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CSF ウイルス由来 E2 遺伝子導入牛ウイルス性下痢ウイルス 1 型 CP7_E2alf 株 

（E2, Bovine Viral Diarrhea Virus type 1）（Suvaxyn CSFMarker）の 
生物多様性影響評価書 

 

 

I 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 

1 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 

（1）分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 

① 学名（属及び種）及び株名 

フラビウイルス科 

  ペスチウイルス属 

    牛ウイルス性下痢ウイルス 1 型 CP7 株 

牛ウイルス性下痢ウイルス（以下「BVDV」という。）は、5’末端非翻訳領域（5’UTR）の違いから、

遺伝子型 1 及び 2 に分けられる（文献 1）。BVDV CP7 株は遺伝子型 1 である（以下「BVDV1 型 CP7

株」という。） 。 

 

② 公的な微生物保存機関から分与されたものである場合には、当該機関の名称と株番号 

宿主 pA/BVDV は、ドイツ連邦動物ウイルス病研究センター（Federal Research Centre for Virus Diseases 

of Animals）の G. Meyers 博士が BVDV1 型 CP7 株から作出した感染性クローンである。（文献 2）。 

 

③ 自然環境における分布状況（宿主として野生株を用いる場合） 

BVDV による感染は世界各国で発生が認められており、主な感受性動物である牛では牛ウイルス性下

痢・粘膜病の原因となり、牛における抗体保有率が高い。 

国内では各地方で牛からウイルスが分離され、収集された分離株の亜型分布状況の解析において、分

離した 47 株中 87.2%が BVDV1 型（1a 型 36.2%、1b 型 40.4%、1c 型 8.5%、1j 型 2.1%）で、BVDV２

型（2a 型）は 12.8%であった（文献 3）。 

野生動物では海外において山羊（文献 4、5、6、7、8、9）、鹿（文献 4、7、8、10、11、12、13、14

及び 15）、兎（文献 16）及び猪（文献 17 及び 18）における感染事例が報告されている。 

 

（2）使用等の歴史及び現状 

  BVDV 1 型 CP7 株は、米国コーネル大学が牛の血液・組織サンプルから分離した BVDV の野外株であ

る（文献 19）。 

  その後、ドイツ連邦動物ウイルス病研究センターにおいて BVDV1 型 CP7 株のゲノムがクローニング

され、感染性クローン pA/BVDV が構築され（文献 20）、pA/BVDV は Reimann らに分与された（文献 2）。 

  なお、BVDV1 型 CP7 株は研究材料として広く使用されているが、それ自体の産業利用は行われてい

ない。 

 

（3）生理学的及び生態学（生物学）的特性 

イ) 基本的特性 
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① ペスチウイルスの基本的性状  

フラビウイルス科ペスチウイルス属には BVDV、CSF ウイルス（以下「CFSV」という。）、ボー

ダー病ウイルスが含まれ、直径 40～60 nm のエンベロープを有する約 12.3 kb の一本鎖プラス RNA

を核酸として有する（文献 1）。 

 

② 遺伝子学的性状  

宿主及び供与核酸の由来ウイルスが属するフラビウイルス科ペスチウイルス属のウイルス粒子は、

4 つの構造タンパク質、コア蛋白（C）及びエンベロープ糖タンパク質の E1、E2 及び Ernsから構

成され（文献 21、22、23）、Erns及び E2 に対する抗体が中和活性を持つことが知られている（文

献 24、25）。遺伝子は Npro-C-Erns-E1-E2-p7-NS2/3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B の順にコードされ（図

1-1、文献 23、26）、非構造タンパク質の Npro及び構造タンパク質の Ernsをもつことが他のフラビ

ウイルス科の属とは異なるペスチウイルスの特徴である。5’末端及び 3’末端側にそれぞれ非翻訳

領域（UTR）を有し、Internal ribosomal entry site（IRES）を含む。非構造タンパク質はプロテアー

ゼ活性等、ウイルス複製において様々な機能を有する。 

また、BVDV は 5’UTR、N 末端の自家プロテアーゼ（Npro）あるいはエンベロープ糖タンパク質

（E2）遺伝子領域の解析（文献 27）又はモノクローナル抗体による反応性から、1 型及び 2 型に

分けられる（文献 28）。 

 

 

 
 

 

図 1-1  ペスチウイルス属のゲノム構造 

 

③ 生化学的・生物学的性状  

BVDV には病気の発症に重要な意味を持つ 2 つの生物型があり、培養細胞に細胞変性効果（以

下、「CPE」という。）を示す細胞病原性株（以下、「CP 株」という。）と CPE を示さない非細胞病

原性株（以下、「NCP 株」という。）が存在する。急性感染は 2 つの生物型の両方が関与するが、

持続感染（以下「PI」という。）は NCP 株のみが引き起こす（文献 23）。CP 株は非構造タンパク

質 NS3 の発現と関連している（文献 20）。両生物型は本病の診断に重要な 2 つの遺伝子型の 1 型

及び 2 型にそれぞれ細分化される。さらに 1 型では a から o まで、2 型では a、b の亜型に区分さ

れる。1 型と 2 型には抗原性の差があり、亜型にはある程度の交差性があるとされている（文献

29）。 

NCP 株が妊娠牛に感染するとウイルスは胎盤を通過し（文献 30）、死産又は流産が起こる。また、

胎子の免疫機能が形成される前後に感染が成立すると、ウイルスに対して免疫学的に寛容な子牛

が生まれ、PI 牛となる（文献 19、31、32、33、34）。さらに、NCP 株が PI 牛の体内で変異して

CPE を示すようになると牛は粘膜病を発症する（文献 1）。一方、CP 株は牛に軽度な一過性の症

状を起こすが、妊娠牛に感染しても胎盤を通過しないため垂直感染せず、持続感染等の病態は起

こさない。現在、BVD 生ワクチンとして使用されているウイルス株は全て CP 株であり、BVDV 1

構造タンパク質 非構造タンパク質 

5’ UTR 3’ UTR 

IRES IRES 
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型 CP7 株も CP 株である。 

BVDV 遺伝子は前段の②で示した遺伝子構造で構成されている。ウイルス感染の最初の段階で

ある細胞表面への吸着には糖タンパク質 Ernsが介在し、牛の細胞上に存在する CD46 をレセプター

として E2 が結合し（文献 25、35）、ウイルスはエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれ

る（文献 12）。NCP 株が感染した細胞では Nproや Ernsの機能によりアポトーシスが抑制されてい

る（文献 36、37、38）。Npro と Erns はペスチウイルスに特有のタンパク質であり、これらはペスチ

ウイルスの病原性に大きな役割を果たすと考えられている。Nproはオートプロテアーゼ活性を有

するとともに、I 型インターフェロン（以下、「IFN」という。）の産生を阻止する機能を有し（文

献 39、40）、宿主の自然免疫を抑制することによりウイルスが増殖しやすい環境を作る。Ernsも

Npro とは異なる作用機序により I 型 IFN の誘導を抑制する作用を持つことが示されており（文献

38、41）、これにより BVDV は 1 型 IFN の有害な影響を回避し、先天的免疫寛容を持続させるこ

とにより持続感染性を確立し、株特異的な B 細胞及び T 細胞耐性を維持すると考えられている（文

献 42）。また、Ernsは E2 とともにウイルスの外殻を構成する構造タンパク質の一つであり、感染

動物に抗原として認識され、中和抗体の結合部位とされている（文献 24、25、43）。 

 

④ 感受性動物、感染経路、感染様式等  

BVDV は牛における感受性が最も高いが、牛以外ではⅠの 1 の（1）の③で述べた野生動物の他、

ラクダ（文献 13、44 及び 45）、羊（文献 5 及び 46）、ラマ（文献 47、48 及び 49）、アルパカ（文

献 47 及び 48）、豚（文献 14）、水牛（文献 50）ビクーニャ（文献 51）等における感染例が報告さ

れている。 

BVDV は唾液、鼻汁、糞便、尿、乳汁あるいは精液等の分泌液から排出されるため、牛では接

触により容易に経口、経鼻感染するが、血流を介して胎盤に到達し、妊娠牛から胎子への垂直感

染も引き起こす。 

呼吸器あるいは生殖器の粘膜細胞に吸着し、動物体内に侵入したウイルスは、白血球、血小板、

上皮細胞、線維芽細胞等の膜表面に存在する CD46 レセプターに結合して細胞内に取り込まれ、

血行又はリンパ行を介して全身へ分布する。 

 

ロ) 生息又は生育（増殖）可能な環境の条件 

BVDV の自然界におけるもっとも主要な感受性動物は牛である。 

実験室内では、牛由来培養細胞において増殖し、CPE を示す株（CP 株）と、CPE を示さない株（NCP

株）が存在する。BVDV1 型 CP7 株は牛由来細胞において最も増殖性が高く、接種後 36～48 時間後

に明らかな CPE を引き起こす。 

牛腎培養細胞で増殖させた BVDV（1×108.4 TCID50/mL）に紫外線（波長）254 nm を照射し、経時

的なウイルス量を調査した結果、明らかな低下が認められ、1×107～8 TCID50/mLのBVDVが300 mJ/cm-2

の照射により検出限界以下にまで減少すると結論づけた報告があり（文献 52）、紫外線により不活化

されると考えられる。 

CSFV の環境中における生存能力は、温度、湿度、pH、有機物の存在及びその他様々な化学物質

により影響され、pH 5～10 では比較的安定であるが、3 以下あるいは 10 以上で急速に不活化される。

また、エーテルやクロロホルムなどの有機溶剤のほか、中性洗剤（Nonidet P40、デオキシコール酸塩、

サポニン等）によって不活化される（文献 53）。同じペスチウイルス属である BVDV も同様の性質を
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示すと考えられる。 

 

ハ) 捕食性又は寄生性 

－ 

 

ニ) 繁殖又は増殖の様式 

  BVDV は、プラス一本鎖 RNA ウイルスであり、牛細胞の細胞質内で増殖する。（文献 1） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（文献 26；Leyssen et al. Clin Microbiol. Reviews, 67-82, 2000 の図 2A） 

図 1-2. ペスチウイルスの増殖様式 

 

  ウイルス粒子は、細胞表面に存在するレセプターとウイルス膜タンパク質が結合し、エンドサイト

ーシスによって細胞内に取り込まれ、膜が融合して脱核する。ウイルス由来プラス鎖 RNA が mRNA

としてウイルスタンパク質前駆体が合成される。ウイルスあるいは細胞由来のプロテアーゼによって

ウイルスタンパク質前駆体が切断される。一方、核酸はゲノム RNA から一度マイナス鎖 RNA に転

写され、プラス鎖 RNA が複製される。細胞質内で合成されたウイルスタンパク質からヌクレオカプ

シドが形成され、複製された RNA を取り込んでウイルス粒子となる。ER にウイルスが出芽し、最

終的にゴルジ体を通ってエキソサイトーシスにより細胞外へ放出される（文献 26、54）。 

 BVDV 1 型 CP7 株は、米国コーネル大学が牛の血液・組織サンプルから分離した BVDV の野外株

である（文献 19）。その後、ドイツ連邦動物ウイルス病研究センターにおいて BVDV 1 型 CP7 株ゲノ

ムがクローニングされ、構築された感染性クローン pA/BVDV（文献 25）は Reimann らに分与された

（文献 2）。なお、BVDV 1 型 CP7 株は研究材料として広く使用されているが、それ自体の産業利用

は行われていない。BVDV 1 型 CP7 株は CP 株であり、基本的に持続感染を起こさず、粘膜病の一次

的要因とはならない。また、BVDV 1 型 CP7 株の豚への接種試験の結果、豚に対する病原性が弱いこ

とが確認されており（文献 2）、自然環境下で牛以外の動物に病原性を示すことはないと考えられる。

以上より、BVDV 1 型 CP7 株の感染動物における増殖能は野外株と同等以下、細胞においては、牛培

養細胞 KOP-R 株において効率的に増殖する（文献 2）。 

 

ホ) 病原性 

  BVDV の感受性動物は牛である。牛以外の動物については、豚、羊、鹿、キリン等からウイルスが
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分離されており（文献 1）、野生動物では山羊（文献 4）、鹿（文献 7）、兎（文献 16）及び猪（文献

17）において抗体検出による感染事例が報告されている。 

  BVDV は CP 株と NCP 株に分けられる。健康な牛が CP 株又は NCP 株に感染すると、一過性の発

熱、下痢、鼻汁等の症状を呈するが、牛の免疫応答に伴い治癒することが多い。NCP 株が妊娠牛に

感染するとウイルスは胎盤を通過し、胎子へのウイルス感染による死産・流産が起こるほか、ウイル

スに対して免疫学的に寛容な持続感染牛が生まれ、周りの牛への慢性的な感染源となる。また、NCP

株が体内で変異して CP 株になると、全身粘膜のびらんや潰瘍、食欲の廃絶、元気消失、水溶性下痢、

血便などの重篤な症状を呈して、100％死に至る（文献 1）。 

CP 株のマーカータンパク質は非構造タンパク質 NS3 であるとされている一方、NCP 株は NS3 では

なく NS2-3 を発現する。すなわち、BVDV1 型 CP7 株のゲノム解析により、当該株の変異前の株であ

る BVDV1 型 NCP7 株の RNA には存在しない 27 ヌクレオチドの挿入が同定されており、この挿入が

NS2-3 の切断、すなわち NS3 生成の要因となっている。感染性 BVDV クローンの分析により、NS3

の発現を導く変異が CP 株の表現型（培養細胞における CPE 発現）の唯一の前提条件であることが確

認されている（文献 20）。また、CP 株は持続感染を起こすことができず、発生すると「行き止まり」

（dead end）になると言われており（追加文献 3）、CP 株が NCP 株に変異することはないと考えられ

ている。 

牛における粘膜病は NCP 株による持続感染牛にのみ発生し、粘膜病の牛からは NCP 株と CP 株の

両方が分離される。これは、免疫寛容状態となっている NCP 株持続感染牛に CP 株が重感染するこ

とにより発症する（文献 29）、とされているが、この CP 株による重感染は外部からの感染によるも

のではなく、持続感染している NCP 株が変異することで CP 株が出現し、それが増殖することによ

って粘膜病が発症することが示唆されている（文献 19、32）。 

理論的には持続感染している NCP 株と抗原性が同一の CP 株が重感染しても粘膜病は発症するが、

牛群内へ CP 株が侵入する経路が明らかにされたことはなく、現実的には重感染する可能性は極めて

低いと考えられている。（追加文献 4）  BVDV1 型 CP7 株は、持続感染を起こさない CP 株であり、

接種試験の結果、豚に対する病原性が弱いことが確認されている（文献 2）。 

 

