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研究成果の概要（和文）： 

デング出血熱の重症化に関わるウイルス側因子を探索するため、アジアとアフリカで患者か
ら血液検体を採取してウイルス学的、免疫学的解析を実施した。一次感染で重症化する成人が
多数確認され抗体依存性感染増強現象（二次感染）以外の重症化機序の存在が確認された。患
者血清中に存在するデングウイルスは多様であり、1 アミノ酸の変化で標的細胞を変更できる
ことが明らかになった。現在、ウイルス遺伝子の変異と重症度との相関を解析している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  To identify viral genomic factors for severe dengue virus infections, we conducted field 
surveys in Asia and Africa. A number of severe dengue cases were confirmed among adult 
patients with primary infections, suggesting additional mechanism of severity on top of 
the antibody-dependent infection theory. Viral quasispecies were analyzed and showed 
different target cell tropism even with a single amino acid alternation on E-protein. 
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１．研究開始当初の背景 

熱帯地域におけるデング熱の流行は古く
から比較的軽症で予後の良い急性熱性疾患
として知られており、17世紀にはすでにオラ
ンダ人医師によりインドでのデング熱の流
行が記載されている。しかし致命率の高い重
症の『デング出血熱』は1953年、フィリピン
のマニラ、ついで1954年にタイ国のバンコク
で突如出現した新興感染症であり、その後急
速に周辺の熱帯アジア諸国に拡大し1990年

代には中南米の国々へ侵入して、現在では熱
帯地域において最重要の蚊媒介性ウイルス
感染症となった。さらに近年、台湾や中国の
香港、マカオ、広東省でもデング熱、デング
出血熱の流行が発生するなど、地球温暖化に
よりデングウイルス活動域は確実に北上し
て我が国も無関心ではいられない国際感染
症となっているが、いまだに重症化の機序は
完全には解明されていない。 

重症型デング感染は血管からの急速で大
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量の血漿漏出によるショックと、播種性血管
内凝固（ＤＩＣ）による大量出血により特徴
づけられる。従来からこの重症化の要因に関
して 1)ウイルスの病原性、2)患者の遺伝的
素因、3)デングウイルスの2次感染説の3つが
提唱されてきた。特に3）の2次感染説につい
ては、2回目の感染で発生する種々の免疫学
的反応につき多種多様な研究が展開されて
きた。 

一方、本研究者らは、アジア各国でデン
グ熱･デング出血熱患者の血液からウイルス
を分離しその遺伝子解析と分子疫学分析を
したところ、同じ地域で同時期に採取したデ
ングウイルスは重症度と相関して遺伝子型
が異なっている事を確認し、加えて同一患者
から異なる感染性・増殖性を示す複数の株
（準種）が分離され、遺伝子レベルでもその
差異を確認した。これらのことから本研究で
は従来、軽視されていたデングの重症度に関
与するウイルス側の要因を探求することが
デング重症化因子を同定する上で必要であ
ると考えるに至った。また、従来から知られ
ていることであるが、奇妙なことにアフリカ
ではデング熱の流行は発生しているがデン
グ出血熱の流行は報告されていない。本研究
では調査地域を従来から研究されているア
ジアからアフリカに拡大することで、よりウ
イルス側の変異（差異）と重症度との関連を
鮮明にすることが可能であると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究ではデング出血熱の発症メカニズ

ムについてウイルス側の要因を同定するこ
とを目的として、1) デング出血熱が流行を
繰り返す東南アジアとデング熱は流行する
が出血熱の少ないアフリカにおいて、患者血
清から多種の培養細胞を用いてデングウイ
ルスを分離し、過去にこの地域で分離され当
研究所に保管されているウイルスもあわせ
てウイルス遺伝子を解析し地理的、年代的な
変異を明らかにする、2) 分離した東南アジ
アとアフリカのデングウイルス株の分子レ
ベルでの変異（遺伝子多型性）と患者の重症
度を比較して重症化に関連する遺伝子型を
明らかにする、3) 分離されたウイルス株の
ヒト培養細胞（特に単核球系細胞）に対する
ウイルス感染性、増殖性およびサイトカイン
刺激性を調べ、その差異とウイルス遺伝子型
との相関を明らかにする、4) 異なる遺伝子
型のウイルスに感染した細胞の分泌液がヒ
ト血管内皮細胞の細胞間隙を開裂するか否
かを試験管内皮血管系を用いて検証する、さ
らに, 5) リバースジェネティクスの手法等
を用いて、検出した血管透過性亢進に関係す
るウイルス側因子の遺伝子、アミノ酸レベル
での特定を行う。 
 

