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緒 言 

 

H5N1亜型高病原性鳥インフルエンザウイルス（以下、H5N1ウイルス）は現在、アジア・アフリカ地域において鳥

類で伝播を繰り返す常在域を獲得している。当該地域では感染鳥との濃厚接触によるヒト感染事例が継続して報告され

ており、重度の呼吸器疾患を病因とする高い致死率（約60%）が重大な社会問題となっている。また家禽・家畜と隣り

合わせで暮らす風土から、当該地域から H5N1 由来新型インフルエンザ（パンデミック）ウイルスが出現する可能性

が指摘されている。パンデミックウイルス出現が社会に及ぼす影響は、2009年のH1N1 pdmの事例からも明らかなよ

うに世界規模かつ重大である。そのため、鳥インフルエンザウイルスのヒト適応化機構を先駆的に解明することは、よ

り効果的なパンデミックインフルエンザ対策を施策する上で極めて重要である。 
H5N1ウイルスのヒト適応化機構の詳細は未解明である。最近、H5N1ウイルスをフェレットで継代することで飛沫

感染能の高い変異ウイルスが作出可能と報告された［1，2］。このことは、H5N1 ウイルスが予想より遥かに少ない遺

伝子変異を獲得することでパンデミック化する可能性を示唆している。一方で、先行研究の中心はフェレットやマウス

を用いた変異選択試験である。そのため、ウイルスのヒト適応化機構の全容解明には、ヒト生体内のウイルス複製動態

を反映した新しいアプローチに基づく解析が必要な状況にある。 
私たちはこれまで、マスデータ解析の手法に基づいて H5N1 ウイルスが感染患者体内で獲得したと推定される遺伝

子変異群を同定してきた［3，4］。本研究では、インフルエンザウイルスの感染性を決定する表面抗原のHemagglutinin
（HA）に着目して、H5N1ウイルスが初代ヒト呼吸器上皮細胞での複製過程において実際に獲得するHA変異群を網

羅的に探索すると共に、選択された変異がウイルス性状変化に与える影響を網羅的に評価することで、鳥インフルエン

ザウイルス宿主適応機構の分子基盤を解明することを目的とした。その結果、H5N1ウイルスがヒト型レセプター糖鎖

と膜融合活性を高く変化することでヒト細胞感染性を急速に獲得することが明らかとなった。また、H5N1ウイルスに

おいては、ヒト生体局所環境での細胞感染性と個体間の伝播性が一義的にバランス関係にあることが示された［5］。 
 

方法および結果 

 
1．ヒト呼吸器での複製過程で選択されるウイルス変異群の同定 

H5N1ウイルスを初代ヒト呼吸器上皮（small airway epithelial: SAE）細胞に感染させ、大部分の細胞集団に感染

拡大する感染96時間後までに生み出された子孫ウイルスのHA遺伝子配列をRT-PCR法によって増幅後にクローニン

グした。得られたコロニーを無作為に30個選択肢してSanger sequencingすることで、子孫ウイルス集団に含まれる

HA遺伝子多型を網羅的に評価した（図1A）。対照として鶏胚線維芽細胞（CEF）を用いて鳥細胞での複製過程で選択

されるウイルス遺伝子多型を評価した。試験は各細胞で独立 4 回実施した。その結果、SAE 細胞で特異的に選択され

た計 32 種類のHA 遺伝子変異群が同定された。その内訳は、HA  head 領域とHA stalk 領域（図 1B）にそれぞれ

19種類と13種類であった。 
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図1．本研究における解析方法の概要 

（A）H5N1ウイルスをヒト初代呼吸器（SAE）細胞または対照として鶏胚線維芽細胞（CEF）に感染さ

せ、感染96時間までに出現した子孫ウイルス集団におけるHA遺伝子多型をSanger sequencingによっ

て解析した。（B）HA 三量体構造モデル。解析の結果、ヒト呼吸器細胞での複製過程で選択された計 32
種類のHA変異群（HA head領域に19種類とHA stalk領域に13種類）が同定された。 

