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 Detection of IgG antibodies against purified protein derivative (PPD) prepared from 

Mycobacterium tuberculosis strain Aoyama B and alpha antigen, a homogeneous protein 

prepared from M. tuberculosis strain H37Rv by immunosorbent affinity chromatography, 
was done by a method of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and its diagnostic 

usefulness was also evaluated in this study. Sera from 80 patients with active pulmonary 

tuberculosis, 25 patients with inactive tuberculosis, 200 healthy adults, 117 healthy children, 

84 patients with diseases other than tuberculosis and seven patients due to atypical 

mycobacteria were examined. The titer of each test serum was calculated by a computer 

system using the standard curve obtained by serial dilution of a standard serum. Use of 

phosphate buffer saline (PBS) with gelatin as blocking buffer in ELISA showed considerably 
useful results than the use of PBS with bovine serum albumin.

 Patients with active pulmonary tuberculosis showed statistically higher amount of IgG 

antibodies against PPD or alpha antigen than other groups (p<0.001). The sensitivity 
was 73.8% and the specificity was 97.0% at a cut—off titer of 1 : 330 in and—PPD antibody 

assay. On the other hand, the sensitivity was 77.5% and the specificity was 93.3% at a 
cut—off titer of 1 : 540 in and—alpha antibody assay. However, the sensitivity of 91.3% 
and the specificity of 91.7% could be obtained with parallel application of both assays. 
Slight elevation of antibody titers was observed in the first or second month after 
administration of some anti-tuberculosis drugs and then these titers decreased gradually. 
Seven false-negative cases in active tuberculosis were observed in two patients with hypo 

gamma-globulinemia, two casts with diabetes mellitus and three cases of fresh pulmonary 
tuberculosis without chemotherapy, and five of these false—negative cases were positive on 
smear stained by Ziehl-Neelsen's method.
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 From these results, it is concluded that judgment by combination of several antibody 

assays using different antigens of M. tuberculosis is helpful in the diagnosis of active 

pulmonary tuberculosis when compared with any assay using single antigen. In addition to 
above, the measurement of antibody to M. tuberculosis will be also a useful marker for the

 judgment of the chemotherapeutic efficacy or clinical improvement.
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緒 口

