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疫苗為預防醫學不可或缺，因此各國皆致力於自行生產，目前國內流感疫苗並無自製能力,均須仰賴自國外進口，於全球流感大流行期間恐將會有有錢也買不到疫苗窘境，因此此次研修目的便是為因應全球流感大流行，建立我國流感疫苗自製能量、品保管理及品管相關檢驗技術。
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參、行程與工作記要

赴日研習流感疫苗製造技術行程

	日期
	工作

日誌
	地     點
	行  程  內  容

	94/10/10
	啟程
	台北→日本東京
	路程

	94/10/11
	研習
	日本國立感染症研究所
	流感疫苗製造病毒種株選定

	94/10/12
	研習
	日本國立感染症研究所
	病毒種株培養及檢驗相關品質管理技術

	94/10/13
	研習
	日本國立感染症研究所
	生物安全

	94/10/14
	研習
	厚生勞動省血液政策科
	

	94/10/15
	例假日
	
	例假日

	94/10/16
	例假日
	
	例假日

	94/10/17
	路程
	熊本化學及血清療法研究所
	東京至熊本

	94/10/18
	研習
	熊本化學及血清療法研究所
	流感疫苗製造及檢驗相關技術

	94/10/19
	研習
	拜會ACIH
	拜會ACIH

	94/10/19
	路程
	
	熊本至東京

	94/10/20
	研習
	北里血清疫苗製造所
	流感疫苗製造及檢驗相關技術

	94/10/21
	評價會
	東京
	研修評價會， 

	94/10/22
	返國
	台北
	抵達


肆、研修內容重點：

(一) 日本國立感染症研究所
1. 簡介

為加強基礎研究，及指導抗生素及疫苗等之開發及品質管理，厚生省之附屬試驗研究機關國立預防衛生研究所於1947年（昭和22年）設立；1950年由原先編制的3個研究部擴充為12個研究部；並於1955年（昭和30年）自東京大學附屬傳染病研究所遷至品川廳舍。1958年（昭和33年）在應付小兒麻痺大流行時，體認到試驗製造及檢定設施之必要性，故於1961年（昭和36年）建造武藏村山廳舍（村山分室），作為疫苗檢定之用；1963年（昭和38年）設立病毒中央檢查部，1965年（昭和40年）設立麻疹病毒部。為使供應檢定及研究所需之猴類有一定之品質，於1978年（昭和53年）在茨城縣設立筑波醫學實驗用靈長類中心及分所。基於考量將研究部門與品質管理部門分開，於1992年（平成4年）秋，研究部門自品川廳舍移至現在之新宿區戶山（戶山研究廳舍），而另一方面品質管理部門（疫苗、血液製劑等）則集中在村山分室。在這期間因有新感染症AIDS對應問題，所以新設AIDS研究中心。1997年（平成9年）1月以國立多摩研究所為分所，作為麻瘋病研究中心。同年4月，為突顯研究所設置之目的，國立預防衛生研究所改名為國立感染症研究所。

其業務範圍包括：

(1) 感染症相關之基礎、應用研究。

(2) 感染症相關檢查系統之確保。

(3) 感染症之監視計畫，及其情報收集、分析與提供。

(4) 國家檢定、檢查業務及生物製劑、抗生素等品質管理相關研究。

(5) 國際合作活動。

(6) 訓練計畫。

此次拜會研修的地點為村山分室，村山分室有病毒第一部、病毒第二部、安全性研究部、病毒製劑部、細菌‧血液製劑部、放射能管理室、動物管理室、基因解析室、AIDS研究中心、生物安全管制及研究室、附屬圖書館。WHO在全世界共有4間流感病毒標準實驗室，除了日本東京 NIID外，還包括位於美國亞特蘭大疾病管制及預防中心（CDC）、澳洲墨爾本以及英國倫敦。除負責監測全球流感病毒之活動情形外，也每年招開兩次會議，分別決定南北半球流感疫苗株之選取
2. 日本流行性感冒之現況

