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研究成果の概要（和文）：H5N1高病原性鳥インフルエンザウイルスは東南アジアおよびエジプトにおいて鳥類における
流行地域を獲得している。特に、エジプトは近年ヒト感染例が多く報告される特異な地域である。本研究では、イムノ
クロマトの原理に基づく新しい鳥インフルエンザ検出キットを開発した。また、当該キットを用いて、エジプトおよび
東南アジア地域で飼育される家畜・家きんから鳥インフルエンザウイルスを検知することで、現地で蔓延するウイルス
の感染状況および性状変化を評価した。その結果、エジプトにおいて、ヒトにこれまでより感染しやすい変異ウイルス
が出現し、野外で現在優勢に流行していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：H5N1 highly pathogenic avian influenza viruses have become endemic in birds in 
Southeast Aria and Egypt. In particular, Egypt has a 
substantially　higher　prevalence　of　H5N1　viruses　than　any　other　country,　with　collateral　human 
infection. In this study, we developed a novel immunochromatographic strip test to detect influenza virus 
receptor binding specificity. Using the easy-to-use detection system, we surveyed the H5N1 virus 
dissemination and evolutionary dynamics in the H5N1 endemic areas. The results showed that a novel H5N1 
virus variant with enhanced infectivity toward humans had emerged in Egypt and is now dominant in the 
country.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
(1) H5N1 亜型高病原性鳥インフルエンザウ
イルス（以下、H5N1ウイルス）は、東南ア
ジアおよび中近東地域で鳥類における感染
流行域を獲得している。当該地域では、鳥－
ヒト間のウイルス伝播によって、ヒトに致死
率が 50％と極めて高い重度の呼吸器疾患を
引き起こすことから重大な社会問題となっ
ている。繰り返されるウイルス伝播の過程に
おいて、遺伝子変異の蓄積により新しい形質
を獲得した H5N1 ウイルスが出現する可能
性が危惧されている。一方で、ウイルス性状
の変化動態に焦点を当てた包括的な H5N1
ウイルス疫学調査はこれまで実施されてい
ない状況にあった。 
 
(2) インフルエンザウイルスの感染性を決定
する重要な要素の１つは、レセプター糖鎖に
対する結合親和性である。鳥インフルエンザ
ウイルスがヒトに効率的に感染するように
進化するためには、ウイルスのレセプター糖
鎖指向性が2,3Sia（鳥型糖鎖）から2,6Sia
（ヒト型糖鎖）に変化する必要がある。私た
ちの研究グループは、先行研究において、ヒ
ト型糖鎖への親和性と高めた変異 H5N1 ウ
イルス群がエジプトで出現していることを
明らかにしていた。そのため、エジプトにお
いて当該変異ウイルス群の蔓延状況を詳細
に調査する必要があると同時に、東南アジア
地域において同様の H5N1 ウイルス変化動
態が確認されるか調査する必要があった。 
 
２．研究の目的 
(1) これまで実用化されていないインフルエ
ンザウイルスのレセプター糖鎖親和性迅速
診断キットを開発することで、インフルエン
ザ疫学調査を効率的に実施する。 
 
(2) エジプトや東南アジア地域を拠点とする
研究機関と連携することで、鳥インフルエン
ザウイルスが蔓延する当該地域で流行する
H5N1ウイルスの蔓延状況と性状変化動態に
ついて包括的な疫学調査を実施する。 
 
３．研究の方法 
(1) インフルエンザウイルスのレセプター糖
鎖親和性迅速診断キットの開発は、中部大学
および株式会社カイノスとの共同研究によ
り実施した。具体的には、レセプター糖鎖を
模倣した sialylglycopolymerを用いて、アビ
ジン－ビオチン増幅系とイムノクロマトの
原理に基づくテストストリップを構築した。
当該キットによる判定の正確性は、
solid-phase direct binding assay（ELISA）
法（Watanabe Y. et al., PLoS Pathog 2009, 
5:e1000654）による結果と比較することで評
価した。 
 
(2) エジプトにおけるH5N1ウイルス疫学調
査では、先行研究において共同研究体制を構

築しているアレキサンドリア大学医学部・獣
医学部とダマンフール大学医学部・獣医学部
と連携することで、北エジプトの Alexandria
および Beheira県で飼育されている家畜・家
きんを対象に感染個体から咽頭スワブまた
は臓器サンプルを採取した。 
 
(3) 東南アジアにおけるH5N1ウイルスの調
査では、J-GRID におけるベトナム拠点とイ
ンドネシア拠点を敷設する長崎大学熱帯医
学研究所および神戸大学医学部と、それぞれ
のカウンターパートであるベトナム国立衛
生疫学研究所およびアイルランガ大学獣医
学部と連携することで、各地域で飼育されて
いた家禽からウイルスを分離して解析に用
いた。 
 
(4) 解析対象とするウイルス蔓延地域を広げ
るために、ウイルス株数は限定されるが、タ
イ、中国および日本で分離されたH5N1ウイ
ルスについて、NCBI databaseに登録された
ウイルス遺伝子配列からリバースジェネテ
ィクス法により組み換えウイルスを作出し
て解析に用いた。 
 
