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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).  
Both the B (Yamagata lineage) and A(H3N2) virus have been isolated and detected from each samples collected from 3 

patients on the same day in same hospital. It was thought that co-infection with influenza A and B viruses may occur 
frequently in the epidemic of caused by the influenza virus of A and B type. 
 

 
Ⅰ はじめに 

 
インフルエンザは毎年冬季を中心に流行し，急性の発

熱や上気道炎等の呼吸器疾患を起こす感染症である. こ
れらの症状の原因となる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，

A(H1N1)pdm09，A 香港型（以下 A(H3N2)型），B 型

Yamagata系統およびVictoria系統が流行している.それ 
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ぞれのウイルスはシーズンによって流行規模が異なるた

め，流行ウイルスのタイプや性状を把握することは，次

季のワクチン株を選定する上で重要である． 
また，2013 年 3 月に中国で初めて鳥インフルエンザ

A(H7N9)型ウイルスのヒト感染例 1)が報告され，東南ア

ジアを中心とした鳥インフルエンザ A(H5N1)型ウイル

スの感染例 2)や米国でのブタインフルエンザ A(H3N2)v
型ウイルスの感染例 3),4),5)が散発的に報告されており，こ

のような鳥やブタに由来するウイルスのヒト感染例につ

いても，新型インフルエンザウイルスの出現を監視する

観点から，発生動向に注視する必要がある． 
当所では，兵庫県内で流行するインフルエンザウイル

スのサーベイランスを目的として，インフルエンザ様患
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者の検体からウイルス分離同定，遺伝子解析等の性状解

析を行っている．本稿では，2012/13 シーズンのインフ

ルエンザの流行状況と共に定点医療機関に受診した患者

からのウイルス分離同定および遺伝子解析結果について

述べる．さらに本調査で明らかとなったA 型および B 型

インフルエンザウイルスの重複感染例についても報告す

る． 
 

Ⅱ 材料と方法 

 

1.  検体 
2012/13 シーズン (2012 年第 36 週 (9 月 3 日～9 日) 

から 2013 年第 35 週 (8 月 26 日～9 月 1 日)) に県内の

病原体定点医療機関 (21か所) で採取された203検体お

よび施設の集団感染の疑い等で健康福祉事務所が採取し

た 14 検体の合計 217 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 
A(H1N1)pdm09，A(H3N2)型および B 型ウイルスの

同定は, 病原体検出マニュアル「インフルエンザ診断マ

ニュアル(第 2 版)」 (国立感染症研究所) に準じて

Real-Time RT-PCR法あるいはRT-PCR法により行った． 
 

3. インフルエンザウイルスの分離 
採取した咽頭ぬぐい液を 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 6)．細胞

変性効果 (CPE) がみられた培養上清は, 0.75％モルモ

ット赤血球を用いて赤血球凝集 (HA) 試験を行った 7),8)． 
 

4. インフルエンザウイルス株の同定 
ウイルスの 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 7),8)．標

準抗血清は国立感染症研究所より分与されたウサギ抗血

清 A/California/07/2009A(H1N1)pdm09, A/Victoria/ 
210/2009 A(H3N2) , B/Brisbane/60/2008 (Victoria 系

統)および B/Wisconsin/01/2010 (Yamagata 系統) を使

用した． 
 

5. 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. 解析に

用いたクレード，サブクレードの名称，代表株の選定等

の分類は，WHO London Influenza Centre (MRC) 9)ま

たは国立感染症研究所の報告 10)に準拠した．また，ワク

チン株，代表株等の HA 遺伝子の塩基配列は，GISAID 

（Week）

               
  

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

clinic from 2009/10 season to 2012/13 season  in 
Hyogo prefecture 

 
(The Global Initiative on Sharing All Influenza Data) 
のデータベース (EpiFluTM) より引用した．なお，Fig4
～7では，系統樹解析に引用した株名に続いて EpiFluTM 
の Isolate ID を付記した.  