十月十一日至日本國立感染症研究所，分別由病毒製劑部小田切、板村藩之及杉山室長進行為期三天的教學研習。研習項目包括流感疫苗病毒株的選定、品管檢驗項目及P3級生物安全是的概念和應注意事項。
日本的整個流感疫苗製造流程中政府部門負責主要角色，其中NIID更是扮演舉足輕重的地位，他們負責疫苗株的建立，包括１、primary seed bank及working seed bank之建立。２、seed virus的繁殖能力，免疫力及安全性確認。３、流感疫苗完成後的國家檢驗，年需求量約2千萬劑。

疫苗株病毒種庫建立：

日本流感疫苗製造前的種毒（seed virus）確認及virus bank的建立是由NIID所負責，而其種毒的確認是經由WHO的每年所公佈的流感病毒流行及流感疫苗株的建議，並參考國內及亞洲九流感流行的疫情所決定的，其中國內的流感流行病學的調查是由NIID此研究室所組織規劃的，全國所有的地方衛生局（74個）、健康照護中心（600－700個）及醫院診所（約5000個）所參予。函蓋層面極細，且他們的地方衛生局即有病毒株鑒定的能力，所使用的雪貂抗血清則是由NIID統一供應，該實驗室的雪貂供應商一半來自於國外另一半則是來自於日本國內的動物供應公司，由於雪貂的來源取得不易，NIID曾嚐試其他種動物來製造抗體，但其specificity皆無法達到雪貂的標準。

流感病苗株種庫的建立方式與一般cGMP級藥廠細胞病毒疫苗種庫的建立一樣，皆分成master virus seed bank及working seed bank，操作則是在P2+實驗室中，而使用的受精雞蛋則是一般但需符合政府相關規定的雞，非SPF egg。疫苗株病毒的繼代數無明確的規範，NIID的唯一缺點是沒有符合cGMP級的P3實驗室，於此次的參訪中得知，他們即將於９４年年底左右開始著手規劃興建符合cGMP級的P3實驗室進行流感疫苗株的製造。

日本流行性感冒疫苗從四十幾年前就開始生產，七十年代後針對六至十五歲之中、小學生每年免費接種兩次，因為此族群之學童抵抗力差、過著集體生活，且感染流行性感冒後可能傳染給家人造成流行，因此採強制接種。但此種政策持續二十幾年仍未將流行性感冒控制，而且患病之小孩只需休息數日，並未造成嚴重之肺炎或死亡情形，又因經福馬林處理之不活化疫苗有造成罹患腦膜炎而死亡之陰影存在，所以一經媒體披露後引發社會不安，反對疫苗接種之活動因而開始，人們開始認為接種不但無益且有風險，更有侵犯人權之虞，因此不讓小孩接種。因此從1985年開始改為接種須經父母同意，但此時依舊受媒體影響，接種流行性感冒疫苗者不多。1994年預防接種法修改，流行性感冒疫苗不在強制接種範圍內。厚生省雖無法提出具體接種之效果，但由於接種者會減低感染時之症狀，因此建議小孩及老人接種，不過媒體依然作負面之報導。過去於中、小學生免費接種兩次之年代每年須生產兩千萬劑流行性感冒疫苗，1994年只須三十萬劑，造成行政崩潰，又因疫苗滯銷製造廠由八家減為五家，日本原有六家人用疫苗製造廠，分別為北里研究所、千葉血清研究所、阪大微生物研究所、武田藥品工業株式會社、Denka生研株式會社、化學及血清療法研究所，但千葉血清研究所已停業，所以目前僅有五家疫苗製造廠負責製造全國預防接種之疫苗。其中北里研究所、阪大微生物研究所、化學及血清療法研究所為非營利之法人機構。由於日本在二次大戰後，流行性疾病橫行，因此日本政府支持其國內疫苗廠之設置，而這些疫苗廠亦皆配合國家之預防接種政策。但到了1997年，由於香港H5N1禽流感造成十八人感染六人死亡，當時新型流行性感冒有造成流行之風險，加上病毒致病性強，死亡率為30%。為對抗此波流行，WHO提出生產H5N1疫苗，當時日本由於流行性感冒疫苗每年只生產三十萬劑，雞胚蛋一時供應不足，無法即時生產供應全日本一億人份之疫苗，因而已體認到唯有雞胚蛋穩定的供應，才能穩定的生產流行性感冒疫苗。自此，流行性感冒疫苗廠便在前一年八月即與養雞場簽約，以供應來年五月至七月之生產旺季所需。

