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本⽇の内容︓

1) 発熱性物質とは
2) 発熱性物質試験とは
3) MAT試験を含む局⽅改正の動きについて（欧州・国内）
4) MAT製品の種類について
5) MylcMAT細胞について
6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）

7) Q&A
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1) 発熱性物質とは

ヒトまたは動物に対して発熱反応を⽣じさせる物質

エンドトシキン ⾮エンドトシキン

発熱性物質とは

発熱性物質

注射剤、医療機器、再⽣医療製品、バイオ医薬品製品、透析⽤剤などの出荷前には
発熱性物質の混⼊が検出しないことチェックが必須

⼤きく分けて2種類

微量でもマクロファージや樹状細胞などの免疫細胞に作⽤し、⽣体反応を引き起こす
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発熱性物質の種類 1. ︓エンドトキシンとは

1) 発熱性物質とは

毒素となる部分は共通で細胞壁の成分、細菌表⾯の⽑のようなリポ多糖体（LPS）

グラム陰性菌 (⼤腸菌、⾚痢菌、サルモネラなど)が持つ毒素

細胞壁

細胞膜

リポ多糖
(LPS)
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発熱性物質の種類 2. : ⾮エンドトキシンとは

1) 発熱性物質とは

ウイルス

⾮エンドトキシン (Non-Endotoxin Pyrogen, NEP)

グラム陽性菌

⻩⾊ブドウ球菌

真菌など

酵⺟

乳酸菌 カビ

結核菌

など

など

エンドトキシン（グラム陰性菌）以外の、発熱性物質として様々なものがある。

DNA ウイルス

RNA ウイルス
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1) 発熱性物質とは

Ref. 培養液とエンドトキシン Nagata et al.,
J. Mamm Ova Res. Vol.20, 2003, pp51

例：

例えば、エンドトキシンが、わずか数pg/mL⼊っているだけで、受胎率が⼤きく下がる。

発熱性物質の混在の影響



ウサギ発熱性試験 LAL試験(カブトガニ)

発熱性物質試験は、⼤きく分けて、4つの試験法があります

動物資源を
使⽤するもの

細胞や合成物を
使⽤するもの

MAT試験
(monocyte activation test)

組替C因⼦試験
( rFC; recombinant factor C)

日本薬局方(JP)収載

欧州薬局方(Ph. Eur.))収載

*2026年までに欧州で中止

2) 発熱性物質試験とは
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4試験法は、それぞれ特徴があります。

ウサギ発熱性試験

利点：

・ in vivo試験である。
・ 簡単な試験である。

・ 数時間で結果が出る。

欠点：

・ ウサギを多量に使う。
（3匹1群で、1匹のみ発熱すると再試）
・ ヒトでの反応性は不明

・ 抗がん剤や免疫抑制剤などは適応不可

LAL試験

利点：

・ 簡単な試験である。
・ ウサギよりも100倍の感度
・ 自動化装置・蛍光など簡便化している

rFC試験

欠点：

・ カブトガニの血液を使用
（rFCは組替え製品）
・ 非エンドトキシンが測定できない

（発熱性物質の40%とも言われる）

C因子を人工作製したもの

試験法：

ウサギに被検体（もしくは被検体を浸した液）
を静注し、ウサギの体温変化で発熱性物質

の有無を評価する試験（定性評価）

試験法：

カブトガニの血液が、エンドトキシンにより擬塊形成する
現象を利用し、エンドトキシンの有無を評価する試験

（定量評価）

富士フィルム和光純薬（株）HPより抜粋

2) 発熱性物質試験とは
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単球活性化試験(MAT試験とは）

MAT試験
(monocyte activation test)

試験法：

ヒト白血球細胞を使用し、免疫反応
(サイトカイン産生量)により発熱物質の有無を評価する試験
(定量試験）

PBMC

単球

被検体

IL-1β

IL-6

ELISA で測定

利点：

・ in vitro試験
・ ヒトでの反応が評価できる。

・ 動物資源を必要としない。

欠点：

・ 普及はこれから（国内ではこれから収載）
・ 既存の2試験に比べ、テクニカルな面*がある。

*テクニカル面については後述

2) 発熱性物質試験とは
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2) 発熱性物質試験とは

発熱性物質試験の⽐較

LAL試験 ウサギ発熱性試験 rFC MAT試験

検査法 Ex vivo In vivo In vitro In vitro
感受性 (LOD) 0.005 EU/ml 0.05 EU/ml 0.005 EU/ml 0.004 EU/ml
結果 定量的/定性的 定性的 定量的 定量的

