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研究成果の概要（和文）：本研究では、新しい動物インフルエンザの制御法の確立を目指した基礎研究を実施し
た。鳥インフルエンザについては、感染自体をブロックできる鼻腔噴霧型の非増殖のワクチン候補ウイルスとし
て、H５/H４キメラHAをもつ組換えウイルスを構築した。一方、伴侶動物インフルエンザについては、ヒトへの
感染性を獲得する潜在性を評価するためヒト型細胞で効率よく増殖するために必要とされる変異を同定し、その
分子基盤を解析することで新たなパンデミックの発生を事前に阻止する基礎知見を獲得した。

研究成果の概要（英文）：In this study, basic research was carried out with the aim of establishing a
 new control method for animal influenza. For avian influenza, a recombinant virus with H5/H4 
chimeric HA was constructed as a nasal spray non-replicating vaccine candidate virus that can block 
infection itself. On the other hand, regarding companion animal influenza, in order to evaluate the 
potential to acquire infectivity to humans, we identified mutations required for efficient growth in
 human-type cells and analyzed their molecular basis. We acquired basic knowledge to prevent the 
outbreak of a pandemic in advance.

研究分野： 獣医ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、長年における地球規模の課題である鳥インフルエンザの制御法のブレイクスルーを目指し、新しい予
防ワクチンを開発するための基礎知見を獲得した。さらに、ヒトと接触機会の多いイヌやネコに感染する伴侶動
物インフルエンザウイルスが、ヒトに効率よく感染するように変異する分子機構に関する知見を獲得した。これ
らの研究成果は、新たなインフルエンザパンデミックの発生の事前対策として、社会的意義が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 人類や動物に脅威となる越境性の人獣共通感染性のインフルエンザの制御は困難を極めて

