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第十五改正日本薬局方第二追補の参考情報（案）の概要  

1．以下の項目を新しく収載する。  

（1）近赤外吸収スペクトル測定法  

物質の定性的又は定量的評価を行う分光学的方法のひとつとして近赤外吸収  

スペクトルを用いる試験法  

（2）蛍光染色による細菌数の迅速測定陸  

生理活性を持つ細菌を迅速に計数する手法として蛍光染色による試験法  

（3）システム適合性  

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

意事項、分析システム変更時の考え方を収載  

（4）粉体の細かさの表示法  

日米欧3薬局方で調和合意された内容を反映するもの  

2．以下の項目を改正する。  

（1）14．第15改正日本案局方における国際調和  

日米欧3薬局方で調和合意された内容を反映するもの  

（2）20．バイオテクノロジー応用医薬品／生物起源由来医薬品の製造に用いる細胞   

基材に対するマイコプラズマ否定試験  

培養法及びDNA染色法  
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［参考情報一覧表］  

No．  項目名  新規  改正  

1  アミノ酸分・析法  

2  アリストロキア酸について  

3  胃腸薬のpH試験法  

4  遺伝子解析による微生物の迅速同定法  

医薬品の残留溶媒ガイドライン，残留溶媒試験法及び  

医薬品各条記載例  

6  SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動法  

7  エンドトキシン規格値の設定  

8  キヤピラリー電気泳動法  

9  固体又は粉体の密度  

10  最終滅菌医薬品の無菌性保証  

11 最終滅菌法及び滅菌指標体  

12  錠剤の摩損度試験法  

13  製薬用水の品質管理  

14  第15改正における国際調和  ○  

15  たん白質定量法  

16  中心静脈栄養剤中の微量アルミニウム試験法  

17 等電点電気泳動法  

18  日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件  

日局通則40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  

20 ．  ○  

21 培地充てん試験法  

22  微生物殺滅法  

23  非無菌医薬品の微生物学的品質特性  

24  プラスチック製医薬品容器  

25  分析法バリデーション  

26  粉体の流動性  

27  ペプチドマップ法  

28  保存効力試験法  

29  無菌医薬品製造区域の微生物評価試験法  

30  レーザー回折法による粉体粒度測定  

31 遺伝子情報を利用する生薬の純度試験  

32  近赤外吸収スペクトル測定法  ○  

33  蛍光染色による細菌数の迅速測定法  ○  

34  システム適合性  ○  

35  粉体の細かさの表示法  ○  

付録1 原子量表（2004年）について  
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参考情報 新旧対照表   

14．第十五改正日本薬局方における国際調和  

新  備 考   

14．第十五改正日本薬局方における国際調和の条に次を加える＿  

調和年月：加O各年‘月（Reql）  

薬局方粥和事項   第十五改正日本薬局方（第二退城）  備考   

8此加舶1年amdT叩pedD組量iけ  3．01かさ密度及びタップ密度測定法  

orアow血i6  

（前書き）  日本薬局方独自記載事項：  

当該測定法ヒ関する説明  

Bll】kdmsity  かさ密度   
Mc仏dl：M闇ぷuremCnt血a  第1法（メスシリンダーを用いる方法）  

gr8dua土d叩Iinlkr  
hod11re．  操作法 

M血od2：Mea訊∬meれtina  第2法（ポリュメーターを用いる方汝）  

vclumeter 

Appam・hs  装置   

Procdn陀   振作法   

Mctb（適3：M飽5u汀menti爪已Y岱Sd  第3法（容器を用いる方法）   

Appambs   装置   
fk柑dure   操作法   

恥ppdd瓜Sily タップ密度   

Me払odl   第l法   

App訂a血S   装置  

P感けrB   操作鋲   

第2臣   Nk止od2  

pm占dure   操作法   

MdllOd3   第3法   

Pmcdul℃   操作法   

l，■■ 仙 l■… ■  t   粉体の圧繍性の尺度   

調和年月：2007年5月   

薬局方調和事項  第十五改正日本薬局方（第二追捕）  備考   

G久SPy亡n岨1血1c工Ie”F蜘ばSdid3   3．03粉体の粒子密度測定應  

灯mh血doll）  （前書き）   日本薬局方独自記載事項：  

潤定法の対象を記載   

Appamh蛤  1．装置  測定漁度の部分は操作法に記載   

装置の校正  

Me山od  2．操作拉   

Expre3Siol10fth亡■re川1Ls  2．操作法   

調和年月：20日6年IO月   

薬局方調和事項  第十五改正日本薬局方（第二追補）  備考 

RiceSta代h  コメテンプン   

Dモ且血on  基際   

Tde血重職t血Å  経路試験（1）   

Id弧ti五払d。n8  確認試験（2）  
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確認試験（3）  

