
147

KekkakuVo1.50,No｡6

原 著

個 人 用PPD製 品 の 力 価 に つ い て

徳 永 徹 ・片 岡 哲 朗

山 本 三 郎 ・室 橋 豊 穂

国立予防衛生研究所結核部

受け 昭和50年1月29日

POTENCY OF A NEW TYPE OF PPD PREPARATION FOR SINGLE DOSE

Tohru TOKUNAGA*, Tetsuro  KATAOKA, Saburo  YAMAMOTO

and Toyoho MUROHASHI

(Received for publication January 29, 1975)

 Social needs for a single dose preparation of purified protein derivative (PPD) have been in-

creasing year by year in the fields of surveillance for tuberculosis and of cancer immunotherapy. 

For the purpose of meeting these requests, the authors examined a new type of PPD preparation 

that was developed recently by the  Japan BCG Laboratory and named "PPD Disposable (one 

dose)". 

 Potency test was carried out in sensitized guinea pigs and human subjects according to the 

method described in the Minimum Requirement of Biological Products published by the Ministry 

of Health and Welfare, Japanese Government in 1973. As shown in Tables 1 and 2 in the text, 

difference in the potency between the test PPD and the standard PPD was statistically insignificant 

(p=0.01) in both animal and human subjects. 

 The potencies of 10 lots of the PPD preparations were examined in sensitized guinea pigs 

comparing with the standard PPD. As shown in Table 3, the difference among them was not 

significant from each other with  p=0.01. Quantitative analysis on the amount of lactose distributed 

into the each preparation and lyophilized and on the moisture content of the final products were 

performed. No significant difference among the values obtained was found. 
 At 30 and 60 minutes after dissolving the test PPD, potency test was carried out by using 

sensitized guinea pigs. The results obtained are shown in Table 4, indicating that the decline of 

the potency was not significant even 60 minutes after the dissolving. 

 When the procedures of sucking up the buffer solution to dissolve the test PPD were incorrectly 

or carelessly carried out, the skin reaction sizes reduced than those elicited by the standard PPD. 

 The aluminum foils sealed hermetically the single dose PPD preparations were intensionally 

broken and the PPD preparations that became  wet within 2 days by absorbing atomospheric 

moisture were picked up, and potency test of these preparations were carried out by using guinea 

pigs, and no significant decline of the potency was demonstrated. 

 The single dose PPD preparation can be used conveniently and effectively in the daily prac-

tice, provided that the directions for use are kept correctly.
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は じ め に

