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要 旨

【H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) に対する薬剤惑受性については今まで十分調脊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． ウイルス分離培蓑とリアルタイム 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 ICso (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に屈しており， 東南アジア， 日本， 香港お
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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 全てに対して惑受性であった．

【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． 今回の我々の調在は， マレ ー シアのインフルエンザ流行疫学を把握するには調在期間が

限定されていたため， 今後も継続的な調在が必要である．

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

緒 吾

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立

インフルエンザの抗原性は， ウイルス粒 子の脂質

二勇膜層（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 HlNl 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

けられるり世界保健機関 (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) に対する惑受性

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．

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 ー ル州にある6ヶ所の診療所

において臨床検体を収艇した. 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 一 20~-80℃の冷凍庫に保管した後， 新潟大学

大学院医蘭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. インフルエンザウイルス検出方法

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%C02 の存在下で 34℃で 3~7 日間培養し， ウ
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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

Extragen II kit ( 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-1 1 および Uni-1 2) を用い て，

モ ロニ ー マ ウス 白血病 ウ イルス 由来 逆転写酵索

Onvitrogen社 ） により行った 1 2) 1 3) .  

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 1 4) - 16) _ B型の

HA および NA 遺伝 子は PCRにより増 輻した後，

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 し 、

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 Se qMan 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 編艇した．

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 )  ICso [50%阻 止濃度 ］ 分析を用いた NAI に対

する 薬剤惑受 性試験

2 ' - (4 ーメチル ルンベ リフェ リ ル ） ー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 1 9) . ノイラミニダ
ー ゼ活 性の 測定 値を 元に 各 NAI の ICso 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

剤惑受 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/21 1/2001 ) の ICso 値を対 照とし て 箱

ひげ 図 で示した． 薬剤惑受 性の判定は， WHO 標

準惑受 性株の ICso と比 較し て 5 倍未満 を感受 性

株， 5 倍から 5 0 倍を 抵抗性株， 5 0 倍以上を 耐性

株とした 1 1 ) .

vi) 記述疫学

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H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H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．

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) . 
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結 果

研究 期 間 中 に 計 302 件 の 検 体 を 収 纂 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 ( 1 2 .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

表 I イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス B 型陽性 お よ び陰性患者の基本情報お よ び臨床症状

患者の基本情報お よ び臨床症状
イ ン フルエ ンザ
ウ イ ルス B 型陽性＊ ＊

(N=19) 
n(¾) 

イ ン フ ルエ ンザ

陰性＊＊＊
(N=283) 

n(¾) 

年齢 （歳）

平均 （土SD) 27.4(士 1 8 .3)

年齢層 （歳）

0-4 1 (5.3) 

5 - 14  5 (26.3) 

1 5-24 3 ( 1 5 .8) 

25-34 5 (26.3) 

35-44 1 (5.3) 

45-54 2 ( 1 0.5) 

55-64 1 (5.3) 

65 以上 1 (5.3) 

性別

男性 1 1 (57.9) 

年齢 8 (42. 1 ) 

発熱 日 数 （ 日 ） ＊

平均 （士SD) 1 .8(士0.6)

受診時の体温 (OC) * 

平均（士SD) 38.2(士0.6)

症状 （有 り ）

咳嗽 (n=302)* 13 (68.4) 

鼻汁 (n=302) 1 7(89.5) 

咽頭痛 (n= l 14) 7(53.8) 

33 .6(土 1 8 .0)

6 (2. 1 )  

42( 1 4.8) 

5 1 ( 1 8 .0) 

53( 1 8 .7) 

52( 1 8 .4) 

37( 1 3 . 1 ) 

26(9.2) 

1 6(5.7) 

1 90(67. 1 )  

93(32.9) 

1 .9(士 1 . 1 )

38 .0(土〇.4)

200(70.7) 

257(90.8) 

40(39.6) 

* WHO 規定のイ ン フ ルエ ンザ症状お よ び急性呼吸器感染症の定義に基づ く (20 14) .  
＊＊ ウ イ ルス 分離培養及び臨床検体か ら リ ア ル タ イ ム PCR に よ り B 型イ ン フ ルエ ンザを検出 し た症例 ．
*** 迅速診断キ ッ ト に よ る A 型イ ン フルエ ンザ陽性 と RSV 陽性 を含む．
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（ウイルス分離株） サンプル合計数

