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摘要
因全球化及交通工具的進步已使傳染病不再跼限於一個地區或國家，開發中國家的傳染病防治效果也會影響到已開發的先進國家，華盛頓疫苗論壇(Washington Vaccine Forum)今年討論針對開發中國家設定的討論議題中，與本局較相關的是細菌性腹瀉疾病疫苗與節肢動物傳染病疫苗，在旅遊醫學上可加以應用。在節肢動物傳染病疫苗中的登革熱疫苗除了可應用在旅遊醫學外，對國內登革熱防治亦有重大影響，登革熱每年在國內仍有小規模流行或零星病例出現，雖然目前尚無已被正式核准上市的登革熱疫苗，但相信未來幾年內便會出現，如能預先收集資料並評估以疫苗做為登革熱傳染管制策略的可行性，相信對國內登革熱防治的政策擬定會有幫助。
目次
1、 目的……………………………………………………………………………4

2、 過程……………………………………………………………………………5

1、 議程與議題 ……………………………………………………………5

1. 第一天（1月30日）…………………………………………………5

2. 第二天（1月31日）…………………………………………………7

3. 第三天（2月1日）…………………………………………………8

2、 重要內容：登革熱疫苗 ………………………………………………10

1. 前言 …………………………………………………………………10
2. 登革熱簡介 …………………………………………………………10
3. 登革熱疫苗發展現況 ………………………………………………13
4. 新登革熱疫苗技術…………………………………………………15
3、 心得及建議 …………………………………………………………………23

1、 心得……………………………………………………………………23

2、 建議……………………………………………………………………24

1、 目的

Phacilitate公司每年會在美國華盛頓哥倫比亞特區（Washington D.C.）舉辦「疫苗論壇」(Vaccine Forum)，邀請疫苗研發、製造及供應相關之學者、業者、法人甚至政府官員進行演講及議題討論。今（101）年舉辦的疫苗論壇討論內容主要包含新的疫苗研發策略與模式、新的疫苗技術與進展、細菌性腹瀉疾病疫苗與節肢動物傳染病疫苗，希望經由參加這次會議所學習到相關知識，能對於國內疫苗研發方向抉擇及疫苗政策制定有所幫助。
2、 過程

1、 議程與議題
1. 今（101）年華盛頓疫苗論壇開會期間為1月30日至2月1日，共3日，舉辦地點位於華盛頓哥倫比亞特區之Grand Hyatt Hotel，會議舉行方式為邀請疫苗研究相關之學者、廠商及官員進行演講，並穿插數個議題邀請來賓進行討論。會議分共通議程及專題議程，共通議程為全體人員一起參加，而專題議程有三種，與會人員可自由選擇其中一種來參加，惟第三天會議時間僅半天，只有共通議程。因本次出國人員僅本人一人，無法參與所有議程，以下僅就本人所參與的議程來介紹相關議題。
2. 第一天（1月30日）：
2-1 以不同層面的觀點，發表對新疫苗研發的看法：
2-1-1 政府的觀點
對政府而言，對疫苗發展應扮演的角色為
（1）清楚界定經費使用的目標：政府經費有限，對新疫苗應有清楚的策略，經費是要投入基礎研究或後續發展疫苗成品，應界定清楚。
（2）整合協調各單位：以美國為例，對嚴重的急性傳染病疫苗，管理權責在FDA，而在NIH進行研發，在BARDA進行進一步研發，疫苗取得及儲存管理由BARDA與CDC共同負責，而疫苗調度及使用則由CDC與ASPR/OPEO共同負責，有計畫的整合協調各單位。
（3）設定價錢：考量經費多寡，並顧及疫苗發展來設定價錢，避免抑制疫苗研發及生產意願。
（4）購買疫苗：考量公共健康甚至國家安全（如反恐），進行疫苗採購。
2-1-2 大藥廠的觀點
對大藥廠來說，因背負公司股東的壓力，評估要不要開發一個新疫苗，常常是考量發展出來的疫苗能獲得的回收是否大於投入的研發經費。針對流行於開發中國家而不常流行於已開發國家的傳染病，這類疫苗（marginal vaccines）常是稀少且昂貴的，對大藥廠而言是一個新興的市場，但大藥廠要投入這些marginal vaccines的研發，會就以下幾個方面的考慮經費的問題：

（1） Safety & effectiveness：如要在安全性及有效性二方面節省經費及時間，必須還要考量是否符合法規。

（2） Quality：如要在品質上節省經費，要考量對疫苗供應、消費者信心及疫苗接種的風險，但這些可以多做一些測試來克服。
（3） Affordability & sustainability：疫苗價格愈高，開發中國家愈不容易負擔得起，亦無法長久持續進行疫苗接種，要能降低疫苗價格，使其能符合開發中國家的預算，疫苗才賣的出去，因此可進行大量製造及爭取第三方的經費補助（如慈善基金會）來壓低成本。
2-1-3 小型生物科技公司的觀點
對小型生物科技公司而言，要能生存一定要〝跟著錢走〞，而且是〝別人的錢〞，因此小型生物科技公司研發走向常需考量政府的政策及非政府組織的活動，以尋求經費來源。

