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研究成果の概要（和文）：ミャンマー、マレーシア、ベトナム、レバノンにおいてインフルエンザのサーベイランスを
行った。3年間で合計1820件のインフルエンザ疑い検体から、456件のインフルエンザウイルスを分離した（A/H1N1pdm0
9　136件、A/H3N2　169件、B型　151件）。A/H1N1pdm09は、日本/ミャンマーを含めたアジアと、レバノンに代表され
るヨーロッパをウイルスが双方向に行き来する傾向があり、A/H3N2は、ミャンマーで、日本やレバノンより半年早く新
しい遺伝子型の株が出現していた。B型は変異が少なく伝播方向の推定が難しかった。3年間を通じ4ヶ国でノイラミニ
ダーゼ阻害剤耐性株は検出されなかった。

研究成果の概要（英文）：During the fiscal three years from 2013 to 2015, we conducted influenza virus 
surveillance in four countries, that is, Myanmar, Malaysia, Vietnam, and Lebanon. We collected 1820 
nasopharyngeal samples from influenza-like illness patients and isolated 456 influenza virus (136 of 
A/H1N1pdo09, 169 of A/H3N2, and 151 of B). We estimated transmission patterns, and it turned out 
A/H1N1pdm09 shuttles between Asian side (Myanmar and Japan) and Europe side (Lebanon). In contrast, a new 
genotype in A/H3N2 appears in Myanmar a half year earlier than in Japan and Lebanon, that suggested 
A/H3N2 had one way transmission direction from Myanmar to Japan or to Lebanon. Type B did not show a 
certain geographical tendency due to fewer genetic diversity within Yamagata or Victoria lineages. We 
analyzed appearance of drug resistant influenza virus by the genetic marker assay for NA-H275Y and drug 
susceptibility test, but there was no appearance of resistant strains against neuraminidase inhibitors.

研究分野：公衆衛生
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザは、ウイルス遺伝子の変
化により、ほぼ毎年新しい抗原性のウイルス
が生まれる。温帯では、寒い冬に流行し、熱
帯・亜熱帯アジアでは主に雨期に患者が増加
して 1 年中患者がみられる。ヒトからヒトへ
と速いスピードで伝播感染し、同じ遺伝子型
のウイルスが、世界的にほぼ同時期（1－2 年
以内）に流行する特徴がある。 

 
近年、世界保健機関（WHO）の解析に
より、新しいインフルエンザ A 型H3N2 が、
アジアから発祥することが明らかになった。
WHO は、インフルエンザウイルスの進化と、
パンデミックを起こす可能性がある新種の
インフルエンザの監視のために、サーベイラ
ンスの強化の重要性を強調している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでアジアのなかでイン
フルエンザの情報がほとんど無かったミャ
ンマー、マレーシア、ベトナム、レバノンの
4 カ国に焦点をあて、以下の項目を目的とし
た。 

 
（１）現地でフィールド調査を行い、インフ
ルエンザの検体を採取する。分離株からウイ
ルス遺伝子を解析し、薬剤耐性株を検出する。 

 
（２）地理情報システム（GIS）を組み合わ
せて分子マーカーによる地理的追跡(Spatial 
Molecular tracking)を行い、グローバルなイ
ンフルエンザの伝播経路を時空間的に明ら
かにする。 

 
（３）小児の重症呼吸器感染の原因サーベイ
ランスにより入院の原因を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）各国のインフルエンザ株の調査解析 
アジアの 4 カ国へ日本人研究者が渡航、ま
たは、各国から研究者を招聘して、検体の採
取とインフルエンザの分析を行った。 
①ミャンマー３都市（ヤンゴン、ネピドー）、
マレーシア 1 都市（クアラルンプール）、レ 
バノン 1 都市（ベイルート）、ベトナム１都
市（ハノイ）へ渡航して相手側研究協力者に
調査を依頼した。または、現地の研究者を招
聘して調査を依頼した。 
②現地の医療機関を受診した急性上気道炎
患者に、十分なインフォームドコンセントを
取った後に、インフルエンザ迅速診断キット
でスクリーニングを行い、インフルエンザ A
型または B型が陽性の場合は、臨床検体を採
取した。同時に、患者の性、年齢、発症日、
症状などの臨床情報を聴取し、登録用紙に記
載した。 
③インフルエンザ陽性検体は、新潟大学また
は各国の協力研究所にて、ウイルス培養およ
びPCRを用いてインフルエンザウイルスを検

出した。 
ウイルス輸送培地上清を MDCK 細胞に接種
し、37℃で 3－5 日間観察し細胞変性効果
（CPE）が見られた場合は、インフルエンザ
ウイルスが分離されたと判断した。 
 培養上清から RNA を抽出し（Extragen II, 
Kainos、東京）、インフルエンザセグメント
特異プライマーを使って complementary DNA
を作成した。 
 研究代表者が開発したインフルエンザ検
出用のリアルタイム PCR 法（サイクリングプ
ローブ法）を用いて、インフルエンザ
A/H1N1pdm09、A/H3N2、B 型山形系、ビクトリ
ア系を判定した。 
④検出されたインフルエンザの型亜型と採
取日から、疫学曲線を作成し、各国のインフ
ルエンザ流行時期や流行型を決定し、4 ヶ国
と日本の間で比較した。 
⑤抗原決定に重要な遺伝子である HA, NA 遺
伝子のシークエンスをサンガー法により行
い（ABI 3100）、Neighbor-joining 法による
系統樹解析を行い、日本で採取された株とあ
わせ、各国の遺伝子近縁性や出現時期を比較
した。 
⑥インフルエンザ株の薬剤耐性検査： 
NA 阻害剤 4 剤（オセルタミビル、ザナミビ
ル、ペラミビル、ラニナミビル）に対する薬
剤感受性試験を MUNANA を用いた蛍光法によ
って行った。WHO の基準株と比較した場合の
感受性の低下度により耐性か感受性かを判
定した。また、NA 阻害剤耐性を示す遺伝子変
異から探るために、責任部位が存在する NA 
遺伝子に対してリアルタイム PCR またはシ
ークエンスによりアミノ酸変異部位の確認
を行った。 
その結果から各国の薬剤耐性頻度を算出
した。 
 
