
1 胃腸薬のpH試験法

1 胃腸薬のpH試験法

2 胃腸薬のpH試験法は，制酸の効果を標携する胃腸薬を

3 O.lmolι塩酸の一定量中で一定時聞かき混ぜ，この液のpHを

4 求める試験法である.胃腸薬のpHは，製剤の用法及び用量の1

5 由服用量(1回服用量に隔がある場合には，最小の1回服用量を

6 いう)に対応する量をとり，次の方法により試験を行うとき得

7 られるpHfl直で示す.

8 1. 試料の調製

9 固体製剤で製剤総員Ij散剤の規定に適合するものは，そのまま

10 試料とする.ただし，分包されているものは，その20包以上

11 をとり，その内容物の質量を精密に量り， 1回服用量当たりの

12 内容物の平均質量を算出し，均一に混合して試料とする.闘体

13 製剤で製剤総則散剤の規定に適合しないもので，分包されてい

14 る頼粒剤などは，その20包以上をとり，その内容物の質量を

15 精密に量り， 1回服用量当たりの内容物の平均質量を算出した

16 後，粉末とし，試料とする.回体製剤で製剤総則散剤の規定に

17 適合しないもので，分包されていない頼粒子i1Jなどは，その20

18 図版用量以上をとり，粉末とし，試料とする.カプセル剤，錠

19 剤などは，その20回服用最以上をとり，その質量を精密に量

20 り1回服用量当たりの内容物の平均質量，又は平均質量を算出

21 した後，粉末とし，試料とする.

22 液体製剤は，よく振り混ぜ，試料とする.

23 2. 操作法

24 ファクターを1.000に調繋したO.lmolJL塩酸50mL又はこれ

25 に対応するO.lmo阻 4塩酸の容量を正確に量り， 100mLのビー

26 カーに入れ，マグネチックスクーラー及びマグネチックスター

27 ラ一回転子(長さ35mm，径8mm)を用い 1分間に約300回転

28 の割合でかき混ぜながら，これに試料の1回服用量を正確に量

29 って加え， 10分後のpHをpH測定法により測定する.ただし，

30 操作中，液視を37:t2DCに保つ.
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1 医薬品の残留溶媒ガイドライン及び残留溶媒試験法記載例

1 医薬品の残留溶媒ガイドライン及び残留溶媒

2 試験法記載例

3 1. 医薬品の残留溶媒ガイドライン

4 医薬品の残留j容媒ガイドラインJ(平成10年3月初日医薬

5 審第307号)を参照する.

6 医薬品の残留溶媒ガイドラインj に，患者の安全のために

7 勧告された残留溶媒の許容量が示されている.医薬品中の残留

8 溶媒は，特別な場合を除き，この催を超えてはならない.

9 医薬品の製造業者は医薬品の残留溶媒ガイドラインj に

10 規定されている許容量と自社製品中の残留量の実測値に基づい

11 て対象となる残留溶媒に適切な規格限度値あるいは管理基準値

12 を設定して，残留溶媒試験法に準じて自社製品の試験を行い，

13 製造する医薬品の品質を篠保することが肝要である.

14 2. 残関溶媒試験

15 通例，残留溶媒試験法 (2.46)により試験を行う.ヒトに対

16 して低毒性と考えられるクラス3の溶媒のみが存在する場合に

17 は，乾燥減量試験法 (2.41)により得られる乾燥減量値が0.5%

18 以下であること含示すことで許容される.

19 ガスクロマトグラフィー (2.ω〉では，欧州薬局方(EP)及び

20 米国薬局方(USP)に収載されている残留溶媒試験法(EP・

21 2.4.24.Identification and control of residual solvents， 

22 USP: (467) Residual Solvents)を用いて試験を行うことが

23 できる.ただし，記載方法，システム適合性試験等は日本薬局

24 方の定めにより行う.

25 3. 残留溶媒試験のためのガスクロマトグラフィーの試験条件

26 及びシステム適合性の例

27 残留溶媒試験のためのガスクロマトグラフィー試験条件とし

28 て， EP及びUSPに収載されている代表的な例を示す.ただし，

29 これらはあくまで例示であり，その他の適切な条件を用いるこ

30 とを妨げるものではない.

31 試験条件には，通例，検出器，カラム，カラム温度，注入口

32 温度，検出器温度，キャリヤーガス，流量及び面積測定範閤等

33 を，システム適合性には，通例，検出の確認，システムの性能

34 及びシステムの再現性など試験に必要な事項を規定する.試験

35 条件及びシステム適合性は，必要に応じて次のように記載する.

36 3. 1. ヘッドスペース試料導入装置の操作条件の記載 (EP.

37 USP収載の試験法に準じた例)

38 (i) ヘッドスペース装置の操作条件(l)

パイアル内平衡滋度

パイアル内平衡時間

注入ライン温度

キャリヤーガス

加圧時間

試料注入量

800C付近の一定温度

60分間

850C付近の一定温度

蜜素

30t少閑

1.0mL 

39 (誼) ヘッドスペース装置の操作条件(2)

パイアル内平衡温度

パイアノレ内平衡時間

注入ライン温度

キャリヤーガス

力日圧時間

試料注入量

1050C付近の一定温度

45分間

110
0

C付近の一定滋度

窒素

30t少陪

1.0mL 

40 溢) ヘッドスペース装置の操作条件(3)

パイアル内平衡温度

パイアル内平衡時間

注入ライン温度

キャヲヤーガス

加圧時間

試料注入量

800C付近の一定温度

45分間

1050C付近の一定温度

窒素

30秒間

1.0mL 

41 3.2. ガスクロマトグラフィーの試験条件及びシステム適合性

42 の記載

43 (i) 操作条件(1) (EP， USP!こ収載されている試験法の操作

44 Aに準じた例)

45 試験条件

46 検出器:水素炎イオン化検出器

47 カラム:内径0.32mm(又は0.53mm)，長さ 30mの

48 フューズドシリカ管の内面にガスクロマトグラフ
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ィー用6%シアノプロヒ。ルフェニノレメチルシリコ

ーンポリマーを厚さ1.811m(又は311m)!こ被覆する.

なお，必要ならば，ガードカラムを使用する.

カラム温度:40
0

Cを20分間，その後，必要ならば

毎分100Cで2400Cまで昇温し， 240
0

Cを20分間保

持する.

注入口温度:140
0

C付近の一定温度

検出器温度:250
0

C付近の一定温度

キャリヤーガス:ヘリウム

58 流量:35cm/秒

59 スフ。リット上七:1: 5 

60 システム適合性

61 システムの性能:標準溶液につき，上記の条件で試

62 験するとき，それぞれのピークの分離度は1.0以

63 上である. (注:被検物質が複数の場合)

64 システムの再現性:標準溶液につき，上記の条件で

65 試験を3回繰り返すとき，被検物質のピーク面積

66 の相対標準偏差は15%以下である.

67 (誼) 操作条件(2) (EP， USP!こ収載されている試験法の操作

68 Bに準じた例)

69 試験条件

70 検出器水素炎イオン化検出器

71 カラム:内径0.32mm(又は0.53mm)，長さ 30mの

72 フューズドシリカ管の内面にガスクロマトグラフ

73 ィー用ポリエチレングリコール20Mを厚さ

74 0.2511mで被覆する.なお，必要ならば，ガード

75 カラムを使用する.

76 カラム温度:500Cを20分間，必要ならば，その後，

77 毎分6"Cで165"Cまで昇温し， 165
0

Cを20分間保

78 持する.

79 注入口温度:140
0

C付近の一定温度

80 検出器温度:2500C付近の一定温度
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2 医薬品の残留溶媒ガイドライン及び残留溶媒試験法記載例

81 キャリヤーガス:ヘリウム

82 流量 :35cml秒、

83 スプリット比:1: 5 

84 システム適合'性

85 システムの性能:標準溶液につき，上記の条件で試

86 験するとき，それぞれのピークの分離度は1.0以

87 上である. (注:被検物質が複数の場合)

88 システムの再現性:標準溶液につき，上記の条件で

89 試験を3回繰り返すとき，被検物質のピーク面積

90 の相対標準偏差は15%以下である.

91 (溢) 操作条件(3) (USP Other Analytical Procedur・es

92 Method 11こ)1頃じた例)

93 試験条件

94 検出器:水素炎イオン化検出器

95 カラム:内径0.53mm，長さ30mのフューズドシリ

96 カ管の内面にガスクロマトグラフィー用5%フェ

97 ニルメチノレシリコーンポリマーを厚さ約511mfこ

98 被覆する.なお，必要ならば，内径0.53mm，長

99 さ5mのフューズドシリカ管の内面にガスクロマ

100 トグラフィー用5%フェニルメチルシリコーンポ

101 リマーを被覆したガードカラムを使用する.

102 カラム温度:350Cを5分間，その後，毎分80Cで

103 1750Cまで昇温し，必要ならば，次に毎分35
0
Cで

104 2600Cまで昇温する.その後， 260
0

Cを16分間保

105 持する.

106 注入口温度:700C付近の一定温度

107 検出器温度:2600C付近の一定温度

108 キャリヤーガス:ヘリウム

109 流量 :35cml秒

110 スプリット比:スプリットレス

111 システム適合性

112 システムの性能:標準溶液につき，上記の条件で試験

113 するとき，それぞれのピークの分離度は1.0以上で

114 ある. (注:被検物質が複数の場合)

115 システムの再現性:標準溶液につき，上記の条件で試

116 験含6回繰り返すとき，被検物質のピーク面積の相

117 対標準編差は15%以下である.
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1 近赤外吸収スペクトノレ測定法

1 近赤外吸収スペクトル測定法

2 近赤外吸収スペクトルiJlIJ定法(NIR)は，被検物質によるili赤

3 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

4 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

5 的方法の一つである.

6 近赤外光は，干す視光と赤外光の聞にあって，通例， 750~ 

7 2500nm(I 3333~4000cm-l)の波長(波数)範囲の光を指す.近赤

8 外光の吸収は，主として赤外領域(4000~400cm-l)における基

9 準振動の倍音(over-tones)又は結合音(combinations)による振

10 動によって生じ，特に水素原子が関与するO-H，N-H， C-

11 H， S-Hによる吸収が主である.例えば， N-Hの非対称伸縮

12 振動は3400cm-1
付近にあるが，その第一倍音による吸収は

13 3400cm-1の2倍弱の6600cm-1
(波長1515nm)付近に現れる.

14 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

15 収よりもはるかに弱い.また，近赤外光は，可視光に比較して

16 長波長であることから，光は粉体を含む固体試料中，数mmの

17 深さまで侵入することができる.この過稜で吸収される光のス

18 ベクトル変化(透過光又は反射光)より，試料に関わる物理的及

19 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

20 ても広く活用されている.

21 近赤外吸収スペクトノレの解析法としては，検量線法などの-

22 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

23 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

24 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

25 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

26 定法におけるケモメトリックスとしては，震回帰分析f去をはじ

27 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

28 性的又は定量的評価などが行われる.

29 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、

30 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

31 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

32 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

33 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

34 おく必要がある.

35 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

36 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

37 的評価を行うことができる.また，結翁形，結晶化度，粒子径

38 など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

39 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

40 について，サンプヲングを行うことなくスペクトル測定が可能

41 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

42 めの有力な手段としても活用することができる.

43 1. 装置

44 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

45 ヱ変換型近赤外分光光度計がある1)別に分光部に干渉フィル

53 など， ili赤外光を高輝度かっ安定に放射するものが用いられる.

54 試料部は，試料セノレ及び試料ホルダーより構成される.光フア

55 イパ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

56 有する装霞においては，分光光度計本体から離れた場所に設置

57 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

58 パーの材質としては，通例，石英が用いられる.

59 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

60 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

61 ている.分散素子には，プリズム，回折格子，音響光学素子

62 <AOTF) ，液晶チューナブルフィルター(LCTF)な2ざがある_ iJlIJ 

63 光部は，検出器及び増編器で構成されている.検出器としては，

64 半導体検出器(シリコン，硫化鉛，インジウム・ガリウム・ヒ

65 素，インジウム・アンチモンなど)のほか，光電子増倍管も用

66 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

67 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

68 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

69 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

70 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，

71 データ変換，スペクトル解析などを行う.表示・記録・出カ部

72 は，データ，分析結果及びデータ処理結果などをプリンターに

73 出力する.

74 1. 2. フーリエ変換型近赤外分光光度計

75 装置の構成は，分光狽IJ光部及び信号処理部を除き，基本的に

76 1.1.の分散型装置の構成と同様である.

77 分光源IJ光部は，干渉計，サンプリング信号発生器，検出器，

78 糟幅器， A/D変換器などで構成される.干渉言十には，マイケ

79 ノレソン干渉計， トランセプト干渉計及び編光干渉計などがある.

80 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，

81 得られた干渉波形(インターフエログラム)をフーリエ変換によ

82 り吸収スペクトノレへ読み替える機能が付与されている.

83 2. 測定法

84 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

85 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

86 及び用途に依存し，粉体を含む個体試料には透過法又は拡散反

87 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.

88 2.1. 透過法

89 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

90 の減衰の度合いを透過率T(%)又は吸光度Aとして表す.試料

91 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

92 常の分光学的計測法におけるものと同様である.

93 T=100t 

94 t=I/Io=10・αcl

95 Io 入射光の強度

96 I 透過光の強度

97 α:吸光係数

46 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 98 c 溶液の濃度

47 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 99 l:}署長(試料厚さ)

48 んどない.

49 1. 1. 分散型近赤外分光光度計
100 A=一logt = log(I/ t ) = log(Io/ I) =αcl 

50 本法lま，液体又は溶液試料に適用される方法であり，石英ガ装置は，光源部，試料部，分光部， ~.則光部，信号処理部，デ 101 

51 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 102 ラスセル，フローセルなどに注入し，層長1~5mm程度で‘測定

103 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，52 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

104 拡散透過法ともよばれる.この場合，試料の粒度，表面状態な
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2 近赤外吸収スペクト/レ測定法

105 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 155 (並) 水分又は残留溶媒:試料中の水分又は残留溶媒及び測定

106 重要となる.

107 2.2. 拡散反射法

108 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

109 強度Iと対照となる物質表面からの反射光強度Irとの比を反射

110 率R(%)として表す.近赤外光は，粉体を含む図体試料中，数

111 mmの深さまで侵入し，その過程で透過，腸折，反射，散乱を

112 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

113 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

114 波長<i皮数)1こ対してプロットすることにより，拡散反射吸光度

115 (Ar)のスペクトルが得られる.

116 R=1001・

117 l=I/1r 

118 I:試料から拡散反対する反射光強度

119 1r :対照となる物質表面からの反射光強度

120 Ar= log(l/ 1~ = log(1r/ I) 

121 また，拡散反射スペクトルの強度表現にはKubeJka

122 Munk(K-J¥心劉数によるものがある.K-M関数は十分な厚さ

123 含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

124 赤外光に対する吸光係数及び紋子の大きさ，形状，充てんの度

125 合い(疎密)等により定まる光散乱係数を用いて表される.

126 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

127 に際して，拡散反射装置が必要となる.

128 2.3. 透過反射法

156 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

157 る可能f生がある.

158 (iu) 試料淳さ:試料の厚さは，スペクトル変化の要因であり，

159 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，

160 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

161 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

162 するなどの工夫が必要である.

163 (iv) 試料の充てん状態:国体又は粉体試料の測定においては，

164 試料の充てん状態がスベクトノレに影響を与える可能性がある.

165 試料のセルへの充てんにあたっては，一定最を一定手)1慎により

166 充てんするよう注意する必要がある.

167 (v) 試料の光学特性:物理的，化学的又は光学的に不均一な

168 試料の場合，比較的大きな光東(beamsize)を用いるか，複数

169 試料又は同一試料の複数点を測定するか，又は粉除するなどし

170 て，試料の平均化を図る必要がある.また，粉末試料では，粒

171 径，充てんの度合い，表面の粗さなどもスペクトルに影響を与

172 える.

173 (vi) 結品多形:結晶構造の変化(結晶多形)もスベクトルに影

174 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

175 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

176 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

177 がある.

178 (v並) 試料特性の時間的変化:試料は，サンプリング後の時間

179 経過又は保存に伴って化学的，物理的又は光学的性質に変化が

180 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

129 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 181 影響を与えることになる.例えば，河一試料で、あっても時街経

130 透過反射率T*(%)を測定する場合， ミラーを用いて試料を透 182 過が異なれば， ili赤外スペクトルとしての特性は有意に変化す

131 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

132 方，対照光は，鏡函で反射して検出器に入る反射光を用いる.

133 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

134 散反射する粗面を持つ金属板又はセラミック反射板などが用い

135 られる.

136 本法における透過反射吸光度(A*)は，次式により得られる.

137 T*=100t* 

138 t*=I/ Er 

139 I:試料が置かれた場合の透過光及び反射光強度

140 Er :試料がない場合の反対光強度

141 A*=log(l/t*) 

183 ることがある.したがって，検量線作成のi擦には，試験室での

184 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

185 インライン)測定とするかなど，澱定までの時間経過を十分に

186 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.

187 4. 装置性能の管理2.3) 

188 4.1 波長(波数)精度

189 装置の波長<i皮数)の正確さは，吸収ピークの波長<i皮数)が確

190 定された物質，例えば，ポリスチレン，希土類級化物の混合物

191 (ジスプロシウム/ホノレミウム/エノレピウム(1: 1 : 1))又は水

192 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

193 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.

194 1200:f:1nm(8300:f:8cm'l) 

195 
142 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

196 
143 される方法である.個体試料に適用する場合，試料厚さを調節

1600土1nm(6250:f:4cm'l)

2000土1.5nm(5000土4cm'l)

144 する必要があるが，通例，検出器の直線性とSN比が最良とな 197 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

145 る吸光度で0.1~2(透過率で79~1%)となるように調節する 198 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

146 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 199 ク告と選んで適合性を評価する.例えば，希土類酸化物の混合物

147 長を持つセルを選択する必要がある 200 は1261nm，1681nm， 1971nmfこ特徴的な吸収ピークを示す.

148 3. スペクトルに影響を与える要因 201 また，透過法での測定を行う場合，ジクロロメタンを基準と

149 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 202 し， 1155nm， 1417nm， 1649nm， 2352nmの吸収ピークを用

1¥ 150 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 203 いることができる(層長:1.0mm).波数分解能の高いフ}リヱ

151 て，以下の事項に留意する必要がある 204 変換裂分光光度計では7306.7cm'lの水蒸気の吸収ピークを用い

152 (i) 試料温度:視度が数℃違うとスペクトルに有意な変化(例 205 ることができる.

153 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 206 なお，妥当性が確認できれば，ほかの物質を基準として用い

154 あるか，水分を含む場合，注意する必要がある 207 ることもできる.
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3 近赤外吸収スペクトルil!'J定法

208 4.2. 分光学的直線性 260 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

209 異なる濃度で炭素を含浸させた板状のポリマー(Carbon- 261 組み合わせて選択する.

210 doped polymer standards)など適当な標準板を用いて分光学 262 近赤外分析法の確立に際しては，通常，分析法パリデーショ

211 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 263 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

212 ためには，反射率1O~90%の範囲内の少なくとも4濃度レベル 264 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

213 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 265 わせて適切に行う必要がある.また，ilI赤外吸収スペクトル測

214 が想定される場合，反射率2%又は5%の標準絞のいずれか又 266 定法の特質に合わせて，下記の事項に留意する.

215 は阿標準板を追加する必要がある 267 (け ある分析法で利用しょうどする波長(波数)が，与えられ

216 これらの標準板につき，波長 1200nm，1600nm及び 268 た条件下で分析対象の特性評価のために適しているか.

217 2000nm付近の位置における吸光度(AOBS)を測定し，この値 269 (並)試料の取扱い方(例えば，粉末試料の充てんの度合い，充

218 (AOBS)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 270 てん圧など、)や構成マトリックスなどの変動要悶に対して十分

219 (AREF)に対してプロットするとき，得られる直線の勾百己は，い 271 な堅牢性を有しているか.

220 ずれの波長においても1.0土0.05，縦軸切片はO土0.05の範週内 272 (巡) 既存の確立された基準となる分析法と比較して，ほぼ河

221 にあることを確認する 273 等の真度及び精度が得られるか.

222 4.3. 測光ノイズ(Spectrophotometri c no i se) 274 (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

223 装置の測光ノイズは，白色反射性セラミックタイル又は反射 275 要であり，継続的かっ計画的な保守点検作業が必要とされる.

224 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 276 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

225 切な反射率標準板を用いてチェックすることができる 277 などに伴う変更管理又は再ノ〈リデーションの実施などに関する

226 4.3. 1. 高フラックスノイズ 278 適切な評価手11演は用意されているか.

227 高い反射率，例えば，反射率99%を有する標準板を用いて， 279 (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

228 郷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 280 ほかの装置に移設し(ModelTransfer)，共通に利用しようとす

229 に対しでも標準板を使用して行う. 1200~2200nmの波長範囲 281 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

230 につき， 100nm(セグメント)ごとにノイズの平均二乗根(BMS) 282 ているか.

231 を計算するとき，その平均値は0.3X10-3以下であり，個々の 283 5.1. 定性分析

232 績は0.8X10-3を超えてはならない.

234 

235 

236 

N:セグメント当たりの測定点数

A;:セグメントの各測定点における吸光度

Am:セグメントにおける平均吸光度

284 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潤

285 変動を含んだリファレンスライブラリーを作成し，多変量解析

286 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

287 質の確認などの定性的評価を行う.また，この手法によりロッ

288 ト聞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

290 離平方和法などの波長(波数)又は吸光度などを変数とする痘接

233 BMS={1/N' 2:(ム-Am)2}内

289 

237 4.3.2. 低フラックスノイズ
291 

238 低い反対率，例えば，反射率10%を有する標準板を用いて，

239 光量が小さいときの淑~光ノイズを評価する.この場合，光線，

240 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

的な解析法のほか，主成分分析などの前処理をした後に適用さ

241 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，

292 れる因子分析法，クラスター分析法，判別分析法及び8IMCA

293 (80ft independent mod巴lingof class an!llogy)などの多変最解

294 析法もある.

295 
242 1200~2400nmの波長範湖につき， 100nmごとにBMSを計算

243 するとき，その平均値は1.0X10-3以下であり，倍々の値は
297 

また，近赤外吸収スペクトル全体を一つのパターンとみなし，

296 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

244 2.0XlO-3を超えてはならない.

245 5. 定性又は定量分析への応用
299 もできる.

246 近赤外領域では，赤外領域と異なり，主として基準振動の傍
300 5.2. 定量分析

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

298 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
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251 通伊iJ，多変量解析など，ケモメトリックスの手法を用いてそデ
305 

252 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
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

254 

306 帰分析法， PL8 (Partial least squares)回帰分析法などがある.

307 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
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

308 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
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

253 必要がある.
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314 2) European Pharmacopoeia 5.0(2005)， 2.2.40. Near-

315 Infrared Spectrophotometry 

316 3) US Phal'macopeia 30(2007)， < 1119 > Near-In色・al'ed

317 Sp巴ctl'ophotometry
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1 システム適合性

1 システム適合性

2 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

3 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

4 に適用する際に，試験を行う施設の分析システムを使って当該

5 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

6 ることが肝要であり，そうした検証を行った上で分析システム

7 の稼働状態在日常的に確認、する試験どしてシステム適合性の試

8 験を行う必要警がある.

9 1. システム適合性の意義

10 システム適合性j とは，試験法の適用時にR的に適う試験

11 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

12 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

13 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

14 速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.

15 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

16 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

17 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

18 用いて行った品質試験の結果を採用してはならない.

19 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

20 可欠な規定である.この規定は，装置，電子的情報処理系，分

21 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

22 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

23 方法と適合要件を当該試験法の中に規定することによって，シ

24 ステムとして完結するとの考え方に基づいている.

25 2. システム適合性設定時の留意事項

26 規格試験法中に設定すべきシステム適合性の項昆は，試験の

27 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

28 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

29 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

30 を維持していることを確認するのに必要な項呂を選び，迅速か

31 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.

32 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-

33 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

34 対象物質を特異的に分析しうることの確認よシステムの再現

35 性(繰り返し注入におけるぱらつきの程度の確認)，検出の確認

36 (限度値レベルでのレスポンスの数{底的信頼性の確認)などの項

37 自について設定する.

38 日本薬局方一般試験法 fi夜体クロマトグラブイーj に記載さ

39 れたシステム適合伎の規定を補完する事項について以下に記載

40 する.

41 2. 1. 液体クロマトグラフィー及びガスクロマトグラフイーの

42 システムの再現性について

43 2. 1. 1. 許容限度値の設定

44 日本薬局方一般試験法 fj夜体クロマトグラフィーj のシステ

45 ム適合性の項に「繰り返レ注入の回数は6回を原則とするJ， 

46 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

47 を検討した療のデータと試験に必要とされる精度を考慮して，

48 適切なレベルに設定する.Jと規定されていることから， 6回

49 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

50 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

51 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

52 値に従う.

53 (i) 涼薬の定量法(原薬の含量がほぼ100%，あるいはそれに

54 近い場合):分析システムが，製品中の有効成分合量のばらつ

55 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

56 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

57 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

58 い98.0~102.0%の場合のように， 5%以下の場合には f1.0%

59 以下j を目安として適切に設定する.

60 (証) 製剤の定量法:製剤の含量規格の帳，並びに原薬の定量

61 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

62 が用いられている場合)を考慮に入れて，適切に設定する.

63 (iii) 類縁物質試験:標準溶液やシステム適合性試験用溶液な

64 ど，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

65 慮して，適切に設定する.試料溶液を希釈し， 0.5~ 1.0%の有

66 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

67 場合には，通例 f2.0%以下j を昆安として適切に設定する.

68 なお，上記の白安は，ガスクロマトグラフィーの場合には適

69 用しない.

70 2.1.2. システムの再現性の試験の質を落とさずに繰り返し注

71 入の回数を減らす方法

72 日本薬局方一般試験法 fi夜体クロマトグラフィーj のシステ

73 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，

74 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

75 する場合など， 1回の分析に時間がかかる場合には， 6囲注入

76 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

77 きぱ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

78 し注入の回数を減らしてもよい.Jと規定されている.これと

79 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

80 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

81 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

82 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

83 することができる.

84 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(n

85 =6)の試験と何等に保つために，n=3~5の試験で達成すべき

86 ぱらつきの許容限度値を下記の表に示した.

87 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，

88 システムの再現性を確認する上での1回の試験の重みが憎すと

89 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

90 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

91 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n=6の試験と同等に保つ

ためにn=3~5の試験で達成すべきぱらつきの許容限度値キ

許容sR度f直(RSD)

n=6の試験に幾
定されたぱらつ

1% 2% 3% 4% 5% 10% 
きの許容限度値

達成すベ n=5 0.88% 1.76% 2.64% 3.52% 4.40% 8.81% 
きぱらつ

n=4 0.72% 1.43% 2.15% 2.86% 3.58% 7.16% 
きの許容

限度値 n=3 0.47% 0.95% 1.42% 1.89% 2.37% 4.73% 

*排除すべき性飽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.

92 3. 分析システム変更時の考え方(分析システム変質時の管理)

93 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
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2 システム適合性

94 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

95 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

96 していることを確認すればよい.

97 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

98 聞には，試験法や分析システムにも穏々の変更が必要となる状

99 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

100 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

101 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

102 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，

103 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

104 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

105 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

106 る必要がある.

107 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

108 デーションを行う.一方，例えば，隠じ試験室において液体ク

109 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

110 行う場合には，上述の変更時の管理の一環として，変更した分

111 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って，

112 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

113 得られないどき，例えば，液体クロマトグラフィーのカラムを

114 交換したどき，新しいカラムによって試験の対象成分と分離確

115 認用物質との溶出)1頃が逆転するなどの溶出パターンの大きな変

116 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

117 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

118 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.
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1 中心静脈栄養剤j中の微量アノレミニウム試験法

1 中心静脈栄養剤中の微量アルミニウム試験法 53 また，上記の変法として移動棺中にトキノ!Jノールを加え

54 ない方法もある.

55 この場合にも，試料溶液の調製の段階で8ーキノリノール告と

56 加えてアルミニウム/キノリノール錯体を生成させた後，蛍光

57 検出液体クロマトグラフィーを行うが，移動相中にキレート試

58 薬を含まないため，より安定なアルミニウム/キノリノール錯

59 体を生成させておく必要がある.また，蛍光検出のための分析

60 波長が異なることから(励起波長 370nm，蛍光波長:

61 504nm)測定感度にも差異がみられ，検量線の作成は0~25ppb

62 の範囲が適当とされている.その他，カラムサイズ，カラム滋

63 度及び移動相も異なるが，試料中の微量アルミニウムの分析が

64 正確かっ再現性よく行えるよう，適切な試験条件を設定する必

2 中心静脈栄養剤(TPN)は，静脈注射用の栄養剤である.一方，

3 外国において，腎障害を有する患者等におけるアルミニウムの

4 毒性(中枢神経系や骨)発現の問題が指摘されていることから，

5 これらTPN製剤中に混在するアルミニウムに対する微量測定

G が必要とされるようになってきている.微量アルミニウムの分

7 析法としては，蛍光検出液体クロマトグラフィー(蛍光検出

8 HPLC法)，高周波誘導プラズマ発光分析法(ICP-AES法)及び

9 高周波誘導プラズマ質量分析法 (ICP-MS法)が利用できる.

10 蛍光検出HPLC法の検出感度は，約111g.ι(ppb)であるが，特別

11 な付属装置を用いたICP-AES法及びICP-MS~去を用いる場

12 合，更に高い検出感度を得ることができる.

13 TPNは栄養剤であることから，糖類，アミノ酸類，電解質

14 など，多数の栄養成分を複雑な組成で含有しており，これらの

15 共存成分の測定への影響が無視できないため，それぞれの分析

16 法の採用にあたっては，特別な注意が必要となる.

17 本参考情報では，分離分析法として液体クロマトグラフィー

18 が広く普及している現状を考慮、し， TPN中の微量アルミニウ

19 ム分析法として二種の蛍光性キレート試薬を用いる蛍光検出

20 HPLC法(キノリノール錯体法及びノレモガリオン錯体法)につい

21 て記載する.

22 1. キノリノール錯体法

23 試料中のアルミニウムイオンのキノリノール錯体を形成させ，

24 液体クロマトグラフィーの蛍光誘導体化法により試験を行う.

25 1. 1. 試料溶液の調製

26 試料(TPN製剤}ImLを正確に量り， 7l<10pLを加えた後，移

27 動相を加えて正確に10mLとし，試料溶液とする.

28 1. 2. 検量線作成用標準溶液系列の調製

29 アルミニウム試験用水1mLずつを正確に量り，それぞれに

30 アルミニウム標準溶液(I)~(5)の各標準溶液10pLを正確に加え

31 た後，移動相を加えて正確に10mLとし，検量線作成用標準溶

32 夜系列(アルミニウム濃度:0， 1.25， 2.5， 5.0及び10.0ppb)を

33 調製する.

34 1. 3. 標準的試験法 87 

35 試料溶液及び検量線作成用標準溶液O.lmLずつを正確にとり 88

36 次の条件で液体クロマトグラブイーにより試験を行い，検量線 89 

37 法により，試料溶液中のアルミニウム濃度を求める 90

38 試験条件 91 

Q
U

凸
U

2

A

9

a

q

u

d

告

の
δ

必
斗

-

A
宝

A斗

A

A
吐

A
せ

検出器:蛍光光度計(励起波長 380nm，蛍光波長 92

520nm) 93 

カラム:内径4.6mm，長さ15cmのステンレス管に5pmの 94 

液体クロマトグラブイー用フェニルシリル化シリカゲル 95 

を充てんする 96

カラム温度:400C付近の一定温度 97 

65 聖書がある.

66 2. ルモガリオン錯{本法

67 試料中のアルミニウムイオンのノレモガリオン錯体を形成させ，

68 液体クロマトグラフィーの蛍光誘導体化法により試験を行う.

69 2. 1. 試料溶液の調製

70 試料(TPN製剤)70pLを正確に量り，ノレモガリオン忠臣妻溶液

71 0.15mLを正確に加えた後，アルミニウム試験用pH緩衝液

72 0.6mLを正確に加えて混合する.この液を400Cで4時開放置し

73 た後，試料溶液とする.

74 2.2. 検量線作成用標準溶液系列の調製

75 アルミニウム標準溶液(I)~(5)の各標準溶液1mLずつを正確

76 に量り，それぞれ薄めたアルミニウム試験用硝酸(I→100)を加

77 えて正確に100mLとする.これらの液70pLずつを正確に量り，

78 それぞれルモガリオン塩酸溶液0.15mL及ひ(pH7.2のアルミニ

79 ウム試験用緩衝液0.6mLを正確に加えて混合した後， 400Cで4

80 時開放置い検量線作成用標準溶液系列(アルミニウム濃度:0， 

81 1.07， 2.13， 4.27及び8.54ppb)な調製する.

82 2.3 標準的試験法

83 試料溶液及び検量線作成用標準溶液O.lmLずつを正確にとり，

84 次の条件で液体クロマトグラフィーにより試験を行い，検量線

85 法により，試料溶液中のアルミニウム濃度な求める.

86 試験条件

検出器:蛍光光度計(励起波長 505nm，蛍光波長:

574nm) 

カラム:内径6.0mm，長さ10cmのステンレス管に5pmの

液体クロマトグラフィー用オクチルシリル化シリカゲノレ

を充てんする.

カラム温度:40
0

C付近の一定温度

移動棺 :2ープロパノーノレ100mLに薄めたpH5.0の1molι

酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液(I→10)を加えて1000mL

とする.

流量:アルミニウム/ルモガリオン錯体のピークの保持時

間が約5分になるように調整する.

45 移動相 :8ーキノリノールのアセトニトリル溶液(3→100) 98 システム適合性

46 /薄めた0.5mollL酢酸アンモニウム試液(2→5)混液(I: 99 検量線作成用標準溶液系列を用いて作成された検量線の相

~ D ~ 関係数は0.99以上である.

48 流量:アルミニウム/キノリノール錯体のピークの保持時 101 3. 注意事項

49 聞が約9分になるように調整する 102 (i) 試験で使用する水及びその他の試験用溶媒，試薬，器具

50 システム適合性 103 などにつき，アルミニウム汚染のできるだけ少ないものを選択

51 検量線作成用標準溶液系列を用いて作成された検量線の棺 104 するほか，試験室環境の慶挨又はアルミニウム汚染にも注意す

52 関係数は0.99以上である 105 る.

106 (首) 試料の特性が錯体形成に影響を与えないことを確認して
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2 中心静脈栄養剤中の微量アルミニウム試験法

107 おく必要がある.

108 (出) 日本分析化学会より，アルミニウム濃度既知の金属成分

109 分析用河川水標準物質が有償配布されており，試験法及び試験

110 結果の妥当性を評価するためにこれらの標準物質を用いること

111 ができる.

112 4. 標準溶液及び試薬 E 試液

113 本試験には，日本薬局方に規定するもののほか，以下の標準

114 溶液及び試薬・試液を用いる.

115 (i) アルミニウム標準溶液 アルミニウム試験用水又はアル

116 ミニウム標準原液の一定量をとり，薄めたアルミニウム試験熊

117 磁酸u→100)を用いて希釈し，アルミニウム濃度0，1.25， 2ム

118 5.0及び10ppmのアルミニウム標準漆液Ü)~(5)を調製する.

119 (註) アルミニウム試験用水 アルミニウム濃度1ppb以下の水

120 を用いる¥

121 (ili) アルミニウム試験用硝酸:硝酸.ただし，アルミニウム

122 濃度1ppb以下のものを用いる.

123 (iv) アルミニウム試験用緩衝液， pH7.2: N，Nーピス(2ーヒ

124 ドロキシエチル)-2ーアミノエタンスノレホン酸106.6gをアルミ

125 ニウム試験用水800mLに溶かした後，アルミニウム試験用テ

126 トラメチノレアンモニウムヒドロキシドを加えてpHを7.2に調整

127 し，アルミニウム試験用水を加えて1000mLとする.

128 (v) N，Nーピス(2ーヒドロキシェチル)-2 アミノエタンス

129 ルホン酸 :C日HloNOoS 白色の結品又は粉末である.

130 (vi) アルミニウム試験用テトラメチルアンモニウムヒドロキ

131 シド溶液:(CH3)"NOH アルミニウム試験用に製した約25%

132 水溶液.ただし，アルミニウム濃度10ppb以下のものを用いる.

133 (vii) ルモガリオン塩酸溶液:ルモガリオン0.86gを2ープロパ

134 ノーノレ300mLに溶かし，薄めたアルミニウム試験用塩酸(9→

135 50)350mL及びアルミニウム試験用水を加えて正確に1000mL

136 とする.

137 (viii) ルモガリオン:C12H9CIN206S 赤褐色~暗褐色の粉末

138 である.ただし，アルミニウム濃度1ppm以下のものを用いる.

139 (ix) アルミニウム試験用塩酸:塩酸.ただし，アルミニウム

140 濃度1ppb以下のものを用いる.
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l 分析法バリデーション

1 分析法バリデーション

2 分析法バリデーションとは，医薬品の試験法に用いる分析法

3 が，分析法を使用する意図に合致していること，すなわち，分

4 析法の誤差が原因で生じる試験の判定の誤りの確率が許容でき

5 る稼度であることを科学的に立証することである.分析法の能

6 カは種々の分析能パラメーターにより表される.提案する分析

7 ~去の分析能パラメーターが，試験法の規格値などを基にして設

8 定する基準を満たしていることを実証することにより，分析法

9 の妥当性を示すことができる.

10 本文に基づく分析法バリデーションは，日本薬局方に新たに

11 収載する試験法を設定するとき，日本薬局方に収載されている

12 試験法の改正を行うとき及び通則の規定に基づき日本薬局方に

13 収載されている試験法に代わる試験法を設定するとき，これら

14 の試験法で用いる分析法について行う.

15 1 分析法を日本薬局方に収載するために必要な資料

16 1. 1. 概要

17 分析法の原理の焦潔な説明，その分析法の必要性，他の分析

18 法と比較したときの利点，バリデーションの要約など在記載す

19 る.分析法を改正する場合には，既存の分析法の限界及び新た

20 に提案する分析法によりもたらされる利点も記載する.

21 1. 2. 分析法

22 分析I去を正しく評価できるように，また，必要ならば追試を

23 行って評価できるように，分析法を詳細に記載する.分析法に

24 は，分析の手11際，標準試料の調製法，試薬・試液の調製法，留

25 意事項，分析システムが正しく作動していること告と検証する方

26 ~去(例えば，クロマトグラフィーにおける分離効率の検言正)，分

27 析結果を導くための式及び測定回数などが含まれる.また，日

28 本薬局方に規定されていない装置又は器具を用いる場合には，

29 それについても詳細に記載する.新たに標準品を規定する場合

30 には，その物質の物理的，化学的又は生物学的な特性値を明ら

53 の分析条件又は留意事項に反映させることができる.

54 2.1. 真度(Accuracy /T rueness) 

55 2. 1. 1. 定義

56 真度どは，分析法で得られる測定値の偏りの程度のことで，

57 棄の値と測定値の総平均との差で表される.

58 2.1.2. 評価方法

59 分析法の真度の推定値は，室内再現務度又は室開再現精度を

60 求めるときに得られる測定値の総平均と真の値との差として表

61 される.標準品の認証値又は合意された値を真の{直とする.製

62 剤の分析法の場合には，標準溶液の測定値在合意された真の値

63 とする.

64 また，特異性の高い分析法であることを示すことにより，分

65 祈法の偏りが小さいことを推論できる.

66 得られた真度の推定値と室開(内)再現精度から計算される標

67 準誤差の値から，真度の95%信頼区間を計算する.この区間

68 が0を含んでいることを確認するか，又は同区間の上限値及び

69 下限値が分析法に要求される真度の基準の催の範囲内であるこ

70 とを確認する.

71 2.2. 精度(Preci s i on) 

72 2.2. 1. 定義

73 精度とは，均質な検体から採取した複数の試料を繰り返し分

74 析して得られる一連の測定値が，互いに一致する程度のことで

75 あり，測定値の分散，標準偏差又は相対標準偏差で表される.

76 精度は，繰り返し条件が異なる3つのレベルで表され，それ

77 ぞれ，併行精度，室内再現精度及び室関再現精度という.

78 (i) 併行精度(Repeatability/Intra -assay precision) :併行

79 精度とは，試験室，試験者，装置，器具及び試薬のロットなど

80 の分析条件を変えずに，均質な検体から採取した複数の試料を

81 短時間内に繰り返し分析するとき(併行条件)の精度である.

82 (五) 室内再現精度(Intermediatepl'ecision) :室内再現精度と

83 は，同一試験室内で，試験者，試験日時，装置，器具及び試薬

31 かにし，試験法を記載する 84 のロットなどの一部又はすべての分析条件を変えて，均質な検

32 1. 3. 分析法の妥当性を示す資料 85 体から採取した複数の試料を繰り返し分析するとき(室内再現

33 分析法が妥当なものであることを立証する資料を示す.本資 86 条件)の精度である.

34 料は，分析能パラメーターを求めるための実験計画，実験デー 87 (温) 室開再現精度(Reproducibility):室開再現精度とは，試

35 タ，計算結果及び検定結果を含む 88 験室を変えて，均質な検体から採取した複数の試料を繰り返し

36 2 分析能パラメーター(Validation characteristics) 89 て分析するとき(室関再現条件)の精度である，

37 分析法の妥当性を示すために評価が必要な典型的な分析能ノ~ 90 2.2.2. 評価方法

38 ラメーターの定義と評価方法の例を次に示す 91 はじめに，精度を検討するのに十分な最の均質な検体を確保

39 分析能パラメーターに関する用語と定義は，分析法を適用す 92 する.溶液は均質な検体である.均質な検体が得られないとき

40 る分野により異なる.本文における用語と定義は，日本薬局方 93 には，例えば，大量の製剤を均質とみなせるまで混合粉砕した

41 の目的に沿って一義的となるように定めたものである.評価方 94 検体，又は製剤の配合成分を均質とみなせるまで混合した検体

42 法の項では，分析能パラメーターを評価する方法の概略を示し 95 を，均質な検体として用いる.

43 た.分析能ノfラメ}タ}を決定する方法は，多数の方法が提唱 96 二つ以上のレベルの精度を同時に評価するためには，一元自己

44 されており，一般的に受け入れられている方法であれば，どの 97 置などのような適当な実験計商法の下に実験を行うとよい.こ

45 ような方法を用いて分析能パラメーターを決定しでも差し支え 98 のとき，分析法の精度を正しく推定するために，十分な数の繰

46 ない.しかし，分析能パラメーターの値が決定方法に依存する 99 り返し数，分析条件の水準数及び試験室数を撤える.パリデー

47 こともあるので，分析能パラメーターを求めるための実験方法 100 卜しようとする分析法で，考えられる可能な限りの分析の変動

48 実験データ及び計算方法は，可能な限り詳しく記述することが 101 要因について検討する.

49 必要である 102 各レベルの精度の分数，標準偏差，相対標準偏差，分散の

50 綴健性(Robustness)は，分析法バリデーションで検討する分 103 90%信頼区跨及びこれに対応する標準偏差の区間を示す.分

51 析能パラメーターには含まれないが，分析法の開発段階で頑健 104 析法に要求される精度の基準の伎に照らし合わせ，分析f去を採

52 性を検討することにより，分析法を改善し，検討結果を分析法 105 用しでもよいことを示す.通例，室開(内)再現精度の値から分

106 析法の採否を決定する.
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2 分析法パリデ}ション

107 2.3. 特異性(Speci f i c i ty) 

108 2.3. 1. 定義

109 特異性とは，試料中に共存すると考えられる物質の存在下で，

110 分析対象物を正確に測定する能力のことで，分析法の識別能力

111 を表す.倍々の分析法が特異性に欠ける場合には， )3IJの試験法

112 によりこれを補うこともできる.

113 2.3.2. 評価方法

114 分析法を適用する試験法の目的に応じて，分析法が確実に分

158 

159 

σ:ブランク試料の測定値の標準偏差

s1ope:定量限界付近の検量線の傾き

160 クロマトグラフィーの場合には，測定値の標準偏差の代わり

161 にノイズ・レベルを用いることができる.

162 分析法の定量限界が試験の規格値よりも小さいことを確認す

163 る.

164 2.6. 直線性(Linear i ty) 

2.6.1. 定義165 
115 析対象物を確認できること，又は分析対象物の量又は濃度を正

直線性とは，分析対象物の最又は濃度に対して度線関係、にあ

る測定値を与える分析法の能力のことである.このとき，必要

があれば，分析対象物の最，濃度又は測定値を亙確に定義され

166 
116 確に測定できることを確認する.特異性は，例えば，分析対象

167 
117 物のみを含む試料，製剤の配合成分，類縁物質若しくは分解産

168 
118 物を含む検体に分析対象物を添加した試料及び分析対象物は含

169 
119 まず，製剤の配合成分，類縁物質若しくは分解産物のみを含む

170 
120 試料などの分析結果を比較することにより評価できる.不純物

た数式により変換した{疫を用いてもよい.

2.6.2. 評価方j去

171 
121 の標準品が得られない場合には，不純物を含有すると考えられ

172 
122 る試料，例えば，経時変化した試料などを用いることもできる.

最(~農度)が異なる分析対象物を含有する試料を用意し，分析

法に述べられている手)1僚に従って各試料を繰り返し分析し，測

定値告と得る.回帰式及び相関係、数から直線性を評価する.必要

ならば，測定値の回帰式からの残差在分析対象物の量又は濃度
123 2.4. 検出限界(DetectionI imit) 

124 2.4. 1. 定義

125 検出限界とは，試料に含まれる分析対象物の検出可能な最低

126 の量又は濃度のことである.検出限界では定量できるとは限ら

127 ない.

128 2.4.2. 評価方法

129 通例，検出限界における消費者及び生産者の危険率が5%以

130 下となるように検出限界を定める.検出限界は，ブランク試料

131 又は検出限界付近の分析対象物を含む試料の測定値の標準偏差

132 及び検出限界付近の検量線の傾きから算出される.例えば，検

133 出限界は，測定値が正規分布し連続な場合には，検出限界付近

134 の検量線の傾き及びブランク試料の測定値の標準偏差から，次

135 式により求めることができる.

136 DL=3.3σ/s1，中。

137 

138 

139 

140 

DL:検出娘界

σ:ブランク試料の測定値の標準偏差

s10pθ:検出限界付近の検量線の傾き

クロマトグラフィーの場合には，測定値の標準偏差の代わり

141 にノイズ・レベルを用いることができる.

142 分析法の検出限界が試験の規格纏よりも小さいことを確認す

143 る.

144 2.5. 定量限界(QuantitationI imit) 

145 2.5目1. 定義

146 定量限界とは，試料に含まれる分析対象物の定量が可能な最

147 低の最又は濃度のことである.定量限界の分析対象物を含む試

148 料の測定値の精度は，通例，相対標準偏差で表して10%であ

149 る.

150 2.5.2. 評価方法

151 定量限界は，ブランク試料又は定量限界付近の分析対象物を

152 含む試料の測定値の標準偏差及び定量限界付近の検量線の傾き

153 から算出される.例えば，定量限界は， iJIIJ定値が正規分布し連

154 続な場合には，定量限界付近の検量線の傾き及びブランク試料

155 の測定値の標準偏差から，次式により求めることができる.

156 QL= 10(f / s10pe 

157 QL:定量限界

173 

174 

175 に対してプロットし，特定の傾向が観察されないことを確認す

176 る.通例， 5種類の量(濃度)が異なる試料を用いる.

177 2.7. 範囲(Range)

178 2.7. 1. 定義

179 分析法バリデーションにおける範囲とは，適切な精度及び真

180 度を与える，分析対象物の下限及び上限の量又は濃度に挟まれ

181 た領域のことである.直線性のある分析法の場合には，適切な

182 精度及び真度を与え，また，直線性が成り立つ分析対象物の下

183 限及び上限の量又は濃度に挟まれた領域のことである.

184 2.7.2. 評価方法

185 通例，分析法バリデーションにおける範囲は，試験の規格値

186 土20%程度でよい.範留の上限値，下限値及び範濁の中央付

187 近の値の試料について，精度，真度及び直線性を検討する.

188 3. 分析法を適用する試験j去の分類

189 試験法は，その目的により以下に示すように大きく三つのタ

190 イプに分類することができる.各タイプの試験法に適用する分

191 祈法のバリデーションに，通例，要求される分析能パラメータ

192 ーを表に示す.これは原則であり，評価が必要な分析能パラメ

193 ーターは，分析法の特性や分析法を適用する試験法の目的に依

194 存して変わる.

195 (i) タイプ確認試験法.医薬品中の主成分などをその特

196 性に基づいて確認するための試験法.

197 (五) タイプII:純度試験法.医薬品中に存在する不純物の量

198 を測定するための試験法.

199 (iii) タイプIII:医薬品中の成分の量を測定するための試験法.

200 (成分には，安定剤及び保存剤などの添加剤なども含まれる.) 

201 溶出試験法のように，有効性を測定する試験法.
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3 分析法パリデ}ション

表 試験j去のタイプと検討が必要な分析能パラメーター

タイプ

分析能 タイプ I

パラメーター

真度

精度

併11'精度
室内再現精度

室間再現精度
特異性本*

検出限界

定量限界

直線性

範閤

一 通例評価する必要がない

+ 通例評価する必要がある.

+ 

タイプH

定量試験 限度試験
タイプ皿

+ + 

+ 十
本 司ド

十キ +* 
+ 十 十

+ 
十

+ + 
+ + 

キ 分析法及び試験法が実施される状況に応じて，室内再現精度又は蜜間再現

精度のうち一方の評価を行う.日本薬局方lこ採用される分析法のバリデー

ションでは温伊1). 後者を評価する

村 特異性の低い分析法の場合lこは，関連する{也の分析法により補うこともで

きる.

202 4. 分析法バリデーションで用いられる用語

203 (i) 頑健性(Robustness):頑健性とは，分析条件を小さい範

204 聞で故意に変化させるときに 測定値が影響されにくい能力の

205 ことである.反応液のpH，反応の温度，反応E寺院又は試薬の

206 量などの分析条件を適当な範闘で変化させ，測定値の安定性を

207 検討する.測定値が分析条件に対して不安定な場合には，安定

208 な測定値が得られるように分析法に改良を加える.また，頑健

209 性の結果は，最終的な分析法において分析条件を示す数値の有

210 効数字又は留意事項として反映させる.

211 (誼) 試験室:試験室とは，試験を行う部屋，施設を意味する.

212 本分析法バリデーションでは，試験室を変えるということは，

213 試験者，装置及び試薬ロットなどの分析条件が変化することを

214 意味する.

215 (温) 試験法:試験法とは，一般試験法及び医薬品各条におけ

216 る試験方法，例えば，純度試験，定量法などを意味する.試験

217 I:去には，試料の採取方法，規格緩，分析法などが含まれる.

218 (iv) 生産者危険:規格を満たしている製品が，試験を行うこ

219 とにより，誤って不合格と判断される確率のこと.通例， α

220 で表す.第一種の過誤どもいい，限度試験の場合には偽陽性率

221 に相当する.

222 (v) 消費者危険:規格外の製品が，試験を行うことにより，

223 誤って合格と判断される確率のこと.通例，sで表す.第二種

224 の過誤ともいい，限度試験の場合には偽陰性率に相当する.

225 (vi) 測定回数:分析法の手/1摂の中に含まれる回数.分析法の

226 精度を上げるために，分析法の中であらかじめ測定回数を2回

227 以上に指定することがある.分析法バリデーションでは，分析

228 法の中で定められた測定回数も含めた分析法を評価する.

229 分析法の精度を評価するために繰り返し分析を行うときの繰

230 り返し数とは別のものである.

231 (吋) 測定値:1回の分析により得られる1個の{底

232 (viii) 分析法:本文が対象としている分析法は，試料中に存在

233 する分析対象物の最又は濃度に依存する測定値を与える分析法

234 及び確認、試験に用いられる分析法である.本文における分析法

235 とは，試験法の分析過程を意味する.
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1 誘導結合プラズマ発光分光分析法

1 誘導結合プラズマ発光分光分析法

2 誘導結合プラズマ(ICP: Inductively Coupled Plasma)発光

3 分光分析法は，高局波誘導結合法により得られるアルゴンプラ

4 ズマ中に試料を噴霧導入し，高温の熱エネルギーにより励起さ

5 れた原子による発光スペクトル(原子発光スペクトル)の波長及

6 び強度を測定して，元素の同定や定量分析を行う方法である.

7 本法で用いられるアルゴンプラズマは，通例，励起温度6000

8 ~8000K，電子密度約10!õcm-3の特性を有する.

9 原子に外部から高エネルギー告と与えると，最外殻電子が軌道

10 遷移を起こし，励起状態になる.この励起状態の原子は，基底

11 状態に戻る際に励起によって得られたエネルギーを光として放

12 出する.このとき発生する光は，各元素に間有の振動数v又は

13 波長λを持っており ，hをプランクの定数 cを光速度とすれ

14 ば，そのエネルギ-.JEは，次式により表される.

15 .JE=hv =hc/λ 

16 最外殻電子の軌道遷移のエネルギー準位と放出エネルギーの

17 組合せば，多数あることから，通常，一つの元素からの発光線

18 の数も強弱合わせると数多くある.ただし，紫外・可視領域に

19 あって，元素の定性・定量分析に必要な検出感度を有する発光

20 線は，限定される.原子発光スペクトルは，各元素に固有の振

21 動数又は波長在示すことから，分光器により分散されるこのス

22 ベクトルの波長を解析することにより，試料中に含まれる各元

23 素を同定することができる.また，このスペクトル線の強度か

24 ら，試料中の各元素の定量分析を行うことができる.

25 ICP発光分光分析法の特長は，以下のようにまとめられる.

26 ( i ) 多くの元素について，微量分析が可能なこと

27 坦) プラズマの点灯状態が安定であることから，分析精度
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がよし、こど

(iu) 検量線の直線範囲が4~5桁と広いこと

(iv) 多元素同時分析が可能であること

(v) 化学的干渉による妨害がほとんどないこと

ICP発光分光分析法で最大の問題は，高温のプラズマ中で試

33 料を原子化・励起させるため，各元素が多数の発光線を与える

34 ことになり，目的元素の分析を妨害する分光干渉(spectral

35 interference)を生じることである. したがって，分光干渉をど

36 のように抑制するか，又はどのように適切な補正を行うかが，

訂 正確な分析値を得る鍵となる.

38 本法は，原薬又は製剤中の無機性不純物又は共存元素に対す

39 る特異的な微量成分の分析法として，また生薬又は生薬関連製

40 剤の金属残留物の分析法として優れており，アルカリ・アルカ

41 リ土類金属，重金属類だけでなく，医薬品の安全性を確保する

42 ために適切な管理が必要とされる多くの元素に対する定性・定

43 量分析が可能である.また，多数の元素の問時分析が可能なこ

44 とから，金属元素など，無機性不純物のプロファイノレ分析を行

45 うことにより，原薬などの品質確保を図ることができる.

本参考情報では，誘導結合プラズマ(ICP)中に導入された金
100 

31 

32 

46 

47 属元素などの原子発光スベクトル(AES: Atomic Emission 

48 Spectra)を分光分析の手法により検出する方法(ICP-AES)を

49 記載した.別に， ICPはよい励起源であると共に，よいイオン

50 源でもあることから， ICPを質量分析法(MS)のイオン源とす

51 る誘導結合プラズマ質量分析法(ICP-MS)があり，これを平IJ
105 

52 用することもできる.

53 1. 装置

54 1. 1. 装置構成

55 装置は，励起源部，試料導入部，発光部，分光部，狽IJ光部及

56 びデータ処理部で構成される.

57 励起源部は，発光部に電気エネルギーを供給・制御するため

58 の高周波電源，制御回路及びガス供給部からなる.試料導入部

59 は，試料溶液を発光部に導入する部分で，試料を霧化するネブ

60 ライザー及び噴霧室(スプレーチャンバー)などから構成される.

61 発光部は，試料中の分析対象元素を原子化・励起・発光させ

62 るための部分で， トーチ及び高周波誘導コイルからなる. ト-

63 チは，三重管構造をしており，中心の管から試料が導入される.

64 プラズマの生成及び試料溶液を移送するためのガスとしてアノレ

65 ゴンガスを用いる.発光部から放射される光の観測方式には，

66 プラズマの側面の光を観測する横方向観測方式及びプラズマの

67 中心の光を観測する翰方向観測方式がある.

68 分光部は，発光部から放射された光をスペクトル線に分離す

69 るための部分で，集光系及び回折格子などの光学素子からなる.

70 分光器には，波長走査形分光器(モノクロメーター)と波長固定

71 形の同時測定形分光器(ポリクロメーター)がある.なお，

72 190nm以下の真空紫外領域のスベクトノレ線を測定する場合，

73 分光器内は，真空排気を行うか，アノレゴ‘ンガス又は窒素ガスに

74 より，空気を置換する必要がある.

75 淑IJ光部は，入射した光をその強度に応じた電気信号に変換す

76 る部分であり，検出器及び信号処理系からなる.検出器として

77 は，光電子増倍管又は半導体検出器が用いられる.

78 データ処理部は，データ処理を行い，検量線及び測定結果な

79 どを表示する.表示にはデ、イスプレイ装置，プリンターなどが

80 使用される.

81 1.2. 付属装置

82 1.2.1. 超音波ネブライザー

83 試料溶液を，超音波振動子(圧電素子)により霧化した後，加

84 熱・冷却することで脱溶媒し，キャリヤーガスによって発光部

85 に導入するための装置であり，これにより試料の導入効率を高

86 めることができる.

87 1. 2. 2 水素化物発生装置

試料溶液中のヒ素，セレン，アンチモンなどの化合物を水素

89 化ホウ素ナトリウムなどにより揮発性の水素化物に還元後，気

90 液の分離を行い，気体状態にある水素化物のみをキャリヤーガ

91 スにより，発光部に導入するための装置である.通常のネブラ

92 イザーに比較して，試料の導入効率を高めることができる.

88 

93 2. 試料の前処理

医薬品原薬などの有機物試料は，通例，乾式灰化法又はj霊式

95 分解法により有機物を灰化又は分解した後，残留物を少量の硝

96 酸又は塩酸に溶かして試料溶液を務製する. 53IJに生薬など幾分

97 解性試料の場合，密閉式の加圧容器中，マイクロ波分解装置を

98 用いて分解することもできる.

なお，試料を水又は適当な溶媒に溶解させることができる場

合，単に希釈又は溶解することにより，試料溶液とすることが

101 できる.ただし，この方法により豆しく分析できることをあら

102 かじめ灰化法又は分解法のいずれかを用いて検証しておく必要

103 がある.

104 2.1. 希釈・溶解法

医薬品各条に規定した量の試料を採り，水又は規定の溶媒を

106 用いて単に希釈するか，又は規定した量の水又は溶媒に溶かし，

94 

99 
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107 試料溶液とする 161 のいずれかの方法を用いて前処理し，それぞ、れの試料溶液を誠

108 2.2. 乾式灰化法 162 製する.通例，試料溶液は希釈硝酸溶液とするが，塩酸を用い

109 強熱残分試験法を準用し，医薬品各条に規定した量の試料を 163 ることもできる.

110 るつぼに採り，少量の硫酸で湿潤した後，低温で徐々に加熱し 164 標準溶液は，日本薬局方又は日本工業規格(JI8)で規定する

111 て，試料を完全に炭化する.冷後，少量の硫酸で潤して徐々に 165 標準液がある場合，それらの一定量をとり， ICP分析用水を用

112 加熱し，更に400~6000Cで強熱して，残留物を灰化する.残 166 いて規定された濃度に希釈し，調製する.日本薬局方又はJI8

113 分に少量の硝酸又は塩酸を加えて加熱溶解し，試料溶液とする. 167 で規定する標準液がない場合，公的機関又は学術団体などによ

114 i.JIJに重金属試験法第3法を準用し，硫酸で試料を湿i関するこ 168 り濃度の確認された標準物質をその適用範閣内で使用する.分

115 となく，単に強熱して灰化することもできる.この場合，開放 169 析対象元素についての標準液が入手できない場合には，分析対

116 系での加熱分解・灰化であるため，水銀など低沸点元素の揮散 170 象の一元素又は複数元素の検量線用標準溶液どして，純度

117 に注意する必要がある 171 99.99%以上の金属又は対象元素合含む化合物を溶解して調製

118 2.3. 湿式分解法 172 する.複数元素を含む標準溶液在調製する場合，沈殿を生じな

119 医薬品各条に規定した量の試料をビーカー又はフラスコに採 173 V、ような試液及び元素の組合せを選択するこどのほか，分析対

120 り，硝酸又は硫酸若しくはこれらの混液を加え，加熱分解する. 174 象元素の分析線に対して，分光干渉が生じないような組合せと

121 必要ならば，酸化補助剤として過酸化水素などを用いることが 175 する必要がある.

122 できる.残分に少量の硝酸又は塩酸を加えて加熱溶解し，試料 176 3.3 操作条件の最適化

123 溶液とする 177 操作条件は，通例，次による.

124 毘式分解は，開放系又は密閉系のいずれでも行うことができ 178 装置は， 15~30分の媛機運転により，プラズマを安定させ

125 る.筏閉系であれば，例えば，ステンレス製外筒{寸きのポリテ 179 た後，操作条件の最適化を図る.高周波出力は0.8~ 1.4kW，

126 トラフルオロエチレン製耐圧分解容器を用い，高温高圧下での

127 加熱分解とすることもできる.ただし，密閉系での加熱分解法

128 を用いる場合，爆発や液漏れなどに十分注意する必要がある.

129 2.4. マイクロj皮分解法

130 医薬品各条に規定した量の試料を密閉式の加圧容器に採り，

131 通例，適当量の硝酸を添加後，マイクロi皮分解装置を用いて加

132 熱分解する方法である.高温高圧下での分解操作となるため，

180 アルゴンガスの流量は，冷却ガス 10~18LI分，補助ガスO~

181 2LI分，キャリヤーガス0.5~2L1分とする.プラズマの測定位

182 霞は，横方向観測方式の場合，誘導コイルの上端より 10~

183 25mmの範囲で、あり，溶液の吸い上げ量は0.5~2mL/分とす

184 る.一方，軸方向観測装置の場合は，測定される発光強度の最

185 大値が得られるように光軸の調整を行う.また，積分時間は，

186 波IJ定される発光強度の安定性を考慮し 1~数十秒の範囲内で

133 試料及び酸の量1i:考慮して，加圧容器内の温度及び圧力1i:適切 187 設定する.

134 に制御することが望ましい 188 分析対象元素の分析線は，表1に示した発光線を第一選択と

135 前処理法は，試料及び分析対象元素の特性に応じて適宜，選 189 する.ただし，分析対象元素の濃度が高すぎる場合，試料溶液

136 択するものとするが，梼放系で灰化又は分解処理を行う場合 190 を希釈するか，又は想定される元素濃度を考慮して適切な分析

137 目的元素の捧散による損失，操作環境などからの汚染に特に注 191 線を選択する.また，共存成分による各種の分光干渉がある場

138 意する必要がある.また，分解又は灰化後の残留物を加熱溶解 192 合，干渉のない別の分析線を選定する.

139 して試料溶液を調製する場合，必要があれば，孔径111mのメ 193 本試験告と医薬品各条で規定する場合，分析線(nm)，高周波

140 ンプランフィルターを用いてろ過する 194 出力(kW)，アルゴンガス流量(LI分)など，必要な試験条件を記

141 3. 操作法 195 載するものとするが，分析線を除くすべての試験条件は参考値

142 3. 1. 分光器の性能評価

143 3. 1. 1. 波長校正

196 であり，それぞれの装置及び観測方式などにより，それらの最

197 適化を図る必要がある.

144 波長校正は，各装置に特有な方法があることから，それぞれ

145 に指示された方法・手)1僚に従って，適切に実施する必要がある.

146 例えば，複数の元素を含む標準溶液を用いる方法，水銀ランプ

147 の輝線を照いる方法，アノレゴ、ンの発光線を用いる方法などがあ

148 る.

149 3.1.2. 波長分解能

150 波長分解能は，通例，特定元素の分析線スペクトルの半値幅

151 が一定値(nm)以下として規定される.低波長仮1)から高波長側

152 まで，通例， ヒ素As(193.696nm)，マンガンMn(257.610nm)，

153 鍛Cu(324.754nm)及びバリウムBa(455.403nm)の発光線が選 198 

154 択される.各発光線について，どのような半値婿を規定するか 199 

155 は，装置及び分光器の特性により異なるので，それぞれの特性 200 

156 に応じて適切な半値幅を規定しておく必要がある. 201 

157 ただし半導体検出器を用いた同時測定形装置においては 202

表1 各種元素の代表的な発光線(nm)

Al 396.153 Fe 259.940 Os 225.585 Sn 189.980 
As 193.759 Hg 184.950 Pb 220.351 Sr 407.771 
B 249.773 In 230.606 Pd 340.458 Tl 276.787 
Ba 455.404 Ir 224.268 Pt 214.4231V 309.311 
Be 313.042 Li 670.784 Rb 780.023 w 207.911 
Cd 214.438 Mg 279.553 Rh 233.477 Zn 213.856 
Co 228.616 Mn 257.610 Ru 240.272 
Cr 205.552 Mo 202.030 Sb 206.833 
Cu 324.754 Ni 221.647 Se 196.090 

3.4. 水及び試薬類

本試験に用いる水及び試薬類は，次による.

(i) 水は，次に規定するICP分析用水を用いる.

ICP分析用水:導電率1118・cm-I(250C)以下の水とする.な

お，その水に含まれる不純物が分析対象元素に干渉しな

158 これを必要事項とはしない. 203 いことを確認しておく必要がある.

159 3.2. 試料溶液及び標準湾液の調製 204 註) 試薬類は，試験を妨害する物質又は元素を含まないな

160 医薬品原薬，製剤又は生薬などは r2.試料の前処理J記載
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205 ど，適切な品質のものを用いる 259 5. 1. 物理干渉

206 滋) アルゴンガスは，次に規定するものを用いる 260 試料溶液と検量線用標準溶液の粘性，密度，表面張力などの

207 アルゴンガス:JIS K 1105に規定する純度99.99vol%以 261 物理的性状が異なる場合，発光部への試料の噴霧効率に差異が

208 上のもの.液化アノレゴ、ン又は圧縮アルゴ、ンのいずれを用 262 生じることから，測定結果がその影響を受けることを物理干渉

209 いてもよい 263 という.この穣の干渉の影響を排除又は軽減するためには，千

210 3.5. 操作手順 264 渉の生じない程度まで試料溶液を希釈すること，試料溶液と検

211 常時通電されている部分に異常がないことを確認した後，装 265 量線用標準溶液の液性とをできるだけ一致させること(マトリ

212 置本体及び周辺機器の電波、スイッチを入れる.アルゴンガスを 266 ックスマッチング法)のほか，定量法として内標準法(強度比法)

213 所定の流量に設定した後，高周波震源を入れ，プラズマを点灯 267 又は標準添加法の適用もその有力な補lE法となる.

214 する.安定したプラズマ状態が得られていることを確認した後， 268 5.2. イオン化干渉

215 医薬品各条に規定された方法で調製した試料溶液及び標準溶液 269 イオン化干渉は，試料溶液中に高濃度の共存元素が存在する

216 などを導入し，定められた分析線における発光強度を測定する. 270 場合，それらの元素のイオン化により発生する電子により，プ

217 また，確認又は同定のための定性的な試験を行う場合，分析対 271 ラズマ内の霞子密度が増加し，イオン化率が変化することによ

218 象元素について，定められた複数の分析線が含まれる波長範間 272 る影響を指す.イオン化干渉に対する抑制法又は補正法は，基

219 で発光スベクトルを測定する必要がある 273 本的には5.1.物浬干渉の場合ど同様である.別に，光の観測方

220 なお，真空形分光器を用いて真家紫外域の発光線を測定する 274 式，観測高さ，高周波出力及ひ。キャリヤーガス流量などの選択

221 場合には，発光部と分光部の聞の光軸なアノレゴ、ンガス又は室長素 275 及び調節により，イオン化干渉の少ない測定条件を確保するこ

222 ガスにより十分に置換しておく 276 とができる.

223 4. システム適合性 277 5.3. 分光干渉

224 本法を用いて金属元素などの限度試験又は定量試験を行うと 278 分光干渉は，分析対象元素の分析線に種々の発光線や連続ス

225 き，あらかじめ次に規定するシステム適合性試験を行って，装 279 ベクトノレが重なり，分析結果に影響を及ぼすこと在指す.分光

226 置の稼働性能が適切であることを確認しておく必要がある.た 280 干渉の原因とその補正につき，以下に示す.

227 だし，定量試験においては r4.1.検出の確認及び痘線性の評 281 5.3. 1. 他の元素の発光線による千渉とその補正

228 価Jは不要である 282 この干渉は，試料溶液中に含まれる共存元素の発光線が分析

229 4. 1. 検出の確認及び直線性の評価 283 対象元素の分析線に近接する波長を持つ場合に生じる.干渉の

230 金属元素などの娘度試験において，試料の前処理法が規定さ 284 度合いは，分光器の分解能，二つの発光線の波長差及び強度比

231 れるとき，分析対象元素の規格限度値が，試料j容液中でどのよ 285 によって決まる.この干渉を回避するためには，分光子渉を受

232 うな濃度(p.g/mL)1こ相当するか，推定することができる.試料 286 けない別の分析線を選択する必要があるが，適当な分析線が得

233 溶液中における分析対象元素の1O~20倍を標準溶液の濃度と 287 られない場合，分光干渉補正を行う必要がある.

234 し， 3.2.1こ基づき分析対象元素の標準浴液を調製する.次に 288 元素間干渉補正は，分光干渉補正の一方法である.あらかじ

235 標準溶液の1/10濃度の希釈溶液合調製し，これをシステム適 289 め既知濃度の二元素系又は多元素系の標準試料を用いて，分析

236 合性試験用溶液とする 290 線に及ぼす共存元素の影響を発光強度又は濃度の関数として測

237 分析対象元素の標準溶液及びシステム適合性試験用溶液につ 291 定しておけば，分析対象元素を測定するとき，共存元素を同時

238 き，各装置により最適化された試験条件の下で， ICP発光スペ 292 に測定することにより，分析線の発光強度又は濃度に対するそ

239 クトルを測定し，以下のことを確認する.システム適合性試験 293 の影響を推定することができる.別にマトリックスマッチング

240 用溶液につき，定められた波長位置に分析対象元素のスペクト 294 法又は分析対象元素の分析線に重なる共存元素のスペクトノレを

241 ノレが明確に観察され，その発光強度は，標準溶液の発光強度に 295 数学的にスペクトル分

251 とする. 305 なお，有機物試料の前処理が不十分な場合，試料溶液中のN，

252 5. 干渉とその抑制又は補正 306 0， H， Cに起因する分子バンドスペクトノレ(NO，OH， NH， 

253 ICP発光分光分析法における干渉とは，測定に際して，共存 307 CHなど)が分析対象元素の分析線に近接し，干渉することがあ

254 成分又はマトリックスが測定結果に影響を与えることの総称で 308 る.この場合，光の観測方式，観測高さ，高周波出力及びキャ

255 あり，その要因としては，以下のようなことが想定される 309 リヤーガスの流量などの選択及び調節により，干渉の少ない測

256 種々の干渉を大別すると，物理干渉及びイオン化干渉などの非 310 定条件を確保することができる.

257 分光干渉と分光干渉があるが，適切な抑制法又は補正法の適用

258 により，その影響を排除又は軽減することができる.
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4 誘導結合プラズマ発光分光分析法

311 6. 定性及び定量分析 365 なお，本法の適用にあたっては，添加する内標準元素が試料

312 6. 1. 定性分析 366 中に含まれないことを磁認しておく必要がある.また，内標準

313 6. 1. 1. 金属元素なと無機性不純物の確認又は同定 367 元素としては，測定条件や溶液の液性などによる発光強度の変

314 日本薬局方における原薬の確認、試験においては，通!JiJ.スペ 368 化が，分析対象元素と類似していること，及び分析線に対して

315 クトノレ分析などにより，その特性を全体的に捉えて確認する手 369 分光干渉を生じない発光線を選択する必要がある.

316 法が用いられる. 5J1]に分子中にC，H， 0以外の元素，例えば， 370 6.2.3 標準添加法

317 N， S， P，ハロゲン元素及び金属などの特異元素が含まれる 371 同量の試料溶液を4飼以上とり，分析対象元素を添加しない

318 ことが多いが，これらの存在がスペクトル分析などで確認でき 372 もの，及び分析対象元素を3種類以上の異なる濃度で添加し，

319 ない場合，化学反応を利用して，倍別にそれらの元素の含有を 373 検量線用標準溶液を調製する.この検量線用標準溶液を用い，

320 確認することとされている.本法は，窒素(N)を除くこれら特 374 分析線における発光強度と濃度との関係を作図し，得られる回

321 異元素の確認又は同定法のーっとして用いることができる 375 帰直線の横軸(濃度)切片より，試料溶液中の分析対象元素の濃

322 試料溶液中に含まれる，これら特異元素由来の複数の発光線 376 度を求める.

323 の波長及び相対的な発光強度が，標準溶液中に含まれるこれら 377 ただし，この方法は，分光干渉がないか，又はパックグラウ

324 特異元素の発光線の波長及び相対的な発光強度に一致するとき， 378 ンド及び分光干渉が正しく補正され，かっ発光強度と濃度の関

325 これら特異元素の含有を確認することができる.なお，標準溶 379 係が良好な直線性を保つ場合にのみ適用できる.

326 夜に替えて，各装置に付属のライブラリー又は学術団体などに

327 より提供される原子発光スペクトルの波長表などを利用するこ 380 参考資料

328 ともできる 381 1) 日本工業規格，発光分光分析通則JISK 0116(2003)， 日本

329 6.1.2. プロファイル分析 382 規格協会

330 試料中に不純物として混在が想定される金属触媒，無機元素 383 2) US Phal'macopeia 31(2008)， ( 730 ) PLASMA 

331 及び安全性の観点より常時監視しておく必要のあるヒ素，鉛な 384 SPECTROCHEMISTRY 

332 どの分析対象元素を定め，原薬の製造管理の一環として，これ 385 3) European Phal'macopeia 6.0(2008) ， 2.2.57 

333 ら分析対象となる無機性不純物のプロファイル分析を行うこと 386 INDUCTlVELY COUPLED PLASMA-ATOMIC 

334 ができる 387 EMISSION SPECTROMETRY 

335 各元素の分析線は，表1を参考に選択するものとするが，分 388 4) f3本分析化学会編，分析化学データブック， pp.88-

336 光干渉などにより支障がある場合，各元素に回有な俄の適当な 389 90(2004)，丸善

337 発光線を用いることもできる.各元素標準溶液は，別途定めら 390 砂 Europ巴an Medicines Agency Guideline on thθ 

338 れる各元素の許容限度催奇考慮して，適切な濃度に調製するこ 391 弓pecificationlimits f01' l'esidues of metal catalysts 01' 

339 ととする.ただし，複数元素標準溶波を調製する場合，共沈な 392 metalaagents(200S) 

340 どが生じないことを，あらかじめ確認しておく必要がある.

341 分析対象元素の確認は， 6，1.Uこ従って行うこととし，別に，

342 各元素の分析線における試料溶液及び標準溶液の発光強度の比

343 より (1点検量法入試料中の各元素の混在量を推定することが

344 できる.

345 6目 2， 定量分析

346 試料中の無機性不純物の定量的評価は，一定時間の積分によ

347 って得られた発光強度から，通例，次のいずれかの方法により

348 行う.

349 6.2. 1. 検量線法

350 分析対象元素について， 4種類以上の異なる濃度の検量線用

351 標準溶液を調製する.この検量線用標準溶液を用い，分析線に

352 おける発光強度と濃度との関係を作図し，検量線とする.この

353 検量線を用いて発光強度に対応する試料溶液中の分析対象元素

354 の濃度を求める.

355 6.2.2. 肉標準法

356 一定濃度の内標準元素を含み，分析対象元素について， 4種

357 類以上の異なる濃度の検量線用標準溶液を調製する.内標準元

358 素としては，通伊U，イットリウム(y)が用いられる.この検量

359 線用襟準溶液を用い，内標準元素に対する分析対象元素の発光

360 強度比と濃度との関係を作図し，検量線とする.試料溶液の調

361 製に際しでも，検量線用標準溶液中の濃度と同ーとなるように

362 内標準元素を添加する.この検量線を用いて，内標準元素に対

363 する分析対象元素の発光強度比に対応する試料溶液中の分析対

364 象元素の濃度を求める.
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1 国体又は粉体の密度

1 国体又は粉体の密度 53 穣に等しいものと評価することにより求める.ピクノメー

54 タ一法による密度の測定においては，気体の浸入が可能な

2 集合体としての固体又は粉体の密度は，粒子聞及び粒子内部 55 関干し告sのある空隙は粉体の体積とみなされないが，気体が

浸入できない密閉状態にある空隙は粉体の体積の一部とみ3 に存在する微細な空隙部分の体積の評価方法により，異なる定 56 

4 義がなされ，それぞれ異なる数値が与えられ，かっ実用上の意

5 味も異なる.通常，国体又は粉体の密度は三つのレベルで定義

6 される.

7 (1) 結晶密度 空隙のない均一系とみなされ，真密度とも称

8 される.

9 (2) 粒子密度 関口部のない空隙，又は気体により置換され

10 ない粒子内絢孔も固体又は粉体の体積として評価される.

11 (3) かさ密度 粉体層内に形成される空隙部分も間体又は粉

12 体の体積として評価されることから，みかけ密度ども称

13 される.通常，疎充てん時の粉体の密度をかさ密度，タ

57 なされる.ヘリウムは拡散性が高く，開孔部のあるほとん

58 どの空隙に浸入できるため，粒子密度測定用気体として推

59 奨される.したがって，細かく粉砕された粉体のピクノメ

60 ーター法による粒子密度は，一般には結晶密度とあまり違

61 わない，このため，この方法による粒子密度は，非品質又

62 は部分的に結晶性である試料の真密度の最良の推定値とみ

63 なされ，製造ヱ程中にある医薬品粉末の製造管理に広く役

64 立てることができる.

65 B: 水銀圧入法による粒子密度は，頼粒密度とも呼ばれる.こ

66 の方法を用いて測定される体積も，密閉状態にある空隙は

14 ップ充てん時の密度をタップ密度と定義される 67 障体又は粉体の体積の一部とみなされるが，ある限界的な

大きさ以上の環孔部のある空総は殴体又は粉体の体積には

含まれない.この娘界空r~長径(pore size limit)，すなわち

最小浸入径(minimalaccess diameter)は，測定中に加え

られた水銀の最大浸入圧に依存し，通常の操作圧力下では，

水銀はヘリウムならば浸入できる非常に微細な空隙には浸

15 一般に，液体や気体の密度は温度と圧力のみに依存するが 68

16 闘体又は粉体の密度は分子又は粒子の集合状態に依存する. し 69 

17 たがって，固体又は粉体の密度は，当該物質の結晶構造，結晶 70 

18 化度によって変化することはもちろんであるが，試料が非品質 71 

19 であるか，その一部が非品質である場合，試料の調製法又は処 72 

20 理法によって変化する. したがって，二つの固体又は粉体が化

21 学的には潤一物質であっても，それらの闘体構造が違えば，異

22 なる密度を与える.障体又は粉体粒子の密度は，粉末状医薬品

23 及び医薬品原料の重要な物理的特性であることから，日本薬局

24 方では，粒子密度は f粉体の粒子密度測定法J，かさ密度は

25 かさ密度及びタップ密度測定法Jとして，それぞれの密度狽IJ

26 定法を規定している.

27 固体又は粉体の密度は，単位体積当たりの質量(kg/m3)で、あ

28 り，通例， g/cm3で表す(1g/cm3 
= 1000kg/m3). 

29 結晶密度(CrystaI Dens i ty) 

30 ある物質の結晶密度とは，分子の充てん配列(molecular

31 packing arrangement)の基本部分(fundam巴ntalpart)1こ属さ

32 ない，すべての空隙を除いた単位体積当たりの平均質量である.

33 これはその物質の特定の結晶構造に閤有な特性であり，測定法

34 に依存しない.結晶密度は，計算又は綴単な測定によって求め

35 ることができる.

36 A. 計算による結晶密度は，以下の方法によって求められる.

37 1) 例えば，単結晶のX線回折データ又は粉末X線回折デ}

38 タの指標化によって得られる結品学的データ(体積と

39 単位格子の級成)

73 入し得ない.この方法を用いる場合，適用する水銀浸入圧

74 を変えることで，それぞれの浸入圧における限界空隙径に

75 対応した密度が総定できるので，一つの試料から種々の頼

76 粒密度が得られることになる.

77 かさ密度及びタップ密度(BulkDensity and Tapped Density) 

78 粉体のかさ密度は，粒子関の空隙も粉体体積の一部と評価し

79 て求められる.したがって，かさ密度は粉体の粒子密度と粉体

80 層中での粒子の空間配列に依存する.また，粉体のかさ密度は

81 粉体層のわずかな揺動によっても，その空関西日列が変化するた

82 め，再現性よくかさ密度を測定することは緩めて難しい.した

83 がって，かさ密度の測定値を示す場合，どのようにして測定し

84 たか，その測定条件を明記することが重要である.

85 日本薬局方では「かさ密度及びタップ密度測定法Jを規定し

86 ている.

87 A. かさ密度は，ふるいを通してメスシリンダー中へ注入した

88 質量既知の粉体の体積(かさ体積)を測定することにより求

89 められる(定質量法).別に日本薬局方では，一定容量(かさ

90 体積)の粉体の質量を測定することにより，かさ密度合求

91 める方法(定容量法)も規定している.

92 B. タップ密度は，粉体試料安入れた測定用メスシリンダーを

40 2) 当該物質の分子量 93 

41 B. 測定による結晶密度は，単結晶の質量と体積の測定により 94

42 その比(質量/体積)として与えられる 95

機械的にタップすることにより求められる.初期のかさ体

積を測定した後，メスシリンダーを一定の測定条件(タッ

プ速度及び落下高さ)の下で機械的にタップし，連続する

二つの測定問での体積変化が許容範囲内となるまで測定&

繰り返す(定質量法). )3IJに日本薬局方では，タップ充てん

された一定容量(かさ体積)の粉体の質量をiJlIJ定することに

より，タップ密度を求める方法(定容量法)も規定している.

43 粒子密度(PartioleDensity) 96 

44 粒子密度は，結晶密度に加えて粒子内の空隙(粒子内部の閉 97 

45 じた空隙，及び開孔部はあるが気体が浸入できない空隙)も粒 98 

46 子体積の一部と評価して求められる密度である.すなわち，粒 99 

47 子密度は測定された体積に依存するが，体積の評価は測定法に

48 依存する.粒子密度の測定は，気体置換型ピクノメータ一法に

49 よるか又は水銀圧入法によるが，日本薬局方では f粉体の粒子

50 密度測定法j として，ピクノメータ一法を規定している.

51 A. ピクノメータ一法による密度は，気体置換型ピクノメータ

52 を用いて，質量既知の粉体の体積を置換された気体の体
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粉体の細かさの表示法1 

粉体の細かさの表示法1 

本表示法は，三局薬局方での鵠和合意に基づき規定した表示法である.

粉体の締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7511ffi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、あっ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，広い粒子径範屈に適用可能である.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.

2 

3 

4 

w
h
υ
ρ
り

門

4

0
白

白

U

X目。:積算ふるい下分布90%に相当する粒子径

X50 :メジアン径(50%の粒子がこの健より小さく， 50%の粒

子がこの{直より大きい.) 

Xl0 :積算ふるい下分布10%に相当する粒子径

凸

り

唱

i

o

A

O

O

唱

BA--
‘1
1

ム

dも粒子径を表すのに用いられ， doo， 

ともできる.

下付き添字rが粒度分布の基準告と表すとして，積算ふるい下

分布を基にQr(X)を定義する.

Qピ(X):粒子径λ奴下の大きさを持つ粒子の積算分布割合

ぬ0，dlOを使用するこ4

5

6

7

8

 

1
A
1
4
1ム

1ム
唱

1

粒度分布の基準

個数

長さ

面積

体積

r
一nυ
一3A
一。a
-
q
u

そこで，定義より X=XDOならQ-(x)=0.90

X=X50ならQr(x)=0.50

X=Xl0ならQ-(X)= 0.10となる.

Q
U
O
I
 

-

i

O

L

0

6

 

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.

金型盟主旦E
生出旦主旦E

22 

23 

0020 9 

24 



1 粉体の流動性

1 粉体の流動性

2 本試験j去は，三薬局方での翻和合意に基づき規定した試験i去である.

3 製薬工業における粉体の広範聞な利用によって，粉体の流動

4 性を評価するための穏々の方法が考案されてきた.製剤に関す

5 る文献中には，粉体の流動性に関する種々の測定値を製造特性

6 と関係づけようとする多数の論文が出されている.このような

7 種々の試験法が開発されているのは当然である.なぜならば，

8 粉体の挙動は多面的であるので，これが粉体の流動性在評価し

9 ようとする努力を面倒にしているからである.本項では，文献

10 中で最も多く報告されている粉体の流動性の評価法について概

11 説する.医薬品粉体の流動性を適切に評価できる単純で簡便な

12 測定法はないが，本項では製剤開発の過程で有用であると思わ

13 れるいくつかの試験法の標準化について述べる.

14 粉体の流動性を評価するために，一般には四つの測定法又は

15 試験法，すなわち r1.安息角iJl!リ定法J， r 2.圧縮度又は

16 Hausner比il!IJ定法J， r3.オリアイスからの流出速度測定法J， 

17 及び r4.せんi新セノレ法j が汎用されている.また，これらの基

18 本的測定法の各々について多数の変法が用いられているので，

19 これらの試験法や変法の標準化が可能であれば好都合である.

20 この目標を意識しながら，以下に最もよく用いられている方

21 法について述べる.実験的に考慮、すべき重要な事項は同じであ

22 るので，測定法の標準化を推奨する.一般に，いかなる粉体の

23 流動性測定法であっても，実用的かっ有用であり，更に再現性

24 があって感度が良く，意味のある結果が得られなければならな

25 い. しかしながら，ある一つの簡便な流動性測定法が広範囲な

26 流動性を適切に又は完全に評価できるというものではない.製

27 剤研究者や技術者の必要性に応じて，種々の見地から粉体の流

28 動性を評価するために，多数の標準化された試験法をうまく利

29 用することが適切な評価につながる.

30 1. 安息角 ì~IJ定法

31 安息、角は，粉体の流動性を評価するためにいくつかの科学分

32 野で用いられてきている.安息、角は，粒子関摩擦，又は粒子間

33 の運動に対する抵抗性に関係する特性値である.安息、角の試験

34 結果は，測定法に大きく依存する.本測定法では円錐形成時の

35 試料の分離・偏析や，粉体の圧密又はエアレーションのために，

36 実験上に困難を生じる.これらの難点があるにもかかわらず，

37 本測定法は製薬工業において利用され続けており，製造面での

38 諸問題を予測する際の価値を示す多数の例が文献中に見られる.

39 安息角は，次項で述べる方法のいかんにかかわらず，形成さ

40 れる堆積体が円錐状であると仮定したi擦の水平面に対する三次

41 元的角度である.

42 1. 1. 基本的測定法

43 多数の安息、角iJ!IJ定法が提案されているが，静的安息、角を測定

44 するための最も一般的な方法は，二つの重要な実験的変数の扱

45 いにより次のように分類される.

46 (i) 粉体を流下させる漏斗の高さを基底板に対して回定して

47 おくか，又は域積体が形成されるにつれて漏斗の高さ宏変える.

48 (並) 堆積体が形成される基底板の直径を一定とする(すなわち，

49 椴積体の直径は既知である)か，又は堆積体の形成に応じて基

50 底板の直径を変える.

51 1. 2田 基本的測定法の変j去

52 前項の基本的測定法に加えて，以下のような変法が用いられ

53 ている.

54 (i) 排出安息角:一定の直径を持つ円板上にある過剰量の試

55 料を容器から排出させることによって測定する.円板上に形成

56 された円錐から，排出安怠角を測定する.

57 (ii ) 動的安怠角:片面が透明で平らな面を持つ円筒内に粉体

58 を入れ，これを一定速度で回転させる.動的安息角は円筒内で

59 流動している粉体層の斜面が水平面との聞で形成する角度とし

60 て測定される.内部運動摩擦角は粉体の最上層を流下する粒子

61 と松い表面仕上げとされている円筒と一緒に回転している粒子

62 を分離している面によって定義される.

63 1.3 安息角に関する流動性の一般的尺度

64 安怠角を用いて粉体の流動性を定性的に説明する際に多少の

65 違いはあるが， Carr・0による分類(表1)は有用である.処方設計

66 において40~50。の安怠角を持つ試料であっても良好な結果が

67 得られることもあるが，安息角が50。を超えると，製造に適さ

68 ないことが多い.

表1 流動特性と対応する安息角1)

流動伎の程度|架橋防止対策 |安息角(0)

極めて良好 125~30 

良好 131~35 

やや良好 i不要 136~40 

普通 i限界点架橋あり 141~45 

やや不良 |撹搾や指定とうが必要146~55

不良 156~65 

極めて不良 1>66 

69 1. 4. ì~IJ定に関して留意すべき点

70 安息、角は個々の粉体に固有な物性値ではない.すなわち，粉

71 (;本の円錐を形成させるために用いた方法に大きく依存する.こ

72 の点に関して，次のような重要な点が挙げられている.

73 (i) 上方から落下してくる粉体の衝撃によって円錐の頂点が

74 ゆがむ.円錐を注意深く形成させることによって，衝撃による

75 ゆがみは軽減される.

76 (誼) 円錐が形成される円板の性質が安息角に影響する.粉体

77 層の上に円錐を形成させることができる“共通の基底部"を用

78 いて円錐を形成させるのがよい.これは，f!l錐を形成させる粉

79 体層を保持するための外縁部を用いることによって可能となる.