此外，日本為高齡化社會，老人罹患流行性感冒常併發肺炎造成死亡，又基於新型流行性感冒必須平時準備，故1997年開始重新構築疫苗對策。1998年厚生省成立研究班，對六十五歲以上老人進行試驗，針對疫苗之安全性及有效性進行三年研究，結果證明疫苗對老人為安全的。另外，血清抗體的指標亦經確認，證實老人每年只要接種一次即可。而經比較接種與未接種之研究顯示，接種流感疫苗死亡率降低1/5，併發肺炎住院者僅有一半，降低了1/3，而未接種者則有併發肺炎造成死亡的例子發生，因此流感疫苗之安全性及有效性亦經確認，與美國疾病管制局報告一致。

由於流感疫苗有突變之特性，生產之病毒株每年不同目前由WHO與全世界120個機關合作進行調查工作，目前由四個WHO合作中心分別為：美國疾病管制局、英國NIBSC、澳大利亞之TGA及日本國立感染症研究所進行研究，其他機關之檢體皆送至此。於此四個地點進行抗原及遺傳基因之分析，根據數據推測下一季流行之病毒株。流感一般流行於北半球之高峰期為一月至二月、南半球則為七月至八月。於北半球，WHO在每年二月至九月進行病毒株之研究，南半球則為八月至隔年三月。日本流感從十二月底開始流行，十一月底至十二月初開始接種，而疫苗則從九月底至十月初出貨，生產期為每年之五月至八月。在此之前一個半至兩個月期間大約為每年四月份，日本政府則須做好病毒株之準備。WHO是於二月份推薦當年之病毒株，日本是於三月進行分析，而於三月底四月初決定當年之病毒株。由於日本之病毒株是由國立感染症研究所指定，並於作成種株後分送廠商，因此日本生產流感疫苗之病毒株皆相同，與歐美廠商使用類似病毒株之情形不同，因為歐美政府並未指定使用何種病毒株生產，只是接受WHO推薦，利用抗原相似之病毒株進行疫苗之生產。另外，由於流感基因分成八段輪流調整抗原表現，因此實驗室可自行重組出基因不同但抗原表現相同之病毒株。

日本生產疫苗必須合乎日本生物學之製劑基準，相當於WHO制訂之最低標準，據此規定進行疫苗製造及檢定，並於國立感染症研究所進行國家檢定，特別是疫苗之安全性及有效性，合格後由厚生省發給許可證。安全性強調無菌及無熱原，而有效性之老鼠的抗體中和試驗，則以三年前引進國外之SRID（Single Radial Immuno-diffusion）方法取代。由於日本與英國NIBSC、美國FDA及澳大利亞TGA合作出疫苗標準品來評價各國生產之疫苗，因此其疫苗品質與國際標準是一致的。

日本每年約有一萬株病毒於各地收集，分發至74個研究所進行分析工作，並將主流病毒及抗原特殊株約500至1000株送至本所進行分析選出三株候補株，進行遺傳因子及抗原之分析，並視其於雞胚中之繁殖力及抗原表現之穩定性，並同時比較與去年接種者之血清是否可與候補病毒株反應，以找出合於生產效益之病毒株，並將此株生產後提供給廠商，廠商則以繼代十代以內之病毒株來生產疫苗。

日本原有六家人用疫苗製造廠，分別為北里研究所、千葉血清研究所、阪大微生物研究所、武田藥品工業株式會社、Denka生研株式會社、化學及血清療法研究所，但千葉血清研究所已於今年三月停業，所以目前僅有五家疫苗製造廠負責製造全國預防接種之疫苗。其中北里研究所、阪大微生物研究所、化學及血清療法研究所為非營利之法人機構。由於日本在二次大戰後，流行性疾病橫行，因此日本政府支持其國內疫苗廠之設置，而這些疫苗廠亦皆配合國家之預防接種政策。

