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摘要
世界衛生組織考量當新型流感發生大規模流行時，疫苗是重要保護措施，因此鼓勵疫苗製造廠與相關國家從事疫苗研發。我國過去並無流行性感冒疫苗自製能力，可選擇之疫苗均仰賴國際藥廠，一旦發生大流行，國際間貨量不足時，我國亦將面臨買不到疫苗之困境。目前日本政府已和該國內四家流感疫苗製藥廠（Biken、Denka Seiken、Kaketsuken及Kitasato）合作開發H5N1新型流感疫苗，由於本局負責疫苗查驗登記、檢驗封緘及藥廠GMP管理，因此於94年11月27日至94年12月3日赴日本北里研究所生物製劑研究所（The Kitasato Institute Research Center for Biologicals）瞭解其開發新型流感疫苗之情形，以因應未來國內自製流感疫苗之管理所需。
關鍵詞： 流行性感冒疫苗
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一、目的
在1918 - 19年發生人類與禽類流感病毒混合重組所造成之大流行，由於流感病毒於自然界可存在於豬、馬、雞、鴨等多重宿主之特性，一旦基因段重組產生新的病毒株，抗原性將產生大幅改變。由於人類並無家禽流行性感冒抗體且感染後死亡率高，病毒又可透過豬隻進行不同物種來源病毒之基因交換，或是經由野鳥—水禽—陸禽間的傳播而使病毒毒力增加，實為最具世界性大流行潛力的疾病，引起各國高度重視。
世界衛生組織（WHO）有鑑於流感大流行之影響甚鉅，並提出各國應就疫情監視、公共衛生介入手段、抗病毒藥劑之使用與效益、疫苗製造與通路等四大方向進行流感大流行的準備。
考量大流行發生時，疫苗是最重要的保護措施，WHO鼓勵疫苗製造廠與相關國家從事疫苗的研發。台灣地區過去無流行性感冒疫苗自製能力，可選擇之疫苗均仰賴國際藥廠，因此購置之數量極易受限於國際的產能及各國需求量的競爭，而當流感發生大規模流行或新型流感發生，國際間供應量不足時，有疫苗生產力的國家將會限制疫苗出口，用於保護該國的人民，使得沒有疫苗生產力的國家，即刻面臨疫苗短缺的危機。可以預期的是，我國亦將面臨買不到疫苗之困境。
雖然流感大流行疫情來臨之時間不確定，但各國已紛紛籌建疫苗製造廠或預先採購新型流感疫苗，目前台灣也已著手規劃流感疫苗BOO案，希望未來國內能有疫苗生產力。國內目前使用之疫苗大多為進口，只有國光生物科技股份有限公司，每年自日本北里研究所（The Kitasato Institute Research Center for Biologicals）輸入流感疫苗原液，進行無菌充填分裝，但是仍不具有疫苗上游製程之生產力。由於日本政府與日本四家疫苗廠（Biken、Denka Seiken、Kaketsuken及Kitasato）合作進行四十萬劑臨床試驗用人類禽流感疫苗之製造，北里研究所是其中之一。而北里與我國國光生物科技公司有長久之技術合作關係，此次北里生產新型流感疫苗，國光公司配合其製程，於11月底派員前往研習禽流感疫苗之製造及管制，為期二週。由於本局業務涵蓋疫苗之查驗登記（含製程確效及分析確效）、封緘檢驗及藥廠GMP查核，因此透過國光公司聯繫安排，本局隨同該公司研習人員前往北里研究所參訪壹週，希望瞭解此類新型流感疫苗之製程及管制，以因應日後國內自製疫苗時之管理。
二、行程
11月27日

啟程
11月28日

新型流感疫苗試製簡報
11月29日
參觀品管部門檢驗及流感製造部門之新型流感疫苗製造之準備工作
11月30日
參觀品管部門檢驗及流感製造部門之新型流感疫苗製造之準備工作
12月01日
參觀品管部門檢驗及流感製造部門之新型流感疫苗製造之準備工作
12月02日

