
資料No.2

日本薬局方新規収載候補品目 (案)について

平成21年 4月 21日     、
日本薬局方部会



第十五改正日本薬局方第二追補以降の新規収載候補品目 (案)について

0日 本薬局方新規収載候補品目 (案)について

平成 20年 10月 から平成 21年 1月 までに製造販売業者等から独立行政法人医薬品

医療機器総合機構 (以下「機構」という。)に対して、新規収載の要望があつた 5品

目について、機構の日本薬局方原案審議委員会の総合委員会において、第十六改正日

本薬局方作成基本方針 (平成 18年 7月薬事・食品衛生審議会答申)に基づき審議さ

れたところ。その結果、すべての品目ついて収載することが適当とされた。.

日本薬局方新規収載候補品日 (案 )

No. 候補品目

バルサルタン錠

2
ヒドロキシプロピルメチルセルロースアセテートサ

クシネート

3 ロサルタンカリウム錠

4 エダラボン

5 エダラボン注射液

なお、本収載候補品目の名称については、別途、日本薬局方原案審議委員会にて審

議を行う予定である。



新規収載候補品目の追加(化学薬品等)

収載希望品目名 バルサルタン錠
ヒドロキシプロピルメチル
セルロースアセテー‐トサク
シネート

ロサルタンカリウム錠 エダラボン エダラボン注射液

販売名
ディオバン錠20 mg、 40
mg、 80 mg、 160 mg

ニューロタン錠25、 50
ニューロタン錠100 mg

ラジカット注30mg ラジカット注30mg

承認年月日
2000_9.22(20040,80 mJ
2004.7.14(160 mJ

1998.7(25、 50m」
*1∞ mJま承認申請中
(2008.3.27)

2001 2001.4

後発品承認状況
(H19年 8月 保険薬
事典調べ)

なし なし なし なし

他剤型 なし なし バッグ製剤(追加申請中) パッグ製剤(追加申請中)

三薬局方の尊ι載状況

EP なし あり なし なし

USP

原薬あり.錠剤はDbvan
HCT錠 (パルサJレタン+ヒド
ロクロロチアジド錠)が収
載。

Nationd Fonlmhryに収載
(2005)         ヽ

あり なし なし

JP 医薬品添加物規格2003に
収載

原薬は」P15第二追補へ収
載予定
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薬機発第 0331008号

平成 21年 3月 31日

厚生労働省医薬食品局審査管理課長 殿

独立行政法人 医薬品医療機器総合機構理事長

日本薬局方新規収載候補品目 (案)の報告について

独立行政法人医薬品医療機器総合機構法第 15条第 1項第 5号ハの規定により、厚生労

働省が制定する日本薬局方のための調査及び情報の整理等を行
い、日本薬局方新規収載候

補品目 (案)を作成したので別添のとおり報告致します。



別添

日本薬局方新規収載候補品目 (案)の作成に関する報告

第十五改正日本薬局方については平成 18年 3月 に告示され、第十五改正日本薬局方第
一追補については平成 19年 9月 に告示されたところである。現在、第十五改正日本薬局
方第二追補 (平成 21年 9月 に告示予定)及び第十六改正日本薬局方(平成 23年 3月 に告
示予む に向けた改正作業が進められているところである。

日本薬局方は 5年ごとの大改正及び 2回の追補改正を行 うことにより、医学薬学の進歩

に応 じて速やかに内容を改定するべぐ対応 している。すなわち、平成 18年 8月に示され
た「第十六改正日本薬局方作成基本方針」には、日本薬局方の 5本の柱の一つとして、「保

健医療上重要な医薬品の全面的収載Jが定められており、優先的に新規収載をすべき品目

として、医療上汎用性があると考えられる医薬品等が掲げられている。

このような中、医薬品医療機器総合機構では、日本薬局方への収載要望に基づき、日本

薬局方原案審議委員会の総合委員会の各委員の意見を聴したところである。.今般、本審議

結果に基づき、第十六改正日本薬局方以降の新規収載候補品日として別紙のとおり案をと

。 りまとめたので報告する。
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日本薬局方の参考情報の改正 (案)について

参考情報改正案の概要

参考情報一覧表

参考情報新旧対照表

参考情報改正案

ぺ上ジ
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平成21年 4月 21日
日本薬局方部会



第十五改正日本薬局方第二追補の参考情報 (案)の概要

1.以下の項目を新しく収載する。
(1)近赤外吸収スペクトル測定法
物質の定性的又は定量的評価を行う分光学的方法のひとつとして近赤外吸収

スペクトルを用いる試験法

,(2)蛍光染色による細菌数の迅速測定法
生理活性を持つ細菌を迅速に計数する手法として蛍光染色による試験法

(3)システム適合性
試験結果の信頼性を確保するために行うシステム適合性試験について意義、留

:   意事項、分析システム変更時の考え方を収載

(4)粉体の細かさの表示法
日米欧 3薬局方で調和合意された内容を反映するもの

21以下の項目を改正する。
(1)14.第 15改正日本薬局方における国際調和｀
日米欧
・3薬局方で調和合意された内容を反映するもの

(2)20。 バイオテクノロジー応用医薬品/生物起源由来医薬品の製造に用いる細胞
基材に対するマイコプラズヤ否定試験

培養法及びDNA染色法



[参考情報一覧表]

No. 項目名 新規   改正
1  アミノ酸分析法
2  アリストロキア酸について

3  胃腸薬のpH試験法
4  遺伝子解析による微生物の迅速同定法

5  医羹量客彙肇璽喬
ガイドライン,残留溶媒試験法及び

6  SDSポ リアクリルアミドゲル電気泳動法
フ  エンドトキシン規格値の設定
8  キャピラリー電気泳動法
9  固体又は粉体の密度
10  最終滅菌医薬品の無菌性保証

|
|       ‐  11  最終滅菌法及び滅菌指標体

12  錠剤の摩損度試験法
13  製薬用水の品質管理      

｀

14  第15改正における国際調和 0

15  たん白質定量法
16  中心静脈栄養剤中の微量アルミニウム試験法
17  等電点電気泳動法
18  日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

19  易霧渥梨∬菅乳習璽弱聾
る動物由来医薬品起源としての

20髪鰤 0  .

21  培地充てん試験法
22  微生物殺滅法
23  非無菌医薬品の微生物学的品質特性
24  プラスチック製医薬品容器
25  分析法バリデーション

26  粉体の流動性
27  ペプチドマップ法
28  保存効力試験法
29  無菌医薬品製造区域の微生物評価試験法
30  レーザー回折法による粉体粒度測定
31  遺伝子情報を利用する生薬の純度試験
32  近赤外吸収スペクトル測定法
33  蛍光染色による細菌数の迅速測定法
34  システム適合性

付録1 原子量表 (2004年 )について

‐2‐

035  粉体の細かさの表示法



参考情報  新 旧対照表
14.第十五改正日本薬局方における国際調和

新 備  考
14.第十五改正日本薬局方における国際調和の条に次を加える.
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日本薬月方独自記載事項 :

当該測定法に関する説明

調和年月 :2007年 5月

日本期 方独自記栽事項:

測定詢 対象を記載
測定損度の部分は操作法に記載

鯛和年月 12006年 10月
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純度試験 (2)酸化性物質
純度試験 (3)二酸化イオウ

十五改正日本薬局方 (第二追補)

20.バイオテクノロジー応用医薬品/生物起源由来医薬品の

製造に用いる細胞基材に対するマイコプラズマ否定試験

新 1日 備 考ヽ

20.バイオテクノロジー応用医薬品/生

物起源由来医薬品の製造に用いる細胞

基材に対するマイコプラズマ否定試験

′のよラだ″める.

本文書は,バイオテクノロジー応用医

薬品/生物起源由来医薬品の製造に使用

する細胞基材で細胞バンクを基にする

ものに対し,現段階で実施すべきと考え

られるマイコプラズマ否定試験につい

て述べたものである。

試験方法どしては,A.培養法,B.
指標細胞を用いた DNA染色法,C.ポ

リメラーゼ連鎖反応 (PCR)に よる検出

法が挙げられる。

本マイコプラズマ否定試験の対象は,

マスター 0セル 。バンク (MCB),ワー

キング・セル・バンク (WCB)及び医

薬品製造工程中の培養細胞である。これ

20.バイオテクノロジー応用医薬品/生

物起源由来医薬品の製造に用いる細胞

基材に対するマイコプラズマ否定試験

本文書は,バイオテクノロジー応用医

薬品/生物起源由来医薬品の製造に使用

する細胞基材で細胞バンクを基にする

ものに対し,現段階で実施すべきと考え

られるマイコプラズマ否定試験につい

て述べたものである。

試験方法としては,A.培養法,B.
指標細胞を用いた DNA染色法,C.ポ
リメラーゼ連鎖反応 (PCR)による検出

法が挙げられる。

本マイコプラズマ否定試験の対象は,

マスター・セル・バンク (MCB),ワ ー

キング・セル 0バンク (WCB)及び医

薬品製造工程中の培養細胞である。これ



ヽ

らに対して,A法 と B法による試験を
実施する。ただし,B法はマイコプラズ
マ由来以外の DNAも検出するので,B
法のみ陽性を示した場合は C法により
マイコプラズマρ存在を否定すること

も考えられる。この場合,C法に用いる
プライマーその他の試薬や反応条件を

含めた試験方法の選択,方法の感度と特

異性及び検体調製の妥当性を含め,マイ

コプラズマの存在を否定できると判定

した合理的な理由を示す必要がある。

マイコプラズマ否定試験を実施する

前には,検体がマイコプラズマ発育5R Iト

因子を有するかどぅか試験しておく必

要がある。発育阻止因子が含まれる場合

には,遠心分離,細胞の継代などの適切

な方法により発育阻止因子を中和ある

いは除去する。

検体を採取後 24時間以内に試験する

ときは2～ 8℃で,24時間を超える場
合は-60℃以下で保存する。

マイコプラズマが検出された場合 ,

種を同定するための試験を行えば混入

の原因を推定するのに役立つ可能性が

ある。

らに対して,A法 とB法による試験を
実施する。ただし,B法はマイコプラズ
マ由来以外の DMも 検出するので,.B
法のみ陽性を示した場合は C法により
マイコプラズマの存在を否定すること

も考えられる。この場合,C法に用いる
プライマーその他の試薬や反応条件を

含めた試験方法の選択,方法の感度と特

異性及び検体調製の妥当性を含め,マイ

コプラズマの存在を否定できるど判定

した合理的な理由を示す必要がある。

マイコプラズマ否定試験を実施する

前には,検体がマイコプラズマ発育阻止

因子を有するかどうか試験しておく必

要がある。発育阻止因子が含まれる場合

には,遠心分離,細胞の継代などの適切

な方法により発育阻止因子を中和ある

いは除去する.    ′
検体を採取後 24時間以内に試験する
ときは 2～ 8℃で,24時間を超える場
合は-60℃以下で保存する。

マイコプラズマが検出された場合,種

を同定するための試験を行えば混入の

原因を推定するのに役立つ可能性があ

る。

A:培養法

1.培地

培養法にはカンテン平板培地と液体

培地の両方を使用する:両培地にはペニ

シリン以外の抗生物質を使用してはな

らない。使用する培地としては,生物学

的製剤基準に記載されているものを参

考にすること。ただし,2.の培地の性

能試験に適合するものであれば他の培

A.培養法

1.培地

培養法にはカンテン平板培地と液体

培地の両方を使用する。両培地にはペニ

シリン以外の抗生物質を使用してはな

らない。使用する培地としては,生物学

的製剤基準に記載されているものを参

考にすること。ただしj2.の培地の性
能試験に適合するものであれば他の培



地でもよい。

2.培地の性能試験

試験に用いる培地については,各ロッ

トごとにマイコプラズマの発育性能に

関し,適性であるか否かの試験を実施す

る。そのためには,少なくとも2種類の

既知の菌株,デキストロース分解マイコ

プラズマ (」И′コ釧燿o五aθ ATCC15531

又は同等の種又は株)と アルギニン分解

マイコプラズマ (″ oraん ATCC23714

又は同等の種又は株)を陽性対照として

加えた培地での試験をその都度実施しi

これらの既知のマイコプラズマが検出

できることを確認しておく必要がある。

陽性対照試験に使用するマイコプテズ

マ株は,公的又は適切と認められた機関

より入手後適切に管理された継代数の

低いもので,100 CFu(コ ロニー形成単

位L以下又は 100 CCU(色調変化単位 )