(5) エジプトで採材したウイルスサンプルに
ついては、農林水産大臣の許可を受けて日本
に輸送し、大阪大学微生物病研究所 BSL3施
設において発育鶏卵接種によりウイルス分
離を試みると共に RT-PCR 法によってウイ
ルス遺伝子解析を実施した。ベトナムおよび
インドネシアにおけるウイルスサンプルに
ついては、それぞれベトナム国立衛生研究所
およびアイルランガ大学のBSL3施設におい
て取り扱った。 
 
(6) 開発した迅速診断キットの有用性評価を
エジプト、ベトナム、インドネシアにおいて
分離されたウイルス株を用いて実施した。エ
ジプト流行株については、臨床サンプル（咽
頭スワブおよび臓器サンプル）とウイルスを
増殖させた漿尿液を評価に用いた。ベトナム
およびインドネシア流行株については、ウイ
ルスを増殖させた漿尿液のみを評価に用い
た。 
 
(7) H5N1 ウイルスの遺伝子解析(3)−(4)の結
果に基づき、Neighbor-Joining法による系統
解析を実施した。また、(5)により決定した各
ウイルス株のレセプター糖鎖親和性を系統
樹上にプロットすることで、レセプター糖鎖
親和性が変化した変異ウイルス群の分布・蔓
延状況と進化動態を包括的に調査した。 
 
４．研究成果 
(1)インフルエンザウイルスのレセプター糖
鎖結合親和性診断キットを世界で初めて構
築した（図 1）。当該診断キットは、ウイルス
サンプルと診断キットを構成するテストス
トリップおよび反応液があれば、簡易に目視



によってウイルスのレセプター糖鎖結合特
異性を診断できる。このことから、特に鳥イ
ンフルエンザが蔓延する海外地域で有用性
が高い設計である。 
 

 
当該診断キットを用いて感度・特異性評価を
実施したところ、鳥インフルエンザウイルス
の鳥型糖鎖親和性およびヒトで流行する季
節性インフルエンザウイルスのヒト型糖鎖
親和性をそれぞれ 32 HA 力価で検出するこ
とができた。一方で、変異ウイルスが獲得す
る微弱なヒト型糖鎖親和性を検出するため
には、128 HA力価が必要であった。しかし
ながら、128−512 HA力価のウイルスサンプ
ルをキットに供することで、迅速（計 30分）
かつ正確にウイルスのレセプター糖鎖結合
親和性を評価できることが明らかとなった。 
 
(2) 近年のエジプト流行株（2010～2014年）
の多くが、鳥型糖鎖親和性を維持したまま、
より高いヒト型糖鎖親和性を獲得しており、
迅速診断キットを用いても両親和性ウイル
ス群がエジプトで出現していることが分か
った。系統樹解析の結果から、これらのウイ
ルス群は、2011年以降エジプトで優勢に検出
されている clade 2.2.1-C（clade 2.2.1.2）に
属することが明らかとなった。一方で、以前
の研究で報告された抗原性が異なるが典型
的な鳥型糖鎖親和性を示すclade 2.2.1.1は現
在ほとんど検出されなかった。 
 
(3) ベトナム流行株（2003～2013年）は、系
統樹解析の結果から clade 1、clade 2.3.2.1、
clade 2.3.4 に属していることが明らかとな
ったが、解析した全てのウイルスが典型的な
鳥型糖鎖親和性を維持していた。 
 
(4) インドネシア流行株（2005～2012年）は、
系統樹解析の結果から clade 2.1.3 に属する
ことが分かったが、解析した全てのウイルス
が典型的な鳥型の糖鎖親和性を維持してい

た。 
 
(5) タイ、中国および日本で分離されたウイ
ルス株は、それぞれ clade 1、clade 2.3.4、
clade 2.5に属していたが、解析した全てのウ
イルスが典型的な鳥型の糖鎖親和性を維持
していた。 
 
(6) 以上の結果から、現在H5N1ウイルスは、
アジアおよび中近東地域において遺伝的に
急速に多様化することで様々な cladeに進化
していることが明らかとなった。また、特に
エジプトでは、鳥類においてこれまでよりも
ヒト型糖鎖親和性が高く変化した両親和性
ウイルス群が優勢に伝播していた。このこと
は、エジプトにおいて近年H5N1ウイルスの
ヒト感染例が際立って多い一因である可能
性がある。一方で、アジア地域では、様々な
clade に属するウイルスが混在して流行して
いるにも関わらず、レセプター糖鎖結合親和
性は鳥型を維持していた。これらの知見から、
エジプトは H5N1 ウイルス由来パンデミッ
クウイルス出現の潜在性が最も高い地域で
あると推察された。同地域で流行するH5N1
ウイルスの進化動態を今後も注視する必要
があると考えられる。これらの成果とH5N1
ウイルスに対する防疫対策については、大学
および Glycoforum（糖質科学について最先
端の情報を発信している専門家向け Web サ
イト）のホームページにおける紹介や関連学
会における研究成果発表によって、広く社会
へ発信した。 
一方で、本研究課題における疫学調査では、
エジプトにおける両親和性ウイルス群の出
現機序は明らかにできなかった。エジプトで
流行するH5N1ウイルスは、ヒト適応化に重
要 な リ メ ラ ー ゼ 領 域 の 変 異 で あ る
PB2-E627K をすでに共通して獲得している
特徴がある。このような同地域に蔓延する
H5N1 ウイルスの特異な進化動態について、
今後さらに包括的なフィールド調査や分子
ウイルス学的な解析が必要であると考えら
れる。 
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