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ABSTRACT 
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We examined ten cases with granulomatous or necrotizing lymphadenitis analysing by 

histopathology， immunohistochemistry and polymerase chain reaction (PCR) using two 

primers to amplify 11⑪cobacterium-common DNA and M. tuberculosis-specific DNA. Seven 

cases with granulomatous inflammation were consisted of 4 cases of tuberculosis， one atypi-

cal mycobacteriosis， one sarcoidosis. One case could not be determined the pathogenesis 

because of unsuccessful DNA extraction. Immunohistochemistry revealed positive finding in 

three of five cases in which the presence of 11⑮ocobacterium was confirmed by the PCR. 

Three cases of necrotizing lymphadenitis showed no immunoreactivity and no amplified 

DNA by the PCR. These results indicated that the PCR assay is available on DNA 

extracted from formalin-fixed， paraffin embedded specimen and provides extremely valiable 

information on the diagnosis of granulomatous inflammation such as tuberculosis or sarcoidか

sis. (Accepted on July 3， 1995) 
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はじめに

結核は世界中で年間約1，000万人の患者が発生

し， 100万から300万人が死亡していると推定され

ている8) わが国においては生活水準の向上や化

学治療薬の開発により患者数は激減したが，最近

になってその減少傾向に磐りがみえてきた.その

背景として若年者層における既感染率の低下や，

外国人労働者の激増などがあげられている.また

米閣においては多剤耐性結核菌の出現が報告され

ており3)，今後の結核対策は必ずしも楽観視でき

ない.

結核繭の同定には塗抹法と培養法が用いられて

いるが6)，それぞれに開題点がある.前者は迅速

であるが，通常10000個以上の菌数が必要であり

その検出感度は必ずしも高くなく，菌種の同定が

できない.他方，後者の培養法は検出感度が高い

が，抗酸菌の増殖速度が遅いため，その培養に 4

-8週間が必要である.しかも，結核菌と非定型

抗酸薗をナイアシンテストで鑑別，生化学的に同

定するには更に 1-2週間の期間が必要で、ある.

組織学的に結核は特徴的な肉芽麗を形成するが，

非定型抗酸菌症やサルコイドーシス症 (fサ症J)

との鑑別が困難であり， Ziehl-Neelsen法などの

抗酸菌染色でもその検出率は低い7) これら諸問

題の解決のため，結核菌迅速診断法の開発が望ま

れており，その重要性は高まりつつある.近年で

は，液体培地を用いる方法4)，免疫組織化学染色

法7)およびDNAプロープ法12)などが検討されて

いるが，検査期間，感度およびラジオアイソトー

プ使用等の点で必ずしも満足できるものではな

し、-

Polymerase chain reaction (PCR)法を用い患

者の曜疲，気管支洗浄液あるいは胃液などからえ

られたDNAを検体として，結核菌の陪定が試み

られている14)17)18) 本法は徴量検体からの菌DNA

の検出が可能であるばかりでなく，結果が数日以

内に得られる利点が大きい.そこで，肉芽麗性炎

症と診断されていたリンパ節のホルマリン固定，

パラフィン包壊標本を用い， PCR法による結核

菌の有無を検索した.得られた結果は抗酸菌染色

および免疫組織化学染色と比較し，その有用性を

検討した.

材料および方法

鳥取大学塁学部病理学第一講座で組織診断が実

施され，肉芽腫性リンパ節炎と診断されていた標

本7症例と壊死性リンパ節炎3症例のホルマリン

固定パラフィン包埋ブロックを選んだ. 3μmの

連続切片を作製し，ヘマトキシリンーエオジン染

色 (HE染色)標本で組織学的検索をおこなった

後， Ziehl-Neelsen法 (ZN法)および免疫組織化

学染色(immunohistochemistry;IHC)を施行した.

HE染色およびZN法には通常のスライドガラス

を， IHCにはシランコートスライドガラス(松浪

硝子工業，大阪)を使用した.PCRの揚性コン

トロールとして培養M.tuberculosis， M. avium. 

より抽出したDNAを用いた.

免疫組織化学染色 (IHC)

3μ訟に薄切した連続切片を脱パラフィン後水

和し， 2%過酸化水素水加メタノール液で案温，
20分間反応させ内因性ペルオキシダーゼをブロッ

クし，流水にて水洗した.抗原を賦活化させるた

め前処理として10mMクエン酸緩衝液に漫し，電

子レンジ (500W)で10分間照射した.非特異的

反rc;.担止のため10%ヤギ正常血清を反応させ，そ

の後一次抗体として3000倍希釈した抗Bacillus

Calmette-Guerin (BCG)抗体 (DAKO社)を用い

4
0

C，一晩反志させた.リン酸緩衝液で3田洗浄

後，二次抗体としてピオチン標識抗ウサギIgG抗

体を室温， 20分間反応させた.可視化には，過酸

化水素水加diaminobenzidine(DAB)にて 7分開

発色させた.メチルグリーンで対比染色した後，

脱水，封入し検鏡した.

