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研究成果の概要（和文）：インフルエンザは症例・関連死亡率が多い割に、重症化回避のための診断法は未開発
である。我々は、一定量のインフルエンザウイルスを培養細胞に感染させ72時間後のウイルス量を評価すること
により、ウイルス株により増殖能に大きな違いがあることを示した。また、インフルエンザ重症化症例の一部に
細胞傷害が関与していることが死亡解剖体の病理所見に確認されていることから、インフルエンザウイルスの細
胞傷害能を増殖能と比較するパイロット調査を行ったところ、A(H1N1)亜型とB型について増殖能が高いほど細胞
傷害率が高い結果を得た。このことは、増殖能が有望な重症化予測因子であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Diagnostic method for avoiding sever influenza has not been developed yet, 
though there are many sever cases associated influenza. We showed that influenza virus strains had 
difference replication capacities were assessed by the yielded viral RNA in the culture for 72 hours
 after virus inoculation of 3,300 copies/ml to MDCK cells. It was reported that the cytotoxicity was
 involved in a part of severe cases of influenza by the pathological findings of the dead anatomy. 
When we conducted a pilot study comparing influenza virus cytotoxicity to virus replication 
capacity, we found that the high replication capacity of A (H1N1) and B viruses correlated the high 
cytotoxicity rate. This study suggested that replication capacities will be a factor of predicting 
of sever influenza cases.
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１．研究開始当初の背景 
（1）インフルエンザ重症化予防に増殖能診
断が果たす役割 
インフルエンザによる年間死亡者数は、約

1 万人である。重症化による死亡例が多いに
もかかわらず、重症化を予想できる判断基準
はない。日常診療では、定性的な診断（型・
亜型の判別を含む）のみ可能であり、定量診
断は用いられない。一方、ヒト免疫不全ウイ
ルスや B 型肝炎ウイルス、C 型肝炎ウイルス
などによる慢性感染症の重症度は、ウイルス
量を重要な判断基準にしている（Reid SD et 
al. Clin Epidemiol. 2013）。したがって、
インフルエンザウイルス量と重症度との相
関を検討する意義は大きく、重症化指標樹立
への期待は大きい。 
 
（2）ウイルス株の増殖能には差がある。 
私たちは、A(H1N1)09 型の 40 株について

増殖ウイルス量（増殖能）に差があることを
明らかにした（自験例：A. Tsuneki et al. J. 
Med. Virol. 2013）。一定量のウイルスを吸
着させた細胞から産生される子孫ウイルス
量は、株によって差が見られた。 
 
２．研究の目的 
（1）インフルエンザの重症化症例の調査は、
世界的に新しい試みであり(Puig-Barera et 
al.,2015)、既存の調査項目は、患者のワク
チン接種歴、他の病原体との重複感染、イン
フルエンザウイルスの型・亜型などに限られ
ている(Lekhan et al., 2016)。より詳細な
重症化指標が求められるため、インフルエン
ザウイルス株が持つ増殖能という性質に注
目し、A(H1N1)亜型、A(H3N2)亜型、B 型すべ
てにおいて株による違いを解析した。 
 
（2）インフルエンザ重症化例の少なくとも
一部に細胞傷害、特に肺胞上皮の傷害が大き
く関与していることが、2009 年流行期に死亡
解剖体の病理所見に確認された(Shieh et 
al., 2010)。そこで、インフルエンザウイル
スの細胞傷害能を、増殖能と比較するパイロ
ット調査を行った。高増殖能株とインフルエ
ンザ重症化との関連を検証し、重症化予測因
子の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
鳥取県感染症懇話会の協力を得て、3,000

株以上の解析試料を確保する。その後、核酸
解析（ウイルス分離、核酸分離、型･亜型判
別）、増殖能解析（MDCK 細胞に暴露・培養後、
増殖ウイルス量を測定する）、細胞傷害能解
析（MDCK 細胞に暴露・培養後、生細胞数を測
定する）の順に進めた。 
 
（1）核酸解析  
①患者鼻汁採取：鳥取県感染症懇話会の臨床
医の協力を得て、500 検体/年を目標にインフ
ルエンザ抗原陽性患者の鼻汁を採取した。 

②ウイルス分離：500 株/年を目標に、MDCK
細胞に鼻汁を接種し、ウイルス分離株を得た。 
③核酸分離：RNA 抽出後、one-step RT-PCR 法
(Zhou B. et al. 2009)で cDNA を作成した。 
④型･亜型判別：亜型特異的なプライマーを
用いて PCR 後、電気泳動により型・亜型を判
別した。 
 
（2）増殖能解析 
3,300 copies/ml の濃度で 50 株/年以上の

ウイルス株を MDCK 細胞に暴露させ、72 時間
後の増殖ウイルスRNAコピー数を測定するこ
とにより増殖能を決定する。コピー数の測定
は、Real-time RT-PCR 法(Chidlow G. et al. 
2010) を用いた。また、A(H1N1)亜型、A(H3N2)
亜型と B型のマトリックス部分を試験管内で
人工合成し、既知の濃度の RNA を確保した。 
 
（3）細胞傷害能解析 
10^7 copies/ml の高・低増殖能株を MDCK

細胞に暴露させ、72 時間後の細胞傷害率を比
較する。細胞傷害能は、WST 法（WST-8 を生
細胞に含まれる酵素で反応した WST-8 
formazan で評価）を用い、ウイルス非暴露時
（コントロール）の生細胞数と比較し、細胞
傷害率を算出した。 
なお、10^7 copies/ml のウイルス暴露濃度が
高濃度であり、細胞死の差を十分に表現でき
ていない可能性を考慮し、10^6, 10^5 
copies/ml の濃度でもウイルスの暴露を試み
た。 
 
４．研究成果 
（1）季節性インフルエンザ患者のウイルス
株の増殖能力について経年的に検討した例
は、世界的に稀である。我々は、2009 年以降
現在まで 7回の流行期に、合計 3,227 鼻汁検
体よりウイルス分離を試み、2,902 株の分離
に成功した。これらの株の増殖能を解析した
結果、株間に増殖能の違いがみられ、新型の
登場した 2009 年を除き、全ての流行期に、
明らかに増殖能の違うウイルスが検出され
た（図１）。また、増殖能は in vitro での継
代に影響を受けず、安定して評価可能であっ
た（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
（2）インフルエンザウイルスの細胞傷害能
を、増殖能と比較するパイロット調査を行っ
たところ、A(H1N1)亜型と B 型については、
増殖能が高いほど細胞傷害率が高い結果を
得た。一方、A(H3N2)亜型には、増殖能と細
胞傷害能との関連がみられなかった（図３）。
増殖能の高さが必ずしも細胞傷害に関連し
ない株についての原因は、今後の課題として
残されている。 
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図２ 増殖能の表現型の変化 
継代によって増殖能レベルは変化しない。
４つの培養上清平均のウイルス量に最も
近いウイルス株を継代に供した。 

図３ 増殖能型と細胞傷害率 
A/H3N2 を除く、A/H1N1, B では、高増殖能株
ほど細胞死の割合が高い傾向がみられた。 

図 1 各流行期に分離された A(H1N1)、
A(H3N2)、B 型株が示す増殖能の違い 
2009 年を除き、高増殖能株と低増殖能株
が見られた。 
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