 
Ⅲ 結果と考察 

 
1.  県内のインフルエンザの流行状況 

2009/10 シーズンから 2012/13 シーズンまでの県内の

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． 
本シーズンの県内の流行は，2013 年第 1 週 (12 月 30

日～1月5日) に流行の指標となる1.0人を超え, 第5週 
(1月 28日～2月 3日) に流行のピーク (36.5人) に達し

た．定点あたり 30 人以上の流行警報レベルを超えたの

は第 5 週のみで，その後，第 15，16 週に僅かに増加し

た以外は，漸減傾向が続き第21週 (5月20日～26日) に
終息した. 流行期間は 21 週間であった． 
本シーズンの定点あたりの累積患者数は211人で前シ

ーズンの 353 人を下回り，過去 5 シーズンでは最も規模

の小さい流行となった． 
 

2.  県内のインフルエンザウイルスの検出状況 
本シーズンのインフルエンザウイルスの検出状況を 

Fig.2 に示した. 
当所に搬入された 217 検体のうち 203 検体 (93.5%) 

からインフルエンザウイルスが検出された．ウイルスの

型および亜型別の検出数 (割合) は， 多い順にA(H3N2)
型が 134検体 (65%)，B型Victoria系統が36検体(18%)，
B 型 Yamagata 系統が 29 検体 (14%) , A(H1N1)pdm09
が 7検体 (3%) であった．このうち 3検体からA(H3N2)
型および B 型 Yamagata 系統ウイルスが重複して検出

された． 
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Fig. 2  Proportion of isolation/detection of influenza virus 

during 2012/13 season  in  Hyogo prefecture, 
     Japan   
 
本シーズンは，前シーズンと同様に A(H3N2)型が流行

の主体となった．A(H1N1)pdm09 は前シーズンでは検

出されなかったが，本シーズンは散発的に検出された． 
一方，B 型の検出率は重複感染を含めた全検出数の

32%であり，前シーズン (37%) と同様であった．B 型

Victoria系統とYamagata系統の検出割合はVictoria系

統が 55%を占め，前シーズンと同じく両系統による混合

流行となった． 
週別のインフルエンザウイルスの検出状況 (Fig.3) で

は，A(H3N2)型が 2012 年第 50 週 (12 月 10 日～16 日) 
から 2013 年第 20 週 (5 月 13 日～5 月 19 日) まで第 1
週，第 15 週および第 19 週を除き連続して検出された．

初めて検出された第 50 週以降,検出数は漸増し,第 4 週 
(1 月 21 日～27 日) でピークとなり，その後減少した．  
一方，B 型は，第 2 週 (1 月 7 日～13 日) から第 24

週 (6月 10日～16 日) まで第 7週および第 10週を除い

て，連続して検出された．検出数に明瞭なピークは形成

されず，シーズン後半にかけて増加傾向が見られた．ま

た，週別の検出状況を見ると，B 型の両系統がシーズン

を通してほぼ同じ比率で検出されたことから，シーズン

当初から両系統が混在して流行していたと考えられた． 
これらの結果から，本シーズンは A(H3N2)型がシーズ

ンの前半からピーク時にかけて主流となっていたが，シ

ーズン後半になるとA型およびB型の両系統の混合流行

となっていたものと考えられた． 
 

3．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． 
近年の A(H1N1)pdm09 ウイルス流行株は遺伝子系統

樹解析では 8 つのクレードに分類され 9),10)，前シーズン

の北半球では，クレード 6 および 7 に属する株が主流で

あった 11)．本シーズンの県内株を解析した結果，クレー

ド 7 が 4 株，クレード 6 が 2 株であった．また，2013
年 7月に中国での感染が推定された患者から分離された

A/Hyogo/2002/2013 株はクレード 6 に分類された. 
一方，国立感染症研究所による国内分離株の解析でも，

すべてがクレード6および7のいずれかに属しており 10)，

本シーズンは前シーズンの北半球流行株の類似株が，国

内および県内でも流行したと考えられた．また，これら

の流行株において HA タンパクの抗原領域 (Sa) の
153-157 番目のアミノ酸置換を特徴とする抗原変異株が

報告 10) ,12)されているが，県内分離株からはこれらの置換

を有する株は検出されなかった． 
A(H3N2)型ウイルス分離株の HA タンパク (HA1 領
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Fig. 3  Weekly isolation/detection of influenza virus during 2012/13 season in Hyogo prefecture, Japan  
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Fig. 4  Phylogenetic analysis of influenza  A(H1N1)pdm09  

HA genes (HA1) 
 