近來，日本以疫苗預防流行性疾病已獲良好成效，因此致力於疫苗之開發，並逐漸轉移目標協助開發中國家如土耳其、菲律賓、埃及等國家做品質管理工作。目前，依據WHO之五大方針來發展疫苗：(1)製造方法簡單，(2)確實進行品質管理，(3)價格低廉，(4)接種時不會疼痛，(5)接種一次可終身免疫。有關細菌疫苗方面，從前是以培養基接種菌株，刮下生長之細菌後殺死製成疫苗，由於是全菌體副作用大，目前已改用純化技術來精製疫苗，可改善從前之缺點；但純化時不能過當，否則將失去其抗原性。至於病毒疫苗方面，則從原先接種動物或胚胎以增殖病毒，進步到以細胞培養方式來增殖，進而減毒（或不活化、純化）製成疫苗製劑。未來，疫苗之發展將以核酸疫苗、混合疫苗為趨勢。另外，有機水銀已限制使用，而硫柳汞是疫苗中常見之保藏劑，雖然日本現今已不生產硫柳汞，但因仍有庫存，因此目前還在使用，將配合政策修改，改為不含硫柳汞之單劑量疫苗。

疫苗之國家檢驗：

流感疫苗的國家檢驗主導者亦是NIID，他們負責所有的流感疫苗檢驗，只是相家的分散，不在同一個單位中完成，此次所參訪的流感實驗室為統整單位，所有其他在不同單位中所進行的檢驗最後會匯集至此實驗室，再由此實驗室將彙整的結果送交醫藥食品局進行認可動作。所進行的檢驗如下

無菌試驗、力價試驗(15μgHA/does(0.5mL))、熱原試驗、分畫試驗、染色試驗、蛋白質含量試驗(Lowry method，且以TCA進行沈澱，標準上限為250μg/mL)、異常毒性試驗（急性和亞急性）、實驗動物體重減少試驗及白血銶減少試驗、不活化試驗(超高速蔗糖濃度梯度離心，若於30-40%處出現病毒則表示split不完全，)、pH值試驗、不溶物質試驗、充填量檢查、標示包裝檢查、雜質檢查、抗原含量試驗。

(二) 厚生勞動省醫藥局

該課的副課長負責此次短暫的三小時討論，從中得知日本的流感疫苗年需求量估算並非來自於戶政資料，而是來自於各醫療院所的統計

(三) 化學及血清療法研究所

此次參訪中主要負責接待我們的為該研究所的第一製造部部長及副部長二位，因該廠仍有進行小規模的製造進行，所以無法進入廠房內實際參觀，但仍可由廠房的視窗中看見內部的製造機具及製造情形。

利用雞胚進行流感疫苗製造的大約流程及日本個藥廠的製造期程如下:





化學及血清療法研究所為全日本流感疫苗的製造的主要藥廠，生產設備全面自動化(量產力為每年160萬劑)，每年製造三株流感疫苗原液，每株生產10天，共用約600萬蛋（２０萬顆蛋約可生產合格原液３０公升），共有5家契約養雞戶。所使用的雞蛋為180-350天齡的母雞所生，雞蛋進行檢驗(Salmonella prolum測試並需符合政府規定)，另於進入製造廠時需進行隨機採樣，檢祝受精及雞蛋大小，並於接種前接種部位需稍後清潔及短暫的紫外線照射殺菌，上游生產線有二條(二部自動接種機，一部3萬顆/小時，另一部則為二萬顆/小時)，而一批一條生產線可接種20萬顆蛋，利用自動採液機(為負壓)二部，每部5萬/小時，收取尿囊膜內液體，並在此以攝影機檢視蛋是否符合規定，此為流感疫苗生產的速率限制步驟。收集之液體進行精製(離心－粗濾－濃縮（以hollow fiber進行）－超高速蔗糖濃度梯度連續式離心（3.2L/rotar，3-4萬rpm，１小時，病毒集中於36-47%處，另rotar利用化學滅菌，先loading 1.6L的HCl再注少50%sucrose1.6L先以低速運轉再加速，需注意的是熱原較輕，會緊鄰於病毒顆粒處，停止運轉後需等一段時間讓內部sucrose density由左右分層因重力而轉變為上下分層後再由下方放取病毒層）－過濾－不活化（利用ether使病毒顆粒套裂解並萃取HA）－過濾－三株疫苗混合製成原液，其回收率高達80％以上，平均一劑需要1.5顆蛋。