図 I 月 別検体数 と 実験室的診断に よ り 検出 さ れた イ ン フ ルエ ン ザの件数
2013 年 8 月 - 2015 年 3 月 ま で 302 件の イ ン フ ルエ ン ザ様症状の患者 か ら 検体が採取 さ れ， B 山形系

統の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の み 19 件検出 さ れ た ． う ち 16 件 は ウ イ ル ス 分離で検出 さ れ， 残 り の 3 件
は 臨床検体か ら リ ア ル タ イ ム PCR を 使 っ て検出 さ れた ．

表 2 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス B 型山形系統の 16 株の HA お よ び NA 遺伝子の遺伝
子デ ー タ ベ ー ス (GISAID) の登録番号

株名 検体収集 日

Bl Malaysia/ 14MA06 1 /20 14  
Bl  Malaysia/ 1 4MA062/20 14  
Bl  Malaysia/ 1 4MA089/20 14  
Bl  Malaysia/ 14MA 1 1 2/20 1 4  
B l  Malaysia/ 1 4MA097/20 1 4  
B /  Malaysia/ 14MA1 14/20 1 5  
Bl Malaysia/ 14MA072/20 1 5  
Bl Malaysia/ 14MA098/20 1 5  
B/ Malaysia/ 14MA 1 1 6/20 1 5  
Bl Malaysia/ 1 4MA1 1 8/20 1 5  
Bl Malaysia/ 1 4MA1 00/20 1 5  
Bl Malaysia/1 4MA1 04/20 1 5  
Bl Malaysia/ 1 4MA084/20 1 5  
Bl Malaysia/ 14MA1 06/20 1 5  
Bl Malaysia/ 14MA1 24/20 1 5  
Bl Malaysia/ 1 4MA086/20 1 5  

04/1 2/20 14  
06/1 2/20 14  
1 0/ 1 2/20 14  
22/1 2/20 14  
29/1 2/20 14  
02/0 1 /20 1 5  
07/0 1 /20 1 5  
09/0 1 /20 1 5  
09/0 1 /20 1 5  
1 2/0 1 /20 1 5  
14/0 1 /20 1 5  
23/0 1 /20 1 5  
04/02/20 1 5  
05/02/20 1 5  
06/02/20 1 5  
07/02/20 1 5  

GISAID 

HA 遺伝子
EPI629307 
EPI629309 
EPI6293 1 6  
EPI629328 
EPI6293 1 8  
EPI629330 
EPI6293 1 0  
EPI629320 
EPI629332 
EPI629334 
EPI629322 
EPI629324 
EPI6293 1 2  
EPI629326 
EPI629336 
EPI6293 14 

GISAID 
NA 遺伝子
EPI629306 
EPI629308 
EPI6293 1 7  
EPI629329 
EPI6293 1 9  
EPI62933 1  
EPI6293 1 1  
EPI62932 1  
EPI629333 
EPI629335 
EPI629323 
EPI629325 
EPI6293 1 3  
EPI629327 
EPI629337 
EPI6293 1 5  
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イ タ リ ッ ク 体 ； WHO 推奨南半球 向 け
ワ ク チ ン株
太字 ； 本研究においてマ レー シア
で分離 し た B 型株
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図 2 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス B 型山形系統の HA 遺伝子 の系統樹解析
2014, 2015 年 に マ レ ー シ ア で採取 さ れ た 全 て の B 型の H A 遺伝子 は 山 形 系統 ク レ ー ド 3 に 属 し ， 2014 年 の W H O

推奨の 南半球の イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン 株 (B/Massachusetts/02/2012, ク レ ー ド 2) と は遺伝子配列 が 異 な っ て い た ．
こ れ ら マ レ ー シ ア で採取 さ れ た B 型 は， タ イ お よ び イ ン ド ネ シ ア 等東南 ア ジ ア 諸国 で 発生 し た B 型 と 近縁 で あ っ た ．
2014, 2015 年の 10 株が 85 % の 高 い プ ー ト ス ト ラ ッ プ値 を し め し ， 独立 し た グル ー プ を 形成 し た ．
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図 3 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス B 型山形系統の NA 遺伝子の 系統樹解析

NA 遺伝 は、 H A 遺伝子と 同様に全て ク レ ー ド 3 に 属 し， 2014 年の W H O 推焚の南半 球 向 け の イ ン フルエ ン ザ ワ ク チ ン

