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In Hyogo prefecture, Japan, influenza activity during the 2012/13 influenza season was the lowest in the past 5 seasons. 

Influenza A(H3N2) viruses have predominated, followed by influenza B (Victoria and Yamagata lineages) viruses. 

A(H1N1)pdm09 viruses have been identified less frequently.  

The HA genes of A(H3N2) viruses fell into phylogenetic clade 3C including A/Victoria/361/2011 (vaccine strain) with 

amino acid substitution N145S. The HA gene sequences of B (Victoria lineage) viruses belonged to the B/Brisbane/60/2008 

genetic clade subclade 1A. The HA genes of B (Yamagata lineage) viruses fell within genetic clade 2 or clade 3 including 

B/Wisconsin/01/2010 (vaccine strain).  

From each samples collected from 3 patients on the same day in the hospital, both the B (Yamagata lineage) and 

A(H3N2) viruses have been isolated and detected at the same time. This case suggests that co-infection with influenza A 

and B viruses may occur frequently in the epidemic caused by the influenza virus of A and B types. 

 

 

Ⅰ はじめに 

 

インフルエンザは, 冬季に流行し急性の発熱や上気道

炎等の呼吸器疾患を伴う感染症である．これらの症状を

引き起こすインフルエンザウイルスは抗原性の違いから

様々なタイプに分類され, 2009 年以降は, 

A(H1N1)pdm09, A 香港型 (以下 A(H3N2)型), B 型

Yamagata系統及びVictoria系統の 4つのタイプが流行 
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している．これらのウイルスはシーズンや地域によって

主流となるタイプが異なり, また, 宿主の免疫から逃れ

るために抗原性を少しずつ変化させることから, 流行す

るウイルスのタイプや性状変化を把握することは, 次季

のワクチン株を選定する上で重要である． 

当所では, 本県で流行するウイルスのサーベイランス

を目的として, インフルエンザ様疾患患者の検体につい

てウイルス分離, 同定, 遺伝子解析等の性状解析を行っ

ている．本稿では, 2013/14シーズンの調査結果につい

て報告する． 

 

Ⅱ 材料と方法 

  



 

 

Fig. 1 Weekly cases of Influenza-like illness per sentinel 

clinic from 2010/11 season to 2013/14 season in  

Hyogo prefecture. 

1. 検体 

2013/14 シーズン (2013 年第 36 週 (9 月 2 日～8 日) 

から 2014年第 35週 (8月 25日～8月 31日)) に県内の

病原体定点医療機関 (21か所) で採取された252検体お

よび小学校等の集団感染の疑いで健康福祉事務所が採取

した 13検体の合計 265検体を材料とした． 

 

2. インフルエンザウイルスの遺伝学的同定検査 

A(H1N1)pdm09, A(H3N2) 型及び B 型ウイルスの同定

は, 国立感染症研究所が示したReal-Time RT-PCR法あ

るいは RT-PCR 法により行った 1)． 

 

3. インフルエンザウイルスの分離 

ウイルス分離は, 既報の方法に基づき 2), 咽頭ぬぐい

液を MDCK 細胞に接種し, トリプシン存在下で 5％

CO2,33℃, 7 日間培養した．細胞変性効果がみられた培

養上清は, 0.75％モルモット赤血球あるいは 0.5%ニワト

リ赤血球を用いて赤血球凝集 (HA) 試験を行った 3),4)． 

 

4. インフルエンザウイルス株の同定及び抗原解析 

A(H1N1)pdm09, A(H3N2)型およびB型の同定は, 赤

血球凝集抑制 (HI) 試験法を用いた 3),4)．標準抗血清は国

立感染症研究所より分与された感染ウサギ抗血清

A/California/07/2009 (H1N1)pdm09, A/Texas/50/2012 

(H3N2), B/Brisbane/60/2008 (Victoria 系 統 ) , 

B/Massachusetts/02/2012 (Yamagata系統) を使用した． 

 

