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Abstract

	 Dengue disease is one of viral diseases caused by dengue virus (DENV) and transmitted by Aedes 

aegypti mosquitoes. There are over 100 million cases of dengue diseases reported by WHO each year. 

Among these, about 500,000 cases were developed to severe diseases which are Dengue Hemorrhagic 

Fever (DHF) and Dengue Shock Syndrome (DSS) causing more than 20,000 deaths. Until now, there is no 

vaccine or specific treatment for this disease.  From its specificity, several researcher groups were trying 

to develop monoclonal antibody (MAb) as its alternative treatment. However, from the complexity of the 

virus itself, which can be classified into 4 serologically different serotypes, the antibody that neutralizes 

one serotype from the primary infection can cross-react, but may not neutralize heterologous serotypes 

in the secondary infection. Instead, the antibody can form a complex with the virus and help the virus to 

enter the target cell via IgG Fc receptor. This phenomenon is called antibody dependent enhancement 

(ADE) which leads to increased virus particles infecting to the cells and is considered as one hypothesis for 

increasing severity dengue secondary infection. For this reason, the candidate of therapeutic monoclonal 

antibody for treatment dengue should be able to neutralize 4 serotypes of DENV, without causing ADE.  

This study provided the information for the development of therapeutic monoclonal antibody for infectious 

diseases, particularly dengue disease.
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	 บทน�ำ
	 โรคไข้เลือดออกเกิดจากเชื้อไวรัสเดงกี่ (Dengue 

virus) จนถึงปัจจุบันยังไม่มีวัคซีนที่ใช้ในการป้องกันโรคนี้ 

รวมทั้งยารักษาที่เฉพาะเจาะจง สาเหตุหลักเนื่องมาจาก 

ความหลากหลายทางด้านสายพันธุ ์ (serotypes) ของ 

เช้ือไวรัส โดยเชื้อ DENV มีท้ังหมด 4 สายพันธุ์ ที่มีความ 

แตกต่างกนัทางด้านพนัธกุรรมระดับโมเลกลุถงึร้อยละ 30-351 

โดยถ้ามีการติดเชื้อสายพันธุ ์หนึ่งแล้วจะมีภูมิคุ ้มกันต่อ 

สายพันธุ์นั้นไปตลอดชีวิต (permanent immunity) แต่จะ

มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ DENV สายพันธุ์อื่น อีก 3 ชนิดได้ในช่วง

เวลาสัน้ๆ (partial immunity) หลงัจากน้ันจะมโีอกาสตดิเช้ือ 

DENV สายพันธุ์อื่นที่ต่างจากการติดเชื้อครั้งแรกได้ เป็นการ

ติดเชื้อซ�้ำ (secondary dengue infection) ซึ่งภูมิคุ้มกัน

ท่ีเกิดจากการติดเช้ือครั้งแรกไม่สามารถยับยั้งเชื้อไวรัส 

เดงกีต่่างสายพนัธุจ์ากการติดเชือ้ครัง้ทีส่องได้ แต่กลบัส่งเสรมิ

ให้มีการเข้าสู่เซลล์และเพิ่มจ�ำนวนของ DENV ภายในเซลล์

มากขึ้น ซึ่งเป็นปัจจัยส�ำคัญในการท�ำให้เกิดโรคไข้เลือดออก

ชนิดรุนแรง (Dengue hemorrhagic fever และ Dengue 

shock syndrome) ซึง่ลกัษณะการก่อโรคแบบน้ีเป็นลกัษณะ

เฉพาะของเชื้อไวรัสไข้เลือดออกเดงกี่ท่ีเรียกว่า Antibody 

Dependent Enhancement (ADE)25 

	 จากความซับซ้อนของ DENV ท�ำให้การผลิตวัคซีน

เพื่อป้องกันโรคไข้เลือดออกเป็นไปได้ยาก โดยจะเห็นได้จาก

การทดสอบวัคซีน ChimeriVax-DENV ของบริษัท Sanofi 

Pasteur ในการทดลอง phase I กบัอาสาสมคัรกลุม่ใหญ่ โดย

ใช้ yellow fever virus สายพันธุ์ 17 D เป็น Live vector 

แล้วน�ำ genes ส่วน envelope (E) และ pre-membrane 

(prM) ของ DENV จากทั้ง 4 สายพันธุ์ใส่ร่วมด้วย พบว่า ใน

ระยะเร่ิมแรกมคีวามปลอดภยั และสร้างภมูคิุม้กนัได้ในระดบั

ที่ดี15 แต่ต่อมาเมื่อท�ำการทดสอบวัคซีนใน phase 2b กับ

อาสาสมัครเด็กนักเรียนไทยพบว่าวัคซีนดังกล่าว สามารถ

ให้ภูมิคุ้มกันส�ำหรับเชื้อไวรัสเดงกี่สายพันธุ์ DENV2 ได้เพียง 

30.2% เท่านั้น4 ซ่ึงชี้ให้เห็นว่าควรมีการปรับปรุงวัคซีน

ชนิดนี้ให้สามารถกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันได้สูงข้ึน จาก

ข้อมูลการใช้วัคซีนดังกล่าวซ่ึงยังคงไม่ได้ผลดีนัก รวมถึงการ

ควบคุมยุงพาหะที่เป็นสาเหตุของการน�ำโรคไข้เลือดออก

ยังไม่มีประสิทธิภาพดีพอ ท�ำให้นักวิจัยต้องหาวิธีอื่นๆ เพื่อ

ควบคมุโรคไข้เลอืดออกไปพร้อมกนั การรกัษาโดยการใช้สาร

ภูมิคุ้มกันที่สามารถยับยั้งการเพิ่มจ�ำนวนของไวรัสใหม่ และ

ลดจ�ำนวนของเชื้อไวรัสที่มีอยู่เดิมจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง 

