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1. はじめに

　デングウイルス (DENV) によるデング熱 (DF)・出血熱 
(DHF) は，年間世界的に約 960万人が発症し，大きな問題
となっている感染症である 1)．さらに，世界人口の 1/3が
流行地域の熱帯・亜熱帯地域に生活しているにもかかわら
ず DENVに対するワクチンと抗ウイルス薬がない．デン
グ熱の流行地は，近年急速に拡大しており，この数年間で
はウイルスが侵入・土着した地域として亜熱帯地域ネパー
ルと台湾が挙げられる．日本においては近年のデング熱輸
入症例数が増加傾向にあり，1999年には輸入症例が 9症
例であったが，2013年には 249症例が報告されている．
さらに，2014年には 70年ぶりに 160人規模のデング熱

2014年の国内流行が発生し，輸入症例数の 165症例と合
わせた総デング熱症例数は 325症例であった 2,3)．
　デングウイルスは，重篤な症状を引き起こす日本脳炎ウ
イルス，黄熱ウイルス，ウエストナイルウイルスと同じフ
ラビウイルス属に属する．デングウイルスは，4つの血清
型が存在し，いずれの血清型もヒトに感染すると同様の病
態を示すため，血清型の鑑別診断は実験室診断が必要であ
る．デングウイルスに感染した場合（約 20％－ 90％）は，
不顕性感染であるが，典型的なデング熱 (DF)の主症状は
高熱，発疹や痛みであり，約 1週間後には回復する場合が
多い．しかし，致死的なデング出血熱 (DHF) は，適切な
治療が施されない場合は致死率が約 20％である．世界で
は年間約 25, 000人の DHF患者が亡くなっている 4-6)．
　デング熱・デング出血熱の発症機序解明はもっとも重要
なデング熱の研究課題の一つである．特にデング熱では，
感染によって誘導された免疫は感染防御に重要な役割を
担っていると同時に，重症化へと導く役割も果たしている．
このことから，予防と免疫療法の開発においては，防御免
疫を誘導するワクチン開発，ウイルス増幅抑制治療が必要
である一方で，生体の免疫状況により相反する効果が生じ
る可能性もある．
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ことによって安全かつ有効なワクチンの開発が可能となる．我々はこれまでに，生体内におけるデン
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2. デングウイルス感染症における免疫病態機構

　デングウイルスには 4つの血清型が存在するが，一つの
血清型に感染すると同血清型に対する免疫は終生免疫であ
る．他の血清型に対する防御免疫は，初回感染（初感染）数ヵ
月後に消失する．そのため，血清型間の交叉性防御免疫が
消失した後，初感染と異なる血清型に感染しうる状態とな
る 7,8)．多くのデングウイルスの流行地で複数の血清型ウ

イルスが同地域に存在し，数年ごと（2～ 4年）に優勢な
血清型が入れ替わる．ウイルス感染時には，液性免疫，細
胞性免疫とも感染されたウイルス血清型のみに反応する
「型特異性免疫」，および複数のデングウイルス血清型と交
叉反応を示す「型交叉性免疫」が誘導される．ウイルス感
染以外にも母子抗体移行によって免疫応答の種類（初感染，
再感染）が異なってくる．初感染では，一つの血清型ウイ
ルスに感染すると（1）液性免疫（抗体），（2）細胞性免疫
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図 1 重症型デング熱の病態形成に関わるファクター．
ウイルス感染時には，液性免疫，細胞性免疫とも感染されたウイルス血清型のみに反応する「型特異性免疫」，および複数の
デングウイルス血清型と交叉反応を示す「型交叉性免疫」が誘導される．ウイルス感染以外にも母子抗体移行によって免疫応
答の種類（初感染，再感染）が異なってくる．初感染では，一つの血清型ウイルスに感染されると誘導された免疫（1）液性
免疫（抗体），（2）細胞性免疫（T細胞など）型特異性および型交叉性の免疫反応が誘導される（A）．一方，初感染において
型交叉性免疫はほとんど出現しないため，交叉防御能を有しない．デング熱重症化メカニズムにおいては，抗体や T細胞な
どの免疫状況の複数のファクターの相乗効果によって形成されると考えられている（B）．
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（T細胞など）型特異性および型交叉性の免疫反応が誘導
しうる（図 1）．しかし，初感染において型交叉性免疫は
ほとんど出現しないため，防御能を有しない．再感染後で
は 2つの血清型ウイルスの感染によって誘導された免疫
は，複数の血清型に対する交叉性防御免疫がみられるため，
3度目の感染は稀であると考えられている．
　重症型のデング熱（DHF, DSS）を発症した患者の多く
は異なる血清型ウイルスの感染による 2度目の感染である
ことから，免疫が病態と関与する説が提起されてきた（図
2）．東南アジアや南米では，デング出血熱は小児にみられ
ることが多い．タイでは，1歳未満のデング出血熱の初感
染患者においては感染前に抗デングウイルス抗体を有して
いた患者が多く，デングウイルス抗体を有する母親から生
まれた小児であった．1歳未満の小児においては，時間の
経過とともに母子移行抗体の中和レベルが低下し，中和能
が消失することによって感染防御が成立しないことが考え
られる．通常，デングウイルス感染で誘導された抗体は全
てのウイルス血清型に対し交叉性を有するが，抗体は（1）
中和，（2）感染増強の二つの相反する活性を有するため，
中和活性が優位の場合は，感染防御が成立すると考えられ
てきた．

