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結 核 菌 抗 原ESAT-6お よ びCFP-10を 用 い た 結 核 感 染

診 断 法QuantiFERON(R)TB-2Gの 基 礎 的検 討
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要 旨:〔 目的〕新 規結 核菌 感染 診 断法 であ る全 血 イ ンター フェ ロン ・ガ ンマ(IFN-γ)応 答測 定 法

QuantiFERoN(R)TB-2Gの 最 適 カッ トオフ値設定 を中心 と し,そ の基礎 的な特性 を検討 した。 〔対象〕健

常人群:結 核菌暴露 の リス ク要因が確 認 され ない若年健常人220人 。 結核患者群:結 核菌培養 陽性 の

活動性結核患者118人 。接触者群:あ る接触者健診 でツベ ルク リン反応(ツ 反)発 赤径が30mm以 上 あっ

た若年健常者75人 。〔方法〕被験者の全血 を結核菌抗原 で刺激培養後,血 漿成分 中のIFN-γ 産生量 を

QuantiFERoN(R)-CMIに よ り測定 した。測定結 果 は,ROC曲 線 と陽性 ・陰性 の誤分類 に よる損失 の検

討 を行 い,カ ッ トオフ値 を設定 した。 〔結果〕カ ッ トオフ値 はESAT-6,CFP-10双 方 に対 して0.35IU/ml

と設 定 し,そ の感度 は89.0%,特 異 度 は98.1%で あ った。 〔考察〕未感染健常者 において,全 血IFN-γ

応 答測定法 はBCG接 種 に全 く影響 されなか った。 また,2種 の結核抗 原 に対す るIFN-γ 応 答 の相 関

は弱 く,判 定 には両者 を独立 に用い る必要があ った。 さらに,既 感染率が高い集団に本 法を適応 する

際,カ ッ トオフ値 はよ り低い レベル に設定 し,陽 性的中率 をあ ま り下げずに見 落 としを減 らすべ きで

あると考 え られ る。

キーワーズ:結 核感染,診 断法,ESAT-6,CFP-10,IFN-γ,ELISA

緒 言

現在全世界人 口の3分 の1が 結核菌 に感染 してい ると

見積 もられ,そ の 中か ら年 間880万 人 の結核患者 が発 生

し,い まだ に微 増傾向 にあ る1)。結核 が世界最大級 の感

染症 といわれるゆえんである。 この結核対策の有力 な方

策 として,と くに先進 国で は既感染者の化学予防があげ

られ る2)。そのた めに必要 な結核 感染の診断 に,現 在 ま

で用 い られている唯一 の方法 はツ反であ る。 ツ反 は結核

菌(Mycobacterium tuberculosis)の 培 養濾過液か ら精製 し

た タンパ ク(Purified Protein Derivative,PPD)を 皮 内 に注

射 し,そ のPPDに 対 す る宿 主 の遅延型 アレルギ ー反応

として注 射部位 に出現す る発赤 等 を測 定す るin vivoの

皮 膚反応検査であ る。このPPDは 数 百種類 にものぼ る結

核菌抗原 を含 んでお り,そ の多 くが結核 ワクチ ンに用い

るMycobacteriunz bovis,subsp.BCG,あ る い は環境 中の

非結核 性抗酸菌 の抗 原 と高 い類似性 を持つ。 このため,

結 核 感染 を受けていない者 がBCG接 種 を受 けただけで,

あ るいは非結核性抗酸菌 の感染 を受 けただけで もツ反が

陽性 となるこ とがあ るため3),真 の 結核感染 とこれ らを

区別 する ことは実 際的には きわめて困難 である。

近年分子生物学 的手法 を用 いた研究 に より,結 核菌 の

遺伝 子配列 中 にお いてBCGに は完全 に欠落 してい る領

域 が 同定 された4)。 その領域 内には,一 度結核 に感染 し

た動物 の記 憶T細 胞 に作 用 し,IFN-γ 産 生 を強 く誘導

す る蛋 白ESAT-65)6)お よ びCFP-107)を コ ー ドす る遺 伝

子 の存在 が認 め られた。 そ してこれ らの蛋 白を刺激抗原

として用 いる ことに より特異性 の高 い結核感染診断が可

能であ ることが示 された8)。 さらに,最 近全血 をPPDな

どの抗 原で刺激 し,産 生 され るIFN-γ を測定す るin vi

tro結 核 菌 感染診 断キ ッ ト(QuantiFERON(R)-TB,Cellestis

社)が 開発 され,ツ 反 に代 わるヒ トの結核 感染診断用 に
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用いられるようになった9)。これに引 き続き,先 に発見