小型生物科技公司無法如大藥廠般以大筆經費研發並量產，必須尋求機會並調整自己以利用機會，因此對新疫苗市場，其營運策略為（1）要找有遠見的領導者，能比別人早看到新疫苗發展的機會（2）要比別人更早一步進行規劃，加強對問題反應的能力（3）常要能回饋投資人，使其對公司有信心。
2-2 細菌性腹瀉疾病疫苗的最新研究進展

會引起腹瀉的細菌包含Campylobacter jejuni、enterotoxigenic E. coli (ETEC)、數種Shigella species、Salmonella typhi、Salmonella paratyphi及Vibrio cholerae。腹瀉疾病臨床症狀大致可分4類（1）一般腸胃炎：水瀉、糞便出現黏液、輕微發燒、食欲不振、嬰兒出現脫水現象（2）大量水瀉：排出大量洗米水樣糞便、連較大兒童及成人都出現脫水現象（3）痢疾：糞便會出現血絲及黏液（4）持續性腹瀉：定義為持續14天以上都腹瀉不止。

對於防治腹瀉疾病，在治療方面可用以下簡單策略進行：（1）抗生素投藥（2）鋅劑治療（3）rehydration治療（4）補充營養。但預防重於治療，在預防方面可用以下策略進行：（1）改善環境衛生（2）教育疾病防治觀念（3）改善營養（4）施打疫苗。
目前僅Salmonella及Vibrio cholerae有疫苗，Campylobacter jejuni、ETEC及Shigella皆仍未有疫苗。本次疫苗論壇討論的細菌性腹瀉疾病疫苗，主要是Shigella vaccine及ETEC vaccine二種。

ETEC及Shigella每年在全球約引發十億個腹瀉疾病個案並造成10萬人死亡，這些病原菌亦會造成營養不量及影響身心發展，疫苗可降低這些衝擊，尤其是開發中國家小於5歲的孩童，他們對口服疫苗常無法引發足夠的保護力，因此發展ETEC及Shigella疫苗，主要目標是要看所選用的疫苗株以口服方式攝取，是否能在嬰兒身上引發足夠的保護力。目前研究方向為

（1） 增加口服疫苗劑量：目前已發展出ETEC疫苗（ACE527）使用高劑量（1011 cfu）進行免疫，可得到很強的免疫反應，且被證實安全性無虞。ACE527可克服之前口服低劑量減毒疫苗常無法誘發足夠的免疫反應的問題。

（2） 選用佐劑增加免疫效果：目前已發展出出一個double mutant labile toxin (dmLT)可用來做為黏膜佐劑，可增強去活化全細胞ETEC疫苗（inactivated whole cell ETEC vaccine）的免疫反應。

（3） 新的接種途徑來達到足夠免疫力：
a. 選用ETEC的線毛（fimbriae）頂端蛋白的subunit做為抗原，加上以LT-based adjuvant，可經由皮膚途徑吸收並誘發免疫反應。

b. 有一些conserved Shigella protein antigens像pan Shigella surface protein 1 (PSSP1) 及 type 3 secretion system antigens也被用來評估以intradermal途徑吸收是否也可誘發免疫反應。
c. 目前有一些動物實驗發現舌下途徑也可達到mucosal immunization。
3. 第二天（1月31日）：
3-1 以現在的技術來發展新疫苗

3-1-1 理想的疫苗應具有的特性如下：

（1）對所有年齡的接種者都是安全的

（2）對所有年齡的接種者都是有效的

（3）只要接種單劑疫苗即可達到免疫保護效果

（4）能及早引發保護力，且保護力可終身持續

（5）可以不經針頭注射接種

（6）不需要冷藏設備（cold chain）

（7）可與其他想要接種的疫苗一起接種

（8）有持久的記號顯示已接種疫苗

3-1-2 可是目前發展中國家的疫苗接種面臨的狀況：

（1）大部份疫苗需接種3劑

（2）大部份疫苗經由針頭注射接種

（3）大部份疫苗不耐熱及低溫（冷凍）

3-1-3 因此現有的技術應該以非專利方式來改善既有及未來的疫苗，以嘉惠發展中國家，這些技術包含下列幾項：

（1）單劑疫苗

目前只要接種單劑即可達到免疫保護效果疫苗有17-D 黃熱病疫苗及減毒麻疹疫苗、牛痘、CVD 103-HgR live oral cholera strain。
（2）使疫苗能耐高低溫

一般而言，高溫對活疫苗不利，低溫（冷凍）會破壞蛋白疫苗及結合（conjugate）疫苗，而冷藏設備（cold chain）對昂貴的新疫苗（如PnCV及rotavirus）是非常重要的。

現有一種技術是將疫苗coating上一層糖（如trehalose），再進行乾燥使其玻璃化（vitrification），使疫苗可耐高低溫。
（3）不用針的免疫接種方法