80 1. 5. 推奨される測定手11頂

81 粉体層を保持するための保持縁を持つ，固定された円板上に

82 安息角を形成させる.円板は振動しないようにする.対称性の

83 ある円錐を注意深く形成させるために，円錐の高さに応じて漏

84 斗の高さを変えるのが良い.この場合，漏斗が動くので，振動

85 しないように注意する.円錐の先端部に落下する粉体の衝撃を

86 最小限にするために，漏斗脚部下端の高さは土佐積体の頂点から

87 約2~4cmの位置に保つ.対称性のある円錐を首尾よく又は再

88 現性よく形成させることができない場合には，本法は適切では

89 ない.円錐の高さを測定することによって，次式から安息角

90 αを求める.

91 tan臼=高さ/(0.5X円板の直径)

92 2. 圧縮度及びHausnerJt ì~IJ定法

93 最近，圧縮度(Compr・essibi1ityIndex)とこれに密接に関係す

94 るHausner比の測定法が，粉体の流動特性を予測するための
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2 粉体の流動性

95 街便で，迅速かっ一般的な方法となってきている.粉体のかさ 138 なことは，自由流動性のある試料であっても脈動型の流動パタ

96 密度，粒子径や粒子形状，表面積，含水率，付者性のすべてが. 139 ーンが観察されるので，流出を連続的にモニターすることが有

97 測定した圧縮度に影響するので，圧縮度はこれらの粉体物性の 140 用であるというこどである.また，容器が空になる際も流出速

98 総合的な尺度とされてきた.圧縮度及びHausner比は，粉体 141 度の変化が見られる.これまでにオリフイス径，粒子径及び粒

99 のかさ体積とタップ後のかさ体積を側定するこどによって求め 142 子密度に対する流出速度に関係するいくつかの実験式が提案さ

100 られる 143 れているが，オリアイスからの流出速度の測定は，自由流動性

101 2.1. 基本的測定法 144 のある粉体に関してのみ有用である.

102 圧縮度とHausner比の測定法にはいくつかの方法があるが. 145 オリフイスからの流出速度は，一般には多種類の容器(内筒

103 基本的な手11慎は，粉体の(1)疎充てん時のかさ体積%及び(2)こ 146 状容器，ファネル，ホッパー)のいずれにおいても，これらか

104 れ以上のかさ体積変化が生じなくなるまで試料をタップした後 147 ら流出する試料の単{立時間当たりの質量として測定される.流

105 の最終かさ体積 vrを測定することである.圧縮度(%)と 148 出速度の測定は間欠的又は連続的に行うことができる.

106 Hausner比は，次式によって求められる 149 3. 1. 基本的測定法

107 圧縮度=(防-Vd/Vox 100 

108 Hausnel'比=防/Vr

109 圧縮度(%)とHausnel'比は，疎充てん時のかさ密度(ρblllk)と

150 オリフィスからの流出速度を測定する際に最も共通する問題

151 点は，三つの重要な実験的変数に基づいて次のように分類でき

152 る.

153 (1) 粉体を入れた容器の種類 一般的な容器は円筒状容器，

110 タップ密度(Pt叩 p"uの測定値を用いて，次式により求めること 154 ファネル又はホッパーで、ある.

111 もできる.

112 圧縮度=(ρtappeu一ρbulρ/ρtappedX100 

155 (2) 用いたオリフィスの大きさと形状 オリフィス径とその

156 形状は，粉体の流出速度を測定する際の重要な因子である.

157 (3) 流出速度の測定法 流出速度は，ある種の記録装置が付
113 Hausnel'比zρt!lJlPcd/ρlmlk

158 属した電子天秤を用いて連続的に測定することができる.また，

114 これらの変法として，タップ中に生じるかさ体積変化に代わ 159 流出速度は，不連続な試料についても個別的に測定することが

115 って，圧密率が測定されることもある.圧縮度(%)とHausner 160 できる(例えば. 100gの粉体がオリフィスを通過するのに要す

116 比を用いて，表2に示された流動性の尺度が一般的に認められ 161 る0.1秒単位までの時間，又は10秒間にオリフィスを通過する

117 ている 162 O.lg単位までの粉体の質量).

表2 流動性の尺度。

圧縮度(%)1流動性の程度IH加 sn町比

嘉10 極めて良好 11.00~1.11 

11~15 良好 1 1.12~ 1.18 

16~20 やや良好 1 1.19~ 1. 25 

21~25 普通 1 1.26~ 1.34 

26~31 やや不良 1 1.35~ 1. 45 

32~37 不良 1 1.46~ 1.59 

>38 極めて不良 1> 1.60 

163 3.2. 基本的測定j去の変法

164 質量基準又はかさ体積基準のいずれの流出速度も測定するこ

165 とができる.質量基準速度の方が測定しやすいが，高密度の試

166 料では大きな測定値が得られる.錠剤機の臼中への粉体の充て

167 んはかさ体積基準であるので，この場合にはかさ体積基準の流

168 出速度を誤lJ定することが望ましい.容器から粉体が流出しやす

169 くするためにパイブレーターを取り付けるこどもあるが，これ

170 は結果の解析を複雑にする.ロータリ一式錠剤機の運転条件を

171 より精密に再現するための振動式オリブイス装置が提案されて
118 2.2. 測定に関して留意すべき点

119 圧縮度とHausnel'比は個々の粉体に固有な特性値ではない.
172 いる.粉体が流出する最小オリアイス径も確認することができ

120 すなわち，これらは用いた測定法に依存する. (1)疎充てん時
173 る.

174 3.3. オリフィスからの流出速度に関する流動性の一般的尺度
121 のかさ体積Vo.(2)最終かさ体積院. (3)疎充てん時のかさ密度

122 ρbulk，及び(4)タップ密度 ρtappedの測定に影響する，次のよう

123 ないくつかの重要な点が指摘されている.

124 (i) 用いたメスシリンダーの直径

125 (誼) タップ密度を得るための粉体のタップ回数

126 (温)試験に用いた粉体の質量

127 (iv) タップ中のメスシリンダー内における粉体試料の回転

128 2.3. 推奨される測定手11頃

175 流出速度は用いた測定法に極めて大きく依存するので，一般

176 的な尺度はない.また文献の結果を比較することも罰難である.

177 3.4 測定に関して留意すべき点

178 オリアイスからの流出速度は，個々の粉体に固有な物性伎で

179 はない.これは用いた方法に極めて大きく依存する.これらの

180 方法に影響する，次のようないくつかの重姿な点が指摘されて

181 いる.

129 
182 (i) オリフイス径と形状

100gの試料を用いて250mLのメスシリンダーによって行う.
183 (並) 容器の材質(金属，ガラス，プラスチック)

130 これより少量であってもよいが，用いた試料量及びメスシリン

131 ダーの容積を結果と共に記載しておく. 3囲の測定値の平均を

132 用いることが望ましい.

133 3. オリフィスからの流出速度測定法

134 粉体の流出速度は多くの民子に依存するが，そのうちのいく

135 っかは粒子白体の特性に関係しており，また他のいくつかは概

136 定法に関係する.オリアイスからの粉体の流出速度は，粉体の

184 (iii) 容器内での粉体層の直径と高さ

185 3.5. 推奨される測定手順

186 オリアイスからの流出速度測定は，ある程度の流動性を持つ

187 粉体のみに用いることができる.したがって，付着性粉体には

188 用いることができない.粉体層の高さがオリフィス径より十分

189 に大きければ，流出速度は実質的には粉体層の高さには関係し

190 
137 流動性のより有効な尺度であるとされてきた.ここで特に重要

ない.円筒状容器は流出にほとんど影響しないので，容器とし

191 てこれを用いる.この形状では容器の壁画に沿った粉体ではな
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3 粉体の流動性

192 く，粉体層内での粉体の運動による流速を測定していることに 245 4.2. 推奨される事項

193 なる.粉体層の高さが円鱗状容器の直径の2倍未満の場合には， 246 多穏類のせん断セル装置や試験法からは豊富なデータが得ら

194 粉体の流出速度はしばしば増加する.オリアイスの形状は円形 247 れ，粉体の流動伎を評価するのに極めて効果的に利用すること

195 とし，円筒状容器は防振状態とする.円筒状容器の寸法に関す 248 ができる.これらはホッパーや貯槽用容器のような装置を設計

196 る一般的な指標は次のとおりである 249 する際にも有用である.本法では利用できる装置や実験操作は

197 (i) オリフイス径>粒子径の6倍 250 多種多様であるので，特に標準的な方法はない.せん断セル法

198 (証) 円筒状容器の直径>オリフィス径の2倍 251 を用いた流動性の評価の結果には，用いた装置と方法をすべて

199 容器としてホッパーを用いるのは適切であり，製造に際して 252 記載しておく.

200 の流出をよく表している.また，ファネル，特に軸管を持つも

201 のについては，流出速度は車血管と粉体際の摩擦と同様に，紬管 253 文献

202 の直径e:長さによって決まるので，これを用いるのは得策では 254 1) Carr， R.L.: Evaluating flow properties of solids. Chell1. 

203 ない.円錐の先端を切断したものも良いが，流出は粉体ー壁面 255 Eng. 1965; 72 : 163.168. 

204 問の摩擦係数に影響されるので，適切な材質を選択することが

205 重要である.

206 円鰐状容器内のオリフィスについては，粉体層内での流動パ

207 ターンをより確実にするために，口径を変えられるような機能

208 を持つ平面状の底板を用いる.流出速度は間欠的又は連続的に

209 測定できる.電子天秤を用いた連続測定は，瞬間的な流出速度

210 の変動右とより効果的に検出することができる.

211 4. せん断セル法

212 より基本的な原理に基づいた粉体の流動性研究やホッパーの

213 設計を進めようとする努力の中で，粉体の流動性をより完全か

214 つ正確に定義した評価ができる，種々の粉体せん断試験器や方

215 法が開発されている.せん断セル法は医薬品粉体の研究におい

216 て広範囲に用いられている.本法によれば，せん断応力一せん

217 断ひずみの関係を表す破壊包絡線，内部摩擦角，非限界降伏カ，

218 引っ張り強度，フロー・ファクターや，その他の流動性指数の

219 ような種々の2次的パラメーターを含b広範囲なパラメーター

220 が得られる.また，本法では実験上のパラメーターをより豆確

221 に制御することができるので，流動特性は圧密荷重，時間，そ

222 の他の環境条件の関数として測定することもできる.これらの

223 方法は，限界応力状態にあるホッパーや貯槽用容器のパラメー

224 ターを摂IJ定するのにうまく利用されている.

225 4. 1. 基本的測定法

226 せん断セノレの第一のタイプは，せん断セルリングの下部の酒

227 定部分と上部の可動部分との聞でせん断固を形成怠せ，水平方

228 向に引っ張り破断する河鋳型せん断セルである.この方法では，

229 所定の手順に従ってせん断セル内の粉体層を圧密した後，上部

230 リングを移動させることによって粉体層をせん断するのに要す

231 る力を測定する.一方，第二のタイプである環状型せん断セル

232 は試料量が少なくて済むなど，円筒型せん断セルを上回るいく

233 っかの利点、がある.しかし，設計上， リングの内壁面近くにあ

234 る試料の方がそれより内側の部分にある試料より多くせん断さ

235 れるので，粉体層が均一にせん断されないという欠点がある.

236 第三のタイプのせん断セル(平板型)は，下部の固定した粗な面

237 と上部の粗な可動固との間で薄いサンドイツチ状の粉体層を形

238 成している.

239 いずれのせん断セル法も利点と欠点を持っているが，詳細に

240 ついては本項では触れない.粉体の流動性を評価する他の方法

241 については，文献中で多くの変法が述べられている.一般にせ

242 ん断セノレ法の大きな利点は，実験的により制御しやすいことで

243 ある.しかし，本法は一般に測定に際して長時間を要し，また

244 多量の試料と熟練が必要である.
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1 レ}ザ}回折法による粒子径測定法

1 レーザー回折法による粒子径測定法

2 測定j去は，三薬局方での訴事日合意に基づき規定した;~II定法である.

3 粒子径分布測定に用いられるレーザー屈折法は，粒子が単色

51 装置は，レーザー光源，光東処理用レンズ，試料測定部(又

52 はセノレ)，フーリエレンズ及び散乱光ノ号ターン測定用の複数の

53 素子を持つ検出器から成る.散乱光データを体積基準分布とこ

54 れに関係するデータ解析及び記録用に変換するためのデータ処

55 理機能も必要である.

4 光の光東にi獲された際に生じる回折パターンの解析に基づいて 56 粒子は二つの位置でレーザービーム中へ置くことができる.

5 いる.歴史的には，初期のレーザ一回折装置は小角散乱のみを 57 通常，粒子は集光レンズの前，かっ有効距離内にある平行ビ-

6 用いていた. しかし，本法はその後，より広い角度範囲にわた 58 ム中に置かれる.いわゆる逆変換フーリエ光学系の場合には，

7 るレーザー光散乱やフラウンホープア近似及び異常国折のほか 59 粒子は集光レンズ後方の集光ビーム中に置かれる.通常の装置

8 ミ一理論の適用をも含んでいるものにまでに拡大されてきた 60 における利点は，試料の合浬的な光路長がレンズの有効距離内

9 本法は単一粒子による散乱と一次粒子のクラスター，すなわ 61 で得られることである.逆変換フーリエ裂の装遣では光路長は

10 ち，アグ‘ロメレイト(融解又は固結した粒子)又はアグリゲイト

11(付着性粒子の塊)による散乱を区別することはできない.ほと

12 んどの粒子状試料はアグPロメレイト又はアグリゲイトを含んで、

13 おり，また，測定者は一般に一次粒子の粒子径分布に関心があ

14 るので，クラスターは，通例，測定前に一次粒子に分散される.

15 非球形粒子については，本法が光学モデルにおいて球形粒子

16 であることを仮定しているので，球相当粒子径分布が得られる.

17 その結果，得られた粒子径分布は，ほかの物理的原理(例えば，

18 沈降，ふるい分け)に基づく方法によって得られた分布とは異

19 なることがある.

20 本参考情報は，角度に依存した光散乱パターンの解析による

21 穏々の分散系(例えば，粉体，スプレー，エアゾール，サスペ

22 ンション，エマルション及び液中における気泡)の粒子径分布

23 測定法について記載するものであり，特定の製品の粒子径を測

24 定するための特定の要件を取り扱うもので、はない.

25 1. 原環

26 試料を適切な液体又は気体中に適正な濃度で分散させ，単色

27 光(通例，レーザー光)ビームを横切るように通過させる.粒子

28 によって種々の角度に散乱された光は，複数の素子を持つ検出

29 器で測定される.散乱パターンは数値化され，次の解析のため

30 に記録される.これらの数値はその後，適切な光学モデ、ルど数

31 学的手法を用いて，離散的な粒子径IR分ごとの体積分E与を得る

32 ために変換され，t本積基準の粒子径分布が得られる.

33 2. 装置

34 装置は電気的ノイズ，機械的振動，温度の変動や湿度又は直

35 接光によって影響を受けない環境に設置される.レーザー回折

36 装霞の構成の一例を図1に示すが，他の構成の装置を用いるこ

37 ともできる.

38 

39 吸光度(オプスキュレーション)検出官官

40 2 散乱光

41 3 直射光

42 4 フーリエレンズ

43 5 レンズ4で集められない散乱光

44 6粒子集団

45 7 レーザー光源

46 8 ピーム調整部

47 9 レンズ4の有効距離

48 10 複数の素子を持つ検出器

49 11 レンズ4の焦点距隊

50 殴1 レーザー回析装置の構成例

62 ごく短いが，広角度で散乱光を測定できるので，サブミクロン

63 領域の粒子が存在する場合には有用である.

64 入射光と分散された粒子群は相互に影響して，種々の角度で

65 異なる光強度を持つ散乱ノfターンが生じる.直射光と散乱光か

66 ら成る全角度の光強度分布は， 1枚レンズ又は複数のレンズに

67 よって複数の素子を持つ検出器の上に集光される.これらのレ

68 ンズにより，光束中にある粒子の位置に依存しない散乱パタ-

69 ンが生じる.したがって，連続的な角度の光強度分布は，一連

70 の検出器素子上で離散的な空間強度分布に変換される.

71 測定された粒子群についての散乱パターンは，ランダムな祁

72 対的位箇にある個々の単一散乱粒子から得られた散乱ノ屯ターン

73 の総和に等しいと仮定する.ここで，ごく限られた角度範囲の

74 散乱光のみが，レンズ，すなわち検出器によって集光されるこ

75 とに注意しておかねばならない.

76 3. 測定法の予備的検討

77 レーザー回折による粒子径の測定では，用いる装置及び試料

78 が試験条件(例えば，分散媒，試料分散体の調製法)の変動を制

79 限できるように注意深く管理されていれば，サブミクロン領域

80 においても再現性のあるデータを得ることができる.

81 レーザー回折法による粒子径測定は，これまでおおむね

82 0.1)lm~3mmの範聞にある粒子に限られてきた.レンズや装

83 置設計における最近の進歩によって，最新の装置ではこの範囲

84 外にまで、測定対象が広がってきている.その用途に応じて，適

85 切なバリデーションデータの裏付けがあれば，本法を適用する

86 ことができる.

87 3. 1. サンプリング

88 サンプリング法は，試料在代表するような部分を粒子径測定

89 に必要な容量，採取するために適切な方法でなければならない.

90 回転式縮分法や円錐四分法のような試料分割法を用いてもよい.

91 3.2 分散法の評価

92 粒子径範囲と粒子形状を評価するために，測定対象となる試

93 料につき，あらかじめ肉眼又は顕微鏡を用いて検査しておく.

94 分散法は測定目的に合わせなければならない.すなわち， I"l的

95 によっては，クラスターをできるだけ一次粒子に分散させる方

96 がより好ましい場合もあれば，逆にクラスターをできるだけそ

97 のままの状態に保持しておくことが望ましい場合もある.この

98 意味において，対象粒子は一次粒子又はクラスターのいずれか

99 である.

100 測定法の確立にあたっては，粒子が粉砕されていないか，逆

101 にいえば，粒子又はクラスターの分散が十分であるか宏チェッ

102 クしておくことが緩めて重要である.これは，通例，分散エネ

103 ルギーを変化させて，粒子径分布の変化をモニターすることに

104 よって行うことができる.試料が十分に分散されていて，粒子

9 0024 



2 レーザー回折法による粒子径測定法

105 が壊れにくいか又は溶解しないときには，測定された粒子径分 159 いて混合しながら，試料に液体を注加することによって調製す

106 布の有意な変化は認められない.更に，晶析，粉砕の試料を調 160 る.貯蔵分散液の調製にあたっては，それから代表試料が確実

107 製する工程が変更された場合，本法の適用性については，例え 161 に小分けできるように，また，大粒子の沈降が起こらないよう

108 ば，顕微鏡によって比較することにより，検証しておかねばな 162 に注意しなければならない.したがって，試料のペーストを調

109 らない 163 製するか，又は撹持下で均一な懸濁状態を保持しながら，速や

110 スプレー，エアゾールや液体中の気泡については，サンプリ 164 かにサンプリングを行う.

111 ングや希釈を行うと一般に粒子径分布が変化するので，これら 165 3.4. 気体中での分散の最適化

112 の濃度が適正であれば，直接に測定すべきである 166 スプレーや乾燥粉体分散系では，油，水及び粒子状物質を含

113 エマルション，ペースト，粉体など，他の分散系の場合，代 167 まない圧縮気体を用いる.圧縮気体中からこれらの異物を除去

114 表試料は適切な液体に分散することで得られる.クラスターを 168 するために，フィルター{寸きの乾燥機を用いることができる.

115 崩して分散を安定化するために，分散剤Oill1潤剤，安定斉IJ)や機 169 排出空気が測定を妨害しないよう，吸引部は測定場所から離し

116 械的なカ(撹枠，超音波処理)がよく用いられる.これらの液体 170 ておかねばならない.

117 分散系については，光学的測定セル，通例，撹枠器と超音波発 171 3目 5. 濃度範閣の決定

118 生器が付属した分散槽，ポンプ及び配管から構成される循環系 172 検出器でのシグ、ナル/ノイズ比が許容値以上となるために，

119 が最もよく用いられる.ごく少量の試料しか用いることができ 173 分散体中の粒子濃度は最低水準以上でなければならない.同様

120 ない場合や特殊な分散液を用いる場合には，非循環性の撹枠セ 174 に，多重散乱を避けるために，濃度は最高水準以下でなければ

121 ルが有用である 175 ならない.濃度範囲は，レーザー光のビーム偏，測定領域の光

122 機械的なカにより粒子を分散させる適切な乾式の粉体用分散 176 路長，粒子の光学的性質及び検出器素子の感度によって影響を

123 機を用いれば，乾燥粉体をエアゾールに変えることもできる 177 受ける.

124 一般に，分散機は，圧縮気体のエネルギー又は真空との圧力差 178 上記の因子を考慮して，いかなる試料についても，適切な濃

125 により粒子をヱアゾールに分散させる.分散機中，エアゾール 179 度範囲を決定するためには，いくつかの異なった紋子濃度でiJltl

126 は測定領域を通過して，通例，粒子を捕集する真空ユニットの 180 定を行わねばならない[注:装置が異なると，粒子濃度は，通

127 入口へ輸送される.しかし，自由流動性がある粗大粒子又は頼 181 例，異なるスケール及ひ令名称で表される(例えば，吸光度

128 粒については，重力効果により，粒子の適度な分散を確保する 182 (obscuration)， 光 学 濃 度 ， 全 質 量 に 比 例 的な数値

129 ことができる 183 (proportional numb巴rof total mass)]. 

130 試料の最大粒子径が装置の測定範囲を超える場合には，大き 184 3.6. 測定時間の決定

131 すぎる粒子はふるい分けによって除去できるが，この場合，除 185 測定時間，検出器の読取り時間及び頻度は，必要とされるiJlI]

132 去した粒子の質量と百分率を記録しておく.しかし，あらかじ 186 定精度に従って実験的に決定される.一般には， 1回の測定時

133 めふるい分けした後では， 551]に証明することができなければ 187 間内に，短い時間間縞で多数回の検出器のスキャン又はスィー

134 その試料はもはや代表的ではないということに注意しておかね 188 プが行われる.

135 ばならない 189 3.7. 適正な光学モデルの選択

136 3.3. 液体中での分散の最適化 190 時にはほかの近似理論が散乱マトリックスの計算に適用され

137 粉体を分散するために用いる液体，界面活性剤及び分散剤は 191 ることもあるが，ほとんどの装置ではフラウンホープア又はミ

138 以下の条件を満たしていなければならない 192 ーの理論を用いている.理論モデルの選択は，測定用途や試料

139 (i) レーザー光の波長において透明であり，基本的に気泡や 193 に隠する種々の仮定(粒子径，吸光度，屈折率，表磁極さ，結

140 粒子を含まないこと 194 品の配向性，混合物か否かなど)に依存する.屈折率の値(使用

141 (並) 試料粒子とは異なる屈折率を有すること 195 した波長に関する実数部と虚数部)が正確に判明していない場

142 (温) 試料粒子に対して非溶媒であること
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3 レーザ一回折法による粒子径測定法

213 異性，直線性，範四，真度，精度及び頑健性を評価することに 267 角範闘が決まる.大多数の装置では散乱しない中心部のレーザ

214 より検証される. レーザー回析による粒子筏解析においては 268 ービーム強度も測定している.空試験日寺の強度に対する分散試

215 試料中へ混入した異物を識別することはできないし，顕微鏡法 269 料の強度比は散乱光の割合，すなわち，粒子濃度を示す.

216 による補完的な裏付けがなければ，分散粒子とそれらのアグロ 270 4.3. 散乱パターンの粒子径分布への変換

217 メレイトを識別することもできないので，分析法バリデーショ 271 この逆演算のステップは，ある粒子径分布に関する散乱パタ

218 ンにおいて定義されるような意味での特異性は適用できない 272 ーンの計算の逆である.ほとんどのアルゴリズムは球形粒子に

219 (濃度と反応強度の照の線形関係又は内挿のための数学的モデ 273 よる散乱について数学的解析を行っているので，粒子を球形と

220 ルを探ることは，粒子径解析には適用できない.線形性を評価 274 仮定することは，特に重要である.更に，測定されたデータは，

221 するよりも，測定結果が有意に変化しない濃度範囲を定義する 275 常にいくらかのランダム誤差と系統誤差を含んでおり，これら

222 ことの方が，この方法ではむしろ必要である.)その範密を超え 276 が粒子径分布の信頼性を低下させることがある.このため，市

223 る濃度では多重散乱による誤差を生じるのに対して，その範囲 277 販装置において利用できるいくつかの数学的手法が開発されて

224 を下回る濃度では低いシグナル/ノイズ比による誤差を生じる. 278 いる.これらの手法は，散乱パターンの測定値と計算{直の聞の

225 この範屈は，ほとんどの場合，装置のハードウエアに依存する. 279 加重偏差(例えば，最小ニ乗法)，いくつかの制約条件(例えば，

226 測定の精度は，繰返し淑IJ定によって評価されるのに対して，真 280 粒子量は負とならないこと)，粒子径分布曲線の平滑化のいず

227 度は，装置の適切な適合性評価や顕微鏡法との比較によって確 281 れか又はすべてを含んでいる.

228 認すべきである 282 用いたアルゴ、リズムは装置の銘柄や機種ごとに特有のもので

229 要求される併行精度は，測定R的に依存するのに対して，本 283 ある.装置問でアルゴリズムが異なると，計算された粒子径分

230 法で実際に達成できる併行精度は，主として試料特性(粉砕の 284 布に差異を生じることがある.

231 有無，硬いか壊れやすいか，粒子径分布幅なのに依存する 285 4.4 繰返し回数

232 試料の調製法が異なった場合の併行精度は，物質によってかな 286 個々の試料調製ごとに必要な繰返し測定回数は，要求される

233 り変化する可能性があるので，ここでは，強制力のある形で限 287 測定精度に依存する.ある物質について，特異的な測定法があ

234 度値を設定することはできない. しかし，分布の中央値(例え 288 る場合，この繰返し回数を定めておくことが推奨される.

235 ば，泊。)について，相対標準偏差RSD(%)壬10%[n=6]のよう 289 5. 結果の記録

236 な，併行精度に関する許容基準を定めるようにするとよい.分 290 粒子径分布のデータは，通伊tl，ふるい下積算分布及び/又は

237 布の両側における値(例えば， ..¥'"10及びX90)は，RSD豆15%[n= 291 体積基準積算密度分布どして記録する.粒子径を表すのに記号

238 6]のように許容基準はより緩和される. 1011m以下の粒子では， 292 Xを汚い，粒子径は体積相当球の直径として定義する. Q3(β 

239 これらの値は2倍とする必要がある.分散媒や分散カの選択と 293 は粒子径xにおけるふるい下体積分率を表す.図示する場合に

240 最適化に際して，頑健性を試験しておくのもよい.分散エネル 294 は， )(を横軸lこ，従属変数であるQ3(必を縦軸にしてプロット

241 ギーの変化は粒子径分布の変化によってモニターしてもよい 295 する.最も一般的な特性値は，粒子径分布曲線から内挿によっ

242 4. iRIJ定 296 て計算される.繁局されているものは，積算ふるい下値で

243 4. 1. 測定前の注意事項 297 10%， 50%， 90%における粒子径(それぞれ， ..¥'"10， X50， XDOと

244 (i) レーザーの直接光及び反射光を絶対に直視しではならな 298 して表示)である • X50はメジアン径として知られている.記号

245 い 299 dも粒子径を表すのに広く用いられているので，Xの代わりにd

246 (誼) 溶媒の引火又は粉慶爆発を防ぐために，すべての装置部 300 を用いてもよい.

247 品は接地しておくこと 301 更に，試料，試料の調製法，分散条件，セルの種類に関する

248 (iii) 装置の設定状況(例えば，暖機運転，所要iJ¥U定範囲とレン 302 十分な情報も得ておかね
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321 に従って用いられねばならない.ミ一理論をデータ解析に用い

322 る場合は，粒子の複素屈折率の実数郊と虚数部が示されていな

323 ければならない.粒子密度がすべての粒子径区分について同一

324 であれば，体積基準粒子径分布は，質量基準粒子径分布と同一

325 の表示となる.

326 標準物質について，少なくとも3囲の繰返し測定から得られ

327 たXoOの平均値をその保証値と比較するとき，保証範囲からの

328 逸脱が3%以下であれば，レーザー回折装置は適切に稼動して

329 いるものとみなす.また， ..¥'"10とX90に関する平均値は，保証範

330 留からの逸脱が5%を超えないものとする.なお， 10)lm以下

331 の粒子については，これらの値はいずれも2倍とする必要があ

332 る.

333 標準物質としては，球形粒子を用いることが望ましいが，非

334 球形粒子を用いてもよい.これらの粒子は，認証値を有するか，

335 又は合意された詳細な操作手順に従ってレーザー回折法から得

336 られた代表値を有することが望ましい.レーザー回折法以外の

337 方法で得られた参照値(粒子径)と比較するとき，かなりのずれ

338 が生じることがある.このずれは，粒子径測定法の測定原理が

339 異なると，同じ非球形粒子であっても球相当径(sphere'

340 equivalent diameters)が異なることに起因する.

341 認証された標準物質を用いることが望ましいが，物理的性質

342 が明確な他の標準物質を用いてもよい.これらは，高品位で-

343 定の組成と粒子径分布を有する物質であり，それらの粒子径分

344 布は経時的な変化がないことが証明されている.測定結果は，

345 標準物質についてあらかじめ測定されたデータと向ーの精度で

346 一致しなければならない.

347 6.2. システムの適合性評価

348 装置の校正に加えて，装置の性能評価を定期的に又はできる

349 だけ頻繁に実施しなければならない.この性能評価は，前項で

350 述べた適切な標準物質を用いて行うことができる.

351 システムの適合性評価は，装置，電子工学系，ソフトウェア

352 及び解析操作が，一体化したシステムを構成していることから，

353 システムとして評価する必要がある.このため，試料の採取，

354 分散，測定部への試料の輸送，測定と逆演算手順を含めて，操

355 作手順の全体が検証されることになる.したがって，全体の操

356 作手順が十分に記述されていることが緩めて重要である.

357 医薬品各条中に別に規定されるもののほか，レーザー回折装

358 置の応答は，標準物質の泊。につき，保証範囲からの逸脱が

359 10%以内であれば，レーザー回折装置は正常に稼動している

360 ものとみなす.また，分布の両側における値(例えば， XlO及ひ苧

361 xoo)についても評価する場合には，これらの値の保証範凶から

362 の逸脱は， 15%を超えてはならない.ただし， 10)lm以下の粒

363 子については，これらの値は， 2倍として考える.

364 注1:装置の校正については r6.1.校正j においてより厳密

365 な条件が定められている.

366 注2:本測定法は18013320'1(1999)及び9276・1(1998)に準拠し

367 たものである.
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1 参考情報

2 アミノ酸分析法

3 本試験j去は，三薬局方での誘和合意に基づき規定した試験j去である.

4 アミノ酸分析法は，たん白質，ペプチド，その他の医薬品の

5 アミノ酸組成やアミノ酸含量を測定する方法をいう.たん白質

6 及びペプチドはアミノ酸残基が共有結合で直鎖状に重合した高

7 分子であり，そのアミノ酸配列はたん白震やペプチドの特性を

8 規定している.たん自質は通常特定のコンブオメーションを持

9 った折りたたみ構造をとる大きな分子と考えられる.一方，ペ

10 プチドは比較的小さな分子であり， 2~3個のアミノ酸で構成

11 されていることもある.アミノ酸分析法は，たん白質やペプチ

12 ドの定量，同定，構造解析に利用でき，ペプチドマップ法にお

13 けるペプチド断片の評価，たん白質やペプチド中の異常アミノ

14 酸の検出などにも利用できる.分析する前にたん白質又はペプ

15 チドを各構成アミノ酸に加水分解する必要があるが，加水分解

16 の後に行うアミノ酸分析操作は他の医薬品中の遊離アミノ酸の

17 分析で行われている方法と同じであり，加水分解試料中のアミ

18 ノ酸は一般に誘導体化して分析する.

19 装置

48 回数は制限すること.

49 良好な分析結果を得るにはよく手入れされた装置が必要で、あ

50 る.分析装置が日常的に使用されている場合には，漏れ，検出

51 器・ランプの安定性，カラムの性能を毎日チェックする.装置

52 のすべてのフィノレター及ひ。その他の点検箇所は規定の保守管理

53 表に従って清掃あるいは交換する.

54 標準物質

問 分析に用いるアミノ酸の標準物質としては市販品が入手可能

56 であり，通常，アミノ酸の混合水溶液となっている.アミノ酸

57 組成を測定する場合，全体の操作が完全であることを示すため

58 に，たん白質又はペプチドの標準品/標準物質を対照として試

59 料と共に分析する.この目的のためのたん白質としては高純度

60 のウシ血清アノレブ、ミンが用いられる.

61 装置の校正

62 アミノ酸分析装置の校正は通常，標準アミノ酸混液を分析し

63 て行い，各アミノ酸の感度係数や測定範囲を調べる.標準アミ

64 ノ酸混液の各アミノ畿濃度は既知であるので，校亙にあたって

65 は，用いる分析方法で直線関係が得られると思われる濃度経函

66 内のいくつかの異なる濃度に標準アミノ酸混液を希釈し，これ

67 らについて試験を繰り返す.1専られた各アミノ般のピ}ク面積

68 を希釈液中の各アミノ酸の既知濃度に対してプロットする.こ

69 の結果から，あるアミノ酸のピーク面積がアミノ酸濃度と直線

70 関係、にある濃度範囲を調べることができる.正確で再現性のあ

71 る結果を得るには，使用する分析方法での分析限界以内(例え

72 ば，直線範囲内)にある濃度の試料を調製することが重婆であ

20 アミノ駿分析に用いる方法論は通常，試料中のアミノ酸のク 73 る.

21 ロマトグラフィーによる分離に基づいている.最近の技法は専

22 らアミノ酸分析用に作られた自動クロマトグラブィー装置を手IJ

23 用している.アミノ酸分析装置は，基本的にはカラム上でアミ

24 ノ酸を分離するための移動相勾配を作成できる低圧又は高圧液

25 体クロマトグラフィー装置である.装置にはプレカラム誘導体

26 化で分析する以タトはポストカラム誘導体化機能を備えていなけ

27 ればならない.検出器は利用する誘導体化の方法によって異な

28 るが，通常紫外可視検出器か蛍光検出器が用いられる.記録計

29 (例えば，インテグレ}ター)は検出器からのシグナルをアナロ

30 グ信号に変換し，定量できるものを用いる.使用する装置はア

31 ミノ酸分析専用のものが望ましい.

32 一般的注意

33 アミノ酸分析中，分析者は目立たないところでの汚染に常に

34 注意を払う必要きがあり，高純度の試薬が必要となる(例えば，

35 低純度の塩酸はグリシンの混入を招くことがある).分析試薬

36 類は高速液体クロマトグラフィー(HPLC)煎溶媒類のみを使用

37 し，数遊間ごとに定期的に交換すべきである.混入の可能性の

38 ある微生物や溶媒中に存在する異物は使用する前にろ過して除

39 き，ふたをした容器に保存し，分析装置は直射日光の当たらな

40 い場所に設置する.

41 実験のやり方がアミノ酸分析の質を左右する.装置は実験室

42 内の人通りの少ない場所に設置し，室内は清潔に保つこと.ピ

43 ペット類は保守手順書に従って清潔にし，調整すること.ピペ

44 ットチップはふたのある箱に保管し，素手でチップをつまんだ

45 りしないこと.実験者はパウダーの付いていないラテックス製

品 の手袋を着用すること.挨がグリシン，セリン及びアラニンの

47 含量を増加させることがあるので，試料パイアノレの凋け閉めの

74 各アミノ酸の感度係数を調べるには， 4~6種の濃度の標準

75 アミノ酸について分析する.感度係数は標準液中に存在するア

76 ミノ酸1nmol当たりの平均ピーク面積又は平均ピーク高さとし

77 て算出する.各アミノ酸の感度係数を校五ファイノレに記録して

78 おき，試料中のアミノ酸の算出に利用する.この計算はアミノ

79 酸のピーク面積をそのアミノ酸の感度係数で除し，そのアミノ

80 酸のnmol数を求める.日常の分析では一点校正で十分である.

81 しかしながら，校正ファイノレは異常のないことを確認するため

82 に対照標準物質の分析によって十分に吟味され頻繁に更新され

83 ている必要がある.

84 再現性

85 一貫した良好な分析結果は試験の再現性に注意を払う実験室

86 から得られるものである.HPLCによるアミノ酸又はその誘導

87 体の分離では，各アミノ酸に対応する多数のピークがクロマト

88 グラム上にみられる.ピークの数が多いため，保持時間でピ-

89 クを同定したり，定量のためにピーク領域在積分したりするこ

90 とのできる分析システムが必要となる.一般的な再現性の評価

91 では，標準アミノ酸溶液を調製し，同一標準液を用いて多数回

92 (例えば， 6回以上)分析を繰り返し，各アミノ酸の保持持跨及

93 びピーク面積の相対標準偏差(RSD)を求める.更に，実験者を

94 変えた数日間にわたる複数回の測定で再現性の評価を行う.こ

95 の場合，試料の取扱いに起因する変動も調べるため，標準液の

96 希釈操作も毎回行う.標準たん白質(例えば，ウシ血清アノレブ

97 ミン)のアミノ酸組成の分析も再現性の評価の一部としてしば

98 しば行われる.変動(すなわち， RSD)を評価することによって，

99 その実験室から得られる分析値が管理されたものであることを

100 確認するための限度値を設定することができる.最良の結果を

101 得るためには，最も低い実際的な変動の限度値を設定すること
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102 が望ましい，アミノ酸分析の変動を小さくするために注意すベ 156 トレオニンは一部破壊され，メチオニンは酸化され，システイ

103 き事柄には，試料の誠製，試薬の品質や実験操作に起因するス 157 ンは一般にシスチンとして回収される(ただし，シスチンの-

104 ペクトル妨害，装置の性能及び保守，データの解析とその解釈， 158 部は破壊されたりシステインに還元されるため，通常その回収

105 実験者の技量や癖などがある.バリデーションは，関連するす 159 率は低い).加水分解容器の内部を適切な真空度(0.0267kPa以

106 べてのパラメータ}について十分に検討する.

107 試料調製

108 アミノ酸分析の正確な結果を得るためには精製されたたん白

109 質又はペプチド試料が必要である.緩衝液組成(例えば，塩類，

110 尿素，界面活性剤)は分析に影響を与えることがあるので，分

111 析の前に試料から取り除く必要があるが，一般にポストカラム

112 誘導体化法はプレカラム誘導体化法ほどにはこれらの物質の影

113 響を受けない.汚染の可能性を減少させ，回収率を高め，労力

114 を減少させるためには，試料の処理操作の回数を少なくするほ

115 うがよい.たん白質試料から緩衝液成分を徐去する一般的な方

116 i去には，1)逆柁HPLC装置に試料を注入し，有機性の揮発性溶

117 媒でたん白質を溶出させ，これを真空遠心分離で乾燥させる;

118 2)揮発性の緩衝液又は水に対して透析する;3)緩衝液を遠心娘

119 外ろ過で揮発性の緩衝液又は水に置き換える;4)有機溶媒(伊1
120 えば，アセトン)でたん白質を沈殿させる;5)ゲ、ルろ過，など

121 がある.

122 内標準物質

123 アミノ酸分析中での物理的及び化学的損失及び変化をチェッ

124 クするために，内標準物質を用いることが推奨される.加水分

125 解の前にたん白質溶液に正確な既知量の内標準物質を添加する

126 と，たん白質溶液からのアミノ酸の一般的な回収率が内標準物

127 質の回収率から得られる. しかし，たん自質中のアミノ酸の遊

128 離又は分解の速度には違いがあるため，遊離アミノ酸の加水分

129 解中の挙動はたん白質に含まれるアミノ酸と向じではない. し

130 たがって，加水分解中に生じる損失を補正するために内標準物

131 質を用いるとき，信頼できる結果が得られないこどがある.結

132 果を解釈するとき，この点在考慮に入れる必要がある.試料の

133 分析ごとの差異及び試液の安定性や流最の変動を補正するため

134 に加水分解後のアミノ酸混液に内標準物質を添加することもで

160 下)にするか不活性ガス(アルゴン)で、置換すると酸化による破壊

161 を抑えることができる.イソロイシンやパリンを含むペプチド

162 結合のうち， Ile-Ile， Val-Val， Ile-Val及びVal-Il巴のア

163 ミド結合は一部しか切断されず，アスパラギンとグルタミンは

164 脱アミド化されてそれぞれアスパラギン酸とグルタミン酸にな

165 る.酸加水分解中にトリプトファン，アスパラギン及びグノレタ

166 ミンは消失するため，定量できるのは17種のアミノ酸に限ら

167 れる.以下に述べる加水分解法のいくつかはこれらの問題に対

168 処するために利用する.また，この加水分解法のいくつか(す

169 なわち，方法4~11)はシステイン，メチオニン，アスパラギ

170 ン，グ企ルタミンを{也のアミノ酸に変換させる方法である. した

171 がって，酸加水分解以外の方法を用いる前に，その方法を用い

172 ることの利点と問題点をよく比較検討しておく.

173 一部が破壊されるアミノ酸やペプチド結合の関裂が遅いアミ

174 ノ酸の濃度を分析するために，時間経過に沿った試験(すなわ

175 ち，酸加水分解時間24，48及び72時間での分析)がしばしば行

176 われる.不安定なアミノ酸(すなわち，セリンとトレオニン)の

177 測定濃度を加水分解時間に対してプロットし，得られた直線を

178 時間ゼロに外挿することによりそれらの濃度を決定することが

179 できる.時間経過に沿った加水分解試験は開裂の遅いアミノ酸

180 (例えば，イソロイシンやパリン)に対しても用いられ，これら

181 のアミノ酸の濃度がプラトーに達した点を調べ，これをこれら

182 のアミノ酸の濃度とする.加水分解時間が長くなりすぎるとこ

183 のアミノ般の濃度は減少し始めるが，これはこの加水分解条件

184 で分解することを示している.

185 時間経過に沿った試験方法に代わる方法として，標準アミノ

186 酸を試料と同一条件で、加水分解する方法がある.加水分解にお

187 いて，遊離アミノ酸はペプチド又はたん白質中の不安定なアミ

188 ノ酸の分解速度を完全には再現できない.このことは特に開裂

135 きる.理想的には，内標準物質は市販品として入手可能で安価 189 の遅いペプチド結合(例えば，Il巴-Val結合)についていえる.

136 な自然界に存在しないαーアミノ酸がよい. しかも，加水分 190 しかし，この方法によって破壊されるアミノ酸の量を測定する

137 解に対して安定でなければならず，シク。ナル強度も濃度と直線 191 ことができる.マイクロ波による畿加水分解が利用されている.

138 関係にあり，他のアミノ酸と重ならない保持時間を持っている 192 この方法は迅速ではあるが，特別な機器と注意が必要である.

139 ことが必要である.一般的に用いられる内標準物質にはノルロ 193 マイクロ波加水分解での至適条件はそれぞれの試料たん白質又

140 イシン，ニトロチロシン又はαーアミノ酪酸がある 194 はペプチドについて調べる必要がある.一般にこの方法での処

141 たん白質の加水分解 195 理時聞はわずか数分間であるが， 1分照の変動でも適切な結果

142 たん白質及びペプチドのアミノ酸分析にはこれら試料の加水 196 をもたらさない(例えば，不安定なアミノ酸の不完全な加水分

143 分解が必要である.加水分解用のガラス器具には誤った結果を 197 解や破壊).数種のプロテアーゼを用いた完全たん白質消化も

144 避けるために極力清浄にしたものを使用する必要がある.加水 198 利用されているが，これは処理が複雑で，厳密な調節が必要で

145 分解管墜函の指紋や手袋のパウダーは汚染の原因となる.ガラ 199 ある.そのため，一般にはたん白質よりもペプチドに適用され

146 ス製加水分解管は， lmollL塩酸中で1時間煮沸するか，硝重宝又 200 る.

147 は塩酸/硝酸混液(1: 1)に浸して洗浄する.洗浄した加水分解 201 注:未知たん白質を初めて分析するときには，異なる加水分解

148 管は高純度の水で洗い，更にHPLC用メタノーノレで、洗う.その 202 時間や温度条件で実験して至適条件を決定する.

149 後，乾燥器で一夜乾燥し，使用するまで覆いをして保存する 203 方法 1

150 ガラス容器を5000Cで4時間乾熱して汚染物を徐去しでもよい. 204 フェノールを含む塩酸を用いた酸加水分解がたん自質又はペ

151 適当な使い捨ての実験用器具を用いることもできる 205 プチドの加水分解に用いられる最も一般的な方法である.フェ

152 酸加水分解は，アミノ酸分析の前にたん白質試料を加水分解 206 ノーノレの添加はチロシンのハロゲン化を防止する.

153 する最も一般的な方法である.この加水分解方法はいくつかの 207 加水分解液 フェノールを0.1~ 1.0%含む6mollL塩酸.

154 アミノ酸を完全に又は部分的に破壊するため，分析結果に変動 208 操作法

155 をもたらすことがある. トリプトファンは被壊され，セリンと 209 夜相加水分解 試料たん白質又はペプチドを加水分解管に入
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210 れ，乾燥する. (注:試料中の水分で加水分解用の塩酸が希釈 264 加水分解液 0.2%のフェノールを含む6molJL塩酸にアジ化

211 されないように，試料を乾燥する.)凍結乾燥たん白質50011g当 265 ナトリウムを最終濃度0.2w/v%になるように加える.フェノー

212 たり加水分解液20011Lを加え， ドライアイスーアセトン浴中で 266 ルはチロシンのハロゲン化を防止する.

213 凍結させた後，減圧下で管を熔封する.酸化を防ぐため，通常 267 液相加水分解 試料たん白質又はペプチドを約110
0
Cで24時

214 1100Cで24時間， il威圧下又は不活性ガス置換下で試料を加水分 268 関加水分解する.この加水分解中に，試料中のシステイン/シ

215 解する.たん白質が完全に加水分解されない懸念がある場合は， 269 スチンは加水分解液に含まれるアジ化ナトリウムによってシス

216 長時間の加水分解(例えば， 48， 72時間)についても調べる 270 テイン酸に変換される.この方法は方法4よりもチロシンの回

217 気相加水分解 この方法は最も一般的な酸加水分解法の一つ 271 収率はよいが，メチオニンは定量的に回収されない.メチオニ

218 であり，試料が少量しか入手できない場合の微量分析に適して 272 ンは一部が酸化されて，メチオニンスルホキシド及びメチオニ

219 いる.塩酸からの試料の汚染も本法を用いることによって最小 273 ンスルホンに変わる.

220 限に抑えられる.乾燥した試料の入ったバイアノレ瓶を適当量の 274 方法6

221 加水分解液を入れた容器の中に置く.このとき，加水分解液が 275 システイン/シスチンの酸化はジメチルスルホキシドで行わ

222 試料の入ったパイアノレ瓶に入らないように注意する.容器の内 276 れる.

223 部を不活性ガスで置換するか減圧(0.0267kPa以下)fこして，約 277 加水分解液 0.1~ 1.0%のフェノーノレを含む6molJL塩酸にジ

224 1100Cで24s寺問加熱する.気体状の酸が乾燥試料を加水分解す 278 メチルスノレホキシド、を最終濃度2vol%になるように加える.

225 る.試料ノtイアル瓶中での酸の凝結は最小限にする.加水分解 279 気相加水分解 試料たん白質又はペプチドを約110"Cで24a寺

226 後，試料をi威圧乾燥して残留する酸を除く 280 間加水分解する.この加水分解中に，試料中のシステイン/シ

227 方法2 281 スチンは加水分解液に含まれるジメチルスルホキシドによって

228 加水分解によるトリプトファンの酸化は，メルカプトエタン 282 システイン般に変換される.ばらつきを少なくし，部分破壊を

229 スルホン般を酸に用いることで減少させることができる 283 補正する方法として， 1~8molのシステインを含む標準たん自

230 加水分解液 2.5mollLメルカプトエタンスノレホン監査溶液 284 質を酸化的加水分解して得られるシステイン酸の回収率を調べ

231 気相加水分解 試料たん白質又はペプチド約1~10011gを加 285 ることが推奨される.たん白質又はペプチドの加水分解物から

232 水分解管に入れ，乾燥する.この加水分解管を加水分解液約 286 の回収率は，加水分解していないシステイン酸標準品からの回

233 20011Lを入れたより大きなガラス管の中に入れ，この管を減圧 287 収率より一般に約30%低い.ヒスチジン，メチオニン，チロ

234 (約0.0067kPa)下で熔封し，加水分解液を気化させる.これを 288 シン及びトリプトファンも修飾されるので，本法では完全なア

235 170~1850Cで約 12.5分間加熱する.加水分解後，加水分解管 289 ミノ酸組成分析は行えない.

236 を減圧下で15分間乾燥し，残留する酸を徐く 290 方法7

237 方法3 291 システイン/シスチンの還元及びアルキノレ化は気相ピリジル

238 加水分解によるトリプトファンの酸化はチオグリコール酸を 292 エチル化反応で行われる.

239 還元剤として用いることによって防げる 293 還元液 ピリジン83.311L，4 ピニルピリジン16.711L， ト

240 加水分解液 10%トリプルオロ酢酸， 20%チオグリコール 294 リブチルホスフイン16.711L及ひ。水83.311Lを適当な容器にとり，

241 酸及び1%フェノールを含む7mo征 J塩酸溶液 295 混和する.

242 気棺加水分解 試料たん白質又はペプチド、約1O~5011g告と試 296 操作法 試料たん白質又はペプチドU~10011g)を加水分解

243 料管中で乾燥する.この試料管を加水分解液約20011Lを入れた 297 管にとり，この管をより大きなガラス管の中に入れる.大きい

244 より大きなガラス管の中に入れ，この管を減圧(約0.0067kPa) 298 ガラス管の中に還元液を入れ，減圧(約0.0067kPa)下で、密封し，

245 下で密封してチオグリコール酸を気化させ， 1660Cで約15~30 299 約1000C
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318 所に室温で2a寺開放置する.次に，この液lこ4 ピニルピリジ

319 ン約211Lを加え，更に2時間室温で暗所に放置してピリジルエ

320 チル化反応を行う.逆相HPLCを用いてたん白質又はペプチド

321 酒分を集め，脱塩する.脱境した試料は酸加水分解する前に，

322 真空遠心分離で乾燥させる.

323 方法9

324 システイン/シスチンの還元及びアルキル化は液相カルボキ

325 シメチル化反応で行われる.

372 量のn-ブ畏チノレ酢酸で3囲抽出した後，凍結乾燥する. このた

373 ん自質試料を前述した方法で酸加水分解する.ジアミノプロピ

374 オン酸及びジアミノ酪酸はアミノ酸分析で用いるイオン交換ク

375 ロマトグラフィーでは通常リシンとは分離しない.したがって，

376 アミノ酸分離モードでイオン交換クロマトグラフィーを行った

377 ときは，アスパラギン及びグルタミンの含有量は非誘導体化酸

378 加水分解とBTI誘導体化酸加水分解で、得られたアスパラギン駿

379 及びグノレタミン酸の量の差として求められる. (波:トレオニ

326 原液 方法8に従って調製する 380 ン，メチオニン，システイン，チロシン及びヒスチジンの測定

327 カルボキシメチル化溶液 エタノール(95)ImL当たりヨード 38111直はBTI誘導体化によって変動することがある.したがって，

328 アセタミド100mgを含む液を調製する 382 これらのアミノ酸の組成を求める場合は， B引を用いない加水

329 緩衝液方法8で調製した還元液を用いる 383 分解法を行う必要がある.) 

330 操作法 試料を緩衝液50pUこ溶かし，原液C約2.511Lを加え 384 アミノ駿分析の方法論とその基本原理

331 る.これを窒素又はアルゴ、ンの存在下で暗所に室温で2a寺開放 385 アミノ酸の分析には多くの方法があり，どの方法を選ぶかは

332 置する.次に，総チオールの理論量の1.5f音量のカルボキシメ 386 測定に要求される感度に依存する.一般に，用いられているほ

333 チル化溶液を加え，婿所に室温で更に30分間放置する. (注 387 ぼ半数の方法はイオン交換クロマトグラフィーで遊離アミノ酸

334 たん白質のチオール含量が不明の場合には，たん白質20nmol 388 を分離した後に誘導体化(例えば，ニンヒドリンやo ブタノレア

335 当たり 100mmoνLヨードアセタミド溶液5pLを加える.)反応 389 ルデヒドによる誘導体化)して検出するポストカラム法である.

336 は過剰の2ーメルカプトエタノールを加えて停止させる.たん 390 この方法は塩類や尿素などの少量の緩衝液成分を含む試料に利

337 白質又はペプチド、の脱筏は逆棺HPLCによる分離で行う.酸加 391 用することができ 1分析当たり通常5~10pgのたん自質試料

338 水分解する前に，集めた試料は真空遠心分離で乾燥させる.生 392 を必要とする.その他の方法は一般に遊離アミノ酸を誘導体化

339 成したSーカルボキシアミドメチルシステインは酸加水分解の 393 (例えば，フェニルイソチオシアネート， 6 アミノキノイルー

340 過程でS…カルボキシメチルシステインに変化する.

341 方法 10 

394 N-ヒドロキシスクシンイミジルカ/レパメイト，0-フタノレア

395 ルデヒド， (ジメチルアミノ)アゾベンゼンスルホニルクロリド，

342 システイン/シスチンはジチオジグリコーノレ酸又はジチオジ 396 9ーフルオレニルメチルクロロギ酸， 7ーフルオロ -4ーニトロ

343 プロピオン酸と反応して混合ジスルフィド宏生成する. (注 397 ベンゾ-2ーオキサー1，3ージアゾールなどによる誘導体化)し

344 ジチオジグリコール酸又はジチオジプロピオン酸のいずれを用 398 た後に逆相HPLCで分離するプレカラム法である.この方法は

345 いるかはアミノ酸分析からどのような結果を望むかによる.) 399 感度が非常に高く，通常1分析当たり 0.5~ 1.0pgのたん白質試

346 還元液 ジチオジグリコール酸(又はジチオジプロピオン酸) 400 料でよいが，試料中の塩類の影響を受けやすい.更に，複数の

347 の0.2mo阻 J水酸化ナトリウム溶液(1→100)を調製する 401 アミノ酸誘導体を生じ，結果の解釈を複雑にする可能性がある.

348 操作法 試料約20pgを加水分解管に入れ，還元液5pLを加 402 操作上の変動に対して，一般にポストカラム法のほうがプレカ

349 える.これに2ープロパノーノレl011Lを加え，真空遠心分離で水 403 ラム法に比べて影響を受けにくい.

350 分を除去した後，方法11こより加水分解する.この方法の手IJ点 404 次に掲げる方法がアミノ酸の定量分析に利用できる.これら

351 は，他のアミノ酸残基が面IJ反応によって誘導体化されず，また 405 の方法に用いる装置及び試薬類は市販されている.これらの方

352 加水分解前の試料の脱塩が不必要な点である 406 法には，試液の調製法，反応の操作法，クロマトグラフィーの

353 方法 11 407 システムなどが異なる多くの変法がある.特定のパラメーター

354 酸加水分解によってアスパラギンとグルタミンはそれぞれア 408 は実際に使用する装置や操作によって変わってくる.多くの実

355 スパラギン酸とグルタミン酸に変換され，アスパラギンとアス 409 験室で、は各方法の持つ利点を利用するために複数の分析方法を

356 パラギン酸を合わせてAs"i'で、表し，グ、ルタミンとグノレタミン酸 410 用いている.これらの各方法では，アナログ信号がデータ取り

357 を合わせてG1¥で表す.たん白質又はペプチドはビス(1，1 ト 411 込み装置によって視覚化され，定量するためにピーク函積が計

358 リフルオロアセトキシ)ヨードベンゼン(BTI)と反応し，加7.k分 412 算される.

359 解によってアスパラギン及びグルタミンはそれぞれジアミノプ 413 方法1 ニンヒドリンによるポストカラム検出法

360 ロピオン酸及びジアミノ酪酸に変化する.この変化によりアス 414 ポストカラムでニンヒドリンにより検出するイオン交換クロ

361 パラギン酸及びグルタミン酸を含むたん白質又はペプチド中の 415 マトグラブイーは定量的アミノ酸分析に利用される最も一般的

362 アスパラギン及びグ、ルタミンの含量を測定することができる 416 な方法の一つである.通例，より複雑な生体試料の分析にはLi

363 還元液 次の3種類の溶液を調製し，ろ過する.溶液A: 417 +を基本とした陽イオン交換系を利用し， Nどを基本とした陽

364 10mmolILトリプルオロ酢酸溶液，溶液B:5mo阻 J塩酸グアニ 418 イオン交換系はたん白質の加水分解で得られる単純なアミノ酸

365 ジン及び10mmollLトリプルオロ砕機を含b水溶液，溶液C:

366 用時調製したビス(1，1ートリプルオロアセトキシ)ヨードベン

367 ゼンのN，Nージメチルホルムアミド溶液(9→250).

368 操作法洗浄した加水分解管に試料約200pgをとり，溶液A

369 又は溶液B2mL及び溶液C2mLを加え，減圧下で、加水分解管

370 を密封する.これを暗所で600C，4時間加熱する.次にこの試

371 料を水に対して透析し，過剰の試薬を除く.透析した試料を同

419 混合物(通常17種のアミノ酸成分を含む)の分析に用いられる.

420 イオン交換カラム上でのアミノ酸の分離はpH及ひeイオン強度

421 の変化を組み合わせて行われる.分離を良くするために温度の

422 勾配変化もしばしば使用される.

423 アミノ酸がニンヒドリンと反応すると，特徴的な紫色又は策

424 色を呈する.イミノ酸以外のアミノ駿は紫色を呈し，波長

425 570nmに吸収の極大を示す.プロリンのようなイミノ般は黄
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426 色を呈し，波長440nmtこ吸収の極大を示す.カラムから溶出 479 方法4 AQCプレカラム誘導体化法

カラムに導入する前にアミノ酸を6ーアミノキノリル N-427 したアミノ酸とニンヒドリンの反応は440nmと570nmの阿波 480 

428 長で記録し，得られたクロマトグラムはアミノ酸組成の決定に 481 ヒドロキシスクシンイミジルカルバメイト(AQC)で誘導体化し，

482 逆栂HPLCで分離した後に蛍光光度計で検出する方法である.429 利用される.

430 検出限界はほとんどのアミノ酸で

431 リンでは約50pmo1である. 20pmo1から500pmo1の範囲で相関

432 係数0.999以上の良好な直線性が得られる.良好な組成値を求

433 めるには，加水分解自主の量として1pg以上のたん白質試料を用

AQCはアミノ酸と反応して安定な蛍光性尿素誘導体(AQC-

484 アミノ般)を生成する. AQCーアミノ酸は逆相HPLCで容易に

485 分析できる.したがって， AQCでアミノ酸を誘導体化し，逆

486 相HPLCで分離することによって，アミノ酸組成を分析するこ

434 いるのがこの分析方法にとって最も遣している 487 とができる.

435 方法2 OPAによるポストカラム蛍光検出法 488 ODSカラムでのAQCーアミノ酸の分離はアセトニトリル濃

436 0ーフタノレアルデヒド、(OpA)はチオール化合物の存在下で 489 度と塩濃度の変化を組み合わせて行う.この誘導体の蛍光は励

437 級アミンと反応し，強い蛍光を持つイソインドール化合物を生 490 起波長250nm，蛍光波長395nmで、選択的に検出で、きるので，

438 成する.この反応は，イオン交換クロマトグラフィーによるア 491 反応液を直接カラムに注入しでも蛍光試薬の主要な廊生成物で

439 ミノ酸分析のポストカラム誘導体化法として利用される.アミ 492 ある6ーアミノキノリンの妨害はほとんど受けない.過剰の試

440 ノ酸の分離は方法1と同じ原理である.この方法を用いたアミ

441 ノ酸分析装置とその試薬は市叛されている.また，この方法に

442 は多くの変法がある.

493 薬は直ちに6ーアミノキノリン，Nーヒドロキシスクシンイミ

494 ド、及び二酸化炭素に加水分解されるので、(t1/2< 15秒)， 1分後

495 にはもはや誘導体化反応は起こらない.

443 OPAI土二級アミン(フ。ロリンなどのイミノ酸)とは反応しない 496 

444 ので， OPAと反応するように二級アミンを次亜塩素酸ナトリ

AQCーアミノ酸のピーク面積は反応液を室温で放置しでも

497 少なくども1退問は変化しない.この誘導体は非常に安定であ

498 るので，自動分析装置で一晩中分析することができる.445 ウムで酸化し，蛍光誘導体を生成させる.強酸性陽イオン交換

446 カラムを用いて遊離アミノ般を分離し，続いて次亜塩素酸ナト 499 検出限界はシステイン以外のアミノ酸で、約40~320釦101であ

447 Yウムで酸化し， OPA及びN-アセチルーLーシステインや2 500 り， システインの検出限界は約800fmo1である. 2.5~ 

448 ーメルカプトエタノールのようなチオール化合物を用いて誘導

449 体化する. 日ーアミノ酸の誘導体化は次亜塩素酸ナトリウム

450 の影響をほとんど受けない.

451 イオン交換カラムでのアミノ酸の分離はpH及びイオン強度

501 200pmo阻，の範囲で相関係数0.999以上の良好な直線性が得ら

502 れる.良好なデータは，試料たん白質又はペプチド、30ngに対

503 応する加水分解物の分析で得られる.

504 方法5 OPAプレカラム誘導体化法

452 の変化を組み合わせて行う.溶出したアミノ酸をOPAで誘導 505 

453 体化した後，反応物を蛍光検出器に通過させる.OPA一誘導 506 

カラムに導入する前にアミノ酸をo フタルアノレデヒド

(OpA)で誘導体化し，逆相HPLCで分離した後に蛍光光度計で

454 体化アミノ酸の蛍光強度は励起波長348nm，蛍光波長450nm 507 検出する方法である.この方法では二級アミンのアミノ酸(伊1

455 で測定する 508 えば，プロリン)は検出しない.

456 検出限界はほとんどのアミノ酸誘導体で数10pmo1のレベル 509 OPAI土チオール試薬の共存下で一級アミンと反応し，強い

457 である.数pmo1から数10nmo1の範闘で直線性が得られる.良 510 蛍光を持つイソインドール化合物を生成する. 2ーメノレカプト

458 好な組成値を求めるには，加水分解前の量として500ng以上の 511 エタノールや3ーメルカプトプロヒロオン酸がチオール化合物と

459 試料で分析を始めるのがこの方法にとって最も適している 512 して用いられる.OPAt土それ自体が蛍光を持たないので，妨

460 方法3 PITCプレカラム誘導体化法 513 害ピークは現れない.更に，速やかに反応することに加えて，

461 ブエニルイソチオシアネート(PITC)はアミノ駿と反応して 514 水によく溶け，水溶液での安定性が高いことから，誘導体化と

462 フェニノレチオカルパミル(PTC)誘導体を生成する.この誘導体 515 分析を自動化しやすい.この自動化には試料と試薬を混合する

463 は波長245nmで高感度に検出することができる.そのため 516 ためのオートサンプラーを使用する.しかし，二級アミンと反

464 アミノ酸をPITCで誘導体化し，逆棺HPLCで分離した後に紫 517 応しないことが大きな欠点であり，この方法では二級アミンと

465 外吸光光度計で検出し，アミノ餓組成を分析する 518 して存在するアミノ酸(例えば，プロリン)が検出できない.こ

466 誘導体化されたアミノ酸は，試薬を減反下で除いた後，乾燥 519 の欠点を補うために，方法7又は方法8の分析法を組み合わせ

467 して凍結すれば数週間は安定に保存することができる.装置に

468 注入するために溶解したものは，冷所に保存すれば， 3日聞は

469 クロマトグラフ上での目立った変化は起こらない.

520 て行う.

521 OPAでプレカラム誘導体化したアミノ酸は逆相HPLCで分

522 離する. OPAーアミノ酸誘導体は不安定であるので， HPLC 

470 ODSカラムを用いた逆相HPLCでのPTC-アミノ酸の分離 523 

471 はアセトニトリル濃度と緩衝液のイオン強度の変化を組み合わ 524 

での分離と分析は誘導体化した後直ちに行う.HPLCtこはアミ

ノ酸誘導体を検出するために蛍光検出器を取り付ける.OPA

472 せて行う.カラムから溶出したPTCーアミノ酸は波長254nm 525 ーアミノ酸誘導体の蛍光強度は励起波長348nm，蛍光波長

473 で検出する 526 450nmで測定する.

474 検出限界はほとんどのアミノ酸誘導体で1pmo1である 527 検出限界は50fmo1以下といわれているが，実際の分析にお

475 20pmo1から500pmo1の範囲で相関係数0.999以上の良好な直線 528 ける限界は1pmo1である.

476 性が得られる.良好な組成値を求めるには，加水分解前の量と 529 方法6 DABS-CIプレカラム誘導体化法

477 して500ng以上の試料を用いるのがこの分析方法にとって最も 530 アミノ酸を(ジメチルアミノ)アゾ、ベンゼンスルホニルクロリ

478 適している 531 ド(DABS-Cuで誘導体化し，逆相HPLCで分離して可視光で検

532 出する方法である.
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6 アミノ酸分析法

533 DABS-Clはアミノ酸の標識に用いる発色性試薬である 587 は，アセトニトリルと緩衝液の混液からなるグラジエント溶出

534 DABS-Clで標識したアミノ酸(DABS-アミノ酸)は非常に安定 588 系を用いることによって逆相HPLCのODSカラムで分離され，

535 であり，波長436nmに極大吸収を示す 589 17種のアミノ酸誘導体は35分で分離されるーアミノカプ

536 19穣の天然にあるすべてのアミノ酸のDABS誘導体は，アセ 590 ロン酸はクロマトグラム領域の平坦部に溶出するので，内標準

537 トニトリルと緩衝液からなるグラジエント溶出系を用いた逆相 591 物質として使用できる.カラムから溶出した各誘導体は励起波

538 HPLCのODSカラムで分離することができる.カラムから分 592 長を480nm，蛍光波長を530nmに設定した蛍光光度計で検出

539 離して溶出したDABS-アミノ駿は可視領域の波長436nmで、 593 される.

540 検出する 594 この方法の感度は， OPAと反応しないプロリンを除いて，

541 この方法はプロリンのようなイミノ酸も他のアミノ酸と間程 595 OPAプレカラム誘導体化法(方法5)の感度とほとんど同じであ

542 度の感度で測定できる.またたん白質の加水分解j の壌の 596 り， OPAと比べてNBD-Fのほうが都合がよいかもしれない.

543 方法2に示した加水分解法，すなわちメルカプトエタンスノレホ 597 各アミノ般の検出限界は約10fmolである.最終の標識反応溶

544 ン駿，pートルエンスルホン酸又はメタンスルホン酸のような 598 液中に約L511gのたん白質加水分解物が含まれていれば，分析

545 スルホン酸類でたん白質又はペプチドを加水分解することによ 599 することができる.

546 って， DABS-Cl誘導体化法はトリプトファンも同時に定量で 600 データの計算と解析

547 きる.アスパラギンやグルタミンのような酸に不安定なアミノ 601 たん白質又はペプチドの加水分解物中のアミノ酸含量を視IJ定

548 酸もたん白質の加水分解j の項の方法11に示したたん自 602 するときには，酸加水分解の段階でトリプトファンとシステイ

549 質又はペプチドのBTI処理でそれぞれをジアミノプロピオン酸 603 ンが分解されていることに注意する必要がある.セリンとトレ

550 及びジアミノ酪酸に変換することによって分析することができ 604 オニンは酸加水分解により一部が分解され，イソロイシンとバ

551 る 605 l}ンは一部しか遊離されないことがある.メチオニンは酸加水

552 非たん白質性アミノ酸であるノルロイジンは， αーアミノ 606 分解中に酸化を受け，また，あるアミノ酸(例えば，グリシン

553 酸のピークと重なって溶出するので，本法の内標準物質として 607 やセリン)は外部から混入しやすい.気棺加水分解で反応容器

554 は使用できない.ニトロチロシンはいずれのアミノ酸ピークと 608 中毒ど適切な真空度(0_0267kPa以下)にするか，又は不活性ガス

555 も重ならないので，内標準物質に使用できる 609 (アルゴ、ン)で置換すると酸化による破壊の程度を{尽くすること

556 DABS-アミノ酸の検出限界は約 1pmolである， 2~5pmol 610 ができる.したがって，たん白質又はペプチド、の加水分解物中

557 の各DABS-アミノ酸が信頼性を持って定量的に測定でき， 1 611 のシステイン， トリプトファン， トレオニン，イソロイシン，

558 分析当たり DABS化したたん自質加水分解物1O~30ngが必要 612 パリン，メチオニン，グリシン及びセリンの定量値は変動しゃ

559 である 613 すく，その解析にはより一層の検討と考察が必要である.

560 方法7 FMOC-CIプレカラム誘導体化法 614 計算

561 9ーフルオレニルメチルクロロギ酸(FMOC-CI)によりアミノ 615 アミノ酸のモル% アミノ酸のモノレ%とは，たん自質中の

562 酸を誘導体化し，これを逆相HPLCで分離して蛍光で検出する 616 100アミノ酸残基当たりの特定アミノ酸残基数である.この値

563 方法である 617 は試験するたん白質の分子量が明らかでないときのアミノ酸分

564 FMOC-Clは一級アミンと二級アミンの両方と反応し，強い 618 析データを評価するのに有用である.この情報はたん白質又は

565 蛍光を持つ物質を生成する.アミノ酸とFMOC-Clの反応は水 619 ペプチドの同定やその他の目的に利用できる.それぞれの分析

566 溶液中，緩和な条件下で進行し， 30秒で反応は完了する.こ 620 方法に従って得られたピークを注意深く同定し，面積を測定す

567 の誘導体は安定であるが，ただヒスチジン誘導体だけは分解し 621 る.試料中の各アミノ酸のモノレ%を次式により計算する.

568 ていく， FMOC-Clはそれ自体が蛍光を持っているが，過剰の

569 この試薬と蛍光性国IJ生成物はFMOCーアミノ酸を消失させる

570 ことなく除くことができる.

622 1001・U/1'

623 

571 FMOCーアミノ酸はODSカラムを用いた逆相HPLCで分離 624 

572 される.この分離は，酢酸塩緩衝液/メタノール/アセトニト 625 

573 リル混液(5: 4 : 1)から酢酸塩緩衝液/アセトニトリル混液
626 

574 (1: 1)に直線的に変化させるグラジエント溶出で行われ， 20種
627 

575 のアミノ酸誘導体は20分で分離される.カラムから溶出した
628 

l'u:個々のアミノ般のピーク面積から求めた量(nmoI)

l' :試料中の全アミノ酸のピーク面積から求めた量(nmoI)の

合計

得られた各アミノ酸のモル%を既知たん白質のそれと比較す

ることにより試料たん良質告と同定することができる.

未知たん白震試料 このデータ解析法は，アミノ酸分析デー
576 各誘導体は励起波長を260nm，蛍光波長を313nmlこ設定した

577 蛍光光度計で検出される.

578 検出限界は数fmolである， 0，1 ~5011moJJLの範闘でほとんど

579 のアミノ酸は直線性を示す.

629 タを用いて未知たん白質試料のたん白質濃度を推定するのに利

630 用できる.次式により回収された各アミノ酸の質量(llg)を計算

631 する.

580 方法8 NBD-Fプレカラム誘導体化法 632 mMiv/1000 

581 7 フルオロ -4ーニトロベンゼン-2ーオキサ-1.3ージア
633 

582 ゾーノレ(NBD-F)によりアミノ酸を誘導体化し，これを逆相
634 

583 HPLCで分離して蛍光で検出する方法である.
635 

584 NBD-Fは一級アミンと二級アミンの両方と反応し，強い蛍

585 光合持つ物質を生成する.アミノ酸はNBD-Fと600Cで5分間加 636 

586 熱することによって誘導体化される， NBDーアミノ酸誘導体 637 

m:回収されたアミノ酸の量(nmoI)

lVliv :ペプチド結合で除かれた水分子の質量を補正したアミ

ノ酸の平均分子量

回収されたアミノ酸の質量の総計は，部分的又は完全に破壊

されたアミノ酸を適切に補正した後のたん白質の総質量の推定
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7 アミノ酸分析法

638 値となる.未知たん白質の分子量がSDS-PAGEや質量分析で

639 わかれば，そのアミノ酸組成が予測できる.次式により各アミ

640 ノ酸の残基数を計算する.

641 m/C1000M/ Jl;J..V'l') 

642 m:回収されたアミノ酸の量(nmol)

643 M:たん白質の総質量(llg)

644 ]vfw'l':;未知たん白質の分子量

645 既知たん白質試料 このデータ解析法は，分子量とアミノ酸

646 組成が既知のたん自質試料のアミノ酸組成及びたん自質濃度を

647 アミノ酸分析データを用いて調べるのに利用できる.分析しょ

648 うとするたん白質のアミノ酸組成が明らかなときには，あるア

649 ミノ酸の回収率は良好であるが，他のアミノ酸の回収率が完全

650 又は部分的な破壊(例えば， トリプトファン，システイン， ト

651 レオニン，セリン，メチオニン)やペプチド結合の不完全開裂

652 (すなわち，イソロイシンとパリンの関裂)又は遊離アミノ酸の

653 外部からの混入(すなわち，グリシンやセリンの混入)のために

654 必ずしも十分でない場合にこの解析法を活用することができる.

655 回収率の最も良いアミノ酸はそのたん白質を代表しているの

656 で，そのアミノ酸がたん白質を定量するのに利用される.一般

657 に回収率の良いアミノ駿にはアスパラギン酸/アスパラギン，

658 グルタミン酸/グルタミン，アラニン，ロイシン，フェニルア

659 ラニン，リシン，アルギニンがある.これら回収率の良いアミ

660 ノ般の種類は各自の分析装置での経験によって変わる.回収率

661 の良い各アミノ酸の量(nmol数)をそのアミノ酸の理論量で除し，

662 回収率の良い各アミノ酸に基づいたたん白質量合求め，これら

663 の値を平均する.回収率の良い各アミノ酸によって求めたたん

664 白質量は平均値に対して均等に分布していなければならない.

665 平均値から大きくはずれた値は除外する.通常，平均値からの

666 偏差が5%を超えるものは除外の対象と考えられる.残りの値

667 から平均値を再計算して試料のたん白質量を求める.各アミノ

668 目安の含量を計算で求めた平均たん白質含量で除して試料のアミ

669 ノ酸組成を求める.

670 相対組成誤差(%)を次式により計算する.

671 100m/ms 

672 m:アミノ酸の実測値(アミノ酸残基当たりのnmol)

673 ms:当該アミノ酸の理論量

674 平均相対組成誤差は各アミノ酸の棺対組成誤差の絶対値の平

675 均であり，通常， トリプトファン及びシステインはこの計算か

676 らは除かれる.この平均相対組成誤差はアミノ酸分析の全過程

677 が適切に行われたかどうかについての重要な情報となる.たん

678 白質試料のアミノ酸組成と既知組成どの一致伎は試料中のたん

679 白質の同定と純度の保証に利用できる.
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1 SDSポリアクリルアミドグル電気泳動法

1 SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法

2 本試験j創立，三薬局方での弱和合意に基づき規定した試験;去である

3 SDSポリアクリノレアミド、グル電気泳動法は生物薬品中のた

4 ん白質の特性解析，及び純度試験や定量試験に用いられる.

5 特に生物薬品中のたん自質の同定及び均一性の評価に適した

6 分析法である.また，たん白質のサブユニットの分子量の測定

7 並びに精製たん白質のサブユニット組成の決定に日常的に用い

8 られる.

52 配列に依存しないため， SDS ポリペプチド複合体はゲル中

53 をポリペプチドのサイズに依存した移動度で移動する.

54 生じたSDSーポリペプチド複合体の電気泳動による移動度

55 は，すべての複合体分子について質量に対して同じ関数関係に

56 あるとみなされる. SDS-複合体は低分子量複合体のほうが

57 高分子量のものより速く陽極に向かつて移動すると想定できる.

58 したがって， SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法での相

59 対移動度からたん白質の分子最を測定することができ，またゲ

60 ル中で、単一のバンドになることが高純度の証明となる.

61 しかしながら， N一又はO一糖鎖のようにポリペプチド骨格

9 既成のゲノレ及び試薬類が広く市販されているが，これらの市 62 への修飾が生じるものについては， SDSが糖に対してはポリ

10 販品を用いた場合でも同等の結果が得られ，かっ，後述するパ

11 リデーションを行い，その基準に適合する限り，以下の方法に

12 代わって利用して差し支えない.

13 1. ポリアクリルアミドゲルの特性

14 ポリアクリルアミドゲルの分子ふるい効果は，隣接するポリ

15 アクリノレアミド鎖と交差結合するビスアクリルアミドによって

16 形成される繊維と孔の三次元的網目構造により得られる.この

17 重合反応は過硫酸アンモニウム及びN，N，N'，N' テトラメチ

18 ルエチレンジアミン(TEMED)からなるフリーラジカル生成系

19 により触媒される.

20 ゲ、ルのアクリノレアミド濃度が増加すると有効干し径は減少する.

21 ゲノレの有効干し径は分子ふるい効果によって実験的に求められる.

22 すなわち，巨大分子の移動を妨げる程度によって決められる.

23 利用できるアクリルアミドの濃度には限界がある.高濃度では

24 ゲルが壊れやすく取扱いが難しい.ゲルの孔径が減少するに従

25 い，たん白質のゲル中の移動速度は減少する.アクリルアミド

26 の濃度を調整して孔径を調節することによって，本法の解像度

27 を目的たん白質に対して最適化させることができる.このよう

28 にゲルの物理的な性質はアクリルアミドとビスアクリルアミド

29 の濃度によって定まる.

30 ゲルの組成に加え，たん白質の状態も電気泳動の移動度を決

31 定する重要な要因となる.たん白質の電気泳動による移動度は

32 荷電する基のpKfI直及びたん白質分子のサイズに依存する.ま

33 た移動度は支持材料の性質と問機に，緩衝液の種類，濃度及び

34 pH.又は温度及び電界強度などによっても影響を受ける.

35 2. 変性条件下ポリアクリルアミドゲル電気泳動

36 以下に例示する方法は質量14000~100000ダ、ノレトンの単量

37 体ポリペプチドの分析に適用するものである.いろいろな技術

38 (例えばグラジエントグル，特殊な緩衝液系等)によってこの質

問 最範囲を広げることは可能であるが，ここでは触れない.

40 ド、デ、シル硫酸ナトリウム(SDS)を用いる変性条件下でのポリ

41 アクリルアミドゲル電気泳動法(SDSポリアクリルアミドゲノレ

42 電気泳動法)は，たん白質性生物薬品の品質評価に最も一般的

43 に利用される電気泳動法であり，以下の方法もこれを中心に記

44 述する.一般に，たん白質を霞気泳動により分析する際には，

63 ペプチドと同様には結合しないため，たん白質のみかけの分子

64 量に大きく影響する.そのため霞荷 質量比は一定にならない.

65 このように翻訳後に修飾を受けたたん白質の場合，みかけの分

66 子量はポリペプチドの質量を反映してはいない.

67 2. 1. 還元条件

68 ポリペプチドのサブ、ユニットと三次元構造は多くの場合S-

69 S結合により保持されている.還元条件下でのSDSポリアクリ

70 ルアミドグル電気泳動法の目的は. S-S結合を還元してこの

71 構造を破壊したたん台質を電気泳動することにある. 2ーメル

72 カプトエタノールやジチオスレイトーノレ(DTT)などで処理して

73 たん白質を完全に変性，解離させると，ポリペプチドの骨格が

74 ほどけた状態でSDSとの複合化が起こる.このような条件下

75 では，ポリペプチドのサブ、ユニットの分子量は適当な分子量マ

76 ーカーがあれば直線回婦により求めることができる.

77 2.2. 非還元条件

78 試験目的によっては，たん白質をサブ、ユニットペプチドへ完

79 全に解離させたくない場合がある. 2 メルカプトエタノール

80 やDTTのような還元剤による処理をしなければ. S…S結合は

81 完全に保持されたままとなり，たん白質はオリゴ、マーとして保

82 持される. SDSーたん白質オリゴマー複合体はそれらのSDS

83 ーサプ、ユニットポリペプチド複合体より移動速度は遅い.その

84 上，非還元たん白質はSDS!こよって完全には飽和されないた

85 め. SDSと一定の質量比では結合しない.このため，完全に

86 還元変性させたポリペプチドの分子量の測定に比べて非還元条

87 件でのSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法による分子量

88 の測定はより複雑である.なぜなら，分子量を正確に比較する

89 には標準物質と試料の双方が類似した形状である必要があるか

90 らである.一方，ゲノレ中で単一バンドに染色されることは，高

91 純度であることの証明になる.

92 3. 不連続緩衝j疫系ゲル電気泳動の特徴

93 たん白賓の混合物を分析するための最も一般的な電気泳動法

制 は，二種の異なるゲルを連結する方法，すなわち，分離(下層)

95 ゲノレと濃縮(上層)ゲルからなる不連続な緩衝液系ゲノレを用いる

96 方法である. この二種のゲノレは干し径. pH及ひ'イオン強度にお

97 いて異なっている.更に，ゲル中と電極緩衝液で異なる移動イ

45 たん白質をポリペプチドの各サブユニットに解離させ，また凝 98 オンが用いられる.緩衝液系の不連続性によって，大容量の試

46 集を最少にするような条件にしたポリアクリルアミドゲル中で 99 料溶液でも濃縮ゲノレ中で濃縮され，結来として分離度が高まる.

47 分析を行う.通常はたん白質をグルに添加する前に強陰イオン 100 電圧をかけると試料溶液が存在するところで電圧が低下し，こ

48 界面活性剤であるSDSと熱により解離させる.変性したポリ 101 れによってたん白質が濃縮ゲノレ中に導入される.電極緩衝液か

49 ペプチドはSDSと結合して負に荷電し，たん白質の種類とは 102 らグリシンイオンがたん白質に続いて濃縮ゲル中に入る.移動

50 無関係に一定の電荷一質量比を示す. SDSの結合量はほとん 103 の速い塩素イオンを先端に，これと比して移動が遅いグリシン

51 どの場合ポリペプチドの分子量に比例しており，そのアミノ酸 104 イオンを後端とする移動界域が速やかに形成される.この先端

105 イオンと後端イオンの境界関に高電圧が局所的に生じ. SDS 
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2 SDSポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動法

106 ーたん自質複合体は濃縮層を形成し，塩素イオン層及びグリシ 160 流し去り，更に残る水分をペーパータオルの端などで取り除く.

107 ンイオン層の聞を泳動する.添加した試料溶液の層高に凋係な 161 表2fこ示した量に従って， 目的に応じた濃度のアクリルアミ

108 く，すべてのSDSーたん白質複合体はごく狭い範囲に濃縮さ 162 ドを含む溶液の適当量を三角フラスコ中で調製する.示された

109 れ，極めて限定された高密度たん白質の薄い層として分離ゲル 163 1煩序で組成分を混和する.過硫酸アンモニウム溶液及び

110 中に入る.孔径の大きな濃縮ゲルはほとんどのたん白賓の移動

111 を妨げず，主どして対流防止物質として働いている.分離ゲル

112 の孔径はより小さいので，濃縮ゲルと分離ゲ、ルの境界面でたん

113 白質の移動速度は急激に低下する.分離ゲ、ル中ではゲルのマト

114 リックスによる分子ふるい効果によってたん白質の移動速度は

115 低下し続ける.グリシンイオンはたん白質を追い越し， トリス

116 ヒドロキシメチルアミノメタンとグリシンにより形成された均

117 ーなpH域に移動する.分子ふるい効果により SDSーたん白質

118 複合体はそれぞれの分子量に従って分離される.

119 4. 垂直不連続緩衝液系SDSーポリアクリルアミドゲルの調製

120 4. 1. ゲル形成カセットの組立て

121 ガラス板2枚(サイズ:例えば10cmX8cm)，ポリテトラブル

122 オロエチレン製サンプノレコウム，スペーサー2~回及びシリコー

123 ンゴム管(直径:例えば0.6mmX 35cm)をマイルドな洗剤で洗

164 TEMEDを加える荷台に，混和した液を必要に応じてセルロース

165 アセテート膜(干し径:0.4511m)を用い吸引ろ過する;ろ過中に

166 気泡が生じなくなるまでろ過装置を振りながら減圧する.表2

167 に従って適量の過硫酸アンモニウム溶液及びTEMEDを加え，

168 振り混ぜ，直ちにゲル形成枠の2枚のガラス板の間にある分離

169 ゲ、ルの上に直接注ぐ.直ちに気泡が入らぬよう注意しながら清

170 潔なサンプルコウムを濃縮ゲル液中に差し込む.更に濃縮ゲ、ル

171 夜をサンプルコウムのスペースが完全に満たされるよう加える.

172 これを室温でまを直に放置してゲ、/レそ重合させる.

173 4.3. 電気泳動装置へのゲルの取付け及び泳動分離

174 ゲルの重合が完了した後(約30分)，サンプノレコウムを注意し

175 て取り徐き，直ちに水又はSDSーポリアクリルアミドゲル電

176 気泳動用緩衝液でみぞをゆすぎ，非重合アクリノレアミドを除去

177 する.必要ならば先端を鈍化した皮下注射針で濃縮ゲルのみぞ

124 い，水で十分にゆすぐ.ペーパータオル又はティッシュで水分 178 をまっすぐに直す.片方の短端保11の留め金をはずし，注意して

125 をとる.スペーサー及びシリコーンゴ、ム管に非シリコーン性グ 179 シリコーンゴ、ム管を取り除き，再び留め金を付ける.反対側に

126 リースを塗る.このスベーサーをガラス板の両短端側に端から 180 ついても同様に操作する.ゲル底部からシリコーンゴム管を取

127 2mm離し，更にゲルの底部に相当する長端側の端から2mm離 181 り除く.このゲノレを泳動装置に取り付け，泳動緩衝液を上部及

128 した位置に取り付ける.次に片方のスペーサーに沿ってガラス 182 び下部の緩衝液槽に入れる.ガラス板聞のゲル底部の気泡を取

129 板にシリコーンゴム管を取り付け始める.注意しながらスペー 183 り!徐く.この操作を行うには曲がった注射針をつけた注射筒を

130 サーの下部でシリコーンゴム管を曲げてガラス板の長端側に向 184 用いると良い.緩衝液系の不連続性が壊れるので，試料液など

131 ける.長端側のシリコーンゴム管告と指で押さえながらもう片方 185 を添加する前に予備泳動を行ってはならない.試料などの液を

132 の短端側へ曲げて，取り付ける.2枚目のガラス板をきちんと 186 添加する前にSDSーポリアクリノレアミドゲル電気泳動用緩衝

133 置き，手で押さえる.両短端傾!1を2個ずつの留め金で固定する. 187 液でゲ、ルのみぞを注意してゆすぐ.適切な試料用緩衝液を用い

134 ガラス板の長端側を4個の留め金で倒定してゲル枠の底部を形 188 て試料液及び標準液告と調製し，各条の規定に従って処理する.

135 成させる.シリコーンゴ、ム管がガラス板の端に沿って取り付け 189 各々の液の適量を濃縮ゲルのみぞ、に添加する.各電気泳動装置

136 られ，留め金で濁定したときに押し出されていないことを確認 190 に適した条件を用いて泳動を開始する.各電気泳動装置に応じ

137 する 191 た表面積及び厚さの異なるゲノレを市叛品として入手することも

138 4.2. ゲルの調製 192 できる.最適な分離を得るためには泳動時間及び電流/電圧は

139 不連続緩衝液系SDSーポリアクリルアミドゲルでは，両ゲ 193 泳動装置により変更する必要がある.分離ゲル中へ色素の先端

140 ルのアクリノレアミドーピスアクリルアミドの組成，緩衝液及び 194 が移動していることを確認する.色素がゲルの下部に到達した

141 pHが異なるので，分離ゲ、ル液を注ぎ，ゲ、ルを形成させた後に 195 ら，泳動を停止する.ゲル部を装置からはずし，ガラス板を取

142 濃縮ゲル液を注ぐ 196 り除く.スペーサーを取り除き，濃縮ゲルを除去した後，直ち

143 4.2.1. 分離ゲルの調製 197 に染色操作に入る.

144 表Hこ示した量に従って，目的濃度の分離ゲルを調製するの 198 5. ゲル中のたん白質の検出

145 に必要なアクリルアミドを含む溶液適当量を三角フラスコ中で 199 クーマシ}染色はバンド当たり 1~1011gのたん白質量が検出

146 調製する.表に示したI1慎序で組成分を混和する.過硫酸アンモ 200 できる最も一般的な染色法である.銀染色はゲル中のたん白質

147 ニウム溶液及びTEMEDを加える前に，混和した液を必要に応 201 の染色に最も鋭敏な方法で， 10~100ngを含むバンドの検出が

148 じてセルロースアセテート膜(干し径:0.4511m)を用い吸引ろ過 202 可能である.ゲノレ染色はすべて適切な容器中で、静かに振り混ぜ

149 する;ろ過中に気泡が生じなくなるまでろ過装置在振りながら 203 ながら室温で行う.ゲル染色では指紋も染色されるので手袋を

150 減庄する.表1に従って適量の過硫酸アンモニウム溶液及び 204 しなければならない.

151 TEMEDを加え，振り混ぜ，直ちにゲノレ形成枠の2枚のガラス 205 5. 1. クーマシー染色

152 板の間に注ぐ.濃縮ゲルのための十分なスペース(サンプルコ 206 十分な量のクーマシー染色試液中にゲノレを浸し，少なくとも

207 1時間染色する.染色試液を取り除く.153 ウムの歯の長さプラス1cm)を残しておく.この液の上にピペ

154 ットを用いてイソブタノール飽和水を注意してのせる.これを 208 十分な量の脱色試液で、グノレを脱色する.染色されたたん白質

155 室温で垂直に放置してグルを重合させる.

