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生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件1 

〈G3-13-191〉 2 

次のように改める． 3 

本参考情報は，哺乳類などの生体組織や体液に由来する生物4 

薬品，及び，ヒト又は動物由来細胞株から生産されたタンパク5 

質医薬品を含む生物薬品のウイルス安全性確保の基本的要件に6 

ついて記載する． 7 

1.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 8 

製品へのウイルス汚染のリスクは，ヒト又は動物を起源とす9 

る生物薬品及びヒト又は動物由来細胞株から生産されたタンパ10 

ク質医薬品に共通する安全性上の極めて重要な懸念事項である．11 

ウイルス汚染が発生すれば臨床使用において深刻な事態を招く12 

可能性があることから，そのリスクを十分に低減する方策を講13 

じる必要がある．生物薬品の場合，その起源の選択と適格性評14 

価，製造工程の妥当性評価とその恒常性維持がウイルス安全性15 

確保上のキーポイントとなり，それを踏まえた管理戦略の構築16 

が求められる．生物薬品のウイルスに対する安全性確保は，ウ17 

イルス汚染の可能性(汚染源)について熟知した上で，①原材料18 

及び細胞基材の適格性の評価，②製造工程のウイルス不活化／19 

除去能力の評価，③製造工程の適切な段階におけるウイルス試20 

験の実施という3つの相補的な基本方策により合理的に保証す21 

ることができる．ウイルス試験には，例えば低濃度のウイルス22 

を検出するときの感度が統計的理由からサンプルサイズに依存23 

するなどの固有の限界がある．したがって，最終製品に感染性24 

ウイルスが存在しないことの信頼性は，多くの場合は，最終製25 

品を直接試験することのみでは得られず，包括的なウイルス試26 

験プログラムの適用と製造工程におけるウイルス除去及び不活27 

化工程の評価によって合理的に保証されるべきである．製造業28 

者は，それぞれの製品や製造工程について，ウイルスに対する29 

安全性を保証するための管理戦略の中で採用した方策を説明し，30 

その妥当性を示す必要がある．  31 

ウイルス安全性の確保は全ての生物薬品における前提事項で32 

あるため各条の製造要件には記載されていないが，本参考情報33 

に示す基本的な考え方や留意事項に従って適切な方策が講じら34 

れるべきである．生物起源由来物質でもアミノ酸，糖類，グリ35 

セリンなどのような比較的低分子の化合物や，高分子化合物で36 

あってもゼラチンのようなものは，その製法や精製法からウイ37 

ルスの迷入の可能性が考えられないケースが多く，また，タン38 

パク質には適用できないような強力なウイルス不活化／除去操39 

作を適用することが可能であるが，本情報に盛り込まれた事項40 

のうち合理的に適用できる部分があれば参考にできる．  41 

ヒト又は動物由来細胞株から産生されたタンパク質医薬品の42 

ウイルス安全性については，ICH国際合意文書を受けた国内版43 

通知「ヒト又は動物細胞株を用いて製造されるバイオテクノロ44 

ジー応用医薬品等のウイルス安全性評価に関するガイドライン」45 

の一部改正について」(令和7年1月9日付医薬薬審発0109第3号46 

厚生労働省医薬局医薬品審査管理課長通知)(以下，ICH Q5Aガ47 

イドライン)があり，本参考情報は，ICHガイドラインに盛り48 

込まれた事項を参考にしながら，ウイルス安全性確保に必要な49 

一般的留意事項及び各論を盛り込んでいる．血漿分画製剤につ50 

いては，生物学的製剤基準に収載され，「血漿分画製剤のウイ51 

ルスに対する安全性確保に関するガイドラインの一部改正につ52 

いて」(令和6年3月29日付医薬発第0329第16号厚生労働省医薬53 

局長通知)が適用されるが，本参考情報の基本的な考え方は参54 

考になる．本参考情報は，日局に収載されている生物薬品はも55 

とより，日局に収載されていない生物薬品や将来収載される可56 

能性のある全ての生物薬品のウイルス安全性確保に必要な一般57 

的留意事項及び各論について記載している． 58 

2. 生物薬品がウイルスに汚染される可能性 59 

生物薬品のウイルス汚染は，ヒト又は動物に由来する原材料60 

及び細胞基材のウイルス汚染，あるいは，製造工程におけるウ61 

イルスの迷入によってもたらされる可能性がある．ヒト又は動62 

物の生体組織や体液に由来する生物薬品については，原材料及63 

びその起源であるヒトや動物が，ヒトに対して病原性を有する64 

ウイルスによって汚染されている可能性を考慮する必要がある． 65 

ヒト由来で病原性を持つ感染性ウイルスで，原材料等に混入66 

する可能性があり，注意すべきものには，ヒト免疫不全ウイル67 

ス (HIV-1/2)，A型肝炎ウイルス (HAV)，B型肝炎ウイルス68 

(HBV)，C型肝炎ウイルス(HCV)，E 型肝炎ウイルス(HEV)，69 

ヒトT細胞白血病ウイルス(HTLV-1/2)，ヒトパルボウイルス70 

B19，サイトメガロウイルス(CMV)などがある．ヒト又は動物71 

由来の組織，体液などを原材料とする生物薬品には，常にこの72 

ようなヒトに対して病原性が知られているウイルスによる汚染73 

やその他のウイルス潜在の可能性があり，安全対策は徹底して74 

実施する必要がある． 75 

ヒト又は動物由来細胞株から生産されるタンパク質医薬品の76 

場合，細胞には，潜伏感染又は持続感染状態のウイルス(例え77 

ば，ヘルペスウイルス)又は内在的なレトロウイルスが存在し78 

ている可能性がある．また，(1)感染した動物からの細胞株の79 

樹立，(2)細胞株を樹立するためのウイルスの使用，(3)細胞培80 

養における汚染された生物由来の試薬の使用，(4)細胞取扱中81 

やセルバンク調製工程における汚染などにより，細胞株がウイ82 

ルス汚染される可能性がある．医薬品製造過程では，(1)培養83 

などに使用する血清成分のような生物由来の原材料や試薬の汚84 

染，(2)目的タンパク質をコードする特定の遺伝子の発現を誘85 

導するためのウイルスの使用，(3)下流の精製工程で使用する86 

試薬(例えば，精製に用いるアフィニティーカラム)の汚染，(4)87 

製剤化に使用する添加剤の汚染，(5)細胞及び培養液の取扱い88 

中における汚染などの原因により外来性ウイルスが最終製品に89 

迷入する可能性がある．細胞培養パラメーターをモニターする90 

ことで外来性ウイルスの汚染を早期発見することができる場合91 

もある．製造業者は可能な限り製造工程におけるヒト及び動物92 

由来の原材料の使用を避けるべきであり，これが不可能な場合，93 

その使用はリスクに応じた文書又は適格性評価により裏付けら94 

れるべきである(例えば，当該原料の原産国，由来組織,製造工95 

程に適用されるウイルスの不活化又は除去処理工程，原料に対96 

して実施されたウイルス試験の情報)． 97 

3. 原材料や細胞基材の適格性評価 98 

生物薬品のウイルス安全性を確保するため，原材料及び細胞99 

基材，並びにその起源であるヒトや動物の適格性を評価する．100 

医薬品の製造に使用する原材料や細胞基材のうち，ヒト又はそ101 

の他の生物に由来するものは，「生物由来原料基準」(平成15102 

年5月20日付厚生労働省告示第210号)又はそれと同等以上の妥103 

当性を確認することにより，医薬品の品質と安全性を確保しな104 

ければならない．起源であるヒトを含む動物については，健康105 

な個体であることが原則であり，その要件については参考情報106 



010-2609-1.pdf 

「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107 

