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動物医薬品検査所長殿

動物用生物学的製剤基準の一部改正等について

2 9消安第13 7 3号

平成29年6月2.8日

消費・安全局長

このことについて、別添写しのとおり各都道府県知事宛て通知したので、

了知されたい。
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百註山岳
動物用生物学的製剤基準の一部改正等について

今般、動物用生物学的製剤基準（平成14年IO月3日農林水産省告示第1567号）可

動物用生物学的製剤J検定基準（平成14年10月3日農林水産省告示第1568号）
及び動物用医薬品の検定手数料並びに試験品及び出願者の保存用品として抜

き取らせるべき数量（平成25年6月18日農林水産省告示第2009号）の一部が

別紙1から別紙3までのとおり改正されましたので、貴庁に備え置いて縦覧

願います。

これらの改正に伴い、医薬品、医療機器等の品質、有効性及び安全性の確保

等lこ関すtる法律関係事務の取扱いについて（平成12年3月31日付け12畜A第7

29号農林水産省畜産局長通知）の一部を別紙4のとおり改正することとしま

したので、御了知願います。
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医薬品各条ワクチン（シードロット製剤を除く。）の部の豚繁殖・呼吸障害症候群生ワクチンの項

を次のように改める。

豚繁殖・呼吸障害症候群生ワクチン

1定義

弱毒豚繁殖・呼吸障害症候群ウイノレスを培養細胞で増殖させて得たワイノレス液を凍結乾燥したワ
クチンである。
2製法
2.1製造用株
2.1.1名称

豚繁殖・呼吸障害症候群ウイノレスJJ1882株又はこれと同等と認められた株
2.1.2性状

豚に注射しでも病原性又は臨床的な異常を示さず、.MA-104細胞又は豚肺胞マクロファージで
CPEを伴って増殖する。
2.1.3継代及び保存

原株及び原種ワイノレスは、 MA-104細胞又は適当と認められた細胞で継代する。
原株の継代は、原種ウイノレスの製造又は原株の恒久的な維持以外の目的で行つてはならない。原
種ウイノレスは、直接原株から連続した工程により製造し、その継代数は4代以内でなければならな
い。ただし、農林水産大臣が特に認めた場合には、その継代数以内とする。
原株及び原種ウイノレスは、凍結して－60℃以下で保存する。
2.2製造用材料
2.2.1培養細胞

MA-104細胞又は製造に適当と認められた培養細胞を用いる。
2.2.2培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。
2.3原被
2.3.i細胞の培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイノレス接種前の培養細胞に異常を認
めではならない。
個体別培養細胞について、 3.1の試験を行う。
2.3.2ウイルスの培養

原種タイノレスを培養細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養細胞ごとに採取し、必要
に応じてろ過及び濃縮した培養液を原液とする。原液に適当と認められた安定剤を加えてもよい。
原被について、 3.2の試験を行う。
2.4最終パノレク

原被に適当と認められた安定剤を加え、これを最終バルクとする。
2.5 ;J、分製品
最終パノレクを小分容器に分注し、凍結乾燥し、小分製品とする。
小分製品について、 3.3の試験を行う。
3試験法
3.1培養細胞の試験

個体別培養細胞の1%以上を対照培養細胞とし、これについて次の試験を行う。
3.1.1培養観察

対照培養細胞を、ウイルスを接種することなく、ウイルスの培養と同じ条件で培養する。
対照培養細胞を4本以上の培養びんに継代し、 7日間培養し、観察するとき、 αEを認めてはな
らない。
3.1.2赤血球吸着試験

日.Iの試験最終日に培養びんの培養液を除き、リン駿緩衝食塩液で細胞表面を2回洗浄後、 3群
に分け、それぞれO.lvol%のモノレモット、がちょう及び7日齢以内の鶏の赤血球浮遊液を重層し、
60分間静置後、赤血球吸着の有無を観察するとき、培養細胞に赤血球吸着を認めではならない。
3.2原液の試験
3.2.1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。ただし、農林水産



大臣が特に認めた場合には、その試験方法とする。
3.2.2ウイルス含有量試験
3.2.2目l試験材料
3.2.2.1.1試料
検体をワイノレス増殖用培養液（付記1）又は適当と認められた培養液で10倍階段希釈し、各段階
の希釈液を試料とする。
3.2.2.1.2細胞
MA-104細胞又は適当と認められた培養細胞を96穴プレートに培養し、単層となったものを用い
る。
3.2.2.2試験方法
試料日目lmLずつをそれぞれ6穴以上の培養細胞に接種し、 37℃で8日間培養し観察する。ただし、
農林水産大臣が特に認めた場合には、その試験方法とオる。
3.2.2.3判定
培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCID.soを算出する。ただし、農林水産大臣が特に
認めた場合には、その判定方法とする。
検体のウイルス含有量は、 lmL中IO'・'TCID却以上でなければならない。ただじ、農林水産大臣が
特に認めた場合には、そのウイルス含有量とする。
3.3小分製品の試験
3.3.1特性試験
一般試験法の特性試験法を準用して試験するとき、固有の色調を有する乾燥物でなければならな
い。溶解したものは固有の色調を有する液体でなければならず、異物及び異臭を認めてはならない。
小分容器ごとの性状は、均一でなければならない。
3.3.2真空度試験
一般試験法の真空度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。
3.3.3含湿度試験
一般試験法の含湿度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。ただし、農林水
産大臣が特に認めた場合には、その試験方法とする。
3.3.4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。ただし、農林水産
大臣が特に認めた場合には、その試験方法とする。
3.3.5 -7イコプラズマ否定試験
一般試験法のマイコプラズマ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。た
だし、農林水産大臣が特に認めた場合には、その試験方法とする。また、原液を含む中間工程でマ
イコプラズマ否定試験を実施する場合には、本試験の実施を省略することができる。
.3.3.6.迷入ウイルス否定試験
一般試験法の迷入ウイノレス否定試験法1.1、2.3.1及び2.3.2を準用して試験するとき、適合しなけ
ればならない。中和用血清は、抗豚繁殖・呼吸障害症候群ワイノレス血清（付記2）を非働化したも
のを用いる。
ただし、農林水産大臣が特！に認めた場合には、 lIの実施を省略することができる。
3.3.7ウイルス含有量試験
3.2.2を準用して試験するとき、試験品のウイルス含有量は、 1頭分当たり10'”～10日TCID.soの範囲
内でなければならない。ただし、農林水産大臣が特に認めた場合には、そのウイノレス含有量とする。
3.3.8安全試験
3.3.8.1試験材料
3.3.8.1.1注射材料
試験品を注射材料とする。
3.3.8目1.2試験動物
3～4週齢の豚を用いる。

3.3.8.2試験方法
注射材料1頭分ずつを2頭の試験動物の頚部筋肉内に注射し、 21日間観察する。
3.3.8,3判定
観察期間中、異常を認めてはならない。
3.3.9カ価試験
3.3.9.1試験材料
. 3.3.9.1.1試験動物
3.3.8の試験に用いた動物を用いる。



3.3.9.1.2感染細胞
MA-104細胞を8チャンパースライドに37℃で培養し、単層を形成させたものに豚繁殖・呼吸障
害症候群ウイノレス刀1882株を1チャンパー当たり lO''TCID，，以上接種する。 37℃でl～2日間培養
した後、生理食塩液及び蒸留水で洗浄し、乾燥する。その後、冷アセトン・エタノーノレ（1 : 1) 
液で固定後乾燥させたものを感染細胞とし、 8。C以下で密封保存する。ただし、農林水産大臣が特
に認めた場合には、その方法で調製した感染細胞を用いる。
3.3.9.2試験方法
3.3.8の試験終了後7日目に得られた各個体の血清について、蛍光抗体法を行う。
被検血清を生理食塩液で20倍希釈した後、更に2倍階段希釈する。感染細胞に各希釈液を加え、
37℃で60分間処理した後、生理食塩液で洗浄し、抗豚IgG蛍光標識抗体（イ寸記3）を加え、 37℃で
60分間処理した後、生理食塩液で洗浄し、 UV励起方式で観察する。ただし、農林水産大臣が特に
認めた場合には、その試験方法とするU
3.3.9.3判定
特異蛍光が認められた血清の最高希釈倍数を抗体価とする。
試験動物の抗体価は、 40倍以上でなければならない。ただし、農林水産大臣が特に認めた場合に
は、その抗体価とする。

4貯法及び有効期間

有効期間は、 2年間とする。ただし、農林水産大臣が特に認めた場合には、その期間とする。

付記1 ウイルス増殖用培養液
l,OOOmL中
牛胎子血清
イーグノレMEM
炭酸水素ナトリウムでpHを6.8～7.0に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

