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   PPD solution in world wide use by WHO, RT 23, is added with Tween 80 to protect the 

drop of its potency. The present study was carried out to know the effect of Tween 80 addi-

tion on the tuberculin reaction. 

   Samples tested were PPDs solution in phosphate buffer and phosphate buffer with or without 

addition of Tween 80 in a concentration of  0.  005%, respectively. The permeability of blood 

vessels was checked employing Voisin's method. Namely, Evans blue solution was injected 

intravenously at the destined time intervals from 0 to 48 hours after intradermal injection of 

the samples, and the size of spot appeared at the site of intradermal injection was measured. 

   Results  : 1) Difference was observed in the effect of Tween 80 according to the difference 

of lot or the manufacturing date, and the older the Tween 80, the more marked was the mo-

dification of the tuberculin reaction. 

   2) The relative potency of PPDs added with Tween 80 was 3 to 4 times stronger than 

that without addition of Tween 80, and the reaction caused by the former was remarkably 

larger than that of the latter. Above mentioned modifying effect was more pronounced in the 

case where tuberculin reaction was weak. 

   3) Tween 80 resulted in the obvious increase in the permeability of blood vessels from 

the start to 30 minutes after the intradermal injection. 

   From these results the addition of Tween 80 to PPDs seemed to be unfavorable to expect 

accurate diagnosis of tuberculosis infection by tuberculin.

緒 言

精製 ヅペル クリン(PPD)は,希 釈溶液にす れぽ 力価

の低下が比較 的 速やかであ る霊)%そ の 原 因はWaaler

ら3)によれぽ活性因子が容器の硝子面に吸着され るため

で,分 注量が少ないほ ど力価の低下 も顕著で あ る と い

う。彼 らは この現象 をVolumeeffectと 名づけ,こ の現

象を阻止す る方法 に つ い て種 々検 討を加 えた結果4>,

Tween80を 添加す る ことによつて力価の低下を予防す

ることができた と報 じてい る。著者 ら研8)も その追試を

行 ない,Tween80の ほ か にTrit◎nお よび ゼ ラチ ンに

もそ の作 用 の あ る こ とを認 めた9最 近,Marksは 織1

で ラベ ル したPPDを 用 い て,硝 子 容 器 へ の 吸 着 現 象 を

調 べ た と ころ,O.2mg/mlの 濃 度 で は77%が 吸 着 され

るが,こ れ にTween80を 添 加す る と3%に 止 まつ た

と述 ぺ て い る○

これ らの 研 究 に 基づ いて,WHOで は1958年 以降,

世 界 各 国 に 配 布 す るPPDの 希 釈 液 にTween80を

0。005%の 割 合 で添 加 す る よ うに した が ,こ のTween

80を 添 加 した5TU(0.1μ9/0。1mりPPD溶 液 を使 用

* From Department of Tuberculosis, National Institute of Health, Tokyo, Japan.
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した 国々か ら,従 来 のものに比 し反応が著 し く増 強 さ

れ,広 く使 用す る ことがで きない との非難 を浴 びた。そ

こで,種 々の検討が加 え られle>,Tween80添 加PPD

lTUが 無添加 のPPDの3TUに ほぼ相当す ることを

明 らか に し,現 在 ではTween80加PPDlTU(ご く

最近 の情報 によれぽ2TU)が 検診用 と して,世 界各国

に配布 され ている。

以上 のごと くPPD溶 液にTweeR80を 添 加す る こ

とは力価の低下を阻止す るのに役立つが,そ の反面,反

応 自体 に強 く影響す ることは,広 く検診に用い る場合慎

重に考慮 され ね ば な らない点であ るゆそ こで,Tween

80添 加が ツ反応にいかな る影響を及ぼす か に ついて実

験 を行なつたのでそれを報告す る◎

実 験 方 法

L使 用 動 物

ツベ ル ク リ ンの 基 準ll)に 示 され た 方 法 に よつ て 感 作 し

た モ ル モ ッ トと非 感 作 健 康 モ ル モ ッ トとを 用 い た 。

2.注 射 試 料 お よび 注 射 量

PPDsは 予 研 製NG.15で あ る。 そ の 希 釈 に はWHO方

式 に な らつ て0・01%キ ノ ゾー ル 加燐 酸塩 緩衝 液 を用 い,

これ にTween80をO・005%の 割 に 加 え た も の(Tw-

PPDsと 略 称),加 え な い もの(た ん にPPDsと 略 称)

