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The potency of old tuberculin has been assayed in Japan by the skin reactions of both human 

subjects and sensitized guinea pigs. However, test results on human subjects variy to a con

siderable extent due to the various degrees of tuberculin sensitivity, on one hand, and to the 

accerelated reaction influenced by the repeated tuberculin injection in the same site, on the other. 

In this connection, studies were carried out to settle a new rational assay method employing 
"Sequential test" on the guinea pigs , which are easily sensitized in a constant level and accor

dingly, the results obtained are mathematically analysable.

For the "Sequential test", it is indispensable to obtain guinea pigs always sensitized in the 

similar degree. In addition, the animals are required to enable us to differentiate slight differences 

in reaction sizes elicited by various concentrations of tuberculin as sensitively as possible. To 

satisfy these requirements it was proposed to use the guinea pigs which are able to fill up the 

following conditions : (1) the reaction size produced by the injectien of a 1: 2, 000 dilution of 

tuberculin is between 14 and 19mm, and (2) the difference of reaction sizes produced by 1: 2, 000 

and 1: 6, 000 dilutions of tuberculin is more than 4mm.

Using sixty sensitized animals selected by the conditions described above a standardization 

for assay method of tuberculin potency was attempted. On both sides of back of the animals, 

two different dilutions, 1: 1, 000 and 1: 4, 000, of tuberculin were injected symmetrically, 24 

hours after injections reaction sizes were measured, and the differences of the reaction sizes due 

to two different dilutions and the mean square (U2) were calculated. These values calculated 

were converged respectively and were allowed to be analyzed statistically. The qualification of 

the tuberculin which is considered applicable for practical use was determined as follows: (1) 

the difference of reaction sizes between the standard dilution and the sample to be examined 

must be within 1mm, (2) the probabilities of producer's risk and consumer's risk must be 0.10 

and 0. 05 respectively, and (3) the value of standard deviation must be calculated from the value 

of U2 by using chi-square (X2) distribution. Both the acceptance number and the rejection 

number were determined, and assay diagram and table were made.

It was proved by the model experiments that this diagram is very useful as the new potency 

test of tuberculin with a high accuracy and practicability.

* From Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Kamiosaki, Shf.nagawa-ku,

 Tokyo.

緒 言

現在わが国で行なわれている生物学的製剤基準1)に 基

つ くッベルクリン(以 下 ツと略す)力 価検定では,人 体

および動物が用い られている。しかし,人 体を用いる場

合,1)ッ 感受性の程度の幅が広い ために試験の精度が
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あま り良好でなく,必 然的に多数の対象を必要とする。