の動物に求められる要件〈G3-15-141〉」に記載されている．108 

適格性評価にあたっては，動物種並びに採取部位に応じてそれ109 

ぞれに特有に存在する可能性のあるウイルスのリスクについて110 

考慮する必要がある．なお，伝達性海綿状脳症(TSEs)に対す111 

る考慮も必要となるであろうが，これらの病原体に対する方策112 

は本参考情報では対象範囲外とする． 113 

3.1. ヒト由来の生物薬品 114 

ヒト由来生物薬品の原材料を得るソースとしては，血漿，胎115 

盤，尿などが用いられている．原材料の提供者ごとに問診や検116 

査による診断を行い，得られた原材料について試験を実施して，117 

その適格性を評価する必要がある．適切なプロトコールに従っ118 

た問診と，特異性や感度，真度及び精度が十分に評価された試119 

験法(血清学的検査，核酸増幅法(NAT))により，少なくとも120 

HBV，HCV及びHIVの存在が否定されなければならない． 121 

一方，ヒト尿のように，個人単位での健康診断以上の十分な122 

検査が困難あるいは個別検査が合理的ではない原材料の場合は，123 

プールした原材料について，特異性・感度・真度・精度が十分124 

に評価された試験法を用いて，少なくともHBV，HCV及び125 

HIVの存在を否定すべきである． 126 

3.2. ヒト以外の動物由来の生物薬品 127 

生物薬品の製造に用いる動物は，適切な健康管理が行われ，128 

各種検査により健康であることが確認されていなければならな129 

い．また，飼育群全体が適切に管理された環境下にあり，異常130 

個体が発生していないことも要件である．さらに，ヒトに感染131 

症や疾病をもたらすことが知られている動物特有のウイルスに132 

ついては，それらを否定できる情報や科学的根拠を示すか，血133 

清学的又はNATなどの試験により存在を否定しておくべきで134 

ある．個々のケースにおいて，どのようなウイルスを対象にど135 

のような検討を行えば合理的であるかについて十分に吟味し，136 

その根拠を明らかにすることが重要である． 137 

3.3. ヒト又は動物由来細胞株から産生されたタンパク質医薬138 

品 139 

ヒト又は動物由来細胞株から産生されたタンパク質医薬品に140 

ついては，クローン化された細胞株から調製された細胞バンク141 

(マスター・セルバンク (MCB)，ワーキング・セルバンク142 

(WCB))及びin vitro細胞齢の上限(LIVCA)の段階にある細胞に143 

ついて，ICH Q5Aガイドラインに記載された要領に従い，適144 

格性を評価する． 145 

3.3.1．マスター・セルバンク(MCB) 146 

MCBにおいては，内在性及び外来性ウイルスの汚染の有無147 

について広範にスクリーニングする必要がある．特にヒト又は148 

ヒト以外の霊長類細胞に由来するウイルス汚染は安全性上のリ149 

スクとなりうるため，これらの細胞を用いる場合にはヒトを含150 

む霊長類に特有のウイルスを検出するための試験を実施する．151 

外来性ウイルス試験には表1に示すように広範な種類のウイル152 

スを検出する試験と特定のウイルスを検出する試験の両方を含153 

めるべきである．広範なウイルスの検出には次世代シーケンシ154 

ング(NGS)のような先進的な分析技術の活用が推奨される．迷155 

入ウイルスを確実に検出するため，MCBの作製に用いた親細156 

胞株の起源と履歴，細胞株の樹立過程におけるヒト又は動物由157 

来物質への暴露の可能性を考慮したリスクアセスメントに基づ158 

いて試験を実施する．MCBにおいて必要とされる全ての試験159 

をWCBについて実施して代替とするアプローチも許容される． 160 

3.3.2．ワーキング・セルバンク(WCB) 161 

WCBについては，表1に示す外来性ウイルス試験を実施する162 

必要がある．適切な外来性ウイルスの試験がMCB に対して実163 

施されており，かつ，当該WCBに由来するLIVCA又はそれを164 

超えて培養された細胞でも試験が実施されている場合には，165 

WCBに対する同様の試験を省略することができる． 166 

3.3.3．In vitro細胞齢の上限(LIVCA)の段階にある細胞 167 

実際の製造工程を反映したスケールダウンモデル，パイロッ168 

トプラントスケール，又は実生産スケールにおいて，LIVCA169 

まで又はそれを超えて培養された製造用細胞のデータに基づい170 

て試験対象を設定する．LIVCA細胞は，WCB又はMCBを培171 

養することによって得られる．MCBやWCBでは検出されない172 

ウイルスが存在する可能性があるため，LIVCA段階では少な173 

くとも一度は外来性ウイルスの有無について試験を実施し，評174 

価する必要がある．生産に使用したLIVCA細胞に対して表1に175 

示す試験を実施することで，製造工程における内在性ウイルス176 

の発現誘導，潜伏ウイルスの再活性化，低濃度あるいは増殖の177 

遅いウイルスの増幅が引き起こされないことを更に保証するこ178 

とができる．外来性ウイルスが検出された場合は，MCB及び179 

WCBを含む製造工程を厳密に調査し汚染源を特定する．なお，180 

LIVCA細胞は製造終了時の細胞(EOPC)とも呼ばれる． 181 

3.3.4. 細胞株のウイルス検出及び確認のために推奨される試182 

験 183 

細胞株における内在性ウイルスや外来性ウイルスを検出する184 

ための試験には様々なものがある．細胞株の由来，継代培養の185 

履歴，細胞株の樹立や製造に使用する原材料及び試薬等を考慮186 

したリスクアセスメントに従って包括的な試験戦略をたてるべ187 

きである．推奨される試験法の例，及び，レトロウイルス試験188 

及び内在性ウイルス試験，並びに，外来性ウイルス試験(in 189 

vitro試験，in vivo試験，特定のウイルスに対する試験)の一般190 

的な考え方については，ICH Q5Aガイドラインで解説されて191 

おりウイルス試験の実施計画をたてる上で参考になる． 192 

4．製造工程におけるウイルス安全性確保とウイルス試験 193 

ウイルス安全性が高い生物薬品を製造するには，2.で述べた194 

ようなウイルスの汚染の可能性に配慮しつつ，原材料となる組195 

織や体液など又は細胞基材からのウイルス汚染の可能性を排除196 

すると共に，製造工程や製品取扱い中の汚染，製造従事者や製197 

造施設環境からのウイルスなど汚染の可能性を極力低減させる198 

ため，適切な製造条件及び技術の採用，製造環境の整備などを199 

行う必要がある． 200 

製造工程ではウイルス安全性が確保された原材料や試薬を用201 

いることによりウイルスの迷入のリスクを適切に管理する．ウ202 

イルス不活化／除去については，原理の異なる二つ以上の工程203 

を採用することが望ましい．代表的な不活化／除去工程として204 

は，①加熱(例えば，液状60℃で10時間処理，80℃で72時間の205 

乾燥加熱処理など)，②有機溶媒・界面活性剤処理(S／D処理)，206 

③膜ろ過(15～50 nm)処理，④酸性処理，⑤放射線処理(γ線照207 

射など)，⑥カラムクロマトグラフィー処理(例えば，アフィニ208 

ティークロマトグラフィー，イオン交換クロマトグラフィー)，209 

⑦分画処理(例えば有機溶媒分画，硫酸アンモニウム分画処理)，210 

⑧抽出処理，などがある． 211 

ウイルス安全性の高い生物薬品を製造するため，製造工程の212 

適切な段階において外来性ウイルスの否定試験を実施する．実213 

施するウイルス試験の範囲及び程度は，原材料や細胞基材の種214 
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類・性質，これらの適格性評価のために実施したウイルス試験，215 

