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研究成果の概要（和文）：デング熱のワクチン開発に資することを目的とした。フィリピンの研究所と協力し、
ヒトの急性感染による細胞障害性T細胞の活性化および免疫記憶獲得動態をシングルセル解析により観察した。
約２０名の血液ドナーの、外来訪問時、退院後１か月、および退院後３か月の３回の末梢血中単核球を凍結保存
し、重症化に対する感受性抵抗性アレルであるHLA-A*2402, A*2407を有するドナーを４名選択し、シングルセル
mRNA発現解析実験に供した。その結果、CD8T細胞レセプターの配列により主要なクロノタイプが各ドナーに存在
し、急性期および回復期のｍRNA発現レベルの動態を解析することができた。

研究成果の概要（英文）：The aim was to contribute to the development of a dengue vaccine. In 
collaboration with a laboratory in the Philippines, the activation and immunological memory 
acquisition kinetics of cytotoxic T cells by acute patients were observed by single-cell analysis. 
Mononuclear cells in the peripheral blood of approximately 20 blood donors were cryopreserved at 
three times - during outpatient visits, one month after discharge and three months after discharge -
 and four donors with HLA-A*2402 and A*2407, susceptible and resistant alleles for severe dengue, 
were selected for the single-cell mRNA expression analysis experiment. The results showed that major
 clonotypes were present in each donor according to the CD8 T-cell receptor sequences, allowing 
analysis of the dynamics of mRNA expression levels during the acute and convalescent phases.

研究分野：寄生虫学(含衛生動物学)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界的に流行するデング熱に対するワクチン開発は急務である。理想的なデングワクチンには、４つの血清型に
対して十分な抗体価を付与することと、重症化を促進しないことが求められる。これまで、抗体依存性の防御免
疫については、中和抗体やウイルス感染促進抗体の存在や測定法が明らかにされているが、細胞性免疫による防
御効果についてはいまだ明らかになっていない。そこで急性感染時のウイルス特異的細胞障害性T細胞の詳細を
明らかにするためにシングルセルｍRNA発現解析法を行った。その結果、各ドナーには主要なT細胞レセプター配
列型（クロノタイプ）を持った複数のクローンが存在し、量的質的な解析が可能であることが示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１） SARS コロナウイルス２型（COVID19）感染症が中国で発生し、またたく間に世界中で感

染爆発（パンデミック）の状態となった 2021 年度に研究を開始した。予定していたフィ
リピンでもマニラを中心にロックダウンや自宅就労が徹底され、それまで猛威を振るっ
ていたデング熱の患者は激減し（あるいは全く把握されない）、医療機関の非常事態体制
によって、デング熱の患者のリクルートに大きな障害となっていた。 

（２） 上記の状況は COVID-19 ワクチンの迅速な施行や病態の解明、変異ウイルスの解析強化
などにより次第に改善傾向となり、コロナ後の準備へと関心が向けられるようになった。
2021 年から 2022 年にかけ、デング熱についても、増加傾向にあることが示され、世界
的にデングワクチンの研究開発に理解が得られるような環境へと回復した。 

（３） 共同研究機関であるフィリピン熱帯医学研究所（Researh Institute of Tropical 
Medicine（RITM））はフィリピン保健省直轄の国立の研究所であり、特に風土病を中心と
した感染症分野で日本との研究交流を長年にわたって続けており、直接の共同研究者で
ある Mario Giz博士は免疫研究部の部長で、長崎大学熱帯医学研究所の平山教室で研修
を行った経歴がある。同研究所の分子生物研究部の Edelwisa Mercado は平山教室で博
士号を取得したが、研究テーマはデング熱重症化の遺伝背景についてであり、市内の小
児病院の患者を対象に彼らのＨＬＡ型をＤＮＡタイピング法で解析し、重症患者での
HLA-A*3301アレル頻度の顕著な減少がみられ、重症化に抵抗性に働く遺伝子である可能
性を指摘し論文として公表した。このアレルについては、以前にベトナムにおける同様
の研究においても支持される結果であった。 

