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2006／07 シーズン，山形県ではインフルエンザ AH1（A ソ連）型，AH3（A 香港）型，B 型が混合流行し，シーズン初

めに分離されたインフルエンザウイルスは，赤血球凝集抑制試験でAＨ3型であると同定された．一方，RT－PCR法による

遺伝子増幅が認められなかった．そこで３種類のプライマーペアを用いたところ，AH3 型遺伝子が増幅されるものとそうで

ないものがあることがわかった． 
2003／04シーズンから2006／07シーズンにMDCK細胞で分離されたAH3型インフルエンザ20株を用いて同様に遺伝

子増幅したところ，使用するプライマーによって増幅ができない現象は 2005／06 シーズンの株から見られるようになり，

2006／07シーズン分離株は全て増幅できないことが判明した．2003／04と2006／07シーズン株をシークエンスし比較する

と，プライマーの結合部位に変異が生じており，これによりプライマーが結合せずPCR反応が進まなかったと推察された． 
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 Ⅰ は じ め に 

２．方法  
（１）HI試験 高病原性鳥インフルエンザ（H5N1型）が変異し，ヒト

からヒトへ感染して大流行を起こすことが警戒されている

一方，これまで知られているインフルエンザも，毎年流行

を繰り返している．インフルエンザは我々にとっては身近

な感染症であるとともに，高齢者や乳幼児などのハイリス

クグループにとっては生命を脅かす恐ろしい病原体でもあ

る． 

国立感染症研究所より分与された 2006／07 シーズン用

インフルエンザ同定キット（抗血清）を使用し 0.8％モル

モット赤血球でHI試験による型別同定を行った． 
また，2003／04シーズン用キットAH3型抗血清Ａ／ﾊﾟ

ﾅﾏ／2007／99を使用し抗原性を比較した． 
 

2006／07シーズン山形県ではAH1（Aソ連）型，AH3
（A 香港）型，B 型が混合流行した．シーズンの初めに分

離されたAＨ３型が，赤血球凝集抑制試験（以下HI試験）

で同定されたが，同時に行ったRT－PCR法による遺伝子

検出では検出できない事例を経験したので報告する． 

（２）RNAの抽出とRT反応によるc-DNAの作製 
分離株100μlからHigh Pure Viral RNA kit（ロッシュ

社製）でＲＮＡを抽出した．表 1 に示した RT 反応液に

RNase Inhibitor，MuLV Reverse Trancriptase を各々

10U，20U加え，これに抽出したＲＮＡ液5μl入れ，30℃
10分，37℃45分の条件でｃＤＮＡを作製した．  

 Ⅱ 材 料 と 方 法 

 
0.1M DTT 100μl 25mM　MgCl2 60μl

2mM dNTPs 100μl 2mM dNTPs 50μl

×10PCR　Buffer 200μl ×10PCR　Buffer 100μl

25mM　MgCl2 200μl 10μMPrimer F 50μl

random primer 50μl 10μMPrimer R 50μl

DDW 850μl DDW 720μl

   表1　RT-PCR反応液    表2　PCR反応液

 

１．材料 
 2003～2007年に，山形県感染症発生動向調査により定

点医療機関を受診した患者の咽頭拭い液および鼻汁から

MDCK細胞で分離されたAH3型インフルエンザウイルス

20株を用いた． 
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（２）HI 試験による AH3 型抗原性（表４） （３）PCR法による遺伝子の検出およびシークエンスに

よる塩基配列の解析 2003～2007年に分離された20株についてＡＨ３型の抗

原性をＡ／ﾊﾟﾅﾏ／2007／99 と，A／広島／52／2005 を用

いて比較した． 
表２に示した PCR 反応液に，表 3 に示したプライマー

セットを用いてPCR法（94℃5分1サイクル，94℃30秒

－50℃30秒－72℃1分40サイクル，72℃7分1サイクル）

により AH3 型遺伝子の検出を行い，シークエンスにより

塩基配列の比較検討をした． 

2004～2005 年前半の株は，Ａ／ﾊﾟﾅﾏ／2007／99 に 20
～160 倍，A／広島／52／2005 に対して 40～80 倍の HI
価を示した． 
これ以降の分離株は，Ａ／ﾊﾟﾅﾏ／2007／99 に対して 10