製造方法，ウイルスクリアランス試験の結果等を総合的に考慮216 

した上で決定する必要がある． 217 

4.1. 精製工程前のウイルス試験 218 

4.1.1. ヒト由来生物薬品 219 

精製工程前のウイルス試験の試験試料として想定されるのは，220 

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221 

れらをプールしたり，抽出物としたものである．これらのケー222 

スでは，既に3.1.で述べたように，特異性や感度，真度及び精223 

度が十分に評価された試験法を用いて少なくともHBV，HCV224 

及びHIVの存在を否定しておく必要がある．精製工程前の未精225 

製バルクがより下流にある場合でも，原材料の段階で適切なウ226 

イルス試験がなされ，ウイルスの存在が否定されていれば，生227 

物起源由来の試薬などを用いて調製される特別なケースなどを228 

除いて，精製工程前ウイルス試験を重複して実施する必要は必229 

ずしもないと思われる． 230 

4.1.2. ヒト以外の動物由来の生物薬品 231 

4.1.1.と同様に精製工程前のウイルス試験の試験試料として232 

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体233 

液や組織，又はこれらをプールしたり，抽出物としたものであ234 

る．これらのケースでは，製造に用いられる動物に存在するこ235 

とが知られており，ヒトに感染症や疾病をもたらすことが明ら236 

かな又はその可能性が高いウイルスについて，既に3.2.で述べ237 

たように存在を否定できる情報を示すか，特異性や感度，精度238 

が十分に評価された血清学的検査あるいはNATなどを用いて239 

その存在を否定しておく必要がある．精製工程前の未精製バル240 

クがより下流にある場合の考え方は，4.1.1.の場合と同様であ241 

る． 242 

4.1.3. ヒト又は動物由来細胞株から産生されたタンパク質医243 

薬品 244 

一般に，細胞培養後に回収された細胞及び培養液の単一又は245 

複数のプールからなる未加工／未精製バルクがウイルス試験の246 

対象となる．未加工／未精製バルクとして典型的なサンプルは247 

培養槽から取り出された後，処理を行っていないものである．248 

これは，外来性ウイルス汚染の可能性を高確率で検出するのに249 

最も効果的な段階の一つであり,ウイルス試験は未加工／未精250 

製バルクの段階で適切に実施すべきである．未加工／未精製バ251 

ルクにおけるウイルス試験について考慮すべき事項については252 

ICH Q5Aガイドラインに記載されている．外来性ウイルス試253 

験としては，複数の指標細胞を用いたin vitro試験や標的非特254 

異的NGSのほか，特定のウイルスの検出にはNATや標的特異255 

的NGS等の試験法が用いられる場合もある．外来性ウイルス256 

が検出された未加工／未精製バルクは，医薬品などを製造する257 

ために用いるべきではない．もしこの段階で何らかの外来性ウ258 

イルスが検出されたならば，その汚染の原因を突きとめるため259 

に製造工程を注意深く点検し，適切な対応をとるべきである． 260 

4.2.中間原料としての受け入れ検査としてのウイルス試験 261 

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262 

場合，原材料として部分的に加工された中間原料を他の製造業263 

者より購入し製造に用いる場合もある．この場合は，原材料の264 

製造業者により実施されているウイルス試験に関する情報に基265 

づき，受入れ試験としてどのようなウイルス試験を実施すれば266 

適切かについて検討し，試験の実施の有無，実施する試験の内267 

容を含めてその合理的根拠を明らかにしておく必要がある． 268 

 269 

5.ウイルスクリアランスに関する工程評価 270 

5.1.ウイルスクリアランスの工程評価の目的と留意事項 271 

ウイルス不活化や除去に関する工程評価は生物薬品の安全性272 

を確立するために重要である．ウイルスクリアランスに関する273 

評価は，原材料などに存在する可能性がある，若しくは不測の274 

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275 

ことの保証となる．ウイルスクリアランス試験は，綿密な試験276 

のデザインの下，適切な方法により実施し，合理的に評価され277 

る必要がある． 278 

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279 

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280 

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281 

かを定量的に評価することにある．この目的を達成するには，282 

製造・精製工程における様々な段階にしかるべき量のウイルス283 

を意図的に添加し，添加されたウイルスが以降の工程を経る間284 

にどの程度除去又は不活化されるかを示す必要がある．その際，285 

必ずしも製造工程の全ての工程について評価する必要はなく，286 

十分なクリアランスが示される幾つかの工程について試験し，287 

評価することでよい．しかし，評価対象以外のステップがウイ288 

ルスの不活化／除去に関する結果に間接的に影響を与える可能289 

性についても留意しておくべきである．なお，ウイルスクリア290 

ランス試験に用いたアプローチについて説明し，その妥当性を291 

明らかにできるようにしておく必要がある． 292 

ウイルス量(感染性)は，ウイルス粒子の除去又はウイルス感293 

染性の不活化により減少する．ウイルスクリアランスに関して294 

評価の対象とした各製造工程については，ウイルス量の減少の295 

メカニズムが不活化によるのか除去によるのかに関して推定し296 

ておく必要がある．不活化工程の評価においては，不活化の時297 

間依存性を示すため，時間を変えて検体をサンプリングし，不298 

活化曲線を描けるように計画すべきである． 299 

ウイルスクリアランス試験に関する考え方や実施要領はICH 300 

Q5Aガイドラインが参考になる. 301 

5.2.ウイルスの選択 302 

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303 

ては，①製品を汚染する可能性のあるウイルスと同様とみなさ304 

れるウイルス(関連ウイルス又は特異的モデルウイルス)，及び，305 

②一般的にウイルスを除去・不活化するための製造工程の能力306 

を評価する目的に適う物理的・化学的に広範な特性を持つウイ307 

ルス(非特異的モデルウイルス)を選択すべきである． ①として308 

原材料に存在する可能性のあるウイルス類と同一又は同種のウ309 

イルス(関連ウイルス)の使用が困難である場合には，これらと310 

近縁のウイルス(同一の属又は科)で類似した物理的・化学的性311 

質を有するモデルウイルス(特異的モデルウイルス)を代替とし312 

て用いる．②として異なる特性(DNAウイルス又はRNAウイル313 

ス，エンベロープの有無，粒子径の大小など)を有する非特異314 

的モデルウイルスを選択する上では，製造工程における物理315 

的・化学的処理に対して特に抵抗性の強いウイルスを優先する．316 

一般に，少なくとも3種類以上の特性の異なるウイルスを用い317 

てクリアランス試験を実施すべきである． 318 

ウイルスの選択に際しての留意事項は，ICH Q5Aガイドラ319 

インを適宜参考にするとよい．試験に用いるウイルスとしては，320 

高力価の材料が調製できるウイルスが望ましい．さらに，使用321 

するそれぞれのウイルスの検出法に関しては，試験対象の各製322 
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造工程段階における試料の状態などによって検出感度が影響さ323 