ヘ) 有害物質の産生性 
  BVDV の Npro の遺伝子産物は、ペスチウイルス属に特有の 168 個のアミノ酸からなる非構造タン

パク質で、インターフェロン制御因子-3（interferon regulatory factor-3: IRF-3）に結合して豚の 1 型 IFN

の産生を阻止する機能を有する（文献 54、55）。Ernsも Npro とは異なる作用機序により 1 型 IFN の誘

導を抑制する作用を持つことが示されており（文献 38、41）、これにより BVDV は 1 型 IFN の強力

な影響を回避し、先天的免疫寛容を持続させることにより持続感染性を確立し、株特異的な B 細胞

及び T 細胞耐性を維持すると考えられている（文献 42）。これらのタンパク質以外の有害物質の産生

の可能性は低いと考えられる。  

また、BVDV 1 型 CP7 株の遺伝子配列について、既知のアレルギー物質とのアミノ酸配列相同性解

析 1）を行った結果、相同性の高い配列は認められず、アレルギー物質の産生性は低いと考えられた。 

 

ト) その他の情報 

BVDV1 型 CP7 株の感受性動物は反すう動物の牛で、ウイルス性下痢・粘膜病の原因ウイルスである

                                                   
1） 3 種のデータベース（SDAP Allergen Database、AllerBase protein、Allergen Online）を利用して解析を行った。 



6 
 

が、CP 株のため粘膜病の一次的な要因とはならない。 

  本遺伝子組換えウイルスの安全性と有効性を確認する試験において、対照の一つとして BVDV 1

型 CP7 株を投与された豚において異常な臨床症状は認められず、白血球減少及び発熱は観察されな

かった。また、投与後 4 日目に 5 頭中 2 頭からのみウイルスが分離されたが、7 日目以降はいずれの

動物からも分離されなかった（文献 2）。これらの結果から豚に対する病原性は極めて弱いと思われ、

自然環境下で牛以外の動物に病原性を示すことはないと考えられる。 

 

2 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 

（1）供与核酸に関する情報 

イ) 構成及び構成要素の由来 

  供与核酸は、CSFV Alfort/187 株（GenBank アクセション番号 X87939.1）の E2 領域である。Alfort/187

株は Alfort 株の感染試験で死亡した豚から分離された株で、毒性は中程度（moderate-virulent strain）

とされている（文献 56）。離乳子豚においては 20 日以内に死亡率が 100%に達する場合があるが（文

献 57）、E2 タンパク質はそれ自身が主要な免疫原であり特に中和抗体を誘導するが、病原性を伝達

することはできない。 

ロ) 構成要素の機能 

  E2 領域は、糖タンパク質 E2 をコードする。E2 はウイルス粒子表面に局在しており、動物細胞の

受容体タンパク質 CD46 に吸着することで、ウイルスの感染初期段階で機能する。また、E2 は中和

抗体の標的となっている（文献 1）。 

  データベースに登録されている CSFV Alfort/187 株のゲノム及びアミノ酸配列（CAA61161）の E2

に該当する領域（塩基：2444～3553 及びアミノ酸：691～1060）について blastn と blastp を用いて検

索した結果、CSFV E2 以外のタンパク質は検出されなかった（図 1-3）。したがって、E2 の塩基配列

及びアミノ酸配列について、既知の有害タンパク質と類似性は認められない。また、E2 は膜タンパ

ク質であることから、遺伝子の発現等を調節する機能を有する可能性は極めて低いと考えられる。 

 
 ① E2 領域の塩基配列 

 

下線部はプライマー結合部位を示し、TTAATTAA と TACGTA は、それぞれ PacI と SnaBI 認識配列。 
矢印内が、E2 アミノ酸コード領域。 
Blastn による相同性検索は CSFV のみを検出した。 
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 ② E2 領域のアミノ酸配列 

 

Blastp による相同性検索は CSFV のみを検出した。 

 

図 1-3. CSFV Alfort/187 株の E2 領域 

 

（2）ベクターに関する情報 

イ) 名称及び由来 

  該当しない。 

ロ) 特性 

  該当しない。 

 

（3）遺伝子組換え生物の調製方法 

イ) 宿主内に移入された核酸全体の構成 

  本遺伝子組換え微生物と宿主のゲノム構成の概略を図 1-4 に示す。 

  BVDV1 型 CP7 株の感染性 cDNA クローンのエンベロープ糖タンパク質 E2 コード領域を削除後、

供与核酸 CSFV Alfort 187 株の同領域の配列を挿入し、本遺伝子組換えウイルス CP7_E2alf 株を作出

した。 

 

 

文献 23；Blome et al (2017) Vet Res 48:51 

 

図 1-4. 本遺伝子組換えウイルスと宿主の概略図 
上段（青色）：宿主である BVDV1 型 CP7 株 
中段（灰色）：CSFV Alfort/187 株 
下段：本組換えウイルス CP7_E2alf 株（矢印は E2 領域の位置を示す） 

 

ロ) 宿主内に移入された核酸の移入方法 

① バックボーンの調製 

1) pA/CP7_ΔE2p7 の調製 

  図1-5に示すように、BVDV1型CP7株の感染性クローンpA/BVDVを制限酵素KpnIで切断し、

E2 領域の全部と p7 領域の一部を除去した。 
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  切断部位同士を再連結し、pA/CP7_ΔE2p7 を調製した（文献 58）。 

2) pA/CP7_ΔE2PacI の調製 

  ①で除去した p7 領域に連結するポリリンカー（PacI、RsrII、SnaBI）を調製するため、プライ

マーp7-PacI 及び p7R-KpnI（表 1-1）を使用して PCR 断片を調製した。 

  図 1-5 に示すように、当該 PCR 断片を KpnI で切断したのち、①の KpnI 部位に挿入し、pA/CP7_

ΔE2PacI を調製し、これを本組換えウイルスのバックボーンとした（文献 2）。 

② 供与核酸 E2 領域の調製 

  CSFV Alfort/187 株を感染させた培養細胞 PK15 株から抽出した全 RNA 鋳型として、表 1-1 に

示した E2-Alfort-PacI 及び E2R-Alfort-R-SnaBI のプライマーを用い RT-PCR によって増幅した。

得られた PCR 断片を PacI 及び SnaBI で切断し、供与核酸 E2 領域とした（文献 2）。 

③ 感染性クローン pA/CP7_E2alf の調製と本組換えウイルスの回収 

②で調製した E2 領域を、①で調製した pA/CP7_ΔE2PacI のポリリンカー部位に、フレームシフ

トが生じないよう連結し、図 1-5 に示すように本組換えウイルス pA/CP7_E2alf を作製した。 

  pA/CP7_E2alf から転写された RNA を、エレクトロポレーション法によって培養細胞 PK15 株

に導入し、24 時間後に得られた上清中から本組換えウイルス CP7_E2alf 株を回収した（文献 2）。 
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図 1-5. 本遺伝子組換えウイルスの調製方法 

 

 

表 1-1. 本遺伝子組換えウイルスの調製に使用したプライマー 

 
文献 2；Reimann et al. (2004) Virology 322:143–157 
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ハ) 遺伝子組換え生物等の育成の過程 

上記により回収された 3 バイアルの遺伝子組換えウイルス CP7_E2alf 株について、2005 年 1 月に

ドイツ連邦動物衛生研究所の Friedrich-Loeffler-Institute (FLI)より分与を受けた。そのうちの 1 本をダ

ルベッコ変法イーグル MEM（DMEM）で 10 倍希釈したものをプレマスターシードウイルスとした。 

プレマスターシードウイルスについてエンドポイント希釈法により3回クローニングを行った後、

2006 年 11 月に豚腎（SK）細胞で 4 回継代したものをマスターシードウイルスとした（MSV）。 

本 MSV について、同定、無菌、マイコプラズマ否定、外来性物質否定ならびにウイルス含有量の

各試験を実施し、いずれも規格に適合した。 

MSV を製造用細胞である SK 細胞で培養して得た培養上清を小分け分注して－70℃以下で保存し

たものをワーキングシードウイルス（WSV）とした。WSV は無菌、マイコプラズマ否定および迷入

ウイルス否定試験に適合するものとし、MSV から原液作製までの継代数は欧州における製造販売承

認の登録内容として5代以内と規定している。WSVは作製ごとに上記規格適合試験を実施している。 

ワクチンの製造では、SK 細胞に WSV を接種し、37±2℃で 3～5 日間培養した後の培養上清をフィ

ルターろ過し、安定剤を加えたものを原液とする。原液を保存する場合は－40℃以下で保存し、原液

に必要に応じて安定剤あるいはウイルス増殖用培養液を添加し、無菌的に小分け分注した後、凍結乾

燥したものを最終製剤とする。 

製造工程中の継代数を最小限に制限していることから、製造工程中において、生物多様性に影響

を与えるような細胞指向性、病原性等の変異は既知の報告には認められない。 

品質検査として、原液でウイルス含有量試験、小分製品で外観、同定、マイコプラズマ否定、ウ

イルス含有量、含湿度ならびに迷入ウイルス否定の各試験を実施している。ウイルス含有量試験は

CPE を指標として判定するものであり、CPE の抑制により低含有量値が認められた場合に、万一の

NCP 株の混入、増殖の疑いを検知できると考えられる。 

 
製造用材料  製造工程  検査 

     

SK 細胞 → 細胞の培養 
（MSC から 20 代以内）   

  ↓   
  WSV 接種、培養 1）   
  ↓   

  回収 
（MSV から 5 代以内）   

  ↓   
安定剤 → 安定剤追加   

  ↓   
  原液（－20℃以下） → ウイルス含有量試験 
  ↓   
  原液を混合   
  ↓   

安定剤 
ウイルス増殖用培養液 → 濃度調整 

（必要に応じて）   

  ↓   
  小分け分注   
  ↓   
  凍結乾燥   
  ↓   
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  密栓、キャッピング  ・外観 
  ↓  ・同定 
  小分製品 → ・マイコプラズマ否定 
  ↓  ・ウイルス含有量 
  保存（－20℃以下）  ・含湿度 
    ・迷入ウイルス否定 

     
1）：培養スケールは最大 360 L 

 

 

（4）細胞内（宿主体内）に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 

① 移入した核酸の遺伝子組換え生物における存在状態 

BVDV 1 型 CP7 株に移入した CSFV Alfort 187 株の E2 コード領域は、宿主の核酸に安定的に存在し

（文献 59、60、61）、CSFV E2 糖タンパク質を発現する。マスターシードウイルスと製造用原液との間

で E2 遺伝子に 1 塩基の変異が認められたが、これは製造過程において培養細胞によりアダプトしたこ

とによるもので、中和抗体の産生に影響を与えない（文献 59）。本遺伝子組換えウイルスは豚細胞での

み効率的に増殖し、宿主がよく増殖する牛細胞では増殖効率が悪い（文献 2）。また、本遺伝子組換え

ウイルス抗血清は CSFV 株を中和したが、BVDV は中和しなかった（文献 2）。CSFV E2 コード領域の

移入により、本遺伝子組換えウイルスの細胞株における増殖性や抗体については、CSFV Alfort 187 株

に非常によく似た性状となり、BVDV1 型 CP7 株の特性に顕著な変化をもたらした。 

 

表 1-2. 豚腎細胞継代における BVDV CP7_E2alf 株のマスターシードウイルスと製造用原液のアミノ酸配列

の比較 

 
ポジション番号は BVDV 1 型 CP7 株（アクセション番号 U63479）に基づく。 

（文献 59；Leifer et al., Vaccine 27, 6522-6529, 2009） 

 

② 培養細胞における継代及び接種動物体内でのウイルスゲノムの安定性 

  CP7_E2alf 株マスターシードウイルスを豚腎培養細胞（PK15）で 10 回継代培養して得たウイルスの

遺伝子には数塩基の差異などは見受けられたが、ウイルスの性状に影響を及ぼすような差異は認めら

れなかった（文献 61）。 

  成体猪に 107 TCID50（ワクチン接種用量の 10 倍量）を筋肉内接種し、4 日後に体内分布を調査した

結果、扁桃と耳下腺からのみ本ウイルスが分離され、他の臓器、体液、精液、尿・糞便等からは検出

されなかった。扁桃から検出したウイルス由来 RNA の配列を、接種に用いたウイルスと比較したとこ

ろ、NS5B 領域に 1 塩基の非同義置換が認められた。この置換は、バックボーン領域の RNA 依存性 RNA

ポリメラーゼ遺伝子領域内の変異であった。この変異は本遺伝子組換えウイルスの抗原特性に影響を
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与えると考えられる領域ではない（文献 61、67）。 

また、本遺伝子組換えウイルス（106.7 TCID50/頭）を CSFV 及び BVDV に対する抗体陰性の 6 週齢

の豚 6 頭ずつに筋肉内及び経口投与した。試験期間を投与後 45 日間とし、試験期間中、1 日に 1 回、

直腸温の測定および臨床症状の観察を行った。経時的（投与後 3、7、10、14、21 及び 45 日）に鼻腔

及び咽頭スワブを採取するとともに、各採取時点で各群 1 頭ずつ安楽殺して扁桃、リンパ節、脾臓、

腎臓、唾液腺ならびに筋肉組織を採取し、ウイルス分離を試みた。 

 

