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インフルエンザウイルスワクチン株の鶏卵における分離 

 
研究分担者：桑原 朋子 国立感染症研究所インフルエンザウイルス研究センタ− ・研究官 

 研究協力者：高下 恵美 同上・主任研究官 

 

研究要旨 

現行の季節性インフルエンザワクチンには、発育鶏卵（鶏卵）で分離されたウイルスが用いられ

る。当研究所でも、より有効性の高いワクチン株の選定に貢献することを目的として、全国の地方

衛生研究所や提携医療機関から分与された臨床検体を用いてワクチン候補株の分離を行っている。

近年、A(H3N2)ウイルスはトリ型レセプターとの親和性が低く、鶏卵で増殖させることは非常に困

難である。当研究所においても、従来の方法では全く A(H3N2)ウイルスを鶏卵で分離できなくなっ

てしまったため、分離条件の再検討を行った。その結果、A(H3N2)ウイルスの分離率を上昇させる

ことに成功した。また、我々が鶏卵で分離した A/Saitama/103/2014(H3N2)株は、鶏卵で分離しても

流行株と類似の抗原性を保持していたため、A/Saitama/103/2014(CEXP-002)株は、2017 年に WHO

ワクチン株選定会議においてワクチン候補株として承認された。 

 

Ａ．研究目的 

WHO の季節性インフルエンザワクチン推奨

株は、WHO Collaborating Centre (WHOCC)によ

り鶏卵で分離されたウイルスの中から選定さ

れる。我々、国立感染症研究所インフルエンザ

ウイルス研究センターも WHOCC の一つであ

り、より有効性の高いワクチン株の選定に貢献

するため、全国の地方衛生研究所や提携医療機

関から分与された臨床検体を鶏卵に接種し、ワ

クチン候補株の分離を行っている。しかしなが

ら、近年の A(H3N2)ウイルスは、鶏卵で増殖し

づらく、さらに鶏卵で増殖しても主要抗原であ

る HA に変異が入り、ウイルスの抗原性が変化

する現象が起こっている。ワクチン候補株の抗

原性の変化は、ワクチン株と流行株の抗原性の

乖離を意味しており、これによりワクチンの有

効性も低下することが報告されている。このよ

うな背景のもと、我々は、特に A(H3N2)ワクチ

ン候補株の鶏卵での分離率の改善と、これまで

に 鶏 卵 で 分 離 し た A/Saitama/103/2014 

(H3N2)(埼玉株)の性状解析を試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

27 年度は、2014/15 シーズンと 2015/16 シー

ズンに全国の地方衛生研究所で集められた臨

床検体を用いた。28 年度以降は、4 箇所の提携

医療機関から分与された臨床検体を用いた。ウ

イルスの分離は、27 年度は臨床検体を鶏卵

（9-10 日齢）に直接接種するか、臨床検体を当

研究所において細胞培養ワクチンの種株分離

用に品質管理されている MDCK 細胞（NIID-CK

細胞）に接種し、分離されたウイルスを鶏卵の

羊膜腔および漿尿膜腔で継代することにより

行った。 

28 年度には、臨床検体到着後、まず RT-LAMP
法により検体中のウイルス量の測定と亜型同

定を行い、ウイルス量が低いものを除外した。

ウイルスは、鶏卵の羊膜腔に臨床検体を原液で

接種した。羊膜腔でウイルスが増殖したかどう

かは、HA アッセイまたは、RT-LAMP 法によ

り判定した。29 年度は、28 年度とほぼ同様の

手法を用いたが、鶏卵は従来の 9-10 日齢の白
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玉鶏ジュリアに加え、14 日齢の赤玉鶏ボリスブ