域) の遺伝子系統樹解析の結果を Fig. 5 に示した．  
近年の A(H3N2)型ウイルス分離株は，T212A のアミ

ノ酸置換を特徴とするVictoria/208クレード内のクレー

ド 3～7 に区分され，このうちクレード 3 はさらに 3A，

3B，3C のクレードに細分される 9 )．前シーズンの北半

球の流行では，クレード 3 および 6 に属する株が主流で

あった 11)． 

県内で前シーズンに分離した株は，すべて

Victoria/208 クレードのクレード 3 に属しており，すべ

ての株は 3A，3B，3C のいずれかに分類された 13)が，

本シーズンは，解析した 50 株すべてがクレード 3C に属

しており，その中でも N145S アミノ酸置換を持つサブ

クレードに属し，前シーズンと比べて流行株に均一性が

認められた．本シーズンのワクチン株である

A/Victoria/361/2011株も同じくクレード 3Cに属してお

り，県内株は遺伝学的にワクチン類似株であることが分

かった．国立感染症研究所による国内分離株の調査でも，

解析した株すべてがクレード3C内のN145Sアミノ酸置

換を有するサブクレードに属するワクチン類似株であっ

たと報告 10)されており，本シーズンのワクチン株の選定

が適切であったと考えられた． 
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. 6 に示した． 
近 年 の B 型 Victoria 系 統 分 離 株 は

B/Brisbane/60/2008株に代表されるBrisbane/60クレー

ドの L58P の置換を持つサブクレード 1A とそれ以外の

サブクレード 1B に分類される 9)．前シーズンの北半球

の流行株はBrisbane/60クレードの株が主流であった 11)． 

 A/Hyogo/3100/2013 2013/01/07 2w
 A/Hyogo/3107/2013 2013/01/17 3w
 A/Hyogo/4007/2013 2013/01/18 3w
 A/Hyogo/3143/2013 2013/02/19 6w

 A/Hyogo/3111/2013 2013/01/26 4w
 A/Hyogo/3148/2013 2013/02/25 9w
 A/Hyogo/4004/2013 2013/01/16 3w

 A/Hyogo/3059/2012 2012/10/03 40w
 A/Hyogo/3060/2012 2012/10/03 40w

 A/Hyogo/3121/2013 2013/01/21 4w
 A/Hyogo/3129/2013 2013/02/12 7w

 A/Hyogo/3077/2012 2012/12/26 52w
 A/Hyogo/3099/2012 2012/12/21 51w

 A/Hyogo/1005/2013 2013/01/22 4w
 A/Hyogo/3066/2013 2013/01/15 3w
 A/Hyogo/3158/2013 2013/02/25 9w
 A/Hyogo/3159/2013 2013/02/25 8w
 A/Hyogo/3164/2013 2013/03/12 11w
 A/Hyogo/3113/2013 2013/01/26 4W

 A/Hyogo/3175/2013 2013/02/22 8w
 A/Hyogo/3112/2013 2013/01/26 4W

 A/Hyogo/3176/2013 2013/03/14 11w
 A/Hyogo/3093/2013 2013/01/11 2w

 A/Hyogo/3126/2013 2013/02/07 6w
 A/Hyogo/3119/2013 2013/01/21 4w

 A/Hyogo/4010/2013 2013/01/31 4w
 A/Hyogo/4001/2012 2012/06/02 22w

 A/Hyogo/3106/2013 2013/01/07 2w
 A/Hyogo/3056/2012

 A/Hyogo/3062/2012 2012/12/11 50w
 A/Hyogo/3063/2012 2012/12/24 52w

 A/Hyogo/3078/2013 2013/01/11 2w
 A/Hyogo/3133/2013 2013/02/08 6w

 A/Hyogo/3068/2013 2013/01/10 2w
 A/Hyogo/3069/2013 2013/01/10 2w
 A/Hyogo/3090/2013 2013/01/15 3w
 A/Hyogo/3092/2013 2013/01/15 3w
 A/Hyogo/1241/2012 2012/03/10 10w

 A/Hyogo/2015/2012
 A/Berlin/93/2011(EPI_ISL_109761)

 A/Hyogo/1210/2012
 A/Hyogo/3033/2012

 A/Hawaii/22/2012(EPI_ISL_132903)
 A/Texas/50/2012(EPI_ISL_138980)