表 1-3. 試験設計 

群 投与経路 投与量/頭 投与回数 供試頭数 採材日 

T01 筋肉内 106.7 TCID50 1 回 6 頭 投与後 3、7、10、14、21 及び 45 日に 

各群 1 頭ずつ T02 経口 106.7 TCID50 1 回 6 頭 

 

また、各検体から全 RNA を抽出し、定量的 RT-PCR 法によりペスチウイルス遺伝子の検出を試み

た。すなわち、各臓器および組織から抽出した RNA から cDNA を合成し、下記のプライマーを用いて

所定の条件（95℃ 15 秒間、56℃ 30 秒間、72℃ 30 秒間、82℃ 15 秒間を 40 サイクル）で反応させ、SYBR 

Green 法により増幅産物の定量を行った（追加文献 5）。 

 
供試プライマーの概要 
プライマー 塩基配列（5’→3’） BVDV NADL 株における位置 サイズ 

324 ATG CCC TA(TA) GTA GGA CTA GCA 108-128 288 bp 

326 a TCA ACT CCA TGT GCC ATG TAC 395-375  
a アンチセンスプライマー 

 

その結果、筋肉内投与群の 3 頭及び経口投与群の 1 頭で軽微な熱発（40～40.2℃）が認められた以

外に異常な所見は認められず、試験期間を通じて健康であり、CSF に関連する兆候も認められなかっ

た。経口投与した豚の鼻腔及び咽頭スワブからウイルスは分離されなかったものの、投与後 3 日目か

ら 10 日目までの間にペスチウイルス遺伝子が検出された。また、投与後 3 あるいは 7 日目の白血球、

唾液腺ならびに扁桃からペスチウイルス遺伝子が検出され、投与後 7 日目の扁桃からはウイルスも分

離された。一方、筋肉内投与した豚では、投与後 14 日目の 1 検体の扁桃からペスチウイルス遺伝子が

検出された以外は、投与後45日までのいずれも検体からもペスチウイルス遺伝子は検出されなかった。

すなわち、豚に投与されたペスチウイルスゲノムの存在は投与後 14 日目まで確認され、ウイルスの単

離は経口投与群のみ投与後 7 日目の扁桃部分に限定されたことが確認された（表 1-4、表 1-5）（別紙 1）。 

 

表 1-4. CP7_E2alf 株マーカーワクチンの筋肉内及び経口接種後の体内分布試験 

－鼻腔及び咽頭スワブサンプルからのペスチウイルス遺伝子検出 

投与後日数 

経口投与群 筋肉内投与群 

陽性頭数/ 

検査頭数 

qRT-PCR 結果 

（ct 1）/ c/well 2）） 

陽性頭数/ 

検査頭数 

qRT-PCR 結果 

（ct / c/well） 

3 日 5 / 6 
33.36 / 9.25 

29.8 / 102.6 
0 / 6 NA 
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33.49 / 8.48 

29.62 / 115.4 

34.05 / 5.79 

7 日 1 / 5 34.74 / 3.61 0 / 5 NA 

10 日 1 / 4 36.36 / 1.06 0 / 4 NA 

14 日 0 / 3 NA 0 / 3 NA 

21 日 0 / 2 NA 0 / 2 NA 

45 日 0 / 1 NA 0 / 1 NA 
1）Ct 値（cycle threshold in qRT-PCR） 
2）コピー数/well（calculated number of genome copies per reaction tube in qRT-PCR with standard curve method） 

NA（Not Applicable）：該当せず  

 

表 1-5. CP7_E2alf 株マーカーワクチンの筋肉内及び経口接種後の体内分布試験 

－白血球、臓器及び組織からのペスチウイルス遺伝子検出 

投与後日数 

経口投与群（6 頭） 筋肉内投与群（6 頭） 

検出されたサンプル

（検出頭数） 

qRT-PCR 結果 

（ct 1）/ c/well 2）） 

検出されたサンプル

（検出頭数） 

qRT-PCR 結果 

（ct / c/well） 

3 日 
扁桃（1） 36.37 / 1.04 

検出されず NA 
唾液腺（1） 36.99 / <1 

7 日 
白血球（1） 36.89 / 1.03 

検出されず NA 
扁桃（1） 30.22 / 150.9 

10 日 検出されず NA 検出されず NA 

14 日 検出されず NA 扁桃（1） 34.71 / 1.78 

21 日 検出されず NA 検出されず NA 

45 日 検出されず NA 検出されず NA 
1）Ct 値（cycle threshold in qRT-PCR） 
2）コピー数/well（calculated number of genome copies per reaction tube in qRT-PCR with standard curve method） 

NA（Not Applicable）：該当せず  

 

③ 共感染時にウイルスゲノムの組換えが起こる可能性 

多くのウイルスは、細胞に感染した場合、同種のウイルスの二次感染が阻害されるという性質を有

する。BVDVを牛腎培養細胞に接種して重感染阻害のメカニズムについて調査した実験において、BVDV

感染後 30～60 分間以内に同種の BVDV による重感染の阻害が確立し、これにはウイルスの侵入時にお

ける E2 糖タンパク質の発現が必要であることが示唆された。この性質は持続感染細胞の継代によって

喪失されることが確認されたが、BVDV 感染細胞に別の BVDV の RNA をトランスフェクトした実験

において、RNA の複製が阻害されることが確認された。これらの結果から、ペスチウイルス属には細

胞への侵入レベルおよびウイルス RNA 複製レベルの 2 段階の重感染阻害メカニズムが存在することが

示唆された（文献 62）。 

豚培養細胞に、本遺伝子組換えウイルス及び CSFV 野外株または BVDV 1 型野外株を同時及び連続
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感染させ、その培養上清からシーケンスライブラリーを調製し、読み取りを行った結果、ウイルス間

のゲノムの組換えの可能性を示す所見は認められなかった。この結果は、上記実験結果から示唆され

たペスチウイルス属間の非常に強い干渉現象の存在を裏付けるものと考えられる。また、アジア各国

をはじめ、CSFV 及び BVDV が同時に存在する国がいくつかあるにもかかわらず、BVDV にも感受性

である豚において組換えが発生していないことからも、2 種のペスチウイルス属の株が同じ細胞に感染

し、組換えが発生する可能性が非常に低いことを強く示唆している。（文献 61）。 

また、出生 24 時間後に一次感染用 CSFV 株の鼻腔内投与により持続感染した 6 週齢の猪に対して、

二次感染用 CSFV 株（強毒株）投与したところ、異常な臨床徴候および発熱は認められず、経時的に

採取した血清、鼻腔スワブ、直腸スワブならびに実験終了後に採取した臓器及び組織サンプルのいず

れからも強毒株の RNA は検出されなかった。供試した CSFV 持続感染猪は、抗 CSFV 抗体及び INF-

αを産生していないことから CSFV に対する液性及び細胞性免疫を獲得していないことが証明されて

いる。これらの結果から、猪において CSFV の重感染は起こらないことが確認された（文献 63）。 

 

以上のことから、本遺伝子組換えウイルスのゲノムは in vitro 及び in vivo の両条件下で安定して維

持されていると考えられる。 

 

（5）遺伝子組換え微生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性 

 本遺伝子組換えウイルスは BVDV E2 の代わりに CSFV E2 を発現することから、CSFV E2 モノクローナ

ル抗体による免疫染色やウェスタンブロットにより識別可能である（文献 2）。また、特異的 qRT-PCR に

より検出可能である（文献 59）。これらの方法は国際的にペスチウイルス野外株による自然感染の標準的

な検査法として使用されている（文献 64）。 

 

（6）宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 

イ) 遺伝子組換え微生物と、その調製に利用した宿主又はこれに属する生物種との特性の違い 

①  増殖様式 

図 1-6 に示すように、BVDV1 型 CP7 株に比して、牛培養細胞株 KOP-R での増殖能力が低下し

ており効率的な増殖ができない。CSFV 由来の E2 タンパク質コード領域を導入したことにより、

豚培養細胞株 PK15 での増殖能力が高い傾向があるが、供与核酸ドナー野外株 Alfort 187 株の増殖

能を下回っている（文献 55）。 

一方、本遺伝子組換えウイルスを豚に対して筋肉内及び経口投与した体内動態試験においては、

経口投与では投与後 3 日目までに鼻腔及び咽頭スワブ、白血球、唾液腺ならびに扁桃からペスチ

ウイルス遺伝子が検出され、筋肉内投与では 14 日目に 6 頭中 1 頭の扁桃からペスチウイルス遺伝

子が検出されたものの、それ以降のいずれの組織からも検出されなかった。すなわち、本遺伝子

組換えウイルスは豚の体内では一過性に増殖するものの、増殖箇所は極めて限定的であり、一定

期間後に増殖が収束、抑制されることが確認されたことから、その増殖性は体外に排出されるレ

ベルではないと考えられる（別紙 1）。 
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図 1-6. 本遺伝子組換えウイルスと宿主の増殖曲線 
豚培養細胞 PK15 及び牛培養細胞 KOP-R における増殖曲線 
 ○ 宿主である BVDV1 型 CP7 株 
  ■ 本組換えウイルス CP7_E2alf 株 
  △ CSFV Alfort 187 株 

PK15 及び KOP-R の confluent monolayer に、1 m.o.i.で感染させ、接種後 0、8、24、48、72、
96 時間で全凍結/融解ライセートを測定した。 
ウイルス力価を TCID50/ml（log10）として示す 

 
② 遺伝的特性 

本遺伝子組換えウイルスは、宿主である BVDV1 型 CP7 株のエンベロープ糖タンパク質 E2 コー

ド領域を CSFV Alfort 187 株の同領域で置換して作出したものである。これにより豚由来細胞にお

ける増殖性が高く、牛由来細胞における増殖性は BVDV1 型 CP7 株より低い特性を獲得している

が、E2 コード領域以外の領域はすべて BVDV1 型 CP7 株のゲノム構成が維持されており、標的動

物である牛以外の動物における病原性は低く、その特性は維持されている（文献 2）。 

 

③ 病原性 

  1） 反すう動物に係る知見 

  本遺伝子組換えウイルスを、3～5 か月齢の牛、山羊、めん羊及び兎に高力価で経口投与した

試験では、いずれの供試動物とも臨床的に健康であり、試験期間を通じて発熱及び白血球減少は

認められず、白血球及び鼻腔スワブあるいは直腸スワブからもウイルスは分離されなかった。ま

た、ワクチン投与動物及び同居動物のいずれにも抗体陽転は見られず、ウイルス血症及びウイル

ス排泄も認められなかった。（文献 65）。 
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  2） 豚及び猪に係る知見 

本遺伝子組換えウイルスを標的動物である豚及びその近縁野生種である猪に対し経口投与（106.7 

TCID50/頭）した試験（文献 65）及び筋肉内接種した試験（文献 66）では、局所症状や全身症

状は認められず、同居動物への感染も認められていないが、接種豚の血液からは最長 14 日目ま

でウイルスゲノムが分離でき（文献 66）、扁桃からは最長 63 日目までウイルスゲノムが検出可

能（文献 23）との報告がある。 

CSFV 及び BVDV に対する抗体陰性の 6 週齢の豚を用いた常用量 2 回投与安全性試験では、本

遺伝子組換えウイルスを 10 頭ずつの豚に 2 週間隔で筋肉内（106.0 TCID50/頭/回）及び経口投与

（106.8または 106.5 TCID50/頭/回）し、初回投与後 4 週間観察した。その結果、アナフィラキシー

等、投与に関連すると考えられる異常な臨床症状及び筋肉内投与における投与部位反応は認めら

れず、各回投与後の体温及び試験期間中の増体量についてもリン酸緩衝食塩液を投与した対照群

との統計学的な有意差は認められなかった。さらに試験終了後の病理学的検査においても異常所

見は認められなかった。なお、試験期間中に筋肉内投与群の9頭及び経口投与の10頭全頭でCSFV

に対する抗体が陽転した。以上のことから、本遺伝子組換えウイルスの常用量を 6 週齢の抗体陰

性豚に 2 週間隔で 2 回投与したときに安全性が確認された（別紙 2）。 

また、CSFV 及び BVDV に対する抗体陰性の 6～7 週齢の豚を用いた高用量単回投与による安

全性試験では、本遺伝子組換えウイルスを 11 頭ずつの豚に（107.5 TCID50/頭）及び経口投与（107.7 

TCID50/頭）し、投与後 3 週間観察した。その結果、アナフィラキシー等、投与に関連すると考

えられる異常な臨床症状及び筋肉内投与における投与部位反応は認められず、各回投与後の体温

及び試験期間中の増体量についてもリン酸緩衝食塩液を投与した対照群との明らかな差は認めら

れなかった。さらに試験終了後の病理学的検査においても異常所見は認められなかった。なお、

試験期間中に投与群全頭で CSFV に対する抗体が陽転した。以上のことから、本遺伝子組換えウ

イルスの高用量を 6～7 週齢の抗体陰性豚に単回投与したときに安全性が確認された（別紙 3）。 

さらに、CSFV 及び BVDV に対する抗体陰性の 6 週齢の豚を用いた同居感染試験では、本遺伝

子組換えウイルス接種豚からのウイルスの排泄及び同居感染が認められないことが確認されてい

る。すなわち、本遺伝子組換えウイルス（106.7 TCID50/頭）を 8 頭ずつの豚に筋肉内及び経口投

与し、それぞれ 8 頭ずつのウイルス非投与対照豚を投与後 24 時間以降、45 日間同居させて観察

した。さらに投与後 45 日に対照豚の扁桃を採取し、定量的 RT-PCR 法により CSFV 遺伝子の検

出を試みた。その結果、いずれの動物とも投与に起因する異常な臨床症状は認められず、非投与

対照豚の扁桃から CSFV 遺伝子は検出さなかったことから、本遺伝子組換えウイルスを豚に投与

したとき、ウイルスの排泄及び同居感染は認められないことが確認された（別紙 4）。 

  また、本組換えウイルスの胎盤を介した産子への感染が認められないとの試験報告（文献 23）

がある。 

以上から、本遺伝子組換えウイルスは豚、猪において病原性がないと考えられる。 

 