パラフィンブロックからのDNA抽出

4 -10μm切片を10-30枚薄切しキシレンで脱

パラした後水和し，常法的に従いSDS. Protainase 

k処理によりDNA抽出をおこなった.また，培

養閣も同様の処理によりDNAを抽出した.

プライマー

プライマーは抗酸蕗を広く認識するプライマー

(TB-l， TB-2) 1)16)と結核菌群を特異的に認識す



PCR法を用いた病理組織診断への応用 435 

るプライマー (MPB64-1，MPB64-2) 13)を用い

た.前者は，抗酸菌の表nn抗原をコードする領域
を増幅するプライマー (TB-1:5'-GAGAT岨

CGAGCTGGAGGATCC-3'， TB 2:5'-

ACGTGCAGCCCAAAGGTGTT -3 ')であり，

383bpのDNAが増幅された.後者は，結核遺言群に

特異的なブライマー (MPB64 1:5'-

TCCGCTGCCAGTCGTCTTCC・p・鴫3'，MPB64-2:5 

'-GTCCTCGCGAGTCTAGGCCA-3')であり，

240bpのDNAが増幅された.これらのオリゴヌク

レオチドは受託合成し， 10μMに調整して用いた.

また， DNAの保存状態を調べる目的でヒトs-
g10bin遺依子領域を増幅させるプライマー (GH-

21 :5'-GGAAAATAGACCAATAGGCAG-3'， 

PC03:5'-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3') 10) 

を用いた.これは， 250bpのDNAが増幅された.

Po1ymerase chain reaction (PCR) 

PCR反応液は lサンプル当り， 10x Reaction 

buffer(100mM Tris-HC1 pH8. 3， 500mM KCl， 

15mM MgC12) 5μ1， dNTP (dATP， dCTP， 

dGTP， dTTPをそれぞれ2.5mMを含む) 4μ1， 

Taq po1ymerase (5U /μ1， Ta五aRa)0.2μ1，セン

スおよびアンチセンスブライマーをそれぞれ0.5

μ1，蒸留水で lμg当量に希釈したサンプルDNA

溶液39.8μl混ぜ総量50μ1となるよう調整した.

DNAの増幅は， PHC-3 Dri-B1ock 

Cycler (Techne社)を用いた.反応条件は，

DNA変性94"C 1分，アニーリング55'C (s-

globin遺伝子の場合は53"C) 2分， DNAの合成

72"C 2分を lサイクルとし35-40サイクルおこ

なった.増幅されたDNAは3%アガロースゲル

電気泳動し，エチジウムブロマイド染色によって

バンドを検出した.

結果

病理組織学的検索において症例 1~ 7は肉芽腫

性，症例8~10は壊死性リンパ節炎と診断されて

いた(表1).ZN染色では何れにおいても抗酸菌

を見いだすことが出来なかった.免疫組織化学染

色では肉芽腫性リンパ節炎7例中3例において散

在性に免疫活性が見いだされた(症例1， 5，6).

PCRによる検索では増幅されたDNAが明瞭な

バンドとして見いだされ，判定は容易であった(歯

1).なお，症例2ではコントロールとして増幅

したs-g1obinのバンドが検出されず， PCRによる

検討が出来なかった.肉芽腫性リンパ節炎 7例で

は1¥めlocobacteriumに共通なDNAが5例，結按菌

特異的DNAが417Uに見いだされ，後者は何れも

結核症と診断された.なお 4餌i中2例では免疫

染色にて抗酸菌が見いだされていた.症例 lは光

Tab1e 1. Ana1ysis by immunohistochemistrγ(IHC) and po1ymerase chain reaction (PCR) 

on 10 1ymph nodes with granu1omatous and necrotizing lymphadenitis 

Case C1inica1 IHC PCR Fina1 

Diagnosis Mb1) Tb2) s-g1obin Diagnosis 

Tubercu10sis 十 Fト + Atypica1 mycobacteriosis 
2. Tubercu10sis not determined 

3. Tubercu10sis + 十 + Tubercu10sis 

4. Tubercu10sis + 十 + Tubercu10sis 
り. Sarcoidosis + 十 + 十 Tubercu10sis 

6. Sarcoidosis 十 十 + 十 Tubercu10sis 

7. Sarcoidosis 十 Sarcoidosis 

8. N. Lymphadenitis3) 十 N. Lymphadenitis 

9. N. Lymphadenitis 十 N. Lymphadenitis 

10. N. Lymphadenitis + N. Lymphadenitis 
1) Mb， 1¥⑪cobacterium-common primer(TB-l， TB-2) 

2) Tb， M. tuberculosis-specific primer(MPB64-1， MPB64-2) 

3) N. Lymphadenitis， Necrotizing Lymphadenitis 
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Figure 1. Results by PCR analysis 

a) PCR products of Aのcobacterium-commonDNA. 
b)PCR products of λ;[. tuberculosis complex specific DNA. 

c)PCR products of human s-globin DNA. 

