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デ ン グウイ ル ス P E N V) 感染症 は蚊に よ っ て 媒介される急性熱性疾患で あ

る0 年間約 5 千万人 か ら 1 億人が D E N V に感染 し､ 5 0 万人が重症な病型 で あ る

デ ン グ出血熱を呈 し､ 約 2 .
4 万人 の死 亡が報告され て い る｡ 特に東南ア ジア ､ 西

太平洋 ､ 南ア メ リカ な どで毎年大規模な流行が認められるが ､ それ らの 地蟻 - の

旅行者 の感染も多く ､ 全世界的な感染症で ある｡ 本邦で も 19 4 2 年に ア ウトブ レ

イ ク の 報告があり ､ 現在で は輸入感染症例と して年間約 5 0 名の 患者が報告され

て い る ｡ こ の ように 重要な感染症で はあるが ､ 現時点で有効な治療法､ ワクチ ン

は未だ開発 され てお らず ､ 基礎研究の 面 か ら鑑みて も検討す べ き事項は多い o

D E N V はフ ラ ビウイ ル ス 科に属する 一 本鎖の R N A ウイ ル ス で あり約 11 k b

の ゲノ ム を有する｡ ゲ ノ ム R N A は 5
'

末端に ty p e l c 叩 を有す るが ､ 3
'

末端はポリ

アデ ニ ル 化され て い な い ｡ ゲノ ム R N A は o p e n r e adi n g & a m e ( O R F) の 5
'

末端 と3
'
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末端に非 コ ー ド領域 p c R) を有する｡ 5
'

N C R は D E N V で は約 1 0 0 塩基 ､ 3
'

N C R

で は 4 0 0 15 0 0 塩基長 で あり ､ フ ラ ビ ウイ ル ス 内で最も短い 3
'

N C R を有する. 3
'

N C R

は塩基 の保存性の高さ か ら① o R F 直下 の 可変領域､ ② 3
'

末端近く の c y cli z ati o n

s e q u e n c e ( c s) や st e m
･l o o p(S L) 構造を含む保存性 の高い領域 ､

_
③ ①､ ② の 中

間に位置 し､ い く つ か の - ア ピ ン構造を含む中等度 の保存性を示す領域 の豆腐域

に分類される ｡ こ れ ら の うち②､ ③の 領域に関する検討は数多くなされ て お り ､

c s やS L は D E N V の 複製や 二 次構造の維持に必須で ある との 報告が認められるo

一

方①の 可変領域に関 して は､ 元来塩基 の保存性も低く付加的な役割 しか持たな

い の で はな い か と の推測もなされて い たが ､ 詳細な検討は行われ て い な い ｡

本論文で は ､ 我々 が 2 0 0 4 年度に ミク ロ ネ シ ア ヤ ッ プ島 - の 日本人旅行者に

お け る集団感染事例 より分離 した 3
'

N C R 内に塩基欠失を有す る新たな D E N V l

型 に つ き遺伝子解析を行 っ た . また 3
'

N C R 内 の こ の 塩基欠失 の意義に つ い て感染

性ク ロ ー

ン を用 い て 生物学的解析を行 い ､ さらに3
'

N C R 可変領域全体 の意義を検

討するため レ プリ コ ン シ ス テ ム を構築 しR N A 翻訳段階 - の 関与 を様 々 な宿主(噂

乳類 ､ 蚊) 由来細胞を用い て評価 した ｡ R N A 合成段階に つ い て も検討 した｡

2 0 0 4 年 5 月 か ら 12 月 の 間 に ミ ク ロ ネ シ ア ヤ ッ プ島で D E N V l 型 の ア ウ トブ

レイ ク が W Ⅲ0 チ
ー

ム によ っ て確認 され ､ 6 5 8 名 のデ ン グ熱患者が報告された｡

2 0 0 4 年 8 月 に同島 - 旅行 した 日本人旅行者 7 名が帰国後血清学診断にて D E N V

感染と診断された ｡ 患者血清より分離 した 4 つ の ウイ ル ス 株の 全塩基配列を決定

した とこ ろ､ 3
'

N C R 内の 終止 コ ドン 直下に 2 9 塩基欠失を有する新たな D E N V l

型 で ある こ とが判明 した ｡ こ れ ら の塩基欠失は細胞培養を経ずに血清か ら直接増

幅 した ウイ ル ス にお い て も認 め られ た こ とよ り培養細胞内 で人為的に挿入され

たもの で はない と考えられた｡ また こ の塩基欠失は 4 つ す べ て の 分離株 で認 め ら

れ ､ 今回 の ヤ ッ プ島で の D E N V l 型 ア ウトブ レ イ ク の 責任ウイ ル ス と して の 関与
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が示唆されたQ こ れ らの 欠失は既報 の も の に は認 め られず､ 国立感染症研究所所

有 の 2 4 の D E N V l 分離株解析 の結果 ､ 2 0 0 3 年度ア フ リカ セ イ シ ェ ル 共和国
- の

旅行者より分離された株に の み同様 の部位に 1 7 塩基欠失が確認された ｡ 3
'