20～SOmL 
残量

付記2 抗豚繁殖・呼吸障害症候群ウイノレヌ血清
豚繁殖・呼吸障害症候群ウイノレスVR-2332株又はこれと同等と認められた株で免疫した豚の

J 血清で、検体又は試験品のウイノレスを完全に中和するカ価を有するもの。
ただし、免疫に用いる豚は、適当と認められた規格の豚を用いる。

付記3 抗豚IgG蛍光標識抗体
抗豚IgG血清からγーグロプリンを調製し、これを蛍光色素で標識したもの。

~ 



ワクチン（シードロット製剤）の部の豚ボノレデテラ感染症・豚パスツレラ症（粗精製トキソイ

ド）・マイコプラズマ・ハイオニューモニエ感染症混合（アジュパント加）不活化ワクチン（シー

ド）の項を次のように改める。

1定義

豚ボルヂテラ感染症・豚パスツレラ症（粗精製トキソイド）・

マイコプラズマ・ハイオニューモニエ感染症混合（アジュパ
ント加）不活化ワクチン（シード）

シードロット規格に適合したボノレデ、テラ・ブロンキセプチカの菌体破砕上清濃縮波、パスツレラ・ム

ノレトシダの粗精製濃縮液及びマイコプラズマ・ハイオニューモニエの培養菌液の培養濃縮組ろ液をそれ

ぞれ不活化したものを混合し、アノレミエウムゲノレアジュパントを添加したワクチンである。

2製法

2.1製造用株

2.1.1ボルデテラ・ブロンキセプチカ

2.1.1.1名称

ボノレデテラ・ブロンキセプチカ I相菌SI株又はこれと同等と認められた株

2.1.1.2性状 「
ボノレデー・ジヤジグ培地（付記1）上に隆起した小円形の集落を形成じ、 B溶血性を示す。また、
K抗原を有し、既知のボルデテラ・ブロンキセプチカI相菌の免疫血清によって特異的に凝集される。
生後7日齢以内の豚に点鼻接種すると、萎縮性鼻炎を起こす。生菌又は超音波処理菌をそノレモy

トの皮内に注射すると、注射部位に出血及び壊死を起こす。

2.1.1.3マスターシード菌

2.1.1.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

7スターシード菌は、ボノレデー・ジヤング培地又は適当と認められた培地で増殖させ、保存用の容

器に分注する。

分注したマスターシード菌は、特定の製造番号又は製造記号をf寸し、凍結してー70℃以下又は凍結乾
燥して5℃以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.Ll及び3.1.1.2.1の試験を行う。

マスターシード菌は、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスタ｝シード菌から小分製品まで

の最高継代数は、 10代以内でなければならない。

2.1.1.4ワーキングシード菌

2.1.1.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングシード菌は、ボノレデー・ジヤング培地又は適当と認められた培地で増殖及び継代する。

ワーキングシード菌は、凍結してー70℃以下又は凍結乾燥して5℃以下で保存する。

ワーキングシード菌について、 3.1.2.1.1の試験を行う。

2.1.1.5プロダクションシード菌

2.1.1.5.1増殖及び保存

プロダクションシード菌は、ボノレデー・ジヤング培地又は適当と認められた培地で増殖させる。

タロダクションシード菌を保存する場合は、凍結してー70℃以下又は凍結乾燥して5℃以下で保存す

る。

プロダクションシード菌を保存する場合は、 3.1.3.Llの試験を行う。

2.1.2パスツレラ・ムノレトシダ



2.1.2.1名称

パスツレラ・ムノレトシダA型ZF-899-1株又はこれと同等と認められた株

2.1.2,2性状

デキストローヌ・スターチ寒天培地（付記2）上に蛍光色のムコイド型集落を形成する。爽膜を保

有する。

子豚の鼻腔内に接種すると、萎縮性鼻炎を起こす。

2目1.2.3マスターシード菌

2.1.2.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

7スターシード菌は、デキストロース・スターチ寒天培地又は適当と認められた培地で増殖させ、

保存用の容器に分注する。

分注したマスターシード菌は、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結してー70℃以下又は凍結乾

燥して5℃以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.1.1及び3.1.1.2.2の試験を行う。

マスターシード菌は、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスタ」シード菌から小分製品まで

の最高継代数は、 10代以内でなければならないロ

2.1.2Aワーキングシード菌

2.1.2.4.1増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシード菌は、デキストロース・スターチ寒天培地文は適当と認められた培地で増殖及び

継代する。

ワーキングシード菌は、凍結Lてー70℃以下文は凍結乾燥して5℃以下で保存する。

ワーキングシード菌について、 3.1.2.1.2の試験を行う。

2.1.2.5プロダクションシード菌

2.1.2.5.1増殖及び保存

プロダクジョンシード菌は、デキストロース・スターチ寒天培地文は適当と認められた培地で増殖

させる。

プロダクションシード菌を保存する場合は、凍結して 70℃以下又は凍結乾燥して5℃以下で保存す

る。

プロダ夕、ンョンシード菌を保存する場合は、 3:J.3.1.2の試験を行う。

2.1.3 ＇＜＂イコプラズ7 ・ハイオニューモニエ

2.1.3.1名称
マイコプラズマ・ハイホエューモニエ1986・1-1株又はこれと同等と認められた株

・2.1.3.2性状

マイコプラズマ・ハイオ＝ューモニエ基準株に一致する生物学的性状を示す。

2.1.3.3マスターシード菌

2.1.3.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシード菌は、適当と認められた液状培地で増殖させ、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシード菌は、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結してー70℃以下又は凍結乾

燥して5℃以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.1.1及び3.1.1.2.3の試験を行う。

マスターシード菌は、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシード菌から小分製品まで

の最高継代数は、 10代以内でなければならない。

2.1.3.4ワーキングシード菌

2.1.3.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングシード菌は、適当と認められた液状培地て噌殖及び継代する。

ワーキングシード菌は、凍結してー70℃以下又は凍結乾燥して5℃以下で保存する。



ワーキングシード菌について、 3.1.2.1.3の試験を行う。

2.1.3.5プロダクションシード菌

2.1.3.5.1増殖及び保存

プロダクションシード菌は、適当と認められた液状培地で増殖させる。

プロダクションシード菌を保存する場合は、凍結してー70℃以下文は凍結乾燥して5℃以下で保存す

る。

プロダ夕、ンョンシード菌を保存する場合は、・3.1.3.1.3の試験を行う。

2.2製造用材料

2.2.1培地

2.2.1.1ボノレデ、テラ・ブロンキセプチカ

製造に適当と認められた培地を用いる。

2.2.1.2パスツレラ・ムルトシダ

製造に適当と認められた培地を用いる0

2.2.1 3マイコプラズマ・ハイオニューモニエ

製造に適当と認められた液状培地を用いる。

2.3原被

2.3.1ボノレデ、テラ・ブロンキセプチカ原液

2.3.1.1培養

プロダタションシード菌を培地に接種して培養したものを、更に2代、培地に接種して増菌培養し

たものを培養菌液とする。

培養菌液について3.2.1の試験を行う。

2.3.1'.2毒素濃縮

培養菌液の菌を物理的処理により破砕した後、遠心分離し、得られた上清を濃縮・ろ過した毒素液

を抗原液とする。

抗原液について3.3.1の試験を行う。

2.3.1.3無毒化

抗原液にホノレマリン又は適当と認められた不活化剤を加えて無毒化したものを原液とする。

原液について3.4.1の試験を行う。

2.3.2パスツレラ・ムノレトシダ原被

2.3.2.1培養

、プロダクションシ｝ド菌を培地に接種して培養したものを、更に2代、培地に接種して増菌培養し

たものを培養菌液とする。

培養菌液にういて3.2.2の試験を行う。

2.3.2.2粗精製毒素濃縮

培養菌液の菌を物理的処理に主り破砕した後、遠心分離し、得られた上清をイコfン交換カラムで
粗精製した後、濃縮・ろ過した毒素液を抗原被とする。

抗原液について3.3.2の試験を行う。

2.3.2.3無毒化

抗原被にホノレマリン又は適当と認められた不活化斉lを加えて無毒化したものを原被とする。
原被について3.4.2の試験を行う。

2.3.3 ＂＂＂イコプラズ 7 ・ハイオニューモニエ原液

2.3.3.1培養

プロダクションシード菌を培地に接種して培養したものを、更に2代、培地に接種して増菌培養し

たものを培養菌液とする。培養菌液は、濃縮及び粗ろ過をしてもよい。

培養菌液について3.2.3の試験を行う。



2.3.3.2不活化

培養菌液にホノレマリン又は適当と認められた不活化剤を加えて不活化したものを原被とする。

原被について3.4.3の試験を行う。

2.4最終ノ〈ノレク
ボノレデテラ・ブロンキセプチカ原液、パスツレラ・ムノレトシダ原液及びマイコプラズマ・ハイオニュ

ーモニエ原被を混合し、適当と認められたアジュパントを加え、混合したものを最終パノレクとする。こ

の場合、 pHを調整しでもよい。

2.5小分製品

最終パノレクを小分容器に分注して、小分製品とする。

小分製品について、c3.5の試験を行う。

3試験方法

3J製造用株の試験
3.1.1 ＂＂スターシード菌の試験

3.1.1.1同定試験

シードロット規格の1.4.2.4.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.1.2爽雑菌否定試験

