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緒 言

　狂犬病ウイルスは，RhabdovlrUS科のLyssavlr“S属に分類される砲弾型の

ウイルスで，中心は単鎖RNAと蛋自からなるらせん構造が，転写酵素と膜を

含む筒状のNucleocapsidを形作り，その周囲を外被膜が包み，これに突起が全

面に並ぶ，長さ約180nm，径約80nmのウイルスである。

　狂犬病は，この街上毒ウイルスに感染した動物の唾液腺で増殖したウイルス

が，唾液に排出され，咬傷により感染し，一旦感染局所で増殖した後，あるい

は直接，末梢神経に入り，脳炎をおこして発病する53・59・64・70｝。

　潜伏期は非常に長く，小動物でも2週間から数ヶ月におよび，ヒトでは1～

3ヶ月が最も多いが，3年以上という長い場合もある。全ての哺乳類に感染し，

発病した場合，死亡率100％といわれる恐ろしいウイルス病であり，感染・発病

を防ぐには，ワクチン以外に効果的な方法はない。

　狂犬病ワグチンの歴史は，フランスのPasteurに始まる。1885年，　Pasteur

は狂犬病ウイ．ルスをウサギの脳で継代し，固定化に成功したのち，この固定毒

に感染したウサギの脊髄をとり出し，KOIIとともに乾燥減毒してワクチンを開

発した。

　その後，ワクチンの力缶を上げるため，脊髄から，ウイルス濃度の高い脳に

切り替えられ研究が進んだ。
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　1919年に，イギリス人・Sempleによって，ウサギまたはヤギ脳乳剤を石炭酸

で不活化したワクチンがインドで開発され，ヒト用，動物用ワクチンとして世

界の主流を占あるようになった。

日本では・1921年梅野・細ら1・より固罵感染ウサギまたはイヌ脳乳斉l」を

グリセリンで減毒したワクチンが開発され，イヌの予防接種に用いられた3の・

　その後，1953年にSemple型のワクチンを採用33・39），イヌ用およびヒト用に

使用されてきた。1960～1973年は，紫外線で不活化したSemple型ワクチンも併

用されてきた40）が，ヒトでは1973年以来，副作用（注射後麻痺）の原因物質

とされている脳由来のミエリンを含まない感染哺乳マウス脳を，石炭酸あるい

は紫外線で不活化したFuenzalida型のワクチンが開発され，不活化狂犬病ワク

チン（以下SMBワクチン）として生物学的製剤基準で規定されて1980年まで使

用されてきた。

　しかし，このワクチンも脳組織を原材料としており，低速遠心で脳物質を沈

殿除去するほかは，脳物質を特に除去，精製することなく製品化しているので，

依然として副作用の可能性が残されている。

　ヒトにおける狂犬病ワクチンは，一農のワクチンと異なり，感染前に予防的

に使用する方法ではなく，狂犬病罹患動物による咬傷など，狂犬病ウイルスに

暴露した直後からワクチン注射を行う，いわゆる治療的使用法である。これは，

狂犬病の潜伏期が長いこと，感染が動物の咬傷によることが，はっきりしてい
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ることと同時に，全身麻痺を起したり死亡するヒトが1，000～2，000人に1人

という，ワクチンの副作用を懸念するためであった。それゆえ，ウイルス暴露

前に予防的に使用するのは，狂犬病ウイルス感染の危険度の高いヒト（研究室・

検査室の職員，医師，獣医師，検疫所職員，野犬捕獲員など）の一部に限られ・

大量に使用されている諸外国では，稀に副作用を認めている4ω。

　副作用の原因は，ワクチン原材料の脳組織に含まれる，ミエリンを構成する

リポプロテインによるアレルギー反応であることがわかってきた。このことよ

り，脳組織を含まない狂犬病ワクチンの研究が各国で行われ，アヒル胚（Peck，

1955）63｝，ニワトリ1日卵胚（Yoshino，1963）96）由来狂犬病ワクチンを経

て，ハムスター腎臓細胞（Kissling，1963）37），ヒト2倍体細胞（Wlktor，196

5）85｝，およびニワトリ胚細胞（Kondo，1965）38・39・43｝由来組織培養不活化狂

犬病ワクチンの開発研究が展開されてきた。

　狂犬病のない国は，オーストラリア，ニュージーランド，ニューギニア，北

欧3国，ポルトガルなどの少数の国々と，イギリス本国，日本，台湾，シンガ

ポール，グアム，ハワイなどの小さな島国または地域だけであるが，フィリピ

ン，スリランカ，インドネシア，カリブ海諸国は島国でも濃厚な常在地となっ

ている。

　北アメリカ，ヨーロッパなどでは，野生動物（キツネ，オオカミ，スカンク，

コウモリなど）と，，それらに噛まれたウシ，ヒツジ，ウマなどの放牧家畜に多
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く（年間約2，500～20，000頭），ヒトの死亡例は，重要な感染源であるイヌ，

ネコへの予防対策が進んでいるため非常に少ない（0～5名）。

　これに反し，東南アジア，インド，中東アフリカ，メキシコを含む中南米諸

国では・経済・宗教激育・習慣などかゆ障害がうく・対策が不徹底で野放

しの地域も広く，イヌ，ネコの狂犬病が多いのでヒトの狂犬病も多い。

　フィリピンでは，年問約25，000頭のイヌが狂犬病で死亡している。

　タイにおけるイヌの飼育頭数は1，000万頭以上（人口：5，000万人）といわ

れ，毎年14万人以上がイヌに噛まれ狂犬病の治療をうけており，テのうち200

～300人が死亡している。

　インドでは，年間50万人をこえるヒトが狂犬に噛まれ，そのうち2万人が死

亡している。

　1985年のWHO統計によると，全世界のヒトの狂犬病死亡数は21，676人と報

告されている16）。

　日本では，1950年（昭和25年）に狂犬病予防法が施行され，イヌへの予防接

種が功を奏し，1957年以来，発生はみられていない33・34・93）。しかし，最近，

海外で狂犬病罹患動物の咬傷をうけて帰国する例もみられるようになり，また，

特に東南アジア，中近東，アフリカおよび南アメリカなどの狂犬病常在地41・9n

に向け出国するヒトも増加し，罹患する機会が多くなってきている62）。

　このような背景のもとに，予防的に使用可能で副作用の少ない組織培養ワク
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チンの開発を考え，国立予防衛生研究所・近藤技官の技術指導のもとに・1974

年以来，実験を重ねた結果，ニワトリ胚由来の乾燥組織培養不活化狂犬病ワク

チン（以下TCワクチン）の製品化に成功した。
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Il　実験材料および方法

　1．　ワクチン調製

　　（1）　使用ウイルス

　予研より分与された，CE細胞に馴化した狂犬病ウイルスHEP　FIury　clone　S

株を旧株ウイルスとした。この株は，Johnsonがヒトの狂犬病から分離し，ニ

ワトリヒナで継代した後，Koprowskiがニワトリ胚に130代以上馴化して弱毒

化したものを，吉野が1日卵胚に周ll化し，さらに近藤が7日歯令卵爾ニワトリ胚

細胞に，無血清培地を用いて100代以上継代して得られた，高度に弱毒化され

たウイルス株である9ω　。

　この原株ウイルスを，発育ニワトリ卵胚の初代細胞に，TC　Medium199（血清

無添加）を用いて培養し，種ウイルスとした。

　（2）　使用発育鶏卵

　すべて，特定の伝染性疾患に感染していないニワトリ群（SPFニワトリ）より

採取したものを使用した。

　SPFニワトリ卵は，当研究所・阿蘇支所によって生産・供給されたもので，

Table　1に記載したニワトリ病病原体に感染していないことが確認されている。

　（3）　CE細胞の調製

頭部を除去した7－10日鶴ワトリ胚を，はさみで糸田切した後，0．05－0．2％
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のトリプシン（Difco，1：250）を加え，①カピラリーにてピペッティング，②マ

グネチックスターラーにて室温，20分2回，③同じく4℃，60分間の3通りの

方法で細胞分散を行い，分散した細胞を5％コウシ血清を含むYLE培地に，1㎡

あたり2×106個になるように細胞浮遊液をつくり，ルー瓶に100認ずつ小分

し，37℃で20時間培養した。

　（4）　ウイルス培養

　単層形成の良好な培養細胞を，M／100PBS（pli7．1）で洗浄し，血清成分を1ppm

以下にした後，M．0．1．＝0．01になるように調製した種ウイルスを，ルー瓶1本

あたり4㎡ずつ接種し，37℃，60分問静置し，ウイルスの細胞への吸着を図っ

た後，TC　Medium199を100認加え，35℃で6日間培養した。

　⑤　ウイルスの採取および不活化

　6日間培養した後，採取したウイルス浮遊液をメンブランフィルターで濾過

，し，濾過後のウイルス浮遊液に，ベータープロピオラクトン（BPL）を0．02v／．

％になるように添加し，37℃の温浴中で60分間加温し不活化，さらに完全なウ

イルス不活化を行うため，同一操作を1回繰り返した。

　（6）濃縮および精製

　不活化ウイルス浮遊液を，限外濾過装置（旭化成Mode12B　Module　A肌一2010，

頒分子量5万）により1・～15倍濃縮し・灘し暦活化ウイルス浮遊液をさ

らに超高速遠心機（日立55P）にて遠心（59．000×G，4時間）し，ウイルス沈渣
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を回収，また，庶糖密度勾配遠心法（Model　KH）を用いウイルス画分を採取・

