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摘要
登革病毒的威脅，涵蓋整個熱帶與亞熱帶區域，但是目前並沒有對抗登革病毒感染的疫苗可供使用。現在已有一些登革候選疫苗正在進行臨床試驗，本文主要針對登革次單位疫苗之開發與所面臨之問題加以說明。
簡介
登革病毒(Dengue virus)屬於黃病毒科(Flaviviridae)黃病毒屬(Flavivirus)，在血清學分類上可分為四種血清型(登革病毒-1到 -4) 1[]
。登革病毒主要是靠埃及斑蚊(Aedes aegypti)或白線斑蚊 (Aedes albopictus)傳播，感染登革病毒可能無明顯症狀、或引起輕微發燒到嚴重的登革出血熱(Dengue hemorrhagic fever，DHF)或登革休克症候群(Dengue shock syndrome，DSS) 
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[2,3]
。隨著旅遊的盛行、交通便利與環境氣候變遷的影響，病媒蚊快速散播，全球有超過100多個國家 (20億以上人口) 會受登革病毒感染威脅。據估計，全球每年約有5,000萬人以上被感染，其中2百萬多人會出現嚴重性的登革出血熱或登革休克症候群及2萬人死亡
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[4,5]
。接種疫苗被認為是對抗感染性疾病威脅有效且具經濟效益的方法之一，然而，從1940年代開始，投入許多的資源與極大的努力，但截至目前為止，並沒有有效的藥物或疫苗被核可用來對抗登革病毒的感染
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[6,7,8]
。
許多先進生物技術已被應用到登革疫苗的研發，而這些技術所發展的疫苗目前已有一些已經在臨床試驗階段。其中包括有減毒活疫苗、DNA疫苗與重組次單位疫苗等(表一) 
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[6,7,8,9]
，而利用不同方法所發展的登革疫苗各有其優缺點。減毒活疫苗通常可產生強免疫力且持久反應，不過依舊存在致病型病毒株恢復與其他安全之考量，且同時施打四型減毒病毒其抗體的產生時間速度不同，並會發生互相競爭干擾現象，所以有些臨床研究已暫緩。目前進展最快的減毒活疫苗是已進入第三期臨床試驗的ChimeriVax
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[6,10,11,12]
，此疫苗是利用黃熱病毒17D疫苗株的骨幹，將黃熱病毒17D疫苗株的prM及E基因分別置換成四種血清型登革病毒所產生的嵌合新病毒株，其毒性會降低，並可引發免疫反應，安全性較高。但ChimeriVax的挑戰在於四價疫苗需施打3劑，且施打疫苗期長，可能有無法於既定時間內施打問題。若施打不完整，或在較長的施打期間具有不完整免疫保護力，可能讓接種者面臨疾病加劇的風險。相反地，登革重組次單位疫苗的優點為它們是由已知分子成份組成，且無需接觸活病毒，安全性相對於其他疫苗為高。但是重組次單位疫苗通常需要輔以佐劑，以增強其免疫反應
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[13]
。以下本文將針對重組次單位疫苗的發展及其所面臨的問題進行探討。
膜套蛋白次單位登革疫苗
登革病毒為單股RNA病毒，有三個結構蛋白，分別是核心蛋白(core protein)、膜蛋白(membrane protein, M)及膜套蛋白(envelope protein, E)，參與病毒顆粒的形成；另外還有七個非結構性蛋白，分別為NS1、 NS2A、 NS2B、 NS3、 NS4A、 NS4B及NS5。在次單位疫苗用的標的物選擇上，不容置疑的，膜套蛋白是廣泛被應用到登革重組次單位疫苗的研發，因為它是登革病毒與細胞上接受器(receptor)結合的重要位置。利用膜套蛋白來發展登革次單位疫苗，將有機會引發中和性抗體能有效阻礙病毒的感染。
進展最快的登革重組次單位疫苗是由Hawaii Biotech, Inc. (已被Merck併購)研發，利用昆蟲細胞(Drosophila S2)表現全長之膜蛋白與80%膜套蛋白(80E，登革病毒-1,2,4從第395胺基酸，登革病毒-3從第393胺基酸剔除的膜套蛋白)。在昆蟲細胞製造膜套蛋白會分泌到培養液中，四種血清型的80E其表現量可達到每公升10-50毫克，最後可分別純化得到四種血清型的80E作為候選疫苗。由於一般重組蛋白通常免疫原性(Immunogenicity)低，需要配合佐劑才能誘發較強之免疫反應。所以在臨床前小鼠動物試驗中，80E候選疫苗分別混合鋁鹽、MF59、MF75+ThrMDP、Ribi及ISCOMATRIX®佐劑進行免疫。在所測試的佐劑中，ISCOMATRIX®佐劑可以誘發最強的中和性抗體反應。因為鋁鹽是目前臨床上最被廣泛使用之佐劑，較無安全之疑慮，因此以登革病毒-1-80E輔以鋁鹽佐劑的單價疫苗已經完成第一期的臨床試驗，初步結果顯示登革病毒-1-80E輔以鋁鹽佐劑目前並無重大安全問題，且可誘發中和性抗體反應，而利用ISCOMATRIX®為佐劑的四價登革次單位疫苗臨床試驗則正在進行中