3.1.1.2.1ボルデテラ・ブロンキセプチカ

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、ボルデテラ・ブロンキセプチカ以外の菌の発育を

認めてはならない。

3.1.1.2.2パスツレラ・ムノレトシダ

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、パスツレラ・ムノレトシダ以外の菌の発育を認めて

はならない。

3.l.L2.3 ＂＂イコプラズマ・ハイオニューモニエ

一般試験法の無菌試験訟を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.2ワーキングシード菌の試験

3.1.2.l爽雑菌否定試験

3.1.2.1.1ボノレデテラ・ブロンキセプチカ

3.1.1.2.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.2.1.2 ／｛スツレラ・ムノレトシダ

.3.1.1.2.2を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.2.1 3 ＂＂イコプラズ 7 ・ハイオニューモニエ

3.1.1.2.3を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.3プロダクションシード菌の試験

3.1.3.1爽雑菌否定試験

3.1.3.1.1ボノレデテラ・ブロンキセプチカ

3.1.1.2目lを準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.3.1.2パスツレラ・ムノレトシダ

3.1.1.2.2を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.3.1.3 "'7イコプラズマ・ハイオニューモニエ

3.1.1.2.3を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2培養菌液の試験

3.2.lボルデテラ・ブロンキセプチカ培養菌液の試験

3.2.1.1爽雑菌否定試験

3.1.1.2.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.1.2生菌数試験



3ユ1.2.1試験材料
3.2.1.2.1.1試料

検体をリン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を制斗どする。

3.2.1.2.1.2培地

ボルデー・ジヤング培地又は適当と認められた寒天培地を用いる。

3.2,1.2.1.3試験方法

試料O.lmLずつをそれそeれ2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、 37℃で48時間培養後、集

落を数える。

3.2.1.2.1.4判定

各試料の集落数及び検体希釈倍率から生菌数を算出するとき、検体の菌数はlmL中7×108個以上

でなければならない。

3.2.1.3毒素量測定試験

3.2.1.3.l試験材料

3.2.1.3.2試料

検体及びボノレデテラ・ブロンキセプチカ参照毒素（付記3）を細胞維持用培養液（付記4）で25倍か

ら2倍階段希釈し、各段階の希釈疲を試料とする。

3.2.1.3.3培養細胞

牛胎子肺（以下この項において「EBL」という。）細胞（付記5）を細胞増殖用培養液（付記6)

で、約1×105個／止に調製した後、 96穴の細胞培養用プレートに0.lmLずつ分注し、 37℃、 5vol%炭

酸ガス下で3～4日間培養し、単層となったものを用いる。
3.2.1.3.4試験方法

96穴田L棚包培養プレートから細胞増殖用培養液を静かに抜き取り、試料日.lmLずつをそれぞれ培養

細胞に接種する。これを37'C、5vol%炭酸ガス下で5日間培養した後、細胞のCPEの有無を観察する。

3幻 .3.5判定

培養細胞にαEが認められたものを陽性とし、その最大希釈倍数を0.1田L中のEBL単位とするとき、
検体の毒素量は、 0.lmL中3,200田L単位以上でなければならない。また、ボノレデテラ・ブロンキセプ

チカ参照毒素は、所定の値を示さなければならない。

3.2.2パスツレラ・ムノレトシダ培養菌液の試験

3.2.2.l爽雑菌否定試験

3.1.1.2.2を準用して試験するとき、適合しなければならない。

. 3.2.2.2生菌数試験

3.2.2.2.l試験材料

3.2.2.2.1.1試料

検体をリン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.2.2.2.1.2 t音地
デキストロース・スターチ寒天培地又は適当と認められた寒天培地を用いる。

3.2.2.2.2試験方法

試料O.lmLずつをそれぞれ2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、 31'Cで24時間培養後、集

落を数える。

3.2.2.2.3判定

各試料の集落数及び検体希釈倍数から生菌数を算出するとき、検体の菌数はlmL中1×JO＇個以上
でなければならない。

3.2.2.3毒素量測定試験

3.2.1.3を準用し、検体及びパスツレラ・ムノレbシダ参照毒素（付記7）を細胞維持用培養液で25倍か

ら2倍階段希釈したものを試料として試験するとき、検体の毒素量はO.lmL中102,400.田L単イ立以上で



なければならず、パスツレラ・ムノレトシダ参照毒素は、所定の値を示さなければならないロ

3.2.3 ＂＇イコプラズマ・ハイオニューモニエ培養菌液の試験

3.2.3.1爽雑菌否定試験

3.1.1.2.3を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.3.2生菌数試験

3.2.3.2.1試験材料

3.2.3.2.1.1試料

検体を用いる。

3.2.3.2.1.2培地

適当と認められた液体培地を用いる。

3.2.3.2.2試験方法

試験管に培地をそれぞれl.8mLずつ分注レた後、検体0.2：田Lを接種し、 101～1010まで1惜階段希釈す
る。これを37℃で14日間培養した後、培地の色調変化を観察する。

3ユ3.2.3判定
培地が黄色に変化したものを陽性とし、色調変化単位（CCU）を算出するとき、検体の生菌数は、

lmL中5X 105 0αJ以上でなければならない。

3.3抗原液の試験

3.3.1ボルデテラ・ブロンキセプチカ抗原被の試験

3.3.1.1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。

3.3.1.2毒素量測定試験

3.2.1.3を準用して試験するとき、検体の毒素量は、οlmL中6,400田L単位以上でなければならない。

3.3:2パスツレラ・ムノレトシダ抗原液の試験

3.3.2.1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。

3.3.2.2.毒素量測定試験

3.2.2.3を準用して試験するとき、検体の毒素量は、 0.lmL中409,600EBL単位以上でなければならない。

3.4原液の試験

3.4.1ボルデテラ・ブロンキセプチカ原液の試験

3.4.Ll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。

3.4.1.2無毒化試験

3.2.1.3を準用して試験するどき、検体の毒素量は、 0:1皿L中400EBL単位以下でなければならない。

3.4.2パスツレラ・ムノレトシダ原被の試験

3.4.2.1無菌試験

一般試験法の無葱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。

3.4.2.2無毒化試験

3.2.2.3を準用して試験するとき、検体の毒素量は、 O.lmL中400EBL単位以下でなければならない。

3.4.3 ＂＇イコプラズマ・ハイオニューモニエ原液の試験

3.4.3.1無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用トて試験するとき、適合しなければならない。

3.4.3.2不活化試験

3.4.3.2.1試験材料

3.4.3.2.1.1試料

検体を用いる。



3.4.3.2.1.2培地

製造用培地を用いる。

3.4.3.2.2試験方法

培地に検体を接種し、十分に混和した後、 14日間培養するロなお、この場合、対照として培地及び

不活化前の菌液を接種したものを同様に観察する。

3.4.3.2.3判定

検体及び培地を接種した培地には菌の発育を認めてはならず、不活化前の菌液を接種した培地におい

では菌の発育を認めなければならない。

3.5小分製品の試験

3.~.l 特性試験

一般試験法の特性試験法を準用して試験するとき、固有の色調を有する液体でなければならず、異

物及び異臭を認めてはならない。小分容器ごとの性状は均一でなければなちない。

3.5.2 pH測定試験

一般試験法のpHi測定試験法を準用して試験するとき、 pHは、固有の値を示さなければならない。

3.5.3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。

3.5.4ホルマリン定量試験

一般試験法のホノレマリン定量法をf雇用して試験す：：，とき、ホノレマロンの含有量は、 0.25vol%以下でな
ければならない。

3.5.5アルミニヴム定量試験

一般試験法のデノレミニワム定量法を準用して試験するとき、アルミニウムの含有量は、 lmL中1.30

～1.70mgでなければならない。
3.5.6毒性限度確認試験

一般試験法の毒性限度確認試験法1により試験を行い、これに適合しなければならない。ただし、

注射量は、 0.3mLとする。

3.5目7無毒化試験

3.5.7.1試験材料

試験品を注射材料とする。

3.5.7.2試験動物

体重約350gのモルモットを用いる。

3.5.7.3試験方法

注射材料-0.lmLずつを試験動物2匹の背部皮内に注射し、 10日間観察する。

3.5.7.4判定

注射反応は、無視し得る程度以下でなければならず、試験動物は、全て生存しなければならない。

3.5.8カ価試験

3.5.8.1豚ボノレデテラ感染症力価試験

3.5.8.1.1試験材料

3.5.8.1.1.1注射材料

試験品を注射材料とする。

3.5.8.1.1.2試験動物

6～7週齢のddY系SPFマウスを用いる。

3.5目8.1.1.3酵素抗体反応（以下この項において「ELISAJという。）用ボノレデテラ・ブロンキセプチカ

抗原

ボノレデテラ・ブロンキセプチカ精製抗原（付記8）を用いる。

3.5.8.1.2試験方法



試験動物10匹を試験君午、 5匹を対照群とする一。

注射材料I.伽ILずつを試験群の腹腔内に注射する。注射後4週目に試験群及び対照群から得られた

各個体の血清についてELISAを行うロ

試験群及び対照群の各血清、並ひ’にボノレデテラ・ブロンキセプチカ参照陽性血清（付記9）を希釈

液（付記10）で40～10,240倍まで2倍階段希釈したものをボルデテラ・ブロンキセプチカ精製抗原吸着
プレート（付記11）にlOOμLずつ加え、希釈液のみの穴を血清対照とする。 4℃で18～24時間反応さ
せた後、洗浄液附記12）で10回洗沖する。次l乙各穴に標識抗体（付記13）を100μLずつ加え、 37℃
で2時間反応させた後、洗河争液で10図洗浄する。基質液（付記14）を各穴に100μ1ずつ加え、 37℃で

