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我が国におけるムンプスウイルスの分子疫学
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1）東京医科大学小児科学講座

2）北里生命科学研究所ウイルス感染制御学研究室

【要旨と結論】我々は、2001年1月から2001年7月までに全国7都市で臨床的にムンプス感染と診断され

た1353人の患者の鼻咽頭ぬぐい液から、ムンプスウイルス872株を分離iした。それらのうち57株を、遺伝

子型分類のためにF，SH，　HN蛋白領域の塩基配列について調査した。日本において4っの異なるムンプスウ

イルスの遺伝子型が流行しており、異なる地：雨間で遺伝子型の分布に差が認められ、土着の株のGenotype　B

は、Genotype　Gに置き換わったが、日本の西側の数カ所でまだ流行していた。　Genotype　Kとしの2つの新

しい遺伝子型の流行株をみつけ、これらはSH領域において7％以上の塩基配列の変化を認めた。Genotype　K

は1994年に最初に報告され、1990年忌に優勢の株と考えられた。Genotype　Lは2㎜年に東京で最初に確認

された。57株のうち、ll株はBに、35株はGに、3株はKに、8株はしに分類された。我々は新しいGenotype

Lの伝播経路と更なる流行の確認のため、ムンプスウイルスの分子疫学の注意深い観察を続ける必要があ

る。

はじめに

　ムンプスウイルスはパラミクソ科ルブラウイルス

属の1つで、1本鎖negative　sense　RN　Aウイルスであ

り、N，　P，　M，　F，　SH，　HN，　しの7つの蛋白をコードす

る1）。fusion（Fと略す）とhemagglutinin－neur－

aminidase（HNと略す）蛋白はウイルス外殻糖蛋白

で、HN蛋白は細胞のシアル酸レセプターへのウイル

ス結合の最初のステップと、それに続くウイルスの侵

入を許す膜融合において重要な役割を担う2）。small

hydrophobic（SHと略す）蛋白は感染された細胞内に

存在するが、ウイルスの感染、転写、複製に絶対必要

なものではないと報告されているが、その機能は明ら

かでない3）。

　ムンプスウイルスは未だ世界中で流行しており、野

生株の遺伝子型分類はウイルスの伝播経路を評価す

るために有用である。ムンプスウイルスの分子疫学研

究の多くは、SH領域における塩基配列の結果に基づ

いていた4”7）。SH　mRNAは316の塩基から成り、57の

アミノ酸をコードする8・9）。SH領域は他のどの部分よ

りも変異率が高く10）、Wuら11）はSH領域の塩基配列

の差に基づく6つの遺伝子型の新しい分類を提案し、

その後いくつかの遺伝子型が報告された12・13）。最新の

報告では、A～Jの10個の遺伝子型に分類され、　SH蛋

白の28～30番目のアミノ酸トリプレットと遺伝子型

分類が相関すると報告されている7・14）。アミノ酸トリプ

レットTIL，　IIS，　SLS，　IML，　TISがそれぞれGenotype

A，B，　E，　F，　Jの特徴を示した。　Genotype　CとDの多

くの株のトリプレットはそれぞれVVSとIILであ

り、IILトリプレットはGenotype　Gと1でも認められ

た。

　我々は、1976年から我が国におけるF，SH，　HN領

域の塩基配列の結果に基づくムンプスウイルスの分

子疫学を報告してきた15）。Genotype　Bは1976年から
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1980年代の土着の株で、1990年代早期に分離された