以下で培地に接種する。

3.培養及び観察

1)カ ンテン平板培地 1枚当たり検体

(細胞懸濁液)02 mL以上を,プレー ト

に均等に広がるように接種する。カンテ

ン平板培地は 1検体当たり2枚以上とす

る。検体を接種した後,.カ ンテン平板培

地表面を乾燥し,5～ 10%の炭酸ガスを

含む窒素ガス中 (微好気的条件)で,適

切な湿度のもと36± 1℃玉」4日 間以上

培養する。

2)液体培地 1本当たり検体 (細胞懸

地でもよい。

2.培地の性能試験

試験に用いる培地については,各ロッ

トごとにマイコプラズマの発育性能に

関し,適性であるか否かの試験を実施す

る.そのためには,少なくとも2種類の

既知の菌株,デキス トロース分解マイコ

プラズ了 (Z′燿θロコ釦″θ到卜又は同

等の種又は株)と アルギニン分解マイコ

プラズマ (Zぼ畿      又は同
等の種又は株)を陽性対照として加えた

培地での試験をその都度実施 し,これら

の既知のマイコプラズマが検出できる

ことを確認しておく必要がある。陽性対

照試験に使用するマイコプラズマ株は,

公的又は適切と認められた機関より入

手後適切に管理されたもので,100 CFU

以下で培地に接種する。

3.培養及び観察

1)カ ンテン平板培地 1枚当たり検体

(細胞懸濁液)0.2 mL以上を,プ レー ト

に均等に拡がるように接種する。カンテ

ン平板培地は 1検体当たり4枚以上とす

る。検体を接種した後,カ ンテン平板培

地表面を乾燥し,半数の井ンチン平板培

ヰ4群尋解辞→く■残りか半蜘キ5～
10%の炭酸ガスを含む窒素ガス中 (嫌
気的条件)で,いずれも適切な湿度のも

と36± 1℃催おいく44日 間以上培養す

る。・

2)液体培地 1本当たり検体 (細胞懸



濁液)10証 以上を,100 mLの液体培地
を入れた容器に接種する。液体培地は 1

検体当たり1本以上とし,

養する。

被検細胞の培養液中に抗生物質など

のマイコプラズマ発育阻止因子が含ま

れているような場合には発育阻止因子

を除去する必要があるが,遠心処理など

はそうした目的に適している。マイコプ

ラズマ発育阻止因子Ω測定は,生物学的

製剤基準に記載されているマイコプラ

ズマ発育阻止活性め試験を参考にでき

る。

3)2)での培養開始後 3日 目,7日 目

及び 14日 目の計 3回にわたり,それぞ

れ各液体培地より0.2 mLずつを採取し,

カンテン平板培地各 2枚以上に接種す
る。カンテン平板培地での培養は微好気

的条件で,36± 1℃で 14日 間以上培養

する。

4)全カンテン平板培地を対象に 7日

日と 14日 目に 10o倍以上の倍率の顕微

鏡でマイコプラズマの集落の有無を調
べる。

B"指標細胞を用いた D‖A染色法

試験操作法の妥当性についてあらか

じめ検討するため,培養VerO細胞に100

CFU以 下又は 100 CCU以下の Z

又は同等の種又は株)及び Z araん

濁液)10 mL以上を,10o mLの液体培

地を入れた容器に接種する。液体培地は

1検体当たり各本とし,

養する.

被検細胞の培養液中に抗生物質など

のマイコプラズマ発育阻止因子が含ま

れているような場合には発育阻止因子

を除去する必要があるが,遠心処理など

はそうした目的に適している.

3)2)での培養開始後 3日 目,7日 目

及び 14日 目の計 3回にわたり,それぞ

れ各液体培地より0_2 mLずつを採取し,

カンテン平板培地各 2枚以上に接種す
る.カ ンテン平板培地での培養に際与(

体培地から植先継いだものは嫌気的条

件で,… 36± 1℃で 14日 間以上

培養する。

｀4)全カンテシ平板培地を対象に 7.日

日と14日 目に 100倍以上の倍率の顕微

鏡でマイコプラズマの集落の有無を調

―くる。

B.指標細胞を用いた DNA染色法

試験操作法の妥当性についてあらか

じめ検討するため,培養VerO細胞に 100

CW以 下の″:ヵ%面山お要医H襲0又
削 銘激,-99-を 接種する。



CATCC23714又 は同等の種又は株)を

接種する。

マイコプラズマ汚染の検出に関して

既知のものと同等以上の検出感度があ

ることを示すデータがある場合は上記

以外の指標細胞やマイコプラズマ菌株

を本試験に使用することもできる。マイ

コプラズマ菌株は,公的又は適当と認め

られた機関より入手後適切に管理され

た継代数の低いものにつき,接種単位を

あらかじめ設定 した上で使用 しなけれ

ばならない。細胞は適当と認められた細

胞保存機関からマイコプラズマが検出

されていないことを確認 したデータと

共に入手しなければならない。入手した

細胞は,マイコプラズマ混入を避けて注

意深く培養し,多数の種ス トックを作製

して,本文書で示すいずれか一つ以上の

方法でマイコプラズマの混入を否定し

た後,凍結保存する.試験にはこのス ト

ックを解凍し,6継代以内のものを使用

しなければならない。

カバーグラスを沈めた培養ディッシ

ュ又は同等の容器に指標細胞を接種し,

1日 増殖させる。この培養ディッシュ 2

枚以上に試験検体 (細胞培養上清)lmL
以上を接種する。

試験には,陰性 (非接種)対照及び 2

種類のマイコプラズマ陽性対照をおく_

陽性対照には,例 えば Z″ π肋由
(ATCC29052, ATCC17981 j又 は同4宰

の 種 又 は 株 )及 び ″ ″ ん

(ATCC23714又 は同等の種又は株 )

100 CFU以下又は100 CCU以 下を使用

する。

.細胞は 5%炭酸ガスを含む空気中 36

マイコプラズマ汚染の検出に関して

既知のものと同等以上の検出感度があ

ることを示すデータがある場合は上記

以外の指標細胞やマイコプラズマ菌株

を本試験に使用することもできる。マイ

コプラズマ菌株は,公的又は適当と認め

られた機関より入手後適切に管理され

たものでなければならない。細胞は適当

と認められた細胞保存機関からマイコ

プラズマが検出されていないことを確

認 したデータと共に入手しなければな

らない。入手した細胞は,マイコプラズ

マ混入を避けて注意深く培養し,多数の

種不 トックを作製して,本文書で示すい

ずれか一つ以上の方法でマイコプラズ

マの混入を否定した後,凍結保存する。

試験にはこのス トックを解凍し,6継代

以内のものを使用しなければならない。

カバーグラスを沈めた培養ディッシ

ュ又は同等の容器に指標細胞を接種し,

1日増殖させる。この培養ディッシュ 2

枚以上に試験検体 (細胞培養上清)lmL
以上を接種する。

試験には,陰性 (非接種)対照及び 2

種類のマイコプラズマ陽性対照をおく.

陽性対照には,例 えば Z“
…

及び M.orale

100 CFU以下を使用する:

細胞は5%炭酸ガスを含む空気中 36



±1℃玉」 ～ 6日 間培養する。

カバーグラス上の培養細胞を固定後,

ビ ス ベ ン ズ ィ ミ ダ ゾ ー ル

(bisbenzimidazole)Xは 同
`等
の染色剤

によりDM蛍 光染色 し,蛍光顕微鏡 (倍
率 400～ 600倍又はそれ以上)でマイ
コプラズマの存在を鏡検する.陰性対照

及び陽性対照と検体を比較しマイコプ

ラズマ汚染の有無を判定する。

方法

1)細胞培養用ディッシュ (直径 35

平m)に滅菌したカバーグラスを無菌的
に提肇く。

2)10%ウ シ胎児血清 (あ らかじめマ

イコプラズマがないことを確認してお

く)を含むイーグルの最少必須培地中に

VeЮ 細胞が l mL当たりl X lo4細胞
となるように細胞懸濁液を調製する。

3)Vero細胞懸濁液 2 mLを各培養デ

イッシュに接種する。このときカバこグ

ラスを培地中に完全に沈め,培地表面に

浮かないように注意する.細胞がカバー

グラスに接着するよう5%炭酸ガスを含
む牢気中 36± 1℃で 1日培養する。

±1℃におぃ(■ ～ 6日間培養する。
カバーグラス上の培養細胞を固定後,ビ
ス ベ ン ズ ィ ミ ダ ゾ ー ル

・ (bisbenzimHa201e)又 は同等の染色剤

によりDNA蛍光染色し,蛍光顕微鏡 (倍
率 400～ 600倍又はそれ以上)でマイ
コプラズマの存在を検鏡する。陰性対照

及び陽性対照と検体を比較しマイコプラ

ズマ汚染の有無を判定する。

方法

1)細胞培養用ディッシュ (直径 35
‐
mm)に滅菌したカバーグラスを無菌的
に讐呈く:

2)lo%ウシ胎児血清 (あ らかじめマ

イコプラズマがないことを確認してお

く)を含むイーグルの最少必須培地中に

Veお 細胞が lmL当たり l X lo4細胞
‐
となるように細胞懸濁液を調製する。

1)Vero細胞懸濁液 2m丁Jを各培養デ
イッシュに接種する。このときカバーグ

ラスを培地中に完全に沈め,培地表面に

浮かないょうに注意する.細胞がカバー

グラスに接着するよう5%炭 酸ガスを
含む空気中 36± 1℃で 1日培養する。

4)培地を新鮮な培地 2 mLと交換し
た後,試験検体 (細胞培養上清)0.5 mL
を培養ディッシュ2枚以上に添加する1

陰性対照と陽性対照 (Z々 2勧壷
(ATCC29052,ATCC179昼 1_又は同等
の種又は株)及び■

“

″酬ェ製Ec23714
又は同等の種又は株)等の 2種類のマイ
コイラズマ)についても同じ操作を行
つ.        ~

5)培養液を 5%炭酸ガスを含む空気

4)培地を新鮮な培地 2mLと交換した
後,試験検体 (細胞培養上清)0.5m丁 J

を培養ディッシュ2枚以上に添加する。

陰性対照と陽性対照 (″:Zyガ蹴由及び
″[6圏山等の 2種類のマイコプラズマ)
についても同じ操作を行う。

5)培養液を 50/0炭酸ガスを含む空気

9



中 36± 1℃で 3～ 6日 間培養する。

6)各ディッシュより培養液を除去し,

メタノール/酢酸 (100)混液 (311)(固

定液)2 mLをそれぞれに加え,5分間

放置する。

7)各ディッシュより固定液を除去し,

再度各ディッシュに同量の固定液を加

え 10分間放置する。

8)固定液を除去し,すべてのディッ

シュを完全に風乾する。

9)各ディッシ三にビスベンズアミド

(bisbenzamidё )蛍光染色液 2 mLを

加え,ディッシュに蓋をして室温で 30

分間静置する。

10)各ディッシュより染色液を吸引除

去し,ディッシュを蒸留水 2 mLで 3回

洗浄する。カバーグラスを取り出し乾燥

する。

11)カバーグラスに封入液を滴加して

封入する。余分な封入液をカバ∵グラス

の端より吸い取る。

12)400～ 600倍又はそれ以上の倍

率の蛍光顕微鏡で観察する。

13)検体と陰性対照及び陽性対照の顕

微鏡像を比較する。

14)細胞核を囲むように微小な核外蛍

光斑点を持つ細胞が 1000個 のうち5個

(0.5%)以上あれば陽性と判定する。
・

中 36± 1℃で 3～ 6日 間培養する。

6)各ディッシュより培養液を除去し,

メタ・ノール鮮 酸 (100)混液 (3:1)(固

定液)2mLをそれぞれに力日え,5分間放

置する。

7)各ディッシュより固定液を除去し,

再度各ディッシュに同量の固定液を加

え 10分間放置する.

8)固定液を除去し,すべてのディッ

シュを完全に風乾する.