それぞれ原量の1／15のM／100PBS（pl17．．1）に浮遊し原液とした・

　（7）凍結乾燥

　原液に乳糖15w／v％，グルタミン酸ナトリウム0．2w／v％，ゼラチン0．04w／v

％を加えたM／100PBS（pl17．1）を等量添加し，メンブランフ，ルタ％濾過して

最終バルクを調製，2㎡バイアルに1認ずつ小分し凍結乾燥した。

　（8｝感染価測定

　検体をM／75PBS（pl17．4）で希釈，生後4日以内の哺乳マウス10匹以上を1群と

し，それぞれの希釈に1群ずつを用い，1匹あたり0．02㎡を脳内に注射した後

21日間観察し，LD5。値を求めた。

　（9）赤血球凝集価（HA価）測定

　マイクロトレイ法により実施した。すなわち，ウシアルブミン（BA），ある

いは卵白アルブミン（EA）を0．4w／v％に添加した棚酸カセイソーダ緩衝食塩

水（BBS，　pH9．0）0．025㎡に，検体0．025認を加え2倍階段希釈する。つぎに，

Dextrose－gelatin－veronal（DGV）で8v／，％に希釈した新鮮ガチョウ血球，あ

るいは10v／，％の1日ニワトリヒナ・ホルマリン固定血球をVirus　adjusting

diluent（VAD，pH6．1）で0．5v／。％になるように血球浮遊液を作り，その0．05㎡

を検体希釈後に加え，トレイを氷上で冷却しながら冷室（4℃）に1時間静置

し判定した。
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　㈹　力，価　試　験

　力価試験には，　Habe1法（攻撃変量法）3DおよびNIII法（免疫変量法）72）

を用いた。

ll・b・1法・体動129のマウス1・匹唖を1君羊とし・その5君羊の動物に1匹

あたり試料0．25㎡ずつを6回，1日おきに腹腔内に注射する。初回免疫注射の

｛4日後に，ワクチン非注射の対照マウスとともに，各希釈の攻撃ウイルス（CV

S）を0．03㎡ずつ脳内に注射して14日間観察し，各々LD5・値を求め比較した。

　Nlll法：検体および参照品（狂犬病ウイルス西ヶ原株感染哺乳マウス脳乳剤

を紫外線で不活化し凍結乾燥）をそれぞれ5倍階段希釈し，それぞれ4段階つ

くる。体重約12gのマウス10匹以上を1群とし，各希釈に1群ずつを用い1匹

あたり0．5㎡ずつを2回，1週聞隔で腹腔内に注射する。第1回免疫注射の2

週間後に各群の動物に，1匹あたりCVS　O．03謡（50LD50）ずつを脳内に注射して

14日間観察し，検体と参照品のED5。値の比を求め判定した。

　㈹不活化試験
検体および辛の1・倍希釈液の各々を・生後4日以内のロ甫乳マウス1・匹以上に・

1匹あたり0．02㎡脳内に注射して21日間観察した。

また，生後約4週のハ酪ター5匹以上の脳内に・1匹あたり検体0・05礎

注射して21日間観察した。
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　2．　ワクチンの経時安定性試験

　（n　被験ワクチン

　保存試験には，Lot　1，Lot　2，　Lot　3，　Lot　4およびLot　5を使用した・

力価はIlabel指数でそれぞれ105・02，105・13404・64，105・62および105．60であ

った。

　（2》保存条件

　4℃および37℃恒温室に，遮光して36ヶ月間保存したワクチンについて試験

した。

　（3）　試験項目および試験

　4℃保存においては，外観，含湿度，水素イオン濃度（pll），無菌性，異常

毒性および力価について試験した。

　37℃保存においては，外観，pH，異常毒性および力価について試験した。

　なお，各試験は生物学的製剤基準（厚生省薬務局監修・1979）に従って行い，

保存は各ロラトとも調製日より開始した。

　3．　マウスおよびラットにおける急性毒性試験

　q）実験動物および飼育条件

　5週齢の雌雄ddY系マウス（静岡実験動物農業協同組合）およびWistar系ラ

ット（熊本・井上実験動物）を購入し，当研究所で1週間の飼育観察を行った
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後，順調な体重増加を示した健康なものを選び試験に供した。

　試験開始時の体重は，マウス22～259，ラット135～1589であった・用いた

動物数はマウスおよびラットとも，1投与量あたり雌雄各10匹とし，1ケージ

あたりマウスは10匹，ラットは5匹ずつで飼育観察した。

　各動物は室温を21～24℃，相対湿度50～60％に調節した環境下で，固着飼料

（日本農産株式会社製）と瓶給水により飼育した。

　なお，経口投与の動物は，投与前16時間絶食させて使用した。

　（2）被験ワクチンおよび投与

　TCワクチンLot　8およびSMBワクチンLot　31を用いた。　TCワクチンは日局注

射用蒸留水で，規定の2倍濃度になるように溶解したものを試料とし，　SMBワ

クチンは用時よく振とうして使用した。

　静脈内投与は尾静脈より，皮下投与は背部皮下にそれぞれ投与し，経口投与

’は金属製胃ゾンデを用いて強制投与した。

　静脈内投与の速度は，いずれもマウスは0．5㎡／min，ラットでは2㎡／min，

とした。

　（3）観察およびLD5。値算出

　ワクチン投与後，動物の一般行動，症状，体重の推移および致死経過を14日

間観察した。死亡した動物は速やかに剖検を行い，生存した個体は2週間後に

致死せしめ剖検を行った。
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　LD、。値の算出は，投与後2週間の死亡率にもとづき，　Pr・bit法4⇔　に従いそ

の95％信頼限界とともに算出した。

　4．　モルモットにおける全身性アナフィラキシー試験

　q）実験動物および飼育条件

　4～5週齢の雌，Hartley系モルモット（株式会社・三門）を購入し，当研

究所で1週間飼育して観察を行った後，順調な体重増加を示した健康なものを

選び試験に供した。

　試験開始時の体重は，　250～300gであった。用いたモルモット数は，・TCワク

チンおよびSMBワクチンには各々16匹ずつ，対照の健康ウマ血清には4匹とし，

1ケージあたり4匹ずつ飼育観察した。

　モルモットは室温を21～24℃，相対湿度50～60％に調節した環境下で，固型

飼料と瓶給水により飼育した。

　②　被験ワクチンおよび投与

　TCワクチンLot　8およびSMBワクチンLot　31を用いた。対照として健康ウマ

血清Lot　1210を用いた。　TCワクチンは日局注射用蒸留水で溶解したものを試料

とし，SMBワクチンは用時よく振とうして使用した。

感作注射として，ワクチン群には各ワクチンを州内に1．嘱ずつ・対照群

には健康ウマ血清を腹腔内に0．1認ずつ，第1日，3日・5日の計3回注射し
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た。

　惹起注射では，各々のワクチン群を4分し，それぞれのワクチンを2群には

静脈内に0．2認，他の2群には皮下に1．0㎡，対照群は2分し，健康ウマ血清

を1群には静脈内に0．2認，他群には皮下に1・0㎡・各々第15日または第22日

に注射した。

　（3）観　　　察

　検体投与後，モルモットの一般行動，症状および致死経過を7日間観察した。

5．　サルに対する安全性と中和抗体産生能試験

　（D被験ワクチン

　　　TCワクチンLot　4を使用した。

　（2）実験動物

　　　カニクイザル（マレーシア産），体重：1．5～3．5kg，年齢：2．5～5．

　　5才，性別：雄1頭，雌7頭，計8頭を使用した。

　（3｝　ワクチン注射および採血

　　　TCワクチンを日局注射用蒸留水に，用時溶解したものを試料とした。

　　　サル8頭の胸部皮下に1謡ずつ1日1回連続10回注射し，局所および全

　　身反応について3ケ月間観察した。中和抗体価測定のため，注射前，注射

　　後5日，7日，10日，14日，22日，28日および35日に股動脈より2㎡ずつ
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　採血した。

（4）　中和抗体価測定

　　被験血清を56℃，30分間非働化後，5倍階段希釈する。希釈した各々の

　血清に等量の狂犬病ウイルスCVS株（100LD5。／0．03ηのを加えてよく混和

　した後，37℃，90分間静置する。体重約14～169のマウス5匹を1群とし・

　各々の希釈血清とウイルスとの混合液に1群ずつを用い，1匹あたり0．03

　諺ずつ脳内に注射し14日間観察，ED5。値を算出した7）。10倍以上の抗体価

　（ED50）を示すものを陽性とした。

6．　ヒトに対する安全性と中和抗体産生能試験

　q）被験ワクチン

　　　当研究所のボランティアについては，Lot　5，　Lot　13，　Lot　5502および

　　Lot　5601を用いた。ワクチンの力価はそれぞれ105・61（Ilabel指数），104・64

　　（Ilabel指数），1．53（Antigenic　value）および1．20（AIltigenic　value）であ

　　つた。

　　　また，海外青年協力隊員については，Lot　10，’Lot　11，　Lot　12，　Lot　13，

　　Lot　14，　Lot　15，　Lot　16，　Lot　5501，Lot　5502，Lot　5601，Lot　5701・Lot　57

　　02およびLot　5801を用いた。
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②ワクチン被接種者

　　当研究所職員の成人男子14名（20～56才）および女子21名（19～42才）・

　計35名の志願者および国際協力事業団・海外青年協力隊員2，447名（20～

　35才）である。

（3）ワクチン注射

　　第1グループ（成人男子10名，女子1名，計11名）の志願者の上腕皮下

　に，1認を1回：量として2週間の間隔で2回，6ケ月後に3回目を注射し

　た。そのうち男子3名は，3回目注射後3年3ケ月目に，さらに1詔1回

　の追加注射を行った。また，男子3名，女子1名については，第3回注射

　後1年9ケ月目に1回の追加注射を行い，その後3週，1年4ケ月目に，

　それぞれ1㎡を追加注射し，注射局所および全身反応について観察した。

　　第2グループ（成人男子4名，女子2名，計6名）の志願者の上腕皮下

　に，1㎡を1回量として3週間隔で2回，1年4ケ月後に3回目を注射し，

　注射局所および全身反応について観察陛た。

　　第3グループ（成人女子18名）の志願者の上腕皮下に，1耀を1回量と

　して4週間の間隔で2回注射し，注射局所および全身反応について観察し

　た。

　　第4グループ（成人男子1名）の志願者の上腕皮下に，1㎡を1回量と

　して2週間隔で2回，6ケ月後に3回目を注射した。その後，1年6ケ月目
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　に第1回の追加注射，3週後第2回，さらに1年2ケ月後に第3回の追加

