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研究成果の概要（和文）：我々は従来の滅菌技術の課題克服を目的に、新しい滅菌システムとしてメタノールを
原材料とし触媒法による混合ガス発生装置を開発し、有効性の評価及びその実用化研究を推進してきた。本研究
期間においては、有効性に寄与する分子種の特定に至り、これらが相乗効果として核酸分解に寄与している事を
明らかにした(特許申請)。今後は水溶性カートリッジなどのより小型で安価な身近なデバイスの供給への弾みが
ついた。更に、新たな機能として常温化でのエンドトキシンの低減化効果が確認され、常温化でのガス様式によ
るエンドトキシンの低減化技術としては世界初の革新的なデバイス開発につながる可能性が見えてきた。 

研究成果の概要（英文）：For overcoming the problems of conventional sterilization technology, we 
have developed a new sterilization system utilizing catalytic mechanism to generate mixed bio gas 
using methanol as a raw material. In this study we have promoted the evaluation of its effectiveness
 and research for its practical application. During this research period, we identified molecular 
species specifically contributing to its efficacy, and clarified these molecules contributing 
nucleic acid degradation in a synergistic manner (patent application). In the future, we could 
supply of smaller and cheaper devices in the market such as water-soluble cartridges. Furthermore, 
this system was identified to exhibit additional new potential function of reducing endotoxin at 
room temperature, and it has become possible to develop the world's first innovative device as a 
technology for reducing endotoxin by the gas mode at room temperature.

研究分野： 遺伝子治療、再生医療

キーワード： 核酸分解　ガス滅菌　作用機序

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、人類は非常に強力な微生物（細菌、ウイルスなど）を死滅させる手段を新たに手に入れる
事ができるようになる。豚コレラや0-157、さらには近年の世界的混乱を引き起こした新型コレラウイルス
(COVID-19)など微生物汚染による被害は、社会全般に及ぼす甚大な健康被害の面からも杞憂すべき重要な問題と
なっている。これらの現場では対応が難しかった課題に対し、きわめて有効に対処出来る事が期待され、その応
用範囲は多岐に及ぶ。学術面においても、再生医療を支える細胞製造施設の無菌管理への大きな貢献が期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

微生物汚染による被害は医療の現場だけではなく、農業や水産業を含め畜産業における豚
コレラや 0-157、さらには近年の世界的混乱を引き起こした新型コレラウイルス(COVID-
19)などその社会全般に及ぼす甚大な健康被害の面からも杞憂すべき重要な問題となってい
る。また近年のヒト培養細胞を用いた再生医療の技術革新により、GMP 準拠の細胞調製加
工施設(CPC)の基盤整備が喫緊の課題となる中、その無菌管理の基本技術の確立が極めて重
要な位置づけとなっている。我々は橋渡し研究並びに臨床研究中核拠点病院施設として 
CPC の高度で恒常的な無菌管理を実現すべく、従来技術の課題克服を目的に、新しい滅菌
システムとしてメタノールを原材料とし触媒法による混合ガス発生装置を新たに開発し、
その有効性の評価、及びその実用化研究を推進してきた。  
 

２．研究の目的 
我々がこれまでに開発してきた新規技術は、エタノールを原材料とし銅触媒反応により発
生させた混合ガスが、従来得られなかった常温下での滅菌・核酸分解同時機能を示すとい
う極めて興味深い結果を示す革新的技術である。これらの開発技術を具体的な実用化技術
として進展させていくには、安全性にも配慮した具体的な運用条件の決定が不可欠とな
る。 そこで、本研究期間を通じて、その作用分子種の具体的な有効濃度の幅を特定し、有
効性に寄与する最小有効濃度、かつそれらの総合作用動態を明らかにしてデータベース化
すると共に、その有効性に寄与する主たる分子種を特定し、その作用メカニズムの詳細を
明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

当初に使用してきた試験装置を一部改良し、庫内型評価装置として庫内混合ガスを反応途
中で直接サンプリングが行えるようにし、これらの混合ガス中の有効分子種の成分分析の
評価をおこなうとともに、一部のパラメーターについてはリアルタイムでモニタリングで
きるように新たにセンサーを付与することで、その反応動態の詳細を評価しデータベース
化を行う。その特定された分子種に中から有効（滅菌・核酸分解）機能に寄与する主たる
分子種を特定し、別の独立したアッセイ系を用いてそれらの分子種のもたらす効能を濃
度・反応時間・温度(常温)の面から検証を行い、その作用メカニズムの詳細を明らかにす
る。 

 
４．研究成果 

改良型庫内型ガス発生装置を用いた反応中のサンプリング結果により、発生ガス中の構成
成分が確認できた（Fig.1）。それにより有効性機能に寄与する主要な２分子種を特定し
た。それら２作用分子による in vitro アッセイ系から本件開発機器の有効作用機序が明
らかになるとともに、それらが連動する新たなメカニズム(Mechanism of Action)の解明
に至った。 すなわち、滅菌並びに核酸分解には、 
１） エタノールの触媒反応から生じるギ酸およびホルムアルデヒドが主要な作用を担って
いること、 
２） これら２分子は本試験装置の特定の条件下のみに実現する共存状態でその機能が見ら
れること、 
３） その有効性機能は２分子の相加効果ではなく相乗効果として表出されること、 
を見いだし、最適化条件（最小濃度・最大効果）を見いだしデータベース化を行った。 
庫内発生装置における核酸分解能が主要分子種（ギ酸、ホルムアルデヒド、メタノール）

