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要旨（806 字） 

【目的】マレーシアにおける B 型インフルエンザの分子疫学的特徴およびノイラミニダーゼ

阻害剤（NAI）に対する薬剤感受性について今まで十分調査されてこなかったため、それらを

解明することを目的とした。 

【方法】2013 年８月～2015 年 5 月に、マレーシア国セランゴール州においてインフルエンザ

様症状の患者 302 名から、迅速診断キットを用いて A 型及び B 型インフルエンザをスクリー

ニングした。ウイルス分離培養とリアルタイム PCR を用いてウイルス系統を判別した。分離

株よりヘマグルチニン（HA）およびノイラミニダーゼ（NA）遺伝子のシークエンスを行った。

遺伝子系統樹解析を用い、インフルエンザワクチン株や、同時期にアジア周辺諸国で採取され

た株と比較した。さらに、4 種の NAI に対する IC50（50%阻害濃度）を蛍光法により測定する

ことにより薬剤感受性を判定した。 

【結果】ウイルス分離およびリアルタイム PCR 法により 19 件が B 型と診断できた。A 型イン

フルエンザは検出できなかった。このうちウイルス分離できた 16 株は、HA および NA 遺伝子

の系統樹解析から、全て B 山形系統のクレード 3 に属しており、東南アジア、日本、香港およ

びオセアニア諸国で流行していた B 型株と近縁であった。これらの株は、2014 年に WHO が

推奨した南半球の B 型ワクチン株とは一致していなかったが、2015 年に推奨されたワクチン

株と一致していた。HA と NA 遺伝子の組み合わせが異なるクレード内遺伝子再集合体が 2 株

検出された。分離したマレーシアの B 型は、オセルタミビル、ザナミビル、ラニナミビルおよ

びペラミビルの 4 種類の NAI 全てに対して感受性であった。  

【結語】マレーシアで流行した B 型インフルエンザウイルスはアジアの周辺諸国と一致してい

た。今回の我々の調査は、マレーシアのインフルエンザ流行疫学を把握するには期間が限定的

であるため、今後も継続的な調査が必要である。 

 

キーワード：B 型インフルエンザ、B 山形系統、遺伝子系統樹解析、サーベイランス、マレー

シア 
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１ 緒言 

 インフルエンザは主要な呼吸器感染症であり、特に小児において罹患率が高い。インフルエ

ンザはオルソミクソウイルス科に属する RNA ウイルスであり、A 型、B 型、C 型が知られて

いるが 1, 2)、A 型と B 型がインフルエンザ感染症の大部分を占める。一般に、小児では 20％、

成人では 5％が毎年インフルエンザに罹患すると推計されている 3)。インフルエンザの抗原性

は、ウイルス粒子の脂質二重膜層（エンベロープ）に局在するヘマグルチニン（HA）およびノ

イラミニダーゼ（NA）の２種類のタンパクにより決まる。ヒトでは通常、A 型は H1N1 と H3N2

の亜型が流行する。B 型インフルエンザは、1983 年から世界中で流行している B/Victoria/2/87-

like（B ビクトリア系統）および B/Yamagata/16/88-like (B 山形系統)の抗原特異性および遺伝

学的に異なる２つの系統に分けられる 4)。世界保健機関(WHO)は、各国の流行の時期に合わせ

北半球ワクチンと南半球ワクチンの二つのワクチンを推奨し、年々と変わる抗原性にあわせ、

半年ごとにワクチン株を選びなおしている 5, 6)。マレーシアでは 5 月頃に接種する南半球ワク

チンを使用することが推奨されている 2, 5)。 

過去に、マレーシアにおいて、B 型インフルエンザの調査は詳細な分子疫学的研究を含め既

に複数報告されている 7-10)。しかしながら、全体的な数が限られることと、ノイラミニダーゼ

阻害剤（NAI：Neuraminidase Inhibitor）に対する感受性に関しての報告はまだ無い。本研究

では 2013 年から 2015 年にマレーシアで流行した B 型インフルエンザの分子疫学的特徴と

NAI に対する感受性を明らかにする。 

 

