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精 製 ツ ベ ル ク リ ン(PPDs)の 保 存 に 関 す る研 究

第1報PPDs溶 液の力価の低下 について

細 井 正 春

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

受 付 昭 和52年5月20日

I緒 言

精製 ツベルレク リンPPDsは 結核菌の ソー トン培養濾

液か ら硫酸安門の1/2飽和で沈澱す る蛋白のみを取 り出し

精製したこものであつて,「 ツ」蛋白はいわば裸の状態にあ

る。一般に精製蛋白質は溶液で保存した場合,容 易に変

性または失活すると言われている。精製 「ツ」において

も溶液の保存は力価の低下が早いとされ,乾 燥粉末にし

て保存し,用 に臨んで溶解して用いるのがよいと言われ

ている。また,溶 解 した ものについては有効期間が短期

間に制限されている。溶液保存の報告はいくつ か あ る

が,そ の成績はまちまちである。その2,3を あげてみ

ると,Seibert1)は1%PPDを0℃5力 年保存後異常を

認めず,37。 ℃39日 保存後 も変化なしとしている。Doig

2)は1%PPDを 窒 温で3力 年保存 し,そ の力価の低下

しないことをのべている。Seideman3)は0.2r/ccを 室温

で18日,氷 室では7週 間保存後変化 を認めずとのべた。

Cate14)はGT溶 液 を15ヵ 月保存 したが不変であ り,IP

48も1力 年保存に耐えるとのべている。これ らの結果か

ら考察すると,精 製 「ツ」の力価はOTの 安定性には劣

るが,比 較的長期の保存に鮒えるようである。しかるに

最近,Guld5)6)ら は精製 「ツ」の力価が,ア ンプルに一

杯分注した ものに比べ,半 分またはそれ以下に分注した

ものは1～2日 の短時日の保存においてさえ,著 しい力

価の低下があることを認め,"Volume effect"と 称 し,

これを各種精製 「ツ」で詳細に検討 し,低 下の原因が,

容器の表面への活性物質の吸着によるものであると結論

している。

われわれが製造 したPPDs7)も,力 価試験を繰返し行

つている間に8),溶 解 後時間を経た ものは力価が低下 し

ていることを見出したので,溶 解後の有効期間を決める

ために溶液の濃度および保存条件をかえてこれを検討 し

たも。

II実 験 方 法

実験を2回 に分け,第1は 長期すなわち,1～4ヵ 月

保存による低下を,第2は 短期すなわち,1ヵ 月以内に

おける低下を調べた。

1.4ヵ 月(16週)ま での保存実験

a)PPDsの 保存:

PPDsは10mgず つ アンプルに凍結乾燥 した ものを

用い,実 験の16週,11週 お よび4週 前に1cc中1mgの

濃厚溶液 と0.001mgの 稀薄溶液 とを作つた。溶媒は0.5

%石 炭酸を含む燐酸緩衝液を用いた。上記各溶液は2分

して室温 と氷室 とに保存 したが,.6週 前 の試料を調製し

たのが7月,実 験を行 うまでの約4ヵ 月間の気温の平均

は,7月27.6℃,8月26.3℃,9月22.3℃,10月17.6℃

および11月11.0℃ で あつた。7月 ～11月 の間に相当の開

きがあるが,4ヵ 月の平均は21。℃である。また,濃 厚溶

液で保存したものは,実 験の前 日に0.001mg/ccに 稀釈

し,同 時に対照 として新たに凍結乾燥PPDsよ り0.001

mg溶 液 を作つた。以上でそれぞれ条件を異にす る13試

料がで きる。

b)動 物による力価

青山B株 の死菌流パ ラによつて感作したモル モット13

匹 を用い,1匹 のモルモットに12試 料を注射し,24時 間

および48時 間後の硬結の大 きさを測定した。

c)人 体による力価

同上試料を同一時期に小中学童1,500名 に対して注射

した。この場合年令,性 別,左 右等の反応差をな くすた

めに,予 め試料番号を分散して記入した個人カードを渡

し,こ のカードにしたがつて試料のPPDs0.1ccを 前膊

屈側皮内に注射し,反 対側には標準 「ツ」(OT)の2,000

倍 を注射 した。 判定は48時 間後に行い,発 赤,硬 結,

Sign test9)等を調べた。

2.1ヵ 月以内の保存実験

a)試 料の保存:

