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研究成果の概要：分子生物学的コンタミネーションである RNase (リボヌクレアーゼ, ＲＮＡ

分解酵素)は、熱などに対して非常に安定で破壊されず、雑菌混入を防ぐために行われる通常の

オートクレーブ滅菌（121℃、0.2MPa、20min）処理では、器具や溶液中の RNase を完全に

除くことはできない。本研究の成果は、ソフト水熱プロセスにより水蒸気密度を変化させ、

121℃、0.2MPa、20min でも不可逆的に失活することを示しそのメカニズムを解明した。 
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１．研究開始当初の背景 

分子生物学的コンタミネーションである 
RNase (ribonuclease: ＲＮＡ分解酵素)は、
熱などに対して非常に安定で破壊されにく
く、各種微生物の混入を防ぐために行われる
通常のオートクレーブ滅菌（飽和蒸気、120℃、
0.2MPa、15min）処理では、器具や溶液中の 
RNase を完全に除くことはできないとされて
いる。著者らは、温度、圧力、および蒸気飽
和度†を変えることにより多彩な反応系を
制御できる水熱プロセスの研究により、
130℃以下の非常にマイルドな水熱プロセス
（以下、ソフト水熱プロセスと記す。）によ
り、RNase の不活化ができる可能性を示唆し

た。 
また、エンドトキシン（細胞内毒素）は、

複雑で多岐にわたる生理活性を示す物質で
あり、極めて微量で強い発熱活性を示す。人
工透析治療および医薬品等の製造過程など
では、エンドトキシンの混入はあってはなら
ないことであり、品質管理上、その検出と除
去に厳重な注意が払われている。エンドトキ
シンは、強い耐熱性を有しその不活性化には
過酷な条件下での加熱処理（Dry-heat, 250º
C、30min）が必要である。乾熱法は確実に脱
パイロジェン処理を行うことが可能である
が、この処理法では金属やガラス製等の耐熱
性容器・器具類にしか適用できない。 



申請者らはエンドトキシンの不活化条件
として高飽和水蒸気条件下で処理を行うこ
とに着目し、従来の方法では不活化に強力な
加熱処理が必要であったのに比べて、圧力や
温度に関してマイルドな条件下（以下、「ソ
フト水熱プロセス」という。）において、十
分に耐熱性酵素やエンドトキシンを不活化
しうることを示唆した。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、ソフト水熱プロセスによ
る新たなオートクレープ滅菌処理のメカニ
ズムを明らかにし、140℃以下の比較的低温
度領域で器具や溶液中の混入微生物の滅菌
はもとより RNase の不活化の可能性を示し、
さらに器具や溶液中の Endotoxin を不活性
化できる新しい滅菌法を開発することにあ
る。 
 
３．研究の方法 
(1) RNase の不活化 

予備実験として通常のオートクレーブ滅
菌（飽和蒸気、121℃、0.2MPa、20min）と
乾熱滅菌（乾熱、180℃、常圧、60min）処
理での RNase の不活化の評価を行う。次に
基礎実験として、バッチ式ミニオートクレー
プによる平衡系により、それぞれ温度、圧力、
蒸気飽和度を変化させることにより、RNase
の不活化を考察し、これらの反応メカニズム
を解明した。 

ソフト水熱プロセス領域での RNase の不
活化の評価は、SDS-PAGE、PAGE 電気泳動
および分光光度計で分析を行い、RNase の不
活化の効果を明らかにした。 

実験手順を図 1 に示す。 
 

図 1 実験方法 
 

RNase A  (10mg/ml) 10μl をスクリュウ
キャップ付のバイアル(5ml )に滴下し、自然
乾燥させた後に所定条件の水熱処理を行っ
た 。 水 熱 処 理 後 の RNase は  200 μ l 
(0.5mg/ml)になるように蒸留水を加え、よく
攪拌し、10μl (RNase A 5μg) を 蒸留水