本邦 におけ る結核は昭和10年 か ら25年 まで死因順位の

第1位 を 占めてきたが,BCG接 種や集団検診の実施な

どの予防対策,化 学療法の進歩並び に衛生環境の整備,

社会生 活の向上な どにより結核感染危険率は0.06%に ま

で改善 し,死 亡率 も低下 し,昭 和59年 には死因順位で15

位 にまで 下が った1)。 しか し,実 際 には毎年6万 人以

上の人が発症 し,未 だ に16万 人を越え る患者が治療 を受

けてお り、 これ は欧米 に比較す ると明 らか に高率で,呼

吸器感染症 にお いて依然 して重要な位置を 占めて いる。

また,一 方で は抗癌剤や ステロイ ド剤の使用,糖 尿病や

透析患者な どの ように細胞性免疫能が低下 して いる患者

の増加 に伴 い,結 核の再燃,感 染 などが問題 になって き

て いる。結核の確定診断 は結核菌 を鏡検か,培 養 で証 明

す ることによってなされる。 しか し,鏡 検 による検 出率

は低 く,ま た培養 による菌 の分離 には日時を要 するため,

菌 塗抹 標本 で陰 性 の場合 には胸部X線 などによる推定

診 断に基づ いて抗結核剤 の投与 を開始 する ことが多い。

また,胸 部X線 上 の改善 があま り著 明でない ものでは,

治療効果 の判定 や治療 の中止 時期 の決定 などが困難な場

合 もある。

分離培養 などが困難 な ウイルスな どでは血清学 的診断

が主 として実 施され,臨 床的に も有 用な ものが多 くな っ

てきてい る。結核症では細胞性免疫が主な役割を果 して

い るところか ら,ツ ベル ク リンを用いた遅延型皮内反応

によ る判定が参考 とされて きた。 しか し,結 核菌 に対す

る液性抗体 も血清中 に認め られてお り,古 くか ら旧ツベ

ル ク リンを用 いたMiddlebrook-Dubos反 応2)や リ

ン脂 質 を用 いた 高橋 反応3)な どが考案 されたが,そ の

評価 は低か った。 しか し,近 年,測 定系 に極めて感度 の

高 いRadioimmunoassay(RIA)やEnzyme-inked

Immunosorbent Assay(ELISA)等 が応用 されるよ

うにな り,一 方で は精製 ツベルク リン蛋 白(Tuberculin

 purified protein derivative=PPD)を は じめとして,

結核菌か ら精製 された糖蛋 白や リン脂質 などのよ り精製

度の高い抗原が得 られ るようにな り,こ れ らを組み合わ

せた結核の血清学 的診断が試 み られ,し か も,そ の有用

性 が幾つか報告 されて いる4)5)。 今回,著 者 は結核菌 の

加 熱培養濾液 か ら精製 されたPPDと,結 核菌 の非加熱

培 養濾 液か ら精 製 され た精製 度 の高 い α抗原6)を 抗原

と し,そ れ ぞれ に対す る特 異 的IgG抗 体 をELISA法

で測定す ることによ り,結 核の血清学 的診断 及び結核 の

病態 あるいは経過把握 の指標 として,臨 床 的有用性 につ

いて検討を加 え,価 値 あ る知 見が得 られたので報告 する。

材 料

1)抗 原

ヒ ト型結 核菌 青 山B株 の加熱 処理培養濾 液か ら精 製

され た ツベル ク リン反応用のPPD(日 本BCG社 製,

lot.M49-2)と,田 坂 ら7)に よって ヒ ト型結核菌H37

Rv株 の非加 熱培 養濾 液か ら分離精製 された α抗原(α

-T抗 原)を 使用 した。

2)酵 素標識抗体と基質及び発色剤

酵 素 標 識 抗 体 は,抗 ヒ ト-IgGア ル カ リフ ォス フ ァ

ター ゼ 標識 ヤ ギ 抗 体(Cappel社,lot.21781)を2%

牛 血 清 ア ル ブ ミン(Bovine serum albumin=BSA)

を 含 むpH7.4の0.04M燐 酸 緩 衝 食 塩 水(2%BSA-

PBS)で 適 宜 希 釈 して 使 用 した。基 質 と して は フ ェニ ル

リ ン酸-4-ア ミノ ア ンチ ピ リ ン溶 液(4.5mM phenyl-

phosphoric acid disodium,2.0mM4-aminoanti

pyr ine in0.025M sodium carbonate buffer;pH

10.2),発 色 剤 と して は0.8%過 沃 素 酸 ナ ト リウ ム水 溶 液

を使 用 した 。ELISA用 マ イ ク ロタ イ タ ー プ レー トは96

穴 平底 型 のNunc-lmlnuno plateI(Nunc)を 使 用 し,

測 定 機 器 はMicroplate Reader MR-600(Dynatech

社)を 使 用 した。

3)対 象血清

① 肺結 核患 者群:肺 結核 で入院 した患者105名(24～

83歳,平 均52.8歳)を 結核 患者群 とした。 その中で,排

菌 のみ られる患者 と化療 によ って排菌が 陰性化 して も炎

症 所見 が存 続 し,胸 部X線 上,活 動性 と診 断された患
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者の計80名(24～80歳,平 均52.3歳)を 活動性結核患者

群 とし,一 方,そ れ以外の25名(31～83歳,平 均54.1歳)

を非活動 性結核患者群 とし,そ の時点で得 られた血清を

対 象 とした。また,活 動性群の うち10名 については経時

的に採血 した。

②非定 型抗酸菌症群:国 立療養所非定型抗酸菌共同研

究班 の基 準8)を 満 た し,非 定型 抗酸 菌症 と診 断 された

7名(M.intracellulare;5例,未 同定;2例,43～

75歳,平 均65.0歳)を 対 象 とし,そ の うち,M.intra-

cellulare感 染 症患 者 については全例,経 時的に採血を

行い,抗 体価の推移を観察 した。

③非結核患者群:肺 癌20名,慢 性気管支炎14名,肺 炎

8名,細 菌性胸膜炎8名,肺 線維症または間質性肺炎10

名,気 管 支喘 息11名,サ ル コイ ドー シス症10名,SLE

3名 の 呼吸 器疾 患を 中心 と した結 核以外の患者計84名

(23～81歳,平 均52.7歳)を 非結核患者群 に含めた。

④健 康成 人 群:既 往 歴,胸 部X線 上明 らかな結核の

既往 が ない健 康 な成人200名(18～56歳,平 均28.1歳)

を健康成人群 と した。

⑤健 康 小児 群:0歳 か ら16歳 までの健康な小児117名

(平均6.1歳)。

以上の計513名 を対象 と し,各 群の検体は血清分離後,

数本 に分割,-80℃ で凍結保存 して おき,抗 体価測定時

に融解 して実験 に供 した。

方 法

1)ELISA(Fig.1)

① 抗 原 の 固 相 化:抗 原 をcoating buffer(0.05M炭

酸 緩 衝 液,pH9.6)で50μg/mlの 濃 度 に調 整 し,抗 原

溶 液 と した 。 この 溶 液 を マ イ ク ロプ レー トの 半 分 の ウ ェ

ル に,残 り半 分 の ウ ェル に は対 照 と してcoating buffer

を そ れ ぞ れ200μlず つ 分 注 した 。4℃ で 一 晩 以 上 反 応

させ た 後,0.04M燐 酸 緩 衝 食 塩 水(PBS,pH7.4)で3

回 洗 浄 した 。 更 に非 特 異 的IgGの 吸 着 を 防 ぐた め,0.1

%ゼ ラ チ ン加 燐 酸 緩 衝 食 塩 水(G-PBS,pH7.4)を 各

ウ ェ ル に200μlず つ 分 注 し,室 温 で3時 間 反 応 させ た

Fig. 1. Flow-chart of enzyme-linked immunosorbent assay 

technique for measurement of antibody.
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後,PBSで3回 洗浄 した。

