
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

編集部だより 
 
 
LAL Update では、Low Endotoxin Recovery（LER）の問題を取扱います。LER は、2013 年春に

開催された Parenteral Drug Association（PDA）の年次会議（フロリダ州オーランド）で、Chen と

Vinther によって取り上げられて以来、多くの議論と関心を呼ぶテーマとなってきました。LER と

は、特定の製剤あるいは成分の群に添加されたエンドトキシンの一部または全量が検出できな

い問題です。製剤のエンドトキシン汚染が、出荷試験で検出されない懸念が生じることから、

FDA もこの現象に対する関心を高めています。エンドトキシンが添加されても LAL 試薬を用い

たエンドトキシン試験法では検出不能である試料が、ウサギを用いた発熱性物質試験で発熱性

を示したとの報告によって、このような懸念は高まっています。 
 
LER 問題の認識により、製剤中のエンドトキシンが（汚染物質として存在するか添加されたかに

かかわらず）十分検出されるような適切な分析法開発およびバリデーションの重要性が増してい

ます。 
 
 
 

Michael Dawson, Ph.D., RAC 

LAL Update 日本語版は Associates of Cape Cod, 
Inc.（米国）にて作成されたLAL Updateを和訳し

たものです。日本語版の記載内容は、英語版作

成時点のものであり、現状にそぐわない場合も

ありますので、各種規制等に関連する内容につ

きましては、当該規制、関連規制等でご確認く

ださい。 
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Low Endotoxin Recovery (LER): 
概説 

 
はじめに： 
 
“low endotoxin recovery”（LER）は、2013 年4 月のオープンフォーラム

で初めて紹介された比較的新しい問題である。本稿では、この問題を

取扱った公表文献や発表を再検討し、LER に関わる現状と本質的な 

テーマを合わせて評価する。 
 
定義： 
 
LER とは、最も簡潔に言えば、製品陽性コントロール（Positive Product 
Control：PPC）で阻害が示されないにもかかわらず、製剤中または中間

体中の既知の（添加された場合が多い）エンドトキシンの全ては検出で

きないことである。LER の特徴としては、測定可能なエンドトキシン濃度

の経時的な（試料保存中など）低下が通常認められる。測定可能なエン

ドトキシンが減少しても、USP の発熱性物質試験では引き続き発熱性を

示すことがあると報告されている。無希釈試料に添加エンドトキシンが

「スパイク」された場合にのみ、LER が顕在化することがある。 
 
LERについて最初に記述したChenとVinther1は、現象を狭義に定義し、

添加剤の組み合わせに起因する、無希釈の物質に加えられたエンドト

キシンのマスキングに限定した。上記著者らは、 API （ Active 
Pharmaceutical Ingredient: 医薬品有効成分）、特に蛋白質が引き起こす