された特異蛋白(ESAT-6お よびCFP-10)を 抗原 として

使用す るシステムがQuantiFERON(R)TB-2G(Cellestis社,

オース トラリア;以 下単にQFTと 呼ぶ)と して開発 され

た。これにより結核感染をBCG接 種の影響 を受けずに

判定できる可能性が考えられる。最近われわれは結核患

者とBCG接 種歴のある健常者の2群 にこの検査を試み,

この方法の特異的結核感染診断法としての有用性 を示 し

た10)11)。本論文においては,こ の検査方法における最適

カットオフ値の設定を中心としてその基礎的な特性につ

いて検討する。

研究対象および方法

(1) 対象者

研究対象は既に報告されているが10)11),以下3群 に分

けて簡略に示す。

第1群(健 常人群):結 核菌暴露のリスク要因が確認 さ

れない若年健常人220人 。

第2群(結 核患者群):結 核菌培養陽性の活動性結核患

者118人 。治療による免疫能への影響を考慮 して,採 血

時において1週 間以上は治療されていないことを条件 と

した。明らかな免疫抑制状態にある者は含まれていない。

第3群(接 触者群):あ る集団での患者発生において接

触者健診の対象 とな り,ツ 反で発赤径が30mm以 上で

あった若年健常者75人 。この群 は初発患者 との接触が

とくに濃厚だった群(33人)と それ以外の群(42人)に

二分される。大半はBCG既 接種である。

これ ら各群の被験者に対しては文書による同意書を得

て検査を実施 した。

(2) ツ反検査および問診

各群の被験者には問診(第1,第2群 には質問紙を使

用,第3群 は面接)を 行い,感 染のリスクや既往歴など

を調べた。続いてツ反検査およびQFT検 査を行った。

(3) QFTの 測定方法

IFN-γ 産生量 の測定 は既 に報告 した方法 に従 って

行った10)。簡潔に述べると,各 症例からツ反検査実施前

および実施後2週 間以上経過した時点で採血を行った。

被験者から全血(ヘ パ リン加全血)を 採取後,24ウ エル

の培養 プ レー トに採血か ら12時 間以 内の血液検体 を

1ml/ウ エ ル分 注 し,そ れぞ れの ウエ ルに刺 激抗 原

ESAT-6,CFP-10,陰 性コントロール(生 理食塩水)お よ

び陽性 コントロール(PHA)を100～125μl添 加撹絆 し

(抗原最終濃度:各 ペプチ ド1μg/ml,PHA:最 終濃度5

μg/ml),37℃ で16～24時 間静置培養(5%CO2)後,検

体の上澄みの血漿標本を採取 した。採取 した標本は測定

時まで-85℃ で保存 した。IFN-γ 産生量は,QFTを 用

い規定の使用法に基づ く操作方法により測定 した。

(4) 判 定 方法

以下 に示 す よう に,刺 激抗 原ESAT-6ま た はCFP-10

に よ り産生 誘導 されたIFN-γ 値 よ り陰性 コン トロール

(Nil)のIFN-γ 産 生値 を差 し引いた値 を算 出 した。

ESAT-6で の値(IU/ml)=IFN-γESAT-6-IFN-γNil

CFP-10で の値(IU/ml)=IFN-γCFP-10-IFN-γNil

この 値 に基づ き,分 布の吟味や カッ トオ フの設定,特

異度お よび感度の分析 などを行 った。

(5) 統 計 解析お よびカッ トオ フ値の設定 ・分析

IFN-γ 産 生量 の測定値 は対 数正 規分布 に従 うこ とか

ら,こ の測定値 に基づいた主要 な分析 には,測 定値 を対

数変換 した もの を用 いた。解析 の大半 はExcel(R)(Micro

soft TM)ス プ レ ッ ドシー ト上 で実行 した。 検定 等 はEpi-

Info2000(CDC),SPSS-J for Windows(SPSS Inc,USA)

を用 いた。

カ ッ トオ フ値 の設定 に はReceiver-Operating Character

istics(ROC)分 析 の うえ,設 定す るカ ッ トオフに よる誤

分類(偽 陽性,偽 陰性)に 起 因す る損 失 を最小 限度 にす

るための理論 を用い た。その詳細 は成書12)に 譲 るが,以

下 に要点 を記す。

カ ッ トオ フ値 をxと し,そ れ以上 を陽性,未 満 を陰性

とす る。 これ に よっ て有病 者(既 感 染者)に つ い て偽

の陰性(FN),ま た健常者(未 感染者)に ついて偽の陽性

(FP)と い う誤 分類が それぞ れ生 じうる。 それ らの個 々

につい て臨床的結 末(死 亡や苦 痛)や 関係 す る経 費(医

療費 や検査代),す なわち損失が発 生す る。単位 当た り

誤分類 の臨床的 ・経済的負担 を仮 に1つ の尺度L(FN),

L(FP)で 表 しうる もの と し,カ ッ トオ フxに 対 応 す る

それ らの和(Penaltyと 名 づ ける)を 最小 にす るxを 求め

る こ とが命題 となる。Penaltyは 検 査 対象 とな る集 団の

有病率 によって左右 され る。す なわち,

Penalty=L(FN)・FP・P+L(FP)・FN・(1-P)

で あ る。 こ こで,L(FN)=w・L(FP)と す る。 つ ま り

1件 の偽 陰性 は,1件 の偽陽性のw倍 の損失 に相 当す る

もの とする。単位 を無視すれ ば,Penalty=w・FP・P+

FN・(1-P)と な る。有病 率Pは 一般 に未知 なので,こ

の ような事象 は生起 ・不生起が等確率で あるとす る原理

に基 づ き(ラ プラース原理)ツ ベ ルク リン反応検査 につ

いて行われ る ように13),P=0.5を 想 定 する。 この とき,

単 位 を無視す れば,Penalty=w・FP+FNと な る。 これ

を最小 にす るxを 求 めればよい。

この ように 「最 善の カッ トオフ値 」は有病率50%と い

う状 況 で,ま た仮 定的 なw(2通 りの損 失の比)に よっ

て決 め られているが,前 者 につ いてはさまざまな水準の

有病 率 に対 してその有効性 を検討 する。 この有効性 は,

陽性 的中率(こ の カッ トオフで陽性 とされた ものの うち

真 に有病 者で ある確率),陰 性 的 中率(同 様 に陰性 とさ
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Table 1 Characteristics of the groups of subjects

