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研究成果の概要（和文）：　全世界でH5N1インフルエンザウイルスのヒト感染例が最も多く報告されるエジプト
におて、現地で蔓延するH5N1ウイルスの進化動態を詳細に把握するための調査研究とウイルス学的な解析を実施
した。
　その結果、現在エジプトにおいてはH5N1ウイルスに加えてH9N2ウイルスが広範に伝播しており、当該ウイルス
が共に宿主域を拡大しうる様々な適応変異を蓄積させていることが明らかとなった。また、両ウイルスの遺伝子
互換性は高く、遺伝子交雑によって新型ウイルスを出現させるリスクもあることが示された。

研究成果の概要（英文）：　Egypt has had the highest numbers of human infection cases of H5N1 
influenza viruses. In this study, we performed comprehensive surveillance for avian influenza in 
Egypt and also investigated evolution dynamics of the viruses disseminating in the country.
　The results showed that not only the H5N1 viruses but also H9N2 viruses has now prevailed in Egypt
 with multiple human infection cases. Both viruses has accumulated mutations conferring an expanded 
host range including mammals. The two viruses also had high genetic compatibility, which may allow a
 reassortment event to create novel genotypic influenza viruses with pandemic potential.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス学　感染症内科学　インフルエンザウイルス　国際感染症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　鳥インフルエンザウイルスのヒト感染事例が際立って多い国の１つであるエジプトにおいて先駆的にウイルス
の蔓延状況と進化動態を調査することで、現在までに様々な宿主適応変異を蓄積していることが明らかとなり、
現地での継続的なモニタリングの必要性が明らかとなった。
　本研究で明らかとなったウイルスの進化動態や宿主適応性に関する情報は、学会発表や論文を通じて世界にア
ラートしており、エジプトにおけるパンデミックのリスク評価において極めて有益な情報を提起したと考えられ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

(1)鳥インフルエンザウイルスは、現在、アジア・アフリカ域で鳥類に感染を繰り返す常在域を

獲得している。特にエジプトは、H5N1 亜型高病原性鳥インフルエンザウイルス（H5N1 ウイ

ルス）によるヒト感染事例が際立って多い特異な地域である。また、同国で流行する H5N1 ウ

イルスは、代表的なヒト適応変異である PB2-E627K をすでに獲得している特徴がある。繰り

返される鳥—鳥間または鳥—ヒト間伝播の過程で遺伝子変異を獲得することで、エジプトからパ

ンデミックウイルスが出現する可能性が指摘されている。 

 

(2)インフルエンザウイルスは、ウイルス粒子表面に発現する HA 蛋白質と粥腫レセプターであ

るシアロ糖鎖との結合を介して感染する。鳥インフルエンザウイルスは鳥腸管上皮に発現する

2,3 型のシアロ糖鎖への親和性が高い。一方で、ヒトで流行する季節性ウイルスは、ヒト呼吸

器上皮に発現する2,6 型のシアロ糖鎖への親和性が高い。そのため、HA が認識するシアロ糖

鎖の結合様式の違いは種の壁として作用する。鳥インフルエンザウイルスがヒトへ感染域を変

化させるためには、HA 蛋白質がヒト型のシアロ糖鎖を認識するように変化する必要がある。 

 

(3)鳥インフルエンザウイルスに関するこれまでの国際共同研究は、アジア域で先行している経

緯があった。対照的に、エジプトを含む中東およびアフリカ域においては、国際的な連携体制

の構築が遅延しており、当該域で蔓延する H5N1 ウイルスに関する知見はきわめて限定的であ

る。 

 

(4)このような状況にあって、私たちは、エジプト研究機関と先駆的に連携体制を構築し、先駆

的な共同研究を展開することで、鳥類間伝播の過程で、ヒト型シアロ糖鎖に対する親和性を高

めた変異ウイルス群がエジプトで出現していることを世界に先駆けて明らかにした

（Watanabe Y et al, PLoS Pathog 2009）。 
 
２．研究の目的 

 

(1)エジプトにおける継続的な H5N1 ウイルスの伝播が、パンデミック潜在性を高めた変異ウイ

ルスを出現させているかを調査することを目的とする。 

 

(2)同地域における鳥インフルエンザウイルスの進化動態および宿主域の変化を調査する。 

 

