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Abstract

To establish standards for veterinay medical products(VMP) is one of the most important task to quality

control of VMP. The potency test of the veterinary tetanus toxoid had been assayed against to standard toxoid

distributed by National Institute of Infectious Diseases in the national assay. To establish the standard tetanus toxoid

adsorbed, we outsourced the manufacturing of the candidate toxoid (freeze-dried) to the Chemo-Sero-Therapeutic

Research Institute (Kaketsuken) and evaluated the potency. Four laboratories including National Veterinary Assay

Laboratory conducted the potency test based on the mouse challenge test to measure the titer of the toxoid. The titer

of candidate toxoid was calculated to be 160 IU/vial with the statistical analysis, and we concluded that it was

suitable as the standard tetanus toxoid.
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要旨

動物用の破傷風トキソイドの国家検定における力価試験は、攻撃用毒素を用いた攻撃試

験により行われている。試験品の対照となる標準品として、従来、国立感染症研究所が配

布する標準沈降破傷風トキソイド（旧標準品）を用いていたが、今般、動物用の生物学的

製剤標準品の確保の一環として、動物用の標準沈降破傷風トキソイド（新標準品）を動物

医薬品検査所の標準品として配布することとした。そこで、新標準品の候補品を一般財団

法人 化学及血清療法研究所に委託して製造し、当所を含む４所社において、旧標準品を

標準品として候補品の力価試験を実施した。力価試験の成績を平行線検定により統計処理

し、候補品の力価を算出して評定を行った。その結果、力価試験が成立し、平行線検定で

の統計処理が可能であったこと、評定された力価が 160 国際単位（ IU）／バイアルと力価

試験を行う上で十分な力価であったことから、新標準品として妥当であると判断した。

緒言

破傷風は Clostridium tetani の 感染によって

起こる人獣共通感染症であり、 C.tetani が 産

生 す る 神 経 毒 で あ る テ タ ノ ス パ ス ミ ン に よ

り 、 全 身 の 筋 肉 に 強 直 性 痙 攣 を 起 こ す （ 動

物 の 感 染 症 2002）。 C.tetani は 芽 胞 の 状 態 で

長期間土壌に分布し、主に創傷面から感染

する。家畜における本病の予防には、動物

用の破傷風トキソイドである「破傷風（ア

ジュバント加）トキソイド」及び破傷風ト

キソイドを混合した「馬インフルエンザ不

活化・日本脳炎不活化・破傷風トキソイド

混合（アジュバント加）ワクチン」が用い

られている。

動 物 用 生 物 学 的 製 剤 基 準 （ 農 林 水 産 省

2002） に 収載さ れている 破傷風トキソイド

の 力 価 試 験 の う ち マ ウ ス を 用 い る 方 法 で

は、試験品又は標準品をマウスに注射し、

一定期間経過後に攻撃用毒素を注射して、

７日間の症状を個体ごとにスコア化し、平

行線検定により力価を算出している。標準

品には、国立感染症研究所により配布され

ている標準沈降破傷風トキソイド（以下「旧

標準品」という。）を使用していた。現在、

動物医薬品検査所では、動物用生物学的製

剤等の品質管理等を適切に行うため、業務

プロジェクトとして生物学的製剤用標準品

の確保に取り組んでいる。そこで、今般、

動物用の標準沈降破傷風トキソイド（以下

「 新 標 準 品 」 と い う 。） を動 物 医 薬 品 検 査

所の標準品として配布することとした。

材料及び方法

新 標 準 品 の 候 補 品 の 製 造 に つ い て は 、

破傷風トキソイドの製造販売承認を有して

いる一般財団法人 化学及血清療法研究所

に委託した。また、候補品の評定に必要な

力価試験については、動物医薬品検査所及

び一般財団法人 化学及血清療法研究所に

加えて、破傷風トキソイドの製造販売承認

を有している日生研株式会社及び旧標準品

を配布している国立感染症研究所の４所社

で実施した。力価試験の試験方法は、動物

用生物学的製剤基準の破傷風トキソイドの

力価試験のうち、マウス用いる方法を準用

し、各所社それぞれ３回ずつ試験を実施し
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た。

候補品及び旧標準品をそれぞれ生理食塩

液 1.0mL で 溶解後、生理食塩液で 100、200、