ซึ่งชีวภัณฑ์ที่ได้รับการยอมรับและน�ำมาใช้ในการรักษาโรค 

ตดิเชือ้จากไวรสัคอื โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี(MAb)5 ซึง่ข้อดี

ของการใช้ MAb ในการรกัษาโรคคือ ความสามารถในการจบั

อย่างจ�ำเพาะของแอนติบอดีที่ผลิตขึ้นต่อเชื้อโรคนั้นๆ ท�ำให้

สามารถยบัยัง้เชือ้โรคได้อย่างมปีระสทิธภิาพ และไม่มปัีญหา

ของการดื้อยาที่มักพบได้ในการใช้ยาปฏิชีวนะ6

	 การพฒันาโมโนโคลนอลแอนตบิอดเีพ่ือรกัษาโรค

	 โม โนโคลนอลแอนติบอดี  (Monoc lona l  

antibody; MAb) สร้างขึ้นครั้งแรกในปี ค.ศ. 1975 และ 

น�ำมาใช้ประโยชน์ (Licenced) ในปี ค.ศ. 1986 ในปัจจุบัน

เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมได้มีการพัฒนาและประยุกต์

ใช้ในงานทางวิทยาศาสตร์การแพทย์อย่างแพร่หลาย โดยมี

การพฒันา MAb เสมอืนมนษุย์ (humanized monoclonal 

antibody) หลายชนิด และน�ำมาใช้รักษาโรค โดยมี MAb 

ที่ผ่านการทดสอบทางคลินิกมากมาย จนถึงปัจจุบันมี MAb 

จ�ำนวน 30 ชนิด ที่ได้รับการยอมรับจากคณะกรรมการ

อาหารและยา (Food and Drug Administration ; FDA 

or USFDA) เพื่อใช้ในการรักษาโรคต่างๆ เช่น โรคติดเชื้อ 

โรคมะเร็ง และโรคที่เกิดจากความผิดปกติด้านภูมิคุ้มกัน 

(autoimmune disorder)6

	 ในช่วงแรก MAb ที่ผลิตขึ้นส่วนใหญ่เป็น MAb 

ท่ีได้จากหนู (mouse MAb) โดยใช้เทคโนโลยีไฮบริโดมา 

ซึ่งเป็นการผสมกันระหว่างเซลล์ม้ามของหนูที่ฉีดกระตุ้น

ภมูคิุม้กนัด้วยแอนตเิจนทีส่นใจ (Mouse spleen cells) และ

เซลล์เนื้องอก (Myeloma) หลอมเข้าด้วยกันกลายเป็นเซลล์

ลกูผสม (Hybrid cells) ทีม่คีณุลกัษณะของเซลล์ทัง้สองชนดิ 

คือ สามารถสร้างสารอิมมิวโนโกลบูลิน (Ig) ได้ และเจริญ

เติบโตได้อย่างไม่จ�ำกัด โดยเทคโนโลยีไฮบริโดมานี้คิดค้นขึ้น

เป็นครั้งแรกโดย Kohler และ Milstein ในปี ค.ศ. 1975  

หลังจากนั้นเป็นต้นมา การผลิต MAb ด้วยวิธีไฮบริโดมาจึง 

มีการใช้อย่างแพร่หลาย7,8

	 ในช่วงปี 1980 มีการท�ำวิจัยจ�ำนวนมากในการ

ทดสอบประสิทธิภาพของ MAb ที่ผลิตได้จากหนู เพื่อน�ำไป

ใช้ในมนุษย์ แต่พบปัญหาบางประการ คือ MAb ท่ีได้จาก
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หนูนี้มีความคงทนอยู่ในซีรั่มได้ค่อนข้างสั้น และยังก่อให้เกิด

ปฏิกิริยาต่อต้านจากระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย (Human 

anti-mouse antibodies) ท�ำให้การน�ำไปใช้มีอย่างจ�ำกัด 

จึงมีการดัดแปลงรูปแบบโมเลกุลของ Ig ให้มีความคล้ายคลึง

กบัของมนษุย์มากขึน้ ในรูปของอมิมวิโนโกลบลูนิจ ี(IgG) แบบ

ผสมระหว่างหนูและมนุษย์ (Human-mouse chimeric 

antibody) โดยมีส่วน variable region ของ IgG ท่ีได้

จากหนู และส่วน constant region ของ IgG ที่เป็นของ

มนุษย์ IgG ชนิดนี้ประกอบด้วยส่วนที่ได้มาจากหนูประมาณ  

30% และส่วนที่ได้มาจากมนุษย์ประมาณ 70% ท�ำให้

ปฏิกิริยาต่อต้านโปรตีนจากหนูลดน้อยลง9 อย่างไรก็ตาม 

ยังคงตรวจพบปฏิกิริยาต่อต้านต่อ IgG แบบผสมนี้ ที่เรียกว่า 

Human anti-chimeric antibody response จึงมีความ

พยายามลดส่วนของ IgG ที่เป็นส่วนของหนูลงอีก ได้เป็น IgG 

เสมือนมนุษย์ (Humanized IgG) ซึ่งมีส่วนที่เป็นแอนติบอดี

ของหนูเพียง 5-10% ในส่วนของ Complementary 

Determining Regions (CDRs) ซึ่งเป็นส่วนที่รับผิดชอบ

ในการจับกับแอนติเจนอย่างจ�ำเพาะ ซึ่งต่อมามีการพัฒนา

จนสามารถผลิต IgG ที่เป็นส่วนของมนุษย์ 100% ได้เป็น

โมโนโคลนอลแอนติบอดีมนุษย์ (HuMAb) ซ่ึงสามารถน�ำ

ไปใช้ทดสอบประสิทธิภาพ และความปลอดภัยในมนุษย์28 

ซึ่ง HuMAb นี้สามารถผลิตได้จากหลายวิธี เช่น เทคโนโลยี

การสร้าง Hybridoma10 เทคโนโลยี phage display11 

หรือการใช้หนูที่มีการเปลี่ยนถ่ายพันธุกรรม (Transgenic 

mice)5 โดยการตัดต่อใส่ยีนแอนติบอดีของมนุษย์ (human 

Immunoglobulin genes)12 ต่อมาได้พัฒนาวิธี microbial 

surface display13 และวิธี Human memory B-cell 

immortalizations14 เพื่อผลิต MAb ในรูปแบบต่างๆ เช่น 

Humanized และ Chimeric ส�ำหรับรักษาโรคไวรัสต่างๆ 

เช่น โรค Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) 