9)各ディッシュにビスベンズアミド

(bisbenzamide)蛍光染色液 2 mLを

加え,ディッシュに蓋をして室温で 30

分間静置する。

10)各ディッシュより染色液を吸引除

去し,ディッシュを蒸留水 2mLで 3回

洗浄する。カバーグラスを取り出し乾燥

する。

11)カバーグラスに封入液を滴カロして

封入する。余分な封入液をカバアグラス

の端より吸い取る。

12)400～ 600倍又はそれ以上の倍

率の蛍光顕微鏡で観察する。

13)検体と陰性対照及び陽性対照の顕

微鏡像を比較する。

14)細胞核を囲むように微小な核外蛍

光斑点を持つ細胞が 1000個のうち 5個

(0.5%)以上あれば陽性と判定する。

C.ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)に よる検出法

PCR法は,非常にわずかな量のマイ
コプラズマDMを 特異的に検出するこ

とが可能な方法として現在ではよく知

られており,細胞のマイコプラズマ汚染

の検査法として,近年広く利用されてき

C.ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)による検

出法

PCR法は,非常にわずかな量のマイ
コプラズマDNAを特異的に検出するこ

とが可能な方法として現在ではよく知

られており,細胞のマイコプラズマ汚染

10



ている。しかし,その感度と特異性は採

用した方法に依存し,また PCRで陽性

反応を得てもそれは必ずしも生きたマ

イコプラズマの存在を意味するもので

はない。

PCR法では培養細胞から得た DNA
を特異的なプライマーを用いて増幅す

ることによって目的 DNAの有無を検出

する。試験の検出感度と特異性を高める

には 2段 PCR法 (ネステッドPCR法 )
を用いることが望ましい.試験は陽性対

照 (例えば 100 CFU以下又は 100 CCU

以下の Zヵ に泌動Ⅲ (ATCC29052,‐
ATCC17981又 は同等の種又は株))と

陰性対照を置き実施する_

細胞又は細胞培養液に含まれるマイ

コプラズマDMを 増幅するにはマイコ
プラズマに共通なDNA配列に対応する
プライマーを用いる。増幅に際しては耐

熱性 DNAポ リメラーゼのような適切な
ポリメラーゼを用い適切な条件下で反

応を行う。増幅した DMを アガロニス
ゲル電気泳動を用いて分離し,エチジウ

ムプロマイ ド染色後,UV照射により検
出する。

本法で重要な点は,マイコプラズマに

特́異的で,かつ広範囲のマイコプラズマ

によく保存されている塩基配列に対応

するプライマーを用いることである。例

えばマイコプラズマの 16S-23Sリ ボ

ソーム遺伝子間のスペーサー領域等に

対応するプライマーがある。

1次 PCRで陰性 となった場合には,
感度 と特異性を高めるためネステッド

プライマーを用いる 2段 PCR法を実施

することが望ましい。

の検査法として,近年広く利用されてき

ている。
‐
しかし,その感度と特異性は採

用 した方法に依存し,また PCRで陽性

反応を得てもそれは必ずしも生きたマ

イコ`プラズマの存在を意味するもので

はない。

PCR法では培養細胞から得た DM
を特異的なプライマ

=を用
いて増幅す

ることによって目的DNAの有無を検出
する。試験の検出感度と特異性を高める

には 2段 PCR法 (ネステッドPCR法)
を用いることが望ましい。試験は陽性対

照 (例 えば loO CFU以 下の Z
と陰性対照を置き実施する.

細胞又は細胞培養液に含まれるマイ

コプラズマDMを 増幅するにはマイコ
プラズマに共通なDNA配列に対応する
プライマーを用いる。増幅に際しては耐

熱性 DNAポ リメラーゼのような適切な
ポリメラーゼを用い適切な条件下で反

応を行う.増幅したD戦 をアガロース
ゲル電気泳動を用いて分離し,エチジウ

ムプロマイド染色後,UV照射により検
出する。 1
本法で重要な点は,マイコプラズマに

特異的で,かつ広範囲のマイコプラズマ

によく保存されている塩基配列に対応

するプライマーを用いることである。例

えばマイコプラズマの 16S-23Sリ ボ

ソーム遺伝子間のスペーサー領域等に

対応するプライマーがある。

1次 PCRで陰性となった場合には,
感度と特異性を高めるためネステッド

プライマーを用いる2段 PCR法を実施

11



2次 PCRに用いるプライマーは内側

配列部分のネステッドプライマーを選

択する。アウタニ及びインナープライマ

ーは実験的又は文献的に有効性と特異

性が証明されていなければならない。

なお,Vero細胞を用いて検体中に存

在する可能性があるマイコプラズマの

増殖を図つた後に PCRを行い,感染性
マイコプラズマ由来のDNAの検出精度

を高める方法もある。

以下に 2段 PCR法の例を示す.試薬

や反応条件については,例示に限らず ,

適切であることが確認されている場合

にはそれを使用してもよい。他の方法を

使用する場合はb用いた方法の妥当性が

立証され,その詳細が記載されていなけ

ればならない。その中に方法の感度と特

異性が示されていなければならない。

操作法の例

1.テンプレー トの調製
1)被験細胞懸濁液 (必要ならば VerO

細胞により継代する)600ル をチュー

プにとり,細胞を 0.1%SDS等で溶か

し,同量の TE緩衝液 (10 mmo1/Lト リ

ス ー塩酸 (pH 8.0), 1 7nrnoLL EDTA)

を飽和 したフェノールを加え,混合す

る。

2)室温で 15000 rpm,5分 間遠心す

る。

3)上清 400 μLを別のチュープに移

し,3md亀 酢酸ナ トリウム 10ル を加
える.

4)1エ タノール (95)lmL(2.5倍量)

を加え,十分に撹拌する。15分間氷冷

することが望ましい。

2次 PCRに用いるプライマーは内側

配列部分のネステッドプライマーを選

択する。アウター及びインナープライマ

Lは実験的又は文献的に有効性と特異

性が証明されていなければならない.

なお,Vero細胞を用いて検体中に存

在する可能性があるマイコプラズマの

増殖を図つた後にPCRを行い,感染性
マイコプラズマ由来のDNAの検出精度

を高める方法もある。

以下に2段 PCR法の例を示す。試薬

や反応条件については,例示に限らず ,

適切であることが確認されている場合

にはそれを使用してもよい。他の方法を

使用する場合は,用いた方法の妥当性が

立証され,その詳細が記載されていなけ

ればならない。その中に方法の感度と特

異性が示されていなければならない。

操作法の例

1.テンプレー トの調製

1)被験細胞懸濁液 (必要なら VerO

細胞により継代する)600 μ Lをチュー

プにとり,細胞を 0.1%SDS等 で溶か

し,同量の TE緩衝液 (10 mmo1/Lト リ
ス ー塩酸 (pH 8.0),lmmO1/L EDTA)

を飽和したフェノールを加え,混合す [
る。

2)室温で 15000 rpm,5分間遠心す

る。

3)上清 400 μLを別のチュープに移

し,3mo1/L酢酸ナ トリウム lo μLを

加える。           `
4)エタノール (95)lmL(2.5倍量)
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した後,4℃で 15000 rpm,10分 間遠心

する.

5)上清を除去し,沈殿を80%エタ
ノニル200～ 300ノ正で 1～ 2回洗浄

し,洗液はピペットで除去する.4℃で

15000,rpm,10分間遠心後,上清を完

全に際去し,沈殿を乾燥する。

6)沈殿を精製水40ル に溶解する。

2.陽性対照,陰性対照についても同様の
処理を行う.

3" 1段 目PCR          r
l)耐熱性 DNAポ リメラーゼ,rdNTP
溶液,ア ウタープライマー,反応緩衝液

(Mgイ オンを含む)を混合し,1本の
チュープに 90メ正 ずつ分注する。

2)調製したテンプレー トより10ル

をとり,1段目の PCR反応液 (90′山 )
を入れたチューブ 1本ずつに加える。

3)94℃で 30秒間の変性,プライァ
ーに適した温度 (例示のプライマーの場

合は 55℃ )で 2分間のアニーリング,
72℃で 2分間の伸長を,30回繰 り返し
DNA増幅を行う.

4. 2段 目PCR

l)耐熱性 DNAポ リメラーゼ,dNTP
溶液,イ ンナープライマー,反応緩衝液

(Mgイ オンを含む)を混合し,1本の

チューブに 99メ此ずつ分注する.

2)1段日のPCRを終了したチューブ

から,それぞれの生成物 (1ル)を とり,

2段目のPCR反応液 (99ノ正)を入れた

を加え,十分に撹拌する。15分間氷冷
した後,4℃で 15000甲m,10分間遠心

する。

5)上清を除去し,沈殿を80%エ タ
ノール 200～ 300 μLで 1～ 2回洗

浄し,洗液はピペットで除去する.4℃

で 15000甲m,10分間遠心後,上清を
完全に除去し,沈殿を乾燥する。

6)沈殿を精製水 40 μLに溶解する.

2。 陽性対照,陰性対照についても同様の

処理を行う。

3. 1段目PCR

l)耐熱性 DMポ リメラーゼ,岬
溶液,ア ウタープライマー,反応緩衝液

(Mgイ オンを含む)を混合し,1本の
チュ‐プに 90 μLずつ分注する。

2)調製したテンプレー トより10 μL
をとり,1段目の PCR反応液 (90 μL)
を入れたチュ‐プ 1本ずつに加える。

3)三導 勇 叫 均 嗜 暑 曲 陛 窃 誌

中の蒸発を防ぎなが与
=%℃
で 30秒間

の変性:プライマーに適した温度 (例示

のプライマーの場合は 55℃)で 2分間
のアニーリング,72℃で 2分間の伸長
を,30回繰 り返しDNA増幅を行う。

4. 2段目PCR

l)耐熱性 DNAポ リメラニゼ,dNTP
溶液,イ ンナープライマー,反応緩衝液

(Mgイ オンを含む)を混合し:1本の
チュ‐プに 99 μLずつ分注する。

2)1段 目のPCRを終了したチュープ
から,それぞれの生成物 (l μL)を と

13



チューブ 1本ずつに加える。

3)94℃で 3o秒間の変性,プライマ

.―に適した温度 (例示のプライマーの場

合は 55℃)で 2分間のアニーリング,

72℃で 2分間の伸長を,30回繰り返し

DNA増幅を行う。

5.ア ガロースゲル電気泳動
1)1段目及び 2段目のPCR生成物 (10

ル )を ,泳動の先端を確認するための

適当な色素液 (2″L)と混合し,1%ア

ガロースゲル電気泳動を行う。

2)アガロースゲルをエチジウムプロ

マイドにより染色し,紫外線照射条件下

で写真撮影する。

3)DNAバ ンドが検出された場合,陽

性と判定する。

[プライマーの例示]

・ マイコプサズマ検出用

アゥタープ,イ マ‐

Fr5■ACACCATCOCAC(〔 ソT)TCCTAAT-3

Rl:『― C(A/DTCCACl1 0鵬 ACCCAACG―
CAT■
『

インナープライマー

F21,{TC(〔ソOGGfA/C)TCGATCACCTCCT-3
R219くX房口IEACCA(A/「)Aも亀月けAC《ソT)じ 1lf
( )は混合

EPCR反応液]

り,2段目のPCR反応液 (99 μL)を

入れたチューブ 1本ずつに加える.

3)

中の哺裂艶弔差翼翻■寿-94℃で 30秒間

の変性,プライマーに適した温度 (例示

のプライマーの場合は 55℃ )で 2分間

のアニーリング,72℃で 2分間の伸長

を,30回繰 り返しDNA増幅を行う。

5.アガロースゲル電気泳動

1)1段目及び 2段 目のPCR生成物 (10

μL)を ,泳動の先端を確認するための

適当な色素液 (2 μL)と 混合し,1%ア
ガロースゲル電気泳動を行う。

2)アガロースグルをエチジウムプロ

マイ ドにより染色し,紫外線照射条件下

で写真撮影する.

3)DNAバ ンドが検出された場合,陽

性と判定する。         ・

[プライマーの例示]

・マイコプラズマ検出用

アウタープサイマー

Fl:5卜 ACACCATttAC(CyT)TGGTAAT-3
Rl15′…CTTCCA/]OT℃GACTT(C/つ CACA000AACC―
CAT-3

インナープライマー

F2■デ■GTC(G/Cpcc(ル ℃)TCGATCACCuT-3
R215■CCATCCACCA(AFr)A(九 月けAC∽ し11‐ご
()は 混合

EPCR反応液]
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16r■

'

F1  2′ ι

R:  2′L

2′L

dl「EP諄液 (各 1.25 mol)

プライマー (10pr40ra
プライマー (10 pm● V/J
B熱性 DNAポ リメラーゼ
(l ura
反応捜衝枝

25,md嘔 塩化マグネシウム
10倍緩衝疲ネ

2‐7ミ ノキヒドロキシメチ′卜1,■プロバンジ
オーJレ・ EE CPIヨ 綺
亀化カリウム  

・

塩化マグネシウム
ン

E2臓目]

16μ

F2  2″L
R2  2′こ

2μL

[2月セロ]

:`r4
F2  2″ L
R2  2″ι

2″L

平
3μL
10μ

醐 酬 腋 絡 1“劇 )
プライマー (10口 dレ0
プライマ

「

(10四耐孵0
耐熱桂DNAポ リメラーゼ
(11均ロ
反応題繊液
25m●VL E4Lマグネシクム
10倍緩歯腋*

*1囃 衝波の相威
2-ア ミノ‐2‐ヒドロキシメナル‐1,プロ′くンジ
オール・壇酸 CPH m
塩化カリウム
塩化マグネシウム

59

100-●L

500 mmoL
20-
■ 1

[Vero細胞中でマイコプラズマを増殖さ

せる方法]            ‐

1)試験検体,陽性対照及び陰性対照
について,それぞれ 2枚以上のディッシ

子を使用する。

2)細胞培養用ディッシュ (直径 35

mm)に,10%ウシ胎児血清 (PCRに よ
りあらかじめマイコプラズマDNAが検
出されないことを確認 しておく)を含む

イーグル最少必須培地を用いて調製し

た Vero細胞懸濁液 (l X 104細胞rmL)

を 2 mLずつ加え,5%炭酸ガスを含む
空気中,36± 1℃で 1日 培養する。

3)古い培地を新鮮な培地と交換し,
試験検体 (細胞培養上清)0.5 mLを VerO

細胞の培養ディッシュ 2枚以上に接種
する。陽性対照 (例えば 100 CFU以下

又は 100 CCU以 下の Z″ り=励由
(ATCG29052,ATCC17981又 は同等
の種又は株))と 陰性対照についても同

じ操作を行う。

4)試験検体,陽性対照並びに陰性対
照を接種した Vero細胞の培養ディッシ

ュをそれぞれ 5%炭酸ガスを含む空気

中,36=1℃で3～ 6'日間培養する。

[Vero細胞中でマイコプラズマを増殖さ

せる方法]

1)試験検体,陽性対照及び陰性対照

について,それぞれ 2枚以上のディッシ

ュを使用する.