今 日わが国で市販されている診断用の精製ツベルクリ

ン(PPD)に は,一 般診断用(強 反応者用を含む)と 確認

診断用の別があるが,い ずれも約20人 あるいは約100人

の被験者を対象として作 られた製品である1)eこ れ らの

製品は,一 たん溶解すると比較的速やかに力価が減弱す

るとい う報告があるため2)～5),溶解 後なるべく速やかに

使い切 り,残 部を長期間保存した後に再び使用すること

のないように指示されているの、 したがつてこれらは,

集 団を対象とした検診には便利であるが,日 常の臨床に

おいて,1人 の被験者にツベルクリン反応を実施したい

と思つても残部を無駄にするなど不経済に感 じられる面

もあるため,よ り少人数用のPPDの 開発,実 用化が各

方面か ら要望されていた7>9>,

一方
,結 核予防審議会の答申に基づ く結核予防法の一

部改正案が,昭 和49年5月4日 に国会で成立 し,定 期

的なツベルクリン集団検診は,0～3歳 時,小 学1年 生

時および中学2年 生時の計3回 だけが義務づけられるこ

ととなつた｡し たがつて結核感染発見の主要な手だてと

して,定 期集団検診のほかに,き め細かな定期外健康診

断や,診 療時のツ反応検査などの比重が増大することと

なつた9)～11)｡このことは,結 核診断やBCG免 疫 の効果

持続 を知る目的で,個 ル、単位にPPDを 使用する機会が

将来増加する可能性を示唆してお り,個 人用PPD製 品

の有用性は一層増しつつあるものと考え られる｡

さ らに他方,悪 性腫瘍の免疫療法の可能性が近年斯界

の注 目を集めるようにな り,そ れに伴つて担癌体の免疫

応答能をチェックする手だてが追求され る よ うになつ

た12)13)e今 日,種 々の試験管内検査法とならんで種々の

抗原による皮内反応試験が用いられているが,そ の皮内

反応抗原として世界的にもつとも多用され てい るのは

PPDで ある12)14)～16)｡この面でもPPDの 個 入単位の使

用の傾向が年ごとに増大しつつある事実を見逃すことが

できない｡

このような個人用PPDに 対する社会的需要の高まり

を別にしても,生 物製剤の一般的形態として,1人1回

1容 器という形式が望 ましいことは論をまたない｡し か

しPPDの 場 合,1人1回 の使用星が,通 常0.05μ9と

い う超微量であつて,そ れを正確かつ無菌的に分注し,

凍結乾燥し,包 装 して製晶化すろことは,技 術的に極め

て困難なこと と考 えられだ).し かし近年,日 本BCG

研 究所のスタ ッフにより,注 射針中に微量のPPDを 分

注 し,そ れを凍結乾燥する技術が開発され,rPPDデ ィ

スポーザブル(1人 用)」 が試作されるに至つた17)｡

著者 らは,個 人用PPDの 実用化に対する上述の社会

的要望にかんがみ,こ の試作品に注目し,種 々の角度か

ら検討を行つたので,モ ルモ ットおよび人を用いて実施
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した力価試験の成績を中心に報告する｡

材 料 と 方 法

1)使 用PPD:日 本BCG製 造株式会社で試作された

「PPDデ ィスポー一ザブル(1人 用)」mを 用いた｡す なわ

ち内部に標準PPDO.175μ9に 相当する力価をもつPP

D溶 液 を分注し凍結乾燥してあるディスポーザブル注射

針を,ツ ベルクリン注射筒に接合し,所 定の方法に従つ

て,添 付溶剤を注射筒の目盛のO.2rnlま で正確にとり,

注意深 くPPD溶 液 を調製したc調 製後はなるべく速や

かに使用 した｡対 照として本研究所の標準PPDを 用 い

た｡

2)モ ル モットによる力価試験:厚 生省の生物学的製

剤基準の精製ツベルクリンカ価試験法に準 じて実施 し

た1)｡モ ルモ ットは,体 重350な い し400gのHartley

系雌(静 岡県実験動物農業協同組合,浜 松,静 岡)を 用

い,あ らかじめ結核菌青山B株 の加熱死菌体加流動パラ

フィンを注射した｡注 射6週 後に,標 準PPDのO.2μg

お よびO.05μgを 各側の肩部皮内に注射 し,24時 間後

の硬結が,前 者では径14～19mmを 示 し,か つ後者に

よる反応の径がそれより4mm以 上 小さい動物を選別し

て,感 作モルモ ットとした｡

この感作モルモ ットの背部一側に,上 述のように調製

した被検PPDのO.1mlを,一 針一点ずつ,各 匹4点

宛皮内注射したe背 部他側 には標準PPDのO.05μ9/

0.1mlを 同様に4点 注射したe注 射24時 間後のそれぞ

れの部位の硬結反応の大きさを測定した｡反 応値はそれ

ぞれの長径 と短径の平均値で表し,各 対応する部位の標

準PPDの 反 応値 との差をとり,そ の値の和を試料数で

除 した値をもつて標準PPDと の差を表 し,推 計学的処

理を行つた｡な お標準PPDの 用量反応曲線によると,

0・02μ9か ら0・4μ9の 間は直線性を示すので1),こ の方

法により,被 検PPDの 力価を測定することが可能であ

る｡

3)人 体における力価試験 生物学的製剤基準の精製

ツベルクリン力価確認試験の要領に準 じて実施した1)e

す なわち第1群 においては37名,第2群 においては85

名 のツベルクリン反応陽性者を選別し,各 被検者の一方

の前腕屈側皮内に標準PPDのO.1ml(0.5μ9を 含む)

を,ま た他側皮内に被検個人用PPDのO.1mlを 注射

した｡48時 間後の発赤の長短径の平均値をもつて反応値

とし,各 人についての被検PPDと 標準PPDの 反応値

の差の平均値をとつて,推 計学的処理を行つた、

その他必要事項は成績中に述べる.