156 4.2.2. 濃縮ゲルの調製

209 のバンドが透明な背景に明瞭に区別できるようになるまで脱色

210 試液を数回交換する.ゲルの脱色が進めば進むほど，より少な

157 分離ゲルの重合が完了係甘30分)した後，イソブタノール庖を 211 いたん白質量を検出できるようになる. 2~3gの陰イオン交換

158 捨て，ゲル上部を水で数回洗ってイソブタノーノレ及び非重合の 212 樹結若しくは少量のスポンジ片を脱色試液中に入れると脱色を

159 アクリノレアミドを取り除く.ゲノレの上部からできる限り水分を 213 速めることができる.
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214 注:この操作で用いられる酸ーアルコール液はゲル中のたん 268 無効である.その他，試料溶液についてはそれぞ、れの各条中に

215 白質を完全には固定しない. したがってゲルの染色及び脱色の 269 規定される.

216 操作中に分子量の低いたん白質は多少とも失われることがある. 270 9 不純物の定量

217 クーマシー染色試液中に浸す前にゲ、ノレを固定用トリクロロ酢酸 271 各条に不純物の存在許容限度に関する規格!直が規定されてい

218 試液中に1時間放置するこどにより耐久性の固定が得られる 272 る場合，試料溶液を希釈して不純物の限度規格値に相当する標

219 5.2. 銀染色 273 準溶液を調製する.例えば，限度規格!直が5%なら，標準溶液

220 ゲルを十分な量の悶定試液に浸し 1時間放置する.画定試 274 は試料溶液を20倍に希釈したものになる.試料溶液から得た

221 夜を除去し，新しい周定試液を加え，少なくとも1時間又は可 275 不純物のバンド、は標準溶液から得た主バンドより濃くない.

222 能なら一夜放置する.固定試液を捨て，ゲ、ノレを水中で1時間洗 276 パリデートされた条件下では，デンシトメーターを用いて主

223 う.ゲルを1vol%グルタルアルデヒド溶液中に15分間浸し 277 バンドに対して相対的濃度を郷定することにより不純物を定量

224 水で、2田15分間ずつ洗う.次に暗所で新鮮な銀染色用硝酸銀試 278 することができる.この場合，測定値に直線性が得られること

225 夜中に15分間浸した後， 5分間ずつ3回水で、洗う.十分に染色 279 を確認するバリデーションを行う必要がある.

226 されるまでE現像試液中に約1分間ゲノレを浸し，更に停止試液中 280 10. 試薬・試液

227 で15分間放置して現像する.ゲルを水で洗う 281 (i) クーマシー染色試液:クーマシーブリリアントブルーR

228 6 染色したSDSーポリアクリルアミドゲルの乾燥 282 -250 125mgを水/メタノール/酢酸(100)混液(5: 4 : 

229 使用する染色方法に応じて，ゲルの前処理法が異なる.クー 283 1)100mLに溶かし，ろ過する.

230 マシー染色したものでは，脱色後少なくとも2時間濃グリセリ 284 (ii) 現像試液:クエン酸一水和物2gを水に溶かし， 100mLと

231 ン溶液u→10)中にグルを放置する(一夜放置してもよい).銀 285 する.この液2.5mLfこホルムアノレデ、ヒド液0.27mLと水を加え

232 染色の場合には，最後の洗浄の後に濃グリセリン溶液(1→50) 286 て500mLとする.

233 中に5分間浸す 287 (iii) 潤定試液:メタノール250mLIこホルムアルデヒド液

234 次に，多孔性のセルロースフィルム2枚を7.1<に浸し， 5~ 10 288 0.27mL及び水を加えて500mLとする.

235 分開放置する.一方のフィルムを乾燥用枠にのせる.注意して 289 (iv) 硝酸銀試液，銀染色用:水酸化ナトリウム試液40mUこ

236 ゲ‘ルを取り上げ，そのフィルム上に置く.気泡をとり除き，ゲ 290 アンモニア水(28)3mLを加え，更にかき混ぜながら硝酸銀溶液

237 ルの周囲に2~3mLの水を注ぎ\その上にもう 1枚のフィルム 291 U→5)8mLを滴加する.次に水を加えて200mLとする.

238 をのせ，気泡を取り除く.乾燥用枠を組み立て，オーブン中又 292 (v) 脱色試液水/メタノール/酢酸(100)混液(5: 4 : 1). 

239 は室温で乾燥するまで放置する 293 (vi) 停止試液:酢酸UOO)10mUこ水を加えて100mLとする.

240 7. 分子量の測定 294 (吋) トリクロロ酢酸試液，闘定用:トリクロロ酢酸10gを水

241 たん白質の分子量はそれぞれの移動度を分子量既知のいくつ 295 /メタノール混液 (5: 4)に溶かし， 100mLとする.

242 かのマーカーたん白質のそれと比較して算出する.一様に染色

243 するように混手目された分子量既知のマーカーたん白質の混合物

244 がゲルのキャリプレーション用に市販されている.各種の分子

245 量範囲のものが入手できる.分子量既知のマーカーたん白質の

246 濃厚原液を適切な試料緩衝液で希釈し，測定しようとするたん

247 白質試料と同一のゲノレに添加する.

248 泳動の完了後，直ちに泳動イオンの先端を線認、するためマー

249 カ一色素であるブロモフェノールブルーの位置に印を付ける.

250 これにはゲルの端に切れ込みを入れる，若しくは墨汁に浸した

251 針でゲルを刺すという方法がある.染色後，各たん白質のパン

252 ド(マーカーたん白質及び試料)について分離ゲルの上端からの

253 移動距離を測定する.各たん良質の移動距離をマーカ一色素の

254 移動距離で苦手lる.このようにして得られた移動距離はたん白質

255 の(マーカ一色素に対する)相対移動度と呼ばれ， Rrとして表さ

256 れる.マーカーたん白質の相対分子量(Mr)の対数をRrfi直に対し

257 てプロットする.このグラフはわずかにS字状になることに注

258 意すること.未知のたん白質の分子量は直線回帰分析によって，

259 又は未知試料で得られた相対移動度がグラフの直線部分に位置

260 する場合にはあに対するlogMrの曲線に内挿することによって

261 求めることができる.

262 8. 実施した試験の適合性(バリデーション)

263 分子量マーカーの先端がマーカー色素の移動距離の80%部

264 分まで移動し，また必要とされる分離範囲(例えば，目的物質

265 とその二量体又は目的物質とその類縁物質をカバ}する範閤)

266 において，分子量の対数値とあ値をプロットするとき， 7.1こ
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4 SDSポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動法

表1 分離ゲルの調製

溶液の組成
各溶液の容量(mLl/ゲル容量

5mL lOmL 15mL 20mL 

6 
水 2.6 5.3 7.9 10目6

% アクリルアミド溶液叫 1.0 2.0 3.0 4.0 
ア
ク 1.5mollLトリス溶液(pH8.8)叫 1.3 2.5 3.8 5.0 
リ

100g江， SDS時ノレ 0.05 0.1 0.15 0.2 
ア

100g江，APS叫、、、 0.05 0.1 0.15 0.2 
ド

TEMED吋 0.004 0.008 0.012 0.016 

8 
水 2.3 4.6 6.9 9.3 

% アクリルアミド溶液叫 1.3 2.7 4.0 5.3 
ア
ク 1.5mollLトリス溶液(pH8.8)叫 1.3 2.5 3.8 5.0 
リ

100g江， SDS*3ノレ 0.05 0.1 0.15 0.2 
ア

100g江，APS叫、、、 0.05 0.1 0.15 0.2 
ド

TEMED時 0.003 0.006 0.009 0.012 

10 
オく 1.9 4.0 5.9 7.9 

% 
ア

アクリルアミド溶液叫 1.7 3.3 5.0 6.7 

ク 1.5mollLトリス溶液(pH8.8)*2 1.3 2.5 3.8 5.0 
リ

100g江， SDS*3 ノレ 0.05 0.1 0.15 0.2 
ア

100g圧，APS"、、、 0.05 0.1 0.15 0.2 

TEMED吋 0.002 0.004 0.006 0.008 

12 
水 1.6 3.3 4.9 6.6 

% アクリルアミド溶液叫 2.0 4.0 6.0 8.0 
ア
ク 1.5mollLトリス溶液(pH8.8)叫 1.3 2.5 3.8 5.0 
リ

100g江，SDS*3 ノl-- 0.05 0.1 0.15 0.2 
ア

100g江，APSキ4、、、 0.05 0.1 0.15 0.2 
ド

TEMED吋 0.002 0.004 0.006 。目008

14 
水 1.4 2.7 3.9 5.3 

% 
ア

アクリルアミド溶液*1 2.3 4.6 7.0 9.3 

ク 1.5mollLトリス溶液(pH8目8)叫 1.2 2.5 3.6 5.0 
リ

100g江，SDS本3ノレ 0.05 0.1 0.15 0.2 
ア

100g.江，APS叫、、、 0.05 0.1 0.15 0.2 
ド

TEMED時 0.002 0.004 0.006 0.008 

15 
水 1.1 2.3 3.4 4.6 

% アクリルアミド溶液*1 2.5 5.0 7.5 10.0 
ア
ク 1.5moνLトリス溶液(pH8.8)*2 1.3 2.5 3.8 5.0 
リ

100gILSDS時ノレ 0.05 0.1 0.15 0.2 
ア

100gILAPS叫、、、 0.05 0.1 0.15 0.2 
ド

TEMED“ 0.002 0.004 0.006 0.008 

*1 アクリノレアミド溶液:30%アクリノレアミド/ビスアクリノレアミド(29: 1)浴波

*2 1.5molιトリス溶液(pH8.8): 1.5moIJLトリスj亙酸塩緩衝液， pH8.8 
*3 100g，ιSDS: 100g，ιドデシノレ硫酸ナトリウム溶液

25mL 30mL 40mL 50mL 

13.2 15.9 21.2 26.5 

5.0 6.0 8.0 10.0 

6.3 7.5 10.0 12.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.02 0.024 0.032 0.04 

11.5 13.9 18.5 23.2 

6.7 8.0 10.7 13.3 

6.3 7.5 10.0 12.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.015 0.018 0.024 0.03 

9.9 11.9 15.9 19.8 

8.3 10.0 13.3 16.7 

6.3 7.5 10.0 12.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.01 0.012 0.016 0.02 

8.2 9.9 13.2 16.5 

10.0 12.0 16.0 20.0 

6.3 7.5 10.0 12.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.01 0.012 0.016 0.02 

6.6 8.0 10.6 13.8 

11.6 13.9 18.6 23.2 

6.3 7.5 10.0 12.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.01 0.012 0.016 0.02 

5.7 6.9 9.2 11.5 

12.5 15.0 20.0 25.0 

6.3 7.5 10.0 12.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.25 0.3 0.4 0.5 

0.01 0.012 0.016 0.02 

*4 100g，ιAPS: 100g，ι過硫酸アンモニウム溶液.iff!J硫酸アンモニウムはフリーラジカルを生成してアクリルアミドとピスアクリノレアミドの

重合を促す品硫酸アンモニウムは次第に分解するので，溶液l主用時調製すること，

*5 TElIJIED: N，N，N'，N'ーテトヲメチルエチレンジアミン
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表2 濃縮ゲルの調製

溶液の組成
各務i夜の容量(mL)/ゲル容量

lmL 2mL 3mL 4mL 

水 0.68 1.4 2.1 2.7 

アクリルアミド溶液*1 0.17 0.33 0.5 0.67 

1.0moJJLトリス溶液(pH6.8)叫 0.13 0.25 0.38 0.5 

100g.江，SDS時 0.01 0.02 0.03 0.04 

100gILAPS叫 0.01 0.02 0.03 0.04 

TEMED柑 0.001 0.002 0.003 0.004 

*1 アクリノレアミド溶液 30%アクリノレアミド/ピスアクリノレアミド匂9: 1)溶液

* 2 1.0mol1Lトリス溶液(pH6.8): 1mo!ι トリス塩殿塩緩衝液， pH6.8 
*3 100g.ιSDS: 100g.圧，ドデシノレ硫酸ナトリウム溶液

5mL 6mL 8mL 10mL 

3.4 4.1 5.5 6.8 

0.83 1.0 1.3 1.7 

0.63 0.75 1.0 1.25 

0.05 0.06 0.08 。目1

0.05 0.06 0.08 0.1 

0.005 0.006 0.008 0.01 

* 4 100gIL APS : 100gIL過硫酸アンモニウムi在液 過目前後アンモニウムはフリーラジカノレを生成してアクリルアミドとピスアクリノレアミドの

重合を{巴す品硫酸アンモニウムは次第に分解するので，溶液は用ff寺務製すること.

*5 TEMED: N，N，N'，N'ーテトヲメチルエチレンジアミン
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1 キャピラリー電気泳動法

2 本試験j去は，三薬局方での競和合意に基づき規定した試験法である.

3 キャピラリー電気泳動法は，毛細管内の電解質液中に存在す

4 る荷電試料が直流電場の影響下で移動することに基づいた物理

5 的な分析法である.

6 電場Eにおける移動速度は，試料の電気泳動移動度と毛細管

7 内の緩衝液の電気浸透移動度により決まる.電気泳動移動度

8 μ叩は試料の特性(霞荷，分子の大きさと形)と緩衝液の特性(電

9 解液の種類とイオン強度， pH，粘性及び添加剤)に依存する.

10 球形を想定した物質の電気泳動速度、， epは，次式により与えら

11 れる:

12 、 …

13 q:粒子の有効霞荷

14 η:緩衝液の粘度

15 l' :溶質イオンのStokes半径

16 V:霞圧

17 L:毛細管の全長

18 緩衝液で満たされた毛細管に霞圧を印加すると，電気浸透流

19 と呼ばれる溶媒の流れが毛細管内に発生する.電気浸透流の速

20 度は毛細管内壁の電荷密度及び緩衝液の特性に依存する電気浸

21 透移動度μeoにより決まる.電気浸透速度、P四は次式により与

22 えられる:

23 Veo= J1eoE=(子)(~)

24 緩衝液の誘電率

25 1;:毛細管内壁のゼータ電位

26 試料の移動速度(V)は次式により与えられる:

27 V = Ve!，+ Veo 

28 試料の電気泳動移動度と電気浸透移動度は試料の電荷により，

29 同方向又は反対方向に働く.通常のキャピラリー電気泳動法で

30 は陰イオンは電気浸透流と逆方向に泳動され，移動速度は電気

31 浸透流より遅い， I湯イオンは電気浸透流と同方向に泳動され，

32 移動速度は電気浸透流より速い.試料イオンの電気泳動速度と

33 比べて速い電気浸透流が存在する条件下では，陽イオン，陰イ

34 オンの両者を一斉分析することが可能である.

35 毛細管の試料導入末端から検出部までの距離(有効長， 1)を

36 試料が移動するのに要する待問(t)は，次式により与えられ

37 る:

1XL 
38 t=一一一一=一一一一一一一

Vep+ Veo (μ叩 +μeo)V

39 通常，内面未処理の溶融シリカ毛細管は， pH3以上で内墜に

40 存在するシラノール基が解離することにより負電荷を帯びる.

41 したがって，陽極側から陰極側へと向かう電気浸透流が発生す

42 る.試料の移動速度において高い再現役を得るために電気浸透

43 流を一定に保つ必要がある.分析の目的によっては，毛細管の

44 内墜を修飾したり，緩衝液の濃度，組成及びpHを変えること

45 により電気浸透流を抑制することが必要な場合がある.

46 試料導入後，各試料成分イオンは，それぞれのゾーンとして

47 電気泳動移動度に応じて言語草質内を移動する.ゾーンの分散，

48 すなわちそれぞれの試料バンドの広がりはいろいろな現象によ

49 って起こる.理想的な条件では試料ゾーンの広がりに対する唯

50 ーの原因は毛細管に沿った方向への試料成分の分子拡散(剥l方

51 向拡散)である.理想的な場合のゾーンの分離効率は，理論段

52 数(N)として次式により表される:

(μ叩 +μ曲 )XVX1
53 N口

2XDXL 

54 D:緩衝液中での試料の分子拡散

55 実際には，熱放散，毛締管壁への試料吸者，試料ど緩衝液問

56 の伝導率の不均一位，試料プラグ(層)の長さ，検出セルのサイ

57 ズ，泳動液槽の水位差なども，ゾーンの広がりの原因となりう

58 る.

59 二つのバンド問の分離(分離度品として表される)は，試料の

60 電気泳動移動度，キャピラリー内に発生する電気浸透移動度を

61 変更して各試料イオンのゾーンの分離効率を向上することによ

62 り達成される. 

.)N(μ叩 bー μe，
63 9，，;=・-…一

4(すep+μ凹)

64 μepa及び μ~pb :分離した2種類の試料イオンの電気泳動移動

65 度

66 1-了ep 2種類の試料イオンの電気泳動移動度の平均

67 (すeづい山仰))
68 装置

69 キャピラリー電気泳動装置は下記のものから構成される.

70 (1 ) 電圧可変高電圧電源

71 (2) 規定の陽極液及び陰極液を入れ，同じ水位に保持された

72 二つの泳動液槽

73 (3) 泳動i夜槽に浸され，霞源に接続した一対の電極(陰極と

74 陽極)

75 (4) 光学検出用ウインドウを設けた分離用毛細管(通常溶融

76 石英製)，毛細管の両端は泳動液槽中に置かれる.この毛細管

77 は各条で規定する溶液で満たされる.

78 (5) 適切な試料導入システム

79 (6) 所定の時間に毛締管の検出部を通過する目的物質の量を

80 モニターできる検出器.通常，紫外可視吸光度測定法あるいは

81 蛍光光度法によるが，分離罰的によっては電導度測定，電流測

82 定又は質量分析による検出も有用である.紫外吸収又は蛍光性

83 を持たない化合物には間接的な検出法が用いられる.

84 (7) 再現性のよい分離が得られるように毛細管内の温度を-

85 定に保つことのできる温度調節システムが勧められる.

86 (8) レコーダー及び適切なインテグレーター又はコンビュー

87 ター

88 注入操作とその自動化は正確な定量分析のために重要である.

89 注入方法として，落差法，加圧法あるいは吸引法及び電気的な

90 導入法がある.電気的に導入される各試料成分の量は，各々の

91 電気泳動移動度に依存し，この試料導入法の採否を決定する要

92 素となる.
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2 キャピラリー電気泳動法

93 各条に規定された毛締管，泳動液，毛細管の分析前処理法 147 ポリマーで被覆する手法がある.この目的のために，親水性の

94 試料溶液及び分析条件を用いる.分析中に検出を妨害したり，

95 気泡が発生して通電が遮断されることを防ぐため， I永動液はろ

96 過及び脱気を行う.泳動時間について，高い再現性を得るため

97 には，各分析法において厳密な毛細管の洗浄手順を設定してお

98 くべきである.

99 1. キャピラリーゾーン電気泳動法

100 キャピラリーゾーン電気泳動法では，対流を防ぐ支持体を含

148 中性ポリマーや陽イオン性又は陰イオン性ポリマーで修飾され

149 た毛細管を入手することができる.

150 電解質溶液に関するパラメーター

151 (1) 緩衝液の種類と濃度 キャピラリー電気泳動法に適した

152 緩衝液は，使用するpH範閣内で予適当な緩衝能を持ち，また，

153 電流発生を最少に抑えることができる低移動性のものである.

154 可能ならば緩衝液イオンの移動度を溶質の移動度に合わせる

101 まない緩衝液のみを満たした毛細管内で試料を分離する.この 155 ことにより，ピーク形状のゆがみを最少にすることができる.

102 方法では，試料中のそれぞれの成分が，異なる速度で不連続の 156 分離効率を高め検出感度を向上するために，キャピラリー内に

103 バンドとして移動することにより分離が起こる.各ノくンドの移 157 おいて試料ゾーンの収束を図る上で，試料溶媒の種類も重要で

104 動速度は毛細管内での溶質の電気泳動移動度と電気浸透流に依 158 ある.

105 存する(概論参照).シリカ表面に吸着しやすい物質の分離能を 159 一定のpHにおいて緩衝液濃度を高くすると電気浸透流及び

106 高めるために内面修飾された毛細管も使用できる 160 試料の移動速度は減少する.

107 本分離モードを用いて，低分子試料(1YI，.<2000)並びに高分 161 (2) 緩衝液のpH 緩衝液のpHは，試料や添加剤の電荷及び

108 子試料(2000<Mr<100000)を分析できる.キャピラリーゾー 162 電気浸透流に影響するので，試料の分離に影響を及ぼす.たん

109 ン電気泳動法の高い分離効率により，質量電荷比がわずかしか 163 白質及びペプチドの分離において，緩衝液のpH告と試料の等電

110 異ならない分子聞の分離も可能となる.この分離法ではキラル 164 点より高いpHから等電点より低いpHに変えることにより，試

111 セレクター(chiralselectors)を分離用緩衝液に加えることによ 165 料の正味の電荷が負から正に変化することになる.一般に，緩

112 ってキラノレ化合物の分離も可能どなる 166 衝液のpHを高めると電気浸透流は速くなる.

113 分離の最適化 167 (3) 有機溶媒試料又は泳動液添加剤の溶解度を高めたり，

114 複数のパラメーターが分離に関与する場合には，分離条件の 168 試料成分のイオン化度を変えるために水性緩衝液に有機溶媒

115 最適化が複雑になる.この分離法の条件設定では，機器及び電 169 (メタノーノレ，アセトニトリルなど)を添加する場合がある

116 解質溶液が主要なパラメーターである 170 般にこれらの有機溶媒の緩衝液への添加は電気浸透流を低下さ

117 機器に関するパラメータ 171 せる.

118 (1) 霞圧 印加電圧及びカラム温度の決定には，ジューノレ熱 172 (4) キラル分離のための添加物質 光学異性体を分離するた

119 プロットが有用である.分離時間は印加電圧に反比例する.し 173 めには，泳動液にキラルセレクターを添加する.最も一般的に

120 かし，電圧を上げると過剰な熱が発生し，毛細管内部の緩衝液 174 用いられるキラルセレクターはシクロデキストリン類であるが，

121 の温度が上昇し泳動液の粘度にむらが生じる.結果としてバン 175 クラウンエーテル類，多糖類若しくはたん白質が使用される場

122 ドが広がり，分離度を低下させる 176 合もある.光学異性体の認識はキラルセレクターとそれぞれの

123 (2) 極性電綴の極性については通常の電圧印加(試料導入側 177 鏡像異性体との格互作用が異なることによるため，その分離度

124 が陽極，廃液側が陰根)で，電気浸透流は陰極側へ流れる.極 178 は用いるキラルセレクターの種類により著しく異なる.内陸の

125 性を逆にした場合には電気浸透流は廃液ll1!Jから導入銀IJへ向かっ 179 大きさの異なるシクロデキストリン類(α 一 s-，γーシク

126 て発生し，電気浸透流よりも速い電気泳動移動度を持つ試料の 180 ロデキストリン)，中性基(メチル，エチル，ヒドロキシアルキ

127 みが検出部を通過する 181 ルなど)又は極性基(アミノメチル，カルボキシメチル，スルホ

128 (3) 温度 温度の影響は主に，泳動液の粘度と導電率に立すし 182 ブ、チルエーテルなど)を持つシクロデキストリン類を用いるこ

129 て見られ，移動速度に影響を与える.場合によっては毛細管温 183 とができる.修飾シクロデキストリンを使用するとき，製品開

130 度の上昇がたん白質の立体構造を変化させ，それらの移動時間 184 で、修飾率にばらつきがあるため，キラル分離に影響を及ぼすこ

131 や分離効率が変化することもある 185 とがあるので，注意する必要がある.キラル分離で分離度に影

132 (4) 毛細管 毛締管の寸法(長さ及び内径)は分析時間，分離 186 響を与えるそのほかの因子として，キラルセレクターの濃度，

133 効率及び試料容量に影響を与える.全長の増加は電場を減少 187 緩衝液の組成とpH，及び分析温度がある.メタノール又は尿

134 (定霞圧持)させ，有効長及び全長の増加により泳動時聞が長く 188 素のような有機系添加剤の使用も分離度に影響を与える.

135 なる.緩衝液と電場が一定ならば，熱放散効率は毛細管内径に 189 2. キャピラリーゲル電気泳動法

136 より異なる. したがって，それによって起こされる試料バンド 190 キャピラリー

9 0041 



3 キャピラリ}電気泳動法

201 毛細管内でモノマーを重合させて調製する.通常ゲノレは溶融シ 255 

202 リカ内墜と結合しているので，毛細管を破壊しない限り取り去 256 

203 ることはできない.ゲルを還元条件下で、たん白質の分析に使用 257 

204 するときは，泳動液は通常ド、デシノレ硫酸ナトリウム(SDS)を含 258 

205 み，試料を導入する前にSDSと2ーメルカプトエタノーノレ又は 259 

206 ジチオスレイトールの混液と加熱して変性させる.非還元的条 260 

207 f'牛の分析(例えば未変性の抗体)では， 2ーメルカプトエタノ 261

208 ル及びジチオスレイトーノレを使用しない.架橋ゲル中での分離 262 

209 において(r 1.キャピラリーゾーン電気泳動法j で述べたよう

210 fこ)，泳動液の調節やゲ、ノレ調製H寺のアクリルアミドの濃度や架

211 橋剤の比率を変更してゲ、ルのポアサイズを調節することによっ 263 

212 て最適化できる.一般に，ポアサイズが小さい場合は試料の移

(移動させたい方向により選択)に塩類を加えて電圧を印加する

と毛細管中のpHが変化し，成分が移動する.pHが変化するに

つれてたん白質と両性電解質は寝類を加えた液槽の方向へ移動

し，検出器を通過する.

得られる分離はpH勾配(dpH/d_Y>，異なる等電点を持つ両

性電解質の数，分子拡散係数D，電場の強さE及びそのpHに

おける試料の電気泳動移動度の変化(-dμ /dpH)から tJpIに

より表すことができる.

tJDI=31 ~(dp~x) 
y~ ~VE(-d~PH) 

213 動度も小さくなる.ゲルは強障なため試料導入は電気的方法を

214 利用する必要がある.
264 最適化

215 
265 

流動性(非架橋型)ゲ、ルとして，直鎖ポリアクリルアミド，セ
266 

216 ルロース誘導体，デキストランなどの水溶性ポリマーも分子ふ
267 

217 るいの効果を有する.これらの分離媒体は，架橋型ポリマーと
268 

218 比べて調製が容易である.パイアル中で調製し，電気浸透流が
269 

219 発生しないように内壁が修飾された毛細管に圧力によって充て
270 

220 んすることができる.一般に試料を導入する前にゲルを交換す
271 

221 ることにより分離の再現役は高くなる.高分子量のポリマー

分離条件を決定する主要なパラメーターを以下に示す.

(1) 電圧 キャピラリー等電点電気泳動法では集束特に300

~1000V/cmの高電場を利用する.

(2) 毛細管 試料を検出部まで移動させる方法(上記参照)に

よっては電気浸透流を消失若しくは最小限に抑えなければなら

ない.内面修飾された毛細管は電気浸透流を抑えるものが多い.

(3) 溶液類 揚板槽には等霞点が最も酸性の両性電解質の等

電点より低いpHの液を満たし，陰極槽には最も塩基性の両性272 
222 (一定の濃度で)を使うか，ポリマー濃度(一定の分子量で)を低

273 電解質の等電点より高いpHの液を満たす.揚極側にはりン酸

が，陰極1聞lには水酸化ナトリウムがしばしば使用される.
223 くすることで，ゲ、ルのポアサイズを大きくすることができる.

274 
224 ゲルのポアサイズを小さくすると同一緩衝液では試料の移動度

275 
225 は小さくなる.これらのポリマーは緩衝液に溶解しでも粘性は

両性電解質液にメチルセルロースのようなポリマーを添加す

ると，粘性が婚すことによって対流や電気浸透流が抑制される.276 
226 低いので，試料の導入は溶差法及び電気的導入法のいずれでも

277 市販の河性電解質にはいろいろなpH範闘のものがあり，広い

278 pH範囲が必要なときには，混和して使用する.広いpH範囲は

試料の等電点、を推定するために用い，狭い範囲のものは測定精

度を上げるために用いられる.標準たん白質マーカーの等電点

と移動時間の関係、からpHを校正することができる.

227 行える.

228 3 キャピラリー等電点電気泳動法

229 
279 

等電点電気泳動法では，分離緩衝液に溶解した広範屈の等篭
280 

230 点(pI)を持つ両性電解質Lポリアミノカルボン酸)により形成さ
281 

231 れたpH勾配中で，試料分子はそのpI以外のところでは電荷を

232 持つため電場の影響下で移動する.
282 

233 
283 

等議点電気泳動法の三つの基本的なステップは，試料添加

必要ならば，グリセリン，界面活性剤，尿素，両性イオン緩

衝剤などを緩衝液に添加することにより等電点でたん白質が沈

殿することを防ぐことができる.しかし，尿素は濃度によって

285 はたん白質を変性させてしまう.

284 
234 Ooading)，集束(focusing)及び移動(mobilization)である.

235 (1)試料添加二つの方法を利用できる.
286 

236 (i) ワンステップ添加:試料を両性電解質と混和し，加圧又

237 は吸引により毛細管に導入する.
287 

288 
238 (誌) 連続的な添加:!Jーディング‘緩衝液Oeadingbuffer)，両

289 
239 性電解質，両性電解質と混和した試料，両性電解質，最後にタ

290 
240 ーミナノレ緩衝液(terminatingbuffer)のl煩に毛締管に導入する.

4. ミセル動電クロマトグラフィー(MEKC)

ミセル動電クロマトグラフィー仏1EKC)では，続界ミセル濃

度(cmc)以上の濃度で界面活性剤を含む電解質溶液中で分離が

行われる.試料分子は水位緩衝液とミセルからなる疑似固定相

へ，試料の分配係数に基づいて分配される.したがって，この

方法は電気泳動とクロマトグラフィーの両者の特徴を有する.291 
241 試料の容量はpH勾配を乱さないように少量でなければならな

292 MEKCは，キヤピラリー電気泳動の効率，スピード及び装置

293 への適応性を兼ね備え，かっ中性及び荷電した試料の阿者の分

294 離に利用できる電気泳動法である. MEKCで最も広く用いら

295 れる界面活性剤は陰イオン性のSDSであるが，セチノレトリメ

296 チノレアンモニウム境のような陽イオン性界街活性剤も用いられ

297 る.

242 V¥ 

243 (2) 集東 電圧を印加すると，両性電解質はそれぞれの電荷

244 により陰極あるいは陽極へと移動し，陽極(低いpH)から陰極

245 (高いpH)へpH勾院が形成される.同時に分離する成分は，そ

246 れらの等電点(pI)に対応するpHのところに移動し，集束する

247 と電流が著しく低下する.
298 MEKCにおける分離のメカニズムは以下のとおりである.

248 (3) 移動 分離した成分のバンドを検出部まで移動させる.

249 三種の方法在利用できる:
300 

250 (i) 第1の方法では，電気浸透流により集束中に成分移動が

299 中性及びアルカリ性pHにおいては，強い電気浸透流が発生し，

泳動液は陰極方向に移動する. SDSを用いると負電荷を持つ

ミセノレは電気的に逆の陽極方向へ移動する.その結果，泳動液

302 に比べてミセノレの移動速度は遅くなる.中性物質の場合には，

301 
251 達成される.ただし，成分を集束させるために電気浸透流を小

252 さくする必要がある.
303 

253 (昆) 第2の方法では，集束終了後に圧力を用いて移動させる.
304 

254 (温) 第3の方法では，集束終了後に陰極又は陽極側の泳動液

ミセルと水性緩衝液の照で分配が起こり，電気泳動されないた

め，その移動速度はミセルと水位緩衝液聞の分配係数のみに依

9 0042 



4 キャピラリー電気泳動法

305 存する.電気泳動図において，中性物質由来のピークは常に電 351 くなり，移動時聞が長くなるため分離効率が向上する.内径は

306 気浸透流マーカーのピークとミセルのピークの関に存在する 352 (同一泳動液及び同一電場下で)熱放散に関与し，結果として試

307 (これらの二つのピーク隠はsepal'ationwindowと呼ばれる)， 353 料ゾーンの拡散にかかわる.

308 電荷を持つ試料の場合，その移動速度はミセルと水性緩衝液関 354 電解震溶液に関するパラメーター

309 の分配係数とミセルが存在しない場合の電気泳動移動度との岡 355 (1) 界面活性剤の種類と濃度 界面活性剤の種類はクロマト

310 者に依存する 356 グラフィーの画定相と河様に分離の選択性を変えるので分離度

311 中性又は弱くイオンイちした試料のMEKCにおける分離原理 357 に影響を与える.界面活性剤の濃度の増加に伴い，中性化合物

312 は本質的にはクロマトグラフィーであるので，抑!の移動度と 358 のlog摘は直線的に増加する が瓦フ瓦値に近づくと

313 分離は試料の(J!)，すなわちミセル中の溶質のモル数と移動相 359 MEKCにおける分離度は最大に達するので，移動相中の界面

314 中のモル数の比である質量分布比(Dm)で一般化することができ 360 活性剤の濃度が変わると分離度は変化する.

315 る.

町
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317 tR :試料の移動時間

318 

319 

320 

321 

322 

323 

324 

325 

ぬ:保持されない物質の移動時間(ミセルに取り込まれない

電気浸透流マーカー，例えばメタノールの移動待問)

tmc:ミセルの移動時間(ミセ/レに常時取り込まれて， ミセノレ

と共に移動するズダンm(Sudanm)のようなミセルマーカ

ーの移動時間)

Ii:試料の分自己係数

Vs:ミセノレ相の容積

民1:移動相の容積

326 同様に， 2種類の憐接して移動する試料開の分離度(必)は次

327 式で得られる:

28 か立×己×iL×4主L
4 α 品十1 ペ£)kf

329 

330 

331 

N:一方の成分の理論段数

α:選択性

正'.， l!b: i可成分の質量分布比(kb>k，，) 

同様の関係から，電気的に荷電した試料に対するk値及びA

333 値が得られる.

332 

334 最適化

335 MEKCにおける分析条件合決定する際に考えられる主なパ 388 

336 ラメーターとして以下に示すものがある.

361 (2) 緩衝液のpH pHはイオン化していない試料の分配係数

362 を変えないが，コーティングしていない毛細管中の電気浸透流

363 を変化させる， MEKCにおいて， pHが下がると電気浸透流が

364 減少し，そのため分析持聞が長くなり，中性試料の分離度が向

365 上する.

366 (3) 有機溶媒類 疎水性化合物のMEKCにおける分離告と改善

367 するため，電解質溶液にメタノーノレ，プロパノール，アセトニ

368 トリルなどを添加することができる.これらの溶媒の添加によ

369 り一般に移動時間及び分離の選択性が減少する.有機溶媒の添

370 加は臨界ミセル濃度に影響を与える.有機溶媒濃度を高くする

371 e:ミセノレ形成が阻害されるので， MEKCの分配メカニズムが

372 失われるような高濃度では使用できない.高濃度の有機溶媒の

373 存在によるミセノレの消失が必ずしも分離を不可能にするどいう

374 ことではなく，イオン性の界面活性剤モノマーと中性の試料と

375 の疎水性相互作用により電気泳動的に分離可能な親溶媒性の複

376 合体が形成される場合もある.

377 (4) 光学分離用添加物質 MEKCで光学異性体を分離するた

378 めにはキラルセレクターを界面活性剤と共有結合させたり，泳

379 動液に添加するなどしてミセル分離系に加える.光学識別でき

380 る部位を持つミセノレにはNードデカノイル-Lーアミノ酸塩，

381 胆汁酸塩などがある.光学活性体の分離は，光学認識能のない

382 界面活性弗U:a:含む電解質溶液にシクロデキストリン類のような

383 キラノレセレクターを添加することによっても達成される.

384 (5) その他の添加剤 泳動液に化学物質を添加して，選択性

385 を変更させる方法がいくつかある.数種のシクロデキストリン

386 類を添加してミセルと疎水性試料開の相互作用を競合させ，選

387 択性を高めることもできる.

ミセノレに吸着する化合物を加えて試料とミセノレ聞の相互作用

389 を調節し， MEKCにおける分離を改善できる.これらの添加

337 機器に関するパラメータ 390 剤にイオン性あるいは非イオン性の他穣の界面活性剤を添加し

338 (1) 電圧 分析時間は電圧に反比例する.しかし電圧を上げ 391 て混合ミセルを形成したり，ミセルに溶けて試料と錯体形成が

339 ると熱を発生し，毛細管の断固で熱及び粘度の勾配が生じる 392 可能な金属陽イオンを加えることもできる.

340 この効果はミセルを含むような高導電性の泳動液で著しく起こ

341 りやすい.熱放散が不十分な場合にはゾーンの拡散を引き起こ

342 し，分離度が低下する.

343 (2) 温度 毛細管の温度の変動は試料の緩衝液とミセノレへの 396 

344 分配係数，臨界ミセノレ濃度及び泳動液の粘度に影響を及ぼす.

345 これらのパラメーターは試料の移動時間に影響する.適切な冷

346 却システムを用いることで試料の移動時間の再現伎が改善され 399 

347 る.

393 定量分析

394 ピーク面積は，以下の理由から対応するピークの泳動時間で

395 除することにより正しい面積を求める.

( 1 ) 分析ごとの移動時間の変動によるピークレスポンスの補

正

398 (2) 異なる泳動時間で観察される試料成分間のレスポンスの

補亙

397 

400 内標準物質を使用する場合は，定量しようとする物質のピー

348 (3) 毛細管 キャピラリーゾーン電気泳動法におけるように 401 クが内標準物質のピークと重ならないことを確認する.

349 毛細管の寸法(長さ及び内径)が分離時間及び分離効率に影響を 402 計算

350 与える.有効長及び全長を長くすると(定電圧下では)電場が低 403 得られた値から呂的成分の含量告と算出する.処方されている

404 試料の場合は，測定しようとする一成分又は複数成分の含量%
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5 キャピラリ}電気泳動法

405 を，溶媒や添加剤以外の全ピークの補正した総面積に対する宮 449 も有用である.

406 的ピークの面積%として求める.自動積分システム(インテグ 450 シグナルーノイズ比

407 レーター又はデータ読込み処理装置)の使用が推奨される. 451 検出限界値及び定量限界{直はそれぞれSN比3以上及び10以

408 適合性パラメーター 452 上に相当する.SN比は次式を用いて計算する.

409 キヤピラリー電気泳動システムのチェックには適合性パラメ
2H 

410 ーターを使用する.これらのパラメーターは用いるキャピラリ 453 S/N=一一
h 

411 ー電気泳動法の分離モードにより選択する.質量分布比(ι
412 ミセル動電クロマトグラフィーの湯合のみ)，理論段数(N)， 454 H:規定の標準試料溶液で得られた電気泳動図中の目的成分

413 シンメトリー係数(As)及。'分離度(Rs)がある.N及びf込に関す 455 に相当するピークの高さ，ピークトップから半値編の20

414 る理論的説明は上述のとおりであるが，電気泳動図から次式に 456 倍に相当する範囲から推定できるベースラインまでの距離

415 よってこれらのパラメーター在算出することができる. 457 を測定する.

416 理論段数 458 h:ブランクの注入後に得られた電気泳動図で，規定の標準

459 試料溶液から得られた泳動図中のピークの半値幅の20(音

417 昨 5.54(去) 460 に相当する時濁範囲で，かっこのピークが現れる位置の煎

461 後の範囲を観察したときの，バックグラウンドの幅.

418 tn :目的成分のピークの移動時間又は試料導入点から目的成

419 分のピークの頂点から垂直に下ろした点までのベースライ

420 ンに沿った距離

421 Jl'11:ピークの半値幅

422 分離皮

423 ほとんど伺じピーク高さを持つ2種類の成分間の分離度(品)

424 は次の式で表される.

425 ]l，泳'，;=(~1.1団8出2-一ぬ加ω1ρ)
L 附hl+W内h2 ) 

426 tぬR2>trぬ司1

427 tRl， tn2:泳動時間又は試料注入点から隣り合う二つのピ-

428 クのそれそ守れの頂点から垂直に下した各線のベースライン

429 に沿った各点までの距離

430 ffhl， Jl'112:各ピークの半値幅

431 一部分離しているピークの場合は二つのピーク聞の谷の高さ

432 (民)と小さい方のピークの高さ(再)を測定し，その比を計算し

433 て分離度を算出してもよい.

434 p/戸工事
flV 

435 ピークの対称性

436 ピークの対称性を示すシンメトリー係数は次式により計算す

437 ることができる:

叩一

J
u

m
一2A

 

O
D
 

AA 

439 附 05:ピーク高さの1/20におけるピーク幅

440 d:ピーク頂点から垂直に下した点とピーク高さの1/20に

441 おけるピークの立上がり部分との距離

442 面積の再現性(面積又は面積と移動時間の比の標準偏差)及び

443 移動時間の再現性(移動時間の標準偏差)の試験を適合性パラメ

444 ーターに加えるべきである.移動時間の再現性は，毛細管の洗

445 浄操作の適合性の試験になる.移動時滞の再現性が低い場合に

446 は，内標準物質との相対移動時間を用いて再現性を補うことが

447 できる.

448 標準試料に対するSN比を調べる(又は定量限界の測定)試験
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1 たん白質定量法

2 本試験j去は，三薬局方での調和合意!こ基づき続定した試験法である

3 なお，三薬局方で認和されていない部分はけ μ で掴むことによ

4 り示す.

5 以下の方法は薬局方医薬品に含まれるたん白質の定量法の伊1

6 を示したものである.HPLCなど、の他の方法であっても，すベ

7 てのたん白震が回収されることを示すことができれば利用して

8 差し支えない.以下に記載したたん白質定量法の多くは市販の

9 キットを用いて測定することが可能である.

10 注:水を用いる際は精製水を用いること.

11 方法 1(紫外吸収法)

12 溶液中のたん白質は，芳香族アミノ酸，主としてチロシン及

13 びトリプトファンにより 波長280nmの紫外線を吸収する.

14 この性質を利用したのが本法である.波長280nmにおける吸

15 光度を用いたたん自貿定量は主にたん白質のチロシンとトリプ

16 トファン含量に依存する.たん白質の溶解に用いる緩衝液が水

17 よりも高い吸収を示す場合，緩j重ifi夜に妨害物質が存在している

18 ことを示している.この妨害は分光光度計で緩衝液の吸光度を

19 ゼロに調整することにより補正可能である.妨害物質による吸

20 j奴が大きく，分光光度計の感度の限界に近づく場合，正確な結

21 果が得られない可能性がある.更に，低濃度ではたん白質はキ

22 ュベットに吸着し，溶液中のたん白質含量の低下を引き起こす

23 可能性がある.これは高濃度の試料を調製するか，若しくは試

24 料調製に非イオン性界面活性剤を用いることにより防止可能で

25 ある.

26 注:試料溶液，標準溶液，緩衝液は試験中，同じ温度に霞くこ

27 i::. 

28 標準溶液 医薬品各条に規定するもののほか，試料たん白質の

29 標準品又は標準物質を，試料溶液と同じ緩衝液に，試料溶液と

30 同じ濃度で溶かした液を調製する.

31 試料溶液 試料たん白質の適当量を適切な緩衝液に溶かし，

32 1mL当たり 0.2~2mgのたん白質を含む液を調製する.

33 操作法標準溶液及び試料溶液につき，緩衝液を対照とし，紫

34 外干す視吸光度測定法により試験を行い，石英製のセルを用いて，

35 波長280nmにおける吸光度を測定する.豆確な結果を得るに

36 は，試験するたん白質の濃度が直線性の得られる範囲にある必

37 要がある.

38 光散乱 たん白質の紫外吸収測定の精度は試料による光散乱の

39 影響で低下する可能性がある.溶液中のたん白質が測定光の波

40 長(250~300nm)に匹敵するサイズである場合，光散乱により

41 試料の吸光度は明らかな増加を示す.光散乱による波長

42 280nmの吸光度を算出するには，試料溶液につき，波長

43 320nm. 325nm. 330nm. 335nm. 340nm. 345nm及び

44 350nmにおける吸光度を測定し，直線回帰f去を用いて，測定

45 したみかけの吸光度の対数を波長の対数に対してプロットし，

46 各点に最も近似した標準曲線を求め，外掃により波長280nm

47 における光散乱による吸光度を求める.波長280nmにおける

48 総吸光度から光散乱による吸光度を差し引くことにより溶液中

49 のたん自質の吸光度が得られる.特に溶液が明らかに濁ってい

50 る場合は. 0.2)lmのメンプランプイノレターを通すか，若しくは

51 遠心分離することにより，光散乱の影響を減らすことが可能で

52 ある.

53 計算法 次式により試料溶液中のたん白質濃度白を求める.

54 凸叫(ま)

55 Q;:標準溶液のたん白質濃度

56 Au:試料溶液の補正した吸光度

57 As:標準溶液の補IEした吸光度

58 方法2(LowrYl去)

59 本法は一般にローリー(Lowry)法と呼ばれる方法で.Folin-

60 Ciocalt巴uのフェノーノレ試液(フォリン試液)に含まれるリンモ

61 リブデン酸・タングステン酸混合物の発色基がたん白質により

62 還元されて，波長750nmに吸収極大が得られることを利用し

63 た方法である.フォリン試液は主としてたん白質のチロシン残

64 基と反応するため，たん白質の種類が異なると呈色度に差異を

65 生じる場合がある.本法は妨害物質の影響を受けやすいため，

66 試料からたん白質告と沈殿させる操作を入れることもできる.試

67 料中のたん白質から妨害物質を分離する必要がある場合には，

68 試料溶液の調製に先立ち，後述する f妨害物質」の項に示す方

69 法により操作する.妨害物質の影響は，試料たん良質を正確に

70 測定できる濃度範囲内で希釈することにより影響在減らせる可

71 能性がある.公定書※1に収載されているロ-1)一法の変法は以

72 下の方法に代えて用いることができる.

73 標準溶液 医薬品各条に規定するもののほか，試料たん白質の

74 標準品又は標準物質を，試料溶液の調製に用いた緩衝液に溶解

75 する.この液の一部を同じ緩衝液で希釈して. 1mL当たり 5~

76 100)lgのたん自質を含む，標準曲線上等間縞の5種類以上の濃

77 度の標準溶液を調製する.

78 試料溶液試料たん白質の適当量を適切な緩衝液に溶かし，標

79 準溶液の濃度範囲内の液を調製する.適切な緩衝液はpH10~

80 10.5の範囲である.

81 対照液試料溶液及び標準溶液の調製に用いた緩衝液を用いる.

82 試薬・試液

83 硫酸銅試液硫酸銀(II)五水和物100mg及び酒石酸ナトリウ

84 ム二水和物200mgを水に溶かして50mLとし.A液とする.無

85 71<炭酸ナトリウム10gを水に溶かして50mLとし.B液とする.

86 B液をゆっくりとA液に振り混ぜながら加える.この試液は毎

87 日新たに調製する.

88 SDS試液. 5% ドデシル硫酸ナトリウム5gを水に溶かして

89 100mLとする.

90 アルカリ性銅試液 5%SDS試液，硫酸銅試液，水酸化ナト

91 リウム溶液(4→125)の混液(2:1:1)を調製する.室温で2週間

92 保存できる.

93 希フォリン試液 フォリン試液10mUこ水50mLを加える.

94 室温で遮光容器に保存する.

95 操作法 標準溶液，試料溶液及び対照液，各1mUこアルカリ

96 性銅試液1mLを加えて混和し，室温で10分間放置する.各液

97 に希フォリン試液0.5mLを加えて直ちに振り混ぜた後，室温で

98 30分間放置する.標準溶液及び試料溶液から得た液につき，

99 対照液から得た液を対照とし，紫外可視吸光度測定法により試

100 験を行い，波長750nmにおける吸光度:a'iJlIJ定する.

101 計算法 吸光度とたん白質濃度に直線関係が成立する濃度範囲

102 の標準溶液を用いて，直線回帰法により標準溶液の吸光度をた
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103 ん白質濃度に対してフ。ロットし，各点に最も近似した標準曲線 157 少ないが，界面活性剤やアンプォライト類を試料に共存させる

104 を求める.得られた標準曲線と試料溶液の吸光度から，試料溶 158 ことは避けるべきである.塩基性の高い試料は酸性の試液を妨

105 夜中のたん自質の濃度を求める 159 害することがある.

106 妨害物質 以下の操作法では，試験に先立ち，デオキシコール 160 計算法 吸光度とたん白質濃度に直線関係が成立する濃度範囲

107 酸・トリクロロ酢酸を試料に加えてたん白質を沈殿させること 161 の標準溶液を用いて，直線回帰法により標準溶液の吸光度をた

108 により妨害物質を徐去する.この方法はたん自質を希釈溶液か 162 ん白質濃度に対してプロットし，各点に最も近似した標準曲線

109 ら濃縮するためにも利用することができる 163 を求める.得られた標準曲線と試料溶液の吸光度から試料溶液

110 デオキシコール酸ナトリウム試液 デオキシコール酸ナトリ 164 中のたん白質濃度を求める.

111 ウム150mgを水に溶かし， 100mLとする 165 方法4(ビシンコニン酸法)

112 トリクロロ酢酸試液 トリクロロ酢酸72gを水に溶かし 166 本法は一般にビシンコニン酸(BCA)法とよばれる方法で，た

113 100mLとする 167 ん白質が鍋II(Cu2+)イオンを銅 1(Cu +)イオンに還元すること

114 操作法 試料たん白質溶液1mLにデ、オキシコール酸ナトリウ 168 を利用した方法である.BCA試液は銅 1(Cu+)イオンの検出に

115 ム試液O.lmLを加え，援持機を用いて混和する.室混で10分 169 用いられる.本法に対する妨害物質はほとんど存在しない.妨

116 開放置した後， トリクロロ酢酸試液O.lmLを加え，同様に混和 170 書物質が共存するときは，試料たん白質を正確に測定できる濃

117 する.次に3000Xgで30分間遠心分離し，上澄液を捨て，更に 171 度範鹿内で希釈することにより影響を減らせる可能性がある.

118 残った水分をヒ。ペットで取り除く.たん自質の沈殿をアルカリ 172 標準溶液 医薬品各条に規定するもののほか，試料たん白質の

119 性銅試液1mLに溶解し，試料溶液の項に準じて操作する 173 標準品又は標準物質を，試料溶液の調製に用いた緩衝液に溶か

120 [注:呈色は室温で放置する間， 20~30分で最高となり，その 174 す.この液の一部を同じ緩衝液で希釈して， 1mL当たり 10~

121 後徐々に低下する.妨害物質のほとんどは呈色度を低下させる 175 120011gのたん白質を含む，標準曲線上等間隔の5穏類以上の濃

122 が，界面活性剤の中には呈色をわずかに強めるものがある.壕 176 度の襟準溶液を調製する.

123 濃度が高いと沈殿を生じる場合がある.たん自質の種類が異な 177 試料溶液試料たん白質の適当量を適切な緩衝液に溶かし，標

124 ると皇色強度が変わることもあるので，標準たん白質と試料た 178 告溶液の濃度範囲内の液を調製する.

125 ん自質は同じでなければならない.1 179 対照液試料溶液及び標準溶液の調製に用いた緩衝液を用いる.

126 方法3(Bradfordi去 180 試薬・試液

127 本法は一般にブラッド、フォード(Bradford)法とよばれる方法 181 BCA試液 ピ、シンコニン酸10g，炭酸ナトリウムー水和物20g，

128 で，クーマシーブリリアントブルーG-250色素の吸収極大波 182 酒石酸ナトリウム二水平日物1.6g，水酸化ナトリウム4g及び炭

129 長が，たん白質と総合することにより 470nmから595nmlこシ 183 酸水素ナトリウム9.5gを水に溶かし，必要なら水酸化ナトリウ

130 フトすることを利用した方法である.クーマシーブリリアント 184 ム又は炭酸水素ナトリウムを加えてpH11.25に調整した後，水

131 ブル-G-250は主にたん白質のアルギニン残基及びリシン残 185 を加えて1000mLとする.

132 基に結合するため，たん自質の種類が異なると反応性が変わる 186 硫酸銅試液 硫酸鍛(II)五水和物2gを水に溶かし， 50mLと

133 こともある 187 する.

134 標準溶液 医薬品各条に規定するもののほか，試料たん白質の 188 銅・ BCA試液 硫酸銅試液1mLとBCA試液50mLを混和する.

135 標準品又は標準物質を，試料溶液の謝祭に用いた緩衝液に溶解 189 操作法 標準溶液，試料溶液及び対照液，各O.lmLに銅・

136 する.この液の一部を河じ緩衝液で希釈して， 1mL当たり 190 BCA試液2mLを加え，混和する.これらの液を370Cで30分間

137 10011g~ 1mgのたん白質を含む，標準曲線上等間隔の5種類以 191 放置した後，時刻jを記録し，室温になるまで放霞する.標準溶

138 上の濃度の標準溶液を調製する 192 液及び試料溶液から得た液につき，記録した時刻jより 60分以

139 試料溶液試
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211 ん白質換算係数は6.25を用いる)，若しくは試料たん白質の標 265 ルアミノメタンやアミノ酸のような第一級アミンがOPAと反

212 準品又は標準物質を，塩化ナトリウム溶液(9→1000)に溶かす. 266 応するため，使用を避けるか除去する必要がある.高濃度のア

213 この液の一部を塩化ナトリウム溶液(9→1000)で希釈し， 1mL 267 ンモニアもOPAと反応する.アミンがOPAと反応して得られ

214 当たり 0.5~10mgのたん白質を含む，標準曲線上等間痛の3種 268 る蛍光は不安定である.標準的な操作を自動化することにより

215 類以上の濃度の標準溶液を調製する. [注:試料とヒトアノレブ 269 試験の正確さ，精度は改善される.

216 ミンでプロリン含量が大きく異なるとき，反応性が低い場合が 270 標準溶液 医薬品各条に規定するもののほか，試料たん白質の

217 ある.その場合はl:JIJの標準たん白質を用いること.] 271 標準品又は標準物質を，試料溶液の調製に用いた緩衝液に溶か

218 試料溶液 試料たん白質の適当量を塩化ナトリウム溶液(9→ 272 す.この液の一部を向じ緩衝液で希釈して， 1mL当たり 10~

219 1000)に溶かし，標準溶液の濃度範囲内の液を誠製する.

220 対照液塩化ナトリウム溶液(9→1000)を用いる.

273 20011gのたん白質を含U，標準曲線上等間隔の5種類以上の濃

274 度の標準溶液を調製する.

221 ビウレット試液 硫酸銅(II)五水和物3.46gを水10mLに溶かし， 275 試料溶液試料たん白質の適当量を適切な緩衝液に溶かし，標

222 必要ならば加湿して溶かした後，放置冷却する(Ai夜).クエン 276 準溶液の濃度範囲内の液を調製する.

223 酸三ナトリウム二水和物34.6g及び無水炭酸ナトリウム20.0gを

224 水80mLに溶かし，必要ならば加湿して溶かした後，放置冷却

277 対照j夜 試料溶液及び標準溶液の調製に用いた緩衝液を用いる.

278 試薬・試液

ホウ酸緩衝液 ホウ酸61.83gを水に漆かし，水酸化カリウ225 する(B波). A液及びB液を混和し，水を加えて200mLとする. 279 

226 ピウレット試液は室温で6笥月間安定であるが，濁りや沈殿を 280 ムを加えてpH10.4tこ調整した後，水を加えて1000mLとする.

227 生じたものは使照しない.

228 操作法標準溶液及び試料溶液の一定量に等量の水酸化ナトリ

229 ウム溶液(6→10ωを加え，混ぜる.直ちに試料溶液の0.4容量

230 のピウレット試液を加えて振り混ぜた後， 15~250Cで15分間

281 OPA試液原液 o フタルアルデ‘ヒド120mgをメタノーノレ

282 1.5mLtこ溶かし，ホウ酸緩衝液100mLを加えて混和する.こ

283 れにポリオキシエチレン(23)ラウリルエーテノレ0.6mLを加える.

284 室温で3週間安定である.

231 以上放置する.標準溶液及び試料溶液から得た液につき，ピウ 285 OPA試液 OPA試液原液5mLに2ーメノレカプトエタノール15

286 llLを加える.使用する30分以上前に調製しておく.この試液

287 はHlは安定である.

232 レット試液を加えてから90分以内に，対照液を対照、とし，紫

233 外可視吸光度測定法により試験を行い，波長545nmにおける

234 吸光度を測定する. [注:濁りや沈殿を生じた溶液はたん白質

235 濃度の算出に用いてはならない.] 

236 計算法最小二乗直線回帰法を用いて，標準溶液のたん白質濃

237 度と吸光度をプロットし，最も近似する標準曲線を求め，この

238 線の相関係数を計算する. [注:標準品の濃度範囲内ではたん

239 白質濃度と吸光度はほぼ直線関係が成立する.]相関係数が0.99

288 操作法試料溶液及び各標準溶液をpH8.0~10.5に調整する.

289 試料溶液及び各標準溶液1011LをOPA試液10011Lと混和し，室

290 昆で15分開放置した後， 0.5mol/L水酸化ナトリウム試液3mL

291 を加えて混和する.これらの放につき，蛍光光度法により試験

292 を行い，励起波長340nm，蛍光波長440~455nmにおける蛍

293 光強度を総定する. [注:励起のための照射は蛍光強度を低下

240 以上の直線が得られるのが浬想である.標準曲線と試料溶液の 294 

241 吸光度から，必要な補正を行い，試料中のたん白質の濃度を求 295 

させるため，各測定は1回限りとすること.] 

計算法 たん白質濃度ど蛍光強度は直線関係、が成立する.直線

242 める 296 回帰法を用いて，標準溶液の蛍光強度をたん白質濃度に対して

243 妨害物質 妨害物質の影響を最小にするため，次のように試料 297 プロットし，各点に最も近似した襟準曲線を求める.得られた

244 からたん白質を沈殿させることができる.試料の溶液1容量に 298 標準曲線と試料溶液の蛍光強度から，試料中のたん白質濃度を

245 50%トリクロロ酢酸0.1容量を加え，上1青を捨てた後，沈殿物 299 求める.

246 を0.5mol/L水酸化ナトリウム試液少量に溶かし，これを試料 300 方法7(窒素測定法)

247 溶液の調製に用いる 301 本法はたん白質定量の手段として窒素定量を利用した方法で

248 解説 本試験では，等量のIgGとアルブミンでごくわずかな棺 302 ある.試料たん白質に他の窒素含有物質が共存すると本法を妨

249 違が見られる.水置変化ナトリウム溶液とピウレット試液を一緒 303 害することになる.窒素定量を行うと試料は破壊されるが，溶

250 に加えたり，水酸化ナトリウム溶液を加えた後の混和が不十分 304 夜中以外のたん白質にも適用可能である.

251 であったり，水酸化ナトリウム溶液を加えてからピウレット試 305 操作法A 窒素定量法により試験を行い，試料たん白質の窒素

252 夜を加えるまでに時間をあけた場合などでは，アルブミンより 306 含量を測定する.ケルダール法用の市販の装置が利用で、きる.

253 IgGのほうが大きな値が得られる.妨害物質の影響を減らすた 307 操作法B 窒素分析用の市販の装置が利用できる.窒素分析装

254 めにトリクロロ酢酸を用いる方法は，試料中のたん白質の濃度 308 置のほとんどは熱分解(例えば10000C近い温度で酸素中の試料

255 が50011g/mL以下の場合にも利用することができる 309 を燃焼する)を利用し，試料たん自質に含まれる窒素から一般

256 方法6(蛍光法 310 化窒素(NO)及び他の窒素酸化物(No0を産生させる.装置によ

257 本蛍光法は，たん白質の第一級アミン(例えばN末端アミノ 311 つては生じた酸化窒素を窒素ガスに変え，熱伝導度検出器で量

258 畿やリシン残基の E ーアミノ基など)と反応するoーフタノレアノレ 312 を測定するものもある.その他，一酸化窒素(NO)をオゾン

259 デヒド(OpA)によるたん白質の誘導体化を利用した方法である. 313 (03)ど混和して二酸化窒素ラジカル(N02')とし，それが減衰す

260 試験に先立ち，たん白質を加水分解することにより試験感度を 314 るときに発する光をケミルミネッセンス検出器で榔定する装置

261 増加させることができる.加水分解により，たん白質を構成す 315 もある.装置への注入や熱分解条件を最適化し，分析の恒常性

262 るアミノ酸の αーアミノ基がOPA試薬と反応できるようにな 316 を評価するには，比較的純粋で試料たん白質と同一組成のたん

263 る.本法は極微量のたん白質でも測定可能である 317 白質標準品又は標準物質を用いる.

264 トリス緩衝液やアミノ酸緩衝液では， トリスヒドロキシメチ 318 計算法 試料の窒素含量をそのたん白質の既郊の窒素含量で割
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4 たん白質定量法

319 ることにより，たん白質の含量を算出する.たん自質の既知の

320 窒素含量はたん白質の化学組成から求めるか，若しくは適切な

321 標準品又は標準物質の窒素含量と比較することにより求めるこ

322 とができる.

323 ・※1 例:生物学的製剤基準及ひ'薬局方医薬品各条.

324 ※2 試液の調製において色素の純度が重要である.
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1 等電点電気泳動法

1 等電点電気泳動法

2 本試験j去は，三薬局方での競和合意に基づき規定した試験i去である

3 なお，三薬局方で調和されていない部分は r・U で囲むことによ

4 り示す

5 はじめに

6 等霞点電気泳動法は等電点の違いを利用してたん良質を分離

7 できる電気泳動法である.分離は両性電解質(アンプオライト)

8 の混合物な含むポリアクリルアミド又はカンテン平板ゲルを用

9 いて行う.このようなゲノレに電圧をかけることによりアンプオ

10 ライトがゲノレ内を移動し， pH勾配が形成される.ゲルの調製

11 特にゲル自体に弱酸又は弱塩基の解離基を導入した固定化pH

12 勾配を持ったゲノレを用いる場合もある.添加したたん白質がそ

13 の等電点と同じpHのゲノレの位置にまで、泳動されると，たん臼

14 質の相対電荷が中和されて移動が止まる.混合するアンフォラ

15 イトを選択することにより，いろいろな範囲のpH勾配を作る

49 ポリアクリルアミド、平板ゲルで、フォーカシングが完了するの

50 に要する時間は色素たん白質(例えばヘモグロビン)をゲ、ル表面

白 の別々の位置に添加し，電圧をかけることによって確認できる.

52 すなわち，異なる位置に添加した色素たん白質のバンド位置が

53 同一になった時点でフォーカシングが完了したことが確認でき

54 る.プロトコールによってはフォーカシングの完了を泳動開始

55 後の経過時間で定めるこどができる.

56 適切に調製された標準品又は等電点、電気泳動用マーカーたん

57 白質と泳動ノ屯ターンを比較することにより，等電点電気泳動を

58 目的たん白質の確認、試験に用いることができる.また，標準品

59 の泳動バンドとの濃淡を比較することにより，限度試験として

60 等電点電気泳動を用いることもできる.更には，デンシトメ-

61 ターを用いてバンドの濃淡を測定することにより定量法として

62 用いることも可能であり，若しくは同様の操作により目的たん

63 白質のバンドに含まれるたん自質の格対量を総定することも可

64 能である.

65 装置

16 ことが可能である 66 装置の構成は以下のとおりである.

17 理論 67 定電圧定電流定電力電源装置. 2500Vの電圧を供給できるも

18 たん白質は電場がかけられたゲル内の等電点の位置では実効 68 のが汎用されているが，このような電源装置が操作上，最

19 荷電がOとなり移動度がゼロどなるが，拡散作用による移動は 69 適と考えられる.また30W以上の出力を持つ装置が望ま

20 認められる.たん白質は通電により形成されたpH勾配の各々 70 しい.

21 の等電点佼置で移動が停止し，そこに濃縮される.この濃縮効 71 適当な材質でできたゲル支持用冷却板を含むプラスチック製

22 果を“フォーカシング、(focusing)"とよぶ.電圧をかけることに 72 等電点電気泳動装置.

23 より発生する熱を放散させなければならないため，かけられる 73 白金電極が付いたプラスチック製カバー.各電極はそれぞれ

24 電圧には制限があるが，試料量を少なくして高電圧で分析する 74 陽極液及び陰極液で浸された適当な楢，長さ及び厚さの紙

25 ことにより，たん白質の分離度を向上できる.薄いゲルや自動

26 温度調節循環装置を利用した冷却板を用いることによりゲルの

27 発熱を防ぎ，切れのよいフォーカシングが可能となる.分離度

28 Rは燐り合う二つのバンドを分離するのに必要な最小pI差u
29 pI)を測定することで算出される.

D(dpH
Jイ}

30 R: Ll pI=31~ 了X)、
~I-Q μ/ 
~\. IdpH) 

31 式中，Dはたん自質固有の拡散係数，dpH/dxはpH勾配，

32 Eは電界強度(V/cm)，-dtl / dpHはたん白質のpH移動度曲線

路 上におけるpIに等しし、pHでの傾きである.D及び-dμ /dpH

34 はたん白質闘有の値であり変えることはできないが，より狭い

35 pH範沼を用い，電界強度を大きくすることにより分離をよく

36 するこどができる.アンプオライト担体を用いて作製された等

37 電点ゲノレによるたん白質の分離は非常に良好な結果が得られる.

38 ゲ、ノレ自体にアンプオライト担体と同様の解離基を導入した国定

39 化pH勾配を用いることにより分離度を更に向上させることが

40 できる.アンフォライト担体を用いて作製した等電点ゲ/レでは，

41 pH値0.02以上具なる等電点を持ったん白質を分離できるが，

42 闘定化pH勾配を用いたゲ、ノレでは， pHjl直約0.001以上異なる等

43 電点を持ったん白質を分離できる.

44 操作

品 試料の特性並びにその調製には，特に注意を払う必要がある.

46 必要に応じて透析又はゲノレろ過法により，試料を脱イオン水な

47 いしは2%アンプオライトを含む溶液に調製することが最も望

48 ましい.

75 芯でゲルと接続される.

76 ポリアクリルアミドゲル等電点電気泳動法:操作の詳細

77 以下はポリアクリルアミド平板ゲルを用いる等電点電気泳動

78 操作法の詳純であり，医薬品各条に特に規定がない限り本法を

79 用いる.

80 平板ゲルの調製法

81 型枠 型枠(図参照)はガラス板(A)，ゲルの取扱いを容易に

82 するためのポリエステルフィルム(B)，一つ以上のスペーサ-

83 (C)，ガラス板(D)及びこれらを回定するためのクランプからな

84 っている.

85 

86 7.5%ポリアクリルアミドゲル アクリルアミド、29.1g及ひ守

87 N，N'ーメチレンビスアクリルアミド0.9gを水100mLに溶かす.

88 この液2.5容に医薬品各条に規定されたアンプオライト混液を

89 加え，*で10容とする.この液を注意深く混和した後，脱気

90 する.

91 型枠の組立て 一番下のガラス板にポリエステルフィルムを

92 のせ，スベーサーを置き， 2枚目のガラス板をその上に置き，

93 それらをクランプで固定する.上記で用時調製した7.5%ポリ
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2 等電点電気泳動法

94 アクリルアミドゲルをマグネチックスターラーでかき混ぜなが 148 (1) 泳動グル中への尿素の添加(3mol!Lの濃度がたん自質を

95 ら， 10%ベルオキソ二硫酸アンモニウム溶液0.25容及び 149 可溶化しておくのに必要な量としてしばしば用いられるが，

96 N，N，N'，N'ーテトラメチルエチレンジアミン0.25容を加え，こ 150 8mol!Lまで用いることもできる):等電点において沈殿を生じ

97 の液を直ちに型枠のガラス板間の線開に流し込む 151 るたん白質がある場合には，沈殿を起こさせないようにゲルの

98 方法 152 組成に尿素を加える.尿素を使う必要がある場合には，たん白

99 型枠を外し，冷却した支持板を適当な液体2~3mLで、ぬらし， 153 質のカノレバミル化を防ぐために用時調製した溶液を用いるべき

100 そのj二に気泡が生じないよう注意しながらポリエステルフィル 154 である.

101 ム上に重合させたゲ〉レを移す.医薬品各条に規定されたように 155 (2) 他の染色法の利用

102 試料溶液及び標準溶液を調製する.約10mmX5mmの試料添 156 (3) たん白質の凝集や沈殿を防ぐために非イオン伎の界面活

103 付用の紙片(複数)をゲノレ板上に置き，各紙片に試験する試料の 157 性剤(例えばオクチルグルコシド)や両親媒性の界面活性剤(例え

104 規定量を浸み込ませる.また，等電点統知のたん自質溶液の規 158 ば 3- [(3 - CholamidopropyI)dimethylammonio]ー 1-

105 定量をpHマーカーとしてゲルにのせる.プロトコールによっ 159 pl'opanesulfonate(CHAPS) や 3 ー [(3 

106 ては紙片の代わりに試料放を添付する溝を持ったゲノレ板を使用 160 CholamidopropyI)dimethylammonio] -2 -hydroxy -1 -

107 する.ゲルの幅に届く長さに切った2枚のろ紙をそれぞれの電 161 pl'opanesulfonate(CHAPSO))を添加したゲ、ルの使用や試料へ

108 極液(陽極液は酸性，陰極液はアルカリ性)に浸す.陽極液及び 162 のアンプオライトの添加

109 陰極液のそれぞれの組成は医薬品各条に規定される.これらの 163 注意

110 紙芯をゲルの両端に端から数ミリメートル重なるように置く 164 試料はグルのどの場所にでも添加できるが，極端なpH環境

111 両霞極が各紙芯に接触するようにカバーをかける.医薬品各条 165 に試料をさらすことのないように電極付近に試料を添加するこ

112 に規定された電気泳動条件に従って泳動を開始する.標準たん 166 とは避けるべきである.試験法を開発する場合に，被験試料を

113 白質混合物の泳動が終了した時点、で電流を止め，ピンセットで 167 ゲ、ルの三つのポイント(中心と両端)に添加することができるが，

114 試料添加用紙片と両霞級紙芯を取り除き，ゲル平板を“ポリア 168 両端に添加したたん白質の泳動パターンは同一にはならないこ

115 クリルアミドゲル等電点電気泳動用固定液"に浸す.室温で30 169 とも起こりうる.

116 分間穏やかに振とうした後，固定液を徐き， “脱色液"200mL 170 フォーカシングを長時間行うとpH勾配が崩れて rpHドリフ

117 を加えて1時間，振とうする.脱色液を捨て， “クーマシー染 171 ト(桧極流)J とよばれる現象が起こる可能性がある.その機構

118 色試液"を加えて30分開放置する.次に“脱色液"に浸して透明 172 は完全に解明されているわけで、はないが，電気的浸透圧と二酸

119 な背景にバンドが見えるようになるまでゲルを脱色する.医薬 173 化炭素の吸収が陰極流を引き起こす要因であると考えられてい

120 品各条に記載されている染色パターンのバンドの位置及び濃度 174 る. pHドリフトはゲノレの陰極側からフォーカスしたたん白質

121 を調べる 175 が外へ泳動されてしまう現象である.固定化pH勾配を用いる

122 本試験法の細部の変更 (検証の必要な項目 176 こどによりこの問題を解決することができる.

123 本法を準用して，試験法又は操作法の変更を行う場合には適 177 泳動中はゲ、ノレを支えるゲノレ支持板在十分に冷却(約どりする

124 切な検証が必要である.変更には次のようなケースが含まれる. 178 ことが重要である.電気泳動中に高い電場をかけると発熱する

125 (1) 市販平板グル，染色及び脱色液のキットの使用 179 ことがあり，ゲルのブオーカシングにも影響する.

126 (2) 閤定pH勾配グノレの使用 180 試薬・試液

127 (3) ディスクゲ、ルの使用 181 ポリアクリルアミドゲル等電点電気泳動周囲定液 5ースノレ

128 (4) 種々のサイズの超薄層(0.2mm)平板ゲルカセットの使m 182 ホサリチル酸二水和物35g及びトリクロロ酢酸100gに水を加え

129 (5) 異なるサンプル量若しくは紙以外のサンプル添加手段を 183 て溶か
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1 日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要

2 件

3 はじめに

4 日局に収載された復薬品の品質規格は，当該医薬品の品質管

5 理や品質の恒常性確保はもとより，有効性，安全性を確保する

6 上にも基本的な役割を果たすべきものと考えられている.一方，

7 近年，医薬品の品質や安全性等の確保に関する時代の要請は極

8 めて厳しいものとなってきている.生物起源由来の医薬品やパ

9 イオテクノロジー技術応用医薬品などの生物薬品に関しては，

10 特に安全性確保の面での懸念が強くなってきていることに留意

11 した対応が望まれている.生物薬品の場合，最終製品の品質規

12 格のほかに，その起源の選択と適格性評価，製造工程の妥当性

13 評価とその恒常性維持及び特異的な物性をいかにコントロール

14 するかが品質，安全性確保上のキーポイントとなる.これらの

15 点をふまえ，局方の枠組みの中でいかにその品質，安全性など

16 を確保するかが改めて関われてきていると考えられる.そこで，

17 本参考情報はこれらの課題を解決するためにどのようなアプロ

18 ーチがあるかについて述べている.

19 日局収載医薬品の品質・安全性などの確保は，科学の進歩，

20 経験の蓄積を反映してその時代における最も先端的な方法，考

21 え方でなされることが望ましい.本参考情報では，現時点にお

22 ける科学的考察の到達点合示すことを試みた.これにより， J3 

23 局収載医薬品のみならず，生物薬品の品質・安全性確保が時代

24 を反映したより科学的根拠に基づくものとなり，また，各条収

25 載に隠する効率的な審議の推進につながることが期待される.

26 1. 日局生物薬品のウイルスに対する安全性確保のための基本

27 方策

28 日本薬局方生物薬品には，ほ乳類などの生体組織や体液(尿，

29 血液など)に由来するものが含まれる.ヒト又は動物細胞株由

30 来のたん白質性医薬品(組換え医薬品，細胞培養医薬品などの

31 バイオ医薬品)も含まれる.これら日局生物薬品のウイルスに

32 対する総合的な安全性確保を図るための必要な基本的方策には，

33 次のようなものが挙げられる. 1)ウイルス汚染の可能性(汚染

34 源)について熟知すること， 2)原材料及びその起源たるヒトや

35 動物の適格性に関して慎重に吟味すること，及び医薬品の製造

36 基材と定めた段階の試料(例えばプールした体液や細胞バンク

37 など)において徹底的な解析とスクリーニングを行い，ウイル

38 スの存在の有無及び存在するウイルスの種類・性質について検

39 討すること， 3)ウイルスやウイノレス様粒子が存在した場合，ど

40 の程度ヒトへの有害性が高いかを検討・確認、すること， 4)ヒト

41 に感染性や病原性を示すウイルスが存在しないような製造関連

42 物質(試薬，抗体カラムなど)を選択すること， 5)必婆に応じて

43 最終製品を含む製造工程の適当な段階の製品のウイルス否定試

44 験を実施すること， 6)製造工程によるウイルスクリアランスを

45 達成するために工程中にウイルスの除去・不活化に関する効果

46 的な方法を用いること，各種の方法の組合せによるより高いウ

47 イルスクリアランスの達成に留意すること， 7)周到なウイルス

48 クリアランス試験計画を立てること， 8)ウイルス不活化及び除

49 去を評価する試験を実施し，評価すること.これらの方策を，

50 段階的にかっ相互補完的に活用していくことによって，生物薬

51 品のウイノレス面での安全性を確保，向上させることが可能にな

52 るものと考えられる.

53 2. 各条及び参考情報におけるウイルス安全性確保策

54 1.で示した日局生物薬品のウイルスに支守する安全性確保のた

55 めの方策は，本参考情報に一括して必要な留意事項，具体的情

56 報を記載している.各条では，当該各条に特殊な留意事項があ

57 る場合は別にして，一般には健康な動物から製し，原材料

58 又は医薬品の製造基材及び生物起源、由来の製造関連物質にはヒ

59 卜に感染性や病原性を示すウイルスの存在は否定されているj

60 こと，文は「ウイルス安全性に関し適格性及び妥当性が評価さ

61 れた細胞株及び培養方法を用いて製し，生物起源由来の製造関

62 連物質にはヒトに感染性や病原性を示すウイルスの存在は否定

63 されているj こと，及び「感染性や病原性を示すウイルスを除

64 去できるような製造工程で製造されているJなどの趣旨を記載

65 して，ウイルス安全性を考慮すべき製品との注意を喚起すると

66 共に，安全性上懸念されるウイルスについての必要な試験や工

67 程評価試験はなされていることを明らかにしておくべきと思わ

68 れる.

69 3 本参考情報において盛り込んだ事項と内容

70 ヒト又は動物起源細胞株由来のたん台質性医薬品のウイルス

71 安全性については， ICH国際合意文書を受けた国内版通知「ヒ

72 ト又は動物細胞を用いて製造されるバイオテクノロジ一応用医

73 薬品のウイルス安全性評価J(平成12年2月22日付医薬審第329

74 号厚生省医薬安全局審査管理課長通知)があり，また，血媛分

75 画製剤については血策分画製剤のウイルスに対する安全'段

76 確保に関するガイドラインj がある. J3局生物薬品のウイルス

77 に対する安全性確保のための本参考情報は，基本的にこれらの

78 ガイドラインに盛り込まれた事項を参考にしながら，日局に収

79 載されている生物薬品はもとより，将来収載される可能性のあ

80 るすべての生物薬品，すなわち生体組織や尿などの体液に由来

81 する生物薬品，更にはヒト又は動物起源純胞株由来のたん白質

82 性医薬品などのウイルス安全性確保に必要な一般的留意事項及

83 び各論告ど盛り込んでいる(表1).
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表1 日局生物薬品のウイルスに対する安全性確保のための
参考情報に含まれる事項

I はじめに
1. 日局生物薬品のウイルスに対する安全性確保のための

基本方策

2. 各条及び参考情報におけるウイルス安全性確保策
3. 本参考情報において盛り込んだ事項と内容

H 一般的事項

1. 目的
2. 背景

3. ウイルス安全性確保策における未知のリスク問題

4. 適用範囲
5. 13局生物薬品がウイルスに汚染される可能性(ウイルス

の汚染源)
6. ウイルス安全性確保の基本
7. ウイルス試験の限界
8. ウイルスクリアランス試験の役者l

E 原材料・医薬品製造基材

1. 原材料・医薬品製造基材の起源たる動物種と採取部位
に依存した問題と対策

2. 原材料・医薬品製造基材の供給源としてのヒトや動物
の適格性評価試験

IV 製造及びウイルス試験にかかわる留意事項
1. 精製工程前のウイルス試験

2. 中間原料等の受入れ試験としてのウイルス検査
3. 最終製品におけるウイルス試験

V ウイルスクリアランスに関する工程評価

1. ウイルスクリアランスの工程評価の意義，目的，一般
的留意事項

2. ウイルスの選択
3. ウイルスクリアランス試験の設計
4. ウイルスクリアランス試験結果の解釈

1) ウイルスクリアランス指数の評価
2) ウイルスクリアランス指数の計算法
3) 結果の解釈及び評価上留意すべき事項

VI 統計
1. ウイルスカ価測定における統計学とその留意点
2. ウイルスクリアランス試験の再現性，信頼限界

vn ウイルスクリアランスの再評価が必要な場合
vlll ウイノレスクリアランス試験にかかわる測定法

1. ウイルス感染価の測定法
2. 核酸憎幅法(NAT)による検査

K 記録と保存
X その他

84 3.1. 目的

85 ほ乳類などの生体組織や体液に由来する生物薬品及びヒト又

86 は動物起源締約株由来のたん白質性医薬品のウイルスに対する

103 て重要な課題の一つにウイノレス汚染の可能性がある.ウイルス

104 汚染が発生すれば，臨床使用において深刻な事態を招く可能性

105 がある.ウイルス汚染は，原材料・医薬品製造基材に由来して

106 起きる可能性がある.また，製造工程中に外来性因子として混

107 入した結果生じる可能性もある.

108 日局生物薬品や細胞株由来たん自質性ノ〈イオ医薬品は，従来

109 から医療に多大の貢献を果たしてきており，また，過去にウイ

110 ルスによる安全性上の問題が生じたことはない.しかし，より

111 慎重なかっ科学的合理性に基づいた安全性磯保措置をとること

112 により，不測の事態を未然に防ごうとすることは，健康被害の

113 未然防止に関する社会の強い関心を考慮すると社会的要誇とし

114 て重要である.生物起源由来の医薬品のウイルス安全性をどの

115 ような視点でどこまで追求すべきかは，関係者にとって常に大

116 きな関心事であり課題でもある.

117 この課題を論ず、るにあたって，まず二つの基本的なことを再

118 確認しておく必要がある.その一つは，医薬品が持つ科学的保IJ

119 面，医学的側面，社会的側面を考慮する必要があるということ

120 である.すなわち医薬品はリスクとベネフィットを科学的，

121 社会的に勘案して医療のために活用するという特徴を持つ社会

122 的資産であるj ということである.社会的資産である医薬品を

123 医療現場へいかに速やかに効率よく安定供給し，患者に福音を

124 もたらすかが医薬品関係者の目標であり使命であるということ

125 である.

126 もう一つは，ウイルス安全性は個別医薬品の成分本体にかか

127 わる安全性(狭義の安全性)とは独立した，いわばより一般的な

128 医薬品安全性(広義の安全性)にかかわる課題であると整理して

129 考える必要があるということである.日局医薬品のように当該

130 医薬品が長期間にわたり臨床で使用されてきたものの場合，広

131 義の安全性については疫学的に立証されているものと考えられ

132 るので，その実績は極めて重い意味を持つ. しかし，個別医薬

133 品(成分)本体の安全性とは異なり，ウイルス汚染の可能性とい

134 うことの本質を考えれば，実績のみで将来にわたる当該医薬品

135 のウイルス安全性を必ずしも保証できないことも考慮しなけれ

136 ばならない.実績を評価しつつ，適切な予防的措置についても

137 配慮を尽くすという方策が，日局生物薬品のウイノレス安全性と

138 いう広義の医薬品安全性を確保する上での基本となるべきであ

139 ると考えられる.

140 予防的措置に対する取組みとしては，とりあえず規制や試験

87 総合的な安全性E康保策についての考え方について提示すること 141 実施を理論的に考えられる最大限行って安全性を保証するとい

142 う方策もないわけではない.しかしそうした方策を科学的吟味

や使用実績に対する評価を十分に行うことなく一般的に適用す

ると，必ずしも科学的合理性を持たない過度な規制や試験実施

88 を目的とする.すなわち，①ウイルス汚染源についての配慮，

89 ②原材料の選択及びその起源たるヒトや動物の適格性に関する 143 

90 適切な評価，③医薬品の製造基材段階におけるウイルス試験と 144 

91 その解析・評価，④生物起源の製造関連物質(試薬，抗体カラ

92 ムなど)の選択に関する適切な評価，⑤製造工程の適当な段滋

93 の製品における必要に応じたウイルス否定試験の実施，⑥ウイ

94 ノレスクリアランス試験計画の立案，⑦ウイノレスクリアランス試

95 験の実施と評価，などに関する方策や留意事項について記述し，

96 これらの要素安相補的に適切に組み合わせることによって，生

97 物薬品のウイルス面での安全性を穣保，向上させることを包括

倒 的に示すことを目標とする.

145 の要求となる.その結果，実績がある医療上重要な医薬品の医

146 療現場への速やかで効率的な供給に支障をきたし，医薬品とい

147 う社会的資産が必ずしも有効に活用されない結果になる可能性

148 がある.医薬品の最大の特徴は，有効性と安全性上の要件とい

149 う両刃を持ちながら医療に活用しようとする剣である.有効性

150 と安全性上の要件というのはその時点での科学の結品として導

151 き出され，有用性というバランスシートで相対的に評価される

152 べきものである.適正な科学的合理性に基づかない安全性上の

99 3.2. 背景 153 過度な懸念にウエイトを置くあまり，有用性評価がバランスを

100 ヒト又は動物を直接起源とする生物薬品や，ヒト又は動物起 154 欠くものになってはならない.バランスのとれた適切な科学的

101 源細胞株由来のたん白質性医薬品(組換え医薬品，細胞清養医 155 有用性評価に時の社会的関心，評価が加味され，当該医薬品は

102 薬品などのバイオ医薬品)において留意すべき安全性上の極め 156 社会的資産として活かされることになる.言い換えれば，医薬
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157 品という社会的資産は，その時点での科学の結晶を社会が医療 211 も慎重であるべきこどはいうまでもないが，少なくとも‘おそ

158 のために活用するという特徴を持つ共通の資産であり，活用に 212 れ'の内容について明確に説明できるのでなければ， ‘おそれ'

は，社会的資産である医薬品を医療に活用しようとする意義あ

る使命との潤で阻鎖をきたす可能性がある.

科学的観点から英知を発揮すべきは未知の何かがあるか

159 あたってのキーポイントは科学的，社会的評価に基づくりスク 213 

160 とペネフィットのバランスにある.生物起源由来の日局復薬品 214 

161 のウイルス安全性をどのような視点でどこまで追求すべきかは 215

162 これらの要素を勘案しながら検討する必要書がある 216 もしれない‘おそれ'があるJとして危険であるj とする

217 のではなく， “何が未知でそれに対していかに安全性確保を図

218 るか"という課題に取り組むことであろう.その際，現段階で

219 の科学的知識を基に， “何が未知であるか"という問題を立て

163 また，一般に医薬品のリスクとベネフィットは，当該医薬品

164 が使用される分野における他の医薬品や治療法との相対的な比

165 較において論じられるべきものであり，代替薬や類薬，代替治

166 療法の有無とそれらとのリスクとベネフィットの比較評価によ

167 って当該医薬品の有用性が最終的に評価されることになる.

220 られるもの，立てるべきものを明確にすることが重要である.

221 それによって初めて“安全性確保を図る"ための方策を考える

168 このような背景の下，本稿の目的は，科学的に合理性のある 222 ことが可能になるからである.

169 日局生物薬品のウイルス安全性に関する方策を論じることにあ 223 ウイルス安全性における未知のリスクの防止という概念を

170 る.科学的合理性のある方策とはあくまで現時点の科学的知識 224 “何が未知であるヵJ'という前提なしにつきつめていけば，理

171 で怒定できる問題に対して，現状の科学水準に基づき，適切か 225 論的には「未知なるものはJどこまでも残るので際娘のない問

172 つ効果的に対応することである.言い換えれば，汚染の可能性 226 いかけになる.このようなアプローチをするど問題j と

173 を想定するウイルスは，種類，形態，粒子サイズ，物理的・化 227 対策j を科学的に関係付けることはできなくなり，結果的に

174 学的性質などにおいて既存のウイルス学の知見の範囲にあるも 228 は過度な規制や試験実施の要求につながることになる.しかし，

175 のであり，また，当該生物薬品の起源、であるヒト又は動物，組 229 そうしてみても科学的に関係付けのない f対策j が f何が未知

176 織や体液，製造過程に使用する試薬，資材，添加物などに存在 230 であるかわからないという問題j に有効である可能性は緩めて

177 が予測されるウイルスである.試験としては，これらのウイル 231 少ないで、あろう.

178 スを対象とした検出法を適用し，ウイルスクリアランス試験を 232 例えば製造工程中にどのようなウイルスが迷入してきで

179 考慮することになる 233 も，精製工程がウイルスをクリアランスできる十分な能力を有

180 3.3. ウイルス安全性確保策における未知のリスク問題 234 することを評価するj という場面における“何が未知である

181 リスクの問題には既知のリスクと未知のリスクがある 235 か"はどのような既存ウイルスが迷入してくるかが未知j

182 医薬品(医薬品成分)が本質的に有しているか，品質上の限界 236 という問題設定であるべきであるどのようなウイルスが世

183 から不可避的に存在するいわば既知のリスクに対しては，試験 237 に存在しているかが未知Jということではない.前者の問題設

184 方法や評価基準を明確にしやすいし，リスクをいわば定量化す 238 定では， DNAウイルス又はRNAウイルス，エンベロープを有

185 ることも可能である.すなわち，既知のリスクはベネフィット 239 するウイルス又は有しないウイルス，粒子サイズ，物理的・化

186 との関係においてバランスシートにのせて評価しやすい. 13局 240 学的性質など，現在われわれが知り得るウイルスを前提とした

187 医薬品はこの点に関しては既に相応の評価が定まっているもの 241 上での問題設定となる.迷入してくるウイルスは未知でも，そ

188 と考えられる 242 のウイルスは種類，形状，諸性質などにおいて既存の学問，知

189 一方，ウイルス安全性確保上，不可避的に課題となる未知の 243 識の範囲内にあるものという前提である.そうした前提をふま

190 リスクは対象も特定できず，量的な概念も適用しにくいので 244 え，既存の学問，知識の範囲内にあるウイルスのいずれかが迷

191 対策や評価は必ずしも容易ではない.これは，医薬品関係者が 245 入した場合の工程が持つクリアランス能力を評価するどいうこ

192 英知を結集して対処しなければならない課題である 246 とであれば，核酸の種類，エンベロープの有無，粒子サイズ，

193 未知のリスクについて考慮するとき， “未知であるから危険 247 物性等の異なる3種類程度のモデルウイルスを適切に組み合わ

194 である"という視点L “何が未知でそれに対していかに安全 248 せて精製工程のウイルスクリアランス特性解析試験を行えば，

195 性確保を図るか"という視点がある 249 既存のすべてのウイルスのクリアランス状況をシミュレートし

196 “未知であるから危険である"というのは，それ自体既に 250 たことになり， “安全性確保を図る"ための方策になる.

