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抄 録
インフルエンザウイルスのダイナミズムの分子機構を理解することを目的とし，特に抗原性及び病原

性において重要であるヘマグルチニン（HA）に焦点を当てて行ってきた我々の研究概要を紹介する．
2009年に発生したパンデミック・インフルエンザウイルス（H1N1pdm09）の発生初期におけるヒト間
ウイルス伝播に伴うHA遺伝子型の変遷を明らかにするために，次世代シークエンサーを用いた遺伝子
解析（ディープシークエンス）を行った．また，高病原性鳥インフルエンザH5N1ウイルスのヒト病原
性を解明するために，ヒト呼吸器上皮細胞由来の初代培養細胞によるウイルス感染実験系を確立し，
H5N1ウイルスのHAが感染細胞に対してアポトーシスを誘導することを明らかにした．さらに，鳥由
来の繊維芽細胞を用いた研究により，HAが感染細胞外のカルシウムインフラックスを引き起こし，ミ
トコンドリアの膜電位消失に伴うアポトーシスが誘導される分子機構を解明した．これらのinvivo，
invitroで得られた知見を通して，HAタンパク質の遺伝子型が病原性にどのような影響を与えるのかに
ついて考察したい．
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Abstract

Inrecentyears,thehighlypathogenicavianinfluenzavirusH5N1emergedfromsoutheastAsiaand
hasraisedseriousworldwideconcernabouttheriskofaninfluenzapandemic;however,thebiologyof
H5N1pathogenesisisnotwellunderstood.ToelucidatethemechanismofH5N1pathogenesis,weare
focusingontheviralglycoprotein,hemagglutinin（HA）,andstudyingitsrolesinviralgrowthandcell
toxicitythroughinvitroaswellasanimalexperiments.ThesignificantfunctionofH5N1-HAincell
toxicitywasdemonstratedbyinvitroexperiments.WeshowedthatH5N1-HA-specificcelltoxicity

（apoptosis）wasobservedinporcineaswellashumanprimaryairwayepithelialcells.Wealsoidentified
anovelmechanismforH5N1-HA-mediatedcelldeath,whichinvolvedtheaccelerationofextracellular
Ca2+influx,leadingtomitochondrialdysfunctionandapoptosisinaviancells.Inaddition,Iwouldliketo
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は じ め に

インフルエンザウイルス（A型）はオルソミ
クソウイルス科に属し，8本（分節）の一本鎖
マイナス鎖RNAをゲノムとする直径100nm程
度のRNAウイルスである．ウイルス粒子表面
の2種類の外被糖タンパク質であるヘマグルチ
ニン（hemagglutinin;HA）とノイラミニダーゼ
（neuraminidase;NA）の抗原性の違いにより，
HAは16種（H1～H16），NAは9種（N1～N9）
の亜型（subtype）に分類される（図１）１）２）．こ
の2種類のウイルスゲノムの組み合わせによ
り，多様なインフルエンザウイルスが存在す
る．その中で，鳥類，特にカモなどの水禽類か
らはその全てのタイプが分離されている３）．一
方，鳥類以外の動物からはその一部が分離され
ているだけであり，ヒトではこれまでにH1N1,

H2N2,H3N2亜型のウイルスが分離されてい
る．いずれの場合もグローバル感染症としてパ
ンデミック（汎流行）を起こしている．
20世紀には少なくとも3度のパンデミックが

起こっている（図２）１）２）．1918年には“スペイ
ン風邪”と呼ばれる高い致死率をもたらすウイ
ルス（H1N1）が流行し，世界で１年間に4千万
人が死亡したと推定されている．1957年に発
生した“アジア風邪”はH2N2亜型のウイルス
が引き起こしたものであるが，前回流行した
H1N1との相同性はHAが66％またNAが37％
であった．このように同じインフルエンザウイ
ルスとはいえ，新たに発生・流行するパンデ
ミックウイルスはこれまでヒト間で流行してい
たウイルスとは血清型が全く異なると考えられ
る．この“アジア風邪”後の1968年に，新た
なH3N2亜型のウイルスが引き起こすパンデ
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図1 インフルエンザウイルスの宿主動物（NakayaT.Neuroinfection2013を改変）