包含3類，第1類為以黏膜途徑進行傳遞，這些黏膜途徑包含口腔（舌下）、鼻、直腸、陰道及結膜等，目前像Ty21a live oral typhoid vaccine已可產生長效的保護力。

第2類為以皮膚途徑進行傳遞，通常會與佐劑一起接種。第3類為以Needle-free injection devices來接種。

3-2 最新登革熱疫苗研發進程

因登革熱疫苗為這次疫苗論壇中與本局最相關的議題，因此留到下一章節中專文討論。
4. 第三天（2月1日）：
4-1  Adenovector-Based瘧疾疫苗的最新發展

瘧疾（Malaria）是一種由瘧原蟲引起而透過過瘧蚊傳播的寄生蟲

 HYPERLINK "http://zh.wikipedia.org/wiki/%E5%82%B3%E6%9F%93%E7%97%85" \o "傳染病" 傳染病，每年造成約一百萬人死亡，目前並無已核准上市之瘧疾疫苗。GenVec發展出一種疫苗載具-Adenovector，並以其製造瘧疾疫苗，本次論壇請GenVec公司Joseph Bruder發表其瘧疾疫苗研發最新進度。

GenVec公司將adenovirus serotype 5的E1、部份E3及E4基因進行deletion，並在E1或E4的expression cassettes上置入瘧疾抗原基因（如CSP、AMA1及TRAP）。adenovector-based瘧疾疫苗作用在瘧原蟲的感染期有2類，第1類是liver-stage，第2類是blood-stage。Liver-stage vaccine主要是誘發保護性的T細胞反應，其上攜帶的瘧疾抗原基因是CSP、SSP2及LSA等；Blood-stage vaccine主要是誘發抗體反應，其上攜帶的瘧疾抗原基因是AMA1及TRAP等。GenVec公司發展的AdCA瘧疾疫苗，是以adenovector搭載CSP及AMA1二種抗原基因，可表現出CSP及AMA1二種抗原。
要測試疫苗有效性是以人體進行瘧原蟲sporozoite challenge，以此模式進行測試的好處是可快速知道該疫苗對人體是否有效，以利早期決定是否繼續發展此疫苗。Sporozoite challenge test之測試設計是找15個志願者，其中5個血液中有adenovirus serotype 5的抗體，10個沒有。在測試開始及1個月及2個月時分別以DNA–Biojector接種CSP及AMA1之DNA，在6個月時追加接種Ad-CSP及Ad-AMA1，並在7個月時進行sporozoite challenge。結果發現，整體而言有27％（4/15）的測試者產生對瘧原蟲sporozoite的保護力，而單以血液中無adenovirus serotype 5的抗體的測試者來看，有40％（4/10）的測試者產生對瘧原蟲sporozoite的保護力，血液中有adenovirus serotype 5的抗體的測試者皆無疫苗保護效果，因此可推論人體內如有與疫苗同型的adenovirus抗體，會干擾疫苗保護效果。另外測試結果亦證明AMA1與T細胞反應有關。

疫苗27％的保護力並不夠，GenVec公司希望能提高到80％，其策略如下：

（1）發展較好的adenovector：選擇較少人感染的adenovirus serotype來做adenovector，另外希望能同時表現出多種抗原。目前GenVec公司目前發展出新的adenovector叫AdH，經過測試，結果發現其誘發保護力的效果並不會受到adenovirus 5 antibody的影響。 
（2）Multiple antigens：選擇較好（較能誘發保護力）的抗原，並希望能將多種抗原再同一個adenovector上表現出來，以降低成本。目前GenVec公司目前已發現2個較好的新抗原gPy28及gPy38，此2抗原可在老鼠體內誘發保護性的T細胞反應。

2、 重要內容：登革熱疫苗（Dengue vaccine）

1. 前言

本次參加Phacilitate公司舉辦之華盛頓疫苗論壇議題如前所述，包含範圍有廣泛層面的疫苗研發策略，亦有針對性的細菌性腹瀉疾病疫苗及節肢動物傳染病疫苗研發進展討論，其議題設定主要對象是開發中國家，因其經濟或資源較貧乏，無法有太多的經費投注於公共衛生及傳染病預防上。現在因全球化的關係，許多傳染病可能會隨著人們移動的方便性而到處傳播，所以已有慈善基金會或其他非營利組織提供資金給生技公司或藥廠進行這些非已開發國家盛行的傳染病疫苗（marginal vaccines）的研發。

對本局傳染病防治工作而言，國家疫苗研究任務雖已轉移至國家衛生研究院，但疫苗採購及接種政策的擬定仍為本局重要施政業務。在本次疫苗論壇議題內容，與本局最具相關性的議題莫過於登革熱疫苗，因登革熱在國內曾有大流行，近年來雖無大流行，且但每年仍有（尤其是南部地區）通報及確認個案，故以下內容以疫苗論壇中講者報告內容為主，輔以查詢到的資料來介紹登革熱疫苗之研發進展及新疫苗技術。