２ 対象と方法 

1）臨床検体の収集 

2013 年 8 月から 2015 年 5 月までの期間にマレーシア国セランゴ－ル州にある６ヶ所の診

療所において臨床検体を収集した。WHO 基準に基づき、インフルエンザ様症状と 38℃以上の

発熱があった患者を対象とした 11)。患者または保護者に対しインフォームドコンセントを得た

上で臨床検体を採取した。患者から同時に２本のスワブを用いて鼻咽頭拭い液を採取し、一方

の拭い液はインフルエンザ A、B 型および RS ウイルスを判別可能な迅速診断キットであるク

イックナビ Flu+RSV (デンカ生研)を用いて調べた。もう一方の拭い液は－20～－80℃の冷凍

庫に保管した後、新潟大学大学院医歯学総合研究科国際保健学へ移送し、詳細なウイルス学的

検査に用いた。本研究は、マレーシア国民大学医学研究倫理委員会の承認を得て実施した(承認

番号 FF-096-2013)。 

 

2）実験室的検出方法 

ⅰ）B 型インフルエンザウイルスの分離と培養 

ウイルス分離を行うために、インフルエンザ患者の鼻咽頭拭い液を犬腎臓細胞由来 MDCK

（Madin Darby canine kidney）細胞に接種し、5%CO2 の存在下で 34℃で 3～7 日間培養

し、ウイルス感染による細胞変性効果（cytopathic effect：CPE)を観察した。CPE が観察さ

れた細胞の培養上清中のウイルスを、継代を２回繰り返すことで、実験に十分なウイルス量

を確保した 12)。 

 

ⅱ）RNA の抽出と cDNA の合成 

 ExtragenⅡkit（カイノス社)を用いて臨床検体およびウイルス培養上清から RNA を抽出し



た。抽出した RNA からの cDNA 合成は、ユニバーサルプライマー（Uni-11 および Uni-12）

を用いて、モロニーマウス白血病ウイルス由来逆転写酵素（Invitrogen 社）により行った 12, 13)。 

 

ⅲ）B 型インフルエンザウイルスの系統判別のための PCR およびシークエンス 

 B 型インフルエンザの型別および系統判別にはリアルタイム PCR 法を用いた。リアルタイ

ム PCR は先行論文に準じたサイクリングプローブとプライマーを用いて実施した 14-16)。B 型

の HA および NA 遺伝子は PCR により増幅した後、エチジウムブロマイド含有３％アガロー

スゲル電気泳動により PCR 産物を確認した。PCR 産物はプライマー除去キット (キアゲン社)

を用いてプライマーを除去し、BigDye terminator (version 3.1) cycle sequencing kit (ABI 社)

によりシークエンス用に標識した。DNA シークエンサーABI Prism 3130xl Genetic Analyzer 

(ABI 社)を用いてウイルスの遺伝子配列を決定した。 

 

ⅳ）遺伝子系統樹解析 

  Lasergene SeqMan Pro package version 12.2.0 (DNASTAR 社) および BioEdit software 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/)を用いて、B 型の HA および NA の遺伝子配列を編集し

た。 HA と NA 遺伝子配列は、インフルエンザ専用の遺伝子データベースである

GISAID(http://platform.gisaid.org/epi3/frontend)に登録した。次に、遺伝子解析ソフト

MEGA6 (http://www.mega software.net/)を用いて近隣結合法により B 型の HA および NA 遺

伝子の遺伝子系統樹を作成した。1,000 回計算をくり返して信頼性のあるブートストラップ値

が 70％以上の場合、遺伝子系統樹上に表示し独立したグループと判定した。遺伝子系統樹解析

には以前報告された参照ウイルス株の遺伝子を含めた 17)。参照ウイルス株としては、WHO の

推奨するワクチン株と、マレーシアの株に近縁な株を BLAST を用いてサーチし遺伝子データ

ベースの GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)GISAID からダウンロードした。

B 山形系統内のクレード分類は WHO の方法に従った 18)。 

 