PPDsは1mgず つ アンプルに凍結乾燥した ものを用

い,実 験の4週,3週,2週 お よび1週 前にそれぞれ.cc

中0.001mgの 稀薄溶液のみをつくり,こ れを37℃ フラ

ンキおよび氷室に分けて保存し,実 験前 日に薪たに0.0

01mgの 溶液を調製 して対照 とし,こ れと前記各週稀釈

の保存溶液と合計9試 料を比較した。

b)力 価試験

本実験は動物のみで,1匹 のモルモットに試料を9カ

所ずつ,準 ラテン交絡法によつて,9匹 の動物に注射し
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た。判定は24お よび48時 間後の硬結の大 きさを測定 した。

皿 実 験 成績

1.4ヵ 月までの保存実験

16週 まで保存した第1実 験の動物および人体による力

価試験の結果は表1お よび図1,2に 示 す如くである。

まず動物の成績からみると,調 製直後の対照液の24時

間値15mmが,濃 厚溶液の氷室4週 保存後には14。2mm

とな り,反 応はやや小 さい程度である。しかるに,11週

で はさらに減 じ,16週 では12.2mmと な り,約3mm近 く

小 さくなつた。これに対 し室温保存では,4週 において

13。3mmで かなりの減少がみられ,16週 では12.4mmと

なつている。すなわち,図 示の如く,室 温保存は氷室保

存よりも反応性の低下は著 しかつた。また,稀 薄溶液に

おいては,氷 室4週 保存では力価の低下は認め難いが,

.1週 および16週 では著 しく反応は小 さくなつている。室

温保存は4週 においても著 しい力価の低下がみられ,16

表1保 存PPDs溶 液 の人体および動物による

力価の変動

図1保 存PPDs溶 液 の動物による力価の変動

a)濃 厚溶液 b率 稀薄 溶2液

図2保 存PPDs溶 液 の人体による力価の変動

a)濃 厚溶液 b)稀 薄溶液
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週 では氷室よりも低下が甚だしかつた。

次に,同 一試料を人体について試験 した結果は,Ratio

において濃厚溶液の氷室4週 保存では,1.02で 薄 照の

1.03と ほ とんど差が認められない。しかし11週 では0.93

とやや低下し,16週 で は0.78と 著 しい低下がみ られた。

しかるに室温に4週 保存した場合のRatioは0.93と な

り,氷 室の11週 とほぼ等しかつた。また11週 では0.88,

16週 では0.82と 漸減している。しかし,こ の16週 の室温

保存が氷室保存の ものと交叉しているが,こ れは動物に

おいて も同様な傾向にあつたことか ら,稀 釈方法の誤差

のためかと思われる。また稀薄溶液では氷室保存4お よ

び11週 と もRatio 0.96お よび0.97で あつて,や や弱い程

度であるが,16週 では0.88と なつている。さらにまた,

室温保存では4週 で0.94と な り,か な り弱まり,16週 で

は0.81と なつている。Signtestを みても,Ratioの 場

合 とほぼ同一傾向がみられ る。

以上を濃度の点か らみると,濃 厚溶液 と稀薄溶液では

後者の方が低下は早 ぐ,特 に動物の成績でこの傾向が明

瞭であつた。温度の力価に与える影響は大 きぐ,室 温保

存は氷室保存より低下が早い。とぐに,4週 で急激に両

者に差を生 じ― 動物の硬結で1～2mm― その後は

割合両者が平行して低下しているように見受けられた。

また,人 体におけるSigntestが ＋側にかなり高い値を

示すのは,発 赤の大きさが同一の場合で も,標 準OTに

比べてPPDsは 硬結の触知率が高いことが主な原因で

ある。

動物の成績は実験計画の関係で要因分析ができなかつ

たが,人 体における成績を各試料の最少数26名 に揃えて,

表2保 存PPDsの 人体成績の要因分析

要因を男女(M),保 存温度(R),保 存濃度(D),保 存期間

(T)の4因 子に分けて分析したところ,保 存期間(T)に

1%の 危険率で有意差を認めたにす ぎず,保 存温度(R)