Coronavirus, Respiratory Syncytial Virus (RSV) ไวรัส

โรคพิษสุนัขบ้า (Rabies virus) West Nile Virus (WNV)

	 โมโนโคลนอลแอนติบอดีส�ำหรับรักษาโรคติดเชื้อ

	 ไวรัส

	 การน�ำซีรั่มหรือ polyclonal antibody ซึ่งมี IgG  

มาใช้ในการรักษาผูป่้วยโรคติดเช้ือไวรสัชนดิต่างๆ ได้มมีาเป็น

ระยะเวลานาน5,15  แสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการรักษาโรค

ของแอนติบอดี โดยข้อดีของการใช้ polyclonal antibody 

ที่มีอยู่ในซีรั่ม คือความหลากหลายของแอนติบอดีที่สามารถ

จับกับเอพิโทปต�ำแหน่งต่างๆ ของเชื้อไวรัส ท�ำให้มีการเสริม

ฤทธ์ิกันของแอนติบอดีเหล่านี้ในการยับยั้งเชื้อไวรัส และยัง

ช่วยลดความเสี่ยงในการเกิดไวรัสผ่าเหล่าท่ีดื้อต่อการรักษา 

(Escape mutant)

	 แต่อย่างไรก็ตาม ปัญหาที่เกิดขึ้นคือ ความแตกต่าง

กันของ polyclonal antibody ในแต่ละรอบของการผลิต 

(batch to batch variation) และความเสีย่งจากการตดิเชือ้

ที่ปนเปื้อนในกระแสโลหิตจากซีรั่มของผู้บริจาค5 นอกจากนี้ 

ส�ำหรับการน�ำ polyclonal antibody มาใช้รักษาผู้ป่วย

ไข้เลือดออกยังมีข้อจ�ำกัดมากข้ึนอีก กล่าวคือ polyclonal 

antibody ที่มีอยู ่ ในซีรั่มส ่วนใหญ่อาจจะไม่สามารถ 

ยับยั้งเชื้อไวรัสได้16-18 จึงต้องมีการคัดเลือก neutralizing 

antibodies ในจ�ำนวนท่ีมากพอ เพื่อให้แอนติบอดีนั้น

สามารถยบัยัง้ DENV ท้ัง 4 สายพนัธุไ์ด้ เพือ่ท่ีจะลดความเส่ียง 

ในการเกดิปฏกิริยิา ADE ซึง่เป็นสาเหตหุนึง่ทีท่�ำให้เกดิความ

รุนแรงของโรคมากขึ้น ดังที่กล่าวไว้ข้างต้น

	 ส�ำหรับข้อดีของการใช้ MAb ในการรักษาโรค 

ตดิเชือ้ไวรสั คอืสามารถผลติได้ในปรมิาณมาก และไม่มคีวาม

แตกต่างกันของ MAb ในแต่ละรอบของการผลิต นอกจากนี้ 

MAb ยังจับกับแอนติเจนที่เอพิโทปเฉพาะ ส่งผลให้มีค่า 

affinity และความจ�ำเพาะ (specificity) ในการยับยั้งไวรัส 

สูงกว่า polyclonal antibody ซ่ึงส�ำหรับ DENV การใช ้

MAb จะมีความเสี่ยงในการเกิด ADE ได้น้อยกว่าเมื่อเทียบ

กับการใช้ polyclonal antibody19

		

	 แอนติบอดีรักษาโรคไข้เลือดออก และต�ำแหน่ง 

	 เอพิโทป

	 การพัฒนาแอนติบอดี เพื่อรักษาโรคโดยการ

ยับยั้งเชื้อไวรัส มีเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วมากเนื่องจากมีการ

พัฒนาเทคนิคใหม่ๆ เพ่ิมขึ้นในการหาต�ำแหน่งเอพิโทปของ

ไวรัสที่แอนติบอดีสามารถเข้าจับได้อย่างจ�ำเพาะ ท้ังแบบ 

neutralizing และ non neutralizing เช่น เทคโนโลยี

การแสดงโปรตีนบนผิว และการคัดเลือก และไม่นานมานี ้

นักวิจัยหลายกลุ่มได้สร้าง MAb จากมนุษย์ (HuMAb) และ

จับจ�ำเพาะกับ DENV ท�ำให้ทราบถึงต�ำแหน่งเอพิโทปของ 

ไวรสั และสามารถศกึษาถงึระบบภมูคิุม้กนัของมนษุย์หลังจาก 

ติดเชื้อไข้เลือดออก
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	 1. โครงสร้างของเชื้อไวรัสเดงกี่

