
 【全般的な注意】

１．本品は体外診断用医薬品でありそれ以外の目的に使用

しないでください。

２．診断は他の関連する検査結果や臨床症状等に基づいて

総合的に判断してください。

３．電子化された添付文書以外の使用方法については，結果

の信頼性を保証致しません。

 【形状・構造等(キットの構成)】
・１型(ＨＡ-２)

パラインフルエンザウイルス１型(ＨＡ-２)中和用抗血清

1mL分    1本

パラインフルエンザウイルス１型(ＨＡ-２)中和抗体

(ウサギ免疫グロブリン)を含みます。

・２型(ＣＡ)

パラインフルエンザウイルス２型(ＣＡ)中和用抗血清

1mL分    1本

パラインフルエンザウイルス２型(ＣＡ)中和抗体

(ウサギ免疫グロブリン)を含みます。

・３型(ＨＡ-１)

パラインフルエンザウイルス３型(ＨＡ-１)中和用抗血清

1mL分    1本

パラインフルエンザウイルス３型(ＨＡ-１)中和抗体

(ウサギ免疫グロブリン)を含みます。

・４型

パラインフルエンザウイルス４型中和用抗血清

1mL分    1本

パラインフルエンザウイルス４型中和抗体(ウサギ免疫

グロブリン)を含みます。

 【使用目的】

ヒト又は動物より分離したパラインフルエンザウイルス各型

の中和試験による同定

 

 【測定原理】

パラインフルエンザウイルス中和用抗血清と分離ウイルスを

反応させ細胞に接種し，ウイルスの増殖の有無を確認すること

により判定します１）２）。

 【操作上の注意】
１．測定試料の性質，採取法

検体は，「厚生省監修  微生物検査必携」３）等の方法に

従って分離したウイルスを使用します。

２．妨害物質・妨害薬剤

トリプシンに感受性が高い細胞では，細胞維持用培養液に

加えるトリプシンの濃度によって，細胞が剥がれること

がありますので注意してください。

３．その他

1）本品は約20単位に希釈して使用した場合，Vero細胞に

対する毒性はほとんど示しません。

2）培養細胞で中和試験を行いますので，器具類及び培養液

などの滅菌，無菌的な操作に十分注意してください。

3）同一型のパラインフルエンザウイルスでも，分離株に

よっては中和されにくい場合があります。

4）攻撃ウイルスの力価が低い場合，非特異反応により，ＣＰＥ※１

が出現しない場合がありますので，攻撃ウイルス量に注意

してください。

※1：ＣＰＥ；cytopathic effect  細胞変性効果
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【用法・用量(操作方法)】
１．準備する器具

1）マイクロピペット及びチップ(100～1 000μL用)

2）ローラーチューブ及びゴム栓

3）小試験管(容量5～7mL)

4）試験管ミキサー

5）メスピペット

6）培養器(孵卵器)