(3)中東やアジア域でヒトへの適応性を高めたウイルスが出現したと考えられる場合に、科学的

な根拠に基づく正確な情報を社会に適切にアラートする。 
 
３．研究の方法 
 

(1)私たちが先行研究で開発したインフルエンザウイルスのシアロ糖鎖結合特異性を迅速に鑑

別するイムノクロマトキット（Watanabe Y et al., Biosens Bioelectron 2014）を用いて、エジ

プトで蔓延する鳥インフルエンザウイルスを対象にパンデミック潜在性の高い変異ウイルスの

出現を大規模に調査した。検査材料は、感染鳥のスワブまたは組織を発育鶏卵に接種後、増殖

した漿尿液中のウイルスとした。 

 



(2)エジプトを中心とする中東地域における鳥インフルエンザウイルスの進化動態を遺伝子解

析と系統樹解析によって明らかにした。具体的には、エジプト研究機関と連携して、感染疑い

の家禽やハトの呼吸器スワブまたは臓器を採材し、農林水産省の許可を受けて日本に移送後に、

発育鶏卵接種によってウイルスを分離し、RT-PCR 法によってウイルス遺伝子配列を決定した。

NCBIまたはGISAIDに登録された参照ウイルスの遺伝子配列とともにNeighbor-joining法に

よる系統樹解析を実施した。 

 

(3)H5N1 ウイルスによるヒト感染事例が際立って多いエジプトにおいて、感染患者において選

択された適応変異を明らかにした。具体的には、鳥から分離されたウイルス遺伝子集団の

consensus sequence を決定し、感染患者を由来とする各ウイルス遺伝子配列と比較することで、

感染患者由来ウイルス遺伝子集団にしか検出されない変異または、明らかに高頻度に検出され

る変異を適応変異の候補として選出した。 

 

(4)流行域の違いがウイルスの進化動態や宿主適応変化与える相違を明らかにするために、イン

ドシナ域で感染患者内で選択された適応変異を明らかにした。具体的な方法は、研究の方法(3)

と同様であり、J-GRID ベトナム拠点およびベトナム国立衛生疫学研究所などと連携して実施

した。 

 

(5)ポリメラーゼ領域の候補変異に関しては、minigenome assay によって変異導入がウイルス

ゲノム複製に与える影響を luciferase 活性を測定して評価した。宿主細胞には、ヒト由来 293T

細胞または鳥由来 DF-１細胞を用い、培養温度はヒト上部呼吸器を模した 33℃とヒト株呼吸器

または鳥腸管温度を模した 37℃とした。 

 

(6)リバースジェネティクス法を用いて候補変異を単変異または患者内で実際に検出された組

み合わせにて導入した組換えウイルスを作製して、以下のウイルス性状解析を実施することで

変異ウイルスのヒト感染性や病原性を評価した。 

 

①HA 変異の場合には、sialylglycopolymer を用いた direct binding assay によって、変異がシ

アロ糖鎖親和性に与える効果を解析した。得られた ELISA データを非線形減衰曲線によるフ

ィッティングすることで結合定数（Ka）を算出した。 

 

②direct binding assay で明らかとなったシアロ糖鎖特異性ついて、先行研究にて開発した迅

速診断キットによる試験でも同様の結果が得られるかについて再現性試験を実施した。 

 

③変異を導入した HA 蛋白質を発現するプラスミドを構築してヒト由来 293T 細胞に遺伝子導

入後、細胞内での発現量を western blotting 法により測定することで、変異が蛋白質発現量に

与える影響を評価した。 

 

④上の③で構築したプラスミドを Vero 細胞に遺伝子導入後、pH 値の違うバッファーで処理し

て膜融合活性を誘導する polykaryon formation assayをおこない、HA蛋白質が膜融合する pH

閾値を測定することで、変異が膜融合活性に与える影響を評価した。 

 



⑤変異ウイルスを、ヒト呼吸器由来 Calu-3 細胞または初代ヒト呼吸器上皮細胞に感染させ、

培養上清中に放出される子孫ウイルス量を RT-PCR 法（ゲノムコピー数）または focus-forming 

assay（感染性粒子数）にて測定した。比較対照には、鳥由来 DF-１細胞を用いた。 

 

⑥変異ウイルスをマウスに感染させ、経時的に体重減少と生存率を観察するとともに、肺中の

ウイルス増殖量を focus-forming assay で測定した。また肺を採材して病理組織的な解析を実

施した。 

 

(7)鳥インフルエンザウイルスの進化動態と宿主適応に関わる(1)—(6)の結果に基づき、エジプト

デルタ地帯を中心にサーベイランスを実施することで、野外での新型ウイルスの出現動態を把

握するとともに感染症リスク評価をおこなった。 
 
４．研究成果 
 

(1)エジプトでの疫学調査と採材した感染鳥サンプルを用いた遺伝子解析の結果、エジプトでは、

H5N1 ウイルスに加えて H9N2 亜型鳥インフルエンザウイルス（H9N2 ウイルス）も鳥類で同

時流行していることが明らかとなった。2013 年以降においては、H9N2 ウイルスが野外で優性

であり、これまで優性に流行していた H5N1 ウイルスの検出率は低値に推移した。H9N2 ウイ

ルスは、1994 年に東アジアで出現後、現在では中央アジアから北アフリカに広範に分布してい

る G1 lineage に属していた。 

 

