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は じ め に

肺結核症 の菌検 出による診断 は,喀 疲 中の抗酸菌の塗

抹標本 による証明か,ま たは分離培養 に よる菌の証 明に

よって行われて きた。 しか し,塗 抹標 本では検 出率 が低

く,分 離培養には長時間 を必要 とするな ど欠点 も多 く,
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結核 症の迅速診断法の開発が強 く求め られていた1)2)。

最近,抗 酸 菌症 の診 断法 と して は,rRNA増 幅 法 や

PCR(polymerase chain reaction)法 な どの菌 の

遺伝 子 を検出す る方法が脚光 を浴びてい るが,こ れ らの

方法は測定手技が煩雑 で,塗 抹 法 や培 養法 と同様 に菌

(の特定遺伝子)を 含む検体 を採取す る必 要が あ り,迅

速性はあ るものの,症 例,病 型 によっては必要な検 体が

得 られ ない等の問題があ り,そ の成績は従来の菌検出法

を大 き く上回 るまで には至 ってい ない3)～7)。

近年,酵 素 によ りPPD(purified protein deriva-

tive of tuberculin)や 結核菌体蛋 白を抗原 として結 核

患者の血清抗体価 を測定 し,結 核症の迅速診断法 に応用

す ることが試み られてい る8)。Huaら は結 核菌 の最 も

特徴的 な細 胞膜 表 層成分 で あ るcordfactor(treha-

lose-6,6'-dimycolate;TDM)を 抗 原 に用 い た 抗

cordfactor抗 体 価測 定 のELISA(enzyme-linked

 immunosorbent assay)法 を開発 し,こ の 方法 が活

動性肺結核の迅速診断 に有用であ ること を報 告 した9)。

これを もとに,協 和 メデ ックス㈱ におい て,結 核菌体膜

成分 中糖脂質抗原 から結核患者血清 中抗体 と反応す る複

数 の抗原 を同定 し,cordfactorを 中心 にtrehalose-6

-mycolate ,2,3-diacyl-trehalose,phenolic gly-

colipid,2,3,6,6'-tetraacyl-trehalose2'-sulfate,

2,3,6-triacyl-trehalose等 を含 む糖脂質抗 原TBGL

(tuberculous glycolipid antigen)の 精製 に成 功 し

た。 さらに抗 原精製法 にカラムクロマ トグラフィー法 を

導入 して抗 原供給 や品質管理 の問題 を解 決 し,ま た測定

操作 を簡便化 し,ス タンダー ドを設定 して抗体価 を単位

表示 するな ど実際の臨床現場 に応用可 能な形 に改 良 して

キ ッ ト化 された10)。

測定法 を臨床応用 する場合,基 準値 の設定は重要 であ

る。基 準値の設定にはその基 となる母集団の構成 が重 要

であ り,基 準標本群の選択,群 内の年齢 や性,抗 体検査

の場合 には既往歴や家族歴な どを考慮する必要がある。

今回,開 発 されたキ ッ トを用いてわれわれは健常者 を

年齢層別,男 女別 に調査 し,年 齢や性な どの因子が抗 体

保有率 に関与 してい るか を検討 した。 また既往 歴や家族

歴 などの疫学デ ータ,患 者測定値 を考慮 し,複 数の方法

で基準値の設定 を試みたので報告す る。

対象 と方法

1.検 討対象

・年代別健常人群

健常人 の年齢別抗TBGL抗 体 価分 布 を調査 した499

例 は,労 働安全衛生規則 第44条 に基 づい て行 われ た 自

治 医科大学大宮 医療セ ンター関連施設での平成5年 度の

定期健康診 断受診者で,か つ胸 部X線 間接 撮 影 を含 む

すべ ての検診項 目において異常 な しと判定 された ものを

選択 した。検体 はこの定期健康診 断の際の採血血清 を用

いた。血清 は測定に供 するまで-85℃ で凍結保存 した。

以下,後 述の血清 もすべ て保存 条件 は同一 とした。年齢

や性 の構成 は,20代77例(男 性37,女 性40),30代100

