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ツベル クリン精製蛋 白質の実用化 に関す る研究

盈 冷 凍 乾 燥 πの 保 存 に つ い て

九州大学医学部細菌学教室

九州大学医学部結核研究所

戸田忠雄 ・武谷健二 ・大友信也

(昭和28年2月21日 受付)

現在診断に用いられている隠ツベルクリンの代 りに,

結核菌培養l/δ液より精製 したッ蛋白闘分を用いようとす

る試みは,ア メリカにおいてPPDD,フ ランスにおい

てはIP482)と してすでに製品化の段階にあ り,最 近

WHOで は旧ツの代 りに正式にPPDを 採用すること

となつたと伝えられている。

われわれも足内においてこれが実用を計るため,猪 製

ツ蛋白X3)り のの を用いて研究を進めており,製 品化に

際して冷凍乾燥操作を用いれは,微 量の試料を極めて容

易且つ正確にアンプレに分注することが可能であり,叉

使用に際 しての溶解性 もPPDに 比 べて極めて優 れ て

いることを報告 した7)。 この冷凍乾燥7r・の保存に関し

て二,三 の成績を得たので報冷する。

実 験 方 法

冷凍乾燥大気圧保イ∫:乳

xを1ア ンプレ10γ 宛分注 し,冷 凍乾燥後大気圧に

て劃じたもの7)を,冷室,室 温,37つCの 各温度に保存 し,

一定期開後0.5%石 炭酸加生理食塩水を10te・e・加えて

溶解し ヱY/c・aの稀釈液 となし,こ の0・1e・c.を皮内聾

射した。

冷凍乾燥真空保存 π

教室の故貝原等により製造 された9)もti)で,xを1ア

ンプレ5・Omg宛 分注し,冷 凍乾燥陵真空に封 じて冷室

に保存 したものであるc使 場時0.59。 石炭酸加生理食

塩水を用いて1Y/e.e.に 稀 釈しその0.1e.e.を 皮 内注射

した◎

対照旧ソ液

教室保存の標準旧ツ原液より使 用 の都 度 作製 した

2,000f剖 日ッ液を用いた。前圖7)及 び今回の報告を通 じ

て用いた標準旧ツ原液は同一の ものである◎

接種対象集団

BCG既 接種者,自 然感染者混合集団で,小 学校2～

6年 生である。

ツ反応の実施及び判定法 一

対照 ツ液及び試料 ツ液各O・1"e.を 左右前臆皮内に交

互に接種 し,48時 間後の反応を調べた。 発赤直径が両

ツ液とも9mm以 下 の例,及 び一方が307～lm以 上の例

を除いて発赤比を計算した。

実 験 成 績

L冷 凍乾燥Xの 大桑涯 保存

各種濫度にて保存6ヵ 月後の威績を第1表 に示す◎こ

第1表 大気圧封入xの 保存6ヵ 月後の力価試験

保存条件 検査人員 真 空 封入,冷 室 保 イ∫πド対
す る発 赤 比

・磁 封

〃煽 γ室 温

〃".iγ370C

OT2,000倍 液

縫

62

74

78

1。{,5

0,97

O.94

0.94

の笑験では真空封入冷室6ヵ 月保存xと 標準旧ツ2,egU

倍液 とをあらか じめ比較 し,そ の力価が同等であること

を確めたのち,各 種温度に保存した大気圧封入筆と真空

封入冷室6ヵ 月保存鷹との力価を比較 したe"そ の結果は

表に見られるように,真 空封入冷室保存箕に対する発赤

比は標準旧ツ2,000倍 液0・94,大 気圧封入冷室保存誠

1.05,同 室温保存 πO.97,同37"('保 存 丁・0・94でいす

れも等力価と考えられる◇このπの保存前の力価は,今

日と同一原液より作製 した旧ツ2,000倍 液 に対して,そ

の0・1γ が等力価であつたからD,保 存条件の如何に拘

らず保存期間中に力価の減弱はなかつたと考えられる。

次に保存1年6カ 月後及び2年 後の成績を第2表 及び

第3表 に示す。最 も保存条件の悪い37。C保 存の試料に

第2表 大気圧封入xの 保存1年6ヵ 月後の力価試験

試 料 笑群 勉 陽蘭 硬繊 講 発
OT2,000倍 液

37。(奪 保 存 駕0.1Y

71
li.。 。1

1。08

3a多 ・8!5

43.73319

第3表 大気圧封入xの 保存2力 年後の力価試験

試 糊 焚貧勘 瑚 嘩 硬認 講発
OT1,000倍 液

37。C保 存 πO.2Y

1。00
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ついて対照 と力価を比較 したが,1年6ヵ 月保存scは 対

