
日本財団補助金による

1998年度日中医学協力事業報告書

一中国人研究者・医療技術者招璃助成一

財団法人 日中医学協会

理事長 中島章殿

1998年 9月29日

研究室で撮影した本人のスナップ写真、及び発表論文等のコピーを添付

1 招ヘー者高橋元秀 (審
所属機関 国立感染症研究所細菌・血液製剤部

職名

所在地 干208・0011東京都武蔵村山市学園 4ー 7-1

電話 042・561・0771

招へい研究者氏名 李偉華

所属機関 中国衛生部蘭州生物製品研究所

研究テーマ 生物製剤の品質管理技法の研修

一特にバイオアッセイーと統計解析についてー

2. 日本滞在日程

別紙1の通り



3.研究報告

φ研究テーマ
生物製剤の品質管理技法の研修

一特にバイオアッセイーと統許解析についてー

@来日研究者氏名

李偉華研究員

@中国での所属・役職

中国衛生部蘭州生物製品研究所医学工程師

φ招聴者氏名・所属・役職

高橋元秀 国立感染症研究所細菌・血液製剤部細菌製剤第3室長

@要旨

1. 日本の生物学的製剤基準の概要説明と試験の実施

.γフテリアおよび破傷風トキソイドの安全性と有効性について実験動物を用い

た無毒化試験、力価試験を実施する

2.試験成績の統計学的解析法の概要説明

・コンピューター利用におけるバイオアッセイーの理論とソフトの基礎研修と

その応用について

3.現在国際的に求められている基準とハーモナイゼーションについて

• WHO基準との整合性

+KEYWORDS 
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@研究報告

1 . 目的

生物学的製剤であるワクチンは多数の健康者の免疫に用いられるため十分安

全でなくてはならない。また、当該疾病を予防する手段として免疫を付加する

に十分なある一定水準以上の力価を有する必要がある。これら、生物学的製剤

の品質を保証するために品質管理と呼ばれる手法が基本となる。製品の品質は
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物理学的、科学的、あるいは生物学的手法により測定される。品質の測定値は

偶然の結果としてある範囲で変動するもので有る。この変動の量は統計学的に

平均と偏差値として把握される。これら生物学的手法を用いた測定法をバイオ

アッセーと呼び、安全性と有効性を評価する手段となっている。バイオアッセ

ーに際しては、動物、培養細胞、微生物等が使用され、物理学的または化学的

測定法より測定値の変動が大きくなる。変動の原因には、使用動物の種差、個

体差、試験方法や動物の管理状況等があげられる。これら変動要因を考慮して、

ワクチン等の本質に近い値を知るために統計学的手法が重要である。

今回、日本におけるこれらワクチン類の品質管理技術の実際を学び、中国で

の品質管理技術を援り返り整理する。ワクチン類の国際的市場開発が行われて

いる今、両国間さらに国際的な視野においてこの分野の発展に資するために研

修するものである。

2.方法

生物学的製剤の品質管理の中で、国の管理機構を中心に調査、研修する。従

って、ワクチンの国家検定と標準品の交付を行っている国立感染症研究所の組

織とその機能について調査する。国立感染症研究所の行っている検定の中でジ

フテリアと破傷風トキトイドワクチンについて、安全性と有効性についての品

質管理技術を細菌・血液製剤部、細菌製剤第3室において技術研修する。特に、

有効性の保証試験である動物を用いたカ価試験法について実習する。

また、研修して得られたカ価試験成績について、元国立感染症研究所 安全性

研究部 統計室長 石田説而先生の元で生物定量法の統計学的解析を研修し、

さらに通常の試験成績解析をコンピューターシステムの導入とその応用につい

て発展させる。

3 .結果および考察

( 1 )日本の生物学的製剤の国の管理機構

「ワクチン開発と承認審査プロセスjについて以下に示す。

候補ワクチン→

動物での前臨床試験

↓ 

治験居

第 1相試験:少数の健康人希望者で安全性(副作用)、免疫効果の確認

↓ 

第2相試験:接種方法、接種量、副作用、免疫効果について検討
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↓ 

第3相試験:第2相試験の規模を拡大し、主として免疫効果、安全性の確認

↓ 

承認申請

↓ 

中央薬事審議会 調査会、特別部会、常任部会

↓ 

承認・認可

↓ 

製造・販売

↓ 

第4相試験:市販後の追跡調査

再調査会

「厚生省内での手続きの流れJを以下に示す。
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「国家検定・検査システムJを以下に示す。

