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We evaluated reference-positive serum candidates for infectious coryza hemagglutinin production. The

specificity of the infectious coryza ( serotype A)(IC-A)candidates was evaluated by the macro method using an

agglutination tray (80 wells) . Hemagglutination inhibition antibody titers were examined, which complied with the

standards for veterinary biological products. The specificity of the infectious coryza ( serotype C)(IC-C)

candidates was evaluated by the micro method using microplates ( 96 wells) . Hemagglutination inhibition antibody

titers were examined, which complied with the product's specification test. As a result, the titers of the candidates

were 160, 40, and 10 for IC-A, and 160, 40, and 20 for IC-C. All candidates qualified the requirements. We

conclude that these candidates are appropriate for reference-positive serum hemagglutinin production to diagnose

infectious coryza.
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鶏伝染性コリーザ（A 型及び C 型）診断用赤血球凝集抗原の参照陽性血清の評定

鶏伝染性コリーザ診断用赤血球凝集抗原の品質検査に用いる参照陽性血清の候補品につ

いて、その評定を行った。鶏伝染性コリーザ（A型）診断用赤血球凝集抗原用参照陽性血

清候補品については、動物用生物学的製剤基準の「鶏伝染性コリーザ（A型）診断用赤血

球凝集抗原」の特異性試験に準拠し、血球凝集反応板（80穴）を用いるマクロ法で赤血球

凝集抑制 (HI)抗体価を測定した。鶏伝染性コリーザ（C型）診断用赤血球凝集抗原用参照

陽性血清候補品については、本製剤の特異性試験に準拠し、マイクロプレート(96穴)を用

いるマイクロ法でHI抗体価を測定した。評定の結果、３種類の参照陽性血清候補品のHI抗

体価は、A型では、160倍、40倍及び10倍であり、C型では、160倍、40倍及び20倍で、それぞれ

規格の範囲内であった。本試験成績に基づき、これらの候補品は、鶏伝染性コリーザ診断

用赤血球凝集抗原の新たな参照陽性血清として妥当であると判断した。

緒 言

動物用生物学的製剤における一層の品質

確 保 を 推 進 す る た め に は 、「 動物 用 生 物 学

的 製 剤 基 準 」（ 以 下 「 動 生 剤 基 準 」。）（ 農

林 水 産 省 (2002) 動 物 用 生 物 学 的 製 剤 基 準

平 成14年10月 ） の 医 薬 品 各 条 に 規 定 さ れ

る各種製剤の小分製品の試験に供試する参

照抗原、参照血清、参照微生物株及び標準

製 剤 等 （ 以 下 「 標 準 品 」。） の 確 保 を 積 極

的に実施することにより、製剤規格の斉一

化等を図る必要がある。標準品の確保・配

布 体制を整 備・充 実するため、平成18年 度

から５か年計画で、業務プロジェクト「生

物学的製剤用標準品の確保」が進行中であ

る。

平成20年度は、「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 ） 診 断 用 赤 血 球 凝 集 抗 原 」 の