れる可能性もあるため，それぞれの段階において効果的で信頼324 

性の高いアッセイができるようなウイルスを選択する必要があ325 

る．なお，ウイルスの選択にあたっては，クリアランス試験従326 

事者に健康被害をもたらす可能性も考慮するべきである． 327 

バイオ医薬品のウイルスクリアランス試験に用いられるウイ328 

ルスを表2に示した．これはICH Q5Aガイドラインを参照した329 

ものである．ただし，ICH Q5Aガイドラインはヒト又は動物330 

細胞株由来の製品のウイルス安全性を対象としているので，生331 

物薬品の起源・原料によっては，より適切なモデルウイルスを332 

選択する必要があると思われる． 333 

5.3 ウイルスクリアランス試験の設計 334 

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335 

とが望ましい留意点を以下に示す． 336 

(１) 高力価の材料が調製できるウイルスを選択することが望337 

ましいが，その場合には凝集を避けるよう注意を払うべきであ338 

る．凝集が起これば，物理的除去が過大に評価される一方，不339 

活化が過小に評価され，実際の製造での状況を反映しなくなる340 

可能性が生じる． 341 

(２) 使用するそれぞれのウイルスの検出法は，ウイルスクリ342 

アランス指数の算定に大きく影響するので，可能な限り検出感343 

度の高い方法を用い，事前に，用いる方法の検出感度を把握し344 

ておく必要がある．それぞれの製造工程段階において十分な感345 

度と再現性を有し，信頼性の高い結果が得られるアッセイ法で346 

ある必要がある．結果に関して統計的に適切で妥当な処理が行347 

えるよう，十分な測定サンプル数で実施する必要がある．感染348 

性試験を行う際には，感度保証のために適切なウイルスコント349 

ロールを含むべきである．感染性を指標としない定量試験もそ350 

の妥当性を明らかにした上で使用してもよい．また，低濃度の351 

ウイルス試料(例えばウイルス粒子数が1 L当たり1 ～ 1000)を352 

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生353 

じる統計学上の問題を考慮に入れるべきである． 354 

(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355 

の製造工程の規模を縮小した試験系(スケールダウンモデル)で356 

実施する．GMP上，製造に用いないウイルスを製造施設に持357 

ち込むことはできないため，ウイルスクリアランス試験は，製358 

造設備とは別のウイルス試験設備で行わなければならない．こ359 

のためウイルスクリアランス試験は，ウイルスを取り扱う上で360 

適切な設備のある別の実験施設において，精製工程のスケール361 

ダウンの設計と準備に関与した製造技術者とウイルスの専門家362 

とが協同で行う必要がある．  363 

(４) スケールダウンモデルで行うウイルスクリアランス試験364 

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365 

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366 

ある．また，スケールダウンモデルではウイルスクリアランス367 

の頑健性も考慮すべきであり，関連する工程パラメーターのワ368 

ーストケース条件下で実施することが望ましい．クロマトグラ369 

フィー装置については，例えば，カラムベッド高，線流速，ベ370 

ッド容量に対する流速の比率(すなわち接触時間)，緩衝液，カ371 

ラム充塡剤の種類，pH，温度，導電率及び目的物質濃度に関372 

して，全て実生産スケールの製造に相応していることを示す必373 

要がある．また，溶出のプロファイルも同様のものが得られな374 

ければならない．同様な考え方をその他の工程についても適用375 

すること．やむを得ない事情により実際の製造工程を反映させ376 

ることができない場合には，それが結果へどのような影響を及377 

ぼすかを考察しておくべきである． 378 

(５) 製造工程のうち，ウイルス不活化／除去に関して原理が379 

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380 

望ましい． 381 

(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382 

いて，そのクリアランス能力を個々に評価し，それぞれが不活383 

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384 

関与するのか慎重に検討し，試験を計画すべきである．一般に385 

ウイルスクリアランス試験では，試験対象となる各段階でウイ386 

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する387 

が，ある工程段階に高力価のウイルスを添加し，工程間のウイ388 

ルス濃度を試験することで十分である場合もある．ウイルス除389 

去が分離・分画操作による場合，可能な範囲で，ウイルスがど390 

のように分離・分画されたのかを検討することが望ましい． 391 

(７) ウイルスの不活化を評価するためには，試験対象とする392 

工程前の試料に感染性のウイルスをスパイクし，工程を経る間393 

における減少度を計算すべきである．その際，ウイルスの不活394 

化は単純な一次反応でなく，通常，速い初期相とそれに続く遅395 

い相から構成される複雑な反応であることに留意すべきである．396 

したがって試験に際しては，時間を変えて検体をサンプリング397 

し，不活化曲線を描けるように計画すべきである．不活化試験398 

においては，最短曝露時間でのポイントに加えて，曝露ゼロ時399 

より長く，かつ最短曝露時間よりも短い時間でのポイントを少400 

なくとも1点はとることが望ましい．少なくとも2回の独立し401 

た試験を実施して不活化において再現性があることを示す必要402 

がある．ヒトへの病原性が知られているウイルスが迷入する可403 

能性がある場合には，その不活化に効果的な工程をクリアラン404 

ス試験に組み込むよう計画し，可能な範囲で当該ウイルス(若405 

しくは同種又は密接に関連しているウイルス)を試験対象とし406 

て更に詳しいデータ(より多数のポイント)をとることが，特に407 

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ウ408 

イルス量の実測値に基づいて定めるべきであるが，これが困難409 

な場合には，スパイクに用いたウイルス溶液の力価からウイル410 

ス負荷量を算出することになる．試験対象の工程条件下では不411 

活化があまりにも速く，不活化曲線を作成することができない412 

場合，不活化により事実上感染性が失われていることを適切な413 

試験系により示す必要がある． 414 

(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415 

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416 

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417 

クリアランス試験を実施する必要がある． 418 

(９) 工程前の試料中に添加するウイルス量は，その製造工程419 

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．420 

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421 

製品中のタンパク質の挙動を変えたりすることがないよう，工422 

程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． 423 

(10) 被験試料中のウイルスは，可能な限り超遠心分離，透析，424 

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，425 

阻害物質や毒性物質の除去のための操作，又は全ての試料を同426 

時に定量するために一定期間保存することなど，定量前に何ら427 

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，428 

ろ過，透析，保存など，測定試料調製のための操作を伴う場合429 

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，430 
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同様な調製手順を経るコントロール試験を並行して行う必要が431 

