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研究成果の概要（和文）： 

近年、高病原性 H5N1 鳥インフルエンザウイルスには、ヒトに感染するものの、ヒト間では効率よく伝播

していない。 つまり、ヒト間の伝播には更なる適応が必要と考えられ、それに関わる変異の同定は重要

である。本研究では、ウイルスの PB2タンパク質の 591番目のアミノ酸変異が、H5N1ウイルスで起きるとヒ

ト気管支上皮細胞でよく増えるようになり、マウスにおいて高い病原性を示すようになることを明らかにし

た。 同時に、591番目のアミノ酸変異は、パンデミック(2009)H1N1ウイルスにおいても哺乳動物における

効率のよい増殖に関与することを明らかにした。 一方、ヒト分離 H5N1 ウイルスを正常ヒト気管支細胞に

適応させたところ、哺乳動物における飛沫感染は観察されなかったが、様々な変異を獲得し、主にHAで

の変異により、ヒト細胞での高い増殖能を獲得していた。本研究で見出した変異（とりわけ PB2 の 591 番

目のアミノ酸変異）は、今後、分離されるインフルエンザウイルスのリスク評価をする際の分子マーカーと

して重要であると考えられる。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The efficient transmission of H5N1 viruses among humans has never occurred, 
suggesting that the further adaptation to humans is required. At the moment, little is 
known about mutations responsible for the efficient transmission of H5N1 viruses in 
humans. Two amino acids (lysine at position 627 or asparagine at position 701) in the 
polymerase subunit PB2 protein are considered critical for the adaptation of avian 
influenza A viruses to mammals. However, the recently emerged pandemic H1N1 viruses 
lack these amino acids. Here, we report that a basic amino acid at position 591 of PB2 
can compensate for the lack of lysine at position 627 and confers efficient viral replication 
to pandemic H1N1 viruses in mammals. Moreover, a basic amino acid at position 591 of 
PB2 substantially increased the lethality of an avian H5N1 virus in mice.  
We also report that H5N1viruses isolated from human in Vietnam in 2004 became to 

grow higher through the passages in normal human bronchus epithelial (NHBE) cells by 
acquiring several mutations. Mainly mutations in hemagglutinin(HA) genes were 
responsible for their high growth. However, no transmission of the mutant viruses via 
respiratory droplets in ferret model was observed.  
 In this study, we identified some new molecular markers responsible for the efficient 

replication of influenza viruses in human cells. 
 
 

機関番号：12601 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2010～2011 

課題番号：22790426 

研究課題名（和文）: 

高病原性鳥インフルエンザウイルスがヒト間で伝播するための重要な変異と病原性の解析 

研究課題名（英文）: 

Identification of influenza virus mutations responsible for the efficient replication 

in humans and analysis of the effect of the mutations on pathogenicity in animal models 

研究代表者 山田 晋弥（YAMADA SHINYA） 

       東京大学・医科学研究所・特任助教 

          研究者番号：90466839 

 

 



交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

2011年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 
 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・ウイルス学 

キーワード：インフルエンザ、伝播、変異 

 
１．研究開始当初の背景 

 インフルエンザウイルスの感染は飛
沫感染であり、ヒトからヒトに効率よく伝播
するには、くしゃみや咳などにより拡散され
る必要があり、鼻などの上部気道で効率よ
く増殖することが重要である。そのために
は、（１）ウイルスの膜表面タンパク質の１つ
であるヘマグルチニン（HA）がヒトの上部
気道に多く発現しているヒト型レセプターと
結合すること、（2）上部気道は肺の深部に
比べて低温であるため、低温でもよく増殖
することが重要であると考えられている。
（（２）には、ウイルスのポリメラーゼ PB2 の
627、701 番目のアミノ酸がヒト型であること
が大きく関与することが知られている。） 

それをふまえて、主にヒトに直接感染
のみする H5N1 ウイルスとヒト間で効率よく
伝播する新型 H1N1 ウイルスを比較すると、
多くのH5N1ウイルスは、鳥型レセプターも
存在する呼吸器深部に感染し、その部位
で主に増殖するため、ヒト間での伝播が起
こりにくく、また、重度の下部呼吸器症状を
引き起こす。一方、新型H1N1ウイルスは、
主にヒト型とレセプターとよく結合し、上部
気道で増殖するためヒト間で伝播するが、
鳥型レセプターとも結合するため、肺深部
でも増殖し、重度の下部呼吸器症状を示
すことがあると考えられる。 

しかしながら、ヒト分離 H5N1 ウイルス
の中には、ヒト型レセプターを認識するよう
な変異を獲得した株が多数分離されてい
るが、これらの株はヒト間で伝播しておらず、
一方、新型 H1N1 ウイルスは、PB2 が鳥型
であるがよく伝播する。つまり、ヒト間の伝
播には、ヒト型レセプターの認識や PB2 の
627 、701 番目などの変異以外の重要な
因子があると考えられる。H5N1 ウイルスが
ヒトの間で流行を起こすには、更にヒトに適
応し変異を獲得する必要ある。つまり、更
にどのように変化した場合、ヒト間で伝播

するようになるのか解明し、またその変化
に伴い病原性がどのように変化するか解
析することは、今後、新たなパンデミックを
起こしうる新型 H5N1 ウイルスの出現を監
視し事前策を講ずる上で重要である。 

 
２．研究の目的 
 H5N1インフルエンザウイルスと新型H1N1ウ
イルスの比較解析等を行い、インフルエンザ
ウイルスがヒトからヒトに効率よく伝播するため
の重要な因子について解析することで、今後、
H5N1 ウイルスは、どのような変化を獲得した
場合、世界的大流行（パンデミック）を起こしう
るかについて調べる。更にヒトに適応し、ヒトで
効率よく伝播することによって病原性はどう変
化するかについて調べる。 
 