３．研究の方法 
デング出血熱の発症メカニズムについてウ

イルス側の要因を同定するため、アフリカと
アジアの研究拠点において、軽症および重症
のデング熱、デング出血熱患者から血液を採
取して、1）遺伝子増幅検出法によりデング
ウイルスの新鮮感染を確認する。2）陽性検
体については血液中にあるデング感染細胞
を同定するため、デング特異的標識抗体や細
胞識別抗体を用いたフローサイトメトリー
解析を実施する。3）さらに血清から蚊培養
細胞と種々の単核球系培養細胞を用いてウ
イルス分離を実施する。4）分離したウイル
スは長崎大学熱帯医学研究所に搬送し、細胞
特異性や増殖性を確定する。5）生物学的特
徴づけが完了したウイルス株についてウイ
ルス遺伝子の全塩基配列を決定する。6）こ
の情報にもとづき系統樹解析を実施して、ウ
イルス間の近縁度やウイルスが分離された
患者の臨床症状との相関を検討する。7）こ
れらのウイルスのうち重症化に関与すると
想定される遺伝子上の特徴を持つウイルス
株について、このウイルス感染単核球細胞か
らの既知のサイトカインが分泌されている
か否かを調べるとともに、8）試験管内での
血管内皮細胞に対する影響を観察して未知
の血管透過性因子の検出を試みる。9）ウイ
ルスの単核球系細胞への感染性や増殖性、さ
らにはサイトカイン刺激性に関与すると考
えられる遺伝子変異について、その変異を感
染性デングウイルスcDNAクローンに組み換
えてその変異を有する人工ウイルスを作製
しその生物学的性質を確認して最終的な確
証とする。10）以上の結果を総合的に判断し
て、デング出血熱に関与すると考えられるウ
イルス遺伝子変異を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)サンプル採取、重症度と抗体価の相関. 
平成 21年度～平成 23年度に実施した調査

において、ベトナム、フィリピン、バングラ
デシュ、ミャンマー、ネパール、ケニアにお
いて 1500 検体をこえる患者サンプルを採取
し、研究計画に従ってデングウイルスの分離、
免疫学的解析と遺伝子解析を実施した。 

1次感染と 2次感染とを簡便に血清検査で
識別する定量的手法を開発し（Inoue,2010）、
サンプルを解析した結果、一次感染でも多く
の重症例が発生していることを確認した。さ
らに一次感染で重症化する患者では高い特
異的 IgM 抗体を有することが明らかになっ
た（図１、投稿中）。このことは高い増殖を
示す、あるいは IgM抗体産生を強く刺激する
ウイルス群と重症化の関連を示唆するとも
考えられ現在、ウイルス遺伝子との相関を解
析している。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 1）IgM抗体価と一次感染患者での重症度

との相関(投稿中)、IgG:20,000以下は
一次感染患者と判定される。 

 
(2)デング感染細胞の探索. 
フローサイトメトリーを用いたデング感染

細胞の解析では、フィリピンにおけるデング
1型と3型の流行においてCD19陽性細胞にデ
ングウイルス感染が確認され、デングウイル
スが感染する単核球系の細胞のうちB細胞も
感染の標的となりうることが示された
(Michael O Baclig,2010)。その他、ベトナムに
おける調査では、赤芽球系細胞やNK細胞に
抗原陽性細胞を認め、デングウイルス標的細
胞の多様性を示す結果が得られた。 
 
(3）ウイルス分離と遺伝子解析結果. 

ベトナム、フィリピン、ミャンマー、ネパ
ール、バングラデシュ、ケニアの患者血清か
ら多くのウイルス株を分離し、遺伝子解析を
した（株数が多く解析は現在も継続中）。系
統樹解析については解析結果を現在投稿中
である。これらの結果から、デングウイルス
はそれぞれの地域で独自に進化（変化）を続
けていることが示されたが、ネパールにおけ
る2010年の流行ではインドから陸路、有史以
来初めてカトマンズまで感染が拡大したこ
とが判明した（図２）。重症度と遺伝子変異
の相関は現在解析中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図2）2010年のネパール（カトマンズ）で
のデング流行はインドから陸路拡大した。 
赤字（ネパール株）、青字（インド株） 
 

