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動物用生物学的製剤基準の一部改正等について

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、

了知願います。また、貴会会員に対する周知方よろしくぉ願いします。
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動物用生物学的製剤基準の一部改正等にうぃて

今般、「動物用生物学的製剤基準」.(平成14年1'0月3,.日農林水産省告示第
1567号)、「動物用生物学的製剤検.定基準」(平成14年10月3日農林水

産省告示第1568号)、「動物用医薬品の検定手数料並びに出願者の保存用品
として抜き取らせるべき数量を定める等の件」(平成.17年3月18臼農林水

産省告示第516号)、「薬事法第43条第1項の規定に基づき、農林水産大臣

の指定する医薬品を定める等の件」(昭和36年2月1日農林省告示第66.号)

及び「農林水産大臣が指定する生物由来製品」(平成15年7月14日農林水

産省告示第1034号)の一部が別紙1から卸俳氏5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、「薬事法関係事務の取扱いにっいて」(平成12年3月

31日付け12畜A第729号農林水産省畜産局長通知)の'部を牙1俳氏6のと

おり改正するととと・しましたので、御了知願いま司・。
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ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部の豚ポルデテラ感染症・豚パスツレラ症混合(アジュ

バント加)不活化ワクチンの項の欧に次のように加える。

豚ボル,デテラ感染症精製(アフィニティークロマトグラ
フィー部分精製)・'豚パスツレラ症混合(油性アジュバ

ントカΠ)不活化ワクチン

1定義

ボルデテラ・ブロンキセプチカの培養ろ液を牛赤血球膜結合セルロースカラムを用いたアフィニ

ティークロマトグラフィーで部分精製し、得られたシアル酸結合型赤血球凝集素を凍結乾燥したワ

クチン(以下この項において「乾燥ワクチン」という。)と、パスツレラ・ムルトシダの培養菌体

を破砕し、遠心上清を不活化して油性アジュバントを添加したワクチン(以下この項において「液

状不活化ワクチン」という。)を組み合わせたワクチンである。

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

ボルデテラ・ブロンキセプチカ1相菌A19・KS株又はこれと同等と認められた株

2.1.12 性状

ボルデー・ジャング培地(付記1)上に隆起した小円形の集落を形成し、β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1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'、豚萎縮性鼻炎を起こす。生菌又は超音波処理菌をモルモ

ツ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。

21.1.3 継代及び保存

原株及び種菌は、ボルデー・ジャング培地又は適当と認められた平板培地で継代する。

継代は、原株では3代以内、種菌では5代以内でなけれぱならない。

原株及び種菌は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

2.12 パスツレラ・ムノレトシダ

2.12.1 名称

パスツレラ・ムルトシダD型202・KS株又はこれと同等と認められた株

2.1.22 性状

培地上に半透明のスムースな集落を形成し、溶血性を示さない。莢膜を保有する。培養菌体から

調製した皮膚壊死毒素をモルモットの皮内に注射すると、注射部位に壊死を起こす。

2.1ユ、3 継代及び保存

原株及び種菌は、ペプシン消化羊血液加デキストロース・スターチ寒天培地(付記2)又は適当

と認められた平板培地で継代する。

継代は、原株では3代以内、種菌では5代以内でなければならない。

原株及び種菌は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜Cで保存する。

22製造用材料

22.1 ボルデテラ・ブロンキセプチカ

22.1.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

2ユ2パスツレラ・ムルトシダ

.



22ユ.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

23原液

23.1ボルデテラ・プロンキセプチカ原液

23.1.1 培養

平板培地で培養した種菌を液状培地に接種した後、更に液状培地で増菌培養したものを培養菌液
とする。

培養菌液について、 3.1.1の試験を行う。

23.12 原液

培養菌液を遠心分能し、得られた上清液をろ過した後、牛赤血球膜結合セルロースカラム(付記

3)を用いたアフィニティークロマトグラフィーで部分精製し、得られたシアル酸結合型赤血球凝

集素を脱塩・濃縮後、ろ過滅菌したものを原液とする。

原液について、 32.1の試験を行う。

232パスツレラ・ムノレトシダ原液

232.11音養

平板培地で培養した種菌を液状培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.12 の試験を行う。

2.322 原液

培養菌液を遠心分難し、得られた菌体をりン酸緩衝食塩液(以下この項において「PBS」とい

う。)に浮遊して凍結融解する。物理的処理により菌体を破砕した後.、遠心分籬し、得られた遠心

上清をろ過し、たん白量を測定する。ホル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

た後、 PBSで濃度を調整したものを原液とする。

原液について、322の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

2.4.1ボノレデテラ・"プロンキセプチカノ勺レク

ボルデテラ・ブロ'ンキセプチカ原液に適当と認められた安定剤を加えて混合し、最終バルクとす

る。

2.42パスツレラ・ムノレトシダノ勺レク

パスツレラ・ムルトシダ原液に適当と認められた油性アジュバントを加えたものを最終バルクと

する。

2.5 小分製品

2.5.1乾燥ワクチン

ボルデテラ・ブロンキセプチカの最終バル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。

2.52液状不活化ワクチン

パスツレラ・ムノレトシダの最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、33の試験を行う。

3試験法

3.1培養菌液の試験

3.1.1 ボルデテラ・ブロンキセプチカ

3.1.1.1 夾雑菌否定試験

フ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ユ.赤血球甍集(以下この項に論いて「臥」という。)価測定試験

3.1.12.1 試験材料

、



検体を遠心し、得られた上清を試料とする。

3.1.12.2 試験方法

96穴U底又はV底プレートを用い、試料25μL をPBSで2倍階段希釈する。各段階の希釈液

に 0.5V01%グルタールアルデヒド固定牛赤血球浮遊液(付記4) 25 μ Lずつを加え、 37゜Cで2時

間反応させ、更に2~5でで1夜静置した後、赤血球の凝集の有無を観察する。

3.1.123 判定

赤血球の凝集を認めた試料の最高希釈倍数を臥価とする。

検体の遠心上清のΠA価は、 8倍以上でなければならない。
、

3.12 パスツレラ・ムノレトシダ

3.1.2.1 夾雑菌否定試験

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・ムルトシダ以外の菌の発育を認

めてはならない。

3.2原液の試験

32.1ボノレデテラ'・プロンキセプチカ原液

32」.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。

32.12生菌否定試験

32.12.1試験材料

32,1ユ」.1 試料

検体を接種材料とする。

3.2.1.2.12 培地

ボルデー・ジャング培地又は適当と認められた培地を用いる。

32.122試験方法

検体0'1ml.,ずつを平板培地2枚以上にそれぞれ塗抹接種し、37でで48時間培養する。

32.1.23 半1」定

菌の発育を認めてはならない。

32.1.311A 価測定試験

32,13.1試験材料

検体を用いる。

32.132試験方法

3.1.1ユを準用して試験を行う。

3.2.13.3 判定

検体の臥価は、 5頭分及び10頭分の小分製品の原液では128倍以上、20頭分の小分製品の原
液では256倍以上でなければならない。

3.2.1.4 無毒化試験

32.1.4.1 試験材料

32.1.4.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

32.1.4.12 試験動物

体重約350gのモルモットを用いる。
32.1.42 試験力法

注射材料0.1mLずつを試験動物2匹の背部皮内に注射し、 7日間観察する。

32.1.43 申」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ユ2パスツレラ・ムノレトシダ原液



322.1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、適合しなけれぱならない。

322ユ生菌否定試験

3222.1試験材料

32ユユ.1.1 試料

検体を接種材料とする。

3222.12 培地

ペプシン消化羊血液添加デキストロース・スターチ培地又は適当と認められた培地を用いる。
32222試験方法

検体0.1mLずつを平板培地2枚以上にそれぞれ塗沫接種し、37゜Cで18時間培養する。

3222.3 判定

菌の発育を認めてはならない。

3'22.3 無毒化試験

32.1.4 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

322.4たん白量測定試験

32ユ.4,1 試験材料

不活化前の遠心上清ろ過液を試料とする。

322.42 試験方法

Br組dford色素結合法又は適当ど認められた方法により、たん白量を測定する。

3ユユ.4.3 判定

試料l mL中のたん白量は、1.omg以上でなければならない。
3.3 小分製品の試験

33.1 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、乾燥ワクチンは、固有の色罰を有する乾燥物

でなければならず、異物及び異臭を認めてはならない。液状不活化ワクチンは、固有の色調を有す

る懸濁液でなければならず、異物及ぴ異臭を認めてはならない。乾燥ワクチンを液状不活化ワクチ

ンで溶解したものは、固有の色期を有する懸濁液でなければならず、異物及ぴ異臭を認めてはなら
ない。

また、小分容器ごとの性状は、均7でなければならない。

3.32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、乾燥ワクチンは、とれに適合しなければな

らなし、。

333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、乾燥ワクチンは、これに適合しなけれぱな

らない。

33.4PH測定試験

一般試験法のPH測定試験法を準用して試験するとき、液状不活化ワクチンのPH は、固有の値
を示さなけれぱならない。

33.5 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、乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解し

たものは、これに適合しなけれぱならない。

33.6ホルマリン定量試験

適当と認められた方法で液状不活化ワクチンを処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリ

ン定量法を準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、025V01 %以下でなければならない。
33.フチメロサール定量試験



一般試験法のチメロサール定量法を準用して試験するどき、液状不活化ワクチンは、これに適合

しなければならない。

33.8 無毒化試験

3.3.8」試験材料

33.8.1.1 注射材料

乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解した試験品を注射材料とする。

3.3.8.12 試験動物

体重約350Ξのモルモットを用いる。
33.82.試験方法

注射材料0.1mLずつを試験動物・2匹の背部皮内に注射し、 7日問観察する。

33.8.3 翠」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ぱならない。
33.9 安全試験

3.3.9.1 試験材料

33,9'1.1 注射材料

乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解した試験品を注射材料とする。

3.3.9.12 試験動物

体重 10~30kgの豚を用いる。
33.92試験方法

試験動物の2頭を試験群、 1頭を対照群とする。

試験群の2頭に注射材料lml,ずつを筋肉内に2週間隔で2回注射し、対照群と共に、第2回目

注射後2週間まで観察する。

3.3.93 判定

観察期間中、試験動物に臨床的な異常を認めてはならない。注射により一過性の発熱を認めても

3日以内に回復しなければならず、また、注射反応は無視L得る程度以下でなけれぱならない。
3.3」0 力価試験

3.3.10.1豚ボルデテラ感染症力価試験

3.3.10.1.1 試験材料

3.3.10.1.1.1 試験動物

3.3'9の試験に用いた動物を用いる。

3.3.10.1.12 赤血球凝集抗原

ボルデテラ・ブロンキセプチカHA抗原(付記5)を用いる。

3.3.10.12 試験方法

33.9 の試験終了日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清について、マイクロタイター

法で赤血球凝集抑制(以下この項において「凱」という。)試験を行う。

血清1容に25Wん%カオリン加PBS2容及ぴPBS1容を加え、30分間処理した後、遠心上清を

採取する(4倍希釈血,削。96 穴V 底プレートを用いて、 4倍希釈血清25μLをPBSで2倍階

段希釈する。各希釈血清に8単位の赤血球凝集抗原を25μ Lずつ加えて、 4゜Cで1夜静置する。

これに0.5V01%グルタールアルデヒド固定牛赤血球浮遊液(付記4)を50μ Lずつ加え、37でで

2時間反応させ、更に4゜Cで一夜静置した後、赤血球の凝集の有無を観察する。
33.10.1.3 駒」定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数をⅢ抗体価とする。

試験群の凱抗体価は、全て8倍以上でなけれぱならない。ごの場合、対照群では、全て4倍以

下でなけれぱなら'ない。

3.3.102豚パスツレラ症力価試験



33.102.1 試験材料

3.3.102.1.1 注射材料

乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解した試験品を注射材料とする。

3.3.10.2.12 試験動物

約5週齢のマウスを用いる。

33.10.2,13 攻撃用菌液

パスツレラ・ムルトシダ 202・KS 株又はごれと同等の毒力を有する株をペプシン消化羊血液添

加デキストロース・スターチ培地に接種し、 37゜Cで 18時間培養した後、 10Wん%スキムミルクに

集菌し、小分けして、ーフ0゜C以下に保存する。攻撃時に雨蜻弔し、 1d"~ 10'゜CFU/nlL となるよう

に濃度を調整したものを攻盤用菌株とする。

33.10.22 試験方法

試験動物の10匹を試験群とし、10匹を対照群とする。

注射材料 0.1血L ずつを2週間隔で2回、試験群の腹腔内に注射する。 2回目注射後2週目に攻

撃用菌液0.1mLずつを試験群及び対照群の腹腔内に注射して攻撃した後、 7日間観察する。

33.10.23 判定

試験群では、70 %以上が耐過生存しなければならない。この場合、対照群では、70 %以上が死

亡しなければならない。

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。
5 その他

5.1添付文書記載事項

と畜場出荷前の所定の期聞は使用しない旨

付記1 ボルデー・ジャング培地

1,00011正中

ボノレデー・ジャング・アガーベース 30

グリセリン 10

水 残 量

力畍且溶解後、 121勺で 15分間高圧滅菌する。

約50゜Cに冷却Lた後、牛脱線維血液を5V01%となるように添加する。

付記2 ペプシン消化羊血液加デキストロース・スターチ寒天培地

1,ooomL 中
プロテオース・ペプトン NO.3 15

デキスト擢ース 2

可溶性デンプン 10

塩化ナトリウム 3

リン酸水素ニナトリウム 3

ゼラチン 20

寒天 10

水 残

加温溶解後、121゜Cで 15分間高圧滅菌する。

約50゜Cに冷却した後、ペプシン消化羊血液を5V01%と.なるように添加する。

付記3 牛赤血球膜結合セルロースカラム

g
g

g
 
g
 
Ξ
 
g
 
量

3
 
g
 
g



牛赤血球を酢酸で処理した後、超音波破砕して得られた破砕血球膜を臭化シアン"セルロ」

スゲルに吸着させて調製し、カラムに充填したもの。

付記4 0.5%グルタールアルデヒド周定牛赤血球

牛赤血球をグルタールアルデヒドで固定した後、10V01%赤血球液となるように濃度を調整
、

したものであって、使用時に、 0.0IW/V%ゼラチン加PBS で 0.5V01%赤血球液となるように希
釈する。

付記5 ボルデテラ・ブロンキセプチカHA抗原

牛赤血球に対して強い凝集活性を有するボルデテラ・ブロンキセプチカ1相菌の培養ろ液を、

牛赤血球膜結合セルロースカラムを用.いたアフィニティークロマトグラフィー法により精製し、

得られた牛赤血球凝集素の赤血球凝集価が約32単位になるように濃度を調整したもの。

ノ



ワクチン(シードロ,ツト製剤を除く。)の部の産卵低下症候群一 1976 (抽性アジュバント加)不活

化ワクチンの項を次のように改める。

産卵低下症候群一1976(油性アジュバントカロ)不活化ワクチン

1定義

産卵低下症候群一・1976 ウィルスを発育あひる卵、発育鶏卵又は培養細胞で増殖させて得たウイ

ルス液を不活化し、油性アジュバ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 名称

産卵低下症候群一1976ウイルス江・80株又はとれと同等と認められた株

2.12 性状

フ~11日齢の発育鶏卵又は9~15日齢の発育あひる卵の尿膜腔内に注射すると増殖し、その尿

膜腔液には、鶏赤血球擬集性を認める。

2.1.3 継代及ぴ保存

原株及び種ウィルスは、製造に適当と認められた発育卵又は培養細胞で継代する。

継代は、原株では3代以内、種ウイルスでは2代以内でなければならない。

原株及び種ウィルスは、凍結して一40゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
22製造用材料

2ユ.1発育卵

製造に適当と認められた発育卵を用いる。

2ユ2培養糸剛包

EB66細胞を用いる。

2.23 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2.3 原液

23.1発育卵又は培養細胞の培養

23.1.1発育卵の培養

1回に処理する発育卵を個体別発育卵とみなす。

個体別発育卵について、3.1の試験を行う。

2.3.12 培養細胞の培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

個体別培養細胞について、32の試験を行う。

232 ウイノレスの培養

種ウイルスを発育卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心上清若しくはろ液、又は種ウイル

スを培養細胞に接種して培養し、ウィルスの増殖極期に個体別培養細胞ごとに採取した培養液のろ
液又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.3.1又は332の試験を行う。

2.33 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた方法により不活化した、の又はウイルス浮遊液を適当と認め

られた方法により濃縮し、不活化したものを不活化ウィルス浮遊液とする。この場合、適当と認め
られた保存剤を添加してもよい。ただし、最終バルクの調製時に保存剤を添加してもよい。



不活化ウイノレス浮遊液について、3.4の試験を行う。

23.4 アジュバントの添加

不活化ウイルス浮遊液を混合したもの又は不活化ウイルス浮遊液を濃度調整したものに、適当と

認められた油性アジュバントを添加し、原液とする。ただし、最終ノ勺レクの調製時にアジュバント

を添加してもよい。

原液について、 3.5 の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

原液を混合し、濃度調整し、最終ノ勺レクとする。

2.5 小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、 3.6の試験を行う。

3試験法

3.1発育那の試験

個体別発育卵の1%以上又は30個以上を対照発育卵とし、これについて次の試験を行う。

3.1,1 培養観察

対照発育卵を、ウィルスを接種するごとなく、ウイルスの培養と同じ条件で培養し、観察すると

き、脛に異常を認めてはならない。

3.12鶏赤血球凝集試験

3.1.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、

観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

32培養細胞の試験

個体呂1"音養細胞の1%以上を対照培養細胞とし、これについて歌の試験を行う。

32.1培養観察

対照培養細胞を、ウイルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察する

とき、 CPEを認めてはならない。

ただし、対照培養細胞に添加するウイルス増殖用培養液は、牛血清を最終濃度3~5%となるよ

うに添加する。

3.2ユ赤血球凝集試験

32.1 の試験最終日に採取した培養液に、 0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、

観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

33ウイルス浮遊液の試験

3.3.1 ウイノレス含有量試験

33.1.1 試験材料

33.1.1.1 試料

検体を適当と認められた希釈液で希釈し、、各段階の希釈液を試料とする。

33.1.12培養細胞又は発育卵

適当と認められた培養細胞又は発育卵を用いる。

33.12試験方法

培養細胞を用いる場合は、各段階の試料50μ Lと培養細胞浮遊液 100μ Lを 96穴マイクロプ

レートの4穴以上に分注し、混合した後、37゜Cで8日間培養し、観察する。試験最終日に各穴の

培養液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集の有無を観察する。

発育卵を用いる揚合は、試料100μLずつをそれぞれ5個以上の発育卵の尿膜腔内に注射し、37

゜Cで7日間培養し、観察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を用いて

赤血球凝集の有無を観察する。

33.1.3 判定
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培養細胞を用いる場合は、.培養細胞に CPE を認めたもの又は培養液に赤血球凝集を認めたもの

を感染とみなし、 TCΦ"を算.出する。検体のウイルス含有量は、 1 mL中 ld'TCΦ釦以上でなけれ

ばならない。

発育卵を用いる場合は、尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、EΦ知を算出する。

ただし、 24時間以内に死亡したものは、除外する。検体のウイルス含有量は、 1 m工中 10"'乍Φ'0

以上でなければならない。

3.32赤血球凝集試験

3.3.2.1 試験材料

3,32.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

33ユ2 試験方法

マイクロタイター法で赤血球凝集試験を行う。試料に0.5V01%鶏赤血球浮遊液を加え、室温で60

分間静置した後、赤血球凝集の有無を観察する。

332.3 判定

赤血球凝集が観察された検体の最高希釈倍数を赤血球凝集単位とする。

検体の赤血球凝集単位は、640倍以上でなければならない。

3.4不活化ウイルス浮遊液の試験

3.4.1 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、適合しなけれぱならない。

3.4ユ不活化試験

3.42.1 試験材料

3.42.1.1注射材料又は接種材料

発育卵に接種する場合は、検体を注射材料とする。

培養細胞に接種する場合は、検体を滅菌した透析チニーブに入れ、 4゜Cで 1,000倍容量以上のり

ン酸緩衝食塩液中で 24時間透析し、不活化剤を除去又は中和した後、これを無菌的に回収したも

のを接種材料とする。

3,42.12発育卵又は培養ホ醐包

適当と認められた発育卵又は培養細胞を用いる。

3.422 試験方法

発育卵を用いる場合は、注射材料を 10個以上の発育卵の尿膜腔内に0.1mLずつ注射し、37゜Cで

7日間培養した後、尿膜腔液を採取L 更に1代以上継代し、37゜Cで7日間培養し、脛を観察す

る。試験最終日に、尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球菱集の有無を観察

する。

培養細胞を用いる場合は、'接種材料の 0,1mL と鶏脛肝初代細胞 2.omιを6穴プレートの5穴に

分注し、混合し、 37゜Cで5日間以上培養した後、 1代以上継代し、 5日間以上培養観察し、 CPE

の出現を観察する。試験最終日に各穴の培養液を 50μ Lずつ採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を

等量加え、60分間静置し、赤血球凝集の有無を観察する。

3.4.23 判定

発育卵を用いる場合は、脛は正常に発育しなければならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはな

らなし、。

培養細胞を用いる揚合は、培養細胞にCPEを認めず、培養液に赤血球凝集を認めてはならない。

3.5原液の試験

3.5.1 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、適合しなけれぼならない。

3.6小分製品の試験



3.6.1 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均質な懸濁液で、静置す

れぱ下底に水屑の分籬を生ずる場合があるものの、・振とうすれば白色の均一な液体でなければなら

ず、異物及ぴ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。

3.6.2 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。
3.63 チメロサール定量試験

チメロサール添加製剤については、適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、

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、適合しなければならない。

3.6.4 ホノレマリン定量試験

ホルマリン添加製剤については、適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、

般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、02V01%以下でな

ければならない。

3.6.5 安全試験

3.6.5,1 試験材料

3.6.5.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.6.5.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の4~10週齢の鶏を用いる。

3.6.52 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の頚部皮下又は脚部筋肉内に注射し、対照群と共に3週間叉は4週

闘観察する。

3.6.5.3 半U定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。

3.6.6 力価試験

3.6.6.1 試験材料

3.6.6.1.1 試験動物

3.6.5 の試験に用いた動物を用いる。

3.6.6.12 赤血球凝集抗原

産卵低下症候群一 1976ウイルス赤血球凝集抗原(付記)を用いる。

3.6.62 試験方法

3.6.5 の試験最終日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、赤血球凝集抑制試
験を行う。

血清1容に 25W/V %カオリン液3容を加え、20分問処理した後、遠心した上清を採取する。こ

れをりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈血清25μLに等量の4単位の産卵低下症候群一

1976 ウイルス赤血球凝集抗原を加えて混合し、10分間又は30分聞処理した後、 0.5V01%の鶏赤血

球浮遊液を50μLずつ加えて振とう混合し、60分間静置した後に赤血球凝集の有無を観察する。
3.6.63 判定

赤血球凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項に船いて「煎

抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が印抗体価32倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て印
抗体価4倍以下でなければならない。

4貯法及ぴ有効期聞

有効期間は、 3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。



5 その他

5.1添付文書等記載事項

1 肉用鶏には使用しない旨

2 採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ペ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

付記産卵低下症候群'1976ウィルス赤血球凝集抗原

産卵低下症候群一 1976 ウイルス JPA・1株又は適当と認められた株を生ワクチン製造用材料

の規格 13 の発育卵で増殖させて得た尿膜腔液又は生ワクチン製造用材料の規格 2.13 の鶏脛

肝初代細胞で増殖させて得た培養上清に 0.2V01%になるようにホルマリンを加えて不活化し

たもの。

、

、
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ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部のニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染

性ファブリ.キウス嚢病混合(油性アジュバントカの不活化ワクチンの項を炊のように改める。

ユーカッスル病.・鷄伝染性気管支炎2価・鷄伝染性

ファブリキウス嚢病混合(油性アジュバントカn)不活化
ワクチン

1定義

ニューカッスル病ウイルス及び血清型のそれぞれ異なる2種類の鶏伝染性気管支炎ウイルスを発

育鶏卵で増殖させて得たウイルス液並びに鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルスを培養細胞で増殖

させたウイルス液をそれぞれ不活化し、油性アジュバントを添加したものを混合したワク.チン、又

はそれぞれのウイルス液を不活化したものを混合し、油性アジニ,バ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 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.1.1.1 名称

ニューカッスル病ウイルス石井株又はこれと同等と認められた株

2.1.1.2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、その尿膜腔液には、鶏赤血球凝集性を認

める。

2.1.13 継代及び保存

原株及び種ウイルスは、生ワクチン製造用材料の規格1.1の発育鶏卵で継代する。

継代は、原株では3代以内、種ウイルスでは2代以内でなければならない。

原株及ぴ種ウイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
广

2.1ユ鶏伝染性気管支炎ウイルス

2.12.1名称

鶏伝染性気管支炎ウイルス練馬 B0株及び IM・86EC株、又は製造に適当と認められた2種類の

株

2.12.2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に接種すると、鶏脛に特徴的な病変を伴って増殖する。

2.1.23 継代及ぴ保存

原株及び種ウイルスは、生ワクチン製造用材料の規格1.1の発育鶏卵で継代する。

継代は、原株では3代以内、種ウイルスでは2代以内でなければならない。

原株及び種ウイルスは、凍結じて一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

2.1.3 鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス

2.1.3.1 名称

弱毒鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルスK株又はこれと同等と認められた株

2.1.32 性状

鶏脛初代細胞又はVem細胞でCPEを伴って増殖する。

2.13.3 継代及び保存

原株及び種ウィルスは、生ワクチン製造用材料の規格 2.1」の鶏脛初代細胞又は伺規格 1.1 の発
育鶏卵で継代する。

継代は、原株では3代以内、種ウイルスでは2代以内でなければならない。

原株及び種ウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥Lて5゜C以下で保存する。

二



22製造用材料

22.1ニューカッスル病ウイノレス

22.1.1 発育鶏卵

製造に適当と認められた日齢のものを用いる。

22ユ鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株

2.2.2.1 発育鶏卵

製造に適当と認められた日齢のものを用いる。

223 鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイノレス

223.1培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 の鶏脛初代細胞又は製造に適当と認められた細胞を用いる。

2.232 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

23 原液

2.3.1 ニューカッスノレ病ウイノレス原液

23.1.1 発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、 3.1.1の試験を行う。

2.3.12 ウイノレスの培養
種ウイルスを発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.2.1.1の試験を行う。

23.1.3 不活化

ウイルス浮遊液又はこれを濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、不活化ウイルス浮遊液

とする。

不活化ウイルス浮遊液について、 33.1、 332.1及び333.1の試験を行う。

23.1.4 アジュバントの添加

不活化ウイルス浮遊液を濃度荊整した後、適当と認められた油性アジュバントを添加し、原液と

する。

ただし、最終バノレクの調製時.にアジュバントを添加してもよい。

原液について、3.4の試験を行う。

232鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株原液

232,1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、 3.1.1の試験を行う。

2322 ウイノレスの培養

各株の種ウィルスを発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心上清を各株のウイルス浮
＼遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 32.12の試験を行う。

23.2.3 不活イヒ

各ウイルス浮遊液又はこれらを濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、それぞれの株の

不活化ウイルス浮遊液とする。

不活化ウイノレス浮遊液について、 3.3.1及び3322の試験を行う。

23ユ.4 アジュバントの添加

各株の不活化ウイルス浮遊液を濃度調整した後、適当と認められた油性アジニバントを添加し、

それぞれの株の原液とする。

ただし、最終バノレクの調製時にアジュバントを添加してもよい。



原液.について、 3.4の試験を行う。

2.33 鶏伝染性ファプリキウス嚢病ウイルス原液

233,1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。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認
めてばならない。 L

個体別培養細胞について、3.12の試験を行う。

23.3.2 ウイノレスの培養

種ウイルスを培養細胞で培養し、ウイルスの増殖極期に個体"嚇音養細胞ごとに採取した培養液の

ろ液又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 32.13 の試験を行う。

2333 不活化

ウイルス浮遊液又はこれを濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、不活化ウイルス浮遊液
とする。

不活化ウイノレス浮遊液について、 33.1、 3323及び3,33.2の試験を行う'
2.33.4 アジュノ叉ントの添加

不活化ウイルス浮遊液を濃度調整した後、適当と認められた油性アジニバントを添加し、原液と
する。

、

ただし、最終バノレクの調製時にアジュバントを添加してもよい。

原液について、3.4の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

ニューカッスル病ウイルス原液、鶏伝染性気管支炎ウィルスの各株原液及び鶏伝染性ファブリ

キウス嚢病ウイルス原液を混合し、最終バノレクとする。

2.5 小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.5の試験を行う。

3試験法

3.1発育鶏卵又は培養細胞の試験

3.1.1 発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、これにっいて次の試験を行う。
3.1.1.1 培養観察

対照発育鶏卵を、ウィ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し、観察する
とき、鶏脛に異常を認めてはならない。

3.1.12鶏赤血球凝集試験

3.1.1.1の試験最終日に尿膜腔液を採取L、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、
観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.12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、これにっいて炊の試験を行う。
3.12.1 培養観察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察する
とき、 CPEを認めてはならない。

3.122鶏赤血球凝集試験

3,12.1の試験最終日に培養液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、観
察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

32ウイルス浮遊液の試験

32.1 ウイルス含有量試験



3.2.1.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

3.33,1の試験を実施するものについては、この試験を行わなくてもよい。

32.1.1.1 試験材料

32.1.1.1'1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

32.1.1.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1,1の9~Ⅱ日齢のものを用いる。

32.1.1.2 試験方法

試料 0.1mL ずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養L、観

察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

32,1.13 半↓定 、

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ即を算出する。ただし、24時間以内に

死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、 1mL中 10"乍Φ幼以上でなければならない。

32.12鶏伝染性気管支炎ウイルス

3.2.1.2.1 試験材料

32.12.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

32.12.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1の9~10日齢のものを用いる。

32.122試験方法

試料0.1皿Lずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで7~8日間培養し、
、

観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

32.123 判定

鶏屡に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、EΦ"を算出する。

ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、各株について定められた量以上でなければならない。

3.2.13 鶏伝染性ファプリキウス嚢病ウイノレス

3332の試験を実施するものについては、この試験を行わなくてもよい。

3.2.13.1 試験材料

3.2.13.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

32.13.12 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 の鶏1丕初代細胞をシャーレに培養し、単層になったものを用

いる。

32.132 試験方法

試料0.1m工ずつをそれぞれ4枚の培養細胞に接種し、37でで60分間静置吸着させる。第1炊重

層寒天培地(付記1)を加え、37゜Cで3~4日間培養した後、第2扶重層寒天培地(付記2)を

重層し、観察する。

32.133 判定

試料の各希釈段階の平均プラック数からウイルス含有量を算出する。検体のウイルス含有量は、

I m工中 1げ'ヤFU以上でなけれぱならない。

33不活化ウイルス浮遊液の試験

3.3.1 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、適合しなけれぱならない。



3.32不活化試験

332」ニューカッスノレ病ウイルス

332.1.1 試験材料

33.2.1.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

332.1」.2 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格 1.1の9"~ 11日齢のものを用いる。

332.12試験方法

注射材料0.1mLずつを.10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日聞培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養し、観察する。

試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

332.13 判定

鶏脛は、正常に発育しなければならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。

3322鶏伝染性気管支炎ウイルス

3322.1試験材料

3322.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.3ユ2.1.2 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1の9~ 10日齢のものを用いる。

3.3222試験方法

注射材料0,1ml"ずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37%)で5日問培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37でで5日間培養し、観察する。
3.3223 判定

鶏脛は、正常に発育しなければならない。

3,32,3 鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイノレス

33.2.3.1 試験材料

332.3.1.1 試料

100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体5 mL を4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去した

もの又は適当と認められた方法でホルマリンを中和したものを試料どする。

3.32.3.12 培養ホ畍包

生ワクチン製造用材料の規格2.1.1の鶏脛初代細胞で、単層となったものを用いる。
332,32試験方法

試料51nLを、 1 mLにつき 20cm'以上の培養細胞に接種し、 37゜CでK株では5日聞、 D78株.で

は3~4日間培養した後、その培養上清5 mL を採取し、更に1代継代し、37 ででK株では5日

間、 D78株では3~4日間培養し、観察する。

33233 判定

培養細胞にCPEを認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.33 抗原定量試験

3.33.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

32.1.1の試験を実施するものについては、この試験を行わなくでもよい。

33.3.1.1 試験材料

333.1.1.1 試料

検体を生理食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.33.12 試験方法

1



各試料0.05mLにIV01%鶏赤血球浮遊液を0.025mL加え、30~60分間静置する。

3.33.13 判定

赤血球の凝集を示す試料の最高希釈倍数を赤血球凝集(以下この項において「HA」という。)単

位で示す。

抗原量は、 0.05mL中 12811A単位以上でなけれぱならない。

3.332鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス

32.13の試験を実施するものについては、この試験を行わなくてもよい。

3332.1試験材料,

333.2.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3332・2試験方法

試料及び参照抗原(付記3)をR63モノクローナル抗体(付記4)で固相化した酵素抗体法(以

下この項に給いて「ELISA」という。)用プレー'ト(付記5)に添加し、 37゜Cで反応させた後、.ビ

オチン標識 R63 抗体(付記6)を添加し、37 でで反応させる。その後、ホ「スラディッシュペル

オキシダーゼ標識アビジン(付記7)を加え、37゜Cで反応させた後、過酸化尿素を加えたテトラ

メチルベン、チジンを加え、発色させる。 2 m0Ⅶ硫酸を加えて反応を停止させた後、波長 450血

で吸光度を測定する。

3.332,3 判定

参照抗原及び試料の吸光度から試料の抗原量を計算するとき、 R63、EUSA 単位は、 1 血L 中

2,50OEU以上でなければならない。

3.4原液の試験

3.4.1 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。

3.5 小分製品の試験

3.5」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均質な懸濁液でなければ
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。

3.52 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。
3.5.3 ホノレマリン定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリン定量法を準
用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、0ユV01%以下でなければならない。

3.5.4 安全試験

3.5.4.1 試験材料

3.5.4.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.5.4.1'2 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の4~7週齢の鶏を用いる。

3.5.42 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料の1羽分ずつを試験群の頚部皮下に注射し、対照群と共に4週間観察する。
3.5.43 亊」定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。
3.5.5 力価試験

3.5.5,1 ニューカッスノレ病力価試験



3.5.5.1.1 試験材料

3.5.5.1.1.1 試験動物

3.5.4の試験に用いた試験動物を用いる。

3.5.5.1.12 赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

3.5.5.12 試験方法

3,5.4 の試験最終日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、ニューカッスル病

ウイルス赤血球凝集抑制試験を行う。

3.5.5.1.3 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において
TΠ1抗体価」という。)とする。

試験群の 80 %以上が輩1抗体価 80倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群の全てが印

抗体価5倍以下でなければならない。

3.5.52鶏伝染性気管支炎力価試験

3.5.52.1 試験材料

3.5.52.1.1 試験動物

3.5.4 の試験に用いた動物を用いる。

3.5.52.12 中手口試験用ウイノレス

それぞれの製造用株又は適当と認められた株を用いる。ただし、そのウイルス量は、生ワクチン

製造用材料の規格1.1の9~10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウィルス価を測定するとき、
ImL中 ld乍Φ北以上でなければならない。

3.5.5.2.13 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1の9~10日齢のものを用いる。
3.5・522 試験方法

3.5.4 の試験最終日に、試験群及び対照群から得られた各個体の血清について、ウィルス希釈法

により中和試験を行う。血清は、それぞれ各群ごとに等量プールし、非働化する。

中和試験用ウィルスをりン酸緩衝食塩液で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群に分け、第
1群には試験群のプール血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウイルス対照とし

てりン酸緩衝食塩液を、それぞれ等量加えて混合する。これらの混合液を4゜Cで18~24時間又は

37゜Cで60分間処理する。処理した試料0」血Lずつを5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37
゜Cで7~8日間培養し、観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.5.523 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染したものとみなし、 Em,を
算出する。ただし、 24時間以内に死亡したものは、・除外する。

試験群のそれぞれの株に対する中和指数は、対照群に対し2.0 以上でなければならない。この場
L

心、
対照群の中和指数は、ウイルス対照に対し1,0以下でなければならない。訂、

3.5.5.3 鶏伝染性ファブリキウス嚢病力価試験

3.5.5.3.1 試験材料

3.5.5.3」.1 試験動物

3.5.4の試験に用いた動物を用いる。

3.5.53」2 中和試験用ウイノレス

生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 の鶏脛初,代細胞で培養した鶏伝染性ファプリキウス嚢病ウィ
ルスK株又は適当と認められた株を用いる。

3.5.53.13 培養ホ剛包

生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 の鶏脛初代細胞をシャーレに培養し、単層になった、のを用

＼



いる。

3.5.53.2 試験方法

3.5.4 の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清について、中和試験を行う。

血清を非働化し、りン酸緩衝食塩液又はウイルス増殖用培養液 q寸記8)で2倍階段希釈する。

各希釈血清と0.1mL中 100~20OPFUを含む中和試験用ウイルス液をそれぞれ等量加えて混合し、

4゜Cで 18 ~24時間又は 37 でで 60分間処理する。この各混合液0.1mLずつをそれぞれ2枚の培

養細胞に接種し、37゜Cで60分聞静置吸着させた後、第1炊重層寒天培地を加え、37゜Cで3~4日

間静置培養する。その後、第2次重層寒天培地を重層し、観察する。

3.5.5.33 判定

プラック数を50%減少させる血清の最高希釈倍数を中和抗体価とする。

試験群の 70 %以上が中和抗体価 128倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群は、全て中

和抗体価4倍以下でなけれぱならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、 3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。

5 その他

5.1添付文書等記載事項

1 肉用鶏には使用しない旨

2 採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理揚ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

付記1 第.1炊重層寒天培地

1,ooomΞ中

トリプトース・ホスフェイト・'ブロス

牛血清

寒天

イーグノレ入狐M

炭酸水素ナトリウムでPHを7.0~フ.4に調整す.る。

必要最少量の抗生物質は加えてもよい。

付記2 第2欧重層寒天培地

第1次重層寒天培地に d5Wん%のニュートラルレッド液を2 V01 %になるように加えたも

の。

付記3 参照抗原

Ver0 細胞で培養した鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス D78 株ウイルス液をホルマリン

で不活化した後、抗原量を約 10,00OEulmLに調整したもの。

ノ

付記4 R63モノクローナル抗体

鶏伝染性ファプリキウス嚢病ウイルスの感染防御抗原である VP2 たん白を認識し、'中和活

性を有するモノクロ」ナル抗体で、参照抗原が規定の抗原量を示すように固相化緩衝液で濃度

を調整したもの。

付記5 EL玲A用プレート

96穴平底マイクロプレート

2.95 底

20 mL

10 g

残量

付記6 ビオチン標識R63抗体

、



付記7

参照抗原が規定の抗原量を示すように狼・EIA 緩衝液(付記9)で濃度を調整したもの。

ホースラディッシニペノレオキシダーゼ標識アビジン

参照抗原が規定の抗原量を示すようにIB・EIA緩衝液で濃度を鯛整したもの。

ウイルス増殖用培養液

1,000血L 中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス 2.95 8

牛血清 mL

イーグノレN促M 量

炭酸水素ナトリウムでPHを7,0~フ.4 に調整する。

IB ・ EIA緩衝液

1,ooonlL 中

リン酸二水素ナトリウム 231 g

リン酸水素ニナトリウムニ水和物 24.06 g

塩化ナトリウム 29.22 3

カオリン処理30創dL牛血清アルブミン 3.3 mL

ポリソノレベート20 0.5 畠

水 残量

ろ過滅菌後、スキムミルク2 gdL及び牛胎子血清5V01%を加える。

付記8

付記9

J

、

0
残



ワクチン(シードロッ.ト製剤を除く。)の部の鶏サルモネラ症(サルモネラ・エンテリティディス)

(油性アジュバントカ田不活化ワクチンの項の次に次のように加える。

鶏サルモネラ症(サルモネラ

モネラ・ティフィムリウム)

化ワクチン

1定義

サルモネラ・エンテリティディス及ぴサルモネラ・ティフィムリウムのそれぞれの培養菌液を不活化
し、油性アジュバントを添加したものを混合したワクチンである。

2製法

2.1 製造用株

2.1.1サルモネラ・エンテリティディス

2.1.1.1 名称

サルモネラ・エンテリティディス E・926株及びE、136株、又はこれらと同等と認められた株

2.1.12 性状

サルモネラ・エンテリティディス基準株に一致する生物学的性状及び血清学的性状を示す。
2.1.13 継代及び保存

原株及ひ種菌は、適当と認められた培地で継代する。

継代は、原株では3代以内、種菌では2代以内でなけれぱならなし、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。

原株及ひ種菌は、凍結して一40゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

2.12 サノレモネラ・ティフィムリウム

2.12.1 名称

サルモネラ・ティフィムリウム T・0お株又はこれと同等と認められた株

2.12,2 性状

サルモネラ・ティフィムリウム基準株に一致する生物学的性状及び血清学的性状を示す。
2.123継代及ぴ保存

原株及ひ種菌は、適当と認められた培地で継代する。

継代は、原株では3代以内、種菌では2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。

原株及ひ種菌は、凍結して一40゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
22製造用材料

22.1 培地

'製造に適当と認められた培地を用いる。

23 原液

23.1サルモネラ・エンテリティディス原液

23.1.1 1音養

種菌を培地に接種し、培養したものを更に培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。
培養菌液について、3.1の試験を行う。

23.12 不活化

培養菌液にホルマリンを加えて不活化したもの又はそれを濃縮したものを,不活化菌液巴する。
不活化菌液について、32の試験を行う。

23.13 アジニバントの寄肋Π

・エンテリティディス・サル

(油性アジュバント加)不活



不活化菌液を必要に応じ濃度調整し、油性アジュバントを添加したものを原液とする。

原液について、33の試験を行う。

232サルモネラ・ティフィムリウム原液

232.1 培養

種菌を培地に接種し、培養したものを更に培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.1の試験を行う。

232.2 不活化

培養菌液にホルマリンを加えて不活化したもの又はそれを濃縮したものを不活化菌液とする。

不活化菌液について、32の試験を行う。

2323 アジュバントの嵜肋Π

不活化菌液を必要に応じ濃度調整し、抽性アジュバントを添加したものを原液とする。
原液について、33の試験を行う。

2.4 最終ノしレク

各原液を必要に応じ濃度調整し、混合したものを最終バルクとする。

2.5ノト分製品

最終ノ勺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、3.4の試験を行う。

3試験法

3.1培養菌液の試験

3,1.1夾雑菌否定試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、夾雑菌の集落を認めてはならない。

3.12生菌数試験

3.12'1 試験材料

3.12.1.1 試料

検体を生理食塩水で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.12.12 培地

適当と認められた寒天培地を用いる。

3.122試験方法

各試料ln正ずつを混釈法によりそれぞれ2枚以上の培地に接種し、37゜Cで24時間培養した後、集
落数を数える。

3.123 判定

各段階の希釈液ごとの集落数から生菌数を算出する。
J

検体の生菌数は、サルモネラ・エンテリティディスについてはlnlL中10.・,個以上、サノレモネラ・テ

イフィムリウムについては11'中1が・'個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、その生菌数とtる。

32不活化菌液の試験

32.1不活化試験

32,1.1 試験材料

32.1」.1 試料

検体を試料とする。

32.1.12 培地

適当と認められた液状培地及び適当と認められた寒天培地を用いる。

32.12試験方法

液状培地10omLに試料lmLを接種し、37゜Cで24時間培養する。培養液0.1mLずっをそれぞれ2

枚以上の寒天培地に接種して、37゜Cで24時間培養する。



32.1.3 判定

いずれの寒天培地上においても、菌の発育を認めてはならない。

322総菌1紋試験

322.1試験材料

322.1.1 試料

検体又は検体を適当と認められたりン酸緩衝食塩液で希釈したものを試料とする。

322.2試験方法

分光光度計を用いて試料の吸光度を測定する。

3223判定

標準検量線、吸光度の測定値及び検体の希釈度から総菌数を算出するとき、検体中の総菌数は、サル

モネラ・;ニンテリティディスについては1111L 中 109・0個以上、サノレモネラ・ティフィムリウムにっいて

はlmL中10"'個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、その総菌数
とする。

33原液の試験

33,1 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、適合しなけれぱならない。

3.4小分製品の試験

3'4'1 特陛試験

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均質な懸濁液でなければなら

ず、異物及ぴ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。

3.42 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、適合しなけれぱならない。

3.43 ホノレマリン定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリ"ン定量法を準用し

て試験するとき.、ホルマリンの含有量は、 02V01%以下でなければならない。

3.4.4 安全試験

3.4.4.1 試験材料

3.4.4.1.1 注身1材料

試験品を注射材料とする。

3.4.4.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の5~7週齢の鶏を用いる。

3.4.42試験方法

試験動物10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の頚部皮下に注射する。対照群と共に4週間観察を行い、試験最終日に
注射部位を剖検する。

3.4.4.3 判定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検したとき、注射部位
に著しい異常を認めてはならない。

3.4.5 力価試験

3.4.5.1鶏サルモネラ症(サルモネラ・エンテリティディス)力価試験

3.4.5.1.1 試験材料

3.4.5.1.1.1 試験動物

3,4.4の試験に使用した試験動物を用いる。

3.4.5,1.1,2 撫諜反応用抗原

「ひな白痢急遠診断用菌液」を用いる。



3.4.5.1ユ試験方法

3.4.4 の試験最終日に、試験群及ぴ対照群から得られた各個体の非働化された血清にっいて、マイク

ロタイター法で凝集反応を行う。

生理食塩液で5倍に希釈した試験群及ぴ対照群の血清、参照陽性血清(付記1)並びに参照陰性血清

(付記2)を生理食塩水で2倍階段希釈し、各希釈血清に 100 倍に希釈した「ひな白痢急速診断用菌

液」を等量力Πえ、振とう混合後、37゜Cで2時間感作する。感作終了後、 4゜Cで1夜静置し、凝集像を
観察する。

3.4.5.13 半11定

完全凝集が認められた血清の最高希釈倍数を抗体価とする。

試験群の抗体価から、抗体価の幾何平均値を算出したとき、試験群は、100 倍以上でなければならな

い。この場合、対照群では、全て 10 倍以下でなければならない。また、参照陽性血清は、凝集抗体価

160~320倍の値を示さなけれぱならず、参照陰性血清は、10倍未満でなければならない。

3.4.52鶏サルモネラ症(サルモネラ・ティフィムリウム)力価試験

3.4.52.1 試験材料

3.4.52.1.1 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の5~7週齢の鶏を用いる。

3.4.52.12 攻撃用菌液

サルモネラ・ティフィムリウムのリファンピシン耐性強毒株'(付記3)をハートインフニージョン液

体培地に接種して37゜Cで振とう培養する。とれを 10.・,~,・,個加L の菌量に濃度を調整したものを攻撃
用菌液とする。

3.4.5.22 試験方法

試験動物の10羽を試験群、10羽を対照群とする。 〕

注射材料1羽分ずつを、試験群の頚部皮下に注射する。注射4週後に、攻撃用菌液を試験群及び対照

群のそ嚢内にln正ずつ接種して攻撃する。攻撃後5日目に、試験群及ぴ対照群から個体別に盲1昜便約

18を採取し、これに9倍量のハーナテトラチオン酸脚口基礎培地を添加した後、よく混合したものを
攻撃菌回収用試料とする。攻撃菌回収用試料をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、100、10.、10、及

ぴ10'希釈のそれぞれ0'025mLを試験用培地(付記4)に接種し、37゜Cで24時間培養した後、発育し

た菌集落数を数え、盲1昜便18中の生菌数を算出する。 J

3.4.5ユ3 判定

試験群の盲1昜便中の生菌数は、対照群のそれより有意に低い値を示さなければならない(スチューデ
ント t検定、 Pく 0.05)。

4R宇法及び有効期間

有効期間は、 3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。
5その他

5.1添付文書等記載事項

1 本剤を鶏に使用する場合は、事前に最寄りの家畜保健衛生所に相談の上、指示を受け、標識した無
注射鶏を1%程度残す旨

2 本剤を投与した鶏は、ひな白痢の抗体検査で陽性を示す旨

3 肉用鶏には使用しない旨

4 採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

5 本剤の投与と併せて、国が定めた鶏卵のサルモネラ総合対策指針に基づき、総合的な衛生管理対策
を実施する旨

付記1 参照陽性血清

生ワクチン製造用材料の規格 1.1 由来の鶏をサルモネラ・エンテリティディスで免疫して得た血



清であって、「ひな白痢急速診断用菌液」.を用いてマイクロタイター法で凝集反応を行ったとき、

凝集抗体価160~320倍を示すものであり、小分けし、凍結して一20で以下で保存する。

付記2 参照陰性血清

生ワクチン製造用材料の規格 1.1由来の鶏から得た血清で、「ひな白痢急速診断用菌液」を用い

てマイクロタイター法で凝集反応を行った・とき、凝集抗体価 10 倍未満を示すものであり、小分け

し、凍結して一20゜C以下で保存する。

付記3 サルモネラ・ティフィムリウムのリファンピシン耐性強毒株

サルモネラ・ティフィムリウムT・0お株又はこれと同等以上の毒力を有するリファンピシン耐性

強毒株

付記4 試験用培地

D肌寒天培地にリファンピシンを100μ創mLとなるように加えたもの。

'J

、



、

ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部のニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・産卵低

下症候群一 1976・鶏伝染性=リーザ(A ・ C型)・マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症混合

(油性アジュバントカの不活化ワクチンの項を次のように改める。

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・産卵低下症

候群一1976・鷄伝染性コリーザ(A ・ C型).・マイコプ

ラズマ・ガリセプチカム感染症混合(油性アジュバント

カロ)不活化ワクチン

1定義

ニューカッスル病ウイルス及び血清型のそれぞれ異なる2種類の鶏伝染性気管支炎ウイルスを発

育鶏卵で増殖させて得たウイルス液、産卵低下症候群一 1976 ウイルスを発育あひる卵又は培養細

胞で増殖'させたウイノレス液並びにへモフィルス・パラガリナノレム(A型及びC型菌)及ぴマイコプ

ラズマ・ガリセプチカムの培養菌液をそれぞれ不活化したものに油性アジュバントを添加し、混合

したワクチンである。

2製法
、

2.1製造用株

2.1.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.1.1.1 名称

ニューカッスル病ウイルス石井株又はこれと同等と認められた株

2.1.12 性状

10口齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、その尿膜腔液には、鶏赤血球凝集性を認
める。

2.1.13 継代及び保存

原株及び種ウイルスは、生ワクチン製造用材料の規格1.1の発育鶏卵で継代する。

継代は、原株では3代以内、種ウイルスでは2代以内でなければならない。

原株及び種ウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

2.12鶏伝染性気管支炎ウイルス

2.1.2.1 名称

鶏伝染性気管支炎ウィルス練馬且0株及び TM・86EC 株、又は製造に適当と認められた2種類の

株

2.12.2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に接種すると、鶏脛に特徴的な病変を伴0て増殖する。

2.123 継代及ぴ保存

原株及び種ウイルスは、生ワクチン製造用材料の規格1,1.の発育鶏卵で継代する。

継代は、原株では3代以内、種ウィルスでは2代以内でなければならない。

原株及び種ウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

2.1.3 産卵低下症候群一 1976 ウイノレス

2.13.1 名称

産卵低下症候群一 1976ウイルスKE.80株叉はどれと同等と認められた株

2.1.32 性状

H 日齢の発育鶏卵又は 14日齢の発育あひる卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、その尿膜腔液

には、鶏赤血球凝集性を認める。



2.133継代及び保存

原株及び種ウイルスは、生ワクチン製造用材料の規格 1.1の発育鶏卵、同規格 1.3 の発育あひる

卵又はEB66細胞で継代する。

継代は、原株では3代以内、種ウイルスでは2代以内でなければならない。

原株及び種ウイルスは、凍結して一40゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

2.1.4 へモフィノレス・パラガリナノレムA型菌

2.1.4.1 名称

ヘモフィルス・パラガリナルムA型菌N0ユ21株又はこれと同等と認められた株

2.1.42 性状

鶏及び発育鶏卵に対して病原性を示す。牛、馬、羊、鶏及びモルモットの赤血球を凝集する。
2.1.43 継代及ぴ保存

原株及び種菌は、生ワクチン製造用材料の規格1.1の5~7罫齢の発育鶏卵で継代する。

継代は、原株では3代以内、種菌では2代以内でなければならない。

原株及び種菌は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

2.1,5 へモフィノレス.・パラガリナノレムC型菌

2.1.5.1名称

ヘモフィノレス・パラガリナルムC型菌53-47株又はこれと同等と認められた株

2.1.52 性状

鶏及び発育鶏卵に対して病原性を示す。

2.1.53 継代及び保存

原株及び種菌は、生ワクチン製造用材料の規格1.1の5~7日齢の発育鶏卵で継代する。

継代は、原株では3代以内、種菌では2代以内でなければならない。

原株及び種菌は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
2.1.6マイコプラズマ・ガリセプチカム

2.1.6.1 名称

マイコプラズマ・ガリセプチカム63-523株又はこれと同等と認められた株

2.1.6.2 性状

鶏に対して病原性を示す。

2」.63継代及ぴ保存

原株及ぴ種菌は、適当と認められた培地で継代する。

継代は、原株では3代以内、種菌では2代以内でなければならない。

原株及び種菌は、凍結して一如で以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
22製造用材料

22.1ニューカッスノレ病ウイノレス

22.1,1 発育鶏卵

9~Ⅱ日齢のものを用いる。

222鶏伝染性気管支炎ウイルス

222.1発育鶏卵

9~H 日齢のものを用いる。

2.2.3 産卵低下症候群一 1976 ウイルス

22.3.1発育あひる卵

9~ 13日齢のものを用いる。

2ユ32培養細胞

EB66細胞を用いる。

223.3 培養液



製造に適当と認められた培養液を用いる。

22.4へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌

2'2.4.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

22.5 マイコプラズマ・ガリセプチカム

22.5.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

23原液

23.1 ニューカッスノレ病ウイノレス原液

2.3.1.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、3.1.1の試験を行う。

23」2 ウイルスの培養

種ウイルスを発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、 32.1.1の試験を行う。

2.3.1.3 不活イヒ

ウイルス浮遊液を適当と認められた方法で濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、不活化

ウイルス浮遊液とする。

不活化ウイノレス浮遊液について、 3.4.1及び3.42,1の試験を行う。

23.1.4 アジュバントの添加

不活化ウイルス浮遊液をりン酸緩衝食塩液で濃度調整した後、適当と認められた油性アジニバン

トを添加し、原液とする.。

原液について、 3.6の試験を行う。

232鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株原液

2.32,1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、 3.1.1の試験を行う。

2322 ウイノレスの培養

各株の種ウイルスを発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心上清を各株のウイルス浮

遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 32.12の試験を行う。

2323 不活化

各株のウイルス浮遊液を適当と認められた方法で濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、

それぞれの株の不活化ウイルス浮遊液とする。

不活化ウイノレス浮遊液について、 3.4.1及ぴ3.422 の試験を行う。

2.3.2.4 アジュバントの添加

各株の不活化ウイルス浮遊液をりン酸緩衝食塩液で濃度調整・した後、適当と認められた油性アジ

ニバントを添加し、それぞれの株の原液とする。

原液について、 3.6の試験を行う。

233産g叫氏下症候群一 1976 ウイルス原液

233.1発育あひる卵又は培養細胞の培養

233.1.1発育あひる卵の培養

1回に処理する発育あひる卵を個体別発育あひる卵とみなす。

個体別発育あひる卵について、 3.1.2の試験を行う。

233.12培養糸醐包の培養



1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認

めてはならない。

個体別培養細胞について、3.13の試験を行う。

233.2 ウイノレスの培養

種ウイルスを発育あひる卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液を遠心若しくはろ過したもの、又

は種ウイルスを培養細胞に接種して培養し、ウイルスの増殖極期に個体別培養細胞ごとに採取した

培養液のろ液若しくは遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 32.1.3及び322の試験を行う。

2333 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた方法で濃縮したものにホルマリンを加えて不活化L、不活化

ウイルス浮遊液とする。

不活化ウイノレス浮遊液について、 3.4.1及び3.423 の試験を行う。

23.3.4 アジュバントの添加

不活化ウイルス浮遊液をりン酸緩衝食塩液で濃度嗣整した後、適当と認められた油性アジュバン

トを添加し、原液とする。

原液について、 3.6の試験を行う。

23.4 へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌原液

23.4.11音養

種菌を製造用培地で培養したものを更に製造用培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、 3.3.1及ぴ33.2.1の試験を行う。

2.3.4ユ不活化

培養菌液にホルマリンを力1えて不活化した後、適当と認められた方法で濃縮したものを不活化菌
液とする。

不活化菌液について、 3.5.1.1及ぴ3.52.1 の試験を行う。

23.43 アジニバントの添加

不活化菌液をりン酸緩衝食塩液で濃度調整した後、適当と認められた油性アジュバントを添加し、

原液とする。

原液について、 3.6の試験を行う。

23.5 マイニプラズマ・ガリセプチカム

23.5.け音養

種菌を製造用培地で培養したものを更に製造用培地に接種・継代し、培養したものを培養菌液と

する。

培養菌液について、 3.3.1及び3322の試験を行う。
、

23.52 不活化

培養菌液にホルマリンを加えて不活化した後、適当と認められた方法で濃縮したものを不活化菌

液とする。

不活イヒ菌液について、 3.5.12及ぴ3.522 の試験を行う。

23.53 アジュバントの添加

不活化菌液をりン酸緩衝食塩液で濃度調整した後、適当と認められた油性アジュバントを添加し、
原液とする。

原液について、 3.6の試験を行う。

2.4 最終ノしレク

ニューカッスル病ウイルス原液、鶏伝染性気管支炎ウィルスの各株原液、産g剛氏下症候群一

1976 ウイルス原液、ヘモフィルス・パラガリナルム各型菌原液及びマイコプラズマ.ガリセプチ

カム原液を混合し、濃度調整じたものを最終バルクとする。



2.5 小分製品

最終バルクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.7の試験を行う。

3試験法

3.1発育卵又は培養細胞の試験

3.1.1発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、これにっいて炊の試験を行う。

3.1.1」培養観察

対照発育鶏卵を、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じ、観察する

とき、鶏脛に異常を認めてはならない。

3.1.12鶏赤血球凝集試験

3'1.1.1の試験最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、

観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.12発育あひる卵の試験

個体別発育あひる卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育あひる卵とし、.これにっいて徐の試験
を行う。

3.1.2.1 培養観察

対照発育あひる卵を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察
するとき、あひる脛に異常を認めてはならない。

3.1.2.2 鶏赤血球凝集試験

3.12.1の試験最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、

観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.1.3 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、とれにっいて次の試験を行う。

3.1.3.1 培養観察

対照培養細胞を、ウイルスを接種することなく、ウイルスの培養と伺じ条件で培養し、観察する

とき、 CPEを認めてはならない。

ただし、対照培養細胞に加えるウイルス増殖用培養液は、牛血清を最終濃度3~5%となるよう
に添加したものを用いる。

3.1.3ユ鶏赤血球凝集試験

3.1.3.1の試験最終日に培養液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、観
察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

32ウイルス浮遊液の試験

3.2.1 ウイルス含有量試験

32.1.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

32.1.1.1 試験材料

32.1.1.1,1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
32.1.1.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1の9~ H 日齢のものを用いる。
32.1」2試験方法

試料 0.1mL ずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養し、観
察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3ユ.1.13 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EID,を算出する。ただし、24時間以内に

J



死亡したものは、除外する。

検体のウイノレス含有量は、 11nL中 1げ゜Eの.。以上でなければならない。
32.12鶏伝染性気管支炎ウイルス

32.12.1 試験材料

32.12,1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
32.12.12 発育鶏gN

生ワクチン製造用材料の規格1.1の9~10興齢のものを用いる。

32.1.22 試験方法

試料 0.1mL ずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで7~8日間観察す
る。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

32,12.3 判定

鶏腫に死亡又は変徃(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、 EΦ加を算出する。
ただしイ24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウィルス含有量は、 1mL中1が乍Φ,以上でなければならない。

32.13産卵低下症候群一 1976 ウイルス

32.13.1 試験材料

32.1.3.1.1 試料

検体をイーグルN正Mで10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.2.13.1ユ培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格2.13の鶏脛肝初代細胞を用いる。
32.132試験方法

試料50μ工と培養細胞浮遊液 100 μ L を 96 穴マイクロプレート4穴以上に分注.混合し、37
゜Cで8日間培養し、観察する。試験最終日に各穴の培養液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用

いて赤血球凝集の有無を観察する。

32.1.33 判定

培養細胞にCPE又は培養液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 TCΦ即を算出する。
検体のウイルス含有量は、 1m王中 ld"TCΦ帥以上でなけれぱならない。

322赤血球凝集試験

322、1試験材料

32.2.1」試料

検体をりン酸緩衝食塩液で希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.2.22 試験方法

マイクロタイター法で赤血球凝集試験を行う。試料に 0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、60
分間静置し、赤血球凝集の有無を観察する。

322.3 判定

赤血球凝集が観察された試料の最高希釈倍数を赤血球凝集単位とする。
検体の赤血球凝集単位は、640倍以上でなけれぱならない。

3.3 培養菌液の試験

33.1夾雑菌否定試験

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。
3.32生菌数試験

332.1へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌

3.32.1.1 試験材料

3.3.2.1,1.1 試料



検体を普通プイヨンで10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.32.1.12 培地

鶏血清加寒天培地(付記D を用いる。

3,32.1ユ試験方法

各試料 0.1mL 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、37 で、 5V01%

炭酸ガス下で48時間培養後、集落数を数える。

33,2.13 判定

各段階の希釈液ビとの集落数から生菌数を算出する。

検体の生菌数は、 A型菌ではlmL中 10"'個以上、 C型菌ではlmL中 1げ゜個以上でなければな

らない。

3322マイ=プラズマ・ガリセプチカム

332.2.1 試験材料

3322.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

33.22.12 培地

変法シャノック寒天培地(付記2)を用いる。

3.3222試験方法

各試料 0.1m工ずつをそれぞれ2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、37゜Cで7日間培

養した後.、集落数を数える。

3322.3 判定

各段階の希釈液ごとの集落数から生菌数を算出する。

検体の生菌数は、 1紅中ld"個以上でなければならない。

3.4不活化ウイルス浮遊液の試験

3.4.1 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、適合しなけれぱならない。

3.42不活化試験

3.42.1 ニューカッスル病ウイノレス

3.42」.1試験材料

3.4ユ.1.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.42.1.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1の9~Ⅱ日櫛のものを用いる。

3.4.2.12 試験方法

注射材料0.1mLずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37でで5日間培養し、観察する。

試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。
3.42.13 判定

鶏脛は、正常に発育しなければならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。
3.422鶏伝染性気管支炎ウイノレス

3.4.2.2.1 試験材料

3.422.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.4.2ユ.12 発育鶏JN

生ワクチン製造用材料の規格 1.1の9~ 10日齢のものを用いる。

3.4222 試験方法



注射材料0.1mLずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで5日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養L、観察する。

3.422'3 判定

鶏』丕は、正常に発育しなけれぱならない。

3.42.3 産卵低下症候群一 1976 ウイノレス

3.42.3.1 試験材料

3.4ユ,3'1.1 注射材料又は接種材料

発育卵に接種する場合は、検体を注射材料とする。

培養細胞に接種する場合は、検体を滅菌した透析チューブに入れ、 4゜Cで 1,000倍量以上のりン
酸緩衝食塩液中で 24時間透析し不活化剤を除去し、又は不活化剤を中和した後、これを無菌的に

回収したものを接種材料とする。

3.4.23.1.2 発育卵又は培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格1.1の7~9日齢の発育鶏卵、同規格13の9~14日齢の発育あひ

る卵又は同規格2.13の鶏脛肝初代細胞を用いる。

3.42.32 試験方法

発育卵を用いる場合は、注射材料を 10個以上の発育卵の尿膜腔内に0.1mLずっ注射し、37゜Cで

7日間培養した後、尿膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで7日間培養し、脛を観察する。

試験最終日に、尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集の有無を観察する。
培養細胞を用いる場合は、接種材料の ojmL と鶏庭肝初代細胞浮遊液 2.omL を6穴プレートの

5穴に分注、混合し、 37气)で8日間培養した後、更に 1代継代し、 3フヤで8日聞培養し、 CPE を

観察する。試験最終日に各穴の培養液を 50μ Lずつ採取し、0.5V01,%鶏赤血球浮遊液を等量加え、

60分間静置し、赤血球凝集の有無を観察する。

3.4233 判定

発育卵を用いる場合は、脛は正常に発育しなければならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはな
らない。

培養細胞を用いる揚合は、培養細胞に CPE を認めず、培養液に赤血球凝集を認めてはならない。
3.5不活化菌液の試験

3.5.1 不活化試験

3.5,1.1 へモフィルス・パラガリナノレムの各型菌

3.5.1.1.1 試験材料

3.5.1.1.1.1 接種材料

検体を接種材料とする。

3.5.1.1.12 培地

鶏血清加寒天培地又は適当と認められた培地を用いる。

3.5.1.12 試験方法

接種材料 ojmL ずつを2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、37゜C、 5 V01%炭酸ガ
ス下で48時間培養した後、集落の有無を観察する。

3.5;1.13 判定

接種材料を接種した全ての培地上にへモフィノレス・パラガリナルムA型菌又はへモフィルス.パ
ラ脚りナルムC型菌の集落を認めてはならない。

3.5.12 マイコプラズマ・ガリセプチカム

3.5.1ユ.1 試験材料

3.5.1.2.1.1 接種材料

検体を接種材料とする。

3.5.12.12 ナ吾地



変法シャノック培地(付記3)及び変法シャノック寒天培地、又は適当と認められた培地を用い

る。

3.5.1.22 試験方法

変法シャノック培地10omLに接種材料lmL を接種後、 37゜Cで 14日間培養中る。培養後、 3、

フ、10及ぴ14日目に培養液mmLずつを2枚以上の変法シャノック寒天培地に接種して培地表面

に拡散させ、37゜Cで7日問培養後、集落の有無を観察する。

3.5.123 判定

全ての培地上にマイ・コプラズマ・ガリセプチカムの集落を認めてはならない。

3.52総菌数試験

3.52.1へモフィルス・パラガリナノレムの各型菌

3.52.1.1 試験材料

3.52.1」.1 試料

検体又は検体をりン酸緩衝食塩液で適度に希釈したものを試料とする。

3.52.12 試験方法

試料の濁度を分光光度計で測定する。

標準検量線、濁度の測定値及ぴ検体の希釈度から総菌数を算出する。
3.52.1.3 判定

検体中の総菌数は、 A型菌ではl mL 中2.8 × 10'個以上、 C型菌ではl mL 中 12 × 1が゜個以上

でなければならない。

3.52ユマイコプラズマ・ガリセプチカム

3.522.1試験材料

3.522.1.1 試料

検体又は検体をりン酸緩衝食塩液で適度に希釈したものを試料とする。

3.522.2 試験方法

試料の濁度を、分光光度計で測定する。

標準検量線、濁度の測定値及び検体の希釈度から総菌数を算出する。

3.522.3 判定

検体中の総菌数は、 1m工中10舶個以上でなければならない。

3.6原液の試験

3.6.1 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、適合しなけれぱならない。

3.7小分製品の試験

3.フ.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、固有の色胴を有する均質な懸濁液でなければ

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、均一でなけれぱならない。
3.72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、適合しなけれぱならない。
3.フ.3 ホノレマリン定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料どし、一般試験法のホルマリン定量法を準
用して試験するとき、ホルマリンの含有量はイ02V01%以下でなければならない。

3.フ.4 安全試験

3.フ.4.1 試験材料

3.フ.4.1」注射材料

試験品を注射材料とする。

3,フ.4,1ユ試験動物



生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の30~35日齢の鶏を用いる。

3.フ.4.2 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、'3羽を対照群とする。

注射材料の1羽分ずつを試験群の頚部皮下に注射し、対照群と共に4週間観察する。

3.フ.43 判定

観察期間収試験群及ぴ対照群に臨床的な異常を認めてはならない。

3.フ.5 力価試験

3.フ.5.1 ニューカッスノレ病力価試験

3.フ.5.1」試験材料

3,フ.5.1.1.1 試験動物

3.フ.4 の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.5.1.12 赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

3.フ.5.12 試験方法

3.フ.4 の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清について、ニニーカッスル病

ウイルス赤血球凝集抑制試験を行う。

3.フ,5.1.3 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において

「田抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が1Ⅱ抗体価80倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全てⅧ

抗体価5倍以下でなければならない。

3.フ.5.2 鶏伝染性気管支炎力価試験

3.フ.52.1 試験材料

3.フ.52.1.1 試験動物

3'フ.4の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.5.2」2 中和試験用ウイノレス

それぞれの製造用株を用いる。ただし、そのウイルス量は、生ワクチン製造用材料の規格 1.1の

9~ 10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウイルス価を測定するとき、 1 mL 中 1が'乍Φ,以上

でなければならない。

3.フ.52.13 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格 1.1の9~ 10日齢のものを用いる。

3.フ,522 試験方法

3.フ.4 の試験最終日に、試験群及び対照群から得られた血清について、ウイルス希釈法により中

和試験を行う。血清は、それぞれ各群ごとに等量プールし、非働化する。

中和試験用ウイルスをりン酸緩衝食塩液で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群に分け、第

1群には試験群のプール血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウイルス対照とし

てりン酸緩衝食塩液を、それぞれ等量加えて混合する。とれらの混合液を4゜Cで18~24時間又は

37でで 60分間処理する。処理した試料 0.1mLずつを5個以上の発育鶏卵に注射し、37%)で7~

8日間培養し、観察する。

3.フ.5.23 判定

鶏脛に死亡又は変性(発脊不全、カーリング)を認めたものを感染したものとみなし、 EΦ釦を

算出する。ただL、24時間以内に死亡したものは、除外する。

試験群の中和指数は、対照群に対し2.0 以上でなけれぱならない。ごの場合、対照群の中和指数

は、ウイルス対照に対し1.0以下でなければならない。

3.フ.53 産卵低下症候群一 1976力価試験

、、



3.フ.5.3.1 試験材料

3.フ.5,3.1,1 試験動物

3.フ.4の試験で用いた動物を用いる。

3.フ.53.12 赤血球凝集抗原

産卵低下症候群一 1976ウイルス赤血球凝集抗原(付記4)を用いる。

3.フ.532 試験方法

3.フ.4 の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清について、赤血球凝集抑制試

験を行う。

血清1容に 25W/V %カオリン液(付記5) 3容を加え、.20分間処理した後、遠心した上清を採

取する。'とれをりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈血清25μL に等量の4単位の産卵低

下症候群一 1976ウイルス赤血球凝集抗原を加えて混合し、30分間処理した後、0.5V01%の鶏赤血球

浮遊液を50μLずつ加えて振とう混合し、60分間静置した後に、赤血球凝集の有無を観察する。

3.フ.53.3 判定

赤血球凝集が抑制された血清の最高希釈倍数をⅢ抗体価とする。

試験群の80%以上が印抗体価32倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て田

抗体価4倍以下でなければならない。

3.フ.5.4 鶏伝染性コリーザ(A ・ C型)力価試験

3.フ.5.4.1 試験材料

3,フ.5.4.1.1 試験動物

3,フ.4の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.5.4.1.2 赤血球凝集抗原

「鶏伝染性コリーザ(A型)診断用赤血球凝集抗原」及ぴ鶏伝染性凱リーザ(C型)赤血球凝集

抑制反応用抗原(付記6)を用いる。

3.フ.5.42 試験方法

3.フ.4 の試験最終日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、鶏伝染性コリーザ

(A型)赤血球凝集抑制試験及ぴ鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集抑制試験を行う。

3.フ.5.43 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を印抗体価とする。印抗体価5倍以上を陽性と

する。

それぞれの赤血球凝集抑制反応に給いて試験群の 70 %以上が陽性でなければならない。この場

合、対照群では、全て陰性でなければならない。
3.フ.5.5 マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症力価試験

3.フ.5,5.1 試験材料

3.フ.5.5.1.1 試験動物

3'フ.4の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.5.5.12 赤血球凝集抗原

マイコプラズマ・ガリセプチカム赤血球凝集抗原(付記7)を用いる。

3.フ.5.5.2 試験方法

3.フ.4 の試験最終日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、マイコプラズマ・

ガリセプチカム赤血球凝集抑制試験を行う。

血清をりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈血清25μL に等量の4単位のマイコプラズ

マ・ガリセプチカム赤血球凝集抗原を加えて混合し、15~20分闇処理した後、025V01%の鶏赤血

球浮遊液を 50μ Lずつ加えて振とう混合し、 4゜Cで1夜又は室温で 120分間処理した後、赤血球

凝集の有無を観察する。

3.フ.5.53 判定



赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数をⅢ抗体価とする。

試験群の田抗体価の幾何平均値は、 8倍を超えなけれぱならない。ただし、農林水産大臣が特

に認めた場合には、その幾何平均値とする。この場合、対照群は、全てⅢ抗体価4倍未満でなけ
ればならない。

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揚合には、その期間とする。
5 その他

5.1添付文書等記載事項

1肉用鶏には使用しない旨

2採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

付記1 鶏血清加寒天培地

1,000皿L 中

鶏肉水 30omL

ペプトン 5 g

カザミノ酸 1g

グルタミン酸ナトリウム 1g

塩化ナトリウム 5g
寒天 15 8
水 残量

PH を 7.0 ~フ.4 に調整し、高圧滅菌する。冷却した後、鶏血清お址及びβ,ニコチンアミ

ド・アデニン・ジヌクレオチド0.005gを加える。

付記2 変法シャノック寒天培地

1,ooolnL 中

A

PP工O Broth w/O CV 16 g
寒天 9畜
水 750 n11,

高圧滅菌又はろ過滅菌後、50~60゜Cに冷却する。
B

非加熱馬血清 20o mL

25WN%新觧イーストエキス 50 lnL

50WN%グノレニース液 20 ⅡIL

ベンジノレペニシリンカリウム 100 万単位

ろ過滅菌する。 ノ

AとBを混合する。

付記3 変法シャノック培地

、1,000皿L 中
A

PP工O Br0壮IW/O CV 16 g

0.4W/V %フェノーノレレッド 0.4 mL

水 750mL

高圧滅菌又はろ過滅菌する。

ノ



B

非加熱馬血清 200 血L

25WN%新鮮イーストエキス 50 lnL

50WV%グノレニース液 20 血L

ベンジノレペニシリンカリウム 100 万単位

ろ過滅菌する。

AとBを混合し、 1 m0地水酸化ナトリウム液でPHを7;6~8.0.に調整する。

付記4 産卵低下症候群一 1976ウイルス赤血球凝集抗原

産卵低下症候群一 1976 ウイルス JPA・1株又はこれと同等と認められた株を生ワクチン製造

用材料の規格 13 の発育あひる卵で増殖させて得た尿膜腔液又は生ワクチン製造用材料の規格

2.1.3 の鶏脛肝初代細胞で増殖させて得た培養上清に 02V01 %になるようにホルマリンを加え

て不活化したもの。

付記5 25Wん%カオリン液

10omL 中

カオリン 25 g

リン酸緩衝食塩液 残量

高圧滅菌又はアジ化ナトリウムを0.0IW/V04添加した後、 2~ 10゜Cに保存する。

付記6 鶏伝染性=リーザ(C型)赤血球凝集抑制反応用抗原

ヘモフィノレス・パラガリナノレムC型菌を適当な方法で処理し、 1V01%圖定鶏赤血球を用い

て反応を行うとき、赤血球凝集価が80倍以上のもの。

付記フマイニプラズマ・ガリセプチカム赤血球凝集抗原

製造用株を培養し、ホルヤリンを加えて不活化した菌液を遠心洗浄後、再浮遊し、これにグ

リセリンを等量加え、-20゜C以下に保存したもの。



ワ・クチン(シードロット製斉のの部のイバラキ病生ワクチン(シード)の項の次に炊のように加え

る。

アカバネ病・チュウザン病、アイノウイルス感染症混合(ア

ジュバントカロ)不活化ワクチン(シード)

1定義

シードロット規格に適会したアカバネウイルス、カスバウイルス及ぴアイノウイル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ルス液を不活化し、アルミニウムゲルアジュバントを激Uした

後混合したワクチンである。

2製法

2.1 製造用株

2.1.1 アカバネウイノレス

2'1.1.1 名称

アカバネウイルス0BE、1株又はどれと同等と認められた株

2.1.12 性状

生後2日以内の乳のみマウスの脳内に接種すると、マウスは3日以内に死亡する。

牛腎初イ都音養細胞、豚腎初イ都音養細胞、1血工U・1細胞イ ESK細胞及びVem細胞でCPEを伴うて増殖す

る。

2.1.13 マスターシードウイルス

2.1」3.1イ乍製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、1丑'U・1細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖させ、運続した工程に

より作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70ヤ以下又は
凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワ'クチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2,1,1.47ーキングシードウイルス

2.1.L4.1 増殖、継イt及て繰存

ワーキングシードウイルスは、1註nιU・1細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖及ひ泳倒七する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2」.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.1.5.1 増殖及て繰存

プロダクションシードウイルスは、1丑ⅡLU,1*醐包又は適当と認められた培養細胞で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は演結乾燥Lて5゜C以下で

保存する。

プロダクションシードウイノレスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.12 カスバウイノレス

2」2.1 名称

カスバウイルスK47株又はこれと同等と認められた株
「

2.1ユ2 性状

子牛の脳内に接種すると、発熱、食飲不振、白血球減少、歌いで神経症状を示す。



B1Ⅸ・21(C・13)細胞、 1金止U・1細胞及びVero、T細胞でC郎を伴って増殖する。

2.123 マスターシードウイノレス

2.123.1イ俸き、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、 B1Ⅸ・21(C・13)細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖させ、連続した

工程によりイ乍製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又は

凍結乾燥して5で以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、3.1.1の市峨を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイノレスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.12.4.1 増殖、継イt及ぴ保存

ワーキングシードウイルスは、 B肱・21(OB泌瑚包又は適当と認められた培養細胞で増^飯ひ継イ毛する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する'

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.1.2.5 プロダクションシードウイノレス

2.12.5,1 増殖及て下保存

プロダクションシードウィルスは、 B1永.・21(C・13)細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖させる。
プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で

保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.13 アイノウイノレス

2.13.1 名称

アイノウイルスJ水At28株又はこれと同等と認められた株

2」32性状

牛の静脈内に接種すると、ウイルス血症を認めるが、発熱などの臨床症状は認められない。

B1Ⅲ・21(C・13)細胞、 1玉ηLU・1細胞及ぴVer0細胞でCPE を伴って増殖する。

2.133 マスターシードウイノレス

2.133.1イ乍製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、1血LU・1細胞、 B1丞・21(C・13)細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖

させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍佶して一70゜C以下又は

凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルスから

小分製品までの最高継代数は、.5.代以内でなければならない。

2.13.47ーキングシードウイノレス

2.13.4.1 増殖、継代及て肌存

ワーキングシードウイルスは、1玉nLU・1細胞、 B1Ⅸ,21(C、13)細胞又は適当と認められだ培養細胞で増
夙亘及て所佳代する。

ワーキングシードウィルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイルスについて、3.12の試験を行う。

