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研究成果の概要（和文）： 

高病原性鳥インフルエンザウイルスが発生しているベトナムやインドネシアの患者や動物の
検体中のウイルスを解析することによって、以下の知見を得た。 
① ベトナムの患者から薬剤耐性ウイルスが分離されたが、新規薬剤が効果的である。 
② インドネシアのブタには H5N1 が蔓延しており、ヒトへの伝播の温床となる可能性がある。 
③ ヒトの病原性に関わる変異は患者体内で生じているが、分離によって選択されてしまう恐

れがある。 
④ 多くの市販の迅速診断キットはＨ5Ｎ1の検出も可能である。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The persistence of H5N1 avian influenza viruses in many Asian countries and their ability 
to cause fatal infections in humans have raised serious concerns about a global flu 
pandemic.  We obtained important results as below: 
① Oseltamivir-resistant H5N1 viruses have been isolated from oseltamivir-treated 

patients. The investigational drug T-705 has effectively protects mice from lethal 
infection with these viruses. 

② H5N1 viruses have been transmitted to pigs on multiple occasions in Indonesia.  
③ A direct analysis of the viral RNAs of H5N1 viruses in patients revealed that efficient 

virus propagation in the human. Viruses grown in culture or eggs did not always reflect 
those in patients.  

④ Many influenza rapid diagnostic tests are available for the detection of H5N1 
influenza virus infections. 
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１． 研究開始当初の背景 

2003年以来、高病原性鳥インフルエンザウ
イルスＨ５Ｎ１がアジア各国で流行し、多く
の感染者が確認され、そのうちの6割以上が
死亡している。現在までは鳥からヒトへの感
染例のみで、ヒトからヒトへの大規模な蔓延
は起こっていないが、遺伝子の突然変異や遺
伝子再集合によって、ヒトからヒトへの感染
を始める可能性は大いにある。鳥インフルエ
ンザウイルスはパンデミックを起こす新型
インフルエンザの先駆けになり得るので、厳
重な警戒態勢が必要である。人類は前世紀、
三度のパンデミックを経験し、多くの貴重な
人命の損失のみならず経済的な打撃も受け
た。現代ではひとたび新型インフルエンザが
発生すれば、高度に発達した交通機関により、
瞬く間に世界中に広がり、多くの犠牲者が出
ることが予想される。これに対して、我々は
情報網の発達や医療技術の向上によって対
応する必要がある。医療技術の向上の中には、
診断技術の開発や予防ワクチンの開発、抗イ
ンフルエンザ薬の開発が含まれる。そのうち
の抗インフルエンザ薬は近年開発され、すで
に臨床でその有効性が評価されている。しか
し、Ｍ２阻害薬であるアマンタジンの例にあ
るようにウイルスは耐性の獲得という手段
を講じてくる。現にベトナムで多くの犠牲者
を出している高病原性鳥インフルエンザウ
イルスはすでにアマンタジンに耐性である
ことが確認されている。そこでアマンタジン
とは作用機序の違うノイラミニダーゼ阻害
薬であるオセルタミビルを治療に使用する
必要がある。オセルタミビルは臨床的に耐性
ウイルスが出にくい薬剤であるとされてい
るが、我々は日本において流行期に使用され
たオセルタミビルによって、季節性のＨ３Ｎ
２、Ｈ１Ｎ１インフルエンザウイルスのなか
に、すでに耐性を持つものを高頻度に検出し
ている。 
高病原性鳥インフルエンザウイルスＨ５

Ｎ１もオセルタミビル耐性を獲得する可能
性があり、そのサーベイランスを行う必要が
あると考えた。 
 

２． 研究の目的 

Ｈ５Ｎ１高病原性鳥インフルエンザウイ
ルスがアジアを中心に蔓延し、多くの感染
者が死亡している。インフルエンザ治療に
効果的なオセルタミビルはＨ５Ｎ１鳥イン
フルエンザ治療にも適用されているが、Ｈ
５Ｎ１が変異を獲得してヒト-ヒト感染に
よる大規模蔓延を起こしたときには薬剤耐
性の出現は脅威となる。そこで、このウイ
ルスがヒトに蔓延しないような対策や新規
抗ウイルス剤の開発に必要な情報を得るこ
とを目的として、オセルタミビルを投与さ