厚生省

保健医療局

ホルモン

ワクチン

抗毒素

血液製剤

抗生物質

国立感染症研究所 感染症対策

副反応対策

「国立感染症研究所の組織Jを以下に示す。

戸山庁舎 所長 国家検定試験室 (NCL)の統括責任者

細菌部 NCL:コレラワクチン、肺炎球菌ワクチン

ワイルス部 NCL:インフルエンザワクチン

感染病理部 NCL:病理学的検査

感染症情報センター:国内感染症情報、流行予測調査

国際協力室:海外感染症情報、研修生の受け入れ

村山分室 細菌・血液製剤部 NCL:細菌製剤全般、血液製剤全般

安全性研究部 NCL:安全性一般試験

ウイルス製剤部 NCL:ポリオ、麻疹、風疹ワクチン等

動物管理室 NCL:動物試験

筑波医学実験用霊長類センター:サル実験施設

ノゼンセン病研究センター

(2)カ価試験の実習

現在、中国においてはジフテリアと破傷風トキトイドの力価試験はモルモッ

トを用いて行われているが、日本ではマウスを用いた試験方法で行われている。

以下に日本における両トキトイドの生物学製剤基準試験方法を別紙2にあらわ

し、以下その概要を示す。

圏内標準品と試験品を任意に希釈し、各用量を1群 10匹のマウス (4・5週齢、

雌、 ddy/SPF)皮下に O.5ml宛注射する。 γフテげのカ価測定に関しては、 トキ

ソイド注射4・5週後に採血し、血清中の抗毒素を培養細胞法 (Vero細胞)で定，

量する。また、破傷風はトキソイド注射4・5週後に破傷風毒素の 100LDso を

皮下に直接注射し、毒素による麻療の出現(特異症状)と死亡日数を観察する。

症状および死亡に至る回数はスコアに変換して、統許解析をする。標準品に対
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する相対力価を平行線定量法で求めた。

上記の方法を用いて、日本の標準品と中国 蘭州研究所で製造した混合ワク

チン中のγ7テ97トキソイドのカ価を比較試験するとともに、作製したソフトを
用いてコンビューターで統計解析した。

培養細胞法で求めた個々のマウスのγフテげ抗毒素価表 3・1に示した。表には

簡単な計算機で求めた平均値を示した。さらに作製したソフトで計算した実例

を表 3・2に示した。個々の値を入力後に表される成績とその詳細解析は必要な

要因を考慮に入れた成績としてあらわした。共通の回帰係数を採用して蘭州の

製品を評価すると 960単位となった。

日本の標準品を対照として蘭州研究所の製品を評価すると 677単位または

960単位となった。この計算の違いは、今回の実験だけで得られた成績だけ解

析すると 960単位、現在までに累積された日本国内の混合ワクチンの成績を考

慮に入れると 677単位となった。表中の図でわかるように標準品 (REF) と蘭

州の製品(RAN)は傾き (b)が異なり、平行性は否定された。これは両者の

品質が異なることを意味し、統計学的には両者の解析に無理が生じる。また、

結果的には RANトキソイドは高力価のために、用いた用量が適当でなく、よ

り希釈した用量で試験するべきであった。今回の成績によると蘭州研究所製の

γフテリアトキソイドは国際的に求められている WHO基準 (30単イ立10.5ml)を盗

かに上回るカ価で、あった。

(3 )その他作製した統計解析プログラムの実例

日常の実験で得られた成績を統計解析得るためのプログラムを作製した。

実際に例題を作り、解析した実例を別紙4に示す。

別紙4・1:一元配置法

別紙4・2:二元配置法(繰り返しのない場合)

別紙4・3:相関係数

別紙4-4:平均値の差の検定(対応のない場合)

別紙4・5:平均値の差の検定(対応のある場合)

別紙4-6:回帰係数(繰り返しのある場合)

別紙4・7:回帰係数(繰り返しのない場合)

別紙4・8:平行線定量法(連続量の場合)

別紙4・9:平行線定量法(プロピット法)