2,13.5 プロダクションシードウイノレス

2,13.5.1 増殖及てド保存

プロダクションシードウイルスは、 H1正U・垰醐包、 B輩く、21(C、13)細胞又は適当と認められた培養細胞



で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で

保存tる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

22製造用材料

22.1アカバネウイノレス

22.1.1 株化ネ剛包

丘'U・1細胞又1謹1造に適当と認められた株化細胞を用いる。

22,12培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

22.13 マスターセノレシード

2ユ.13」イ乍製、保存及びプロダクションセノレシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、22.12の培養液で増殖させ、連続した工程によりイ乍製し、保存用の容器に分
注する。

分注したマスタ÷セルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付U 康結して一70で以下で保存す

る。

マスターセルシードについて、3ユ」の試験を行う。

マスターセノレシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシードからプ

ロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなけれぱならない。

22.1.47ーキングセノレシード

22.1.4.1 増殖、継代及て肌存

ワーキングセノレシードは、22.12の培養液で増殖及洲佳代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。

22.1.5 プロダクションセノレシード

22.1.5.1 増殖及び保存

プロダクションセルシードは、22.12の培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結して一70で以下で保存する。

プロダクションセルシードを保存する場合は、323の試験を行う。

222カスバウイノレス

222.1株化細胞

B慾立1(C・13)細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。
2222培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2223マスターセルシード

2223.1イ乍製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、2222の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分
注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下で保存す
る。

マスターセノレシードについて、32、1の試験を行う。

マスターセルシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセノレシードからプ

ロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。

222.47ーキングセノレシード

2ユユ,4.1 増殖、継イ七及て肌存



ワーキングセルシードは、2222の培養液で増祈峨び継代する。

ワーキングセノレシードは、凍結しズーフ0゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。

222.5 プロダクションセノレシード

222.5.1 増h取て眼存

プロダクションセノレシードは、2222の培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結して一70で以下で保存する。

プロダクションセルシードを保存する場合は、323の試験を行う。

223 アイノウイノレス

223.1 株化細胞

印血11-1細胞、 B1Ⅸ・21(C・13)細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

2232培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2233 マスターセノレシード

2233.1イ乍製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、2232の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分

注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下で保存す
る。

ヤスターセノレシードについて、32.1の試験を行う。

マスターセノレシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシードからプ

ロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなけれぱならない。
223.47ーキングセノレシード

223.4.1 増殖、継代及て肌存

ワーキングセノレシードは、2232の培養液で増殖及ひ旅倒tする。

ワーキングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。

223.5 プロダクションセルシ「ド

223.5.1増殖及てメ保存

プロダクションセノレシードは、2232の培養液で増殖させる。

プロダクシ"ンセルシードを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。

プロダクションセルシードを保存する場合は、3ユ3の試験を行う。

23原液

23.1アカバネウイルス原液

23.1.1 プロダクションセノレシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウィルス接種前の培養細胞に異常を認めては
ならない。

J

23.1.2 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシードウイルスを23.1.1のホ剛包で培養し、ウィルスの増殖極期に個体別培養細胞ビと

に採取した培養液のろ液又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮殖搬について、 33.1.1 の試験を行う。

23.13 不活化

ウイルス浮遊液にホルマリンを0.1V01%となるように加える方法又はその他の適当と認められた方法

によりウイルス浮遊液を不活化し、不活化ウイルス液とする。

不活化ウイルス液について、 3.4.1及び3.42.1の試験を行う。

鬼



23.1.4 原液

不活化ウイルス液に適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを測nし、原液とする。

原液について、.3.5の試験を行う。

232カスバウイノレス原液

232.1プロダクションセルシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認めては

ならない。

23.2.2 ウイルスの培養

プロダクシヨンシードゥイルスを232.1の細胞で培養し、ウィルスの増殖極期に個体易唯音養細胞ごと
に採取した培養液のろ液又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 33.12のヌ式験を行う。

2323 不活化

ウイルス浮遡夜にホルマリンを0.1V01%となるように加える方法又はその他の適当と認められた方法

によりウイルス浮遊液を不活化し、不活化ウイルス液とする'

不活化ウイノレス液について、 3.4.1及び3.422の試験を行う。

232.4 原液

不活化ウイルス液に適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを添力口し、原液とする。

原液について、 3.5の試験を行う。

233 アイノウイノレス原液

233.1プロダクションセルシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認めては

ならない。

2332 ウイノレスの培養

プロダクションシャドウイルスを233.1の細胞で培養し、ウィルスの増殖極期に個体呂ψ音養細胞ごと

に採取した培養液のろ液又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、33.13 の試験を行う。

233.3 不活化

ウイルス浮遊液にホルマリンを0.1V01%どなるように加える方法又はその他の適当と認められた方法

惟よりウイルス浮遡夜を不活化し、不活化ウイルス液とする。

不活化ウイノレス液について、 3.4.1及び3.423 の試験を行う。

233.4原液

不活化ウィルス液に適当と認められたアルミニウムゲルアジニバントを添力Πし、原液とする。

原液について、3.5 の試験を行う。

2.4最終ノ勺レク

アカバネウィルス原液、カスバウイルス原液及びアイノウィルス原液を混合し、最終バノレクとする。
2.5小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.6.の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイルスの試験

3.1.1.1 同IE試験

シードロット規格の1,42.3.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.1.12 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。



3.1.13 マ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、適合しなけれぱならない。

3.1,1,4外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否スE試験

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の1.1、2.1及び22を準用して試験tるとき、適合しなけれ

ばならない。

3.1.1,42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定一h斐試験

牛RSウイルス、ブルータングウイルス及びりンパ球性舮R絡髄膜炎ウィルスにっいて、一般試験法の外

来性ウイルス否定試験法の1.1及び3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.1.422 個別ウイノレス否スき試験

牛ウイルス性下痢一粘膜病ウイルス、ロタウイルス、牛白血病ウイルス、日本脳炎ウイルス及び狂犬病

ウイルスについて、ー"史試験法の外来性ウイノレス否定試験法の 1.1、 32.5、 32.フ、 32.8及び329 を準用

して試験するとき、適合しなければならない。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

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、適合しなけれぱならない。

3.1.22 マ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。

3.13 プロダクションシードウイノレスの試験

3.13.1 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、適合しなけれぱならない。

3.132 マ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。

32株化細胞のヨ弌験

32.1マスターセルシードの試験

32.1.1 培養性状試験

シードロツト規格の2.1.42,1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.12起源動物種同定試験

シードロット規格の2.1.42.12を準用Lて試験するとき、適合しなければならない。

32.13 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。

3.2.1.4 マイ=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。

3ユ.1.5 外来性ウイノレス否定試験

32.1.5.1 共通ウイノレス否IE試験

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の12、2,1及び22を準用して試験するとき、適合しなけれ

ぱならない。

32.1.52 特定ウイノレス否IE試験

3ユ.1.52.1 特定ウイノレス否定一般i式験

牛RSウイルス、ブルータングウイルス及びりンパ球性舮畔各呈鍾膜炎ウイノレスにっいて、一般試験法の外

来性ウイルス否定試験法の12及び3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.5.22 個別ウイノレス否IE試験

牛ウイルス性下痢一粘膜病ウイルス、ロタウイルスイ牛白血病ウイルス、日本脳炎ウィルス及び狂犬病

ウイノレスについて、ー"斐試験法の外来陛ウイノレス否スE試験法の12、 32.5、 32.フ、 32.8及び32.9 を準用



して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.6核学的侠色体ン陛状試験

シードロット規格の2.1.42.1.6.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.71重傷形成性/』重癌原性試験

シードロット規格の2.1.42.1フを準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.227ーキングセノレシードの試験

3ユ2,1培養性状試験

シードロット規格の2.1.422.1を準用Lて試験するとき、適合しなければならない。

3222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。

3223マ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、適合しなけれぼならない。

323プロダクションセルシードの試験

323.1培養性状試験

シードロッ、ト規格の2.1.423.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3232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。

3233マイロプラズマ否定試験

一般試験法のマイニ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。

33ウイルス浮遊液の試験

33.1ウイルス含有量市瞰

33.1.1 アカバネウイルス

33.1.1.1 ^材料

33.1.1.1.1 試料

検体をウイルス増殖用培養液(付記)で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

33.1.1,12 培養細胞

H血工U・1細胞を小試験管に1~3日間培養し、単層となったものを用いる。

33.1.12 試験二方法

試料0.1血工ずつをそれぞれ4本以上の培養細胞に接種し、36でで60分間静置吸着させた後、ウイル

ス増殖用培養液をσ.5nlLずつ加え、34~36゜Cで7日間回転培養し、観察する。

33.1」3 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 1CΦ'。を算出する。

検体のウィルス含有量は、 1mL中10印TCΦ印以上でなけれぱならない。
33.12 カスバウイノレス

33.12.1試験材料

33.12.1,1 試料

検体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。

33.12.1,2 培養ネ醐包

Vero、Tホ醐包を小試験管に1~3日間培養し、単層となったものを用いる。

33.122試験方法

試料0.1血工ずつをそれぞれ4本以上の培養細胞に接種し、36゜Cで60分間静置吸着させた後、ウイル

ス増殖用培養液を0,5n止ずつ加え、37゜Cで7日間回転培養し、観察する。

33.123 半」定

培養ホ朋包にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ釦を算出する。
検体のウィノレス含有量は、 1mL中1がOTCΦ抑以上でなけれぱならない。



33.13 アイノウイノレス
、

33.13.1試験材料

33.13.1.1 試料

検体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。

33」3」2培養細胞

妊mLU・垰岡包を小試験管に1~3日間培養し、単層となったものを用いる。

33.13.2試験方法

試料0.1址ずつをそれぞれ4本以上の培養細胞に接種し、36でで60分間静置吸着させた後、ウイル

ス増^胴培養液を0.5mLずつ加え、34~36゜Cで7日間回転培養し、観察する。
33.133 亊」定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ幼を算出する。
検体のウィルス含有量は、 1mL中 10'・OTCΦ.。以上でなければならない。

3.4不活化ウイルス液の試験

3.4.1 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、適合しなけれぱならない。

3.42不活化試験

3.42.1 アカバネウイノレス

3.42.1.1試験材料

3.42.1.1.1 試料

100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体5nlLを4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去したものを

試料とする。

3.42.1.12 培養細胞

H血工U・H瑚包を培養瓶で1~3日間培養し、単層となったものを用いる。

3.42,12試験方法

試料の全量をlnlLにうき3Cm'以上の培養細胞に接種し、34゜Cで60分間静置吸着させた後、ウイル

ス増殖用培養液を加え、34~36゜Cで7日間培養し、観察する。

3,42.13 判定 、

培養細胞にCPEを認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.422 カスバウイノレス

3.422.1 試験材料

3.42.2.1.1 試料

100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体5mLを4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去したものを

試料とする。

3.422.12 培養ま剛包

Vao・T細胞を培養瓶で1~3日間培養し、単層となうたものを用いる。

3.42ユ2試験方法

試料の全量をlmLにつき3 血'以上の培養細胞に接種し、34゜Cで60分間静置吸着させた後、試料を

抜き取り、ウイルス増殖用培養液を加え、34~36゜Cで5日間培養後、細胞を次代に継代する。継代後2

日目に培養液を抜き取り、ウィルス増殖用培養液を加え、34~36゜Cで5日間培養後、更に歌代ヘ継代し、

2代目と同様の方法で培養し、観察する。

3.4223 判定

培養細胞にCPEを認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない6

3.423 アイノウイノレス



3.423.1 試験材料

3.423.1」試料

100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体5nlLを4ヤで1夜透析し、不活化剤を除去したものを

試料とする。

3.423.12培養ネ剛包

丘'U・1細胞を培養瓶で1~3日間培養し、単層となったものを用いる。

3.4232試験方法

試料の全量をlml,につき3Cm'以上の培養細胞に接種し、34゜Cで60分間静置吸着させた後、ウィル

ス増殖用培養液を加え、34~36゜Cで7日間培養し、観察する。

3.4233 判定

培養細胞にCPEを認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.5 原液の試験

3.5.1 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。

3.6小分製品の試験

3.6」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、圖有の色調を有する均質な懸濁液でなければならず、

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。

3.62PH測IE試験

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

3,63 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。

3.6.4 ホルマリン定量試験

一般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、OJV01%以下でなけ

ればならない。

3.6.5 アノレミニウム定量試験

一般試験法のアルミニウ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、 1如工中1 血且

以下でなけれぱならない。

3.6.6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しハ。

3.6.フ力価試験

3.6.フ.1 試験材料

3.6.フ.1.1 を主射材料

試験品を注射材料とする。

3,6.フ.12 試験動物

体重約350gのモルモットを用いる。
3.6.フ.13 中手Π命瞰用ウイノレス

3.6.フ.13.1 アカバネウイノレス

HhlLU・1ネ剛包で増殖させたアカバネウイルスJaGk39株を用いる。

3.6.フ.132 カスバウイノレス

B1Ⅸ、21(C、13)細胞で増殖させたカスバウイノレスK47株を用いる。

3.6.フ.133 アイノウイノレス

B愈・21 (C・13)"朋包で増殖させたアイノウイルス J可、1A128株を用いる。

3.6.フ.1.4 培養細胞



丘'U・1細胞及ぴVero・T細胞を小試験管に2~3日聞培養し、単層となったものを用いる。

3.6.フ.2 試験方法

注射材料0.5mLずつを5匹の試験動物に3週間隔で2回筋肉内注射し、第2回目の注射後10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、ウイルス増殖用培養液で2倍階段希釈する。各希釈血清0.5祗と0.1n正中

約200ICΦ卸の中和試験用ウィルス液0.5mLとを等量混合し、アカバネウイルス及びアイノウイルスは

37でで60分間、カスバウイルスでは90分間処理する。この各混合液0.1mLずつをアカバネウイルス及

びアイノウイルスは1丑n工U・1細胞、カスバウイルスではVero.T細胞のそれぞれ4本の培養細胞に接種し、

37でで60分間静置吸着させた後、ウイルス増殖用培養液を0.5n正ずつ加え、アカバネウイルス及びア

イノウイルスは34~36゜C、カスバウイルスは37でで、 7日間回転培養し、観察する。

3.6.73 半11定

培養細胞の2木以上にCPEのF且[ヒを認めた血清の最高希釈イ音数を中和抗体価とする。

アカバネウイルス及びアイノウイルスは中和抗体価8倍以上、カスバウイルスでは中和抗体価32倍以

上を中和抗体陽性とする。

試験動物の中和抗体陽性率は、それぞれのウイルスに対して、80%以上でなければならない。

4貯法及ひ有効期間

有効期問は、製造後2年6か村間とする。ただし、農林水産大臣が特に認めた揚合には、その期間とす

る。

付記ウイルス増殖用培養液

1,ooomL 中
トリプトース・ホスフェイト・ブロス 295 套

グルタミン酸ナトリウム 5.0 0

プドウ糖 1.0 邑

酵母エキス 0.5 g

牛血清 10 ~20 nlL

イーグル入促M 残量

炭酸水素ナトリウムでPHを72~フ.6に調整する。

牛血清は、アカバネウイルス、カスバウイルス及びアイノウイルスに対する中和抗体陰性のものを用

いる。

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)の部の牛クロストリジウム感染症5種混合(アジュバントカのトキ

ソイド(シード)の項の次に次のように加える。

牛口.タウイルス感染症3価・牛コロナウイルス感染症・

牛大腸菌性下痢症(K99精製線毛抗原)混合(アジュバ

ントカロ)不活化ワクチン(シード)

1定義

シードロット規格に適合した血清型のそれぞれ異なる3種類の牛ロタウィルスを同規格に適合し

た株化細胞で増殖させて得たウィルス液、シードロット規格に適合した牛凱ロナウイルスを同規格

に適合した株化知胞で増殖させて得た感染細胞の可溶化抗原及ぴシードロット規格に適合した大腸

菌精製線毛抗原即9 をそれぞれ不活化し、アルミニウムゲルアジュバ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 牛ロタウイノレス

2.1.1.1 名称

牛ロタウィルス GU1皿a 8701株、 Hyog0 9301株及びSh血肌e 9501株、又は製造に適当と認めら
れた3種類の株

2.1.1.2 性状

MA・1叫細胞に接種すると、単層細胞の剥籬を特徴とするCPEを伴って増殖し、その培養液は、

モルモット赤血球を凝集する。

2.1.13 マスターシードウイノレス

2.1.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、 MA,104 細胞又は適当と認められた細胞で増殖させイ連続した工程

により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70゜C以

下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.1.4.1 増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシードウイルスは、入仏・1叫細胞又は適当と認められた細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.1,5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウイルスは、入IA・104細胞又は適当と認められた細胞で増殖させる。

プロ'ダクションシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一 70゜C以下又は凍結乾燥して6゜C
以下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する揚合は、.3.13 の試験を行う。
2.1.2 牛コロナウイノレス



2.1.2.1 名称

牛コロナウイルスNO.66偵株又はごれと同等と認められた株

2.122 性状

生後3日以内の乳のみマウスの脳内に接種すると、神経症状を呈し死亡する。

牛腎継代細胞、11AL 細胞、1虫.T・18 細胞(ヒト直腸ガン由来株化*剛包)及び BEK、1 細胞(牛胎

子腎由来株化細胞)で合胞体形成を特徴とするCPEを伴って増殖する。

ラット、マウス、ハムスター及び鶏赤血球を凝集する。

2.123 マスターシードウイノレス

2.123,1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードウィルスは、磁L 細胞又は適当と認められた細胞で増殖させ、連続した工程に
より作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70 で以

下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.1.2.4」増.殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、11AL細胞又は適当と認められた細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイルスについて、 3.1.2の試験を行う。

2.1.2.5 プロダクションシードウイノレス

2.12.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウィルスは、 H紅細胞又は適当と認められた細胞で増殖させる。
プロダクシヨンシードウイルス.を保存する場合は、凍結して一 70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C

以下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.1.3 大腸菌

2.13.1 名称

大腸菌T・2株又はこれと同等と認められた株

2.132 性状

ソイビーン・カゼイン・ダイジェスト液状培地で培養すると耐熱性エンテロトキシンを産生す

る。

2.1.33 マスターシード菌

2.13.3.H乍製、保存及ぴ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体培地 q寸記1)で増殖させ、連続した工程により作
製し、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、凍結して一 70゜C以下又は

凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.4 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代以内でなけれぱならない。

2.1.3.47ーキングシ「ド菌

2.13.4.1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体培地で増殖及び継代する。

ワーキングシード菌は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシード菌について、 3.1.5の試験を行う。

2.1.3.5 プロダクションシード菌

2.13.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションシード菌は、適当と認められた液体培地で増殖させる。

プロダクションシ←ド菌を保存する場合は、凍結して一 70 で以下又は凍結乾燥して5゜C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、3.1.6の試験を行う。

2.2製造用材料

2ユ.1 牛ロタウイノレス

22.1.1 株化細胞

MA・104細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

22.1.2 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

22.1.3 マスターセノレシード

22.1.3.1作製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、22.12の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器

に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70゜C以下で

保存する。

マスターセルシードについて、32.1の試験を行う。

マスターセルシードは、,ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

からプロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。

22.1.47ーキングセノレシード

22.1.4.1 増殖、継代及ぴ保存

ワーキングセルシードは、22.12の培養液で増殖及ぴ継代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセルシードについて、322の試験を行う。

2ユ.1.5 プロダクションセルシード

2ユ.1.5.1 増殖及び保存

プロダクションセノレシードは、 2.2」.2 の培養液で増殖させる。

プロダグションセノレシードを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。

プロダク,ションセノレシードを保存する場合は、323の試験を行う。

2ユ2牛コロナウイノレス

222.1株化細胞

H紅恕胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

222.2培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2.2.2.3 マスターセノレシード

2.223.1作製、保存及ぴプロダクションセノレシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、2222の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器

に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70゜C以下で

,



保存する。

マスターセルシードについて、32.1の試験を行う。

マスターセルシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

からプロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。
2ユ2.47ーキングセノレシード

22.2.4.1 増殖、継代及ぴ保存

ワーキングセルシードは、22.22の培養液で増殖及び継代する。

ワーキングセノレシードは、凍結して一70で以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。

222.5 プロダクションセノレシード

222.5.1 増殖及び保存

プロダクションセノレシードは、ユ222の培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結して一70で以下で保存する。

プロダクションセルシードを保存する場合は、323の試験を行う。

223 大腸菌

2.23.1 培地

液体培地、寒天培地(付記2)又は製造に適当と認められた培地を用いる。

2.3 原液

23.1牛ロタウイルス各株

23.1.1 プロダクションセノレシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認

めてはならない。

2.3.12 ウイノレスの培養

プロダクションシー・ドウイルスを 23.1.1 の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養

細胞ごとに採取した培養液のろ液、遠心上清又はこれらを濃縮したものをウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、33.1の試験を行う。

2.3.1.3 不活イヒ

ウイルス浮遊液にホルマリンを0.4V01%となるように加える方法又はぞの他適当と認められた方

法により不活化し、不活化ウイルス液とする。

不活化ウイルス液について、3.5の試験を行う。

23.1.4 原液

不活化ウィルス液を混合し、原液とする。
原液について3.10の試験を行う。

232 牛コロナウイノレス

232.1プロダクションセノレシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別1音養細胞とみなす。ウィルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

23.22 ウイノレスの培養

プロダクションシードウィルスを 23ユ.1 の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養
細胞ごとに感染細胞と培養液を採取し、遠心した沈澄をウイルス感染細胞、上清をウイルス浮遊液
とする。

ウイノレス浮遊液について、332の試験を行う。

232.3可溶化

ウイルス感染細胞を可溶化処理した後、遠心した上清を可溶化抗原液どする。



可溶化抗原液について、3.6の試験を行う。

23ユ.4不活化

可溶化抗原液から適当と認め.られた方法で可溶化剤を除去し、濃度調整したものにホルマリンを

0.05V01 %となるよう加える方法又はその他適当と認められた方法により不活化し、不活化可溶化

抗原液とする。

不活化可溶化抗原液について、3.7の試験を行う。

23.2.5 原液

不活化可溶化抗原液を混合レ、原液とする。

原液について、 3.10の試験を行う。

2.33 ・大腸菌

233.1 培養

プロダクションシード菌を液体培地で培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.4の試験を行う。

2332集菌

培養菌液を遠心し、その沈済を線毛抽出用緩衝液(付記3)に浮遊し、濃厚菌液とする。

2333線毛の精製

濃厚菌液から適当と認められる方法で加熱抽出したものの遠心上清を抽出線毛抗原液とする。抽

出線毛抗原液から塩析法により抗原画分を採取し、りン酸緩衝食塩液に浮遊し、透析後濃度調整し

たものを精製線毛抗原液とする。

精製線毛抗原液について、3.8の試験を行う。

233.4 不活化

精製線毛抗原液にホルマ・りンを0.1V01%となるように加える方法又はその他適当と認められた方

法により不活化し、不活化精製線毛抗原液とする。

不活化精製線毛抗原液について、3.9の試験を行う。

233.5 原液

不活化精製線毛抗原液を混合し、原液とする。

原液について、 3.10の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

各原液を混合し、適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを添加したものを最終バノレク

とする。

2.5 小分製品

最終バルクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.11の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同定試験

シードロット規格の 1.423.1.1を準用して試験するとき、適合Lなけれぱならない。

3.1.12 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を推用して試験するとt 適合しなけれぱならない。

3.1,1.3 マ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、適合しなけれぱならない。
3.1,1.4 外来性ウイルス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否定試験

、



一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1.1、2.1及び22 を準用して試験するとき、適合しな

ければならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定一般試験

げっ歯類由来細胞を用いる場合には、牛RSウィルス、ブルータングウイルス及びりンパ球性脈

絡髄膜炎ウイノレスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1.1 及ぴ 3.1.1 を準用して

試験するとき、適合しなければならない。

サル由来細胞を用いる場合には、牛RSウイルス、ブルータングウイルス及び内在性レトロウイ

ルス(C、 D タイプ粒子)について、一般試験法の外来性ウイノレス否定試験法の 1.1及び3.1.1を準

用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.1.422 個別ウイノレス否定試験

牛ロタウイノレスについては、牛ウィルス性下痢一粘膜病ウイルス、牛白血病ウィノレス、_日本脳炎

ウイノレス及び狂犬病ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイノレス否定試験法の 1.1、3.2.5、

32.8及び329 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

牛コロナウイノレスについては、牛ウイルス性下痢一粘膜病ウイルス、ロタウイノレス、牛白血病ウ

イルス、,日本脳炎ウイルス及び狂犬病ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法

の 1.1、 32.5、 32.フ、 3.2.8及ぴ3ユ.9 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3,127ーキングシードウイノレスの試験

3.1.2.1 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験tるとき、適合しなければならない。

3.1.22 マ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。

3.1.3 プロダクションシードウイノレスの試験

3.1.3.1 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、適合しなけれぱならない。

3.1.32マ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。

3.1.4 マスターシード菌の試験

3.1.4,1 同定試験

シードロット規格の 1.42.4,1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.42夾雑菌否定試験

3.1.42.1 試験材料

検体及びBCP乳糖寒天培地(付記4)を用いる。

3.1.42.2 試験方法

検体を滅菌整理食塩液で溶解したものを試料とし、シャーレに固.めた BCP 乳糖寒天培地に塗抹
し、 37゜Cで24時間培養する。

3.1.4.23 判定

いずれの培地上にも大腸菌以外の集落を認めてはならないb
、

3.1.57ーキングシード菌の試験

3.1.5.1 夾雑菌否定試験

3.1.42を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.1.6 プロダクションシード菌の試験

3.1.6.1 夾雑菌否定試験

3.1.42 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。



32株化細胞の試験

32.1マスターセルシードの試験

32.1.1 培養性状試験

シードロット規格の2.1.42」.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3ユ.12起源動物種同定試験

シードロット規格の2.1.4.2.12を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.13 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、適合しなけれぱならない。

32.1.4 マ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。

3.2.1.5 外来性ウイノレス否定試験

32.1.5.1共通ウイノレス否定試験

」般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 12、2.1及び22を準用して試験するとき、適合しな

ければならない。

3.2.1.5.2 特定ウイルス否定試験

32.1.52.1特定ウイノレス否定一般試験

げっ歯類由来細胞を用いる場合には、牛RSウイルス、ブルータングウイルス及びりンパ球性脈

絡髄膜炎ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 12及び3.1.1 を準用して

試験するとき、適合しなけれぱならない。

サル由来細胞を用いる揚合には、牛RSウイルス、ブルータングウイルス及び内在性レトロウイ

ルス(C、 Dタイプ粒子)について、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 12及び3.1.1を準

用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.5ユ2個別ウイノレス否定試験

牛ウイルス性下痢一粘漠病ウイルス、ロタウイルス、牛白血病ウイルス、日本脳炎ウイルス及び

狂犬病ウイノレスについて、一般試験法の外来性ウイノレス否定試験法の 12、 32.5、 32.フ、 32.8 及び

329を準用して試験するとき、適合しなければならない。、

3.2.1.6 核学的(染色体ン性状試験

シードロット規格の2.1.42」.6 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32,1.7腫癌形成性/腫癌原性試験

シードロット規格の2.1.42」.7 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3227ーキングセノレシードの試験

3ユ2.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.4.22.1を準用して試験するとき、適合Lなけれぱならない。

3222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、適合しなけれぱならない。

3223マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=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。

3.23 プロダクションセノレシードの試験

323.1培養性状試験

シードロット規格の2'1.423.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.232 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。

32.33 マ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。



33ウイルス浮遊液の試験

3,3.1 ウイルス含有量試験

3.3.1.1 牛ロタウイノレス

33.1.1.1 試験材料

33.1.1.1.1 試料

検体をイーグルN正Mで10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

33.1.1.1,2 培養細胞

MA・104細胞を小試験管に1~3日間培養し、単層となったものを用いる。 生

3.3.1.12 試験方法

試料0.1mLずつをそれぞれ4本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、牛

ロタウイルス増殖用培養液(付記5)を 1.omL ずつ加え、37 でで7日間鳳転培養し、観察する。

3.3.1.1.3 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ.。を算出する。

検体のウィルス含有量は、 1mL中 10"'TCΦ北以上でなければならない。
33.2赤血球凝集試験

332.1牛コロナウイノレス

332.1.1 試料

検体 0.4mL を 0.1WN %牛血清アルブミン(以下この項において「BSA」という。')加りン酸緩

衝食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

332.12 試験方法

試料0.4mLにIV01%になるように濃度を調整したマウス赤血球浮遊液をそれぞれ0.2m工ずつ加

え、よく混和した後、常温で1~2時間静置し、赤血球凝集の有無を観察する。

332.13 判定

赤血球の凝集を認めた試料の最高希釈倍数で赤血球凝集価を表す。

検体の赤血球凝集価は、64倍以上でなけれぱならない。

3.4培養菌液の試験

3.4.1夾雑菌否定試験

3.1.42 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.42 生菌数試験

3.42.1 試験材料

試験用培地l q寸記.田.及び試験用培地Ⅱ(付記7)を用いる。

3.42.2 試験方法

検体を試験用培地1を用いて、 10倍希釈系列にて 10.まで希釈し、 10',希釈液の0,5mL と 10'.希

釈液の 1.omL とを、各々試験用培地Ⅱの'20n正を用いて、直径9 C皿のシャーレに混釈して固め

る。各希釈ごとに2枚ずつ作製し、37゜Cで18時間培養した後、発育.じた集落数を数える。

3.423 判定

検体の希釈倍数、接種液量及ぴ発現した集落数から検体lmL 中の生菌数を計算するとき、 3X

10.個以上でなけれぱならない。

3.5不活化ウイルス液の試験

3.5.1 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、適合しなけれぱならない。

3.5ユ不活化試験

3.52.1 試験材料

3.52.1.1 試料



100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体2n正を4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去した
ものを試料とする。

3.52.12 培養*醐包

MA・104糸朋包を小試験管に1~3日間培養し、単屑となったものを用いる。
3.52.2 試験方法

試料の 0.1mLずつを 10本の小試験管の培養細胞に接種し、37でで60分間静置吸着させた後、
試料を抜き取り、イーグルN正Mで1回細胞を洗浄した後、牛ロタウィルス増殖用培養液を 1.om上

ずっ加え、37゜Cで7狂間回転培養する。培養細胞を凍結融解した後、その培養液を継代する。更
に1代継代し、同様の方法で培養し観察する。

3.523 判定

培養細胞にCPΞを認めない揚合、活性ウィルス陰性と判定する。
検体に活性ウイルスを認めてはならない6

3.6可溶化抗原液の試験

3.6.1 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。
3.6.2赤血球凝集試験

332を準用して試験するとき、検体の赤血球凝集価は、14,120倍以上でなければならない。
3.フ.不活化可溶化抗原液の試験

3.フ.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。
3.72不活化試験

3.フ.2.1 試験材料

3.フ.2.1.1 試料

100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体2 mL を4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去した
ものを試料とする。

3.72.12 培養細胞

H紅細胞を小試験管に1~2日間培養し、単層となづたものを用いる。
3.722 試験方法

試料の 0.1m工ずつを 10本の小試験管の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間吸着させた後、試料
を抜き取り、イーグル入促Mで1回細胞を洗浄した後、牛コロナ,ウィルス増殖用培養液(付記8)
を 1.omLずつ加え、37でで7日間回転培養し、観察する。

3.フ.23 判定

培養細胞にCPEを認めない場合イ活性ウイルス陰性と判定ずる。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.73赤血球凝集試験

3.32を準用して試験するとき、検体の赤血球凝集価は、14,120倍以上でなければならない。
3.8精製線毛抗原液の試験

3'8.1抗原量の測定

3.8.1.1 試験材料

3.8.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍に希釈し、試料とする。
3.8,1.12 標準たん白溶液

参照BSA液(付記9)を用いる。

3.8.12 試験方法



試料と各濃度の標準たん白溶液を 100μ L ずつ別々の試験管に入れる。全ての試験管に反応液

A (付記 1ωを 1.on正ずつ入れ、混和後常温で20分間感作する。さらに、反応液B (付記 11)を

1.0血Lずつ入れ、30分~2時間感作した、のについて、波長550血の吸光度を測定する。

3.8.13 判定

最小自乗法で Y を吸光度、 X をたん白量とする回帰直線,Y=ax+b を参照 BSA 掖を用いて求め

る。試料の吸光度 Y を代入し、たん白量X を求め、検体のたん白量としたとき、たん白量は 590

μ創n止以上でなければならない。

3.82精製度確認試験

3.8ユ.1 試験材料

3.82.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で100μ創血になるように希釈し、試料とする。
3.82.12 試験方法

抗原捕捉用抗K99線毛抗原モノクローナル抗体(付記 12)を炭酸緩衝液(付記 13)で希釈し、

酵素抗体法(以下との項に粘いて「ELISA」という。)用マイクロプレート(付記 14)に 100μ工

ずつ加え、 2~5でで1夜静置しモノクローナル抗体を固相化する。このプレートを洗浄液 q寸記

15)で3回洗浄し、抗体希釈液(付記 16)を 250 μ L.ずつ全穴に加え、 37゜Cで1時聞静置させた

後、同様に3回洗浄する。次に、試料及び参照抗原(付記 17)をそれぞれ8穴に 100μ工ずつ加

え、37゜Cで 60分間反応させf洗浄液で3回洗浄する。その後、抗 K99 線毛抗原陽性血清(付記

玲)を全穴に 100μ Lずつ加え、37゜Cで60分間反応させ、 3回洗浄した後、酵素標識抗体(付記

19)を全穴に 100μ Lずつ加えて、 37゜Cで60分間反応させ、 3圓洗浄する。炊に、基質溶液(付

記2ωを 100μ Lずつ加え、'遮光して 30でで30分間反応させた後、 1 m0比硫酸溶液を 50μ工
ずつ加えて反応を停止させる。各穴の吸光度を主波長 4兜血、副波長 630血で測定し、その差を

ELISA値とする。

3.8.2.13 半1」定

参照抗原の平均EUSA値が 0.6~ 1.0 のとき、試料の平均EL鵄A値は、参照抗原のELISA値以

上でなければならない'

3.8.3 エンドトキシン含量測定試験

3.83.1 試験材料

検体をりン酸緩衝食塩液で希釈し、試料とする。

3.832試験方法

200 μ L の Et 反応液'(付記 2D を加えた試験管に、エンドトキシンフリー蒸留水(ブラン

ク)、エンドトキシン標準溶液(付記 22)又は試料 10 μ工をそれぞれ加え、混和する。直ちに

37゜Cで30分間反応させ、反応終了後氷水浴槽に移し、0.8m0Ⅶ酢酸0.4mLを加え反応を停止させ

る。波長405血の吸光度を測定する。

3.833 判定

検体のエンドトキシン濃度を以下の計算式を用いて算出するとき、8,820n副mL 以下でなければ
ならない。

C

△ E (st)

C:検体のエンドトキシン濃度(P創mL)
Et:エンドトキシン標準液濃度(P創mL)
△E (sa):試料の吸光度ープランクの吸光度

△E (st):標準溶液の吸光度ーブランクの吸光度

df:検体の希釈倍数

Etx △ E (sa) X df



39不活化精製線毛抗原液の試験

3.9.1 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。

3.10原液の試験

3.10.1 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、Ⅱ小分製品の試験

3.11.1・特性試験

一般試験法の特性試験法を準用して試験するどき、固有の色調を有する均質な懸濁液でなければ

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。

3.112P亘測定試験

一般試験法の PH 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
レ、

3.113 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、適合しなけれぼならない。

3.11.4 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準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、023V01%以

下でなければならない。

3..11.5 アノレミニウム定量試験

一般試験法のアルミニウ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、 1mL中

Img以下でなければならない。
3.Ⅱ.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、注射量は、 0.2nlL とする。

3.Ⅱ.フ力価試験

3.11.フ.1 牛ロタウイノレス

3.11.フ.1.1 試験材料

3.11.フ.1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.11.フ.1.12 試験動物

約4週齢のマウスを用いる。

3.11.フ.1.13 中和試験用ウイノレス

MA・104細胞で増殖させた牛ロタウイルス GU如a釘01株、 Hy0窟09301株及びSb血ane9501株を
用いる。

3.11.フ.1.1.4 培養和胞

MA,104細胞を小試験管で1~3日間培養し、単層を形成させたものを用いる。

3.11.フ.12 試験方法

注射材料0.5mLずつを20 匹の試験動物の腹腔内に3週間隔で2回注射し、 2回目の注射後、14

日目に得られた血清について中和試験を行う。

マウス血清は、任意に4匹分ずつプールし、 5プーノレを用いる。

被検血清を非働化した後、 10 倍から2倍階段希釈する。各希釈血清 0.511止.と 0.1血L 中に約

20OTCΦ抑のウィルスを含む中和試験用ウィルス液0.5mL とを混合し、 37゜Cで60分間処理する。
この各混合液0.1址ずつを4本の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、接種した



混合液を除き、イーグルN企Mで1回細胞を洗浄した後、牛ロタウイルス増殖用培養液を1.omLず

つ加え、 37゜Cで7日間回転培養し、観察する。

3.11.フ.13 判定

培養細胞の2本以上にC舶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。

中和抗体価80倍以上を中和抗体陽性とする。

プール血清の中和抗体陽性率は、それぞれのウイルスに対し80%以上でなければならない。

3.11.72 牛コロナウイルス

3.11,フ,2.1 赤血球凝集抗原

牛コロナウイルス赤血球凝集抗原(付記23)を用いる。

3.11.722 試験方法 "i

3.11.フ.12の血清について赤血球凝集抑制試験を行う。

被検血清0.1mLに 0.1W/V%BSA加りン酸緩衝食塩液0.4nlL及び25W/V%カオリン加生理食塩液

(付記 24) 0.5m工を加え、常温で 20分間処理した後、 1,70OG で 10分間遠心し、その上清 02m工

を0.NN%BSA加りン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈する。各希釈血清02mLに4単位の赤血球凝

集抗原02m工を加え、常温で 60分間処理した後、1.OV01%マウス赤血球浮遊液02mL を加え、 1

~2時間静置し、観察する。

3.11.723 半1」定

赤血球凝集を阻止した血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価とする。

赤血球凝集抑制抗体価160倍以上を赤血球凝集抑制抗体陽性とする。

プール血清の赤血球凝集抑制抗体陽性率は、80%以上でなければならない。

3.11.73 大腸菌

3.11.73,1 試験方法

3.117.1.2 の血清について ELISA を行う。

大腸菌K99 E玉ISA抗体価測定用抗原(付記25)を炭酸緩衝液で希釈し、 EUSA用マイクロプレ

ートに 100 μ L ずつ加え、 2~5゜Cで1夜静置し抗原を固相化する。どのプレートを洗浄液で3

回洗浄し、抗体希釈液を1穴に 250 μ Lずつ全穴に加え、37゜Cで1時間静置させた後、同様に3

回洗浄する。次に、抗体希釈液で 100 倍から 12,800 倍まで2倍階段希釈を行ったプール血清、参

照陽性血清 q寸記26)及び参照陰性血清(付記ユカをそれぞれ1冽に 100μLぎっ加え、37゜Cで

60分間反応させ、洗浄液で3回洗浄する。その後、抗体希釈液で希釈した酵素標識抗体を全穴に

100 μ Lずつ加えて 37゜Cで 60分間反応させ、 3回洗浄する。欧に、基質溶液を 100 μ Lずっ加

え、遮光して30でで30分間反応させた後〒 1 血01/L硫酸溶液を50μ Lずつ加えて反応を停止さ

せる。各穴の吸光度を主波長492血、副波長630血で測定し、その差をELISA値とする。
3.11.73.2 判定

ELISA 値が 0.5 以上を示す血清の最高希釈倍数を抗体価とする。参照陽性血清が 800 倍から

3,200倍、参照陰性血清が 100倍未満の抗体価を示すとき、プール血清のELISA抗体価 1,600倍以
上を陽性とする。

プヤル血清の80%以上がELISA抗体陽性でなければならない。

4貯法及び有効期問

有効期間は、製造後2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、その期
間とする。

1.36

付記1 液体培地

1,ooon11,中

リン酸二水素カリウム g



リン酸水素ニナトリウム十二水和物

カゼイン製ペプトン

プドウ糖

酵母エキス

塩化ナトリウム

塩類溶液*

水

PHを7.2~フ.4に調整し、 118゜Cで20分間高圧蒸気滅菌する。

* 1,ooom王、中
、

硫酸マグネシウム七水和物

塩化マンガン(Ⅱ)四水和物

塩化鉄(Ⅲ)六水和物

塩化カルシウムニ水和物

水

寒天培地

1,ooonlL 中

リン酸二水素カリウム

リン酸水素ニナトリウム十二水和物

カゼイン製ペプトン

酵母エキス

塩化ナトリウム

塩類溶液*

付記2

02 邑

58,443

8.o g

02 g

残量

203 g

10.o g

1,0 底

1.o g

5.0 3

1.0111L

残量

、

118゜Cで 15分間高圧蒸気滅菌する。

* 1,0001111,中

硫酸マグネシウム七水和物

塩化マンガン(Ⅱ)四水和物

塩化鉄(Ⅲ)六水和物

塩化カルシウムニ水和物

水

線毛抽出用緩衝液

1,ooonlL 中

リン酸二水素カリウム

リン酸水素ニナトリウム十二水和物

塩化ナトリウム

塩化カリウム

水

PHを7.0~フ.4 に調整し、 121゜Cで 15分間高圧蒸気滅菌する。

BCP乳糖寒天培地

1,000ⅡIL 中

10.0

1.0

0.135

0.4

残量

付記3

1.36 名

203 g

_,10.0 窪

1.o g

5.o g

1.0111L

12.0 宮

残量

付記4

10.0

1.0

0.B5

0.4,宮

残量

宮
g
g
g

3
 
g
 
g

天寒
水



、

バクトビーフ・イクストラクト

バクトハミプトン

乳糖

寒天

ブロモクレゾーノレパープノレ

水

PH を 6.8 ~フ.0 に調整して、 121゜C 15分問高圧滅菌する。

付記5 牛ロタウイルス増殖用培養液

1,000血1,中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

トリプシン

イーグノレN正M

炭酸水素ナトリウムでPHを7.0~フ.4 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記6 試験用培地1

1,ooomL 中

カゼイン製ペプトン

バクトソイトン

ブドウ糖

リン酸水素ニカリウム

塩化ナトリウム

水

PHを7,1~フ.5 に調整し、 121でで 15分間高圧蒸気滅菌する。

3.o g

5.0 且

10.o g

10.o g

0.025 g

残量

付記7 試験用培地矼

1,ooomL 中

カゼイン製ペプトン

バクトソイトン

塩化ナトリウム

寒天

水

PHを 7.1~フ.5 に調整し、 121゜Cで20分間高圧蒸気滅菌する。

2.95

残

3

mg

J

付記8 牛白ロナウイルス増殖用培養液

1,ooomL 中
トリプトース・ホスフェイト・ブロス 2.95 g

牛胎子血清 20 mL

イーグノレ入佃M 残量

炭酸水素ナトリウムでPHを 72~フ,6に調整する'
牛胎子血清は、牛コロナウイルスに対ずる中和抗体陰性のものを用いる。

必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

17.0

3.0

2.5

2.0

5.0

残

15.0

5.0

5'0

12.0

残

量

g
g

g
g

宮
 
g
 
g
 
量

3
 
g
 
量



付記9 参照BSA液

BSA を水で1 皿g/mL となるように作製した後、下表に準じて飼製したものを各濃度の参照
BSA液とする。

BSA濃度

0

25

50

100

200

400

付記10 反応液A

a l,ooonlL中

炭酸ナトリウム

水酸化ナトリウム

水

b loomL中

硫酸銅六水和物

酒石酸カリウム

水

使用直前に、 a:b = 50

I mg/m工 BSA

量比

0

25

50

100

200

400

PBS

1,000

975

9SO

900

800

600

付記Ⅱ反応液B

フェノール試薬2m0証を水で2倍に希釈する。

付記12 抗原捕捉用抗K99線毛抗原モノクローナル抗体

1性状

K99 抗原を発現している大腸菌を特異的に凝集する。 K99 線毛抗原を発現している大腸

菌から加熱処理及び硫酸アンモニウム塩析法により精製した線毛を抗原として、ウェスタ

ンブロッティング法を行うと、約17ゆaの位置に特異的なバンドを認める。

2作製方法

K99抗原を保有する大腸菌T・2株 ao,個/n止以上を含有)をマウスに3週間隔で2回腹

腔内に注射し、胖細胞を得る。その細胞とミエローマ細胞との融合細胞のうち、抗K99線

毛抗原モノクローナル抗体を産生している細胞を、 K99精製線毛を抗原としたELISA法に

より選択後、クローニングを行う。抗体産生細胞の培養液を抗原捕捉用抗K99線毛抗原モ

ノクローナノレ抗体とする。

3規格

参照抗原、抗即9線毛抗原陽性血清を用いて3.82 に準じた方法でEUSAを実施し、吸

光度値が0.6~ 1.0になるように炭酸緩衝液で希釈して使用する。

0.s g

1.o g

残量

1の割合で混合したものを反応液Aとする。

20.0

4.0

残

、

1.59 且

付記B 炭酸緩衝液

1,0001力L 中

炭酸ナトリウム

g
 
g
 
量



炭酸水素ナトジウム

水

PHを9.6 に調整する。

付記 14 ELISA用マイクロプレート

U字型96穴プレートを用.いる。

付記15 洗浄液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム

塩化カリウム

リン酸二水素カリウム

リン酸水素ニナトリウム十二水和物

ポリソルベート20

水

付記16 抗体希釈液

BSA 23を洗浄液10om工で使用直前に溶解したもの。

付記17 参照抗原

液体培地で増殖させた大腸菌T・2株から加熱処理及び硫酸アンモニウム塩析法により精製し

たK99線毛抗原で、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分析した場合、約 17ゆaの

単一なバンドを認める。りン酸緩衝食塩液でl m創血工になるように濃度を調整した抗原液を

注射材料とし、3.11.フ.3 に準じた方法でマウスへの注射及ぴ大腸菌ELISA抗体価の測定を行う

と、 ELISA抗体価は800倍以上を示す。

抗原捕捉用抗K99線毛抗原モノクローナル抗体及び抗K99線毛抗原陽性血清を用いて3.82

に準じた方法で ELISA を実施し、 ELISA 値が 0.6 ~ 1.0 になるように濃度を調整して使用す

る。

2.93

残

付記18 抗K99線毛抗原陽性血清

液体培地で増殖させた大腸菌T・2株から加熱処理及び硫酸アンモニウム塩析法により精製し

たK99線毛抗原をl m剖mL になるようにりン酸緩衝食塩液で濃度を調整し、その抗原とりン

酸アノレミニウムゲルを85:15 の割合で混合する。その 0,5nlL を体重約 350名のモルモットの
皮下に3週間隔で2回注射し、その2週間後に得られた血清である。

抗原捕捉用抗K99線毛抗原モノクローナル抗体及び参照抗原を用いて3.82に準じた方法で

ELISAを実施し、 ELISA値が 0.6~ 1.0 になるように濃度を調整して使用する。

8.oo g

020 g

020 窟

2.90 g

0.50 mL

残量

付記19 酵素標識抗体

西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗モルモット1gG を用い、抗原捕捉用抗 K99 線毛抗原モ

ノク.ローナル抗体及ぴ参照抗原を用いて3.82に準じた方法でELisAを実施し、抗K99線毛抗

原陽性血清の吸光度値が0.6~1.0になるように濃度を調整して使用する。

付記20 基質溶液

オルトフェニレンジアミンニ塩酸塩13m宮をりン酸クエン酸緩衝液*32.5址に溶解し、遮光

g
量



tる。使用直前に過酸化水素水を13μ[添加する。

* 1,ooomL中

無水クエン酸

リン酸水素ニナトリウム十二水和物

水

PHを 5.0 に鯛整する。

付記21 Et反応液

カブトガニライセートと発色合成基質をバイアル瓶に分注し、乾燥させたもので、エンドト

キシンフリー蒸留フk lo0 μ L及ぴ02m0ν工Tlis・HCI*'100 μ L を加えて使用する。

* 1,oooml、中

トリス(ヒドロキシメチノレ)アミノメタン 10.60

ト'りス(ヒドロキシメチノレ)アミノメタジ塩酸塩 17.76

水 残

調製後のPΠは、 8.0である。

付記22 エンドトキシン標準溶液

五.卯li 0111: B4 由来のエンドトキシンで、その.エンドトキシン濃度は、 100~30OP創mLの
範囲である。

付記23 牛ニロナウイルス赤血球凝集抗原

牛ニロナウイルス NO.66征1株を H紅細胞で増殖させて得た培養上清又は適当と認められた

株を用いて調製した赤血球凝集抗原で、赤血球凝集価64倍以上のもの。

4.67

19.95

残

付記24 25WN%カオリン加生理食塩液

1,ooomL 中

カオリン

塩化ナトリウム

水

I m0Ⅶ水酸化ナトリウム溶液でPHを72~フ.4に調整する。

合

付記25 大腸菌K99ELISA抗体価測定用抗原

液体培地で増殖させた大腸菌T.株から熱抽出、硫酸アンモニウム塩析及び陽イオン交換ク

ロマトグラフィーにより精製した K99 線毛抗原で、 SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動に

より分析するとき、約17ゆaの単一なバンドを認めるもの。

付記26 参照陽性血清

液体培地.で増殖させた大腸菌T・2株から加熱処理及び硫酸アンモニウム塩析法により精製し

たK99線毛抗原をⅡ8μ創mLになるようにりン酸緩衝食塩液で調整し、その抗原とりン酸ア

ルミニウムゲルを 85:15 の割合で混合する。その 0.5mL を約4週齢のマウスの腹腔内に3週

間隔で2回注射し、その2週間後に得られた血清である。

大腸菌 K99ELISA 抗体価測定用抗原を用いて 3.11.73 に準じた方法で ELISA を実施すると

き、 ELISA抗体価は、 800倍から 3,200倍までを示す。

250

8.75

残

"、

^

窟
量

g
 
g
 
量

g
 
且
量



付記27 参照陰性血清

非免疫マウスの血清で、大腸菌K99ELISA 抗体価測定用抗原を用いて 3.11.73 に準じた方

法でELISAを実施するとき、 ELISA抗体価は、100倍未満を示す。

、

、



馬ロタウイルス感染症(アジュバントカロ)不活化ワクチ

ン(シード)

1定義

シードロット規格に適合した馬ロタウイルス(A 群・G3 型)を同規格に適合した株化細胞で増

殖させて得たウイルス液を不活化し、アジュバ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 名称

馬ロタウイルスHO-5N仏株又はとれと同等と認められた株

2.12 性状

MA・104細胞でウイルス増殖用培養液に結晶ト'りプシンを添加することによりCPEを伴って増殖

する'

2.13 マスターシードウイノレス

2.13.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、 NIA,104 細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖させ、連続した

工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70 で以

下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1'の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、 NfA・104 細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.1,2 の試験を行う。

2.1.5 プロダクションシードウイルス

2.1.5.1 増殖及び保存

プロダクシヨンシードウイルスは、 N仏・104 細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一 70 ヤ以下又は凍結乾燥して5゜C

以下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

22製造用材料

2.2.1 培養#随包

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。

222培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。
223 マスターセノレシード

223.1作製、'保存及びプロダクシ"ンセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、2ユ2 の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し'保存用の容器

に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付して、凍結して一 70゜C以下



で保存する。

マスターセノレシードについて、 3.2.1の試験を行う。

マスターセルシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

からプロダクショ.ンセルシー'ドまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。

2.2.47ーキングセルシード

22.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングセルシードは、222の培養液で増殖及び継代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。

22.5 プロダクションセノレシード

22.5.1増殖及び保存

プロダクションセノレシードは、 2ユ.2の培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結Lて一70ヤ以下で保存する。

プロダクションセルシードを保存する場合は、3ユ3の試験を行う。

23 原液

23.1プロダグションセルシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認

めてはならない。

232 ウイノレスの培養

プロダクションシードウィルスを 2.3.1 の培養細胞で培養し、ウィルスの増殖極期に個体別培養

細胞ごとに培養液を採取し、遠心した上清をウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、33の試験を行う。

233 ウイルスの不活化

ウイルス浮遊液にホル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不活化ウ

イノレス液とする。

不活化ウイノレス液について、3.4の試験を行う。

23.4 原液

不活化ウイルス液に適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを添加し、原液とする。

原液について、 3.5 の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

原液を混合して、最終バノレクとする。

2.5小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.6の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイノレスの試験

3.1.1」同定試験

シードロット規格の 1,42.1.1.1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 無菌試験

」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。

3.1.1.3 マイ=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、適合しなけれぱならない。
3.1.1.4 外来性ウイルス否定試験

・3.1.1.4.1 共通ウイルス否定試験



一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1、2.1及ぴ2ユを準用して試験するとき、適合しな
ければならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42.1特定ウイノレス否定一般試験

馬伝染性貧血ウイルス及び内在性レトロウイルス(C、 D タイプ粒子)にっいて、一般試験法の

外来性ウイルス否定試験法の 1.1及び 3.1.1 を準用Lて試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.1.42.2 個易1」ウイノレス否定試験

牛ウィルス性下痢一粘膜病ウイルス、日本脳炎ウイルス及び狂犬病ウイルスにっいて、一般試験

法の外来性ウイルス否定試験法の 1'.1、 32.5 及び 32.9 を準用して試験するとき、適合しなけれぱ
ならない。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1 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、適合しなけれぱならない。
3.1.2.2 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=プラズマ否定試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.3 プロダクションシードウイノレス

3.1,31 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。
3.132マ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。
32株化細胞の試験

3ユ.1マスターセノレシードの試験

32.1.1 培養性状試験

シードロット規格の2.1.42.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

32.12起源動物種同定試験

シードロット規格の2.1.42.12 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
32.1.3 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。
3.2.1.4 マ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。
3ユ.1.5外来性ウイルス保定試験

32,1.5.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の.12、2.1及び22 を準用して試験するとき、適合しな
ければならない。

32.1.52特定ウイノレス否定試験

3'2.1.5.2.1 特定ウイノレス否定一般試験

馬伝染性貧血ウィルス及び内在性レトロウィルス(C、 D タイプ粒子)にっいて、一般試験法の

外来性ウィルス否定試験法の 12 及び 3.1.1 を準用Lて試験するとき、適合しなければならない。
32.1.5.22 個別ウイルス否定試験

牛ウイルス性下痢一粘膜病ウイルス、日木脳炎ウイルス及ぴ狂犬病ウイルスにっいて、一般試験

法の外来性ウィルス否定試験法の 1.2、 32.5 及び 32.9 を準用して試験するとき、適合しなければ
ならない。

32.1.6核学的(染色体)性状試験

シードロット規格の2.1.4.2.1.6 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3ユ.1.7腫癌形成性/腫傷原性試験



シードロット規格の2.1.42.1.7 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.227ーキングセノレシードの試験

322.け音養性状試験

シードロット規格の2.1.4ユ.2.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3222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。

322.3 マ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、適合しなけれぱならない。

323 プロダクションセノレシードの試験

323.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.423.1を徽用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3232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、適合じなければならない。

3233マ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推用して試験,、るとき、適合しなけれぱならない。

33 ウイルス浮遊液の試験

3.3.1 ウイノレス含有量試験

3.32.1 試験材料

3.32,1.1 就料

検体を希釈液(付記1)で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

332.12 培養#朋包

MA・104細胞を48穴プレートで2~3日間培養し、単層となったものを用いる。

3.3.1ユ試験方法

リン酸緩衝食塩液で2回洗浄した培養細胞に試料 0.1mL ずつをそれぞれ4穴以上の培養細胞に

接種し、37でで60分間静置吸着させた後、ウイルス増殖用培養液(付記2)を0.4血上ずつ加え、

37゜Cで7日間培養して観察する。

33.13 判定 ゛

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ舶を算出する。

検体のウイルス含有量は、 1mL中 10"゜TCΦ50以上でなけれぱならな,い。ただし、農林水産大臣

が特に認めた場合には、そのウイルス含有量とtる。
1

3.4不活化ウイルス液の試験

3.4.1 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、適合しなけれぱならない。

3.42不活化試験

3.42.1 試験材料

3.42.1.1 試料

検体5 mLを 100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、 4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去した

ものを試料とするb

3.42.12 培養細胞

MA・1叫細胞を2~3日間培養し、単層となったものを用いる。

3.4.2.2 試験方法

試料の全量をl mιにつき3.cm2以上の培養細胞に接種し、37でで60分間静置吸着させ、りン

酸緩衝食塩液で2回洗浄した後、ウイルス増殖用培養液を加え、37゜Cで7日間培養し、観察する。
3.42,3 判定

培養細胞にCPEを認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。



検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.5原液の試験

3.5.1 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、適合しなけれぱならない。

3.6小分製品の試験

3.6.1 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均質な懸濁液でなければ

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「でなければならない。

3.62 PH 測定試験

,一般試験法の PH 測定試験法を準用して試験するとき、PH は、圖有の値を示さなけれぱならな
レ、

3.63 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。
3.6.4 ホノレマリン定量試験

一般試験法のホノレマリン定量法を準用して試験tるとき、ホノレマリンの含有量は、02V01 %以下

でなけれぱならない。

3、6.5 アノレミニウム定量試験

一般試験法のアルミニウ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、 1nlL中

1皿g以下でなけれぱならない。
3.6.6 たん白窒素定量試験

、

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、たん白窒素の含宥量は、 1血L 中 100

μ g 以下でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣が特に認めた揚合には、その含有量とする。
3.6.7 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、適合しなけれぱならない。
3.6.8 力価試験

3.6.8.1 試験材料

3.6.8.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.6.8,12 試験動物

体重300 ~3503 のモルモットを用いる。
3.6.8.1.3 中和試験用ウイノレス

MA・104細胞で増殖させた馬ロタウイノレス HO-5MA株を用いる。

3.6.8.1.4 培養細胞

.入仏・1叫細胞浮遊液を6穴プレートに2~3日間培養し、単層となったものを用いる。
3.6.82 試験方法

注射材料の 0.5訂正ずっを3週間隔で2回、 5匹の試験動物の筋肉内に注射し、第2回注射後 10
日目に得られた各個体の血清について中和試験を行う。

各個体の血清を非働化した後、希釈液で400倍に希釈し、各希釈血清と 03mL 中に約 80PFU を

含む中和試験用ウィルス液とを等量に混合し、37゜Cで60分間処理する。各混合液0.3mLずっをそ

れぞれ2穴の培養細胞に接種し、37゜Cで90分闇吸着させる。その間、30'分ごとに接種材料を動か

し細胞層表面に広げる。別に、中和試験用ウィルスと400倍に希釈した非働化正常モルモット血清
とを等量混合し、希釈被検血清と同様に処理したもの(4穴)をウイルス対照とする。それぞれの

混合液を除き、りン酸緩衝食塩液で2回洗浄した後、第1徐重層寒天培地(付記3)を重層し、37

゜Cゞ 5 V01%炭酸ガス下で4~5日間培養する。その後、第2次重層寒天培地(付記4)を重層し、
更に1~2日間培養し、観察する。



3.6.8.3 判定

ウイルス対照と各被検血清の平均プラック数を比較するとき、ウイルス対照の平均プラック数を

60%以上減少させた被検血清を中和抗体陽性と判定する。

中和抗体陽性率は、80%以上でなければならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、製造後2年6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、その

期間とする。

付記1 希釈液

1,000111L 中
トリプトース・ホスフェイト.・ブロス

イーグノレN正M

炭酸水素ナトリウムでPH を7.0~フ.4に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記2 ウイルス増殖用培養液

1,ooonlL 中

トリプトース・ホスフェイト.・プ白ス

結晶トリプシン

イーグルN正M

炭酸水素ナトリウムでPH を7.4~フ.8 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記3 第1次重層寒天培地

1,000口止中

トリプトース・ホスフェイト・プロス

アガロース

結晶トリプシン

イーグルN正M

炭酸水素ナトリウムでPΠを 7.4~フ.8 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

2.95

残

付記4 第2次重層寒天培地

1,ooolnL 中
トリプトース・ホスフェイト・ブロス

アガロース

結晶トリプシン

0.5W/V%ニュートラルレッド

イークリレN正M

炭酸水素ナトリウムでP夏を7.4~フ.8 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

2,95

1~ 2

残
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残
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量
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ワクチン(シードロツト製郵D の部の日本脳炎生ワクチン(シード)の項の炊に欧のように加える。

1定義

シードロツト規格に適合した日本脳炎ウィルスを同規格に適合した株化細胞で増殖させて得たウ
イルス液を不活化したワクチンである。

2製法

2.1 製造用株

2.1.1 名称

日本脳炎ウイルス中山株薬検系又はこれと同等と認められた株

2.1ユ性状

豚腎初代細胞で増殖し、がちょう、鶏初生ひな及ぴはとの赤血球を凝集する。
2.13 マスターシードウイノレス

2.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウィルスは、適当と認められ.た細胞で増殖させ、連続した工程により作製し、保
存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイ.ルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一60で以
下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウィルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。
2.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウィルスは、適当と認められた細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードゥイルスは、凍結して一60゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイノレスについて、 3.12の試験を行う。

2.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクシ"ンシードウィルスは、適当と認められた細胞で増殖させる。

プロダクションシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一60゜C以下又は凍結乾燥して5゜C
以下で保存する。

プロダクションシードウィルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。
22製造用材料

22.1株化細胞

V引'0細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。
222培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。
2.2.3 マスターセノレシード

22.3.1作製イ保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、222の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に
分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70OC以下で
保存する。

日本脳炎不活化ワクチン(シード)



マスターセルシードについて、 32.1の試験を行う。

マスターセルシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

からプロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなけれぱならない。

22.47ーキングセノレシード

22.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングセルシードは、222の培養液で増殖及ぴ継代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一70で以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。

22.5 プロダクシヨンセルシード

2.2.5.1 増殖及び保存

プ戸ダクションセルシードは、22,2の培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。

プロダクションセノレシードを保存する場合は、3.23の試験を行う。

23 原液

23.1プロダクションセルシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体牙嚇音養細胞とみなす。ウィルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

2.32 ウイノレスの培養

プロダクションシードウィルスを23.1の細胞で培養し、ウイルスの増殖極期に個体別培養細胞

ごとに採取した培養液のろ液、遠心上清又はこれらを濃縮したものをウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、33の試験を行う。

233不活化

ウイルス浮遊液にホル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、不活化ウイルス

液とする。

不活化ウイルス液について、3.4の試験を行う。

2.3.4 原液

不活化ウイルス液を混合し、原液とする。

原液について、 3.5 の試験を行う。 i

2.4 最終ノ勺レク

原液を混合し、適当と認められた希釈液で濃度調整し、最終バルクとする。

この場合、適当と認められた保存剤を加えてもよい。

2.5ノ上分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.6の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同定試験

シードロット規格の 1.4ユ3,1.1を準用して試験,、るとき、適合しなけれぱならない。

3.1.1.2 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。

3.1.1'3 マイニプラズマ否定試験

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。

3.1.1.4外来性ウイルス否定試験

3.1.1.4,1 共通ウイノレス否定試験



一般試験法の外来性ウィルス杏定試験法の1.1、2.1及び22を準用して試験するとき、適合しな
けれぱならない。

3.1,1.42 特定ウイノレス否IE試験

3.1.1.4.2,1 特定ウイルス否定一般試験

サル由来細胞を用いる場合には、馬伝染性貧血ウィルス、豚繁殖・呼吸障害症候群ウィルス及び
内在性レトロウィルス(C、 Dタイプ粒子)にっいて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1
及び3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.1.4.2.2 個呂1」ウイノレス否定試験

豚コレラウィノレス、豚サーコウィノレス、牛ウィルス性下痢一半胡莫病ウィルス、ロタウィノレス及び

狂犬病ウィノレスにっいて、一般試験法の外来性ウィノレス否IE試験法の 1.1、 32.3、 32.4、 32.5、 3.2.フ
及ぴ32.9を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.1.2.1 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用,Lて試験するとき、適合しなければならない。
3,122マ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。
3.13 プロダクションシードウイルスの試験

3.1.3.1 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、適合しなけれぱならない。
3.13.2マ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
32株化細胞の試験

32.1マスターセノレシードの試験

32.1.1培養性状試験

シードロツト規格の2'1.42.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
32.1.2起源動物種同定試験

シードロツト規格の2.1.42.12 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.2.13 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。
32.1.4マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=プラズマ否定試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない
3.2.1.5 外来性ウイルス否定試験

32.1.5.1 共通ウイルス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の12、 2.1及び2.2を準用して試験するとき、適Aしな
ければならない。

32.1.52 特定ウイソレス否定試験

32.1,52.1 特定ウイノレス否定一般試験

馬伝染性貧血ウィルス、豚繁殖・呼吸障害症候群ウィルス及び内在性レトロウィルス(C、 D夕
イプ粒子)にっいて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 12及び3.1,1を準用して試験する
とき、適合しなけれぱならない。

3.2.1.52.2 個別ウイノレス否定試験

豚コレラウィルス、豚サーコウィノレス・、牛ウィルス性下痢一半胡莫病ウィルス、ロタウィノレス、日
本脳炎ウィルス及び狂犬病ウィノレスにっいて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.2、323、
32.4、 32.5、 32.7及び32.9 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.6核学的(染色体)性状試験



シードロット規格の2.1.42.1.6.1 を準用して試験すると、き、適合しなければならない。

32.17腫癌形成性/腫癌原性試験

シードロット規格の2.1.42.1.7を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3'227ーキングセルシードの試験

32.2,1培養性状試験

シードロット規格の2.1.4.22.1を準用して試験ずるとき、適合しなければならない。

3222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。

32.23 マ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。

323 プロダクションセノレシードの試験

323.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.423.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

323.2 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。

3233 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイニ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。

33ウイルス浮遊液の試験

33.1 ウイノレス含有量試験

マウス接種試験又は培養細胞接種試験により行う。

33.1.1 マウス接種試験

33.1.1.1 試験材料

33.1,1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液又は適当と認められた希釈液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試

料とする。

33.1,1.12 試験動物

約3週齢のマウスを用いる。

33.1.12 試験方法

試料0.03mLずつを4匹以上の試験動物の脳内に注射し、14日間観察する。

33.1.13 判定

脳炎症状を示して死亡したマウスを感染とみなし、 LD抑を算出する。
検体のウィノレス含有量は、 1mL中 10"'LD.。以上でなければならない。

33.1.2培養糸朋包接種試験

3.3.12.1 試験材料

33.12.1.1 試料

検体をウイルス増殖用培養液(付記1)で10倍階段希釈し十各段階の希釈液を試料とする。

3.3.12.12 培養"畍包

生ワクチン製造用材料の規格2,1.1の鶏脛初代細胞又は適当と認められた培養細胞を小試験管に

培養し、単層となったものを用いる。

33.122試験方法

試料0.1mLずつをそれぞれ4本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、ウ

イルス増殖用培養液0.5nlL を加え、37゜Cで7日間培養し、観察する。

3.3.12.3 半1」定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ北を算出する6

検体のウィルス含有量は、 1nlL中 1が・如CΦ,以上でなけれぱならない。



3.4不活化ウイルス液の試験

3.4.1 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、適合しなけれぱならない。

3.42不活化試験

3.42.1 試験材料

3.42.1.11主射材料

検体を注射材料とする。

3.42.12 試験動物

3週齢のマウスを用いる。

3,422試験力法

注射材料0.03mL を 10匹の試験動物の脳内に注射し、14日間観察する。
3.423 判定

脳炎症状を示して死亡した試験動物を認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.5 原液の試験

3.5,1 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、適合しなけれぱならない。
3.6小分製品の試験

3.6,1 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液体又は均質な懸濁液で

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、均一でなけれぱなら

ない。

3.62PE測定試験

一般試験法のPH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ぱならない。
3.63 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。

3.6.4 チメロサーノレ定量試験

チメロサール添加製剤については、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、
適合しなければならない。

3.6.5 ホノレマリン定量試験

ホルマリン添加製剤については、一般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホル

マリンの含有量は、02ν01%以下でなければならない。

3.6.6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。
3.6.フ力価試験

3.6.フ.1 試験材料

3.6.フ.1.1 注射材料

試験品をりン酸緩衝食塩液で10倍に希釈したものを注射材料とする。
3.6.フ.12 試験動物

2~3週齢のマウスを用いる。

3.6.72 攻撃ウイノレス

日本脳炎ウイルス中山株薬検系又は適当と認められた株 q寸記2)を用いる。
3.6,フ,3 試験方法

試験動物30匹を試験群、60匹を対照群とする。

試験第1日目及び第4日目に、注射材料0.1m工ずつを試験群の腹腔内に注射する。



試験第8日目に、試験群及び対照群のそれぞれ30匹に攻撃ウイルス02mLずつを腹腔内に注射

する。更に対照群30匹を 10匹ずつ3群に分け、各群に攻撃ウイルスを 10倍、 100倍及び1,000倍

に希釈したもの02m工ずつを腹腔内に注射する。試験群及び対照群について、14日間観察する。

3.6.フ.4 半1」定

脳炎症状を示して死亡した動物及び生存しているものの脳炎症状を示している動物を死亡したも

のとみなし、各群の死亡率及び攻撃ウィノレス,のLD即を算出する。
試験群の耐過率は、40%以上でなければならない。この場合、攻撃ウイルスを注射した対照群の

死亡率は90%以上、攻撃ウィルズのウィノレス量は021nι中 1小LD抑以下でなければならない。
4貯法及び有効期間

有効期闘は、 1年問とする。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

1,000111L 中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

牛血清叉はやぎ血清

イーグノレ入佃M

炭酸水素ナトリウムでPHを7.0~フ.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2 攻撃ウイルス

日本脳炎ウイルス中山株薬検系又は適当と認められた株を生後3~4週齢のマウスの脳内に

接種し、発症極期に採脳し、りン酸緩衝食塩液又は適当と認められた希釈液で10倍乳剤とする。

これを遠心した上清を攻撃ウイルスとする。
、

2.95 留

0 ~ 50lnL

残,量



豚インフルエンザ(アジュバントカロ)不活化ワクチン(シ

ド)^

1定義

シードロット規格に適合した豚インフルエンザウイルスを同規格に適合した発育鶏卵で増殖させ

て得たウイルス液を不活化し、アルミニウムゲルアジュバ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豚イ.ンフノレエンザウイノレスA型(HIND

2.1.1.1 名称

豚インフルエンザウイルスA型NN血e/京都B179 値IND株又はとれと同等と認められた株

2.1」2 性状

発育鶏卵の尿膜腔内で増殖し、鶏赤血球を凝集させる。

2.1.13 マスターシードウイルス

2.1.13.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF 動物規格の 1.1 に適合した発育鶏卵で増殖させ、'連続Lた工程

により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70 で以

下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2,1.1,4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、 SPF動物規格の 1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。
」

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイルスについて、 3,12の試験を行う。

2.1.1.5 プ泣ダクションシードウイノレス

2.1.1.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の 1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一 70゜C以下又は凍結乾燥して5で

以下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.12豚インフノレエンザウイルスA型(H3N2)

2.12.1 畠称

豚インフルエンザウイルスA型NSW血ヅ和田山6/69 値3N2)株又はごれと同等と認められた株

2.1.22 性状

発育鶏卵の尿膜腔内で増殖し、鶏赤血球を凝集させる。

2.123 マスターシードウイルス

2.123.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF 動物規格の 1.1 に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程

により作製し、保存用の容器に分注する。

分注Lたマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70゜C以

下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。



マスターシードウイノレスについて、 3,1.1.の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス 、

2.12.4.1 増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシードウイルスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシードウイノレス

2.12.5.1 増殖及び保存

プロダクシ"ンシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一 70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C

以下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う'。

2.2製造用材料

2ユ」発育鶏卵

2.2.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイノレス及びプロダクションシードウイルスの増

殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1,1に適合した 10~ 12日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及ぴワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏

卵並びにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する揚合の発育鶏卵について、32 の試験

を行う。

22,12原液の製造に用いる発育鶏卵

10~ 12日齢のものを用いる。

2.3 原液

2.3.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、33の試験を行う。

232 ウイルスの培養

各株のプロダクションシードウイルスを、23.1 の発育鶏卵で培養し、ウイノレスの増殖極期に採取

した感染尿膜腔液のろ液又は遠心上清を、各株のウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、3.4の試験を行う。

23.3 不活化

ウイルス浮遊液にホル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、原液とする。

原液について、 3.5 の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

各株の原液を混合し、適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを加えて、最終バルクと

する。

この場合、適当と認められた保存剤を加えてもよい。

2.5 小分製品

最終バルクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.6の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験



3,1.1マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同定試験

シードロツト規格の 1.423.1.1を準用して試験するとき、適合'しなければならない。
3.1.12 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。
3.1.13 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ、=プラズマ否定試験法を準用して試験するどき、適会しなければならない。
3.1.1.4 外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4i共通ウィノレス否定試験

一般就験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1、2,1及び22 を準用して試験するとき、適合しな
ければならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定一般試験

豚繁殖・呼吸障害症候群ウィルス及び鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて、一般試験法の外来性ウィル
ス否定試験法の 1.1、 3.1.1及び3.12 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、
鶏脳脊髄炎ウィノレスについて 3.1.1.4.2.2 に規定する試験を実施する製剤にっいては、一般試験法の
外来性ウイルス否定試験法の3.12の試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.422 個別ウイノレス否定試験

鶏白血病ウィノレス、細網内皮症ウィルス、豚冨レラウィノレス、豚サーコウィルス、牛ウィルス性
下痢一粘膜病ウィルス、ロタウィルス、日本脳炎ウィルス、狂犬病ウィルス及び鶏脳脊髄炎ウイル

スについて、一般試験法の外来性ウィノレス否定試験法の 1.1、3.2.1、3'22、323、32.4、3.2.5、3.2.フ、32.9

及ぴ 32,10 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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっ
いて 3.1,1,42.1 に規定する試験を実施する製剤については、一般試験法の外来性ウイノレス否定試験

法の32.10 の試験を実施しなくてもよい。

3.1ユワーキングシードウイノレスの試験

3.1.2.1 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。
3.1.22 マイ=プラズマ否定試験

一般試験法のマイニプラズマ否定試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.13 プロダクションシードウイノレスの試験

3」.3.1 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、適合しなけれぱならない。
3」32マ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。
32発育鶏卵の試験

32.1購卵性状試験

シードロット規格の32.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.3個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、ごれにっいて次の試験を行う。
33.1培養観察

対照発育鶏卵を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と伺じ条件で培養し、観察する
とき、鶏脛に異常を認めてはならなし又

33.2鶏赤血球凝集試験

3.3.1の観察最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01%の鶏赤血球浮遊液を等量力Πえ、 60分間静置し、



観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.4 ウイルス浮遊液の試験

3.4,1赤血球凝集価測定試験

3.4.1.1 試験材料

3.4.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.4.12 試験方法

試料 0.4mL に、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を 0.4mL加え、常温で 60分間静置し、赤血球凝集の有

無を観察する。

3.4.1.3 判定

赤血球凝集を認めた検体の最高希釈倍数で赤血球凝集価を表す。

検体の赤血球凝集価は、320倍以上でなければならない。

3.5 原液の試験

3.5.1 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。

3.52不活化試験

3.52.1 試験材料

3.52.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.52.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した 10~ 12日齢,のものを用いる。

3.322試験方法

注射材料02mLずっを4個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、36 ~37゜Cで培養し、 3罫間隔

で尿膜腔液を2代まで継代する。2代目の尿膜腔液に0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、常温で60

分間静置し、赤血球凝集の有無を観察する。

ただし、赤血球凝集を示す尿膜腔液があった場合には、その尿膜腔液を等量に混合して3代まで

継代し、 3代目の尿膜腔液について伺様の試験を繰り返した後、判定する。

3.52.3 半」定

赤血球凝集を認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.53赤血球凝集価測定試験

3.3.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.6小分製品の試験

3.6.1 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均質な懸濁液でなけれぱ

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。

3.62 PH 測定試験

一般試験法のPH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。
3.63 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。

3.6'4 ホノレマリン定量試験

ホルマリン添加製剤については、一般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホル

マリンの含有量は、 0.04V01%以下でなけれぱならない。

3.6,5 アノレミニウム定量試験



一般試験法のアルミニウ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、 1 如L 中
095~ 130mgの範囲でなけれぱならない。

3.6.6 安全試験

3.6.6.1 試験材料

3,6.6.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.6.6.12 試験動物

約50日齢の豚を用いる。

3.6.62 試験方法

試験動物3頭を試験群、1頭を対照群とする。試験群の2頭に注射材料2mLを、他の1頭に6mL
を頚部皮下に注射し、3週後に第2回注射を同量注射する。対照群と.共に、試験群の第2回注射後14
日間観察する。

3.6.63 判定

観察期間中、試験群及び対照群に異常を認めてはならない。
3.6.フ力価試験

3.6.フ.1 試験材料

3.6.フ.1.1 注射材料

試験品をりン酸緩衝食塩液で10倍に希釈したものを注射材料とする。
3.6'フ.12 試験動物

4週齢のマウスを用いる。

3.6.フ.1.3 赤血球凝集抗原

試験品に含まれるそれぞれのウィルス株と同ータイプのウィルスから調製した赤血球凝集抗原
(付記)を用いる。

3.6.72 試験方法

注射材料'0.51'ずっを試験動物20 匹の腹腔内に注射した後、 4群に分けゞ14日尽に得られた血
清を各群ごとにプールして、赤血球凝集抑制試験を行う。

被検血清を即E 及ぴ鶏赤血球処理、、又は適当と認められた方法で処理する。これをりン酸緩衝
食塩液で2倍階段希釈し、各希釈液02mLに02m工中8単位の赤血球凝集抗原を等量ずっ加え常
温で60分間処理する。これに0,5V01%鶏赤血球浮遊液を0.4mLずっ加え常温に60分間静置し、
赤血球凝集の有無を観察する。

3.6.フ.3 判定

赤血球凝集を抑制した血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価とする。
各群のプール血清の赤血球凝集抑制抗体価は、 8倍以上でなけれぱならない。

4貯法及ぴ有効期間

有効期間は、製造後1年3か月間とする。ただし、農林水産大臣が特に認めた場Aには、その期
間とする。

付記赤血球凝集抗原

豚インフルエンザウィルスA型NSW伽田京都B/79(亘IND株及びNSW血e/和国山/5/69 (H3N2)株
又はこれらと同等と認められたウィルス株を用いて、それぞれ調製した赤血球凝集抗原。



ワクチン(シードロット製邦D の部の豚伝染性胃腸炎濃縮生ワクチン(母豚用)(シード)の項の

次に次のように加える。

1定義

シードロット規格に適合した弱毒豚パルボウイルスを同規格に適合した株化細胞で増殖させて得

たウイルス液を凍結乾燥させた・ワクチンである。

2製法

2.1 製造用株

2.1.1 名称

弱毒豚ノ勺レボウイルスH↑侶K株又はこれと同等と認められた株

2.1.2 性状

子豚に注射しても、臨床上異常を認めず、ウイルス血症及ぴウイルス排出を認めない6 また、妊

娠豚に注射しても、胎子・胎盤感染及ぴ死亡を認めない。

豚腎由来細胞に接種したとき、 32゜Cでの増殖は、37゜Cでの増殖を上回る。

2.13 マスターシードウイルス

2.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、豚腎株化細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖させ、連続した

工程により作製し、保存用の容器に分注する。分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番

号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.47ーキングシードウイルス

2.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、豚腎株化細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖及び継代する。、

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12 の試験を行う。

2,1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションシードウイルスは、豚腎株化細胞又は適当と認められた培養細胞で増殖させる。

プ註ダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一 70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C

以下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.2 製造用材料

22.1培養細胞

豚腎株化細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

2.2ユ培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2.23 マスターセルシード

223」作製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、222 の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に