いる。出現から20年、高病原性H5N1鳥インフルエンザはいまだ制御できず、さらに近年で

は、H5N8やH5N6の交雑ウイルスが世界中に拡大している。また、中国で突発したH7N9

ウイルスも強毒化、ヒト感染死亡者数の増加が現実となり、新たなパンデミックの発生が危

惧されている。これらの事実は現在の鳥インフルエンザ対策の無効性を意味している。 

(2) 鳥インフルエンザウイルスがヒトへの感染性・病原性を獲得するには、ウイルス変異の場と

なる中間宿主（哺乳動物）が必要である。過去のパンデミックの解析から、ブタの役割が重

要視されているが、他の哺乳動物もその潜在性をもつ。特に、ここ数年来、海外ではヒトと

の接触機会が多いイヌにおいてH3N8、H3N2ウイルスが、ネコではH7N2ウイルスが広が

っており、ヒトへの伝播も報告された。これら伴侶動物が中間宿主となる高い潜在性から、

それらの制御を早急に実施する必要がある。 

２． 研究の目的 

(1) 新興性インフルエンザに対する対策として、わが国を含めた多くの国々ではワクチン禁止・

摘発淘汰の原則が守られているが、摘発を困難にする感染防御能のない不活化ワクチンを

用いる複数の国が存在する状況では、鳥インフルエンザを制御することは永遠に不可能で

ある。つまり、感染防御レベルの効果をもつ動物用ワクチンの開発こそがそれを打開するブ

レイクスルーとなる。本研究では、高い感染防御能と安全性をもつ非増殖性ウイルスをベー

スとした新規のワクチンの開発を第一（A項目）の目的とする。 

(2) 家族の一員である伴侶動物（イヌやネコ）のインフルエンザは、隣国の韓国や米国では多く

の発生があり、それらのパンデミックウイルスを生み出す高い潜在性が認識されている。し

かし、わが国ではその存在が報告されていないこともあり、国内では全く研究されていな

い。これら伴侶動物ウイルスの種間伝播の解析とその制御法の確立を先んじて実施するこ

とを、本研究の第二（B項目）の目的とする。 

３．研究の方法 

(1) 項目 A：非増殖型ウイルスをベースとする鼻腔噴霧型ワクチンの構築 

感染防御レベルの効果かつ高い安全性をもつ新規の鳥インフルエンザワクチン候補として、

1 回感染型非増殖性ウイルスをリバースジェネティクス法により創出する。世界や日本の

感染状況を考え、H5 高病原性鳥インフルエンザワクチン候補株の開発を主目標とする。こ

れまでに報告のない手法として、高病原性タイプに復帰しない HA をもつウイルスをリバ

ースジェネティクスの手法で構築する。具体的には、低病原性ウイルスである H4 鳥イン

フルエンザウイルスの抗原部位の配列を H5 ウイルスの配列に置換した H4/H5 キメラ HA

をもつ組換えウイルスを作出する。H4 亜型の HA 開裂部位は高病原性タイプに変異するこ

とがない塩基配列をもつため高い安全性が期待できる。一方、非増殖性を賦与するため、

NA 遺伝子にレポーター遺伝子を挿入することで NA を不活化する。NA 恒常発現細胞で増

殖させた NA 欠損 H4/H5 組換えキメラウイルスを、鼻腔噴霧型 H5 ワクチン候補株として

評価する。 

(2) 項目B：伴侶動物インフルエンザウイルスのヒト細胞への馴化 

伴侶動物ウイルスのヒトへの感染性獲得メカニズムを考察するため、H3N8 イヌウイルス、



H3N2 イヌウイルス、ならびに H7N2 ネコウイルスをヒト呼吸器上皮由来 A549 細胞を用

いた連続継代により馴化し、遺伝子変化を調べる。さらに、当研究室が独自に保有するヒト

型受容体である α2-6 シアロ糖鎖のみを発現する MDCK 細胞（ヒト型改変細胞）において

も、同様な連続継代・馴化実験を実施する。なお、バイオセイフティの観点から、本実験は

非増殖型の PB2 欠損組換えウイルスと PB2 恒常発現ヒト型改変細胞を用いて実施する。

両方法とも、野生株と馴化株の比較からヒトへの感染性を獲得するために重要な因子とそ

の可能性について、リバースジェネティクス解析で変異体を構築し、表現型の変化を解析

することで評価する。 

４． 研究成果 

(1) 2020-21 年に H5N8 高病原性鳥インフルエンザウイルスがわが国に侵入し、養鶏業に莫大

な被害を及ぼした。この状況を鑑み本研究では H5 ワクチン開発に焦点を絞り、弱毒生ワ

クチンの病原性復帰という問題点を解決する方法として、H4 低病原性鳥ウイルス HA との

キメラ化を考えた。この目的で、弱毒ウイルス A/duck/Hokkaido/1058/01(H4N5)のリバー

スジェネティクス系を構築した。  

(2) 高病原性 H5N8 鳥ウイルス（A/chicken/Kagawa/11c/2020）由来の H5-HA 抗原性をもつ

制限増殖性ウイルスの作出を考え、H5 ヘッドドメイン（317 アミノ酸）をもつ H4 キメラ

HA 遺伝子を構築し、それをもつ組換えウイルスをリバースジェネティクス法により作出

した。本キメラウイルスは培養細胞においてトリプシン存在下のみで増殖したことより、

低病原性型であることを確認したが、MDCK 細胞における増殖性は低かった（4.5 x 102 

PFU/mL）。そこで、キメラ HA 遺伝子に挿入する H5 ヘッドドメイン配列を短く（283 ア

ミノ酸）したところ、組換えキメラウイルスの増殖性が約 100 倍上昇した（4.8 x 104 

PFU/mL）。 

(3) 組換えキメラウイルスの NA を不活化することによる非増殖型への改変を考え、NA 恒常

発現 MDCK 細胞を作出した。また、感染動態を容易に検出する目的で NA 欠損部位にレポ

ーターVenus 遺伝子を挿入した。この戦略により、本組換えウイルスワクチン接種個体に

Venus 抗体の誘導が期待できるため、その検出により感染個体との識別（DIVA）が可能に

なる。本ウイルスは、鼻腔噴霧型の鳥インフルエンザワクチン候補株として有望であると

考えられた。 

(4) パンデミックウイルス出現に必要な中間哺乳動物として豚が重要な役割を占めると考えら

れているが、近年の伴侶動物へのインフルエンザウイルスの感染例の増加から、伴侶動物