discussthemechanismandsignificancefortheemergenceofα2,3tropicvirusesduringtheearlyphase
oftheH1N12009influenzaviruspandemic（H1N1pdm09）.
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ミック（香港風邪）が発生した．このウイルス
はH2N2型のウイルスと比べHA型は変化して
いたものの，NA型は同じであった．このこと
が前回の汎流行より死亡率が低かった一因であ
る可能性が指摘されている．以後，このH3N2
ウイルスは“季節性インフルエンザウイルス”
として現在に至るまで，ヒト間で流行し続けて
いる．さらに，1977年以降は“ソ連風邪”と呼
ばれたH1N1ウイルスは21世紀を迎えても季
節性インフルエンザウイルスとして存続してい
たが，このウイルスの流行は2009年に停止（休
止？）することになる．その主な原因が，2009
年に発生したブタインフルエンザ由来の新たな
H1N1ウイルス（H1N1pdm09）のパンデミック
であることは疑いの余地がないが，その詳細な
メカニズムについては不明である．
これらのHA，NAの組み合わせに加え，ウイ

ルス複製酵素であるRNAdependentRNAポリ
メラーゼの読み間違いや，8つあるウイルスゲ
ノム分節間の組換え（Reassortant）が起こると，
さらに多様なインフルエンザウイルスが出現す
る．インフルエンザウイルスが種間を超えるメ
カニズムは十分に分かっていないが，その原因の
一つに，HAタンパク質とそのレセプターであ
る細胞因子との結合性が指摘されている．レセ

プターはシアル酸を含む複数の糖鎖から構成さ
れており，鳥由来のインフルエンザウイルスは
主にシアル酸α2-3ガラクトース含有糖鎖を認
識する．一方，ヒト由来インフルエンザウイル
ス粒子上のHAタンパク質は主にシアル酸α2-6
ガラクトース（α2-6SA）含有糖鎖と結合し，細
胞内へ侵入する．シアル酸α2-3（α2-3SA）は
鳥類の腸管細胞に発現していることが知られて
いるが，α2-6SAはヒトの上気道の上皮細胞に
多く発現している．この違いがインフルエンザ
ウイルスの宿主特異性（トロピズム）を決定し
ている因子であることはほぼ確実であるが，ヒ
トにおいてα2-3SAは肺深部の上皮細胞にも多
く発現していることが報告されている４）．この
ことが，鳥由来，およびブタ由来インフルエン
ザウイルスがヒトに感染する際の病原性，およ
び，ヒト間で伝播するパンデミックウイルスの
出現機構に深く関係すると考えられている．

インフルエンザウイルスH1N1pdm09（図2）
は，21世紀最初のパンデミックであり，発生時
のメキシコにおけるウイルス感染による重症肺
炎の報告が世界中にスペイン風邪の再来を予感

H1N1pdm09パンデミック進行に伴う
HA遺伝子型の変遷
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図2 インフルエンザウイルスパンデミックの歴史（PaleseP.NatMed.2004,NakayaT.
Neuroinfection2013を改変）



させた．幸いなことに，ウイルスの病原性（致
死性）はスペイン風邪ほど高くはなく，オセル
タミビルなどの抗インフルエンザウイルス薬も
効果的であり，パンデミックに伴う死者数は低
く抑えることができた．
インフルエンザウイルスの宿主であるブタは

α2-3SAおよびα2-6SAを細胞表面に発現して
おり，鳥由来およびヒト由来のインフルエンザ
ウイルスに高い感受性を示すと考えられてい
る．このことから，ブタにおいて，鳥由来およ
びヒト由来のインフルエンザウイルス間のリ
アソータントに伴うハイブリッド型ウイルス
が出現し，新しい性質を持つインフルエンザウ
イルスが産生されることが指摘されている．
H1N1pdm09もそうしたブタ，鳥およびヒト由
来ウイルスのハイブリッドであり，HAおよび
NAが現在の遺伝子型に変化したためにヒト間
で高率に伝播するようになったと考えられる．
このようにブタの細胞ではα2-3SAおよび

α2-6SA両方を発現しており，感染個体におい
て，各トロピズムを示すウイルスが混在してい
ることが予想される．我々は，パンデミック当
初の2009年5月（第１波）および第2波の2010
年12月に大阪府内において採取されたヒト臨

