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研究成果の概要（和文）：抗インフルエンザ薬耐性ウイルスの発生動向を迅速に把握し、自治体および医療機関
に速やかに情報提供するために、現行のNA阻害剤（オセルタミビル、ペラミビル、ザナミビル、ラニナミビル）
に対する耐性ウイルス検出系を改良し、より高感度で安全な検出方法を確立した。さらに、世界に先駆けて日本
で承認された新規抗インフルエンザ薬ファビピラビルについて、国内での使用に備えて、耐性ウイルス検出系を
確立した。

研究成果の概要（英文）：The surveillance of antiviral-resistant viruses is important for public 
health authorities and clinicians to control influenza. Here, we improved fluorescence-based and 
chemiluminescence-based neuraminidase (NA) inhibition assays for determining influenza 
susceptibility to NA inhibitors, oseltamivir, zanamivir, peramivir and laninamivir. Then we 
established a cell-based screening system to evaluate the susceptibility of influenza viruses to a 
novel antiviral drug, favipiravir, a viral RNA-dependent RNA polymerase inhibitor.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 抗インフルエンザ薬　薬剤性ウイルス
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１．研究開始当初の背景 
2009年に出現したA(H1N1)pdm09ウイルスは、
日本を含む世界各国に広がり、世界的大流行
を引き起こした。A(H1N1)pdm09 ウイルスはそ
の後も、A(H3N2)および B 型ウイルスと混在
して小、中規模な流行を続けており、世界各
国でウイルスが検出されている。日本国内に
おいては、A(H1N1)pdm09 の予防および治療に
は主に、インフルエンザウイルスの NA 蛋白
を標的とする NA 阻害剤、オセルタミビル（商
品名タミフル）、ザナミビル（商品名リレン
ザ）、ペラミビル（商品名ラピアクタ）およ
びラニナミビル（商品名イナビル）が使用さ
れている。世界各国で分離されている
A(H1N1)pdm09 ウイルスのほとんどは NA 阻害
剤に対して感受性であるが、散発的に NA 蛋
白に特徴的なアミノ酸変異（H275Y）をもつ
オセルタミビル耐性ウイルスが検出されて
いる。日本は世界最大級の抗インフルエンザ
薬使用国であり、薬剤耐性ウイルスが出現す
る危険性が高い。耐性ウイルスが流行の主流
になれば、医療機関における治療方針の見直
しが必要となるため、国内における耐性ウイ
ルスの発生状況を迅速に把握し、自治体およ
び医療機関に速やかに情報提供することは
公衆衛生上極めて重要である。日本国内では、
2008/2009 インフルエンザシーズンにおける
NA 阻害剤耐性 A(H1N1)pdm09 ウイルスの検出
率は 0.5%であったが、2009/2010 シーズンに
は 1.1%、2010/2011 シーズンには 2.0%と増加
傾向が認められている。これらの耐性ウイル
スはすべて NA蛋白に H275Y 耐性変異をもち、
オセルタミビルのみならずペラミビルに対
しても交叉耐性を示した。2010/2011 シーズ
ンには抗インフルエンザ薬の未投与例から
検出される耐性ウイルスの割合が半数近く
を占め、ヒトからヒトへの感染伝播が増加し
ている可能性が示唆された。また、A(H3N2)
ウイルスに関しては、2010/2011 および
2011/2012シーズンにNA蛋白にR292K耐性変
異をもち、H275Y 耐性変異ウイルスと同様に