2. 登革熱簡介

登革熱（Dengue）是由登革熱病毒（Dengue virus）感染引起的急性病毒性發熱疾病，經由蚊子傳播，感染後主要症狀為高熱、發疹、與頭部、肌肉、骨頭、關節以及後眼窩痛。傳播登革熱的蚊子主要是埃及斑蚊及白線斑蚊，所以全球登革熱發生的地區，主要位於熱帶及亞熱帶地區中有埃及斑蚊及白線斑蚊分布的國家（圖1）。據估計，全球有25億人口有感染登革熱的風險，每年約有5千萬人感染登革熱，出現50萬個重症個案及2萬人死亡。
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圖1：全球登革熱分佈地區

圖片來源：WHO

登革熱在台灣早年曾於1915、1931、1942年發生三次的全島性登革熱流行；其後流行以發生於高雄縣市、臺南市及屏東縣居多。由於登革熱防治經驗的累積及相關單位的努力，自2002年以後未再出現大規模的流行，零星出現的小規模流行中，大部份以發生於高雄縣市、臺南市及屏東縣居多。近年來，台灣登革熱境外移入病例逐年攀升，而經基因親緣性分析顯示，每年流行之病毒株均與當年東南亞病毒株相近，可見東南亞登革熱疫情日趨嚴重，境外移入病例逐年增加，登革病毒侵入臺灣的相對危險性也隨之提高。
登革熱病毒屬於黃病毒科（Flaviviridae）的黃病毒屬（Flavivirus），病毒結構（圖2）外觀類似球狀，直徑約50nm，中心為由C蛋白（capsid protein; C）包覆病毒基因組成之nucleocapsid，其外包覆著雙層脂質（lipid bilayer）的套膜（envelope），套膜中包埋M蛋白（membrane protein; M）及E蛋白（envelope protein; E）兩種蛋白。E蛋白是一種醣蛋白（glycoprotein），負責接將病毒附著到被宿主細胞，然後病毒的envelope和宿主細胞的細胞膜融合，並帶有中和性epitopes。
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圖2：登革熱病毒結構

圖片來源：2011 Nature Education
登革熱病毒基因（圖3）為約10.5kb的單股RNA，由5’端至3’端分別為coding C、M及E等3種結構蛋白的區段，其後為coding NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、NS4B及NS5等7種非結構蛋白的區段。NS3所coding的蛋白為protease 和helicase，而 NS5所coding的蛋白為RNA polymerase，負責RNA的複製。除了E蛋白外，以NS1 coding的醣蛋白進行免疫，在老鼠實驗中亦可得得到具保護效果的免疫力。
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圖3：登革熱病毒基因

圖片來源：Nature Reviews Microbiology 8, S7–S16 (2010). 
登革熱病毒經由蚊子叮咬進入皮膚中後，會由其E蛋白附著上皮膚細胞（圖4），皮膚細胞的細胞膜內摺包圍病毒成為一個小袋，這小袋叫內質體（endosome），登革熱病毒包在endosome中深入皮膚細胞中。當endosome在細胞中碰到酸性環境並帶負電時，登革熱病毒的envelope會和endosome外膜融合，並將nucleocapsid釋放至皮膚細胞的細胞質中，nucleocapsid接著會進行uncoat，將RNA由capsid內釋放出來到細胞質中。登革熱病毒RNA會利用宿主細胞進行複製，再利用宿主細胞內質網（endoplasmic reticulum; ER）的核醣體（ribosome）將病毒RNA轉譯（translate）成病毒的polypeptide，然後再切成病毒蛋白。新合成的病毒RNA會被C蛋白包覆成nucleocapsid，然後在內質網膜上包上envelope，而envelope中同樣包埋E蛋白及M蛋白。此時病毒尚未完全成熟，會被送到高基氏體（Golgi apparatus complex）成熟並轉變成可感染型病毒體。
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圖4：登革熱病毒的感染與複製

圖片來源：Nature Reviews Microbiology 3, 13–22 (2005). 
登革熱病毒依抗原性的不同可區分為四型（DV1～DV4）。任何一型病毒皆可造成感染登革熱，感染後對該型病毒會產生長效的免疫保護力，但不同型的病毒感染誘發的免疫反應在彼此間並無交叉保護作用，甚至病患第二次感染不同型登革熱病毒時，有很大的風險造成登革出血熱（dengue hemorrhagic fever, DHF）及登革休克症候群（dengue shock syndrome, DSS）。

登革熱病毒只能存於人、猴及病媒蚊體內，目前針對登革熱病毒並無有效的抗病毒藥物，而以滅蚊減少傳播媒介做為防治登革熱的主要手段，但以此進行防治，並無法完全防止登革熱病毒的傳播，另因病患第二次感染不同型登革熱病毒時，可能會造成重症（登革出血熱及登革休克症候群），所以發展疫苗（尤其是4價疫苗）應是較好的登革熱防治方式。