②特 異的IgGの 測定:G-PBSで500倍 希釈 した各 被

検 血 清200μlを ウ ェルに入 れ,室 温で2時 間反応 させ

た。次 にPBSで3回 洗浄 した後,2%BSA-PBSで

500倍 に希釈 したア ル カ リフォス ファターゼ 標識 抗体を

各ウェルに200μlず つ分注 し,室 温で2時 間反応 させた。

更 にPBSで4回 洗 浄後,基 質溶液を各 ウェル に200μl

ず つ分注 し,室 温 で30分 間反応 させ た後,発 色試薬を

100μlず つ加 え,発 色 させた。そ して,各 ウェルの490

nmに お ける吸光 度 を測定 し,非 特異的IgGの 吸着の

影響を少な くす るため,抗 原を固相化 した ウェル と対照

の ウェルの吸光度の差 を取 り,こ れを特異的吸光度 と し

た。

2)陽 性 コ ン トロール患者血清(陽 性基準血清)の 抗

体価算 出

活動性結核患者群の血清 をスク リーニ ング し,そ の中

か ら高力価の血清を選び,こ れを陽性基準血清 とした。

この血清の50倍 希釈溶液を もとにその倍数希 釈系列を作

製 し,特 異 的吸 光度 が0.3と な るときの希釈 倍率の逆数

を抗体価 とした(終 末点法)(Fig.2)。

3)抗 体価の算出方法

プ レー ト毎に陽性基準血清で標準曲線を描き,こ れに

基 づき,一 定希 釈 した被検血清の吸光度 よ り抗体価 を算

出 した9)(Fig.3)。 なお測定はすべてダブルで実施 し,

その平 均を とった。

4)測 定の精度管理

陰性対照としての健康成人プール血清と陽性対照とし

ての抗体価が既知の患者血清とを各プレート毎において

同時 に測定 し,抗 体価 のバ ラツキが10%以 下で あること

を確認 した。対照血清の抗体価の変動が10%以 上 あると

きは再検 した。

結 果

1)ELISA法 の基礎 的検討

a.非 特異的IgG吸 着 の除去法 の検討

Blockingbufferに ついて の検討を行 い,Fig.4に

その成績の一部 を示 した。試験 した1～10%BSA-PBS

で は非 特異 的IgGの 吸着 の防止 は十分ではな く,高 い

非特異的吸着が認 め られ,同 様の結果 は ヒト,ウ サ ギ,

ヤギの アル ブ ミン加PBSで も認め られた。検討 した中

で はゼラチ ンが最 も非特異的吸着が少な く,そ の濃度は

高 濃度 よ り0.5%以 下の方が よ く,特 に0.1～0.2%が 有

効 であ った(Fig.5)。 以上 の成績を もとに以下の実験

には0.1%ゼ ラチン加燐酸緩衝食塩水をblocking buffer

と して用いた。

b.精 度管理対策:各 プ レー ト毎の陽性基準血清 によ

る標 準 曲線(Fig.3)は 抗PPD-IgG抗 体価では100～

3,200倍,抗 αT-IgG抗 体 価で は200～2,400倍 の 間で

ほぼ直線 とな り,抗 体価の算 出が可能であ った。高抗体

価の血清は更 に5倍 ない し10倍希釈 して再度測定 した。

陽性 と陰性の対照血清の抗体価の変動は10%以 下であ り,

実験 日やプ レー ト間での抗体価の差 も少な く,高 い再現

性が得 ら.れた(Table1)。

2)抗PPD-IgG抗 体価の各群 にお ける分布

Table2上 半 に各群の抗体価の分布を示 した。健康成

人群 は平 均抗 体価188(最 大:357,最 小:83),健 康小

Fig. 2. Absorbance curves of positive control serum(•œ) (patient serum with active 

pulmonary tuberculosis) and negative control sera (•Z) (pooled sera of haelthy per

sons) on and-PPD IgG antibody and anti-ƒ¿-T IgG antibody in ELISA. Each 

dilution was assayed in triplicate, and the data reflect the mean of the three 

absorbance values. The titer of positive control serum was calculated by end

point method (O. D. •†0. 3) .
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Fig. 3. Standard curve of positive control serum (anti

-PPD antibody titer (•›):•~ 6400, anti-ƒ¿-T antibody titer 

(•›): •~ 2400) in ELISA. Antibody titer of each test serum 

diluted 1:500 was calculated from absorbance value by 

using standard curve.

Fig. 4. Effects of bovine serum albumin and gelatin in PBS on 

blocking of non-specific reactions.
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 Fig. 5. Effect of gelatin in PBS on blocking 

of non-specific reactions.

Table 1. Day-to-day Variation in Antibody Titers of Pooled Sera from Healthy

 Persons (Negative control) and Patients with Active Pulmonary Tuber

 culosis (Positive control )

S. D.:Standard deviation. 

C. V.: Coefficient of variation.
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Table 2. Distributions of Antibody Titers Against PPD and a-T Antigen

 in Patients with Pulmonary Tuberculo sis and Other Groups

Note: Distributions are expressed as percentages of the total number of each group.