別紙4・10:度数分布

( 4) National con位。1authorities (NCA)の位置づけと役割を WHOのテキ

ストで学んだ。
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ワクチン等の生物学的製剤を製造する製造所は、 GoodManufacturing Practice 

(GMP)で規制され、査察制度が国際的に導入されようとしている。それに伴

い、国家検定をどのように行い、ワクチンの品質保証を確立するか、国際的に

ノ、ーモナイゼーションが叫ばれていることを理解した。以下にそのガイドライ

ンんの要約を示す。

NCAは国内で生産されたものや輸入されたワクチン等について規制された

品質であることを保証する義務がある。適切な品質、安全性および有効性を有

することを保証するために製造者のための要求基準(生物学的製剤基準)およ

び製剤に特有な品質管理に準拠しているかを確認する。その手段として、国家

検定があり一般試験法と製剤別試験法について明記し用意する必要がある。こ

れら基準は WHOから提供された資料や、各国の基準とできる限り調和しかっ

その時代に適合した水準を基盤として作られる。しかしながら、これら品質、

安全性および有効性は背増車に主たる責任があるため、製造者は設立状況と設

備の充実性、出発材料、製造工程、コントロールテスト過程及び製剤特殊性を

評価するための専門家をもうける必要がある。一般的にこの機能は national

control laboratory (NCL)として単独の行政的ユニットとして設立される。 NCA

は独立した専門顧問と適切な専門家との顧問審議会の活用と可否決定を援護す

るためにNCLの試験施設と同様な施設との関連を持たなければならない。

要員 :NCAとNCLの要員には訓練された専門家を含み、コントロール過程の

技術的及び行政的両面の側面を包括する。

行政:NCAは製造者の提出書類の受理と評価のため裏付け過程を確立し(サ

ンプルテスト等)、詳細報告の検討を含め承認または不承認の通達をする。

GM1'査察:査察の目的は製造者の施設及び製造工穫が WHO出版物に記載さ

れているような G悶の原則または生物学的製剤基準または状況に適合してい

ることを保証することにある。

製造者と製剤の承認過程:生産工程確立の承認またはライセンス授与は GMP

の原則に対応している場合にだけ許可される。承認を許可されるためには製造

法確立に関する情報、製剤に関する情報等についての詳細情報を精査しなけれ

ばならない。

国家検定試験室 (NCL): NCLの施設の大きさとスタップの数は、要求される

品質管理の性格と範囲に依存する。主な重要な機能は、試験室のテストと評価、

生物学的製剤用の圏内参照品の作製があげられる。

製造承認後のモニターリング:製剤出荷、監視、市場調査、リコールと取り消

し、製造変更の承認、新しい指示の承認等について連続的に行う。

輸入製剤承認の手続き:輸入を希望する国の NCAは製剤の品質あるいは基準

に合致することを説明する製造者 NCAにより発行された証明書を受け、テス

-7 -



トの必要性を減じライセンス書類を簡略化することができる。この際に、 WHO

参加メンバー、製剤の証明、追加情報の請求、欠陥と副反応の報告等について

検討する。

日本国のNCAsの現状はほぼガイドラインに沿うものと理解した。すなわち、

予防接種による健康被害は国が責任を持ち迅速に対応すると法律で規定されて

いた(予防接種法 1994年)。その責任を果たすために、生物学的製剤の品質、

安全性および有効性を有することを保証するための機構が確立し、今回研修し

た国立感染症研究所の国家検定およびGMP査察等が行われていた。
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務1~~ 1 

持普 老E 日 来呈 君受

-申請人:李偉華の滞在予定

予定滞在期間 199 8年 7月 5日 より 1 998年10月 2日 (90日間)

月・日 予 定 宿泊先

7月 5日 北京空港から成田空港へ 日

日中友好会館後楽寮

7月 6日 国立感染症研究所(感染研) にて入所手続き

7月 7日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講 東京都文京区後楽

一丁目玉番三号

7月 8日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

(03-3814-1261) 

7月 9日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講 に滞在。

7月10日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月11日 行楽寮で自習及び休息

7月12日 行楽寮で自習及び休息

7月13日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月14日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月15日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月16日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月17日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月18日 行楽寮で自習及び休息

7月19日 行楽寮で自習及び休息



月・日 予 定 宿泊先

7月20日 行楽寮で自習及び休息 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

7月21日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講 に滞在。

7月22日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月23日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月24日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講
， 