エンドトキシンのマスキングと LERとを明確に区別し、緩衝液（特にクエ

ン酸緩衝液とリン酸緩衝液）とポリソルベートの併用に注目した。その他

の著者らは、蛋白質に起因するエンドトキシンの試料からの同様の  

減少を報告し、Chen によって説明された作用と同様であることから、  

これらの減少も LER として説明した。 
 
LER は阻害因子に関する USP BET（Bacterial Endotoxins Test: 細菌内

毒素試験）では検出されない。この試験では、試験を実施する希釈段

階で、既知量のエンドトキシン標準品（PPC）を試料に加え、添加した 

エンドトキシンが適切に検出されることを確認する。PPC が検出されて

も、LER が存在しないことの保証にはならない。その理由は 2 つある。

第 1 に、希釈した試験試料に加えられたエンドトキシンは、無希釈試料

に添加された場合と同じようにはマスキングされない可能性がある。 
第 2 に、反応干渉因子の試験は通常エンドトキシンの添加直後に実施

されるが、LER の特徴である検出可能なエンドトキシンの減少には、相

当な時間を要する可能性がある（ただし、急速に起こる場合もある）。 
 
本稿では、試料において検出可能なエンドトキシンの減少があれば、

それを LER であるとする、作用に基づく実質的な見方を採用する。 
患者（ひいては規制当局）にとって、エンドトキシンのマスキングがポリ

ソルベートおよびクエン酸によるものか、医薬品有効成分／原薬による

ものか（あるいは 2 つの組み合わせによるものか）は問題ではない。 
問題なのは、エンドトキシン試験で検出されない可能性がある発熱性

を示す濃度のエンドトキシンを、製剤が含有しているか否かである。 
 
機序 
 
LER は様々な試料マトリクッスで観察されることから、エンドトキシンが

マスキングされる機序は複数あることが予想できる。とりわけ蛋白質も含

めた API によるマスキングを広義の LER 定義に含めると、このことは特

に当てはまる。LER 機序に関する仮説がいくつも提案されてはいるが、

具体的には解明されていない。LER について最初に公に説明した発

表においてChenとVinther1は、キレート剤およびポリソルベートの存在 

 
下で、エンドトキシンは、LAL 反応を開始するリポ多糖（LPS）結合受容

体であるC因子と結合しない、著者の言うLER複合体を形成することを

示唆した。より最近の発表で Chen2 はこの複合体のことを「混合」ミセル

であるとしている。Reichら 3は、低濃度の界面活性剤（0.0001% v/v ポリ

ソルベート 20）の存在下では、ポリソルベートの非存在下における同じ

エンドトキシン濃度と比較して、エンドトキシン活性が約 180%まで増強

されることを示した。より高濃度では活性は低下し、約 0.0025% v/v ポリ

ソルベート 20 ではほぼゼロまで低下する。上記著者らは、LPS と界面

活性剤の比が1:1 となる界面活性剤濃度では、より増強した活性を示す

LPS と界面活性剤の凝集混合体が形成される可能性があるとの仮説を

立てている。 
 
界面活性剤濃度がさらに上昇すると、酵素を活性化しない界面活性剤

-LPS 凝集体の再構築により、LPS 活性が急激に低下する。（Reich らの

試験3では、エンドトキシン濃度の測定にEndoLISAエンドトキシン試験

を使用した。）Reich と Grallert4はポスター発表で、本モデルに追記し、

エンドトキシンのマスキングは 2 段階のプロセスであると示唆した。 
第 1 段階は、（クエン酸などによる）キレート化に起因する二価カチオン

の枯渇によるエンドトキシンの脱凝集化である。第 2 段階は、界面活性

剤等の両親媒性分子による、解離したLPSエンドトキシンの不活化であ

る。 
 
Williams5 は蛋白質溶液からの添加エンドトキシンの回収が困難である

ことを考察し、モノクローナル抗体（mAb）の凝集状態がエンドトキシン

の結合の程度に影響を及ぼす可能性を示唆している。蛋白質凝集状

態が安定でない可能性があるため、ある試験で添加エンドトキシンが

良好に回収できたとしても、その状態は後の製品バッチ試験で再現さ

れない可能性があると注意喚起している。これらの考察は、従来型の

干渉と LER の両者に当てはまるであろう。 
 
Williams6 は LER に関するより最近の発表で、（蛋白質に対立するもの

として）エンドトキシンの凝集状態の意義に焦点を当てた。彼は、生物

活性を有するエンドトキシン単位としての凝集体に関してMueller ら 7の

論文を引用し、界面活性剤によるエンドトキシンミセルの脱凝集化が

LER の原因であると示唆されていると述べた。その後の論文 8で、彼は

マスキングの原因と思われる 2 つの要素（蛋白質および添加剤）を組み

合わせ、その複合効果について検討している。 
 
規制上の考察 
 
Chen2 は、LER の問題を特定した後、Genentech が生物製剤逸脱報告

（Biological Product Deviation Report）／製品に関する通信文（Product 
correspondences）およびType C Meetingにおいて、FDAに対してどのよ

うに LER問題を報告したかを述べた。Chen とVinther1は、PDAの2013
年次会議でこのテーマに関する情報を業界に対して提示した。それ以

来、FDA は Lilly9、Janssen10 を含むその他の製造業者に対し、LER に

関する情報を提出するよう求めた。2013 年の PDA Pharmaceutical 
Microbiology 会議では、FDA の Hughes が議論の中で、FDA は LER
を懸念していると述べた。FDA は、LER の可能性が示唆される処方の