オセルタミビルおよびペラミビルに対して
交叉耐性を示すウイルスを検出した。今後も
引き続き、抗インフルエンザ薬耐性ウイルス
の発生動向について注意深く監視を続ける
必要がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 現行の抗インフルエンザ薬耐性ウイル
スの検出系では、ウイルス分離株を用いるた
め、患者から採取した臨床検体から培養細胞
を用いてウイルスを分離する必要がある。し
たがって、臨床検体中に含まれるウイルス量
が少ない等の理由によりウイルス分離が困
難な場合には、耐性ウイルスの検出試験を行
うことができず、耐性ウイルスを見逃す危険
性がある。そこで本研究では、現行の耐性ウ
イルス検出系を見直し、ウイルス分離を行わ
ずに耐性ウイルスを検出できるように改良
する。 

(2) 現在、日本国内では抗インフルエンザ薬
として 4 種類の NA 阻害剤が販売されている
が、日本国内での販売に向けて現在承認申請
中の新規抗インフルエンザ薬ファビピラビ
ルは、NA 阻害剤とは全く異なる作用機序をも
つため、これまでの試験系では耐性ウイルス
を検出することができない。しかも、ファビ
ピラビルは日本国内で開発された純国産の
薬剤であり、世界に先駆けて日本での販売承
認が申請されている状況であり、日本が先陣
を切ってファビピラビル耐性ウイルスの検
出系を開発し監視体制を確立する必要があ
る。そこで本研究では、新規抗インフルエン
ザ薬ファビピラビルに対する耐性ウイルス
の検出系を開発する。 
(3) 中国で断続的にヒトへの感染が報告さ
れている鳥インフルエンザ A(H7N9)ウイルス
等の新興ウイルスに関しては、日本国内での
パンデミック発生時に治療方針を決めるた
めには、抗インフルエンザ薬に対するウイル
スの感受性の確認が不可欠である。新興ウイ
ルスを用いて耐性ウイルスの検出試験を行
う場合は、BSL-3 施設内での作業が必須であ
り、作業者の負担も大きい。そこで本研究で
は、鳥インフルエンザ A(H7N9)ウイルス等の
新興ウイルスを対象とする安全性の高い耐
性ウイルス検出系を構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) 耐性ウイルス検出系には MUNANA 基質を
用いる蛍光法、NA-Star 基質あるいは NA-XTD
基質を用いる化学発光法があるが、いずれの
基質を用いた場合も、現行の方法では、臨床
検体の解析には感度が不十分であった。そこ
で、新たに開発された高感度の QFlu 基質を
用いる化学発光法を含めて、臨床検体に最適
な実験条件を検討する。使用する検体量、基
質の種類、添加する抗インフルエンザ薬濃度、
反応時間、反応液量等の実験条件を検討し、
ウイルス分離を行わずに臨床検体から直接
耐性ウイルスを検出できる方法を見出す。 
(2) 新規抗インフルエンザ薬ファビピラビ
ルは、現在ヒトの世界で流行している
A(H1N1)pdm09 ウイルス、A(H3N2)ウイルスお
よびB型ウイルスのすべてを対象としている
ため、すべての型、亜型のウイルスに対応し
得る耐性ウイルス検出系を開発する必要が
ある。培養細胞を用いて新規抗インフルエン
ザ薬ファビピラビル存在下および非存在下
でウイルスを増殖させ、増殖能を比較する実
験条件を検討する。ウイルス力価の基準値と
してはプラーク形成法によるPFU値あるいは
50% Tissue Culture Infectious Dose 
（TCID50）法による TCID50値の採用を検討す
る。また、ウイルスの増殖能の違いをより迅
速に簡便に比較するために、ウイルスによる
細胞変性効果（Cytopathic effects; CPE）
の検出方法として、プラーク形成法あるいは
生細胞を識別する比色定量分析法を検討す
る。ウイルスの増殖能は 50% Effective 



Concentration (EC50)値に基づいて比較する。 
(3) 鳥インフルエンザ A(H7N9)ウイルスおよ
び高病原性鳥インフルエンザ A(H5N1)ウイル
スを不活化し、不活化ウイルスを用いる実験
条件を検討する。ウイルスの不活化に関して
は、Triton X-100 あるいはβ-プロピオラク
トンの添加による不活化を検討する。耐性ウ
イルス検出系には MUNANA 基質を用いる蛍光
