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研究成果の概要（和文）： 
   本研究では、デングウイルス(DENV)による出血熱発症メカニズムを免疫学的に解析し、デ
ング熱の重症化リスクファクターおよび出血熱の病態を解明することを目的とする。具体的に
は、FcγR 発現細胞を用いてフラビウイルス患者血清における抗体依存性感染増強(ADE)活性を
検討した。デングウイルスおよび日本脳炎ウイルス（JEV）患者または JEV ワクチン被接種者
から経時的に採取した血清を用いて ADE 活性を検討した。DENV 患者の急性期血清において
は、ADE 活性が認められた。しかし、後期の血清には中和活性が認められた。さらに、JEV 患
者血清を用いて DENV と同じフラビウイルス科に属する JEV による DENV に対する免疫応答
を検討した。JEV 患者血清では、DENV に対する ADE 活性が認められたが、DENV に対する
交叉中和活性が認められなかった。さらに、JEV ワクチン被接種者から採取された検体を用い
たところ、DENV に対する中和活性は認められなかった。以上の結果により、DENV と同じフ
ラビウイルス科である JEV による感染および JE ワクチン接種による誘導された抗体は、DENV
に対し ADE 能を有するが示唆された。しかし、DENV に対する交叉中和能が認められなかっ
た。以上の結果により、デングウイルスと交叉反応を示す抗フラビウイルス抗体は DENV 感染
において重要な役割を有することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study the role of anti-flavivirus antibodies during antibody-dependent enhancement of dengue 
virus (DENV) infection was characterized by using FcγR-expressing cells. Infection-enhancement 
antibody enhances dengue virus (DENV) replication in FcγR-expressing cells, contributing to high 
levels of viral replication during secondary infection; a prelude of severe DENV illness. The neutralizing 
and infection-enhancement activity of antibodies after dengue virus (DENV) infection, Japanese 
encephalitis virus (JEV) infection and JE vaccination was determined in this study. Using 
FcγR-expressing cells, serum samples from the early phase of DENV infection exhibited ADE activity 
but serum samples from late phase of DENV infection exhibited DENV neutralizing activity. Serum 
sample from a JEV patient exhibited ADE activity during the late phase of JEV infection. Additionally, 
serum samples from JEV vaccinees exhibited DENV cross-reactive IgG antibodies after JEV 
vaccination, but neutralizing activity to DENV was absent. The results suggest that other than DENV, 
flavivirus infection and vaccination also induce cross-reactive antibodies to DENV but 
cross-neutralizing activity may be low or absent, implying a role of these anti-flavivirus antibodies 
during DENV infection.       
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１．研究開始当初の背景 
 デングウウイルスは、世界的規模の流行を
引き起こし、患者数は年間約 3 億人と推定さ
れている。デングウイルスはフラビウイルス
科に属し、4 つの血清型が存在する。いずれ
の血清型も非致死的のデング熱および致死
率の高いデング出血熱を引き起こす。非中和
抗体が FcγR を介し、ウイルス感染を増強さ
せる。この抗体依存性感染増強現象(ADE)が、
重症化の一因と考えられている。このように、
感染時における抗体の感染増強能および抗
体の役割解析により重症化のメカニズム解
明が可能となる。 
 日本脳炎ウイルスなどのフラビウイルス
に属するウイルスに対する抗体は、デングウ
イルスと交叉性を有することが知られてい
る。しかし、デングウイルス感染時における
抗フラビウイルス抗体の役割は、明らかにさ
れていない。本研究では、フラビウイルス患
者およびワクチン被接種者における抗体の
感染増強活性および中和活性を FcγR 発現細
胞により検討し、デングウイルス感染時にお
ける抗体の役割解析を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、新規感染増強（ADE）アッ
セイを用いて抗フラビウイルス抗体の感染
増強活性および中和活性を検討し、デング熱
の重症化リスクファクターおよび出血熱の
病態解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. ヒト血清：ヒト血清は、デング熱患者、日
本脳炎患者および被ワクチン接種者から採
取した。すべての検体は、ELISA 法にて抗デ
ングウイルス IgMおよび IgG抗体を検討した。 
 
