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Summary

We manufactured anti-classical swine fever virus swine serum( anti-CSF serum) as a standard for the

purpose of the specific examination of in vitro Aujeszky's disease diagnostic kit. We conducted serum neutralization

tests and specific tests of this anti-CSF serum. The anti-CSF serum was prepared by inoculating a swine weighing

approximately 20 kg in the neck muscle one time with 10 mL of CSF virus GPE- strain( 103.5TCID50/mL)and then

by collecting and freeze-drying blood from that swine 4 months later. We measured the neutralization antibody titer

using a stable porcine kidney cell line(CPK-NS) with this serum and obtained results 1,024 times. Furthermore,

the results of the specific test of this serum was adjusted to an S/N ratio of > 0.7, the standard value in an ADV

(gI)ELISA kit( IDEXX Laboratories, Inc.) and adapted to an S/P ratioof <0.4, the standard value in an ADV(S)

ELISA kit( IDEXX Laboratories, Inc.) . These results show that we can use this serum for the specific testing of

these two kits.

要旨

オーエスキー病体外診断用医薬品の品質検査において特異性試験の対照血清として必要

な豚コレラウイルス GPE －株で免疫した豚血清(以下「抗 CSF 血清」という。）を標準品と

して配布することを目的として作製し、中和抗体価と特異性を評定した。抗 CSF 血清は、
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103.5TCID50/ml の豚コレラウイルス GPE －株を約 20kg の豚の頸部筋肉内に１回 10ml 接種し、

４ヶ月後に採血を行い、凍結乾燥したものである。この血清の中和抗体価を CPK-NS 細胞

を用いて測定し、 1,024 倍の成績を得た。さらに ADV(gI)エリーザキット（アイデックス

ラボラトリーズ（株））を用いた特異性試験では規格値である S/N 比≧ 0.7 に適合し、 ADV

(S)エリーザキット（アイデックス ラボラトリーズ（株））を用いた特異性試験において

も規格値である S/P 比＜ 0.4 に適合した。これらの結果から、中和抗体価及び特異性試験

の成績から作製した抗 CSF 血清は２つのキットの特異性試験での対照血清として使用でき

ることが明らかとなった。

緒言

オ ー エ ス キ ー 病 （ AD） は 、 妊 娠 豚 で の

異常産、哺乳豚での神経症状及び高い死亡

率を主徴とする届出伝染病である。オーエ

スキー病ウイルスはヘルペスウイルス科、

ヴァリセロウイルス属に属し、ゲノムは約

143kbp の 線状二本鎖 DNA で 1 対の倒置反復

配列がある。抗原は単一で血清型はなく、

遺伝子型もないが、制限酵素による切断ゲ

ノムに多様性がみられ、大まかな遺伝子型

別に利用される。豚では潜伏感染が成立し、

ウイルスは容易に検出されなくなるものの

感染豚から生涯消失することはない。潜伏

感染豚に妊娠や輸送等でストレスが加わる

とウイルスの再活発化が起こり、感染源と

なる。豚での感染は感染源との接触や汚染

された食物等の摂取、交尾等による胎盤感

染 に よ り 成 立 す る （ 田 原 口 2006）。 AD は

我が国では、 1981 年 に山形県で発生し、国

は本病の清浄化を図るためワクチンを使用

し た 防 疫 措 置 を 講 じ て き た （「 オー エ ス キ

ー 病 防 疫 対 策 要 領 」（ 平成 ３ 年 農 林 水 産 省

畜産局長通知（最終改正平成22年 ））。

現在でも生ワクチンを用いた防疫が採用

されており、生ワクチンが遺伝子欠損マー

カーを有していることから、抗体検査にお

いては AD ウイルス感染抗体とワクチン抗

体との識別が可能であることを利用し、そ

の検査結果から AD 抗体陽性豚を摘発する

こととしている。この抗体検査用の体外診

断 用医薬 品として は、 ELISA 及 び ラテック

ス凝集反応によるものが現在承認されてお

り、それらの品質検査の項目として、特異

性試験が設定されている。この特異性試験

は 、 AD ウ イ ル ス 以 外 の ウ イ ル ス 抗 体 を 検

出しないことの確認を目的とするものであ

り、対照血清の一つとして抗豚コレラウイ

ルス豚血清（抗 CSF 血清）を用いることが、

承認の規格及び検査方法及び検定基準にお

いて規定されている。

豚 コ レ ラ は 、 我 が 国 に お い て は 2007 年

に清浄化がなされて以来、現在も清浄が維

持されている。このような状況下において

ワクチン株といえども豚コレラウイルスの

動物接種を行うことは、防疫上の観点から

限定的に行うことが適切であると考えられ

る。そこで、動物医薬品検査所は AD 体外

診断用医薬品の特異性試験に用いる抗 CSF

血清を動物医薬品検査所標準製剤等配布規

程 （ 昭和45年５月１日 付 け農 林省告示 ）に参

照 抗 豚 コ レ ラ ウ イ ル ス 豚 血 清 と し て 収 載

し、配布するため抗 CSF 血清を作製するこ

ととした。

142



動薬検年報 第 50 号 141-145 (2012)