参照陽性血清の更新を行った。

動生剤基準に規定される「鶏伝染性コリ

ー ザ （A型 ） 診 断 用 赤 血 球 凝 集 抗 原 」 は 、

本病不活化ワクチンの力価試験における供

試材料であり、ワクチンの品質確保におい

て重要な役割を担う製剤の１つである。本

製剤の力価試験及び特異性試験用の参照抗

原 及び参 照陽性血 清については、約20年 前

にその品質が検討されたが、これらの参照

品は、既に製造後長期間が経過しているた

め、所定の評定作業に基づく更新が必要と

された。

そこで 、平成20年 ９月 に、鶏伝染性コリ

ーザ診断用赤血球凝集抗原の製造販売承認

を持つ国内の複数の製造所社、社団法人日

本動物用医薬品協会及び農林水産省消費・

安 全 局 畜 水 産 安 全 管 理 課 の 担 当 者 が 出 席

し 、「 鶏伝 染 性 コ リ ー ザ 診 断 用 赤 血 球 凝 集

抗原の品質確保に必要な標準品の更新等に

関する検討会」を開催した。また、鶏伝染

性 コ リ ー ザ （C型 ） 診 断 用 赤 血 球 凝 集 抗 原

も、不活化ワクチンの力価試験における供

試材料として、ワクチンの品質確保に重要

な役割を担う製剤であることから、当該検

討会においてＡ型と同様に標準品について

の検討を行った。検討の結果、 A 型、 C 型

ともに参照陽性血清を標準品の範囲とし、

製造委託先は株式会社科学飼料研究所に決

定した（以下「（株）科飼研」）。

術 式 及 び 判 定 方 法 に つ い て は 、（ 株） 科
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飼研と事前確認した上で、今回新たに作製