 A/Hong_Kong/3969/2011(EPI_ISL_94725)
 A/Victoria/361/2011(EPI_ISL_134450)

 A/Hyogo/1155/2012
 A/Bangladesh/5071/2011(EPI_ISL_99071)

 A/Athens_GR/112/2012(EPI_ISL_107823)
 A/Hyogo/1194/2012

 A/Stockholm/18/2011(EPI_ISL_90426)
 A/Victoria/208/2009(EPI_ISL_77080)

 A/Acores/SU43/2012(EPI_ISL_134327)
 A/Iowa/19/2010(EPI_ISL_90610)

 A/Norway/1330/2010(EPI_ISL_86071)
 A/Perth/16/2009(EPI_ISL_87516)

 Victoria/210/2009(EPI_ISL_76607)
 A/Brisbane/10/2007(EPI_ISL_110723)

 A/Uruguay/716/2007

0.002
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Fig. 5  Phylogenetic analysis of influenza A(H3N2) HA 

genes (HA1) 
 
県内で分離された 2 シーズン前（2011/12 シーズン）

の株は，サブクレード 1A と 1B に入る株が混在し 14)た

が，前シーズンは, すべて Brisbane/60 クレードのサブ

クレード 1A に属していた 13)．本シーズンの 14 株はす

べて前シーズンと同じくBrisbane/60クレードのサブク

レード 1A に属しており，3 シーズンを通して変化は認

められなかった． 
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. 
7 に示した． 

B 型 Yamagata 系統の株は，B/Florida/4/2006 株を代

表されるクレード 1 および P108A，S229G のアミノ酸

置換を特徴とするクレード 2 ，ワクチン株の

B/Wisconsin/01/2010 株が属し，S150I，N165Y，S229D
のアミノ酸置換を持つクレード 3 に分類される 12)．前シ

ーズンの北半球の流行株は，クレード 2 およびクレード

3 が主流であった 11)． 
県内の前シーズンの分離株は，クレード 2 およびクレ

ード 3 であった 13)が，本シーズンも，8 株中クレード 2
が 6 株，クレード 3 が 3 株で，すべて前シーズンと同様

であった．今回多く分離されたクレード 2 の株は，クレ

ード 3 の株と抗原性に差がなく 10)，ワクチン類似株が県

内でも流行したものと考えられた． 
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Fig. 6  Phylogenetic analysis of influenza B 

(Victoria-lineage) HA genes (HA1) 
 
4.  A 型およびB型インフルエンザウイルスの重複感染

症例 
2013 年 1 月 26 日 (第 4 週) に医療機関で採取され，

簡易検査でA型と判定された3検体についてウイルス分

離を行った．その結果，初代培養 4 日後に CPE を認め，

ウイルス液のHA価は64～128倍に達した．HI試験で，

すべてが B 型 Yamagata 系統と同定された．この結果は

簡易検査と異なるため，ウイルス培養液を簡易キットで

判定したところ，B 型陽性かつ A 型に弱い反応を認めた

ことから，A 型および B 型の重複感染を疑い追加試験を

行った． 
初代培養液をB/Wisconsin/01/2010株の抗血清で中和

した上清をさらに 2 代継代培養したところ, A(H3N2)型
ウイルスが分離された．分離された A(H3N2) 型ウイル

ス株の HI 価は，A/Victoria/210/2009 (H3N2)の抗血清 
(ホモ価 1280倍) に対して 640倍，A/California/07/2009 
(H1N1)pdm09, B/Brisbane/60/2008 (Victoria 系統) お
よび B/Wisconsin/01/2010 (Yamagata 系統) の抗血清

に対してすべて 10 倍未満となり，本シーズンに分離さ

れた A(H3N2)型株と同様のHI 価を示した． 
一方, 初代培養液を A/Victoria/210/2009 抗血清で中

和して再分離した B 型 Yamagata 系統のウイルス株の

HI 価は, B/Wisconsin/01/2010 の抗血清 (ホモ価 2560
倍 ) に 対 し て 1280 倍 , A/California/07/2009 
(H1N1)pdm09, A/Victoria/210/2009 (H3N2) および

B/Brisbane/60/2008 (Victoria 系統) に対してはすべて

10 倍未満となり , 本シーズンに分離された B 型

Yamagata 系統株と同様のHI 価を示した． 
検査の過程でのコンタミネーションの可能性を排除す 

         