(4）ヒト血管内皮細胞(HUVEC)を用いた透過
性亢進の定量化システムの構築. 
 ヒト内皮細胞を用いてin vitroで血管の透
過性亢進を検査する系を構築して、重症デン
グ患者から分離したウイルスを単核球系の
細胞に感染させた感染上清に血管透過性亢
進を起こさせる因子が有るか否かについて
検証した。いくつかの株についは弱い透過性
亢進効果が観察された。現在、常法にしたが
って亢進物質の同定作業へ進んでいる。また
ウイルス遺伝子多形との関連も検索してい
る。 
 本研究の途中、ウイルス株により血管内皮
細胞へ直接感染している株と感染しない株
が存在するという予期しない結果を得た。こ
れについては次項、(5）のデングウイルス受
容体の多様性を示す一例とも判断し、現在ウ
イルス遺伝子多形との関連を検索中である。 
 
(5）感染細胞特異性と新規レセプターの同
定. 
今回の調査により、各国で流行しているデ

ングウイルスは種々の細胞に感染すること
が示され、またウイルス準種により感染細胞
特異性も異なることが示された。現在、それ
ぞれの細胞におけるウイルス受容体を同定
する作業を進めている。たとえば、デング出
血熱患者から分離された赤芽球系細胞に感
染性を持つウイルス株については細胞表面
のSDC2分子が受容体として働くことを同定
した（Okamoto 2012）。またこの結合はSDC2
分子のSer41に結合する糖鎖を介することが
明なになった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図３、SDC2のSer41に修飾された糖鎖がデ
ング2型ウイルス株16681株の感受性に重要） 
 さらにこのリセプターのウイルス側結合
部位はＥタンパク質上の塩基性アミノ酸集
中する立体構造上のポケットであることが
予測され、この部位の1アミノ酸置換(Eタン
パクの62 K→E)によってウイルスの結合性が
失われることも明かになった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 

 



（図４、ウイルスＥタンパク上のリセプター
結合が予想される部位、1アミノ酸の変異に
より結合性が消失する。） 
 
(6）その他の成果 
本調査においては多数のウイルス株が分

離され、デングウイルス以外のウイルスも分
離された。このため、質量分析計(nLC-MS/MS) 
を用いた簡便な網羅的アルボウイルス同定
法を開発した（Okamoto 2010）。また、デン
グウイルス感染を迅速に検出するため、1 チ
ューブでデングウイルス遺伝子を高感度に
検出できる RT-LAMP法による迅速診断法（投
稿準備中）を実用化した。 
 
(7）総括 
今回の調査期間中にケニアでのデング流

行が2011年からソマリア国境で始まったた
め、サンプル採取に時間を要しアフリカ株の
解析は現在も進行中でありアジア、アフリカ
株の総合比較解析にはまだ多少の時間を要
するが、予定した解析は今後も継続し完了す
る。 
本調査研究において、現時点で明らかにな

った事柄として、1）アジアでは成人でも1次
感染において多数の出血熱患者が発生して
いることがあげられる。この事実から2次感
染における抗体依存性感染増強現象による
重症化とは別の、1次感染における重症化メ
カニズムが存在することは明らかである。2）
1次感染における重症化例ではデングウイル
ス特異的IgM抗体が例外なく高値であった。
この事から、ウイルス側因子として高いIgM
応答をきたす機序と血管透過性亢進機序と
の関連を今後追及すべき項目として考慮す
る必要がある。3）デングウイルスの多様性
は1患者の体内から多くの準種ウイルスが分
離されたことからも明らかである。4）この
うちウイルス粒子表面タンパクＥの差異に
より感染標的細胞が変化し重症化に関与す
る可能性が示唆された。例えばウイルスEタ
ンパクの、62E-Kの変化（1アミノ酸の変異）
によりデングウイルスはSDC2を受容体とし
て利用できるようになった。SDC2は血管内皮
細胞にも発現しているとされ、同一患者体内
で多様に分化して存在しているデングウイ
ルス準種の新規受容体を１つ１つ同定して
ゆく事は重症化に関わるウイルス側因子を
解明するうえで不可欠の作業である。5）ヒ
ト血管内皮細胞を用いた血症漏出検出系は
確立できたが、この系を用いてデングウイル
ス感染単核球から分必されることを予想し
た血管透過性亢進因子（新規サイトカイン、
Ｘ因子）の同定は未だ成功していないが、今
後デングウイルスを一次感染させる単核球
系培養細胞の種類を増やしてＸ因子の探索
を継続する。 

 
最後に本調査に際しては、ベトナム国立衛

生疫学研究所、フィリピン・セントルークス
医療センター、ネパール Sukra Raj熱帯病・
感染症病院、バングラデシュ農業大学、上ミ
ャンマー医学研究所、ケニア国立医学研究所
の皆様にお世話になりました。謹んで御礼申
し上げます。 
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