された参照陽性血清候補品の評定を行った

ので、その結果を報告する。

材料及び方法

１ 免 疫 血 清

免 疫 血 清 は 、（ 株 ） 科 飼 研 で 製 造 さ れ

た 。製 造 方 法は 次の 通りで ある。25日 齢

又は27日齢の SPF 鶏のSPF鶏 の脚部筋肉内

に、コリーザ A 型菌No.221株 又は C 型菌S1

株の不活化菌液と水酸化アルミニウムゲ

ルアジュバントを混合したものを１回接

種し、３週間免疫後、採血した血液から

血清を作製した。

２ 参 照 陽 性 血 清 候 補 品

参照陽性血清は、 A 型は動生剤基準の

特異性試験の付記において、 C 型は製剤

の特異性試験の付記において、それぞれ

３種類の規格が規定されている。すなわ

ち 抗体価160～320倍、40～80倍及び10～20倍

の３種類である。そこで、免疫血清を、

非 免 疫SPF鶏 群 か ら 採 取 し た 陰 性 血 清 で

希釈し、抗体価を各規格に調整し、ガラ

スバイアルに分注後、凍結乾燥し４℃に

保管した。各参照陽性血清候補品は、供

試 前 に 精 製 水 １mLで 溶 解 し 、 試 験 に 用

いた。

３ 赤 血 球 凝 集 抑 制 （HI） 抗 体 価 の 評 定

参照陽性 血清候補 品のHI抗 体価の評定

試験は、 A 型については、動生剤基準の

「 鶏 伝 染 性 コ リ ー ザ （A型 ） 診 断 用 赤 血

球 凝 集 抗 原 」 の 特 異 性 試 験 に 、C型 に つ

い て は 、 鶏 伝 染 性 コ リ ー ザ （C型 ） 診 断

用赤血球凝集抗原の製剤において規定さ

れている特異性試験に準拠し、実施した。

なお、試験はマイクロピペットを用い、A

型については、血球凝集反応板（80穴、U

底 、TOMY社 製）を 、C型 について は、マ

イ ク ロ プ レ ー ト （96穴 、V底 、 ス テ ム 社

製）を、それぞれ用いて実施した。

(1) 赤血球凝集（HA） 試験（A型）

試験には、市販の鶏伝染性コリーザ

（A型 ）赤血球凝集抗原「コリーザA型

HA抗 原 「NP」」（（ 株 ） 科 飼 研 製 ロ

ット45） を用いた。HA試 験は、抗原100

μＬを生理食塩液900μＬで10倍 希釈後、

更に２倍階段希釈した各抗原希釈列の

400μＬに 対 し 、 等 量 の0.5vol%鶏 赤 血 球

浮 遊 液 を 加 え る 方 法 で 実 施 し た 。HA

試験の判定は、ウェル全体に一様な赤

血 球 凝 集 が 認 め ら れ る 完 全 凝 集 をHA

陽性とし、完全凝集が認められる最高

希 釈 倍 数 を 抗 原 価 １ 単 位 と し た (Figure

1）。 なお 、HI試 験 に は 、 400μＬ中 ４ 単

位に調整した凝集抗原を用いた。

(2) HI試験（A型）

３ 種類の参照陽性血清候補品200μＬ

を プ レ ー ト 上 で 生 理 食 塩 液800μＬに よ

り５倍に希釈し、更に２倍階段希釈し

た。次に、希釈血清200μＬに 、上記HA

試 験 で 調 整 し た 抗 原 液 を200μＬ加 え て

振 盪 混 合 し10分 間 室 温 （ 約23℃ ） で 静

置 し た 後 、0.5vol%鶏 赤 血 球 浮 遊 液 を 各

ウ ェ ル400μＬず つ 加 え て 振 盪 混 合 し 、

室 温 で60分 間 静 置 後 判 定 し た 。 なお 、

HI試 験の 判 定は 、 プ レー トを １分間45

度に傾けて行い、ウェルの底の血球の

流れ（垂れ）の形状が血清対照のそれ

と同じものを完全凝集抑制とし、完全
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凝集抑制を示した血清の最高希釈倍数