2-1.  抗体感染増強活性を含まれた中和抗体価の測定：Fcγ
R発現細胞を用いた新規中和アッセイの確立

　デングウイルス感染の防御は主として中和抗体によって
なされると考えられている．また，抗体のデングウイルス
に対する中和能は，通常プラーク減少法を用いて Vero細
胞等FcγR非発現細胞にて測定されている．しかし，プラー

ク減少法にて高い中和活性が検出されたにも関わらずデン
グウイルスに感染した患者が存在するという報告がある
9,10)．従来のプラーク減少法は，FcγR非発現細胞におい
て中和活性を検出することは可能が，デングウイルスの感
染標的細胞である monocyte/macrophage等 FcγR発現細
胞に対する感染増強能を同時に検出することは困難であ
る．そこで，我々はプラークの形成能を有する BHK細胞
に FcγRを恒常的に発現させ，感染増強活性（antibody-
dependent enhancement, ADE）と中和能を総合的に測定
する方法（新中和アッセイ法）を確立した 11,12)．さらに，
FcγR発現細胞を用いたプラーク法にて初感染および再感
染患者血清における患者血清中の中和能を測定したとこ
ろ，FcγR発現 BHK細胞を用いた中和抗体価は非発現細
胞を用いた場合よりも低く，感染増強活性は抗体の中和能
を低下させることが示唆された 13)．これらの結果により，
確立した FcγR発現細胞を用いた中和試験は，感染増強活
性と中和活性を合わせた生物的に意義のある抗体価の測定
が可能であることが示唆された．
　その一方，デングウイルス流行地であるマレーシアおよ
びベトナム患者血清を本アッセイにて検討したところ，そ
の多くは ADE活性を有し，非 FcγR発現細胞による測定
された中和抗体価は FcγR発現細胞より中和能が高い．そ
の中，再感染の DENV-1患者において DENV-1に対し，
非 FcγR中発現細胞では，中和抗体 (DENV-1 PRNT50＝ 1：
10-1：80)が検出された一方，FcγR発現細胞をアッセイ細
胞として用いたところ，DENV-1中和抗体が検出されな
かった（表 1）13)．さらに，デング熱流行期後のベトナム
の健常者においては，抗体価の上昇が認められたが，流行

図 2 デング熱再感染における重症化メカニズム―抗体依存性感染増強現象による重症化．
初感染において型交叉性免疫はほとんど出現しないため，防御能を有しない．デングウイルス感染で誘導された抗体は全ての
ウイルス血清型に対し交叉性を有するが，抗体は（1）中和，（2）感染増強の二つの相反する活性を有するため，中和活性が
優位の場合は，感染防御が成立すると考えられてきた．
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期前の中和活性は患者より高いことと，相対的に感染増強
活性が低いことから，感染増強活性による中和活性の相殺は，
中和抗体の防御作用を低減させることが示唆された 14)．

