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C. trachomatisの 各種抗菌薬(minocycline (MINO), doxycycline (DOXY) ,erythromycin

(EM), clarithromycin (TE-031), ofloxacin (OFLX), ampicillin (ABPC))に 対 する感受性

測定 を種々の条件で行った。

1.培 養細胞 として,HeLa229細 胞(WangとFlowLab.供 与の2株)を 使用 した場合 と,

McCoy細 胞 を使用 した場合 を比較検討 した ところ,MINO, DOXY, TE-031, 0FLX, ABPC

では,MICに 差 は認められなかったが,EMの 場合はWang供 与 のHeLa229細 胞において,

4～5段 階MICが 低値であった。また,培 養細胞 としては,ヒ ト由来細胞であることからHeLa

229細 胞 が適当であるが,使 用細胞の由来を統一する必要があると考えられた.

2.接 種菌量による検討では,1051FU/well接 種 時 と,1021FU/well接 種 時では,各 抗菌薬

ともに,1051FU/we11の 方 が1～2段 階高いMICで あ った。また,1041FU/we一 接種時が判定

時に最 も封入体の有無 を鑑別 しやす く,再 現性に も富み,MIC測 定 に適 した接種菌量であっ

た。

3.染 色法による比較では,MINO, DOXY, EM, TE-031, 0FLXのMICは,蛍 光抗体法

の方が ヨー ド染色法に比較 して,2～4倍 高かった。 しか し,ABPCのMICは,ヨ ー ド染色法

で1.0μg/mlで あ ったが,蛍 光抗体法では128μg/ml以 上 と大きく異なっていた。このことよ

り,蛍 光抗体法が ヨー ド染色法よりも特異性が優れ,さ らに ヨー ド染色法では検出不可能な抗

菌薬の影響 を受けた封入体 も染色可能なため,MIC測 定 に適 していた。

以上 より,C. trachomatis抗 菌薬感受性測定は,種 々の条件により測定値が変動す るため,

今 後は,日 本化学療法学会 より提案 されたクラミジア薬剤感受性測定法標準法に基づ き行われ

ることが必要と考 えられた。
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Chlamydia trachomatis(以 下C.trachomatia)は,非 淋

菌性 尿 道 炎,副 睾丸 炎,子 宮 頸管 炎,新 生 児肺 炎 な どの病 原

体 として 蔓延 して い る こ とが 明 らか に され て い る)。本病 原

体 は,偏 性 細 胞寄 生 性 で あ り,か つ 一般 細 菌 とは異 な った独

特 な増殖 サ イ クル を有 す る。その た め,(二tmc1～omatisの 抗

菌薬 に対 す るinoitnで の感 受 性 測定 法 に 関 しては,こ れ

まで統一 した 測定 法 が な く,各 施 設 に よ り,独 自な方 法 で行

われ て きた2勘紛。

この よ うな情 況 をふ ま え,日 本 化 学療 法学 会 に お いて ク

ラ ミジア 薬剤 感 受 性 測定 法検 討委 員 会(委 員 長 熊本 悦 明)

が 設け られ,ク ラ ミジ アMIC測 定 法 につ い て詳 細 に検 討 さ

れ た。 その ま とめ が 日本 で の標 準 法 と して,1989年5月 の

日本 化学 療 法 学 会 総 会 に お い て発 表 され,Chemotherapy

1989年12月 号 に掲 載 され て い る16)。我 々 もこ の委 貝会 の メ

ンバー と して標 準 法作 成 の ため の 基礎 的 検 討 を行 った.そ

の 基礎 的検 討 の 過程 にお い て,種 々の 測定 条 件 に よ る,MIC

値 の変 動 につ い て検 討 した、そ の結 果 を も とに,標 準 法 の可

否 につ い て検 討 したの で報 告 す る、

1.材 料 と 方 法

1.C.trachomatis

国 立 予 防衛 生 研 究 所 ウ イ ル ス 中 央 検 杳 部 か ら分 与 を

受 け たC.trachomatis標 準 株D株(D/UW-3/Cx

strain)を 使 用 し た 。

2.使 用 細 胞
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McCoy細 胞(Flow Laboratiories lnc., Virgmiaよ