分注する。

豚パルボウイルス感染症生ワクチン(シード)



分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70゜C以下で
保存する。

マスターセノレシードについ'て、 32.1の試験を行う。

マスターセルシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。ヤスターセルシード

からプロダクシヨンセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。
2.2.47ーキングセノレシード

2.2.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングセノレシードは、2.22の培養液で増殖及び継代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。
ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。

22.5 プロダクションセ'ルシード

22.5.1増殖及び保存

プロダクションセノレシードは、、222の培養液で増殖させる。

プロダクシヨンセルシードを保存する揚合は、凍結して一70゜C以下で保存する。
プロダクションセノレシードを保存する場合は、323 の試験を行う。

2,3 原液

23.1プロ.ダクションセルシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウィルス.接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

232 ウイルスの培養

プロダクシヨンシードゥイルスを 2.3.1 の細胞で培養し、ウィルスの増殖極期に個体刑培養細胞
ビとに採取した培養液のろ液又は遠心上清を混合し、原液とする。

原液について、33の試験を行う。

2.4 最終バノレク

原液を混合し、適当と認められた希釈液及び安定剤を加えて調製し、最終バルクとする。
2.5 小分製品

最終ノ勺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、3.4の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同定試験

シードロツト規格の 1.42.1.1.1を準用して試験するとき.、適合しなけれぱならない
3.1.12 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。
3.1.1.3 マイロプラズマ否定試験

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、適合しなけれぱならない。
3.1.1.4 外来性ウイルス否定試験

3.1.1.4.1 共通.ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1、2,1 及ぴ22 を準用して試験するとき、適Aしな
ければならない。

3.1」.42 特定ウイノレス否定試験

3,1.1.4.2.1 特定ウイノレス否定一般試験

豚繁殖.呼吸障害症候群ウィルスにっいて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1 及び
3.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。



3.1.1,422 個別ウイノレス否定試験

豚コレラウイルス、豚サーコウイルス、牛ウイノレス性下痢一半古膜病ウイルス、ロタウイノレス、日

本脳炎ウイノレス及び狂犬病ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1.1、32.3、

32.4、 32.5、 32.7及び32.9 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1,1.5 対象動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならな

レ、

3.1.1.6対象動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認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。

3.1.1.7病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認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。

3.1.27ーキングシードウイルスの試験

3.12.1 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、適合しなけれぱならない。

3.1、2.2 マ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。

3.1.3 プロダクションシードウイルスの試験 J

313,1 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、適合しなけれぱならない。

3,1'32 マ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、適合しなけれぼならない。

32株化細胞の試験

32.1マスターセノレシードの試験'

32.1.1 培養性状試験

シードロット規格の2.1.42.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.12起源動物種伺定試験

シードロット規格の2.1.4.2.12 を準用して試験するとき、・適合しなければならない。
32.13 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。

32」.4マイコプラズマ否定試験

一般試験法の々イニプラズマ否定試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならな.い。

32.1.5 外来性ウイルス否定試験

3.2.1,5,1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 12、2,1 及ぴ2ユを準用して試験するとき、適合しな

けれぱならない。

3.2.1.5.2 特定ウイルス否定試験

32.1.5.2.1 特定ウイノレス否定一般試験

豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 12 及び
L

3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.5.2.2 個牙f1ウイノレス否定試験

豚コレラウイルス、豚サーコウイルス、牛ウイノレス性下痢一粘膜病ウイノレス、ロタウイノレス、日

本脳炎ウイルス及び狂犬病ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の12、32.3、

3ユ.4、 3.2.5、 3.2.7及び329 を準用して試験するとき、適合しなければならない。



32.1.6 核学的(染色体)性状試験

シードロット規格の2.1.42.1.6 を準用して試験するとき、適合しなけltばならない。

3.2.1.7腫癌形成試験/腫癌原怪試験

シードロット規格の2.1,42.1.7 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3227ーキングセノレシードの試験

322.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.422.1を準用Lて試験するとき、適合しなければならない。

3222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。

322.3 マ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。

323 プロダクションセノレシードの試験

323」培養性状試験

シードロット規格の2.1.423.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3232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。

323.3 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=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。
33原液の試験

3.3.1 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。

332 ウイノレス含有量試験

332,1 試験材料

33.2.1.1 試料

検体をウイルス増殖用培養液(付記1)で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

332.12 培養"瑚包

豚腎初代細胞、ESK 細胞又は適当と認められた細胞を小試験管に培養し、単層となったものを用
いる。

3322試験方法

試料0」血ιずつを4本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、ウイルス増

殖用培養液1址を加え、31~32でで10~14日間培養した後、ベロナール緩衝食塩液(付記.2)

又はりン酸緩衝食塩液(以下この項において「PBS」という。)(付記3)で濃度を調整した0.5V01

%の被凝集性の鶏又はモルモットの赤血球浮遊液を0.4m工ずつ加え、常温で60分間静置した後、
赤血球凝集の有無を観察する。

33ユ.3 判定

赤血球の凝集を認めたものを感染とみなし、 TCΦ即を算出する。
検体のウィルス含有量は、 1mL中 1小可CΦ,以上でなければならない。

333マーカー試験

333.1試験材料

333」.1 試料

検体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。
33.3.1ユ培養"剛包

豚腎初代細胞、 ESK細胞又は適当と認められた細胞を小試験管に培養し、単層となったものを用
いる。

、



333ユ試験方法

試料0.1nlLずつを8本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、ウィルス増
殖用培養液lmL を加え、 2群に分け、 31~32゜C及び37゜Cでそれぞれ10~ 14日間培養する。培
養終了時に、3322の赤血球浮遊液をそれぞれ0.4mιずつ加え、常温で60分間静置した後、赤血
球凝集の有無を観察する。

33.33 判定

培養上清に赤血球の凝集を認めたものを感染とみなし、 TCΦ抑を算出する。
検体のウイルス含有量は、32゜Cで培養するとき、37゜Cで培養する場合より 100倍以上高くなけ

ればならない。

3.4小分製品の試験

3.4.1 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ぱならな

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。

3.42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、適合しなけれぱならない。
3.4.3 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。

3.4.4 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。
3.4.5 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ立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、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。

3.4.6 ウイノレス含有量試験

332を準用して試験するとき、試験品のウィルス含有量は、 1頭分当たり1小OTCΦ'。以上でなけ
ればならない。

3.4.7 安全試験

3.4.フ.1 試験材料

3.4.フ.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.4.フ.12 試験動物

約1~2か月齢の豚を用いる。

3.4.72 試験方法

試験動物2頭を試験群、 1頭を対照群とする。注射材料lmLずつを試験群の動物の皮下に注射
し、対照群と共に同居飼育し、14日間観察する。

3.4.73 判定

観察期間中、試験群及び対照群に異常を認めてはならない。

3.4.8 力価試験

3.4.8.1 試験材料

3.4.8.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.4.8.1'2 試験動物

体重約350g のモノレモットを用いる。



3.4.8.1.3 赤血球凝集抗原

赤血球凝集抗原(付記4)を用いる。

3.4.82 試験方法

注射材料5 mLずつを、 5匹の試験動物の腹腔内に4週間隔で2回注射し、 2回目の注射後14日

目に得られた各個体の血清について、赤血球凝集抑制讃験を行う。

被検血清をベロナール緩衝食塩液又はIBSで5倍に希釈し、等量の25WN%カオリン液を加え、

常温で20分間処理する。遠心後の上清に鶏又はモルモットの赤血球を加え、常温で15分間処理し、

再度遠心し、上清を採取する。これをベロナール緩衝食塩液又はPBSで2倍階段希釈し、各段階の

希釈液に8単位の赤血球凝集抗原を等量加え、'4でで1夜処理する。これに33.22の赤血球浮遊液

を加え、常温で60分聞静置し、赤血球凝集の有無を観察する。

3.4.83 半」定

赤血球凝集を抑制した血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価とする。

赤血球凝集抑制抗体価20倍以上を赤血球凝集抑制抗体陽性とする。

試験動物の赤血球凝集抑制抗体陽性率は、80%以上でなければならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、 1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、その期間とす

る。

付記1 ウイルス増殖用培養液

1,ooomL 中
トリプトース・ホスフェイト・ブロス
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豚パルボウイルス.90HS株又は適当と認められた株を用いて調製した赤血球凝集抗原で、'赤

血球凝集価が64倍以上のもの。

モ凡

、

、



1定義

シードロット規格に適合した豚パルボウイルスを、同規格に適合した株化細胞で増殖させて得た

ウイノνス液を不活化したワクチンである。
2製法

2.1 製造用株

2.1.1 瑠称

豚パルボウイルス90HS株又はこれと同等と認められた株

2.1.2 性状

豚腎初代又は継代細胞で増殖し、モルモット及び鶏の赤血球を凝集する。 」

2.1.3 マスターシードウイノレス

2.1.3.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、適当と認められた培養細胞で増殖させ、連続した土程により作製

し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以

下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウィルスは、適当と認められた培養細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12の試験を行う。

2.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウィルスは、適当と認められた培養細胞で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C

以下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、 313の試験を行う。

22製造用材料

22,廿音養ネ瑚包

豚腎株化細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

222培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

22.3 マスターセノレシード

2ユ3.1作製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、222 の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器
に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の番号又は製造番号を付し、凍結して一70゜C以下で保存
する。

マスターセノレシードについて、 32.1の試験を行う。

マスターセノレシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

豚パルボウイルス感染症不活化ワクチン(シード)



からプロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。
22.47ーキングセノレシード

22.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングセルシードは、222の培養液で増殖及ぴ継代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、322の試験を行う。
22.5 プロダクションセルシード

22.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションセルシードは、222の培養液で増殖する。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。

プロダクションセノレシードを保存する場合は、323の試験を行う。
23 原液

23」プロダクションセノレシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

23.2'ウイノレスの培養

プロダクションシードウィルスを 2.3.1 の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養細
胞ごとに採取した培養液のろ液又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.3 の試験を行う。

233 不活化

ウイルス浮遊液にホル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、不活化ウイルス

液とする。
J

不活化ウイルス液について、3.4の試験を行う。

2.3.4 原液

不活化ウイルス液を混合し、原液とする。

原液について、3.5の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

原液を混合し、最終ノ勺レクとする。

この場合、適当と認められた保存剤を加えてもよい。

2.5 小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.6の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同定試験

シードロット規格の 1.42.3.1.'1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.12 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、適合しなけれぱならない。

3.1.13 マ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。
3.1.1.4外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイルス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1、2.1及び22 を準用して試験するとき、適合しな



けれぱならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定一般試験

豚繁殖・呼吸障害症候群ウィルスにっいて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1及び
3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.1.422 個別ウイノレス否定試験

豚凱レラウイルス、豚サーコウイルズ、牛ウイルス性下痢一*占膜病ウイノレス、ロタウィルス、日

本脳炎ウィルス及び狂犬病ウィルスにっいて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1.1、

3.23、 3.2.4、 32,5、 3ユ.7及び32.9 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1 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、適合しなけれぱならない。
3.122マ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。
3.1.3 プロダクションシードウイノレスの試験

3」.3.1 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。
3.132マ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。
32株化細胞の試験

32.1マスターセルシードの試験

32.1.け音養性状試験

シード伽ツト規格の2.1.42.1.1を準用して試験するときイ適合しなければならない。
32.1.2起源動物種同定試験

シードロット規格の2.1.42.12 を.準用して試験するとき、適合しなければならない。
32.1.3 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。
32.1.4 マ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。
3.2.1.5 外来性ウイルス否定試験

32」.5.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 12、2.1及ぴ22 を準用して試験するとき、適合しな
けれぱならない。

32.1.52 特定ウイノレス否定試験

32,1.52.1特定ウイルス否定一般試験

豚繁殖・呼吸障害症候群ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 12及び
3.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

32.1.5.22 個別ウイルス否定試験

豚=レラウイノレス、豚サーコウィルス、牛ウィノレス性下痢一粘膜病ウィノレス、ロタウイノレス、日

本脳炎ウィノレス及び狂犬病ウィ・ノレスにづいて、一般試験法の外来性ウィノレス否定試験法の 12、

3.23、 32.4、 32.5、 3.2.7及び3.2.9 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
32,1'6核学的(染色体)性状試験

シードロツト規格の2,1.42」.6 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
32.1.7腫癌形成性/腫癌原性試験



シードロット規格の2.1.42'1,7 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3227ーキングセルシードの試験

3ユ2、1培養性状試験

シードロット規格の2.1.4'22.1 を準用して試験司、るとき、適合しなけれぱならない。

3222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。

322.3 マ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。

3.23 プロダクションセノレシードの試験

323.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.4.2.3.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3232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。

3233 マイ'=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。

3,3 ウイルス浮遊液の試験

33.1 ウイルス含有量試験

33.1.1 試験材料

33.1.1.1 試料

検体をウィルス増殖用培養液(付記1)で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

33.1.1.2 培養細胞

豚腎初代若しくは継代細胞又は適当と認められた細胞を小試験管に培養し、単層となったものを

用いる。

33.12試験方法

試料0.1m刀ずっをそれぞれ4本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、ウ

イルス増殖用培養液0.5nlL を加え、37゜Cで 10日間培養した後、ベロナール緩衝食塩液(付記2)

又はりン酸緩衝食塩液(以下この項においてゆBS」という。)(付記3)で濃度を調整した

0.5V01%の非凝集性の鶏又はモルモットの赤血球浮遊液をそれぞれ0.4mLずつ加え、室温で 60分

闘静置した後、赤血球凝集の有無を観察する。

33'13 判定

赤血球の凝集を認めたものを感染とみなし、丁CΦ.。を算出する。

検体のウィノレス含有量は、 1 mL中 10,・OTCΦ即以上でなけれぱならない。
3.4不活化ウイルス液の試験

3.4.1 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、適合しなけれぱならない、

3.42不活化試験

3.42.1試験材料

3.42.1.1 試料

100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体5 血L を4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去した

ものを試料とする。

3.42.12 培養經胞

豚腎初代又は継代細胞を培養瓶で培養し、単層となったものを用いる。

3.422試験方法

試料の全量をlnlL、につき3C力゛以上の培養細胞に接種し、37でで60分間静置吸着させる。試



料を抜き取り、ウィルス増殖用培養液を加え、37゜Cで 10日間培養した後、培養上清に3,3ユ2の赤
血球浮遊液を等量加え、室温で60分間静置した後、赤血球凝集の有無を観察する。

3.4.2,3 判定

赤血球の凝集を認めない場合、活性ウィルス陰性と判定する。
検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.5原液の試験

3.5.1 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。
3.6小分製品の試験

3.6.1 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液体でなければならず、
異物及ぴ異臭を認めてはならない。小分容器ごとの性状は、均一でなけれぱならない。

3.62PH測定試験

一般試験法の PH 測定試験法を準用して試験するとき、P亘は、固有の値を示さなければならな
い

3.63 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。
3.6.4 ホノレマリン定量試験

ホルマリン添加製剤にっいては、一般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホル
マリンの含有量は、 0.2V01%以下でなければならない。

3.6.5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Lなけれぱならない
3.6.6 力価試験

3.6.6.1 試験材料

3.6.6.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.6.6.12.試験動物

体重約30ogのモルモットを用いる。

3.6.6.1.3 赤血球凝集抗原

豚ノ勺ンボウィルス.90HS株又は適当と認められた株を用いて調製した赤血球凝集抗原(付記4)
を用いる。

3,6.6.2試験方法

注射材料2mLずっを、 5匹の試験動物の皮下に注射し、28日目に得られた各個体の血清にっい
て、赤血球凝集抑制試験を行う。

被検血清をベロナール緩衝食塩液又は PBS で5倍に希釈し、等量の 25Wん%カオリン液を加
え、室温で20分間処理する。遠心後の上清に鶏又はモルモットの赤血球を加え、室温で15分間処
理し、再度遠心し、上清を採取する。これをベロナール緩衝食塩液戈は PBS で2仲階段希釈し、
各段階の希釈液に8単位の赤血球疑集抗原を等量加え、.4゜Cで1夜処理する。これに 33.12 の赤
血球浮遊液を加え、室温で60分間静置し、赤血球凝集の有無を観察tる。

3.6.63 判定

赤血球凝集を阻止した血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価とする。
赤血球凝集抑制抗体価80倍以上を赤血球凝集抑制抗体陽性とする。

試験動物の赤血球凝集抑制抗体陽性率は、80%以上でなけれぱならない。
4貯法及び有効期間

、



有効期問は、製造後1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、その期

間とする。

付記1 ウイルス増殖用培養液

1,ooomL 中
トリプトース,ホスフェイト・ブロス 2.95 今

牛血清アルブミン 1.1

イーグノレN正M 残

炭酸水索ナトリウムでPHを72~フ.6に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

イ寸記2 ベロナール緩衝食塩液(PH7.の

1,ooomL 中
ノミノレビターノレ 0.575

ノ勺レビタールナトリウム 0375

塩化ナトリウム 8.5

水 残量

付記3 リン酸緩衝食塩液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム 8.0

塩化カリウム 0.2

リン酸水素ニナトリウム十二水和物 2.9

リン酸二水素カリウム 02

水 残

塩酸でPHを6.8~72に調整する。

付記4 赤血球凝集抗原

豚パノレボウイルス 90HS株又は適当と認められた株を用いて調製した赤血球凝集抗原であう

て、赤血球凝集価が64倍以上のもの。

、
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臂

ワクチン(シードロツト製郵D の部のマイコプラズマ,ハイオニュ・ーモニェ感染症(アジュバント
力の不活化ワクチン(シード)の項の欧に次のように加える。

マイコプ・ラズマ・ハイオニューモニエ感染症(カルボキシ
ビニルボリマーアジュバン・トカロ)不活化ワクチン(シー
ド)

1定義

シードロツト規格に適合したマイコプラズマ・ハイオニューモニェのナ立養菌液を不活化し、カノレ
ボキシビニノレポリマーアジュバ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 名称

マイコプラズマ.ハイオニューモニェ P,5722-3株又はこれと同等と認められた株
2.12 性状

マイコプラズマ.ハイオニ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 作製、保存及ぴ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.して一 20OC以下で保

存する。

マスターシード菌にういて、 3.1.1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。

2.1.47ーキングシード菌

2.1.4.1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で増殖及ぴ継代する。
ワ丁キング.シード菌は、凍結して一20゜C以下で保存する。
ワーキングシード菌について、3.12の試験を行う。

2.1.5 プロダクションシード菌

2.1.5.1 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。

プロダクシヨンシード菌を保存する場合は、凍結して一20゜C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 の試験を行う。

22製造用材料

22.1 培地

製造に適当と認められた液状培地を用いる。
23 原液

2.3.1 培養

プロダクシヨンシード菌を培地に接種して増菌・継代培養後、更に培地に接種して培養したもの
を培養菌液とする。

培養菌液について、32の試験を行う。
23.2 不活化

培養菌液に適当と認められた不活化剤を加えて不活化した後に、適当と認められた方法で不活化
剤を中和したものを原液とする。この場合、必要に応じて濃縮し、適当と認められた保存剤又は消

'



泡剤を添加してもよい、

原液について、33の試験を行う。
、

2.4 最終ノ勺レク

原液を混合し、濃度調整したものに適量のアジニバントを加えたものを最終バルクとする。この

場合、必要に応じて濃度調整し、適当と認められた保存剤等を添加してもよい。
2.5 小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.4の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マ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 1.42.4.1.1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 夾雑菌否1倉試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。ただし、農林水産

大臣が特に認めた場合には、その試験法によるものとする。

3.1.27ーキングシード菌の試験

3.12.1夾雑菌否定試験

3.1.12を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.13プロダクションシード菌の試験

3.1.3.1夾雑菌否定試験

3.1.12 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない'

32培養菌液の試験

32.1染色試験

32.1.1 試験材料

検体を用レ,、る。

32'12試験方法

検体 0.olmL 以上をスライドグラス上に塗抹し、乾燥・圖定した後にグラム染色して標本を作成
ノ

する。標本は、約 1,000倍に拡大して1視野以上を鏡検する。
32.13 判定

マイコプラズマ・ハイオニューモニエ様菌(球状又は球捍状から短捍状の菌)以外の菌を検出して
はならない。

322抗原量定量試験

322.1試験材料

3.2.2.1.1 試料

検体 1.5mL を 12,00OG 以上で 10分間遠心し、上清を完全に除去した後、菌体を TNES 液(付記
1) 0.12血上に再浮遊させた、のを試料とする。

3.222試験方法

試料0.01血L に適量の0.04W/V%Hoechst色素又はこれと同等のHoecbst色素溶液を加えて混合し、

蛍光量計で試料中の総 DNA 量(Dg)を測定した後、検体l mL 当たりの抗原量を DNA 量

(n創mL)又はVyω〆郎柳α勿,叩πe柳伽iae DNA ce11eqldva1伽ts (入ⅡΦCE) q寸記2)として以下の
計算式により算出する。

検体l mL 中の入ⅡΦCE=DNA量(n創ml")× 125 × 10'
3223判定

検体lmL中の抗原量は、所定の値でなければならない。
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33原液の試験

33.1 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U 農林水産
大臣が特に認めた場合には、その試験法によるものとする'

332抗原量定量試験

332.1又は33.22の試験を行う。
332.1抗原量定量試験1

322を準用して試験するとき、検体lmL中の抗原量は、所定の値でなければならない。
3β.2ユ抗原量定量試験2

3.322.1 試験材料

3.322.1.1 試料

原液及ぴ参照ワクチン1(付記3)を凍結融解したものを試料とする。
3.322.2 試験方法

捕捉抗体吸着プレート q寸記4')にブ訂ツキング液(イ寸記5)を 100μ工ずっ加え、試料を各々
3穴に 100μ上ずっ加えてプレート上で2倍階段希釈する。また、陽性対照抗原(付記6)及び陰
性対照抗原(付記7)をいずれも凍結融解した後、プレートの4穴ずっに.100μ Lずっ加え、プレ
ート上で2倍希釈する。35 ~ 39゜CでIH寺間反応させた後、洗浄液 q寸記8)で3回洗浄する。マ
ウス抗マイコプラズマ.ハイオニニーモニエモノクローナル抗体 q寸記9)をブランクを除く各弌
に 100 μ Lずっ、プランクにはブロヅキング液を,100 μ工ずっ加え、 35 ~39゜Cで 1時間反応させ
た後、洗浄液で3回洗浄する。標識抗体1 (付記10)をブランクを除く各穴に 100μ工ずっ、ブラ
ンクにはブロツキング液を.100μ工ずっ加え、35 ~39゜Cで 1時間反応させた後、洗浄液で3回洗
浄する。基質液1 (付記 11)を各穴に 100 μ L ずっ加え、10分間反応させた後、各穴にl m。比
塩酸を 100μLずっ加えて反応を停止させ、波長450血で吸光度を測定する。

3.3223 判定

参照ワクチン1の抗原量を 1.0 とし、適当と認められた統計学的計算方法により原液中の抗原相
対力価を算出するとき、相対力価は 125以上でなければならない。また、陽性対照抗原の吸光度値
は0.542~ 1.578 を示さなけれぱならず、陰性対照抗原の吸光度値は0.081以下でなければならない。

333不活化試験

3.3.3.1又は 3.3.32 の試験を行う。

3.3.3.1 不活化試験 1

333」.1試験材料

333.1.1.1 試料

検体を試料とする。

3.33.1.12 培地

製造用培地を用いる。

333.12 試験方法

試料0.5mL を培地4.5mL に接種し、これを更に培地で 10倍階段希釈する。陰性対照は、培地の
,みとする。各段階の希釈液及ぴ陰性対照を 35 ~ 37゜Cで 14日間培養した後、継代して同様に7日
間培養する。

33.3.13 判定

いずれの培養液にも、菌の発育によるPHの低下を認めてはならない。
33.32 不活化試験2

3332.1 試験材料

3.3.32.1.1 試料

検体を試料とする。
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3332.12 ι音地

フェノールレッドを含有する液状の製造用培地を用いる。
3.3.322 試験方法

試料 lmLを培地10mL に接種し、 35 ~39でで7日間培養する。接種後7日目に継代し、更に35

~ 39゜Cで7日間培養し、培地の色の変化を観察する。また、不活化前の培養液及び不活化前の培
養液に試料を加えたものを陽性対照とし、培地のみを陰性対照として同様に培養する。なお、陽性
対照については、接種7日目に培地の色が変化した場合には、継代培養を行わない。

3,3.323 判定

試料を接種した培養液及び陰性対照は、培地の色の変化を認めてはならず、陽性対照は、培地の
色が黄変・しなければならない。

3.4小分製品の試験

3.4.1 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、園有の色調を有する液体でなけれぱならず、
異物及び異臭を認めてはならない。小分容器ビとの性状は、均一でなけれぱならない。

3.42 PH測1昔試験

一般試験法のPH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ぼならない。
3、.43 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。
3.4.4 チメロサーノレ定量試験

チメロサーノレ添加製剤にっいては、一般試験法のチメロサーノレ定量法を.準用して試験するとき、
適合しなければならない。

3.4.5 ホノレマリン定量試験

ホルマリン添加製剤については、一般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホル
マリンの含有量が0.125V01%以下でなければならない。

3.4.6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、
注射量は、 03mL とする。'また、 3.4.ケの試験を行うときは、本試験は実施しなくてもよい。

3.4.7 安全試験

3.4.フ.1 試験材料

3.4.フ.1.1 注身t材料

試験品を注射材料とする。

3.4.フ.1.2 試験動物

3~5週齢の豚を用いる。 〆

3.4.72 試験方法

注射材料2頭分ずつを2頭の豚の頚部筋肉内に注射する。更に2週間後に1頭分ずっを反対側の

頚部筋肉内に注射し、 2週間臨床観察する。また、初回注射前及び観察期間終了時に体重を測定す
る。

3.4.73 判定

観察終了時の体重は初回注射前の体重と同等以上でなければならない。また、観察期間中、試験
動物に臨床的な異常を認めてはならない。

3.4.8 力価試験

3.4.8.1 又は 3.4.82 の試験を行う。

3.4.8.1 力価試験 1

3.4.8、1.1 試験材料

3.4.8.1.1.1 注射材料

冒



材

試験品及ぴ参照ワクチン2 (付記12)を注射材料とする。
3.4.8,1.12 試験動物

6~7週齢のICR系雌マウスを用いる。

3.4.8.1.13 酵素抗体反応(以下この項において「ELISA上という。)用抗原
固相化抗原1 (付記13)を用いる。

3.4.8.12 試験方法

試験動物の40匹を試験群、10匹を対照群とする。

試験群を1群 20 匹の2群に分け、 1群(以下この項において「試験品群」という。)'には試験0
を、他の1群(以下この項において f参照ワクチン群」という。)には参照ワクチン2をそれぞれ
0・2mL ずっ皮下に注射する。注射後2週目に、試験品群、参照ワクチン群及び対照群から炉られた
各個体の血清について、 ELISAを行う。

試験品群、参照ワクチン群及び対照群の血清を希釈液(付記 14).で 40 仲に希釈したものを抗原
吸着プレート1 (付記15)の2穴ずっに 100μιずっ加え、希釈液のみの穴を血清対照とする。ま
た、指示陽性血清(付記 16)を希釈液で 40 倍に希釈したものを抗原吸着プレート1の4弌に 100
μ L ずっ加える。 1時間反応させた後、希釈液で3回洗浄する。次に、各穴に標識抗体2 (付記
17)を 100 μ L ずっ加え、 30分間反応させた後、希釈液で4回洗浄する。基質液2 (付記'18)を
各穴に100μ工ずっ加えて反応させ、主波長405血、副波長450血で吸光度を測定する。各被検血
清の吸光度から血清対照の平均吸光度を引いた値を各被検血清の吸光度値.として平均吸光度値を算
出するとき、・指示陽性血清の平均吸光度値が 0.85 ~ 1.05 となった時点を反武終了とし、.全ての{
の吸光度を測定し、試験品群、参照ワクチン群及び対照群の平均吸光度値を算出する。

3.4.8.13 亊」定

試験品群の血清の平均吸光度値は、参照ワクチン群の血清のそれと同値以上を示すか、試験口群
の血清の平均吸光度値が参照ワクチン群の血清のそれを下回った場合には、両者に有意差があって
はならない(片倶北検定、 Pく 0.05)。この場合、参照ワクチン群と対照群の血清の平均吸光度値の
差は、0,4 以上でなければならず、かっ、対照群の血清の平均吸光度値は、0.1 未満でなければなら
なし、。

3.4.82 力価試験2

3.4.82.1.試験材料

3.4.82.1.1 注射材料

試験品をワクチン注射液(付記 19)で 90 倍に希釈した後、更に生理食塩液で21立に希釈したも
のを注射材料とする。

3.4.82.12 試験動物

6~7週齢のSPFのddY系雌マウスを用いる。
3.4.8.2.13 ELISA 用抗原

固相化抗原2 (付記2のを用いる。
3.4.822 試験方法

試験動物の20匹を試験群、10匹を対照群とする。

注射材料0.1mL ずっを試験群の腹部皮下に注射する。注射後3週目に、試験"群及び対照群から
得られた各個体の血清にっいて、 ELISAを行う。

試験品群.と対照群の血清及ぴ参照陽性血清 q寸記 2D をプロッキング液で 10{立に希釈したもの
を、更に同液で2倍階段希釈する。とれらの血清希釈液を抗原吸着プレート2 (付記 22)の弌に
100μ Lずっ加え、プロツキング液のみの穴を血清対照とする。37゜Cで1時間反応させた後、洗浄
液で3回洗浄する。炊に、各穴に標識抗体3 q寸記 23)を 100 μ L ずっ加え、370Cで1時間反応
させた後、洗浄液で3回洗浄する。その後、基質液iを各穴に 100 μ工ずっ加えて 10分間反広さ
せた後、各穴にlmovL塩酸を 100μLずっ加えて反応を停止させ、波長450血で吸光度を測定す



る。

3,4.823 判定

血清対照の各穴の吸光度値の平均値に 0.5 を加えた値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 倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群では、全て

20倍以下でなければならない。また、参照陽性血清は、抗体価320~640倍でなけれぱならない。
4貯法及び有効期間

有効期間は、製造後2年9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、その期
間と司、る。

付記1' TNES液

以下の組成のもの又は動物医薬品検査所が適当と認めたもの。
10onlL'中

トリス

エデト酸ナトリウム

塩化ナトリウム

ド・デシル硫酸ナトリウム

水

PEを7,4 に調整する。

付記5 ブ戸ツキング液

1,ooomL 中
スキムミノレク

洗浄液

必要に応じ、200血以下のフィノレターでろ過滅菌する。

イ寸記2 八1壬IDCE (AI'ycoP1αSI?1αh)!ιリフ11e訂hl0πiae DNA ce11equivalen加)
肱加叩π剣柳伽i卯培養菌液から抽出したDNAの量を測定し、菌1個当たりのDNA量である

8 × 10' ng で除して菌量を算出するもので、 D卜IA換算菌量を示す。この揚合、 1ngのDNA
量は、菌 125 × 10'個に相当する。

付記6 陽性対照抗原

付記3 参照ワクチン1

マイコプラズマ・ハイオニニサモニエ製造用株又はとれと同等の免疫原性を有する株の培養
菌液を不活化し、カルボキシビニルポリマーアジュバントを添加したワクチンであり、豚にお
ける攻撃試験において有効性が確認されたものであって、'動物医薬品検査所が適当と認めたも
の。

付記4 捕捉抗体吸着プレート

抗マイコプラズマ・ハイオニューモニエ兎抗体(付記 24)をトリス緩衝食塩液(付記お)
で適当と考えられる濃度に希釈し、 96 穴ELISA プレートに 100 μ Lずっ加える。なお、プレ
ートの両端各1列は、ブランクとし、トリス緩衝食塩液を 100 μ Lずっ加える。 35 ~399Cで

1時間反応させ、洗浄液で3回洗浄する。その後、ブロッキング液を各穴に 100μ Lずっ加え、
2~8でで18時問反応させた後、洗浄液で3回洗浄したもの。

、
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マイコプラズマ,ハイオニニーモニエ製造用株又はこれと同等の免疫原性を有する株の抄養
菌液を不活化し、カルボキシビニルポリマーアジュバントを添加し、3.32.2.2 の EL玲A におけ
る吸光度値が適当な値となるように生理食塩液で濃度を調整したもの。

付記7 陰性対照抗原

製造用培地にカルボキシビニルポリマーアジュバントを添加したもの。

付記8 洗浄液

1,ooomL 中

ポリソノレベート20

トリス緩衝食塩液

PHを72~フ.4 に調整する。

付記9 マウス抗マイコプラズマ・ハイオニューモニェモノクローナノレ抗体

マイコプラズマ'ハイオニューモニニ P44 抗原に対するマウス由来のモノクローナノレ抗体で、
ブ稔ツキング液で適当な希釈倍率に希釈したもの。

付記10 標識抗体1

ペルオキシダーゼ標識抗マウス珸G抗体を標識抗体1希釈液(付記26)で至適濃度に希釈し
たもの。

付記Ⅱ基質液1

液中に3,3',5,5'テトラメチルベンチジン(TMB)及び過酸化水素を含むもの。

付記12 参照ワクチン2

マイコプラズマ.ハイオニiーモニエ製造用株又はこれと同等の免疫原性を有する株の培養
菌液を不活化し、カルボキシビニルポリマーアジュバントを添加したワクチンであり I mL、

中に最小有効抗原量である約I×10'班ΦCEが含有されるように濃度を調整する。動物医薬口
検査所が適当と認めたものを参照ワクチンとして用いる。

付記B 固相化抗原1

マイコプラズヤ'ハイオニュサモニエ製造用株又はごれと同等の免疫原性を有する株の培養
菌液を遠心集菌し、圧NE 液(付記 27)で菌体を洗浄する。洗浄菌体をたん白質濃度が 200
創m工となるように調整し、 1mLずっ分注して凍結乾燥する。

付記14 希釈液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム

無水りン酸二水素ナトリウム

無水りン酸水素ニナトリウム

ポリソルベート20

水

PH を 7.2 ~フ.4 に調整する。

付記15 抗原吸着プレート1

8.5 3

022 g

1.19 g

0.5 mL

残量

m
L
 
量

5
残
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固相化抗原1本を 10mLの抗原溶解液 q寸記2幻で溶解した後、,96 穴ELISA プレートの各

穴に 100μ Lずっ加え、36~38Υ>で1時間反応させた後、 2~7でで玲時間反応させ、希釈
液で3回洗浄したもの。

付記16 指示陽性血清

参照ワクチン2で免疫したマウスの血清であって、3.4.8.1.2 の試験により希釈液で40倍に希
釈した後の平均吸光度値が0.85~ 1.00となるように濃度を調整し、凍結乾燥したもの。

付記17 標識抗体2

ペルオキシダーゼ標識抗マウス1gG抗体を希釈液で至適濃度に希釈したもの。

付記18 基質液2

A :0.6宮の 22'ーアジノージ(3 ーエチノレベンゾチアゾリンスノレホネート).を 1,ooon1Ξのグ
リシン緩衝液で溶解したもの。

B :0.02V01%過酸化水素溶液

A液とB液を使用時に等量混合する。

付記19 ワクチン注射液

0.5W/V%カルボキシビニルポリマー液(付記2のを生理食塩液で5倍に希釈したもの。

付記20 固相化抗原2

マイコプラズマ.ハイオニューモニエ製造用株又はこれと同等の免疫原性を有する株の培養
菌液を遠心集菌じ、菌体を洗浄した後、超音波処理をしてたん白質濃度が 173 μ gml,となる
ように濃度を調整した抗原。凍結して一50゜C以下で保存する。

付記21 参照陽性血清

マイコプラズマ.ハイオニューモニエ製造用株又はこれと同等の免疫原性を有する株の培養
菌液を不活化し、カルボキシビニルポリマーアジュバントを添加したワクチンで免疫したマウ
スの血清であって、3.4.822 の試験により抗体価が 320 ~ 640 倍となるように濃度を調整した
もの。凍結して一50で以下で保存ずる。

付記22 抗原吸着プレート2

固相化抗原2をトリス緩衝食塩液で25倍に希釈し、 96穴ELISA プレートの各穴に 100μ工
ずっ加え、37゜Cで1時間反応させた後、洗浄液で3回洗浄する。その後、プロッキング液を各
穴に 100μ Lずっ加え、37゜Cで1時間反応させた後、洗浄液で3回洗浄したもの。

、

付記23 標識抗体3

ペルオキシダーゼ標識抗マウス1gG抗体をプロッキング液で至適濃度に希釈したもの。

付記24 抗マイコプラズマ・ハイオニューモニェ兎抗体

マイコプラズマ.ハイオニューモニエ製造用株で免疫して得た兎血清をProte血G アフイニテ
イクロマトグラフィ.ーで精製した抗体。

付記25.トリス緩衝食塩液

1,ooomL 中

、



"

トリスヒドロキシメチルアミノメタン 2.42

塩化ナトリウム 8.フフ

水 残

PHをプ2~フ.4に調整する。

付記26 標識抗体1希釈液

1,000血L 中

トリスヒドロキシメチルアミノメタン 2.42 3
塩化ナトリウム 8.フ7 畠
スキムミノレク 50 g
ポリソノレベート20 0.5 mL

豚血清 50 mL

水 残量

P日を72~14に調整する。必要に応じ、200血以下のフィノレターでろ過滅菌する。

付記27 1NE液

1,ooonlL 中

トリスヒド如キシメチルアミノメタン 3.94

エデト酸ナトリウム 3.72

塩化ナトリウム 14.6

水 残

付記28 抗原溶解液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム 8.5 呂

グリシン 0.75

水 残

PH を 9.5 ~ 9.7 に調整する。

付記29 0.5WN%カノレボキシビニルポリマー液
1,ooonlL 中

カノレボキシビニノレポリマー

水

PHを72~フ.5 に調堅して、 121゜Cで30分間高圧滅菌する。

、

、
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ワクチン(シードロツト製郵D の部の豚アクチノバシラス・プルロニューモニェ(1.2.5型)

感染症'豚丹毒混合(油性アジュバント加)不活化ワクチン(シード)の項の次に次のように加える。

豚ボルデテラ感染症精製'(アフィ=ティークロマトグラフ
イー部分精製)・豚パスツレラ症混合(油性アジュバント
カロ)不活化ワクチン(シード)

1定義

シードロツト規格に適合したボルデテラ・ブロンキセプチカの培養ろ液を牛赤血球膜結△セルロ

ースカラムを用いたアフィニティークロマトグラフィーで部分精製し、得られたシアル酸結合型赤

血球凝集素を凍結乾燥したワクチン(以下この項において「乾燥ワクチン」という。)と同規格
に適合したパスツレラ・ムルトシダの培養菌体を破砕し、遠心上清を不活化して油性アジュバント

を添加したワクチン(以下この項において「液状不活化ワクチン」という。)を組み合わせたワク
チンである。

2製法

2.1 製造用株

2.1.1ポノレデテラ・ブロンキセプチカ

2.1.1.1 瑠称

ボルデテラ・ブロンキセプチカ 1相菌A19・KS株又はこれと同等と認められた株
2.1.12 性状

ボルデー.ジャング培地(付記1)上に隆起しだ小円形の集落を形成し、β溶血性を示す。また、
K抗原を有し、既知めボルデテラ・プロンキセプチカ1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、豚萎縮性鼻炎を起こす。生菌又は超音波処理菌をモルモ
シトの皮内に注射すると、注射部位に出血及ぴ壊死を起こす。

2.1.13 マスターシード菌

2.1,13.1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、ボルデー・ジャング培地又は適当と認められた平板培地で増殖させ、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、凍結して一 70゜C以下又は
凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.1の試験を行う6

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。

2.1.1.47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、ボルデー・ジャング培地叉は適当と認められた培地で増殖させる。
ワーキングシード菌は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシード菌にっいて、3」2の試験を行う。

2.1.1.S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、ボルデー・ジャング培地又は適当と認められた培地で増殖させる。
プロダクシヨンシード菌を保存する場合は、凍結して一 70 で以下又は凍結乾燥して50C以下で

保存する。

゛
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プロダクションシード菌を保存する揚合は、3.13の試験を行う。
2.12パスツレラ・ムノレトシダ

2.1.2.1 名称

パスツレラ・ムルトシダD型202・KS株又はこれと同等と認められた株
2.1ユ2 性状

培地上に半透明のスムースな集落を形成し、溶血性を示さない。莢膜を保有する。声養菌体から
調製した皮膚壊死毒素をモルモットの皮内に注射すると、注射部位に壊死を起こす。

2.12.3 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

マスタヤシード菌は、ペプシン消化羊血液加デキストロース、スターチ寒天培地 q寸記2)又は
適当と認められた平板培地で継代する。

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、凍結して一 70OC以下戈は
凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌にっいて、 3.1.1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L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。

2.12.47ーキングシード菌

2.12.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングシー・ド菌は、ペプシン消化羊血液加デキストロース・スターチ寒天培地又は適当と認
められた平板培地で増殖及び継代する。

ワーキングシード菌は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシード菌について、 3.12の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシード菌

2.12.5.1 増殖及び保存

プロダクシヨンシード菌は、ペプシン消化羊血液加デキストロース.スターチ寒天炉地又は適当
と認められた.平板培地で増殖させる。

プロダクシヨンシード菌を保存する揚合は、凍結して一 70゜C以下又は凍結乾燥して50C以下で
保存する。

プロダクシ"ンシード菌を保存する場合は、3.13の試験を行う。
22製造用材料

22.1ボノレデテラ・ブロンキセプチカ

2.2.1.1.培地

製造に適当と認められた培地を用いる。
22ユパスツレラ・ムノレトシダ

22.2.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。
2,3 原液

2.3.1 ボノレデテラ・ブロンキセプチカ原液

2.3.1.1 j音養

平板培地で培養したプロダクションシード菌を液状培地に接種した後、更に液状芦地で増菌声養
しだものを培養菌液とする。

培養菌液について、32.1の試験を行う。
23.12 原液

培養菌液を遠心分離し、得られた上清液をろ過後、牛赤血球膜結合セルロースカラム(付記3)
を用いたアフィニティークロマトグラフィーで部分精製し、得られたシアル酸結合型赤血球凝集素

、



を脱塩・濃縮した後、ろ過滅菌したものを原液とする。

原液について、 33.1の試験を行う。

23ユパスツレラ・ムノレトシダ原液

232.け音養

平板培地で培養したプロダクションシード菌を液状培地に接種し、培養したものを培養菌液とす
る。

培養菌液について、.32ユの試験を行う。

2,3ユ2 原液

培養菌液を遠心分賊し、得られた菌体をりン酸緩衝食塩液(以下この項においてゆBS」という。)
に浮遊して凍結融解する。物理的処理により菌体を破砕後遠心分雜し、得られた遠心上清をろ過L、
たん白量を測定する。ホル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後、PBS で濃
度調整したものを原液とする。

原液について、332の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

2,4.1 ボノレデテラ'ブロンキセプチカノ勺レク

ボルデテラ・ブロンキセプチカ原液に適当と認められた安定剤.を加えて混合し、最終バルクとす
る。

2.42パスツレラ・ムノレトシダバノレク

パスツレラ・ムルトシダ原液に適当と認められた油性アジュバントを加えたものを最終ノ勺レクと
する。

2.5 小分製品

2.5,1 乾燥ワクチン

ボルデテラ・ブロンキセプチカの最終バル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、3.4の試験を行う。

2.52液状不活化ワクチン

パスツレラ・ムノレトシダの最終ノしレクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.4の試験を行う。

3試験法

3」製造用株の試験

3.1.1マ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 1.42.4.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3」.1ユ夾雑菌否1倉試験

3.1.1.2」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ユ.2 パスツレラ・ムルトシダ

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・ムルトシダ以外の菌の発育を認
めてはならない。

3,127ーキングシード菌の試験

3.1.2.1 夾雑菌否定試験

3.1.1.2を準用して試験するとき、'適合しなけれぱならない。

3.13 プロダクションシード菌の試験

3.1.3.1 夾雑菌否定試験

3.1.12を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。



3.2培養菌液の試験

32.1ボノレデテラ・ブロンキセプチカ

32.1.1 夾雑菌否スE試験

3.1.12を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.2赤血球凝集(以下この項において「臥」という。)価測定試験
32.12.1試験材料

検体を遠心し、得られた上清を試料とする。
32.122試験方法

96穴U底又はV底プレートを用い、試料25μLをPBSで2倍階段希釈する。各段階の希釈液に

0,5V01%グルタールアルデヒド圖定牛赤血球浮遊液(付記4) 25μ Lずっを加え、37゜Cで2時間反
応させ、更に2~5゜Cで1夜静置した後、赤血球の凝集の有無を観察する。

32.123 判定

赤血球の凝集を認めた試料の最高希釈倍数を勲価とする。

検体の遠心上清のHA価は、 8倍以上でなけれぱならない。
322パスツレラ・ムノレトシダ

32ユ.1夾雑菌否定試験

3.1J2を準用して試験tるとき、適合しなけれぱならない。
33原液の試験

33.1 ボルデテラ・ブロンキセプチカ原液

33.1.1 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。
33.12 生菌否IE試験

33.12,1試験材料

3.3.12.1,1 試料

検体を接種材料とする。

33.12.12 培地

ボルデー・ジャング培地又は適当と認められた培地を用いる。
33.1.2.2 試験方法

検体0.1mLずっを平板培地2枚以上にそれぞれ途抹接種し、37゜Cで48時間培養する。
33.123 判定

菌の発育を認めてはならない。

33.1311A 価測定試験

33.1.3.1 試験材料

検体を用いる。
し

33.132試験方法

3.2.12 を準用して試験を行う。

33.13.3 判定

検体のΠA価は、 5頭分及び10頭分の小分製品の原液では 128倍以上、20頭分の小分製品の原
液では256倍以上でなけれぱならない。

33.1.4 無毒化試験

33.1.4.1 試験材料

33,1.4.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

33.1・.4.12 試験動物

体重約350gのモルモットを用いる。



33.1.4.2 試験方法

注射材料0.1mLずっを試験動物2匹の背部皮内に注射し、 7日間観察する。
3.3.1.43 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。
3.32 パスツレラ.・ムノレトシダ原液

332.1 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6
33.22 生菌否定試験

3322.1試験材料

3,322.1.1 試料

検体を接種材料とする。

3322.1.2 培地

ペプシン消化羊血液添加デキストロース・スターチ培地又は適当と認められた培地を用いる。
33222試験方法

検体0.1mLずつを平板培地2枚以上にそれぞれ塗沫接種し、37゜Cで18時間培養する。
33223 判定

菌の発育を認めてはならない。

3.323 無毒化試験

33.1.4を準用して試験するとき、適合しなけ.れぱならない。

3,32,4 たん白量測定試験

3.32.4.1 試験材料

不活化前の遠心上清ろ過液を試料とする。
3.3ユ.42 試験方法

Br飢d伽rd色素結合法又は適当と認められた方法により、たん白量を測定する。
332.43 半11定

試料lmL中のたん白量は、1.omg以上でなければならない。
3.4小分製品の試験

3.4.1 特性試験

一般試験法の特性試験法を準用して試験ずるとき、乾燥ワクチンは、園有の色調を有する乾燥物

でなければならず、異物及び異臭を認めてはならない。液状不活化ワクチンは、圖有の色調を有す
る懸濁液でなければならず、異物及び異臭を認めてはならない。.乾燥ワクチンを液状不活化ワクチ
ンで溶解したものは、圖有の色調を有する懸濁液でなければならず、異物及ぴ異臭を認めてはなら
なし、。

また、小分容器ごと・の性状は、均一でなけれぱならない。
3.42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、乾燥ワクチンは、とれに適合しなければな
らない。

3.43 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、乾燥ワクチンは、これに適合しなければな
らない。

3.4.4 PH 測定試験

一般試験法のPΠ測定試験法を準用して試験するとき、液状不活化ワクチンのPHは、固有の値を
示さなければならない。

3.4.5 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、乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解し



たものは、これに適合しなければならない。
3.4.6 ホノレマリン定量試験

適当と認められた方法で液状不活化ワクチンを処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリ
ン定量法を準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、0.25V01%以下でなければならない。

3.4.フチメロサーノレ定量試験

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、液状不活化ワクチンは、これに適A
しなければならない。

3.4.8 無毒化試験

3.4.8.1 試験材料

3.4.8.1.1 注射材料

乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解した試験品を注射材料とする。
3.4.8.12 試験動物

体重約350gのモルモットを用いる。
3.4.82 試験方法

注射材料0.1mLずっを試験動物2匹め背部皮内に注射し、 7日間観察する。
3.4.8.3 半」定

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

3.4.9.1 試験材料

3.49,1.1 注射材料

乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解した試験品を注射材料とする。
3.4.9.12 試験動物

体重10~30kgの豚を用いる。
3.4.9.2 試験方法

試験動物の2頭を試験群、 1頭を対照群とする。

試験群の2頭に注射材料1 皿をそれぞれ筋肉内に2週間隔で2回注射し、対照群と共に、第2
回目注射後2週間まで観察する。

3.4.93 半1」定

観察期間中、試験動物に臨床的な異常を認めてはならない。注射により一過性の発熱を認めても
3日以内に回復しなければならず、注射反応は、無視し得る程度以下でなければならない。

3.4.10 力価試験

3.4.10.1豚ボルデテラ感染症力価試験

3.4.10.1.1 試験材料

3.4.10.1.1.1 試験動物

3.4.9 の試験に用いだ動物を用いる。

3.4.10.1,1ユ赤血球凝集抗原

ボルデテラ・ブロンキセプチカ臥抗原(付記5)を用いる。
3,410.12 試験方法

3.4.9 の試験終了日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、マイクロタイター法
で赤血球凝集抑制(以下この項において「田」という。)試験を行う。

血清1容に25WN%カオリン加PBS2容及びPBS1容を加え、30分間処理した後、遠心上戸を
採取する(4倍希釈血清)。 96 穴V底プレートを用いて、 4倍希釈血清25 μ L を PBS で2イ立階段
希釈する'各希釈血清に8単位の赤血球凝集抗原を 25 μ L ずっ加えて、 40Cで1夜静置する。こ
れに 0.5V01%グルタールアルデヒド固定牛赤血球浮遊液(付記4)を 50 μ Lずっ加え、370Cで2
時間反応させ、更に4゜Cで1夜静置した後、赤血球の凝集の有無を観察tる。



3.4,10.13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を印抗体価とする。

試験群の印抗体価は、全て8倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て印抗体
価4倍以下でなけれぱならない。

3.4.102豚パスツレラ症力価試験

3.4.10.2.1 試験材料

3.4.10ユ.1.1 注射材料

乾燥ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解した試験品を注射材料とする。
3.4.10.2.1.2 試験動物

約5週齢のマウスを用いる。

3.4.102.13 攻撃用菌液

パスツンラ・ムルトシダ202・KS株又はこれと同等の毒力を有する株をペプシン消化羊血液加デ
キストロース・スターチ寒天培地に接種し、37゜Cで 18時間培養した後、10Wん%スキムミノレクに

集菌し、小分けして、ーフ0で以下に保存する。攻撃時に融解L、1d"~ 10肋CFwmL となるように
濃度を詔整したものを攻撃用菌株,とする。

3.4.1022 試験方法

試験動物の10匹を試験群、10匹を対照群とする。

注射材料0.1血L'ずつを2週間隔で2回、試験群の腹腔内に注射する。 2回目注射後2週目に攻撃

用菌液0.1mL・ずつを試験群及ぴ対照群の腹腔内に注射して攻撃した後、 7日間観察する。
3.4.10.23 判定

試験群では、70 %以上が耐過生存しなければならない。との場合、対照群では、70 %以上が死
亡しなければならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、製造後2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、、その期
間とする。

5 その他

5.1添付文書記載事項

と畜場出荷前の所定の期間は使用しない旨

ペプシン消化羊血液加デキストロース・スターチ寒天培地

1,000皿L

プロテオース・ペプトン N03

デキストロース

可溶性デンプン

塩化ナトリウム

リン酸水素ニナトリウム

ゼラチン

付記1 ボノレデー・ジャング培地

1,000皿L 中

ボノレデー・ジャング・アガーベース 30

グリセリン 10

水 残

加温溶解した後、121゜Cで 15分間高圧滅菌する。

約50゜Cに冷却した後、牛脱線維血液を5V01%となるように添加する。

付記2
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寒天 10 3
水 残量

加温溶解した後、121゜Cで15分間高圧滅菌する。

約50でに冷却した後、ペプシン消化羊血液を5V01%をなるように添加する。

付記3 牛赤血球膜結合セルロースカラム

牛赤血球を酢酸処理した後、超音波破砕して得られた破砕血球膜を臭化シアンーセルロース
ゲルに吸着させて調製し、カラムに充填したもの。

付記4 0.5%グルタールアルデヒド固定牛赤血球

牛赤血球をグルタールアルデヒドで固定.した後、10V01%赤血球液となるように濃度を調整
したもので、使用時に、 0.0IWん%ゼラチン加PBSで0.5V01%赤血球液となるように希釈する。

付記5 ボルデテラ・ブロンキセプチカHA抗原

牛赤血球に対して強い凝集活性を有するボルデテラ・ブロンキセプチカ1相菌の炉養ろ液
を、牛赤血球膜結合セルロースカラムを用いたアフィニティークロマト法により精製し、得ら
れた牛赤血球凝集素の赤血球凝集価が約32単位になるように濃度を荊整したもの。



豚ボルデテラ感染症精製・豚パスッレラ症混合(油性アジ
ユバントカロ)不活化ワクチン(シード)

1定義

シードロツト規格に適合したボルデテラ・ブロンキセプチカの培養上清を濃縮し、部分精製した
もの及ぴ同規格に適合したパスツレラ・ムルトシダの培養上清を濃縮し、遠心して得られた上清を
不活化したものを混合し、.油性アジュバ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 ボノレデテラ・ブロンキセプチカ

2.1.1.1 名称

ポルデテラ・ブロンキセプチカ 1相菌GCK,1株又はとれと同等と認められた株
2.1.12 性状

ボルデー・ジャング培地上に隆起した小円形の集落を形成し、β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 1相菌の免疫血清によって特異的に凝集される。
生後フヨ齢以内の豚に点鼻接種すると、豚萎縮性鼻炎を起こす。生菌又は超音波処理菌をモルモ

ツトの皮内に注射十ると、注射部位に出血及び壊死を起こす。
2.1.13 マスターシード菌 」

2.1.13.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシード菌は、ボルデー・ジャング培地(付記1)又は適当と認められた平板培地で増殖
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、凍結して一70゜C以下又は
凍結乾燥して5゜C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3.1.12 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代以内でなけれぱならない。

2.1.1.47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、ボルデー・ジャング培地又は適当と認められた平板培地で増殖及び継代
する。

ワーキングシード菌は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシード菌について、 3.12.1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

プロダクシヨンシード菌は、ボルデー,ジャング培地又は適当と認められた平板培地で増殖させ
る。

プロダクシヨンシード菌を保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で
保存する。

プロダクションシード菌を保存する場合は、 3」3.1の試験を行う。
2.1.2パスツレラ・ムルトシダ

2.12.1 名称

パスツレラ!ムルトシダB、45株又はこれと同等と認められた株
2.1.22 性状

鶏血清加ハートインフュージョン寒天培地上に粘稠性のある円形の集落を形成する。

」

、

、



生菌を鼻粘膜に酢酸を前処理した約3・週齢の豚に点鼻接種すると、豚萎縮性鼻炎を起こす。
生後7日以内の豚に点鼻接種すると、鼻甲介萎縮を起こす。

2.1,23 マスターシード菌

2.123.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシード菌は、適当と認められた平板培地で増殖させ、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、凍結して一70OC以下又は

凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌にっいて、 3.1.1.1及び3.1.12 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"
までの最高継代数は、10代以内でなけれぱならない。

2.12.47ーキングシード菌

2.12.4.1 増殖、継代及び保存

ワ'キングシード菌は、適当と認められた平板培地で増殖及ぴ継代する。
ワーキングシード菌は{凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
ワーキングシード菌にういて、 3.12.1の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシード菌

2.12.5.1 増殖及び保存

プロダクションシード菌は、適当と認められた平板培地で増殖させる。

プロダクシヨンシード菌を保存する場合は、凍結して一70ヤ以下又は凍結乾燥して60C以下で
保存する。

プロダクシヨンシード菌を保存する揚合は、 3.1.3.1の試験を行う。
22製造用材料

2.2.1 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レ,、る。
222パスツレラ・ムノレトシダ

製造に適当と認められた培地を用いる。
23原液

2.3.1 ボノレデテラ・ブロンキセプチカ ＼＼

23.1.1 培養

平板培地で培養したプロダクションシード菌を液状培地に接種し、増菌培養したものを、更に液
状培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液にっいて、 32.1、 322及び323 の試験を行う。
23.1.2 原液(部分精製)

培養菌液を遠心分齢して得られた上清液を濃縮し、濃縮抗原液とする。濃縮抗原液からショ糖密
度勾配により抗原画分を取り出し、ゲルろ過して抗原成分を採取し、適当と認められた保存剤を添
加したものを原掖とする.。

原液について、 3.4.1の試験を行う。

23ユパスツレラ・ムノレトシダ

232.1ι音養

平板培地で培養したプロダクションシード菌を液状培地に接種し、増菌培養したものを、更に液
状培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液にっいて、 32.1及び3.2.4の試験を行う。
2.322 抗原液

培養菌液を遠心分雛して得られた上清液を濃縮した後、更に遠心分離して得られた上清を抗原液

、



とする。

抗原液について、33の試験を行う。

2.323 不活化

抗原液にホル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液とする。
原液について、3.42の試験を行う。

2.4 最終バノレク

ボルデテラ.ブロンキセプチカ原液とパスツレラ・ムルトシダ原液を混合し、適当と認められた
希釈液で濃度調整した後、適当と認められた油性アジュバンドを加えたものを最終ノ勺レクとする。

2.5 小分製品

最終バノレクを小分容器に分注し、小分製品とする。
小分製品について、3.5の試験を行う。

3試験法

3,1製造用株の試験

3.1.1マスターシード菌の試験

3.1,1.1 同定試験

シードロヅト規格の 1.42.4.1.1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 夾雑菌否定試験

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・プ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 ノξスツレラ・ムルトシダ

」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・ムルトシダ以外の菌の発育を認
めてはならない。

3.1.27ーキングシード菌の試験

3.12.1夾雑菌否定試験

3.1.12.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.13 プ戸ダクションシード菌の試験

3.13.1夾雑菌否定試験

3.1.1.2 を準用Lて試験するとき、、適合じなけれぱならない。
32培養菌液の試験

32.1夾雑菌否定試験

3.2.1.1 ボノレデテラ・ブロンキセプチカ

一般試験法の無菌試験法1を準用して試験するとき、ボルデテラ・プロンキセプチカ以外の菌の
発育を認めてはならない。

3,2.12 パスツレラ・ムノレトシダ

一般試験法の無菌試験法1を準用して試験するとき、パスツレラ.ムルトシダ以外の菌の発*を
認めてはならない。

3.22総菌数試験

322.1試験材料

322.1.1 試料

検体を生理食塩液で10倍希釈したものを試料とする。
322.12 グルターノレアルデヒド圖定赤血球液

牛赤血球をグルタールアルデヒドで固定後、りン酸緩衝食塩液(以下との項において「PBS」と
いう。)で赤血球数がlmL中I× 10.個となるように濃度を調整したものを用いる。

J



3222試験方法

試料とグルタールアルデヒド圖定赤血球液とを等量混合後、この混合液の塗抹標本を作成L、固
定後ギムザ染色したものを鏡検する。数視野にわたって、少なくとも500個の赤血球を計測した際
の菌数を測定し、赤血球数と菌数との比率を算出する。混合液lmL中の赤血球数、赤血球数と菌
数との・比率及び検体の希釈倍率から総菌数を算出する。

322.3 判定

検体の総菌数は、 1n正中2×1が0個以上でなけれぱならない

323赤血球凝集(以下ごの項において「磁」,という。)活性測定試験
32.3.1 試験材料

323.1.i 試料

検体10Ⅱ止を遠心分難して得た菌体を、10mLの生理食塩液に再浮遊させたものを試料とする。
3.2.3.1ユ 2 V01%牛赤血球浮遊液

健康な成牛からへパリンで凝固阻止して採取Lた赤血球で、ボノνデテラ.ブロンキセプチカ1相
菌に強く凝集する性状を示す赤血球を、適当と認められた希釈用液に2V01%の割合で浮遊させた
ものを用いる。

323.2試験方法

試料の25μLと2V01%牛赤血球浮遊液25 μLをスライドグラス上で混合し、 HA反応を行う。
3.233 判定

牛赤血球を速やかに凝集しなけれぱならない。
32.4皮膚壊死毒素活性測定試験

32.4.1試験材料

32.4.1.1 注射材料

検体を遠心して得た上清を生理食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を注射材料巴する。
3.2.4.12 試験動物

体重約5003のモルモットを用いる。
32.42 試験方法

それぞれの注射材料0.1mLを試験動物1匹ずっの背部皮内に注射し、 2日間観察する。
32.43 判定

直径Icm以上の皮膚壊死像を認めた注射材料の最高希釈倍数を皮膚壊死毒素活性価とする。
検体の皮膚壊死毒素活性価は、32倍以上でなければならない。

33抗原液の試験

33.1・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。
33ユ皮膚壊死毒素活性測定試験

32.4を準用して試験するとき、検体の皮膚壊死毒素活性価は、1,024倍以上でなければならない。
3.4原液の試験

3.4.1 ボノレデテラ・ブロンキセプチカ
,

3.4.1.1 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。
3.4.1.2 生菌否定試験

3.4.12.1 試験材料

3.4,12.1.1 試料

検体を試料とする。

3.4.12.1ユ培地

'



ボルデー・ジャング培地又は適当と認められた培地を用いる。

3.4.122 試験方法

検体0.1m上ずつを培地2枚以上にそれぞれ塗抹接種し、37でで48時間培養する。
3.4.123 判定

ボルデテラ・ブロンキセプチカの発育を認めてはならない。

3.4.1,311A価測定試験

3.4.13.1 試験材料

3.4.13.1.1,試料

検体を生理食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする'
3.4.132 試験方法

試料0.5mLに2V01%牛赤血球浮遊液50μ Lを加えて振とう混合し、 5時間静置した後、判定
する。

3.4.13.3 半11定

赤血球の凝集を認めた試料の最高希釈倍数をHA価とする。

検体の磁価は、1,024倍以上でなければならない。

3.4.1.4皮膚壊死毒素活性否定試験

3.4.1.4」試験材料

3.4,1,4.1.1 注射材料

検体を'弘価が1,024倍となるように濃度を調整したものを注射材料とする。
3.4.1.4.1.2 試験動物

体重約350gのモノレモットを用いる。
3.4.1.42 試験方法

注射材料0.1mLずつを試験動物3匹の背部皮内に4点注射し、 2日間観察する。
3.4.1.43 半1」定

全ての試験動物の注射部位に壊死病変を認めてはならない。

3.4.1.5 たん白量測定試験

3.4.1,5.1 試験材料

3.4.1.5.1.1 試料

検体の磁価が 1,024倍となるように濃度を罰整し、更に適当と認められた希釈用液で希釈した
ものを試料とする。

3.4.1.5.2 試験方法

試料0.1mLの吸光度をLOWW法又は適当と認められた方法により測定する。
3.4,1.53 判定

牛血清アルブミンを用いて作成した検量線より、試料のたん白量を算出する。

検体のたん白量は、 1血L中250~650μgの範囲でなければならない。
3.4.1.6 異種たん白混入否定試験

3.4.1.β.1 試験材料
3.4.1.6.1、1 試料

検体を軌価が5・12倍となるように適当と認められた希釈用液で濃度を調整したものを試料とす
る。

3.4,1'62 試験方法

試料及び12則V%寒天と抗牛全血清(ゲル内沈降反応で抗体価32倍以上)を用い、適当と認め
られた方法によりゲル内沈降反応を行う。

3,4.1,63 判定



試料と抗牛全血清との間に沈降線の形成を認めてはならない。
3.42パスツレラ・ムノレトシダ

3.42.1 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。
3.422不活化試験

3.422.1試験材料

3.5.22.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.422.12試験動物

体重約500呂のモルモットを用いる。
3.4222試験方法

剃毛した試験動物3匹の背部皮内に、注射材料0.1血Lを4点注射し、 7日間観察する。
3.4.223 判定

全ての試験動物の注射部位に壊死病変を認めてはならない'
3.5小分製品の試験

3.5.1 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、固有の色鯛を有する懸濁液でなければならず、
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。

3,52 PH測1倉試験

一般試験法のPH測定試験法を準用して試験するとき、PΠは、固有の値を示さなければならない。
3.53 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 ホノレマリン定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料七し、一般試験法のホルマリン定量法を準
用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、0.1V01%以下でなければならない

3.5.5 安全試験

3.5.5.1 試験材料

3.5.5.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.5,5.1.2 試験動物

約60日齢の豚を用いる。

3.5.5.2 試験方法

試験動物の2頭を試験群、1頭を対照群とする。

試験群の1頭に注射材料lm上を、他の1頭に3血Lをそれぞれ頚側部筋肉内に3週間舮で2回
注射し、対照群と共に、第2回目注射後3週間まで観察する。

3.5,53 判定

観察期間中、試験動物に臨床的な異常を認めてはならない。注射により一過性の発熱を認めても
3日以内に回復しなければならず、注射局所に腫脹又は硬結を認めても体表から2Cm以上隆起し
てはならない。

3.5.6 力価試験

3.5.6.1 豚ボノレデテラ感染症力価試験

3.5.6.1.1 試験材料

3.5.6.1.1」注射材料 {

試験品を注射材料とする。



3.5.6.1.12 試験動物

ヘ体重約350gのモノレモットを用いる。

3.5.6.1.1311A 抗原

ボルデテラ'・ブロンキセプチカHA抗原(付記2)を用いる。

3.5.6.12 試験方法

試験動物の10匹を試験群、 3匹を対照群とする。

注射材料0.1mLを4週間隔で2回、試験群の大腿部筋肉内に注射する。第2回目注射後2週目に

試験群及び対照群から得られた各個体の血清を用いて、赤血球凝集抑制(以下この項に船いて「1Ⅱ」
という。)試験を行う。

血清1容に即E3容を加え、37゜Cで18時間感作した後、56゜Cで30分聞加温して血清を非働化

,、る。 V字型マイクロプレートを用いて血清25μLをPBSで2倍階段希釈する。,各希釈血清に4

単位のRA抗原25μ L を加えて振とう'した後、20分間静置する。更に0.4V01%牛赤血球浮遊液を50

μLずつ加えて振とうした後、 5時間静置して赤血球凝集の有無を観察する。

3.5.6.13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を印抗体価とする。

試験群では、80%以上が印抗体価32倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全てⅢ

抗体価8倍未満でなければならない。

3.5.6.2 豚パスツレラ症力価試験

3.5.62.1 試験材料

3'5.62.1.1 試験動物

3.5.6.1の試験に用いた動物を用いる。

3.5.62.12酵素抗体反応(以下この項において「ELISA」という。)用抗原

パスツレラ・ムルトシダ皮膚壊死毒素(以下との項において「PMT」という。)抗原(付記3)

を用いる。

3.5.62.2 試験方法

3.5.6.1の試験最終日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。試

験群及び対照群の各血清、参照陽性血清(付記4)、及び参照陰性血清・(付記5)を希釈・洗浄液 q寸

記6)で2段階段希釈したものを、PMT抗原吸着プレート(付記7)の各穴に 100μ Lずっ加え、30

゜Cで1時間感作する。希釈・洗浄液で洗浄した後、標識抗体(付記8)を各穴に100μLずっ加え、30

゜Cで30分間感作する。希釈・洗浄液で洗浄した後、基質液(付記9)を各穴に100μLずつ加え、

遮光して30゜Cで30分間反応させる。停止液(付記10)を各穴に50μ Lずっ加え、反応を停止さ

せる。主波長492血と副波長630血の2波長で吸光度を測定し、これらの差をELISA値とする。
3.5.62.3 判定

EUSA値が0.5以上を示す血清の最高希釈倍数を抗PMT抗体価とする。

試験群では、抗PMT抗体価の幾何平均値が32倍以上でなけれぼならない。との場合、対照群で

は、全て8倍未満でなけれぱならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、製造後2年3が月間とする。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。

5 その他

5.1添付文書記載事項

と畜場出荷前の所定の期間は使用しない旨

付記1 ボルデー・ジャング培地

1,000ⅡIL 中



ボノレデー・ジャング・アガーベース 30

グリセリン 10

水 残

加温溶解後、121でで15分間高圧滅菌する。約50でに冷却した後、
となるように添加する。

付記2 ボルデテラ・ブロンキセプチカ1孤,抗原

牛赤血球に対する凝集活性を宥するボルデテラ・ブロンキセプチカ1相菌をボルデー.ジャ
ング培地に接種して37゜Cで20時間培養し、発育した菌をPBSで3回遠心洗浄した後、50V。1
%グリセ・りン加PBSに浮遊させ、 HA試験を行い、 HA価が80~320倍になるように濃度を調
整したもの。

付記3 PMT抗原

パスツレラ'ムルトシダB・45株の培養上清を限外ろ過により濃縮した後、ハイドロキシア

パタイトカラムで分画し、ホルマリンで不活化し.て得られた皮膚壊死毒素活性を持う抗原であ
つて、B・45株培養上清免疫モルモット血清を用いてウェスタンプロッティングを行うと、150ゆa
付近に単一のバンドを認め、たん白量を測定するとき、30~100μ創m工を示すもの。

付記4 参照陽性血清

パスツレラ'ムルトシダB・45株の培養上清濃縮液をモルモッ,トに免疫して得られた血清で
あって、抗PMT抗体価32~128倍を示すもの。

付記5

畠

8

量

牛胎子血清を 10V01%

参照陰性血清

健康なモルモツトから採血した血清で、抗PMT抗体価8倍未満を示すもの。

付記6

標識抗体

西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗モルモット1gG抗体を希釈.洗浄液で希釈したもの。

希釈・洗浄液

1,ooomL 中

リン酸水素ニナトリウム十二水和物

リン酸二水素カリウム

塩化ナトリウム

塩化カリウム

ポリソノレベート20

水

PHを72~フ.4に調整する。

2.9 g

0.2 3

8.o g

0.2 g

0.5 mL

残量

付記7 PMT抗原吸着プレート

PMT抗原を炭酸緩衝液 q寸記11)でたん白量0.005~0.olm剖mLに希釈し、 ELISA用プレ
ート(U字型)の各穴に 100μ Lずっ加え、 4゜Cで18時間以上感作させた後、希釈.洗浄液
で洗浄し、 2 W/V%牛血清アルブミン溶液(付記12)を各穴に250μ工ずっ加え、 30OCで1
時間感作した後、希釈・洗浄液で洗浄したもの。

付記8



付記9 基質液

0-フェニレンジアミンニ塩酸塩40m宮をりン酸クエン酸緩衝液 q寸記13)10omLに溶解し、

遮光した、のに、使用直前に過酸化水素(3のを0,04m工添加したもの。

付記10 停止液

濃硫酸56.1mLを正確に量り、水440m工中に撹はん冷却しながら溶解し、更に水を加えて
50omL としたもの。

付記H 炭酸緩衝液

1,ooomL 中

炭酸ナトリウム 1.59 3

炭酸水素ナトリウム 2,93

水 残

PHを9.6に荊整し、 4゜Cに保存する。 1過間以内に使用する。

付記12 2Wん%牛血清アルブミン溶液

牛血清アルブミン28を希釈・洗浄液10omLで使用直前に溶解したもの。

付記B りン酸クエン酸緩衝液

1,ooolnL 中

無水クエン酸 4.67 g

リン酸水素ニナトリウム十二水和物 1995

水 残

PH を5.0 に調整する。

Ξ
量

g
量

1
喜
1
 
ー



ワクチン(シードロツト製郵D の部の豚ボルデテラ感染症・豚パスツレラ症(全菌体.部分精製ト

キソイド)混合(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シード)の項の歌に次のように加える。

1定義

シードロツト規格に適合した弱毒豚コレラウィルスを同規格に適合したモルモット腎初代細胞で
増殖させて得たウィルス液及び同規格に適合した弱毒豚丹毒菌培養菌液を混合し、凍結乾燥Lたワ
クチンである。

2、製法

2.1製造用株

2.1.1 豚コレラウイノレス

2.1.1.1 名称

弱毒豚エレラウイルスGPE一株

2.1.12 性状

豚精巣初代細胞で増殖するが、 END 現象を示さない(Eマーカー).。また、30 ででのモルモッ
ト腎初代細胞における増殖は、如゜Cでの増殖を上回り(Tマーカー)、強毒豚コレラウィルスの
増殖を 100倍以上上回る(Gマーカー)。

2.1.13 マスターシードウイノレス

2.1.1.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウィルスは、SPF 動物規格の 2.15 に適したモル毛ツト腎初代細胞で増殖させ、
連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、.特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結Lて一 70OC以
下又は凍結乾燥して5わ以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイノレ
スから小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.1.4.1・増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF 動物規格の 2.15 に適したモルモット腎初代細胞で増殖及び
継代する。

ワーキングシードゥイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
ワーキングシードウィルスについて、3.12の試験を行う。

2,1.1.5 プロダクションシードウイルス

2.1.1.5.1 増殖及び保存

プロダクシヨンシードゥイルスは、SPF 動物規格の 2.15 に適したモルモット腎初代細胞で増殖
させる。

プロダクションシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。
プロダクションシードゥイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.1ユ豚丹毒菌

2.12.1 名称

'アクリフラビン耐性弱毒豚丹毒菌小金井65 -0.15株
2.122 性状

0.02Wん%アクリフラビン加寒天培地で発育する。

豚コレラ・豚丹毒混合生ワクチン(シード)



豚丹毒抗体陰性豚の皮下に注射した場合、注射部位に限局した善感反応(小丘疹の形成)を呈す

るが、全身症状を認めず、注射後3週目に豚丹毒菌の強毒株で攻撃した場合、耐過生存する。

4週齢のマウスの皮下に注射した揚合、その 90 %以上が関節炎を呈するが、100 %が耐過生存
し、注射後10日目に豚丹毒菌の強毒株で攻撃した場合、耐過生存する。

2.12.3 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

マスターシード菌は、普通プイヨン又は適当と認められた培地で増殖させ、連続した工程により

作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシード菌は、保存安定剤(付記1)又は適当と認められた安定剤を添加し、特

定の製造番号又は製造記号を付し、凍結乾燥して5て以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.4 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代以内でなけれぱならない。

2..1.2.47ーキングシード菌

2.12.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシード菌は、普通ブイヨン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、保存安定剤又は適当と認められた安定剤を添加し、凍結乾燥して5で以
下で保存する。

ワーキングシード菌にういて、 3.1.5 の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシード菌

2.12.5.1 増殖及び保存

プロダクションシ」ド菌は、普通ブイヨン又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、保存安定剤又は適当と認められた安定剤を添加し、

凍結乾燥して5で以下で保存する。

プロダクションシード菌を保存する場合は、3.1.6の試験を行う。

2.2製造用材料

22.1豚コレラウイノレス

22.1.1 培養"朋包

SPF動物規格の2.15に適合したモルモット腎初代細胞を用いる。
22.12培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。
4

22.13 マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノレシ」ド)

22.1.3.1 増殖、継代及び保存

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)は、 22,1ユの培養液
で増殖し、継代及ぴ保存しない。

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)にういて、32 の試
験を行う。

2ユユ豚丹毒菌

22ユ.1培地

製造用培地(付記2)又は適当と認められた培地を用いる。
23 原液

23.1豚コレラウイルス原液

23.1.'1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)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。ウィルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。



個体別培養細胞について、33 の試験を行う。

23.1.2 ウイ・ノレスの培養

プロダクシヨンシードゥイノレスを 23.1.1 の細胞に接種し、 30゜Cで培養した後、ウィルスの増殖
極期に個体牙唯音養細胞ビとに採取した培養液のろ液又は遠心上清を混合して豚コレラウィルス原液
とする。

豚ニレラウイノレス原液について、3.4 の試験を行う。
2.32豚丹毒菌原液

232.け音養

プロダクションシ」ド菌を培地で溶解した後、培地に接種し、培養したものを豚丹毒菌培養菌液
とする。

豚丹毒菌培養菌液についてイ3.5 の試験を行う。

2322原液の調製

培養菌液を遠心して菌体を採取し、適当と認められた安定剤に浮遊させた菌液を混合して豚丹毒
菌原液とする。

豚丹毒菌原液について、3.6の試験を行う。
2.4 最終ノ勺レク

豚コレラウィルス原液に、適当と認められた希釈液を加えて濃度調整したもの1容と、豚丹毒菌
原液に適当と認められた安定剤を加えて濃度調整したもの2容とを混合し、最終バルクとする。

希釈液及び安定剤は、ロットごとに調製しなければならない。
2.5 小分製品

最終バノレクを小分容器に分注し、凍結乾燥し、小分製品とする。
2.5.1 サブロット

1つの最終ノ勺レクに由来し、同一条件で凍結乾燥した小分製品の1群をサブロットとする。
サブロットについて、 3.7 の試験を行う。

2.5.2 ロット

1うの原液に由来するサブロット群を1ロットとする。

ロットについて、 3.8 の試験を行う。

3試験法

3.1 製造用株の試験

3.1.1豚コレラマスターシードウイノレスの試験

3.1.1'1 同定試験

シ」ドロツト規格 1.42.1.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.12 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用Lて試験するとき、適合Lなければならない。
3.1.1.3 マ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。
3.1.1.4外来性ウイルス否定試験

゛

3.1.1,4.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法 1.1、2.1及び2.2 を準用して試験するとき、適厶しなけ
ればならない。

3.1.1.4ユ特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定一般試験

豚繁殖・呼吸障害症候群ウィルス及びりンパ球性脈絡髄膜炎ウィルスにっいて、一般試験法の外
来性ウィルス否定試験法の1」及び3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3,1.1.4ユ.2 個卸」ウイルス否定試験



豚サーコウィノレス、牛ウイルス性下痢一粘膜病ウイノレス、ロタウイルス、日本脳炎ウイルス及

び狂犬病ウィノレスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験の 1.1、 32,4、 3.2.5、 32.7 及ぴ
329を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.1.1.5 対象動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性試験法によって試験するとき、.適合しなければならない

3.1.1,6対急動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認試験法によづて試験するとき、適合しなけれぱならな
、

い。

3.1.1.7病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認試験法によって試験するとき、適合しなければならない。
3.1.1.8 マーカー試験

3.1.1.8.1 Eマーカー試験

3.1.1.8.1.1 試験材料

3.1.1.8.1.1.1.試料

検体を試料とする。

3.1.1,8.1,12 培養赤剛包

豚精巣初代細胞浮遊液を用いる。

3.1.1.8.1.13 ニューカッスル病ウイルス

TCND株又は宮寺株を用いる。

3.1.1,8.12 試験方法

試料の0.1皿Lずっを小試験管に05mLずっ分注した細胞10本以上に接種L、37゜Cで4日間静置
培養し、単層形成が良好であること.を確認する。培養液を除き、ニューカッスル病ウィルスを約