（４） デング熱の重症化の要因については多数の研究報告がなされており、4 つの主要な血清
型 DEN1-4のうち、2型が病原性が高いという報告や、血清型の異なるウイルスに再感染
し発症した場合に重症化のリスクが上昇すること、さらにそのメカニズムとして抗体依
存性ウイルス感染促進効果（Antibody dependent Enhancement: ADE）が働き、この抗体
を高いレベルで産生する個体で感受性が高まることなどが知られていた。それ以外にＴ
細胞の関与する細胞性免疫の過剰反応によるサイトカインストームという現象が重症
化に重要であるとする研究もあった。しかし、以上のような研究はあくまでも仮説の域
を出るものではなく、唯一確実なのは、同じ血清型に再感染することが中和抗体により
阻止されていることだけであった。 

（５） デング研究を困難にしている一つの理由に実験動物モデルが確立されていないことが
あった。現在インターフェロン受容体欠損マウスが唯一デング感染モデルとして使用さ
れるようになったが、ヒトのデング熱モデルとなっているかについては不明なことが多
い。 

（６） デング熱はコロナ後急速に世界中で感染拡大が進んでおり、日本国内での蚊の媒介によ
る自然感染例も 10 年ほど前に話題となり、媒介蚊であるネッタイシマカやヒトスジシ
マカの生息域の北進が進んでいることが感染研の調査で明らかとなっていることから、
ワクチン開発に対する期待が非常に高まっていた。(References 1,2,3) 

 
２．研究の目的 
（１） 急性期および回復期のデング熱患者の末梢血中の細胞障害性Ｔ細胞のデングウイルス

抗原特異性を明らかにすること。 
（２） 上記のデング抗原特異的なＴ細胞の免疫学的な特徴を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
（１） 種々の疾患の免疫学的な解析法として広く使用されるようになった１０X 社のシングル

セルｍRNA 発現解析システムを利用して患者の末梢血リンパ球に含まれるウイルス感染
反応性の活性化 CD8 陽性 T 細胞の一個ずつの個別細胞でのｍRNA 発現ライブラリーを作
製し、そこに含まれる T 細胞受容体ｍRNA を用いたレパトワ解析、および T 細胞受容体
配列を指標としたクローンレベルでの免疫関連遺伝子群の発現解析を行う。 

（２） 対象はフィリピン国マニラ地区の RITM 附属病院を受診した急性期のデング熱患者で、
診断確定および同意書署名後、来院時、退院後 1か月、および３か月後の３回にわたっ
て同一人から約２０ml のヘパリン採血を行い、採血後１２時間以内に末梢血単核球を比
重遠心分離法により精製し、セルバンカーにより５百万個毎で約４－５本のセラムチュ
ーブに分注し、液体窒素にて凍結保存する。なお RITM 臨床研究部の Effie Esperanza 部
長、Arthur Dessi Roman医師の協力の元採血を行った。また、本研究のプロトコールに
ついては、長崎大学の TMGH 倫理審査委員会および RITMの Institutional Review Board
の承認を受け施行された。 

（３） 凍結細胞および血漿、残余白血球は必要に応じて、ドライシッパーなどを用いてフィリ
ピンから日本へ移送し、シングルセル解析、ウイルス配列解析、およびヒト宿主の HLA



解析に供する。 
（４） シングルセル解析は試薬が非常に高価（１０万個の細胞の発現解析に２－３百万円（機

器購入費は別）であるため、限られた予算内で最大のデータを得るための工夫を行った。
上記はデータ収集までの費用であり、さらにビッグデータの解析に多大な人的および知
的な専門性を必要としている。(References 4,5,6) 

（５） 上記の工夫として、対象者を地域の主要な HLA型保有者で、病型が比較的軽症な患者に
絞り込むこと。デング特異的なＴ細胞の動態を把握するために同一人の３つの異なる時
期のサンプルを同一条件で比較検討すること、３つの時期のサンプルを同じ反応試薬で
行うために、反応前に各サンプルにそれぞれの時期が分かるようなタグを前処置したこ
と。さらにｍRNA からの一般的な発現解析に加えて細胞表面のタンパクレベルでの発現
を押さえるために、バイオリジェンド社のユニバーサルモノクローナルキットを用いた
主要な細胞表面マーカーの発現解析もプロトコールに加えた。上記の３つのタグで１チ
ューブの反応に３つの異なるサンプルをあわせることができるようにデザインしたた
め、一回分の試薬で、４名ｘ３ステージ＝１２サンプルを解析することができた。この
デザインで最も重要だったのは解析対象の細胞数をあらかじめ、概算予測することで、
概算では各サンプル２－３万個のシングルセルを解析可能であるとした。結果としては
ほぼ予想通りのデータを得ることができた。 