り 入 手)お よ び2株 の はeLa229細1泡(ワ シ ン トン 人

学Wang教 授 よ り 大 手 し た もの と,FlowLabora-

ries Inc., Virglniaよ り 大 手し た もの)を 川 い た 。

3.使 用 抗 菌 薬

Minocycline (MINO:日 本 レ ダ リー 株 式 会 社),

doxycycline (DOXY: フ ァ イ ザ ー 製 薬),erythro

mycin(EM:大 は 本 製 薬),clarithromycin (TE-031:

大 正 製 薬),ofloxacin(oFLX:第 一製 薬),ampidllin

(ABPC:明 治 製 菓)の6種 の 抗 菌 薬 に つ い て 検 討 し

た.

MINO, DOXY, ABPCに つ い て は,そ れ ぞ れ の 原 末

を 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し て1mg/mlの 標 準 液 を 作 製 し,

-20℃ に 凍 結 保 存 した .EM, TE-031は メ タ ノー ル に

溶 解 し た 。OFLXに つ い て は0.1規 定NaOHに 溶 解 し

て,そ の 後 蒸 留 水 て希 釈 し て 一20℃ に 凍 糸1～保 石1した.

こ れ ら を使 用 直 前 に 融 解 し,は 的 とす る 最 大 薬 剤 濃 度

の20倍 濃 度(Master dilution)を 作 製 した 。 さ ら に2

倍 希 釈 系 列 で 目的 とす る濃 度 に 調 整 して 用 い た 。

4.MIC測 定 法

MIC測 定 に は,24穴 細 胞 培 養 用plastic plate (Fal-

con社 製)に 直 径13mmのcoverslipを 入 れ た も の を

使 用 した 。 各wellにMcCoy細 胞 ま た はHeLa 229細

胞 のmonolayerを 形 成 し た 後,SPG(sucmse-phos-

phate buffel glutamille acid)に て 種 々 の 感 染 力価 に

調 幣 したC. trachomatis接 仲 液 を0.25ml接 種 した 後,

室 編,900×gに て1時 間 遠 心 吸 着 を行 い,1:清 の 接 種

液 を除 入 した.各 抗1¥1薬 濃 度(Masterdilution法 に て

=希釈)を 脅 む 培 養 液(EaglesMEM+5%FCS+1μg

/ml Cyclohexamide)を 各we11に1m!ず つ 分 注 し,

37℃, 5% CO2 incubatorに て72時 間 培 養 し,封 人体

形 成 の 有 無 を判 定 し た.封 入 体 の 有 無 はFITC標 識 抗

C. trachomatis.ノ ク ロー ナ ル 抗 体 を用 い た 直 接 蛍 光

抗 術 人(以 下,蛍 光 抗 術 と す る)お よ び ヨー ド染 色

法 を川 い て 判 定 し た。蛍 光 抗 体 法 は,各wellのcovers-

hpをPBSに て 洗 浄 し,99%エ タ ノー ル で 室 温10分

間 岡 定 し た 後,FITC櫨 識 抗C. trachomatisモ ノ クロ

ー ナ ル 抗 体 を311分 反 応 させ る。洗 浄 乾 燥 後,封 入 し蛍

光 顕 微 鏡 に て 観 察 し た.

ヨー ド染 色 法 は,Hanks液 で 洗 浄 し,99%メ タ ノー

ル で 室 温10分 間 固 定 し た 後,Joneの ヨー ド液 を添 加

し30分 染 色 し,光 学 顕 微 鏡 に て 観 察 した(Fig.1).

II.結 果

1.使 用 細 胞 の 違 い に よ るMICの 比 較 検 討

McCoyお よ びHeLa229細 胞(2株)を 使 用 し た時

の 各 抗 菌 薬 のCtrachomtisに 対 す るMICの 測 定 結

Fig. 1. Method of measuring C. trachomatis MICs
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果 をTable 1に 示 す.

