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研究要旨 

 有効性の高いインフルエンザワクチンの製造、供給には流行株の性状を正確に捉え、流

行株の抗原性に一致したウイルス株をワクチン製造用株として選定することが肝要である。

従来流行株の抗原性解析は赤血球凝集阻止（HI）試験を用いて行われてきたが、近年の赤

血球凝集活性が極めて弱く HI 試験に供試できない A/H3N2 亜型株流行拡大を受け、中和試

験法による A/H3N2亜型株抗原性解析を確立した。さらにこの中和試験法を改良し、試験精

度や結果の再現性により優れたウイルス感染細胞巣減数試験法（Focus reduction assay, 

FRA）を確立、実際のサーベイランス業務へ導入することで A/H3N2 亜型分離株抗原性解析

業務のさらなる推進に寄与した。 

 

Ａ．研究目的 

インフルエンザウイルスはその性状を

変化させ続け、毎時期のワクチン戦略に常

に懸案をもたらす。インフルエンザ流行株

の性状を時期に即して正確に捕捉すること

はインフルエンザ感染制御戦略において基

本的かつ肝要な事項である。特に流行株の

抗原性を解析し、これに合致したウイルス

株をワクチン製造に供することを目的にウ

イルス株サーベイランスが国内外の連携の

下精力的に行われている。本研究では国内

外のインフルエンザウイルス野外流行株の

抗原性解析業務を時期に即して遅滞なく実

施する。また、2014 年春期以降 HA による

赤血球凝集活性が極めて低く、HI 試験を用

いた抗原性解析に供試できない A/H3N2 亜

型株が急速に分布を広げてきたことを受け、

これに対応すべく H3N2 亜型分離株の抗原

性解析代替手法の模索検討し、中和試験法

による抗原性解析法、さらには試験精度、

結果再現性の向上が見込める改良変法であ

るウイルス感染細胞巣減数試験法（Focus 

reduction assay, FRA）を確立し、実際の

ウイルス株サーベイランス分離株抗原性解

析業務に実用導入することで、将来のワク

チン製造用株選定に際しての正確かつ有用

な検討資料を提供していくことを目的とす

る。 

 

Ｂ．研究方法 

１）細胞株 

インフルエンザウイルス分離増殖に広く

用いられる MDCK 細胞は 10%FCS と抗生物質

を添加した D-MEM 培地を用いた静置培養に

て、継代維持を行った。 

インフルエンザウイルスの受容体を人為

的に強発現させた細胞株である MDCK-SIAT1

細胞（SIAT1）はロンドン WHO協力センター
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から提供を受けた。SIAT1の維持は、5%FCS

