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研究成果の概要（和文）：H5N1 亜型高病原性トリインフルエンザウイルス（HPAIV H5N1）
は、一部の地域において致死率の高いヒト感染例が散発的に確認され、ヒトに対してパンデミ

ックとなる懸念が指摘されている。エジプトは現在、世界的にも多くの HPAIV 感染者を出し

ている流行国の 1 つである。本研究においては、エジプトで飼育されている家禽から HPAIV
分離を試み、得られた遺伝子配列から分子疫学調査を実施した。その結果、エジプトに HPAIV
が初めて導入された 2006 年に比べて、2008-09 年のウイルスはヒトに感染しやすいと考えら

れるα2,6 SA 糖鎖親和性を獲得していた。 
 

研究成果の概要（英文）：Highly pathogenic avian influenza A virus (HPAIV H5N1) is 
currently widespread in several areas. Although the current H1N1 pandemic may have 
diverted attention from the continuing worldwide circulation of H5N1 virus, the pandemic 
threat of H5N1 is still alarming. In particular, Egypt has unexpectedly had the highest 
number of human cases of H5N1 infection.  In this study, we conducted a molecular- 
epidemiological studies using H5N1 viruses isolated between 2006 and 2008-2009 in Egypt. 
The phylogenetic results showed that recent human isolates clustered into several new H5 
sublineages.  As expected, we found that these H5 sublineages have acquired an enhanced 
binding affinity for α2,6 SA.  
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１．研究開始当初の背景 
（１） 高病原性鳥インフルエンザウイルス
H5N1 のヒトへの感染伝播例は、1997 年に香
港で発生し、その後、2003 年からベトナム、
中国で再び発生した。本研究開始当初は、東
南アジアの各国へ、さらにヨーロッパやアフ
リカへも伝播が広がっており、特に、本研究
が対象とするエジプトはインドネシアに次い
で２番目にヒトへの感染例の多い国であった。
エジプトでのヒトへの感染例は、死亡したニ
ワトリ、アヒル、また野鳥への直接の接触に
依っていることが明らかにされていた。 
（２） エジプトにおけるヒトへの感染確認
に関する情報は、エジプト衛生部、WHO H5
リファレンス実験施設であるアメリカ海軍医
学研究所ユニット（NAMRU-3）から出され
ていたにすぎない。一方、獣医領域や野鳥に
関するH5N1感染に関して把握されている情
報では、エジプトの２６地域中の２１地区
（80%）にまで H5N1 が広がっていることを
示していた。しかし、これは大規模な農場で
のアウトブレイクに関して把握されているも
のの情報であり、野鳥や家畜（ニワトリ、ア
ヒル、ハト、ブタ）に関する詳細な調査はほ
とんど行われていないのが現状であった。 
（３） 本研究代表者は、エジプトのアレキ
サンドリア大学を訪問し、共同研究打ち合わ
せ、学長や獣医学部長との話し合いを通して、
感染動物サンプルの日本への輸出に関する了
解と政府との交渉手続きの了解を取り付け、
アレキサンドリア大学獣医学部と大阪大学微
生物病研究所との共同研究協定の締結も行な
った段階にあった。 
 
２．研究の目的 
 エジプトの農場および民家のニワトリと
アヒルへの H5N1 感染状況をヒト型イン
フルエンザウイルスＡ／Ｂ型および鳥イン
フルエンザウイルス用（研究用に開発）の
イムノクロマト法を用いて、野外迅速診断
を行い、陽性例のサンプリングを行なう。
陽性例は大阪大学微生物病研究所に移送し、
ウイルス分離を行うとともに、その遺伝子
配列情報、各種細胞への感染実験を通して
ウイルス学的性状を把握する。明らかにな
ったエジプト分離株に特徴的なウイルス学
的性状については、リバースジェネティク
スによりその責任遺伝子を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）エジプトにおける H5N1 感染調査に

関する研究体制は、主としてアレキサンド
リア大学の獣医学部のネットワークを用い
る。野外での H5N1 感染の診断は、ヒト型
インフルエンザウイルスＡ／Ｂ型および鳥
インフルエンザウイルス用に開発されてい
たイムノクロマト法を用いて、野外迅速診
断を行った。エジプトから日本への移送が
許可されたものについては、冷凍下で空輸
する。動物の病理標本作製については、ア
レキサンドリア大学獣医学部で行った。日
本に移送したサンプルについては、大阪大
学微生物病研究所感染症共同実験室（Ｐ３
レベルバイオハザード対策実験室）で、ウ
イルス分離とそのウイルス学的性状の解析
を行った。 
（２）ウイルスサンプルは、2007 年 1 月
から 2009 年 2 月までの間に実施した。大
型の農場意外にも、民家が庭先で飼育して
ものや都市部においても屋上で木製の鳥小
屋でこれら鳥類を飼育している場合が多く、
これらからも実施した。症状を示している、
または死亡したニワトリとアヒルの上咽頭
スワブ、肺と気管の計 27 サンプルを採取
した。これらのうち、RT-PCR により H5N1
陽性と判定された 21 サンプルについてウ
イルス分離を実施した。ウイルス分離は、
発育鶏卵を用いて行い、分離可能であった
20 例についてウイルスストックとした。 
（３）遺伝子配列解析は、RT−PCR、クロ
ーニング、その後にそれぞれのセグメント
について少なくとも 3 クローンのシークエ
ンスを行うことにより決定した。 
（４）リバースジェネティクスによるウイル
ス産生は、Fodor et al.(J. Virol. 73: 9679- 
9682)により行った。本研究により得られた
ウイルスの HA 遺伝子と、EG/D1（A/duck/ 
Egypt/D1Br12/2007）由来の他の遺伝子によ
るウイルスを作製した。 
（５）本研究で得られた 21 の HA 遺伝子の系
統樹解析は、NCBI データーベース（http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide）に由来
する、2006〜2009 年の間にエジプトの H5N1
の 85 ウイルスの配列とともに行った。本研
究で得られた 19の NA遺伝子についても同様
に、NCBI データーベースに由来する、2006
〜2009年の間のエジプトのH5N1の 65ウイル
スの配列とともに行った。 
（６）ウイルスのレセプター結合の特異性は、
Yamada et al. (Nature 444: 378-382)に従
って、solid-phase direct binding assay 法
により実施した。 