例(男 性50,女 性50),40代100例(男 性50,女 性50),

50代100例(男 性50,女 性50),60代100例(男 性50,

女性50),70代22例(男 性10,女 性12)で あった。

・若年健常人群

30歳 未満 を若年 と定義 した。若年健常人群は,労 働安

全衛生規則第44条 に基 づ い て行 われ た平成5年 度定期

健康診断の受診者で,胸 部X線 間接 撮 影 を含 むすべ て

の検診項 目で異常な しと判定 された ものか ら構 成 した。

自治 医科 大学 大宮 医療 セ ン ター関連 施 設 の20代77例

(男性37,女 性40)と,協 和 メデ ックス株式会社 の20代

社員63例(男 性30,女 性33)の 血清 を用いた。

・人間 ドック受診者群

一般健康診断受診者の年齢構成 に相当 し
,疫 学的 にも

結核症の疑いの ない群 と して,川 崎医科大学人間 ドック

受診者300例 の血清 を用いた 。 この健 常 人群300例 の う

ち,結 核感染歴お よび家族の感染歴の有無の確認,専 門

医 による胸部X線 所見,赤 沈 などか ら,最 終 的 に結 核

感染の疑いの ない210例 を選 出 した。血清検体 は人間 ドッ

ク受診時 に採血 された もの を用 い た。 年齢 構成 は30代

18例,40代95例,50代67例,60代29例,70代1例 であっ

た。

・結核患者群

淳風会旭 ケ丘病 院において,胸 部X線 所 見 が異 常 を

示 し,か つ塗抹,ま たは培養検査 において結核菌が検 出

された活動性感染性肺結核 症 患者74例 を対 象 に し,被

検血清 は初診時採血 を基 本 とした。 年齢 性別 は男 性52

例(10代1例,20代1例,30代6例,40代11例,50代9

例,60代8例,70代10例,80代5例,90代1例),女 性

22例(10代1例,20代1例,30代2例,40代2例,50

代5例,60代2例,70代4例,80代4例,90代1例)で

あった。 この うち36例 は初 診 時 よ り毎 月経 時的 に5カ

月間にわた り採 血 した 。年 齢性 別 は男性24例(30代2

例,40代5例,50代2例,60代7例,70代6例,80代2

例),女 性12例(40代1例,50代3例,60代1例,70代3

例,80代3例,90代1例)で あった°

・Cut-off値 検 討のための対象 群設定

かつて結核 菌 との接 触の可能性 が高かった集団におい

ては,発 病 しな くとも,高 い抗体価 を保有する例 が多い

可能性が考 えられ る。そ こで,対 象 となる健常者群 を,

①感染機会の少ない と思 わ れ る20代 若 年層 に 限定 した

若年健常人群(20代 男女140例)と,② 感染 機会 を考 慮

に入れず に1般 健康診断の年齢構成 に相当す る人間 ドッ

― 2―



1999年10月 703

ク受診者か らさらに結核 菌 との濃厚接触 の可 能性 を極力

除いた人間 ドック健常 人群(210例),の2群 を設定 して

検討 した。

2.血 清 中抗体価 の測定方法

先 に発表 された方法 に準 じて行 っ た10)。 試 薬 は協 和

メデ ックス㈱ の"デ タ ミナーTBGL抗 体"を 用 い た。

概略 を以下 に示す。抗原 プレー トに検体 希釈 液(0.1%

ウシ血清 アルブ ミン,140mMNaC1を 含 む10mMリ

ン酸緩衝液(pH7.4))で41倍 希釈 した被検 血清 また は

ス タンダー ドを100μl/ウ ェル分 注 し,室 温 で1時 間静

置反応 させた。反応 後プ レー トを洗 浄液(0.05%Tween

20,140mMNaClを 含 む10mMリ ン酸 緩衝液(pH

7.4))で 与回洗浄 し,西 洋 ワサ ビペ ルオキシダーゼ標 識

抗 ヒ トIgGウ サ ギ抗体溶 液 を50μl/ウ ェル分 注 して室

温 で1時 間静置 ・反応 させ,洗 浄液で5回 洗浄 した。最

後 に発 色 液(0.5mg/ml3,3',5,5'-tetramethyl-

benzidine)を100μl/ウ ェル加 えて,室 温 で15分 反 応

させ た後,100μl/ウ ェルの反応停止液(1M硫 酸水溶液)