	 เชือ้ไวรสัเดงกี ่(Dengue virus) เป็นไวรสัทีก่่อให้เกดิ

โรคไข้เลอืดออก โดยไวรัสชนิดน้ีจัดอยูใ่นแฟมลิี ่Flaviviridae, 

จีนัส Flavivirus เป็นไวรัสชนิด RNA สายเดียวแบบสายตรง 

ชนิดบวก มีทั้งหมด 4 สายพันธุ์ (DENV 1-4) มีขนาดจีโนม 

โดยประมาณ 10.7 kb ประกอบไปด้วยโปรตีนทั้งหมด 

11 ชนิด แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มโปรตีนโครงสร้าง 

(Structural protein) ประกอบด้วย capsid protein (C), 

pre-Membrane/Membrane protein (prM/M), และ 

Envelope protein (E) และกลุ่มที่ไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง 

(Non-structural protein) ประกอบไปด้วยโปรตีน NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, และ NS5 (รูปที่ 1)20

รูปที่ 1 จีโนมของไวรัสเดงกี่ท่ีแปลรหัสได้เป็นโปรตีนท้ังหมด 10 ชนิด คือ โปรตีนโครงสร้าง 3 ชนิด (Capsid, 

Membrane, Envelop) และที่ไม่ใช่โปรตีนโครงสร้าง 7 ชนิด (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, และ NS5)21

	 บนผิวของเชื้อ DENV ประกอบด้วยโปรตีนหลัก 2 

ชนิดคือ โปรตีน E และ prM โดยมี โปรตีน E จ�ำนวนทั้งหมด 

180 หน่วย ซึ่งจัดเรียงตัวแตกต่างกันในระยะต่างๆ ของไวรัส 

และท�ำหน้าที่เป็นตัวจับจ�ำเพาะกับ receptor ของเซลล ์

เจ้าบ้าน (Host cell) และมี Fusion peptide ที่ท�ำให้

เกิดการหลอมรวมกันระหว่างผนังเซลล์ของไวรัสและเซลล์ 

เจ้าบ้าน ส่วนโปรตีน prM เป็นโปรตีนที่หุ้ม fusion peptide 

ของโปรตีน E ที่ปลายด้านหนึ่ง ในขณะที่เชื้อไวรัสยังเติบโต 

ไม่สมบรูณ์ (immature virus) ซึง่อาศยัอยูใ่น Endoplasmic 

reticulum (ER) ของเซลล์เจ้าบ้าน ในข้ันตอนนี้โปรตีน  

E/prM จะจัดเรียงตัวเป็นกลุ่มย่อย (prM-E) จ�ำนวน 3 หน่วย 

(trimer) ในลักษณะพุ่งส่วนแหลมออกนอกเซลล์ ท�ำให้

ลักษณะของ immature virus มีลักษณะขรุขระ (รูปที่ 2A) 

ซึ่งแตกต่างจากไวรัสที่เจริญเติบโตสมบูรณ์ (mature virus) 

ท่ีมีการตัดโปรตีน prM ออกโดยเอนไซม์ protease และ

จัดเรียงตัวตามแนวราบ เป็นโมเลกุลคู่ (dimer) จ�ำนวน 90 

โมเลกุล (รูปที่ 2B)22,23

รูปที่ 2 ลักษณะโมเลกุลของเชื้อไวรัสเดงกี่ในระยะไม่สมบูรณ์ (A) โดยโปรตีน E จะจัดเรียงกันแบบ Trimer โดยพุ่ง

ปลายแหลมออกจากเซลล์ ท�ำให้ผนังเซลล์มีลักษณะขรุขระดังรูป และระยะสมบูรณ์ (B) โดยโปรตีน E ของไวรัส 

จะเรียงตัวเป็นโมเลกุลคู่ราบกับผนังเซลล์ ซึ่งประกอบด้วยหน่วยย่อย 3 โดเมน (Domain; D) คือ EDI (สีแดง), EDII 

(สีเหลือง), และ EDIII (สีน�้ำเงิน)23
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	 โปรตีน E ยังสามารถแบ่งออกเป็นหน่วยย่อยได้อีก

ที่เรียกว่าโดเมน (Domain) โดยมีทั้งหมด 3 domain คือ 

Domain I (EDI), II (EDII), และ III (EDIII) โดยโปรตีนทัง้ 3 ส่วน

มีหน้าที่ต่างกัน โดย EDII จะเป็นโดเมนที่มี Fusion peptide 

อยู่ที่ปลายด้านหนึ่ง และ EDIII ที่มีตัวจับเฉพาะ (Receptor) 

กบัเซลล์เจ้าบ้าน (รปูที ่3)24 ท�ำให้โปรตนี E เป็นโปรตนีทีพ่บว่า 

สามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้างแอนติบอดีที่สามารถยับยั้ง 

DENV ได้ดี และมีการพัฒนาแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อโปรตีน

ชนิดนี้มากที่สุด

รูปที่ 3 โครงสร้างโปรตีน E ของ DENV ในระยะสมบูรณ์ ซ่ึงเรียงตัวโดยการจับคู่กันในลักษณะ 

homodimer ซึ่งในแต่ละโมเลกุลเดี่ยวแบ่งออกได้เป็น 3 โดเมน (EDI, EDII และ EDIII) โดยมี fusion 

peptide ที่ปลายด้านหนึ่งของโดเมน EDII23

รูปที่ 4  ภาพถ่าย West Nile Virus ด้วยวิธี Cryo-elctronmicroscopic จากตัวอย่างที่เตรียมได้จาก

เซลล์ยุงลาย Aedes albopictus (C6/36)25

	 จากการศกึษาลกัษณะของไวรสัในกลุม่ Flavivirus 

ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ยุง Aedes albopictus ด้วยวิธี Cryo-

electronmicroscopy (Cryo-EM) พบว่าการเปลี่ยนแปลง

ของ Flavivirus รวมถึงเชื้อไวรัสเดงกี่ จากระยะ immature 

เป็น mature นั้นเกิดขึ้นอย่างไม่สมบูรณ์25 โดยพบว่าไวรัสที่

เตรียมได้จากการเพิม่ปรมิาณในเซลล์ C6/36 ทีเ่ป็นเซลล์ของ

ยุง Aedes albopictus แบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่

ประกอบเป็นไวรัสแบบไม่สมบูรณ์ (immature) (รูปท่ี 4A)  