ある． 432 

(11) 緩衝液又は製品(に含まれる目的タンパク質やその他の433 

成分)が指標細胞に望ましくない影響を及ぼす可能性がある．434 

したがって，これらのウイルス力価測定法に対する毒性作用又435 

は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436 

な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437 

いる指標細胞に対して毒性を有する場合は，希釈，pHの調整，438 

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．439 

製品(目的タンパク質など)が抗ウイルス活性を持っている場合，440 

クリアランス試験を疑似工程(mock run)，すなわち目的タンパ441 

ク質などそのものは含まない条件下でのクリアランス試験を実442 

施する必要がある．しかし，製造工程によっては，目的タンパ443 

ク質などを除くことや抗ウイルス活性を持たない類似タンパク444 

質で代替することがウイルスの挙動に影響することもあり得る． 445 

(12)  同じ又は類似の緩衝液又はカラムを複数の精製工程で446 

繰り返し使用し，製造工程全体の総クリアランス指数がそのよ447 

うな各精製工程のクリアランス指数の総和に基づいて求められ448 

る場合，この繰り返し使用の影響を考慮すべきである．ウイル449 

ス除去の効果は，その方法が製造工程のどの段階で使用される450 

か，また，ウイルス減少能力に明らかに影響を与える付随タン451 

パク質及び他の不純物の存在により変化する可能性があること452 

に留意する必要がある． 453 

(13) 非常に強い殺ウイルス性を有する製造条件を用いている454 

場合又は緩衝液などが指標細胞に対し非常に強い毒性や殺ウイ455 

ルス性を有している場合には，総ウイルスクリアランス指数は456 

過大評価又は過小評価される可能性があるので，ケース・バ457 

イ・ケースの考え方に立脚して考えるべきである．逆に総ウイ458 

ルスクリアランス指数は，ウイルスクリアランス試験に固有の459 

限界ないしは不適切な試験計画のために過大評価される場合も460 

あることに留意する必要がある． 461 

(14) ある特定のウイルス除去／不活化工程のクリアランス能462 

はウイルスの種類によって異なることを考慮する必要がある．463 

ウイルス除去／不活化工程のうち，特異的な作用原理・機構に464 

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465 

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466 

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，S467 

／D処理は，一般に脂質膜を有するウイルスに対しては有効で468 

あるが，脂質膜を有しないウイルスに対しては有効でない．ま469 

た，HAVなど，ウイルスによっては加熱処理への抵抗性が高470 

いものもある．このようなウイルスに対してクリアランスを期471 

待する場合は，条件を更に強くするか，作用原理・機構が異な472 

る工程の導入を考慮する必要がある．S／D処理や加熱処理と473 

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474 

を通過できないサイズを持つ広範囲のウイルスに対して有効で475 

ある．一方，目的タンパク質を特異的に吸着させるアフィニテ476 

ィークロマトグラフィー工程は，目的タンパク質以外のウイル477 

スなどを洗い流すことも可能なので，ウイルス除去に一般に有478 

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画処479 

理工程などにおいては，製品中の目的タンパク質と各種ウイル480 

ス類との分離・分画状況は様々な様相を呈するが，これらの工481 

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ク482 

リアランスに有効であるケースも少なくない． 483 

(15) ウイルスクリアランスは，例えば，不活化工程が2段階484 

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485 

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486 

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487 

学的特性がゲル・マトリクスとの相互作用や沈降特性に大きく488 

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．489 

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490 

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，491 

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492 

ー工程，ろ過工程及び抽出工程などの分離工程で，目的ウイル493 

スとモデルウイルスの分離に影響する項目などをふまえて十分494 

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495 

件下で操作を行った場合，効果的なウイルス除去工程となり得496 

る． 497 

(16) ウイルスクリアランス工程として有効であることを示す498 

ために，少なくとも2回以上の独立した試験により添加ウイル499 

ス量の低減に再現性があることを立証できるよう試験計画を立500 

てる必要がある． 501 

(17) クロマトグラフィー用カラムなどのウイルスを除去する502 

能力が，繰り返し使用した後又は経時的に低下する可能性があ503 

る．カラムなどの繰り返し使用ができるかどうかはカラムを数504 

回使用した後にウイルスクリアランスに関する性能を示す指標505 

を測定することにより評価できる． 506 

(18) その他，ウイルスクリアランス試験の設計に関しては507 

ICH Q5Aガイドラインを適宜参考にすること． 508 

5.4 ウイルスクリアランス試験結果の解釈 509 

5.4.1. ウイルスクリアランス指数の評価 510 

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511 

ス試験の対象とした各製造段階を経る間のウイルス量(ウイル512 

ス感染性：力価)の減少度を対数で表したものである．製造工513 

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514 

段階でのウイルスクリアランス指数のうち適切に評価できるも515 

のを加算することにより得られる． 516 

齧歯類の細胞基材由来のバイオ医薬品のケースのように何ら517 

かのウイルス粒子の存在が認められる場合，当該ウイルスが排518 

除又は不活化されたということのみでなく，ウイルスクリアラ519 

ンスに関して，必要な程度を上回る能力が精製工程に組み込ま520 

れていて，最終製品の安全性が適切なレベルに確保されている521 

ことを示すことが重要である．製造工程により除去され，又は522 

不活化されたウイルスの量は，原材料などに存在が推定される523 

ウイルス量と比較されるべきである．比較をする上で，原材料524 

や未加工／未精製バルク中のウイルス量を測定することが重要525 

である．この測定値は，感染性の測定又はその他の方法，例え526 

ば透過型電子顕微鏡観察(TEM)や定量的NATなどにより得ら527 

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528 

臨床投与量に相当する原材料や未加工／未精製バルク中に存在529 

す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530 

排除することができなければならない．原材料などにウイルス531 

の存在が推定されるというケースは，齧歯類の細胞基材由来の532 

バイオ医薬品における内在性レトロウイルスを除いては極めて533 

まれであると考えられる．当該医薬品が他の製法では得られず，534 

臨床上も不可欠であり，存在するウイルス粒子に関する感染性535 

を含む情報が明らかであるなどの特別な場合を除いて，そのよ536 

うな原材料などは，原則として医薬品生産には使用できない． 537 

通常は，生物薬品の原材料では，何らかの試験・検査により538 
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ウイルスの存在は否定されている．そのような場合，可能性が539 

