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ッベル ク リンの力価試 験 に関す る研究

ム

第1報 動物の皮内反応による力価試験

国立予防衛生研究所

・柳 沢 謙 ・浅 見 望 。土 屋 睨 司

(昭和26年3月23日 受付)
鶏

五 緒 言

ッペルク リソの力価の検 定法 は現今世界各国において

一定の方法に よつて行われているとは言えない。その方
蓼

法 の うち古 くか ら用い られている ものを大別する と1)

結核モルモ ツ トの ツベル ク リン死に よる方法2)結 核 モ

ルモ ツ トの皮 内反応 による方法 及び3)結 核感染者の皮

内反応に よる方法等 であ る◎

・結核モルモ ツ トの ツベル ク リン死 を最初に発見 したの

はRobertK◎ch1)で あ る。つ いでD6nitz2)及 びOtto

3)は この方法を力価試験 に用い,我 国において も第5改

正薬局 法にも,こ の方 法が規定 されてい る。 しか しこの

ツペルク リン死に よる方法 によつては正確な力価の検定

を期 し得 ないので今 日では殆 ど,何 処 の国において も用

い られていない◎

つぎに結核 モル モツ トの皮 内反応に よる方法はR6mer

及 びJoseph4)が 発表 して以来多 くの研究者 によつて,

色 々な様式が考究 された。その うちで もCalnnette及 び
ピ

、DePottα5)の 匡際聯盟法が今 日一般 に用い られてい る。

我 国において も昭和12年 厚生省令 をもつ て,日 本薬局

法の ツベル ク リン死 に よる方法 の外に,こ の改正国際聯

盟法を併用することが決め られた。 この方法 は標準液 と

可検液 との500,1,000,2D,OO及 び4,000倍 等,4種 類

の稀釈液を同一動物の背部の両側 に注 射 し,24時 間及 び

48時 闘後 におけ る両液の反応が一致す るまで可検液 の濃

度をかえる方法 である。

しカモしなが ら動 物に よる力価試験法 に不備 を感 じ人体

の波内反応 による力価の検 定法 を最初 に 試 み た の は

Lδwen8teiBBrill6)で あつ た。 その方法儲結 核感染 者

に ツベルク リソの一種類 の稀 釈液 を注射 し,反 応 を呈す

る最小稀釈濃度量を見出す方法 であつて,甚 だ幼稚 な方

法 であつた。その後Ilolm7)が 同一人 に標 準液と可検

液 の各 々4種 類 の稀 釈液 を用 うることを発表 し,Joh-

Lsell1等8)は 各 々2種 類の稀釈液 を用いSeibert9)に よ

つて各 々一種 類の稀 釈液 を左右の前臆 部に用 いられた。

また最 近Helmlo)は 動物 による皮内反応 と併行 して》

人体 の皮内反応を行 うことが必要 であ ると強調 してい る◎

その方法は左右の前牌部 に標準液 と可検 液との各 々4毬

く

類 の稀釈液を注射 し,48時 間及び72時 間後におけ る発

赤 ・硬結等 の大 きさを比較 し,も し両液が一致 しな～・とノ

きは可検液 の稀釈度 をかえて,標 準液 と同一反応 を呈す

る稀釈度を見 だす ことによつて力価 を決め るのである。

我国において も拾数年以来BCGの 接種が実施 ざれる

ようになつてから,BCGに よる ツペルク リン,ア レル

ギーの弱 い ものを判定す る場合 において,少 々の力価の

相違が拡大 され るので,動 物による力価検定法 によるよ

りも,よ り正確な方法が必要 となつてきた◎それで著者

の・一人柳沢1Dは 人体の皮 内反応 による力価試験法を提

唱 した。この方法は左右前臆 に標準液 と可検液 との各一

種類の稀 釈液 を注射 し48時 間後におけ る発赤,硬 結,