製品、すなわちポリソルベートを用いて製剤化された生物学的製剤に

対する新規申請に対して、標準的な一連の質問をしている。彼女は  

また、これは現在のところ新薬承認申請にのみ適用され、承認済みの

製品には適用されないとも述べた。同様に、FDA の上級微生物学審査

官である Mello11は発表の中で、ポリソルベート界面活性剤を含むすべ

ての製剤について、FDA は保持時間試験（hold time studies）を求めて

いると述べた。ここには、無希釈製剤にエンドトキシンを添加した後、適

切な保存条件下で保持した物質について、検出可能なエンドトキシン

濃度を経時的に測定することも含まれるであろう。検出可能なエンドトキ

シン濃度の経時的な低下は、LER を示唆する。 
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FDAが要請した種類の試験の一例として、Janssen Biotech10が実施した

試験が挙げられる。同社は、ヒスチジン、ポリソルベート80 およびスクロ

ースを用いて製剤化した Sylvant（siltuximab シルツキシマブ）の製剤化

後のバルク製剤、プラセボおよび凍結乾燥後の最終製剤のバッチのサ

ンプルに対して、保持時間試験を実施した。FDA は、コントロールスタ

ンダードエンドトキシン（CSE）の使用を推奨した。FDA により要求され

た CSE のデータに加えて、R. pickettii（自家単離）由来の天然に存在す

るエンドトキシン（NOE）の未精製調製液に関するデータを提出し、無

希釈原薬の試験では P. aeruginosa も使用された。これらの試験では、

添加されたエンドトキシンは予想通り回収され、LER は確認されなかっ

た。 
 
時間および温度の影響 
 
Chen とVinther1は、LER問題に関する最初の報告で、LER現象は2～

8°C と比べて室温下において、より急速に発現したと報告した。Chen2

は、LER は極めて急速に発現すること、また、製剤が LER を示すか否

かの決定には 7 日間のインキュベーションで十分であるとも示唆してい

る。Reich12および Reich と Gallert4も、検出可能なエンドトキシンの減少

は、4°C よりも室温でより急速に認められることを示した。10 mM リン酸

の場合、4°C では検出可能なエンドトキシンの明らかな減少は認められ

なかったが、室温下では（少なくとも、試験を行ったほぼ 400 時間にわ

たって）明らかに認められた。ポリソルベート／クエン酸では、LER は

いずれの温度でも明らかに認められた。Reich13は、LERの速度は成分

に依存すると述べ、ポリソルベート＋クエン酸で最も大幅かつ急速であ

り、マスキングは時間および温度に依存することを示している。［Chen2

がはるかに低濃度（例：5 EU/mL）のエンドトキシンを使用したのに対し、

Reich12 が高濃度（100～245,000 EU/mL）のエンドトキシンを使用したこ

とは注目に値する。］ 
 
Platco14 は、LER が発生し得る速さについてコメントし、製剤へのポリソ

ルベート 80 の添加後数分以内に、検出可能なエンドトキシンが減少す

ることを報告した。これらの状況下では、時間0 の時点で添加エンドトキ

シンを 100%回収するほど早く試験を開始することはできない。試料が

製造区域から試験室へ搬送されるまでに、すでにマスキングが発生し

ている。 
 
添加剤と LER 
 
上記の LER の定義に関する項で述べた通り、Chen と Vinther1は、LER
とは添加剤の影響による検出可能なエンドトキシンの減少であると具体

的に定義した。彼らは、ポリソルベートまたは緩衝液単独ではなく、ポリ

ソルベートと緩衝液（特にクエン酸およびリン酸緩衝液）の組み合わせ

をLERの原因と特定した。ReichとGrallert4はこれを確証している。これ

らの研究者は 7 日後の LPS 回収率について次の通り報告している。 
水：100%、10 mM クエン酸緩衝液：100%、0.05%（w/v）ポリソルベート

20：84%、クエン酸緩衝液＋ポリソルベート 20：0%。Dubczak15 はポリソ

ルベートおよびクエン酸における RSE に対する LER を報告した。 
 
Burgenson16は、LER 現象は現実であり、LER は試験した 4 種類のエン

ドトキシン（RSE、CSE および 2 種類の NOE）すべてに影響を及ぼした

と結論付けた。彼は 0.05%のポリソルベート 20 によってエンドトキシン

回収率が低下し、クエン酸、リン酸緩衝食塩水または Tris-HCl 緩衝液と

