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Abstract

Background : Neuraminidase (NA) is an essential surface protein for influenza virus replication. NA
inhibitors are commonly used for the treatment of influenza patients in Japan. Several mutations that
reduce the effect of NA inhibitors have been reported. We sequenced the whole NA segment of
isolated virus from influenza patients and investigated the relation between the NA amino acid
sequence and the 50% inhibitory concentration (IC50) of four NA inhibitors.
Materials and Methods : A total of 20 viruses that showed high or low IC50 of NA inhibitors were
selected from A/H1N1pdm09, A/H3N2, and B isolates from the viruses isolated from patients in the
2013-14 influenza season.
Viral RNA was extracted and RT-PCR was done. The amplified genome was sequenced using a

snext generation sequencert, and the deduced amino acid sequences were analyzed.
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Results : Two A/H1N1pdm09 viruses that showed very high IC50 for oseltamivir (150 nM and 130 nM)
contained the H275Y mutation. Otherwise, no significant relation was found between the NA amino
acids and the IC50 of the four NA inhibitors. There was no significant relation between the NA amino
acids and the IC50 of the four NA inhibitors for A/H3N2 viruses. The B viruses that showed a high IC50
for oseltamivir and laninamivir shared some amino acids. The B viruses that showed a high IC50 of
zanamivir and peramivir also shared some amino acids. They were different from the shared amino
acids found for oseltamivir and laninamivir.
Conclusion : The previously reported H275Y mutation that causes oseltamivir resistance was found in
the two A/H1N1pdm09 viruses that showed a very high IC50 for oseltamivir. No additional NA amino
acid sequences related to the IC50 of the four NA inhibitors was found. The meaning of the shared
amino acids among B viruses that showed a high IC50 would be an interesting target for further
investigation.