　注射を行い，さらにWIIO方式（ワクチン1η諺を1回量として，0日，3日，

　7日，15日，30日および90日目に計6回の注射）による連続注射を行い・

　注射局所および全身反応を観察した。

（4）中和抗体価測定

　　サルの中和抗体価測定に用いた方法（マウス中和試験法）7｝により測定

　した。なお，5倍以上の中和抗体価を示すものを陽性とした。

・了．　暴露後治療効果試験

　q）ワクチン被接種者

　　　海外で狂犬病あるいは狂犬病の疑いのあるイヌおよびサルの咬傷をうけ

　　たヒト17名について実施した。

　（2）ワクチン投与

　　　TCワクチン1認を1回量として，　WllO方式に準じた方法により投与した。

　　なお、この試験は東京大学医科学研究所付属病院院長故大谷杉士博士に依

　　頼した。　　　　　　　　　　　　　　．
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I11　成 績

1．　ワクチン調製法に関する基礎的研究

　1）CE細胞調製法の比較

　　CE細胞の調製法としてDulbecco法，　Bodian法および．Youngner法を比較し

　　た。Table　2に示すように，10日齢ニワトリ胚を用いた場合，マグネチッ

　　クスターラーによる4℃，60分間消化のBodian法と，同じくマグネチック

　　スターラーを用いた室温，20分間2回消化のYoungner法のいずれも，　Dul－

　　becco法との間に差は認められず、いずれの細胞分散法を用いても細胞調

　　製が可能であることがわかった。

　2）CE細胞におけるウイルスの増殖

　　　llEP　FIury狂犬病ウイルスは，高アルカリ（p117．8～8．0）に維持すること

　　で，CE細胞によく増殖し，ウイルス接種6日で最高値107・o～107・5LD5。／

　　認に達し，赤血球凝集価（IIA価）は32～12a倍を示した。ウイルス感染価

　　とllA価の推移を示すとFig．1のごとくであった。これらの成績をもとに，

　　ウイルス採取時期を，ウイルス接種後概ね6日とした。

　3）　ベータープロピオラクトンのウイルス不活化作用

　　　メンブランフィルター濾過後のウイルス浮遊液にBPLを0．02v／。％にな

　　るように加え，37℃温浴中で60分間加温し，不活化時間を検討した。
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　　Fig．2に示すように，ウイルスは37℃，45分で完全に不活化されたが・

　ワクチンの安全性を考慮し，ウイルスの不活化を確実なものとするために・

　同一操作を1回繰り返し実施した。

4）　メンブランフィルターのウイルス濾過．に及ぼす影響

　　ウイルス採取時に用いるメンブランフィルターのウイルス濾過に及ぼす

　影響を見るために，製造会社5社のメンブランフィルターについて比較検

　討した。Fig．3に示すように，従来から使用していたs社のメンブランフ

　ィルターでは，IIA価で比較した場合87．5％のロスを認めた。他のM社，　P

　社およびF社のメンブランフィルターでも50％のロスを認めたが，G社の

　メンブランフィルターには全くロスが認められなかった。

5）　限外濾過一超高速遠心法のウイルス濃縮および精製効果

　　限外濾過一超高速遠心の結果，Table　3に示すように，　TCワクチンの蛋

　白窒素含量は，平均0．021mg／㎡で，　SMBワクチンと比較して1／20量であ

　つた。ワクチンのロット間にバラツキが認められたが，棄却検定の結果，

　異常値は認められなかった。

6）　庶糖密度勾配遠心法のウイルス濃縮および精製効果

　　薦糖密度勾配遠心の結果，Fig．4に示すようにNα8～Nα16の画分にHAn－

　inが分画された。これらの画分をpoolしてワクチンを調製した。　IIA価32倍，

　蛋白窒素含量0．007mg／㎡で，限外濾過一超高速遠心法で調製したワクチ

一18一



　ンより3倍の精製度を示した。

了）ワクチンの力価

　　限外濾過および超高速遠心法により調製したTCワクチンの力価を，　Tab－

　le　4およびTable　5に示した。生物学的製剤基準では，Ilabel法の場合，免

　疫群と無処置対照群とのLD50値の差が103以上を合格としており，またN

　III法では，検体と参照品とのED5。値の比が0．3以上を合格としており，い

　ずれも基準に適合する力価を示した。ワクチンの力価と蛋白窒素含輩とに

　相関は認められなかった（相関係数r・＝一〇．036）。

8）　ワクチンの経時安定性

　　4℃および37℃での経時安定性試験における，TCワクチンの力価および

　含湿度の推移をFig．5に示した。

　　TCワクチンを4℃に保存した場合，36ケ月の保存期間中，力価はワクチ

　ン調製直後とほとんど同じ成績を示したが，含湿度は保存経過とともに若

　干の上昇傾向が認められた。しかし，いずれも基準（3％以下）．に適合し

　ていた。

　　また，同時に行ったTcワクチンの外観，　pH，無菌性，異常毒性について

　の経時的変化は認められなかった。

　　TCワクチンを37℃に保存した場合，　Fig．5に示すように，力価は保存6

　ケ月より低下の傾向がみられ，36ケ，月でおよそ103・4となり，ワクチン調製
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直後にくらべ，約101・o～10L7の低下が認められたが，なお基準に適合

していた。また，TCワクチンの外観，plL異常毒性についての経時的変化は

認められなかった。

2．　ワクチンの安全性と抗原性

　1）　マウスおよびラットにおける急性毒性

　（1）一般症状

（i）静脈内投与

　　　マウス：TCワクチンの投与量は，人体使用濃度のワクチン量として，48

　　㎡／kg（0．48認／10g）～・120認／kg（1．20認／10g）の5用量段階（公比1．

　　25）とし，SMBワクチンの投与量は16認／kg（0．16認／10g）～39㎡／kg（0．

　　39㎡／10g）の5用量段階（公比L25）とした。マウスの静脈内投与の耐

　　容投与量は0．5耀／10980⊃とされているが，本実験では投与最大用量の0．

　　6η〃10g（人体使用濃度のワクチン量として120㎡／kg）まで投与した。

　　TCワクチン投与群のいずれにおいても，臨床所見，異常行動を示すものは

　　認められなかった。

　　SMBワクチン投与群においては，0．16認／10g（16諺／kg）投与群は，いず

　　れも臨床所見，異常行動を示すものは認められなかった。しかし，0．20㎡

　　／10g（20㎡／kg）投与群では，雄10匹中2匹，雌10匹中2匹，0．25紹／10g
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（25紹／kg）投与群では，雄10匹中3匹，雌10匹中2匹，0．31㎡／109（31

認／kg）投与群では，雄10匹中5匹，雌10匹中6匹，0．39磁／10g（39溺／

kg）投与群では，雌雄10匹ずつ全例が投与後直ちに死亡した・生存マウス

においては異常は認められなかった。

　ラット：TCワクチンの投与量は，人体使用濃度のワクチン量として，39

㎡／kg（3．9㎡／100g）～95㎡／kg（9．5㎡／100g）の5用量段階（公比1．25）と

し，SMBワクチンの投与量は，12．8認／kg（1．28認／100g）～31㎡／kg（3．1

認／100g）の5用量段階（公比1．25）とした。ラットの静脈内投与の耐容投

与量は，4．0㎡／ioOg80｝とされているが，本実験では投与最大用量4．7㎡

／100g　（人体使用濃度のワクチン量として95㎡／kg）まで投与した。

　TCワクチン投与群のいずれにおいても，臨床所見異常行動を示すもの

は認められなかった。

　SMBワクチンの投与群においては，1．28㎡／100g投与群のいずれも臨床

所見，異常行動を示すものは認められなかった。しかし，1．6認／100g投

与群では，’ Y10匹中2匹，雌10匹中1匹，2．0㎡／100g投与群では，’ Y10

匹中4匹，雌10匹中4匹，2．5㎡／100g投与群では，雄10匹中5匹，雌10

匹中7匹，3．1㎡／100g投与群では，雌雄10匹ずつ全例が投与後直ちに死

亡した。

　生存ラットにおいては異常は認められなかった。

一21一



（ii）経口投与

　　マウス：TCワクチンの投与量は，人体使用濃度のワクチン量として，48

　㎡／kg（0．48磁／109）～120㎡／kg（1．20㎡／109）の5用量段階（公比1・

　25）とし，SMBワクチンも同様に投与した。マウスの経口憎憎投与量は・

　0．5認／10g程度80）と思われるが，本実験では投与最大用量0．6認／10g

　　（人体使用濃度のワクチン量として120㎡／kg）まで投与した。

　　TCワクチンおよびSMBワクチン投与のいずれの投与群においても，臨床

　所見，異常行動を示すものは認められなかった。

　　ラット：TCワクチンの投与量は，人体使用濃度のワクチン量として，48

　㎡／kg（4．8㎡／100g）～120認／kg（12．0㎡／100g）の5用量段階（公比1．25）

　とし，SMBワクチンも同様に投与した。ラットの経口耐容投与量は，5．0

　㎡／100g程度80｝と思われるが，本実験では投与最大用量6．0認／100g

　　（人体使用濃度のワクチン量として120㎡／kg）まで投与した。

　　TCワクチンおよびSMBワクチン投与のいずれの投与群においても，臨床

　所見，異常行動を示すものは認あられなかった。

（iii）皮下投与

　　マウスlTCワクチンの投与量は，人体使用濃度のワクチン量として，48

　溜k，（。．48㎡／1。。9）～12・認／k，11．2・㎡／1・9）の5胆段F皆（公比1．

　25）とし，SMBワクチンも同様に投与した。マウスの皮下耐容投与量は，
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　0．5認／109程度80）と思われるが，本実験では投与最大用量0．6〃〃109

　（人体使用濃度のワクチン量として120認／kg）まで投与した。

　　TCワクチンおよびSMBワクチン投与のいずれの投与群においても，臨床

　所見，異常行動を示すものは認められなかった。

　　ラット：TCワクチンの投与量は，人体使用濃度のワクチン量として，48

　耀／kg（4．8認／100g）～120㎡／kg（12．0認／100g）の5用量段階（公比1。25）

　とし，SMBワクチンも同様に投与した。ラットの皮下耐容投与量は5．0認

　／100g程度80）と思われるが，本実験では投与最大用：量6．0㎡／100g　（人

　体使用濃度のワクチン量として120㎡／kg）まで投与した。

　　TCワクチンおよびSMBワクチン投与のいずれの投与群においても，臨床

　所見，異常行動を示すものは認められなかった。

（2）　LD50値

（i）静脈内投与

　　マ』ウス：Table　6に致死率を示した。　TCワクチン投与群においては，投与

　可能な最大用量を与えたが致死マウスはみられず，LD5。値を算出するまで

　にはいたらなかった。

　　しかし，SMBワクチン投与群では，雌雄とも20認／kg（0．20㎡／10g）投

　与群より致死マウスがみられ，39認／kg（0．39π〃10g）投与群では全例が

　死亡し，雄マウスのLD50値は30．0㎡／kg（0．3η〃109），此佳マウスのLD50値は
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　29．0認／kg（0．29㎡／109），雌玄佳あわせたLD5。値は29．5㎡／kg（0．295㎡／109）

