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研究成果の概要（和文）：デングウイルス1型、2型感染患者血漿中のウイルス遺伝子を次世代シーケンサーを用いて解
析を行ったところ、デングウイルス2型でNS-5タンパク遺伝子の3’末端の終止コドンの配列が変化し、NS-5の3’端に
更に27アミノ酸が付加される塩基配列が確認された。また、デングウイルス1型、2型、3型、4型感染患者血清をそれぞ
れ、蚊の培養細胞（C6/36）及びサルの培養細胞（Vero）に接種して、分離された培養上清中のウイルス遺伝子を次世
代シーケンサーで解析したところ、デングウイルス1型のウイルス株でC6/36細胞（蚊）とVero細胞（哺乳類）での細胞
向性に関与すると考えられるウイルス遺伝子領域が確認された。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive dengue viral gene analysis was conducted on DENV-1 and -2 infected 
patient serum samples by using second generation sequencer. Preliminary analysis showed that the 3’ 
terminal codon of NS5 gene was changed and there was an addition of 27 amino acids resulting in the 
extension at the 3’ end of NS5 protein of the DENV-2 virus from some patient samples. DENV-1 to -4 
strains were isolated by using C6/36 and Vero cell lines and the entire sequences were analyzed by second 
generation sequencer. Among the DENV-1 isolates, we confirmed cell-line dependent amino acid sequence 
which is related in cellular tropism to either mosquito or mammals.
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１．研究開始当初の背景 
デングウイルスが媒介蚊によって

人の体内に侵入後、最初の標的細胞となるの
は樹状細胞であることが報告されている。し
かし、樹状細胞に感染した後、ウイルスがど
のように体内を移動し、どのような細胞を増
殖の場としているのかはほとんど解析され
ていなかった。そこで我々はフローサイトメ
トリーを用いてデング患者の血液細胞の解
析、及び、分離ウイルス株の細胞向性につい
て検討を行い、B リンパ球が患者体内でのデ
ングウイルスの増殖、及び、動態に重要な役
割を持つこと、そして細胞向性の異なるウイ
ルス準種が同一患者に感染していることを
解明し報告した（Kinoshita H, et al. Jpn J 
Infect Dis. 2009 Sep; 62(5):343-50）。デング
ウイルスは常時、蚊とヒトの間で交互に維持
され、細胞成分、構造、体温、免疫システム
等全く環境の異なる宿主の体内において違
った選択圧を受けながら短時間の内に行き
来している。Askov らは 2001 年にミャンマ
ーでエンベロープ（E）蛋白に欠損を持つデ
ングウイルス 1 型（DENV-1）の流行があった
こ と を 報 告 し て い る （ Science 2006; 
311(5758):236-8）。不完全なウイルス集団で
さえ準種として長期間ヒトと蚊の間で維持
されており、このことはヒトや蚊への適応や、
免疫反応からの回避または病原性などにも
影響するのではないかと示唆している。これ
らのことから考えると、蚊の体内で好んで増
殖するウイルス集団やヒトの体内で好んで
増殖するウイルス集団、人に感染し病態に関
連するウイルス集団、または何か特別な意味
を持つ不完全なウイルス集団の存在がある
ことが推測された。これまでのデングウイル
ス研究は培養細胞を用いて分離された選択
圧のかかったウイルス株を中心に研究され
ており、それぞれの宿主内でのデングウイル
ス準種の全体像は解明されていない。 

 
２．研究の目的 
 これまでのデングウイルス研究は
デング患者または媒介蚊から培養細胞を用
いて分離されたウイルス（選択圧のかかった
ウイルス）を中心に解析・研究されてきた。
本研究ではウイルスの細胞向性に直接関与
する E 蛋白に焦点を絞り、デング患者の血液
中に存在する全てのデングウイルス準種の E
蛋白遺伝子領域を対象に次世代シーケンサ
ーを用いて網羅的に解析することにより、こ
れまで確認されていなかったデングウイル
ス準種の E 蛋白遺伝子の全体像を解明する。
また、デング患者血液を媒介蚊に吸血させ一
定期間飼育後、蚊の体内で選択圧を受け蚊の
唾液腺にたどり着いたデングウイルス遺伝
子についても同様に網羅的解析を行い、ヒト
と媒介蚊体内におけるデングウイルス準種
の動態について比較解析を行う。 
 