組み合わせるとその作用が増強することを見出した。クエン酸緩衝液は

エンドトキシン回収率を特に低下させた。 
 
Chen と Vinther1 および Reich と Grallert4 の両報告とは対照的に、

Bolden17 はポリソルベートと様々な緩衝液の組み合わせ（すなわちポリ

ソルベート 80 とクエン酸、ペプチド、マンニトールまたはグリシン）によ

って製剤化した抗体では LER が認められないが、クエン酸単独では 

 
認められることを見出した。Reich12 も様々な有機化合物単独における

LER を報告している。これには、クエン酸、リン酸、酢酸および MES 緩

衝液、ベンズアミジン（プロテアーゼ阻害剤）、EDTA ならびにジメチル

スルホキシドが含まれる。 
 
他のいくつかの試験とは対照的だが、Bolden とは同様に、Platco14,18 は

ポリソルベート 80 および CSE（モノクローナル抗体の非存在下）を含有

するリン酸緩衝液においてLERが最小であることを示した。また、ポリソ

ルベート 80 入りのヒスチジン緩衝液（すなわち、キレート作用のある  

クエン酸非存在下）では、CSEでもNOEでも、LERは認められないこと

を報告している 18。 
 
蛋白質 
 
Chen と Vinther1 が蛋白質によるエンドトキシンのマスキングを LER の 

定義から除外した一方、蛋白質に起因する、LER 様の時間依存的なエ

ンドトキシン回収率の低下が報告されている。しかし、Bolden9 は蛋白質

原薬またはクエン酸を用いて製剤化した製剤（低および高蛋白質濃度

の双方）では LER は発生しないと報告し、他の著者らは、蛋白質、ある

いは添加剤入りの蛋白質製剤について、LER 型の影響を報告している。

例えば、Dubczak15 は蛋白質調製液に RSE を添加した場合の LER を 

報告し、NOE ではより程度が低いことを報告した。 
 
Williams6 は、エンドトキシンの解離よりも、蛋白質結合の方が重要で 

ある可能性を示唆した。Williams5は他の発表で、LER は添加剤（ポリソ

ルベートおよび緩衝液）に限定されないとし、「ポリソルベートの存在は、

一部の生物製剤にとって、LER 作用における蛋白質の役割に対して、

必要なものというより裏付けに乏しいものである可能性がある」と述べて

いる。彼は、ポリソルベートを用いて製剤化したある抗体製剤において、

7 日間にわたって CSE に大きな減少がなかったと報告した。ポリソルベ

ートおよびクエン酸を用いて製剤化した他の抗体製剤では、特に 4～7
日目にエンドトキシンが大幅に減少した。彼は、mAb の不安定な凝集

状態が様々な程度のマスキングを生じうるとの懸念を表明している。 
 
Platco14,18 は、同じ処方（クエン酸とポリソルベート 80 を含む）の 2 つの

mAb に CSE を添加したときの顕著な LER を報告している（NOE では

生じず）。1つのmAbについては、MgSO4を加えることでLERは（完全

ではないものの）概ね克服されたが、他の mAb では克服できなかった。

処方の違いは含まれる mAb のみであったことから、この結果は、蛋白

質がエンドトキシンのマスキングに関与していることを示している。他の

mAb では、ポリソルベート 80 添加または無添加のヒスチジンにおいて、

検出可能な LER は認められなかった。4 つ目の mAb では、ポリソルベ

ート80添加リン酸緩衝液中で、4時間後にCSEに対してLERが確認さ

れた（NOE では確認されず）。ある例では、LER 試験のためにエンドト

キシンが添加されるまでは、製品陽性コントロール（PPC）に基づく阻害

は認められず、添加後の PPC 回収率は 26%にとどまった。これらの試

験では、蛋白質および添加剤のマスキングに対する相対的寄与度は

特定されていない。 
 
Reich12 は、ウシ血清アルブミン（BSA）とクエン酸の混合物、ポリソルベ

ートとクエン酸の混合物、ならびにこれら3つの混合物中におけるLER
を報告している。BSA／クエン酸中の LER は不完全であり、エンドトキ

シンの回収率は 25%で安定化した。LER はポリソルベート／クエン酸

において最も急速かつ完全であり、これら 3 つの成分の混合物中では

その中間であった。このBSAの結果から、蛋白質（BSA）がエンドトキシ

ンのマスキングを抑制することを示唆している。 
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Williams8 は、LER が蛋白質または添加剤によって、あるいはこれら  