れた者の うち真 に健常者 である確率)に よって評価す る。

これ らは感度Se,特 異 度Sp,有 病 率Pの と き以下 の式

で計算 される。

陽性 的中率=P・Se/(P・Se+(1-Sp)・(1-P))

陰性 的中率=1-P・(1-Se)/(P・(1-Se)+Sp・

(1-P))

結 果

被験 者各群 の背 景

対象者 計3群 の背 景要因 をTable 1に 要 約す る。

第1群 は看 護学生 で,問 診 か ら85%でBCG既 接 種 を

確 認 したが,実 際 の既接種 率 は さ らに高 い と考 え られ

る。特 定の結核 感染 の機会 を申告 した ものはなかった。

ツ反 は結 果 が 知 られ た219人 中,発 赤 径10mm以 上 が

83%,30mm以 上 が26%で あ った。

第2群 の うち結核 菌塗抹 所見 の知 られ た患者 の うち

87%が 塗 抹 陽性 であった。 明 らかな免疫抑制要 因を持 っ

てい るものはなかった。

第3群 は全 員BCG既 接 種 で あ り,濃 厚,非 濃 厚群 の

中か ら1人 ずつ 活動性 結核 と診 断 された ものが発 生 し

た。上 述の ように これ らは全 員 ツ反発 赤径 が30mm以

上 であ る。

(1) ESAT-6お よ びCFP-10刺 激 に対 す るIFN-γ 応 答

の定量,分 布

健常 人群(第1群)のESAT-6とCFP-10刺 激 によ り産

生 されたIFN-γ 量(対 数変換値)の 分 布 をFig.1に 示 し

た。 これ らIFN-γ 産 生量 の分 布 は,最 小 値域(測 定不

可域)に 集 中す る指数 関数に類 似 した分布 に従 い,そ の

(幾何)平 均 はそれぞれ0.0070IU/ml,0.0078IU/mlで あ っ

た。

患 者 群 に お け るESAT-6お よ びCFP-10刺 激 に よる

IFN-γ 産 生量 は,Fig.2の よ うに観察数が小 さい ため不

規則で はあ るが,正 規分布 に類似 した分布 に従 い,そ の

(幾 何)平 均 値 ±標 準偏差 はそれぞれ1.36±7.65IU/ml,

0.672±0.11.15IU/mlで あ っ た。 なおFig.2に は これ ら

IFN-γ 応 答一の 年齢(13～34歳,35～59歳,60歳 以 上)

と の関連 も見 た。34歳 以下 では分布 の形 は定型 的 な正

規分布 を示す が,35歳 以 上で は歪みが 目立 つ。 これ ら3

群 の年 齢群 問にお けるIFN-γ 産 生量 の平均値 問 に有 意

a. ESAT-6

b. CFP-10

Fig. 1 Distribution of healthy subjects according to IFN-ƒÁ 

response (ESAT-6 above, and CFP-10 below). The horizontal 

axes [ln (ESAT) and ln (CFP)] indicate log-transformed value 

of IFN-ƒÁ amount induced by stimulation of ESAT-6 and

 CFP-10, respectively.

の差 は見 られ なかった 〔一元配置分 散分析(自 由度対 は

2,107),ESAT-6で はF=0.614,P=0.540;CFP-10で は

F=0.346,p=0.708〕 。 また結 果(4)で 決 定 され るカッ

トオ フに基づ く陽性率 はTable 2の とお りで あった。60

歳 以上 の群 で陽性率が低 い ように見 え るが,3つ の年齢

間のば らつ きは有意で はなか った。

患 者濃厚 接触 者 群 にお け るIFN-γ 産 生 量 の分 布 は

Fig.3に 示 す とお り,上 記 の2種 の分布 の組み合 わせ と

見 るこ とがで きる。2種 の分布 とはつ ま り,未 感染 者 を

代表す る最小値域 にピークをもつ指数型の分布 と,既 感

染者 を代表す ると考 え られ る右方の正規型の分布 とであ

る。一方,非 濃厚接触者で は分布 はやや不規則 な指数関

数型 の分布 で右肩 下が りであ った11)。 これ ら3群 におい
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ESAT-6, All ages

ESAT-6, 13-34 years

ESAT-6, 35-59 years

ESAT-6, 60+ years

CFP-10, All ages

CFP-10, 13-34 years

CFP-10, 35-59 years

CFP-10, 60+ years

Fig. 2 Age-specific distributions of TB patients according to IFN-ƒÁ response to ESAT-6 or CFP-10.

て陽性 コ ン トロール に対 す る反応 の弱い者 が見 られ な

かった ことか ら,免 疫不全状態 の者 は含 まれていない と

考え られた。

(2) ESAT-6応 答 とCFP-10応 答 の関連

結核 患者118人 の 抗 原刺 激 に よるIFN-γ 応 答 につ い

て,ESAT-6に 対 す るもの とCFP-10に 対 す る ものの関連

を,IFN-γ 産 生量(対 数変換値)の 相 関で見 たのがFig.