ⅴ）IC50[50％阻止濃度]分析を用いた NAI に対する薬剤感受性試験 

2′-(4-メチルルンベリフェリル)-a-D-N-アセチルノイラミン酸 (MUNANA; Sigma 社)を用

いた蛍光法により、4 種類の NAI（ペラミビル、オセルタミビル、ザナミビル、ラニナミビル）

の存在下における B 型インフルエンザウイルスのノイラミニダーゼ活性を測定した 19)。ノイ

ラミニダーゼ活性の測定値を元に各 NAI の IC50 値を XLfit software を用いて算出した。マレ

ーシアで採取された B 型インフルエンザウイルスの薬剤感受性を比較検討するために、2014-

2015 年シーズン中に日本で流行した 43 株の B 山形系統（未公表データ）および WHO の標

準 B 型株(B/Perth/211/2001)の IC50 値を対照として箱ひげ図で示した。薬剤感受性の判定は、

WHO 標準感受性株の IC50 と比較して 5 倍未満を感受性株、5 倍から 50 倍を抵抗性株、50 倍

以上を耐性株とした 11)。 

 

vi) 記述疫学 

 実験室的なインフルエンザ陽性患者と陰性患者（迅速キット A 型陽性、RSV 陽性を含む）に

ついて、年齢（平均値と年齢層別）、性別、発熱日数（37.5℃以上）、受診時の体温、症状（咳

嗽、鼻汁、咽頭痛）の基本属性表を作成した。検体採取日に基づき、月別の検体採取数と、イ

ンフルエンザ陽性数の疫学曲線を作成した。 
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vii）倫理的配慮 

対象者に対して研究の内容について説明し、同意が得られた場合にのみ研究への協力を得た。

本研究はマレーシア国民大学医学研究倫理委員会の承認を得て実施した(承認番号；FF-096-

2013)。 

 

３ 結果 

 研究期間中に計 302 件の検体を収集した。迅速診断キットによるスクリーニングで、A 型イ

ンフルエンザ陽性が 37 件(12.2％)、B 型インフルエンザ陽性 29 件（9.6％）、RS ウイルス陽性

3 件（1.0％）で、残りの 233 件（77.2%）は陰性であった。リアルタイム PCR 法による系統

判別の結果、B 型山形系統のみ 19 件検出され、そのうち 16 件はウイルス分離株を用いた診断

で、3 件は臨床検体を用いた診断であった。A 型インフルエンザはウイルス分離検体から全く

検出されなかったため、臨床検体を使って再度検出を試みたが検出できなかった。このため以

降の解析は B 型インフルエンザのみで行った。 

 

B 型インフルエンザ患者の平均年齢は 27.4 歳(標準偏差 18.3 歳)で、57.9%が男性であった。

年代別では、5～14 歳（26.3%）、15～24 歳（15.8%）、25～34 歳（26.3%）の若い世代で多か

った。受診時の体温と発熱期間は B 型インフルエンザ群と陰性群の間に差がなかった（表 1）。 

臨床検体の推移からは、インフルエンザ様疾患患者の季節性ははっきりとしなかった（図 1）。

実験室的診断による B 山形系統ウイルスが検出されたのは 12 月から 2 月にかけての期間のみ

であった。2014 年 1 月に 1 件、2014 年 12 月に７件、2015 年１月に７件、2015 年 2 月に 4

件が検出された。分離された 16 株の、遺伝子配列の遺伝子データベースへの登録番号および

検体の採取日を示した（表 2）。臨床検体から検出された３件の B 山形系統ウイルスは、2014

年 1 月に 1 件と 12 月に 2 件検出されたが、RNA 量が少なく遺伝子解析できなかったため樹形

図解析には用いなかった。 

 

検出された全ての B 山形系統の HA および NA 遺伝子は WHO が 2015 年の南半球ワクチン

株（2015 年 5 月以降接種開始）として指定した B/Phuket/3073/2013 に代表されるクレード 3

に属していた（図 2、図 3）。しかし、WHO が 2014 年に南半球のワクチン株として指定した

B/Massachusetts/02/2012 はクレードに 2 に属しており、検出されたマレーシアの株とは遺伝

子的に離れていた。2014 年の南半球ワクチン接種は 5 月から開始され、我々の B 型が採取さ

れた時期も 2014 年ワクチンによりカバーされる時期であった。HA 遺伝子の大半は、遺伝子系

統樹において、タイやインドネシアの B 山形系統クレード 3 の株の周辺に集まっていた。特に

B/Malaysia/14MA116/2015 に代表される 10 株は、ほぼ同一配列を持ち、ブートストラップ値

が 85％を示して独立したグループを形成した。 

 