株は当時Genotype　Dに分類された。近年、流行してい

る野生株のムンプスウイルスは1997年から2㎜年

に東京の近くでGenotype　B，　G，　Jに分類され、

Genotype　GがGenotype　Bの消滅により優勢となっ

た16）。Uchidaらはその報告で新しい小集団Genotype　J

を提案し、我々の以前の報告で1994年に分離された

ムンプス株は、彼らによって提案されたGenotype　Jで

あると同定された。それはTecleら14・17）によって報告

されたGenotype　A～Jとは明らかに異なった。両グ

ループによって報告された遺伝子型分類における2

つのJは混乱を起こし、Uchidaら18）はGenotype　Kを

提案した。我々は1993年からのムンプス野生株の遺

伝子型の分布における経年的変化に加えて、2㎜

～2001年の流行の問の日本の7つの異なる地域にお

ける分子疫学的研究を実施した。我々は、遺伝子型分

類の混乱を避けるため、ムンプスウイルスの遺伝子型

の分類を整理し直し、この研究で2つの新しい

Genotype　Kとしを提案した。

研究材料および方法

　1．ウイルス分離

　我々は、ムンプス感染症と臨床的に診断された

1，353例の患者から得た鼻咽頭ぬぐい液（NPSと略

す）から、ムンプスウイルス872件を分離した。NPS

サンプルは、2001年1月から2001年7月までに、日本

外来小児科学会ワクチン研究班を組織した全国7都

市ll名の小児科医（札幌4名、東京2名、三重、姫路、

山口、高松、福岡から各1名）から得られた。本研究

を実施した都市と使用した分離株をFig．1に示した。

Sapporo　K－4／JPN．00株はムンプス感染症後難聴の患

者から分離され、その他は急性耳下腺炎の患者達から

であった。NPSサンプルは抗生剤、5％FCS、1％ゼラ

チンを添加したMEMに浸し、一70℃に保存し、北里

研究所に送付された。NPSサンプルは6，㎜rpmで10

分間遠心し、上清をVero細胞に接種し、　Vero細胞で

2代経過後、細胞変性効果（cytopathic　effect：CPE）を

示さないサンプルはウイルス分離陰性とみなした。

Himeji　（B：10，　G：2，　K：1）

Genotype　B：

　89，　123，　124，　303，　309，

　316，　349，　353，　355，　442

Genotype　G：

　305，　431

Genotype　K：
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Sapporo　（G：5，　K：2）

Genotype　G：

　K－25，　N－3，　K－76，

　A－94，　A－158
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　K－4，　K－5

Yamaguchi　（G：2
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　23，　99
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Fukuoka　（B：1，　G：3，　L：1）

Genotype　B

　4
Genotype　G：

　9，　48，　75

Genotype　L：

　49

Takamatsu　（G：9）

Genotype　G：
　1，　9，　50，　57，

　58，　90，　！21，

124．　222

Tokyo　（G：8，　L：7）

Genotype　G：
　S－1－1，　S－II－18，

　S－IV－58，　S－V－13，

　S－V－18

　M－21，　M－29，　M－130

Genotype　L：

　S－1－7，　S－II－3，

　S－III－10，　S－III－17，

　S－III－27，

　M－50，　M－95

Mie　（G：6）

Genotype　G：
1－5，　1－7，

1－11，　1－16，

II－34．　II－66

Fig．　1　Geographic　distributions　of　the　57　mumps　virus　strains　investigated　in　this　study．
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　2．RNA抽出、　RT－PCR、塩基配列の解析

