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The potency of PPD is very stable when kept as a lyophilized preparation or as a 

solution of high concentrations, but, as is well known, when diluted to the practical concen

trations such as used in skin-testing for human, its potency diminishes rather rapidly. It 

has been considered that such decrease in potency is not due to denaturation of PPD, but 

due to its adsorption onto the surface of glass- or plastic-container. The adsorption of 

PPD had been studied by several authors with radiolabeled PPD or by the potency test in 

experimental animals or human. However, either method is not satisfactory because they 

are not quantitative and not reproducible.

Consequently, we developed a new method basing on ELISA to measure such low concen

trations of PPD as used in skin-testing in human. Using this new method, we analyzed the 

adsorption of PPD onto glass-surface. The major characteristics of the PPD adsorption 

revealed by the present studies are as follows; (1) The adsorption of PPD takes place very 

rapidly immediately after the distribution of PPD solution to a new container and then 

proceeds in slower rates. (2) The rate of adsorption is influenced by both temperature and 

concentration of PPD solution. The rates of adsorption are almost the same at -80•Ž and 

at 6•Ž, much higher at 22•Ž and further higher at 37•Ž at any concentration tested. At 

80•Ž and 6•Ž, there is no difference among the adsorption rates at three different 

concentrations, but at 22•Ž and 37•Ž, the rate of adsorption at the lowest concentration 

(0.25 ƒÊg/ml) is much higher than those at higher concentrations. (3) The amounts of PPD 

adsorbed are determined by the surface area of glass in contact with PPD solution. (4) The 

larger the volume of PPD solution distributed, the bigger the absolute amount of PPD 

adsorbed, but the smaller the rate of adsorption. (5) So-called "volume effects" are 

evidenced.

Commercially available Japanese PPD preparations have been produced and adjusted. 

their potency taking such adsorption phenomena into consideration. But, if undue adsorp
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tion is induced by unappropriate handling and/or usage, the potency might be diminished. 

Especially, the single-dose preparation may be affected most strongly by so-called
 "

volume-effects". Standard handling and usage recommended by the manufacturer are 

strictly required.

Key words: PPD (Purified Protein Deriva

tive), Adsorption, ELISA, Potency testing, 

Volume effect
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積 効 果

は じ め に

精製 ツベル ク リン(PPD)の 凍 結乾燥品あ るい はそ

の濃厚溶液の力価 は非常 に安定であ るが,希 釈 された低

濃度溶液で は,そ の力価が急速 に低下す ることが知 られ

て い る。 この原 因 は,PPD自 体の変性 によるもので は

な くPPDが 容 器の内壁 に吸着 され,溶 液中のPPD量

が減少す るためであ ると考え られて いる1)。

これ まで,PPDの 吸 着現象 について14Cや131Iな ど

の ラジオ アイ ソ トープ(RI)で 標 識 したPPDを 用い

た定量実験や,動 物あ るいは直接 ヒ トを対象 に して行 っ

た皮 内反 応 によ って検討 した報告 がい くつかある2)～5)。

しか し,RIを 取 り扱 うにあ たってわが国で は使用上の

規則が多 く特別 な施設を必要 と し,通 常の実験室で行え

る方法で はない。 また皮内反応 による方法で は力価の強

弱 は確認で きるが,そ の程度 を定量的 に算出す ることは

困 難で あ る。 そ こでわれわれ は,ELISA法 を基 に した

簡 単 なPPDの 定量法 につ いて検討を行 い,さ らにその

方 法 を用 いてPPDの ガラスバ イアルへの吸着 につ いて

種 々の検討 を行 った。

材料お よび方法

[試薬]

抗原;CIP(試 験管内検査用PPD抗 原,日 本 ビーシー

ジー製造社製)

溶 解液;精 製 ツベ ル ク リン用溶 解 液(注 射用蒸留水

10ml中 に,Na2HP O4152.8mg, KH2PO 414.5mg,

NaCl48.0mg,phenol50.0mgを 含む,日 本 ビーシー

ジー製 造社 製)。 ア ンプルをカ ッ トした際 にガラス片が

液 内に混入す る場合が あるので5μmの フィルターで濾

過 してか ら使用 した。

酵素標識2次 抗体;Anti-human IgG(Fc piece

 specific) Alkaline phosphatase Conjugate (At-

lantic社 製)