4で あ る。 相 関係 数 は0.303で(無 相 関 の検 定 のp=

0.001),弱 い有意 の相 関が認 め られる。

感受性 の一致性 とい う観点 か ら,結 果(4)で 見 る両

者のカ ッ トオフ値 を用 いた陽性 ・陰性 の分類 の一致性 を

見 る と,Table 3の よ うにな っていた。一 致性 の指標 と

して,全 体一致率(両 法 に よる陽性,陰 性 の判定 が一致

した例 数 の割合)は(68+13)/118=68.6%で あ った。

偶然の一致 を排 除す るために κ係 数 を見 る と,κ=0.225

で,検 定 で はz=2.659,p<0.001と な り,κ 値 は0よ

りは有意 に大 きい とはいえ,そ の絶対値 は小 さく一致率

は高 くはない。

なお,BCG既 接 種 の未感染 者(第1群)に お いて も,

ESAT-6とCFP-10の 問 の相 関 はr=0.170で 無 相 関検 定

のp値 は0.011と,ご く弱いが有意の相関が認め られる。

(3) ツベ ル クリン反応 とIFN-γ 応 答 の関連
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Table 2 Comparison of positive rates and means of IFN-ƒÁ response among age-groups 

of TB patients.

a. Close contacts, ESAT-6

b. Close contacts, CFP-10

Fig. 3 Distribution of close contacts of a tuberculosis patient 

according to IFN-ƒÁ response (ESAT-6 above, and CFP-10 

below). The horizontal axes [ln (ESAT) and ln (CFP)] indicate 

log-transformed value of IFN-ƒÁ amount induced by stimula

tion of ESAT-6 and CFP-10, respectively.

Note; The most left columns exceed the vertical axes.

Fig. 4 Correlation between ESAT-6 and CFP-10 measure

ments in TB patients. ln (ESAT) and ln (CFP) indicate log

transformed value of IFN-ƒÁ amount induced by stimulation 

of ESAT-6 and CFP-10, respectively.

Table 3 Contingency between IFN-ƒÁ responses to ESAT-6 

and CFP-10 in tuberculosis patients
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1. ESAT-6

2. CFP-10

Fig. 5 Correlation between Mantoux test and IFN-ƒÁ response in TB patients. In (ESAT) 

and  In (CFP) indicate log-transformed value of IFN-ƒÁ amount induced by stimulation of 

ESAT-6 and CFP-10, respectively.

Note; r:Correlation coefficient, CI:95% confidence interval.

まず,BCG既 接 種 健常者 につい てツ反応径 とIFN-γ

応 答の相関 を検討 した。 ツ反発 赤お よび硬 結の分布 は と

もに正規 型(硬 結で は左 方 に偏位 し,歪 んでい るが)で

あるのに対 し,IFN-γ 応 答(ESAT-6お よ びCFP-10刺 激

によるIFN-γ 産 生量,対 数変換値)はFig.1に 見 た よう

な指 数型 の分布 に従 っていた。 ツ反 お よびIFN-γ 応 答

の分布 はこのように全 く異 なってお り,両 者 間の関連の

低 さ を示 唆 してい る。 相 関 係 数 は,発 赤 とESAT-6,

CFP-10の 間 で それ ぞれr=0.128,r=0.047で 無 相 関の

検 定のPは それぞれ0.059,0.493,ま た硬 結 との間で は

そ れ ぞ れr=0.047,r=0.042(p値 は そ れ ぞ れ0.693,

0.625)で あ り,い ずれ も相 関はないこ とが確認 された。

つ ま りIFN-γ 値 は,BCG接 種 後の ツ反 の強 さ と無 関係

である。次に結核 患者 について同様 の観察 を行 う。 ツ反

の成績 が知 られた菌 陽性結核 患者76人 の ツ反硬 結径 と

IFN-γ 応 答(対 数変換 値,そ の分 布 はFig.2)の 散 布 図

はFig.5の と お りであ っ た。ESAT-6,CFP40に つ いて

相 関係数 はそれぞ れ0.329,0.253で,無 相関検 定で はp

値 はそれぞれ0.0037,0.0275で,と もに弱 いが有 意の相

関が認 め られる。

(4) カ ッ トオフ値 の決定

診 断 につ いて は,上 の分析 か らESAT-6とCFP-10の

か な りの独立性 か ら,両 者 を同時 に用 いるこ とが有用 と

考 え られるので,後 者 の診 断方式 は重 要で ある。Fig.6

にESAT-6,CFP-10お よ びその組 み合 わせ(い ずれか よ

り大 きい値 の方 で)に よる診断 に関す るROC曲 線 を示

す。AUC(曲 線 下面積)は,0.987(95%信 頼 区間は0.977

～0 .999),0.981(同0.967～0.996),0.937(同0.907～0.969)

で あ る。CFP-10に 比 してESAT-6の ほ うが診 断上有用 で

あ り,両 者 を同時 に用い るとさらに有用になる ことが示

されてい る。

方法(5)で 記 述 した方式 によ り最小Penaltyを 与 える
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ESAT-6,CFP-10の カ ッ トオ フ値 を決 定す る。2種 の誤

分類 に よる損 失の比wを10と 設 定 し解析 した結果,Fig.

