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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が、近年の

A/H3N2 亜型野外流行株は赤血球凝集活性が極めて弱く、赤血球凝集阻止（HI）試験による抗原性

解析が行えない状況にある。昨年度までに改良中和試験法であるウイルス感染細胞巣減数試験法

（Microneutralizing/Focus Reduction Assay, MN/FRA）を HI 試験代替手法として樹立、A/H3N2 亜型

分離株抗原性解析業務に実践導入した。本研究では、抗原性解析試験の精度向上ならびに野外流行

株抗原性状の正確な捕捉に資することを目的に、今期間の A/H3N2 亜型分離株について、上述 

MN/FRA による抗原性解析試験を実施し、当該抗原性解析手法の高い精度や信頼性を示した。 

 

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。２０

１４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 H3N2 亜型株が急速に分布を広げたこと

を受け、近年では中和試験法およびその

改良変法であるウイルス感染細胞巣減数試

験法 

（ Microneutralizing/Focus Reduction Assay, 

MN/FRA）を代替手法として H3N2 亜型分離株

の抗原性解析を実施している。本研究は、今期

A/H3N2 亜型分離株抗原性解析において

MN/FRA を実践実施し、MN/FRA での抗原性解

析試験精度の維持・向上およびインフルエンザ

ウイルス A/H3N2 亜型野外流行株の抗原性状の

正確な捕捉に寄与することを目的とする。 

 

 

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 

2018/2019 および 2019/2020 シーズンに WHO

協力センターから分与された参照株、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
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与提供された野外分離株をSIAT1細胞で再増殖

後、あるいは協力医療機関より提供された臨床

検体から当センターで分離したウイルス株を

用いた。 

３）ウイルス分離・継代 

SIAT1 細胞を 25 ㎠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 1000 倍に希釈したもの、あるいは臨床

検体原液を 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）ウイルス感染力価測定（Focus assay） 

 各供試株について、200nM 濃度オセルタミビ

ルを添加した希釈用培地を用いて 100.5 倍階段

希釈列を作製し、前日に SIAT１細胞を 2.5×104/

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。１時間の吸着反応後、半流

動体ゲル Avicel®を各ウェルに添加した。34℃

のCO2インキュベーター内で 18-20時間静置培

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。各ウェルの focus

数およびそのウェルの希釈倍数に基づいてウ

イルス感染力価（Focus forming unit, FFU）を算

出した。 

５）MN/FRA 

  200nM 濃度オセルタミビルを添加した希釈

用培地を用いて参照血清の２倍階段希釈列を

作製し、前日に SIAT１細胞を 2.5×104/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、半流動体ゲル Avicel®を

各ウェルに添加した。34℃の CO2 インキュベー

ター内 18-20 時間静置培養後、被験プレートを

固定、細胞透過処理を行い、上述４）の記載に

準じて、酵素免疫抗体法で呈色させた形成 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。 

 

（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

を用いることに際し、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 

MN/FRA による A/H3N2 亜型分離株の抗原

性解析結果を例示する（表１）。通常、参照抗

血清と供試株の HA 遺伝子グループが一致して

いる場合、高い反応性（抗体価）を示す傾向に

あり、両者の抗原性は類似していると判定され

る。例えば HA 遺伝子グループ 3C.2a1b+131K

に属する A/Kanagawa/ZC1805/2019 細胞株に対

する抗血清は相同力価 360 を示しており、同等

の反応性（２倍差以内の抗体価）を示す供試株

は A/Kanagawa/ZC1805/2019 細胞株と抗原性が

類似しているものと確認できる。一方で由来を

同一とするものの、分離増殖基材が異なる

A/Kanagawa/ZC1805/2019 鶏卵株については、

抗血清の相同力価 2560 に比し、

A/Kanagawa/ZC1805/2019 細胞株に対する抗体

価は 320 と 1/8 の価を示し、細胞株と鶏卵株で

の抗原性の相違が認められた。通常インフルエ

ンザワクチンは孵化鶏卵をウイルス増殖基材

として、鶏卵株を用いて作製されるため、鶏卵
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株と野外分離供試株との抗原的類似性の評価

はワクチン株選定作業においても意義が大き

い。上述 A/Kanagawa/ZC1805/2019 細胞株と抗

原的に類似していた野外分離供試株も

A/Kanagawa/ZC1805/2019 鶏卵株との抗原性で

は相違を認めたため、A/Kanagawa/ZC1805/2019 

鶏卵株と抗原的に類似した株でワクチンを製

造した場合にはワクチン抗原と野外流行株と

の抗原性が合致しない状況が予想された。別の

遺伝子グループである 3C.2a1b+135K+137F に

属する A/Kanagawa/ZC1841/2019 株の抗原性解

析結果からは、細胞株と鶏卵株とで抗原性の相

違度は大きくなく、細胞株、鶏卵株ともに遺伝

子グループが同じ野外分離株とは抗原的に類

似していると考えられた。 

 

表１ MN/FRA による A/H3N2 亜型分離株抗原性解析結果の一例 

 