ซึ่งเป็นไวรัสที่ไม่เกิดขั้นตอนการตัดโปรตีน prM ออก ไวรัส

กลุ่มนี้ยังคงมี prM อยู่ในโมเลกุล และเกิดการจับกับ MAbs 

ที่จ�ำเพาะต่อโปรตีน prM (Anti-prM) ซึ่งส่วนใหญ่ไม่มีฤทธิ์

ในการยับยั้งเชื้อไวรัส ไวรัสในกลุ่มนี้จะยังไม่มีคุณสมบัติการ 

ABC

ตดิเชือ้ (Non-infectious) เนือ่งจากเติบโตไม่สมบูรณ์ แต่เมือ่

รวมกบัแอนตบิอดทีีจ่�ำเพาะ (Anti-prM) จะถกูน�ำเข้าสู่เซลล์ได้ 

จงึท�ำให้ไวรสัเพิม่ปรมิาณภายในเซลล์ได้ ซึง่เป็นกลไกหนึง่ใน

การเกิด ADE ส�ำหรับเชื้อไวรัสกลุ่มที่สอง คือ ไวรัสที่เกิดการ

ตัดโปรตีน prM บางส่วน (Partially immature) (รูปที่ 4B) 

ไวรัสกลุ่มนี้มีความจ�ำเพาะกับทั้งโปรตีน E และ prM และมี

ความสามารถในการเข้าสูเ่ซลล์ และเพิม่จ�ำนวนได้ จงึสามารถ

ถูกยับยั้งโดยแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อทั้งโปรตีน prM และ E 

ส่วนเช้ือไวรสักลุม่ท่ีสาม คอื เช้ือไวรสัท่ีเกดิการตดัของโปรตนี 

prM อย่างสมบูรณ์ (Mature) (รูปที่ 4C) เชื้อไวรัสในกลุ่มนี้

จะถูกยับยั้งโดยแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อโปรตีน E
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	 2. เอพิโทปส�ำคัญในการกระตุ ้นการสร ้าง

แอนติบอดีต่อไวรัสเดงกี่

	 โปรตีน E เป็นโปรตีนหลักที่กระตุ ้นให้เกิดการ

สร้าง Neutralizing antibody หลังจากการติดเชื้อ23  

โดยแอนติบอดีที่จ�ำเพาะต่อโปรตีน E ที่ถูกสร้างขึ้นภายใน

ร่างกายจะมีทั้งแบบที่จับจ�ำเพาะกับสายพันธุ์ใดสายพันธุ์

หนึ่ง (serotype-specific) หรือที่จ�ำเพาะกับทั้ง 4 สายพันธุ์ 

(cross-serotype)23

	 เนื่องจากข้อจ�ำกัดในการสร ้างโมโนโคลนอล

แอนติบอดีมนุษย์ การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จับ

จ�ำเพาะต่อไวรัสเดงกี่ในระยะแรกส่วนใหญ่จึงได้จากหนู โดย

พบว่า mouse MAb ที่ผลิตขึ้นจะจับจ�ำเพาะกับชิ้นส่วน A 

(A strand) บน EDIII และเป็น Neutralizing antibody ที่ดี 

คอื มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ไวรัสเดงกีไ่ด้ดีทัง้ในหลอด 

ทดลอง และในหนทูดลอง26-29 ในทางกลบักนั จากการศกึษา 

ในระยะหลังโดยการสร้าง HuMAb จากเซลล์เม็ดเลือดขาว 

คน พบว่า HuMAb ส่วนใหญ่จับกับเอพิโทปบนส่วนของ 

EDII มเีพยีงส่วนน้อยทีจ่บัจ�ำเพาะกบั EDIII30-31 ซึง่เหน็ได้จาก

งานวิจัยอีกหลายชิ้นที่สนับสนุนสมมุติฐานนี้ โดยการน�ำซีรั่ม

คนไข้ มาบ่มรวมกับโปรตีนส่วน EDIII เพื่อแยกแอนติบอดีที่

จับจ�ำเพาะต่อโปรตีน EDIII ออก พบว่าซีรั่มที่ได้ยังคงมีความ

สามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสเดงกี่ได้คงเดิม ทั้งการทดสอบ

ในหลอดทดลอง (in vitro)32 และในหนูทดลอง (in vivo)33 

จึงตั้งสมมุติฐานว่าแอนติบอดีส่วนใหญ่ในซีรั่มของคนไข้ที่ 

ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ และมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อเดงกี่ได้ 

จะมีความจ�ำเพาะกับโปรตีน E ในส่วนที่อยู่นอกเหนือ EDIII 

	 จากการที่ทีมวิจัยของเราได้ท�ำการสร้าง HuMAb 

ที่จ�ำเพาะต่อไวรัสเดงกี่ โดย Setthapramote et al. ใน

ปี 201210 โดยการเก็บตัวอย่างเลือดผู้ป่วยจ�ำนวน 9 คน 

ที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี่ในระยะเฉียบพลัน (acute) และระยะ 