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り540 

うるが，一般的には，5.2.で述べたように，広範囲なウイルス541 

に関する工程のクリアランス能を示すことができる適切なモデ542 

ル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と543 

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る544 

一般的な数値目標は特に設定できない．工程のウイルスクリア545 

ランス指数の妥当性は，ウイルス汚染の現実的可能性をめぐる546 

各種の情報やウイルス試験の検出感度，その他文献的事例など547 

を勘案しながら考察することになる． 548 

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な因549 

子と考えられるにもかかわらず，製造工程による感染性に関す550 

るクリアランスの達成度が不十分である場合には，目的に特に551 

適うと考えられる不活化／除去機構を特徴とする工程を新規に552 

導入するか，既存の工程と相互補完できるような不活化／除去553 

工程を追加導入すべきである．得られた各ウイルスクリアラン554 

ス指数及び総ウイルスクリアランス指数が受入れ可能かどうか555 

について，原材料への混入や製造過程での迷入の可能性が現実556 

的に考えられる全てのウイルスを念頭において評価し，その妥557 

当性を示すべきである． 558 

5.4.2. ウイルスクリアランス指数の計算法 559 

ウイルス除去及び不活化工程のウイルスクリアランス指数R560 

は，次式で示される． 561 

R＝log [(V1 × T1)／(V2 × T2)] 562 

ここで，R＝対数で表される減少度であり，V1＝工程処理563 

前の試料の容量，T1＝工程処理前のウイルス量(力価)，V2＝564 

工程処理後の試料の容量，T2＝工程処理後の試料のウイルス565 

量(力価)である． 566 

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，567 

試料に添加したウイルス力価でなく，添加後の工程処理前の試568 

料中に検出されるウイルス力価に基づき算出する．これが不可569 

能な場合，スパイクに用いられるウイルス溶液の力価からウイ570 

ルス負荷量を算出することになる． 571 

5.4.3. 結果の解釈及び評価上留意すべき事項 572 

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，573 

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574 

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，575 

④不活化の時間依存性，⑤工程のウイルス不活化／除去に影響576 

する要素・項目，⑥ウイルスアッセイ法の感度，⑦ある不活化577 

／除去工程が特定種類のウイルスに特に有効である可能性など，578 

様々な要因を組み合わせて考察する必要がある．さらに補足的579 

事項を以下に示した． 580 

これら様々な要因が結果に影響することをふまえて，適正な581 

解釈，評価に導くようにする必要がある． 582 

(１) 試験に使用したウイルスの挙動 583 

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584 

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585 

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586 

されるウイルスは，通常細胞培養で製造されるが，製造工程中587 

において，スパイクされた培養ウイルスの挙動は自然界に存在588 

するウイルスの挙動とは異なっている可能性がある．例えば，589 

自然界に存在するウイルスと培養ウイルスとでは純度や凝集の590 

程度が異なっている場合がある．また，分離工程の特性によっ591 

ては，糖鎖付加のようなウイルスの表面特性の変化が，分離状592 

況に影響する可能性がある．これらの点を念頭に置き，結果を593 

解釈する必要がある場合も考えられる． 594 

(２) 試験の設計 595 

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596 

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597 

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598 

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599 

慮したり，試験に限界があることに留意する必要がある場合も600 

考えられる． 601 

(３) ウイルス減少度データの取捨選択 602 

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603 

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604 

の工程，特にほとんど減少を伴わない工程(例えば1 log10以下605 

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606 

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607 

って，1 log10以下のウイルス力価における除去／不活化は正当608 

な理由がない限り通常計算に入れるべきではない．なお，同一609 

又は近似した方法を繰り返して達成されたウイルスクリアラン610 

ス指数は，合理的な理由がない限り加算するべきではない． 611 

(４) 不活化の時間依存性 612 

ウイルス感染性の不活化は，急速な初期相とそれに続く遅い613 

相からなる2相性の曲線を示すことも多い．そのような不活化614 

工程で不活化を免れたウイルスは次の不活化工程で抵抗力がよ615 

り強くなる可能性がある．例えば，不活化を免れたウイルス616 

(抵抗性画分)が凝集形態をとった場合，各種化学処理や熱処理617 

に対しても抵抗性を示す可能性がある． 618 

(５) 対数で表されるウイルス減少度の評価 619 

ウイルス力価の減少度を対数で表してウイルスクリアランス620 

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621 

は示せるが，力価は決してゼロにはならないという限界がある．622 

例えば，1mL当たり8 log10感染単位を含む標品から8 log10のフ623 

ァ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624 

すれば，1mL当たりゼロlog10すなわち1感染単位を残している625 

ことになる． 626 

(６) ウイルスクリアランス試験の限界 627 

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628 

ら見て受け入れられるレベルに達しているという確証を得るの629 

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はな630 

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631 

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632 

イルス感染性除去能力について必ずしも適正ではない評価に導633 

く可能性もあることに留意する必要がある． 634 

6. 統計 635 

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636 

データを統計学的手法を用いて解析する必要がある．また，得637 

られた結論が支持されるためには，試験結果の妥当性が統計学638 

的に検証されたものである必要がある． 639 

6.1. ウイルス力価測定における統計学とその留意点 640 

ウイルスの力価測定は他の生物活性の測定と同様，ばらつき641 

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642 

るため，ウイルス力価測定の正確さとその測定値から得られる643 

クリアランス指数の正確さ並びに試験方法の妥当性を評価する644 

必要がある．統計学的評価の目的は実施したウイルスクリアラ645 

ンス試験がウイルス学的に適切な水準で実施されていることを646 
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裏付けることである． 647 

