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研究成果の概要（和文）：新型インフルエンザウイルス（A/H1N1pdm）に感染し、抗インフルエンザ薬治療を受けた数
百人の患者の臨床検体中のウイルス量とウイルス遺伝子中の耐性変異を調べた。ノイラミニダーゼ阻害薬はH1N1pdmに
対してH3N2やB型よりもウイルス排出が良好であるが、10～30%に耐性変異が出現することがわかった。また、免疫を抑
制するステロイド治療を受けたH1N1pdm感染小児ではウイルス排出期間が延び、出現した耐性ウイルスも長期に残存し
た。

研究成果の概要（英文）： In clinical specimens from hundreds of patients who infected with Influenza 
virus (A/H1N1pdm) and received anti-influenza drug therapy, quantifying the virus and analyzing the 
nucleotide sequences of the drug-resistant mutant viruses were carried out. It was succeeded to show that 
neuraminidase inhibitor was more effective to viral shedding of H1N1pdm than that of H3N2 or B-type, but 
resistance mutation was observed in 10~30%. In addition, the steroid treatment for immunosuppression 
resulted in the viral shedding period was longer and emerging the drug-resistant virus was also remain in 
the long period in the case of the H1N1pdm-infected children.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
2009 年春メキシコで発生した豚インフル

エンザは瞬く間に世界中に広がり、新型イン
フルエンザパンデミックとなった。一時は
WHO がフェーズ 5 を宣言し、感染率が小児と
若年成人で高く、 致死率は 0.5％未満とはい
え、基礎疾患、肥満、妊婦の入院または死亡
リスクが高かったことより、世界中を震撼さ
せた。我々はいち早く発生直後のウイルスの
性状解析及び病原性の確認を行い、8 月には
Nature. 460(7258):1021-5, 2009 で報告し
た。 
この新型インフルエンザA/H1N1pdmの治療

には、ノイラミニダーゼ（NA）阻害薬である
オセルタミビルおよびザナミビルが推奨さ
れている。このウイルスは両薬剤に感受性で
あるが、NA に特徴的なアミノ酸置換をもつオ
セルタミビル耐性株が散発的に検出されて
いる。2008/2009 シーズンに季節性 A ソ連型
（H1N1）インフルエンザでオセルタミビル耐
性ウイルスが一挙に全国に広がったという
経緯があり、また、M2 阻害薬であるアマンタ
ジンおよびリマンタジンに対しては季節性
のみならず、高病原性鳥インフルエンザウイ
ルス H5N1 に至るまで耐性を獲得してしまっ
ている。今後、A/H1N1pdm ウイルスがオセル
タミビル耐性を獲得しないように厳重に監
視していく必要がある。 
 A/H1N1pdm の小児重症例には喘息様呼吸器
症状が数多く発生し、アレルギーの関与が示
唆されステロイド剤による治療が有効であ
ったとの報告がある。ステロイド剤は過剰な
免疫反応を落ち着かせる働きがあるが、イン
フルエンザ感染時に免疫が抑制された状態
ではウイルスが増殖しやすくなる可能性が
ある。わずかに生じた薬剤耐性変異ウイルス
は免疫によってすぐさま駆逐されてしまう
ところが、免疫抑制状態では変異ウイルスが
増殖できる可能性を与えてしまう。 
また、ステロイド剤のみではなく他の免疫

抑制剤や各種対症療法薬剤、また、年々開発
される新規抗ウイルス剤など、さまざまな条
件における薬剤耐性については常に監視し、
詳細な薬剤耐性機構の解明を行う必要があ
る。 
 
２．研究の目的 
2009 年パンデミックを起こした新型イン

フルエンザウイルス（A/H1N1pdm）は、今後
も流行を続けていくと考えられる。現在、多
くの抗インフルエンザ薬が開発され、治療に
も効果的であったが、多用によりウイルスが
薬剤耐性を獲得することは必然である。病原
性変化や耐性ウイルス出現への警戒など、今
後も様々な対応が必要である。 
そこで、多くの感染患者の臨床検体を集積

し、検体中のウイルスを直接解析することに
よって、患者体内でわずかに発生している耐
性変異を探索する方法を用いて、耐性変異を
検出し、その経時変化や病原性変化などを解

析し、薬剤耐性機構を解明することを目的と
した。 
 

３．研究の方法 
（１）検体の収集 

2009年には大阪府の新型インフルエンザ
発生初期の感染患者91検体、横須賀市のぜ
んそく症状で入院した小児18人から継時的
に採取した82検体、2011年には横浜市、横
須賀市、栃木市、東京都の病院の小児入院
患者の抗ウイルス薬投与前後の141人298検
体、2012年は横浜市、横須賀市の小児入院
患者の抗ウイルス剤投与前後の139人306検
体、2013年は東京都成人12検体の咽頭ぬぐ
い液、気管吸引液を収集した。臨床症状や
抗ウイルス薬の投与状況について等の情報
を医師から提供された。なお、各病院にお
いてまたは東京大学医科学研究所において、
倫理審査を申請し承認されている。     
 
（２）検体中ウイルスの解析 
患者体内における耐性変異の出現頻度は

低く、その存在比は低い可能性があり、分離
したウイルスでは選択的に耐性変異が排除
されてしまう可能性がある。そこで、検体か
ら直接ウイルスＲＮＡを抽出し、ＲＴ－ＰＣ
Ｒを行い、そのＰＣＲ産物をクローニングし
た後、複数のクローンの塩基配列を解析する
ことによって、存在比の低い耐性変異を検出
した。 
また、継時的に採取した検体のウイルス力