2)細胞培養用ディッシュ (直径 35
mm)に,10%ウ シ胎児血清 (PCnに
よりあらかじめマイコプラズマDNAが

検出されないことを確認しておく)を含

むイーグル最少必須培地を用いて調製

した Vero細胞懸濁液 (l X lo4細胞

/mL)を 2mLずつ加え,5%炭 酸ガス
を含む空気中,36± 1℃で 1日培養する。

3)古い培地を新鮮な培地と交換し,
試験検体 (細胞培養上清)0.5 mLを VerO

細胞の培養ディッシュ 2枚以上に接種
する。陽性対照 (例えば 100 cFU以下

のM.hyorhinis)と 陰性対照についても

同じ操作を行う。

4)試験検体,陽性対照並びに陰性対
照を接種した VerO細胞の培養ディッシ

ュをそれぞれ 5%炭 酸ガスを含む空気
中,36± 1℃で 3～ 6日 間培養する。
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参考情報にスの 暗 赤外吸収ス
～
辱 ル測定法」 

‐
蛍光染こだよる痢菌夕の

iシステム適合胸  聯 体の細力ぜ の表示法」を加える。

16



参考情報 改正事項

14。 第十五改正日本薬局方における国際調和

2″ 爵 鰯 拗 副勘 ,次
=こ
雄 追加妬 .

調和年月 :2008年 6月 (Rev.1)

薬局方調和事項

Bulk Density and Tapped Density

of Powders

Method l:Mcasurementin a

raduated cylinder

Procedure

Method 2:Measurement in a

volllneter

Appamm
PЮcedure

Method 3:Measurel■ent in a vessel

Apparam
.Procedure

Tapped densiサ

Method l

Apparam
Procedure

Method 2

Procedure

Method 3

Procedure

Measures of

ι″ 比表面積灘定法の力り嗜島 妨 幡 .

調和年月 :2007年 5月
薬局方調和事項

Gas PycnOmetric Density oF Solids

(IntrOduction)

Apparam

Method

コムギテレノンの瘤 を置″ずぢ・

調和年月 :2006年 10月

薬局方調和事項

RIce Starch

DeFlnition

ldentiication A

Identiflcation B

Identiflcation C

備考

日本薬局方独自記載事項 :

当該測定法に関する説明

備考

日本薬局方独自記載事項 :

測定法の対象を記載

測定温度の部分は操作法に記載

第十五改正日本薬局方 (第二追補)

3。01かさ密度及びタップ密度測定法

(前書き)

かさ密度

第 1法 (メスシリンダーを用いる方法)

操作法

第 2法 (ポリュメーターを用いる方法)

装置

操作法

第 3法 (容器を用いる方法)

装置

操作法

タップ密度

第 1法

装置       ~
操作法

第 2法

操作法

第 3法

操作法

粉体の圧縮性の尺度

第十五改正日本薬局方 (第二追補)

3。03粉体の粒子密度測定法
(前書き)

1。 装置        ‐
装置の校正

2.操作法 .

2.操作法

第十五改正日本薬局方 (第二追補)

コメデンプン

基原

確認試験 (1)

確認試験 (2)

確認試験 (3)
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純度試験 (1)鉄
乾燥減量

強熱残分

純度試験 (2)酸化性物質
純度試験 (3)二酸化イオウ

Iron

Loss on drying

Sulphated ash

Oxidising stbstances

ur dioxlde

参考情報べ乃 Fてデ 法の次
=こ
次を追加ブぢ.

調和年月 :2007年 5月

薬局方調和事項

Powder Fineness

20.バイオテクノロジー応用医薬品ア生物起源由来医薬品の製造に用いる細胞基材に対するマイ
コプラズマ否定試験

次のように改める

本文書は,バイオテクノロジァ応用医薬品/生物起源由来医薬品の製造に使用する細胞基材で細胞バンクを基にする

ものに対し,現段階で実施すべきと考えられるマイコプラズマ否定試験について述べたものである。
試験方法としては,A.培養法 ,´ B.指標細胞を用いた DNA染色法,C.ポ リメラーゼ連鎖反応 (PCR)に よる検
出法が挙げられる。

本マイコプラズマ否定試験の対象は,マスター・セル・バンク (MCB),ワ ーキング・セル・バンク (WCB)及
び医薬品製造工程中の培養細胞である。これらに対して,A法 とB法による試験を実施する。ただし,B法はマイコ
プラズマ由来以外の DNAも検出するので,B法のみ陽性を示した場合は C法によリマイコプラズマの存在を否定す
ることも考えられる。この場合,C法に用いるプライマーその他の試薬や反応条件を含めた試験方法の選択,方法の
感度と特異性及び検体調製の妥当性を含め,マイコプラズマの存在を否定できると判定した合理的な理由を示す必要

がある。

マイコプラズマ否定試験を実施する前には,検体がマイコプラズマ発育阻止因子を有するかどうか試験しておく必

要がある。発育阻止因子が含まれる場合には,遠心分離,細胞の継代などの適切な方法により発育阻止因子を中和あ
るいは除去する。

検体を採取後 24時間以内に試験するときは 2～ 8℃で,24時間を超える場合は-60℃以下で保存する。
マイコプラズマが検出された場合,種を同定するための試験を行えば混入の原因を推定するのに役立つ可能性があ

る.

A.培養法
1.培地

培養法にはカンテン平板培地と液体培地の両方を使用する。両培地にはペニシリン以外の抗生物質を使用してはな

らない。使用する培地としては,生物学的製剤基準に記載されているものを参考にすること。ただし,2.の培地の性

能試験に適合するものであれば他の培地でもよい。

2.培地の性能試験

試験に用いる培地については,各 ロットごとにマイコプラズマの発育性能に関し,適性であるか否かの試験を実施
する。そのためには,少なくとも 2種類の既知の菌株,デキス トロース分解マイコプラズマ (M′″

`″
″"滋 ATCC15531

又は同等の種又は株)と アルギニン分解マイコプラズマ (M OrαたATCC23714又 は同等の種又は株)を陽性対照とし
て加えた培地での試験をその都度実施し,これらの既知のマイコプラズマが検出できることを確認しておく必要があ

る。陽性対照試験に使用するマイコプラズマ株は,公的又は適切と認められた機関より入手後適切に管理された継代
数の低いもので,100 CFU(コ ロニー形成単位)以下又は 100 CCU(色調変化単位)以下で培地に接種する。
3.培養及び観察

1)カ ンテン平板培地 1枚当たり検体 (細胞懸濁液)0。2 mL以上を,プレー トに均等に広がるように接種する。カ
ンテン平板培地は 1検体当たり2枚以上とする。検体を接種した後,カ ンテン平板培地表面を乾燥し,5～ 10%の炭
酸ガスを含む窒素ガス中 (微好気的条件)で,適切な湿度のもと36± 1℃で 14日 間以上培養する。
2)液体培地 1本当たり検体 (細胞懸濁液)10 mL以 上を,100 mLの液体培地を入れた容器に接種する。液体培地
は 1検体当たり1本以上とし,36± 1℃で培養する.

第十五改正日本薬局方 (第二追補)



被検細胞の培養液中に抗生物質などのマイコプラズマ発育阻止因子が含まれているような場合には発育阻止因子
を除去する必要があるが,遠心処理などはそうした目的に適している.マイコプラズマ発育阻止因子の測定は,生物
学的製剤基準に記載されているマイ■プラズマ発育5R l卜活性の試験を参考にできる。
3)2)での培養開始後 3日 目,7日 目及び 14日 目の計 3回にわたり,それぞれ各液体培地より0.2 mLずつを採取
し,カンテン平板培地各 2枚以上に接種する。カンテン平板培地での培養は微好気的条件で,36± 1℃で 14日 間以上
培養する。          /
4)全カンテン平板培地を対象に 7日 目と 14日 目に 100倍以上の倍率の顕微鏡でマイコプラズマの集落の有無を調
べる.

B.指標細胞を用いた DNA染色法
試験操作法の妥当性についてあらかじめ検討するため,培養 VerO細胞に 100 CFU以下又は 100 CCU以下の M
り∝Lレお (ATCC29052,ATCC17981文 は同等の種又は株)及び M οrara(ATCC23714又は同等の種又は株)を接種
する。

マイコプラズマ汚染の検出に関して既知のものと同等以上の検出感度があることを示すデ‐夕がある場合は上記
以外の指標細胞やマイコプラズマ菌株を本試験に使用することもできる。ァイコプラズマ菌株は,公的又は適当と認
められた機関より入手後適切に管理された継代数の低いものにつき,接種単位をあらかじめ設定した上で使用しなけ
ればならない。細胞は適当と認められた細胞保存機関からマイコプラズマが検出されていないことを確認したデータ
と共に入手しなければならない。入手した細胞は,マイコプラズマ混入を避けて注意探く培養し,多数の種ストック
を作製して,本文書で示すいずれか一つ以上の方法でマイコプラズマの混入を否定した後,凍結保存する。試験には
このストックを解凍し,6継代以内のものを使用しなければならない。
カバーグラスを沈めた培養ディッシュ又は同等の容器に指標細胞を接種し,1日増殖させる。この培養ディッシュ
2枚以上に試験検体 (細胞培養上清)l mL以上を接種する。
、試験には,陰性 (非接種)対照及び 2種類のヤイコプラズマ陽性対照をおく。陽性対照には,例えばM辱麒 ルお
(ATCC29052,ATCC17981又 は同等の種又は株)及び M oraた (ATCC23714:又 は同等の種又は株)100 CFU以 下又
は 100 CCU以下を使用する。

細胞は5%炭酸ガスを含む空気中 36± 1℃で 3～ 6日 間培養する。
カバーグラス上の培養細胞を固定後,ビスベンズイミダゾール (bおben」mida201e)又は同等の染色剤により DNA
蛍光染色し,蛍光顕微鏡 (倍率 400～ 600倍又はそれ以上)でマイコプラズマの存在を鏡検する。陰性対照及び陽
性対照と検体を比較しマイコプラズマ汚染の有無を判定する。

方法                      ・

1)細胞培養用ディッシュ (直径35-)に 滅菌したカバーグラスを無菌的に置く.
2)10%ウ シ胎児血清 (あらかじめマイコプラズマがないことを確認しておく)を含むイーグルの最少必須培地中に
VeЮ 細胞が l mL当 たりl X 104細 胞となるように細胞懸濁液を調製する。,
3)Vero細胞懸濁液 2 mLを各培養ディッシュに接種する。このときカバーグラスを培地中に完全に沈め,培地表
面に浮かないように注意する。細胞がカバーグラスに接着するよう5%炭酸ガスを含む空気中36± 1℃で 1日培養する。
4)培地を新鮮な培地 2 mLと 交換した後,試験検体 (細胞培養上清)0.5 mLを培養ディッシュ2枚以上に添カロする。
陰性対照と陽性対照 (M″●rl加お (ATCC29052,ATCC17981又 は同等の種又は株)及び M arara(ATCC23714又 は
同等の種又は株)等の 2種類のマイコプラズマ)についても同じ操作を行う。        ,
5)培養液を5%炭酸ガスを含む空気中 36± 1℃で3～ 6日 間培養する。
6)各ディッシユより培養液を除去し,メ タノー/1/1酸 (10o)混液 (3:1)(固定液)2 mLをそれぞれに力百え,・5
分間放置する。

7)各ディッシュより固定液を除去し,再度各ディッシュに同量の固定液を加え lo分間放置する1 ｀
8)固定液を除去し,すべてのディッシュを完全に風乾する.
9)各ディッシュにビスベンズアミド (bisbenzamide)蛍光染色液 2 mLをカロえ,ディッシュに蓋をして室温で 30分
間静置する。

10)各ディッシュより染色液を吸引除去し,ディッシュを蒸留水 2 mLで 3回洗浄する。カバーグラスを取り出し
乾燥する。

H)カバーグラスに封入液を滴加して封入する.余分な封入液をカバーグラスの端より吸い取る.
12)400～ 600倍又はそれ以上の倍率の蛍光顕微鏡で観察する.
13)検体と陰性対照及び陽性対照の顕微鏡像を比較する。
14)細胞核を囲むように微小な核外蛍光斑点を持つ細胞が 10oo個のうち5個 (0.5%)以上あれば陽性と判定する.