　であった。雌雄マウスのLD50値にはほとんど差は認められなかった・

　　ラット：Table　7に致死率を示した。　TCワクチン投与群においては，投与

　可能な最大用量を投与したが致死ラットはみられず，LD5・値を算出するこ

　とはできなかった。SMBワクチン投与群では，雌雄とも16㎡／kg（1．6㎡／1

　00g）投与群より致死ラットがみられ，31認／kg（3．1認／100g）投与群では全

　例が死亡し，雄ラットのLD5。値は21．5㎡／k9（2．15磁／1009），雌雄あわせ

　たしD50値は22．2認／kg（2．22認／100g）であった。雌雄ラットのLD50値にほ

　とんど差は認められなかった。　　　　　．

（ii）経口投与

　　マウスおよびラットの致死率をTable　8およびTable　9に示した。各ワ

　クチンの投与群において，経口投与可能な最大用量を投与したが致死マウ

　スおよび致死ラットはみられず，LD5。値を算出することはできなかった。

（iii）皮　下　投　与・

　　マウスおよびラットの致死率を，Table　10およびTable　11に示した。各

　ワクチンの投与群において，皮下投与可能な最大用量を投与したが，致死

　マウスおよび致死ラットはみられず，LD5。値を算出することはできなかった。

（3）剖検所見

　　静脈内投与において死亡したマウスおよびラットは直ちに，また．各投
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　与群の生存マウスおよびラットは試験終了時に全例解剖し，各臓器の内眼

　的観察を行ったが，何ら異常所見は認められなかった。

2）　モルモットにおける全身性アナフィラキシー

（1）静脈内惹起注射

　　TCワクチンによりモルモットを感作後，第15日または第22日に惹起注射

　を行った。

　　Table　12に示すように，惹起注射としてTCワクチンおよびSMBワクチン

　を用いた場合，7日間の観察期間中，全く異常を認めなかった。

　　SMBワクチンにより感作後，　SMBワクチンおよびTCワクチンを惹起注射

　として用いた場合，TCワクチンでは7日間の観察期間中，全く異常を認め

　なかったが，SMBワクチンを用いて第15日に惹起注射を行った場合，2匹

　とも投与直後より5分間，前肢を噛む動作をし，その後正常に復した。第

　22日に惹起注射を行った場合，1匹は全く異常を認めなかったが，他の1

　匹は注射直後より鼻を擦り，くしゃみ，耳掻き，後肢を噛む動作をし，歩

　行異常を示し，典型的なアナフィラキシー症状を示した。しかし，10分後

　には正常に復した。

　　対照とした健康ウマ血清投与群においては，第15日惹起注射群の場合，

　注射直後ないし2分後より鼻擦り，くしゃみ，けいれん，横臥または伏臥

　など，典型的なアナフィラキシー症状を示し，1匹は5分後，他の1匹は
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　翌日死亡した。

　　第22日惹起注射の場合，注射直後より鼻擦り，くしゃみ，けいれん，横

　臥，飛び上りなど，典型的なアナフィラキシー症状を示し，2匹とも5分

　後に死亡した。

（2）皮下惹起注射

　　Table　13に示されるように，　TCワクチンおよびSMBワクチン投与群とも，

　全く異常を認めなかった。また，対照とした健康ウマ血清投与群において

　も，異常は認められなかった。

3）　サルに対する安全性と中和抗体産生能

（1）注射局所および全身反応

　　注射局所の発赤，腫脹および硬結について初回注射後3ケ月間観察した

　が，全く異常は認められなかった。また，食欲，元気および体重等，全身

　反応も全く認められなかった。

②中和抗体の産生

　　ワクチン注射後の中和抗体価の推移を，Table　14およびFig．6に示した。

　　初回注射後5日目で，8頭中1頭（12．5％）が10倍の中和抗体価を示し1

　10日目では全8頭が抗体陽性（10倍以上）となり，平均抗体価は33倍とな

　つた。14日目には著しい抗体上昇を認め，平均抗体価は560倍に達した。

　以後，22日目には1，060倍，28日目には1，520倍，最柊試験日の35日目に
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は1，770倍に達し，本TCワクチンが高い中和抗体産生能を有することが確

認された。

3．　ヒトに対する安全性と中和抗体産生能

　（1｝注射局所および全身反応

　　　当研究所の成人男子14名，女子21名，計35名の志願者について，TCワク

　　チン1㎡を，2週間隔，3週間隔および4週間隔で，それぞれ2回上腕皮

　　下に注射し，さらに初回注射後6ケ月および1年4ケ月目に追加注射し，注

　　射による局所および全身反応を観察（但し，3回目の注射は成人男子14名，

　　女子1名）した。

　　　Table　15に示すように1回目注射では局所の発赤9％（3／35），腫脹6％

　　（2／35），疹痛23％（8／35）およびかゆみ6％（2／35）が認められた。

　　　2回目の注射では局所の発赤31％（11／35），腫脹3％（1／35），疹痛20％（7

　　／35）およびかゆみ17％（6／35）が認められた。

　　　3回目の注射では局所の発赤7％（1／15），腫脹13％（2／15），疹痛7％（1

　　／15）およびかゆみ7％（1／15）が認められたが，いずれの反応も一過性で，

　　注射後24～72時間に消失した。

　　　全身反応は，注射2回目に頭痛3％（1／35），注射3回目に頭痛7％（1／1

　　5）が認められたが，その程度は軽く注射後24時間には消失した。その他の
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局所反応および全身反応を示す者は認められなかった。

　次に，1認3回の暴露前免疫（基礎免疫）終了後，さらに数回の追加注

射した者について，注射局所および全身反応を観察した。

　Table　16に示すように，1回の追加注射をうけた成人男子8名・女子1

名については，局所反応および全身反応とも，いずれも認められなかった・

　2回目の追加注射をうけた成人男子5名，女子1名については，局所の

疹痛17％（1／16）が認められた。3回目の追加注射をうけた成人男子4名，

女子1名については，局所の腫脹20％（1／15），疹痛40％（2／5），かゆみ20％

（1／5）が認められた。

　連続11回注射を行った1名については，局所の腫脹，疹痛がそれぞれ認

められたが，反応が増強するようなことはなかった。また，追加注射によ

る全身反応は，いずれも認められなかった。

　国際協力事業団・海外青年協力隊員2，447名（20～35才）に，’1㎡を1

回量として1ヶ月間隔で2回，その後6ヶ月目に3回目の注射を行い，注

射局所の反応および全身反応について調査を行った。（Table　17）。本調査

では，．局所の発赤・腫脹1．1％（27／2，447），疹痛0．3％（8／2，447），全身

症状として37℃台の発熱0．2％（6／2，447）を認めたにすぎず，本TCワクチ

ンの安全性が確認された。
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（2）中和抗体の産生と持続時間

　　第1グループ：TCワクチン1㎡を1回：量とし，2週間隔で2回，さらに

　2回目注射後6ヶ月目に1回，計3回の注射を行ったグループでは，Table

　18，Fig．7に示すように，2回目注射後2週で平均抗体価27倍（〈5～235倍）

　・抗体陽性率90％のピークに達し，以後漸次下降し，6ヶ月後には平均抗

　体価5倍以下（〈5～15倍）・抗体陽性率60％に低下した。この時点で3回

　目の注射を行ったところ，注射後1週間で急速に抗体の上昇を認め，平均

　抗体価125倍（46～766倍）・抗体陽性率100％のピークに達し，以後1

　ヶ月まで，ほぼ同程度の平均抗体価107倍（69～166倍）・抗体陽性率100

　％の高い値を示したが，6ケ月後には平均抗体価5倍以下（〈5～42倍）・

　抗体陽性率78％に低下した。

　　さらに，抗体陰性期の3年3ケ月後に1㎡1回の追加注射を行ったとこ

　ろ，’Table　19，Fig．8に示すように，注射後1週より抗体の産生を認め，2

　週でピークの平均抗体価98倍（46～163倍）・抗体陽性率100％と，初回

　注射よりも高い値を示し，抗体価も速やかに上昇した。以後，2ケ月後も平

　均抗体価50倍（8～282倍）・抗体陽性率100％を示した。

　　3回目注射後1年9ケ月目に1回，つづいて3週後に2回目，その後の

　1年4ケ月目に3回目の追加注射を行ったところ，Table　20，Fig．9に示す

　ように，1回追加注射後3週で平均抗体価68倍（11～165倍）・抗体陽性
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率100％を示した。

　2回目追加注射後は，1；年4ケ月経過後も平均抗体価12倍（7～19倍）

・抗体陽性率100％を示した。

　3回目追加注射後は，1週後平均抗体価84倍（56～188倍）・抗体陽性

率100％，2週後および1ケ月後も，ほぼ同程度の平均抗体価96～69倍の

高い抗体価を認め，2ケ月後も平均抗体価29倍（11～69倍）・抗体陽性率

100％を保持していた。

　第2グループ：TCワクチン1㎡を3週間隔で2回注射後，1年4ケ月目

に3回目の注射を行ったグループでは，Table　21，Fig．10に示すように，

初回注射後3週では全ての者が抗体陰性であり，2回目注射後4週七平均

抗体価21倍（9～46倍）・抗体陽性率100％を示した。しかし，1年4ケ

月後には平均抗体価5倍以下（く5～48倍）・抗体陽性率25％に低下した。

この時点で3回目の注射を行ったところ，1週後平均抗体価196倍（38～

826倍）・抗体陽性率100％に達し，以後2ケ月後も平均抗体価72倍（33

～188倍）を維持した。

　第3グループ：TCワクチン1㎡を4週間隔で2回注射したグループでは，

　Table　22，Fig．11に示すように，初回注射後4週の平均抗体価は5倍以

下（〈5～56倍）・抗体陽性率56％であったが，2回目注射後2週で平均抗

体価49倍（7～313倍）・抗体陽性率100％を示した。これは，先の2週
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間隔および3週間隔で注射したグループより高い値を示したことになる。

　第4グループ：成人男子1名について，TCワクチンの頻回注射を行った

場合の成績をTable　23，　Flg．12に示した。

　初回注射後2週で抗体価219倍・2回目注射後2週で229倍を示し・以

後漸次下降したが，6ケ月後も，なお8倍の抗体価を示した。3回目注射

後は，2週後74倍，3週後11倍の抗体価を示したが，6ケ月後は5倍以下

　に低下した。1年10ケ月後に1回追加注射を行ったところ，3週後に13倍

　の抗体価を示したが，1年2ケ月後には再び5倍以下に下降した・この時

　点でWIIO方式の；連続注射を行ったところ，抗体価は3日後21倍，7日後19

　倍，15日後69倍と上昇し，1ケ月後46倍および3ケ月後には19倍と推移し．

　ワクチン注射回数の割には，それ程高い抗体価は得られなかった。

　　しかし，合計5回の注射を行った場合，次の6回目の注射後は，3日目

　で21倍の抗体価を示した。

（3）暴露後治療効果

　　TCワクチンの狂犬病発症阻止効果をみるために，海外で狂犬病あるいは

　その疑いのあるイヌおよびサルの咬傷をうけた17名にワクチン注射を行っ

　た。

　　Table　24に示すように，狂犬病のイヌに噛まれた者4名，狂犬病の疑い

のあるイヌに噛まれ緒8名9 抹aの疑いのあるサルに噛まれ諸2名
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狂犬病であるかどうか不明なイヌに噛まれた者3名の計17名に，Wm方式に

