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研究成果の概要（和文）：H5N1インフルエンザウイルスが、ヒトで効率よく増殖・伝播するように変化することに関わ
るウイルス因子を明らかにするために、H5N1ウイルスが正常ヒト気管支細胞(NHBE)に適応する過程で獲得した変異につ
いて解析を行った。効率のよい増殖に寄与するヘマグルチニン（HA）の変異の一部は、ウイルスの熱安定性やpH依存的
なHA蛋白質の膜融合能、および上部気道上皮細胞における細胞傷害活性に関与しており、より季節性ウイルスに近い性
状へと変化していた。この成績は、H5N1ウイルスがヒト細胞で効率よく増殖する因子を同定するとともに、季節性ウイ
ルスへと適応していくメカニズムの一端を説明するものと考える。

研究成果の概要（英文）：To better understand how H5N1 influenza viruses could become to replicate and 
transmit efficiently among humans, we analyzed mutations occurred in H5N1 viruses through the adaptation 
to normal human bronchial epithelial (NHBE) cells. We found some HA mutations responsible for the 
efficient replication in NHBE cells affected thermal stability, fusion activity and cytotoxicity, 
suggesting such mutations might confer the phenotype of seasonal human viruses to avian H5N1 viruses.

研究分野： ウイルス学

キーワード： インフルエンザ　適応

  ２版
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１． 研究開始当初の背景 
 

H5N1 インフルエンザウイルスは、
ヒトへの散発的な感染は起きているもの
の、ヒト間での効率の良い伝播は起きて
いない。インフルエンザウイルスがヒトから
ヒトに効率よく伝播するには、くしゃみや咳
などにより拡散される必要があり、鼻などの
上部気道で効率よく増殖することが重要で
ある。そのためには、ウイルスの膜表面タ
ンパク質の１つであるヘマグルチニン（HA）
がヒトの上部気道に多く発現しているヒト型
レセプターと結合することやウイルスのポリ
メラーゼがヒトの細胞で効率よく働くことな
どが重要であると考えられている。しかし、
一部のウイルスは、ヒト型レセプターの認
識に関わる変異やヒト細胞でポリメラーゼ
が効率よく働くことに関与する変異を有し
ているが、効率の良い伝播は起きていな
い。つまり、ヒト間の伝播には、それ以外の
重要な因子があると考えられる。H5N1 ウイ
ルスがヒトの間で流行を起こすには、更に
ヒトに適応し変異を獲得する必要あるが、
どのように変化した場合、ヒト間で伝播する
ようになるのか、そのメカニズムを解明し、
病原性がどのように変化するか解析するこ
とは、今後、新たなパンデミックを起こす可
能性をもつH5N1ウイルスのリスク評価およ
びパンデミックの事前策を講ずる上で重要
である。 

 
 
２．研究の目的 

H5N1 インフルエンザウイルスがヒト細胞で
効率よく増殖し伝播するためには、既存の
変異以外には、どのようなウイルス因子が重
要であるか明らかにし、そのメカニズムを明
らかにすることでパンデミックに対する事前
策に有用な知見を得る。 

 
 
３．研究の方法 

(1) 正常ヒト気管支細胞（NHBE）細胞に適

応した H5N1 ウイルスで起きた様々な変異

について、NHBE での高い増殖性に寄与

する変異を同定する。 

(2) ヒト分離 H5N1 ウイルスについて、ヒト呼吸

器上皮細胞での増殖性を調べ、よく増え

る株については、どのアミノ酸変異が高い

増殖性に寄与しているか特定する。 

(3) （１）および(2)で同定した変異が起きること

で、レセプター特異性、熱安定性、膜融合、

ウイルスポリメラーゼ活性、薬剤耐性、細

胞傷害活性等のウイルス性状がどのように

変化したか解析する。 

(4) マウスやフェレット等を用いて、各変異の

増殖性や病原性等への影響を解析する。 

 
 
４．研究成果 
(1) ヒト呼吸器上皮細胞での効率のよい増
殖に関与するアミノ酸変異の同定。 
 ヒト分離 H5N1 ウイルスおよびヒト気管支
細胞(NHBE)馴化ウイルスについて、NHBE 細胞
およびヒト肺胞上皮細胞（A549 細胞）におけ
る増殖性を調べ、高い増殖性に関与するアミ
ノ酸変異を同定した。その結果、レセプター
結合を担う糖タンパク質であるヘマグルチ
ニン（HA）や PB2、PA などのウイルスポリメ
ラーゼ複合体の構成蛋白質、マトリックス（M）
タンパク質等における変異が、それぞれ独立
して寄与することを明らかにした。 
 
(2)PB2、PA 蛋白質における変異の機能解析 
 PB2、PA 蛋白質におきた各変異について、
ヒト由来細胞（NHBE,293 細胞）にて、ウイル
スのポリメラーゼ活性への影響を調べたと
ころ、いずれの変異についても変異の有無に
よる顕著な差は認められなかった。ポリメラ
ーゼ活性を上昇させる働きとは異なるメカ
ニズムで関与していると思われる。 
 
(3)HA 蛋白質における変異の解析 
 いずれの HA 蛋白質の変異においても、レ
セプター特異性への顕著な影響は見られな
かった。しかし、一部の変異については、膜
融合の際の指摘 pH に影響しており、より高
い（より季節性のヒトインフルエンザウイル
スに近い）pHで膜融合できるようになってい
た。その変異は熱安定性を不安定化してしま
うが、異なる変異が更に起きることで、熱安
定性が回復することが明らかになった。 
 
(4)変異ウイルスの細胞傷害活性の解析 
NHBE 馴化ウイルスは NHBE 細胞において、親
株に比べ低い細胞傷害活性を示した。そこで、
呼吸気道に置いて、深部に位置する肺胞上皮
細胞(A549)と上部にある鼻腔上皮細胞およ
び293細胞について比較解析した。その結果、
A549 細胞については、顕著な差がなかったが、
鼻腔上皮細胞や 293 細胞においては、変異ウ
イルスが親株よりも低い細胞傷害活性を示
した。なお、いずれの細胞においても、変異
ウイルスが親株に比べ高い増殖性を示した。
季節性ウイルスは、上部気道において、顕著
な細胞傷害を示さずに、効率よく増殖すると
考えられていることから、本研究の変異ウイ
ルスにおける変化は、より上部気道で増えや
すくなる、ヒト間の伝播形態に即した適応で
ある可能性が示唆された。 
 



(5) フェッレトにおける病原性の評価 
 一部の変異ウイルスについては、既にフェ
レットを用いた病原性解析を実施していた
ため、そのデータを再評価した。その結果、
細胞傷害活性低下等に関わる HA の変異は、
フェレットにおいても病原性の低下に関与
しうることが示唆された。 
 

以上の成績は、H5N1 ウイルスがヒト細胞

で効率よく増殖する因子を同定するととも

に、ヒト以外を宿主とするインフルエンザウ

イルスが、季節性ウイルスへと適応していく

メカニズムの一端を説明するものと考える。 
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