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研究要旨：ジフテリアトキソイド無毒化試験は、モルモットおよびウサギを使用する方法で実

施されており、国家検定ではウサギを用いた試験を行なっている。本研究では、この試験法の

代替法として、動物実験の 3Rsに対応した試験法を開発することを目的としている。昨年度、

培養細胞を用いた試験法の検討を行い、その結果、感度はウサギを用いた試験法の約 10 倍、

アジュバントであるアルミニウムが培養細胞に大きな影響を及ぼすことはなく、判定において

も一定の希釈で対応できることが明らかになったことから、本法は 3Rsに対応したジフテリア

トキソイド無毒化試験として、ウサギを用いた試験法の代替法となり得ることが示された。次

に、本法の生物学的製剤基準への収載を目指し、ワクチン製造所に協力を依頼し、共同研究契

約を締結した。共同研究では、各メーカーでの本法の評価、ワクチン製造時のアクシデントを

想定し、人為的にトキソイド化が不完全なトキソイド（毒性残存している検体）を調製し、本

法で検出可能かを調べる予定にしている。また、ジフテリアトキソイド力価試験における培養

細胞の生死判定について、客観性の高い方法に変更するため、2 種類の方法について現行法と

比較検討した。 

A. 研究目的 

ジフテリアトキソイド、破傷風トキソイドは、

有効性を確認するための力価試験、安全性を

確認するための無毒化試験が国家検定とし

て実施されている。力価試験では、ジフテリ

アトキソイド、破傷風トキソイド共にマウス、

無毒化試験では、ジフテリアトキソイドはウ

サギ、破傷風トキソイドはモルモットを使用

することから、動物実験の 3Rs に対応した

試験法の開発が必要とされている。本研究で

は、ジフテリアトキソイド無毒化試験につい

て、ウサギの代替として発育鶏卵もしくは培

養細胞を用いることを考えた。孵化前の発育

鶏卵は動物個体ではないと考えられている

ことから、発育鶏卵を用いてジフテリア毒素

の毒性を検出する方法を開発すること、もし

くは培養細胞を用いた方法を開発すること

で無毒化試験法を 3Rs に対応した方法で実

施できるようになると考えている。また、ジ

フテリアトキソイド力価試験では、培養細胞

の生死を判定する必要があるが、現在は主観

性の高い方法で行っていることから、客観性

の高い方法へ変更する必要があるため、複数

の方法を用いて比較検討した。 



 

B. 研究方法 

1. ＜ジフテリアトキソイド無毒化試験＞ 

-ワクチン製造所との共同研究契約締結- 

2022 年 9 月 8 日に国内でジフテリアト

キソイドを製造しているメーカーと会

議を開催し、今後の品質管理における動

物実験の 3Rs対応について、また、Vero

細胞を用いた無毒化試験の in vitro法に

ついて説明し、共同研究への参加の可否

についてアンケート形式で回答を得た。

2023 年 2 月 16 日に再度会議を開催し、

Vero細胞法の詳細説明、評価方法、トキ

ソイド化が不完全なトキソイドの調製

について説明し、共同研究の中で実施可

能かについて回答を得た。 

 

2. ＜ジフテリアトキソイド力価試験＞ 

-Vero細胞生死判定法の比較- 

生物学的製剤基準、ジフテリアトキソイ

ド、3.2.5 力価試験、マウスを用いる血

中抗毒素価測定法に準じて行った。血中

抗体価の測定には、培養細胞法を用いた。

Vero細胞の生死判定には、現行法である

顕微鏡での目視の他、3 次元培養細胞イ

メージング装置 Cell3iMager duos

（SCREENホールディングス）、および

細胞増殖/細胞毒性アッセイキット Cell 

Counting Kit-8（同仁科学研究所）を用

いた。 

（倫理面への配慮）本研究における動物実験

は、国立感染症研究所動物実験委員会で承認

された後、実施した。（承認番号 122201） 

 

C. 研究結果 

1. ＜ジフテリアトキソイド無毒化試験＞ 

共同研究を行うに際し、ワクチン製造所

の意向を確認するため、アンケートでは、

参加の可否に加え、トキソイド化が不完

全なトキソイドの調製や Vero 細胞を用

いた試験の実施の可否などについても

実施可能との回答を得た。また、その後

の会議において、トキソイド化が不完全

なトキソイドの調製方法などについて

詳細に議論した。 

 

2. ＜ジフテリアトキソイド力価試験＞ 

血中抗体価の算出に用いる Vero 細胞の

生死判定について、現行法である顕微鏡

で の 目 視 、 イ メ ー ジ ン グ 装 置

Cell3iMager duos、細胞毒性アッセイキ

ット Cell Counting Kit-8の 3種類の方

法を用いて実施し、結果を比較した。ま

ず、標準沈降ジフテリアトキソイドを用

いて、各希釈濃度について、値を比較し

たところ、目視とイメージング装置の結

果はほぼ同一であったのに対し、細胞毒

性アッセイキットでは、高希釈倍率では

他の 2法と変わらない値であったが、低

希釈倍率では、差が明確であった（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 20, 40, 80倍希釈した標準沈降ジフテ

リアトキソイドで免疫したマウスの血中抗

体価を目視（□）、イメージング装置（○）、



細胞毒性アッセイキット（△）でそれぞれ算

出。ddYマウス、SPF、メス、5週齢、一群

10匹。 

 

次に、実際の製剤である 2種混合トキソ

イド（DT）と 4 種混合ワクチン

（DPT-IPV）を購入し、3種類の方法を

用いて力価算出し、比較した。その結果、

いずれの製剤においても、3 種類の方法

全てで有意差はないことが示された（図

2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. 2種混合トキソイド（DT）および 4種

混合ワクチン（DPT-IPV）に含まれるジフ

テリアトキソイドの力価を目視（赤）、イメ

ージング装置（橙）、細胞毒性アッセイキッ

ト（灰）で算出。各 3ロットで実施。 

 

D. 考察 

ワクチン製造所との共同研究を行うため、契

約書案の検討から締結まで 1 年という長時

間を要したが、少なくとも共同研究が開始で

きる状態になり、次の段階に進むことが可能

となった。 

ジフテリアトキソイド力価試験では、Vero

細胞の生存率を用いて免疫したマウスの血

中抗体価を算出している。本法は数十年前に

方法が確立されているため、今でも当時の方

法が用いられていることが多く、本試験にお

いても Vero細胞の生死判定は、顕微鏡を用

いた目視で行っている。様々な方法が開発さ

れている現在の状況において、目視で判定す

るという主観性の高い方法を継続すること

は好ましいとは言えないため、客観性の高い

方法と比較したところ、現行法から客観性の

高い方法へ移行することは可能であること

が示された。 

 

E. 結論 

ジフテリアトキソイド無毒化試験の in vitro

法の開発について、共同研究を開始できる環

境になったため、今後さらなる展開を望むこ

とができる。 

ジフテリアトキソイド力価試験について、現

行法は主観性が高く、それゆえ、手技の習得

に時間を要していたが、客観性の高い方法へ

移行することが可能であることが示された

ため、今後、これらの方法を国家検定などで

使用できる環境を整える予定である。 
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