(2)分離した H5N1 ウイルスおよび H9N2 ウイルスのシアロ糖鎖結合特異性を direct binding 

assay に評価したところ、先行研究で検出されたヒト型シアロ糖鎖への親和性を高めた clade 

2.2.1.2 から派生したウイルス群が野外で継続的に流行していることが明らかとなった。さらに、

現在エジプトで優勢に伝播する H9N2 ウイルスは、G1 lineage に共通する特徴である H226L

変異を保持してヒト型シアロ糖鎖親和性を高めていた。 

 

(3)direct binding assay で測定されたシアロ糖鎖結合親和性と迅速診断キットによる結果を照

らし合わせたところ、同様の結果が再現された。特に、H9N2 ウイルスは低病原性のために発

育鶏卵接種にて高いウイルス力価が得られるため、安定して目視による評価が可能であった。

一方で、H5N1 ウイルスでは鶏胚を早期に殺すために得られるウイルス力価が低い傾向にあり、

目視による評価が難しくウイルス濃縮が必要となるサンプルも確認された。そのため、海外諸

地域において安定的に使用するために、感度の観点から迅速診断キットのさらなる改良が必要

なことも明らかとなった。 

 

(4)エジプト（2006～2010 年）の感染患者内で選択された HA 蛋白質の変異を網羅的に探索し、

H5N1 ウイルスがヒト生体内でヒト型シアロ糖鎖を高める様々な HA 変異を獲得することが明

らかとなった。 

 

(5)エジプトを含むイスラム圏では食用として屋上や庭でハトを一般的に飼育している。ハトは

ヒトと密接な関係にある鳥類の１つであることから、鳥—ヒト間でのウイルス伝播を引き起こす

可能性がある。そこで、鳥インフルエンザ感染疑いハトの臓器をサンプリングしてウイルス遺

伝子を解析したところ、ハト分離株において過去に報告がないポリメラーゼ領域の変異を検出



した。当該変異の効果を評価したところ、ポリメラーゼ活性の変化に関わることが明らかとな

った。 

 

(6)エジプト（2006～2011 年）の感染患者内で選択されたポリメラーゼ領域の変異を網羅的に

探索し、H5N1 ウイルス（clade 2.2.1）がヒト生体内で増殖性を高める新規の適応変異を獲得

することを明らかにした。 

 

(7)ヒト呼吸器細胞での増殖過程で生み出されるH5N1 virus quasispeciesを網羅的に同定する

とともに、潜在的に出現する適応変異ウイルスの出現動態を明らかにした。 

 

(8)インドシナ域（2008～2012 年）の感染患者内で選択されたポリメラーゼ領域の変異を網羅

的に探索し、H5N1 ウイルス（clade 1.1, clade2.3.2.1, clade2.3.4）がヒト生体内で増殖性を高

める様々な適応変異を獲得することを明らかにした。 

 

(9)エジプトで現在同時流行している H5N1 ウイルスと H9N2 ウイルスがリアソートすること

で出現しうる全ての組み合わせのリアソータントウイルスを作製して、ヒト感染性を評価する

ことで、リアソータントウイルスの高いパンデミック潜在性を明らかにした。 

(10)現在、ユーラシア・アフリカ大陸に広範に分布する H9N2 ウイルスが、1994 年に東アジ

アで出現後、大陸を西へ伝播する過程で獲得した変異を網羅的に探索し、H9N2 ウイルスが大

陸伝播過程で性状を変化させてヒトに対する感染性を高めていることを明らかにした。 

 

(11)エジプトを含む中東域の鳥インフルエンザウイルスは、アジアなどの他地域と異なり、鳥

類間の伝播過程でヒトへの感染性を高める適応変異を徐々に蓄積させる特異な進化動態を示し

ていることが明らかになった。これらの知見は、鳥インフルエンザのヒト感染事例が際立って

多いエジプトならびにグローバルな鳥インフルエンザに対する制御に向けて重要な知見を提起

した。 

 

(12)エジプトを中心とする中東域は現在複数の鳥インフルエンザウイルスの進化動態の hot 

spot の１つであることから、今後も継続的に変異ウイルスの出現をモニタリングする必要があ

ると考えられた。 
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