
 

59 
 

厚生労働行政推進調査事業費（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

総合研究報告書 

 
動物由来インフルエンザウイルスのレセプター結合特異性及び 
次世代シークエンサーを用いた全ゲノム解析に関する研究 

 
研究分担者 白倉 雅之  

国立感染症研究所・インフルエンザウイルス研究センタ− ・主任研究官 

 

研究要旨 

 現在、主に東南アジアや中近東では高い致死率を伴う高病原性鳥インフルエンザ A(H5N1)ウイル

スのヒト感染例が、未だ絶えず報告されている。さらに、2013 年に発生した鳥インフルエンザ

A(H7N9)ウイルスは、季節に応じて発生と消失を繰り返している。このような背景から、迅速かつ

的確にウイルスの詳細な性状解析を実施し、ヒトへの感染リスク評価を実施することは、重要な意

義を持つと考えられる。本研究では、動物由来インフルエンザウイルスのリスク評価のため、レセ

プター結合特異性実験及び次世代シークエンサーを用いた全ゲノム解析を行った。その結果、合成

シアロ糖鎖ポリマーを用いたレセプター結合特異性実験、次世代シークエンサーを用いた全ゲノム

解析の有用性を示すことが出来た。 
 

Ａ．研究目的 

 現在、主に東南アジアや中近東では高い致死

率を伴う高病原性鳥インフルエンザ A(H5N1)ウ

イルスのヒト感染例が、未だ絶えず報告されて

いる。世界保健機関（WHO）の報告によれば、

2017 年 9月 27 日現在、16 カ国で、860 例の感

染者数が確認され、そのうち 454 名が死亡して

いる。さらに、2013年 3月に中国で発生した鳥

インフルエンザ A(H7N9)ウイルスは、中国さら

に他の周辺諸国に拡大している。WHO の報告で

は、2018 年 3 月 2 日現在、1567 例の感染者数

が確認され、そのうち 615 名の死亡例が報告さ

れている。また、鳥インフルエンザ A(H5N6)ウ

イルスが我が国をはじめ、中国、台湾、韓国な

どのアジア諸国、またヨーロッパにまで拡大し

ている。これらのウイルスがヒトからヒトへ容

易に伝播可能なウイルスに変異し、新型インフ

ルエンザの出現が危惧されている。 

 インフルエンザウイルスは、HA蛋白を使って

宿主細胞表面のレセプターに結合して感染を

開始する。HA蛋白とレセプター分子との結合特

異性は、ウイルスが分離された宿主動物によっ

て異なる。ヒトの季節性インフルエンザウイル

スの HA蛋白はシアル酸がガラクトースにα2,6 

結合した糖鎖（Neu5Acα2,6Gal：ヒト型レセプ

ター）を、鳥から分離されたインフルエンザウ

イルスの HA 蛋白はシアル酸がガラクトースに

α2,3 結合した糖鎖（Neu5Acα2,3Gal：鳥型レ

セプター）を、特異的に認識する。それらの HA

蛋白のレセプター認識特異性と一致して、ヒト

の上気道ではヒト型レセプターが、鳥ウイルス

の主な増殖部位である腸管では鳥型レセプタ

ーが、豊富に発現している。このように、HA

蛋白のレセプター認識特異性と宿主が発現す

るレセプターの種類との相関がインフルエン

ザウイルスの宿主域を規定していると考えら

れている。従って、鳥インフルエンザウイルス

がヒト上気道細胞に効率良く感染するために

は、その HA 蛋白のレセプター特異性が鳥型か

らヒト型へ変換する必要がある。このようなヒ

トへの適応変異を早期に検出することが、パン

デミック対策の上でも非常に重要となる。 
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 本研究では、動物由来インフルエンザウイル