10"ヤFU含む細胞増殖用培養液1(付記3)を0.51口工ずっを加え、 37゜Cで3日間培養,・る。
3.1,1,8.13 半4定

培養細胞にCPEを認めてはならない。

3.1.1.8.2 T及ぴGマーカー試験

3.1.1.82.1 試験材料

3.1.1.82.1.1 試料

検体を細胞増殖用培養液1で希釈し、 1mL中 ld'゜TCΦ"を含むように濃度を調整したものを試
料とする。

3.11.8ユ.12 培養細胞

モルモット腎初代細胞を小試験管に培養し、単層となったものを用いる。
3.1.1.82.2 試験方法

試料0.1mLずうをそれぞれ20本以上の培養細胞に接種し、 2群に分け、30 で及び40゜Cで6~

8日間静置培養する。群ごとに培養液を採取L 混合し、そのウィルス含有量を 3.42 を準用して
測定する。

3.1.1.823 判定

30゜Cでの増殖は、 40゜Cでの増殖を上回らなければならず(Tマーカー)、 30゜Cでのウィルス含
有量は、 1 mL中 10、'サ'CⅡ)舶以上でなければならない(Gマーカー)。

3.1」.9 力価試験

3.1.1.9」,試験材料

3.1.1.9.1.1 注射材料

検体又は検体を細胞増殖用培養液士でlmL当たり1げ゜TCΦ.のウィルス量に希釈したものを注
射材料とする。

3.1..1.9.12 試験動物

、

i



体重20~40kg の豚を用いる。
3.1.1.9.13 中手Π試験用ウイルス

弱毒豚=レラウイノレスGPザ株を用いる。
3,1.1.9.1.4 培養ホ剛包

CPK・NS細胞を細胞数がl mL中約5× 1げ゜となるように細胞増殖用培養液2 (付記4)に浮遊
させたものを用いる。

3.1.1.9.2 試験方法

豚4頭を試験群とし、 1頭を対照群とする。注射材料l m上ずっを試験群の皮下又は筋肉内に
注射し、 28日目の血清について、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2で2倍階段希釈し、各希釈血清と 0.025mL 中約
20OTCID50を含む中和試験用ウィルス液とを等量混合し、37゜Cで60分間処理する。との各混合液
0.05nlLずっをそれぞれ96 穴組織培養用プレートの4穴ずっに分注し、 CPK.NS細胞浮遊液0.1mL
ずつを加え、37勺で7日間培養し、観察する。

3.1.193 判定

培養細胞4穴中2穴以上に CPE の阻止を認めた血清の最高希釈倍数で中和抗体価を表す。.試験
群の中和抗体価は、全て4倍以上でなければならない。この場合、対照群は、抗体価1倍未満でな
ければならない。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1 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。
3.1.2.2 マイ凱プラズマ否定試験

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。
3.13 プロダクションシードウイノレスの試験

3.13.1 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。
3.1.32 マイコプラズヤ否定試験

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。
3.1.4豚丹毒マスターシード菌の試験

3.1.4.1 同定試験

シードロツト規格の 1.422」.1を準用して試験を実施するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.4ユマーカー試験

3.1.4.2.1 試験材料

検体及び0.02WV%アクリフラビン加寒天培地を用いる。
3.1.4ユ2 試験方法

検体0.1mL を 0.02Wん%アクリフラビン加寒天培地2枚以上に接種し、培地表面に拡散させ、37
゜Cで48時間培養し、観察する。

3.1.423 半」定

・豚丹毒菌の発育が認められなけれぱならない。

3.1.4.3 夾雑菌否定試験

3.1.43.1液状チオグリ=ール酸培地培養法

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、豚丹毒菌以外の菌の発育を認めてはならない。
3.1.43ユ普通寒天培地斜面培養法

3.1.432.1 培地

斜面の普通寒天培地を用いる。

3.1.4322 試験方法



検体0.5mLずつを普通寒天培地4本の斜面部に接種し、 2本を30~32でで 10日間、残りの2

本を22~25゜Cで 14日間培養し、観察する。

3.1.4323 半1」定

豚丹毒菌以外の菌の発育を認めてはならない。

3.1.4.4 生菌数試験

3.1.4.4,1 試験材料

3.1.4.4.1.1 試料

検体を普通ブイヨン又は適当と認められた培地で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とす

る。

3.1.4.4」2 培地

普通寒天培地又は適当と認められた培地を用いる。

3.1.4.4ユ試験方法

試料lm工ずつを平板混釈培養法により培地2枚以上に接種し、37でで48時間培養した後、生

じた豚丹毒菌の集落数を数える。

3.1.4.43 半1」定

各段階の希釈液ごとの集落数の平均値、希釈倍数及ぴ培地ヘの接種量から生菌数を算出する。

検体の生菌数は、 1mL中5× 1d個以上でなければならない。

3.1.4.5 対象動物を用いた免疫原性試験

3.1.4.5.1 試験材料

3,1.4.5,1.1 検体

マスターシード菌及ぴそれを 10 代継代したものを検体とする。ただし、試験のために充分量の

マスターシード菌が利用できない場合は、最も継代数の少ないワーキングシード菌を検体とする。

3.1.4.5」2 試験動物

品種及び系統(SPF等)が明らかで健康な、豚丹毒菌に対する抗体陰性の2~3か月齢の豚8頭

以上を用いる。

3.1.4.5ユ試験方法

試験動物を、試験群2群、(1群3頭以上)及び対照群(2頭以上) 1群に分ける。

試験群には、各々の検体を生菌数が1・mL中 10'個となるように濃度を調整したものを 1.0血Lず

つ、肩部皮下に注射する。

注射後3週目に、豚丹毒菌藤沢株又は適当と認められた菌株の培養菌液を Q.1如L '(生菌数l mL

中 10'個)ずつ各群の皮内に注射し、10日間臨床観察する。

3.1.4.53 亊」定

試験群は、いずれも、攻撃局所に限定された局所反応(発赤)を呈することがあうても、全身反

応を呈することなく耐過生存しなけれぱならない。この場合、対照群は、いずれも定型的な豚丹毒

の症状が認められなけれぱならない。

3.1.4.6 対象動物を用いた安全性確認試験

3」.4.6.1 試験材料

3.1,4.6.1.1 検体

マスターシード菌を検体とする。ただし、試験のために充分な量のマスターシード菌が利用でき
ない場合は、最も継代数の少ないワーキングシード菌を検体とする。

3,1,4.6.1,2 試験動物

品種及び系統(SPF.等)が明らかで健康な、豚丹毒菌に対する抗体陰性の2~3か月齢の豚4頭
以上を用いる。

3.1.4.62 試験方法

試験動物を2頭以上ずつの試験群及び対照群に分ける。



試験群には、検体を生菌数がl mL 中5× 10'個以上となるように濃度を調整した、のを 10血L
ずう肩部皮下に注射する。対照群は、非投与とする。
投与後21日間、臨床症状を観察する。

3.1.4.63 判定

就験群は、いずれも注射局所に善感反応が認められなければならないが、全身の異常を認めては
ならず、生存しなければならない。対照群は、いずれも善感反応に類似する反応が認められてはな
らず、生存しなければならない。

3.1.4.フマウスを用いた安全性確認試験

3.1.4.フ,i試験材料

3.1.4.フ.1.1 検体

マスターシード菌を検体とtる。ただし、試験のために充分な量のマスターシード菌が利用でき
ない場合は、最も継代数の少ないワーキングシード菌を検体とする。

3.1.4.フ.12 試験動物

4週齢のマウスを用いる。

3.1.4,72 試験方法

マウス 10 匹を試験群、10 匹を対照群とする。

検体を生菌数が1'mL 中 I× 10*個となるように濃度を調整したものを 0.1m工ずっ試験群の内股
部皮下に注射し、対照群と共に10日闘臨床観察する。

3.1.473 判定'

試験群は、いずれも生存しなけれぼならず、90%以上に関節炎が認められなければならない。対
照群は、いずれも生存しなければならず、関節炎が認められてはならない

3.1.4.8 病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認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。
3.1.4.9 力価試験(マウス注射試験)

3.1.49.1 試験材料

3.1.4.9.1.1 検体

マスターシード菌を検体とする。ただし、試験のために充分な量のマスターシード菌が利用でき
ない場合は、最も継代数の少ないワーキングシード菌を検体とする。'

3.1.4.9.1.2 試験動物

4週齢のマウスを用いる。

3.1.4.92 試験方法

試験動物の 10匹を試験群、10匹を対照群とする。

検体を生菌数がl mL中 10'個となるように調整したものを0.1mLずっ、試験群の左'内股部皮下
に注射する。注・射後 10日目に、藤沢株又は適当と認められた菌株の培養菌液を 0.1mL、中 1,000 致
死量となるように希釈したもの0.1mLを両群の右内股部皮下に注射し、10日間臨床観察する。

3.L4.93 判定

試験群は、全て無症状で耐過生存レなければならない。この場合対照群は、全て死亡しなけれ
ばならない。

3.1.57ーキングシード菌の試験

3.1.5.1 夾雑菌否定試験

3・1.4.3 を準用して試験するとき、適合しなければならない。ただし普通寒天炉地斜面培養法の
培養は、 37でで7日間とする。

3.1.6 プロダクションシード菌の試験

3.1.6.1 夾雑菌否定試験

3・1.43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、普通寒天f立地斜面培養法の



培養は、 37でで7日間とする。

3.2初代細胞の試験

32.1マスタ」プライマリーセノレシ]ド(プロダクションプライマリーセルシード)の試験
32.1.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.42.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
32.12 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。
32,13 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイh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。
33個体別培養細胞の試験

個体別培養細胞の1%以上を対照培養細胞とし、これにっいて次の試験を行う。
33.1培養観察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養する。

対照培養細、胞をプールし、 4本以上の培養瓶及びカバーグラスを入れた4枚以上のシャーレに継
代し、 7日間培養し、観察するとき、 CPE を認めてはならない。

33.2赤血球吸着試験

3.3.1 の試験最終日,に培養瓶の培養液を除き、りン酸緩衝食塩液で細胞表面を2回洗浄した後、

3群に分け、 0.1V01 %のモルモット、がちょう及ぴ7日齢以内の鶏の赤血球浮遊液を重層し、 60分
聞静置した後、.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てはならない。
333封入体染色試験

33,1 の試験最終日に培養カバーグラスをりン酸緩衝食塩液で洗浄し、圖定した後、ギムザ染色
し、封入体の有無を観察するとき、培養細胞に封入体を認めてはならない。

33.4迷入ウイノレス否定試験

33.1 の試験最終日に採取した培養液を試料として、一般試験法の迷入ウイルス否定試験法

23.1.1、 23.12、 23,13、 232 及び2.フ.1 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.4豚コレラウイノレス原液の試験

3.4.1 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。
3.4.2 ウイルス含有量試験

3.42.1 試験材料

3.42.1'1 試料

検体を細胞増殖用培養液1で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.42.12 培養細胞

豚精巣初代又は豚腎継代細胞浮遊液を用いる。

3.4.2.2 試験方法

96穴組織培養用プレートを用いる。試料0.1mLずつをそれぞれ1列10 穴に分注する。各列の2

穴には細胞増殖用培養液1を 0.1mL ずっ分注し、対照細胞とする。各穴に細胞増殖用培養液1で
濃度を調整した細胞浮遊液を 0.1mL ずっ分注する。37゜Cで5~7日間静置培養した後、培養液を

ノ

除き、洗浄液(付記5)で2回洗浄した後、圖定する。

固定プレートの各穴に抗体希釈液(付記6)で至適濃度に希釈した抗豚コレラウィルスモノクロ
ーナル抗体(付記7) 0.05nlLずつを分注し、 37でで60分間反応させ.る。

洗浄液で4回洗浄後、抗体希釈液で至適濃度に希釈したペルオキシダーゼ標識抗マウス免疫グロ
ブy ン0.05mLずつを各穴に分注し、 37゜Cで40~60分間反応させる。

洗浄液で4回洗浄後、基質液(付記8)0.1血Lを各穴に分注し、常温で10~30分間反応させた

後、 2.5m0ν工硫酸0.05mLずつを各穴に加えて反応を停止させ、各穴の吸光度値を 492/630血の波



長でそれぞれ測定する。

3.4.23 判定

対照細胞の平均吸光度値の2倍以上の吸光度値を示す穴を豚コレラウィルス感染細胞とみなし、
TCΦ50を算出する。

検体のウィルス含有量は、' 1n正中 10"'TCΦ"以上でなければならない
3.4.3 マーカー試験

3.1.1.8 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.5豚丹毒菌培養菌液の試験

3.5.1.夾雑菌否定試験

3.1.43 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。ただし普通寒天炉地斜面1立養法の
培養は、 37゜Cで7日間とする。

3.6豚丹毒菌原液の試験

3.6.1 夾雑菌否定試験

3.1.43を準用して試験する'とき、適合しなければならない。ただし普通寒天培地斜面法のナ立養
は、 37゜Cで7日間とする。

3.62 生菌数試験

3.1.4.4 を準用して試験するとき、検体の生菌数は、 1 mL 中 I× 10'個以上でなければならない。
3.フサブロットの試験

3.フ.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ぱならな
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。

3.72 真空度試験

7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。
3.73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
3.フ.4 夾雑菌否定試験

3.1,4,3 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、普通寒天仲地斜面法の仲養
は、 37゜Cで 7日間とす、る。

3.フ.・5 豚コレラウイノレス含有量試験

3.4ユを準用して試験するとき、試験品のウィルス含有量は、 1頭分当たり 1が・OTCΦ.。以上でな
ければならない。

ただし、試料は、遠心した上清を用いる。
3.フ.6 生菌数試験

3.1.4.4 を準用して試験するとき、試験品の生菌数は、 1頭分当たり I × 10.個以上でなけれぱな
らない。

3.8 ロットの試験

3.8.1 マイコプラズマ否定試験

試料は、各サブロシトから2本ずっを用い、それぞれ等量ずっ混合したものを用いて一般試験
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、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。

3.82豚丹毒マーカー試験

3.1,42を準用して試験する.とき、適合しなければならない。
3.83 安全試験

一」



3.83.1 豚注射試験

3.83.1.1 試験材料

3.8,3.1.1,1 注射材料

各サプロットから同数の試験品を採取レ、溶解用液20血L中に 100頭分のワクチンが含まれるよ

うに溶解し、混合し、注射材料とする。

3.8.3.1.12 試験動物

体重20 ~40k窟の豚を用いる。
3.83.12試験方法

注射材料.20mιずつを4頭の試験動物の皮下に注射し、14日間観察する。ワクチン注射時、試

験動物の体重lk呂当たり、50,000 単位のペニシリンを筋肉内に注射する。
3.83.13 判定

゛

観察期閲中、試験動物に異常を認めてはならない。

3.832マウス注射試験

3,8,32.1 試験材料

3.832.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.832.12 試験動物

4週齢のマ・ウスを用いる。

3.83ユ.2試験方法

試験動物10.匹を試験群、 5匹を対照群とする6

注射材料0.1血Lずつを試験群の内股部皮下に注射し、対照群と共に10日間生死を観察する。
3.8.32.3 判定

全ての試験動物が生存しなければならない。

3.8.4 毒力試験

3.8.4.1 試験動物

3.8.32の試験に用いた動物を用いる。

3.8.4.2 試験方法

3.832の試験の観察期間中、関節炎の発生の有無を検査する。

3.8.43 判定

試験群の 80 %以上に関節炎が認められなければならない。この場合、対照群は、いずれも関節
炎が認められてはならない。

4貯法及び有効期闇

有効期間は、 1年6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、その期間とす
る。

付記1 保存安定剤

1 脱脂乳液 1,ooom工中

脱脂粉乳

水

加温溶解した後、 100 メッシュでろ過したろ液を、 110

の。

2 酵母エキス液 1,ooomL中
酵母エキス

水

加温溶解後、 121゜Cで15分間滅菌したもの。

100 g

量

115 でで20分間滅菌したも

50

残

残

名
量



付記2

使用時に1及び2を等量混合する。

製造用培地

1,ooonlL 中

ペプトン

塩化ナトリウム

ボリソノレベート 80

肉水

PH を 7.8~8.0 に調整L、 121゜Cで 15分間高圧滅菌する。

付記3 細胞増殖用培養液1

1,ooolnl.,中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス 2.95 g
又はラクトアルブミン水解物 5g
牛又はやぎ血清 50 ~ 10o mL

イーグノレ入正M又はアーノレ液 残量

炭酸水素ナトリウムでPn を 6.8~フ.2 に調整する。

牛又はやぎ血清は、牛ウイルス性下痢一粘膜病ウィルスに対する中和抗体陰性のものを用い
る。

必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記4 細胞増殖用培養液2

1,ooomL 中

トリプトース・ホスフェイト・プロス

バクトペプトン

N,N・ビス(2・ヒドロキシエチノレ),2、アミノエタンスルホン酸
イーグノレN正M

炭酸水素ナトリウムでPH を6.8 ~ 72 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

8.0 Ξ

02 傘

1.15 g

02 g

残量

20.o g

5.o g

1.0 血L

残量

付記5

0.1 g

0.1 g

残量

洗浄液

A液とB液を混合したもの

A液 80omL中

塩化ナトリウム

塩化カリウム

無水りン酸水素ニナトリウム

リ・ン酸二水素カリウム
水

B液 20onlL 中

無水塩化カルシウム

塩化マグネシウム六水和物
水

(一

付記6

295 合

5今

2.B g

残量

抗体希釈液

ハンクス液又は洗浄液に牛血清アルブミン・フラクションVを0.5~1.OWん%となるように



溶解したもの。

付記7 抗豚ニレラウイノレスモノクローナル抗体

動物医薬品検査所が配布する'もの

付記8'基質液

02m0Ⅵ"りン酸一 0.1m0Ⅶクエン酸緩衝液(PH5.0) 50mL に 0 -フェニレンジアミンニ塩
酸塩25mg及ぴ過酸化水素(30) 0.olmL を加えたもの。

用時調製する。

1

一



、゛

ワクチン(シードロツト製斉D の部のトリニューモウィノνス感染症生ワクチン(シード).の項
の次に次のように加える。

トリレオウイルス感染症(油性アジュバントカロ)不活化ワ
クチン(シード)

1定義

ジードロツト規格に適合したトリレオウィルスを同規格に適合した初代細胞で増殖させて得たウィル
ス液を不活化し、油性アジュバントを嵜肋nしたワクチンである。

2製法

2.1 製造用株

2.1.1 名称

トリレオウィルス58-132E50株又はこれと同等と認められた株
2'12 性状

8日齢の発育鶏卵の卵黄嚢内に注射すると、増殖し、腫を死亡させる。鶏脛初代細胞でCPEを伴っ
て増殖する。

2.1.3マスタヤシードウイルス

2.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められた細胞
で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイノレスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70OC以下又
は凍結乾燥Lて5で以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイノレスから
小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.4.1 増殖、継代及て下保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められた細
胞で増殖及び継代する。

ワーキソグシー'ドゥイノレスは、凍結して一70゜C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'ドウイルスについて、3.12の試験を行う。

2.1.5.プロダクションシードウイノレス

2.1.5.1 増殖及てメ保存

プロダクシヨンシードゥイルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められ
た細胞で増殖させる。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結車乞燥して'5で以下
で保存する。

プロダクションシードゥイルスを保存する場合は、3.1.3の試験を行う。
22製造用材料

22.1初代細胞

SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は製造に適当と認められた細胞を用いる。
222培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

223 マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)

、



2.23,1増殖、継代及てN呆存 ＼」

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーゼノレシード)は、222の培養液で
増殖し、継代及ぴ保存しない。

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)にっいて、32の試験
を行う。

23 原液

23.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)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。ウィルス接種前の個体別培養細胞に異常を
認めてはならない。

個体別培養細胞について、,33の試験を行う。

232 ウイノレスの培養

プロダクションシードゥイルスを23.1の細胞で培養し、ウィルスの増殖極期に個体別培養細胞ビと
に採取した培養液のろ液をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、3.4の試験を行う。

2.33 不活化

ウィルス浮遊液を濃縮した後ホルマリンを加えて不活化したものを不活化ウィルス浮遊液とずる。
不活化ウイルス浮遊液について、3.5の試験を行う。

2.3.4アジュバントの添の口

不活化ウイルス浮遊液に適当と認められた油性.アジュバントを添加し、原液とする。

原液について、3.6の試験を行う。

2.4最終ノ勺レク

原液を混合し、濃度調整したものを最終バルクとする。

2.5小分製品

最終バノレクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.7の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同IE試験

シードロット規格の1.423.上1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.12 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、適合しなけれぱならない。
3.1.13 マイコプラズマ否定試験 .、.

一般試験法のマイロ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。
3.1.1.4外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイルス否1宣試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1、2.1及び22を準用して試験するとき、適合しなけれ
ばならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否1宣試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定ーヨ斐試験

鶏脳脊髄炎ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1及び3.12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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて3.1.1.4ユ.2に規定する
試験を実施する製剤については、本試験を実施しなくてよい。

3.1.1.422 個別ウイノレス否1き試験

鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウィルス及ひ鶚脳脊髄炎ウィルスにっいて、一般試験法の外来性ウィ

J



ノレス否IE試験法の1.1、 32.1、 322及び32.10 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、鶏脳脊髄炎ウィノレスにっいて3.1.1.42.1に規定する試験を実施する製剤にっいては、一般試験法
の外来性ウィルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1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、適合しなけれぱならない。
3.122マイコプラズマ否定試験

一般就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。
3.1.3 プロダクションシードウイノレスの試験

3.13.1 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、適合しなけれぱならない。
3」32マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイロプラズマ否定試験法を準用Lて試験するとき、適合しなければならない。
32初代細胞の試験

3.2.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)の試験
32.1.1 培養性状試験

シードロ.ツト規格の22.42.1」を準用して試験するとき、適合しなければならない。
32.12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。
32.13 マ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、適合しなけれぱならない。
3.3個体呂唯音養細胞の試験

個体牙唯音養細胞の1%以上又は50omL以上を対照培養細胞とし、これにっいて次の試験を行う。
33.1 培^察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件でナ立養し、観察するとき、
CPEを認めてはならない。

3.32鶏赤血球凝集試験

33.1の試験最終日に培養液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を加え、60分間静置し、観察すると
き、赤血球凝集を認めてはならない。

3.4 ウイノレス浮遊液の試験,

3.4.1 ウイノレス含有量試験

3,4.1,1 試験材料

3.4.1.上1"試料

検体はトリプシ・ン処理(付記1)した後、りン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を
試料とする。

3.4.1.12 培養ネ瑚包

生ワクチン製造用材料の規格2.1.1の鶏脛初代細胞で、単層になったものを用いる。
3.4.1.13 試^灸方法

各段階の試料0.1mLをそれぞれ2枚の培養細胞に接種し、37゜Cで90分間吸着させた後、第1炊重層
寒天培地(付記2)を重層し、37゜C、 5V01%炭酸ガス下で3日間培養する。その後、第2歌重層寒天
培地(付記3)を重層し、更に18~24時間培養し、プラック数を測定゛る。

3.4.1.1.4 判定

試料の各希釈段階の平均プラック数からウィルスの含有量を算出する。
検体のウィルス含有量は、 1m工中1が・炉FU以上でなければならない

3.5不活化ウイルス浮遊液の試験



3.5.1 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。

3.52不活化試験

3,52.1試験材料

3.52.1.1 油謝材料

検体を、'100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、 4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去したものを試

料とする。

3.52.12 培養ま醐包

生ワクチン製造用材料の規格2.1.1の鶏脛初代細胞を用いる。
3,5ユ2試験方法

試料の全量を、.1血Lにつき20cm'以上の培養細胞に接種し、37゜Cで5日間培養した後、その培養
上清を採取し、更に1代継代し、 5日間培養し、観察する。

3.5ユ3 判定

培養細胞にCPEを認めない場合、活性ウィルス陰性と判定する。検体に活性ウィルスを認めてはな
らない。

3.6原液の試験

3.6.1 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。
3.7小分製品の試験

3.フ.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均質な懸濁液でなければなら

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.フユ無菌試験

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。
3.73 ホルマリン定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリン定量法を準用し
て試験するとき、ホルマリンの含有量は、02V01%以下でなければならない。

3.フ.4 安全試験

3.フ.4.1 試験材料

3.フ.4,1.1 牲對材料

試験品を注射材料とする。

3.フ.4.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の5~7週齢の鶏を用いる。
3.フ.42 試験方法

試験動物10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の頚部皮下に注射し、対照群と共に4週間観察する。
3.フ.43 判定

試験期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。
3.フ.5力価試験

3.フ.5.1 試験材料

3.フ.5.1.1 試験動物

3.フ.4 で用いた鶏を用いる。

3.フ.5.1,2 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格22.1の鶏腎初代細胞を用いる。

3.フ,5.13 中和試験用ウイノレス

゛



生ワクチン製造用材料の規格22.1の鶏腎初代細胞で、ウィルス増殖用培養液(付記4)を用いて
37゜Cで72時間培養後トリプシン処理したものを用いる。

3,フ,52 試験方法

3.フ.4の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清にっいて、中和試験を行う。
血清を非働化し、・りン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈する。各希釈血清と0.1皿L中に約10OPFUを含む

中和試験用ウィルス液とを等量混合し、 4゜Cで18~24時間又は37でで釦分間処理する。各混A液
0.1功工ずっをそれぞれ2枚の培養細胞に接種し、37でで90分間静置吸着させる。別に、中和試.験用ウ
イルス液とりン酸緩衝食塩液とを等量,昆合し、希釈血清と同様に処理したものをウィルス対照とする。
第1次重層寒天培地を重層し、37゜Cで4日間静置培養する。その後、第2次重層寒天悴地を重層し、
37゜Cで更に鉾時間静置培養し、観察する。

3.フ.53 半」定

プラツク数を90%減少させる血清の最高希釈倍数を中和抗体価とする。

試験群の80'%以上が中和抗体価320倍以上でなけれぱだらない。この揚合、対照群では、全て10仲
未満でなければならない。

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揚合には、その期間と
する。

5その他

5.1添付文書等記載事項

1肉用鶏には使用しない旨

2採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

付記1トリプシン処理

ウィルス材料にトリプシン液を最終濃度0.0IW/ν%となるように加えた後、よく混和し、 37%)で
30分間処理する。

付記2 第1"炊重層寒天培地

1,ooomL 中

トリプトース・ホスフェイト・プロス

寒天

牛血清

イーグノレN正M

炭酸水素ナトリウムでPHを7.0~フ.4に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記3 第2炊重層寒天培地

第1歌重層寒天培地に0.SWN%ニュートラルレッド液を2 WI%となるように加えたもの。

付記4 ウイルス増殖用培養液

1,ooonlL 中

トリプトース・ホスフェイト.・プロス

イーグノレ入正M

炭酸水素ナトリウムでPHを7,0~フ.4に調整する。
必要最少量の抗生物質を加える。

2958

10 g

20111L

残量

2.95

残

、

宮
量



ワクチン(シードロッ.ト製剤)の部の鶏伝染性気管支炎生ワクチン(シード)の項を歌のように改

める。

1定義

シードロット規格に適合した弱毒鶏伝染性気管支炎ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵で増殖

させて得たウイル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

弱毒鶏伝染性気管支炎ウイルス4,91株又は製造に適当と認められた株

2.12 性状

4日齢の鶏に10〒EΦ即を点鼻又は点眼接種すると、一過性の軽い呼吸器症状を示すことがある。
8~ 10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、鶏脛を2~7日後に死亡させ、叉は鶏

脛の発育不全若しくは力ーリングを起こす。

2.1.3 マスターシードウイノレス

2.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルズは、SPF動物規格の 1.1 に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程

により作製し、保存用の容器に分注司、る。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 70゜C以

下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシー、ドウイルス

から小分製品までの最高継代数は、'5代以内でなけれぱならない。

2.1.47ーキングシー'ドウイノレス
手一

2.1.4.1 増殖、継代及び保存

、'ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の 1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12の試験を行う。

2」.5 プロダクションシードウイルス

2」.5.1増殖及ぴ保存

プロダクションシードウイルスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一 70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C

以下で保存する。

プロダクシ"ンシードゥイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。
22製造用材料

22.1発育鶏卵

SPF動物規格の 1'1に適合した 10 ~ 12日齢のものを用いる'

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを.増殖、継代及び保存する場合の発育鶏

卵並びにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する揚合の発育鶏卵にっいて、32 の試験
を行う。

23 原液

23.1発育鶏卵の培養

鶏伝染性気管支炎生ワクチン(シード)



1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。
個体別発育鶏卵について、3.3の試験を行う。

23.2 ウイルスの培養

プロダクシヨンシードゥイノレスを 23.1 の発育鶏卵で培養Lて、尿膜腔液を採取し、そのろ液、
遠心上清又はこれを濃縮したものを原液とする。

原液に適当と認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。
原液について3.4の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

原液を混合し、適当と認められた希釈液及び安定剤を加えて調製し、最終バルクとする。この場
合 適当と認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。.、

2.5 小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注して凍結乾燥し、小分製品とする。
小分製品について、.3.5 の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同定試験

シードロツト規格の 1.42.1.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.12 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。
3.1.13 マ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、適合しなけれぱならない。
3.'1.1.4 外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4,1 共通ウイルス否定試験

ブ般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1、2.1及び22 を準用して試験するとき、適Aしな
ければならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイルス否定一般試験

鶏脳脊髄炎ウィノレスにっいて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1 及ぴ 3.12 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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて 3」、1,422 に
規定する試験を適用する製剤にっいては、本試験を実施しなくてよい。

3,1.1'422 個別ウイノレス否定試験

鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウィルス及び鶏脳脊髄炎ウィルス廷っいて、一般試験法の外来性
ウィルス否定試験法の 1.1、 3.2.1、 322及び32.10 を準用して試験するとき、適厶しなければなら
ない。ただし、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて3.1.1.42.1に規定する試験を適用する製剤にっいては、
一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい

3.1.1.5対象動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならな
V、

3.1.1.6対象動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱなら
ない。

3.1.1.7病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認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。
3.127ーキングシードウイノレスの試験



3.12.1 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。
3.1.2.2 マ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じて試験するとき、適合しなけれぱならない。
3」3 プロダクションシードウイノレスの試験

3.1.3.1 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。
3.1.3.2 マイ.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。
32発育鶏卵の試験
32.1.辧gル除状試験

シードロツト規格の3,2.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
33個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、これにっいて訳の試験を行う。
33.1培養観察

対照発育鶏卵を、ウィルスを接種することなく、ウォルスの培養,と同じ条件で培養し、観察する
と.き、鶏脛に異常を認めてはならない。

332鶏赤血球凝集試験
、

33.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、60分間静置し、
観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.4原液の試験

3.4.1 生菌数限度試験

一般試験法の生菌数限度試験法又は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
レ、

3.42 ウイノレス含有量試験

3.42.1 試験材料

3.42.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.42.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1の9~ 10日齢のものを用いる。
3.422試験方法

試料 0.1mL ずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37 でで7日間培養し、観
察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.423 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、EΦ即を算出する。
ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウィ'ノレス含有量は、 1皿L中 10"'EΦ,以上でなければならない。
3.5小分製品の試験

3.5.1 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塊でなければならな

い。溶解したものは、固有の色調を有する均質な懸濁液でなけれぱならず、.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、均一でなけれぱならない。

3.52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。
3.5.3 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。
3.5.4マ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。
3.5.5 サルモネラ否定試験

一般試験法のサルモネラ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。
3.5.6 生菌数限度試験

一般試験法の生菌数限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。
3.5.フウイルス含有量試験

3.42を準用して試験するとき、試験品のウィノレ・ス含有量は、 1羽分当たり 1ず・.EID'。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、そのウィルス含有量とする。

3.5.8 安全試験

3.5,8.1 試験材料

3.5.8.1.1 接種材料 、

試験品をりン酸緩衝食塩液を用いてウィルスが 0.031nl"当たり、10 羽分含まれるように調整し{
接種材料と,、る。

3.5.8,12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4日齢の鶏を用いる。
3.5.82 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 5羽を対照群とする。

接種材料0.03mLずっを試験群に点眼接種しイ対照群と共に3週間観察する。
試験開始時及び試験終了時に体重を測定する。

3.5.8.3 判定

観察期間中、対照群においては〒臨床的な異常を認めてはならず、試験群においては、一過性の
呼吸器症状及び結膜の充血を呈することがあっても、その他の異常を認めてはならない。

3.5.9 力価試験

3.5.9.1 試験材料

3..5.9.1.1 接種材料

試験品をりン酸緩衝食塩液又は適当と認められた溶解用液を用いてウィルスが 0.03mL 当たり1
羽分含まれるように濃度を調整し、'接種材料とする。

3.5.9」2 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4日齢の鶏を用いる。
3.5.9.13 中和試験用ウイノレス

製造用株を用いる。ただし、ウィルス量は、ウィルスを感染させた尿膜腔液を、生ワクチン製造
用材料の規格 1.1 に適合した9~ 10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウィルス価を測定する
とき、 1 m上中 1げ'゜EΦ抑以上でなければならない。

3.5.9.1.4 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10_日齢のものを用いる。
3.5.92 試験方法

試験動物の 10 羽を試験群、 3羽を対照群とする。試験群に、接種材料 0.山mL ずっを点眼接種
し、対照群と共に3~4週間観察する。観察期問中、試験群及び対照群に異常をΞ忍めてはならない。
試験終了時、試験群及び対照群か'ら得られた血清にっいてウィルス希釈法により中和試験を行、。

各群の血清は、それぞれ等量をプールし、非働化する。

中和試験用ウィルスを 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群に分け、第1群には試験群のプ
ール血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウィルス対照としてりン酸緩衝食塩液
を、それぞれ等量加えて混合する。これらの混合液を4゜Cで18~24時間又は370Cで60分間処理



した後、各段階の希釈液ごとに5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に 0.1皿L ずっ注射し、37゜Cで7日

間培養L、観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.5.9.3,判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみな.し、中和指数を算出す
る。ただし、 24時間以内に死亡したものは除外する。

試験群の中和指数は、対照群に対L2.0 以上でなければならない。この場合、対照群の中和指数
は、ウイルス対照に対し1.0以下でなければならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、製造後1'年3か月間とする6 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。

、



ワクチン(シードロツト製剤)の部のマレック病(マレック病ウィルス 1型)凍結生ワクチン(シ
ド)の項の次に炊のように加える。

マレツク病(マレック病ウィルス1型・七面鳥へルペスウ
イルス)凍結生ワクチン(シード)

1定義

シードロツト規格に適合した弱毒マレック病ウィルス(1型)及び七面鳥へルペスウィルスをそれ
ぞれ同規格に適合した初代細胞で増殖させて得た感染細胞浮遊液を混合し、凍結したワクチンである。

2製法 .

2'1製造用株

2.1.1 マレック病ウイノレス 1型

2.1.1.1 名称

弱毒マレック病ウィルスCⅥ9認株又はこれと同等と認められた株
2.1.12 性状

1日齢の鶏の皮下、'筋肉内又は脚空内に注射しても病原性を示さない。鶏、うずら又はあひるの発*
卵の庭ネ刀代細胞に接種すると、'CPEを伴って増殖する。

2.1,13 マスターシードウイノレス

2.1.1.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、 SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、伺規格'の2.フ'に適Aし
たうずら脛初代細胞、同規格の 2.8 に適合したあひる庭初代細胞又は適当と認められた細胞で増殖
させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 100 で以
下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードゥイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイノレスは、ワクチン製造以外の目的で継代しない。マスターシー'ドゥイノレスか
ら小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない

2,1.1.47ーキングシードウイルス

2.1.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF 動物規格の 2.6 に適合した鶏既初代細胞又は適当と認められ
た細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードゥイルスは、凍結して一 100゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
ワーキングシードウィノレスについて、 3.12 の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.1.5.1 増殖及び保存

プロダクシヨンシードゥイルスは、SPF 動物規格の 2.6 に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認め
られた細胞で増殖させる。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一 100'で以下又は凍結乾燥して5で
以下で保存する。

プロダクシヨンシードゥイノレスを保存する場合は、3.13 の試験を行う。
2.12 七面鳥へノレペスウイノレス

2」2.1 名称

七面鳥へルペスウィルスFC126株又はこれと同等と認められた株
2.122 性状

、、

、



1日齢の鶏の皮下、筋肉内叉は脚空内に注射しても病原性を示さない。鶏1うずら又はあひるの発育
卵の脛初代細胞に接種すると、CPEを伴って増殖する。

2.123 マスターシードウイノレス

2」23.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、 SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に適合し

たうずら脛初代細胞、同規格の 2.8 に適合したあひる脛初代細胞又は適当と認められた細胞で増殖
させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一 100゜C以
下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチン製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルスか

ら小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.12.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウィルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に適合

したうずら脛初代細胞、同規格の 2.8 に適合したあひる脛初代細胞又は適当と認められた細胞で増
殖及び継代する。

ワーキングシードゥイルスは、凍結して一100で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイルスについて、 3.1.2の試験を行う。

2.12.5 プロダクシヨンシードウイノレス

2.1.2.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウィルスは、 SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に
適合したうずら脛初代細胞、同規格の 2.8 に適合したあひる脛初代細胞又は遮当と認められた細胞
で増殖させる。

プロダクションシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一 100 で以下又は凍結乾燥して5゜C
以下で保存する。

プロダクションシードウィルスを保存する揚合は、3.13 の試験を行う。
22製造用材料

22.1マレック病ウイノレス1型

2ユ.1.1 初代細胞

SPF動物規格の2.6 に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に適合したうずら歴初代細胞、同規格の
2.8に適合したあひる歴初代細胞又は製造に適当と認められた初代細胞を用いる。

22,12 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

22.1.3 マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリャセノレシード)
22.13.1増殖、継代及び保存

マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノレシード)は、 22.1.2 の培養
液で増殖し、継代及び保存しない。

マスタープライ,マリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)にっいて、 32 の
試験を行う。

222七面鳥へノレペスウイルス

22ユ.1 初代糸瑚包

SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に適合したうずら勝刀代細胞、同規格の
2.8に適合したあひる脛初代細胞又は製造に適当と認められた初代細胞を用いる。

22.22 培養液



製造に適当と認められた培養液を用いる。

222.3 マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノレシード)
22ユ3.1増殖、継代及び保存

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)は、2222 の声養
液で増殖し、継代及び保存しない。

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)にっいて、32 の
試験を行う。

23原液

23.1マレック病ウイノレス1型原液

23.1.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)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。ウィルス接種前の個体別培養細胞に異常を

認めてはならない。

個体別培養細胞について、33の試験を行う。
23.12 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシードゥイルスを 23.1.1 の細胞又は細胞浮遡夜に接種して培養し、ウィルスの増殖
極期の感染細胞を個体別培養細胞ごとに採取して遠心し、混合して原液とする。原液に適当と訳められ
た安定剤を加えてもよい。

原液にっいて、3.4の試験を行う。
232七面鳥へノレペスウイルス原液

23ユ.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)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。ウィルス接種前の個体別歩養細胞に異常を

認めてはならない。

個体別培養細胞について、33の試験を行う。
2.322 ウイノレスの培養

プ松ダクシヨンシードゥイルスを 232.1 の細胞又は細胞浮遊液に接種して培養し、ウィルスの増殖
極期の感染細胞を個体別培養細胞ビとに採取して遠心し、混合して原液とする。原液に適当と罰められ
た安定剤を加えてもよい。

原液について、3.4の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

マレツク病ウィルス1型原液及び七面鳥へルペスウィルス原液を混合し、適当と,忍められた希釈液で
濃度調整し、適当と認められた凍害防止剤を加え、最終バルクとする。

この場合、適当と認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。
2.5小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、凍結して小分製品とする。
小分製品について、3.5の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同IE試験

シードロツト規格の 1.42.1.1.1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 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。
3.1.13 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイニ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。
3.1.1.4 外来性ウイノレス否定試験

、



3.1.1.4.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1.1、'2.1 及び2.2 を準用して試験するとき、適合しな

ければならない。

3.1.1.4ユ特定ウイルス否1宣試験

3.1.1.4.2」特定ウイノレス否定一般試験

鶏脳脊髄炎ウイノレスについて、一般試験法の外来性ウイノレス否定試験法の1.1及ぴ3'12 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、鶏脳脊髄炎ウイルスについて 3.1.1.4.22 に規

定する試験を実施する製剤については、本試験を実施しなくてよい。

3.1.1.422 個別ウイノレス否IE試験

鶏白血病ウイルス、細網内皮症ウイルス及び鶏脳脊髄炎ウイルスについて、一般試験法の外来性

ウイノレス否定試験法の 1.L 32.1、 322 及ぴ3.2.10 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、鶏脳脊髄炎ウイノレスについて3.1.1.42.1に規定する試験を実施する製剤にっいては、

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の32.10 の試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.5 対急動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性試験法を准用して試験するとき、適合しなければならな

い。

3.1.1.6対象動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認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

3.1'1.7 病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認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。

3.127ーキングシードウイルスの試験

3.12.1 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。

3.122マ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。
3.13 プロダクションシードウイルスの試験

3.13.1 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。
3.132マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=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。
32初代細胞の試験

3ユ、1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)の試験

3ユ.1.け音養性状試験

シードロット規格の22.4.2.1.1 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
32.12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、適合しなけれぱならない。
3ユ,1.3 マ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。
3.3個体別培養細胞の試験

個体別培養細胞の1%以上を対照培養細胞とし、これについて炊の試験を行う。
3.3.1 培^察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなくウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察するとき、
CPEを認めてはならない。

33ユ迷入ウイルス否定試験



3・3.1 の試験最終日に、対照培養細胞のそれぞれの容器から細胞及び培養液を採り、混△したものを
試料とし、・一般試験法の迷入ウィノレス否定試験法 2.1、 22,1 及ぴ 222 を準用して試験するとき、適A
しなければならない。

333 鶏1主射試験

3.33.1 試験材料

3.33.1.1 潜す材料

33.1 の試験最終日に対照培養細胞のそれぞれの容器から細胞及び培養液を採り、混Aしたものを注
射材料とする。

333.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来1~4日齢の鶏を用いる。
3.332試験方法

注射材料02nlLずっを10羽の鶏の皮下に注射し、 5週間観察する。
観察最終日に剖検する。

3333 半1定

観察期間中、試験動物に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検したときに、異常を認めては
ならない。

3.4原液の試験

3.4.1 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。
3.42マ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、適合しなけれぱならない。
3.43 ウイノレス含有量試験

1

3.43,1試験材料

3;4.3.1.1 試料

検体を細胞維持用培養液(付記1)で10倍階段希釈レ、各段階の希釈液を試料とする。
3.43,1.2 培養ホ朋包

生ワクチン製造用材料の規格2.1.1に適合した鶏腫初代細胞又は2代継代細胞を25C皿.以上のシャー
レに培養し、単層となったものを用いる。

3.4.32 試験方法

試料0.2mLずっをそれぞれ4枚以上の培養細胞に接種し、37゜6で60分間静置吸着させた後、細胞維
持用培養液を加え、37゜Cで4~7日間培養し、観察する。

3.433 判定

シャ「レ当たり平均 20 個以上検出された試料の希釈イ音数及びその平均プラック数又は平均フォーカ
ス数からウィルスの含有量を算出するi

検体のウィルス含有量は、 1血L中それぞれ1がやN又は1小午FU以上でなければならない。
3.5 小分製品の試験

3.5.1 特陛試験

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凍結物でなけれぱならない'
溶解したものは、固有の色調を有する均質な懸濁液でなければならず、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。

3.52 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。
3.5.3 マイ=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。
ノ、

3.5.4 ウイノレス含有量試験



3.43 を準用し、両ウイルス株の CPEの形態学的相違による鑑ヨ[」法で、それぞれのプラック数又はフ

オーカス数を測定するとき、試験品のウイルス含有量は、 1羽分当たり両ウイルス株ともに 10,・ゆN又

は1が'午FU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、そのウイルス含有
量と,、る。

また、 CPEの形態学的相違による鑑"1]法で十分に測定できないときは、モノクローナル抗体を用いた

免疫染色法により測定する。

3.5.5 安全試験

3.5.5.1 試験材料

3,5.5」'.11鵠ナ材料
試験品を溶解用液を用いて1滋t量当たり100羽分のウイルス量が含まれるように濃度を胴整し、注

射材料とする。

3,5.5.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の1~4日齢の鶏を用いる。
3.5.52 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 5羽を対照群とする。

注射材料の1注身ナ量ずつを試験群の皮下に注射し、対照群と共に5週間観察する。
試験開始時及ひ試験終了時に体重を測定し、剖検する。

3.5.53 判定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検しだとき、異常を認
めてはならない。

3.5.6 力価試験

3.5.6.1 試験材料

3.5.6.1.1 注射材料

試験品を溶解用液で1注射'量当たり1羽分のウイルスが含まれるように濃度を調整し、注射材料とす
る。

3'5,6.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の1~4日齢の鶏を用いる。
3.5.62 試験方法

J

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料の1注射量ずつを試験群の皮下に注射し、対照群と共に5週間観察する。

観察最終日に得られた各個体の血清について、両ウィルス株に対する蛍光抗体反応を行う。
血清をりン酸緩衝食塩液で 20 倍とし、更に2倍階段希釈する。感染細胞(付記3)に、各希釈液を

加え、37でで45、~印分間処理した後、りン酸緩衝食塩液で3回洗浄L風乾した後、 4単位の抗鶏亀G
蛍光標識抗体(付記4)を加え、37 ゜Cで45~60分闇処理した後、りン酸緩衝食塩液で3回洗浄し、
蛍光顕微鏡で観察する。

3.5.63 判定

特異蛍光が認められる血清の最高希釈倍数を抗体価とする。

試験群の80%以上が両ウィルス株に対してそれぞオ航体価如倍以上でなければならない。この場合、
対照群では、全て20倍以下でなけれぱならない。

4貯法及び有効期間

100゜C以下で保存する6

有効期問は、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、その期間と
する。

付記1 細胞維持用培養液



1,oooml,中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス 5

牛血清

イーグルハ正M又はFI0培地

炭酸水素ナトリウムでPH を7.0~フ.4 に訊整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記2 抗やレック病ウイルス血清

弱毒マレツク病ウィルス(血清型1型) CV19認株又はこれと同等と認められた株、及ぴ七面鳥
ヘルペスウィルス FC126 株又はこれと同等と認められた株で免疫した生ワクチン製造用材料の規
格1.1由来の鶏の血清であって、試験品中のウィルスを完全に中和する力価を有するもの。

付記3 感染細胞

生ワクチン製造用材料の規格乞.1.1に適合した鶏脛初代細胞を37゜C、 5V01%炭酸ガス下で↓立養

し、カバーグラスに単層を形成させたものにマレック病ウィルス CV四認株叉はこれと同等と認め

られた株、及ぴ七面鳥へルペスウィルス FC126 株又はこれ上同等と認められた株をそれぞれ接種
し、 2~4日間培養したもので、特異抗原を有するもの。

付記4 抗鶏lgG蛍光標識抗体

抗鶏lgG血清からγーグロブリンを罰製し、'これを蛍光色素で標識したもので、 8単位以上を含
むもの。

g
量
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ワクチン(シードロット製剤)の部のニューカッスル病・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る。

ニュ,フカッスル病・鶏伝染性気管支炎混合生ワクチン(シード)

1定鞍

シードロット規格に適合した弱毒ニューカッスル病ウイルス及び弱毒鶏伝染性気管支炎ウイルス

を同規格に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウイルス液を混合し、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 ニューカッスル病ウイノレス

2.1.1.1 瑠称

弱毒ニューカッスノレ病ウイルス島'株又はこれと伺等と認められた株

2.1.12 性状

8週齢の鶏に10"、Φ50を点眼接種し、又は総排池腔に擦入しても病原性を示さない。

10日齢の発育鶏卵にIEΦ50を注射すると増殖し、鶏脛を約5日で死亡させる。
2.1.1.3 マスターシードウイノレス

2.1.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF 動物規格の 1.1 に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程

により作製し、保存用の容器に分注,る。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下

又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、・ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイノレス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは凍結して一70ヤ以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシード、ウイノレスについて、 3.12 の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.1.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションシードウィルスは、SPF動物規格の 1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プ戸ダクションシードウィルスを保存する場合は、凍結して一70气)以下又は凍結乾燥して5゜C以

下で保存する。

プロダクションシードウイノレスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2」2鶏伝染性気管支炎ウイノレス

2.1ユ.1 名称

弱毒鶏伝染性気管支炎ウイルスH120株又は製造に適当ど認められた株

2.122 性状

4日齢の鶏に1げ'゜EΦ50を点鼻叉は点眼接種すると、一過性の軽い呼吸器症状を示すことがある。
8~10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、鶏脛を2~7日後に死亡させ、又は鶏脛
の発育不全若しくは力ーリングを起こす。

2.123 マスターシードウイノレス



2.123.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥ・イルスは、SPF 動物規格の 1.1 に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程
にょり作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70OC以下
又は凍結乾燥して5ヤ以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイノレス
から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.2.47ーキングシードウイノレス

2.12.4.1 増殖、継代及び保存
、

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。
ワーキングシードゥイルスは凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
ワーキングシードウィノレスについて、 3.12 の試験を行う。

2,12.5 プロダクションシードウイノレス

2.12.5,1増殖及ぴ保存 1

プロダクシヨンシードゥイルスは、SPF動物規格の 1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プロダクシヨンシードゥイルスを保存する揚合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して50C以

下で保存する。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、3.1.3 の試験を行う。
22製造用材料

22.1ニューカッスノレ病ウイルス

22.1.1 発育鶏卵

SPF動物規格の11に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

マスターシードゥイルス及ぴワーキングシードゥイルスを増殖、継代及び保存する場Aの発育鶏
卵並びにプロダクションシードゥイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵にっいて、32 の試験
を行う。

2.2.2鶏伝染性気管支炎ウイルス

22.2.1 発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した 10~ 12日齢のものを用いる。

マスターシードゥイルス及びワーキングシードゥイルスを増殖、・継代及び保存する場厶の発*鶏
卵並びにプロダクションシードゥイルスを増殖及ぴ保存する場合の発育鶏卵にっいて、3.2 の試験
を1テう。

23原液

2.3.1ニューカッスノレ病ウイノレス原液

23.1.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。
個体別発育鶏卵について、3.3の試験を行う。

23.12 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシードゥイノレスを 23.1.1 の発育鶏卵で培養して、尿膜腔液を採取レ、そのろ液、
遠心上清又はこれを濃縮したものを原液とする。

原液に適当と認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。
原液にっいて 3.4.1及び3.42.1の試験を行う。

232鶏伝染性気管支炎ウイルス原液

2.3.2.1 発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

、



個体別発育鶏卵について、33の試験を行う。

23.22 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシードゥイルスを 232.1 の発育鶏卵で培養して、尿膜腔液を採取し、そのろ液、
遠心上清又はこれを濃縮したものを原液とする。

原液に適当と認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。
原液について3.4.1及び3.422の試験を行う。

2.4最終ノ勺レク

ニューカツスル病ウィルス原液及ぴ鶏伝染性気管支炎ウィルス原液を混合し、適当と認められた
希釈液及ぴ安定剤を加えて調製したものを最終バルクとする。この場合、適当と認められた必要最
少量の抗生物質を加えてもよい。

2.5 小分製品

最終バノレクを小分容器に分注して凍結乾燥し、小分製品とする。
小分製品について、3.5の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイルスの試験

3.1.1.1 同1き試験

シードロツト規格の 1.42.1.1.1 を準用して試験するとき、・適合しなけれぱならない。
3.1.12 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。
3.1.13 マイコプラズマ否定試験

7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、適合しなけれぱならない。
3.1.1.4外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1、2.1 及び2,2'を準用して試験するときイ適合しな
けれぱならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.42」特定ウイノレス否定一般試験

鶏脳脊髄炎ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1及び 3.12 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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて 3.1.1.422 に
規定する試験を実施する製剤については、本試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.422.個男1」ウイノレス否定試験

鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウィルス及び鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて、一般試験法の外来性
ウィルス否定試験法の 1.1、 32.1、 322及び3.2.10 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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて3.1.1.42.1に規定する試験を実施する製斉Ⅲこっいては、
一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.5 対象動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性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

3.1.1.6対象動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認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

3.1.1.7 病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない
3.127ーキングシードウイノレスの試験

r



3.1.2.1 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。
3.122マ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。
3.13 プロダクションシードウイノレスの試験
3.13.'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。
3.132マ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。
32発育鶏卵の試験

32.1辨卵性状試験

シードロツト規格の32.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
33個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上文は30個以上を対照発育鶏卵どし、これにっいて次の試験を行う。
3.3;1培養観察

対照発育鶏卵を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察する
とき、鶏脛に異常を認めてはならない。

332鶏赤血球凝集試験

3.3.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01%の鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静智L、
観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.4原液の試験

3.4.1生菌数限度試験

一般試験法の生菌数限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。
3.42 ウイノレス含有量試験

3.42.1 ニューカッスル病ウイノレス

3.42.1.1 試験材料

3.4.2.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.4.2.1.1.2 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。
3.4.2.12 試験方法

試料0.1皿Lずうをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養し、観察
する0 試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.42.13 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ50 を算定する。ただし、24時間以内に
死亡したものは、除外する。

検体のウィルス含有量は、 1 m上中 10"'EΦ50以上でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣が
特に認めた場合には、そのウィルス含有量とする。

3.422鶏伝染性気管支炎ウイノレス

3.422.1試験材料

3.42.2'1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.422.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.4.222 試験方法

し



試料01訂止ずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで7日間培養し、観察

する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.4223 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなしΥEΦ50を算出する。

ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、 1 血L中 10"'EΦ50以上でなければならない。
3.5 小分製品の試験

3.5.1 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、固有の色罰を有する乾燥物でなけれぱならな

い。溶解したものは、固有の色調を有する液体又は均質な懸濁液でなければならず、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。

3.5ユ真空度試験

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。
3.53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。
3.5.4 マ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、適合しなけれぱならない。
3.5.5 サノレモネラ否定試験

一般試験法のサルモネラ否定試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.5.6 生菌数限度試験

一般試験法の生菌数限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。
3.5.フウイルス含有量試験

3.5.フ.1 ニューカッスノレ病ウイルス

試験品の鶏伝染性気管支炎ウィルスを、、抗鶏伝染性気管支炎ウィルス血清(付記1)を非働化し

たもので中和したものを試料とし、3.42.1 を準用して試験するとき、試験品のウィルス含有量は、
1羽分当たり10"乍Φ50以上でなけれぼならない。ただし、農林水産大臣が特に認めた場合には、そ
のウイルス含有量とする。

3.5,フユ鶏伝染性気管支炎ウイルス

試験品のニューカッスル病ウィルスを、抗ニューカッスル病ウィルス血清(付記2)を非働化し

たもので中和したものを試料とし、3.422 を準用して試験するとき、試験品のウィルス含有量は、
1羽分当たり,1ず'゜EΦ釦以上でなけれぱならない。

3.5.8 マー・カー試験

3.5.8.1 試験材料

3.5.8.1.1 試料

試験品の鶏伝染性気管支炎ウィ.ルスを、抗鶏伝染性気管支炎ウィルス血清を非働化したもので中

和し、りン酸緩衝食塩液を用いてニューカッスル病ウィルスが0.5m工当たり1羽分及ぴν10羽分含
まれるように濃度を調整したものを・試料とする。

3.5.8.12 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~ 10日齢の発育鶏卵の滕から得た細胞を細胞増殖
用培養液(付記3)で浮遊し、約 20cn゛以上のシャーレに分注し、培養し、単層となったものを用
いる。

3.5.8.2 試験方法

試料0.5血L をそれぞれ2枚以上の培養細胞に接種し、37゜Cで 60分間静置した後、重層寒天培地
(付記4)を重層し、37゜Cで4日間培養し、プラック形成能を試験する。

、ーノー'

3.5.83 判定



培養4日後に細胞を観察するとき、プラックの形成を認めてはならない
3,5.9 安全試験

3.5,9.1 試験材料

3.5.9.1.1 接種材料

試験品を、りン酸緩衝食塩液を用いてウィルスが 0.03mL 当たり 10羽分含まれるように濃度を調
整し、接種材料とする。

3.S9.12試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4日齢の鶏を用いる。
3.5.9.2 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 5羽を対照群とする。

接種材料0.03mLずっを試験群に点眼接種し、対照群と共に3週間観察する。
試験開始時及び試験終了時に体重を測定する6

3.5.93 判定

'観察期間中、対照群においては臨床的な異常を認めてはならず、試験群においては一過性の呼吸
器症状及ぴ結膜の充血を呈することがあっても、その他の異常を認めてはならない。

3.5.10 力価試験

3.5.10.1 ニューカッスル病力価試験
ノ

3.5,10.1.1 試験材料

3.5.10.1.1.1 接種材料

試験品をりン酸緩衝食塩液又は適当と認められた溶解用液を用いてウィルスが0.03mL当たり1羽
分含まれるように濃度を調整し、接種材料とする。

3.5,10,1.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。
3.5.10.1.13 攻撃ウイルス

強毒ニューカツスル病ウィルス佐藤株で感染させた尿膜腔液であり、約40日齢の鶏の筋肉内に注
射し、そのウィルス量を測定するとき、 1nlL中 10"゜致死量以上を有するものを用いる。

使用時、りン酸緩衝食塩液を用いて、 1mL中1げ'゜致死量となるように濃度を調整する。
3.5.10.12 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 5羽を対照群とする。

試験群に接種材料0.03mLずっを点鼻接種する。 2週後に、試験群及ぴ対照群の全てに攻撃ウィル
ス 1n止を筋肉内に注射して攻撃し、 2週間観察する。

3.5.10.13 半リ定

試験終了時、試験群は、、80%以上が異常なく耐過しなけれぱならない。ごの揚A 対照群は、100
%発病して死亡しなければならない。

3.5.102鶏伝染性気管支炎力価試験

3.5.102.1 試験材料

3.5.10.2.1.1 接種材料

試験品をりン酸緩衝食塩液又は適当と認められた溶解用液を用いてウィルスが0.03mL当たり1羽
分含まれるように濃度を調整し、接種材料とする。

3.5.102.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4日齢の鶏を用いる。
3.5.102.13 中手口試験用ウイノレス

製造用株を用いる。ただし、ウィルス量は、ウィルスを感染させた尿膜腔液を、生ワクチン製告
用材料の規格1.1に適合した9~10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウィルス価を測定すると
き、 1 mL 中 1げ'乍Φ50以上でなけれぼならない。



3.5.10.え.1.4 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.5.1022 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

試験群に、接種材料0.03m工を点眼接種し、対照群と共に3~4週間観察する。観察期間中、試験
群及び対照群に異常を認めてはならない。

試験終了時、試験群及び対照群から得られた血清についてウィルス希釈法により中和試験を行う。
各群の血清は、それぞれ等量をプールし、非働化する。

中和試験用ウイルスを10倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群に分け、第1群には試験群のプー

ル血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウイルス対照としてりン酸緩衝食塩水を、

それぞれ等量加えて混合する。'これらの混合液を4゜Cで18~24時間又は37゜Cで60分間処理した

後、各段階の希釈液ごとに5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に0.1mιずつ注射し、37でで7日間培養

し、観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.5.1023 当」定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、中和指数を算出す

る。ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

試験群の中和指数は、対照群に対し 2.0 以上でなければならない。この場合、対照群の中和指数
は、ウイルス対照に対し、1.0以下でなければならない。

4貯法及び有効期聞

有効期間は、 1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tる。
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付記1 抗鶏伝染性気管支炎ウイルス血清

製造用株で免疫した生ワクチン製造用材料の規格 1,1 に適合した発育鶏卵由来の鶏又は噛乳
動物の血清であって、試験品中のウイルスを完全に中和する力価を有するもの。

9 呂

残量

付記2 抗ニューカッスル病ウイルス血清

製造用株で免疫した生ワクチン製造用材料め規格 1,1 に適合した発育鶏卵由来の鶏又は啼乳
動物の血清であって、試験品中のウイルスを完全に中和する力価を有するもの。

付記3 細胞増殖用培養液

1,ooomL 中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

牛血清

イーグノレN促M

炭酸水素ナトリウムでP亘を6.8~72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 重層寒天培地

1,ooonユL 中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

牛血清

ニュートラノレレッド

寒天

イーグノレN那M

炭酸水素ナトリウムでPHを6.8~72に調整する。
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、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)の部のニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価混合(油性アジュ
バントカの不活化ワクチン(シード)の項に歌に扶のように加える。

マレック病(マレック病ウイルス2型・七面鳥へルペスウ
イルス)・鷄痘混合生ワクチン(シード)

1定義

シードロット規格に適合した弱毒マレック病ウイルス(2型)及び七面鳥へルペスウイルスをそれ

ぞれ同規格に適合した培養細胞で増殖させて得た感染細胞浮遊液を混合し、凍結したマレック病2価ワ
クチンとシード戸ツト規格に適合した弱毒鶏痘ウイルスを同規格に適合した培養細胞又は発育鶏卵で増

殖させて得たウィルス液を凍結乾燥した鶏痘ワクチンを組み合わせたものである。
2製法

2.1製造用株

2.1.1 マレック病ウイノレス 2型

2.1.1.1 名称

弱毒マレック病ウィルスSB・1株又はこれと同等と認められた株
2.1.12 性状

1日齢の鶏の皮下、筋肉内又は櫛空内に注射しても、病原陛を示さない。鶏脛初代細胞に接種すると、
CPEを伴って増殖する。

2.1.13 マスターシードウイルス

2.1.13.1作製、保存及び小分製晶までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められた

細胞で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウィルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一100で以
下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3,1.1の試験を行う。

マスターシードウィルスは、ワクチン製造以外の目的で継代しない。ヤスターシードウイノレスか

ら小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウィルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められ
た細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードゥイルスは、凍結して一100で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウィノレスについて、 3.1.2の試験を行う。

2.1'1.5 プ塁ダクションシードウイルス

2.1.1.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションシードウィルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認め
られた細胞で増殖させる。

プロダクションシードゥイルスを保存司、る場合は、凍結して一 100で以下又は凍結乾燥して5゜C
以下で保存する。

プロダクシヨンシードウイノレスを保存する場合は、3.13 の試験を行う。
2'1.2七面鳥へルペスウイノレス

2.12.1 名称

七面鳥人ルペスウイルスFC126株又はこれと同等と認められた株



2.122 性状

1日齢の鶏の皮下、筋肉内又は矧空内に注射しても、病原性を示さない。鶏、うずら又はあひるの発
育卵の勝刀代細胞に接種すると、CPEを伴って増殖する。

2.123.マスターシードウイノレス

2.123.1作製イ保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に適Aし
たうずら庭初代細胞、同規格の2.8に適合したあひる脛初代細胞又は適当と認められた細胞で増殖
させ、連続した'工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一100で以
下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウィルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイノレスは、ワクチン製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイノレスか
ら小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.1.2.4,1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、 SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に適A
したうずら庭初代細胞、同規格の2.8に適合したあひる脛初代細胞又は適当と認められた細胞で増
殖及び継代する。

ワーキングシードゥイルスは、凍結して一 100゜C以下又は凍結乾燥して50C以下で保存する。
ワーキングシードゥイノレスにっいて、 3.12 の試験を行う。

2,12.5 プロダクションシードウイルス

2.12.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクシ・ヨンシードゥイルスは、 SPF動物規格の2.6に適合した鶏腫初代細胞、伺規格の2.7に
適合したうずら既初代細胞、同規格の2.8に適合したあ.ひる脛初代細胞又は適当と認められた細胞
で増殖させる。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一100゜C以下又は凍結乾燥して5で
以下で保存する。

プロダクシヨンシードゥイノレスを保存する場合にっいて、3.13の試験を行う。
2.13鶏痘ウイルス

2.13.1 名称

弱毒鶏痘ウィルスπ株又はとれと同等と認められた株
2.132 性状

鶏の翼膜に穿刺し、又は外股部の毛のうに擦入すると、 5~7日で善感発痘する。
稔旧齢発育鶏卵の柴尿膜上に接種すると増殖し、特徴的なポックを形成する。

2.133 マスターシードウイノレス

2.1.33.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵又はSPF動物規格の2.6に
適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められた細胞で増殖させ、連続した工程により作製し、保才用
の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70で以
下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシー,ドゥイノレスについて、 3.1.1 の試験を行う。

マスターシードゥイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイルス
から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.13.47ーキングシードウイノレス



2,13.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵又はSPF動物規格の2.6

に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められた細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードウィルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して,5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイルスについて、3.12の試験を行う。

2.13.5 プロダクションシードウイルス

2.1.3.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の1」に適合した発育鶏卵又はSN動物規格の

2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められた細胞で増殖させる。

プロダ、クションシードウィルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C
以下で保存する。

プロダクションシードウイノレスを保存する場合は、 3,1.3の試験を行う。

22製造用材料

22.1マレック病ウイノレス 2型

2.2.1.1 初代細胞

SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は製造に適当と認められた初代細胞を用いる。
22.12 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2.2.13 マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)

22.13.1増殖、絲代及び保存

マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノレシード)は、22.12の培養
液で増殖し、継代及び保存じない。

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)にっいて、32の
試験を行う。

222七面鳥へノレペスウイノレス

22.2.1 初代細胞

SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞、同規格の2.7に適合したうずら脛初代細胞、同規格

の2,8に適合したあひる脛初代細胞又は製造に適当と認められた初代細胞を用いる。

22ユ.2培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

222,3 マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセルシード)

22ユ.3.1 増殖、継代及ぴ保存

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)は、 22ユ2.の培養
液で増殖し、継代及び保存しない。

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)にっいて、 32の
試験を行う。

223鶏痘ウイルス

2ユ3.1培養*醐包又は発1与鶏卵

2ユ.3.1.1 培養"醐包

2.2.3.1.1.1 初代細胞

SPF動物規格の2.6に適合した鶏脛初代細胞又は製造に適当と認められた初代細胞を用いる。
2,2:3.1.12 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

223.1.13 マスタープライマリーセ'ノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)

223.1.13.1 増殖、継代及び保存



マ.スタープライマリ"セルシード(プロダクションプライマリーセノレシード)は、 223.1.12の
培養液で増殖し、継代及び保存しない。

マスタープライ々リーセノレシード・(プロダクションプライマリーセルシ」ド)にっいて、 32の
試験を行う。

2.2.3.12 発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した9~ 13日齢のものを用いる。

マスターシードゥイルス及びワーキングシードゥイノレスを増殖、継代及ぴ保存する場厶の発育
鶏卵並びにプロダクションシードゥイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵にっいて、33 の試

験を行う。

23原液

23.1マレック病ウイノレス2型原液

23.1.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)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。ウィルス接種前の個体別声養細胞に異

常を認めてはならない。

個体別培養細胞について、3.4.1の試験を行う。
23.12 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシードゥイルスを23.1.1の細胞に接種して培養し、ウィルスの増殖極期の感染細
胞を個体別培養細胞ビとに採取して遠心し、混合して原液とする。原液に適当と認められた安定剤
を加えてもよい。

原液について、ぎ.6.1の試験を行う。

23.2 七面鳥へノレペスウイノレス原液

232.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)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。ウィルス接種前の個体別炉養細胞に異

常を認めてはならない。

個体屶唯音養細胞について、 3.4.1の試験を行う。
2.322 ウイノレスの培養

プ白ダクシヨンシードゥイルスを232.1の細胞に接種して培養し、ウィルスの増殖極期の感染細
胞を個体別培養細胞ごとに採取して遠心し、混合して原液とする。原液に適当と二忍め.られた安定剤
を加えてもよい。

原液について、 3.6,1の試験を行う。

233鶏痘ウイルス原液

233.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプラオマリーセノレシャド)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。ウィルス接種前の培養細胞に異常を認めて

はならない。

個体別培養細胞について、3.42の試験を行う。'
2.33.2発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。
個体別発育鶏卵について、3.5の試験を行う。

2.333 ウイノレスの培養

2333.1培養ネ鰯包を用いる^

プロダクシヨンシードゥイノレスを233.1の細胞に接種して培養し、ウィルスの増殖極期の感染細
胞を個体別培養細胞ごとに採取して、凍結融解した後混合し、その遠心上清を原液とする。原液に
適当と認められた安定剤を加えてもよい。

原液について、 3.62の試験を行う。

2333ユ発育鶏卵を用いる場合

、



プロダクションシードウィルスを2332 の発育鶏卵で培養し、築尿膜を採取して乳剤とし、そ
のろ液又は遠心上清を原液とする。

この場合、適当と認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

原液について、 3.6.2の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

2.4,1マレック病ウイルス2型及び七面鳥へルペスウイノレス

マレック病ウィルス2型原液及び七面鳥ペルペスウィルス原液を混合し、適当と認められた希釈液で
濃度調整し、適当と認められた凍害防止剤を加え、最終バルクとする。

この場合、適当と認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。
2.42鶏痘ウイルス

鶏痘ウィルス原液を混合し、適当と認められた安定斉"を加え、'最終バル'クとする。との場合、適当と
認められた必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

2.5小分製品

25.1マレック病2価ワクチン

2.4.1の最終バルクを小分容器に分注し、凍結し、小分製品とする。

小分製品について、3.7の試験を行う。

2.52鶏痘ワクチン

2.42の最終バルクを小分客器に分注し、凍結乾燥し、小分製品とする。

小分製品について、3.7の試験を行う。

3試験法

3.1 製造用株の試験

3,1.1 マスターシードウイルスの試験

3.1.1.1 同定試験

シードロット規格の 1.42.1.'1.1 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.1ユ無菌試験

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。
3.1.13 マイニプラズマ否定試験

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、適合しなけれぱならない。
3.1.1.4 外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の'1.1、2.1及び22を準用して試験するとき、適合しな
けれぱならない。

な松、鶏痘ウィノレスのマスターシードウィルスについては、検体を孔径02μ皿のフィノレターを
用いて3回ろ過処理したものを試料としてもよい。

3.1.1.4.2 特定ウイルス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定一般試験

鶏脳脊髄炎ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1,1及び3.12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、鶏脳脊髄炎ウィノレスにっいて3.1.1.4ユ2に規
定する試験を実施する製剤については、本試験を実施しなくてもよい。

なお、鶏痘ウィルスのマスターシードウィノレスについては、検体を孔径02μ mのフィルタヤを
用いて3回ろ過処理したものを試料としてもよい。

3.1.1.422 個別ウイノレス否定試験

鶏白血病ウイルス、細網内皮症ウィルス及び鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて、一般試験法の外来性
ウィルス否定試験法の 1.1、 32.1、 322及び3.2.10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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて3.1.1.4.2.1に規定する試験を実施する製斉川こっいては、

、



一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。
なお、鶏痘ウィノレスのマスターシードゥイノレスにっいては、検体を孔径02μ mのフィルターを

用いて3回ろ過処理したものを試料としてもよい。
3,1.1.5 対象動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性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

3.1.1.6対象動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認試験法を準用して試験するとき、適合しなければなら
なV、

3.1.1.7 病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1 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。
3.1.22 マイコ,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。
3.13 プロダクションシードウイノレスの試験
3.13.1 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。
3.132 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイニ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。
3.2初代細胞の試験

32.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)の試験
3ユ.1'1 培養性状試験

シードロツト規格の22.42.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
32.12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。
32.13 マ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。
33発育鶏卵の試験

33.1貯卵性状試験

シードロツト規格の32.1を準用して試験するとき、適合しなければならない
3.4個体別培養細胞の試験

3.4.1マレック病ウイノレス培養細胞の試験

個体呂唯音養細胞の1%以上を対照培養細胞とし、これにっいて次の試験を行う。
3.4.1.1.培養観察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなく.、ウィルスの培養と同じ条件でN養し、観察するとき、
CPEを認めてはならない。

3.4.12迷入ウイノレス否定試験

3.4.1.1の試験最終日に対照培養細胞のそれぞれの容器から細胞及び培養液を採り、混Aしたものを試
料とし、一般試験法の迷入ウィノレス否定試験法ユ.1、 22.1及ぴ2.22を準用して試験する'とき、適Aしな
ければならない。

3.4.13 鶏君對試験

3.4.13.1 試験材料

3.4.13.1.1 を謝材料



3.4.1.1の試験最終日に対照.培養細胞のそれぞれの容器から細胞及び培養液を採り、混合したものを注
射材料とする。

3.4.13.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の1~4日齢の鶏を用いる。
3.4.132 試験方法

注射材料02nlLずつを10羽の鶏の皮下に注射し、 5週聞観察する。

観察最終日に剖検する。

3.4.133 判定

観察期間中、試験動物に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検したときに異常を認めてはな
らない。

3.42鶏痘ウ¥ルス培養細胞の試験

3.42.1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。
3.42,1.1 培養観察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察するとき、
CPEを認めてはならない。

3.42.12鶏赤血球^試験

3.4.2.1.1の試験最終日に培養液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量力Πえ、60分間静置し、観察
するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.5個体別発脊鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は30個以上を対照発育鶏卵とし、これにっいて次の試験を行う。
3.5.1 培養観察

対照発育鶏卵に、ウィルスを接種するこ巴なく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察するとき、
鶏脛に異常を認めてはならない。

3.52鶏赤血球凝集試験

3.5.1の試験最終日に尿側会夜を採敢し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等尉Πえ、60分間静置し、観察
するとき、.赤血球凝集を認めてはならない。

3.6 原液の試験

3.6.1 マレック病ウイルス原液の試験

3.6.1.1'ウイノレス含有量試験

3.6.1.1.1 試験材料

3.6.1」」.1 試料

検体を細胞維持用培養液(付記1)・で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.6.1.1.12 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格2.1.1に適合した鶏脛初代細胞又は2代継代細胞を25Cず以上のシャー
レに培養し、単層となったものを用いる。

3.6.1.1.2 試験方法

試料02n止ずつをそれぞれ4枚以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、細膳能
持用培養液を加え、37でで4~7日間培養し、観察する。

3.6.1.13 判定

シャーレ当たり平均20個以上検出された試料の希釈イ音数及ぴその平均プラック数又は平均フォーカ
ス数からウイルスの含有量を算出する。

検体のウィルス含有量は、 1m工中それぞれ1小やFU又は10'・町干U以上でなければならない。
3,62鶏痘ウイルス原液の試験

3.62.1 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。
3.6ユ2 ウイノレス含有量試験

3.622,1発育鶏卵を用いる試験
J

3.622.1.1 試験材料

3.622.1.1.1 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した11~B 日齢のものを用いる。
3.622.1.12 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で'10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.622.12 試験方法 ゛

試料0.1mLずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の柴尿膜上に接種し、37゜Cで5日間仲養し、観察す
る。

試験最終日に奬尿膜を検査してポック発現の有無を観察する。
3.622.13 判定

柴尿膜にポツクの出現したものを感染とみなし、EΦ釦を算出する。ただし、24時間以内に死亡した
ものは、除外する。

検体のウィルス含有量は、 1m工中1が喧Φ釦以上でなけれぱならない。
3.622ユ培養ネ瑚包を用いる試験

3.6222.1試験材料

3.6222.1.1 培養き閉包

生ワクチン製造用材料の規格2.1.1に適合した鶏1丕初代細胞を培養したものを用いる。
3.6222.1ユ言北料

検体を細胞維持用培養液で10倍階段希釈し、'各段階の希釈液を試料とする。
3.6.2222試験方法

試料0.1mLずっを5枚以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分吸着させた後、細胞維持用1立養液を加
え、 3フヤで5日間培養し、観察する。

3.62.223 判定

培養細胞にCPEを認めた場合を感染とみなし、 TCΦ印を算出する。
検体のウィノレス含有量は、 1mL中 1ゲ・.TCΦ'。以上でなければならない。

3.7小分製品の試験

3.フ」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、マレック病2価ワクチンにあっては固有の色調を
有する凍結物でなければならず、鶏痘ワクチンにあっては固有の色調を有する乾燥物でなければならな
、、

両ワクチンを溶解し、混合したものは、固有の色調を有する均質な懸濁液でなけれぱならず、異物及
び異臭を認めてはならない。

また、小分容器ビとの性状は、均一でなければならない。
3.72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、鶏痘ワクチンは、適合しなければならない。
3.73 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、鶏痘ワクチンは、適合しなければならない。
3.フ.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、マレック病2
価ワクチン及ひ鶚痘ワクチンのそれぞれ1本を50mLの溶解用液(付記2)に溶解したものを小分容器
ごとの試料とする。

3.フ.5 マ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、適合しなけれぱならない。ただし、

マレック病2価ワクチン及ひ鶏痘ワクチンのそれぞれ1'本を50mLの溶解用液に溶解したものを小分容

器ごとの試料とする。

3.フ.6 ウイルス含有量試験

3.フ.6.1 マレック病ウイルス

マレック病2価ワクチンを細胞維持用培養液で10倍階段希釈し、各階段の希釈液を試料とする。

3.6.1.1を準用し、両ウイルス株のCPΞの形態学的相違による鑑呂「」法でそれぞれのプラック数又はフ

オーカス数を測定するとき、試験品のウ,イルス含有量は、 1羽分当たり両ウィルス株共に1がやN又は

1ぴ'午FU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、そのウイルス含有量

と,、る。

また、 CPEの形態学的相違による鑑Ξ1」法で十分に測定できないときは、モノクローナル抗体を用いた

免疫染色法により測定する。

3.フ.6ユ鶏痘ウイノレス

3.622を準用して試験するとき、鶏痘ワクチンのウィルス含有量は、 1羽分当たり 1ぴ・0~104,乍Ⅱ)即
又は10M~10郎TCΦ卯でなければならない。

3.フ.7 安全試験
イ

3.フ.フ.1 試験材料

3,フ.フ,1,1 1主射'材料

マレック病2価ワクチン及て隱痘ワクチンを溶解用液で02m工中10羽分となるように濃度を調整し

たものを注射材料とする。

3.フ.フ.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の1~4日齢の鶏を用いる。

3.フ.72試験方法

試験動物の10羽を試験群、 5羽を対照群とする。

注射材料0.2m上ずつを試験群の皮下に注射し、対照群と共に5週問臨床観察を行い、観察終了時に体

重を測定し、剖検する。

3.フ.73判定

観察期間中、試験群及び対照群に、臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検したときに異常を
認めてはならない。

3.フ.8 マレック病力価試験

3.フ.8,1 試験材料

3.フ.8.1.11主射材料

マレック病2価ワクチン及ひ鶏痘ワクチンを溶解用液で02mL中1羽分となるように濃度を調整し

たものを注射材料とする。

3.フ.8.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の1~4日齢の鶏を用いる。

3.フ.82 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料の1羽分ずつを試験群の皮下に注射し、対照群と共に3週間観察する。

観察最終日に得られた各個体の血清について、蛍光抗体法により両ウイルス株に対する抗体価を測定

,、る。

血清をりン酸緩衝食塩液で20倍に希釈し、更に2倍階段希釈する。感染細胞(付記4)に各希釈液

を加え、37でで45~60分聞処理した後、りン酸緩衝食塩液で3回洗浄し、風乾した後、4単位の抗鶏lgG
蛍光標識抗体(付記5)を加え、37゜Cで45~60分問処理した後、りン酸緩衝食塩液で3回洗浄し、 W
励起法で観察する。



3.フ.83 判定

特異蛍光が認められる血清の最高希釈倍数を抗体価とする。

抗体価は、試験群の'0%以上が両ウィルス株に対してそれぞれ40倍以上でなければならない。この
揚合、対照群では、・全て20倍以下でなけれぼならない。

3,フ.9 鶏痘発痘試験

3.フ.9.1 試験材料

3,79.1.1 接種材料

マレツク病2価ワクチン及て醐痘ワクチンを溶解用液でαolm上中1羽分となるように濃度を詞整し
たものを接種材料とする。

3.フ.9.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の1~4日齢の鶏を用いる。
3.792試験方法

試験動物の10羽の饗膜に接種材料の0.olmLずっをそれぞれ穿刺接種し、 3週間観察する。
3.フ.93 判定

接種後5~7日で善感発痘し、痘庖は、21日以内に完全に消退しなければならない。
4貯法及び有効期間

マレツク病2価ワクチンは」140ヤ以下の液体窒素容器内で、鶏痘ワクチンは2~5゜Cで保存する。
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、その期間と