④ 有害物質の産生性 

本遺伝子組換えウイルスの宿主である BVDV において有害物質の産生性は認められない（Ⅰの

1 の（3）のヘ）参照）。 

本遺伝子組換えウイルスはCSFV由来のE2タンパク質コード領域を導入したことにより、BVDV 

1 型 CP7 株に比して牛培養細胞株 KOP-R での増殖能力が低下しており、ブタ培養細胞株 PK15 での
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増殖能力が高い傾向がある。供与核酸ドナーの野外株 CSFV Alfort/187 株より増殖能力は低い（文

献 2）という特徴はあるが、ウイルスとしての性状は基本的に BVDV 1 型 CP7 株と同じである。 

「2（1）ロ）構成要素の機能」で述べたように、供与核酸である Alfort/187 株の E2 領域（塩基：

2444～3553 及びアミノ酸：691～1060）について検索した結果、CSFV E2 以外のタンパク質は検出

されず、E2の塩基配列及びアミノ酸配列について、既知の有害タンパク質と類似性は認められない。

また、E2 は膜タンパク質であることから、遺伝子の発現等を調節する機能を有する可能性は極めて

低いと考えられる。 

 

⑤ 感染性 

一般的に BVDV は他の反芻動物や豚に感染し得るが、通常は牛以外の種で疾病を引き起こすこ

とはない。兎で BVDV に対する抗体が存在していたという報告があるが、妊娠 7 または 12 日の兎

に対する実験感染において感染兎に臨床症状、流産及び死産は認められず、BVDV 感染を示唆する

病理所見も認められていない。しかしながら、一部の産子の組織または体液から RT-PCR 法により

BVDV 遺伝子が検出され、一部の産子の血清または尿から BVDV に対する抗体が検出されたことか

ら、経胎盤感染が成立していることが確認され、産子が感染源となるリスクはゼロではないことが

示唆されている（文献 16）。 

一方、本遺伝子組換えウイルスは BVDV 1 型 CP7 株に比して、牛培養細胞株 KOP-R での増殖能

力が低下しており効率的な増殖ができない（図 1-6）。CSFV 由来の E2 タンパク質コード領域を導

入したことにより、ブタ培養細胞株 PK15 での増殖能力が高い傾向がある（文献 2）。 

本遺伝子組換えウイルスの宿主である BVDV 1 型 CP7 株は、牛に軽度な一過性の疾病を引き起

こすが、先天的に持続感染子牛となるような感染を成立させることはできず、接種試験の結果、豚

に対する病原性が弱いことが確認されている。すなわち、6 週齢の子豚を用いた筋肉内接種試験に

おいて、BVDV 1 型 CP7 株接種豚からはウイルスが分離され、同居非接種豚において中和抗体が検

出されたのに対し、本遺伝子組換えウイルス接種豚からはウイルスは分離されず、同居感染も認め

られなかった（文献 2）。 

本遺伝子組換えウイルスを、3～5 か月齢の牛、山羊、めん羊及び兎に高力価で経口投与した試

験では、いずれの供試動物とも臨床的に健康であり、試験期間を通じて発熱及び白血球減少は認め

られず、白血球及び鼻腔スワブあるいは直腸スワブからもウイルスは分離されなかった。また、ワ

クチン投与動物及び同居動物のいずれにも抗体陽転は見られず、ウイルス血症及びウイルス排泄も

認められなかった。（文献 65）。 

本遺伝子組換えウイルスを標的動物である豚及びその近縁野生種である猪に対し経口投与した試

験及び筋肉内接種した試験では、局所症状や全身症状は認められず、同居動物への感染も認められ

なかった（文献 65、66）。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に筋肉内接種し、4 日後に体内分布を調査した結果、血液、脾臓及

び扁桃を含むリンパ節からは本ウイルスが分離されたが、他の臓器、精液、尿・糞便等からは検出

されなかった（文献 67）。 

なお、豚の血液からは最長 14 日目までウイルスゲノムが分離でき（文献 66）、扁桃からは最長

63 日目までウイルスゲノムが検出可能であった（文献 23）。一方、本遺伝子組換えウイルスを豚に

筋肉内及び経口投与し、非投与対照豚を投与後 24 時間以降、45 日間同居させて観察した結果、い

ずれの動物とも投与に起因する異常な臨床症状は認められず、非投与対照豚の扁桃から CSFV 遺伝
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子は検出さなかったことから、本遺伝子組換えウイルス接種豚からのウイルスの排泄及び同居感染

が認められないことが確認されている（別紙 4）。 

本遺伝子組換えウイルスの胎盤を介した産子への感染は認められなかった（文献 23）。 

妊娠 55～80 日の母豚 13 頭に対して、高用量（107.7 TCID50/頭）の本遺伝子組換えウイルスを筋

肉内投与後、分娩まで観察するとともに、その産子の状況を調査した。調査期間中、いずれの母豚

においても異常な臨床症状及び流産は認められなかった。また、いずれの母豚においても分娩まで

に CSFV に対する抗体応答が認められた。いずれの母豚とも正常な分娩が認められ、産子の 97.2%

は健康であった。初乳摂取前に採取した産子の血清について CSFV に対する抗体価を測定したとこ

ろ、いずれも陰性であり、死産した 1 頭の産子の扁桃からもウイルス遺伝子は検出されなかった（別

紙 5）。 

また、妊娠中の母豚を 3 群に分け、常用量（106.7 TCID50/頭）の本遺伝子組換えウイルスをそれ

ぞれ妊娠前期（10 頭）、中期（12 頭）ならびに後期（13 頭）に筋肉内投与後、分娩まで観察すると

ともに、その産子の状況を調査した。調査期間中、いずれの母豚においても投与に起因すると考え

られる異常な臨床症状は認められなかった。妊娠中期及び後期に投与を受けた各 1 頭で流産が認め

られたが、いずれも投与に起因するものではないと判断された。その他、各群で死産、ミイラ胎子

が散見されたが、通常の農場の繁殖状況の範囲内であった。また、4 頭を除くすべての母豚におい

て分娩までにCSFVに対する抗体応答が認められた。初乳摂取前に採取した産子の血清についてCSFV

に対する抗体価を測定したところ、いずれも陰性であり、死産した 1 頭の産子の扁桃からもウイル

ス遺伝子は検出されなかった（別紙 6）。 

 

以上のことから、本遺伝子組換えウイルスを豚に接種したとき、経胎盤感染が認められないこと

が確認された。 

 

⑥ 内在性ウイルスの活性化及び病原性付与の可能性の有無 

BVDV および牛腎培養細胞を用いて重感染の阻害メカニズムについて調査した実験において、

ペスチウイルス属には細胞への侵入段階およびウイルス RNA 複製段階の 2 段階の重感染阻害メカ

ニズムが存在することが示唆されている（文献 62）。 

豚培養細胞に、本遺伝子組換えウイルス及び CSFV 野外株または BVDV1 型野外株を同時及び連

続感染させ、その培養上清からシーケンスライブラリーを調製し、読み取りを行った結果、ウイル

ス間のゲノムの組換えの可能性を示す所見は認められなかった。この結果は、上記実験結果から示

唆されたペスチウイルス属間の非常に強い干渉現象の存在を裏付けるものと考えられる。また、ア

ジア各国をはじめ、CSFV 及び BVDV が同時に存在する国がいくつかあるにもかかわらず、BVDV

にも感受性である豚において組換えが発生していないことからも、2 種のペスチウイルス株が同じ

細胞に感染し、組換えが発生する可能性が非常に低いことを強く示唆している（文献 61）。 

さらに、CSFV 持続感染猪に対して CSFV 強毒株を筋肉内投与した実験において、供試猪が強毒

株の攻撃から防御され、重感染が阻害されたことが確認されている（文献 63）。 

以上のことから、本遺伝子組換えウイルスが感染することによって内在性ウイルスの活性や病原

性に影響を与えることはなく、接種された動物に免疫抑制を引き起こすことはないと考えられる。 

 

 



19 
 

 ⑦ 接種動物からの排泄及び同居感染性 

「③ 病原性」及び「⑤ 感染性」に記載した通り、本遺伝子組換えウイルスの豚における体内分

布試験の結果において体外へのウイルス排泄は認められず（文献 65、66）、同居動物への感染や胎

盤を介した産子への感染に関しても認められなかった（文献 23、67）。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に対して筋肉内及び経口投与した体内動態試験において、経口投与

では投与後 3 日目から 10 日目までの間に鼻腔及び咽頭スワブ、白血球、唾液腺ならびに扁桃から

ペスチウイルス遺伝子が検出され、筋肉内投与では 14 日目に 6 頭中 1 頭の扁桃からペスチウイル

ス遺伝子が検出されたものの、それ以降のいずれの組織からも検出されなかった。すなわち、本遺

伝子組換えウイルスは豚の体内では一過性に増殖するものの、増殖箇所は極めて限定的であり、一

定期間後に増殖が収束、抑制されることが確認されたことから、その増殖性は体外に排出されるレ

ベルではないと考えられる（別紙 1）。 

また、本遺伝子組換えウイルスを豚に筋肉内及び経口投与し、非投与対照豚を投与後 24 時間以

降、45 日間同居させて観察した結果、いずれの動物とも投与に起因する異常な臨床症状は認められ

ず、非投与対照豚の扁桃から CSFV 遺伝子は検出さなかったことから、本遺伝子組換えウイルス接

種豚からのウイルスの排泄及び同居感染が認められないことが確認されている（別紙 4）。 

 

⑧ 自然界での生存能力 

宿主 BVDV が属するフラビウイルス科ペスチウイルス属は、ウイルスの粒子径が 40～60 nm で

あり、エンベロープを有する一本鎖 (+) RNA を核酸として有するウイルスであり（文献 1）、逆性、

両性石鹸液、アルコール系消毒液、あるいは塩素系消毒液などの消毒液により十分不活化可能であ

る（文献 29）。また、同じペスチウイルス属である CSFV の生存能力は、温度、湿度、pH、有機物

の存在及びその他様々な化学物質により影響されるほか、エーテルやクロロホルムなどの有機溶剤

や中性洗剤（Nonidet P40、デオキシコール酸塩、サポニン等）によって不活化される（文献 53）こ

とから、BVDVも同様の性質を有すると考えられ、特にpHおよび温度に対する抵抗性においてCSFV

と同様の性質を有することが確認されている（追加文献 1）。本遺伝子組換えウイルスは、増殖性、

病原性等以外は宿主の特性を受け継いでいると考えられることから、紫外線（文献 52）や上記の化

学物質に対する感受性が比較的高く自然界での生存能力は低いと考えられる。 

 

⑨ 交雑性等 

「⑥ 内在性ウイルスの活性化及び病原性付与の可能性の有無」の項に記載したとおり、ペスチ

ウイルス属には細胞への侵入段階およびウイルス RNA 複製段階の 2 段階の重感染阻害メカニズム

が存在することが示唆され（文献 62）、2 種のペスチウイルス株が同じ細胞に感染し、組換えが発

生する可能性が非常に低いことが強く示唆され（文献 61）、さらに、CSFV 持続感染猪に対して CSFV

強毒株を筋肉内投与した実験において、供試猪が強毒株の攻撃から防御され、重感染が阻害された

ことが確認されている（文献 63）。 

以上のことから、ワクチン接種動物区域において野外ウイルス株の循環量は少ないと考えられる。

本遺伝子組換えウイルスの使用対象が CSFV 未感染の健康な飼育豚群であると想定すると、本遺伝

子組換えウイルスと CSFV 野外株との間に新たな変異ウイルスが出現するリスクは極めて低く、こ

れによる感染で影響を受ける近隣野生動物等は極めて少ないと考えられる。 
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ロ) 遺伝子組換え微生物等の宿主との識別を可能とするコロニー形成性、発色性等の特徴 

該当なし 

 

3 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 

（1）使用等の内容 

① 運搬及び保管（生活力を有する遺伝子組換え生ワクチンを保有する接種動物の運搬及び保管を含む。） 

② 医薬品医療機器等法第 14 条第３項の規定により提出すべき資料のうち臨床試験の試験成績に関する

資料の収集を目的とする試験（以下「治験」という。）に該当する場合は、同法第 80 条の２第２項に

基づき届け出る治験計画届出書及び動物用医薬品の臨床試験の実施の基準に関する省令（平成９年農

林水産省令第 75 号）第７条に基づき作成する治験実施計画書に従った使用 

③ 医薬品医療機器等法第 14 条第１項に基づく承認申請書に従った使用（④に該当する行為は除く。） 

④ 家畜伝染病予防法（昭和 26 年法律第 166 号）第３条の２に基づく特定家畜伝染病防疫指針に従った

接種（妊娠豚以外の豚への接種） 

⑤ 廃棄物の処理及び清掃に関する法律（昭和 45 年法律第 137 号）第 12 条の２に基づき定める感染性産

業廃棄物の処理基準に従った接種後の器具及び使用残さの廃棄 

⑥ ⑤以外の廃棄（生活力を有する遺伝子組換え生ワクチンを保有する接種動物の廃棄に伴う場合を含む。） 

⑦ ①～⑥に付随する行為 

 

（2）使用等の方法 

－ 

 

（3）承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法 

     － 

 

（4）生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するための措置 

緊急措置計画書参照 

 