にもその潜在性があると推測される。そこで、伴侶動物インフルエンザウイルスがパンデ

ミックウイルスに変異する可能性を評価した。イヌインフルエンザウイルスはネコにも感

染することが報告されているが、ネコでも流行するようになると、ヒトへの感染機会がさ

らに増加することが懸念される。そこで、H3N2 イヌインフルエンザウイルスのネコ由来

培養細胞への馴化に必要な変異を解析した。A/canine/Madison/5/2015(H3N2)をネコ由来

CRFK 細胞で 10 回継代し、3 系統の馴化ウイルスを作出し、馴化株と野生型ウイルスの遺

伝子配列を比較により変異箇所を同定した。次に、各変異を持つウイルスをリバースジェ

ネティクスで作製し、CRFK 細胞での増殖性を調べることで、馴化に重要な変異を同定し

た。3 系統すべての馴化ウイルスは野生型ウイルスよりも CRFK 細胞で良く増殖した。す

べての系統のウイルスは M2-W41C と NA-L35R の変異を、加えて第 1 系統では HA2 に

T107I の変異を、第 2, 3 系統では HA1 に K299R の変異をもっていた。次に、変異ウイル



スを作製し解析したところ、これらすべての変異が CRFK 細胞での増殖性を良くすること

がわかった。また、HA2-T107I および HA1-K299R の変異は膜融合活性の至適 pH を変え

ていた。イオンチャネルである M2 にも変異が生じたことから、CRFK 細胞への馴化には

エンドソーム内の pH 環境への適応が必要であると考えられた。 

(5) H3N8 イヌインフルエンザウイルスのヒト呼吸器由来 A549 細胞での連続継代実験を実施

し、増殖性が上昇した変異ウイルスを選択した。変異ウイルスには複数の変異が認められ、

各変異をもつ組換えウイルスをリバースジェネティクス法により作出した。各変異ウイル

スの A549 細胞での増殖性を指標にヒト細胞への馴化に関連する変異を検索したところ、

HA2-K82E、HA2-R163K、NA-S18L 等の変異が関連することがわかったが、それらの単

独変異では大幅な増殖性の上昇はみられなかった。膜融合アッセイや赤血球ウイルスリリ

ースアッセイの結果、主に HA 変異による膜融合能および NA 変異による HA-NA 機能バ

ランスの変化により、ウイルスの増殖性が高まることが示唆された。 

(6) H3N2 イヌインフルエンザウイルス（PB2 欠損非増殖型）のヒト型レセプター（α2-6 シア

ル酸）のみを発現する MDCK 細胞（ヒト型細胞）での連続継代実験を実施し、増殖性が上

昇した馴化ウイルスを選択した。馴化ウイルスには、受容体結合領域の HA1-T138A およ

び HA1-Q226L 変異を含め HA に複数の変異が同定された。リバースジェネティクス解析

により、これらの変異をもつ組換えウイルスはヒト型細胞でよく増殖し、固相糖鎖結合性

試験でヒト型糖鎖への高い結合性を示すことを明らかになった。以上より、H3N2 イヌウ

イルスは、HA の特定のアミノ酸変異によりヒト型受容体への結合性を獲得しヒト呼吸器

細胞に適応しうると考察した。 

(7) ネコ H7N2 インフルエンザウイルスのヒト呼吸器由来 A549 細胞への馴化で生じる遺伝子

変異を調べた。馴化ウイルスには HA のヘッド領域とストーク領域および NA の膜貫通領

域に複数の変異が入っていた。リバースジェネティクス系を構築して調べた結果、HA のス

トーク領域における HA1-H16Q、HA2-I47T、HA2-Y119H の変異が重要であることがわか

った。これらの HA 変異により膜融合活性の至適 pH 域が変化した。したがって、H7N2 ネ

コウイルスが、ヒト呼吸器細胞のエンドソーム内 pH に適応することにより、ヒトへの効

率的な感染性を獲得する潜在性があることがわかった。 

(8) ネコ H7N2 ウイルス（PB2 欠損非増殖型）のヒト型レセプター（α2-6 シアル酸）のみを発

現する MDCK 細胞（ヒト型細胞）での連続継代実験を実施し、増殖性が上昇した馴化ウイ

ルスを選択した。馴化ウイルスには複数の変異が認められたため、各変異をもつ組換えウ

イルスをリバースジェネティクス法により作出し、ヒト型細胞での増殖性を調べた。その

結果、HA の受容体結合領域の HA1-K193R 変異がヒト型糖鎖への結合性を上げること、

HA ストーク領域の HA2-M115I や HA2-L167S 変異が膜融合活性の pH 閾値を上昇させる

ことで、ウイルスがヒト型細胞に馴化したと推測された。したがって、ネコ H7N2 ウイル

スは、わずかな変異でヒト呼吸器細胞に適応しうると考えられ、ワクチン開発の重要性が

考察された。 

(9) 本研究により、伴侶動物インフルエンザウイルスにはパンデミックウイルスに進化する潜

在性があることが明らかになった。世界で蔓延する鳥インフルエンザウイルスを起源とす

る新たなパンデミックの発生が危惧されているが、ヒトと同居する伴侶動物のインフルエ

ンザウイルスが、同じ哺乳動物であるヒトに高い感染性や伝播性を獲得する可能性は十分

に考えられる。本研究において、伴侶動物インフルエンザウイルスは表面糖タンパク質の

HA や NA の変異のみでヒト呼吸器細胞に適応しうることが考察された。ヒトへの馴化に



ウイルスの内部遺伝子群の変異も必要とする鳥インフルエンザウイルスに比べ、伴侶動物

ウイルスではパンデミックウイルスにつながる変異の導入効率は高いと推測された。さら

に本研究では、過去のパンデミック発生の中間宿主として重要な役割を果たしたブタと同

様に、伴侶動物のイヌやネコがその役割を担う可能性も提示している。したがって、本研究

で同定した HA や NA 変異は、動物インフルエンザウイルスを起源とする新たなパンデミ

ックウイルスの出現を予見する蓋然性の高い科学的知見として、サーベイランス体制など

のパンデミック対策に貢献することが期待される。 
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