を加 えて酵素反応 を停止 し,プ レー トリー ダー(MTP-

120,コ ロナ電気㈱)で450nmの 吸光 度 を測定 した。 ス

タンダー ドの表示単位 を実数で グラ フのX軸 に,ス タ

ンダー ド吸光度 をグラフのY軸 に実 数 で と り,各 点 を

直線で結んで検 量線 を作 製 した。各近接 する2点 間の関

係 を表す式(Y=aX+b)を 求め,こ の式 のYに 各検

体 の吸光度 を代入 し,X値 で与 え られるTBGL抗 体価

図1健 常人の年代別,男 女別抗体価分布

健常人499例 を男女別年 代別 に分類 し,各 男 女年代 別 の抗TBGL

抗体価分布 を表示 した。参考に男女別結核 患者群 の分布 を加 えた。
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を求め た。

3.統 計計算

パ ラメ トリ ック法 に よるcut-off値 の 設定 は常法 に

従 った11)℃す なわち健常人母集 団のTBGL抗 体価 を常

用対数変換 し,そ の分布が正規分布で ある こ とをz2検

定 で確認 した。対 数変換 した抗体価 を用い て,そ の平均

値 と標準偏差(SD)か ら平均+2SDの 値 を求め,こ の

値 を再 び実数変換 しcut-offと した。

Receiver operating characteristic(ROC)analy-

sis(Roc分 析)は 辻 の方法で行 った12)。 す なわち疾

患群 と健常人 群 を設定 し,OU/mlか ら0.5U/ml刻 み

でcut-off値 を設定 し,そ のcut-off値 にお ける感度

(陽性患者数/全 患者数)と 特異度(陰 性健 常 人数/全 健

常人数)を 求め,1-特 異度 をX軸 に,感 度 をY軸 に と

り,各 点 を直線で結ん でROC曲 線 を作 成 した。ROC

分析 によるcut-off値 の設 定 は,感 度 と特 異度 が最大

となるROC曲 線が最 もグラフの左上角 に近接す る点 を

与 えるTBGL抗 体価 をcut-off値 とした。

2群 の平均の差の検定 はスチ ューデ ン トt検 定 で行 っ

た。

結 果

1.健 常人群 にお ける抗TBGL抗 体価の分布

・抗TBGL抗 体保有率 の年齢別推移

健常 人群499例 を男女年齢別 に分類 し,そ れぞ れの群

の抗TBGL抗 体価 を調査 し,そ の分布 を図1に 示 した。

男女別抗TBGL抗 体価 は男女1.4±1.2U/ml(平 均 ±

SD,n=247),女 性1.3±1.2U/ml(平 均 ±SD,n=

252)で,男 女に よる有意な差 は観 察 され なか った 。 同

様 に20代 か ら70代 の各年代 別 男女 群 におい て も各 年代

男女間 に有意な差は確 認 され なか った。 男 女別20代 ～

70代 各年代群間での抗体価比較では,男 女 とも年代 が上

が るとともに,抗 体価が上昇する傾向が観 察 されたが,

有意差が観察 されたのは20代 群 とその他の各 年代 間で,

20代 を除 く各年代間ではいずれ も有意差は観察 されなかっ

た。男 女 を ま とめ て各年 代 で分 け た 群 で 保 有 す る抗

TBGL抗 体価の平均値 とパ ラメ トリック法 によるcut-

off値(平 均値+2SD)を 求め,図2に 示 した。20代 で

最 も値が低 く,そ の後加齢 とともに軽度 なが ら上昇 し,

70代 で最高値 を示 した。

2.cut-off値 設定の検討

まず各健常人群 と結核患者群 との識別 において,感 度

と特異性 の両者 を比 較 しなが らcut-off値 を検 討 す る