所產生的廢棄物排放至高溫或加入殺菌液的不銹鋼桶槽內，最後於疫苗廠內直接高溫焚化，廢水則利用killing tank(利用蒸氣或化學藥劑毒殺病毒)，加熱至８０℃持續一小時。

而其天花疫苗所使用的疫苗株為LC16m8，以兔子的primary culture為主。對人比較不會產生副作用。

（四）社團法人國際保健醫療交流協會
      此一為財團法人機構，其目的為促進日本國際醫療交流，並訓

   練日本的醫療專業人才，另外收及國際疫情並研判分析，提供於

   日本政府做為決策亦為該交流協會的任務。
 (四) 社團法人北里研究所
1. 簡介

北里研究所是由以發現破傷風菌純粹培養法及破傷風免疫抗體之北里柴三郎創立於1914年，於1918年被認可為社團法人之非營利機構。其後於1954年成立北里研究所病院，1961年於千葉縣柏市開設家畜衛生研究所，1954年成立學校法人北里學園（北里大學），1972年成立東洋醫學總合研究所，1983年成立肝臟病研究中心，1986年東洋醫學總合研究所成為日本最先被指定之WHO傳統醫學合作中心，1987年肝臟病研究中心也被指定為WHO病毒性肝炎研究合作中心，同年也成立Bio-latric Center。又於1989年在埼玉縣北本市開設北里研究所醫學中心（KMC）病院，1993年生物製劑研究所（原技術部）及家畜衛生研究所遷至北本市之北里研究所醫學中心，同年原研究部改為基礎研究所，並成立醫療環境科學中心。1998年開設熱帶病研究中心（也是WHO研究合作中心），1999年成立北里護理專門學校，而Bio-latric Center改名為臨床藥理研究所。

目前，北里研究所之主要業務範圍分為三方面：

(1)  研究：進行人類、動物疾病及治療法之相關研究，包含8個研究所及3個WHO研究合作中心。

(2) 醫療：2所醫院（分別有250病床及450病床）及疫苗之製造供應。

(3) 教育：醫護人員及學生之教育、社會啟蒙活動，並設有北里大學（衍生自原北里研究所，總合生命科學七學部：醫學、看護學、藥學、醫療衛生學、藥理學、獸醫學、水產學）、護理專門學校。

北里研究所在東京都白金地區有基礎研究所、生物機能研究所、熱帶病研究中心、東洋醫學總合研究所、肝臟病研究中心、臨床藥理研究所、醫療環境科學中心、北里研究所臨床、北里大學、北里研究所病院；在埼玉縣北本市地區有生物製劑研究所（負責疫苗製造）、家畜衛生研究所、北里研究所醫學中心（KMC）病院及北里護理專門學校。目前共有1315員額，包括醫護人員、研究人員、技術人員及疫苗製造人員等，其中疫苗製造廠約有200名左右員工（含臨時工）。又北里研究所2002年預算數是275億日圓，其中疫苗預定收益為70億日圓。

2. 生物製劑研究所

本次研修之生物製劑研究所，面積為12,412平方公尺，其中流行性感冒疫苗製造區有1,545平方公尺，吸著白喉破傷風精製百日咳混合疫苗（DTaP）製造區有784平方公尺，其他疫苗之製造區2,991平方公尺，充填區1,583平方公尺，包裝區1,313平方公尺，儲存區765平方公尺，品質管制部門1,468平方公尺，行政部門等1,963平方公尺；2002年1月統計員工數為196人。由北里研究所理事會之理事（目前為荒井節夫先生，原理事相澤主稅博士於6月30日退休）綜理事務，生物製劑研究所所長為鈴木雄次郎博士，其組織架構為：

