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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, thus emergence of
resistant viruses is of great concern. We sequenced the NA segment of isolated virus from influenza
patients in the 2015-16 influenza season and investigated the relation between the deduced NA amino
acid sequence and the 50% inhibitory concentration (IC50) of four NA inhibitors.
Materials and Methods : A total of 59 viruses (20 A/H1N1pdm09, 19 A/H3N2, and 20 B) that showed

high or low IC50 to NA inhibitors were sequenced using a�next generation sequencer�, and the
deduced amino acid sequences were analyzed.
Results : Two A/H1N1pdm09 viruses that showed very high IC50 for oseltamivir (150 nM and 130

nM) contained the H275Y mutation that has been reported in several previous seasons. Except for this
H275Y mutation, no significant relation was found between the NA amino acids and the IC50 of the four
NA inhibitors in A/H1N1pdm09 viruses. There was no significant relation between the NA amino
acids and the IC50 of the four NA inhibitors for A/H3N2. NA amino acids sequences of B were divided
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into two groups. There was no significant relation between the NA amino acids and the IC50 of the four
NA inhibitors for B.

Conclusion : The previously reported H275Y mutation that causes oseltamivir resistance was found
in two A/H1N1pdm09 viruses that showed a very high IC50 for oseltamivir. No additional NA amino
acid sequences related to the IC50 of four NA inhibitors was found in other virus in the 2015-16
influenza season.

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，時に重症化などによる死亡例もみられ，

社会に大きな影響を与えている．日本では，イン

フルエンザの治療に，ノイラミニダーゼ（NA）阻

害薬が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（zanamivir，以下ザナミビ

ル），オセルタミビルリン酸塩（oseltamivir，以下

オセルタミビル），ペラミビル水和物（peramivir，

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（laninamivir，以下ラニナミビル）の

4 剤が使用されている．そのため，この 4 つの

NA阻害薬に対する耐性ウイルスの出現は臨床で

重要な問題となる．

NA 阻害薬の耐性が最初に問題になったのは，

2007 年より出現した，NAにオセルタミビルに耐

性となる H275Y 変異を持つ A/H1N1（ソ連型）

で1)，2008/09 年シーズンに A/H1N1 感染者でオ

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2)3)．2009 年に新型インフルエンザ

として A/H1N1pdm09 が出現し，それ以降は

A/H1N1（ソ連型）の流行は見られなくなった．

一方，A/H1N1pdm09 においてもオセルタミビル

耐性ウイルスの流行が報告されている4)．また，

H3N2 や B でも，流行は確認されていないが，in

vitro で NA 阻害薬への感受性低下を示す NA の

変異が報告されており，NA阻害薬耐性ウイルス

についてのサーベイランスが世界で行われてい

る5)~7)．

我々は，2010/11 年シーズンよりインフルエン

ザウイルスの NA 阻害薬への感受性を調査する

為に，各シーズンに患者から分離されたウイルス

について各薬剤の IC50 を検討している8)~13)．ま

た，2011/12 年シーズン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 IC50 との関連について検討を継続し

ている14)~16)．今回，2015/16 年シーズンに分離

された A/H1N1pdm09，A/H3N2，B ウイルスに

ついて NA 領域の遺伝子を解析し，推定される

AA 配列と各 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8)~13)．

2015/16 年流行期にこの調査に参加した 23 の医

療機関（東北，関東，北陸，関西，四国，九州）

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

（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％ inhibi-

tory concentration，IC50）をfluorescence-based

neuraminidase inhibition assay により測定した17)．

2015/16 年シーズンに分離されたウイルスの内訳

は A（H1N1）pdm09 が 210 株（67.3％），A

(H3N2）が 19 株（6.4％），そして B が 82 株

（26.3％）であった．A/H1N1pdm09 と B のそれ

ぞれについて，オセルタミビルおよびラニナミビ

ルの IC50 が高い 10 株，低い 10 株を選び，解析の

対象とした．A/H3N2 は 19 株全てについて解析

した．

NA遺伝子の決定

A 型インフルエンザである A/H1N1pdm09 お

よびA/H3N2 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 re-
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verse transcribed polymerase reaction (RT-PCR)

を施行した18)．B では，Zhou らの報告した B型

ウイルスの全遺伝子を増幅するための primer set

を用いて RT-PCR を施行した19)．この PCR 産

物から，既に報告した方法にてNAのAA配列を

推定した20)．その概略は，上述の PCR 産物を材

料として，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し，MiSeq による

シークエンスを実施した．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 配列をコンセンサス配列（consensus）