C。 ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)による検出法
PCR法は,非常にわずかな量のマイコプラズマ DNAを特異的に検出することが可能な方法として現在ではよく知
られており,細胞のマイコプラズマ汚染の検査法として,近年広く利用されてきている。しかし,その感度と特異性
|ま採用した方法に依存し,また PCRで陽性反応を得てもそれば必ずしも生きたマイコプラズマの存在を意味するも
のではない。
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PCR法では培養細胞から得た DNAを特異的なプライマーを用いて増幅することによつて目的 DNAの有無を検出
する。試験の検出感度と特異性を高めるには 2段 PCR法 (ネステッドPCR法)を用いることが望ましい.試験は陽
性対照 (例えば 100 CFU以 下又は 100 CCU以 下のM″ο湯ルな (ATCC29052,ATCC17981又は同等の種又は株))
と陰性対照を置き実施する。

細胞又は細胞培養液に含まれるマイコプラズマDNAを増幅するにはマイコプラズマに共通なDNA配列に対応する
プライマーを用いる。増幅に際しては耐熱性 DNAポ リメラーゼのような適切なポリメラーゼを用い適切な条件下で
反応を行う.増幅した DNAを アガロースゲル電気泳動を用いて分離し,エチジウムプロマイ ド染色後,UV照射に
より検出する。                                              '
本法で重要な点は,マイコプラズマに特異的で,かつ広範囲のマイコプラズマによく保存されている塩基配列に対
応するプライマーを用いることである。例えばマイコプラズマの 16S-23Sリ ボソーム遺伝子間のスペーサー領域等
に対応するプライマーがある。

1次 PCRで陰性となった場合には,感度と特異性を高めるためネステッドプライマーを用いる 2段 PCR法を実施
することが望ましい。               ・

2次 PCRに用いるプライマーは内側配列部分のネステッドプライマーを選択する。アウター及びインナープライマ
ーは実験的又は文献的に有効性と特異性が証明されていなければならない。

なお,Vero細胞を用いて検体中に存在する可能性があるマイコプラズマの増殖を図つた後に PcRを行い,感染性
|     マイコプラズマ由来の DNAの検出精度を高める方法もある。

以下に 2段 PCR法の例を示す。試薬や反応条件については,例示に限らず,適切であることが確認されている場
合にはそれを使用してもよい。他の方法を使用する場合は,用いた方法の妥当性が立証され,その詳細が記載されて
いなければならない。その中に方法の感度と特異性が示されていなければならない。                 

・

操作法の例

1.テンプレートの調製
1)被験細胞懸濁液 (必要ならばVeЮ 細胞により継代する)600ル をチュープにとり,細胞を 0.1%SDS等で溶か

|     し,同量の TE緩衝液 (10-oLト リスー塩酸 (pH 8.0),l mmOvL EDTA)を 飽和したフェノールを加え,混合す|    
る。

2)室温で 15000 rpm,5分間遠心する。
3)上清 400J正 を別のチュープに移し,3 mo1/L酢酸ナ トリウム loル を加える。
4)エタノール (95)l mL(2.5倍量)を加え,十分に撹拌する。15分間氷冷した後,4℃で 15000 rpm,10分間遠
心する。

5)上清を除去し,沈殿を 80%エタノール 200～ 300ルιで 1～ 2回洗浄し,洗液はピペットで除去する.4℃で
15000 rpm,10分闊遠心後,上清を完全に除去レP沈殿を乾燥する。                       _
6)沈殿を精製水 40脚しに溶解する。.

2.陽性対照・陰性対照についても同様の処理を行う。
3. 1段目PCR                       .
1)耐熱性 DNAポ リメラーゼ,dN「P溶 液,ア ウタープライマー,反応緩衝液 (Mgイ オンを含む)を混合し,1
本のチュープに 90ル ずつ分注する。
2)調製したテンプレー トより10ル をとり,1段 目の PCR反応液 (90ル)を入れたチューブ 1本ずつに加える。
3)94℃で 30秒間の変性,プライマーに適した温度 (例示のプライマーの場合は 55℃)で 2分間のアニーリング,
72℃で 2分間の伸長を,30回繰 り返しDNA増幅を行う。
4. 2段目PCR
l)耐熱性 DNAポ リメラーゼ,い汀P溶液,イ ンナープライマー,反応緩衝液 (Mgイ オンを含む)を混合し,1
本のチュープに 99ノ此 ずつ分注する。

2)1段 目の PCRを終了したチュープから,それぞれの生成物 (1ブ此)を とり,2段 目の PCR反応液 (99ノ此)を入
れたチュープ 1本ずつに加える。

3)94℃で 30秒間の変性,プライマーに適した温度 (例示のプライマーの場合は 55℃)で 2分間のアニーリング,
72℃で 2分間の伸長を,30回繰り返しDNA増幅を行う。
5_アガロースゲル電気泳動
1)1段 目及び 2段目の PCR生成物 (10ル)を ,泳動の先端を確認するた_めの適当な色素液 (2ル)と混合し,1%
アガロースグル電気泳動を行う。

2)アガロースグルをエチジウムプロマイ ドにより染色し,紫外線照射条件下で写真撮影する。
3)DNAバンドが検出された場合,陽性と判定する。
[プライマーの例示]
・マイコプラズマ検出用

アウタープライマー

Fl:5′ ―ACACCATGGGAG(C/T)TGGTAAT-3′
Rl:5′ ―Cπ   (A/T)TCGACW (C/T)CAGACCCAAGGCAT‐ 3′

                              ｀
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[1段 目]

16ル

F1  2ルι

R1  2/L

2漁ι

8ルι

10ル

インナープライマー

F2:5′ ―GTG(G/C)GG
R2:5′ ―GCATCCACCA
( )は混合

[PCR反応液]

(A/C)TGGATCAccTccT‐ 3′
(A/T)A(A/T)AC(C/TI CTr_3′

dNT溶液 (各 1.25 mol)
プライマー (10 pmo峰■)

プライマー (10 pmovル )

耐熱性 DNAポ リメラーゼ
(lU//L)・

反応緩衝液

25 1nmo1/L塩化マグネシウム

.10倍緩衝液 *
滅菌精製水

*10倍緩衝液の組成
2‐アミノ‐2‐ヒドロキシメチルー1,3‐プロバンジ

オァル・塩酸 (pH 8.4)

塩化カリウム

塩化マグネシウム

ゼラチン

[2段 目]

16ル
F2   2ル

R2  2/L

2ルι

8ルι

10ルι

59

100 1nmoyL

500 mlno1/L

20 nuno1/L

0.1

[Vero細胞中でマイコプラズマを増殖させる方法]
1)試験検体,陽性対照及び陰性対照について,それぞれ 2枚以上のディッシュを使用する。 _
2)細胞培養用ディッシュ (直径 35 mm)に ,10%ウシ胎児血清 (PCRによりあらかじめマイコプラズマ DNAが検
出されないことを確認しておく)を含むイーグル最少必須培地を用いて調製したVerO細胞懸濁液 (l X 104細胞/mL)
を2 mLずつ加え,5%炭酸ガスを含む空気中,36± 1℃で 1日 培養する..
.3)古い培地を新鮮な培地と交換し,試験検体 (細胞培養上清)0.5 mLを VerO細胞の培養ディッシュ 2枚以上に接
種する。陽性対照 (例えば 100 cFU以下又は 100 CCU以下のMり轟 ルお (ATCC29052,ATCC17981又は同等の種
又は株))と陰性対照についても同じ操作を行う。
4)試験検体,陽性対照並びに陰性対照を接種した VeЮ 細胞の培養ディッシュをそれぞれ 5%炭酸ガスを含む空気
中,36± 1℃で 3～ 6日 間培養する。

｀

32.近赤外吸収 スペ ク トル測定法

近赤外吸収スペクトル測定法 (NIR)は ,被検物質による近赤外領域における光の吸収スペクトルを測定し:その
解析を行うことにより,物質の定性的又は定量的評価を行うための分光学的方法の一つである.
近赤外光は,可視光と赤外光の間にあらて,通例,750～ 2500m (13333～ 4o00cm‐ 1)の波長 (波数)範囲
の光を指す。近赤外光の吸収は,主として赤外領域 (4000～ 400 cm‐1)における基準振動の倍音 (over‐ tones)又
は結合音 (∞mbinatiOns)に よる振動によつて生じ,特に水素原子が関与する 0‐H,N‐H,C‐ H,S・Hによる吸収が
主である。例えば,N‐Hの非対称伸縮振動は 34oo cm・ 1付近にあるが,その第 1倍音による吸収は 3400 cm・1の 2倍
弱の 6600 cm‐ 1(波長 1515 nm)付近に現れる。

近赤外域における吸収は,赤外域における基準振動による吸収よりもはるかに弱い.またり近赤外光は,可視光に
比較して長波長であることから,光は粉体を含む固体試料中,数ミリの深さまで侵入することができる。この過程で
吸収される光のスペクトル変化 (透過光又は反射光)よ り,試料に関わる物理的及び化学的知見が得られることから,
本法は,非破壊分析法としても広く活用されている。
近赤外吸収スペクトルの解析法としては,検量線法などの一般的な分光学的手法が適用可能であれば,これを用い
るが,通常,ケモメトリックスの手法を用いて解析を行う。ケモメトリックスは,通例,化学データを数量化し,情
報化するための数学的手法及び統計学的手法を指すが,近赤外吸収スペクトル測定法におけるケモメトリックスとし
ては,重回帰分析法をはじめ,種々の多変量解析法が用いられ,これにより有効成分の定性的又は定量的評価などが
行われる。               ・
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近赤外吸収スペクトル測定法は,水分の測定又は物質の確認などにおいて,既存の確立された分析法に代えて,迅

速かつ非破壊的な分析法として用いられるものであり,この分析法を品質評価試験法として日常的試験に用いる場合 ,

既存の分析法を基準として比較試験を行うことにより,その同等性を確認しておく必要がある。

医薬品分野における近赤外分光法の応用としては,原薬及び製剤中の有効成分,添加剤又は水分について,定性的

又は定量的評価を行うことができる。また,結晶形,結品化度,粒子径等の物理的状態の評価に用いることもできる.

更に光ファイパーを用いることにより,装置本体から離れた場所にある試料について,サンプリングを行うことなく
スペクトル測定が可能であることから,医薬品の製造工程管理をオンラインで行うための有力な手段としても活用す

ることができる.

1.装 置

近赤外分光光度計には,分散型近赤外分光光度計及びフーリエ変換型近赤外分光光度計があるり。別に分光部に干

渉フィルターを用いた干渉フィルター型近赤外分光光度計もあるが,この方式の装置は医薬品の品質管理分野で用い

られることはほとんどない。

1.1分散型近赤外分光光度計

装置は,光源部,試料部,分光部,測光部,信号処理部,データ処理部及び表示・記録・出力部より構成されてい

る。光源には,ハロゲンランプ,タ ングステンランプ,発光ダイオード等,近赤外光を高輝度かつ安定に放射するも
のが用いられる.試料部は,試料セル及び試料ホルダーより構成される。光ファイバー及びコリメーターなどより構
成される光ファイバー部を有する装置においては,分光光度計本体から離れた場所に設置された試料部に光を伝送す

る機能が付与されている。光ファイバーの材質としては,通例,石英が用いられる。

分光部は,分散素子を用いて必要とする波長の光を取り出すためのものであり,ス リット,ミ ラー,分散素子から
構成されている。分散素子には,プリズム,回折格子,音響光学素子 (AOTF),液晶チューナブルフィルター (LCTF)

等がある。測光部は,検出器及び増幅器で構成されている。検出器としては,半導体検出器 (シ リコン,硫化鉛,イ
ンジウム・ガリウム・ヒ素,イ ンジウム・アンチモン等)のほか,光電子増倍管も用いられる.半導体検出器による

検出方法としては,通例,単一素子による検出が行われるが,複数の素子を用いたアレイ型検出器が用いられること

もあり,これにより複数波長 (波数)の光の同時検出が可能となる。信号処理部では,増幅器の出力信号から測定に
必要な信号を分離し,出力する。データ処理部では,データ変換,スペクトル解析等を行う。表示・記録・出力部は,

データ,分析結果及びデータ処理結果等をプリンターに出力する。
1.2フ ーリエ変換型近赤外分光光度計

装置の構成は,分光測光部及び信号処理部を除き,基本的に 1.1の分散型装置の構成と同様である。
分光測光部は,干渉計,サンプリング信号発生器,検出器,増幅器,A/D変換器等で構成される。干渉計には,
マイクルソン干渉計, トランセプト干渉計及び偏光干渉計等がある。信号処理部については,分散型装置で要求され
る機能に加え,得られた干渉波形 (イ ンターフェログラム)をフーリエ変換により吸収スペクトルヘ読み替える機能
が付与されている。 ,