法および NA-XTD 基質を用いる化学発光法を
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 2013年11月から2014年初めにかけて札
幌市を中心とした北海道内で、オセルタミビ
ル・ペラミビル耐性の A(H1N1)pdm09 ウイル
スの地域流行が起こり、北海道における耐性
ウイルスの検出率は 28% に 達した。
A(H1N1)pdm09 ウイルスは、2009 年に出現し
パンデミックを引き起こしたが、北海道にお
けるオセルタミビル・ペラミビル耐性ウイル
スの地域流行は、薬剤耐性ウイルスの流行と
しては、世界的にもこれまでで最大規模であ
った。そこで本研究では、当初の研究計画を
一部変更し、北海道で地域流行を起こしたオ
セルタミビル・ペラミビル耐性ウイルスにつ
いて、in vivo および in vitro における性状
を解析し、リスク評価を行った。また、同時
期の世界113カ国における薬剤耐性ウイルス
の検出状況をまとめ、日本国内の状況と比較
した。その結果、北海道で地域流行を引き起
こしたオセルタミビル・ペラミビル耐性の
A(H1N1)pdm09 ウイルスは、中国で検出された
耐性ウイルスと同一由来であり、米国で検出
された耐性ウイルスとは遺伝的に系統が異
なることが明らかになった。また、北海道で
検出された耐性ウイルスは、ウイルスの増
殖・伝播適合性に寄与するアミ酸変異をもち、
ヒト上気道のモデル細胞およびフェレット
の上気道でよく増殖すると共に、フェレット
において感受性ウイルスと同程度の飛沫伝
播能を有していた。したがって、アミノ酸変
異によって増殖・伝播適合性を獲得した耐性
ウイルスが、北海道内においてヒトの間で感
染伝播した可能性が示唆された。 
(2) 2014 年末から 2015 年にかけてインドを
中心に A(H1N1)pdm09 ウイルス感染による死
者が多数報告されたため、当初の研究計画を
一部変更し、インドで流行を起こした
A(H1N1)pdm09 ウイルスについて性状解析を
実施し、リスク評価を行った。その結果、イ
ンド株は現在日本国内で主に使用されてい
る4種類の抗インフルエンザ薬すべてに対し
て感受性を保持しており、さらにワクチン株
と同様の抗原性をもつことからインフルエ
ンザワクチンの効果も期待されることが明
らかになった。 
(3) インフルエンザウイルスによるCPEをも
とにウイルスの増殖能を簡便に測定する方
法を確立し、EC50値を指標として、ファビピ
ラビルに対する耐性ウイルスを検出する系

を構築した。構築した試験系を用いて、NA 阻
害剤耐性の A(H7N9)、A(H1N1)pdm09、A(H3N2)
および B型ウイルスについて、ファビピラビ
ル感受性を調べた結果、すべての NA 阻害剤
耐性ウイルスはファビピラビルに対して感
受性を示すことが明らかになった。また、臨
床試験においてファビピラビル投与患者か
ら分離された A(H1N1)pdm09、A(H3N2)および
B 型ウイルスについて、ファビピラビル感受
性を調べた結果、すべてのウイルスはファビ
ピラビルに対する感受性を保持しており、耐
性ウイルスは検出されなかった。一方、同一
患者からファビピラビル投与前後に分離さ
れたペアウイルスについて、RNA ポリメラー
ゼのアミノ酸配列を比較した結果、57 ペア中
4ペアでファビピラビル投与後に PB1、PB2 あ
るいは PA 蛋白に１箇所のアミノ酸置換が認
められた。 
(4) 高感度の QFlu 基質を用いる化学発光法
によりウイルス分離を行わずに臨床検体中
の耐性ウイルスを直接検出する系を確立し
た。また、中国でヒトへの感染が続いている
鳥インフルエンザ A(H7N9)ウイルスあるいは
高病原性鳥インフルエンザ A(H5N1)ウイルス
等について、NA 阻害剤耐性ウイルスの検出を
より安全に実施するために、Triton X-100 ま
たはβ-プロピオラクトンによりウイルスを
不活化し、不活化ウイルスを用いる検出系を
確立した。MUNANA 基質を用いる蛍光法、
NA-StarあるいはNA-XTD基質を用いる化学発
光法のいずれにも対応可能である。 
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