（5）実験室等で使用等又は第一種使用等が予定されている環境と類似の環境での使用等の結果 

ドイツにおいて実施された実験的臨床試験において、7～8 週齢の豚 20 頭に対して 105.8 TCID50 の本

遺伝子組換えウイルスを筋肉内投与し、生理食塩液を投与した対照豚 10 頭とともに 4 週間観察した。そ

の結果、いずれの動物においても投与局所反応及び投与に起因する臨床所見ならびに副反応は認められ

ず、また、一過性の体温上昇が認められたものの、対照群でも同等の傾向が認められ、2 日以内で終息

した。投与後 2 及び 4 週後に採取した血清について Erns 及び E2 特異的 ELISA 法ならびに CSFV Alfort

株に対する中和試験により抗体価を測定した。その結果、いずれの動物のいずれの時点においても Erns

に対する ELISA 抗体価は陰性であった。一方、試験群の E2 に対する ELISA 抗体価及び CSFV Alfort 株

に対する中和抗体価は、それぞれ投与後 2 週に 65%及び 55%、投与後 4 週に 90%及び 100%で抗体応答

が認められた。これらの抗体応答率は他の実験室内試験で認められたものと同等レベルであった。以上

のことから、野外と類似の環境下において本遺伝子組換えウイルスを豚に投与したときの安全性及び有

効性が確認された（別紙 7）。 
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（6）国外における使用等に関する情報 

欧州医薬品庁 EMA は、本遺伝子組換えウイルスを有効成分とする弱毒マーカー生ワクチン Suvaxyn® 

CSF Marker（Zoetis）を承認している（2014 年）。

（https://www.ema.europa.eu/en/medicines/veterinary/EPAR/suvaxyn-csf-marker） 

オランダ及び米国で、政府の備蓄ワクチンとして採用されている。 

 

（7）接種動物の体内における挙動に関する情報 

① 接種動物の体内における遺伝子組換え生ワクチンの消長に関する情報 

本遺伝子組換えウイルスは CSFV 由来の E2 タンパク質コード領域を導入したことにより、BVDV1

型 CP7 株に比して牛培養細胞株 KOP-R での増殖能力が低下しており、ブタ培養細胞株 PK15 での増殖

能力が高い傾向があるが、供与核酸ドナー野外株 CSFV Alfort/187 株より増殖能力は低い（文献 2）。 

一方、本遺伝子組換えウイルスを豚に筋肉内接種し、4 日後に体内分布を調査した結果、血液、脾

臓及び扁桃を含むリンパ節からは本ウイルスが分離されたが、他の臓器、精液、尿・糞便等からは検

出されなかった（文献 66）。 

また、本遺伝子組換えウイルスを標的動物である豚及びその近縁野生種である猪に対し経口投与し

た試験（文献 65）及び筋肉内接種した試験（文献 66）では、局所症状や全身症状は認められず、同居

動物への感染も認めらてれていないが、接種豚の血液からは最長 14 日目までウイルスゲノムが分離で

き（文献 66）、扁桃からは最長 63 日目までウイルスゲノムが検出可能であった（文献 23）。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に対して筋肉内及び経口投与した体内動態試験においては、経口投与

では投与後 3 日目から 10 日目までの間に鼻腔及び咽頭スワブ、白血球、唾液腺ならびに扁桃からペス

チウイルス遺伝子が検出され、投与後 7 日目にはウイルスも分離された。一方、筋肉内投与では 14

日目に 6 頭中 1 頭の扁桃からペスチウイルス遺伝子が検出されたものの、それ以降のいずれの組織か

らも検出されなかった。すなわち、豚に投与されたペスチウイルスゲノムの存在は投与後 14 日目まで

確認され、ウイルスの単離は経口投与群のみ投与後 7 日目の扁桃部分に限定されたことが確認された

（別紙 1）。 

CSFV 及び BVDV に対する抗体陰性の 6 週齢の豚を用いた病原性復帰否定試験では、本遺伝子組換

えウイルスを 7 頭の豚に筋肉内投与（106.2 TCID50/頭）し、投与後 6 日目に採取、調製したプール血漿

0.5 mL ずつを 10 頭の子豚に経口及び経鼻投与し、それぞれ投与後 7 日間観察した。その結果、初代

及び 2 代目のいずれの豚においても投与に関連すると考えられる異常な臨床症状及び体温の上昇は認

められず、試験終了後の病理学的検査においても異常所見は認められなかった。また、各回投与後 2

～7日に採取して採取日ごとにプールした血漿サンプルのいずれからもウイルスは分離されず、RT-PCR

法において初代の筋肉内投与後 6 日目のサンプル以外からはウイルス遺伝子は検出されなかった。以

上のことから、本遺伝子組換えウイルスを 6 週齢の豚に筋肉内投与したとき、体内でウイルスの病原

性が増強されないことが確認された（別紙 8）。 

 

② 接種動物体及び接種動物の排泄物、血液・体液、卵等からの遺伝子組換え生ワクチンの環境への拡散

の有無に関する情報 

本遺伝子組換えウイルスの接種動物体外への排泄はないことが確認されている（I 2（6）イ）③、

⑤）。なお、本遺伝子組換えウイルス接種豚の血液からは最長 14 日目までウイルスゲノムが分離でき

（文献 66）、扁桃からは最長 63 日目までウイルスゲノムが検出可能であった（文献 23）が、同居感染
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性は認められていない（文献 65、66）。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に投与した体内動態試験において、筋肉内投与後 14 日目に 6 頭中 1

頭の扁桃からペスチウイルス遺伝子が検出されたものの、それ以降のいずれの組織からも検出されな

かった。すなわち、本遺伝子組換えウイルスは豚の体内では一過性に増殖するものの、増殖箇所は極

めて限定的であり、一定期間後に増殖が収束、抑制されることが確認されたことから、その増殖性は

体外に排出されるレベルではないと考えられる（別紙 1）。 

また、本遺伝子組換えウイルスを豚に筋肉内及び経口投与し、非投与対照豚を投与後 24 時間以降、

45 日間同居させて観察した結果、いずれの動物とも投与に起因する異常な臨床症状は認められず、非

投与対照豚の扁桃から CSFV 遺伝子は検出さなかったことから、本遺伝子組換えウイルス接種豚から

のウイルスの排泄及び同居感染が認められないことが確認されている（別紙 4）。 

 

③ 接種動物において当該遺伝子生ワクチンが垂直感染する可能性の有無に関する情報 

本遺伝子組換えウイルスの胎盤を介した産子への感染は認められなかった（文献 23）。 

また、妊娠豚に対する本遺伝子組換えウイルスの常用量、高用量投与試験においても経胎盤感染が

認められないことが確認された（別紙 5、別紙 6）。 

 

④ 野生動植物への伝播の可能性の有無に関する情報  

BVDV は山羊、鹿、兎、猪等の野生動物にも感染する可能性があるが、子牛、子山羊、子羊及び兎

に対して本遺伝子組換えウイルスを経口投与した実験では、体温上昇、白血球減少の徴候を含め、臨

床的な異常は認められていない。また、白血球、鼻腔スワブ及び糞便からウイルスは分離されず、投

与後 49 日目においても本遺伝子組換えウイルスに対する中和抗体及び BVDV と CSFV の E2 特異的

ELISA 抗体は検出されなかった。さらに同居動物においても抗体応答が認められず、これらの非標的

動物において無害であり、感染源にもなり得ないことが確認されている（文献 65）。 

 

⑤ その他必要な情報 

本遺伝子組換えウイルスは CSF に対する生ワクチンとして使用するが、使用に当たっては「豚熱に

関する特定家畜伝染病防疫指針」に従う必要がある。 

本ワクチンは、6 週齢以上の豚に 1 頭当たり 1 mL を筋肉内接種し、追加免疫のために 6 か月間隔で

1 mL を筋肉内接種することで欧州において承認されている。 

なお、本遺伝子組換えウイルスを接種した妊娠豚に対する CSFV 野外株による攻撃試験において、

CSFV の経胎盤感染が阻止され、その有効性が示唆されているが（追加文献 2）、現時点ではこれ以上

の検証は行われていないことから、妊娠豚に接種した場合の持続感染子豚からのウイルス排泄のリス

クを考慮し、第一種使用規程にもあるように、妊娠豚への接種は禁止することとしている。 
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II 項目ごとの生物多様性影響評価 

1 他の微生物を減少させる性質（競合、有害物質の産生等により他の微生物を減少させる性質） 

    (1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

BVDV1 型 CP7 株は、米国コーネル大学が牛の血液・組織サンプルから分離した BVDV の野外株で

ある。 その後、BVDV1 型 CP7 株のゲノムがクローニングされ感染性クローン pA/BVDV が構築され

た。本遺伝子組換えウイルスの遺伝子は安定しており、マスターシードウイルスを PK15 株で 10 回継

代培養して得たウイルスの性状に影響を及ぼすような差違は認められなかった。 

本遺伝子組換えウイルスは CSFV 由来の E2 タンパク質コード領域を導入したことにより、BVDV1

型 CP7 株に比して牛培養細胞株 KOP-R での増殖能力が低下し、ブタ培養細胞株 PK15 での増殖能力が

高い傾向があるが、供与核酸ドナー野外株 CSFV Alfort/187 株より増殖能力は低い。 

本遺伝子組換えウイルスを猪に筋肉内接種し、4 日後に体内分布を調査した結果、血液、脾臓及び

扁桃を含むリンパ節からは本ウイルスが分離されたが、他の臓器、精液、尿・糞便等からは検出され

なかった。また、分離されたウイルスの遺伝子には変異が認められなかった。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に投与した体内動態試験において、筋肉内投与後 14 日目に 6 頭中 1

頭の扁桃からペスチウイルス遺伝子が検出されたものの、それ以降のいずれの組織からも検出されな

かったことから、体内では一過性に増殖するものの、増殖箇所は極めて限定的であり、一定期間後に

増殖が収束、抑制されることが確認された。 

本遺伝子組換えウイルスを、3～5 か月齢の牛、山羊、めん羊及び兎に高力価で経口投与した試験で

は、いずれの供試動物とも臨床的に健康であり、試験期間を通じて発熱及び白血球減少は認められず、

白血球及び鼻腔スワブあるいは直腸スワブからもウイルスは分離されなかった。また、ワクチン投与

動物及び同居動物のいずれにも抗体陽転は見られず、ウイルス血症及びウイルス排泄も認められなか

った。 

標的動物である豚及びその近縁野生種である猪に対し経口投与した試験及び筋肉内接種した試験で

は、局所症状や全身症状は認められず、同居動物への感染も認められない。なお、豚の血液からは最

長 14 日目までウイルスゲノムが分離でき、扁桃からは最長 63 日目までウイルスゲノムが検出可能で

あったが、豚を用いた同居感染試験においてはウイルスの排泄及び同居感染が認められないことが確

認されている。また、本組換えウイルスの胎盤を介した産子への感染は認められなかった。 

以上のことから、本遺伝子組換えウイルスの増殖能力の増大はみられないと結論される。 

 

本遺伝子組換えウイルスの供与核酸は、CSFV Alfort/187 株（X87939.1）の E2 領域の塩基配列である。

Alfort/187 株は Alfort 株の感染試験で死亡した豚から分離された株で、毒性は中程度（moderate-virulent 

strain）である。 

E2 領域は、糖タンパク質 E2 をコードする。E2 はウイルス粒子表面に局在しており、動物細胞の受

容体タンパク質 CD46 に吸着することで、ウイルスの感染初期段階で機能する。また、E2 は中和抗体

の標的となっている。 

Alfort/187 株のゲノム及びアミノ酸配列（CAA61161）の E2 に該当する領域（塩基：2444～3553 及

びアミノ酸：691～1060）について検索した結果、CSFV E2 以外のタンパク質は検出されなかったこと

から、本遺伝子組換えウイルスの供与核酸である CSFV の E2 の塩基配列及びアミノ酸配列について、

既知の有害タンパク質と類似性は認められないと考えられる。また、E2 は膜タンパク質であることか

ら、遺伝子の発現等を調節する機能を有する可能性は極めて低いと考えられる。 
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以上のことから、他の微生物に対する有害物質を産生する可能性は低いと結論される。 

 

BVDV および牛腎培養細胞を用いて重感染の阻害メカニズムについて調査した実験において、ペス

チウイルス属には細胞への侵入段階およびウイルス RNA 複製段階の 2 段階の重感染阻害メカニズムが

存在することが示唆されている。 

豚培養細胞において、本遺伝子組換えウイルスと CSFV 野外株または BVDV1 型野外株との同時及び

連続感染試験では、ウイルス間のゲノムの組換えは認められず、ペスチウイルス属のウイルス間には

非常に強い干渉状態が存在すると考えられる。また、アジア各国をはじめ、CSFV 及び BVDV が同時

に存在する国がいくつかあるにもかかわらず、BVDV にも感受性である豚において組換えが発生して

いない。 

CSFV 持続感染猪に対して CSFV 強毒株を筋肉内投与した実験において、供試猪が強毒株の攻撃か

ら防御され、重感染が阻害されたことが確認されている。 

  以上のことから、本遺伝子組換えウイルスのゲノムは in vitro 及び in vivo の両条件下で安定して維持

され、共感染によるウイルスゲノムの組換えが起こる可能性は低いと考えられる。 

 

本遺伝子組換えウイルスの形質発現の安定性は確認されており、病原性及び動物体内における増殖

性以外は宿主である BVDV の特性をほぼ受け継いでいることを考慮すると、 

 

① 有害物質を産生して他の微生物に影響を与える可能性は宿主と同等であると考えられる。 

② 紫外線や消毒薬に対する感受性が比較的高く自然界での生存能力は宿主と同程度で低く、他の微生

物に影響を与える可能性は宿主と同等であると考えられる。 

③ BVDV と他の微生物との交雑性は報告されていないと考えられる。 

 

本遺伝子組換えウイルスの宿主 BVDV1 型 CP7 株が野外株として分離された地域において現状で

BVDV 発生による他の微生物への影響は報告されていない。 

 

以上のことから、他の微生物を減少させる性質に起因して影響を受ける可能性のある微生物は特定

されなかった。 

 

    (2) 影響の具体的内容の評価 

― 

 

  (3) 影響の生じやすさの評価 

― 

 

  (4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 以上のことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、他の微生物を減少させる性質に起因

する生物多様性影響が生ずるおそれはないものと判断した。 
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2 病原性（野生動物に感染し、それらの野生動物の生息又は生育に支障を及ぼす性質） 

