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研究成果の概要（和文）：エジプト国ダマンフール大学と連携し、ハトから分離された高病原性鳥インフルエン
ザH5N1ウイルスに特有の遺伝子型が存在することを発表した。さらにH5N1エジプト分離株を用いてヒト呼吸器上
皮細胞株に感染させた結果、種々のHAバリアントが検出され、その一部はヒト細胞に多く発現しているレセプタ
ー結合性が上昇しているものの、ウイルス粒子の安定性および個体間伝播性は低下していることを見出し、発表
した。
加えて、インフルエンザウイルスNA遺伝子を標的とした新規ヘアピン型ペプチド核酸をプローブとするクロマト
キットが、H5N1・H7N1ウイルスを特異的に検出し、診断キットとしての有用性を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We reported that highly pathogenic avian influenza H5N1 viruses, isolated 
from naturally infected pigeons in Egypt, have several unique mutations in viral polymerase genes. 
We also demonstrated that these mutations were responsible for changes in polymerase activity, 
providing new insights into the possible roles of pigeons in avian influenza virus transmission and 
evolution. We further determined hemagglutinin genetic diversification that occurred during H5N1 
virus infection of primary human airway cells and characterized their phenotypes by recombinant 
variants. Our results revealed that a variety of minor HA variants emerged during a single infection
 in human airway cells, which altered their HA properties to more efficiently infect human cells.
In addition, we prepared a novel hairpin-type peptide nucleic acid, which has a sequence 
complementary to the N1-NA gene of influenza A virus, and demonstrated the sequence-dependent 
detection of N1 subtype viruses. 

研究分野： ウイルス学
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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 
感染者の半数以上が死亡することが報告