NA 遺伝子に関しては、HA 遺伝子と同様に流行株はクレード３であり 2015 年の南半球ワク

チン株である B/Phuket/3073/2013 と同じグループに属していたが、2014 年の B 型ワクチン

株(B/Massachusetts/02/2012、クレード 2)とは異なっていた。検出された B 山形系統の NA 遺

伝子は、 タイ、ミャンマー、タイ、ネパール、香港、日本およびオセアニアの株と近縁であっ

た。B/Malaysia/14MA072/2015 に代表される 2014 年の３株と 2015 年の６株が、遺伝子系統

表 1 
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樹上で独立したクラスターを形成し、82%と高いブートストラップ値を示した（図３）。興味深

いことに、HA 遺伝子の同一グループ 10 株のうち、8 株は NA も同じグループに属していた

が、2 株（B/Malaysia/14MA084/2015、B/Malaysia/14MA106/2015）は少し異なる配列をもち

別のマレーシアの株と集簇していた。（図 2，3）。これは、マイナーではあるものの、クレード

内の遺伝子再集合（リアソータント）が HA 遺伝子と NA 遺伝子の間で起こったことを示して

いる。なお、今回のマレーシアの分離株中には、B ビクトリア系統との系統間リアソータント

や、クレード 2 と 3 の間で起こるクレード間リアソータントなどのメジャーな遺伝子再集合株

は見られなかった。 

 

マレーシアで採取された B 山形系統株は、日本の株 43 株同様に 4 種類全ての NAI に対して

感受性であった。マレーシアの B 型株における IC50 の中央値（四分位範囲）は、ペラミビル、

オセルタミビル、ザナミビルおよびラニナミビルの 4 種類の NAI に対し、それぞれ 0.37(0.1)、 

8.96(2.53)、4.50(1.65)、1.27(0.27)であった。日本の B 型株の IC50 の中央値（四分位範囲）は、

2.02(0.58) 、 16.81(6.01) 、  27.52(10.44) 、 5.75(1.27) で あ っ た 。 WHO 標 準 B 型 株

(B/Perth/211/2001) の IC50 の中央値は、0.52、24.85、11.02、2.59 であり、マレーシア株、日

本株、WHO 標準株はほぼ同様の値を示し、NAI 耐性株の出現はなかった（図 6）。 

 

４ 考察 

 本研究では、2013 年～2015 年まで 1 年 8 ヶ月にわたりマレーシアでインフルエンザの疫学

研究を行った。マレーシアのB型インフルエンザは同時期の東南アジアの周辺国や日本、香港、

オセアニアとの相同性が高いこと、HA と NA 遺伝子間でわずかながら遺伝子再集合が起こっ

ていることが判明した。NAI に対する薬剤耐性株の出現はなかった。 

2004 年から 2008 年に日本で流行したインフルエンザに関する過去の研究では、A 型と B 型

ともに 5～9 歳の小児で最も罹患率が高かった 20)。本研究では、B 型インフルエンザ患者の年

齢分布は、5～14 歳の小児に次いで、25～34 歳の青年層が多かった。この違いにはマレーシア

の受療行動が影響している可能性がある。マレーシアの小児のほとんどは医療受診の機会は成

人と同様である。例としてマレーシアの私立診療所における各年齢層別の受診率は、10 歳未満

で 13.8％、10-19 歳で 10.5％、20-59 歳で 12.9-17.1％であったというデータがあり、本研究の

結果と一致していた 21)。逆にインフルエンザの検出率が全体的に少なかったのは、成人患者が

比較的多かったことも影響しているかもしれない。 

 

本研究では、11 月から 2 月の期間にインフルエンザ陽性検体が多かったが、マレーシアにお

けるインフルエンザウイルスの流行の時期は必ずしも一定していない。昨今の研究では、イン

フルエンザの流行は降雨量、湿度、降雨日数と有意な相関があり、流行のピークは５月から８

月の間にあったと報告している 10)。一方で、他の研究ではウイルス培養陽性件数は 9 月から 12

月の間にピークがあったとしている 7, 9)。その他にも、インフルエンザの流行のピークは 10 月

から翌年 5 月の間にあり、6 月から 9 月に最も少なかったという報告がある 10)。世界的に見た

場合、熱帯亜熱帯では、雨期にインフルエンザ流行が起こりやすく、地域によっては一年に二

回（5～6 月頃と 12～2 月頃）流行することもある 22)。雨量との関係も大きく、地域により気

候条件と流行状況が大きく異なる可能性もある。今回、われわれは 2 年弱と短期間の調査に留

まり、さらにインフルエンザの検出率も低かったため、マレーシアにおける気候とインフルエ

図 4 



ンザの流行との関連についてはさらなる検討が必要である。 

 