2. ウイルスと細胞培養： デングウイルス感
染増強、中和試験には、DENV-1(NIID01-44
株)および DENV-2(TLC30 株)を用いた。細胞
は、ヒト Fcγ 受容体(FcγRIIA)発現 BHK-21 細
胞および BHK-21 細胞を用いた。 
 
3. ウイルス感染増強(ADE)試験：デングウイ
ルスの感染増強試験は、FcγR 発現 BHK 細胞
および BHK 細胞を用いた。患者血清を 10 倍
階段希釈し（1:10-1:100,000）、血清とウイル
スを混合した。混合液を 37°C、1 時間反応を
行った。各ウイルス－反応液を FcγR 発現
BHK 細胞および FcγR 非発 BHK に接種し、
37°C 、 1 時 間 吸 着 後 、 1ml 培 養 液

(10%FBS,MEM)を加え、37°C で 5 日間培養し
た。5 日間後、細胞をホルマリンにて固定し、
methylene blue により染色を行った。 
   
4. 中和試験：血清を 2 倍階段希釈し
(1:10-1:1280)、血清とウイルスを混合した。
混合液を 37°C、1 時間反応を行った。各ウイ
ルス－反応液を FcγR 発現 BHK 細胞および
FcγR 非発 BHK に接種し、37°C、1 時間吸着
後、1ml 培養液(10%FBS,MEM)を加え、37°C
で 5 日間培養した。5 日間後、細胞をホルマ
リンにて固定し、methylene blue により染色を
行った。 
 
 
４．研究成果 
1.デングウイルス感染時における抗体の中和
および感染増強活性 
 DENV-2 再感染患者血清を用いて、DENV2
に対する感染増強のレベルを検討した。ADE
は、患者血清および FcγR 発現細胞にて検出
されたが、BHK 細胞では、ADE が観察され
なかった。感染初期の血清では、非希釈また
は低希釈倍率(1:10)において、ADE 活性が検
出された。感染後期の血清では、中和活性の
み検出されたが、≥1:100 希釈倍率においては
ADE 活性が検出された。 
 
2.日本脳炎患者血清におけるデングウイルス
に対する感染増強活性 
 日本脳炎患者から採取された血清により
FcγR 発現細胞にて、DENV-2 に対する感染増
強活性の検討を行った。DENV-2 の力価を
FcγR 発現細胞にて検討したところ、日本脳炎
ウイルス中和抗活性を有する抗体の条件下
での DENV-2 力価は抗体を加えない場合より
約 10 倍高力価であり、DENV に対する感染
増強抗体による ADE が検出された。今回の
結果により、DENV 以外のフラビウイルス感
染（JEV）によっても、DENV に対する感染
増強活抗体が誘導されることが示唆された． 
 
3.日本脳炎抗体におけるデングウイルスに対
する感染増強活性 
 JEV ワクチン接種前および接種後の血清中
に DENV 抗原と交叉する IgG を ELISA 法に
て検討した。JEV ワクチン接種前の検体にお
いては、87 検体中 3 検体(3/87, 3%)が DENV 
IgG 陽性であった。接種後は、7 検体(7/87, 8%)
が陽性だった。いずれの検体においても
DENV IgM 抗体が検出されなかったことから、
検体採取期間中（約 3 週間）に DENV に感染 



されていないことを確認した。さらに、接種
前と接種後の 84 検体においては、DENV2 に
対する中和活性が検出されなかった。以上の
結果により、デングウイルスに対する交叉抗
体は、フラビウイルス属のウイルス感染また
はワクチン接種によって誘導されることが
示唆された。さらに、一部の交叉抗体は DENV
に対する感染増強活性を示した。 
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