による相乗効果によりもたらされるモノであることと、その最適化ポイントの特定を含め

て特許申請を行った。 
注目する主要成分であるギ酸およびホルムアルデヒドに関しては、現状の技術ではリニア
に迅速に測定モニターすることが難しい(または開発段階のため莫大なコストがかかる)こ
とがわかり、特定した分子種に変わるサロゲートマーカーにも今後注目して、有効性を反
映するリアルタイムモニタリングの機能実現の検討が必要である(Fig.3)。  

Sterilization chamber state:
Volume 150 liters / Normal pressure / 27 ℃, 85% RH / Sensor index value. (1.0V) 

CH3OH
(methanol)

HCHO
(formaldehyde)

HCOOH
(formic acid)

O2
(Oxygen)

H2
(Hydrogen)

CO2
(carbon 
dioxide)

N2
(Nitrogen)

Earth's 
atmosphere 0 0 0 21% 0.00005% 0.037% 78%

Composition of 
exposed gas 6000ppm 250ppm <3.0ppm 18% 0.5% 0.5% 78%

* The measured sterilization gas did not contain CO (carbon monoxide).
* This value is assumed to be the minimum required for sterilization exposure. (Preliminary)

Fig.1   Composition analysis of mixed bio gas 



 

Inactivation of Endotoxins at low temperature condition 
utilizing innovative gas phase sterilization system.

未来医療開発部

大阪大学医学部附属病院に設置された未来医療開発部は、

大阪大学の研究機関をはじめとするアカデミアの優れた発

見・発明を医薬品・医療機器・再生医療製品等として実用化

するための一連の研究開発プロセスをシームレスに支援する

未来医療センターと、治験、観察研究を含む自主臨床研究の

支援を行う臨床研究センター、介入臨床試験や分析研究のデ

ータマネジメント、統計解析を独立して総合的に支援するデ

ータセンター、高まる「グローバルヘルス」のニーズに対応

した外国人患者や世界各国からの医療従事者の研修の受入れ

や日本発の革新的医薬品・医療機器の海外展開を支援する国

際医療センター及び各センターの機能を横串に助ける部長直

轄の組織支援室から構成されます。これらのセンターが有機

的に連携して、特定機能病院の責務である「高度な医療技術

の研究・開発」を統合的・効果的に支援しています。

また、日本発の革新的な医薬品や医療機器の開発に必要と

なる質の高い臨床研究や治験を推進するための中心的役割を

担う病院として医療法上に位置づけられたもので、厳しい要

件を満たした医療機関のみが厚生労働大臣の認可を受けて指

定される臨床研究中核病院として、本院は平成27年8月に指

定されました。

大学などのアカデミアや医薬品・医療機器の企業の高度な

研究が生み出す未来の医療技術を確実に実用化に結びつける

ことによって、難病の克服やわが国の喫緊の課題である高齢

化社会への対策などを促し、国民の健康とともに「グローバ

ルヘルス」に貢献できるよう、医療イノベーションを動かす

原動力となって、医学・医療の未来を創造していくことを目

指しています。

The Department of Medical Innovation which is set up in the 

Osaka University Hospital consists of those institutions: they are 

the Medical Center for Translational Research which seamlessly 

supports a series of research and development processes 

and that practicalizes a superior discovery and invention of 

Academias including the research organizations of the Osaka 

University as drugs, medical devices, and regenerative medicines; 

the Academic Clinical Research Center which supports physician-

initiated clinical studies including clinical trials or observational 

studies; the Data Coordinating Center to independently and 

generally support the data management of interventional 

clinical studies or analysis studies, and statistical analysis; and 

the Center for Global Health which accepts to receive overseas 

patients or training of health professionals from foreign countries 

corresponding to the increasing needs of "global health" and 

which supports overseas development of an Japanese-made 

innovative medicine or medical devices and the organization 

support room directly under the director who helps each center 

cross-functionally.  Through their organic links, these centers 

provide to the Hospital integrated and e!cient support, enabling 

to ful"ll its obligation to research and develop advanced medical 

technologies as an advanced treatment hospital. 

Also, in August, 2015, the Osaka University Hospital was designated 

as a Core Clinical Research Hospital which is positioned by the 

medical care law and plays the core role to promote high quality 

clinical studies and clinical trials to be required to develop a Japan-

made innovative drug or medical equipment and that is designated 

by the authorization of the Minister of Health, Labour and Welfare for 

only the institute that can meet stringent requirements. By linking 

novel medical technologies to practical application, the Department 

of Medical Innovation aims to contribute to the global health as well 

as health of the Japanese people by overcoming incurable diseases 

and offering measures to cope with the aging society, which is a 

pressing issue in Japan. At the same time, the Department aims to 

be a driving force in the creation of medical innovation, thereby 

creating the future of medical science and practice.