⑦次世代シークエンスを使い、インフルエン
ザの8本のセグメント全てのフルゲノムシー
クエンス（HA, NA, M, PB2, PB1, PA, NP, NS）
を行い、抗原蛋白と内部蛋白をあわせて解析
することで各国のインフルエンザの進化を
統合的に評価した。 
 
（２）GIS を使った地理的追跡は、分子マー
カーが明確な薬剤耐性株が出現した場合に
行う予定であったが、4 ヶ国で 3 年間の調査
期間中に耐性株は出現しなかったため、施行
しなかった。 
 
（３）小児重症肺炎サーベイランス 
調整に難航し、ミャンマーのみで小児重症
肺炎サーベイランスの準備に着手したが、課
題期間中に開始することができなかった。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
  課題期間中にインフルエンザ疑いの患
者の検体 1820 件を 4 ヶ国にて採取し、合計
456 件のインフルエンザウイルスが分離され
た。国別と年度別のインフルエンザウイルス
分離件数は以下に示すとおりである。 

最も分離数が多く、継続的に検体を採取で
きたのは、ミャンマーであり、382 件のイン
フルエンザウイルスが分離できた。マレーシ
アは臨床検体が 425 件採取できたものの、分
離できたウイルスは僅かに 16 件であり、現
地での臨床検体の保存温度が低温に保たれ
ていないことが原因と考えられた。レバノン
も継続的にサンプルは採取されたのだが、輸
送が毎回半年以上遅れるために課題の終了
後に輸送をする形になるため平成 27 年度は
サンプル採取を行わなかった。 
 
 各国のインフルエンザの流行時期はそれ
ぞれ異なり、ミャンマーは、5-11 月の雨期に
インフルエンザが流行し、マレーシアは 12-2
月の雨期に、ベトナムは 5-10 月雨期と 12-3
月の寒い冬の 2回の流行が有り、熱帯亜熱帯
では雨期にインフルエンザが流行すること
が判明した。レバノンは温帯にあたるため
12-3 月にインフルエンザが流行し日本と流
行時期は一致していた。 
  
 採取されたインフルエンザの遺伝子の樹
形図解析の結果、A/H1N1pdm09 の HA 遺伝子に
関して、ベトナムで 2012 年に採取された株
は2012/2013年シーズンにアジアで採取され
た株に類似していた。ミャンマーで 2014 年
に採取された株は、2013/2014 年に中国で採
取された株と非常に近縁であった。一方、レ
バノンで2013/2014年シーズンに採取された
株は2015/2016年の日本の株と近縁であった。
2014/2015 年に、ミャンマーで 2015 年に採取
された株については、日本で 2013/2014 年シ
ーズンに採取された株と近縁であった（図
１）。A/H1N1pdm09 については伝播の方向性
（レバノンに代表されるヨーロッパ株とミ
ャンマーや日本に代表されるアジア）に一定
の伝播方向性を見いだすことができなかっ
た。 
 
 A/H3N2 について、全体的に A/H3N2 はミャ

国 年度 A/H1pdm A/H3 B
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ンマーで流行した株に類似したが半年後に
日本やレバノンで流行する傾向にあった。 
ベトナムとミャンマーで 2013 年に採取され
た株は、2013/2014 年に日本やレバノンで採
取された株と類似していた。ミャンマーで
2014 年に採取された株は日本株との類似は
少なかった。レバノンで 2014/2015 年に採取
された株は同時期の日本株とよく似ていた。
ミャンマーで 2015 年に流行した株に近い株
が2015/2016年の日本で採取された（図２）。  

 
B 型は山形系、ビクトリア系双方のウイルス
が各国で見られていた。B 型は遺伝子変異が
少ないため、流行時期と地域での傾向をみる
のが困難であったが、2014/2015 年に採取さ
れたレバノンの株とマレーシアの株が近縁
であった（図３）。 
 
 抗インフルエンザ剤であるノイラミニダ
ーゼ阻害剤（NAI）について、4ヶ国で採取さ
れた株から耐性株は検出されなかった。オセ
ルタミビル・ペラミビル耐性となる
A/H1N1pdm09株のNA遺伝子のH275Y変異株は
みられなかった。また、株を選択し、ノイラ
ミニダーゼ阻害試験を行ったが、薬剤耐性株
は検出されなかった。 2013/2014 年と
2015/2016 年には日本で H275Y 変異による耐
性株が 2-4％程度検出されたため、海外の株
でも検出されることが予測していたが、結果
的には海外株で耐性株は出現していなかっ
た。 

 
 4ヶ国で採取されたA/H3N2について日本の
株とあわせ100株のフルゲノムシークエンス
解析をしたところ、遺伝子再集合が頻繁に起
こり、特に 2013-2014 年シーズンに顕著であ
った。今回の網羅的検討により、新しい変異
（セリン→アスパラギン酸、S31D）によるア
マンタジン耐性株が日本の株からみつかっ
た。海外からの検出はなかった。 
 
GIS 解析と、リバースジェネティックス解析
は本課題期間中には着手できなかった。 
 
インフルエンザ重症入院者解析については、
研究代表者が中心となり、ミャンマーで AMED
感染症国際展開戦略プログラムが採択と成
り、その課題の一つの小児重症肺炎として、
今後調査を行う予定である。 
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