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Since 1947 boric acid-borax buffer has been used in Japan as the buffer solution to dilute

 old tuberculin. However, erythema due to non-specific reaction was noticed not seldom by the

 use of the tuberculin diluted with this buffer. Then, the comparative studies were conducted. 

on the appearance of non-specific reaction and the preservability of the potency when various.

 kinds of diluting solution were employed.

In these studies the inhabitants of Amami main island were examined, where no tuberculin

 injection has previously been made. The diluting solutions compared were boric acidborax. 

buffer, phosphate buffer and physiological saline, and the old tuberculin was diluted by them. 

into 1:2,000, respectively. The resulting dilutions were compared of their potency not only 

immediately after preparation but also after about 2 years preservation either in a refrigerator 

or in an incubator.

Results:

1) Erythema due to non-specific reaction appeared obviously more frequently by boric 

 acid-borax buffer than by phosphate buffer. Quite the same trend was observed by the old.

 tuberculins diluted with above mentioned buffer solutions.

2) After 2 years preservation in a refrigerator no decrease was noticed in the potency of

 both tuberculins diluted with either boric acid-borax buffer or phosphate buffer, while the

 potency of tuberculin diluted with physiological saline alone decreased markedly. Preservation 

in an incubator resulted in the decrease of potency of all of the tuberculin solutions prepared 

with the above mentioned 3 kinds of diluting solutions.

From these results, it became clear that phosphate buffer and physiological saline are

 preferable to minimise non-specific reaction, and boric acid-borax buffer and phosphate buffer, 

on the other hand, are preferable to keep the potency of diluted old tuberculin unchanged for 

a rather long time period.

As the conclusion, phosphate buffer seemed to be most adequate as the diluting solution 

of old tuberculin.

*From Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Shinagawa-ku, Tokyo, Japan.
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緒 言

