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Abstract

Background : Neuraminidase (NA) is a surface protein essential 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 : Forty A/H3N2 and 19 B influenza virus isolated from patients in the 2014/15
influenza season were analyzed. The IC50 was determined by a neuraminidase inhibition assay using a
fluorescent substrate. Viral RNA was amplified by RT-PCR and the genome was sequenced using a
next generation sequencer. The deduced amino acid sequences were analyzed.
Results : There was no AA change in the NA catalytic site of the A/H3N2 and B viruses isolated in the
2014-15 influenza season. There was no significant relation between the NA amino acids and the IC50

of the four NA inhibitors for A/H3N2 or B viruses.
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Conclusion : The catalytic site of NA was highly conserved for these A/H3N2 and B viruses. No
emergence of NA amino acid mutations related to the sensitivity of the four currently used NA
inhibitors was observed.
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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，その流行にはウイルスの遺伝子変異が

関与していることが広く認識されている．この宿

主の免疫から逃れるための変異は主としてウイル

スの表面蛋白であり，免疫応答の標的となるヘム

アグルチニン（hemagglutinin，HA）の変異が重

要であり，ワクチンの効果の低下もこの変異によ

りもたらされていると考えられている1)．このヘ

ムアグルチニンの変異にノイラミニダーゼ

（neuraminidase，NA）の変異も関与している可

能性があるが，詳細は解明されていない．

日本では，インフルエンザの治療にNAのシア

ル酸への結合を阻害する 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 Zn），オセ

ルタミビルリン酸塩（商品名：タミフル，以下

Os），ペラミビル水和物（商品名：ラビアクタ，以

下 Pm），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 Ln）の 4 剤が使用され

ている．

これまで，流行したインフルエンザウイルスに

おいて，NA阻害薬への耐性が問題になったのは，

2007 年より出現した，Os 耐性となる NA に

H275Y 変異を持つA/H1N1（ソ連型）で，この耐

性変異が臨床効果の低下をもたらしたことが確認

されている2)3)．2009 年より出現したA/H1N1

pdm09 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い

る4)5)．一方，H3N2 や Bでは，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

ているが，これまで耐性ウイルスの流行は確認さ

れていない．NA阻害薬への耐性化は臨床上重要

な問題であり，現在，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6)．

我々は，2011/12 年流行期（以下流行期略）より

患者から分離されたインフルエンザウイルスの

NA の全領域の遺伝子を解析し，NA のアミノ酸

（Amino Acid，以下 AA）変異と NA阻害薬の感

受性との関連について検討を継続している7)8)．

今回，2014/15 年に分離された A/H3N2，B ウイ

ルスについてNA全領域の遺伝子を解析し，遺伝

子配列より推定される AA 配列と NA 阻害薬の

IC50との関連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9)~12)．そ

の調査において 2014/15 年に全国 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（Os，Zn，Pm，Ln）のNA活性 50％阻害濃度

（50％ inhibitory concentration，IC50）を fluore-

scence-based neuraminidase inhibition assay に

より測定した9)．2014/15 年に分離されたA/

H3N2 は 200 株で，その中から 40 株をランダム

に選択し解析の対象とした．また分離された B

ウイルスの 19 株はすべて解析の対象とした．

NA遺伝子の決定

NA 遺伝子の決定はこれまでの報告と同様にお

こなった．その概略は，A/H3N2 ウイルスでは，

8 分節共通のUniversal primer を，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13)14)．

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．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
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は web 上に公開されているソフトウェアMEGA

6.0 を用いて行った．

結 果

A/H3N2の NAと IC50

A/H3N2 40 株の AA コンセンサス配列と比較

して変異が認められた部位における AA を Table

1 に Os の IC50値が高い株より示した．NA 領域

468 AA 中 25ヶ所に変異がみられた．既知の cat-

alytic site の耐性変異である E119V，R292K はみ

られなかった．NAの catalytic site 全てに変異は

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阻害薬それぞれ

において 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の NAと IC50

B 19 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，Os の IC50

が高い株よりTable 2 に示した．

466 AA 中 14ヶ所にコンセンサスからの変異が

認められたが，これらは全てNAの catalytic site

以外で，catalytic site に変異はみられなかった．

既知の catalytic site の耐性変異である H273Y は

みられなかった．また，その他の既知の耐性変異

である E105K，E117A，E117G，Q138R，P139S，

G140R はみられなかった．4 つの NA阻害薬それ

ぞれにおいて 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．

考 察

A/H3N2 では，catalytic site に E119V，R292K

変異が起こると，NA阻害薬の耐性化が報告され

ている15)．しかし，それらの変異は，2014/15 年

に分離されたA/H3N2 株にもみられず，2011/12

年からの検討においてみられていない．A/H3N2

の NA 領域の変異について検討を続けているが，

in vitro で確認されているこれらの既知の耐性変

異はみられておらず，現在日本で行なわれている

インフルエンザ耐性サーベイランスでも

A/H3N2 での NA 阻害薬耐性ウイルスの流行は

報告されていないことから，臨床でのNA阻害薬

の一般的な使用によるこれらの耐性変異は容易に

は起こらないものと考えられる．

A/H3N2 の NA catalytic site にしばしば見られ

る D151N 変異は，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)．我々は 2011/12 年に 48 株中 1 株，