倍～10倍以下，A／広島／52／2005に対して80～320倍

のＨＩ価を示した． 

 

配　　列

① AH3N2FP 5'TGAAGTGACTAATGCTACTG-3'

② AH3N2FM 5'ACAGACCCCTTACCCAGGGT-3'

③ AH3N2SP 5'GCAACTGTTACCCTTATGAT-3'

④ AH3N2SM 5'TCATTGTTTGGCATAGTCAC-3'

⑤ AH3G5'd2) 5'AAGCAGGGGATAATTCTATT-3'

⑥ AH3I5'd2) 5'TCCCTCCCAACCATTTTCTA-3'

プライマー名は、仮に設定した

2nd

1st

　表３　プライマーの塩基配列

ﾌﾟﾗｲﾏｰ名

1st

 

（３）RT-PCR法による遺伝子検出 
2003～2007年に分離された20株について，表３に示し

た３つのプライマーセットを使用してPCRを実施した． 
表5に結果を示したとおり，①／②のペアでは，20株中

10株が遺伝子は増幅されず，③／④と，⑤／⑥ペアを用い

たところ，20株すべて遺伝子を増幅することができた． 
 

 

①／② ③／④ ⑤／⑥

A/山形/039/2004 ＋ ＋ ＋
A/山形/060/2004 ＋ ＋ ＋
A/山形/063/2004 ＋ ＋ ＋
A/山形/077/2004 ＋ ＋ ＋
A/山形/079/2004 ＋ ＋ ＋
A/山形/089/2004 ＋ ＋ ＋
A/山形/148/2005 ＋ ＋ ＋
A/山形/158/2005 ＋ ＋ ＋
A/山形/211/2005 － ＋ ＋
A/山形/238/2005 － ＋ ＋
A/山形/257/2005 ＋ ＋ ＋
A/山形/28/2006 － ＋ ＋
A/山形/34/2006 ＋ ＋ ＋
A/山形/37/2006 － ＋ ＋
A/山形/60/2006 － ＋ ＋
A/山形/49/2006 － ＋ ＋
A/山形/31/2007 － ＋ ＋
A/山形/72/2007 － ＋ ＋
A/山形/74/2007 － ＋ ＋
A/山形/77/2007 － ＋ ＋

　表5　プライマーごとのAH3N２遺伝子の検出

 

Ⅲ 結 果 

 
（１）HI試験による型別同定（表４） 
2006／07 シーズン分離株は，インフルエンザ同定キッ

トで，A／広島／52／2005により160倍まで凝集抑制され，

ＡＨ１型，Ｂ型には10倍以下を示したので，AＨ3型であ

ると同定された． 
 

A /ﾊ ﾟﾅﾏ
/2007/99

A /広 島
/52/2005

A /山 形 /039/2004 80 40
A /山 形 /060/2004 80 40
A /山 形 /063/2004 160 80
A /山 形 /077/2004 80 80
A /山 形 /079/2004 40 40
A /山 形 /089/2004 20 40
A /山 形 /148/2005 20 40
A /山 形 /158/2005 80 80
A /山 形 /211/2005 10 40
A /山 形 /238/2005 10 160
A /山 形 /257/2005 10 80
A /山 形 /28/2006 10 160
A /山 形 /34/2006 10 160
A /山 形 /37/2006 10 320
A /山 形 /60/2006 10 320
A /山 形 /49/2006 ＜ 10 160
A /山 形 /31/2007 ＜ 10 320
A /山 形 /72/2007 ＜ 10 320
A /山 形 /74/2007 ＜ 10 160
A /山 形 /77/2007 ＜ 10 160
A /ﾊ ﾟﾅ ﾏ/2007/99 320 ＜ 10
A /広 島 /52/2005 10 640

　 表 ４ 　 A H 3型 に 対 す る Ｈ Ｉ価

 