參觀養雞場及孵蛋場
12月03日

返程
三、參訪紀要
（一）禽流感疫苗試製簡報
隨著1997-99年亞洲出現人類感染H5N1與H9N2二種亞型之病毒，科學家擔心跨物種傳染，已不再需要中間宿主而由禽鳥直接傳染給人。早期之研究發現，家禽流行性感冒病毒好與sialic acidα2,3-Ga結合，而感染人類的流感病毒則與α2,6-Ga結合；但豬之上呼吸道黏膜上皮細胞則具備上述兩種受體(receptor)，因此科學家假設豬呼吸道上皮細胞為人類與禽類流感病毒混合重組之主要管道，且是造成流感大流行之主要指標。
自2004年起，亞洲地區的越南及泰國陸續發佈人類感染家禽流行性感冒H5N1病毒的病例，A型流感病毒，是正黏液病毒中會感染禽鳥類之病毒，許多禽鳥對此病毒具感受性。A型流感病毒具有抗原性相關的核蛋白衣(nucleocapsid)及基質多胜肽(matrix polypeptides)，並以病毒之紅血球凝集素(hemagglutinin, H)及神經胺酶(neuraminidase, N)抗原區分亞型。目前已知共有15種H亞型(H1-H15)及9種N亞型(N1-N9)，造成雞及火雞急性臨床疾病之高病原性A型流感病毒僅有H5、H7亞型。
由於新型流感大流行尚未發生，目前尚不知何種疫苗有效，但是為防範未來可能發生之疫情，日本政府與該國內四家流感疫苗製造廠合作研究生產新型流感疫苗。副所長暨流感疫苗製造部部長五反田先生特別強調，新型流感疫苗是一種儲備疫苗，目前誰也不知道是否有效，或者將來可能疫情沒有發生而用不上，但是卻需要大量資金，因此必須有政府之支援。
而此次日本研發新型流感疫苗是由日本國立感染症研究所和四家藥廠共同討論研發，所有研發相關資料及記錄，均由政府及四家藥廠所共有。因此雖然曾向北里要求提供相關研究資料參閱，副所長始終無法表示同意。
1、簡報中，副所長介紹日本養雞場因應禽流感之對策、新型流感疫苗製造人員之安全管理及製造流感疫苗之情形。
（1）日本養雞場因應禽流感之對策：
養雞場不能有明窗以防止野禽飛入，進入雞場之人車需經消毒。
（2）生物安全管理之分類：
禽流感病毒屬於BSL3等級。
（3）製造區域之設備及安全管理：
依照「病原體安全管理規定」。
（4）作業員安全管理：
需有抗病毒藥物儲備。
（5）作業員防護服：
生產一般流感疫苗之穿著與製造區無菌作業服裝相似，由於此次研發生產之新型流感疫苗病毒株來自NIBSC，已將高病原性基因除去，因此採用外加簡易防護服方式，包括面罩、全身式防護衣，腰背掛過濾器，供氣管。目前在日本，管制等級列於BSL-2，當製造人員穿上這種簡易防護服後，可升級成為BSL-2＋，北里即採用此種BSL-2＋等級。此外作業人員工作時間不超過2小時一班，以防止因為疲乏，注意力不集中造成危害。
（6）雖然另有一種防護服，採全罩式似太空人，可加壓送入空氣，雖可達BSL3等級之防護，但此種方式造成作業及行動極不方便，北里目前未採用。但是製造現場已有加壓管路，未來一旦因應緊急疫情，生物危害性增加時亦可隨時升級防護。
2、接著介紹新型流感疫苗之開發：
（1）病毒株事先承諾申請認可：日本生產一般流感疫苗每年變更病毒株均須經事先申請核可。
製造株選定：生產研究時選用之病毒株是否實際有用，由於人類禽流感未發生，因此尚未知是否有效。此次選用之NIBRG-14病毒株是英國NIBSC將越南感染者所分離出之病毒，經基因重組技術，製造出不具高病原性基因之病毒株，供各國疫苗製造廠製造prototype vaccine，並進一步用於臨床試驗研究。
RG法弱毒化： NIBRG-14是自越南發生雞傳人之禽流感造成死亡之患者體內取出後經弱毒化除去高病原性。
劑型決定：目前仍不知採用全病毒粒子（Whole viron）或裂解病毒（Split）方式，或是採用佐劑（Adjuvant）方法何種較有效。
（2）本次由日本政府和該國四家流感疫苗製造廠共同研究開發，步調一致決定製造方法。北里製造之新型流感疫苗採用全病毒粒子加佐劑方法製造，目前佐劑之量已定下來，預計2006進入臨床試驗。
3、一旦大流行發生時，新型流感疫苗之生產方式
（1）疫苗病毒株之製造：自患者分離出流行病毒株，由WHO reference Lab以RG法製備。
（2）疫苗病毒株須經WHO安全性、抗原性之認定：種株經WHO檢查核可，各國衛生單位再向WHO購買。
（3）各國衛生主管機關將疫苗病毒株配送該國內之藥廠。
（4）藥廠進行新型流感疫苗製造及品質檢驗。
4、日本現行一般流感疫苗之生產於每年2-9月進行，是由3株疫苗株混合製成，原液製造須6個月，包含品管檢驗及申請政府批次放行約須9個月，大約可生產4,000萬劑一般流感疫苗。由於試製疫苗須有生產線，因此開發禽流感疫苗只有在一般流感疫苗生產之空檔時期進行，但因應國家緊急需求，國內製造廠均需全力配合生產。目前日本一般流感疫苗經陸續完成自家檢驗後，於9月才統一同時將所有經自家檢定合格之疫苗送政府單位，申請國家核定放行。未來因應緊急禽流感疫情，政府將隨時受理申請放行，製造廠將一邊生產檢定合格，一邊申請國家核定批次放行。
5、生產新型流感疫苗需評估考慮事項
（1）疫苗病毒株在胚胎蛋之增殖性。
（2）新型流感疫苗是單價疫苗與一般流感疫苗之三價疫苗不同。
（3）需接種二劑。
（4）需使用與現行一般流感疫苗同等之製造設施設備（BSL2）：由於採用現行設備，因此製造新型流感疫苗是透過工作人員之服裝升級來執行製造，在緊急情形下, 這時一般流感疫苗之製造將停工來配合製造新型流感疫苗。
（5）目前估計新型流感疫苗可生產4,000萬劑×3÷2＝6,000萬人份。
（6）因為Split之疫苗雖然在動物實驗之免疫反應尚可，但是在人體似乎不行，所以選擇全粒子病毒加佐劑之方式，以提升人體抗體反應，此外添加佐劑亦可降低抗原之使用量，增加生產劑量。
（7）過去日本曾核准流感疫苗全病毒粒及Split製程，目前生產新型流感疫苗原已不須再申請製造核准，但是由於本次採用加入佐劑之方式，與以往不同，因此未來仍須要經過管理單位核定。
6、疫苗病毒株介紹
（1）目前NIBRG-14株由NIBSC將強毒打掉後，保留抗原性。
（2）NIBSC檢查抗原性：
（3）北里用SPF蛋評估此病毒株在蛋之增值性。
	Vero 1/E2（NIBSC來源）
	Vero 1/E2/E1（經北里繼代）