と比較した．

結 果

A/H1N1pdm09の NAと IC50

A/H1N1pdm09 20 株の AA 配列でコンセンサ

スから変異がみられた部位をオセルタミビルの

IC50 が高い株より示した（Table 1）．NA の 469

アミノ酸中 24ヶ所に差異がみられた．オセルタ

ミビルの IC50 が 150nM および 130nM と著しく

高値であった 2株では，NAの catalytic site であ

る 275 番目に H から Y への変異が認められた．

この 2 株のペラミビルの IC50 は 10nM および

17nMであり，そのシーズンに分離された株のペ

ラミビルの IC50 の幾何平均 0.5 nM の 20 倍以上

に上昇していた13)．NA蛋白の活性部位（cataly-

tic site）は既に同定されているが21)，このH275Y

以外には，catalytic site に 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．株間で複数の

変異が catalytic site 以外にみられたが，それらの

変異と 4 つの NA 阻害薬の IC50 に関連をみいだ

すことは出来なかった．

A/H1N1pdm09 の流行がみられた 2013/14 年

シーズンの A/H1N1pdm09 に置ける NA のコン

センサス配列と今回の AA の比較では，5ヶ所

（AA13，AA44，AA264，AA270，AA314) に，

2015/16 年シーズンに分離された多数の株で変異

がみられた（Table 1）．AA13 では V から I，

AA44 では S から N，AA264 では V から I，

AA270 では N から K，AA314 では I から M へ

の変異が見られ，多くの株で 2013/14 年シーズン

のコンセンサスとは異なっていた．これら 5ヶ所

の AA変異と 4 つの NA 阻害薬の IC50 の高低に

関連をみいだすことは出来なかった．

A/H3N2の NAと IC50

解析された 19 株の A/H3N2 の AA におけるコ

ンセンサスからの変異をオセルタミビルの IC50

が高い株より示した（Table 2）．A/H3N2 の NA

蛋白 468 AA 中 15ヶ所に変異がみられた．変異

は全て catalytic site ではない部位であり，cataly-

tic site では変異はみられなかった．いくつかの

変異が複数の株にみられたが，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

変異をみいだすことは出来なかった．

2014/15 年シーズンに得られた A/H3N2 のコ

ンセンサスとの比較では，2015/16 年シーズンコ

ンセンサスに 10ヶ所の変異がみられた（data not

shown）．その中の 7ヶ所は，2015/16 年シーズン

に得られた株全てで 2014/15 年シーズンのコンセ

ンサスから変異をしていた．残りの 3ヶ所は

Table 2 に示されたAA147，AA 150，AA 380 で，

半数以上が 2014/15 年シーズンから変異をしてい

たが，これらの変異と 4 つの NA 阻害薬の IC50

の高低に関連をみいだすことは出来なかった．

Bの NAと IC50

B 20 株のコンセンサスからの変異と各株の

IC50 を Table 3 に示した．2015/16 年シーズンに

得られた株の AA 配列は大きく 2 つに分類され，

それらは分離された株の抗原性によって決定され

たB型ウイルスの 2つの系統の分類，Victoria 系

統（以下Vic）と Yamagata 系統（以下Yam），と

一致していた22)23)．

Vic の 13 株のコンセンサスとの比較では，466

の NA の AA 中 12ヶ所で変異がいくつかの株認

められた．変異は全て catalytic site 以外で，cat-

alytic site には変異はみられなかった．これらの

変異と４つの NA 阻害薬の IC50 の高低に関連を

みいだすことは出来なかった．

Yam の 7 株は，多くのアミノ酸が前年度のコ

ンセンサスと一致していたが，5ヶ所の AA

（AA45，AA150，AA245，AA393，AA464）では，

Yam 7 株全てにYam が流行の主体であった前年

度に得られた B の NA のコンセンサスからの変

化がみられた．全ての Yam 株が今回のコンセン

サスからの変異をしていた 22ヶ所を除いて，

池 松 秀 之 ほか６名196
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Yam 7 株間で 6ヶ所にコンセンサスからの変異が