2.測定法

近赤外吸収スペクトル測定法には透過法,拡散反射法及び透過反射法の 3種の測定法がある。測定法の選択は,試
料の形状及び用途に依存し,粉体を含む固体試料には透過法又は拡散反射法が,液体試料には透過法又は透過反射法
が用いられる。

2.1 透過法

透過法では,光源からの光が試料を通過する際の入射光強度の減衰の度合いを透過率 r(%)又 は吸光度 И として
表す。試料は,光源 と検出器の間の光路中に置かれるが,こ の配置は,通常の分光学的計測法におけるものと同様で
ある。

r=loo′

好 //1。 =10‐ギ        
‐

ム:入射光の強度

」:透過光の強度

α:吸光係数

σ:溶液の濃度

′:層長 (試料厚さ)

И =-logノ =log(1/r)=log(ム /D=α ε′

本法は,液体又は溶液試料に適用される方法であり,石英ガラスセル,フ ローセルなどに注入し,層長 1～ 5mm
程度で測定する。また,粉体を含む固体試料に対しても適用可能であり,拡散透過法とも呼ばれる。この場合,試料
の粒度,表面状態などにより透過光強度は変化することから,適切な層長の選択が重要となる。
2.2拡散反射法

拡散反射法では,試料から広い立体角範囲に放射する反射光強度ノと対照となる物質表面からの反射光強度 4と の
比を反射率 R(%)と して表す。近赤外光は,粉体を含む固体試料中,数 mmの深さまで侵入し,その過程で透過 ,
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屈折,反射,散乱を繰り返し,拡散するが,この拡散光の一部は再び試料表面から放射され,検出器に捕捉される.
通例,反射率の逆数の対数を波長 (波数)に対してプロットすることにより,拡散反射吸光度 α)のス人クトルが
得られる。       .             ~

R=100r

r=J/4
/:試料から拡散反射する反射光強度
` 4:対 照となる物質表面からの反射光強度
И『 =log(1/r)=log(」レ

′D                     )

また,拡散反射スペクトルの強度表現には Kubdka‐Munk(K‐M)関数によるものがある。K―M関数は十分な厚さ
を有する試料を仮定して導かれたものであり,試料の濃度,近赤外光に対する吸光係数及び粒子の大きさ,形状,充
てんの度合い (疎密)等により定まる光散乱係数を用いて表される。
本法は,粉体を含む固体試料に適用される方法であり,測定に際して,拡散反射装置が必要となる。
2.3透過反射法

透過反射法は,透過法と反射法を組み合わせたものである。透過反射率 P(°/obを測定する場合,ミ ラーを用いて
試料を透過した光を再反射させる。光路長は試料厚さの2倍にする。一方,対照光は,鏡面で反射して検出器に入る
反射光を用いる。ただし,本法を懸濁試料に適用する場合,ミラーの替わりに拡散反射する粗面をもつ金属板又はセ
ラミック反射板などが用いられる。

本法における透過反射吸光度

“

ネ)は,次式により得られる。

P=100′■

′中=//JT         
｀

/:試料が置かれた場合の透過光及び反射光強度
fT:試料がない場合の反射光強度

イ
*=10g(1/′ *)

本法は,粉体を含む固体試料,液体試料及び懸濁試料に適用される方法である.固体試料に適用する場合,試料厚
さを調節する必要があるが,通例,検出器の直線性とS/N比が最良となる吸光度で 0.1～ 2(透過率で 79～ 1%)
となるように調節する。なお,粉体試料に適用する場合,粉体の粒度に応じて適切な層長をもつセルを選択する必要
がある。                           .

3_スペクトルに影響を与える要因
近赤外吸収スペクトル測定法を適用しようとするとき,特に定量的な分析においては,スペクトルに影響を与える
要因として,以下の事項に留意する必要がある。
3.1試料温度
温度が数℃違うとスペクトルに有意な変化 (例えば,波長シフト)を生ずることがある。特に試料が水溶液である
か,水分を含む場合,注意する必要がある。
3.2水分又は残留溶媒
試料中の水分又は球留溶媒及び測定環境中の水分 (湿度)も近赤外領域の吸収帯に有意な影響を与える可能性があ
る。

3.3試料厚さ

試料の厚さは,スペク トル変化の要因であり,一定の厚さに管理する必要がある。例えば,拡散反射法では,試料
は十分に厚いことが想定されているが,一定の厚さ以下である場合,高反射率の支持板の上に試料を置き,透過反射
法とするなどの工夫が必要である。

34試料の充てん状態
固体又は粉体試料の測定においては,試料の充てん状態がスペクトルに影響を与える可能性がある.試料のセルヘ
の充てんにあたっては,一定量を一定手順により充てんするよう注意する必要がある。
3.5試料の光学特性
物理的,化学的又は光学的に不均―な試料の場合,比較的本きな光東 (beam size)を用いるか,複数試料又は同
一試料の複数点を測定するか,又は粉砕するなどして,試料の平均化を図る必要がある。また,粉末試料では,粒径,
充てんの度合い,表面の粗さ等もスペクトルに影響を与える。
3.6結晶多形

結晶構造の変化 (結晶多形)もスペクトルに影響を与える。複数の結晶形が存在する場合,適用しようとする試料
の特性を考慮して,検量線用の標準的な試料についても分析対象となる試料と同様な多形分布を持つように注意する
必要がある。

3.7試料特性の時間的変化
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試料は,サンプリング後の時間経過又は保存に伴つて化学的,物理的又は光学的性質に変化が生じる可能性がある

が,それらの変化は,スペクトルに微妙な影響を与えることになる。例えば,同一試料であつても時間経過が異なれ

ば,近赤外スペクトルとしての特性は有意に変化することがある。したがつて,検量線作成の際には,試験室でのオ

フライン測定とするか,又は製造工程でのオンライン (又はインライン)測定とするかなど,測定までの時間経過を

十分に考慮して検量線用試料の調製をするなどの注意が必要である。

4.装置性能の管理ム
3)

4.1波長 (波数)精度
装置の波長 (波数)の正確さは,吸収ピークの波長 (波数)が確定された物質,例えば,ポ リスチレン,希土類酸

化物の混合物 (ジスプロシウム/ホルミウム/エルビウム (1:111))又 は水蒸気などの吸収ピークと装置の指示

値との偏りから求める。通例,次の 3ピーク位置付近での許容差は下記のとおりとする。

1200± l rlm (8300± 8cm‐
1)

1600± l llm(6250± 4cm¨
1)

2000± 1.5nm (5000± 4 cm~1)

ただし,基準として用いる物質によ.り 吸収ピークの位置が異なるので,上記 3ピークに最も近い波長 (波数)位置
の吸収ピークを選んで適合性を評価する.例えば,希土類酸化物の混合物は 1261 nm,1681 nnL,1935 nmに 特徴的な

吸収ピークを示す。

また,透過法での測定を行う場合bジクロロメタンを基準とし,H55 nm,141711n,1649 nm,2352 nlnの吸収ピー

クを用いることができる (層長 :1.O ITun).波数分解能の高いフーリエ変換型分光光度計では 7306.7 cm‐
1の
水蒸気

の吸収ピータを用いることができる。     1
なお,妥当性が確認できれば,他の物質を基準として用いることもできる。
42分光学的直線性
異なる濃度で炭素を含浸させた板状のポリマー (Carbon_doped polymer standards)な ど適当な標準板を用いて分光学

的直線性の評価を行うことができる。ただし,直線性の確認のためには,反射率 10～ 90%の範囲内の少なくとも4

濃度 レベルの標準板を用いる必要がある.また,吸光度 1.0以上での測定が想定される場合,反射率 2%又は 5%の標

準板のいずれか又は両標準板を追加する必要がある。

これらの標準板につき,波長 1200 nln,1600 nm及 び 2000 nm付近の位置における吸光度 (ИoBs)を測定し,こ の

値 (ИoBs)をそれぞれの標準板に付与されている各波長での吸光度

“

REF)に対してプロットするとき,得られる直
線の勾配は,いずれの波長においても 1.0± 0.05,縦軸切片は 0■ 0.05の範囲内にあることを確認する。
4.3測光ノイズ (SpectrOphotomttt noise)

装置の測光ノイズは,自色反射性セラミックタイル又は反射性熱可塑性樹脂 (例えば,ポ リテ トラフルオロエチレ
ン)など適切な反射率標準板を用いてチェックすることができる。
4.3.1高フラックスノイズ

高い反射率,例えば,反射率 99%を有する標準板を用いて,測光ノイズを評価する。測定は,試料及び対照用試料
のいずれに対 しても標準板を使用して行う。1200～ 2400 nmの 波長範囲につき,100 nm(セ グメント)ごとにノイ
ズの平均二乗根 (Ryslを計算するとき,その平均値は 0.3X10~3以下であり,個々の値は 0.8× 10‐

3を
超えてはな

らない。

測曖]={1/Ⅳ OΣ

“

:一Иp2}1″

Ⅳ:セ グメントあたりの測定点数

Иi:セ グメントの各測定点における吸光度

/m:セイメントにおける平均吸光度
4.3.2低フラックスノイズ

低い反射率,例えば,反射率 10%を有する標準板を用いて,光量が小さいときの測光ノイズを評価する。この場合 D

光源,光学系,検出器及び電子回路系のいずれもが,ノ イズに対して何らかの影響を与える。高フラックスノイズの

場合と同様に,1200～ 2400 nmの波長範囲につき,100 nmご とに Rysを計算するとき,その平均値は 1.O X 10‐
3

以下であり,個々の値は 2.O X 10‐
3を
超えてはならない。

5.定性又は定量分析への応用

近赤外領域では,赤外領域と異なり,主として基準振動の倍音又は結合音がスペクトルとして現れる。これらの吸

収スペクトルは官能基及び原子団の吸収バンドが重なって観察されることが多い。したがつて,近赤外吸収スペクト
ル測定法は,従来の分析法とは異なり,定性又は定量分析への応用のためには,通例,多変量解析など,ケモメトリ
ックスの手法を用いてモデル分析法を作成し,それぞれの用途に応じた分析法を確立する必要がある。

また,ケモメ トリックスの手法を用いて分析法を確立しようとする場合,'近赤外吸収スペクトルの特徴を強調する

こと及びスペクトルの複雑さや吸収バンドの重なりの影響を減ずるために,スペクトルの一次若しくは二次微分処理

又は正規化 (Nomalization)な どの数学的前処理を行うことは,重要な手順の一つとなる。なお,ケモメトリック
スの手法やデータの数学的前処理法は多数あるが,分析目的に合わせ,適切な方法を組み合わせて選択する.
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_近赤外分析法の確立に際しては,通常,分析法バリデーションで要求される分析能パラメーターに基づくその妥当
性の評価が必要とされるが,パラメーターの選択は,分析法の用途に合わせて適切に行う必要がある。また,近赤外
吸収スペクトル測定法の特質に合わせて,下記の事項に留意する。
(1)ある分析法で利用しようとする波長 (波数)が ,与えられた条件下で分析対象の特性評価のために適している

か 。            
・

(五)試料の取り扱い方 (例えば,粉末試料の充てんの度合い,充てん圧等)や構成マトリックスなどの変動要因に
対して十分な堅牢性を有しているか。

・

(Hi)既存の確立された基準となる分析法と比較して,ほぼ同等の真度及び精度が得られるか。
(iv)確立された後の分析法の性能を維持・管理することが重要であり,継続的かつ計画的な保守点検作業が必要と
される。また,製造工程又は原料などの変更及び装置の主要部品の交換などに伴う変更管理又は再パリデーションの
実施などに関する適切な評価手順は用意されているか。

(v)あ る装置を用いることを前提にして確立された分析法を他の装置に移設し (Model Transferl,共 通に利用しよ
うとする場合,移設の妥当性を確認し得る適切な評価手順は用意されているか。
5.1定性分析

分析対象となる各物質について,許容される範囲のロット間変動を含んだリファレンスライプラリーを作成し,多
変量解析などケモメトリックスの手法を用いて分析法を確立した後,物質の確認などの定性的評価を行う。また,こ
の手法によリロット間における品質特性の微小な差異を推定することもできる。

なお,多変量解析法としては波長相関法,残差平方和法,距離平方和法等の波長 (波数)又は吸光度などを変数と
する直接的な解析法のほか,主成分分析等の前処理をした後に適用される因子分析法,ク ラスター分析法,判別分析
法及び SIMCA(Son independOnt modeling ofc餞 s maloⅣ)等の多変量解析法もある。
また,近赤外吸収スペクトル全体を一つのパターンと見なし,多変量解析法の適用により得られるパラメーター又
は対象物質に特徴的な波長 (波数)でのピーク高さをモニタリングの指標とすることにより,原薬又は製剤の製造工
程管理に利用することもできる。

5.2定量分析

定量分析は,試料群のスペクトノジと既存め確立された分析法によって求められた分析値との関係から,ケモメトリ
ックスの手法を用いて,定量モデルを求め,換算方程式によって,測定試料中の各成分濃度や物性値を算出する.定
量モデルを求めるためのケモメトリックスの手法には:重回帰分析法,主成分回帰分析法, PLS(Partid least squares)
回帰分析法などがある。

また,試料の組成が単純な場合,濃度既知の検量線作成用試料を用いて,ある特定波長｀(波数)における吸光度又
はこれに比例するパラメーターと濃度との関係をプロットして検量線とし,これを用いて試料中の分析対象成分の濃
度を算出できることもある (検量線法).