	稀釋
	感染數/接種數
	HA價
	感染價

	-3
	-
	512
	-

	-4
	-
	512
	-

	-5
	5/5
	512
	5/5

	-6
	5/5
	512
	5/5

	-7
	5/5
	-
	5/5

	-8
	0/5
	-
	0/5


經評估感染價：
一般流感疫苗之病毒株約為107.5，此次來自NIBSC之疫苗株為108。
雖然新型流感疫苗株之感染價比一般流感疫苗株弱，但是不會使胚胎蛋死亡，所以仍用來製造疫苗。
7、北里流感疫苗製造設施及步驟
（1）Peltry Farm：Henhouse和外界隔離，車進入雞場前消毒，同時
人進入雞舍更衣消毒。
（2）Breeding Cage

產蛋後儘快取出降低污染，一般人不得降入雞舍，雞舍內之蛋用自動傳輸帶送出。
（3）Line of final stage

蛋裝入蛋盒，送入Disinfection Room消毒蛋表面。
（4）將蛋送到北里之貨車有溫度控制。
（5）Viral inoculation

工作服是採製造新型流感疫苗，外加簡易防護裝方式。
蛋使用automatic virus inoculation machine接種疫苗病毒液
--一排有六支接種針，共二排針，每次可接種12個蛋，一盤蛋36個蛋，接種三次可完成。
--接種機內為負壓，接種機所在房間對外亦為負壓，蛋接種後上架，送入另一間培養，培養室有加濕器控制濕度，此一培養室對外亦為負壓，所有培養蛋之培養箱均放在十萬級區。
（6）放入Cold Room降溫。
（7）Harvest of Allantonic machine：先切蛋使孔變大後抽蛋液。
（8）Examination of eggs：透過攝像機先觀察此蛋可否採收。
設備及廢蛋殼處理：

Heating washer

Tank of disposal

Dry：乾燥。
Kill tank：乾燥之廢蛋殼焚化。
（9）Separator

遠心分離不純物
Excess filtration membrane unit

Viral Purification with ultracentrifuge

Ultracentrifuge

Fractionation
Sucrose content

Measure absorbent

HA

（10）Removal of Glucose

（11）Filtration

（12）Ether Treatment
（13）Mixing       
（14）Divide ether離心分離
Keep Virus layer 
Removal ether