5. Real-Time RT-PCR 法による抗インフルエンザ薬

剤耐性株の検出 

国立感染症研究所が示した Real-Time RT-PCR 法 

(Allelic discrimination 法) によりオセルタミビル耐性

の指標となるNAタンパクの275番目のアミノ酸のヒス

チジンからチロシンへの (H275Y) 置換を検出した 1)． 

 

6. インフルエンザウイルスの遺伝子解析 

RT-PCR法によりHA遺伝子のHA1領域あるいはNA

遺伝子を増幅し, ダイレクトシークエンス法にて塩基配

列を決定し, Neighbor-Joining 法により系統樹解析を行

った. 代表株の選定やクレード，サブクレードの名称等

の分類は, WHO London Influenza Centre (MRC) また

は国立感染症研究所の報告に基づいた 5),6)．また, ワクチ

ン株や代表株の HA 遺伝子の塩基配列は, GISAID (The 

Global Initiative on Sharing All Influenza Data) のデ

ータベース (EpiFluTM) より引用した．Fig.4～8 では, 

引用した株名の横に EpiFluTM の Isolate ID を示した.  
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Ⅲ 結果と考察 

 

1. 県内のインフルエンザの流行状況 

2010/11 シーズンから 2013/14 シーズンまでの感染症

発生動向調査におけるインフルエンザ定点あたりの週別

インフルエンザ様疾患患者報告数を Fig. 1 に示した． 

定点あたりの週別患者数は, 2013年第 52週 (12月 23

日～29日) に流行開始の指標となる 1.0人を超えたもの

の, 2014 年第 1 週 (12 月 30 日～1 月 5 日) に 1.0 人を

一旦下回り, 第 2 週 (1 月 6 日～1 月 12 日) 以降, 再び

増加した. 流行のピークは 2011/12 及び 2012/13 シーズ

ンと同じ第 5 週 (32.1 人) となった. 流行の警報レベル

となる定点あたり 30人以上を超えたのは, 2012/13 シー

ズンと同様に第 5週のみであった．第 5週以降は減少に

転じたが, 第 9 週, 第 11 週に小ピークが見られ, 第 16

週及び第 17 週には増加傾向を示したものの減少を続

け,19 週 (4 月 28 日～5 月 4 日) には終息した. 本シー

ズンの流行期間は 18 週間であった. この期間の定点あ

たりの累積患者数は 262 人と前シーズンの 211 人を上

回り, 過去 5 シーズンでは, 2009/10, 2011/12 シーズン

に次ぐ 3番目の流行規模となった． 

N=256

B(Victoria)
15%

 
 
 
 
  

Fig. 2 Proportion of isolation/detection of influenza virus 

during 2013/14 season in Hyogo prefecture, Japan 
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Fig. 3 Weekly isolation/detection of influenza virus during 2013/14 season in Hyogo prefecture,Japan 

 

2. 県内のインフルエンザウイルス分離・検出状況 

本シーズンのインフルエンザウイルスの分離・検出 

状況を Fig.2 に示した. 

検査した 265 検体のうち 256 検体 (97%) からインフ

ルエンザウイルスが検出された.この内訳は, A 型が 142

検体 (55％) , B 型が 114 検体 (45％) であり, 例年より

も B 型の割合が高かった．検出された亜型(系統) は, 多

い順に A(H1N1)pdm09 が 107 検体 (41％ ), B 型 

(Yamagata 系統) が 76 検体 (30%) , A(H3N2)型が 35

検体 (14%) , B 型 (Victoria 系統) が 38 検体 (15%) で

あり, 今シーズンは 4つのタイプの混合流行となった．  

A型では, 直近の2シーズンはA(H3N2)型が主流行で

あったが, 本シーズンはA(H1N1)pdm09とA(H3N2)型

の検出割合が 3:1 となり,  A(H1N1)pdm09 は 2010/11

シーズン以来の主流行となった.  

B 型については, Yamagata 系統と Victoria 系統の検

出割合は, 直近の2シーズン共におおよそ4:6とVictoria

系統がやや多かったが, 本シーズンは 2:1 と Yamagata

系統が多かった. 

