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はじめに
　近年，欧米のバイオ医薬品の分野で問題になっている
Low Endotoxin Recovery（LER）の問題は，われわれに
種々の問題を再提起してくれた1）。まず，リムルス試薬
を用いたエンドトキシン試験法で測定しているエンドト
キシンとは何かという問題である。エンドトキシン試験
法で測定しているエンドトキシンとは，試料中に存在す
るエンドトキシンの活性であり，その重量（物質量）を
測定しているわけではない。次に，エンドトキシンの活
性は状態によって変化するということ，さらには現在の
測定法では検出できないエンドトキシンの状態が存在す
るかもしれないことを再確認することになった。その
他，エンドトキシンの活性を発現するのがモノマーなの
か凝集状態なのか，精製したエンドトキシンと天然エン
ドトキシンの違いなども，改めて議論されている。本稿

では，LER の研究で明らかになったことを踏まえ，これ
らの点について考えてみたい。

1． エンドトキシン試験法ではエンドトキシ
ンの活性を測定している

　エンドトキシン試験法は，カブトガニ由来のリムルス
試薬を用いて，エンドトキシンの活性を測定する方法で
ある。この点を理解しないと，測定結果の解釈を間違っ
てしまうかもしれない。精製したエンドトキシンが，対
イオンや超音波処理によって，種々の生物活性を示すこ
とは，以前から知られていた2,3）。すなわち，エンドトキ
シンの重量あたりの生物活性は一定ではないということ
であり，医薬品や医療機器の安全性試験としてのエンド
トキシン試験法でも「エンドトキシンの活性」を測定す
るということで，重量ではなくエンドトキシン単位（EU
または IU）という単位を用いている。現在使用されてい
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る国際エンドトキシン標準品（USP Reference Standard 
Endotoxin，RSE と同等品）は大腸菌由来のエンドトキ
シン精製品を用いており，その比活性は約 10 EU／ng 程
度で，10,000 EU／vial の標品が入手できる4）。二次標準品

（Control Standard Endotoxin：CSE）を使用する場合
は，RSE に対して活性を評定し，その比活性（EU／ng）
を算出する。ここでも測定値を活性として表すために，
このような換算が行われる。標準エンドトキシンの比活
性をわれわれが知っているため，また以前から医学界で
はエンドトキシンの重量が使用されていたため，エンド
トキシン試験で試料中のエンドトキシン重量を測定でき
ると思われているかもしれない。しかし，上記の理由で，
エンドトキシン試験で測定しているのが「活性」であり，
試料に含まれる由来のわからないエンドトキシンの重量
を知ることができないのは明らかである。

2．エンドトキシンの活性は変化する
　エンドトキシンの活性は，共存物質や環境の影響で変
化する。鉄やアルミニウムといった金属イオンが，マイ
クロモルレベルの濃度でエンドトキシンの活性を低下さ
せることが以前から報告されている5,6）。この中で，鉄は
エンドトキシンの構造を変化させることが報告されてい
るが7），他のイオンについては，エンドトキシンそのも
のの構造を変化させるとは考えにくい。したがって，こ
の活性変化は，エンドトキシンの凝集状態の変化によっ
て起こると考えられる。LER においては，キレート剤と
界面活性剤という 2 要素でエンドトキシンの活性低下が
観察される。その活性低下の速度は，温度によって大き
く影響を受ける他，pH や塩濃度の影響を受ける8,9）。当
初，LER の機序として，キレート剤によって結合が弱
まったエンドトキシン凝集体から，界面活性剤がエンド
トキシン分子を引き剝がし，最終的には細かく分散させ
てしまうといったことが予想されていた8,10）。しかし，実
際にその粒子分布を測定してみると，活性が低下し，長
期間（1 年以上）が経過しても，元のエンドトキシン粒
子と同じサイズの粒子が観察された11）。すなわち，LER
の機序として，エンドトキシンが細かい粒子になって分
散することが活性低下の主たる原因ではないと考えられ
た。また，低温（4℃程度）では，LER 条件下でも RSE
の活性は 1 カ月以上安定であり，これを水で希釈すると
活性の低下が起こることも明らかになった12）。この活性
低下は，マグネシウム溶液で希釈することにより抑制す
ることができることから，キレート剤で弱くなったエン
ドトキシン凝集体は，低温ではその形態を維持してお
り，希釈などによって条件が変化することで，活性の低
下が起こると考えられた11）。これらの結果から，LER に
おいては，エンドトキシン凝集体の表面でエンドトキシ
ン分子と界面活性剤分子の入れ替えが起こるという機序
が考えられた11）。すなわち，エンドトキシン凝集体表面