7月25日 高橋冗秀室長宅訪問

7月26日 行楽寮で自習及び休息

7月27日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

日中友好会館後楽寮

7月28日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講 (03-3814-1261) 

に滞在。

7月29日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月30日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月31日 感染研、生物統計室にて生物統計学を聴講

8月 1日 行楽寮で自習及び休息

8月 2日 行楽寮で自習及び休息

8月 3日 感染研、生物統計室にて生物統計学を聴講

8月 4日 感染研、生物統計室にて生物統計学を聴講

8月 5日 前生物統計室長石田説而先生宅を訪問

8月 6日 前生物統計室長石田説而先生宅を訪問



月・日 予 定 宿泊先

8月 7日 石田説而先生宅でコンビューター基礎学を聴講 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

8月 8日 行楽寮で自習及び休息 に滞在。

争

8月 9日 行楽寮で自習及び休息

a 

8月10日 石田説而先生宅でコンビューター基礎学を聴講

8月11日 石田説而先生宅でコンビューター基礎学を聴講
， 

8月12日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月13日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月14日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月15日 行楽寮で自習及び休息

8月16日 行楽寮で自習及び休息

8月17日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月18日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月19日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

8月20日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習 に滞在。

8月21日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月22日 行楽寮で自習及び休息

8月23日 行楽寮で自習及び休息
. 

8月24日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習



月・日 予 定 宿泊先

8月25日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月26日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月27日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月28日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

8月29日 行楽寮で自習及び休息
， 

8月30日 行楽寮で自習及び休息

8月31日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 1日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

日中友好会館後楽寮

9月 2日 石田説而先生宅でコンピュータ一応用学の実習 (03-3814-1261) 

に滞在。

9月 3日 石田説而先生宅で‘コンピュータ一応用学の実習

9月 4日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 5日 行楽寮で自習及び休息

9月 6日 行楽寮で自習及び休息

9月 7日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 8日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 9日 石田説而先生宅でコンピュータ一応用学の実習

9月10日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月11日 石田説而先生宅でコンピュータ一応用学の実習



月・日 予 定 宿泊先

9月12日 行楽寮で自習及び休息 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

9月13日 行楽寮で自習及び休息 に滞在。

9月14日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

9月15日 石田説而先生と箱根研修旅行

箱根泊

9月16日 石田説而先生と箱根研修旅行
， 

9月17日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

9月18日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習
-・

9月19日 行楽寮で自習及び休息

日中友好会館後楽寮

9月20日 行楽寮で自習及び休息 (03-3814-1261) 

に滞在。

9月21日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

9月22日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

9月23日 行楽寮で自習及び休息

9月24日 石田説而先生と京都・奈良見学

京都泊

9月25日 石田説而先生と京都・奈良見学

京都泊

9月26日 石田説而先生と京都・奈良見学

9月27日 行楽寮で自習及び休息 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

9月28日 最終報告書の作成
， 

に滞在。

9月29日 帰国後の共同研究に関する打ち合わせ



月・日 予 定 宿泊先

9月30日 帰国に関する部屋の整理 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

10月 l日 帰国に関する部屋の整理 に滞在。

10月 2日 成田空港から北京空港へ 北京着
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ジフテリアトキソイド