  (1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

本遺伝子組換えウイルスは BVDV を宿主としており、病原性及び動物体内における増殖性以外は宿

主の特性をほぼ受け継いでいる。 

BVDV の感受性動物は主に牛だが、本遺伝子組換えウイルスの BVDV1 型 CP7 株のような CP 株は牛

に軽度な一過性の疾病を引き起こすが、先天的に持続感染子牛となるような感染を成立させることは

できない。野生動物では山羊、鹿、兎ならびに猪が影響を受ける可能性があるが、野生種山羊の生息

数は少ないと考えられ、また、牛のウイルス性疾病が鹿に伝搬する可能性も高いとは言えない。さら

に、兎の実験感染においては臨床症状が認められず、豚及び猪に対して経口及び筋肉内接種した試験

では、局所症状や全身症状は認められず、同居動物への感染も認められていない。 

本遺伝子組換えウイルスを、3～5 か月齢の牛、山羊、めん羊及び兎に高力価で経口投与した試験で

は、いずれの供試動物とも臨床的に健康であり、試験期間を通じて発熱及び白血球減少は認められず、

白血球及び鼻腔スワブあるいは直腸スワブからもウイルスは分離されなかった。また、ワクチン投与

動物及び同居動物のいずれにも抗体陽転は見られず、ウイルス血症及びウイルス排泄も認められなか

った。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に筋肉内接種し、4 日後に体内分布を調査した結果、血液、脾臓及び扁

桃を含むリンパ節からは本ウイルスが分離されたが、他の臓器、精液、尿・糞便等からは検出されな

かった。 

  なお、豚の血液からは最長 14 日目までウイルスゲノムが分離でき、扁桃からは最長 63 日目までウ

イルスゲノムが検出可能であったが、体外への排出は確認されなかった。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に投与した体内動態試験では、筋肉内投与後に体内で一過性に増殖す

るものの、増殖箇所は極めて限定的であり、一定期間後に増殖が収束、抑制されることが確認された

ことから、その増殖性は体外に排出されるレベルではないと考えられた。 

豚への常用量 2 回及び高用量単回投与による本遺伝子組換えウイルスの安全性試験では、投与に関

連する異常な臨床症状、筋肉内投与における投与部位反応は認められず、投与後の体温及び増体もリ

ン酸緩衝食塩液を投与した対照群と同等であった。また、病理学的検査においても異常所見は認めら

れず、安全性が確認された。 

豚を用いた病原性復帰否定試験では、筋肉内投与した豚の血漿を別の豚に経口及び経鼻投与したと

き、異常な臨床症状及び試験終了後の病理学的検査においても異常所見は認められず、血漿からもウ

イルス遺伝子は検出されなかったことから、筋肉内投与された豚の体内でウイルスの病原性は増強さ

れないことが確認された。 

豚への筋肉内及び経口投与による同居感染試験では、本遺伝子組換えウイルス接種豚からのウイル

スの排泄及び同居感染が認められなかった。 

妊娠豚における安全性試験では、経胎盤感染は認められなかった。 

一方、本遺伝子組換えウイルスを接種した妊娠豚に対する CSFV 野外株による攻撃試験において、

CSFV の経胎盤感染が阻止され、その有効性が示唆されているが（追加文献 2）、現時点ではこれ以上

の検証は行われていないことから、妊娠豚に接種した場合の持続感染子豚からのウイルス排泄のリス

クを考慮し、現時点では妊娠豚に対する接種は禁止することとしている。 

以上のことから、病原性に起因して影響を受ける可能性のある野生動植物は特定されなかった。 
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  (2) 影響の具体的内容の評価 

― 

 

  (3) 影響の生じやすさの評価 

― 

 

  (4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 以上のことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、病原性に起因する生物多様性影響が

生ずるおそれはないものと判断した。 

 

3 有害物質の産生性（野生動物の生息又は生育に支障を及ぼす物質を産生する性質）  

  (1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

BVDV において有害物質の生産性は認められていない。 

供与核酸は、CSFV Alfort/187 株（X87939.1）の E2 領域である。Alfort/187 株は Alfort 株の感染試

験で死亡した豚から分離された株で、毒性は中程度（moderate-virulent strain）とされている。離乳子

豚においては、20 日以内に死亡率が 100%に達する場合がある。胎子期の感染及び出生後の慢性感染

が持続感染の原因になり得る。 

Alfort/187 株のゲノム及びアミノ酸配列（CAA61161）の E2 に該当する領域（塩基：2444～3553 及

びアミノ酸：691～1060）について検索した結果、CSFV E2 以外のタンパク質は検出されなかったこ

とから、本遺伝子組換えウイルスの供与核酸であるCSFV E2の塩基配列及びアミノ酸配列について、

既知の有害タンパク質と類似性は認められないと考えられる。 

E2 タンパク質はそれ自身が主要な免疫原であり、特に中和抗体を誘導するが病原性を伝達するこ

とはできない。 

また、CSFV E2 領域の挿入箇所は安定していて、新たなオープンリーディングフレーム発生による

有害物質産生の可能性もない。 

以上のことから、有害物質の産生性によって影響を受ける可能性のある野生動植物は特定されなか

った。 

 

    (2) 影響の具体的内容の評価 

― 
 

  (3) 影響の生じやすさの評価 

    ― 

 

  (4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 以上のことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、有害物質の産生性に起因する生物多

様性影響が生ずるおそれはないものと判断した。 
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 4 核酸を水平伝達する性質（法が対象とする技術により移入された核酸を野生動植物又は他の微生物に伝

達播する性質） 

  (1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

BVDV の核酸が感受性動物の核酸に組み込まれたという報告はない。 

宿主である BVDV 及び供与核酸として E2 領域の組換えに使用した CSFV については、同じペスチ

ウイルス属であり、一本鎖プラス RNA ウイルスである。両 RNA ウイルスの増殖様式は同じで、細胞

質内で核酸の複製が行われて増殖すること、核酸の複製過程に DNA を介さないことから、核酸の一

部または全部が感染動物の染色体に含まれる可能性はないと考えられる。 

豚培養細胞において、本組換えウイルスを CSFV 野外株または BVDV１型野外株と同時及び連続感

染させた試験では、ウイルス間のゲノムの組換えは認められていない。 

豚及び猪に対し経口または筋肉内接種し、非接種の豚及び猪を同居させた試験では、同居動物の白

血球及びスワブサンプルからウイルス及びウイルス遺伝子は分離、検出されず、抗体も検出されてい

ない。 

また、豚に対して筋肉内および経口投与後、非接種豚を投与後 24 時間以降、45 日間同居させた試験

では、接種後 45 日に採材した同居動物の扁桃から CSFV 遺伝子は検出されず、CSFV 及び BVDV に対

する抗体も検出されなかった。 

本遺伝子組換えウイルスを豚に投与した体内動態試験では、筋肉内投与後に体内で一過性に増殖す

るものの、増殖箇所は極めて限定的であり、一定期間後に増殖が収束、抑制されることが確認された

ことから、その増殖性は体外に排出されるレベルではないと考えられた。 

豚を用いた病原性復帰否定試験では、筋肉内投与した豚の血漿を別の豚に経口及び経鼻投与したと

き、異常な臨床症状及び試験終了後の病理学的検査においても異常所見は認められず、血漿からもウ

イルス遺伝子は検出されなかったことから、筋肉内投与された豚の体内でウイルスの病原性は増強さ

れないことが確認された。 

妊娠豚における安全性試験では、経胎盤感染は認められなかった。 

以上のことから、近隣感受性動物または近隣野生動物に対しても悪影響を与える可能性はないと考

えられ、本組換えウイルスが他の野生動植物等の核酸に水平伝播する機会はないものと考えられる。

すなわち、核酸を水平伝達する性質によって影響を受ける可能性のある野生動植物は特定されなかっ

た。 

 

  (2) 影響の具体的内容の評価 

― 
 

(3) 影響の生じやすさの評価 

― 
 

  (4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 以上のことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、核酸を水平伝達する性質に起因する

生物多様性影響が生ずるおそれはないものと判断した。 
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 5 その他の性質（生態系の基盤を変化させることを通じて間接的に野生動植物等に影響を与える性質等生

物多様性影響評価を行うことが適切であると考えられるもの） 

 上記のほかに、当該遺伝子組換えウイルスに関して生物多様性影響の評価を行うことが適当である

と考えられる性質はないと判断された。 

 



29 
 

III 生物多様性影響の総合的評価 

他の微生物を減少させる性質については、 

① 本遺伝子組換えウイルスの遺伝子は in vitro 及び in vivo において安定しており、ウイルス遺伝子に生物

多様性に影響すると考えられる変異は生じていないこと、豚における体内動態試験において、増殖が一

過性かつ限局的であったこと、 

② 豚培養細胞において、本遺伝子組換えウイルスと CSFV 野外株または BVDV1 型野外株との同時及び連

続感染試験では、同じペスチウイルス間のゲノムの組換えは認められなかったことから有害物質を産生

する可能性は低いこと、 

③ 牛、山羊、めん羊及び兎に投与してもワクチン投与動物及び同居動物のいずれにも抗体陽転は見られず、

ウイルス血症及びウイルス排泄も認められないこと、豚及び猪に投与しても、局所症状や全身症状は認

められず、同居動物への感染も認められないこと、 

④ 自然界での生存能力は宿主である BVDV と同程度で紫外線や消毒薬に対する感受性が比較的高く自然

界での生存能力は低く、他の微生物に影響を与える可能性は宿主と同等であること、 

⑤ BVDV の他の微生物との交雑性は報告されておらず、本遺伝子組換えウイルスについても報告はなく他

の微生物に影響を与える可能性は宿主と同等であると考えられることから、 

第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、他の微生物を減少させる性質に起因する生物多様性影響が生

じるおそれはないものと判断した。 

 

病原性については、 

① 本遺伝子組換えウイルスの野生動物に対する伝播力及び病原性は低いと考えられ、牛、山羊、めん羊

及び兎に高用量投与しても症状を示さず、ウイルス血症やウイルス排泄も認められていないこと、 

② 豚における体内動態試験において増殖箇所が極めて限定的であり、体外に排出されるレベルの増殖性

が認められなかったこと、 

③ 子豚への常用量単回及び 2 回投与、ならびに高用量投与試験において安全性が確認されていること、 

④ 病原性復帰試験において豚の体内でウイルスの病原性は増強されないことが確認されたこと、 

⑤ 豚における同居感染試験においてウイルス排泄及び同居感染が認められなかったこと、 

⑥ 妊娠豚において接種した本遺伝子組換えウイルスの経胎盤感染が認められなかったが CSFV 野外株に

よる経胎盤感染に十分に対処するため妊娠豚への接種は禁止するとしたことから、 

第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、病原性に起因する生物多様性影響が生じるおそれはないもの

と判断した。 

 

有害物質の産生性については、 

① データベース検索により、本遺伝子組換えウイルスの E2 領域から産生されるタンパク質は CSFV E2

タンパク質のみであり、既知の有害タンパク質との類似性は認めらないこと、 

② E2 は膜タンパク質であることから、遺伝子の発現等を調節する機能を有する可能性は極めて低いと考

えられること、 

③ CSFV E2 領域の挿入箇所は安定していて、新たなオープンリーディングフレーム発生による有害物質

産生の可能性もないと考えられることから、 

第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、有害物質の産生性に起因する生物多様性影響が生じるおそれ

はないものと判断した。 
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核酸を水平伝達する性質については、 

① 宿主ウイルスと核酸を供与したウイルスが、同じペスチウイルス属の一本鎖プラス RNA ウイルスで

あり、細胞質内で核酸の複製が行われて増殖すること、 

② 核酸の複製過程に DNA を介さないことから、供与核酸が感染動物の染色体に組み込まれる可能性が

低いこと、 

③ 豚培養細胞において、本遺伝子組換えウイルスと CSFV 野外株または BVDV1 型野外株との同時及び

連続感染試験では、ウイルス間のゲノムの組換えは認められていないこと、 

④ 豚への投与による体内動態試験では体内における増殖性が一過性かつ限局的であり、体外に排出され

るレベルではなく、豚及び猪に経口または筋肉内接種した試験において非接種動物への同居感染が認

められていないこと、 

⑤ 妊娠豚における安全性試験では、経胎盤感染が認められなかったが、CSFV 野外株による経胎盤感染

に十分に対処するため妊娠豚への接種は禁止するとしたこと等から、 

第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、核酸を水平伝達する性質に起因する生物多様性影響が生じる

おそれはないものと判断した。 

 

以上を総合的に評価し、当該遺伝子組換え微生物を第一種使用規定に従った使用を行うかぎり、生物多様

性影響が生ずる恐れはないものと判断した。 
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別添資料リスト 

 

別紙 1 CP7_E2alf 株マーカーワクチンの 6 週齢子豚への筋肉内及び経口接種後の体内分布 

Dissemination of CP7_E2alf vaccine in 6 week-old piglets after intramuscular or oral vaccination 

Study Report No. 9425R-10-11-357  

 

別紙 2 CP7_E2alf 株マーカー生ワクチンの豚への常用量及び常用量反復投与の安全性 投与部位の死後分析

Safety of one dose and repeated administration of one dose of the CP7_E2alf live marker vaccine to pigs. 

