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In the preceding paper, a new rational assay method of Old Tuberculin employing "se

quential test" on sensitized guinea pigs was presented. In the present paper, investigation was 

made whether sequential test on sensitized animals is applicable also for the potency assay of 

PPDs. Furthermore, the accuracy of this method was examined in comparison with the test on 

human subjects.

In animal test, female albino guinea pigs weighing between 350gr and 450gr were 

sensitized with intramuscular injection of paraffin oil suspension of killed and dried tubercle 

bacilli (Aoyama B strain) in an amount of 0.05mg in 0.5ml. Six weeks later, animals were 

injected intradermally on shoulder with 1:2,000 and 1:6,000 dilutions of OT to select those 

which fill up the conditions as described in the previous paper.

Nine groups of each 5 sensitized and selected animals were injected with 2 different doses, 

0.05mcg and 0.2mcg, of PPDs on each 3 points of back of both sides symmetrically. Reaction 

sizes after 24 hours were measured on 135 points and the differences of the reaction sizes due 

to these 2 different doses were calculated. And the mean square (u2) of these sizes and that of 

their differences was calculated respectively. As these values converged respectively, they can 

be analyzed statistically.

Then, the requirement of PPDs which is applicable for the practical use was determined 

as follows: 1) the difference of reaction sizes between the standard dose and that of the sample 

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

must be 0.10 and 0.05, respectively, 3) the value of standard deviation must be calculated from 

the mean squar of the differences of reaction sizes by using chi-square distribution. Thus, the 

acceptance number (an) and the rejection number (rn) were determined, and the assay diagram 

and table were newly established.

From the data obtained, the ability of differentiating the potency of PPDs, in these animals 

was evaluated and was compared with that of human test. The slope (b) calculated was 12.01, 

the differentiable limit (D=•}t•ãu2 was 1.467, and the differentiating ability (log|D|/b) in these 

 animals was 0.0116.

In human experiment, 5 groups of each 80 schoolchildren who reacted positively to tuber

culin were injected intradermally with PPDs on the flexor side of both upper arms.

*From Department of Tuberculosis, National Institute of Health, Kamiosaki, Shinagawa-ku, 

Tokyo, Japan.
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On one side, 0.05mcg of PPDs was injected, and on the other side , 5 different doses i.e. 
in Group-I 0.150mcg, in II 0.087mcg, in III 0.050mcg, in IV 0.029mcg and in V 0.017
mcg of PPDs was injected. Reaction sizes after 48 hours were measured and the differences of 

reaction sizes and their mean square were calculated. Thus, the ability of differentiating 

the potency of PPDs in these human subjects was found to be mathematically slightly inferior 

to that of animal test. The slope (b) was 11.23 and the differentiable limit was 0.0167.
It was concluded that this method of potency assay of PPDs is believed to be very useful 

with a high accuracy and practicability.

緒 言

さきに著者は旧ツベルクリン(以 下旧ツと略す)力 価

試験に関して,感 作動物を用いる推計学的に合理的で精

度のきわめて高い力価検定法を確立して報告した1)。 こ

の方法は,わ が国の旧ツの力価検定に有用なばか りでな

く,そ の原理は今後広 くPPDsや 各種の形態 の ツ活性

を有する物質をも含めて,あ る標準の 力価に合 わせた

doseの 決定が必要 とされる場合にも応用され うるもの

と推察される。

ところでわが国でも最近旧ツに代えて精製 ツ(PPDs)

を使用 しようとする機運が昂まつてきた2)が,こ の逐次

抽出法による旧ツの力価の新検定法が,そ の場合にも応

用できるであろうとの予想のもとにPPDsの 力価試験に

この原理を用いる検定法の適用を検討 し,新 たに検定図

表を作製 しえた。 ここに確立された検定法の精度を,人

体による力価試験のそれと比較 してみた結果,精 度の優

れた十分に実用に供しうる方法であることが確認された

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用い,

前報1)の ごとく感作したのち選別したもの*45匹 を用い

た。

2.　 人体対象(被 検者)

