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II.  成果の概要（総括研究報告） 
和文 
１）ベトナムとフィリピンにおいて流行するデングウイルスの血清型、遺伝子型、及び、ウイルス

遺伝子の特性の解析、デング流行状況の把握： 

ベトナムでは平成 26 年度から平成 28 年度にかけて合計 3,600 症例のデング疑い患者から血液検体

を採取し、RT-PCR 法によるスクリーニング、及び、ウイルス分離を行いデングウイルス遺伝子の解

析を行った。平成 25 年にベトナム中部で 20 万人を超えるデング患者発生の報告があり、real time 

RT-PCR 法によって血清型の鑑別を行い、デングウイルス 4 型（DENV-4）が主流の流行であったこと

が判明、また、ウイルスゲノムの解析から土着の遺伝子型のウイルス株による流行であることを報

告した（Takamatsu Y et al. J. Clin Virol 2015 May 66;24-26）。また、平成 25 年にベトナム北部の Hai 

Phong 市と中部の Ha Tinh 省で採取された検体から、これまでベトナムで報告されていないデング

ウイルス 3 型（DENV-3）genotype III ウイルス株の侵入が確認された。Hai Phong の 1 症例ではデ

ング症状を発症する前に神経症状を呈し、脳脊髄液（CSF）から DENV-3 genotype III ウイルス株を

分離し、この脳炎患者由来株の非構造蛋白 NS2A 領域に特異なアミノ酸置換（Thr-1339-ile）が確認

され報告した（Minh HPL et al. J. Clin Virol 2015 Sept;70:93-96）。 

フィリピンでは平成 27 年度から研究予算が支給されるようになり、これまで 939 症例（外来患者
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724 人、入院患者 215 人）のデング疑い患者から血液検体を採取し、IgM-ELISA による血清診断と

realtime RT-PCR によるスクリーニングで 246 症例について血清型の解析を行った（DENV-1: 58, 

DENV-2: 20, DENV-3: 56, DENV-4: 43, 血清型不明: 69）。現在、ウイルス分離、及び、ウイルス遺伝

子解析が進行中である。 

２）デング患者体内のデングウイルス準種、及び、血管透過性因子の同定、重症デングの発病機構

の解明： 

平成 26 年に DENV-1、及び、DENV-2 の分離株の非構造蛋白 NS4B 領域に蚊（C6/36 細胞）と哺乳類

細胞（Vero 細胞）の宿主選択性に関与すると考えられるアミノ酸置換が確認された。限界希釈法を

用いて同一患者血清から 3 種類の変異体ウイルスのクローニングに成功した。また、これら変異体

と同じアミノ酸置換を NS4B に導入した感染性プラスミドクローンも作成し、生物学的性状の比較解

析を行っている。 

３）中和抗体価の測定と流行予測への可能性： 

ハノイ市内の住人（健常者）100 名から平成 27 年のデング流行期前と流行後に採血を行い、in-house

の ELISA を用いて IgM 抗体、及び、IgG 抗体価を測定し、BHK FcɤR 培養細胞用いてデングウイルス

型別、及び、日本脳炎ウイルスに対する中和抗体価の測定を行った。発症が認められなかった 100

人中、12 人においては IgM 抗体の陽転が認められた。フラビウイルス交叉抗体が認められた 14 検

体中、3 検体は DENV の IgM 抗体が陽性であったことから、最近の DENV 感染であることが示唆さ

れた。これまで DENV-1、及び、DENV-2 による流行が主流であったためか、DENV-3、特に DENV-4

に対する中和抗体を保有する住民が非常に少なかった。平成 25 年に DENV-4 型を主流とする大流行

がベトナム中部で発生しており、又、これまでベトナムで報告されていない DENV-3 genotype III 株

の侵入が確認されていることから、ベトナム北部における DENV-4 由来の流行や、Genotype shift に

よる DENV-3 genotype III 株の流行が懸念される。 

 

英文 
1) Determination of the virus serotype, genotype and genomic sequences of epidemic dengue virus  

strains in the Philippines and Vietnam 

In Vietnam, blood samples were collected from 3,600 dengue suspected patients. All specimens were 

screened by RT-PCR and subjected to virus isolation for viral genome analysis during the 3 year period 

of research. In 2013 in central Vietnam, a large dengue virus (DENV) outbreak occurred with 204,661 

clinical cases. Five hundred one serum samples were tested by serotype-specific RT-PCR method and 

DENV-4 was found to be the dominant serotype (245 cases, 48.9%). Viral genome analysis revealed 

that this outbreak was caused by endemic strains and we reported our findings (Takamatsu Y et al., 

May 2015, J Clin Virol 66:24-26). Also, we reported a case of dengue encephalitis caused by DENV-3 

genotype III in a male patient with atypical symptoms of DENV infection in Hai Phong, Vietnam in 

2013. The virus was isolated from the cerebro-spinal fluid of this patient and a unique amino acid 

substitution was confirmed in the NS2A region (Thr-1339-ile) of the virus protein. It is noteworthy to 

mention that DENV-3 genotype III was detected for the first time in Vietnam (Minh HPL et al., Sept 

2015, J Clin Virol 70:93-96). 

The Philippine team counterpart received the allocated grants starting from fiscal year 2015. 

Thereafter, clinical samples were collected from a total of 939 (724 outpatients and 215 inpatients) 
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dengue suspected patients. Virus isolation and characterization are currently being performed. 

2) Dengue analyses of DENV quasispecies and factor associated with vascular permeability to 

determine the mechanism of severe dengue 

In 2014, amino acid mutations in the NS4B region of the DENV were determined. These mutations are 

hyposized to be associated with host adaptability in mosquito (C6/36) and mammalian cells (Vero) in 

DENV-1 and DENV-2. By using the limited dilution method, 3 variants of DENV-1 quasispecies were 

successfully isolated from a single patient. Currently being performed are studies to determine the 

biological functions of the virus protein by using a DENV-1 infectious plasmid clone with the same 

mutations introduced into the NS4B region. 

3) Determination of DENV antibody neutralizing titer to predict DENV epidemics: 

In collaboration with the Preventive Medicine Center in Hanoi, samples from 100 residents (healthy 

individuals) were collected before and after the 2015 dengue season in Hanoi, and level of anti-DENV 

IgM and IgG antibodies were determined by using an in-house ELISA. The antibody seroconversion 

rates, and data on primary and secondary infection among the residents of Hanoi have been obtained. 

Dengue serotypes and Japanese encephalitis virus (JEV) specific neutralization antibody titers were 

determined on all IgM and IgG ELISA positive samples by plaque reduction neutralization test (PRNT) 

in Fc -R-BHK cells. Most of the residents had neutralization antibodies against DENV-1, DENV-2 and 

JEV, but neither against DENV-3 nor especially DENV-4.  A large DENV-4 dominated outbreak was 

observed in the central provinces of Vietnam in 2013 and we isolated DENV-3 genotype III strains 

which were not detected in Vietnam before 2013. Therefore, it is our concern that a large dengue 

outbreak might occur in northern Vietnam in the near future caused by DENV-4 or DENV-3 genotype 

III as a result of genotype shift. 
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