Postmortem analysis of the injection sites 

Study Report No. 9425N-08-11-358 

 

別紙 3 CP7_E2alf 株マーカー生ワクチンの豚への高用量投与の安全性 

Safety of the administration of an overdose of the CP_E2alf live marker vaccine to pigs 

Study Report No. 9425N-08-12-378 

 

別紙 4 CP7_E2alf 株の豚における排泄及び同居感染試験 

Non-transmissibility (shedding) study after the administration of CP7_E2alf first passage from the Master 

Seed Virus (MSV+1) to pigs 

Study Report No. 9425N-08-12-382 

 

別紙 5 妊娠豚における CP7_E2alf 株マーカーワクチンの高用量接種による安全性 

Safety of the administration of an overdose of the CP7_E2alf live marker vaccine to pregnant sows 

Study Report No. 9426N-08-11-374 

 

別紙 6 妊娠豚の CP7_E2alf 株マーカーワクチンの妊娠各期における高用量接種による安全性 

Safety of the administration of an overdose of the CP7_E2alf live marker vaccine to pregnant sows at 

different stages of gestation 

Study Report No. 9425N-08-11-363 

 

別紙 7 CSF ワクチンの安全性評価：ドイツの野外環境における約 6 週齢子豚への CP7_E2alf 株投与 

Evaluation of the safety of a classical swine fever (CSF) vaccine. CP7_E2alf, administered to piglets aged 

approximately six weeks under field conditions in Germany 

Study Report No. 9425C-10-12-379 

 

別紙 8 6 週齢子豚に投与した CP_E2alf 株マスターシードウイルス（MSV+1）の 1 回継代における病原性復

帰 

Reversion to virulence of CP_E2alf first passage from the master seed virus (MSV+1) administered to 6 

week-old piglets 

Study Report No. B922N-ES-12-004 
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本申請書で使用する略号・用語表 

 

略号・用語 正式名称・英名 簡単な解説 

BVDV Bovine Viral Diarrhea Virus 牛ウイルス性下痢ウイルス 

RNA Ribonucleic Acid リボ核酸 

UTR Untranslated Region 非翻訳領域 

IRES Internal Ribosomal Entry Site 内部リボゾーム進入部位 

CP 株 Cytopathic strain 細胞病原性株 

NCP 株 Noncytopathic strain 非細胞病原性株 

PI Persistent infection 持続感染 

IFN Interferon インターフェロン 

CPE Cytopathic effect 細胞変性効果 

DNA Deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸 

cDNA Complementary Deoxyribonucleic acid 相補的デオキシリボ核酸 

PCR Polymerase chain reaction ポリメラーゼ連鎖反応 

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 

DMEM Dulbecco’s minimum essential media ダルベッコ最少必須培地 

TCID50 Tissue culture infection dose 50 50%組織培養感染量 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 固相酵素免疫吸着法 

EMA European Medicines Agency 欧州医薬品庁 
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緊 急 措 置 計 画 書 

 

令和元年 11 月 29 日 

 

氏名 ゾエティス・ ジャパン株式会社 

   代表取締役社長 加藤 克利 

住所 東京都渋谷区代々木三丁目 22 番 7 号 

 

 第一種使用規程の承認を申請している CSF ウイルス由来 E2 遺伝子導入牛ウイルス性下痢ウイルス１型

CP7_E2alf 株（E2, Bovine viral diarrhea virus type 1）の第一種使用等において、生物多様性影響が生ずるお

それがあると認められた場合に当該影響を効果的に防止するため、以下の措置を執ることとする。 

 

1 第一種使用等における緊急措置を執るための実施体制及び責任者 
   実施体制（別添１として添付） 
   実施責任者 （ゾエティス・ ジャパン株式会社 製品開発・ 薬事統括部長） 
 

 実施責任者は、欧州で製造されて日本に輸入される CSF ウイルス由来 E2 遺伝子導入牛ウイルス性

下痢ウイルス 1 型 CP7_E2alf 株（E2, Bovine viral diarrhea virus type 1）（以下、本組換え微生物とい

う）が生物多様性影響を生ずるおそれがあると認められたとき、本組換え微生物を開発した米国の

法人（以下、米国開発法人）及び日本国内に設置した業務安全委員会に連絡する。業務安全委員会

は、緊急措置を執るための社内体制及び連絡窓口を通じて、実施責任者とともに緊急措置を執る。 
 

2 第一種使用等の状況の把握の方法 
（1）日本向けに輸出される本組換え微生物の製造状況、輸入業者等の情報提供を米国開発法人に依頼

するとともに、家畜伝染病予防法（昭和 26 年法律第 166 号）第３条の２に基づく「豚熱に関する

特定家畜伝染病防疫指針」に基づき、該当する都道府県の協力のもとに接種を行うこととされてい

るため、本組換え微生物を使用する治験の実施機関、本組換え微生物の都道府県の各配布先及び国

内販売代理店等に関する情報を把握し、その情報を整理して記録する。 
（2）生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められた場合は、(1)により把握している治験の実施機

関、都道府県の各配布先及び国内販売代理店等に情報提供を依頼し、本組換え微生物を保有してい

る者及び使用状況の把握に努め、得られた情報を整理して記録する。 
 
3 第一種使用等をしている者に緊急措置を執る必要があること及び緊急措置の内容を周知するための方

法 
 米国開発法人に、本組換え微生物が日本において生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められ

たことを連絡する。また、米国開発法人のホームページにおいても、本件についてのお知らせを掲載

するとともに、問い合わせ窓口を設置することを協議する。 
 日本国内においては、プレスリリースを行う等メディアを通じて広く使用者に周知するとともに、



        

 

2 で把握した関係者に対して電話や文書などにより連絡を取る。また、当社のホームページにおいて

も本件についてのお知らせを掲載するとともに、問い合わせ窓口を設置する。 
 

4 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続させるための具体的な措

置の内容 
(1) 欧州の製造所に対して、本組換え微生物の日本への輸出の自粛を直接あるいは米国開発法人を通じ

て要請する。 
(2) 日本国内において本組換え微生物が配布されている場合は、本組換え微生物の配布を中止し、都道

府県の協力を得て、回収を行い、回収した本組換え微生物は密閉容器に保管の上、高圧滅菌等の不

活化措置を執る。 
(3) 日本国内において本組換え微生物が使用されている場合は、密閉容器に本遺伝子組換微生物を保管

の上、高圧滅菌等の不活化措置を執るよう都道府県関係者に要請する。 
(4) 日本国内において本組換え微生物が動物に接種されている場合は、自然環境に本組換え微生物が拡

散しないよう、接種された豚及び感染している可能性の高い動物（例えば同居動物）の隔離飼育又

は安楽死、汚染されたおそれのある施設、糞や敷料等の資材や死体等の消毒等の適切な措置を執る

よう都道府県関係者を介して、接種動物の所有者に要請する。 
(5) 万が一、接種された農場周辺における野生動物を対象としたモニタリングの必要性が出てきた場合

には、農林水産省及び環境省の担当者の指導を受け、行うこととする。 
 
5 農林水産大臣及び環境大臣への速やかな連絡体制 

 生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められた場合は、速やかに、農林水産省農産安全管理課

（TEL：03-3591-6585）及び環境省野生生物課（TEL：03-5521-8282）に連絡するとともに、緊急措置

対応のための社内における組織体制及び連絡窓口に報告する。 
 
6 その他必要な事項 
  ― 
  



        

 

 
別添 1  

 
実施体制 

 
業務安全委員会 
 
委員長  ゾエティス・ ジャパン株式会社 製品開発・ 薬事統括部長 
委員   ゾエティス・ ジャパン株式会社 製品開発・ 薬事統括部  
委員   ゾエティス・ ジャパン株式会社 製品開発・ 薬事統括部   
委員   ゾエティス・ ジャパン株式会社 製品開発・ 薬事統括部   
委員   ゾエティス・ ジャパン株式会社 ライブストック・ ビジネス統括部 
委員   ゾエティス・ ジャパン株式会社 カスタマーサービス＆オペレーション管理部 

 
実施体制図 

ゾエティス・ ジャパン株式会社 
  委員長   
      

          
委員 委員 委員 委員 委員 

 
 

 氏 名 職 名 

委員長 【個人情報につき非開示】 ゾエティス・ ジャパン株式会社 
製品開発・ 薬事統括部長 

委員 【個人情報につき非開示】 ゾエティス・ ジャパン株式会社 
製品開発・ 薬事統括部  

委員 【個人情報につき非開示】 ゾエティス・ ジャパン株式会社 
製品開発・ 薬事統括部  

委員 【個人情報につき非開示】 ゾエティス・ ジャパン株式会社 
製品開発・ 薬事統括部  

委員 【個人情報につき非開示】 ゾエティス・ ジャパン株式会社 
ライブストック・ ビジネス統括部 

委員 【個人情報につき非開示】 ゾエティス・ ジャパン株式会社 
カスタマーサービス＆オペレーション管理部 

 
 
 
 



 
CSF ウイルス由来 E2 遺伝子導入牛ウイルス性下痢ウイルス 1 型 CP7_E2alf 株 

（E2, Bovine Viral Diarrhea Virus type 1）（Suvaxyn CSF Marker）の 
生物多様性影響評価書 

 
別紙概要 

  



別紙 1 CP7_E2alf 株マーカーワクチンの 6 週齢子豚への筋肉内及び経口接種後の体内分布 

 Dissemination of CP7_E2alf vaccine in 6 week-old piglets after intramuscular or oral vaccination, Study 

Report No. 9425R-10-11-357  
 

本研究の目的は、6週齢の子豚にCP7_E2alfワクチンを筋肉内又は経口接種したときの伝播及び体内分布パタ

ーンを確認することである。本目的のため、ワクチンの最大投与量の1用量を6週齢の子豚2群に対し、筋肉

内又は経口接種した。接種後3、7、10、14、21及び45日目に、血液サンプル、鼻腔スワブ及び咽頭スワブを

採取し、ウイルス学的及び血清学的検査に供した。各採材日に、各群1頭ずつを安楽殺した。すべての子豚

の直腸温及び臨床徴候を、ワクチン接種３日前から安楽殺まで毎日記録した。 

ワクチン接種後、すべての動物でCSFに関連する臨床徴候は認められず、1頭のみが1又は2日間、40°Cを超

す体温上昇を示した。CSFV E2特異的抗体ELISAにおいて、筋肉内接種した動物は、接種後2週間以内に抗

体が陽転した。免疫応答のわずかな遅延が、経口接種動物で認められた。ワクチン接種後21日で残っている

動物すべてが血清反応陽性となった。血液サンプルでは、経口接種群の1頭から得た接種後7日の白血球サン

プル中でのみ、ぺスチウイルスゲノムがqRT-PCTで検出可能であった。しかし、ぺスチウイルスゲノムはワ

クチン接種後最初の10日以内に経口接種した動物の鼻腔及び咽頭スワブに一貫して検出された。その一方

で、これらのサンプルからのウイルス単離は陰性であった。ぺスチウイルスゲノムは筋肉、脾臓、リンパ節

及び腎臓サンプルからは検出されなかった。一方、経口接種群の3頭の扁桃及び1頭の唾液腺からはウイルス

が検出された。ワクチン接種後7日の扁桃サンプル1例のみで、細胞培養によるウイルス分離が陽性であっ

た。 

以上、本試験から、ワクチンウイルスの主な増殖部位は、既報告（Tignon et al., 2010; Koenig et al., 2007）と

同様、扁桃であることが示された。ウイルスゲノムの存在がワクチン接種後14日間、観察され、感染性ウイ

ルスの分離は、経口接種群のワクチン接種後7日の扁桃サンプル1例に限定された。 

経口接種群の接種後3～10日のウイルスゲノム検出は鼻咽頭スワブからであり、検出部位とワクチン接種経

路と一致した。しかし、スワブサンプルからのウイルス分離は陰性であった。経口接種した動物から、感染

性ウイルスは検出可能な濃度で排出されなかった。 

さらに、血清学的検査の結果から、CP7_E2alf ワクチン接種に対する効果的な免疫応答が示され、経口接種

後の抗体検出は、筋肉内接種と比較してわずかに遅延することが示された。 

 
  



別紙 2 CP7_E2alf 株マーカー生ワクチンの豚への常用量及び常用量反復投与の安全性 投与部位の死後分

析 

 Safety of one dose and repeated administration of one dose of the CP7_E2alf live marker vaccine to pigs. 

Postmortem analysis of the injection sites, Study Report No. 9425N-08-11-358 

 
本研究の目的は、6週齢の豚にCP7_E2alfを（経口又は筋肉内経路で）単回又は反復投与したときの安全性を

明らかにすることであった。豚は、本ワクチンの対象動物種である。CP7_E2alfワクチン（MSV+3）のバッ

チ020211を供試し、濃度は経口で106.5 TCID50/mL、筋肉内で106.0 TCID50/mLであった。 

合計40頭の豚を本研究に供試した。10頭の豚の筋肉内にワクチン1 mLを接種し、2週間後に再度接種し、別

の10頭を対照豚として同じ経路でプラセボ（PBS）1 mLを接種した。さらに、10頭の豚にワクチン1.6 mLを

経口接種し、2週間後に再度接種し、別の10頭を対照豚として同じ経路でプラセボ（PBS）1.6 mLを接種し

た。 

ワクチン又はプラセボを投与後、豚のアナフィラキシー反応の有無を観察し、各ワクチン接種の前日から接

種後4日まで、直腸温をモニターした。筋肉内接種した動物では、注射部位の局所反応の出現を各接種後14

日間モニターした。 

2回目のワクチン接種後2週間で、すべての動物を安楽殺した。筋肉内にワクチン又はプラセボを接種した豚

についてのみ、注射部位の肉眼的及び顕微鏡的検査を実施した。 

その結果、6週齢の豚に対するCP7_E2alf（MSV+3）の反復投与（1回用量は投与経路により1 mL又は1.6 

mL）は、以下の通り安全であることが示された。 

- アナフィラキシー反応を引き起こさなかった。 

- 豚で異常高熱を引き起こさなかった。ワクチン接種豚と対照豚との間で、平均直腸温の差が認められ

なかった。 

- 注射部位において腫脹又は発赤等の局所反応を引き起こさなかった。すべてのワクチン接種動物で、

剖検時にワクチン接種部位の肉眼的及び顕微鏡的組織病変が認められなかった。 
  



別紙 3 CP7_E2alf 株マーカー生ワクチンの豚への高用量投与の安全性 

 Safety of the administration of an overdose of the CP_E2alf live marker vaccine to pigs, Study Report No. 