3. 登革熱疫苗發展現況

通常發展病毒疫苗常有幾種策略：（1）以物理或化學方法將病毒不活化（2）分離出病毒蛋白或以分子生物學方法製造出病毒蛋白之subunits（3）嵌合病毒（4）改變或刪除氨基酸序列（5）經由數代培養使病毒減毒。登革熱疫苗進展相當緩慢，主要因為登革熱病毒在細胞培養時常長不好，而且對登革出血熱（DHF）並無較可信賴的動物模式；至目前為止，尚未有被正式核准上市之登革熱疫苗，但已有多家國際藥廠進行相關研發，甚至進入臨床試驗中（圖5），各別敘述如下：

[image: image5.wmf]
圖5：登革熱疫苗研發現況

圖片來源： Harold S. Margolis（CDC, Puerto Rico, USA）在疫苗論壇的報告資料 
（1） Sanofi Pasteur：
Sanofi Pasteur開發之疫苗名稱為ChimeriVax，為活性減毒疫苗（live-attenuated vaccine, LAV），是以黃熱病毒（YF）17D vaccine strain為主架構，將其prM and E genes以四種登革熱病毒之prM and E genes進行取代的嵌合疫苗(YF-DENV chimeras)，已在泰國進行效力試驗，現已進入第三期臨床試驗，預定於2012年執行完畢。在第一、二期臨床試驗結果，已證明其之安全性，且在經過3次接種，每次間隔約4-6個月，約有77～100％可同時有效誘發4種病毒的中和性抗體。而經過flavivirus感染過的人，在1～2劑接種後，可產生對4種登革熱病毒產生快速的免疫反應，表示在登革熱流行區域中的年長者可能不需要接種完整的3劑疫苗。目前ChimeriVax最主要的挑戰是接種時程過長（接種3次，每次間隔約4-6個月），此接種時程比大多數已取得執照的疫苗都還長，可能不易完成全部3劑接種。
（2） NIAID（National Institute of Allergy and Infectious Disease）Laboratory of Infectious Diseases (LID)
NIAID的傳染病實驗室(LID)發展活性減毒疫苗，是以deleted dengue type 4 (DEN4D30)為主架構，去除登革熱病毒3’端noncoding區的基因，嵌合四種登革熱病毒之prM and E genes的基因重組疫苗。大規模第一期臨床試驗結果，已可證實單效價疫苗株對四種血清型登革熱病毒的各別效果。為了瞭解四價疫苗各別疫苗成份的生物特性，及如何限制登革熱病毒影響組織，現在的臨床試驗已進展到將四價疫苗以3種不一樣的配方進行第一期臨床試驗(TV001, TV002, and TV003)。初步的結果顯示這四價疫苗是安全的，而且與其他去活性疫苗相比，有比較平衡的四價反應。NIAID的傳染病實驗室已將此刪除/嵌合技術授權給巴西的Instituto Butantan及印度的Biological E與Panacea Biotec，期待能在其國家推出產品上市。

（3） InViragen (attenuated DENV 2012 chimera )
InViragen開發之疫苗名稱為DENVax，亦為活性減毒疫苗，以attenuated dengue virus type 2 strain (16681-PDK53)為主架構，嵌合DEN-1, DEN-3 or DEN-4 virus的prM and E基因。此疫苗已以動物模式在preclinical評估安全性及有效性，現已在美國及哥倫比亞以下及皮內注射方式進行第一期臨床試驗。
（4） GlaxoSmithKline（GSK）：發展去活性登革熱病毒疫苗，預定2012年進入第一期臨床試。
（5） Merck (recombinant subunit )
登革熱活性減毒疫苗常有4種病毒成份互相干擾的問題，因此Merck發展recombinant subunit vaccine來克服此問題。其利用Drosophila S2 cell expression system來表現出truncated dengue envelope proteins (DEN-80E)，在preclinical研究，DEN-80E以alum或ISCOMATRIX™為佐劑，有很強的免疫性，做成的4價登革熱疫苗，可產生高效價中和性抗體，已在老鼠及靈長類動物（non-human primate）的實驗中證實其免疫性及有效性。在第一期臨床試驗研究，是以alum為佐劑的單價重組蛋白 (DEN1-80E)接種健康志願者並進行評估，已即將完成。
4. 新登革熱疫苗技術

在本次會議中，有邀請Arbovax公司發表其另新的登革熱疫苗技術：以host-range mutant virus來做疫苗。以下介紹此新技術：

Arthropod-Borne viruses（Arboviruses）是經由節肢動物叮咬而在脊椎動物間傳染的病毒，登革熱病毒是其中一種。Arboviruses總數超過700種，廣泛分佈在世界各地，分怖情形通常取決於於是否有適當宿主（如鳥、馬、家畜、人等）及傳染媒介。

哺乳類動物細胞中的膽固醇濃度，由內質網（ER）往細胞膜遞增，當膜進行外排（exocytic pathway）時，其內膽固醇濃度差異，會改變膜的物理及化學特性，如膜的厚度、黏稠度，離子通透性。而昆蟲細胞無膽固醇，因此昆蟲細胞的細胞膜與哺乳類動物細胞膜之物理及化學特性並不同。