成 績 と 考 案

1)モ ル モットによる力価試験

同一製造 ロット中よ り無作為に選んだ被検PPD試 料
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を,試 験1に おいては12本,ま た試験2に おいては20

本用い,定 法に従つて力価試験を行つた｡そ の成績を表

1に 示した｡

被検品と標準PPDと の反応値の差の平均値は,試 験

1に おいては0.042±O.917mm,試 験2に お いては

0.225±O.752mmで あつたeこ れらの数値についてt

検定を行つた結果,両 試験とも危険率1%で 有意差を認

めず,し たがつて被検品は標準品と等力価 とみなすこと

ができる｡

2)人 体による力価試験

ツベルクリン陽性学童の前腕屈側を用い,一 側に標準

PPDのO.OSpt9を 他側に被検PPDのO.1mlを 皮内

注射し,48時 間後の発赤反応値を比較 したe試 験1に お

V・ては,37名,試 験2に おいては85名 の被検者を用い,

各人について標準PPDに よる反応値と被検PPDに よ

る反応値の差を求め,そ の平均値を計算 して表2に 示し

た｡

試験1お よび試験2に おいて,そ の値はそれぞれ 一

〇.608±1.458mmお よび 十〇.335±1.428mmで あっ

た｡∫ 検定により標準品と被検品 との力価の問には,危

険率5%で は有意差なしとはいえないが,危 険率1%で

は有意差を認めなかつた.こ のことは,対 象集団の感作

の程度にばらつきがあるためで,対 象数を増せばより精

度が上がると考え られる｡

Table1.PotencyTestoftheSingleDo$ePPD

inSensitizedGuineaPigs

Test

No.

No.oftest
samples

Reaction
size(mm)

Difference
between

}empl・yedis*IT**(含 譜S駕

1

t--test

2

12

20

0.042±INS***15
,6315.67…0

.917(メ 》=0.01)

15・98
、16・2・O・2281s2(NSp=0.01)

準S:Sね 捻dardPPD(0
｡05μg)

**T:Te$tPPD

*ホ毒NS:Notsignificant

Table2.P｡tencyTest◎ftheSingleDosePPD

inTuberculin-PositiveHumanSubjects

Test

group

1

2

1十2

壁 讐?鞭鑑陣
37

85

122

:15.25

15.07

i15.12

き

i-0｡6081NS***14
・64i±1

｡458旨(P-0.01)

i十 〇.335NS

}::拮曜:罵1;
*S:StandardPPD(0 .05μg)

**T:TestPPD

***NS:Notsignificant
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両試験の被検者122名 の全体の反応値について同様の

計算を行つた場合には,危 険率1%お よび5%で 共に有

意差を認めなかつた.

図 にこれ ら122名 の1人1人 について,標 準PPDに

よる反応値 と被検品による反応値の相関を示 した.両 者

の間には全体 として高い相関が認められた.以 上の実験

成績から,被 検PPDの 力価は標準PPDの 力価に等 し

いものと考えられる,

3)製 造 ロットによる力価のばらつきについて

製造 ロットによる力価のばらつきの有 無 を調 べ るた

め,表1に 示したuッ トとは異なる計10ロ ットの製品

について,そ の力価をモルモ ットを用いて試験した｡試

験方法は前述の通 りであ り,被 検品 は各ロットより20

本宛 無作為的に選んだ｡そ の成績を表3に 示したe

これ らの数値につき,そ れぞれ ∫検定を行つた結果,

標準品と被検品との力価の間には,す べてのロットにつ

いて,19iの 危険率で有意差を認めなかつた｡

また各ロット間の力価の分散の一様性をテス トするた

め,そ れぞれの不偏分散@2)に ついてCochranの 方法

により検定を行つた｡そ の結果,各 ロット製品の力価の

問には分散の一様性が認められた、

なお表3に 示した10ロ ットの製品については,本 研

究所化学部において,生 物学的製剤基準に基づく糖含量

試験および含湿度試験が行われた｡そ の結果の平均値お

よび標準偏差は,糖 含量は0.494±O.030mg,含 湿度は

4.0±0.7%で あつた｡こ れ らの事実は,注 射針中にPPD

を分注するに当たつてのロット間の誤差,お よび凍結乾

燥条件に関するロット問の誤差が,所 定の範囲内に確実

Fig.CorrelationbetweentheReactionSizeElicited

withtheStandardPPDandtheTestPPDin

Tuberculin-positive122Children
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に抑えられていることを示 しており,上 記の力価試験の

成績 とよく一致するものと考えられる.