ホスファターゼ基質溶液;p-Nitrophenyl phospha-

te(SIGMA社 製),使 用直前にDEA bufferで1mg/

mlに 調 製 した。

1%ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン(BSA)溶 液;フ ラク シ ョ

ンV(和 光 純 薬 社 製),Tween-PBS bufferで1%に

調 製 した。

Tween-PBS buffer; KH2PO 413.6g, NaCl 86.5

g, NaN32.0gお よ びTween205.0mlを 精 製 水 に溶

か し全 量1lと した。5N-NaOHでpH7.0に 調 整 し,

10倍 希 釈 して使 用 した。

BSA-PBS buffer;KH2PO 413.6g, NaCl 86.5g,

 NaN32.0gお よ びBSA10.Ogを 精 製 水 に溶 か し全 量

1lと した。5N-NaOHでpH7.0に 調 整 し,10倍 希

釈 して使 用 した。

DEA buffer; Diethanolamine (DEA) 9.6mlお

よびMgCl2・6H2O0.203gを 精 製 水 に溶 か し全 量1l

と し,5N-HClでpH9.8に 調 整 した。 調 製 後 は4℃

で 保 存 した 。

酵 素 反 応 停 止 液;1.5N-NaOH溶 液

ガ ラ スバ イ アル;φ16×33mmお よ び φ 16×85mm

ガ ラ スバ イ アル(ニ ッ シ ョー 社製)

[機 器]

Microplate; 96well, ELISA用 immunoplate

(Nunc社 製)。POLYSORP(中 結 合能 タイ プ,約100

ng/cm21gG)お よ びMAXISORP(高 結 合 能 タイ プ,

約400ng/cm21gG)

Microplate Reader; Microplate Reader MPR

A4(TOSOH社 製)

[方 法]

1. ELISA法 に よ るPPDの 定量

使 用 す る 血 清 は,PPD陽 性 で あ る健康 人 の血 清 数 検

体 に つ い て 抗PPD-IgG抗 体 価 を 測定 し,そ の 中 で最

も抗 体 価 の 高 い ヒ トの 血 清 を 採 取,小 分 け して凍 結 保 存

し,す べ て の 実 験 につ い て 同 一 人 の 血清 を 用 い る こ とに

した(測 定 用血 清)。 標 識 抗 体 に は アル カ リホ ス フ ァ ター

ゼ標 識 抗 ヒ トIgG抗 体 を 用 いた 。

Nunc社 製 の マ イ ク ロプ レー トに はMAXISORPと

POLYSORPの2種 類 あ り,固 相 化 に 用 い る試 料 に よ っ
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図 1 PPD-ELISAの 手 順