2)　しかも種々の事情から,そ の よ うな多数の対象を随

時随所に求めることは容易でなく,将 来も人体試験を現

在同様の規模で続けていくことはきわめて困難にな りつ

つある。3)さ らに,同 一対象に頻回注射す る結果,反

応様相の変化が著 しくな り2,3),反 応 自体 に信頼をおぎ

がたい等の難点が,近 年 とくに気づかれるよ うに な つ

た。

そこで,動 物を主体とするッ力価検定法を開発して,

検定理論に適つた,い つそ う合理的なものにする必要が

生じてきたが,現 行基準の動物試験方法そのままでは,

使用動物のッ感受性 と力価分離能 とにまだかなり大きな

幅があり,し たがつて検定ごとに必ず しも常に正 しい値

を得ることを期待できない。

この意味か ら,ツ 感受性と分離能のいつそ う優れた動

物を得るために,多 年にわた り研究4)～11)　が重ね られてか

な り一定したッ感受性と優れた分離能とを有する感作動

物がわれわれの研究室では得られるようになつた。この

ような背景のもとに,三 浦11)は生産管理の分野で用い ら

れている逐次抽出法を導入して,現 行法よりも明らかに

合理的と考えられる新検定法を提唱した。これ に よれ

ば,理 論的には人体を用いなくとも十分に正しいツ力価

検定法を実施 しうるごとくであつた。とくに,推 計学的

根拠に立つ点がこの方法の長所 と考えられた。

ところが,実 際にこの方法を適用 して検定を行なつて

みると,三 浦の提示した検定図は必ずしも普遍性をもた

ず,実 用に供しうるものとはいいがたかつた。その原因

としては,実 験条件の細かい点の規制に欠けるところが

あつたことがあげられる。そこで著者は,ま ず使用する

感作動物の条件をいつそ う厳密に規制するために,ツ 感

受性が一定の幅におさまり,し かも分離能が十分優れて

いる動物を揃えるための選別法を検討し,一 定の規制条

件を見出だす ことができた。次に,そ の規制条件によつ

て選び出された感作動物を用いて,比 較すべき2濃 度の

ツ稀釈液の力価の差が,推 計学的分析の可能な数値 とし

て得 られるか否かを調べた。その結果,三 浦の提唱した

逐次抽出法による検定法を改善 した新 しい検定図表を作

ることがでぎ,こ れを用いれば,検 定の実際に十分用い

うることが示されたので,そ の成績を報告する。

実 験 方 法

1.　 使 用 動 物

健康な体重350～450gの 白色モルモットの雌を珊い,

検定基準1)に記されている方法で感作し,6～8週 後に用

いた。

2.　 注 射 試 料

予研製OTL ot No.18の 原液を,棚 酸棚砂緩衝液で

稀釈 して次の諸濃度のツ稀釈液を調製した。a)実 験1:

1,150,2,000,3,450お よび6,000倍 稀 釈 液(以 下"液"