pll  
純度就験（1）鉄  

乾燥減量  

車熱残分  

純度試験（2）酸化性物質  

純度試験（3）二酸化イオウ  

Id如i負∝出onC  

pⅡ  

lr（）n  

L粥針Ⅶdけhg  

S山pbatdasb  

OxidisblgSVb由nc飴  

hurdiロスide  

鯛和年月：2（氾7年5月  

薬局方調和啓項   第十五改正日本暮局方（第二追捕〉   備考   

参考情報  
f01YderFinem亡SS  粉体の細かさの表示法  

20．′くイオテクノロジー応用医薬品／生物起源由来医薬品の  

製造に用いる細胞基材に対するマイコプラズマ否定試験  

新   旧   備 考・   

20．′くイオテクノロジ⊥応用医薬品／生  20．バイオテクノロジー応用医薬品／生  

物起源由来医薬品の製造に用いる細胞  物起源由来医薬品の製造に用いる細胞   

基材に対するマイコプラズマ否定試験  

次のよう仁政め石．  

本文書は，バイオテクノロジー応用医   本文書は，バイオテクノロジー応用医   

薬品／生物串源由来医薬品の製造に使用  薬品／生物起源由来医薬品の製造に使用   

する細胞基材で細胞バンクを基にする  する細胞基材で細胞バンクを基にする   

ものに対し，現段階で実施すべきと考え  ものに対し，現段階で実施すべきと考え   

られるマイコプラズマ否軍試鹸につい  られるマイコプラズマ否定試験につい   

て述べたものである．   て述べたものである，   

試験方法と‾しては，A．培養法，B．   試験方法としては，A．培養法，B．   

指標細胞を用いたDNA染色法，C．ポ  指標細胞を用いたDNA染色法，C．ポ   

リメラーゼ連鎖反応（PCR）による検出   リメラーゼ連鎖反応（PCR）による検出   

法が挙げられる．   法が挙げられる．   

本マイコプラズマ否定試験の対象は，   本マイコプラズマ否定試験の対象は，   

マスター・セル・バンク（MCB），・ワー   マスター∴セル・バンク（MCB），ワー   

キング・セル・バンク（WCB）及び医  キング・セル・バンク（WCB）及び医   

薬品製造工程中の培養細胞である．これ  薬品製造工程中の培養細胞である．これ   
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らに対して，A法とB法による試験を  