て 固相 化 す る程 度 が異 な って い る。 今 回 そ の両 方 を 用 い

てPPDに は どち らが適 して い るの か比 較 した。

試 験 管 内 検 査 用PPD抗 原 を溶 解 液 で50μg/mlに 調

整 し,さ ら に,0.0625,0.125,025,0.5お よ び1.0

μg/mlに 調 製 し た。2種 の マ イ ク ロ プ レ ー トを 用 い,

各濃 度 のPPD溶 液 を1wellに っ き50μlず つ 分 注 した 。

プ レー ト毎 にBack Groundと して,溶 解 液 を50μl

ず つ 分 注 し,6℃ で 一 晩 放 置 して 固 相 化 した 。 次 に,

1%BSAを200μl/well加 え て,6℃ で4時 間 放 置

して ブ ロ ッキ ン グ を 行 っ た 。 ブ ロ ッキ ング 終 了 後,

Tween-PBS bufferで4回 洗 浄 して 過 剰 のBSAを 除

い た。 血 清 をTween-PBS bufferで40,80,160お よ

び320倍 に希 釈 して そ れ ぞ れ50μl/well分 注 し,室 温

で1時 間 反 応 させ た。 反 応 後,Tween-PBS bufferで

3回,続 けてBSA-PBS bufferで3回 洗 浄 した。

標 識 抗 体 をBSA-PBS bufferで400,2,000お よ び

4,000倍 に 希 釈 し,そ れ ぞ れ50μl/well分 注 し室 温 で

1時 間 反 応 させ た。BSA-PBS bufferで4回 洗 浄 して

過 剰 の標 識 抗 体 を 除 い た後,基 質 溶 液 を50μl/well分

注 し,37℃ で30分 放 置 して 発 色 させ た。 反 応 停 止 液 を

100μlず つ 加 え て よ く振 盪 し た 。 プ レー トリー ダ ーで

405nmの 吸 光 度 を 測 定 し,横 軸 にPPD濃 度,縦 軸 に

Back GroundのOD値 を 引 い た △OD値 を と って 各

希 釈 毎 に グラ フを作成 した。ELISA法 の手順 を図1に

示 す。

2.　種々の条件 によるPPD量 の変化

試験 管内検査 用PPD抗 原 を溶解液 で50μg/mlに 調

製 し,さ らに必 要濃度 に調製 した。 それをガ ラスバイア

ル に分注 し,種 々の条件下 においた ものを試料 として,

マ イ クロ プ レー トに固 相化 し,以 下 図1に 従 ってELI

SAを 行 い △OD値 を求 めた。試料溶 液中のPPD濃 度

は,同 時 に測定 した既知濃度 のPPDに よ る検量線 か ら

算 出 した。バ イアル に分注す る前のPPD溶 液 について

も同様に算出 し,分注前後での差を求めた。 また,プ レー

トによる変動を除 くため,検 量線 はプレー ト毎 に作成 し

てPPD量 を算出 した。

結 果

1. PPD定 量のためのELISA法 の条件検 討

ELISAに 用 いるマ イクロプ レー トとして は,POLY

SORPの 方がMAXISORPよ りもPPDの 固相化 に

適 して いること,ま た測定用血清お よび標識抗体 の濃度

を検討 しそれぞれ40倍 お よび400倍 希釈が最 適であ り,

この条件 下 でPPD濃 度0.0625～1.0μg/mlの 範 囲で

PPD濃 度 と△ODと の問 に直線関係が成立す ることが

確 認 され た(図2)。 したが って,以 上 の条件 でELI
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図 2 PPD濃 度 と△OD値 の関係

図3　 吸着 の経時変化

SA法 によ り微 量 のPPDを 定量す る ことができ,さ ら

に この方 法を用いて以下 の実験 を行 った。

2.　ガ ラス との接 触 によ るPPD濃 度 の低下 とPPD

のガ ラスへの吸着

0.5μg/mlに 調製 したPPD溶 液 を φ16×33mmの

バ イア ルに0 .5mZず つ分注 し,溶 液 をバ イアルの内面

に十 分に接触 させた後,溶 液 中のPPD量 を測定 した。

分 注 前 の濃度 と比較 して,PPD濃 度 の低下 が認 め られ

た。 この濃度 の低下 がPPDの ガ ラス壁へ の吸着 による

ものか ど うか確認 するために,PPD分 注後 のバ イアル

をPBSで 十分に洗浄 し図1に 示 したBSAに よるブロ ッ

キ ング以下 のELISAと 同様 の操作 を行 った。対照 と し

てPPD溶 液 の代 わ りにBSA溶 液 を分注 したバ イアル

で同様 に行 った もの と比較 して発色 に差 が認 め られた。

すなわち,ガ ラスバイアルに分注 されたPPDの 一部 は,

PBSで は洗 い出 され に くい状態 でガ ラスバイアル壁 に

吸着 してい ることが確認 された。

3. PPD濃 度低下 の経 時変化

φ16×33mmの バイアルに0.5μg/mlのPPD溶 液

図4　 温度と吸着の関係

図5　 ガラス粒子量 と吸着量 の関係

を0.5ml静 か に分注 し,直 後および1,10,30,60お よ

び120分 間室 温(22℃)に 静置 した後 にPPD濃 度 を

測定 した。図3に 示 した ようにPPD濃 度 は分注後急速

に低下 し,時 間の経過 に伴い低下 の速度 は緩慢 とな り,

120分 後 にはほぼ60%の 低下が認 め られた。

4. PPD吸 着 に及ぼす温度およびPPD濃 度 の影響

PPD濃 度 お よび静 置 した温度 が吸着 に及 ぼす影響 に

つ いて検討 した。0.25,0.5お よび1.0μg/mlに 調製 し

たPPD溶 液 を φ16×33mmバ イア ルにそ れぞ れ0.5

mlず つ静 か に分 注 しで きるだけ振動 を与 えないよ うに

静 か に-80,6,22お よび37℃ の温度環境 に移 し24時

間静 置 した後PPD濃 度を測定 した。 図4に 示 すよ うに

-80℃ お よ び6℃ で はPPDの 濃度 に よ る 吸着 率

(PPD濃 度 減少 率)の 間 に差 はみ られず,ま た両温度

問 で それ ほ ど明 瞭 な 差 はみ られ なか ったが,22℃,

37℃ で の静 置で はいず れの濃度 で も著 しい濃度低下 が

み られ,特 に0.25μg/mlで は22℃ で95%,37℃ で

はほぼ100%の 吸着がみ られた。0.5μg/mlと1.0μg/

mlの 問で は吸着率 に差 はなか った。
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図6-a　 分注量 と吸着量 の関係