The Department of Medical Innovation Toshihiko OKAZAKI 
Medical Center for Translational and Clinical Research, OSAKA University Hospital

・We have developed innovative technology as gas phase sterilization 
system based on a catalytic reaction mechanism by use of methanol to 
generate mixed biogas (MBG), exhibiting remarkable performance of 
nucleic acid decomposition as well as sterilization.
(18th World Sterilization Congress at Bonn, Patent No. 5463378 )
・Endotoxin is the continuing concern in the manufacturing and quality 
control of medical products.

Background

Aim
There are limitations to the effective approaches available to inactivate 
bacterial endotoxin, especially at low temperature.

Evaluation challenge of additional function advantage
for inactivation of endotoxins at low temperature

The outline of the core technology is to 
produce an optimal sterilization gas by 
controlling the oxidation-reduction reaction 
between copper oxide and methanol using 
copper as a catalyst.
This chemical reaction produces formaldehyde 
and water molecules. When formaldehyde is 
further oxidized, formic acid is produced. 
Formic acid is broken down into carbon dioxide 
and water when further oxidized. By controlling 
this chemical reaction, it becomes a sterilized 
gas containing methanol, formaldehyde, formic 
acid and moisture.
The catalyst's chemical reaction is regulated by 
the amount of methanol and air supplied.

M olecular 
substance M ethod

Formaldehyde
InertSep mini AERO DNPH active 
capture➞HPLC (SPD-10, Shimazu)

2L/min, 10min. 
in 20L bag

Formic acid HPLC (SPD-10, Shimazu) 2L/min, 10min. 
in 10ml water

M ethanol GC (GC-14B, Shimazu)
1L vaccume tube 
x5, 10min.

Composition 
(ppm)

MeOH (cc)

1.8 3.2 4.6 7.4

Methanol 11,000 22,000 33,000 55,000

Formaldehyde 200 180 160 120

Formic acid 25 58 91 157

Durapore® (Merck):
0.45μm, Hydrophilic  
ET solution: 100 μl

Endotoxin Indicator 2,000EU (Charles River)
Limulus ES-Ⅱplus CS Single Test Wako (0.01-1)
Endosafe-®PTS™ Cartridge FDA (0.05-5.0)
Measurement equipment: Endosafe®-PTS™ 

Endosafe®-PTS™

Endotoxin Indicator

Method
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Endotoxin inactivation effect by MBG
Sample:Endotoxin Indicator 2K bottle

Endotoxin Indicator exhibited 1/10 
reduction after MBG exposure even at 
low temperature. A thick layer 
sediment of dry endotoxin in the 
bottle might affect the efficacy.
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Filtered & Dry-up

BVG( - )

< 0.05%

68.8%

< 10-3

Endotoxin inactivation effect by MBG
Sample preparation by Filter membrane

Preparation of thin layer of endotoxin by 
filter membrane exhibit remarkable effect 
of endotoxin inactivation, reaching 3 Log 
reduction !

Basic conceptual diagram of the system
Vacuum chamber sterilization process

The United States Pharmacopeia 
suggests depyrogenation should reduce 
an Endotoxin Indicator by at least 1,000 
fold (3-Log reduction) in endotoxic 
activity as measured by Limulus 
Ambocyte Lysate method.

Newly developed innovative gas phase sterilization system revealed to 
exhibit remarkable effect of inactivation of endotoxin at low temperature 
condition (Patent PCT/JP2019/29834). It still require practical 
development aimed for medical devices.

MBG: 30℃
ET:2K bottle

Conclusion

Previous Findings 1

Prototype system for experiments

Previous Findings 2

Summary
1) The mechanism of action of the system has been clarified. These 

two major effectors molecules work cooperatively to degradate
nucleic acids in the synergistic greater than additive manner. 

2) MBG generated by the system proved to have remarkable 
endotoxin inactivation effect, reaching at 3Log reduction even at 
low temperature condition under optimized condition.

3) The system exhibit equivalent endotoxin inactivation efficacy of 
gamma-rays.

These two major effectors molecules work cooperatively to 
degradate nucleic acids in the synergistic greater than 
additive manner. GA:Formic Acid, FA: Folmaldehyde

Mechanism of action (MOA)

[GA:0.4%],1min [FA:4.0%],1min [GA:0.4%],5min [FA:0.1%],5min

[FA:4.0%],5min[GA:0.4%+FA:4.0%],1min [FA:0.1%],3min[GA:0.4%+FA:0.1%],5min

[FA:4.0%+GA:0.1%],5min[GA:0.1%],5min [GA:0.5%],3min [FA:0.1%+GA:0.5%],3min
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Endotoxin inactivation effect: 
MBG vs. γ-Ray

Comparative challenge test showed 
MBG has equivalent effect as γ-ray 
(25 kGy).

(G) (H)

(I) (J)

(K) (L)

Fig.2   Mechanism of Action (MOA)

Figure 7.-1 Clean room sterilization
process

Fig.3  Real time monitoring of Bio gas elements during room sterilization process 
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