同じくタイの研究において、2015 年には B 山形系統（77.5%）が優勢であったのが、2016

年には B ビクトリア系統が優勢になった（62.3%）と報告している 18)。2015 年にタイで B 山

形系統が優勢であったことは、マレーシアの状況とよく似ており、二つの国で頻繁に人の行き

来による伝播が起こっていることを示唆している。 

 

本研究で検出された B 型株のほとんどは近隣の東南アジア諸国、日本や香港およびオセアニ

アで流行した B 型株と近縁であった。WHO の Weekly Epidemiological Record によると、世

界的に 2014 年～2015 年には、B ビクトリア系統と B 山形系統が同時に流行し、B 山形系統が

優勢であったと報告している 5, 6)。B 山形系統の HA 遺伝子はクレード 2 と 3 に分かれ、この

時期には世界的に大部分がクレード 3 に属した 5)。マレーシアでは、B 型の流行株は、2012～

2013 年にはビクトリア系統から山形系統への変化があり、さらに 2013～2014 年には B 山形

系統の中でクレード 2 からクレード 3 へ変化したことが報告されている 2)。2014～2016 年に

タイで行われた研究では、73 件の B 型インフルエンザの HA 遺伝子の系統樹解析の結果、B 山

形系統のクレード 3 が最多で 61.6％、B 山形系統クレード 2 は 17.8%、B ビクトリア系統クレ

ード 1 は 20.6%であった 23)。2015 年には B 山形クレード 3 が優勢でマレーシアとよく似てお

り、2016 年には B ビクトリアクレード 1 に推移していた。 

 

マレーシアを含む東南アジア諸国では、南半球ワクチンの接種が推奨されている 2, 18)。我々

が 分 離 し た B 山 形 系 統 ウ イ ル ス は 、 2014 年 の 南 半 球 ワ ク チ ン 株 で あ る

B/Massachusetts/2/2012 (クレード 2)とは明らかに抗原性が異なり、B/Phuket/3073/2013 様 

(クレード 3)ウイルスに近縁である。B/Massachusetts/2/2012 は B 山形系統クレード 2 のウ

イルスに対し抗 HA 抗体を効果的に誘導するが、クレード 3 のウイルスに対しては GMT

（Geometric Mean Titer：幾何平均抗体価）が有意に減弱するため、ワクチンが有効ではない

可能性がある 5)。このように、流行株にあわせるために 2015 年の南半球のワクチン株は

B/Phuket/3073/2013 株に変更された 5, 6)。 

 

B 型は、三価ワクチンとして従来 B 山形か B ビクトリアのどちらか一つが選択されていた

ため、ワクチン株と流行株が一致しないことがしばしばみられた。さらに、B 山形系統はクレ

ード 2 とクレード 3 で抗原性が異なるため、ワクチン株との不一致が起きやすい。2000～2013

年に行われた世界的な B 型インフルエンザ研究においても約 25％のシーズンにおいてワクチ

ン株の不一致が認められた 24)。マレーシアにおいては、1995 年から 2008 年の間に B 型イン

フルエンザのワクチン株と流行株との不一致が 37.5％の高い頻度で起こっている 2)。東南アジ

アを巻き込んだ WHO のサーベイランスが不十分であることが原因の 1 つである。B 型インフ

ルエンザのワクチン不一致によるワクチン効果への影響を最小限に抑えるために、WHO は

2013 年に加盟国に対し、従来の三価ワクチンまたは、B/Brisbane/60/2008 様ウイルスを加え

た 2 つの B 型インフルエンザウイルスを含む四価ワクチンを推奨することを決定した 5, 25)。ア

メリカ、日本、イギリス、オーストラリアといった限られた国では、流行株とワクチン株の不

一致の問題を克服するために既に四価ワクチンを使い始めている。 

 