ฟื้นไข้ (convalescence) เพื่อน�ำมาผลิต HuMAb ด้วยวิธี 

ไฮบรโิดมา โดยสกัดแยกเซลล์เมด็เลอืดขาวจากตัวอย่างเลอืด

ของผู้ป่วยไข้เลือดออก และน�ำมาผสมรวมกับเซลล์ fusion 

partner ทีผ่ลติจากเซลล์เมด็เลอืดของมนุษย์ จนสามารถผลติ 

HuMAb ได้ทั้งหมด 136 โคลน พบว่ามีจ�ำนวน 101 โคลน  

ที่จับจ�ำเพาะกับโปรตีน E และอีก 35 โคลนจับจ�ำเพาะกับ

โปรตีนอื่นๆ รวมถึง NS1 และ prM ซึ่ง MAb ในจ�ำนวน 101 

โคลนนี้ มีจ�ำนวน 17 โคลนที่สามารถยับยั้ง DENV ได้สูงสุด 

โดยมี 13/17 โคลนจับจ�ำเพาะกับโปรตีน E ในส่วน DII10 จึง

เป็นการสนับสนุนสมมุติฐานข้างต้นที่แสดงว่าแอนติบอดีที่

สร้างข้ึนในร่างกายมนุษย์ส่วนใหญ่ท่ีมีความสามารถในการ

ยับยั้งเชื้อไวรัสเดงกี่จะมีเอพิโทปอยู่บน EDII 

	 ถึงแม้ว่า MAb ท่ีจ�ำเพาะกับโปรตีน E จะมีความ

สามารถในการยับยั้งเช้ือไวรัสได้ดี แต่ต่อมาได้มีการศึกษา 

พบว่า MAb กลุม่นีท้ีค่วามเข้มข้นในระดบัทีไ่ม่สามารถยบัยัง้

เช้ือไวรสัได้ (sub-neutralizing concentration) สามารถก่อ 

ให้เกิด ADE ได้เช่นกัน34 ซึ่งแอนติบอดีจะยับยั้งเชื้อไวรัสได้

หรอืไม่นัน้ ขึน้อยูก่บัความเข้มข้น หรอืปรมิาณทีม่ากเพยีงพอ 

ที่จะปิดกั้น viral receptor ทั้งหมดได้35

	 ในคนไข้ที่ติดเชื้อไวรัสเดงก่ี นอกจากจะสามารถ

พบ MAb ที่จ�ำเพาะกับโปรตีน E เป็นจ�ำนวนมากแล้ว จาก

การศึกษาของ Dejnirattisai et al. ในปี 2010 พบว่า 

MAb ที่ผลิตได้จากตัวอย่างเลือดผู้ป่วยที่ติดเชื้อไวรัสเดงกี่

ในระยะฟื้นไข้จ�ำนวน 7 คน ด้วยวิธี Ebstein-barr virus 

transformation พบว่าส่วนใหญ่ของ MAb ท่ีสร้างข้ึนจับ

จ�ำเพาะกบัโปรตนี prM (60%) และจบัจ�ำเพาะได้ทัง้ 4 ซโีรไทป์ 

อย่างไรก็ตาม MAb ที่จับจ�ำเพาะกับโปรตีน prM น้ีเป็น

แอนตบิอดทีีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ไวรสัได้ไม่ด ีและ

มบีทบาทส�ำคญัในการก่อให้เกดิ ADE ได้ เนือ่งจากเช้ือไวรสัที่

มอียูใ่นร่างกายมหีลายรปูแบบ โดยรปูแบบทีเ่ป็น immature 

หรือ partially immature ที่ยังคงมีโปรตีน prM ติดอยู่ จะ

สามารถจับกับแอนติบอดีที่จ�ำเพาะกับโปรตีน prM ได้ เป็น

เหตุให้เชื้อไวรัสที่ไม่มีความสามารถในการเข้าเซลล์ สามารถ

เข้าสู่เซลล์และเกิดการเพิ่มจ�ำนวนได้ ส่งผลให้ปริมาณไวรัส

ในกระแสเลือดเพิ่มมากข้ึน จึงเป็นสาเหตุหนึ่งในการก่อให้

เกิดความรุนแรงของโรค16,36-37

	 จากการศกึษาในระยะหลงัพบอกีว่า MAb ท่ีมคีวาม

สามารถในการยับยั้งไวรัสเดงก่ีที่ดี และมีศักยภาพในการ

พัฒนาต่อเพื่อใช้รักษาโรคไข้เลือดออก จะมีความจ�ำเพาะ

กับเอพิโทประดับที่สี่ (quaternary epitope) ที่มีส่วนของ 

เอพโิทปอยูบ่น EDI และ EDII ทีเ่รยีงตวัใกล้กนัจากโครงสร้าง

ของโปรตนีระดบัทีส่ี ่(quaternary structure)38 ซึง่คล้ายคลึง

กบัเอพโิทปทีเ่รยีกว่า Envelope dimer epitope (EDE) ทีม่ี

ต�ำแหน่งเอพโิทปอยูค่นละ dimer ของโปรตนี E ซ่ึงแอนตบิอดี

ที่จับจ�ำเพาะกับเอพิโทปชนิดนี้มีความสามารถในการยับยั้ง

เชื้อไวรัสเดงกี่ได้สูง โดยมีค่าปริมาณแอนติบอดีที่สามารถลด

ไวรสัได้เป็นจ�ำนวนคร่ึงหนึง่ของไวรสัทีม่อียู ่(NT
50
) ทีน้่อยทีส่ดุ

คือ 3.3 × 10-11 M39
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	 3. กลไกในการยับยัง้โรคไข้เลอืดออกด้วยแอนตบิอดี

	 ในการประยุกต์ใช้แอนติบอดีเพ่ือยับย้ังเชื้อไวรัส 

เดงกี่นั้น ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง เช่น ความสามารถของ

แอนติบอดีในการจับกับแอนติเจน (Antibody affinity) 

และการเข้าถึงเอพิโทป (Epitope accessibility)40 โดยการ

เข้าถึงเอพิโทปนั้นขึ้นกับลักษณะรูปร่างของไวรัสในสภาวะท่ี

เปลี่ยนแปลงไป เช่น อุณหภูมิ41 ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกัน โดย