わが国では昭和20年 ころまで,ツ ベル ク リンの稀釈

用溶液 として0.5%石 炭酸加生理食塩液を用 い て いた

が,昭 和24年 に新 し く診断用 ツベル ク リンの基準が制

定 され るに及び,現 在使用 されてい る棚酸硼 砂 緩 衝 液

(Palitsche)が 用 い られ ることになつた。 この制定に先

立 つて,著 者 ら1)はそれ まで用い られていた生理食塩液

とPalitche液 との比較を行なつた ところ,ツ ベル ク リ

ン力価保持の点では後者のほ うがは るかに勝つてい るこ

とが分かつた。沢田 ら2)も この点について追試を行ない,

著者 らと同様の結果を得てい る。以上の理由な らびに当

時はGHQの 強い勧め もあつたので,こ の緩衝液が ツベ

ル ク リン稀釈用に制定 されて,今 日にいたつてい るわけ

であ る。

しか し,こ の緩衝液で稀釈された ツベル ク リンを用い

る と,皮 内注射30～60分 後局所 に非特異反応 と思われ

る発赤 が現われる例に とぎどき遭遇 したので,そ の頻 度

を確 認す べ く人体を用いて反応 を繰 り返 し追求 したが,

当時,対 象に選 ばれ た ものの多 くは ツベル クリンの頻 回

注射 を受けた集団に属 していたために,反 応 が不明確 の

ことが多 く,し たがつて研究 の 目的を果たす ことができ

な かつ た。

たまたま,か つて一 度 も集 団検診 を受 けた こ と が な

く,し たがつ て ツベ ル クリン注射やBCG接 種 に関して

は まつた くの処女地 と考 え られ る奄 美大 島住 用村 の住 民

検診 を行 な う機会に恵 まれた ので,前 記緩衝液 をも含 め

て,ツ ベ ル クリン稀釈用溶液に関 して非特異反応惹起 の

程 度を比較検討 した。 さ らに,こ れ らの稀釈液 を用 いて

作 られた ツベ ル クリンにつ いて約2年 間保存 した場合,

力価にいかな る影響 を及ぼすかを も検討 した ので,そ の

成績を報告す る。

材料お よび方法

1.　 ツ稀 釈用溶液の種類 と処方

a　 硼酸棚砂緩衝液

硼 酸 9.94g

硼 砂 1.70g

食 塩 2.34g

5%石 炭酸水 100ml

4%ア ラピアゴム液 10ml

水を加えて 1,000mlと す る。

pH7.0～7.4,細 菌濾過器で無菌,こ れをB-bufferと

略 称す る。

b　 燐酸塩緩衝液

燐酸一水素ナ トリウム 15.28g

燐酸二水素 カ リウム 1.45g

食 塩 4.80g

5%石 炭酸 水 100ml

水を加えて 1,000mlと す る。

PH7.38,加 熱 滅菌,こ れ をP-bufferと 略称す る。

c生 理食塩液

食 塩 8.5g

5%石 炭酸水 100ml

水 を加えて 1,000mlと す る。

NaOHを 用いてpH7.0に 修正 し,加 熱滅菌,こ れ を

S液 と略称す る。

2.　 稀釈 ツベ ル クリン液

a同 一 ロ ッ トのツ原液を上記3種 の稀釈用溶液を用

いて2,000倍 に 稀釈 した。 それぞれB-bufferッ 液,

P-bufferツ 液 およびS-ツ 液 と略称す る。 この うちB-

bu丘erツ 液を標準液 とした。

b保 存に伴 う稀釈 ツ液 の力価の変動を し ら べ る に

は,各 種稀釈 ツ液を切半 し,半 数を氷室(0～5℃)に,

半数を フランキ(37℃)に 保存 し,約1年 後 と2年 後 と

の2回 に力価を比較 した。

3.　 ツベル ク リンの皮内反応の検査

各種稀釈液に よる非特異反応を しらべ るには,か つて

ツ注射を行なつた ことのない奄美大島の全年 令を含 む住

民を対象 とした。実験1で は4,713名 の右前博 にB-buf

-ferツ 液を,左 前膊にB-buffer,あ るいはP-bufferを

注射 し,実 験2で は1,154名 の右前膊 にB-bufferツ

液を,左 前膊にP-bufferツ 液をそ れぞれ0.1mlず つ

皮内注射 し,48時 間後に判定 した。 長時 間保存 した稀

釈 ツ液の力価の比較には,新 潟 県下の学童 の対象 と感作

動物 とを用い,ツ 力価試験 法に準 じて行なつ た。

成 績

1.　 各種稀 釈用溶液 に よる反応

a. B-buffer

成績 は表1の ごとくである。B-bufferで 発赤5mm以

上を呈 した ものは163名(6.6%),そ の うち10mm以

上 のものは74名(3.0%)で,比 較的多い。発赤10mm

以上を呈 した ものの うち,男 は女 よ り多 く,年 令別には

10才 以上の者に約4～6%認 め られた。

次にB-bufferツ 液 との相関をみ ると,ツ 液に よる反

応 升 の ものか ら29名(3.8%),帯 のものか ら44名

(10.9%)にB-bufferに よる反応が認め ら れ,ツ 反応

の強い者には この稀釈用溶液に よる非 特異反応が比較的

多 く認め られてい る。 また,B-bufferの 反応の 発 赤 が

5mmn以 上の もので硬結を伴 うものは58名(35.6%)

の多 きにのぼ り,こ れ らの硬結触知者はす べて ツ反 応が

什 ない し 帯 の強い反応を示す者であつた。

b. P-buffer

成績は表2の ごと くであ る。P-bufferに よつて5mm

以上 の発赤を呈 した ものは77名(3.4%),そ の うち
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Table 1. Reaction More Than 5 mm Caused by the Boric Acid-borax 

Buffer Solution in the Inhabitants of Amami Main Island

Note:* -erythema size less than 4mm.

•}•Vbetween 5 and 9mm.

+•Vmore than 10mm without definite induration.

++•V•Vwith measurable induration.

 and

 ouble erythema, vesicle on necrosis.

Table 2. Reaction More Than 5 mm Caused by the Phosphate Buffer 

Solution in the Inhabitants of Amami Main Island

Note: Same as Table 1.