ノ
司、る。

付記1 細胞維持用培養液

1,oooml.,中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

牛血清

イーグルMEM又はFI0培地

炭酸水素ナトリウムでPHを7.0~フ.4 に罰整する。
必要最少量の抗生物質を加えでもよい。

付記2 溶解用液

1,000血L 中

塩化ナトリウム

無水りン酸水素ニナトリウム

リン酸二水素カリウム

フェノーノレレッド

水

8.0 痕

12 3

0.19 3

0.025 宮

残量

付記3 抗マレック病ウイルス血清

マレツク病ウィノレス SB・1株又はこれと同等と認められた株、及び七面鳥へルペスウィノレスFC126

株又はとれと同等と認められた株で免疫した生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵
由来の鶏の血清であって、試験品中のウィルスを完全に中和する力価を有するもの。

付記4 感染細胞

生ワクチン製造用材料の規格2.1.1に適合した鶏脛初代細胞を37で、 5V01%炭酸ガス下でナ立

養し、カバーグラスに単層を形成させたものにマレヅク病ウィルスSB、1株又はこれと同等と認め
られた株、及び七面鳥へルペスウィルスFC126株又はこれと同等と認められた株をそれぞ才峡種

g
量
量

2
9
 
適
残
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し、 2~4日間培養したもので、特異抗原を有するもの。

付記5 抗鶏lgG蛍冠票識抗体

抗鶏喰G血清から"グロブリンを調製し、これを蛍光色素で標識したもので、 8単位以上を含む
もの。

、



ニユーカツスル病・鶏伝染性気管支炎・産卵低下症候群
-1976混合(油性アジュバントカΠ)不活化ワクチン(シ

ド)

1定義

シードロツト規格に適合したニューカッスル病ウィルス及び鶏伝染性気管支炎ウィルスを同規格
に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウィルス液並ぴに同規格に適合した産卵低下症候群一 1976
ウィルスを同規格に適合した培養細胞又は発育あひる卵で増殖させて得たウィルス液をそれぞれ不
活化したものを混合し、油性アジュバ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 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.1.1.1 名称

ニューカツスル病ウィルスUbteτ2C株又はこれと同等と.認められた株
2」.12 性状

10・旧齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると'、、増殖し、その尿膜腔液には、鶏赤血球凝集性を認
i-、

める。

2.1.13 マスターシードウイノレス

2.1.1.3.H乍製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ
り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、'特定の製造番号又は製造記号を付しイ凍結して一70OC以下又
は凍結乾燥して5で以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、3.1.1の試験を行う。

マスターシ「ドゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイノレスから
小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.1.47ーキングシードウイルス

2.1.1.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及ひ泳佳代する。
ワーキングシードゥイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウィノレスについて、、3.12の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.1.5.1 増互扱てド保存

プロダクシヨンシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5で以下

で保存する。

プロダクションシードゥイノレスを保存する場合は、3.13の試験を行う。
2.1ユ鶏伝染性気管支炎ウイルス

2.1ユ.1 瑠称

鶏伝染性気管支炎ウィルスM41株又は・製造に適当と認められた株
2,1ユ2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、鶏脛に特徴的な病変を伴って増殖する。
2.123 マスターシードウイノレス

2,123.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

、
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マスターシー'ドウイノレスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、'連続した工程によ

り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70で以下又

は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、3」.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.12.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及ひ継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.12.Sプロダクシ"ンシードウイルス

2」2.5.1増殖及ぴ保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結じて一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下

で保存する。 ノ

プロダクショ.ンシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.13産卵低下症候群一 1976 ウイルス

2.13.1 名称

産卵低下症候群一 1976ウイルスMCF町鬮127株又はこれと同等と認められた株

2.132 性状

あひる脛初代細胞でCPEを、伴って増殖する。

2.133 マスターシードウイノレス

2.1.33.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏歴肝初代細胞又は同規格の2.8に適合

したあひる屡初代細胞で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70で以下又

は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシ」ドウイノレスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.13.47ーキングシードウイノレス

2.13.4.1増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格の2,6に適合じた鶏1瑚干初代細胞又は同規格の2.8に適

合したあひる脛初代細胞で増殖及ぴ継代する。

ワーキングシードウイノレスはY凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12の試験を行う。

2.13.5'プロダクションシードウイルス

2.13.5,1 増^眼び保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の2.6に適合した鶏脳干初代細胞又は同規格の2.8

に適合したあひる脛初代細胞で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する揚合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下

で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

、f



22製造用材料

22.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

22.1.1発育鶏卵

22,1.1.1 マスターシードゥイルス、ワーキングシードゥイノレス及びプロダクションシードゥイノレスの
増殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の1.1に適合した10~ 12日齢のものを用いる。

マスターシードゥイルス及びワーキングシードゥイルスを増殖、継代及び保存する場Aの発*鶏卵
並びにプロダクシヨンシードゥイルスを増殖及ぴ保存する揚合の発育鶏卵にっいて、32の試験を行う。

2.2.1.1ユ原液の製造に用いる発育鶏卵

10~ 12日齢のものを用いる。

222鶏伝染性気管支炎ウイルス

22ユ.1発育鶏卵

22・2・1・1 マスターシードゥイルス、ワーキングシードゥイノレス及ぴプロダクションシー'ドゥイノレスの
増殖、継代及び保存1こ用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1」に適合した9~ 12日齢のものを用いる。

マスターシードゥイルス及ぴワーキングシードゥイルスを増殖、継代及び保存する場△の発*鶏卵
並びにプロダクシヨンシードゥイルスを増殖及ぴ保存する場合の発育鶏卵にっいて、32の試験を行う。

222.12原液の製造に用いる発育鶏卵

9~ 12日齢のものを用いる。
,

223産卵低下症候群一 1976ウイルス

22.3.1 マスターシードゥイノレス、ワーキングシードゥイノレス及ぴプロダクションジードゥイノレスの
増殖、継代及び保存に用いる初代細胞

SPF動物規格の2.6に適合した鶏脳干初代細胞又は同規格の2.8に適合したあひる脛初代細胞を用い
る。

SPF動物規格の2念に適合したあひる庭初代細胞は、原液の製造にも用いる。
2232培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2.2.33 マスタープライマリ」セノレシード(プロダクションプライマyーセノレシード)
22.33.1増殖、継代及び保存

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセル.シード)は 2232 の培養
液で増殖し、、継代及び保存しない。

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)にっいて、 3.3.1 の
試験を行う 0

223,4原液の製造に用いる発育あひる卵

13 ~ 15日齢のものを用いる。
23原液

2,3.1 ニューカッスル病ウイノレス原液

2.3.1.1 発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。
個体別発育鶏卵にっいて、3.4.1の試験を行う。

23.12 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシード.ウィルスを 23.1」の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液のろ液
Xは遠心上清をウィルス浮遊液とする。

ウィノレス浮遊液について、 3.6.1.1の試験を行う。
23.13 不活イヒ

^%



ウイルス浮遊液を適当と認められた不活化剤を加えて不活化した後、適当と認められた方法で濃

縮し、原液とする。

原液について、 3.フ.1 及び 3.フ.2.1 の試験を行う。ただし、 3.72.1 の試験は、ウィルス浮遊液の濃
縮前に行ってもよい。

232鶏伝染性気管支炎ウイルス原液

232.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵についで、3.4,1の試験を行う。

2.322 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスをユ32.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液のろ液

若しくは遠心上清又は感染増殖させた尿膜腔液を適当と認められた方法で濃縮した、のをウイルス

浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、3.6.12の試験を行う。,

2323 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた不活化剤を加えて不活化したもの又はこれを適当と認められ

た方法で濃縮した、のを原液とする。

原液について、 3.フ.1 及ぴ 3.722 の試験を行う。ただし、 3.フ.22 の試験は、不活化したウイルス

浮遊液の濃縮前に行0てもよい。

2.33 産卵低下症候群一 1976ウイルス原液

23.3.1 発育あひる卵又はマスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシー

ド)の培養

233.1.1発育あひる卵の培養

1回に処理する発育あひる卵を個体別発育あひる卵とみなす。

個体別発育あひる卵について、3.4ユの試験を行う。

2,33.1ユマスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)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。ウイルス接種前のマスタープライマリ

ーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)・に異常を認めてはならない。

個体呂1仕音養細胞について、 3.5の試験を行う。

2332 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイノレスを233.1,1の発育あひる卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の

遠心上清、又はプロダクションシードウイルスを233.12のあひる脛初代細胞に接種して培養し採

取したろ液若しくは遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.6.1.3 の試験を行う。
t

2.33.3 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた不活化剤を加えて不活化したもの又はこれを適当と認められ

た方法で濃縮したものを原液とする。

原液について、 3.フ.1 及び 3.723 の試験を行う。ただし、 3'723 の試験は、ウイルス浮遊液の濃

縮前に行うてもよい。

2.4 最終ノしレク

ニューカッスル病ウイルス原液、鶏伝染性気管支炎ウイルス原液及び産卵低下症候群一 1976 ウ

イルス原液を濃度調整して混合した後、適当と認められた沽性アジュバントを添加したものを最終

ノ勺レクとする。この場合、適当と認められた保存剤を添加してもよい。

2.5 小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、.小分製品とする。

小分製品について、3.8の試験を行う。



3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同IE試験

シード巨ツト規格の 1.423.1.1.を準用して試験するとき、適合じなければならない。
3.1.12 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。
3.1.13 マイコプラズマ否ス包試験

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、適合しなけれぱならない。
3.1.1.4外来性ウイルス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否IE試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1、2.1及び22を準用レて試験するとき、適Aしなけれ
ばならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否1巨試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定一"斐試験

鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて、一般試験法の外来性ウィノレス否定試験法の 1.1及ぴ3.12 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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて 3.1.1.42,2に規定する
試験を実施する製剤にういては、本試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.42.2 個別ウイルス否IE試験

鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウィルス及ひ鶚脳脊髄炎ウィルスにっいて、一般試験法の外来除ウィ
ノレス否定試験法の1.1、 32.1、322及び3ユ.10を準用して試験するとき、適Aしなければならない。た
だし、鶏脳脊髄炎ウィノレスにっいて3.1.1.42.1.に規定する試験を実施する製剤にっいては、ー"生試験法
の外来性ウィルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3'127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1 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。
3.122 マイコ、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。
3.13 プロダクションシードウイルスの試験
3.13.1 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を推用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.132マ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。
32発育鶏卵の試験

32.1霽卵性状試験

シ「ドロツト規格の3.2.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
33初代細胞の試験

33.1マスタープライマリーセルシード(プ.ロダクションプライマリーセノレシ「ド)の試験
33.1.1 培養性状試験

シードロツト規格の22.4.2.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
33.12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。
33.13 マ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。
3.4個体別発育卵の試験



3.4.1個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30'個以上を対照発育鶏卵とし、とれについて次の試験を行う。

3,4.1.1 培養観察

対照発育鶏卵を、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し、観察する

とき、鶏脛に異常を認めてはならない。

3.4.12鶏赤血球凝集試験

3.4.1.1の試験最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分聞静置し、

観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.42個体別発育あひる卵の試験

個体別発育あひる卵の1%以上又は 30 個以上を対照発脊あひる卵とし、これについて次の試験

を行う。

3.42.1 培養観察

対照発育あひる卵を、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し、観察

するとき、あひる脛に異常を認めてはならない。

3.4.2.2 鶏赤血球凝集試験

3.42.1の試験最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、

観察する_とき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.5個体別培養細胞の試験

個体別培養細胞の1%以上を対照培養細胞とし、これについて徐の試験を行う。

3.5.1 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し、観察する

とき、 CPEを認めてはならない。

3.5.2鶏赤血球凝集試験

3.5.1 の培養終了時に採取した培養液に 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、60分間静置し、観

察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.6 ウイルス浮遊液の試験

3.6.1 ウイノレス含有量試験

3.6.1.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

3.6.1.1.1 試験材料

3.6」.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.6.1.1.12 発育鶏卵

生ワタチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。
ず

3.6.1.12 試験方法

試料 0.1mL ずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養し、観

察する。試験最終日に尿膜腔液を採敢し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.6.1.13 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ50 を算出する。ただし、24時間以内に

死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、 1 mL 中 10即EΦ"以上でなければならない。ただし、農林水産大臣

が特に認めた揚合には、そのウイルス含有量とする。

3,6.1ユ鶏伝染性気管支炎ウイルス

3.6.12.1 試験材料

3.6.12.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

、



3,6.12.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1」に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.6.12ユ試験方法

試料0,1mLずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで7~8日間ナ立養し、
観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.6.1ユ3 判定

鶏庭に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、EΦ北を算出する。
ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウィルス含有量は、 1 血L 中 10此EΦ"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、そのウィルス含有量とする。

3.6.13 産旦Ⅲ氏下症候群一 1976 ウイルス

3.6.1.3.1 試験材料

3.6.1.3.1.1 試料 1

検体を細胞維持用培養液(付記1)で 10 倍に希釈した後、'4倍階段希釈した各段階の希釈液を
試料1とする。

3'6.13.12 試料 2

検体をトリプトース.ホスフェイト・ブロス溶液で 10 倍階段希釈した各段階の希釈液を試料2
とする。

3.6.13.13 培養*醐包

96穴マイクロプレートに培養したあひる脛初代細胞を用いる。
3.6,13.1.4 発育あひる卵

B~15日齢の産g剛氏下症候群一 1976ウィルス抗体陰性の発育あひる卵を用いる。
3.6.132 試験方法

次のいずれかの力法によりウィルス含有量を測定する。
3.6.132.1培養細胞接種試験

試料1の 0」皿Lずっをそれぞれ4穴以上の培養細胞に接種し、37でで7日間声養して、 CPE形
成の有無を観察する。

3.6.1322 発育あひる卵接種試験

試料2の 0.1mL ずっをそれぞれ5個以上の発育あひる卵の尿膜腔内に注射し、370Cで7日間声
養し、観察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試
験を行う。

3.6.133 亊」定

培養細胞接種試験にあるてはCPEが認められる最高希釈倍数から.TCΦ即を、発*あひる卵接種
試験にあ0ては赤血球凝集性を示した最高希釈倍数ホらEΦ卸を算出する。

検体のウィルス含有量は、 1 mL中 10砧TCΦ"以上又は1訂正中 10部EΦ'。以上でなければならな
し、

3.7 原液の試験

3.フ.1 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験tるとき、適合しなけれぼならない。
3.72 不活化試験

3.72,1 ニューカッスル病ウイノレス

3.フ.2.1.1 試験材料

3.72.1.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.フユ、1.12 発育鶏卵



生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

3.フ.2.12 試験方法

注射材料0.1mιずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養した後、尿
＼

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養し、観察する。

試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.フ.2.13 判定

鶏脛は、'正常に発育しなければならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。

3.722鶏伝染性気管支炎ウイルス

3.722.1試験材料

3.72ユ.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.フ.22.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1'1に適合した9~10日齢のものを用いる。

3.72.22試験方法

注射材料0.1mLずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養し、観察する。

3.722.3 半11定

鶏脛は、正常に発育しなけれぱならない。

3.723 産卵低下症候群一 1976 ウイルス

3.723.1試験材料

3.72.3.1.1 試料

検体を試料とする。

3.72.3.12 培養糸瑚包

あひる腫初代細胞を用いる。

3.フ.23.13 発育あひる卵

B~ 15日齢のものを用いる。

3.フユ.32 試験方法

歌のいずれかの方法により試験する。

3.フユ3.2.1 あひる1丕初代ま醐包接種試験

試料にホルマリンを中和するためのL・システインを加え、その5 mL につき 850cnl'以上の培養

細胞に接種し、 38.5゜Cで6日間培養した後、そめ培養上清5 mL、を採取し.、更に1代継代し、 38.5

゜Cで7日間培養する。試験最終日に、培養上清を採取し、0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球

凝集性を調ベる。

3.72322発育あひる卵接種試験

試料0.2nlLずつを 10個以上の発育あひる卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで7日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、3フヤで7日間培養し、観察する。試験最終日に尿膜腔液を採

取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集性の有無を観察する。

3.フ.2.33 芋」定

あひる脛初代細胞接種試験については、培養細胞に CPE を認めず、かつ、赤血球凝集性を認め

ない場合には、活性ウイルス陰性と判定する。

発育あひる卵接種試験については、脛が正常に発育し、かつ、'尿膜腔液に赤血球凝集性を認めな

い場合には、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.8小分製品の試験

3.8.1 特性試験

ず



「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均質な懸濁液でなけれぱ
ならず、異物及ぴ異臭を認めてはならない。小分容器ごとの性状は、均一でなけれぱならない

3.82 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、適合しなけれぱならない。
3.83 ホルマリン定量試験

ホルマリン添加製剤にっいては、適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、
般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、02V。1%以下でな
ければならない。

3.8.4 チメロサーノレ定量試験

適当と,認められた方法で試験品を処理レたものを試料とし、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、適合しなけれぽならない。

3.8.5 安全試験

3.8.5.1 試験材料

3.8.5.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.8.5,12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。
3.8.52 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずっを試験群の脚部筋肉内又は頚背部皮下に注射し、対照群と共に4週間観察す
る。

3.8.5.3 判定

観察期間中、試験群及ぴ対照群に臨床的な異常を認めてはならない。
3.8.6 力価試験

3.8.6.1 ニューカッスノレ病力価試験

3.8.6.1.1 試験材料

3.8.6.1」.1 試験動物

3,8.5 の試験に用いた動物を用いる。

3.8.6.1.12 赤血球凝集抗原

「ニューカッスノレ病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。
3.8.6,12 試験方法

3.8.5 の試験最'終日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、ニューカッスル病
ウィルス赤血球凝集抑制試験を行う。

3.8.6.13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項に謁いて
「1Ⅱ抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が班抗体価160倍以上でなければならない。この場合対照群では、全て凱
抗体価5倍以下でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣が特に認めた揚合には、その印抗体
価とする。

3.8.62鶏伝染性気管支炎力価試験

3.8.62.1 試験材料

3.8.6.2.1.1 試験動物

3.8.5の試験に用いた動物を用いる。

3.8.62.12 中和試験用ウイルス

製造用株を用し,、る。ただし、そのウィルス量は、生ワクチン製造用材料の規格 1.1 に適厶した9



~ 10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウィルス価を測定するとき、 1mL中 1が'乍Φ50以上で
なければならない。

3'8.62.13 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.8.62.2 試験方法

3.8.5 の試験最終日に、試験群及ぴ対照群から得られた血清にっいて、ウイルス希釈法により中

和試験を行う。血清は、それぞれ等量を各群ごとにプールし、非働化する。

中和試験用ウイルスをりン酸緩衝食塩液で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群に分け、第

1群には試験群のプール血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウイルス対照とし

てりン酸緩衝食塩液を、それぞれ等量加えて混合する。これらの混合液を4゜Cで18~24時問又は

37゜Cで60分間処理する。処理した試料0.1mLずつを5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37

゜Cで7~8日間培養し、観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。
3.8.6.23 判定

鶏脛に死亡又は変性'(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、 EΦ50 を求め、中
和指数を算出する。'ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

試験群の中和指数は、対照群.に対して 2.0 以上でなければならない。この揚合、対照群の中和指
数は、ウイルス対照に対し1.0以下でなければならない。

3.8.63産卵低下症候群一 1976力価試験

3.8.63,1 試験材料

3.8.63.1.1.試験動物

3.8.5 の試験に用いた動物を用いる。

3.8.63.12 赤血球疑集抗原

産卵低下症候群一 1976ウイルス赤血球凝集抗原(付記2)を用いる。
3.8.6.32 試験方法

3.8.5 の試験最終日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、赤血球凝集抑制試
験を行う。

血清1容に 25W/V %カオリン液3容を加え、 20分間処理した後、 2,ooolpm、 10分間遠心した上
清を採取する。これをりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈血清25μ王に等量の4単位の
産卵低下症候群一 1976 ウィルス赤血球凝集抗原を加えて混合し、30分間処理した後、0.5V01%の

鶏赤血球浮遊液を50μLずつ加えて振とう混合し、,60分間静置した後、赤血球凝集の有無を観察
する。

3.8.633 判定

赤血球凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を田抗体価とする。

試験群の80%以上が煎抗体価32倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群では、全てⅢ
抗体価4倍以下でなけれぱならない。

4貯法及ぴ有効期間

有効期間は、,3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。
5 その他

5.1添付文書等記載事項

1肉用鶏には使用しない旨

2採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

2.95 ~ 3.0 g

付記1 細胞維持用培養液

1,ooomi、中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス



牛血清 0 ~20 血L

イーグノレMEM 残
^
^

炭酸水素ナトリウムでPHを7.σ~フ.4 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記2 産卵低下症候群一1976ウィルス赤血球凝集抗原

産卵低下症候群一 1976 ウィルス JRA・1株を生ワクチン製造用材料の規格 1.3 に適合した発
育あひる卵で増殖させて得た尿膜腔液又は生ワクチン製造用材料の規格 2.1,3 に適Aした鶏歴
肝初代細胞で増殖させて得た培養上清に 02V01%になるようにホルマリンを加えて木活化し
たもの。

.



ニューカッスル病・鷄伝染性気管支炎2価・鷄伝染性フ

アブリキウス嚢病混合'(油性アジュバントカΠ)不活化ワ
クチン(シード) 、

1定義

シードロット規格に適合Lたニューカッスル病ウイルス及ぴ血清型のそれぞれ異なる2種類の鶏

伝染性気管支炎ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウイルス液並びに同規格の

鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルスを同規格に適合した培養細胞で増殖させたウイルス液をそれ

ぞれ不活化し、油性アジュバントを添加したものを混合したワクチン又はそれぞれのウイルス液を

不活化したものを混合し、油性アジュバ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 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.1.1.1 名称

ニューカッスル病ウイルス石井株又はとれと同等と認められた株

2.1.1.2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、その尿膜腔液には、鶏赤血球凝集性を認
める。

2,1,13 マスターシードウイノレス

2.1.1.3.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ

り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又

は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3」.1の試験を行う。

マスターシードウィルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイノレスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウィルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及ひ継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.1.5.1 増殖及び保存

プロダクションシー,ドウィルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プロダクションシードウィルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下

で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2,12鶏伝染性気管支炎ウイルス

2.12.1 瑠称

鶏伝染性気管支炎ウィルス練馬且0株及びIM・86EC 株、又は製造に適当と認められた2種類の
株

2.12ユ性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、鶏脛に特徴的な病変を伴うて増殖する。



2,123 マスターシードウイルス

2.123.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ
り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結,して一70OC以下又
は凍結乾燥して5で以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイルスから
小分製品までの最高継代数ほ、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.12,4.1 増殖、継代及て眼存

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の1,1に適合した発育鶏卯で増殖及ひ泳迷代する。
ワーキングシードゥイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードゥイノレスについて、3」2の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシードウイノレス

2.12.5.1 増殖及てド保存

プロダグションシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結車乞燥して50C以下

で保存する。

プロダクシヨンシードゥイノレスを保存する場合は、3,13 の試験を行う。
2.1.3 鶏伝染性ファプリキウス嚢病ウイルス

2.13.1 名称

弱毒鶏伝染性ファブリキウズ嚢病ウィルスK株又はこれと同等と認められた株
2.13,2 性状

鶏庭初代細胞又はVer0細胞でCPEを伴って増殖する。
2.1.3.3 マスターシードウイルス

2.1.3.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、 SPF動物規格の2.6に適合した鶏1丕初代細胞で増殖させ、連続した工程
により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70で以下又
は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウィノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥ.イルスから
小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.13.47ーキングシードウイノレス

2.13.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の26に適合した鶏脛初代細胞で増殖及び継代する。
ワーキングシードゥイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥'して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイルスについて、3.12の試験を行う。

2.13.5 プロダクションシードウイノレス

2.13.5.1 増殖及び保存

プロダクシヨンシードゥイルスば SPF動物規格の2.6に適合した鶏庭初代細胞で増殖させる。
プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、索結して一70で以下又は凍結乾燥して50C以下

で保存司、る。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

1



22製造用材料

22.1 ニューカッスル病ウイノレス

22.1.1発育鶏卵

22.1.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイルス及ぴプロダクションシードウイノレスの

増殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の1.1に適合した製造に適当と認められた日.齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを増殖、継代及ぴ保存する場合の発育鶏卵

並びにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

22.1,12原液の製造に用いる発育鶏卵

製造に適当と認められた日齢のものを用いる。

2.22鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株

22.2.1 発育鶏卵

222.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイルス及びプロダクションシードウイノレスの

増殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の1.1に適合した製造に適当と認められた日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵

並びにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

222.12原液の製造に用いる発育鶏卵

製造に適当と認められた日齢のものを用いる。

223 鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス

223.1初代細胞

SPF動物規格の2.6に適合した鶏1丕初代細胞を用いる。

2ユ32培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2233 マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセルシード)

2.233,1増殖、継代及ぴ保存

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシード)は、 2ユ3.2の培養

液で増殖し、継代及び保存しない。

マスタープライマリーセルシード.(プロダクションプライマリーセノレシード)について、33 の

試験を行う。

23 原液

23.1ニューカッスル病ウイルス原液

23.1.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、3.4の試験を行う。

23.1.2 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを 2.3.1,1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心

上清をウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液にういて、 3.6.1.1の試験を行う、。

23」.3 不活化

ウイルス浮遊液又はこれを濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、不活化ウイルス浮遊液

とする。

、不活化ウイノレス浮遊液について、 3.フ.1、 3.72.1及び3.73.1の試験を行う。

23.1.4 アジュバントの添加

不活化ウイルス浮遊液を濃度罰整後、適当と認められた油性アジュバントを添加し、原液とする。



ただし、最終ノ勺レクの調製時にアジュバントを添加してもよい。
原液について、 3.8 の試験を行う。

23.2鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株原液

2.32.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵にっい"て、3.4の試験を行う。
232ユウイノレスの培養

各株のプロ・ダクションシードゥイノレスを 232.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液
の遠心上清を各株のウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.6.12の試験を行う。
232.3 不活化

各ウィルス浮遊液叉はこれらを濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、'それぞれの株の
不活化ウイルス浮遊液とする。

不活化ウィノレス浮遊液について、'3.フ.1及び3.722 の試験を行う。
2,32.4 アジュバントの添加

各株の不活化ウィルス浮遊液を濃度調整した後、適当と認められた油性アジュバントを添加し、
それぞれの株の原液とする。

ただし、最終ノしレクの調製時にアジュバントを添加してもよい。
原液について、3.8'の試験を行う。

233鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス原液

233.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセルシ'ド)の培養

1回に処理し、培養した細胞を個体Ξ嚇音養細胞どみなす。ウィルス接種前の個体別培養細胞に'異
常を認めてはなら1い。

個体別培養細胞について、3.5の試験を行う。

2.3.32 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシー.ドゥイノレスを 233.1 の細胞で培養し、ウィノレスの増殖極期に個体別培養細
胞ごとに採取した培養液のろ液又は遠心上清をウィルス浮遊液とする。

ウィノレス浮遊液につし、、て、 3.6.13 の試験を行う。
2333 不活化

ウィルス浮遊液又はとれを濃縮したものにホルマリンを加えて不活化し、不活化ウィルス浮遊液
とする。

不活イヒウィルス浮遊液について、 3.フ.1、 3.723及び3.73.2の試験を行う。
2.33.4 アジニバントの添加

不活化ウィルス浮遊液を濃度調整後、適当と認められた油性アジニバントを添加し、原液とする。
ただし、最終バルクの調製時にアジュバントを添加してもよい。
原液につし.、て、 3.8の試験を行う。

2.4 最終バノレク

ニユーカツスル病ウィルス原液、鶏伝染性気管支炎ウィルスの各株原液及び鶏伝染性ファプリ
キウス嚢病ウイルス原液を混合し、最終ノ勺レクとする。

2.5 小分製品

最終バルクを小分容器に分注し、小分製品とする。
小分製品について、3.9の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイルスの試験



3.1.11 同1包試験

シードロット規格の 1.423.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.12 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。

3.1.13,マ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Lなければならない。
3.1.1.4外来性ウイノレス否IE試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否ス包試験

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の1.1、2.1及び22を準用して試験するとき、適合しなけれ

ぱならない。

3.1.1.42 特定ウイノレス否定試験

3.1.1.4.2.1 特定ウイノレス否定一"斐試験

鶏脳脊髄炎ウイノレスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1.1及ぴ3.1ユを準用して

試験するとき、適合しなければならない。ただし、鶏脳脊髄炎ウイノレスにっいて3,1.1,42ユに規定する

試験を実施する製剤につレ.、ては、本試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.4ユ2 個月1」ウイノレス否1き試験

鶏白血病ウイルス、細網内皮症ウイルス及ひ繁脳脊髄炎ウイルスについて、一般試験法の外来陛ウイ

ノレス否定試験法の 1.1、 32.1、 322及び32.10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、.鶏脳脊髄炎ウイルスについて3.1.1.42.1に規定する試験を実施する製剤にっいては、一般試験法

の外来性ウイルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3,127ーキングシードウイルスの試験

3.12.1 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。

3.122.マイコプラ.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、適合しなけれぱならない。

3.13 プロダクションシードウイノレスの試験

3」3.1無菌試験

一般試験法の無菌試験法を推用して,試験するとき、適合しなければならない。
3.132マイニプラズマ否定試験

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。
3ユ発育鶏卵の試験

32.リ畔卵性状試験

シードロット規格の3.2.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
33初代細胞の試験

33.1マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノレシード)の試験
33.1.1 培養性状試験

シードロット規格の2ユ.42.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3,3.12 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。
33.13マ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、適合しなけれぱならない。
3.4個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、とれにっいて歌の試験を行う。
3.4.1 培養観察

対照発育鶏卵を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察する
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とき、鶏脛に異常を認めてはならない。

3.4.2鶏赤血球凝集試験

3.4.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、
観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.5個体別培養細胞の試験

静置培養の場合は個体別培養細胞の1%以上を、ファーメンター歩養の場△は個体別仲養細胞の
IV01%以上又は50omL以上を対照培養細胞とし、これにっいて歌の試験を行う。

3.5.1 培養観察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養'と同じ条件で声養し、観察する
とき、 CPE を認めてはならない。

3.52鶏赤血球凝集試験

3.5.1 の試験最終日に培養液を採取し、 0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、観
察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.6 ウイルス浮遊液の試験

3.6.1 ウイノレス含有量試験

3.6.1.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

3.フ,3.1の試験を実施するものにっいては、本試験を行わなくてもよい。
3.6.1.1.1 試験材料

3.6.1.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.6.1.1.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.Rこ適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。
3.6.1.12 試験方法

試料 0.1m工ずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養し、観
察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0'5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.6.1.13 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ'。を算出する。ただし、24時間以内に
死亡したものは、除外する。

検体のウィルス含有量は、 1址中1げ乍Φ'。以上でなければならない
3.6.12鶏伝染性気管支炎ウイノレス

3.6.12'1 試験材料

3.6.1.2.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.6,12.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.6.12.2 試験力法

試料0.1mιずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで7~8日間培養し、
観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.6.123 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、 EΦ'。を算出する。
ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウィルス含有量は、各株にっいて定められた量以上でなければならない。
3.6.1.3 鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス

3.フ.32の試験を実施するものにっいては、'本試験を行わなくてもよい。
3.6.1,3.1 試験材料



3.6.1.3.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.6.13.12 培養ホ瑚包

生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 に適合した鶏腫初代細胞をシャーレに培養し、単層になうた

ものを用いる。

3.6.132 試験方法

試料0.1皿Lずつをそれぞれ4枚の培養細胞に接種し、37でで60分間静置吸着させる。第1歌

重層寒天培地(イ寸記1)を加え、37 でで3~4日間培養後、第2次重層寒天培地(付記2)を

重層し、観察する。

3.6.13.3 判定

試料の各希釈段階の平均プラック数からウイルス含有量を算出する。

検体のウイルス含有量は、 1 mL中 10"゜PFU以上でなければならない。

3.プ不活化ウイルス浮遊液の試験

3.フ.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。

3.72不活化試験

3.72.1 ニューカ・ツスノレ病ウイノレス

3.72.1.1 試験材料

3.72,1.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.72.1.12 発育鶏卵

生ワ.クチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

3.72.1ユ試験方法

注射材料0,1mLずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで5日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、.更に1代継代し、3フヤで5日間培養L、観察する。

試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.フ.2.13 半1」定

鶏脛は、正常に発育しなければならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。

3.722鶏伝染性気管支炎ウイノレス

3,722.1 試験材料

3.フ.22.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。
、

3.722.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。

3.722ユ'試験方法

注射材料0.1皿Lずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、 37゜Cで5日問培養し、観察する。

3.7223 判定

鶏脛は、正常に発育しなければならない。

3.72.3 鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス

3.フ.23.1 試験材料

3.723.1.1 試料

100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、検体5 血L を4゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去した

もの又は適当と認められた方法でホルマリンを中和したものを試料とする。

3.72.3」2 培養細胞



生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 に適合した鶏脛初代細胞であって、単層となったものを用い
る。

3.フ.232 試験方法

試料51nL を、 1 皿上にっき 20C口f以上の培養細胞に接種し、 37%)でK株では5日聞、 D78株で
は3~4旧間培養した後、その培養上清5 mL を採取し、更に1代継代し、37 ででK株では5日
間、 D78株では3~4日間培養し、観察する。

3.フユ3.3 判定

培養細胞にCPEを認めない場合、活性ウィルス陰性と判定する。
検体に活性ウィルスを認めてはならない。

3.73 抗原定量試験

3.73.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

3.6.1.1の試験を実施するものにっいては、本試験を行わなくてもよい。
3.73.1.1 試験材料

3,フ.3.1.1.1 試料

検体を生理食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。 、

3.73.12 試験方法

各試料0,05111L 1こ IV01%鶏赤血球浮遊液を0.025mL加え、30~60分間静置する。
3.73.1.3 判定

赤血球の凝集を示す試料の最高希釈倍数を赤血球凝集(以下この項において「HA」という。)単
位で示す。

抗原量は、0.05mL中 128HA単位以上でなければならない。
3.732鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイノレス

3.6.13 の試験を実施するものにっいては、この試験を行わなくてもよい。
3.73.2.1 試験材料

3.フ.32.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.73ユ2 試験方法

弐料及び参照抗原(付記3)をR63モノクローナル抗体(付記4)で固相化した酵素抗体法(以
下この項において「ELISA」という。)用プレート(付記5)に添加し、 370Cで反応させた後、ビ
オチン標識 R63 抗体(付記6)を添加し、37゜Cで反応させる。その後、ホースラディッシュペル
オキシダーゼ標識アビジン(付記7)を加え、37 でで反応させた後、過酸化尿索を加えたートー
メチルベンチジンを加え、発色させる。 2 血OVL 硫酸を加えて反応を停止後、波長 45Q血で吸光
度を測定する。

3.フ.3.2.3 判,定

参照抗原及び試料の吸光度から試料の抗原量を計算するとき、 R63.ELISA 単位は、 1 血L 中
2,50OEU以上でなけれぱならない。

3.8 原液の試験

3.8.1 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。
39小分製品の試験

39.1 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均質な懸濁液でなけれぱ
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。

3.9.2 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、適合しなけれぱならない。
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3.93 ホノレマリン定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリン定量法を
準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、02V01%以下でなけれぱならない。

3.9.4 安全試験

3.9.4.1 試験材料

3.9.4.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.9.4.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1,1に適合した発育鶏卵由来の4~7週齢の鶏を用いる。
3.9.42 試験方法

就験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料の1羽分ずつを試験群の頚部皮下に注射し、対照群と共に4週闘観察する。
3.9.43 判定

観察期間中、.試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。
3.9.5 力価試験

3.9.5」ニニーカッスノレ病力価試験

3.9.5.1.1 試験材料

39.5」.1.1 試験動物

3.9.4の試験に用いた試験動物を用いる。

3.9.5」.12赤血球凝集抗原

「ニューカッスノレ病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

39.5.12 試験方法

3.9.4 の試験最終日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、ニューカッスル病
ウイルス赤血球凝集抑制試験を行う。

3.9.5.13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において
「印抗体価」という。)とする。

試験群の 80 %以上が血抗体価 80倍以上でなけれぼならない。との場合、対照群の全てが印
抗体価5倍以下でなければならない。

39.52鶏伝染性気管支炎力価試験

3.9.52.1 試験材料

3.9.52.1.1 試験動物

3.9.4の試験に用いた動物を用いる。

39.52.12 中和試験用ウイルス

それぞれの製造用株又は適当と認められた株を用いる。ただし、そのウィルス量は、生ワクチン

製造用材料の規格1.1の9~10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウィルス価を測定するとき、
ImL中 1げ乍Φ50以上でなければならない。

3.9.5.2.13 発育鶏,"

生ワクチン製造用材料の規格工1に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.9.522 試験方法

3.9.4 の試験最終日に、試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、ウィルス希釈法
により中和試験を行う。血清は、それぞれ各群ごとに等量プールし、非働化する。

中和試験用ウィルスをりン酸緩衝食塩液で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群に分け、第
1群には試験群のプール血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウィルス対照とし

てりン酸緩衝食塩液を、それぞれ等量加えて混合する。これらの混合液を4゜Cで玲~24時間又は
,
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37でで60分間処理する。処理した試料ojmιずっを5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37
でで7~8日間培養し、観察する。.試験最終日に鶏庭の変化を観察する。

3.9.52.3 判定

鶏』丕に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染したものとみなし、 EΦ'。を
算出する。ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

試験群のそれぞれの株に対する中和指数は、対照群に対し2.0 以上でなければならない。との場
合 対照群の中和指数は、ウィルス対照に対し1'0以下でなければならない。、

3.9.5.3 鶏伝染性ファブリキウス嚢病力価試験

3.9.53.1 試験材料

3.9.53.1」試験動物

3.9.4の試験に用いた動物を用いる。

3.9.5.3.12 中手口試験用ウイノレス

生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 に適合した鶏脛初代細胞で培養した鶏伝染性ファブリキウス
嚢病ウィルスK株又は適当と認められた株を用いる。

3.9.53.13 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格 2.1.1 に適合した鶏脛初代細胞をシャーレに培養し、単層になうた
ものを用いる。

3.9.532 試験方法

3.9.4 の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清にっいて、中和試験を行う。
血清を非働化し、りン酸緩衝食塩液又はウィルス増殖用培養液(付記8)で2倍階段希釈する。

各希釈血清と0.1mL中 100~20OPFUを含む中和試験用ウィルス液をそれぞれ等量加えて混Aし、
4゜Cで 18 ~24時間又は37゜Cで 60分間処理する。との各混合液0.1mLずっをそれぞれ2枚の炉
養細胞に接種し、37゜Cで60分間静置吸着させた後、第1次重層寒天培地を加え、370Cで3~4日
間静置培養tる。その後、'第2次重層寒天培地を重層し、観察する。

3.9.5.33 半」定

プラツク数を50%減少させる血清の最高希釈倍数を中和抗体価とする。

試験群の 70 %以上が中和抗体価 128倍以上でなけれぱならない。この場合対照群は、全て4
倍以下でなければならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、 3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。
5 その他

5.1添付文書等記載事項

1肉用鶏には使用しない旨

2採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場入出荷する前の所定の期問は使用しない旨

1、

付言己1 第1淡重層寒天培地

1ρoonlL 中

トリプトース・ホスフ=イト・ブロス

牛血清

寒天

イーグノレN正M

炭酸水素ナトリウムでPHを7.0~フ.4に調整する。
必要最少量の抗生物質は加えてもよい。

付記2 第2炊重層寒天培地

295 g

20血L

10 g

残量



第1次重層寒天培地に 0.5Wん%のニュートラルレッド液を2 V01 %になるように加えたも

の。

付記3 参照抗原

Ver0 細胞で培養しだ鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルス D78 株ウイルス液をホルマリン

で不活化した後、抗原量を約 10,00OEU/mLに調整したもの。

付記4 R63モノクローナル抗体

鶏伝染性ファプリキウス嚢病ウイルスの感染防御抗原である VP2 たん白を認識し、中和活

性を有するモノクローナル抗体であって、参照抗原が規定の抗原量を示すように固相化緩衝液

で濃度を調整したもの。

付記5 ELISA用プレート

96穴平底であるマイクロプレート。

付記6 ビオチン標識R63抗体

参照抗原が規定の抗原量を示すようにIB・EIA緩衝液(付記9)で調整したもの。

付記フホースラディッシュペルオキシダーゼ標識アビジン

参照抗原が規定の抗原量を示すようにIB・EIA緩衝液で調整したもの。

付記8 ウイルス増殖用培養液

1,ooomL 中

トリプトース・ホスフ=イト・ブロス

牛血清

イーグノレ入正M

炭酸水素ナトリウムでP亘を7.0~フ.4に調整する。

゛,

付記9 正,EIA緩衝液

1,oooml'中

リン酸二水素ナトリウム 2,31 宮

リン.酸水素ニナトリウムニ水和物 24.06 g

塩化ナトリウム 2922 g

カオリン処理30創肌牛血清アルブミン 3.3 1111'

ポリソノレベート20 0.5 g

水 残量

ろ過滅菌後、スキムミルク2 gdL及び牛胎子血清5ν0ν%を加える。

.

2.95 傘

20 mL

残量

、

>



ニューカツスル病・鷄伝染性気管支炎・産卵低下症候群
-1976・トリニューモウイルス感染症混合(油性アジュ

バントカロ)不活化ワクチン(シード)

1定義
i

シードロツト規格.に適合したニューカッスル病ウィルス及び鶏伝染性気管支炎ウィルスを同規格
に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウィルス液並びに同規格に適合した産,剛氏下症候群一 1976

ウィルス及びトリニューモウィルスを同規格に適合した培養細胞で増殖させて得たウィルス液をそ
れぞれ不活化したものを混合し、油性アジュバ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 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.1.1.1 名称

ニューカッスル病ウイノレスUlster2C株又はこれと同等と認められた株
2.1.12 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、その尿膜腔液には鶏赤血球凝集性を認め
る。

2.1,1.3 マスターシードウイノレス

2.1.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウィルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ

り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウィルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又
は凍結乾燥して5?C以下で保存する。

マスターシードウイルスについて、3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイノレスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1」.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウィルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシードウィルスはく凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.1.1.5 プ塁ダクションシードウイルス

2.1.1.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウィルスは、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下
で保存する。

プロダクションシードウイノレスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.12鶏伝染性気管支炎ウイルス

2.12.1 名称

鶏伝染性気管支炎ウイルスMasS41株又は製造に適当と認められた株

2.12.2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔に注射すると、鶏脛に特徴0勺な病変を伴って増殖する。
2.12.3 マスターシードウイノレス

2.1.23.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数



マスターシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続Lた工程によ

り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して丁70゜C以下又
は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイノレスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

乞12.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスば、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシードウイルス

2.12.5.1 増^奴び保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5で以下

で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.13 産卵低下症候群一 19兆ウイルス

2.13.1 名称

産卵低下症候群一 1976ウイルスV127株又はとれと同等と認められた株

2.132 性状

あひる脛初代細胞でCPEを伴って増殖する。

2.1,33 マスターシードウイノレス

2.13.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF動物規格の2.8に適合したあひる脛初代細胞で増殖させ、連続した

工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70%)以下又

は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイノレスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2」3.47ーキングシードウイルス

2.13.4,1増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格の2念に適合したあひる1丕初代細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.13.5 プロダクションシードウイノレス

2.13.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の2.8に適合したあひる脛初代細胞で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70、゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下

で保存する。

プロダクションシードウイノレスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.1.4"トリニューモウイノレス

2.1.4.1 名称

δ



i

トリニューモウイルスVC03株又はこれと同等と認められた株

2.1.42 性状

Ver0細胞及び鶏脛初代細胞にCPEを伴って増殖する。

2.1.4'3 マスターシードウイノレス

2.1.43.H乍製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、シードロット規格に適合したVer0細胞で増殖させ、連続した工程によ

り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又

は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイルス.について、3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイノレスから

小分製品ま.での最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.3.47ーキングシードウイノレス

2.13.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、シードロット規格に適合したVero"剛包で増^眼び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイルスについて、 3.1.2の試験を行う。

2.13.5.プロダクションシードウ'イノレス

2.13.5」増殖及ぴ保存

プロダクションシードウイルスは、シードロット規格に適合したVa0細胞で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下

で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

22製造用材料

22.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

22.1.1 発育鶏卵

22.1.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイノレス及びプロダクションシードウイルスの

増殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及ぴワーキングシードウイルスを増殖、継代及ぴ保存する場合の発育鶏卵

並ぴにプロダクションシードウイルスを増^敬び保存する場合の発育鶏卵について、3.2の試験を行う。

22.1.12原液の製造に用いる発育鶏卵

9~Ⅱ日齢のものを用いる。

22ユ鶏伝染性気管支炎ウイルス

222.1 発育鶏卵

222.1.1 マスタ」シードウイノレス、ワーキングシードウイルス及びプロダクションシードウイルスの

増殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

マスターシードウイノレス及びワーキングシードウイルスを増殖、'継代及ぴ保存する場合の発育鶏卵

並びにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

2.22.1ユ原液の製造に用いる発育鶏卵

9~Ⅱ日齢のものを用いる。

223 産卵低下症候群一 1976 ウイルス

223.1初代ホ剛包 '

SPF動物規格の2.8に適合したあひる脛初代細胞を用いる。



2ユ3.2 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2ユ.3.3 マスタープライマリーセルシード.(プロダクションプライマリーセルシード)

22.33.1増殖、継代及び保存

マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセルシード)は、223.2の培養

液で増殖し、継代及び保存しない。

マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセルシード)について、33 の

試験を行う。

22.4 トリニューモウイノレス

22.4.1株化細胞

Vem細胞又は製造に適当と認められた細胞を用いる。

2.2,42 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

22.43 マスターセノレシード

22,43.1作製、保存及ぴプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは 22.42 の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器

に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下で保存

する。

マスターセノレシードについて、3.4.1の試験を行う。

マスターセルシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシードから

プロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。

22.4.47ーキングセルシード

2.2.4.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングセルシードは、22.42の培養液で増殖及び継代する。

ワーキングセノレシャドは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、3.42の試験を行う。

22.4.5 プロダクションセノレシード

22.4.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションセルシードは、22.42の培養液で増殖させる。

プロダクションセノレシードを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。

プロダクションセルシードを保存する場合は、3.43の試験を行う。

2.3 原液

23.1ニューカッスル病ウイルス原液

23.1.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、3.5の試験を行う。

2.3.12 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを 23.1.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液のろ液

又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.フ.1の試験を行う。

2.3.1.3 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた不活化剤を加えて不活化した後、適当と認められた方法で濃

縮し、原液とする。

原液について、 3.8.1 及び 3.82.1 の試験を行う。ただし、 3.82.1 の試験は、ウイノレス浮遊液の濃

゛



縮前に行ってもよい。

2.32鶏伝染性気管支炎ウイルス原液

2.32.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、3.5の試験を行う。

2322 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを 232.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液のろ液

又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイルス浮遊液について、 3.フ.1.2の試験を行う。

232.3 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた不活化剤を加えて不活化した後、適当と認められた方法で濃

縮し、原液とする。

原液について、 3.8.1 及び 3.8ユ.2 の試験を行う。ただし、 3.8ユ.2 の試験は、ウイルス浮遊液の濃

縮前に行ってもよい。

233 産,剛氏下症候群一 1976 ウイルス原液

233.1プロダクションプライマリーセノレシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。"ウイルス接種前のプロダクションプラ

イマリーセノレシードに異常を認めてはならない。

個体別培養細胞について、3.6の試験を行う。

233.2 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを 2.3.3.1 の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養

細胞ごとに採取した培養液のろ液又は遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.フ.13 の試験を行う。

2333 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた不活化剤を加えて不活化した後、適当と認められた方法で濃

縮し、原液とする。

原液について、 3.8.1及び 3.823 の試験を行う。ただし、 3.823 の試験は、ウイノレス浮遊液の濃

縮前に行ってもよい。

23.4 トリニューモウイルス原液

23,4.1 プロダクションセノレシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前のプロダクションセル

シードに異常を認めてはならない。

23.42 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを 2.3.4.1 の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養

細胞ごとに採取した培養細胞及ぴ培養液をホモジナイズしたものをウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、・3.フ.1,4 の試験を行う。

23.43 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた不活化剤を加えて不活化した後、適当と認められた方法で濃

縮し、原液とする。

原液について、 3,8,1 及び 3.82.4 の試験を行う。ただし、 3,82.4 の試験は、ウイノレス浮遊液の濃

縮前に行ってもよい。

2.4 最終ノ勺レク

ニニーカッスル病ウイルス原液、鶏伝染性気管支炎ウイルス原液、産卵低下症候群一 1976'ウイ

ルス原液及びトリニューモウイルス原液を濃度調整して混合した後、'適当と認められた油性アジュ

バントを添加したものを最終ノ勺レクとする。この揚合、適当と認められた保存剤を添加してもよい。
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2,5,」、分製品

最終バルクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.9の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3」.1マスターシードウイルスの試験

3.1.1.1 同1倉試験

シードロット規格の 1.423.1.1を準用して試験するとき、・適合しなければならない。
3.1.12 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、適合しなけれぱならない。

3.1.13 マイニプラズマ否1萱試験

一般試験法のマイニプラズヤ否定試験法を準用して試験するとき、・適合しなけれぱならない。

3.1.1.4外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否IE試験

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の1.1、2.1及び22を準用して試験するとき、適合しなけれ
ばならない。

3,1.1.42特定ウイルス否定試験

3.1.j.42.1 特定ウイノレス否定一"斐試験

発育鶏卵及ぴあひる脛初代細胞を用いて培養する場,合には、鶏脳脊髄炎ウイルスにっいて、[般

試験法の外来性ウイルス否定試験法の j.1及び3.12 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならな

い。ただし、鶏脳脊髄炎ウイルスについて3.1.1.422 に規定する試験を実施する製剤にっいては、本試

験を実施しなくてもよい。

Ver0 細胞を用いて培養する場合には、鶏脳脊髄炎ウイルス及び内在性レトロウイルス(C、 D

タイプ粒子)について、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1」及び3.1を準用して試験す

るとき、適合しなけれぱならない。ただし、鶏脳脊髄炎ウイノレスにっいて 3.1.1.422 に規定する試

験を実施する製剤については、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 3.1.2 の試験を実施しな

くてもよい。

3.11.4.22 個別ウイノレス否IE試験

発育鶏卵及ぴあひる脛初代細胞を用いて培養する場合には、鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウィル

ス及び鶏脳脊髄炎ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の1.1、32.1、322及び

32.10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、鶏脳脊髄炎ウイルスにっいて

3.1.1.4ユ.1に規定する試験を実施する製剤については、ー"斐試験法の外来性ウイルス否定試験法の32.10

の試験を実施しなくてもよい。

Ver0細胞を用V.、て培養する場合には、鶏白血病ウイルス、細網内皮症ウィルス、牛ウイルス性

下痢一粘膜病ウイルス、日本脳炎ウイルス、狂犬病ウィルス及び鶏脳脊髄炎ウイルスにっいて、

般試験法の外来性ウィノレス否定試験法の 1.1、 3.2.1、 3.22、 32.5、 32.9及び32.10 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、鶏脳脊髄炎ウイノレスにっいて3.1.1.42.1に規定する

試験を実施.する製剤にっいては、一般試験法の外来性ウィノレス否定試験法の32.10の試験を実施し
なくてもよい。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

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。

3.1.22 マイコプラズマ否定試験 1

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イ適合しなけれぱならない。
3」3 プロダクションシードウイノレスの試験

、



3.13.1 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。

3.132マ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。

3.2発育鶏卵の試験

32.1霽卵性状試験

シードロット規格の32.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

33初代細胞の試験、

33.1マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノレシード)の試験

33.1."音養性状試験

シードロット規格の22.42.1.1.を準用して試験するとき、適合しなければならない。

33.12 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。

33.13 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイエ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。

3.4株化細胞の試験

3.4.1 マスターセノレシードの試験

3.4.1.1 培養性状試験

シードロット規格の 2.1.4.2.1.1 を準用して試験するとき、'適合しなけれぱならない。

3.4.1.2 起源動物種同定試験

シードロット規格の2.1.42.12を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.4'13 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。

3.4.1.4 マイニプラズマ否定試験

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。

3.4.1.5 外来性ウイノレス否定試験

3.4」.5.1 共通ウイノレス否スE試験

一般試験法の外来注ウイルス否定試験法の12、2.1及び22を準用して試験するとき、適合しなけれ

ばならない。

3,4.1.5ユ特定ウイノレス否スE試験

3.4.1,52.1 特定ウイノレス否定一"受試験

鶏脳脊髄炎ウイルス及び内在性レトロウ、イルス(C、 Dタイプ粒子)について、一般試験法の外

来性ウィノレス否定試験法の 12、3.1.1及び 3.12 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、鶏脳脊髄炎ウイルスについて3.4.1.5.22 に規定する試験を実施する製剤にっいては、一般試験

法の外来性ウイルス否定試験の3.12を実施しなくてもよい。

3.4.1.522個別ウイノレス否スE試験

鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウイルス、牛ウイルス性下痢一粘膜病ウィルス、日本脳炎ウイルス、

狂犬病ウイルス及び鶏脳脊髄炎ウイルスについて、一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の12、

32.1、 322、 32.5、 32.9及び32.10 を准用して試験するとき、適合しなければならない。ただし、鶏

脳脊髄炎ウイノレスについて3.4.1.52.1に規定する試験を実施する製剤については、一般試験法の外来性

ウイルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3.4.1.6 核学的(染色体)性状試験

シードロット規格の2.1.42」.6 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.4.1.7腫癌形成性/腫癌原性試験

シードロット規格の2.1.42.1.7を準用して試験するとき、適合しなければならない。



3.427ーキングセノレシードの試験

3.4.2.1 培養性状試験

シードロット規格の2.1.422.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.422 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。
3.423マ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、適合しなけれぱならない。

3.43 プロダクションセルシードの試験

3.43.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.4ユ3.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.432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、適合しなけれぱならない。

3.4.33マ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。

3.5個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、これについて次の試験を行う。

3.5.1 培養観察

対照発育鶏卵を、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し、観察する

とき、鶏脛に異常を認めてはならない。

3.52鶏赤血球凝集試験

3.5.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、

観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.6個体別培養細胞の試験

個体別培養細胞の1%以上を対照培養細胞とし、これについて炊の試験を行う。

3.6.1 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し、観察する

とき、 CPE を認めてはならない。

3.62鶏赤血球凝集試験

3.6'1 の培養終了時に採取した培養液に 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を等量加え、60分間静置し、観

察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.フウイルス浮遊液の試験

3.フ.1 ウイノレス含有量試験

3.フ.1.1 ニューカッスノレ病ウイルス

3.フ.1」.1 試験材料

3.フ.1.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。・'、

3.フ.1.1.12 発育鶏,B

生ワクチン製造用材料の規格1、.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

3.フ」.12 試験方法

試料 0.1mL ずつをそれぞれ6個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37 でで5日間培養し、観
察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.フ.1.13 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ"を算出する。ただし、24時間以内に

死亡したものは、除外する。

検体のウィノレス含有量は、 1 mL 中 10"乍Φ.0以上でなければならない。



3.フ.12 鶏伝染性気管支炎ウイノレス

3.フ,12.1 試験材料

3.フ.1.2.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.フ.12.12 発育鶏卵
、

生ワクチン製造用材料の規格1」に適合した9~10日齢のものを用いる。

3.フ.1.2.2 試験方法

試料0.1m工ずつをそれぞれ5個以上の.発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで7~8日間培養し、

観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.フ.12.3 半」定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、 EΦ'0を算出する。

ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、 1mL中1げ乍ID"以上でなければならない。

3.フ.13 産旦剛氏下症侯群一 1976 ウイノレス

3.フ.1.3.1 試験材料

3.フ.13.1.1 試料

検体を細胞維持用培養液(付記1)で 10 倍に希釈した後、 4倍階段希釈した各段階の希釈液を

試料とする。

3.フ.1.3.12 培養*閉包

96 穴マイクロプレートに培養し単層となった生ワクチン製造用材料の規格2.4.1に適合したあひ

る脛初代細胞を用いる。

3.フ.13.2 試験方法

試料0.1mLずつをそれぞれ4穴以上の培養細胞に接種し'、37勺で7日間培養し、観察する。

3.フ.133 判定

培養細胞にCPEが認めたものを感染とみなし、 TCΦ50を算出する。

検体のウイルス含有量は、 1 mL中 10"'TCΦ50以上でなければならない。

3.フ.1.4 トリニューモウイルス

3.フ.1.4.1 試験材料

3.フ.1.4.1.1 試料,

検体を細胞維持用培養液で10倍に希釈した後、4倍階段希釈した各段階の希釈液を試料とする。

3.フ.1.4.1ユ培養細胞

96穴マイクロプレートに培養し単層となったVer0糸剛包を用いる。

3.フ.142 試験方法

試料02mL・ずつをそれぞれ4穴以上の培養細胞に接種し、38゜Cで9日間培養し、観察する。

3.フ.1.43 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ50を算出する。

検体のウイルス含有量は、 1 mL 中 1げ'゜TCID50以上でなければならない。

3.8 原液の試験

3,8.1 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。

3.82不活化試験

3.82.1 ニューカッスノレ病ウイルス

3.8.2.1.1 試験材料

3.82.1.1.1 注射材料

検体を注射材料とする6



3.82.1.12 発育鶏卵

生ワク,チン製造用材料の規格1.1に適合した9~ 11日齢のものを用いる。
3.82.12 試験方法

注射材料0.1mLずっを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養した後、尿
膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養し、観察する。

試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。
3.82.13 判定

鶏脛は、正常に発育しなけれぱならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。
3.8.2.2鶏伝染性気管支炎ウイルス

3.822.1試験材料

3.822.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.822.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~.10日齢のものを用いる。
3.82.22 試験方法

注射材料0.1mLずうを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射しイ37゜Cで5日間培養した後、尿
膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養し、観察する。

3念223 判定

鶏脛は、正常に発育しなけれぱならない。

3.823 産卵低下症候群一 1976 ウ,イノレス
3.823.1試験材料

3.823.1.1 試料

検体の不活化剤を中和したものを試料とする。

3.8.23.12 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格2.4.1に適合したあひる歴初代細胞を用いる。
3.823ユ試験方法

試料5 mL にっき 850cnf 以上の培養細胞に接種し、38.5゜Cで6日間培養した後、その培養上清

5 mLを採取し、更に1代継代し、38.5゜Cで7日間培養する。試験最終日に培養上清を採取し、鶏
赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.8.233 判定

培養細胞に CPE を認めず、培養上清に赤血球凝集を認めない揚合、、活性ウィルス陰性と判定す
る。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

3.8.2.4 トリニュ'ーモウイノレス

3.82.4.1 試験材料

3.8.2.4.1.1 試料

検体の不活化剤を中和したものを試料とする。

3.82.4.12 培養ホ剛包

ローラーボ.トノレに培養したVer0細胞を用いる。

3.82,42 試験方法

試料5 mL にっき 850Cが以上の培養細胞に接種し、38でで6日間培養した後、その培養上清5
mιを採取し、更に1代継代し、 38゜Cで7日間培養す、る。

3.8.2.4,3 判定

培養細胞にCPEを認めない揚合、活性ウィルス陰性と判定する。
検体に活性ウイルスを認めてはならない。



39小分製品の試験

3.9.1 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均質,な懸濁液でなければ
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ば、均一でなければならない。

3.92 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験tるとき、適合しなければならない。
3.93 ホノレマリン定量試験

1

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリン定量法を準
用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、0.2V01%以下でなければならない。

3.9.4 チメロサーノレ定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、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、適合しなければならない。

3.9.5 安全試験

39.5.1 試験材料

3.9.5.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

39.5.1ユ試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の30~35週齢の鶏を用いる。
3.9.52試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に注射し、・対照群と共に4週問観察する。
3.9.53.半1」定

観察期間中、試験群及ぴ対照群に臨床的な異常を認めてはならない。
39.6 力価試験

3.9.6.1 ニューカッスノレ病力価試験

39.6.1.1 試験材料

39.6.1.1.1 試験動物

3.9.5の試験に用いた動物を用いる。

3.9,6.1.1ユ赤血球凝集抗原

「ニューカッスノレ病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。
3.9.6.12 試験方法

3.9.5 の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清にっいて、ニューカッスル病
ウィルス赤血球凝集抑制試験を行う。

39.6.1.3 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において
「印抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が煎抗体価160倍以上でなけれぱならない。この場合'対照群では、全て印
抗体価5倍以下でなけれぱならない。

3.9.6.2鶏伝染性気管支炎力価試験

3.9.6.2.1 試験材料

3.9.62.1.1 試験動物

3'9,5 の試験に用いた動物を用いる。

3.9.62.1.2 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢の発育鶏卵を用いる。
3.9.62.13 中和試験用ウイノレス

゛



製造用株を用いる。ただし、そのウイルス量は、生ワクチン製造用材料の規格 1.1.に適合した9

~ 10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウイルス価を測定するとき、 1血L 中 10'乍Φ"以上で

なければならない。

3.9.62.13 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~!10日齢のものを用いる。

39.6.22 試験方法

3.9.5 の試験最終日に試験群及び対照群から得られた血清について、ウイルス希釈法により中和

試験を行う。血清は、それぞれ各群ごとに等量プールし、非働化する。

中和試験用ウイルスを.りン酸緩衝食塩液で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群に分け、第

1群には試験群のプール血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウイルス対照とし

てりン酸緩衝食塩液を、それぞれ等量加え・て混合する。とれらの混合液を4゜Cで18~24時間又は

37でで60分問処理する。処理した試料0.1mLずつを5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37

゜Cで7~8日間培養し、観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.9.6.23 判定

鶏屡に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、 EΦ,を求め、中

和指数を算出する。ただし、24時聞以内に死亡したものは、除外する。

試験群の中和指数は、対照群に対して2.0以上でなければならない。この場合、対照群の中和指

数は、ウイルス対照に対し1.0以下でなければならない。

3.9.6.3 産卵低下症候群一 1976力価試験

39.6.3」試験材料

3.9.63.1,1 試験動物

39.5の試験に用いた動物を用いる。

3.9.63江2赤血球凝集抗原

産卵低下症候群一 1976ウイルス赤血球凝集抗原 q寸記2)を用いる。

3.9.632 試験方法

3.9.5 の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清について、赤血球凝集抑制試

験を行う。

血清1容に 25W/V %カオリン液 q寸記3) 3容を加え、 20分間処理した後、 2,ooolpm、 10分間
遠心した上清を採取する。これをりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈血清25μ Lに等量
の4単位の産卵低下症候群一 1976ウイルス赤血球凝集抗原を加えて混合し、30分間処理した後、

0.5V01%の鶏赤血球浮遊液を50μ Lずつ加えて振とう混合し、60分間静置した後に赤血球凝集の

有無を観察する。

3.9.633 判定

赤血球凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を印抗体価とする。

試験群の80%以上が、Ⅲ抗体価32倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て1Ⅱ

抗体価4倍以下でなけれぱならない。

3.9.6.4 トリニューモウイルスカ価試験

3.9,6,4.1 試験材料

3.9.6.4.1.1 試験動物

39.5の試験に用いた動物を用いる。

3.9.6.4ユ試験方法

3.9.5 の試験最終日に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清について、 EL鵄A キット(付

記4)を用いて酵素抗体反応試験を行う。

被検血清を洗浄用緩衝液(付記5)を用いて2倍に希釈し、固相化プレート(付記6)の2穴以

上にそれぞれの希釈血清を1穴当たり100μL、また、参照陽性血清(付記7)及び参照陰性血清



(付記8)を2穴に1穴当たり 100μ L加え、常温で30分間反応させる。反応終了後、洗浄用緩

衝液で3回洗浄し、水切りを行った後、マウス抗トリニューモウイルスペルオキシダヤゼ標識モノ

クローナル抗体(付記9)を 100μ L加え、.常温で30分間反応さ,せる。反応終了後、洗浄用緩衝

液で3回洗浄し、水釖りを行った後、基質液'(付記 10)を 100μ工加え、常温で 10分問反応させ

る。反応終了後、反応停止液(付記Ⅱ)を 50μ L加えて反応を停止、させ、波長450加で吸光度
値を測定する。

3,9,6.43 判定

血清の平均吸光度から、以下に示す式によりP1値を算出する。

参照陽性血清吸光度値:OD凱

参照陰性血清吸光度値:OD厭

被検血清吸光・度値: OD.

ブランク吸光度値:BN

OD,=[(OD.又は OD肌一 BN)/(OD肌.- BN)]× 100

PI= 100 - ODP

参照陰性血清の吸光度値OD陬は0.600 以上でなければならず、参照陽性血清の OD,値が.60 以

下であるとき、試験群のP1値の平均は60以上でなければならず、対照群のP1値は全て 15以下で
なければならない。

4貯法及ぴ有効期間

有効期間は、製造後1年6・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、その期

間とする。

5 その他

5.1添付文書等記載事項

1肉用鶏には使用しない旨

2採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

付記1 細胞維持用培養液

1,ooomL 中

トリプトース・ホスフェ'イト・ブロス

牛血清

イーグル入促M

炭酸水素ナトリウムでPHを7.0~フ.4に調整する。

必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記2 産卵低下症候群一1976ウイルス赤血球凝集抗原

産卵低下症候群一 1976 ウィルス JPA・1株又はこれと同等と認められた株を生ワクチン製造

用材料の規格 1.3 に適合した発育あひる卵で増殖させて得た尿膜腔液又は生ワクチン製造用材

料の規格2」3 に適合した鶏脛肝初代細胞で増殖させて得た培養上清に 0ユV01%になるように

ホルマリンを加えて不活化したもの。

付記3 25則V%カオリン液

10omL 中

カオリン

リン酸緩衝食塩液

115゜Cで 15分間高圧滅菌又はアジ化ナトリウムを 0.0IW/V

する。

25 名

残量

%添加した後、10゜C以下に保存

2.95 ~ 3.o g

0 ~ 30mL

残量



付記4 EUSAキット

適当ど認められる EL玲A キットで、洗浄用緩衝液、固相化プレート、参照陽性血清、参照

陰性血清、マウス抗トリニューモウイノレスペルオキシダーゼ標識モノクローナノレ抗体、基質液

及び反応停止液で構成されるものであり、バリデーション用陽性血清(生ワクチン製造用材料

の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の1週齢鶏に・トリニューモウイルスを 10"゜TCΦ50ノ羽で免疫

し、免疫後4週目に採血し、'プールして得たもの)及ぴバリデーション用陰性血清(生ワクチ

ン製造用材料の規格 1.1 に適合した発育鶏卵由来の5~ 15 週齢鶏の血清でトリニューモウイ

ルス抗体陰性のもの。)を用いて酵素抗体反応試験を実施したとき、バリデーション用陽性血

清のP1値は65以上80以下を示し、バリデーション用陰性血清のP1値は5以下を示す。

付記5 洗浄用緩衝液

PBS・Neon錠剤又は濃縮液を水に溶解し、以下の最終濃度のもの。

0.14m011L 塩化ナトリウム液

0.003movL塩化カリウム液

0,olm0ⅢJ りン酸緩衝液

0.05 %ポリソノレベート 20液

P亘を7.4に調整する。

付記6.固相化プレート

酵素抗体反応用プレートにトリニューモウィルス VC03 株抗原(付記 12)を固相化L 乾

燥したもので、 2~5゜Cに保存する。

付記7 参照陽性血清

0.05Wん%チメロサーノレ含有抗トリニューモウイルス血清で、そのOD,値が60以下のもの。

付記8 参照陰性血清

0.05W/V%チメロサーノレ含有陰性血清で、その吸光度が 0.600以上のもの。

付記9 マウス抗トリニューモウイルスペルオキシダ」ゼ標識モノクローナル抗体

トリニューモウイルス株をマウスに免疫して作成したハイプリドーマから、 VC03 抗原のス

クリーニングを行って得たモノクローナル抗体で、アフィニティーカラムク泣マトグラフィー

により精製し、ホースラディシュペルオキシダーゼで標識し、凍結乾燥したもので、洗浄用緩

衝液に溶解して用いる。溶解後は、-20でで保存する。

付記10 基質液

液中に3.3',5.5',テトラメチノレベンチジン及び過酸化水素を含むもの。

、

付記Ⅱ,反応停止液

2movL硫酸液

イ寸記12 トリニューモウイルスVC03抗原

トリニューモウイルスVC03株をVer0細胞に接種して 37でで培養し、完全な CPEが観察

された後、ウィルス浮遊液及び細胞を凍結融解じ、3,500印m で 30分間遠心し、その遠心上清
を更に 19,ooorpmで15~20時間超遠心して得た沈殿に少量のりン酸緩衝食塩液を加えてガラ



スホモジナイザーでホモジナイズして懸濁したものに、最終濃度0.1%となるようにTτ丘on

X I00 を加え、 37゜Cで30分間処理した後、超音波処理したもの。

ノー'



ワクチン(シードロット製郵D の部のマイコプラズマ・ガリセプチカム感染症生ワクチン(シー

ド)の項の歌に歌のように加える。、

マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症凍結生ワクチン
(シード)

1定義

シード白ヅト規格に適合した弱毒マイコプラズマ・ガリセプチカムの培養菌液を凍結したワクチ

ンである。

2製法

2.1 製造用株

2.1.1 名称

マイコプラズマ、ガリセプチカムts,Ⅱ株又はこれと同等と認められた株

2.12 性状

33゜Cでのマイコプラズマ用培地(付記1)における増殖は、 39.5 ででの増殖を上回り、その差

は、100倍以上である。また、感受性鶏の腹腔内に接種Lても、病原性を示さない。

2.13 マスターシード菌

2.1.3.1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、製造に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

注したマスターシサド菌は、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結してー'70゜C以下又は凍結

乾燥して5で以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.1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。マスターシード菌から小分製

品までの継代数は、10代以内でなければならない。

2.1.47ーキングシード菌

2.1.4.1 増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシード菌は、・製造に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、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシード菌について、3.12の試験を行う。

2.1.5 プロダクションシード菌

2.1.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクシゴンシード菌は、製造に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、凍結して一 70 で以下又は凍結乾燥して5゜C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.j3の試験を行う。

22製造用材料

22.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

23 原液

プロダクションシード菌を培地に接種し、培養したものを原液とする。
原液について、32の試験を行う6

2.4 最終バノレク

原液を必要に応じ濃度調整したものを最終ノしレクとする。

2'5 小分製品



最終ノ勺レクを小分容器に分注し、凍結し、小分製品とする。

小分製品について、33の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マ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ユ2.1.1.を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.12夾雑菌否定試験

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。

3.1..13 対象動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性試験法を準用して試験するとき、適合しなければならな
レ、

3.1.1.4対象動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱなら
ない。

3.1.1'5 病原性復帰確認試験

一般試験法の病原性復帰確認試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.12 ワヤキングシード菌の試験

3,12.1夾雑菌否定試験

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。

3.13 プロダクションシード菌の試験

3.13.1夾雑菌否定試験

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。
32原液の試験

32.1夾雑菌否定試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
322生菌数試験

32.2.1 試験材料

322.1.1 試料

原液を試料とする。

3.22.12 培地

マイ=プラズマ用培地(付記1)又は適当と認められた培地を用いる。
3222試験方法

96 穴の平底マイクロプレートの各穴に培地を 225 μ工ずつ分注する。最初の列(縦列)の8穴

にそれぞれ試料を25μ Lずつ分注した後、10倍段階希釈し、1σ'から 10卯.の希釈列を作製する。
11及び 12列は、無接種対照とする。 1試験に2枚のプレートを用いる'プレートをシールし、 33
でで2週間培養する。

3.2.23 駒」定

培地の色調変化を示した穴を有する行(横動D の希釈の高い力から連続した3つの希釈列又は連
続した2つの希釈列と色調変化した穴が最初に全く認められなくなった希釈列の合計3希釈列のい

ずれかを用いて判定する。これら3希釈列の色調が変化した穴の数を用いて最確数表(付記2)か

ら最確数を求め、 3希釈列の最初の希釈倍数を乗じて25μ工当たりの色調変化単位(以下この項
において「CCU」という。)を算出し、更に40を乗じてlnlL当たりの CCUを算出する。
検体の生菌数は、 1nlL 当たり 10'CCU以上でなければならない。

33小分製品の試験

ノ



33.1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、融解Lたものは、固有の色調を有する半透明
で均質な懸濁掖でなけれぱならな,い。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。

3,32夾雑菌否定試験

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。
3.33 生菌数試験

試験品にういて 3.22 を準用して試験するとき、 1羽分当たり5 × 1d (1ず') CCU以上でなけれ

ばならない。ただし、 25 μ L 当たりの CCU を算出し、更に 12 を乗じて 1羽当たりの CCU を算
出する。

3.3.4 マーカー試験

3.33 を準用して試験するとき、 33゜C培養の生菌数は、 39.5 で培養の生菌数より 100倍以上多く
なけれぱならない。

3.3.5 安全性試験

33.5.1試験材料

33.5.1.1 接種材料

試験品を接種材料とする。

3.3.5.1.2 試験動物

生ワク.チン製造用材料の規格1.1由来の3~4週齢の鶏を用いる。
32,52試験方法

試験動物の 10羽を試験群とし、 5羽を対照群とする。

接種材料10羽分ずつを試験群10羽に点眼接種し、対照群と共に3週間観察する。試験最終日に
剖検.し、鼻腔、眼駕下洞、気管及び気嚢の病変の有無を観察する。

試験開始時及ぴ試験終了時に体重を測定する。

33.53 判定

観察期間中、試験群及ぴ対照群の動物に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検したとき、
異常を認めてはならない。

3.3.6 力価試験

3.3.6.1 試験材料

33.6.1.1 接種材料

試験品を接種材料とする。

3.3.6.12 試験動物

生ワクチン製造用材料規格1.1由来の3~4週齢の鶏を用いる。

3.3,6.1.3 凝集反応抗原

「マイロプラズマ・ガリセプチカム感染症急速診断用菌液」を用いる。
3.3.62 試験方法

試験動物の 10羽を試験群とし、 3羽を対照群とする。

接種材料1羽分を試験群に点眼接種する。接種4週間後に試験群及ぴ対照群から得られた各個体
の血清にっいて、マイロプラズマ,・ガリセプチカム感染症急速凝集試験を行う。

33.63 判定

試験群の 70 %以上が凝集抗体陽性でなければならない。この揚合、対照群では、全て凝集抗体
陰性でなければならない。

4貯法及び有効期聞

ーフ0゜C以下に保管する。

有効期間は、製造後3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
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付記1 マイコプラズマ用培地

1,ooomL 中

マイ=プラズマ用基礎培地(PPL0培地)*

プドウ糖*

塩酸システイン*

酢酸タリウム*

0.6W/ψ局フェノーノレレッド液

豚血清

新魚羊イーストエキス

02Wん%DNA液

ベンジルペニシリンカリウム

*印の成分を加温溶解した後、'121゜Cで

菌してある他の成分を無菌的に添加する。

付記2 最確数表

、連続した3つの希釈列
に認められた培地色調

変化の穴の数

22.5 g

1g

0.1 g

0.1 8

8 8 7

5,000 単位

残量

15分間高圧滅菌する。'これに、あらかじめろ過滅

8 8 6

8 8 5

最確数

(八佃N)

8 8 4

8 8 3

8 8 2

208

8 8 1

連続した3つの希釈列

に認められた培地色調

変化の穴の数

139

8 8 0

98.2

8 7 8

702

8 7 フ

51.0

8 7 6

38.5

8 7 5

7 0 1

30.1

8 7 4

7 0 0

24.0

6 6 1

8 7 3

最確数

(MPN)

59.6

6 6 0

8 7 2

50.8

6 5 1

8 7 1

43.3

6 5 0

8 7 0

36.9

1.83

6 4 2

31.4

1.55

6 4 1

3.08

26.フ

6 4 0

2.フフ

22.6

6 3 2

2.73

19.1

6 3 1

2.44

15.9

6 3 0

2.69

6 2 2

2.41

6 2 1

2.14

6 2 0

2.38

6 1 2

2.11

6 1 1

1.86

2.09

1.84

1.60

1.82

1.58
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8 6 6

8 6 5

8 6 4

8 6 3

8 6 2

8 6 1

28.4

8 6 0

25.0

8 5 6

21;8

8 5 5

18.9

8 5 4

16.3

8 5 3

13.8

8 5 2

6 1 0

11.5

8 5 1

6 0 2

21.3

8 5 0

6 0 1

18.9

8 4 5

6 0 0

16.6

8 4 4

5 5 1

14.4

8 4 3

5 5 0

' 12.3

1.35

8 4 2

5 4 1

10.3

1,56

8 4 1

5 4 0

&42

1,34

8 4 0

5 3 2

14.8

1.13

8 3 5

5 3 1

13.0

2.07

8 3 4

5 3 0

11.1

1.85

8 3 3

5 2 2

9.40

1.84

8 3 2

5 2 1

フ.74

8 3 1

1.63

5 2 0

6.22

1.82

8 3 0

5 1 2

11.8

1.61

8 2 4

5 1 1

10.2

1.41

8 2 3

5 1 0

8.67

1.60

8 2 2

502

フ.18

8 2 1

1.40

5 0 1

5.82

8 2 0

1念1

5 0 0

4.67

8 1 3

1.39

4 4 0

8.07

8 1 2

1,20

4 3 1

6.72

1,01

8 1 1

4 3 0

5.50

1,19

8 1 0

4 2 1

4.45

1.01

8 0 2

4 2 0

3.62

0.83

4 1 2

5.22

1.28

4 1 1

4.27

1.27

4 1 0

3.50

1.10

4 0 2

2.87

1.09

4 0 1

3.38

0.93

4 0 0

1.08

3 4 0

0.92

3 3 1

0.76

3 3 0

0.91

3 2 1

0.75

3.2 0

0.60

1.01

1.00

0.85

0.85

0.70
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8 0 1

8 0 0

フ 7 1

フ 7 0

7 6 2

7 6 1

2,80

7 6 0

2.31

7 5 2

5.47

7 5 1

4.84

7 5 0

5.30

7 4 3

4.71

7 4 2

3 1 2

4.15

7 4 1

3 1 1

4.68

7 4 0

3 1 0

4.04

7 3 3

302

3.55

7 3 2

3 0 1

4.嫉6

7 3 1

3 0 0

3.95

7 3 0

0.84

2 4 0

3.47

7 2 3

0.70

2 3 1

3.04

7 2 2

0.56

2 3 0

3.86

7 2 1

0.69

2 2 1

3.40

7 2 0

0.55

2 2 0

2.98

7 1 3

0.41

2 1 1

2.59

7 1 2

0.79

2 1 0

3.33

7 1 1

0.79

2 0 2

2.92

7 1 0

0.66

2 0 1

2.55

7 0 2

0.65

2 0 0

2.20

0.52

1 3 0

2.87

0,52

1 2 1

2.51

0,39

1 2 0

2.17

0,51

1 1 1

1.86

0.38

1 1 0

2.14

0.26

10 2

0.49

1 0 1

0.49

1 0 0

0.36

0 2 0

0.36

01

0.24

0 1 0

0.36

0 0 1

0.24

0.12

0念3

0.23

0.11

0.11



ワクチン(シードロッ.ト製邦D の部マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症(油性アジュバントカの

不活化ワクチン(シード)の項を次のように改める。

マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症(油性アジュバ
ント加_)不活化ワクチン.(シード)

1定義

シードロット規格に適合したマイ,コプラズマ・ガリセプチカムの培養菌液を不活化し、抽性ア

ジニバ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 名称

ヤイコプラズマ・ガリセプチカム63-523株又はこれと同等と認められた株

2.12 性状

鶏に対して病原性を示す。

2.13 マスターシー.ド菌

2.13.1作製、保存友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、凍結して一如゜C以下又は

凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、3.1」の試験を行う。

マスターシード菌は、ウクチンの製造以外の目的で継代しない6 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。

2.1.47ーキ.ングシード菌

2.1.4.1 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、凍結して一40で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシード菌について、3.12の試験を行う。

2」.5 プロダクションシード菌

2.1.5.1 増殖及び保存

プロダクシヨンシード菌は、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、凍結して一 40゜C以下又は凍結乾燥して5゜C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」3の試験を行う。

2.2製造用材料

22.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

23 原液

23.11音養

プロダクションシード菌を製造用培地に接種して増菌・継代培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.2の試験を行う。

232不活化

培養菌液にホルマリンを加えて不活化した後、適当と認められた希釈用液で遠心洗浄し、適量の
希釈用液に再浮遊させたもの、又は培養菌液にホルマリンを加えて不活化した後、適当と認められ

、、



た方法で濃縮したものを不活化菌液とする。

不活化菌液につい・て、33の試験を行う。

23.3 アジニバントの添加

不活化菌液を適当と認められた希釈用液で濃度調整L、油性アジュバントを添加したものを原液

とする。この場合、適当と認められた保存剤を添加してもよい。

ただし、アジュバントは、最終バルクの調製時に添加してもよい。

原液について、 3.4 の試験を行う。

2.4最終ノ勺レク

原液を混合し、濃度調整し、最終バルクとする。との場合、適当と認められた保存剤を添加して

もよい。

2.5 小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注Lて、小分製品とする。

小分製品について、3.5の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マ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 1.42.4.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならな、い。
3.1.12 夾雑菌否定試験

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。

3.127ーキングシード菌の試験

3.1.2.1 夾雑菌否定試験

3.1.12 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.13 プロダクションシード菌の試験

3.13.1夾雑菌否定試験

3.1.1.2 を準用して試験,、るとき、.適合しなけれぱならない。

32培養菌液の試験

3ユ.1夾雑菌否定試験

3,1.12を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
、

322生菌数試験

適当と認められた方法で試験するとき、適合しなけれぱならない。

332の総菌数試験を実施するものにういては、本試験を実施しなくてもよい。

33不活化菌液の試験

33.1 不活化試験

適当と認められた方法で試験するとき、適合しなければならない。

332総菌数試験

適当と認められた方法で試験するとき、適合しなければならない。

322 の生菌数試験を実施するものについては、本試験を実施しなくてもよい。また、原液の調

製時に本試験を行ってもよい。

3.4原液の試験

3.4.1 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。

3.5小分製品の試験

3..5.1 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均質な懸濁液でなければ



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、均一でなけれぱならない。
3.5.2 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。
3.53 チメロサーノレ定量試験

チメロサール添加製剤にっいては、適当と認め、られた方法で試験品を処理したものを試料とし、
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、適合しなければならない。

3.5.4 ホノレマリン定量試験

ホルマリン添加製剤にっいては、適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、
般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、025V01%以下で
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、その含有量とする。

3.5.5 安全試験

3.5'5.1 試験材料

3.5.5.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.5.5.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.Hこ適合した発育鶏卵由来の4~7週齢の鶏を用いる。
3.5.5.2 試験力法

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずっを試験群の頚部皮下又は脚部筋肉内に注射し、対照群と共に4週間観察する。
3.5.53 判定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。
3.5.6 力価試験

3.5.6」試験材料

3.5.6.1.1 試験動物

3..5.5 の試験に用いた動物を用いる。

3.5.6.1.2 赤血球凝集抗原

マイコプラズマ・ガリセプチカム赤血球凝集抗原(付記)を用いる。
3.5.62 試験方法

3.5.5 の試験最終日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、"赤血球凝集抑制試
験を行う。

血清をりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈血清25μ工に等量の4単位のマイニプラズ

マ'ガリセプチカム赤血球凝集抗原を加えて混合し、15~20分間処理した後、025V01%の鶏赤血

球浮遊液を 50μ工ずっ加えて振とう混合し、 4でで1夜又は室温で 120分処理した後、赤血球凝
集の有無を観察する。

3.5.'6.3 半」定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において
「田抗体価」という。)とする。

試験群の煎抗体価の幾何平均値は、40倍を超えなけれぱならない。ただし、農林水産大臣が特
に認めた場合には、その幾何平均値とする。この場合、対照群は全て血抗体価4倍未満でなけれ
ぱならない。

4貯法及び有効期間

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

5 その他

5.1添付文書等記載事項



1肉用鶏には使用しない旨

2採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

付記マイコプラズマ・ガリセプチカム赤血球凝集抗原
製造用株を培養し、ホルマリンを加えて不活化した菌液を遠心洗浄後、再浮遊し、これにグリ

セリンを等量加え、-20゜C以下に保存したもの。

、

'



ワクチン(シードロット製剤)の部のマイニプラズマ・ガリセプチカム感染症(油性アジュバント

加)不活化ワクチン(シード)の項の炊に炊のように加える。

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎・鷄伝染性コリ
ザ(A ・ C型)液状混合(アジュバントカロ)不活化ワク
チン(シード)

1定義

シードロット規格に適合したニューカッスル病ウィルス及び鶏伝染性気管支炎ウィルスを同規格
に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウィ、ノレス液並ぴに同規格に適合したへモフィルス.パラガリ
ナルムA型菌及びC型菌の培養菌液をそれぞれ不活化したものを混合し、アルミニウムゲルアジュ
バ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 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.1,1.1 名称

ニューカッスル病ウイルス石井株又はこれと同等と認められた株
2.1.1.2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、その尿膜腔液には、鶏赤血球凝集性を認
める。 '

2.1.13 マスターシードウイルス

2.1.1.3.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ
り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70で以下又
は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイノレスから
小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及ひ継代する。
ワーキングシードゥイルスは、凍結して」70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイルスについて、3.12の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.1.5.1 増祈き及てド保存

プロダクシヨンシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して」70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下
で保存する。

プロダクションシードウイノレスを保存する場合は、3.13 の試験を行う。
2.1ユ鶏伝染性気管支炎ウイルス

2.1.2.1 瑠称

鶏伝染性気管支炎ウイルス滋賀株又は製造に適当と認められた株
2.1'22 性状

ノ

J
 
.