　reverse　transcription　polymerase　chain　reaction

（RT－PCRと略す）をFig．2に示すように行った。

RNAを培養液200μ1から抽出し、　RNAペレットを

蒸留水10μ1の中で浮遊させた19）。ウイルスゲノム

RNAを、最初にAMV逆転写酵素（Life・Sciences，　Inc．，

St．Petersburg，　FL）によって∬C、1時間でMpF921＋

（5！一TCTATAATTCAATTGCCAGA－3ノ）を用いて

cDNAに変換した。　first　PCRは、　MpF5＋（5・’一

ATAGCAGGGAGTTATATGAG－3’）とMpLl一
（5t一・AACCCGTTCTAGACCATCAC－3’）のプライ

マーのセットで行った。nested　PCRは、　F，　SH領域の

塩基配列決定のため、MpF4＋（5／一ACCCATGGA

TTTGTAGCACTGGATG－31）とMpHNI一（51－

CCAATATTCGGAAGCAGGTTCGGAA－31）の
セットで5，666番目から6，702番目までの遺伝子を増

幅するよう設計した。HN領域の塩基配列に対して

は、7，791番目から8，338番目までの548塩基が、

MpHN3十　（5’一GATCCTAGTTACAAATTGCG－3r）

とMpHN6一（5t－ACCTGCAGTGATAGTCAATCTG
GTTAG－3’）のセットで増幅された。増幅したPCR産

物はゲルから切り出し精製した。塩基配列の決定は、F

領域の5，666番目から6，162番目までの497塩基、SH

領域の6，218番目から6，533番目までの316塩基、HN

領域の7，830番目から8，312番目までの483塩基を解

析した。塩基配列の決定はABI　377A（Applied　Biosys－

tems　Japan，　Tokyo）を用いたダイターミネーター法で

決定した。塩基の配列と系統発生的解析は
GENETYX－MAC　Version　10　（Software　Development

Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）を用いて行った。

結 果

　1．HN領域の塩基配列の解析

　我々は無作為にそれぞれのクリニックからのサン

プルを選び、HN領域の一部の7，830番目から8，312番

目までの483塩基の系統発生的解析の結果をFig．3

に示した。我々が以前に報告した6株（Mp76－S，

Mp80－J，　Mp89－K，　Mp93－N，　Mp93－AK，　Mp94－H）15）と

既に報告された外国の株を含めて解析した。今回分離

された株は、1，II，　III，　IVの4つの異なるクラスターに

分類された。8株がクラスター1と同定され、そのうち

7株は東京から、1株は福岡からの分離株であった。ク

ラスターHは我々の以前の研究で報告された（星野，

宮原ワクチン株、Mp89－K，　Mp76－S，　Mp80－Jの野生株

3株）Genotype　Bからなっていた。姫路市からの10株

と福岡市からの1株はクラスターIIに属した。クラス

ターIIIは4株（札幌2株、姫路1株、1994年分離の

Mp94－H株）から成っており、大きなクラスターIVは

残りの株（札幌5株、東京8株、三重6株、姫路2株、

高松8株、山口2株、福岡3株）から構成された。外

国の株についてのHN領域の塩基配列の情報は少な
かった20・21）。

　2．SH領域の塩基配列の解析

　Tecleら14）はムンプスウイルス株がA～Jの10の

異なる遺伝子型に分類されると報告した。Uchidaら16）

は日本の東京と埼玉市における分子疫学を報告し、新

しいGenotype　Jを報告した。これら2つのGenotype

Jの塩基配列は異なり、2つのGenotype　Jはムンプス

ウイルス遺伝子分類の命名法に混乱を来す危険性が

ある。我々はHN領域におけるクラスター1，　II，　III，　IV

を代表するいくつかの株を選び、SH領域の塩基配列

を外国で報告されている代表株と併せて解析した結

果をFig．4に示した。我々は以前の株を再調査し、

Mp93－AKはGenotype　I、　Mp80－J，89－K，77－SU，星野ワ

クチン株はGenotype　Bであることが明らかとなっ

た。Mp93－NはGenotype　Dに分類された。この研究に

おけるMp94－H，　Sapporo　K－4／JPN．00，　Himeji　364／

JPNOOの株と、　Uchidaら16）が報告したSA967／Ja99

は、Lougl／UK97と同じクラスターに分類された。

我々は、既に報告されている代表株との間の塩基配列

の違いを比較した。Sapporo　K－4／JPN．OO株は、

Genotype　A～Jのそれぞれを代表する株との塩基配

列の違いが、8．9～155％であった。新しい遺伝子型の

基準は、SH領域で6％以上の塩基配列の差があること

が条件であると報告されている。以上の理由から、

Uchidaら16・18）の報告したGenotype　Jの代わりに新し

いGenotype　Kを提案した。Tokyo　M－50／JPN．OO株は、

Genotype　A～Kと比較して、7～13．7％の塩基配列の

相違を認めることから、新しいGenotype　Lを提案し

た。この研究で提案されたこれら2つの新しい

Genotype　Kとしは、　SH領域において6％以上の塩基

配列の差を認め、既に報告されている遺伝子型とは明

らかに異なった12・22）。主流行株は、HN領域での分類と

同様のGenotype　Gに分類された。小流行株は
Genotype　B，　K，　しであった。

　HN分類におけるクラスタ・一・1は新しいGenotype

L、クラスターIIはGenotype　B、クラスターIIIは

Genotype　K、クラスターIVはGenotype　Gと考えら
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Fig．　4　Phylogenetic　analysis　of　the　SH　gene，　including　the　results　obtained　from　this　study　（」k”）．

れた。

　Tecleら14）は、　SH蛋白の28～30番目のアミノ酸ト

リプレットが遺伝子型分類に密接して関係すると報

告した。新しいムンプスウイルスGenotype　Kとしの

塩基配列から推定されるアミノ酸配列を、報告された

遺伝子型と合わせてFig．5に示した。日本で分離され

たGenotype　G株のSH蛋白の28～30番のアミノ酸

トリプレットはIILかITLであった。新しい
Genotype　Kとしの多くがGenotype　D，　G，1と同じ

IILであった。トリプレットTIL，　llS，　SLS，　IML，　TIS

はそれぞれGenotype　A，　B，　E，　F，　Jに特異的であった

が、Genotype　CとDの多くの株はそれぞれVVSと

IILを含むことがわかった。アミノ酸トリプレットIIL

はGenotype　D，1，　K，　しとGの株の中のいくつかの株

でも共通して認められた。同じGenotype　Gにおいて

は逆に、ITLとIILの2種類のトリプレットが認めら

れた。

　SH領域のアミノ酸による系統発生的解析の結果を

Fig．6に示した。アミノ酸トリプレットIlsのクラス

ターには、HNとSH領域の塩基配列による遺伝子型

分類でBに分類された株が集団となった。アミノ酸ト

リプレットIILのクラスターには、塩基配列による遺
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伝子型分類でG，D，1，　L，　Kに分類された株が混在し、