準じて連続注射を行った結果，全例が死を免れ，本TCワクチンの狂犬病発

症阻止効果が実証された。
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IV　考 察

　組織培養によるワクチンを開発するにあたって基本的に重要なことは・それ

が大量に製造される時，容易に入手可能な動物細胞であるかどうかということ

である。我が国におけるヒト用ワクチンは，生物学的製剤基準で，初代細胞を

使用することが義務づけられており，したがってBHK－21細胞やVero細胞など・

狂犬病ウイルスに比較的感受性が高く，細胞調製が簡単な株化細胞を使用する

ことはできなかった。

　Kisslingら37）が発表したハムスター腎臓細胞，van　Wezelら81｝のイヌ腎臓

細胞などは，材料であるハムスター，あるいはイヌの供給，培養の度ごとの動

物の殺処分を考えると，量産を必要とするワクチンの製造には不向きと考えち

れた。またWiktorら85｝のヒト2倍体細胞に関しても，その種細胞の維持が困

難なこと，ウイルス培養にヒトの血清あるいはヒト血清アルブミンが必要など，

多くの難点が考えられた。

　Yoshinoら96）のニワトリ1日卵胚の研究によって，狂犬病ウイルスがニワ

トリ胚で増殖することが判っていたことから，Kondo38｝は7日卵を用いて狂犬

病ウイルスの培養を行い好成績を得た。

　この成績と，材料のニワトリ卵が安価で供給に不安がないことから，組織培

養狂犬病ワクチンの製品化にニワトリ胚を選択した。
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　近藤はDulbecco法により細胞浮遊液を調製したが，この方法は大量の細胞を

調製するためには人手と時間を要するため，この問題を解決する必要があった。

このため，当時，日本脳炎ワクチンのブラック中和試験に用いられていた・マ

グネチックスターラーによる細胞消化法を応用し，トリプシン濃度，トリプシ

ン消化温度，トリプシン消化時間の細胞に及ぼす影響を検討した。

　この結果，トリプシン濃度0．05％，4℃・60分間消化のBodian法と・同じく

トリプシン濃度0．05％，室温・20分間2回のYoungner法のいずれも，Dulbecco

法と変らない成績が得られ，いずれの方法を用いても細胞調製が可能であるこ

とがわかった。

　次の問題は，狂犬病ウイルスの増殖が遅いため，培養した細胞を長く（1週

～2週間）維持させることであった。細胞の代謝を抑え，細胞のガラス面への

付着を良くするためには，ウイルス培養期間申，血清を含まない培地を用いる

ことはわかっていたが，それにもかかわらず，ウイルス採取時の7日目には，

単層細胞がガラス面から脱落しているものが多くみられた。この原因は，ウイ

ルス接種時のウイルス希釈液（199培地）のpHが，ウイルス吸着時間中（60分

間）に接種時のpll　7．8～8．0から9．0と，高アルカリに変化したための細胞へ

のダメージと判断，ウイルス希釈液をpH変動の少ないPBSに変えることで，単

層細胞を2週間維持させることができ，この問題を解決した。

　このようにして調製した細胞を用いて狂犬病ウイルスの培養を行ったが，得
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られるIIA価は2～4倍と低く，いかに濃縮を行っても到底ワクチンとしては成

りえなかった。　Yoshinoら94）は，狂犬病ウイルスは維持培地のPIIを8．2～9・

’0にあげる方が，pH7．4より良く増殖することを報告しており，この方法を応

用することにした。しかし，PHをあまり上げすぎると単層細胞の維持が悪く・

7日間の培養を維持することはできなかった。そこで，PHを従来の7．4から7・

8～8，0に調節することで，単層細胞のガラス面への付着にも影響を与えず・

良好なウイルス増殖（IIA価128倍，　LD5。値107・5）を得るに至った・

　次にウイルスの不活化方法について検討した。ワクチンにはできるだけ化学

物質を含ませないことが基本となる。そこでTCワクチンの不活化には，従来か

らヒト用，イヌ用ワクチンの不活化に使用されていた紫外線照射法を用いて行

ったが，維持培地（199培地）の中に含まれるフェノールレッドの色が紫外線の

照射を遮断し，従来の4，700μw／c㎡の強度では，流速を1／2の速度（1分間に

28㎡）に落としても，不活化を十分に行うことができなかった。不活化に多く

の時間を要することで，この方法は量産に不向きと考えた。

　また，ホルマリンでは不活化に1ヶ月以上の日数を要することから，不活化

時間が短く，しかも急速に加水分解され無害な物質になるとされているベータ

ープロピオラクトンを，ウイルスの不活化剤に選び検討した。37℃に加温する

ことで，ウイルスは45分で速やかに不活化され，IIA価の失活も全く認められな

かった。したがって，この方法を狂犬病ウイルスの不活化に用いることにした。
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　培養ウイルスそのものを不活化したワクチンでは未だ力価が低く，これをど

のように濃縮・精製するかが，次の問題であった。各国のワクチンをみても・

ポリエチレングリコール法42｝，ゾーナル遠心法10・口・15・32・50・77・79｝・限

外濾過法L791などの種々の方法が試みられτいる。

　近藤はポリエチレングリコールで濃縮・精製しているが，無菌性と大量処理

の問題からこの方法をやめ，日本脳炎ワクチンの濃縮・精製に使用していた限

外濾過濃縮一超高速遠心法を組合わせて応用することで，無菌性および大量処

理にも問題のない濃縮・精製法を確立，この問題を解決することができた。ま

た，インフルエンザワクチンの精製に使用していた庶糖密度勾配遠心法によっ

ても，濃縮・精製が可能であったが，無菌性に問題があり，この方法による濃

縮・精製の採用を見合わせた。

　TCワクチンの開発・製品化において，次に解決しなければならなかった大き

な問題点は，多大のロス（80％以上）を生じるということで，ボアサイズ0．45

μmのメンプランフィルターによる，ウイルス浮遊液の除菌濾過ができないこ

とであった。したがって，ニワトリ胚の取り出しがら凍結乾燥までの全工程に

わたって，神技ともいえる完全無菌作業を余儀なくされていた。

　この原因は，狂犬病ウイルスが180nmと大きなウイルスであるからという，

単なるメンブランフィルターのボアサイズとの関連からではなく，使用したメ

ンブランフィルターの蛋白吸着作用に最大の原因があるのではないかと考え，
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フィルターメーカー5社のサンプルを取りよせ，吸着ロスの度合いを比較検討

した結果，ウイルス吸着作用のないメンブランフィルターを見つけることがで

きた。これにより，濾過工程の導入が可能となったことは，TCワクチンの開発

に大きな礎となった。

　以上のような経緯を経て開発したTCワクチンについて，その安全性，効果等

について，さらに検討を進めた。

　本TCワクチン開発に使用した狂犬病ウイルスHEP　Flury株は，ニワトリ胚に

高度に継代，馴化したものであり，成熟マウス30｝はもちろん，Arai6｝によれ

ばヌードマウスおよび免疫抑制剤のCyclopllospllaln1deで処理したマウスに対し

ても，これを致死させることはできないと報告しており，ウイルス自体の安全

性も示唆されていた。

　本TCワクチンは，蛋白窒素含量測定の結果，0．021mg／認と従来のSMBワクチ

ンの1／20と少なく，マウスおよびラットを用いた急性毒性試験でも，LD5。値は

経口，皮下投与でマウス，ラットとも120㎡／kg以上，静脈内投与でマウス

12鰯／kg以上，ラット9膨／k・以上であった・また・モルモ・トを用いたア

ナフィラキシー試験，サルに対する接種試験で，その安全性が極めて高いこと

が確認された。

　経時安定性試験では，4℃の保存で36ヶ月間品質に変化を認めず，37℃の保

存でも1～3ヶ月間は，力価の急激な低下がみられないなど・外部温度に対す
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る安定性も確認され，熱帯地域の狂犬病常在地でのTCワクチン使用の可能性も

示唆された。

　動物を用いた試験でその安全性を確認した後，さらに，ヒトに対する安全性

と中和抗体産生能，暴露前免疫における注射間隔の抗体産生に及ぼす影響・狂

犬病発症阻止効果について詳細に検討を行った。

　暴露前免疫（1認3回）における注射局所の反応は，それぞれ発赤・腫脹・

疹痛，かゆみが，わずかに見られたが，いずれの反応も一過性で注射後24～72

時間には消失した。全身反応は，注射2回目および3回目に頭痛を認めたが・

その出現もそれぞれ3％および7％と低く，また，その程度も軽く，注射後24

時間には消失した。また，追加注射による反応の増強は認められなかった。

　これらの成績は，フランス・メリュー研究所製のヒト2倍体細胞由来ワクチ

ンを用いたKuwert45司7｝，　Andersonら2・3｝の報告と，ほぼ同じような成績であ

った。

　しかし，　Nicholsollら61｝の報告によると，同じくヒト2倍体細胞由来ワク

チタンを用いた実験で，皮下ルートによる追加注射では，しばしば疹痛を伴っ

たこと，また，皮内ルートでは，注射部位の発赤が実に91％に達したと報告し

ている。また，ニワトリ胚由来ワクチンを用いた実験6ωでも，皮内ルートで

は疹痛は少ないが，発赤，腫脹，かゆみが増強したと報告している。

　皮内注射による副反応の出現率の高い報告は，Cox20），　Aokiら5｝も報告して
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おり，効果的な皮内ルートも，今後，多少の議論を呼びそうである。

　これらの成績を総合的に見てみうと，本TCワクチンの注射局所および全身反

応は，現在欧米で実用化されているヒト2倍体細胞由来ワクチンにくらべて・

同程度あるいは，むしろ軽いものと思われる。

　狂犬病中和抗体価の測定法に関して，マウス法28・67），ブラック法69・83・84

・95｝，HADブラック法75｝，　IIAD一ブラック法57），m試験51，，酵素抗体

法8・9・27・52｝，免疫電気泳動法23｝，蛍光抗体法67・76，，BAP法73）など，種々の

研究がなされているが，本実験には，WIIO報告に記載されているマウス中和試

験法7｝を応用した。

抗体は2回目の注射から2週後に最高値（平均抗体価27倍）に達し，以後6ヶ

月持続した。3回目注射後は抗体の上昇は速やかで，1週後に最高値（平均抗

体価125倍）に達しており，以後6ヶ月持続した。抗体陰性期に追加注射を行

った場合，1週後より抗体の産生を認あ，2週後に最高値（平均抗体価98倍）

に達し，明かにブースター効果が認められた。’

