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A. 研究目的 

  世界人口の 3 分の 1 がデング熱流行地域

（熱帯・亜熱帯）で生活しており、年間約 4

億人がデング熱・出血熱を発症する。我が国

におけるデング熱患者数は年々増加傾向にあ

り、2013 年は 1999 年以来、もっとも高い患

者数（249 人）が報告された。世界的に患者

数が多いにもかかわらず、デング熱に対する

ワクチン・治療がいまだに実用化されていな

い。このように、デング熱に対する対策に関

しては、診断およびワクチン・治療開発が必

要である。本研究班では、デングウイルス感

染の診断体制の確立・整備の一環として、新

規病原体診断法（ウイルス分離、重複感染に

研究要旨 

  デングウイルスは、蚊によって媒介されるウイルスであり、世界的に大規模な流行を引

き起こしている。年間約 4 億人がデング熱を発症し、そのうち約 2 万人が死亡する。我が国

におけるデング熱の輸入症例は増加傾向にあり、年間数百症例が報告されている。しかし、

デングウイルス感染症に対するワクチンおよび治療がいまだに実用化されていない。デング

ウイルス感染症の予防対策の一環として、診断法の評価と改良、新規診断法の開発、ワクチ

ン・治療開発のためのモデル動物の確立が必要である。本研究班では、デングウイルスの実

験室診断法を確立と評価を実施した。さらに、発症および防御に係る機構を明らかにするた

め、動物モデルを確立し、ワクチン・治療開発に必要な基盤研究が進展した。診断法の開発

では、新規ウイルス分離法および複数の血清型ウイルスによる重複感染症の新規病原体診断

を確立し、その有用性を証明した。デングウイルス感染症の動物モデル開発では、霊長類（マ

ーモセット）デングウイルス感染症モデルを確立し、ウイルス学および血清学的の検討を行

った。以上のモデル動物実験結果により、本モデル動物は、デング熱のワクチン・治療開発

に有用であることを証明した。 



おけるウイルス分離、抗原検査）の開発およ

び有用性検討をし、患者発生に備えている。

さらに、ワクチン・治療開発のためには、モ

デル動物の構築や発症機序をウイルス学的や

免疫学的に解明することが必要である。 

 

B. 研究方法 

1. 診断法の開発・改良 

1) 新規病原体診断法（抗体依存性感染増強現

象を応用したウイルス分離法）の開発・有用

性評価： 

  感染増強活性を有する抗体を用いて、FcγR

発現細胞にてデングウイルス分離法を確立し

た。開発したアッセイ法を従来のウイルス分

離法(C6/36および FcγR非発現BHK細胞)にて

比較検討した。さらに、デング熱患者から採

取した血清を用いて、本アッセイの有用性を

検討した。 

 

2) 新規病原体診断法（複数のデングウイルス

血清型による重複感染症の確定診断法）の開

発・有用性評価： 

 中和活性および感染増強活性を有する抗体

（回復期血清）を用いて、FcγR 発現細胞にて

新規デングウイルス分離法を確立した。開発

したアッセイ法を従来のウイルス分離法

(FcγR 非発現 Vero および BHK 細胞)にて比較

検討を行なった。さらに、デングウイルス重

複感染症患者からの血清を用いて、本アッセ

イの有用性を検討した。ウイルス価は、

RT-PCR およびプラーク法にて測定した。 

 

3) 尿検体を用いた NS1 抗原迅速診断法によ

りデングウイルス病原体診断： 

  デングウイルス NS1 抗原迅速検査キット、

ELISA キットを用いて、尿検体における NS1

抗原の検出率を他の検査法（IgM/IgG 抗体お

よび RT-PCR）と比較検討した。 

 

2. デングウイルス感染症のモデル動物の開

発 

1) マーモセットを用いたデングウイルス感

染症モデル動物の開発： 

  DENV2 をマーモセットに接種し、ウイル

ス価の定量、抗体上昇、生化学的および血液

的の変化を検討した。 

   

C. 研究結果 

1. 診断法の開発・改良 

1) 新規病原体診断法（抗体依存性感染増強現

象を応用したウイルス分離法）の開発・有用

性評価： 

  本研究ではこれまでに確立したデングウ

イルス血清学的検査法(抗体依存性感染増強

（antibody-dependent assay, ADE）アッセイ

法)がウイルス分離に使用可能であることを、

デング熱患者血清を用いて検討した。抗体依

存性感染増強活性を有する抗体(mAb4G2)の

存在下で、FcγR 発現 BHK 細胞を用いて患者

血清からウイルス分離を試みた。患者血清か

らウイルス分離を試みたところ、感染増強抗

体存在下の FcγR 発現 BHK 細胞上清のウイル

ス力価は、他の細胞（非 FcγR 発現 BHK 細胞、

C6/36 細胞）より高価であった。さらに、５０

検体中 16 検体においては、非 FcγR 発現細胞

よりウイルスが分離できなかった。その 16 検

体中 7 検体(44%)は ADE アッセイにて分離す

ることが可能であった。以上の結果より、感

染増強抗体の存在下での FcγR 発現 BHK 細胞

（ADE アッセイ）は、従来のウイルス分離法

と比較し高率にデングウイルスの分離が可能

であり、デングウイルス分離検査に有用なツ



ールである。 

 