7の よ う に,ESAT-6は0.35IU/ml付 近 で最 小Penaltyを

与 え,CFP-10も 同様 で あった。両 者が 共通 の カ ッ トオ

フになることの利便性か らも,こ の値 を最良 カッ トオ フ

とす る。 この と き感度 はESAT-6,CFP-10で そ れぞ れ

81.4%,65.3%,特 異 度 はそれぞれ99.5%,98.6%で あ る。

また両者 どち らかが この値 を超 える者 を陽性 とす ると,

感 度,特 異 度 はそ れぞ れ89.0%(95%信 頼 区 間82.1%～

93.4%),98.1%(95.4%～99.3%)と な る。 カ ッ トオ フ値

を0.35IU/mlの 前 後で変化 させて感度,特 異度が どの よ

うに変化 す るかを見た結 果,0.12IU/mlで 感 度,特 異 度

は交差 したが,0.2～0.4IU/mlの 範 囲で は感 度,特 異度

が比較 的安 定 した範 囲にある ことが知 られた。

さ らに対象 集団 の有病 率(既 感染率)の 水準 によって

陽性 的中率,陰 性 的中率 が どの ように変 わるかを見 た。

Fig.8の よ うに陽性 的中率 は,カ ッ トオ フが0.3IU/ml以

上 で あ れ ば有 病 率 が1%～50%の 範 囲 に わ た りほ ぼ

100%で あ るが,0.2IU/mlに 下 げる と,有 病 率 の影 響が

大 き くな り,た とえば,1%に な る と陽性 とされた者の

うち真 の有病 者 は60%に 下 が る。 これ に対 して,陰 性

的 中率 は有病 率が 高い ほ ど低 くな り,有 病 率50%で は

0.3IU/ml前 後 における陰性 的中率 は90%に 下 が る(陰 性

とされた者の10%が 有病 者)。

考 察

この研 究で は 「潜在結核 感染」の診 断のための方法 論

を問題 に してい るが,潜 在結核 感染のGoldstandard(絶

対 基準),つ ま り規範 となる診 断法が確立 されて いない

ので,こ の研 究では結核 菌が培養 証明 されてお り,ほ ぼ

未治療 の活動性 結核 をもっている ことを結核感染 の代理

指標 と し,ま た健康若年 者(平 均 年齢20歳)は 結核未感

染 と仮 定 して この解析 を行 った。前者 の仮定 で問題 にな

るのは,感 染後活動 性結核 になった者 と,感 染 して発病

しない状態 とでこの検査 のパ フォーマ ンスが どのように

違 うかである。 同様 に治療や感染後 の時 間経過 の影響 も

問題 になる。この検査 が と くに有効性 を期待 されるのは,

感 染後 問 もない潜在感染状態 で発病予 防治療(化 学予 防)

の適応 を決定す るためであるが,こ の ような状態で は一

般 にはIFN-γ 応 答は発病後 よ りも強い とす る知見14)～16)

が 多 い。 も しそ うで あれ ば,患 者 を代理指標 とす る本研

究で得 られ た感度の水準 は真の潜在感染 に関 して は過小

評価の可能性があ る。 また健常者 を未感染 としたが,最

近 の 日本 で は20歳 で は1%前 後 が既 感染 と推定 されて

い る17)ので,こ の研 究 で得 られ た特 異 度 はその分 だけ

過小 評価 に なって いる可能性 が あ る。 さ らに,こ の研

究 で用 い られ て い る抗 原 は,Mycobocterium kansasiiや

a. Greater of ESAT-6 or CFP-10

b. ESAT-6

c. CFP-10

Fig. 6 Receiver-operating characteristics curve for IFN-ƒÁ 

response in classifying the tested to either tuberculosis 

patients or healthy subjects.

M.szulgaiに も存在するので健常者でこれらの菌の感染

を受けている者があるとすれば,そ れによる過小評価 も

考えなければならないが,観 察 された特異度は98%な

ので,こ れらはあってもほとんど問題にならない。
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Fig. 7 Analysis for determination of the optimal cut-off value. Penalty values were plotted 
for each ESAT-6 (top) or CFP-10 (bottom) cut-off values. The optimal cut-off values were 
chosen when penalty value becomes minimum.

(A)

(B)

Fig. 8 Predictive value of positive (A) or negative (B) by cut-offs for selected levels of prevalence.
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特 異抗原 に対す るIFN-γ 応 答 の定量 的分析 は,す べ