と略 す)。b)実 験IIお よびIII:力 価 の 差 の 比較 の た め に

は1,000倍 お よ び4,000倍 液,検 定 の モ デ ル 実 験 に は

2,000,3,000お よび1,300倍 液 。

3.　 注 射 部 位

次の各部位の左右に対称に0.1mlず つ皮内注射した。

a)実 験1:肩 部 …背部肩脾骨 の後 の部位,背 部……

背骨より約2cm腹 側 によつた部位,腹 部…"背 部"よ

りさらに約3cm腹 側に寄つた部位(横 腹部)。b)実 験

IIお よびIII:a)の"背 部"と 同じ部位。

4.　 判 定 方 法

各実験とも,注 射後24時 間に,発 赤の大きさの縦と

横の径を測定し,そ の算術平均値をとつた。

実 験 成 績

I　感作動物の選別法の検討

1.2　 濃度による反応差と方向係数との関係

感作モルモット29匹 の背部左右4ヵ 所に,1,150,

2,000,3,450お よび6,000倍 液を注射した
。この4濃

度による各モルモットにおける反応値から,方 向係数を

計算し2,000倍 と6,000倍 液 とによる反応の大きさの差

との相関をみると表1の ごとくである。すなわち,方 向

係数が7以 上の値を示すものは,こ の2濃 度による反応

差が4mm以 上 のものが大部分であつた。

2.　 異なる注射部位における2濃 度の反応差の比較

次に,同 一モルモットの 肩 部 と腹部の左右2ヵ 所に

2,000倍 液 と6,000倍 液 とを注射して,両 者の反応差を

求め背部におけるそれと比較してみたところ,表2の ご

とくであつた。すなわち,肩 部における2濃 度の反応差

は,背 部および腹部におけるそれとかな りよく一致して

いた。とくに肩での差が4mm以 上 のものは,背 および

Table 1. Correlation between the Slope and the

 Difference of Reaction Sizes by 2 Different

 Concentrations of 1: 2, 000 and 1: 6, 000



14 結 核　 第40巻　 第1号

Table 2-a, Correlation between the Differences of

 Reaction Sizes Due to 1: 2, 000 and 1: 6, 000

 Dilutions on the Back and the Shoulder 

 of the Animal

Fig. 1-a. Convergence of the Reaction Sizes Due

 to 1: 1, 000 Dilution and Their Mean Square

腹部でもほとんどが4rnm以 上 の差であることが示され

た。

3.　 規 制 条 件

一方 ,三 浦8)な どによれば,2,000倍 液 による反応値

が15～17mmの 範囲のものが,優 れた分離能を有する

とされる。さらにわれわれの経験によつても,2,000倍

液 による反応値が14～19mmの ものが分離能において

良好である傾向がみられている。

以上の観点から,ッ 感受性が一定のものを選ぶために

は,2,000倍 液による反応値が14～19mmで あ ること,

優れた分離能のものを選ぶ た め に は方向係数が7以 上

(すなわち2,000倍 と6,000倍 液 とによる反 応 差 が

4mm以 上)で あることを規制条件 とすればよいことが

見出だされた。また,肩 における両者の反応差は,実 際

に検定試験に使用する背または腹部における反応差 とよ

Table 2-b. Correlation between the Differences of

 Reaction Sizes Due to 1: 2, 000 and 1: 6, 000

 Dilutions on the Abdomen and the

 Shoulder of the Animal

Fig. 1-b. Convergence of the Reaction Sizes Due

 to 1: 4, 000 Dilution and Their Mean Square

く一致するか ら,左 右の肩部を用いて2,000倍 と6,000

倍液 とによる反応を調べたのち,上 記の規制条件に合致

するものを選別して用いればよいことが分かつた。以後

の実験でこの条件を満たす動物は,1回 の感 作 群 の 約

60～70%を 占めていた。

II　各数値の推計学的検討

1.　 1,000倍 液 と4,000倍 液 とに よ る反 応 の大 き さ と

そ の不 偏 分 散

年間の各時期ごとに感作したモルモットか ら,実 験1

で決めた規制条件により各回6匹 ずつ選び出し10回 の

実験を行なつた。すなわち,全 部で60匹 の背部の左右

3ヵ 所に,一 側には1,000倍 液を,他 側には4,000倍 液

を注射して総計180点 でそれぞれの反応の大きさおよび

両者の差を求め,さ らに各実験ごとにそれ らの不偏分散

を求めた。ついでそれぞれの累積平均値を計算して,そ
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Fig.2-a. Convergence of the Difference of Reaction

