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研究成果の概要（和文）： H5N1高病原性鳥インフルエンザウイルスが感染患者体内で獲得した遺伝子変異をデ
ータベース解析のアプローチから網羅的に探索すると共に、当該変異群がH5N1ウイルスのヒト適応化に与える影
響を解析した。マスデータ解析によって同定した59種類のHA領域における変異を導入した組換えウイルスを用い
て、レセプター糖鎖結合特異性、膜融合活性、熱安定性およびヒト呼吸器細胞またはマウスでの増殖性を評価し
た。その結果、変異ウイルス群がレセプター糖鎖結合特異性、膜融合活性および熱安定性を変化させることで、
ヒト呼吸器細胞においてより効率的に増殖するように変化することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Our database search of avian H5N1 influenza viruses identified 59 HA 
mutations that had been selected in infected patients. Using reverse genetics, we found that H5N1 
variants with some of these HA mutations had increased human-type receptor specificity and increased
 HA membrane fusion activity, both of which are advantageous for viral replication in human airway 
epithelia. Furthermore, HA mutants selected during viral replication in patients were likely to have
 less HA stability, apparently as compensatory mechanism. Our findings showed that H5N1 viruses 
could rapidly adapt to growth in the human airway microenvironment by altering HA properties in 
infected patients and provided new insights into the human-adaptive mechanisms of avian influenza 
viruses.

研究分野：感染症内科
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１．研究開始当初の背景 
(1) H5N1 亜型高病原性鳥インフルエンザウ
イルス（以下、H5N1ウイルス）は現在、ア
ジア・アフリカ地域において鳥類で伝播を繰
り返す常在域を獲得している。当該地域では
感染鳥との濃厚接触によるヒト感染事例が
継続して報告されており、重度の呼吸器疾患
を病因とする高い致死率（約 60%）が重大な
社会問題となっている。また家禽・家畜と隣
り合わせで暮らす風土から、当該地域から
H5N1由来新型インフルエンザ（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。そのため、鳥インフルエンザウイルス
のヒト適応化機構を先駆的に解明すること
は、より効果的なパンデミックインフルエン
ザ対策を施策する上で極めて重要である。 
(2) H5N1 ウイルスのヒト適応化機構の詳細
は未解明である。最近、H5N1ウイルスをフ
ェレットで継代することで飛沫感染能の高
い変異ウイルスが作出可能と報告された。こ
のことは、H5N1ウイルスが予想より遥かに
少ない遺伝子変異を獲得することでパンデ
ミック化する可能性を示唆している。一方で、
先行研究の中心は実験動物を用いた変異選
択試験である。そのため、ウイルスのヒト適
応化機構の全容解明には、ヒト生体内のウイ
ルス複製動態を反映した新しいアプローチ
に基づく解析が必要な状況にある。 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、エジプト研究機関との連携す
ることで同国の H5N1 感染患者由来ウイル
ス遺伝子配列からヒト生体内で選択された
アミノ酸変異を網羅的に検索し、当該変異が
ウイルスのヒト適応性に与える影響を包括
的に評価することで、H5N1ウイルスの新規
パンデミック化機構の分子基盤を明らかに
することを目的としている。 
３．研究の方法 
(1) エジプトの感染患者および家禽から分離
された H5N1 ウイルス HA 遺伝子配列を
GISAID databaseから抽出した。得られた遺
伝子配列情報をアラインメントすることで
consensus配列を決定した。当該配列と各ウ
イルスの遺伝子配列を比較してウイルス遺
伝子集団における各アミノ酸残基の変異の
種類とその検出率を算出後、検出率をさらに
比較することで、感染患者体内で特異的に選
択された変異群を選定した。 
(2) リバースジェネティクス（RG）法を用い
て、選定した変異を導入した組換えウイルス
を作出した。シードウイルスを凍結保存し、
発育鶏卵または培養細胞に接種することで
ウイルス増幅して以降の解析に用いた。対照
ウイルスとして、季節性インフルエンザウイ
ルス（H1N1およびH3N2）の実験室株およ
び臨床株を in vitro解析に含めた。 
(3) 鳥型シアロ糖鎖（2,3 Sia）を模倣した
2,3 sialylglycopolymer とヒト型シアロ糖
鎖 （ 2,6 Sia ） を 模 倣 し た 2,6 
sialylglycopolymer を 用 い た receptor 

