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第第第第１１１１章章章章    序論序論序論序論    

 

(1.1)(1.1)(1.1)(1.1) 背景及び目的背景及び目的背景及び目的背景及び目的    

デング熱病はデングウイルスにより、発症するも

ので蚊が媒介して人から人へ感染する。現在、5000

万人～1億人の人はデング熱ウイルスに感染され、

中でも～50万人がさらに重症化により入院しその

重症化の中から2.5～5%は死に至ると報告された。

現在、海外旅行の増加、地球温暖化により、デン

グ熱ウイルスによる感染症が風洞病となる国の数

が増えると推測される。一方、デング熱病を抑えるためのワクチンや特効な薬品はまだ開

発する段階であること、またワクチンの投与により、Antibody Dependent Enhancement 

(ADE)が引き起こしてしまったと言う事件が報告されたこと、重症化する原因はの王もに

ADEを介して、乳児では一次感染で、子供及び大人では異なる型の二次感染によるもので

発症したことから、デング熱ウイルス感染のマナジメントは環境の洗浄活動及びデング熱

ウイルスの検出法に依存される。特に、ワクチンや特効な薬品がまだ販売されていない時

に、重症化を推測できる検出法は望ましい。 

図1.1 世界的なデング感あ染の流行 



 

今まで、販売されたデング熱ウイルスを検出法として、デング熱ウイルスの分離法、デン

グ由来のNS1検出法、抗デング粒子のIgM / IgG検出法、そしてデング熱ウイルス由来RNA

を検出法の事である。デング熱ウイルス分離法は正確だが、時間は一週間以上に掛かる。

デング由来のNS1検出法は初期に短時間で結果わかるが異なるデング型に感度性が変わる

のでFalse Negative/positiveの結果は良く得られる。IgMやIgGの場合、一次感染か二次

感染を区別できるが発熱から4日後からしか検出できなくてまた他の抗Flavivirus抗体に

も反応するので特異性には問題がある。デング熱ウイルス由来のRNAを検出法の場合、他

の検出法と比べると初期で短時間でも一番感度の良い検出法だが、前修理にエクスパート

が必要であり、また得られた結果をデング熱ウイルスの分離法の結果で比較する必要があ

る。よって、既に開発した検出法にまだ不便さが見られたため、本研究の目的はデング糖

鎖結合の利用、ナノテクノロジーの利用、そして遺伝子診断技術の利用で高感度、簡便、

正確な検査診断法の確立とする。 

(1.2)(1.2)(1.2)(1.2) 論文の構成論文の構成論文の構成論文の構成    

本論文は全5章で構成される。 

第１章では本研究の背景及びその目的を示した。 

第２章では糖鎖固定化ナノ粒子の作成について述べた。まず、DENV（DENV-1, -2, -4の三

つのサブタイプ）のエンベロープ蛋白質との糖鎖相互作用を、48種の糖鎖を固定化したア

レイ型シュガーチップを用いて、SPRイメージング法で解析した。高い結合活性を示した

糖鎖のうち、ヘパリンと低分子の硫酸化デキストランを用いて、３種の糖鎖固定化ナノ粒

子(SGNP)を作成して、DENVの濃縮実験を行い、適切な糖鎖固定化ナノ粒子を検討し、最適

のSGNPを決定した。 

第３章ではSGNPによるDENVの濃縮に基づいた in vitro 実験について述べた。DENV由来の

標的DNA断片を含むプラスミドを作成し、またPCRのプライマーを、論文を参考に設計した。

また、血清の存在下でSGNPによる濃縮が可能であり、DENVの検出限界が10 copies/10と

高感度であった。    

 



 