我々は、HA 遺伝子と NA 遺伝子でグループが異なる非常にマイナーなクレード内遺伝子再

集合株を見いだした。一般的に B 型インフルエンザは遺伝子再集合が起こりやすく、B 山形と

B ビクトリアでの系統間や、B 山形系統のクレード間遺伝子再集合が知られている。我々の分

離株からはそのようなメジャーな遺伝子再集合株はいずれも検出されなかった。タイの報告で

は 2014～2016 年に B 山形と B ビクトリア系統で交雑した遺伝子再集合（リアソータント）株

が 5 株（6.8%）報告された 18)。マレーシアからも 2012－2014 年に B 型でクレード間やクレ

ード内の様々な遺伝子再集合株が多数報告された 10)。B 型はアミノ酸のポイント変異によって

生じる変化より、遺伝子再集合を繰り返して進化している。今後も新たな遺伝子再集合により

新しい抗原性の株が出現する可能性があるため監視が必要である。 

 

我々がマレーシアで分離した B 型インフルエンザは NAI であるペラミビル、オセルタミビ

ル、ザナミビル、ラニナミビルに対して全て感受性であった 5)。薬剤耐性 B 型インフルエンザ

ウイルス株は市中に拡がっているわけではない。大部分の B 型の耐性株は散発的に報告されて

いるのみである 26)。2014－2015 年に世界的な薬剤耐性株を WHO が調査した結果、B 山形系

統の耐性株は 1％程度であった 26)。2012－2014 年にマレーシアより、オセルタミビルとペラ

ミビルに耐性を示す H273Y 変異（H1 ナンバリングでは H275Y 変異）が B ビクトリア系統で

2 株（2.9%）見つかっている 10)。しかしながら、遺伝子変異の確認をしたのみで我々のような

NAI を使った薬剤感受性試験を行っていない。このためマレーシアの流行株への本格的なイン

フルエンザの薬剤感受性調査としては本報告が初である。シンガポールからペラミビルに対す

る感受性が減弱した B ビクトリア系統株が 1 株、報告された 6)。この株には N151T のアミノ

酸変異があった。マレーシアでは通常、インフルエンザの治療に NAI を用いていない。しかし、

今後 NAI の処方がマレーシアで増えた場合や輸入による耐性株の増加はあり得る。このため、

日常のサーベイランスで感受性を監視する必要がある。 

 

本研究の限界は、迅速診断 B 型陽性の 29 症例中、ウイルス培養できた症例が 16 例（55.2%）

と少なかったことがあげられる。さらに、迅速診断キットで A 型陽性であった 29 件から、全

く A 型インフルエンザウイルスが検出できなかった。いくつかの研究によると、インフルエン

ザの培養陽性率は 9.1～31.6%である 7, 10, 27, 28)。培養陽性の数が少なかったことにはいくつか

の要因がある。マレーシアの高い気温が検体に影響を与え、培養率が下がった可能性がある。

マレーシアの年間を通じた平均の最高気温は 34.7～35.8 度と高く、検体採取や検体輸送の際に

常温（高温）にさらされてしまったことがウイルス検出低下に影響したと思われる。採取技術

が未熟であった点も培養陽性率が低かった原因の一つと考えられる。マレーシアでは日常的に

迅速診断キットが使われていないため検体採取の訓練をしたものの、結果的にはウイルス量や

状態が十分確保できなかった。A 型インフルエンザが全く検出できなかった理由は不明である。

A 型と B 型インフルエンザウイルスでは温度に対する感受性が異なり、B 型の方が高温に強い

可能性があるが検証が必要である。 

 

5 結論 

 本研究において調査したマレーシアの B 型インフルエンザは全て山形系統であり、クレード

３に属していた。これらの流行株はマレーシアに近接した南アジアおよびオセアニア諸国で流

行していた B 型株と遺伝子的に近縁であった。2014 年 WHO 推奨の南半球の B 型ワクチン株



とは異なっていた。HA 遺伝子と NA 遺伝子でグループが異なる、マイナーなクレード内遺伝

子再集合体が 2 株見つかった。本研究において調査した全ての B 型株は４種類の NAI に対し

て感受性であった。マレーシアで流行する B 型インフルエンザの発生動向、ウイルスの遺伝学

的特徴および薬剤感受性を明らかにするために今後も継続的な調査が必要である。 
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