（６） ３つの異なるライブラリーとして、それぞれ３つのタグを付けた３‘ｍＲＮＡ、５’Ｔ
ＣＲｍＲＮＡ、および抗体ラベルの遺伝子マーカーのｃＤＮＡライブラリーを調整し、
ＮＧＳによりゲノムシークエンスを大阪大学微生物病研究所ゲノム解析室, 次世代シ
ークエンス受託解析サービスに依頼し、すべてのｃＤＮＡ種のＤＮＡ配列の全リードを
収納した Fastaq ファイルを得ることができた。このファイルを常法のＬｏｕｐｅ解析
にかけ、発現解析を行った。この解析には大阪大学免疫フロンティア研究センターの  
全面的な協力を得ることができた。 

 
４．研究成果 

 
（１） 対象とした患

者のＨＬＡ型
は表１に示し
た。 

 
（２） ４名のドナー

の末梢血 CD
８陽性 T 細胞
分画のシング
ルセル解析結
果 

 
① まず各ドナー

毎の４サンプ
ル（各サンプルには３つのステージのタグおよび細胞表面マーカーの発現タグが前処置
されている）の全体のデータセットの状況を表２にまとめて示した。この値は NGSの結
果を LOUPEとい
う専用のソフト
で解析したもの
である。この
際、すでに３つ
のタグについて
も実験手技によ
り不可避に認め
られる複数のタ
グの混入につい
ても Validation
を行い、信頼で
きるデータとし
て厳選されたデ
ータの取得数を
最終的にその後
の解析に供した。 

 
② さらに本研究の目的である抗原特異的 T 細胞クローンの同定とその急性期から回復期に

おける遺伝子発現動態の解析に研究を進めた。 



 

 
表３．に示すように各ドナーから同定されたクロノタイプは α 鎖と β 鎖をコードする遺
伝子配列（CDR3、V 遺伝子、D,J 遺伝子）により決定され、表２で示したように３つの時
期の総計では、約１万から２万個のタイプが存在した。またそれぞれのクロノタイプのク
ローンサイズは、表３では、全体の数として表示されている。さらに表４では、得られた
クロノタイプの数とそのサイズで１９個以下のグループと２０個以上のグループに分け
た数値を示した。 
 

③ 各クロノタイプごとのｍRNA 発現動態解析  

 
表４に示したように、解析可能な CD8T 細胞のうち、約 100-200 クロノタイプがデング熱
感染後複数の細胞数として観察されたことが示された。末梢血中での抗原特異的な T細胞
の動向については、これまでに参考となる報告がないため、ここで確定したクロノタイプ
１個ずつについて、各ステージでの動向を Longitudinal にフォローし、それぞれのパタ
ーンを調べる作業を現在行っている。 
 

（３） これまでの成果についての総括と今後の課題 
上記（１）（２）の項目に示したように、当初計画したデング患者の急性期から回復期に
かけての末梢血での CD8 陽性細胞障害性 T 細胞のクロノタイプの決定およびその個別の
細胞でのｍRNA発現パターンの決定について、予定通りのデータ収集を行い、信頼できる
ものであることを確認できた。現在進行中のクロノタイプごとの末梢血での臨床経過に沿
ったｍRNA発現動向を確認することで、活性化 T細胞の特性や免疫記憶細胞への分化、組
織へのホーミング機構などに関する知見が得られることを期待している。 
今後の課題としては、得られた T細胞受容体の配列情報からいかにして T細胞エピトープ
を予測するのかについて、分子モデルや各種データベース、AI、あるいは、in vitro実験
系を駆使して解析を進めていきたい。(References 7,8,9) 
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