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研究成果の概要（和文）：デング出血熱の重症化を事前に予測するバイオマーカーの迅速測定に適う測定機として、市
販ポータブルSPR測定機数機種の性能比較を経て、オプトクエスト社製SPR01を選定した。病態形成への関与が想定され
る血漿中の物質として、感染負荷を反映する病原体由来の非構造タンパクNS1および宿主応答の指標となる、IP10とCCL
3 (MIP-1α)の3種類を選定し、2種類の異なる抗体を用いたサンドウィッチ法による測定系を設計した。ベトナム社会
主義共和国ホーチミン市の医療機関で収集した検体に適用して、これらが重症化事前予測バイオマーカーとして有益で
あるかを検討した。

研究成果の概要（英文）：Dengue hemorrhagic fever, a severe sequela of dengue virus infection is a life-thr
eatening condition unless proper treatments are not applied. In the present study, a commercially-availabl
e portable SPR device SPR01 (Optoquest, Ageo, Japan) was used for development of rapid quantitative assay 
of biomarkers for dengue hemorrhagic fever. Dengue virus non-structural protein NS1 and two chemokines, IP
10 and CCL3 (MIP-1 alpha) were selected as candidates for such biomarkers. Quantitative assays for dengue 
virus NS1, IP10 and CCL3 were successfully designed and applied to plasma samples collected in hospitals i
n Ho Chi Minh City, Vietnam, for the evaluation of its usefulness.
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１．研究開始当初の背景 
 東南アジアや中南米の熱帯地域で流行し
ているデングウイルスは、媒介蚊の吸血によ
って体内に侵入し、数日の潜伏期ののちにイ
ンフルエンザ様の全身倦怠感、頭痛、関節痛
を伴う発熱をひきおこす。多くの場合は 3～7
日程度の経過で自然に軽快する「(狭義の)デ
ング熱」におわるが、デング熱を発症した患
者の一部(約1割程度)は3～7日の発熱期のの
ち、解熱時に前後して血小板減少、点状出血
や消化管出血などの出血傾向、胸水や腹水な
ど血漿成分の血管外漏出をきたす「デング出
血熱」を発症する。さらにその中には循環虚
脱状態に陥る「デングショック症候群」に進
行するものもあり、適切な治療を施さなけれ
ば致命的な結果となる。デング出血熱では上
記出血熱症状の発症時期に種々の炎症性サ
イトカインの血中濃度上昇（いわゆる「サイ
トカインストーム」）を伴なうことがこれま
での多くの研究からわかってきたが、どの因
子が重症例に特徴的に、重症化に先立って異
常値を示すかについての十分な評価結果が
ないため、発症事前予測バイオマーカーとし
て実用化されているものはない。我々は、デ
ング出血熱患者の全血 RNA を用いたトラン
スクリプトーム解析を行ない、血液凝固系や
補体系の活性化、プロスタグランジン代謝系
の異常、内因性プロテアーゼ阻害物質の活性
化がみられることを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでにデング出血熱の経
過中に上昇することが報告されている MIP1
α(CCL3)などのサイトカインや感染負荷を
反映するウイルス由来蛋白質をデング出血
熱発症予測バイオマーカーの候補として選
定し、測定結果を治療法選択のための情報と
して活用できるように、臨床現場に即した簡
便で迅速かつ定量的な測定法の確立を試み
た。また、ベトナム・ホーチミン市にて臨床
検体を収集し、その有用性を確認することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)バイオマーカー候補の選択 デング出血
熱重症化要因の解析、重症化進行時の遺伝子
発現解析・サイトカイン定量の結果から、①
IP10、②MIP1α、③デングウイルス非構造蛋
白 NS1の 3種の蛋白質を重症化事前予測バイ
オマーカーの候補とした。 
(2)表面プラズモン共鳴(SPR)による測定系
の確立 臨床現場に即した迅速測定に適う
ポータブルSPR測定機を用いた測定を設計す
るに当たり、市販モノクローナル抗体を入手
した。SPR の信号は金薄膜表面での分子間相
互作用(抗体による抗原のトラップ)の結果
増加する分子量に依存するため、本計画で捉
えようとしている3種類の標的のような比較
的低分子量の物質の存在を可視化するには 2
種類の抗体でのサンドイッチ法が有効と考

えられ、互いに競合しない 2種類の抗体を用
いた。 
(3)測定技術の移転 ベトナム・ホーチミン
市パスツール研究所の Vu TQ Huong 博士、
Nguyen TP Lan博士の研究室にポータブルSPR
測定機での迅速定量測定系の技術移転を行
ない、検証実験に用いる臨床検体の選択基
準・検体採取後手順を確定した。 
(4)臨床検体の収集 研究倫理審査を経て、
ベトナム・ホーチミン市での臨床検体収集を
開始する。発熱と特徴的皮膚症状に基づいて
臨床的デング熱と診断されて入院加療を受
ける患者について入院時に書面によるイン
フォームドコンセントを得て、ウイルス検査
並びに経過観察のため血液検査にあわせて
本研究用の採血を依頼した。採血後血漿分離
して直ちに-20℃に凍結保存し後日測定した。 
 
４．研究成果 
 迅速測定に適う測定機として、市販ポータ
ブル SPR 測定機数機種の性能比較を経て、オ
プトクエスト社製 SPR01 を選定した。3 種類
の標的①IP10、②MIP1α、③デングウイルス
非構造蛋白 NS1に対しそれぞれ 2種類の異な
る抗体を用いた測定系を設計し、リコンビナ
ントの標的物質により十分な感度と特異性
を持つ測定系であることを確認した。ベトナ
ム社会主義共和国ホーチミン市の医療機関
で収集した臨床的にデング熱と診断された
発症初期の検体に適用した。 
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