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Genetic microheterogeneity of emerging H275Y influenza virus 

A(H1N1)pdm09 in Saga,Japan from the 2017‐2018 influenza season. 

          

ウイルス課 安藤克幸 島あかり 諸石早苗 

       

アメリカやメキシコなど北米を中心に 2009 年 4 月よりブタ由来の新型インフルエンザウイルス(AH1pdm09)が発

生し、感染が瞬く間に世界中に拡大した 1）。 

その後、世界各国で分離されたこの AH1pdm09 株の大半は、Neuraminidase（NA） 阻害薬のオセルタミビル

やザナミビルに感受性を示すが、国内で検出された AH1pdm09 株から散発的にオセルタミビル耐性を獲得した

ウイルスが確認されている 2）。 

そして、異なる作用機序の M2 タンパク質を標的とする M2 阻害薬のアマンタジンやリマンタジンに対しては、

現在ではほとんどの AH1pdm09 株が耐性を獲得している。 

過去、県内では AH1pdm09 による主な流行は 2009/2010，2010/2011，2013/2014 及び 2015/2016 シーズン

に発生している。 

このうち、特に 2009 年の流行時には、若年から低年齢層において高頻度にウイルス性の肺炎を発症してい

る。 

このことが関連するのか不明であるが、国内では諸外国に比較して、突出してオセルタミビル（商品名：タミフ

ル）を大量に使用してきている。このため国立感染症研究所を中心に薬剤耐性インフルエンザウイルスのスクリ

ーニング調査がこれまで行われている。 

今回、県内で初めて 抗インフルエンザ薬投与前の小児患者から薬剤耐性インフルエンザウイルスが検出さ

れたため、詳細について調査することとした。 

 

1 材 料 

2017 年 9 月～2018 年 3 月に県内の感染症発生動向調査病原体定点医療機関を受診し、この調査に同意さ

れた患者から採取した臨床検体（鼻・咽頭拭い液、うがい液）を材料とした。 

そして、ウイルス分離及び RT－PCR 法 3）により AH1pdm09 と同定された検体（臨床検体・分離ウイルス）に

ついて詳細な解析を行った。 

 

２ 方 法   

（1）ウイルス分離    

既報の方法 3)に基づき臨床検体を MDCK 細胞に接種し、トリプシン加 D-MEM、5%CO2、 34℃で 7 日 

   間培養した。インフルエンザウイルス分離用の MDCK 細胞は 20 代以内の継代歴のものを使用した。 

   また、必要に応じてプラーククローニング 4)を実施した。 

 

（２）NA 遺伝子解析   

オセルタミビル耐性ウイルスの検出は、NA 遺伝子を対象とし、allelic discrimination の原理による 

Allele-specific RT-PCR 法 5)を用いた H275Y 耐性変異のスクリーニングにより実施した。 

 

変異遺伝子の検出には、分離株および臨床検体から抽出した RNA を用い、スクリーニング陽性株の

NA 遺伝子の部分シークエンスを行った。RT－PCR では、増幅した遺伝子の 825 番目の CAC ⇒ TAC 
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置換、アミノ酸変換後で 275 番目のアミノ酸がヒスチジン（H）からチロシン（Y）に置換（H275Y）していること

を確認した。  

NA 遺伝子全領域の解析には、以下の primer sets による Long PCR を行った。 

swine N1-F1 ；AGCAAAAGCAGGAGTTCAAAATGA  

swine N1-959-941R ；CCACTGCATATGTATCCTA  

swine N1-676-694F ；ACACAAGAGTCTGAATGTG 

swine N1-R1 ；GTAGAAACAAGGAGTTTTTTGAAC 

シーケンス反応は、Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit により行い、MEGA6,、GISAID 

database および Influenza Research Database で解析した。 

  

（3）薬剤感受性試験   

Allele-specific RT－PCR 法と部分シークエンスで検出した H275Y 耐性変異株について、NA 阻害薬の

オセルタミビル、ペラミビル、ザナミビルおよびラニナミビルに対する感受性試験を国立感染症研究所イン

フルエンザウイルス研究センターで実施した。感受性試験は NA－Star Influenza Neuraminidase Inhibitor 

Resistance Detection Kit（Applied Biosystems）を用いた化学発光法により行った。H275Y 耐性参照株とし

て A／PERTH／261／2009 を使用し，感受性参照株に は A／PERTH／265／2009 を使用した。薬剤

解析株の感受性は、定法によりウイルスの NA 活性を 50％阻害する薬剤濃度（IC50 値）により比較、実施し

た。 

 