197 つの評価であり，医薬品としての可否を決定づける最終判断に 251 どのようなウイルスが世に存在しているかが未知j という

198 つながるものである.こうした評価・判断に至るときは，合理 252 点に関しては，ウイルス学の将来の研究課題としてあり得るが，

199 性のある科学的又は社会的な判断根拠に立脚しているべきであ 253 ウイルスクリアランス試験における問題設定としては適切とは

200 る 254 いえない.また仮に，現在知られているし、かなるウイルスより

201 例えば医薬品生産のある工程にウイルス，ウイルス様粒 255 も粒子サイズが小さい未知ウイルス，又はいかなるウイルスも

202 子又はレトロウイルス様粒子が検出されたが，向定機認、ができ 256 持たない物理的・化学的性質を持つ未知ウイルスが存在するか

203 ず， したがって危険性も否定できないj というケースでは， 257 もしれないという問題設定が机上でできたとしても，そのよう

204 “未知であるから危険である"という評価に科学的合理性，妥 258 なウイルスモデ、/レが現に存在しない以上，現在の科学水準では

259 実験的には対応のしょうがない.また， ~想定されるウイルス粒

260 子サイズや性質が不明な以上，既存のいかなる方法や技術を駆

261 使してウイルスクリアランス試験を行ってみても“安全性確保

262 を図る"ための方策にはならない.同様に，現在のスクリーニ

263 ング法では検出できない「未知j のウイノレスが存在するかもし

264 れないと問題設定してみても，対応のしようはなく，どのよう

205 当性がある.しかし一方医薬品生産のある工程にウイルス，

206 ウイルス様粒子又はレトロウイルス様粒子が検出されないが，

207 未知の何かがあるかもしれない‘おそれ'があるJとして“未

208 知であるから危険である"とするような評価の仕方は，その限

209 りでは合理性のある科学的又は社会的な判断根拠に立脚してい

210 るとはいえない.ウイルス安全性問題に関しては，慎重の上に
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4 日局生物薬品のウイ/レス安全性確保の基本要件

265 な段階で，どのようなウイルス検出試験を課してみても“安全 319 品製造基材j から製造され，その精製過程や製剤化の過程にお

266 性確保を図る"ための方策とはならない 320 いても生物起源由来の試薬，カラム材料又は医薬品添加剤とし

267 科学的合理性を過度に超えた競制や試験実施の要求は，医薬 321 て生物起源由来物質を用いる場合があることより，これらを汚

268 品供給Il¥IJに人的，経済的，時間的負担の増大をもたらすことに 322 染源として伝播するウイルスについて十分な安全対策を実施し

269 なるが，これはひいては医療現場への迅速，効果的，経済的な 323 なければならない.また，ヒト又は動物起源細胞株由来のたん

270 医薬品供給に影響を及ぼすことになる.医薬品が科学的に評価 324 白質性医薬品についても医薬品製造基材である細胞株及びそれ

271 されるべきものであり，社会的資産であることを考慮すれば 325 以降の製造過程におけるウイルス汚染の可能性について配慮が

272 いかに科学的に合理性のあるアプローチで人的，経済的，時間 326 必要であることは医薬審第329号通知に述べられているとおり

273 的負担を最小限にして最大限の安全性を確保するかが課題であ 327 である.

274 ると足、われる 328 なお，ここで f医薬品製造基材j とは，原薬の品質・安全性

275 ここで，これらの課題の達成は，医薬品供給側の適切な対応 329 を確保する上で決定的に重要な位置付けにあると定めた原薬製

276 をすべての前提にしていることを改めて確認する必要害がある 330 造のための出発素材と定義する. r医薬品製造基材j は，ヒ卜

277 例えば，前述の f医薬品生産のある工程にウイルス，ウイルス 331 又は動物の組織，体液等そのものである場合もあり，尿等にあ

278 様粒子又はレトロウイルス様粒子が検出されないが，未知の何 332 つてはプールしたものである場合もあり，また，一定の処理を

279 かがあるかもしれない‘おそれ'があるj という問題設定では， 333 経たものである場合もある.ウイルス汚染に隠する本格的な試

280 医薬品生産のある工程にウイルス，ウイルス様粒子又はレト 334 験，評価及び管理は「医薬品製造基材j を起点とする考え方で

281 ロウイルス様粒子が検出されないj と判断した試験が，その時 335 実施するのが合理的であることも多いと思われる医薬品製

282 点の科学的水準から見て妥当なものであることを当然の前提条 336 造基材J段階で試験，評価，又は品質管理の稼度を徹底化すれ

283('牛としている.こうした前提の成立に疑問がある場合は未 337 ばするほど，より上流段階の原材料や個体レベルでの評価や管

284 知の何かがあるかもしれない 6おそれ'があるj と関われるの 338 理は合理化することができる.逆に，上流段階の原材料や個体

285 は当然である 339 レベルでの評価や管理の程度を厳密にすることによって医

286 3.4. 適用範囲 340 薬品製造基材J段階での試験，評価，又は品質管理の程度を合

287 国内で使用される生体組織や体液に由来する日局生物薬品及 341 理化することもできる.

288 びヒト又は動物起源細胞株由来のたん白質性医薬品を適用対象 342 現在日局に収載されている生物薬品のウイルスに対する安全

289 とする.ヒト又は動物起源細胞株由来のたん白質性医薬品の場 343 性確保のための方策は，個々の製剤に規定された製造方法や競

290 合，前述の医薬審第329号「ヒト又は動物細胞を用いて製造さ 344 格試験法にうかがわれるが，起源・原材料・医薬品製造基材か

291 れるバイオテクノロジ一応用医薬品のウイルス安全性評価J通 345 ら精製工程，最終製品に至る全体を傭鰍した，総合的かっ合理

292 知施行後に喜再発・承認された製品は通知に従った対応がなされ 346 的なウイルス安全性確保対策についての統一された方針や情報

293 ているはずであるが，それ以前に承認された製品では対応が必 347 については明確にされてこなかった.まず第一に重要な要素は，

294 ずしも十分になされていないものもあると思われる.これらパ 348 起源動物，原材料，医薬品製造基材のいずれかの段階でウイル

295 イオ製品については日局収載時までに参考情報に適合するよう 349 ス汚染の可能性を徹底的に排除する方策を講ずることである.

296 必要十分な検討が行われることが期待される.一方，血液製剤 350 生物薬品の例ではないが，原材料・医薬品製造基材からのウイ

297 に関しては，生物学的製剤基準に収載され，また「血築分画製 351 ルス汚染の例としては，古くは血液分画製剤lにおいてA型肝炎

298 剤のウイルスに対する安全性篠保に関するガイドラインJが適 352 ウイルス(HAV)やC型肝炎ウイノレス(HCV)が混入したケースが

299 用されるので， s局参考情報の適用対象外とする.更に生物起 353 知られている
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5 日局生物薬品のウイノレス安全性確保の基本要件

373 におけるウイルス汚染の可能性も考えられないわけではないの 427 の闘で回有の限界がある.また， 2)通常，いかなるウイルス試

374 で，これらにも留意した対策が必要である 428 験法にも検出線界が存在するため，ウイルス試験の結果が陰性

375 ヒト又は動物起源細胞株由来のたん白質性医薬品の場合，細 429 であってもウイルスの存在を完全に否定できないこともある.

376 胞には，潜伏感染又は持続感染状態のウイルス(例えば，ヘル 430 更に， 3)用いたウイルス試験法がヒト又は動物由来の組織，体

377 ペスウイルス)又は内夜的なレトロウイルスが存在している可 431 夜等に存在するウイルスの検出に特異性や感度において必ずし

378 能性がある.また，1)感染した動物からの細胞株の入手， 2)細 432 も適切ではなく，それらを検出できない場合もあり得る.

379 胞株を樹立するためのウイルスの使用， 3)汚染された生物起源 433 ウイルス試験の方法は学問や技術の進歩と共に向上するため，

380 由来の試薬(例:動物血清成分)の使用， 4)細胞取扱い中におけ 434 試験の実施にあたりその時点での科学的に最高水準の技術を取

381 る汚染などにより，外来性のウイルス汚染が発生する可能性が 435 り入れ，適切に行うことでウイルス検出の確度を高める努力を

382 ある.医薬品製造過程では，1)培養などに使用する血清成分の 436 前提とすることはいうまでもないが，それでも，上記の様々な

383 ような生物起源由来の試薬の汚染， 2)目的たん白質をコードす 437 限界を完全に乗り越えることはできない.また一方，生物薬品

384 る特定の遺伝子の発現を誘導するためのウイルスの使用， 3)精 438 の製造過程では，ウイルスが混入してくる可能性を完全には否

385 製等に使用するモノクロ一ナノレ抗体アフィニティーカラムのよ 439 定できないので，これらを念頭に置いた上で安全対策を講ずる

386 うな試薬の汚染， 4)製剤l化に使用する添加剤の汚染， 5)細胞及 440 必要がある.

387 び培養液の取扱い中における汚染などの原因により外来性ウイ 441 したがって，最終製品に感染性ウイルスが存在しないという，

388 ルスが最終製品に迷入する可能性がある.なお，細胞培養ノfラ 442 より確実な保誌は，多くの場合，原材料・医薬品製造基材や製

389 メーターをモニターすれば，外来性ウイルスの汚染の早期発見 443 品を直接試験して否定することのみでは得られず，その精製法

390 に役立つとされている 444 のウイルス不活化/除去能力を併せて示すことによって得られ

391 3.6. ウイルス安全性確保の基本 445 ると考えるべきである.

392 ヒト又は動物由来の組織，体液，細胞株等を原材料・医薬品 446 3.8. ウイルスクリアランス試験の役割

393 製造基材とする生物薬品のウイルスに対する安全対策は，次に 447 前項で述べたウイルス試験の限界及びヒト・動物由来の生物

394 示す複数の方法を適切かっ棺補的に行うことにより達成される. 448 薬品の原材料・医薬品製造基材にはウイルス潜在の可能性があ

395 (1 ) ウイルス汚染の可能性(汚染源)について熟知すること 449 ること，又は製造過程での外来性ウイルス迷入の可能性を前提

396 (2) 原材料及びその起源たるヒトや動物の適格性に関して慎 450 にすると，ウイルスに対する安全対策の上で重要なことの一つ

397 重に吟味すること，及び医薬品の製造基材と定めた段階の試料 451 は，原材料などにおいて検出できなかったウイルス及びその後

398 において徹底的な解析とスクリーニング、を行い，ウイルス存在 452 の不調IJの事態で迷入したウイルスを製造工稜でいかに除去や不

399 の有無及び存在するウイルスの種類・性質について検討するこ 453 活化ができるかである.ウイルスクリアランス試験を実施する

400 と 454 目的は，精製工程や，製造工程中に組み込まれたウイノレス除去

401 (3) ウイルスやウイノレス様粒子が存在した場合，どの程度ヒ 455 や不活化過程が，どのようなウイルス除去/不活化能力を有し

402 トへの有害性が高いかを検討・確認すること 456 ているかを実験的に評価することである.このためにウイルス

403 (4) ヒトに感染性や病原性を示すウイルスが存在しないよう 457 粒子のサイズ，形状，エンベロ}プの有無，核酸の種類(DNA

404 な生物起源製造関連物質(試薬，抗体カラムなど)を選択するこ 458 型， RNA型)，鮒熱性や化学的処理に対する抵抗性などの特性

405 と 459 を考え，適切なウイルスを選択し，実験室規模での添加試験

406 (5) 必要に応じて最終製品を含む製造工程の適当な段階の製 460 (スパイク試験)を実施することにより，原材料などにおいて検

407 品のウイルス否定試験を実施すること 461 出できなかったウイルス及びその後の不調IJの事態で迷入したウ

408 (6) 製造工程によるウイ
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6 日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本婆件

481 の動物は避け，可能な限り適切に規定された特定病原体感染防 535 とにその適格性を問診したり検査したりすることが可能で、かっ

482 止条件(SPF: sp巴cificpathogen企ee)fこ適合したコロニー由来 536 必要なケースでは，適切なフ。ロトコールに従って問診を行うと

483 で，適切な微生物汚染防止策や汚染監視システムを含む衛生管 537 共に，特異性や感度，精度が十分に評価された試験法を用いて

484 理の行き届いた環境下で飼育された動物個体告と使用する.食肉 538 血清学的検査を行い，少なくともHBV，HCV及びHIVの存在

485 基準がある動物種についてはこれを満たした動物個体を使用す 539 が否定されたヒトより得た原材料を用いるべきである.また，

486 る.動物種に応じて考慮対象とすべきウイルスが異なってくる 540 特異性，感度及び精度が十分に評価された核酸増幅法(NAT)を

487 が，動物個体の衛生管理状況，食肉基準等への適合状況によっ 541 用いてHBV，HCV及びHIVの遺伝子の検査を実施する必要が

488 ては，検討すべきウイルスを更に絞り込むことも可能であろう. 542 ある.

489 一方，同ーの動物種であっても，原材料・医薬品製造基材を採 543 一方，ヒト尿のように各々の偶人レベルで、は通常の健康診断

490 取した部位に応じても対策を講じる必要がある.例えば，血液 544 程度以上の十分な検査を行うことができないか又は個別検査す

491 ゃある特定の総織から原材料・医薬品製造基材を得る場合には， 545 ることが合理的で、はない原材料にあっては，プールした原材料

492 それぞれに特徴的に存在する可能性があるウイルスのリスク度 546 を医薬品製造基材として，特異性，感度及び精度が十分に評価

493 やそのウイルスが増殖するリスクについて考慮する必要がある. 547 された抗原検査や核酸場中高法(NAT)などを用いて少なくとも

494 その方策は，尿や乳汁などの体外排准物や分泌物が原材料・医 548 HBV， HCV及びHIVの存在を否定しておくべきである.

495 薬品製造基材である場合のそれとは異なるかもしれない.なお， 549 (2) ヒト以外の動物を用いて製造される生物薬品

496 下垂体などの原材料を用いる場合は伝達性海綿状脳症(TSEs) 550 生物薬品の製造に用いられる動物は，適切な健康管理を行わ

497 に対する考慮、も必要となるであろうが，これらの病原体に対す 551 れており，様々な検査によりその動物が健康であることが明ら

498 る方策は本参考情報では対象範聞外とする.基本は，当該動物 552 かにされている必要がある.更には，飼育されている群が適切

499 fこTSEsの汚染の報告がない国(地域)尚来の原材料などやTSEs 553 に管浬された飼育条件にあって全く異常な個体が発生していな

500 に感染していない動物あるいは感染の危険性が報告されていな 554 いことも必要である.また，ヒトに感染症や疾病をもたらすこ

501 い動物種由来の原材料などを使用することである.使用する原 555 とが知られている各々の動物特有のウイルスの存在については，

502 材料などとTSEsに対する考慮事項について明確でない点があ 556 喜子定できる情報や科学的根拠を示すか，血清学的又は核酸僧幅

503 る場合にはあらかじめ規制当局と協議することが推奨される 557 法(NAT)など告と用いて否定しておくべきである.各々の動物に

504 わが国における生物薬品の製造に用いられる原材料・医薬品 558 感染することが知られている人獣共通感染ウイルスの例を表2

505 製造基本オとしては以下のものがある 559 に暫定的に示した.表2は更に吟味して完成する必要があるが，

506 (1) ヒト由来生物薬品 560 これらすべてについて，各動物倒体，原材料となる組織，体液

507 ヒト由来生物薬品の原材料を得るソースとしては，血疑，胎 561 など，又はプールした原材料(医薬品製造のための直接の基材)

508 盤，尿などが汚いられている.これらの原材料については 562 のレベルなどで、実際に試験を行って否定することが必須である

509 各々の原材料を得た個人ごとにその適格性を問診したり検査し 563 とし寸意味では必ずしもない.表2は動物の由来，健康状態，

510 たりすることが可能なケースと原材料の種類によっては偶人レ 564 健康管理や飼育状況，食肉基準に適合しているか否かなど，多

511 ベルでの十分な検査ができない場合がある.個体レベルで十分 565 くの関連情報を含め，ある特定の動物穏を起源とした場合にど

512 な検査が不可能な場合は，その後の製造工程における適切な段 566 のようなウイルスに着目して試験を行うべきか，必ずしも行う

513 階，例えば医薬品製造基材と規定した段階でウイルス汚染を否 567 必要がないかなどを総合的に考察するための参考資料の一つと

514 定する検査を行う必要がある 568
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7 日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

588 5 製造及びウイルス試験にかかわる留意事項 642 となる.米加工/未精製バルクが必ずしも細胞を含まず培養液

589 ヒトあるいは動物由来の組織，体液などからウイルス面で安 643 からなる場合もある.MCBやWCBレベノレでのウイルス試験に

590 全性が高い生物薬品を製造するには， 3.5.で述べたようなウイ 644 よるウイルス存在の否定は，培養終了後の未加工/未精製ノ勺レ

591 ルスの汚染源、に配慮、しつつ，原材料となる組織や体液など又は 645 クにおけるウイルス存在の否定を必ずしも意味するものではな

592 医薬品製造基材からのウイルス汚染の可能性を排除すると共に， 646 い.また， CALでの試験も通常一回行われるのみなので，バ

593 製造工程や製品取扱い中の汚染，製造従事者や製造施設環境か 647 リデーションとしての意味合いは大きいが，恒常的なウイルス

594 らのウイルスなど汚染の可能性を極力低減させるため，適切な 648 否定を保証するものではない.培地に血清や生物起源由来の成

595 製造条件及び技術の採用，製造環境の整備などを行う必要があ 649 分が使用されるときには，これらのロット更新という変動要因

596 る 650 もあるので， CALでの試験をロット更新ごとに行わない限り

597 更に，近年のめぎましい技術進歩をふまえ，有用なウイルス 651 未加工/未精製ノ勺レクレベルで、の恒常的なウイルス否定を保証

598 検査技術やウイルス不活化/除去技術を積極的に導入する必要 652 することはできない.

599 がある.ウイルス不活化/除去については，原理の異なるこっ 653 未加工/未精製ノ勺レクとして典型的なサンプルは培養槽から

600 以上の工程を採用することが望ましい.また，医薬品と同程度 654 取り出された後，処理を行っていないものである.これは，細

601 の品質を持つ試薬を用いることによりウイルスの迷入の可能性 655 胞培養中に迷入した外来性ウイルス汚染の可能性を高確率で、検

602 !こ対する安全性を高める必要がある.代表的な不活化/除去工 656 出するのに最も効果的な段階の一つである.ウイルス試験はこ

603 程としては，①加熱(例えば， 55~60oC ， 30分の加熱で肝炎ウ 657 の未加工/未精製ノ〈ルクの段階で適切に実施されるべきである.

604 イノレスのような一部の例外を除き大部分のウイルスが不活化す 658 ただし，ごく一部工程を進めることによってウイルス試験がよ

605 るとされている.血液や尿由来の製品では液状600C，1O~24 659 り高感度に行える場合には，この限りではない(例:未加工/

606 時間処理，乾燥加熱処理の例もある)，②有機溶媒・界面活性 660 米精製ノ〈ルクがウイルス試験に用いる培養細胞に毒性在示すが，

607 剤処理(S/D処理)，③膜ろ過(15~50nm)処理，④酸性処理 661 部分的に処理したバルクにおいては毒性を示さないようなケ-

608 ⑤放射線処理(γ線照射など)，⑥カラムクロマトグラフィー処 662 ス).培養槽から取り出されたそのままの細胞，破砕細胞及び

609 理(例えば，アフイニティークロマトグラブイー，イオン交換 663 培養上j青からなる混合物を処理を施すことなく試験することが

610 クロマトグラフィー)，⑦分画処理(例えば有機溶媒分調，硫酸 664 適切な場合もある.

611 アンモニウム分商処理)，③抽出処理，などがある.

612 5. 1. 精製工程前のウイルス試験

665 未加工/未精製ノくルクについては，パイロットプラントスケ

666 ール又は実生産スケールから得た未加工/未精製ノ〈ノレクの少な

613 ( 1 ) ヒト由来生物薬品 667 くとも3ロットについてウイルス試験を行うことが最低限の要

614 精製工程前のウイノレス試験の試験試料として想定されるのは， 668 求として求められる.更に，それ以降の各製造ノ《ッチについて

615 多くの場合，原材料として得られた個人の体液や組織，又はこ 669 も何らかの外来性ウイルス試験を実施することを考慮、してみる

616 れらをプールしたり，抽出物とした医薬品製造基材である.こ 670 ことが望まれている.この未加工/未精製バルクにおけるウイ

617 れらのケースでは，既に4.2.(1)で述べたように，特異性や感度， 671 ノレス試験の範閤，程度及び頻度在決定するにあたっては，以下

618 精度が十分に評価された試験法を用いて少なくともHBV， 672 のような諸点を考慮する必要がある.例えば，目的産物を生産

619 HCV及びHIVの存在を否定しておく必要がある.精製工程前 673 するために用いられる細胞株の種類・性質，細胞株の適格性試

620 の未精製ノ〈ルクが医薬品製造基材より下流にある場合でも，医 674 験のため実施されたウイルス試験の程度と試験結果，培養方法，

621 薬品製造基材段階で適切なウイルス試験がなされ，ウイノレスの 675 原材料の起源、とウイルスクリアランス試験の結果などである.

622 存在が否定されていれば，製造基材段階から生物起源由来の試 676 未加工/未精製バルクにおける試験として一般に用いられてい

623 薬などを用いて調製される特別なケースなどを除いて，精製工 677 るのは，一種又は数種の細胞株を用いるinvitmスクリーニン

624 程前ウイルス試験を重複して実施する必要は必ずしもないと思 678 グ試験である.なお適宜， NAT試験その他の適切な試験法を

625 われる 679 用いるどよい.

626 (2) ヒト以外の動物を用いて製造される生物薬品 680 一般に，外来性ウイルスが検出されたハーベストは，医薬品

627 5.1.(1)と同様に，精製工程前のウイルス試験の試験試料とし 681 などを製造するために用いるべきではない.もしこの段階で何

628 て想定されるのは，多くの場合，原材料として得られた動物の 682 らかの外来性ウイルスが検出されたならば，その汚染の原因を

629 体液や組織，又はこれらをプールしたり，抽出物とした医薬品 683 突きとめるために製造工程を注意深く点検し，適切な対応をと

630 製造基材である.これらのケースでは，生物薬品の製造に用い 684 るべきである.

631 られる動物に存在することが知られており，ヒトに感染症や疾 685 5.2. 中間原料などの受入れ試験としてのウイルス検査

632 病をもたらすことが明らかな又はその可能性が高いウイルスに 686 ヒト又は動物由来の組織，体液などから生物薬品を製造する

633 ついて，既に4.2.(2)で述べたように存在を否定できる情報を示 687 場合，原材料や医薬品製造基材として部分的に加工された中間

634 すか，特異性や感度，精度が十分に評価された血清学的検査あ 688 原料を他の製造業者より矯入し製造に用いる場合もある.この

635 るいは核酸増幅法(NAT)などを用いてその存在を否定しておく 689 場合，原材料など製造者により既に本参考情報に沿った試験が

636 必要がある.精製工程前の未精製ノ勺レクが医薬品製造基材より 690 行われている場合は，これらの中隠原料を購入し，生物薬品を

637 下流にある場合の考え方は，(1)の場合と同様である 691 製造するメーカーにおいて，受入れ試験としてどのようなウイ

638 (3) ヒト又lま動物起源細胞株由来のたん白質性医薬品 692 ルス検査を実施すれば適切かについて検討し，検査の実施の有

639 この場合は，一般に，医薬品製造基材は細胞パンクであり 693 無，検査する試験の内容を含めてその合理的根拠を明らかにし

640 細胞培養後ハーベストされた細胞及び培養液の単一又は複数の 694 ておく必要がある.

641 プールからなる未加工/未精製ノ〈ノレクが精製工程前の試験試料 695 一方，原材料など製造業者により本参考情報に沿った試験が

9 005'; 



8 日局生物薬品のウイノレス安全性確保の基本要件

696 行われていない場合は，本文書に沿い中間原料を直接の医薬品 750 ておく必要がある.不活化を評価しようとする工程における試

697 製造基材とみなし，必要なすべてのウイルス否定試験を行う必 751 験に際しては，検体を時間を変えてサンプリングし，不活化曲

698 要がある.

699 5.3. 最終製品におけるウイルス試験

752 線が描けるように計画するべきである.

753 6.2. ウイルスの選択

700 最終製品(又はそれに至る製造段階のいずれかの製品)におい 754 ウイルスクリアランス試験に使用されるモデルウイルスとし

701 てどの程度のウイルス試験を実施すべきかは，原材料や医薬品 755 ては，広範囲にウイルス除去/不活化の情報を得るとし、う観点

702 製造基材の種類，原材料や医薬品製造基材の各種ウイルス検査， 756 から， DNAウイノレス及びRNAウイルス，エンベロープの有無

703 製造工程におけるウイルス除去及び不活化工程の評価試験の結 757 や粒子径の大小において差異があるもの，及びウイルスクリア

704 果，及び製造工程においてウイルスが迷入する可能性がどの程 758 ランス能力を試験する昆的に叶う物理的・化学的処理に対する

705 度あるかなどを勘案して総合的に決定する必要がある.原材 759 抵抗性が高いものなどを含む広範な特性を持つウイルス類を選

706 料・医薬品製造基材の選択，原材料・医薬品製造基材又は中間 760 択することが望ましい.これらの特性を網羅するには3種類程

707 原料に対するウイルス試験，製造工程中の適切な段階でのウイ 761 度のモデノレウイルスを組み合わせることが必要になる.

708 ルス試験，ウイルスクリアランス試験を的確に実施することな 762 モデルウイルスを選択する際，原料に存在している可能性の

709 どによりウイルス汚染に対する総合的な安全確保が図られるで 763 あるウイルスに類似している，若しくは同じ特性を持っている

710 あろうことは当然期待される.しかし，原材料が例えば不特定 764 などの理由でウイルスを選択する場合もある.この際， 2種類

711 多数のヒト由来のものであり，ウインドウ期のウイルスの存在 765 以上のウイルスが候補として選択可能な場合には，原則として

712 の可能性があり，若しくはウイルス試験に固有の検出上の限界 766 ウイルス徐去及び不活化処理に対して，より抵抗性の強いウイ

713 などがあるといった特殊な事情が背景にあった場合で，万一 767 ルスを選択する.また，高力価の材料が調製できるウイルスが

714 製造プロセスに何らかの欠焔(例えば，ろ過膜が破損)や人為ミ 768 望ましい(ただし，これがし、つも可能で、あるとはいえない).更

715 スによる原材料などの取違えなどが生じると，最終製品にウイ 769 に，使用するそれぞれのウイルスの検出法に関しては，試験対

716 ルスが汚染してくる可能性もある.このような偶発性のウイル 770 象の各製造ヱ程段階における試料の状態などによって検出感度

717 ス汚染を防ぐために，最終製品において原材料などに存在する 771 が影響される可能性もあるので，それぞれの段階において効果

718 可能性があるものでも特に危険度の高いウイルスに着目した核 772 的で信頼性の高いアッセイができるようなウイルスを選択する

719 酸増幅法(NAT)による検査などを行うことが推奨される場合も 773 必要がある.なお，ウイルスの選択にあたっては，クリアラン

720 あるかも知れない 774 ス試験従事者に健康被害をもたらす可能性も考慮するべきであ

721 6. ウイルスクリアランスに関する工穏評価 775 る.

722 6.1. ウイルスクリアランスの工程評価の意義，目的，一般的 776 その他ウイルスの選択に捺しての留意事項は，医薬審第329

723 留意事項 777 号通知を適宜参考にするとよい.また，ウイルスクリアランス

724 ウイルス不活化や除去に関する工程評価はヒト又は動物由来 778 試験に用いられるウイルスの例を表3に示した.これは医薬審

725 の組織，体液などに由来する生物薬品の安全性を確立するため 779 第329号通知から引用したものである.ただし，医薬審第329

726 にE重要である.このウイルスクリアランスに関する評価を行う 780 号通知はヒト又は動物細胞株由来の製品のウイルス安全性を対

727 ことは，原材料などに存在する可能性がある，若しくは不測の 781 象としているので，生物薬品の起源・原料によっては，より適

728 事態により迷入する可能性があるウイルスを除去できるという 782 切なモデルウイルスを選択する必要があると思われる.

729 ことの一定限の保証となる.ウイルスクリアランス試験は，綿 783 6.3. ウイルスクリアランス試験の設計

730 密な試験のデザインの下，適切な方法により実施し，合浬的に 784 ウイルスクリアランス試験は，目標とする特定の製造工程段

731 評価される必要がある 785 階で意図的にウイノレスを添加し，当該製造工程のウイルス除去

732 ウイルスクリアランス試験の目的は，ウイルスの不活化や除 786 や不活化能力を定量的に評価するものである.

733 去に有効であると考えられる工程について評価すること，それ 787 ウイルスクリアランス試験の計画を立案する際，検討するこ

，734 らの各工程を合わせて全体としてウイルスがどの程度減少した 788 とが望ましい留意点を以下に
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9 S局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

804 度のウイルス試料(例えばウイルス粒子数が1L当たり 1~1000) 858 して更に詳しいデータ(より多数のポイント)をとることが，特

805 を取り扱う場合，ウイルス試料のサンプリングの仕方によって 859 に重要である.ウイルス負荷量は，スパイクした出発物質中の

806 生じる統計学上の問題を考慮に入れるべきである 860 ウイルス最の実ì~IJfì直に基づいて定めるべきであるが，実際上こ

807 (3) ウイルスクリアランス試験は，製造業者が当該生物薬品 861 れが困難な場合には，スパイクに用いたウイルス溶液のカ価か

808 の製造工程の規模を縮小した試験系で実施する. GMP上，製 862 らウイルス負荷量を算出することになる.試験対象の工程条件

809 造に用いないウイルスを製造施設に持ち込むことはできないの 863 下では不活化があまりにも速く，不活化曲線を作成することが

810 で，ウイルスクリアランス試験は，製造設備とは別のウイルス 864 できない場合，不活化により事実上感染性が失われていること

811 試験設備で行わなければならない.このためウイルスクリアラ 865 を適切な試験系により示す必要がある.

812 ンス試験は，ウイノレス学的研究を行う設備のある縞離された別 866 (8) 工程前の試料中にウイルスに対する抗体が存在する場合

813 の施設で，ウイルスの専門家と精製工程のスケールダウンを設 867 には，ウイルス除去及び不活化工程におけるウイルスの挙動に

814 計し，準備に関与した製造技術者が協向で行う必要がある.そ 868 影響を及ぼす可能性があるので，このことを考慮に入れた上で

815 の際のウイルスクリアランス試験はGLPの基本理念に基づき 869 クリアランス試験を実施する必要がある.

816 実施しなければならない 870 (9) 工程前の試料中に添加するウイノレス最は，その製造工程

817 (4) この製造規模の縮小版で行うウイルスクリアランス試験 871 のウイルス除去及び不活化能力を評価するのに十分な量とする.

818 における工程の各要素は，実生産規模での製造工程のそれを可 872 ただし，添加するウイルスが製品の特性を変えたり希釈による

819 能な限り反映したものとし，その妥当性を明らかにする必要が 873 製品中のたん白質の挙動を変えたりすることがないよう，ヱ程

820 ある.クロマトグラブイー装置については，カラムベッド高 874 前の試料の容量に対してできるだけ少量とするのが望ましい.

821 線流速，ベッド容量に支守する流速の比率(すなわち接触時間)， 875 (10) 被験試料中のウイルスは，可能な限り超遠心分離，透析，

822 緩衝液，カラム充てん剤の種類， pH，温度，たん自質濃度 876 保存などの操作を行わずに定量することが望ましい. しかし，

823 塩濃度，目的物質濃度に関して，すべて実生産スケールの製造 877 阻害物質や毒性物質の徐去のための操作，又はすべての試料在

824 に相応している必要がある.また，溶出のプロフィールも同様 878 同時に定量するために一定携関保存することなど，定量前に何

825 のものが得られなければならない.同様な考え方をその他の工 879 らかの処理をすることが避けられない場合もある.希釈，濃縮，

826 程についても適用すること.やむを得ない事情により実際の製 880 ろ過，透析，保存など，測定試料調製のための操作告と伴う場合

827 造工程を反映させることができない場合には，それが結果へど 881 は，それによるウイルス感染性における変化を評価するために，

828 のような影響を及ぼすかを考察しておくべきである 882 同様な調製手11援を経るコントロール試験を並行して行う必要が

829 (5) 製造工程のうち，ウイルス不活化/除去に関して原理が 883 ある.

830 異なると考えられる二つ以上の工程を選択し，検討することが 884 (11) 緩衝液又は製品(に含まれる包的たん白質やその他の成

831 望ましい 885 分)が指示細胞に望ましくない影響を及ぼす可能性がある.し

832 (6) ウイルスを不活化/除去することが予想される工程につ 886 たがって，これらのウイルスカ価測定法に対する毒性作用又は

833 し、て，そのクリアランス能力を個々に評価し，それぞれが不活 887 干渉作用をそれぞれ個別に評価して，測定に支障のないような

834 化工程なのか，除去工程なのか，又は不活化/除去いずれにも 888 対策を講ずるべきである.仮に，緩衝液がウイルス試験に用い

835 関与するのか慎重に検討し，試験を計闘すべきである.一般に 889 る指示細胞に対して毒'伎を有する場合は，希釈， pHの調整，

836 ウイルスクリアランス試験では，試験対象となる各段階ごとに 890 又はスパイクウイルスを含む緩衝液の透析等を試みるとよい.

837 ウイルスを添加し，当該工程を経た後の感染性の減少度を評価 891 製品(目的たん白質など)が抗ウイルス活性を持っている場合，

838 するが，
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10 13局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

912 ウイルス除去/不活化ヱ程のうち，特異的な作用原理・機構に 966 得られた各ウイルスクリアランス指数及び総ウイルスクリア

913 よりウイルスクリアランスを発揮する工程は，その作用機構に 967 ランス指数が受入れ可能かどうかについて，原材料及び製造過

914 当てはまるウイルス類に対しては極めて有効であるが，それ以 968 程に混入(迷入)する可能性が現実的に考えられるすべてのウイ

915 外のウイルスに対しては有効でない可能性がある.例えば. S 969 ルスを念頭において評価し，その妥当性を示すべきである.

916 /D(有機溶媒/界面活性剤)処理は，一般に脂質膜を有するウ 970 醤歯類の細胞基材由来のバイオ医薬品のケースのように医薬

917 イルスに対しては有効であるが，脂質膜を有しないウイルスに 971 品製造基材などに何らかのウイルス粒子の存在が認められる場

918 対しては有効でない.また，ウイルスによっては通常の加熱ヱ 972 合，当該ウイルスが排除又は不活化されたということのみでな

919 程(55~600C. 30分)にも抵抗性を示すものもある.このよう 973 く，ウイルスクリアランスに関して，必要な程度を上回る能力

920 なウイルスに対してクリアランスを期待する場合は，条件を更 974 が精製工程に組み込まれていて，最終製品の安全性が適切なレ

921 に強くするか，作用原理・機構が異なるヱ程の導入を考慮、する 975 ベルに確保されていることを示すことが重要である.製造工穏

922 必要がある. S/D(有機溶媒/界医活性剤)処理や加熱処理と 976 により除去され，又は不活化されたウイルスの量は，医薬品製

923 は原理が異なるウイルス除去膜処理工程は，膜の特性上，これ 977 造基材などに存夜が推定されるウイルス量と比較されるべきで

924 を通過できないサイズを持つ広範劉のウイルスに対して有効で 978 ある.比較をする上で，原材料・医薬品製造基材など中のウイ

925 ある.一方，目的たん白質を特異的に吸着させるアフイニティ 979 ルス量を測定することが重要である.この測定値は，感染性の

926 ークロマトグラフィー工程は. eI的たん白質以外のウイルスな 980 測定又はその他の方法，例えば電子顕微鏡(TEM)により，得ら

927 どを徹底して洗い流すことも可能なので，ウイルス徐去に一般 981 れるべきである.精製工程全体を通して評価した場合. 1回の

928 に有効である.イオン交換クロマトグラフィーやエタノール分 982 臨床投与量に相当する原材料・医薬品製造装材など中に存在す

929 甑処理工程などにおいては，製品中の目的たん白質と各種ウイ 983 ると推定されるウイルス量よりはるかに上回るウイルス量を排

930 ノレス類との分離・分酒状況は様々な様棺を呈するが，これらの 984 除することができなければならない. しかし，医薬品製造基材

931 工程が他の処理工程で十分に不活化・除去できないウイルスの 985 などにウイルスの存在が推定されるというケースは，醤歯類の

932 クリアランスに有効であるケースも少なくない 986 細胞装材由来のバイオ医薬品を除いては極めてまれで‘あろう.

933 (15) ウイルスクリアランスは，例えば，不活化工程が2段階 987 当該医薬品が他の製法では得られず，臨床上も不可欠であり，

934 以上ある場合，相互補完的分離工程が複数ある場合，又は不活 988 存在するウイルス粒子に関する感染性を含む情報が明らかであ

935 化及び分離工程が複数組み合わされたような場合に効果的に達 989 るなどの特別な場合を除いて，そのような原材料・医薬品製造

936 成される.分離工程においては，個々のウイルスの物理的・化 990 基材などは，原則として医薬品生産には使用できない.

937 学的特性がゲ、ノレ・マトリクスとの相互作用や沈降特性に大きく 991 通常は，生物薬品の製造装材には，何らかの試験・検査によ

938 影響し，ウイルスごとに分離状況に違いが生じる可能性がある. 992 りウイルスの存在は否定されている.そのような場合，可能性

939 しかし，こうした変動要因にもかかわらず，相互補完的分離工 993 が現実的に考えられる特定のウイルスをモデルとすることもあ

940 程の組合せや，又は不活化工程と分離工程との組合せにより 994 りうるが，一般的には. 6.2.で述べたように，広範聞なウイル

941 効果的なクリアランスが達成される.また，クロマトグラフィ 995 スに関する工程のクリアランス能告と示すことができる適切なモ

942 ー工程，ろ過工程及び抽出工程などの分離工程で，目的ウイノレ 996 デ、ノレウイルス類の組合せを選択し，クリアランス試験をするこ

943 スとモデルウイルスの分離に影響する項闘などをふまえて十分 997 とになる.このような場合には，ウイルスクリアランスに関す

944 に吟味してデザインしたものは，適切にコントロールされた条 998 る一般的な数値目標は特に設定できない.工程の

1008 

956 (18) その他，生物薬品のウイルスクリアランス試験の設計に 1009 

957 隠しては医薬審第329号通知を適宜参考にすること 1010

ここで.R=対数で表される減少度であり. Vi=ヱ程処理前

の試料の容量.Tl=工程処理前のウイルス量(カ価). 巧ヱヱヱ程

処理後の試料の容量 12=工程処理後の試料のウイノレス量(カ

価)である.

958 6.4. ウイルスクリアランス試験結果の解釈 1011 ウイルスクリアランス指数を算出する場合には可能な限り，

959 6.4.1. ウイルスクリアランス指数の評価 1012 試料に添加したウイルスカ価で、なく，添加後の工程処理前の試

960 ウイルスクリアランス指数は，製造工程においてクリアラン 1013 料中に検出されるウイルスカ価に基づき算出する.これが不可

961 ス試験の対象とした各製造段階を経る聞のウイルス量(ウイル 1014 能な場合，スパイクに照いられるウイルス溶液のカ価からウイ

962 ス感染性:カ価)の減少度を対数で表したものである.製造工 1015 ルス負荷量を算出することになる.

963 程全体における総ウイルスクリアランス指数は，これら各製造 1016 6.4.3. 結果の解釈及び評価上留意すべき事項

964 段階でのウイノレスクリアランス指数のうち適切に評価できるも 1017 ウイルス不活化/除去工程の有効性に関するデータを解釈，

965 のを力目算することにより得られる 1018 評価する際には，①試験に使用されたウイルスの適切さ，②ク
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11 日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

1019 リアランス試験のデザイン，③対数で、表されるウイルス減少度， 1073 造工程の変動悶子のわずかな変動に対しウイルスの除去及び不

1020 ④不活化の時間依存性，⑤工程のウイノレス不活化/除去に影響 1074 活化効果が影響を受けやすい場合も考えられる.このような湯

1021 する要素・項呂，⑥ウイルスアッセイ法の感度，⑦ある不活化 1075 合には，これらの因子の変動が当該製造工程のウイルス不活化

1022 /除去工程が特定種類のウイノレスに特に有効である可能性など， 1076 効果に対していかに影響していたかを考慮する必要があるかも

1023 様々な要因を組み合わせて考察する必要がある.更に補足的事 1077 しれない.

1024 項を以下に示した 1078 (7) 抗ウイルス抗体の存在

1025 これら様々な要因が結果に影響することをふまえて，適1Eな 1079 試料中に試験に用いるウイルスに対する抗体が存在すると，

1026 解釈，評価に導くようにする必要がある 1080 ウイノレスの分配や不活化処理に対する感受性に影響を与える可

1027 ( 1 ) 試験に使用したウイルスの挙動 1081 能性がある.ウイルスの感染性を中和するのみでなく，試験結

1028 ウイルスクリアランス試験の結果を解釈するにあたって，ク 1082 果の解釈を複雑化する. したがって，試料中のウイノレスに対す

1029 リアランスの機構は試験に使用したウイルスの種類によって異 1083 る抗体の存在は一つの重要な変動要素であるど考えられる.

1030 なる可能性があることを認識しておく必要がある.また，使用 1084 (8) 不活化/除去工程の新規導入

1031 されるウイルスは，通常組織培養で製造されるが，製造工程中 1085 ウイルスクリアランスが製品の安全性確保にとって重要きな因

1032 において，組織培養ウイルスの挙動は自然界に存在するウイル 1086 子と考えられるにもかかわらず，製造ヱ程による感染性に関す

1033 スの挙動とは異なっている可能性がある.例えば，自然界に存 1087 るクリアランスの達成度が不十分である場合には， ~的に特に

1034 在するウイノレスと培養ウイルスとでは純度や凝集の程度が異な 1088 p十うと考えられる不活化/除去機構を特徴とするヱ程を新規に

1035 っている場合がある.また，分離工程の特性によっては，糖鎖 1089 導入したり，既存の工程と相互補完できるような不活化/除去

1036 付加のようなウイルスの表面特性の変化が，分離状況に影響す 1090 工程を追加導入すべきである.

1037 る可能'性がある.これらの点を念頭に霞き，結果を解釈する必 1091 (9) ウイルスクリアランス試験の限界

1038 要がある場合も考えられる 1092 ウイルスクリアランス試験は，最終製品がウイルス安全面か

1039 (2) 試験の設計 1093 ら見て受け入れられるレベルに達しているという確誌を得るの

1040 製造工程の変動要因，規模縮小における変動要因などを考慮 1094 に寄与はするが，それそのものが安全性を保証するわけでらはな

1041 に入れてウイルスクリアランス試験は設定されているはずであ 1095 い.また，上述のようなウイルスクリアランス試験のデザイン

1042 るが，実生産スケールそのものではないのでやむを得ず差異が 1096 や実施にかかわる様々な要因や結果の解釈如何が製造工程のウ

1043 生じている可能性もある.データの解釈上，こうした差異を考 1097 イルス感染性徐去能力について必ずしも適正ではない評価に導

1044 慮、したり，試験に限界があることに留意する必婆がある場合も 1098 く可能性もあることに留意する必要がある.

1045 考えられる 1099 7. 統計

1046 (3) ウイルス減少度データの取捨選択 1100 ウイルスクリアランス試験における結果の評価にあたっては

1047 総ウイルスクリアランス指数は，対数で表された各製造段階 1101 データを統計学的手法を用いて解析する必婆がある.また，得

1048 で、の減少度を加算することによって算出される. しかし，複数 1102 られた結論が支持されるためには，試験結果が統計学的に妥当

1049 の工程，特にほとんど減少を伴わない工程(例えば1IOglO以下 1103 性が検証されたものである必要がある.

1050 の工程)の減少率を加算すると，工程全体を通してのウイルス 1104 7. 1. ウイルスカ価測定における統計学とその留意点

1051 除去/不活化能力を過大評価してしまう可能性がある.したが 1105 ウイルスのカ価測定は他の生物活性の測定と同様，ぱらつき

1052 って， 1 loglO以下のウイルスカ価における除去/不活化は正当 1106 が大きい.ウイルスクリアランス試験を信頼性のあるものとす

1053 な理由がない限り通常計算に入れるべきではない.なお，同一 1107 るため，ウイルスカ価測定の正確さとその測定値から得られる

1054 又は近似した方法を繰り返して達成されたウイ

1062 に対しても抵抗性を示す可能性がある.

1063 (5) 対数で表されるウイルス減少度の評価

1116 回有で不可避的なばらつきにより生じる.通常，独立して実施

1117 した試験問のばらつき(試験問変動)は，一試験内で得られた結

1064 ウイルスカ価の減少度を対数で表してウイルスクリアランス 1118 果のばらつき(試験内変動)より大きい.

1065 指数とするため，残存感染性ウイルス量が著しく低減すること 1119 3. 試験内変動の95%信頼限界を求めるとき，通常，平均値

1066 は示せるが，力価は決してゼロにはならないとし、う限界がある.1120 士0.5logのレベルに収まるようにするべきである.試験内変

1067 例えば， mL当たり8IOglO感染単位を含む標品から8loglOのフ 1121 動は一般的な方法で計算する.試験問変動は試験にウイノレス襟

1068 アクターで感染性の低減があっても，試験の検出限界をも考慮 1122 準品在用いることでモニターで、きるが，この際のウイルス標準

1069 すれば， mL当たりゼロ IOglOすなわち1感染単位を残している 1123 品のカ価の実測値は，別途当該試験法を用いて研究室で測定，

1070 ことになる 1124 確立しておいた試験結果の平均値のおよそ0.5log以内である

1071 (6) 製造工程の変動因子 1125 べきである.より低い精度の試験を採用するにはそれなりの妥

1072 スパイクされた試料と緩衝液やカラムとの接触時間などの製 1126 当な理由が必要である.
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12 日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

1127 7.2. ウイルスクリアランス試験の再現性，信頼限界 1180 11 その他

1128 ウイルス不活化/除去工程として有効であることを示すため 1181 ウイルス試験及びウイルスクリアランス試験について医薬審

1129 には，少なくとも2回以上の独立した試験により添加ウイルス 1182 第329号が適切に適用できる場合にはこれを参考にすること.

1130 最の低減に再現性があることを立証する必要がある 1183 おわりに

1131 一方，クリアランス試験におけるクリアランス指数の95% 1184 初めに述べたように，日局収載医薬品の品質・安全性などの

1132 信頼限界は，可能な範囲で算出することが望ましい.処理工程 1185 確保は，科学の進歩，経験の蓄積を反映してその待代における

1133 前の材料中のウイルス測定値の95%信頼限界が:!:sで，工程処 1186 最も先端的な方法，考え方でなされる必要がある.

1134 理後のウイノレス測定値の95%信頼限界が:!:aの場合，ウイルス 1187 日局生物薬品のウイルス安全'性を確保するための基本要件を

1135 クリアランス指数の95%信頼限界は 1188 本参考情報に示したが，ここで述べられたことは新医薬品開発

1136 :!:ぷ弔可 1189 を行おうとする際の安全性確保策とほぼ同レベルの方策である

1137 である. 1190 これは，新薬，既承認医薬品いずれもウイルス安全面では同等

1138 8. ウイルスクリアランスの再評価が必要な場合 1191 の関心安払うべきとの考えに基づいている.また，その時代に

1139 生産工程又は精製工程を変更する場合には，その変更がウイ 1192 おける最も先端的な方法，考え方で日局収載医薬品の品質・安

1140 ルスクリアランス能力に隠して，直接又は間接に影響しないか 1193 全性などの確保を図るべきとの考え方にも基づいている.更に，

1141 を考え，必要に応じて変更したヱ程を含む全体のウイルスクリ 1194 考えうるあらゆるケースを考慮しながら，すべての生物薬品に

1142 アランス能力在再度検証する必要がある.精製工程を変更する 1195 対して適用できるよう，網緩約に記述されている.したがって，

1143 とウイルスクリアランスの程度が変わる可能性がある 1196 長年にわたり医薬品として安全に用いられてきたある儒別の生

1144 9. ウイルスクリアランス試験にかかわる測定法 1197 物薬品の側から見れば，改めて，本参考情報にすべて沿って，

1145 9.1. ウイルス感染価の測定法 1198 新薬に対すると同様のレベルのウイルス試験や工程のウイルス

1146 ウイルス感染価の澱定法には，半定量法と定量法がある.半 1199 クリアランス試験を実施するのは必ずしも合理的ではない，と

1147 定量法は動物を用いた感染性試験や. CCID法(Culturedcell 1200 いうケースもあるかもしれない.個々の生物薬品については，

1148 infectious dose :培養細胞感染性価)で，動物や培養級胞の感 1201 その起源，由来，種類，製造方法，特性，臨床上の用法，過去

1149 染の有無をスコアする方法で、ある.感染価は，感染した動物や 1202 の実績等を勘案しながら，ケース・バイ・ケースの原則で最も

1150 培養細胞の割合で決められる.定量法においては，ウイルス量 1203 合理的に対処していく必要があると考えられる.

1151 と測定される感染性は直線的な関係にある.定量法としてはプ

1152 ラーク法などがある.プラーク法では1プラークが1感染単位

1153 に相当する.測定法は，十分な感度と再現伎を持つべきで、あり，

1154 コントローノレを用いて統計学的に分析可能な結果が得られるよ

1155 うにする.半定量法，定最法共に，統計学的評価の対象となる.

1156 9.2 核酸増幅法(NAT)による検査

1157 核酸増煽法(NAT)による検査は，各々のウイルスに対する血

1158 r青学的検査が陰{生であるときでも個別の検体やプールされた原

1159 材料・医薬品製造基材又は製品中のウイルスゲノムを高感度で

1160 検出できる方法である.培養系で測定できないHBVやHCV遺

1161 伝子などの検出にも応用できる.また.HBV. HCV及びHIV

1162 に関してはウインドウ期の大幅な短絡が可能になり，ウイルス

1163 安全性評価手段として寄与することが期待されている.しかし，

1164 用いるプライマーの選択によっては検出しようとする目的ウイ

1165 ルスのすべてのサブタイプを検出できないこともある.したが

1166 って.NATの採用にあたっては，可能な限りの様々なサブタ

1167 イプに対して検出可能かどうかをあらかじめ検討しておく必要

1168 がある.

1169 NATは， ウイノレスクリアランス工程評価においてウイルス

1170 除去工程の有効な評価法となりうるが，ウイルス不活化工程で

1171 は，不活化されたウイルスが依然として核酸湯性の結果&示す

1172 ことがあるために，ウイルス不活化の程度が過小評価される可

1173 能性がある.また.NATを導入する場合には，検出感度の妥

1174 当性，ランコントロールとして用いる標準品の選定，プライマ

1175 ーなど用いる試薬の品質の保証・維持及び陽性又は陰性の結果

1176 の解釈において十分な注意を払わなければならない.

1177 10. 記録と保存

1178 ウイルス試験及びウイルスクリアランス試験にかかわる項目

1179 についてはすべて文書化し，保存しなければならない.
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13 日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

表2 各々の動物に感染することが知られている人畜共通感染ウイルス

ウシ ブタ ヒツジ ヤギ ウマ

牛痘ウイルス(Cowpoxvil'us) 。
{為牛痘ウイルス(Paravacciniavil'us) 。。。。
マレーバレー脳炎ウイルス(MUl'l'ayvalley encephalitis virus) 。。
羊跳躍病ウイルス(Loupingillvil'us) 。。。。
ウエツセノレズブ、ロンウイルス(W巴sselsbl'onvirus) 。
口蹄疫ウイルス(Foot"and"mousedisease virus) 。。
日本脳炎ウイルス(Japaneseencephalitis vil'us) 。
水癌性口内炎ウイルス(Vesiculal'stomatitis virus) 。
ウシ丘疹!金口内炎ウイルス(Bovinepapulal' stomatitis virus) 。
オノレフウイノレス(Ol'fvirus) 。
ボノレナ病ウイルス(Bornadisease virus) 。 。
狂犬病ウイルス(Rabiesvirus) 。。。。。
インフルエンザウイルス(Influenzavirus) 。
E型肝炎ウイルス(HepatitisE virus) 。
脳心筋炎ウイルス(Encephalomyocarditisvirus) 。。
ロタウイノレス(Rotavirus) 。
東部ウマ脳炎ウイルス(Easternequine encephalitis virlls) 。
西部ウマ脳炎ウイルス(Westerneqlline encephalitis virlls) 。
ベネズエフウマ脳炎ウイノレス(Venezuelanequine encephalitis vil'lIs) 。
ウマモーピリウイノレス(Morbillivirus) 。
ヘンドラウイルス(Hendl'avil'lls) 。
ニパウイノレス(Nipahvirus) 。
伝染性胃腸炎ウイルス(Transmissiblegastl'oentel'itis virus) 。
ブタ呼吸器コロナウイルス(Porcinerespiratol'y coronavil'lIs) 。
ブタ流行性下痢症ウイノレス(Pol'cineepidemic diarrhea virlls) 。
血球凝集性脳髄膜炎ウイノレス(Hemaggllltinatingencephalomyelitis virlls) 。
ブタ繁殖呼吸器病症候群ウイルス(Porcinel'espil'atol'y and repl'odllctive syndrome vil'us) 。
ブタコレフウイノレス(Hogcholel'a virus) 。
パラインフルエンザ3型ウイルス(Parainflllenzavirlls Type 3) 。
エンテロウイルス1型(TalfanJTeschendisease vil'lls) 。
レオウイルス(Reovirus) 。
内在性レトロウイルス(Endogenollsretrovirlls) 。
ブタアデノウイルス1~4整(Porcine adenovirlls) 。
ブタサーコウイルス(Porcinecircovirlls) 。
ブタパルボウイノレス(Porcineparvovil'lIs) 。
ブタボックスウイルス(Porcinepoxvirlls) 。
ブタサイトメガロウイルス(Porcinecytomegalovirlls) 。
{反性狂犬病ウイルス(Pselldorabi巴svirus) 。
ロシア春夏脳炎ウイノレス(Russianspring"summel'巴ncephalitisvirus) 。。
リフトバレー熱ウイルス(RiftValley fevel' virlls) 。。
クリミア・コンゴ出血熱ウイルス(Crim巴an-Congohemorl'hagic fever vil'lIs) 。 。。
(ナイロウイノレス(Nail'ovirlls))

トロウイ/レス(Torovh-lIS) 。
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14 日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件

1204 

表3 ウイルスクリアランス試験に用いられたことのあるウイルスの例

ウイルス 科 属 宿主 ゲノム エン サイズ(nm) 形状 耐性
x:口

…プ

水痘性口内炎ウイルス ラブドウイルス科 ベジクロウイルス属 ウマ
RNA 有 70X 150 弾丸形 低

(Vesicular Stomatitis Virus) (Rhabdo) (Vesiculovirus) ウシ

パフインフノレエンザウイノレス ノfフミクソウイノレス科 1型・ 3型 Respirovirus属
多種 RNA 有 100~200+ 多様な形 低

(Parainfluenza Virus) (Paramyxo) 2型・ 4型 Rubulavil'us属
マウス白血病ウイルス レトロウイノレス科 C型オンコウイルス属

マウス RNA 有 80~110 球形 低
(MuLV) (Retro) (Type C oncovirus) 
シンドピスウイノレス トガウイルス科 アルファウイルス属

ヒト RNA 有 60~70 球形 低
(Sindbis Virus) (Toga) (Alphavirus) 
ウシ下痢疲ウイルス フフビウイノレス科 ペスチウイルス属

ウシ RNA 有 50~70 多様な形 低
(BVDV) (Flavi) (Pestivirus) 
仮性狂犬病ウイルス ヘルペスウイルス科 アルファヘルペス医科 ブ、タ DNA 有 120~200 球形 中
(Pseudol'abi巴sVirus) (Hel'pes) Varicellovu'us属
ポリオウイルスSabin1型 ヒoコノレナウイルス科 エンァロウイルス属

ヒト RNA 無 25~30 正20面体 中
(Poliovirus Sabin Type 1) (Picorna) (Enterovil'us) 
脳心筋炎ウイルス ピコルナウイルス科 カルジオウイノレス属

マウス RNA 無 25~30 正20面体 中
(Encephalomyocal'ditis Virus) (Picorna) ( Cardiovirus) 

レオウイルス3型 レオウイノレス科 オルトレオウイルス属
多種 RNA 無 60~80 球形 中

(R巴ovirus3) (R巴0) ( Orthoreovirus) 
シミアンウイノレス40 パポ パウイノレス科 ポリオマウイルス属

サル DNA 無 40~50 正20面体 荷
(SV 40) (Papova) (Polyomavirus) 
パノレボウイノレス(ウシ， ブタ) ノ号ノレボウイルス科 パルボウイルス属 イヌ

DNA 無 18~24 正20厨体 同
(Parvovirus : canine， porcine) (Parvo) (Parvovirus) ブタ

1205 
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1 日本薬局方の通員11等に規定する動物由来医薬品起源としての動物に求められる要件

1 日本薬局方の通則等に規定する動物由来医薬

2 品起源としての動物に求められる要件

3 はじめに

4 日本薬局方の通則等に医薬品又は当該医薬品の製造に用

5 いる医薬品が動物に由来するもの在原料として製造されるもの

G であるときは，別に規定する場合を除き，当該動物は，原則と

7 して，健康なものでなければならなし、j 旨の規定を追加するこ

8 とが平成14年3月29日付官報で告示された.

9 両日付，医薬発第0329001号通知ではここでいう健康な

10 ものとは，各医薬品の適切な使用方法において，ヒトへの感染

11 性を存する疾病又は感染を有さない動物をいうものであり，現

12 時点においては，例えば，経口・外用医薬品などについて，動

13 物由来成分の原料となる動物が食用基準をみたしていることが

14 磯認できることをいうこと，なお，この健康なものの基準は人

15 獣共通感染症等に関する新たな知見等を踏まえ，適宜見直され

16 るべきものであることJと記載されている.

17 本参考情報では，医薬発第0329001号通知の趣旨をふまえ，

18 動物に由来するものを原料として製造される医薬品における感

19 染性商での安全性確保について述べる.

20 1 基本的考え方

21 ヒトを含む動物に由来するものを原料として製造される医薬

22 品を使用する上で，当該医薬品にウイルスなど感染性物質が混

23 入し，それがヒトに感染して感染症を発症若しくは何らかの身

24 体的異常を生じさせる可能性があることに関する配慮が必要に

25 なる.この際，医薬品原料の起源としてのヒトを含む動物や医

26 薬品原料にウイルスなど感染性物質が存在しているかどうかが

27 まず重要な留意点であることはいうまでもない.更に重要な点

28 は，それを基に製造した医薬品にウイルスなど感染性物質が存

29 在し，ヒトに投与した場合に，ヒトに感染する可能性があるか

30 どうかということである.医薬品原料の起源としてのヒトを含

31 む動物が各医薬品の使用方法において，ヒトへの感染性を

32 有する疾病又は感染を有さないものJとして求められている要

33 件は医薬品原料の起源としてのヒトを含む動物の適格性に

34 関する評価，適切な医薬品製造過程の設定と管理及び最終製品

35 の用法・用量の遵守という全体方策をとおして，ヒトに感染症

36 を引き起こすことはないものj である.

37 2 医薬品原料起源としてのヒトを含む動物について

38 ヒトを含む動物由来の医薬品によるヒトへの感染を防止する

39 には，使用する原料にウイルスなど感染性物質が存在していな

40 いことを保証すること，すなわちヒトに病原性がある感染

41 性物質に汚染されていないことが証明されたという意味での健

42 康な動物由来の原料を使用するか，動物由来の原材料に適切な

43 処理を施した後，ヒトに病原性がある感染性物質に汚染されて

44 いないことを立証したものを医薬品製造原料として使用するこ

45 とj が最も明快で、適切な対応である.

46 ヒト由来製品の原材料としては，細胞・志郎哉，血液，胎蝶，

53 え方(医薬発第1314号平成12年12月26日， )3IJ添1}Jに基づき，

54 ドナー(ヒト)より提供される細胞・組織が感染性物質に関する

55 十分な不活化・除去工程を経ることなく患者に投与されるとこ

56 ろから， ドナーについて，病歴，健康状態，採取細胞・組織を

57 介して感染する可能性がある各種感染症に関する検査項目など

58 を考慮、して，選択基準，適格性基準を定め，その妥当性を明ら

59 かにすることを求めている.特にB型肝炎(HBV)， C型肝炎

60 (HCV) ，ヒト免疫不全ウイルス(HIV)感染症，成人T細胞白血

61 病，パノレボウイルスB19感染症については，問診及び検査(血

62 r青学的試験や核酸増幅法など)により否定することが求められ

63 ている.また，サイトメガロウイルス感染及ひ官Bウイルス感

64 染については必要に応じて検査により否定することとされてい

65 る.そのほか梅毒トレポネ}マ，クラミジア，淋菌，結核

66 菌などの細菌による感染症J，敗血症及びその疑いJ， 悪

67 性腫場J，重篤な代謝，内分泌疾患、J， rn参原病，血液疾

68 患J， rs干疾患J，認知症(伝達性海綿状脳症及びその疑い

69 のあるもの)Jについては既往歴，問診などの診断を行うと共

70 に，輸血，移植医療を受けた経験の有無などからドナーとして

71 の適格性を判断することも求められている.検査項目及び検査

72 方法については，その時点で最も適切とされる方法を採用する

73 こととするが，感染症などに関する新たな知見及び学問・技術

74 の進歩に鑑み，随時見直しを行う必要があるどされている.ま

75 た， ドナースクリーニングにあたっては，検査項民検査方法

76 などにより，ウインドウ期(感染初期に細菌，真菌，ウイルス

77 等又は細菌，真菌，ウイルスなどに対する抗体が検出できない

78 期間)を勘案し，可能な限り適切な時期に再検査を実施するこ

79 ととされている.

80 関内献血尚来血幾分画製剤にあっては，献血者について問診，

81 自己申告によりチェックし，献血血液段階で血清学的検査，

82 HBV， HCV， HIVを対象としたミニプール核酸培幅試験

83 (NAT)を実施している.また，分画用原料血柴は最低4箇月間

84 貯留保管し，採血後情報/輸血後情報を反映する措置を講ずる

85 ことによりヒトに何らかの感染症を引き起こす可能性のある原

86 料の使用を排除しようとしている.

87 一方，尿由来製品などのように多数の不特定者から採取され，

88 一定の処理が施された後原料とされるような場合，各個人ごと

89 にウイルスなどの検査をすることは，現実的ではなくまた合理

90 的でもない.この場合プールした原料についてウイルス試験な

91 ど，適切な試験を行い確認するべきである.

92 ヒト以外の動物の場合，野生の動物は避け，適切な微生物汚

93 染防止対策や汚染監視システムを含む衛生管理の行き届いた環

94 境条件下で飼育された動物偲体を使用するべきである.可能な

95 限り適切に規定された特定病原体感染防止条件(sp巴cific

96 pathogen-fr巴巴:SPF)に適合したコロニー由来の動物を使用す

97 ることが望ましい.また，食肉基準がある動物についてはこれ

98 を満たした動物個体を使用すべきである.必要に応じて適切な

99 試験により病原体などの感染がないことを確認する必要がある.

47 尿などが用いられている.これらの原材料の起源となるドナー 100 伝達性海綿状脳症 (Transmissible Spongiform 

101 Encephalopathies: TSEs)の病原体とされているプリオンに

102 よる伝播や汚染を極力回避するための具体的手段は，①ヒツジ

103 やヤギにおけるスクレイピー，ウシにおけるBSE，シカの

104 Chronic Wasting Disease(CWD)，ヒトにおける新型CJDなど

105 のTSEs発生地域(国)やリスクの高い地域(国)の動物，長期(6箇

106 月以上)滞在者由来の医薬品原料や関連物質の使用を避けるこ

48 について，個人ごとに問診や検査を行うべき場合や行うことが

49 できる場合には，ウイルスなど安全性面での適格性をこの段階

50 で試験すべきである.

51 

52 

例えば，平成12年12月に厚生省医薬安全局より公表された

f細胞・組織利用医薬品等の取扱い及び使用に関する基本的考
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2 日本薬局方の通則等に規定する動物由来医薬品起源としての動物に求められる重要件

107 と，②スクレイピー， BSE， CJDなどを発症している個体由 161 の用法・照量の遵守が果たす役割は大きい.

108 来の物質の使用を避けること，③リスクの高い器官，織器，締 162 前述のように，医薬品生産に汎用されているげっ歯類締胞に

109 胞などに由来する物質の使用を避けること，④TSEsの発生状 163 は内在性のレトロウイルスの存在が知られているが，二重三重

110 況，プリオンに関する疫学的調査結果，研究成果若しくは原料 164 に安全性が確保されているのは精製段階などで適切な不活化・

111 採取後のドナーの遅発性感染症の発症状況などに隠する情報を 165 除去処理工程が取り入れられていることによる.極端な例とし

112 収集して的確に対応することなどである 166 ては，製造の手段として，意図的にウイルスや微生物などを使

113 3. 医薬品原料となるヒトや動物由来の細胞について 167 用する場合もある.これについても，製造工緩や精製工程に当

114 ヒトや動物由来の細胞基材を使用して，医薬品を製造するこ 168 該ウイルスなどに適応した除去や不活化手段が適切に取り入れ

115 とが行われているが，この場合，締胞基材の起源たるヒトや動 169 られており，医薬品として使用することにおいて，ヒトへの感

116 物が健康なものであることが望ましいことはいうまでもない 170 染の危険性は十分に否定され，安全性が担保されるとしづ対応

117 しかし，一般には，細胞基材由来医薬品のウイルス安全性など 171 策がとられている.更に，当該動物において，仮にヒトに対す

118 の評価は，事実上の医薬品製造原料である細胞レベルで行われ 172 る感染性物質の有無に隠して明らかにすることが医難である場

119 ることが合理的であるとされている.この場合，可能な限り 173 合や，原料にウイルスなどが存在している場合があったとして

120 細胞バンクを作製して，徹底的なウイルスなどに関する試験と 174 も，製造段階や精製段階など、で適切な不活化・除去処理工程が

121 解析を実施することにより安全性を確認する必要がある.この 175 取り入れられ，その有効性が検証され，またGMPなどによる

122 際の試験項目や試験方法については， 1CB国際合意文書を受け 176 適切な工程管理がなされることにより，十分に安全性が確保さ

123 た園内絞通知「ヒト又は動物細胞を用いて製造されるバイオテ 177 れるならば，当該原料の使用が可能な場合もある.

124 クノロジ一応用医薬品のウイルス安全性評価J(平成12年2月 178 5. まとめ

125 2213 {寸医薬審第329号厚生省医薬安全局審盗管理課長通知Hこ 179 医薬品原料の起源としてのヒトを含む動物が各医薬品の

126 詳細に記載されており，これに従うべきである.ところで締胸 180 使用方法において，ヒトへの感染性を有する疾病又は感染を有

127 レベルでの試験の結果，ウイルスが仮に検出された場合，その 181 さないものj として求められている要件は医薬品原料の起

128 締胞をどのように取り扱うかが問題である.この問題の取扱い 182 源としてのヒトを含む動物の適格性に関する評価，適切な医薬

129 については，同通知に次のように記載されている医薬品の 183 品製造過程の設定と管理及び最終製品の照法・用量の遵守とい

130 製造に用いる細胞株には，内在性のレトロウイルス，その他の 184 う全体方策をとおして，ヒトに感染症を引き起こすことはない

131 ウイルス又はウイルス由来の塩基配列を含むことが知られてい 185 ものj である.

132 るものがある.そのような場合に製造業者が行うべき対応策が 186 なお，本課題への対応は，その時点での科学的水準をふまえ

133 向通知の第V章(ウイルスクリアランス試験と精製バルクにお 187 て行うこととするが，ヒトにおける感染症，動物由来感染症な

134 けるウイルス試験の意義，考え方及び実施要領)に記載されて 188 どに関する新たな知見及び学問・技術の進歩を随時反映した合

135 いる.内在性のレトロウイルス以外のウイルスが存在する締胞 189 理的根拠に基づくものとする必要がある.

136 株の使用の可否は，ケース・バイ・ケースで規制当局が考慮す

137 ることになるが，その際，製品のベネフィットや予定される臨

138 床上の用途，混入するウイルスの種類・性質，ヒトへの感染性

139 又は病原性，製品の精製工程(ウイルスクリアランスに関する

140 評価データ等)，及び精製バルクにおいてどの程度のウイルス

141 試験を実施したかなどに基づくリスク/ベネフィットのパラン

142 スを勘案し，判断することになるJ.例えば，最もよく用いら

143 れるげっ歯類締胞には，内在位のレトロウイルス様のA粒子，

144 R粒子， C粒子などの存在が知られている.しかしそれはヒト

145 に感染することはなく，危険性がないこどが知られており，

146 CBO細胞などは医薬品生

9 OOG6 
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1 バイオテクノロジ一応用医薬品/生物起漉由

2 来医薬品の製造に用いる細胞基材に対するマ

3 イコプラズマ否定試験

4 本文書は，バイオテクノロジ一応用医薬品/生物起源、由来医

5 薬品の製造に使用する締月包装材で細胞パンクを主主にするものに

6 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

7 験について述べたものである.

8 試験方法としては， A.培養法， B.指標細胞を用いたDNA

9 染色法， C. ポリメラーゼ連鎖反応(pcR)による検出法が挙げ

10 らjもる.

11 本マイコプラズマ否定試験の対象は，マスター・セル・パン

12 ク(MCB)，ワーキング・セル・パンク (WCB)及び医薬品製造

13 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

14 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

15 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

16 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，

17 C法に用いるプライマーそのほかの試薬や反応条件を含めた試

18 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

19 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

20 由を示す必要がある.

21 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

22 ラズマ発育限11:因子を有するかどうか試験しておく必要がある.

23 発育阻止図子が含まれる場合には，遠心分離，細胞の継代など

24 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.

25 検{本を採取後24時間以内に試験するときは2~80Cで， 24時

26 間を超える場合は-600C以下で保存する.

27 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

28 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.

29 A. 培養法

30 1. 培地

31 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.

32 両培地にはペニシリン以外の抗生物質を使用しではならない.

33 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

34 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

35 ものであればほかの培地でもよい.

36 2. 培地の性能試験

37 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

38 マの発育性能に慌し，適性であるか否かの試験を実施する.そ

39 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

40 分解マイコプラズマ(Mpneumoniae ATCC 15531又は同等の

41 種又は株)とアルギニン分解マイコプラズマ(Mol'ale ATCC 

42 23714又は湾等の種又は株)を陽性対照として加えた培地での

43 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

44 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

45 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

46 手後，適切に管理された継代数の低いもので， 100CFU(コロ

53 テン平板培地表面を乾燥し， 5~lO%の炭酸ガスを含む窒素ガ

54 ス中(微好気的条件)で，適切な湿度のもと， 36:tlOCで14日間

55 以上培養する.

56 2) 液体培地1本当たり検体(細胞懸濁液)IOmL以上を，

57 100mLの液体培地を入れた容器に接種する.液体培地は1検体

58 当たり 1本以上とし， 36土10Cで培養する.

59 被検細胞の培養液中lこ抗生物質などのマイコプラズマ発育限

60 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

61 必要があるが，遠心処理などはそうした畏的に適している.-?

62 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

63 されているマイコプラズマ発育阻止活性の試験を参考にできる.

64 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

65 たり，それぞれ各液体培地より 0.2mLずつを採取し，カンテン

66 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

67 微好気的条件で， 36土 1
0
Cで14日向以上培養する.

68 4) 全カンテン平板培地を対象に7日目と 1413目に100倍以

69 上の倍率の顕微鏡でマイコプラズマの集落の有無告と調べる.

70 B. 指標細胞を用いたDNA染色法

71 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

72 Vero締胞に 100CFU以下又は 100CCU以下 の M

73 hyol'hinis(ATCC 29052， ATCC 17981又は同等の種又は株)及

74 びM onue(ATCC 23714又は同等の種又は株)を接種する.

75 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

76 検出感度があることを示すデ}ダがある場合は，上記以外の指

77 襟締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.

78 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

79 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

80 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

81 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

82 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

83 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

84 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

85 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

86 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

87 ればならない.

88 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

89 細胞を接種し，一日増殖させる.この培養ディッシュ2枚以上

90 に試験検体(細胞培養上清)ImL以上を接種する.

91 試験には，陰性(非接種)対照及び2種類のマイコプラズマi湯

92 性対照を置く.陽性対照には，例えばM hY01'hinis(ATCC 

93 29052， ATCC 17981又は同等の種又は株)及び M

94 ol'ale(ATCC 23714又は同等の種又は株)IOOCFU以下又は

95 100CCU以下を使用する.

96 細胞は5%炭酸ガスを含む星空気中， 36 :t lOCで3~6 日間培養

97 する.

98 カバーグラス上の培養細胞を固定後，ピスベンズイミダゾー

99 ル(bisbenzimidazole)又は同等の染色剤によりDNA蛍光染色し，

蛍光顕微鏡(倍率400~600f吾又はそれ以上)でマイコプラズマ

101 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

102 コプラズマ汚染の有無を判定する.

47 ニー形成単位)以下又は100CCU(色調変化単位)以下で培地に接 100 

48 種する.

49 3. 培養及び観察

50 1) カンテン平板培地1枚当たり検体(細胞懸濁液)0.2mL以 103 

51 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 104 

52 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 105 
106 

方法

1) 細胞培養用ディッシュ(直径35mm)に滅菌したカバ}クや

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

9 006i， 
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107 とを確認しておく)を含むイーグルの最少必須培地中にVel'O細 161 238リボソーム遺伝子関のスペーサー領域等に対応するプライ

108 胞が1mL当たり 1X104細胞となるように細胞懸濁液を調製す 162 マーがある.

109 る. 163 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

110 3) Ve1'o細胞懸濁液2mLを各培養ディッシュに接種する. 164 めネステッドプライマ~~用いる2段PCR法を実施することが

111 このときカバーク守ラスを培地中に完全に沈め，培地表面に浮か 165 皇室ましい.

112 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% 166 2次PCR1こ用いるプライマーは内側配列部分のネステッドプ

113 炭酸ガスを含む空気中， 36土10Cで-13培養する. 167 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

114 4) 培地を新鮮な培地2mLと交換した後，試験検体(締胞培 168 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

115 養上清)0.5mLを培養ディッシュ2枚以上に添加する.陰性対照 169 し¥

116 と陽性対照[Mhy01カim's(ATCC29052， ATCC 17981又は同 170 なお， Ve1'o締胞を用いて検体中に存在する可能性があるマ

117 等の種又は株)及びM O1'ale(ATCC 23714又は同等の種又は株) 171 イコプラズマの埼殖を図った後にPCRを行い，感染性マイコ

118 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. 172 プラズマ由来のDNAの検出績度を高める方法もある.

119 5) 培養液を5%炭酸ガスを含む空気中36土 10Cで3~6 日間 173 以下に2段PCR法の例を示す.試薬や反応条件については，

120 培養する. 174 例示に限らず，適切であることが確認されてし、る場合にはそれ

121 ω 各デ、イツシュより培養液を除去し，メタノール/酢酸 175 を使用しでもよい.他の方法を使用する場合は，用いた方法の

122 (100)混液(3: 1)(潤定液)2mLをそれぞれに加え， 5分間放置す 176 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.

123 る. 177 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.

124 7) 各ディッシュより回定液を除去し，再度各デ、イッシュに 178 操作法の例

125 雨量の周定液を加え10分間放置する. 179 1. テンプレートの調製

126 8) 罰定液を除去し，すべてのデ、イツシュを完全に風乾する. 180 1) 被験細胞懸濁液(必要ならばVe1'o締胞により継代す

127 9) 各ディッシュにピスペンズアミド、(bisbenzamide)蛍光染 181 る)600p.Lをチューブにとり，細胞を0.1%8D8等で溶かし，同

128 色液2mLを加え，ディッシュにふたをして室温で30分間静置 182 量のTE緩衝液(lOmmo阻 J トリス一塩酸(pH8.0)， 1mmolι 

129 する. 183 EDTA)告と飽和したフェノールを加え，混合する.

130 10) 各ディッシュより染色液を吸引除去し，ディッシュを 184 2) 室温で、150001'‘pm，5分間違心する.

131 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目 185 3) 上清400p.Lを別のチューブ守に移し， 3moνL酢酸ナトリ

132 11) カバーグラスに封入液を務加して封入する.余分な封 186 ウムlOp.Lを力日える.

133 入液をカバーグラスの端より吸い取る. 187 4) エタノール(95)1mL(2.5f音量)を加え，十分に撹枠する.

134 12) 400~600倍又はそれ以上の倍率の蛍光顕微鏡で観察す 188 15分間氷冷した後， 4
0
Cで150001'pm，10分間遠心する.

135 る. 189 5) 上清を除去し，沈殿を80%エタノール200~300p.Lで 1

136 13) 検体と陰性対照及び陽性対照の顕微鏡像を比較する. 190 ~2回洗浄し，洗液はピペットで除去する. 4
0
Cで150001'pm，

137 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 191 10分間遠心後，上清を完全に除去し，沈殿を乾燥する.

138 1000個のうち5伺(0.5%)以上あれば陽性と判定する. 192 6) 沈殿を精製水40p.Uこ溶解する.

139 C. ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)による検出法 193 2 陽性対照，陰性対照についても同様の処理を行う.

140 PCR法は，非常にわずかな量のマイコプラズマDNAを特異 194 3. 1段目PCR

141 的に検出することが可能な方法として現夜ではよく知られてお 195 1) 耐熱性DNAポリメラーゼ， dNTP溶液，アウタープライ

142 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 196 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

143 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 197 に90p.Lずつ分注する.

144 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 198 2) 調製したテンプレートより 10p.Lをとり 1段良のPCR反

145 マイコプラズマの存在を意味するものではない. 199 応波(90p.L)を入れたチューブ1本ずつに加える.

146 PCR法では，培養締胞から得たDNAを特異的なプライマー 200 3) 940Cで30秒間の変性，プライマーに適した温度(例示の

147 を用いて潜幅することによって目的DNAの有無を検出する. 201 プライマーの場合は55
0
C)で2分間のアニーリング， 72

0
Cで2分

148 試験の検出感度と特異性在高めるには2段PCR法(ネステッド 202 間の伸長を， 30回繰り返しDNA増幅を行う.

149 PCR法)を用いることが望ましい.試験は陽性対照[例えば 203 4. 2段目PCR

150 100CFU以下又は100CCU以下のM hyol'hinis(ATCC 29052， 204 1) 耐熱性DNAポリメラーゼ， dNTP溶液，インナープライ

151 ATCC 17981又は同等の種又は株)]と陰性対照を置き実施する. 205 マー，反応緩衝液(Mgイオンを含む)を混合し， 1本のチューブふ

152 細胞又は細胞培養液に含まれるマイコプラズマDNAを増編 206 に99p.Lずつ分注する.

153 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 207 2) 1段目のPCRを終了したチューフゃから，それぞれの生成

154 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 208 物(1p.L)をとり， 2段隠のPCR反応液(99p.L)を入れたチューブ1

155 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. 209 本ずつに加える.

156 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 210 3) 940Cで30秒間の変性，プライマーに適した温度(例示の

157 チジウムブロマイド染色後，紫外線熊射により検出する. 211 プライマーの場合は550C)で2分間のアニーリング， 720Cで2分

158 本法で重要な点は，マイコプラズマに特異的で，かっ広範囲 212 聞の伸長を， 30回繰り返しDNA増幅を行う.

159 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 213 5. アガロースゲル電気泳動

160 ライマーを用いることである.例えばマイコプラズマの168- 214 1) 1段目及び2段目のPCR生成物(10p.L)を，泳動の先端を

9 00G8 
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215 確認するための適当な色素液(211L)と混合し， 1%アガロース

216 ゲ、ル電気泳動を行う.

217 2) アガロースゲルをエチジウムブロマイドにより染色し，

218 紫外線照射条件下で写真撮影する.

219 3) DNAバンドが検出された場合， I湯性と判定する.

220 [プライマーの例示]

221 ・マイコプラズマ検出用

222 アウタープライマー

223 F1: 5'-ACACCATGGGAG(CfT)TGGTAAT-3' 

224 R1 5'-CTTC(AJT)TCGACT‘T(C/T)CAGACCCAAGG・

225 CAT-3' 

226 インナープライマー

227 F2: 5'-GTG(G/C)GG(A!C)TGGATCACCTCCT-3' 

228 R2: 5'-GCATCCACCA(AlT)A(AlT)AC(C/T)CTT-3' 

229 ()は混合

230 [PCR反応液]

dNTP溶液(各1.25mol)
プライマーUOpmollllL)
プライマー(10pmoν'llL)
耐熱性DNAポリメラーゼ、

(IU/1lL) 

231 反応緩衝液

25mmol/L塩化マグネシウム
10倍緩衝液キ

滅菌精製水

232 *101音緩衝液の組成

[1段eI]

1611L 
F1 211L 
R1 21lL 

211L 

811L 
l011L 
5011L 

[2段目1
1611L 

F2 211L 
R2 211L 

211L 

811L 
l011L 
5911L 

2 アミノー2ーヒドロキシメチル 1，3- 100mmoνL 
プロパンジオ}ル・塩酸(pH8.4)
続化カリウム 500mmoνL 
塩化マグネシウム 20mmolι 
ゼラチン O.lgι 

233 [Vero細胞中でマイコプラズマを増殖させる方法]

234 1) 試験検体，楊性対照及び陰性対照について，それぞれ2

235 枚以上のディッシュを使用する.

236 2) 細胞培養用ディッシュ(直径35mm)に， 10%ウシ胎児血

237 1青(PCRによりあらかじめマイコプラズマDNAが検出されない

238 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

239 製したVero細胞懸濁液(lX104締胞ImL)を2mLずつ加え， 5% 

240 炭酸ガスを含む空気中， 36土1
0

Cで11=1培養する.

241 3) 古い培地を新鮮な培地と交換し，試験検体(細胞培養上

242 1青)0.5mLをVero細胞の培養デ、イツシュ2枚以上に接種する.

243 陽性対照[例えば 100CFU以下又は 100CCU以下の M

244 hY01'ilInis(ATCC 29052， ATCC 17981又は同等の種又は株)]

245 と陰性対照についても凋じ操作を行う.

246 4) 試験検体，陽性対照並びに陰性対照を接種したVero細

247 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，

248 36土 1
0

Cで3~6 日間培養する.
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1 ペプチド及びたん白質の質量分析

1 ペプチド及びたん白質の質量分析

2 質量分析(以下 rMSJ とし、う)は，分子をイオン化させ，質

3 量(m)を電荷数(Z)で害IJったm/z(こ応じてイオンを分離し，検

4 出する方法である.測定結果は，イオンのm/zをx軸lこ，そ

5 れに対する信号の相対強度をy軸に示したマススベクトルとし

6 て示される.イオンのm/zとZより，分子の質量を求めること

7 ができる.タンデム質量分析(以下 rMS/MSJ という)は

8 段階自の分析部で選択した前駆イオンを解離させ，生じたプロ

9 ダクトイオンを二段階段の分析部で分離し，検出する手法であ

10 る.観測したプロダクトイオンのm/z(こより，構造の確認や

11 推定を行うことができる.質量分析で得られる情報は定性的で

12 あるが，定量にも利用される.MS並びにMS/MSは，ペプチ

13 ド及びたん白質分子の質量の測定並びにアミノ酸自己列の確認、及

14 び翻訳後修飾の確認などに利用できることから，ペプチド及び

15 たん白質性医薬品の確認試験などに用いられる.

16 1. 装置

17 質量分析計は，イオン源，分析部，検出部及びデータ処理部

18 からなる(図1).イオン源は，導入された試料をイオン化する

19 部位であり，ペプチド及びたん自質のイオン化には主に，マト

20 リックス支援レーザ}脱離イオン化法(MALDI: Matrix-

21 assisted laser desorptionν〆/〆/〆/

2盟2 一イオン化法(佃.ES回1: :凹E凹le印ct紅roωsp戸ra可yiぬoni包za批tio叩nω)が用いられる.

2却3 分析部は，生成したイオンをm/z(にこ応じて分離する部位であ

2剖4 り，主に四重極型，飛行自時寺間型，イオントラツプ型及びフ一リ

2部5 エ変換イオンサイクロトロン共鳴型などが用いられる.検出部

2却6 は'分離されたイオンを信号として検出する部位であり，検出

27 された信号は，データ処理部で処理され，マススペクトルとし

28 て出力される.MS/MS又は多段階MSは，複数の分析部を連

29 結した分析計並びにイオントラップ型及びフーリエ変換イオン

30 サイクロトロン共鳴型の分析計を用いて行われる.イオンの解

31 離には，通例，衝突誘起解離 (CID Collision-induced 

32 dissociation)，ポストソース分解(PSD:Post-soul'ce d，巴cay)及

33 び電子捕獲解離(ECD:Electron capture dissociation)などが利

34 用される.

MS MS/MS 

E
 

35 

36 図1 MS及びMS/MSの概念悶

37 2. 各稜測定様式

38 2.1. MS 

39 MSの測定法には次の方法がある.

40 (1 ) フルスキャンモード

41 選択したm/z範囲のイオンを検出する方法であり，試料の

42 質量及びi剖立体に関する情報を得ることができる.

43 (2) 選択イオンモニタリング

44 特定のm/zのイオンのみを検出する方法であり，試料の高

45 感度な検出に利用される.

46 2. 2. MS/MS 

47 MS/MSの測定法には次の方法がある.

48 (1) プロダクトイオンスキャンモード

49 選択したl11/zの前駆イオンより生じたプロダクトイオンを

50 検出する方法であり，試料や不純物の定性的な情報を得ること

51 ができる.

52 (2) 前駆イオンスキャンモード

53 解離により特定のl11/zのプロダクトイオンを生ずる前駆イ

54 オンを走査する測定法であり，特定の部分構造を持つ試料の特

55 異的検出に利用される.

56 (3) コンスタントニュートラルロススキャンモード

57 解離により特定の質量の減少(中性種の脱離)が起こる前駆イ

58 オンを走査する測定法であり，特定の部分構造を持つ試料の特

59 異的検出に利用される.

60 (4) 選択反応モニタリング

61 特定のl11/zの前駆イオンを解離させて生じる特定のl11/zの

62 プロダクトイオンを検出する方法であり，複雑なマトリックス

63 中の低レベルの試料の定量的検出に利用される.

64 3. 操作法

65 3.1. MS 

66 あらかじめ医薬品各条のシステム適合性で規定した試験溶液

67 を用いて質量測定を行い，検出感度及び理論質量と測定質量の

68 差などが医薬品各条に定める基準優に適合していることを確認、

69 する.基準債を満たしていない場合は，イオン源，分析部又は

70 検出部の電圧などの調整や，適切な質量校正標準物質を用いた

71 質量校正を行う.基準値を満たしていることを確認した後，医

72 薬品各条に規定した方法で試料を調製し，試験条件に従い質量

73 測定を行う.通例，イオン化法に応じて以下の方法で操作する.

74 (1) マトリックス支援レーザー脱離イオン化法(MALDI)

75 脱塩した試料ペプチド及びたん白質を適切な溶媒に溶解して

76 試料溶液とする.通例，溶媒にはトリプルオロ酢酸を含む水溶

77 夜などを用いる. i:l1Jに試料ペプチド及びたん自質の構造特性に

78 応じて適切なマトリックスを選び， トヲフノレオロ酢酸を含む水

79 とアセトニトリルなどの混合液に溶かしてマトリックス溶液と

80 する.通例，ペプチド及びたん自質の測定には， αーシアノ

81 -4 ヒドロキシ桂皮毅， 2，5 ジヒドロキシ安怠、香酸又はシナ

82 ピン駿などを用いる.試料溶液とマトリックス溶液を混合し，

83 サンプルプレートに滴下し，乾燥させる.サンプルプレートを

84 イオン源に設置し，適切な強度のレーザーを照射して試料をイ

85 オン化し，マススペクトルを得る.

86 (2) エレクトロスプレーイオン化法(ESI)

87 脱塩した試料ペプチド及びたん自質を適切な溶媒に溶解して

88 試料溶液とする.通例，溶媒には酢酸などを含む水及びメタノ

89 ール又はアセトニトリルの混合液を用いる.シリンジ又は液体

90 クロマトグラフィーなどにより，試料溶液をキャピラリーに導
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2 ペプチド及びたん白質の質量分析

91 入する.キャピラリーに電圧をかけて試料をイオン化し，マス 145 のイオンの加速霞圧により低エネルギ一CID(約1000V以下の

92 スペクトノレを得る 146 電圧で加速されたイオンの衝突)と高エネルギーCID(1000V以

93 3.2. MS/MS 147 上の霞圧で加速されたイオンの衝突)に分けられる.

94 あらかじめ医薬品各条のシステム適合性で規定した試験溶液 148 電子捕獲解離(ECD: Electron capture dissociation) 多価の

95 を用いてMS/MSを行い，規定されたプロダクトイオンが検 149 プロトン付加分子が，低エネルギーの電子と反応し，ラジカノレ

96 出されることを確認する.MSと問機に試料ペプチドを適切な 150 イオンとなった後，解離すること.フーリエ変換イオンサイク

97 溶媒に溶解して試料溶液とし，イオン源に導入してイオン化す 151 ロトロン共鳴質量分析計やイオントラップ型質料分析計でイオ

98 る.復薬品各条で規定された煎駆イオンを選択し，試験条件に 152 ンの解離に利用される.

99 t追い適切な解離条件を設定して解離させ，マススペクトルを得 153 飛行時間型(TOF: Time-of-f1ight) :イオン化した試料を高電

100 る.分子内にジスルフィド結合を含むペプチドのMS/MSを 154 圧で加速した後，一定距離在飛行するのに要した時間の違いに

101 行う場合は，通例，試料を還元アルキル化する.還元試薬とし 155 よりイオンを分離する方法.イオン源から検出器までイオンを

102 て，通例，ジチオスレイトーノレ， 2-メノレカプトエタノール及 156 直線的に飛行させるリニア裂と，静電界ミラ-(リフレクトロ

103 びトリス(2ーカルボキシエチノレ)フォスフィンなどが用いられ 157 ン)を用いて反転させるリフレクトロン型がある. リフレクト

104 る.また，アルキル化試薬として，通例，ヨード酢酸，ヨード 158 ロンを利用した場合，イオンの初期運動エネルギーのばらつき

105 アセトアミド及び4 ピニルピリジンなどが用いられる 159 を檎廷することにより質量分解能が向上する.