株 (B/Massachusetts/02/2 0 1 2 , ク レ ー ド 2) と は遺伝子 配 列 が 異 な って い た . 2014 年 の NA 遺伝子 は 、 香港、 タ イ お

よ び 日 本で発生 し た B 型 と 近縁であ っ た . 2015 年の NA 遺伝 子 は ， ミ ャ ン マ ー 、 タ イ 、 ネ パ ー）しお よ び H 本 と 近縁であ

っ た . 2014 ,  20 15 年 に 採取 さ れ た 9 株 が 82 % の ブー ト ス ト ラ ッ プ値を示 し 独 立 し た グル ー プ を 形成 し た . H A 遺伝子と

NA 遺伝子で 独立 し た グル ー プ を 形成する ウ イ ルス の 内容が数株異 な って お り ， リ ア ソ ー タ ン ト が起 こ っ た と 考 え ら れ る ．
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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 ヘ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Bl

Phuket/3 073/2013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Bl

M assac husetts/ 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/M alaysia/14M A116/2015

に代 表される1 0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/3 073/2013 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/M assac husetts/ 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/M alaysia/14M A072/2015 に 代 表さ れ る

2014年の 3株と2015 年の6株が， 遺伝 子系統

樹上で 独立したク ラスタ ーを形成し， 82% と高

い プ 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 ーグ ル ー プ1 0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/M a l a y s ia /14M A084/2 015 , B/ 

Malaysia/I 4MA 1 06/2015) は少し異なる配列を

もち別の マレ ーシアの株と集 族していた（ 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) , 

4.5 0 (1.65) , 1.27 ( 0.27) であった. 8本のB型

株の IC50 の中 央値（ 囮分位 範囲）は，2. 02 ( 0.58) , 

16.81 (6. 01) , 27.52 (1 0.44) , 5.75 (1.27) で あ

った. WHO標準B型株 (B/Pert h/211/20 01) の

IC50 の 中 央 値は， 0.52, 24.85 , 11. 02, 2.5 9 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 4).
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図 4 本研究で分離 し た マ レ ー シ ア の イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス B 型山形系統株の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ阻害剤 (NAI) に

対す る 薬剤感受性

本研究で分離 し た マ レ ー シ ア の B 型株 は， 対照 で あ る 薬剤惑受性 の 日 本の B 型 43 株お よ び WH O の標準株 と 同様

に 4 種類全て の N A I に 対 し て 惑受性 で あ っ た ． 各 NA I に 対す る ICso 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， ラ ニ ナ ミ ピル の順 に ， マ レ ー シ ア の B 型株が 0.37 (0 . 1 ) , 8.96 (2.53) , 4.50 ( 1 .65) , 1 .27 (0.27) , 

H 本の薬剤感受性の B 型株 が 2.02 (0.58) , 16 .81 (6.0 1 ) , 27.52 ( 10.44) , 5 .75 ( 1 .27) , WHO 標準の薬剤惑受性の B

型株が 0.52, 24.85, 1 1 .02 ,  2.59 で あ っ た ．
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考 察

本研究では， 2013 年 ~ 20 15 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H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 再簗合が 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 % , 1 0 -

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 叫 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H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 鳳 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 lB). 20 15 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 刻 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/2/201 2 (ク
レ ー ド 2) と は明 ら かに 抗 原 性 が 異 な り， Bl

Phuket/3073/2013 様 （ク レ ード 3) ウ イ ルスに

近縁である. B/Massachusetts/2/201 2 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



モハ ド ロハ イ ザ ハ ッ サン： 2013年か ら 2015年に マ レ ー シ ア で流行した イ ン フ ル エ ン ザ B 型 山 形系統の 155 
分子疫学的特徴お よ び ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ阻害剤 に 対す る 感受性 に 関す る 研究

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 再艇合

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 躾合が 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 再槃合が 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 f再飴合株はいずれ

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 展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 再躾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 立 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 (Hl 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 鳳 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 薬剤惑受

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 薬剤惑受性調

在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 に対する惑受性が減 弱したB ビクト

リア系統株が1 株 報告された 砂 この株には

Nl 51T 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 輸人による 耐性株の増加はあり 得

る． このため， 日 常のサ ーベイラン スで惑 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
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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

餐陽性率が低 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 ．

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 . 20 1 4 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 展

な る ， マ イ ナ ー な ク レ ー ド 内 遺伝子再隼合体が 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 惑 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 調在が必

要 で あ る ．
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