 Sizes Due to 1: 1, 000 and 1: 4, 000 Dilutions

 and Their Mean Square

の収斂性をみた。

まず図1に 示すように,2濃 度による反応値は,第3

1回約50点 で,そ の不偏分散も第5回 約90点 でほとんど

一定の値に収斂した
。すなわち第10回 で1,000倍 お よ

び4,000倍 液による反応 の大 きさは,そ れぞれ17.94

mmお よび14.09mmに,ま た そ れ らの不偏分散は

1.33お よび1.60に それぞれ収斂した。また図2-aか

ら明 らかなように,2濃 度による反応差 とその不偏分散

も,そ れぞれ3.86mmと1.01と に収斂した。

同時に,従 来の検定方式に準 じて2濃 度の反 応 値 か

ら,1,000倍 液に対する4,000倍 液 の力価をRati。 で求

め,さ らにその不偏分散を図2-bに 表わした。これ らの

数値が,ば らつきがはなはだしく,収 斂しない性質の数

値 であることが示された。

III　逐次抽出法による新検定法の検討

1.　 検定図表の作成

前述の成績か ら,1,000倍 と4,000倍 液 とによる反応

差が一定の値に収斂することが示され,両 者の差が推計

学的に処理してよい数値であることが分かつた。

ところで,濃 度の対数と反応値 との間には,一 定の範

囲に関して,直 線関係のあることが知 られている。そこ

で,1,000倍 と4,000倍 液は2,000倍 液 を中心 としてい

るので,い ま両者の差が約4mm(3.86)で あ るか ら,

2,000倍 液 とそれぞれの差ほ2mmと 推定してよい。一

方使用した動物における力価の分離限界は2,000倍 を中

心 とすると,1,600倍 以下2,500倍 以上の範 囲 で あ る

が,こ れは同じように0.6mmの 差 と推定される。しか

し,実 際に測定可能な大 きさの差は1.0mm以 上 であ

Fig. 2-b. Convergence of the Ratio of the Reaction 

 Sizes Due to 2 Different Dilutions, 1: 1, 000

 and 1: 4, 000, and Their Mean Square

る。これは2,800～1,400倍 の範囲に相当する。そこで,

標準液の反応値 との差が1rnrn以 内を合格の許容範囲と

し,良 品が誤つて不合格 とされる生産者危険率 α=0.10,

不 良品が誤つて合格とされる消費者危険率 β=0.05と

定 め,標 準偏差として不偏分散u2の 値からX2分 布よ

り求めた信頼度0.90の 推 定値を用い,坂 元ら12)によ り

与えられている方式に準 じて逐次抽出法による検定図表

を作成した。その計算術式は,三 浦の報告11)に詳 しいの

で,こ こでは簡略に述べる。

まず,標 準偏差 σは次のようにしてその推定値を求め

た。

また検査点数nに おける棄却域 布 および採択域an

は,次 式で与えられる。

γn=h1+S・n

an=-h0+5・n

こ こで,

h1=ε/
σ(a+loge2)

h0=ε/
σ(b+loge2)

S=
εσ

/2

い ま α=0.10,β=0.05,ε σ=1.0mmと 定 め て あ る

の で,

ε=
εσ

/σ

=1.0

/1.08
=0.926
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Fig. 3. Assay Diagram 

(Dilutions within the limit of 1: 2, 800>•~

>1: 1, 400 are allowed to pass.

 ƒÃƒÐ.=1.0
, a=0.10, ƒÀ=0.05)

Table 3. Assay Table in the Case Where the
 Dilution Within the Limit of 1: 2, 800>x>

 1: 1, 400 Are Allowed to Pass

 (3 injections per one animal)

坂元 らの表から,

a=2.251,b=2.890

で あ る。

ゆえに

h1=
0.926

/1.08 (2.251+0.693)=2.524

ho=
0.926

/1.08 (2.890+0.693)=3.072

S=
1.0

/2
=0 .5

したがつて

γn=2.524+0.5n

an=-3.C72+0.5n

とな る。

この式か ら検定図を描 くと,図3と なる。縦軸は各点

における標準液と被検液との反応の大きさの差の総計の

絶対値,横 軸は比較した点の数である。この図か ら1匹

に標準液および被検液を各3点 ずつ注射して検定する場

合の検定表を作ると,表3に 示すごとくである。

2.　 検定のモデル実験

実験1で 得 られた規制条件により選別した感作モルモ

Fig. 4. Model Experiment of the New 

Tuberculin Potency Test in Comparison

 with the Ratio Method

ットを5匹 ずつ30群 計150匹 を用いて,前 述の検定図

表を実際に適用した場合に生産者および消費 者 危 険 率

が,は じめに設定したように α=0.10,β=0.05の 条件一

を満たすか否かをみるためのモデル実験を行なつた。

生産者危険率αの検討には,良 品として標準液 と同じ

2,000倍 液を,消 費者危険率 βの検討には合格許容範囲'