グラム陰性菌 ✓ ✓ ✓ ✓

グラム陽性菌 × ✓ × ✓

酵母やカビ × ✓ × ✓

ウイルス × ✓/× × ✓

医薬品 ✓ ✓ ✓ ✓

医療機器 ✓/× ✓ ✓/× ✓

バイオ製剤 ✓/× ✓ ✓/× ✓

再生医療等製品 ✓/× × ✓/× ✓

⽣物製剤などの新規モダリティに懸念される、ヒトに感染するウイルスなどは、既存法では対応できない。
そのため、MAT試験が新試験法として注⽬されている。
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発熱性物質試験の動向

ウサギ発熱性物質試験
(RPT)

⽇本で薬局⽅収載

1951 1988

LAL試験

⽇本で薬局⽅収載

2010

欧州薬局⽅収載

MAT

2012

アメリカ
FDAでも紹介

MAT

2021

⽇本 第18改正薬局⽅
代替試験法として参考情報

MAT

2026

MAT

⽇本でも局⽅収載に
向けた動き

欧州でRPT使⽤禁⽌

RPT

2018 インド薬局⽅収載

3) MAT試験を含む局⽅改正の動きについて（欧州・国内）

(参考)

動物資源を使⽤せず、エンドトキシンと⾮エンドトキシン性の両⽅の発熱物質の検出が可能なMATが今後の主流
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However, despite the publication of the MAT chapter and multiple efforts 
since then to encourage developers to apply the MAT instead of the 
RPT, rabbits continue to be used extensively to detect pyrogenic 
substances.

The complete removal of the RPT from the Ph. Eur. is therefore 
necessary if the aim is to move towards the exclusive use of in vitro 
tests (i.e. BET or MAT) for the control of pyrogenicity (endotoxins 
and non-endotoxins). 

2022年9月 ウサギ発熱性試験の代替を進めるための戦略
を発表

ü ウサギ発熱性試験の代替として、MAT試験をPh. Eurに
載せたにも関わらず、以前置き換えが進んでいないことに
委員会は問題を提起

ü 移行のためにはウサギ発熱性試験の削除が必要であり
そのためにMAT試験規定の改訂を進めている。

ü 2.6.30章の大幅改訂を計画しており、 Pharmeuropa
35.1（Jan/2023)で公開

New pyrogenicity strategy 
1. Introducing a new general chapter, 5.1.13. Pyrogenicity

製品の発熱性物質試験を行うためのガイドラインの追加
BETで検出できない発熱性物質が含まれる可能性のリスクアセスメント

2. Revision of Ph. Eur. texts in Which the RPT is mentioned
ウサギ発熱性試験の必然性を削減する方向で局方内を改定

特に、MAT試験のみでウサギの発熱性試験に置き換わるように文言修正
3.  Revision of general chapters 2.6.30 and 5.1.10
・ MATの経験を反映させ、ユーザーから報告された問題を修正するために、

2.6.30章（技術的な大幅な改訂）の改訂
・主な変更点は、感度に関する新しい記述、エンドトキシン標準曲線の妥当性
基準の改訂、方法AおよびBを単一の半定量検査に統合すること、およびアッ
セイ受容基準の改訂です。 BET ：Bacterial Endotoxin Test

3) MAT試験を含む局⽅改正の動きについて（欧州・国内）
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ウサギ発熱性試験の項目削除へのタイムライン

・MAT試験など代替法への移行ができるように
修正・改訂が進む。
・計画通り進むとすると、2025年7月までにウサ
ギ発熱性試験を必要としない（関連付けがされ
ない）法令へと変更になる。
・ウサギ発熱性試験の章の削除が2026年7月
を予定している。

https://pharmeuropa.edqm.eu/media/homepage/documents/2022/09/05/New-Pyrogenicity-Strategy_EN.pdf

