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I.　目　　的

院内製造 PET薬剤のエンドトキシン試験法は
日本薬局方（以下，局方と記す）に準拠した方法
で実施することが望ましいと考えられるが（日本

アイソトープ協会や日本核医学会の指針では「準
用」とされている1,2)），毎日ロット製造される院
内製造 PET薬剤の場合，局方準拠法での実施は
コスト負担も大きく，短時間での実施が困難であ
るケースもあり，完全準拠を行うのは現実的でな
い．これらの問題点の解決策として，局方で毎測
定時に作成することが求められている検量線に代
わり，あらかじめ保存した検量線を利用すること
が考えられるが，検量線を保存して別の日に使用
するためには，保存した検量線が妥当な真度と精
度でエンドトキシン濃度を与えられることが必要
となる．本検討では，エンドトキシン試験法にお
いて保存検量線を使用した場合に得られる測定値
の真値からの乖離とその分散の幅について検討し
た．また，検量線を保存して使用する場合に測定
値に影響を与える因子について考察した．
今回使用する保存検量線は，米国 FDA (Food 
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and Drug Administration)が 1991年に提出したガ
イダンス3)に従い，1日 1本，連続する 3日間で
構成される 3本の検量線用データにより作成する
ものとした．本検討では，保存検量線作成者がエ
ンドトキシン測定を実施した場合（併行再現性条
件），保存検量線作成者と異なる実施者がエンド
トキシン測定を実施した場合（室間再現性条件），
ライセートロットが異なる場合（室間再現性条
件）を想定し，3施設，計 5名の実施者が保存検
量線を作成した．それぞれの条件で，保存検量線
から得られたエンドトキシン濃度の，既知濃度か
らの乖離の度合い（エンドトキシンを添加して作
製された標準溶液の濃度を既知濃度とし，それを
100%としたときの回収率）を求め散布図で示す
ことにより，変動幅について確認できるようにし
た．
なお本検討では，日本薬局方に準拠したエンド

トキシン試験法を実施可能な機器・試薬を販売し
ているメーカーすべてに本検討に対する参加を打
診し，参加の意向を示した和光純薬工業株式会社
の機器および試薬を用いて検討した．

II.　方　　法

(1)　使用機器
エンドトキシン測定装置として稼働性能適格
性評価を実施した ET-6000/Jおよびその拡張モ
ジュール，または ET-2000（両者とも和光純薬工
業株式会社）を用いた．マイクロピペッターも校
正を実施したものを使用した．

(2)　試薬・材料
希釈用のエンドトキシンフリーテストチュー
ブ（292-32751リムルステストチューブ-S（アル
ミキャップ付），和光純薬），エンドトキシンフ
リーのチップ 1000 μl用（294-31351バイオクリー
ンチップワコー 1000，和光純薬），エンドトキシ
ンフリーのチップ 200 μl用（298-32851バイオク
リーンチップワコーエクステンド，和光純薬），
ライセート試薬（LAL，295-51301 リムルス ES-II
シングルテストワコー，和光純薬，使用ロットは
132，136，137），エンドトキシン標準品 (CSE)は

ライセート試薬添付品，注射用水（大塚製薬），
アルミキャップ（293-28251 アルミキャップ S，
和光純薬）

(3)　エンドトキシンの希釈方法
エンドトキシンの希釈は供給元が提示する方
法に従って実施した（Wakoエンドトキシン試験
法（2011年 2月改訂）「2.エンドトキシンの溶解
及び希釈」）．エンドトキシン試験用水は注射用水
500 ml（大塚製薬）を用いた．またエンドトキシ
ン標準品 (CSE)は溶解して原液を冷蔵保存し，測
定のつど希釈し用いた．希釈したエンドトキシ
ン溶液は，使用まで室温保存し，使用は当日限り
とした．濃度は，10，1，0.1，0.01 EU/mlで検討
したが，日本薬局方 16参考情報において示され
ている放射性医薬品の基準（2.5 EU/kg，すなわ
ち 150 EU/60 kgで PET薬剤が 20 mlの場合，7.5 
EU/ml）および希釈による測定を勘案し，本評価
では 10 EU/mlの濃度は解析には不必要と考え，
1，0.1，0.01 EU/mlを使用レンジとして用いた．