週別のインフルエンザウイルスの分離・検出状況 を

Fig.3 に示した． 

A(H1N1)pdm09 は, 2013 年第 50 週 (12 月 9 日～15

日) から 2014 年第 14 週 (3 月 31 日～4 月 6 日)まで第

51 週と第 1 週を除いて連続して検出された．A(H3N2)

型は, 2013年第 49週 (12月 2日～8日) から 2014年第

8 週 (2 月 17 日～2 月 23 日) まで第 1 週以外は毎週検

出された．A(H1N1)pdm09, A(H3N2)型は共に, 第 4週 

(1 月 20 日～26 日) で検出のピークとなった．また, 

A(H3N2)型は, 第49週から第52週までの流行開始前後

に多く検出された． 

一方, B 型は第 51 週 (12 月 16 日～22 日) から第 21

週 (5月 19日～25日) まで第 1週と第 19週を除いて検

出された．検出数にはA 型のような明瞭なピークは形成

されず, 流行シーズンの後半に多く検出された．  

これらの県内の患者発生とウイルスの検出状況を比較

すると , 流行のピークとなった第 5 週前後は

A(H1N1)pdm09とA(H3N2)型が同時に混合流行したも

のと考えられ, 流行減少期の小ピークが形成された第 9

週と第 11週の前後はA(H1N1)pdm09 とB 型, 第 16週

と第 17 週前後の僅かな増加は B 型によるものと考えら

れた． 

 

3. 抗インフルエンザ薬剤耐性株の検出 

Real-Time RT-PCR 法によりA(H1N1)pdm09 ウイルス

63 株中 2 株 (3.2％) に抗インフルエンザ薬耐性変異と

される H275Y 置換株が検出された. これらの株を国立

感染症研究所で化学発光法による薬剤感受性試験を行っ

たところ, A/HYOGO/1218/2014 株は, 感受性株と比較

してオセルタミビルに対して感受性対照株の約1700倍，

ペラミビルは約 650 倍感受性が低下していたが, ザナミ

ビル , ラミナミビル感受性であった . 同様に , 

A/HYOGO/1190/2014 株は, オセルタミビルに対して感 

受性対照株の約 240倍, ペラミビルは約 680倍感受性が

低下していたが, ザナミビル, ラミナミビルに対しては  
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感受性であった. 

本シーズンは流行の前半に札幌市を中心として抗イン

フルエンザ薬剤耐性 A(H1N1)pdm09 の地域的な流行が

認められ 7), 三重県や山形県等でも札幌市の株と由来が

同一とみられる耐性株が検出された 8),9). 全国の調査で

は本シーズンの耐性ウイルスの検出率は 4.1%と例年よ

りも高くなっており 10), 次シーズン以降の流行株の動向

を注視する必要がある. 

 

4. 県内分離ウイルス株の遺伝子解析 

A(H1N1)pdm09 ウイルス分離株の HA タンパク 

(HA1 領域)の遺伝子系統樹解析の結果を Fig.4 に示した． 

A(H1N1)pdm09ウイルスは現在クレード1～8に区分

され,クレード 6はさらにサブクレード 6A, 6B, 6C に分

類される 6)．今回我々が解析した 18 株は , 全て

D97N,S185T 及び K283E のアミノ酸置換を持ち, さら

に K163Q と A256T のアミノ酸置換を持つクレード 6B

であった．国立感染症研究所による国内分離株の解析で

は, V234I 置換を持つクレード 6C に属する株が一部報

告されているものの, 主流はクレード 6B であり県内分

離株と同様の結果であった．また, HA タンパクの Sa 抗

原領域で153-157番目のアミノ酸置換した抗原変異株は,

県内分離株からは検出されなかった． 
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A(H1N1)pdm09 ウイルス分離株の NA タンパクの遺