8、北里生產新型流感及一般流感疫苗之差異處在於超遠心蔗糖分離後之製程，新型流感疫苗以福馬林不活化及加入佐劑Al（OH）3。
9、自接種、精鍊脫糖等階段均在負壓房間。
10、量產製造新型流感疫苗之雞胚胎蛋符合WHO及藥典規範，不限定用SPF蛋，而是採用對雞的健康有監控之蛋，由蛋商提供評估報告。
（二）製造部門
此次本局屬參訪性質，時間有限，但是國光公司人員則是為將來製備流感疫苗而需實際且深入實習疫苗製造及製程管制，因此北里安排我與國光研習人員在第一週，先了解製造疫苗前之準備工作，包括如何清洗設施設備及安裝，雙方並進一步討論清潔確效之操作。
此外，實際演練進入製造區如何更換製造區服裝，及因應製造新型流感疫苗於製造區服裝外加防護衣及呼吸設備之著裝方式及動線。
由於北里研究所製造流感疫苗所使用之接種設備，是該所自家設計，國光公司未來也打算向北里訂購相關設備，因此我們也與北里討論該設備安裝及確效注意事項。
在雙方討論交換意見之過程中，北里人員提及，日本對鼠腦產製日本腦炎疫苗之安全性有些疑慮，加上日本國內已有其他疫苗廠研發組織培養日腦疫苗並進入臨床試驗階段，基於市場性，未來北里可能將不再生產鼠腦製日本腦炎疫苗。目前台灣使用之日本腦炎疫苗是由國光公司所產製，該公司之生產技術係來自北里，雖然已使用多年，目前無相關之副作用報告，但是基於保障國人健康目的，也需加緊評估提升疫苗品質。
（三）品管部門
北里製造新型流感疫苗之製程是以一般流感疫苗之生產設備及技術為基礎，因此製程中管制項目相似，其中蛋白質含量、黴漿菌檢驗及紅血球濃縮沉降試驗與一般流感疫苗相同，過去本局主要針對成品進行檢驗，並審核製程管制項目是否符合國際規範。這次難得之機會，可實際觀摩製程中檢驗項目之操作。首先，由北里之品管部門派員實際操作這些製程管制項目，並由主管逐步解說相關測試，最後參與雙方深入討論實驗內容及操作中需注意之技巧。
此次是採用模擬方式進行檢驗，也就是說，北里為顧及參訪及研習人員之健康，所以採用一般流感疫苗作為樣本，並在一般流感疫苗進行檢驗之品質實驗室進行。
黴漿菌檢驗之觀摩，北里雖然使用一般流感疫苗檢體，但特別安排於實際進行新型流感疫苗檢驗之實驗室進行。該實驗室位於負壓工作區，全區為class 2。此一區域又隔出數間負壓實驗室，一間用於已知病原性之細菌及病毒檢驗，在同一間實驗室內將細菌與病毒分開於不同生物安全操作台進行；一間供日本腦炎疫苗效價試驗用病毒液配製；此外，一間則是供製備一般流感疫苗之seed virus，目前作為新型流感疫苗檢驗專區，執行所有關於新型流感疫苗之試驗，包括無菌試驗及黴漿菌等生物學試驗，由於生產供臨床用之新型流感疫苗是利用一般流感疫苗生產之空檔進行，因此該seed virus實驗室經甲醛熏蒸消毒後，轉挪為專用於新型流感疫苗檢驗。北里之品管主管一再強調，之所以在專區進行相關檢驗，主要由於該產品未經核准上市。一旦取得上市許可後，則視為安全之產品，無菌試驗將移回與其他疫苗產品執行無菌試驗相同之一正壓區域（class D）進行，並在isolator（class A）內操作。
（四）流感疫苗之原料：雞胚胎蛋
2004年北里研究所生產一般流感疫苗，一年約製造1,100萬劑流感疫苗，一天需要27萬個蛋左右，目前共有7家蛋供應商，以分散供應風險，北里並定期稽核，提升供應蛋之品質。此次由北里安排赴行方市東側ミこテニ雞蛋廠，這是北里主要的蛋供應商。
該養雞場，有雞隻8萬左右，一天可生產6萬蛋，其中71％供作疫苗製造。養雞場採用人工授精（公雞及母雞分開飼養）方式，優點在於可以控制蛋產量，一旦疫情嚴重時可緊急增產因應，該廠執行人工授精工程有47人，四天作一次受精，一人每天可做1,300隻雞左右，一天約有15,000隻雞受精，一般來說人工授精成功率，隨工人技術而不同（50～90％），該養雞場去年成功率達88％。