３．研究の方法 

１）当初の予定では患者血液に存在するデン
グウイルスの E蛋白遺伝子領域を解析対象と
考えていたが、RNA から直接 cDNA を合成し、
遺伝子増幅を行わないで、ウイルス遺伝子全
領域を解析できないか、デング患者（DENV-1
感染患者 16 名、DENV-2 感染患者 4 名）血漿
中のウイルス RNA 量を定量してみた結果、直
接解析に十分量の RNA を患者血漿から準備
することが困難であることが判明した。そこ
で、ベトナムで分離された DENV-1 株及び
DENV-2 株のデングウイルス遺伝子配列を基
に、DENV-1 と 2 の全塩基配列をそれぞれ網
羅するようにプライマーを設計（増幅領域
500～4000bp）した。DENV-1 感染患者血漿
16 検体、DENV-2 感染患者血漿 15 検体から
Total RNA を抽出し、ランダムプライマーを
用いて cDNA 合成を行った後、各種プライマ
ーの組み合わせでウイルス遺伝子全領域を
増幅し、次世代シーケンサーを用いて各増幅
遺伝子領域の定性的、及び、定量的解析を行
った。 
２）室内実験で新鮮なデング患者血液を直接
媒介蚊に吸血させ感染させることが困難で
あったため、DENV-1,-2,-3,-4 感染患者血清を
それぞれ、C6/36 細胞（蚊由来の培養細胞）
及び Vero 細胞（サル由来の培養細胞）に接
種して、分離された培養上清中のウイルス遺
伝子を、PCR 増幅をしないで直接次世代シー
ケンサーを用いて解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）DENV-1 及び-2 感染患者血漿からそれぞ
れのウイルス遺伝子全領域の増幅を試みた
が、DENV-1 患者血漿では Core、PreM/M、及
びEnvelopeの構造タンパク遺伝子領域(nt 57
－2464)と Envelope 遺伝子の後半から NS-1、
NS-2A、NS-2B、NS-3 の 1 部非構造タンパク
遺伝子の領域（nt 1936-4456）の２つの遺伝
子領域（PCR 産物）が 3 人の患者検体から増
幅され、DENV-2 患者血漿からは、Core、
PreM/M、及び Envelope の構造タンパク遺伝
子領域 (nt 83－1861)とNS-5の3’末端から非
翻訳領域 3’－UTR (nt 8855－10349) と
NS-4A の 3’末端から NS-5 の 3’末端、3’－UTR 
(nt 8855－10349)の 3 つの遺伝子領域が 5 人
の患者検体から増幅され、それぞれの PCR 産
物をゲノム支援協力機関である宮崎大学フ
ロンティア科学実験総合センターの林哲也
教授のご協力を得て、次世代シーケンサー
（MiSeq, Illumina Inc.）を用いて網羅的に解
析を行った。その結果から、ベトナム中部で
2013 年に流行した DENV-1 及び-2 流行株の
ドミナントなウイルス遺伝子配列（Genotype
及び Sub-genotype）が確認された。DENV-2
の解析結果から NS-5 タンパク遺伝子の 3’末
端の終止コドンの配列が変化し、NS-5 の 3’
端に更に 27 アミノ酸が付加される塩基配列
が確認された。デングウイルスの NS-5 蛋白
は RNA依存性 RNAポリメラーゼ酵素（RdRp）
活性を有し、ウイルス遺伝子の転写に重要な



役割をもつ。今回、デング患者血漿中に存在
する DENV-2 の NS-5 タンパク遺伝子に確認
された変異は NS-5 の蛋白構造、及び、RdRp
活性に何らかの影響を及ぼす可能性が考え
られる。 
２）DENV-1,-2,-3,-4 感染患者血清をそれぞれ
C6/36 細胞、及び Vero 細胞に接種して、分離
された培養上清中のウイルス遺伝子を次世
代シーケンサーで解析したところ、DENV-1
のウイルス株で C6/36 細胞（蚊）と Vero 細
胞（サル）で細胞向性に関与すると考えられ
るウイルス遺伝子領域が確認された。現在、
これら分離ウイルス株のクローニングとデ
ングウイルス 1型感染性クローンを用いて変
異体を作成し検証実験を進めている。 
この他、2013 年にベトナム中部で発生した、
DENV-4 を主流としたデング熱大流行の分子
疫学的解析を行い、論文にまとめ発表した（J 
Clin Virol 66;May 2015.24-26)。 
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