児 群 は 平 均 抗 体 価166(最 大:338,最 小:66),非 結 核

患者群 は平 均 抗 体 価219(最 大:388,最 小:95)で あ り,

非 定 型 抗 酸 菌 症 群 は 平 均 抗 体 価240(最 大:659,最 小:

134)で あ っ た 。 結 核 患 者 群 は 平 均 抗 体 価762(最 大:

6,400,最 小:114)で あ り,活 動 性 群 で は平 均 抗 体 価

931(最 大:6,400,最 小:114),非 活 動 性 群 で は221

(最 大:380,最 小:132)で あ っ た。 活 動 性 結 核 患 者 群

で 一 部 低 い例 が あ っ た もの の他 の群 に比 し,t検 定 で有

意 に 高 い 抗 体 価 を 示 した(P<0.001)(Table3上 半)。

3)抗 αT-IgG抗 体 価 の 各 群 に お け る分 布

Table2下 半 に示 した よ う に,健 康 成 人 群 は平 均 抗 体

価299(最 大:540,最 小:144),健 康 小 児 群 は 平 均 抗 体

価299(最 大:751,最 小:89),非 結 核 患 者 群 は平 均 抗

体 価293(最 大:734,最 小:75)で あ り,非 定 型 抗 酸 菌

症 群 は平均 抗 体 価800(最 大:1,888,最 小:453)で あ っ

た。 結 核 患者 群 は 平 均 抗 体 価884(最 大:2,520,最 小:

136)で あ り,活 動 性 群 で は972(最 大:2,520,最 小:

136),非 活 動 性 群 で は553(最 大:1,351,最 小:264)

で あった。活動性結 核患者群 は非定型抗 酸菌症群以外 の

群 に比 し,t検 定 で有意 に高 い抗 体価 を示 した ものの

(p<0.001),非 定 型抗 酸菌 症群 との間で は有意差 を認

めなか った(Table3下 半)。

4)両 抗体の陽性率

健康成人群抗体価の分布 は対数正規分布 に近い分布型

で あ るた め,抗 体 価 を 自然 対 数 に変換 して,抗 体 価

(Titer)の 対数値の平均値(Mean)と 標準偏差(SD)

を求 め,Mean+2SDを 再 び 指数 変 換 した ものをcut

 off titerと した。即 ち この値 以下 を健康 成人 の抗体価

の正常範囲 と し,こ れ以上 を陽性 とした。抗PPD抗 体

のcut off titerは330倍,抗 αT抗 体 は540倍 で あった。

各 群 に お け る抗 体 の陽 性 率 をみ る と(Table4),抗

PPD抗 体 は,健 康 成人群,健 康小児群,非 結核患者群

では4%以 下で,非 活動性結核患者群では8.0%で あり,

非定型抗酸菌症群では42.9%と やや高値を示 した ものの,

活動 性結核患者群では73.8%と 高い陽性率を示 した。 こ

れ らよ り活動 性結核におけ る抗PPD抗 体 の陽性率に基
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Table 3. Antibody Titers Against PPD and a-T Antigen in Patients with Pulmonary 

 Tuberculosis and Other Groups

*: Using student's t test
, N. S.: Not significant.

Table 4. Positive Percentages of Antibody Against PPD and a-T Antigen in

 Patients with Pulmonary Tuberculosis and Other Groups

* Cut-off titer of anti-PPD antibody; 1: 330

 Cut—off titer of anti-a-T antibody; 1: 540

Note: Cut-off titer was calculated from logarithimic mean titer and double standard deviation in healthy adult

 group.

づ く感度 は73.8%,活 動性結核以外 の群 における陰性率

に基づ く特異度 は97.0%で あ った。一方,抗 αT抗 体 の

陽性率 は,健 康成人群 では1%以 下,非 結核患者群,健

康小児群では7.9%と9.5%で あり,非 活動性結核患者群 で

は24%,活 動性結核患者群では77.5%と 高い陽性率 を示 し

た。 しか し,非定型抗酸菌症群において も71.4%と 高 い陽

性率を示 した。健康小児群において抗 αT抗 体 陽性にな っ

た8例 中6例 は,BCG接 種後1年 以内であ った。抗 α抗

体測定の感度は77.5%,特 異度は93.3%で あ った。両抗体

の どちらかが陽性になる頻度で みると,活 動性結核患者群

の陽性 率は91.3%と 高 くな り,他 の群 の陽性率 は数パ ー

セ ン ト高 くな ったのみであ った。両者 を併 用す ることに

よ り感度 は91.3%,特 異度は91.7%と な った。

5)排 菌陰性化後の抗体価の推移(Table5)

活動性結核患者群 にお ける排菌陰性化後の抗体価の変

動 は,抗PPD抗 体で は排菌時 にやや低 く,排 菌陰性化

後1カ 月以上2カ 月未満 において抗体価の上昇 を認めた

が(p<0.05),抗 αT抗 体 は排菌 時 よ り高 い抗体価を
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Table 5. Relationship between Antibody Titers in Patients with Pulmonary Tuberculosis

 and Duration After Acid-Fast Bacilli Culture Turned to Negative

*: Using student's t test
, N.S. :Not significant.

Table 6. Relationship between Duration of Chemotherapy and Antibody Titers

 in Patients with Pulmonary Tuberculosis

*: Using student's t test
, N.S. Not significant.