30分間反応させた後、 3molι水酸化ナトリウム溶液を各穴にSOμLずつ加えて反応を停止させ、波長

405nmで各穴の吸光度を測定する。

3.5.8.1.3判定

血清対照の各穴の吸光度値の平均値＋o.s以上の吸光度値を示した血清の最高希釈倍数を抗体価とす
る。

試験群では、 70%以上が抗体価320倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て80倍

以下でなければならない。また、ボノレデテラ・ブロンキセプチカ参照陽性血清は、抗体価320～640
倍を示さなければならない。

3.5.8.2豚パスツレラ症カ価試験

3.5.8.2.1試験材料

3.5.8.2.1.1試験動物

3.5.8.1の試験に用いた動物を用いる。

3.5.8.2.1.2 ELISA用パスツνラ・ムノレトシダ抗原
パスツレラ・ムノレトシダ精製抗原（付記15)

3.5.8.2.2試験方法

3.5.8.1の試験において試験群及び対照群から得られた各個体の血清を用いて、 ELISAを行う。

試験群及び対照群の各血清、並ひ・にパスツレラ・ムノレトシダ参照陽性血清（付記16）を希釈液で40

～10,240倍まで2倍階段希釈したものをパスツレラ・ムノレトシダ精製抗原吸着プレート（付記17）に
100μ Lずつ加え、希釈液のみの穴を血清対照とする。 4℃で18～24時間反応させた後、洗浄液で10回
洗浄する。次に各穴に標識抗体を100μ1ずつ加え、 37℃で2時間反応させた後、洗浄液で10回洗滞す

る。基質液を各穴lこ100μ1ずつ加え、 37℃で30分間反応させた後、 3mol/L水酸化ナトリウム溶液を各
穴にSOμLずつ加えて反応を停止させ、波長405nmで各穴の吸光度を測定する。

3.5.8_.2.3判定

血清対照の各穴の吸光度値の平均値＋o.s以上の吸光度値を示した血清の最高希釈倍数を抗体価とす
る。

試験群では、 70匹以上が抗体価1,280倍以上でなければならなし，.この揚合、対照群では、全でて320倍

以下でなければならない。また、パスツレラ・ムノレトシダ参照陽性血清は、抗体価640～1,280倍を
示さなければならない。

3.5.8.3 ＂＜＇イコプラズマ・ハイオニューモニエ感染症カ何試験

3.5.8.3.1試験材料

3.5.8.3.1.1試験動物

3.5.8.1の試験に用いた動物を用いる。

3.5.8.3.1.2 ELISA用マイコプラズマ・ハイオニューモニエ抗原

ポリソノレベート20抽出抗原（付記18）を用いる。

3.5.8.3.2試験方法

3.5.8.1の試験において試験群及び対照群から得られた各個体の血清を用いて、 ELISAを行う。

試験群及び対照群の各血清、並びにマイコプラズマ・ハイオニEーモニエ参照陽性血清（付記［9j



を希釈液で'40～10,240倍まで2倍階段希釈したものをマイコプラズ7 ・ハイオニューモニエ抗原吸着プ
レート（付記20）に100μLずつ加え、希釈液のみの穴を血清対照とする。 4℃で18～24時間反応させ
た後、洗浄液で10図洗浄する。次に各穴に標識抗体をO.lmLずつ加え、 .37℃で9日分間反応させた後、洗

浄液で10回洗浄する。基質液を各穴にIOOμLずつ加え、 31'Cで30分間反i応させた後、 3mol札水酸化ナ
トリウム溶液を各穴にSOμLずつ加えて反応を停止させ、波長405nmで各穴の吸光度を測定する。

3.5.8.3.3判定

血清対照の各穴の吸光度値の平均値＋o.s以上の吸光度値を示した血清の最高希釈倍数を抗体価とす
る。i

試験群では、 70%以上が抗体価2,560倍以上でなければならない。この揚合、対照群では、全て320

倍以下でなければならない。また、マイコプラズ寸・ハイオニューモエエ参照陽性血清は、抗体価

2,5p0～5,120倍を示さなければならない。
4貯法及び有効期間

有効期間は製造後3年3か月間とする。ただし、農林水産大臣が特に認めた場合には、この限りで

ない。

付記1 ボノレデー・ジヤング培地
l,OOOmL中

ボノげー・ジヤング・アトベース 30 g 

グリセリン 10 g 

水 ' 残量

加温溶解後、 121℃で15分間高圧滅菌する。

約50℃に冷却した後、馬又は羊血液を7～15vol%となるように添加する。

付記2 デキストロース・スターチ寒天培地

1,00伽lL中
プロテオース・ベプトン

デキストロース

可溶性でんぷん

塩化ナトリウム

日ン酌k素二テトリウム
ゼラチン

寒天
水

加温溶解後、 121℃で15分間高圧滅菌する。

付記3 ボノレデテラ・ブロシキセプチカ参照毒素

15.0 g 

2.,0 g 

10目Og

5.0 g 

3.0 g 

20.0 g 

10.0 g 

残量

ボノレデテラ t・ブロンキセプチカ製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株を培養し、菌体破

件後、毒素量をO.lmL中800～l,600EBL単位となるように調製したもの。

付記4 細胞維持用培養液

1,000皿L中

牛血清

変法ハンクス液（付記21)

イーグノレlv.lEM

必要最小量の抗生物質を加えても良い。

40～60血L

450mL 

残量



付記5 EBL細胞

妊娠牛の体内より摘出した胎子の肺実質部をトリプシン液で消化して得られた細胞で、継代は

20代以内とする。

付記6 細胞増殖用培養液

1,000mL中

牛血清

変法ハンクス液

イーグノレ・MEM

必要最小量の抗生物質を加えても良い。

付記7 パスツレラ・ムノレトシダ参照毒素

100～120mL 
450血L

残量

パスツレラ・ムノレトシダ製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株を培養し、菌体破砕後、

陰イオンカラムで粗精製し、毒素量をO.lmL中51,200～102,400田L単位となるよ，うに調製したもの。

付記B ボノレデ、テラ・ブロンキセプチカ精製抗原

ボノレテaテラ・ブロンキセプチカ製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株を培養し、菌体

破砕後、ハイドロキシアパタイトカラムで精製した皮膚壊死毒素であり、 SDSポリアクリノレア

ミド電気泳動で分析したとき、分画の主成分は、分子量約140～160回 aを示1...：、モノレモットの
皮下に注射すると貧血斑を示す。

付記9 ボノレデテラ・プロンキセプチカ参照陽性血清

ボルデテラ・ブロンキセプチカ製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株を培養し、菌体破

砕後、ハイドロキシアパタイトカラムで精製した皮膚壊死毒素で免疫したマウスの血清で、 ELISA

抗体価が320～640倍となるように調製し、凍結乾燥したもの。

付記10 希釈彼

1,000mL中

塩化ナトリウム 8,0 g 

塩化カリワム 0.2 g 

リン酸二水素カリウぷ 0.2 g 

リン酸水素二ナトリワム L!Sg 

水 残量

付記11 ボノレデテラ・ブロンキセプチカ抗原吸着プレート

ボノレデテラ・ブロンキセプチカ精製抗原を炭酸緩衝液（付記22）で40倍に希釈し、 96穴マイク

ロプνートにiOOμLずつ加え、 4℃で18時間反応後、洗浄液で10回洗浄し、更にゼラチン液（付
言t'.23）を各穴に150μLずつ加え、 3.7℃で2時間反応後、洗浄液で10回洗浄したもの。