9425N-08-12-378 

 
本研究の目的は、6～7週齢の豚にCP7_E2alfワクチンを（経口又は筋肉内経路で）過量投与したときの安全

性を明らかにすることであった。豚は本ワクチンの対象動物種である。CP7_E2alfワクチン（MSV+3）のバ

ッチ020211を供試した。1回用量のワクチンに含まれる最大ウイルス量の10倍と等価のワクチン量を接種し

た［筋肉内で107.5 TCID50/個体（10 × 1 mL × 106.5 TCID50）、経口で107.7 TCID50/個体（10 × 1.6 mL × 106.5 

TCID50）］。 

合計47頭の豚を供試した。11頭の豚に筋肉内経路でワクチン4 mLを接種し、別の12頭を対照豚として同じ経

路でプラセボ（PBS）4 mLを接種した。 

12頭の豚に経口経路で同じワクチン6 mLを接種し、別の12頭を対照豚として同じ経路でプラセボ（PBS）6 

mLを投与した。 

ワクチン又はプラセボを投与後、豚のアナフィラキシー反応の有無を観察し、ワクチン接種の7日前から過

量接種後14日まで、直腸温をモニターした。一部の動物で下痢が生じてワクチン接種がわずかに遅れたた

め、直腸温登録が要求されたよりも長くなった（ワクチン接種の3日目前ではなく7日前に登録を開始し

た）。 

筋肉内接種した動物では、注射部位の局所反応の出現を接種後14日間モニターした。 

ワクチン接種後3週間で、すべての動物を安楽殺した。 

その結果、6～7週齢の豚に対するCP7_E2alf（MSV+3）の過量投与（投与経路により4 mL又は6 mL）は、以

下の通り安全であることが示された。 

- アナフィラキシー反応を引き起こさなかった。 

- 豚で異常高熱を引き起こさなかった。ワクチン接種豚と対照豚との間で平均直腸温は同等であった

（筋肉内又は経口経路のいずれにおいても）。 

- 筋肉内接種した豚で、注射部位において腫脹又は発赤等の局所反応を引き起こさなかった。 

- 体重増加に群間差が認められなかった。 
  



別紙 4 CP7_E2alf 株の豚における排泄及び同居感染試験 

 Non-transmissibility (shedding) study after the administration of CP7_E2alf first passage from the Master 

Seed Virus (MSV+1) to pigs, Study Report No. 9425N-08-12-382 

 
本研究の目的は、6週齢の豚にCP7_E2alf（MSV+1）ワクチンの単回投与を筋肉内又は経口経路で行ったとき

にウイルス排出がないことを明らかにすることであった。これらの投与経路はワクチン接種の推奨経路であ

り、筋肉内は家畜豚向け、経口はイノシシ向けである。豚は、本ワクチンの対象動物種である。 

供試ワクチンとしてCP7_E2alfウイルス（MSV+1）（ref：210212）を用い、1回用量のワクチンに含まれる

最大ウイルス量と等価のワクチン量を供試豚に接種した［筋肉内で106.5 TCID50/個体（1 mL × 106.5 

TCID50）、経口で106.7 TCID50/個体（1.6 mL × 106.5 TCID50）］。 

合計32頭の豚を供試し、8頭に2.5 mLのワクチンウイルス（106.5 TCID50）を筋肉内経路で接種後、8頭の接触

対照豚を24時間混飼した。また別の8頭に4 mLの同じワクチンウイルス（106.7 TCID50）を経口経路で接種

後、8頭の接触対照豚を24時間混飼した。 

ワクチンウイルスの投与後、動物の全身反応を観察し、すべての試験期間中、動物の排出に関連する臨床徴

候を観察した。 

ワクチンウイルス接種後45日に、すべての豚を安楽殺し、ワクチン接種した動物中のCSFウイルスに対する

抗体及び対照動物中の扁桃におけるCSFウイルスを検出するのに適切な検査を実施した。 

その結果、6週齢の豚にマスターシードウイルス由来の初代継代CP7_E2alfを投与（経路により2.5 mL又は4 

mL）した後、以下の通りウイルス排出は示されなかった。 

- どの経路でワクチン接種した後も、ウイルス排出に関連する臨床徴候は認められなかった。 

- 経口接種群の3頭を除き、すべてのワクチン接種動物が試験終了時に抗体陽性となったが、接触対照に

は抗体が認められなかった（T01群及びT02群）。 

- 経口接種群の3頭で抗体が認められなかった原因として、接種されたワクチンが吐出された可能性が考

えられ、経口経路は筋肉内経路ほど効果的ではないと考えられた。 

-CP7_E2alf 特異的リアルタイム RT-PCR で、接触対照から採取した扁桃中にウイルスは検出されなかっ

た。 
  



別紙 5 妊娠豚における CP7_E2alf 株マーカーワクチンの高用量接種による安全性 

 Safety of the administration of an overdose of the CP7_E2alf live marker vaccine to pregnant sows, Study 

Report No. 9426N-08-11-374 

 
本研究の目的は、CP7_E2alfワクチンを妊娠豚の筋肉内に過量投与したときの安全性を明らかにすることで

あった。豚は本ワクチンの対象動物種である。ワクチン接種は妊娠あるいはその産子に影響を及ぼす可能性

があり、妊娠豚はあらゆるワクチン接種に対して特に感受性が高い。本研究にはCP7_E2alfワクチン

（MSV+3）のバッチ020211を供試した。1回用量のワクチンに含まれる最大ウイルス量の10倍と等価のワク

チン量を筋肉内に接種した［107.7 TCID50/個体（10 × 1.6 mL × 106.5 TCID50）。本試験で用いた用量及びウイ

ルス濃度は経口ワクチン接種した場合に用いた最高濃度であった］。合計15頭の雌豚を供試し、13頭の雌豚

の筋肉内に106.9 TCID50/mLのワクチン6 mLを接種し、別の2頭に同じ経路でプラセボ（PBS）6 mLを投与し

た。 

ワクチン又はプラセボの投与後、動物の全身反応を観察した。各ワクチン接種の3日前から接種後15日ま

で、直腸温をモニターした。注射部位の局所反応の有無を接種後14日間、観察した。出産時に生殖パラメー

タを評価した。 

その結果、妊娠豚に対するCP7_E2alfワクチン（MSV+3）の過量投与（筋肉内経路で6 mL）は以下の通り安

全であることが示された。 

- 全身性反応を引き起こさなかった。 

- 母豚で異常高熱を引き起こさなかった。ワクチン接種群と対照群との間で、平均直腸温に有意差が認

められなかった。 

- 注射部位において腫脹あるいは発赤等の局所反応を引き起こさなかった。 

- 母豚の生殖パラメータに影響しなかった。具体的には、妊娠豚又は子豚にワクチンに起因する異常が

認められなかった。 

- 初乳の摂取前に出生子豚には抗体が存在しなかったことから、経胎盤感染は認められなかった。 

  



別紙 6 妊娠豚の CP7_E2alf 株マーカーワクチンの妊娠各期における高用量接種による安全性 

 Safety of the administration of an overdose of the CP7_E2alf live marker vaccine to pregnant sows at 

different stages of gestation, Study Report No. 9425N-08-11-363 

 
本研究の目的は、CP7_E2alfワクチンを筋肉内経路で妊娠期の異なる段階で妊娠豚に単回投与したときの安

全性を明らかにすることであった。 

豚は本ワクチンの対象動物種である。ワクチン接種は妊娠又はその産子に影響を及ぼす可能性があるため、

妊娠豚はあらゆるワクチン接種に対して特に感受性が高い。 

本研究にはCP7_E2alfワクチン（MSV+3）のバッチ020211を供試した。1用量中に含まれる想定最大ウイルス

量を筋肉内経路で接種した［理論的には、最大濃度（106.5 TCID50/mL）で混合したワクチン1.6 mLに含まれ

るワクチンウイルス量に対応する106·7 TCID50］。 

異なる妊娠段階にある合計41頭の雌豚にワクチン接種した。雌豚35頭の筋肉内にワクチン1.6 mLを接種し、

別の6頭に同じ経路でプラセボ（PBS）1.6 mLを同時接種した。 

ワクチン又はプラセボの投与後、供試豚の全身反応を観察し、各ワクチン接種の3日前から接種後15日ま

で、直腸温をモニターした。また、注射部位の局所反応の有無を接種後14日間、観察した。 

出産時に生殖パラメータ及び経胎盤感染を評価した。 

その結果から、異なる妊娠段階において、妊娠豚に対するCP7_E2alfワクチン（MSV+3）の単回投与（筋肉

内経路で1.6 mL）は以下の通り安全であることが示された。 

- 全身性反応を引き起こさなかった。 

- 母豚で異常高熱を引き起こさなかった。ワクチン接種群と対照群との間で、平均直腸温に考慮すべき

差が認められなかった。 

- 注射部位において腫脹又は発赤等の局所反応を引き起こさなかった。 

- 異なる妊娠段階における母豚の繁殖成績に影響しなかった。具体的には、ワクチン接種母豚の繁殖成

績は対照動物と同等であり、妊娠豚又は子豚におけるワクチンに起因する異常は認められなかった。 

- 初乳の摂取前に出生子豚には抗体が存在しなかったことから、経胎盤感染は認められなかった。一方

で、すべてのワクチン接種母豚で血清抗体が陽転した。 
  



別紙 7 CSF ワクチンの安全性評価：ドイツの野外環境における約 6 週齢子豚への CP7_E2alf 株投与 

 Evaluation of the safety of a classical swine fever (CSF) vaccine. CP7_E2alf, administered to piglets aged 

approximately six weeks under field conditions in Germany, Study Report No. 9425C-10-12-379 

 
本研究の目的は、コンベンショナル豚におけるCSF（豚コレラ）ワクチンの安全性を示すことであった。約

8週齢の市販子豚30頭を、体重に基づいて無作為に割り付け、生理食塩水（n = 10）又はCP7_E2alfワクチン

（n = 20）のいずれかを筋肉内接種した。 

ワクチン接種前に、すべての動物にぺスチウイルス抗体及びぺスチウイルスが存在しないことを確認した。

安全性の観察として、接種前3日目から接種後7日目の直腸温及び臨床徴候の測定並びに接種日から接種後7

日目及び屠殺日における注射部位の評価を行った。接種前13日目及び屠殺日に体重を記録した。試験中の有

害な健康事象及び死亡並びに一般状態を毎日モニターし、試験期間を通して記録した。さらに、ワクチンに

対する抗体応答を明らかにするため、血液サンプルを14日目及び屠殺日に採取した。すべての動物を屠殺し

た29日目に試験を終了した。 

その結果、試験中にいずれの供試豚も死亡又は試験中止することはなく、被験物質の投与に関連する有害

事象は認められなかった。いずれの投与群においても、ワクチン接種後に臨床徴候又は注射部位反応は認め

られなかった。ワクチン接種の前日及び翌日に、両群で一過性の直腸温上昇が認められた。発熱（40°C以上

の直腸温が2日以上連続すると定義）は、対照豚1頭（4日間持続）及びワクチン接種豚3頭（2日間持続）で

認められた。ELISA抗体及び中和抗体ともに、全ての対照動物において陰性で推移した。1頭を除く全ワク

チン接種豚において、29日目又はそれ以前に中和抗体が陽転した。1頭で陽転しなかったのは、非特異反応

あるいは免疫応答の遅延が要因であると考えられた。ELISA抗体についてはワクチン接種豚2頭において、

29日目に擬陽性であったが、その他のワクチン接種豚すべて中和抗体が陽性となった。 

CP7_E2alf接種豚において、注射部位反応、臨床徴候又は投与に関連する有害事象は認められなかった。両

処置群で、一過性の直腸温上昇が認められ、ワクチン接種群では上昇した温度が最高2日間まで持続した。

以上のことから、CSFワクチンであるCP7_E2alfは、コンベンショナル子豚に投与したとき安全であることが

示された。 

 
  



別紙 8 6 週齢子豚に投与した CP_E2alf 株マスターシードウイルス（MSV+1）の 1 回継代における病原性

復帰 

 Reversion to virulence of CP_E2alf first passage from the master seed virus (MSV+1) administered to 6 

week-old piglets, Study Report No. B922N-ES-12-004 

 
本研究の目的は、マスターシードウイルス（MSV+1）由来の初代継代CP7 E2alfから、6週齢豚で連続継代し

て病原性を復帰しないことを明らかにすることであった。 

CP7_E2alfウイルス（MSV+1）（ref：210212）を供試し、1回用量のワクチンに含まれる最大ウイルス抗体

価と等価のワクチン量を筋肉内経路で動物に接種した（1.6 mL × 106.5 TCID50 = 106.7 TCID50/個体）］。 

病原性復帰がないことを証明するには、さらに継代が必要であったため、病原性復帰を最も引き起こす可能

性が高い感染の通常経路である口腔鼻を用いて、2代継代を実施した。筋肉内接種後6日に採取したプール血

清を接種に用い、そのサンプル中のゲノムの有無をリアルタイムRT-PCRで検出した。 

合計 17 頭の豚を供試し、第一群（T01）では、豚 7 頭に 4 mL の CP7_E2alf（MSV+1）（106.8 TCID50と等

価）を筋肉内接種した。第二群（T02）の豚 10 頭に、初代の継代培養から得た接種材料 2 mL を口腔鼻経路

で接種した［１継代から得た接種物 1 mL（ref. 0.6）、接種後の継代から得た血漿 1 mL（2012 年 6 月 29

日）］。 

接種後、供試豚の全身反応を観察し、試験期間中、病原性復帰に関連する臨床徴候を観察した。接種後 2～

7 日に、ウイルスの有無を検出するため、供試豚から採血し、ワクチン又は接種物の接種後 7 日に、すべて

の豚を安楽殺し、サンプルを分析した。 

その結果から、6 週齢の豚にマスターシードウイルス由来の初代継代 CP7_E2alf を 4 mL 投与した後、病原

性復帰は示されなかった。 

- 病原性復帰に関連する臨床徴候が、2 回の継代後に認められなかった。 

- 抗体価（SK 細胞の細胞培養）と CP7_E2alf 特異的リアルタイム RT-PCR のいずれによっても、2 代継

代後の豚の血液及び血漿中に、ウイルスが検出されなかった。 

 
 