新潟県下の小中学校生徒約600名 を用いた。

3.　 注射試料

予研製のPPDslotNo.15を0.5%フ ェノール加燐

酸緩衝食塩液(pH7.38)3)で 稀 釈して次の各濃度の溶液

を調製した。

動物実験のためには,0.2μg/0.1mlお よび0.05μg/

0.1mlの2濃 度,人 体試験のためには,対 数的に等間

隔の0.150μg,0.087μg,0.050μg,0.029μg,お よび

0.017μg/0.1mlの5濃 度を用いた。なお使用PPDs溶

液 は各実験の直前に調製した新しいものを用いた。

4.　 注射方法

(a)　 動物実験:前 報1)に 記 した背部両側に3点 ずつ

対称に0.2μgと0.05μgと を0.1mlず つ皮内注射 し

た。

(b)　 人体試験:皮 内反応に未使用の上脾屈側の一側

には0.05μgを 他側の対称部に上記5濃 度の いず れか

一つを皮内注射 した
。

5.　 判定方法

動物実験では注射24時 間後に,人 体試験では48時

間後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　 動物実験

1.　 各数値の推計学的検討

年間の各時期ごとに感作 したモルモットの中か ら,前

報1)に 述べた規制条件により各回5匹 ずつ選び出し,9

回の実験を行なつた。すなわち全部で45匹 の背部の左

右3ヵ 所計135点 で,2濃 度による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。次に各数値の累積平均値を計算してその収斂

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回

45点 で,そ の不偏分散も第5回90点 で,ほ とんど一定

の値に収斂した。すなわち第9回 で0.2μgお よび0.05

μgに よる反応の大きさは,そ れぞれ17.6mmお よび

13.7mmに,ま たそれ らの不偏分 散は0.78お よび

0.83に それぞれ収斂した。また図2か ら明 らかなごと

く,2濃 度による反応差とそ の不 偏分散も,そ れぞれ

3.9mmお よび0.55と に収斂 した。すなわちPPDsの

2濃 度による反応差は推計学的に処理してよい数値であ

ることが示 された。

2.　 逐次抽出法による検定図表の作製

前報で旧ツの力価検定図表の作製に当たつて,詳 細に

*青 山B株 死菌流パラ0 .05mg/0.5ml浮 游液を後肢筋 肉内 に注射6

週後に,肩 部においてOT2,000倍 お よび6,000倍 稀釈液に よる皮

内反応を調べ,2,000倍 液による反応が14～19mmの 範囲でかつ両

者 による反応 差が4.0mm以 上のものを選別 して感作7～8週 の間

に使用 した。
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Fig. 1-a. Convergence of the Reaction Sizes due 