照たる旧ツ2,000倍 液 に対し発赤比はLO8で あ り,2

力年保存Kは 対象集団の関係で対照としては旧ツ1,000

倍液 を用いたが,こ れに対しxO・2Yで 発赤比は1・06と

な り,い ずれの場合 も力価の減弱は見られなかつた◎最

悪の保存条件の370C保 存で力価の低下を見なかつた

ので,室 温,冷 室保存 π については力価の検定を省略
e

したぐ

2・ 冷凍乾燥xの 真空保存

冷凍乾燥後,真 室封入 して冷室に保=存したもので,8

年6ヵ 月後の力価を検 走した◎その成績は第4表 のよう

第4表 真空封入xの8年6ヵlii後 の力価試験

試 料 契 奮発嫡 場騨 硬結数:寡農発

OT2,000倍 液

8年6ヵ 月保 存
ズ㌍0.IY

88

LOO

LO8

%
57.9

56.8

30

36

5

8

に,保存賀の旧ツ2,000倍 液に冠する発赤比は1・08で,

両 ツ液はほぼ等力価と考えられる。保存前の力価はその

0・05Yと 旧 ツ2,000借 液 とを比較 しているが,そ の成

績を第5表 に示す。この成績より見れば,1日 ヅ2,000倍

第5表 真空封入xの 保存前の力価試験

試 料
一

陽性 率 一 一一 「一一…
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「
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液に対 して0.05Yで はやや力価弱 く,大 体O・1Yが 相

当しているものと推測される◎従つて真空封入 πは8

年6カ 月間の保存により力価の減弱を見なかつたものと

考えられる◎保存前のISツ2,000倍 液 を作製 した標準旧

ツ原液 と今回の実験に使用した標準隠ツ原液 とは異なる

ものであるが,い ずれも当教室において特に厳密に力価

を合せたものである。

考 按

ツ精製蛋自を冷凍乾燥後真空保存すれば,長 期間の保

存に堪えるということは,既 にSeibext等 の も述べてい

るところであるが,具 体的な詳 しい報告は見られない◇

今 日のわれわれの実験成績によつて㌻真室封入冷室保存

のものが8年6ヵ 月の保存後,厳 密な人体力価試験の結

果,何 等力価の損失が見られないこ とが 明 らかになつ

た。この成績より考えて夢この状態で保存 したものは恐

らく10年 以上殆んど無期限の保存に堪え得るのではな

いかと考えられる◎

又,製 品化の方法として冷凍乾燥後大気圧封入 したも

のも・370C2力 年問の保存で全く力価の減弱 を見ない

ことは,こ の方法による製品化が優れた方法であること

を示している◎元来この種の長期にわたるツの保存試験

においては,保 存前後の対照 ツ液の選定,検 定方法等に

厳重に留意 しなければ,力 価の減弱が著 しくない場合,

多少の減弱があつてぜ、これを見逃すことが多い。この点

今回の笑験ではかなり厳密に注意 して行つた。この保存

試験はなお続行中であるが,今 回の成績 より見れば,大

気圧封入で製品化 したものも,室 温4～5年 間の保存に

は充分堪え得るものと考えられる◎

なお最近伝研北本教授の御厚意により入手 したIP48

の使用書によれば,こ れ も冷凍乾燥法を用いて製品化し

たもので,こ の点われわれの着想と偶然一致 してい る

が,IP48は その外観より見て何等かの賦形剤を加えて

あるらしく詳細はなお明らかでないが,具 体的な製法に

おいてはわれわれの方法とはかなり異つているようであ

る。保存有効期尉 も1年 以上の長期の保存に堪えるとあ

るのみで詳 しくは記されていない。

市販の旧ツ2,000倍 液の有効期限は,現 在辛 うじて

冷室保存1力 年聞であつて,こ の1力 年の有効期間申に

もなお多少の力価の減弱が生ずるのではないかと考えら

れる。すなわち,戸 田 ・武谷粉等は,棚 酸塩緩衝液で

稀釈し447日 聞保存 した2,000倍 旧 ツについて,当 初

の力価に比べて発赤比は冷室保存でO・85,室 温保存で

0・82・37。C保 存で0・81と い う値を得てお り,熊 谷。

新津等粉 も礪酸塩緩衝液で稀釈した旧ツ2,000倍 液に

ついて,冷 室及び室温保存12ヵ 月 の もの は保存前の

60～40%の 濃度の液 と同程度の力価に落ち ると述 べて

いる◎このように保存期翻の短い旧 ツに比較すれば,長

期の保存に堪えることは精製 ツ蛋白の旧ツより遙かに優

れた点の一つと考えられる◎現在の旧ツでは当初の力価

は国家検定により・一定 していて も,保 存条件及び保存期

聞等の因子に左右されて,末 端においては接種に際して

力価の変動を見る可能性があるが,上 述の成績 より見て

精製 ツ蛋白を用いればこのような恐れはないことになる

と思われる○

結 び

1)冷 凍乾燥後,真 室封入 した精製ツ蛋白 πは,冷

室保存8年6ヵ 月後において も力価の減弱を認めなかつ

た◎

2)冷 凍乾燥後,大 気圧封入 した精製 ツ蛋白Ptは,

37◎C保 存2年 後においても全 く力価の低下を偬めなか

つた0

3)以 上の成績より,わ れわれの考案 した冷凍乾燥法

を応用 して大気圧封入を行 う精製ツ螢白の製贔化法は,

力価の保存の点においても極めて優れた方法であること

が明らかになつた¢又,旧 ツに比べて精製ツ蛋白は極め

て長期の保存に堪える点で優れているといえる。

一一一12・

本研究は文部省科学研究費によつた。



325

人体試験に協力いただいた教室員各位に感謝します。
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