をHI抗体価とした（Figure 2)。

(3) HA試験（C型）

市 販 の 鶏 伝 染 性 コ リ ー ザ （C型 ） 診

断 用 赤 血 球 凝 集 抗 原 と し て 、「 コ リ ー

ザC型HA抗 原 「NP」」（（ 株 ） 科 飼 研 製

ロット32） を用いた。HA試 験は、抗

原200μＬを 生 理 食 塩 液800μＬで ５ 倍 希

釈後、更に２倍階段希釈した各抗原希

釈 列 の50μＬに 対 し 、 等 量 の1vol%ホ ル

マリン固定鶏赤血球浮遊液を加える方

法 で 実 施 し た 。1vol%ホ ル マ リ ン 固 定

鶏赤血球浮遊液は、市販抗原の使用方

法 に 準 じ 、 市 販 の10vol%ホ ル マ リ ン 固

定鶏赤血球浮遊液の「鶏赤血球液（ホ

ル マ リ ン 固 定 ・10％ ）」（（ 株 ） 科 飼 研

ロ ッ ト27） を 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン

（0.05w/v%) 及 び ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム

（0.1w/v%) を 加 え た リ ン 酸 緩 衝 食 塩 液

で10倍 希釈したものを用いた。HA試 験

の判定は、ウェル全体に一様な赤血球

凝 集 が 認 め ら れ る 完 全 凝 集 をHA陽 性

とし、完全凝集が認められる最高希釈

倍数を抗原価１単位とした(Figure 3)。

な お 、HI試 験 に は 、50μＬ中 ４ 単 位 に

調整した凝集抗原を用いた。

(4) HI試験（C型）

３種類の参照陽性血清候補品は、HI

反応を阻害する鶏血清中の固定鶏赤血

球 に 対 す る 正 常 凝 集 素 を 除 去 す る た

め 、 各100μＬ試 験 管 を 用 い て 市 販 の

10vol%ホ ル マ リ ン 固 定 鶏 赤 血 球 浮 遊 液

400μＬで ５倍に希釈した。各希釈血清

を 、37℃ の 恒 温 槽 内 で10分 毎 に 振 盪 混

合 し な が ら １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、

2000rpm(約920Ｇ）で10分 間 遠 心 分 離 し 、

その上清 を５倍 希釈血清 としてHI試 験

に用いた。次に、３種類の５倍希釈血

清をプレート上で更に生理食塩液によ

り２倍階段希釈し、希釈血清25μＬに 、

上 記HA試 験 で 調 整 し た 抗 原 液 を25μＬ

加 え て 振 盪 混合 し 、10分 間室 温 で静 置

し た 後 、1vol%ホ ル マ リ ン 固 定 鶏 赤 血

球 浮 遊 液 を 各 ウ ェ ル50μＬず つ 加 え て

振 盪 混 合 し 、室 温 で45分 間静 置 後判 定

した。な お、HI試 験の判定 は、プレー

ト を ２ 分 間45度 に傾 け て 行い 、 ウェ ル

の底の血球の流れ（垂れ）の形状が血

清対照のそれと同じものを完全凝集抑

制とし、完全凝集抑制を示した血清の

最高希釈倍数をHI抗 体価とした（Figure

4)。

成 績

１ 参 照 陽 性 血 清 候 補 品 （A型 ）

評定試験の結果、３種類の参照陽性血

清候補品のHI抗 体価は、それぞれ160倍 、

40倍 及 び10倍 で あ っ た 。 な お 、 試 験 者 、

試験日及び試験施設の違いによる試験成

績への影響は、複数の試験者による事前

確認試験成績や（株）科飼研の試験成績

と比較・検討したところ、いずれも２倍

（１管）差以内であった（Table 1)。

２ 参 照 陽 性 血 清 候 補 品 （C型 ）

評定試験の結果、３種類の参照陽性血

清 候 補 品 のHI抗 体 価 は 、160倍、40倍 及 び

20倍 であった。なお、複数の試験者によ

る事前確認試験成績や（株）科飼研の試

験 成 績 と 本 試 験 を 比 較 ・ 検 討 し た と こ

ろ、いずれも２倍（１管）差以内であっ

た(Table 2)。
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考 察

今回、評定試験を実施するにあたり、試

験 成 績 へ 影 響 を 与 え る 要 因 の 有 無 に つ い

て 、（ 株） 科 飼 研 と 事 前 検 討 を 行 っ た 。 試

験者、試験日、使用器材による試験結果へ

の影響はないと考えられたが、HI試 験の判

定では、プレートを静置した状態では、完

全凝集抑制像と不完全凝集抑制像の違いが

判別しにくいため、プレートを傾け血球の

流 れ 方 を 血 清 対 照 と 比 較 し て 行 う こ と と

し、材料及び方法に記載した内容で、抗体

価の測定方法及び判定方法を統一した。

統一した方法で評定した各３種類の参照

陽性血清候補品は、いずれも規格値の範囲

内であり、規格を満たしていた。また、製

造委託先である（株）科飼研にて、参照陽

性血清候補品の製造・試験記録と製造・保

管施設の調査を実施し、当該候補品が適切

な設備で製造され、検査が実施されたこと

を確認した。以上の試験成績及び調査結果

を総合して、筆者らは候補品が新たな参照

陽性血清として妥当であると判断した。

これらの参照品は、今後、鶏伝染性コリ

ーザ診断用赤血球凝集抗原の製造に用いる

統一された標準品としてするために、動物

医薬品検査所が配布することとし、これに

伴 い 、 動 生 剤 基 準 の 一 部 改 正 （「 鶏伝 染 性

コ リ ー ザ （A型 ） 診 断 用 赤 血 球 凝 集 抗 原 」

の付記４（参照陽性血清）の配布機関の記

載）（平成21年11月12日 農林水産省告示第1569

号）及び動物用医薬品検査所標準製剤等配

布規程（別表（第２条関係）への本標準品

の収載）の一部改正が行われた（平成21年11

月21日農林水産省告示第1573号 ）。

なお、次の更新時期を把握するため、こ

れら参照陽性血清の抗体価は、動物医薬品

検査所において定期的に確認される予定で

ある。
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Serum 1
(10-20）

Serum 2
（40-80）

Serum 3
（160-320）

A 20 80 160

B 20 80 160

2nd A 10 40 160

SFL 20 80 160

1st 

Table 1.  Hemagglutination inhibition (HI) titers of  infectious coryza A (serotype A) reference
positive serum candidates.

Test number Experimenter
 HI titer of candidates

Serum 1
(10-20）

Serum 2
（40-80）

Serum 3
（160-320）

A 20 80 320

B 20 80 320

2nd A 20 40 160

SFL 20 80 320

Table 2.  Hemagglutination inhibition (HI) titers of  infectious coryza C (serotype C) reference
positive serum candidates.

Test number Experimenter
 HI titer of candidates

1st
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