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モ ル モ ツ ト に よ る ツ ベ ル ク リ ン の

力 価 試験 に関す る研 究

1動 物 の感作 方法 につ いて

国立予防衛性研究所結核部(部 長:柳 沢 謙)

伊 東 恒 夫 ・浅 見 望

(受付 昭和30年10月7日)

I緒 言

現在,ツ ペルクリンの力価試験法は各国 に よ り,ま

た,各 研究者によって種々な方法が用いられ,統 一した

方法はない。古 くから用いられたKOch,1)Donitz2)ott3)

等 による,精 核モルモツ トのツベルクリン死による方法

はほとんど用いられず,現 在は感作モルモツトまたは感

作 された人体に対する皮内反応によって試験 され てい

る。すなわち,こ の方法はRomer&Joseph4)に よつ

て始められCalmett&De Potter5)に よつて実用化さ

れた国際連盟法が発表せられて以来,こ れに準 じた方法

が広 く実施された。また,Long.6) Bunney & Gotts-

chall7), Seideman,8)Seibert&Glenn,9)Savage10),

Clark&Follin11),Meyer12)等 は皮内反応法によつて

OTとPPDと の力価の比較を行つた。なお,Sweang13) ,

梅沢14),Chen15),英 国生物学的検定専門委員会16),富

士17),吉 永18),奥 原19),等 は感作モルモツ トを用い,

Wadey20)は 牛を用いた場合の皮内反応の成績を推計学

的に種々検討を加えている。 しかし,い ずれの実験方法

においても使用動物の感作方法,注 射方法,判 定時間お

よびツベル クリンの濃度等が異なる上に,各 資料の数学

的処理 も違つている。

我国においては昭和24年 厚生省が 「診断用 ツベルクリ

ン稀釈液基準」を定め,そ の後多少改良されて今 日にお

よんでいる。この方法は感作モルモツ トに標準液と可検

液とを皮内注射し,24お よび48時 間後における硬結の大

きさを比較し,そ の比をもって力価の判定を 行 っ てい

る。しかし,こ れは真の力価ではなく,両 液の比である

に過ぎない。われわれ21)も 先 きに動物を用いツベルク

リンの種々な濃度と反応との関係を比(Ratio)に よつて

調べたが,こ の方法によつては濃度差を正確に見出すこ

とは出来なかつた,そ こで,今 回はモルモツ トによる力

価試験法を検討するに当 り,ま ず,基 礎実験として接種

菌量を異にした感作動物に対 し,各 濃度ツベルクリンを

注射した場合の反応におよぼす諸誤差因子を推計学的に

検討を加えたので,そ の大要を報告する。

II実 験 方 法

1.感 作方法:こ の実験には接種菌量の異なる次の3

群 を用いた。すなわち,第1群 は0.1mgの もの6匹,

第2群 は1.0mgの もの6匹,第3群 は10mgの もの

12匹 である。これ らめ接種方法は,体 重500～600gの 白

色モルモツ トに人型結核菌(青 山B株)の 加熱死菌の一

定量を流動パラフィン0.6ccに 浮游させたもの0.3cc

ずっを両肢部筋肉内に接種 した。

2.使 用ツベル クリンの濃度:人 型結核菌青山玉3株の

ソートン培地培養のツベル クリン原液を0.5%石 炭酸加

生理的食塩水液をもって次の6稀 釈液を作つた。1)1,

000倍,2)1,666倍,3)2,000倍,4)2,500倍,5)4,00

0倍,6)8,000倍 等。

3.注 射 および判定方法:第3群 の6匹 のみは感作後

2,4,6お よび25週,そ の他の全群は感作後6お よび

25週 に,各 動物の両背部に上記6稀 釈液 を皮 内注 射 し

た。その方法は第1図 に示すようにラテン交 絡 法 に よ

り,部 位差を相殺した。注射後24お よび48時 間における

硬結の大きさを2人 の判定者によつて無意識的に測定 し

た。

第1図 実 験 計 劃

III実 験 成 績

1.感 作後の時期による反応の比較

死菌流動パラフイン10mgを 感作 したのち2,4,

6お よび25週 において,各 濃度のツベル クリンによる反

― 6 ―



75

第1表 感作後の時期 による反応の

大きさの平均値の比較

応の大きさの平均値は第1表 の如 くである。すなわち,

24時 間における反応についてみるに,2週 では8.000倍

液によるものが最 も小 さく,そ の平均値は6.2mmで

あ る。次いで,ツ ベルクリンの濃度を増すにしたがつて

反応の大きさも加わ り,1,000倍 液の平均値は11.5mm

となつた。 しかし,こ の時期ではアレルギーの発現が充

分でないので,こ れら6試 科による平均値は8.3mmで

あつて,他 の週に比ぶれば最も小さかつた。次いで,4

週 における平均値は9.7mmと な りや ゝ上昇し,6週 で

はこれが10.5mm,25週 では12.9mmと なつている。

このように週を経るにしたがつて反感の大きさの上昇が

みられた。また,48時 間についてみるに,24時 間におけ

ると同一の傾向がみられた。さらに,24時 間の反応は48

時間のものに比すれば,一 般に明瞭であり,か つ,大 き

さも大きかつた。このツベル クリン濃度を対数にとつた

場合,硬 結の大きさとの関係は第2図 に示すように直線

であつて,濃 度 と反応 とはよく比例 していた。