1 本質及び性状

本剤は、ジフテリア毒素(以下「毒素」という。)をホルマリンでその免疫原性をなるべく損なわないように無

毒化(以下「トキソイド化」という。)して得られた『ジフテリアトキソイドJ(以下「トキソイド」という。)を

含む無色ないし淡黄褐色の澄明な液剤である。

2製法

2.1 原材料

2. 1. 1 製造用株

ジフテリア菌Park-Wi1liamsNo.8株文はとれと同等以上の毒素産生能をもっ株を用いる。

2.1.2 培地

毒素の産生に用いる培地には、馬肉、人体に由来する材料、ヒト血液型物質を含む可能性のあるもの、文はその

他の人体に高度のアレルギーを起ζすおそれのあるもの竜用いてはならない。

2.2 原液

2.2.1 毒素液

ジフテリア菌の培養終了後、鏡検文は適当な培養法陀よって検査するとき、他の細菌の混入を認めない培養液を

適当な方法で除菌し、とれを毒素液とする。

毒素液は、 3.2.8を準用して試験するとき、 1m[中に毒素の 100Lf以上を含まなければならない。

2.2.2 トキソイド化及び精製

トキソイド化には、ホルマリンを用いる。トキソイド化の前あるいは後に精製しなければならない。

乙の精製トキソイドを含む液を原液とする。

原液について、 3.1の試験を行う。

2.3 最終バルク

原液を緩衝性の甥食塩液等で希釈し、 1m[中のトキソイドの含量が70Lfを超えないようにして作る。

ζの際、チメロサールを 0.01wん%になるように添加するととができる。また、適当な安定剤を加えるととが

できる。

3試験

1，3.1 原液の試験

3. 1. 1 純度試験

一般試験法のたん白窒素定量法を準用してたん白窒素含量を、また、 3.2.8を準用してトキソイド含量を測定す

るとき、たん白窒素 1mgにつきトキソイドの 1，500Lf以上を含まなければならない。

3.1.2 無菌試験

ー一般試験法の無菌試験法を単用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.3 無毒化試験

検体を 0.017M リン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0)で薄めて、 1m[中にトキソイドの 2∞Lfを含むよう

にしたもの、及び最終欠ルクと同等の漫度となるようにして 3アCに20日聞置いたものを試料として、次の試験

を行う。
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ジフテリアトキソイド

3.1.3.1 モルモット試験

3.2.6.1を準用する。ただし、 1ml中にトキソイドの 200Lfを含む試料の場合には、動物 1匹当たりの注射量

は、 2mlとする。

3.1. 3. 2 ウサギ試験

3.2.6.Fを準用する。
'，r 

3.2 小分製品の試験

小分製品について、次の試験を行う。

3.2.1・ pH 試験

一般試験法の pH測定法を準用して試験するとき、 6.6--7.4でなければならない。

3.2.2・ チメロサール含量試験

一般試験法のチメロサール定量法を準用して試験するとき、 0.012Wん%以下でなければならない。

3.2.'3ホルムアルデヒド含量試験

一般試験法のホルムアノレデヒド定量法を準用して試験するとき、 0.01w/v%以下でなければならない。

3.2.4'無菌試験

一殻試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.5 異常毒性否定試験

一般試験法の異常毒性否定試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.6 無毒化試験

検体及びとれを 3TCに20日聞置いた試料について、次の試験を符う。

3.2.6.1 モルモット試験

検体及び試料にそれぞれ体重300--400gのモルモット 4匹以上を用い、 1匹当たり 5mlを皮下に注射して 30

日間以上観察する。

乙の問、いずれの動物も毒素による中毒死、壊死、麻ひ等の中毒症状、著しい体重減少、その他の異常を示しで

はならないb

3.2.6.2 #立:吹ギ試験 ‘ I ~" 

検体、試料及び0.2Wん%ゼラチン加0.017M リン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0)で40倍に薄めたシッ

ク試験液(動物用)のそれぞれ0.1mlを体重約2.5kgのウサギ2匹以上の各々の皮内に注射して、 2日間観察す

v'9ぃ品をtd代表レKLidL 
ヘ;¥，JI・1 亡の問、シック試験液(動物用)希釈の注射部位は、毒素による明らかな特異反応を示さなければならず、か
つ、各試料の注射部位は、との特異反応その他の異常を示してはならない。

3.2.7 力価試験

モルモットを用いる毒素攻撃法若しくは血中抗毒素価測定法文はマウスを用いる血中抗毒素価測定法によって試

験する。

3.2.7.1 毒素攻撃法

3.2.7. 1. 1材料

検体、標準ジフテリアトキソイド(以下「標準品」という。)及び適当な毒素液を用いる。検体及び標準品の希

釈は、 0.02w/v%ゼラチン加 0.017M リン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0)に、また、毒素液の希釈は、
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ジフテリアトキソイド

0.2 w/v%ゼラチン加0.017.Mリン酸塩緩衝塩化.ナトリウム液 (pH7. 0)による。

3.2.7.1.2 試験

検体及び標準品をそれぞれ希釈し、対数的等間隔の階段希釈を作る。

体重加0-4∞gの毛ルモット 10匹以上を 1群とし、検体及び標準品の各希釈に l群ずつを用い、 1匹当たり 2
mlを1回皮下に注射する。免疫注射の4-6週間後に、それぞれの動物を約50LD悼の毒素で攻躍して、 7日間