（４）抗原性解析および HA 遺伝子解析  

    MDCK 細胞による培養で細胞変性効果がみとめられたウェルの培養上清は、0.5%ニワトリ赤血球を用い

て赤血球凝集 (HA) 試験を行った。 

    分離株の抗原解析は、国立感染症研究所より分与された抗 A/Singapore/GP1908/2015（IVR-180）

（H1N1）pdm09 血清、抗 A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2) 血清、抗 B/Texas/2/2013（ビクトリア系統）

血清および抗 B/Phuket/3073/2013（山形系統）血清を用いた赤血球凝集抑制（HI）試験により行った。 

    HA 遺伝子全領域の解析は、以下の primer sets による PCR 及び Long PCR により行った。 

H1HA1-BEGIN ；AGCAAAAGCAGGGGAAAATAA 

swine H1-568-545R ；AATGTAGGATTTRCTGAKCTTTGG 

swine H1-366-385F ；GAGCTCAGTGTCATCATTTG 

swine H1-1106-1087R ；TGATAACCGTACCATCCATC 

swine H1-1013-1034F ；TCCCGTCTATTCAATCTAGAGG 

HA2H1-1759-1778R ；AGTAGAAACAAGGGTGTTTTT  

シーケンス反応は、NA 遺伝子と同様に行い、GISAID database および Influenza Research Database で解

析した。 

 

３ 結 果 

（１）ウイルス分離 

    MDCK 細胞による分離は、継代培養 1 回目又は 2 回目の培養液を RT-PCR 法 3)で検査することにより

AH1pdm09 ウイルスを確認した。 
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（２）NA 遺伝子解析   

RT-PCR 法により AH1pdm09 ウイルスが陽性であった検体について、Allele-specific RT-PCR 法実施し

たところ A／Saga／307／2017 がオセルタミビル耐性であった。 

そして、NA 遺伝子の部分シークエンスを行った結果、増幅遺伝子の 825 番目の塩基が CAC ⇒ TAC

に置換していた。（図 1） 

この Allele-specific RT-PCR 法と部分シークエンスにより H275Y 耐性変異が認められた A／Saga／307

／2017 は 2017 年 12 月に検体採取され、分離した株であった。 

また、A／Saga／307／2017 分離株（臨床検体）は、部分シークエンス法による解析で、以下のとおり耐

性株(H275Y)のみの単一波形であった。（図 1） 

 

 

図 1 A／Saga／307／2017 株の部分シーケンス（H275Y） 
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さらに、NA 遺伝子の全領域を解析した結果、臨床検体、分離ウイルスは、以下のとおり同一配列であっ

た。（分離株解析結果のみ掲載）図 2 

 
図 2 A／Saga／307／2017 株の NA 遺伝子全領域解析結果 

 

（３）H275Y 耐性変異株の NA 阻害薬に対する 感受性試験   

感受性参照株として用いた A／PERTH／265／2009 のオセルタミビル、ペラミビル、ザナミビルおよび

ラニナミビルに対する IC50 値は 0.29nM、0.05 nM、0.11 nM および 0.16nM であった。一方、県内で分離

した A／Saga／307／2017 の IC50 値はそれぞれ 384.92nM、18.44nM、0.22nM および 0.95nM で、感受

性参照株と比較してオセルタミビルに対して約 1,327 倍、ペラミビルに対して約 369 倍感受性が低下してい
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たが、ザナミビルおよびラニナミビルに対 しては感受性を保持していた。 

（４）オセルタミビル耐性 AH1pdm09 ウイルス の抗原性解析および HA 遺伝子解析   

県内で分離したオセルタミビル、ペラミビル耐性 AH1pdm09（A／Saga／307／2017）  は、抗

A/Singapore/GP1908/2015（IVR-180）（H1N1）pdm09 血清（ホモ価 1,280）に対して HI 価 640 であり、抗

原性は Michigan/45/2015 や 2010／11～2015／16 シーズンの AH1pdm09 ワクチン株 A／California／7

／ 2009 に 類 似 し て い た 。  一 方 、 抗  A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2) 血 清 （ 同 5,120 ） 、 抗 