to PPDs 0.2ƒÊg and That of Their Mean Square

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

to PPDs 0.05ƒÊg and That of Their Mean Square

検 討 を 加 えた ご と く,標 準 濃 度 に よ る反 応 と の 差 が1

mm以 内 の反 応 を 呈 す る濃 度 を 合 格 の許 容 範 囲 とした 。

これ は0.2μgを 中心 濃 度 とす る と0.141～0.286μg,

0.05μgを 中 心 とす る と0.035～0.071μgの 範 囲 に相 当

して,OTの 場 合 の2,000倍 液 中 心 に2,800～1,400倍

の 範 囲 とま つ た く等 しい 関 係 で あ つ た 。

ま た 生 産 者危 険 率 α=0.10,消 費 者 危 険 率 β=0.05

と定 め,標 準 偏 差 と して は 不 偏 分 散u2=0.55か らx2分

布 よ り求 め た 信 頼 度0.90の 推 定 値0.806を 用 い た 。

棄 却 域 お よび 採 択 域 の 計 算 術 式 は 前 報1)4)5)に 詳 しい の で

省 略 す るが,次 の よ うな 値 が 得 られ た 。

γn=4.533+0.5n

an=-5.517+0.5n

この式か ら検定図を描くと図3の ごとくになる。縦軸

は各点における標準濃度 と被検試料とによる反応の大き

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 ら感作モルモット1匹 に標準濃度 と被検試料を

各3点 ずつ注射して検定する場合の検定表をつくると表

1の ようになる。したがつて12点 以上あれば検定可能

である。

Fig. 2. Convergence of the Difference of Reaction 

Sizes due to PPDs 0.2ƒÊg and 0.05ƒÊg and

 That of Their Mean Square

Fig. 3. Assay Diagram for Potency of PPDs

3.　 使用動物の分離能

次に本研究に用いた十分諸因子の規制された感作動物

における分離能を求めた。各動物で3点 ずつ総計135点

における2濃 度による反応の差が求め られたので,そ の

不偏分散を算出した。すなわちu2=0.5489と なつた。
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Table 1. Assay Table for Potency of PPDs

(ƒÃƒÐ=1.0, ƒ¿=0.10, ƒÀ=0.05)

(3 injections per one animal)

この 値 か ら分 離 限 界 が 求 め られ る。

D=±t√u2

い ま,n=135,α=0.05でt=1.98

ゆ え に

|D|=1.98× √0.5489=1.98×0.74086=1.4669

一 方
,濃 度 の対 数 と反 応 の大 き さ の関 係,す なわ ち 方

向 係 数(b)を 求 め る と,

b=12.014

従 つ て,こ れ ら動 物 の 力 価 分 離 能 は,

とな つ た 。す なわ ち この動 物 に お い て判 別 可能 な範 囲 の

濃 度 は,

0.2μgを 中 心 とす る場 合

0.301±0.01164=0.31264ま た は0.28936

す な わ ち>0.205μgま た は く0.195μgと な り,

また0.05μgを 中 心 とす る場 合 に は

0.699±0.01164=0.71064ま た は0.68736

す な わ ち<0.051μgま た は<0.049μgと な るわ け で

あ る。

この よ うに動 物 試 験 に よ る力 価 検 定 の 精 度 は 著 し く高

い こ とが 示 され た 。

II　 人 体 試 験

各 群 約120人 か ら成 る5群 の小 ・中学 生 徒 の未 使 用 部

位 で あ る上 膊 屈 側 の,一 側 に は0.05μgを,他 側 に は,

1群 に は0.150μg,II群 に は0.087μg,III群 に は0.050

μg,IV群 に は0.029μgお よびV群 に は0.017μgを そ

れ ぞ れ 皮 内注 射 して,両 濃 度 に よ る反 応 の 大 き さの 差 を

求 め た 。 各 群 ご とに0.05μgに よつ て 陽性 反 応 を 呈 し

た もの の 中 か ら,乱 数表 に よ りat randomに80名 ず

つ を抽 出 した 成 績 を表2に 示 した 。

こ の総 計400点 に お け る反 応差 か ら,不 偏 分 散 を 求 め

る と,

u2=2.1560と なつ た 。

こ の値 か ら,分 離 限 界 を 計 算 す る と,

|D|=1.960× √2.1560=1.960×1.468

Table 2. Difference of Reaction Sizes due to

 0.05ƒÊg PPDs as the Standard and 5 

Different Doses of PPDs in

 Human Subjects

=2.8773(た だ し,t(n=∞,α=0.05)

=1.960)

一 方
,濃 度 を 対 数 に と り方 向係 数 を 求 め る と

b=11.234と な つ た 。

した が つ て,人 体 試 験 に お け る分 離 能 は,

とな る 。

この値は,従 来われわれの研究室が,前 膊屈側で得ら

れたデータで経験 しているものより,際 立つて優れたも

のである。すなわちこの人体試験で判別可能な範囲の濃

度は,人 体の常用doseで あ る0.05μgを 中心 とする

とき

0.699±0.0167=0.7157ま たは0.6823

すなわち>0.052μgま たは<0.048μgと なる。

これを感作動物における分離能と比較してみると,モ

ルモットでは濃度の増減を2%ま で判別 しうるが,人 体
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では4%で あるとい うことにな り,理 論的には,動 物試