ため,各 健常 人群 と結核患者群 とでROC分 析 を行 った。

結核患者群 は全74例 とし,2例 を除 き初診時採血血 清 を

用いた。図3に 示 したよ うに,両 者 とも左上側 に偏位す

るROC曲 線 が得 られた℃若年健常 人群 と結核患者 群 と

で判断 した場合,左 上 に もっ とも近 接す る点 は2U/ml

であった。Cut-off値 を2U/mlと して判 断す る と,有

病正診率83.3%,無 病正診率87.9%と なった。人間 ドッ

ク健常人群 と結核 患者群 とで分析 した場合 も,若 年健常

人群で分析 を行った時 とほぼ同 じ曲線が得 られた。2者

のROC分 析 結果か らは,2U/mlがcut-off値 と して

適当 と判断 した。

次 に特異性 をよ り重視す る目的で,検 討する母集団に

各健常人群のみ を用い,そ の抗体価分布 を調べ(図4),

正規化 してパ ラ メ トリ ック法で平 均値+2SDをcut-

off値 とした場合,若 年健常人群 で はROC分 析 で求 め

た値 と同 じ2U/mlと なった。人 間 ドック健常 人群 では

cut-off値4U/mlで あった。Cut-off値 を4U/mlで

判 断 した場合,無 病正診率 は93.8%で あった。

3.患 者群 の抗体価測定

参考cut-off値 が得 られたので,患 者群 をこのcut-

off値 で分類 した。初 診 時 よ り経 時的 に抗TBGL抗 体

価 を測定で きた排 菌性結核 患者36例 に対 し,塗 抹,培

養検査 を基準に本測定法の有用性 を検討 した(表)。

Cut-off値 としては,ま ず 若年健 常 人群 お よび人 間

ドック患者群 と,結 核 患者群 とか ら感度 と特 異性 を考慮

しROC分 析 を用いて求めた値,す なわ ち2U/rnlを 設

定 した。次 に人間 ドック受診者の健常人群 を用い,特 異

性 に重点 をおいてパ ラメ トリック法 で求 めた値 と して

4U/rnlを 設定 した。排菌性結核患者 を経時的抗TBGL

抗体価 の推移 よ り,以 下の ように陽性群 と陰性群 に分類

した。

陽性群 はA群:初 診時の測定 か ら常 に陽性 の グルー

プ,B群:初 診か ら1～2カ 月以降 に陽性 に転移 した グ

ループ,と した。陰性群 は,C群:初 診か ら2～3カ 月

まで陰性 で,そ れ以 降 に弱 陽性 とな った グル ープ,D

群:一 度 も陽性 にな らなかったグループ,と した。陰性

群のC群 は,抗 体 産生が 臨床 経過 と比 較 して遅 く,臨

床的意義が乏 しい と判 断 した。Cut-off値 を2U/mlと

した場合 は,36例 中30例 が陽性 とな り検 出率 は83.3%

であった。Cut-off値 を4U/mlと した場合 は,36例 中

27例 が陽性 とな り検 出率は75.0%で あった。

考 察

結核 症の ような感染症は,年 齢 や性 別等 に よって起 炎

菌 との接触の機会や密度に違いが生 じている可 能性 があ

る。結核菌 による感染の機 会が多かった結核流行期 を経

験 した世代 と,機 会の少ない若年層 とを一律 に扱 うこと

は議論のあ るところであろ う。
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図2年 代別平均抗 体価 とcut-off値

健常 人TBGL抗 体価分布 を対数化す るこ とで

正規化 し,パ ラメ トリック法 によ り平均 値 とSD

値 を求 め た 。こ の平 均 値 とSD値 か ら平 均 値

+2SDの 値 を求 め,実 数化 してcut-off値 と し

た。

○:平均値,●:cut-off値(平 均+2SD)