MINO, DOXY, TE-031, 0FLX, ABTCで は,使 用

細 胞 を 変 え て も,MICは 同 値 か,も し くは 測 定 誤 差 範

囲 と考 え ら れ る1段 階 以 内 の 変 動 で あ っ た 、,し か し,

EMに 関 し て は 使 用 細 胞 に よ りMICが 明 らか に 異 な

り,4段 階 の 差 を 認 め,Wangよ りのHeLa229細 胞 に

お い て他 の2細 胞 よ りMICかfl一 で あ っ た。

2.接 種 菌 量 の 違 い に よ るMICの 比 較 検1け

102,103,104,1051FU/wellと な る よ う調 整 したC ,

trachomatisをHeLa229細 胞(FbwLab.)に 接 種 し

た 際 のMICの 測 定 結 果 をTable 2に 示 す 。

各 抗 菌 薬 と も1031FU/well,104 IFU/wellで は

MICに 差 は 認 め られ な か っ た が1021 FU/wellと105

IFU/wellと の 比 較 で は,101FU/wellの 乃がMICは

1～2段 階 性 高 く な っ た 、,

3.判 定 法 の 違 い に よ るMlcの 比 較 検 詞

104 IFU/wellのC. trachomatisをHeLa 229細 胞

(Flow Lab)に 接 種 し,ヨ ー ド染 色 法 お よ び蛍 光 抗 体

法 で 判 定 した 時 のMICの 測 定 糺 果 をTablc3に 示 す 。

ABPC以 外 の 薬 剤 で は,ョ ード染 色 法.よ り も蛍 光 抗

体 法 か1～2投 階MICか 高 か つ た。 し か し,ABPCで

は,ヨ ー ド染 色 法 で は1.0μg/mlで あ っ た の に 対 し て,

蛍 光 抗 体 法 で は128 μg/ml以 上と 大 き く異 な っ た

MICを 小 し た。

III.考 察

C. taachomatisは,特 柿 な 増 殖 サ イ クル を 有す る た

Table 1. MICs against C. trth/oimatiN D strain using McCoy cells

and HeLa 229 cells (2 cell lines)

Inoculum size: 10 IFU/well

Stained by fluorescent antibody method

(μg/mI)

Table 2. Effect of inoculum size on MICs against C.  trachomatis D strain

(IFU/well)

HeLa 229 cells (Flow Lab.) were used as culuture cells

Stained by fluorescent antibody method

(ug/ml)
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Table 3.MICs agamsc C. trachomate. D straln staned by iobine stainmg

and fluoresent ahtlbody methods

inoculum size: 104 IFU/well

HeLa 229 ceUs (Flow Lab,)were used as culture cells

/μg/ml)