とを 調 製 したeこ の ほ かTween80を 加 え た 対 照 液

(Tw一 対 照 液 と略 称)と 加 え な い も の(た ん に 対 照 液 と

略 称)と を 用 い た 。

注射 量 は 次 の 量 をO.1ml中 に含 む よ うに 希 釈 した 。

予 備実 験 で は0.2μ9,実 験1で は0.1μ9お よび0。005

～0.08μg,実 験2で は0・5μgで あ る◎ 分 注 瓶 には 液 を

充 満す れ ぽ12mlと な る 容量 の も のを 用 い,こ れ に 試 料

を 充 満 した もの をfu11,1.2ml分 注 した もの を1/10と

Table1.

した。いずれ も10℃ 前後 に1夜 おいたのち皮 内注射 し

た。なお,実 験2で はTw一 対照液 と対照液 も用いた。

3・ 注射お よび判定方法

予備実験お よび実験1で は感作動物6匹 ずつ を用 い,

そ の背 部に6試 料を ラテン交絡法 によつ て皮 内注射 し,

24お よび48時 間後におけ る硬結の大 きさを測定 した。

ただ し実験1の 一部では4～72時 間 におけ る発赤 と硬結

とを調べた◎

4.血 管透 過性の検査

Voisi◎ni2>の方法 を一一部変更 して用いた。 実験 動物 に

Tw-PPDs,PPDs,Tw一 対照液 および対照液 の4試 料を

皮 内注射後,直 後か ら任意の各時間 ごとに体重1009当

りO.25mlず つの0.5%Evansblue(E.B.)液 を蹄静

脈 か ら注 入 し,そ の後,2,10,30お よび60分 ご とに

皮内注射 部位 に現われ た青色 のスポ ッ トの大 きさを測定

した◎皮 内注射後E.B.液 注入 ま で の 時間は0～48時

間 であ るeこ の間14回 測定 し うるよ うに,3匹 ずつの

5群 を用い,1群 で3点 が同時に測定 され るよ う,E.B.

静注前に試料を皮内注射 した◎

Effect◎fTween800ntheIntradermal

TuberculinReacti◎n

実 験 成 績

Additi◎nAmou威

◎£d量spe獄sedi箆l

Tween80ac◎ 鉱tai雛er1◎{N◎.

Twee獄80*

1(A)fulll
{1!10ill

£xp葦rat三 ◎爲

date

十

1(B)fu11
110

1/10

1/10

1/10

ミ1517

,Jan.'59ミ

1412,Jan.'59

15i17,Jan.'59

1610,N◎v.'61

1712,Jan.'63

予 備 実 験:Tween80のPtッ ト差 に つ い て

研 究 室 保 存 のTween80の410tに つ い てVolume

effectを 調 べ た成 績 は表1の ご と くで あ るゆPPDsは 従

来 の 成 績 と等 し く1/10量 の もの はfullに 比 して,著 し

く力 価 の低 下 が み られ た。 こ れ に 対 し,Tw・-PPDsは

fullの 場 合,PPDsよ り著 し く反 応 が 増 大 した ◎ また,

410tのTween80に つ い て 比 較 す る と,Tw-PPDs1/10

量 に よ る反 応 はPPDsのfullと 比 較 し て,Rati◎ で

1・02～L18の 幅 を示 し,Tween80の 製 造 年 月 の 古 い

もの ほ ど値 の大 き い傾 向が み られ た 。410tのTween80

の うち有 効 期 間 内 の もの はNo.17の

み で,他 は す べ て有 効 期 間 を 数 年 経 過

して い たeし か もNo.14と15と は

Tubelrcu】Eiftreactio】 【1

Erythe一

の は ミユにど

/(mm)

Rat三 ◎紳

a

12、51.00

8.60.69

14.21.13

14.81.18

13。31,07

13,51.08

12.71.02

や

0.88

0.60

1。00

1.02

0.94

0.95

0.90

Erythe瓢asizeby"full"sa通plea.ddedwithTween8◎
,(B)

Thisexperime塾twascarriedo繕toRthe17,A"g.1962.