の1,400～2,800倍 か ら上下にややはずれる1,300倍 と

3,000倍 液 とを,そ れぞれ標準液と10回 ずつ比較試験

した。各試験ごとに5匹 を用い,1匹 に標準液と被検液

とを各3点 注射して計15点 で比較判定した。その成績

を図4に まとめたが,良 品が誤つて不合格とされる確率

α は10回 に1回 以下(α<0.10)で あ り(再 試験域の

2回 の試験は,さ らにモルモットの数を増 して判定した

ら合格 となつた),ま た不良品が誤 つて合格 とされる確

率 βは20回 に1回 以下(β<0.C5)で あ ることが示

された。したがつて,こ の検定図表が推計学的に正しい

ものであることが分かつた。なお,併 示したように,現

行のRatio法 に よる判定では,用 いた濃度のすべてが合

格 と判定されてしまうことが明 らかになつた。

考 察

ツベルクリンの力価試験に用いる感作動物が,一 定の

ツ感受性 と優れた分離能 とを有するものとして得 られる

ために,い くつかの研究4)～10)がな された。現行のツ検定

基準に記載されている諸条件(感 作法,使 用時期,ツ 感

受性の強さ等)は,感 作動物の諸条件を詳細に検討した

三浦8)9)の 成績に基づいている。しかし,著 者がこの記

載にしたがつて用意した感作動物を用いて,三 浦11)の提
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唱 した方式によるツ力価試験を行なつたところ,再 三の

追試にもかかわ らず,彼 の示す成績 と同一の結果が得 ら

れなかつた。

そこで,一 定のツ感受性の規制のほかに,分 離能の検

査も肝要であると考えて,従 来か ら分離能の検討に用い

られてきた範囲の濃度を用いて検討を加えた結果,2,000

倍 液による反応値が14～19mrnで,両 者の差が4mm

以上を呈するとい うことを,使 用動物の選別のための規

制条件 とすればよいことが分かつた。

ついで,1年 を通じていろいろな時期に感作した中か

ら,前 述の規制条件で選別した動物において,2,000倍

'液を中心 として
,上 下に等しい距 りの濃度である1,000

倍液 と4,000倍 液 とが反応値 としてどれだけの差を示す

かを調べたうえで,標 準液 との誤差の許容範囲を決める

ことにした。同時に,よ り正確に標準偏差を推定するた

めに,不 偏分散も調べた。使用動物数,す なわち比較 し

た点の数は,理 論的に必要な数を は るか に凌ぐ60匹

180点 であつた。その成績は,前 記の選別条件によつて

得た動物において,2濃 度の力価の差が十分推計学的分

析の可能な数値として求め られることを示し,し たがつ

てその数値は数学的に処理してよいことが分かつた。

次に,合 格の許容範囲として,標 準液との反応差をど

の ような値とするかとい うことがもつとも重要な問題で

あ る。前述の条件に合致する動物の分離限界は,理 論的

には2,000倍 を中心 とすると1,500～2,600倍 の範囲で

あるが,こ れは0.64mmの 差 となる。しかし実際に測

定 する場合には1mm以 下の差は計測が不可能であ り,

必 然的に切上げ切捨てが生じて誤差が大きくな り,試 験

の精度が著 しく損われる。か りに1mmの 差 を呈する濃

度以下を許容範囲とすると,計 算上1,400～2,800倍 と

なる。これは一見ややゆるやかな感 じを与えるが,一 方

現行のRatio法 に よれば,2,000倍 液 による反応が14

～19mmの 動物を選んで使用す るわ けだか ら
,上 下に

1mmの 差すなわち14土1～19土1mmの 反応はRatio

値 としては1.07～1.05(ま た は.0.93～0。95)と な り,

ゆ うに合格と判定されていたのに比して,新 検定法では

合否の線上になるわけで,十 分に精度が高められている

と判断してよい。

以上を勘案して,本 文に示した検定図表が得 られた。

これはモデル実験の結果に示されているように,十 分に

普遍性を有し,し たがつて実用に供しうるものである。

すなわち三浦によつて提唱された新検定法は,条 件をい

つそ う規制することにより実用化されたと考えてよかろ

う。これを試験者,動 物の飼養法など,条 件の異なる別

の環境下で,一 般的に使用する場合の方法について次に

述べる。

まず感作動物の条件,試 験を行な う者の技術など諸条

件が一定に規制されていることが必須である。そこでま

ず一定条件の感作動物を用い,任 意の2濃 度のツ液によ

る反応の大きさ,そ の差およびそれぞれの不偏分散(u2)