3) MAT試験を含む局⽅改正の動きについて（欧州・国内）
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国内の動向について

ü JaCVAM(日本実験動物代替法評価センター)が中心となり発熱性物質試験の代替試験の評価を進めている。
ü 日本薬局方改正のタイミングで、我が国でもMAT試験の収載が期待される。

JaCVAM HPより抜粋

3) MAT試験を含む局⽅改正の動きについて（欧州・国内）
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MAT試験に対する各社製品について

4) MAT試験の製品種類について

Mono-Mac-6 aMylc cell

CTL MAT
(MAT Biotech)

PyroCell
(Lonza)

MATR kit
(MAT research)

HaemoMAT

PyroMAT
(Merck)

MylcMAT
(マイキャン・テクノロジーズ)

⾎液（PBMC）

など多数

ü PBMCを用いた製品が多数販売されている。
ü Cell lineとしては、Mono-Mac-6細胞を使用したMerck社のPyroMATがある。
ü マイキャンからは、MylcMAT製品を開発中である（有償試作品提供中)。

製品写真・各社HPより抜粋

単球系細胞株
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5) MylcMAT細胞について

マイキャン・テクノロジーズ株式会社

再⽣医療技術を活⽤した特殊な⾎球提供を通じ、
世界のあらゆる⼈々の健康に貢献する

設⽴︓ 2016年７⽉
本社・研究所︓京都市⻄京区御陵⼤原1-36

京⼤桂ベンチャープラザ

神⼾研究所︓神⼾市中央区港島南町6-3-7

代表取締役CEO 宮﨑 和雄

資本⾦: 3,000万円
従業員:18名

研究開発型バイオベンチャー企業
製品︓研究⽤⾎球細胞
・未成熟樹状細胞（Mylc）
・未成熟網状⾚⾎球(Mpv)

サービス︓評価受託、オーダーメイド細胞開発

参考︓マイキャン・テクノロジーズ社について
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Mylc細胞について

⾎球作製

ミエロイド系細胞

選別
iMylc 細胞
2019年発売

iPS細胞
不死化遺伝⼦

導⼊

分画

単球

Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）

Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）

Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）

選別

aMylc 細胞

Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）

不死化遺伝⼦
導⼊

末梢⾎

応⽤

◆当社のコア技術

種類
直径 発現受容体 サイトカイン産生量

大きさ LPS受容体 TLR受容体 CTL受容体 IL-6 IL-8

末梢血単核球 (PBMC) 15μm ○〜◎ ○ ○ △~◎ △~◎

aMylc細胞 15-20μm ◎ ○ ○ ◎ ◎

5) MylcMAT細胞について
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MylcMAT細胞は、検出感度の⾼いPBMCから樹⽴した細胞です。

Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）

Mylc細胞

凍結 乾燥 復元

Mylc細胞
（凍結）

Mylc細胞
（凍結乾燥）

Mylc細胞
（復元）

1) 検出感度の⾼い
PBMCを探索

2) aMylc細胞
の作製 3) MAT⽤aMylc細胞

(Master cell)

中量培養法

4) MylcMAT細胞
(冷凍品)

◆MAT試験用aMylc細胞（MylcMAT細胞）

製品名 MylcMAT PyroMAT
製造元 MiCAN Merck
動物資源 完全不使⽤ 製品製造に使⽤

Endotoxin 規定との差 8.3倍 2.5倍

Non-
Endotoxin

検出限界濃度

Pam3CSK4 (TLR1/2) 0.0125 ng/mL 25 ng/mL
HKSA (TLR2) 1/1,000,000 dilution 1/40,000 dilution
Poly-IC (TLR3) 0.98 μg/mL 50 μg/mL
Flagelin (TLR5) 0.0063 μg/mL 0.0025 μg/mL
CpG (TLR9) 10 μg/mL 20 μg/mL

価格(2検体/plate) 30万円(参⼊ 20万円） 30万円

1
2

3

5) MylcMAT細胞について
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4) MylcMAT細胞について