106 4. 確認試験への応用例 160 フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型(FT-ICR:Fourier 

107 4. 1. 分子の質量の確認 161 transform ion cyclotron resonance) 一様な磁場中で，磁場

108 MSにより試料ペプチド及びたん白質分子の質量を測定する. 162 に垂直な平面内で回転運動(サイクロトロン運動)するイオンの

109 モノアイソトヒ。ックピークが確認できる場合には，そのピーク 163 局場がm/zに反比例することを利用して，m/z値の異なるイ

110 よりそノアイソトピック質量を求める.モノアイソトヒ。ツクピ 164 オンを検出する方法.高潟波電圧を印加してイオンを共鳴励起

111 ークが確認できない場合は，ピークの頂点より平均質量を求め 165 させた後，検出電極で検出した誘導電流信号をフーリエ変換に

112 る.試料たん自賓が多数の多価イオンとして観測される場合に 166 より解析し，マススペクトルを得る.

113 は，デコンボリューション処理により平均質量を求める.測定 167 ポストソース分解(PSD: Post-source decay) : MALDIにおい

114 値が医薬品各条で規定した値の範鹿内であることを確認する 168 て，イオン源で生じたイオンが加速場領域を出てから検出器に

115 4.2目 アミノ酸配列などの確認 169 到達するまでに，イオン自身の過剰内部エネルギー又は残留ガ

116 試料ペプチド分子の質量を確認した後， MS/MSIこより医 170 スとの衝突によって解離すること.リフレクトロン飛行時間型

117 薬品各条で規定した前駆イオンを選択して解離させ，医薬品各 171 質量分析計を用いたMS/MSIこ利用される.

118 条で規定したプロダクトイオンが検出されることを確認する 172 マトリックス支緩レーザー脱離イオン化法(MALDI: Matrix-

119 分子量が大きく有用なプロダクトイオンが観測できない場合 173 assisted laser desorption/ionization) 試料とマトリックス

120 試料ペプチド及びたん白質を酵素などにより断片化し，生じた 174 を混合し，ナノ秒オーダーの短時間のレーザー光を照射するこ

121 ペプチド断片のMS/MSIこよりアミノ酸記列などを確認でき 175 とにより試料イオンを生成する方法.たん白質や糖質，オリゴ

122 ることがある.ペプチド及びたん白質の断片化方法はペプ 176 ヌクレオチド，脂質などの生体高分子をほとんど分解せずにイ

123 チドマップ法j におけるペプチド結合の選択的切断を参照する. 177 オン化することができる.主に一価イオンが生成する.

124 5. 用語解説

125 イオントラップ型(IT: Ion trap) :狭義には四重極イオントラ

126 ップを指し
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1 ペプチドマップ法

1 ペプチドマップ法

2 本試験j去は，三薬局方での調和合意に基づき規定した試験法である.

3 ペプチドマップ法はたん白質医薬品，特にバイオテクノロジ

4 一応用医薬品の確認試験の一方法である.本法はたん白質を化

5 学的又は酵素的に処理してペプチド断片とし，その断片を再現

6 性よく分離確認するもので，相補的DNA舵列の読み違え若し

7 くは点、変異などによって生じる1個のアミノ酸の変化をも確認

8 できる試験法である.標準品/標準物質について同様に処理し

9 たものと比較することで，たん白質の一次構造の確認，構造上

10 の変化の有無の検出，製造工程の恒常性及び遺伝子安定性の評

11 価を行うことが可能である.たん白質はそれぞれ固有の特性を

12 有しており，化学的，分析学的アフ。ローチによって十分に特異

13 性のあるペプチドマップが可能になるように，当該たん白質の

14 特性についでよく理解しておかなければならない.

15 ここでは，目的たん白質の特性解析，組換えたん白質生産の

16 ための遺伝子発現構成体の安定性及び製造工程全体の恒常性の

17 評価，たん白質の同一性や安定性の評価，若しくはたん白質の

18 変異の検出を罰的として，本法を適用する際の手引きを記す.

19 1 ペプチドマップ

20 ペプチドマップ法にはどのようなたん自質にも適用可能な-

21 般的な操作法はない.しかし，個々のたん自質に応じた特異的

22 なマップの設定は可能である.ペプチドマップに関する解析技

23 術は現在でも急速に進歩しつつあるが，広く認められている常

24 法がいくつか存在する.各条においては，目的に応じてこれら

25 の方法の変法が規定されることもある.

26 ペプチドマップはたん白質の指紋(フインガープリント)とみ

27 なすことができ，酵素的又は化学的処理を受けた結果生成した

28 最終分解産物であり，当該たん白質に関する包括的な情報を与

29 える.本法は以下の主な4段階の操作からなる:たん白質が製

30 郊成分の一部である場合には分離精製;ペプチド結合の選択的

31 切断;得られたペプチドのクロマトグラフィーによる分離;各

32 ペプチドの分析と確認、.試料は標準品/標準物質と同様に消化，

33 分析する.化学的な切断剤に比べてエンドプロテアーゼ(例え

34 ばトリプシン)のような酵素を用いればより完全な切断が可能

35 である.ペプチドマップはたん白質を識別するのに十分な種類

36 のペプチド断片を得るべきである.断片の数が多すぎると多く

37 のたん白質が類似したプロフィーノレを示してしまい，かえって

38 その特異性が失われる場合もある.

39 2. 分離と精製

40 たん白質の分離及び精製は，試験を妨害する添加剤やたん白

41 質性賦形剤を含む原薬及び製剤を分析する場合に必要であり，

42 必要に応じて各条で規定する.製剤jからたん白質を分離・精製

品 した場合は回収率の定量性を検証しておく必要がある.

44 3. ペプチド結合の選択的切断

45 ペプチド結合を切断する手段はたん白質試料の種類により異

46 なる.用いる切断剤は切断のタイプ(酵素的又は化学的)，及び

47 それぞれのタイプに存在する切断剤の種類に応じて選択される.

48 いくつかの切断剤とその特異性を表1に示す.この表は，切断

49 剤すべてを網羅しているということではなく，他の切断剤が適

50 切と認められたときには追加される.

表1 切断剤の例

穏類 |試薬 特異性

酵素法lトリプシン(EC3.4.21.4) アルギニン， リシ
| ンのC末端fJUJ
~ ・ーーー司司自ー-.

キモトリプシン |疎水性アミノ酸(ロ

(EC 3.4.21.1) イシン，メチオ
ニン，アラニ

ン，芳香族アミ
ノ酸)のC末端担l

ペプシン(EC3.4.23.1&2) 非特異的消化

リシルエンドベプチダーゼ |リシンのC末端例i
(Lヴs-Cエンドベプチダーゼ)(EC

3.4.21.50) 

グルタミルエンドベプチダーゼ !グルタミン酸，ア
(S.alll'ellS株V8由来 スパラギン酸の
(EC 3.4.21.19) I C末端側

ベプチジル Asp メタロエンドペ iアスパラギン酸の
プチダーゼ(エンドプロテアーゼ I N末端組l

.~~12二明(EC九予旦宅，.!l!lL ーーーーーーー L ー
クロストリパイン lアルギニンのC米

(EC 3.4.22.8) 端側

化学法i臭化シアン |メチオニンのC末
| 端側

2 ニトロ-5 チオシアノ安怠香酸|システインのN米

| 端側

。ーヨードソ安息香西空 |トリプトファン，
チ口シンのC末

端fJUJ

希酸 ---------一一一一一 1子支/~7::ι長
プロリン

BNPSースカトール トリプトファン

51 3目1. 試料の前処理

52 たん白質の大きさや形状によっては特別な前処理を行う必要

53 がある.モノクローナノレ抗体についてはあらかじめH鎖とL鎖

国 に分離する必要があろう.分子量が100000ダ、ルトン以上のた

55 ん白質の切断剤としてトリプシンを用いる場合には， リシン残

56 基をあらかじめシトラコニル化若しくはマレイノレ化しておかな

57 いと多種類のペプチド断片が生成してしまう.

58 3.2. 切断剤の前処理

59 特に酵素系の切断剤については，マップの再現性を維持する

60 ために精製を目的とした前処理を行う必要がある場合がある.

61 例えばトリプシンを用いる際には，混在するキモトリプシンを

62 不活化するためにトシノレーLーブエニルアラニンクロロメチル

63 ケトンで処理する必要がある.高速液体クロマトグラフィ-

64 (HPLC)によるトリプシンの精製，若しくはゲル支持体上への

65 酵素の闘定化などの方法も，たん白質試料が少量の場合に効果

66 的である.

67 3.3. たん自質の前処理

68 試料濃度が低い場合など試料の濃縮が必要な場合があり，ま

69 た製剤の処方に用いる添加剤や安定化剤がマッピングの操作を

70 妨害する場合，妨害物質をたん良質から分離する操作が必要な

71 場合がある.前処理に用いる物理的方法として限外ろ過，カラ

72 ムクロマトグラフィー，凍結乾燥が挙げられる.また，酵素が

73 たん自質の切断部位に接近できるようにするため，たん良質の

74 折りたたみ構造を解きほどく目的で，例えば変性剤(例えば深

75 素)を添加したり，あらかじめジスノレフィド結合を還元し，ア

76 ルキル化することがしばしば必要となる.

77 トリプシンを用いる場合に，非特異的切断，脱アミド化，ジ

78 スルフィド結合の異性化，メチオニン残基の酸化，ペプチドの
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79 N末端グ、ノレタミンの脱アミド化によるピログルタミル基の生成，

80 などの酵素反応中に起こる副反応によりマップが不明瞭になる

81 ことがある.更に， トリプシンの自己消化によりピークが生じ

82 ることもあるが，自己消化に起因するピークのピーク強度(ピ

83 ーク面積又はピーク高さ)は用いるトリプシンと試料たん白質

84 の比率に依存する.酵素の自己加水分解を避けるには，酵素が

85 活性を示さないように，歪適pHとは異なるpH(例えばトリプ

86 シンではpH5)で酵素溶液を調製し，使用時に切断反応に用い

87 る緩衝液で吏に希釈調製するとよい.

88 3.4. 至適消化条件の設定

表2 ペプチドの分離方法

逆相分自己型高速液体クロマトグラフィー(RP'HPLC)
イオン交換クロマトグラブイー(IEC)

疎水的相互作用クロマトグラフィー(HIC)

ポリアクリノレアミドゲル電気泳動(PAGE)，非変性
SDSポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動(SDS'PAGE)
キャピラリー電気泳動(CE)

高EEろ紙夕ロマトグラフィー(PCHV)
高電圧ろ紙電気泳動(HVPE)

125 溶媒や移動中日の純度はHPLCによる分離において極めて重要

126 な因子である. RP-HPLCでは入手可能な市販のHPLC用溶媒

89 たん白質の消化の程度と効率に影響を及ぼす因子は，化学的 127 や水が推奨される.グラジエントf去を用いて分離する場合，単

128 ー溶媒より混合溶媒において溶存ガスの溶解性が低いと，ガス

129 が気化し問題を生じる場合がある.このような場合は，減圧や

130 超音波による援搾が溶存ガスを除去する有効な操作法として汎

131 局される.溶媒中の図形物がHPLC系に入ると，ポンプ。のパノレ

132 ブ、シールの損傷，分離用カラムの先端の詰まりの原因になる.

90 又は酵素的切断に影響する因子そのものである.

91 (i) pH:消化反応液のpHは用いる切断剤が働くのに最適と

92 考えられる値に調整する.例えば，臭化シアンを切断剤に用い

93 る場合は，強酸性条件(pH2，ギ酸)が必要であるが， トリプシ

94 ンを用いる場合は弱アルカリ条件(pH8)が最適である.一般に，

95 反応液のpHは，反応中に試料たん白質の化学的特性を変化さ 133 

96 せるもので5あってはならないし，切断反応の過程で変動しては 134 

ポンプの前及び後のろ過も推奨される.

4.1. 分離用カラム

97 ならない.

98 (並) 温度:ほとんどの切断反応は25~370Cが適当であるが，

99 副化学反応が最も少ない反応温度を選択する.反応温度が上昇

100 するとたん白質によっては変性を受けやすいものもあるので，

101 反応液の温度はたん白質の種類によって決定する必婆がある.

102 例えば，総換えウシソマトロピンは高温では消化反応中に沈殿

103 するため，消化は40Cで行う.

104 (溢) 反応待問:十分な量の試料たん白質が入手可能な場合に

105 Iま，再現性のあるマッフ。を得るため，かっ不完全な消化を避け

135 分離fflカラムは個々のたん白質に応じて経験に基づき選択す

136 る.孔径10nm又は30nmのシリカ担体のカラムが分離に適し

137 ている.小さなペプチドの分離には，直径3~1011mの全多干し

138 性シリカ粒子にオクチルシランが化学的に結合した充てん剤又

139 は直径3~1011mの多干し性シリカ粒子又はセラミックの微粒子

140 にオクタデシルシランが化学的に結合した充てん剤は，直径5

141 ~1011mの全多孔性シリカ粒子にブチルシランが化学的に結合

142 した充てん剤より有効である.

143 4.2. 溶媒

106 るため，至適反応待問を検討する.消化の時聞を2~30時間の 144 最も一般的に用いられる溶媒は水とアセトニトリルの混液に

145 0.1%未満のトリプルオロ酢殺を加えた溶液である.粘度が過

146 度に上昇しない娘り，必要に応じてペプチドの溶解性を高める

107 聞で変化させ，例えばトリプシン処理の場合は，生じたマップ

108 を妨害しない酸の添力Bか凍結により反応を止める.

109 (iv) 切断剤の量:反応時間を適度に短く(すなわち6~20時

110 問)するために，通常は過剰量の切断剤を用いるが，マップの

147 ために2ープロパノール又は1ープロパノールを加えてもよい.

148 4.3. 移動相

111 クロマトグラムパターンへの影響を避けるために，切断剤の使 149 

112 用は最少量に留める.たん白質とプロテアーゼの比率は20:1 

pHを 3.0~5.0の範濁で変えることにより，酸性アミノ酸残

150 基(例えばグルタミン酸及びアスパラギン酸)を含むペプチドの

151 分離を改善できるので， pHの選択において適応範囲の広いり

152 ン酸塩緩衝液が移動相によく用いられる.リン酸ナトリウム，

113 から200:1が一般的である.切断剤は最適な切断を得るため2

114 回又はそれ以上の田数に分けて加えることもある.ただし，最

115 終反応液量はペプチドマップ法におけるその後の操作(分離操

116 作)を容易にするため，できるだけ小さくする.後の分析に障

117 害となる分解生成物を区別するために，試料たん白質以外のす

118 べての使用試薬を用いて空試験を行う.

119 4. ク口マトグラフィーによる分離

153 リン酸カリウム，酢酸アンモニウム， リン酸のpH2~7(ポリマ

154 -担体のカラム充てん剤ではそれ以上のpHでも使用できる)の

155 溶液もアセトニトリルによるグラジエント法と組み合わせて用

156 いられる. トリプルオロ酢酸を含むアセトニトリノレも非常によ

157 く使用される.

120 多くの方法がマッピングにおけるペプチド分離に利用される. 158 

121 分離法は試験するたん白質に応じて選択する.ペプチドの分離 159 

122 に利用される効果的な方法を表21こ示す.ここでは最も広く用 160 

123 いられている逆棺分配型高速液体クロマトグラフィー(RP- 161 

124 HPLC)をクロマトグラフィーによる分離手法の例として示す. 162 

4.4. グラジエントj去の選択

直線，非直線若しくは段階的グラジエントを用いることがで

きる.複雑な混合物を分離するには濃度勾配の緩やかなグラジ

エントが推奨される.マーカーピークとなる 1~2個のどーク

を明確に分離するのに最適なグラジエントを選択する.

163 4.5. アイソクラティック法の選択

164 単一の移動相を用いるアイソクラティックHPLCシステムは，

165 簡便でありかっ検出器の感度の向上が期待できるためによく用

166 いられる.ピーク一つ一つについて明瞭な分離を得るように移

167 動棺の組成を決めることは，時として悶難なことがある.移動

168 栂の組成比やpHのわずかな変化がペプチドマップのピークの

169 保持時間に大きく影響するような移動相は，アイソクラテイツ
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170 クHPLCシステムでは用いてはならない 224 1: l(v/v)混合液のクロマトグラムのプロフィールを比較して，

171 4.6. その他のパラメータ 225 一致することを確認する.試料と擦準品/標準物質のそれぞれ

172 良好な再現性を得るためには，通常カラムの温度を制御する 226 の消化物のすべてのピークが同じ相対保持時間及び同じピーク

173 必要がある.移動相の流速は毎分0.1~2.0mL，ペプチドの検 227 強度比を示すことにより，試料と標準品/標準物質との間一性

174 出はuv検出器を用いて200~230nmの榔定波長で行う.その 228 が確認される.

175 ~也の検出法も利用されている(例えば，ポストカラム誘導体化 229 試料と標準品/標準物質との聞で明らかに異なる相対保持時

176 法)が， uv検出法より頑健性の点で劣り，また適用範囲も狭い. 230 潤を示したピークが，上記の1: 1混合液では単一ピークとし

177 4.7. システム適合性 231 て見られた場合は，システムの変動伎を示している. 1: 1浪

178 この項には試験法の全体にわたる性能を評価する方法を記述 232 合液でピークが分離するときは，それぞれのピークのペプチド

179 する.システム適合性の判定基準は，得られるデータの解釈と 233 断片が同一ではないことの証拠となる. 1: 1混合液中のある

180 適否の決定に影響を及ぼす重要な試験パラメーターの特定に基 234 ピークが，試料及び標準品/標準物質消化液中のそれに相当す

181 づく.これらの重要なパラメーターはペプチドの消化とペプチ 235 るピークに比べ明らかにブロードならば，異なるペプチドの存

182 ド、断片の分析をモニターする基準でもある.試料と全く同一に 236 在を示している可能性がある.ペプチドマップ分析のためのコ

183 処理した標準品/標準物質との比較は，消化反応の終了を知る 237 ンヒ。ューター用パターン認識ソフトウェアの利用が提案され，

184 指標になる.システム適合性の判定基準を設定するために，試 238 適用されているが，ソフトウェアの検証に問題があり，当面は

185 料と併行して標準品/標準物質を使用することが重要である 239 公定法として採用することはできない.その他，計算式，数学

186 更に，比較のために標準品/標準物質から得たクロマトグラム 240 的モデル，又はパターン認識による自動化の試みが既に行われ

187 の実例を付けるべきである.その他の指標として，目視による 241 ている.例えば，赤外吸収スペクトノレやダイオードアレイuv
188 たん白質又はペプチドの溶解性の検査，未切断たん白質が存在 242 スペクトルによるペプチドの確認の自動化が挙げられる.しか

189 しないことの磯認，消化の程度に依存して生成するペプチド断 243 しこれらの方法には，分解能が不十分な場合，ペプチド断片間

190 片の測定などがある.ペグチド分析のシステム適合伎として重 244 の分離が不完全な場合，若しくは標準品/標準物質と試料の消

191 要なパラメーターは，ペプチドの分離方法及び検出方法並びに 245 化断片隅にピーク強度に差がある場合において，限界が存在す

192 データ解析に関する要求に依存する 246 る.

193 ペプチドマップ法を確認、試験どして用いる湯合，システム適 247 ペプチドマップにおいて正確に同定された特定のピークにつ

194 合性として選択性及び精度が重要である.たん自質の同一性の 248 いては，ピークの保持時間とピーク面積又はピーク高さに隠し

195 確認試験においては，変異たん白質の存在の確認の場合と同様 249 て数値を比較することができる.ピーク面積は，ピーク面積積

196 に，試料たん白質のペプチドマップのペプチド断片を標準品/ 250 分法がベースラインの変動の影響を受けやすく誤差を生じやす

197 標準物質のペプチドマップのそれと比較することにより，統知 251 いことさえ考慮すれば，変動の比較的小さいピークを内標準ど

198 の一次構造との一致を証明したり，変異たん白質の存在を確認 252 して利用して計算することができる.代わりに，試料のすべて

199 する.ペプチドの分離度在測定するためには，試がlたん白質の 253 のペプチド断片のピーク高さの合計に対する各ピーク高さの比

200 代わりに標準品/標準物質の消化物を利用することができる 254 率を算出し，標準品/標準物質で得られる該当ピークの比率と

201 変異たん自質の検討には，変異を生じたペプチド部分が特にマ 255 比較することもできる. トリプシンの自己消化の可能性はブラ

202 ップ上で分離が不十分な領域に存在する場合，変異たん白質と 256 ンクのペプチド、マップ，すなわちブランクの浴液をトリプシン

203 標準品/標準物質との一定混合物の比較分析が有効である.パ 257 処理した際得られるペプチドマップから確認できる.

204 ターンの一致度の指標としては，検出される主要
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278 解析に利用する場合には，ペプチドの分離スケールを上げる.

279 スケールアップは時としてペプチドピークの分離能に影響を及

280 ぼすので，その際分離度が低下しないことを実験的に確かめて

281 おく必要がある.特定のペプチドのピークに相当する回分を分

282 取し，減圧濃縮し，必要ならば再度クロマトグラフィーで分離

283 する.ペプチド断片のアミノ酸分析はペプチドの大きさによっ

284 て制限を受ける. N末端がフ会ロックされている場合にはアミノ

285 酸配列分析を始める前にその除去が必要となる.カルボキシペ

286 プ チ ダ ー ゼ 処 理と MALDITOF(Matl'Ix-Assisted Laser 

287 Desol'ption Ionization Time of Flight)-MS(マトリックス支援

288 レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析法)による検出を紐

289 み合わせたC末端アミノ酸菌訪日分析法も各ピークの解析のため

290 に利用できる.

291 質量分析法によるアミノ酸配列分析では，分離したペプチド

292 を直接測定装置に導入するか，又はオンライン液体クロマトグ

293 ラフィー/質量分析法(LC-MS)を利用して構造を分析する

294 般にエレクトロスプレー質量分析法， MALDITOF質量分析法

295 やFAB(Fast Atom Bombal'dment)イオン化質量分析法が利用

296 される.修飾たん白質のアミノ酸配列や修飾アミノ酸の決定に

297 は，タンデム質量分析法(MS/MS)も利用されている.

298 たん白質試料の還元前後における消化物のマススペクトルを

299 比較することにより，ジスルフィド結合の形成にあずかるチオ

300 ーノレ基を含むペプチド、のジスルブイド結合を同定することがで

301 きる.

302 ペプチドマップで一次構造が明確に証明できない部分がある

303 場合には，更に詳細なペプチドマップが必要な場合もある.ペ

304 プチドマップ法によってたん白質の一次構造を解析する場合，

305 理論たん白質構造と少なくとも95%が一致することを目標と

306 する.
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1 遺伝子解析による微生物の迅速同定法

2 本法は，医薬品の製造工程管理試験や出荷判定試験において

3 検出される微生物(細菌及び真菌)を遺伝子解析法によって種又

4 は潟レベルで向定又は推定する手法を示す.無菌試験や無菌製

5 造工程で検出された汚染微生物の同定は，汚染原因の究明に役

6 立つ.また，医薬品製造区域や医薬品原料等から検出される微

7 生物の種類についての知見は，微生物学的に安全な医薬品を製

8 造する上で重要である.微生物の同定法は，微生物固有の形態

9 や生理・生化学性状，菌体成分の解析等を組み合わせて，分類

10 階級の上位から下位に進めていく表現形質解析法が広く用いら

11 れてきた.表現形質による微生物同定用システムも数多く市販

12 されているが，医薬品製造原料や環境から検出される微生物の

13 中には，同定できないものも多い.また，表現形質による同定

14 ~去は，一般に専門知識が必要な上，結果の判定が客観性に欠け

15 るおそれがある.微生物の進化の歴史はリボソーム

16 RNA(rRNNに記録されており，近年の微生物分類学ではこの

17 記録をもとに，系統発生的に区分する手法が採用されている.

18 本法は，細菌については， 168 rRNAの高度可変領域の一部，

19 真菌については188rRNAと5.88rRNA聞のスペーサー領域

20 (IT81)の遺伝子配列を自動解析し，データベースと照合するこ

21 とによって微生物を迅速に同定又は推定する手法を示す.なお，

22 本法は{也の河定法に取って代わるものではない.また，本法に

23 示した方法は，用いる装置や材料，実施者の経験などによって

24 変更可能である.

25 また，本法に示した以外の遺伝子領域も合理性があれば使用

26 可能である.

27 1. 装置

28 (i) DNA自動解析装置

29 DNAの塩基西日列を読み取る(シークエンスする)装置で，ゲノレ

30 板法やキャピラリー法など，種々の機種がある.

31 (註) DNA増幅装置

32 被検菌の標的DNAの場中高(PCR)に用いる.また， PCR産物

33 をシークエンシング試薬で標識するためにも用いる.

34 2. 操作法

35 以下，操作法の一例を示す.

36 2.1. 鋳型DNAの調製

37 同定立す象とする細葱又は真菌は純培養されていることが重要

38 である.被検菌が集落の場合は， 1.5mL遠心チューブ。に被検菌

39 処理液を0.3mL入れ，これに滅菌竹串などで集落の一部(かび

40 の場合は，ごく少量)をとり懸濁させる.被検菌が液体培養物

41 の場合は， 1.5mL遠心チューブに培養物を0.5mLとり，

42 10000rpmで10分間遠心後，上清を除去し，残留物に被検菌処

43 理液告と0.3mL入れて懸濁させる.ヒーターを用いて懸濁液を

44 100
0

Cで10分間加熱する.細菌，酵母類は一般に，加熱処理物

45 でもPCRはかかるが，かびの中には集溶を用いるとPCR反応

46 を阻害するものもある.その場合には，液体培養物からDNA

47 摘出を行った方が良い.

48 2.2. PCR 

49 PCR反応液に加熱処理した菌液の上清又はDNA抽出物在

50 2p.L加え，細菌の場合は10F/800Rプライマーセット(168

51 rRNAの後半部分についても解析する必要がある場合には，

52 800F /1500Rプライマーセットを使用)，真菌の場合はIT81F

53 /IT81Rプライマーセットを添加して以下の条件でPCRを行

54 う. 94
0

C， 30秒→55
0

C，60秒→720C，60秒の反応を30サイク

55 ル.細菌の場合は約800bp，真菌の場合は菌種により約150~

56 470bpのDNA断片が増幅生成する. PCRを行う!燦には，陰性

的 対照(菌液の代わりに水)を霞くこと.

58 2.3. PCR産物の検出

59 反応終了後のPCR液5p.Lを1p.Lのローディング緩衝液と混合

60 し，1.5w/v%アガロースゲルのウェルに添加し， 1倍TAE緩衝

61 夜を用いて電気泳動する.この際，適当なDNAサイズマーカ

62 ーも並行して泳動する.泳動後， トランスイルミネーター(主

63 波長:312nm)で、観察し，鮮明な1本の標的サイズバンドが得

64 られていることを確認する.複数のバンドが確認された場合に

65 は，標的バンドを切り出し，適当な市販DNA抽出キットを用

66 いてDNAの抽出を行う.

67 2.4. PCR産物の精製

68 未反応物(dNTPやプライマーなど)を除去するための方法ど

69 してはいろいろある.採用する方法のプロトコルに従って精製

70 する.

71 2.5 精製DNAの定量

72 精製DNA量を分光光度計で測定する場合には，

73 10D26onm=50p.g/mLで、換算する.

74 2.6. 精製PCR産物の標識

75 DNA解析装置又はそのプログラムに合った蛍光標識シーク

76 エンシング試薬を用い， PCR産物を標識する.

77 2.7. シークエンシング反応物の精製

78 1.5mL遠心チューブ1こ薄めたエタノーノレ(7→10)を75p.L入れ，

79 反応終了物を移す.氷中に20分間放置後， 15000rpmで20分間

80 遠心する.遠心終了後，上清を除去し，薄めたエタノール(7→

81 10)25011Lを加え， 15000r・pmで5分間遠心する.上清を除去し，

82 乾燥させる.

83 2.8. 塩基We列の解析

84 DNA解析装置やシークエンス試薬に合った方法で処理した

85 試料をDNA解析装置にセットし，塩基配列を読み取る.得ら

86 れた塩基西日列をBLA8T検索によりデータベースと照合する.

87 3. 判定

88 一般に，得られた塩基配列とデータベースとが90%以上合

89 致した場合，以下のように判定できる.

90 (i) 細菌の場合は， lOFプライマー(800F/ 1500Rプライマ

91 ーセットを用いた場合には， 800Fプライマー)で読み取った犠

92 基をBLA8Tを用いて検索し，上位にランクされた菌種を被検

93 菌と同一穣又は近縁種と判定する.

94 (五) 真菌の場合は， IT81Fプライマーで読み取った領域を

95 BLA8Tを用いて検索し，上位にランクされた菌種を被検菌と

96 同一種又は近縁種と判定する.

97 4 試薬・試液

98 (i) ヱチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム試液，

99 0.5mollL:エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム二水

100 和物18.6gを水に溶かし， 100mLとする.

101 (担) トリス緩衝液， 1mollL， pH8.0: 2ーアミノー2ーヒドロ

102 キシメチルー 1，3ープロパンジオール24.2gを水に溶かし，

103 0.2mollL塩酸試液を加えてpH8.0に調整した後，水を加えて

104 200mLとする.

105 (温) TE緩衝液:pH8.0の1mollLトリス緩衝液1.0mLに

106 0.5mollLエチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム試液
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107 0.2mLを加えた後，水を加えて100mLとする.

108 (iv) 被検菌処理液・ポリオキシエチレン(10)オクチルフェニ

109 ルエーテルを1vol%含むTE緩衝液を小分けし，凍結保存する.

110 (v) PCR反応液

10倍緩衝液脅 5pL 

dNTP溶液帥(各2.5mmollL) 4.llL 

lO.llmoνLセンスプライマー l.llL 

lO.llmoほJアンチセンスプライマー l.llL 

耐熱性DNAポリメラーゼUUl.llL) l.llL 

水 36.llL

111 *10倍緩衝液

2 アミノー2ーヒドロキシメチル-1，3ー

プロパンジオール・塩酸(pH8.4) 100mmollL 

塩化カリウム 500mmollL 

塩化マグネシウム 20mmollL 

ゼラチン O.lgι 

112 帥必-JTP溶液(dGTP，dATP， dCTP， dTTPのなどモル混合

113 i:夜)
dGTP(2'ーデオキシグアノシン5'ートリ

フォスフェート，ナトリウム塩)

dATP(2'ーデオキシアデノシン5' トリ

フオスフェート，ナトリウム塩)

dCTP(2'ーデオキシシチジン5' トリ

フォスフェート，ナトリウム塩

dTTP(2'ーデオキシチミジン5' トリ

ブオスフェート，ナトリウム塩)

2.5mmollL 

2.5mmollL 

2.5mmollL 

2.5mmollL 

114 なお，これらの成分を有する適当な製品を記載に従って

115 用いてもよい.

116 (vi) シークエンシング試薬

117 シークエンシング方式には，プライマーを標識するダイプラ

118 イマー(dye.primer)法， dNTPターミネーターを標識するダイ

119 ターミネーター(dye.terminator)法など，種々の方法がある.

120 DNA自動解析装置やプログラムに合った適切な試薬キットを

121 使用する.

122 (泌) TAE緩衝液， 50倍濃縮

123 2 アミノ 2ーヒドロキシメチル…1，3ープロパンジオーノレ

124 242gに酢酸UOO)57.1mL，0.5molιェチレンジアミン凶酢酸

125 二水素二ナトリウム試液100mL及び水を加えて溶かし，

126 1000mLとする.

127 (吋j) 1倍TAE緩衝j夜

128 用持， 501音濃縮TAE緩衝液を水で501音に希釈する.

129 (ix) アガロースゲル

130 アガロース1.5gに50(1音濃縮TAE緩衝液2.0mL，臭化エチジ

131 ウム (3，8.diaminoo5oethylo6・phenylphenanthridinium

132 bromide)溶液U→100)I0.llL，及び水100mLを加えて加熱して

133 溶かした後， 60
0
Cに冷却する.

134 (x) ローディング緩衝液， 6倍濃縮

135 ブロモフェノールブルー0.25g，キシレンシアノール

136 FFO.25g及ひ。エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウムニ水

137 和物1.63gを水50mLに溶かし，グリセリン30mLを加え，水を

138 加えて100mLとする.

139 (xi) PCR用プライマー

微生物 プフイマー 塩基西日列

細菌 lOF 5' .GTTIGATCCTGGCTCA-3' 

800R 5'.TACCAGGGTATCTAATCC.3 

800F 5'.GGATTAGATACCCTGGTA-3' 

1500R 5'.TACCTTGTTACGACTI.3' 

真菌 ITS1F 5'.GTAACAAGGT(T/C)TCCGT.3' 

ITSlR 5'.CGTICTTCATCGATG.3' 

140 (xii) ポリオキシエチレン(10)オクチルフェニルエーテル

141 本品は微黄色の粘性の液体である.
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1 エンドトキシン規格値の設定

2 注射剤のエンドトキシン規格{直は，下記の方法に従って設定

3 される.

4 エンドトキシン規格値=長

5 ただし，Kは，発熱を誘起するといわれる体重lkg当たりの

6 エンドトキシンの量(EU/kg)であり，投与経路による区分に基

7 づき，次の表のように設定される.

投与経路 K(EU!kg) 

静脈内 5.0 

静脈内:放射性医薬品 2.5 

脊髄腔内 0.2 

8 また，Mは体重lkg当たり 1聞に投与される注射予測の最大量

9 である.ただし，注射剤が頻回又は持続的に投与される場合は，

10 Mは1時間以内に投与される注射剤の最大総量とする • Mの単

11 位は，投与量が製剤の谷量に基づく場合はmIJkg，主薬の質最

12 に基づく場合はmg!kg又はmEq!kg，主薬の生物学的単位に基

13 づく場合は単位!kgで5表す.

14 備考

15 1) 質量又は単位に基づいて投与する製剤lでは，主薬の表示量

16 を基準としてエンドトキシン規格値を設定する.

17 2) 成人の体重lkg当たりの最大投与量を算出するとき，成人

18 の平均体重として60kgを用いる.

19 3) 体重lkg当たりの小児投与量がその成人投与量よりも多い

20 ときは，小児投与量に基づいてエンドトキシン規格値を設定

21 する.

22 4) 上記の表に示した投与経路区分以外の経路で投与される医

23 薬品等のKf直は，静脈内投与のK値を準用する.
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1 蛍光染色による細菌数の迅速測定法

1 蛍光染色による細菌数の迅速測定法

2 本法は，蛍光染色を基本として，生理活性を持つ細菌を迅速

3 に計数する手法を示す.生菌数の測定には，カンテン培地上で

4 培養する方法が広く用いられている.しかし，環境中には僧殖

5 能を有しながらも通常の手法では培養困難な締菌が多く存在す

6 ることから，蛍光又は発光などにより細菌を捉える新たな締菌

7 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

8 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

9 ナルを検出する種々の装置により計数する.また，染色斉uを選

10 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

11 有する細菌まで，計数することができる.DNAやRNAfこ結合

12 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

13 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

14 酸を持っすべての細胞を対象とする.蛍光活性染色法は，細菌

15 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

16 性などを指標とする.マイクロコロニー法ではコロニー形成の

17 初期段階であるマイクロコロニーを計数する.以下に，

18 CFDA-DAPI二重染色法とマイクロコロニー法を示す.なおこ

19 こに示した方法は，迅速・高精度に生理活性を持つ細菌数を測

20 定するための手法であり，生菌とする基準がほかの方法ど異な

21 るため，測定値はほかの生菌数測定法よりも高くなることが多

22 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

23 である.すなわち，本法に示した以外の試薬，器具，装置も合

24 理性があれば使用可能である.

25 1. CFDA-DAPI二重染色法

26 エステラーゼ活性を持つ細菌の検出にはf1uorescein

27 diacetate (FDA)系試薬が一般的に用いられる.FDA系試薬は

28 細胞内のエステラーゼによって加水分解され，波長490nm付

29 近の青色励起光下で緑色蛍光を発する.なおFDAはグラム絵

30 性菌に対する染色性が低いため，その修飾体である

31 carboxyfluor・esceindiacetate (CFDA)などが利用されている.

32 核酸染色剤4'，6-diamidino-2-phenylindole(DAPI)を併用した

33 CFDA-DAPI二重染色法の原理は以下のとおりである.無極性

34 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

35 性の carboxyf1uoresceinに加水分解される.この

36 carboxyfluoresceinは極性を持つために生細胞内に蓄積される.

37 したがって，エステラーゼ、活性を持つ細胞に青色励起光を照射

38 した場合， carboxyf1uor巴scein由来の緑色蛍光告と発する.死細

39 胞では CFDAは加水分解されないために，蛍光性の

40 carboxyfluoresceinは生じない.一方DAPIは生商・死菌の両

41 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

42 特異的に結合するために， DNAを持っすべての締菌が染色さ

43 れ，紫外線励起光下で青色蛍光を発する.したがって，本二重

44 染色法により，青色励起光下ではエステラーゼ活性を持つ細菌

45 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

46 菌数+死菌数)を測定できるので，エステラーゼ活性を持つ絢

53 各穏の蛍光観察装置がある.

54 1. 2. 器具

55 (i) ろ過装置(ファンネル，吸引フラスコ，吸引ポンプ)

56 (五) ポリカーボネート製メンプランフィルター(孔径

57 0.2)lm):粒子を表面で捕集できるフィルターであればポリカ

58 ーボ、ネート製でなくても良い.

59 (jii) スライドガラス

60 (jv) カバーガラス

61 (v) 計数用接眼マイクロメーター(1Ox10のマス目を区切っ

62 たもの)

63 1. 3. 操作法

64 以下に，蛍光顕微鏡による測定法の一例を弓す.

65 1. 3. 1. 試料の誠製

66 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

67 うに試料を調製する.

68 1. 3. 2. ろ過

69 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プイ

70 ノレター(孔径0.2)lm)をセットする.適当量の試料をろ過し，試

71 料中の細菌をフィルターj二に捕集する.

72 1. 3. 3. 染色

73 CFDAを終濃度150)lg/mL及びDAPIを終濃度l)lg/mLとなる

74 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

75 ネルに注ぎ¥約3分間，室温で染色した後，吸引ろ過する.フ

76 ァンネルに無菌水を適量注ぎ，吸引ろ過し，フィルターに残っ

77 た余分な蛍光染色剤を除く.フィルターを十分に乾燥させる.

78 1. 3. 4. プレパラートの作製

79 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

80 とす.その上に風乾したフィノレターをろ過面を上にして置く.

81 その上に蛍光顕微鏡照イマージョンオイルを1i悔ilili下し，カバ

82 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

83 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

84 ンオイルを1滴滴下する.

85 1. 3. 5目 計数

86 蛍光顕微鏡下で1000倍の倍率で観察・計数する. CFDA-

87 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

88 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

89 を持つ)細菌を計数した後， I弓ー視野について紫外線励起光下

90 で青色蛍光を発する(DNAを持つ)締菌を計数する.蛍光顕微鏡

91 の接限マイクロメーターの計100マス内に観察される蛍光染色

92 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

93 20視野以上計数し，以下の式に従って細菌数を算出する.な

94 お，検鏡面積はあらかじめ接線マイクロメーターと対物マイク

95 ロメーターで測定しておく.また，言十数にあたっては1視野当

96 たり1O~100級胞程度になるようにろ過量を調節する. したが

97 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

98 は試料の再調製を行う. (1視野当たりの平均締胞数が2偲以下

99 の場合，又は1視野当たりの細胞数が0個の視野が5視野以上あ

47 菌及びDNAを持っすべての細菌を計数することが可能となる 100 る場合は，検出限界以下とする.) 

48 1. 1. 装霞

49 1. 1. 1. 蛍光顕微鏡又はこれに準ずる蛍光観察装置

50 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

51 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

101 菌数(cells/mL)

102 ={(1視野当たりの細菌数の平均値)x(ろ過面積)}/

103 {(ろ過量)x(検鏡証言積)}

52 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， 104 1.4. 試薬・試液

105 (i) 無菌水:水を孔径0.2)lmのメンブランフィルタ}でろ過
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2 蛍光染色による細菌数の迅速測定法

106 した後， 121
0

Cで15分間高圧蒸気滅菌する.注射用水を用いて 160 iJ昆度，培養時間など)は異なるので注意する.

107 も良い. 161 2.3.4 国定

108 (誼) CFDA溶液， 10mg/mL: CFDA50mgをジメチルスルホ 162 ろ紙に中性緩衝ホルムアルデヒド試液適量をしみ込ませ， t音

109 キシドに溶かし， 5mLとする.遮光下， -20
o
Cで保存する.

110 (温) CFDA染色用緩衝液:j主化ナトリウム5gにO.lmolJLエチ

111 レンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム試液0.5mL及び薄めた

163 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

164 30分以上静置し，マイクロコロニーを画定する.

165 2.3.5. 染色

112 リン酸水素二ナトリウム試液(I→3)を加えて溶かし， 100mL 166 ろ紙に染色液(Ipg/mLDAPIなど， 2 % polyoxyethylene 

113 とする.この液にリン酸二水素ナトリウム二水和物溶液 167 sorbitan monolaurate)適量をしみ込ませ，ろ過面を上にして

114 (1→64)を加えてpH8.5fこ調整する.孔径0.2pmのメンプラン 168 フィルターをその上に室温・遮光下で10分間静置し，マイク

115 フィルターでろ過する 169 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

116 (iv) DAPI溶液， 10pg/mL: DAPI 10mgを無菌水100mLに溶 170 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

117 かす.無菌水で10倍希釈して，孔径0.2pmのメンプランプイ 171 ーを十分に風乾させる.

118 ルターでろ過する.遮光下， 40Cで保存する 172 2.3.6. プレパラー卜の作製

119 (v) 蛍光顕微鏡用イマージョンオイル 173 スライドガラスに蛍光顕微鏡用イマージョンオイルを1i樹海

120 2. マイクロコロニ一法 174 下する.その上に風乾したフィルターをろ過磁を上にして置く.

121 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 175 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，カパ

122 し，蛍光顕微鏡などで観察・計数することにより，増殖能念持 176 ーガラスを被せてフィノレターを封入する.

123 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 177 2.3.7. 計数

124 ンブ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 178 蛍光顕微鏡下で400倍又は200倍の倍率で観察・計数する.

125 ターを培地上に静置し短時間培養した後，マイクロコロニーを 179 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

126 計数する.肉眼で確認できる前段階のコロニーを検出するため， 180 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，

127 増殖能力を持つ細菌を迅速かっ高精度に計数するこどができる. 181 無作為に視野を選んで20視野以上計数し，以下の式に従って

128 マイクロコロニ}の染色には，種々の核酸染色剤を用いること

129 ができる.

130 2. 1. 装置

131 2. 1. 1. 蛍光顕微鏡又はこれに準ずる蛍光観察装置

132 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

133 る.使用する蛍光染色剤に応じた適切なフィノレター系を用意す

134 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

135 ある.

136 2.2. 器具

137 (i) ろ過装置(ファンネル，吸引フラスコ，吸引ポンプ)

138 (証) ポリカーボネート製メンプランフィノレター(干し径0.2pm以

139 下):粒子を表溺で捕集できるフィノレターであればポリカーボ

140 ネート製でなくても良い.

141 (溢) スライドガラス

142 (iv) カバーガラス

143 (v) ろ紙(No.2)

144 (vi) 計数用接眼マイクロメーター(IOx10のマス日を区切っ

145 たもの)

146 2.3. 操作法

147 以下に，蛍光顕微鏡による測定法の一例を示す.

148 2.3. 1. 試料の調製

149 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

150 うに試料を調製する.

151 2.3.2. ろ過

152 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プイ

153 ノレター(干し径0.2pm)をセットする.適当量の試料をろ過し，試

154 料中の細菌をフィ/レター上に捕集する.

155 2.3.3. 培養

156 フィルターをろ過装置から外し，ろ過冨を上にして培地上に

157 静置し，適切な温度で適切な時間格養する.培地にフィルタ}

158 を静置する際，培地とフィルターの聞に空気が入らないように

159 注意する.なお，サンプルにより適切な培養条件。音地，培養

182 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

183 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.

184 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，

185 又は1視野当たりのマイクロコロニー数が0偲の視野が5視野以

186 上ある場合は，検出限界以下とする.

187 マイクロコロニー数(cells/mL)

188 ={(I視野当たりのマイクロコロニー数の平均値)x(ろ過面

189 積)}/{(ろ過量)x(検鏡面積)}

190 2.4. 試薬・試液

191 (i) 無菌水:水を孔径0.2pmのメンプランプイノレターでろ過

192 した後， 1210Cで15分間高圧蒸気滅菌する.注射用水を用いて

193 も良い.

194 (誼) 染色液:DAPI 10mgを無菌水100mUこ溶かす.無菌水

195 でlOf妾希釈して，孔径0.2pmのメンプランプイノレターでろ過

196 する.遮光下， 40Cで保存する.使用時lこpolyoxy巴thylene

197 sorbitan monolaurateを終濃度2%となるように溶解する.

198 (出) 中性緩衝ホルムアルデヒド試液(4w/v%ホルムアノレデヒ

199 ド溶液;中性緩衝化したもの)

200 (iv) 蛍光顕微鏡用イマージョンオイル
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1 最終滅菌医薬品の無菌性保証

1 最終滅菌医薬品の無菌性保証

2 最終滅菌法及ひ'滅菌指標体j に示すように，最終滅菌を適

3 用できる医薬品には，通例， 10-6以下の無菌性保証水準が得ら

4 れる条件で滅菌を行わなければならない.10-6以下の無菌性保

5 証水準は，物理的及び微生物学的手法に基づく滅菌工程のパリ

6 デーションを通して証明できるものであり，滅菌製品の無菌試

7 験によって証明できるものではない.本節では，最終滅菌を適

8 用した製品に対して無菌試験を実施せず，滅菌工程の重要管理

9 項目を適正に管理することによって製品を出荷させるパラメト

10 リックリリース(照射滅菌の場合は， ドジメトリックリリース

11 という)に必要な事項を示す.パラメトリックリリースとは，

12 滅菌機構が十分に解明されており，その重要管理項目も明らか

13 で，適切なバイオロジカルインジケーターを用いてその滅菌工

14 稜を微生物学的にパリデートできるときに適用できる方法であ

15 る.

16 1. 定義

17 本節で用いる用語の定義は，以下のとおりである.

18 1. 1. 最終滅菌

19 被滅菌物が最終容器又は包装におさまった状態で滅菌され，

20 滅菌後の微生物の死滅を定量的に測定又は推測できる滅菌法を

21 いう.

22 1. 2. バリデーション

23 工程が恒常的にあらかじめ定めた規格に適合していることを

24 示すための計画，実施及び記録とその解釈のために必要なデー

25 タを得るための方法を文書化したもの.

26 1. 3. 定期的再バリデーション

27 工稜が恒常的にあらかじめ定めた続絡に適合していることを

28 定期的に再確認するために実施するバリデーションで，変動要

29 図やその許容条件が引続き目的どする品質に適合する医薬品を

30 恒常的に製造するために妥当であることを検証すること.

31 1. 4. 設備適格性の確認

32 製造設備，計測器，製造環境制御設備などの設備が適切に選

33 定され，正しく据え付けられ，設定された仕様に適合して稼働

組 するこどを設備の据付け時及び運転時に確認すること.

35 1. 5. 稼働性能適格性の確認

36 工程管理手)1際書に従って操作したとき，機器が保証され，規

37 格に適合する製品を製造する証拠が得られていることを物理的，

38 化学的及び微生物学的に確認すること.

39 1. 6. 滅菌ヱ穏を支援するシステム

40 酸化エチレンガス滅菌におけるプレコンディシヨニング、設備

41 及びエアレーション設備，高圧蒸気滅菌における蒸気供給設備，

42 放射線滅菌におけるローディング装置などの滅菌装置に付帯す

43 る設備をいう.

44 1.7. 品質システム

45 品質管理を実施するために必要となる製造業者の組織構造

46 (責任，権限及び相互関係)，手順，及び経営方法をいう.

47 1.8. 変更管理システム

48 ヱ程管理が継続的に実施されていることを保証するため，医

49 薬品の品質に影響をもたらす可能性のあるすべての変更事項を

50 対象として評価するように立案設計されたシステムをいう.

51 1.9. Fo値
52 DfI直を10倍変化させる温度変化の度数として定義されるZ{I直

53 を100Cと仮定し，全加熱工程の致死係数(L)を積分して得られ

54 た滅菌熱量をnにおける換算時間(分)で、表したもの.

71、-71. To一九

55L=log-1」7ニ=10z

56 To:滅菌器内又は滅菌物内の温度

57 n:滅菌基準温度(121
0
C)

58A=tLdt 

59 tl一向=処理時間(分)

60 1. 10. 制御装置

61 計測可能な物理的パラメーター(温度，湿度，圧力，時間，

62 線量など)を制御する装置，計測機器及び記録言十などを含む装

63 置/計器の総称

64 1. 11. パラメトリックリリース

65 最終製品の試験結果によるもので、はなく，バリデーションの

66 結果在基にして，滅菌工程の重要パラメーター(温度，湿度，

67 圧力，待問，線量など)及び製造記録などを照査して，出荷の

68 可否を判断すること.

69 2 滅菌バリデーション

70 2. 1. 実施対象

71 無菌医薬品の製造業者(以下製造業者Jという)は，品質

72 システムを確立した上で，原則として以下の項目について該当

73 する品目の滅菌ノ〈リデーションを実施し，滅菌ノ〈リデーション

74 の結果に基づいて日常の滅菌工程管理を行うこど.

75 a) 滅菌工程

76 b) 滅菌工程を支援するシステム

77 2.2. 滅菌バリデーション手順書

78 2.2. 1. 製造業者は，滅菌工程管理の手順に関して，次に掲

79 げる事項を定めた「滅菌バリデーション手順書事Jを作成しなけ

80 ればならない.

81 a) バリデーション責任者の業務範潤及び権娘に関する事項

82 b) 滅菌ノ〈リデーションの実施時期に関する事項

83 c) 滅菌バリデーション計画書の作成，変更及び承認などに

84 関する事項

85 d) 滅菌バリデーション実施結果の報告，判定及び承認に関

86 する事項

87 e) 滅菌バリデーションに関する書類の保管に関する事項

88 D その他，必要な事項

89 2.2.2. 滅菌ノ〈リデーション手順書には，制定者及び制定年

90 月R並びに改訂した場合には，改訂者，改訂年月日，改訂事項

目 及び改訂理由を記載すること.

92 2.2.3. 製造業者は，滅葱バリデーション手順書の内容につ

93 いての改廃にかかわる手続きを明確にした上で，滅菌バリデ-

94 ション手順書を適切に管理すること.

95 2.3. バリデーション責任者

96 製造業者は，滅菌バリデーションにかかわる責任者をおくこ

97 と.責任者は，滅菌バリデーション手順書に基づき，次の各号

98 に掲げる業務を行うこと.

99 2.3. 1. 滅菌バリデーション手順書に基づき製造しようとす

100 る品目について，滅菌バリデーションの実施計画書を作成する.

101 実施計画書には，滅菌バリデーションの実施内容を考慮した上

102 で，次の事項を定める.
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2 最終滅菌医薬品の無菌性保証

103 a) 対象医薬品名(品目名 157 あたっては，変動要因やその許容条件が引続き目的とする品質

104 b) 当該滅菌バリデーションの目的 158 に適合する医薬品を恒常的に保証することが妥当であることを

105 c) 期待される結果 159 検証しなければならない.また，バリデートされた滅菌工程で

106 d) 検証の方法(検証結果の評価方法を含む 160 の変更を実施するに先立ち，適切な責任組織より当該変更の実

107 e) 検証の実施期間 161 施についての承認を受ける必要がある.

108 D 滅筒バリデーションを行う者(担当者)の氏名 162 6. 出荷手11頃

109 g) 計断書の作成者及び作成年月日並びに改訂した場合には， 163 最終滅菌製品のパラメトリックリリースによる出荷に必要な

110 改訂者，改訂年月日，改訂事項及び改訂理由 164 条件を明記した出荷手順書を作成すること.出荷にあたって評

111 h) 当該滅菌バリデーションに関する技術的条件 165 価すべき記録としては，以下のものが含まれる.

112 i) その他当該滅菌ノtリデーションの実施に必要な事項 166 なお，滅菌法によっては，これらの項目の一部を省略又は緩

113 2.3.2. 前号に定める計画書に従い，次の滅菌パリデーショ 167 和できる.

114 ンを実施する 168 a) パッチ記録

115 a) 製造業許可及び製造品目追加(変更)許可を取得する際に 169 b) 製造環境の微生物評価データ

116 

117 

実施する滅菌バリデーションの実施項目

1 製品適格伎の確認、

170 c) 原料，滅菌前製品のバイオパーデンデータ

171 d) 滅菌指標体に関するデータ

118 2 設俄適格性の確認、 172 巴) 滅菌工程及び滅菌工程な支援するシステムの維持管理に

119 1) 据付け時適格性の確認 173 関するデータ

120 2) 運転時適格性の確認、 174 D 滅菌パラメーターの管理に関するデータ

121 3 稼働性能適格性の確認 175 g) 計器の校正に関するデータ

122 1) 物理的稼働性能適格段の確認 176 h) 再バリデーションデータ

123 2) 微生物学的稼働性能適格性の確認 177 i) その他

124 b) 製造業許可更新時までに実施する滅菌ノtリデーション 178 7. 重要管理項目

1 変更時の再バリデーション 179 各滅菌I去における重要管理項目を示す.

2 定期的再バリデーション(実施項目など、は滅菌方法など 180 7.1. 高圧蒸気滅菌

125 

126 

127 

128 

を考慮、して定めること)

2.3.3. 滅菌ノ〈リデーションの結果を判定し，無菌性を保証

129 していることを確認する.

181 高圧蒸気滅菌は，滅菌チャンパー内で適当な温度及び圧力ま

182 で飽和水蒸気を発生，又は導入し，所定の時間加熱することに

183 より，微生物を殺滅する方法で，被滅菌物へ直接飽和蒸気を暴

130 2.3.4. 滅菌バリデーションの結果を製造管理者に対して文 184 露させる飽和蒸気滅菌と，アンプルなどの容器内の液体に外部

131 書により報告する.

132 2.3.5. 日常の滅菌工程管理を行う.

133 3. 微生物の管理プログラム

185 より湿熱エネルギー又は高周波エネルギーを当てる非飽和蒸気

186 滅菌に大男IJされる.

187 7. 1. 1. 重要管理項目

134 パラメトリックリリースを採用する場合，製品原料，容器/ 188 医薬品の滅菌にかかわる品質に影響を及ぼす工程パラメータ

135 栓及び滅菌前製品中のバイオバーデン管理が重要である.パイ 189 ーを特定し，それぞれのパラメーターの許容変動域を規定した

136 オパーデン数をあらかじめ定められた方法及び頻度によって誤.IJ 190 ヱ程管理手順書を作成すること.高圧蒸気滅菌における重要管

137 定し，必要に応じて検出された微生物の性状検査，当該滅菌法 191 理項§を以下に示す.

138 に対する抵抗性を調べる.また，医薬品製造区域における環境 192 a) 熱履歴(通例，Fo値で表示)

139 微生物の評価方法については無菌医薬品製造区域の微生物 193 b) 温度

140 評価試験法j を参照すること 194 c) 圧力

141 4 滅菌指標体 195 d) 時潤

142 滅菌工程の管理又は滅菌の指標として使用されるもので，バ 196 e) 製品の載荷形態/載荷密度

143 イオロジカノレインジケーター(BI)，ケミカノレインジケ}ター 197 D その他，必要な事項

144 (CI)及び線量計などがある(最終滅菌法及び滅菌指標体参照). 198 7.1.2. ユーティ 1)ティ

145 滅菌指標体を使用する際には，環境及び人体への安全性を考慮 199 

146 し，必要に応じて適切な注意を払うこと.滅菌バリデーション

高圧蒸気滅菌に必要なユーティリティ及び制御装置について

200 は，その品質及び精度を定めること.

147 及び臼常の工程管理に使用するBIは，その仕様を規定し，文 201 

148 書化すること.日常の工程管理にBIを用いる場合には，その 202 

149 形状，製品又は模擬製品への負荷形態などは，微生物学的稼働 203 

150 性能適格性の確認を行うi擦に用いたものと問一又は同等以上の 204 

151 抵抗性を持つことが確認されたものでなければならない. 205 

152 5. 変更管理システムの確立 206 

a) 使用する蒸気の品質

b) 滅菌器の中に圧戻しなどのため導入する空気の品質

c) 冷却のため用いる水の品質

d) 温度制御装置の精度

e) 圧力制御装置の精度。時間制御装置の績度

g) その他153 滅菌にかかわる品質に大きな影響を及ぼす滅菌装置，載荷形 207 

154 態及び滅菌条件などの変更は，当該医薬品のパラメトリックリ 208 7.2. 酸化エチレンガス滅菌

155 リース条件の変更に該当する.滅菌バリデーション手順書に変

156 吏管理システムを定め，あらかじめ特定した変動要因の変更に

209 酸化エチレンガスは，低温下での滅菌が可能で，一般に被滅

210 菌物を損傷することは少ないが，毒性を有するためその取扱い
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3 最終滅菌医薬品の無菌性保証

211 には細心の注意が必要である.滅菌工程はプレコンディショニ 265 7.3. 放射線滅菌

212 ング，滅菌サイクル及びエアレーションからなる.プレコンデ 266 放射線滅菌とは，電離放射線の照射によって微生物を殺減す

213 イショニンク三は，滅菌サイクルに先立ち，部屋又は容器内に 267 る方法をいう.電離放射線には sOCoや137CSなどの放射性向

214 おいて温度及び相対湿度を仕様の範題に達するように製品を処 268 位元素から放射されるガンマ(γ)線と電子加速器から発生する

215 理する工程をいい，滅菌サイクルは，実際の滅菌工程を指し 269 電子線や制動放射線(X線)がある.γ 線は二次的に発生する電

216 空気除去，コンディショニング(使用する場合)，滅菌ガスの注 270 子で細胞を死滅させるのに対し，電子線は電子加速器から直接

217 入，滅菌状態の維持，滅菌ガスの除去，空気置換からなる.エ 271 発生する電子で締胞を死滅させる.そのため，一般に，電子線

218 アレーションとは，滅菌器内又は53'Jの場所で残留酸化エチレン 272 滅菌の処理時間はγ線滅菌に比べ短いが， γ線に比べ透過カが

219 ガスを除去する工程をいう 273 劣るため，被滅菌物の密度や厚みを十分考慮、する必要がある.

220 7.2.1. 重姿管理項目 274 放射線滅菌の場合，滅菌工程の管理手段は主として線量計

221 酸化エチレンガス滅菌における重要管理項目安以下に示す 275 (dosim巴ter)を用いて被滅菌物への吸収線量の測定にあるので，

222 7.2.1. 1. プレコンディショニング(行う場合 276 ドジメトリックリリースという.

223 a) 時間，温度，湿度 277 7.3.1. 重要管理項目

224 b) 製品の載荷形態/載荷密度 278 放射線滅菌における重要管理項目を以下に示す.

225 c) 滅菌載荷の温度及び/又は湿度 279 7.3.1.1. r線照射

226 d) プレコンディショニング、終了から滅菌開始までの時間 280 a) 照射時間(タイマー設定又はコンベア速度)

227 e) その他，必要な事項 281 b) 吸収線量

228 7.2.1. 2. コンディショニング 282 c) 製品の載荷形態

229 a) 減圧を行うならば，到達圧と所要時間 283 d) その他，必要な事項

230 b) 減圧保持時間 284 7.3. 1. 2. 電子線及びX線照射

231 c) 待問，温度，圧力，湿度 285 a) 電子ビーム特性(平均電子ビーム電流，電子エネルギー，

232 d) 滅菌載荷の温度と湿度 286 走査橘)

233 e) その他，必要な事項 287 b) コンベア速度

234 7.2.1.3. 滅菌サイクル 288 c) 吸収線量

235 a) 滅菌ガス導入による圧力上昇，導入時間，最終圧力 289 d) 製品の載荷形態

236 b) 酸化エチレンガス濃度(滅菌器内ガス濃度の直接分析が 290 巴) その他，必要な事項

237 望ましいが，0S]難な場合には以下の方法も許容される 291 7.3.2. ユーティ 1)ティ

238 i) 使用するガスの質量 292 照射装置及び線量測定システムは，国家標準にトレーサブノレ

239 誼) 使用するガスの容積 293 な校正を行い，精度限界内に維持されていることを確認するた

240 ili) 初期減圧度とガス投入圧からの換算式採用 294 めに計画的に校正を行うこと.

241 c) 滅菌器内の温度 295 7. 3. 2. 1. r線照射施設において校正の必要な項目

242 d) 滅菌載荷物の温度 296 a) サイクル時間又はコンベア速度

243 e) 作用時間(曝露時間 297 b) 質量計

244 D 製品の載荷形態/載荷密度

245 g) BIの設置点及び培養結果

246 h) その他J必要な事項

247 7.2.1. 4. エアレーション

248 a) 時間， lEl度

249 b) 載荷滅菌物の温度

250 c) 滅菌容器及び/又はエアレーション室内の圧力変化

251 d) エアレーション室内の空気又は他のガスの変化率

252 e) その他，必要な事項

253 7.2.2目 ユーティリティ

298 c) 線量測定システム

299 d) その他

300 7.3.2.2. 電子線及びX線照射施設において校正の必要な項

301 目

302 a) 電子ビーム特性

303 b) コンベア速度

304 c) 質量計

305 d) 線量測定システム

306 e) その他

254 酸化エチレンガス滅菌に必要なユーティリティ及び制御装置 307 参考資料

255 については，その品質及び精度を定めること. 308 1) バリデーション基準について，薬発第158号，厚生省，

256 a) 酸化エチレンガスの品質 309 1995年

257 b) 注入する蒸気又は水の品質 310 2) 滅菌ノ〈リデーション基準について，医薬監第1号通知，

258 c) 滅菌終了後，置換する空気の品質 311 厚生省， 1997年

259 d) BIの品質 312 3) 医療用兵の品質確保基準，薬発第1128号，厚生省，

260 e) 温度制御装置の精度 313 1994年

261 D 圧力制御装置の精度 314 4) 1809000 8eries(品質保証の閏際規格)

262 g) 湿度制御装置の精度 315 5) 180 11134(工業用高圧蒸気滅菌)

263 h) 時間制御装置の精度 316 6) 180 11135(エチレンオキサイドi滅菌)

264 i) その他 317 7) 180 11137(放射線滅菌)
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318 8) 180 11138(ノ〈イオロジカルインジケーター)

319 9) 180 11140(ケミカルインジケーター)

320 10) 180 11737. I(微生物試験法一バイオバーデン試験法)

321 11) U8P < 1222> Tel'minally 8tel'ilized Phal'maceutical 

322 Pl'oducts.Pal'ametric Release 
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1 最終滅菌法及び滅菌指標体

1 最終滅菌法及び滅菌指標体

2 滅菌とは，物質中のすべての微生物を殺滅又は除去すること

3 である.これには，最終滅菌法とろ過法がある.最終滅菌法が

4 適用可能な製品には，加熱法，照射法又はガス法の中から各滅

5 菌法の長所・短所を十分理解した上で，被減蕗物の性質及び包

6 装を含む製品の適合性に応じて，適当な滅菌法を選択する.滅

7 菌装置据付け(滅菌工程の設計・開発を含む)後，その工程が科

8 学的根拠や妥当性をもって設計どおりに正しく稼働しているか

9 どうかを空荷持及び被滅菌物負荷時において検証しなければな

10 らない.滅濁工程の確立後，その工程を正しく管理し，定期的

11 に装置類の適格性を証明しなければならない.

12 最終滅菌法を適用するにあたっては，被滅菌物のバイオバー

13 デ、ンを定期的又は一定滅菌単位ごとに測定し，被滅菌物当たり

14 のバイオパーデンを把握しておかなければならない.バイオパ

15 ーデンの測定法などについては， 180基準(I8011737-1)を参

16 l!草すること.最終滅菌法を適用できる製品には，通例， 10-6以

17 下の無菌性保証水準が得られる条件で滅菌を行う.滅菌の適百

18 は，適切な滅菌工程管理を行い，次いでそれぞれの滅菌法に適

19 した適切な滅菌指標体を使用し，必要に応じて無菌試験の結果

20 によって判定する.最終滅菌法を適用できない液状製品の滅菌

21 には，ろ過法を用いる.なお，医薬品の製造機器及び製造環境

22 並びに医薬品各条に規定された微生物関連試験法などを実施す

23 る際に必要な微生物の殺減方法については微生物殺減法J

24 を参照すること.

25 1. 定義

26 本法で用いる用語の定義は，以下のとおりである.

27 (i) 最終滅葱法:被減額物が最終容器又は包装におさまった

28 状態で滅菌され，滅菌後の微生物の死滅を定量的に測定又は推

29 測できる滅菌法をいう.

30 (誼) 製品:製造の中間工程で造られるものであって，以後の

31 製造工程を経ることによって最終製品となるものを含む被滅菌

32 物をいう.

33 (溢) バイオバーデン:被滅菌物に生存する微生物の数と種類

34 をいう.

35 (iv) 無菌性保証水準:適切な滅菌工程で処理された滅菌製品

36 中に存在が推定される汚染菌の最大生存確率をいう. 10-n
で表

37 される.

38 (v) 完全性試験:細菌チャレンジ試験によって測定されるフ

39 ィルターのろ過滅菌性能を非破壊的な方法で予測する方法をい

40 う.

41 (vi) Dfl直:微生物の死滅率を表す値で，供試微生物の90%を

必死滅させ，生存率在 1/10に低下させるのに要する時間

43 (Decimal Reduction Time)又は1/10に低下させるのに要する

44 線量ωecimalReduction Dose)をいう.

45 (吋) 滅菌指標体:滅菌工稼の管理又は滅菌の指標として使用

46 されるもので，バイオロジカルインジケーター(B1; Biological 

47 indicator)，ケミカノレインジケーター (C1 Chemical 

48 indicator)及ひ争線量計などがある.

49 2 最終滅菌法

50 2.1. 加熱法

51 加熱f去とは，熱によって微生物を殺滅する方法をいう.

52 2.1. 1. 高圧蒸気法

53 高圧飽和水蒸気中で微生物を殺滅する方法をいう.本法は，

54 i成萄に影響を及ぼす要因として温度，水蒸気圧及び時間がある.

55 したがって，通常の滅菌ヱ程管理においては，温度，水蒸気圧

56 及び時簡を常時モニターすべきであり，滅菌装置の仕様として

57 含まれていなければならない.

58 2. 1. 2. 乾熱法

59 加熱乾燥気体で微生物を殺滅する方法をいう.通例，バッチ

60 式乾熱滅菌器又は連続式乾熱滅菌器が用いられる.本法は， i威

61 菌に影響を及ぼす要因として温度及び時間がある. したがって，

62 通常の滅菌工程管理においては，温度及び時間を常時モニター

63 すべきであり，滅菌装置の仕様として含まれていなければなら

64 ない.

65 2.2. 照射法

66 電離放射線の照射によって微生物を直接的に殺滅する放射線

67 法と，高局波の熊射によって発生する熱で微生物を殺滅する高

68 周波法がある.

69 2.2.1. 赦射線法

70 電離放射線には 60Coなどの放射性同位元素から放射される

71 ガンマ(γ)線と電子加速器から発生する電子線や制動放射線(X

72 線)がある.本法は，熱に不安定な製品にも適用できるが，品

73 質変化を考慮する必要がある.滅菌線量は，従来25kGyが広

74 く用いられているが，被滅菌物のバイオバーデン数を測定し，

75 平均ノ《イオパーデン数と標準抵抗性分布を基に滅菌線量を算出

76 する180基準(18011137)の方法1，バイオパーデン数を測定し

77 ないで，累加線量照射ごとの無菌試験結果から生残する微生物

78 の抵抗性を求め，滅菌線量を算出する180基準(18011137)の

79 方法2及ひ。バイオバーデン数と最も抵抗性の強い菌のD値を基

80 に滅菌線量を算出するIρg法(5.3項参照)などがある.本法は，

81 滅菌に影響を及ぼす要因として線量(吸収線量)がある. したが

82 って， γ線滅菌の工程管理においては，適切な頻度で線量(吸

83 収線量)測定のほか，操作因子である照射時間(コンベア速度，

84 サイクノレタイム)を常時モニターすべきであり，滅蕗装置の仕

85 様として線量制御機構が含まれていなければならない.電子線

86 滅菌又は制動放射線滅菌の場合は，上記のほかに加速電圧，ピ

87 ーム電流及ひ'ビーム走査幅のモニターが必要である.

88 2.2.2. 高周波法

89 高周波を直接照射し，発生する熱によって微生物を殺滅する

90 方法をいう.通例， 2450:t 50MHzの高周波が用いられる.本

91 法は，密封察器に充てんされた液状又は水分含量の多い製品に

92 適用される.ガラス製又はプラスチック製容器にあっては，容

凶 器内の内圧の上昇によって破損したり，変形することがあるの

94 で，熱及び内圧に耐えられる容器を使用する必要がある.高周

95 波法において発生する電波漏洩については，人体や通信などに

96 影響のないレベノレにしなければならない.本法は，滅菌に影響

97 ~及ぼす要因として被滅菌物の滋度，処濯時間及び高周波出力

98 がある.したがって，通常の滅菌工程管理においては，温度，

99 時間及び高周波出力を常時モニターすべきであり，滅菌装霞の

100 仕様として含まれていなければならない.

101 2.3. ガス法

102 滅菌ガスとしては，酸化エチレン(EO)ガスが広く用いられ

103 ている. EOガスは，爆発性があるため，通例，二般化炭素な

104 どで1O~30%に希釈して用いられる. EOガスは，反応性の強

105 V、アルキル化剤であるので， EOガスと反応又はEOガスを吸収
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2 最終滅菌法及び滅菌指標体

106 しやすい製品の滅菌には適用で、きない.また， EOガスは，変

107 異原性などの残留毒性があるので， EOガス滅菌を施した製品

108 については，出荷までにエアレーションなどにより残留EOガ

109 スや他の二次生成有毒ガス濃度を安全レベル以下に下げる必要

110 がある.本法は，滅菌に影響を及ぼす要因として温度，湿度，

151 (BIER: Biological indicator evaluation resistometer)を用し、

152 て測定されたものであれば，通常，使用時にD値を測定する必

153 要はない.通例，ラベルに表示されているD値は， :1::30秒間以

154 内のばらつきが許容される.

155 4.1.2. BIの設置方法

111 ガス濃度(圧力)及び時聞がある.したがって，通常の滅菌工程 156 4. 1. 2. 1. 被滅菌物がドライタイプの場合

112 管理においては，温度，湿度，ガス濃度(圧力)及び時間を常時 157 ドライタイプのBIをあらかじめ決められた製品又は製品と

113 モニターすべきであり，滅菌装置の仕様として含まれていなけ 158 何等の滅菌効果を示す適切な類似製品内の最も滅菌されにくい

114 ればならない 159 部位に設置する.通例，製品と同様に包装し，二次包装などが

115 3. ろ過法 160 なされている場合はそれに従う.

116 適切な材質の滅菌用フィルターを用い，微生物を除去する方 161 4. 1. 2. 2. 被滅菌物がウエットタイプの場合

117 法をいう.なお，細菌より小さい微生物のろ過滅菌は本法の対 162 製品と隠ーの溶液又は適切な類似溶液に指標菌の芽胞をBI

118 象とはしない.一般に，滅麓を目的とした滅菌用フィノレターは， 163 として懸濁させ，これを最も滅菌されにくい部位に設置する.

119 膜の有効ろ過面積(cm2)当たり，適切な条件下で培養された指 164 4. 1. 3. 指襟菌のt音養条件

120 標高~BæVllndÍmonas dImImlta(ATCC 19146， NBRC 14213， 165 通常，ソイビーン・カゼイン・ダイジェスト培地を用いる.

121 JCM 2428)又はこれより小さな適当な菌を107個以上をチヤレ 166 一般的な培養条件は，G. steal'Othel'1110philllSの場合は55~

122 ンジして，二次側に無菌ろ液の得られることが必要である.本 167 600Cで7日間，B. a白・'ophaellSは30~350Cで7日間である.

123 ~去は，滅菌に影響を及ぼす要因として，ろ過圧力，流量及びフ 168 4.2. ケミカルインジケーター(GI)

124 ィルタ}ユニットの特性などがある. したがって，通常のろ過 169 CIとは，熱，ガス又は照射の作用を化学又は物理変化によ

125 滅菌工程管理においては，使用後(必要に応じて使用前にも)に 170 って変色する物質を塗布又は印刷した紙片などで，用途別に3

126 滅菌フィルターの完全性試験を行わなければならない 171 種類のタイプに分類される.一つは，滅菌処理の有無を区別す

127 4. 滅菌指標休 172 るために用いられるもの，一つは， BIの死滅条件にある程度

128 4. 1. バイオロジカルインジケーター(BI) 173 の安全時間を加えた滅菌条件で色が変化する滅菌工程の管理に

129 BIとは，特定の滅菌法に対して強い抵抗性を示す指標菌を 174 用いるもの，もう一つは，真空盤滅菌装置の真空排気能力試験

130 用いて作られたものであり，当該滅菌法の滅菌条件の決定及び 175 を行う場合に用いるBowie&Dickタイプのものである.

131 滅菌工稜管理に使用される. ドライタイプのBIは，担体によ 176 4.3 線量計

132 って2種類に分類される.一つは，ろ紙，ガラス又はプラスチ 177 放射(γ)線法においては，滅菌効果は被滅菌物の吸収線量に

133 ックなどを担体とし，指標菌の芽胞を塗布乾燥して包装したも 178 依存するので，滅菌ヱ程の管理手段は，主として吸収線量の測

134 の，一つは，製品又は類似品を担体とし，指標菌の芽胞を塗布 179 定による.線量計の設置位置は，照射容器の最低線量告s位又は

135 乾燥したものである.包装材としては，乾熱法では熱伝導性の 180 最低線量部位に対して量的関係、が明らかにされている管理しゃ

136 優れたもの，ガス法と高圧蒸気法では，ガス又は飽和水蒸気の 181 すい部位とする.測定は，照射ロットごととし，同一ロットを

137 透過性の優れたものを用いなければならない.いずれの担体を 182 形成する照射容器数が多い場合には，照射皇室内の有効照射区間

138 用いる場合にも，指標菌の芽胞のDfj直に影響がないことを確認 183 内に常に1個以上の線量計を使用する.線量計によっては，照

139 しなければならない.製品が液状の場合，製品と同ーの溶液又 184 射の前後及び照射中の環境条件(温度，湿度，紫外線及び読取

140 は指標菌に対する滅菌効果が同等の溶液に指標菌の芽胞を懸濁 185 りまでの時間など)に影響される場合もあるので注意を要する.

141 させてもよい.ただし，溶液に指標障の芽胞を懸濁させた場合， 186 γ線及び制動放射線滅菌の吸収線量を測定する実用線量計とし

142 芽胞が発芽して抵抗性に影響を及ぼさないようにしなければな 187 ては，着色ポリメチルメタクリレート線量計，透明ポリメチル

143 らない 188 メタクリレート線量計，セリックセラス線量計及びアラニン線

144 代表的な指標菌の例を表11こ示す 189 量計などがある. γ線滅菌用線量計は，通例，エネルギー

表1 代表的な指標菌の種類

滅菌法 指標E吉本

高圧蒸気法 Geo占acillus
steal'othel'l110philus 

株名

ATCC 7953， NBRC 13737， 
JCM 9488， ATCC 12980， 

190 3MeV未満の電子線を用いる滅菌の工程管理には適さない.電

191 子線滅弱用線量計としては，セルロースアセテート線量計やラ

192 ジオクロミックフィルム線量計などがある.実用線量計を使用

193 する場合は，適切な国家標準又は国際標準線量計測システムを

NBRC 12550， JCM 2501 194 用いた測定結果に遡及できる校正をしなければならない.
乾熱法 Bacilfl日 a白'opllaeus ATCC 9372， NBRC 13721 
ガス法 Bacillus atropllaeus ATCC 9372， NBRC 13721 195 5 微生物を指標とした滅菌条件の設定法

* これら以外lこもパイオパーデンの中から当該滅菌法に対L-.最も低抗性の強い菌 196 被滅菌物の滅菌法に対する特性，バイオパーデンなどを考慮

を指標菌として使用できる 197 に入れ，以下の中から適当な方法を選び，滅菌条件を設定する.

145 4.1.1. BIのD値

146 D値の測定法は，一般に生残曲線法又はフラクションネガテ

147 ィブP法(Stumbo，Murphy & Cochran法やLimitedSpearman" 

148 Karber法など)がある.市販BIを使用するにあたっては，

149 Jレに表示されているD値がISO基準(Iso11138-1)に従って，

150 厳密に規定された条件下で，標準化された生物指標評価装置

HId ().1. ハーフサイクル法

199 被滅菌物上に存在するバイオバーデ‘ン数や検出菌の当該滅菌

200 法に対する抵抗性とは関係なく， BIに含まれる106個の指標萄

201 のすべてが死滅する処理時間の2倍の滅菌時簡を採用する方法

202 をいう.

203 5.2. オーバーキル法

204 被滅菌物上に存在するバイオバーデン数や検出菌の当該滅菌
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3 最終滅菌法及び滅菌指標体

205 法に対する抵抗性とは関係なく. 10-6以下の無菌性保証水準が

206 1尋られる条件で滅菌を行うことを前提としている.通例.D値

207 が1.0以上の菌数既知のBIを用い，指標酪を12べき乗(I2D)減

208 少させるに等しい滅菌条件を採用する方法をいう.

209 5.3. BIとバイオパーデン併用法

210 広範なバイオパーデン調査によって得られた平均ノ〈イオパ-

211 デン数に3f音の標準偏差を加えたものを，通例，最大バイオバ

212 ーデン数とみなし，目標とする無簡保証水準を基に.BIをJtl

213 いて滅菌時間(又は滅菌線量)を算出する方法をいう.本法を用

214 いる場合は，被滅菌物のバイオバーデン数を頻繁に調査し，検

215 出菌の当該滅菌法に対する抵抗性測定も定期的に実施する必要

216 がある.バイオバーデ、ン調査において.BIの指標菌より抵抗

217 性の強い菌種が検出された場合には，それを指標簡とする.

制滅菌時聞はは滅菌線量)=DXlog与

219 D: BIのDfl直

220 N:目的とする無菌性保証水準

221 No:被滅菌物の最大バイオバーデン数

222 5.4. 絶対バイオパーデン法

223 被滅菌物や製造環境から検出された菌について，当該滅菌法

224 に対する抵抗性調査を行い，その中から最も抵抗性の強い菌を

225 選び，そのDfl直を用い，被滅菌物のバイオバーデ、ン数を基に滅

226 菌条件を設定する方法をいう.バイオバーデン数は，通例，広

227 範なバイオバーデン調王室によって得られた平均バイオパーデン

228 数lこ3倍の標準偏差を加えたものが用いられる.本法を採用す

229 る場合には，日常のバイオパーデ、ン管理において，菌数計測及

230 ひお検出歯の当該滅菌法に対する抵抗性測定を頻繁に行う必要が

231 ある.

232 6. 参考資料

233 医療製品の滅菌に関する主な180基準

234 (i) 180 11134 lndustrial moist heat stel'ilization(工業用高

235 圧蒸気滅菌)

236 (五) 180 11135 Ethylene oxide sterilization(エチレンオキサ

237 イド滅菌)

238 (iii) 180 11137 Radiation stel'ilization(放射線滅菌)

239 (iv) 180 11138 Biological indicatol's(バイオロジカルインジ

240 ケーター)

241 (v) 180 11140 Chemical indicators(ケミカルインジケータ

242 ー)

243 (vi) 180 11737 Micl'obiological methods(微生物試験法)

244 Part1 Estimation of population of micl'oorganisms on 

245 pl'oducts(パート1:バイオパーデン試験法)
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1 培地充てん試験 (プロセスシミュレ}ション)

1 培地充てん試験 (プ口セスシミュレーショ
2 ン)

3 本法は，無菌操作法で製造される医薬品の無菌性保証の適切

4 伎を充てん医薬品の代わりに無菌培地などを用いて検証するプ

5 ロセスバリデーションの一方法である.したがって，充てん・

6 防寒工程，作業環境，作業操作，作業従事者などについては，

7 実製品の製造工程を用い，かっ最悪ケースを想定したものでな

8 ければならない.また本法は，充てん・閉塞工程以外の無菌操

9 作工程の無菌性検証にも適用可能である.

10 1. 培地充てん試験の実施頻度

11 1. 1 初期評価

12 初期評価の対象は，それぞれ初めて使用する設備，装置，工

13 程及ひ奇異なった容器デザイン(同じ容器デザインでサイズの呉

14 なるものは除く)などである.表1を参考に，それぞれの充てん

15 ラインでの実製造を反映できる十分な個数の容器を用い，培地

16 充てん試験を少なくとも連続3回，別々の日に実施する.

17 1. 2. 再評価

18 1) 表2を参考に，それぞれの充てんラインでの実製造を反

19 映できる十分な個数の容器を用い，それぞれの充てんラインの

20 各作業シフトについて少なくとも半年ごとに培地充てん試験を

21 実施する.無菌重要工程作業者は，無菌操作に関する教育訓練

22 を受け，少なくとも年1回の頻度で培地充てん試験に参加する

23 ことが必要である.

24 2) 充てんラインを6箇月以上使用しなかった場合は，その

25 充てんラインを再使用する前に初期評価に準じる回数の培地充

26 てん試験を実施する.

27 3) 無菌性保証に影響を与える工程，設備又は装置の変更

28 (標準部品の交換は再評価の対象にならない).ラインの配置変

29 更，無菌重要工程作業者の変更(例えば，作業者の大きな変更).

30 環境微生物試験結果の異常，最終製品の無関試験で汚染製品が

31 認められた場合には，必要に応じて初期評価に準じる回数の培

32 地充てん試験を実施する.

33 2. t音地充てん試験の許容基準

34 初期評価及び再評価において，充てん容器数に関係なく汚染

35 容器数はゼロとする.汚染が認められた場合には，表1及び表

36 2に示した行動をとる.

37 2.1. 汚染原因の調査

38 培地充てん試験において，汚染原因の調査を行うにあたって，

39 必要な評価対象要因としては以下のものが含まれる.

40 1) 環境微生物モニタリングデータ

41 2) 環境微粒子モニタリングデータ

42 3) 作業従事者の微生物モニタリングデータ(作業終了時，

43 無塵衣や手袋表面などに付着している微生物のモニタリング)

44 4) 培地，器材，装置等の滅菌サイクルデータ

45 5) 滅菌装置のキャリプレーションデータ

46 6) 滅菌機材の保存状態の適切性

47 7) HEPAフィルターの評価(微粒子の捕捉性能，流速など)

53 12) 衛生管理方法とそのトレーニング内容の適切性

54 13) 作業従事者のガウニンク守とそのトレーニング内容の適

55 切性

56 14) 作業従事者の無菌操作技術とそのトレーニング、内容の

57 適切性

58 15) 作業従事者の健康状態(特に，呼吸器系疾患による咳や

59 くしゃみなどの影響)

60 16) その他，無菌性に影響を及ぼす要因

61 3 培地充てん試験におけるデータ管理

62 それぞれの培地充てん試験において，下記の事項を詳細なデ

63 ータとして記録する.

64 1) 試験実施日時

65 2) 試験実施充てん室，充てんラインの識75IJ

66 3) 容器，栓の種類とサイズ

67 4) 充てん容量

68 5) 充てん速度

69 6) 滅菌フィルターの形式と完全性試験成績(ろ過滅菌した

70 場合)

71 7) 充てん培地の種類

72 8) 充てん容器数

73 9) 培養しなかった充てん容器数とその理由

74 10) 培養容器数

75 11) 陽性容器数

76 12) 培養温度と培養期間

13) 実際の製造工程のあるステップを模倣するために使わ

78 れた方法(例えば，模擬凍結乾燥，又はバイアルガス置換など)

14) 培地充てん試験関始前及び試験実施中に得られた微生

80 物学的モニタリングデータ

77 

79 

81 15) 培地充てん試験参加者リスト

82 16) 充てん培地の性能試験結果(粉末充てんの場合は，微生

83 物発育阻止活性の試験成績も必要)

84 17) 陽性容器から検出された微生物の同定及び性状検査結

85 果

86 18) 当該培地充てん試験でカバーする医薬品リスト

87 19) 汚染容器の認められた又は失敗に帰した培地充てん試

88 殺の原因調査

89 20) 総合評価

90 4. 培地充てん試験の方法

91 液状製品，粉末製品及び凍結乾燥製品の無菌製造工程を検証

92 する方法について示す.基本的には，液状製品に支守する培地充

93 てん試験在応用することによって，他の剤形の医薬品の無菌性

94 検証が可能である.

95 4. 1. 培地の選択と性能試験

96 ソイピーン・カゼイン・ダイジェスト培地，又は適当な他の

97 培地を使用する.微生物限度試験法 (4.05)に規定されている

98 培養条件で，指定菌株及び必要に応じて環境モニタリングで検

99 出頻度の高い代表菌1~2株を培養したとき，各菌が明らかな

100 増殖を示さなければならない.

48 8) 使用前及び使用後のフィルター完全性試験結果(フィル 101 4.2. 培地の滅菌

49 ターハウジング組立ての適切性も含む)

50 9) 無菌エリアでの空気の流れと圧力の適切性

51 1ω 培地充てん試験中に起こった通常と異なった出来事

52 11) 汚染微生物の諸性状検査結果

102 あらかじめバリデーションの行われた方法に従って滅菌する.

103 4.3. 培養及び観察

104 培養に先立ち，容器に漏れが認められたもの，又は損傷した

105 ものを除去し，記録にとどめる. 20~350Cで14日間以上培養

106 する.これ以外の温度で培養する場合には，その妥当性を示す
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2 培地充てん試験 (プロセスシミュレ」ション)

107 こと.異なる二つの温度で培養する場合には，低い温度で713 161 滅菌プラセボ粉末を充てんする.

108 間以上，次いで高い温度で713間以上培養する.設定培養温度 162 3) 粉末充てん機を用い，容器に実製品又は滅菌プラセボ粉

109 は， :t2.50

C以内で維持すること.培養最終Rに菌の発育の有 163 末を充てん後，適当な方法で滅菌液体培地を充てんする.プラ

110 無を観察する.汚染が認められた容器については，汚染菌の同 164 セボ粉末として滅菌粉末培地を用いた場合は，滅菌液体培地の

111 定及び性状検査を実施する.汚染菌の同定には，参考情報「遺 165 代わりに滅菌した精製水を充てんする.

112 伝子解析による微生物の迅速同定法jや適切な市販の微生物同 166 C. 凍結乾燥製品

113 iEシステムなどが適用できる 167 凍結乾燥製品の場合，培地充てん試験を凍結乾燥製品の実製

114 A. 液状製品 168 造工程と全く同じ条件下で行うことはできない.凍結及び乾燥

115 培地充てん手順 169 を行うと，汚染菌を死滅させる可能性がある上，培地の特性も

116 施設，装置等の清掃は通常どおりに行い，容器，栓，充てん 170 変えてしまう.また，復庄ガスとして不活性ガスを使用すると，

117 装置部品， トレイなどは標準操作手順書に従って洗浄，滅菌す 171 好気性菌や真菌の発育を限害する可能性がある.そのため，通

118 る.培地充てん試験は，最悪ケース(例えば，打桧ラインの修 172 常，凍結及び乾燥を避け，復圧ガスとしては空気が用いられる.

119 正，充てん針/チューブ、の修理又は交換，充てんラインのフイ 173 ただし，嫌気条件下で製造される医薬品には，嫌気性商用培地

120 ノレター交換等の介在作業，最長製造時間，最大バッチサイズ 174 を用いて培地充てん試験を実施する場合もある.その場合には，

121 最多作業者数など)を考慮、に入れ，実施する.ただし， 1回の培 175 復圧ガスとしては窒素ガスなどを用いる.

122 地充てん試験に想定しうるすべての最悪ケースを組み入れる必 176 培地充てん手順

123 要はないが、計画的にすべての最悪ケースを評価する.多くの 177 下記の方法によるか，又はこれに相当する方法を用いる.

124 製造ラインは高度に自動化されており，比較的高速で稼働し 178 1) 製品充てん機を用い，容器に培地を充てん後，半打栓状

125 作業員の介在も限定するように設計されている一方，かなりの 179 態にし，滅菌トレイに集める.

126 頻度で作業員が介在するラインもある.実際の製造におけるバ 180 

127 ッチサイズを用い，実際の工程時間で充てんするのが最も正確 181 

128 なプロセスシミュレーションになるが，これ以外の適切なパッ 182 

129 チサイズ?と充てん時間でも，当該ラインの無菌性を正当に評価 183 

130 することはできる.滅菌容器に適量の培地を製品の開放時間を 184 

a トレイを凍結乾燥機にセット後，扉を閉め，製造工程に

準じて凍結乾燥の操作を行う.ただし，凍結は行わず，充てん

液が突沸しないような減圧下に適当な持間保持する.

3) 減圧保持完了後，復圧し，打栓する.

4) 適当な方法で培地を内表面全体に接触させ，あらかじめ

131 考慮、した充てん速度で充てんし，閉塞する.適当な方法で培地

132 を容器の内表面全体に接触させ，あらかじめ定めた温度で培養

185 定めた温度で培養する.

133 する.

134 B. 粉末製品

135 B.1. 充てん粉末の選択と微生物発育阻止活性試験

136 実製品又はプラセボ粉末を用いる.プラセボ粉末としては，

137 一般に乳糖， Dーマンニトール，ポリエチレングリコール6000，

138 カルボキシノレメチルセルロース塩，粉末培地などを用いる.あ

139 らかじめ，充てん粉末が微生物に対して発育阻止活性を有する

140 かど、うか競べなければならない.粉末培地は水で，他の滅菌粉

141 末は培地で培地充てん試験濃度に希釈し， 4.1.項に定める培地

142 性能試験用各菌を1培地当たり 100CFU未満接種する.あらか

143 じめ定めた温度で5日潤培養したとき，明らかな増殖が認めら

144 れれば，充てん粉末には微生物発育阻止活性がないものとみな

145 し，本試験に使用できる.