実施する．ただし∴B法はマイコプラズ  

マ由来以外のDNAも検出するので，B  

法のみ陽性を示した場合はC法により  

マイコプラズマの存在を否定すること  

も考えられる．この場合，C法に用いる  

プライマーその他の試薬や反応条件を  

含めた試験方法の選択，方法の感度と特  

異性及び検体調製の妥当性を含め，マイ  

コプラズマの存在を否定できると判定  

した合理的な理由を示す必要がある．   

マイコプラズマ否定試験を実施する  

前には，検体がマイコプラズマ発育阻止  

因子を有するかどうか試験しておく必  

要がある．発育阻止因子が含まれる場合  

には，遠心分離，細胞の継代などの適切  

な方法により発育阻止因子を中和ある  

いは除去する．   

検体を採取後24時間以内に試験する  

ときは2～8℃で，24時間を超える場  

合は－60℃以下で保存する．  

マイコプラズマが検出された場合，  

種を同定するた．めの試験を行えば混入  

の原因を推定するのに役立っ可能性が  

ある  

らに対して，A法とB法による試験を  

実施する．ただし，B法はマイコプラズ  

マ由来以外のDNAも検出するので，B  

法のみ陽性を示した場合はC法により  

マイコプラズマの存在を否定すること  

も考えられる．この場合，C法に用いる  

プライマーその他の試薬や反応条件を  

含めた試験方法の選択，方法の感度と特  

異性及び検体調製の妥当性を含め，マイ  

コプラズマの存在を否定できると判定  

した合理的な理由を示す必要がある．   

マイコプラズマ否定試験を実施する  

前には，検体がマイコプラズマ発育阻止  

因子を有するかどうか試験しておく必  

要がある．発育阻止因子が含まれる場合  

には，遠心分離，細胞の継代などの適切  

な方法により発育阻止因子を中和ある  

いは除去する．  

検体を採取後24時間以内に試験する  

ときは2～8℃で，24時間を超える場  

合は－60℃以下で保存する．   

マイコプラズマが検出された場合，種  

を同定するための試験を行えば混入の  

原因を推定するのに役立っ可能性があ  

る．  

Å．培養法  

1．培地   

培養法にはカンテン平板培地と液体  

培地の両方を使用する．両培地にはペニ  

シリン以外の抗生物質を使用してはな  

らない．使用する培地としては，生物学  

的製剤基準に記載されているものを参  

考にすること．ただし，2．の培地の性  

能試験に適合するものであれば他の培   

Å．培養法  

1．培地  

培養法にはカンテン平板培地と液体   

培地の両方を使用する．両培地にはペニ   

シリン以外の抗生物質を使用してはな   

らない．使用する培地としては，生物学   

的製剤基準に記載されているものを参   

考にすること．ただし，2．の培地の性   

能試鹸に適合するものであれば他の培  



地でもよい．  

2．培地の性能試験  

試験に用いる培地については，各ロッ   

トごとにマイコプラズマの発育性能に   

関し，適性であるか否かの試験を実施す   

る．そのためには，少なくとも2種類の   

既知の菌株，デキストロース分解マイコ   

プラズマ（〟夕月e比Ⅲ血eATCC15531   

又は同等の種又は株）とアルギニン分解   

マイコプラズマ（〟〃aゐ〟m   

又は同等の種又は株）を陽性対照として   

加えた培地での試験をその都度実施し，   

これらの既知のマイコプラズマが検出   

できることを確認しておく必要がある．   

陽性対照試験に使用するマイコプチズ   

マ株は，公的又は適切と認められた機関   

より入手後適切に管理された継代数担   

但巳もので，100CFU（コロニー形成単   

位L以下又は100CCU（色調変化単位1   

送王で培地に接種する．  

地でもよい．  

2．培地の性能試験   

試験に用いる培地については，各ロッ  

トごとにマイコプラズマの発育性能に  

関し，適性であるか否かの試験を実施す  

る．そのためには，少なくとも2種類の  

既知の菌株，デキストロース分解マイコ  

プラズマ（〟夕月eIJ皿∂丑由e路又は同  

等の種又は抹）とアルギニン分解マイコ  

プラズマ（彪〔α柑＿ねCE19299又は同  

等の種又は株）を陽性対照として加えた  

培地での試験をその都度実施し，これら  

の既知のマイコプラズマが検出できる  

ことを確認しておく必要がある．陽性対  

照試験に使用するマイコプラズマ株は，  

公的又は適切と認められた機関より入  

手後適切に管理されたもので，100CFU  

以下で培地に接種する．  
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3．培養及び観察   

1）カンテン平板培地1枚当たり検体   

（細胞懸濁液）0．2mL以上を，プレート   

に均等に広がるように接種する．カンテ   

ン平板培地は1検体当たり旦枚以上とす   

る．検体を接種した後，．カンテン平板培   

地表面を乾燥し，5～10％の炭酸ガスを   

含む窒素ガス中（鍵盤量的条件）で，適   

切な湿度のもと36±1℃三＿14日間以上   

培養する．  

3．培養及び観察   

1）カンテン平板培地1枚当たり検体   

（細胞懸濁液）0．2mL以上を，プレート   

に均等に拡がるように接種する．カンテ   

ン平板培地は1検体当たり4枚以上とす   

る．検体を接種した後，カンテン平板培   

地表面を乾燥し， 半数のカンテン平板培   

地は5〈ノ1〇笑の炭酸ガスを含む空気   

）で，莞りの半数は 5～  

10％の炭酸ガスを含む窒素ガス中（嫌   

気的条件）で，いずれも適切な湿度のも   

と36±1℃において14日間以上培養す   

る．  
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2）液体培地1本当たり検体（細胞懸  2）液体培地1本当たり検体（細胞懸  