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[14]
。
膜套蛋白根據其構造可分為三個區塊(domain)，其中區塊三(domain III)是病毒與細胞受器重要接合位置，同時也是許多中和性抗體辨識之區域，所以膜套蛋白區塊三是登革次單位疫苗的潛在標的之一
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[15]
。目前也有許多研究分別利用大腸桿菌或酵母菌表達系統，生產重組膜套蛋白區塊三作為登革後選疫苗，但這些研究都還在臨床前實驗階段。由於有效的登革疫苗必須能同時對抗四種血清型的登革病毒，所以我們比對四種血清型登革病毒膜套蛋白區塊三的胺基酸序列，開發出concensus膜套蛋白區塊三(consensus envelope protein domain III)。以concensus膜套蛋白區塊三混和鋁鹽免疫小鼠，可同時誘發中和性抗體，對抗四種血清型登革病毒。此結果顯示concensus膜套蛋白區塊三有機會成為單一重組蛋白的四價登革疫苗
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。同時為克服重組次單位疫苗不容易誘發免疫反應，我們建立一個脂質化蛋白表現技術，除可大量表現脂質化重組蛋白，並可將非脂質化蛋白以脂質化蛋白形式表現
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[17]
。實驗證實脂質化蛋白可藉由toll-like receptor 2活化抗原呈獻細胞，增強免疫反應
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[18]
。小鼠免疫一劑的脂質化concensus膜套蛋白區塊三，就可以誘發中和性抗體，且此中和性抗體具有免疫記憶性19[]
。未來這些重組膜套蛋白區塊三或是脂質化的候選疫苗仍須進一步經臨床試驗，證明其安全性與效力。
NS1次單位登革疫苗
研發登革疫苗的另一個挑戰是抗體依賴增強效應(antibody-dependent enhancement, ADE)。所謂抗體依賴增強效應是指當宿主體內存有非中和性抗體或中和性抗體不足時，反而會增強登革病毒的感染。此一結果可能會使登革病毒感染者，引發更嚴重的疾病。相較於辨識結構性蛋白的抗體，辨識非結構性蛋白的抗體則無此顧慮。早期研究發現小鼠免疫NS1重組蛋白20[]
或DNA
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[21,22]
可以誘發保護性免疫力對抗登革病毒感染，或者給予抗NS1抗體也可以提供保護力。這些結果證明NS1是一個潛在登革疫苗標的。但是在其他研究中發現抗NS1抗體會與血小板或內皮細胞(endothelial cells)交叉反應(cross reaction)，促使細胞凋亡(apoptosis)，增加血管洩漏，此現象可能是造成登革出血熱的機制之一23[]
。最近的研究亦證實NS1至少有兩個表位(epitope)，會誘發自體抗體
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[24,25]
。所以如何避免NS1引起自體抗體，但仍保留引發保護性免疫力，是未來發展NS1次單位疫苗無可避免的問題。
結論與展望
理想的登革疫苗必須是安全、長效性、穩定、單一施打劑量且能同時對抗四型登革病毒的感染。由於缺乏適當的小鼠動物模式，使得登革病毒感染所引發嚴重的登革出血熱或登革休克症候群之病理機制並不完全清楚，因此也增加登革疫苗開發的困難度。雖然相較於減毒活疫苗，生產登革次單位疫苗不需要培養大量活病毒以及四型間不易互相干擾免疫反應等優勢。同時，次單位疫苗可藉由疫苗標的的篩選，去除引發有害宿主免疫反應的病毒抗原，只選取誘發保護性免疫力的抗原作為候選疫苗。但是次單位疫苗必須要能保有適當的構型(conformaiton)並配合佐劑，增強免疫反應，則是另一挑戰。所以未來若能配合適當的佐劑或是利用脂質化重組蛋白技術，將有機會開發出核可的登革次單位疫苗。
表一、主要在臨床試驗的登革候選疫苗
	疫苗型態
	候選疫苗
	策略
	臨床試驗a

	次單位疫苗
	DEN-80E
	在昆蟲細胞表現重組膜套蛋白
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[14]
。

	第一期

	減毒活疫苗
	ChimeriVax 
	黃熱病毒17D疫苗株骨幹，將prM及E基因分別置換成四種血清型登革病毒所產生的嵌合新病毒株

[8] ADDIN EN.CITE 。

	第三期

	
	DENVax 
	以DEN-2 PDK-53為骨幹，將prM及E基因分別置換成其他三種血清型登革病毒26[]
。

	第二期

	
	
	以特定突變或去除一段基因為骨幹組合之減毒疫苗株27[]
。

	第一期

	DNA 疫苗
	D1ME 
	DNA 疫苗包含prM與E基因
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[9]
。

	第一期


a參考臨床試驗網頁http://clinicaltrials.gov/ 
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