146 B.2. 充てん粉末の滅菌法

147 プラセボ粉末を適当な容器(例えば，二重に熱シールされた 186 

148 ポリエチレン袋)に入れ，放射線滅菌を行う.

149 B.3. 充てん粉末の無菌性確認

150 無菌試験法に従い無菌試験を行うとき，適合しなければなら

151 ない.ただし，用いた滅菌法のバリデーションが行われている

152 場合には，無菌試験を省略することができる.

153 B.4. 培地充てん手順

154 下記の中から適当なものを選ぶ.

155 1) 適当な方法で容器に滅菌液体培地を充てん後，粉末充て

156 ん機を用い，実製品又は滅菌プラセボ粉末を充てんする.プラ

157 セボ粉末として滅蔚粉末培地を用いる場合は，滅菌液体培地の

158 代わりに滅菌した精製水を充てんする.

159 2) 液体培地を容器に充てん後，高圧蒸気滅菌する.この容

160 器を充てんエリアに移動し，粉末充てん機を用いて実製品又は

表1 初期評価

最少試験 1回当たりの最
回数 少充てん容器数

3 く5000

3 5000~10000 

3 >10000 

3@]の培地充て

ん試験における 必要な行動

汚染容器総数

汚染原悶の調査，是正
;;;1 処置，初期評価を繰り

返す

汚染原因の調査，培地
1 充てん試験を 1回繰り

返すことを検討

汚染原因の調査，是正

>1 処置，初期評価を繰り

返す

1 汚染原告ヨの調査

汚染原lZ9の調査，是正

>1 処置，初期評価を繰り
返す
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表2 定期的再評価

実施頻度
1回当たりの最

汚染容器数 必要な行動
少充てん容器数

く5000 1 
汚染原因の調査後，必要に

応じて初叙評価を実施

汚染原因の調査，培地充て

1 ん試験を繰り返すことを検

5000~10000 
討する

汚染原因の調査，是亙処鷺
半年ごと

>1 後，必要に応じて初期評価

を実施

1 汚染原IZSIの調査

>10000 
汚染原留の調査，是正処置

>1 後，必要に応じて初期評価

を実施

187 参考資料

188 18013408-1(2008) Aseptic processing of h巴alth care 

189 products: Generals. 
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1 微生物殺減法

1 微生物殺滅法 53 (溢) 開けつ法:80~100oCの水中又は流通水蒸気中で一日一
54 回， 30~60分演ずつ3~5回加熱を繰り返すことによって微生

2 微生物殺減法は，医薬品の製造機器及ひ型造環境並びに医薬 55 物を殺滅する方法をいう.本法は，高圧蒸気法によって変質す

3 品各条に規定された，微生物関連試験法等を実施する際に必要 56 るおそれのあるものに用いる.なお， 60~80oCで同様に加温

4 な微生物の殺滅方法について示すものであって最終滅菌法 57 :a:-繰り返す低温聞けつ法もある.加熱又は加温の休止中は，

5 及び滅菌指標体j に示す「最終滅菌法j及び fろ過法j とは具 58 20
0
C以上の微生物の発育に適切な温度に保つこと.

6 なる. したがって，本法を適用する目的によって，推測される 59 (iv) 紫外線法:通例， 254nm付近の波長を持つ紫外線を照射

7 微生物殺減効果又は無菌性保証水準は大きく異なり，消毒法及 60 することによって微生物を殺滅する方法をいう.本法は，比較

8 び滅菌法における処理条件も一義的に規定することはできない 61 的平滑な物品表面，施設，設備又は水，空気などで，紫外線照

9 一般に，本法を適用するものの性質及び汚染状態(汚染微生物 62 射に耐えるものに用いる.本法は，化学的消毒法で見られる耐

10 の種類及び汚染程度)に応じて，その適切な選択と操作及び条 63 性菌出現の心配もなく，細菌，真菌及びウイルスに対して殺滅

11 f牛の適正化を検討してから，通例，次に示す方法を単独で又は 64 効果を示すが，人体に対して直接照射すると目や皮膚に障害含

12 併用して行う 65 受けるので注意を要する.

13 ただし本法を医薬品の製造工程に適用するにあたっては 66 2. 滅菌法

14 最終滅菌法及び滅菌指標体j に準じる滅菌バリデーションが 67 2. 1. 加熱法

15 必要である.

16 1. 消毒法

17 生存する微生物の数を減らすために用いられる処置法で，必

18 ずしも微生物をすべて殺滅したり除去するものではない.一般

19 に，消毒法は化学薬剤(消毒剤)を用いる化学的消毒法と湿熱や

20 紫外線などを用いる物理的消毒法に分けられる.

21 1. 1. 化学的消毒法

22 化学薬剤を汚いて微生物を殺滅する方法をいう.化学薬剤の

23 微生物を死滅させる機序及び効果は，使用する化学薬剤jの種類，

24 濃度，作用温度，作用時間，消毒対象物の汚染度，微生物の種

25 類・状態(例えば，栄養型細菌及び芽胞細菌)などによって異な

26 る.本法を適用するにあたっては，調製化学薬剤の無菌性及び

27 有効貯蔵期間，適用箇所からの耐性菌出現の防止，残存化学薬

28 剤の製品に与える影響などについて注意を要する.化学薬剤を

29 選択するにあたっては，その使用目的によって以下に示すこと

30 を考慮に入れ，適切なものを選ぶ.

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

(i) 抗菌スペクトノレの範閤

(並) 微生物の死滅に要する作用待問

(出) 作用の持続性

(iv) たん白質存在下での効果

(v) 人体に対する影響

(vi) 水に対する溶解性

(v量) 消毒対象物への影響

(討ii) 臭気

(ix) 使用方法の簡便性

(x) 廃棄処理方法の容易性

(xi) 廃棄に伴う環境への影響

(xii) 耐性菌の出現頻度

43 1. 2. 物理的消毒法

44 化学薬剤を用いないで微生物を殺滅する方法をいう.

45 (i) 流通蒸気法:加熱水蒸気を直接流通させることによって

46 微生物を殺滅する方法をいう.本法は，高圧蒸気法によって変

47 質するおそれのあるものに用いる.通例，当該物を1000Cの流

48 通蒸気中に30~60分開放霞する.

49 (垣) 煮沸法:沸騰水中に沈め，加熱することによって微生物

50 を殺滅する方法をいう.本法は，高圧蒸気法によって変質する

51 おそれのあるものに用いる.通例，当該物を沸給水中に沈め，

52 15分間以上煮沸する.

68 加熱法を行うとき，温度又は圧力など、が規定の条件に至るま

69 での加熱時間は，本法が適用されるものの性質，容器の大きさ

70 及び収納状態などにより異なる.なお，本法を行う時間は，本

71 法が適用されるもののすべての部分が規定の温度に達してから

72 起算する.

73 (i) 高圧蒸気法:適当な温度及び圧力の飽和水蒸気中で加熱

74 することによって，微生物を殺滅する方法をいう.本法は，主

75 としてガラス製，綴製，金属製，ゴム製，プラスチック製，紙

76 製若しくは繊維製の物品，水，培地，試薬・試液又は液状の試

77 料などで，熱に安定なものに用いる.通例，高圧蒸気法の場合

78 は次の条件で滅菌を行う.
115~1180C 30分間
121~1240C 15分間

126~ 129
0
C 10分間

79 (註) 乾熱法:乾熱空気中で加熱することによって微生物を殺

80 滅する方法をいう.本法は，主としてガラス製，磁製，金属製

81 の物品，鉱油，油脂類又は粉体の試料など，熱に安定なものに

82 mいる.ガス又は電気により直接加熱するか，加熱した空気を

83 循環させる方式などがある.通例，乾熱法の場合は，次の条件

84 で滅菌を行う.

160~ 170
0
C 120分間

170~ 180
0
C 60分間

180~ 190
0
C 30分間

85 2.2. 照射法

86 (i) 放射線法:放射性同位元素から放出する γ線又は電子加

87 速器から発生する電子線や制動放射線(X線)を照射することに

88 よって微生物を殺滅する方法をいう.本法は，主としてガラス

89 製，磁製，ゴム製，プラスチック製又は繊維製の物品などで，

90 放射線照射に耐えるものに用いる.本法が適用されるものの材

91 質，性状又は汚染状況などによって線量を調節して行うが，適

92 用後の品質の変化には特に注意する.

93 (五) 高周波法:高周波を直接照射し，発生する熱によって微

94 生物を殺滅する方法をいう.本法は，主として水，橋地又は試

95 夜などで高周波の照射に耐えるものに用いる.通例， 2450:t 

96 50MHzの高周波が用いられる.

97 2.3 ガス法

98 滅菌用ガスを用いて微生物を殺滅する方法をいう.滅菌用ガ

99 スとしては，酸化エチレンガス，ホルムアノレデヒドガス，過酸

100 化水素ガス及び二酸化塩素ガスなどが用いられる.ガスの種類

101 によって，滅菌時の温度，湿度，ガス濃度，滅菌時間が異なり，
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2 微生物殺減法

102 更に人体に慈影響をもたらすものもあるので，使用環境及び残

103 留ガス濃度については厳重な注意が必要である.ガス法の中に

104 は，滅菌後の微生物の死滅を定量的に測定又は推測できないも

105 のもある.

106 2.4. ろ過法

107 適当なろ過装置を用いてろ過し，微生物を除去する方法をい

108 う.本法は，主として気体，水又は可溶性で熱に不安定な物質

109 を含有する培地・試液などに汚いる.通例，滅葱用フィルター

110 には孔径0.2211ffi以下のフィルターが用いられるが，本法にお

111 V、ては，干し径0.4511ffi以下のフィノレターの使用も許容される.
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1 非無菌医薬品の微生物学的品質特性

1 非無菌医薬品の微生物学的品質特性

2 本試験j去は，三薬局方での調和合意に基づき規定した試験j去である

3 なお，三薬局方で誠事目されていない部分は r・U で掴むことによ

4 り示す.

5 非無菌製剤における，ある特定微生物の存在は，製品の薬効

6 の減少あるいは失効につながる可能性があり，また，患者の健

7 康を損なう可能性もある.したがって，医薬品の製造業者は，

8 製造，貯蔵及び流通に際し，最新のガイドラインに従って

9 GMPを実施することにより，最終製品のバイオバーデン在確

10 実に低くしなければならない+本指針は，非無菌医薬品(原料

11 及び製斉日)中に存在する増殖能力を有する微生物(細菌及び真菌)

12 の限度の沼安を基準値として示したもので、ある.+~ド無菌医薬

13 品の微生物試験は，微生物限度試験法 (4.05)の fl.生菌数試

14 験j及び f2.特定微生物試験j に準拠して行う+非無歯医薬

15 品に対して生菌数試験及び特定微生物試験を実施するにあたっ

16 ては，微生物管理計画在確立し，それを当該医薬品の品質保証

17 システムの重要な一部として位置づけなければならない.また，

18 試験実施者及び責任者は，微生物の取扱い技術，バイオセーフ

19 ティ対策及びデータ解釈について専門知識を有していなければ

20 ならない.+

21 +1. 定義

22 (i) 非無菌医薬品:臼本薬局方の医薬品各条に収載されてい

23 るもので無菌でないもの及び最終製品で無菌でないもの.

24 (坦) 医薬品原料:原薬，添加剤を含む医薬品製造に用いるす

25 べての物質.ただし，医薬品製造用水及びガス類は除く.

26 (出) バイオバーデン:非無歯医薬品中に生存する微生物(細菌

27 及び真菌)の数と種類.

28 (iv) 処置基準値:直ちに誠査を行い，必要に応じて是正措置

29 をとらなければならないバイオバーデンに対して設定した基準

30 fi直.

31 (v) 警報基準値:予知される問題点を早急に警告するものと

32 して，直ちに是正措置をとる必要はないが，調査は行う必要が

33 あるバイオパーデンに対して設定した基準値.

34 (vi) 品質保証システム:品質管理を実施するために必要とな

35 る製造業者の組織構造(責任，権限及び相互関係)及び実施手)1頃.

36 2. 試験の適用除外

37 生菌を有効成分とする非無菌医薬品には，通例，生菌数試験

38 を適用しない.

39 3. 試料の採取方法及び試験の実施頻度

40 3.1. 試料の採取方法

41 一般に，非無菌医薬品や医薬品原料ロット中の微生物汚染は

42 均一でない.偏りのある試料採取方法では，正確なバイオパー

43 デン値を推測できない場合もある.したがって，回顧約又は向

44 時的バリデーションで得られたバイオパーデ、ンデータの解析に

45 基づいて，非無弱医薬品又は医薬品原料ロットを代表できる採

46 取方法を確立する必要があるL 通例，同一製造番号の非無菌医

52 ンが不注意による汚染によって影響されないようにしなければ

53 ならない.乾燥又は非水性の非無菌医薬品や医薬品原料におい

54 ては，採取試料中のバイオパーデンが変化しないことが確認さ

55 れている場合，本試験を試料採取直後に行う必要はない.

56 3.2. 試験の実施頻度

57 試験の実施頻度は， 53IJに規定されている場合を除き，種々の

58 要因を考慮して設定しなければならない.これらの要因には次

59 のものがある.

60 (i) 非無菌医薬品の郁形(用法)

61 (註) 製造方法

62 (溢) 製造頻度

63 (iv) 医薬品原料の特性(天然物より製したもの，化学合成で製

64 したもの等)

65 (v) ロットサイズ

66 (vi) バイオバーデ、ン値のばらつき(ロット関，季節変動など)

67 (姐) バイオバーデンに影響を及ぼす変更事項(製造工程の変更，

68 医薬品原料の入手先の変更，医薬品原料ロットの変更など)

69 (viii) そのほか

70 医薬品の製造初期段階においては，医薬品原料や当該医薬品

71 の微生物学的品質特性を把握するために，一般に高頻度に微生

72 物限度試験を行う必要がある. しかし，回顧的又は同時的ノくリ

73 デーシヨンなどのデータを蓄積することによって，例えば，季

74 節ごと，一定期間ごと，数ロットごとなど，試験頻度を少なく

75 することができる.

76 4. 微生物管理計画書

77 非無菌医薬品には.05微生物線度試験法Jを適用する場合に

78 は，当該医薬品からの微生物の回収法，培養法，計測法の妥当

79 性を検証した上で，次の事項を定めた微生物管理計画書を作成

80 しなければならない.

81 (i) 試験対象医薬品名(品目名)

82 (u) 試料採取頻度及び試験実施頻度

83 (ili) 試料の採取方法(採取者，採取量，採取環境などを含む)

84 (iv) 採取試料の試験室への移動(試験実施までの保存条件を含

85 む)

86 (v) 試料の処理方法〈微生物の回収方法)

87 (vi) 生菌数の測定方法(供試量，培地の種類，培地の性能試験，

88 培養方法などを含む)

89 (vii) 特定微生物の検出方法(供試量，培地の種類，培地の性能

90 試験，培養方法などを含む)

91 (吋ii) 生菌数の算出方法及び検出麹の性状検査

92 (ix) 微生物許容基準値(警報基準値，処霞基準値)の設定

93 (x) 微生物許容基準値を超えた場合の対処方法

94 (氾) 試験実施者，試験責任者など

95 (xii) そのほかの必要な事項.

96 5. 非無菌医薬品の微生物許容基準値

97 総好気性微生物数(TotalAerobic Microbial Count : T品 W)

98 及び総真菌数(TotalCombined Yeasts/Moulds Count : 

99 TYMC)に対する微生物許容基準値を設定する.ことにより，医

47 薬品又は医薬品原料の任意に選択した異なる数箇所(少なくと 100 

48 も3箇所以上)から試料をほぼ同量ずつ採取し，それらを合わせ 101 

薬品原料中の微生物学的品質が維持されているか又は悪化して

いるかを製造初期段階に判断することができる.また，必要に

102 応じて適切な是正措置をとることも可能となり，医薬品原料の

103 微生物学的品質の維持，改善に役立てることができる.+

49 たものを被験試料とする.

50 また，清浄度管理環境下での試料採取が困難な場合には，採

51 取環境や採取器材に注意を払い，採取した試料のバイオパーデ 104 合成及び鉱物由来原料に対する微生物許容基準値は，別に規

105 定するもののほか，表1に従う+化学合成で製する医薬品原料
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106 は製造工程において高温処理，有機溶媒処理などを行うことに

107 より一般に低いバイオバーデン状態にあるが，植物や動物由来

108 の医薬品原料は，一般に合成原料よりかなり高いバイオパーデ

109 ン状態にある.

110 非無菌医薬品の製造に用いる水の微生物学的特性は，最終製 160 

111 品の微生物学的品質に直接影響を及ぼすので，これらの微生物

112 管理にも，細心の注意が必要である'.

113 非無菌医薬品の最終製剤に支守する微生物許容基準値の判定は，

114 5.]IJに規定するもののほか，表2に従う.これらの基準値は，非

115 無関医薬品の適用法，水との親和性などに基づき規定されてい

116 る.経口用の液状製剤や水との親和性の高い非無菌医薬品につ

117 いては，一般に低い微生物許容基準値が設定されている'.

118 表2には，微生物許容基準値が設定されている製剤において

119 存在しではならない特定微生物も示している.ただし，これら

120 検出されてはならない特定微生物をすべて網羅しているわけで

121 はない.ある特定の製剤では原材料の特性や製造工程によって

122 は，ほかの微生物に対する否定試験も必要である.

123 また，規定された試験では規定されたレベルでの有効な微生

124 物測定ができない場合には，示された許容基準値に可能な限り

125 近い検出限界を有することがパリデートされた試験方法を用い

126 ることができる.

127 表2に挙げた微生物に加えて，検出すべきほかの微生物の重

128 要性は次のような見地によって評価される.

129 (i) 製品の用途:危険婆素は投与経路(娘球，鼻，呼吸器官)

130 によって異なる

131 (註) 製品の性状:当該製品は微生物の発育を支持するのか，

132 それとも十分な抗菌的活性を有するのか

133 (溢) 使用方法

134 (iv) 使用者新生児，幼児，衰弱した人に対するリスクも異

135 なる

136 (v) 免疫反応抑制剤:皮質ステロイドの使用

137 (vi) 疾患，外傷，臓器損傷の有無

138 必要に応じて，際連した要素のリスク評価は，微生物学を学

139 び，微生物学的データの解釈について特別に訓練された職員に

140 よってなされる.

141 原料に対するリスク評価はその原料が供される工程，最新の

142 試験技術，要望される品質規格の原料であることを考慮、に入れ

143 る.微生物許容基準績が規定されているときは，以下のように

144 判定する.なお，微生物許容基準値は，個々の試験成績，又は

145 繰り返し測定を行う場合には繰り返し測定値の平均値とする.

146 101CFU:最大許容値=20

147 1Q
2CFU:最大許容値=200

148 1Q
3CFU : :最大許容値=2000，以下同様.

149 .6， 生薬及び生薬を配合した製剤の微生物許容基準値

150 生薬及び生薬製剤の微生物限度の目安を基準値として表31こ

151 示す.カテゴリー1は，熱湯で処理して用いる生薬及びその製

152 剤，カテゴリー2は，そのほかの生薬及びその製剤である.本

153 指針では，生薬及び生薬製剤に対する特定微生物として，腸内

154 細菌とそのほかのグラム陰性菌，大腸菌，サノレモネラ及び黄色

155 ブドウ球菌を掲げているが，生薬原料の由来や生薬を配合した

156 製剤の製法によっては，これら以外の微生物(例えばBacillllS

157 cel'ellS， α'OS加'dillm， Pselld'Omonas， Bll1'kholdelia， 

158 Aspel'gJ子'lus，属や大腸菌群の一部の菌穏)についても注意を払わ

159 なければならない場合がある'.

表1 非無霞医薬品原料の微生物学的品質に対する許容基準値

総好気性微生物数 総真菌数

(CFU/g文はCFUlmL) (CFUlg又はCFUlmL)

医薬品原料 10
3 

10
2 
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3 非無菌医薬品の微生物学的品質特性

表2 非無菌製剤の微生物学的品質に対する許容基準値

総好気性微生物数 総真菌数

投与経路 (CFU/g文は (CFU/g又は 特定微生物

CFU/mL) CFU/mL) 

経口(非水性製剤1]) 10
3 

10
2 大腸菌は認めなし、(Ig又は1mL)

経口(水性製剤) 10
2 10' 大腸菌は認めなし、(1g又は1mL)

直線 10
3 

10
2 

口腔粘膜

歯肉
黄色ブドウ球菌は認めなし、(1g又は1mL)

皮虜 10
2 10' 

鼻
緑膿菌は認めなu、(Ig又は1mL)

耳

緑膿爵I土認めなし、(Ig又は1mL)

陸 10
2 10' 黄色ブドウ球菌は認めなし、(Ig又は1mL)

カンジダ・アルビカンスは認めない(1g又は1mL)

経皮吸収パッチ
黄色ブドウ球菌は認めない{Iパッチ)

(華占着層及び支持材を含む1パッチに限 10
2

， 10' 

定)
緑膿菌は認めない(1パッチ)

吸入 黄色ブドウ球菌は認めない(1g又は1mL)

(噴霧用の液状製剤lにはより厳しい要件 10
2 10' 緑膿菌存は認めなし、(1g又は1mL)

が適用される) 胆汁自主抵抗性グラム陰性菌は認めなし、(Ig又は1mL)

.~受3 生薬及び生薬を自己合した製剤の微生物学的品質に対する許容基準値

微生物

好気性細菌

真菌

月号内細菌とその他のグラム陰性箇

大腸菌

サルモネラ

黄色ブドウ球菌

※ 基準値は設けていない'.

カテゴリー1

(CFU/g又はCFU/mL)

10
7 

10
4 

※ 

10
2 

非検出

※ 

カテゴリー2

(CFU/g又はCFU/mυ

10
5 

10
3 

10
3 

非検出

非検出

※ 
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1 保存効力試験法

1 保存効力試験法

2 保存効力試験法は，多囲投与容器中に充てんされた製剤自体

3 又は製剤に添加された保存郊の効力を微生物学的に評価する方

4 法である.製剤に試験の対象となる菌種を強制的に接種，混合

5 し，経時的に試験菌の消長を追跡することにより，保存効力を

6 評価する.

7 なお，医薬品GMPfこ対応するために，又は単に生菌数を抑

8 制する呂的のためだけに，保存剤を使用しではならない.保存

9 剤は，それ自体毒性のある物質でもある.それゆえ，ヒトへの

10 安全性に影響を及ぼすような量を製剤に添加しではならず，保

11 存剤の添加最を可能な限り少なくする配慮が必要である.本試

12 験は，一般に製剤の処方設計段階や定期的な保存効力の検証な

13 どに適用され，ロットの出荷判定試験としては行わないが，最

14 終容器に詰められた製剤中の保存剤の効果は，製剤の有効期間

15 にわたって検証しなければならない.

16 1. 製剤とそのカテゴリー

17 本試験を行うために，製剤を二つのカテゴリーに分類する.

18 カテゴリー Iは水溶性の基剤又は溶剤を用いて作られたもの，

19 カテゴリ -IIは非水溶性の基剤又は溶剤を用いて作られたもの

20 である.なお，水中油型基剤を用いて作られたものはカテゴリ

21 - 1に，泊中水型基剤を用いて作られたものはカテゴリ -IIに

22 含まれる.

53 キストロースカンテン培地のいずれかを使用する.細菌の場合

54 I土 30~350Cで18~24時間 ， C. albicansは20~250Cで40~48時

55 間，A. bl"asiliensisは20~250Cで1週間又は十分な胞子が形成

56 されるまで培養する.これらの培養菌体を白金耳等で無菌的に

57 採取し，滅菌生理食塩液又は0.1%ペプトン食塩液に浮遊させ，

58 約108個ImLの生菌を含む浮遊液を調製する.A. bl"asiliensisの

59 場合には，ポリソルベ}ト80を0.05%の都合で添加した滅菌

60 生理食塩液又は0.1%ペプトン食塩液に浮遊させ，約108傾ImL

61 の胞子を含む浮遊液を調製する.これらの浮遊液を接種菌液と

62 して使用する.

63 液体培養:上記4種(A. bl~財'iliensisは除く)の菌株をそれぞれ

64 適当な液体培地に培養後，遠心分離して培地を除く.菌体は滅

65 菌生理食塩液又は0.1%ペプトン食塩液で洗浄して，同じ溶液

66 で約108個ImLの生菌又は胞子を含む接種菌液を調製する.

67 上記5種以外の菌株を培養する場合は，当該菌株の生育に遼

68 した培地を選んで、使用することができる.浮遊液の調製もその

69 菌に適した方法を採用する.カンテン平板培養法剖夜体培養法

70 のいずれにおいても，得られた接種菌液は24時間以内に使用

71 する. 2時間以内に被検体に接種できない場合には，冷蔵庫に

72 保存する.接種菌液中の菌数を使用直前に計測し，得られた菌

73 数値より接種直後における製剤1mL(g)当たりの理論菌数を算

74 出する.

75 3. 試験手順

23 カテゴリー Iは，剤形によって3群に締分類する 76 3.1. カテゴリ-1製剤

24 カテゴリー IA:注射剤及び無菌の非経口剤 77 製剤を含む容器5傾のそれぞれの中に接種菌液を無菌的に注

25 カテゴリー 1B:非無菌の非経口邦IJ. 78 入し，均一に混合する.製剤の容器中に菌液を無菌的に混合し

26 カテゴリー 1C:経口液剤(用時溶解又は懸濁して用いる 79 難いとき，又は製剤量が少ない場合には，滅菌した別の容器に

27 シロップ剤を含む). 80 試験に必要な十分な最の製剤を無関的に移して接種菌液を混合

28 カテゴリ -II:非水溶性の基斉u又は溶剤を用いて{乍られた

29 製剤で，カテゴリー Iに記載しているすべての剤形を含

30 む.

31 2. 試験菌株と培地

32 以下の菌株，若しくはこれらと同等と考えられる菌株を使用

33 する.

34 Esche1i.chia coli・ATCC8739， NBRC 3972 

35 Pselldomonas aemginosa ATCC 9027， NBRC 13275 

36 8taph.χlococclls allalls ATCC 6538， NBRC 13276 

37 Candida albicans ATCC 10231， NBRC 1594， JCM 2085 

38 A司pelが'lllSb1'8siliensis ATCC 16404， NBRC 9455 

39 これらの試験菌は，製剤の製造，使用又は保存中に人や環境

40 から混入するおそれのある微生物を代表し，また，日和見感染

41 病原体である.これらの指定菌株に加えて，製剤の性質により

42 混入して増殖するおそれのある微生物を試験菌株として使用し

43 た方がよい.試験菌株は，微生物保存機関から入手後，新鮮培

44 地で植え継ぐごどに1継代と定義し， 5継代以内のものを用い

45 る.試験菌は混合せず，それぞれ単独に製剤lに混入して試験す

46 る.接穣爵の培養は，カンテン平板培養又は液体培養のいずれ

47 かを採用する.

48 カンテン平板培養:上記5種の菌株をそれぞれカンテン平板

49 培地又はカンテン斜面培地の表面に接種して培養する.カンテ

50 ン培地としては，細菌の場合はソイピーン・カゼ、イン・ダイジ

51 ェストカンテン培地を，真菌の場合はサブ、ロー・ブドウ糖カン

52 テン培地，グルコース・ペプトンカンテン培地又はポテト・デ

81 する.非無菌製剤の場合，これらに加えて菌を接種しない製剤

82 を対照として保存し，生菌数(細菌数及び真菌数)を測定する.

83 菌液を製剤中に均一に混合するために，滅菌した注射針，スパ

84 -テノレ，ガラス棒などを使用できる.混合する接種葱液の量が

85 製剤の1/100量を超えてはならない.通常，製剤1mL又は19

86 当たり 105~106個の生菌数になるように接種，混合する.これ

87 らの容器を遮光下で20~250Cに保存し， 0， 14及び2813目に

88 被検製剤から1mL又は19をとり生菌数を測定する.上記の期

89 問中，混合試料に顕著な変化(例えば，色調の変化や異臭の発

90 生)が観察されたときは記録し，当該製剤の保存効力について

91 評価検討する.生菌数の経時的な変化は，試験開始時の菌数を

92 100とした百分率で表される.生菌数測定は，原則として「微

93 生物限度試験法j に記載されているカンテン平板混釈法による.

94 なお，この場合，発育阻止物質の確認試験を行い，その影響を

95 除去しなければならないときは，試料溶液の調製に用いる緩衝

96 液や液体培地裁びにカンテン培地に効果的な不活化剤を添加す

97 ることができる.ただし，不活化剤が微生物の増殖に影響を与

98 えないという確認、が必要である.保存剤や製剤そのものの存在

仰 が生菌数測定に影響し，かっ適当な不活化剤のない場合は，

100 微生物限度試験法j に記載されているメンプランプイノレター

101 法により生菌数を測定する.

102 3.2. カテゴリ-II製剤

103 カテゴリー Iで示された手順と同様に行うが，試験菌を製剤

104 と均一に混和する場合及び混合試料中の生菌数を測定する場合

105 に，特別の手技と配慮、が要求される.

106 半間形の軟膏基剤製品では，試料を45~500Cに加熱してi治
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107 状とし，浮遊液を加えて滅菌ガラス棒又はスパーテルで接種菌

108 を均一に分散させる.均一に混合されるように，界面活性郊を

109 加えてもよいが，添加される界面活性総が接種蔚の生残性や増

110 殖性に影響を与えず，かっ，製剤の保存効力合憎強させないこ

111 とを確認する必要がある.生菌数測定のために被検製剤を緩衝

112 夜や液体培地に均一に混合するときも，界函活性剤や乳化剤を

113 添加することが望ましいこともある.特に，半面形軟膏製剤や

114 油性製剤などに接種された微生物を液体培地中に均一に分散さ

115 せるには，ソノレピタンモノオレイン酸エステノレ，ポリソルベー

116 ト80，レシチンなどを使用するとよい.これらは汎用されて

117 いる保存剤の多く告と不活化したり，中和させる作用がある.

118 4. 判定

119 保存効力の判定は，表11こ従う.表11こ記されている試験結

120 果が得られた場合，保存効力があると判定する.なお，無菌製

121 剤に接種酪以外の茜が発見されたときは，重大な微生物汚染が

122 起こっている可能性が強く，試験操作上又は製造管理上の注意

123 を要する.また，非無菌製剤中の汚染菌数が，参考情報収載の

124 r~ド無菌医薬品の微生物学的品質特性j に定める菌数を超える

125 場合にも，試験操作上又は製造管理上の注意を要する.

表1 製剤区分別判定基準

製剤j区分 微生物
判定基準

14日後 28日後
接種菌数の 14日後のレベル

細菌 0.1%以下 と同等若しくはそ

カテゴリー 1A 
れ以下

接種菌数と同 接種菌数と同レベ

真菌 レベル若しく ル若しくはそれ以

はそれ以下 下

接種菌数の 14日後のレベル

細菌 1%以下 と同等若しくはそ

カテゴリー 1B 
れ以下

接種菌数と同 接種菌数と同レベ

真菌 レベル宕しく ル若しくはそれ以

はそれ以下 下

接種菌数の 1413後のレベル

細菌 10%以下 と同等若しくはそ

カテゴリー 1C 
れ以下

接種菌数と同 接種菌数と伺レベ

真言富 レベル若しく ル若しくはそれ以

はそれ以下 下

接種菌数と同 接種菌数と同レベ

細菌 レベル若しく ル若しくはそれ以

カテゴリ -11
はそれ以下 下

援穏菌数と同 接種菌数と同レベ

真欝 レベル若しく ル若しくはそれ以

はそれ以下 下

126 5. 培地等

127 保存効力試験用の培地等を以下に掲げる.他の培地等でも類

128 似の栄養成分を含み，かっ，試験対象となる微生物に対して類

129 似の選択性や増殖性を持つものは使用して差し支えない.

130 ソイビーン・カゼイン・ダイジェストカンテン1音地

カゼイン製ペプトン 15.0g 

ダイズ製ペプトン 5.0g 

塩化ナトリウム 5.0g 

カンテン 15.0g 

水 1000mL 

131 金成分を混和し， 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅

132 蘭後のpH: 7.1 ~7.3. 

133 サブロー・ブドウ糖カンテン培地

ペプトン(肉製及びカゼイン製) 10.0g 

ブドウ糖 40.0g 

カンテン 15.0g 

水 1000mL 

134 金成分を混和し， 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する. i威

135 菌後のpH:5.4~5.8. 

136 GP(クツレコース・ペプトン)カンテン培地

ブドウ糖 20.0g 

酵母エキス 2.0g 

硫酸マグネシウム七水和物 0.5g 

ペプトン 5.0g 

リン酸二水素カリウム 1.0g 

カンテン 15.0g 

水 1000mL 

137 全成分を混和し， 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅

138 菌後のpH: 5.6~5.8. 

139 ポテト・デキストロースカンテン培地

ポテトエキス 4.0g 

ブドウ糖 20.0g 

カンテン 15.0g 

水 1000mL 

140 全成分を混和し， 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する. i:威

141 菌後のpH: 5.4~5.8. 

142 0.1%ペプトン食塩液

9 009f
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1 無菌医薬品製造区域の微生物評価試験法

1 無菌医薬品製造区域の微生物評価試験法

2 本試験法は，無菌医薬品の製造区域における微生物管理方法

3 及びその評価法について示す.無菌医薬品の製造区域は，清浄

4 空気の要求特性により，重要区域及び清浄区域に分類される.

5 重要区域とは，清浄度管理が行われている限られた空間であっ

6 て，空気中における浮遊微粒子数及び浮遊微生物数がグレード

7 Aに管理され，その空間奇形成する設備・機器の表面及び供給

8 される材料，薬品，水などについても要求される清浄度が保持

9 され，必要に応じて混度，湿度，圧力など、の環境条件について

10 も管理が行われている区域を指す.清浄区域とは，空気，ガス

11 又は液体中の汚染物について清浄度管理が行われ，要求される

12 清浄度が保持されている空間を指すが，無菌操作を行う区域を

13 意図したものではない.無菌医薬品の製造にあたっては，微生

14 物学的管理が適切に維持されていることを保証するために，環

15 境，設備及び作業員に対する微生物学的モニタリングを適切な

16 頻度で行う必要がある.汚染微生物の検出は，あらかじめ定め

17 たサンプリング計画に従い，適切なサンプリング装置を用い，

18 原則として通常の作業形態下で行わなければならない.空中微

19 生物及び表面付着微生物の捕集，培養，計数，評価方法は，モ

20 ニタリング目的，対象物，検出対象微生物などによって異なる

21 ので，目的，対象物などに応じた適切な方法の選択が必要で、あ

22 る.なお，本法に示すサンプリング装置及びis1l定方法，培地及

23 び培養温度，モニタリング頻度，並びに環境微生物の評価基準

24 値はあくまでも参考情報であり，絡対的なものではない.

25 1. 定義

26 本試験法で用いる用語の定義は，以下のとおりである.

27 (i) 製造区域:培養，抽出・精製，原料秤量，容器・栓など

28 の洗浄・乾燥，薬剤の調製・充てん作業，閉塞，包装などの作

29 業を行う場所，及び吏衣を行う場所をいう.

30 (註) 処置基準:微生物の数(及び必要に応じて種)に対して設

31 定した基準値をいい，この健を超えた場合には直ちに調査を行

32 い，必要に応じて是正措置をとる.

33 (温) 警報基準:微生物の数(及び必要に応じて種)に対して設

34 定した基準値をいい，この値は予知される問題点を早期に警告

35 するものであり，その設定レベルを超えた場合には直ちに是正

36 措置を必要とはしないが，調査は行う必要がある.

37 (iv) 汚染物:対象物に付着，混入することなどによって汚染

38 を引き起こす空中微粒子及び環境微生物をいう.

39 (v) 清浄度:対象物の清浄状態を示す量をいい，一定面積又

40 は一定体積中に含まれる汚染物の数又は質量によって表す.

41 (vi) 清浄度管理:限られた空間又は表面について，要求され

42 る清浄度を保持するために必要とされるあらゆることがらにつ

43 いて，計画を立て，組織し，実施することをいう.

44 (吋) 作業シフト:同じ作業員又はグ、ループによってなされる

45 一定の作業又は作業時間をいい，通常， 1シフトは12時間以内

46 である.

47 (v世) 性状検査:汚染菌を識別できる程度に区分するための手

48 段をいい，日常管理では，属レベルまでの分類で良いが，必要

49 に応じて種レベルの同定を行う.

50 2. 無菌医薬品製造区械の空気清浄度

51 医薬品製造環境の空中微粒子は，物理的には製品に侵入して

52 不溶性微粒子の原因の一つになりうる.また，生物学的には微

53 生物の媒体として作用するため，空気中の微粒子数を最小限に

54 し，存在する微粒子を効果的に排除することが必要である.無

関 菌医薬品の製造において，各作業別に要求される空気清浄度を

56 表1に示す.

表1 無菌医薬品製造のための空気の清浄度

空気の清浄度レベル 最大許容微粒子数/m3

非作業時 作業時
グレード叫

0.511m以上 0.511m以上

A(層流作業区域)

B(非層流作業区域)

C 

D 

3530 

3530 

353000 

3530000 

3530 

353000 

3530000 
ホ2

本 1 作業時における最大許容微粒子数は.USPく1116>の焼
協と次のように対応している.グレードAはクラス
100(M3.5).グレードBはクラス10000(1，15.5)，グレードCは
クラス100000(M6.5).グレードDについては対応寸一る規格
はない目

考2 作業形態により，この区域の許容微粒子数は異なる.

57 2. 1. 最終滅菌j去を適用できる無菌医薬品

58 溶液の調製は，通例，グレードCの環境で行う.密封容器を

59 使うなど，汚染を極力少なくするための追加措置が講じられて

60 いる場合には，グレードDでの溶液調製も許容される.注射剤

61 の充てん作業は，グレードC以上の環境内に設置されたグレー

62 ドAの潔境で行う.注射剤以外の無菌医薬品の調製及び充てん

63 も，通例，注射剤に準じる.

64 2.2. ろ過滅菌後，一連の無菌操作法で製造される無菌医薬品

65 出発原料の秤量及び溶液調製は，グレードC以上の環境で行

66 う.これらの作業は，ろ過の前まで密封容器告と使うなど，汚染

67 を極力少なくするための迫力B措置が講じられている場合には，

68 グレードDの環境で行うことが許容される.無菌ろ過後，閉塞

69 までのすべての無菌操作は，グレードAの環境で取り扱わなけ

70 ればならない.

71 2.3 原料段階から一連の無菌操作法で製造される無菌医薬品

72 出発原料の取扱い及び閉塞までのすべての無菌操作をグレー

73 ドAの環境で行わなければならない.

74 3. 環境モニタリングによる環境微生物の管理

75 環境モニタリングは，無菌操作法で製造される無菌医薬品に

76 おいては，特に重要な無菌性保証要素である.環境モニタリン

77 グの主目的は，製造区域への環境懇化を事前に予知し，製品の

78 品質に悪影響を及ぼすことを防ぐと共に，適切な清浄度管理に

79 より，高度な無菌医薬品の製造を行うことにある.

80 3. 1. 環境微生物のモニタリング

81 ( i ) 無歯医薬品の製造区域における環境微生物のモニタリン

82 ク。プログラムの手順書を各施設ごとに作成すること.手順書に

83 含まれる項目としては，1)モニタリング対象物， 2)モニタリン

84 グ対象微生物， 3)モニタリング頻度， 4)モニタリング方法， 5) 

85 モニタリング対象物に対する警報及び処置基準値， 6)設定基準

86 値に達した際の具体的処置手順などがある.

87 (誼) 無菌操作，無菌管理を行う環境とその周辺では，環境微

88 生物の定期的なモニタリングが必要であり，無菌医薬品が環境

問 空気と直接接触する重要区域においては，作業シフトごとのモ

90 ニタリングが必要である.モニタリング対象物どしては，空気，

91 床，媛，機械表面，作業員の着衣や手袋などがある.微生物の

92 モニタリングの参考頻度を表2に示す.

93 (温) 環境微生物のモニタリングに使用するサンプリング装置，

94 方法及び培地は，検出しようとする微生物(好気性細菌，嫌気
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95 性線鶴，かび，酵母など)に適したものでなければならない.

96 また，検出対象微生物に適切な培養温度及び培養期間などの培

97 養条件を選択すべきである.通例，環境微生物試験に用いられ

98 ている培地及び培養条件を表31こ示す.

99 (iv) サンプリングしたものは，微生物限度試験法のメンブラ

100 ンフィルター法，カンテン平板混釈法，カンテン平板表面塗抹

101 法及び液体培地段階希釈法(最確数法)などによって生菌数を計

102 測する.

103 (v) 環境微生物の参考評価基準を表4に示す.各モニグリン

104 グ対象物の警報基準値と処置基準値は，十分なデータが収集さ

105 れた後，必要に応じて調整することができる.環境モニタリン

106 グにおいて重要なこどは，モニタリング対象物が一定の清浄度

107 を維持していることを恒常的に監視することである.

108 (vi) 分離された微生物については，必要に応じて性状検査を

109 行う.また，微粒子数についてもその経時的又は経R的推移を

110 分析し，無菌医薬品の製造区域の環境評価データとする.

111 3.2. 環境モニタリングデータの評価

112 (i) 環境モニタリングデータは，定期的に評価し，各区域又

113 は場所において予知される環境上の問題点を推論する.また，

114 問題が発生したときには，直ちに原因調査を開始し，調査結果

115 を報告書にまとめる.再モニタリングは，問題区域が再び元の

116 管理された状態に戻ったことを立証できる方法で実施しなけれ

117 ばならない.

118 (並) 誠査報告書は，あらかじめ定めた責任者若しくは品質管

119 理責任者により評価及び承認され，その後，当該製造区域に従

120 事する主な関係者に配付する.

121 4. サンプリング装置及び測定方法

122 空中微生物又は表面付着微生物の捕集や測定に関しては，

123 種々のサンプリング装置及び方法がある.モニタリングの目的

124 及び対象物によって，適切なサンプリング装置及び方法を選定

125 しなければならない.

126 4. 1. ~中微生物のjJ!IJ定方法

127 4. 1. 1. 落下菌測定法

128 カンテン培地を入れた一定の大きさのペトリ皿を，測定場所

129 でふたをとり，一定時開放豊後，表面に落下した微生物を培養

130 し，集手客数を計数する方法である.本法は，静置した培地の表

131 固に沈降しなかった微生物を検出できないこと，微生物凝集物

132 の沈降速度は気流の影響を受けることから，微生物の総数を定

133 量的にモニタリングする際には有効でない.本法は，得られる

134 結果が定性又は半定量的であるが，製品又は装置が空中に浮遊

135 する微生物によって汚染される可能性を，長時間モニタリング

136 するのに適切な方法である.

137 

表2 微生物のモニタリングの参考頻度

製造区域

重要区域(グレードA)

重要区域に隣接する清浄区域

(グレードB)

他の清浄区域(グレードC.D) 
製品や容器と接触する区域

製品や容器と接触しない区域

モニタリングの参考頻度

作業シフトごと

作業シフトごと

週2回

遜1回

138 

表3 培地及び倍養条件

検出対象

微生物
t音封山本1

ソイビーン・カゼイン・ダイジェスト

カンテン(又は液体)培地

培養条件

好気性

細菌

ブレインハートインフュージョンカン 30~350C叫
テン(又は液体)培地 5日間以上*3

ニュートリエントカンテン(又は液

体)培地

ソイピーン・カゼイン・ダイジェスト

カンテン(文は液体)f音地

サブローデキストロースカンテン

酵母及び (又は液体)培地

かび ポテト・デキストロースカンテン

嫌気性
締菌*4

(又は液体)培地

グルコース・ペプトンカンテン(又は

i夜体)培地
ソイピーン・カゼイン・ダイジェスト

カンテン培地

クックドミート液体培地

強化クロストリジウムカンテン(文

は液体)矯地

無菌試験用チオグリコール酸培地 I

(又はカンテン培地)

20~250C キ2

5日間以上叫

30~350C 

5日間以上柑

*1 J音t也lこは，必要に応じて適切な濃度の抗生物質を添加しでもよい.また，被検
面に消毒剤の存在するおそれがあり，それが試験l時に混入する可能性のある場合
には，それを不活化する物質を添加する.

叫 好気性剥u車1と酵母及びかびをソイピーン・カゼイン・ダイジェストカンテン培
地で検出する場合には.25~30'Cで5 日間以上の庭養も許容される.

事3 信頼性の高い集落数の計部IJI直が得られたと判断される場合lこ限り，培養後5日

以前の計罰IJI直を採用しでもよい.
叫通伊，).微生物モニタリングに，嫌気性細菌は含まれない.嫌気性細菌の検出に
カンテン倍地を用いる場合には，適当な装置を用いて嫌気培養を行うこと

表4 環境微生物の評価基準叫

グレ 空中微生物数*2
最小空気 表面付着微生物数

ード (CFUl凶")
採取量 機器，設備 手袋

(凶") (CFU/24~30cm2).3 

A く1 0.5 く1 <1 
B 10 0.5 5 5 

C 100 0.2 25 

D 200 0.2 50 

吋 各条件における平均許容上限!直を示す.
叫 スリットサンプラー法又は同等の微生物捕集性能を有する方法を用いての

値.

H コンタクトプレート(直径約5.4~6.2cm)当たりに現れる生菌数を示す.拭
き取り法を用いる場合には.25cm2当たりの表面積の換算l宜とする.手袋の

場合は，通常.5指をプレートに抑捺.

139 4.1.2. 浮遊麓測定法

140 4. 1. 2. 1. 測定法

141 一定量の空気を吸引する方法で，サンプリング方法によって

142 ろ過型サンプリング装置及び衝突型サンプリング装置がある.

143 ろ過型サンプリング装置は，吸引力及びフィルターサイズを適

144 切に変えることによって，希望する空気量を捕集することがで

145 きるが，フィルターを無菌的にホーノレダーに取り付けたり，取

146 り出すときに注意を要する.重要区域で使mする場合，空気の

147 流れを苦Lし，無菌医薬品の製造に悪影響を及ぼさないように注

148 意を払うこと.フィルターには，ゼラチンブイノレターなどを用

149 いたウエットタイプ及びメンプランフィルターを用いたドライ

150 タイプのものがある. ドライタイプのフィルターは，静電気の

151 影響により微生物粒子をフィルター上に定量的に捕集できない

152 ことがある.

153 衝突型サンプリング装置の選択及び使用にあたっては，捕集

154 される空気の培地への衝突速度が捕集された微生物粒子に悪影
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3 無菌援薬品製造区域の微生物評価試験法

155 饗を及ぼさず，かつ微生物を捕集するのに十分な速度であるこ 209 る.

156 と.また，空気の吸引量は，それぞれの微生物汚染娘度に応じ

157 微生物汚染を検出するのに十分な量であり，かっ培地の物理

158 的・化学的特性を大きく変えるものでーあってはならない.重要

159 区域で使用する場合，空気の流れを乱し，無菌医薬品の製造に

160 悪影響を及ぼさないように注意を払うこと.

161 4.1. 2. 2. 測定装置

162 一般的に使用される浮遊菌測定装置には，①スリットサンプ

210 (iv) クツレコース・ペプトンカンテン(又は液体)培地

ブドウ糖 20.0g 

酵母エキス 2.0g 

硫酸マグネシウム七水和物 0.5g 

ペプトン 5.0g 

リン酸二水素カリウム 1.0g 

カンテン 15.0g 

水 1000mL

全成分を混和し， 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する威
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215 わりに培地1L当たりクロラムフェニコール50mgを加えてもよ

216 い.ただし，抗生物質は必要に応じて添加する.
169 ができる.アンダーセンサンプラーは，多孔板とカンテン培地 ' 

217 (v) 液状チオグリコール酸培地(又はカンテン培地):無菌試
170 を数段組み合わせ，培地に多干し板を通して一定流量の空気を吹

218 験法を参照.ただし，カンテン培地のカンテン濃度は約1.5%
171 きつけて微生物を捕集する装置で，空気中の微生物の粒子分布

219 とする.
172 を測定するのに適している.ヒ。ンホールサンプラーは，スリッ

220 (vi) ブレインハートインフュージョンカンテン(又は液体)培

221 地
173 トサンプラーのスリット部分がピンホールになった装置で，回

174 転するカンテン培地に数個のピンホールを通して一定流量の空

175 気を吹きつけて微生物を捕集する.遠心型サンプラーは，回転

176 羽根を回転し，一定流量で吸引した空気を周囲に潤定したカン

177 テン培地のストリップに吹きつけて微生物を捕集する装置で，

178 機器の持ち運びが容易で、局所の郷定に適している.ろ過裂サン

179 プラーの特性については， r 4.1.2.1.測定法j を参照.

180 4.2. 表面付着微生物の測定方法

181 4.2. 1. コンタクトプレート法

182 適切な接触表面を有するコンタクトプレートを使用する.

子ウシ脳200gnミらの浸出物

ウシ心臓250gからの浸出物

ペプトン

ブドウ糖

塩化ナトリウム

リン酸水素ニナトリウム十二水平日物

10.0g 

2.0g 

5.0g 

2.5g 

222 

カンテン 15.0g 

水 1000mL

121 0Cで 15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅菌後のpH7.2~

183 サンプリング箇所に，コンタクトプレート全体を均等に数秒 223 7.6 

184 間接触させる.この際，回転させたり直線的に動かしてはなら 224 (泌) ニュートリエントカンテン(又は液体)培地

185 ない.接触後，プレートに覆いをし，できるだけ速やかに適切

186 な培養条件で培養する.なお，コンタクトプレート使用後は，

187 接触筒所に付着した培地成分安無菌的に拭き取ること.

188 4.2.2. 拭き取り法

牛肉エキス 3.0g 

ペプトン 5.0g 

カンテン 15.0g 

水 1000mL

121 0Cで 15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅菌後のpH6.6~

地培体液y
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192 ガーゼ¥脱脂綿，綿棒などを適切な一定量のリンス液に入れて

193 t発祥後，適切な方法で微生物数を測定する.

194 5. 浮遊菌測定サンプリング装置の捕集性能試験

浮遊菌測定サンプリング装置の捕集性能試験は， JIS K 

196 3836(空中浮遊菌測定器の捕集性能試験法)又はISO14698- 228 

195 

197 1(クリーンルームの生物汚染管理，一般原則)によって行う.

198 6. 借地の性能試験及び発育限止物質の確認試験

199 微生物限度試験法 (4.05)の r1.生菌数試験j の f培地の性

200 能試験及び発育阻止物質確認試験j を準用する.

201 7. t音地

202 (i) ソイピ}ン・カゼイン・ダイジェストカンテン(又は液

203 体)培地:微生物限度試験法を参照.

204 (註) サブロ}・デキストロースカンテン(又は液体)培地:微

205 生物限度試験法を参照.ただし，抗生物質は必要に応じて添加

206 する.

207 (温) ポテト・デキストロースカンテン(又は液体)培地:微生

208 物限度試験法を参照.ただし，抗生物質は必要に応じて添加す

ウシ心臓450gからの浸出物

ペプトン 20.0g 

ブドウ糖 2.0g 

塩化ナトリウム 5.0g 

水 1000mL

121 0Cで 15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅菌後のpH7.2~

229 7.6 

230 (jx) 強化クロストリジウムカンテン(又は液体)培地
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4 無菌医薬品製造区域の微生物評価試験法

牛肉エキス 10.0g 

ペプトン 10.0g 

酵母エキス 3.0g 

溶性デンプン 1.0g 

ブドウ糖 5.0g 

Lーシステイン塩酸塩 0.5g 

趨化ナトリウム 5.0g 

酢酸ナトリウム三水平日物 3.0g 

カンテン 15.0g 

71< 1000mL 

231 液体培地の場合，カンテンを0.5g加える.

232 121
0

Cで 15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅菌後のpH6.7~

233 6.9 

234 8. リンス液

235 (i) リン酸緩衝液(pH7.2)・微生物線度試験法を参照.

236 (誼) ペプトン食塩緩衝液(pH7.0):微生物限度試験法を参照.

237 {iji} リングノレ溶液1/4濃度

塩化ナトリウム 2.25g 

塩化カリウム 0.105g 

塩化カルシウムニ水和物 0.16g 

水 1000mL

238 12 1"Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅菌後のpH7.0

239 (iv) チオ硫酸リングノレ溶液

チオ硫酸ナトリウム五水和物 0.8g 

リンゲル溶液1/4i農度 1000mL 

240 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅菌後のpH6.6

241 (v) LP希釈液

カゼイン製ペプトン 1.0g 

大豆レシチン 0.7g 

ポリソルベート80 1.0~20.0g 

水 1000mL

242 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅菌後のpH7.2
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1 アリストロキア酸について

1 アリスト口キア酸について

2 アリストロキア酸は，ウマノスズクサ科の植物に含有されて

3 いる成分で，腎障害を引き起こすことが疑われている.また，

4 発がん性があるとの報告もある(参考参照).

5 日本薬局方に定められた基原及び部位の生薬を使用していれ

6 ば問題はないが，国によっては異なる植物を類似した生薬名で

7 呼称している場合などもあり，また，諸外国においては日本薬

8 局方に適合しない製品が流通していることから，生薬・漢方薬

9 の使用にあたっては，アリストロキア酸を含む植物の混入がな

10 いように原料の確認などに留意する必要がある.第十四改正R

11 本薬局方第一迫補以降，使用部位として植物の根及び根茎が規

12 定されているサイシンに，アリストロキア酸を含む可能性のあ

13 る地上部が浪人する場合を考慮し，純度試験にアリストロキア

14 酸Iの分析法が規定された.ボウイ，モクツウ，モッコウでは，

15 規定された基原植物を用いていれば，アリストロキア般の混入

16 は考えられないが，上述した理由から，アヲストロキア酸Iを

17 合む生薬が流通する可能性がある.その場合，サイシンの純度

18 試験を準用することで，アリストロキア酸の混入の有無につい

19 て試験を行うことが可能となる.

20 参考:2000年7月医薬品・医療用具等安全性情報(No.161)

21 New England Journal ofMedicine(June 8， 2000) 

22 Mutation Research 515， 63・72(2002)
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1 遺伝子情報を利用する生薬の純度試験

1 遺伝子情報を利用する生薬の純度試験

2 天然物の品質確保の第一歩は，基原の正しい原材料を使用す

3 ることである.したがって，生薬の基原は，適否の判定基準で

4 あることが，生薬総則4)に明示されている.生薬の基原を鑑別

5 する方法には，形態学的な方法や，官能試験，化学的な方法が

6 あり，それぞれ各条に適切な方法が明示されている.形態学的

7 方法や，官能試験，化学的な方法は，生薬の表現形質に基づく

8 種の鑑別方法である.他方，近年分子生物学的な技術の進歩と

9 植物の遺伝子情報の蓄積に伴い，それぞれの生薬の遺伝子型安

10 確認することで，穏を鑑別する手法が確立されつつある.この

11 ような方法は，形態学的な方法などによる横物の表現型に基づ

12 く鑑別法とは異なり，環境による影響を受けない.また，鑑別

13 のための専門知識と熟練を必要とせず，客観的な結果が得られ

14 やすい等の利点がある.

15 生物の進化は，遺伝子の突然変異により扱われており，近縁

16 種間における遺伝子の塩基配列の違いは，種の系統関係を反映

17 している.この理論に主主づき，近年微生物の鑑別では，核ゲノ

18 ム上のリボゾームRNA(rRNA)をコードする遺伝子領域

19 (rDNA)の塩基肥列を利用し，系統発生的に種を区分する方法

20 が採用されている.同様に遺伝子型を用いた高等植物の鑑別に

21 も，このrDNAの塩基配列が最もよく用いられている.特に

22 rDNA領域のITS(IntergenicTranscribed Spac巴r)領域では，

23 コード遺伝子領域と比較して塩基置換が起こりやすいため，近

24 縁穏を区別しやすいことになる.また，核ゲノム上の遺伝子は，

25 阿親に由来するため，種間雑種を確認できる利点がある.高等

26 植物には，更にミトコンドリアゲノム上の遺伝子と葉緑体ゲノ

27 ム上の遺伝子がある.これらのゲノム上の遺伝子も鑑別のため

28 よく用いられるが，通常単性遺伝であるため，穏間雑種の確認

29 はできない.

30 ここに示した二つの方法は，近年，論文報告])，2)された

31 rDNAのITS領域の遺伝子配列に基づくソウジュツとどヤクジ

32 ュツの鑑定法を基礎として開発された，ピャクジュツ中のソウ

33 ジュツに関する純度試験法で，バリデーションのための共同試

34 験が終了したものである.各条では，ソウジュツの基原植物は，

35 Atl'acのrlodeslancea De Candolle又は A. chInensIs 

36 Koidzumi (ComposItae)， ビャクジュツの主主原植物は，A. 

37 japonIca Koidzumi ex Kitamura又はA.ovata De Candoll巴

38 (ComposItae)と規定されている.また，基原の適否は，基本

39 的にソウジュツでは鏡検を含む生薬の性状で，ビヤクジュツで

40 は鏡検を含む生薬の性状と，確認試験の主主色反応で規定されて

41 いる.上記の論文では，これらの四種の植物について，前述し

42 たITS領域の塩基配列を比較することで，明確に区別できるこ

43 と，更に穏特異的なプライマ一対を用いた遺伝子の増編(pCR) ， 

44 又は，種特異的西日列を認識する制限酵素の利用により，塩基自己

必 要IJの解析を行わずに種の鑑別が簡便に行えることを示している.

46 共同試験では，試験の簡便さを最大限考慮し，塩基配列の解

53 た.このような， PCR法を利用する試験法では，微量の鋳型

54 DNAが理論的には，数十億一数千億倍に増幅される.したが

55 って，粉末生薬の確認試験として用いる場合，分析する生薬の

56 ほとんどが不適なものでわずかに適合植物由来の生薬の粉末が

57 存在していても，検出対象のDNA断片が観察されることにな

58 る. (よって，確認試験法として利用するには，他生薬由来の

59 粉末の混入に注意しながら切断生薬，全形生薬の単一個体に対

60 して利用することになる.)他方，純度試験として用いる場合，

61 どのような形態の生薬であったとしても，対象遺伝子に多型が

62 存在せず正しく遺伝子機騒が行われる限り，純度試験で対象と

63 する不適な纏物由来のDNA断片が確認されれば，生薬の形態

64 にかかわりなく，対象とする不適な生薬が混入していることが

65 明らかとなる.

66 なお，ここで示した方法は，参考情報であり，現段階で本法

67 を用いて得られた結果がそのまま各条の生薬の適否を左右する

68 もので、ない.また，論文で示されたシークエンスを行うことで，

69 基原穫についてより正確な判定が行えることはいうまでもない.

70 1. DNAi普幅装置

71 生薬より抽出精製して得られたDNAの増幅に用いる.機器

72 により，温度調節方法等が微妙に異なるため，指定された条件

73 でPCRを行っても， PCR増幅バンドの強度等が異なることが

74 ある. したがって r3.方法1JのようにPCRの増編バンドの

75 有無のみで，結果を判定する場合，事前にあらかじめ基原種が

76 判明している試料在用い，得られたDNAを用いてPCRを行う

77 とき，適切な増幅ノ〈ンドのみが得られることを確認し，得られ

78 ない場合には， PCRの滋度条件を微調整することが必要とな

79 る.また，本装置は r4.方法2Jにおける制限酵素処理にも

80 転用することができる.

81 2. 一般的注意

82 生薬は，新鮮な植物体とは異なり乾燥物で，採取されてから

83 ある程度の時間を経たものである.したがって， DNAが断片

84 化を起こしている場合が多く，また植物中には様々なPCRの

85 反応限害物が存在している可能性があり，鋳型DNAの抽出精

86 製は，最も注意を要する過程である.ジュツ類生薬の場合，生

87 薬の周皮に阻害物が存在している場合が多いため，周皮を清潔

88 なメスなどではぎおとして除いた試料告と使用する.

89 3目 方法 1(Mutant Allele Specific Amplification~去)

90 本法は，一般に MutantAllele Specific Amplification 

91 (MASA)法又はAmplificationRefractory Mutation System 

92 (ARMS)法と呼ばれる方法で，種特異的プライマ一対による

93 PCRにおけるDNA増幅の有無により，検体由来の鋳型 DNA

94 の塩基配列情報告と得る方法である.

95 3.1. 操作法

96 以下，操作法のー伊jを示す.

97 3. 1. 1. 鋳型DNAの調製

98 試料からのDNAの抽出精製法には様々な方法があるが，有

99 害試薬を用いず，煩雑な精製操作が不要である利点を考慮すれ

47 析を行わず，種特異的なプライマー対を利用し， PCR場幅ノ~ 100 ば，市販のDNA抽出キットを用いることが推奨される.その

101 場合，最終的に得られるDNA量(濃度)に注意して，最初の試料

102 量とDNAを溶出させる液量を調整する必要がある.組換え

103 DNA技術応用食品の検査方法に喜号する通知3)で使用されている

104 シリカゲル膜タイプのキットを用い，同法に準拠して抽出精製

105 を行う場合，試料採取量は200mgとし， AP1緩衝液1mL，

48 ンドを鏡察する方法(MutantAllele Specific Amplification 

49 ~去:方法1)及び各基原植物に共通のプライマ一対により調製し

50 たPCR産物に対して穏特異的配列を認識する制限酵素で処理

51 し，生成する DNA断片を観察する方法(PCR圃Restriction

52 Fragment L巴ngthPolymorphism法:方法2)について検討し

106 RNase Aを2p.L，AP2緩衝液325p.Lを用いるのが適当である.
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2 遺伝子情報を利用する生薬の純度試験

107 また，第一カラムに負荷する上清は，清澄であることが最も重 160 3.2. 結果の判定

108 要で，無理に1mLを負荷する必要はない.また，最終的に 161 まず揚性対照プライマ一対を加えた反応液で305bpのバンド

109 DNAを溶出させる液量は，50pLが適当であり，通常1四百の 162 が確認され，プライマ一対を加えないもの， DNA試料液を加

110 溶出液をDNA試料原液として用いる 163 えないものでバンドが確認されないことを確かめる.次に， C

111 3.1.2. DNAð式料原液中のDNAの純度の確認及びDN~の定量 164 プライマ一対を加えたもので'226bpのバンド，あるいはDプラ

112 原液中のDNAの純度は，分光光度計を用いOD260"m/ 165 イマ一対を加えたもので200bpのバンドが確認された場合，試

113 OD280酬の比で確認することができる.悶比が1.51こなれば 166 料はソウジュツと判定され(刻み生薬の場合は，ソウジュツの

114 DNAが十分に精製されていることを示す. DNA量は， 1 167 混入が認められ)，不合格となる.陽性対照プライマ一対を加

115 OD捌刷工5011g/mLで、換算する.上記の測定は，適当に希釈し 168 えたもので'305bpのバンドが確認され，プライマ一対を加えな

116 たDNA試料原液を用いて行い，得られた結果を基に，以後 169 いもの， DNA試料液を加えないものでバンドが確認されず，

117 PCRの反応に必要な濃度に7l<で、希釈し， DNA試料液として 170 Cプライマ一対で、226bpのバンド， Dプライマ一対で、200bpの

118 マイクロ試料管に分注し，必要な場合は-20
0

C以下で冷凍保 171 バンドが確認されない場合，試料はソウジュツではない(刻み

119 存する.分注したDNA試料液は，融解後直ちに使用し，残っ 172 生薬の場合は，ソウジュツの混入がない)と判定され，純度試

120 た溶液は再度保存せず廃棄する.なお， DNA試料原液の濃度 173 験は合格となる.また，陽性対照、プライマ一対で、バンドが確認、

121 がPCRで規定された濃度に達しないときは，そのままDNA試 174 されない場合は， DNAの抽出が失敗したものと考えられるの

122 料液として用いる 175 で， DNAの抽出からやり直すことが求められる.また，プラ

123 3. 1. 3. PCR 176 イマー対を加えないもの， DNA試料液を加えないものでパン

124 上記の通知で例示された定性PCR法唱で用いる市販の務素を 177 ドが確認された場合は， PCR操作に間違いがあったものとし

125 用いた場合，酵素に添付されたマグネシウム入り PCR緩衝液 178 て， r3.1.3.PCRJから実験をやり直すことになる.

126 2.511L，酵素に添付されたdNTP(0.2mmoνL)，5'及び3'プライ 179 4. 方法 2 (PCR-Restriction Fragment Length 

127 マ-(O.4l1mo阻，)及びTaqDNAポリメラーゼU.25units)を含む 180 Polymorphism法)

128 rl夜に， 10ng/l1Uこ調製したDNA試料液511L(DNAとして50ng) 181 本法は， 一般に PCR-Restriction Fragment Length 

129 を氷中で加え，全量が2511Lで反応を行うのが適当である.な 182 Polymorphism (RFLP)法と呼ばれる方法であり，対象植物の

130 お，ビャクジュツ中のソウジュツに関する純度試験を実施する 183 DNA配列に共通のプライマ一対を用いて増幅したPCR産物に

131 場合，プライマ一対は，前述の論文[J.地 t.Med 60， 149.156 184 対して，種特異的な配列を認識する制限酵素による消化反応を

132 (2006)]で示されたC，D(Cは，A. lanceaで陽'性， Dは，A. 185 行い，生成するDNA断片のパターンを観察することにより，

133 chinensisで揚'性)を使用するが，プライマー対A，Bを組み合 186 検体由来の鋳盤DNAの塩基配列情報を得る方法である.

134 わせて使用すると，それぞれの検体の基原種を確認することが 187 試験は，各ロット， 25個体に番号を付し，各個体加にPCR-

135 できる.また， DNAが正しく拾出されていることを確認する 188 RFLPによる基原種鑑別を行い，若い番号からjI頂に，鑑別可能

136 ため，以下の陽性対照プライマー対を加えた反応液を調製する 189 な20個体中に不適合試料が幾つ存在するかで，純度試験の合

137 とともに，陰性対照として，調製したDNA試料液を加えない 190 否判定を行う.

138 もの，それぞれのプライマ一対を加えないものも調製し，同時 191 4.1. 操作法

139 1こPCRを行う必要がある 192 以下に操作の一例を示す.

140 Pf: 5ιCAT TGT CGA AGC CTG CAC AGC A-3' 193 4. 1. 1. 鋳型DNAの
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3 遺伝子情報を利用する生薬の純度試験

2ーアミノ -2 ヒドロキシメ

チル-1，3ープロパンジオー

ル・塩酸(pH8.0)

エチレンジアミン回酢酸

塩化ナトリウム

ド、デシル硫酸ナトリウム

Proteinase K 

20mmolJL 

5mmolIL 

400mmoνL 

0.3% 

200)lg/mL 

258 ジュツと判断する.いずれの酵素処理においても，約140bpの

259 バンド及びプライマーダイマーの他にバンドを認めない場合，

260 このものは，ビャクジュツと判断する.いずれの反応液におい

261 ても，プライマーダイマーの他にバンドを認めない場合，その

262 検体からは， PCR産物が得られていないと判断し，判定不能

263 とする.

264 4.2.2. 純度試験の判定

211 4. 1.2. PCR 265 各個体の判定結果を用いて，純度試験の判定を行う.判定不

212 論文2)で示されたPCR酵素及びPCR試薬を用いた場合， 2倍 266 能と判断された個体を除き，若い番号順に20(障体の結果を用

213 濃縮PCR試薬10.0)lL，5'及び3'プライマー(0.511moνL)及びTaq 267 いる. 20個体中，ソウジュツと判断される倒体がなければ，

214 DNAポリメラーゼ(0.5units)を含む液に，鋳型DNA溶液0.5)lL 268 純度試験合格とする. 20僧体中，ソウジュツと判断される倒

215 を氷中で加え，全量が20)lLで反応を行うのが適当である 269 体が1鱈体存在する場合，新たに25個体を選び，同様の試験を

216 PCR反応は，以下の条件で行う. 95
0

Cに10分間保ち反応を 270 行い，ソウジュツと判断される個体がなければ，合格とする.

217 開始させた後， 950C 0.5分間， 650C 0.25分間， 720C 0.25分間 271 2度目の試験においてもソウジュツと判断される個体が見出さ

218 を1サイクルとして， 40サイクルのPCR増幅，次に終了反応と 272 れる場合及び1度目の試験において，ソウジュツと判断される

219 して72
0

Cで7分間保った後， 40Cで保存し，得られた反応液を 273 個体が二つ以上見出される場合は，純度試験不合格とする.

220 PCR増幅反応液とする. PCR反応の際には，陰性対照(鋳型 274 5. 参考資料

221 DNA溶液の代わりに水)を必ず置く.各プライマーの配列は 275 1l Y. Guo， et al.， J. Nat. Med. 60， 149・156(2006). 

222 下記のとおりである 276 沙 K. Kondo， et al.， J. Jpn. Bot. 84， 356・359(2009). 

223 5' プライマー:5'-GGC ACA ACA CGT GCC AAG GAA 277 3) 平成13年3月，食発第110号，一部改正，平成18年6月，食

224 AA-3' 278 安発第0629002号2.2.1.2.

225 3'ープライマー:5'・CGATGC GTG AGC CGA GAT ATC 279 4l 平成18年6月，食安発第0629002号2.1.3.1.1.

226 C-3' 

227 4.1.3 制限酵素処理

228 2種の制限酵素，FallI及ひ(MspIを用い，それぞれ，倍別に

229 処理する • FallIについては，酵素に添付の反応緩衝液及び

230 1.011nitsの酵素からなる反応液にPCR産物3.0)lLを氷中で加え，

231 全量を15.0)lLとする.同様に，MspIでは，反応緩衝液及び

232 20.0unitsの酵素からなる反応液lこPCR産物3.0)lLを加え，全

233 量を15.0)lLとする.これらの反応液をメーカー推奨の温度条

234('牛で， 2時間インキュベーションし，終了後， 72
0

Cで10分間加

235 iJ盈し，酵素を失活させる. PCR反応における陰性対照試料に

236 ついても，制限酵素処理を行う.

237 4.1.4. アガロースゲ、ル電気泳動とDNA断片の検出

238 制限酵素反応終了後，反応液全量を，適当量のゲルローディ

239 ング緩衝液と混合し，4w/v%アガロースゲノレのウェノレに添加

240 し， 1倍TAE緩衝液(参考情報，遺伝子解析による微生物の迅

241 速河定法参照)を用いて電気泳動を行う.この際，適当なDNA

242 分子量標準も並行して泳動する.ゲルローディング緩衝液に含

243 まれるブロモフェノーノレブル一色素がウェルより 2cm程度進ん

244 だところで電気泳動を終了する • 4w/v%アガロースグルは，

245 粘度が高く，調製，取り扱いが難しいことから，市販のプレキ

246 ャスト型ゲルを使用した方が良い.

247 泳動後，事前にエチジウムブロミドにより染色されているゲ

248 1レを用いていない場合，グルを後染色する.ゲルイメージ解析

249 装置に，電気泳動と染色が終了したゲルをのせ，紫外線

250 (312nm)を照射し，電気泳動ノfターンを確認する.

251 4.2. 結果の判定

252 4.2.1. 各個体の判定

253 PCR反応の際の陰性対熊試料にプライマーダイマー(約

254 40bp)を除くバンドが検出されないことを確認する.次に，

255 FallI処理した各検体において，約80bp及び60bpのバンドが検

256 出される場合，あるいは，MspI処理した各検体において，約

257 90bp及び50bpのバンドが検出される場合，このものは，ソウ
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1 日本薬局方収載生薬の学名表記について

1 日本薬局方収載生薬の学名表記について

2 日本薬局方収載生薬の基原植物及び基原動物の学名表記法は，論文等で使用される分類学的に用いられる学名表記と若干異なってい

3 る.これは，主に局方が学術書ではなく法令であるために生じる問題である.局方での学名の表記ι分類学的に通常使用される学名

4 表記との不一致について，局方利用者の誤解を避ける目的で，本表に，局方で表記した学名と分類学的に通常使用される学名表記との

5 ~号係を示す.

日本薬局方の学名表記と分類学的に用いられる学名表記

日本薬局方の学名表記

=分類学的に用いられている学名表記

生薬名 日本薬局方の学名表記とは異なるが分類学的に同一あるいは向ーとみなされることがあ 科名

るもの及び収載穫に含まれる代表的な下位分類苦手印のあるものは. s本薬局方で併記

されているもの 4

アカメガシワ
アカメガシワ lVlalJotllsjaponiclls Muellel' Al'goviensis EllpllOl'biaceae 

= JvlalJotlls japoniclls (Thunb，) MulL Al'g， トウダイグサ科

アセンヤク
Unca1'ia gambu'Roxbmgh Rllbiaceae 

= Unca1'ia gambu' (Huntel') Roxb. アカネ科

アマチャ
アマチャ Hydl'angeama口・'ophyllaSeringe val'. thllnbel'giiMakino SaxI且官'gaceae

=Hydl'8ng.θa macl'ophylla (Thunb.) Sel'. val'. tllllnbelb'ii(Siebold) Makino ユキノシタ科

Acacia senegalWilldenow 
Lθ'gll.皿mosae

アラビアコ‘ム = Acacia senegal (L.) Willd. 

その他同属植物
マメ科

A10e fel'Ox Millel' 

= A10e fel'Ox Mill. 

アロエ
A10e fel'ox MillerとA10eafiicana Millel'との雑種 Liliaceae 

A10e afiicana Miller ユリ科

= A10e afi2cana MilL 

A10θゐ'l'oxMillel'とA10e司picataBakel'との雑緩

SのてI百xbenzoin Dl'yander 
StYl'acaceae 

アンソッコウ =Styl百xbenzoin Dl'yand. 
エゴノキ科

その他同属織物

サキシマボタンヅル α'ematischinensis Osbeck 

α'ematis mandshlllica Ruprecht 
Ranllnclllaceae 

イレイセン z α'ematis mandsllll1'ica Rupr. 
キンポウゲ科

Clematis hexapetala Pallas 

立 α'ematishexapetala Pall. 

インチンコウ
カワラヨモギ AJ.temisiacapill剖 isThunbel'g Compositae 

= AJ.temisia capilJa1'is Thunb. キク科

Epimedillm pllbescens Maximowicz 

=Epimedi・umpllbescens Maxim. 

Epimedillm bJ'e円r'C01・'l111Maximowicz 

= Epimedillm bJ'evl'cOl'nll Maxim. 

担pimedillm1V1lshanense T. S. Ying 
Bθ'l'be1'idaceae 

インヨウカク ホザキイカリソウ Epimedillmsagittatllm Maximowicz 
メギ科

=Epimedillm sagittatllm (Siebold & Zuc札)Maxim. 

キパナイカリソウ EpimedillmkOJ'eanllm Nakai 

イカリソウ Epimedillmgl'8ndijJ臼 'llmMorren var. thllnb臼 b'ianllmNakai 

口座pimedillmgl'8ndiDo1'llm Morr. var. thllnbelb'ianllm (Miq.) Nakai 

トキワイカリソウ Epimedillmsempel'vU'ens Nakai 

ウイキョウ
ウイキョウ FoeniclllllmvlllgaJ'e Miller Umbellifel'ae 

= Foeniclllllm円IigaJ'eMill. セリ科

ウイキョウ FoemClllllmvlllgaJ'e Millel' αllbellifel'8e 

ウイキョウi由
= Foeniclllllm vlllgaJ'e Mill. セリ科

Jjlicillm vel'llm Hooker filius 刀1iciaceae

=IlJicillm vel'llm Hook. f. シキミ科

ウコン
ウコン Clll'Cllmalonga Linn品 Zingibel'8ceae 

= Clll'Cllma longa L. ショウガ科

テンダイウヤク Linde1百 stl'ychnifo.一.jiaFernandez' Villar 
Lalll'aceae 

ウヤク 三干ind，ぞ夜空宇;ygppj何~':! ~:号神P145ElqpJEPE守三日11. クスノキ科
Lindel'8 aggJ'egata (Sims) Kosterm. 

ウワウルシ
クマコケモモ AJ'ctostaphylosllva'lll'siSprengel 必ずcaceae

=AJ'ctostaphylos llVWlll'si(L，) Spreng. ツツジ科

エイジツ
ノイパフ RosamllltiDOl~百 Thunberg Rosaceae 

ロ RosafllllltiDol'8 Thunb. ノ4ラ科

エンゴサク
COl'Ydalis tlll'tschaninoviiBesser fOl'ma yanhllsllo Y. H. Chou et C. C. Hsu Papa vel'8ceae 

三仔反省f今 tlll't.モモ究明竺竺ηiiBesモモモ f. J.:明与~~~()5~._'!'c~哩~)_Y..ニ旦♂hou 今-EE:Eq ケシ科
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ーー・・・ーーーーーー幽幽ーー・ー田園ーーーーーーーーーー四四回曹骨'骨四回ー--再--ーー『噂園田 F 再開再--ーー再開ー『ーーーーーーーー・ーーーー・ー

C01ydalis yanJlllsuo W. T. Wang 

キパナオウギ AStl百'gaJus1I1e1I1branaceus Bunge 

オウギ
= AstragaJus 1I1e1I1branaceus (Fisch.) Bunge Legu1I1inosaθ 

AstragaJus 1I1ongboJicus Bunge マメ科

AstragaJus 1I1θ'1I1bl'allaceus (Fisch.) Bunge var. 1I1ongbolicus (Bunge) Hsiao 

オウゴン コガネパナ Scutellaaabaicalensis Georgi 
Labiatae 

シソ科

ナノレコユリ Polygonatu1I1faJcatu1I1 A. Gray 

カギクルマパナルコユリ Polygonatu1I1sibiacu1I1 Redout品
L丘iaceae

オウセイ Polygonatu1I1 kingianu1I1 Collett et Hemsley 
ユリ科

=Polygonatu1I1 kingianu1I1 Collett & HemsL 

Polygonatu1I1 cyrtone1I1a Hua 

キハダPbellodendmna1I1u1'ense Ruprecht 

三1?941PffppA'P主司王I}_U!Y!I1~'!Al~I2l::._ーーーーーーーーーー- --ーーーー司ーーー--司自ーーーーーーーー一一一一ーーーーーー

ヒロハキハダPbellodendmna1I1U1'ense Rupr. var. sacbalinθ'nse F. Schmidt 
Rutaceaθ 

オウバク オオパノキハダ.Pbellomθ'Jl(古・'ona1I1U1'ense Rupr. var. japonicu1I1 (Maxim.) Ohwi 
ミカン科

ミヤマキハダPbellodendmna即日四seRupr. var. lavallei (Dode) Sprangue 

Phellodendmn cbinense Schneider 

=1亨lellodendmncbinense C. K. Schneid. 

オウレン Coptisjaponica Makino 

三 仔'I!t争点!pgl}j'!，.号ITF11p!LIH坐ino 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
セリパオクレン Coptisjaponica(Thunb.) Makino var. di旨'secta(Yatabe) Nakai 

キクパオウレン Coptisjapomca (Thunb.) Makino var. japomca 

オウレン
コセリバオウレン Coptisjapomca(Thunb.) Makino var. 1I1ajor(Miq.) Satake RaI1l1I1culaceae 

Coptis cbinensis Franchet キンポウゲ科

= Coptis chinensis Franch. 

Coptis deltoidea C. Y. Cheng et Hsiao 

C仰がisteeta Wallich 

=Coptis teθtaWall. 

オンジ
イトヒメハギ Polygalatenuifolia Willdenow Polygalaceae 

= Polygala tenuifolia Willd. ヒメハギ科

カゴソウ
ウツボグサ P1'llnellavulgaas Linne var. JilaCIna Nakai Labiatae 

=P1'l1I1ella四 1981'ISL. var. lilaCIna Nakai シソ科

カシュウ
ツルドクダミ Pol}'lfonu1I1multiJlorum Thunberg Polygonaceae 

=Polygonu1I1 1I1ultiJloru1I1 Thunb. タデ科

ガジュツ ガジュツ CurcumaZed081'Ia Roscoe 
Zinglberaceae 

ショウガ科

カッコウ
Pogoste1I1on cablin Bentham Labiatae 

= Pogostemon cablin (Blanco) Benth. シソ科

カッコン
クズPueraaaJobata Ohwi Legu1I1inosae 

= Pueraaa lobata (Willd.) Ohwi マメ科

カノコソウ陥leaanafauaeiBriquet 
F匂leaanaceae

カノコソウ 三VaJ.空'l'Iiヲnafau1'I包写ric吐・ーーー
オミナエシ科

エゾカノコソウ ValeaanafauaeiBl'iq. f. yezoensis Hara 

1'1ぜ'cbosantbeskialolViiMaximowicz 

= 1'1'Icbosantbes kI1'IlolViiMaxim. 

カロコン
キカフスウリ 1'1'IcbosantbeskialolViiMaximowicz var. japonicu1I1 Kitamura Cucll1'bitaceae 

= 1'1'Icbosantbes kialolViiMaxim. var. japonicum (Miq.) Kitam. ウリ科

オオカフスウリ Tacbosantbesbl'acteata Voigt 

= Tacbosantbes bracteata (Lam.) Voigt 

カンキョウ ショウガ Zingibel'ofncinale Roscoe 
Zingiberaceae 

ショウガ科

GlycY12oJ1iza出羽lensisFischer 

カンゾウ
= Glycy12古'izalI1'alensis Fisch. Legu1I1inosae 

αIylの世oJJ.izaglabl'a Linnる マメ科

= GlYCY12oJJ.iza glabra L. 

マクサ(アングサ)Gelidium elegans Kuetzing 
Gelidiaceae 

カンテン その他同属植物

言者種紅そう類
テングサ科

キキョウ
キキョウ Platycodongl加 diJlo1'llmA. De Candolle Campanulaceae 

= Platycodon grandiJlo1'llm (Jacq.) A. DC. キキョウ科

キク Ch1ysantbemu1I1m田 1ゆo/iumRamatuelle 

キクカ
= Cblysantbemum moafolium Ramat. Compositae 

シマカンギク Clnysantbe1I1u1I1indlCU1I1 Linne キク科

= Cblysantbemum indicum L. 

キササゲ Ca紛争aovata G. Don 
Bignoniaceae 

キササゲ Catalpa bungeiC. A. Meyer 
ノウゼンカズラ科

= Catalpa bungei C. A. Mey. 
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3 日本薬局方収載生薬の学名表記について

ダイダィ α的 ISallrantilllli Linne var. daidaiMakino 

=α'trllS allrantilllli L. var. daidaiMakino 

α'tnls allrantilllli L. 'Daidai' 

キジツ
ナツミカン α"tnlSnatslldaidai Hayata Rlltaceae 

ααr'tl'l山2阻sall.山J口'1~加U的:セII阻山lliLi加nn前l必6 ミカン科

ニ α'trllSallrantilllli L. 
ー』ー-------------------昌司・ーー』ーーー再-----再再開ーー再時四四回ー四圃・・ーー・ーー・ーーーーー』曲ー』ーー一ー四回再再『
ハッサク α'trllsaw百ntilllliL. sllbsp. hassakll (Tanaka) Hiroe 

α'U'llS hassakll hort. ex Tanaka 

キョウカツ
Notopterygilllli j冶ciSlllliTing ex H. T. Chang E担 belli必'1'ae

Notopte1ygilllli forbesii Boissieu セリ科

ホンアンズ Pl・1l1111Sal"lneniaca Linne 

= PnlllllS81刀1eniacaL. 

キョウニン
アンズ PrllnllSalweniaca Linne var. anSll Maximowicz Rosaceae 

= Pnlll11S a1"lneniaca L. var. anSll Maxim. パラ科

Pnlll11S sibu1ca Linne 

= Pl"llll11S sibui・'caL.

クコ Lycillllichinense Miller 

クコシ
=Ly.ιillm chinense Mill. Solanaceae 

Lycillm b出 'b出 'lllliLinne ナス科

=Lycillllib81加 l'llmL.

クジン クララ Sophoraf1a vescens Aiton 
Leglllliinosae 

マメ科

ケイガイ
ケイガイ ScllIzonepetatenllifolia Briqllet Labiatae 

= Sclllzonepeta tenllilむojiaBriq. シソ科

ケイヒ α'nnalliOllilllli cassia Blllme 
Lazm百ceae

クスノキ科

ケイヒ油
α''nnamomllm cassia Blllme Lallraceae 

α'nnalliollilllli zeylanicllm Nees クスノキ科

エピスグサ Cassiaobtllsifolia Linne 

ケツメイシ
=白ssiaobtllsifolia L Leglllliinosae 

Cassia tOl~百 Linné マメ科

= Cassia tora L. 

ケンゴシ
アサガオ Ph81カoitisnil Choisy Convolvlllaceae 

= PI18rbitis nil (L.) Choisy ヒルガオ科

ゲンチアナ
Gentiana 11ltea Linn品 Gentianaceae 

= Gentiana l11tea L. リンドウ科

ゲンノショウコ
ゲンノショウコ Geranillllithllnbel"gii Siebold et ZlIccarini Gel'aniaceae 

=Gel~百nilllli thllnbel"gii Siebold & ZlICC. ブウロソウ科

トウモロコシ Zealliays Linn品 Gl"amineae 

=Zeamの'sL. イネ科

キャッサパ Manihotesc1l1enta Crantz 
EllphOl"biacaea 

トウダイグサ科

ジャガイモ Solanllmtllbel"Osllm Linne Solanaceae 

コウイ = Solanlllli tllberOSlllli L ナス科

サツマイモ Ipollioeabatatas Poiret 
Convolv1l1aceae 

三Ipo.:坦oeabatatヲ~S~X~<2きニーーーー白担---ー句司司叩ー四ーーーーーーー即時 ヒルガオ科
Ipollioea batatas (L.) Lam. 

イネ Oryzasativa Linne Gl'alliineae 

= Olyza sativa L イネ科

コウカ
ベニバナ Cal.thallillS tincto1"Ills Linnる COllipositae 

= Ca1"fhallillS tincto1"Ills L. キク科

オタネニンジン PanaxginsengC. A. Meyer 
Al'aliaceae 

コウジン * 三I!E!1}~Y{:仇~~1}g-_çc今ニ月号:).'c___ ーーーーーーーーー目古田ーーー司自由司司 ウコギ科
Panax schinseng Nees 

コウブシ
ハマズゲ CYPe1'llSl"OtllndllS Linn品 α?ヲ臼沼ceae

=αperlls l'otllndllS L カヤツリグサ科

コウベイ
イネ αzyzasa白'vaLinne α包'amineae

=α~yza sativa L. イネ科

ホオノキ J/lIagnoliaobovata Thunberg 

台三坐笠'J101i号obovat，守Thunb.一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー
J/lIagnolia hypolellca Siebold et Zuccal"Ini 

コウボク
= ll1agnolia hypolellca Siebold & Zucc. J/lIagnoliaceae 

llfagnolia of1icinalis Rehder et Wilson モクレン科

= Magnolia of1iCinalis Rehder & E. H. Wilson 

J/lIagnolia ot百'cinalisRehder et Wilson var. bi子'obaRehder et Wilson 

=Magnoli・"aof1icl'nalis Rehder & E. H. Wilson var. biloba Rehder & E. H. Wilson 

ゴオウ
ウシ BostaW'llS Linn品var.dOlliesticlls Gmelin Bo円idae

=Bosta凹・"l/SL. var. domesticlls Gmelin ウシ科
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4 日本薬局方収載生薬の学名表記について

ゴシツ

ゴシュユ

ゴボウシ

ゴ守F

ゴミシ

コロンボ

コンズランゴ

サイコ

サイシン

サフラン

サンキライ

サンザシ

サンシシ

サンシュユ

サンショウ

サンソウニン

サンヤク

ジオウ

シゴカ

ヒナタイノコズチAchY1"anthesf81ロプ'eiLeveille et Vaniot 

z Ac砂2'antllesfall1ieiH. Lev. & Vaniot 
AcllY1'8nthes bidentaωBlllme 

ゴシュユ EllOdial'lltica1pa Hooker fiJills et Thomson 

= EllOdia 1'lltica1pa (A. JlISS.) Hook.主&Thomson 

* Evodia 1"llta町 '8lpaBentham 

= Evodia l'llt.ョeCa1pa(A. JlISS.) Benth. 

Ama1羽nthaceae

ヒユ科

fb白'adillml'lltic81pllm (A. JlISS.) Hartley 
I Rllta四 ae

Ellodia officinalis Dode 
与 ー ーーー ーーーー一一ーー回一一ーーーー一一一 ー ーーーーーーーーー司司田町ーー一一一ー ω ーーーー一---司自句司自iミカン科
ぬ Evodia ofti.口'nalisDod旧

E即ι{ial'lltaeca1p明(A.JlISS.) Benth. var. 0必'cinalis(Dode) HlIang 

Ellodia bodinIl臼ぜDode

* Evodia bodinie1iDode 
E叩dia1'lltaeca1pa (A. JlISS.) Benth. var. bodinieli(Dode) HlIang 

ゴボウ Al'.凶 ;llm1appa Linne 

=Al'Ctillm 1appa L 

ゴマ S四 'amllmindicum Linne 

Z Sesamllm indicllm L. 

チョウセンゴミシ Schisandl~百 chin阻沼田;sBaillon 

= Schisand1'8 chinensis (TlIrcz.) Baill. 

み te01'hizaco1llmba Miers 

iVlal'sd.四 iacllndll1"an.伊 Reichenbachfilills 

=iVla1田ieniacllndlll'ango Rchb. f. 

ミシマサイコ Bllp1e1l1'l1mfaJcatllm Li凹 le

Compositae 

キク科

Pedaluョceae
ゴ、マ科

Schisandl'aceae 
7ツブ、サ科

iVlenispennaceae 

ツヅラフジ科

AscJepiadaceae 

ガガイモ科

二三Bllp1e1l1'l1mfa1catllm L. I [α在危nbelL必必liμz海岳伽望'l'a宮a
Blも伊p1el山ll'um巴J虫)i必t包泊'n盟e印四seDC. セリ科

Bllp1elll'llms.四 'l'zonen'folillmWilld. 