て測定値 に対数変換 を施 して行 った。 これ によって,患

者 にお いて は正規型の,ま た未感染者 において は指数型

の分布が観察 され,接 触者 において は両者の混合体 とし

ての複合分布が見 られた。 これ らはツベル クリン反応 の

反応径 と全 く同様であ る。

患者 にお け るIFN-γ 応 答 に は,ツ ベ ル ク リン反応 の

場合18)と違 って有 意の年齢差 は見 られなかった。年齢 の

ほか病状 との関連な どは冒頭 に述べ た他 の条件 との関連

と同様,今 後の研 究課題である。

ESAT-6とCFP-10に 対 す るIFN-γ の 関連 を結核 患者

について見る と,0.303と い う弱 い正 の相 関が見 られる。

これに関 しては,ESAT-6とCFP-10は 同 じ遺伝子 フ ァミ

リー に属 し,低 いなが らも類似性 を持 つ こと7)が 関係 し

ている可能性 が考 え られるが,い ず れにせ よ,こ の低 い

相 関か らして,設 定 した カ ッ トオ フに よる陽性 区分 は

ESAT-6とCFP-10で 一 致性は偶然以上の もので ない とい

う結果 とな り,両 者へ の反応 を組み合 わせて診断 に用い

る こ との有効 性が 出 て くるこ とにな った。 なお,BCG

既 接 種者 において も両者の問 にはご く弱い相関が見 られ

た。本来 な らばここで は無相関の はずであ るが,こ の よ

うなことになった原因 として は,わ ずか にあったか もし

れ ない結核菌や抗酸菌感染な ど非特異的な反応 要因の影

響が考 えられ る。

未感 染健常者 にお いて ツベ ル ク リン反応 とIFN-γ 応

答の関連については,ツ ベルク リン反応発赤 ・硬結径 の

分布 とIFN-γ 応 答 の分 布が全 く異 なる こ とか ら,無 相

関は 自明である。事 実 ピアソ ン相 関 もそれを裏付 けてい

た。 この ようにこの抗 原がBCG接 種 に よって作 られ た

細胞免疫 ない しツベルク リン ・ア レルギー とはほぼ完全

に独 立 しているこ とが確認 されるのである。

結核感染 による ツベ ルク リ ン反応 とIFN-γ 応 答 の 問

には,結 核患者 における観察 か ら,弱 いが有意 の相 関が

あるこ とが知 られる。 しか しその弱 さか らツベ ルクリン

反応 にはIFN-γ だ けで ない多 くの要因が絡 んで反 応の

強弱が決定 されることを改 めて知 らされ る。

カ ッ トオフ設定 の問題 は,ツ ベ ルクリン反応 を含 む多

くの意思決定 問題 とまった く同様 に損失関数 と事前確 率

の処理 に帰す る。 これ を一般的 に解決す ることは不可能

なので,多 くの実用的 なケース にならって,便 宜的 な仮

定 と戦略 を採 り,そ の上でその カッ トオ フの有用性 を検

討 した。 この ように してカ ッ トオフはESAT-6,CFP40

双 方 に対 して0.35IU/mlと 設 定 し,実 際 的に はそ のいず

れか に対 して この値 を超 える応答 が見 られたケースを陽

性 とす る こと とした。(仮 定 的)絶 対 基準 に照 ら して,

そ の感度 は89.0%,特 異 度 は98.1%で あ ったが,こ のパ

フォーマ ンスは カッ トオ フ値 を0.2～0.4IU/ml程 度 の範

囲で変化 させても大 きくは変わらない。

これに対 して,別 の患者集団にこれを適用 した経験か

ら0.35IU/mlの 感度は結核 菌塗抹 陽性肺結核患者にお

いて73%と 低 く,た とえば,0.2IU/ml(感 度 は87%)

0.1IU/ml(同93%)程 度にしてはどうかという意見19)も

あった。このような観察されたパフォーマンスの差につ

いては研究に参加 した患者の免疫能に影響する要因の分

布の違いも考えなければならないが,感 度を上げるた

めにカットオフ値を下げることが有効なことは言うまで

もない。 しか し同時 にそれは特異度 を下げる とい う

trade-offを考えなければならない。ちなみに,カ ットオ

フを0.1IU/mlに 下げることで感度は95%に 上げられる

が,特異度は92%に まで低下する。この特異度の低下は,

Fig.8で 見るように,有 病率の低い集団にこの検査を適

用 した場合 に深刻 な影響を及ぼす。た とえば有病率が

1%の 集団では,カ ットオフが0.35IU/mlな らば陽性的

中率はほぼ100%だ が,0.1IU/mlに なると21%に 下がる。

つまりこの判定基準で 「陽性」とされた者のうち真に感

染 を受 けた者は21%し かいないのである。同様に設定

したカットオフ値が高い場合 には,高 い有病率(既 感染

率)の 場合に「陰性的中率」(陰性 と判定された者のうち,

真の未感染者の割合)に 大 きな影響を与える。

このように最善のカットオフの設定は方法で見たよう

に対象集団の有病率水準に依存するので,ツ ベルクリン

反応検査 においては日本では濃厚 接触者集団では発赤

10mm,一 般小児集団では30mmと い う「二重基準」を

推奨 している20)。米国で も同様である2)。これにならっ

てQFTに おいても,感 染の危険の高い集団では0.1IU/ml

を,一 般の集団では0.35IU/mlを それぞれ陽性の、基準 と

するような戦略をとることも考えるべきである。この考

え方に基づき,すでにわれわれ(結核研究所抗酸菌レファ

レンスセンター)は,濃 厚接触があり,0.35IU/mlで 陽

性者が高頻度で発生 している集団においては0.1IU/ml

～0 .35IU/mlの 者(仮 に「疑陽性者」と区分)に 対 しても

化学予防を推奨 している。もちろん上記 「疑陽性者」に

対 しては感染に関する事前確率の推定のみによって化学

予防の適否を決定するだけでなく,免 疫能の関連要因,

感染からの時間経過等 も考慮するほか,再 検査や追跡の

ような措置の上での妥協的な対応を考えることも意味が

ある。

実用的な立場から,わ れわれはもとの測定値のカッ ト

オフによる陽性 ・陰性の判定を行う方法をこの検査法の

判定戦略 とした。一方,数 学的には判別関数を用いて2

個の独立変量に重みづけを行い,こ れにより基準変量(結

核 ・健康)を 判別する戦略も考えられる。試みにこれを

行ってみると正準相関係数(重 みづけされた各測定値 と

診断 〔結核=1,健 康=0〕 との問の相関係数)は0.911
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と高 く,結 核の事前確率を05と した場合の正 しい判別