(4)　エンドトキシン測定法
測定開始の 20分以上前に機器の電源を入れ，
ライセート試薬も室温に 20分放置して使用した．
各濃度のエンドトキシン溶液を 20秒攪拌した後，
ライセート試薬に 0.2 ml加え，約 5秒間ボルテッ
クスで攪拌し，トキシノメータにセットし測定を
開始した．本検討で使用したカイネティック比濁
法は，LAL溶液の透過率がエンドトキシンによ
り初期値と比べ一定の閾値以下になる時間をゲル
化時間として陽性判定を行う（トキシノメータで
は 94.9%以下になった時間から 24秒後をゲル化
時間としている）．測定は，エンドトキシンの各
濃度を n＝2で実施した．検量線の作成は，試験
法提供元の和光純薬の推奨法として，分散の均一
性が高く直線性が良好である理由から，横軸にエ
ンドトキシン濃度 (LOG)，縦軸に時間 (LOG-LOG)
を取る方法で作成することとした．この検量線
は，エンドトキシン濃度が高いほど短時間で陽性
になり，濃度が低いほど陽性になるのに時間を要
するため，傾きはマイナスである．
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(5)　実施施設および実施者
実施は，福井大学高エネルギー医学研究セ
ンター（施設 F，実施者 3名（FK，FMおよび
FY）），北海道大学病院（実施者 H），日本医科大
学健診医療センター（実施者 N）で実施した．

(6)　作成検量線
保存検量線は検量線 1本分（各濃度 n＝2で 3
濃度，計 6点）の測定を 3日間実施し，得られた
データ（6点×3日分＝18点）を用いて作成した．
各施設で作成した保存検量線は以下のとおりであ
る．

1)　施設 F
実施者 3名がライセート 1ロット（ロット番
号 132）について保存検量線を 3本ずつ，すなわ
ち計 9本作成した．また，実施者 1名が別のライ
セート 2ロットを使用して保存検量線を 1本ずつ
作成した．

2)　施設 H および N
実施者 1名がライセート 3ロットを使用して保

存検量線を 1本ずつ作成した．

Fig. 1 Typical standard curves and the archived standard 
curve in this study. N136-1, 2 and 3 mean the fa-
cility code, the lot number of lysate and the assay 
timing respectively.

Fig. 2 Variation of the recovery rate of the standard 
solutions at self-substitution of the clotting time 
data in archived standard curves. Each tester 
produced three archived standard curves, and 
the data used for the standard curves were self-
substituted in the archived standard curves as the 
standard solutions. Each endotoxin concentration 
of the standard solutions were calculated to 
Recovery (%) against the true values. FK, FM, 
FY, N and H mean the testers. This variation 
was considered the internal error level of this 
endotoxin assay system.

III.　結　　果

(1)  保存検量線自己代入によるエンドトキシン
保存検量線の測定値と真値との乖離幅
エンドトキシン保存検量線は，Fig. 1に示した
ような 3本の検量線のデータを使用して作成され
る．このエンドトキシン保存検量線を作成した測
定値を，そのエンドトキシン保存検量線に自己代
入することにより，エンドトキシン保存検量線を
使用した時のエンドトキシン濃度の変動幅を確
認した (Fig. 2)．具体的には，5名の実施者 (FK，
FM，FY，N，H)が作成した保存検量線に，その
保存検量線の作成に使用した各濃度の標準溶液
（それぞれ保存検量線 3本分．FK，FM，FYに
関してはロット 132を，N，Hに関してはロット
132，136および 137を使用（それぞれ n＝54））
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のゲル化時間を代入しエンドトキシン濃度を求
め，標準溶液の既知濃度に対する乖離の程度（真
値に対する回収率）を求め，実施者ごとに散布図
で示した．各実施者によって幅があるが，エンド
トキシン回収率は 83〜115%の範囲であった．

Fig. 4 Variation of the recovery rate of the standard solutions at substitution in archived 
standard curves obtained by each other tester. Each tester produced three archived 
standard curves, and the data used for each other archived standard curves were 
substituted as the standard solutions. Each endotoxin concentration of the standard 
solutions were calculated to Recovery (%) against the true values. FK, FM, FY mean 
the testers.

Fig. 3 Variation of the recovery rate of the standard solutions at 
substitution in archived standard curves obtained by the 
same tester. Each tester produced three archived standard 
curves, and the data used for each other archived standard 
curves were substituted as the standard solutions. Each 
endotoxin concentration of the standard solutions were 
calculated to Recovery (%) against the true values. FK, 
FM, FY mean the testers.