と抗生物質を添加した D-MEM 培地を用いた

静置培養にて、標準手順書に記載の手法に

従って行った。 

２）供試ウイルス株 

2014/15、2015/2016、2016/2017 および

2017/18シーズンに全国地方衛生研究所（地

衛研）においてインフルエンザ患者の検体

から分離された後、当センターに分与提供

されたウイルス株を MDCK 細胞あるいは

SIAT1 細胞で再増殖後、抗原性解析に供し

た。 

３）ウイルス分離・継代 

MDCK細胞または SIAT1細胞を 25cm2細胞

培養用フラスコに播種し、単層形成後に分

与ウイルス株を D-MEM 培地で 10-1000 倍に

適宜希釈したものを 0.5ml 接種した。ウイ

ルス接種後の培養維持には血清不含、

3µg/ml アセチル化トリプシン添加の D-MEM

培地を使用し、34℃、5%CO2の恒温条件下で

72 時間静置培養した。接種 72 時間後に培

養液を回収遠心し、得られたウイルス液を

供試材料とした。 

４）赤血球凝集（HA）試験 

常法 HA 試験については、検体ウイルスの

２倍階段希釈列を PBS で作製し、これにウイ

ルス液と等量の 0.5%ニワトリあるいは 0.5%

七面鳥赤血球液を加え、45分間反応後、赤血

球の完全凝集像を示すものを HA 陽性と判定

した。 

５）赤血球凝集阻止（HI）試験 

参照血清は時期代表的なウイルス株をフ

ェレットに感染させ、２週間後に採取した血

液から分離回収した。常法 HI 試験では、参照

血清の２倍階段希釈列を PBS で作製し、これ

に４HA価含有に調製したウイルス液を等量混

合後 60分間反応させた。この血清／ウイルス

混合液に 0.5%ニワトリあるいは 0.5%七面鳥

赤血球液を加え、45分間反応後、赤血球凝集

の完全阻止像を示すものを HI 陽性と判定し

た。 

６）中和試験法 

 WHO Global Influenza Surveillance 

Network 刊 行 の  “ Manual for the 

laboratory diagnosis and virological 

surveiilance of influenza” 内 Part 2.G 

Serological diagnosis of influenza by 

microneutralization assay に記載の方法

に準じて行った。参照血清の２倍階段希釈

列 を 96 穴 プ レ ー ト 上 で 作 製 後 、

100TCID50/50l に調製したウイルス液と

混合、1時間反応後、細胞懸濁液を添加し、

18-20時間、34℃の CO2インキュベーター内

で培養した。培養後の細胞プレートをアセ

トン固定後、抗インフルエンザウイルス NP

抗体とペロキシダーゼ標識２次抗体を用い

た酵素免疫抗体(ELISA)法によるウェルの

呈色反応をもってウイルス感染細胞の存否

を判定した。中和抗体価はウイルス感染の

阻止が認められた血清希釈倍数に基づいて

算定した。 

７）ウイルス感染細胞巣減数試験法 

（Focus reduction assay, FRA） 

  参照血清の２倍階段希釈列を作製し、前

日に SIAT１細胞を 2.5x104/ウェル播種、一

晩培養した 96 穴プレートの各ウェルに添

加した。これに一定量のウイルス液を加え、

１時間の中和反応後、Avicel ないしカルボ

キシメチルセルロース（CMC）半流動体ゲル

を各ウェルに添加した。18-20 時間、34℃

の CO2インキュベーター内で培養後、被験プ

レートを固定、細胞透過処理後、抗インフ

ルエンザウイルス NP 抗体とペロキシダー

ゼ標識２次抗体を用いた酵素免疫抗体法に

より、ウイルス感染細胞巣（focus）を呈色

させ、形成 focusを ImmunoSpotアナライザ

ー（CTL 社）を用いて自動計数した。中和

抗体価は focus 形成数の有意な減数が観察

された血清希釈倍数に基づいて算定した。 
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（倫理面への配慮） 

本研究においては、鼻腔スワブ等の臨床

検体を用いるに際し、国立感染症研究所倫

理審査委員会の審査を経て承認を受けた。

供試検体は匿名処理を行い、検体提供者特

定および個人情報流出の防止に配慮してい

る。また、フェレット血清作製にかかる動

物実験倫理に関しては、国立感染症研究所

動物実験委員会の審査を経て承認を受けた。 

 

Ｃ．研究結果 

１）2015/16 シーズン A/H1N1pdm09 亜型お

よび B型ウイルス野外流行株の HI試験によ

る抗原性解析 

 

 2015/16 シーズンの A/H1N1pdm 亜型野外

分離株はワクチン製造株である高増殖性

A/California/7/2009 (X-179A)のフェレッ

ト感染血清との反応性をみると、2014/15

シーズン 3 - 8 月期に比べて、抗血清のホ

モ HI価（抗血清と当該抗血清作製に用いた

ウイルスとの反応価）から 4 倍の低下を示

す分離株の割合が増加していた（図１）が、

4倍の低下は抗原性類似の範疇に入るため、

分離株のほぼ全てが A/California/7/2009

に抗原性が類似した株であると判定された。 

 B 山形系統の野外分離株はほぼ全てが

2015/16 シ ー ズ ン の ワ ク チ ン 株

B/Phuket/3073/2013の細胞分離株および鶏

卵分離株のいずれにも抗原性が類似してい

た（図２）。 

 B ビクトリア系統の野外分離株は

B/Texas/02/2013 鶏卵分離株のフェレット

感染血清との反応性低下を示す割合が増加

していた（図３）が、4 倍の低下は抗原性

類似の範疇に入るため、2015/16 シーズン

のワクチン株 B/Texas/02/2013 に抗原性が

類似した株であると判定された。 

 

 

図 1 各種フェレット感染血清と
A(H1N1)pdm09分離株との反応性 

 

図 2 各種フェレット感染血清と B 山形系

統分離株との反応性 
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図 3 各種フェレット感染血清と B ビクト

リア系統分離株との反応性 

 

２）2016/17シーズン A/H3N2 亜型ウイルス

野外流行株の中和試験法による抗原性解析 

 

2015/16 および 2016/17 シーズンの

A/H3N2亜型野外分離株の抗原性解析は中和

試験法を用いて行った。A/香港/4801/2014

株は 2016/17 シーズンの国内用ワクチン株

である。この株をフェレットに感染して得

た抗血清と野外分離株との反応性を見た場

合、2016 年 3-8月期には７割以上、2016年

9 月以降７割程度の野外分離株がホモ中和

抗体価と比べて同等（４倍差以内）の交代

価を示していた。ワクチン製造に供される

同鶏卵株、高増殖性株の場合では 2016年 3

月以降、それぞれの抗血清との中和抗体価

がホモ価に比べ４倍差以内に収まっている

野外分離株は１割未満であり、分離株の多

くがワクチン製造株と抗原性が異なってい

る傾向が認められた（図４）。 

 