2.2. DENV交叉抗体における感染増強活性
　デングウイルス感染の重症化の要因の一つは抗体依存性
感染増強 (ADE)現象による抗体ウイルス複合体を含む高
ウイルス血症と考えている．定量 PCR及び FcγRを有し
ない細胞を用いた従来のウイルス定量法（プラークアッセ
イ）は，抗体－ウイルス複合体の感染能が反映されていな
いため，再感染時における感染増強抗体―ウイルス複合体
による感染性ウイルス量の測定が困難である．しかし，FcγR
発現細胞を用いたところ，第 1病日から第 5病日までの患
者血清におけるウイルス血症は，FcγRを有しない細胞を
用いた場合より約 10倍高かった（図 3A）．さらに，ウイ
ルス血症も約 1日長く継続した．同様な現象は，初感染で
は観察されなかった．これらの結果により FcγR発現細胞
では，再感染患者血清において ADE活性を合わせたウイル
ス力価が測定できることが明らかとなった 15)．すなわち感
染能を有する抗体ウイルス複合体が再感染患者血清に存在
することが示唆された．
　非希釈検体を用いた ADE試験では，再感染患者におい
ては感染増強活性が検出されたが，活性のレベルはウイル
ス株により異なる 16)．一方，マーモセットを用いた in vivo
実験では，この中和活性は感染時期及びウイルス株により
影響を受けることから 17)．再感染における感染増強活性
や免疫誘導は，感染時期およびウイルス株が重症化及び防
御に関与していることが示唆された．

3. ワクチン開発における問題点

　免疫状況によって症状が重症化する可能性があることか
ら，ワクチン実用化には，4つの血清型それぞれに対する十
分な防御能を誘導するワクチンが必要である．近年，世界初
となる 4価ワクチン防御効力試験では，中和抗体が認められ
た被治験者において重傷デング熱患者が発生した 18-20)．さ

らに，デング熱ワクチンを導入されたフィリピンにおいて
も，重症デング熱症例・死亡事件が発生，ワクチンプログ
ラム中止等の混乱を招いた 21,22)．また，抗体陰性者がワク
チン接種を受けることにより重症デング熱を発症するリス
クが認められたため，WHOはデング熱の既往が確認され
た者のみにワクチン接種を行うことを推奨している 23)．
ワクチン接種による重症リスクの増悪原因は明らかとなっ
ていないが，その背景にはワクチンの有効・安全性評価の
ための防御マーカーおよび適切なモデル生物が欠如してい
ることが考えられる．

3.1. FcγR発現細胞を用いた中和アッセイの有用性
　現在広く用いられている中和試験法では，中和能のみを
測定し，感染増強効果を反映させた中和能の測定が不可能
である．我々の研究グループは，すでに 2013年に Vero細
胞など FcγRのない細胞を用いた通常プラーク減少法
(PRNT法 )を用いてにて測定された中和抗体価は，感染増
強活性を含んだ中和抗体価の測定が困難であること，ワク
チンの有効性評価には FcγRを有する細胞が有用であるこ
とを提唱した 25)．このアッセイの特徴は本稿の前半にも
述べたが，FcγR発現細胞を用いたアッセイ系は，「感染
増強」および「感染防御」という相反する現象の相互作用
の解析が可能である 13,25)．感染増強活性を有する抗体が重
症化に関与することのみならず，抗体の中和活性を相殺す
る作用を有することから，デング熱ワクチンの実用化には
抗体の防御レベルを明らかにする必要がある．これに関連
し，すべての 4つ血清型に対し高いレベルの中和抗体を誘
導可能なワクチンの開発には，ワクチンによって誘導され
た抗体による「感染増強」および「感染防御」という相反
する現象の相互作用を明らかにすることが重要と考えてい
る．

3.2.  新世界ザルマーモセットを用いたデングウイルス感染
モデル

　デング熱ワクチンが開発困難なもう一つの理由は，適切

表 1．FcγR発現細胞を用いた中和アッセイにて測定されたデング熱患者の中和抗体価は BHK細胞より低い．

急性期検体 患者 ID

DENV 中和抗体価 (PRNT50)

BHK細胞 FcγR 発現 BHK細胞

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4

感染ウイルス
血清型 

(DENV-1)

46
47
48
49
56
57
58

 80
 <10
<10
10
10

<10
<10

40
20
10

1280
10
40
320

20
<10
<10
<10
<10
<10
 <10

 20
 <10
 <10
 <10
<10
<10
 <10

 <10
 <10
 <10
 <10
 <10
 <10
 <10

10
<10
<10
160
<10
40
10

<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10

 <10
 <10
 <10
 <10
 <10
 <10
 <10

1 文献 [13]より抜粋 .
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似する（表 2）28,29)．さらに，FcγR発現細胞を用いた新規
中和試験では，マーモセットはデング熱患者と同様にウイ
ルス－抗体複合体が血中に形成されることが明らかとなっ
た 29)．以上のデータからはマーモセットはワクチン開発
の霊長類モデルとして有用であることが示唆されたが，今
後は発症メカニズム解明や治療法・ワクチン開発のモデル
動物としての応用を期待している．