7）斜位型試験管立

8）組織培養用顕微鏡

２．試薬の調製

1）パラインフルエンザウイルス各型中和用抗血清各1本に

滅菌精製水1mLずつ加えて溶解後，中和試験に使用する

細胞維持用培養液でラベルに表示の抗体価を20で割った

数値で希釈すると各々約20単位の抗血清になります。希釈

した抗血清は当日中に使用します。

 2）細胞

ローラーチューブにVero細胞などを事前に培養しておき

ます。

 3）細胞維持用培養液

使用する細胞に適したもので，一般にウシ血清アルブミンを

0.2w/v％加えて使用します。さらに，パラインフルエンザ

ウイルス１型と４型の培養に用いる細胞維持用培養液には，

結晶トリプシンを1mg/mLの割合で生理食塩液に溶解した

ものを，0.2mL/100mLの割合で細胞維持用培養液に加えて

使用します。

３．操作法

中和試験には，マイクロプレート法と試験管法がありますが，

以下に試験管法による試験法を記載します。

1）事前に，分離した被検ウイルスの感染価(ＴＣＩＤ５０
※２)を

確認し，攻撃ウイルス液にするための希釈倍数を決めて

おきます。

2）小試験管4本に約20単位の各抗血清を0.3mL採取します。

3）次いで抗血清を入れた小試験管に100～320ＴＣＩＤ５０/0.1mL

に希釈した攻撃ウイルス液を0.3mL加え，ゴム栓をして

試験管ミキサーでよく混和します。

4）35～37℃で1～2時間中和反応させます。

5）ローラーチューブ8本(各型用2本)に培養したVero細胞の

細胞増殖用培養液を各々1mLの細胞維持用培養液に液交換

し，中和反応が終わった抗血清とウイルスの混合液を

各々0.2mLずつ接種します。

6）ウイルス対照は攻撃ウイルス液を原液とし，10倍階段希釈を

1万倍まで行ったものを0.5mLずつ用意します。抗血清の

代わりに細胞維持用培養液を各々の希釈ウイルス液に

0.5mLずつ加え混合します。4)と同様の反応後，各希釈列

当たりローラーチューブ4本の細胞を用意し，ウイルスと

培養液の各混合液を0.2mLずつ接種し，攻撃ウイルス量の

確認をします。

7）培養器に入れ35～37℃で4～6日間培養し，ＣＰＥの有無，

又はＨＡＤ※３を観察して判定します。

＜ＨＡＤによる判定法は以下のように行います＞

(1)4～6日間培養後，PBS(－)で2回細胞面を洗います。

(2)0.1vol％新鮮モルモット赤血球浮遊液を1mL加え，軽く

振盪します。

(3)細胞面が赤血球浮遊液に浸るようにして，4℃で30分間

静置します。

(4)顕微鏡下でモルモット赤血球の吸着の有無を観察

します。赤血球が吸着していない型が，分離した

ウイルスの型と判定されます。
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【包装単位】

コード№ 製品名 包装

300492
パラインフルエンザウイルスＮＴ

試薬「生研」１型(ＨＡ-２)
1mL分×1本

300508
パラインフルエンザウイルスＮＴ

試薬「生研」２型(ＣＡ)
1mL分×1本

300515
パラインフルエンザウイルスＮＴ

試薬「生研」３型(ＨＡ-１)
1mL分×1本

300522
パラインフルエンザウイルスＮＴ

試薬「生研」４型
1mL分×1本
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(5)但し，ウイルス対照でモルモット赤血球の吸着が確認

できなかった場合は，再度振盪し，室温で30分間静置

します。

(6)それでもなお，ウイルス対照でモルモット赤血球の

吸着が見られない場合，その試験は無効ですので，

再度試験を行ってください。

※2：ＴＣＩＤ５０；tissue culture infective dose for 50％

※3：ＨＡＤ；Hemadsorption  血球吸着

【測定結果の判定法】

完全にＣＰＥを抑制するか，ＨＡＤを抑制した抗血清の型を

当該ウイルスの型と判定します。

「判定上の注意」

ＣＰＥの観察は，必ず正常細胞の形状と比較しながら，

毎日行ってください。

【性能】

１．感度

同一型のパラインフルエンザウイルスを用いて中和試験

を行ったとき，1:320～1:640の中和抗体価を示します。

２．正確性

型の異なるパラインフルエンザウイルスの中和試験を

行ったとき，反応しないか，又は反応しても1:80の中和

抗体価より低値です。

３．同時再現性

上記１．のパラインフルエンザウイルスを用いて，3回，

同時に中和試験を行ったとき，中和抗体価のぶれは1管差

以内です。

【使用上又は取扱い上の注意】

１．取扱い上(危険防止)の注意

1）本品は感染性の分離ウイルスを対象としていますので，

検体の採取，操作，器具の廃棄の各場面において感染性

のあるものとして取扱い，保護具(眼鏡，手袋，マスク等)

を着用の上，十分注意をして操作してください。なお，

パラインフルエンザウイルスはバイオセーフティレベル

(BSL)2の病原体に該当します。

2）試験に用いた検体，検体の接触した容器等は感染性の

あるものとして取り扱ってください。

3）検体のウイルスを取り扱う際には，ウイルスが手指・衣服

等に付着しないように注意し，付着した場合は速やかに

消毒してください。

２．使用上の注意

1）本品は防腐剤等を含んでいません。溶解時及び使用時には

無菌的な操作に十分注意してください。

2）ウイルスを希釈する場合は，すべての希釈段階ごとに

ピペット又はチップを交換してください。

3）使用期限を過ぎた製品は使用しないでください。

4）容器のゴム栓は取り違えないようにしてください。

３．廃棄上の注意

1）検体中には感染性のウイルスが存在しますので，廃液，

使用済み器具などは，次のいずれかの方法で滅菌処理を

行ってください。

(1)最終濃度3.5vol％グルタルアルデヒド溶液に，30分間

以上浸漬する。

(2)0.5w/v％次亜塩素酸ナトリウム溶液(有効塩素5 000ppm)

に，1時間以上浸漬する。

(3)121℃で20分間以上高圧蒸気滅菌をする。

2）本品及び器具等を廃棄する場合には，廃棄物の処理及び

清掃に関する法律，水質汚濁防止法等の規定に従って処理

してください。

【貯蔵方法・有効期間】

貯蔵方法  10℃以下で保存

有効期間  1年

      (ラベルに表示の使用期限内にご使用ください。)
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