングウイルスはフラビウイルス科に属

し、蚊の吸血によりヒトからヒトへと感染
が広がるウイルスである。デングウイルス
感染による症状としては、急性熱性疾患で
あるデング熱から適切な治療が行われなか

った場合には致死的となるデング出血熱ま
でと幅広い。デングウイルスは熱帯から亜
熱帯にかけて広く分布しており、近年では
年間約一億人にも上る感染者を出しそのう
ち約数十万人がデング出血熱を発症してい
る。日本においても輸入症例として報告さ



れ、2008 年は 100 例に達した。世界的に見
ても温暖化等によるウイルス媒介蚊の生息
地域拡大に伴うと考えられる報告例の増加
も見られおり、蚊媒介性ウイルスの中で最
も重要なウイルスとなっている。 
デングウイルスには 1 型から 4 型までの四

つの血清型があるが、それぞれ異なるウイル
スである。一つの型に感染した場合、その型
に対する終生免疫は獲得されるが他の型に
対する免疫は数カ月で消失するため、他の型
のウイルス感染が起きた場合には再度発症
し得る。これまでデング出血熱患者の多くは
初感染と異なる血清型のデングウイルスの
再感染であったことから、初感染時に産生さ
れた抗デングウイルス抗体による感染増強
が生じたことにより、血漿漏出を主症状とす
るデング出血熱が引き起こされたと考えら
れた。この感染増強現象は細胞レベルからサ
ルを用いた個体レベルでの感染実験でも確
認されている。また、この感染増強により T
細胞活性の増強に伴う大量のサイトカイン
産生を引き起こし、血管内皮の機能異常を引
き起こすと可能性も考えられており、これら
を中心とした研究が欧米を中心としたいく
つかの研究室でおこなわれてきているもの
の出血熱発症への関与は未だ明らかになっ
てはいない。また、国内でもいくつかの研究
室が米国の研究所から譲渡されたクローン
を使用し研究を進めているが、様々な制約が
あるためあまり進んではいない。一方、初感
染時における出血熱様症状発症の報告もあ
り、ウイルス自体の遺伝子変異に伴う症状多
様化の可能性も否定できない。いずれの説に
しても、ウイルスが高度に増殖する状態が出
血熱発生の主要因として考えられるが、実際
の発症メカニズムに関してはいまだ明確な
答えは出ていない。この原因の一つとして、
適切な発症モデルが存在しないことが挙げ
られる。マウスなどの実験動物に対する感染
実験においては、感染は成立するものの血漿
漏出などの出血熱様症状が認められず、実験
動物を用いた病態解析は不可能であった。ま
た、感染成立の報告に用いられているマウス
は免疫機能に障害を有するマウスであり、免
疫機能が大きく関与すると考えられている
出血熱様症状の発症機序の解析には適して
いないと言える。この様に、出血熱発症モデ
ルの欠落はその発症機序の解析を進める上
で非常に大きな障害となっていた。 
 
２．研究の目的 

免疫機能がデング出血熱の発症に大きく
関与するということが近年明らかになって
きた。そこで申請者は、(1）マウス由来細胞
適応デングウイルス株の作製、(2）それを用
いた免疫機能正常マウスを用いたデング出
血熱モデルの構築、さらに(3）発症機序の解

明を目的として以下の研究を行った。 
 さらに、新たなモデル動物の検索として新
世界ザルに属するマーモセットの感受性に
ついての検討も行った。 
 
３．研究の方法 
(1)．マウス由来細胞適応デングウイルス株の
作製 

デング熱患者由来 1型デングウイルスのク
ローン由来ウイルス（DENV-1/02-20 株）、お
よびデング出血熱患者より分離された 2型デ
ングウイルス（DENV-2/DHF0663 株）をマ
ウス肝臓由来 Hepa1-6 細胞、マウス神経芽細
胞腫 N18 細胞およびマウスマクロファージ
様細胞RAW264細胞にM.O.I = 0.1で感染さ
せ、培養上清中のウイルス RNA 量を
TaqMan RT-PCRを用いて経時的に定量しそ
れぞれの感受性について検索を行った。 
 
 
(2). マーモセットのデングウイルスに対す
る感受性について 

4 頭のマーモセットに対してデング熱およ
びデング出血熱患者より分離した 1型デング
ウイルス（DENV-1/02-17/1 株）、2 型デング
ウイルス（ENV-2/DHF0663 株）、3 型デング
ウイルス（DENV-3/DSS1403 株）および 4
型デングウイルス（DENV-4/05-40/1 株）を
そ れ ぞ れ 3.5x107 pfu/animal 、 6.7x107 
pfu/animal、4.5x106 pfu/animal、1.5x106 
pfu/animal ずつ皮下接種し、接種前および接
種後 3、7、14 日目に採血を行い、血中ウイ
ルス RNA 量を TaqMan RT-PCR を用いて定
量 し 、 感 受 性 を 検 索 し た 。 さ ら に
MAC-ELISA および Indirect ELISA により
DENV-specific IgMおよび IgGの変動を検索
した。また、尿中からもウイルス RNA の検
出を試みた。 
 