されている高病原性鳥インフルエンザ H5N1

ウイルス流行地域の中で、エジプトは全世界

の 25%以上のヒト感染症例（累積数）が集中

している国であった（2014 年申請時）。また、

同国で検出された H5N1 ウイルスは、ヒト感

染性・伝播性に重要なウイルス複製酵素 PB2

の 627K 変異（ヒトへの馴化）を既に獲得し

ている。そのため、さらなるトリ−トリ間お

よびトリ−ヒト間での感染拡大の中で、今後

新たな変異ウイルスが出現し、ヒト−ヒト間

で（気道感染する）パンデミックウイルスが

出現する危険性が懸念された。 

申請者らの研究グループは、申請者が大阪

大学（2005-2011年）に所属していた時期より、

先駆的研究として、科学研究費補助金 基盤研

究B海外学術研究（代表：大阪大学・生田和良

教授、2008-2010、2011-2015）の研究分担者

として、エジプト国の研究機関と連携し、同

国のH5N1ウイルスを対象とした研究を推進し

てきた。また、JSPS二国間交流事業（エジプ

トのH5N1高病原性鳥インフルエンザウイルス

の疫学調査とウイルス学的研究）において主

に人的交流を目的とした共同研究を遂行して

きた。その過程で共同研究を開始したMadiha 

S. Ibrahim博士（ダマンフール大学・獣医学

部・ウイルス学・教授）を、平成27（2015）

年度に半年間の予定で京府立医科大学の申請

者らの教室に招聘した。また、それに先んじ

て、Ibrahim博士の教室の大学院生１名（Emad 

EL-GENDY氏）が平成26（2014）年度よりエ

ジプト国の国費留学生として2年間の予定で

申請者らの教室において、本申請課題を基盤

とする同国分離株（野鳥・家禽由来）の疫学・

ウイルス学研究を行った。 

一方、研究分担者である開發 邦宏 特任准

教授（大阪大学・産業科学研究所）とは平成

18（2006）年より、ペプチド核酸（PNA）を

用いたウイルス検出システムの開発で共同

研究を開始しており、申請者が研究代表者で

あった基盤 B研究（呼吸器ウイルス検出用オ

ンチップデバイスの開発と診断への応用：平

成24 - 26年度）において研究分担者として、

PNA をプローブとしてインフルエンザウイル

スの検出デバイスの開発を進めてきた。 

そこで本研究では、上記研究を発展させ、

特にH5N1ウイルスの選択的検出と抗ウイルス

薬抵抗性株の特異的検出を目標として、上述

したモノクローナル抗体を基盤とした検出デ

バイスに新規PNAプローブを加えた診断キッ

トを開発し、評価試験を行うことを計画した。 

 
２．研究の目的 
これまでの先行研究において協力関係を

構築したエジプト国ダマンフール大学

（Madiha S. Ibrahim 教授）と連携し、同国

野鳥および家禽（ニワトリ等）における H5N1

鳥インフルエンザウイルスのウイルス進化

およびヒトにおけるパンデミック流行（ヒト

-ヒト感染）のリスク評価を行うことを研究

目的とする。加えて、上述した新規プローブ

等を用いた H5N1 迅速診断キットの開発及び

評価を行う。 

 
３．研究の方法 
研究期間の 3年間に以下の研究項目を計

画・遂行した。 

◆ H5N1 臨床株・分離株の遺伝型多様性解

析：エジプトで流行している H5N1 の

Quasi-species 研究、特に薬剤耐性変異の検

出と、ヒト適応型変異の検出を重点的に行う。 

◆ 組換え H5N1ウイルスを用いたヒト上皮細

胞への感染試験：重要だと考えられるアミノ

酸変異を検出した場合には、研究室で表現型

を解析済みの H5N1 に当該変異を導入し、ヒ

ト上皮細胞へ感染試験を行い、ウイルス学的

特徴を解明する。 

◆ 新規ペプチド核酸をプローブとする検出

系の評価： PNA プローブを用いた新規デバイ

ス作製および評価試験を行う。 

 



４．研究成果 

◆ H5N1 臨床株・分離株の遺伝型多様性解析 

エジプト国のハトより分離された H5N1 鳥

インフルエンザウイルス２株のゲノム解析

を行い、さらにウイルス増殖に影響を与える

ウイルスポリメラーゼの機能解析を行った。

その結果、これまでのエジプト H５N１分離株

には見られないアミノ酸配列を有すること

を明らかにした。さらに遺伝子組み換えウイ

ルスを作製してウイルス増殖に影響を与え

るウイルスポリメラーゼの機能解析を行っ

た結果、複製機能を低下させるアミノ酸変異

（PB1-V3D）を同定した。 

以上の成果を 2報（論文⑥、⑦）の国際学

術誌に発表した。両論文の筆頭著者はダマン

フール大学獣医学部の Lecturer である Emad 

El-Din Mohamed Fouad El-Gendy 氏であり、

招聘研究者として 2014-2016 年（12 月）の 2

年間、京都府立医科大学にて研究を行った成

果をまとめたものである。 

◆ 組換え H5N1ウイルスを用いたヒト上皮細

胞への感染試験 

H5N1ウイルスのヒトへの感染宿主域拡大

における重要な HA遺伝子の遺伝子変異をシ

ミュレートするために、エジプト分離株を用

いてヒト呼吸器上皮細胞株に感染させた。そ

の結果、種々の HA バリアントが検出され、

その一部はヒト細胞に多く発現しているア

ルファ 2-6 シアル酸レセプターへの結合性が

上昇しているものの、ウイルス粒子の安定性

および（個体間）伝播性は低下していること

を見出し、成果を国際学術誌（論文①）に発

表した。 

さらに上記成果を含むこれまでの研究成

果を１報の Review として国際学術誌（論文

③）に発表した。 

 

これらの共同研究体制を基に、上述した

Emad EL-GENDY 氏（ダマンフール大学・大

学院生および京都府立医大・研修員[平成 26

年 12 月～平成 28 年 12 月]および論文⑥、⑦

の筆頭著者）の学位審査会（2016 年 12 月）

がダマンフール大学において行われ、研究代

表者が日本側 supervisor として審査に臨み、

同氏の学位（Doctoral Philosophy in Veterinary 

Medical Sciences）取得を認めた。 

併せて、研究代表者・連携研究者らが（引

き続いて開催された）ダマンフール大学・エ

ジプト-日本 第１回サイエンスセミナー」に

参加し、招待講演を行った。 

◆ 新規ペプチド核酸をプローブとする検出

系の評価 

研究分担者の開發らはアゾベンゼンを搭

載した新規ヘアピン型ペプチド核酸

(bisPNA-AZO)を開発した。この bisPNA-AZO

をクロマトグラム上に固定化し、ヒトインフ

ルエンザウイルスゲノムを含むライセート

を毛細管現象によって流路上に流すことで、

（H1N1）ウイルスゲノムを洗浄することなく

特異的に捕獲し、金コロイド修飾抗体にて迅

速に可視化できることを見出した（下図）。 

本研究では、新規ヘアピン型ペプチド核酸

（PNA）をプローブとしたクロマトキットを

作製し、インフルエンザウイルス NA 遺伝子

を標的として N1 亜型を特異的に検出する系

の開発および評価を行なった。 

その結果、種々の鳥インフルエンザウイル

スおよびヒトインフルエンザウイルス（配列

が完全一致、1塩基または 3塩基ミスマッチ

の N1 ウイルス）において、H5N1 ウイルスお

よび H7N1 ウイルスが特異的に検出され、本

システムの診断系としての有用性を示唆す

る結果となった。 

 



一方、本研究期間中に慶應義塾大学理工学

部・佐藤智典教授らとペプチド/糖鎖ライブラ

リーとインフルエンザウイルスとの親和性

評価に関する共同研究を開始し、共同で特許

出願（特願 2016-010162）を行った。  

これらの成果を基に、当該共同研究は、日

本医療研究開発機構 (AMED)「先端計測分析

技術・機器開発プログラム：研究課題名｛中

分子を活用する次世代ウイルス検出システ

ム｝平成29年度開始」へと発展した。 
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