濁液）10mL以上を，100mLの液体培地  

を入れた容器に接種する．液体培地は1  

濁液）10mL以上を，100mLの液体培  

地を入れた容器に接種する．液体培地は  

1検体当たり富木とし，各々土木ずっ－を  

条件で培養する．   

被検細胞の培養液中に抗生物質など  

のマイコプラズマ発育阻止因子が含ま  

れているような場合には発育阻止因子  

を除去する必要があるが，遠心処理など  

はそうした目的に適している．   

検体当たり1本以上とし，36±1℃  

養する．   

被検細胞の培養液中に抗生物質など  

のマイコプラズマ発育阻止因子が含ま  

れているような場合には発育阻止因子  

を除去する必要があるが，遠心処理など  

はそうした目的に適している．マイコプ   

3）2）での培養開始後3日目，7日目  

及び14日目の計3回にわたり，それぞ  

れ各液体培地より0．2mLずつを採取し，  

カンテン平板培地各2枚以上に接種す  

る．カンテン平板培地での培養は微好気  

的条件で，36±1℃で14日間以上培養  

する．   

3）2）での培養開始後3日目，7日目  

及び14日目の計3回にわたり，それぞ  

れ各液体培地より0．2mLずつを採取し，  

カンテン平板培地各2枚以上に接種す  

る．カンテン平板培地での培養に際し喜  

鋤  

だものは好気的条 で」艶気培善した液  

体培地から植え悪いだも 
のは禁気的条  

件で，それぞれ36±1℃で14日間以上  

培養する．   

4）全カンテン平板培地を対象に7日  

目と14日目に100倍以上の倍率の顕微  

鏡でマイコプラズマの集落の有無を調  

べる．  

4）全カンテン平板培地を対象に7日  

目と14日目に100倍以上の倍率の顕微  

鏡でマイコプラズマの集落の有無を調  

べる．  

B．指標細胞を用いた州A染色法  

試験操作法の妥当性についてあらか   

じめ検討するため，培養Vbro細胞に100   

CFU以下茎即Eの〃   
hyoTbihik（ATCC29052．ATCC17981   

又は同等の種又は株）及び〟 ∽ゐ  

B．指標細胞を用いたD岨染色法   

試験振作法の妥当性についてあらか   

じめ検討するため，培養Ⅴらro細胞に100   

CFU以下の』4互叩頭血血か王Sl〇59一美   

桂一〃∽ゐCH192姐を接種する．   



（糎嘩又は株）を  
接種する．   

マイコプラズマ汚染の検出に関して  

既知のものと同等以上の検出感度があ  

ることを示すデータがある場合は上記  

以外の指標細胞やマイコプラズマ菌株  

を本試験に使用することもできる．マイ  

コプラズマ菌株は，公的又は適当と認め  

られた機関より入手後適切に管理され  

た継代数の低いものにつき，接種単位を  

あらかじめ設定した上で使用しなけれ  

ばならない．細胞は適当と認められた細  

胞保存機関からマイコプラズマが検出  

されていないことを確認したデータと  

共に入手しなければならない．入手した  

細胞は，マイコプラズマ混入を避けて注  

意深く培養し，多数の種ストックを作製  

して，本文書で示すいずれか一つ以上の  

方法でマイコプラズマの混入を否定し  

た後，凍結保存する．試験にはこのスト  

ックを解凍し，6継代以内のものを使用  

しなければならない．   

カバーグラスを沈めた培養ディッシ  

ュ又は同等の容器に指標細胞を接種し，  

1日増殖させる．この培養ディッシュ2  

枚以上に試験検体（細胞培養上清）1mL  

以上を接種する．   

試験には，陰性（非接種）対照及び2  

種類のマイコプラズマ陽性対照をおく．  

陽性対照には，例えば〟匝  

㈱姻1又は同等  
の種又 は株）及び ノ比 〟甘ゐ  

マイコプラズマ汚染の検出に関して  

既知のものと同等以上の検出感度があ  

ることを示すデータがある場合は上記  

以外の指標細胞やマイコプラズマ菌株  

を本試験に使用することもできる．マイ  

コプラズマ菌株は，公的又は適当と認め  

られた機関より入手後適切に管理され  

たものでなければならない．細胞は適当  

と認められた細胞保存機関からマイコ  

プラズマが検出されていないことを確  

認したデータと共に入手しなければな  

らない．入手した細胞は，マイコプラズ  

マ混入を避けて注意深く培養し，多数の  

種ストックを作製して，本文書で示すい  

ずれか一つ以上の方法でマイコプラズ  

マの混入を否定した後，凍結保存する．  

試験にはこのストックを解凍し，6継代  

以内のものを使用しなければならない．   

カバー グラスを沈めた培養ディッシ  

ュ又は同等の容器に指標細胞を接種し，  

1日増殖させる 

枚以上に試験検体（細胞培養上清）1mL  

以上を接種する．   

試験には，陰性（非接種）対照及び2  

種類のマイコプラズマ陽性対照をおく．  

陽性対照には，例えば丑仁抽血ゐ  

増BSl〔）5〇）及びM．oralc（CE19299）  

100CFU以下を使用する．  

」ATCC23714又は同等の種又は株し  

100CFU以下又は100CCU以下を使用  

する．   

細胞は5％炭酸ガスを含む空気中36  細胞は5％炭酸ガスを含む空気中36   



±1℃ヱ3～6日間培養する．  

カバー グラス上の培養細胞を固定後，   

ビスベンズイ ミ ダゾル   

（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400～600倍又はそれ以上）でマイ   

コプラズマの存在を鏡逸する．陰性対照   

及び陽性対照と検体を比較しマイコプ   

ラズマ汚染の有無を判定する．  

方法   

1）細胞培養用ディッシュ（直径35   

mm）に滅菌したカバーグラスを無菌的   

に置く▲．  

2）10％ウシ胎児血清（あらかじめマ   

イコプラズマがないことを確認してお   

く）を含むイーグルの最少必須培地中に   

Ⅴらro細胞が1mL当たり1×104細胞   

となるように細胞懸濁液を調製する．  

3）Ⅴ占ro細胞懸濁液2mLを各培養デ   

ィッシュに接種する．このときカバーグ   

ラスを培地中に完全に沈め，培地表面に   

浮かないように注意する．細胞がカバー   

グラスに接着するよう5％炭酸ガスを含   

む空気中36±1℃で1日培養する．   

±1℃躯3～6日間培養する．   

カバー グラス上の培養細胞を固定後，ビ  

ス ベ ン ズ イ ミ  グ ゾ ー  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400～600倍又はそれ以上）でマイ  