　また，連耗注射を行った者についての試験では，6回目の注射により3日目

に既に21倍の抗体価を示したことは，暴露後免疫における基礎免疫の重要性が

示されたといえよう。

　暴露前免疫における注射間隔（2週間，3週間，4週間）の違いによる抗体

産生では，2週間隔一3週間隔一4週間隔の順で高い値を示した。Kuwertら46｝
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も，暴露前免疫における注射間隔について検討しており，4週間隔3回注射が

勝れていると報告している。また，近藤（日本短波放送・放送内容集，1980）

も4週間隔を推奨しており，これらの成績と合わせて，少なくとも暴露前免疫

時の注射間隔は，4週をおいた方が効果的であるといえよう。

　抗体の持続期間に関しては，Kuwertら45・46｝は4週間隔3回注射で，少くと

も18ヶ月間持続したこと，同じく0日，3日，7日，14日，30日，90日の計6

回注射（暴露後免疫）で，ワクチン開始後745日間持続したと報告している。

本TCワクチンの場合も，3回目注射後21ヶ月（630日）間も50％の者に11～14倍

の抗体価を維持していたこと，2回の追加注射後16ヶ月（480日）間も平均抗体

価12倍（7～19倍）を維持していたことは，これらヒト2倍体細胞由来ワクチ

ンと比較して，同程度の免疫原性を有しているといえよう。

　ワクチンによる狂犬病発症防御機序は，未だ十分解明されていないが，ワク

チン投与により生体にはマクロファージ活性化ドリンパ球感作，インターフェ

ロン産生および抗体産生等の生体応答が考えられている。三舟らとともにマウ

スを用いたワクチンの狂犬病発症防徽序の解明・・一56・では，ウイルス感染前

に抗体を糊した場合，低い抗体レベノレでも安全に発症を防御すること，また，

発症防御の主役はlgGであり，　IgM抗体には発症阻止能力がほとんどないこと

が判明した。さらに，本TCワクチン投与により，インターフェロンが早期に誘

発されることを経験した。
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　Sikesら74｝は，感染防御に抗体が重要な役割を果たしていること，　Baerら

12・13），Wiktorら87）は，発症阻止にインターフェロンの重要性を報告してお

り，狂犬病の感染・発症防御に，本TCワクチンを用いることの有用性が示唆さ

れているといえ・よう。

　事実，今回の実験の中で，1認3回の暴露前免疫を終了した海外青年協力隊

員2，447名のうち2名が，その後，真性狂犬病動物に噛まれながら，いずれも

発症を免れていること，海外で狂犬病の疑いがある動物に噛まれたヒト17名に・

TCワクチンを投与して全員が発症を免れたことは，狂犬病の予防に，事前に免

疫を与えることの重要性と同時に，狂犬病ウイルス暴露後に本TCワクチンを投

与しても，狂犬病の発症を阻止することが可能であることを物語っている。

　しかしながら，近年，モノクローナル抗体を用いた狂犬病ウイルスの抗原分

析が行われるようになり17・18・29・35），野外株之弱毒固定株との間に抗原的に

差があることが報告されてきている。

　本ワクチン開発で使用した狂犬病ウイルスIIEP　FIury株について，広くワク

チン株として使用されているPasteur株（PV）と力価試験の攻撃用ウイルスで

あるCVS株，．さらに嚇固定株であるERA株とのウイルスG蛋白アミノ酸のホ

モロジー解析が，京都大学のMorlmotoら58）によって報告されている。

　彼らによると，IIEP　FIury株のG蛋白cDNAの塩基配列は，　PV株，CVS株および

ERA株のそれらと比較して，アミノ酸レベルで90％以上のホモロジーを示して
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いたと報告している。このことは，本TCワクチンに使用したウイルスが，これ

らの弱毒株に対して，それほど変異は起こしていないということがいえる・し

かし，狂犬病の発症を100％阻止することが目的であるワクチンの開発におけ

るウイルス株の改良にあたっては，このウイルスの変異性について十分注意を

払っていくことが重要といえよう。

　現在，WIIOで認められている組織培養狂犬病ワクチンには，ヒト2倍体細胞ワ

クチン，ウシ胎児腎臓細胞ワクチン，イヌ腎臓細胞ワクチンおよびニワトリ胚

細胞ワクチンがある（W．H．0．　Report，1980）が，いずれも濃縮を余儀なくされ・

ワクチンのコスト高がネックとなり，狂犬病常在地である発展途上国へのTCワ

クチンの供給が非常に困難を強いられている。

　これらの問題を解決するために，外国では細胞培養面積を多くしてウイルス

の収量を上げる，ビーズ培養法8L82）によるワクチンの製造も検討されている。

経口投与による生ワクチンの研究が動物U・21・22・78・88～00｝では行われている

が，人体への応用は未だ確立されていない。

　近年，狂犬病ウイルスの感染防御抗原に関する研究4・19・24～26・48・49・66・71，

が盛んに行われ，Glycoprotein（G蛋白）に感染防御能があることが判明，その

アミノ酸配列も解明4・36・66・92｝されてきている。したがって，ワクチンの大

幅なコスト低減が期待される遺伝子組換え36・65・66・68・7！・86・92）による第2

世代ワクチンの実用化も，そう遠くはないかもしれない。
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　ワクチンの使用方法に関して，WHOでは狂犬病ウイルス暴露前のワクチン

投与方法として，1ヶ月間隔で2回，さらに6ヶ月後1回の計3回，1耀を皮

下注射すること，また，狂犬病ウイルス暴露後は，できるだけ速やかにワクチ

ン注射を開始し・その第1回目を0日とし・，以後3・7・14・30・90日の計6

回，1耀を皮下注射するように推奨している。今回開発した乾燥組織培養不活

化狂犬病ワクチンは，力価およびヒトにおける中和抗体産生能試験の成績から，

WHOの推奨するワクチン投与方法にも十分対応できるものと判断された。
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V総括および結論

　我が国におけるニワトリ胚由来の乾燥組織培養不活化狂犬病ワクチンの実用

化を図るため，国立予防衛生研究所の技術指導のもとに，1974年以来TCワクチ

ンの開発のための実験を重ね，有効性については従来の哺乳マウス脳由来の不

活化狂犬病ワクチン基準を十分に満足し，副作用の危険性を遙かに低減するTC

ワクチンの製品化に成功し，次のような成績を得た。

1．　ワクチン調製法に関する基礎的研究

　1）　CE細胞調製法の比較実験では，従来のピペッティングによる細胞分散法

と，マグネチック・スターラーを用いた室温20分間2回および4℃60分間の細

胞分散法との間に差は認められず，いずれの細胞分散法を用いても，細胞調製

が可能であることがわかった。

　2）　IIEP　FIury狂犬病ウイルス株を，ニワトリ胚細胞に接種し35℃で培養し

た場合，維持培地のpllを7．8～8．0に維持することで，単層細胞の維持も良く，

ウイルスは接種後6日に最高値（107．o～107●5LD5。／㎡，　IIA価32～128倍）を示

した。．この成績より・ウイルス鴨脚糊をウイルス衡重後6日とした・，

　3）　狂犬病ウイルスの不活化は，ベータープロピオラクトンを0．02v／v％に

なるように添加し，37℃の温浴中に45分間おくことで完全に不活化されたが，

ワクチンあ安全性を考慮し，さらに1回，同一操作を繰り返し実施した。
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　4）　ウイルス吸着作用のないG社製メンブランフィルターを用いることによ

り，濾過によるウイルスのロスを防止することが可能となり，ワクチン調製工

程中にウイルス浮遊液の除菌濾過工程を導入することができた。

　5）　限外濾過一超高速遠心法により調製したTCワクチンの平均蛋白窒素含量

は，0．021mg／㎡であり従来のSMBワクチンの約1／20であった。また，薦糖密度

勾配遠心法により調製したワクチンの平均蛋白窒素含量は，0．007mg／紹であり，

限外濾過一超高速遠心法で調製したワクチンの1／3量を示したが，無菌性に問

題があることから，ウイルス浮遊液の濃縮・精製には，限外濾過一超高速遠心

法を採用した。ワクチンのロット間に蛋白窒素含量のバラツキを認めたが，棄

却検定の結果，異常値は認められなかった。

　6）　TCワクチンの力価はIlabel指数で104・64～105・75，　Antigellic　value（A．

V．）で1．0～13．2を示し，いずれも基準に適合した。ワクチンの力価と蛋白窒

素含量とに相関は認められなかった（相関係数r＝一〇．036）。

　7）TCワクチンを4℃の恒温室に保存した場合，36ヶ月間全ての項目（外観，

含湿度，永素イオッ濃度，無菌性，異常毒性および力価）において変化は認め

られなかった。

　37℃の恒温室に保存した場合，6ヶ月より若干の力価の低下が認められたが，

36ヶ月でもなお従来のSMBワクチンの力価試験の基準に適合する成績であった。

力価試験以外の全ての項目（外観，水素イオン濃度，異常毒性）において変化
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は認められず，TCワクチンの外部温度に対する安定性が確認された。

2．　ワクチンの安全性と抗原性

　1）　TCワクチンのマウスおよびラットにおける急性毒性を，SMBワクチンを対

照として比較検討した結果，TCワクチンをマウスおよびラットに投与可能な最

大量（マウス静脈内，経口投与および皮下投与で120㎡／kg，ラットの静脈内投

与で95㎡／k9，経口および皮下投与で120㎡／kg）を投与したが，致死動物は見ら

れず，したがってLD5。値を算出することはできなかった。また，いずれの投与

量においても毒性を示すような所見は全く認められなかった。

　対照として用いたSMBワクチンでは，経口および皮下投与の場合，投与可能

な最大量を投与したが致死動物は見られず，LD5。値を算出することはできなか

ったが，静脈内投与では，マウスの場合20㎡／kgより致死動物が見られ，　LD5。

値では雄で30認／kg，雌で29㎡／kgであり，ラットの場合は16㎡／kgより致死動

物が見られ，LD50は雄で23．3認／kg，雌で21．5㎡／kgであり，　TCワクチンの安

全性が示唆された。また，いずれの動物においても性差は認められなかった。

　2）　TCワクチンの抗野性を検討するためのモルモットを用いた全身性アナフ

ィラキシー試験では，TCワクチンについては全例陰性であった。対照として用

いたSMBワクチンでは，皮下惹起注射の場合，全例陰性であったが，静脈内注

射の場合，4匹中3匹が軽度のアナフィラキシー症状を示し，TCワクチンのア

レルギー原性の低さが認められた。
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　3）　TCワクチンのサルに対する安全性と中和抗体産生能に関する試験では，