1. ウイルス力価測定法には半定量法(quantal method)と定量648 

法(quantitative method)があるが，半定量法，定量法共に，649 

統計学的評価の対象となる． 650 

2. 試験結果の変動は，希釈誤差，統計的な要因，及び測定法651 

に固有で不可避的なばらつきにより生じる．通常，独立して実652 

施した試験間のばらつき(試験間変動)は，一試験内で得られた653 

結果のばらつき(試験内変動)より大きい． 654 

3. 試験内変動の95％信頼限界を求めるとき，通常，平均値655 

±0.5 log10のレベルに収まるようにするべきである．試験内変656 

動は一般的な方法で計算する．試験間変動は試験にウイルス標657 

品を用いることでモニターできるが，この際のウイルス標品の658 

力価の実測値は，別途当該試験法を用いて研究室で測定・確立659 

しておいた試験結果の平均値のおよそ0.5 log10以内であるべき660 

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当な661 

理由が必要である． 662 

6.2. ウイルスクリアランス試験の再現性，信頼限界 663 

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664 

には，既に得られている知識により試験回数を減らすことが正665 

当化されない限り，少なくとも2回以上の独立した試験により666 

添加ウイルス量の低減に再現性があることを立証する必要があ667 

る． 668 

クリアランス試験におけるクリアランス指数の95％信頼限669 

界は，可能な範囲で算出することが望ましい．処理工程前の材670 

料中のウイルス測定値の95％信頼限界が±sで，工程処理後の671 

ウイルス測定値の95％信頼限界が±aの場合，ウイルスクリア672 

ランス指数の95％信頼限界は 673 

± (s
2
 ＋ a

2
)   674 

である． 675 

7．ウイルスクリアランスの評価における既に得られている知676 

識(prior knowledge)の適用 677 

 原則としてウイルスクリアランスは，各製品の各工程段階か678 

ら得られた工程中間体にウイルスをスパイクする試験によって679 

評価する．製造業者が，確立され，十分に特性解析された工程680 

を用いて(すなわち，同一のプラットフォーム技術を用いて)類681 

似の製品を開発する場合は，他の製品について得られたウイル682 

スクリアランスデータを適用できる場合がある．他製品の工程683 

のデータを利用するためには，当該処理工程に関する十分な理684 

解が必要であり，特定の処理工程について既に得られている知685 

識を適用することの妥当性を明確に示す必要がある．また，公686 

表データを含む外部で既に得られている知識から，ウイルスク687 

リアランスに関わる工程能力の裏付けや関連する機序について688 

の知見が得られる場合がある．このようなデータはウイルスク689 

リアランスに関わる重要工程パラメーターの規定や特定のウイ690 

ルスクリアランス工程の試験でのワーストケースの限度値の設691 

定に用いることができる．公表されているクリアランス指数を692 

特定の製品に適用するにあたっては，異なる製品間の製造工程693 

および工程中間体の類似性，及び，製品固有の特性がウイルス694 

クリアランスに影響を及ぼさないことを保証することなどの裏695 

付けのため，公表データを慎重に評価し，プラットフォームに696 

関する製造業者自身の経験(すなわち製造業者の内部で既に得697 

られている知識)で補完することが必要である．ウイルスクリ698 

アランスの評価において既に得られている知識を適用する際の699 

留意点や適用可能な工程の例についてはICH Q5Aガイドライ700 

ンが参考になる. 701 

8. ウイルスクリアランスの再評価が必要な場合 702 

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703 

ルスクリアランス能力に関して，直接的又は間接的に影響しな704 

いかを考え，必要に応じて変更した工程を含む全体のウイルス705 

クリアランス能力を再度検証する必要がある．精製工程を変更706 

するとウイルスクリアランスの程度が変わる可能性がある． 707 

9．ウイルス試験に用いられる試験法 708 

一般にウイルスの検出及び確認のために用いられる試験法の709 

例を表3に示した．これらの試験法はICH Q5Aガイドラインに710 

記載されたものであり，ヒト又は動物由来細胞株から産生され711 

たタンパク質医薬品のウイルス試験として推奨される方法では712 

あるが，必ずしも全てが網羅されているわけではなく，また，713 

これらを必ず用いらなければならないと定めたものではない.714 

最も適切な技術は科学の進歩とともに変わりうるため，適切な715 

裏付け資料が示されればここに記載された以外の試験法を用い716 

てもよい．ウイルス検出のためには，原材料の起源のほか製造717 

工程で使用する試薬等を考慮に入れた徹底的なリスクアセスメ718 

ントに従った包括的な試験戦略をたてる必要がある．以下では，719 

ヒト又は動物由来細胞株から産生されたタンパク質医薬品の包720 

括的ウイルス試験計画を立案するための一般的な枠組みについ721 

て概説する．これらの詳細についてはICH Q5Aガイドライン722 

に記載されており参考になる． 723 

9.1 レトロウイルス試験 724 

レトロウイルス試験は，ヒト又は動物由来細胞株から産生さ725 

れたタンパク質医薬品のMCB及びLIVCA又はLIVCAを超えて726 

培養した細胞で実施すべきである．試験には，in vitro感染性727 

試験，逆転写酵素(RT)活性測定試験，TEMによるウイルス粒728 

子の評価等が含まれる． 729 

レトロウイルス粒子を産生する細胞株については，RT活性730 

を有すると考えられるため，PCR法によるRT試験は不要であ731 

り，TEMを実施して存在するウイルス粒子の種類を調べるべ732 

きである．内在性レトロウイルス粒子の感染性の有無を判定す733 

るため，関連する感受性細胞を用いて，高感度な読み出しアッ734 

セイ(sensitive readout assay)による感染性試験を実施する． 735 

レトロウイルス粒子の産生が不明な細胞株については，細胞736 

に対するTEM，及び，培養上清に対するRT試験を実施する．737 

これらの試験結果が陽性の場合には，ヒト細胞株を含む感受性738 

細胞を用いた感染性レトロウイルスの検出試験，及び，高感度739 

なレトロウイルス検出の高感度な読み出しアッセイを実施して740 

感染性の有無を判定する． 741 

9.2 In vitro試験 742 

In vitro試験は，広範囲のヒトウイルス及び関連する動物ウ743 

イルスを検出することができる各種指標細胞を用いて実施する．744 

指標細胞パネルには，細胞基材の起源となる種の細胞株，ヒト745 

二倍体細胞株(例えばMRC-5細胞)及びサル腎臓由来細胞株(例746 

えばVero細胞)を含めるべきであり．これに加えて追加の細胞747 

株を含めてもよい．試験に用いる細胞を含め，感染性試験をど748 

のような方法及び試料で実施するかにについては，細胞基材の749 

由来やその調製過程に基づいて混入の可能性が考えられるウイ750 

ルスの種類に応じて決定する．In vitro試験には，当該試験系751 

では複製しない又は病原性を示さないウイルスは検出できない，752 

また，被検試料による干渉や毒性の影響といった限界があり，753 

NGS又は他の分子生物学的手法をin vitro試験の補完試験や代754 
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替試験として用いることで，それらに対処できる可能性がある． 755 