ウスパサイシン Asiasa1'llmsiebo1diiF. Maekawa 

=As必S81'ums必.bo1dii(Miq.}F. Maβk. 

ASal'llm siebo1diiMiq. 

ウスゲサイシン ASa1"llmsiebo1diiMiq. var.即日IienseNakai 
IAlisω.10c必iaceae

ケイリンサイシン Asiasa1'l1mhe加目白'opoidesF. Maekawa var. man制 lllicllmF.Iゥマノスズクサ科

Maekawa 

= Asiasal'llm het日'otl'Op臼;des(F. Schmidt) F. Maek. var. mandshlllicllm (Maxim.) F 

Maek. 

Asa1'llm he昨日'otl'OpoicJ.四 F.Schmidt var. mandshll1icllm (Maxim.) Kitag. 

サフラン α'OCllSsati四日Linn品 Ihidaceae 

=α'ocllssa白.町田L. アヤメ科

Smi1ax glab1'8 Roxbllrgh ILiliac開。

=Smi1ax glab1'8 Ro呪b. ユリ科

サンザシ α習taegllsCllneata Siebold et ZlIccarini 

=αョtaegllsCllneat，ョSiebold& ZlI∞. IR.田a四四e

オオミサンザシ α百taegl日P必na白・'f'idaBlInge var. mの切・N.E.Bl'own バラ科

=α百taegllspinnati・βdaBunge var. majo1" N. E. Bl'. 

クチナシ Ganたniajasminoides Ellis I Rllbia四 M

Glll'dl回'iajas.四inoicJ.四 Ellおf.10ngic81pa Z. W. Xお&Okada アカネ科

サンシュユ白叩llSO必仙沼1isSiebold et ZlIccarini 白~'I1aceae

z C01'I111S of1icinalis Siebold & ZlICC. ミズキ科

サンショウ Zanthoxy1llmpip臼itllmDe Candolle 
I Rlltace哩e

三与野台夜空円却託収勾_(!-X~).Q._ _ _ _ _ーーーーーーー四回目白"ーーーーーーーーーーーーーーーー--司ーーーーーー-1ミカン科
アサクラザンショウ Zanthoxylllmpipelitllm (L.) DC. f. inenne Makino 

サネブトナツメ ZizypllllsjlljllbaMillel' val'. spinosa Hu ex H. F. Choll I Rhamnaceae 

=Zizyphllsjlljllba Mill. var. spinosa (BlInge) Hu ex H. F. Choll クロウメモドキ科

ヤマノイモ Dio.庇別1四 japo叩icaThllnberg 

z Diosc.臼'eajapo叫'caThunb.

ナガイモ Dioscoreabatatas Decaisne 

= Dioscorea ba臼tasDecne.

D'iosco叩 aψ']JO由'taThunb.

アカヤジオウ Rehmanniagllltinosa Liboschitz val'. pll1pllrea Makino 

z Rehmannia gllltinosa Libosch. var. pll1pllrea Makino 

Rehmannia gllltinosa Liboschitz 

= Rehmannia gllltinosa Libosch. 

エゾウコギ E1.叩 thel'ococCllSsent抑制ISMaximowicz 

Diosco目前回世

田ヤマノイモ科

SC1吻 'hll1aliaceae
ゴ、マノハグ‘サ科

三E1ellt，宅el'OCoCCll.モf竺性'Os堅持~PE二&現慢性.}Maxim.・ a ー- -一同時ーーーーーーーーーーーーーー___-1A1百liaceae
.. Acanthゅ四naxsenticoSllS Harms' ウコギ科

=Acanthopanax s四位白山(RlIpr.& Maxim.) Harms 

9 0109 



5 日本薬局方収載生薬の学名表記について

クコ Lycillmcbinense Miller 

、ジコッピ
= Lycillm cbinense Mill. Solanaceae 

Lycillm bal'bal'lIm Linne ナス科

= LJ，cillm bal'ba1'lIm L. 

シコン
ムフサキ Lit1LOspel'Jn11m e1J，tlll'01企UOllSiebold et Zuccar泊 i B01'aginaceae 

ヱ Lit1LOspel'll1l1mel'ytm'ol企izonSiebold & Zucc. ムラサキ科

シツリシ
ハマピシ 1'1:必1I111sten・'estlisLinn品 Zygopby11aceae 

= 1'11o1I111s tel'restlis L ハマピシ科

シャクヤク
シャクヤク Paeonia1actil10l'a Pallas Paeoniaceae 

= Paeonia lactiflol'a Pall. ボタン科

ジャショウシ
Cnidillm monnie1ぜCusson 白ubellifel'ae

= Cnidillm nLOnnieli (L.) Cusson セリ科

シャゼンシ
オオバコ P1antagoasiatica Linne P1antaginaceae 

= P1antago asiatica L. オオバコ科

シャゼンソウ
オオバコ P1antagoasiatica Linne P1antaginaceae 

= P1antago asiatica L. オオバコ科

ジュウヤク
ドクダミ HOllttllyniac01'data Thunberg Salll'lIl'aceae 

立 HOllttllyniaC01由 taThunb. ドクダミ科

Amom 11m xantbioides Wallich 
Zingibθ'l'aceae 

シュクシヤ = Amom 11m 
ー・ーー晶画・ーー.圃ー回世田.世田園ーーー“・・・・ーー・・・・・・ーー曲量ーーーーーー.圃ーーーーー・ーーーーー・ーーーーーー・ーー---圃軒 ショウガ科
Amomllm vi110sllm Lour. var. xantl1ioides (Wall.) T. L. Wu & Senjen 

ショウキョウ ショウガ Zingibel'officina1e Roscoe 
Zingibel'aceae 

ショウガ科

ショウズク E1ettalia cal'damomllm Maton 
Zing1OeI沼ceae

ショウガ科

サフシナショウマ αwic.必19asimp1exTurczaninow 

=αwicifuga simp1ex (DC.) Turcz. 

α'mici均'gadablllica Maximowicz 

ショウマ
=α'micifIlga dalllllica (Turcz.) Maxim Ranllnc1l1aceae 

α'misi波19abel百cleifo1iaKomarov キンポウゲ科

= C1'misifuga bel'acleifolia Kom. 

α'micifllga foθtidaLinn品

= Cimicifilga foetida L. 

タムシパ lvIagnoliasa1i.ヒポめ，1iaMaximowicz 

= llfagnolia salici冶，lia(Siebold & Zucc.) Maxim. 

コブシ llfagno1iakoblls De Candolle 

= lvIagnolia kobilS DC. 

lvfagnolia biondlIPampanini 

シンイ
= 111agno1ia bionc古iiPamp. ~fagnoJjaceae 

~fagno1ia Spl'lヲ'ngel'iPampanini モクレン手ヰ

エλtfagno1ia喧prengeliPamp.

ハクモクレン Magnoliabeptapeta Dandy 

*三Ma明併せ !l!'P!ヲ'I!~~~9?~~~~き)_ p_a_~<!~ _ _ーーーーーーーーーー国----ーーーーーーーーー回目ー回目白ー白勾ー四『白

111agnolia denlldata Desrousseaux 

= 111agno1ia denlldata Desr. 

セネガ Po1yga1asenega Linne 

セネガ
= Po1yga1a senega L. Po1yga1aceae 

ヒロハセネガPo1ygalasenega Linne var. 1atI:めJiaTorrey et Gray ヒメノ、ギ科

= Po1yga1a senega L. var. 1atifolia Torr. & A. Gray 

センキュウ センキュウ Cnidillmo丘icina1eMakino 
Umbe11ifel加

セリ科

Pellcedanllm pl百e1'llptOl'llmDunn 

ノダケ Ange1icadeclll'siva Franchet et Savatier αubelliゐ'l'ae
ゼンコ *2A一ngelica decll1'siva (Miq.) Franch. & Sav. 

セリ科
Pellcedanllm declll'sivlIm Maximowicz 

=Pellcedanllm declll'sivlIm (Miq.) Maxim. 

センコツ
コウホネ NlIpbal'japonicllmDe Candolle Nympbaeaceae 

=NlIpbal'japonicllm DC. スイレン科

センソ
シナヒキガエル BlIfobllfo ga1'ga1:プizansCantor BlIfonidae 

BlIfo me1anostictlls Schneider ヒキガエル科

センナ
Cassia angllstifo1ia Vahl Legu且Iinosae

Cassia aClltifolia Delile マメ科

センブリ
センブリ SWeI'tiajaponica Makino Gentianaceae 

= Swel'tia japonica (Shult.) Makino リンドウ科

ホソパオケラ At1百cty10des1ancea De Candolle 

ソウジュツ
=A白羽cty10des1ancea (Thunb.) DC. Compositae 

A白'acty1odescbinensis Koidzumi キク科

=A的 cty10descbinensis (DC.) Koidz. 
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6 日本薬局方収載生薬の学名表記について

上記種の雑種

ソウハクヒ
マグワ JvI01'llsalba Linne JVI01'aceae 

= JVI01'lIS alba L. クワ科

ソボク
Caesalpinia sappan Linn品 Legllminosaθ 

= Caesalpinia sappan L. マメ科

シソ Pe1'Illafl'lItescens B1'itton va1'， aClIta Kudo 

ソヨウ
= Pe1'Illa fl・'lltescens(L.) Britton var. aClIta (Thunb.) Kudo Labiatae 

チリメンジソ Pe1'Illafl・lItescensBritton va1'， c1'Ispa Decaisne シソ科

= Pe1'Illa fl・lItesc.θ'ns(L.) Britton var. c1'Ispa (Thunb.) Decne. 

Rhellm palmatllm Linn品

= Rhellm palmatllm L. 

Rheum tanguticwn Maximowicz 

ダイオウ
= Rhellln tanguticlIm Maxim， Polygonaceae 

Rhellm offIcinale Baillon タデ科

=Rhellmo.丘icinaleBaill， 

Rheum coaanum Nakai 

上記種の種間雑種

タイソウ
ナツメ ZizypllllSjlljllba Mille1' var. ine1'Inis Rehder Rhamnaceae 

=ZiLワヨフ.husjujubaMill. va1'， in白 wis(Bunge) Rehde1' クロウメモドキ科

サジオモダカ Alismao1'Ientale Juzepczuk 
Alismataceae 

タクシヤ = Alisma ol'Ientale (Sam.) Juz， 
オモダカ科

Alisma plantago'aqllatica L. var， o1'Ientale Sam， 

チクセツニンジン
トチパニンジン Panaxjaponicus C， A. Meye1' Al'aliaceae 

= Panax japonICus C， A. Mey， ウコギ科

チモ ハナスゲAnema11'henaaSphodeloides Bunge 
Liliaceae 

ユリ科

チョウジ a砂'zygillmal'omaticum Me1'1'ill et Pe1'ry 

チョウジ * 三骨子皮切三2型空tiCl，叫 L.)砕，r1'.&M占c~~~~~ _ _ __一一-------一一一一一一 lVfyl'faceae 

チョウジi由
Eugenia ca1'yophyllata Thunberg 

フトモモ科
口 Ellgeniaca1yophyJlata Thunb. 

ElIgenia caqophyllus (Sp1'eng.) Bullock & S， G. Harrison 

カギカズフ Unca1'Ia1'hynchophylla Miquel 

=Unca1宿 泊']'nchophylla(Miq.) Miq. 

チョウトウコウ
白1cal18sinensis Haviland RlIbiaceae 

= Unca1'Ia sinensis (Oliv，) Havil. アカネ科

白1ca1'Iamacl'OphyJla Wallich 

= Unca1'Ia macl'Ophylla Wall. 

チョレイ
チョレイマイタケ PolJ少01'USumbeJlatus F1'ies Polyp白百ceae

= Polyp01'lls umbellatus (Pe1's.) F1'ies サルノコシカケ科

ウンシュウミカン αb'uslInshiu Marcowicz 

チンピ =αEαrutrsurs etmicushhittza (BSwlainncgoleU)Mnsahricu ow. 
Rutaceae 

ミカン科

α't1'llS aticulata Blanco 

テンマ オニノヤガラ Gast1'odiaelata Blume 
01'chidaceae 

ラン科

テンモンドウ
クサスギカズフ A司pa1'8guscochinchinensis Merrill Liliaceae 

=A司pa1'aguscochinchinensis (Lour.) Me1'1'， ユリ科

トウガン Benincasace1'Ife1'a Savi 

トウガシ
Beni・ncasaln足pida(Thunb.) Cogn Cucu1'bitaceae 

Benincasa ce1プre1'aSavi forma ema1'ginata K Kimu1'a et Sugiyama ウリ科

= Benincasa ce1プIB1'aSavi f， ema1'ginata K. Kimura & Sugiyama 

トウガラシ
トウガラシ Capsicllmannllllm Linne Solanaceae 

=白I]JsICumannuum L， ナス科

トウキ Angeli・'caaClltiloba Kitagawa 

トウキ
= Angelica aClltiloba (Siebold & Zucc.) Kitag， Umbellife1'8e 

ホッカイトウキ Ang.θ，iJ'caaClltiloba Kitagawa var， sugiyamae Hikino セリ科

= Angelica aClltiloba (Siebold & Zucc.) Kitag， var， sugiyamae Hikino 

モモ Pl'lll1USpe1羽田Batsch

= Pl'lll111S pel'Siぬ (L.)Batsch 
Rosaceae 

トウニン f五'unllspe1'sica Batsch var. davidiana Maximowicz 
ノミラ科

三旦哩!!~P.f3-"~!c..a.. ~I:.2旦空伊丹ヱ竺・1そ惜智子_(Ç_a.rE~り'2M~~~哩ニーーーーーーーーーーーー----ー聞句
P1'llnllS davidi加 a(Car1'i色1'e)F1'anch， 

α't1'llS aU1'8ntium Linne 

=αt1'llsalll百'ntiumL，
Rlltaceae 

トウヒ ダイダイ α，t1'USall1'8ntium Linn品va1'.daidaiMakino 
ミカン科

z αt1'US all1'8ntium L， var， daidaiMakino 

α't1'US alll'antillm L. Daidai 
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7 日本薬局方収載生薬の学名表記について

ドクカツ
ウド A1官liacOl'data Thunberg A1百liaceae

=A1百liacOl'data Thunb. ウコギ科

Cepbaelis ipeCaCllanha A. Richard 

トコン
= Cepbaelis ipeCaCllanba (Brot.) A. Rich. Rllbiaceae 

Cepbaelis aCllminata Karsten アカネ科

= Cepl18elis aCllminata H. Karst 

トチュウ
トチュウ Ellcommialllmoides Oliver Ellcommiaceae 

=Ellcommia lllmoidesOliv. トチュウ科

トラガント
Ast1'8gallls gllmmifel' Labillardiむe Legllminosae 

=Ast1百'galllsgllmmij告'l'Labill. マメ科

ニガキ
ニガキ乃'C1'8smaqllassioides Bennet 必'mal'Ollbaceae

= Pic1'8sma qllassioides (D. Don) Benn. ニガキ科

ニクズク
ニクズク lVfy1'Isticaf1'8g1官邸Houttuyn My1'Isticaceae 

= JIIy1'Isticaβ'ag1'8ns Houtt. ニクズク科

ヌfタネニンジン Pana.λ:ginsengC. A. Meyer 
A1百liaceae

ニンジン 合=P;一'anax ginsengC. A. Mey. 
ウコギ科

Panax scmnseng Nees 

ニンドウ
スイカズフ Lonice1'8japonica Thunberg Cap1'Ifoliaceae 

= Lonicel'a japonica Thunb. スイカズラ手ヰ

アミガサユリ F1'Itilla1'Iave1'ticillata Willdenow var. thllnbel'giiBaker 
Liliaceae 

パイモ =F1ii白刀剖'Iavei'ti悩IlataWilld. var. tbllnbe1'gii(Miq.) Baker 
ユリ科

Fiぜ'tilla1'Iatbllnb臼'gIIMiq.

パクモンドウ
ジャノヒゲ OpbiopogonjaponicllsKer-Gawler LjJiaceae 

= OpmopogonjaponicllS (L. f.) Ker Gawl. ユリ科

ヨーロッパミツバチApismellife1'8 Linn品
Apidae 

ノ、チミツ = Apis melli!'el'a L. 

トウヨウミツバチApisce1百naFabricius 
ミツバチ科

ハッカ MentbaaJ'vensis Linne var. pipe1百scensMalinvaud 
ノ、ッカ 三控そそえそヲl'ven持主._~a.':: 'p"ip!.'~'，!，!c.'町民li号v. 一一一一一一司一一一一 Labiatae 

ハッカj由 lvfentba baplocalyx Briq. シソ科

ハッカ M回 tbaaJ'Vensis L. var. pipel'ascens Malinv.を母種とする交配種

ハマボウフウ
ハマボウフウ Glehnialittol'alis Fl'.schmidt ex Miquel Umbellife1'8e 

= Glebnia littol'ali・sF. Schmidt ex Mi吐4 セリ科

ハンゲ
カラスピシャク Pinelliatel'11ata Breitenbach A1百ceae

=1うinelliatel'11ata (Thunb.) Breitenb. サトイモ科

オニユリ Lilillmlanci!'olillm Thunberg 

ヱ Lilillmlancifolillm Thunb. 

ノ、ヵタユリ Lilillmb1'Ol四 iiF.E. Brown var. colcbeste1'IWilson 

=Lilillm bl'OwniiF. E. Br. var目 colcbestmぜ(VanHoutte) E. H. Wilson ex Elwes 
Liliaceae 

ヒ‘ャクゴウ LjJillm bl'OwniiF. E. Brown var. VIl'Idlllllm Baker 
ユリ科

Li子l'llmbl'OwniiF. E. Brown 

=Lilillm b1 

LiぜIllmpllmilllm De Candolle 

= Lilillm pllmilllm DC. 

ピャクシ
ヨロイグサAngelicadahll1'Ica Bentham et Hooker filius ex Franchet et Savatier Umb.θ'llife1'8e 

=Angelica dahll1'Ica (Hoffm.) Benth. & Hook. f. ex Franch. & Sav. セリ科

オケフ At1'8cのrlodesjaponica Koidzumi ex Kitamura 
=At1'8ctylodesjaponica Koidz. ex Kitam. 

ピャクジュツ
オオバナオケフ At1'8ctylodesmaCl町 'epbalaKoidzumi Compositae 

* 三At1'ac，射'Od4竺竺明'!1C:f!1!き子生Koidz. ー----白骨---ーー司ーー司ーーーー一ーーーーーーーーーーーーーーー田司自由
キク科

AtJ-actylodes ovata De Candolle 

= At1'8ctylodes ovata (Thunb.) DC. 

ピワヨウ
ピワ El'IobotlyajaponIca Lindley Rosaceae 

=1註'IobotJyajaponica (Thunb.) Lindl. バラ科

ピンロウジ
ピンロウ A1'ecacatecbll Linne Palmae 

= A1'eca catecbll L. ヤシ科

マツホド Wolnpol'Iacocos Ryvarden et Gilbertson 

ブ、クリョウ * 三段~l!!p'虫色 cocos(同e}~\y))~~y c ~_ gi~b_~. _ _ _ _ーーーーーーーーーーーーーーー---旬目ーーーーーーーーーーーーーー Po1YJヲ白百ceae

Pol'Ia cocos Wolf サノレノコシカケ科

ココP田 'Iacocos(Schw.} Wolf 

ノ、ナトリカブト AconitllmcannicllaeliDebeaux 
Ranllnc1l1aceae 

ブシ オクトリカブト Aconitllmjaponicllm Thunberg 
キンポウゲ科

= Aconitllm japonI・'cllmThunb.

ペラドンナコン
Atl'Opa belladonna Linne Solanaceae 

= Atl'opa belladonna L. ナス科

ヘンズ
ブジマメ D01icbos1ab1ab Linne Legllminosae 

= D01ichos 1ab1ab L. マメ科
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8 日本薬局方収載生薬の学名表記について

ボウイ
オオツツ、ブブジ Sinomeniumacutum Rehder et Wilson jlIenispθ'lwaceae 

=必nomeniumacutum (Thunb.) Rehder & E. H. Wilson ツヅラフジ手ヰ

チガヤ Impe1'ata<:χlindn'caBeauvois αI'8mineae 
ボウコン 三金2説明借地'ica(L犯.一型空UV. 回目ーーーーーーーー司司ーーー一一ーーーーーーー---ーーー一一一一ーーー-- イネ科

ImpD1'ata cy1indn'ca (L.) P. Beauv. var. major(Nees) C. E. Hubb. 

ボウフウ
Saposhnikovia divan'cata Schischkin Umbe1Jife1'8e 

=Saposlwikovia divan'cata (Turcz.) Schischk. セリ科

クヌギ Qu回目ISacutissima Carl'uthers 

= Que1'cus acutissima Carruth. 

ボクソク
コナフ Que1'cuss，θ口百taMurray Fagaceaθ 

ミズナラ Que1'cusmongholica Fischer ex Ledebour var. cn'spu1a Ohashi ブナ科

= QUel'CUS mongholica Fisch. ex Ledeb. var白色1])u1a(Blume) Ohashi 

アベマキ Que1'cusvan'abi1is Blume 

ボタンピ
ボタン Paeoniasu1五・uticosaAndl'ews Paeoniaceae 

* ボタン科Paeonia lllOutan Sims 

ホミカ
Stl'Ychnos nux'Vomica Linn品 Loganiaceae 

= Stl'Ychnos nwcvomica L. マチン科

ボレイ
カキ Ostreagigas Thunbel'g OstreIdae 

=Ost1"θ'a gigas Thunb. イボタガキ科

Ephed1'8 sinica Stapf 

マオウ
Ephei古百 intel'll1ediaSchl'enk et C. A. Meyer Ephed1'aceae 

=Ephθ池百 intel'lllediaSchl'enk & C. A. Mey. マオウ科

Ephed1'aθquis.θtina Bunge 

マクリ
マクリ Digeneasimp1exC. Agardh Rhodome1aceae 

= Digenea simplex(Wulfew C. Agardh フジマツモ科

マシニン
アサ Cannabissativa Linn品 lVfo1'8cea 

= Cannabis sativa L. クワ科

アケビAkebiaquinata Decaisne 

モクツウ
=Akebia quinata (Thunb. ex Houtt.) Decne. L81'dizaba1aceae 

ミツバアケビ Akebiatl'Ifoliata Koidzumi アケビ科

=Akebia tn'foJiata (Thunb.) Koidz. 

Saussurea 1appa Clarke 
Compositae 

モッコウ = Saussu1'ea 1appa (Decne.) C. B. Clarke 
キク科

Auck1andia 1appa Decne. 

ヤクチ
Alpinia oxyphJてllaMiquel Zingibe1'8ceae 

= Alpinia oxyph.χllaMiq. ショウガ科

ヤクモソウ
= Leonw'us japonicus Houtt. Labiatae 

Leomll'ussi也u'IcusLinne シソ科

= LeOnW'llS SlOUプ'cllsL.

[JioSllS al'Ctos Linne 
[Jiosidae 

ユウタン = UJ:sus a1'ctos L. 
クマ科

その他近縁動物

ヨクイニン
ハトムギ COLY1acl'Yma iobi Linne var. mの'uenStapf Gl'amineae 

= Coiv: lac1'YmaiobiL. var. mayuen (Rom. Caill.) Stapf イネ科

リュウガン EllJフ'hon'a10ngana Lamarck 
Sapindaceae 

リュウガンニク 三男lPt_1空竺!l!l!l[l!l!l!}さmニーーー四回--ーーーーーーーー---田町ーーーーーーーーーーー回目白ー句ーーーーーーーーーー"“"ー ムクロジ科
Dimocalpus longan Lour. 

トウリンドウ GentianaSCabl百Bunge

リンドウ GentianaSCabl'a Bunge var. bUe1'gelプ;(Miq.) Maxim. 

Gentiana manshw'Ica Kitagawa 
Gentianaceae 

リュウタン = Gentiana manshun'ca Kitag. 
リンドウ科

Gen白;anatn'f1Ol'a Pallas 

ニコ Gθ'ntianatn'f101'8 Pall. 
--世相ーーーーーーー四回目-.・ー圃圃ー・--ー---四--ーーーーーーー----------ーーーーー，胃四回--ーーーーーーーー----ーー

エゾリンドウ Gentianatn'f1Ol官 Pall.var. japonica Hara 

リョウキョウ Alpinia ofncinal'Um Hance 
Zingibθ'l'aceae 

ショウガ科

レンギョウ F01'sythiaSllSpenSa Vahl 

レンギョウ
=Fo1'sythia suspensa (Thunb.) Vahl Oleaceae 

シナレンギョウ F01'sythiavu'Idissima Lindley モクセイ科

= F01'sythia vu'Idissima Lindl. 

レンニク
ハス Nelumbonucife1'8 Gaertner Nymphaeaceae 

=λTe1umbo nucifel百 Gaertn. スイレン科

ロジン Pinus属諸種植物
fラIJlaceae

マツ科

ロートコン
ハシリドコロ ScopoJiajaponica Maximowicz Solanaceae 

= Scopolia japonica Maxim. ナス科
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9 日本薬局方収載生薬の学名表記について

Scopoli・'acarnIoli・'caJacquin

Scopolia camIoh'ca Jacq， 

Scopolia parvIflora N akai 

ScopolIa pal'vIflora (Dunn) Nakai 

ヨーロッパミツバチ ApIsmellifel'a Linne 
ApIdaθ 

ローヤルゼリー ApIs mellIfera L， 
ミツバチ科

トウヨウミツバチ ApIscel百naFabricius 

6 基原植物に「その他同属植物j などが含まれる場合は，学名の表記はないが本表に記載している.

7 参考資料

8 寺林進ら:平成20年度「日本薬局方の試験法に関する研究J研究報告，日本薬局方収載生薬の基原の確認、(第2報)日本薬局方の学名

9 表記と分類学で用いる学名表記の比較，医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス， 41(5)， 407-418(2010)， 
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1 錠弗jの摩損度試験法

1 錠剤の摩損度試験法

2 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.

3 錠剤の摩損度試験法は，剤皮を施していない圧縮成製錠の摩

4 tJ員度を測定する方法である.ここに記載した試験手順はほとん

5 どの圧縮成型錠に適用できる.摩損度の測定は，錠剤の硬度な

6 ど他の物理的強度のiJlIJ定を補足するものである.

7 内径283~291mm，深さ 36~40mmの内面が滑らかな透明

8 な合成樹脂製で，静電気をおびにくいドラムを用いる(典型的

9 な装置については図参照). ドラムの一方の側面は取り外しが

10 できる.錠剤はドラムの中央から外壁まで伸びている内側半径

11 75.5~85.5mmの湾出した仕切り板に沿ってドラムの回転ごと

12 に転がり落ちる.中心軸リンク宇部の外径は24.5~25.5mm とす

13 る. ドラムは， 25:l::1rpmで回転する装置の水平軸に取り付け

14 られる.したがって，錠剤は各回転ごとに転がりあるいは滑っ

15 てドラム接に又は他の錠剤の上に務ちる.

ドラム内径

287.0土4.Omm

16 

ドラムタト径

302.5:1:4.0mm 一II一
38.0::tZ.Omm 

17 1錠の質量が650mg以下のときは， 6.5gにできるだけ近い最

18 に相当するn錠を試料とする. 1錠の質量が650mgを超えると

19 きは10錠を試料とする.試験前に注意深く錠剤に付着してい

20 る粉末を取り除く.錠剤試料の質量を精密に量り， ドラムに入

21 れる. ドラムを100回転させた後，錠剤を取り出す.試験開始

22 前と同様に錠剤に付着した粉末を取り除いた後，質量を精密に

23 量る.

24 通常，試験は一回行う.試験後の錠剤試料に明らかにひび，

25 害IJれ，あるいは欠けの見られる錠剤があるとき，その試料は不

26 適合である.もし結果が判断しにくいとき，あるいは質量減少

27 が昆標値より大きいときは，更に試験を二回繰り返し，三困の

28 試験結果の平均値を求める.多くの製品において，最大平均質

29 量減少(三回の試験の)カ~1.0%以下であることが望ましい.

30 もし錠剤の大きさや形によって回転落下が不規則になるなら，

31 錠剤が密集状態にあっても錠剤同士が付着して錠剤の自由落下

32 を妨げることのないよう，水平面とドラムの装置下台との角度

33 が約10。になるよう装置を調整する.

34 発泡錠やチュアブル錠は，異なった摩損度を示す.吸湿性の

35 錠剤の場合には，適切に湿度が調節された条件が試験のために

36 必要である.

37 多くの試料を向時に試験できるよう仕切り板を二つ持ったド

38 ラムや二つ以上のドラムを備えた装置を利用しでもよい.
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1 プラスチック製医薬品容器

1 プラスチック製医薬品容器

2 穏々のプラスチックが医薬品の容器に使われている. しかし，

3 それが医薬品の有効性と安全性，安定性を損なうものであって

4 はならない.容器の選択にあたっては，添加された物質などを

5 含むプラスチック容器の製造過程に関するすべての情報を得る

6 ことが望ましい.個々のプラスチックはその特有の性質を持つ

7 し，容器に充てんされる医薬品の性質も様々であるので，プラ

8 スチック製医薬品容器の適合伎は個別のプラスチックの性質と

9 医薬品の性質の組合せの中で判断されるべきである.この判断

10 は，試作した医薬品製剤の容器が基本要件，すなわち，設計仕

11 様に適合するか否かを試験及び/又は学術文献などに基づいて

12 検証して行うべきである.また，その適合性は適切な品質保証

13 計酒に基づいて維持されなければならない.

14 また，プラスチック容器の導入にあたっては，適切な廃棄処

15 理を考慮することが望ましい.

16 1 プラスチック製医薬品容器設計における基本要件

17 容器の材料プラスチックは一定水準以上の品質を有するもの

18 でなければならない.材料組成を保証できないようなりサイク

19 ル・プラスチックは使用しではならない.

20 容器からの溶出物又は移行物が内容医薬品の有効性と安定性

21 を損なってはならない.また，それらの溶出物又は移行物は-

22 定以上の毒性を示しではならない.また，容器から内容医薬品

23 へのモノマーや添加剤などの化学物質の溶出量又は移行量は安

24 全性の見地から十分に低くなければならない.

25 容器は，その用途に見合ったレベルの硬さや柔軟性，耐衝撃

26 性，引っ張り強度，引き裂き強度，曲げ強度，耐熱性などの物

27 理的性質を備える必要がある.

28 保存中に内容医薬品の品質が低下しではならない.すなわち，

29 光に不安定な医薬品の場合には，容器に一定の遮光伎が必要で

30 ある.また，酸化されやすい医薬品の場合には，酸素を透過し

31 やすい容器材料は不適切である.また，水溶液医薬品や乾燥を

32 必要とする医薬品の場合には，水蒸気を透過しやすい容器材料

33 は不適切である.また，水以外の湾液の場合でも当該溶媒の透

34 過性に同様の注意が必要である.内容医薬品が容器の表面に吸

35 着したり，容器材料内部に移行したり，通過したりして，医薬

36 品濃度が一定以上減少してはならない.また，容器材料との相

37 互作用によって内容医薬品が変位しではならない.

38 容器は，内容医薬品によって変形したり，劣化したり，変質

問 したりしてはならない.また，貯蔵・運搬時に考えられる高温

40 又は低温，若しくはその繰り返しにあっても，許容できないよ

41 うな容器の機能の低下をきたしてはならない.

42 異物や濁りの有無を目視によって検査する必要がある医薬品

43 の場合には，容器には必要なレベルの透明性が必要である.

44 滅醸を必要とする医薬品にあっては，容器の品質が滅菌前後

45 に変化する可能性があれば，以上の容器の基本要件は滅菌後に

46 満たされる必要がある.滅菌後に，一定以上の新たな毒性物質

47 の残留や生成があってはならない.また，容器の構造及び材質

53 基準を設定する.その根拠を明らかにすることが望ましい.試

54 験は試作された容器又はその部分を試料として行うものとする.

55 容器が複数の部分からなり，これらが73IJの材料からできている

56 場合には，それぞれの材料部分について試験を行う.複合材料

57 (ラミネート，コンポジットなど)の場合は1種類の材料とみな

58 すが，できるだけ内容医薬品が接する面が始出液などによく接

関 するように工夫して試験することが望ましい.

60 内容医薬品の適用部位による容器の毒性評価に必要な試験項

61 日は次のとおりである.

62 (i) 血液に接触する製剤の容器:急性毒性試験，細胞毒性試

63 験，感作性試験，溶血性試験

64 (並) 皮膚又は粘膜に接触する製剤の容器:細胞毒性試験，感

65 作性試験

66 (iii) 液状内用薬の容器:締飽毒性試験

67 これらの試験は，国内外の医療用具・医用材料に関する最新

68 の標準試験方法に従って実施する.以下に参考となる標準試験

69 方法を例示する.

70 2. 1. 標準試験方法の例示

71 2. 1. 1. 試験の選択

72 (i) 医療用具及び医用材料の基礎的な生物学的試験のガイド

73 ライン前文

74 (五 ISO10993 -1 Biological evaluation of medical 

75 devices-Evaluation and testing 

76 2. 1. 2. 急性毒性試験

77 (i) ASTM F750 82: Standard practice for evaluating 

78 material extracts by systemic injection in th巴mice

79 (垣) BS 5736 : Part 3 Method of test for systemic toxicity ; 

80 assessment of acute toxicity of extracts企・ommedical devices 

81 (温) USP XXN < 88 > Biological reactivity t息sts，In vi・vo

82 2. 1. 3 級胞毒性試験

83 (i) 医療用具及び医用材料の基礎的な生物学的試験のガイド

84 ライン I. 細胞毒性試験 10. 医療用具又は材料の抽出液

85 を用いた細胞毒性試験

86 (註 ISO10993 -5 Biological evaluation of medical 

87 devices-Tests for cytotoxicity : In vItl'O m巴thods

88 (iii) USP XXN < 87 > Biological reactivity t巴sts，In vi・'tl'O

89 2.1.4. 溶血性試験

90 (i) 医療用具及び医用材料の基礎的な生物学的試験のガイド

91 ライン VII. 溶血栓試験

92 (註 ISO10993 -4 Biological evaluation of medical 

93 devices -Selection of tests fol' interaction with blood， 

94 AnnexD 

95 (iii) ASTM F756-82 : Standard practice for assessment of 

96 hemolytic prop巴rtiesofmat巴rials

97 2.1.5. 感作姓試験

98 (i) 医療用具及び医用材料の基礎的な生物学的試験のガイド

99 ライン I 感作性試験

100 (並 ISO10993 -10 : Biological evaluation of medical 

48 は，滅菌後の貯蔵・運搬特にあって内容医薬品の微生物汚染を 101 devices-Tests for irritation and sensitization 

49 招くものであってはならない 102 3. 管理単位ごとに保存すべき試験成績

50 2. 設計段階における容器の毒性評価 103 製造段階においては，少なくとも以下の試験項目について規

51 設計段階において，容器について毒性評価を実施する必要が 104 格値を設定し，プラスチック製医薬品容器の管理単位ごとに試

52 ある.その捺，各種毒性試験の試験方法とそれに基づいた評価 105 験成績を保管すべきである.また，規格値の設定の根拠を示す

106 ことが望ましい.ただし，液状以外の内用剤には適用しない.
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2 プラスチック製医薬品容器

107 (i) 灰化試験:強熱残分，重金属.必要がある場合は特定の

108 金属含量(鉛，カドミウムなど)

109 (五) 溶出物試験:pH，紫外吸収スペクトル，過マンガン酸

110 カリウム還元性物質，泡立ち，蒸発残留物

111 (iu) 総胞毒性試験

112 (iv) その他:必要な事項

9 0111
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1 医薬品等の試験に用いる水

1 医薬品等の試験に用いる水

2 医薬品等の試験に用いる水については， 日本薬局方の通員IJ

3 20に「試験を行うのに適した水とする. Jとされているよう

4 に，当該試験の目的に適う水であることを確認した上で用いる

5 必要がある.

6 この医薬品等の試験に用いる水としては，試験方法中におい

7 て別に規定される場合を除いて務製水J，精製水(容器

8 入り)J又はイオン交換，超ろ過など適切な方法により試験用

9 に製した水を用いればよい.また，ほかの施設などで試験用に

10 製造された水宏入手して用いてもよい.

11 日本薬局方の一般試験法中で規定されている試験用の水とし

12 ては，以下のものがある.

13 ・アンモニウム試験用水 (J.02) アンモニウム試験法(アン

14 モニウム標準液)

15 ・エンドトキシン試験用水 (4.01)エンドトキシン試験法

16 ・微粒子試験用水(注射剤試験用); (丘07)注射剤の不溶性微

17 粒子試験法

18 ・微粒子試験用水(点限剤試験用); (6.08)点目艮剤の不溶性微

19 粒子試験法

20 ・微粒子試験用水(プラスチック製医薬品容器試験用); 

21 スωプラスチック製医薬品容器試験法の微粒子試験

22 日本薬局方の参考情報中で規定されている試験用の水として

23 は，以下のものがある.

24 ・アルミニウム試験用水:中心静脈栄養剤中の微量アルミニ

25 ウム試験法

26 ・ICP分析用水:誘導結合プラズマ発光分光分析法

27 日本薬局方の試験に関する記載において単に“水"と記載さ

28 れる場合は，通則20に規定された .r医薬品等の試験に用いる

29 水Jを指す.
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1 製薬用水の品質管理

1 製薬用水の品質管理

2 医薬品の製造，容器や設備等の洗浄などに使用される水を製

3 薬用水と称する.製薬用水の品質を恒常的に確保するためには，

4 要求される品質の水が供給されることを適切なバリデーション

5 により検証すると共に，日常的な水質管理によりそれを保証し

6 続けることが重婆である.

7 1. 製薬用水の種類

8 1.1. 常水

9 常水j の規格及び試験方法は， 日本薬局方の医薬品各条で

10 規定されており，水道法第4条に基づく水質基準に適合するこ

11 とが求められている常水j を井水又は工業用水などから各

12 施設において製造する場合は，適切な処理と管理を行うことに

13 より，上記の基準と併せてアンモニウム rO.05mg.ι以下j の

14 規格に適合することが求められる.また，一定期間保存して用

15 いる場合は，微生物の増殖抑制を図る必要がある.

16 常水jは精製水jや f注射用水j製造用の原水として

17 用いられるほか，原薬中間体の製造や製薬関連設備の予備洗浄

18 にも用いられる.

19 1. 2 精製水

20 精製7.kJ及び f精製水(容器入り)Jの規格及び試験方法は，

21 日本薬局方の医薬品各条で規定されている.

22 精製水j は，原水として「常水j を用い，必要な前処理を

23 経て，イオン交換，蒸留，逆浸透(RO: Reverse Osmosis)又は

24 分子量約6000以上の物質を除去できる限外ろ過(UF:

25 Ultrafi1tration)などを単狐3であるいは組み合わせて熊いたシ

26 ステムにより製造する. r精製水Jの製造にあたっては，適切

27 な微生物管理が必要である.特に，イオン交換，逆浸透又は娘

28 外ろ過により製造するときは，それぞれに対応した微生物の増

加 殖抑制を図るか又は定期的な殺菌処理を行う.

30 殺菌処理，薬剤による微生物の増殖抑制又はエンドトキシン

31 含有量を適切な管理基準内に維持するための処理を行った精製

32 水については，目的に応じた規格を別途定め，その規格に適合

33 した水質を維持するための適切な管理を行う.

34 「精製水(容器入り)Jは精製水Jを気密容器に入れたも

35 のである.

36 1. 3. 滅菌精製水

37 滅菌精製水(容器入り)J (]3IJ名:滅菌精製水)の規絡及ーび試

38 験方法は， 日本薬局方の医薬品各条で規定されている.

39 滅菌精製水(容器入り)Jは精製水Jを密封容器に入れ

40 て，滅菌したもの，又はあらかじめ滅菌した「精製水j を無菌

41 的な手法により無菌の君事器に入れた後，密封したものである.

42 なお，密封容器の代わりにプラスチック製水性注射剤容器な用

43 いてもよいこととされている.

44 1. 4. 注射用水

53 り製造した水と同等の品質の水が恒常的に製造されることが保

54 証される必要がある.逆浸透膜又は限外ろ過膜を単独で5あるい

55 は組み合わせて用いた注射用水製造システムのいずれにおいて

56 も，注射用水に適した水が安定して製造されることが，前処理

57 装置を含む製造システム全体によって保証されることが肝要で

58 ある.製造システムに供給される水に関しては，適切なパリデ

59 ーションと日常管理により，原水として適切な水質が維持され

60 ていることを担保する.超ろ過法による製造システムに関して

61 は，水質分析，計器によるモニタリング及び透過水量監視など

62 の日常管理を行うと共に，定期的な膜の外観検査及びエアリー

63 ク試験を実施し，併せて使用した膜の引張り強度，リークの有

64 無や程度について試験を行って膜の劣化の度合いを診断し，膜

65 交換の指標あるいは膜の破断の予知方法とするなど，膜の管理

66 手法を確立しておくことが望ましい.また，これらに加えて，

67 s葵の使用条件に見合った適切な交換頻度を定めておくことが望

68 ましい.

69 なお注射用水j を製造システム中で一時的に保存する場

70 合，微生物及びエンドトキシンに関する厳密な管理が必要であ

71 る，エンドトキシンについては，規格伎として0.25EU/mL未

72 満であることが要求される.

73 注射用水(容器入り)Jは注射用水j を密封容器に入れ

74 て滅菌したもの，又はあらかじめ滅菌した「注射用水j を無菌

75 的な手法により無菌の容器に入れた後，密封したものである.

76 なお，密封容器の代わりにプラスチック製水位注射部容器を照

77 いてもよいこととされている.

78 2. 超ろ過法

79 超ろ過法は精製水j又は「注射用水」の製造において，

80 逆浸透膜又は限外ろ過膜を単独であるいは組み合わせて用いた

81 製造システムにより水を精製する方法であり，蒸留法に替わり

82 得る製造方法として用いられる.

83 超ろ過法により「注射用水j を製造するときは，通例，前処

84 理設備，注射用水製造設備及び注射用水供給設備を備えた製造

85 システムを用いる.前処理設備は，原オくから闘形物，溶存塩類

86 及びコロイド状物質などを除去し，注射用水製造設備の負荷を

87 軽減させるために，注射用水製造設備の前に設置する.本設備

88 は，凝集装置，沈降分離装置，ろ過装置，塩素殺菌装置，酸

89 化・還元装置，残留塩素除去装置，精密ろ過装置，逆浸透装置，

90 限外ろ過装置及びイオン交換装置などを原水の水質に応じて適

91 切に組み合わせて構成される.注射用水製造設備は，前処理水

92 供給装置，紫外線殺菌装置，熱交換装置，膜モジュール，洗

93 浄・殺菌用装置などから構成される.注射用水供給設備は，

94 注射用水j を一時的に保存するための貯水タンク，配管系，

95 熱交換装置，循環ポンプ，調圧装置などから構成される.なお，

96 超ろ過法により「精製水Jを製造する場合においても，製造シ

97 ステムの基本的構成は f注射用水Jの場合と同様である.

45 注射用水J及び「注射用水(容器入り)Jの規格及び試験方 98 超ろ過法により製造した「注射用水j をシステム内に一時的

46 法は，日本薬局方医薬品各条で規定されている 99 に保存する場合には，通例， 80
0
C以上の高温で熱循環させる

47 注射用水j は常水Jにイオン交換，逆浸透等による適 100 ことにより微生物の増殖な阻止する.

48 切な前処理を行った水又は「精製水j の，蒸留又は超ろ過 101 超ろ過法においては，原水の水質及ひ唱標とする水質を考慮

49 (ROバJF: Reverse Osmosis and/or Ultrafiltration)により製造 102 して，膜の最適な級み合わせを選択する.限外ろ過膜安「精製

50 する.蒸留法により製造する場合，飛沫同伴による汚染が起こ 103 水j及び「注射用水j の製造に用いるときは，微生物及び分子

51 らないように留意する.超ろ過法により製造する場合，長期間 104 量約6000以上の物質を除去できる膜モジュールを用いる.

52 にわたるバリデーションと綿密な日常管理により，蒸留法によ 105 3. 製薬用水の選択

106 医薬品製造用の水としては，日本薬局方に定める上記l.l.~
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2 製薬用水の品質管理

107 1.4.の範醸の製薬用水の中から使用目的に応じて，最終製品の 161 理事項(導電率及び有機体炭素(TOC))について記載する.なお，

108 品質が保証され，製造過程で支障をきたさないものを選択する. 162 その他の管理項目についても必要に応じて試験を行い，それぞ

109 表 1に原薬及び製剤の仕込み水を選択する場合の基準を例示す 163 れの品質規格に適合することを確認する必要がある.

110 る 164 4.2. サンプリング

111 なお精製7.kJ(又は f精製水(容器入り)J )に代えて f滅 165 製薬用水システムが良好な管理下にあり，聖書求される品質の

112 菌精製水(容器入り)J又は「注射用水J(又は「注射用水(容器 166 製薬用水が連続的に製造できていることを保証するためには，

113 入り)J)を用いることができる 167 適切な頻度でモニタリングを行う必要がある.試験用サンプル

114 3.1. 製剤 168 は，製造ヱ程及び供給システム内の適切な場所より採取するが，

115 微生物やエンドトキシンによる汚染が許されない無菌製剤の 169 製薬用水システムの稼働状況が反映されるようなサンプリング

116 製造には注射用水J(又は f注射用水(容器入り)J )を用い 170 ポイントを選択する必要がある.なお，サンプリングポイント

117 る.ただし，点眼剤と限軟膏剤の製造には精製水J(又は 171 付近における微生物学的管理の方策は，それぞれの周辺状況に

118 精製水(容器入り)J)を用いることができる 172 応じて適切に定める.

119 非無菌製剤の製造には精製水J(又は「精製水(容器入 173 サンプリングの頻度は，製薬用水システムのバリデーション

120 り)J)以上の品質の水を用いる.ただし，非無菌製剤で微生物 174 データに基づいて適切に定める.なお，微生物モニタリングの

121 汚染に注意を払わなければならない液剤，軟膏剤，懸濁剤，乳 175 ために採取した水は，採水後2時間以内に試験に供するこどが

122 剤，坐剤，エアゾール剤などには，製剤中の保存剤などの影響 176 望ましい. 2時間以内に試験を行うことができない場合には，

123 を加味しながら，微生物学的に適切に管理された f精製水 177 2~80Cに保存し， 12時間以内に試験を行う.

124 (又は f精製水(容器入り)J )を用いる.なお，生薬を含有する 178 4.3. 警報基準値(アラートレベル)と処置基準値(アクシヨン

125 製剤については，生薬中の生菌数及び製剤において達成すべき 179 レベル)

126 微生物限度を考慮、した製薬用水の選択が求められる. 180 製薬剤水システムにおいては，その設計仕様内で運転を行う

とき，要求される品質の水が連続的に製造されていることを確

182 認するために，微生物学的及び理化学的モニタリングを行う.

127 また，直接的に製品に接する設備表面や容器などの予備洗浄 181 

128 水は常水J以上の品質の水とするが，最終リンス水は仕込

129 み水と同等の品質の水とする 183 得られたモニタリングデータを，警報基準値，処置基準値，そ

130 3.2. 原薬 184 のほかのプロセスの管理値及び艮的とする製薬用水の規格限度

131 原薬用の製薬用水の選択に際しては，その原薬が用いられる 185 値と比較すること，並びに管理図に時系列的にプロットして傾

132 製剤の特性，製剤ヱ程を考慮し，最終製剤の品質が確保される 186 向分析を行うことなどにより，システムの運転状況を把援する

133 ように選択しなければならない 187 ことができる.

134 原薬の製造に用いる水及び直接的に製品に接する設備表面や 188 このように，警報基準値及び処置基準値は，適否の判定基準

135 容器の洗浄水は，合成や抽出プロセスの初期の段階であっても 189 を示すものではなく，製造システムのプロセス制御のために使

136 理化学的及び微生物学的に管理された f常水j 以上の品質の水 190 用されるものである.

137 を用いる.ただし，最終の精製工程では精製水J(又は 191 4.3. 1. 警報基準値(アラートレベル)の定義

138 精製水(容器入り)J)以上の品質の水を用いる.直接的に製品 192 製造システムの運転中，設定された警報基準値を超えるモニ

139 に接する設備表面や容器などの最終リンス水は仕込み水と同等 193 タリングデータが得られたときは，プロセスがその正常な運転

140 の品質の水とする 194 状態から逸脱するおそれがあることを示している.警報基準値

141 無菌原薬の製造用水には滅菌精製水(容器入り)J又は 195 は，要注意の警告を与えるものであり，その債を超えたとして

142 注射用水J(又は f波射用水(容器入り)J )を用いる.また 196 も，是正措置は必ずしも必要としない.なお，警報基準値の設

143 エンドトキシン管理が必要な製剤に使用する原薬で，後のヱ程 197 定は，過去の傾向分析による実機伎の「平均値+20J又は

144 にエンドトキシンの徐去工程がない場合は注射用水J(又 198 処置基準値の70%(生菌数は50%)Jのうち，通例，小さい方

145 は f注射潟水(容器入り)J)又はエンドトキシンが適切な水準に 199 の値を採用する.

146 管理された「精製水J(又は「精製水(容器入り)J)を用いる 200 4.3.2. 処置基準値(アクションレベル)の定義

147 4. 製薬用水の品質管理 201 製造システムの運転中，設定された処置基準値を超えるモニ

148 4. 1. 概要 202 タリングデータが得られたときは，プロセスがその正常な運転

149 製薬用水の呂常的管理及び定期的管理を実施する上では，初 203 範囲内から逸脱したことを示している.この場合，製造システ

150 期に製薬用水の製造システム(製薬用水システム)のバリデーシ 204 ムの運転管理者は，システムを正常な運転範凶内へ復帰させる

151 ョンで要求される品質の水が製造されることが十分に実証され 205 ための是正措置を講じなければならない.

152 ていることが前提となる.この前提が満たされている場合には， 206 警報基準値及び処置基準値は，プロセス及び製品の品質規格

153 以下の管理手法に従って製薬用水の品質管理を行うことができ 207 の範囲内で，技術的観点及び要求される製品の品質などを総合

154 る 208 的に考慮して設定する. したがって，警報基準値及び処置基準

155 日常的な管理項目としては，導電率及び有機体炭素(TOC)fこ 209 値を超えても，必ずしも製品の品質が損なわれるものではない.

156 よる品質管理が有用であり，定期的管理項目としては，その使 210 4.4. 微生物モニタリング

157 用目的によって，上記に加えていくつかの特定不純物，生菌数， 211 製薬用水システムの微生物モニタリングプログラムの主目的

158 エンドトキシン及び不溶性微粒子などを選択し，管理項目とす 212 は，製造した水の微生物学的品質劣化を事前に予知し，製品の

159 る.これらの測定頻度は，水質の安定性を考慮、して決定する 213 品質に悪影響を及ぼすことを紡ぐことである.したがって，存

160 以下，特に留意すべき微生物学的管理事項並びに理化学的管 214 在する微生物のすべてを検出する必要はないが，成長の遅い微
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3 製薬用水の品質管理

215 生物を含めできるだけ広範囲の菌を検出できるようなモニタリ 253 

216 ング手法を採用する必要がある 254

217 以下に，培養法による製薬用水システムの微生物モニタリン 255 

218 グ手法を示す.迅速微生物検出法を採用する場合は，得られる 256 

219 生菌数が培養法と同等以上であることをあらかじめ確認してお 257 

化カリウム錠剤f去により機定するとき，波数1710cm'1，

1630cm'l， 1410cm-l， 1360cm-l， 1190cm寸， 1020cm-1， 

980cm-1， 830cm-1， 750cm-1， 630cm-1
及ひ'430cm-1付近に吸

収在認める.

(2 ) 本品の水溶液(1→20)はナトリウム塩の定性反応(1)

220 く必要がある.

221 4.4. 1. 培地及び培養条件

258 

259 

(1.09) を呈する.

222 水中には，栄養源の乏しい環境にも適応している多数の従属 260 

223 栄養型のや混性細菌が存在する.従属栄養裂の細菌は，製薬用 261 

224 水システムにおいてバイオフィルムの形成による水質劣化をも 262 

225 たらすことが多いため，貧栄養蔵の僧殖に優れたR2Aカンテ 263 

226 ン培地を用いて水質をモニターすることが有用である.一方 264

227 日常の微生物モニタリングにおいては，水道法第4条に基づく 265 

228 水質基準で規定されている標準カンテン培地を用いて30~ 266 

229 35
0
Cで比較的短時間で増殖可能な一般細菌数を計測し，製薬

含量 97.0%以上. 定量法本品O.4gを精密に量り，水に

溶かし，正確に200mLとする.この液20mLをヨウ素瓶中に

正確に量り， 10
0
C以下に冷却する.冷後， 0.05mollLヨウ素

液40mLを正篠に加えた後，水酸化ナトリウム溶液(17→

100)20mLを加え， 2時間暗所に放置する.これに，薄めた

硫酸(1→6)15mLを加えた後， O.lmo閃 Jチオ硫酸ナトリウム

液で滴定 (2.50)する(指示薬:デンプン試I夜).同様の方法で

主主試験を行い，補正する.

0.05molιョウ素液1mL=1.834mg C3H3Na03 
230 用水システムの微生物学的変動の傾向を把握する方法も広く用

267 

231 l;、られている 268 4.4.2. 培地性能試験

232 表21こ生菌数の評価に用いる計測方法，最少試料量，培地 269 R2Aカンテン培地の性能試験には次に示す菌株文はこれら

233 培養条件の一例を示す 270 と伺等と考えられる菌株を使用する.培地性能試験前にこれら

234 表2に示された培地を以下に掲げる 271 の菌株を f滅菌精製水J中に接種し， 20~250Cに313 間おく.

235 (i) 標準カンテン培地

カゼイン製ペプトン 5.0g 

酵母エキス 2.5g 

ブドウ糖 1.0g 

カンテン 15.0g 

水 1000mL

236 全成分を混和し， 1210Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅

237 菌後のpH6.9~7. 1.

238 (並) R2Aカンテン培地

ペプトン(カゼイン製及び肉製)

カザミノ酸

酵母エキス

ヒツレビ、ン酸ナトリウム

ブドウ糖

硫酸マグネシウム七水平日物

溶性デンプン

リン酸水素二カリウム

カンテン

水

0.5g 

0.5g 

0.5g 

0.3g 

0.5g 

50mg 

0.5g 

0.3g 

15.0g 

1000mL 

272 Methylobacte1'i・umext01ψzens : NBRC 15911 

273 Pselldomonas Dl101'escens : NBRC 15842， ATCC 17386な

274 ど

275 精製水J中で飢縁状態にした菌液を更に f滅菌精製水j で

276 希釈し，生菌数50~200CFUlmLの菌液を調製する.使用する

277 R2Aカンテン培地に調製した菌液1mLを接種し， 20~250Cで4

278 ~7日照培養するとき，十分な接種菌の増殖が認められなけれ

279 ばならない.

280 標準カンテン培地の性能試験には，次に示す菌株又はこれら

281 と同等と考えられる菌株を使用する.使用する標準カンテン培

282 地に微生物限度試験法 (4.05)に従って誠製した菌液1mLを接

283 穏し， 30~350Cで48時間培養するとき，十分な接種留の増殖

284 が認められなければならない.

285 黄色ブドウ球菌(8taphJイ'OCOCCllSall1'ells) : ATCC 6538， 

286 NCIMB 9518， CIP 4.83又はNBRC13276 

287 緑膿菌(Pselldomonasaθ'l'llgl・nosa): ATCC 9027， NCIMB 

288 8626， CIP 82，118又はNBRC13275 

289 大腸菌(Eschelぜ"chiacoli) : ATCC 8739， NCIMB 8545， 

290 CIP 53，126又はNBRC3972 

291 4.4.3 製薬用水システムの微生物に対する処置基準値

239 全成分を混和し， 121
0

Cで15~20分間高圧蒸気滅菌する.滅 292 製薬用水システムに対して一般的に適正と考えられる微生物

240 菌後のpH7.1~7， 3 ， 293 に対する処置基準値は下記のとおりである.

241 培地成分には， s本薬局方に規定するもののほか，以下の試 294 各種製薬用水に対する生菌数の処震基準値

242 薬を用いる 295 常水J* : 100CFUlmL(水道法第4条に基づく水質基準に

243 (i) カザミノ酸 カゼインを酸により加水分解し，微生物試 296 規定されている規格値)

244 験用に製造したもの.

245 乾燥減量 (2.41) 8%以下(O，5g，1050C，恒量)，

246 強熱残分 (2.44) 55%以下(0.5g)，

247 窒素含量 (1，08) 7%以上(1050C，恨量，乾燥後)，

248 (誼) ピルビン酸ナトリウム CH3COCOONa 本品は，白色

249 ~微黄色の結品伎の粉末である.水に溶けやすく，エタノール

250 (99，5)又はアセトンに溶けにくい.

251 確認試験

297 精製水J : 100CFUlmL村

298 注射用水J : 10CFU/100mL * * 

299 (*標準カンテン培地を用いての値 **R2Aカンテン培地を

300 用いての値)

301 精製水j に対する処置基準値は常水j と河ーの催とさ

302 れているが，近々，現在の技術レベルから見て適切な基準値を

303 設定する予定である.このため，現時点では，各製造施設にお

304 いて， 51IJ途，独自の処置基準値を定め，より高いレベルで、の微

252 ( 1 ) 本品につき，赤外吸収スペクトノレ測定法 (2.25)の臭 305 生物管理を行うことが望ましい.
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4 製薬用水の品質管理

306 また，バリデーション及びR常的管理においてこれらの処置 360 測定された温度の直ぐ下の温度における値を許容導電率とする.

307 基準値を超えた湯合には，検出された分離菌の性状検査を行い， 361 (溢) 測定された導電率が，許容導電率以下であれば，導電率

308 システムの殺菌・消毒を施す必要がある 362 試験適合とする.許容導電率を超える場合には，第二段階に進

309 4.5 理化学的モニタリング 363 む.

310 製薬用水システムの理化学的モニタリングは，通例，導電率 364 第二段階(オフラインでの測定)

311 及び有機体炭素(TOC)を指標として行われる.導電率を指標と 365 (i) 下記の方法により，容器に採水後，かき混ぜることによ

312 するそニタリングによれば，混在する無機塩類の総量の概略を 366 って，大気中から二酸化炭素を平衡状態になるまで吸収させ、

313 知ることができ， TOCを指標とするモニタリング(TOCモニタ 367 大気と平衡状態になった試料の導電率を測定する.

314 リング)によれば，混在する有機物の総量を評価することがで 368 (誼) 十分な量の試料を適当な容器にとり，かき混ぜる.温度

315 きる.これらの理化学的モニタリングは，基本的に日本薬局方 369 を25:t10Cに調節し，かき混ぜながら，一定時間ごとにこの液

316 一般試験法に規定される導電塁手測定法 (2.51)及び有機体炭素 370 の導電率の測定を行う. 5分あたりの導電率変化が0.1118・cm'l

317 試験法 (2.59)を準用して行われるが，モニタリングのための 371 以下となったときの導電率を本品の導電率(25
0

C)とする.

318 試験には医薬品各条の試験とは異なる側面があることから，以 372 なお，導電率のilllJ定が250Cではなく， 15~30oCの範囲にあ

319 下にはそれぞれの一般試験法で対応できない部分に対する補完 373 る250C以外の淑度Tで行われた場合は，次の補正式を用いて

320 的事項を記載する 374 250Cにおける導電率κ25(118・cm'l)に換算する.

321 なお，各製造施設において，導電率及びTOCを指標とする
375κ25=κ 'I'X {I +0.021(25-T)} 

322 モニタリングを行う場合，それそやれの指標について適切な警報

323 基準値及び処置基準値を設定し，不測の事態に対する対応手順 376 κ '1':混度 T("C)における導電率の実ìJl~健(118 ・ cm'l)

377 T:測定温度("C)324 を定めておく必要がある.

325 4.5.1. 導電率を指標とするモニタリング

326 モニタリング用の導電率測定は，通例，流液型セノレ又は商己管
378 (ili) 前項で求めた導電率(250C)が2.1118・cm'l以下であれば，

379 導電率試験適合とし，それを超える場合は不適合と判定する.

380 4.5.2. 有機体炭素(TOC):を指標とするモニタリング

「精製水j及び「注射用水Jの有機体炭素(TOC)の規格限度

327 挿入型セノレを用いてインラインで連続的に行われるが，製薬用

328 水システムの適切な場所よりサンプリングし，浸漬型セルを用
381 

329 いてオフラインのバッチ試験として行うこともできる.
382 値はいずれも rO.50mgι以下J(500ppb以下)とされているが，

330 以下に製薬用水システムの運転管理にあたり，導篭率試験の
383 製薬用水の各製造施設は，製薬用水システムの運転管理にあた

331 結果をどのように判断して運転の可否合決定するか，日本薬局
384 り，別途警報基準値と処置基準値を定めてTOCモニタリング

332 方の導電率調IJ定法 (2，5])により標準温度(200C)で測定が行わ
385 を行うことが望ましい.

386 推奨されるTOCの処置基準値は，下記のとおりである.
333 れる場合と米国薬局方のGeneralChapter (645) WATER 

334 CONDUCTIVITY:a:準用して標準温度以外の温度で測定が行
387 処置基準値 豆300ppb(インライン)，

335 われる場合につき，それぞれの指針を示す.
388 壬400ppb(オフライン)

336 4.5目 1.1. 日本薬局方の導電率測定法(2.51)によりモニタリ
389 水道水(r常水J)のTOCの許容基準値は r3mgι以下J

337 ングを行う場合
390 (3ppm以下)(水道法第4条に基づく水質基準)であるが，上記の

338 日本薬局方の導電率iJlIJ定法 (2.51) は，通例，標準温度
391 管理基準を考慮し，製薬用水製造の原水として使われる水につ

339 (200C)での測定を求めているが，補正式を用いることにより 15
392 いても，各製造施設において適切な警報基準値及び処置基準値

340 ~30oCの混度範囲での測定も許容している. r精製水J及び「注
393 を設けてTOCモニタリングによる水質管理を実施することが

341 射用水jについて標準温度での導電率モニタリングを行う場合，

342 推奨される許容導電率(処置基準値)は，下記のとおりである.
394 望ましい.

395 なお， 日本薬局方では有機体炭素試験法 (2.59)告と定めてお
343 処置基準値 1.0118'cm'l (200C) 

396 り，通例，これに適合する装置を用いてTOCの測定を行うが，
344 なお，上記の処置基準値は，インラインでのモニタリングを

397 高純度の水(イオン性の有機物や分子中に窒素，イオウ， リン
345 想定して設定したものであり，オフラインのバッチ試験として

398 又はハロゲン原子を含む有機物が含まれていない純度の高い
346 行う場合には，この処置基準値を変更することができる.

399 水)を原水として用いる場合に限り，米国薬局方のGenel'al
347 4.5. 1. 2. 米国薬局方の (645)WATER CONDUCTI V ITYを準用し

400 Chaptel' (643) TOTAL ORGANIC CARBON又は欧州薬局
348 てモニタリングを行う場合

401 方の M巴thods of Analysis 2.2.44. TOTAL ORGANIC 
349 インラインでの導電率モニタリングでは，通常，測定温度の

402 CARBON IN WATER FOR PHARMACEUTICAL U8EIこ定
350 制御は困難である.したがって，標準温度以外の温度でモニタ

403 める装置適合性試験に適合する装置を製薬用水システムの
351 リングしようとする場合には，下記の方法を適用する.なお，

404 TOCモニタリングに用いることができる.
352 この方法は米国薬局方の (645) WATER CONDUCTIVITYに

405 ただし，二酸化炭素を試料水から分離せずに測定した有機物
353 記載されている3段階法のうち，第一段階及び第二段階を採用

406 の分解前後の導電率の差から有機体炭素量を求める方式の装置
354 したものである.

407 は，試料水中にイオン姓の有機物が含まれている場合，若しく
355 第一段階(インラインでの測定)

408 は分子中に窒素，イオウ， リン又はハロゲン原子を含む有機物
356 (i) 温度非補償方式により試料水の温度および導電率を測定 ' 
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5 製薬用水の品質管理

412 4.6. 注射用水の一時的保存 466 ことが望ましい. TOCにより品質管理念行う場合，下記のよ

413 注射用水の一時的な保存については，微生物の増殖を厳しく 467 うな目標値により管理することが望ましい.

414 抑制するために高温で循環するなどの方策をとると共に，汚染 468 内容量が10mL以下のもの:TOC 1500ppb以下

415 並びに品質劣化のリスクを考慮、し，バリデーションの結果に基 469 内容量が10mLを超えるもの:TOC 1000ppb以下

416 づいて適切な保存時間を設定する 470 ポリエチレン，ポリプロピレン等のプラスチック製医薬品容

417 5. 容器入りの水の品質管理に関する留意事項 471 器入りの水については，容器からのモノマー，オリゴ、マー，可

418 製品として流通する容器入りの水(r精製水(容器入り )J. 472 塑剤等の溶出がまず懸念されるが，プラスチックにはガス透過

419 滅菌精製水(容器入り)J及び「注射用水(容器入り)J)の品質 473 性や水分透過性もあることから，アルコールなどの低分子の揮

420 管理に関しては，別途，留意すべき事項がいくつかある 474 発性有機物や窒素酸化物などの低分子の大気汚染物質の透過に

421 5. 1. 滅菌した容器入りの水の製法について 475 よる汚染が起こりうるので，保存場所・保存環境にも留意する

422 滅菌精製水(容器入り)J及び f注射用水(容器入り)Jの製 476 必要がある.

423 1:去としては，次の二つの異なる方法がある 477 5.2.3. 微生物限度(総好気性微生物数)

424 (i)精製水j又は「注射用水j を密封容器に入れた後，滅 478 精製水(容器入り)Jには無菌性が求められているわけでは

425 菌する 479 ないが，保存期間中を通して総好気性微生物数の許容基準

426 (註) あらかじめ滅菌した「精製水j又は f注射用水Jを無菌 480 r1mL当たり 102CFUJに適合するためには、衛生的あるいは

427 的な手法により無菌の容器に入れた後，密封する 481 無菌的に製造する必要がある.また、流通上，微生物汚染には

428 製造された容器入りの水の無菌性在保証するには. (i)の製 482 特段の注意が必要である.加えて、開封後はできるだけ短期間

429 法では，最終の滅菌工程についてパヲデーションを行えばよい 483 に使いきるように努めることが望ましい.

430 のに対して. (u)の製法では，すべての工程についてパリデー 484 総好気性微生物数の許容基準 r1mL当たり 102CFUJは，

431 ションを行う必要がある.これは. (u)の製法があらかじめろ 485 精製水J(バルク)の生菌数の処置基準値と同じであるが，精

432 過滅菌等の方法によって滅菌したものを“無菌的に"容器に入れ 486 製水製造システムにおける微生物モニタリングとは違い，主に

433 て密封することにより，無菌性を保証しようとするものである 487 保存期間中に起こる可能性のある環境由来の微生物による汚染

434 ためである.

435 5.2. 容器中での保存に伴う水質変化

436 5.2. 1. 無機性不純物(導電率を指標として管理)

488 を検出するために，ソイピーン・カゼイン・ダイジェストカン

489 テン培地を用いて試験を行う，

490 5.3. 容穏入りの水を入手して医薬品の製造や試験に用いる場

437 バルクの精製水又は注射用水の導電率が1.0118'cm'l
以下で 491 合の注意事項

438 管理されている場合であっても，それ在容器に入れたときには. 492 市販の f精製水(容器入り)J. ri滅菌精製水(容器入り)J又

439 容器への充てん時の空気との接触や保存中におけるプラスチッ 493 は「注射用水(容器入り)Jを入手して，医薬品又は治験薬の製

440 ク模透過に伴う空気中の二酸化炭素の溶け込み及び保存中にお 494 造用水，医薬品試験用の水として利用することができるが，下

441 ける容器からのイオン性物質の溶出が原因となって，導電率が 495 記の事項に留意する必要がある.

442 上昇する.特に，小容量のガラス容器を用いる場合には，保存 496 (i) 製品の受入試験又は製造業者から提供された当該製品の

443 中における導電率の変化に注意する必要がある 497 試験成績書により毘局各条への適合を確認した後，速やかに使

444 5.2.2. 有機性不純物(過マンガン酸カリウム還元性物質又は 498 用すること

445 有機体炭素(TOC)を指標として管理 499 (五) 医薬品の製造に使用する場合は，当該医薬品の製造工程

446 f3本薬局方では，容器入りの水(r精製水(容器入り)J. r滅 500 の一環としてプロセスバリデーションを実施しておくこと，ま

447 菌精製水(容器入り)J及び f注射用水(容器入り)J )中の有機性 501 た，治験薬の製造に使用する場合には，その品質に影響がない

448 不純物に対しては，古典的な過マンガン酸カリウム還元性物質 502 ことを確認しておくこと

449 による管理を求めている.容器入りの水に対するこの規定は 503 (出) 滅菌した容器入りの水については，一回使いきりを原則

450 バルクの水において. TOCによる管理(限度値 rO.50mg江J以 504 とし，保存後の再使用はしないこと

451 下J(500ppb以下))を規定していることと対照的である.これ 505 (iv) 開封直後からヒト及び試験室環境等による汚染又は水質

452 は，容器中での保存により. TOC量が著しく増加する事例が 506 変化が急速に進むことを前提として，使用R的に合わせた標準

453 あり，バルクの水に整合させてTOCfこより規格を設定するこ 507 操作手順書を作成しておくこと

454 とがm難と判断されたことによるものである.特に，小容最の

455 プラスチック製容恭入りの水については，保存中における容器

456 からの溶出物の増加に十分注意する必要がある.

457 容器入りの水において，過マンガン駿カリウム還元性物質に

458 よる有機性不純物の管理を求めているのは，容器の材質(ガラ

459 ス，ポリエチレン，ポリプロピレンなど)やサイズ(0.5~

460 2000mL)及び保存毅澗の如何によらず，同ーの試験法を用い

461 て試験できるようにするための止むを得ない措置としてとられ

462 たものであり，溶存する有機性不純物の限度試験として最適な

463 ものとして規定されているわけではない.医薬品の製造業者の

464 責任において，過マンガン酸カリウム還元性物質試験の代替法

465 として有機体炭素試験を採用し.TOCにより品質管理を行う

9 0123 



6 製薬用水の品質管理

表 1 製薬用水(仕込み水)の選択基準

区分 製薬局水区分 適用区分 備考

「注射用水」

(又は「注射
注射剤， 点目毘剤， 日毘軟膏弗l

用水(容器入

り)J)

微生物汚染に注意する必要のある点

自民剤. i艮軟膏淘lについては，滅菌又

製剤i
点目良剤. i良軟膏弗l は超ろill¥などの処理を行って生菌数

「精製水j を低く抑えた f精製水J(又は「精

(又は「精製 製水(容器入り)J)を用いること.

水(容器入 エアゾーノレ剤.i夜剤，エキス剤，エリキシル剤，カプセル 微生物汚染に注意すべきi夜剤，軟膏

り)J) 剤，頼粒剤，丸剤，懸濁剤j・手L弗1)，坐剤，散剤.i酉精剤， 剤，懸濁弗J.乳剤，坐剤，エアゾー

錠剤，シロップ剤，浸剤・煎剤，貼付剤，チンキ剤， トロ ル弗!などは，微生物学的に適切な管

ーチ剤，軟膏剤，パップ剤，芳香水剤， リニメント斉1)， リ理を行った「精製水J(文は f精製

モナーデ剤，流エキス剤，ローション剤，経皮吸収型製剤 水(容器入り)J)を用いること.

「注射用水J

(文l土 f注射
無菌原薬，製剤工程で無菌化する原薬

用水(容器入

り)J) 

原薬 「精製水J
製剤ヱ程で無菌化する原薬の製造に

(文は「精製
おいて，後工程で脱エンドトキシン

一般原薬，製剤工程で無菌化する原薬，原薬中間体 処理がない場合は，低エンドトキシ
水(容器入

ンの「精製水J(又は「精製水(容器
り)J) 

入り)J)を用いること.

f常7KJ 原薬中間体
508 

表2 製薬用水の生菌数評価法

方法
製薬用水

「常水J 「精製水」 「注射用水」

計測方法
平板1昆釈法又はメンブ 平板j昆釈法又はメンブフンフィル

メンプランフィルター法
ランフィルター法 タ一法

最少試料量 1.0mL 1.0mL 100mL 

培地 標準カンテン培地
R2Aカンァン潟地，標準カンァン R2Aカンアン矯地，標準カンテン

培地 培地

標準カンテン培地:
R2A カンテン培地 :4~7 日間(又 R2A カンテン培地 :4~7 日間(又

培養期間 48~72 時間(又はそれ
はそれ以上) はそれ以上)

以上)
標準カンテン培地:48~72 時間 標準カンテン培地:48~72 時間

(又はそれ以上) (又はそれ以上)

標準カンテン培地:
R2Aカンァン培地:20~250C R2Aカンァンt在地:20~250C 

培養温度 又は 30~35"C 又は 30~350C
30~350C 

標準カンテン培地:30~350C 標準カンテン培地:30~350C 

509 

表3 第一段階異なる測定温度における許容導

電率キ

温度("C) 許容導電率 温度("C) 許容導電率

(118・cm-1) (118・cm-
1)。 0.6 

5 0.8 55 2.1 

10 0.9 60 2.2 

15 1.0 65 2.4 

20 1.1 70 2.5 

25 1.3 75 2.7 

30 1.4 80 2.7 

35 1.5 85 2.7 

40 1.7 90 2.7 

45 1.8 95 2.9 

50 1.9 100 3.1 

* 温度非補償方式での導電率測定に対してのみ適用する.

510 
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1 第十六改正日本薬局方における国際調和

1 第十六改正日本薬局方における国際調和

2 日本薬局方，欧州薬局方(TheEUl'opean Pharmacopoeia)及

3 び米国薬局方(TheUnited States Pharmacop巴ia)で、の調和合

4 意に基づき規定した試験法及び医薬品各条は，次のとおりであ

5 る.

6 薬局方競和事項の織には薬局方読書和合意文書の調和事項を，

7 第十六改正日本薬局方の欄には第十六改正員本薬局方の項目名

8 など告と記載する.備考織には，第十六改正日本薬局方と，薬局

9 方調和事項との羨還などを必要に応じて記載する.

10 なお，各表の冒頭に記載した調和年月は当該試験法及び医薬

11 品各条が調和された年月を示している.また，調和事項の改正

12 及び修正を行った場合は> ( )内にRev.及びCorr.の回数を記

13 載する.
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2 第十六改正日本薬局方における国際調和

調和年月:2005年8月(Rev. 2) 

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方

Res岨回一一句".I~型itionどと~lllp.ll!':t空 il.AsÈ:.，!:!js.t …守 12.:.~~.聖母興雪整合言者墜法
(Introduction) 前書き)

Procedure 1. 操作法

認和年月:2007年10月

薬局方言肝日事項 i第十六改正日本薬局方

Characterisation of Crystalline and 12. 58粉末X線回折測定法

Partially Crystalline Solids by X-ray 

h明白rDi質量action包RPD)

(Introduction) (前書き)

Principle 11. 原理

Instrument 12. 装震 | 

……In開'ur空空県労日取…......一一一一一一一一一一..I~:L…喜望号り芳豆一 一一 ー 一l
X'ray radiation 12.2 X線放射 | 

備考

日本薬局方独自記載事項・

当該試験法に関する説明

日本薬局方医薬品各条における記載事項に関す

る説明等

備考

日本薬局方独自記載:

当該試験法に関する説明

一一 R対i男tio哩.!)l~o~e.c~i()ll............. 一一一一一一一 I~:月歓射線防護φ ー 一一一一一一 ー一一一上一…ー
....ßJ2.ザ竺()~.P'~(l)l[jr.!':ti()り旦d型ou竺iI1L.....今一.....1.3:. 烹半1.~習型ζ雪~J1.1土一一 一 i 
一一号~:P-~.~~~-~旦.Jl.r空)l[i主将io旦一一一一一......................J~・1 替1"1'の預製… 守 ー 今 i 

..ßJl.e.~i山en 県0明t.iI1~. 守 一一一一一一……L..........一ー……… 一...........…… 一一I育費り'J&itltli理定l，，;タど二
一一 E陛民~fil)l(lci.fl.1El旦湾銀lacement 一一……|一 一 一..1

Effect of speci阻 enthickness and 

一 tra旦宇'p'a.r雪空(!~ 岳 会 予 a 

.一.巳ont明qゆ明t町，ro叫性空り10り明fり't快;he里-加E史切E照q胃野e明 P争号管主喰脅明
Qua叫Ii比ta抗ti初vephase anal砂ys剖is 15. 定f性全分祈(相の同定)

一恒空nti号明ion円fp.ll!':竺空1一一一一一一一一..............1 一 一 ー ーーふ
一一 .Çll[i~.t均一~i"El.)l坦竺空日空取り竺一一 ー…… φ L6:....!J=:.i書全tJT...........................................................1 

里り~r型空r.Jl型ic s空型ple.s....一一一一一一一一一一一一.1.6)…斐理?苦労一一一一一一一 i 
一一一理eth険R付骨今里三目3旦き哩吸!慢空授1空照g豆a竺空会空F勿空旦4今早r男ι………………守…守…一…守…一…守…守…，一 苧 I!?:~.. 

Estimate 0ぱftぬheamo凹凹rp判pμhousand 17. 非品質と給品の割合評価

crystalline仕actions

F恒1担哩堕柑g:1空肝明P竺:.r~竺拘空り!空明stn竺tn貯u空F切.ur竺竺旦空旦ι一一一一一一一-一一一一-一一一二二-一一二-一:二二二二二二二二二二苧二二二二二………….………….……争…….…守:二二二勾一一………一一一…勾………-…一-一...11l旦ιιζJ二L一-一忌:
Fi抱gu町re1 Diffraction of X'rays by a crystall図1 ブラツグの法則に基づいた結晶によるX線問

according to Bragg's law 
折

Figure 2 X'ray powder diffraction patte1'llsl図2 ある物質の五つの異なる国体相で認められ

collected for・5different solid phases of al 
|た粉

substance (the intensities are normalized) 
|末X線パターン(強壁竺規格化しである!................1

Figure 3 Geometric arrangement of the 1医13 ブラッグーブレンターノ集中法光学系の記

Bragg' Brentano parafocusing geometry 
置図
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3 第十六改正日本薬局方における国際調和

調和年月:2009年6月(Rev. 1-Corr. 1) 

薬局方調和事項

Bu1k Density and Tapped Density of 

Powders 

第十六改1E日本薬局方

3.01かさ跨度及びタップ宙度測定法

備考

(前書き .1日本薬局方独自記載事項:

長引!主再空雪月itx........φ…………一一 宇 一1.1:なさJ事:唇
Method 1 : Measurement in a graduated 11.1. 第 1法(メスシリンダーを用いる方法)

cylinder 

| 当該測定法lこ関する説明

Procedure 11.1.1. 操作法 i 
Method 2 : Measurement in a volumeter 11.2. 第 2法(ボリュメーターを用いる方法

…ーさP.P.!i':的!豆一一一一…一一…..........….J.1:.2:.1:一望里一一一 ー +ー i 
Procedure 11.2.2. 操作法 i 

Method 3 : Measurement in a vessel 11.3. 第 3法(容器を用いる方法

...~P.P.奴待"一一一一一一一一一一一一一一 1 .1:.3:.1..一塁聖書写一一一 ー---_._._---_....ー ........J 
Procedure 11.3.2 操作法 l 

'l'.app'e.d..cle旦り吹ー .----.-----------ー一1.2:....~ 之.1'3草廃合 一 l 
Method 1 12.1.第 1法 |

争争~P.P.!ir.相!三今一ー……一一一一……ー1.2:.1:.1:. 一挙管一ー l 
Procedure 12.1.2. 操作法 | 

Method 2 12.2. 第 2法|

Procedure 12.2.1. 操作法 | 

Method 3 12.3. 第 3法 |

Procedure 12.3.1. 操作法 | 

月号asur，守男f.p'明借り円努P.r~s，号i!Ji.liti'....... .....L3・一粉体タ圧縮世史男J麿 ー 守 l 
Fi草ure1R111F型男ter一一一一一一一一一一一一一一一一一|開空宇空三三ご主二予 ー i 
Figure 2 Measul"Ing vessel (le抗)and cap 図2 損u定用容器(友)と檎助円筒(右)

(right) 

Figure 3 図3 タッピング装置

9 012'， 
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4 第十六改正日本薬局方における国際調和

調和年月:2003年11月

薬局方調和事項 i第十六改正日本薬局方 備考

Specific Surface Area 13. 02比表箇積測定法

αntl'Oduction) 前書き) 日本薬局方独自記載事項:当該試験法に関する説

明

1. 解析法

Multi'point measurement 11.1 多点法 | 
.争一----------→~..