 

図４ 各種フェレット抗血清と A/H3N2亜型  
  分離株との反応性 

 

３）A/H3N2亜型分離株抗原性解析における

中和試験改良変法の確立 

 

上述中和試験法による野外分離株の抗

原性解析では算定される抗体価の結果の安

定性に疑義が生じたため、試験結果再現性

をより高めるために手法の改良を進めた。

結果として、ウイルス感染細胞巣減数試験

法（Focus reduction assay, FRA）を各種

使用試薬や試験条件の検討を経て、実際の

野外分離株抗原性解析業務に導入可能な抗

原性解析改良変法として確立した（図５）。 
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図５ FRA試験プレートの一例 

 

 

      

 

 

４）2017/18シーズン A/H3N2 亜型ウイルス

野外流行株の FRA による抗原性解析 

 

2017年9月以降に分離された野外流行株

について、FRA による抗原性解析を行った

結果、2017/18 シーズンの国内ワクチン株

である A/香港/4801/2014 株をフェレット

に感染して得た抗血清と野外分離株との反

応性を見た場合、５割程度の野外分離株が

抗細胞分離株血清とホモ価と同等（４倍差

以内）の中和抗体価を示していた。しかし、

ワクチン製造に供される同鶏卵株、高増殖

性株の場合ではホモ価に比べ４倍差以内に

収まっている野外分離株は１割未満であり、

分離株の多くがワクチン株と抗原性が異な

っていた（図６）。一方で、A/シンガポール

/INFIMH-16 -0019/2016 株は細胞分離株に
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対する抗血清とは８割以上、抗鶏卵分離株

血清とは５割程度の野外分離株がホモ価と

の反応性差異が４倍以内であり、現在の野

外 分 離 株 と A/ シ ン ガ ポ ー ル

/INFIMH-16-0019/2016株の抗原的類似性が

確認された（図６）。 

 

 

 

 
図６ 各種フェレット抗血清と A/H3N2亜型  
  分離株との反応性 

 

 これら結果は国内外で毎年度実施された

ワクチン株選定会議に際しての有用な資料

として活用され、次期ワクチン推奨株の決

定に大きく寄与した。 

 

Ｄ．考察 

 常に変異を続けその性状を変化させるイ

ンフルエンザウイルスは、従来の手法では

その性状を解析出来ない事態が生じること

も推定される。このような事態による分離

株サーベイランスの破綻は極力回避しなけ

ればならないものであり、有事に際しての

代替手段の検討、導入が速やかに実施出来

るような情報の収集、実験技術面の修練は

強く望まれるものである。本研究を通じて

確立したウイルス感染細胞巣減数試験法

（Focus reduction assay, FRA）は、分離

株抗原性解析に常法として用いられている

HI試験の代替手法として、A/H3N2亜型分離

株の抗原性解析に十分に利用でき、従来の

中和試験法よりも試験精度や結果再現性に

優れるものと考えられた。これにより当該

業務の今後の成果拡大も見込まれる。 

 

 

Ｅ．結論 

本研究期間を通じて、毎年流行するイン

フルエンザの野外流行株の抗原性状を時期

に即して遅滞なく解析を行った。A/H3N2亜

型分離株抗原性解析は従来の HI 試験では

行えない近年の状況を踏まえて、これの代

替手法の確立、改良に努め、ウイルス感染

細胞巣減数試験法（Focus reduction assay, 

FRA）をインフルエンザウイルス株サーベイ

ランス業務に導入し、成果をあげた。これ

ら成果は国内外で毎年度実施されたワクチ

ン株選定会議に提供され、次期ワクチン推

奨株の決定に大きく寄与した。 

 

 

Ｆ．研究発表 
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・ Takashita E, Kiso M, Fujisaki S, 

Yokoyama M, Nakamura K, Shirakura M, 
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M, and the Influenza Virus 

Surveillance Group of 

Japan.    ,Characterization of a 

large cluster （ outbreak ）  of 

influenza A(H1N1)pdm09 virus 

cross-resistant to oseltamivir and 

peramivir during(in) the 2013-14 

influenza season in 

Japan.,Antimicrob. Agents. 
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2016.,Euro surveill.,21(24),,2016 
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型インフルエンザウイルスの最近の変
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