観察する。

また、非免疫対照群の体重約4∞gのモルモット 3匹以上を 1群とし、その3群以上を用いて攻躍に用いた毒素
のLDso数を測定するとき、その値は25-100でなければならない。

3.2.7.1.3 判定

試験の成績を統計学的に処理して比較するとき、検体の力価は3国際単位以上でなければならない。

3.2.7.2 血中抗毒素価測定法

ウサギ皮肉法、培養細胞法文は血球疑集反応法によって行う。

3.2.7.2.1 材料

.検体、標単品、標準ジフテリア抗毒素及び結合価既知の毒素液を用いる。ただし、血球疑集反応法により行うと

きには、純度2，500 Lf/mgN以上のジフテリア毒素文はトキソイドの感作血球を用いる。

3.2.7.2.2 試験

動物の免疫は、 3.2.7.1.2を準用して符う。ただし、マウスを用いるときは約5週齢(体重約20g)のマウス 10

匹以上を 1群とし、検体及び標単品の各希釈に1群ずつを用い、 1匹当たり 0.5mlを度下に注射する。

免疫注射の4-6週間後にそれぞれの動物から採血し、血中抗毒素価を測定する。

3.2.7.2.3 判定

3.2.7.1.3を準用する。

3.2.8 表示確認試験

参照ジフテリア抗毒素(フロキュラシオン用)を用い、抗体変量法による試験管内沈降反応、によって行う。

4 貯法及び有効期間

有効期聞は、 2年とする。

5 その他

5.1 添付文書等記載事項

次の用法及び用量

初回免疫には、通常、 1回0.5mlずつ3回、いずれも 3-8週間の間隔で皮下に注射する。ただし、 10歳以

上の者には、第1回量を0.1mlとし、副反応の少ないときは、第2回以後適宜増量する。

第l回の追加免疫には、通常、初回免疫後12-18箇月の聞に l回0.5mlを度下に注射する。ただし、初回免

疫のとき副反応の強かった者には適宜減量し、以後の追加免疫のときの嬢種量も ζれに準ずる。また、 10歳以

上の者には、 0.1ml以下を皮下に注射する。
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破傷風トキソイド

本質及び性状1 

本剤は、破傷風毒素(以下「毒素」という。)をホルマリンでその免疫原性をなるべく損なわないように無毒化

して得られた『破傷風トキソイドJ(以下「トキソイド」という。)を含む無色(以下「トキソイド化」という。)

ないし淡黄褐色の澄明な液剤である。

法製2 

料材原2.1 ノ

製造用抹2. 1. 1 

破傷風菌Harvard抹又はこれと同等以上の毒素産生能をもっ抹を用いる。

地培2.1.2 

ヒト血液型物質を含む可能性のあるもの、文はその毒素の産生に用いる培地には、馬悶、人体に由来する材料、

他の人体に高度のアレルギーを起乙すおそれのあるものを用いてはならない。

液原2.2 

液素毒2.2.1 

破傷風菌の培養終了後、鏡検文は適当な培養法によって検査するとき、他の細菌の混入を認めない培養液を除菌

ろ過し、とれを毒素液とする。

毒素液は、標準破傷風抗毒素を用いて結合価を測定するとき、 lLf量が0.05ml 以下て・あるか、文は 3.2.8を準

用して試験するとき、 1ml中に毒素の20Lf以上を含まなければならない。

トキソイド化及び精製2.2.2 

トキソイド化の前あるいは後に精製しなければならない。 ζの精製トトキソイド化には、ホルマリンを用いる。

キソイドを含む液を原液とする。

原被について、 3.1の試験を行う。

最終バルク2.3 

原液を緩衝性の生理食塩液等で希釈し、 1ml中のトキソイドの含量がたん白質として2∞μgを超えないように

して作る。

乙の際、チメロサールを 0.01wん%になるように添加するととができる。また、適当な安定剤を加えるととが

i
a
l
t
i
-
-
1
・

できる。

験試3 

原液の試験3.1 

純度試験3.1.1 

最終バルクと同等の濃度に薄めたものを試料とし、一般試験法のたん白窒素定量法を準用して試験するとき、 1

ml中のたん白質量は 200μg以下でなければならない。

無菌試験3.1.2 

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

検体を 0.017M !1ン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7.0)で薄めて最終バルクの3倍の濃度となるようにした
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破傷風トキソイド