B/Texas/2/2013（Victoria 系統）血清（同 640）および抗 B/Phuket/3073/2013（山形系統）血清（同 

1,280）に対しては、HI 価は 10 未満であった。   

また、A／Saga／307／2017のHA遺伝子の全領域を解析した結果、臨床検体、分離株は、以下のとおり

同一配列であった。（分離株解析結果のみ掲載）図 3 系統樹解析 図 4 
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図 3 A／Saga／307／2017 株の HA 遺伝子全領域解析結果 
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図 4  A／Saga／307／2017 HA 遺伝子 系統樹解析 

 

４ 考 察 

（１） ウイルス分離 

2017/18 インフルエンザシーズンのインフルエンザウイルス検体数は 161 株で A/H1pdm09 の比率は、

25.5％であった。 

採取検体の年齢群別内訳は、0～1 歳群 1 名(0.02%)、1～2 歳群 2 名(0.05%)、2～3 歳群 2 名(0.05%)、3

～4 歳群 5 名(0.12%)、 4～5 歳群 6 名(0.15%)、5～10 歳群 14 名(0.34%)、10～15 歳群 5 名(0.12%)、15～20

歳群 1 名(0.02%)、20 歳を越える群 5 名(0.12%)であった。 

また、A/H1pdm09 株が検出されたのは 2017 年第 46 週から 2018 年第 9 週で、流行のピークは 2017 年

第 47 週から第 50 週であった。 

 

（２）NA 遺伝子解析、H275Y 耐性変異株の NA 阻害薬に対する薬剤感受性試験 

日本国内で検出された耐性ウイルスはいずれも NA 蛋白に H275Y 耐性変異をもち、オセルタミビル（商
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品名タミフル）およびペラミビル（商品名ラピアクタ）に耐性を示す一方で、ザナミビル（商品名リレンザ）およ

びラニナミビル（商品名イナビル）に対しては感受性を保持していた。しかし 2014 年４月に、日本国内の抗

インフルエンザ薬耐性株サーベイランスにおいて初めて H275Y 耐性変異に加えて I223R 耐性変異をもち、

オセルタミビルおよびペラミビルに高い耐性を示し、さらにザナミビルおよびラニナミビルに対しても感受性

が低下した A(H1N1)pdm09 ウイルスが広島県で検出されている。 

 

単独で I223R 耐性変異をもつ A(H1N1)pdm09 ウイルスは、これまでに NA 阻害剤投与例から検出されて

おり、I223R 耐性変異は NA 蛋白の活性部位のコンホメーションを縮小変化させることで NA 阻害剤との結

合力を低下させ、オセルタミビル、ペラミビルおよびザナミビルに対して感受性の低下を示すことが報告さ

れている 6-8)。 

2009 年に、世界で初めて、米国ペンシルバニア州で検出された H275Y/I223R の二重耐性変異をもつ

A(H1N1)pdm09 ウイルスは、感受性株に比べてオセルタミビルに対して 9,053 倍、ペラミビルに対して

13,092 倍、ザナミビルに対しても 22 倍感受性が低下していた 9)。 

また、NA 蛋白の V241I、N369K および N386S の３つの変異が H275Y 変異ウイルスの安定化に寄与する

ことが報告されている 10）が、A／Saga／307／2017 株でも 241 番目のアミノ酸がバリン(V)からイソロイシン

(I)に、369 番目のアミノ酸がアスパラギン(N)からリシン(K)に、386 番目のアミノ酸がアスパラギン(N)からセリ

ン(S)に変異していた。 

   さらに、F74L、G77R、V81A、I188T、A232V 及び N449D の各変異が確認された。図 5） 
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図 5 A／Saga／307／2017 NA 分子の立体構造 

 

 