みられた．これらは全て NA の catalytic site 以

外で，catalytic site には変異はみられなかった．

また，これらの 6ヶ所の変異と 4 つの NA阻害薬

の IC50 の高低に関連をみいだすことは出来な

かった．

考 察

インフルエンザの治療において NA 阻害薬へ

の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）であるが，このウ

イルスは 2009 年の A/H1N1pdm09 出現以降，流

行は見られていない．A/H1N1pdm09 の流行は

毎年ではないが，流行がみられた 2011/12 年と

2013/14 年シーズンには，オセルタミビルへの感

受性を低下させる H275Y 変異をもつA/H1N1

pdm09 が検出されたが，その割合は極めて低く，

治療への明らかな影響は報告されていない．

2014/15 年シーズンは A/H1N1pdm09 がほとん

ど検出されなかった．今回検討した 2015/16 年

シーズンは，A/H1N1pdm09 が流行の半数以上を

占め，その中の 1.9％に H275Y 変異を持つオセ

ルタミビル耐性ウイルスが存在していたと国立感

染症研究所から報告されている24)．我々が実施

している IC50 上昇の調査では，2015/16 年シーズ

ンに分離された A/H1N1pdm09 のなかに，オセ

ルタミビルおよびペラミビルの IC50 が著しく上

昇したウイルスが 2株分離された13)．今回この 2

株では，オセルタミビル耐性変異として認識され

ている NA の H275Y 変異がみられ，この変異が

オセルタミビルおよびペラミビルの IC50 上昇の
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Table 2 NA AA mutaion and IC50 of A/H3N2 in the 2015/16 season

Consensus

AA position NAI

50

V

141

N

147

N

150

R

151

D

238

T

310

H

331

S

339

D

380

V

384

S

386

P

398

V

435

E

468

P

Os Ln Zn Pr

IC50, nM IC50, nM IC50, nM IC50, nM

DS6-293 - D - - - - Y - - I - - - - - 1.3 4.7 2.8 1.1

DS6-150 - - - - - - - - - - - - - - - 1.2 4.4 2.5 0.9

DS6-40 - D - H - - Y - - I - - - - - 1.2 5.2 2.7 0.9

DS6-160 - D - H - - Y - - I - - - - - 1.1 5.0 2.3 0.8

DS6-47 G D - - G A Y - - I A - - - - 1.0 4.5 2.1 0.8

DS6-111 - - - - - - - - N - - - - - H 1.0 4.8 2.5 0.9

DS6-159 - D - H - - Y - - I - - - - - 1.0 4.9 2.3 0.8

DS6-381 - - - - - - - - - - - - - K - 0.9 3.8 2.2 0.7

DS6-116 - D - - - - Y - - I - - - - - 0.9 4.0 2.7 0.9

DS6-524 - - - - - - - - N - - H I - H 0.9 3.3 1.9 0.7

DS6-149 - - - - - - - - N - - - - - H 0.9 3.6 2.5 0.8

DS6-11 - - - - - - - R N - - - - - H 0.8 2.9 2.3 0.3

DS6-270 - - - - - - - - - - - - - - - 0.8 3.4 2.1 0.7

DS6-348 - - - H - - - - N - - - - - H 0.8 3.5 2.3 0.7

DS6-167 - - D H - - - - N - - - - - H 0.7 3.0 2.1 0.7

DS6-52 - D - - - - Y - - I - - - - - 0.7 2.7 1.8 0.7

DS6-82 - - D H - - - - N - - H - - H 0.7 3.0 1.8 0.5

DS6-10 - - - - - - - - N - - - - - H 0.7 3.3 2.3 0.8

DS6-363 - - D H - - - - N - - - - - H 0.4 2.1 1.9 0.6
Consensus in
2014/15 season

- - D H - - - - - I - - - - -

Geometric Mean
of IC50

- - - - - - - - - - - - - - - 0.9 3.7 2.22 0.7

NAI ; neuraminidase inhibitor, Os ; oseltamivr, Ln ; laninamivir, Zn ; zanamivir, Pr ; peramivir
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原因であることが確認された．また，耐性の基準

には達していないが，オセルタミビルの IC50 が

21.0 nMと上昇しているウイルス株がみられてい

る（Table 1, DS6-349）．この株では，他のNA阻

害薬の IC50 もわずかながら上昇している．NA

のアミノ酸配列が全く同一のウイルス株は他に４

株みられているが，IC50 の上昇は見られていない．

NA以外にも耐性となるかはわからないが，IC50

に影響を与える部位か因子が存在していると思わ

れる．

国立感染症研究所から報告されるA/H1N1

pdm09 の HA 遺伝子による系統樹解析では，

2015/16 年シーズンの A/H1N1pdm09 に以前に

流行した株からの系統樹上のクレードが分岐する

ような変異がみられることが報告されている25)．

今回のNA遺伝子検討では，変異が 4つみられて

いる．これらの変異は NA 阻害薬の IC50 の高低

には関連を示していないが，ウイルスの変化には

意義がある可能性があり，HA と NA の変異の関

連については，今後詳細に検討する予定である．

NA阻害薬耐性についてのサーベイランスが世

界で行われているが，A/H3N2 や Bでは，耐性ウ

イルスの大きな流行は報告されていないが，in

vitro では 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26)~28)．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26)．しかし，