のエンドトキシン分子の面積の減少が，主なエンドトキ
シン活性低下の原因と思われた。

3．精製エンドトキシンと天然エンドトキシン
　LER は，FDA ガイダンス13）で推奨されている試料中
のエンドトキシンの安定性試験で明らかになった。この
時，使用するエンドトキシンとしては，CSE か RSE が
推奨されている14）。これらの標準エンドトキシンには，
精製されたエンドトキシンが使用されている。一方，低
栄養条件下で培養したグラム陰性菌から得られた天然エ
ンドトキシンでは，LER が認められないことが報告され
ている15）。この原因の一つとして，低栄養時におけるグ
ラム陰性菌の Lipid A 修飾が指摘されている16）。すなわ
ち，低マグネシウム下で培養したグラム陰性菌では，
Lipid A のリン酸基が，エタノールアミンやアミノ糖で
修飾され，2 価の金属イオンの不足を補うことができる
のである。このような Lipid A を持つリポ多糖（LPS）で
は，キレート剤の影響を受けにくく，LER も起こりにく
い。このようなエンドトキシンもエンドトキシン試験で
検出できるので，バイオ医薬品の工程中に起こったグラ
ム陰性菌の汚染によるエンドトキシンの増加を見逃すこ
とはほぼないといえる16）。高栄養培地で培養したグラム
陰性菌から精製したエンドトキシンは，リムルス試験の
標準としては有用であるが，実際に製品に混入する可能
性のあるエンドトキシンとは性質が異なるため，製品中
のエンドトキシンの安定性試験には適さないと考えられ
る。しかし，欧米の規制当局が精製エンドトキシンを使
用した標準エンドトキシンの添加を推奨していることか
ら，これを使用せざるを得ない現状がある。どのような
試験が，製品を投与される患者の安全性に寄与するか
は，今後の研究によって明らかにされる必要がある。

4． エンドトキシン試験でどのようなエンド
トキシン活性を測定するべきか

　試料中のエンドトキシンの活性が，条件の変化によっ
て変化することはすでに述べた。それでは，試料中のエ
ンドトキシンの活性はどの状態のものを測定するべきで
あろうか。この問いは以前からあったのだが，LER の問
題によって再度注目されることとなった。医薬品や医療
機器の安全性試験としてのエンドトキシン測定で LER
が提起した問題点は，「試料中のエンドトキシンの活性
が現在の状況より高い値を取る可能性がある場合，試料
中のあるがままの活性を測定するべきか，可能性のある
最大活性を測定するべきか」ということである。LER で
は，添加した標準エンドトキシンの活性が低下するが，
その条件はエンドトキシンを分解するような条件ではな
い。すなわち，試料中に標準エンドトキシンのような性
質のエンドトキシンが汚染した場合，汚染前のエンドト
キシン活性は試料中で低下し，試料中のエンドトキシン
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活性は汚染前より低くなっていると考えられる。エンド
トキシン自体は分解されたわけではないので，試料中の
エンドトキシン重量は変わらないが，活性のみが低下し
た状態と考えられる。試料中のエンドトキシン活性とし
て，どちらを取るべきであろうか。LER においては，試
料に添加した標準エンドトキシンの比活性が分かってい
るため，添加前の活性を検出したいと思うのは人情であ
ろう。しかし，実際に試料（製品）に混入してくるエン
ドトキシンは，精製されたものではないし，栄養培地で
培養されたグラム陰性菌由来ではない。したがって，汚
染したエンドトキシンが標準エンドトキシンと同じ挙動
を示すとは言えず，元のエンドトキシン活性を知ること
はできない。しかも，標準エンドトキシンでさえ，条件
によっては，その活性が上昇することも考えられること
から，元の活性が最大活性とは限らない。これまでエン
ドトキシン試験では，試料中のエンドトキシン活性をあ
るがままに測定してきたのであり，試料中のエンドトキ
シンの最大活性については考慮してこなかった。リムル
ス試験を用いた「エンドトキシン試験法」が採用されて
から 39 年が経ち，LER を引き起こすキレート剤と界面
活性剤を含む製剤が開発されてから 30 年ほどが経過し
ているが，エンドトキシン試験の不具合による発熱事例
は報告されていない17）。このことは，試料中のエンドト
キシン活性をあるがままに測定することの有用性を示す
ものであり，エンドトキシン試験の有用性を支持するも
のである。

おわりに
　エンドトキシン試験法は，試料中のエンドトキシン活
性をあるがままに測定する方法である。LER がこの点に
疑問を投げかけ，いまだにどの活性を測定するのが良い
のか，結論は出ていない。工程検査におけるエンドトキ
シン試験で，LER が起こると，エンドトキシンの汚染を
見逃すかもしれないという規制当局の意見もあり，実際
にバイオ医薬品メーカー各社は，自社製品に対する LER
検討を余儀なくされている。今後，LER をどのように解
釈し，どのような試験を行うことが，製品の安全性に寄
与するかを，科学的に明らかにしていかねばならない。
　LER が提起した問題点の一つに，リムルス試験を使用
したエンドトキシン試験では検出できないエンドトキシ
ンの状態があるかもしれないということがある。この状
態のエンドトキシンは，その測定方法がないことからこ
れまで測定されておらず，その生物活性も明らかではな
い。少なくとも，発熱性のような急性毒性はないと思わ
れるが，慢性的に投与された場合の影響については全く
分かっていない。すなわち，LER で検出できなくなった
エンドトキシンについては，これまで何のデータもない
ため，その危険性については未知である。今後，このよ
うな状態のエンドトキシンの生物活性についての研究が

期待される。
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