Key words : Influenza, Neuraminidase, Sequence, IC50

は じ め に

インフルエンザウイルスの流行は毎年繰り返さ

れており，その流行は社会に大きな影響を与える

だけでなく，時に重症化や脳症あるいは肺炎の合

併により死亡例もみられる．日本では，インフル

エンザの治療にノイラミニダーゼ（neuramini-

dase，NA）のシアル酸への結合部位を阻害する

NA 阻害薬が臨床で一般的に使用されている．

NA阻害薬として，ザナミビル水和物（商品名：

リレンザ，以下ザナミビル），オセルタミビルリン

酸塩（商品名：タミフル，以下オセルタミビル），

ペラミビル水和物（商品名：ラピアクタ，以下ペ

ラミビル），ラニナミビルオクタン酸エステル水

和物（商品名：イナビル，以下ラニナミビル）の

4剤が，世界で唯一使用されている．

NA 阻害薬耐性が最初に問題になったのは，

2007 年より出現した，NAにオセルタミビル耐性

となる H275Y 変異を持つ A/H1N1（ソ連型）で，

2008/09 年流行期に日本で分離された A/H1N1

も H275Y 変異があり，A/H1N1 の感染者ではオ

セルタミビルの臨床効果が低下していたことが確

認されている1)2)．

A/H1N1pdm09 においても NAの H275Y 変異

によりオセルタミビル耐性となることが報告され

ており，2013/14 年流行期にはA/H1N1pdm09 に

おいてオセルタミビルへの感受性を低下させる変

異をもつウイルスが日本でも検出され，注目を集

めた3)．また，A/H3N2 や Bでも，in vitroでNA

阻害薬への感受性低下を示す NA の変異が知ら

れており，NA阻害薬耐性についてのサーベイラ

ンスが世界で行われている4)5)．しかし，感受性

試験にオセルタミビルとザナミビルを用いた報告

が多いが，現在日本でしか臨床で一般的に用いら

れていないラニナミビルについて，その感受性と

NA遺伝子との関連についての検討は少ない．

著者らは，既に 2011/12 年度と 2012/13 年度に

分離されたそれぞれ 48 株の A/H3N2 について，

NAの全領域の遺伝子を解析し，NAのアミノ酸

（Amino Acid, AA）変異と薬剤の感受性との関連

について報告した6)．その成績ではNAの活性部

位にみられた変異は 1つのみで，活性部位以外の

部位に NA 阻害薬の感受性の指標である IC50値

に大きな影響を与えていると推定される変異はみ

られなかった．また，NA の B 細胞および T 細

胞エピトープには変異がみられ，ワクチン株のア

ミノ酸配列との比較から，それらの変異が宿主の

免疫から逃れるために有用である可能性が考えら

れた．今回，2013/14 年流行期に分離されたA/

H1N1pdm09，A/H3N2，Bの NA全領域の遺伝子

を解析し，各株にみられる変異の有無を観察し，

NA阻害薬の感受性と関連するアミノ酸変異がな

いかについて検討した成績を報告する．

対 象 と 方 法

対象株

NA阻害薬のひとつであるラニナミビルの市販

後調査として厚生労働省に届けられた計画に従い，

患者からのウイルス分離を行い，ウイルスの薬剤

感受性についての検討を継続している7)~10)．そ

の調査において 2013/14 年流行期に全国 23 の参

加医療機関から送られた臨床検体よりMDCK 細
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胞を用いてインフルエンザウイルスを分離した．