１） 研究の方法 

(1) 様々な H5N1 ウイルスの正常ヒト気管支上

皮(NHBE)細胞における増殖性を比較し、

よく増殖することに関与する、既知の変異

（PB2-627K、701N など）以外の変異を同

定する。 

(2) NHBE 細胞で H5N1 ウイルスを継代し、起

きた様々な変異の中で、高い増殖性に関

与する変異を同定する。さらに、NHBE 細

胞に馴化したことで、ウイルスの性状（レセ

プター特異性、ポリメラーゼ活性、病原

性）が変化したか解析する。 

(3) NHBE 細胞馴化ウイルスがヒト間で伝播す

るように変化したかを調べるために、実験

動物を用いて伝播実験を行う。 

(4) 新型 H1N1 ウイルスと H5N1 ウイルスの

遺伝子交雑ウイルスを作成し、伝播に

重要なウイルス因子を同定する。 



４．研究成果 
 
(1)NHBE 細胞における H5N1 ウイルス増殖性
比較および鳥分離株の NHBE細胞での継代 
鳥分離 H5N1 ウイルス 10 株およびヒト分離株

20 株の培養細胞における増殖性を比較したとこ
ろ、鶏由来細胞や他の哺乳動物由来細胞を用
いた場合は、株間で大きな差はなかったが、正
常ヒト気管支上皮(NHBE)細胞では、鳥分離株
はよく増えず、ヒト分離株は高い増殖性を示した。
更に、鳥分離株を NHBE 細胞で継代すると多く
の株は継代途中で途絶えてしまった。唯一、途
絶えずによく増えるようになった鳥分離株では、
複数の変異が起きていた。リバースジェネティク
ス法により様々な組み合わせでそれらの変異を
有するウイルスを合成ししたところ、PB2-627K、
701N が、主に関与していることが明らかになっ
た。 
 
(2)PB2-627K または 701N を有さずに NHBE 細
胞でよく増えるヒト分離株での高い増殖性に関
与する変異の同定。 
インドネシアでヒトから分離株された株は、

PB2-627K または 701N を有さずに NHBE 細胞
でよく増え、その株では、PB2の 591番目が塩基
性アミノ酸の１つであるリシン (K)であることが
NHBE 細胞での高い増殖性に関与していること
が明らかになった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．NHBE細胞における増殖性比較 

 
 
更に、X 線結晶構造解析より、591 番目のア
ミノ酸は 627番目のアミノ酸のすぐ隣に位置
していることが分かり、627 番目のアミノ酸
変異と同様なメカニズムで哺乳動物への適
応に関与している可能性が示唆された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．PB2タンパク質の X線結晶構造解析 

 
更に、PB2-591Kの変異の病原性への影響を調
べたところ、PB2-591K により、鳥の H5N1 ウ
イルスのマウスでの病原性が顕著に高くな
ることが明らかになった（図 3）。 
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図 3．マウスにおける病原性解析 

 

 

更に、パンデミック(2009)H1N1 ウイルスは、
PB2-627KやPB2-701Nなどのアミノ酸を有
していないが、パンデミック(2009)H1N1 ウ
イルスにおいても、591 番目のアミノ酸が塩
基性アミノ酸であるアルギニン(R)であるこ
とが、哺乳動物における効率のよい増殖に関
与していることを明らかにした。 

 

この成果の位置づけとして、PB2 タンパク
質の591番目のアミノ酸変異が哺乳動物での
効率よい増殖に関わること明らかにしたこ
とで、今後、分離されうる H5N1ウイルスな
どのリスク評価をする際の分子マーカーに
なりうる知見を世界に提供できたと考える。 

 

 

(3) NHBE細胞で継代し、NHBE 細胞でより
効率よく増えるようになったヒト分離H5N1

ウイルスの解析 

ヒト分離 H5N1ウイルスは、鳥分離株に
比べて NHBE 細胞で顕著に高い増殖性を示
すものの、ヒト間での効率よい伝播は起こっ
ておらず、ヒト間での伝播には、更なる適応
が必要と考えられる。 

 そこで、ヒト分離 H5N1 ウイルス 3 株
a:Vietnam/3028/04、b:Indonesia/UT3006/05、
c:Vietnam/3028II/04clone3をNHBE細胞で
10回ほど継代したところ、インドネシア株の
増殖性は顕著には変化しなかったが、ベトナ
ム株 aおよび cは、様々な変異を獲得し、継
代前に比べて、10倍以上高い増殖性を示すよ
うになった。そこで、どの変異が主に関与し
ているのか特定したところ、それぞれ、HA

遺伝子の変異が主に関与していることが明
らかになった（図４）。 

 それらのHA遺伝子での変異のレセプター
特異性への影響を調べたところ、顕著な差は
検出されなかったことから、ヒト型レセプタ
ーを認識するようになること以外のメカニ



ズムで、ヒトの上皮細胞でよく増えるように
なっている可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．NHBE継代過程で HAに起きた変異 

 

(4)NHBE 継代ウイルスのフェレットにおけ
る伝播性 

 NHBE細胞で継代し、馴化させた株が、フ
ェレットで飛沫を介した伝播を行うか否か
解析したところ、いずれの継代ウイルスもフ
ェレットにおける伝播が確認されなかった。 
 哺乳動物で効率のよい伝播を起こすには、
更なる適応が必要であると考えられる。 
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