 第４章は，臨床検体を用いた実証実験について述べた。インドネシアにおいて、87例

の患者検体を用い、常法である市販のRNA抽出キットを用いた方法と上述のように開発し

た方法（SGNP法）との比較検討を行った。SGNP法はRNA抽出法に比べて、1/20以下の検体

量を用いたにもかかわらず、両者の間には統計的に差がないことが明らかとなり、煩雑な

操作が必要なRNA抽出法よりもSGNP法は優れていることが示された。さらに、本方法は

DENVのサブタイプを正確に同時に測定可能であり、さらに検出限界も10 copies/μLと高

感度であり、さらにNS1やRNA抽出法で検出できないサンプルからもDENVを検出できた。 

 第５章は，本研究の総括を述べた。本研究によって、DENVの糖鎖結合活性、ナノテクノ

ロジー、遺伝子診断法を融合させた高感度、簡便、正確なDENVの検査法開発を確立した。

患者サンプルを用いた実証実験では、検出限界10 copies/μLで高感度な検査診断法であ

り、さらにDENVのサブタイプを正確に同時に測定可能であった。また、IFN-γのレベルな

どの組み合わせ、軽症だけに終わるか重症化に進むかの推測も考えられる。よって、本研

究の進むべきことは重症化の推測につかえるという実験、そしてNon－Invasiveな実験、

またSGNPの利用でUniversalワクチン開発は今後の展望として重要と考えられる。 

 

第２章第２章第２章第２章    糖鎖固定化ナノ粒子の作成糖鎖固定化ナノ粒子の作成糖鎖固定化ナノ粒子の作成糖鎖固定化ナノ粒子の作成 

(2.1)(2.1)(2.1)(2.1)    概説概説概説概説    

デング熱ウイルスは細胞に感染する時細胞表面に属するへパランのような糖鎖と結合す

ることが分かった。それ以来、様々な硫酸化糖鎖と結合することがしばしば報告された 

[1-5]。 

(2.2)(2.2)(2.2)(2.2)方法として、まず、良い金ナノ粒子を作成する目的で、(2.2.1)に高い相互作用を示

したリガンドを選ぶ必要がある。そして(2.2.3)に示した技術で、最も高い相互作用を示

した糖鎖を用いて3種類糖鎖固定化した金ナノ粒子を作成する(2.2.4)。出来た3種類糖鎖

固定化 

 

 



 

した金ナノ粒子を使用して濃縮実験によってウイルス粒子との結合効率を調べる

(2.2.5)。 

その結果として、3種の糖鎖固定化金ナノ粒子 （SGNP-A, SGNP-B, 及びSGNP-C）を作

成した。出来た3種の糖鎖固定化金ナノ粒子を使用してデング熱ウイルスを濃縮実験を

行った。結果は図 2.1に示したように、SGNP-Cは微量のデング熱ウイルスでもより効

率的に濃縮し、検出可能になる。本研究はSGNP-Cを選んで、In vitro及び臨床濃縮実験

を行い、SGNP-Cはデング熱ウイルスの検出法として検討した。 

   

    

   

 

 

    

 

図2.1 濃縮実験のReal－time PCRの増幅曲線（Ct）融解温度（Tm）の分析した結

果。上は1万倍希釈したDENV-1を下は100万倍希釈したDENV-1を用いたとき。 



 

第第第第3333章章章章    SGNPSGNPSGNPSGNPによるデング熱ウイルスによるによるデング熱ウイルスによるによるデング熱ウイルスによるによるデング熱ウイルスによるIn vitroIn vitroIn vitroIn vitro濃縮実験濃縮実験濃縮実験濃縮実験    

    

