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第58話　リムルス試験のバリデーション 

和光純薬工業株式会社　土谷　正和 

SERIES

Talking of LAL
　リムルス試験のバリデーションについ

ては、これまでも何度か考えてきました。

今回は、バリデーションの本音と建前に

ついて考えてみたいと思います。 

　リムルス試験のバリデーションでは、（1）

測定手法が正しく実施されていること、

（2）各試料の測定条件が正しく設定さ

れていること、（3）日常試験で想定した

条件で測定が実施されていることを証

明することが行われています。各項目

について確認してみましょう。 

（1）測定手法が正しく実施されてい

るか 

　試験を行う施設及び操作者が期待さ

れる試薬の性能を出せることを確認しま

す。ゲル化法では、表示ラベル感度（λ）

通りのゲル化感度がでるかどうか、比

濁法及び比色法では、検量線の相関

係数で判断します。 

（2）各試料の測定条件が正しく設定

されているか 

　試料が測定に影響を与えないことを

確認します。基本的にエンドトキシンの

添加回収率で判断します。測定に影

響がある場合は、通常希釈倍率を上

げて影響を回避します。希釈倍率は、

試料のエンドトキシン規格値と使用する

リムルス試薬の感度によって制限を受

けます。試料の特性を考慮して、希釈

以外の方法で試料の影響を回避するこ

ともあります。 

（3）日常試験における測定条件の確

認 

　日常試験では、水を陰性コントロール

として測定することで使用する水の品

質を、エンドトキシン溶液を陽性コントロー

ルとして測定することで使用するエンドト

キシン溶液の活性を、試料にエンドトキ

シンを添加した陽性製品コントロールを

測定することで試料の測定への影響が

ないことを確認します。もちろん、こ

れらの測定でリムルス試薬の劣化が

ないかどうかも確認しているわけで

す。これらが規格内であることを確認し、

試料の測定値が信頼するにたることを

証明するわけです。 

　上記の項目は各国局方に記載されて

いる内容で、いわば建前に相当します。

今回は本音の部分についても考えてみ

たいと思います。ここで言う本音とは、

自信をもって試験できる条件を定めるま

でに確認したり、設定したりしなければ

ならない検討のことを指しています。 

　測定条件を決めるまでの準備として

何が必要でしょうか。まず、溶解性、pH、

成分など、試料に関する基礎的情報

をもとに、必要な対策を予想します。

特殊な操作が必要なさそうであれば、

10倍程度の希釈系列を作成してエンド

トキシン添加回収試験を行い、おおよそ

の希釈倍率を決めます。おおよその希

釈倍率を含む2倍希釈系列を作成し、

エンドトキシンの添加回収試験を行い、

試験に用いる希釈倍率を決定します。

試料のエンドトキシン規格値をもとに、

最大有効希釈倍数（MVD）を求め、決

定した希釈倍率がMVDより小さいこと

を確かめます。 

　試料の測定濃度設定は、エンドトキ

シン回収率に対する余裕と、MVDに対

する余裕をもって設定する必要があります。

試料の濃度は、エンドトキシン回収率が

規格ぎりぎりのところを選ぶのではなく、

ある程度回収率に余裕がある結果が得

られる濃度を選びたいところです。例え

ば、阻害の認められる試料の濃度を決

めるとき、ゲル化法で2λのエンドトキシン

を添加した試料が始めてゲル化する濃

度を選択するのではなく、それより2倍

ないし4倍高い希釈倍率を選ぶべきでしょ

う。ゲル化法で測定を行うにしても、他

の定量法、例えばトキシノメーター法な

どで、よい回収率（75%－125%程度）が

得られる試料濃度を選べば、試料のロッ

ト間差や測定操作から来る誤差などによ

る変化に対応することができます。

MVDに対する余裕は、選択するLAL
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の感度に依存しますから、試料の測定

濃度とMVDを考慮して、余裕のある感

度の試薬（測定法）を選ぶべきでしょう。 

　ここで注意が必要なのは、試料のロッ

ト間差です。試料の主成分以外の混

入物が測定に影響を与える場合があり

ます。例として、アンプルなどから溶出

する鉄やアルミイオンがエンドトキシンの

活性を低下させる場合が挙げられます。

このように、通常の品質試験で管理さ

れていない微量成分が測定に影響を与

えることがあることも考慮する必要があり

ます。通常3ロット程度の試料について

条件設定を行いますが、試料の性質に

よっては、条件設定後注意深く陽性製

品コントロールの結果などを見ていく必

要があるでしょう。 

　試薬のロット間差も微妙に結果に影響

する場合があります。最近のLAL試薬は

ロット間差が少なくなったとはいえ、やはり

天然物ですからロットごとに違った顔を見

せることがあります。しかし、測定条件

に余裕を持たせて設定してあれば、

LALのロット間差が原因で規格から外

れることはまずないと考えてよいと思います。

もし、ロット間差が見られるとすると、日

常検査の陽性製品コントロールの値に違

いが出てくると思われます。 

　エンドトキシン試験を行う場合、建前

である予備試験と日常試験を問題なく

行うために、本音の部分である試料の

情報や条件設定のための予備実験、

試薬の選択などが行われます。すなわち、

建前でいつも良い結果を得るために本

音の部分で努力が必要と言えるのでは

ないでしょうか。 

 

　次回は、第59話「SLP試薬の応用（そ

の2）」の予定です。 

ew Products

　本品は、ポリプロピレン製のシリンジ型カラムへ高品位の

シリカゲルを充てんした、フラッシュクロマトグラフ用のパック

ドカラムです。着脱が容易な専用カラムホルダーを用意して

おりますので、併せてご使用下さい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

●優れたコストパフォーマンス 

●高品質シリカゲルの採用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

フラッシュクロマトグラフ用カラム 
PresepR Silica Gel Type M, Type L

PresepRSilica Gel Type M PresepRSilica Gel Type L

70mR

30g

25mR

11g

20～40μm

7nm

粒 子 径  

細 孔 径  

カラムサイズ 

充 て ん 量  

特　　長 

仕　　様 

■カラム 

■備品 

試料前処理用 

 

試料前処理用 

10個× 2 
10個×10 

10個× 2 
10個×10

20,000
照　会 

25,000
照　会 

297-44151
293-44153

293-44251
299-44253

PresepR Silica Gel Type M

PresepR Silica Gel Type L

コードNo. 品　　名 規　格 容量 希望納入価格（円） 

試料前処理用 

試料前処理用 

試料前処理用 

試料前処理用 

試料前処理用 

試料前処理用 

1個 

1個 

10個 

10個 

10個 

10個 

20,000

26,000

2,000

2,000

4,000

5,000

291-45151

299-44851

297-45251

295-44951

293-45351

295-45051

PresepR Silica Gel Type M Column Holder

PresepR Silica Gel Type L Column Holder

PresepR Silica Gel Type M Filter

PresepR Silica Gel Type L Filter

PresepR Silica Gel Type M O-ring

PresepR Silica Gel Type L O-ring

コードNo. 品　　名 規　格 容量 希望納入価格（円） 


