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 今回はエンドトキシン試験の手法のお話

です。エンドトキシン試験はカブトガニ血

球から調製した Limulus Amebocyte Lysate 

(LAL)を使用して測定します。LAL がエンド

トキシンによって凝固することが米国で発

見されて以来 1)、種々の方法が報告されてき

ました。これらの中で最終的に市販されて

いる製品として残ったものは、ゲル化法、

比濁法、比色法の 3 種類です。この分類方

法は観察する対象によって分けられたもの

で、1987 年に発行された、FDA ガイドライ

ン 2)に端を発していると思われます。FDA

ガイドラインでは、ゲル化法 (Gel-Clot 

Technique)、比色法およびエンドポイント 

比濁法 ( Chromogenic Technique and  

Endpoint-Turbidimetric Technique) 、 カ イ ネ 

テ ィ ッ ク 比 濁 法 (Kinetic-Turbidimetric 

Technique)に分類されています。当時市販さ

れていた LAL 試薬は、ゲル化法用試薬、エ

ンドポイント比色法用試薬、エンドポイン

ト比濁法試薬、カイネティック比濁法用試

薬でしたから、このような分類になったの

でしょう。その後、エンドポイント比濁法

用の試薬は発売中止になり、カイネティッ

ク比色法が開発されてきます。そして最近

の局方では、ゲル化法(Gel-Clot Technique)と

光学的測定法(Photometric Technique)という

分類が採用されました 3)。これは測定する指

標を一般化した分類と考えられ、陽性か陰

性の判定で測定を行うゲル化法に対し、検

量線を作成して定量を行う比濁法・比色法

を、光学的測定法として区別したと考えら

れます。局方では、ゲル化法の中に限度試

験法と定量試験法、光学的測定法の中に比

濁法と比色法の項目が設けられ、比濁法・

比色法についてはそれぞれにエンドポイン

ト法とカイネティック法があるとしていま

す。この分類は、現在市販されている商品

や将来開発されてくる商品にうまく対応で

きるように工夫されているのだと思います。 

 ゲル化法は、LAL と試料を混合し、一定

の温度で一定の時間加温し、ゲルの生成の

有無を判定する方法です。その測定条件は

過去のいろいろな経緯を経て、現在では

37±1℃で 60±2 分間静置することに落ち着い

ています。反応試験管の径は測定結果に影

響するのですが、現在の局方では、以前に

規定されていた｢内径 10mm｣ははずされてい

ます。すなわち、規定上はどのような径の

試験管を使用してもよいのですが、メーカ

ーが定めたラベル表示感度を出すには、メ

ーカーの指定したサイズの試験管を使用す

る必要があります。判定方法も、45°に反応

試験管を傾ける方法などは姿を消し、180°

転倒法に落ち着いています。反応時から判

定時にかけての振動は生成したゲルを壊す

場合があり、結果に影響を及ぼします。特

に判定時に試験管をどこかにぶつけたりす

ると、偽陰性が起こることがありますので、

注意が必要です。判定は、１度の転倒時に

ゲルが試験管の底に留まっていたら陽性、

その他は陰性です。ゲルができかけていて

も転倒の途中で崩れてしまった場合は陰性

と判断します。ゲル化法は、反応試験管 



                            
ごとに陽性か陰性を判断する方法です。ゲ

ルができる最小エンドトキシン濃度がラベ

ル表示感度ですから、それぞれの試験管で

ラベル表示感度のエンドトキシン濃度以上

か以下かを判定することになります。  

従って、定量試験法では試料の希釈系列を

作って、ゲル化が起こる最小の試料濃度を

探すことで定量を行います。 

 比濁法は、LAL のゲル化に伴う透過光量

の変化を測定する方法です。現在行われて

いる方法は全て濁度変化がある一定の値に

達するまでの時間を測定する比濁時間法で

す。すなわち Kinetic-Turbidimetric Technique

は実質上、比濁時間法と考えてよいという

ことになります。海外では、カイネティッ

ク比濁法を KTA (Kinetic-Turbidimetric Assay)

と呼ぶことも多いようです。日本では反応

試験管を用いた方法が主流ですが，世界的

にはマイクロプレートを用いた方法が主流

です。 

 比色法は、LAL の活性化に伴い生成する

酵素の活性を分解で発色を伴う合成基質を

用いて測定する方法です。比濁法と異なり、

種々の解析方法が開発され、市販されてい

るので、それぞれの製品の原理を理解して

おく必要があります。エンドポイント比色

法では、反応を停止して生じたパラニトロ

アニリンの吸光度を測る方法や、さらにこ

れをジアゾ化して長波長側で測定する方法

などがあります。カイネティック比色法で

も、カイネティック比濁法と同様に、一定

の吸光度変化が起こるまでの反応時間を 

測定する方法に加え、日本では吸光度の 

増加率を測定する方法も使用されています。 

海外では KTA と同様の方法が主流で

KCA(Kinetic-Chromogenic Assay)と呼ばれて

います。 

 2006 年に FDA に認可された弊社の

PTS(Portable Test System)
4)によるエンドトキ

シン測定法は、比色法の一種と考えられて

います(http://www.criver.com)。PTS は、保存

検量線を使用するということで FDA に認可

された製品で、ヨーロッパ薬局方からも国

際調和エンドトキシン試験法に適合すると

のコメントを得ています。日本薬局方では、

どのような操作をすれば適合するかが明ら

かではありませんが、近い将来日本でも 

欧米と同様の理解が得られることが期待さ

れます。 

 エンドトキシン試験の手法については 

概ね標準化が進められてきたように思われ

ますが、やはりその試験の性質上、制御で

きない誤差があることは否めません。従っ

て、ある程度の誤差を許容しながら各施設

での精度を上げていく必要があると思いま

す。精度を上げるための工夫については、

今後このシリーズで取り上げていきたいと

考えています。その他の方法についてさら

にご興味をお持ちの方は、Williamsの著書を

ご参照ください 5)。 

 新しい方法が医薬品や医療用具のエンド

トキシン試験の分野で認められるためには、

多くのデータと使用経験が必要と考えられ、

比較的長い時間を必要とします。しかし、

今後も新しいエンドトキシン測定法が開発

されるでしょうし、その中から有望な次世

代エンドトキシン測定法が出てくることで

しょう。 
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