(3.1)(3.1)(3.1)(3.1)    背景背景背景背景    

今までに様々なデング検出法は開発されてきた。その中で初期、検出できる法はNS1かデ

ング由来RNAを検出方法が取り上げられた [６]。NS1検出法は操作が簡単であるがDENV

型に対して感度性が異なる恐れがあるため [７]、検出法として相応しい方法でない。一

方、RNA検出法はDENV型を識別可能で [８]、短時間で高感度である性質を持つ。RNAを検

出法もさらに改善され、中でもプライマーの検討 [９-１０]、Two stepから One step

に変更した方法 [１１-１２]を次々と報告された。すなわち、目標があって、PCR法の改

善は注目された。その中で、デング熱ウイルスをトラップし、遠心で濃縮して得たRNAを

PCR法で検出方法はこの論文で初めて紹介された。第二章でSGNPの作り方とDENV濃縮実験

にSGNP-Cが使用可能であることは述べた。本章はSGNP-Cの性質、特に濃縮率に関してIn 

vitro実験で試みた。まず、感度性を測るには(3.2.2)に示したように、スタンダードカー

ブを作成し、コピー数とCt値との関係を調べた。そして、デング1型、2型、及び4型を用

い、デング熱ウイルス濃縮実験を行った。また、血清の存在下で濃縮率を測った(3.3.3)。

その結果、表3.1に示したように、デング熱ウイルス1型は少なくても（10コピー/µL）ま

では検出できた。そして、濃縮ことにより、検出不可な量を検出可能にすることが分かっ

た。デング2型及び4型を用いた時、同様な結果が得られた。 

表表表表3.13.13.13.1    デング熱ウイルス１型を用いて濃縮実験を行い得た感度性（コピー数）の結果。デング熱ウイルス１型を用いて濃縮実験を行い得た感度性（コピー数）の結果。デング熱ウイルス１型を用いて濃縮実験を行い得た感度性（コピー数）の結果。デング熱ウイルス１型を用いて濃縮実験を行い得た感度性（コピー数）の結果。    

 



 

また、血清の存在下でデング2型及び4型を用いて濃縮実験を行った結果、表3.2に示した

ように、検出不可能なデングウイルス量を検出可能にすることが分かった。 

    表表表表    3.13.13.13.1    血清存在下で、血清存在下で、血清存在下で、血清存在下で、DENVDENVDENVDENVの濃縮実験の濃縮実験の濃縮実験の濃縮実験    

    

    

    

    

    

    

    

以上の結果から、本研究は濃縮実験により、微量なしかも検出できないデングウイルス

量を検出できるようになる。また、1%血清の存在下でも濃縮が達成されたことから、臨

床実験に進むことにした。 

 

第４章第４章第４章第４章    臨床研究臨床研究臨床研究臨床研究    

    

(4.1)(4.1)(4.1)(4.1)    背景背景背景背景    

デングの検出法の中でも、デング由来のRNAを検出するPCR法の開発は一番進んでいる。一

般のPCR法によるデング検出法はRNA抽出法で得たRNAをPCR法に用いて検出する方法であ

る。本方法はデング由来のRNAを得るため、一般の方法と違って血清中のDENVをトラップ

し濃縮する。SGNP-CによるIn vivo濃縮実験結果は三章に示したようにSGNP-Cが血清存在

下で微量でも濃縮可能であることが分かったので、実際の患者の血清を使用してin vivo

濃縮実験を行い、SGNP-Cは臨床実験に使用できる事を明らかにする。そのために、インド

ネシアに行って、インドネシア大学医学部に付属するデング熱研究グルップと共同研究    

 



 

を結び臨床実験を行った。 

インドネシアではDENV2型はDHFやDSSに引き起こす原因と報告された [13]。また、イン

ドネシアでは全型のDENVが流行っている [14]。よって、異なる型で再び感染される可能

性がより高く、その第二次感染、そして同時に幾つかのDENV型に感染により、もっともシ

ビアな症状、DHF1DSSになる可能性も高まっている [15,16]。そのような所、デング熱

ウイルスを識別（セロタイピング）できるデング検出法は望ましい。デング検出法の中で、

デング識別できる方法はRNAを元にして検出法である [17,18,19]。 

デングに対する薬やワクチンが存在しない状況では初期で高感度の検出法に依存性が高

くなる。デング初期検出法とはNS1とRNAを元にした検出法の事である。そのような様々な

点をインドネシアで調べることが可能となるであろう。 

(4.2)は臨床実験の進め方を示した。まず、インドネシアの環境で再びデングウイルス検

出法の条件及び感度性を検討した。そして、(4.3)に示したように87検体の血清を利用し

て本研究法はQiagen法を始め他の検出法と比較して感度性、簡便さなどを試みた。患者の

血清は図4.1の状況でした。

 

    

(4.2)(4.2)(4.2)(4.2)デング型の識別デング型の識別デング型の識別デング型の識別    

インドネシアで分離して得たデング熱ウイルスを精製し、Qiagen法で各デング熱ウイルス

型由来するRNAを抽出して、それを鋳型にして得たReal－Time PCRに供した。 

 

 

図4.1 様々な領域から送ってきた患者の血清サンプル 



 

図の4.2に示したように、デング熱ウイルス1型～4型までのTm値はそれぞれ、84℃、81.5

℃、85℃及び83℃でした。本研究で得たデータをインドネシア側がLanciotti法によるデン

グ熱ウイルス型の識別結果と比較した所、7検体中から、6検体の亜型が一致したため、本

研究はデング熱ウイルス型の識別することが可能となった。 

 