4. おわりに

　デングウイルス，ジカウイルスなどのフラビウイルス感
染症には，これまでに適切なモデル生物はなく，発症機序
の解明や有効な予防法の開発の遅れの原因の一つである．

なモデル動物がないことである．一般的に，カニクイサル，
アカゲザルなどの霊長類が病態解明研究とワクチン開発研
究に用いられている．実験的にデングウイルスに感染され
た霊長類は，高ウイルス血症と症状（発熱，生化学的な変
化など）を呈しないため，ワクチン評価系としての活用は
困難である．ここで我々の研究グループは，デング熱の霊
長類マーモセットモデルを確立し，感染モデル及びワクチ
ンの有効性評価モデルとしての有用性を検討した 26-28)．本
モデルは，初感染・再感染時にヒト DENV感染と同様な
症状（高ウイルス血症，血小板・白血球減少症）を呈し，
モデルにおける抗 DENV抗体の上昇パターンもデング熱
患者およびワクチン治験でみられる抗体上昇パターンと類

図 3 FcγR発現細胞を用いた新規中和アッセイの確立．
従来のプラーク減少法は，FcγR非発現細胞（BHK細胞）において中和活性を検出することは可能が，デングウイルスの感
染標的細胞である monocyte等 FcγR発現細胞に対する感染増強能を同時に検出することは困難である．FcγR発現細胞を用
いたプラーク法にて初感染および再感染患者血清における患者血清中の中和能を測定したところ，FcγR発現 BHK細胞を用
いた中和抗体価は非発現細胞を用いた場合よりも低く，感染増強活性は抗体の中和能を低下させることが示唆された（A）．
これらの結果により，確立した FcγR発現細胞を用いた中和試験は，感染増強活性と中和活性を合わせた生物的に意義のある
抗体価の測定が可能であることが示唆された（B）．

DENV BHK FcyR-BHK

+ +
- +

1. 

BHK FcyR-BHK

Free virus + +
― - +

2. ―

A
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(i) (ii)
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防御マーカーを明らかにすることが重要である．我々はこ
れまでに FcγR発現細胞を用いた中和アッセイを確立し，
このアッセイ系は「感染増強活性」と「中和活性」の活性
を総合的に測定可能であったことが示唆された．今後は，
このアッセイ系を応用し防御における中和抗体価の数値化
および防御に関わる特徴的なマーカーを明示化について検
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表 2．マーモセットモデルにおける症状及び免疫誘導パターン
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(1) 1x106-1x108 GC/ml 1x104-1x107 GC/ml

(2)

(3) AST ALT

(4)   

(5)   

(II) 

(1) DENV IgM IgG

(2)
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Development of in-vitro and in-vivo assays for dengue vaccine and 

therapeutics evaluation, and pathogenesis studies

MOI MENG LING

Institute of Tropical Medicine, Nagasaki University

 Antibodies are considered central in the protective immunity to dengue and other 
flaviviruses. While Japanese encephalitis virus and yellow fever virus vaccines are available for more 
than half a century, there remains a need for the development of an effective dengue vaccine. An 
effective dengue vaccine should ideally elicit protective immunity against all four dengue virus 
serotypes. Cross-reactive antibodies play a competing role in dengue: high levels of neutralizing 
antibodies are associated with disease protection whereas non-neutralizing cross-reactive antibodies 
are associated with enhanced clinical presentation. During secondary infection, these cross-reactive, 
non-neutralizing antibodies are hypothesized to enhance virus infection of the Fcgamma receptor (Fcγ
R) bearing cells. In a series of experiments, (1) an in-vitro assay using FcγR-expressing BHK cells as 
assay cells and (2) a non-human primate (NHP) model using marmosets was developed to determine 
the levels of neutralizing antibodies that contribute to disease pathogenesis and protection. This study 
has several implications; (1) non-neutralizing, infection-enhancing activity hampers flavivirus 
neutralizing activity, contributing to an immune profile that fails to offer protection, (2) during 
secondary flavivirus infection, non-neutralizing antibodies form infectious virus-immune complexes, 
leading to higher infectivity of virus target cell in vivo, the FcγR-bearing cells, and (3) in comparison 
to conventional neutralizing assays, assays using the FcγR-expressing cells may better reflect the 
biological properties of antibodies in vivo. The results also suggest that common marmosets could be 
a reliable primate model for the evaluation of candidate vaccines.
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