 
2．変異導入組換えH5N1ウイルスの作出 

Site-directed mutagenesisによって変異導入プラスミドを作製すると共に、リバースジェネティクス法を用いて選定

した32種類の変異をそれぞれ導入した組換えH5N1ウイルス群を作出した。プラスミドを293T細胞に導入後、培養

上清を発育鶏卵に接種することで、シードウイルスを回収して以降の解析に使用した。 
3．変異ウイルス群のレセプター糖鎖結合特異性の解析 
ヒト型レセプター糖鎖を模倣したα2,6 sialylglycopolymer と鳥型レセプター糖鎖を模倣したα2,3 

sialylglycopolymerを用いた receptor binding assay［3］（ELISA法）によって、32種類の変異ウイルスを対象にヒ

ト型レセプター糖鎖および鳥型レセプター糖鎖結合親和性を解析した。得られたデータから非線形曲線フィッテングに

より結合定数（Ka）を算出後、ヒト型糖鎖に対する Ka∕鳥型糖鎖に対する Ka をヒト型レセプター糖鎖結合特異性の

指標とした。32種類の変異群の中で、HA head領域における変異群の全てがウイルスのヒト型レセプター糖鎖結合特

異性を有意に高めた（図 2）。一方で、変異ウイルスが獲得したヒト型レセプター糖鎖結合特異性は、季節性インフル

エンザウイルス（H1N1およびH3N2）と比較すると依然として低かった。 

図2．変異ウイルス群が獲得したヒト型レセプター糖鎖結合特異性 
ヒト型レセプター糖鎖（α2,6Sia）を模倣したα2,6 sialylglycopolymer と鳥型レセプター糖鎖（α2,3Sia）
を模倣したα2,3 sialylglycopolymerを用いたELISA法により各糖鎖に対する結合定数（Ka）を算出するこ

とで、Ka（α2,6Sia）/Ka（α2,3Sia）をヒト型レセプター糖鎖結合特異性の指標とした。対照として、ヒト

で流行する季節性インフルエンザウイルス（H1N1およびH3N2）のレセプター結合特異性を解析した。 
*P < 0.01（Tukey’s multiple-comparison test）。 
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4．変異ウイルス群の膜融合活性の解析 
HAの主な機能は、レセプター糖鎖結合を介した宿主細胞への接着と膜融合を介したウイルスゲノムの細胞内放出で

ある［6］。そこで、32種類の変異導入HA発現プラスミドをVero細胞に導入後、低pH依存性に誘導される膜融合に

起因した多核巨細胞を観察することで、膜融合を誘起したpH閾値を解析した。32種類の変異群の中で、HA head領

域およびHA stalk領域における変異群の多くが、より僅かなpH低下により膜融合を誘導するように変化した（図3）。 

図3．変異ウイルス群が獲得した膜融合pH閾値 
（A）変異導入HAをVero細胞に発現させて、pH値低下により誘導される多核巨細胞形成を

観察することで膜融合pH閾値を解析した。（B）各変異HAが示した典型的な多核巨細胞像。

緑線：膜融合が観察されたpH値境界。 
 
5．変異ウイルス群のヒト呼吸器細胞における増殖性評価 

32種類の変異ウイルス群をSAE細胞に感染させ、経時的に産出される子孫ウイルス量を real time RT-PCR法によ

って定量した。32種類の変異群の中で、HA head領域およびHA stalk領域における変異群の多くがヒト呼吸器細胞

においてより効率的に増殖した（図 4）。一方で、変異ウイルスの増殖性は季節性ウイルス（H1N1 および H3N2）と

比較すると依然として低かった。 
 

図4．変異ウイルス群が獲得したヒト呼吸器細胞での増殖性 
（A）変異ウイルスをSAE 細胞に感染させ、感染 48 時間後に培養上清中に放出された子孫ウイル

ス量をreal time RT-PCR法によって定量した。対照として、ヒトで流行する季節性インフルエンザ

ウイルス（H1N1およびH3N2）の増殖性を解析した。 
*P < 0.01（Tukey’s multiple-comparison test）。 
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6．ヒト呼吸器細胞におけるウイルス複製に必要なHA特性の解析 
32種類の変異ウイルス群において、SAE 細胞での増殖性とヒト型レセプター結合特異性または膜融合pH閾値のデ