TCワクチンに8頭のサルの胸部皮下に1㎡ずつ連続10回注射し，局所および全

身反応について3ヶ月間観察したが，注射局所および全身反応に全く異常は認

められなかった。同時に血中中和抗体価をマウス中和試験法で測定した結果，

初回注射後5日目で8頭中1頭（12．5％）が10倍の抗体価を示し，10日目では

全例が抗体陽性となり，平均抗体価は33倍であった。以後，高い抗体価の上昇

持続が認められ，最終試験日の35日目には1，770倍に達し，TCワクチンのサル

に対する安全性と，良好な中和抗体産生能が確認された。

3．　ヒトに対する安全性と中和抗体産生能

　TCワクチンのヒトに対する安全性と中和抗体産生能について，当研究所成人

男子14名，女子21名，計35名の志願者にTCワクチン1㎡を1回量として，2週

間隔，3週間隔および4週間隔でそれぞれ2回注射し，6ヶ月後および1年4

ヶ月後に3回目を注射，さらに適当な間隔をおいて追加注射を行い，局所反応

および全身反応を観察するとともに，中和抗体の産生と持続について検討した

結果，人おける安全性では，1回の注射で局所の発赤9％（3／35），　腫脹6％

（2／35），疹痛23％（8／35），かゆみ6％（2／35），2回目の注射では局所の発赤31

％（11／35），腫脹3％（1／35），疹痛20％（7／35），かゆみ17％（6／35），3回目の注

射では局所の発赤7％（1／15），腫脹13％（2／15），疹痛7％（1／15），かゆみ7％

（1／15）が認められたが，いずれの反応も一過性で注射後24～72時間には消失し
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た。

　全身反応は2回目の注射で頭痛3％（1／35），3回目の注射では7％（1／15）を

認めたが，その程度は軽く注射後24時間には消失した。その他の局所反応，全

身反応は認められなかった。また，追加注射による反応の増強は認められなか

った。

　さらに，国際協力事業団・海外青年協力隊員2，447名に行った暴露前免疫に

関する調査では，局所の発赤，腫脹を認めたものが27名（1．1％），注射部位の

疹：痛8名（0．3％），全身症状として37℃台の発熱6名（0．2％）を認めた程度で

あった。

　中和抗体の産生と持続期間に関しては，抗体は2回目注射後2週で最高値

（平均抗体価27倍・抗体陽性率90％）に達し，以後6ヶ月間持続した。3回目

注射後は抗体の上昇は早く，1週で最高値（平均抗体価125倍・抗体陽性率100

％）に達し，以後6ヶ月間持続した。さらに抗体陰性期に1認の追加注射を行

ったところ，1週より抗体の産生を認め，2週で最高値（平均抗体価98倍・抗

体陽性率100％）に達し，明らかにブースター効果が認められた。

　初回注射間隔の違いによる抗体産生を比較したところ，4週間隔が一番高い

値を示したことから，暴露前免疫における初回注射間隔を4週間とした。

　狂犬病ウイルス暴露後の治療効果について，海外で狂犬病あるいはその疑い

のある動物（イヌ，サル）の咬傷をうけた17名に対して，TCワクチン注射を行
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つた結果，全員が発症を免れ，本TCワクチンの暴露後治療効果が実証された。

　今回開発した乾燥組織培養不活化狂犬病ワクチンは，蛋白窒素含量が0．0211n

9／㎡と少なく，一般のワクチンに含まれるような防腐剤（ホルマリン，チメロ

サールなど）を含んでおらず，脳組織を用いた従来のワクチンとくらべて，マ

ウスおよびラットを用いた毒性試験，モルモットを用いたアナフィラキシー試

験，サルおよびヒトに対する接種試験で，その安全性と有効性が極めて高いこ

とが確認された。

　本TCワクチンは凍結乾燥品であるため，4℃および37℃における経時安定性

も良く，狂犬病発生の多い熱帯地方での使用も十分可能な成績が得られた。

　1885年，　Pasteurのウサギ脊髄乾燥減毒ワクチンに始まる狂犬病ワクチン開

発の長い歴史の中で，副反応が少なく，狂犬病発症阻止効果の高い，新しいタ

イプのワクチン（組織培養ワクチン）を開発することができた。
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Ebcamination sehedule and
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Time

exam

    Percent-
of ageof
. animals
    exanined

                used        Percent-
[Pime of ag'e of

exam. animaJ.s
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Avian infectious bronchitis virus

Av'Lan leukosis virus (subgroup A,B)

Avian encephalornyelitis virus

Tnfectious laryngetraeheitis vtrus

Reticuloendotheliosis virus

b!a.rek's disease virus

Infectious ･bursal disease virus
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Avian adenovirus

Haemophilus gaJ-linarum

SaJHmonella puUorum

}(ycoplasma gaUisepticum
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age
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AGP

 SN

AGP

AGP

AGP

AGP

AGP
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AGG
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AGG

 co

co

MX animals
ineluding
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inmate grroups
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     tt

     tt

     tt

     tt

     le

     tl

     tt

     tt

     ft

     tt

     Tt

     tt

     tt

AnimalLs in the
positive group
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ALl animals
inc]:uding
positive and
inmate groups
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 ee "rnmate group" means a group of animals
    the positive group.

eeX Hr : Hemagglutination-inhibition test
   AGP: Agar gel precipitin test
   SN : Serum neutraLization test
   AGG; Hemagglutination test'
   CO : Clinical. observation

not completely isolated from
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Table 3. Protein
cu1ture

nitrogen content of the dried
rabies vaccine

inactivated tissue

LotNo. ProteinNcontent* LotNo. ProteinNcontent

1 O.024 5601 O.030

2 O.O08 5701 O.037

3 O.O12 5702 O.023

4 O.029 5801 O.025

5 O.O17 5803 O.020

6 O.O12 5804 O.024

7 O.O12 5901 O.030

5501 O.O12 5902 O.021

5502 O.Ol2 6202 O.027

MeanO.021

*: mglm1
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Table 4. Potency of the dried tnactivated tissue cuIture rabies vacctne

'LotNo. 1- 2 3 4 5 6 7

Untreatedmice
LD50

-6.84
10

-6.58
10

-7.15
10

-6.43
10

-6.43
10

-6.90
10

-6.90
10

Vaccinatedmice
LD50

-1.82
10

-1.45
10

-2.51
10

-O.81
10

-O.83
10

-1.15
10

-1.23
10

Potency* 5.02
10

5.13
10

4.64
10

.
5
.
6
2
1
0

5.60
10

5.75
10

5.67
10

:g : Expressed as Habe1 index

Vaccines
Potency

 were
must

 eva1uated
be at least

for their neutraIi2ing
 lo3to pass the test･

activity by using ti)e Hahel test.
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Table 5. Potency of the dried tnactivated tissue cu1ture rabies vacc1ne

LotNo. Potency(A.V.)*

5501 L1.7
5502 1.0

5601 1.2

5701 1.0

5702 4.5

5801 2.6'
5803 10.8

5804 13.2

5901 6.7

5902 5.0

6202 2.4

*: Antigenic vaItte

Vaccines
by using
at least

were
the

O.3

 evaluated for their
mouse neutra1ization
to pass the test.

neutra1izing
test. Potency

activity
 must be
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Table 12. ResuLts of rabies vaccine systemic anaphylaxis tests

   (Intravenous eliciting injection)

Test substanee
Sensitizing
injection

Eliciting
.Injection

Day of
eliciting No. of

animals Results

Dried tissue
cul.ture

inaetivated
rabies veJ cine

Dried tissue cuLture

--mactivated
ral)ies vaccine

15th day 1
2

No abnormalLity
     tt

22nd day 3
l
i

.

tt

tl

Inaetivated
rabies vaecine

15th day 5
6

Tt

tt

22nd day 7
8-

tt

tt

rnaetivated
rabies'

vaccine

15th day 9

10

[[1 e animaLs bit their anterior
for 5 minutes after injection,
they were resumed normal.

     tt                        tl

limbs
but

Inactivated
rabies vaccine

22nd day
u

12

No abnornality

[[he animals rubbed their snout, sneezed,
paved      their ear, bit their anterior
limbs, and showed an abnormal gait im-
mediately after injeetion, but 10 minutes
later their behavior vas normal.

Dried tissue
eulture

--lnactivated

rabies vaccine

15th day

22nd day

13

IU

l5

16

No ahnormality

     t!

     tr

     tt'

Normal

serum
   .equLne Normal equine

serum

15th day

17

18

The animals rubbed their snout, sneezed,
jumped up, showed spasm and paralysis in
the    back, and lay prone 2 minutes after
injection.

They died next day.

The anirnals snee2ed, jumped up, showed
spasm and lay prone immediately after
injection. They died 5 minutes after
injection.

22nd day

19

20

The anirnals snee2ed, jumped up, showed

spi}sm and lay prone immediately after
inJection･ They died 5 minutes after

injection. ,
The animals rubbed their snout, jumped
up, showed spasm and lay prone immedi-

atelyafterinjection. Theydied5
minutes after jnjection.

Guinea pigs given the sensitizing injection
or 1.0ml of equine serum iv as the eliciting
animals s"ere observed the behavior, syniptoms

were injected
 injection on
 and course to

either 1,Oml of the vaccine
the 15th or 22nd days. Al1
 the death for 7 days.
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  lnactivated rabies vaccines for hurnans previously used in Japan include

Setnple vaccine prepared from an ernulsion of rabbit or goat brain infected

with Nishigahara strain of fixed rabies virus inactivated with phenol, which

was used frotn 1953-1973, and rabies vaccine inactivated by ultraviolet rays

which was in use during the period 1960･-1973･

  ln 1973, Fuen2alida vaccine was developed. It was prepared froin infected

suckling mouse brain free of myelin, which was culpable for adverse reactio-

ns of rabies vaccine, by treating with phenol or ultraviolet rays. Known as

 "Inactivated rabies vaccine ", it is presently listed atnong the minisnum

requirement of biological products.

  The existing rabies vaccine, however, has the potential of producing

adverse reactions, since it is also made frorn nervoustissueand the

manufacturing process involves no .particular step of purification or

elimination of brain substance except for low speed centrifugation.

  Therefore, prophylactic pre-exposure application of the vaccine is 1imited

at present to special high risk situations ( laboratory staffs, physicians,

veterinarians, ' quarantine station personnel, dog catchers, etc. ).