伝子系統樹解析の結果を Fig.5 に示した． 

NA タンパクの I34V, I321V 及び K432E の置換を特

徴とするクレード 6B は, さらに N386 K 置換のクラス

ター, L40Iを持つクラスター, G41V, S339P及びD451G

のクラスター, S82P 及び N397K を持つクラスターの 4

クラスターに分類された 6)． 

今回解析した県内分離の 5 株は，L40I のクラスター,

または,G41V, S339P 及び D451G を持つクラスターに

属し，このうち耐性株であるA/HYOGO/1218/2014株は,

神戸市, 大阪市, 横浜市及び和歌山市で検出された耐性

株と同じ L40I 置換のクラスターに属した. 一方, A 

/HYOGO/1190/2014 株は，大阪府, 広島県及び大阪市で

分離された耐性株と同じG41V, S339P及びD451Gのク

ラスターに属していた． 

今回，本県で分離された薬剤耐性株は, Fig.5に示した

とおり地域流行が見られた札幌株や 2014 年 1 月に複数

検出された中国株が属するクラスター, 米国のルイジア

ナ州, ミシシッピ州の耐性株が属するクラスター, 豪州

で地域流行したいずれの耐性株のクラスターにも属して

いないことから, これらの地域で流行した耐性株と由来

が異なるものと考えられた. 

A/HYOGO/1190/2014株のHA遺伝子 (HA1領域) の  

Fig. 4 Phylogenetic analysis of influenza  A(H1N1)pdm09 

HA genes (HA1) 

 

Fig. 5 Phylogenetic analysis of influenza  A(H1N1)pdm09  

NA genes  

 



 

 

 A/Hyogo/1125/2014 JAN

 A/Hyogo/1151/2014 JAN

 A/Hyogo/1147/2014 JAN

 A/Hyogo/1198/2014 FEB

 A/Hyogo/1089/2013 DEC

 A/Hyogo/1090/2013 DEC

 A/Hong Kong/146/2013(EPI ISL 136375)

 A/Hyogo/4010/2013 JAN

 A/Hyogo/3176/2013 MAR

 A/Hyogo/3058/2014 MAR

 A/Hyogo/3049/2014 MAR

 A/Hyogo/3055/2014 FEB

 A/Switzerland/9715293/2013(EPI ISL 166310)

 A/Hyogo/3059/2012 MAR

 A/Hyogo/1109/2013 DEC

 A/Hyogo/1157/2014 JAN

 A/Hyogo/1097/2014 JAN

 A/Hyogo/1116/2014 JAN

 A/Hyogo/4007/2013 JAN

 A/Samara/73/2013(EPI ISL 143568)

 A/Hyogo/1176/2014 JAN

 A/Hyogo/1101/2014 JAN

 A/Hyogo/3175/2013 FEB

 A/Hyogo/3111/2013 JAN

 A/Hyogo/3164/2013 MAR

 A/Hyogo/4011/2013 FEB

 A/Berlin/93/2011(EPI ISL 109761)

 A/Texas/50/2012(EPI ISL 138980)

 A/Hawaii/22/2012(EPI ISL 132903)

 A/Hong Kong/3969/2011(EPI ISL 94725)

 A/England/259/2011(EPI ISL 99877)

 A/Athens GR/112/2012(EPI ISL 107823)

 A/Stockholm/18/2011 (EPI ISL 90426)

 A/Serbia/71/2011(EPI ISL 93700)

 A/Alabama/04/2011(EPI ISL 101596)

 A/Victoria/208/2009(EPI ISL 77080)

 A/Acores/SU43/2012(EPI ISL 134327)

 A/Alabama/05/2010(EPI ISL 81372)

 A/Victoria/210/2009(EPI ISL 76607)

 A/Perth/16/2009(EPI ISL 134450)
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比較では, 大阪府の A/OSAKA/8/2014 株及び広島県の