10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内又は鶏腎初代細胞に接種すると、鶏脛に特徴的な病変又は鶏腎初
代細胞に特有なCPEを伴うて増殖する。

2.1.23 マスターシードウイノレス

2.1.2.3.1作製Y 保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、SPF動物規格の1」に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した土程によ
り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付しイ凍結して一70で以下又
は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイルスから
小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.12.4.1増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシードゥイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイノレスについて、3,12の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシードウイ・ノレス

2.12.5.1 増殖及例呆存

プロダクシヨンシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合Lた発育鶏卵で増殖させる。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下
で保存する。

プロダクションシードゥイノレスを保存する場合は、3.13の試験を行う。
2.13 へモフィノレス・パラガリナルムA型菌

2.13.1名称

ヘモフィノレス・パラガリナルムA型菌N0221株又はごれと同等と認められた株
2.1.32 性状

鶏及び発育鶏卵に対して病原性を示す。牛、,馬、羊、鶏及びモルモットの赤血球を凝集する。
2.1'33 マスターシード菌

2.1.33.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシード菌は、SPF動物規格の1,1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程により作製
し、、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、凍結して一70OC以下又は凍結
乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.4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。

2.13.47ーキングシード菌

2.13.4.1増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシード菌は、SPF動物規格の1」に適合した発育鶏卵で増殖及ぴ継代する。
ワーキングシード菌は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシード菌について、3.1.5の試験を行う。

2.13.5 プロダクションシード菌

2.13.5.1 増^蛾び保存

プ白ダクションシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プロダクシヨンシード菌を保存する場合は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C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、3il.6の試験を行う。

2.1.4 へモフィノレス・パラガリナルムC型菌

2.1.4」名称

ヘモフィルス・パラガリナルムC型菌弘株又はこれと同等と認められた株

2.1.42 性状

鶏及ぴ発育鶏卵に対して病原性を示す。
ノ

2.1.43 マスターシード菌

2.1.43.1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、SPF動物規格の・1,1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程により作製

し、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、凍結して一70゜C以下又は凍結

乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、3」.4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代以内でなけれぱならない。
J

2」.4.47ーキングシード菌

2.1.4.4.1 増預、継代及ぴ保存

ワーキングシード菌は、SPF動物規格の1,1に適合した発育鶏卵で増殖及ぴ継代する。

ワーキングシード菌は、凍結して一70ヤ以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する'

ワーキソグシード菌にっいて、 3.1.5の試験を行う。

2,1,4,5 プロダグションシード菌

2.1.4.5.1 増互蛾び保存

プロダクションシード菌は、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクショ.ンシード菌を保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存

司、る。

ブロダクションシード菌を保存する場合は、3.1.6の試験を行う。

22製造用材料

2ユ.1ニューカッスル病ウイルス

2.2.1.1 発育鶏卵

22.1.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイノレス及びプロダクションシードウイノレスの

増殖、継代及ぴ保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の1,1に適合した8~ 14日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵

並ぴにプロダクションシードウイルスを増殖及ぴ保存する揚合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

2ユ.1.1ユ原液の製造に用いる発育鶏卵

8~ 14日齢のものを用いる。

222鶏伝染性気管支炎ウイルス

222,1発育鶏卵

2.22.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイノレス及びプロダクションシードウイノレスの

増殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した 10~ 12日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵

並びにプロダクシ.ンシードウイルスを増^鹸び保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

222.12原液の製造に用いる発育鶏卵



10~ 12日齢のものを用いる。

223へモフィノレス・パラガリナルムの各型菌

2.23.1.発育鶏卵

22.3.1.1 マスターシード菌、ワーキングシード菌及びプロダクションシード菌の増殖、継代及び保存
に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の1」に適合した5~7日齢のものを用いる。

マスターシード菌及ぴワーキングシード菌を増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵並びにプロダ

クションシード菌を増殖及び保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。
22.3ユ培地

2232,1原液の製造に用いる培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

23 原液

23.1ニューカッスノレ病ウイルス原液

23.1.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、3.3の試験を行う。

23.12 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを 23.1.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心

上清又はこれを濃縮したものをウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.4.1.1の試験を行う。

23,13 不活化

ウイルス浮遊液を適当と認められた方法により不活化し、不活化ウイルス浮遊液とする。

不活化ウイルス浮遊液について、 3.6.1及ぴ3.62.1の試験を行う。

ユ.3.1.4 アジュバント、の添加

不活化ウィルス浮遊液に適当と認められたアルミ土ウムゲルアジュバントを添加し、原液とする。
ただし、'最終バノレクの詔製時にアジュバントを添加じてもよい。

原液について、 3.8の試験を行う。

23ユ鶏伝染性気管支炎ウイルス原液

23.2.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、33の試験を行う。

2.3.22 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを 2.32」の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液の遠心

上清又はこれを濃縮したものをウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.412の試験を行う。

2323 不活化

ウィルス浮遊液を適当と・認められた方法により不活化し、不活化ウィルス浮遊液とする。
不活化ウイノレス浮遊液について、 3.6.1及び3.622の試験を行う。

2.3ユ.4 アジュバントの添加

不活化ウイルス浮遊液に適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを添加し、原液とする。

ただし、最終ノしレクの調製時にアジュバントを添加してもよい。

原液について、 3.8の試験を行う。

2.3.3 へモフィルス・パラガリナノレムの各型菌原液

233.1↓音養

発育鶏卵の卵黄嚢又は培地で培養したプロダクションシード菌を製造用培地に接種し、培養した



ものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.5の試験を行う。

2.3.32 不活化

培養菌液又はこれを遠心して得た菌をりン酸緩衝食塩液に浮遊させ、適当と認められた方法によ
り不活化'したものを不活化菌液とする。

不活化菌液について、3.7の試験を行う。

2.33.3 アジュバントの添加

不活化菌液に適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを添加し、原液とする。ただし、
最終バルクの調製時にアジュバントを添加してもよい。

原液について、 3.8 の試験を行う。

2.4 最終バノレク

ニューカツスノレ病ウィルス原液、鶏伝染性気管支炎ウィノレス原液及びへモフィルス.パラガリ、ナ
ルム各型菌原液を混合し、濃度調整したものを最終バルクとする。

この場合イ適当と認められた保存剤を添加してもよい。
2.5小分製品

最終ノ勺レクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.9の試験を行う。

3試験法

3,1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイルスの試験

3.1.1.1 同IE試験

シードロツト規格の 1.423.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.12 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、適合しなけれぱならない。
3.1.13 マ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、適合しなけれぼならない。
3.1.1.4 外来陛ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否1ヒ試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1、2.1及ぴ22を準用して試験するとき、適合しなけれ
ぱならない。

3.1.1.42 特定ウイルス否IE試験

3.1.1.42.1 特定ウイルス否定ーヨ斐試験

鶏脳脊髄炎ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1及び3.12 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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて3.1.1.42ユに規定する
試験を実施する製剤については、本試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.422'個別ウイノレス否1倉試験

鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウィルス及ひ鶚脳脊髄炎ウィルスにっいて、一般試験法の外来性ウィ

ノレス否定試験法の1.1、32.1、 322及び32.10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、鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて3.1.1.42.1に規定する試験を実施する製剤にっいては、一般試験法
の外来性ウイルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3.1.27ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1,無菌試験

{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。
3.12ユマ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、適合しなけれぱならない。



3」.3 プロダクションシードウイノレスの試験

3.13,1_無菌試験

一般試験法の無茜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。
3.132マイ=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。
3.1.4 マスターシード菌の試験

3.1.4.1 同IE試験

シードロット規格の 1.42.4.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.42夾雑菌否定試験

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。

3.1.57ーキングシード菌の試験
、

3.1.5.1 夾雑菌否IE試験

3」.42を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.6 プロダクションシ」ド菌の試験

3.1.6.1 夾雑菌否IE試験

3.1.42を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32発育鶏卵の試験

32.1腰卵性状試験

シードロット規格の32.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
33個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵巴し、これにっいて次の試験を行う。
33.1培養観察

対照発育鶏卵をウィルスを接種することなくウィルスの培養と同じ条件で培養し観察するとき、
鶏脛に異常を認めてはならない。

3.3ユ鶏赤血球凝集試験

33.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、60分間静置し観
察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.4 ウイルス浮遊液の試験

3.4.1.ウイノレス含有量試験

3.4.1.1 ニューカッスノレ病ウオノレス

3.4.1.1.1 試験材料

3.4.1.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.4.1.1.12 発育鶏gN

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。
3.4,1.12 試験方法

試料 0.1mL ずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養し、観
察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3..4.1,1.3 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ,を算出する。ただし、24時間以内に
死亡したものは、除外司、る。

検体のウィルス含有量は、 1 m工中 1げ゜EΦ"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、そのウイルス含有量とする。

3.4.12鶏伝染性気管支炎ウイルス

3.4.12.1 試験材料



3.4,12.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.4」2.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。

3.4.122 試験方法

'試料0.1nlLずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで7~8日間培養し、

観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.4.1ユ3 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)・を認めたものを感染とみなし、 EΦ,を算出する。

ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、 1 mL 中、1が乍Φ抑以上でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣

が特に認めた場合には、そのウイルス含有量とする。

3.5培養菌液の試験

3.5.1夾雑菌否定試験

一般試験法の無薗試験法を準用して試験するとき、.適合しなけれぱならない。

3.52生菌数試験

3.フ.2の総菌数試験を実施するものについては、本試験を実施しなくてもよい。

3.52.1試験材料 、

3.52.1.1 試料

検体を普通ブイヨンで10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とtる。

3.5.2.12 培地

鶏血清加寒天培地(付記1)を用いる。

3.522試験方法

各試料 0.1mL 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、37 t、 5 V01%

炭酸ガス下で48'時間培養した後、集落数を数える。

3.523 判定

各段階の希釈液ごとの集落数から生菌数を算出する。

検体の生菌数は、 1mL中 10'個以上でなければならない。

3.6不活化ウイルス浮遊液の試験

3.6.1 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、適合しなけれぱならない。

3.6.2 不活化試験

3.62」ニ.ユーカッスノレ病ウイルス

3,62.1,1 試験材料

3.62.1.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.62,1.12,発育鶏gN

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

3.62」2 試験方法

注射材料0.1mLずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで5日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養し、観察する。

試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.62.13 半」定

鶏脛は、正常に発育しなけれぱならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。

3.6.2.2 鶏伝染性気管支炎ウイノレス

、



3.6.22.1 試験材料

3.6ユ2.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.622.1.2 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。

3.62.22 試験方法

注射材料0.1mLずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで5日間培養した後、尿

膜腔液を採取し、更に1代継代し、37でで5日間培養し、観察する。

3.6.223 判定

鶏屡は、.正常に発育しなければならない。

3.7不活化菌液の試験

3,フ.1 不活化試験

3.フ.1.1 試験材料

3.フ.1.1.1 接種材料

検体を接種材料とする。

3.フ.1.12 培地

鶏血清加寒天培地又は適当と認められた培地を用いる。

3.フ.12 試験方法

接種材料 0.1mL ずつを2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、37゜C、 5V01%炭酸ガ

ス下で帖時問培養した後、集落の有無を観察する。

3.フ.13 判定

接種材料を接種した全ての培地上にへモフィノレス・パラガリナルムA型菌又はへモフィルス・パ

ラガリナルムC型菌の集落を認めてはならない。

3.72総菌数試験

3.52の生菌数試験を実施するものについては、本試験を実施しなくてもよい。

3.72.1 試験材料

3.72.1.1 試料

検体又は検体をりン酸緩衝食塩液で適度に希釈したものを試料とする。

3.72.2 試験方法

試料の濁度を分光光度計で測定する。

標準検量線、濁度の測定値及び検体の.希釈度から総菌数を算出する。

3.723 判定

検体の総菌数は、 1皿L中 10'個以上でなければならない。

3.8原液の試験

3.8.1 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用じて試験するとき.、適合しなければならない。

3.9小分製品の試験

3.9.1 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、圖有の色訊を有する均質な懸濁液でなければ

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。

39.2PH 測IE試験

一般試験法の PΠ測定試験法を準用して試験するとき、pn は、固有の値を示さなければならない。
393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、適合しなけれぱならない。

3.9.4 チメロサーノレ定量試験



チメロサール添加製剤については、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、

適合しなければならない。

39.5 ホノレマリン定量試験

ホルマ・りン添加製剤については、一般試験法のホルマジン定量法を準用して試験するとき、ホル

マリンの含有量は、'02V01%以下でなければならない。

3.9.5 アノレミニウム定量試験

一般試験法のアルミニウ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、1mL中2.omg
以下でなけれぱならない。

3,9.6 安全試験

39.6.1 試験材料

39.6'1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.9.6.1.2 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。

3.9.6ユ試験力法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に注射し、対照群と共に3週間観察し、試験最終日に

注射部位を剖検する。

3.9.6,3 判定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検した時に注射部

位に薯しい異常を認めてはならない。

39.フ力価試験

39.フ.1 ニューカッスノレ病力価試験

3.9.フ.1.1 試験材料

3.9.フ.1.1.1 試験動物

3.9.6の試験に用いた動物を用いる。

3.9.フ.1.1.2 赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

3.9.フ.12 試験力法

3,9.6 の試験の2週目に試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清について、ニューカッスル

病ウイルス赤血球凝集抑制試験を行う。

3.9.フ.13 半1」定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈.倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において

「H1抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が田抗体価10倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群では、全て煎

抗体価2倍未満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。 ノ

3.9.72鶏伝染性気管支炎力価試験

3.9.フユ.1 試験材料

3.9.72'1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.9.72」2 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。

3.9.72.13 中和試験用ウイノレス

製造用株又は適当と認められた株を用いる。

,

゛



3.9.72.1.4 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格22.1に適合した鶏腎初代細胞を用いる。

3.9.722 就験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料 1 羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に2週間隔で2回注射する。 2回目注射後2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、ウイルス希釈法により中和試験を行う。血清は、

それぞ才洛群ごとに等量プールし、非働化する。

血清を細胞増殖用培養液(付記2)で 20 倍に希釈した後、更に5倍階段希釈し、各段階の希釈

液に0.4mL中20OPFU となるよ,に濃度を調整した中和試験用ウィルス液を等量混合し、 4゜Cで18
~ユ4時間又は37゜Cで60分間処理する。処理した液0.4m工ずつをそれぞれ4枚以上の鶏腎初代細

胞シャーレに接種し、37゜C、 5V01%炭酸ガス下で60分間吸着させ第1欧重層寒天培地(付記3)

を加え、 2日後更に第2次重層寒天培地(付記4)を重層し、24~48時間培養し、プラックの出

現を観察する。

39.72,3 亊」定

各希釈系列のプラック平均数から 50 %プラック減少を示す血清希釈倍数を求め、中和抗体価を

算出する。

試験群の中和抗体価は、100 倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群の中和抗体価は、20

倍以下でなければならない。

3.9.73 鶏伝染性コリーザ(A ・ C型)力価試験

3.9.73.1 試験材料

39.73,1.1 試験動物

3.9.6の試験に用いた動物を用いる。

3.9.73.12 赤血球凝集抗原

「鶏伝染性コリーザ(A型)診断用赤血球凝集抗原」及び鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集

抗原(付記5)を用いるb

3.9.732 試験方法

3.9.6 の試験最終日に試験群及び対照群から得られだ各個体の血清について、鶏伝染性コリーザ

(A型)赤血球凝集抑制試験及び鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集抑制試験を行う。

3.9.733 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数をH1抗体価とする。田抗体価5倍以上を陽性と

する。

それぞれの赤血球凝集抑制試験において、試験群の 70 %以上が陽性でなければならない。この

場合、対照群では、全て陰性でなければならない。

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 鶏血清加寒天培地

1,ooolnL 中

ペプトン

塩化ナトリウム

寒天 15

鶏肉水 残

PHを 7.0~フ.4 に調整し、 121゜Cで15分間高圧滅菌する。

約50゜Cに冷却した後、鶏の非働化血清を3~5V01%となるように加える。

なお、適当と認められた_V因子を加えてもよい。

g
g

1
 
5

g
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付記2 細胞増殖用培養液

1,ooomL 中
ト.りプトース・ホスフェイト・ブロス

牛血清

イーグノレN佃M

炭酸水素ナトリウムでPHを6.8~72に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記3 第1炊重層寒天培地

1,ooomL 中

酵母エキス

ラクトアルブミン

牛血清アルプミン

牛血清

寒天

アール液

炭酸水素ナトリウムでP貸を6.8~72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 第2快重層寒天培地

1,ooomL 中

酵母エキス

ラクトアルブミン

ニュートラノレレッド

寒天

アール液

炭酸水素ナトリウムでPHを6.8~フユに調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

295 窟

50 mL

残量

付記5 鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集抗原

ヘモ.フィノレス・パラガリナルムC型菌を適当な方法で処理し、 1V01%固定鶏赤血球を用い
て反応を行うとき、赤血球凝集価が即倍以上のもの。

1'o g

5.o g

10.o g

20 mL

9g

残量

"、

1.0 套

5.o g

120 Ⅱlg

9g

残量



ニユーカツスル病・鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性コ

リーザ(A ・ C型)・混合'(アジュバントカ畍不活化ワク
チン(シード)

1定義

シードロツト規格に適合したニューカッスル病ウィルス及び2種類の鶏伝染性気管支炎ウィルス
を同規格、に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウィルス液並びに同規格に適合したへモフィルス.

パラガリナルムA型菌及ぴC型菌の培養菌液をそれぞれ不活化したものを混合し、アルミニウムゲ
ルナジ〒バ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 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.1.1.1 名称

ニューカッスル病ウイルス石井株又はこれと同等と認められた株 '、

2.1.12 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖し、その尿膜腔液には鶏赤血球凝集性を認め
る。

2.1.13 マスターシードウイノレス

2,1.1.3.1 作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連統した工程によ
り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又1謹1造記号を付し、凍結して一70゜C以下叉
は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、3.1.1の試験を行う。

マスターシードウィノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイルスから
小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.1.4」増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。
ワーキングシードゥイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイノレス

2」.1.5.1 増殖及び保存

プロダクションシー.ドゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プロダクシヨンシードゥイ・ルスを保存する揚合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して50C以下

で保存する。

プロダクションシードゥイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。
2.1.2鶏伝染性気管支炎ウイルス

2.12.1 名称

鶏伝染性気管支炎ウィルス石田株及び宮崎株、又は製造に適当と認められた2種類の株
2,1ユ2 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、鶏脛に特徴的な病変を伴って増殖する。
2.123 マスターシードウイノレス

2.123.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

鬼



マスターシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ

り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスタアシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又

は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目.的で継代しない。マスターシードウイ・ノレスから
小分製品ま、での最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.2.47ーキングシードウイノレス

2.1ユ.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及ひ1倒tする。

ワーキングシードウイノレスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシードウイノレス

2.1ユ.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凉結乾燥して5゜C以下

で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.13 へモフィルス・パラガリナノレムA型菌

2.13.1 名称

ヘモフィルス・パラガリナルムA型菌N0ユ21株又はこれと同等と認められた株

2.132 性状

鶏及び発育鶏卵に対して病原性を示す。牛、馬、羊、鶏及ぴモルモッ、トの赤血球を凝集する。

2.133 マスターシード菌

2.133.1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、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、'連続Lた工程により作製

し、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、凍結して一70゜C以下又は凍結

乾燥して5で以下で保存する。

マスターシード菌について、 3.1.4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代以内でなけれぱならない。

2,13.47ーキングシード菌

2.13.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワ.ーキングシード菌は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシード菌について、3.1.5の試験を行う。

2.13.5 プロダクションシード菌

2,13.5.1 増殖及び保存

プロダクションシード菌は、 SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシード菌を保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存

する。

プロダクションシード菌を保存する場合は、3.1.6の試験を行う。

2.1.4 へモフィノレス・パラガリナノレムC型菌

2.1.4.1 名称



ヘモフィルス・パラガリナルムC型菌G.1株又はこれと同等と認められた株

2.1.42 性状

鶏及び発育鶏卵に対して病原性を示す。

2,1.4,3 マスターシード菌

2.1.4.3.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程により作製

L、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、凍結して一70で以下又は凍結

乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、3.1.4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。

2.1.4.47ーキングシード菌

2.1.4.4.1 増殖、継代及て眼存

ワーキングシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及ひ泳圖弌する。

ワーキングシード菌は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシード菌について、3.1.5の試験を行う。

2.1.4.5 プロダクションシード菌

2.1.4.5.1 増殖及び保存

プロダクションシード菌は、SPF動物規格の1'1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシード菌を保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C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、 3.1.6の試験を行う。

2.2製造用材料

22.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

2.2.1.1 発育鶏卵

22.1.1.1 マスターシードウイルス、ワーキングシードウイノレス及びプロダクションシードウイルスの

増殖、継代及ぴ保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した8~14異齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及ぴワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵

並びにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

22.1.12原液の製造に用いる発育鶏卵

8~ 14日齢のものを用いる。

22.2鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株

222.1発育鶏卵

22.2.1.1 マスターシードウイルス、ワーキングシードウイルス及びプロダクションシードウイルスの

増殖、継代及ぴ保存に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した10~ B 日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵

並びにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

2.22.12原液の製造に用いる発育鶏卵

10~ 13日齢のものを用いる。

223 へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌

22.31発育鶏卵

223.1.1 マスターシード菌、ワーキングシード菌及びプロダクションシード菌の増殖、継代及び保存

、



に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した5~7日齢のものを用いる。

マスターシード菌及ぴワーキングシード菌を増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵並びにプロダ
クシヨンシード菌を増殖及ぴ保存する場合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

22.32'培地

22,32.1原液の製造に用いる培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

23 原液

23.1ニューカッスノレ病ウイルス原液

2.3.1.1 発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、3.3の試験を行う。

23.1ユウイノレスの培養

プロダクションシードゥイルスを 23.1.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液のろ液
又は・遠心上清をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.4.1.1 の試験を行う。

23'13 不活化

ウィルス浮遊液を適当と認められた方法により不活化し、不活化ウィルス浮遊液とする。
不活化ウイノレス浮遊液について、 3.6.1及びぎ62.1の試験を行う。

23.1.4 アジュバントの添加

不活化ウィルス浮遊液又はこれを適当と認められた方法でホルマリンを中和したものに遭当と認

められたアルミニウムゲルアジュバントを添加し、原液とする。ただし、最終ノ勺レクの調製時にア
ジュバントを添加してもよい。

原液について、 3.8の試験を行う。

23ユ鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株原液

23.2」発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、3,3の試験を行う。

23.22 ウイノレスの培養

各株のプロダクションシードゥイルスをそれぞれ 23,2.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた
尿膜腔液のろ液又は遠心上清を各株のウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.4.12の試験を行う。

23.23 不活化

各株の.ウィルス浮遊液を適当と認められた方法により不活化し、各株の不活化ウィルス浮遊液と
,、る。

不活化ウイノレス浮遊液について、 3.6.1及び3.6.22の試験を行う。
232.4 アジュバントの添加

各株ごとの不活化ウィルス浮遊液又はこれを適当と認められた方法でホルマリンを中和した、の

に適当と認められたアルミニウムゲルアジュバントを添加し、各株の原液とする。ただし、最終バ
ルクの調製時にアジュバントを添加してもよい。

原液について、 3.8の試験を行う。

23.3 へモフィルス・、パラガリナノレムの各型菌原液

23.3.1 1音養

プロダクションシード菌を製造用培地で培養したものを更に製造用培地に接種し、培養したもの
を培養菌液とする。
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培養菌液について、 3.5の試験を行う。

2332 不活イヒ

培養菌液又はこれを適当と認められた界面活性剤で処理した後、遠心して得た菌をりン酸緩衝食

塩液に浮遊させたものにホルマリン又は適当と認められた不活化剤を添加し、不活化したものを不
活化菌液とする。

不活化菌液について、3.7の試験を行う。

2.3.3.3 アジュバントの添加

不活化菌液又はこれを適当と認められた方法でホルマリンを中和したものに適当と認められたア

ノレミニウムゲルアジュバントを添加し、原液とする。ただし、最終ノ勺レクの調製時にアジュバント
を添加してもよい。

原液について、3.8の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

ニューカッスノレ病ウイノレス原液、鶏伝染性気管支炎ウイルス各株の原液、ヘモフィノレス・パラ.ガ

リナルムA型菌原液及びへモフィノレス・パラガリナルムC型菌原液を混合し、濃度調整したものを

最終ノ勺レクとする。この場合、適当と認められた保存剤を添加してもよい。

2.5 小分製品

最終バノレクを小分容器に分注し、小分製品と,、る。

小分製品について、 3'9の試験を行う。

3試験法

3.1 製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同jき試験

シ」ドロット規格の 1.4ユ3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.12 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、適合しなけれぱならない。
3.1.13 マ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。
3.1.1.4外来陛ウイルス否定試験

3.1.1.4.1'共通ウイノレス否IE試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1、2.1及ぴ22を準用して試験するとき、適合しなけれ

ぱならない。

3.1.1,42 特定ウイノレス否スE試験

3.1,1.42.1 特定ウイルス否定一'受試験

鶏脳脊髄炎ウィルスについて、一般試験法の外来性ウイノレス否定試験法の 1.1及び3.12 を準用して

試験するとき、適合しなけれぱならない。ただし、鶏脳脊髄炎ウィルスについて 3'1,1;422 に規定する
、

試験を実施する製剤については、本試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.422 個呂1」ウイノレス否IE試験

鶏白血病ウイルス、細網内皮症ウイルス及て鴫脳脊髄炎ウイルスについて,、ー"ま試験法の外来性ウイ

ルス否定試験法の 1.1、 32'1、322及ぴ32.10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、鶏脳脊髄炎ウイノレスについて3.1.1.42.1に規定する試験を実施する製剤にっいては、一般試験法

の外来性ウイノレス否定試験法の3.2.10の試験を実施しなくて、よい。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1.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。

3.1.22マイコプラズマ否定試験



一般試験法のマイ=プラズマ否定試験法を推用して試験するとぎ適合しなければならない。
3.13 プロダクションシードウィノレスの試験

3.13.1 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。
3.132マ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
3.1.4マスターシード菌の試験

3.1.4.1 同1き試験

シードロツト規格の 1.4.2.4.1.1を準用して試験ずるとき、適合しなければならない。
3.1.42夾雑菌否定試験

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。
3.1.57ーキ.ングシード菌の試験

3,1.5.1 夾雑菌否スE試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.1.6 プロダクションシード菌の試験

3.1.6.1 夾雑菌否定試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
32発育鶏卵の試験

32.1騨卵性状試験

シードロツト規格の32,1を準用して試験する'とき、適合しなければならない。
33個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、とれにっいて次の試験を行う。
33.1 培養観察

対照発育鶏卵をウィルスを接種することなくウィルスの培養と同じ条件で培養し観察するとき、
鶏脛に異常を認めてはならない。

332鶏赤血球凝集試験

3.3.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、 0.5V01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、 60分間静置し、
観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.4 ウイルス浮遊液の試験

3.4.1 ウイノレス含有量試験

3.4.1.1 ニューカッスル病ウイノレス

3,4.1.1.1 試験材料

3.4.1.1.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.4.1.1.12 発育鶏卵

'

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。
3.4.1.12 試験方法

試料 0.1mL ずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養し、観
察する。試験最終日に尿膜腔液を採取じ、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.4.1.13 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ,を算出する。ただし、24時問以内に
死亡したものは、除外する。

検体のウィルス含有量は、 1皿L中 1げ乍Φ'。以上でなければならない。
3.4.12鶏伝染性気管支炎ウイルス

3.4.12」試験材料



3.4.12.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.4.12.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1,1に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.4.122 試験方法

試料0.1mLずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで7~8旧聞培養し、
観察する。試験最終日に鶏1丕の変化を観察する。

3.4.12.3 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、EΦ帥を算出する。

ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、 1.血中 10"乍Φ'。以上でなければならない。
3.5培養菌液の試験

3.5.1夾雑菌否定試験

」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。

3.5.2 生菌数試験

3'72の総菌数試験を実施するものについては、本試験を行わなくてもよい。

3.5.2.1 試験材料

3.52.1.1 試料

検体を普通ブイヨンで10倍階段希釈L、各段階の希釈液を試料とする。

3.52,12 培地

鶏血清加寒天培地(付記1)を用いる。

3.522試験方法

各試料 ojnlL 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、37゜C、 5 V01%

炭酸ガス下で48時間培養しだ後、集落数を数える。

3.5.2.3 判定

各段階の希釈ごとの集落数から、生菌数を算出する。

検体の生菌数は、 1 m工中 10'個以上でなけれぱならない。

3.6不活化ウイルス浮遊液の試験

3.6.1 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。
3.62不活化試験

3.62.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

3.62.1.1 試験材料

3.6.2.1.1.1,注射材料

検体を注射材料とする。

3.62.1.12 発育鶏gN

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。
3.6.2.12 試験方法

注射材料0.1瑚上ずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで5日間培養した後、尿
膜腔液を採取し、更に1代継代し、3ケ゜Cで5日間培養し、観察する。

試験最終日に、尿膜腔液を採取し、 0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用し.、て赤血球凝集試験を行う。
3.62.1.3 判定

鶏脛は、正常に発育しなけれぱならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。
3.62.2鶏伝染性気管支炎ウイルス

3.6.2.2,1 試験材料



3.6.22.1.1 注射材料

検体を注射材料とする。

3.622.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9.~ 10日齢のものを用いる。
3.62ユ.2試験方法

注射材料0.1mLずつを 10個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、3フャで5日間培養した後、尿
膜腔液を採取し、更に1代継代し、37でで5日間培養し、観察する。

3.62ユ3 判定

鶏脛は、、正常に発育しなければならない。

3.7不活化菌液の試験

3,フ.1 不活化試験

3.フ.1.1 試験材料

3.フ.1.1.1 接種材料

検体を接種材料とする。

3.フ.1.1.2 培地

製造用培地又は適当と認められた培地を用いる6

3.フ.1ユ試験方法

接種材料 0.1m工ずつを2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、3フヤ、'ち V01%炭酸ガ

ス下で48時間培養した後、集落の有無を観察する。

3.フ.1.3 判定

接種材料を接種Lた全ての培地上にへモフィノレス・パラガリナルムA型菌又はへモフィルス・パ

ラガリナルムC型菌の集落を認めてはならない。

3.72総菌数試験

3.52の生菌数試験を実施するものについては、本試験を行わなくてもよい。

3.フ.2.1 試験材料

3.72.1.1 試料

検体又は検体をりン酸緩衝食塩液で適度に希釈したものを試料と中る。
3.72.2 試験方法

試料の吸光度を、分光光度計で測定する。

3,723 判定

標準検量線、吸光度の測定値及び検体の希釈度から、総菌数を算出する。

検体の総菌数は、 1mL中8×10'個以上でなければならない。

3.8原液の試験

'3.8.1 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、'適合しなけれぱなら'ない。

3.9小分製品の試験

3.9,1 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均質な懸濁液でなけれぱ

ならず、異物及ぴ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。

3.92PH測定試験

一般試験法の PH 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

3.93 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、適合しなけれぱならない。



3.9.4 チメロサール定量試験

チメロサール添加製剤については、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、
適合しなけれぱならない。

39.5 ホノレマリン定量試験

ホノ.レマリン添加製剤については、一般試験法のホルマリン定量法を準用して試験するとき、;ホル
マリンの含有量は、0.2V01%以下でなければならない。ただし、ホルマリンを適当と認められた方
法で中和した製剤については、本試験を行わなくてもよい。

3.9.6 アノレミニウ、ム定量試験

一般試験法のアルミニウ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、 1mL中
2,omg以下でなければならない。

3.9.7 安全試験

3.9.フ.1 試験材料

3.9.フ.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.9.フ.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。
3,9,72 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に注射し、対照群と共に3週間観察し、試験最終日に
注射部位を剖検する。

39.73 判定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検したとき、注射
部位に著しい異常を認めてはならない。

3.9.8 力価試験

39,8,1 ニューカ,ツスル病力価試験

3.9.8.1.1 試験材料

3.9.8.1.1.1 試験動物

3.9.7の試験に用いた動物を用いる。

3.9.8.1.1ユ赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球擬集抗原」を用いる。
3.9.8.12 試験方法

3.9.7 の試験最終日に、・試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、ニニーカッスル
病ウイルス赤血球凝集抑制試験を行う。

3.9.8.13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において
「H1抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が、田抗体価10倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群では、全て印
抗体価5倍未満でなければならない。

3.9.82鶏伝染性気管支炎力価試験

39.82.1・試験材料

3'9.82.1.1 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。
3.9.82.12 中和試験用ウイノレス

それぞれの製造用株を用いる'ただし、そのウィルス量は、生ワクチン製造用材料の規格 1.1に

適合した9~ 10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、ウィルス価を測定するとき、 1 乢中



1ぴ'乍Φ'0以上でなければならない。
39念2.13 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。
3.9.8ユ2 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に2週間隔で2回注射する。 2回目注射後2週目に試

験群及ぴ対照群から得られた血清について、ウィルス希釈法により中和試験を行う。血清は、それ
ぞれ等量を各群ごとにプールし、非働化する。

それぞれの中和試験用ウィルスをりン酸緩衝食塩液で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を3群
に分け、第1群には試験群のプール血清を、第2群には対照群のプール血清を、第3群にはウィル
ス対照としてりン酸緩衝食塩液を、それぞれ等量加えて混合する。'これらの混合液を4でで18~24

時間又は 37゜Cで 60分間処理する。処理した試料 0.1mLずっを6個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に
注射し、37てで7~8日間培養し、観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.9.823 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、 EΦ帥を求め、中
和指数を算出する。ただし、'24時間以内に死亡したも'のは、除外する。

試験群のそれぞれの株に対する中和指数は、対照群に対し2.0以上でなけれぱならない。との場
合、対照群の中和指数は、ウィルス対照に対し1.0以下でなければならない。

39.83 鶏伝染性コリーザ(A ・ C型)力価試験

3.9.83.1 試験材料

3.9.83.1.1 試験動物

39.7の試験に用いた動物を用いる。

3.9.83.12 赤血球凝集抗原

「鶏伝染性コリーザ(A型)診断用赤血球凝集抗原」及ぴ鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集
抗原(付記2)を用いる。

3.9,832 試験方法

3.9.7 の試験最終ヨに試験群及び対照群から得られた各個体の血清にういて、鶏伝染性コリーザ

(A型)赤血球凝集抑制試験及ぴ鶏伝染性凱リーザ(C型)赤血球凝集抑制試験を行う。
3.9.83.3 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数をⅢ抗体価とする。印抗体価5倍以上を陽性と
する。

J

それぞれの赤血球凝集抑制試験に船いて,試験群の 70 %以上が陽性でなければならない。この
場合、対照群では、全て陰性でなければならない。

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は、その期間とする。

付記1 鶏血清加寒天培地

1,ooo mL 中
ペプトン

塩化ナトリウム

寒天 15

鶏肉水 残

PHを7.0~フ.4 に鯛整し、 121゜Cで 15分間高圧滅菌する。

約50でに冷却した後、鶏の非働化血清を3~5V01%となるように加える。
なお、適当と認められたV因子を加えてもよい。

g
且
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付記2 鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集抗原

ヘモフィルス・パラガリナノレムC型菌を適当な方法で処理し、 1V01%固定鶏赤血球を用い

て反応を行うとき、赤血球凝集価が80倍以上のもの。



ワクチン(シードロット製郵D の部のニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性

=リーザ(A ・ C型)混合(油性アジュバント加)不活化ワクチン(シード)の項の次に次の

ように加える。

ニューカッスル病・'鶏伝染性気管支炎・鷄伝染性コリ

ザ、(A ・ C型)・マイコプラズマ・ガリセプチカム感染

症混合(油性アジュバントカロ)不活化ワクチン(シー

ド)

1定義

シードロット規格に適合したニューカッスル病ウイルス及び鶏伝染性気管支炎ウイルスを同規格

に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウイルス液並びに同規格に適合したへモフィルス,,パラガリ

ナルム(A型及びC型菌)及ぴヤイコプラズマ・ガリセプチカムの培養菌液をそれぞれ不活化した

ものを混合し、油性アジュバ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 ニューカッスノレ病ウイルス

2.1.1.1 名称

ニューカッスル病ウイルス石井株又はこれと同等と認められた株

2.1.12 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、増殖L その尿膜腔液には、鶏赤血球疑集性を認

める。

2.1.13 マスターシー,ドウイルス

2.1」3.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF動物規格の1」に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ

り作製し、,保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又1*製造記号を付L、凍結して一70゜C以下又

は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3,1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない6 マスターシードウイルスから

小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.1.47ーキングシードウイルス

2.1.1.4.1 増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、3.12の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイルス

2,1.1.5,1 増殖及ぴ保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロ・ダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下

で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

2.12鶏伝染性気管支炎ウイノレス



2.1.2.1 名称

鶏伝染性気管支炎ウィルス滋賀株又は製造に適当と認められた株
2.122 性状

10日齢の発育鶏卵の尿膜腔内に注射すると、鶏屡に特徴的な病変を伴って増殖する。
2」23 マスターシードウイノレス

2'1.23.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、SPF動物規格の1.Uこ適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程によ
り作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又
は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。ヤスターシードウィノレスから
小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.12.47ーキングシードウイノレス

2.12.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。
ワーキングシードゥイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。
ワーキングシードウィ'ルスについて、3.1ユの試験を行う。

2.1.2.5 プロダクションシードウイルス

2.12.5.1 増^飯ぴ保存

プロダクションシードゥイルスは、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。
プ戸ダクシヨンシードゥイルスを保存する揚合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下

で保存する。

プロダクションシードウィノレスを保存する場合は、3.13の試験を行う。
2.13 へモフィノレス・パラガリナルムA型菌
2.1.3.1 洛称

ヘモフィルス・パラガリナルムA型菌N0221株又はこれと同等と認められた株
2.1.32 性状

鶏及び発育鶏卵に対して病原性を示す。鶏赤血球を凝集する。
2.133 マスターシード菌

2.13.3.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスタヤシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続した工程により作製
し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシード菌は、特定の製造番号ヌは製造記号を付し、凍結して一70゜C以下又は凍結
乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、3」.4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代以内でなけれぱならない。

2,13.47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、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシード菌は、掬佶して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存tる。
ワー.キングシード菌について、3.L5の試験を行う。

2.13.5 プロダクションシード菌

2.13.5.1 増互哉び保存

゛
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プロダクションシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシード菌を保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存
司、る。

プロダクションシード菌を保存する場合は、3.1.6の試験を行う。

2,1.4へモフィノレス・パラガリナノレムC型菌

2.1.4」畠称

ヘモフィルス・パラガリナルムC型菌弘株又はこれと同等と認められた株

2.1.42 性状

鶏及び発育鶏卵に対して病原性を示す。

2'1'43 マスターシード菌

2.1.43.1作製、保存及ぴ小分製品までの最高継代数

マスターシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させ、連続Lた工程により作製

し、'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、凍結して一70゜C以下又は凍結

乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシード菌についてゞ3.1.4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。

2.1.4.47ーキングシード菌

2.1.4.4.1増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖及び継代する。

ワーキングシード菌は、索結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシード菌について、3.1.5 の試験を行う。

2.1.4.5 プロダクションシード菌
、、

2.1.4.5.1 増殖及てド保存

プロダクションシード菌は、SPF動物規格の1.1に適合した発育鶏卵で増殖させる。

プロダクションシード菌を保存する場合は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C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、3.1.6の試験を行う。

2.1.5 マイ=プラズマ・ガリセプチカム

2」.5.1 名称

マイコプラズマ・ガリセプチカム照株又はとれと同等と認められた株

2.1.5.2 性状

鶏に対して病原性を示す。

2,1.53 マスターシード菌

2.1.53.1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、適当と認められた培地で増殖させ、連続した工程にょり作製し、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、凍結して一70゜C以下又は凍結
乾燥Uて5゜C以下で保存する。

マスターシード菌について、3.1.4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。

2.1.5.47ーキングシード菌

2.1.5.4.1 増殖、継代及て線存

ノ

、



ワーキングシード菌は、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、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシード菌にういて、3.1.5の試験を行う。

2.1.5.5 プロダクションシード菌

2.1.5.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションシード菌は、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、凍結して一70゜C以下又は凍結¥乞燥して5゜C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、3.1.6の試験を行う。

22製造用材料

22.1 ニューカッスノレ病ウイノレス

22.1.1 発育鶏卵

22,1.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイノレス及びプロダクションシードウイノレスの

増殖、継代及び保存に用いる発育鶏卵、、
一ノ

SPF動物規格の1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵

並ぴにプロダクションシードウイルスを増殖及び保存する場合の発育鶏卵について、32 の試験を行う。

22.1.12原液の製造に用いる発育鶏卵

9~ 11日齢のものを用いる。

222鶏伝染性気管支炎ウイルス

222.1 発育鶏卵

22.2.1.1 マスターシードウイノレス、ワーキングシードウイ.ノレス及びプロダクションシ「ドウイノレスの

増殖、継代及ぴ保存に用いる発育鶏卵

SPF,勵物規格の 1.1に適合した9'~ H 日齢のものを用いる。

マスターシードウイルス及びワーキングシードウイルスを増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵

並びにプ目ダクションシードウイルスを増殖及ぴ保存する場合の発育鶏卵にっいて、32 の試験を行う。
ノ

222,12原液の製造に用いる発育鶏卵

9~Ⅱ日齢のものを用いる。

223へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌

223.1 発育鶏卵

223.1.1 マスターシード菌、ワーキングシード菌及びプロダクシヨンシード菌の増殖、継代及び保存
に用いる発育鶏卵

SPF動物規格の 1.1に適合した5~7日齢の、のを用いる。

マスターシード菌及びワーキングシード菌を増殖、継代及び保存する場合の発育鶏卵並びにプロダ

クションシード菌を増殖及てN呆存する揚合の発育鶏卵について、32の試験を行う。

22,3ユ培地

2232.1原液の製造に用いる培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

22.4 マイコプラズマ・ガリセプチカム

22.4.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

23 原液

23.1ニューカッスノレ病ウイノレス原液

23.1.1 発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。



個体別発育鶏卵について、3.3の試験を行う。

2.3.12 ウイノレスの培養、

プロダクションシードウィルスを 23.1.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液及び鶏

庭乳剤の遠心上清を適当と認められた方法で濃縮したものをウィルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、 3.4.1.1 の試験を行う。

2.3、13 不活化

ウイルス浮遊液にホルマリンを加えて不活化し、原液とする。

原液について、 3.6.1及び3.62.1 の試験を行う。

2.32鶏伝染性気管支炎ウイルス原液

232.1発育鶏卵の培養

1回に処理する発育鶏卵を個体別発育鶏卵とみなす。

個体別発育鶏卵について、33の試験を行う。

2322 ウイノレスの培養

プロダクションシードウィルスを 232.1 の発育鶏卵で培養し、感染増殖させた尿膜腔液及び鶏
脛乳剤の遠心上清を適当と認められた方法で濃縮したものをウイルス浮遊液どする。

ウイノレス浮遊液について、 3.4.12の試験を行う6

23.23 不活化

ウイルス浮遊液にホルマリンを加えて不活化し、原液とする。

原液について、'3.6.1及び3.6.22 の試験を行う。

23.3 へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌原液

233.け音養

プロダクションシード菌を製造用培地で培養したものを更に製造用培地に接種し、培養したもの
を培養菌液とする。

培養菌液について、 3.5.1及び3.52.1の試験を行う。

23.32 不活イヒ

培養菌液を遠心して得た菌をり.ン酸緩衝食塩液に浮遊させたものにチメロサールを加えて不活化
し、原液とする。

原液について、 3.6.1及ぴ3.623 の試験を行う。

23.4マイコプラズマ・ガリセプチカム原液

23.4.11音養

プロダクションシード菌を製造用培地で培養したものを更に製造用培地に接種・継代し、培養し
た、のを培養菌液とする。

培養菌液について、 3.5.1及び3.522の試験を行う。

23.4.2 不活化

培養菌液を遠心して得た菌をりン酸緩衝食塩液に浮遊させたものにチメ戸サールを加えて不活化
し、原液と司、る。

原液について、 3.6」及び3.62.4の試験を行う。

2.4最終ノ勺レク

ニューカッスル病ウイルス原液、鶏伝染性気管支炎ウィルス原液、ヘモフィノレス.パラガリナノレ

ムA型菌原液、ヘモフィルス・パラガリナノレムC型菌原液及びマイコプラズマ.ガリセプチカム原

液をそれぞれ濃度調整して混合し、適当と認められた油性アジュバント及び保存剤を添加し、最終
ノ勺レクとする。

2.5 小分製品

最終バルクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.7の試験を行う。



3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同jき試験

シードロツトま見格の 1.423.1'1 を準用'して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.12 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、適合しなけれぱならない。
3」.13 マ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。
3.1.1.4 外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイルス否IE試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1、2.1及び2ユを準用して試験ずるとき、適合しなけれ
ばならない。 J

3.1.1.4ユ特定ウイノレス否IE試験

3.1.1.4.2.1 特定ウイノレス否定一'受試験

鶏脳脊髄炎ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の 1.1及ぴ3.12 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、鶏脳脊髄炎ウィノレスにっいて 3.1.1.42ユに規定する
試験を実施する製剤については、本試験を実施しなくてもよい。

3.1.1.422 個別ウイノレス否IE試験

鶏白血病ウィルス、細網内皮症ウィルス及ひ鶏脳脊髄炎ウィルスにっいて、.一般試験法の外来性ウィ

ノレス否IE試験法の 1」、 3,、2.1、 322及ぴ32,10を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。た
だし、鶏脳脊髄炎ウィルスについて3.1.1.42.1に規定する試験を実施する製斉Ⅲこっいては、一般試験法
の外来性ウィルス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3,127ーキングシードウイノレスの試験

3.1.2.1 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、適合しなけれぱならない。
3.12ユマ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。
3.13 プロダクションシードウイルスの試験

3.13.1 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。
3.13.2 マイ=プラズマ否定試験

一般試験法のマイロプラズマ否定試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぼならない。
3,1.4マヌターシード菌の試験

3.1.4.1 同IE試験

シードロツト規格の 1.42.4」.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3.1.42 夾雑菌否IE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。
3.1.57ーキングシード菌の試験

3.1.5」夾雑菌否スE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。
3.1.6 プロダクションシード菌の試験

3」.6.1 夾雑菌否IE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ユ発育鶏卵の試験

、



3.2.1 赫卵性状試験

シードロット規格の32.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3.3・個体別発育鶏卵の試験

個体別発育鶏卵の1%以上又は 30 個以上を対照発育鶏卵とし、これにういて炊の試験を行況
3.3,1 培養観察

対照発育鶏卵を、ウィルスを接種することなく、ウィルスの培養と同じ条件で培養し、観察する
とき、鶏脛に異常を認めてはならない。

332鶏赤血球凝集試験

33.1 の試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5ν01 %鶏赤血球浮遊液を等量加え、60分間静置し'

観察するとき、赤血球凝集を認めてはならない。

3.4 ウイルス浮遊液の試験

3,4.1 ウイルス含有量試験

3.4.1.1 ニュ'ーカッスル病ウイノレス

3.4.1.1.1 試験材料

3.4.1」.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.4.1.1.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~H 日齢のものを用いる。
3.4.1」2 試験方法

試料 0.1mL ずつをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37 でで5日間培養し、観
察する。試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.4.1.1.3 判定

尿膜腔液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 EΦ舶を算出する。ただし、24時間以内に

死亡したものは、.除外する。

検体のヴイノレス含有量は、 1mL中 10"乍Φ,以上でな.ければならない。

3.4.12鶏伝染性気管支炎ウイルス

3,4.1ユ.1 試験材料

3.4.12.1.1 試料

検体をりン酸緩衝食塩液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
3.4.12」2 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9'~ 10.日齢のものを用いる。
3.4.122 試験方法

試料 0.・1mL ずっをそれぞれ5個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、3ケ゜Cで7日間培養し、観
察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察する。

3.4.123 判定

鶏脛に死亡又は変性(発育不全、カーリング)を認めたものを感染とみなし、 EΦ,を算出する。
ただし、24時間以内に死亡したものは、除外する。

検体のウイルス含有量は、 1ml.中 10閲EΦ即以上でなけれぱならな.い。
3.5'培養菌液の試験

3.5.1'夾雑菌否定試験

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。
3.52 生菌数試験

3.52.1へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌

3,52.1.1 試験材料

3.52.1.1.1 試料



検体を普通ブイヨンで10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.52,1.1ユ培地

試験用培地 q寸記1)を用いる。

3.52.1.2 試験方法

各試料 0.1mL 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、37゜C、 5 V01%

炭酸ガス下で48時間培養した後、集落数を数える。

3.5.2.13 亊」定

各段階の希釈液ビとの集落数から、生菌数を算出する。

検体の生菌数は、,1 m工中I× 10゜個以上でなければならない。

3.522 マイロプラズマ・ガリセプチカム

3.522.1試験材料

3.522.1.1 試料

検体を適当と認められた希釈液で1.0倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.5.2.2.12 培地

適当と認められた寒天培地を用いる。

3.5222試験方法

各試料 0.11'ずつをそれぞれ2枚以上のシャーレに接種した後、培地を加えて混釈培養し、37

゜C、 5V01%炭酸ガス下で14日聞培養した後、集落数を数える。

3.5223 判定

各段階の希釈液ごとの集落数から、生菌数を算出する。

検体の生菌数は、 1訂正中I× 10、個以上でなければならない。

3.6 原液の試験

3.6.1 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。

3.62不活化試験

3.6.2.1 ニューカッスノレ病ウイ・ノレス

3.62.1.1 試験材料

3.62.1.1」注射材料

検体を注射材料とする。

3.62.1.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~Ⅱ日齢のものを用いる。

3.62.1.2 試験方法

注射材料0.1丘止ずつを 10個の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37゜Cで5日間培養した後、尿膜腔

液を採取し、更に1代継代し、37゜Cで5日間培養し、観察する。

試験最終日に尿膜腔液を採取し、0.5V01%鶏赤血球浮遊液を用いて赤血球凝集試験を行う。

3.6.2.13 半」定

鶏脛は、正常に発育しなけれぱならず、尿膜腔液に赤血球凝集を認めてはならない。

3.622鶏伝染性気管支炎ウイルスの各株

3.622.1 試験材料

3.622.1.1 注射材料

検体を注射材料とtる。

3.622.12 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した9~10日齢のものを用いる。

3.6222試験方法

注射材料0.1皿Lずつを 10個の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、37でで5日間培養した後、尿膜腔



液を採取し、.更に1代継代し、37 でで5日間培養し、観察する。試験最終日に鶏脛の変化を観察
,、る。

3.622.3 羽」定

鶏脛は、正常に発育しなけれぱならない。

3.6.23 へモフィノレス・パラガリナノレムの各型菌

3.62.3.1 試験材料

3.62.3.1.1 接種材料

検体を接種材料とする。

3.623,12 培地

試験用培地を用いる。 ノ

3.6232 試験方法

接種材料 0.1址ずつを2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、37゜C、 5V01%炭酸ガ

ス下で紹時間培養した後、集落の有無を観察する。

3.62.3.3 判定

接種材料を接種した全ての培地上にへモフィルス・パラガリナノレムA型菌又はへモフィノレス.パ

ラガリナルムC型菌の集落を認めてはならない。

3.62.4 マイコプラズマ・ガリセプチカム

3.62.4.1 試験材料

3.62,4.1.1 接種材料

検体を接種材料とする。 .、

3.62.4.12 培地

適当と認められた寒天平板培地を用いる。

3'62.42 試験方法

接種材料 0.1mL ずつを2枚以上の培地に接種して培地表面に拡散させ、37゜C、,5V01%炭酸ガ
ス下で 10日間培養する。

3.62.4.3 判定

接種材料を接種した全ての培地上にマイ・コプラズマ・ガリセプチカムの集落を認めてはならない。
3.7小分製品の試験

3.フ.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均質な懸濁液でなければ

ならず、異物及ぴ異臭を認めてはならない。小分容器ビとの性状は、均一でなければならない。
3.72 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。
373 チメロサーノレ定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料どし、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、適合しなけれぱならない。

3.フ.4 ホノレマリン定量試験

適当と認められた方法で試験品を処理したものを試料とし、一般試験法のホルマリン定量法を準
用して試験するとき、ホルマリンの含有量は、0.06V01%以下でなけれぱならない。

3.フ.5 安全試験

3.フ.5.1 試験材料

3.フ.5.1.1 注射材料

試験晶を注射材料とする。

3.フ.5.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の30~35日齢の鶏を用いる。

L

ノ



3.フ.52 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の筋肉内に注射し、対照群と共に5週問観察し、試験最終日に注射
部位を剖検する。

3.フ.53 判定

観察期間中、試験群及び対照群に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検したとき、注射
部位に薯しい異常を認めてはならない。

3.フ.6 力価試験

3.フ.6.1 ニューカッスル病力価試験

3.フ.6.1.1 試験材料

3.フ.6'1.1,1 試験動物

3.フ,5 の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.6.1.1.2 赤血球凝集抗原

「ニューカッスノレ病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。
3.フ.6.12 試験方法

3.フ.5 の試験最終日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、ニューカッスル病
ウイルス赤血球凝集抑制試験を行う。

3.フ.6.1;3 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において
「豊抗体価」という。)とする。

試験群の 80 %以上が、1Ⅱ抗体価 160 倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群は、全て
凱抗体価5倍以下でなけれぱならない。

3.フ.6.2鶏伝染性気管支炎力価試験

3.フ.6ユ.1 試験材料

3.フ.62.1.1 就験動物

3,フ.5の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.62.12 中和試験用ウイノレス

適当と認め.られた株を用いる。

3.フ.62.1.3 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格22.1に適合した鶏腎初代細胞を用いる。
3.フ.62ユ試験方法

3.フ.5 の試験最終日に、試験群及ぴ対照群から得られた各個体の血清にっいて、血清希釈法によ
り中和試験を行う。各群ごとに血清をそれぞれ等量プールし、非働化.する。

血清を細胞増殖用培養液・q寸記2)で 20 倍に希釈した後、更に5倍階段希釈し、各段階の希釈

液に 0.4m工中 20OPFU となるように濃度を調整した中和試験用ウィルス液を等量混合し、 4でで

18~24時間又は37゜Cで60分間処理する。処理した液0.4mLずっをそれぞれ4枚以上の鶏腎初代
細胞を培養したシャーレに接種し、37゜Cで60分間吸着させ第1次重層寒天培地(付記3)を重層
し、 2日後更に第2次重層寒天培地(付記4)を重層し、24 ~48時間培養し、プラックの出現を
観察する。

3.フ.623 半1」定

各希釈系列のプラック平均数から50 %プラック減少を示す血清希釈倍数を求め、中和抗体価を
算出する。

試験群の中和抗体価は、100 倍以上でなければならない。この場合、対照群の中和抗体価は、20
倍以下でなけれぱならない。

3.フ.63 鶏伝染性コリーザ(A・C型)力価試験



3.フ.6.3.1 試験材料

3.フ.63.1.1 試験動物

3.フ.5 の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.63.12赤血球凝集抗原

「鶏伝染性コリーザ(A型)診断用赤血球凝集抗原」及び鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集
抗原(付記5)を用いる。

.

3.フ.63ユ試験方法

3,フ.5 の試験最終日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にっいて、鶏伝染性コリーザ

(A型)赤血球凝集抑制試験及ぴ鶏伝染性コリーザ(C型)赤血球凝集抑制試験を行う。
3.フ.633 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を印抗体価とする。田抗体価5倍以上を陽性と
する。

それぞれの赤血球凝集抑制試験において、試験群の 70 %以上が陽性でなければならない。この

場合、対照群では、全て陰性でなければならない。

3.フ,6.4 マイコプラズマ・ガリセプチカムカ価試験

3.フ.6.4.1 試験材料

3.フ.6.4.1.1 試験動物

3.フ.5 の試験に用いた動物を用いる。

3.フ.6.4.12 赤血球菱集抗原

マイニプラズマ・ガリセプチカム赤血球疑集抗原(付記田を用いる。

3.フ.6.42 試験方法

3.フ.5 の注射後4週間目に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にういて.、マイコプラズ

マ・ガリセプチカム赤血球凝集抑制試験を行う。

血清をりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈血清25μL に等量の4単位のマイコプラ父

マ・ガリセプチカム赤血球凝集抗原を加えて混合し、15 ~20分間処理した後、025V01%の鶏赤血

球浮遊液を50μLずつ加えて振とう混合し、 4でで1夜処理した後、赤血球凝集の有無を観察す
る。

3.フ.6.43 半1」定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数をⅢ抗体価とする。

試験群の印抗体価の幾何平均値は、37倍を超えなければならない。この揚合、対照群では、1Ⅱ
抗体価4倍未満でなければならない。

4貯法及ぴ有効期間

有効期間は、.2年間とずる。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。
5 その他

5.1添付文書等記載事項

1 肉用鶏には使用しない冒

2 採卵鶏又は種鶏を廃鶏として食鳥処理場ヘ出荷する前の所定の期間は使用しない旨

13

5g

5g

15 呂

残量

付記1 試験用培地

1,ooo mL 中
ペプトン

塩化ナトリウム

イーストエキストラクト

寒天

鶏肉水



PHを7.0~フ.4 に調整し、 121゜Cで 15分間高圧滅菌する。
約50゜Cに冷却した後、鶏の非働化血清を3~5V01%になるように加える。

な船、適当と認められたV因子を加えてもよい。

付記2

ノ

細胞増殖用培養液

1,ooo mL 中
トリプトース・ホスフェイト・ブロス

牛血清

イーグノレ入正M

炭酸水素ナトリウムでP亘を6.8~72に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい6

付記3 第1次重層寒天培地

1,ooo mL 中

酵母エキス

ラクトアルブミン

牛血清アルブミン

牛血清

寒天

アーノレ液

炭酸水素ナトリウムでPHを6.8~72に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

i

付記4 第2歌重層寒天培地

1,000 杠1工'中

酵母エキス

ラク'トアノレブミン

ニュートラルレッド

寒天

アーノレ液

炭酸水素ナトリウムでPHを6.8トフユに調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

295

50

残

g

付記5 鶏伝染性コリーザ,(C型)赤血球凝集抗原

ヘモフィルス・パラガリナルムC型菌を適当な方法で処理し、

て反応を行うとき、赤血球凝集価が80倍以上のもの。

1.o g

5.o g

10.o g

20111L

9.0 底

残量

付記6 マイコプラズマ・ガリセプチカム赤血球凝集抗原

製造用株を培養し、ホルマリンを加えて不活化した菌液を遠心洗浄した後、再浮遊し、これ

にグリセリンを等量加え、-20゜C以下に保存したもの。

1,o g

5.o g

120 皿g

9.o g

残量

IV01%固定鶏赤血球を用い

m
L
 
量



ワクチン(シードロット製斉D の部の犬パノレボウィルス感染症生ワクチン(シード)の項の次に次
のように加える。

1定義

シードロツト規格に適合した狂犬病培養細胞馴化ウィルスを同規格に適合した株化細胞で増殖さ
せて得たウイルス液を精製し、不活化したワクチンである。

乞製法

2.1 製造用株

2.1.1 名称

狂犬病培養細胞馴化ウイルスR0皿株

2.1.2 性状

3日齢以内の乳のみマウスの脳内に注射すると、発病して死亡させるが、 3週齢以上のマウス、
体重約3008のモルモット、体重約 1.5地の兎及び1.5か月齢の犬の脳内に注射しても、ほとんど病
原性を示さない。

勤力LU細胞で、 CPEを伴って増殖する。

2.13 マ、スターシ・」ドウイノレス

2.13,1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウィルスは、1血止U細胞で増殖させ、連続した工程により作製L、保存用の容器
に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結乾燥して5゜C以
下で保存する。

マスターシードウイルスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイルス
から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.47ーキングシードウイノレス

2.1.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、1血ILU細胞で増殖及ぴ継代する。

ワーキングシードゥイノレスは、凍結乾燥して5゜C以下で保存.する。
ワーキングシードウイノレスについて、3.1.2 の試験を行う。

2.1.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.5.1 増殖、継代及ぴ保存

プロダクションシードウィルスは、1血LU細胞で増殖させる。

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する揚合は;凍結して一70゜C以下で保存する。
プロダクシヨンシードウィルスを保存する場合は、3.13の試験を行う。

22製造用材料

22.1培養細胞

Ih止U細胞を用いる。

222培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。
223 マスターセノレシード

22.3」作製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、2.22 の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器
に分注tる。

/

狂犬病組織培養不活化ワクチン(シード)



、

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一100゜C以下で
保存する。

マスターセノレシードについて、 3ユ.1の試験を行う。

マスターセノレシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

からプロダクションセルシードまでの最高継代数は、20 代以内でなければならない。浮遊培養を

使う場合は、細胞数の増加で集団ダブリングタイムの約3倍で継代1代とみなす。
22.47ーキングセノレシード

22.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングセルシードは、222の培養液で増殖及び継代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一 100゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、 3.22 の試験を行う。

2.2.5 プ戸ダクションセノレシード

2.2.5.1増殖、継代及び保存

プロダクションセルシードは、22ユの培養液で増殖させる。

プロダクシヨンセルシードを保存する場合は、凍結して一 100゜C以下で保存する。

プロダクションセルシードを保存する揚合は、323の試験を行う。
23 原液

23.1プロダクションセノレシードの培養

単層培養法の場合は1回に処理し培養した細胞を、また、浮遊培養法の揚合は最終ファーメンタ

一培養細胞を、それぞれ個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認めてはな

らない。

232 ウイノレスの培養

プロダクシヨンシードウイルスを培養細胞に接種し、32~34゜Cで培養し、 CPE又はGたん白産

生量の極期に採取した培養液の遠心上清又はろ液をウイルス浮遊液とする。

ウイノレス浮遊液について、33の試験を行う。

2.33 精製

ウィルス浮遊液をマクロゴール又は適当と認められた方法で精製濃縮し、精製ウイルス浮遊液と

する。浮遊培養法の場合は、23.4の不活化操作を行った後、精製する。

23.4 不活化

精製ウイルス浮遊液をβープロピオラクトン又は適当と認められた方法で不活化し、不活化ウイ
ルス液とする。

不活化ウイノレス液について、3.4の試験を行う。

23.5 原液の調整

不活化ウイルス液をりン酸緩衝食塩液で濃度調整し、原液とする。浮遊培養法の場合には、精製

ウィルス浮遊液に適当と認められた保存剤を加え、原液とし、最終バルクで濃度調整を行う。
原液について、 3.5の試験を行う。

2.4 最終ノ勺レク

原液を混合し、浮遊培養法の場合にはりン酸緩衝食塩液で濃度調整し、最終バルクとする。この

場合、適当と認められた保存剤を加えてもよい。

2.5 小分製品

最終ノしレクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.6の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1 マスタージードウイノレスの試験



3.1,1.1 同定試験

シードロット規格の 1.42.1」.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.12 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。
3.1.13 マ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、適合しなけれぱならない。

3.1.1.4 外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1,1、 2.1及び22 を準用して試験するとき、適合しな

けれぱならない。

3.1.1.42 特定ウイルス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイノレス否定」般試験

猫白血病ウイルス/猫肉腫ウイルス及びりンパ球性脈絡髄膜炎ウイルスにっいて、一般試験法の

外来性ウイルス否定試験法の 1.1 及ぴ 3.1.1 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.1.422 個呂「」ウイノレス否定試験

牛ウイルス性下痢一粘膜病ウィルス、犬パルボウイルス、猫汎白血球減少症ウイルス及び日本脳

炎ウィルスについて、動生剤基準の一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 1.1、32.5、32.6及

び3.2.9 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.127ーキングシードウイノレスの試験

3.12.1 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。

3.122マイニプラズマ否定試験

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、適合しなけれぱならない。

3.123効力及び免疫原性確認試験

3.123.1 モノレモットでの試験

3.12.3.1.1 試験材料

3.123.1.1.1 試料

新旧の検体をりン酸緩衝食塩液でそれぞれ溶解し、 1m工中のウイルス含有量を約1が'゜TCΦ50と

なるように濃度を調整する。それぞれにβープロピオラクトンを 0.0125V01 %になるように加えて、
4゜Cで48時間感作し、ウイルスを不活化したものを試料とする。

3.1.2.3.1.12 試験動物

体重約400Ξのモルモットを用いる。
3.123.1.13 攻撃ウイルス

狂犬病ウィルスCVS 株(付記1)を用いる。モルモット皎筋内注射法で、 02mL中 10LD即のウ

イルスを含むように、 2 WI%馬血清加生理食塩液を用いて濃度を調整し、攻撃ウィルスとする。
3.123.1.2 試験方法

新旧の試料を0,5mLずつ各試験動物 10匹の内股部皮下に注射し、試験群とする。10匹を無処置
対照群とする。注射後21日目に、 3群のそれぞれに攻撃ウィルスを02n止ずっ皎筋内注射し、'14
日間臨床観察する。

3.123.13 判定

発症しなかうたものを耐過とみなし、耐過率を算出する。

両試験群の耐過率は、いずれも 70 %以上でなければならない。この場合、対照群の耐過率は、
20%以下でなければならない。

3.1232 犬での試験

3.1ユ3ユ.1試験材料



3.123.2.1.1 試料

3.1.23.1.1.1 の試料を用いる。

3.1232.12 試験動物

狂犬病ウイルスに対する抗体陰性の約4か月齢の犬を用いる。

3.1.232.2 試験方法

新旧の試料ln正ずつを各試験動物3頭の皮下に注射し、 1か月後にそれぞれから採血し、中和

抗体価を狂犬病培養細胞馴化ウイルスRC・田株を用いて測定する。

3,1.23.23 亊」定

両試験群の中和抗体価は、それぞれ幾何平均値10倍以上でなければならない。

3.13'プロダクションシードウイノレスの試験

3.13.1 無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用しで試験するとき、適合しなければならない。

3.1.3.2 マ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、適合しなけれぱならない。

32株化細胞の試験

3.2.1マスターセルジードの試験

32.1.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.42.1.1を準用じて試験するとき、適合しなければならない。

3.2.1ユ起源動物種同定試験

シードロット規格の2.1.42.12 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.13 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、適合しなけれぱならない。

32.1.4 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=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。

32.1.5 外来性ウイノレス否定試験

32.1.5.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の 12、2.1及び22 を準用して試験するとき、適合しな

ければならない。

32.1.52 特定ウイルス否定試験

32,1,5,2.1 特定ウイノレス否定一般試験

猫白血病ウイルス/猫肉腫ウイルス及ぴりンパ球性脈絡髄膜炎ウ'イルスにっいて、一般試験法の

外来性ウイルス否定試験法の 1.2 及び 3.1.1 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.5.22 個別ウイノレス否定試験

牛ウイルス性下痢一粘膜病ウイルス、犬ノ勺レボウイルス、猫汎白血球減少症ウイルス、日本脳炎

ウイルス及ぴ狂犬病ウイルスについて、動生剤基準の一般試験法の外来性ウイルス否定試験法の

12、 32.5、 32.6及ぴ32.9 を準用して試験するとき、、適合しなければならない。

32.1.6核学的(染色体)性状試験

シードロット規格の2.1.42.1.6を準用して試験するとき、適合しなければならない。

32.1.7腫癌形成性/腫傷原性試験

シードロット規格の2.1.42.1.7 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3227ーキングセノレシードの試験

322.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.422.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

3,222無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用Lて試験するとき、適合しなけれぱならない。

、



3223マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=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。
323 プロダクションセノレシードの試験

323.1培養性状試験

シードロツト規格の2.1.42.3.1を準用して試験すると.き、適合しなけれぱならない。
3,232 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、適合しなけれぱならない。
3233 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマオ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。
3.3 ウイルス浮遊液の試験

33.1 ウイルス含有量試験

3.3.1.1 試験材料

33」.1.1 試料

検体を細胞増殖用培養液(付記2)で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。
33」.12 培養ネ剛包

鶏脛初代細胞を用いる。

33」2試験方法

試料 0.1mL ずっをそれぞれ4本(穴)以上の培養細胞に接種し、37゜Cで2日間静置培養する。
2日目に培養液をウィルス増殖用培養液1'(付記3)に交換し、32 でで8日間静置培養し、観察
する。ただし、96 穴マイクロプレートを用いる場合は、試料25μ Lずっを 10穴の培養細胞に接

種した後、ウィルス増殖用培養液2 (付記4)を02mLずっ加え、37゜Cで10日間培養し、観察司・
る。

3.3.13 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ帥を算出する。

検体のウィルス含有量は、単層培養法の場合には1'm工中 10"'TCΦ印以上であり、浮遊培養法の
場合にはl mL 中 1が'゜TCΦ即以上でなければならない。

3.4不活化ウイノレス液の試験

3.4.1 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。
3.42不活化試験

3.42.1試験材料
九

3.42.1」注射材料及び接種材料

検体を注射材料及び接種材料とする。

3.42.12試験動物及び培養細胞

3日齢以内の乳のみマウス及び鶏脛初代細胞を用いる。

ただし、鶏腫初代細胞は、培養瓶に 10mLずっ分注し、面積が約36C口fの単層となったものを用
いる。

3.422試験方法

注射材料0.02址ずつを試験動物10匹の脳内に注射し、14日間観察する。

接種材料2 mLずっを培養細胞4本以上に接種し、37でで60分間吸着させた後、接種材料を除
去し、ウィルス増殖用培養液1,を10mLずっ加え、37゜Cで10日間静置培養し、観察する。'

3.423 判定

試験動物に狂犬病ウィルスによる症状を認めず、培養細胞に CPE を認めない場合活性ウィル
ス陰性と判定する。

検体に活陛ウイルスを認めてはならない。

'鬼



3.5原液の試験

3.5.1 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。

3.52たん白窒素定量試験

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、たん白窒素の含有量は、 1血工中 100

μg以下でなけれぱならない。
3.53 力価試験

3.5.3.1 試験材料

検体、参照ワクチン(付記5)、抗体吸着プ.レート(付記田.及び酵素標識抗体(付記7)を用

いる。

3.5.32試験方法

検体6 皿L にりン酸水素ニナトリウム十二水和物 327.6m島りン酸二水素カリウム 38.6m邑を加
えて、よく振とう混和する。参照ワクチンは、動物医薬品検査所が指定した方法により溶解する。

とれらの検体及び参照ワクチンをそれぞれ30~60秒間超音波処理した後、約20OG.で5分間遠心

する。各遠心上清を、あらかじめ1 則V %牛血清アルブミン加りン酸緩衝食塩液で前処理した

450皿のメンプランフィルターでろ過し、そのろ液の4 m工についてゲルろ過(付記8)を行う。

第1画分のビークを含む8 m上を採取し、抗原希釈用液(付記9)を用いて原液(高用量)、 2倍

希釈液(中用量)及び4倍希釈液(低用量)を作製する。各抗原液のそ、れぞれ 100 μ L を抗体吸

着プレートの各2穴に加える。抗原希釈液を 100 μ工ずつ2穴に加えたものを陰性対照穴とする。

プレートを密閉し、37゜Cで60分間反応させる。洗浄液 q寸記10)で5回洗浄した後、酵素標識抗

体の 100 μ工"ずつを各穴に入れ、プレートを密閉し、遮光して 37゜Cで 90分間反応させる。洗浄
液で5回洗浄した後、基質・発色液(付記 ID の 100μ Lずつを各穴に加え、プレートを遮光し

て常温で30分問反応させる。反応終了後直ちに、反応停止液(付記 12)の 50μ Lずつを各穴に

加え、主波長492血及ぴ副波長 630血でそれぞれ吸光度を測定する。検体及び参照ワクチンを加
えた各穴の吸光度値から陰性対照穴の吸光度値を引いた値をそれぞれの抗原の吸光度値とする。ゲ

ルろ過後の各抗原液にっいて2回繰り返し測定を行Pた後、検体及ぴ参照ワクチンの各吸光度値か
ら相対力価の計算方法 q寸記13)により参照ワクチンに対する相対力価を算出する。

3.5.33 半1定

検体の参照ワクチンに対する相対力価は、0.683以上でなければならない。

3.6小分製品の試験

3,6.1 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液体でなけれぱならず、

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。

3.62PH測定試験

一般試験法の PH 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ぱならな
い。

3.63 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。

3.6.4 チメロサール定量試験

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、適合しなけれぱならない。
3,6.5 マクロゴーノレ定量試験

一般試験法のマクロゴーノレ定量法を準用して試験するとき、マクロゴールの含有量は、 1mL中

0.5m傘以下でなければならない。

3.6.6 たん白窒素定量試験

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、たん白.窒索の含有量は、 1 血L 中 100



μg以下でなけれぱならない。
3.6,7安全試験

3.6.フ.1 試験材料

3.6.フ.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

3.6.フ'12 試験動物

体重5~10k窟の犬及び体重約lk名の猫を用いる。
3.6.フ.2 試験方法

注射材料5nlLずつを2頭の犬に、 2 mLずつを2頭の猫に皮下注射し、10日間臨床観察する。
3.6.73 判定

観察期間中、試験動物に異常を認めてはならない。

3.6.8 力価試験

3.53 を準用して試験するとき、適合しなければならない。

4貯法及び有効期間
、

有効期間は、 2年間とする。

付記1 狂犬病ウイルスCVS株

狂犬病ウィルス CVS,株を3週齢マウスの脳内に接種し、症状を示したマウネの脳を採取し、
2V01%馬血清加生理食塩液を用いて乳剤としたもの。

ウイルス含有量は、'体重約 400窟のモルモットの皎筋内注射法で測定するとき、、02mL 中

10妬LD卸以上でなければならない。

付記2 細胞増殖用培養液

1,ooolnL 中

トリプトース・ホスフェイト・プロス

牛胎子血清又は子牛血清

イーグノレ1V正M

炭酸水素ナトリウムでPHを7.1~73 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記3

2.95

残

ウイルス増殖用培養液1

1,ooomL 中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

イーグノレN正M

炭酸水素ナトリウムでPH を 7.4 ~フ.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 ウイルス増殖用培養液2

1,ooomL 中 、

ブドウ糖

Lーグルタミン

牛胎子血清又は子牛血清

イーグノレ入佃M

炭酸水素ナトリウムでPH を7.1 ~'フ.3 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

2.95 g

50 lnL

残量

5 g

0.4 g

5 ~ 25 1nL

残・量

g
量



付記5 参照ワクチン

動物医薬品検査所が配布する参照狂犬病組織培養不活化ワクチンを動物医薬品検査所が指定

した濃度となるように調整したもの。

付記6 抗体吸着プレート

狂犬病ウイルスのGたん白を認識するモノクローナル抗体を精製したものについて動物医薬

品検査所が指定した濃度に調整した後、96 穴プレートの各穴に 100μ Lずっ加えて密閉し、

37゜Cで 18時間吸着させたもの。

抗体吸着プレーNネリン酸緩衝食塩液で4回洗浄した後使用ずる。

付記7 酵素標識抗体

狂犬病ウイルスのGたん白を認識するモノクローナル抗体を、ペルオキシダーゼで標識し、

凍結乾燥したものについて、下記の希釈用液で動物医薬品検査所が指定した濃度に調整したも

の。

10omL"中

牛血清アルブミン 03 g

ポリソルベート20 0.05 mL

リン酸緩衝食塩液 残量

450血メンブランフィノレターでろ過する。

付記8 ゲルろ過

動物医薬品検査所が指定するカラムを用い、抗原希釈用液を移動相とし、流速毎分1釦Lで

液体クロマトグラフ法によ.り画分を分取する。

検出波長は、 280血とする。

付記9 抗原希釈用液

1,ooonlL 中

リン酸水素ニナトリウム十二水和物 54.66 g

リン酸二水素カリウム 6.44 宮

水 残量

PHを72.に調整後、 450血メンブランフィルターでろ過tる。

付記12 反応停止液

付記10 洗浄液

リン酸緩衝食塩液にポリヅルベート20 を 0.05V01%となるように加えたもの。

付記11 基質・発色液

1,ooomL 中

クエン酸 21.o g

無水りン酸水素ニナトリウム 28.4 g

水 残量

溶解した液を 450血メンブランフィノレターでろ過する。その液 20血L に0-フェニレンジ

アミンニ塩酸塩10mgを加えて溶解する。使用直前に過酸化水素(3のを5μL添加する。



水 1,000皿L に硫酸 150ml,を加えたもの。

付記B 相対力価の計算方法

I va互diW の検定

得られたそれぞれの吸光度値を 1,000倍し、常用対数に変換後、参照ワクチン及び検体に

ついて各用量の合計値を求め、次式の計算を行う。ただし、参照ワクチンの低用量をS、
中用量をS松高用量をS0とし、検体の低用量をT入・中用量をT.、高用量をT.とする。
検体差Spa =(S,+&十SD、(T.+T汁TD

直線性Spb =(S."S)+(T.、T.)