(DW) 990μl に加え RNase A 濃度 5μg/ml
として、10μl (0.05μg)を 1mg/ml RNA 10
μl (10μg) と混合した。37℃ で 60 分間 
インキュベート後、同量の変性 GLB と混合
して 99℃、2 分間加熱し、氷中に 2 分置き、      
それらの試料 10μl を Polyacrylamide gel
にアプライし、電気泳動 (PAGE)し、その後
に多機能ゲル分析装置で定量した。水熱処理
条件は、下記の通りである。 
1. 通常のオートクレーブ滅菌 121ºC, 

0.2MPa, 20min. 
2. 乾熱滅菌 180ºC, 60min. 
3. 加圧熱水 (蒸気飽和度 1000%). 110ºC 

(0.14MPa -30min), 120ºC 
(0.2MPa-30min, 60min, 90min, 120min)  

4. 飽和水蒸気 (蒸気飽和度 100%). 110ºC 
(0.14MPa -30min), 120ºC 
(0.2MPa-30min,60min, 90min, 120min) 

5. 乾燥水蒸気 (蒸気飽和度 50%). 110ºC 
(0.14MPa -30min), 120ºC 
(0.2MPa-30min,60min, 90min, 120min)  

6. それぞれの乾熱処理 (蒸気飽和度 0%). 
7. 流通式実証機(蒸気飽和度 100%). 105ºC 

(0.12MPa),110ºC (0.14MPa),121ºC 
(0.2MPa) -20min 
蒸気飽和度: Steam saturation ratio (%)は

次式による。 
Steam saturation ratio (%) = {Steam 

density (kg/m3) / Saturated steam density 
(kg/m3)} × 100 
(2) エンドトキシンの不活化 

USP RSE Escherichia coli O113:H10 
(2000EU/ml) 10μl をスクリュウキャップ
付のバイアル(5ml )に滴下し、安全キャビネ
ット内で 24 時間自然乾燥させた後に蒸留水
(Endotoxin Free Water)を滴下し vial内を所
定の蒸気飽和度として、所定条件の水熱処理
を行った。水熱処理後の Endotoxin は 分析
範囲になるように蒸留水 (Endotoxin Free 
Water) で希釈し vortex mixer でよく攪拌し
た後に、200μl を Endotoxin Buffer 200μl 
で 溶 解 し た ES-24S (Seikagaku 
Biobusiness)に添加し 2sec 攪拌後、EG 
Reader SV-12 (Seikagaku Biobusiness)で定
量化した。 

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

RNase A H2O

ソフト水熱プロセス
1. 飽和水蒸気, 2. 加圧熱水, 3. 乾燥水蒸気, 4.乾熱

(パラメーターは、圧力、温度、反応時間、蒸気飽和度)

Inactivated RNase

吸光光度計

ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE)

画像解析 High-performance Image analysis software

Activated RNase

Yeast RNA
Glutathione
GSH, GSSG

Yeast RNA
Glutathione
GSH, GSSG

Ribonuclease A assay

酵素活性

RNaseの分解

 
４．研究成果 
(1) RNase の不活化 

図 2,3 に示す様に RNase は、オートクレー
ブ滅菌（121ºC, 20min）で直後は失活してい
るが、時間経過と共に酵素活性を回復した。
また、乾熱滅菌（180ºC, 60min）でも直後は
失活するが、時間経過と共に酵素活性を回復
した。そして、RNase の酵素活性の不活化は、
温度が低く滅菌時間の短いオートクレーブ
滅菌のほうが乾熱滅菌より効果が高い事が
判った。 

Analyses

コホメーションの
変性と復活

Determination
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これは、水の関与が重要なことを表してい
る。次に図 4に示す様に RNase の酵素活性は、
オートクレーブ滅菌（121ºC, 20min）の条件
下でも蒸気飽和度を高くする事により不可
逆的に失活する。また、RNase の酵素活性の
可逆的熱失活と不可逆的熱失活のしきい値
は、蒸気飽和度 100%で、110ºC, 20min と言
える。さらに図 5に示す様に RNase の重量は、
処理温度の上昇と共に減少することが判っ
た。以上より、RNase 不活化のメカニズムは、
蒸気飽和度の変化により、RNase が立体配座
において、蒸気飽和度が低いときはスクラン
ブルな折りたたみとS-S結合の組替による修
復ができる可逆的熱失活が起こり、一方 蒸
気飽和度が高くなるとペプチド結合の加水
分解による不可逆的熱失活が起ることを明
らかにした。 