微生物が作用するToll様受容体を発現している

微⽣物由来のリガンド （例） TLR

エンドトキシン グラム陰性菌（リポ多糖） TLR4

NEP
(⾮ エンドトキ

シン
パイロジェン）

グラム陽性菌（トリアシルリポ
プロテイン） TLR1/2

グラム陽性菌（ペプチドグリカ
ン、HKSA） TLR2

RNA ウイルス(dsRNA) TLR3

細菌のべん⽑（フラジェリン） TLR5

RNA ウイルス（1本鎖 RNA） TLR7/8

DNA ウイルス(CpG-DNA) TLR9

MylcMAT細胞は、様々な微⽣物の検出に対応できます。
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MAT試験⽅法について

20時間培養

20

3．基本手法（2.6.30より抜粋・日本語訳）
検査する溶液を、ヒトの単球または単球系細胞を含む材料（例えば、できれば4時間以内に採取したヒトの
ヘパリン加末梢血、もしくはその血液の単球を含む細胞画分（例えば密度勾配遠心分離法などで分離した
ヒトの末梢血単核細胞[PBMC]）、または単球系細胞株））とともにインキュベートする。

選択したリードアウト（炎症性または発熱性のサイトカイン等）の試料溶液に対する反応を、エンドトキシン
標準品または検証する調整液の基準ロットに対する反応と比較する。

6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）
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MAT試験について︓予備試験

6. 予備試験 （２.６.30より抜粋・日本語訳）
検査の精度および妥当性を検証するため予備試験を実施する。この予備試験において、エンドトキシン基
準曲線の基準が満たされており、溶液が検査に干渉せず、検査でエンドトキシンおよび非エンドトキシン汚
染因子が検出され、溶液が検出システムに干渉しないことを確認する。

6-1. エンドトキシン標準曲線の基準の保証
標準エンドトキシン溶液を用いて、標準曲線を作成するために少なくとも4つのエンドトキシン濃度を調製す
る。標準エンドトキシンの各濃度を少なくとも4回繰り返し検査する。

標準曲線については2つの許容基準が存在する。
・Log10用量反応の回帰（必要に応じて適切に変換）が統計的に有意である（p<0.01）
・Log10用量反応の回帰が有意に直線から逸脱しない（p>0.05）

6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）
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エンドトキシン標準曲線の基準の保証︓MylcMAT細胞の場合

Fit of F probe test: 5パラメーターで検量線を書いた際に出てくる値、Gen5などの解析ソフトに内包されている。

6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）



6-2. ⼲渉因⼦の検査 (2.6.30より抜粋・⽇本語訳）
検査の妥当性を検証するため予備試験を実施し、試料溶液が検査に⼲渉しないことを確認する。適
切な希釈剤を⽤いて試料溶液を幾何学的段階で希釈するが、すべての希釈がMVDを超えないように
する。

エンドトキシン無添加溶液中で検出されたエンドトキシン等価物を減じた後、エンドトキシン添加
試料溶液のエンドトキシン等価物の測定値が添加濃度の50〜200％以内の場合、試料溶液には⼲渉
因⼦がないものとみなされる。この基準が満たされない場合、⽅法Cが⽅法Aや⽅法Bよりも好まし
いとされる*
＊現在のPh. Eur.の改訂によりA/B/Cの群わけから、mrthod1,2へ
半定量法での評価に重きを置くように移⾏が図られている。
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予備試験︓⼲渉因⼦の調査

５ サンプルの調製 
5-1 サンプル⼲渉影響排除条件設定(Product Specific Validation) 
96 well plate には２サンプルの試験が可能である。各種サンプルはあらかじめアッセイに⼲渉
しない希釈倍率を設定しておくこと。希釈倍率の最⼤値は Maximum valid dilution(MVD)であ
り、CLC(汚染限界濃度)が検出できる最⼤希釈倍率を意味する。当該キット LOD は 0.05 
EU/mL (サンプル濃度、なお最終濃度は 0.025 EU/mL)で計算する。 

MVD=(CLC × C)/LOD 
MVD: Maximum Valid Dilution 
CLC: Contaminant Limit Concentration (EU/mg or EU/mL) 
C: Concentration of Sample Solution (mg/mL or mL/mL) 
LOD: Limit of Detection, 0.05EU/mL (Sample Concentration) 