曲線性 SPC =[(&十&).2&]+[(T.+T,)、2T.]

直線非平行性 Spb '=(S..&)、(T.、T,)

曲線非平行性 SPC 、=[(S什&)'2&】、[(T什T,)"2T日

上記の式で求めた Spb が 0.50 以上、 SPCの絶対値が 0.86以下、 spb 'の絶対値が0.49以

下及びSPC、の絶対値が0.86以下である場合は、 V田1山Wの検定に適合する。
2 相対力価の計算

1のValidiWの検定で適合と判定された場合は、歌式により相対力価を求める。

M=ー(4 X spa x log 2)÷(3 X spb)

さらに、 Mの真数(Mの逆対数 WM)を求めるととにより、検体の参照ワクチンに対する
相対力価を算出する。

P = 10M

」一、_



ワクチン(シードロヅト製郵D 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

ンフルエンザ・犬パノレボウイノレス感染症・犬コロナウイノレス感染症・犬レプトスピラ病混合ワクチン

(シード)の項の欧に炊のように加える。

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・犬パルボウイルス感染症・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

ゲニー,、ヘブドマディス)混合ワクチン(シード)

、

」

1 定義

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、弱毒犬アデノウイルス(2型)、弱毒

犬パライソフルエンザウイルス、弱毒犬ノしレボウイルス及び弱毒犬コロナウイルスを同規格に適合

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、シードロット規格に適合したレプトスピラ・カニ

コーラ(以下この項において「L・カニ泣ーラ」という。)、レプトスビラ・コペンハーゲニー(以

下ごの項において「L・コペンハーゲニー」という。)及びンプトスピラ・ヘブドマディス(以下こ

の項に羚いて「L・ヘブドマディス」という。)の培養菌液を不活化・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。

2製法

2.1'製造用株

2.1.1 ジステンパーウイルス

2.1.1.1 名称

弱毒ジステンパーウイルスDFE・nC株又はこれと同等と認められた株

2.1,1.2 性状

犬に注射しても、病原性を示さない。発育鶏卵の奬尿膜上又は感受性のある培養細胞に接種する
と、ボック又はCPEを伴うて増殖する。

2,1.1.3 マスターシードウイノレス

2.1.13.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、SPF動物規格2.6に適合した鶏腎初代細胞又は適当と認められた細

胞で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結してー.70゜C以下
又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシ、サドウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.1.47ーキングシーでドウイノレス

2.1.1.4.1増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、SPF動物規格2.6に適合した鶏腎初代細胞又は適当と認められた

細胞で増殖及ぴ継代する。

ワーキソグシードウイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.1.2の試験を行う。

2.1.1.5 プロダクションシードウイルス

2.1.1.5.1 増殖及び保存

、.
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プロダクシヨンシードゥイルスは、 SPF動物規格2.6に適合した鶏腎初代細胞又は適当と認めら
,れた細胞で増殖させる、

プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5て以
下で保存する。

プロダクションシードゥイルスを保存する場合は、3.1.3の試験を行う。
2.12 犬アデノウイノレス(2型)

2.12.1 名称

弱毒犬アデノウイルス(2型) OD・N母L株又はこれと同等と認められた株
2.122 性状

犬に注射しても、病原性を示さない。感受性のある培養細胞に接種すると、 CPEを伴って増殖す
る。

2.123 マスターシードウイノレス

2.1.23.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウィルスは、犬腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖させ、連続した工程
により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70OC以下
又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウィノレスについて、 3ι.1の試験を行う。

マスターシードゥイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイルス
から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2,12.47ーキングシードウイノレス

2.12.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードゥイルスは、犬腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖及び継代する。
ワーキングシャドゥイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。
ワーキングシードウィルスについて、3.12の試験を行う。

2.12.5 プロダクションシードウイノレス

2.12.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションシードゥイルスは、犬腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖させる。
プロダクシヨンシードゥイルスを保存する場合は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して50C以

下で保存する。

プロダクションシードゥイノレスを保存する場合は、3.13 の試験を行う。
2.1.3 犬パラインフノレエンザウイノレス

2.13.1 名称

弱毒犬パラインフルエンザウィルスDL、E株又はこれと同等と認められた株
2.1.32 性状

犬に注射しても、病原性を示さない。感受性のある培養細胞に接種すると増殖し、細胞はモルキ
ツトの赤血球を吸着.する。

2.133 マスターシードウイノレス

2.1.33.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードゥイルスは、SPF.動物規格2.6に適合した鶏麼初代細胞又は適当と認められた細
胞で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して【70OC以下
又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードゥイルスは、ワクチンの製造以外の目的で継代しない。マスターシードゥイノレス

゛



から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぼならない。

2.13.47ーキングシードウイルス
で

2.134.1増殖、継代及び保存

ワーキングシー・ドウイルスは、SPF動物規格2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認められた

細胞で増殖及び継代する。

ワ」キングシードウイルスは、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイルスについて、3.12の試験を行う。

2.13.5 プロダクションシードウイノレス

2.13.5.1増殖及ぴ保存

プロダクションシードウイルスは、SPF動物規格2.6に適合した鶏脛初代細胞又は適当と認めら

れた細胞で増殖させる。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、凍結して一70゜C以下又は凍結乾燥して5゜C以

下で保存する。

プロダクションシードウイノレスを保存する場合は、 3.1.3 の試験を行う。

2.1.4 犬ノ勺レボウ孑ノレス

2.1.4.1 名称

弱毒犬ノ勺レボウイルス29、F圧T株又はこれと同等と認められた株

2.1.42 性状

犬に注射しても、病原性を示さない。犬及び猫由来細胞で核内封入体を伴って増殖し、その培養

ウイルス液は、豚及び猿の赤血球を凝集する。

2.1.43 マスターシードヴイノレス

2」.43.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、猫腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖させ、連続した工程

により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードウイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下

又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3,1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の貝的で継代Lない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなければならない。

2.1.4.47ーキングシードウイルス

2.1.4.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシードウイルスは、猫腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖及び継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70ヤ以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12の試験を行う。

2.1.4.5 プロダクションシードウイルス

2.1.4.5.1 増殖及び保存

プロダクションシードウイルスは、猫腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖させる。

プロダクションシードウ子ルスを保存する場合は、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5゜C以

下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存する場合は、3.1.3 の試験を行う。

2.1.5 犬コロナウイノレス

2.1.5.1 名称
ノ

弱毒犬コロ.ナウイルス5821、B株又はこれと同等と認められた株

2.1.5.2 性状

犬に注射しても、病原性を示さない。感受性のある培養細胞に接種すると、 CPEを伴って増殖す



る。

2」.53 マスターシードウイノレス

2.1.53.1作製、保存及び小分製品までの最高継代数

マスターシードウイルスは、猫腎株化細胞又は適当と認、められた細胞で増殖させ、連続した工程

により作製し、保存用の容器に分注する。

分注したマスターシードゥイルスは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下
又は凍結乾燥して5゜C以下で保存する。

マスターシードウイノレスについて、 3.1.1の試験を行う。

マスターシードウイノレスは、ワクチンの製造以外の目的で継代Lない。マスターシードウイルス

から小分製品までの最高継代数は、 5代以内でなけれぱならない。

2.1.5.47ーキングシードウイルス

2,1.5.4.1 増殖、'継代及び保存

ワーキングシードウィルスは、猫腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖及ぴ継代する。

ワーキングシードウイルスは、凍結して一70で以下又は凍結乾燥して5で以下で保存する。

ワーキングシードウイノレスについて、 3.12 の試験を行う。

2.1.5.5 プロダクションシードウイノレス

2.1.5.5.1 増殖及び保存

プロダクシヨンシードウィルスは、猫腎株化細胞又は適当と認められた細胞で増殖させる。

プロダクションシードゥイルスを保存する揚合は、凍結して一70゜C以下叉は凍結乾燥して5゜C以
下で保存する。

プロダクションシードウイルスを保存tる場合は、3.13の試験を行う。
2.1.6 L ・カニコーラ

2.1.6.1 名称

X' L・カニコーラフントユートレヒトⅣ株又はこれと同等と認められた株
2.1.62 性状

モルモット及びハムスターの腹腔内に注射すると、増殖する。

抗L・'カニコーラ血清(付記1).に対して特異約に凝集する。
2」.6.3 マスター.シード菌

2.1.63.1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、適当と認められた培地で増殖させ、保存用の容器に分注するi

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、凍結して一70゜C以下で保存
する。

マスターシード菌について、3.1.4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代以内でなけれぱならない。

2.1.6.47ーキングシード菌

2.1,6.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングシード菌は、適当と認められた培地で増殖及ぴ継代する。

ワーキングシード菌は、凍結して一70で以下で保存する。

ワーキングシード菌について、 3.1.5 の試験を行う。

2.1.6.5 プロダクションシード菌

2.1.6.5.1 増殖及ぴ保存

プロダクションシード菌は、適当と認められた培地で増殖させる。

プ立ダクションシード菌を保存する場合は、'凍結して【70ヤ以下で保存する。



プロダクションシード菌を保存する場合は、3.1.6の試験を行う。

2.1.71,・コペンノ、ーゲ;ニー

2.1.フ.1 名称

L・コペンハーゲニー芝浦株又はこれと同等と認められた株

2.1.フユ性状

モルモット及びハムスターの腹腔内に注射すると、増殖する。

抗1',冨ペンハーゲニー血清 q寸記2)に対して特異的に凝集する。

2.1.73 マスターシード菌

2.1.フ.3.1作製、保存及ぴ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、凍結して一70゜C以下で保存
する。

マスターシード菌について、 3.1.4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.フ.47ーキングシード菌

2.1.フ.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、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングシード菌について、 3.1.5の試験を行う。

2.1夕.5 プロダクションシ」ド菌

2.1.フ.5」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、'凍結してーブ0で以下で保存する。

プロダクションシード菌を保存する場合は、3.1.6の試験を行う。

2.1・.8 王,・ヘブドマディス

2.1.8.1 名称

L・ヘブドマディス秋疫B株又はこれと同等と認められた株

2.1.82 性状

モルモット及ぴハムスターの腹腔内に注射すると、増殖する。

抗ι・ヘブドマディス血清 q寸記3)・に対して特異的に凝集する。

2.1.83 マスターシード菌

2.1.83.1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、凍結して一70゜C以下で保存
する。

マスターシード菌について、 3.1.4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代以内でなけれぱならない。

2.1.8.4、ワーキングシード菌

2.1.8.4.1増殖、継代及ぴ保存

ワーキングシード菌は、適当と認められた培地で増殖及ぴ継代する。

ワーキングシ」ド菌は、凍結して一70゜C以下で保存ずる。

ワーキングシード菌について、 3.1.5 の試験を行う。



2.1.8.5 プロダクションシード菌

2.1.8.5,1 増殖及ぴ保存

プロダクションシード菌は、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、凍結して一70゜C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、3'1.6の試験を行う。

2.2製造用材料

22.1ジステンパーウイルス

22.1.1 初代細胞

SPF動物規格2.6に適合した鶏腎初代細胞又は製造に適当と認められた培養細胞を用いる。
2.2.1.2 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2ユ.13 マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)

22.13.1増殖、継代及ぴ保存

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)は、 22.12の培養

液で増殖させ、継代及び保存しない。

マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノνシード)にっいて、32.1

の試験を行う。

22.2 犬アデノ.ウイノレス(2型)

222.1株化ホ朋包

犬腎株化細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

2.222 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2.223 マスターセルシード

2223.1作製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシードは、2.22.2の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器
に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70で以下で保
存する。

マスターセノレシードについて、 3.3.1の試験を行う。

マスターセノレシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

からプロダクシヨンセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなけれぱならない。
22.2.47ーキングセノレシード

22.2.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングセルシードは、2222の培養液で増殖及ぴ継代する。

ワ「キングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセルシードについて、 3.32の試験を行う。

2ユ2.5 プロダクションセルシード

222.5.1増殖及び保存 .

プロダクションセルシードは、222ユの培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。
プロダクションセルシードを保存する場合は、33.3の試験を行う。

223 犬パラインフノレエンザウイノレス

223.1初代細胞

SPF動物規格2.6に適合した鶏脛初代細胞又は製造に適当と認められた培養細胞を用いる。
2232培養液
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、
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製造に適当と認められた培養液を用いる。

2ユ33 マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセノレシード)

22.33.1増殖、継代及ぴ保存

マスタープライマリーセルシード(プロダクシヨンプライマリーセノレシード)は、2232の培養

液で増殖させ、継代及ぴ保存しない。

マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)について、 32.1

の試験を行う。

2.2.4 犬ノ勺レボウイノレス
1

22.4.1 株化*剛包

猫腎株化細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

2ユ.4ユ培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

2ユ.43 マスターセノレシード

22.4.3.1作製、保存及びプロダクションセノレシードまでの最高継代数

マスターセノレシードは、22.42の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器

に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、凍結して一70゜C以下で保
存する。

マスターセノレシードについて、.33.1の試験を行う。

マスターセノレシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセルシード

からプロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。
22.4.47ーキングセノレシード

ゴ.2.4.4.1 増殖、継代及ぴ保存

ワーキングセルシードは、22.4ユの培養液で増殖及び継代する。

ワーキングセルシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、33ユの試験を行う。

22.4.5 プロダクションセノレシード

2ユ.4,5,1 増殖及び保存

プロダクションセルシードは、22.42の培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する揚合は、凍結して一70で以下で保存する。

プロダクションセノレシードを保存する場合は、33.3 の試験を行う。

22.5 犬コロナウイノレス

22.5.1 株イヒネ瑚包

猫腎株化細胞又は製造に適当と認められた株化細胞を用いる。

22.52 培養液

製造に適当と認められた培養液を用いる。

22.53 マスターセノレシード

22.5.3,1作製、保存及びプロダクションセルシードまでの最高継代数

マスターセルシー'ドは、22.52の培養液で増殖させ、連続した工程により作製し、保存用の容器

に分注する。

分注したマスターセルシードは、特定の製造番号又は製造記号を付し、掠結して一70゜C以下で保

存する。

マスターセノレシードについて、 33.1の試験を行う。

マスターセルシードは、ワクチンの製造又は試験以外の目的で継代しない。マスターセノレシード



からプロダクションセルシードまでの最高継代数は、20代以内でなければならない。
22.5.47ーキングセノレシード

22.5.4.1 増殖、継代及び保存

ワーキングセノレシードは、22.5.2の培養液で増殖及び継代する。

ワーキングセノレシードは、凍結して一70゜C以下で保存する。

ワーキングセノレシードについて、332の試験を行う。

22.5.5 プロダクションセノレシード

22.5.5,1 増殖及び保存

プロダクションセルシードは、22.52の培養液で増殖させる。

プロダクションセルシードを保存する場合は、凍結して一70゜C以下で保存する。

プロダクションセノレシードを保存する場合は、'3.33の試験を行う。

2.2.6 L ・カニローラ

22.6.1 培地

製造に適当・と認められた培地を用いる。

22.7L・コペンハーゲニー

22.フ.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

22.8L ・ヘブドマディス

22.8.1 培地

製造に適当と認められた培地を用いる。

2.3 原液

2.3.1 ジステンパーウイノレス原液

23.1.1マスタープライマリーセルシード(プロダクションプライマリーセルシード)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。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

個体別培養細胞について、3.4の試験を行う。

23.12 ウイルスの培養

プロダクシヨンシードゥイルスを23.1.1の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養細
胞ごとに採取した培養液のろ液叉は遠心上清を原液とする'との場合、適当と認められた安定剤を
添加してもよい。

原液について、 3,6.1及ぴ3.62.1の試験を行う。

2.32 犬アデノウイルス(2型)原液

232.1 プロダクションセノレシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体呂嚇音養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

2322 ウイ'ノレスの培養

プロダクションシードウィノレスを23.2.1の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養細
胞ごとに採取した培養液のろ液又は遠心上清を原液とする。この場合、適当と認められた安定剤を
添加してもよい。

原液について、 3.6.1及び3.622の試験を行う。

2.3.3 犬パラインフノレエンザウイルス原液

233.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシー'ド)の培養

1回に処理しY培養した細胞を個体別培養細胞とみなt。ウィルス接種前の培養細胞に異常を認
めてはならない。

個体別培養細胞について、3.4の試験を行う。



2,3.3.2 ウイノレスの培養

プロダクションシードウイルスを233.1の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体別培養細

胞ごとに採取した培養液のろ液又は遠心上清を原液とする。この場合、適当と認められた安定剤を

添加してもよい。

原液について、 3,6.1及び3.623 の試験を行う6

23.4 犬ノ勺レボウイノレス原液

23.4.1プロダクションセルシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前の培養細胞に異常を認
'

めてはならない。

2.3.42 ウイルスの培養

プロダクションシードウイルスを23.4.1の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体"唯音養細

胞ごとに採取した培養液のろ液又は遠心上清を原液とする。この場合、適当と認め.られた安定剤を

添加してもよい。

原液について、 3.6.1及ぴ3.62.4の試験を行う。

23.5 犬コロナウイノレス原液

23.5.1 プロダクションセルシードの培養

1回に処理し、培養した細胞を個体別培養細胞とみなす。ウイルス接種前のプロダクションセル

シードに異常を認めてはならない。

23.52 ウイルスの培養

プロダクションシードウィルスを23.5.1の細胞で培養し、適当と認められた時期に個体牙雌音養細

胞ごとに採取した培養液のろ液又は遠心上清を原液とする。この場合、適当と認められた安定剤を

添加してもよい。

原液について、 3.6.1及び3.62.5 の試験を行う。

23,6L ・カニコーラ原液

23.6.1 士音養

プロダクションシード菌を培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.5 の試験を行う。

23.62 不活化

適当と認められた方法で培養菌液を不活化し、遠心して集菌し、適当と認められた溶液に浮遊さ

せたものを原液とする。

原液について、 3.63 の試験を行う。

23.7L・コペンハーゲニー原液

23.フ.1 j音養

プロ'ダクションシード菌を培地に接種し、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.5 の試験を行う。

23.72 不活イヒ
、

適当と認められた方法で培養菌液を不活化し、遠心して集菌し、適当と認められた溶液に浮遊さ

せたものを原液とする。

原液について、 3.63 の試験を行う。

23.8L・ヘブドマディス原液

23.8.1 培養

プロダクションシード菌を培地に接種L、培養したものを培養菌液とする。

培養菌液について、3.5の試験を行う。

23.82 不活化



適当と認められた方法で培養菌液を不活化し、遠心して集菌し、適当と認められた溶液に浮遊さ
せたものを原液とする。

原液について、 3.63 の試験を行う。

2.4 最終バルク

2.4.1 混合生ワクチン

ジステンパーウィルス原液、犬ア.デノウィノレス(2型)原液、犬パラインフルエンザウィノレス原

液、犬ノしレボウィルス原液及び犬コロナウィノレス原液を混合し、最終ノ勺レクとする。この場合、適
当と認められた安定剤を添加してもよい。

2.42液状不活化ワクチン

適当と認められた溶液で濃度調整したL・カニコーラ原液、 L・コペンハーゲニー原液及ぴL.
ヘブドマディス原液を混合し、最終バルクとする。どの場合、適当と認められた保存剤を添加して
もよい。

2.5小分製品

2.5.リ昆合生ワクチン

最終バル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、3.7の試験を行う。

2.52液状不活化ワクチン

最終バルクを小分容器に分注し、小分製品とする。

小分製品について、3.7の試験を行う。

3試験法

3.1製造用株の試験

3.1.1マスターシードウイノレスの試験

3.1.1.1 同1套試験

シードロット規格の 1.42.1.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.1.12 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、適合しなけれぱならない。
3.1.13 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=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。
3.1.1.4外来性ウイノレス否定試験

3.1.1.4'1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の1.1、2.1及び22を準用レて試験するとき、適合しな
ければならない。

3.1.1.42 特定ウイルス否定試験

3.1.1.42.1 特定ウイルス否定一般試験

猫由来細胞を用し、る場合には、猫白血病ウィルス/猫肉腫ウィルスにっいて、一般試験法の外来
性ウィルス否定試験法の 1.1及び3.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。

鶏由来細胞を用いる場合には、鶏脳脊髄炎ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィルス否定

試験法の 1.1及び3.1.1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、鶏脳脊髄炎ウ
イルスについて3.1.1.422に規定する試験を適用する製剤については、本試験を実施しなくてよい

3.1.1.42.2 個別ウイノレス否定試験

猫由来細胞又は犬由来細胞を用いる場合には、牛ウィルス性下痢一粘膜病ウィルス、犬ノ勺レボウ
イルス、猫汎白血球減少症ウィルス、日本脳炎ウィルス及ぴ狂犬病ウィルスにっいて、一般試験法
の外来性ウィルス否定試験法の 1」、32.5、32.6及び3ユ、9 を準用して試験するとき、適合しなけれ
ばならない。



鶏由来細胞を用いる揚合は鶏白血病ウイルス、細網内皮症ウィルス、牛ウィルス性下痢一粘膜病
ウイノレス、犬ノ勺レボウイルス、猫汎白血球減少症ウイルス、日本脳炎ウイルス、狂犬病ウイルス及

び鶏脳脊髄炎ウィノレスにっいて、一般試験法の外来性ウィノレス否定試験法の 1,1、3.ユ.1、322、32.5、
32.6、.3.2.9及び3.2.10 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、鶏脳脊髄炎ウ

イルスについて3.1.1.4ユ.1に規定する試験を適用する製剤については、一般試験法の外来性ウイル

ス否定試験法の32.10の試験を実施しなくてもよい。

3」.1.5対象動物を用いた免疫原性試験

一般試験法の対象動物を用いた免疫原性試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならな
レ、

3.1.1.6対象動物を用いた安全性確認試験

一般試験法の対象動物を用いた安全性確認試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱなら
ない

3.1.1.7 病原性復婦確認試験

一般試験法の病原性復帰確認試験法を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3.127ーキングシ、ードウイノレスの試験

3.1.2.1 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。
3.1.22 マイコプラズマ否定試験

7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、適合しなけれぱならない。
3.13 プロダクションシードウイルスの試験

3.13.1 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。
3.1.32 マイ=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、適合しなけれぱならない。
3.1.4 マスターシード菌の試験

3.1.4.1 同定試験

シードロット規格の1.42.4.1.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3」.4ユ.夾雑菌否定試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合じなければならない。
3.1.57ーキングシード菌の試験

3.1.5.1 夾雑菌否定試験

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。
3.1.6 プロダクションシード菌の試験

3.1.6.1 夾雑菌否定試験

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。
32初代細胞の試験

32.1マスタープライマリーセノレシード(プロダクションプライマリーセノレシード)の試験
3.2.1.1 培養性状試験

シードロット規格の2,1.42.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
32.1ユ無菌試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験tるとき、適合しなければならない。
32.13 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイロ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。
33株化細胞の試験



33」マスターセノレシードの試験

3.3.1.μ音養性状試験
シードロット規格の2.1.42.1.1 を準用して試験するとき、.適合しなければならない。,

33.1.2起源動物種同定試験

シードロット規格の2.1.42.12を準用して試験するとき、適合しなければならない。
33.1.3 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、適合しなけれぱならない。
33.1.4 マ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。
3,31.5 外来性ウイノレス否定試験

3.3.1.5.1 共通ウイノレス否定試験

一般試験法の外来性ウィルス否定試験法の12、2.1及び2.2を準用して試験するとき、適合しな
ければならない。

33.1.5.2 特定ウイノレス否定試験

33.1.52.1 特定ウイノレス否定一般試験

猫由来細胞を用いる場合には、猫白血病ウィルス/猫肉腫ウィルスにっいて、一般試験法の外来
性ウイルス否定試験法の12及び3.1.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

33.1.52.2 個別ウイノレス否IE試験

牛ウィルス性下痢一粘膜病ウイルス、犬ノしレボウィルス、猫汎白血球減少症ウィルス、日本脳炎

ウィルス及ぴ狂犬病ウィルスについて、一般試験法の外来性ウィノレス否定試験法の'12、32.5、32.6
及び3.2.9を準用Lて試験するとき、適合しなければならない。

33」.6核学的(染色体ン隆状試験

シードロット規格の2.1.4.2.1.6 を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
33.1.7腫癌形成性/腫傷原性試験

シードロット規格の2.1'4.2.1.7 を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3327ーキングセノレシードの試験

332.1培養性状試験

シードロット規格の2.1.422.1を準用して試験するとき、適合しなければならない。
3322 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。
3323マイコプラズマ否定試験

」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。
333 プロダクションセノレシードの試験

33.3,1 培養性状試験

シードロット規格の2.1'423.1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。
3332 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。
3333マ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、適合しなけれぱならない。
3.4個体別培養細胞の試験

個体別培養細胞のそれぞれ1%以上を対照培養細胞とし、これにっいて次の試験を行う。
3.4.1 培養観察

対照培養細胞を、ウィルスを接種することなく、'ウィルスの培養と同じ条件で培養する。対照培
養細胞をプールし、 4本以上の培養瓶及びカバーグラスを入れた4枚以上のシャーレに継代し、フ

、
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日間以上培養し、観察するとき、 CPE を認めてはならない。

3.42赤血球吸着試験

3.4.1の試験最終日に培養瓶の培養液を除き、りン酸緩衝食塩液で細胞表面を2回洗浄し0.1V01

%モルモツト赤血球浮遊液を重層し、60分間静置した後、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てはならない。

3.43封入体染色試験

3.4.1の試験最終日に培養カバーグラスをりン酸緩衝食塩液で洗浄し、固定した後、ギムザ染色し、
封入体の有無を観察するとき、培養細胞に封入体を認めてはならない。

3.4.4赤血球凝集試験

3.4.1 の試験最終日に培養液について、1.OV01%豚赤血球浮遊液を等量加えて、 4でで 18時間静
置した後、赤血球擬集の有無を観察し、臥を認めてはならない。

3.5培養菌液の試験

3.5.1夾雑菌否定試験 、

一般試験法の無菌試験法を準用して就験するとき、適合しなければならない。
3.5.2総菌数試験

菌数計算盤を用いて菌数を計算するとき、総菌数は、・1mι中I× 10,個以上でなけれぼならな
し、

3.6 原液の試験

3.6.1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。

3.6.2 ウイノレス含有量試験

3.62.1 ジステンパーウイルス含有量試験

3,6ユ.1.1 試験材料

3.6.2.1.1.1 試料

検体をウイルス増殖用培養液(付記4)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。

3.62.1.12 培養細胞

Ver0細胞又は適当と認められた培養細胞を用いる。
3.62.12試験方法

試料0.1m工ずっを4本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで7日聞回転培養し、観察する。ただし、
農林水産大臣が特に認めた場合には、その試験法によるものとする。

3.6.2.13 半1」定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ北を算出する。
検体のウィノレス含有量は、 1m上中1小'TCΦ,以上でなければならない。ただし、農林水産大臣

が特に認めた揚合には、そのウイルス含有量とする。

3.6.22 犬アデノウイノレス(2型)含有量試験

3.622.1 試験材料

3.622.1.1 試料

検体をウィルス増殖用培養液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。

3.6ユ2.12 培養細胞

豚腎培養細胞又は適当と認められた培養細胞を用いる。
3.62.22試験方法

試料0.1mLずつを4本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで7日間回転培養し、観察する。ただし、
農林水産大臣が特に認めた場合には、その試験法によるものとする。

.
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3.6223 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ,を算出する。
検体のウィルス含有量は、 1mL中10"如CΦ帥以上でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣

が特に認めた場合には、'そのウイルス含有量とする。

3.6ユ3犬パラインフルエンザウイルス含有量試験

3.6.23.1 試験材料

3.623.1.1 試料

検体をウィルス増殖用培養液又は適当ど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。

3.6.23.12 培養細胞

Ver0細胞又は適当と認められた培養細胞を用いるご
3.6ユ.32 試験方法

試料0.1mLずっを4本以上の培養細胞に接種し、30゜Cで7日間回転培養し、観察する。ただし、
農林水産大臣が特に認めた場合には、その試験法とする。

3.6233 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ即を算出する。
検体のウィノレス含有量は、 1mL中10"如CΦ,以上でなければならない。ただし、農林水産大臣

が特に認めた揚合に、そのウイルス含有量とする。

3.62.4 犬ノしレボウイルス含有量試験

3.62.4.1.試験材料

3.62.4.1.1 試料

検体をウィルス増殖用培養液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。

3.62.4.12 培養細胞

猫腎株化細胞又は適当と認められた培養細胞を用いる。
3.62.42 試験方法

試料0.1mLずっを4本以上の培養細胞に接種し、'32でで24時間静置培養した後、ウィルス増殖
用培養液と交換し、更に32゜Cで6日間回転培養する。培養した後、培養液を採取し、これに等量

の牛血清アルブミン加ホウ酸緩衝食塩液(付記5)を加え、更にこの混合液と等量のVAD6.0液 q寸

記田で濃度を調整した0.3~0.5V01%豚赤血球浮遊液を加え、 2~5でで静置しだ後観察する。
ただし、農林水産大臣が特に認めた場合には、その試験法によるものとする。

3.62.43 判定

培養液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、1CΦ北を算出する。
検体のウィルス含有量は、 1mL中1小'TCID,以上でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣

が特に認めた場合には、そのウイルス含有量とする。

3.62.5 犬コロナウイルス含有量試験

3.6.2.5.1 試験材料

3.62.5.1.1 試料

検体をウィルス増殖用培養液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。

3.62.5.12 培養ホ瑚包

猫腎株化細胞又は適当と認められた培養細胞を用いる。
3.62.5.2 試験方法

試料0.1nlLずっを4本以上の培養細胞に接種し、37でで7日間回転培養し、観察する。ただし、
農林水産大臣が特に認めた場合には、その試験法とする。
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3.62.53 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCID即を算出する。
検体のウィルス含有量は、 1mL中1が・OTCΦ,以上でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣

が特に認めた場合には、そのウイルス含有量とする。

3.63 不活化試験

3.63.1 試験材料

3.63.1.1 試料

検体5 mLを 100倍量以上のりン酸緩衝食塩液を用い、 2~5゜Cで1夜透析し、不活化剤を除去
したものを試料どする。

3,63.12 培地

適当と認められた培地を用いる。

3.63.2 試験方法

培地20mLを入れた試験管3本に試料0.5mLずつを接種し、35~37゜Cで6~8日間培養しイ各

試験管から1白金耳を採取じ、暗視野法で鏡検する。
3,633 判定

レプトスピラの増殖を認めてはならない。

3.7小分製品の試験

3.フ.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、混合ワクチンは、固有の色調を有する乾燥物
でなければならない。液状不活化ワクチンは、固有の色稠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。混合生ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解したものは、固有の色調
を有する液体でなければならず、異物及ぴ異臭を認めてはならない。

また、小分容器ごとの性状は、均一でなければならない。

3.72PH測定試験 i

一般試験法のPH測定試験法を準用して試験するとき、.液状不活化ワクチンのPHは、固有の値
を示さなけれぱならない。

3.フ.3 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、混合生ワクチンは、適合しなけれぱならな
い。

3.フ.4 含湿度試験

「般試験法の含湿度試験法を準用.して試験するとき、混合生ワクチンは、適合しなければならな
し、

3.フ.5 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.フ.6 マイコプラズマ否定試験

一般試験法のマイ=プラズマ否定試験法を準用して試験するとき、混合生ワクチンは、適合しな
ければならない。

ただし、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.フ.フウイノレス含有量試験

3.フ.フ.1 ジステンパーウイノレス含有量試験

3.フ.フ.1.1 試験材料

3.フ.フ.1.1.1 試料

混合生ワクチンを液状不活化ワクチンど同量の滅菌水で溶解する。試験品中のジステンパーウィ



ルス以外のウィルスの各抗血清(付記8からⅡまで)を非働化したもので中和したものをウイル

ス増殖用培養液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.フ.フ.1.1.2 培養細胞

Ver0細胞を用いる。

3,フ.フ.12 試験方法

試料0.1mLずつを4本(穴)以上の培養細胞に接種し、37゜Cで7日間チュープ法による回転培
養又はプレート法による静置培養を行い、観察する。

3.フ.フ.13 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCID,を算出する。
試験品のウィノレス含有量は、1頭分当たりチューブ法で1が・'TCΦ釦以上、プレート法で 1ず・,TCΦ即

以上でなければならない。

3.フ.72 犬アデノウイルス(2型)含有量試験 ＼

3.フ.72.1 試験材料

3.フ.72.1.1 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)以外のウィルスの各抗血.清 q寸記7及び9からⅡ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で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.フ.72.12 培養ネ閉包

豚腎培養細胞又は犬腎株化細胞を用いる。

3.フ.722 試験方法

試料0.1mLずつを4本(穴)以上の培養細胞に接種し、37゜Cで7旨間チューブ法による回転培
養又はプレート法による静置培養を行い、観察する。

3.フ.72.3 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染どみなし、 TCΦ血を算出する。

試験品のウィノレネ含有量は、1頭分当たりチューブ法で 1が・.TCΦ夘以上、プレート法で1ぴ・,TCΦ,
以上でなければならない。

3.フ.73 犬パラインフノレエンザウイノレス含有量試験

3.フ.73.1 試験材料

3.フ.73.1.1 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ルエ

ンザウィルス以外のウィルスの各抗血清(付記7、 8、10及び11)を非働化したもので中和した
ものをウィ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。

3.フ.73.1ユ培養ネ弸包

Ver0ま剛包を用いる。

3.フ.73ユ.試験方法

試料0.1mLずつを4本(穴)以上の培養細胞に接種L、30゜Cで7日間チューブ法による回転培
養又はプレート法による静置培養を行い、観察する。

3.フ.733 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ釦を算出する。

試験品のウィノレス含有量は、1頭分当たりチューブ法で10.・.TCΦ帥以上、プレート法で1が・,TCΦ,
以上でなけれぱならない。

3.フ.フ.4 犬ノ勺レボウイノレス含有量試験

3,フ.フ.4.1 試験材料

3.フ.フ.4.1.1 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。試験品中の犬パルボウィルス



以外のウイルスの各抗血清(付記7から9まで及びID 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。

3'フ.フ.4.12 培養糸剛包

猫腎株化細胞を用いる。

3,フ.フ.42 試験方法

試料0.1m工ずつを4本(穴)以上の培養試験管に接種し、32でで24時間静置培養した後、ウィ

ルス増殖用培養液と交換し、32゜Cで6日問チューブ法による回転培養又はプレート法による静置培
養する。培養した後、培養液を採取し、これに等量の牛血清アルブミン加ホウ酸緩衝食塩液を加え、
更にこの混合液と等量のVAD6.0液で濃度を調整した03~0.5V01%豚赤血球浮遊液を加え、 2~5
゜Cで静置後、観察する。

3.フ.フ.43 判定

培養液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 TCΦ'を算出する。

試験品のウィルス含有量は、1頭分当たりチュープ法で10,・,TciD,以上、プレート法で10.・.TCΦ即
以上でなければならない。

3.フ.フ.5 犬コロナウイノレス含有量試験

3.フ.フ.5.1 試験材料

3.フ.フ.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。試験品中の犬ニロナウィルス

以外のウイルスの各抗血清(付記7から10まで)を非働化したもので中和したものをウイルス増

殖用培養液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を試料とする。

3.フ.フ.5.12 培養細胞

猫腎株化細胞を用いる。

3.フ.フ.52 試験方法

試料,0.1mLずつを4本(穴)以上の培養細胞に接種し、37゜Cで7日間チューブ法による回転培
養又はプレート法による静置培養を行い、観察する。

3.フ.フ.53 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ,を算出する。

試験品のウィノレス含有量は、1頭分当たりチュープ法で 1小・OTCΦ,以上、プレート法で10即TCΦ抑
以上でなければならない。

3,フ.8 チメ塁サーノレ定量試験

チメロサールを添加した液状不活化ワクチンについて、一般試験法のチメロサール定量試験法を

準用して試験するとき、適合じなけれぱならない。

3.79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.フ.10 安全試験

3,フ.10,1 試験材料

3.フ.10.1.1 注身す材料

試験品を注射材料とする。

3.フ.10.1.乞試験動物

6か羽齢未満の犬を用いる。

3.フ・102 試験方法

試験動物3頭を試験群、 2頭を対照群とする。試験群に注射材料1'頭分を用法に従ってそれぞれ

注射し、対照群と共に8週間観察する。

3.フ.103 判定

.



観察期間中、試験群及び対照群に異常を認めてはならない。
3.フ.11 力価試験

3.フ.Ⅱ.1 ジステンパーカ価試験

3.フ.11.1;1 試験材料

3,フ.H.1.1.1 試験動物

3.フ.10 に用いた犬を用いる。

3.フ.11.1.12 中手口試験用ウイノレス

犬ジステンパーウィノレスDFE・HC株又は適当と認められたジステンパーウィノレス株を用いる。
3.フ.11.1.1.3 培養細胞

適当と認められた培養細胞を用いる。

3.フ.11.12 試験方法

3.フ.10の初回注射後4週目に試験群及び対照群から得られた血清にっいて中和試験を行う。各試.
験群の血清は、それぞれ等量をプールする。

各プール血清を非働化し、 1V01%牛胎子血清加りン酸緩衝食塩液又ば適当と認められた希釈液

で5倍階段希釈する。各希釈血清と0.1mL中約20OTCΦ,の中和試験用ウィルス液とを等量混合し、
2~5でで1夜又は37%)で60分間処理する。この各混合液0.1mLずっを4本以上の培養細胞に接
種し、 37゜Cで7日間回転培養し、観察する。

3.フ.11.1.3 半1」定

細胞を観察し、 CPEを阻止したものを陽性とし、中和抗体価をED幼で求める。
試験群の中和抗体価は、40倍以上でなければならない。この場合対照群では、10倍未満でな

ければならない。

3.フ.112 犬アデノウイルス(2型)感染症力価試験

3.フ.H2.1 試験材料

3.フ.112.1.1 試験動物

3.フ.10 に用いた犬を用いる。

3.フ.112.12 中和試験用ウイノレス

犬アデノウィルス(2型) OD・N株又は適当と認められた犬アデノ・ウィルス(2型)株を用いる。
3.フ.112.13 培養細1包

犬腎株化細胞を用いる。

3.フ.1122 試験方法

3.フ.10の初回注射後4週目に試験群及び対照群から得られた血清にっいて中和試験を行う。各試
験群の血清はイそれぞれ等量をプールする。

各プール血清を非働化し、 1V01%牛胎子血清加りン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈する。各希釈
血清と0.1mL中約20OTCΦ帥の中和試験用ウィルス液とを等量混合し、35~37゜Cで60分間処理す

る。この各混合液0.1mLずっを4本以上の培養細胞1こ接種し、37゜Cで7日間回転培養し、観察する。
3.フ.112.3 判定

培養細胞のCPEを阻止したものを陽陛とし、中和抗体価をED,で求める。
試験群の中和抗体価は、50倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群では、.10倍未満でな

ければならない。
3,フ.11.3 犬パラインフノレエンザカ価試験

3.フ.113.1 試験材料

3.フ.113.1.1 試験動物

3.フ.10 に用いた犬を用いる。

3.フ.113.12 中和試験用ウイルス

犬パラインフルエンザウィルスDL・1株又は適当と認められた犬パラインフノレエンザウィノレス株
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を用いる。

3.フ.113.13 培養細胞

Ver0細胞又は適当と認められた培養細胞を用いる。
3.フ.11.32 試験方法

3.フ.10の初回注射後4週目に試験群及ぴ対照群から得られた血清にっいて中和試験を行う。各試
験群の血清は、それぞれ等量をプールする。

各プール血清を非働化し、 1V01%牛胎子血清加りン酸緩衝食塩液又は適当と認められた希釈液

で2倍階段希釈する'各希釈血清と0.1mL中約20OTCΦ抑の中和試験用ウィルス液とを等量混合し、
適当な温度で60分間処理する。この各混合液0.1血Lずっを4本以上の培養細胞に接種し、37゜Cで
7日間回転培養し、観察する。

3.フ.1133 判定

培養ネ醐包のCPEを阻止したものを陽性とし、.中和抗体価をED,で求める。
試験群の中和抗体価は、10倍以上でなければならない。との場合、対照群では、10倍未満でな

けれぱならない。

3.フ.11.4 犬ノしレボウイルス感染症力価試験

3.フ.11.4.1 試験材料

3.フ.11.4.1.1 試験動物

3.フ.10 に用いた犬を用いる。

3.フ.11.4.12 中手口試験用ウイルス

犬パノレボウイルス.CP・49株又は適当と認められた犬ノ勺レボウィノレス株を用いる。
3.フ.11.4.13 培養細胞

猫腎株化細胞を用いる。

3.フ.11.42 試験方法

3.フ.10の初回注射後4週目に試験群及ぴ対照群から得られた血清にっいてイ中和試験を行う。各
試験群の血清は、それぞれ等量をプールする。

各プール血清を非働化し、 1V01%牛胎子血清加りン酸緩衝食塩液又は適当と認められた希釈液

で2倍階段希釈する。各希釈血清と0.1m工中約20OTCΦ,の中和試験用ウィルス液とを等量混合し、
35~37゜Cで60分間処理する。この各混合液0.1血Lずつを4本以上の培養試験管に接種し、37゜C

で24時間静置培養した後、ウィルス増殖用培養液で液交換し、更に3フャで6日間回転培養する。
培養最終日に、培養液を採取し、これに等量の牛血清アルブミン加ホウ酸緩衝食塩液を加え、更に
この混合液と等量のVAD6.0液で濃度を調整した0.3~0.5V01%豚赤血球浮遊液を加え、 2~5゜C
で静置後、観察する。

3.フ.11.43 判定

赤血球凝集を阻止したものを陽性とし、中和抗体価をED,で求める。
試験群の中和抗体価は、200倍以上でなければならない。この揚合、対照群では、 4倍未満でな

ければならない。

3.フ.Ⅱ.5 犬コロナウイルス感染症力価試験

3.フ.11.5.1 試験材料

3.フ.11.5.1.1 試験動物

3.フ」0 に用いた犬を用いる。

3.フ.11.5.12 中和試験用ウイルス

犬コロナウィルス 5821・B株又は適当と認められた犬ロロナウィノレス株を用いる。
3.フ.11.5」3 培養細胞

猫腎株化細胞を用いる。

3.フ.11.52 試験方法

、

r

、'
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3.フ.10の試験最終日に試験群及び対照群から得られた血清にっいて中和試験を行う。各試験群の
血清は、それぞれ等量をプールする。

各プール血清を非働化し、 1V01%牛胎子血清加りン酸緩衝食塩液又は適当と認められた希釈液

で2倍階段希釈する。各希釈血清と0、.1mL中約20OTCΦ即の中和試験用ウィルス液とを等量混合し、
適当な温度で60分間処理する。この各混合液0.1皿Lずっを4本以上の培養細胞に接種し、37でで
7日間回転培養し、観察する。

3.フ.11.5.3 判定

培養細胞のCPEを阻止したものを陽性とし、中和抗体価をED即で求める。
試験群の中和抗体価は、 8倍以上でなけれぽならない。この場合対照群では、 4倍未満でなけ

ればならない。

3,フ.Ⅱ.6 犬レプトスピラ病力価試験

3.フ.11,6,1 試験材料

3.フ.11,6.1.1 沼對材料

混合生ワクチンを液状不活化ワクチンで溶解した試験品を注射材料とする。
3.フ'11.6.12 試験動物

体重約30ogのモノレモヅト又は体重60~ 100Ξのハムスタ、ーを用いる。
3,フ.11.6.1.3 凝集反応用菌液

L'カニコーラ、 L・コペンハーゲニー及ぴL・ヘブドマディスの生菌浮遊液を用いる。
3.フ.11.6.2 試験方法

注射材料lmLずっを 10匹の試験動物に7日間隔で2回皮下注射する。 2回目注射後14日目に
得られた各個体の血清にっいて、凝集反応用菌液を用いて溶菌凝集反応を行う。

3.フ.11.6.3 半」定

エ'カニコーラの菌液及びL・コペンハーゲニーの菌液に対して80%以上が8倍以上の凝集価を
示し、 L・ヘブドマディスの菌液に対してi0倍以上の凝集価を示さなけれぱならない。

4貯法及び有効期間

有効期間は、製造後2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、その期
間とする。

付記1 抗ι・カ'ニコーラ血清

L'カニコーラの不活化菌で免疫した体重300ん350gのモルモットの血清であって、凝集抗
体価40倍以上のもの。

付記2 抗工・コペンハーゲニー血清

エ'コペンハーゲニーの不活化菌で免疫した体重300~350号のモノレモットの血清であって、
凝集抗体価40倍以上のもの'

付記3 抗L・ヘブドマディス血清

王'ヘブドマディスの不活化菌で免疫した体重300~350gのモルモットの血清であって、凝
・集抗体価40倍以上のもの。

付記4 ウイルス増殖用培養液

1,ooomL 中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

イーグル入促M

2.95

残
3
量



炭酸水素ナトリウムでPΠを7.0~フ.4 に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記5 牛血清アルプミン加ホウ酸緩衝食塩液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム フ.ol g

ホウ酸 3.09. g

水酸化ナトリウム 0'96 且

残量水

牛血清アルブミンを 02WN %となるように加えた後、水酸化ナトリウム液でP亘を 9.0 に調

整する。

コ一

付記6 VAD6.0液

1,ooolnL 中

塩化ナトリウム 8.フフ

無水りン酸水素ニナトリウム 5.68

リン酸水素ニナトリウムニ水和物 40.56

残水

牛血清アルブミン加ホウ酸緩衝食塩液と等量混合してPHを6.0に調整する。

付記7.抗ジステンパーウイルス血清

ジステンパーウイノレスで免疫した兎、モノレモット又はフェレットの血清であ0て、ワクチン

中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8 抗犬アデノウイルス(2型)血清

犬アデノウイルス(2型)で免疫した兎又はモルモットの血清であって、ワクチン中の犬ア

デノウイルス(2型)を完全に中和できるもの。

付記9 抗犬パラインフルエンザウイルス血清

犬パラインフノレエンザ.ウイルスで免疫した兎又はモルモットの血清であ0て、ワクチン中の

犬パラインフルエンザウイルスを完全に中和できるもの。

付記10 抗犬パルボウイルス血清

犬パルボウイルスで免疫した兎又はモルモットの血清であって、ワクチン中の犬ノ勺レボウイ

ルスを完全に中和できるもの。

付記H 抗犬コロナウイルス血清

犬コロナウイルスで免疫した兎の血清であって、.ワクチン中の犬コロナウイルスを完全に中

和できるもの。

3
量

g
g
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ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部の馬ウイルス性動脈炎不活化ワクチン(アジュバント

加溶解用液)の項の炊に炊のように加える。

糖たん白gE遺伝子を欠損した弱毒馬へルペスウイルス1型を培養細胞で増殖させて得たウィルス
液を凍結乾燥したワクチンである。

1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。

12.1迷入ウイルス否定試験

12.1.1馬由来細胞接種試験

12.1.1.1 細胞観察

12.1.1.1.1 試験法

ED細胞(付記D を用いる。

一般試験法の迷入ウイルス否定試験法1.1を準用して調整した試料lmLにつき20cm2以上の培

養細胞に接種し、37゜Cで 60分間吸着した後、ウイルス増殖用培養液(付記2)を加えて 37゜Cで

7日間培養する。 CPE の有無を観察した後、次代ヘ継代し、37゜Cで7日間培養して CPEの有無を

観察する。 、

ただし、中和用抗血清は、抗馬へルペスウイルス1型血清(付記3)を非働化したものを用いる。

12.1.1.12 半lj定

観察期間中、培養細胞にCPEを認めてはならない。

12.1.1.2 赤血球吸着試験

12.1.12.1 試験法

12.1.U の観察最終日に細胞表面をりン酸緩衝食塩液で2回洗浄後、培養細胞を2群に分け、モ

ルモット及ぴがちょうの 0.1V01%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。

12.1.122 半lj定

培養細胞に赤血球吸着を認めてはならない。

12.1.13 馬伝染性貧血ウイルス否定試験

12.1.13.1 試験方法

12,1.1.1の試料接種後7日目の細胞を次代ヘ継代し、 37゜Cで7日間培養する。培養7日目に培養

細胞をりン酸緩衝食塩液で洗浄した後、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。

12.1.13.2 判定

培養細胞に特異蛍光抗原を認めてはならない。

13 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。

132 培養細胞

BEK.1細胞 q寸記5)を96穴プレーNご培養して単層となったものを用いる。

1.33 試験方法

試料25μ Lずつをそれぞれ4穴の培養細胞1こ接種し、37゜Cで 60分間吸着した後、ウイルス増

馬鼻肺炎生ワクチン



殖用培養液を75μ L加え、 37゜Cで5~7日間培養し、観察する。

1.3.4 判定

培養細胞にCPEを認めた、のを感染とみなし、 TCID50 を算出する。

試験品のウイノレス含有量は、 1 mL中 104・5TCΦ50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鐡験法により試験するとき、これに適合しなけれぱならない。

1.5 力価試験

1.5.1 試験材半斗

1.5.1.1 注射材料

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

1.5.12 試験動物

約6週齢のハムスターを用いる。

1.5.13 攻撃ウイルス

ハムスタヤに馴化させた攻壁用馬鼻肺炎ウイルスKyD株 q寸記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l mL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1 mL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 半1」定

試験群の生残動物数から試験品のED印を算出する。

試験品の ED50 は、16ED50/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

ぱならない。

付記I ED細胞

健康な妊娠馬から摘出された胎子の皮膚をトリプシン(1:250)を0.25WN%含むりン酸緩衝

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゜C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 ウイルス増殖用培養液

1,ooo mL 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72~フ.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3 抗馬へルペスウイルス1型血清

馬へルペスウイルス1型△名BN旧S 株で免役した兎血清であって、試験品のウイルスを完

全に中和する力価を有するもの。

付記4 抗馬伝染性貧血ウイルス馬血清

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、蛍光抗体法によ

り測定した力価が 16倍以上のもの。

2.95. g

5 ~ 10 mL

残'量

、



付記5 BEK、1細胞

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ルス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、りン

酸緩衝食塩液.で10WN%乳剤に調整する。攻撃には、 104・OLD50を用いる。

L



ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部のマイコプラズマ・ハイオニューモニエ感染症(油性

アジュバント加)不活化ワクチンの項の次に次のように加える。

マイコプラズマ・ハイオニューモニエ感染症(アジュバ

ント・油性アジュバントカロ)不活化ワクチン

マイコプラズマ・ハイオニューモニエの培養菌液を不活化じたもの又はこれを濃縮したものに、

アルミニウムゲルアジュバント及び油性アジュバントを添加したワクチンである。

1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ぱならない。

12毒性限度確認試験

一般試験法の毒性限度確認試験法1を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。ただし、

注射量は0.4mL とし.、体重測定は4日目に行うものとする。

13力価試験

1.3.1 試験材料

13.1.1 注射材料

試験品及び参照ワクチン(付記1)を、試験品から培養菌体を除いた組成の溶液又はこれと同等

の溶液で希釈したものを注射材料とする。

13.1ユ試験動物

6~7週齢のddY系マウスを用いる。

1.3.13 酵素抗体反応(以下この項において「ELISA」という。)用抗原

ポリソルベート20抽出抗原(付記2)を用いる。

132試験方法

試験動物の40匹を試験群、 5匹を対照群とする。

試験群を1群20匹の2群に分け、' 1群(以下この項において「試験品群」という。)には試験品

を、他の 1群(以下この項に船いて「参照ワクチン群」という。)には参照ワクチンをそれぞれ0.2n1工

ずつ腹腔内に注射する。注射後4週後に、試験品群、参照ワクチン群及,ぴ対照群から得られた各個

体の血清について、 ELISA を行う。

試験品群、参照ワクチン群及び対照群の血清を希釈液(付記3)で200倍に希釈したものを抗原

吸着プレート(付記4)の2穴ずつに 100 μ L ずつ加え、希釈液のみの穴をブランクとする。ま

た、参照陽性血清(付記5)を希釈液で200倍に希釈したものを抗原吸着プレ」卜の4穴に100μL

ずつ加える。 4゜Cで 18時間反応させた後、洗浄液(付記6)で3回洗浄する。炊に、各穴に標識

抗体(付記7)を 100μLずつ加え、37でで90分問反応させた後、洗浄液で3回洗浄する。基質

液(付記8)を各穴に 100 μ Lずつ加え、 37゜Cで30分間反応させた後、 3 血OVL水酸化ナトリウ

ム溶液を各穴に50μ工ずつ加えて反応を停止させ、波長405血で各穴の吸光度を測定する。

133判定

各被検血清の吸光度からブランクの平均吸光度を引いた値を各被検血清の吸光度値として平均吸

光度値を算出する。

試験品群の血清の平均吸光度値は、参照ワクチン群の血清の平均吸光度値と同値以上を示さなけ

ればならない。また、参照ワクチン群と対照群の血清の平均吸光度値の差は0.7 以上、対照群の血

清の平均吸光度値は0.35未満、参照陽性血清の平均吸光度値は0.8~1.8でなけれぱならない。

付記1 参照ウクチン

'゛



マイコプラズヤ・ハイオニューモニエ製造用株若しくはこれと同等の免疫原性を有する株の

培養菌液又はこれを濃縮したものを不活化し、アルミニウムゲルアジュバント及び油性アジニ

バントを添加したワクチンであり、豚における攻撃試験において有効性が確認されたものであ

うて、動物医薬品検査所が適当と認めたもの。

付記2 ポリソルベート20抽出抗原

製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株の培養菌液を遠心集菌し、希釈液に懸濁後、 4

゜Cで24時間撹押して菌体を洗浄する。洗浄菌体をトリス緩衝液(1)にたん白濃度l mgn止

になるように懸濁後、 2V01%ポリソルベート20加トリス緩衝液(2)を等量加え、37゜C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ルエーテルを等量加えて振とう後、 ニニ^

テル層を完全に除去したものに希釈液を加え、適当と認められるたん白濃度に調整したもの。

住)'トリス緩衝液

トリスヒドロキシメチルアミノメタン3.03島塩化ナトリウム 14.61Ξを水に溶解し全

量を 1,ooomL とレたもの。

(2) 2 V01%ポリソルベート20加トリ..ス緩衝液

ポリソルベート2020nlL とトリス緩衝液980m工を混合したもの。

付記3 希釈液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム

塩化カリウム

リン酸二水素カリウム

リン酸水素ニナトリウム

水

付記4 抗原吸着プレート

製造用株叉はこれと同等の抗原性を有する株で免疫した兎免疫血清 q寸記9)を炭酸緩衝液

(付記 10)で 100倍に希釈したものを、96穴マイクロプレートに 100 μ Lずつ加え、 4゜Cで 18

時間反応させ、洗浄液で3回洗浄する。さらに、 0.1WN%ゼラチン液(付記Ⅱ)を各穴に 100

μ Lずつ加え、 4゜Cで 18時間反応させ、洗浄液で3回洗浄する。これに、.ポリソルベート20

抽出抗原を 100μLずつ加え、 4゜Cで18時間反応させた後、洗浄液で3回洗浄したもの。

付記5 参照陽性血清

製造用株又はこれと同等の免疫原性を有する株で免痩したマウスの血清で、希釈液で200倍

に希釈してEUSA を行うとき、平均吸光度値が0.8~ 1.8となるように濃度を調整したもの。

付記6 洗浄液

ポリソノレベート200.5mL と希釈液 1,ooomL を混合したもの。

付記7

8.0 呂

0ユ 3

02 g

1.15 g

残量

標識抗体

アルカリフォスファターゼ標識抗マウス1gG抗体を希釈液で希釈したもの。

付記8 基質液

P.ニトロフェニルリン酸ニナトリウム 10omg を基質緩衝液(付記 12) 10omL に溶解したも
の。



付記9 兎免疫血清

製造用株又はこれと伺等の免疫原性を有する株で免疫した兎の血清であって、マイコプラズ

マ・ハイオニューモニエと特異的に反応するもの。

付記10 炭酸緩衝液

液:炭酸ナトリウム 53gを水に溶角早し、全量を 1,ooomL とする。

B液:炭酸水素ナトリウム423を水に溶解し、全量を 1,ooomL とする。

A液とB液を混合し、 PH9.6 に調整する。

付記Ⅱ 0.1WN%ゼラチン液

ゼラチン 1.og を希釈液 1,ooom工で溶解したもの。

付記12 基質緩衝液 、

1,ooomL 中

塩化マグネシウム・六水和物 0.0498

ジエタノールアミン 961nL

水 残量

PHを9.8 に調整し、全量を 1,ooom工としたもの。



ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部の豚ボルデテラ感染症精製(アフィニティークロマト

グラフィー部分精製)・豚パスツレラ症混合(油性アジュバントカの不活化ワクチンの項を次のよう

に改める。

豚ボルデテラ感染症精製(アフィニティークロマトグラフィ

一部分精製)・豚パスツレラ症混合(油性アジュバントカロ)

不活化ワクチン

動生剤基準の豚ボルデテラ感染症精製(アフィニティークロマトグラフィー部分精製)・豚パスツ

レラ症混合(油性アジュバント加)不活化ワクチンの 3,3.5、 33.9 及び 33,10 に規定するところによ

リ、これらに規定する試験を行うものとする。



ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部の鶏サルモネラ症(サルモネラ・エンテリティディス

・サルモネラ・ティフィムリウム)(油性アジュバント加)不活化ワクチンの項を次のように改める。

鶏サルモネラ症(サルモネラ・エンテリティディス・サ

ルモネラ・ティフィムリウム)(油性アジュバントカロ)不

活化ワクチン

動生剤基準の鶏サルモネラ症(サルモネラ・エンテリティディス・サルモネラ・ティフィムリウム)

(油性アジュバントカの不活化ワクチンの 3.42、 3.4.4及び3.4.5 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(シードロット製剤を除く。)の部のぶりビブリオ病不活化ワクチンの項の次に次のよう

に加える。

ひらめストレプトコッカス・パラウベりス(1型・Ⅱ'型)

感染症・β溶血性レンサ球菌症混合不活化ワクチン

ストレプトコッカス・パラウベりス 1型菌及びⅡ型菌並びにストレプトコッカス・イニエの培養菌

液を不活化後混合したワクチンである。

1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、とれに適合しなけれぱならない。

1ユ安全試験

12.1試験材料

1.2.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

12.12試験動物

水温20゜C、循環式で7日間以上飼育L、異常のないことを確認した体重30~ 150gのひらめ40
尾以上を用いる。'

122試験方法

試験動物は24時間以上餌止めした後、 1群20尾以上ずつの2群に分ける。 1群の試験動物に注

射材料 0.1nlL を腹腔内に注射し、試験群とする。他の1群は対照群とし、試験群と同様の方法で

リン酸緩衝食塩液を注射する。その後、それぞれ水温20゜C、循環式で飼育・し、14日間観察する。

ただし、安全試験最終日の前日から水温を約1日かけて25゜Cに上昇させる。

1.2.3 判定

観察期間中、試験群及ぴ対照群に臨床的な異常を認めてはならない。

13 力価試験

13.1ストレプトニッカス・.パラウベりス感染症力価試験

13.1.1 試験材料

13.1.1.1 試験動物

水温20゜C、循環式で7日間以上飼育し、異常のないことを確認した体重30~ 150gのひらめ 160
尾以上を用いる。

1.3.1.12 攻撃用菌液

ストレプトコッカス・パラウベりス 1型強毒菌(付記1)及びⅡ型強毒菌(付記2)の液体培養

菌液を、それぞれ対照群の死亡率が 35 %以上と予測される2段階の濃度に調整したものを攻撃用

菌液とする。

13.1ユ試験方法

試験動物は24時間以上餌止めした後、 1群80尾以上ずつの2群に分ける。 1群の試験動物に注

射材料 0.1血L を腹腔内に注射し、試験群とする。他の1群は対照群とし、試験群と同様の方法で

リン酸緩衝食塩液を注射する。その後、それぞれ水温20で、循環式で飼育し、13日厩に水温を約 1

日かけて 25゜Cに上昇させる。飼育 13日目から24時間以上餌止めした試験群及び対照群をそれぞ

れ 20 尾以上の4群ずつに分ける。各2群ずつの腹腔内に1型菌の攻撃用菌液を、他の各2群ずつ

の腹腔内に亘型菌の攻撃用菌液を、それぞれ 0.1血L ずつ注射して攻撃する。攻撃後、飼育水温を

2~4時間かけて27゜Cに上昇させ、21日間飼育観察して各群の生死を調ベる。なお、この際、攻

撃後4日矧から 48時間以上餌止めするとともに、攻撃5日目から観察期間終了時まで各水槽の溶



存酸素量を約4~5 mg工となるように調整する。

13.13 判定

それぞれの攻撃菌により、それぞれの対照群の 35 %以上が死亡した攻撃菌液のうち少なくとも

1段階において、試験群の生残率は、対照群の生残率より有意に高い値を示さなければならない

(Fisher の直接確率計算法、 P く 0.05)。

132β溶血性レンサ球菌症力価試験

1.32.1 試験材料

13,.2.1.1 試験動物

12の試験に用いた動物を用いる。

13ユ.1.2 攻撃用菌液

ストレプトコッカス・イニエ強毒菌(付記3,)の液体培養菌液をりン酸緩衝食塩液で希釈し、対

照群の死亡率が即%以上と予測される希釈菌液を攻撃用菌液とする。

1322試験方法

12の試験最終日の前日から24時間以上餌止めした試験群及ぴ対照群それぞれ20尾以上の腹腔

内に、攻撃用菌液を 0.1mL ずつ注射して攻撃した後、飼育水温25 でを2~4時間かけて 27゜Cに

上昇させ、14日間飼育観察して各群の生死を調ベる。

1323 判定

次式により試験品の有効率を求めるとき、有効率は 60 %以上でなければならない。この場合、

対照群は、80%以上が死亡しなければない。

有効率(%)=(1,ー(試験群の死亡率/対照群の死亡率){100

付記1 ストレプト=ツカス・パラウベりス 1型強毒菌

ストレプトコッカス・パラウベりスM4Y株又はこれと同等以上の毒力を有する株

付記2 ストレプトコッカス・パラウベりスⅡ型強毒菌

ストレプトコッ、カス・パラウベりスM5E株又はこ・れと同等以上の毒力を有する株

付記3 ストレプトコッカス・イニエ強毒菌

ストレプトコッカス・イニエCIN株又はこれと同等以上の毒力を有する株

J



ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部の猫ウイルス性鼻気管炎・猫カリシウイルス感染症・

猫汎白血球減少症・猫白血病・猫クラミジア感染症混合(油性アジュバントカの不活化ワクチンの項
の次に次のように加える。

猫ウイルス性鼻気管炎・猫カリシウイルス感染症2価'

猫汎白血球減少症・猫白血病(猫白血病ウイルス由来防
御抗原たん白遺伝子導入カナリア痘ウイルス)・猫クラミ
ジア感染症混合ワクチン

弱毒猫ウィルス性鼻気管炎ウイルス、弱毒猫汎白血球減少症ウイルス及び弱毒猫クラミドフィラ・

フェリスをそれぞれ培養細胞で増殖させて得たウィルス液と2種類の猫カリシウィルスをそれぞれ培
養細胞で増殖させて得たウイルス液を不活化したものを混合し、凍結乾燥したもの(以下この項にお

いて「混合ワクチン」という。)と、猫白血病ウイルスの.πνたん白、 g昭たん白及びP01たん白をコ
ードする遺伝子の一部を組み込んだ弱毒カナリア痘ウイルスを培養細胞で増殖させて得たウイルス液

(以下この項において「液状ワクチン」という。)を組み合わせたワクチンである。
1小分製晶の試験

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。

12迷入ウイルス否定試験

一般試験法の迷入ウイルス否定試験法 1.1 及び 2.6,1 を準用して試験するとき、これらに適合し
なければならない。

ただし、試料作製には中和用抗血清として抗猫ウィルス陛鼻気管炎ウィルス血清 q寸記1)及び
抗猫汎白血球減少症ウィルス血清(付記2)をそれぞれ非動化したもの並びに抗生物質混合液(付
記3)を用いる。

1.3 ウイノレス含有量試験

13.1猫ウイルス性鼻気管炎ウイルス含有量試験

13.1.1 試料

,昆合ワクチンを液状ワクチンと同量のりン酸緩衝食塩液で溶解したもの(以下この項において「溶
解ワクチン」という。)を抗猫汎白血球減少症ウィルス血清を非働化したもの及ぴ抗生物質混合液

を加えて37゜C1時間反応させ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。

13.12 培養細胞

猫督継代細胞を用いる。

13.13 試験方法

試料0.1Ⅱ正ずっをそれぞれ4本(穴)以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分吸着させた後、ウ
イルス増殖用培養液を加え、37゜Cで7日間培養し、観察する。

13.1.4 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ50を算出する。

試験品のウィルス含有量は、 1頭分当たり1小9TCΦ50以上でなけれぱならない。

132猫汎白血球減少症ウイルス含有量試験

13.2.1 試料

溶解ワクチンを抗猫ウイルス性鼻気管炎ウィルス血清を非働化したもの及ぴ抗生物質混合液を加、

えて37゜Cで1時間反応させたものをウィルス増殖用培養液で10倍階段希釈し、各段階の希釈液を

卑



試料とする。

1,322 培養"醐包

猫腎継代細胞を用いる。

1323 試験方法

試料0.1mLずつをそれぞれ培養細胞浮遊液を分注した4本(穴)・以上に接種し、37゜Cで24時間

培養した後、ウイルス増殖用培養液と交換し、更に 37゜Cで6日間培養する。培養後、培養液を採

取し、これに等量の牛血清アルプミン加ホウ酸緩衝食塩液(付記5)を加え、更にとの混合液と等

量の VAD6.0液(付記田により濃度を調整した 03 ~ 0.S%豚血球浮遊液を加え、 2~5゜Cで静

置した後、観察する。

132.4 判定

培養液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 TC血50を算出する。

試験品のウイルス含有量は、 1頭分当たり103・5TCΦ50以上でなけれぱならない'

13.3猫白血病ウイルス由来防御抗原たん白発現遺伝子導入カナリア痘ウイルス含有量試験

13.3.1 試験材料

13.3.1.1 試料

液状ワクチン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。

13.3.1.2 培養ネ醐包

生ワクチン製造用材料の規格1.1の発育鶏卵由来鶏』丕細胞を用いる。

1332試験方法

試料の0.1mιずつを96穴プレートの5穴以上の鶏腫細胞浮遊液に接種し、37゜Cで7日間培養す

る。

1,333 判定

特徴的なCPEを認めたものを感染とみなし、 TCID50 を算出する。

試験品のウイルス含有量は、 1頭分当たり107・ユTCΦ50以上でなければならない。

1.4 クラミドフィラ・フ=りス生菌数試験

1.4.1 試験材料

1'4.1.1 試料

混合ワクチンを液状ワクチンと同量の生理食塩液で溶解したものを生理食塩液で 10倍階段希釈

し、各段階の希釈液を試料とする。

1.4.1ユ発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1、の発育鶏卵の6日齢のものを用いる。

1.4.2 試験方法

試料の 02mLずつをそれぞれ 10個の発育鶏卵の卵黄嚢内に接種し、37゜CでⅡ日間培養し、観

察する。

1.4.3 判定

鶏脛が死亡したものを感染とみなし、 EΦ50 を算出する。ただし、 4日目までに死亡.したものは、

除外する。

試験品の生菌数は、 1頭分当たり 103・OEΦ50以上でなければならない。

1.5猫白血病ウイルス由来防御抗原蛋白発現遺伝子導入カナリア痘ウイルス同定試験

1.5.1 試験材料

1.5.1.1 試料

液状ワクチンを牛胎子血清無添加のウイルス増殖用培養液で 10 倍階段希釈L、各段階の希釈液

を試料とする。

1,5.12 培養細胞

生ワクチン製造用材料の規格1」の発育鶏卵由来鶏歴細胞を用いる。



1.52試験方法

試料の 0,1mLずつを96穴プレートの2穴の鶏脛細胞に接種し、37゜Cで3日問培養する。アセト

ン固定した後、とれにりン酸緩衝食塩液で希釈した HTC標識抗カナリア痘ウイルスモノクローナ

ル抗体(付記7)及び口ーダミン標識抗猫白.血病ウィルス即70 たん白モノクローナル抗体(付記
8)の混合液を 0.08血L加え、 37゜Cで30分間静置する。蒸留水で洗浄後、 490血及び550血励起

フィルターを用いて蛍光顕微鏡で特異蛍光を観察する。

1.53 判定

カナリア痘ウイルス及び猫白血病ウイルスg70たん白に対する特異蛍光が認められなければなら
ない。

1.6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。ただし、
モルモットの観察期間は、14日間とする。

1.7猫カリシウイルス感染症力価試験

1.フ」試験材料

1.フ.1.1 試料

混合ヅクチンを液状ワクチンと同量の注射用水で溶解したものを試料とする。
1.72 試験方法

96穴ELLISA用プレート各穴に捕捉用抗猫カリシウイルス抗体(付記9)を 120μ Lずっ加え、

5でで1夜静置後、 1NE緩衝液(付記1の 300μ Lで1回洗浄して固相化プレートとする。

固相化プレートの各穴にELISA用緩衝液 q寸記Ⅱ)を 100μLずっ加える。最初の列の2穴ず

つに試料及び猫カリシウイルス抗原定量ELISA参照品(以下この項において「参照品」という。)

(付記12)を 100μ Lずつ加えて2倍階段希釈し、37゜Cで3時間反応させる。1栃緩衝液300μ L

で1回洗浄した後、猫カリシウィルス抗原定量ELISA用モノクローナル抗体 q寸記13)を 100μL
ずつ各穴に加え、37゜Cで1時間静置する。 1NE緩衝液300μ Lで3回洗浄した後、全穴に基質液

(付記 14)を 100 μ.Lずつ加え、遮光して20゜Cで30分間反応させる。反応停止液(付記 15)を50

μLずつ加え、主波長450血及び補正波長630皿の2波長で吸光度(OD)を測定する。

以下の計算式により OD叩を算出し、 OD50 を示す検体の希釈倍数を抗原量として ELISA 単位
(1081ので表す。
OD"=(ODmaX十ODm血)/2

OD皿鯉:参照品の最大ODの平均

ODm血:参照品の最小ODの平均

抗原量 Qog 2)=(OD50一定数)/傾き

定数及び傾き:OD と抗原希釈倍数の対数について OD50,を挟む2点の回帰直線の定数及び傾
き

上記の計算式で算出した抗原量(1暗 2)の値をELISA単位(10glo)に換算する。
1.73 判定

参照品が所定の抗原量を示すとき、試験品の抗原量は、2.010gloELISA 単位以上でなければなら
ない。

付記1 抗猫ウイルス性鼻気管炎ウイルス血清

猫ウイルス性鼻気管炎ウイルスで免疫した血清であって、試験品のウィルスを完全に中和す

る力価を有するもの。

付記2 抗猫汎白血球減少症ウイルス血清

猫汎白血球減少症ウィルスで免疫Lた血清であうて、試験品のウイルスを完全に中和する力

L



価を有するもの。

付記3 抗生物質混合液

ImL 中

結晶ペニシリンGカリウム

硫酸カナマイシン

硫酸ストンプトマイシン

付記4 ウイルス増殖用培養液

10oom王'中
トリプトース・ホスフェイト・ブロス

牛胎子血清

イーグルMEM

炭酸水素ナトリウムでP亘を72~フ.6 に調整する。
必要最小限の抗生物質を加えてもよい。

付記5 牛血清アルブミン加ホウ酸緩衝食塩液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム フ.01 窟

ホウ酸 3.09 g

水酸化ナトリウム 0.96 g

水 残量

牛血清アルブミンを02WN%となるように加えた後、水酸化ナトリウム液でPHを9.0に調
整する。

100万単位

Ig力価

Ig力価

付記6 VAD6.0液

1,ooolnL 中

塩化ナトリウム 8.フ7 目

無水りン酸水素ニナトリウム 5.68 g

リン酸二水素ナトリウムニ水和塩 40,56 畠

水 残量

牛血清アルブミン加ホウ酸緩衝食塩液と等量混合して、PHを6.0に調整する。

2.95 号

0 ~ 20 ⅡIL

残・量

付記7 NTC標識抗カナリア痘ウイルスモノクローナル抗体

NTC 標識抗カナ.りア痘ウイルスモノクローナル抗体をりン酸緩衝食塩液で濃度を調整して

使用する。

付記8 0ーダミン標識抗猫白血病ウイルス即70たん白モノクローナル抗体

ローダミン標識抗白血病ウィルス即70 たん白モノクローナル抗体をりン酸緩衝食塩液で濃

度を調整して使用する。

付記9 捕捉用抗猫カリシウオルス抗体

猫を猫カリシウイルスG1株で免疫して得た血清であって、炭酸ナトリウム緩衝液(付記16)

で至適濃度に希釈して使用tる。-20゜Cで保存し、凍結融解は避ける。



付記10LTNE緩衝液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム

トリス

ポリソルベート20

精製水

PH を7.5 土 02 に調整する。

付記Ⅱ EUSA用緩衝液

1,ooolnl.,中
トリス

塩化ナトリウム

牛血清アルブミン

ポリソルベート20

PHを72に調整する。

付記12 猫カリシウイルス抗原定量ELISA参照品

猫カリシウイルス G1 株又は 431'株を含有する濃縮精製抗原、又は凍結乾燥ワクチン(GI

株及び431株)を注射用水で溶解したものであ0て、抗原量が明らかなもの。

本ELISAで抗原量を測定するとき、所定の抗原量を示さなければならない。

付記13 猫カリシウイルス抗原定量EUSA用モノクローナル抗体

ペルオキシダーゼ標識抗猫カリシウィルスP66モノクローナル抗体

8.フ7 g

121 B

ImL

残量

付記14 基質液

本EUSAに適当なテトラメチルベンジジン溶液

付記15.反応停止液

0.5 m0弧硫酸液

付記16 炭酸ナトリウム緩衝液

1,ooolnL 中
炭酸ナトリウム

炭酸水素ナトリウム

水

PH を9.6 に調整する。

アジ化ナトリウム02窟を加えてもよい。

2.42 留

8.フ7 底

10 g

0.5 mL

1.59 g

2,93 g

残量



ワクチン(シードロット製斉D の部の炭痘生ワクチン(シード)の項の前に次のように加える。

牛コロナウイルス感染症(アジュバントカロ)不活化ワク

チン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合した牛コロナウイルスを同規格に適合した培養細胞で増殖さ

せて得たウイルス液を濃縮した後、不活化し、アルミニウムゲルアジュバントを添加したワクチンで

ある。

1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、とれに適合しなければならない。

12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。

13力価試験

13.1試験材料

13.1.1 注射材料

試験品を注射材料、とする。

13.12 試験動物

体重約350aのモノレモットを用いる。
13.13 赤血球凝集(軌)抗原

H血LU、1細胞で増殖させた牛コロナウイルスNO.66征・Ⅱ.,株であって、赤血球凝集価が 64倍以上の

ものを用いる。

1.32試験方法

注射材料 0.5mL 武つを5匹の試験動物に3週間隔で2回、筋肉内注射し、第2回目の注射後7日

目に得られた各個体の血清にういて赤血球凝集抑制(以下この項において「田」という。).試験を

行う。

非働化した被検血清02mLに25W/V%カオリン加生理食塩液'(付記1)0.8mLを加え、常温で20

分間処理した後、1,70OG、10分間遠心し、その上清化 0,1WN %牛血清アルプミン加りン酸緩衝食

塩液(付記2)で濃度を調整したIV01%マウス赤血球浮遊液を等量加え、よく混合した後、常温

で20分間処理し、 1,70OG、 10分間遠心、し、その上清を試料とする。

試料0.2hlL を 0.1WN%牛血清アルブミン加りン酸緩衝食塩液02mLで2倍階段希釈し、各希釈

液に4単位のHA抗原を02血L加えイ37でで60分間処理する。それに0.1Wん%牛血清アルブミン

加りン酸緩衝食塩液に浮遊させたIV01%マウス赤血球浮遊液を0.2Ⅱ止加え、常温で1~2時間静

置し、観察する。

1.3.3 翠」定

赤血球の凝集を阻止した血清の最高希釈倍数を田抗体価とする。

1Ⅱ抗体価160倍以上をH1抗体陽性とする。

試験動物の印抗体陽性率は、80%以上でなければならない。

2中間製品の試験

2,1 不活化試験

2.1.1 試験材料

2.1.1.1 試料

100倍量以上のりン酸緩衡食塩液を用い、検体5 m工を4でで1夜透析し、不活化剤を除去した

ものを試料とする。



2.1.1ユ培養"醐包

動力LU・1細胞を培養瓶に 1~3日間培養し、単層となったものを用いる。

2.12試験方法

試料の全量をl mLにつき3Cn゛以上の培養細胞に接種L、37゜Cで60分間静置吸着させた後、

試料を抜き取り、ウィルス増殖用培養液(付記3)を加え、37でで7旧間培養し、観察する。

2.1.3 半IJ定

培養細胞にCPEを認めない揚合、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

付記1 25Wん%カオリン加生理食塩液

1,ooomL 中

カオリン

塩化ナトリウム

水

水酸化ナ.トリウム溶液でPHを72~フ.4に調整する。

付記2 0.1Wん%牛血清アルブミン加りン酸緩衝食塩液

A液 5WN%牛血清アルブミン溶液

10omL 中

牛血清アルブミン 5.o g

水 残量

使用時に、りン酸緩衝食塩液196mLにA液4 m工を加えて需製する。

付記3 ウイルス増殖用培養液

1,0001'中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス

ブドウ糖

グルタミン酸ナトリウム

イースト・イクストラクト

牛胎子血清

イーグル入促M

炭酸水索ナトリウムでPHを72~フ.6に訊整する。
牛胎子血清は、牛コロナウイルスに対する抗体陰性のものを用いる。

必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

250 g

8.753

残量

2.95 g

1.o g

5.0 留

0.5 底

10 ~20 mL

残量



ワクチン(シードロット製郵D の部の日本脳炎生ワクチン(シード)の項の炊に欧のように加える。

日本脳炎不活化ワクチン(シード)

動生剤基準の日本脳炎不活化ワクチン(シード)の 3.6.7 に規定するところにより、試験を行うも

のとする。

、



豚サーコウイ・ルス(2型)感染症不活化ワクチン(油性アジ

ユバント加懸濁用液)(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合した豚サー訂ウイルス(2型)を同規格に適合した培養細胞

で増殖させて得たウイルス液を不活化したもので、使用時に油性アジュバントを含む懸濁用液と混和

して調製するワクチンである。

1'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。

12不活化試験

12.1試験材料

12.1.1.試料

試験品を試料とする。

12.12 培養細胞

PPK・3F細胞を用いる。

122試験方法

細胞増殖用培養液(付記1)で適当な濃度に調整した培養細胞浮遊液30址に試料 1.5mL を接種

し、37゜Cで1日培養後グルコサミン処理培地(付記2)を7~8 mL加え、37でで 15分間静置した

後、上清を除去し、ウイルス増殖用培養液(付記3)を加えて処理し、 3日間培養する。培養細胞

を2~3回凍結融解し、遠心して得た上清15m工を細胞浮遊液に同様に接種、培養、処理した後、ろ

過した液を新たな細胞浮遊液に等量力口え、37゜Cで4日間培養した細胞について豚サーコウイルス(2

型)(以下この項において「PCV2」という。)モノクローナル抗体(付記4)による蛍光抗体法を行
、.