 

A/Kansas/14/2017株は遺伝子グループ3C.3aに

属する株であり、2019/20 シーズンワクチン株と

して選定されたものである。しかし、2019/20 シ

ーズンの国内では遺伝子グループ 3C.3a に属す

る 株 の 流 行 は ほ と ん ど 確 認 さ れ ず 、

A/Kansas/14/2017 株の細胞株、鶏卵株共に抗血清

と野外分離供試株との反応性は非常に乏しかっ

た。 

野外流行株の抗原性状の趨勢や変遷を捕捉す

る一助とするために、2018/19 シーズン後半およ

び 2019/20 シーズン前半に流行した野外分離株

の抗原性解析を実施し、各参照株との抗原的類

似性を評価、集計を行なった（表２の１、２の

２）。 
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表２の１ 2018/19 シーズン後半に分離された A/H3N2 亜型株の抗原性評価集計結果 

 
 

2019 年初頭以降、遺伝子グループ 3C.3a に

属する株はほとんど検出されず、野外流行株の

ほぼ全ては抗 A/Kansas/14/2017 株血清と極め

て乏しい反応性を示した。ワクチン抗原と流行

期野外株との抗原性合致度という点において

は、2019/20 シーズンワクチン株としての至適

性が懸念された。2018/19 シーズン後半では、

７割程度の野外分離株が遺伝子グループ

3C.2a1（3C.2a1b+135N、3C.2a1b+135K 等を含

む）に属する各参照株抗血清とよく反応性して

おり、抗原的にこれら 3C.2a1 参照株と類似し

ているものと考えられた。2019/20 シーズン前

半には遺伝子グループ 3C.2a1b+131K あるいは

3C.2a1b+135K+137F に属する株が同程度の割

合で野外流行株の主流を占めていた。遺伝子グ

ル ー プ 3C.2a1b+131K に 属 す る 参 照 株

A/Kanagawa/ZC1805/2019 と

3C.2a1b+135K+137F に 属 す る 参 照 株

A/Kanagawa/ZC1841/2019 とは互いに抗原性が

相違しており、それぞれの参照抗血清と高い反

応性を示す野外分離株の割合も各遺伝子グル

ープの流行分布割合と相関していた。また、

A/Kanagawa/ZC1805/2019 鶏卵株に対する抗血

清は多くの野外分離株との乏しい反応性が示

された。A/Kanagawa/ZC1841/2019 株では細胞

株と鶏卵株で参照抗血清と野外分離株との反

応性に大きな差は認められなかった。 

 

Ｄ．考察 

本研究では、MN/FRA を用いて 2019 年から

2020 年初頭に分離されたインフルエンザ

A/H3N2亜型野外分離株の抗原性解析を実施し

た。近年の A/H3N2 亜型野外株は遺伝的にも抗

原的に多様化が著明であり、至適なワクチン株

選定に向けては野外流行株の抗原性状の迅速

かつ正確な捕捉が求められている。本期間を通
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じて実施された抗原性解析試験からは、分離株

の遺伝学的情報から推定される抗原性の変遷

を感度良く捉えられており、本手法を用いた抗

原性解析の精度の高さが確認できた。 

 

表２の２ 2019/20 シーズン前半に分離された A/H3N2 亜型株の抗原性評価集計結果 

 
 

2019/20 シーズンのワクチン株である

A/Kansas/14/2017 の抗原性が同シーズンの野外

流行株と相違していることが明らかとなった。

しかしながらワクチン接種後ヒト血清を用い

た抗体調査の結果からは、被験者群において

2019/20 シーズンの野外流行株に対する抗体価

の維持・上昇が相応頻度に観察された。同シー

ズンにおいて A/H3N2 亜型の大規模流行には至

らなかった理由の一つとして推察された。 

2019/20 シーズンは遺伝子グループならびに抗

原性の異なる株が同程度の割合で混在流行し

ていることが明らかになった。今後の流行状況
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がどのようになるのかの予測は難しいものの、

ワクチンの抗原性と直接に関連する鶏卵株の

抗原性状を考慮した場合、遺伝子グループ

3C.2a1b+135K+137F に 属 す る

A/Kanagawa/ZC1841/2019 が一定数の野外分離

株と抗原的類似性を示しており、当該株あるい

は当該株に抗原的に類似した株がワクチン製

造候補株に至適であるものと考えられた。 

本研究によって実際の分離株抗原性解析業

務における MN/FRA の有用性や高い信頼性が

示された。当該業務の今後の成果拡大も見込ま

れる。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、既存の手法ではその

性状解析が正確に行え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え手段

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今後も持続的に望

まれるものである。 

 

Ｅ．結論 

MN/FRA を用いた A/H3N2 亜型株抗原性解

析試験の高い精度や信頼性を実際の 2018/19、

2019/20 シーズンインフルエンザ分離株サーベ

イランス業務での実践を通じて示した。得られ

た抗原性解析結果は次期 2020/21 シーズンワク

チン推奨株の選定に際しての検討資料として

有効に活用された。 
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