コプラズマの存在を検鏡する、陰性対照  

及び陽性対照と検体を比較しマイコプラ  

ズマ汚染の有無を判定する．  

方法   

1）細胞培養用ディッシュ（直径35   

mm）に滅菌したカバーグラスを無菌的   

に置く，  

2）10％ウシ胎児血清（あらかじめマ   

イコプラズマがないことを確認してお   

く）を含むイーグルの最少必須培嘩中に   

Ⅴ元0細胞が1mL当たり1×104細胞  

となるように細胞懸濁液を調製する．  

3）Ⅴもro細胞懸濁液2mLを各培養デ   

ィッシュに接種する．このときカバーグ   

ラスを培地中に完全に沈め，培地表面に   

浮かないように注意する．細胞がカバー   

グラスに接着するよう5％炭酸ガスを   

含む空気中36±1℃で1日培養する，   

4）培地を新鮮な培地2mLと交換し  

た後，試験検体（細胞培養上清）0．5mL  

を培養ディッシュ2枚以上に添加する‘．  

陰性対照と陽性対照（〟わ℃d血由  

（糎汀CC17981又は同等  

4）培地を新鮮な培地2mLと交換した  

後，試験検体（細胞培養上清）0．5mL  

を培養ディッシュ2枚以上に添加する．  

陰性対照と陽性対照（ノはみⅥ虚血ふ及び  

∬0∫a鬼等の2種類のマイコプラズマ）  

についても同じ操作を行う．  の種又は株）及び〝  ′けニソム・い’l■（11てご汀 

又鱒同等や肇又は株）等の2種類のマイ  

コプラズマ）についても同じ操作を行  

う．   

5）培養液を5％炭酸ガスを含む空気  5）培養液を5％炭酸ガスを含む空気   



中36±1℃で3～6日間培養する．   

6）各ディッシュより培養液を除去し，   

メタノール僧乍酸（100）混液（3：1）（固  

定液）2mLをそれぞれに加え，5分間放   

置する．   

7）各ディッシュより固定液を除去し，  

再度各ディッシュに同量の固定液を加   

え10分間放置する．   

8）固定液を除去し，すべてのディッ   

シュを完全に風乾する．   

9）各ディッシュにビスベンズアミド   

（bisbenzamide）蛍光染色液2mLを  

加え，ディッシュに蓋をして室温で30   

分間静置する．   

10）各ディッシュより染色液を吸引除   

去し，ディッシュを蒸留水2mLで3回   

洗浄する．カバーグラスを取り出し乾燥  

する．   

11）カバーグラスに封入液を滴加して   

封入する．余分な封入液をカバーグラス   

の端より吸い取る．   

12）400～600倍又はそれ以上の倍   

率の蛍光顕微鏡で観察する．   

13）検体と陰性対照及び陽性対照の顕   

微鏡像を比較する．   

14）細胞核を囲むように微小な核外蛍   

光斑点を持つ細胞が1000個のうち5個   

（0．5％）以上あれば陽性と判定する．  

中36±1℃で3～6日間培養する．   

6）各ディッシュより培養液を除去し，  

メタノール僧乍酸（100）混液（3：1）（国  

定液）2mLをそれぞれに加え，5分間  

放置する．   

7）各ディッシュより固定液を除去し，  

再度各ディッシュに同量の固定液を加  

え10分間放置する．   

8）固定液を除去し，すべてのディッ  

シュを完全に風乾する、   

9）各ディッシュにビスベンズアミド  

（bisbenzamide）蛍光染色液2mLを  

加え，ディッシュに蓋をして室温で30  

分間静置する．  

10）各ディッシュより染色液を吸引除  

去し，ディッシュを蒸留水2mLで3回  

洗浄する．カバーグラスを取り出し乾燥  

する．  

11）カバーグラスに封入液を滴加して  

封入する．余分な封入液をカバーグラス  

の端より吸い取る．  

12）400～600倍又はそれ以上の倍  

率の蛍光顕微鏡で観察する．  

13）検体と陰性対照及び陽性対照の顕  

微鏡像を比較する．  

14）細胞核を囲むように微小な核外蛍  

光斑点を持つ細胞が1000個のうち5個  

（0．5％）以上あれば陽性と判定する．  

C．ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）による検  

出法  

PCR法は，非常にわずかな量のマイ   

コプラズマDNAを特異的に検出するこ   

とが可能な方法として現在ではよく知   

られており，細胞のマイコプラズマ汚染  

C．ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）による検出法  

PCR法は，非常にわずかな量のマイ   

コプラズマDNAを特異的に検出するこ   

とが可能な方法として現在ではよく知   

られており，細胞のマイコプラズマ汚染   