2 つの組み合わせによって生じる可能性があると結論付け、これをベン

図で示している。彼は、蛋白質結合は蛋白質濃度とそれに付随した電

荷に依存する可能性があると示唆している。Reich13 は同様の複合効果

モデルを提案し、マスキングの 70%～100%は添加剤に、0%～30%は

API に起因する可能性があるとした。エンドトキシンのマスキングは明ら

かに変動が大きく、製品中の添加剤と蛋白質の両者の性質と濃度の 

結果として生じる。また、エンドトキシンの性質による影響も受ける。 
 
天然に存在するエンドトキシンン 
（Naturally Occurring Endotoxin：NOE） 
 
天然に存在するエンドトキシン（NOE）は、市販の培地上に増殖する 

基準菌株から得られることが多いため、未精製エンドトキシンと呼んだ

方がよいであろう。それらは自然から直接得られるエンドトキシンでは

ない。意味論はさておき、多くの著者ら（Cooper19、Platco14,18、Chen2、

Reich と Gralleert4、Dubczak15、Burgenson16）は、精製した LPS である

RSE および CSE よりも NOE の方がはるかにマスキングを受けにくいと

報告している。Platco18は、企業の試験により、NOE は LER を示さない

が、LPS は LER を示すことが明らかになってきていると述べ、Cooper19

は、「この現象（LER）の名称を”low LPS recovery （LLR）”と変更すべき

である」と提案している。 
 
Dubczak15はE. cloacae、P. aeruginosa、E. coliおよびS. marcescens由来

の NOE を検討し、異なる NOE 標品の間、ならびに使用した様々な定

量法［LAL、組換え C 因子（rFC）リガンドアッセイおよび MAT］の間で、

相対的検出率にばらつきがあることを見出した。Dubczak は、E. cloacae 
NOE（およびE. coli NOE）での限られたLERについて報告している（た