Sindbis virus (SV)是一種Alphavirus，和登革熱病毒一樣是Arthropod-Borne viruses的一個成員，可在昆蟲及哺乳類動物細胞中繁殖。SV的病毒體是一個雜合體（hybrid）結構，在宿主細胞中複製時，結構蛋白及遺傳物質（genomic RNA）是來自病毒本身，而其膜（envelope）及醣蛋白（E1及E2 glycoproteins）上的多醣體（carbohydrate side chains）則來自宿主細胞。醣蛋白在病毒的組裝（assembly）的時候，會和膜有交互作用，當醣蛋白改變時（如去掉一段氨基酸序列），膜與蛋白的結合會改變，在某些mutant病毒會造成病毒組裝中斷，改變蛋白質的交互作用，導致病毒不穩定（instability）及失去感染力（infectivity）。有實驗顯示，當SV的envelope中包埋的E2醣蛋白在transmembrane domains(TMD)第391個氨基酸（lysine）被去掉（deletion mutation）後，會轉變為僅可在昆蟲宿主細胞中存活，而無法在哺乳類動物細胞中存活，這種經過改變        （mutation）造成在不同宿主中有不同的生長情況叫host-range  mutation。而為何這種host-range mutant病毒僅可在昆蟲宿主細胞中存活，而無法在哺乳類動物細胞中存活？推測是因昆蟲細胞與哺乳類動物細胞的細胞膜的差異，造成昆蟲細胞可代償醣蛋白的結構，使其不影響病毒的組裝。

Alphaviruses（如SV）在宿主細胞中複製其RNA並套上capsid成為nucleocapsid後，是由宿主細胞膜出芽（bud）包上膜而成病毒體，而Flavivirus（如Dengue virus）則是由內質網出芽成病毒體，因哺乳類動物細胞中的膽固醇濃度，由內質網（ER）往細胞膜遞增，所以登革熱病毒由宿主細胞的來的膜（envelope）與SV膜的物理及化學特性可能不完全相同。登革熱病毒是否亦可如SV般，製造出host-range mutant？Arbovax公司希望利用此方式製造出具有發展潛力的登革熱疫苗。

登革熱病毒基因coding出來的polyprotein穿越內質網的預測結構如圖6。Capsid protein（C蛋白）在細胞質（cytosol）端，其transmembrane（TM）處的（紅色部份）氨基酸序列在病毒組裝及排出後，會被切除，不勿會出現在病毒膜上。膜蛋白（membrane protein; M）及E蛋白（envelope protein; E）各有2處（T1及T2）穿越ER的膜，而非結構蛋白（NS1～NS5）則位於ER內。
[image: image6.emf]
圖6：登革熱病毒蛋白圖示

圖片來源：Virology Journal 2011, 8:289. 
登革熱病毒抗原性的不同可區分為四型（DV1～DV4），Arbovax公司選用DV2進行試驗。

首先由Walter Reed Army Institute of Research 取得DV2（Thai strain 16681, GenBank # U87411）的全長cDNA，以site-directed PCR方式製造出各種在E蛋白及M蛋白TMD有不同deletion的DNA，再以RNA polymerase轉錄（transcribe）成RNA，送入（transfect）昆蟲細胞株（C6/36 cells）與哺乳類動物細胞株（Vero cells）中產生各種deletion mutant登革熱病毒。原型登革熱病毒（wild type; WT）則不進行site-directed PCR，以全長cDNA轉錄成RNA，送入C6/36 cells與Vero cells。
感染WT及deletion mutant登革熱病毒之細胞株可以Focus assay（在C6/36 cells）進行病毒確認其感染力。細胞株經培養並複製病毒後，收集細胞培養液進行製備，再將製備好的病毒液注射入老鼠體內，最後抽取鼠體血液，分離血清以Focus reduction neutralization test (FRNT)測試中和性抗體（neutralizing antibody titers）效價（titer）。

在各種deletion mutant登革熱病毒中，Arbovax公司篩選出可在昆蟲宿主細胞中存活，而無法在哺乳類動物細胞中存活的host-range mutants，以其進行多項測試以確認是否得到有潛力的登革熱病毒疫苗株（potential live vaccine candidates）。以下先介紹Focus assay及FRNT，後續再說明實驗結果。

Focus assay：分呈色或螢光反應。將被感染的細胞加上抗登革熱病毒NS1醣蛋白的抗體，沖洗掉未結合的抗體後，再加上第二個抗體，呈色反應的第二個抗體上含horse radish peroxidase (HRP)，而螢光反應的第二個抗體上為goat anti-mouse IgG。沖洗掉未結合的抗體後，呈色反應需再加入peroxidase substrate（TrueBlue™ ）。最後觀察細胞中有顏色或螢光的Focus數目，1個Focus代表個病毒感染中心，可感染其周遭的細胞。