床検体を用いて，ウイルスHA遺伝子のレセプ
ター結合領域について，生体内ウイルス集団の
遺伝子型多様性，特にα2-3SAおよびα2-6SA結
合型ウイルスの割合を明らかにしたいと考え
た．そのために，各検体（3～5検体）よりHA
遺伝子をPCR増幅し，次世代シークエンサー
を用いて，PCR産物（アンプリコン）を各検体
につき，数千～数万クローンのハイスルー
プット解析（ディープ・シークエンス）を行っ
た（表1）５）．その結果，第1波の臨床検体中の
H1N1pdm09ウイルスの中には，α2-3SA鳥型
レセプターに結合するウイルス（表1．特に
D222G，Q223Rが重要）が約2～5％存在してい
ることが明らかになった５）．このウイルス集団
は発育鶏卵によるウイルス分離で容易にドミナ
ントタイプになることから６），ヒト生体内でも
感染性を有するウイルスであることが考えられ
た．その一方で，第2波のH1N1pdmウイルス
は，ヒト型レセプターα2-6SAに結合するタイ
プのみが検出され，α2-3SAレセプターに結合
するウイルスは検出限界以下であった．このこ
とは，対照としたパンデミック前年である2008
年の季節性H1N1ウイルス（ソ連型）の解析結
果とも一致した（表1）５）．
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表1 H1N1pdmHAのアミノ酸変異（α2-3SA鳥型レセプター結合型ウイルスの割合）
（Yasugietal.PLoSOne2012を改変）



以上のことから，H1N1pdm09ウイルスは，ヒ
トに侵入したばかりのパンデミック当初は（ブ
タウイルス由来の性質が一部残り）α2-3SA結合
型ウイルスがマイナーポピュレーションとして
含まれていること，さらに，このα2-3SA結合型
ウイルスが呼吸器深部にまで感染した結果，重
篤な肺炎を起こした可能性が考えられた．これ
を裏付けるデータとして，肺炎で亡くなった患
者の肺組織より得られたウイルスゲノムには
α2-3SA結合型ウイルスの割合が，軽症例由来
のウイルスより高いという報告がある．しかし
ながら，重症化とα2-3SA結合型ウイルスとの
関連性が認められないとする症例報告もあり，
H1N1pdm09の重症肺炎（病原性）の分子機構
はHA遺伝子型以外にも存在することが示唆さ
れた．

1．ヒト・ブタ呼吸器上皮細胞由来初代培養細
胞を用いた細胞傷害性の解析
H1N1pdm09によるパンデミック以前より，

次のパンデミックウイルスの候補として注目さ
れていたのが鳥インフルエンザウイルス由来の
H5N1である．1997年に香港でヒトへの感染が
初めて報告されたH5N1ウイルスは，2003年以
降ユーラシア大陸を中心に鳥類間で拡がり，
2013年現在では中近東からアフリカ大陸へと
拡散している．それに伴い，ヒトへの感染事例
も散発的に報告され，WHOの報告（URL:
http://www.who.int/influenza/human_animal_int-
erface/en/）では，2003年から2012年末までに
610人が感染し，死亡率は60％（360名死亡）
に迫っている．我々が抱いた疑問は，「これま
でにもH5型ウイルスの鳥（家禽）間でのアウ
トブレイクは何度もあったのに，なぜ今回の
H5N1ウイルス（以後Asian-H5N1と呼ぶ）は
家禽のみならずヒトに対しても重篤な感染症を
引き起こすのか」ということであった．
実験モデルとして，マウスにH5N1ウイルス

を経鼻接種すると，ウイルスは呼吸器で増殖
し，肺障害によって死亡する．一方，従来のH5

H5N1-HAタンパク質の細胞傷害性の
分子メカニズム

亜型ウイルスではマウス肺におけるウイルス増
殖は見られるものの，死に至ることはなく低病
原性である．組換えウイルスの作出系を用いて
作製したAsian-H5N1のHAを発現する従来の
H5ウイルスは，マウスに対してAsian-H5N1と
同程度の病原性（致死性）を示し（未発表デー
タ），H5N1のHAタンパク質がinvivo病原性に
重要であることが示唆された．
そこで，病原性を細胞レベルで評価するた