付記12 洗浄液

ポリソノレベート20O.SmLと希釈液1,000mLを混合したもの。

付記13 標識抗体

アノレカリフォスヲァターゼ標識抗マウスIgG抗体を希釈液で至適濃度に希釈したもの。



付記14 基質液

p－ニトロフェエノレリン酸二ナトリウム100mgを基質緩衝液（付記24)100.皿Lに溶解したもの。

付記15 パスツレラ・ムノレトシダ精製抗原

パスツレラ・ムノレトシダ製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株を培養し、菌体破砕後、

ノ、イドロキシアパタイトカラムで精製した皮膚壊死毒素であり、 SDSポリアクリノレアミド電気

泳動で分析したとき、分画の主成分は、分子量約125～145kDaを示し、モノレモツトの皮下に注
射すると壊死斑を示す。

付記16 パスツレラ・ムノレトシダ参照陽性血清

パスツレラ・ムノレトシダ製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株を培養し、菌体破荷主後、

ハイドロキシアパタイトカラムで精製した皮膚壊死毒素で免疫したマウスの血清で、 ELISA抗体価

が640～1,280倍となるように調製し、凍結乾燥したもの。

付記17 パスツレラ・ムノレトシタ精製抗原吸着プレ｝ト

パスツレラ ・Aノレトジダ精製抗原を炭酸緩衝液で希釈後、 96穴マイクロプレートに100μ L'ずつ

加え、 4°Cで18時間反応させた後、洗浄液で10回洗浄し、更に、ゼラチン液を各穴に150μL'ずつ

加え、 3アCで2時間反応後、洗浄液で10回洗浄したもの。

付記18 ポリソノレベート20抽出抗原

マイコプラズマ・ハイオニニェーモニエ製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株の振渥培

養菌液を遠心集菌し、希釈液に懸濁後、 4℃で24時間撹持して菌体を洗浄する。洗浄菌体をト

りス緩衝液にたん自濃度Img/mLになるように懸濁後、 2voI%ポリソノレベート20:力日トリス緩

衝液を等量加え、 37℃で30分間振とうしながら加温する。遠心後の上清にジエチノレエーテノレを

、等量加えて振とう後、エーテル層を完全に除去したもの。

( 1) トリス緩衝液

トリスヒドロキシメチノレアミノメタン3.03g、塩化ナトリウム14.61gを水に溶解し、全量を

1,000皿Lとしたもの。

(2) 2vol%ポリソノレベート20加トリス緩衝液

lポリソノレベート2020mLとトリス緩衝液980mLを混合したもの。

付記19 7イコプラズマ・ハイオエューモニエ参照陽性血清

マイコプラズマ・ハイオニューモニエJ株又はこれと同等の免疫原性を有する株で免疫したマ
ウスの血清であって、 ELISA抗体価が2,560～5,120倍となるように調製し、凍結乾燥したもの。

付記20 7イコプラズマ・ハイオエューモニエ抗原吸着プレート

マイコプラズマ・ハイオニューモニエJ株又はこれと同等の免疫原性を有する株で免疫したウ

サギ免疫血清（付記25）を炭酸緩衝液で100倍に希釈した後、 96穴マイクロプレートの各穴に100

μLずつ加え、 4℃で18時間反応させる。洗滞液で10回洗持した後、ゼラチン液を各穴に150μL,

ずつ加え、 4℃で18時間反応させる。更に、洗浄液で10回洗浄後、ポリソノレベート20抽出抗原を

希釈液で蛋白量12.5μ g/mLになるように希釈したものを、 lOOμLずつ加え、 4℃で18時間反応さ

せた後、洗浄液で10回洗浄したもの。

付記21 変法ハンクス液



1,0抑止中

塩化ナトリウム

塩化カ日ウム

リン酸水素二ナトロワム・十二水和物

日ン酸二水素カリウム

グノレコース

水

付抱2 炭酸緩衝液

A液：炭酸ナトリウム5.3gを7.kに溶解し、全量を1,000血Lとする。

8.00 g 

0.40 g 

0.15 g 

0.06 g 

4.00 g 

残量

B液：炭酸水素ナトリウム4.2gを水に溶解し、全量を1,000皿Lとする。

Ar夜とB液を混合し、 pH9.6に調整する。

付記23 ゼラチン液

ゼラチン1.0gを希釈液l,OOOmLで溶解したものロ

付記4 基質衡轍
塩化マグネ、ンウム六水和物0.049g、ジエタノーノレアミン96mLを水に溶解した後、 5皿ol/Lの塩酸

でpHを9.8に調整し、全量を1,000mLとしたもの。

付記25 ウサギ免疫血清

マイコプラズマ・ハイホニューモニエJ株又はこれと同等の免疫原性を有する株で免疫した兎の

血清であって、発育阻止試験において直径約3m皿以上の阻止帯を示すもの。
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ワクチン（シードロット製剤）の部の犬アデノウイルス（2型）感染症・犬パラインフノレエンザ・

犬ボノレデテラ感染症（部分精製赤血球凝集素）混合不活化ワクチン（シ｝ド）の項の次に次のように

加える。

ジステンパー・犬アデノウイルス（2型）感染症・犬パ
ラインフルエンザ・犬パルポウイルス感染症四犬コロナ

ウイルス感染症・犬レプトスピラ病（カニコーラ・イク
テロヘモラジー圃ヘブドマディス）混合（アジュパント
加）ワクチン（シード〉

シードロット規格に適合した弱毒ジステンパーウイノレス、弱毒犬アデノウイルス（2型）、弱毒犬ノ〈

ラインフノレエンザウイノレス及び弱毒犬パノレボワイノレスをそれぞれ同規格に適合した株化細胞で増殖さ

せて得たウイノレス液とシードロット規格に適合したレプトスピラ・カニコーラ、レプトスピラ・イク

テロヘモラジー及びレプトスピラ・へブドマディスの培養菌液を不活化したものの混合液を凍結乾燥

したワクチン（以下この項において「混合乾燥ワクチン」という。）と、シードロット規格に適合した

犬コロナウイノレスを同規格に適合じた株化細胞で増殖させて得たウイノレス液を不活化じてアルミニウ

ムゲノレアジュパント加えたものを混合したワクチン（以下この項において「液状不活化ワクチン」と

いう。）とを組み合わせたワクチンである。

1小分製品の試験

1.1無菌試験

混合乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解したもの（以下この項において「混合ワクチンJ

という。）について、一般試験法の無菌試験法により試験を行い、これに適合しなければならない。

1.2ワイルス含有量試験

1.2:1ジステンパーウイルス含有量試験

1.2.1.1試験材料

1.2.1.1.1試料

混合乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンと問量のPン酸緩衝食塩液又は滅菌蒸留水で溶解する。
試験品中のジステンパーウイノレス以外のウイノレスの各抗血清（付記1から3まで）を非働化したもの

で中和したものをウイルス増殖用培養液〈付記4）で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料と

する。

1.2.1.1.2培養細胞

Vero細胞を用いる。

1.2.1.2、試験方法

試料O.lmLずつを5本（穴）以上の培養細胞に接種し、 34～38℃で60分間吸着させた後、ワ
イノレス増殖用培養液を加え、 34～38℃で10日間培養し、観察する。
1.2.1.3判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TC!Dsoを算出する。

試験品のウイノレス含有量は、 1頭分当たり JO＇吋℃IDso以上でなければならない。

1.2.2犬アデノウイルス（2型）含有量試験

1.2.2.1試験材料

1.2.2.1.1試料

混合乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンと同量のリン酸緩衝食壇液又は滅菌蒸留水で溶解する。



試験品中の犬アデノウイノレス（2型）以外のウイノレスの各抗血清（付記2、3及び5）を非働化した

もので中和したものをウイノレス増殖用培養液で 10傍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

1.2.2.1.2培養細胞

犬腎継代細胞を用いる。

1.2.2.2試験方法

試料OJmLずつを5本（穴）以上の培養細胞に接種し、 34～38℃で60分間吸着後、ウイルス
増殖用培養液を加え、 34～38℃で 10日間培養し、観察する。
1.2.2.3判定，

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCibsoを算出する。

試験品のウイルス含有量は、 1頭分当たり 10日TCIDso以上でなければならない。

1.2.3犬パラインフノレエンザウイルス含有量試験

1.2.3.1試験材料

1.2.3.1.1試料

混合乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンと同量のリン酸緩衝食塩液又は滅菌蒸留水で溶解する。

試験品中の犬パラインフノレエンザウイルス以外のウイノレスの各抗血清（付記1、3及び5）を非働化
したもので中和したものをウイルス増殖用培養液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とす

る。

1.2.3.1.2培養細胞

犬替継代細胞を用いる。

1.2.3.2試験方法

試料0.1血Lずつを5本（穴）以上の培養細胞に接種し、 34～38℃で60分間吸着させた後、ウ
イノレス増殖用培養液を加え、 34～38℃で7日間培養し、観察する。培養後、培養液を採取し、こ
れに等量の0.4vol%モノレモット赤血球浮遊液を加え、常温で20-40分間静置し、観察する。

1.2.3.3判定

培養液に赤血球の凝集を認めたものを感染とみなし、 TCID,oを算出する。

試験品のワイノレス含有量は、 1頭分当たり 10吋℃D四以上でなければならない。

1.2.4犬パノレボワイルス含有量試験

1.2.4.1試験材料

1.2.4.1.1試料

混合乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンと同量のりン酸緩衝食塩液又は滅菌蒸留水で溶解する。