Focus reduction neutralization test (FRNT)：在Vero cells中進行，老鼠血清先加熱至56℃去活性30分鐘，稀釋10倍後再以2倍進行序列稀釋，每一序列稀釋之稀釋液加入WT的DV2登革熱病毒混合。混合液加入Vero cells，再以類似Focus assay方法的步驟，去定量老鼠血清中之中和性抗體。老鼠血清之中和性抗體效價（Neutralizing antibody titers; FRNT50）為可將Focus數目降為50％的老鼠血清稀釋倍數。

Arbovax公司在DV2的E蛋白及M蛋白的TMD做出不同的deletion mutation，發現M蛋白deletion mutants並無host-range 現象（host-range phenotype），而E蛋白在第一個TMD處（E-T1）的deletion mutants中，篩選到2個有host-range 現象（圖7）的deletion mutants。圖7的LIG deletion mutant（DV2DLIG）是原型登革熱病毒在E-T1的氨基酸酸序列中去除第458～460 L、I、G等3個氨基酸，而GVII deletion mutant（DV2DGVII）則是原型登革熱病毒在E-T1的氨基酸酸序列中去除第460～463 G、V、I、I等4個氨基酸。此2者在昆蟲宿主細胞（C6/36 cells）中長的很好，而在哺乳類動物細胞（Vero cells）中長的不好。原型登革熱病毒（WT）於2者中均長的很好，無host-range現象。
[image: image7.emf]
圖7：DV2 deletion mutants的host-range實驗結果
圖片來源：Malcolm Thomas（Arbovax公司）在疫苗論壇的報告資料
除了上述DV2DLIG及DV2DGVII外，另一個將E-T1第460個氨基酸由G換成P的mutant（DV2G460P）亦有host-range phenotype。這些mutants在E-T1的氨基酸序列見圖8。
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圖8：登革熱病毒疫苗株的氨基酸序列及實驗注射劑量
圖片來源：Malcolm Thomas（Arbovax公司）在疫苗論壇的報告資料
在選定DV2DLIG、DV2DGVII及DV2G460P做為登革熱病毒疫苗株後，另加上原型病毒經過減毒的登革熱病毒（DV2LAV）做為陽性對照，繼續進行更多的試驗。DV2LAV並未改變氨基酸序列。

首先要確認在哺乳類動物體內時，這些疫苗株也會像在細胞培養時一樣，生長是受限制的。將這些疫苗株和DV2LAV接種到非洲綠猴（African green monkeys），觀察病毒生長情形（測titer）。這些疫苗株測試結果，其在非洲綠猴體內的複製是受到限制的，在接種14天後，這些疫苗株病毒已被非洲綠猴在體內清除（圖9）。

[image: image9.emf]
圖9：登革熱病毒疫苗株注射2週後效價
圖片來源：Malcolm Thomas（Arbovax公司）在疫苗論壇的報告資料

這些登革熱病毒疫苗株在接種14天後會在非洲綠猴體內被清除掉，那是否仍可在非洲綠猴體內產生中和性抗體並增加total IgG呢？於是接下來進行生中和性抗體及total IgG測試，並於接種後第57天以具毒力的wild-type的DV2進行Challenge。結果這些登革熱病毒疫苗株皆可誘發高濃度的中和性抗體（圖10），其中以DV2DGVII效果最好，幾乎可與DV2LAV陽性對照病毒株相同。而這3種病毒疫苗株亦皆會使total IgG上升（圖11），然而與DV2LAV陽性對照病毒株相比，DV2LAV誘發之total IgG遠高於這3種病毒疫苗株。因中和性抗體只是total IgG的一部份，所以這結果顯示3種病毒疫苗株誘發大量的中和性抗體，而只誘發少量非中和性抗體。
[image: image10.wmf]
圖10：登革熱病毒疫苗株誘發中和性抗體
圖片來源：Malcolm Thomas（Arbovax公司）在疫苗論壇的報告資料

[image: image11.wmf]
圖11：登革熱病毒疫苗株誘發total IgG
圖片來源：Malcolm Thomas（Arbovax公司）在疫苗論壇的報告資料
於接種後第57天以wild-type的DV2進行Challenge的結果如圖12，於wild-type的DV2進行Challenge後第6天，接種疫苗株及陽性對照病毒株之非洲綠猴血液中即測不到病毒，而接種mock（只有buffer，未含病毒）的非洲綠猴血液中病毒會再增加，顯示接種疫苗株後，再次接觸相同DV2登革熱病毒，可迅速誘發體內免疫反應，消滅病毒。
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圖12：於接種後第57天以wild-type的DV2進行Challenge的結果
圖片來源：Malcolm Thomas（Arbovax公司）在疫苗論壇的報告資料
綜合以上結果，Arbovax公司發展出的3個疫苗株有以下幾個特性，使其具發展潛力：

（1） 可在昆蟲細胞株（C6/36 cells）中生長良好，故可於C6/36細胞培養中進行病毒增埴，再調製成疫苗，估計未來發展四價登革熱疫苗時，每劑成本僅需0.5美元。而3個疫苗株接種到vero cells（in vitro）及非洲綠猴（in vivo）時，生長受到限制，且未發現有病毒反轉成生長不受限制的現象（reversion），因此安全性高。