験のほうが,そ の精度がやや高いことが認め られた。

考 察

さきに1),著 者は旧ツの力価検定に関して,厳 密な規

制条件により選別した一定条件の感作動物を用いること

を可能とし,そ のような背景のもとに,逐 次抽出法を導

入 して推計学的にも合理的でかつ精度の高い新検定法を

確立して報告 した。この報告の中で強調 したように,感

作動物の条件,試 験を行なう者の技術など諸因子が一定

に規制されることにより,ツ ・力価の差は推計学的に処

理 しうるようになつた。したがつて理論的にはPPDsの

検定にも自働的にこの新検定法が適用され うるはずであ

る。 しかしわれわれの研究室での経験によると6),PPDs

はそ の反応様相において旧ツとやや異なると思われる点

があ り,ま た非特異反応の少ないことなども考慮すると,

PPDs独 自の検定図表の検討が必要である。

かかる観点か ら本研究では,従 来の経験と予備実験の

成績に基づいて決定 された0.05μgと0.2μgの2濃

度を用いて,PPDsに よる反応の大きさの差およびその

不偏分散が,推 計学的処理の可能な数値として示される

か否かを検討したが,得 られた成績か ら明 らかなように,

旧ツの場合 と同じく収轍することが認められた。とくに

不偏分散は小さく,ば らつきの少ない成績であつたが,

これはPPDsに よる反応が旧ツによるものよりも,鮮 明

でかつ非特異性が少ないために,判 定がより正確になし

えたためと考え られる。これ らの数値をもとにして得 ら

れた検定図表は,し たが つ て,十 分有用性を有してい

る。 とくに再試験域が旧ツのものより広 くなり,よ り理

想的な検定図表となつている。

この新検定法により,十 分精度が高くより合理的な力

価検定をなしうることが明 らかにされたが,ツ ベルクリ

ンの主要な使用 目的が人体での診断用にあることか ら,

動物における試験のみで検定をなす ことを,危 ぶむ論議

もあるかもしれない。そこで人体を用いてPPDsの 力価

を調べた成績を,動 物試験の成績と比較してみたのが,

成 績I-3お よびIIに 示 した実験である。人体試験には,

同一局所への頻回注射による反応の修飾に留意しなけれ

ばならないので7)～,9)従来一度もツ・注射を受けたことの

ない上膊屈側(未 注射部位)を 用いて,で きるだけ理想

的な条件を充たすようにした。実際この群で得 られた分

離能の値は,従 来の注射部位ではまだかつて経験 したこ

とのないほど,感 度の高いものであつた。それにもかか

わらず,そ の分離能は動物実験における分離能より,む

しろ梢劣るくらいであつた。これが もし現行の検定法の

ごとく毎年1回 注射を受けている前鱒部でなされたなら

ば,お そ らく人体試験の精度はさらに一そ う悪 くなつた

であろ うことは容易に推測しうる。前報でも強調したが,

動物のほ うが諸条件を規制することにより,容 易に諸要

因を一定にすることができ,し たがつてその試験の精度

も,人 体でとくに理想的 と考え られる条件のもとでなさ

れた試験の精度 よりも,優 るとも劣 らないことが示唆き

れた。

結 論

逐次抽出法による旧ツの力価新検定法に準じ,一 定条

件で感作 したモルモットか ら規制条件を充たすものを選

別 して,PPDs2濃 度による反応差とその不偏分散に検

討を加えた。それ らが推計学的に処理 しうることが確か

め られたので,標 準濃度との反応の大きさの差1mm以

内を合格範囲とし,生 産者および消費者危険率をそれぞ

れ10%と5%と して,前 述の数値に基づいて逐次抽出

法による検定図表を作製することができた。

次に人体の初回注射部位であ る上膊屈 側を用いて,

PPDs0.05μgと 数濃度とによる反応の大 きさの差を求

め,人 体試験における力価分離能を計算し,前 記モルモ

ットによる試験の力価分離能と比較 したところ,動 物試

験の方が,そ の精度において人体試験より,や や勝るこ

とが示された。将来PPDsが 全 国的に用いられるように

なつた場合,そ の力価検定には,こ のように感作された

動物による新検定法が十分役立つであろ う。

終わ りに,ご 指導ご校閲を して下さつた室橋部長なら

びに浅見室長に深謝の意を表します。
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