図3ROC分 析

感 度 と特異性 を同時 に分析 変数 と して解析 す

る 目的で,健 常人群 と結核患者群 を設定 し,OU/

mlか ら0.5U/ml刻 みでcut-off値 を変化 させ,

そのcut-off値 における感 度(陽 性患者 数/全 冠

者数)と 特異度(陰 性健 常人数/全健常 人数)を

求め,1-特 異度 をX軸 に,感 度をY軸 に と り,

各点 を直線で結んでROC曲 線 を作 成 した。

●:若年健常人群と結核患者群で求めた値

○:人間 ドック健常人群と結核患者群で求めた値

結核 は統計上で も明 らか なように,年 齢 とともに罹患

率が上昇 してい ることや,不 顕性感染化がみ られる疾患

であ ることが示 されてい る13)。検査 値 が年齢,性 別 な

どの因子 によって左右 される場合 は,そ れ らを加味 して

考 える必要 がある。これを確認す るために,年 齢,性 を

図4各 健常人群の抗体価分布

抗TBGL抗 体 価 を0U/mlか ら0.5U/ml刻

みで 区間分 け し,各 区間 内 に値 の存 在す る健 常

人群の例数 を求め,分 布図化 した。

■:若 年健常人群,□:人 間 ドック健常人群

表 結核患者群のTBGL抗 体価による分類

陽性群A群:初 診時か ら常に陽性 の群,

B群:初 診 か ら1～2カ 月後 に陽性 に転

移 した群

陰性群C群:初 診 か ら2～3カ 月まで陰性であっ

た群

D群:一 度 も陽性 とならなか った群

考慮 した母集 団を設定 して,そ の抗体価 を測定 した。抗

TBGL抗 体価の分布 に性差 は確認 され なか っ たが,加

齢 とともに上昇す る傾向が観察 された。各年代 ごとに,

その分布型 を考慮 して正 規化 して求 めたcut-off値 も

年齢 とともに上昇 していた。

結核症 の成立過程 か ら考 える と,通 常結核菌 の感染 を

受けて も95%以 上 は発病 す る こ とな く経過 す るが,不

顕性 感染 として結核菌 が体 内に残留 する ことがあ り,こ

の場合,持 続的に抗体価 が上昇 している可 能性 が考 え ら

れる。 したがって,結 核発 症機 序 とあわせ て考える と,

年齢の上昇に伴 う抗体価 の上昇は十分推察で きる。

そ こで,基 準値の下限値 を探 る目的で,結 核 菌感染の

可能性が低い と考 えられ る若年健常人群 を対象 に抗体価
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を詳細 に調べた ところ,特 異性 を重視 してパ ラメ トリッ

ク法で値 を決定 した場合,cut-off値2U/mlが 得 られ

た。 また健常人群 と結核患者群 との識別 において,感 度

と特異性の両者 を比較 しなが らcut-off値 を検 討す る

ため,ROC分 析法 を用い た。ROC分 析 は検査 法 の精

度 について,感 度 と特異性 を同時 に分析 変数 として解析

す る方法で,ROC曲 線が左 上 にな るほ ど,ま た曲線 で

囲 まれ る面積が広いほ ど疾患群 と非疾患群 との識別能力

に優 れた測定法,す なわち診断効率 に優 れた測定法であ

ると言え る。 この分析 法か ら,本 キ ッ トは診断効率に優

れた測定法である ことが示 された。ROC分 析 か ら求 め

たcut-off値 は同 じ2U/mlで あった。 この結核菌 感染

の可 能性 の少 な い集 団で得 られ たcut-off値2U/ml

は,感 度 と特 異性 を共に考慮 した もので,鋭 敏 に結核菌

感染 を検 出で きる値 と考え られる。

一方
,年 齢構 成は考慮せ ず,人 間 ドック受診者 で疫学

的デー タまで調査 して十分 に結核症 の疑 いを排 除 した集

団 と結核患者群 とを対象 とした場合,感 度 と特異性 の両

者 を考慮 してROC分 析 で求めたcut-off値 は,若 年健

常 人群 と同 じ2U/mlを 示 した。 しか し,こ の集 団で特

異性 を重視 し,結 核患者群 の抗体価分布 を考慮す ること

な くパ ラメ トリックで求めたcut-off値 は4U/mlで あっ

た。実 際に若年健常 人群 と人間 ドック健常人群 との差は,

特異性 を重要視 した場合 に表 れるこ とか ら,結 核菌 との

接触 の可能性 の差,不 顕性感染 の可能性 の差が大 き く反

映 している もの と考 え られる 。患 者群 に このcut-off

値 を適用 した場合,十 分 な陽性率が得 られ,こ の値の有

用性 を確認す ることがで きた。

そこで今 回,わ れわれは2U/mlを 発症,不 顕 性 にか

かわ らず結核菌感染 をス クリーニ ングす る場 合 のcut-

off値 と し,4U/mlを 結 核症 患者 か否 か を診 断す る場

合 のcut-off値 とす ることを提唱す る。

ただ し今 回の検討で,少 ない なが らも排菌性感染性結

核症で あって も陽性化 しない症例が存在 した。 これ につ

い ては,対 象 となった結核患者 に高齢者が比較的多か っ

た ことか ら,加 齢 による免疫機能の低下が影響 した可能

性 が考 え られ る。豊 田 ら14)は 免疫 機能 の低 下 が あ る

AIDS患 者3例 でTBGL抗 体測定の有効性 を検 討 して

い るが,発 症後半年以上 の重症結核 であ りなが ら,cut-

off値 を2U/mlに 設定 した場合,陽 性 となっ たの は1

例のみであった と報告 している。免 疫機 能が低 下 してい

る場合の本測定法の利 用については,今 後 さらに検討 す

る必要がある。
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