率は96.4%と なった(わ れわれの方法では93.5%)。 しか

しわれわれの簡便な方法の有用性はすでに十分に高いの

で,判 別関数もこれに代わるものではない。

カットオフ設定にあたってわれわれは偽陽性 と偽陰性

の損失を10:1と 仮定 した。前者には不必要な精密検

査,薬 剤投与,薬 剤副作用,追 跡検査,そ れに苦悩など,

後者には結核発病とそれによる周囲への感染 という損失

がそれぞれある。これを10:1(w=10)と 評価 したこ

とになるが,も ちろん議論の余地は大いにある。ただし

w値 を2～10の 範囲で変化 させてもPenaltyを 最小にす

るx値 はあまり変化 しなかったことから見て,設 定その

ものは無理な仮定ではなかったと考える。ただし損失に

ついてはより精密な検討が必要であ り,さ らには検査の

経費 も含めた,検 査体系全体の経費 ・効果分析が必要で

あろう(予 備的な分析 を森21)が行っている)。

ま と め

(1) 活動性結核患者,未 感染健常者,患 者接触者の3集

団について,結 核菌特異抗原に対する末梢血のIFN-γ

応答を定量 し,そ れぞれにおいて結核感染を表す特徴的

な分布を観察 し得た。 とくに未感染健常者においてはそ

のIFN-γ 応答はBCG接 種に全 く影響されなかった。

(2) 上記の分布のROC曲 線 と陽性 ・陰性の誤分類 によ

る損失の検討か ら,IFN-γ 応答による結核感染の判定

のためのカットオフ値を設定 した。

(3) 2種 の特異抗原に対するIFN-γ 応答の間の相関は

弱 く,判 定は両者 を独立に用いることにより感度を上げ

ることができた。

(4) ツベルクリン反応検査 と同様に,適 用する集団の既

感染率が高い集団では,カ ットオフ値はより低いレベル

に設定することにより陽性的中率をあまり下げずに見落

としを減らすことができる。

謝 辞

健常者,患 者における知見は以下に掲げる研究者の協

力の下に得 られた。坂谷光則 ・岡田全司 ・鈴木克洋 ・井

上義一 ・露ロー成(独 立行政法人国立病院機構近畿中央

胸部疾患センター),山 岸文雄 ・佐 々木結花(独 立行政

法人国立病院機構千葉東病院),高 嶋哲也 ・露口泉夫(大

阪府立呼吸器 ・アレルギーセ ンター),川 辺芳子(独 立

行政法人国立病院機構東京病院),長 尾啓二(千 葉大学

医学部保健管理センター),重 藤えり子(独 立行政法人

国立病院機構 東広島医療セ ンター),松 本憲子(宮 崎県

立看護大学),御 手洗聡(結 核予防会結核研究所)。 接触

者については関係保健所担当者諸氏の援助を受けた。統

計処理については内村和広氏(結 核予防会結核研究所)

の支援を受けた。心から感謝の念 を捧げたい。

文 献

1 ) World Health Organization:Global Tuberculosis Control.

 Surveillance, Planning, Financing. WHO Report 2004.

 Geneva, Switzerland, 2004.

2) ATS/CDC Statement Committee on Latent Tuberculosis

 Infection:Targeted Tuberculin Testing and Treatment of

 Latent Tuberculosis Infection.MMWR 2000/49(RR06)

2000:1-54.(邦 訳 資 料 と 展 望.2001;36:25-68).

3 ) von Reyn CF, Horsburgh CR, Olivier KN, et al.:Skin test

 reactions to Mycobacterium tuberculosis purified protein

 derivative and Mycobacterium avium sensitin among health

 care workers and medical students in the United States. Int J
 Tuberc Lung Dis. 2001; 5:1122-1128.

4 ) Mahairas GG, Sabo PJ, Hickey MJ, et al.:Molecular analy

 sis of genetic differences between Mycobacterium bovis 

BCG and virulent M. bovis. J Bacteriol. 1996; 178:1274

 1282.

5 ) Andersen P, Andersen AB, Sorensen AL, et al.:Recall of

 long-lived immunity to Mycobacterium tuberculosis infec

 tion in mice. J Immunol. 1995; 154:3359-3372.

6 ) Sorensen AL, Nagai S, Houen G, et al.:Purification and

 characterization of a low-molecular-mass T-cell antigen

 secreted by Mycobacterium tuberculosis. Infect Immun.

 1995; 63:1710-1717.

7 ) Berthet FX, Rasmussen PB, Rosenkrands I, et al.:A Myco
 bacterium tuberculosis operon encoding ESAT-6 and a

 novel low-molecular-mass culture filtrate protein (CFP-10).

 Microbiology. 1998; 144:3195-3203.