2) 新規病原体診断法（複数のデングウイル

ス血清型による重複感染症の確定診断法）の

開発・有用性評価： 

  我々はこれまでに確立した FcγR 発現

BHK 細胞を用いた新規中和試験法がデング

ウイルス重複感染に使用可能であることを、

重複デングウイルス感染の患者血清からデン

グウイルスの分離を試みた。我々は、中和お

よび感染増強活性を有する回復期患者血清

(NtAb)を用いて新規中和アッセイにより、そ

れぞれのデングウイルスの分離に成功した。

以上の結果により、この FcγR 発現 BHK 細胞

を用いた新規病原体診断法により、デングウ

イルス血清型重複感染は、感染性のある二つ

の血清型ウイルスによる感染であることをは

じめて明確に証明した。 

 

3) 尿検体を用いた NS1 抗原迅速診断法によ

りデングウイルス病原体診断： 

  我々は、NS1 抗原 ELISA 法および簡易

イムノクロマト法が尿検体を用いた場合にも

NS1抗原が検出であるかを検討した。さらに、

血中の NS1 抗原検出率を尿検体の抗原検出

率と比較検討を行った。ELISA 法では、血中

の NS1 抗原が高感度で検出された。一方、尿

中の NS1 抗原検出率は、血清検体を用いた場

合よりやや低い。尿中の NS1 抗原は、いずれ

検査法（ELISA 法およびイムノクロマト法）

においてもほぼ同じ検出率で検出された。 

 

2. デングウイルス感染症のモデル動物の開

発 

1) マーモセットを用いたデングウイルス感

染症モデル動物の開発： 

  感染モデルの評価については、ウイルス

接種後、経時的にウイルス血症定量、中和抗

体測定、体温、活動性、肝機能・腎臓機能検

査を行った。本検討により、全ての個体にお

いて、ウイルス血症が認められた。感染ウイ

ルス血清型に対する中和抗体上昇は全個体に

認められたが、異なる血清型に対する中和抗

体価は低い、または検出されなかった。12 個

体中、5 個体 (5/12) においては、ウイルス接

種後に血小板減少症が認められ、9 個体にお

いては白血球減少症を呈した。7 個体は、発

熱および活動低下を呈した。さらに、ウイル

ス接種を行っていない対象のマーモセット 4

個体においては、これらの症状を示さなかっ

た。デング熱モデル動物であるマーモセット

は、デングウイルス接種後においてはデング

熱の典型的な症状（発熱、活動低下）と生化

学的の変化を呈した。 

 

 

D. 考察 

  本研究班では、節足媒介性ウイルスの感

染症予防対策の一環として、新規診断法の確

立、既存の診断法の手順改良・評価し、病原

体診断法（ウイルス分離および抗原検出法）

を整備するとともに、ワクチン・治療開発に

必要なモデル動物の開発・評価に関する研究

を実施した。 

  我々は、(1) 新規病原体診断法（抗体依存

性感染増強現象を応用したウイルス分離法）

の開発・有用性評価を行い、開発した新規ウ

イルス分離法（ADE アッセイ）は、従来のウ

イルス分離法と比較した。開発した新規 ADE

アッセイにより、高率にデングウイルスの分

離が可能となり、ウイルス分離検査に有用な

ツールであることが示唆された。さらに、我々



は、(2)複数のデングウイルス血清型による重

複感染症の確定診断法を開発し、その有用性

を証明した。本研究法では、中和および感染

増強活性を有する回復期患者血清を用いて新

規中和アッセイにより、それぞれのデングウ

イルスの分離に成功し、新規病原体診断法の

重複感染症診断における有用性を証明した。

(3) 既存の診断法の手順改良・評価では、尿

検体を用いてもウイルス抗原(NS1 抗原)が検

出されたことから、改良した方法は、病原体

診断として有用であることを証明した。さら

に、(4) 確立したデングウイルス感染症モデ

ル動物（マーモセット）では、中和抗体上昇、

IgM/IgM 抗体上昇パターンおよび症状（(血小

板・白血球数減少、AST/ALT 上昇など)がヒト

デング熱患者と類似することから、本モデル

動物は、デングウイルス感染症のワクチン・

治療開発に有用であることを明らかにした。 

   

     

E. 結論 

  本研究班では、節足媒介性ウイルスであ

るデングウイルスの感染に対する診断および

予防対策に関する研究を行った。H23-25年は、

デングウイルスの新規ウイルス分離法の確立

および抗原検出法の改良を行なった。本研究

班で開発した新規病原体診断法（ウイルス分

離）および病原体診断法(NS1 抗原)の手順改良

により、既存の診断法よりも高い有用性を示

したことから、デング熱の臨床診断上におい

ては、著しく進展が見られた。さらに、デン

グウイルスのモデル動物開発にはウイルス学

的、免疫学的などの解析を行い、本マーモセ

ットモデルは、病態解明および新規治療・ワ

クチン有効性評価と開発に有用であることを

明らかにした。 
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