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症 例 報 告

DNA診 断が有用であった結核症合併エイズの1症 例

大 友 幸 二 ・菅 原 勇

結核予防会結核研究所基礎研究部分子病理学科
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A CASE OF AIDS WITH PLEUROPULMONARY TUBERCULOSIS IN

WHICH PCR WAS USEFUL IN MAKING DEFINITIVE DIAGNOSIS

Koji OHTOMO*, Isamu SUGAWARA

and Atsuko MASUNAGA

A case of 24- year- old male patient with AIDS complicated with pleuropulmonary tu- 

berculosis was presented. It was difficult initially to make a definite diagnosis of tuber- 

culosis by routine sputum culture and pleural biopsy. DNA diagnosis of tuberculosis using 

PCR is useful in some clinical cases.
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は じ め に

日本における後天性免疫不全症候群(AIDS)症 例 は

年々増加 し,そ の合併症の1つ として抗酸菌感染症も増

加の傾向にある1)。AIDSに 合併する抗酸菌感染症 は

全身性で非定型的な結核症状を呈 し,臨 床所見からただ

ちに結核を疑うことが困難な場合もあり,あ らゆる検体

から抗酸菌の検出を行うことをすすめている2)。

喀？の抗酸菌検査陰性。胸水貯留で臨床的に抗酸菌感

染症を疑い,胸 水吸引に伴う胸膜生検を施行した。病理

組織学的に幼若な肉芽腫で抗酸菌染色陰性のため抗酸菌

症と病理確定診断ができなかった。このパラフィン組織

切片からDNA診 断により結核症と確定診断が可能で

あった1例 を経験したので報告する。

症 例

症 例:24歳,男 性 。

既往歴:小 学生の時,気 管支喘息。輸血歴なし。生活

面では薬物の使用歴なし。家族は両親,妹2人 ともに健

在。

現病歴:95年,ザ ンビアに赴任。9月,現 地女性 と親

しくなり交際。10月,1週 間にわたる38～39℃ の発熱あっ

たが放置。96年11月,40℃ の発熱 と頭痛があ り,ザ ン

ビアの医師と自己の判断でマラリアと考え,ク ロロキン

を服用 し,高 熱はおさまったが,37℃ 台 の微熱と下痢が

持続する。97年2月,ザ ンビアの病院でHIV陽 性 と判

明。3月 に帰国し,19日,東 京大学医科学研究所付属病

院に受診。HIV検 査 のため4月5日 まで入院。17日,

外 来の定期診察で左胸水貯留を指摘され,臨 床上結核を
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表1入 院時検査所見

