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研究成果の概要（和文）：本研究では、Fcgamma受容体(FcγR)のデングウイルス感染症における役割解明を目的
とした。我々は、FcγR発現細胞（Fc gamma I, IIA, IIB,III)を樹立し、プラークアッセイ及びreal-time PCR
を用いてデングウイルスの感染価を測定した。次に、monoclonal antibody及びデング熱患者血清を用いて、デ
ングウイルスの感染増強活性(ADE)を測定した。ADE現象は、FcγRIIA及びIIBにおいて認められた。さらに、こ
のFcγR発現細胞を基盤とした新規ADEアッセイは、デングウイルス感染症の診断、及び、病態解析に有用である
ことも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research we aim to determine the role of Fcgamma receptor in 
infection-enhancement (ADE) of dengue virus (DENV). Here, we have constructed the plasmids of 
Fcgamma receptors (I, IIA, IIB, III), and expressed the plasmids into DENV-permissive cells to 
establish cell lines that stably express each of the receptors. Using these cell lines, DENV 
infectivity was examined using conventional plaque assay and real-time PCR assay. We then determined
 the ADE activity to  DENV using monoclonal antibodies and patient serum samples using the Fcgamma 
BHK cell lines. Using these monoclonal antibodies, we determined DENV infectivity in cell lines. The
 ADE could be detected in cell lines that express the Fcgamma IIA and IIB receptor. Overall, we have
 established Fcgamma receptor expressing cell lines that are useful in DENV diagnosis and 
pathogenesis studies.    

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
  デング熱・デング出血熱は、近年世界の熱

帯・亜熱帯地域に拡大しており、公衆衛生上

で大きな問題となっている。年間、約 400万

人の患者が発生していると推定される。デン

グ熱に対する特異的な治療法とワクチンが

実用化されておらず、世界的においても重要

な課題である。 

  デングウイルスは 4つの血清型が存在する。

感染されたウイルス血清型に対する防御免

疫は終生持続する。その一方、初感染時に誘

導された非中和交差抗体は、Fcgamma受容体

(FcγR)を介し異なる血清型ウイルスの感染を

増強させる活性を有する。この抗体依存性感

染増強(ADE)現象は、致死性の高いデング出

血熱の発症機序の一要因と考えられている。

デングウイルスの体内における FcγR を有す

る細胞は、重症デング熱の病態形成に関与す

ると考えられている。新たな治療法開発やワ

クチン開発の基盤を確立するために、FcγR及

び抗体複合体のデングウイルス感染症にお

ける役割について解明する必要がある。 
 
 
２．研究の目的 
  FcγR発現細胞（FcγR I, IIA, IIB, III)を樹

立し、プラークアッセイ及び real-time PCRを

用いてデングウイルスの感染価を測定を行

う。また、monoclonal antibody及びデング熱

患者血清を用いて、デングウイルスの感染増

強活性(ADE)により、感染増強パターンを明

らかにする。さらに、この FcγR 発現細胞を

基盤とした新規 ADE アッセイを構築し、デ

ングウイルス感染症の診断及び病態解析に

有用であるかを検討する。本研究では、FcγR

のデングウイルス感染症における役割解明

を目的とする。    

 

３．研究の方法 

（１）FcγR（FcγR I, IIA, IIB, III)のプラスミッ

ドを構築し、大腸菌を用いてプラスミッドを

増幅し、DNAの精製、遺伝子の配列の同定を

行った。これを Lipofectamineなどにて、BHK

及び VERO 細胞内にプラスミッドを導入し

た。導入 2 日後にタンパク発現を Flow 

cytometerにて発現率を測定した。さらに、抗

生物質を用いて FcγR発現細胞を選択した。 

（２）FcγR発現細胞におけるデングウイルス

の増殖率の解析を経時的に行った。デングウ

イルス（MOI=0.1, 0.01）の感染後、day1-3に

て細胞上清を回収し、ウイルス RNA 抽出を

行った。ウイルス RNAは、real-time PCRに

て力価を測定した。当時に、プラークアッセ

イを用いて、ウイルスの感染価を測定した。 

（３）個々の FcγR 発現細胞におけるウイル

スの増殖をモノクローナル抗体及び患者血

清にて ADEパターンを検討した。 

（４）モノクローナル抗体及びモデル動物・

患者血清を用いて、ADE活性及び抗体複合体

の測定を行った。 

 

４．研究成果 

（１）FcγR発現細胞の樹立：VERO細胞にお

いては、タンパク発現が認められなかったた

め、BHK 細胞にて実験を行った。BHK 細胞

においては、高タンパク発現率（～80％）が

認められたため、以降の実験は BHK 細胞を

用いて行った。 

（２）感染実験：FcγR を発現している BHK

細胞（FcγR I, IIA, IIB）において、デングウイ

ルスの増殖が認められた。 

（３）感染増強活性のある検体を用いて、あ

る濃度においては FcγR IIA では感染増強が

認められたが、非発現細胞では中和活性が認

められた。一方、FcγRIIB 発現細胞において

も ADE 現象が認められたが、これは単独発

現による現象であるかを解析する必要があ

る。 

（４）モデル動物及び患者血清における抗体

複合体の解析 

  上記のアッセイにおいて認められた現



象が、モデル動物及び患者においても同様に

認められる現象であるかを解析した。 

  サルのデング熱モデルでは、モノクロー

ナル抗体の投与により、体内に形成された抗

体複合体が FcγR 発現細胞にて検出すること

ができた (Moi et al., Am J Trop Med Hyg., 

2015)。同様に、患者（日本脳炎ワクチン被

接種者）検体においても感染増強活性が認め

られた(Saito et al., BMC Infect Dis, 2016)。

以上の結果により、ADE現象は in vivoにお

いても生じることが明らかとなった。さらに、

本研究では FcγR発現細胞を用いた新規 ADE

アッセイは、デングウイルス感染症の診断や

病態解析に有用であることを明らかにした。      
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