の検査法として，近年広く利用されてき  

10  
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ている．しかし，その感度と特異性は採  

用した方法に依存し，またPCRで陽性  

反応を得てもそれは必ずしも生きたマ  

イコプラズマの存在を意味するもので  

はない．   

PCR法では培養細胞から得たDNA  

を特異的なプライマーを用いて増幅す  

ることによって目的DNAの有無を検出  

する．試験の検出感度と特異性を高める  

には2段PCR法（ネステッドPCR法）  

を用いることが望ましい．試験は陽性対  

照（例えば100CFU以下又は100CCU  

以王の〟匝（ATCC29052／  
ATCC17981又は同等の種又は株））と  

陰性対照を置き実施する．   

細胞又は細胞培養液に含まれるマイ  

コプラズマDNAを増幅するにはマイコ  

プラズマに共通なDNA配列に対応する  

プライマーを用いる．増幅に際しては耐  

熱性DNAポリメラーゼのような適切な  

ポリメラーゼを用い適切な条件下で反  

応を行う．増幅したDNAをアガロース  

ゲル電気泳動を用いて分離し，エチジウ  

ムブロマイド染色後，UV照射により検  

出する．   

本法で重要な点は，マイコプラズマに  

特異的で，かつ広範囲のマイコプラズマ  

によく保存されている塩基配列に対応  

するプライマーを用いることである．例  

えばマイコプラズマの16S－23Sリボ  

ソーム遺伝子間のスペーサー領域等に  

対応するプライマーがある．   

1次PCRで陰性となった場合には，  

感度と特異性を高めるためネステッド  

プライマーを用いる2段PCR法を実施  

することが望ましい．  

の検査法として，近年広く利用されてき  

ている．しかし，その感度と特異性は採  

用した方法に依存し，またPCRで陽性  

反応を得てもそれは必ずしも生きたマ  

イコプラズマの存在を意味するもので  

はない．   

PCR法では培養細胞から得たDNA  

を特異的なプライマーを用いて増幅す  

ることによって目的DNAの有無を検出  

する，試験の検出感度と特異性を高める  

には2段PCR法（ネステッドPCR法）  

を用いることが望ましい．試験は陽性対  

照（例えば100 CFU 以下の 〟  

如ムd血適と陰性対照を置き実施する．   

細胞又は細胞培養液に含まれるマイ  

コプラズマDNAを増幅するにはマイコ  

プラズマに共通なDNA配列に対応する  

プライマーを用いる．増幅に際しては耐  

熱性DNAポリメラーゼのような適切な  

ポリメラーゼを用い適切な条件下で反  

応を行う．増幅したDNAをアガロース  

ゲル電気泳動を用いて分離し，エチジウ  

ムブロマイド染色後，UV照射により検  

出する．   

本法で重要な点は，マイコプラズマに  

特異的で，かつ広範囲のマイコプラズマ  

によく保存されている塩基配列に対応  

するプライマーを用いることである．例  

えばマイコプラズマの16S－23Sリボ  

ソーム遺伝子間のスペーサー領域等に  

対応するプライマ」がある．  

1次PCRで陰性となった場合には，  

感度と特異性を高めるためネステッド  

プライマーを用いる2段PCR法を実施  

11   



2次PCRに用いるプライマーは内側  

配列部分のネステッドプライマーを選  

択する．アウター及びインナープライマ  

ーは実験的又は文献的に有効性と特異  

性が証明されていなければならない．   

なお，Ⅴらro細胞を用いて検体中に存  

在する可能性があるマイコプラズマの  

増殖を図った後にPCRを行い，感激性  

マイコプラズマ由来のDNAの検出精度  

を高める方法もある．   

以下に2．段PCR法の例を示す．試薬  

や反応条件については，例示に限らず，  

適切であることが確認されている場合  

にはそれを使用してもよい．他の方法を  

使用する場合は，用いた方法の妥当性が  

立証され，その詳細が記載されていなけ  

ればならない．その中に方法の感度と特  

異性が示されていなければならない．  

することが望ましい．   

2次PCRに用いるプライマーは内側  

配列部分のネステッドプライマーを選  

択する．アウター及びインナープライマ  

」は実験的又は文献的に有効性と特異  

性が証明されていなければならない．   

なお，Ⅴらro細胞を用いて検体中に存  

在する可能性があるマイコプラズマの 

増殖を図った後にPCRを行い，感染性  

マイコプラズマ由来のDNAの検出精度  

を高める方法もある．   

以下に2段PCR法の例を示す．試薬  