binding assay （ELISA法）を用いて、変異
導入組み換えウイルスのシアロ糖鎖結合特
異性を評価した。得られた結果から非線形フ
ィッティングによって結合定数（Ka）を算出
して、各シアロ糖鎖に対する Ka（各シアロ
糖鎖）/ Ka（2,3SLN1）を各シアロ糖鎖に
対する結合特異性の指標にした。 
(4) 組換えウイルスを初代ヒト呼吸器上皮
（SAE）細胞に感染させ、感染 72 時間後ま
でに培養上清中に放出された子孫ウイルス
量を real time RT-PCR 法と focus-forming 
assay によって定量した。また、変異ウイル
ス感染に起因する細胞変性効果を顕微鏡に
て経時的に観察した。 
(5) 組換えウイルスを CV-1細胞に感染させ、
pH 5.2から 6.0までの fusion bufferにて 3
分処理して low pH依存性の膜融合能を活性
化させることで、polykaryonを形成する pH
閾値を観察することで組換えウイルスの膜
融合活性を測定した。 
(6) HA発現プラスミドを構築して 293T細胞
に発現させ、細胞におけるHA変異体発現量
を western blottingによって定量した。 
(7) 組換えウイルスを熱処理し、HA 活性の
減衰を経時的に HA assay によって測定し
た。熱崩壊によるHA機能の半減期を非線形
フィッティングによって算出することで、ウ
イルスの飛沫伝播効率の指標となるHAの熱
安定性を評価した。 
(8) HA 機能変化がヒト呼吸器上皮細胞での
増殖性に与える影響を特性化するために、上
記解析において得られた変異ウイルス群の
ヒト型シアロ糖鎖結合特異性、膜融合活性、
熱安定性と SAE 細胞での増殖性を散布図に
プロットすることで相関係数を算出した。 
(9) 5週齢雌の BALB/cマウスに対して、10倍
段階希釈した変異ウイルス液を経鼻接種し
て体重減少と致死性を観察した。またウイル
ス接種後 3日および 6日目の肺をサンプリン
グすることで、肺中で増殖したウイルス量を
focus-forming assayによって定量した。 
４．研究成果 
(1) データベース解析の結果、感染患者由来
ウイルス遺伝子配列にのみ検出された変異
または、家禽由来遺伝子配列と比較して感染
患者由来遺伝子配列に高頻度に検出された
計 59種類の変異群を同定した。また reverse 
genetics法によって、当該変異を導入した組
換えウイルス群を作出した。 
(2) receptor binding assayの結果、変異ウイ
ルス群の多くがヒト型シアロ糖鎖に対して
有意に高い結合特異性を獲得していた。その
効果は、2,6SLN1より 2,6SLN3に対して
より顕著であった。対照的に、変異ウイルス
群は2,3SLN3に対する結合特異性を変化さ
せなかった。これらの結果は、感染患者体内
で選択された変異ウイルス群がより長いヒ
ト型シアロ糖鎖に対する結合特異性を獲得
する傾向にあることを示唆した。 
(3) 変異ウイルス群の多くは、SAE細胞にお



いてより効率的に増殖できるように変化し
ていた。また変異ウイルス感染細胞において、
ウイルス増殖に伴う強い細胞障害性が観察
された。対照的に、家禽で選択された変異は
SAE 細胞における増殖性に影響しなかった。
一方で、ヒト型シアロ糖鎖に対する結合特異
性を獲得した変異ウイルスの全てが SAE 細
胞での増殖性を高めなかった。これらの知見
は、ヒト呼吸器上皮細胞でのH5N1ウイルス
増殖性がヒト型シアロ糖鎖結合特異性のみ
では規定されないことを示唆した。 
(4) HA の主な機能はレセプター糖鎖結合を
介した細胞接着と膜融合を介したウイルス
ゲノムの細胞内放出である。そこでHAのも
う 1つの機能である膜融合活性に着目してさ
ら解析を進めた。低 pH依存性の膜融合活性
を評価した結果、HA 変異体がより高い膜融
合 pH閾値を獲得する傾向にあった。このこ
とは、変異ウイルス群がより僅かな pH低下
によって細胞膜と膜融合できる形質を獲得
することを意味した。興味深いことに、SAE
細胞での効率的な増殖性を示した変異ウイ
ルスの全てが、ヒト型シアロ糖鎖結合特異性
と膜融合 pH閾値を同時に高く変化させた。 
(5) ヒト由来 293T 細胞での HA 発現量を
western blottingにて解析した結果、HA変
異体の発現量が wild-type と比較して同様ま
たは低下する傾向にあった。特に、膜融合 pH
閾値が高く変化したHA変異体の発現量は低
下しており、僅かな pH値で構造変化が誘起
する形質を獲得することで代償的に構造安
定性が低下することが示唆された。これらの
結果は、HA 変異体の膜融合 pH 閾値の上昇
が、蛋白質発現量が高く変化した結果（量的
変化）ではなく、膜融合活性が上昇した結果
（質的変化）であることを示した。 
(6) 熱安定性試験の結果、膜融合 pH 閾値が
高く変化した全てのHA変異体が熱安定性を
低下させた。この結果は、膜融合活性が高く
変化した変異ウイルスの飛沫伝播性が低下
することを示唆した。 
(7) データ値を散布図へプロットすることで、
HA 機能変化が SAE 細胞でのウイルス増殖
性に与える影響を解析した。その結果、変異
ウイルス群のヒト呼吸器上皮での増殖性が、
ヒト型シアロ糖鎖結合特異性および膜融合
活性と正の相関性を示した。その一方で、ヒ
ト呼吸器細胞での増殖性はHA構造安定性と
負の相関性を示した。 
(8) 以上の結果は、感染患者体内において選
択されたHA変異ウイルスが、ヒト型シアロ
糖鎖結合特異性と膜融合活性を高く変化さ
せることで急速にヒト適応性を獲得するこ
とを示唆した。一方で、僅かな pH低下によ
って構造変化する形質を獲得することで、飛
沫伝播性が低下する可能性が示唆された。こ
れらの知見は、個体内でのウイルス増殖性と
個体間での飛沫伝播性が異なる機序である
ことを提起すると共に、鳥インフルエンザウ
イルスのヒト適応化機構の全容を解明する

上で極めて有用な情報基盤を提起している。 
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