示 し,各 時期 において有意 の差を認めなか った。

6)化 学療法 の期間 と抗体価の推移(Table6)

抗PPD抗 体,抗 αT抗 体 ともに化学療法 開始後1カ

月 以 上2カ 月 未 満 に お い て有 意 な抗 体 価 の上昇(p

<0.05)を 認 めたが,そ の後 はや や低下傾 向で あった。

しか し,抗PPD抗 体で は4カ 月以上 の群で抗体価が高

くなって いた。

7)偽 陰性例 と高抗体価例 の患者背景

Table7に 示す よ うに,活 動性肺結核患者群 において

抗PPD抗 体 と抗 αT抗 体 ともに偽陰性で あった7例 中,

2例 ず つは低 γグ ロブ リン血症 と糖尿病 の基礎疾患が あ

り,残 り3例 は基礎疾患 はなか った ものの,化 療 開始前

の新鮮例でGaffky3号 以 上の排 菌を認 めた。 この7例

中5例 は喀 痰 の抗酸 菌染 色 が陽性 で あ った。 また,抗

PPD抗 体 また は抗 αT抗 体 のどち らかで高 い抗体価 を

示 した14例 の場 合(Table8),9例 は結 核性胸膜炎 で

あ り,1例 は粟粒結 核,残 り4例 は耐性菌 の持続排菌例

であ った。

8)経 時的な抗体価 の変動

経過 を追 って血清 を採取できた活動性 結核患者10名 と

非定型抗酸菌症5名 の うち,活 動性結核患者4名 と非定

型抗酸菌症2名 について抗体価の経時的な推移を観察 し

た。

症 例1(Fig.6):33歳,男 性,肺 結 核 。入 院 時

Gaffky5号 で強 化療法開始。排菌時よ り両抗体 ともに

陽性で化療 開始 後1カ 月で排菌は停止 したが,一 旦,抗

体価 の上昇 を認 め,そ の後両抗体 とも下降 し,抗 αT抗

体 は3カ 月で抗PPD抗 体は6カ 月で陰性化 した。

症 例2(Fig.7):61歳,男 性,肺 結核 。基礎疾患に

糖尿 病あ り。 入院時Gaffky4号 で強化療 法開始 。排菌

時には両抗体 とも陰性 であ ったが,化 療開始 後1カ 月で

抗 αT抗 体 のみ 上昇 し,3カ 月で陰性化 した。抗PPD

抗体 は全経過 中陰性 であ った。

症 例3(Fig.8):58歳,男 性,肺 結核,結 核性 胸腹

膜炎。肝硬変の既往あ り。入院時喀痰 よ りGaffky3号,

胸水 よ りGaffky2号 で強化療法 を開始。排菌 時よ り両

抗体 と もに高値 を示 した。化療 開始後1カ 月 で排 菌は停

止 した ものの抗体価 は高値 で,全 身状態 は悪 く,胸 水,

腹水 の減少 は認 め られなか ったが,5カ 月後 よ り抗体価

は減少 し,6カ 月後か ら胸水,腹 水 の減少,炎 症所見 の
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Table7. Background of False—negative Cases

 with Active Pulmonary Tuberculosis

(): Number of smear—positive cases.

Table 8. Background of Patients with Very

 High Antibody Titers* Against PPD

 or a-T Antigen

*: Anti-PPD antibody titer;>1:1 ,000 or Anti-a-T

 antibody titer;>1:2000,( ): Number of culture

 positive cases.

改善 を認 め,7カ 月 で胸水,腹 水 と もに消失 し,全 身状

態 も改善 した。 しか し,抗 体価 の低下 は認 め られ た もの

の,9カ 月 の時点で も依然 と して その値 はcut off値 以

上で あった。

症例4(Fig.9):65歳,男 性,肺 結核。結核の既往

あ り。慢性気管支炎で治療 中,1983年6月20日 提出の喀

痰 よ り8週 培養 で結核 菌陽性。1984年1月9日 よ り強化

療法 を開始 した。抗体価 は両者 と も1983年5月23日 の時

点 で 陽 性 と な っ て い た が,そ の 時 期 にOfloxacin

(OFLX)が1週 間投 与 されて お り,6月6日 の血清 で

は抗体価が更に上昇 した。 その後やや低下 を した ものの,

抗結核薬の投与開始後2～3週 で再度,抗 体価が上昇 し,

最 終的 には抗 αT抗 体 は約3カ 月後 に,抗PPD抗 体 は

約8カ 月後 に陰性化 した。

症 例5(Fig.10):43歳,男 性,M.intracellulare

感染症。塵肺 の既往 あ り。入院時Gaffky2号 で あった

ことか ら,結 核症 を疑 い,強 化療法 を開始 した。 しか し,

その後数回 にわたって抗酸菌が分離 されたが,全 株 ナイア

シ ンテス ト(-)で 同定 の結果M.intracellulareで ある

ことが判明 し,最 終的 には非定型抗酸菌症 と診断 された。

治療開始前 は両抗体価 と もに陰性で あったが,化 療開始

Case.1 K.I. 33y. M.

Fig.6. Transition of antibody titers against PPD 

(•›•) and ƒ¿-T antigen (•›) in serum from a patient 

with active pulmonary tuberculosis (case1).Abbre

viation:AFB, Acid-fast bacilli.
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Case. 2 S.S. 61y. M.

 Fig.7. Transition of antibody titers against PPD 

(•›•) and a-T antigen (•›) in serum from a patient 

with active pulmonary tuberculosis (case 2). Abbre

viation :AFB, Acid—fast bacilli.

Case.3 T.K. 58y. M.

Fig.8. Transition of antibody titers against PPD 

(•›) and a-T antigen (•›) in serum from a patient 

with active pulmonary tuberculosis (case 3).Abbre-

viation: AFB, Acid—fast bacilli.
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 Case.4 T.M. 65y. M.