試験品中の犬パノレボウイルス以外のウイルスの各抗血清（付記1、2及び5）を非働化したもので中

和したものをワイルス増殖用培養液で 10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

1.2.4.1.2培養細胞

猫腎継代細胞を用いる。

1.2.4.2試験方法

試料iumLずつを5本（穴）以上の培養細胞に接種し、 34～38℃で 18～30時間静置培養した
後、ウイルス増殖用培養液と交換L、更に34～38℃で6日間培養する。培養後、各本（穴）の培
養上清を採取し、犬パノレボウイノレス特異的ポ日メラーゼ連鎖反応（以下この項において「PCR」と

いう。付記6）を行い、特異的PCR産物を電気泳動して観察する。

1.2.4.3判定

特異的PCR産物を認めたものを感染とみなし、 TCID,oを算出する。

試験品のワイルス含有量は、 1頭分当たり Io'・"TCID,o以上でなければならない。

1.3毒性限度確認試験

混合ヲクチンについて、一般試験法の毒性限度確認試験法1により試験を行い、これに適合しな



ければならない。だだし、判定には注射後4日目の体重を用いる。

1.4不活化試験

1.4.1試験材料

1.4. 1.1試料

液状不活化ワクチン2mL以上を 100倍量以上のリン酸緩衝食塩液を用い、 2～5℃で一夜以上

透析し、不活化剤を除去したものを試料とする。

1.4.1.2培養細胞

猫腎継代細胞を用いる。

1.4.2試験方法

試料を25cm2以上の培養細胞2本に1mLずつ接種し、 34～38℃で1時間吸着させた後、リン
酸緩衝食塩液で細胞表面を洗浄する。ウイノレス増殖用培養液を加えて34～38℃で5日間培養した
後、接種した培養細胞を継代し、更に34～38℃で7日間培養し、観察する。
1.4.3判定

培養細胞にCPEを認めてはならない。

1.5犬コロナウイルス感染症カ価試験

1.5.1試験材料

1.5.Ll注射材料

混合ワクチンを注射材料とする。

1.5.1.2試験動物

体重約300gのモノレモットを用いるロ

1.5.1.3中和試験用ウイノレス

。適当と認められた犬コロナウイノレス株を用いる。

1.5.1.4培養細胞

猫全胎子継代細胞浮遊液を用いる。

1:5.2試験方法

試験動物5匹を試験君事、 2匹を対照群とする。試験群に注射材料 0.5mLずつを3週間間隔で2

回両後肢に半量ずつ筋肉内注射し、 2回目注射後7日目に得られた各個体の血清について中和試験

を行う。

被検血清を非働化した後、細胞増殖用培養液（付記7）で2倍階段希釈する。各希釈血清と O.!mL

中約 200TCIDsoの中和試験用ウイルス液を等量混合し、 34～38℃で 60分間処理する。各混合液
O.lm Lずつをそれぞれ1穴当たり O.lmLに分注した培養細胞浮遊液4穴に接種し、 34～38°Cで5
日間培養し、観察する。

1.5.3判定

培養細胞の4穴中2穴以土にCPEの阻止を認めた血清の最高希釈倍数を中和抗体価とする。

試験群の抗体価は、 80%以上が8倍以上でなければならない。この場合、対照群では、 2倍以

下でなければならない。

付記1 抗犬アデノウイノレス（2型）血清

犬アデノウイルス（2型） V197株又は製造用株である 96-LP03株を除く犬アデノウイノレス

(2型）株で免疫した兎又はモノレモットの血清であって、試験品の犬アデノウイルス（2型）

を完全に中和できるもの。

付記2 抗犬パラインフノレエンザウイノレス血清



犬パラインフノレエンザウイノレスD008株又は製造用株である τ'2MDIO株を除く犬パラインフ

ノレエンザウイノレスで免疫した兎又はモノレモットの血清であって、試験品の犬パラインフノレエン

ザウイノレスを完全に中和できるもの。

付記3 抗犬パノレボワイルス血清

犬パノレボワイルスCPV97-008株又は製造用株である即037株を除1犬パノレボワイノレスで免疫し
岳兎又はモノレモットの血清であって、試験品の犬パノレボウイルスを完全に中和できるもの。

付記4 ウイルス増殖用培養液

l,OOOmL中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス、

牛胎子血清

イーグノレb任部4

炭酸水素ナトリウムでpHを7.0～7.4に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよいロ

付記5 抗ジステンパーワイルス血清

2.95 g 

10～20mL 
残量

ジステンパーウイノレスオンダーステポート株又は製造用株である KDK-1/135株を除くジス

テンパーウイルスで免疫レた兎文はモルモットの血清であって、試験品のジステンパーウイノレ

スを完全に中和できるもの。

付記6 犬パノレポウイルス特異的ポリメラーゼ連鎖反応

犬パノレボウイノレスのカプシドたん白 VP-I及びVP-2を含む領域を特異的に検出する PCR法

で、 0.5kbpの特異的PCR産物が得られる。

付記7 細胞増殖用培養液

1,000叫中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス 2.95 g 

牛胎子血清 50血L

イーグノレMEM 残量

炭酸水素ナトリウムでpHを7.0～7.4に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。



ワクチン（シードロット製剤を除く。）の部の馬鼻肺炎生ワクチンの項を次のように改める。

馬鼻肺炎生ワクチン

糖たん白 gE遺伝子を欠損した弱毒馬へノレベスウイノレス1型を培養細胞で増殖させて得たワイノレス
液を凍結乾燥したワクチンである。

l小分製品の試験

1.1無菌試験

一般試験法の無菌試験法により試験を行い、これに適合しなければならない。

1.2'迷入ウイルス否定試験

1.2.1馬由来細胞接種試験

1.2.1.1細胞観察

1.2.1.1.1試験法

ED細胞（付記I）を用いる。

非働化した抗馬へノレベスウイノレス1型血清（付記2）を用いて、試験品を完全に中和したものを

試料とする。試料1mLにつき 20cm2以上の培養細胞に接種し、 37℃で 60分間吸着した後、ウイ

ノレス増殖用培養液（付記3）を加えて 37℃で7日間培養する。 CPEの有無を観察した後、次代へ
継代し、 37℃で7日間培養して CPEの有無を観察する。

1.2.1.1.2判定

観察期間中、培養細胞にCPEを認めてはならない。

1.2.1.2赤血球吸着試験

1.2.1.2.1試験法

1.2.1.1の観察最終日に細胞表面をリン酸緩衝食塩液で2回洗浄後、培養細胞を2群に分け、モノレ

モット及びがちょうの O.lvol%赤血球浮遊液をそれぞれの群に重層し、室温で 60分間静置後、赤

血球吸着の有無を観察する。

1.2.1.2.2判定
培養細胞に赤血球吸着を認めではならない。

1.2,1.3馬伝染性貧血ウイルス否定試験

1.2.1.3.1試験方法

1.2.1.1の試料接種後7日目の細胞を次代へ継代し、 37℃で7日間培養する。培養7日目に培養

細胞をリン酸緩衝食塩液で洗持した後、抗馬伝染性貧血ウイルス馬血清（付記4）による蛍光抗体

法を行い、観察する。

1.2.1.3.2判定 ( 

培養細胞に特異蛍光抗原を認めてはならない。

1.3ウイルス含有量試験

1.3.1試料

試験品をウイルス増殖用培養液で 10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

1.3.2培養細胞

BEK-I'細胞（付記5）.を 96穴プレートに培養して単層となったものを用いる。

1.3.3試験方法

試料25μ Lずつをそれぞれ4穴の培養細胞に接種し、 37℃で 60分間吸着した後、

殖用培養液を75μ L加え、 37℃で5～7日間培養し、観察する。
ウイノレス増



1.3.4判定，

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TC!Dsoを算出する。

試験品のウ；，ノレス含有量は、 1頭分当たり I04・5TC1Dso以上でなければならない。

1.4異常毒性否定試験

一般試験法の異常毒性否定試験法により試験するとき、これに適合しなければならない

1.5カ価試験

1.5.1試験材料

1.5.1.1注射材料

試験品並びにそれをリン酸緩衝食塩液で5倍及び25倍に希釈したものを注射材料とする。

1.5.1.2試験動物

約6週齢のハムスターを用いる。
1.5.1.3攻撃ウイルス

ハムスターに馴化させた攻撃用馬鼻肺炎ウイノレスKyD株（付記6）を用いる。

1.5.1.4試験方法

試験動物 12匹を試験群、 4匹を対照群とする。注射材料1m Lずつをそれぞれ4匹の試験群の

腹腔内に注射する。注射後 21日目に攻撃ウイルス 1mLずつを試験群及び対照群の腹腔内に注射

し、 7日間観察する。

1.5.1.5判定

試験群の生残動物数から試験品の ED~ を算出する。

試験品の EDsoは、 16EDso/mL以上でなければならない。この場合、対照群は、全て死亡しなれ

ばならない。

付記1 .ED細胞

健康な妊娠馬から摘出された胎子の皮膚をトロプシン（1:250）を0.25w/v%含む日ン酸緩衝

食塩液で消化して調整した細胞を、細胞増殖用培養液に浮遊し、培養瓶に分注し、 37℃で4

～5日間静置培養して細胞層を形成させた後、次代に継代培養する方法で作出された継代 35
代以内のものである。

付記2 抗馬へノレベスワイノレスl型血清

馬ヘノレベスウイノレス1型で免疫した兎の血清であって、試験品の馬へノレベスウイノレス 1型を

完全に中和できるもの。

付記3 ウイルス増殖用培養液

1,000 m L中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

牛胎子血清又はやぎ血清

イーグノレMEM

炭酸水素ナトリウムでpHを7.2～7.6に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記4 抗馬伝染性貧血ウイノレス馬血清