図 4 RNase-A の不活化(Soft-hydrothermal 
processing) 
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つぎに、プロトタイプの流通式実証機によ
る RNase の酵素活性を調べた。 

 
 

図 6,7 に示す様に、このメカニズムによる
流通式実証機により、 110℃、0.14MPa、20min
でも不可逆的に熱失活することをRNaseの酵
素活性と RNase の分解の両面から証明した。 

 
 
 
 

本研究成果のソフト水熱プロセスによる
新しい滅菌法は、RNase の不活化はもとより
エンドトキシンやプリオン等の異型蛋白質
の不活化にも応用することが期待できる。 

図 5 RNase-A の重量変化
(Soft-hydrothermal processing) 
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図 6 RNase-A の不活化(Flow-type RNase 

inactivation apparatus)  
図 2 RNase-A の不活化(Autoclave)    

 

 
図 3 RNase-A の不活化(Hot-air 

sterilization) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 RNase-A の SDS-PAGE (Flow-type 

RNase inactivation apparatus)) 
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表 1 ソフト水熱プロセスによる Endotoxin
の不活化 

(2) エンドトキシンの不活化 
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Steam saturation ratio 100%  n=3

Steam saturation ratio 1000% 
n=3
Frow system  n=3

LRV: Log Reduction Value
Reduction Value = (Challenge concentration
of endotoxin) / (Concentration of endotoxin
after hydrothermal processing)

Concentration of endotoxin (EU/ml)

Steam saturation ratio 50% 100% 1000% Flow system

120ºC, 30min 616.0 ± 321.2 ª 289.5 ± 368.2 10.7 ± 4.6 57.1 ± 38.8

130ºC, 30min 1013.3 ± 164.8 37.6 ± 28.1 1.1 ± 0.2 10.5 ± 14.6

130ºC, 60min 677.3 ± 534.9 4.4 ± 4.2 0.6 ± 0.9 0.3 ± 0.4

130ºC, 90min 66.7 ± 46.9 1.3 ± 2.0 0.2 ± 0.0 0.1 ± 0.1

140ºC, 30min 309.3 ± 100.0 5.6 ± 8.0 0.1 ± 0.0 0.3 ± 0.4
ª The challenge concentration of endotoxin from E. coli  O113:H10 was 2000 EU/ml.
  Results are given as means ± SD (n = 3).

USP guide line (>3.0)
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図 9 Endotoxin の不活化(Soft-hydrothermal 

processing 130ºC, 30-90 min) 
 
Endotoxin の毒素活性は、高温高圧水蒸気 
130ºC, 60min ないし 140ºC, 30min の条件
下の密閉系で蒸気飽和度を充分高くするこ
とにより不活性化する(図 8、9)。また、同条
件下の流通系でも不活性化する。さらに、
Endotoxin フリー水は、同条件下の高温高圧
反応器で製造することが出来ることを示し
た。すなわち、Endotoxin の不活性化の境界
条件は、高蒸気飽和度下で 130ºC, 60min な
いし 140ºC, 30min であり、ソフト水熱プロ
セスのもとで蒸気飽和度を制御することに
より劇的に変化することを示した(表 1)。こ
れは、蒸気飽和度の変化により、リピドＡの
乖離分散が進行し、リピドＡの加水分解によ
り、完全にエンドトキシンが不活化すると考
えられる。ソフト水熱プロセスにより従来不
活化処理が十分でなかったエンドトキシン
を効果的に不活化することができる。また、
反応媒体は、水のみであり環境に負荷をもた
らす化学物質を一切使用しておらず、安全か
つ簡便な不活化方法である。 
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