พบว่าเอพิโทปในต�ำแหน่งที่ยากในการเข้าถึง จ�ำเป็นต้องใช้

แอนติบอดีในการเข้าโอบล้อมเพื่อให้เกิดการยับยั้งเชื้อไวรัส

มากขึ้น42 แสดงให้เห็นว่าแอนติบอดีที่มีคุณสมบัติในการ

ยับยั้งเชื้อไวรัสที่ดีควรจับกับแอนติเจนได้ดี (high affinity) 

ในต�ำแหน่งที่สามารถเข้าถึงได้ (high accessibility)

	 นอกจากปัจจัยทีก่ล่าวมาข้างต้น กลไกทีต่่างกนัของ

แอนตบิอดแีต่ละตัวในการยบัยัง้เชือ้ไวรสัเดงกี ่คอื ขัน้ตอนใน

การเข้ายบัยัง้เชือ้ไวรสั โดยแอนติบอดีสามารถยบัยัง้เชือ้ไวรสั

ในขั้นตอนการเข้าสู่เซลล์ (pre-attachment inhibition) 

หรือหลังจากที่เชื้อไวรัสเข้าสู่เซลล์แล้ว (post-attachment 

inhibition) ซึ่งขั้นตอนในการยับยั้งนี้มีความสัมพันธ์กับ 

ต�ำแหน่งเอพิโทปด้วย เนื่องจากโปรตีน E แต่ละโดเมน (EDI, 

EDII, EDIII) ท�ำหน้าที่แตกต่างกันดังที่ได้กล่าวข้างต้น23

	 ในทางทฤษฎีพบว่า แอนติบอดีที่จับเฉพาะกับ

โปรตีน E บน DIII ซึ่งมี receptor จ�ำเพาะกับเซลล์เจ้าบ้าน 

(host cell) จะยับยั้งไวรัสในขั้นตอนการเข้าสู่เซลล์ ซึ่ง 

พบมากใน MAbs ที่ผลิตได้จากระบบภูมิคุ ้มกันของหนู  

ในทางตรงกันข้ามแอนติบอดีที่จ�ำเพาะกับเอพิโทปบน DII  

โดยเฉพาะอย่างยิ่งบน fusion loop ซึ่งรับผิดชอบใน 

กระบวนการหลอมรวมระหว่างไวรัสและเซลล์เจ้าบ้าน 

(Fusion) จะยับยั้งเช้ือไวรัสหลังจากไวรัสเข้าสู่เซลล์แล้ว 

แอนติบอดีชนิดนี้พบได้มากในกลุ่มของแอนติบอดีที่สร้างขึ้น

จากระบบภูมิคุ้มกันของมนุษย์22

	 4. การปรบัปรงุคณุสมบัตขิองแอนตบิอดโีดยใช้วธีิ 

	 พันธุวิศวกรรม

	 นอกจากการผลติ MAb ด้วยวธิดีงักล่าวข้างต้นแล้ว 

ในระยะหลังเทคโนโลยีด้านอณูชีววิทยาได้พัฒนามากข้ึน  

จึงได้มีการดัดแปลงคุณสมบัติของ MAb ไม่ว่าจะเป็นการ

เปลีย่นแปลงกรดอะมโินบางต�ำแหน่ง เพือ่เพิม่ความสามารถ

ในการจับกับแอนติเจน (antibody affinity) เช่น ได้มีการ

ศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงต�ำแหน่งกรดอะมิโนของ MAb ใน

บางต�ำแหน่งของส่วน variable region ของแอนติบอดีด้วย

โปรแกรมทางคอมพิวเตอร์ พบว่าสามารถเพิ่มความสามารถ

ในการจบักบั DENV4 ได้ถงึ 450 เท่า โดยยงัคงความสามารถ

ในการจับกับ DENV สายพันธุ์อื่นได้คงเดิม43

	 นอกจากนี้  ยังสามารถพัฒนาคุณสมบัติของ

แอนติบอดีนั้นให้ดียิ่งขึ้นได้ โดยการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน

บางต�ำแหนง่ของ CH2 (Constant heavy chain 2) บนสว่น 

Fragment crystallizable (Fc) ของแอนตบิอดชีนดิ IgG เช่น 

กรดอะมิโน Asparagine เป็น Glutamic acid ที่ต�ำแหน่ง 

2971 โดยพบว่าแอนตบิอดีท่ีเปลีย่นแปลงในต�ำแหน่งดงักล่าว 

ซ่ึงรับผิดชอบในการจับกันระหว่างแอนติบอดีส่วน Fc และ  

ตวัรบั Fc (Fc receptor) บนผวิเซลล์บางชนดิ เช่น monocytes 

และ macrophages จะท�ำให้ Fc ไม่สามารถเกาะบนผวิเซลล์ได้ 

จงึพบว่าการเปลีย่นแปลงกรดอะมโินทีต่�ำแหน่งนีส้ามารถลด

ความรุนแรงของโรคจากการเกิด ADE ได้ โดยยับยั้งการเข้า

สู่เซลล์ของไวรัสผ่านทาง Fc receptor ซึ่งมีการศึกษาทั้งใน

หลอดทดลอง และในหนูทดลอง45 

	 การเปลีย่นกรดอะมโินทีต่�ำแหน่ง 234 และ 235 จาก 

กรดอะมิโน Leucine เป็นกรดอะมิโน Alanine ท่ีเรียกว่า 

LALA mutant15,45 พบว่า MAb ที่ผ่านการเปลี่ยนแปลงกรด 

อะมโินทีต่�ำแหน่งดงักล่าวไม่ก่อให้เกดิปฏกิริยิา ADE โดยมกีาร 

วิจัยพบว่าการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนท่ีต�ำแหน่งนี้สามารถ