2.接 種菌量差による比較

死菌量を0.1,1.0お よび10mgの3種 類を接種 した

のち,6お よび25週 における反応の大きさの平均値は第

2表 の如くである。すなわち,6週 後に

おける24時 間の反応の大きさの平均値

は,0.1mg群 では12.7mmで 最 も大

きく,こ れに次 ぐは1.0mm群 で123

mmで あ り,最 も小さいのは10mgi群 の

11.2mmで あった。また,48時 間にお

いてもこの傾向がみられた。さらに,25週

における反応の大きさも,6週 における

ものとほとんど同一の傾向であつた。す

なわち,0.1mg群 が最も大 き く,10mg

群 が最 も小 さかつた。このように,こ の

実験では接種菌量と反応の大きさ,す な

わち,ア レルギーとは比例せず,む しろ

反対の結果となつた。これは使用動物の

条件が悪かったためと思われる。また,

ツベルクリンの濃度と反応との関係を図

上にみるに,第3図 の如 く,い ずれもよく比例 していた。

3.推 計学的検討

稀釈度をx,硬 結の大きさをy.と して,方 向係数(b),

標準偏差(δ),不 偏分散(μ2),分 離能(IDI),直 線性検

定(F0>F)等 を算定したのが第3お よび4表 である。

この計算法の1例 を10mg接 種群の2週 後における24

時間の硬結について計算すれば次のようである。

第3表 につ い て み る に,方 向 係 数 は24時 間 で は2週

5.54,4週4.60,6週6.90,25週5.28と な り,4週 が

第2表 接種菌量の差による反応の大 ききの平均値の比較
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第3表 感作後の各週における反応の検定表

註:判 別可能 とは2,000倍 標準液に対する範囲n=40

第4表 、接 種歯量 の差による反応の検定表

註:第3表 に同じ

最も小さかつた。また,48時 間 では2週2.20で 最 も小さ

く,25週6.29で 最 も大きかつた。故に,こ れを図示す

れば第2図 の如く,6お よび25週 は立つている。不偏分

散は24時 間では2週 が最も大きく,6週 は最 も小さか

つた。また,48時 間 では2お よび6週 が小 さく,4お よ

び25週 は大きかつた。分離能も24時 間では2お よび

4週 が小さく,6お よび25週 は大きかつた。48時 間で

は6お よび25週 が小さく2お よび4週 が大きく表われ

ている。これらの成績から感作後の時期で反応の良好な

のは,ア レルギーの強い6お よび25週 であった。また,

24時 間 と48時 間とにおける分離限界を比ぶるに,前 者

は後者よりもやや良好な数値であつた。

次ぎに,接 種菌量の差異によるものを第4表 について

みるのに,感 作後6週 の24時 間においては,方 向係数

は1.0mgお よび102ng接 種 の両群とも5.0よ りやや

大きい程度であるが,1.0mg群 では8.0で

最 も大きかつた。48時 間でも24時 間にお

けると同一の傾向であつた。故に,第3図

においても1.0m9群 の ものが最も立ってい

た｡分 離限界は24時 間においては各群 と

も比較的小さく0.06～0.07で あつた。し

か し,48時 間ではや 、大きく0.12～0.13

となつた。それ故に判別可能範囲もずっと

狭められている。さらに,25週 後のものに

っいてみるに,方 向係数は24時 間では4.3

～5.3の 間にあり,群 による差は比較的少

ない,48時 間 でも6.1～6.6で あつて各群

の差は僅少であつた。また,分 離能 も24

および48時 間 とも0.12と0.13と の も

のが多 く,た ゞ1.0mg群 の24時 間だけ

が0.18で あったに過ぎない。このように

たとえ6週 頃で

は差のあつた動

物も25週 後とな

れば感作度はほ

ぼ同一程度 まで

上昇しているの

がみられる。こ

の実験において

も24時 間値は48

時間値に比 し,

一 般に良好な値

であった。

4.要 因分析

この実験にお

いて分析出来る

要因 は濃 度 差

(D),判 定者差

(H),動 物個体

差(B),個 体 の左右差(R),部 位差(U)お よび各交互

作用等である。これらを推計学的に処理 した結果は第5

表 の如 くである。すなわち,濃 度差および個体差は全例

において1%の 危険率において有意の差が認められた。

判定者差は経過時期の実験では4週 および6週 に,菌 量

差の実験では6週 の各群48時 間と25週 の24時 間等

において有意に表われてお り,一般 に24時 間は判定者

差は少ないが,48時 問にいたればその差が顕著となって

いる。これは24時 間では反応が明瞭であるが,48時 間

では不鮮明のものが多 くなるためと思われる。左右差は

1～2の ところに見られる外はほとんど有意ではなかつ

た。部位差は各群とも明かに有意の差が認められた。 し

か して,一 般に頭部は尾部に比して反応は小さかつた。

交互作用ではH×D,H×U,H×R,R×U等 に若干

の有意差が認められているが,一 般に部位差による影響
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第2図 感 作 後 の各 通に お ける反 応

