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広島市で検出されたインフルエンザウイルスの 

抗原及び遺伝子解析(2016/17 シーズン) 

山本 美和子  則常 浩太 兼重 泰弘 藤井 慶樹 

八島 加八*  松室 信宏  

は じ め に

 インフルエンザは毎年冬期に流行を繰り返す。

ヒトに対しては主に急な発熱や呼吸器症状を呈す

るが，肺炎や脳炎など重篤な合併症を引き起こす

ことがあり，特に小児や高齢者では死に至ること

もある疾患である。 

 インフルエンザウイルスは変異しやすく，毎年

流行ウイルスの抗原性が変わるため，ワクチン株

の選定は，国内の流行状況，分離ウイルスの抗原

性や遺伝子解析，抗体保有状況などの詳細な調査

をし，さらに WHO の提唱した北半球次シーズンに

対する推奨株の情報等の検討がなされ決定される
1)。2016/17 シーズンは A/カリフォルニア/7/2009

(X-179A)(H1N1)pdm09，A/香港/4801/2014(X-263) 

(H3N2)，B/プーケット/3073/2013(山形系統)，B/

テキサス/2/2013(ビクトリア系統)がワクチン株

として選定された(平成 28 年 6 月 7 日厚生労働省

健康福祉局長通知健発 0607 第 18 号)。 

 国内の分離株については，国立感染症研究所に

より，全国から集められたウイルス分離株の様々

な解析が行われているが，今回，広島市において

ウイルス分離できた株の抗原解析，遺伝子解析に

ついて行った結果をまとめたので報告する。 

方 法

1   材料 

 2016 年 9 月から 2017 年 4 月までに，広島市感

染症発生動向調査事業の病原体定点医療機関を受

診し，発熱，呼吸器症状を呈した患者 515 人から

採取した 714 検体を用いた。 

2   ウイルス分離及び抗原解析 

 ウイルス分離には MDCK(イヌ腎臓由来上皮)細

胞を使用した。3,000rpm，15 分遠心した検体の上

清を細胞に接種した。トリプシン加 MDCK 用培地を

添加し，34℃5％炭酸ガス培養した。1 週間観察，

1 代継代した後さらに 1 週間観察した。その間に

細胞変性効果(CPE)がみられたものについて国立

感染症研究所から配布された 2016/17 シーズンキ

ット(A/カリフォルニア/07/2009(H1N1)pdm09，A/

香港/4801/2014(H3N2)，B/プーケット/3073/ 

2013(山形系統)，B/テキサス/2/2013(ビクトリア

系統))を「インフルエンザ診断マニュアル」によ

り調製し，ホモ価を測定した後，赤血球凝集抑制

(HI)試験を行った。血球は 0.75％モルモット血球

を用いた。 

3   遺伝子検出(型・亜型・系統)検査 

 国立感染症研究所の「インフルエンザ診断マニ

ュアル(第 3 版)」に準じて遺伝子検出を行った。

QIAamp Viral RNA Mini Kit(QIAGEN 製)を用い検

体から RNA を抽出した。High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit(ライフテクノロジー

ズジャパン製)及びオリゴ dT プライマー(ライフ

テクノロジーズジャパン製)を使用し cDNA を合成

した。TaqMan Fast Advanced Master Mix(ライフ

テクノロジーズジャパン製)を用いて Real-time 

PCR を行い，検出及び型・亜型・系統の分類を行

った。 

4   HA 遺伝子解析 

 MDCK 細胞で培養されたインフルエンザウイル

スの培養上清を遺伝子検出(型・亜型・系統)検査

と同様に RNA 抽出し，cDNA を合成した。「インフ

ルエンザ診断マニュアル」に掲載されているプラ

イマーのうち，A(H1N1)pdm09 亜型は，F-primer 

:H1HA1-BEGIN，R-primer:swine H1-596-578R 及び

F-primer:swine H1-277-296F，R-primer:swine 

H1-1106-1087R の 2 組，A(H3N2)亜型は，F-primer: 

H3HA1-BEGIN，R-primer:H3-1105-1125R，B 型は

F-primer:BHA1-N，R-primer:BHA1-C を使用し，

PCR を行い，増幅産物を電気泳動した。特異バン

*：現 環境局環境保全課 

表 1 NA 阻害薬耐性変異(NA 蛋白質アミノ酸変異) 

