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研究成果の概要（和文）：本研究は、北部ベトナムに飛来する渡り鳥の糞便から、鳥インフルエンザウイルスの分離を
行い、渡り鳥におけるH5N1亜型を含む高病原性鳥インフルエンザウイルスの自然感染状況を把握し、渡り鳥が運び、拡
散させている鳥インフルエンザウイルスの実態を明らかにすることを目的とした。更に以前は、糞便だけでは渡り鳥の
種の特定は難しかったが、近年、糞便に付着する渡り鳥の腸管組織からミトコンドリアDNAを抽出後、解析した遺伝子
配列をデータベースに照合して種を特定する手法が報告され、本研究でも同様に種の特定を行った。

研究成果の概要（英文）：To know the prevalence of avian influenza viruses including the high pathogenic 
avian influenza virus H5N1 among migratory birds in the northern Vietnam, we collected feces of migratory 
birds from 2012 to 2014 and samples were inoculated into the chicken embryo to isolate the viruses. The 
isolated viruses were analyzed the sequences and determined the subtypes. About the classification of 
migratory birds, we extracted DNA from feces and amplified the mitochondrial DNA by PCR. Amplified 
mitochondrial DNA were sequenced and then searched the data bank (Consortium for the Barcode of life).
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１．研究開始当初の背景 
元来、鳥インフルエンザは、野生の水禽類（ア
ヒル等のカモ類）を自然宿主としている。鳥
インフルエンザウイルスは水禽類の腸管で
増幅し、鳥の間では（水中の）糞便を介して
感染するが、水禽類では感染しても宿主は発
症しない。しかし、ウイルスの中には高い病
原性をもたらすものがあり、2003 年以降で
は、H5N1 亜型ウイルスが有名である。日本
では、2008 年に秋田県の十和田湖畔などで
ハクチョウの死骸から高病原性のウイルス
が検出された。更に 2010 年 10 月に北海道稚
内市で採取された野鳥のカモの糞からも検
出され、その後、島根県の養鶏場で発生し、
続いて鹿児島県出水市でナベツルが感染し
て、大量死を起こした。これらのウイルスは、
渡り鳥が日本へ運んで来たと考えられてい
る。 
 ベトナムは太平洋に面して南北に長く、渡
り鳥の飛行ルートとなっているアジア・オー
ストラリア Flyway の重要な一部である（図
１）。我々は H5N1 亜型ウイルスがベトナム
の家禽の中で常在化していることを報告し
ているが（ 2009-11, 基盤（ C ）課題番
号:21580375）、外来の H5N1 亜型ウイルス
の継続的な情報収集は近隣アジア諸国の
H5N1 亜型流行対策の上で重要と考える。ま
た、これまでの渡り鳥の糞便を用いた調査で
は、飛来している渡り鳥の種により、ある程
度、野鳥種を絞り込めるが、同定とは言い難
かったことが問題であった。しかし、これは、
近年、データベース化された鳥のミトコンド
リア DNA を用いることで、鳥種の同定を行
うことが可能となり、本疫学調査でも取り入
れることを試みた。 
図１ 渡り鳥の飛行ルート（International 
Wader Study Group より） 
 

 
２．研究の目的 
本研究は、北部ベトナムに飛来する渡り鳥の
糞便から、渡り鳥における H5N1 亜型ウイル
スを含む高病原性鳥インフルエンザウイル
ス伝播の実態を明らかにすることを目的と
する。更に、多種の渡り鳥が集まる場所にお
いて、糞便からではできなかった野鳥種の同

定を糞便に付着している野鳥の腸管細胞か
らミトコンドリア DNA を抽出、解析するこ
とで、種の同定を行うことも目的とする。 
(1) 北部ベトナムに飛来する渡り鳥を捕獲し

て傷つけること無く、落ちている糞便か
ら、鳥インフルエンザウイルスの分離、
ウイルス亜型の同定を行い、渡り鳥が感
染している鳥インフルエンザウイルス亜
型を明らかにする。 

(2) ウイルスが分離された糞便の野鳥種を糞
便に含まれる鳥のミトコンドリア DNA
を調べることで同定する。 
以上のことから、冬期に韓国・中国など
北から越冬するためにベトナムに飛来す
る渡り鳥の種類と感染している鳥インフ
ルエンザウイルス亜型が明らかになる。 
 

３．研究の方法 
(1) 2012 年度から 2014 年度の冬期にベトナ
ム北部 Bac Ninh 省 Dong Xuyen 公園と
Nam Dinh 省 Xuan Thuy 国立公園（ラムサ
ール条約認定公園）にて渡り鳥の糞便を採取
する。 