2012/13 年に 48 株中 4 株の D151N 変異を報告し

たが，2013/14 年および今回解析したウイルスに，

この変異はみられなかった．D151N 変異以外に

は catalytic site にこれまでに解析した臨床分離

株では変異がみられていないことより，インフル

エンザウイルスは変異の多いウイルスといわれて

いるが，NAの catalytic site は非常に保存されて

いることが確認された．

A/H3N2 の NA の catalytic site 以外には 25 の

部位に変異がみられたが，それぞれの薬剤の IC50

に影響を与えると考えられる変異はみつからな

かった．最終的に，今回の検討では，NA阻害薬

の感受性低下に関連する NA の変異は 2014/15

年まで分離株には認められず，日本では耐性化の

傾向はないと考えられる．

NA領域には酵素活性だけでなく，免疫のエピ

トープとなる部位があることが報告されてい

る17)~19)．B 細胞のエピトープである AA369 で

は，ワクチン株の AA は 2011/12 年は K であっ

たが，2012/13 年と 2013/14 年は Tであった．臨

床分離株では T が 2011/12 年は 48 株中 7 株，

2012/13 年は 48 株中 14 株であったが，2013/14

年は 20 株中 1 株のみで，残りの株は K であり，

2014/15 年は全て K であった．この部位におけ

る K の増加には 2012/13 年以降のワクチン株の

pressure が関与している可能性が考えられる．

インフルエンザウイルスの流行形成については，

HA領域の変異だけでなく，NA領域における変

異の継続した観察からも有用な情報が得られる可

能性があると思われる．

B において，A/H1N1pdm09 の H275Y 変異に

相当するH273Y 変異が，Os と Pmの IC50の著し

い上昇を起こすことが知られている4)5)．しかし，

2014/15 年の B には H273Y 変異はみられなかっ

た．2013/14 年もこの変異はみられていない．B

において，この変異は自然界では起こりにくいと

思われる．また，NA阻害薬の感受性低下に関連

す る そ の他の 変異と し て，E105K，E117A，

E117G，Q138R，P139S，G140R が報告されてい

る20)21)．しかし，これらの変異は今回の解析では

池 松 秀 之 ほか９名100
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みられなかった．B ウイルスにおいても臨床での

NA阻害薬の一般的な使用による耐性変異は容易

には起こらないものと考えられる．

2013/14 年に患者より分離された B ウイルスの

NA領域と薬剤感受性との関連についての検討で

は，Os と Ln の IC50が高い方のウイルスと Zn と

Pm の IC50が高い方のウイルスに，それぞれいく

つかの変異がみられ，薬剤感受性との関連が疑わ

れた8)．しかし，今回の 2014/15 年の B ウイルス

には Os と Ln の IC50高値との関連が疑われた

K125N や E404K はみられず，Znと Pmの IC50高

値との関連が疑われた R186K もみられず，P42Q

が 1株にみられたのみであった．これらの変異は

消失していることより，現時点でNA阻害薬の感

受性低下に関連する変異が蓄積されているとは考

えられなかった．

B ウイルスでは亜型分類はされないが，山形系

統とビクトリア系統の 2 系統に HA 抗原性によ

り分類されている22)23)．2013/14 年は山形系統が

優位で 70％を占めていたが，日本におけるサーベ

イランスでは 2014/15 年は殆どが山形系統であっ

た24)．今回解析の対象となった B の 19 株はすべ

て山形系統であることが HA 領域の解析であき

らかにされている（data not shown）．2013/14 年

と 2014/15 年の NA 領域の比較をおこなったが，

両系統それぞれに特異的な AA はみいだされな

かった．NA領域のみから山形系統かビクトリア

系統であるかについて鑑別することは困難である

とともに，NA領域の系統による差から薬剤感受

性に違いが生じるとは考えにくいと思われた．

今回 2014/15 年流行期に分離された A/H3N2

および B ウイルスについて NA 領域の解析を行

なったが，NAの catalytic site は非常によく保存

されており，catalytic site 以外の部位も含めNA

領域に NA 阻害薬の耐性化に関連する変異の出

現やその蓄積は現時点ではみられていないと考え

られる．

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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