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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスがどのように自然宿主であるカモからニワトリに馴化し、増
殖能を獲得するかを明らかにした。ウイルスのヘマグルチニン（HA）分子によるレセプター特異性については、
ニワトリのウイルスが、フコース基を有するシアル酸レセプターに加え硫酸基を有するレセプターに有意に結合
することを明らかにし、さらにこれらがニワトリ宿主に発現していることを明らかにした。また、HAによる膜融
合活性が、ニワトリの増殖性に関与する株があることが分かった。さらに、ノイラミニダーゼタンパク質による
活性の違いが、ニワトリに対する病原性に関与することを明らかにした。同じ鳥でも宿主の壁が存在することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　To reveal mechanism of intersperses transmission of avian influenza 
viruses between ducks, natural host, and chickens.  We revealed that chicken influenza viruses 
preferentially bind to not only fucosylated but also sulfated alpha 2,3 sialoglycans as the 
receptor. These receptors were actually detected epithelial cells of chicken trachea, where virus 
replicate.  Furthermore, membrane fusion activity of hemagglutinin protein between virus envelop and
 cell membrane are related to pathogenicity to chickens in some viruses, not all. Difference of 
neuraminidase activity of virus which derived from deletion of the stalk region also related to the 
pathogenicity to chickens.  Our results indicate that several virus proteins are responsible for 
virus transmission and pathogenicity of avian influenza viruses to chickens.   

研究分野：獣医微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスの自然宿主はカ
モなどの野生水禽である。冬の渡りの時期に
飛来するカモなどの野生水禽などの糞便か
ら、様々な亜型の鳥インフルエンザウイルス
が分離される。これらのウイルスは、ニワト
リや哺乳動物に対して、病原性を示さず、感
染すらしない。カモでは、結腸の上皮細胞で
ウイルスが増殖するが、症状を示すことなく、
糞口感染により、ウイルスは群れの中で維持
されている。さらに、これらカモから分離さ
れたウイルスの遺伝子と抗原性は高度に保
存されており、現在分離されるウイルスも 40
年以上前のウイルスと非常に近縁である。 
 カモなどのインフルエンザウイルスが、同
じ種（species）であるアヒルなどを介して、
ウズラおよびシチメンチョウに感染するこ
とで、ニワトリに感染するようなウイルスが
出現することがある。これは、集団飼育され
る家禽化された鳥の中で感染が繰り返し、宿
主に馴化したウイルスが選択された結果で
ある。さらに、ニワトリで感染を繰り返すと、
高病原性鳥インフルエンザウイルスが出現
する。現在流行しているH5N1ウイルスを始
め、これまで知られている高病原性鳥インフ
ルエンザウイルスは、すべてこのようにして
出現した。 
 ヒトのウイルスはシアル酸とガラクトー
スがα2,6結合したヒト型糖鎖（SAα2,6Gal）、
カモのウイルスは、α2,3 結合した鳥型糖鎖
（SAα2,3Gal）に特異性を示すことが明らか
となっている。さらに、我々のこれまでの研
究から、カモとニワトリのウイルスのレセプ
ター特異性は同じ SAα2,3Galでも、末端以
外の構造の違いによって、結合性が異なるこ
とを見出した。 
 
着想に至った経緯 
 カモとニワトリのインフルエンザウイル
スの比較から、それぞれの宿主への感染性は、
ヘマグルチニン蛋白質のレセプター特異性
に加え、他のウイルス蛋白質の関与が示唆さ
れたた。これらを解析することで鳥種間を伝
播する分子メカニズムを明らかにしようと
考えた。インフルエンザウイルスの種間伝播
については、これまでの多くの研究が“鳥”
とヒトの間でのウイルス伝播について解析
がなされているが、カモとニワトリを明確に
区別しているものは少ない。ウイルスの生態
を鑑み、自然宿主であるカモと病原性獲得に
重要な役割を担うニワトリでは、ウイルス増
殖機構が全く異なると予想され、それを解明
することは非常に興味深い。 
 また、カモのウイルスを人工的に高病原性
化マーカーとして知られるアミノ酸を導入
しただけでは、ニワトリに対して病原性を獲
得しなかったが、ニワトリで接種、継代する
ことで高病原化することを見出した。よって、
高病原性鳥インフルエンザウイルスにも、カ
モからニワトリへの馴化が必須であり、それ