Fig.9. Transition of antibody titers against PPD (•›•) and a-T antigen 

(•›) in serum from a patient with active pulmonary tuberculosis (case 4). 

Abbreviation: AFB, Acid-fast bacilli.

Case.5 H.I. 43y. M.

Fig. 10. Transition of antibody titers against PPD

(•›) and ƒ¿-T antigen (•›) in serum from a patient 

infected with M. intracellulare (case 5). Abbrevia

tion: AFB, Acid-fast bacilli.
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後1カ 月で ともに陽性 とな った。抗PPD抗 体 はこのと

きのみ陽性でその後は陰性化 した。抗 αT抗 体 は排菌停

止後2カ 月で陰性化 した。

症例6(Fig.11):75歳,女 性,M.intracellulare

感染 症。胸 膜炎 の既 往 あ り。入 院 時気管 内採痰 によ り

Gaffky1号 で 強 化 療 法 を 開 始 。 その 後,本 菌 はM.

intracellulareと 同定 され た。抗 αT抗 体 の み化 療前

よ り陽性で化療開始後徐々 に低下 し,4カ 月で陰性化 し

た。抗PPD抗 体 は全経過中陰性で あった。

考 察

感染症にお ける確定診断 は病巣 または検体か ら病原体

を検 出す ることによってな され るが,培 養や分離が困難

な もの,ま たは これ らに日時を要す るもの につ いは,血

清学的検査が試み られて いる。結核 において も同様 に染

色 と培養が中心であ るが,抗 酸菌染色陽性で あって も抗

酸菌の存在の可能性を示唆す るに過 ぎな い し,結 核菌 の

培養検 査は3週 以上を要 し,同 定を含あ ると数 カ月 を要

す ることもあ る。その ため特 に結核性胸膜炎な どで は経

気管 支的 肺生 検10)な どによ る病理学的診断やAdeno

sine deaminase活 性11)12)をはじめとした生化学 的検査

の応用な どが試み られて いるが,依 然 と して実際 には喀

痰や胃液な どの抗酸菌染色 と培養検査が中心で あ り,次

いでX線 の読影 によって診断がな されてい る。 その他,

免疫学的手段 と して はツベル ク リン反応が汎用 されて き

たが,BCG接 種の一般化,皮 内反応既陽性発病 の増加,

活動 性結 核 で の陰性 化13)～15)などの ため,そ の診 断的

意義は低 いものであった。 このよ うな状況 を背景 として,

近年,特 異性 の高 い血 中抗体価 の測定 による診 断法 が注

目され るようになった。

結核 にお ける血清学 的診断 は古 くか ら,旧 ツベルク リ

ンを 抗 原 と した感 作 赤 血 球 凝 集試 験で あ るMiddle-

brook-Dubos反 応2)や リン脂質 を抗 原 と したカオ リ

ン凝集 反応3)が 試み られ,そ の後,ツ ベル ク リン活性

物質,糖 脂質,リ ン脂質,可 溶性蛋白な どを抗原 として,

補体結合反応16),沈 降反応17)18),赤血球凝 集反応19)～21),

Latex凝 集反応22)23)な どによ る診断が試み られてきた。

しか し,抗 原 の精製 や測定系の感度に問題があ り,そ の

臨床 的評 価 は低 か った 。近 年,蛍 光 抗 体法24)～26),

RIA27)28),ELISA4)5)29)～32)な どの応 用 に よって測定

感度 が上昇 し,ま た一方 では結核菌由来のよ り精製度 の

高 い抗原 を用いた抗体の測定が試み られ るよ うにな り,

その有 用性 が報告 されてい る4)5)。

今 回 は2種 の 抗原を用い,ELISA法 によ りヒ トの血

中抗体価 を測定 し,本 法の診断的意義並びに病態や治療

効 果などの指標 としての有用性について検 討を加えた。

近 年,ELISAを 用 い た測定法についての報 告がい くつ

か にみ られ るが4)5)29)～32),本法は結核患者 において有

意 に高い抗 体価 を検出 し得 るものの再現性に未だ難 点が

み られ,患 者 と健 康人 とのオーバー ラップ も大きい こと

か ら鑑 別 に は不 適 当で あるとい う報告33)も あ る。測定

の 日差変動対策 としては基準血清の吸光度 を もとにOD

 Case.6S.K. 75y.F.

Fig. 11. Transition of antibody titers against PPD 

(•›•) and a-T antigen (•›) in serum from a patient 

infected with M. intracellulare (case6). Abbrevia

tion: AFB, Acid—fast bacilli.
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indexを 算 出す る方法 もあ るが,著 者は本実験で用 いた