8 ) Arend SM, Andersen P, van Meijgaarden KE, et al.:Detect

 ion of active tuberculosis infection by T cell responses to

 early-secreted antigenic target 6-kDa protein and culture

 filtrate protein 10. J Infect Dis. 2000; 181:1850-1854.

9 ) Food and Drug Administration, Center for Devices and

 Radiological Health. QuantiFERON (R)-TB-P010033 [Letter].

www.fda.gov/cdrh/pdf/P010033b.pdf.2002,5-13.
10 ) Mori T, Sakatani M, Yamagishi F, et al.:Detection of tuber

 culosis infection with an interferon-gamma based assay
 using new antigens. Am J Respir Crit Care Med. 2004;

 170:59-64.

11) 原 田登之,森 亨,宍 戸眞司,他:集 団感染事例にお

ける新 しい結核感染診断法QuantiFERON(R)TB-2Gの 有

効性の検討.結 核.2004;79:637-643.

12 ) Weinstein MC, Fineberg HV:Clinical decision analysis. 

W.B. Saunders Co, Philadelphia, 1980, 75-130.

13) 水 野 哲夫:臨 床 ・公衆衛生のための意思決定.南 光堂,

東京,1968,219-230.

14 ) Hirsch CS, Toossi Z, Othieno C, et al.:Depressed T-cell 

interferon-gamma responses in pulmonary tuberculosis:

analysis of underlying mechanisms and modulation with 
therapy. J Infect Dis. 1999; 180:2069-2073.

15 ) Pathan AA, Wilkinson KA, Klenerman P, et al.:Direct ex

― 42 ―



Diagnostics Using Mtb Antigens/N. Harada et al. 735

vivo analysis of antigen-specific IFN-gamma-secreting CD4

 T cells in Mycobacterium tuberculosis-infected individuals:

associations with clinical disease state and effect of treat

 ment. J lmmunol. 2001 167:5217-5225.

16 ) Vekemans J, Lienhardt C, Sillah JS, et al.:Tuberculosis 

contacts but not patients have higher gamma interferon

 responses to ESAT-6 than do community controls in The

 Gambia. Infect Immun. 2001 69:6554-6557.

17) 森 亨:結 核 の現 状 と対 策.日 本 内 科 学 会 雑 誌.2001;

90:111-115.

18) 森 亨:「 ツベルクリン反応検査」.結 核予防会,東 京,

1995,34-36.

19) 川辺 芳子,鈴 木純子,益 田公彦,他:新 しい結核感染

診 断キ ッ トQuantiFERON(R)-TBの 臨床評価― と くに判

定基準の検討.結 核.2004;79:201.

20) 厚 生 省保健 医療局疾病対策課結核 ・感染症対策室長通

知:初 感染結核 に対す るINHの 投 与について.平 成元

年2月28日 健 医感発第20号.

21) 森 亨:新 たな結核対策の技術 と展望.結 核.2004;79:

587-604.

―Original Article―

BASIC CHARACTERISTICS OF A NOVEL DIAGNOSTIC METHOD 

(QuantiFERON (R) TB-2G) OF LATENT TUBERCULOSIS INFECTION WITH A USE OF
 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS-SPECIFIC ANTIGENS, ESAT-6 AND CFP-10

1 Nobuyuki HARADA
, 1 Kazue HIGUCHI, 1 Yukie SEKIYA, 2 Jim ROTHEL,
 3 T
akashi KITOH, and IToru MORI

Abstract [Purposes] To determine the optimum cut-off level 

of a newly developed method for diagnosing tuberculosis 

infection based on whole-blood interferon-gamma measure

ment, and to study the basic characteristics of the method.

[Study Subjects] 1) A total of 220 young, healthy individ
uals having no apparent exposure to tuberculosis infection, 

most of whom have had a vaccination with BCG vaccine. 2) 

One hundred eighteen tuberculosis patients who were diag

nosed by positive Mycobacterium tuberculosis on culture. 3) 

A group of 75 youngsters exposed to an infectious tuberculo

sis patient and who showed a strong tuberculin reaction (with 

erythema diameter of 30 mm or more).

[Method] Whole-blood specimens of donors were stimu
lated with antigens, i.e., ESAT-6 and CFP-10, and then cul

tured. Plasma concentrations of interferon-gamma discharged 

were then determined with QuantiFERON (R)-CMI. Correlation 

between interferon-gamma concentrations in response to 

ESAT-6 and CFP-10, and their correlation with Mantoux test 

results were analyzed for various categories of donors. The 

Receiver Operating Characteristics analysis was performed 

considering the loss due to misclassification.

[Results and Discussion] The optimum cut-off level was 

determined as 0.35 IU/ml for both ESAT-6 and CFP-10. This

 gave the test a sensitivity of 89.0% and specificity of 98.1% in 

detecting tuberculosis infection. The correlation of interferon

gamma response with tuberculin tests among BCG-vaccinated 

individuals was low, which suggested that the test was not 

influenced by previous BCG vaccination. The low correlation 

between ESAT-6 and CFP-10 tests suggested that the simulta

neous use of the two tests was beneficial. As in the case of 

clinical tests in general, the cut-off should be set at a lower 

level when the test is applied to high prevalence situation and 

vice versa.

Key words:Latent tuberculosis infection, Diagnostics, ESAT

6, CFP-10, IFN-ƒÁ, ELISA
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