N1 NA N2 NA B NA 

H275Y E119V R150K 

D199N R292K D197E 

I223R N294S D197N 

N295S I221T 

N294S 

G407S 
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ドを切り出し，QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN 製 )でゲル精製を行った。 BigDye

 Terminator v3.1 Cycle sequencing Kit(ライフ

テクノロジーズジャパン製)でサイクルシークエ

ン シ ン グ を 行 い ， そ の 反 応 液 を BigDye 

XTerminator 精製キット(ライフテクノロジーズ

ジャパン製)で精製し，Applied Biosystems 3500

ジェネティックアナライザで塩基配列を決定し，

分子系統樹を作成した。 

5  NA 遺伝子による薬剤耐性マーカー解析 

 遺伝子検出(型・亜型・系統)検査の際に合成し

た cDNA を A(H1N1)pdm09 型は，F-primer:swine 

N1-676-694F，R-primer:swine N1-1130-1111，

A(H3N2)型,F-primer:NA3-1,R-primer:NA3-62),B

型は F-primer:BNA-F355,R-primer:R1498-1472 を

使用して PCR を行い，増幅産物を電気泳動した。

特異バンドを切り出し，HA 遺伝子解析と同様に塩

基配列を決定した。アミノ酸へ変換し，耐性マー

カー(表 1)の有無を確認した。 

      

結 果 

1   発生状況(図 1) 

 515 人の検体を検査し，35 人からインフルエン

ザウイルスが検出された。内訳は A(H1N1)pdm09

亜型が 1 人，A(H3N2)亜型が 30 人，B 型が 4 人(ビ

クトリア系統 2 人，山形系統 2 人)であった。 

2   分離株の抗原解析(表 2) 

 国立感染症研究所から配布された 2016/17 シー

ズンキットを使用したHI試験の結果を表2に示し

た。A(H1N1)pdm09 亜型の抗血清 A/カリフォルニア

/7/2009 に対しての HI 価(ホモ価 640)は，640 が 1

株であった。A(H3N2)亜型の抗血清 A/香港

/4801/2014 に対しての HI 価(ホモ価 5120)は，80

が 2 株，160 が 3 株，320 が 1 株，1280 が 1 株で

あった。B 型(ビクトリア系統)の抗血清 B/テキサ

ス/2/2013 に対しての HI 価(ホモ価 320)は 320 が

1 株であった。 

国立感染症研究所によると 2)，ここ数シーズン

に分離される A(H3N2)亜型ウイルスは，MDCK 細胞

で分離すると NA 蛋白が，NA 活性に加え HA 活性も

発現し，正確な抗原性解析を困難にしているとの

ことである。今回行った A(H3N2)亜型の抗原解析

の結果もその影響を受けている可能性がある。 

3   HA 遺伝子解析 

 2013/14 シーズンから 2015/16 シーズンまでの 

図 1 月別ウイルス亜型・系統別患者数 

表 2 2016/17 シーズン広島市分離株の HI 試験結果 

採取週(年) 株名 

HI 試験(ホモ価) 

A/ｶﾘﾌｫﾙﾆｱ
/7/2009 
(640) 

A/香港
/4801/2014

(5120) 

B/ﾌﾟｰｹｯﾄ
/3073/2013 

(640) 

B/ﾃｷｻｽ
/2/2013 
(320) 

42(2016) B/Hiroshima-C/18/2016   <10 320 

44(2016) A/Hiroshima-C/11/2016 <10 80   

46(2016) A/Hiroshima-C/13/2016 <10 80   

46(2016) A/Hiroshima-C/12/2016 <10 160   

47(2016) A/Hiroshima-C/15/2016 <10 160   

47(2016) A/Hiroshima-C/14/2016 <10 160   

3(2017) A/Hiroshima-C/1/2017 640 <10   

7(2017) A/Hiroshima-C/2/2017 <10 320 <10 <10 

8(2017) A/Hiroshima-C/3/2017 <10 1280 <10 <10 



広島市衛研年報 36, 93-99(2017) 

 

     

A/Niigata/718/2016★
A/Niigata/721/2016★
A/Osaka-C/40/2016★

A/Yamaguchi/12/2017★
A/Fukui/60/2016★

A/Yamagata/210/2016★
A/Yamagata/205/2016★
A/Yamagata/204/2016★
A/Wakayama/138/2016★
A/Saitama/111/2016★
A/Saitama/103/2016★
A/Kanagawa/206/2016★
A/Gunma/182/2016★
A/Aichi/159/2016★