A/HIROSHIMA/57/2014 耐性株と一致した．この広島株

は , 日本国内で初めて検出された NA タンパクに

H275Y/I223R の二重耐性置換を持つ株で, オセルタミ

ビルに対して感受性が約 12,000 倍, ペラミビルに対し

て約 5,500 倍, ザナミビル及びラミナミビルに対して約

20 倍低下している 11）．兵庫株の NA 遺伝子は塩基配列

が A/OSAKA/8/2014 株と全て一致しており,  I223R 置

換を有する広島株とは 668番目のT→Gの 1塩基のみの

変異があるだけで, 大阪及び広島の耐性株と由来が同一

であると考えられた．今回, 同一由来とみられる耐性株

が西日本の 3つの都市から同時期に検出されたことから, 

これらの株が西日本地域を中心に繰り返し伝播され, そ

の中で広島株は I223R の薬剤耐性置換を獲得したこと

が考えられた． 

本シーズンは流行当初に札幌で耐性株の地域流行があ

ったことから, これらの流行が危惧されたが全国的な広

がりは見られなかった. しかしながら, 過去にオセルタ

ミビル耐性のソ連型 A(H1N1)ウイルスが短期間で世界

的に流行したこともあり, 今後とも 二重耐性変異を含

めた耐性株の出現に注意する必要がある． 

A(H3N2)型ウイルス分離株の HA タンパク (HA1 領

域) の遺伝子系統樹解析の結果を Fig. 6 に示した．  

 B/Hyogo/1157/2012 JAN
 B/Hyogo/1265/2012 FEB
 B/Hyogo/1119/2011 DEC

 B/Hyogo/3027/2012 APR
 B/Hyogo/3034/2012 MAR

 B/Hyogo/2019/2012 FEB
 B/Hyogo/2017/2012 FEB

 B/Hyogo/3130/2013 JAN
 B/Hyogo/3013/2013 FEB
 B/Hyogo/3151/2013 MAR
 B/Hyogo/3161/2013 FEB
 B/Hyogo/3154/2013 FEB
 B/Hyogo/3149/2013 FEB
 B/Hyogo/3122/2013 JAN

 B/Hyogo/3241/2014 MAR
 B/Hyogo/3207/2014 FEB

 B/Hyogo/3232/2014 MAR
 B/Hyogo/3156/2014 JAN

 B/Hyogo/3212/2013 MAR
 B/Hyogo/3227/2014 FEB

 B/Hyogo/3249/2014 MAR
 B/Hyogo/3203/2014 FEB
 B/Hyogo/3211/2014 FEB
 B/Hyogo/3196/2014 FEB

 B/Hyogo/1271/2012 MAR
 B/Hyogo/3076/2012 DEC
 B/Hyogo/3088/2012 DEC

 B/Hyogo/3036/2013 MAR
 B/Hyogo/3037/2013 MAR
 B/Hyogo/3156/2013 FEB

 B/Hyogo/4002/2010 NOV
 B/Hyogo/4001/2011 DEC

 B/Brisbane/60/2008(EPI ISL 129018)
 B/Hyogo/168/2008 MAR
 B/Hyogo/169/2009 MAR

 B/Hyogo/3023/2010 DEC
 B/Hyogo/3145/2012 FEB

 B/Uruguay/12/2008(EPI ISL 23970)
 B/Wisconsin/01/2009(EPI ISL 29552)

 B/Brisbane/32/2002(EPI ISL 21112)
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2 シーズン前の県内の分離株は, V223I 置換を特徴と

するクレード 3 が主流であり 12), 前シーズンはさらに

S45NとT48Iのアミノ酸置換を特徴とするクレード 3C

が主流であった 13)．今シーズンはクレード 3C が 3C.1, 

3C.2, 3C.3 のサブクレードに派生し, さらに 3C.2 には

3C.2a が, 3C.3 は 3C.3a が追加された 6)． 

今回解析した15株のうち9株はサブクレード3C.2に

属し, このうちの 3 株は 3C.2a に分類された．残りの 6

株は 3C.3に属しており, 3C.3a に分類される株はなかっ

た．3C.2a を検出した株の検体の採取時期は, シーズン

後半の 2 月及び 5 月であった．国内の解析では, シーズ

ン後半に 3C.2a や 3C.3a に属する株が分離され, これ

らの株は A/Tokyo/31512/2013 株 (2014/15 シーズンの

ワクチン株 A/New York/39/2012 株類似株) に対して 2

～8 倍の HI 試験の反応性の低下がみられたことから 6), 

これらのサブクレードに属する抗原変異株の分離動向に

注意が必要である． 

B 型 Victoria 系統分離株の HA タンパク (HA1 領域) 