表2胸 水検査所見

疑われ入院。INH 0.3g, RFP 0.45g, PZA 1.5g, EB

 1.0gの4剤 で治療開始。18日,胸 膜生検 と胸水検査 を

施行。21日,病 理組織診断で結核ない しMACを 考 え,

抗酸菌染色を行い陰性のため確定診断できず。パラフィ

ン切片よりM. tbc, MACのDNA診 断 を当研究所 に

依頼。23日,M. tbc(+),MAC(-)と 報告。5月15

日,治 療効果あ り全身状態良好で退院。

入 院 時 身 長176cm,体 重58kg,体 温36.7℃,脈 拍92/

分,整 。

入 院 時検 査 成 績(表1),血 液 学 的 検 査 は 白 血 球5980/

μl,リ ンパ 球34.3%。 リ ンパ 球 分 画 はCD4 437/μl,

 CD8 894/μl, T4/T8比0.48,と 低 下 を 認 め た 。 ヘ モ

グ ロ ビ ン16.1g/dl。

血 清 学 的 検 査 はIgG 1501㎎/dl, IgA 443㎎/dl,

 IgM 111㎎/dlと 正 常 範 囲 内 。CMV, EBV陽 性 。

HCV, HBV, Cryptococcus, cαｎdidα, Toxoplαs-

 mα, W.' s反 応 は陰 性 。

生化学検査は総コレステロール118mg/dlと や や低め

であったが他は正常値範囲内。

ツベルクリン反応陽性。喀？で塗抹,培 養 とも抗酸菌

陰性。

4月18日 の胸水検査所見(表2):細 胞 数8500/μlと

増加。リバル タ反応陽性。ADA 63.1IU/lと 高値 を示

した。塗抹で抗酸菌,陰 性。

レントゲン所見:4月17日 外来受診時,左 胸水貯留 を

認めた。肺野に病変は認められなかった(図1-a)。5

月15日 退院時レントゲン写真(図1－b)。 抗 結核剤治療

後,左 胸水は消失 し,著 明に改善を認めた。

左胸膜生検病理組織診断(図2):多 数 の炎症性細胞

浸潤からなる類上皮細胞肉芽腫 を形成し,そ の中に多核

巨細胞が散見される。壊死病変は見 られず,典 型的な結

核病変ではないが,M. t6cやMACが 疑 われる。特殊

染色で抗酸菌,真 菌,ニ ューモチスチス ・カリニは陰性。

組 織 切 片 の脱 パ ラ フ ィ ン とDNAの 抽 出:生 検 パ ラ

フ ィ ン組 織 をエ タ ノ ー ル消 毒 を した ミ ク ロ トー ム ・ナ イ

フで6－7μmの 厚 さの切 片6枚 を1.5mlエ ッペ ン ・チ ュー

ブ に と り,キ シ ロー ル1ml,2回,純 ア ル コ ー ル1ml,

2回,95%ア ル コー ル,70%ア ル コー ル と順 次 試 薬 を移

し,各 段 階 で 混和,遠 心(12000G,5分)沈 殿 し,ペ

レ ッ トを 室 温 乾 燥 した 。DNA抽 出 は,nuculeonI
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図1‐a外 来受診時レントゲン所見 図1-b退 院時レントゲン写真

対物 ×4 対物 ×40

矢印は多核巨細胞

図2左 胸膜生検病理組織

(SCOTLAB社)を 多 少 改 良 して 用 い た 。 簡単 に 述べ る

と,① 抽 出 緩 衝 液600μlに,20mg/mｌ Proteinase K

 30μl加 え,55℃ 一 晩 。②10rng/ml RNase A 10μl, 37

℃30分 。③5M Sodium Perchlorate室 温30分 後,65

℃25分 。 ④ ク ロ ロ ホ ル ム550μl加 え,室 温10分 。

2500rpm1分 。⑤Nucleon silica 80μl加 え3250rpm

 3分 。⑥ 上清 を新 しい チ ュ ー ブ に移 し,95%ア ル コ ー ル

等 量 加 え,14000 rpm 10分 。 ⑦ ペ レ ッ トに して70%。

ア ル コー ル1ｍl, 14000 rpm 10分 。⑧ ペ ル ッ トを 乾 燥

後50- 100 μlのTE(10mM Tris- 1mM EDTA)で

溶解 した 。

TB1-2= M. tbc 19KD antigen(320bp)
5'-981 AGCACGGCGATTTGGAGTC1000 G-3'

5'-1300 ATCGITTTCGGCGGTATCT1281 G-3'

IS6110= M.(541bp)
5'-105 GTGCGGATGGICGCAGAGAGA124 T-3'

5'-645 CTCGATGCCCTCACGGTTC626 A-3'

AVI 1-2= M.avium(275 bp)

5'-163AAG GACTTCACCTTCGTCT182 G-3'

5'-437AACTGGATCTCGTTGTTCG418 G-3'

図3Primer Sets
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TB1-2 IS6110 AVI1-2

1. 4.7-Sample, 2. 5. 8-—Negative control, 3. 6. 9-—Positive control

図4左 胸膜生検組織のPCRの 結果

PCR:試 薬 はAmpliTaq Gold with GeneAmp

(PERKIN ELMER社)を 用 い,プ ラ イマ ー(図3)

はM. tbcの 検 索 にTB1- 2(320 bp)とIS 6110(541 bp)