や反応条件については，例示に限らず，  

適切であることが確認されている場合  

にはそれを使用してもよい．他の方法を  

使用する場合は，用いた方法の妥当性が  

立証され，その詳細が記載されていなけ  

ればならない．その中に方法の感度と特  

異性が示されていなければならない．  

操作法の例  

1．テンプレートの調製   

1）被験細胞懸濁液（必要ならばⅤ占ro   

細胞により継代する）600〟Lをチュー   

ブにとり，細胞を0．1％SDS等で溶か   

し，同量のTE緩衝液（10mmo〟Lトリ   

ス一塩酸（pH8．0），1mmoVIJEDTA）   

を飽和したフェノールを加え，混合す   

る．   

2）室温で15000rp恥 5分間遠心す   

る．   

3）上清400／JLを別のチューブに移   

し，3mol几酢酸ナトリウム10／血を加   

える．  

4）エタノール（95）1mL（2．5倍量）   

を加え，十分に撹拝する．15分間氷冷  

操作法の例  

1．テンプレートの調製   

1）被験細胞懸濁液（必要ならⅤらro   

細胞により継代する）600J上Lをチュー   

ブにとり，細胞を0．1％SDS等で溶か   

し，同量のTE緩衝液（10mmol几トリ   

ス一塩酸（pH8．0），1mmol几EDTA）   

を飽和したフェノールを加え，混合す   

る．   

2）室温で15000rpm，5分間遠心す   

る．   

3）上清400J⊥Lを別のチューブに移   

し，3mol几酢酸ナトリウム10メェLを   

加える．  

4）エタノール（95）1mL（2．5倍量）  

12   



した後，4℃で15000rpm，10分間遠心  

する．   

5）上清を除去し，沈殿を80％エタ  

ノール200～300／JLで1～2回洗浄  

し，洗液はピペットで除去する．4℃で  

15000rpm，10分間遠心後，上清を完  

全に除去し，沈殿を乾燥する．   

6）沈殿を精製水40／血に溶解する．  

を加え，十分に撹拝する．15分間氷冷  

した後，4℃で15000rpm，10分間遠心  

する．   

5）上清を除去し，沈殿を80％エタ  

ノール200～300 ′上Lで1～2回洗  

浄し，洗液はピペットで除去する．4℃  

で15000rpm， 

完全に除去し，沈殿を乾燥する．   

6）沈殿を精製水40J⊥Lに溶解する．  

2．陽性対照．陰性対照についても同様の  

処理を行う．  

3．1段目PCR   

l）耐熱性DNAポリメラーゼ，－dNTP   

溶液，アウタープライマー，反応緩衝液   

（Mgイオンを含む）を混合し，1本の   

チューブに90／血ずつ分注する．   

2）調製したテンプレートより10β．   

をとり，1段目のPCR反応液（90／血）   

を入れたチューブ1本ずつに加える．  

3）94℃で30秒間の変性，プライマ   

ーに適した温度（例示のプライマーの場・   

合は55℃）で．2分間のアニーリング，   

72℃で2分間の伸長を，30回繰り返し   

DNA増幅を行う．  

2．陽性対照．陰性対照についても同様の  

処理を行う．  

3．1段目PCR   

l）耐熱性DNAポリメラーゼ，dNTP   

溶液，アウタープライマー，反応緩衝液   

（Mgイオンを含む）を混合し，1本の   

チューブに90J上Lずつ分注する．  

2）調製したテンプレートより10／⊥L   

をとり，1段目のPCR反応液（90J⊥L）   

を入れたチューブ1本ずつに加える．  

3）ミネラルオイル等を滴加して反応   

ら，94℃で30秒間   

の変性，プライマーに適した温度（例示   

のプライマーめ場合は55℃）で2分間   

のアニーリング，72℃で2分間の伸長   

を，30回繰り返しDNA増幅を行う．  

4．2段目PCR   

l）耐熱性DNAポリメラーゼ，dNTP   

溶液，インナープライマー，反応緩衝液   

（Mgイオンを含む）を混合し，1本の   

チューブに99〟Lずつ分注する．  

2）1段目のPCRを終了したチューブ   

から，それぞれの生成物（1／血）をとり，   

2段目のPCR反応液（99／JL）を入れた  

4．2段目PCR   

l）耐熱性DNAポリメラーゼ，dNTP   

溶液，インナープライマー，反応緩衝液   

（Mgイオンを含む）を混合し，1本の   

チューブに99JJLずつ分注する．  

2）1段目のPCRを終了したチューブ   

から，それぞれの生成物（1〝L）をと  
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チューブ1本ずつに加える．   