価を測定して、体内におけるウイルス残存の
様子を調べた。 
 

（３）ウイルス分離 
ウイルス力価の測定と同時にMDCK細胞ま

たはAX-4細胞を用いて、検体からウイルスを
分離し、病原性等ウイルスの性状解析のため
に、ストックウイルス液を作製した。 
分離したウイルスのＲＮＡから逆転写し

た後、各遺伝子特異的プライマーを使用して
ＰＣＲを行い、遺伝子の塩基配列を決定し、
検体から直接解析したものと比較した。 
分離したウイルスは、さまざまな細胞にお

けるウイルス増殖能や薬剤に対する感受性、
レセプター特異性などの解析を行った。 
 

（４）迅速診断キットの検定 
 2013、2015 年時点において我が国で販売さ
れていた数十種類の迅速診断キットについ
て、サブタイプや年代、クレードの異なるイ
ンフルエンザウイルスを希釈し、どこまで検
出可能か否かを比較検討した。 
 
（５）サブタイプ判別法の改良 
 多くの臨床検体を解析するためにはサブ
タイプを迅速に簡便に判別する必要がある。
また、迅速診断キットで A型と判定されても
遺伝子解析のプライマー設定のためにはサ
ブタイムの判別が必要である。多くの検体を



わずかな検体量で判別するためのリアルタ
イム RT-PCR の方法を改良した。 
 

 
４．研究成果 
（１）大阪市発生初期の患者検体 
2009 年日本において大阪の高校生を中心

に新型インフルエンザが蔓延した時の検体
について、ウイルス分離を行ったところ、91
検体中 70 検体からウイルスが分離された。
塩基配列解析の結果、2019 年夏ごろからクレ
ードの違うウイルスが流行していることが
判明したが、薬剤投与後の検体ではないため
耐性変異を持つウイルスは検出されなかっ
た。 
 
（２）ステロイドの投与による影響 
 横須賀市で新型インフルエンザに感染し、
喘息様症状を起こして入院した小児 18 人に
対し、ステロイドによる治療が行われた症例
について、継時的に咽頭ぬぐい液を採取し、
検体中のウイルスの残存期間や耐性ウイル
スの有無を調べた。薬剤の投与前後にウイル
スの分離が成功した 11 人のうち、ステロイ
ド投与例は 6名で非投与例の 5名と比較した。
検体中のウイルス力価の測定より、最終的に
ウイルスが分離できた投与後日数を比較し
たところ、ステロイド投与群では 4から 6日
までウイルスが残存していたが、非投与群で
はおおむね 3，4 日までにウイルスは検出で
きなくなっていた。検体中のウイルスを直接
RT-PCR を行ったクローンの NA 遺伝子を確認
したところ、投与群、非投与群ともに 1例の
耐性変異が検出された。ステロイド非投与の
例では 4日目に NA275 番目のアミノ酸に耐性
変異が見られたが6日目には検出されなかっ
た。しかし、ステロイド投与の例では 6日以
降に耐性変異が出現し、8 日目でも耐性変異
が検出された。従って、ステロイドの投与に
よって、ウイルスの残存期間が延び、耐性変
異ウイルスも長期に残存することがわかっ
た。 
 
（３）ウイルスサブタイプと抗ウイルス剤 
 2010/11 シーズンは 141 人 298 検体の内、
H1N1pdm が 46 人、H3N2 が 56 人 B 型が 20 人
で 19 人が陰性であった。治療に使用された
薬剤の内訳はタミフル 33%、イナビル 24%、
ラピアクタ 40%であった。検体中のウイルス
力価を測定した結果、H1N1pdm に対してラピ
アクタやイナビルはタミフル同様に高いウ
イルス効果を示し、4 日目には多くがウイル
スが消失することがわかったが、H3N2 ではい
ずれの薬剤も H1N1pdm に比較して 4日以降に
ウイルスが存存していることがわかった。B
型に対してはイナビルの症例のみであるが、
H3N2同様に4日以降でもウイルス力価が高く
残存していた。しかし、解熱までの日数はイ
ナビルが効果的であることがわかった。 
塩基配列解析の結果H1N1pdmの患者の内タ

ミフルでは 31%にラピアクタでは 13%に耐性
変異が検出された。これらの耐性変異の薬剤
感受性を調べたところ、いずれもタミフルと
ラピアクタに耐性を獲得していることがわ
かった。 
  
（４）混合感染 
2011/12シーズンでは139人306検体の内、

H1N1pdm は 2人だけで H3N2 と B型は 50%ずつ
であった。なお、検体中のサブタイプを調べ
ることによって、そのうち 3人では H3N2 と B
型に混合して感染していることが判明した。 
 
（５）迅速診断キット 
 新型インフルエンザ A(H1N1pdm)発生時及
び中国において H7N9 のヒト感染例が発生し
た時に、その時に購入可能であった迅速診断
キットについてそれぞれ二十数種類につい
て、季節性ウイルス、H5N1、H1N1pdm、H7N9
他の様々なインフルエンザウイルスが迅速
診断キットで検出可能か試験した。キットに
よっては 100 倍程度の感度の違いがあるが、
すべてのキットで A型または B型のウイルス
は検出可能であった。 
 
（６）サブタイプ判別法の改良 
 検体から効率よくサブタイプを検出系す
るために迅速診断キットに使用した検体溶
解液を G25 カラムにて抽出した RNA を直接、
リアルタイム RT-PCR を行うことを可能にし
た。なお、サブタイプはリアルタイム RT-PCR
のプローブの検出色素を変えることによっ
て、1 反応系で 2 つのサブタイプを別々に検
出できることを証明した。検出感度は１PFU
のウイルスがあれば良いことも示した。 
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