め,一 般細菌と同様な抗菌薬感受性測定はできない。

これまで,本 病原体の抗菌薬に対するin vitroで の感

受性測定法 としては種々の方法が報告株5)さ れている

が,施 設に より,そ の測定結果にかなりの差が認め ら

れる。

今回,我 々はC. trachomatisのMIC測 定 を,測 定条

件 を変えて行い,そ の測定結果におよぼす影響につい

て検討 し,さ らに クラ ミジアMIC測 定 に適 した判定

条件について考察 を加えた。

初めに,使 用細胞についてであるが,McCoy細 胞 お

よびHeLa229細 胞 はともにC. trachomtisの 培養お

よびMIC測 定 に よ く用い られ る17～19)。McCoy細 胞

は,1963年Gordonら20)が,そ れまで行われていた発

育鶏卵培養法 との比較に より,C. trachomatisの 分離

培養に有用であることを報告 して以来,主 に ヨーロッ

パを中心に使用されてきた。この細胞は,維 持が比較

的容易であ り,さ らにpassageす る時に分散 しやすい

ためmonolayerを 作 りやすい。

一方
,HeLa 229細 胞 は主にアメリカ合衆国を中心

に使用されており,細 胞 を維持することがMcCoy細

胞に比べるとやや難 しいが,C. trachomtis, C. psittaci

の いずれに対 しても感受性が高い。

今 回 の 成 績 で は,MINO, DOXY, TE-031,

OFLX, ABPCのMICは, McCoy細 胞 使 用 時 と,

HeLa229細 胞使用時で差 を認めなかった。 しかし,

EMに 関 しては,使 用細胞の違 いにより,Wang供 与 の

HeLa229細 胞 において4段 階低値 を示 した。 これは,

使用細胞により,EMの 細 胞内への取 り込み能に差が

あ る た め と推 察 され る が,吉 沢 ら21)もEMのC

tmchomatな に 対す るMICは,McCoy細 胞使用時の

方がHeLa229細 胞使用時 よりも,5～7倍 高いと報告

している。EM以 外にも使用細胞により異なったMIC

を示 す抗菌薬が存在す る可能性は否定できないため,

MIC測 定 の際には使用細胞の統一が必要 と考 えられ

た。

とこ ろ で,C. trachomtisに 対 す る 感 受 性 は,

McCoy, HeLa 229細 胞 ともに良好であ る.し かし,

C.psittaciお よびC.pneumonneに 関 しては,HeLa

229細 胞 の方が感受性が高 いと考 えられる.さ らに,

HeLa229細 胞 は ヒト由来細胞,McCoy細 胞 はマウス

繊維芽細胞であることを考慮すると,ヒ トを対象とす

る抗菌薬の薬効判定には,HeLa229細 胞 を使用 した

方が より適 当と考えられる.

次 に接種菌量がMIC値 に およぽす影響についてで

あるが,一 般細菌と同様にCt縦 加m薦 においても

接種菌量に よりMICが 変 化することが充分考えちれ

る。

接種菌 量を変化させ た測定結果では,各 抗菌薬とも,

103 IFU/we11と1041FU/welIで はMICに 差 を認め

なかったが,1021FU/wellと1051FU/wellの 比較で

は,1051FU/wellの 方 が1～2段 階ほど高いMICを 示

した。接種菌量が 多ければ,封 入体の発育 を抑制する

ための抗菌薬がより高濃度必要 となり,MICが 高 くな

るために,接 種菌量 を統一す る必要があると考 えられ

た。

永山ら13)は,5×102,2×103,1×104,5×104,2x105

1FU/wellの 接 種菌量で比較検討 した ところ,1×104

1FU/well接 種 時が最 も良好 な結果が得 られた と報告
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して いる。 また,小 花町は,5×10,5×102,5×109,