(1) 製造第1部門（細菌性疫苗）。

(2) 製造第2部門（不活化病毒性疫苗）。

(3) 製造第3部門（活病毒性疫苗）。

(4) 製造第4部門（動物疫苗）。

(5) 製劑部門（Formulation及包裝）。

(6) 品質管理部門。

(7) 品質保證部門（含GMP管理）。

(8) 研究開發部門。

(9) 市售後調查部門。

(10)藥事部門。

(11)市場開發部門（Marketing Promotion）。

(12)學術法務部門。

(13)事務部門。

其生產之人用疫苗有：

(1) 細菌性疫苗

a. 霍亂疫苗。

b. 白喉類毒素。

c. 吸著破傷風類毒素。

d. 白喉破傷風混合類毒素。

e. 吸著白喉破傷風混合類毒素。

f. 吸著白喉破傷風精製百日咳混合疫苗：1,200,000劑/年。

(2) 病毒性疫苗

a. 不活化病毒性疫苗

(a) 流行性感冒HA疫苗：6,000,000劑/年，佔全國用量之25﹪。

(b) 日本腦炎疫苗（液狀或凍結乾燥製劑）：500,000劑/年。

b. 減毒活病毒疫苗

(a) 麻疹疫苗（凍結乾燥製劑）：400,000劑/年。

(b) 德國麻疹疫苗（凍結乾燥製劑）：600,000劑/年。

(c) 腮腺炎疫苗（凍結乾燥製劑）：200,000劑/年。

另外，研究開發中的有：

(1)  DNA疫苗：流行性感冒疫苗。

(2) 非注射型疫苗：經鼻吸收之流行性感冒疫苗（用新輔佐劑）。

(3) 不含Gelatin之疫苗：吸著白喉破傷風精製百日咳混合疫苗＊、流行性感冒疫苗＊、日本腦炎疫苗、麻疹疫苗、德國麻疹疫苗＊、腮腺炎疫苗（＊為已取得許可證者）。

(4) 不含或含減量硫柳汞之疫苗：吸著白喉破傷風精製百日咳混合疫苗、流行性感冒疫苗、日本腦炎疫苗。

(5) Anti-bioterrorism Vaccine（準備中）：如痘苗、炭疽病疫苗。

(6) 利用輔佐劑技術開發經口、經鼻、經皮膚使用之疫苗

a. 天然、減毒化、及基因重組衍生之毒素：霍亂毒素（CT）、百日咳毒素（PT）、大腸菌易熱毒素（LT）。

b. 細菌毒素之無毒次單位（non-toxic B subunit）：LTB、CTB。

c. Pinellic acid and non-toxic Onji saponin（生藥抽出物）。

(7) 流行病學：疫苗相關之gelatin過敏。

病毒學及免疫學

a. 麻疹病毒及腮腺炎病毒之逆遺傳學。

b. HIV、FIV ＆ cytokines之生理學。

c. Q fever.

(8) 共同研究：

a. 國立感染症研究所

b. 北里研究所基礎研究所、病院

c. 北里大學醫學部、獸醫學部

d. 製藥會社

3. 流行性感冒疫苗之製造及檢定

國立感染症研究所提供病毒株給製造廠商，由廠商選用十代內最適當者作為製造用種株來生產疫苗。其病毒原株、製造用原株（為病毒原株於受精卵繼一代者）及製造用種株均須進行鑑別試驗、感染價試驗、病毒含量試驗（CCA）、無菌試驗，並於-70℃以下保存。製造用種株濃度為109 EID50/mL，病毒接種時須先經稀釋，接種量為104 EID50/egg。