二重発赤及 び水泡等 を計測 し,こ れ らの反応 の うち発赤

の大 きさの度数分布 紬線を描 き,両 液 の曲線が一致する

まで原液の稀釈度をか えることによつて力価を検定する

方法 である。 しか してこの方法によつ て,当 時市販の3,

4製 造所 の ツペル ク リンを伝研製の ツペルク リソを標準

と して検 定 したのに,あ るものは強 く,あ るものは弱 く

して,そ の力価はまちまちであつ た。 これ はただ単 に人

体に よる力価試験 のみ ではな く,動 物に よる試験 法によ

つて も明らかに力価 は種 々異 つていた。 この事 実から し

て著者 の一人柳沢は昭和16年 以来 ツベルク リソの力価

検 定を当時すでに行われていたヂ フテ リヤ及び破傷風等

の免疫血溝 と同 じよ うに国家検 定が必要であることを当

局 に再三申 し入れたが行政的 には実施 され るに至らなか

つた。

終戦後米軍の進駐 によつて,当 局が生物学的製剤の国

家検定 をP・H・W・ の示唆に よつて実施 され ることにな

つた。 その後 ツペル ク リンもDr・1-;ozemaRの 好意 に

よつてMichigauaのDepartmexxt◎fHealt}≧ におい

て実施 されている検定法を紹 介された。 この方法 の は

主 と して感作 モルモ ツ トの皮 内反応に よ夢 ものであつて・

同一動物の背部 の一側には標準液を,他 側対称部 には可

検液の種 々な稀釈液を注射 し,24時 聞及 び48時 閲後 に

おけ る硬結 を計測 し,標 準液 による硬結 の総計を もつ て

可検液に よる硬結 の総 計を除 した比(Rati・})を もつて

力価を決 め,さ らに同様 な方法に よつて人体 の確認試験
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を行つている。

我 国において はこのMichiganの 方法 と従来柳沢の

提 唱 している方法並びに欧州 におけ る方 法等 を参酌 して,

現 在施行 中の 「診断用 ッベルク リン稀釈液基準(暫 定)」

13)の 力価試験 法を案出 したのである◎ しか しなが らこ

も

の方 法とて も決 して異 議のない もの ではな く今後,さ ら

に ツペルク リソ反応の検査法の研究 とともに考究 してゆ

かな舛れば ならない。以下示す実験成績1ま現在の力価試

験 法が正 しいか否かを再吟味す る目的 で行われた研究 の

一・端である¢

II実 験 方 法

L供 試ρ品

(1)標 準液:予 研 ツベル ク リン原液N。 ・1を翻砂一

礪酸緩衝液を もつて2,000倍 に稀 釈 した ものを用いた。

(2)各 稀釈液 ・:標 準液すなわち2,000倍 稀 釈液 を
タ

100%と な し,こ れ よ りも濃度の高い もの及び低い もの

を10%毎 の段階 をもつて20%乃 至400%ま での15

種類 の稀釈液を作 つた。

2.笑 験動物

ツベルク リン 。アレルギ ーの強 さに よる反応 の差異 を

調べ るたあ,つ ぎの4群 の動物を使用 した。 これらの各

群 とも予防衛生研究所において,ツ ペル クリン及びBC

'

Gワ ク チンの検定用 と して飼育申の ものである。

第 」群=人 型結核菌{`青 肉 皐,,株 の死菌 を流動

バ ラフノ ンに浮游 させた もの を6mg筋 肉内に注射●し

てか ら2か 月ない し6か 月を経過 した ものである。

第 互群:乾 燥BCGワ クチソ30mgを 皮下注射

してか ら10・-12週 聞経過 した ものであ る。.

第 皿群r乾 燥BCGワ クチン5mgを 皮下注射 し

てか ら約6週 間 を経過 した ものである◎".