曝AtlasPowderC◎ .Ltd

纏Ra之 韮。a,__茎 「yt壌 瑛a亘 裟 ♪ 胆ac玩 ・amp些
Erythemasizeby"fuU"sa瀟plewithoutTween8◎ ,(A)

Rati。b,E「ythema・ 伽byeach・amp!e

製造 月日がほぼ等 しいに も か か わ ら

ず,反 応 上かな りの差異がみ られた。

す なわちTween80の 製造後 の 日時

お よび10t差 な どは反応 にか な り著 し

い影響 を及ぼす ことが分 か る。 そ こ

で,以 下の実験ではNo.17を 用いた。

実験1:Tween80添 加の反応に及

ぼす 影響

a)反 応 の経時的 変化の比較

成績 は図1の ご と くで あ る◎Tw-

PPDSはPPDsに 比 し発赤,硬 結 とも

大 ぎ く現われてい るが,反 応の 出現時

間お よび消退時間には著 しい差 異が認

め られ なかつ た◎
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b)注 射 量 に よ る反 応 の 比較

反 応 の弱 い と ころ を 比 較す る ため 注 射 に 少 量 を 用 い た

場 合の 成績 は 図2の ご と くで あ る。24時 間値 に つ い て

み るに,Tw-PPDSはPPDsに 比 し反 応 が か な り大 き く

現わ れ た。 硬 結 の 大 き さは 注 射量 の差 に対 しほ ぼ 直 線 的

で,Tw-PPDsとPPDsと もほ ぼ 平 行 して いた 。 発 赤 の

大 き さはPPDsで は硬 結 と ほ ぼ 平 行 して い るが,Tw-

PPDsで はO・02お よび0.08μ9で は 硬 結 とほ ぼ 等 しい

が,O.OO5Ptgで は 発赤 が硬 結 よ りも 約1・5mmも 大 き

か つた 。48時 間 値 で は,一 般 に,発 赤 の 大 き さが 硬 結

の大 き さよ りも大 き くな つ た 。す なわ ち,Tw-PPDSは

反応 の 弱 い場 合 に お い て 発 赤 の大 き さ を増 大 させ る こ と

が分 か る◎

Fig.2.
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c)Tw-PPDsとPPDsと の 力価 の比 較

図2の ご と く,Tw-PPDsに よ る 反 応 はPPDsよ

りも数 倍 増 大 して い る。 そ こ でTw-PPDsの 相 対 力

価 を 計算 した と ころ,3,969倍 とな つ た#ま た 別 に

PPD$とTw--PPDsのe.025,0.05お よ び0.1μ9

に よる反 応 の差 を 比 較 し,Tw・-PPDsの 相 対 力 価 を 計

算 した と こ ろ,3,352倍 で あ つ た 。した が つ てTween

80添 加 に よつ て反 応 が 約3～4倍 増 大 す る とみ て よか

ろ う◎

実験2:血 管透 過 性 に つ いて

a)未 感 作 動 物

4試 料 を皮 内注 射 した 直 後 と1時 間 後 にお け るE.