人員進入孵蛋廠前，於入口處經air shower，作業環境控制在20～22℃，60％RH培養箱中，於孵蛋時，蛋架上標示收集日，且以不同顏色卡片區分標示，孵蛋架每小時轉動一次，使蛋可以平均受溫，第五天將蛋架移出培養箱後檢蛋（以燈泡照射雞蛋，檢查是否受精），檢蛋後蛋架平放，於檢蛋後的第二天（即第六天）出貨。雞場平常約員工20人，於流感疫苗生產季節有工作人員40多人（其中部份員工是part time），飼養時之雞飼料不含抗生素。
受精後孵化前的蛋，要先消毒避免微生物滋生，特別在夏天要隨時撿收蛋，五月以後要在2個小時內撿蛋。孵化場自收到養雞廠的蛋，先經消毒後上架，送入15～20℃房間用O3消毒。供製作疫苗用之雞蛋在O3房間最長只放3天就需送去孵化。孵化廠之孵化箱和北里製造流感疫苗之培養箱相同容量，一台可放11,232個蛋，共有57台孵化箱。將蛋運送至北里的卡車，於車廂內前方近駕座位置有換氣出口，溫度控制於28℃，於駕駛座有設備可監控溫度，一車可運送5萬5仟個蛋。
隨後再到另一新建雞舍參觀，開車進入養雞場前車輛同樣需清潔消毒，下車後人員先踩過消毒液池，才進入雞舍。於前廳洗澡換上全身式防護衣，套上膠鞋才進入。新雞舍採密閉式飼養，定時定溫餵飼料。窗戶有鐵網，不易飛入外界禽類，全舍有空氣交換及吹乾雞糞的設備。此外當雞舍太乾或夏天太熱，可以噴水霧來加濕或降溫。全舍約長91.5公尺 × 寬15.2公尺。每格雞籠4米長，可養67隻母雞，5～7隻公雞，共約4萬隻雞。雞下蛋後，經輸送帶傳送入NABEL PEP1000設備，該設備可自動化以空氣和刷子去污、挑蛋（使蛋之尺寸一致）後，裝上蛋盤。此機器可處理蛋10,000/小時，然後將蛋送入消毒室，表面消毒。
四、心得與建議 (
（一）依WHO對疫苗管理之規範有六大系統，其中之一是批次放行Lot（Batch） Release，日本目前也是實施批次放行之國家之一，過去本局依據藥事法實施生物藥品檢驗封緘，也是實施此一管理方式，以提供國人品質穩定之疫苗。疫苗之品質自原料、製程及成品均很重要，雖然已有cGMP之實施，亦無法完全避免發生污染等品質問題，例如2003年英國Chiron藥廠生產之流感疫苗污染事件，即是一項警惕。然而過去國內無自製能力，多半是進口疫苗，因此除要求各廠每批進口疫苗均須檢附出產國之批次放行證明而作為上市依據，或本局針對部分項目檢驗再佐以審核批次檢驗紀錄而上市。未來國內自製流感疫苗後不再可能憑出產國批次放行證明而上市國產疫苗。建議疫苗查驗登記審查、cGMP稽查及檢驗封緘單位應密切聯繫，一旦產品批次放行發生問題可以立即應變處理進行藥廠查核，使疫苗之檢驗及管理步調相輔相成，才可提供國人高品質疫苗。
（二）目前各廠由雞胚胎繁殖的不活化流感疫苗，在成品檢驗之項目及方法大致相同，但是由於國際間，各廠不活化及純化方式之製程差異，因此製程管制項目隨製程差異而不同。目前各藥廠製造禽流感疫苗之技術、設施及設備主要仍以該廠現行製造一般流感疫苗之設備及技術為基礎，進行研發新型流感疫苗，但是除流感大流行來臨，否則尚無法確認究竟何種方式製造的疫苗真正有效。建議未來應持續參加國際疫苗藥廠相關研討會，隨時追蹤瞭解國際動態，才能因應疫情之急迫性，進行新疫苗之審查、檢驗及管理。
（三）使用雞胚胎蛋製造之流感疫苗，蛋的品質是維繫疫苗品質均一性之一項重要因素。目前各國法規均要求用於繁殖疫苗病毒株（seed virus）之胚胎蛋，必須無特定病原菌（specific-pathogen-free, SPF）。由於在量產階段使用SPF蛋之可行性低，因此所使用之胚胎蛋是依製造廠當地對禽類之健康管理規範實施管理。建議未來國內若採用胚胎蛋量產流感疫苗，衛生主管單位應對供應流感疫苗之養雞場及孵蛋廠加強管理，同時製造廠亦應該定期實施原料供應商稽核，以確保疫苗品質穩定。
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