養雞場採人工受精，置貨櫃內以福馬林蒸燻（或以臭氧）殺菌消毒，再於孵卵器振盪培育。經檢卵後，以有溫控之貨車送貨。每次由養雞場購入11日齡受精卵約25萬個，先取5﹪檢查，剩餘95﹪經自動化之洗蛋、鑽孔、病毒接種後，於33～35℃孵育箱培養48小時，然後4℃冷藏一晚。在採集室自動化切去上殼、選蛋（人工由銀幕圈選不良品）、自動化採集病毒感染之尿膜腔液（對於圈選之不良品以不降下採收針之方式淘汰），經管線送至精製室，此收集之尿膜腔液須進行無菌試驗及CCA價測定。採集後之殘留物、不良品及蛋殼經滅菌後由地下管線加壓送至處理場打碎焚化。

收集之尿膜腔液先經低速離心，沉澱物滅菌後廢棄不用，含病毒之上清液以限外超濾法過濾除去低分子量物質及濃縮，用蔗糖梯度離心法（Sucrose-gradient centrifugation）精製純化2次（所得之病毒分畫液須進行糖度測定、HA價測定、病毒含量試驗），將2.5噸之尿膜腔液精製成90公升。再經脫糖、過濾（0.2μm filter）及添加Tween-80，成為病毒粒子浮游液（須進行病毒含量試驗、蛋白質含量試驗）。再添加ether攪拌離心、取水層去ether層，以除去脂質，分出粒子HA；加福馬林使病毒不活化、濾過，作為batch原液（須進行病毒含量試驗、蛋白質含量試驗、無菌試驗、熱原試驗、SRID試驗、小鼠白血球減少試驗）。以batch原液試製成試驗用疫苗時，須進行SRID試驗、小鼠白血球減少試驗、及豚鼠之異常毒性試驗。

將各單株batch原液混合，加保藏劑（福馬林、硫柳汞）作為原液（須進行染色試驗、分畫試驗、無菌試驗、熱原試驗、SRID試驗、小鼠白血球減少試驗）。加磷酸緩衝氯化鈉溶液稀釋作成最終原液，充填分裝成最終製品，此時須進行pH試驗＊、不活化試驗＊、硫柳汞含量試驗＊、小鼠體重減少試驗＊、分畫試驗、ether否定試驗、蛋白質含量試驗、甲醛含量試驗、無菌試驗、異常毒性試驗、效價試驗1法（SRID試驗）及2法（受精卵中和試驗）、小鼠白血球減少試驗（＊為最終製品在自家檢定時比國家檢定項目增列者）。於提出檢定申請時，由都道府縣藥事監視員抽樣密封後，送國立感染症研究所進行國家檢定，餘者就地封存。當國立感染症研究所檢驗合格核發檢定合格通知後，由都道府縣藥事監視員開封，交付檢驗合格證紙由廠商於檢體包裝後自行貼付，再由藥事監視員抽樣檢視後放行出庫。

在製造與檢定時須留意：

(1)病毒剛形成時可測定CCA來決定病毒含量，但於純化後則須看蛋白質含量較準。

(2)以SRID試驗來測定效價時，由於檢體內含甲醛有固定作用，擴散作用會被抑制，因此在1至2個月後進行試驗時之抑制區會較現行者縮小。

(3)小鼠白血球減少試驗目前是以生理氯化鈉溶液作為對照組，以後將改用標準疫苗當對照組。

(4)製程中以ether處理時，其場所全部防爆處理，其電源開關及主控板在室外。先將ether與原液混勻、分瓶、3,000 rpm離心15分鐘；再吹入氮氣、除去ether、蒸餾。檢測ether殘量有2種方法，一為儀器測試在0.04～1.0﹪範圍，但一般測得之殘量約在0.04﹪左右；另一法用鼻子聞。作ether處理工作之人員其體檢項目較一般者多，如與有機溶劑相關之血液項目。

(5)效價試驗之中和試驗法須使用活病毒，因此須在負壓之實驗室進行。

今年日本使用之病毒株與WHO建議者相同，為A/New Caledonia/20/99（H1N1）、A/Panama/2007/99（H3N2）及B/Shangdong/7/97，其中病毒株A/New Caledonia/20/99（H1N1）及A/Panama/2007/99（H3N2）與去年相同。