A/Sapporo/103/2016★
A/Hiroshima-C/10/2016●

A/Nara/35/2016★
A/Wakayama/144/2016★
A/Sapporo/94/2016★
A/Hiroshima-C/3/2016●

1160017N●
A/Hiroshima-C/6/2016●
1160071N●
A/Hiroshima-C/4/2016●
A/Wakayama/140/2016★

A/Hiroshima-C/7/2016●
A/Wakayama/163/2016★

A/Miyagi/39/2016★
A/Sapporo/99/2016★

A/Hiroshima-C/1/2016●
A/Saitama/104/2016★

A/Yamaguchi/32/2016★
A/Hiroshima-C/1/2017★
A/Wakayama/142/2016★
A/Wakayama/148/2016★

A/Hiroshima-C/15/2014◆
A/Hiroshima-C/10/2014◆
A/Hiroshima-C/14/2014◆
A/Hiroshima-C/17/2014◆
A/Hiroshima-C/18/2014◆
A/Hiroshima-C/2/2014◆
A/Hiroshima-C/20/2014◆
A/Hiroshima-C/21/2014◆

A/Hiroshima-C/1/2014◆
A/Hiroshima-C/19/2014◆
A/Hiroshima-C/22/2014◆
A/Hiroshima-C/7/2014◆

A/Hiroshima-C/5/2016●
A/Shizuoka-C/43/3016★

A/Hiroshima-C/26/2014◆
A/Hiroshima-C/36/2010(101226)
A/Hiroshima-C/37/2010(101228)
A/Hiroshima-C/18/2011(110118)

A/Hiroshima-C/200/2009
A/Hiroshima-C/201/2009
A/Hiroshima-C/202/2009
A/Hiroshima-C/203/2009
A/Hiroshima-C/397/2009

A/California/07/2009(2009-17Vaccine)
A/Hiroshima-C/2/2010(100101)
A/Hiroshima-C/1/2010(100104)
A/Hiroshima-C/396/2009

68

68

70

25

25

4

5

3

62

99

82
54

7

2

0

2

0

64

56

50

54

46

66

90

★：2016/17シーズン
●：2015/16シーズン
▲：2014/15シーズン
◆：2013/14シーズン

図 2 A(H1N1)pdm09 亜型 HA 遺伝子分子系統樹 
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1170061T★
A/Okinawa/23/2016★

A/Sapporo/90/2016★
A/Kobe/620/2016★
1160517N★
1160504N★

1170009N★
1170100N★

A/Oita/1/2017★
A/Fukushima/131/2016★

A/Osaka-C/2012/2016★
1160407N★

A/Hiroshima-C/11/2016★
A/Gifu/31/2016★
A/Hiroshima/18/2016★
A/Hiroshima/24/2016★
A/Saitama/96/2016★

1160438T★
1170014N★
1170024N★

A/Gifu/30/2016★
A/Miyazaki/49/2016★

A/Sagamihara/17/2016★
1170020N★

A/Sagamihara/19/2016★
A/Gunma/199/2016★

1160531N★
A/Nara/43/2016★

A/Ehime/40/2016★
A/Hiroshima/21/2016★
A/Kitakyusyu/7/2016★

A/Yokohama/200/2016★
A/Shimane/53/2016★

A/Ibaraki/67/2016★
A/Tokyo/16433/2016★
1160026N●

1160051N●
A/Hiroshima/25/2016★

A/Yokohama/193/2016★
1170045N★
A/Hirohsima-C/13/2016★
A/Ehime/60/2016★

A/Mie/29/2016★
1160018N●

A/Mie/2/2017★
A/Chiba-C/98/2016★

A/Hiroshima-C/12/2016★
A/Niigata-C/61/2016★

1160526N★
1170054N★
A/Hyogo/3045/2016★

1170044N★
A/Aichi/180/2016★
A/Wakayama/156/2016★

1150086N▲
A/Hiroshima-C/34/2014▲
A/Hiroshima-C/17/2015▲
A/Hiroshima-C/12/2015▲

A/Hiroshima-C/22/2015▲
A/Hiroshima-C/21/2015▲
A/Hiroshima-C/48/2014▲
A/Hiroshima-C/53/2014▲

A/Hiroshima-C/14/2015▲
A/Hiroshima-C/3/2015▲

A/Hiroshima-C/13/2015▲
A/Hiroshima-C/39/2014▲
A/Hiroshima-C/5/2015▲
A/Hong Kong/4801/2014(2016-17Vaccine)