（3）抗原性解析および HA 遺伝子解析 

解析した分離株のすべてがワクチン株 A/Singapore/GP1908/2015（IVR-180）（H1N1）pdm09 に抗原性

が類似しており、A/Singapore/GP1908/2015（IVR-180）（H1N1）pdm09 の抗血清に対しての HI 価は、ホモ

価に比較して 4 倍以内であった。 

   A／Saga／307／2017 は Global swine H1 clade の 1A.3.3.2 に分類され、HA 蛋白では、 

N179S、S224R、R240Q、L178I、Q180K、S91R、I312V および I421M の各アミノ酸変異が確認された。図 6） 

HA 抗原を 1～8 のクラスターに分類する系統樹解析では、A／Saga／307／2017 は、クレード 6B.1（共通

アミノ酸置換：S84N, S162N, I216T）内の S74R, I295V 群に属していた。ほとんどのウイルスは S74R, I295V

群内に分岐した S164T 群に属した。さらに、S164T 群には P137S, I267T, I372L 群、L161I, I404M 群に属し

ていた。図 6) 
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図 6  A／Saga／307／2017 HA分子の立体構造 
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NIIDインフルエンザ研究センター流行株抗原性解析と遺伝子系統樹 2018 06より転載 

図 7  A／Saga／307／2017 

 

（4）抗原ミューテーションサーベイランス 

インフルエンザウイルス病原性解析モデルの WSN 株のノイラミニダーゼ(NA)については、細胞表面で

456番目のC末端アミノ酸であるLysを主な結合部位としてplasminogenと結合している。NAとpkasminogen

の結合には、カルボキシル末端の Lys の存在と 146 番目のアミノ酸への糖鎖付加の欠損が必要であるが、

シアリダーセ活性と関係なく、全身に分布する plasminogen の受容体として機能し、plasmin への活性化を

促進して HA を開裂する 11）。 
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つまり、WSN 株の病原性に関しては、NA が決定因子となっている。H5N1 が哺乳類への感染性を獲得

すると考えられている HA と PB2 領域のアミノ酸変異とは異なる作用機構であり、この場合 HA が弱毒型で

あっても、ゲノムの 1 塩基変異で H1N1 流行株が強毒性ウイルスに変異する可能性がある。 

 

今回検出された A／Saga／307／2017 株の NA 遺伝子 C 末端は K；リジンであり、インフルエンザウイル

スの人への感染性の変異を監視するためには、薬剤耐性サーベイランスとともに HA 領域（segment4）のみ

ならず、Segment6 についての詳細な調査が重要であると考える。 
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SUMMARY 

 Oseltamivir is the most commonly used drug for the treatment or prophylaxis of influenza,and has 

been widely used in Japan. 

Our nation has the highest frequency of neuraminidase (NA) inhibitor use against influenza in the 

world.Therefore, Japan could be at high risk of the emergence and spread of NA inhibitor-resistant 

viruses. The aim of this study was to monitor the emergence of NA inhibitor-resistant viruses. 

 

To monitor antiviral-resistant A(H1N1) pandemic09(pdm09) viruses,we examined viruses isolated 

between September 2017 and January 2018 influenza season in Saga prefecture by allelic 

discrimination, NA gene sequencing, and NA inhibitor susceptibility. 

  

We found that 1 (0.6%) of 161 seasonal influenza viruse isolates possessed an H275Y substitution 

in the NA protein that confers about 1,327 and 369 fold decreased susceptibility to oseltamivir and 

peramivir, respectively, compared with 275H wild-type viruses. 

 

The HI test was performed to estimate the reactivity of A(H1N1)pdm09 virus to ferret antiserum 

against the 2017–18 vaccine strain A/California/7/2009. 

Most of A (H1N1)pdm09 (n = 41) isolates were inhibited by anti-A/California/7/2009 ferret 

antiserum, and oseltamivir-resistant (n =1) A(H1N1)pdm09 , respectively,showed a 4-fold reduced 

HI titer. 

 

Phylogenetic trees of NA and HA genes were constructed by neighbor-joining method.A 

phylogenetic tree was constructed by using representative A (H1N1)pdm09 isolates from several 

prefectures of Japan. Sequence information of A(H1N1)pdm09 from other countries was 

downloaded from the Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data (GISAID) and GenBank.  

 

 Genetical analysis of A/SAGA/307/2017 which was predicted that neuraminidase substitutions 

V241I, N369K, and N386S in the virus may offset the destabilizing effect of the H275Y substitution. 

 

The phylogenetic analysis of A/SAGA/307/2017 HA gene belong to the 6B.1 genetic group, 

presenting AA changes in the HA at residue ,S224R,R240Q,L178I,Q180K, S91R,I312V and I421M 

in the HA1 and HA2 region. 