参考資料
1)日本工業規格,近赤外分光分析通則 JIS K 0134000"
2)European Phamacopoeia 5.00005),2.2.40.Near― hhed Spectrophotomety
3)US Phannacopeia 30 0007), <H19>Near‐Inhred Spec歓 )phOtometw

33.蛍光染色による細菌数の迅速測定法

本法は,蛍光染色を基本として,生理活性をもつ細菌を迅速に計数する手法を示す。生菌数の測定には,寒天培地
上で培養する方法が広く用いられている。しかし,環境中には増殖能を有しながらも通常の手法では培養困難な細菌
が多く存在することから,蛍光又は発光等により細菌を捉える新たな細菌検出法が開発されている。蛍光染色法では,
蛍光色素で染色した細菌を,蛍光顕微鏡やフローサイトメーターなど,蛍光シグナルを検出する種々の装置により計
数する。また,染色剤を選択することにより,死菌を含めた全細菌から種々の生理活性を有する細菌まで,計数する
ことができる。DNAや RNAに結合する核酸染色剤を用いて細菌を計数する方法は,蛍光染色法の中でも最も基本と
なるものであり,細菌の生死にかかわらず核酸をもつ全ての細胞を対象とする.蛍光活性染色法は,細菌の呼吸活性
や細菌細胞内に普遍的に存在するエステラーゼの活性等を指標とする。マイクロコロニー法ではコロニー形成の初期
段階であるマイクロコロニーを計数する。以下に,CFDA‐DAPI二重染色法とマイクロコロニー法を示す。なおここ
に示した方法は,迅速・高精度に生理活性をもつ細菌数を測定するための手法であり,生菌とする基準が他の方法と
異なるため,測定値は他の生菌数測定法よりも高くなることが多い。本法に示した方法は,実施者の経験などによっ
て変更可能である。すなゎち,本法に示した以外の試薬デ器具,装置も合理性があれば使用可能である。

1.CFDA―DAPI二重染色法
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エステラーゼ活性をもつ細菌の検出には■uOrescein diacetate(FDA)系試薬が一般的に用いられる。FDA系試薬は細
胞内のエステラァゼによって加水分解され,波長 490 nm付近の青色励起光下で緑色蛍光を発する。なお FDAは グラ
ム陰性菌に対する染色性が低いため,その修飾体である carbOxy]uorescdn diacelate(CFDA)等が利用されている。核
酸染色剤 416-damidino-2‐ phenylhdOle(DAPI)を 併用した CFDA‐DAPI二重染色法の原理は以下のとおりである.無極
性の CFDAは細胞内に浸透し,細胞内のエステラーゼにより蛍光性の carb%却uoreSCanに加水分解される。この
carboxメ uOreSCdnは極性をもつために生細胞内に蓄積される。したがって,エステラーゼ活性をもつ細胞に青色励起
光を照射した場合,carboxynuorescan由 来の緑色蛍光を発する.死細胞ではcFDAは加水分解されないために,蛍光
性の carboxynuoresceinは 生じない。一方 DAPIは生菌・死菌の両細胞内に浸透し,DNAの アデニン及びチミンが豊
富な部分に特異的に結合するために,DNAを もつ全ての細菌が染色され,紫外線励起光下で青色蛍光を発する。し
たがつて,本二重染色法により,青色励起光下ではエステラーゼ活性をもつ細菌のみを特異的に計数でき,また紫外
線励起光下では全菌数 (生菌数+死菌数)を測定できるので,エステラーゼ活性をもつ細菌及び DNAを もつすべて
の細菌を計数することが可能となる.

1.1 装置
1.1.1 蛍光顕微鏡又はこれに準ずる蛍光観察装置
蛍光染色した細菌を計数するための装置で,種々の機種がある。使用する蛍光染色剤に応 じた適切なフィルター系
を用意する。蛍光顕微鏡, レーザー顕微鏡,フ ローサイトメーターなど,各種の蛍光観察装置がある。
1.2 器具
(1)ろ過装置 (フ ァンネル,吸引フラスコ,吸引ポンプ)
(1)ポ リカーボネー ト製メンプランフィルター (孔径 :o.2ノm);
粒子を表面で捕集できるフィルターであればポリカーボネー ト製でなくても良い

(Ё )ス ライ ドガラス
(市 )カバーガラス
(v)計数用接眼マイクロメーター (10× 10のマスロを区切つたもの)
1.3 操作法
以下に,蛍光顕微鏡による測定法の一例を示す。
1.3.1 試料の調製

細菌が,液体 (水又は緩衝液)に均一に分散した状態となるように試料を調製する.
1.3.2 ろ過

ろ過装置のファンネルにポリカーボネート製メンプランフィルター (孔径 :o.2/m)をセットする。適当量の試料
をろ過し,試料中の細菌をフィルター上に捕集する。
1.3.3 染色

CFDAを 終濃度 150/」mL及び DAPIを 終濃度 1/g/mLと なるように混合した cFDA染色用緩衝液適量を,ろ過装
置のファンネルに注ぎ,約 3分間,室温で染色したのち,吸引ろ過する。ファンネルに無菌水を適量注ぎ,吸引ろ過
し,フ ィルターに残つた余分な蛍光染色剤を除く。フィノジターを十分に乾燥させる。
1.3.4 プレパラー トの作製

スライ ドガラスに蛍光顕微鏡用イマージョンオイルを 1滴落とす。その上に風乾したアィルターをろ過面を上にし
て置く。その上に蛍光顕微鏡用イマァジョンオイルを 1滴滴下し,カバーガラスを被せてフィルターを封入する。油
浸対物レンズを用いる場合は,カバーガラスの上に更に蛍光顕微鏡用イマージョンオイルを 1滴滴下する。
1.3.5 計数                 ‐

蛍光顕微鏡下で 1000倍の倍率で観察・計数する.CFDA‐DAPI二重染色の場合は,紫外線励起光による退色を防ぐ
ために,まず青色励起光下で緑色蛍光を発する (エステラーゼ活性をもつ)細菌を計数した後,同一視野について紫
外線励起光下で青色蛍光を発する (DNAをもつ)細菌を計数する。蛍光顕微鏡の接眼マイクロメーターの計 10oマ
ス内に観察される蛍光染色剤由来の蛍光を発する細菌について,無作為に視野を選んで 20視野以上計数し,以下の
式に従つて細菌数を算出する。なお,検鏡面積はあらかじめ接眼マイクロメーターと対物マイクロメーターで測定し
ておく。また,計数に当たつては 1視野当たり 10～ 100細胞程度になるようにろ過量を調節する。したがって,1
視野当たりの細胞数が多すぎる,又は少な過ぎる場合は試料の再調製を行う。 (1視野当たりの平均細胞数が 2個以
下の場合,または 1視野あたりの細胞数が 0個の視野が 5視野以上ある場合は,検出限界以下とする。)

菌数 (cens/mL)=((1視野当たりの細菌数の平均値)X(ろ過面積)}/{(ろ過量)X(検鏡面積)〕
1.4試薬 ,試液
(1)無菌水
水を孔径 0.2 μmのメンプランフィルターでろ過した後,121℃で 15分間高圧蒸気滅菌する。注射用水を用いても
良い。

(1)CFDA溶液, 10 mg/mL
CFDA50 mgを ジメチルスルホキシドに溶かし,5 mLとする。遮光下,-20℃で保存する.
(面 )CFDA染色用緩衝液
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塩化ナトリウム5gに 0.l mO1/Lエチレンジアミン四酢酸二水素ニナトリウム試液.o.5mL及び薄めたリン酸水素二
ナトリウム試液 (1→3)を加えて溶かし,100 mLと する。この液にリン酸二水素ナトリウムニ水和物溶液 (1→64)
を加えて pH 8.5に調整する。孔径 0.2メmのメンプランフイルターでろ過する。               1
(市 )DAPI溶液,10「g/mL
DAP110 mgを 無菌水 100 mLに溶かす。無菌水で 10倍希釈して,孔径 0。 2メmのメンプランフィルターでろ過する。
遮光下,4℃で保存する。
(v)蛍光顕微鏡用イマージョンオイル

2.マイクロコロニー法
コロニー形成の初期段階であるマイクロコロニーを蛍光染色し,蛍光顕微鏡等で観察・計数することにより,増殖
能をもつ細菌数を短時間の培養で測定することができる。本法ではメンプランフィルター上に細菌を捕集し,そのメ
ンプラ.ンフィルターを培地上に静置し短時間培義した後,マイクロコロニーを計数する。内眼で確認できる前段階の
コロニーを検出するため,増殖能力をもつ細菌を迅速かつ高精度に計数することができる。マイクロ早ロニーの染色
には,種々の核酸染色剤を用いることができる。
2.1 装置
2.1.1 蛍光顕微鏡又はこれに準ずる蛍光観察装置

蛍光染色した細菌を計数するための装置で,種々の機種がある。使用する蛍光染色剤に応じた適切なフィルタ∵系
を用意する.蛍光顕微鏡,レーザー顕微鏡など,各種の蛍光観察装置がある。
212 器具
(i)ろ過装置 (ファンネル,吸引フラスコ,吸 blポンプ)
(■ )ポリカーボネート製メンプランフィルター (孔径 :0.2却 以下);
粒子を表面で捕集できるフィルターであればポリカ,ボネー ト製でなくても良い

(面 )スライ ドガラス
(市 )カバーガラス
(v)ろ紙 (No.2)
(宙 )計数用接眼マイクロメーター (10X10のマスロを区切つたもの)    .
2.3 操作法
以下に,蛍光顕微鏡による測定法の一例を示す。
2.3.1 試料の調製

細菌が,‐液体 (水又は緩衝液)に均―に分散した状態となるように試料を調製する.
2.3.2 ろ過
‐
ろ過装置のファンネルにポリカーボネート製メンプランフィルター (孔径 :02 μm)をセットする.適当量の試料
をろ過し,試料中の細菌をフィルター上に捕集する。
2.3.3 培養
フィルターをろ過装置から外し,ろ過面を上にして培地上に静置し,適切な温度で適切な時間培養する.培地にフ
ィルターを静置する際,培地とフィルターの間に空気が入らないように注意する。なお,サンプルにより適切な培養
条件 (培地,培養温度,培養時間等)は異なるので注意する。
2.3_4 固定

ろ紙に中性緩衝ホンレムアルデヒド試液適量をしみ込ませ,培地から外したフィルターを,その上にろ過面を上にし
て室温で 3Q分以上静置し,マイクロコロニーを固定する.
2.3.5 染色

ろ紙に染色液 (1/」mlDAPIな ど,2%pO,OXyethylene sorbitan mふ nOlaurate)適量をしみ込ませ,ろ過面を上にして
フィルターをその上に室温 0遮光下で 10分間静置し,マイクロコロニーを染色する。無菌水をしみ込ませたろ紙の
上にろ過面を上にして 1分間静置し,フ ィルターを洗浄する。フィルターを十分に風乾させる。
2.3.6 プレパラー トの作製
スライドガラスに蛍光顕微鏡用イマージョンオイルを 1滴滴下する.その上に風乾したフィルターをろ過面を上に
して置く。その上に蛍光顕微鏡用イマージョンオイルを 1滴滴下し,カバマガラスを被せてフィルターを封入する。
2.3.7 計数

蛍光顕微鏡下で 400倍又は200倍の倍率で観察・計数する.蛍光顕微鏡の接眼マイクロメーターの計 100マス内に
観察される蛍光染色剤由来の蛍光を発するマイクロコロニーについて,無作為に視野を選んで 20視野以上計数し,
以下の式に従つてマイクロコロニー数を算出する。なお,検鏡面積はあらかじめ接眼マイクロメーターと対物■イク
ロメーターで測定しておく。1視野当たりのマイクロコロニー数の平均値が 2個以下の場合,又は 1視野あたりのマ
イクロコロニー数が 0個の視野が 5視野以上ある場合は,検出限界以下とする。

マイクロコロニー数 (cells/mL)
={(1視野当たりのマイクロコロニー数の平均値)X(ろ過面積)}ノ {(ろ過量)X(検鏡面積)〕

2.4 試薬・試液
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(i)無菌水
水を孔径 0.2 μmのメンプランフィルターでろ過したのち,121℃で 15分間高圧蒸気滅菌する。注射用水を用いて
も良い。    "
(五 )染色液
DAP110 mgを 無菌水 100 mLに溶かす。無菌水で 10倍希釈して,孔径 0.2/mの メンブランフィルターでろ過する.