つ。

1.23 判定

培養細胞に特異蛍光抗原を認めてはならない。

13異常毒性否定試験

動生剤基準の一般試験法の異常毒性否定試験を準用して試験するとき、適合しなけれぱならない。

1.4 力価試験

1.4.1 試験材料

1.4.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.4.1.2 試験動物

6~7週齢のマウスを用いる。

1.42試験方法

試験動物 10匹のそれぞれの頚部皮下に注射材料を02m工ずつ注射し、注射21日後に得られた各

個体の血清についてELISAにより抗体価を測定する。

希釈用96穴プレートにDLE侶D緩衝液(付記5)を各穴に80μLずつ分注し、 DLE侶D緩衝液で

5倍に希釈Lた各被検血清、参照陽性血清く付記6)及ぴ参照陰性血清(付記7)'をそれぞれ80μL
加え、 2倍階段希釈する。抗原液(付記8)を各穴に等量加え、 4゜Cで1夜静置して処理する。こ

の抗原・抗体反応液を100μLずつ固相化プレート(付記9)の各穴に加え、37でで3時間感作し、

洗浄液(付記10)300'μ Lで洗浄した後、抗体価測定EUSA用標識抗体(付記 11)を各穴に 100μ L

ずつ加え、37でで60分間反応させる。洗浄液300μ Lで3回洗浄し、各穴に基質液(付記12)を 100

μLずつ加え、遮光して20゜Cで30分間反応させる。0.5m0耻硫酸液を各穴に50μ工ずつ加え、反

応を停止させる。主波長450血、副波長630血の2波長で吸光度(OD)を測定し、以下の計算式に

'

゛



よりOD釦を示した血清の希釈倍率を抗体価とする。

(ODm血十 ODm餓)/2OD50 ^

ODm血:参照陽性血清の最低希釈倍数におけるODの平均

ODm黙:320倍から2,560倍まで希釈した参照陰性血清のODの平均

抗体価(10glo)=(OD50 一定数)/傾き

定数及ぴ傾き:ODと血清希釈倍数の対数にっいてOD"を挟む2点の回帰直線における定
数及ぴ傾き

1.43 判定

試験動物の抗体価の実数は幾何平均で72倍以上でなければならない。この際、参照陽性血清の抗

体価は所定の値を示し、参照陰性血清のそれは20倍以下でなければならない

付記1 細胞増殖用培養液,

1,ooom王,中
トリプトース・ホスフェイト・プロス 2.953

牛胎子血清 10o mL

イーグノレN正M 残 量

炭酸水素ナトリウムでPHを7.4~フ.6 に調整,、る。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記2 グル=サミン処理培地

1,ooonlL 中
d、グノレニサミン 65 g

ハンクス 199培地 残量
、

付記3 ウイルス増殖用培養液

1ρoomL 中
トリプトース・ホスフェイ十・ブロス 295 今

牛胎子血清 20 lnL

イーグノレ入伍M 残量

炭酸水素ナトリウムでPHを7.4~フ.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 PCV2モノクローナノレ抗体

PCV2オープンリーディングクレーム2 (以下この項において「PCV2 0即2」という。)を認
識するモノクローナル抗体

付記5 DL圖SD緩衝液

1,ooomL 中
トリス 121 g

塩化ナトリウム 8.フ7 g

EDTA 3.72 g

ポリソノレベート20 I mL

水 残量

PH を7.0 に調整する。

、



付記6 参照陽性血清

標準陽徃血清(付記13)と同様の方法で作成した血清であって、標準血清を用いて 1.42を準

用したELISA (以下この項において「力価試験のELISA」という。)で測定Lたとき、 2倍階段

希釈の3段階目から5段階目までにOD50を示すようにD工E侶D緩衝液で希釈して用いる。

付記7 参照陰性血清

SPFマウスから得られた血清であって、力価試験のELISAで測定したとき抗体価が20(130

10glo)倍以下のもの。

付記8 抗原液

PK15細胞で培養したPCV21010,25株を超音波処理し、遠心した後、β.プロビオラクトンで

不活化したものでイ標準陽性血清を用いて力価試験のELISAで測定したとき、標準血清が所定

の抗体価を示すようにD工E心D緩衝液で希釈して用いる。

付記9 固相化プレート

抗体価測定ELisA用捕捉抗体(付記14)を 120μ Lずつ96穴ELISAプレートに分注し、 4゜C

で1夜静置する。洗浄液で3回洗浄し、ブロッキング液(付記15)を200μ Lずつ加え、37゜C

で60分間反応させ、洗浄液で3回洗浄したもの。

＼
付記10 洗浄液

1,ooomL 中

トリス

塩化ナトリウム

ボリソルベート20

水

PH を 73 ~フ.7 に調整する。

付記Π抗体価測定EUSA用標識抗体

PCV20虹2に特異的なモノクローナル抗体を産生するハイプリド」マPCV2 1902BIBCを接

種したヌードマウスの腹水を精製し、ホースラディッシュペノレオキシダ」ゼで標識した後、15

WN%サ.ツカリン加りン酸緩衝食塩液で濃度を調整したものであって、標準陽性血清を用いて力

価試験のEUSAで測定したとき、標準陽性血清が所定の抗体価を示すようにD工E侶D緩衝液で

希釈して用いる。

付記'12 基質液

適当な規格のテトラメチルベンチジン溶液

付記13 標準陽性血清

マウスをPCV2感染症不活化ワクチン(油性アジュバント加懸濁用液)で2回免疫後35日目

に得られたプール血清であって、力価試験のEL玲Aで測定したとき、抗体価4ρ00~10,000倍
を示す、の。

付記14 抗体価測定乱ISA用捕捉抗体

PCV20N2に特異的なモノ'クローナル抗体を産生するハイブリドーマPCV2 19仍A8BCを接

種したヌードマウスの腹水を精製し、15WN%サッカリン加りン酸緩衝食塩液で濃度を調整した

121 g

8.フ7 g
址
・
量残

1



もので、標準陽性血清を用いて力価試験のEUSAで測定したとき、標準陽性血清が所定の抗体

価を示すように炭酸ナトリウム緩衝液(付記16)で希釈して用いる。

付記15 ブロッキング液

リン酸緩衝食塩液に植物性ポリペプトンをIWN%加えたもの。

付記16 炭酸ナトリウム緩衝液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム 1.59 g

炭酸水素ナトリウム 2,93 g

アジ化ナトリウム 02 g
コ

水 残量、

PΠを9.6に調整する。



豚パルボウイルス感染症(油性アジュバントカロ)不活化
ワクチン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合した豚パルボウイルスを同規格に適合した培養細胞で増殖さ

せて得たウイルス液を不活化し、油性アジニバントを添加したワクチンである。

1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ぱならない。

12不活化試験

12,1 試験材料
1.2.1.1 試料

試験品 10mL に等量のクロロホルムを加え、よく混和'した後、遠心分離した水層の5 mL を 100

倍量以上のりン酸緩衝食塩液で4゜Cで1夜透析したものを試料とする。

12.12 培養ネ醐包

PK・15細胞を培養瓶で培養し、単層となったものを用いる。

122試験方法

試料の全量をl mιにつき3C皿2以上の培養細胞に接種し、37でで60分間静置吸着させる。試

料を抜き取り、ウイルス増殖用培養液(付記1)を加え、37でで、10日間培養した後、培養上清に

ベロナール緩衝食塩液・(以下この項において「VBS-」という。)(付記2)で濃度を調整した0.5V01

%の非凝集性の鶏又はモルモットの赤血球浮遊液を等量加え、室温で 60分間静置した後、赤血球
凝集の有無を観察する。

1.23 判定

赤血球の凝集を認めない場合、活性ウイルス陰性と判定する。

試料に活性ウイルスを認めてはならない。

1.3 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、 0.41'とする。

1,4力価試験

1.4.1 試験材料

1.4.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.4.12 試験動物

体重約30ogのモルモットを用いる。

1.4.,13 赤血球凝集抗原

豚パルボウィルス90HS株又は適当と認められた株を用いて調製した赤血球凝集抗原(付記3)
を用いる。

1.42試験力法

注射材料2 匪ずつを、 5匹の試験動物の皮下に注射し、28日目に得られだ各個体の血清にっ
いて、赤血球凝集抑制試験を行う。

被検血清をVBS一で5倍に希釈し、等量の25則V%カオリン液を加え、室温で20分間処理する。
遠心後の上清に鶏又はモルモットの赤血球を加え、・室温で 15分間処理し、.再度遠心し、上清を採

取する。とれをVBS、で2倍階段希釈し、各段階の希釈液に8単位の赤血球凝集抗原を等量加え、
4゜Cで1夜処理tる。これにVBS、で濃度を調整した0.5V01%の非凝集性の鶏又はモルモットの赤
血球浮遊液を加え、室温で60分間静置し、赤血球凝集の有無を観察する。



1.4.3 判定

赤血球凝集を阻止した血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価とする。

試験動物の赤血球凝集抑.制抗体価の幾何平均は、80倍以上でなければならない。

付記1 ウイルス増殖用培養液

1,ooonlL 中

トリプトース・ホスフェイト・ブロス 2.95 g

牛胎子血清又は牛血清アルブミン 20mL 又は 1.1 g
イーグノレN正M 残量

炭酸水素ナトリウムでPHをフユ・Y7.6に調整する。
必要最少量の抗生物質を加えてもよい。

付記2 ベロナール緩衝食塩液(PH7.2)

1,000皿L 中
ノ丈ノレビターノレ 0.575 g

ノ勺レビターノレナトリウム 0375 g

塩化ナトリウム 8.5 g

水 残量

付記3 赤血球凝集抗原

豚パルボウイルス90HS株又は適当と認められた株を用いて調製した赤血球凝集抗原であっ

て、赤血球凝集価が64倍以上のもの。



ワクチン(シードロット製邦D の部の豚大腸菌性下痢症不活化・クロストリジウム・パーフりンゲ

ンストキソイド混合(アジュバントカのワクチン(シード)の項の次に次のように加える。

豚ボルデテラ感染症・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
(アジュバントカロ)不活化ワクチン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合したボルデテラ・ブロンキセプチカ(以下この項に兆いて

「Bb」という。)の菌体破砕上清濃縮液、同規格に適合したパスツレラ・ムルトシダ(以下この項に

船いて「pm」という。)の粗精製濃縮液及び同規格に適合したマイ=プラズマ・ハイオニューモニェ

(以下この項において rMhp」という。)の培養菌液の培養濃縮粗ろ液をそれぞれ不活化したものを

混合し、アノレミニウムゲルアジュバントを添加したワクチンである。

1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、とれに適合しな.ければならない。

12無毒化試験

12.1試験材料

12.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

12,12試験動物

体重約3503のモノレモットを用いる。
12.13 試験方法

注射材料ojmL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。

12.1.4 半1」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。
1.3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03址とし、体重測定は3日目に行うものとする。

1.4 力価試験

1.4.1Bb感染症力価試験

1.4,1.1 試験材料

1.4.1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.4.1.1'2 試験動物

6~7週齢のddY系 SPFマウスを用いる。

1.4.1.13 酵素抗体反応く以下この項において「ELISA」という。)用Bb抗原

Bb精製抗原(付記1)を用いる。

1.4.1.2 試験方法

試験動物10匹を試験群、 5匹を対照群とする。

注射材料 1.omL 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。

試験群及び対照群の各血清及びBb.参照陽性血清 t付記2)を.希釈液(付記3)で 40 ~ 10ユ40
倍まで2倍階段希釈したものをBb精製抗原吸着プレート(付記4)に 100μ工ずっ加え、希釈液

のみの穴を血清対照とする。 4゜Cで玲時間反応させた後、洗浄液(付記5)で10回洗浄する。次



に各穴に標識抗体(付記田を 100μLずつ加え、37゜Cで2時間反応させた後、洗浄液で10回洗

浄する。基質液(付記7)を各穴に 100μ Lずつ加え、 37゜Cで30分間反応させた後、 3 血0比水

酸化ナトリウム溶液を各穴に50μLずつ加えて反応を停止させ、波長405血で各穴の吸光度を測

定する。

1'4.1.3 判定

対照の各穴の測定値の平均値に0,5を加えた値以上の測定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

抗体価80倍以下でなけれぱならない。また、 Bb参照陽性血清は、抗体価320~640倍を示さなけ

ればならない。

1.4.2Pm症力価試験

1.4ユ.1試験材料

1.42.1.1 試験動物

1.4.1の試験に用いた動物を用いる。

1.42.12 E工ISA用 Pm抗原

Pm精製抗原(付記8)を用いる。

1.422試験方法

1.4.1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、 EUSAを行う。

試験群及び対照群の各血清及びPm参照陽性血清(付記9)を希釈液で40倍~ 10ユ40倍まで2

倍階段希釈したものを Pm精製抗原吸着プレート(付記 1ωに 100 μ Lずつ加え、'希釈液のみの

穴を血清対照とする。 4゜Cで18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 100μ L,ずつ加え、37でで2時間反応させた後、洗浄液で 10 回洗浄する。基質液を各穴に 100

μ Lずつ加え、 37゜Cで30分間反応させた後、 3 m0血水酸化ナトリウム溶液を各穴に50・μ工ず

つ加えて反応を停止させ、波長4晒血で各穴の吸光度を測定する。

1.42.3 判定

対照の各穴の測定値の平均値に0.5を加えた値以上の測定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 1,280 倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て

抗体価訟0倍以下でなけれぼならない。また、 pm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。

1.4.3入血P感染症力価試験
1.4.3.1 試験材料

1.4.3.1.1 試験動物

1.4.1の試験に用いた動物を用いる。

1.43.12 ELISA用 N丑IP抗原

ポリソルベート20抽出抗原(イ寸記Ⅱ)を,用いる。

1.432 試験方法

1.4,1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、 EL鵄Aを行う。

試験群及び対照群の各血清及びMIP参照陽性血清 q寸記 12)を希釈液で40倍~ 10,240倍まで

2倍階段希釈したものを入丑IP抗原吸着プレート q寸記13)に 100μ工ずつ加え、希釈液のみの穴

を血清対照とする。 4゜Cで18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

100 μ L ずつ加え、 37゜Cで 90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 100

μ Lずつ加え、37゜Cで30分間反応させた後、、3 moW水酸化ナトリウム溶液を各穴に 50μ Lず

つ加えて反応を停止させ、波長4価血で各穴の吸光度を測定する。

1.4.33 判定

、一



対照の各穴の測定値の平均値に0.5 を加えた値以上の測定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 2,560 倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群では、全て

抗体価320倍以下でなければならない。また、 MIP参照陽性血清は、抗体価2,560~ 5,120倍を示
さなけれぱならない。

付記I Bb精製抗原

Bb 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って、 SDS ポリアクリル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ゆaを示し、モルモットの皮内に注射すると貧

血斑を示す。

付記2 Bb参照陽性血清

Bb 製造用株又はこれと同等の抗原性を示す株を培養し、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あって、 EUSA 抗体価が 320

~640倍となるように濃度を調整し、凍結乾燥したもの。

付記3、希釈液

1,000111L 中

塩化ナトリウム

塩化カリウム

リン酸二水素カリウム

リン酸水素ニナトリウム
水

付記4 Bb精製抗原吸着プレート

Bb 精製抗原を炭酸緩衝液(付記 14)で40 倍に希釈し、'96 穴マイクロプレートに 100 μ L

ずつ加え、 4゜Cで 18時間反応後、洗浄液で 10 回洗浄し、さらにゼラチン液(付記 15)を各

穴に 150μ L・ずつ加え、 37゜C2時間反応後、洗浄液で10回洗浄したもの。

付記5 洗浄液

ポリソルベー'ト200.5mL と希釈液 1,000皿L を混合したもの。

付記6 標識抗体

アルカリフォスファターゼ標識マウス珸G抗体を希釈液で希釈したもの。

付記7 基質液

Pニトロフェニルリン酸ニナトリウム 10omg を基質緩衝液(付記 16)10om工に溶解したも
の。

付記8 Pm精製抗原

Pm 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って、SDS ポリアクリルアミド電気泳動で分析L

たとき、分画の主成分は、分子量約 125 ~ 145ゆaを示し、モルモットの皮内に注射すると壊

死斑を示す。

8.o g

023

02 g

1.15 g

残量

.'



付記9 Pm参照陽性血清

Pm 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あって、 EUSA抗体価が 640

~ 1,280倍になるように濃度を調整し、凍結乾燥したもの。

付記10 pm精製抗原吸着プレート

Pm精製抗原を炭酸緩衝液で40倍に希釈し、96穴マイクロプレートに 100μ Lずっ加え、

4でで 18時間反応させた後、洗浄液で 10回洗浄する。さらに、ゼラチン液を各穴に・150μ工

ずつ加え、37゜Cで2時問反応させた後、洗浄液で10回洗浄したもの。

付記Ⅱポリソルベート20抽出抗原

ⅥIP 製造用株又はこれと同等の抗原性を有する株の振とう培養菌液を遠心集菌し、希釈液

に懸濁した後、 4゜Cで 24時間撹押して菌体を洗浄する。洗浄菌体をトリス緩衝液(1)にた

ん白濃度l m創mL になるように懸濁した後、 2V01%ポリソルベート20加トリス緩衝液(2)

を等量加え、37でで30分間振とうしながら力畍風する。遠心後の上清にジェチルエーテルを等

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ルアミノメタン 3.03g 及ぴ塩化ナトリウム 14.61g を水に溶解

し、全量を 1,ooomL としたもの

(2) 2 V01%ポリソルベート20加トリス緩衝液

ポリソルベート2020mL及びトリス緩衝液9801ⅡLを混合したもの

付記12 入仙P参照陽性血清

Mhp 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、 EL玲A

抗体価が2,560~5,120倍となるように濃度を調整し、凍結乾燥したもの。

付記B N仏P抗原吸着プレート

如IP J株又はとれと同等の抗原性を有する株で免疫した兎免疫血清(付記 17)を炭酸緩衝

液で 100倍に希釈したものを、 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、洗浄液で 10回洗浄する。さらに、ゼラチン液を各穴に 150μ Lずつ加え、 4゜Cで 18

時間反応させ、洗浄液で10回洗浄する。これに、ボリソルベート20抽出抗原を希釈液でたん

白量 12.5 μ邑/mL になるように希釈したものを 100μ工ずつ加え、 4でで 18時間反応させた

後、洗浄液で10回洗浄したもの。

付記14 炭酸緩衝液

A液:炭酸ナトリウム53gを水に溶解し、全量を 1,ooomL とする。

B液:炭酸水素ナトリウム4ユ畠を水に溶解し、全量を 1,ooomL とする。
A液とB液を混合し、 PH9.6に調整する。

付記"ゼラチン液

ゼラチン 1.0且を希釈液1,ooomLで溶解したもの
、

付記16 基質緩衝液

1,ooomL 中



塩化マグネシウム・六水和物 0.049 畠
ジエタノーノレアミン 96 mL

水 残量

PHを9.8 に調整し、全量を 1,ooomLにする。

付記17 兎免疫血清

即IPJ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3 如n以上の阻止帯を示すもの。



豚コレラ・豚丹毒混合生ワクチン(シード)

勵生剤基準の豚コレラ・豚丹毒混合生ワクチン(シード)の 3.フ.5 に規定するところにより試験を

行うものとする。

、 、

、



豚インフルエンザ・豚パスツレラ症・マイコプラズマ・

ハイオニューモニエ感染症混合(アジュバントカロ)不活

化ワクチン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合した豚インフルエンザウイルスを同規格に適合Lた発育鶏卵

で増殖させて得たウイルス液を不活化したもの、パスツレラ・ムルトシダ(以下この項に給いて「pm」

という。)の培養上清を濃縮し、遠心して得た上清を不活化したもの及び同規格に適合したマイコプ

ラズマ・ハイオニューモニエ(以下この項において「Mhp」という。)の培養菌液を不活化したもの
を混合し、アルミニウムゲルアジュバントを添加したワクチンである。

1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。

12無毒化試験

12.1試験材料

1ユ.1,1 注射材料

試験品を注射材料とする。

12.12試験動物

体重約350gのモルモットを用いる。
122試験方法

注射材料0.1mLずつを試験動物2匹の背部皮内に注射し、10H間観察する。

123 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。

1.3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ぼならない。ただし、

注射量は02血Lとし、注射後の体重測定は6日目とする。

1.4 力価試験

1.4.1豚インフノレエンザカ価試験

1.4.1.1 試験材料

1.4.1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.4.1.12 試験動物

5週齢のマウスを用いる。

1.4、1.13 赤血球凝集抗原

試験品に含まれるそれぞれのウイルス株と同ータイプのウイルスで調製した赤血球凝集抗原(付
記1)を用いる。

1.4,1ユ試験方法

試験動物30匹を試験群、10匹を対照群とする。

注射材料の 02mL ずつを2週間隔で2回、試験群の脚部筋肉内に注射する。 2回目の注射後2

週目に得られた各個体の血清を群ごとに5匹分ずつプールし、試験群として6プール血清を得ると

共に、対照群として2プール血清を得る。

得られた各プール血清にういて、赤血球凝集抑制試験を行う。

被検血清を即E及び鶏赤血球で処理する。これをりン酸緩衝食塩液で2倍階段希釈し、各希釈

液02mL に 0.2mL 中8単位の赤血球凝集抗原を等量加え、室温で 60分間処理する。これに 0.5V01

%鶏赤血球浮遊液を0.4mLずっ加え、室温に60分間靜置.し、赤血球凝集の有無を観察する。



1.4.13 判定

赤血球の凝集を抑制した血清の最高希釈倍数を赤血球疑集抑制抗体価とする。

試験群のプール血清の赤血球凝集抑制抗体価は、 6プール血清中4プール血清以上が8倍以上で

なけれぱならない。この場合、対照群のプール血清の赤血球凝集抑制抗体価は、 4倍未満でなげれ

ばならない。

1.4.2豚パスツレラ症力価試験

1.42.1試験材料

1.42.1.1 試験動物

1.4.1の試験に用いた動物を用いる。

1.4.2.12酵素抗体反応(以下との項において「ELISA」という。)用抗原

Pm皮膚壊死毒素(以下この項において「PMT」という。)抗原(付記2)を用いる。

1.422 試験方法

1.4.1ユの試験で得られた各プール血清について、 EUSAを行う。

試験群及び対照群の各血清、PMT参照陽性血清(付記3)及びPMT参照陰性血清(付記4)を
、

希釈・洗浄液(付記5)で4倍希釈したものを2倍階段希釈し、各段階の希釈液を PMT 抗原吸着

プレート(付記田の各穴に 100μ L ずつ加え、37゜Cで1時間感作する。希釈・洗浄液で洗浄し

た後、標識抗体(付記7)を各穴に 100μ Lずつ加え、37でで30分間反応させる。希釈・洗浄液

で洗浄した後、基質液(付記8)を各穴に 100 μ L ずつ加え、遮光して 30゜Cで 30分間反応させ

る。停止液(付記9)を各穴に50μ上ずつ加え、'反応を停止させる。主波長492血、副波長630血

の2波長で吸光度を測定し、これらの差をEUSA値とする。

1.4.23 判定

EUSA値が0.5以上を示す血清の最高希釈倍数を抗PMT抗体価とする。

試験群のプール血清の抗PMT抗体価は、 6プール血清中4プール血浩以上が PMT参照陽性血

清の示す抗 PMT 抗体価以上でなければならない。との場合、対照群のプール血清の抗 PMT抗体

価は、 4倍未満でなければならない。また、 PMT参照陽性血清の抗PMT抗体価は、 8~32倍を

示さなけれぱならず、PMT参照陰性血清の抗PMT抗体価は、 4倍未満でなければならない。

1,4.3 マイエプラズマ・ハイオニューモ・ニエ感染症力価試験

1.43,1 試験材料

1.43.1.1 試験動物

1.4.1の試験に用いた動物を用いる。

1.43.12 ELISA用抗原

Mhp・E工ISA抗原(付記1のを用いる。
1.432試験方法

1.4.12の試験で得られた各プール血清について、 EUSAを行う。

試験群及び対照群の各プール血清、N丑IP参照陽性血清(付記11)及びN仏P参照陰性血清q寸記12)

を希釈・洗浄液で.100 倍希釈したものを、 N仏P・ELISA抗原吸着プレート(付記 13)のそれぞれ6

穴に 100μ工ずつ加え、37゜Cで1時間感作する。希釈・洗浄液で洗浄した後、標識抗体を各穴に 100

μ Lずつ加え、37゜Cで30分間反応させる。希釈・洗浄液で洗浄した後、基質液を各穴に 100μ L

ずつ加え、遮光して30゜Cで30分間反応させる。停止液を各穴に50μ Lずつ加えて反応を停止さ

せる。主波長4兜血、副波長630血2波長で吸光度を測定し、とれらの差をEUSA値とする。

1.4.33 判定

それぞれ6穴のEL玲A値の平均を抗WIP抗体価とする。

試験群のプール血清の抗N血P抗体価は、 6プール血清中4プール血清が入丑IP参照陽性血清の示

す抗入血P抗体価以上の値を示さなければならない。この場合、対照群のプール血清の抗N血P抗体
価は、0.15 未満でなければならない。また、 N血P 参照陽性血清の抗入仙P抗体価は、 0,45 以上を示



さなければならず、入血P参照陰性血清の抗入丑IP抗体価は、 0.15未満でなけれぱならない。
2中間製品の試験

2.1不活化試験

2.1.1 試験材料

2.1.1.1 注射材料

不活化した2種類の豚インフルエンザウイルスの混合液を注射材料とする。

2.1.1.2 発育鶏卵

生ワクチン製造用材料の規格1.1の 10~ 12日齢のものを用いる。

2.12試験方法

注射材料02mLずつを4個以上の発育鶏卵の尿膜腔内に注射し、36~37でで培養し、 3日間隔

で尿膜腔液を2代まで継代する。 2代目の尿膜腔液に 0.5V01%の鶏の赤血球浮遊液を等量加え、

室温で60分問静置し、赤血球凝集の有無を観察する。

ただし、赤血球凝集を示す尿膜腔液があった場合には、その尿膜腔液を等量に混合して3代まで

継代し、 3代目の尿膜腔液について同様の試験を繰り返した後.判定する。

2.13 判定

赤血球凝集を認めない場合には、活性ウイルス陰性と判定する。

検体に活性ウイルスを認めてはならない。

付記1 赤血球凝集抗原

豚インフルエンザウイルスA型 NSW血e/京都B/79 (HIND 株及び豚インフルエンザウイル

スA型NSW血田和田山6価9(H3N2)株を用いて、それぞれ調製した赤血球凝集抗原

付記2 PMT抗原

パスツレラ・ムノレトシダ B.45 株の培養上清を限外ろ過により濃縮した後、ハイドロ・キシア

パタイトカラムで分画し、ホルマリンで不活化し、得られた皮膚壊死毒素活性を持つ抗原であ

つて、 B・45 株培養上清免疫モルモットの血清を用いてウ=スタンプロッティングを行う場合

に、 150ゆa 付近に単一なバンドを認め、そのたん白量を測定するとき、 30 ~ 100 μ g/mL を
示すもの。

付記3 PMT参照陽性血清

PmB・45株の培養上清濃縮液をマウスに免疫して得られた血清であって、抗PMT抗体価8~

32倍を示すものであり、凍結保存する。

付記4 PMT参照陰性血清

健康なマウスから採血した血清であって、抗 PMT 抗体価4倍未満を示すものであり、凍結

保存する。

、

付記5 希釈・洗浄掖

1,ooom工中

リン酸水素ニナトリウム十二水和物

リン酸二水素カリウム

塩化ナトリウム

塩化カリウム

ポリソルベート20

水

29 g

02 g

8.0 套

02 g

0.5 mL

残量



P輩を 72~フ.4 に調整する。

付記6 PMT抗原吸着プレート

PMT抗原を炭酸緩衝液(付記 14)でたん白濃度 0.005 ~ 0.olmψmL に希釈し、 ELISA用プ

レート(U字型)'の各穴に 100 μ Lずつ加え、 4゜Cで 18時間以上感作させた後、希釈・洗浄

液で洗浄し、 2、 W/V %牛血清アルブミン溶液(付言己15)を各穴に 250 μ Lずつ加え、 37゜Cで

1時間感作させた後、希釈・洗浄液で洗浄したもの。

付記7 標識抗体

西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗マウス珸G抗体を希釈・洗浄液で希釈したもの。

付記8 基質液

0.フェニレンジアミンニ塩酸塩40mg をりン酸クエン酸緩衝液(付記 16) 10omL に溶解し、

遮光したものに、使用直前に過酸化水素水を0.叫mL添加したもの。

付記9 停止液

濃硫酸56.1mL を正確に量り、精製水440mL中に撹押冷却しながら溶解し、更に水を加えて

50om工としたもの。

付記10 MIP・EUSA抗原

址PM・21株の振とう培養菌液を遠心集菌し、1N液(付記 17)で菌体を洗浄した後、洗浄

菌体をたん白濃度が10m創mιとなるように濃度を調整したもの。

付記Ⅱ入血P参照陽性血清

MhpM,21株の不活化全菌体をマウスに免疫して得られた血清であって、抗入ⅡIP抗体価0.45
以上を示すものであり、凍結保存する。

付記12 入"1P参照陰性血清
健康なマウスから採血した血清であって、抗N血P 抗体価 0.15 未満を示すものであり、凍結

保存する。
.

付記 B N仏P・ELISA抗原吸着プレート

Mbp・ELISA抗原を炭酸緩衝液でたん白濃度が0.05~ 0.1m創mL となるように希釈し、 EL鵄A

用プレート(U字型)の各穴に 100μ Lずつ加え、 4゜Cで 18時聞以上感作させた後、希釈・

洗浄液で洗浄し、 2 WN%牛血清アルブミン溶液を各穴に250μ Lずつ加え、37%)で1時間

感作させた後、.希釈・洗浄液で洗浄したもの。

付記14 炭酸緩衝液

1,ooomL 中

炭酸ナトリウム 1.59 g

炭酸水素ナトリウム 2.93 g

水 残量

PH を9.6 に調整し、 4゜Cに保存する。

付記15 2WN%牛血清アルブミン溶液



闇

牛血清アルブミン2Ξを希釈・洗浄液10om工で使用直前に溶解したもの。

付記16 リン酸クエン酸緩衝液

1,000皿L 中

無水クエン酸

リン酸水素ニナトリウム十二水和物

水

PHを 5.0 に調整する。

付記17 TNF液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム

エデト酸ナトリウム

トリスヒドロキシメチルアミノメタン

水

4.673

19.95 g

残量

、、

i

14.6 g

3.723

3.94 g

残量



ワクチン(シードロット製郵D の部のニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価混合(油性アジュ

バントカm 不活化ワクチン(シード)の項の次に次のように加える。

ニューカッスル病・鷄伝染性気管支炎・産卵低下症候群

-1976混合(油性アジュバントカロ)不活化ワクチン(シ

ド)

動生剤基準のシード白ツト規格に適合したニューカッスル病ウイルス及び鶏伝染性気管支炎ウイル

スを同規格に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウイルス液並びに同規格に適合した産卵低下症候群

1976 ウイルスを同規格に適合した培養細胞で増殖させて得たウイルス液をそれぞれ不活化したも

のを混合し、油性アジュバントを添加したワクチンである。

1小分製品の試験

1.1力価試験

1.1.1ニューカッスル病力価試験

1.1.1.1 試験材料

1.1.1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.1.1.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。

1.1.1.13 赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

1.1.12 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内又は頚背部皮下に注射し、対照群と共に4週間観察す

る。

試験最終日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、ニューカッスル病ウイルス

赤血球凝集抑制試験を行う。

1.1.13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において

「印抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が凱抗体価160倍以上でなければならない。この揚合、対照群では、全て印

抗体価5倍以下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,印抗体

価とする。

゛



ワクチン(シードロツド製斉のの部のニューカツスル病・鶏伝染性気管支炎2価・産卵低下症候群
1976混合(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シード)の項の次に炊のように加える。

ニューカッスル病・鷄伝染性気管支炎2価・鷄伝染性フ

アブリキウス嚢病混合(油性アジュバントカロ)不活化ワ

クチン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合したニューカッスル病ウイルス及び血清型のそれぞれ異なる

2種類の鶏伝染性気管支炎ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵で増殖させて得たウイルス液並びに

同規格に適合した鶏伝染性ファブリキウス嚢病ウイルスを同規格に適合した培養細胞で増殖させて得

たウイルス液をそれぞれ不活化し、油性アジュバントを添加したものを混合したワクチン又はそれぞ

れのウイルス液を不活化したものを混合し、油性アジュバントを添加したワクチンである。

1小分製品の試験

U力価試験

1.1.1 ニューカッスノレ病力価試験

1.1.1.1 試験材料

1.1.1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.1.1.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.Hこ適合した発育鶏卵由来の4~7週齢の鶏を用いる。

1.1.1.1.3 赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

1.1.12 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の頚部皮下に注射し、対照群と共に4週間観察する。

試験最終日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、ニューカッスル病ウイルス

赤血球凝集抑制試験を行う。

1.1,13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下ごの項において

「印抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が班抗体価80倍以上でなけれぱならない。との場合、対照群では、全てⅢ

抗体価5倍以下でなければならない。

、



ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎・産卵低下症候群

-1976・トリ黒ユーモウイルス感染症混合(油性アジュ

バントカn)不活化ワクチン(シード)

動生剤基推のシードロット規格に適合したニューカッスル病ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵

で増殖させて得たウイルス液、鶏伝染性気管支炎ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵で増殖させて

得たウイルス液並びに同規格に適合した産卵低下症候群一 1976 ウイルス及ぴトリニューモウイルス

を同規格に適合した培養細胞で増殖させて得たウイルス液をそれぞれ不活化したものを混合し、油性

アジュバントを添加したワクチンである。

レ」、分製品の試験

1.1 力価試験

1.1.1ニューカッスル病力価試験
'

1.1.1」試験材料

1.1.1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.1.1.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の30~35日齢の鶏を用いる。

1.1.1.13 赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

1.1.12 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に注射し、対照群と共に4週聞観察する。

試験最終日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、ニューカッスル病ウイルス

赤血球凝集抑制試験を行う。

1.1.13 半リ定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において

「印抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が1Ⅱ抗体価160倍以上でなけれぱならない。この場合、対照群では、全て田

抗体価5倍以下でなけれぱならない。



ワクチン(シードロット製郵D の部の鶏サルモネラ症(サルモネラ・インファンティス.サルモネ

ラ・エンテリティディス・サルモネラ・ティフィムリウム)(油性アジュバントカの不活化ワクチン
(シード)の項の次に欧のように加える。

マイコプラズマ・シノビエ感染症凍結生ワクチン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合した弱毒マイコプラズマ・シノビエの培養菌液を凍結したワ
クチンである。

1小分製品の試験

1.1夾雑菌否定試験

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ぱならない。
12生菌数試験

12.1試験材料

12.1.け音地

試験用培地(付記1)を用いる。

1.2.2 試験方法

96 穴の平底マイクロプレートの各穴に培地を 225 μ Lずつ分注する。最初の列(縦詞D の8穴

にそれぞれ試験品を25μ Lずつ分注した後、10倍階段希釈し、10'1から 10・10の希釈列を作成する。

Ⅱ及ぴ12列は無接種対照とする。プレートをシールじ、33゜Cで2週間培養する。
12.3 判定

培地の色調変化を示した穴を有する行(横列)の希釈の高い方から連続じた3つの希釈列又は連

続した2つの希釈列と色調変化した穴が最初に全く認められなくなった希釈列の合計3希釈列のい
ずれかを用いて判定する。.これら3希釈列の色調が変化した穴の数を用いて最確数表(付記2)か

ら最確数を求め、 3希釈列の最初の希釈倍数を乗じて25μ L当たりの色調変化単位(以下この項
において「CCU」という。)を算出L、さらに、,それに 1.2 を乗じて生菌数を算出する。試験品の

生菌数は、 1羽分当り 107・35CCU以上でなければならない。
1.3 マーカー試験

」

12 を準用して試験するとき、33゜C培養の生菌数は、39.5で培養の生菌数より 100倍以上多くな

ければならない。ただし、マイクロプレート4枚を用い、 2枚は 33゜Cで、残りの2枚は39.5゜Cで
培養する。

1.4安全試験

1.4.1 武験材料

1.4,1,1 接種材料

試験品を接種材料とする。

1.4.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の3~4週齢の鶏を用いる。
1.4.2 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 5羽を対照群とする。

接種材料 10羽分を試験群に点眼接種し、対照群と共に3週間観察する。試験最終日に剖検し、
鼻腔、眼寓下洞、'気管、気嚢及び関節(滑膜)の病変の有無を観察する。

1.4.3 判定

観察期間中、試験群及ぴ対照群に臨床的な異常を認めてはならない。また、剖検で異常を認めて
はならない。

1.5力価試験

゛
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1.5.1 試験材料

1.5.1.1 接種材料'

試験品を接種材料とする。

1.5.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1由来の3~4週齢の鶏を用いる。

1.52 試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

接種材料1羽分を試験群に点眼接種する。接種6週間後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「マイコプラズマ・シノビ土感染症急速診断用菌液」を用いて凝集反応を行う。

1.53 判定

就験群の 70 %以上が凝集抗体陽性でなけれぱならならず、対照群では、全て凝集抗体陰性でな

ければならない。

2.69

付記1 試験用培地

1,ooom1コ中

マイコプラズマ用基礎培地(PPL0培地)*

塩酸システイン*

酢酸タリウム*

ブドウ糖*
、

0.6W/V %フェノーノレレッド液

正常豚血清

新鮮イーストエキス

0.2W/V % DNA 液

I W/V%β一NAD液

ベンジノレペニシリンカリウム

水

*印の成分を加温溶解した後、121

菌した他の成分を無菌的に添加する。

1

0

2.41

22.5 g

0.1 g

0.1 g

1g

5 mL

100 血L

10 皿L

10 ml,

10 mL

5,000 単位

残量

゜Cで 15分間高圧滅菌する。ごれに、あらかじめろ過滅

付記2 最確数表

連続じた3つの希釈列

に認められた培地色調
変化の穴の数

2.14

8

8

8

238

最確数

(MⅨ)

8

8

7

8

8

6

8

8

5

8

8

4

8

8

連続した3つの希釈チU

に認められた培地色調

変化の穴の数

3

208

8

8

2

139

2.11

8

8

982

1

8

7

0

702

8

7

8

51.0

1.868

7

7

38.5

7

7

6

30.1

7

0

5

24.0

6

0

最確数

(MPN)

1

59.6

6

6

0

50.8

6

6

1

433

6

5

0

369

6

5

1

1,83

6

4

0

1.55

6

4

2

3.08

6

4

1

2.フフ

6

3

0

2.73

6

3

2

2.44

3



2

1

2

0

2

6

2

2

6

1

1

6

0

1

6

2

1

6

1

0

6

0

0

6

1

0

6

0

5

6

1

5

5

4

0

4

5

3

7

2

4

5

2

7

1

3

8

5

.

1

0

7

3

8

5

0

2

7

8

3

5

6

7

1

2

8

5

5

0

6

2

8

5

4

2

6

2

8

5

3

6

1

8

1

5

2

0

6

8

1

5

1

2

6

8

1

5

0

.

6

1

0

8

5

6

0

6

0

8

5

5

0

5

0

8

5

4

5

1

8

5

3

0

5

3

8

2

1

5

3

8

4

1

0

5

8

2

4

0

2

5

2

8

4

5

5

1

8

1

4

0

4

8

1

4

3

2

8

1

4

2

4

1

0

8

4

1

4

0

0

8

4

0

0

4

0

8

4

5

4

1

4

8

4

4

0

3

3

8

3

3

3

1

3

8

2

0

3

2

8

3

1

2

3

2

8

3

0

1

3

8

1

3

0

3

8

1

3

3

2

8

1

3

2

2

0

8

3

1

2

8

3

0

2

8

3

2

8

2

1

8

1

1

8

0

1

8

2

1

8

1

0

8

0

0

8

1

0

8

0

7

8

7

7

7

31.4

26.フ

22.6

19.1

159

28.4

25.0

21,8

189

163

13,8

11.5

2.09

213

1.84

18.9

1.60

16.6

1.82

14.4

1.58

123

1030

135

1.56

8.42

134

14.8

1」3

玲.0

2.07

11,1

1.85

9.40

1.84

フ.74

1.63

6ユ2

1.82

11.8

1.61

102

1.41

8.67

1,60

フ.18

1.40

5.82

121

4.67

139

8.07

120

6.72 '

1.01

5.50

1.19

4.45

1.01

3.62

0、諮

522

128

4ユフ

、 127

3.50

1.10

2.87

1.09

338

093

2.80

1'08

231

3'

092

5.47

0.76

4.84

091

0.75

0.60

1.01

1.00

0.85

0.85

0.70

0.84

0.70

0.56

0.69

4 4

4 4

2 4
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1

0

0

0

0

3

1

4

3

0

3

2

1

3

2

0

2

2

1

2

2

0

1

2

2

1

2

1

0

2

0

0

2

2

0

0

2

1

1

6

3

2

0

0

6

2

7

1

2

1
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7

1

1

0

5

1

7

1

0

一

2

5

1

7

1

3

1

5

0

7

1

2

0

4

0

7

1

1

0

4

0

7

1

1

4

2

7

1

3

0

1

7

0

2

1

3

1

7

0

1

3

0

7

0
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ニューカッスル病・鷄伝染性気管支炎・鷄伝染性コリ ^

ザ(A ・ C型)液状混合(アジュノ丈ントカn)不活化.ワク

チン(シード) 、

動生剤基準のシードロット規格に適合したニューカッスル病ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵

で増殖させて得たウイルス液、同規格に適合した鶏伝染性気管支炎ウイルスを同規格に適合した発育

鶏卵で増殖させて得たウイルス液並びに同規格に適合したへキフィルス・パラガリナルムA型菌及ぴ

C型菌の培養菌液をそれぞれ不活化したものを混合し、アルミニウムゲルアジュ.バントを添加したワ

クチンである。

1小分製品の試験

1.1力価試験

1.1.1 ニューカッスノレ病力価試験

1.1.1.1 試験材料

1.1.1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.1.1.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.熊こ適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。

1.1.1.1.3赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

1.1.12 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に注射し、対照群と共に2週間観察する。

試験最終日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、.ニューカッスル病ウイルス

赤血球凝集抑制試験を行う。

1.1.1.3 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下との項において

「田抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が印抗体価10倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て印

抗体価2倍未満でなけれぱならない。ただし、農林水産大臣が特に認めた揚合には、・その抗体価と

する。

、



ワクチン(シードロット製剤)の部のニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎・鶏伝染性コリーザ(A

・ C型)混合(抽性アジュバントカの不活化ワクチン(シード)の項の次に炊のように加える。

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性コ

リーザ(A ・ C型)混合(アジュバントカロ)不活化ワク

チン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合したニューカッスル病ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵

で増殖させて得たウイルス液、同規格に適合した2種類の鶏伝染性気管支炎ウイルスを同規格に適合

した発育鶏卵で増殖させて得たウイルス液並びに同規格に適合したへモフィルス・パラガリナルムA

型菌及ぴC型菌の培養菌液をそれぞれ不活化したものを混合し、アルミニウムゲルアジュバントを添

加したワクチンである。

1小分製品の試験

1.1 力価試験

1.1.1 ニューカジスノレ病力価試験

1.1.1.1 試験材料

1.1.1.1江注射材料

試験品を注射材料とする。

1.1.1.12 試験動物

生ワク・チン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の4~5週齢の鶏を用いる。

1.1.1.1,3 赤血球凝集抗原

「ニューカッスノレ病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

1.1.1.2 試験方法

試験動物の10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずつを試験群の脚部筋肉内に注射し、対照群と共に3週間観察する。

試験最終日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、ニューカッスル病ウイルス

赤血球凝集抑制試験を行う。

1.1.13 判定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において

「躍抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上がH1抗体価10倍以上でなければならない。この揚合、対照群では、全て田

抗体価5倍未満でなければならない。



画

ワクチン(シードロット製斉D の部のニニーカッスル病・鶏伝染性気管支炎3価・鶏伝染性コリー

ザ(A ・ C型)混合(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シード)の項の欧に次のように加える。

ニューカッスル病・鷄伝染性気管支炎・鶏伝染性コリ

ザ(A ・ C型)・マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症

混合(油性アジュバントカロ)不活化ワクチン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合したニューカッスル病ウイルスを同規格に適合した発育鶏卵

で増殖させて得たウイルス液、同規格に適合した鶏伝染性気管支炎ウイルスを伺規格に適合した発育

鶏卵で増殖させて得たウイルス液、同規格に適合したへモフィルス・パラガリナルム(A型及びC型

菌)の培養菌液及び同規格に適合したマイコプラズマ・ガリセプチカムの培養菌液をそれぞれ不活化

したものを混合し、油性アジュバントを添加したワクチンである。

1小分製品の試験

1.1 力価試験

1.1.1 ニューカッスノレ病力価試験

1.1,1.1 試験材料

1.1,1.1.1 注射材料

試験品を注射材料とする。

1.1.1.12 試験動物

生ワクチン製造用材料の規格1.1に適合した発育鶏卵由来の30~35日齢の鶏を用いる。

1.1.1.13赤血球凝集抗原

「ニューカッスル病診断用赤血球凝集抗原」を用いる。

1.1.1ユ試験方法

試験動物の 10羽を試験群、 3羽を対照群とする。

注射材料1羽分ずうを試験群の筋肉内に注射し、対照群と共に5週間観察する。

試験最終日に試験群及び対照群から得られた各個体の血清にういて、ニューカッスル病ウイルス

赤血球凝集抑制試験を行う。

1.1.13 亊」定

赤血球の凝集が抑制された血清の最高希釈倍数を赤血球凝集抑制抗体価(以下この項において

「凱抗体価」という。)とする。

試験群の80%以上が田抗体価160倍以上でなければならない。この場合、対照群では、全て1Ⅱ

抗体価5倍以下でなければならない。

、



ワクチン(シードロット製剤)の部のニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性コリー

ザ(A ・ C型)・マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症混合(油性アジニバント加)不活化ワクチ

ン(シード)の項の欧に次のように加える。

狂犬病組織培養不活化ワクチン(シード)

動生剤基準の狂犬病組織培養不活化ワクチン(シード)の 3.6.8 に規定するところにより、試験を

行うものとする。



猫ウイルス性鼻気管炎・猫カリシウイルス感染症2価・

猫汎白血球減少症混合ワクチン(シード)

動生剤基準のシードロット規格に適合した弱毒猫ウイルス性鼻気管炎ウイルス及び同規格に適合

した猫汎白血球減少症ウイルスをそれぞれ培養細胞で増殖させて得たウイルス液並ぴに同規格に適

合した2種類の猫カリシウイルスをそれぞれ同規格に適合した培養細胞で増殖さ.せて得たウィルス

液を不活化したものを混合し、凍結乾燥したワクチンである。

1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

12ウイルス含有量試験

12.1猫ウイルス性鼻気管炎ウイルス含有量試験

1.2.1.1 試験材料

1.2.1.1.1 試料

試験品中の猫汎白血球減少症ウイルスを抗猫汎白血球減少症ウイルス血清(付記1)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2)で 10 倍階段希釈し、各段階の希釈液を

試料とする。

12.1.12 培養細胞

猫腎継代細胞を用いる。

12.12 試験方法

試料0'1mLずつをそれぞれ4本(穴)以上の培養細胞に接種し、37゜Cで60分間吸着させた後、

ウイルス増殖用培養液を加え、37゜Cで7日間培養し、観察する。

12.13 判定

培養細胞にCPEを認めたものを感染とみなし、 TCΦ知を算出する。
試験品のウイルス含有量は、 1頭分当たり 10、'゜TCΦ50以上でなければならない。

1.2.2猫汎白血球減少症ウイルス含有量試験

122.1試験材料

1ユ2.1.1 試料

試験品中の猫ウィルス性鼻気管炎ウィルスを、抗猫ウイルス性鼻気管炎ウイルス血清(付記3)

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。

1.22.12 培養細胞

猫腎継代細胞を用いる。

12ユ.2試験方法

試料0.1mLずつをそれぞれ培養細胞浮遊液を分注した4本(穴)以上に接種し、37゜Cで24時問

培養した後、ウイルス増殖用培養液と交換し、更に 37 でで6日間培養する。'培養後、培養液を採

取し、これに等量の牛血清アルブミン加ホウ酸緩衝食塩液(付記4)を加え、更にとの混合液と

VAD6.0 液(付記5)により濃度を調整した 03 ~ 0.5V01%豚赤血球浮遊液を等量加え、 2~'5゜C

で静置した後、観察する。

1223判定

培養液に赤血球凝集を認めたものを感染とみなし、 TCΦ50を算出する。

試験品のウイルス含有量は、 1頭分当たり1ず"TCΦ50以上でなければならない。

13異常毒性否定試験

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



1.4力価試験

1.4.1猫カリシウイルス感染症力価試験

1.4.1.1 試験材料

1.4.1.1.1 試料

試験晶を試料とする。

1.4.12 試験方法

96穴ELISA用マイクロプレート各穴に捕捉用抗猫カリシウイルス抗体 q寸記田を 120μLず

つ加え、'5でで1夜静置後、1証緩衝液 q寸記7)300 μ L で1回洗浄して固相化プレートとす

る。

固相化プレートの各穴に ELISA用緩衝液(付記8)を 100μ L.ずつ加える。最初の列の2穴ず

つに試料及び猫カリシウイルス抗原量定量EUSA参照品(付記9)を 100μ Lずつ加えて2倍階

段希釈し、37゜Cで3.時間反応させる。 T江緩衝液300μ Lで1回洗浄した後、猫カリシウイルス

抗原定量ELISA用標識モノクローナル抗体(付記 10)を 100μ Lずつ各穴に加え、 37でで1時間

静置する。1NE緩衝液300μ工で3回洗浄した後、全穴に基質液(付記11)を 100μ工ずつ加え、

遮光して 20゜Cで 30分間反応させる。反応停止液(付記 12)を 50 μ工ずつ加え、主波長 450血

及ぴ補正波長630血の2波長で吸光度(OD)を測定する。

以下の計算式により OD"を算出し、 OD50 を示す検体の希釈倍数を抗原量として ELISA 単位

(10且1ωで表す。
OD50 =(ODmaX 十 ODm血)/2

J

ODm駅:参照品の最大ODの平均

ODm血:参照品の最低ODの平均

抗原量(10g 2)=(OD50 一定数)/傾き

定数及び傾き:OD と抗原希釈倍数の対数について OD50 を挟む2点の回帰直線の定数及び

傾き

上記の計算式で算出した抗原量 Qog2)の値をELISA単位(10g1ωに換算する。
1.4.1.3 判定

参照品が所定の抗原量を示すとき、試験品の抗原量は、2.010gloELISA 単位以上でなければなら
ない

付記1 抗猫汎白血球減少症ウイルス血清

猫汎白血球減少症ウイルスで免疫した兎又はモルモットの血清であって、試験品のウイルス

を完全に中和する力価を有するもの。

付記2 ウイルス増殖用培養液

1,oooml,中
トリプトース・ホスフェイト・ブロス 2.95 g

牛胎子血清 0~20mL
、、

イーグル培養液(1V正M) 残量

炭酸水素ナトリウムでPHを7.4~フ.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3 抗猫ウイルス性鼻気管炎ウイルス血清

猫ウイルス性鼻気管炎ウイルスで免疫した兎又はモルモットの血清であって、試験品のウイ

ルスを完全に中和する力価を有するもの。
,



゛

、

付記4 牛血清アルプミン加ホウ酸緩衝食塩液

1,ooomL 中

塩化ナトリウム フ.ol g

ホウ酸 3.09 g

水酸化ナトリウム 096 窟

水 残量

牛血清アルブミンを 02W/V%となるように加えた後、水酸化ナトリウム液でPHを9.0 に調
整する。

付記5 VAD6.0液

1,000111L 中

塩化ナトリウム 8,フ7 底

無水りン酸水素ニナトリウム 5.68 g

リン酸水素ニナトリウムニ水和物 40.563

水 残量

牛血清アル.ブミン加ホウ酸緩衝食塩液と等量混合してPHを6.0に調整する。

付記6 捕捉用抗猫カリシウイルス抗体

猫を猫カリシウイルスG1株で免疫して得た血清であって、炭酸ナトリウム緩衝液(付記13)

で至適濃度に希釈して使用する。-20゜Cに保存し、凍結融解は避ける。

、

付記7 TNE緩衝液

1,ooonlL 中

塩化ナトリウム

トリス

ポリソノレベート20

チメロサール

水

PHを7.5 土 02 に調整する。

付記8 EL鵄A用緩衝液

1,ooomL 中
トリス

塩化ナトリウム

牛血清アルブミン

ポリソノレベート20

水

PHを.72に調整する。

付記9 猫カリシウイルス抗原量定量EL碍A参照品

猫カリシウイルス G1 株又は 431 株を含有する濃縮精製抗原、又は凍結乾燥ワクチン(GI

株及び431株)を注射用水で溶解したもので、抗原量が明らかな、の。

本ELISAで抗原量を測定するとき、所定の抗原量を示さなければならない。

付記10 猫カリシウイルス抗原定量ELISA用標識モノクローナル抗体

8.フ7 g

121 g

I m工、

0.02 g

残量

2.42 底

8.フ7 且

10.0 呂

0.51nl,

残量



ペノレオキシダーゼ標識抗猫カリシウィルスP66モノクローナノレ抗体を用いる。ハイブリドー
マH3-2 1012 E2Eを接種したマウスの腹水を精製し、ペルオキシダーゼで標識したもので、

ELISA用緩衝液で希釈して使用する。-20゜Cに保存し、凍結融解は避ける。

付記Ⅱ基質液

本ELISAに適当なテトラメチルベンジジン溶液を用いる。
ノ

付記12 '反応停止液

I movL硫酸液
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平
成
二
十
四
年
七
月
四
日

表
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
ロ
ッ
ト
製
剤
を
除
く
。
)
の
部
中

洲
口
ヘ
や
メ
畔
鰹
煮
戈
え
引
謙
戻

司
、
゛
Y
 
(
↓
又
μ
＼
ぐ
喜

赫
霜
通
熱
)

「
、
諏
口
ヘ
や
＼
、
雨
趣
舞
獣
訓
訣
モ

ゞ
⑳
、
岩
0

N
9
ぎ
0

N
心
伽
、
岑
中

M
9
W
8

農
林
水
産
大
臣
郡
司
彰

[「

N

1

一
上

を



ワクチン(アジュバント加

溶解用液)

馬鼻肺炎生ワクチン

マイコフ゜ラズマ・ノ＼イオ;ニ

ユーモニエ感染症(油性ア

ジュバント加)不活化ワク

チン

マイコプラズマ・ハイオニ

ユーモニエ感染症(油性ア

ジュバント加)不活化ワク

チン

342,100

263,700

5L,200

20,300

263,700

25

トJ /
.^

20,300

10

トJ /
ー、^

10 10

→N

2

C司

5
 
0

ー
、
"
ー

2
 
2



マイコプラズマ・ハイオニ

ユーモニエ感染症(アジュ

バント・油性アジュバント

加)不活化ワクチン

ぶりビフゆオ病不活化ワク

チン

ぶりビブリオ病不活化ワク

チン

286,100

ひらめストレプトコツカス

・パラウベりス(1型・Ⅱ

型)感染症・β溶血性レン

サ球菌症混合不活,化ワクチ

20,300

339,400

339,400

20,300

20,300

834,600

、

10

20,300

2

9

9

2

→N

2

9 2

0つ

トJ '
戸^



1ン

猫ウイルス性鼻気管炎・猫

カリシウイルス感染症.・猫

汎白血球減少症・猫白血病

・猫クラミジア感染症混合

(油性アジュバント加)不

活化ワクチン

猫ウイルス性鼻気管炎・猫

カリシウイルス感染症・猫

汎白血球減少症・猫白血病

・猫クラミジア感染症混合

(油性アジュバントカの不

活化ワクチン

705,000 20,300

i

45

705,000 20,300

1 」

45

5

4N

5

ぐ一



猫ウイルス性鼻気管炎・猫
J

カリシウイルス感染症2価

・猫汎白血球減少症・猫白

血病 q苗白血病ウイルス由

来防御抗原たん白遺伝子導

入カナリア痘ウイノレス)・

猫クラミジア感染症混合ワ

クチン

1'つ

ノ

421,600

搭倉締゜

欄Dヘ小入(ハーエ江(一燕匠)

「1 炭痕生ワクチン(シー'ド) 1 21 」-N

241,200

^1 牛""ナウール.感染症(1

36

令雛丑

2,200 1

352,800 1

2

22,200 -1

20,300 1

幻゙
.^

2 、 1

361



アジュバントカ山不活化ワ

クチン(シード)

炭痘生ワクチン(シード)

日本脳炎生ワクチン(シー

ド')

日本脳炎生ワクチン(シー

ド)

12

日本脳炎不活化・ワクチン(

シード)

2,200

10,700

2
トJ /

豚サー'コウイノレス(2型)

22,200

24,600

10,700 24,600

128,700

戸^

357,'500

0

2

2

トJ '
戸^

20,300

2

2

2

4

剖

2

4

13

2

(0

2
 
2



感染症不活化ワクチン(油

性アジュバント加懸濁用液

)(シード)

豚パノレボウイノレス感染症(

油性アジュバントカの不活

イヒワクチン、(シード)

豚大腸菌性下痢症不活化・

クロストリジウム・パーフ

リンゲンストキソイド混合

(アジュバント加)ワクチ

ン(シード)

276,300

20 300W大腸菌性下痢症不活化・1

20,300

585,000 20,300

12

585,000 1

12

14

2

14 2

じ一

AN

4141



クロストリジウム・パーフ

リンゲンストキソイド混合

(アジュバントカのワクチ

ン(シード)

豚ボノレデテラ感染症・豚パ

スツレラ症(半且精製トキソ

イド)・マイコプラズマ・

ハイオニューモニエ感染症

混合(アジュバント加)不

活化ワクチン(シード)

390,100

豚コレラ・豚丹毒混合生ワ

20,300

80,200

11 10

0

2

^

2

ト J /
戸^

2



クチン(シード)

豚インフノレエンザ・豚パス

ツレラ症・、マイコプラズマ

・ハイオニニューモニ土感染

症混合(アジュバント加)

不活化ワクチン(シー'ド)

ユーカツスノレ病・鶏伝染、^

性気管支炎2価混合(油性

アジュバントカの不活化ワ

クチン(シード)

382,900 20,300

2ユーカツスノレ病・鶏伝染

399,000 0

355,900

15 2

0

2

、

2

0》

2二



性気管支炎2価・産卵低下

症候群一1976混合(油性ア

ジュバント加)不活化ワク

チン(シード)

契鳥サノレモネラ症、(サノレモネ

ラ・インファンティス・サ

ノレモネラ・エンテリティデ

イス・サノレモネラ・ティフ

イムリ.ウム)(油性アジュ

バント加)不活化ワクチン

(シード)

281,500

ヤ・ー"児ル病・鶏伝染1

20,300

399,000 1

「

9

側

0 1

、

2

宕

2



性気管支炎2価混合(油性

アジュバント加)不活化ワ

クチン(シード)

ニューカッスノレ病・鶏伝染

性気管支炎・産卵低下症候

群一1976混合(油性アジュ

バント加)不活化ワクチン

(シード)

ニューカツスノレ病・鶏伝染

性気管支炎2価・・産卵低下

症候群一1976混合(油性ア

355,900 0

355,900 0

2 2

2 2

:



ジュバント加)不活化ワク

チン(シード)

ニューカッスノレ病・契烏伝染

性気管支炎2価・美射云染性

ファブリキウス嚢病混合(

油性アジュバント加)不活

化ワクチン(シード)

ニューカッスノレ病・契鳥イ云染

性気管支炎・産卵低下症候

ゑ羊一1976・トリニユーモウ

イルス感染症混合(油性ア

355,900 0

355,900 0

2 2

2 2 トJ '

f



ジュバント加)不活化ワク

チン(シード)

契鳥サノレモ.ネラ症(サノレモネ

ラ・インファンティス・サ

ノレモネラ・エンテリティデ

イス・サノレモネラ・、ティフ

イムリウム)(油陛アジュ

バントカの・不活化ワクチン.

(シード)

281,500

マイコプラズマ・シノビエ

感、染症凍結生ワクチン(シ

ノ

20,300

428,200

J

9

37,400

2

10 2

g



ド)

ニューカッスノレ病・契鳥伝染

性気管支炎・鶏伝染性コリ

ーザ(A ・ C型)液状混合

(アジュバント加)不活化

ワクチン(シード)

ニューカッスノレ病・鶏伝染

性気管.支炎・鶏伝染性コリ

ーザ(A ・ C型).混合(油

性アジュバント加)不活化

ワクチン(シード)

ユーカツスル病・鶏伝染 1モ

269,600 0

355,900 0

355,900 1

2 2

2 2

町

剖

二

0



性気管支炎・鶏伝染性コリ

ーザ(A ! C型)混合(油

性アジュバント加)不活化

ワクチン(シード)

ニューカッスル病・美射云染

性気管支炎2価・鶏伝染性

コリーザ(A ・ C型)混合

(アジュバント加)不活化

ワクチン(シード)

ニューカツスノレ病・鶏伝染

性気管支炎3価・鶏伝染性

コリー,ザ(A ・ C型)混合

312,800

2

0

399,000 0

2

トJ /

2

2

ゆ
一



(油性アジュバント加)不

活化ワクチン.(シード)

ニューカッスノレ病・鶏伝染

性気管支炎2価・鶏伝染性

コリーザ(A ・・ C型) .マ'

イコプラズマ・ガリセプチ

カム感染症混合(油性アジ

ユバント加)不活化ワクチ

ン(シード)

ニューカツスノレ病・鶏伝染

性気管支炎3価・鶏伝染性

コリーザくA ・ C型)混合

(

355,900

2

0

399,000

2

0

2 側

2

:



(油性アジュバントカの不

活化ワクチン・(シード)

ニューカッスノレ病・美制云染

性気管支炎・鶏伝染性コリ

ーザ(A.・ C型)・マイコ

プラズマ・ガリセプチカム

感染症混合(油性アジュバ

ントカ山不活化ワクチン(

シード)

399,000

ニユーカツスノレ病・鶏伝染

性気管支炎2価・鶏伝染性

0

355,900

2

0

2

2 2

卜J

:



コリーザ(A ・ C型) .ーモア、

イコプラズマ・ガリセプ,チ

カム感染症混合(油性アジ

ユバント加)不活イ七ワクチ

ン(シード)

5

狂犬病組織培養不活化ワク

チン(シード)

猫ウイ.ルス性鼻気管炎・猫

125,200 0 12

271,200

2

20,300

5mL未満

の場合 5

5mL以上2

OmL未満

の場合 2

32

g



カリシウイルス感染症2価

・猫汎白血球減少症混合ワ

クチン(シード)

搭倉廻゜

含



(
別
紙
4
)

0
農
林
水
産
省
告
示
第
千
六
百
二
十
五
号

薬
事
法
(
昭
和
三
十
玉
年
法
律
第
百
四
十
五
号
)
第
八
十
三
条
第
一
項
の
規
定
に
ょ
り
読
み
替
え
て
適
用
さ
れ
る
同
法
第
四

十
三
条
第
一
項
の
規
定
に
基
つ
ミ
昭
和
三
十
六
年
二
月
一
日
農
林
省
告
示
第
六
十
六
号
(
薬
事
法
第
四
十
三
条
第
一
項
の
規

定
に
基
つ
き
、
農
林
水
産
大
臣
の
指
定
す
る
医
薬
品
を
定
め
る
等
の
件
)
.
の
一
部
を
次
の
よ
う
に
改
正
し
、
公
布
の
日
か
ら
施

行
す
る
。

平
成
二
十
四
年
七
月
四
日

農
林
水
産
大
臣
郡
司
彰

)

)

)

書
中
「
鋤
ま
で
」
を
・
「
鋤
ま
で
」
に
改
め
、
地
を
豁
と
し
、
佃
幻
か
ら
ー
ま
で
を
十
四
ず
つ
繰
り
下
げ
、
(
6
7
を
(
8
。
と
し
、

(

(

(

即
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

)

ジ
ス
テ
ン
パ
ー
・
・
犬
ア
デ
ノ
ウ
ィ
ル
ス
(
2
刑
寺
感
染
症
・
犬
パ
ラ
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
・
犬
パ
ル
ボ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症

(

犬
コ
ロ
ナ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
・
犬
レ
プ
ト
ス
ピ
ラ
病
(
カ
ニ
コ
ー
ラ
・
コ
ペ
ン
ハ
ー
ゲ
テ
・
ヘ
ブ
ド
マ
デ
ィ
ス
)
混

合
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

1



た
だ
し
書
中
弱
を
円
と
し
、
釦
か
ら
鉐
ま
で
を
十
三
ず
つ
繰
り
下
げ
、
諦
を
n
と
し
、
 
n
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

(

(

(

(

マ
イ
コ
プ
ラ
ズ
マ
・
ガ
リ
セ
プ
チ
カ
ム
感
染
症
凍
結
生
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

た
だ
し
書
中
認
を
冊
と
し
、
肌
を
冊
と
し
、
弱
を
認
と
し
、
弱
を
船
と
し
、
 
6
6
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

(

(

(

(

(

(

マ
レ
ッ
ク
病
?
レ
ッ
ク
病
ウ
ィ
ル
ス
2
型
・
七
面
鳥
へ
ル
ペ
ス
ウ
ィ
ル
ス
)
・
鶏
痘
混
合
生
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

)

だ
し
書
中
5
4
を
6
4
と
し
、
触
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

マ
レ
ッ
ク
病
(
マ
レ
ッ
ク
病
ウ
イ
ル
ス
ー
型
・
七
面
鳥
へ
ル
ペ
ス
ウ
ィ
ル
ス
)
凍
結
生
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

)

)

)

)

)

た
だ
し
書
中
認
を
飴
と
し
、
"
か
ら
詔
ま
で
を
十
ず
つ
繰
り
下
げ
、
心
を
詑
と
し
、
詑
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

(

(

(

(

ト
リ
レ
オ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
(
油
性
ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

)

)

)

)

)

た
だ
し
書
中
甥
を
馴
と
し
、
即
か
ら
"
ま
で
を
九
ず
つ
繰
り
下
げ
、
部
を
心
と
し
、
帰
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

(

(

(

(

豚
ボ
ル
デ
テ
ラ
感
染
症
精
製
(
ア
フ
ィ
ニ
テ
ィ
ー
ク
ロ
マ
ト
グ
ラ
フ
ィ
ー
部
分
精
製
)
・
豚
パ
ス
ツ
レ
ラ
症
混
合
(
油
性

ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

豚
ボ
ル
デ
テ
ラ
感
染
症
精
製
・
豚
パ
ス
ツ
レ
ラ
症
混
合
(
油
性
ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

)

)

)

た
だ
し
書
中
肪
を
甥
と
し
、
鍵
を
4
。
と
し
、
 
4
。
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

2

(

)

(



マ
イ
コ
プ
ラ
ズ
マ
・
ハ
イ
オ
ニ
ユ
じ
モ
一
一
工
感
染
症
(
カ
ル
ボ
キ
シ
ビ
ニ
ル
ポ
リ
マ
ー
ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ

ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

)

)

た
だ
し
書
中
器
を
諦
と
し
、
玲
か
ら
噐
ま
で
を
六
ず
つ
繰
り
下
げ
、
Π
を
幻
と
し
、
幻
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

(

(

(

豚
パ
ル
ボ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
生
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

豚
パ
ル
ボ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

た
だ
し
書
中
玲
を
2
。
と
し
、
巧
を
玲
と
し
、
 
H
を
那
と
し
、
玲
を
H
と
し
、
 
H
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

(

(

(

(

(

(

)

牛
ロ
タ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
3
価
・
牛
コ
ロ
ナ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
・
牛
大
腸
菌
性
下
痢
症
(
K
四
精
製
線
毛
抗
原
)
混
合
(

(

ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

馬
ロ
タ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
(
ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

豚
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
(
ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

)

)

た
だ
し
書
中
姶
を
婦
と
し
、
⑧
か
ら
Ⅱ
ま
で
を
一
ず
つ
繰
り
下
げ
、
⑦
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

(

(

(

8
 
ア
カ
バ
ネ
病
・
チ
ユ
ウ
ザ
ン
病
・
ア
イ
ノ
ウ
ィ
ル
ス
感
染
症
混
合
(
ア
ジ
ユ
バ
ン
ト
加
)
不
活
化
ワ
ク
チ
ン
(
シ
ー
ド
)

勺

)(

3

(17)(16) (4D(23)(22)



(
別
紙
5
)

0
農
林
水
産
省
告
示
第
千
六
百
二
十
六
号

薬
事
法
(
昭
和
三
十
五
年
法
律
第
百
四
十
五
号
)
第
八
十
三
条
第
一
項
の
規
定
に
ょ
り
読
み
替
え
て
適
用
さ
れ
る
同
法
第
三

条
第
九
項
の
規
定
に
基
つ
き
、
農
林
水
産
大
臣
が
指
定
す
る
生
物
由
来
製
品
(
平
成
十
玉
年
七
月
十
四
日
農
林
水
産
省
告
示
第

千
三
十
四
口
万
)
の
一
部
を
次
の
よ
う
に
改
正
し
、
公
布
の
日
か
ら
施
行
す
る
。

平
成
二
十
四
年
七
月
四
日

第
二
号
中
鉛
を
舒
と
し
、
舗
を
那
と
し
、
 
N
の
次
に
次
の
よ
う
に
加
え
る
。

)(

)

豚
コ
レ
ラ
・
豚
丹
毒
混
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別紙6

別表4 動物用医薬品の検定に関する標準処理期間

(血清の部)

(略)

「薬事法関係事務の取扱いについて」

(ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部)

(略)

馬ウイルス性動脈炎不活化ワクチン(アジュバント加溶解
用液)

馬鼻肺炎生ワクチン

改

製

正 後

剤

(略)

マイコプラズマ・ハイオニューモニェ感染症(油性アジュ
バントカの不活化ワクチン

マイコプラズマ・ノ、イオニューモこニコニ感染症(アジュバン

(平成12年3月31日付け12畜A第729号農林水産省畜産局長通知)

ト・油性アジュバントカ山不活化ワクチン

標準処理期間(田

(略)

ぶりビブリオ病不活化ワクチン

ひらめストレプトコッカス・パラウベりス(1型・Ⅱ型)

(略)

感染症

別表4 動物用医薬品の検定に関する標準処理期間

(略)

(略)

溶血性レンサ球菌症混合不活化ワクチン

(血清の部)

(略)

'(ワクチン(シードロット製剤を除く。)の部)

(略)

馬ウイルス性動脈炎不活化ワクチン(アジュバント加溶解
用液)

(略)

70

現

製

70

剤

1子

90

(略)

(略)

マイコプラズマ・ハイオニューモニエ感染症(油性アジュ

バントカの不活化ワクチン

(下線部分は改正部分)

70

(略)

120

標準処理期間(日)

(略)

ぶりビブリオ病不活化ワクチン

(略)

(略)

(略)

(略)

1

(略)

70

(略)

90

0
 
0

1
 
1



猫ウイルス性鼻気管炎・猫カリシウイルス感染症・猫汎白
血球減少症・猫白血病・猫クラミジア感染症混合(油性ア
ジュバントカの不活化ワクチン

猫ウイルス性鼻気管炎・猫カリシウイルス感染症2価・猫
汎白血球減少症、猫白血病(猫白血病ウイルス由来防御抗
原たん白遺伝子導入カナリア痘ウイルス)・猫クラミジア
感染症混合ワクチン

(略)

(ワクチン(シードロット製邦D の部)

牛コロナウイノレス感染症(アジュバントカ山不活化ワクチ
ン(シード)

炭痘生ワクチン(シード)

(略)

日本脳炎生ワクチン(シード)

異本脳炎不活化ワクチン(シード)

豚サーコウイルス(2型)感染症不活化ワクチン(沽性ア
ジュバント加懸濁用液)

豚パノレボウイルス感染症(油性アジュバントカm 不活化ワ
クチン(シード)

70

(略)

豚大腸菌性下痢症不活化・クロストリジウム・パーフりン
ゲンストキソイド混合(アジュバント加)ワクチン(シー
ド)

豚ボルデテラ感染症・豚パスツレラ症(粗精製トキソイ

猫ウイルス性鼻気管炎・猫カリシウイルス感染症・猫汎白
血球減少症・猫白血病・猫クラミジア感染症混合(油性ア
ジュバントカ山不活化ワクチン

(略)

50

(シード)

遅"

ド)

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

(略)

(略)

70

(ワクチン(シードロット製斉D の音の

30 炭痘生ワクチン(シード)

(略)

日本脳炎生ワクチン(シード)

80

(略)

70

70

80

(略)

豚大腸菌性下痢症不活化・クロストリジウム・・パーフりン
ゲンストキソイド混合(アジュバント加)ワクチン(シー
ド)

(略)

70

2

(略)

30

40

(略)

0
 
0
 
0

4
 
6
 
7



豚コレラ・豚丹毒混合生ワクチン(シード)

豚インフノレエンザ・豚パスツレラ症・マイコプラズマ・ハ
イオニューモニエ感染症混合(ブジュバントカの不活化ワ
クチン(シード)

(略)

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価混合(油性アジ
ユバントカ田不活化ワクチン(シード)

ニニーカッスル病・鶏伝染性気管支炎・産卵低下症候群一
1976混合(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シー
ド)

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・産卵低下症候
群一1976混合(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シ
ード)

ニューカッスノレ病・鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性ファ
ブリキウス嚢病混合(油性アジュバントカの.不活化ワクチ
ン(シード)

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎・産卵低下症候群一
1976・トリニューモウイノレス感染症混合(波性アジュバン

ト加)不活化ワクチン(シード)

鶏サノレモネラ症(サノレモネラ・インファンティス・サルモ
ネラ・エンテリティディス・サノレモネラ・ティフィムリウ
ム)(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シード)

マイロプラズマ・シノビエ感染症凍結生ワクチン(シー

(略)

(略)

70

ド)

70

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎・鶏伝染性コリーザ
(A ・ C型)液状混合(アジュバントカ山不活化ワクチン

70

(シード)

J、

(略)

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価混合(油性アジ
ユバントカの不活化ワクチン(シード)

(略)

70

70 ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎2価・産卵低下症候
群一1976混合(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シ
ード)

70

70

70 鶏サノレモネラ症(サノレモネラ・インファンテイス・サノレモ
ネラ・エンテリティディス・サノレモネラ・ティフィムリウ
ム)'(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シード)

90

(略)

(略)

60

70

(略)

3

0
 
0

4
 
7



ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎・鶏伝染性コリーザ
(A ・ C型)混合(抽性アジュバントカ山不活化ワクチン
(シード)

ニューカッスノレ病,鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性コリ
ーザ(A ・ C型)混合(アジュバントカm、不活化ワクチン
(シード)

(略)

ニューカッスル病・鶏伝染性気管支炎3価・鶏伝染性コリ
ーザ(A ・ C型)混合(油性アジュバントカの不活化ワク
チン(シード)

ニューカッスノレ病・鶏伝染性気管支炎・鶏伝染性コリーザ
(A ・ C型)

合(油性アジュバントカ山不活化ワクチン(シード)

(略)

ニューカッスノレ病・.鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性コリ
ーザ(A ・ C型)・マイコプラズマ・ガリセプチカム感染

症混合(油性アジュバントカの不活化ワクチン(シード)

狂犬病組織培養不活化ワクチン(シード)

マイコプラズマ・ガリセプチカム感染症混

猫ウイルス性鼻気管炎・猫カリシウイルス感染症2価・猫
汎白血球減少症混合ワクチン(シード)

(略)

(略)

70

(診断掖の部)

(略)

(略)

ニューカッスノレ病・鶏伝染性気管支炎・鶏伝染性ニリーザ
(A ・ C型)混合(油性アジュバント加)不活化ワクチン
(シード)

70

80

(略)

ニューカッスノレ病・鶏伝染性気管支炎3価・鶏伝染性コリ
ーザ(A ・ C型)混合(油性アジニバントカの不活化ワク
チン(シード)

70

70

、、

ニューカッスノレ病・鶏伝染性気管支炎2価・鶏伝染性コリ
ーザ(A ・ C型).・マイコプラズマ'・ガリセプチカム感染
症混合(油性アジュバント加)不活化ワクチン(シード)

(略)

40

50

(略)

(略)

70

(診断液の部)

(略)

(略)

80

4

70