れた高病原性鳥インフルエンザ感染患者の
検体からウイルスを分離し、耐性変異を持
つウイルスの探索を行い、遺伝学的または
生物学的な性状を詳しく解析し、高病原性
トリインフルエンザウイルスのオセルタミ
ビル耐性機構を解明する。 

 

３． 研究の方法 

（１）検体の輸入 
Ｈ５Ｎ１高病原性鳥インフルエンザウイ

ルスが蔓延し多数の感染患者の出ているベ
トナムおよびインドネシアより感染患者の
検体及び患者発生周辺地域の感染動物検体
を輸入する。（農林水産省の輸入禁止品輸
入許可申請）なお、患者および感染動物の
検体の採取部位や病歴、発生地域などの情
報も収集した。       

 
（２）ウイルス分離 

細胞及び発育鶏卵を用いて、検体よりウイ
ルスを分離した。高病原性鳥インフルエンザ
ウイルスはＢＳＬ3の病原性微生物であり、
その取り扱いはＰ３実験室において行った。
分離したウイルスは遺伝子の解析やウイル
スの性状解析に使用した。 
           
（３）ウイルス遺伝子解析  

分離したウイルスのＲＮＡから逆転写し
た後、各遺伝子特異的プライマーを使用して
ＰＣＲを行い、遺伝子の塩基配列を決定した。 

なお、患者体内における耐性変異の出現頻
度は低く、その存在比は低い可能性があり、
分離したウイルスでは選択的に耐性変異が
排除されてしまう可能性がある。そこで、検
体から直接ウイルスＲＮＡを抽出し、ＲＴ－
ＰＣＲを行い、そのＰＣＲ産物をクローニン
グした後、複数のクローンの塩基配列を解析
することによって、存在比の低い耐性変異を
検出することとした。 
 
（４）性状解析   

分離したウイルスは、さまざまな細胞にお
けるウイルス増殖能や薬剤に対する感受性、
レセプター特異性などの解析を行った。 
 
（５） 動物実験  

ヒトのインフルエンザ感染モデル動物で
あるフェレットを用いて、薬剤耐性ウイルス
の生体内での増殖能の比較や薬剤感受性の
検討を行った。 

また、高病原性鳥インフルエンザウイルス
の哺乳類における病原性を解析するために、
マウス、ダチョウ、カニクイザルなどに感染
させウイルス学的ならびに病理学的解析を
行った。 

 



（６） 迅速診断キットの検定 
 ２００９年時点において我が国で販売さ
れていた２０種類の迅速診断キットについ
て、サブタイプや年代、クレードの異なるイ
ンフルエンザウイルスを希釈し、どこまで検
出可能か否かを比較検討した。 
 

４． 研究成果 
（１） ベトナムにおけるＨ５Ｎ１感染 
 ベトナムでは 2003 年に初めてヒトでの感
染が確認されて以降、多数の死亡例が報告さ
れた。我々は禁止品の輸入許可申請の上、ベ
トナムから感染患者の検体を輸入した。2004
年から 2010 年までに 13回検体の送付があり、
分離作業の結果、31 株を得た。これらのウイ
ルスのオセルタミフル耐性に関わるＮＡ遺
伝子の解析の結果、1 株から耐性変異を検出
した。この耐性ウイルスは細胞培養における
薬剤感受性は耐性を示したが、ウイルス増殖
性が低下しており、塩基配列解析の結果、Ｎ
Ａ274 番目のヒスチジンがチロシンに変異し
ていた。 
 ベトナムの患者から薬剤耐性変異は 1例の
みであったが、分離したウイルスのすべての
遺伝子の塩基配列を解析し、ヒトで伝播しや
すい変異（ＰＢ2蛋白質 627 番目、701 番目）
を持つものが検出され、マウスにおける病原
性に違いがあることを確認した。 
 