(2)  エンドトキシン保存検量線を用いた時の測
定値と真値との乖離幅
次に，保存検量線作成者が作成した保存検量線
に対し，同じ実施者が測定した各濃度（真値）の
標準溶液のゲル化時間を代入し，得られた濃度と
真値との乖離の程度（回収率）を検討した (Fig. 
3)．具体的には，施設 Fの 3名の実施者 (FK，
FM，FY)が 3本の保存検量線を作成し，それぞ
れの保存検量線に，同じ実施者が他の保存検量線
を作成する際に使用した標準溶液のゲル化時間
（保存検量線 1本あたり別の保存検量線 2本分の
ポイント；n＝108）を代入し，標準溶液の既知濃
度に対する回収率を求め，それを実施者ごとに散
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布図で示した．その結果，3名の実施者で得られ
たエンドトキシン回収率は，85〜127%の範囲で
あった．

(3)  異なる実施者が作成したエンドトキシン保
存検量線を用いた時の測定値と真値との乖 
離幅

保存検量線作成者と異なる実施者が，各濃度の
標準溶液を作成し，そのゲル化時間を保存検量線
に代入したときに得られた濃度と真値との乖離の
程度（回収率）を検討した (Fig. 4)．具体的には，
施設 Fの 3名の実施者 (FK，FM，FY)がそれぞ
れ 3本の保存検量線を作成し（それぞれ FK1，
FK2, …），別の実施者 2名がそれぞれ 3本の保存
検量線を作成する際に使用した各濃度の標準溶液
のゲル化時間を代入し (n＝108)，標準溶液の既知
濃度に対する回収率を求め，それを保存検量線ご
とに散布図で示した．その結果，9本の保存検量
線に対し，保存検量線作成者とは別の実施者が作
製した標準溶液のエンドトキシン回収率は，86〜

124%の範囲であった．
(4)  異なるライセートロットで作成されたエン

ドトキシン保存検量線の測定値と真値との乖
離幅

ライセートのロットが異なる保存検量線を使用
した場合の，得られたエンドトキシン濃度と真値
との乖離の程度を検討した (Fig. 5)．3名の実施者
(FM，N，H)が 3種類のロットのライセートで保
存検量線を 1本ずつ作成し，それぞれの保存検量
線に別のロットで保存検量線を作成する際に使用
した各濃度の標準溶液のゲル化時間を代入し，標
準溶液の既知濃度に対する回収率を求め，それを
実施者ごとに散布図で示した．保存検量線作成者
と実施者は同一である．その結果，ロットが異な
る場合には 64〜156%のエンドトキシン回収率の
幅が観察された．

Fig. 5 Variation of the recovery rate at the difference in 
the lysate lots between the archived standard curve 
and the assay with the standard solutions. The 
recovery rates were varied greater than any other 
trials in this study. Three lots were assayed in each 
tester (FM, N and H).

Fig. 6 An example of error data for shortened clotting 
time (Data is shown in Table 1): Error data in 
endotoxin test (as Error in test sample) caused 
great variation, but not in the preparation of the 
archived standard curves very much. However, 
please notice the bias of the recovery rates to 
lower direction, which is considered to decrease 
the safety margin due to false negative evaluation.
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(5)  エラーを含む測定値で作成したエンドトキ
シン保存検量線を使用した場合の測定値と真
値との乖離幅

本検討で，1 EU/mlのエンドトキシン濃度とし
たライセートをトキシノメータにセットするのが
遅れたケースが見られた (Table 1)．この明らかな
エラーデータを用いて，エラーデータを使用して
作成された保存検量線がエンドトキシン試験に与
える影響について，エラーを含まないデータを
代入し，得られたエンドトキシン濃度と真値と
の乖離の程度を検討した (Fig. 6，Error in Archived 
Standard Curve)．また逆に，明らかなエラーを含
まないデータを使用して作成された保存検量線
に，エラーデータを代入した際の真値との乖離
の程度も合わせて検討した (Fig. 6，Error in test 
sample)．その結果，2点のエラーデータを使用し
て保存検量線を作成し，明らかなエラーを含まな
いデータを代入した場合の既知濃度に対する回収
率は 77〜104%であった．一方，エラーデータを
含まない保存検量線に 1 EU/mlのエラーデータを
代入した場合は，真値 1 EU/mlが約 2.5 EU/mlと
2.5倍の大きな変動 (104〜248%)となった．