なお,こ れ らの10ロ ットの製品について,生 物学的

製剤基準に基づ く無菌試験1)が 本研究所一般検定部にお

いて実施され,全 く菌の混入を認めず合格 と判定 され

た｡

Table3.PotencyTestof10DifferentPreparations

ofSingleDosePPDinSensitizedGuinea

Pigs

iN｡.◎f…Diffe,ence

LotN◎.…sampleslbetween

iusedSandT*(mm±S・D・)

Mean
Square
(u2)

SSP231

〃

〃

〃

〃

生ノ

〃

〃

〃

〃

24i
25i
26i
271

28i

ll

il…

20

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

一 〇.05±0.52

-0 .15+0.75

十〇.30±0.73

→一〇.03±0.70

十〇.08±0.75

-0 .13±0.82

十〇.20±0.62

十〇.20±0.66

十〇.18±0.76

十 〇.15±0.73

0.287

0.582

0｡563

0.513

0.586

0｡707

0.405

0.458

0.613

0.555

*S:StaRdardPPD(0 .◎5μg)

T:TestPPD

Table4.PotencyTestatVariousTimeIntervals

afterDissolvingtheSingleDosePPDiR

SensitizedGuineaPigs

Timeafter
dissolving
(miR)

No.of
samples
tested

AU

(
V

O

つ
9

ハ
0

A∠

2

2

1

1

薯
⊥

Difference

between

SaRdT*

(mm±S.D.)

十 〇.208±0.782

十 〇.042±0.532

-O .083+・0.557

t-test

NS**(p=O.01)

NS(pニO.01)

NS(メ 》=0.01)

*S:StandardPPD(0 .05μg)

T:TestPPD

**NS:Notsignificant

4)溶 解調製後の力価低下の可能性について

本製品は個人用であるので,PPDの 溶 解調 製 は一般

に使用直前に行われるものと考えられ る.し かし場合に

よつては,溶 解後若干の時間をおいて使用することもあ

りうると想像されるので,溶 解調製後1時 間室温に放置

して,力 価低下の有無を調べた｡す なわち被検品36本 を

用意し,そ れを12本 宛3群 に分け,ま ず第1群 を溶解し

たのち注射筒内に入れたままの状態で室温(約23｡C)に

無菌的に放置した｡次 いでその30分 後に第2群 を溶解

し同様に放置し,さ らにその30分 後に第3群 を溶解し

た｡第3群 の溶解操作 と平行して標準PPDのo・5μ9/

ml液 を調製した｡こ れ ら36本 の溶解被検品を感作モル

モ ットの背部一側にO.1mlず つ3点 宛皮内注射し,そ

の各対側にO・1mlの 上記標準PPDを 皮内注射 した｡

48時 間後の被検PPDに よる硬結反応値と,そ れぞれに

対応する標準PPDの 反応値 との差の平均値を,表4に

示した.表 中の放置時間に関 しては,試 料の溶解や注射

などの操作に若干の時間を要 したので必ずしも正確では

ないが,し かしいずれも3分 以上の狂いがないように実

施した｡

これ らの数値に関 してt検 定 を行つたが,危 険率1%

で相互の間に有意差がなかつた.す なわち,一 たん溶解

後60分 以内に使用 した場合,モ ルモ ソトの皮内反応に

よりテス トした限 りでは,力 価の低下が認められないこ

とが知られた｡

た だし著者 らの人体での経験によると,小 学生1学 級

分の個人用PPDを あ らかじめまとめて溶解調製 し,一

側にこのようにして調製 したPPDを,他 側にその都度

溶解調製 したPPDを 皮 内注射した場合,前 者による反

応は後者による反応に比べ,5%の 危 険率で有意に小さ

いことが認められたeこ の成績は,1学 級分のPPDを

ま とめて溶解調製 してから注射するまでの時間が被検者

1人1人 について一定でないので,力 価低下 と溶解後の

放置時闘 との関連についてモルモ ットで示されたような

明確な結論を得ることはできなかつたが,し かしこの製

Table5.DeclineofthePotencyoftheSingleD◎sePPDPreparationsDissolved

withAnincerrectProcedure

Dissolving

procedure

Correct

Inc◎rrect***

No.of
samples
used

12

12

Meanreactionsize(mm)

S* T*

15.63

15.20

15.67

14｡00

Difference

between

SandT(mm±S.D.)