in vitro で確認されているこれらの既知の耐性変

異は，現在日本で行われている全国規模のインフ

ルエンザ耐性サーベイランスでは報告されておら

ず，今回の検討や我々の過去の検討でもみられて

いない．日本では NA 阻害薬に耐性を示す

A/H3N2 の流行は報告されておらず，A/H3N2 で

は，NA阻害薬が広く治療に使用されても，耐性

変異は容易には起こらないものと考えられる．

A/H3N2 では NA の catalytic site に D151N 変

異がしばしばみられるが，これは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29)．我々は 2011/12

年シーズンに 48 株中１株，2012/13 シーズンに

48 株中 4 株の D151N 変異を報告したが，2013/

14 年シーズンおよび 2014/15 年シーズンにはこ

の変異は検出されなかった14)~16)．今回解析した

19 株の A/H3N2 には，この変異はみられなかっ

たが，1株に AA151 で D151G の変異がみられた．

この変異が実際の流行株ではみられたのかについ

ては不明である．catalytic site にこれまでに解析

した臨床分離株では AA151 以外には，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

の中で A/H3N2 は変異の多いウイルスといわれ

ているが，NAの catalytic site は非常によく保存

されていることが確認された．A/H3N2 の NA

の catalytic site 以外に，いくつかの変異がみられ

たが，IC50 に有意な影響を与える変異はみつから

なかった．A/H3N2 において，NA阻害薬の感受

性低下に関連するNAの変異の出現や，その蓄積

をもたらす傾向はこれまでのところないと考えら

れる．

B において，A/H1N1pdm09 の H275Y 変異に

相当する H273Y 変異は，2015/16 年シーズンに

解析されたB にはみられなかった（Table 3）．こ

れまで，この変異は海外や日本でのサーベイラン

スでも報告されておらず，B において，この変異

は自然界ではお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27)28)．しかし，これら

の変異も，これまでの成績と同様に，今回のB型

20 株にみられておらず，NA阻害薬の一般的な使

用によるこれらの耐性変異の誘導は容易には起こ

らないと考えられた．

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)．日本における流行サー

ベイランスでは 2014/15 年シーズンは殆どが山形

系統であったが，2015/16 年シーズンは山形系統

とビクトリア系統の 2系統の流行がみられ，日本

では山形系統がわずかに多かったと報告されてい

る30)．今回の B 型 20 株は，その抗原性から 13

株が Vic で，7株がYamと判定されたが，NAの

アミノ酸配列も，2 系統で差がみられた．しかし，

それぞれの系統内でみられた株間の変異は，全て

catalytic site 以外に見られており，薬剤感受性に

与える影響は考えにくく，実際の IC50 にも各変

異と有意な関連はみいだされなかった．興味深い

ことに，今回Yamと判定された株において，6ヶ

所（AA45，AA49，AA236，AA245，AA393，

AA464）で全ての株に，昨シーズンのコンセンサ
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スからの変異がみられている．これらのうち 4ヶ

所（AA45，AA49，AA245，AA393）では，Vic

の 13 株が昨シーズンのコンセンサスと同じで

あった．昨シーズンの Yam にみられた AA が

2015/16 年シーズンの Vic で保存されている．B

の進化は複雑で，その過程においてウイルス間で

文節の交換などが起こっているのではないかと，

推定されているが，今回の B の Yam および Vic

にみられた 2014/15 年シーズンからの変異も単純

には 2つの系統が独立して進化しているという考

え方では説明出来ず，複雑な仕組みが存在してい

るようである．NA の HA 領域との関連や，Vic

および Yam の 2 系統間の変異の関連について，

今後解析する株の数を増やし，さらなる解析を行

う予定である．

今回，2015/16 年シーズンに分離されたA/

H1N1pdm09，A/H3N2，BウイルスについてNA

領域の遺伝子を解析し，推定されるAA配列と各

NA阻害薬の IC50 との関連について検討したが，

耐性変異として A/H1N1pdm09 の一部に既知の

H275Y 変異を認めた以外は，NA阻害薬の感受性

と関連が考えられる変異はみられなかった．NA

阻害薬の一般的な使用による耐性変異の誘導は容

易には起こらないと考えられるが，その可能性は

残されており，サーベイランスは今後も必要であ

ると思われる．

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．

謝 辞

次世代シークエンサーによる塩基配列の決定に

協力していただいた九州大学生体防御医学研究所
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