2.95 g 

5～!OmL 
残量

健康馬に馬伝染性貧血ウイルスを実験感染させて作製した馬血清であって九蛍光抗体法によ

り測定したカ価が16倍以上のもの。

付記5 BEK－！細胞

2 



健康な牛胎子腎由来の株化細胞

付記6 攻撃用馬鼻肺炎ウイノレスKyD株

馬鼻肺炎ウイルス KyD株をハムスターの腹腔内に注射し、感染極期に肝臓を採取し、 y:.,,
酸緩衝食塩液でlOw/v%乳剤に調整する。攻撃には、 104・0LDsoを用いる。

3 



ヲクチンι（シードロット製剤を除く。）の部の豚伝染性胃腸炎生ヲクチン（子豚用）の項を次のよ

うに改める。

豚伝染性胃腸炎生ワクチン（子豚用）

動生剤基準の豚伝染性胃腸炎生ワクチン（子豚用）の 3.3.4、3.3.6、3.3.7及び 3.3.8に規定すると

！ ころにより、これらに規定する試験を行うものとする。

ただし、 3.3.8に用いる試験動物は、試験群2頭及び対照群1頭とし、試験群の注射材料は 60頭分

とする。

4 



ワクチン（シードロyト製剤を除く。）の部の豚伝染性胃腸炎生ワクチン（母豚用）の項を次のよ

うに改める。

豚伝染性胃腸炎生ワクチン（母豚用）

動生剤基準の豚伝染性胃腸炎生ワクチン｛母豚用）の3.3.4、3.3.6、3.3.. 7及び3.3.8に規定するとこ

ろにより、これらに規定する試験を行うものとする。

ただし、 3.3.8に用いる試験動物は、試験群2頭及び対照群1頭とし、試験群の注射材料は 10

頭分とするら

＼ 
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ワクチン（シードロット製剤を除く。）の部の豚伝染性胃腸炎濃縮生ワクチン（母豚用）の項を次

のように改める。

豚伝染性胃腸炎濃縮生ワクチン（母豚用）

動生弗j基準の豚伝染性胃腸炎濃縮生ワクチン（母豚用）の3.3.4、3.3.6、3.3.7及び3.3.8に規定する

ところにより、これらに規定する試験を行うものとする。

ただし、 3.3.8に用いる試験動物は、試験群2頭及び対照群1頭とし、試験群の注射材料は 10

頭分とする。

6 



ワクチン（シードロット製剤を除く。）の部の豚流行性下痢生ワクチンの項を次のように改める。

豚流行性下痢生ワクチン

動生剤基準の豚流行性下痢生ワクチンの 3.3.4、 3.3.6、 3.3.7 及び 3.3.~ に規定するところにより、こ
れら民規定する試験を行うものとする。

ただし、 3.3.8に用いる試験動物は、試験群2頭及び対照群1頭とし、試験群の注射材料は 10頭分

とする。

7 



ワクチン（シードロット製剤を除く。）の部の豚伝染性胃腸炎・豚流行性下痢混合生ワクチンの項

を次のように改める。

豚伝染性胃腸炎・豚流行性下痢混合生ワクチン

動生剤基準の豚伝染性胃腸炎・豚流行性下痢混合生ワクチンの 3.3.4、3.3.6、3.3.7及び3.3.8に規定

するところにより、これらに規定する試験を行うものとする。

ただし、 3.3.8に用いる試験動物は、試験群2頭及び対照群1演とし、試験群の注射材料は 10頭分

とする。
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ワクチン（シードロット製剤を除く。）の部のひらめ8溶血性レンサ球菌症不活化ワクチンの項を
次のように改める。

ひらめ8溶血性レンサ球菌症不活化ワクチン

動生剤基準のひらめ8溶血性νンサ球菌症不活化ワクチンの3.3.3、3.3.5及び3.3.6に規定するとこ
ろにより、これらに規定する試験を行うものとする。

', 
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ワクチン（シードロット製剤）の部の日本脳炎・ゲタウイノレス感染症混合不活化ワクチン（シード）

の項を次のように改める。

日本脳炎’ゲタウイルス感染症混合不活化ワクチン（シ
ード）

動生剤基準の日本脳炎・ゲタウイノレス感染症混合不活化ワクチン（シード）の・3.6.7.1に規定する

ところにより、これに規定する試験を行うものとする。

10 



ワクチン（シードロyト製剤）の部のニューカッスノレ病・鶏伝染性気管支炎混合生ワクチン（シー

ド）の項を次のように改め石：

ニューカッスル病闘鶏伝染性気管支炎混合生ワクチン（シ

ード）

動生剤基準のニューカッスノレ病・鶏伝染性気管支炎混合生ワクチン（シード）の3.5.4から 3.5.9ま

でに規定するところにより、これらに規定する試験を行うものとする。

ただし、医薬品、医療機器等の品質、有効性及び安全性の確保等に関する法律（昭和 35年法律第

145号）第83条第l項の規定により読み替えて適用される同法第14条の4第1項の規定により行われ

る再審査において、同法第83条第1項の規定により読み替えて適用される同法第14条第2項第3号

イからハまでのいずれにも該当しないことが確認されたものにあっては、動生剤基準の＝ューカッ

スノレ病・鶏伝染性気管支炎混合生ワクチン（シード）の 3.5.7.1に規定するとこるにより試験を行う

ものとする。
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ワクチン（シードロット製剤）の部のジステンパー・犬アデノウイルス（2型）感染症・犬パラ

インフノレエンザ・犬パノレボワイノレス感染症・犬コロナワイノレス感染症・犬レプトスピラ病（カニコ

ーラ・コベンハーゲニー・へプドマディス・オータムナリス・オーストラ日系）混合ワクチン（シ

ード）の項を次のように改める。

ジステンパー・犬アデノウイルス（2型）感染症・犬パ
ラインフルエンザ・犬パルポウイルス感染症・犬コロナ
ウイルス感染症・犬レプトスピラ病（カニコーラ・コペ
ンハーゲエー・ヘブドマディス・オータムナリス・オー
ストラリス）混合ワクチン（シード）

シードロット規格に適合した弱毒ジステンパーウイルス、弱毒犬アデノウイノレス（2型）、弱毒犬パ

ラインフノレエンザウイルス、弱毒犬パノレボウイノレス及び弱毒犬コロナウイノレスをそれぞれ同規格に適

合した株化細胞又は初代細胞で増殖させて得たウイルス液の混合液を凍結乾燥したワクチン（以下こ

の項において「混合生ワクチン」という。）とJシードロyド規格に適合したレプトスピラ・カニコー
ラ、レプトスピラ・コベンハーゲニー、レプトスピラ・へブドマディス、レプトスピラ・オータムナ

リス及びレプトスピラ・オーストラリスの培養菌液を不活化した後、混合したワクチン（以下この項

において「液状不活化ワクチン」という。）とを組み合わせたワクチンである。

l小分製品の試験

1.1無菌試験

一般試験法の無菌試験法により試験を行い、これに適合しなければならない。

1.2ウイノレス含有量試験

1.2.1ジステンパーウイルス含有量試験

1.2.1.1試験材料

1.2.1.1.1試料

混合生ワクチンを液状不活化、ワクチンと同量の滅菌水で溶解する。試験品中のジステンパークイ

ノレス以外のウイノレスの各抗血清（付記1から4まで）を非働化したもので中和したものをウイルス増

殖用培養液（付記5）で叩倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

1.2.1.1.1.2培養細胞

Vero細胞を用いる。

1.2.1.1.2試験方法

試料0.1皿Lずつを4本以上の培養細胞に接種し、 37℃で60分間吸着させた後、ウイノレス増殖用

培養液を加え、 37℃で7日間回転培養し、観察する。
1.2.1.3判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TC!Dsoを算出する。

試験品のウイノレス含有量は、 1頭分当たり I035TC!Dso以上でなければならない。

1.2.2犬アデノウイルス（2型）含有量試験

1.2.2.1試験材料

1.2.2.1.1試料

混合生ワクチンを液状不活化ワクチンと同量の滅菌水で溶解する。試験品中の犬アデノウイルス

(2型）以外のワイノレスの各抗血清（付記2から4まで及び6）を非働イじしたもので中和したものを
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ウイノレス増殖用培養液で 10倍階段希釈し、各段階の希釈被を試料とする。