は5%の 危険率では有意差は認められなかつた。(表2)

2.1ヵ 月までの保存実験

4週 まで保存した第2実 験の結果は表3お よび図3に

示した。

表3保 存PPDs 1ヵ 月以内の動物による力価の変動

図3保 存PPDs溶 液1ヵ 月以内の動物による

力価の変動

1ヵ 月以内といえどもPPDsは 漸次力価の低下を示

してお り,37℃ においたものは,対 照の硬結平均値が24

時 間後15.1mmで あ るに対して1週14.7mm,2週14.1

mm,3週13.7mm,4週12.9mmと3mmの 低下を示し

た。これに反して氷室保存の ものは1週15.0,2週14.7,

3週14.6,4週14.5mmと,対 照より0.6mmの 低下を示

したにすぎない。この成績は第1実 験につながるものと

愚われる。48時 間後の成績 も大体24時 間と同じ傾向であ

つた。

この成績を,保 存温度(R),保 存期間(T)の 要 因に分

けて分析 したところ(表4)(R)お よび(T)は いずれ も

1%の 危険率で有意の差が認められた。
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表4保 存PPDsの 要 因分析(1ヵ 月以内)

IV総 括および考実

精製 「ツ」の力価が低下 しやすいとい う事実は,こ れ

を臨床的に用いた場合,不 都合を招来することが予想さ

れる。これを防止するために も,精 製 「ツ」による実験

の正確を期すためにも,そ の適正な保存条件と,有 効期

間を定めることが当面の問題である。また従来,海 外の

報告にみ られ る成績をそのままわれわれのPPDsに あ

てはめて考えることは危険である。そこで,わ れわれは

まず通常の燐酸緩衝液に溶解した場合に,ど れほどの低

下を示すかを検討した。

その結果,PPDsは 溶液にした場合,そ の力価は時

間の経過 と共に低下することがわかつた。しかし,氷 室

では約1ヵ 月間は力価の著しい低下はないが,室 温およ

び37℃ 保存では1ヵ 月においてもかな りの低下がみ ら

れ る。また,氷 室にと保存 して も約3ヵ 月経てば力価の低

下がみられた。また,溶 液の濃度は稀薄なほど低下は早

かつた。

はじめにのべた如 ぐ,「ツ」の活性因子はOTと して存

在している間は保護物質中にあるため,こ れを稀釈して

も力価の変化は起 りがたぐ,精 製 「ツ」にすれば活性因

子は裸にされ,蛋 白変性に関与す るあらゆる条件に鋭敏

にな り,力 価の低下は早まるものと考えられる。PPDs

の製造が、低温下に行われ るの もこの理由に よつ て い

る。

われわれは今回は,保 存による力価の変動の事実につ

いてのみ記し,次 回以降この原因の探求を行いたい と考

えている。また,第1実 験において人体 と動物とによる

成績が,ほ ぼ同一傾向にあつたので,今 後,動 物の力価

試験によつて保存の実験を行 うつ もりである。

V結 言

われわれは予研製PPDsを 溶解して保存 し,そ の力

価の低下を詳しぐ検討した結果,次 のような結 論 を得

た。

1)室 温ないし37℃ に保存した場合は,氷 室に保存

した場合に比べ,力 価の低下が早い。

2)濃 厚液に比 して稀薄液の方が力価の低下が早い。

3)氷 室に保存した場合,PPDs溶 液 は,1ヵ 月間

使用しうる。

終 りに臨み,御 校閲,御 指導を賜つた麹沢部長に感謝

する。
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