  No cases of rabies have been reported in Japan since 1957 because of

enforcement of rabies prophylactic law in 1950 except for such patients as

became infected abroad and suffered the disease after returning to Japan. In

recent years the number of people who have beenin hyperendeniicareas

( South East Asia, evliddle and Near East, Africa, South Atnerica, etc.)

abroad where occasions of rabies infection have been increasing, have

                                    'increased. .
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  Under such circumstances, since 1974 1 have tnade efforts to establish a

dried inactivated tissue culture rabies vaccine for prophylactic use based

on the techniques developed by A.Kondo who was a technical officer at the

National lnstitute of Health. As a result, dried inactivated tissue culture

rabies vaccine for hutnan use derived from chick embryo cell culture

( hereafter referred to as TC vaccine ) was successfully developed as a

cottmiercial product, which satisfactorily tnet the current requirement for

inactivated rabies vaccine ( hereafter referred to asSMBvaccine)on

efficacy and extreniely reduced the adverse reactions.

  The details of studies are presented here along with the results

                                          '              '
1. Basic studies on preparation of TC vaccine

 1) There was no difference in preparing CE cells suitable for large scale

culture aniong the Dulbecco's niethod ( pipetting at room tetnperature for 2

min ), Bodian's inethod ( trypsinization with stirrer at cold room for 60 niin

 ) and Youngner's tnethod ( trypsinization with stirrer at room tetnperature

2 times for 20 min each ).

 2) HEP FIury strain of rabies virus grown in massive culture at 35 OC and

                                      7.0 7.5
PH7.8-8.0 had an infectious titer of 10 - 10 LD50/ml with at) HA titer of

1 : 32-128 at 6 days after inoculation. On the basis of these results the

6th-day virus culture fluid was harvested.

 3) Complete inactivation of virus was achieved by adding of O.02 v/v %

BPL to the virus culture fluid at 370C for 45 min. For caution's sake, the
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satne procedure was repeated.

 4) Filtration procedure could be used for avoidance of microbe contatninati-

on in vaccine production using G cotnpany's membrane filter without virus

adsorption.

                                        '
 5) The mean protein nitrogen content of the TC vaccines prepared by

ultrafi1tration and uItracentrifugation was O.021tng/tn1, or approxitnateIy 1/2

in cotnparisone to the SMB vaccine. The rnean protein nitrogen content of the

TC vaccines prepared by sucrose density gradient centrifugation was O･O07nigl

tnl, or approxirnately 113 in comparison to the TC vaccine prepared by

u1trafi1tration'and u1tracentrifugation. Since this method has a possibility

of tnicrobe contamination, the ultraf.iltraton - ultracentrifugation method

was rather used for concentration and purification of the virus. The varian-

ce of protein nitrogen contents was found arnong the TC vaccine lots, but it

was not abnortnal value as a criterion for external value.

                                                      4.64 5.75
 6)The potency of the TC vaccine was ranged between 10 -10 asaHabel

index and between 1.0-13.2 as an Antigenic value, respectively. The

TC vaccine fullfilled the current standard. There was no correlation between

potency and protein nitrogen contents(r=-O.036).

 7) When the TC vaccine was stored in a thermostatic chamber for 36 tnonths

at 4 OC, no changes were observed in its appearance, moisture content,

hydrogen ion concentration and potency, and neither abnormal toxicity nor

contattiination was seen. When the TC vaccine was stored for 6 months at 37 eC

, there was a slight decrease in potency. However, it corresponded to the

SMB vaccine potency test standard even after 36 nionths of storage.
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There were no changes regarding itetns ( appearance, pH, abnorinal toxity )

other than potency. The stability of the TC vaccine to the external

temperature was confirrned.

2. Safety and antigenicity of TC vaccine

 1) A cotnparative acute toxicity test of the TC vaccine was carried out

using mice and rats together with the SMB vaccine as control. The TC vaccine
                       /
, even when adtninistered in the highest possible dose for mice and rats,

proved not to be lethal, so its LD501tnl was indeterminable. The maxintutn dose

administered was 120nillkg intravenously, orally or subcutaneously in mice,

and 95tnl!kg-intravenously and 120mllkg orally or subcutaneously in rats･ The

vaccine given in' these doses produced no reactions indicative of toxity. The

SMB vaccine as control was adtninistered in the highest possible dose when

given by the oral or subcutaneous routes. No deaths occurred among ' the

anitnals so treated, and hence the LD50 o'f the vaccine ktasalsonot

determinable. The SMB vaccine, however, was lethal for sotne of the mice when

administered intravenously in a dose of 20ml!kg or niore, its LD50 being 30ml

/kg in males and 29mllkg in females. The vaccine also proved to be lethal

for sotrie of the rats vvhen given by the same route in a dose of i6mllkg or

more, the LD50 being 23.3mllkg in males and 21.5ml/kg in feniales. In this

regard there was no significant difference between sexes in either species.

These results strongly suggest that the TC vaccine canbe safelyused

in hutnans, having no serious acute toxicity.

 2) Systemic anaphylaxis tests were carried out in order to check the

allergenic property of the TC vaccine･ Tests were negative for all guinea
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 pigs given the TC vaccine. The guinea pigs given the SMB vaccine as control,

al1 displayed negative resu1ts afterasubcutaneous eliciting injection,

but 3 of 4 guinea pigs denionstrated slight anaphylactic syniptotns after an

 intravenous eliciting injection. These results revealed the TC vaccine to be

 less allergenic than the SMB vaccine.

 3) Eight monkeys were given 10 successive subcutaneous injections of lml of

the TC vaccine at a site of breast. Three-tnonth observation o'f local and

systeniic reactions revealed no abnormalities. At the same time, the

neutralizing antibody in the blood was titrated by tneans of the mouse

neutralization test. One (12.5%) of the 8 monkeys demonstrated a neutraliz-

ing antibody titer of 1:10 on the 5th day. On the 10th day, the seroconvers-

ion was noted in all the monkeys, and the average level atnong all the

tnonkeys was a titer of 1:33. The level increased reinarkably and continued

with high level of titer, and a titer of 1:1,770 on day 35. Based on these

results, it was concluded that the TC vaccine had high productivity of

neutralizing antibody and safety in tnonkeys.

3. Sa'fety and productivity of neutralizing antibody of TC vaccine in

human

    One tnl of the TC vaccine was injected into '35 adult volunteers (14 tnales

and 21 fetnales) tsvice at the interval of 2 weel<s, 3 weeks or 4 s"eeks. To 11

of them the 3rd dose of lml was given 6 months after the 2nd injection, and

6 of them were given 1 year and 4 months after the 2nd injection, and a boo-

ster (lmlldose) tvas given at proper interval respectively to observe local

and systemic reactions. Changes of neutralizing antibody titer in the blood
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 were also studied in these 35 subjects. Flare(9 %:3!35), swel1ing(6%:2135)

 , pain(23 %: 8135) and itchiness(6 %:2135) at the lst injection, flare(31

 % :11/35), swelling(3 %:1135), pain(20 %:7/35) and itchiness(17%:6/35)

 at the 2nd injection and flare(7 %:1/15), swelling(13 %:2115), pain(7%

 : 1115) and itchiness(7 %:1/15) at the 3rd injection were observed at the

 injection site, respectively. Hosvever, al1 reactions were disappeared within

24-72hrs･ Headache in 3%(1/35) at the 2nd injection and in 7%(1115) at

 the 3rd injection were observed , but these reactions svere also disappeared

within 24hrs. However, neither other local or systetnic reactions nor an

 sncrease of reaction due to given booster were seen. Besides, 2,447 of Japan

Overseas Cooperation volunteers receiving pre-exposure inntiunization revealed

flare in 1.1%(27/2,447) and pain in O.3 %(812,447) at the injection site

slightly, and only a slight fever(around 370C) in O.2%(6!2,447) was

observed as a systemic reaction. Two weeks after the 2nd injection, the

neutralizing antibody titer reached a peek(mean titer=1:27. seroconversion=

90%) and thereafter it was maintained for 6 months. The neutralizing anti-

body titer rose rapidly after the 3rd injection, that is, the titer reached

a peek (mean titer=1:125 . seroconversion=100 %) 1 week after the 3rd

injection, and thereafter it was maintained for 6 months. When lml of boost-

er injection was carried out while the neutralizing antibody was disappeared

, the antibody titer again elevated rapidly 1 week after the injection, and

reached a peek (mean titer=1:98 . seroconversion=100 % ) 2 weeks after the

injection. Thus, the booster injection was determined to be effective

enough. As for productivity of neutralizi'ng antibody with different

                                                         '

                                   '
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intervals between lst and 2nd injections at the pre-exposure inununization,

4-week interval was superior than 2-week or3--week interval. Frorn this

results, the 4-week interval was decided to be the best for pre-exposure

illlrnunization.

                                           '
   Of seventeen persons suspected of exposing to rabies in 8 countries, four

were exposed to rabid dogs, 8 to suspect dogs, 2 to suspect nionl<eys and 3 to

unknown dogs. They were given post-exposure treatment with the TC vaccine･

None revealed any sign of rabies infection. Thus, the effectiveness of post

-exposure treatment with the TC vaccine was proved･

   The TC vaccine newly developed with- a chick embryo cell culture had less

protein content (O.021mg/tnl), no preservative (formalin or thimerosal), no

serious acute toxicity in mice and rats, Iess allergenic property in guinea

pigs, excellent induction of neutralizing antibodies in tnonkeys and humans

and no severe local and systemic reactions in humans compared with the SMB

vaccine derived from mouse cerebral tissue. These results strongly suggests

that the TC vaccine can be used safely and effectively for prophylaxis to

rabies infection in human. Besides, it is considered that the TC vaccine

is sufficiently stable to withstand abnormal external temperature because of

its freeze-dried fortn ; therefore, it can be used even in tropical areas

s･vhere rabies is 1ikely to occur.

   The WHO recommends about the dosage and adtninistration of rabies vaccine,

that is, as the first 2 doses lnil each shou'ld be given subcutaneously at

interval of 1 rnonth, followed by the 3rd dose of lml 6 months after the 2nd

                                          '
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injection for pre-exposure prophylaxis, and 6 doses of ltnl each subcutaneou-

sly on days O, 3, 7, 14, 30 and 90 for post-exposure treatment･ lt was

concluded that the TC vaccine satisfactorily can nieet thedosageand

adtninistration of the rabies vaccine recotnmended by the WHO judging from the

results of potency test and the neutralizing antibody response･

   Here, a new type rabies vaccine ( Tissue culture ) which had no severe

side effects and had high effectiveness for rabies prophylaxis was developed

in the long history of the rabies vaccine development which had begun at

Pasteur's vaccine derived from dried attenuated rabbit spinal cord at 1885･
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