薬剤感受性の指標として，各臨床分離株のNA阻

害薬４剤（オセルタミビル，ザナミビル，ペラミ

ビル，ラニナミビル）の NA 活性 50％阻害濃度

（50％ inhibitory concentration，IC50）を

fluorescence-based neuraminidase inhibition

assay により測定した7)．2013/14 年の分離株よ

り，A/H1N1pdm09，A/H3N2，Bそれぞれについ

て，4剤の IC50が高いほうから 10 株，低い方から

10 株を選び，解析の対象とした．

NA遺伝子

A/H1N1pdm09 およびA/H3N2 ウイルスでは，

RNA 抽出後，Zhou らの報告した 8 分節共通の

Universal primer を用いて RT-PCR を施行し

た11)．B ウイルスでは，Zhou らの報告した

primer set を用いて RT-PCRを施行した12)．

PCR 産物を材料として，シーケンサーMiSeq

（Illumina, San Diego, CA）を使用し，Illumina の

提供する手順に従い塩基配列を決定した．概略は，

アンプリコンの濃度調整後，トランスポゾンによ

る断片化，タグメンテーションにより，DNA 断

片ライブラリーを作成，MiSeq によるシークエン

ス，出力データの解析により塩基配列を決定し，

AA配列を推定した．

得られた AA 配列の alignment とコンセンサ

ス配列（consensus sequence）の作成をweb 上に

公開されているソフトウェア MEGA6.0 を用い

て行った．AA 配列にみられた変異については，

catalytic site（catalytic residue と framework

residue）だけでなく13)，B 細胞および T細胞エ

ピトープ14)15) を含め，全 NA 配列について行っ

た．

結 果

A/H1N1pdm09の NAと IC50

A/H1N1pdm09 20 株の AA 配列のコンセンサ

ス配列と比較して変異が認められた各株の部位を

Table1 にオセルタミビルの IC50が高い株より示

した．469 の AA 中 22ヶ所に差異がみられた．

NA の catalytic site（catalytic residue と

framework residue）では，H275 の部位に 2株で

変異が認められたが，それ以外に変異はみられな

かった．オセルタミビルの IC50が 150nM および

130nM と著しく高い 2 株は，H275 が Y275 と

なっていた．H275Y 変異をもつ 2 株のペラミビ

ルの IC50は他の株より 10 倍以上高かった．この

H275Y 以外には，この 2 株に共通で他の株と異

なるアミノ酸はみられなかった．catalytic site 以

外に株間で複数の変異がみられたが，4 つの NA

阻害薬の IC50の高低に強く関与すると推定され

る AA 配列をみいだすことは出来なかった

（Table 1）．

A/H3N2の NAと IC50

A/H3N2 20 株の AA 配列のコンセンサス配列

と比較して差異が認められた部位における AA

をTable 2 にラニナミビルの IC50が高い株より示

した．468 AA 中 22ヶ所に差異がみられた．NA

の catalytic site では 1 株に 151 番目が N となる

変異がみられた以外に変異はみられなかった．

catalytic site 以外に株間で複数の変異がみられた

が，4つの NA阻害薬の IC50の高低に強く関与す

ると推定される AA 配列をみいだすことは出来

なかった．B細胞のエピトープとされる 369 番目

のAAは 1株がTで，他の 19 株は全てKであっ

た．

Bの NAと IC50

B 20 株の AA 配列のコンセンサス配列と比較

して変異が認められた部位のAAを，オセルタミ

ビルの IC50が高い株よりTable 3 に示した．また，

ラニナミビル，ザナミビル，ペラミビルの IC50が

高い株より，コンセンサス配列と比較して変異が

認められた部位のAAをそれぞれTable 4，Table

5，Table 6 に示した．

466 の AA 中 22ヶ所にコンセンサス配列から

の変異が認められたが，これらは全てNAの cat-

alytic site 以外で，catalytic site には変異はみら

れなかった．22 のコンセンサス配列からの変異

の中で，4 つの変異（K125N，K219N，N329D，

E404K）がオセルタミビルの IC50が高い方から 4

株に（Table 3），ラニナミビルの IC50が高い方か

ら 3株にみられた（Table 4）．

別の 3 つのコンセンサス配列からの変異

（P42Q，R186K，D392E）が，ザナミビルの IC50が

高い方から 4株に（Table 5），ペラミビルの IC50

が高い方から 3株にみられた（Table 6）．
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さらに別の 3つのコンセンサス配列からの変異