IV.　考　　察

 1)  保存検量線の妥当性の評価方法について
エンドトキシン試験の実施時ではなくあらかじ

め別の日に作成しておいて使用する検量線が保
存検量線である．その使用の妥当性を考察する場
合，エンドトキシン試験実施時に作成した検量線
と保存検量線の相違を検討することが考え方とし
ては直接的であるが，検量線の直接比較による同
等性の評価は手法的に困難であり，エンドトキシ
ン標準溶液のゲル化時間に対して 2つの検量線が

与えるエンドトキシン濃度の相違に置き換えて考
えるのが理解しやすいと考えられる．そこで本検
討では，2つの検量線の比較だけではなく，様々
な再現精度変動要因の中で得られた標準溶液のゲ
ル化時間に対して保存検量線が与えるエンドトキ
シン濃度の真度と精度を検討することで，保存検
量線の網羅的な信頼性を確認し，使用の妥当性を
考察することを方針として検討を進めた．

 2)  保存検量線を使用した場合のエンドトキシ
ン濃度の変動について
本検討では，3 PET施設において，保存検量線
に既知濃度のエンドトキシン標準溶液のゲル化時
間を代入し，得られたエンドトキシン濃度の既知
濃度からの乖離の度合いおよびその変動幅を示す
ことにより，検量線の保存利用の妥当性の検討を
計画した．この変動幅については，FDAがガイ
ダンス3)の中で示していた，試験時の陽性コント
ロールの真値に対する回収率（75–125%，変動幅
±25%）を参考に考察した．
本検討実施前に，まずカイネティックゲル化法
のエンドトキシン試験法が有する保存検量線の基
本変動幅を解析した（結果 (1)）．保存検量線を作
成する際に使用したデータ（自己データ）をその
保存検量線に代入しエンドトキシン濃度を求める
ことにより，各データから保存検量線までの最短
距離をエンドトキシン濃度として表現することが
できる．すなわちこの方法で，本分析法全体が基
本的に内在する測定データの誤差レベルをエンド
トキシン濃度として確認できると考えられるが，
結果，−17%〜＋15%の変動が観察された．
次に，保存検量線作成者とエンドトキシン測定
者が同一の場合における，エンドトキシン保存検
量線から得られた濃度と真値との乖離の程度を回

Table 1    Error data in H-facility at Lot 136
Endotoxin Conc. 

(EU/ml)
Clotting Time (min)

Day 1 Day 2 Day 3
0.01 42.8 42.0 41.8 43.2 41.8 42.0
0.1 19.8 19.6 19.8 19.6 19.8 20.6
1 11.0     9.6* 11.0     9.6* 11.0 10.8

* shows much shorter clotting time than other experiments using Lot 136 (normal range: 11–11.2 min).
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収率として求めた（結果 (2)）．本検討は，実際の
エンドトキシン試験時にエンドトキシン保存検量
線を使用した場合の，エンドトキシン濃度の変動
幅の観察に相当するものと考えられるが，その変
動幅は−15%〜＋27%の範囲であった．結果 (1)
の本試験法が持つ基本的な測定データの誤差レベ
ルからすると，日内変動，日差変動を含む併行精
度観察時のデータの変動幅としては決して大きく
はないと考えられる．また結果 (3)より，同一施
設で保存検量線作成者とエンドトキシン測定実施
者が異なる場合の，得られるエンドトキシン濃度
の変動幅は，−14%〜＋24%であり，保存検量線
作成者が実施者と異なる場合（室間再現精度観察
条件）も併行精度観察時と変動幅は同等であっ
た．先ほど示した FDAのガイダンスで示されて
いる陽性コントロールの真値からの変動幅から
見ると，結果 (2)については全データである 324
点中の 1点（1人あたり 108点で 3名実施より計
324点）が逸脱し，(3)については全データであ
る 972点中の逸脱は観察されなかった．
一方で，結果 (2)と同一条件でさらにライセー

トのロットを変えた場合，標準溶液の濃度測定値
は真値と大きな乖離を示し（−35%〜＋56%，結
果 (4)），ライセートのロットは保存検量線を使用
する際に大きな影響を与えることが判明した．こ
の場合の FDAガイダンスの真値変動幅（±25%）
からの逸脱は，計 324点中 65点であった．ライ
セートの原料はガブトガニの血球成分 LALであ
り，生体試料を利用した試薬であるために，エン
ドトキシンに対する反応性にばらつきがあるため
と考えられる．