また、感度性を測定すると、少なくとも100コピー／μ Lでは最低限であることが分かっ

た。 

(4.3)SGNP(4.3)SGNP(4.3)SGNP(4.3)SGNP法は法は法は法はQiagenQiagenQiagenQiagen法法法法との比較との比較との比較との比較    

87検体を使用してSGNP法及びQiagen法によるデング熱ウイルス診断した結果SGNP法では

25検体は陽性でQiagen法では23検体は陽性であるため、系統的に差はない。しかし、SGNP

法では６μLの血清から最終的に20μL（3倍希釈）の溶液に、Qiagen法では140μLの血清

から50μLの溶液(3倍濃縮)にしたものをそれらの２μLにPCRに掛けたことから、本研究は

SGNP法よりも感動が高いと考えられた。そして、SGNP法及びQiagen法で得た結果は他の 

 

 

図4.2  Real Time PCR法により得た各デング型のTmカーブとTm値 

図4.1  SGNP法とQiagen法との比較した結果 

SGNP Qiagen

Positive 25 23

Negative 62 64

Total 87 87



 

検出法により得た結果と比較したら、かなり面白い発見が見られた。その結果は次のチャ

プターに示した。 

(4.4(4.4(4.4(4.4)SGNP)SGNP)SGNP)SGNP法は他の検出法との比較法は他の検出法との比較法は他の検出法との比較法は他の検出法との比較    

SGNP法及びQiagen法によるデング熱ウイルス検出法は他の検出法と比較して纏めたもの

は図4.2に示した。NS1法との比較ではSGNP法及びQiagen法の方は陽性が少ないが4検体が

SGNP法のみでは陽性であるがNS1法及びQiagen法では陰性であることが検出された。それ

はSGNP法は初期でNS1法及びQiagen法では検出できない微量なデング熱ウイルスを検出で

きると考えられた。一方、NS1法では陽性でQiagen法及びSGNP法では陰性となる6検体は恐

らく、発熱からかなり時間が立ったので血中のウイルス量子がなくなるのではないかと考

えられた。また、NS1法及びQiagen法では陽性でSGNP法のみが陰性である3検体（これらの

検体はIgM法及びQiagen法では陽性であるがSGNP法では陰性）は恐らく、IgMの存在下で

SGNPがデング熱ウイルス粒子との結合は邪魔されたからと考えられた。それらの結果よ

り、本研究は比較的に初期で、高感度、簡便さ、識別できるデング熱ウイルス検出法であ

ることが分かった。 

 

Positive Negative Positive Negative

Positive 12 9 21 15 6 21

Negative 4 40 44 0 44 44

16 49 65 15 50 65

Positive 1 12 13 1 12 13

Negative 15 37 52 14 38 52

16 49 65 15 50 65

Positive 0 16 16 3 14 17

Negative 16 33 49 11 37 48

16 49 65 4 51 65

Total

Total

Total

SGNP Qiagent

NS1

IgG

IgM

Total

Total

 

 

表4.2 様々なDENV検出法を同時比較 



 

第５章第５章第５章第５章    本研究のまとめと考察、今後の展望本研究のまとめと考察、今後の展望本研究のまとめと考察、今後の展望本研究のまとめと考察、今後の展望 

本研究は微量な血清からでも初期で高感度、簡便、識別できるデング熱ウイルスの検出方

法を確立した。デング特有なワクチンや特効な薬品の開発が進行中でSGNP法はデング熱ウ

イルスのマナジメントに大きな役割を果たせると考えられた。また、SGNP法はIgMにデン

グ熱ウイルス粒子との結合が障害されること、Viral loadを測定できることから、IFN-

γ及びIgMのレベルなどの情報との組み合わせで重症化になるかならないかを推測するに

も重要な情報を提供すると考えらる。今後の展望としてデング熱ウイルスのワクチンや薬

品が無い状況では初期でデング熱ウイルスの検出法の他に重症化の推測も必要とするの

で、SGNP法は重症化の推測の実験構成を立て、確立する必要がある。また同時にデング熱

病に感染された患者は年齢的に乳児から老齢者までの幅広い患者の分類が存在するので、

Invasiveな検出法の開発も重要であると考える。 
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