註:D… …濃 度(8,000,4,000,2,500,2,000,1,666,1,000)

H… …判 定 者(A及I)B… … 動 物 個 体(6匹)

R… … 左 右U… …部 位(上 中下)

×… …5%危 倹 率,× × ……1%危 倹 率

が大きかつた。

IV.総 括および考案

感作動物を用いてツベルクリソの力価試 験 を行 う場

合,考 慮せねばならない事項は,個 体の感作程度,注 射

部位,使 用ツベルクリソの濃度および判定 時 間等 で あ

る。もし,こ れらの要因に注意せず試験を行った際は,

時 として途方もない結果が生ずることがある。われわれ

路3図 接 種菌量 の差異による反応

が種々の方法によつて感作度と反応の大きさとを調べた

ところ,感 作度が強 く,か つ,試 料の濃度差による方向

係数の大きいもの程分離能もよくなつていることがわか

った。すなわち,感 作後の時期による実験の2週48時

間におけるように,感 作度が弱 く,反 応の大きさも小さ

いもの(平 均値5.1mm)の 方 向係数は2.2で あつてそ

第5表 各 実 験 の 要 因 分 析 表
の勾配は甚だ

し くね てい

る。このよう

な場合の分離

能は ら.19で

あるが,こ れ

を2.000倍 液

を標準とした

場合の判別可

能範囲は1,

324～3,034倍

であつて,あ

まり良 くはな

い。しかし,

接種菌量差の

実験における

6週24時 間の

ように感作度

が強 く,反 応

の大きさも大

きいもの(平

均値11～12mm)の 方向係数は5.26お よび8,06等 であ

つて,そ の勾配は大きかつた。このような場合の分離能

は0.06～0.07で 甚 だ小さい。これが標準液(2,000倍)

に対する判別可能範囲は1.706～2.302倍 であつて,甚 だ

しく狭い範囲のものまで判別することが出来る。この結

果から力価試験には感作度の強い動物を使用する方がよ

いことがわかつた。

要因分析によつて明らかなことは,各 動物の個体差が
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甚だしく有意なことである。この個体差が大きいため,

群 によつては菌量差あるいは経過週等による反応の差を

凌駕 したものもあつた。故に,小 数例実験には出来るだ

け同一感作度のものを選ぶことが大切である。また,注

射部位差では左右の差は少ないが,頭 部と尾部との差は

著明であつた。一般に尾部は頭部に比 し大きく反応し,

動物によつては30～50%の 濃度差以上にこの部位差が大

きく現われることがある。これに関しては吉永18)も 同

一のことをいっている
。判定者による誤差は比較的修練

を重ねた者同志でも若干有意の差が認められている。し

かし,よ く調べてみると反応が強く15mm以 上のもの

では判定者差は少ないが,5～6mmの 弱い反応ではこ

の誤差が大きかつた。判定時間では,24時 間値が48時

間値に比し良好な結果が得 られた。これは24時 間の方

が48時 間に比 し,反 応が強 く,か つ,鮮 明であるため

であろ う。

本実験は各群 とも感作度が比較的不充分であ り,動 物

の個体差 も大きいので,あ まり良い成績ではなかつた。

しかし,こ のように悪条件の多いにもかかわ らず,分 離

能の最 もよかつた群では3.0mmの 差 で2.000倍 と2.300

倍 との濃度差が判別可能であつた。故に,今 後統一系の

動物を用い感作度の強いものを用 うれば,よ り鋭敏に力

価の差を算出することが出来るであろう。

V.結 言

モルモッ トによる ツベルクリソの力価試験を行 う場合

の基礎実験として,感 作後の時期および感作菌量差等に

よる種々な感作度のもめにっいて,ツ ベルンリソの濃度

差と反応の大きさとの関係を検討し,次 のことを要約す,

る。

1.ツ ベルクリソ・アレルギーは感作後週を追つて上

昇した。しかして,ツ ベルクリソの濃度差を顕著に表わ

すのは感作度の強い動物であつた。

2.接 種菌量0.1,1.0お よび10mg等 の各群の感

作後6お よび25週 における反応では,接 種菌量と感作

度との間には相関は見られなかつた。

3.反 応の大きさと濃度との相関は濃度を対数にとつ

た場合,直 線的関係であつた。また,感 作度の強いもの

の方向係数は濃度差が鋭敏に算定された。

4。 力価試験には判定者差,動 物個体差および部位差

等の因子が表われ易いので,こ れらを常に考 慮 に 入 れ

て,判 定を行 うことが肝要である。

稿を終るに当 り,種 々御指導を賜つた柳沢部長に衷心

より謝意 を表 します。
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