アミノ酸トリプレットITLのクラスターには、塩基配

列による遺伝子型分類でGenotype　Gと最近の

Genotype　B株が混在していた。

　3．：F領域の塩基配列の解析

　HNとSH領域の塩基配列による遺伝子型分類と、

これまでTecleら14）によって報告されてきたSH蛋白

のアミノ酸トリプレットによる遺伝子型分類には、違

いがあった。次に、HN領域で分類を行った株の一部

を用いて、F領域の一部の497の塩基配列における系

統発生的解析を行い、結果をFig，7に示した。　HN領

域においてGenotype　Bであった株は共通するクラス

ターを形成し、Genotype　Kであった株、　Genotype　G

であった株はそれぞれ異なる一群のクラスターを形

成した。この結果より、F領域の塩基配列による遺伝

子型分類はHN領域での分類と一致し、　F，　SH，　HN領

：域の塩基配列による遺伝子型分類：は共通であると考

えられた。

考 察

　我々は、1976年から1980年代のムンプスウイルス

株はGenotype　Bであり、我々が以前報告したムンプ

スウイルス株（Mp93－N，　Mp94－H）はGenotype　Dと

Kになると考えられると報告した。Genotype　Kとし

は2㎜年から2001年のこの流行で発見された。

Genotype　Bは1990年以前に優勢であった土着の株で

あり、Genotype　Kは1990年代に主に流行していた株

と思われた。Takahashiら23）は麻疹ウイルスでは単一

の遺伝子型が優勢であるのに対して、ムンプスではい

くつかの遺伝子型が日本で同時流行していると報告

した。彼らはムンプスウイルスの分布が地域によって

全く異なる特徴を持つとも報告している。Uchidaら16）

はGenotype　Bは東京周辺でGenotype　Gに完全に置

き換わったと報告した。Genotype　B，　K（1980～1990年

（7）



一　228　一 東京医科大学雑誌 第63巻第3号

代に優勢）の過去の主流行株は最近ではマイナーな

株となり、新しいGenotype　しと共に主流行株の

Genotype　Gに置き換わっており、遺伝子型の分布に

は地域差があることが明らかとなった。今回の調査で

はGenotype　Bがll株分離され、それらの大部分は姫

路市のものだった。高松と三重ではGenotype　Gのみ

が分離された。57株中、11株はBに分類され、35株

はGに、3株はKに、8株はしに分類され、Genotype

Lは2㎜年に東京で初めて確認された。我々の以前

の報告15・23）と併せて考えると、Genotype　Bは1980年

代と1990年代早期に優勢な株であり、Genotype　Kは

Genotype　DとJの散発的な流行と共に1990年代後期

の主流行遺伝子型であった。これらは2000～2001年

目Genotype　Gに置き換わっており、　Gがどこからき

たのか疫学的に興味ある問題である。Genotype　Gは

1991年にイギリスで報告されており、1998年のいく

つかの流行はネパールから補充されたイギリス陸軍

にさかのぼるGenotype　Gによって引き起こされ

た12）。最近、韓国でGenotype　Hの流行が報告され13）、

ヨーロッパでもGenotype　Hが報告された12）。1999

～2㎜年の問にシンガポールにおいて、高いワクチン

接種率にもかかわらずムンプスウイルスの流行が報

告されたが、HN領域の塩基配列のデータが少なかっ

たため、その遺伝子型を決定できなかった24）。Limら

は8株のシンガポール株が占部株（Genotype　B）に密

接した関係があるが、シンガポールの株間で相同性の

高いクラスターになったと報告した。我々はシンガ

ポールから報告された塩基配列の結果（HN領域の

483塩基）の一部を解析し、その結果を我々の結果と

合わせFig．3に示した。5192／SingaporeはHNクラス

ターIV（Genotype　G）に分類され、5011／Singaporeと

残りの株は同じHNクラスター・lfi（Genotype　K）に

分類された。地理的な分子疫学的特徴は、ヨーロッパ

やアジアの最近のムンプスの流行において区別でき

なくなり、Genotype　G、　Hもヨーロッパ、アジアで分

離された。Genotype　Lは東京で優勢に分離され、福岡

でGenotype　しが1株分離されたが、その伝播経路を

さかのぼることはできなかった。

　分子疫学の報告の大部分はSH領域に基づき、　SH

蛋白の28～30番目のアミノ酸トリプレットは遺伝子

型分類に密接に関係していると報告されている。新し

いGenotype　Kとしの推定されるアミノ酸配列を、報

告された遺伝子型と共にFig．5に示した。日本で分離

されたGenotype　G株の28～30番目のアミノ酸トリ

プレットは、IILかITLであった。アミノ酸トリプ

レットIILは、　Genotype　D，　G，1，　K，　しの中にも発見

された。また、同じGenotype　GにITLとIILの2種