（７）マウスへの感染実験は、６週齢の
BALB/c マウスを用いて行った。 
 
４．研究成果 
（１）エジプトの H5N1 の HA 遺伝子に関する
系統樹解析を、
NCBI データベー
ス由来の85株と
本研究により得
られた21株の計
106 株について
実施した。その
結果、いずれも
clade 2.2.1 の
クラスターに局
在した。しかし、
幾つかの株は新
た な H5 sub- 
lineage を形成
していた（図１）。
2006〜2007 年の
株は全体に散在
し て い た が 、
2008〜2009 年の
ヒトよび家禽由
来株は A、B (I、
II)、C、D と名付
けた lineage に
局在していることが明らかになった。このこ
とは、2007 年と 2008 年の間にエジプトの
H5N1 は大きな遺伝子変異が起こったことを
示している。一方、NA 遺伝子においては、大
きな変異は認められなかった。 
（２）次に、これらウイルスのレセプターへ

の結合特異性について検討した。トリ型用
SAα2,3Gal お よ び ヒ ト 型 用 SAα2,6Gal 
sialylglycopolymer を 用 い た direct 
binding assay を行った。今回の研究で得ら
れたウイルス株のうち 6株について実施した
ところ、2007 年の２株、2008 年の 1株、2009

年の 2 株は、α2,3 SA への結合性を示した。
この結合パターンは、鳥インフルエンザウイ
ルス H5N3（A/Duck/Hong Kong/820/80）で観
察されるものに近かった。一方、2008 年の
EG/12 株（A/chicken/Egypt/RIMD12-3/2008）
はα2,6 SA への結合性が優位に上昇している
こと、しかし季節性インフルエンザウイルス
（A/Japan/434/ 2003）より高くないことが
明らかになった。この点は、リバースジェネ
ティクスで作製した rEG/D1 の結合性から、
この特異性は EG/12 株の HA の性状に依って
いることが判明した。 
（３）そこで、多くのヒトからの分離株が属
する A および B sublineage に着目して、こ
のα2,6 SA への結合上昇に原因となっている
変異領域について検討した。本研究の上記 6
株に加えて、エジプト株のデータベース由来
の HA 遺伝子配列を比較し、sublineage A 由
来 HA 内のアミノ酸置換 Q196H および S239P
（H3 の残基で）を同定した。そこで、EG/D1 HA
への Q196H 置換を導入したところ、優位に
α2,6 SA への結合上昇が認められた。しかし、
S239P ではごくわずかの上昇が認められたに
すぎなかった。また、両置換を行った場合に
も相乗効果は認められなかった。一方、
sublineage BI の 19 H5N1 株の HA の検討によ
り、S125N、133 deletion、I155T が同定され、
同様に EG/D1 HA への導入を試みたところ、
これら単独ではα2,6 SA への結合上昇は認め
られなかったが、133d/I155T の導入により優
位な上昇が認められた。また、sublineage BII
では、BIで同定された3アミノ酸変異加えて、
V214I が同定され、同様な遺伝子変異導入を
行ったところ、わずかにα2,6 SA への結合上
昇が観察された。 
（４）今回明らかになった上記の Q196H およ
び 133d/I155T は、エジプトのヒト由来株で
は認められなかったので、エジプトの家禽で
出現しているものと考えられた。そこで、ヒ
トの喉頭、気管、肺胞部への結合性を免疫染
色法により行ったところ、肺胞部の type II 
pneumocyte に強い結合性が認められた。喉頭
や気管部への結合性は、季節性インフルエン
ザ（H3N2）に比べて弱かった。 
（５）次に、α2,6 SA への結合上昇が認めら
れた上記 HA の変異について、感染複製への
影響について検討した。その結果、これらの
変異に関わらず、ニワトリの繊維芽細胞にお
いては変化が認められずに高い増殖性が観
察された。しかし、human small airway 
epithelial cells (SAEC)における増殖性は、
これらの変異導入株では優位に高い増殖性
を示した。 
（６）マウスへの鼻腔感染実験を行ったとこ
ろ、上記変異を導入したウイルスは優位に高
い病原性を示した。 
（７）以上の成果により、エジプトにおいて、



2007〜2008 のアウトブレイク中に大きなウ
イルス HA 遺伝子における変異が起こってい
ること、この変異はエジプトにおけるヒトへ
の感染上昇が起こり始めるよりやや先に起
こっていることが明らかになった。しかし、
ヒト分離株では同様な変異は認められてい
ないことから、人への感染はさらに別の変異
が必要と考えられた。 
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