一一一一F閉:i:一n臣~I空:主JJ()併1存県E型空ea号与叩:ur汗男丹貯干里旦円tι仁………守…令一守 一 - 一…一…争争J…争j一1.1:男ろJ二守一ご二一手奥号一法 一 - 争 l 
-湾恒an竺1唆叫R叫le里竺明.JJr.努?処F旦+竺男り凶ti，勾口竺1…………争…一……争…一……争…一守…一+一守一………守…….….宇守 一一一一一一1:2:…郡引ーの調繁一一… 一一
争 Out星空号労P草ーー ー

Adsorbate 

gtlflE:~itX..ot;.s.aJJlJ'.1巳，守守 ~_____ ____ --_____ -__ ________________.______ _________________________._____ ----------1-
13. 損u定法 | 

Method 1 : The dynamic f10w method 13.1. 第 1法:動的流動法 | 
司一 一一ーー一ー一一ーーーーー 一一一一一一一一一一ー一一一一一一 宇宇一一一一一一一一一一 一一一一ー 一一

Method 2 : The volumetric method 13.2. 第 2法:容量法 | 

Reference materials 14. 標準物質 | 

Figure 1 Schematic diagram of 函 1 動的流動法装置の概略図

the dynamic flow method apparatus 
ーヂ守・・十・一ーーー，一一一一一一一ーー一一一宇⑤宇守

Figure 2 Schematic diagram of 図2 容量法装置の概略図

the volumetric method apparatus 

調和年月:2007年5月
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旦哩りなcno哩空tricD叫り主主反容R出男一一一一一一一一一一I~:.o.空費性(/):粒そ資産測定経一一一一ーー ....1 
(Introduction) 前書き日本薬局方独自記載事項・

i 測定法の対象を記載

み~I?J?t1~.a.ttl"一一一ーー ー…ー一一一一一一...............1.1:....墾壁… ー ー ........1 
12. 装置の校lE測定混度の部分は操作法に記載

Method 13. 操作法

.~.x.l?r~，，~i.().E:.ortg~.r.~:明.It"... 一
Figure 1 Schematic diagram of a gas 国1気体置換型ピクノメーター(粒子密度測定装
pycnometer 

澄)の模式図

調和年月:2004年6月(第1法)/2007年5月(Rev. 1) (第2法)

薬局方競和事項 i第十六改正日本薬局方 |備考

一一…苧一ι会
( 前書き同R本薬局方独白記裁事項:

| 当該試験法に関する説明

Optical皿 icroscopy 11. 第 1法 光学顕微鏡法 |日本薬局方独自記載事項:

当該試験法に関する説明

-APR閉村内 一一一一一一一一一一一一…一一一一一一1.1}:...努豊一一一一一一-------日争 l 
-…掛u叫呼吸一一一---------------------------…J.1:.1:.1:...閉望号… 会 守 合 合 I 

Illumination 11.1.1.1.照明 i 

Visual characterization 11.1.1.2. 目視による評価 i日本薬局方独自記載事項・

! 粒子径の測定方法に関する説明

....rþ.()t()~l:a.l?lli(!.~g.a.r空ct空 rizatiω- ーー……...........1 .1:.1...I:.~:.…空幕(;:さゑ望íiIIî............ ー i 
....Xr~JJ~r.りio旦 ofthe moりnt 一一一一一一一一一一一1.1::2:一一香里轡jり費型一一一一一一 ・争 一 i 

11.3. 観察 i 

Qrx.s勿llil1i~L~g.~.r~(!t~~:~手旦tion 一一一一一一一一一一.L!:.3:.!:ー結晶錐の!評価…ー i 
LimitT田tof partic1e size 11.3ふ 顕微鏡法による粒子径の限度試験

....ÈX.JJli.~r.()~.c()JJL................................................ L............ ー・守 4 

Particle si田 chamcterization 11.3.3. 粒子径の評価 | 

…Partic1eゆ鰐月空har空cteri翌月tion一一一 一宇宇一 .J.1::3:会…粒子理主君り評胆… ............1 
Generalobservations 11.3.5. 一般的観察 | 

Figure 1 Commonly used measurements 図 1 一般的に用いられる紋子径

…....()!J!.~.点1り旦封切………… ……………| ー…………---. 一一一一一一宇 一一一一+一一一
Figure 2 Commonly used descriptions 密2 一般的に用いられる粒子形状の記述

守宇一円f.P.旦宅ticle 里h男P.~..............................................L..................................... ・ 4 

Analytical sieving 12. 第 2法 ふるい分け法 |日本薬局方独自記載事項:

当該試験法に関する説明

一一一里ri明i.I?le.s.()f.型的rtical 竺空V.~I1~… ー 一一一|一一一去五月.'~.It怒り里望日ー 一ー 一一…..1............ーー
..l:2...I:....理性一 ー .............................1 

Test sieves 12.1.1. 試験用ふるい i 

Te竺照射明旦守宅ー 一一一一-------------一一一1:2:.1:.2:…担J.?f:J.!l.貫性ーー ・ ........1 
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5 第十六改正日本薬局方における国際調和

Agitation methods 12.1.3. 振とう法

一一型空~).l()il1_t坐te1'哩inatio哩……一一一一一 I!Z}:生…者全家刃iR:J空 会一一一宇…… ー一______L..____.…

Sievi吸円空tJ1()~:s…………ーーーー…………|早急会一引~:zt~t法一 一l
1) Mechanical agitation 12.2.1. 機械的絞とう法(乾式ふるい分け法)

立切り空viりJP型円hod… ー i
2) Ai1' ent1'ainment methods 12.2.2. 気流中飛散法(エアー・ジェット法及びソ

一一一一空il)e~_!i持Em1R-1hrdPT1旦fL…… i三ツ 7'~ブ士三:坦
会合}l1~.er.p.1'.e~!i~~'Ol1__....__………ー 守 一一一一一一 争.1.2:.3:ーを吉界の解~1ff.一一
Figu1'e 1 Commonly used measurements of 1図 1 一般的に用いられる粒子径

pa1'ticle size 
一今+…………一一一-------.・

Figu1'e 2 Commonly used desc1'iptions of 図 2 一般的に用いられる粒子形状の記述

一 p型1'ticl空sh空R里二
Table 1 Size of standa1'd sieve series 

in 1'ange of inte1'est 

調和年月:2009年10月(Rev. 1-Corr. 1) 

表 1 関係する範囲における標準ふるいの

目開き寸法

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 備考

Bact怠rialEndotoxins Test 14.01ヱンドトキシン試験法 | 

(Introduction) 1 (前書き

….AP.P.!i1:a.tll:S......__.__φ…一一一一一一一一一一一一一 …….1.1:.__.雪ー具 合 一 ー ______.1 
12. 溶液の調製 l 

P1'eparation of standard endotoxin 12.1. エンドトキシン標準原液の調製

stock sol ution 

__.:r.~(jP'~r.空tio竺， of空t明明rd endol恒ぞ型空空lution 争.I!Z:!Z:.一三ど F J-.雪之~捧ìJ!î湾i望夕務繋…-
P1'eparation of sample solutions 12.3. 試料溶液の調製 日本薬局方独自記載事項:

医療用具からの試料溶液調製方法に関する記

述を削除

Dete1'mination of maximum valid dilution 13. 最大有効希釈倍数の求め方 | 

ー G空!二clott空ch空!旦史号一……-------.-----一 ー一… ________.I ~:____r_'~i乙1雪 合 1 

・….....(1l...I'r.ep.a_r~~o.1'~.t_e~ti_l1ç:__一一一 一一一一宇 j生1.王健胃常一守 合 l 
( i) Test for confi1'mation oflabeled 14.1.1 ライセート試薬の表示感度

__.I~回竺界n丹製空itx______. …一一ー一一一一一一一一一一一j確認哲男 争 4 

一一__.，<，u).'I:El一号tfo1' in恒rf，りi旦里会恒ctors宇一 j壬!:.~:----~-時壬fタ哩壬君主:~整合会一 ーー--..1
(2) Limit test 14.2. 限度試験法 | 

( i) Procedu1'e 14.2.1.操作法 | 
h 一会 争 一- 勾 -一-占 一一- …寸争争--令守.守一-一一一

(印首ω)In雪F勿:e1'史P.r.'貯et匂空り竺#柑tiり任守;II守?叩on 一……-一-一 ………….一…….….…...1共共兵男Z二 一干割IJJ穿号 今争 _____________________.1 

.J.3l__.9':I!i哩切り1芳男 test 一一一一一一一一一一一一一一j全急車量試号車法一一一一 ーl
( i) Procedure 14.3.1. 操作法 i 
(担)Calculation and intet'p1'etation 14.3.2 エンドトキシン濃度の算出及び判

|定

P里村ome竺!C:.Ç!~!~l1~i!竺yy'e__ t(jc.ltIlÎgll(j里一………・Ip:----~空的定塾経----------_..-.---- ー i 
(1) Tu1'bidimetric techniques 15.1. 比濁法 i 

.一一一一一 -一一一一一 一一一一牟 ム -------

一…….一(:切号泣…♂5存h1'句空工略型m空惚E空eni坦Rι日3竺4竺空慢Rφhni普ig守11_閉史男ι一一…一一一……-…一-一一……-一…-一…-日-一……会一一-一一-一会…一…….一….….………….一….….………….…一守…守Jp:!Z丑一一一一一-一1:1

一一一一一(3一(3坦:)P1'号切).l_a.竺f昇妓to竺'1'~.t(j~ti.l1L__……一一一 Jp:1l:____王備費堅実…___________________________________________________.1
( i) Assurance of c1'ite1'ia fo1' the stan' 15.3.1. 検量線の信頼性確認試験

dard curve 

一一__.______ t~.?.主将:~.f21:~.Ilt(Jl:fe.1' i_Ilç:.r!ic:t2r.s.........一一一.1.5ふろ__.!Ji:尽:ff:歩思壬前E雪苧 争 一ーi
(4) Test 15.4. 定量 i 

(i) P1'ocedu1'e 15.4.1. 操作法 i 
(邑)Calculation 15.4.2. エンドトキシン濃度の算出 i 
(出)Interp1'etation 15.4.3. 判定 i 

Re甥:ent空~__!'空号:1，号P!21tions-守一一一一一一一 一i…一一 ー……ー一一 ……………________.LJ9:~.!ì...務実・前[管t;:裡~
一全1空oebo匁~.eJ主将.te …争 __..1. ・ _______________________________________________.1 
Lysate TS 

Wate1' fo1' bacte1'ial endotoxins test (BET) 

Table 1 表 1

Table 2 表 2

Table 3 表 3

Table 4 表 4
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6 第十六改正日本薬局方における国際穏和

調和年月:2009年6月 (Rev. l-Corr. 1) ( 1生菌数試験)/2008年6月 (Rev. 1) (II特定微生物試験)

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方

4.05 微生物限度試験法

Microbiological Exa皿 inationof Non"sterile 1 1 .非無菌製品の微生物学的試験:生醤数試験

Products : Microbial Enu皿 erationTests 

1 Introduction 1 (前書き

2G切何空lJ)l:O.C~~ll.r何一ー………一一 ー一ー….~+++.+..一一ー1.1: 基本モJI~..... ー|
3 Enumeration methods 12. 生菌数測定法 | 

4 Growth promotion test， suitability of the 13. 培地性能，測定法の適合性及び陰性対照

counting method and negative controls 

4.1 General considerations 

一一一生2号切り9MmHERE-号t竺r月?民一一一一一一一一 ー一一……I~:L一号~~雪堕りi調整争 一 | 
一一空全対~.ll.f1ti門別ntrol …………司令宇 一……I~・ 2.φ 隆件費尽……争+一一 | 

4.4 Growth promotion of the media 13.3. 矯地性能 | 

4・5Suitability of the counting method 13.4. 製品存在下での測定法の適合性

ー……i~.~.þ'e..p'~(lll閉c.e.()~.I?r()空ll(!t.................... ..........................1 ー一................--.---

-一生空 Re男ult竺 an引用.~.rp.r.りりio立一一 ーー一一一一一一一ー |月ふー雪景零及空空1):淳司ー ー ー ー | 
里J型宇:tiり豆何度空4HRRee--一一+守 一一一一一一一一一……...一一一一|ι ー製荷担ち~.....................................................1

5.1 Amount used伽 thetest 14.1. 試験量 | 

一一 5.里Ex:号-qdmE19qqtph号.P..r()向性一 ー....._-_...今一一一 φ |生男.製品(f)雪景唆守 ー φ ー | 
5.3 Interpretation of t出heresul抗ts 14.3. 給果の判定 | 

-一…-一一一一T:宵号h切1I巳1 Prl勿号P旦匁宅吻号り拘O阻n号空宇月耳骨むu里照里笠F竺昇宍空弓t戸micは，ro竺.0ωr!l"ll男伊p尺nI:】一号]型塑型IS号
Table 2 Common n即eut訂ralisi泊ngagents fおorinterfering 表 I一2 組害物質に対する一般的な中和剤IJ/

substances 中和法

T:宵切司ψbりM股R号枚E土:主?がE台f戸oba♂号功祁:b.I~.:~り塑塑P巳竺T円:rva空功吻吻!与切1\e巳e回ωs空ザ妓吻fω.戸mi除R貯史り明ro吹守P旦o.or明-勺坦O竺1侵明型併晩1恒男努明収空旦s一民-
II Mi匂crobiolo姥gi記c伺alExa皿i加na叫ti<ωonoぱfNon-sterile 1 II . 非無菌製品の徴生物学的試験:~特寺定微生

一一空里oduct雪空空stfoζ号:p.ElC1坦刊ー明icro.て月E星空型is明s ー一一今一i勉君事事聖一一一一一一一一…...・ E 

1 Intr吋.uction IC前書き

2 General procedures 11. 基本手順 1 

3 Growth promoting and inhibitory properties 12. 洛士!ll性能，試験法の適合性及び陰性対照

of the media， suitability of the test and negative 

controls 

3・1Preparation of test strains 12.1. 試験菌の調製

宇守 3

3.3 Growth promotion and inhibitory properties ofthe 12.3. 培地の性能試験

media 

一一一豆三男.1Ît空~!li~Y..()~.tÈ:'号ι空号:t metho生一一一一一一一一一一一一ー一一一一一I~:浮.....試ー後tきり湾全畦.......ー一一一一一 i 
-生型空号:ti型空~P..r()~ll何一一一一ー今一一一一 日日ー一一一一.......I~: 望号JI，のーち路一一一............................................1

4・1Bilり空l~l:f1IltJ~.r~r型力.~.lP~!~El.~空里民ri:竺ーー ー~ ….I~}一一一隆靴型聖母宅者壁グ:三:今一隆理璽一一一一一一一 1 
4・2Escherichia coli 13.2. 大腸菌 1 

4.3 Salmonella 13.3. サルモネラ i 

-全4Pseuタmo円saerUi説明手旦-----.…ー 一一-一...苧….1戸戸

空竺:竺空立苧旦容陛E空吸旦h取y.!()~:勿oc貯C1日ω号子i旦1照r勿男円u腎1堕男i… 一一一-一一一-一苧一-一 争… ……… … ~一一一一苧一一…...1月
4.唱6Clos託tr凶idi泊a 怜3.6. クロストリジア | 

4企.7Candi泊daa叫Ibic悶ans 13.7. カンジ夕ダや.ア/ルレビカンス l 

5 Recommended solutions and culture media 14 推奨される溶液及び培地 | 

Table ll. 1 Growth promoting， inhibitory and indicative 表ll-1 培地の発育促進，選択及び鑑別特性

...P..r空翌日r虫色of竺対均一一ーー 一 一企|
Tablell・2Interpretation of results 表ll-2 結果の判定

備考
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調和年月:2009年6月 (Rev. トCorr.3) 

薬局方調和事項 !第十六改五日本薬局方

Sterility 14.06無菌試験法

(Int1'oduction) 前書き)

備考

P1'甲W叫Pω悶CR乱瓜明刊叫u叫凶蜘1叫削帥ti出io凹ns四sag伊air凶 mic耐附c目仰1'0帥obi凶alc∞O叩側ntぬa阻m山ina抗副“i()I1..1.I 微竿吻朔?仔雪持警に対する予防措霞 一 --.--.'1 
Cu1tu1'e media and incubation temperatures 12. 培地及び培養温度

Media fo1' the test皿 aybe prepa1'ed as 

desc1'ibed 

below， 01' equivalent commercial media 

maybe 

used p1'ovided that they comply with the 

g1'owth 

守…氾E:oE?-.丹.otion型旦.免空り竺t会一一…争…-……-… ……--一……，….……守.……-……-……守

- 苧 Fluiり月旦-ι空吟哲!恒空~l~(!()φ)一1匂空りF恒悦空叉-竺型型干空刊diu旦-血旦-一一一一-一-一一-一一一-一--一…-…一-一--一…-…一-一.…….JUリ2J湾里E些些~争'7-:主オ玄リ
一一Sり竺.-b，号切P竺一P竺月空竺空1切型併草曾巳空りtr型里己，dh伺-引1I里空巳一 -ー…ー…L(ii).!.壬Eーごと二Jぎ'-1t.{:三!空Y主主;AH者坐…l
The media used comply with the followingl3. 培地の適合性

tests， 

ca1'ried out befo1'e 01' in pa1'allel with the 

test 

onιh空.Er.o.d.r哩:tto be内空坦1型空見合合一一一一-
Ste1'ility 13.1. 無菌性

G1'owth p1'omotion test of ae1'obes， 13.2. 好気性菌，嫌気性菌及び真菌に対する培地

今一一一一号県空守的停里村忠男草L一一一一........一一一一一一It事務誌験 予争守 守 ム

ー堕ethod 竺lit.a.bi.1!~X.~~号E…一一宇 1'Ì:__.."r..~者!り湾企1士号実勢今一一…守会 ー______..1
Membrane filtration 14.1. メンプランプイノレター法 i 
Di1'ect inoculation 14.2. 直接法 i 

Test for stel'ility of the p1'oduct to be 15. 製品の無菌試験

examined 

The test may be carried out using the 

technique 

of memb1'ane filt1'ation or by di1'ect 

inoculation 

of the cu1ture media with the p1'oduct to 

be examined 

Membrane filtration 15.1. メンブランプイルター法 | 

A，限切り日空，Iution号e・e・-……守守…φ I'<'i)~民地管制一一一一一争 ー ーl
Soluble solids 1 (jj)水溶性固形剤 | 

一一一一一一一一虫9
Oαin悦t阻 e印nt恰sand c1'eams 10卸、v)軟膏F弗剤F将j及びクリ一ム | 

Di1'ect inoculation ofthe cultu1'e medium 15.2田 直接法 l 

Oily liquids 1 ( i )油性液剤 | 

Ointments and creams 1 (五)軟膏剤及びクリーム | 

Catgut and othe1' surgical sutu1'es for 日本薬局方対象品外

v巳~.e!:iI1ll!:~.tl~e. ____________________ ______________--' 

o伺h空停巳円E旦1竺則型型刊唾空立j叫m'旦照4竺空抑明段明明写哩喧空り明F拘明桝竺争柄抑t同向1恒P叫県n山肘-ρ竺o任fり台1'e:翠空明号切:ults竺怪包札空三三ι一……--…-一お-
Application of the t総es坑t tωo p抑a1'問e叩n凶te凹ra必11竹7，無直言試験への適合が要求される注射弗l及び

p1'epa1'ations，限軟膏剤，点眼弗l等の非注射弗lへの試験の

ophthalmic and othe1' non-injectable 1遼用

p1'eparations 

1'equi1'ed to comply with the test fo1' 

ste1'ility 

- ph!?明竺門型be1'ofitel型一りobe test空件一….1.8:____考会全望台前!因数守 守
Table 1 St1'ains of the test mic1'o'o1'ganisms 1表 1 培地位能試験及び手法の適合性試験に適し

suitable fo1' use in the g1'owth promotion test 1ている試験用菌株

一月~.~l1~.Ill~t~g.~__ s~~.i.t~~!!!.~~.!~空Ee---eeφ----L----.------.一一一一一一 ー 一一一一 一…一+----------
Table 2 Minimum quantity to be used fo1'l表 2 各培地当たりの最少試料採取量

eachmedium 

Table 3 Mi凶nir皿削n

tested 

ル」上以L
 

m
 

nυ n
U
 

最一不表を調印ハ製量谷大項事"“
 4

玄
q調

定

非

規
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謂和年月:2004年2月

薬局方調和事項 i第十六改正日本薬局方 |備考

豆型吻男坂長持明Units一一一一一一 一争…1.6:.0.湖沼II$J三食雪:1棟一 一 l 
(Int1'oduction) 1 (前書き日本薬局方独自記載事項:

j夜剤に関して補足説明

有効成分を含まない部分の補足説明

己記長記mi面白正二二二二二:二二i工会主当日:長託事

9 0131 
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8 第十六改正日本薬局方における箇際調和

一一 801込~(}s.aJ陵台，rm空一一一一一一一一 ー……ltU固形製剤.......................................................1 
争壬iC{l!i.月.dos雪E三今1'1努lS一 一一一一一一……..l~~)i~売IJ 一 一 i 
Calcul判明長空c.c()p.t司令句史value 一一一一一一一一Jl}:..割定f座り.W1:第一一一一一一一一一 一 i 

Mass va1'iation 12. 質量偏差試験 i日本薬局方独自記載事項:

i 有効成分濃度が均一であることを仮定

Uncoated 01' film.coated tablets I( i )素錠又はフィルムコーテイング錠 ! 

一一 Ha1'住(![¥p'S.lll空宇………争… 一一一一一….l~~)A理主7'竺:;1--理!一一 一 ーーl
80ft capsules 1 (iii)軟カプセル剤 l 

80lid dosage fo1'ms othe1' than tablets and 1 (iv)錠剤とカプセル剤以外の図形製剤j

今今一切P.!lllIEl!l….......一一 一一一一……....l ーーー..争+子守会一
Liquid dosage fo1'ms I( v)i夜剤 "in conditions of no1'mal use. If necessary， 

compute the equivalent volume a仕e1'

Idete1'mining the density." を削除
~-..一一一一一一一一今・….・....宇一一一ー一一一一一一 一

一 C空Iculりionof 空cc空p.t.a.l1~El.~空1!l.e............... ...J2}:. 翌日開直り青算ーー ー 」

C1'ite1'ia 13. !fiJ定基準 | 

… 80lid 空Il~}i.9:そそり dos旦g.e.fo.l:l1l里一…………..Ki)J胃一夜型塑j亙l!1里剤一一 ー .........1 
Table 1 Application of content unifo1'mity 1表 1 含量均一性試験及び質量偏差試験の各製剤|日本薬局方独自記載事項:

(CU) and mass va1'iation (J¥iIV) test for dosagelへの適用 I (分包品，凍結乾燥製剤j等)， (完全に溶解し

forms た液)の補足説明の追記

Table 2 表 2 I"at time ofmanufacture"， "Fo1' pu1'poses of 

this Pha1'macopoeia"を削除

調和年月:2004年6月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 i第十六改正日本薬局方 |備考

Test for Extractable Volu皿 eofParenteral 16.05注射剤の縁取容量試験法

Prep世話拘置IS

(Int1'oductぬn) 1 (前書き 113本薬局方独自記載事項:

| 当該試験法に関する説明

....ei.Ilg1竺僧宇ieco型開in里1's 一 … 宇… U， 堅男教受注射君t...............................................1
Multi.dose containe1's 12 分割投与注射剤 | 

Ca1't1'村伊豆竺旦rl.'p.1'号り野立号以il1J~El!l.. ……L~，....!!.二土空主立習IJZcI;i君主台湾.~Y.三三剤一一 l
Pa1'ente1'al infusions 1 4. 輪液剤

調和年月:2004年6月(Rev. 1) 

薬局方言跨和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

Parliculate Matter in Injectabl四 16.07注射剤の不溶性微粒子試験法 | 

(Introduction) 1 (前書き

Method 1. 11.第 1法光遮蔽粒子計数法

….~!gg!旦bscu1'aり()l1'p.a.1'!今:le couり!.t()~!...........J 守 合争号

1.1. 装置 |日本薬局方独自記載事項:

ト装置の検証回数を記載

11.1.1 校正 |日本薬局方独自記載事項

11.1.1.1. 手動法 |日本薬局方独自記載事項

11.1.1.2. 電気法 |日本薬局方独自記載事項

11.1.1.3. 自動法 !日本薬局方独自記載事項

11.1.2. 試料容量精度 |日本薬局方独自記載事項

11.1.3. 試料流量 |日本薬局方独自記載事項

11.1.4. 計数精度 |日本薬局方独自記載事項

11.1.4.1. 粒径分解能 !日本薬局方独自記載事項

11.1.4.2. 計数率 !日本薬局方独自記載事項

11.1.4.3. 関値設定濃度 l日本薬局方独自記載事項

G開閉空1.p.~e.c~':lti()Il!l..一一一_._-----_..一一一一一H:~，..一二猿的注意事費一一 ー ー i 
Method 11.3. 操作法 i 

Evaluation 11.4. 判定 !日本薬局方独自記載事項:

判定基準を表示最 100mL以上と未満に区分

Method 2. 12. 第2法顕微鏡粒子計数法

一一一明(!1'()!lc.o'pi.c. p'~男EF14RE921qF-侵略--------------宇品 一ー 一 -------------------------------~ 
12.1. 装置 i 

Gene1'al p1'ecautions 12.2. 一般的注意事項 l 

Method 12.3. 操作法 l 

Evaluation 12.4. 判定 |日本薬局方独自記載事項:

| 判定基準を表示量 100mL以上と未満に区分

::t~二言蚕二二二二二二二二二二二一二I両議長説明記長重量
1. Ci1'cula1' diamete1' g1'aticule 図 1 円形直径目盛り

9 0132 
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調和年月:2007年10月(Rev.1) 

薬局方調和事項

Disintegration 

第十六改正日本薬局方

6ω 蹴犠誤験法

設を
す

R丸び及剤

一

用プ

一
ツロ

項

シ

一
事
'
…

一
載
剤

一
記
粒

一
自
頼

一
市
出

v
」

一
方
法

一
局
験

一
薬
試

考
一
本
該

儀
一
日
当
定
今

.AEE:ll:a.tl1l;………争…一一一一一一一一一ー…+一一....J1:....奨望ーー 一一 目

Basket-rack assembly I( i)試験器 |日本薬局方独自記載事項.

試験器について変更可能な部分を例示

Disks I(u)補助盤 | 

K温)補助筒 |日本薬局方独自記載事項

Procedure 12. 操作法 | 

2.1. 郎放性製剤 |日本薬局方独自記載事項:

頼粒剤，シロップ斉IJ及び丸剤の試験法を設定

試験液として水の使用可能

試験器を試験液から出す時間を設定

試料の崩壊基準を設定

懸粒弗jの操作法を規定

2.2. 腸溶性製剤 |日本薬局方独自記載事項・

| 腸溶性製剤lの試験方法を設定

ー...l!'is:llr.e..l....J:)i空1I1t.e~E竺tio旦.a.EE:lr.a.~l!".... …… i図上期烹常堅実害聖堂
図 2 補助筒 日本薬局方独自記載事項

26 

調和年月:2008年11月(Rev.2) 

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

Dissolution 16.10溶出試験法 |日本薬局方独自記載事項.

試験の目的として生物学的非同等性を紡ぐこ

とを追加

Apparatus 11. 装置 1 

ー一一一.AEE:lr:a.tω.HJ?空空~~!.:lP.P.~Eり;.llS~ 一...............J.1:.1.: 開努/'{スケ之E怒り警警:.(警告雪D今一 宇 i 
Apparatus 2 (Paddle apparatus) 11.2. パドル法の装置(装置 2) 日本薬局方独自記載事項.

シンカーは，医薬品各条に規定されている場

合のみ使用可能

Ap.p.:l主計us3 男p片足roc空tip's: .c~lip'cl空，.r~...........1裡:理 L一会.~.\，.............................................................1
……-……Ap.殴R閉空竺りr空り4竺円男竺(但空1与P何?仁主坐全F吹吹乏Y守T空照f認E些hタ勿)険)片! 苧…….………-一争守…..1ιl 

.1¥.P.即P号符1竺竺E快空空り竺ui抗t号妓h切開!持塑li奴E奴王ι守… 守 ----今……….一.……….….…….....1包包-繁空穿貫号里:<iり雪I湾聖含金争f怪聖主t守……...................................................1
Procedure 13.操作 i 

...AP.P.~E:l!!l.s..~.!l':.~..........................…… 1.3.:ι一回転ノ.，;7..土之上決界.~/.~..，，!.::~台è..................J
Ir里山巳c.ii.a.~~:r.e.le.a.s旦骨~~.a..~.~..ßり空型空一一一一J.3.}.:~: 恒常tl製剤… i 

Pro四 dure I( i)操作 l 
Dissolution medium 1 (益)試験液 l 

Time I(泌)試験時間 1 
Ext四lded・rel忍asedosage forms 13.1.2. 徐放性製剤 | 

Pro田 dure 1( i)操作 | 

D蹴 olutionmedium 1 (垣)試験i夜 | 

Time I(iii)試験時間 | 

…….....p.Ell.a~Elc.i:':~与一空se do勾伊良r竺攻守 一一一J:l.:~，3.:..J務停j納IJ................................................J
Procedure 1 ( i )操作 |調和文書では操作方法AとBいずれかを使

| 用する

Me-dA 宇 ::::::::::::::::::::L:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::1
MethodB 

(量)試験液 113本薬局方独自記載事項
画一一一 …………ー …]"<面詰扇尋問ー ー一一------------宇一 ー一一一|五示蚕扇云jE面記語字貢:

溶出試験第1j夜，第 21，夜による試験時間を

具体的に記載

ー ...AP.P.~E砂子翌月一一一一一一一一一一一争--------守一一一一一… J想定1.- 1り1・ー ー 合会会l
争I県平月di竺空-relea月村空宇鰻号}<?EJ)ll;..............L........ 苧今 合 会 l

Procedure 

Dissolution medium 

Time 

一芳男ten旦p立:竺!空型空空 do:号'.~.~旦forr型空 一
Procedure 

Dissolution medium 
ー守手守一号令ーーーー一--$.--ーーーーーーーーーー-------ー・・・ー一...一 一

Time 

Del月X号d'relea里巳 do竺!1~.r~~~県号一一一一
Procedure 

S 013~~ 



10 第十六改正日本薬局方における国際調和

Time 

Apparatus 4 13.2 フロースルーセル法 ! 

--IfF1RFH1旦円三elea竺内明野，fon明 …...J今生翌，~:....Il~1î1:停製部一一一一日 手 l 
Procedure /( i )操作 ! 

Dissolution medium 1 (益)試験i夜 l 
Time I(温)試験時間 l 

Extended'release dosage fOl'ms 13.2.2. 徐放性製剤

Procedure 1 ( i )操作 ! 

Dissolution medium 1 (量)試験液 l 
Time I(溢)試験待問 1 

Del月E空d.relea切ι.os空富三fo眠ms 一一一一.1.................................................................................1
Procedure 

Time 

Interpretation 14. 判定 |日本薬局方独自記載事項:

各条中， Q値設定の場合は判定法 1

設定されていない場合は判定法 2

Immediate.release dosage forms 14.1. lln放性製剤日本薬局方独自記載事項:

判定法 2を設定

14.1.1. 判定法 1

14.1.2. 判定法 2

Extended'release dosage forms 14.2. 徐放性製剤日本薬局方独自記載事項:

判定法2を設定

14.2.1. 判定法

14.2.2 判定法 2

Delayed'release dosage forms 14.3. 腸溶性製剤 |非調和事項:

試験i夜が異なる

Q{i査についての記載から不整合部分を削除

日本薬局方独自記載事項:

判定法2を設定

14.3.1. 判定法 1 IQ値は各条にて規定された旨を記載

14.3.2. 判定法 2

.....Ac.c~p.t.al早C号79PIei--一一一一一一一一一一一一j判定基墾奏1一 一ー l
…企c.~~p.t.~.Il.~~.:r.aÈ.le.~ι一一ー ー一一一….....1割定票警烹里一 合 会 l

Acceptance Table 3 判定基準表 3

一件竺p.~想ce Ta恒三4 -ー…ー一一ーー...1.暫定基準烹1型 . 宇 争予l
Figure 1 Apparatusl. Basket stirring 図 1 装置1.回転軸及びバスケットの部分

element 

Fi哩t~r.~..2..~a.~~!~.:>.t!~:ri.n.[.e.~elll:e.n.t. 一一一一一一一..1.~雪 2 装雪空J一層男言動Il?<Y~~.t''-レ空管望書草部分
一..Xi]里ure2男一全lt.er:堕ti'空PP1pEEE- ……… .....J堅勿…~/:ぎごタft.芳男t....................................J

Figure 3 Apparatus 3 規定しない

Figure 4 Apparatus 4 図 3 装置 3

(top) large cell for tablets and capsules 1 (上) 錠弗j及びカプセル用の大型フロース

(bottom) tablet holder for the large cell ルーセル

Figure 5 Apparatus 4 

(top) small cell for tablets and capsules 

(bottom) tablet holder for the small cell 

(下) 大型フロースルーセル用の錠剤lホル

ダー

関3 装置 3

(上) 錠弗j及びカプセノレ用の小型フロース

ルーセル

(下) 小型フロースルーセル用の錠剤ホル

ダー

9 0134 
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誠和年月:2002年9月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方i備考

Ethanol エタノール

Identification A 磁認試験としては i示性値として比重が

規定しない 規定されている.

Identification B 確認試験 i 

Relative density 比重 1 15
0
Cの比重で規定

されている.

Appearance 純度試験(1)i容状 | 

Acidity or alkalinity I 純度試験(2)酸文は

i アルカリ

Volatile i皿 purities1 純度試験(3)俸発性

昆T生物

Absorbance 純度試験(4)他の滋

在物

Residue on 純度試験(5)蒸発残

.El'lflP'~l:a~り性一一I …一一質物一…
Storage 貯法

27 
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調和年月:2003年11月(Rev目 2)

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 i備考

Sodiu皿 Chloride 趨化ナトリウム i 

Definition 成分の含量規定 i 

Identification A 確認試験(1)

Identification B 確認試験(2)

守的りit~ 併封切litE:~L....ー…|一緒墜曾!男~~)J樫JZfき71'v'jJーリー l
-spIR同勿空………………一一一一I一一緒壁君!験停)~理陛警合 ..........1 

Pho，号:p..h.a~何世…………・…........1....'轡里:ち竪(4)!Jど一瞥径一 l 
Bromides 純度試験(5)臭化物 | 

Iodides 純度試験(6)ヨウ化物 | 

Ferrocyanides 純度試験(7)ブエロシアン化合

i 物

Iron 純度試験ω)鉄 | 

Barium 純度試験(10)バリウム | 

Magnesium and alkaline' I 純度試験(11)マグネシウム及

earth meta1s びアルカリ土類金属

Aluminium 規定しない

Nitrites 規定しない

Potassium 規定しない

....r..o.s~.()l1.~r.~.il1!L.一一一一一i…弾製浮雲........…
Assay 定量治

29 

調和年月:2008年11月

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方|備考

Carmellose カルメロース | 

Defin凶1討itiぬon 基原 | 

Idωen凶ti凶自c回at“iゆ叩n(ω1ο) 1 確認試験(ω1ο

Ide町凹n叫t“ifica抗tiぬon(ω2幻) 1 確認認l言試式験(2紛

一一;引P町PUりIr討it佼奴y'.W..<;:I，tl慢q竺りOrIり.下~ll今引今令男竺争L…
一竺引型r討it匂奴y...~巳切殴里写p竺2).. 立)令…5争与円り11免与-恒怪-一一l一一務度試験¥2)Pllt合理事 l 
守L空間円台対照守司 l 啓燥減量一一一一一一一l
Residue on ignitionl 強熱残分

30 
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調和年月:2001年10月

薬局方調和事項 i第十六改正日本薬局方 |備考

Croscar皿 ello田 Sodiu皿 iクロスカルメロースナトリウム|

Definition 基原 ! 
Identificati町lA 確認試験ω

Identification B 確認試験(2)

Identification C 確認試験(3)
。 ー.......………ーーー一

.....{>.~........ ーー ー …一一 J...P.~..… ‘ 

里り竺tlin照g

………争…争型E駐E巳竺，e円号月竺R恒芹叩日功.bs“敗4耳円咲E労ion哩 J上L一一…-一-一会壁雪努努号聖.里麿零写L...................................I
-壬oss0竺tiqiIl喧 ………....L..~煙草雪量… i 
R同~tl(l.()l1.i，gIlgi~Il............I....~坦務費全日
Packaging and storage 貯法

32 

調和年月:2003年11月(Rev. 1) 

薬局方講和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

停恒例M 吻 clr()IlI3..........J無村山陵争 | 
Definition 成分の含量規定 | 

一会問符ranceofが則男…l柊度開努，(1)i秀容一一一一一一 | 
.....S.~~Ip.È.a.t(ls... ………一一一一一L. 熊度j理券~~)環E幸男…… | 

Oxalic acid 純度試験(3)シュウ酸 | 

Readily carbonisable 純度試験(5)硫酸呈色物

substances 

Aluminium 規定しない.

Wat尉 | 水分 | 

恒1p.È.!!-.~(l~.型地一一一一…........1一一ー塑暫理分… ー | 
Assay 定最法

33 
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12 第十六改正日本薬局方における関際調和

調和年月:2003年11月(Rev. 1り) 

薬局方調和事項 i第十六改正日本薬烏方 |備考

豆江U空恒
Defi直n凶lit“io叩n 成分の含最規定 ! 

....AtJ殴R空q空r切竺，nc昇R竺里空竺竺luりり1リ吸tl内守片奴切+哩哩L…惣J座麿雪箭雪雪験雪mJ湾容主誌君 i 
一一一一一一-一 S何~lltJl1切男唄曾慢男旦三ι一一一…一日…-日一一…一一一一一一一一一一一 一…一…...1…-焦鈎J堅麿号暫雪雪勾号珍暫害智(2)所碕陛第一一 i 

Oxalic acid 純度試験(3)シュウ酸 i 
Readily ca1'bonisable 純度試験(5)硫酸皇色物

sllbstances 
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35 
調和年月:2003年2月

薬局方調和事項 備考第十六改正日本薬局方

Saccharin サッカリン

Defin時~::::::::::::::::::::::Lj険性善規定 | 
Limit ofbenzoate and I 純度試験(3)安息香酸塩及びサ

salicylate リチル酸塩

Readily ca1'bonisable I 純度試験(5)硫酸呈色物

sllbstances 

Lo月間竺タ).'}.n.~L....ー一一一 L..i手探減量 ー . 
一一一 R明idlle一旦.'1.1!(塑竺唄… ーし争予想勢湾:均一 i 
A宇号奴一宇一一………...-'-一定勇経 e

Packaging and sto1'age I 貯法

36 

調和年月:2004年2月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 i第十六改正日本薬局方 i備考

Saccharin Sodium サッカリンナトリウム水和物 | 

Definition 成分の合量規定 | 

Identification B， C 確認試験(2)

Acidity 01' alkalinity I 純度試験(2)鮫又はアルカリ | 

Limit of benzoate and I 純度試験(4)安息香酸援及びサ

一一三空!切切te一一一一一一i一一lJ'TJ空関塩...... 宇十
Readily ca1'bonizable I 純度試験(ω硫酸主主色物

sllbstances 

Wate1' 水分 I 
Assay 定量法

37 
調和年月 2001年10月

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方 備考

Cellacefate セラセフェート

Definition アセチル慕及びカルボキシベン

ゾイル基の含量規定

Identification 確認試験 | 

Viscosity 粘度 | 

Limit of f1'ee acid 純度試験(2)遊離重量 | 

Wate1' 水分 | 

R柄引明哩短時i()n.......L守勢塑概念ーーー… l 
Phthalyl content 定量法(1)カルボキシベンゾイ

ル基

Contt明白勿.~y.L.....J 車開(2)主主投聖 l 
packaging and sto1'age I 貯法

38 

調和年月 2005年5月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 第十六改E日本薬局方 備考
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調和年月:2005年5月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 |第十六改亙日本薬局方 |備考

Powdered CelluIose 粉末セルロース

Definition 基原

Labeling 平均重合度の表示規定 E 

Identification A 確認試験(1)

Id即時ificationB 確認試験ω | 

.....{>.~.… ーー…+一一…L.tJ~一一一一一一一一一一一一一 | 
Water・'solllblesllbstanc剖 i純度試験(2)水可溶物 | 

Ether'soluble sllbstances I 純度試験(3)ジエチルエーテル

可溶物

-LqFEmd皮切宣一一一一一一L..乾燥減掌…………守
R冶sidlleon ignition 強熱残分

40 
調和年月 2008年 6月(Rev.1)

薬局方調和事項 i第十六改正R本薬局方 |備考

Talc タルク | 

Definition 基原，マグネシウムの含量規定|

Identification 確認試験 | 

一 .:!\~id.ity... :号ポ.1l1!<1l]i.n.itxL..塑究脅努(日緊19:Y:tル7.!.L...---'
Alllminium 純度試験(5)アルミニウム | 

Calcium 純度試験(7)カルシウム | 

Iron 純度試験ω鉄 | 

Lead 純度試験(ω鉛 | 

Ma呂田，sillm 定量法 | 

Loss on ignition 強熱減量

41 
調和年月:2007年10月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方 i辞書考
Wheat 節目ch コムギデンプン

Definition 基原 | 

Identification A 確認試験(1)

Identification B 確認試験(2)

Identification C 確認試験(3)

.....{>.旦一ー… 苧一.1..上-一….…-一1争
lron 純度試験(Iω1ο)鉄 | 

Total protein 規定しない

Oxidising 純度試験(2)酸化性物質

sllbstances 

::::4iipidiMid-7- 二r'通説弱冠j:~:TtH:::::::
一Los豆月月以1理一一一...1一号探勝量…

Sulphated ash 強熱残分

42 
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13 第十六改正日本薬局方における国際認和

調和年月:2006年10月

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方 備考

Ric旦St型空ch 一一一一l:竺どデンプン

DRHP14!" ー | 基原 ------------_--1 
Identification A 確認試験(I)

Identification B 確認試験(2)

M切符平均n己 :上確認試該!~i:::::::::::::::::::::::::::::::t
PE--…守 一一一.....L.p.XI.一一一………ー
Iron 純度試験(I)鉄

一 Los空便空~2'.i空軍.........---' 空E停序章 ー一 l 
~.tllp.切竺d ash 一一一1一一一塑怒残金一一一一ー l 
Oxidi討I1JLS11!J月taι~1!:<;!~~.L・-塑望号1試験(2)瞥{年:煙防雪一一 l 
s1I1phllr dioxide 純度試験(3)二酸化イオウ

調和年月:2007年 10月(Rev. 2) 

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

Corn Starch トウモロコシデンプン | 

Definition 基原 i 
Identification A 確認試験(1)

Identification B 確認試験(2)

Identification C 確認試験(3)

....p.XI........守一一一一一一一 ー … L...p..~.ー ー φ I 
Lo竺県~~>.'Ì.~!lー…ー …..I....~警演芸一 .......1 
Residlle on ignition 強熱残分 | 

Limit of iron 純度試験(1)鉄 | 

争 Lir哩itofo:写idizi残ぷlbstan空空空し純f:ít-詩吟匂樫f.~:怪物堅..J
S1I1fur dioxide det皿 minationl 純度試験(3)二酸化イオウ

IDM和年月:2007年 10月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方 |備考

Potato Starch パレイショデンブン

Definition 基原

Identification A 確認、試験(I)

Identification B 確認、試験(2)

Identification C 確認試験(3)

....P.I.I..........一一一一 …L...p.1:I:....................................J 
Iron 純度試験(1)鉄 l 

Oxidising sllbstances I 純度試験(2)酸化性物質 | 

一一 ßtllp.!J~~.~!Q翌ide守… L. 空lí.~雪前験.\3):::J樫i包壬主主1......
Loss on drying 乾燥減量 i 
SlIlphated ash 強熱残分

調和年月:2005年 5月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 !第十六改正日本薬局方 |備考

φdiumSt;り.~!J.Q!y'"c:o.l!lt空ー.11.ン!ゴ竺 '!!l.ヲ::::!.L'.1酸:雪上~!.烹~J
Definition 基原，ナトリウムの含量規定 i 
Identification A 確認試験(1)

Identification B 確認試験ω i 

EEte--一一一一一一……........1.....21:1:. 守 争 | 
Lo竺()~.~奴.i~!l..・e・----… Lー易経湾整…… ー | 
Limit ofiron 純度試験(2)鉄 | 

Limit of sodillm chloride I 純度試験(4)塩化ナトリウム | 

Limit of sodillm glycolate I 純度試験(3)グリコール酸ナトリ

| ウム

Assay 定量法

48 

49 

50 

51 

調和年月:2008年 6月(Rev. 3) 

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

β噴-~~叩sL;μtose ….l~塁本県種… | 
Definition 基原 | 

Clarity and color of 純度試験(I)溶状

sollltion 

e 一一容p割恒明恒引な…....J一望者J里 一一一一一ー l 
-…内川i~L()r.l1~主ali型i~L...LJ車摩務験開勝一ヌl主主ル友ーリ一一一一i…

Lossonータr.iIlJL......守一 L.空宇.懲戒実 ...............................1 

Re号i持円切足。litiり児 L..型車守勢残分 .............1 
Water 水分 | 

Protein and light- 純度試験(4)たん白質及び光吸

……空bso:や山恒i哩R里切符L......!堅物買h

Content of alpha and 異性体比

beta anomers 

調和年月:2008年 6月(Rev. 2) 

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

Lactωe塑()!l()!JY."今里恒ー一一一l塾種7l<和一位一ー l 
Definition 基原 | 

Clarity and color of 純度試験(1)溶状

sollltion 

Identification 確認試験 i 
Specific rotation 旋光度 i 
A州1句史男1ll:!llj!'Ì~L..L. 純.度第験停~g君主i主?とイvカ?… i
Resid田 onignition 強熱残分 | 

Water 水分 | 

Protein and lightー | 純度試験(4)たん白質及び光吸

absorbing impllrities I 収物質

部和年月:2004年 2月

薬局方調和事項 i第十六改五日本薬局方i備考

EぬylParahydr田 y. Iパラオキシ安息香酸

benzoate エチル

Definition 成分の含量規定 l 

Identification A 確認試験(1)

Appearance of 純度試験(I)溶状

sollltion 

…今別i~x.. 一ー ……i…鈍壁試~~害虫1埋まー一一 l
Related sllbstances I 純度試験(4)類縁物|システム適合性は

質 ! 規定しない.

...ß~!IP.ll:型空寸前h一一一一L.習塾湾全一一一一一一一 i
Assay 定量法

調和年月:2004年2月

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方|備考

Butyl Parahydroxy. Iパラオキシ安患香酸

benzoate ブチル

Definition 成分の含量規定 i 
Identification A 確認試験(1)

Appearance of 純度試験(1)溶状

sollltion 

… A(!i~i~y.. 一 l…頻度替験.(2)聖堂___________L

Related sllbstances I 純度試験(4)類縁物質|システム適合後は

| 規定しない.

Sulphated ash 強熱残分 ! 

Assay 定量法

9 013fi 
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調和年月:2004年2月

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方|備考

Propyl Parahydroxy' Iパラオキシ安息香酸プE

benzoate ロピル

Definition 成分の含量規定 i 
Id加 tificationA 確認試験(I)

Appearance of 純度試験(I)溶状

solution 

A空:idi奴………一一l一種察官懸(月)11豆一一一一l
Related substances I 純度試験(4)類縁物|システム適合性は

質 ! 規定しない.

.....~.llllll1空便dash ・e・ .1….~者数啓.?!:..ー今 i 
Assay 定量法

調和年月:2004年2月

薬局方調和事項 i第十六改正日本薬局方|辞書考

Methyl ParahydroxY'1パラオキシ安息香酸メ'

benzoate チル

Definition 成分の合量規定 ! 
Identification A 確認試験(I)

Appearance of 純度試験(I)溶状

solution 

会旦りlity..ーー L日空M望号教(2)険ー | 
Related 純度試験(4)類縁物質|システム適合性は

substan四 s 規定しない.

一一切注視貯金戸号且一一1..J事j望号啓?!:....................I

Assay 定量法

調和年月:2003年11月

薬局方競和事項

Hydroxypropyl 

第十六改正日本薬局方

ヒプロメロース

.l\1.e~l1y'1回，11り竺里…………4"'~'
Definition メトキシル基及びヒドロキシプ

ロポキシル基の含量規定

一一一ー Lや<:l.I~~!L............一一一 I 頻度(j)著者空理容 l 
Identification (I) 確認試験(I)

Ident出cation(2) 確認試験(2)

刻印tification(3) 確認試験(3)

Identification (4) 確認試験(4)

Identification (5) 確認試験(5)

…Viscosi伎一一一一一..............J…数麿 争 i 
Method 1 第 1法 |

Meth旧d2 第 2法|

...J>;EI.....一一一一今一一…L..ll;EI.ー ーー ー l
…耳切双明勿Is..........φ………1.鈍察害者券会一裏金属一ー l 
.....~?s~.()~_~~~_i~~….....・e・ .......l 一党.停男烹.....................................l

Re，り内啓一明.i~哩，i~io.~.........J..J車勢湾>>・....……一一 i 
Assay 定量法

備考

56 

57 

58 

59 

調和年月:2006年6月

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方 備考

;EI'y'p.r空mello空空空hthala勿 lζ:空白黒旦ろ 7'今Jレ践~.~.f!.".・ "'i …司令守
Definition 基原，カノレボキシベンゾイル基の

含量規定

Packaging and stomge I 貯法 | 

Viscosity 粘度 | 

Water 水分 | 

:竪si空ueoni県民句史…LJ実勢湾企…… 争 l 
Chloride 純度試験(I)極化物 i 
Limit of free phthalic I 純度試験(3)フタル酸

acid 
函函員長i-id--Ei--岳会....・1…ー送量i*…

調和年月:2008年6.FI (Rev. 2) 

薬局方言問和事項 第十六改正日本薬局方

Benzyl Alcohol ペンジルアルコール

Definition 成分の含量規定 | 

Refl'active index 屈折率 l 
Acidity 純度試験(2)酸 i 
Benzaldehyde and otherl 純度試験(3)ベンス、アルデ、ヒド

l'elated substances 及び他の類縁物質

Pel'oxide value 純度試験(4)過酸化物価 | 

一一号竺idueone空Elll()l'然i()~_.l....持一度前懸(5.~墾秀F普賢惣… 争 l 
Assay 定量法

調和年月:2005年 11月(Rev. 1) 

薬局方調和事項 第十六改正日本薬局方 |備考

Me.tllyl()EllltJJ，o月e一一一一lメ'7')，，-1雪)"0-.ろ一一一一一ー一色
Definition メトキシル基の含量規定l

..._.L.Ell1(lI!~.!l'.………」…粘麿の烹景裡豆一 l 
Identification (I) 確認試験(I)

Identification (2) 確認試験(2)

Identification (3) 確認試験(3)

Identification (4) 確認試験(4)

Identification (5) 確認、試験(5)

Viscosity 粘度 | 

Method 1 第 1法 i
Method 2 第 2法 i

pH I pH 

.....IJ;e.a~.l11.e.t ElI里一一上惣里型車去豆金属一ー 一l
Loss 0型.~~y'i努一一一l 努燥減量一・ 争 l 
Residue on ignitionl 強熱残分 | 

Assay 定量法

調和年月:2005年 11月

備考

薬局方競和事項 |第十六改正日本薬局方 i備考

AnhydroUB Dibasic 無水リン酸水素カルシウム t 

一切り~..I:'Il~lI.P.l1均一L み

Definition 成分の含量規定 | 

Identification(I) 確認試験ω | 

Identification(2) 確認試験(2)

Acid insoluble 純度試験(I)酸不溶物

substanιes 

Chlol'ide 純度試験(2)懐化物 i 
Sulfate 純度試験(3)硫酸塩 i 
Cal'bonate 純度試験(心炭酸塩 | 

Barium 純度試験(6)バリウム | 

Lo空~_()~.!.!l'E:~ti()~.......1…塑塾渉零……… I 
Assay 定最法

S 0138 
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調和年月:2005年 11月

薬局方言理事日事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

Dibasic Calciu皿 Phosphate1リン酸水素カルシウム水和物 z 

Definition 成分の含量規定

Identi日間tion(1) 確認試験(1)

Identification (2) 確認試験(2)

Acid insoluble substances 1 純度試験(1)酸不溶物 ! 
Chloride 純度試験(2)塩化物 i 
Sulfate 純度試験(3)硫酸境 ! 
Cal'bonate 純度試験(4)炭酸塩 | 

Barium 純度試験(6)バリウム

ーLosson望niti県 上J!勢持者雰…
Assay 定量法

60 

調和年月:2007年5月

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 i備考

|参考情報 B 

Powder Fineness 1粉体の級かさ表示法

61 

62 

調和年月:2004年6月

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 i備考

l参考情報 | 

PowderFlo明 i粉体の涜動性 | 

(Introduction) 1 (前書き

ー勾砕任期明一一一…!}.，...安息開等法ー+ーー ー..J
Basic methods for 11.1 基本的測定法

今一空空~!空.()f. r.e.J??月空… | 
Val'iations in angle of 11.2 基本的測定法の変法

一一竺p()ll里山let存.ods一一
Angle of repose 11.3 安怠角に関する流動性の一般

general scale of 約尺度

f10wability 

Experimental 11.4 測定に関して留意すべき点

considerations for 

一今!ll!~l旦空f_ r.e.J?o.~I'l_._..一一一・一
Recommended 11.5 推奨される測定手順

procedure for angle 

_..()f.r.ep.o空空一一一一一一一ぺ一一一一 ー ー一，
Compressibility index 12. 圧縮度及び Hausner比測定法

and Hausnel' ratio 

一面孟icmeth。両r 一|記長両面説会
compressibility index 

and Hausner ratio 
Exp函iiiA5iji--e ……….….，花i

considerations for 

the compressibility 

index and Hausner 

ratio 

一 同一一一両一一一 12:3"説記誠U亙晶画
procedure for 

compressibility index 

and Hausner ratio 

Flow through an orifice 13. オリプイスからの流出速度iJ!IJ

i定法

Basic methods fol' 13.1 基本的測定法

f1owthrough an 

orifice 

Variations in methods 13.2 基本約測定法の変法

for flow through an 

ol'ifice 

Genel'al scale of 13.3 オリフィスからの流出速度に

日owabilityfor flow 関する流動性の一般的尺度

t.h:.l'()ll~ll.il旦 o.rificl'l.....I
Experimental 13.4測定に関して留意すべき点

considerations for 

flow through an 

orifice 

Recommended 

procedure for flow 

through an orifice 

3.5 推奨される測定手順

Shear cell皿 ethods 14. せん断セル法 i 
Basic methods for 14，1 基本的iJ!U定法

shear cell 

Recommendations for 14.2推奨される事項

shear cell 

Table 1 Flow 表 1 流動特性と対応する安患、角

properties and 

corresponding angle 

ー旦f_r.ep()丹空一......------------.ー
Table 2 Scale of 表 2 流動性の尺度

flowability 

9 0139 
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調和年月:2008年11月

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

|参烹管報 i 
P町 ticle'si回Analysis レーザー回続法による

by Laser Light 粒子径測定法

Dif仕action

Introduction 1 (前書き)

...1)i.n.~}J.l.I.e... ..一一ー守 …1.1:一原理… + ーl
Instrument 12. 装置 l 
Development ofthe 13. 測定法の予備的検討

method 

h明li現二:一一一1.~:.1:....空宇ど7 1) /'1/…… l
Evaluation ofthe 13目2. 分散法の評価

dispersion 

J.l.~~~.e.d.ll1'巳ー .-----.--. φ t 

Optimisation of 13.3. 液体中での分散の

the Iiquid 最適化

di号'J.l.~~s.~o.n............1 ・9

Optimisation of 13.4. 気体中での分散の

the gas 最適化

一一一一一一史号P丹空ion.........1 
Dete1'mination of 13.5. 濃度範閤の決定

the 

concentration 

.r!ills'El...................一?
Determination of 13.6. 測定時間の決定

the measuring 

time 

Selection of an 13.7. 適正な光学モテ、ル

app1'opriate の選択

一一一()J.l~ic.~!竺対空L...1 色

Validation 13.8. バリデーション i 

Measu1'ement 14. 測定 l 
P1'ecautions 14.1. 測定前の注意事項|

Measu1'ement of 14.2. 分散試料の光散乱

the Iight の測定

scatte1'ing of 

dispersed 

sample(s) 

Conversion of 14.3. 散乱パターンの粒

scatte1'ing 子径分布への変換

pattern into 

pa1'ticle' size 

dist1'ibution 

....}~ElP.!!~開三 …ー|生全…換理L里埜一一一一一一一一一一一一…

…~e.p.o.1't.i!1!l .~(~~.~ll].ts....If5:.一一替零!り一号努宇一一一一一一一一L.......・争ー...
Cont1'ol of the 16. 装置の性能管理

inst1'ument 

.....J.lEl~f~~.J?l.~!1c.e.......一φ__ ，_________________________________________L-
Calib1'ation 16.1. 校五 | 

Qualification of 16.2. システムの遥

the 空主性塑 ー令 ………苧一.1全f慢堂!警警1何E一一一一一一一一-一一-一一-一-一一一一-一一-一一一一-一一苧一一苧.. 一一一一-一一-一一-一-一一一一一一一一一一一一一一一一一一
Fig伊u1'四e1 Example 0ぱf1図 1 レ一ザ一回折装置

a seωt.up 0ぱf1as田e1'Iight 1の構成例

diff旨action

inst1'ument 
必ム……------一一一....1盃了----・e・-…………… |調和天蚕長言語ーら

注2 一文を注2とし

て記載

調和年月:2002年9月

薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 |備考

!参考情報 i 

A哩1mA414.hり~si.s........一一…争… i竺::::/雪草分貨法一 i 
....Ap.p.!i主的照一一一一一…ーー 日 i奨管 ー l 

G男ll.el:!il.p'~里cautionsφe …守 l 二限切t里意
Refe1'ence standard material 1 標準物質

Calib1'ation of 装置の校正

inst1'umentation 

Repeatability 再現性

一員空竪p'lEl.際空明ration……守守 L.~有明:習j型 宇 守 …十
Internal standa1'ds 内標準物質

…君主o.te.i!1.IlX!l~~ly.s.is. …………ーし生fら良質~.1.I1!7~分照会
Method 1 方法 1

Hydrolysis solution 加水分解液

P1'ocedu1'e 操作法

Me山長 | 持旦 i 
一一一旦y'~1'()lx.s台空01'り1口旦一 i……1.10本金鰐1良一一一

y'aJ.l.o月時月号空取持~()ly's.is....I.一一-e fす~~~本;全堅企合
Method 3 方法 3

Hyd1'olysis solution 加水分解液 ! 
Vapo1' phase hyd1'olysis 1 気相加水分解 i 

Method 4 方法4

Oxidation solution 酸化液 | 

P1'ocedure 操作法 | 

Method 5 方法 5

Hyd1'olysis solution 加水分解液 i 

...rJi'ltli~.p.1l男S竺1lY.~~0}y':場一I...........J明朗険金堅 i 
Method 6 方法 6

Hydrolysis solution 加水分解液 | 

一一一史智史P.1l.烈三1ly.!l~C).1y.~.i~....I.........一割~~o.本金堅… l 
Method 7 方法7

Reducing solution 還元液

Procedure 操作法 i 

Method 8 方法 8

Stock solutions 原液 | 

…… Reduc担~.s~lll.ti~竺一一一一一l一一一一一一一淳元男 l 
P1'ocedu1'e 操作法 | 

Method 9 方法9

Stock solutions 原液 l 
Carboxymethylation カルボキ、ンメチル化溶

solution 夜

Buffer solution 緩衝液 | 

P1'ocedure 操作法 | 

Method 10 方法 10

一一 R型.uci旦~.S()l，:，~i()!1一一一一一..1...........ー一望号君 iiX一一 l 
Procedure 操作法 i 

Method 11 方法 11

… Reduci旦~.S~l，:'.~!~空交..........1........一一理君淳一 ー ー‘
P1'ocedu1'e 操作法 | 

Methodologies of amino アミノ酸分析の方法論とそ

acid analysis general の基本原理

principles 

Method l' Postcolumn 方法 1 ニンヒドリンに

ninhyd1'in detection よるポストカラム検出

ー..!lEl!1り1. J.l.ri円}J.ll.~....... … j……一望 → 
Method 2'Postcolumn 方法2 OPAによるポス

OPA tluoromet1'ic トカラム蛍光検出法

detection gene1'al 

...p'~.i!1c.~p.!El...........一一一宇一一
Method 3・Precolumn

PITC derivatization 

方法 3 PITCプレカラ

ム誘導体化法

一一一際空守男lJ2.~il，l1号!J.l.I.~...............1
Method 4・Precolumn 方法4 AQCプレカラ

AQC derivatization ム誘導体化法

.........!l空ne1'月1.I).ri.n.~iJ.l.le.......ー一 ....1... 一…ー
Method 5・Pre∞lumn 方法 5 OPAプレカラム

OPA de1'ivatization 誘導体化法

...!le.!1り男11..l2.1'i旦cip}旦 日 | 
Method 6' Precolumn 方法 6 DABS'Clプレ

DABS'Cl de1'ivatization 1 カラム誘導体化法

一一室県守男i政i.n.cip}e...............L.............................................J
Method 7・P1'ecolumn 方法 7 FMOC'CIプレ|

S 0140 
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FMOC'Cl derivatization 

一一野ner空l.p'!:!型c.ijll空ー 島

Method 8'Precolumn 

NBD'F de1'ivatization 

ー ..J~.堕骨空空1.P'l:i!:c.ip'l<J…争 .~.___l-

カラム誘導体化法

方法 8 NBD'Fプレカ

ラム誘導体化法

Data calculation and データの計算と解析

戸p.~.l:)'si:男 I
Calculations 計算

Amino acid mole percent アミノ酸のモル%

Un拘性n叩σY尺尺.P.切円E険阿里竹(坦坦哩竺りs竺号
IK胎王{nownprotein samples 既知たん白質試料

調和年月:1999年 10月

薬局方訴事口事項 i第十六改五日本薬局方 |備考

i参考情報 E 

Sodiu皿 DodecylSulphate ISDSポリアクリルアミドゲル

Polyacrylamide Gel 電気泳動法

Electrophoresis 

(SDS'PAGE) 

Charact尉 isticsof 11. ポリアクリルアミドゲルの

...P'(j!>:~c.t::)'1空理1今.~(lI~.............L... 符惇ー…ーー 寸
Denaturing polya氾rylamide 12 変性条件下ポリアクリルア

...~巳l巳!<Jc.~!:o.p.llo.r<J~i宇一一手-------…i …・~ p-，グJv璽気泳教一一ー 4 

R恥冶:edぬu則叫型堕~.c.竺空竺竺柑頃宇1切F今10切P旦.月旦号里ι争…一……守…….…….…守………….…一守…守…...J号号J二.ι1
Non口'r問'屯edu叩ci加n】g 12.2.非還元条件

conditi閣 1S

Cha1'acteristics of 13. 不連続緩衝液系ゲル電気泳

discontinuo叫s 動の特徴

bu妊e1'system gel 

一一一里1<Jc.tt:o.p.llo.戸空円 十 守号令……ーや一一一
Preparing vertical μ ま垂直不連続緩衝液系 SDS

disc印o凹叩X叫E詑tinu叩1叩ousbuf鉛百島e1'SD8. 1 ポリアクリルアミドゲルの

…一………….守♂旦P争01奴主却空主併空双E叉Y..Ia.空型1恒免守E俊空Is里竺ι…………宇一…守………….……守……守…守………守……守…….….…...1.
Assembling of the gel 4.1. ゲル形成カセットの総立

I早忠明!:~.c.a.~s里tte ..........J 

…....f1'<Jp.~!:a.tig旦.'?r~Il<J.~空1 ー 一J4:.2:....:1Jv.，タ雪国製一一ー
Mounting the gel in the 14.3. 電気泳動装置へのゲルの

electropho1'esis 取り付け及び泳動分離

appa1'atus and 

electrophoretic 

separation 

P.<J!<Jc.ti(j!:.(jf J?.r(jt骨反対.~(l!竺…J.~:....:1!v..中の色合良雪り鈴出 l 
Co勿苧lor型里哩竺曾号一号り!里旦目宇5空竺?勿空労.i:切恒mμp凶i空照g一……一一一….一….一……….一….一….一-………今一一.一一-一苧J.~:二，1ι1

争 8i註l刊T日空F勿;ai均旦1坦型堕哩~.一一守令 ………….……守…宇…一……守…一宇一一………宇…宇一...J号号J二♂.旦ι早里宇----…一…争…一争…守壁然理普染与ミ，~争己 争 i 
D1'ying of stained SDS 16. 染色した 8D8ーポリアタリ

一..J?o!>:~c.~x.~a.旦id空堅Is 一L..J.~!.~X空'Jvり乾燥… …寸-
Molecula1"mass 17. 分子量のil!IJ定

determination 

Validation ofthe test 18. 実施した試験の適合性(パリ

デーション)

.....g~切りfication民i~p.t}.ri~ie.s....J.~:....主務均史害量一一一一…-ーー..J
Reagents， tωes坑tsolutions 11ωO. 試薬.試i液夜 i 

争旦loc性存草:i何!:~豆-里q吐{竺りti台?旦旦令……….一.争 ……….….. 令.1......停4生E雪常型!鯉夜旦争……-一.….............................1
Coomassie staining クーマシ}染色試液

solution 

Deりりが旦~.s.ol.tlti空日守宅一一.1..…陛~試iUi ・e・....…ー...._---- ーl 
Dev里!(jJ?:空l'solutio旦一 l 望像務1良守 .......................J
Fixing solution 回定試i夜 | 

-p-11mE914F24UEj前野県……...J一一階際銀試i夜仁容発魚J!l ー i 
T1'ichlo1'oacetic acid トリクロロ酢酸試液，固定

…照明ーー号令|用 ー ----..-----i
Table 1 Prepa1'ation of 表 1 分離ゲルの調製

1'esolvi司星野!…ー l 
Table 2 P1'epa1'ation of 表 2 濃縮ゲ、ルの調製

草壁亙草堂l
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|参考情報 E 

h酬明里!明(jJ?llo.r<J舟 l円切1)-開開法令 ‘ 

J今回日空空tu号一一一一一一一 一 一 .L.努管一一 i 
Capillary zone 1. キャピラリーゾーン電気

… ....~l.~.~~.r(jp.Il(jt:~:号!更-----------φ…上一一段勢湾 ー ， 
Optimisation 分離の最適化

Inst1'umental pa1'ameω1'S 1 機器に関するパラメー

| タ一
宇一一一一ー一ー一一一一一一一日一ー 一 争

一一一-一-主O吐Il.ta.空E殴P竺一一一一-一一…-一-一苧……苧……..一…-一一-…-……-……争争…」令.L…一…争….…..守……….….~~立?..令……..煮圧一一一-一一 .....................1
Pola1'ity (2) 極性 | 

…… Te型J?'巳円tu1'eφ L.........~3} 理壁一 | 
…一一一巳号，p.il!~r.L... ー一一今 .L..…ω)一主期貫一 l 

Electrolytic solution 電解質溶液に関するパラ

...........jl~t:a:型りり's 一一一一 L 一一一一 j 三空ーご ‘ 
Buffer type and ω 緩衝液の種類と濃

concentration 度

… Buf坐1:.P'~....ー一 ー i 一段鍔罪主管.~.jl堕……ー|
-eqrz円台竺Ive竺ts 一一一一一.1..一一一一一 (3)一一:杢樫経理手 | 
Additives for chi1'al 心 キラル分離のため

一一……空切り丹拘IllS 一一一一i一一一一一一一一一一竺淳一初物質… ， 
Capillary gel 1 2. キャピラリーゲル電気泳

electrophoresis 動法

一 Cha1'act竺~i竺i旧三月fJ早明一…J一 -7'Jv旦努P壁一一一一一一一一一
C司pilla1'Yisoeおctric 3. キャピラリー等電点電気

一一息切労里一一一一一一一一一一....1.... 泳動法一一一一一一一一一一一一一一一一一
Loading step (1) 試料添加 | 

ー 10空di思ino:ぞe..~~.~.P........L.........~.!2....旦ンネーT.77.~:坦
j既日芳則男Uo.a.d.ill~一一一i 一一 (ü) 理統的f，t切I~.... ...1 
Focusi残.~.~~.P.一一一一一 iφ..\2>....象烹一 会 会 j

一一一理obilisり一切旦別~e.p'..一一一一L....J~L.費助一 一 一|
Optimisation 最適化 | 

v，棋空俊一一一一一一一.....L....J~!.一実EE ー一一一一一一一|
Capillary (2) 毛細管 | 

80lutions ω 溶液類 i 

Micellar electrokinetic 4. ミセル動電クロマトグラ

一 ch1'om空~oJJ.r~p.Il>:.明男IC.Q>j一一一ー一 .7.:1一三(M一号KC)……… E 

()J?ti~界1号月旦on ーーー一 Lー最適イじー
Inst1'umental paramete1's 1 機器に関するパラメー

|タ-

Volt空~~.....・e・-…ー一一一i一一一一一一.~立一雪庄一……・ 1 

1守男J?(l.r~~P.r<J.......争争…上一一一回)守争煙度 ー i 
...9.aJ?，ill空t:L...ーーー一一一一一一一上一一....~~).一主品目笠------- ー i 
Electrolytic solution 電解質溶液に関するパラ

...........p.a.~.a.lD:e.t空1's ー…ー.....1.…........き工夫ー
Surfactant type and (1) 界面活性剤の種類

concent1'ation と濃度

一 Bufl竺t:.P.~.⑤守⑤守守....--------一一一一i一一一一一一一一一ー (2) 一争経質i容Jり.JEE--一一…L
O1'ganic solvents (3) 有機洛媒類 i 

Additives for chi1'al (4) 光学分離用添加物

……一一 se奴旦空r伊戸叫“m空仁一……….一……….一….……⑤….… …….1.し一. 争 !里雪 a 

Ot品he白radditives (5ω) その他の添力加日斉弗剤:司

.……….一一争…-θ.Qtl旦照型り柑Fり!舟舟鈴魚P旦勿争F渋説号咳E旦1空"性哩旦.……….….…争 … … ……. 守宇l …昇樫樫~~零言分金:宵賀究型智喧芳T.宇:二-
Calc旧叩ulat“io叩ns 計算 | 

...êy.手，t空聖恒，it~~il.itL..... .......L.1警合!士子三一三タ:ご…... 守 i 
App岨rentnumbe1' of 理論段数

一 th骨骨子~etic空I.jll~~e，号一 4 

Resolution 分離度

一…………一…….一……….一…….一….一.包mm吻 f卸恒相相t，門悦奴守史史旦史竺佼t守…….一.……………….………….一……….一…….一….一.…………….一……….………….……….…….….上上上Lしし守……………….…………守………….………-一…-…宇 ]::0

SignaHo'noise 1'ati叩o シグナル ノイズ比

調和年月:2002年9月
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Sodium 

deoxycholate 

デオキシコール

霊堂ナトリウム

一 rea侵略 …i 青空樫 -----t 

τ'richloroacetic 1 トリクロロ直下酸

…acidr空空~~~~....L 一一一一号(~...........一一___L
Procedure 操作法 | 

Method 3 方法 3 (Bradford法)1

Standard solutions I 標準添液 i 
Test solution 試料溶液

Blank 対照液

Coom慢si，旦E明野'.lJ:!.L......!.':ござvごちi夜一ー l
Procedure 操作法 | 

Calculations 計算法 | 

Method 4 方法 4 (ピシンコニ

ン酸法)

Standard solutions I 標準溶液

Test solution 試料溶液

Blank 対照液 | 

Reagents 試薬・試液 | 

一号CAre空惨殺ー l 一空CA'相良一一一一l
Copper sulfate 硫酸銀試液

reagent 

Copper-BCA 錦・ BCA試i夜
reagent 

Procedure 操作法

Calculations 計算法

Method 5 し方向 ~13i':lr~t湾L]
Standard solutions I 標準溶液

Test solution 試料溶液

Blank 対照液 l 
Biuret reagent ピウレット試液 l 
Procedure 操作法 i 
Calculations 計算法

Interfering 妨害物質

substances 

一日明空!:!s.........一一|一一一一一一一自開ー二二二r:::::::::::::一…

Method6 方法 6 (蛍光法)

Standard sollltions 1 襟準溶液

T脱却lu…;::::::::::r:::言雨量 | 
Blank 対照液

Reagents 試薬・試液

Borate buffer ホウ酸緩衝液 ! 
Stock OPA OPA試液原液

一一一.....!.c:.~J~.ep.L........l 争 . 

一一一 o空会竺a堅些一一一一l一一一一一一 o雪全管i堅一一 | 
Procedllre 操作法

Calclllations 計算法

Method 7 雄 7 (窒素測定法u
Procedure A 操作法A

Procedure B 操作法B

Calculations 計算法
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Isoelec恒仔ocu空~11~一一一一一一l讐費廃合意気!A5.~智津一一 ____L 

T険oreticalゑ号P.~!:~.s........... J...一理教.................................1
Pr，竺ctical，空号'P'号ct男一一一一一.LJ券.t1:...
A卵子り賢一一一一一一一一一一ーし努員一
Isoelectric focusing in ポリアクリルアミドゲル

polyacrylamide gels: 等電点電気泳動法:

宇一det空!竺<!.pl:()c.e<!ll~哩一一一一l一一 捧竺!りー詳塑一一 L 

Preparation of the gels 平板ゲルの調製法 i 
1) 7.5 per cent 7.5%ポリアクリルア

.P.()!Y.~9.rが男~.i~~..S'.~~....L ー~ 1-"竺ル…一号守争._-_.t-.....
2) Preparation of the I 型枠の組み立て

mould 

Method 方法

Variations to the 本試験法の細部の変更

detailed procedure 検証の必要な項目

一...Js:哩切開.tl).~~!i<!.a!i()~)..J一一一一一一..........一一一一一一争十一一一一一
Validation of iso-electric I 等電点電気泳動操作法の

一一生切手一号i明~.p'rl)(!e.~tlr月月一…L......聖堂lÎÏE.....一一一一一一一一一一一一一一ト
Specified variation to 本法の規定の変更

.....ti1().~()~()~.~.!.~型空thod …・+ ・ → 

Point to consider 注意

....:f.!~~.r~二担Oll良一一一ー宇 l一周一等震一 → 

一号空軍e空竺守 苧 .L..'試j袈・試湾ー
Fixing solution for ポリアクリルアミドゲ

isoelectric focllsing ル等電点電気泳動

in polyacrylamide 用固定i夜

一一一段 ー
クーマシー染色試液 !日本薬局方

独自記載

事項

嵐長ilX一一一一|画一示蚕局云一

独自記載

事項
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調和年月:2002年9月

薬局方調和事項 |第十六改正R本薬局方 i備考

l参考情報 i 

.p'.ep'明竺Ma現1照一ー ー…ー 一一守竺/7-f:マ.':J /~孝一一一一一一一一一…i・... 今
一一:r.lll'P"O月刊ndsco型~..................l\!W!.芸空宇) ……… 一 i 

The peptide map 11. ペプチドマップ | 

-hp!pzhE県立p.':l~i持労いな…担t一公害里主塑製……
Selective c1eavage of 弘ベプチド結合の選択的切断

..p~)l~i~().lJ()l1今 i
…旦明則的別必然県p'i~:::::::]空.1.熊狩の前弘主一 ー"[二:

P四 tl'eatmentofthe 13.2. 切街弗jの前処理

()1()llv.ll~e..ll~e.l1t .......1 
-ppm開哩ぱt.h.~:~~~t.~~~::I~i::主語長の前語￥:二 "'f'二

Establishment of optimal 怜ι 玉三適消化条件の設定

.....~iJ~~~~i.o息切竺diti明翌日一…..1..................................................J
......p;II.一一一一一一一一号守一一........l¥.Ul1Ii;......ー一一一一一一一一一 | 

Temperature I(u)温度

Time l(iii)反応待問

Amount of cleavage 1 (iv)切断剤の量

.....a.~'男'nt 一ー 4 

Chl'omatogl'aphic sepal'ation 14. クロマトグラブイーによる

|分隊

Chl'o戸空勿~1:1lP.Þ.担 colu虫色l'u.....?!:~~用主之さー……一一一←
Solvent 14.2. 溶媒

Mobile phase 14.3 移動相

Gradient selection 14.4. グラジエントi去の選択 i 

Isocl'atic selection 14.5目 アイソクラティック法の

選択

Other parameters 14.6. その他のパラメーター

Validation 14.7. システム適合性

Analysis and identification 15. ペプチドの分析と確認

....~fp丹)l~i空es 今一一一一 l 
Table 1 -Examples of 表 1 切断剤の例

c1eavage agents 

Table 2 -Techniques used 1表 2 ペプチドの分離方法

foぽ theseparation of 

peptides 
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薬局方調和事項 |第十六改正日本薬局方 |信者考

|参考情報 | 

Microbiological 非無菌医薬品の微生物 |日本薬局方独自記

Examination ofNon" l'学的品質特性 | 載事項:

sterile Products: 1. 定義

2. 試験の適用

除外

3. 試料の採取

方法及び試験

の実施頻度

4. 微生物管環

計画書

Ac四 ptancecrite喧ia 1 5. 非無菌医薬品の微|日本薬局方独自記

foぽphal'maceutical1 生物許容基準値 | 載事項:

preparations and 微生物許容基準

substances fol' 値に関する説

phal'maceutical use 1 明

Table 2. Acceptance 

criteria fol' 

microbiological 

quality of non' 

sterile substances 

for phal'maceutical 

use 

表 1 非無歯医薬品原

料の微生物学的品

質に対する許容基

準値

Table 1. Acceptance 1 表 2 非無菌製剤!の微

criteria for 生物学的品質に対

microbiological する許容基準値

quality of non' 

sterile dosage 

forms 

日本薬局方独自記

載事項.

6. 生薬及び生

薬を配合した

製剤lに対する

微生物許容基

準値

表 3 主薬及び生薬を!日本薬局方独自記

配合した製剤lの微 i載事項

生物学的品質に対

する許容慕準{直

調和年月:2004年2.Fl
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l参考情報一一一一一 L
Tablet Friability 1錠剤の摩領度試験法
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1 原子量表(2010)Jについて

1 r原子量表 (2010)Jについて

2 元素の原子量は1961年質量数12の炭素(l2C)の質量を

3 12(端数無し)としたときの相対質量とするj と決められた.以

4 来，質量分析法等の物理的手法による各元素の核種の質量と同

5 位体総成の測定データは質，量ともに格段に向上した.国際純

6 正・応用化学連合(IUPAC)の，原子量及び同位体存在度委員会

7 (ClAAW)では，新しく測定されたデータの収集と検討をもと

8 に原子量表の改定を行い， 2年ごと(奇数年)に新しい原子量表

9 を発表している.これを受けて，日本化学会原子量委員会では，

10 IUPACの原子量表をもとに毎年4月にその年の原子量表を発表

11 している.以下に示す2010年版の原子量表の数値はIUPACか

12 ら2007年に発表された原子量の改定*lfこ基づいている.さら

13 に詳しいことはIUPACの原子量及び同{立体存在度委員会の報

14 告書*2及び総説刊を参照していただきたい.

15 原子量表に記載されている各元素の原子量のi直は，表の前文

16 に書かれているように，地球上に起源、を持ち，天然に存在する

17 物質中の元素に対する{直である.原子量は単核種元素(一つの

18 安定核種からなる元素)以外の元素では光の速度のような自然

19 界の定数ではなく，その元素を含む物質の起源や処理の仕方な

20 どによって変わりうるものである.これは原子量がそれぞれの

21 元素を構成している安定核種の相対存在度(同位体比)に依存す

22 るからである.測定技術の進歩によって，各元素の同位体存在

23 度は必ずしも一定ではなく，地球上で起こる様々な過程のため

24 に変動し，それが原子量に反狭することがわかってきた.その

25 結果，元素照で原子量の精度に差が生じることになった.原子

26 量表で各原子量の値に続く( )の中に示した数字は，その原子

27 量の最後の桁の値に対する不確かさである.例えば水素の場合

28 の1.00794(7)は1.00794:1:0.00007を意味する.

29 単核種元素の原子量は最も正確で，精度も高い.それは，単

30 核種元素は複数の安定同位体をもたないために同位体比を考慮

31 する必要がなし、からである.このような元素の原子量は，物理

32 的手法で求めたそれぞれの核種の質量判をもとに一定の基準で

33 不確かさを考慮して決められる.

34 元素の中には地球上で採取された試料の大部分ではある一定

35 の阿佐体組成を示すが，ある特定の試料ではそれらの値と異な

36 った同位体組成を示すものがある.このような元素には注に

37 “g と記し，試料によってはこれらの元素の原子量として原

38 子最表の{直をそのまま使うことができないことを示す.これに

39 対して，例えば酸素のように，空気，海水，陸水，岩石など

40 種々の形態で地球上に存在し，これらの物質問で同位体組成が

41 変動しているため，どれか1つの!直に収束できない元素がある.

42 注の“r は，このように同位体組成の測定技術がどんなに進

43 歩しでも精度のよい原子量を与えることができない元素に付け

44 られている.一方，元素によっては人為的に同位体分別を受け

45 たものが試薬として一般に利用されている可能性がある.代表

46 的な元素として，水素，リチウム，ホウ素，ウランなどがある.

47 注の“m はこのような元素に付けられており，特に原子量が

48 問題となるような場合には試薬のラベルを参照するなどして注

49 意する必要がある.

50 * 1 IUP AC Inorganic Chemistry Division， CIAA W 

51 Standard Atomic Weights Revised. Chθm. Int.， 29， 

52 18(2007). 

53 叫 IUPACInorganic Chemistry Division， ClAAW : Atomic 

54 Weights of th巴 El巴ments2007， Fllre Appl Chem.， 81， 

55 2131(2009). 

56 * 3 J. R. D巴 Laeterθtal. Atomic Weights of the 

57 Elements : Review 2000. Fllre Appl. Chem.， 75， 683(2003). 

58 * 4 G. Audi et al. Th巴 A~!E 2003 Atomic Mass 

59 Evaluation(II). Tables， graphs and references. NllCl Fhys. 

60 A， 729， 337(2003). 
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1 原子最表(2010)

1 原子量表(2010)

2 元素の原子量は，質量数12の炭素(l2C)を12とし，これに対

3 する棺対値とする.仮し 12Cは核及び電子が基底状態にある

4 中性原子である.) 

5 多くの元素の原子量は一定ではなく，物質の起源や処理の佐

6 方に依存する.原子量とその不確かさ1t，土地球上に起源をもち，

7 天然に存在する物質中の元素に適用される.この表の脚注には，

8 個々の元素に起こりうるもので，涼子量に付随する不確かさを

9 越える可能性のある変動の様式が示されている.原子番号112

10 から118までの元素名は暫定的なものである.

元素名

アインスタイニウムホ

亜鉛

アクチニウムキ

アスタチン本

アメリシウムホ

アルゴン

アルミニウム

アンチモン

硫黄

イッテノレビウム

イットリウム

イリジウム

インジウム

ウラン*

ウンウンオタチウム*

ウンウンクアジウムキ

ウンウントリウム*

ウンウンへキシウムホ

ウンウンベンチウム*

エルピウム

塩素

オスミウム

カドミウム

ガドリニウム

カリウム

ガリウム

カリホルニウムホ

カルシウム

キセノン

キュリウム*

金

銀

クリプトン

クロム

ケイ素

ゲルマニウム

コノ勺レト

コベルニシウムキ

サマリウム

酸素

ジスプロシウム

シーボーギウム$

臭素

ジルコニウム

水銀

水素

スカンジウム

スズ

ストロンチウム

セシウム

セリウム

セレン

ダームスタチウムホ

タリウム

タングステン

炭素

タンタノレ

チタン

窒素

ツリウム

テクネチウム*

鉄

テルピウム

テルル

鋭

ドブニウムホ

トリワム*

:n:;素 原子
原子量 脚注

記号 番号

Es 99 
Zn 30 65.38(2) r 

Ac 89 
At 85 

Am 95 
Ar 18 39.948(1) g r 

Al 13 26.9815386(8) 

Sb 51 121.760(1) g 

S 16 32.065(5) g r 
yb 70 173.054(5) E 
Y 39 88.90585(2) 

1r 77 192.217(3) 

1n 49 114.818(3) 

U 92 238.02891(3) gm 

Uuo 118 
Uuq 114 
Uut 113 

Uuh 116 
Uup 115 
Er 68 167.259(3) g 

Cl 17 35.453(2) gmr 

Os 76 190.23(3) g 

Cd 48 112.411(8) g 

Gd 64 157.25(3) g 

K 19 39.0983(1) 

Ga 31 69.723(1) 

Cf 98 

Ca 20 40.078(4) g 

Xe 54 131.293(6) gm 

Cm 96 

Au 79 196.966569(4) 

Ag 47 107.8682(2) g 

Kr 36 83.798(2) gm 

Cr 24 51.9961(6) 

Si 14 28.0855(3) r 

Ge 32 72.64(1) 

Co 27 58.933195(5) 

Cn 112 

Sm 62 150.36(3) g 

O 8 15.9994(3) g r 

Dy 66 162.500(1) g 

Sg 106 
Br 35 79.904(1) 

Zr 40 91.224(2) g 

Hg 80 200.59(2) 

狂 1 1.00794(7) gmr 

Sc 21 44.955912(6) 

Sn 50 118.710(7) g 

Sr 38 87.62(1) g r 

Cs 55 132.9054519(2) 

Ce 58 140.116(1) g 

Se 34 78.96(3) r 

Ds 110 

Tl 81 204.3833(2) 

w 74 183.84(1) 

C 6 12.0107(8) g r 

Ta 73 180.94788(2) 

Ti 22 47.867(1) 

N 7 14.0067(2) g r 

Tm 69 168.93421(2) 

Tc 43 

Fe 26 55.845(2) 

Tb 65 158.92535(2) 

'fe 52 127.60(3) g 

Cu 29 63.546(3) r 

Db 105 

Th 日0 232.03806(2) g 

9 014~5 
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2 原子量表(201ω

元素名
克素 原子

原子量 脚注
記号 番号

ナトリウム Na 11 22.98976928(2) 

主白 Pb 82 207.2(1) g r 
ニオブ Nb 41 92.90638(2) 
ニッケル Ni 28 58.6934(4) r 
ネオジム Nd 60 144目242(3) g 
ネオン Ne 10 20.1797(6) gm 
ネプツニウムホ Np 93 
ノーベリウム* No 102 
パータリウム* Bk 97 
白金 Pt 78 195.084(9) 
ノ、ツシウムキ Hs 108 
パナジウム V 23 50.9415(1) 
ハブニウム Hf 72 178.49(2) 

パラジウム Pd 46 106.42(1) g 
バリウム Ba 56 137.327(7) 
ビスマス

当k

Bi 83 208.98040(1) 
ヒ素 As 33 74.92160(2) 
フエノレミウム本 Fm 100 
フッ素 F 9 18.9984032(5) 

プラセオジム Pr 59 140.90765(2) 
フランシウム* Fr 87 
プルトニウム* PU 94 
プロトアクチニウム*Pa 91 231.03588(2) 
プロメチウム* Pm 61 
へリウム He 12 4.002602(2) g r 
ベリリウム Be 4 9.012182(3) 

ホウ素 B 5 10.811(7) gml' 
ボーリウム* Bh 107 
ホルミウム Ho 67 164.93032(2) 
ポロニウムキ PO 84 
マイトネリウム* Mt 109 
マグネシウム Mg 12 24.3050(6) 

マンガン Mn 25 54.938045(5) 
メンデ、レピウムネ Md 101 

モリブデン Mo 42 95.96(2) g r 
ユウロピウム Eu 63 151.964(1) E 

ヨウ素 I 53 126.90447(3) 
ラザホージウム本 Rf 104 
ラジウムキ Ra 88 
ラドン* Rn 86 
ランタン La 57 138.90547(7) g 
リチウム Li 3 [6.941(2)] t gmr 
リン P 15 30.973762(2) 

ルテチウム Lu 71 174.9668(1) E 

ノレテニウム Ru 44 101.07(2) g 
ノレビジウム Rb 37 85.4678(3) g 
レニウム Re 75 186.207(1) 
レントゲニウム* Rg 111 
ロジウム Rh 45 102.90550(2) 
ローレンシウム* Lr 103 

#:不確かさは( )内の数字で表され，有効数字の最後の桁に対

応する 例えば，亜鉛の場合の65.38(2)は65.38士O目02を意味

すみ

*:安定同{立体のない元素(前ベージの下段の表参照).これらの

元素については原子量が示されていないが，プロトアクチニ

ウム， トりウム，ウランは例外で，これらの元奈は地球上で

回有の伺(立体組成を示すので原子量が与えられている.

t :市販品中のリチウム化合物中のリチウムの原子量は6.939から

6.996の幅をもっ(r元素の同位体組成表2010Jの注bを参

照).より正確な原子量が必要な場合は，飼々の物質について

測定する必要がある

g 当該元素の同{立体組成が正i嵩な物質が示す変動舗を泣えるよ

うな地質学的試料が知られている.そのような試料中では当

該元素の原子量とこの表の徳との差が，表記の不確かさを越

えることがある.

m:不詳な，あるいは不適切な同{立体分別を受けたために同{立体

組成が変動した物質が市販品中{;:見いだされることがある.

そのため，当該元素の原子量が表記の値とかなり異なること

がある.

12 

通常の地球上の物質の向f立体組成に変動があるために表記の

原子量より椅Iirの良い値を与えることができない.表中の原

子泣は通常の物質すべてに適用されるものとする.
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1 安定同位体のない元素

1 安定問位体のない元素

2 この表は，原子量表(2010)で*を付した安定同位体のない元

3 素についてまとめたものである.

4 

原子
元素名

元素
同{立体の質最数?

番号 記号

43 テクネチウム Tc 97，98，99 

61 プロメチウム Pm 145，146，147 

83 ビスマス Bi 209 

84 ポ口ニウム PO 208，209，210 

85 アスタチン At 210，211 

86 ラドン Rn 210，211，222 

87 フランシウム Fr 212，222，223 

88 ラジウム Ra 226，228 

89 アクチニウム Ac 225，227 

90 トリウム Th 230，232 

91 プロトアクチニウム Pa 231，233 

92 ウラン U 233，234，235，236，238 

93 ネプツニウム Np 236，237 

94 プルトニウム PU 238，239，240，241，242，244 

95 アメリシウム Am 241，243 

96 キュリウム Cm 243，244，245，246，247，248 

97 ノ〈ータリウム Bk 247，249 

98 カリホルニウム Cf 249，250，251，252 

99 アインスタイニウム Es 252，254 

100 フェ/レミウム Fm 253，257 

101 メンデ、レピウム Md 258，260 

102 ノーベリウム No 255，259 

103 ローレンシウム Lr 251，261，262 

104 ラザホージウム Rf 265，267 

105 ドブニウム Db 267，268 

106 シーボーギウム Sg 265，271 

107 ボーリウム Bh 267，272 

108 ハッシウム Hs 269，277 

109 マイトネリウム Mt 268，276 

110 ダームスタチウム Ds 280，281 

111 レントゲニウム Rg 279，280 

112 コベルニシウム Cn 283，285 

113 ウンウントリウム Uut 283，284 

114 ウンウンクアジウム Uuq 288，289 

115 ウンウンベンチウム Uup 287，288 

116 ウンウンヘキシウム Uuh 291，292，293 

118 ウンウンオクチウム Uuo 294 

T 現在確認されている質量数の例で，ビスマスを除く元素については下記

文!被1のTable3に基づく，ビスマスについては下記文献2に基づき，放射性

元素と判断した.

1. IUP AC Inol'ganic Chemistl'y Di吋sion，ClAAW : Atomic Weights of the 
Elements 2007. Flla Appl. Chem.， 81， 2131(2009) 

2. P. de Mal'cillac et al. : E却 el'imentalDetection ofα'pal'ticles fl'om the 
Radioactive Decay ofNatul'al Bismuth. Natlla， 422， 876(2003) 
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Standard Atomic Weights 2010 1 

Standard Atomic Weights 2010 1 

(Scaled to A，.(12C)= 12， where 12C is a neutrafatom in its nuclear and electronic ground state) 

The atomic weights of many elements are not invariant but depend on the origin and treatment of the materiaL Th巴

standard valu巴sof A，.(E) and the uncertainties Gn parentheses， following the last significant日gureto which they are 

attribut巴d)apply to elements of natural terrestrial origin. The footnot巴sto this table elaborate th巴 typesof variation 

which may occur for individual elements and which may be lal'ger than the list怠duncertainties of values of Ar(E). Names 

of elements with atomic number 112 to 118 al'e provisionaL 

2 

qリ

A斗

A
M
O
Q
u
n
t

Name Symbol 
Atomic Atomic 

Footnotes 
Number Weight 

Praseodymium P1' 59 140.90765(2) 

Neodymium Nd 60 144.242(3) g 

Promethium合 Pm 61 

Sama1'ium Sm 62 150.36(2) E 

Europium Eu 63 151.964(1) g 

Gadolinium Gd 64 157.25(3) E 

Terbium Tb 65 158.92535(2) 

Dysprosium Dy 66 162.500(1) E 

Holmium Ho 67 164.93032(2) 

Erbium Er 68 167.259(3) g 

Thulium Tm 69 168.93421(2) 

Ytte1'bium yb 70 173.054(5) g 

Lutetium Lu 71 174.9668(1) g 

Hafnium Hf 72 178.49(2) 

Tantalum Ta 73 180.94788(2) 

Tungsten w 74 183.84(1) 

Rhenium Re 75 186.207(1) 

Osmium Os 76 190.23(3) E 

Iridium 11' 77 192.217(3) 

Platinum Pt 78 195.084(9) 

Gold Au 79 196.966569(4) 

Me1'cu1'Y Hg 80 200.59(2) 

Thal1ium Tl 81 204.3833(2) 

Lead Pb 82 207.2(1) g r 

Bismuth* Bi 83 208.98040(1) 

Polonium* PO 84 

Astatine* At 85 

Radon* Rn 86 

Francium* F1' 87 

Radium* Ra 88 

Actinium* Ac 89 

Tho1'iu皿* Th 90 232.03806(2) g 

Protactinium合 Pa 91 231.03588(2) 

U1'anium* U 92 238.02891(3) gm  

Neptunium* Np 93 

Plutonium合 PU 94 

Americium会 Am 95 

Curium* Cm 96 

Berkelium* Bk 97 

Californium* Cf 98 

Einsteinium合 Es 99 

Fermium合 Fm 100 

Mendelevium* Md 101 

Nobelium* No 102 

LaWl'encium* Lr 103 

Ruthel'fo1'dium * Rf 104 

Dubnium* Db 105 

Seabo1'gium* Sg 106 

Boh1'ium* Bh 107 

Hassium常 Hs 108 

Meitne1'ium* Mt 109 

Darmstadtium * Ds 110 

Roentgenium Rg 111 

0148 8 

Name Sy血bol
Atomic Atomic 

Footnotes 
Numbe1' Weight 

Hydrogen H 1 1.00794(7) g m r 

Helium He 2 4.002602(2) g r 

Lithium Li 3 [6.941(2)] t g m l' 

Beryl1ium Be 4 9.012182(3) 

Boron B 5 10.811(7) g皿 r

Ca1'bon C 6 12.0107(8) g r 

Nit1'ogen N 7 14.0067(2) g r 

Oxygen O 8 15.9994(3) g r 

Fluo1'ine F 9 18.9984032(5) 

Neon Ne 10 20.1797(6) g m 

Sodium Na 11 22.98976928(2) 

Magnesium Mg 12 24.3050(6) 

A1uminiu血 A1 13 26.9815386(8) 

Silicon 8i 14 28.0855(3) r 

Phospho1'us P 15 30.973762(2) 

8ulfu1' S 16 32.065(5) E r 

Chlorine Cl 17 35.453(2) g m l' 

Argon A1' 18 39.948(1) g r 

Potassium K 19 39.0983(1) 

Calcium Ca 20 40.078(4) g 

8candium 8c 21 44.955912(6) 

Titanium Ti 22 47.867(1) 

Vanadium V 23 50.9415(1) 

Ch1'omium C1' 24 51.9961(6) 

Manganese Mn 25 54.938045(5) 

l1'on Fe 26 55.845(2) 

Cobalt Co 27 58.933195(5) 

Nickel Ni 28 58.6934(4) r 

Copper Cu 29 63.546(3) r 

Zinc Zn 30 65.38(2) r 

Gal1ium Ga 31 69.723(1) 

Ge1'manium Ge 32 72.64(1) 

Arsenic As 33 74.92160(2) 

8elenium 8e 34 78.96(3) r 

Bromine B1' 35 79.904(1) 

K1'ypton K1' 36 83.798(2) g m 

Rubidium Rb 37 85.4678(3) g 

8t1'ontium 81' 38 87.62(1) g r 

Ytt1'ium Y 39 88.90585(2) 

Zi1'conium Z1' 40 91.224(2) g 

Niobium Nb 41 92.90638(2) 

Molybdenum Mo 42 95.96(2) E r 

Technetium* Tc 43 

Ruthenium Ru 44 101.07(2) g 

Rhodium Rh 45 102.90550(2) 

Palladium Pd 46 106.42(1) g 

8ilve1' Ag 47 107.8682(2) g 

Cadmium Cd 48 112.411(8) g 

lndium ln 49 114.818(3) 

Tin 8n 50 118.710(7) g 

Antimony 8b 51 121.760(1) g 

Tellurium Te 52 127.60(3) g 
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2 Standard At刀micWeights 2010 

Name Symbol 
Atomic Atomic 

Footnotes 
Number Weight 

Name Symbol 
Atomic Atomic 

Footnotes 
Number Weight 

Iodine I 53 126.90447(3) Copernicium* Cn 112 

Xenon Xe 54 131.293(6) g m Ununtrium安 Uut 113 

Caesium(Cesium) Cs 55 132.9054519(2) Ununquadium * Uuq 114 

Bal'Ium Ba 56 137.327(7) Ununpentium* Uup 115 

Lanthanum La 57 138.90547(7) g Ununhexium* Uuh 116 

Cerium Ce 58 140.116(1) g Ununoctium脅 Uuo 118 

* : Element has no stable isotopes 

t : Commercially available Li matmials have atomic weights that range between 6.939 and 6.996 ; if a lllOl'e aCCUl'ate value is l'eql1Ired， it 1l1ust be detel'mined for 

the specmc mate1'ial 

g : GeologicaI specImens al'e k110WIl in whlch the element has an isotopic composition outside the limits fol' nOl'lllal luatm'Ial. The difference between the atomIc 

weight of the element in such specimens and that given in the table lUay exceed the stated uncertainty. 

m : Modified isotopic compositions may be found Ill comme四 iallyavailable material because it has been subjected to an undisclosed 01' inadvel'tent isotopic 

fl'actionation. Subst田ltialdeviations in atomic weight of the element from that given in the table can OCCUl'. 

r : Range泊 isotopicco01position of n01'mal te1'1'est1'ial material p1'events a O101'e p1'ecise A，(E) beiug given ; the tabulated A，.(E) value should be applicable to any 

nOl'mal material 。2010日本化学会原子量小委員会
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