第IY群=乾 燥BCBワ クチソ5mgを 皮下注貯 し

てから6週 間後 さらに有毒結核菌s`H2"株O・Olm9

を皮下注射 し,さ らに約6週 間 を潅 過 した ものであつ

て,最 初 のBCGワ クチン接種後か らは約12週 間経

過 してい る◎

以 上の各群 ζも使用前においてジ 標準液O・1ccを 皮

内注射 し,24時 閥後 において10--20mmの 硬結 を呈す

る もののみを選 んで実験 に供 した。なお,こ れ ら斉群 の

標準液 による硬結 の平均 の大 きさは第1表 に示 した よう

に,各 群 の差異は少なかつ た。

8.注 射方 法及 び注射量

各試験液毎に約10匹 ずつの感作モル モツ トを選 び,

その背部の一・・…」L側には標準i液を,弛 側対称 部には各試験 液

を,そ れ ぞれ0・1ccず つ2か 所に皮 内注射 した。

第1表 使用 モ ル モ ツ トの感 作 法 並 び に ツペ ル ク リ ンア レル ギ ー・・nyの強 さ

劃 経 馨 実験年月 使用動物数

∫標準 液に よ る硬 結の平均値

叫 慰 作 方 法 経過目数 2塒 剛48繭

1

五

皿

W

青lilB死 菌6mg

lBCG生 菌30mg

BCG生 菌5mg
BCG生 菌5mg6週 後

{H20.01mg

約2ケ 月

約12週

約6週

約12週

1950-・7

1950・-10

1950-9

1950-一 一9

144

101

101

98

12.3皿 拠

12。9

12.9

12。4

↓0・2㎜

11.2

10.2

9.6

4i.判 定方法及び判定時間

注射 してか ら24時 間及び48時 間後 における硬結 の

横,縦 径を計測 した◎

5計 算

標準液に よる硬結の大 きさの総計を もつて各稀釈液 の

硬結 の大 きさの統計 を除 した比(Ratio)を 求めた。

Rati◎-et験 液廷 よ.る硬結 の大 き豊璽 総計=標準液による硬結の大 きさの総計

6・ 笑験に当つ怨者 の数

各群 と竜同一研究者に よつて判定 された。
楡III案 験 成 績

。標 準液 と各種濃度稀釈液 とを種 々な方法によつて感作

させ たモルモツ トの皮内 に注射 し,24及 び48時 間後にお

け る硬結 の大 きさに よるRatioを 求めた結果 を第2表

び第1皮 び第2図 に示 した。

まず24時 闘後 におけ るBatioに ついて見 るのに,

第1群 では20%がO・65,40%で も0・63で 殆 ど大差

はない。 しか し50%か らは漸次大 きな難値 とな り・・

100%で0.98と なつてい る。 つい で漸次濃度 の増加 と

ともにRatioも 増大 し150%に いた り1・17と なつて

い る。 けれ ど も200%で も・1・17で150%と 同値 であ

るが,400%に 至 り1・26と 急 に大 きな数値を示 した。

これ を図によつて見 るのに50%か ら150%ま では大体

濃度 とRatioと が比{列して,ほ 無直線を描いてい る捻

れ ども・40%以 下 と200%以 上 とにおいては,曲 線 を

な している◎また第 ∬群 も大体において第1群 と類似 の

傾向曲線 を描いてい るが ∫400%の1。13は200%の

1・18よ りも小 さな値 である点だけ異つ てい る
。 これ に

反 し第 皿及びW群 は図上 で も甚だ しく変化 の多い 曲線 を

描 きつつ・漸次上昇 している。特 にこの変動 は100%以

下の うすい場合 において顕著 である。以 上何れ の群 にお

いて も 大体 にお㌔1て搬 とBati◎ との比例 する範囲

即 ち図上の グラブで直線 を描 く鯛 は50～ ・5・%の間 で

あつて・ これ よりも うすい場合並びに濃い場合 において
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はこの関係が必ず しも比例 してい ない。

つ ぎに48」 時間後 にけ るRatioを 第・2図に よつて見 る

のに,大 体において24時 間 の場合 と同徽 傾 向を示 し

てお る。 しか し一一rcに各群 の差異は24時 間におけ るも

第2表

のよりも少 なかつた◎ また濃度 とRati◎ との比例す る

範囲即ち図上の グラブで直線をなす範囲は50～150%で

あつた◎

各種感作動物に標準 液 と各濃度稀釈液 とを注射 し24及 び48時 間

後 における硬結 によるRatio
9

墜緊漕 翻

＼

%＼ 稀釈倍数

惚 時 間i 48時 間

備 考
・}五 皿lWI 1 皿 皿lw

20

40

50

60

70

80

90

100
響芦

UO

120

ユ36

140 .

