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はじめに 

弊社には、さまざまな分野の方々から、エン

ドトキシンを除きたい、あるいは不活化したい

という要望が寄せられます。最適な方法はそれ

ぞれのケースで検討して決めることになりま

すが、その際にどのような選択肢があるのか、

問題点になりやすいことは何かを知っておく

ことが重要です。 

詳しくは既報 1)をご参照いただきたいのです

が、本稿では、除去や不活化の原理、実施例を

紹介し、さらに除去、不活化のバリデーション

の注意点についても簡単に述べます。 

 

エンドトキシンの不活化方法 

(1) 乾熱処理 

乾熱は、対象物がガラスや金属のような熱に

耐える素材である場合は、もっとも信頼できる

エンドトキシン不活化法です。薬局方のエンド

トキシン試験法では、試験に使用する器具で耐

熱性のものについては、「通例、少なくとも

250℃で 30分の乾熱処理を行う」と記載されて

います。 

(2) 湿熱処理 

希薄なエンドトキシン溶液を加熱すると、ラ

イセート試薬に対する反応性や細胞に対する

サイトカインの産生誘導能が低下することは

種々報告されています。ただし、このような活

性低下は LPS ミセルの高次構造変化が原因し

ている可能性も示唆されており 2）、不可逆な不

活化とは言い切れない点に注意を要します。 

オートクレーブによる不活化処理では、ある

程度の効果は見込めるものの、混入しているエ

ンドトキシンの濃度や共存物質により効果の

程度は大きく異なります。 

 

(3) 酸/アルカリ処理 

LPS 分子は希酸により加水分解されて Lipid 

Aが遊離し不溶性になること、不溶化にともな

い発熱性が低下することが知られています。ま

た、アルカリとエタノールやジメチルスルホキ

シドの共存により LPS から脂肪酸の離脱とミ

セルサイズの減少、および発熱性、ニワトリ致

死活性の低下が水中よりも速やかに起こるこ

とも報告されています 3）。これを応用した方法、

例えば 0.03～0.1N NaOHを添加した 95%エタ

ノール中で 30～60分間 30℃で保持するといっ
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た方法は、注射用水による最終洗浄と組み合わ

せて用いれば、プラスチックなどの高温加熱で

きない素材の器材からエンドトキシンを除く

のに有用です。 

 

(4)ガンマ線照射滅菌 

プラスチック製器材の滅菌で汎用されるガ

ンマ線照射滅菌の効果は、乾熱と比較して充分

ではありません。これは、滅菌済みが保証され

ている器材であっても必ずしもエンドトキシ

ンフリーではない理由のひとつです。 

 

エンドトキシンの除去方法 

(1) 蒸留 

古くから注射用水の製造法として用いられ

てきた方法で、蒸留後、微生物による再汚染が

ないように管理できれば、脱エンドトキシンの

工業スケールでの実用的な方法です。 

 

(2) 膜ろ過 

エンドトキシンの活性本体である Lipid A の

分子量は約 2000 です。菌体から自己溶解など

で放出された LPSは、水中では通常見かけの分

子量が 1～100 万程度のミセルを形成している

ので、分画分子量 1～2 万以下の限外ろ過や逆

浸透(RO)膜によるろ過で除去できます。 

 

(3) 選択吸着 

LPS 分子はリン酸基や KDO を持つため、負

電荷を帯びており、また Lipid A 部分は疎水性

ですので、これらの性質を利用して LPSを除去

する方法が開発されています。 

例えば、弊社ではアクロディスクシリンジ

フィルターという正荷電ナイロン 6,6 膜を用い

たシリンジフィルター（孔径は 0.2μm、日本

ポール製）を販売しています。ただし、静電力

を利用した除去は、共存するイオンの影響を受

けやすいという特性があります。表１は、ろ過

時に共存する NaCl 濃度とエンドトキシン除去

率を調べた結果ですが、この程度の影響は受け

る可能性があることを考慮する必要がありま

す。 

 

表 1 NaClの共存濃度とエンドトキシン除去率 

共存する 

NaCl (%) 

エンドトキシン 

(EU/mL) 
除去率 

ろ過前 ろ過後  (%) 

0 9.580 0.01073 99.9 

1 7.647 1.641 78.5 

5 7.647 5.237 31.5 

リムルス EＳⅡシングルテストワコー(カイネティック-比濁法） 

5 mLのエンドトキシン溶液をアクロディスクでろ過 

 

また、通常のアクロディスクよりも高価です

がイオンの影響を受けにくいタイプの膜を用

いた、アクロディスク・ムスタングフィルター

もあります。 

セルロースなどの担体にエンドトキシンを

特異的に吸着するリガンドを結合した、エンド

トキシン特異的吸着剤もいくつか市販されて

います。弊社でも、セルロース粒子にε-ポリリ

ジンを結合したセルファイン®ET クリーン

（JNC(株)）を取り扱っています。この ET ク

リーンを使用すると、BSA やγ-グロブリン等

の蛋白溶液から効率よくエンドトキシンを除

去できることが報告されています。 

 

図 1 ＢＳＡ溶液からＬＰＳの選択的吸着試験 
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表 2 Removal of LPS from a Protein Solution by ET-clean 

 

図１および表２は JNC株式会社 HP 

http://www.jnc-corp.co.jp/fine/jp/cellufine/grade/grade-1.html 

より転載 

膜ろ過や選択吸着を使用する場合は、サンプ

ルの種類ごとにエンドトキシン除去率やサン

プルの回収率評価が必要です。 

 

エンドトキシン不活化・除去工程のバリ
デーション 

エンドトキシンの不活化や除去(以下、脱パイ

ロジェンと称す)の工程を設定する場合には、

チャレンジテストによるバリデーションを行

わなければなりません。すなわち、既知量のエ

ンドトキシンを対象物に負荷したエンドトキ

シンインジケーター（EI）を用い、脱パイロジェ

ン処理後にエンドトキシンを測定します。 

例えば、USP ＜1211＞の乾熱滅菌のバリ

デーションでは、負荷した LPS が元の量の

1/1000 を超えて残存していない（3 log減少以

上の失活が起こる）ことをエンドトキシン試験

結果で示さなければならないとされています。 

滅菌工程のバリデーション用に市販されて

いる EI を用いる場合、使用方法はメーカーの

指示に従ってください。エンドトキシン回収率

の計算には無処理の EI のエンドトキシン濃度

を 100%として、処理後の EIのエンドトキシン

の失活率を求めます。 

実際の脱パイロジェン対象物で EI を調製す

る場合に有用なガイドが、LAL users groupか

ら提示されており 4)、調製方法や取り扱い方法、

評価法について述べられています。 

なお、USP では、近く Depyrogenation を

<1221>からはずして独立した記載<1228>とし、

乾熱滅菌だけではなく、種々の脱パイロジェン

法に関して解説する予定です。いくつかの項目

に関しては、すでに USP Pharmacopeial Forum

の HP に案が掲載されていますので、ご興味の

ある方は、参考文献の 5.をご覧ください。 

また、<1228.X>に関しては、内容が固まり次

第、本欄でのご紹介もしていく予定です。 
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