伍、心得與建議
一、未來我們流感防治目標是自己能生產台灣流行流感病毒株之疫
 苗，因此疾病管制局背負疫苗株篩選與決定之重要任務，如果台灣
 未來的工廠無法像歐美大疫苗廠有能力篩選出「生產疫苗株」，我們
 則無法向WHO一樣只宣布「類似疫苗株」的字眼，必須提供正確的
 疫苗株給予廠商。目前日本就是由厚生部宣佈當年生產疫苗株，然
 後由日本感染症研究所(NIID)統一提供給日本四家廠商。總而言
 之，如果流感疫苗病毒種庫是由國家掌控管理，因此就必須及早規
 劃將每一個過程詳列出來，尋找適當人選接受專業訓練，然後實地
 操作演練驗收成果。當然如果政府委託民間機構亦是可行方法之
 一，但整個查核機制必須建立。

二、提到流感疫苗病毒種庫設立，雖然日本已有多年製造流感疫苗的
 歷史，但至今仍沒有符合GMP規格的流感病毒庫以及場地製造重置
 流感病毒株，由於WHO一再強調流感病毒種庫必須於符合GMP的設
 施下建立，日本感染症研究所也感到其必需性、重要性與急迫性，
 因此計畫於96年完成符合GMP之先導工廠，我們應好好利用雙方建
 立的良好關係，了解其先導工廠規劃、設計、建造等相關訊息，俾
 利我國未來建立國家病毒種庫的一項重要參考依據。另外就是WHO
 亦建議疫苗株種庫必須利用無特殊病原菌（SPF）的胚胎蛋來繁殖建
 立，所以我們現就應該調查了解台灣SPF胚胎蛋供應狀況與胚胎蛋
 的穩定度等相關問題。

三、這次出國能順利至日本化學及血清療法研究所和社團法人北里研
  究所生物製劑研究所兩家生物製劑廠參觀學習，雖然順利進入廠區
  見識到流感疫苗生產設施與了解製程實際運作情形，但事實上對方
  對我們仍存有防備之心。一方面我們應感到高興別人認為台灣在生
  技產業方面具有相當的水準所以深怕某些重要訊息因為參訪學習
  訓練而洩漏，但是此次參訪訓練是因應全球流感大流行，希望能快
  速取得流感疫苗製造相關訊息於台灣建立緊急生產線，所以建議未
  來能透過外交關係盡力幫我們爭取到實際參與製造過程的機會，尤
  其是95年度台灣正建立緊急生產線的當時即需許多建議與經驗學
  習。此次能順利成行除了感謝我國行政機關的大力協助外當然日本
  感染症研究所(NIID)居功不小，也讓我們深深體會平時就需好好建
  立良好人際關係尤其是國際合作方面，當然我們前輩所建立起來的
  關係更需後輩們好好去維護耕耘，才能使我國生技產業向國外踏出
  展現更輝煌的成果。

陸、致謝

感謝衛生署給予機會及經濟部之預算支應，讓我們能至日本研習，亦誠摯地感謝台北駐日經濟代表處謝偉馨先生、經濟部國際合作處張國英小姐及日本國際協力中心在整個行程上之安排與協助，使我們能順利成行，並感謝日本國立感染症研究所、化學及血清療法研究以及及北里研究所生物製劑研究所人員熱心之指導及中幡尼玲小姐之翻譯，使我們能順利完成本次研修。







受精之雞蛋(11日齡)接種流感病毒疫苗株(0.2mL約105-106病毒/mL)，由雞蛋鈍端接種於尿囊膜內





病毒株分離及確認





34±2℃培養、濕度為60-80%、48小時





１０





９月





８月





至７月





合格者進行包裝出品





國家檢定





自家檢定並申請國定檢定





分裝充填





三種流感疫苗株原液混合





原液並檢驗





病毒液之精製和分離並用ether製成split flu vaccine





前一天冷卻至4℃並收集尿囊膜內液體(每顆蛋約可收集10mL)
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