ลดโอกาสการจับกันของแอนติบอดีส่วน Fc และ FcγRI, 

FcγRII, และ FcγRIIIa46 นอกจากนี้ ยังมีการเปลี่ยนแปลงที่

ต�ำแหน่งอื่น เช่น การตัดกรดอะมิโนจ�ำนวน 9 ต�ำแหน่ง ใน

ส่วนปลายด้าน N (N-terminal) ตัง้แต่ต�ำแหน่งท่ี 231 – 239 

ของ CH2 สามารถลดการเกิด ADE ได้ดีเช่นกัน47 ทั้งนี้ยังมี

กรดอะมโินอกีหลายต�ำแหน่งทีพ่บว่าสามารถลด หรอืเพิม่การ

จับกันระหว่างแอนติบอดี IgG1 และ FcγR ชนิดต่างๆ ได้48,49

 สรุปผล
	 เนื่องจากการรักษาโรคไข้เลือดออกในปัจจุบัน  

ยังไม่มีวัคซีนหรือยารักษาโรคที่เฉพาะเจาะจง เป็นเพียง

การรักษาตามอาการ ในระยะหลังการใช้สารโมโนโคลนอล

แอนติบอดีท่ีจ�ำเพาะต่อเช้ือไวรัสเดงกี่จึงได้รับความสนใจ

มากขึ้น อย่างไรก็ตาม เชื้อไวรัสไข้เลือดออกเดงกี่เองมีความ

ซบัซ้อนทางด้านสายพนัธุ ์ท�ำให้การพฒันาแอนติบอดเีพือ่ไป

ใช้ในการรักษาได้จริงนั้น จ�ำเป็นต้องผลิตสารโมโนโคลนอล

แอนติบอดีที่สามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเดงก่ีได้ทั้ง 4 สายพันธุ์ 
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และไม่ก่อให้เกิด ADE ซึ่งเป็นความท้าทายของนักวิจัยใน

การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่มีคุณสมบัติดังกล่าวได้

อย่างครบถ้วน นอกจากนี้ การยับยั้งเชื้อไวรัสด้วยกลไกอื่นๆ 

เช ่น การกระตุ ้นให ้เกิดการท�ำงานของคอมพลีเมนต์ 

(complement) หรือการดัดแปลงให้แอนติบอดีสามารถ

อยู่ในกระแสเลือดได้นานข้ึนก็เป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีสามารถเสริม

ศักยภาพในการน�ำ MAb ไปใช้ในการรักษาโรคไข้เลือดออก
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บทคัดย่อ

	 โรคไข้เลือดออกเกิดจากเชื้อไวรัสเดงกี่ (Dengue virus) ซึ่งมียุงลายเป็นพาหะน�ำโรค จากการรายงานขององค์การ 

อนามัยโลก (World Health Organization; WHO) พบว่า ทุกปีประชากรจ�ำนวนกว่า 100 ล้านคนทั่วโลกติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ 

ในจ�ำนวนนี้มีผู้ป่วยประมาณ 500,000 คน ที่พัฒนาเข้าสู่ไข้เลือดออกชนิดรุนแรง (Dengue hemorrhagic fever และ 

Dengue shock syndrome) ส่งผลให้มีอัตราการตายถึงปีละ 20,000 ราย ซึ่งในปัจจุบันยังคงไม่มีวัคซีน หรือยารักษาโรค 

ที่เฉพาะเจาะจง นักวิจัยหลายกลุ ่มจึงพยายามพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal antibody, MAb)  

เพ่ือเป็นทางเลือกในการรักษา แต่เนื่องจากเชื้อไวรัสเดงกี่มีลักษณะท่ีแตกต่างกันถึง 4 สายพันธุ์ ท�ำให้ MAb ที่ยับยั้ง 

ไวรัสเดงกี่สายพันธุ์หน่ึง อาจไม่สามารถยับยั้งเช้ือไวรัสเดงก่ีสายพันธุ์อื่นได้ แต่กลับส่งเสริมให้เช้ือไวรัสเข้าสู่เซลล์มากขึ้น  

ผ่านทางตัวรับ Fc (Fc receptor) ของ immunoglobulin G (IgG) เป็นสาเหตุให้เกิดความรุนแรงของโรค ซ่ึงเป็นทฤษฎ ี

การเกิดโรคของไข้เลือดออกชนิดหนึ่งที่เรียกว่า antibody dependent enhancement (ADE) มักจะเกิดในคนไข้ที่มีการ 

ติดเชื้อซ�้ำ (secondary infection) จึงเป็นปัญหาส�ำคัญในการพัฒนา MAb เพ่ือการรักษาโรคไข้เลือดออก ซ่ึงจ�ำเป็นต้อง 

มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อไวรัสเดงกี่ได้ทั้ง 4 สายพันธุ์ และไม่ก่อให้เกิด ADE ดังน้ัน การผลิตและพัฒนา MAb 

ส�ำหรับรักษาโรคไข้เลือดออกต้องมีการศึกษา และพัฒนาอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้ได้ MAb ที่มีประสิทธิภาพสูง ในการศึกษานี้  

ผู้เขียนได้รวบรวมผลงานวิจัย เพ่ือประโยชน์ในการวิจัยด้านการผลิตและพัฒนาโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อใช้รักษาโรค 

ติดเชื้อโดยเฉพาะโรคไข้เลือดออก

ค�ำส�ำคัญ: โมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อการรักษาโรค เช้ือไวรัสเดงกี่ ไข้เลือดออก การท�ำให้เชื้อหมดความสามารถ  

การส่งเสริมให้โรครุนแรงขึ้นจากแอนติบอดี 