B.に よる ス ポ ッ トの 大 き さぱ 図3の ご と くで あ る。

直 後:Tw--PPDsお よびTw一 対 照 液 とも2分 後 に7

mmの ス ポ ッ トが 現 われ,時 間 の 経 過 と とも に 漸次 増

大 し,60分 後 に お い てTw--PPDsで は16.5rnm,Tw一

対 照 液 で は12.2mmと なつ た ◎ そ の 後,こ の ス ポ ヅ ト

は 時 間 の 経 過 に 伴 つ て境 界 が 不 明瞭 とな つ た の これ に対

して,PPDsお よび 対 照 液 で は60分 後 に お い て も約4

mmの スポ ッ トしか認 め られ な か つ た 。1時 間 後:4試

料 ともE・B・ 静 注60分 後 に お い て も2～3mmの ス ポ

ッ トしか 認 め られ ず,そ の 後,48時 間 ま で の 各 時 間 に

お け るE.B。 の ス ポ ヅ トの 大 き さは,終 始3～4mmを

示 した。 した が っ てTween80添 加 の 場 合,き わ め て

早 期 にE。B.ス ポ ッ トが 極 値 を示 し,血 管 の透 過 性 を 高

め る ことが 分 か る。

b)感 作 動 物

a)と 同一 方 法 で 実 験 した,そ の うち 皮 内注 射 直 後,

ReactionSizeafter24aRd48H◎ursofJntradermalInjection

ofPPDsandTw・-PPDsinVariousConcentrations

●一 一噂PPD・i
夏:dgra{i"n

-Tw-pP尉

Oe⑪ ◎5◎.e2e(茎 ε

1?"sewfPPD懸 μ9
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≧15

差

二

雪1e

一
〇

← 一 一一■PPDs

O-一 騨簡《)Tw-PPDs
Erv之h{聖 搬縫

/

ノ/

0.⑪ ⑪5⑪.⑪ 二～O.◎8

DeseのfPPDsμ9

1,7お よび24時 間後におけ る

E.B.静 注 に よる ス ポ ッ トの大

きさは図4の ごとくである"直

後のE.B.静 注では未感作動物

の場合 と等 しく,Tw-PPDsと

Tw一 対照液を注 射 した 局 所 に

のみE.B.の スポ ッ トが現われ

た○ しか し1時 間後のEB.静

注では4試 料 とも皮内注射部位

にスポ ットは現われなかつた◎

7時 間後のE.B.静 注ではPPDs

およびTw-PPDsを 注 射 した

局所 にのみE.B.の スポ ッ トが

現われ,24時 間後のEB.静 注

で も同様にPPDsお よびTw-

PPDsの 注射局所 にのみスホ ツ

トが認め られた。すなわち,4

試料を皮内注射 したのち任意の

各時間にE・B・ の静注を行なつ

た場合,皮 内注射局所 にスポ ッ
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トの現われた ものを時間 ご

とに追つてみ ると次 のよ う

であ る。

皮内注射直後 ではPPDs

の有無に関係 な くTween

80を 含む試料(Tw-PPDs,

Tw-一対照液)の み にEB.

に よるスポ ットが 現 わ れ

た。ついで皮 内注射後1/2,

1,3時 間では4試 料 とも

E.B.に よるス ポ ッ トが認

め られ なかつた○ ところが

皮 内注射 後5時 間か ら36

時間 ま で はTween80の

有無に関係な くPPDsを 含

む試料(PPDs,Tw-PPDs)

のみにEB.に よるスホ ッ

トが認め られた○ しか し皮

内注射48時 間後において

は4試 料 ともE.B.に よる

スポ ッ トは現わ れ な か つ

た◇

反応 の色調をみるに,皮

内注射 後18時 間か ら36時

間 までは,ス ホ ッ トは紫赤

色を帯び てい た。 こ れ は

E・B.の 青 色に 局 所 の出血

に よる色調が混合 した もの

と思われ る◎ この場合,ツ

反応その ものは48時 間に

最大値を示 した。

以上の所見 か ら み て,

Tween80は 血管の透過性

を上昇せ しめ る作用を有す

るが,そ の影響はPPDsの

皮内注射直後か ら30分 く

らい まで しか続 かない とみ

て よいであろ う◎

総括および考察
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Tween80は 製造後 日数

を経 ると脂肪酸 を遊離 し,

細 胞に対 して毒 性を示す こ

とが あるので,5℃ 以 下に

保存 し,有 効期限 内に使用

す ることになつてい るゆ森

川13)はこの点を調べ古 くな

つた製品では溶血作用が強
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いことをみた心本実験において も,製 造 後の 日数が 多 く

