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研究成果の概要（和文）：鳥由来のインフルエンザウイルスH8N4, H10N2, H12N5型を、MDCK細胞で高い増殖能を有する
ワクチン用の種ウイルスにするための目的で、初代培養株と30代以上の継代株で100倍以上も増殖能に差のある3種類の
変異ウイルス株を得た。これらの遺伝子の塩基配列を解析したところ、３種類全てで、PB2とHA分節に変異が確認され
た。PB2の変異はウイルスのポリメレース活性を高め、HAの変異はウイルスの細胞内侵入後の膜融合活性を高めること
を確認した。

研究成果の概要（英文）：We incubated three avian influenza viruses, H8N4, H10N2, and H12N5, in MDCK 
canine cells and got each mutated virus which had the ability to grow over 100-times better than parental 
one. We analyzed all nucleotide sequences of parental and mutated viruses. By making reassortants between 
parental and mutated viruses, it was found that PB2 and HA was responsible for increased growth ability. 
All three viruses had mutations in PB2 and HA. By making reassortants with a single mutation found in PB2 
and HA, we identified mutations associated increased growth ability. A mutation in PB2 increased viral 
polymerase activity. Mutations in HA increased viral fusion activity after endocytosis.

研究分野： インフルエンザウイルス

キーワード： 鳥インフルエンザウイルス　増殖能
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１．研究開始当初の背景 
(1) 1997 年に高病原性鳥インフルエンザ
H5N1 が人に感染し、死者が出てから、世界的
に H5N1 株の世界的流行が警戒されている。
しかし、2009 年には、H1N1 豚インフルエン
ザが世界的に大流行し、今後流行するインフ
ルエンザウイルスの型を予測することは困
難である。そのため、将来どのような型のイ
ンフルエンザウイルスが流行してもただち
に対応できるように、ワクチン製造のための
種ウイルスを整備することが重要である。 
(2) 現行のインフルエンザワクチンの製造
方法では、有精鶏卵に感染させることにより
ウイルス大量培養させ、精製したウイルスか
ら抗原作製を行っている。しかし、高病原性
鳥インフルエンザウイルスは有精鶏卵での
致死性が高く、十分量のウイルス増殖が見込
めない。さらに 2009 年のインフルエンザパ
ンデミックに見られたように季節性インフ
ルエンザ用ワクチン製造中にパンデミック
が発生した場合、十分量の有精鶏卵が得られ
ず、ワクチン供給不足に陥る危険性も懸念さ
れる。よって、ワクチンの安定供給のために
有精鶏卵に代わり、培養細胞を用いたワクチ
ン作製方法の検討が世界中で検討されてい
る。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、新たなパンデミックに即応しう
るワクチン製造の確立を目指すために、鳥由
来のインフルエンザウイルスを、MDCK 細胞で
高い増殖能を有するワクチン用の種ウイル
スにするための条件検討を行っている。その
研究の中で、初代培養株と 30 代以上の継代
株で 100 倍以上も増殖能に差のある H8N4, 
H10N2, H12N5 型の 3種類のウイルス株を得た。
そこで本研究では、各株において、初代およ
び 30 代継代後のそれぞれのウイルス株の全
塩基配列を比較検討する。そして、その結果
を基に MDCK 細胞への継代培養により高い増
殖能に変化する責任遺伝子の同定を試みる
と共に、その分子生物学的メカニズムについ
て解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) H8N4, H10N2, H12N5 の 3 種類のトリイ
ンフルエンザウイルスについて、MDCK 細胞で
継代を重ねて高い増殖能を獲得した変異ウ
イルスの増殖能増強のメカニズムを解析す
る。そのために、変異ウイルス及び初代ウイ
ルスの全ゲノム塩基配列を決定し、その配列
の相違について比較検討を行う。次いで、リ
バースジェネティクス法によりアミノ酸を
点変異させた組換えウイルスを作製するこ
とによって、高い増殖能を獲得したその責任
遺伝子を検索する。 
(2) 次に、該当する全ての責任遺伝子につ
いて、ウイルス増殖のどの過程での変化によ
り増強されたのか、該当する遺伝子により産
生されるタンパクのアミノ酸変異が各種活

性にどのような変化を与え、それが増殖能の
増強にどのように関与するのか等を明らか
にする。また、上記増殖能増強に係る遺伝子
変異によるウイルス抗原性の変異の是非に
ついて検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 鳥由来のインフルエンザウイルス H8N4, 
H10N2, H12N5 型を、MDCK 細胞で高い増殖能
を有するワクチン用の種ウイルスにするた
めの目的で、初代培養株と 30 代以上の継代
株で 100倍以上も増殖能に差のある 3種類の
変異ウイルス株を得た。 
(2) 初めに、これらの 3 種類の鳥インフル
エンザウイルスについて、初代ウイルスと変
異ウイルスの全塩基配列を決定した。次に、
初代ウイルスの 8 本のゲノム分節のうち、1
分節のみを高い増殖能を獲得した変異ウイ
ルス由来の分節に置換したリアソータント
を作製し、増殖能を検討したところ、H8N4, 
H10N2, H12N5 型の 3種類全てで、PB2 分節と
HA 分節を入れ替えたリアソータントについ
て、MDCK 細胞における増殖能が増強した。逆
に、変異ウイルスの8本のゲノム分節のうち、
1 分節のみを初代ウイルス由来の分節に置換
したリアソータントを作製し、増殖能を検討
したところ、3種類全てで、PB2 分節と HA 分
節を入れ替えたリアソータントについて、
MDCK 細胞における増殖能が減少した。PB2 分
節について塩基配列を決定したところ、627
番目のグルタミン酸がリシンに変異してい
た。HA 分節についても、数個のアミノ酸変異
を同定した。 
(3) 次に、H8N4, H10N2, H12N5 型の 3 種類
全てについて、PB2 と HA 分節において、変異
ウイルスと初代ウイルスとの比較によって
明らかとなった全てのアミノ酸変異につい
て、リバースジェネティクス法により一つず
つの変異を持った組換えウイルスを作製し、
MDCK 細胞でのウイルス増殖能を測定した。
PB2 の E627K 変異については、H8N4, H10N2, 
H12N5 型の 3 種類全てで、初代ウイルスの増
殖能が増強された。HA については、H8N4, 
H10N2, H12N5 型の 3種で、計 9個の変異が確
認でき、そのうちの 4個のアミノ酸変異が初
代ウイルスの増殖能を高めた。これらの変異
のうちの 3個は HA2 領域にあり、ウイルスの
細胞内侵入後の膜融合活性を高めることを
確認した。 
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