めに，ブタおよびヒト呼吸器上皮細胞を用い
た初代培養細胞の感染実験系を確立した．
Asian-H5N1（A/crow/Kyoto/53/2004）の感染細
胞では強い細胞傷害性が認められたのに対し，
従来のH5亜型ウイルス（A/Duck/HongKong/
342/78（H5N2）およびA/Duck/HongKong/820/80

（H5N3））では感染細胞における細胞死は限定さ
れたものであった７）．さらに我々は，H5N1感染
細胞における細胞死がカスパーゼ依存的なアポ
トーシスによること，また，そのウイルス側因
子としてHAタンパク質が重要であることを報
告した（図3）７）．現在は，上記ヒト初代細胞を基
に，（SV40-T抗原で不死化した）ヒト細気管支
上皮細胞株約70株を樹立し，H5N1ウイルスを
含む各種トリ由来インフルエンザウイルスおよ
びヒト由来ウイルスを用いた感染試験を行い，
ウイルスの感染機構，細胞傷害性の分子機構に
ついて詳細な解析を進めている．
2．発育卵感染試験および胎児由来初代細胞を
用いたH5N1-HAタンパク質の病原性解析
インフルエンザウイルスは上述したように人

獣共通感染症の代表ともいえるものであり，そ
の研究では獣医学分野からのアプローチも必要
である．Asian-H5N1は家禽（ニワトリ）のみ
ならず，野鳥においても高病原性であることが
報告されている．一方，カモなどの野鳥ではニ
ワトリなどの家禽とは異なり，H5ウイルスで
あっても致死的な感染症を引き起こさないこと
が知られている．
カモに近縁なアヒルの発育卵に各種ウイルス

を接種したところ，従来のH5亜型ウイルスで
は（ニワトリ由来発育卵とは対照的に）病原性
が低かったのに対し，Asian-H5N1接種群では
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ニワトリ由来の発育卵と同様に高い病原性（胎
児致死性）を示した．そこで，カモのモデルと
してアヒル（家鴨）および対照としてニワトリ
由来の胎児線維芽細胞を用いてH5ウイルスに
対する細胞傷害性について検討した．その結
果，ニワトリ胎児由来線維芽細胞（CEF）では

（上述した）H5N1，H5N2およびH5N3の各ウ
イルスは同程度の強い細胞傷害性を示した．一
方，アヒル胎児由来線維芽細胞（DEF）におい
て，H5N1ウイルスはDEFに対しCEFと同程度
の強い傷害性を誘導するが，H5N2,H5N3ウイ
ルスでは（感染細胞内でH5N1ウイルスと同程
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図3 ブタ呼吸器初代細胞におけるH5N1アポトーシス誘導の分子機構
高病原性鳥インフルエンザH5N1（A/crow/Kyoto/53/2004）および従来のH5亜型ウイルス（A/Duck/Hong
Kong/342/78（H5N2），A/Duck/HongKong/820/80（H5N3））感染に伴う，caspase3活性（左図）および細胞傷害
性（右図）．Staurosporine：アポトーシス誘導剤，Z-VAD-FMK：Caspase阻害剤
（Daidojietal.JVI2008を改変）

図4 トリ細胞におけるH5N1アポトーシス誘導の分子機構（UedaM.etal.JVI2010,
NakayaT.Neuroinfection2013を改変）



度の増殖をするものの）細胞に与える傷害性は
低かった８）．さらに，その細胞傷害性の分子機
構として，H5N1感染による細胞傷害はアポ
トーシスによるものであり，ウイルス側要因と
してHAが重要な働きをしていることを見出し
た８）．しかしながら，アポトーシスはカスパー
ゼ非依存的なカスケードが主流であり，この点
は哺乳動物由来呼吸器上皮細胞における細胞傷
害性メカニズム７）とは異なっていることが示唆
された８）．次に，そのアポトーシス誘導メカニ
ズムとして，小胞体におけるH5N1-HAタンパ
ク質のunfoldingによる小胞体ストレスの上昇
およびミトコンドリアの膜電位の変化によるカ
ルシウム流入（インフラックス）が関与するこ
とを見出した（図4）８）．
以上の結果より，初代細胞を用いた感染試験