（V60A，E320K，N340D）が，ラニナミビルの

IC50が低い方から 5 株に多くみられ（Table 4），

オセルタミビルの IC50が低い 4 株にも多くみら

れた（Table 3）．一方，これら 3つの変異は，ザ

ナミビルの IC50が低い株やペラミビルの IC50値

が低い株に集中する現象はみられず，ザナミビル

の IC50が低い株やペラミビルの IC50値が低い株

に集中するAA変異もみられなかった（Table 5，

6）．

考 察

インフルエンザの治療に NA 阻害薬が日常的

に使用されている日本では，耐性ウイルスの出現

は治療薬の選択に重要な問題となる．2013/14 年

流行期に日本では，A/H1N1pdm09 の中にオセル

タミビル耐性となるウイルスが出現し注目を集め

た．分離された A/H1N1pdm09 の 4％程度に

H275Y 変異がみられたと国立感染症研究所から

報告されている3)．著者らが実施しているサーベ

イランスでは，2013/14 年流行期にA/H1N1

pdm09 のなかにオセルタミビルおよびペラミビ

ルの IC50が上昇したウイルスが 2 株分離され

た10)．この IC50が上昇した 2 株の NA のアミノ

酸配列が今回解析され，H275Y 変異が，オセルタ

ミビルおよびペラミビルの IC50上昇の原因であ

ることが確認された（Table 1）．A/H1N1pdm09

において，その他のNAの catalytic site には変異

はみられず，catalytic site 以外の変異にも各 NA

阻害薬の IC50に有意な影響を与えていると考え

られる変異はみられず，A/H1N1pdm09 において

は，H275Y 変異以外の耐性遺伝子の出現やその

集積が起こっているとは考えられなかった．

A/H3N2 では，catalytic site に E119V，R292K

変異が起こると，NA阻害薬の耐性化が起こるこ

とが報告されている4)．しかし，それらの変異は

2013/14 年の A/H3N2 分離株にはみられなかっ

た．NAの catalytic site では，D151N の変異を有

するウイルスが 1株検出された以外に変異はみら

れなかった（Table 2）．D151N 変異については，

MDCK 細胞を用いた培養中に起こるもので，実

際の流行株ではみられないとの報告がある16)．

このウイルスが分離された患者の臨床検体からの

シークエンスは実施されていないため，この点に

ついては不明であるが，2011/12 年度に分離され

た 48 株中 1 株，2012/13 年度に分離された 48 株

中 4株に D151N 変異がみられており，MDCK細

胞を用いた培養中に起こるものである可能性は充

分高いと思われた．しかし，D151N 変異がみら

れた株の 4 つの NA 阻害薬の IC50は，他の株の

IC50と有意な差はなく，この変異がNA阻害薬の

感受性に影響しているとは考えにくかった．NA

の catalytic site 以外に 21 の部位に変異がみられ，

それぞれの変異について IC50値との関連を検討

したが，IC50に臨床効果に影響を与えると考えら

れるような程度の差はみられず，A/H3N2 では

NA阻害薬の感受性低下に関連するNAの変異は

2013/14 年の分離株には出現していないと考えら

れた．

catalytic site 以外の変異の中で，T細胞のエピ

トープとされているAA93 部位について，ワクチ

ン株は 2011/12 年度は D93，2012/13 年度と

2013/14 年度は G93 で，2013/14 年度の分離株は

全てG93 となっており，ワクチン株と同じアミノ

酸であった．宿主の免疫の主たる標的となるHA

では，ワクチンから逃れるようなアミノ酸変異が

しばしばみられるが，今回，前回の報告の成績や，

ワクチン株の NA 部分との比較した範囲では，

NAにワクチンによってもたらされる免疫から逃

れるために作用していると考えられるような変異

は確認出来なかった．

一方，B 細胞のエピトープである AA369 では，

ワクチン株が 2011/12 年度が K369，2012/13 年

度と 2013/14 年度は T369 であったが，臨床分離

株では T369 が 2011/12 年度が 48 株中 7 株，

2012/13 年度は 48 株中 14 株みられていた6)．

2013/14 年度は 20 株中 1 株のみで，残りの株は

K369 であった．この K369 の増加にはワクチン

株のT369 からのエスケープに関与している可能

性も考えられる．インフルエンザウイルスの流行

株形成については，HA 領域の変異だけでなく，

NA領域における変異の継続した観察によっても

有用な情報が得られる可能性があると思われる．

B 型ウイルスにおいて，A/H1N1pdm09 の

H275Y 変異に相当する H273Y 変異が，オセルタ

ミビルとペラミビルの IC50の著しい上昇を起こ

すことが知られている4)5)．今回 2013/14 年の B

には H273Y 変異はみられなかった．これまでも
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臨床分離株でこの変異の検出は報告されておらず，

Bにおいてこの変異は自然界では起こりにくいの

かも知れない．

今回の 20 株の Bの NAアミノ酸配列では，オ

セルタミビルとラニナミビルの IC50が高い株に

集中するアミノ酸配列が 4ヶ所，IC50が低い株に

集中するものが 3ヶ所みられた（Table 3, 4）．一

方，ザナミビルとペラミビルでは上記と異なる 3

つのアミノ酸配列の集中が IC50の高い株にみら

れた．オセルタミビルとペラミビルはその分子構

造に疎水基があるために，H273Y の変異による

IC50の上昇が，オセルタミビルとペラミビルに共

通に起こると考えられている．IC50との関連する

可能性のある変異が，オセルタミビルとペラミビ

ルに共通するのではなくオセルタミビルとラニナ

ミビルの組み合わせと，ザナミビルとペラミビル

の組み合わせにみられているのは，これらの変異

と IC50値の関連が H273Y 変異のように疎水基の

存在に起因するものではないことを示している．

これらの変異は catalytic site に存在してはいな

いが，catalytic site 以外の変異も組み合わせによ

り，特定のNA阻害薬のNAへの結合に影響を持

つのかも知れない．catalytic site だけでなく cat-

alytic site 以外のアミノ酸配列をモニタリングす

ることにも意味があると思われる．B型ウイルス

では A型ウイルスのような亜型分類はされない

が，山形系とビクトリア系の 2系統（lineage）に

HA の抗原性より分類されている17)18)．2013/14

年度は山形系が優位で 70％を占めていたと報告

されている．今回各株の HA アミノ酸配列が山

形系かビクトリア系どちらに分類されるかについ

てはまだ検討されていない．Bの系統と薬剤感受

性に関連があるかは，臨床的にも重要な問題であ

り，今後検討を行いたい．

今回，A/H1N1pdm09，A/H3N2，および Bの

2013/14 年臨床分離株において，そのNAのアミ

ノ酸配列を決定し，薬剤感受性の指標である IC50

との関連について解析を行った結果，A/H1N1

pdm09 の H275Y 変異以外に 4つの NA阻害薬へ

の既知の耐性変異はみられなかった．NAの cat-

alytic site には，培養によって導入される可能性

が示唆されている変異の他には全く変異がみられ

ず，A/H1N1pdm09，A/H3N2，Bのいずれにおい

ても耐性化の傾向はみられていないと考えられた．

この研究は第一三共株式会社との共同研究「イ

ンフルエンザウイルスの遺伝子変異と薬剤耐性な

らびに臨床的意義に関する共同研究（FAJK

250010）」により支援されている．
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