ラウンも用いた。また、ウイルス接種の際に漿

尿膜に接している卵殻膜を取り除かずに、PBS
を添加して膜の透過性を高めて接種する方法

も用いた。羊膜腔で増殖が確認されたウイルス

は、ワクチン候補株として十分な量を確保する

ため、漿尿膜腔でさらに継代した。 
  

（倫理面への配慮） 
該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

27 年度は、臨床検体または NIID-CK 細胞で

分離したウイルスを発育鶏卵に接種し分離を

試みた。その結果、A(H1N1)pdm09 ウイルスを

4 株、A(H3N2)ウイルスを 1 株、B 型ビクトリ

ア系統ウイルスを 2 株分離した。近年の

A(H3N2)ウイルスは、ほぼ例外なく、鶏卵で増

殖するようになると、主要抗原である HA の抗

原部位に変異を獲得し、ウイルスの抗原性が変

化してしまう。ところが、我々が鶏卵で分離し

た A(H3N2)ウイルスの A/Saitama/ 103/2014 株

（埼玉株）は、臨床検体と比較して HA には抗

原部位ではない場所の1ヶ所にしか変異が入っ

ておらず、HA とともにウイルス粒子上に膜タ

ンパクとして存在する NA に 10 ヶ所の変異が

入っていた。またこのウイルスのフェレット感

染血清を作製し、流行株との反応性を調べたと

ころ、流行株と類似の抗原性を保持しているこ

とが明らかになった。埼玉株は、鶏卵で分離し

ても流行株と類似の抗原性を保持した非常に

珍しいウイルスであり、2017 年には WHO の季

節性ワクチン株推奨リストに掲載された。さら

に、29 年度には、埼玉株についてまとめた論文

が科学雑誌 Japan Journal of Infectious Diseases

に受理された。 

 一方で、A(H3N2)ウイルスの分離率は年々降

下傾向にあり、28 年度には 1 株も分離すること

ができなかった。そこで、我々は 28 年度から、

凍結する前のウイルスタイターが高い状態の

臨床検体を羊膜腔に接種すれば分離率が改善

するのではないかと考え、東京都と神奈川県の

提携医療機関から凍結前の臨床検体を分与し

てもらい、鶏卵に接種した。ところが、これら

の臨床検体を用いても、B 型ウイルスでは分離

率が 92%程度であるのに対し、A(H3N2)ウイ

ルスの分離率は 0%であった。29 年度には、

WHOCC ロンドンセンターで採用されている

プロトコルを共有してもらい、このプロトコル

をもとに、分離条件を再検討した。その結果、

使用する鶏卵の種類を 14 日齢の赤玉鶏ボリス

ブラウンに変更し、漿尿膜と接している卵殻膜

を取り除く方法を用いると、A(H3N2)ウイルス

の分離率が 0%から 20%にまで上昇し、他の亜

型のウイルスにおいても高い分離率を保って

いた。この方法により、28 年度には１株も分

離できなかったA(H3N2)ウイルスを 23株分離

することに成功した。その他の亜型では、

A(H1N1)pdm09 ウイルス 37 株、B 型ビクトリ

ア系統ウイルス 20 株、B 型山形系統ウイルス

17 株を分離した。 

 

Ｄ．考察 

A(H3N2)ウイルスは、目まぐるしく変化して

おり、ワクチン株の鶏卵での分離は大きな課題

である。本研究課題で我々は、初年度に

A(H3N2)ワクチン候補株の埼玉株を分離し、こ

の株は 2017 年に WHO からワクチン株として

承認された。このウイルスは HA ではなく NA
に変異を獲得し、抗原性変異を起こさなかった

特殊なウイルスであるため、今後このウイルス

の更なる性状解析を行うことにより、HA の抗

原部位に変異を獲得しないワクチン候補株の

開発に寄与することが期待される。また、29
年度に鶏卵分離の手法を再検討したことによ

り、これまで分離することが困難であった

A(H3N2)ウイルスの分離に成功した。今回改良

した手法を用いることにより、今後さらに多く

のワクチン候補株を分離し、より有効性の高い

ワクチン株が分離できると期待される。 
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Ｅ．結論 

インフルエンザウイルスは、変異を起こしや

すく、流行するウイルスも日々変化する。今後

も有効性の高いワクチン株の分離を目指し、新

たな分離手法の開発や、既存の手法を改良して

いくことは、公衆衛生上非常に重要である。 
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