もの及び最終バルクと同等の濃度となるようにして3TCに20日聞置いたものをそれぞれ試料とし、 3.2.6を準用
-" 

する。

3.2 小分製品の試験

小分製品について、次の試験を符う。

3.2.1 p H 試験

一般試験法のpH測定法を準用して試験するとき、 6.6-7.4でなければならない。

3.2.2 チメロサール含量試験

一般試験法のチメロサール定量法を準用して試験するとき、 0.012wん%以下でなければならない。

3.2.3ホルムアルデヒド含量試験

一般試験法のホルムアルデヒド定量法を準用して試験するとき、 0.01W.ん%以下でなけれぽならない。

3.2.4 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.5 異常毒性否定試験

一般試験法の異常毒性否定試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.6 無毒化試験

検体及びとれを 3TCに20日聞置いた試料について、次の試験を行う。

検体及び試料にそれぞれ体重300-400gのモルモット 4匹以上を用い、 1匹当たり 5mlを皮下に注射して、 21

日間以上観察する。，

乙の問、いずれの動物も毒素による中毒死、けいれん、強直等の中毒症状、著しい体重減少、その他の異常を示

しではならない。

3.2.7 力価試験

モルモット文はマウスを用い、毒素攻撃法文は血中抗毒素価測定法によって試験する。

3.2. 7. 1 毒素攻撃法

3.2.7. 1. 1材料

検体、標準破傷風トキソイド(以下「標単品」という。)及び適当な毒素I疫を用いる。検体及び標準品の希釈は、

0.02 wん形ゼラチン加0.017M 9ン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0)に、また、毒素液の希釈は、 0.2w/v% 

ゼラチン加0.017M 9ン酸塩緩衝塩化ナト 9ウム液 (pH7. 0)による。

3.2.7.1.2 試験

検体及び標準品をそれぞれ希釈し、対数的等間隔の階段希釈を作る。

体重3oo-4oogのモルモット文は約5週齢(体重約20g)のマウス.10匹以上を 1群とする。検体及び標準品の

各希釈に 1群ずつを用い、 1匹当たりモルモットでは2ml、マウスでは0.5mlを1回皮下に注射する。免疫注射

の4-6週間後に、それぞれのモルモットを約50LD却の毒素で、文はそれぞれのマウスを約 100LDsoの需棄で

攻撃して、 7日間観察する。

また、非免疫対照群の体重約400gのモルモット文は免疫マウスと週齢をあわせたマウス 3匹以上を 1群とし、

その3群以上を用いて攻撃に用いた毒素の LD却数を測定するとき、その値は、モルモットでは 25--100、マウス

では50-200でなけれぽならない。

3.2.7.1.3 判定
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試験の成績を統計学的に処理して比較するとき、検体の力価は30国際単位以上でなければならない。

3.2.7.2 血中抗毒素価測定法

3.2. 7. 2. 1・材 料

検体、標準品及び結合価既知の毒素被を-用いる。 ζれらの希釈は、 3.2.7.1.1を準用して待う。

3.2. 7.2.2 試験

動物の免疫は、 3.2.7.1.2を準用して汗う。

免疫注射の4-6週間後にそれぞれの動物から採血し、血中抗毒素価をマウス法によって測定する。

3.2.7.2.3 判定

3.2.7.1.3を準用する。

3.2.8 表示確認試験

参照破傷風抗毒素(フロキュラシオン用)を用い、抗体変量法による試験管内沈降反応によって符う。

4 貯法及び有効期間

有効期聞は、 2年とする。

5 その{也

5.1 添付文書等記載事項

次の用法及び用量

初回免疫には、通常、 1回0.5mlずつ3固いずれも 3-8週間の間隔で皮下に注射する。

追加免疫には、通常、初回免疫後6--18箇月の聞に、 0.5ml以下を 1回皮下に注射する。ただし、初回免疫

のとき、副反応の強かった者には、適宜減量する。以後の追加免疫のときの接種量も ζれに準ずる。
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研究室で記録中の李研究員

石田先生宅で、統計解析用プログラム作製



マウス免疫中の李研究員

マウス採血中の李研究員