十 〇.042±O.917

一1.208+1.076

t-test

NS**(p:O、01)

Sig**(メ 》=O.01)

雰S:StandardPPD(0.05μg)

T:TestPPD

勅NS:Notsign爺cant

Sig:Significant

**ホThesingledosePPDpreparationswαedissolvedi舗tentio難 議11ywithani織correcttechniqueagain就

theτ 穏1e.Seethedetailsinthetext.
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品の場合も,他 の市販凍結乾燥PPDの 場合と同様に,

溶解後はなるべ く早 く使用することが望ましく,上 述の

ように多数を溶解調製後プールして集団検診に使用した

り,あ るいは注射後にその残部を保存し,さ らに他の被

検者に注射を試みるようなことがあつてはならないこと

を示唆するものといえよう.

5)溶 解手順を粗雑に行つた場合の力価について

被検PPDの 溶解手順には多少の煩雑さを伴 うので,

実際問題 として溶解手順を定法通 りに行わず粗雑に行 う

場合もありうると考えられる、そのうち最も可能性が高

いのは,溶 解液を注射筒のO.2ml目 盛 まで正確に吸い

上げる以前に筒内に入つた空気をそのまま押 し出す操作

を行い,そ のため注射針内に残留 しているPPD液 を一

緒に押し出してしまうケースであろう.こ のような操作

が力価に与える影響を調べるため,12本 の被 検品 につ

き,一 たん注射筒のO.1mlの 目盛まで溶解液を吸い込

んだ時点で,(注 射針内の溶液を全部注射筒内に移すこ

となしに)筒 内に入つた気泡をそのまま上に向けて勢い

よく押し出し,さ らに溶解液を吸い込んでO.2mlの 目

盛に合わせるという方法でPPD液 を調製 し,そ の力価

をテス トした｡感 作モルモ ットの背部一側にこのように

して調製したPPDを1匹3本 宛4匹 に注射し,そ のそ

れぞれの対側に標準PPDのO.05Ptgを 注射 した｡ま た

対照として,所 定の方法に従つて注意深く調製 した被検

PPDの12本 を同様に4匹 の感作モルモ ットの一一側に皮

内注射し,対 側に標準PPDを 注射した.表5に48時 間

後の硬結反応の平均値と,被 検PPDと それぞれの対側

に注射した標準PPDと の反応値とその差を示 した｡t

検定の結果,所 定の手順に従つて注意深く調製 した被検

品の反応値は,標 準PPDと の間に,危 険率1%て 有意

差がなかつたが、上述のように所定の溶解法によらずに

調製 したPPDで は,有 意の力価低下が認められたeこ

の事実は,溶 解調製に当たつての手順を定められた通 り

に注意深 く行わなければならないことを示 す ものであ

る昏

6)外 包の損傷によ1)吸 湿したPPDの 力価について

被検品は密封容器 としてアル ミ箔を用いてお り,そ の

密封度に関しては種々の角度か らの検討成績が報告され

ているが17),何 らかの事故によりこのアル ミ箔 が損傷

し,内 部のプラスチック容器内に収納された注射針内の

PPDが 吸湿 し,そ のため力価が低下する可 能性も考え

られる.そ こで外包アル ミ箔を故意に損傷し,室 内に放

置 したところ,室 内の湿度により差があるが,数 日以内

に吸湿によつて注射針内に観察されるPPD粉 末(実 際

には溶媒中の乳糖粉末)が,吸 湿のため肉眼的に全 く認

め難 くなつたもの,あ るいはその形状に著しい変化が生

じたものが,か なり多数認められた｡そ こで室内放置2

日間後に,吸 湿のため肉眼的に粉末を認めえないものを
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Table6.P0tencyTestoftheSingleD◎sePPDBecame