10mm以 上 を呈 した ものは9名(0.4%)で ,B-buffer

に比べて著 し く少ない。発赤10mm以 上を呈 した者 の

うちの大部分が女で,年 令別には70才 以上に6名(4.5

%)あ り,他 の年令層に比 してやや多かつた。 またB-

buffeerツ 液に よる反応 とP-bufferに よる反応 との相関

を み る と,P-bufferで

10mm以 上 の 発赤を呈

した ものの大部分は ツ反

応が+以 上の者であつ

た。なお5mm以 上の発

赤を呈 した者では硬結を

伴 う者はなかつた。

この よ うにP-buffer

では発赤10mm以 上を

呈す る者はB-bufferの

約1110で あ り,非 特異

反応は 明 らかに少 ない と

い えよ う。

2. B-bufferツ 液 と

P-bu丘erツ 液に よ

る反応

成績 は表3の ご とくで

ある。B-bufferツ 液 に

よる反 応はP-bufferツ

液 のそれ よ りもや や大 き

く,こ とに,一 方 の ツ液

で 一 あるいは ± であ

りなが ら他方 の ツ液 で+

以上の反応 を呈 した者 を

しらべる と,P-bufferツ

液 の28名(2.4%)に 対

して,B-bufferツ 液 では

83名(7.2%)で 統計学

的に明 ら か にB-buffer

ツ液 のほ うに多い。 これ

に対 して,陽 性率,硬 結

触知率な ど はB-buffer

ツ液のほ うにやや多かつ

たが,統 計的に有意差は

認め られなかつた。 また

発赤平均値に も両者 の間

に大差はない。

以上 の成績 か らみ る

と,B-bufferは 非特異反

応 のためにP-bufferよ

りもツ反応 を修飾 して,

やや強 く表現す る傾 向が

ある といえるであろ う。

3.　 各種稀釈溶液で作 られた ツ液の力価に及ぼす保

存 の影響

a　 動物試験に よる力価(Ratio)の 変動成績は図1の

ご とくで ある。

氷室保存 の場合:1年 後においては3者 の間に大差は
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Table 3. Correlation between the Degree of Reactions 

Caused by Tuberculin Diluted Either in Boric 

Acid-borax Buffer Solution or in Phosphate Buffer Solution 

Tuberculin diluted in P-buffer

Note: 1. Same as Table 1.

2. Mean size of erythema

 Boric acid-borax buffer: 11.21mm

Phosphate buffer: 11.15mm

Fig. 1. Effect of Storage Conditions on the Potency 
of Tuberculin Dilution (Animal experiment)

ほ とん どな く,標 準品に対す るRatioは そ

れぞれ0.93,0.94,0.95を 示 し,い ずれ

も力価がい くぶん低 くなつた よ うに見 うけ

られたけれ ども,2年 後 に お い て はP-

bufferツ 液のRatioは0.97,B-bufferツ

液のそれは1年 目と同一価であつた ことか

らみ ると,1年 目におけ る力価の低下は2

試料 ともさほ ど著 しい ものではなかつた と

思われ る。 しか しS一 ツ 液 では2年 後にお

いてRatio0.86で 他の2試 料 と異な り力

価は著 しく低下 している ことが分かる。

フ ランキ保存 の場合:氷 室保存 のものに

比 し,l年 後で もすでに各 ツ液 とも力価の

著 しい低下がみ られ,そ の うちS-ツ 液の

低下は もつ とも大 きかつた。2年 後におい

ていずれ の稀釈液に よるツもいつそ う著 明

な力価 の低下 を示 した。

b　 人体試験に よる力価(Ratio, Sign

test)の 変動

成績 は図2お よび3の ご とくである。

氷室保存 の場合:B-bufferツ 液 お よび

P-bufferツ 液 とも2年 後 において もRatio

は0.97,1.00で あつて 力価 の低下はほ と

ん ど認 め られないが,Signtest値 は それ

ぞれ-0.26,-0.04で 前者 では 力価 の低

下が い くぶんか認 め られる。S-ツ 液は1年

後 に お い て も力 価 の 低 下 が い くぶ ん み られ,2年 後 で は

Rati00.91,Signtest-0.37で あ つ て,か な り力価 は

低 下 した 。

Fig. 2. Effect of the Storage Conditions on the

 Potency of Old Tuberculins in Different 

 Kinds of Diluent (By ratio method)

Note Same as: Fig. 1
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Fig. 3. Effect of the Storage Conditions on the 
Potency of Old Tuberculins in Different 
Kinds of Diluent (By sign test method)

Note: Same as Fig. 1.