スのヒトへの感染リスク評価のため、合成シア

ロ糖鎖ポリマーを使用してレセプター結合特

異性実験とその改良を試みた。さらに、次世代

シークエンサーを用いた全ゲノム解析を実施

した。 
 

Ｂ．研究方法 

1）ウイルス：中国 CDC より分与された

A/Anhui/1/2013 (H7N9) 、

A/Guangdong/17SF003/2016 (H7N9)、台湾 CDC

より分与された A/Taiwan/1/2014 (H7N9) , 

A/Taiwan/1/2017 (H7N9)を使用した。比較対照

ウ イ ル ス 株 と し て 、 NIBRG-14 

(A/Vietnam/1194/2004: H5N1) 、

A/California/4/2009 (H1N1pdm09) 、

A/Narita/1/2009 (H1N1pdm09)を使用した。こ

れらのウイルスを発育鶏卵あるいは MDCK 細胞

を用いて増殖させ、ニワトリ赤血球（CRBC）を

用いて赤血球凝集（HA）価を測定し、ストック

した。 

 2）遺伝子解析：ウイルス全ゲノム解析は、

次世代シーケンサーを使用して行った。ウイル

ス培養液から QIAamp Viral RNA Mini Kit 

(QIAGEN)を用いて RNA を抽出した。抽出した

RNAは、NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for 

Illumina (New England Biolabs)、あるいは、

Multi-segment RT-PCR により増幅後、NEBNext 

Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina (New 

England Biolabs)を使用して DNA ライブラリー

を調製後、MiSeq（Illumina）にて解析した。

得られた塩基配列は、CLC Genomics Workbench

を使用して、リファレンス配列との Assemble

を行い、コンセンサス配列の作成と変異解析を

行った。 

 3）レセプター結合特異性実験：α2,3または

α2,6 結合した 2 種類の合成シアロ糖鎖ポリマ

ー（Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1-pAP-α

-PGA、Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-pAP-α

-PGA：中部大学 生命健康科学部 鈴木康夫教授

より分与）を用いた Solid-phase binding assay

を行った。上記、合成シアロ糖鎖ポリマーを

各々、96 well plate にコーティング後、ウイ

ルス培養液（HA価 32-64）を吸着させ、抗イン

フルエンザウイルス NP 抗体を使用した ELISA

法により結合ウイルスを検出した。 
  

（倫理面への配慮） 
該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

 比 較 対 照 ウ イ ル ス と し て 用 い た

A/California/4/2009 (H1N1pdm09) 、

A/Narita/1/2009 (H1N1pdm09)は、ヒト型レセ

プターであるα2,6 結合した糖鎖のみに結合性

を 示 し た 。 一 方 、 NIBRG-14 

(A/Vietnam/1194/2004: H5N1)は、鳥型レセプ

ターであるα2,3 結合した糖鎖のみに結合性を

示した。この結果は、既に論文等で報告されて

いる結果と一致し、本実験の信頼性が示された。 

 次に、2013 年、2014 年にヒトから分離され

た A(H7N9)ウイルスを用いて実験を行った。

A/Anhui/1/2013 (H7N9) 、 A/Taiwan/1/2014 

(H7N9)の 2つのウイルスは、鳥型レセプターで

あるα2,3 結合した糖鎖のみならず、ヒト型レ

セプターであるα2,6 結合した糖鎖にも結合性

を示した。 

また、Multi-segment RT-PCR による増幅後、ウイ

ルス株 A/Guangdong/17SF003/2016 (H7N9)及び

A/Taiwan/1/2017 (H7N9)の全ゲノム解析を行っ

た結果、迅速かつ正確にウイルス株の全ゲノムを

解析することが出来た。 
  

Ｄ．考察 

 今回、解析に用いた A(H7N9)ウイルスの 2 株

は、遺伝子解析の結果、HA遺伝子にヒト型レセ

プターに親和性を示すアミノ酸変異である

Q226L(H3 numbering)を有していた。さらに、

Q226L に加えてヒト型レセプターへの結合能を

高める別の変異(G186V: H3 numbering)をも有
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していた。しかしながら、レセプター結合特異

性実験の結果から、依然として、鳥型レセプタ

ーに対して強い結合性を示した。このことは、

このウイルスがヒト型レセプターに優先的に

結合するためには、これらのアミノ酸変異に加

えて、レセプター結合特異性を変換させる別の

変異が必要であることが示唆された。 
 

Ｅ．結論 

 本研究により、動物由来インフルエンザウイ

ルスのヒトへの感染リスク評価のための方法

の一つとして、ウイルスのレセプター結合特異

性を簡便に調べることが可能となった。さらに

次世代シークエンサーを用いたウイルス全ゲ

ノム解析が可能となった。今後は、主に鳥イン

フルエンザウイルスを中心とした動物由来イ

ンフルエンザウイルスの遺伝子解析、抗原性解

析に加え、レセプター結合特異性を加えた継続

的なサーベイランスの実施が必要であると考

えられる。 
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