400 及び 800 倍に希釈し、各希釈液を１群 10

匹の約５週齢のマウス（日本エスエルシー

株式会社、 ddY 系雌）の外股部皮下に 0.5mL

ず つ 注 射 し た 。 ４ 週 間 後 に 、 ゼ ラ チ ン 加

1/60mol/L リ ン 酸 緩 衝 食 塩 液 で 100LD50/0.5mL

に調整した攻撃用毒素（動物用医薬品検査

所 で 配 布 す る 動 物 用 破 傷 風 試 験 毒 素 。 4.2

× 10 ６ LD50 ／ バ イ ア ル ） を 外 股 部 皮 下 に

0.5mL ず つ注射して７日間観察した。

また、攻撃用毒素の妥当性を確認するた

めに、別にゼラチン加 1/60mol/L リ ン酸緩衝

食塩液で 0.5、１及び２ LD50/0.5mL に 調整し

た攻撃用毒素を、それぞれ３匹ずつのマウ

スの外股部皮下に 0.5mL ず つ注射して７日

間観察した。

候 補 品 の 力 価 に つ い て は 、 個 体 ご と に

Table 1 に 示す方法（ Fukuda ら 2004）でス

コア化し、平行線検定（ Finney 1978） によ

り算出した。また、各所社の試験結果を国

立感染症研究所の統計処理ソフト｢ statistic ｣

で統計処理し、候補品の力価を評定した。

成績及び考察

４所社の合計 12 試験のうち、試験施設 A

での１回の試験は、攻撃用毒素の濃度調整

の過誤により不成立となったが、再試験は

実施しなかった。平行線検定の結果（ Figure

１）各所社における候補品の力価は Table 2

のとおりで、 A 社の 2 回目の力価は低い値

を示したが統計処理により棄却されること

はなく、全ての試験結果を取りまとめた候

補品の力価は 160 IU/バ イアル（ Figure ２ ）

と評定された。なお、力価の分散は 4.57 傾

きは 6.32 だった。

上 記 に 示 し た よ う に 、 力 価 試 験 が 成 立

し、平行線検定での統計処理が可能であっ

たこと、評定された力価が 160 IU ／ バイア

ルと力価試験を行う上で十分な力価であっ

たことから、新標準品として妥当であると

判断した。

こ れ を 踏 ま え 、 動 物 用 生 物 学 的 製 剤 基

準の一部改正を行い、新標準品及び動物用

破傷風試験毒素の配布機関を「国立感染症

研究所」から「動物医薬品検査所」に変更

した。また、動物医薬品検査所標準製剤等

配布規程（農林省 1970）の一部改正を行っ

て別表に追加し、これらの配布を行ってい

る。
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Symptoms Score
Death on 1st day 0
Death on 2nd day 1
Death on 3rd day 2
Death on 4th-7th day 3

Severe tetanus1) 3

Mild tetanus2) 4

No tetanus3) 8

Table 1. The scores assigned to the time death and symptoms of the challenged mice
Symptoms Score
Death on 1st day 0
Death on 2nd day 1
Death on 3rd day 2
Death on 4th-7th day 3

Severe tetanus1) 3

Mild tetanus2) 4

No tetanus3) 8
1) Difficulty of moving, tonic spasm or respiratory distress.
2) Local spasm of the abdominal muscle in opposite side to the site of injection, or mouse's body bends to the injected side.
3) No specific symptoms.

Table 2. Titer of candidates evaluated by parallel line assay in several places

Laboratory
Relative 
potency

95%
Confidence 

interval

Relative 
potency

95%
Confidence 

interval

Relative 
potency

95%
Confidence 

interval

A －* －* 99 71.3-133.3 190.3 141.5-260.9

B 179.1 123.8-265.0 162.3 113.2-235.1 151 103.0-223.1

C 185.7 137.6-255.2 134.9 93.1-193.4 203.8 134.4-324.5

D 160.4 112.9-229.6 188.7 139.7-260.0 148 104.7-209.3

* Invalid data

Assay 1 Assay 2 Assay 3
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 Figure2：Log-potency of each assay

Laboratory

Assay

Common	
potency	
(Log2.20;
160.2	IU)	

  Figure1：Example of parallel line assay （Laboratory D, Assay 2)
Standard Candidate
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