を求め,そ れらの数値が100点 以内の検査である値に収

斂するか否かを調べる。諸条件がきちんと規制されてい

るならば,必 ず収斂するはずである。

次に差の不偏分散の値から標準偏差σの推定値を求め

ることができる。一方,標 準液 との反応差1rnrn以 内を

合格の許容範囲 とし,ま た生産者および消費者危険率を

それぞれ0.10と0.05と 規定 した。したがつて,検 定

にさいしての採択域anと 棄却域 γnの 算出に必要な諸

数値も決めることができる。これ らの値を前述の諸式に

挿入して,検 定図表が得 られる。このようにして得 られ

た図表を用いれば,そ の環境下(す なわち感作動物の条

件,術 者の個人差などを含む)に おいて妥当な検定がな

されるわけである。

次に,こ のようにして得 られた検定図表を用いて,実

際に検定を行な う方法を記すと次のようになる。

検定図表作成に用いたのと同一条件の感作 動 物 を 使

い,背 部の左右対称部位に,一 方に標準液を他方には検

定品を注射する(an≧0で あるようなnの 数が得られる

ことが必要である)。24時 間後におのおのの反応値を測

定 し,各 点について,標 準液による反応の大きさと検定

品による反応の大きさとの差を求める。ついで各点での

差を総計する。得 られた値の絶対値が,比 較に用いた点

の数nに おけるanよ り小であれば合格,rnよ り大であ

れば不合格 と判定する。 また 砺 より大でrnよ り小の

範囲であれば,さ らに逐次nの 数を増 して試験を続ける

と合否の判定が下される。

次に著者が行なつたモデル実験から1例 を引用 して実

Table 4. An Example of the Assay

(n=15,Pass)

117(xi-xo)1=2.0
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例 とす る。 この 場 合 感 作 動 物5匹 を 用 い,n=15で 判 定

した 。 この例 で はxi-550の 総 計 は-2.0,し た が つ て

｜Σ(xi-xo)|=2.0で,こ れ はn=15に お け るan=4.3

よ り小 で あ るか ら合 格 と判 定 され る。

最後に,こ の新検定法を人体における試験と比較して

みると,動 物のほ うが条件を一定にしやす く,さ らに人

体による試験には各種の制約が伴 うのに反して,少 数の

動物で容易に,し かも精度の高い検定がなされる等の利

点を有する。ただ人体 と動物において反応性の異なるよ

うな抗原があつた場合13),両 者 の成績に くい違いが生ず

るとい う不安もあるが,現 行の基準に照 らしても明らか

なように,ツ ベルクリンは同一菌株か ら同一の製法で得

られ,し かも一定濃度で診断用に使われるの で あ るか

ら,お そ らく問題はない と考えられる。

結 論

現在行なわれているツ力価検定法の改善を意図して,

さきに,三 浦は逐次抽出法を導入した新検定法を提唱し

た。その後,著 者はこの新検定法の実用化を期 して,一

定のツ感受性を有しかつ分離能の優れた感作動物を選別

するための条件を検討した。その結果,(1)2,000倍 液

による反応値が14～19mmで,2,000倍 と6,000倍 液

による反応差が4mm以 上のものを用いることがよいこ

とが分かつた。次に(2)そ の条件で選 別した感作 モル

モットを用いて特定の2濃 度のツ液による皮内反応の大

きさとその不偏分散,両 反応の差 とその不偏分散に関し

て検討を加えたところ,各 数値は収斂 し推計学的処理が

可能であつた。(3)合 格範囲 としては,標 準液 との反応

差を1mm以 内 とすることが妥 当と考えられた。 次に

(4)生 産者および消費者危険率をそれぞれ10%お よび

5%と し,前 述の数値に基づいて逐次抽出法による検定

図表を作成 した。さらに(5)検 定のモデル実験を行な

い,こ の新検定法の十分実用に供しうることを認めた。

終 りに,御 指導御校閲をしてくださつた室橋部長なら

びに浅見室長,統 計学的な御助言をいただい た輿 博 士

(労衛研)に 深謝いたします。
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