 

6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）
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6-3. 非エンドトキシン単球活性化汚染因子に関する方法検証
予備試験は選択した検査システムが細菌性エンドトキシンの他にも非エンドトキシン炎症性や発熱性汚染
因子を検出することも示すことになる。特定の製品に対するこの方法の適切性を検証する必要がある。こ
れは非エンドトキシン汚染因子により汚染されており、ウサギ発熱性物質試験にて陽性反応を引き起こし
た、あるいはヒトにおいて有害反応を生じさせたことが明らかになっている過去のバッチを用いて行うことが
可能である。そのようなバッチが入手不可能な場合、予備試験には、2つ以上のToll様受容体の非エンドト
キシンリガンド（ペプチドグリカン、リポタイコ酸、合成細菌性リポタンパク質、フラジェリン、粗細菌全細胞抽
出物）を用いた（そのうちの1つ以上を試料溶液に加えた）検査システムの検証を含むものとする。

6-4. 検出システムにおける干渉
さらなる試験に向けた試料溶液の最適希釈を確認後、その希釈を選択したリードアウトの検出システム
（ELISA等）の干渉について検証する。

6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）
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⼲渉因⼦の調査︓MylcMATの場合

メイロン（炭酸水素ナトリウム）7%静注を例に取り説明する
ü MVDは83.3である。（赤丸は近傍のdilution 82, 41, 20.5倍希釈; 2倍公比である）
ü LPSスパイクした際に、20.5より濃度の高い、10.25倍希釈（青丸）では50%を下回る。

（つまり、干渉が起きていると判断する）
ü 干渉しない領域(50%-200%の範囲）での評価を実施するための前試験

50%ライン

200%ライン

6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）
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製品名 MylcMAT PyroMAT
製造元 MiCAN Merck
動物資源 完全不使⽤ 製品製造に使⽤

Endotoxin 規定との差 8.3倍 2.5倍

Non-
Endotoxin

検出限界濃度

Pam3CSK4 (TLR1/2) 0.0125 ng/mL 25 ng/mL
HKSA (TLR2) 1/1,000,000 dilution 1/40,000 dilution
Poly-IC (TLR3) 0.98 μg/mL 50 μg/mL
Flagelin (TLR5) 0.0063 μg/mL 0.0025 μg/mL
CpG (TLR9) 10 μg/mL 20 μg/mL

価格(2検体/plate) 30万円(参⼊ 20万円） 30万円

1
2

3

ü ⼲渉しない濃度3点でのスパイク有無で測定し、標準曲線でエンドトキシン換算し、検出規定値以下かどうかで判断
ü NEPについても測定（新しいPh. Eurでは２種を推奨しそう）

6) MAT試験⽅法について (MylcMATを事例に）

MAT試験︓MylcMATの場合
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まとめ

弊社では、2つの製品でMAT試験の導⼊を⽀援します。

Training 1
Training 2

Training 3
Practice 1

Practice 2

チェック項目：
・ 細胞播種均一性

Expert of
MAT test

チェック項目：
・ MAT試験テスト
標準操作手順

評価目的：
MAT試験プレ試験
・ 新規医薬品の
干渉領域把握

COA of
MAT test

チェック項目：
・ LPS標準曲線
の均一性

MylcMAT Master kit

評価目的：
MAT試験本試験
・ 新規医薬品の
MAT試験設定

MylcMAT Training kit

ü 発熱性物質試験の新試験法として、MAT試験がある。
ü MAT試験は、欧州ではすでに局⽅収載であり、国内でもJaCVAMを中⼼に新試験法として評価が進む

次回の⽇本薬局⽅改正での収載を⽬指している。
ü MAT試験は、単球系の細胞を使⽤し、被検体を感作させ、細胞が産⽣するIL-6をELISAで測定する。
ü MAT試験前に、被検体（医薬品等）の⼲渉しない領域をあらかじめ判断する。
ü MAT試験では、LPS標準曲線に対し、医薬品及びLPS感作した医薬品での⽐活性（EEU/mL)で評価する。

ü 本試験について、さらに詳しく対応しますのでご興味のある⽅は、お問い合わせください。