類のトリプレットが認められた。Fig．　6に示したSH

領域のアミノ酸による系統発生的解析においても、ト

リプレットIILのクラスターにGenotype　G，　D，1，　L，

Kが混在し、ITLのクラスターにGenotype　G，　Bが混

在していた。以上の結果より、SH蛋白の28～30番目

のアミノ酸トリプレットによる遺伝子型分類には意

味がないことになる。

　ムンプスウイルスは細胞融合を通して感染が拡大

する。細胞融合のプロセスにおいて、HN蛋白は細胞

膜のシアル酸に付着し、HN蛋白の立体構造の変化を

引き起こす。この反応がそれに続く細胞融合反応の引

き金となり、Fl蛋白のアミノ末端にあるfusion

domainがHN蛋白とF蛋白との間の相互作用によ

り細胞膜脂質層へと突出する2・25）。HN蛋白とF蛋白

はウイルス感染に絶対必要であり、特に中和抗体に

とって免疫応答のターゲットとして重要な抗原部位

である。しかしながらHNとF領域の結果に基づい

た分子疫学的研究の報告は少なかった20・21・26）。SH領域

は超可変域と考えられているため、SH領域の塩基配

列の結果に基づく分子疫学的研究が行われた。SH領

域で6％以上の変異があれば別の遺伝子型と考えると

報告があり、他の領域の塩基配列では少なくとも何％

以上の変異があれぼ別の遺伝子型の株であると考え

るか、国際的にもはっきり定められていない。ムンプ

スと同じパラミクソウイルスに属する麻疹ウイルス

では、H蛋白領域で2％以上の変異で別の遺伝子型と

考えられている。ムンプスもその構成蛋白であるHN，

F領域の分類を行いSH領域での分類と一致したこ

とより、SH領域で6％以上の変異を別の遺伝子型とす

ることの妥当性が明らかとなった。SH領域において

異なる遺伝子型にも関わらず、Orvellら27）は

Genotype　C，　D，　G，　H，1が類似した抗原性を示すと報

告しており、我々も新しい遺伝子型ウイルスの抗原性

を調べ、日本で流行していた株Genotype　B，　G，　K，　L

は抗原性が類似していることを報告している28）。現在

までのところ我が国で使用されているワクチン株は

genotype　Bで、流行株との間には大きな抗原性の変化

はなく、ワクチンの効果に影響を及ぼすようなことは

ないと考える。外国との交流も密になり今後外国から

の輸入感染の拡大も危惧されるため、ムンプスウイル

スの分子疫学調査は外国の株のデータの蓄積されて

（8）
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いるSH領域を対象に継続する必要がある。
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Abstract

　　　　We　isolated　872　strains　of　mumps　virus　from　naso－pharyngeal　secretions　in　seven　different　districts　of　Japan　from　January

2000to　JuIy　2001．　Among　them，57　strains　were　geno－typed　by　nucleotide　sequencing　in　part　of　the　fUsion（F），　small

hydrophobic　（SH），　and　hemagglutinin－neuraminidase　（HN）　protein　regions．　Four　different　genotypes　（B，　G，　K，　and　L）　of

mumps　virus　were　co－circulating　in　Japan　and　the　distribution　of　genotypes　varied　in　geographically　different　districts．　Two

new　clusters　designated　as　genotypes　K　and　L　had　more　than　7　or／o　nucleotide　variation　in　the　SH　gene．　Among　the　57　strains，

11　were　classified　as　B，　35　as　G，　three　as　K，　and　eight　as　L，　which　was　mainly　isolated　in　Tokyo．　Genotype　B　was　the

lndlgenous　strain　and　genotype　K　was　introduced　in　1994．　Genotypes　B　and　K　co－circulated　in　the　l990s　and　were　replaced

by　genotype　G　in　2000．　We　should　continue　to　study　mumps　virus　molecular　epidemiology．

〈Key　words＞ Mumps　virus，　Fusion　（F）　protein，
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