（2） 在經過一次的接種，即可在非洲綠猴體內誘發高濃度的中和性抗體，可證實這些疫苗株的效力。
（3） 因這些疫苗株可誘發高濃度的中和性抗體，而只誘發少量非中和性抗體，未來發展四價登革熱疫苗時，或許可減少不同病毒型別抗體之間的交叉抑制的反應，惟這仍有待實驗證明。
3、 心得及建議

1、 心得

1. 這次疫苗論壇的討論議題設定對象主要是開發中國家，主要是因其經濟或資源較貧乏，可能無法有太多的經費投注於公共衛生及傳染病預防上，雖然國際上有一些非營利組織（如Bill & Melinda Gates Foundation及 PATH等）提供資金來助其改善，但資金總是有限，因此在會議中疫苗研發議題上亦包含如何在有限經費來源下，選擇疫苗研發方向，並邀請生技公司、大藥廠及美國政府官員，以三種不同角度來看疫苗研發方向的議題。本局疫苗採購金額看起來雖不少，但在眾多傳染病的防疫需求瓜分下，實際上經費是不足的，因此亦須如非營利組織提供資金一般，在有限經費來源下，對欲接種的疫苗排定優先順序進行取捨。國內因人口不多，疫苗市場不大，所以人用疫苗廠僅本局及國光生技公司，在大多數疫苗無法自製情況下，本局購買數量不多的疫苗，其單價必定無法壓到最低，在全世界疫情嚴重時（如流感大流行），甚至可能買不到疫苗。疫苗製造規範由GMP 、cGMP到目前的PIC/S GMP，其規定越來越嚴格，導致疫苗工廠建廠成本也越來越高，相對的，國內有意願投入的廠商也越來越少。在新的疾病及新的疫苗不斷出現，本局疫苗採購及接種政策擬定也相對困難，如國內能整合國家衛生研究院對新疫苗研發及技轉，衛生署輔導廠商建置符合PIC/S GMP的疫苗廠，再輔以經濟部對疫苗產業的補助、減稅及推銷國外市場等措施，不但能提昇國內生技產業，亦可降低本局疫苗採購成本及解決疫情緊急時買不到疫苗的困難。

2. 目前登革熱疫苗研究結果，單價登革熱疫苗雖然有不錯的有效性及安全性，但如同時接種不同型之單價疫苗，彼此間卻常因互相干擾而有較多的不良反應甚至降低效果，因此發展4價疫苗是目前公認的較佳策略。Arbovax公司將host-range mutant技術應用到登革熱疫苗還在起步階段，在DV2可以成功產生host-range mutation，在DV1、DV3及DV4是否亦可成功？利用4種型別的host-range mutant virus混合製造出的4價革熱疫苗，其相互之間的病毒titer比例如何調整？引發的免疫反應是否均衡而不會只著重再特定型別？是否會造成嚴重的負作用？未來仍有許多問題待解決。此host-range mutant virus可在昆蟲細胞培養時生長良好，容易量產，因此如可順利發展出4價疫苗，疫苗成本可較現行研發中的其他疫苗為低，如價格為開發中國家亦可負擔得起，對全世界登革熱防治將會是個大利多。

2、 建議

1. 對傳染性疾病的管制，預防勝於治療，因此疫苗的使用，在本局為相當重要的一個議題。Phacilitate公司每年舉辦「疫苗論壇」(Vaccine Forum) ，發表及討論疫苗研發進度、研發趨勢、市場分析與疫苗新知，本局同仁參加此類國際疫苗會議，對於國內疫苗政策制定應會有所幫助，建議以後仍能持續派相關人員參加。另此類國際疫苗會議並不止Phacilitate公司舉辦的疫苗論壇，其他如Cambridge Healthtech Institute主辦之免疫治療及疫苗高峰會等國際疫苗會議，亦皆可納入參加的考量。

2. 登革熱在全世界一百多國流行，對全球防疫有很大的衝擊，我國亦為登革熱流行區，境外移入病例正逐步攀升中，本局在疾病防治策略上，因目前無有效的治療藥物及被正式核准使用的疫苗，故以病媒蚊管制為主；惟完全清除病媒蚊是項艱難且耗費人力、物力及時間的工作，未來如有安全且有效的疫苗時，應是本局需要考慮的另一種登革熱傳染管制策略。登革熱疫苗研究進展一直都很緩慢，但最近十年研究量有爆發性的成長，且有突破性的結果，預計未來幾年內，應會有核准上市的登革熱疫苗。建議本局可收集登革熱疫苗研發資訊，針對登革熱疫苗接種策略進行經濟效益（cost-effect）分析，並與以病媒蚊管制策略做比較，評估以疫苗做為登革熱傳染管制的策略的可行性，評估結果如為可行，則待有可用之疫苗出現時，可考量接種對象範圍（如居住地區、年齡層等）、接種時間（春季、夏季等）、與其他疫苗之間的干擾…等因素，儘速研擬未來疫苗接種策略，期能提升登革熱防治效果。
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