（２） インドネシアにおけるＨ5Ｎ1感染 
 インドネシアでは 2003 年からヒトへの感
染例が頻発し、世界最多の感染死亡者数が報
告されているが、インドネシア政府の方針で
感染患者の検体やウイルスの輸出は制限さ
れている。ごく初期に得られたヒトの数検体
のうち 1検体からウイルスを分離することが
出来た。 
 Ｈ５Ｎ１は鳥由来のウイルスであるが、ブ
タで流行を繰り返すと、ヒトで効率よく伝播
するようなウイルスに変化する可能性があ
る。そこでブタにこのウイルスが蔓延してい
ないかサーベイランスを行い、また、伝播し
やすいような変異を獲得していないかを解
析した。その結果、インドネシアにおいてブ
タは何ら症状を示さずにＨ5Ｎ1 ウイルスに
感染していることが示された。系統樹解析の
結果から、遺伝的に異なるウイルスが鳥から
ブタへ複数回独立して伝播していることが
わかった。また、ブタから得られたウイルス
の中にはヒト型レセプターを認識する変異
を有しているものもあり、ヒトへの蔓延の可
能性を含むものであり、今後も監視が必要で
ある。 
 
（３） 病原性に関する変異の解析 

現在、高病原性鳥インフルエンザウイルス
によるヒトへの感染は限局的であるが、ウイ

ルスが変異することによってヒトーヒト感
染による大規模蔓延を起こしたときには薬
剤耐性の出現は脅威となる。薬剤耐性変異の
監視だけではなく、ヒトに容易に感染しやす
くなる変異や強い病原性をもたらす変異の
監視及びその解析も重要であると考えた。 

哺乳類における病原性に関わる変異とし
てＰＢ２蛋白質の６２７番目と７０１番目
が重要であることが知られているが、さまざ
まな部位から採取された患者の検体を直接、
ＲＴ－ＰＣＲしクローンの塩基配列を解析
することによって、ウイルスは患者体内です
でにこれらの変異を獲得していることがわ
かった。また、これらの変異は細胞や発育鶏
卵で分離作業を行う事によって、選択されて
しまう恐れがある事が示された。また、ダチ
ョウの細胞においてウイルスを継代するう
ちに患者体内での変異と同様に６２７番目
や７０１番目の変異が増大していく可能性
が示された。 

患者検体中のウイルスの解析によって、Ｐ
Ｂ２だけではなくレセプター特異性に関わ
るＨＡにおいても、患者体内で変異が生じて
いることもわかった。 

 
（４） Ｈ5Ｎ1ウイルスの迅速診断 
 季節性インフルエンザの治療には早期に
抗ウイルス剤を用いることが有効であるこ
とが分かってきている。早期の治療のために
は簡便に迅速に診断する必要があり、迅速診
断キットが多用されている。２００９年時点、
国内で２０種類の迅速診断キットが販売さ
れていたが、これらは高病原性鳥インフルエ
ンザＨ５Ｎ１を判定可能か検定した。ベトナ
ムおよびインドネシアから輸入し分離した
ウイルスを含む、１６株のＨ５Ｎ１ウイルス
を同じ感染価にそろえた後、希釈し、同じ容
量で２０種類のキットの説明書に従って判
定した。Ａ型インフルエンザウイルスである
Ｈ５Ｎ１ウイルスは迅速診断キットでは判
定可能であるが、キットによってはウイルス
量が少ない場合に判定できないものがある
ことが分かった。 
 
（５） 新規薬剤の効果 
 オセルタミビルに対する薬剤耐性変異は
ベトナムの少女の検体から得られた１例だ
けであったが、このウイルスについてオセル
タミビルとは違う作用機序の新規抗インフ
ルエンザ薬Ｔ-７０５の効果をマウスにおい
て確認した。Ｔ－７０５はインフルエンザウ
イルスのＲＮＡポリメラーゼによる遺伝子
複製を阻害するが、宿主細胞に対する毒性が
低く、ウイルスに対する高い選択性が認めら
れている。マウスを殺す十分な量のＨ5Ｎ1 ウ
イルスを感染させた後、300mg/kg で 1 日 2回
8 日間投与することによって、100％正残した。



オセルタミビル耐性ウイルスや耐性変異を
導入したウイルスに対しても効果があるこ
とが確認された。また、ウイルス接種後、72
時間に投与を開始した場合でも 100％生残し、
臨床応用に有用となる可能性が示唆された。 
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