経過 しているものほ ど反応が修飾され て,大 き く現われ

る傾向が示 され た。 したがつてPPDにTween80を

加えた場合にもその有効期限内に ツ液を使用 し うるよ う

に しなければ な らない。 この よ うに不安定 なものを診断

用製剤に添加す ること自体が好 ましくない こ とで あ ろ

う。 しか もTween80を 添加 したPPDが 添加 しない

PPDに 比べて,反 応 を増大せ しめ ることをWHOlo>に

おいて も最近認め,一 般 の 検診 用にはTw-PPDlTU

(最近ぱ2TU)を 用い ることに し,こ の1TUがPPD

の3TUと 等力価である と主張 してい る。 本実験 で検

討した成績 も,Tw-PPDsの 力 価 はPPDsの3～4倍

に表現 された。 とくに このことが濃度の低い場 合に発赤

の著 しい増大 として表現 され ることは,実 際的 に重要な

ことで,反 応の弱い場合 に反応の判定を誤 らせるこ とに

なろ う◎

そこでTween80添 加に よる ツ反応 の増強がおそ ら

くは血管の透過性を上昇 させ るためではなか ろ うか と考

えて,上 述の実験を行なつた ところ,Tween80は 皮 内

注射直後か ら約30分 くらい までにおいて血管 の透過性

を高めたが,そ の後 には観察 し うるような影響はみ られ

なかつた。 しか し組織細胞それ 自体 になん らかの影響を

与えない とはいい きれない。横手粉はペ ニシリンの殺菌

作用を電子顕微鏡 を用いて観察 し,界 面 活性剤 の存在は

ペニシ リンが菌 への吸着を早め るとともに,菌 体の表面

構造を変えて菌の酵素作用を阻 止す るため,少 量の薬剤

によつて殺菌作用が現われ るのであろ うといつてい る○

津久間覇 も結核菌について同様 の成績 を得てい る◎ この

ように界面活性剤は菌 または細胞 に対 しかな りの影響 を

与えるようであ る。

以上の ことか ら,PPDsにTween80を 添 加すれば

Volumeeffectを 阻止 して力価 の低下 を防 ぐことはでき

るが,そ の反面,皮 内に注射 され ると抗原の細胞への吸

着を促進 し,細 胞内への透過性 を高め,か つ抗原分子の

拡散を も起 こさしめ る等の機作 によつて,抗 原 と抗体 の

反応性を高め,こ れが反応の増 強 として示 され るのでは

ないだろ うか。要するに,現 実的 にはTweenは あ ま り

安定でな く,し かも,ツ ・アの弱い場合に反応 を修飾す

るので,PPDに 添加す ることは好ま しい とはい えない。

Tween80添 加PPD液 はVelttmeeffectを 考 慮 しな

いでよい とい う点では実用的であるが,ツ 反応 自体を正

しく惹起す ることのほ うが よ り本質的な重要条件である

ことを忘 るぺきではあ るまい○

11

結 言

ツベル ク リン反応 に及ぼすTween80の 影 響をみる

ため,動 物 を用 いて2,3の 実験を行 なつた。

1.Tween80は 有効期間を過 ぎて古 くなると,反 応

に著 しい影響を与える。 また製品の ロッ ト差 も考慮 しな

ければな らない難

2.Tween80を 添 加したPPDsは,こ れ を 添加 し

ないPPDsに 比へ,ツ ベル クリン反応を約3～4倍 増大

せ しめ るcと くに低濃 度PPDsの 場 合,Tween80添

加の ものは非添加 のものに比べて発赤の大 きさを著 しく

増大せ しめた。

3.Evansblueを 用いてTween80の 血 管 透過性

に及ぼす影響 を調べた ところ,Tween80添 加 の も の

は,抗 原の皮内注射直後か ら約30分 の ところまでは,

明 らかに血管透過性 の上昇を来たす ことが認 め られた◎

これ らの成績か ら,PPDにTween80を 添加す るこ

とは正確な診断 を期す るためには好 ま しくない と考 えら

れるゆ

稿 を終わ るに当た り,ご 指導 とこ校閲を して くだ さつ

た室橋 部長 に感謝 します心
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