WetwithAtOmosph釘icMOi$t雛rebec畿 雛鐙

◎fGivingDamag倉o蹴OHermeticalS銘Iof

theAlumin羅mFoil

PPD
No衡ofsample$ユN4=eanreactionsize

employed/mm±S.D)

CQmplete*

Wet1**

Wet2***

Standard

6◎

6

6

8

1

1
人

16.31+O.97

16.27+0.71

16.08± ユ.05

16.25+・0.97

ホTheslng1¢dos¢PPDpre§ervedi轟 之hecomp1¢ 窺eform .

**ThesingledQsePPD之h登s¢alsofwhlぐhw登redama暮 ¢d

andhadleftatτoomtemperaturefor2days;宅heform

ofthe!yoph議zedpowderwithinthe聡 ¢dlshadbeen

changedbymoisturlng.

**寒ThesamePPDdescr1bedabove;箕01yophili窓edpewder

withi嶽theneedleshadbe鋤Qbserv歌b1ebecaK§ 登of

wetting｡

16本,ま た肉眼的に形状に著 しい変化が認ゐられたもの

を16本 選び,前 者を2群,後 者をユ群 とした.ほ かに標

準PPDお よび外包が完全で内容に肉眼的な変化がない

個人用PPD製 品の溶解調製直後のもの8本 を用意 し,

対照 とした｡こ れ らの試料 をラテン方格に従い,感 作モ

ルモ ットに注射し,24時 間後の反応を計測 しk,、 その成

績を表6に 示 したe

各群の数値には,分 散の一様性があi),平 均 値に関し

てF検 定を行つた結果,各 群問に有意差がなかつた｡す

なわち,上 述の条件で故意に吸湿せしめたPPD製 品に

おいても,力 価が一定に保たれていることが知られた.

ただし,こ の実験条件においては、吸湿は外包損傷2日

以内に起こつたものであ り,吸 湿後さらに長期間経過し

た場合のPPDの 力価に関 しては.こ の成績からは不明

である｡後 者の場合には変性による力価低下や,あ るい

は汚染の可能性 も考えられる.し たがつて上述の成績に

もかかわ らず,ア ル ミ箔損傷製品ないし,上 記 ユ,2群

のような肉眼的変化を認めた製品は使用しない方がよい

と考えられる｡

なおアル ミ箔包装による保存性に関 しては,経 験が必

ず しも多くないので,さ らにそのアルミ箔を収納する外

包の容器の工夫や,製 造後製品使用まで つ過程を含む長

期保存の検討が必要と考えられる、 また実用化に当たつ

ては,暫 定的に有効期限を比較的短期間に区切るなどの

配慮をするべきであろう、

結 論

個人用PPD製 品の実用化に対する社会的要望にかん

がみ,「PPDデ ィスポーザブル(1人 用)」(日 本BCG

研究所試作)に ついて,力 価を中心とす る検討 を行 つ

た｡

モルモ ットおよび人体を用いて力価検定 を行つ た結
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果,標 準PPDと の問に力価の有意差を認めなかつた,

時期を異にして製造された10ロ ットの製品につき,

力価を主 とする検定を行つたが,ロ ット問に有意差を認

めなかつた.

PPDを 溶 解調製後,皮 内注射までに60分 間を経過し

た場合でも,力 価の有意の低下が認められないことが,

モルモ ットによる実験で示 された｡し かし人体による経

験では,PPDの 溶 解調製は使用直前に行 うのが望まし

い｡

PPDの 溶解調製の手順を故意に粗雑に行つた実験 で

は,反 応値の明 らかな低下が見 られ,溶 解手順は使用書

に従つて定法通 り注意深 く行 う必要性が示された｡

故意に外包を損傷せ しめ,吸 湿状態に した製 品 につ

き,モ ルモ ットによる力価試験を行つたところ,吸 湿後

の時間経過が短い場合には,力 価の低下 を認 めなか つ

た｡し かし実際にはこのような状態の製品を使用するこ

とは好ましくないと考えられる｡
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