1.2.2.1.2培養細胞

豚腎培養細胞を用いる。

1.2.2.2試験方法

試料O.lmLずつを4本以上の培養細胞に接種し、 37℃で60分間吸着後、ウイノレス増殖用培養液

を加え、 37℃で7日間回転培養しL観察する。
1.2.2.3判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCID却を算出する。

試験品のウイノレス含有量は、 1頭分当たり 105・5τ℃IDso以上でなければならないロ

1.2.3犬パラインフノレエンザウイルス含有量試験

1.2.3.1試験材料

1.2.3.1.1試料

混合生ワクチンを液状不活化ワクチンと同量の滅菌水で溶解する。試験品中の犬パラインフノレエ

ンザウイルス以外のウイノレスの各抗血清（付記1、3、4及び6）を非働化したもので中和したもの

をワイノレス増殖用培養液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

1.2.3.1.2培養細胞

Vero細胞を用いる。

1.2.3.2試験方法

試料O.lmLずつを4本以上の培養細胞に接種し、 30℃で60分間吸着させた後、ウイノレス増殖用

培養液を加え、 30℃で7日間回転培養し、観察する。

1.2.3.3判定

培養細胞に白Eを認めたものを感染とみなし、 TCIDsoを算出する。

試験品のウイノレス含有量は、 1頭分当たり 105・5TC回目以上でなければならない。

1.2.4犬ノ勺レボワイノレス含有量試験

1.2.4.1試験材料

1.2.4.1.1試料

混合生ヲクチンを液状不活化ワクチシと同量の滅菌水で溶解する。試験品中の犬ノ〈ノレボウイルス

以外のウイノレスの各抗血清（付記1、2、4及び6）を非働化したもので中和したものをウイルス増

殖用培養液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

1.2.4.1.2培養細胞

猫腎株化細胞浮遊液を用いる。

1.2.4.2試験方法

試料O.lmLずつを4本以上の培養試験管に接種し、 30℃で24時間静置培養した後、ウイルス増

殖用培養液 1.0mLと交換し、 30℃で6日間回転培養する。培養後、培養試験管に赤血球凝集用リ

ン酸緩衝食塩液（付記7）で濃度を調整した1vol%豚赤血球浮遊液を 0.2mL加え、 4℃で 18時

間静置じた後、観察する。

1.2.4.3判定

培養液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 TCIDsoを算出する。

試験品のウイノレス含有量は、 1頭分当たり 105・5TCID却以上でなければならない。

1.2.5犬コロナウイノレス含有量試験

1.2.5.1試験材料

1.2.5.1.1試料

混合生ワクチンを液状不活化ワクチンと同量の滅菌水で溶解する。試験品中の犬コロナウイルス

以外のウイルスの各抗血清（付記1から3まで及び6）を非働化したもので中和したものをウイルス
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増殖用培養液で IO倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

1.2.5.1.2培養細胞

猫腎株化細胞を用いるD

J..2.5.2試験方法

試料O.ImLずつを4本以上の培養細胞に接種し、－37℃で60分間吸着させた後、ウイノレス増殖用

培養液を加え、 37℃で7日間回転培養し、観察する。

1.2.5.3判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCIDsoを算出する。

試験品のウイルス含有量は、 1頭分当たり I04・0TCID,o以上でなければならないo

u異常毒性否定試験
一般試験法の異常毒性否定試験法により試験を行い、これに適合しなければならない。

付記1 抗宋アデノウイノレス（2型）血清

！犬アデノウイノレス（2型）で免疫した兎又はモルモツトの血清であって、試験品の犬アデノ

ワイノレス（2型）を完全に中和できるもの。
ぐ

付記2 抗犬ノ4ラインフノレエンザウイノレス血清

犬パラインフルエンザウイノレスで免疫した兎又はモノレモットの血清であって、試験品の犬パ

ラインフノレエンザウイノレスを完全に中和できるもの。

付記3 抗犬パノレボウイルス血清

犬パノレボウイルスで免疫した兎又はモノレモットの血清であって、試験品の犬パノレボウイノレス

を完全に中和できるもの。

付記4 抗犬コロナウイノレス血清

犬コロナウイノレスで免疫した兎の血清であって、試験品の犬コロナウイノレスを完全に中和で

きるもの。

付記5 ウイルス士宮殖用培養液

l,OOOmL中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

酵母エキス

牛胎子血清

イーグノレMEM

炭酸水素ナトリウムでpHを7.4～7.6に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えでもよい。

付記6 抗ジステンパーウイルス血清

2.95 g 

1.0 g 

20～SOmL 
残量

ジステンパーウイノレスで免疫した兎、モノレぞyト又はフェレツトの血清であって、試験品の

ジステンパーワイノレスを完全に中和できるもの。

付記7 赤血球凝集用リン酸緩衝食塩液

A液 800叫中

塩化ナトリウム 8.0 g 
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塩化カリクム

リン酸水素二ナトリウム、無水

口ン酸二水素カリウム

水

B液 IOOmL中

塩化マグネシウム六水和物

水

C液 IOOmL中

塩化カノレシウム

水

A液、 B液及びC液を8 1 1に混合した後、

力目したもの。

15 

E

H

E
量

今，
U

噌

A

内，
B

0

1

0

残

0.1 g 

残量

0.1 g 

残量

5 w/v%牛血清アノレブミン液を2vol%添
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（母豚用）

豚伝染性胃腸炎濃縮生ワク

チン（母豚用）

「｜豚伝染性胃腸炎生ワクチン

（子豚用）

豚伝染性胃腸炎生ワクチン

（母豚用）

豚伝染性胃腸炎濃縮生ワク

チン（母豚用）

「｜豚流行性下痢生ワクチン

679,900 102,600 

386,800 54,500 

386,800 61,300 

386,800 61,300 

569,900 I 55, ooo I 

33 16 2 

32 2 

’N 

33 16 14 2 
トJ, 

－ 

33 16 2 

21」拠



「｜豚流行性下痢生ワクチン 416, goo I 56, 500 I 

「｜豚伝染性胃腸炎・豚流行性｜ 101,200 I 145, 100 I 

｜下痢混合生ワクチン ｜ ｜ ｜ 

「｜豚伝染性胃腸炎・豚流行性｜ 469, soo I 164, 60o I 

｜下痢混合生ワクチン、 ｜ ｜ ｜ 

括公的。

~tλ主示＼ト入（ふ－~口れム覇軍） ~嶺モト

「｜犬アデノウイノレス（2型）

感染症・犬パラインフノレエ

ンザ・犬ボノレデテラ感染症

（部分精製赤血球凝集素）

混合不活化ワクチン（シー

ド）

528,400 23, soo I 1m1未満

の場合

41 

lmL以上5

mL未満の

場合

13 

－
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h
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「｜犬アデノウイノレス（2型）

感染症・犬パラインフノレエ

ンザ・犬ボノレデ、テラ感染症

｛部分精製赤血球凝集素）

混合不活化ワクチン（シー

ド｝

ウ

犬

パ

コ
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染

ザ
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感
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）
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ル

528,400 

364,300 

14 I 

23,800 I lmL未満

の場合

41 

lmL以上5

mL未満の

423,600 

場合

14 
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ロナウイノレス感染症・犬レ

プトスピラ病（カニコーラ

．イクテロヘモラジー・へ

ブドマデ、イス）混合（アジ

ユパント加）ワクチン（シ

ード）

主主食時。
I.!) 



（別紙4)
「医薬品、医療機器等の品質、有効性及び安全性の確保等に関する法律関係事務の取扱いについてJ （平成12年3月31日付け12畜A第72 9号農林水産省畜産局長通知）

（下線部分は改正部分）

改 正 後 現 行

別表第3 動物用医薬品の検定に関する標準処理期間 別表第3 動物用医薬品の検定に関する標準処理期間

製 弗j 標準処理期間（日） 製 弗j 標準処理期間
（日）

（ワクチン（シードロット製剤）の部） （ワクチン（シードロット製剤）の部）

（略） （略） （略） （略）

犬ヂデノウイルス（2型）感染症・犬パラインフノレエンザ 80 犬アデノウイルス（2型）感染症・犬パラインフノレエンザ 80 
－犬ボノレデテラ感染症（部分精製赤血球凝集素）混合不活 －犬ボノレデテラ感染症（部分精製赤血球凝集素）混合不活
化ワクチン（シード） 化ワクチン（シード）

ジステシパー・犬アデノウイルス（2型）感染症・犬パラ 80 （新設）
インフノレエンザ・犬ノ号ノレボウイノレス感染症・犬コロナウイ
ノレス感染症・犬レプトスピラ病（カニコーラ・イクテロヘ
モアジー・へブドマディス）混合（アジュパント加）ワク
チシ（シード）

（略） （略） （略） （略）