N C R

の塩基配列 の 多様性はフ ラ ビウイ ル ス で は 1 9 9 7 年以降黄熱ウイ ル ス ､ ダ
ニ 媒介

性脳炎ウイ ル ス ､ 日本脳炎ウイ ル ス などで の 報告が認 め られ る ｡ こ れ らは地理的

分布やウイ ル ス 進化､ ヒ ト - の 病原性 - の 関与の 可能性があ る｡ 本研究にお い て

ア フ リカ ､ ミク ロ ネ シ ア より別 々 に分離されたウイ ル ス 株にお い て ほ ぼ同
一

の 場

所に 共通 の 塩基欠失が認められたと い うこ と は自然界にお い て こ の ようなウイ

ル ス が増殖維持されうる こ とを示唆 して い る ｡

また ､ 本研究では新たに感染性完全長ク ロ
ー

ン を構築 し､ 上記 の 自然分離株

と同様 の部位に 同程度 の短 い塩基欠失( 1 9 塩基) を有する変異体を作成 し生物学

的意義を検討 した ｡ 野生型 (塩基欠失を伴わな い) 及
~
び変異型 で の 増殖特性 ､ プ

ラ
ー ク形態の 比較で はア フ リカ ミ ドリザ ル腎細胞由来 の Ⅵ r o 細胞､ ヒ ト肝癌由来

の H u h _ 7 細胞､ 蚊由来の C 6/3 6 細胞に お い て 差異は認められなか っ た｡ これ らの

結果はダ ニ 媒介性脳炎ウイ ル ス で の 増殖特性や マ ウ ス - の 病原性 の 比較 の報告

と矛盾 しな い ｡
一 方 D E N V - 4 型 にお い て 3

'

N C R 内に塩基欠失 (6 1 - 2 6 2 塩基) を

有する変異体は培養細胞上で の 蛋白複製効率が劣り ､ ア カ ゲザル の感染実験で は

ウイ ル ス 血症の レ ベ ルや期間が減少する と の報告もある｡ また ､ 同様 の 部位に3 0

塩基欠失を挿入 した変異体はデ ン グ ワク チ ン候補の
一

つ とも考えられ てお り ､ こ

の領域 の生物学的意義 は
一

定 の 見解が得られて い な い o 本研究で検討 した3
'

N C R

可変領域内の 1 9 塩基とい う短 い欠失は ､ 本来の 生態環境で はな い 培養細胞で の

ウイ ル ス複製に重要な役割を果た して い な い 可能性もある ｡ しか し､ ベ ク タ
ー

や

ヒ トなどの 生体内の環境セの関与は有りうると考えられた｡

上記 の 結果をふまえ ､ 次に自然分離株より得られた可変領域内 の 短 い塩基欠
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失の解析 か ら派生 し､ 3
,

N C R 可変領域全体の 生物学的役割を解明す る こ とを目的

に新たな変異体を作成 した｡ 増殖特性や抗原分泌量 の解析で は晴乳動物細胞で は

可変領域内に終止 コ ドン より 4 5 , 8 1 , 1 0 9 , 4 5
- 8 1 番目 の塩基欠失を伴う変異体及び

45 _ 8 1 塩基置換を伴う変異体で ､ 感染後早期に増殖や抗原分泌量が低下する こ と

が確認された｡ プラ ー ク サイ ズ も同変異体で縮小化を認めた｡ しか し蚊由来の細

胞内で は変異体における野 生型 との 差異は認められなか っ た ｡ 次に翻訳段階にお

ける影響を検討 したと こ ろ､ 可変額域内 4 5 塩基欠失を伴う変異体で の み活性 の

低下が確認されたが ､ 他 の 変異体で は野生型と の差異は認 めなか っ た｡ また晴乳

動物細胞内で の R N A 合成は 4 5 , 4 5 -8 1 塩基欠失を伴う変異体及び 4 5 - 8 1 塩基置換

を伴う変異体で著明に低下 して おり ､ 特に マ イナ ス 鎖合成で顕著で あ っ た ｡

こ れ ら の 事象をあわ せ て考え ると ､ 3
'

N C R の 可変領域は終止 コ ドン直下 の

4 5 塩基 ( 特に m l O 欠矢部位以外の 26 塩基) は塩基の存在自体がウイ ル ス の翻

訳 ､ R N A 合成､ 複製に関与 し､ また 4 5
･ 8 1 塩基に関 して は塩基配列が R甲A 合成 ､

複製に と っ て 重要 で ある可能性が推察された ｡ また可変領域は R N A 合成 ､ 複製

過程に お い て宿主細胞 の種類 に より異なる メ カ ニ ズ ム で 調節に関与する可能性

が示唆された ｡

今後は他 の フ ラ ビ ウイ ル ス に お い て も自然界 に 同様 の欠失を有する変異体

が存在 して い る こ と を考慮 し､ 臨床分離株を含 めた包括的な解析及び病原性 - の

関与 な ども検討する必要がある ｡ ま た晴乳動物 ､ 節足動物内で の ウイ ル ス 翻訳 ､

複製 の過程を詳細に検討する こ とに より治療薬 ､ ワク チ ン など - の 応用にも新た

な道が開かれ る の で はな い か と期待される｡
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