表　 各分注量にお ける単位面積 あた りのPPD吸 着量

PPD吸 着量(×10-2μg/cm2)

5.　ガラスとの接触面積の影響

φ16×33mmバ イ アルを破 砕 しふ るいにかけて直径

840～300μmの ガ ラス粒 子 と した。 これ を同 じφ16×

33mmバ イアルに0.1,0.2,0.3お よび0.5g量 りとり,

0.5μg/mlのPPD溶 液 を1mlず つ分注 し,手 早 く撹

伴 して22℃ で1時 間静 置 した。 その結果粒子量 が多 い,

すなわちPPDが 接触す るガ ラスの表面積 が大 きいほど,

溶液中のPPD吸 着量 は多か った(図5)。

6.　分注容量の影響

次 に分注 容量 の影響をみ るため,0.25お よび1.0μg

/mlに 調 製 したPPD溶 液 を φ16×85mmの バイアル

にそれ ぞれ0.5,1.0,5.0お よび10mlず つ分注 し,室

温で1時 間放置 した後PPD量 を測定 した。

結果 は図6-aに 示すよ うに,い ずれの濃度 において

も分 注容量の増加 とともに溶 液中のPPDの 減少 の絶対

量(吸 着の絶対量)は 増加 す る傾 向を示 したが,分 注 し

た絶対量 に対す る減少の割 合(吸 着割合)と して表 した

場合(図6-b)は 分 注量 の増加 に ともな って低下 の傾

向がみ られた。 また,単 位面積 あた りの吸着量 を計算 で

求め ると,各 濃度 において一定 ではな く,分 注量 の違 い

によってその値が異 な る結果 とな った(表)。

分圧量(ml)

図6-b　 分注量 と吸着割合の関係

考 察

タ ンパ ク濃度 を測定す る方法 と して は,ビ ュウレッ ト

法 やロウ リー法 などが知 られて いるが,微 量の タンパ ク

は感度 の点で これ らの方法で測定す ることはで きない。

RI法 で は,微 量 測定 が可能 になるような高い比活性を

持 つ標識PPDを 調製す ることが困難であ る。その上,

使用上の規制により容易 に行え る方法で もな い。そ こで,

抗 原抗体反応 および酵素反応を利用 したELISA法 を基

にPPD定 量法 を検討 した。現在行われて いる血清診断

を 目的 と したELISA法 は,あ る一定濃度のPPDを 固

相化 し,血 清抗体価 を測定 して いるが,こ の実験で は固

相 化 す るPPDの 量 を変 えて,一 定の抗PPD抗 体価 を

示 す血清 を用 いてPPDの 測定が可能であ るか,そ して

どれだけ感度が あるのか を調べ た。その結果,0.0625～

1.0μg/mlと い う低濃度 の範囲でPPD濃 度 と吸光度 と

の間 に直線 関係が認 め られ,PPDの 測定 について は十

分 に感度が高 く,実 際 に皮膚反応 に用 いられ るPPD濃

度(0.5μg/ml)で の測定 も可能で あることが示 された。

そ こで,本 来 の目的で あるPPDの ガラスへの吸着 に

つ い て実 験 を行 っ た。理 想 的 に はガ ラスへ吸着 した

PPD量 を直 接測定 す ることが望 ま しい。 しか し,吸 着

したPPDを 溶 出させて取 り出す ことは容易でな く,こ

れまでに界面活性剤 を用 いて溶出 させた報告 もあ るが6),

今回行 うELISA法 で はTween80な どの界面活性剤

は,固 相(マ イクロプ レー ト)に 対 して タンパ ク質 と強

く競合 して,PPDの 固相化を妨害す るため用 い ること

はできない。実際 にTween80を 含んだPPD溶 液 で

測定 を試 みたが ほとん ど固相化 されなか った。 そ こで,

既 知濃度 のPPD溶 液を調製 しガ ラスと接触 させた前後

の溶 液中のPPD量 を測定 し,接 触前後 の差 を求 あた。

PPD溶 液 が ガ ラスバ イ アル と接 触 す る ことで,そ の

PPD濃 度 が低 下 し,さ らにPPDと 接触後 のバイアル
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内 にPPDが 残留 して いる こ とが確 認 され た こ とは,