Lane M， DNA molecular weight standard(I23bp DNA ladder). Lane 1 ~10 ， samples corresponded to 

No， of table 1. Lane 11， M. tuber，αlosis DNA. 

Lane12， M. avium DNA. Lane 13， absence of target DNA. Lane 14， human genomic DNA. 

顕的に典型的な乾酪壊死を伴った大小種々の肉芽

腫が形成されており(図 2) ，断定はされていな

かったが結核症として治療が進められていた.し

かしながら， 11⑪cobacterium共通DNA陽性，結核

菌特異的DNA陰性所見から非定型的抗酸菌症が

示唆され，その後の培養結果から確認された.

サルコイドーシス (1サ」症)が疑われていた

3例中 2例では免疫染色陽性，加えてMycobac-

terium共通および結核菌特異的DNAとも見いだ

され，結核症と診断された.症例6は右縦隔リン

パ節であり，光顕的には乾酪壊死を伴わない比較

的小型の肉芽腫が形成されており，免疫染色陰性，

11⑪cobacterium共通，結核菌特異的DNAの何れも

陰性であり，これらの所見を総合して「サ」症と

診断された.

壊死性リンパ節炎3例では免疫染色，J¥，⑪cobac-

terium共通，結核菌特異的DNAの何れも陰性で

あった.

考察

肉芽腫性炎症は特異炎症とも呼称され，その組

織形態学的特徴からその成因を推定できるとされ

ている.しかしながら，結核型肉芽腫は結核菌の

みならず多種の非定型的抗酸菌によっても形成さ

れ，時には「サ」症の肉芽腫と類似することがあ

る.これらは互いに治療法が異なり，その鑑別は

重要である.

抗酸菌の組織学的な同定にはZN法や免疫染色

が用いられてきたが， 何れも感度において必ずし

も満足できるものではない.今回の検索ではZN

法では菌体検出が出来ず，また免疫染色では

Mycobaterium感染症 5例中 3例のみに免疫活性

が見いだされている.しかも，非定型抗酸菌症と

結核症との鑑別は出来ない.病理組織検査と同時

に迅速かっ感度の高い検査法が望まれ，現在

PCR法を用いた方法が応用されつつある2)5)11) 

本研究で用いたプライマーはすべての抗酸菌に

共通したDNA配列 と結核菌特異的DNA(MPB

64)を増幅するものであり，両者を用いることに

より結核症の診断のみなず，非定型抗酸菌症ある

いは 「サ」症との鑑別が可能であった.事実，症

例 lでは非定型抗酸菌症が示唆され，その後の培
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Figure 2. Granulomatous lesion with caseous necrosis in atypical mycobacteriosis(HE staining， x70) 

養結果から菌の同定がなされていた.又，臨床的

に 「サ」症が疑診されていた 3例では， 2例(症

例 5，6)が組織学的に乾酪壊死を伴ってはいな

かったがPCR解析により結核と診断された.

PCRの迅速性も大きな利点である.結果は 3日

以内に得られ，病理組織診断と同時に報告するこ

とが可能で、ある.現在，M. avium complexなど

の非定型抗酸菌に特異的なプライマーを用いた

り19)，あるいはPCR産物を制限酵素消化により得

られたバンドの大きさの違いから菌種を同定する

PCR-RFLP法15)が開発されており，曙疾等の臨

床検体の検査に応用されつつある.今後，パラフ

ィン包埋ブロックからのDNAを用いて組織診断

と同時に迅速な菌種の同定が可能であると考えら

れる.

症例2ではヒトs-globin遺伝子の増幅が出来な

かった.不適切な固定操作(ホルマリン固定)に

より ，DNAIこ断片化等が生じた可能性がある.

改良する方法として非酸性の固定液，例えばアル

コール固定液を用いることで，核酸の保存を良好

にすることができると考えられる.

結 語

リンパ節標本10症例のホルマリン固定パラフィ

ン包埋ブロ ックからDNAを抽出し，抗酸菌およ

び結核菌の同定をPCR法によ って行い，病理組

織所見および、抗A⑪cobacterium抗体を用いた免疫

組織化学的検索の結果と比較した.結果は以下の

如く要約される.

1) DNAの抽出は l例を除き可能であり， PCR 

にて明瞭なバンドが得られた.

2)肉芽腫性リンパ節炎7例中4例は結核症，

l例は非定型抗酸菌症， 1例は「サ」症と診断さ

れた.

3)免疫染色ではPCRにて抗酸菌が証明された

5例中 3例で菌体が見いだされた.

4)壊死性リンパ節炎では免疫染色陰性であり，

PCRにてパγドは得られなかった.

以上より，ホルマリン固定パラフィン包埋ブロ

ックを応用したPCRは肉芽腫性病変の組織診断

に精度の高い情報を迅速に提供するのみならず，

確定診断も可能であることが示唆された.
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