だし、リガンドアッセイのみ）が、E. cloacae の NOE 標品を使用した者は

誰もエンドトキシン試験で LER を経験したことがないと述べた。Chen2

は、ある製剤においてE. cloacae NOEでLERが明らかに認められたが、

CSE との比較では、より不完全で緩徐であったとしている（168 時間後

の NOE の回収率は 44%であったが、CSE では 24 時間後の回収率が

0%であったと報告している）。Burgenson16 は、RSE および CSE と並ん

で、検討した2つのNOE（P. aeruginosaおよびS. marcescens由来）でい

ずれもLERがみられたと報告した。要約すれば、マスキングはNOEで

も起こり得るが、精製 LPS 標品よりも概して緩徐かつ／またはわずかで

ある。 
 
Mello11は、NOEを使用した試験はFDAによってレビューされているが、

一般的には未だ受入れられていないと述べた。彼は、企業がFDAにコ

ンタクトし LER 試験について審査官とともに議論することを奨励した。 
また、FDA は 1970 年代におけるエンドトキシン標準品の問題を「再考」

することを望んではいないとも述べた。［当時、複数の異なるエンドトキ

シンが使用され、結果は質量の単位（例：ng/mL）で表記されていた。 
これらのエンドトキシンの単位質量あたりの活性は標品間でばらつきが

あり、試験間で結果が比較不能であったことが問題であった。この経験

から、FDA はエンドトキシン標準品（reference standard endotoxin：RSE）

を開発し、活性の指標としてその力価を EU/mL で表記することとし

た。］ 
 
Williams8 は、Bowers と Tran20 が用いたような、使用者が培養した微生

物由来の NOE の使用は、添加効果の解離の克服に役立つことが証明

されていると述べた。また、マスキングはCSEと同様に NOEでも生じる

（ただし、遅延する可能性はある）が、ChenとVinther1が最初に記述した

通り処方に依存することを示すとした Reich13 の論文を引用している。 

彼は当該公表文献およびそれ以前の公表文献 5において、選択される

微生物によっては、NOEは変動しやすく矛盾する結果を生じうる結果と

して注意喚起し、使用者が調製した NOE では標準化試験は極めて困

難であろうと述べている。彼は発表 6において、NOE の使用によって 

 
LER が「見かけ上解決」される危険があるとし、天然に存在する未精製

のエンドトキシン（NOE）とは対照的に LPS の疎水性部分（すなわちリピ

ド A）は細胞残屑を伴わないため、無希釈品への CSE の添加はワース

トケースシナリオとなり得るとしている。Williams8 は標準化されたエンド

トキシン（CSE または RSE）を用いたシンプルなスクリーニングによる 

取組を推奨している。 
 
Reich と Gallert4は、いくつかの NOE（および CSE）について、rFC アッ

セイでの LER を示し、LER は E. cloacae NOE で最もわずかであったと

報告している。彼らは、エンドトキシンのマスキングは、E. coli O55:B5
由来の LPSと同様、E. coli O113 とE. coli O55:B5 由来の2 種類の NOE
において室温下で等しく急速に生じることを見出した。4°C では、E. coli 
O113 NOE での LER は、E. coli O55:B5 LPS と同じ速さで生じたが、  

E. coli O55:B5 NOE または E. cloacae NOE よりも迅速であった。上記 

著者らは NOE の調製に用いられた微生物の増殖条件が LER 反応に

影響を及ぼすことも報告している。よって、一部の NOE では、一部の

LPS 調製液と同様に、急速にマスキングが起こり得ることは明らかであ

る。LER を示す可能性という意味では、NOE と LPS の間に明確な区別

はない。 
 
LER の克服 
 
様々な物質がエンドトキシンの検出に干渉することはよく知られており、

その干渉を克服するため、同様に様々な方法が用いられている。LER
を克服するための方法についても、すでにいくつも記述されている。

Burgenson16 はエンドトキシン試験の典型的な干渉と同様に、試料を

1/1000 に希釈することにより、LER 試験における添加エンドトキシンの

回収率が顕著に改善し得ると報告している。Platco14 は MgSO4 の添加

により、クエン酸およびポリソルベート 80 を含む（mAb 以外は）同じ処

方の 2 種類の mAb のうち 1 種類において、LER が大幅に軽減された

ことを示した（他方の mAb では軽減されず）。リン酸ナトリウムおよびポ

リソルベート 80 を含む処方の第3 の mAb では、MgSO4の添加により、

LER は部分的に克服された（ただし、回収率は 50%未満）。また、彼女

は発表において、凍結融解によってマスキングは軽減される可能性が

あると述べたが、具体的内容は示さなかった。Platco18 は他の報告で、

CSE添加前の試料にエンドトキシン分散剤（詳細不明）を加えると、LER
は確認されなかったと述べている。Associates of Cape Cod, Inc.（ACC社）

も、同様の方法でエンドトキシンのマスキングを克服できることを立証し

ている（未公表データ）。 
 
Reich12 はエンドトキシンの脱マスキングを報告しているが、これはエン

ドトキシンの添加濃度がおよそ 10,000 EU/mL 以上においてのみ現実

に効果的であった。彼は、異なるマトリックスには異なる脱マスキング方

法が必要であるとしている。脱マスキング方法の詳細は記載されてい

ないが、他の発表では、独自の脱マスキング剤に言及している 13。彼は、

3 段階のエンドトキシン濃度のポリソルベート 20／クエン酸溶液で、  

E. coli O55:B5（おそらく CSE）由来のエンドトキシンが効果的に脱マス

キングされたと報告し、脱マスキングは可能であるが、一般的な脱マス

キング方法は利用できないと結論付けた。処方が異なれば、異なる脱

マスキング方法が必要となる可能性が高い。 
 
Williams5 は、界面活性剤（詳細不明）の添加とそれに続く界面活性剤

溶液での希釈により、ポリソルベート 80 を含む mAb 溶液に添加された

エンドトキシンが回収されたと報告している。彼は他の報告 8で、プロテ

アーゼ処理後、数日間の冷蔵後に添加エンドトキシンの 100%が検出さ

れたことを報告した Pestch ら 21 の報告を引用した。Platco と共通して、

Williams もパイロスパース TM（PyrosperseTM）がエンドトキシンの回収に

役立つ可能性があるとし、正常血清アルブミン、血漿蛋白質分画、電解

質溶液、抗血友病因子および脂肪乳剤の例を挙げた。彼は、プロテア

ーゼ K と独自のプロテアーゼ（BioDtech, Inc.）の両者を用いて、IgG を 
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プロテアーゼ消化した後、加熱してプロテアーゼを（LAL 試薬を分解し