A/Hiroshima-C/20/2013(130325)
A/Hiroshima-C/5/2014◆

A/Hiroshima-C/13/2013(130124)
A/Hiroshima-C/9/2013(130117)
A/Hiroshima-C/19/2013(130125)

A/Hiroshima-C/28/2014◆
A/New York/39/2012(2014-15Vaccine)
A/Switzerland/9715293/2013(2015-16Vaccine)

A/Hiroshima-C/2015▲
A/Hiroshima-C/44/2014▲99
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0.005

★：2016/17シーズン
●：2015/16シーズン
▲：2014/15シーズン
◆：2013/14シーズン

 図 3 A(H3N2)亜型 HA 遺伝子分子系統樹 



広島市衛研年報 36, 93-99(2017) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B/Hiroshima-C/11/2016●
B/Yokohama/117/2016★
B/Tochigi/16286/2016★
B/Okayama/11/2016●
B/Hiroshima-C/8/2016●
B/Hiroshima-C/15/2016●
B/Gunma/165/2016●
B/Akita/3/2016●
1160034N●
1160036N●
B/Fukushima/67/2016★
B/Hiroshima-C/1/2016●
B/Hiroshima-C/18/2016★
B/Hokkaido/2/2016●
B/Saitama/15/2017★
B/Yokohama/109/2016★

B/Kawasaki/90/2016★
B/Yokohama/118/2016★
1160539N★
B/Fukushima/68/2016★
B/Hiroshima-C/13/2016●
B/Hiroshima-C/6/2016●
B/Niigata/28/2017★
B/Sapporo/2/2017★
B/Yokohama/115/2016★
B/Yokohama/2/2017★

B/Hiroshima-C/14/2016●
B/Kanagawa/AC1623/2017★
B/Saitama/109/2016●

B/Hiroshima-C/4/2016●
B/Mie/1/2017★
B/Mie/3/2017★

B/Texas/02/2013(2015-17Vaccine Victoria)
B/Chiba-C/3/2017★

B/Phuket/3073/2013(2015-17Vaccine Yamagata)
B/Aomori/20/2016●

1170097N★
B/Fukuoka/16545/2017★
B/Gunma/13/2017★
B/Hiroshima-C/16/2016●
B/Mie/11/2016●
B/Mie/2/2017★
B/Niigata-C/3/2017★
B/Osaka-C/44/2016★
B/Osaka/1/2017★
B/Saga/234/2016★
B/Sapporo/1/2017★
B/Tochigi/17201/2017★
B/Tokyo/16561/2016★
B/Yokohama/112/2016★
B/Yokohama/113/2016★
B/tokyo/16590/2017★

B/Saga/201/2016★
B/Sapporo/57/2016●
1160047N●
B/Aichi/152/2016●
B/Fukushima/65/2016●
B/Hiroshima-C/2/2016●
B/Hiroshima-C/3/2016●
B/Hiroshima-C/9/2016●
B/Okayama/2/2015●
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★：2016/17シーズン
●：2015/16シーズン
▲：2014/15シーズン
◆：2013/14シーズン

 

図 4 B 型 HA 遺伝子分子系統樹 
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分離株と合わせ，A(H1N1)pdm09 亜型は，945 塩基

(315 アミノ酸)，A(H3N2)亜型は 834 塩基(278 アミ

ノ酸)，B 型は 810 塩基(270 アミノ酸)の配列を決

定し，系統樹を作成した(図 2～4)。 

2016/17 シーズンに分離されたインフルエンザ

ウイルス A/Hiroshima-C/1/2017(A(H1N1)pdm09 亜

型)とワクチン株である A/カリフォルニア

/7/2009 とのアミノ酸の相同性は 96.0％，

1170100N(A(H3N2)亜型)とワクチン株である A/香

港/4801/2014 とのアミノ酸の相同性は 96.9％，B/ 

Hiroshima-C/18/2016(B 型(ビクトリア系統))と

ワクチン株である B/テキサス/02/2013(ビクトリ

ア系統)とのアミノ酸の相同性は 98.9％，

1170097N(山形系統)とワクチン株である B/プー

表 3 NA 蛋白質アミノ酸変異(下線：既知の薬剤耐性アミノ酸部位) 

N1 NA  199 223 241 264 270 275 295

ISIRV 耐性参照株 A/Perth/261/2009 D I V V N Y N 

ISIRV 感受性参照株 A/Perth/265/2009 . . . . . H . 