150

200

儀

400掩

10,000

5,000

4,000

3,330

2,850

2,500

2,220

2,000

1,820

1,660

1,540

1,430

1,330
熱

1,000

,500

0.65

0.63

0.79

Q.84

0.91

0.94

0.94

0.98

1.02

LO5

1.09
'1 .13

1.17

1.17

1.26

0.57

0.79

0.78

0.84

0.89

0.93

1.04

0.98

1.03

1.09

ダ1。08

1.19

1.13

L18

ユ.13

0.62

0.58

0.68

0.91

Q.78

0.84

0.85

0.88

1.06

1.07

1.17

1.12

1.11

1.15

1.01

0.64

0.69

0.62

0.78

0.74

0.91

1.01

LO5

1.06

1.13

1.15

1.17

1.19

1.06

1.ユ7

0.61

0.61

0.75

0.72

0.89

0.86

0.95

0.94

1.b2

1.0β

1.05

1.11

1.14

1.15

1.24
11

α48

α62

0.79

0.85

0.86

0.86

0.95

LOl

1.03

LO8

1.11

1.21

1.11
〆

1.26

1.16

0.59

α62

0.64

0.81

0.75

0.88

0.95

0.99

1.07

1.07

1.10

1.11

L12

L15

1.04

欄

0.57

0.72
/

0.80

0.78

0.79

0.87

0.88

0.95

1.11

1.05

1.14

L21

i.18

L21

L28

rv総 括 及び結言

以上 の動物の皮内反応の笑験 成績 かちつ ぎの ことを総

括することが できる◎

1・ 動物の感作方法 につ いて

各種の方法 によつ て感作 させた4群 め動物における,

2`it時間後の硬結 によるRatioを 見るQに,大 体二つの

び

ξ

纒

第1図 動物 による24時 間後 にお ける硬結 によるRatio
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型 に別け ることがで きる◎ 一つ は濃度 とRatieと の比

例す る範囲の広い もの であつて,こ れ に属す るのは第1

及び 五群 であ る。他 は濃度 とRatioと の比例す る範囲の

割 に狭い ものであつて,こ れに属 するのは第 皿及びW群

であ る。他は濃度 とRatioと の比例す る範囲の割に狭

い もので,こ れ に属す るのは第 皿及びW群 である。

これ ら各群 の感作方法を検討す るのに,第1群 では死

菌の一定 量に よつて感作 され,第 五群はB

CG生 菌 の大量(30mg)に よつ て感作 さ へ

れてい るので,こ の両群 ともモルモ ツ ト個

個の感作程度が同一 である◎従つ て ツベル

ク リン,ア レルギ 帥の強 さも大体 において

等 しいので濃度 とRati。 との比 例す る範

囲が広 くなつて きた もの と思われ る¢ これ

に反 し第 皿群はBCG生 菌の少量 によつて

感作 され,第IV群 はこの動物に さらに有毒
ら

菌の少量注射 を行つて再感作 させた もので

ある◎故 にこの両群の動物個 々め感作程度

まちまちであると思われ る◎従つて ツベル

ク リン,ア レルギPの 強 さも動物の個 々に

よつて違つているため,濃 度 とRatioと

の比例す る範囲が狭 くなつているもの と思



われ る。 この よ うに力価 においてわずかの差の あるツペ

ルク リンを動物に注射 した際,そ の力価 の相違が即確に

判別 され るか否かは使用動物個 々の ツペルク リソ塗ア レ

ルギ ーの強 さが等 しいか否か と言 うことによつて定 まる

もの と思われ る鑛従来行われてい る匡際 聯盟法 では,生

菌の少縫を もつて動物を感作 してい るの で動物個 々の ツ

ベル ク リン,ア レルギーの強 さは必ず しも同一 とは限 ら

ない*し か しなが ら今度わが国 に紹介 されたMichlg紬

のDeparkf}etkt"fHealthに おいて笑施 されている方

法では死菌 を流動パ ラツインに浮游 させ た ものを もつて

感作 するため,動 物綱 々の ツベル クリン,ア レルギーの

強 さが割 に等 しい ものを作 ることが できるわけであるδ

2.反 応 と濃度 との比例す る範闘 について,上 述 のよ

うに感作方法 によつて,動 物 の ツペルク リンシア レルギ

ーの強 さは多少相違 して くるけれ ども,い ずれの群にお

いて も共通す る尊実はあ る範 囲を越 えた場合 たとい濃度

が堆加 して も反応 はその割に大き くはな らない癖 寸た濃

度が うすい場合に も同繊に反応は小 さくな らないと言 う

ことが この実験 に よつ て証明 された¢ しか

して標準液 の稀 釈度 を2,000借(100%)

と した場 合におけ る,濃 度 と反応 との比例

す る範囲即 ち図上 におけ るグラフが直線 を

塁す る範囲は50-150%の 聞 であつ た。・も

ちろん標準液の稀釈度 をかえた場合 におい

ては,こ の範 囲 もまた変動 す るものであろ

う。 ・

熱 りに臨み,本 研究 の一端 は総 合研究,

結 核研究委員会 の援助に よるもの であつて,

ここに謝意 を表す る。 、
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