遮光下,4℃で保存する.使用時に polyoxyethメ ene sOrb■ an monolaurateを終濃度 2%と なるように溶解する。
(面 )中性緩衝ホルムアルデヒド試液 (4w/v%ホルムアルデヒド溶液 ;中性緩衝化したもの)
(市 )蛍光顕微鏡用イマージョンオイル

34.システム適 合性

試験結果の信頼性を確保するためには,日 本薬局方などに収載されている試験法を含め,既存の試験法を医薬品の
品質試験に適用する際に,試験を行う施設の分析システムを使つて当該試験法が目的に適う試験結果を与えることを
あらかじめ検証することが肝要であり,そ うした検証を行つた上で分析システムの稼働状態を日常的に確認する試験
としてシステム適合性の試験を行う必要がある。

1.システム適合性の意義
「システム適合性」とは,試験法の適用時に目的に適う試験結果を与えることが検証された分析システムが,実際
に品質試験を行う際にも適切な状態を維持していることを確認するための試験方法と適合要件について規定したも

のであり,通常,一連の品質試験ごとに適合性を確認するための試験が行われる。システム適合性の試験方法及び適
合要件は,医薬品の品質規格に記載される試験方法の中で規定する。規定されたシステム適合性の適合要件が満たさ
れない場合には,その分析システムを用いて行った品質試験の結果を採用してはならない。
システム適合性は,機器分析法による多くの規格試験法に不可欠な規定である。この規定は,装置,電子的情報処
理系,分析操作及び分析試料,更には試験者から構成される分析システムが,全体として適切な状態にあることを確
認するための試験方法と適合要件を当該試験法の中に規定することによつて,システムとして完結するとの考え方に

基づいている。

2.システム適合性設定時の留意事項

規格試験法中に設定すべきシステム適合性の項目は,試験の目的と用いられる分析法のタイプに依存している。ま
た,システム適合性の試験は,日 常的に行 う試験であることから,使用する分析システムが目的とする品質試験を行
うのに適切な状態を維持していることを確認するのに必要な項目を選び,迅速かつ簡便に行えるような試験として設

定することが望ましい .

例えば,液体クロマ トグラフィーやガスクロマ トグラフィーを用いた定量的な純度試験の場合には,システムの性
能 (試験対象物質を特異的に分析しうることの確認),システムの再男性 (繰 り返し注入におけるばらつきの程度の
確認),検出の確認 (限度値レベルでのレスポンスの数値的信頼性の確認)などの項目について設定する。
日本薬局方一般試験法「液体クロマ トグラフィー」に記載されたシステム適合性の規定を補完する事項について以

下に記載する.

1)液体クロマ トグラフィー及びガスクロマ トグラフィーのシステムの再現性について
(1)許容限度値の設定
日本薬局方=般試験法「液体クロマ トグラフィー」のシステム適合性の項に「繰り返し注入の回数は 6回を原則と
する」,ま た,「システムの再現性の許容限度値は,当該試験法の適用を検討した際のデータと試験に必要とされる
精度を考慮して,適切なレベルに設定する。」と規定されていることから,6回繰り返し注入における許容限度値を
下記の記載を参考にして設定する。なお,日 本薬局方収載の医薬品各条に規定された試験法により試験を行う場合に

は,当該各条に規定された許容限度値に従 う。

原薬の定量法 (原薬の含量がほぼ 10o%,あ るいはそれに近い場合):分析システムが,製品中の有効成分含量の
ばらつきの評価に適切な精度で稼働していることを確認できるレベルに設定する.例えば,含量
規格の幅が,液体クロマ トグラフィーを用いた定量法において含量規格として設定されることの

多い 98.0～ 102.0%の場合のように,5%以下の場合には「1.0%以下」を目安として適切に設定
する.

製剤の定量法 : 製剤の含量規格の幅,並びに原薬の定量法におけるシステム再現性の規定 (原薬と製剤に同様の
試験法が用いられている場合)を考慮に入れて ,・ 適切に設定する.         .
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類縁物質試験 : 標準溶液やシステム適合性試験用溶液等,システム再現性の試験に用いる溶液中の有効成分濃度
を考慮して,適切に設定する。試料溶液を希釈し,o.5～ 1_0%の有効成分濃度の溶液を調製し
て,システム再現性の試験に用いる場合には,通例,:「2`0%以下」を目安として適切に設定する.

なお,上記の目安は,ガスクロマトグラフィーの場合には適用しない。 ,
(2)システムの再現性の試験の質を落とさずに繰り返し注入の回数を減らす方法
日本薬局方一般試験法「液体クロマトグラフィ‐Jのシステム適合性の項に「繰り返し注入の回数は 6回を原則と
するが,グラジエント法を用いる場合や試料中に溶出が遅い成分が混在する場合など,1回の分析に時間がかかる場
合には,6回注入時とほぼ同等のシステムの再現性が担保されるように達成すべきばらつきの許容限度値を厳しく規
定することにより,繰 り返し注入の回数を減らしてもよい。」と規定されている。これと関連して,システムの再現
性の試験の質を落とさずに繰り返し注入の回数を減らす方法を以下に示した。この方法により,必要な場合には,繰
り返し注入の回数を減らして設定することができるし,日 常の品質試験の中でも同様な考えに基づいて運用すること
ができる。

システムの再現性の試験の質を繰り返し注入の回数が6回 (“巧)の試験と同等に保つために,F3～ 5の試験で達
成すべきばらつきの許容限度値を下記の表に示した。     1
しかしながら,繰 り返し注入の回数を減らすということは,システムの再現性を確認する上での 1回の試験の重み
が増すということであり,適切な技術レベルにある試験者が担当するとともに,装置が適切に維持管理されることが
より重要となることに留意する必要がある。

表 システムの再現性の試験の質を 4--6の試験と同等に保つために
"=3～
5の試験で達成すべきばらつきの許容限度値中

′
許容限度値 (RSD)

″=6の試験に規定されたば

らつきの許容限度値
10/0 2% 30/0 4% 5% 10%

達成すべきば

らつきの許容

限度値

″=5 0。88% 1.76% 2.64% 3.52% 4.40% 8.81%

H 0.72% 1.43% 2.15% 2.86% 3.58% 7.16%

″=3 0.47% 0。95% 1.42% 1.89% 2.37% 4.73%
*排除すべき性能の分析システムがシステム適合性の試験に合格する確率を5%と した。

3.分析システム変更時の考え方(分析システム変更時の管理)
目的に適う試験結果を与えることが検証された試験法と分析システムが基本的に変更されずに,品質試験が日常
的に繰り返される場合には,システム適合性で規定された適合要件を満たしていることを確認すればよい。
しかしながら,当該の品質試験が長期にわたって続けられる間には,試験法や分析システムにも種々の変更が必要
となる状況も起こり得る。これらの変更は,製造方法の変更の場合のように製品の品質に直接影響を与えるものでは
ないが,品質を評価する際の尺度に影響を与えるものであり,変更の結果,評価の尺度に狂いが生じれば,適切でな
い品質のものを許容したり,逆に適切な品質のものを排除したりすることも起こり得る。そのため,試験法や分析シ
ステムの変更時には当該の変更が適切なことを確認して,評価の尺度に狂いが生じないように管理する必要がある。
試験法を変更する場合には,変更の内容に応じた適切なパリデーションを行う。一方,例えば,、 同じ試験室におい
て液体クロマトグラフィーの装置やカラムの更新,試験者の交替などを行う場合には,上述の変更時の管理の=環として,変更した分析システムにより少なくともシステム適合性の試験を行つて,変更前と同等の結果が得られること
を確認する.同等な結果が得られないとき,例えば,液体クロマトグラフィーのカラムを交換したとき,新しいカラ
ムによって試験の対象成分と分離確認用物質との溶出順が逆転するなどの溶出パターンの大きな変化がもたらされ
るような場合には,特異性などが担保 されているかが懸念 されるため,そのカラムを当該品質試験に用,いても目的に
適う試験結果が得られることを再検証する必要がある。

35.粉体の細かさの表示法

本試験法は,三薬局方での調和合意に基づき規定した試験法である.

粉体の細かさの表示法について規定する.ふるい分け法は粒子の大多数が75 μmよ り大きい場合に適しているが,
より小さな粒子を含む試料であつてもふるい分け法が検証されている場合には用いることができる。レーザー回折法
も一般的に用いられる測定法であり,広い粒子径範囲に適用可能である。積算分布は分析用ふるい又は他の方法によ
り測定され,粒子径については次のように表示される.
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獅 :積算ふるい下分布 90%に相当する粒子径

獅 :メ ジアン径 (50%の粒子がこの値より小さく,50%の粒子がこの値より大きい。)
x10:積算ふるい下分布 10%に相当する粒子径

″も粒子径を表すのに用いられ,J90,40,40を 使用することもできる。

下付き添字 rが粒度分布の基準を表すとして,積算ふるい下分布をもとにooを 定義する。
2o:粒子径χ以下の大きさをもつ粒子の積算分布割合

粒度分布の基準

0 個数

1 長 さ

2 面積

体積

そこで,定義より: χ=x90な ら o lx3〒 0・90
χ=X50な ら o←)〒 0・ 50'     x=xl。
なら o←)〓 0・ 10と なる。

次表の用語を用いることにより粉体の細かさを定性的に分類することもできる。

細かさによる粉体の分類

用語 χ 5。 (即 ) 体積基準積算分布割合 α ω
粗い >355 Ot(355)く 0.50

やや細かい 180 355 0.(180)く(0.50.03(355)≧ 0.50

細かい 125 180 a(125ヽ <0.50.0、 (180)≧ 0.50

極めて細かい ≦ 125 0.(125)≧ 0.50
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日本薬局方の一部改正 (一般試験法の文言訂正)について

改 正 後 部会 (12/9)時の資料

果曇裏源里尭              吾蓄砦半警早
の実施によつて,

一般試験法
4。 06無菌試験法
本試験法は,三薬局方での調和合意に基づき規定した試験法である。
無菌試験法は,無菌であることが求められている原薬又は製剤に適用される。
本試験に適合する結果が得られても,それは単に本試験条件下で調べた検体中
に汚染微生物が検出されなかつたことを示しているだけである。

1.微生物汚染に対する予防措置
無菌試験は無菌条件下で行われる。このため,試験環境は無菌試験の実施
に適 したものでなければならない。汚染を避けるためにとられる予防措置は ,
本試験で検出されるべきいかなる微生物にも影響を与えてはならない。作業

(略 )

3,培地の適合性
好気性菌,嫌気性菌及び真菌に対する培地性能試験
市販液体培地及び粉末培地又は各成分から調製 した培地の各バ ッチについて

試験を行 うこと。適切な微生物株を表 4.06‐ 1に示す。
液状チオグリコール酸培地には,次 に示す少数 (100 CFU以下)の微生物を
接種する.それぞれの微生物に対 しては別々の培地容器を用いる。
α
"rr」

ilJJi「"ψ "qg田“Psa“勧 ο″′
`′
arЦttaga

乱″島あ
“““

2口
"“ソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地には,次に示す少数 (100CFU以 下)

の微生物を接種する。それぞれの微生物に対しては別々の培地容器を用いる。

均 〕rか agar
Bac艶″口ss口わ励 b
のコ置da′Лhi“燿s

細菌の場合は 3日 間,真菌の場合は 5日 間をそれぞれ超えないで培養する .

(以 下略 )

手警繰羹契豊菫董≦娑董新与よ
び適切な皿負の青施

によって,本試験を実施

一般試験法
4.06無菌試験法
本試験法は,三薬局方での調和合意に基づき規定した試験法である。
無菌試験法は,無菌であることが求められている原薬又は製剤に適用される。
本試験で満足すべき結果が得られても,それは単に本試験条件下で調べた検体中
に汚染微生物が検出されなかつたことを示しているだけである。

1.微生物汚染に対する予防措置
無菌試験は無菌条件下で行われる。このため,試験環境は無菌試験の実施
に適 したものでなければならない。汚染を避けるためにとられる予防措置は ,
本試験で検出されるべきいかなる微生物にも影響を与えてはならない。作業

(略 )

3.培地の適合性
好気性菌,嫌気性菌及び真菌に対する培地性能試験
市販液体培地及び粉末培地又は各成分から調製した培地の各バッチについて試
験を行うこと。適切な微生物株を表 4。 06‐ 1に示す。
液状チオグリコール酸培地には,次に示す少数 (100 CFU以 下)の微生物を接
種する。それぞれの微生物に対しては別々の培地容器を用いる。
attrr」 ini「 J崩 甲
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ソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地には,次に示す少数 (100CFU以 下 )
の微生物を接種する。それぞれの微生物に対 しては別々の培地容器を用いる。
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細菌の場合は 3日 間,真菌の場合は 5日 間を超えないで培養する。

(以下略 )