においても，発育卵の接種試験と同様の傾向が
見られ，invivoの病原性を反映する結果を得
た．特に，Asian-H5N1のHAタンパク質が野鳥

（カモ）および哺乳動物に対してアポトーシス誘
導による細胞傷害を誘導し，それが鳥類および
哺乳動物における“高病原性”の一因である可
能性が考えられた．一方，カルシウムインフ
ラックスによるアポトーシス誘導がヒト細胞に
おいても見られるか等についてはこれからの検
討課題であり，上述したヒト細胞株を用いて解
析を進めたいと考えている．

お わ り に

高病原性鳥インフルエンザH5N1ウイルスお
よびパンデミックウイルスH1N1pdm09を中心
に，インフルエンザウイルスHAタンパク質の
病原性分子機構における我々の研究成果を紹介
した．これらの研究は，筆者らが大阪大学微生
物病研究所に在籍していた2005年より進めて
きたものである．特に，大道寺智博士（現・京
都府立医大・感染病態学教室・助教）と安木

（上田）真世博士（現・大阪府立大学・獣医学
研究科・助教）に依るところが大きい．
我々は，インフルエンザウイルスHAの病原

性を考える上での重要な因子は，以下の3つで
あると考えている．

1番目は「抗原性」であり，宿主の免疫応答
の主な標的はHAである．そのため，リアソー
タント（HAゲノム置換：不連続変異）によっ
て上述したようにH1亜型からH2亜型，さらに
H3亜型へとウイルスが変化すると，我々の免
疫システムは無防備になり，パンデミックへと
つながる．さらに同じ亜型でもエピトープのア
ミノ酸変異（連続変異）に伴い，エスケープ株
が現れる．そのため，我々はその変異株に近い
ウイルスをワクチン株として用意する必要に迫
られる．
2番目は「レセプター結合性」であり，特に

α2-3SA結合型ウイルスとα2-6SA結合型ウイ
ルスの存在が，インフルエンザウイルスの宿主
域および（少なくとも）ヒトへの病原性を考え
る上で重要となる．これまで述べてきたように
Asian-H5N1は一旦ヒトに感染すると致死的な
感染を引き起こす．その一方で「ヒト間での伝
播」は濃厚接触を除いてはこれまで報告されて
いない．もしH1N1pdm09ウイルスのようにヒ
ト間で高率に感染が拡がる“変異”H5N1ウイ
ルスが出現した場合，スペイン風邪ウイルスを
上回る被害をもたらすパンデミックとなる危険
性が考えられる．（ヒトインフルエンザウイル
スの個体間伝播および病原性研究の動物モデル
としてフェレットがよく使われており）このモ
デル動物を用いて，H5N1に変異を導入するこ
とにより，個体間伝播するウイルスが出現する
ことを日本９）およびオランダ１０）の研究グループ
が2012年に相次いで発表した．変異箇所は主
にHAに集中しており，現在分布している
H5N1のHAから4から5アミノ酸変異するだけ
で，個体間伝播するウイルスとなることは衝撃
であった．フェレットモデルがそのままヒト間
での伝播を反映するか否かは議論の余地がある
が，このような”次世代“ウイルスの研究を自
然に先回りして進めることにより，パンデミッ
クに向けたサーベイランス体制の強化やワクチ
ン供給の準備が進むと考えられる．
3番目が「細胞傷害性」であり，主に本原稿

で紹介したものである．細胞傷害性に関与する
ウイルス因子としてはHA以外にPB1-F2（アポ
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トーシス誘導１１））やNS1（インターフェロン抵
抗性１２））が報告されている．HAは上記の細胞レ
セプターへの結合に加え，エンドソームにおけ
る膜融合においても重要な働きをしており，細
胞内小器官とHAタンパク質の相互作用の詳細
について解明する必要がある．特にヒト初代細

胞を用いた感染試験は，HAタンパク質の細胞
傷害性の評価に不可欠であり，ヒトにおけるイ
ンフルエンザウイルスの病原性を明らかにする
上で重要な役割を担うと考えている．

開示すべき潜在的利益相反状態はない．
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