基準血清 で得 た標準曲線 に基づ き,抗 体価を算 出,補 正

す ることによって極めて高い再現性を得 ることがで きた。

また,本 法 では患者 と健康人 にお ける抗体価のオ ーバ ー

ラップが問題となるが,こ れを防 ぐ方法 として,第 一 に非

特異的免疫 グ ロブ リンの吸着を防ぎ,そ の影響を最小 に

抑 えるこ と,第 二には特異性の高い抗原を使用す ること

が考 え られる。 第一 の非特異的吸着防止のため に,ま ず

従来 よ り一般 的に用い られてい る牛血清アル ブ ミンを用

いて みたが,非 特 異反応が強 く認め られ,吸 光度差が算

出で きないばか りか,再 現性 も悪か った。そ こで非特異

的吸着 を防止 す るためゼ ラチ ンや他種のアル ブ ミンな ど

を検討 した結果,ゼ ラチ ンで充分な防止効果を認め,以

降 はこれを採 用 して非特異反応を最小に抑え ることがで

きた。一 方,抗 原 の面で は,Benlaminら34)は5種 の

抗 原 をELISA法 で比較 し,最 も特異性が高 く化学的 に

単 一抗 原物 質 で あ るantigen5に おいて良好な成績が

得 られたと報告 してい る。本研究では今まで よ く利用 さ

れ,入 手 の容 易なPPDと 精製度の高い単一蛋 白であ る

α抗原 を使用 し,両 者 に対す る血中抗体価の測定を施行

した。 α抗原 は福井 と米 田 に よ ってM.tuberculosis

H37Rv株 の非 加 熱培 養濾 液 より分離 され6),田 坂 らに

よって精製 された分子量 約30,000の 蛋白で,そ れ には遅

育抗酸菌 間で交 差反 応を示す共通抗原決定因子 と,ヒ ト

型結核菌 と牛型 結核 菌に対す る特異的抗原決定因子が証

明されて いる7)。

活 動性 結核 患者 においては,抗PPD抗 体価,抗 αT

抗体価 と もに健康 人群や結核以外の疾患群 と比較 して有

意 に高 い成績 が得 られた。また,健 康成人群の抗体価の

対数正規分布 における平均値+2SDをcut off値 とし,

活動 性結 核患 者群 における抗体陽性率 をみる と抗PPD

抗体は73.8%,抗 α抗体 は77.5%と やや低 い成績 であ っ

た。 これはBCG接 種 の一般化,陳 旧性結核患者 群の存

在,結 核感染 による免疫能 の抑制 など種 々の因子 の存在

または菌株間の抗原性 の相違 などの関与 によ るもの と考

え られ る。 しか し,両 者 のいず れか が陽性 にな る頻 度で

み ると91.3%と な り,2種 の抗原 を併 用す る ことに意 義

を認 め,結 核 の診 断 と して 高 い有用 性 が示 唆された。

Reggiardoら35)も,3種 の抗 原 を組 み合 わせ 併用 す

ることによって,患 者群 における陽性率 を上 げ,健 常 人

群の偽陽性率 を抑えることがで きる と述 べてい る。また,

Jagannathら36)は 活動性の判定 には多種 の抗 原を用い,

種々の方法で判定す る ことが必要 である とも述 べてい る。

一方
,抗 原 その ものは精製度 が高 く,特 異 性の高い もの

ほど診 断の 精度 は高 ま る との報告 もある34)37)38)。しか

し,本 実験で用 いた抗原 の うち α抗原 は遅育抗 酸菌群に

広 く認あ られ,speciesま たはcomplex specificで 極

めて高い抗原性 を有す る反面,遅 育抗酸菌 におけ る共通

抗原基 も有す ることか ら結核菌 に対す る特異 的抗原性の

みな らず,結 核菌以外 の遅育抗酸菌 に対 して も交差反応

が認 め られ て い る7)39)。本研 究で も非定型抗 酸菌症の

症例 において は,PPDよ りも高 い陽性率 を認 め,BCG

接種 後1年 以内の小児 において も高 い抗体価 を示 し,そ

の判定 には注意を要 した。今回 は ヒ ト型結核菌 か ら分離

した αT抗 原 のみ の成績を示 したが,M.kansasiiや

M.intracellulareの α抗原 と比較 した実験 においてあ

る程度 の 吸光 度 の差が認め られ たことか ら(未 発表),

菌種 の鑑別 が可能であ り,抗 酸菌感染症 と して の診 断に

は有意 義であ ると考えて いる。

経過 を追 っての抗体価測定の結果,結 核の疑 いが強 く

抗結核薬 の投与を開始 した症例 にお いて は投与後数週 間

ない しは1カ 月頃 より抗体価が上昇す る傾向が認 め られ

た。特 に症 例4に おいては慢性気管支炎 と して治療 中,

結 核菌 に も有 効なOFLXを 使用 した ことによ り,そ の

1～2週 間後に著名 な抗体価 の上昇 を認めてい る。その後,

結核 の鎮静 化,つ ま り排菌が停止 し,炎 症所見が改善す

るとと もに抗体価 は次第に低下 して正常域値 にまで復す

るよ うであ った。但 し,抗PPD抗 体において化療開始

後4カ 月以上 の群 において平均抗体価が上昇 した ような

値を示 したが,こ れは高抗体価を示 した耐性菌持続排菌

例を含 めたためであ った。 これ らよ り抗体価 の変動 には

排菌停止後 の期 間 も関与 す るが,化 学 療法 開始後の期間

が よ り強 く関 与 して い る傾 向 に あ り,同 様 の ことを

Kaplan&Chase40)も 指摘 してい る。この現象はPPD