を,MACの 検 索 に はAVI 1- 2(275 bp)を 用 い た 。

PCRの 条 件 は プ ル ヒ ー ト95℃,10分 。 デ ィ ネ ー チ ァ

94℃,1分 。 ア ニ ー リ ン グ60℃,1分 。 エ クス テ ン シ ョ

ン72℃,2分 の40サ イ ク ルで 増 幅 した。

PCRの 結 果(図4):左 胸 膜 生 検 組 織 のPCRの 結 果

を示 す 。1～3はTB 1- 2の プ ラ イマ ー を4- 6はIS 6110

の プ ラ イマ ー を,7- 9はAV 1- 2プ ラ イ マ ー を 使 用 し

て検 出 した 。1, 4, 7は サ ン プ ルで,2, 5, 8は ネ ガ テ ィ

ブ ・コ ン トロ ー ル,3, 6, 9は ポ ジ テ ィ ブ ・コ ン トロ ー

ル と した 。サ ン プ ル の1ル ー ン はTB 1- 2で320 bpに

陽性 のバ ン ドが み ら れ る 。4,7レ ー ン のIS 6110とAV

1- 2で は陰 性 で あ っ た 。IS 6110は541bpと 長 い た め,

パ ラ フ ィ ン組 織 か ら の抽 出DNAで はPCRの 増 幅 が 困

難 な場 合 が あ り,こ の こ と を 考 慮 に 入 れ て,M. tbｃ と

判 定 した 。

考 察

AIDSの 増加に伴い,日 和見感染による種々の原因菌

の特定が問題 となっている。その合併症の1つ として抗

酸菌感染症 も増加の傾向にある1)。AIDSに 合併する

抗酸菌症は全身性で非定型的な胸部X線 写真所見,ッ

反陰性,肺 外病変を呈する場合があり,臨 床所見からた

だちに結核を疑 うことが困難な症例があるので,あ らゆ

る検体からの培養だけでなく,Polymerase chain rea-

 ction(PCR)も 用いて結核菌の検出を行うべ きである

2)。結核症を合併 したAIDS症 例 の予後 は10例 中5例

は死の転機をとっており,結 核症が著 しく予後を悪化さ

せている3)4)。AIDSに おける抗酸菌感染合併症例の早

期診断が重要である4)。 また,病 理解剖所見では生前

結核菌が証明されていながら組織所見では結核病巣が見

つか りにくい。結核病巣はリンパ球の浸潤,肉 芽腫形成

も乏しく定型的結核肉芽腫 としての特徴 を欠 く3)。 病

理組織学的に従来の診断基準では確定診断が困難な場合

も多々あ り,多 くの異なった検出方法を取 り入れるべき

と考える。

胸水の塗抹検査で抗酸菌陽性は少なく培養を合わせて

も15%以 下5),特 に初期結核性胸膜炎の診断が得 られ

ず,胸 水の細胞分画,生 化学所見,ADA値, CEA値

を参考に治療診断がなされることが少なくない6)。Wit

らは,84人 の結核性胸水を検索し,胸 水中の結核菌検出

はPCR,培 養,生 検組織培養,生 検組織検査はそれぞ

れ81%, 52.8%, 69.8%, 77.3%と 高感度の報告をして

いる7)。Vermaら は38人 の結核性胸水のGC- rich

repetitive sequenceのPCR陽 性率は(63.2%),生 検

組織検査73.3%と している8)。 また,Lassenceら は

DNAの 抽 出を2法 行い,プ ローブをIS 6110を 用 いた

PCRで は9/15(60%),65Kdで は3/15(20%)と 報 告

している9)。 布施川らは胸水培養,ナ イアシンテス ト

陽性検体中IS 6110遺 伝子で3/4(75%),ア ンプリコア

で1/4(25%)で あったと報告 している。アンプリコア

の低感度はDNAの 抽 出過程が従来法に比べて省略さ

れ,イ ンヒビター(ヘ モグロビン,ヘ パリン等)の 存在

を指摘 している6)。

研究者によりPCRの 感度は20～81%と 大 きなひらき

がある。微量のDNAを 確 実に抽出すること,阻 害物

質を除去すること,用 いるプライマーの選択などが感度

を左右 し,こ れらの条件を考慮することによりPCRの
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感度 と安定性を高めることができると考える。

今回の症例は,喀 痰で抗酸菌検査陰性であったが,胸

水貯留と胸水検査所見で臨床学的には抗酸菌症を疑い,

治療を開始 している。治療前に他の合併症との鑑別がで

きれば臨床的に,早 期に的確な治療ができる。今回の経

験(から病理学的に幼若な肉芽腫で,抗 酸菌染色陰性例で

もDNA診 断 まで行 うことを推奨したい。

本報告の一部は,第132回 日本結核病学会関東支部地

方会にて報告した。
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