図２ 北部ベトナム地図 

 
(2) 検体を抗生物質添加 PBS に溶き、10 日
齢ニワトリ有精卵へ接種し、４８時間後に漿
尿液を回収し、HA 試験を行う。HA 試験陽
性の検体は簡易インフルエンザ kit を用いて
判定し、その後、PCR 法およびシーケンス解
析によりインフルエンザウイルス亜型を特
定する。 
 
(3) インフルエンザウイルスが分離された糞
便検体から DNA を抽出し、ミトコンドリア
COI 領域を PCR 法にて増幅後、シーケンス
解析をして遺伝子配列を決定する。シーケン
スの解析結果をカナダ、グエルフ大学が主幹
となって行っている DNA バーコーディング
法でデータベース（Consortium for the 
Barcode of Life）を使用して、ウイルスが分
離された糞便から、ウイルスを排出した渡り
鳥の種を同定する。 

 



４．研究成果 
(1) 2012 年度から 2013 年度の 3 年間に北部
ベトナムで採取した渡り鳥の糞便は、Nam 
Dinh 省 Xuan Thuy 国立公園が 760 検体、
Bac Ninh 省 Dong Xuyen 公園が 177 検体で
あった（表１）。2012 年度のみ Bac Ninh 省
Dong Xuyen 公園にて、検体採取を行ったが、
飛来している渡り鳥の殆どがサギ類であっ
たため、2013 年度以降、Bac Ninh 省 Dong 
Xuyen 公園での採取を中止した。理由として、
これまで鳥インフルエンザウイルスの分離
数はサギ類よりカモ類からの報告が圧倒的
に多いためである。937 検体中、鳥インフル
エンザウイルスが分離された検体数は、20
検体（2.1%）であった。Nam Dinh 省 Xuan 
Thuy 国立公園から、2012 年度 3 検体、2013
年度７検体、2014 年度 10 検体で、Bac Ninh
省Dong Xuyen公園から分離されたウイルス
はなかった。また、Nam Dinh 省 Xuan Thuy
国立公園の陽性率は、2.6% (20/760)となる。 
 
表１ 検体採取場所と検体数 

年度 場所 陽性検体数／検体数 

2012 
Nam Dinh 3/364 

Bac Ninh 0/177 

2013 Nam Dinh 7/249 

2014 Nam Dinh 10/147 

合計 20/937 

 
(2) 分離されたウイルスの亜型を遺伝子解析
により調べた結果、2012 年度は、H3N6 亜
型１株、H4N6 亜型 2 株で、翌 2013 年度は、
H7N7 亜型 7 株となった（表２）。最終年度
の 2014 年度は、H3N8 亜型１株、H4N6 亜
型 9 株であった。また、全ての分離株の HA
開裂部位は、低病原性を示した。本研究期間
中、中国において、2013 年 3 月末から低病
原性鳥インフルエンザウイルス H7N9 亜型
のヒト感染例が報告され、その後死亡者も多
く報告された。本研究で分離された H7N7 亜
型株をシーケンスした結果、中国で報告され
た H7 遺伝子とは異なる配列であった。本事
例では、新規ウイルスのベトナムへの侵入は
未確認となった。しかし、家禽には低病原性
だがヒトの命を奪うウイルスの出現は、容易
に渡り鳥が運べることになり、渡り鳥が運ぶ
鳥インフルエンザウイルスを常に監視する
ことが大切であることを再認識させられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表２ 分離亜型と野鳥種の同定 

年度 亜型 株数 野鳥種 

2012 
H3N6 1 Anas querquedula                   

カモ目カモ科マガモ属シマアジ H4N6 2 

2013 H7N7 7 
Anas crecca                          

カモ目カモ科マガモ属コガモ 

2014 
H3N8 1 

未同定 
H4N6 9 

 
(3) 最後に、ウイルスが分離された糞便に付
着している野鳥の腸管細胞から DNA を抽出
し、ミトコンドリア DNA 内 COI 領域のシー
ケンスを行い、データベースと照合して、ウ
イルスを排出した野鳥種を同定した（表２）。
2012 年度は、H3N6 亜型１株、H4N6 亜型 2
株ともカモ目カモ科マガモ属シマアジと同
定した。2013 年度の H7N7 亜型 7 株は、カ
モ目カモ科マガモ属コガモと同定すること
ができた。本手法を用いることで、渡り鳥を
捕獲して傷つけることも無く、糞便だけの調
査では、不確実だった野鳥種の同定も簡易に
行えることが証明できた。 
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