3）94℃セ30秒間の変性，プライマ  

ーに適した温度（例示のプライマーの場  

合は由℃）で2分間のアニーリング，  

72℃で2分間の伸長を，30回繰り返し  

DNA増幅を行う．  

り，2段目のPCR反応液（99 〝L）を  

入れたチューブ1本ずつに加える．   

3）ミネラルオイル等を浩加して反応  

中の蒸発を防ぎながら，・94℃で30秒間  

の変性，プライマーに適した温度（例示  

のプライマーの場合は55℃）で2分間  

のアニーリング，72℃で2分間の伸長  

を，30回繰り返しDNA増幅を行う．  

5．アガロースゲル電気泳動   

1）1段目及び2段目のPCR生成物（10   

〃L）を，泳動の先端を確認するための   

適当な色素液（2／血）と混合し，1％ア   

ガロースゲル電気泳動を行う．  

2）アガロースゲルをエチジウムブロ   

マイドにより染色し，紫外線照射条件下   

で写真撮影する．   

3）DNAバンドが検出された場合，陽   

性と判定する．   

5．アガロースゲル電気泳動   

1）1段目及び2段目のPCR生成物（10   

〃L）を，泳動の先端を確認するための   

適当な色素液（2J上L）と混合し，1％ア   

ガロースゲル電気泳動を行う．   

2）アガロースゲルをエチジウムブロ   

マイドにより染色し，紫外線照射条件下   

で写真撮影する．   

3）DNAバンドが検出された場合，陽   

性と判定する．  

［プライマーの例示］  

・マイコプラズマ検出用   

アウタープライマ⊥   

Fl：5」ACACCATGGGAG（G／T）TGGTAAT－3‘   

Rl：5’－CTTC（jLjT）TCGACTT（C／T）CAGACCCAAGG－  

CATlr   

インナー■プライマー   

F2：5LGTG（GノC）GG（A／C）TGGATCACCTCCT－3・   

R2：5’1；CATCCACCA（AノT）A（A／T）＾CtC／T〉CTT－3・   

（〉 は混合  

［プライマーの例示］  

マイコプラズマ検出用  

アウタープライマー   

Fl：5LACACCATGGGAG（C′T）TGGTAATrr   

Rlニ5’－｛TTC（A／T）TCGACTT（C／T）CAGACCCAAGG－  

CAT一訂  

インナー▲アライマー   

F2：5」GTG（G／C）GG（A／C）TGGATCACCTCCT－3■   

R2：5’＝－GCATCCACCA（AfT）A（AmAC（UT）CTT－3．  

（）ほ混合  

［pcR反応液］  

［pcR反応液］  

－
 
1
．
j
 
I
 
．
一
＝
嶋
．
′
．
．
′
＝
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＊lく）脂緩衝彼の舶   
ユーアミノーユーヒドロキシメチルーl．3－プロパンジ   

オール・塩酸（pH8．ヰ）   

塩化カリウム   
塩化マグネシウム   
ゼラチン  

＊10俵簗衝液の組成・   

2一アミノー2－ヒドロキシメチルー1．ユープロパンジ   

オール・鼠確（pl】8．有   

塩化カリウム   
塩化マグネシウム   

5【）Omm【Iyl－  

2【）mu14．  】のOmm（11〝．       【  咽L  
l【10ml几．   

50（ImrnDl／L  

ユOmoソL  

［Vero細胞中でマイコプラズマを増殖さ  

せる方法】   

1）試験検体，陽性対照及び陰性対照   

について，それぞれ2枚以上のデイツシ   

子を使用する．  

2）細胞培養用ディッシュ（直径35   

mm）に，10％ウシ胎児血清（PCRによ   

りあらかじめマイコプラズマDNAが検   

出されないことを確認しておく）を含む   

イーグル最少必須培地を用いて調製し   

たⅤらro細胞懸濁液（1×104細胞／mL）   

を2mLずつ加え，5％炭酸ガスを含む   

空気中，36±1℃で1日培養する．  

3）古い培地を新鮮な培地と交換し，   

試験検体（細胞培養上清）0．5mLをⅤらro   

細胞の培養ディッシュ2枚以上に接種   

する．陽性対照（例えば100Cf’U以下   

又は100CCV＿＿■以＿王の〟極   

（ATCC29052，ATCC17981又は同等   

の種又は株‖ と陰性対照についても同   

じ操作を行う．  

4）試験検体，陽性対照並びに陰性対   

照を接種したVbro細胞の培養ディッシ   

ュをそれぞれ5％炭酸ガスを含む空気   

中，36±1℃で3～61日間培養する．  

［Vero細胞中でマイコプラズマを喝殖さ  

せる方法］   

1）試験検体，陽性対照及び陰性対照   

について，それぞれ2枚以上のディッシ   

ュを使用する．  

2）細胞培養用ディッシュ（直径35   

mm）に，10％ウシ胎児血清（PCRに   

よりあらかじめマイコプラズマDNAが   

検出されないことを確認しておく）を含   

むイーグル最少必須培地を用いて調製   

したⅤらro細胞懸濁液（1×104細胞  

／mL）を2mLずつ加え，5％炭酸ガス   

を含む空気中，36±1℃で1日培養する．   

3）古い培地を新鮮な培地と交換し，   

試験検体（細胞培養上清）0．5mLをⅤらro   

細胞の培養ディッシュ2枚以上に接種   

する．陽性対照（例えば100CFU以下   

のM．byorbinis）と陰性対照についても   

同じ操作を行う．   

4）試験検体，陽性対照並びに陰性対  

照を接種したⅤ占ro細胞の培養ディッシ  

ュをそれぞれ5％炭酸ガスを含む空気  

中，36±1℃で3～6日間培養する．  
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参考停好仁次の髄牢邸灰スペクトル鵜／機虔仁よる脚の題彦船監／  

√シヌテA題替佐／聯の離）きの表示；資ノ左：勿之る．   