PPDが ガ ラスに吸着 す るとい う過去 の報告 を裏付 け る

結 果 であ り,よ って今 回の実験 で得 られたPPD濃 度 の

差 はガ ラスへの吸着量 に相当す ると思 われ る。

PPDの 吸 着 は,分 注 後数分 とい う短い間に,急 激 に

起 こることが確認 された。 また,温 度 による影響で は,

室温以上で急激な吸着がみ られ,こ れ は放置す る温度の

高 い ほどPPDタ ンパ クの分子運動が活発化 し,よ りガ

ラスと接触 しやす くな るた め吸着量が増加す るもの と考

え られ る。 ただ し,本 実験 における-80℃ という凍結

状態で の吸着 は,分 注か ら凍結 まで および再溶解 に要 し

た時間 は溶液状態でバ イアルと接触 して お りその間 に起

こった吸着 と も考 え られるが,い ず れにせよ低温下す な

わち分子 の運動 を抑制 した状態 に置 くことで吸着量 も抑

え られる ことは確 かである。

結果6の 項 で示 した分注量 による変化 はGuldら の容

積 効果 を示 して いる7)。すなわち,吸 着 す るPPDの 絶

対量は加えたPPD溶 液 の容量 の増大 に伴 い増加 す るが,

それを分注 した絶対量 に対 す る割合 として表 現 した場 合,

添加容 量の大 きい方が吸着す る割合 は少 ない。 これ は,

吸着が接触す る面積の増加 に規定 され ることを示 してい

る。 また,同 一濃度で も分注量の違 いによって単位面積

あ たりの吸着量が異な るの は,バ イアル内面の構造が部

位 によって立体的 に均一で はないこと,吸 着が タ ンパ ク

ーガラスおよびタ ンパ クータ ンパ ク間 の相互作用 の2段

階で起 こり,付 着 した多層吸着 タ ンパ ク質 か らの吸脱着

は可逆的 であるなど,多 数 の要因が原因 とな っている も

の と推測 される。

以 上 の結果 は,PPDが ガ ラスに接触 する前後 での濃

度 の比 較 に よ り吸着量 を求 めているが,PPDは 多種類

の タンパ クの混合物 であ るため,吸 着 に関与 す るタンパ

ク分 子 と,遅 延 型過敏性 反応(DTH)に 関与 す るタン

パ ク分 子 との 相 関 性 につ い て は不明 で あ る。 また,

PPD皮 膚 反応 は細 胞性 免疫 によ って引 き起 こされ る

DTHで あ り,今 回 のELISA法 にお けるPPD抗 原 に

対す る抗体 の反応,す な わち体液性免疫 による反応 とは

直接比較す ることはで きない。 よって,吸 着 によって皮

膚反応惹起抗原 と しての力価 の減少が起 こるとい う事実

を証 明するためには,動 物試験 とこのELISAと の相関

性 をみ る ことが必要 で あ り,現 在検 討 中で ある。ELI

SA法 を用 い るこ とによ り,ガ ラスへのPPD吸 着 とい

う現象 を 定 量 的 に知 る こ とがで きた。 この ことは,

PPDを 取 り扱 う上 で重要 な情報 を もた らす とと もに,

EHSA法 がPPD力 価 を測定 す る場合 の動物試験 に代

わ り得 る方法 としての可能性 を示 している。

現在,使 用 されてい るPPD製 品につ いて も同様 に,

溶解 後に容器への吸着 が起 こり,溶 液 中のPPD量 が減

少す るであ ろう。 しか しなが ら,市 販製 品は吸着 の影響

を考慮 して製造され厳重な品質 管理 がな されているので,

規定通 りの使用法で は診断においての影響 はない。 ただ

し,今 回のわれわれの結果か ら,溶 解方 法やその取 り扱

いが規定通 りに行われなか った場合 には,吸 着 によ って

反応が大 き く変動す るもの と推察 され る。特 に一人用一

般診 断用PPD製 品で は,上 に述べた容積効果のために

最 も影響 を受 けやす いと考え られ,規 定通 りの使用法が

強 く望 まれる。

なお,本 研究 の 内容 の一部 につ いて は第69回 日本結

核病学会総会(1994年,長 崎)に て発表 した。
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