ータを散布図にプロットした。HA head 領域の変異群において、ヒト呼吸器細胞での増殖性とヒト型レセプター糖鎖

結合特異性または膜融合 pH 閾値にそれぞれ有意な正の相関性が確認された（図 5A，B）。一方でHA stalk 領域の変

異群において、ヒト呼吸器細胞での増殖性と膜融合pH閾値に有意な正の相関性が確認された（図5C，D）。 

図5．変異ウイルス群が獲得したウイルス特性 
（A，B）HA head領域の変異群における、ヒト呼吸器細胞での増殖性とヒト型糖鎖結合特異性（A）また

は膜融合pH閾値（B）の関連性。（C，D）HA stalk領域の変異群における、ヒト呼吸器細胞での増殖性

とヒト型糖鎖結合特異性（C）または膜融合pH閾値（D）の関連性。R；相関係数。 
 
7．ヒト呼吸器での複製過程で選択されるウイルス変異群の同定 
インフルエンザウイルスの飛沫伝播性が HA 構造安定性と相関すると報告されている［1，7］。そこで、128 

hemagglutination units（HAU）の変異ウイルス群（32種類）を50℃下で熱処理後、残存するHAUをHA assayに

よって測定した。得られたデータから非線形フィッテングによってウイルスが 8 HAU まで減衰する時間を算出した。

32種類の変異群の中で、HA head領域およびHA stalk領域における変異群の多くがHA熱安定性を有意に低下させ

た（図 6A）。またHA 熱安定性と膜融合pH 閾値またはヒト呼吸器細胞での増殖性のデータを散布図にプロットした。

HA head領域およびHA stalk領域の変異群において、HA熱安定性と膜融合pH値またはヒト呼吸器細胞での増殖性

にそれぞれ有意な負の相関性が確認された（図6B～E）。 
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図6．変異ウイルス群のHA構造安定性 
（A）128 HAUの変異ウイルスを50℃下で熱処理することで8 HAUにウイルス力価が減衰する時間

を測定した。HA熱安定性はインフルエンザウイルスの飛沫伝播性の指標となる。*P < 0.01（Tukey’
s multiple-comparison test）。（B，C） HA head領域の変異群における、熱安定性と膜融合pH閾値

（B）またはヒト呼吸器細胞での増殖性（C）の関連性。（D，E） HA stalk領域の変異群における、

熱安定性と膜融合pH閾値（D）またはヒト呼吸器細胞での増殖性（E）の関連性。R；相関係数。 
 

 
考 察 

 
鳥インフルエンザウイルスの宿主適応機構はこれまで動物実験における変異選択試験を中心に研究されており、ヒト

生体内における変異選択の頻度や当該変異がウイルス適応化に与える影響の詳細はこれまで不明であった。本研究では、

H5N1ウイルスが初代ヒト呼吸上皮細胞における複製過程で獲得する遺伝子変異群を網羅的に探索すると共に、変異ウ

イルスが獲得したヒト性状を特性化した。その結果、感染96時間までに様々なHA変異群が特異的に選択されると共

に、当該変異群がウイルスのヒト適応性を急速に高めることが明らかとなった。変異ウイルスは、ヒト型レセプター糖

鎖結合特異性または膜融合pH閾値を高く変化させることでヒト呼吸器細胞での増殖性を高めていた。一方で変異ウイ

ルス群の多くが、細胞感染性を高める代償性にHA構造安定性の低下を起因として飛沫伝播性を低下させた。当該結果

は、個体内での感染性と個体間での飛沫伝播性は一義的にバランス関係にあることを示唆した。これらの知見は、鳥イ

ンフルエンザウイルスのヒト適応化機構の全容を解明する上で極めて有用な情報基盤を提起している。私たちはこれら

の結果を、Journal of Virologyに報告した［5］。 
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