オーエスキー病体外診断用医薬品の特異性試験に用いる抗豚コレラウイルス豚血清の作製及び評定

材料及び方法

(1) 抗 CFS 血清の作製

抗 CSF 血清は、動物用生物学的製剤検定

基 準 オ ー エ ス キ ー 病 ウ イ ル ス 糖 た ん 白 gI

抗体識別用酵素抗体反応キット（抗原吸着

・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体）（ 農林 水 産

省 2002）及びオーエスキー病診断用酵素抗

体反応キット(予備的検出用)(農林水産省

2002)の 特 異 性 試 験 に 用 い る も の で あ る た

め、これら基準における規格に準拠し、体

重 約 20kg の 豚 コ レ ラ フ リ ー の 豚 に 約

103.5TCID50/ml の 豚 コ レ ラ ウ イ ル ス GPE － 株

10ml を 頚部筋肉内に注射し、約４か月後に

採血し、血清分離後凍結乾燥した。

(2) 抗 CSF 血清の中和抗体価測定

中和抗体価は動物用生物学的製剤基準豚

コレラ生ワクチン製造用原種ウイルスの試

験項目「 3.3.10 力 価試験」に準拠して測定

し た （ 農林 水 産 省 2002， Sokoda ら 1998)。

被検血清を非働化後、無血清細胞増殖用

培 養 液 で ２ 倍 階 段 希 釈 し 、 各 希 釈 血 清 と

0.025mL 中 約 200TCID50 を 含む中和試験用ウ

イルス液とを等量混合し、 37 ℃ 60 分 間処

理 す る 。 こ の 各 混 合 液 0.05mL ず つ を そ れ

ぞ れ 96 穴 組 織 培 養 用 プ レ ー ト の ４ 穴 ず つ

に分注し、約５× 105
個 /mL の CPK-NS 細 胞

浮遊液を 0.1mL ず つを加え、 37 ℃７日間培

養し、 CPE の 有無を観察した。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ことと

した。

(3) 特異性試験

被検血清の特異性は ADV(gI)エリーザキ

ット(アイデックス ラボラトリーズ（株）)

及 び ADV( S)エ リ ー ザ キ ッ ト (ア イ デ ッ ク

ス ラボラトリーズ（株） )それぞれ３ロッ

トを用いて試験した。方法は動物用生物学

的製剤検定基準オーエスキー病ウイルス糖

た ん 白 gI 抗 体 識 別 用 酵 素 反 応 キ ッ ト （ 抗

原 吸 着 ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 体 ）（ 農

林水産省 2002）及びオーエスキー病診断用

酵 素 抗 体 反 応 キ ッ ト （ 予 備 的 検 出 用 ） (農

林水産省 2002)の特異性試験に準拠した。

成績及び考察

抗 CSF 血清の中和抗体価は、 1,024 倍（第

１回： 1,024 倍、第２回： 1,024 倍）であり、64

倍以上とする規格を満たしていた。

３ロットの ADV( gI)エリーザキットを用

いた特異性試験結果を Table 1 に 示した。

抗 CSF 血清の S/N 比は 0.885 ～ 1.284 で あり、

ADV( gI)エ リ ー ザ キ ッ ト の 特 異 性 試 験 に お

いて規定されている S/N 比 ≧ 0.7 に 適合し

た（ Table 1）。

次に、３ロットの ADV( S)エリーザキッ

トを用いた特異性試験結果を Table 2 に 示

した。S/P 比は 0.022 ～ 0.057 で あり、ADV(S)

エ リ ー ザ キ ッ ト に お い て 規 定 さ れ て い る

S/P 比＜ 0.4 に適合した（ Table 2）。

これらの成績から、今回作製した抗 CSF

血 清 は 、 AD( gI)エ リ ー ザ キ ッ ト 及 び ADV

(S)エ リ ー ザ キ ッ ト の 特 異 性 試 験 に 供 す る

のに適切な規格を有しているものと認めら

れた。

今後、本標準品の他の体外診断用医薬品

における特異性試験への適用の可能性につ

いて検討を行いたい。
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Table 1 Results of Specific test of Anti-CSF serum using ADV（gI）ELISA kit

Kit lot No. S/N ratio ※（Adsorbance of Anti-CSF serum）

KG933 1.032 （1.284）

GG598 1.284 （1.071）

AH381 0.885 （1.096）

※ Adsorbance of Anti-CSF serum /Adsorbance of Negative serum, Adapted to S/N ratio ≧ 0.7

Table 2 Results of Specific test of Anti-CSF serum using ADV（S）ELISA kit

Kit lot No. S/P ratio ※（Adsorbance of Anti-CSF serum）

DH703 0.022 （0.042）

DH904 0.057 （0.041）

FH934 0.029 （0.049）

※（Adsorbance of Anti-CSF serum － Adsorbance of Negative serum（N））/ （Adsorbannc of

Positive serum － N）, Adapted to S/P ratio ＜ 0.4
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