はレセプター特異性の変化だけでなく他の
ウイルス蛋白質の機能変化も関与している
ことが明らかとなった。本研究では、なぜカ
モは自然宿主としてウイルスと共生してい
るのか、またウイルスのニワトリへの馴化に
はどのような分子基盤があるのかを解明す
る。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザウイルスがどのようにニワ
トリに馴化し、増殖能を獲得するかを明らか
にするために、以下の点を明らかにする。 
・ウイルスのレセプター特異性と宿主細胞の
レセプター発現の解析 
インフルエンザウイルスのヘマグルチニン
（HA）は、宿主細胞のシアル酸を末端に持
つ糖鎖に結合し、感染する。我々のこれまで
の研究から、糖鎖の末端の構造である SAα
2,3Galだけでなく、その次の構造も結合性に
関与していることが明らかとなった。多くの
カモ由来およびニワトリ由来ウイルスにこ
の性状があるかどうかを、多くのウイルスと
多くの合成糖鎖とで網羅的に調べることに
より、このレセプター特異性が普遍化できる
かを検証する。当研究室には、1000 株を超
えるインフルエンザウイルスが保存されて
おり、これを利用する。また、数十種類の合
成糖鎖を結合した糖鎖アレイを用いて、ウイ
ルスの糖鎖特異性と結合性を解析する。 
・ウイルスの宿主細胞における増殖に関与す
る因子の解析 
 ニワトリから分離されるウイルスのノイ
ラミニダーゼ（NA）は、その stalk部位が欠
損しているものが多く報告されている。これ
は、ニワトリの細胞で増殖するのに適応した
結果であると推定されているが、その詳細な
メカニズムは明らかとなっていない。HA と
NA はレセプターへの結合と解離という逆の
働きを持つことから、感染には最適なバラン
スで働き合っているはずである。欠損の有無
によるウイルスのニワトリにおける増殖を
比較し、欠損ウイルスが選択される理由を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
ウイルスのレセプター特異性と宿主細胞の
レセプター発現の解析 
 カモから分離されたウイルスとニワトリ
から分離されたウイルスのレセプター特異
性および結合性を比較解析する。人工合成し
た多種のシアル酸糖鎖を固層化したプレー
トにウイルスを吸着させ、そのウイルス量を
抗ウイルス抗体で検出することにより、特異
性を明らかにする。また、分子間相互作用解
析装置 Biacore を用いて、糖鎖とウイルス HA
の結合定数を算出、比較し、それぞれのウイ
ルスの糖鎖結合性を評価する。また、用いた
ウイルスの HA 遺伝子を解析し、予想される
アミノ酸配列からレセプター吸着に関わる
アミノ酸の比較解析する。いくつかの HA 分



子は結晶解析により、その立体構造が明らか
となっているが、成績がないものは、アミノ
酸配列から三次元モデリングにより予想さ
れる立体構造を構築し、同様にレセプター結
合に関わる部位の解析を行う。統計学的に有
意な成績を得るために、それぞれ 30 株以上
のウイルスについて、解析する。 
 また、宿主細胞に発現する糖鎖レセプター
を、ウイルスを感染させた動物の凍結切片を
用いたレクチン染色および免疫染色により
明らかにする。SAα2,3Gal を特異的に認識す
る レ ク チ ン と し て Maackia amurensis 
agglutinin（MAA）が広く用いられているが、
これには N型糖鎖を認識する MAL と O型糖鎖
を認識する MAH の混合物であり、それらを明
確に区別できていない。そこで我々は、両者
を区別して、カモおよびニワトリのレセプタ
ー発現を調べる。また、SAα2,3Gal 以降の構
造として、N アセチルグルコサミンにフコー
ス基や硫酸基の付いた構造が、存在している
ことが明らかとなったため（論文準備中）、
それらの発現を担うフコース転移酵素や硫
酸基転移酵素の発現を調べ、in vitro で過剰
発現することにより、ウイルスの増殖性が変
化するかどうかを解析する。 
宿主における糖鎖発現については、創価大
学・工学研究科・西原祥子教授および高瀬明
教授に助言をいただく予定である。ウイルス、
抗ウイルス抗体、糖鎖、抗糖鎖抗体ともにこ
れまでに我々が準備してきたものおよび北
海道大学大学院獣医学研究科が保有する機
器で解析できる。 
・ウイルスの宿主細胞における増殖に関与す
る因子の解析 
 ウイルスのレセプター結合が宿主の感染
に最も重要であることは既知であるが、それ
以外のウイルス蛋白の働きをカモとニワト
リのインフルエンザウイルスで詳細に解析
する。特に、HA と逆に糖鎖レセプターの切断
に重要な NA とウイルスが細胞内に侵入する
際ウイルスエンベロープと細胞膜の融合に
関わる HA による膜融合能について、比較解
析を行う。 
・ウイルス感染に対するニワトリの免疫応答 
 ニワトリの全ゲノムはすでに明らかとな
り、ヒトなどの遺伝子と比較解析することが
可能となっている。特に、免疫に関わる遺伝
子発現については、RIG-I をはじめ多くの自
然免疫関連遺伝子やサイトカイン遺伝子が
多く明らかとなっており、ｍRNA を解析する
ことで容易に遺伝子発現の推定ができるよ
うになっている。上記の HA やその他ウイル
ス蛋白質の解析により、蛋白の機能が異なる
ことが明らかとなったウイルスをニワトリ
に接種し、ニワトリに発現する免疫関連遺伝
子を解析する。その後、有意に上昇している
ものに関しては、ELISA などによりタンパク
質の発現を比較解析する。その後、それら免
疫関連蛋白がなぜ、どのように増殖したかを
明らかにし、宿主でのウイルス増殖のメカニ