 3)  保存検量線の使用による測定値に影響を与
える因子について

本検討では，保存検量線を使用する際の誤差を
与える因子として，施設，実施者，実施日および
ライセートのロットを変動要因として確認した．
その結果，最も誤差を与える因子としては，ラ
イセートのロットが挙げられた．結果 (2)および
(3)で確認されたように，実施者間や実施日の相
違が測定値に大きく影響しなかったが，その要因

としては，エンドトキシン標準品の希釈方法や，
ライセートの使用前室温放置時間を一定に定める
など，プロトコルを詳細に規定していたことが大
きいと考えられる．一方で，プロトコルではエン
ドトキシン標準液をライセートに入れボルテック
スした後にトキシノメータにセットする時間の設
定を厳密にしていなかったために測定値に明らか
なエラーが生じた．本検討では，エラーデータを
保存検量線の作成に使用した場合にも，別に作成
した標準溶液の真値からの乖離には大きな影響が
確認されなかったが，各標準溶液の回収率は全体
的に低下した．これはエラーデータにより検量線
の y切片が小さくなったため，その検量線に代入
して求めたエンドトキシン濃度が小さくなる．す
なわち真値からの乖離の度合いである回収率が低
くなるためであり，変動としては安全を脅かす方
向に影響する（測定値が低めに出る）．このため，
検体を入れたライセートをトキシノメータにセッ
トするまでの時間は厳密にコントロールする必要
があると考えられた．

 4)  保存検量線の利用について
本検討では，保存した検量線を使用した場合に
測定値に与えられる変動を検討したが，結果とし
てライセートロットごとの保存検量線を用意する
こと，および，エンドトキシン試験の詳細なプロ
トコルを作成し厳密に従い実施することにより，
保存検量線を使用しても測定データの信頼性が損
なわれることはないと予想された．ただし，保存
検量線を規定する場合には，作成した保存検量線
の妥当性を何らかの形で示すための内部指標が必
要と考えられる．例えば FDAが以前示していた
ガイドラインでは，作成された保存検量線の相関
係数が 0.98よりも大きいことが必要条件であっ
た．また前述通り，エンドトキシン試験時に陽性
コントロール （検量線の中点濃度） が真値の 75〜
125%に入ることが求められている．後者は保存
検量線とエンドトキシン試験時の測定条件の整合
性に関する指標である．今後保存検量線を使用す
る場合には，上記のような設定を行った後に，妥
当性を検証しながら進めていくことが期待される．
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V.　結　　語

院内製造 PET薬剤は PET施設でほぼ毎日製造
され，患者に投与される．その試験検査における
エンドトキシン試験法は，より現実的かつ信頼性
を確保した方法が求められる．本検討ではエンド
トキシン測定法の現実的な簡便化を目指して，保
存した検量線を使用した際の測定値の変動につい
て評価を行い，保存検量線を使用しても測定デー
タが大きく変動しないことが予想された．

本研究において，利益相反に該当なし．

The archived standard curve of endotoxin assay 
was evaluated to be possible to be used for the endo-
toxin assay as the reliable standard curve, instead the 
standard curve was produced each time of the assay. 
The archived standard curve shall be produced from 
three standard curves for three days, following the 
guidance issued from FDA in 1991, and the eval-
uation whether the archived standard curves can 
be applicable to use daily was performed with the 
recovery rate of the concentrations obtained from the 
archived standard curves against the true values. The 
three case studies were prepared: (1) the same person, 
who prepared the archived standard curves, performed 
this assay with the standard solutions (repeatability 
condition with the same tester, at the same facility), (2) 
the person, who did not prepare the archived standard 
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curves, performed this assay with standard solutions 
(reproducibility condition with the different tester 
and dates), (3) the same preparation as (1), but using 
different three lots of lysates. The recovery rates were 
(1) 85–127%, (2) 86–124%, (3) 64–156%, respectively.

From this data, the endotoxin concentration cal-
culated with the archived standard curves were not 
varied very much, compared to the true values, but 
further discussion are necessary when the archived 
standard curves would be applied in daily analysis of 
PET drugs, regarding the protocol, the requirement to 
use the archived standard curve and the daily internal 
control as system suitability tests.

Key words:   Endotoxin assay, In-house PET 
drug manufacturing, Regulatory sciences, Archived 
standard curves.