ないよう）変性させエンドトキシンを脱マスキングしたことを報告した 6。

また、ポリソルベートおよびクエン酸を用いて製剤化した抗体では、 

特に 4～7 日目にエンドトキシンの顕著な減少が認められたとも報告し

ている。ただし、エンドトキシンの添加濃度は半減されたにもかかわら

ず、「希釈液組み合わせ（diluent combinations〔原文ママ〕）」の改変後

は、添加エンドトキシンの 70%以上は、7 日後に回収された。Reich と同

様、Williams8も LER 問題の解決策は処方に大きく依存すると述べた。 
 
結論 
 
LERに関する発表および公表文献を今回調査した結果、以下の点など

が挙げられる。 
 
1. LER の特徴は、添加されたエンドトキシンが時間とともに十分に

回収できなくなることである。 

2. 添加されたエンドトキシンのマスキングは、特に室温以上の温度

で直ちに発生し得るが、エンドトキシンの回収率が経時的に減少

するか否かを決定するには、経時変化を調べる実験計画が必要

である。 

3. この現象は、添加剤、特にポリソルベートを含む処方と関連して

いるが、ポリソルベートの非存在下でも報告されている。検出可

能なエンドトキシンの減少とポリソルベートを含む処方との関連が

強いことから、FDA はこのような処方の製品の新薬承認申請の 

場合は、常に LER 試験のデータを求めるようになった。 

4. LER の影響は一部の蛋白質においても認められる、あるいは、

LER の作用は蛋白質によって修飾される。 

5. NOEは概して、RSEおよびCSEなどの精製エンドトキシン（LPS）

よりも LER が起きにくい。NOE は標品間でばらつきがあり、特別

な調製法が必要であるとされている。 

6. ワーストケースを示すとの理由から、LER 試験では CSE などの

LPS 標品を使用することを推奨する著者もいる。CSE に対して 

マスキングを克服できれば、未精製エンドトキシンでもマスキング

が生じにくくなると考えられる。今日までに報告された試験では、

LPS が NOE よりも容易に回収された例はない。一方、少なくとも 

1 試験で、NOE は LPS 標品と同程度にマスキングを受けやすか

った。1 名の著者が NOE の回収率に頼ることは危険であろうと 

提案している。 

7. LER を克服する方法はいくつもあるが、それらは製品に特異的

なものである。異なる製品および添加剤では異なる相互作用が

認められることから、処理が製品に特異的なものであることは驚く

にあたらない。これは、エンドトキシン試験に対する干渉の克服

に関する状況と同じである。 

 
結論として、LER 問題に対処するために 2 つの一般的な戦略が推奨 

されている。 
第 1 は、製品が後に処方によってマスキングされるようなエンドトキシン

を含む可能性を最小限に抑えることである。これには、製品に入るすべ

ての原料と、製品の製造に関わるすべての工程において、エンドトキシ

ン汚染の可能性を管理する必要がある。これは目新しいことではなく、

すでに製造工程に含まれているべきことである。Williams5 は、「極めて

清浄な薬液（エンドトキシンフリー）の最善の保証は、該当する工程段

階でエンドトキシンを確実に除去し、製造工程におけるバイオバーデ

ンを防止することである」と述べている。Chen2も同様にこのことを推奨し

ており、LER に関するリスク分析は、LER が認められない、製造工程の

流れの最も離れた段階から開始すべきであると提案している。 

 
第 2 の全般的な戦略は LER 試験の実施であり、LER が示された場合

は、それを克服するための分析法開発試験を実施することである。マス

キングされたエンドトキシンの回収と検出のための方法がいくつも提示

されてきた。適切な分析法開発を行い、試料の処理方法について適切

なバリデーションを行うことにより、エンドトキシンの急速なマスキングに

よって検体から検出可能なエンドトキシンが製造区域から試験室への

移動の間に減少するといった、Platco14が説明した状況（本稿にて前述）

が回避されるであろう。 
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