ズムを明らかにする。 
・カモのウイルスのニワトリへの馴化メカニ
ズムの検証 
 これまでの研究で、ウイルスをニワトリに
接種継代し、馴化させたウイルスを数株得て
おり、それらウイルスをリバースジェネティ
クス法により作出している。さらに、本研究
でニワトリへ接種、継代することで馴化させ
たウイルスを得る予定である。本研究から得
られた成績をこれらのウイルスに導入する
ことで、様々なカモ由来のウイルスがニワト
リに馴化するか否かを、動物実験により検証
する。 
 
４．研究成果 
ウイルスレセプター特異性と宿主である
カモとニワトリにおけるレセプター発現を
解析した。鳥から分離されるインフルエンザ
ウイルスは、シアル酸とガラクトースがα
2,3 結合した糖鎖を認識する。ニワトリでの
増殖の有無が確認されたさまざまな亜型の
ウイルスを用いて、多種のシアル酸糖鎖との
反応性を糖鎖アレイにより解析した。その結
果、カモから分離されたウイルスは、直鎖状
で多分岐のα2,3 シアル酸糖鎖を、ニワトリ
から分離されたウイルスは、フコース基およ
び硫酸基を有するα2,3 糖鎖に結合し、特異
性が異なった。また、これらの特異性の違い
は、亜型にかかわらず共通していた。特に、
H5 亜型のニワトリのウイルスは、フコース基
を有するα2,3 糖鎖を、H6亜型のニワトリの
ウイルスは、硫酸基を有するα2,3 糖鎖に優
位に結合したため、このような宿主レセプタ
ーを利用している可能性が明らかとなった。
さらに、宿主の糖鎖レセプターの分布を明ら
かにするために、フコシル化α2,3 糖鎖を認
識する抗糖鎖抗体 KM-79 と、硫酸化α2,3 糖
鎖を認識する抗糖鎖抗体 MECA-79 を用いて、
ウイルスの増殖部位であるニワトリの気管
およびカモの腸管を免疫染色により調べた。
ニワトリの気管上皮細胞にKM-93により検出
されるフコシル化糖鎖が検出されたが、調べ
た臓器に MECA-79 は結合せず、硫酸化糖鎖が
確認できなかった。硫酸化糖鎖を認識する組
換えヘマグルチニンを用いて、ニワトリの呼
吸器上皮細胞での糖鎖発現を解析した結果、
組換えヘマグルチニンのみが特異的に結合
した。したがって、既知の抗体では認識され
ない構造の硫酸化糖鎖を認識していること
が明らかとなった。さらに、硫酸化糖鎖の合
成に必要な硫酸化転移酵素（CHST-6）の mRNA
が呼吸器上皮細胞で検出された。したがって、
これまで明らかにしたフコシル化に加え、硫
酸化した糖鎖がカモとニワトリの感染性の
違いを規定していることが推定された。 
カモ由来の A/duck/Hokkaido/Vac-2/2004 
(H7N7)ウイルスのノイラミニダーゼ（NA)は、
実験室でニワトリに継代することでその
stalk 領域が欠損した。この欠損は、野外で
ニワトリのインフルエンザウイルスに高頻



度に見られる変異であった。この欠損したウ
イルスの NA 活性は変わらなかったが、ウイ
ルスが赤血球に吸着させた後の遊離活性が
低下していた。よって、ウイルスのニワトリ
への馴化には、レセプターからの遊離活性が
関与することが明らかとなった。また、ウイ
ルスが細胞に侵入する際にウイルス膜と細
胞のエンドソーム膜との融合活性に、カモと
ニワトリのウイルスで違いがあるかを調べ
た。高病原性鳥インフルエンザウイルスおよ
び低病原性鳥インフルエンザウイルス 60 株
の膜融合を起こす至適 pH を調べた結果、カ
モのウイルスとニワトリのウイルスで有意
な差は見られなかった。しかしながら、その
pHが4.9のA/duck/Mongolia/54/2001 (H5N2)
と pH が 5.9 の A/chicken/Ibaraki/1/2005 
(H5N2)を比較したところ、ニワトリの細胞に
おける増殖と至適膜融合 pH が関連し、HA ま
たは M遺伝子に起因することが明らかとなっ
た。 
さらに、2016-2017 年に国内で斃死した野
鳥から分離された H5N6 高病原性鳥インフル
エンザウイルスを用いて、カモとニワトリに
対する病原性および遺伝子を解析した。その
結果、ニワトリに対する病原性が 2014 年に
国内で分離された H5N8 高病原性鳥インフル
エンザウイルスよりも高く、カモに対する病
原性は示さなかった。また、遺伝子および糖
鎖結合特異性から、カモ型およびニワトリ型
の糖鎖両方に結合することが明らかとなっ
た 
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