や α抗原が主 と して結核 菌の細胞質 に由来 す る蛋白であ

るため,薬 剤 によ り菌体 が破壊 される ことによ って多量

の抗原が放 出され,そ れによ って宿主 が感作 されやす く

な ると考え られ るが,一 方で は結核菌 による抗体産生機

構の抑制が解除 され たという可能性 もあ り得 る。

高い抗体価を示 した症例 は,胸 膜炎の例 と化学療法無

効 の持続排菌例 であ った。Jagannathら36)は 初回治療

例 より既治療例や再治療例 の方が抗体価が高 いと報告 し

てお り,遅 延型皮膚反応の既陽性発病例や再燃例 におい

て も本法は有用であ ると思 われ る。一方,偽 陰性例 は低

γグロブ リン血症や糖尿病の症例 に認あ られたが,抗 体

の産生は生体側の反応 に依存 して いるので,こ のように

液性免疫能の低下 して いる症例 において は血清学的 な方

法のみで診断を下す ことにはやや問題が残 され た。更 に

未治療例で多量の排菌を認め た症例 にお いて も偽陰性で

あ ったが,こ の理 由と して は活動性結核で は結核菌の菌

体 由来 の リン脂質 が サプ レ ッサ ーT細 胞を活性化す る

こ と41)～43)や活 動 性 結 核の 初期 にお け るcirculating

 imnmune complex(CIC)の 上昇 による遊離抗体の減

少44)な ど も考 え られ る。 この ように排菌陽性 に もかか

わ らず,両 抗体価 とも低値の症例が数例認め られたが,

これ らは抗酸菌染色の併用 によって診断が可能 とな るこ
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と もあ った 。Zeissら45)はELISAに よる抗体 価測 定

と喀痰 の蛍光染 色を併 用す ることによ り偽陰性率は低 く

なる と報告 してい る。一般 に感染症の血清学的診断にお

け る抗体 の測定 はIgG抗 体の検出よ りIgM抗 体の方が

診 断 的意 義が 高 い ものの,結 核 においてはIgG抗 体 に

比べ,IgM抗 体 の上 昇 は著 明で はな く,活 動性の鑑別

に は不適当で あるとい う報告 がある30)。 著者 もIgM抗

体 とIgA抗 体 の測 定 を試 みたが,結 核患者 と健常人の

間で有意 の差を認めなか った。 これは本邦では若年者の

初感染発病例が極めて少な く,高 年齢者を 中心 と した既

陽性発病例が大 多数を占めたためと考え られる。また,遅 延

型皮膚反応であ るツベル ク リン反応 による細胞性免疫能

と液性免疫であ る血 中抗体価 との関連性 は,い くつか の

報告32)46)と 同 じく本実 験 において も何 ら関連性 を認 め

なか った。

以上述べて きた如 く,結 核 における血 中抗体価測定 は,

特異的抗原の選択 とと もに測定系 の感度 を高 めるこ とに

よって,診 断的価値が高 め られ,結 核 の活動性や化学療

法の効果を判定す る上で の重要 な指標 とな り得 る ことを

実証 した。 しか し,抗 体価 の測定 は生体側 の反応 を反 映

す るものであ ることか ら,免 疫異常 または免疫力 の低下

した例においては診断 の意義が低 くなることが予想 され,

この ような患者群 における診 断法 は今後 の問題 と して残

された。 これ に対 して は,検 体 中に存在す る結核菌 の特

異的抗原の検 出を試 みることによって,宿 主側 の反応 に

関係な く診断が可能 となろ う。事実,結 核性髄膜炎 の診

断 に おいて い くつか の試 みがなされてお り47)48),今 後

は検体 中における抗原 の検 出を併 用す るこ とによ って,

免疫学的診断法の意義 は益 々高 くなる もの と考 えてい る。

結 語

1.ELISA法 にお け る ヒ ト血清 中の抗体価 測定 時の

blocking bufferと して,牛 血清アルブ ミン溶液 に代 わ っ

てゼ ラチ ン溶液 を用 いることによ り,非 特異的 吸着 が明

らか に低 くな った。

2.抗 体価の算 出を,陽 性基準血清 の標準 曲線 に基づ

いて補正す ることによって,高 い再現性が得 られた。

3.抗PPD抗 体,抗 α抗体 と もに,健 康成人群 に比

し,活動性結核患者 にお いて有意 に高 い抗体価 を示 した。

ま た,抗PPD抗 体の感度 は73.8%,特 異度 は97.0%で

あ り,抗 α抗体の感度 は77.5%,特 異度 は93.3%で あっ

たが,両 者を併用す ることによ り感度 は91.3%,特 異度

は91.7%と な り,診 断的価値が よ り一層高 いものとなっ

た。

4.治 療開始前の排菌早期 には両抗体価 ともに低値 を

示す傾向にあ った ものの,治 療開始 とともに抗体価 の上

昇が認め られ,抗 結核薬が有効な場合 には菌の陰性化,

炎症 所見の消失 とともに抗体価の低下が認め られ た。両

者の抗体価 は結核 の病態 をよ く反 映 してお り,治 療効 果

を判定す る上 での重要 な指標 とな りうる可能性 が示唆さ

れた。

5.IgG抗 体 で あ るため,免 疫不 全状 態 や低 γグ ロ

ブ リン血症で は低値 を示す傾 向にあ り,免 疫 異 常 を来

した患者 においてはその判定 に注意 を要 した。
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