 
（４）シークエンスによる遺伝子解析結果 
①②③④のプライマー結合部位をはさむ⑤／⑥のプライ

マー増幅産物を用い，2003／04シーズンと2006／07シー

ズン分離株についてＨ3 遺伝子の塩基配列を明らかにした． 
図1に示したとおり，プライマー②（20mer）の結合す

る部位で，2003／04シーズン株では５箇所，2006／07シ

ーズン株では7箇所の塩基が変異していた． 
 なお，これらの塩基配列については，AB327097 ～
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AB327105でGenBankに登録した． 
 

Ⅳ 考 察 

 
  

2003～2007年，AH3型は，全国的に流行を繰り返して

おり山形県でも毎年分離されていた．この間，ワクチン推

奨株が，毎年更新されるなど抗原性が変化していた．分離

株20株を2003／04と2006／07シーズンキットを用いて

HI 試験で抗原性を比較した．2005 年後半以降に分離され

た株は，Ａ／ﾊﾟﾅﾏ／2007／99 に対して 10 倍～10 倍以下

のＨＩ価を示し，明らかに抗原性が異なることを確認した． 
2006／07 シーズンはじめに分離されたインフルエンザ

ウイルスは，HI 試験では AH3 型と同定されたが，PCR
法による遺伝子検査から通常使用していたプライマーペア

①／②では検出されないことがわかった．しかし，遺伝子

との結合部位が異なるプライマーペア③／④と，⑤／⑥を

用いればAH3型の遺伝子増幅が確認することができた． 
 分離株20株について，3種類のプライマーペアを用いて

同様の遺伝子検出をしたところ，プライマー①／②で遺伝

子増幅されないＨ3 型が年々増えていることがわかった．

これは，2005年後半の分離株からみられ，2006／07シー

ズンに分離された株は，全て検出されなかった．このこと

は，直接的には抗原性と関連づけられないが，Ａ／ﾊﾟﾅﾏ／

2007／99へのHI価が10倍以下になったのと同時期であ

ることがわかった． 
遺伝子検出が不可能となったのは，塩基配列に変異が生

じているためと思われたためシークエンスを行った．2004
年と2007年の株は，プライマー②が結合する部位で，各々

５箇所，７箇所の塩基が変異していた．2003／04 分離株

は遺伝子増幅が可能であったことから，プライマーは結合

できたと考えられた．しかし，2006／07 株は，さらに２

箇所の変異が加わったので遺伝子の増幅が起こらなくなっ

たものと推察された． 
ＰＣＲ法に使用するプライマーは，変異に影響されにく

い部分で設計されているが，常に変異を繰り返している

AH3型では，変異の程度により反応しなくなっていく事が

わかった． 
 
 

Ⅴ ま と め 

 
H3 型インフルエンザウイルスは，遺伝子の変異がおこ

りやすいことが知られているが，プライマーは通常，変異

の少ない部分を選択している．しかし，プライマーの結合

する部分の塩基配列に変異が生じることにより，遺伝子が

増幅されず，分離が難しい検体や微量ウイルスの遺伝子検

出が行えず，検査の精度が落ちてしまうことも考えられた．

遺伝子検査を行う際は，常にこのことを念頭に置き，情報

の収集や交換をしながら検査を進めなければならないと思

われた． 
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　　　図 1　AH3N2FMプ ライマ ー との 相 同 性
5' A C A G A C C C C T T A C C C A G G G T ３’

遺 伝 子 検 出 3' T G T C T G G G G A A T G G G T C C C A 5'

A/山 形 /039/2004 ○ C C - G - A - - - - - - - - - A - - - -

A/山 形 /060/2004 ○ C C - G - A - - - - - - - - - A - - - -

A/山 形 /063/2004 ○ C C - G - A - - - - - - - - - A - - - -

A/山 形 /079/2004 ○ C C - G - A - - - - - - - - - A - - - -

A/山 形 /079/2004 ○ C C - G - A - - - - - - - - - A - - - -

A/山 形 /31/2007 × C C - A - A A - - - - - - A - A - - - -

A/山 形 /72/2007 × C C - A - A A - - - - - - A - A - - - -

A/山 形 /74/2007 × C C - A - A A - - - - - - A - A - - - -

A/山 形 /77/2007 × C C - A - A A - - - - - - A - A - - - -  
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