広島市分離株 A/Hiroshima-C/1/2017 － － I I K H . 

N2 NA  119 147 194 245 267 292 294

ISIRV 耐性参照株 A/Fukui/45/2004 V D V S T R N 

ISIRV 感受性参照株 A/Fukui/20/2004 E . . . . . . 

広島市分離株 1160407N E N I N R . . 

 1160420T E N I N K . . 

 1160438T E N I N K . . 

 1160479N E N I N K . . 

 1160504N E N I N K . . 

 1160517N E N I N K . . 

 1160526N E N I N K . . 

 1160531N E N I N K . . 

 1170009N E N I N K . . 

 1170014N E N I N K . . 

 1170020N E N I N K . . 

 1170024N E N I N K . . 

 1170044N E N I N K . . 

 1170045N E N I N K . . 

 1170061T E N I N K . . 

 1170064N E N I N K . . 

 1170100N E N I N K . . 

 2165602T E N I N K . . 

 A/Hiroshima-C/12/2016 E N I N K . . 

 A/Hiroshima-C/13/2016 E N I N K . . 

 A/Hiroshima-C/14/2016 E N I N K . . 

 A/Hiroshima-C/2/2017 E N I N K . . 

 A/Hiroshima-C/3/2017 E N I N K . . 

B NA  150 197 198 221 294 320 407

ISIRV 耐性参照株 B/Perth/211/2001 R E N I N E G 

ISIRV 感受性参照株 B/Perth/211/2001 . D . . . . . 

広島市分離株 1170097N . D S . . K . 

 B/Hiroshima-C/18/2016 . D . . . D . 
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ケット/3073/2013(山形系統)とのアミノ酸の相同

性は 99.5％であった。 

4   NA 遺伝子による薬剤耐性マーカー解析 

 2016/17 シーズンの分離株 A(H1N1)pdm09 亜型 1

株，A(H3N2)亜型 23 株，B 型 2 株について，NA 遺

伝子の塩基配列を決定後，アミノ酸に変換し，薬

剤耐性マーカーの有無を確認した(表 3)。

A/Hiroshima-C/1/2017(A(H1N1)pdm09 亜型)につ

いては，D199N,I223R の有無の確認ができなかっ

たが，それ以外の全ての株については薬剤耐性マ

ーカーを保有していないことが確認できた。 

  

考 察 

2016/17 シーズンは，A(H3N2)亜型が流行した。 

分離株の HI 試験結果(表 2)では，A(H3N2)亜型

はホモ価が 5120 であるのに対し，80 が 2 株，160

が 3 株，320 が 1 株と 7 株中 6 株において 8 倍以

上抗原性が低下している結果となった。A(H3N2)

亜型ウイルスは，MDCK 細胞で分離すると，NA 蛋白

が NA 活性に加え HA 活性も発現し，正確な抗原性

解析を困難にしている 2)といわれている。今回の

結果では，今シーズンの流行株は抗原性が変異し

ている結果となったが，上記のような理由もあり

H I 試 験 の み で の 正 確 な 判 断 は 難 し い 。 

2016/17 シーズン及び 2015/16 シーズンのワク

チン株と広島市分離株における HA アミノ酸の相 

 

 

 

 

同性を図5に示した。B型はいずれのシーズンも，

ビクトリア系統，山形系統ともに高い結果となり，

A 型は A(H1N1)pdm09 亜型，A(H3N2)亜型のいずれ

も，B 型と比較すると若干低い結果となった。さ

らにA(H1N1)pdm09亜型について2009/10シーズン

から 2016/17 シーズンまでのワクチン株と広島市

分離株との HA アミノ酸の相同性を図 6 に示した。

2014/15 シーズンは分離株がないため比較できな

いが，年々ワクチン株との相同性が低くなってお

り，抗原性が徐々に低下している可能性が示唆さ

れた。 

NA 遺伝子による薬剤耐性マーカー解析の結果

(表 3)，今シーズンの全ての分離株において薬剤

耐性マーカーは確認されなかった。しかし，薬剤

耐性株は，検出され始めると急激に増加し，1 シ

ーズンでほとんどが耐性株に変化してしまう可能

性もあるので，今後も継続して解析していく必要

がある。 
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図 6 ワクチン株と分離株の HA アミノ酸の 

相同性(A(H1N1)pdm09 亜型) 
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図 5 ワクチン株と分離株の 

HA アミノ酸の相同性 