の遺伝子系統樹解析結果 をFig. 7 に示した． 

Victoria 系統は，Brisbane/60 クレードのサブクレー

ド 1A と L58P 置換を持つサブクレード 1B に分類され

る 6)． 3 シーズン前は, サブクレード 1A と 1B が混在

したが 14), 2 シーズン前からの分離株は , すべて

Brisbane/60クレードのサブクレード1Aであった 12),13)．  

Fig. 6 Phylogenetic analysis of influenza  A(H3N2) 

HA genes (HA1 

Fig. 7 Phylogenetic analysis of influenza B (Victoria-lineage) 

HA genes(HA1) 

 



 

 

 B/Hyogo/1267/2012 FEB
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 B/Hyogo/1195/2014 FEB
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 B/Hyogo/3080/2013 JUN
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 B/Hyogo/1102/2013 DEC

 B/Hyogo/3112/2013 JUN

 B/Hyogo/4002/2012 DEC

 B/Hyogo/1053/2011 MAY

 B/Hyogo/1051/2011 MAY

 B/Wisconsin/01/2010(EPI ISL 112325)
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5

3

2

K88R

S150I
N165Y
S229D

T181A

R48K
P108A
S229G

(13/14
vaccine 

strain)

T234R

G229D

D196N

N202S

N116K

K298E
E312K

L172Q

● 2013/14 season
Hyogo strains

 

 
 
 
 

本シーズンの分離株 9 株は全てサブクレード 1A に属し

ており, 3シーズン連続してサブクレード 1Aの株が主流

となった．また, 本シーズンの分離株は, すべてK209N

のアミノ酸置換を伴っていた． 

B 型 Yamagata 系統の分離株のウイルス分離株の HA

タンパク (HA1 領域) の遺伝子系統樹解析の結果を Fig. 

8 に示した． 

Yamagata 系統の B/Florida/4/2006 株を代表とするク

レード 1, R48K, P108A, T181A 及び S229G のアミノ酸

置換が特徴のクレード 2, S150I, N165Y 及び S229D の

アミノ酸置換を持つクレード 3 に区分されるが 6), 前シ

ーズンはクレード 2 と 3 に属する株が混在しており 13), 

クレード 2の割合が高かった． 

本シーズンの分離株12株は, 前シーズンと同様にクレ

ード 2 と 3 に属する株が混在したものの, クレード 2 が

3 株, クレード 3 の株が 9 株とクレード 3 の株の方が優

勢であった． 

全国の解析でも, クレード 3 が 72％, クレード 2 が

28％となっており 6), 県内の比率と同様であった．また,

国内株の解析で, クレード 3 の株に Yamagata 系統と

Victoria 系統のリアソータント株 (HA：Yamagata 系

統,NA：Victoria 系統) の検出が報告されたが 6), 当所の

クレード 3 の 9 株には, リアソータントは認められなか

った． 

Ⅳ  要 旨 
 

兵庫県における2013/14シーズンのインフルエンザの

流行は , 過去 5 シーズンで 3 番目の規模となり , 

A(H1N1)pdm09, A(H3N2)型 , B 型 Victoria 系統と

Yamagata 系統のウイルスの混合流行であった． 

2010/11 シーズン以来の A(H1N1)pdm09 が主体となる

流 行 であ った ．抗 イン フ ルエ ンザ 薬剤 耐性

A(H1N1)pdm09 ウイルスは, 63 株中 2 株 (3.2％) が検

出された. 系統樹解析の結果, 兵庫株は地域流行した札

幌株とは由来が異なるものと考えられた. 

 A(H1N1)pdm09 ウイルスの系統樹解析からクレード

6B に属することが分かり, A(H3N2)型ウイルスは 3C2

クレードに属した. B 型 Victoria 系統の分離株の系統樹

解析の結果, すべてサブクレード 1A に属した.  B 型

Yamagata 系統の分離株では, HA 遺伝子の系統樹解析

では, クレード 2と 3に属した． 
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