フ ランキ保存 の場合:1年 後3稀 釈 ツ液 のRati0は そ

れ ぞれ0.86～0.90,Signtestは そ れ ぞ れ-0.44～

-0.51を 示 し,力 価 の低下 はか な り認 め られた 。2年

後 ではP-bufferツ 液 の力価の低 下は緩 やかであつた が,

他 の2稀 釈 ツ液 は直線 的にご力価 が低下 した 。

総括および考察

ツベル クリンを稀釈する稀 釈用溶 液にごよる非特異反応

に関する報 告はほ とん どみ られない。それ は戦前 は もつ

ば ら生理食塩 液が用い られ,戦 後は,GHQの 指 示 に よ

りMichganの 処方が基準にこと り入れ られて棚酸硼 砂緩

衝 液 しか用い られなかつたか らである。 しか し硼 酸塩緩

衝 液を作るための試 薬品には高い純 度の ものを求める こ

とは困難で,し たがつて非特異反応を起 こさ しめる可能

性が十分考え られ る。そ こで基準制定 に あ た つ て,著

者1)ら は この点を検討す るため食塩稀釈 ツ液 と硼 酸塩 稀

釈 ツ液 とに よる反応を比較 した ところ,前 者 よ りも後者

のほ うがやや大 きな反応を呈せ しめ ること,燐 酸塩稀釈

ツ液 と食塩稀釈 ツ液 とは製造直後であればほぼ等 しい反

応を示す ことを知つた。その後沢 田2)4),武 谷5)らも同様

の結果を報告 してい る。

しか し,も し棚酸塩稀釈 ツ液にごよる大 きい反応が非特

異反応に よるものとすれば,ツ 反応を正 し く判定す る 目

的に は,硼 酸塩溶液は ヅの稀釈用溶液 としては適 当で あ

る とはいいえない。 この ような非 特異反 応を生 じない溶

液 に替 えるのが当然である。そのため数度,試 験 を行な

つたが対象の選 定が よ くなかつたためか,成 績を まとめ

ることがで きなかつた。すなわち稀釈用溶液に よる非特

異 反応を確かめ るためにごは,ま ず頻回注射を受けた こと

のない者を対象にご選ぶ ことが必要であ る。そ こでかつて

注射を受けた ことのない住民(奄 美大島)を 対象 として

この点を調べた。そ の結果,硼 酸塩溶液では非特異反応

の出現率が燐酸塩溶液 よ りも明 らかに高かつた。 また こ

れ らの稀釈用溶液を もつて ツを稀釈 した場合にこおいて も

硼酸塩稀釈 ツ液が燐酸塩稀釈 ツ液 よ りもやや大 きい反応

を呈 した。 これ らの成績か ら食塩溶液 および燐酸塩溶液

では非特異反応 は比較 的少ないが,硼 酸塩溶液 ではやや

多 く現 われる ことが 明 らか にごされ た。

他方,ツ の保存 に よ る 力 価 の 変 動 に つ い てGott-

scha116)は 各種稀釈用溶液 を用 いた結果,硼 酸塩溶液 に

よるものが もつ ともよかつた とい う。著者お よび沢田 ら

の成績 も同様であつた。ただ戸 田7),熊 谷8)ら は この稀

釈用溶 液で も1年 後には力価の低下を認めている。本報

告の成績で も氷室に保存すれば2年 後において も棚 酸塩

溶液お よび燐酸塩溶液に よるツ液の力価の低下は微弱で

あ るが,食 塩稀釈 ツ液は1年 後で も力価は著 し く低下す

ることが示 され る。稀釈用溶液に よる非特異反応の惹起

の程度 と保存に よる力価保持能力 との関係をみ ると,硼

酸塩溶液は ツの力価の保持には よいが,非 特異反応が起

こ りやすい。 このことはおそ ら く,試 薬中 のアラビアゴ

ムの よ うにご化学的純品を求めがたい ものを用い るため と

考 え られ,ツ の稀釈用溶液 としては適切でない と思われ

る。食塩溶液は これにご対 し非特異反応を起 こさしめ るこ

とは少 ないが,そ の反面,力 価保持能力の点では他 の2

者に劣 りツの稀釈用溶液 としては不適 当であ る。 もち ろ

ん保存期 間を問題 とせず,稀 釈直後に使用す るのであれ

ば,食 塩溶液を用いて もさしつか えないで あろ う。 これ

らの点を検討 した結果,燐 酸塩溶液は ツの力価保持能力

もよ く,同 時に また非特異性反応を惹起せ しめ るこ とも

少 な く,試 薬 の純 品なものを入手す る ことも容易 である

な どの利 点があるので,稀 釈用溶液 としてはもつ とも適

当 と思わ れる。

ただ諸 外国9)で は燐酸塩溶液 にご加える防腐剤 としては

キ ノゾールを用いているが,す でに,PPDの 保存実験

において述べた ように10),キ ノ ゾールを添 加す る と石炭

酸 添加の場合 よ りも力価の低 下がやや早 く,し か も注射

時に与える疼 痛が強い とい うことを考慮する 必 要 が あ

る。その意味か ら著者 らは,PPDの 場合に も石炭 酸 を

用いてい るが,旧 ツ稀釈液の場合に もキ ノゾールでな く

石炭酸を用い るほ うが よい と思われ る。

結 言

旧ツベ ル クリンの稀釈用溶液 として生理食塩溶液,燐

酸緩衝液,硼 酸棚 砂緩衝 液を用 い,非 特異反 応の出現率,

保存経過にご伴 う力価の変動を調 べた ところ,燐 酸緩衝液

を用いた場合には非特異反応の出現が少な く,し か も1

年以上保存 しても力価 の低下 が少ない ことが分かつた 。
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したがつて,旧 ツベル ク リンの稀釈用溶液 としては燐酸

緩衝液 を用いるのが よい と思われる。
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