9.3 In vivo試験 756 

In vivo試験は，セルバンクの履歴や製造及びウイルス試験757 

戦略を考慮したリスクアセスメントに基づいて実施する．758 

CHO，NS0，Sp2/0細胞のように，広く使用されて十分に特性759 

解析された細胞株については，既に得られている知識に基づい760 

て，in vivo試験を必要としない．考慮すべき事項としては，761 

セルバンクの構築に用いた親細胞株の過去のウイルス試験又は762 

NGSの結果，親細胞株からのMCB調製の管理等が挙げられる．763 

同一の親細胞株に由来する他のMCBのウイルス安全性試験に764 

ついて既に得られている知識を考慮する必要がある．WCBが765 

規定された管理条件下で調製されたのであればWCBを対象と766 

したin vivo試験は不要であり，LIVCA段階の細胞については767 

既に得られている知識と他のリスクに基づく考察により in 768 

vivo試験が不要である場合もある． 769 

In vivo試験法では，乳飲みマウス，成熟マウス，発育鶏卵770 

に検体を接種して被検動物の健康状態を観察し，異常が認めら771 

れた場合にはその原因を調査する．In vivo試験には当該試験772 

系では複製しない又は病原性を示さないウイルスは検出できな773 

いという限界があり，幅広いウイルスを高感度に検出できる標774 

的非特異的NGSが代替法として推奨される．これにより，動775 

物実験代替法の活用，動物実験削減という国際的な取り組みが776 

推進される． 777 

9.4 特定のウイルスの試験 778 

細胞の起源及びウイルスの潜在的な汚染源(例えばヒト又は779 

動物由来原材料)を考慮したリスク評価に基づいて試験すべき780 

特定のウイルスのリストを設定する．製造工程において特定の781 

動物種のウイルスに暴露される可能性がある場合には，種特異782 

的ウイルスの検出のため，NAT，又はマウス，ラット又はハ783 

ムスターを用いた抗体産生試験を実施する．抗体産生試験では，784 

検体を特定の病原体が感染していない動物(SPF動物)に接種し785 

た後，特定のウイルスに対する抗体を測定することによりウイ786 

ルスの存在を検出する．抗体産生試験には，動物体内で複製・787 

抗体産生されないウイルスは検出できず，また，すべてのウイ788 

ルス感染が測定可能な抗体産生を誘導するわけではないという789 

限界がある．PCR法のようなNAT，標的特異的又は標的非特790 

異的NGS，又は他の分子生物学的手法は，抗体産生試験の代791 

替試験法として，動物試験と直接比較することなく使用するこ792 

とができる． 793 

9.5 分子生物学的手法 794 

分子生物学的手法としてNATやNGSがウイルス検出に用い795 

られる．これらの分子生物学的手法によるウイルス試験はウイ796 

ルス由来の核酸を検出対象とするため，結果が陽性の場合，検797 

出された核酸が感染性ウイルスに関連しているか否かを調べる798 

必要がある． 799 

9.5.1 核酸増幅法(NAT) 800 

NATによる検査は一般に，既知のウイルス又は既知の近縁801 

ウイルスの遺伝子配列を検出するために，単独又は複合的に用802 

いられる．細胞培養を伴うin vitro試験において干渉により試803 

験に制限がある場合に当該試験の補完試験として用いることが804 

できるほか，細胞培養でウイルスを容易に増幅できない場合に805 

特異的ウイルスを検出するための有効な手段である．ウイルス806 

特異的PCR法を組み合わせることで，1回の試験で複数のウイ807 

ルスを同時に検出することができる．NATを導入する場合に808 

は，その使用目的に応じて分析法バリデーション及びマトリッ809 

クス特異的な検証を含む適切なバリデーションを実施する． 810 

9.5.2 次世代シーケンシング(NGS) 811 

NGSは既知のウイルス及び未知のウイルスや予期せぬウイ812 

ルスを含む広範囲のウイルスを標的非特異的に高感度に検出す813 

ることが可能である．標的非特異的NGSは，未知又は予期し814 

ないウイルスを検出するためのin vivo試験とは直接比較なし815 

に置き換えることができる．また，既知及び未知又は予期しな816 

いウイルスを検出するためのin vitro試験とも直接比較なしに，817 

その補完試験又は代替試験として用いることができる．NGS818 

はシーケンス法又はバイオインフォマティクス解析によるウイ819 

ルスの標的特異的な検出にも使用できる．標的特異的又は標的820 

非特異的NGSは，直接比較することなくウイルス特異的PCR821 

法及びげっ歯類抗体産生試験の代替法となり得る． 822 

NGSを既知又は新規ウイルスの高感度かつ広範な検出に適823 

用する場合には考慮すべきいくつかの重要なステップがある．824 

(1)ウイルス検出を最大化する試料前処理及びウイルス濃縮ス825 

テップ，(2)ウイルス核酸抽出とライブラリー調製の効率，(3)826 

適切な配列決定プラットフォームの選択，及び(4)異なるウイ827 

ルス科の多様なウイルス配列のデータベースに照らし合わせる828 

バイオインフォマティクス解析である．データベースに存在す829 

る可能性のある非ウイルス配列と区別するため，ウイルス特異830 

的シグナルの検出を確認するフォローアップ戦略が必要となる831 

場合もある．これらのNGSワークフロー中の様々な段階の性832 

能を評価し，ウイルス検出の感度，特異性及び範囲を証明する833 

ために適切な標準物質を用いた分析法の適格性評価及びバリデ834 

ーションを実施する．NGSは限度試験として使用されるため，835 

分析法バリデーションにおける分析法の性能はICH Q2ガイド836 

ラインの原則を考慮する必要がある． 837 

10．おわりに 838 

本参考情報では，生物薬品のウイルス安全性確保の基本的要839 

件について示した．製品のウイルス汚染のリスクを最小限に抑840 

えるためには，科学の進歩と経験の蓄積を反映し，ウイルス安841 

全性に関する最新の科学技術と考え方を積極的に取り入れるこ842 

とが必要である．ここで述べられた考え方や推奨事項は，個別843 

の製品とその製造工程に応じて調整されるべきであり，製造業844 

者はウイルス安全性を保証するための方策の妥当性を示す必要845 

がある．個々の生物薬品については，その起源，由来，種類，846 

製造方法，特性，臨床上の用法，過去の実績等を勘案しながら，847 

ケース・バイ・ケースの原則で最も合理的に対処していく必要848 

があると考えられる．849 

 850 

 851 

 852 

 853 

 854 

 855 
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表 1. 細胞基材の特性解析のために実施することが推奨されるウイルス試験 

 MCB WCB LIVCA 細胞 

レトロウイルス及び内在性ウイルス試験    

レトロウイルス試験 + - + 

レトロウイルス以外の内在性ウイルス試験 適宜実施 - 適宜実施 

外来性ウイルス試験    

In vitro試験又はNGS + + + 

In vivo試験又はNGS + - + 

特定のウイルスの試験 適宜実施 - - 
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表2 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 エンベロ
ープ 

サイズ
(nm) 

形状 耐性 

水疱性口内炎ウイルス 

(VSV) 

ラブドウイルス科 

(Rhabdo) 

ベジクロウイルス属 

(Vesiculovirus) 

ウマ 

ウシ 
RNA 有 70×150 弾丸形 低 

パラインフルエンザウイルス 

(Parainfluenza Virus) 

パラミクソウイルス

科 

(Paramyxo) 

レスピロウイルス属 

(Respirovirus)又は 

オルトルブラウイルス
属 (Orthorubulavirus) 

多種 RNA 有 
100 ～ 

200＋ 

多様 /球
形 

低 

マウス白血病ウイルス 

(MLV) 

レトロウイルス科 

(Retro) 

ガンマレトロウイルス
属 

(Gammaretrovirus) 

マウス RNA 有 
80 ～ 

110 
球形 低 

シンドビスウイルス 

(Sindbis Virus) 

トガウイルス科 

(Toga) 

アルファウイルス属 

(Alphavirus) 
ヒト RNA 有 60 ～ 70 球形 低 

ウシウイルス性下痢ウイルス 

(BVDV)  

ペスチウイルス科
(Pesti)注 

ペスチウイルス属 

(Pestivirus) 
ウシ RNA 有 50 ～ 70 

多様 /球
形 

低 

仮性狂犬病ウイルス 

(Pseudorabies Virus) 

ヘルペスウイルス科 

(Herpes) 

バリセロウイルス属 

(Varicellovirus) 
ブタ DNA 有 

120 ～ 

200 
球形 中 

オートグラファ・カリフォルニ

カ核多角体病ウイルス 

(Autographa californica 

multiple nucleopolyhedrovirus) 

バキュロウイルス科 

(Baculo) 

アルファバキュロウイ

ルス属
(Alphabaculovirus) 

昆虫 DNA 有 
250～
300 

多面体 中 

ベジウイルス2117 

(Vesivirus 2117) 
カリシウイルス科
(Calici) 

ベジウイルス属 
(Vesivirus) 

不明 RNA 無 27 ～ 40 
正 20 面
体 

中 

脳心筋炎ウイルス 

(EMCV) 

ピコルナウイルス科 

(Picorna) 

カルジオウイルス属 

(Cardiovirus) 
マウス RNA 無 25 ～ 30 

正 20 面
体 

中 

ウシエンテロウイルス (BEV) ピコルナウイルス科 

(Picorna) 
エンテロウイルス属 

(Enterovirus) 
ウシ RNA 無 25 ～ 30 

正 20 面
体 

中 

レオウイルス3型 

(Reovirus 3) 

レオウイルス科 

(Reo) 

オルトレオウイルス属 

(Orthoreovirus) 
多種 RNA 無 60 ～ 80 球形 中 

シミアンウイルス40 

(SV 40) 

ポリオーマウイルス

科 
(Polyoma) 

ベータポリオーマウイ

ル ス 属 

(Betapolyomavirus) 

サル DNA 無 40 ～ 50 
正 20 面
体 

高 

パルボウイルス(イヌ，マウス，

ブタ) 

(Parvovirus：canine，mouse， 
porcine) 

パルボウイルス科 

(Parvo) 

プロトパルボウイルス

属(Protoparvovirus) 
イヌ 
マウス 

ブタ 

DNA 無 18 ～ 24 
正 20 面
体 

高 

注：国際ウイルス分類委員会の分類では、フラビウイルス科(Flavi)ペスチウイルス属である． 
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表3 ウイルス試験に用いられる試験法の例 

試験方法 検出可能な検体 試験方法としての限界 

抗体産生試験 特異的ウイルス抗原 

動物体内で複製や抗体産生ができないウイルスは検出

できない。すべてのウイルス感染が測定可能な抗体反

応をもたらすわけではない。 

In vivoウイルス試験 限定的な範囲のウイルス 
当該試験系で複製しない又は病原性を示さないウイル

スは検出できない。干渉物質の影響を受ける。 

In vitroウイルス試験 広範なウイルス 
当該試験系で複製しない又は感染の徴候を示さないウ

イルスは検出できない。干渉物質の影響を受ける。 

電子顕微鏡観察(TEM) 
ウイルス及びウイルス様(内在性レトロウイ

ルスも含む) 
低感度、ウイルスの感染性の有無は示されない。 

逆転写酵素(RT)試験(PERT法

等)  
レトロウイルス粒子及びRT活性 

レトロウイルスのRT活性を細胞内ポリメラーゼと区別

する必要あり。 

レトロウイルス(RV)感染性試

験  
感染性レトロウイルス 

当該試験系で複製しない又はフォーカスやプラークを

形成しないレトロウイルスは検出できない。 

混合培養 感染性レトロウイルス 
当該試験系で複製しないレトロウイルスは検出できな

い。 

核酸増幅法(NAT) 特異的ウイルス塩基配列 
プライマーの配列と呼応する配列の存在が必要。ウイ

ルスの感染性の有無は示されない。 

次世代シーケンシング(NGS) 広範なウイルス塩基配列 

結果が陽性であってもウイルスの感染性の有無を示す

ものではないため、さらなる調査が必要となる可能性

がある。 
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