(3)．マーモセット体内における 2 型デングウ
イルス増殖能および臨床症状の検索 

4.4x107 pfu/animals、1.8x105 pfu/animals、
104 pfu/animals のデング出血熱患者由来 2
型デングウイルス（DENV-2/DHF0663 株）
を各 2 頭ずつのマーモセットに皮下接種し、
接種前および接種後 3、7、14、21 日目に採
血を行い TaqMan RT-PCR による血中ウイ
ル ス 量 の 定 量 、 ELISA を 用 い た
DENV-specific IgMおよび IgGの変動を検索
した。さらに腹腔内にテレメーターを挿入し、
体温変動および活動量について検索を行っ
た。 

 
(4). マーモセットへの適応に関与するウイ
ルス側因子の検索 
2 型デングウイルスを接種したマーモセッ
トの接種 3 日目もしくは 4 日目の血漿より



C6/36 細胞を用いてウイルスを分離し、その
遺伝学的な検索を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1). マウス由来細胞適応デングウイルス株
の作製 
 DENV-1/02-20 および DENV-2/DHF0663 を各
マウス由来細胞に感染させた結果、ともに
Hepa1-6 細胞において接種 4日目まで培養上
清中のウイルス RNA 量の増加が認められた。
また、デング出血熱患者由来ウイルスである
DENV-2 の方がマウス由来細胞におけるウイ
ルスの増殖性が高いことが示された。今後、
DENV-2/DHF0663 を RAW264 で Passege するこ
とにより、マウス由来細胞でも増殖能を有す
るデングウイルス株の作製を試みる。 
 
(2). マーモセットのデングウイルスに対す
る感受性について 
 1 型から 4型までのデングウイルスを接種
したマーモセットの血中からはウイルス RNA
が検出され、1型・3型ウイルス接種個体で
は接種後 5日目を、2型・4型ウイルス接種
個体では接種 3日目をピークとするウイルス
血症が認められた。全ての個体で 7日目には
ウイルス RNA は消失していた。また、ウイル
ス増殖マーカーである NS1 抗原については 2
型、3型接種個体では接種 3日目をピークと
して 7日目まで認められ、1型接種個体では
3日目から10日目まで高い濃度で認められた。
DENV-specific IgM 抗体は 1型、2型、3型接
種個体では接種後 5日目から陽転し 10 日目
をピークとする上昇が認められた。4型接種
個体は、接種 7 日目から上昇が認められた。
DENV-specific IgG 抗体は全ての個体で接種
後 10 日目から上昇が認められた。また、2型
デングウイルス接種個体では、接種後 4日目、
5日目に肉眼的血尿が認められ、2型、3型デ
ングウイルス接種個体の尿からはウイルス
RNA が検出された。このことから、デングウ
イルスはマーモセット体内で増殖可能であ
ることが示唆された。 
 
(3). マーモセット体内における 2 型デング
ウイルス増殖能および臨床症状の検索 
 2 種類の濃度の 2 型デングウイルスを皮下
接種したところ 105 pfu/animal においても
107 pfu/animalとほぼ同レベルのウイルス血
症が接種後 3日目をピークとして認められた。
また、DENV-specific IgM 抗体は接種 7 日目
から認められ 14 日にピークがみられた。ま
た、DENV-specific IgG 抗体は接種後 14 日
目から上昇が認められた。これら 4 個体のう
ち 3個体において有意な体温上昇が認められ
た。個体＃1 においては、接種後 1、6，7，
13 日目に、＃3 においては接種後 2，3，5 日

目に、＃4 においては接種後 1 日目から 7 日
目にかけて認められた。また、有意な活動量
の低下は 4 個体中 3 個体で認められた。個体
＃1 においては、接種後 1 日目から 3 日目、
＃2 においては接種後 1 日目から 14 日目、
＃3 においては接種後 3 日目から 15 日目に
かけて認められた。このことから、2 型デン
グウイルスはマーモセット体内で増殖し抗
体誘導等を引き起こすと共に、個体差は見ら
れるものの発熱などの臨床症状も呈するこ
とが明らかとなった。 
  
 
(4). マーモセットへの適応に関与するウイ
ルス側因子の検索 
 2 型デングウイルスを接種したマーモセッ
ト 3個体の接種後 3日目の血漿より C6/36 細
胞を用いてウイルス分離を行い、全遺伝子の
塩基配列を決定した。その結果、アミノ酸変
異を伴う遺伝子変異が非構造蛋白質の NS4B
領域に認められ、これは分離ウイルス 3株全
てに共通に認められた。このことから、非構
造蛋白質である NS4B はヒトとマーモセット
の種差を超えるのに関与する可能性が示唆
された。 
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