Clade 3

Clade 2

Clade 1

K88R
S150I
N165Y
S229D

R48K
T181A

P108A
S229G

(12/13
vaccine 

strain)

 
Fig. 7  Phylogenetic analysis of influenza B 

(Yamagata-lineage) HA genes (HA1) 
 
るため，検体から直接 Real-Time RT-PCR を行ったとこ

ろ, A(H3N2)型および B 型ウイルス遺伝子の両方が検出

された. A(H3N2)型ウイルス遺伝子の Ct (Threshold 
Cycle) 値は 15～26 で，B 型は 34～36 であったことか

ら, 検体に含まれるウイルス遺伝子の量は A(H3N2)型
ウイルス遺伝子の方が多いことが判明した．これは，簡

易検査の結果を裏付ける結果であるが，MDCK 細胞に

よるウイルス分離では，優勢な A 型ウイルスが分離され

にくかったことを示している．データは示していないが，

近年の当所における MDCK 細胞を用いたウイルス分離

では，A 型よりも B 型ウイルスの方が CPE の出現が早

く，得られる HA 価も高い傾向が認められている．今回

のウイルス分離法による検査でB型が先に同定されたの

は，MDCK 細胞におけるそれぞれのウイルスの増殖効

率の違いによるものと考えられた．これらの現象は，今

後の検査において注意する必要があると考えられた． 
検出されたウイルスの HA 遺伝子の HA1 領域の塩基

配列を比較した結果， B 型ウイルス遺伝子は 3 株すべ

てクレード 3 に属し，塩基配列も一致したが，A(H3N2)
型ウイルス遺伝子はすべてクレード 3C に属し，塩基配

列は 1 株が一致しなかった．このことから A 型，B 型ウ

イルス株の塩基配列が共に一致した 2 人の患者は，同一

の感染源による感染の可能性が考えられたが，これらの

患者間に疫学的関連性がないため感染源は不明であった．

また，3 名の患者は受診時に発熱や上気道炎等の通常の

インフルエンザの症状を呈しており，肺炎等の重い症状
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は認められなかった． 
このような同一患者からの異なるインフルエンザウイ

ルスの同時検出例は稀なケースであり 15),16),17)，今回の同

一医療機関で同一日に受診した複数の患者から異なるイ

ンフルエンザウイルス株が分離された症例は極めて少な

い．近年は複数のインフルエンザウイルスが混合流行す

るシーズンが多いが，このような状況下では異なるウイ

ルスが同時感染する症例が低頻度ながら起こっているこ

とが考えられ，交雑による新型ウイルスや薬剤耐性ウイ

ルスの出現が誘発される一現象と思われる．重複感染例

では通常の感染よりも重症化することも考えられるため，

これらの発生動向や発生時の臨床像について注視する必

要がある． 
 

Ⅳ  要 旨 

 
兵庫県における2012/13シーズンのインフルエンザの

流行は, 過去 5 シーズンで最も規模の小さい流行となっ

た．A(H3N2)型が主流となり，続いて B 型（Victoria 系

統，Yamagata 系統）が検出され，A(H1N1)pdm09 ウ

イルスが最も少なかった. 
A(H3N2)型ウイルス株の HA 遺伝子の系統樹解析で

は，解析したすべての株がワクチン株と同じ

Victoria/208 クレードのクレード 3C に属し，N145S の

アミノ酸置換を伴っていた．B 型 Victoria 系統分離株の 
HA 遺伝子の系統樹解析では，解析株のすべてがワクチ

ン株と同じ Brisbane/60 クレードに属し，サブクレード

1A に属した．B 型 Yamagata 系統の分離株の HA 遺伝

子の系統樹解析では，クレード 2 およびワクチン株であ

るB/Wisconsin/01/2010株と同じクレード 3に属してい

た．今回の調査で同一の医療機関で同一日に患者から採

取された 3 検体から，A(H3N2)型ウイルスと B 型

Yamagata 系統ウイルスが同時に分離・検出された．今

回のケースから，本シーズンのように複数のタイプのウ

イルスが混合流行するシーズンでは，低頻度ながらこの

ような重複感染が起こることが考えられた． 
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