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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。こ

れまでの研究において、培養細胞を用いた試験法を開発・検討したところ、本法はウサギを

用いた試験法の代替法となり得ることが示された。今年度は、ワクチン製造メーカーにおい

て、トキソイド化が不完全な検体（毒性が残存している検体）を調製し、本法で検出可能か

調べた。これにより、アジュバントであるアルミニウムゲルに吸着もしくは内包された状態

においても毒性を検出できるか調べることができる。 

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

化試験を対象としており、これまでの研究

において、培養細胞を用いた試験法を開発

したことから、本法の生物学的製剤基準へ

の収載を目指し、ワクチン製造メーカーに

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、お

よび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検体

（毒性が残存している検体）を調製し、検出

可能か調べることが目的となっている。本

年度はトキソイド化が不完全な検体につい

て検討を行った。 

 

B. 研究方法 

国内でジフテリアトキソイドを製造してい

るメーカーにおいて、トキソイド化が不完

全な検体を調製した。実際のワクチン製造

と同一の方法で調製し、トキソイド化のス

テップのみ、実際のワクチン製造と同じ濃



度のホルマリンで処理した検体（検体 A）、

濃度をある程度下げたホルマリンで処理し

た検体（検体 B）、濃度を大幅に下げたホル

マリンで処理した検体（検体 C）を調製し、

アルミニウムアジュバントを含む沈降検体

とした後、細胞培養法およびウサギ法にて

評価した。Vero細胞の生死判定には、画像

解析法として、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）、および生細胞の代謝能を利

用する方法である MTT 法として、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 124148） 

 

C. 研究結果 

・トキソイド化が不完全な検体の細胞培養

法による毒性検出 

 検体 A、B、C をそれぞれ 2 倍段階希釈

し、培地に加えたものを用いて 4日間、37℃、

5%CO2の条件下で Vero 細胞を培養した。

その結果、画像解析法では、検体 Aおよび

B では毒性は検出されず、検体 C のみ 215

倍希釈まで毒性が検出された。一方、MTT

法では、毒性が検出されなかったのは検体

A のみで、検体 B は原液、検体 C は 215倍

希釈まで毒性が検出された。検体 Bの原液

および検体 C の原液での画像解析法と

MTT法の結果の相違について、アルミニウ

ムゲルが一定の濃度を超えると画像解析法

では結果に影響を与えると考えられた（図

1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. トキソイド化が不完全な検体の細胞

培養法による毒性検出. 細胞の生存率をヒ

ートマップ方式で表示しており, 赤を生存

率 100%、青を生存率 0%とした. 

 

・トキソイド化が不完全な検体のウサギ法

による毒性検出 

培養細胞法の結果を元に、検体 Aおよび B 

の原液、23倍希釈、検体 Cの原液、23、27、

210、213、214、215、216倍希釈したものをウ

サギ皮内に接種し、2 日後に皮膚の状態を

観察した。また、コントロールとして、4、

1、0.1、0.01 MRD（最小反応投与量）のシ

ック試験毒素を用いた。その結果、コントロ

ールでは 4 および 1 MRD で発赤が認めら
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れたが、0.1および 0.01 MRDでは、発赤は

認められなかった。検体 Aおよび Bでは原

液および 23倍希釈のどちらも発赤は認めら

れなかった。検体 C では、原液から 213倍

希釈まで発赤が認められた。214倍希釈にお

いても小さい発赤が認められるが、本法に

おいて頻回に認められる接種痕と同程度の

サイズであることから陰性とした（図 2）。 
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図 2. トキソイド化が不完全な検体のウサ

ギ法による毒性検出.  

 

D. 考察 

トキソイド化が不完全な検体をワクチン製

造メーカーにおいて実際のワクチン製造と

同一の方法で調製し、アルミニウムゲルに

吸着・内包されている状態での毒性検出が

細胞培養法で可能か調べた。その結果、細胞

培養法で毒素検出することが可能であり、

その感度はウサギ法の 4 倍程度であること

が示された。また、細胞生存率の判定につい

て、画像解析法ではアルミニウムゲルが一

定の濃度以上であると影響を受けるが、

MTT 法では濃度に関係なく影響を受けな

いことが明らかとなった。 

 

E. 結論 

ジフテリアトキソイド無毒化試験のウサギ

法の代替法として開発した細胞培養法はア

ジュバントであるアルミニウムゲルにトキ

ソイドが吸着・内包された状態でも毒性を

検出可能であることが示された。また、細胞

生存率の判定方法として、画像解析法は簡

便であるが濃度が高いとアルミニウムゲル

の影響を受けること、MTT法はアルミニウ

ムゲルの影響を受けないが手間と時間がか

かることを考慮し、状況に応じて使い分け

る必要があることが示された。今後、トキソ

イド化が不完全な検体について、ホルマリ

ン濃度を変化させる方法以外で調製した検

体を用いて検討すること、また、モルモット

法との比較を行うことで、追加評価を実施

することを考えている。 

 

F. 研究発表 なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 なし 

 

検体 A 検体 A 検体 B 検体 B 

原液 原液 23倍希釈 23倍希釈 

23倍希釈 

検体 C 

原液 

検体 C 

シック 
試験毒素 

27倍希釈 210倍希釈 

213倍希釈 214倍希釈 215倍希釈 216倍希釈 