5×104,5×1051FU/wellの 接 種菌量で比較検討 した

ところ,5×103が 最 も適切な接種菌録 であった と述べ

ている。今 回,10,102,103,104,1051FU/wel1の 接

種菌量で検討 したが,102～1031FU/wellで は,-視 野

あた りの封 大体数が少な く,封 入体が消失する濃度の

判定が困難であった。また,1051FU/wel1で は,蛍 光

抗体法で判定する時に,細 胞外に,残 存す るクラ ミジ

ア粒子が多数観察 され,細 胞質内に形成された封 入体

との鑑別が困難であった。ところが,1041FU/well接

種 した時は,全 細胞の約20～30%程 度 が感染し,封 入

体が消失する濃度の判定が最 も容易で,か つ細胞外残

存 クラ ミジア粒子数 もす くな く,そ のため封大体 と残

存 クラ ミジアの識別が容 易となった。したがって,104

1FU/wellが 最 も適切な接種菌量であると考えられた。

最後に染色法の違いによる検討であるが,C. tracho-

mtisの 染 色には,従 来Giemsa染 色法,ヨ ー ド染色

法,蛍 光抗体法などが用いられる。

Giemsa染 色 法は,手 技は簡便であるが,封 入体の検

出感度は,ヨ ー ド染色法,蛍 光抗体 法に比べ最 も低

い11,22)。

ヨー ド染色法ではC. trachomatisの 代 謝過程 で グ

リコーゲンが蓄積することにより,そ れが染色 され封

入体 として検出される。操作 も簡便で検出感度 も比較

的良好であるが,C. trachomatisの 増 殖サ イクルのあ

る時期以降でしか グリコーゲン陽性 とならないため,

薬剤存在下で封入体が形成されて も代謝活性が抑制さ

れた状態では必ず しも正常な増殖におけるグリコーゲ

ンの蓄積が起 こらず,そ の結果陰性 となることがある、

さらに,HeLa 229細 胞 を使用 した場合,HeLa229細

胞にはendogenousヨ ー ド陽性小体が存在 し,封 入体

との識別が難しいなどの欠点がある。

蛍光抗体法は特異性の点からは,最 も優れてお り,

さらに検出感度 も高い。Stephensら221は 細 胞培養法に

おける封入体の検出感度を蛍光抗体法 とGiemsa染 色

法で比較 し,有 意に蛍光抗体法が優れていたと報告 し

ている。また,加 藤 らll)もMIC測 定 の際にGiemsa染

色法と蛍光抗体法による染色を比較 しているが,蛍 光

抗体法で測定 したMICは,Giemsa染 色法による値よ

りも2～3倍 高い と報告 している。

今回は,ヨ ー ド染色法 と蛍光抗体法で比較検討 した。

MINO,DOXY,EM,TE-031,0FLXで は,ヨ ー ド染

色法よ りも蛍光抗体 法の方が2～4段 階高 いMIC値

を示 した。

ABPCで は,ヨ ー ド染色法で1.0μg/m1で あ ったの

に対 して,蛍 光抗体法で128μg/ml以 上 であ り,大 き

く異なった仙を示 した,ABI'Cな どの β-ラ クタム剤

(細胞壁合成阻害剤)は,elemental bodies(EB)の 細

胞への吸着,侵 大やreticulate imdies (RB)へ の転換

に対しては まった く影響 を与えないが,RBの 分 裂 を

抑制するため,巨 大なRBが 形成 される24,24).さ らに,

同時にこの巨 大RHを 含む封人体内は,グ リコーゲン

の蓄横が起こらないために,ヨ ー ド染色法では染色 さ

れないか,こ のRBも 抗 原性を有 しているために蛍光

抗体法では染色され るため と号えられた。BaHeyら6)

は,蛍 光抗体法によるとこの ようなβ-ラ クタム剤存在

下で形成 される異常RI3を 含む封人体 も染色できるた

め,今 後蛍光抗体法による染色が世界的に も主流にな

ることを予測 し報告 している。今回の検けでも,蛍 光

抗体法が最 も検出感度が高く,か つ ヨー ド染色法では

染色 されない抗菌薬の影響 を受けた封入体 も染色され

ることが証明され,Baileyら の予測が裏づけ られた。

今回,C. trachomtisの 抗菌薬感受性測定 を種々の

条件のもとで行ったか,そ の測定値は,測 定条件によ

り変化するこ とが証明 された。同時に 日本化学療法学

会の クラ ミジア薬剤感受性測定法検討委貝会により提

案された標準法の妥当性が証明されたので,今 後この

標準法に基づ いて,抗 菌薬感受性測定が行われる必要

があると考えられた。
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METIIOD FOR EVALUATING IN VITRO ACTIVITY OF ANTIBACTERIAL

AGENTS AGAINST CIILAM1DIA TRACHOMATIS

Takashi Sato, Yoshiaki Kumamoto, Takaoki II irose,

Takuji Tsunekawa and Kenji Hayashi

Department of Urology t Director: Prof. Y. Kumamoto), Sapporo Medical College, Sapporo, Japan

We tested the sensitivity of C. tim.hoinalis to various kinds of antimicrobial agents (minocycline
(MINO), doxycycline (DOXY), erythromycin (EM), TE-031, ofloxacin (OFLX), ampicillin
(ABPC)) under various conditions.

1) Comparison of HeLa 229 cells (2 different strains supplied by S.P.Wang, Univ. Washington,
Seattle, USA and Flow Lab.) and McCoy cells used as culture cells revealed no differences in MIC,
except that the MICs for EM were lower 4-5 stages in the case of the HeLa 229 cells suppplied from
Wang. We consider HeLa 229 cells suitable as culture cells for MIC determination because they are
human origin, but that the use of HeLa 229 cells of one origin needs to be agrreed upon.

2) Examination of inoculum titers revealed higher MICs (1-2 stages) for all drugs at 10 IFU

/well than at 102 IFU/welt, but was most easily determined and highly reproducible at 104 IFU/well,
indicating that this is an appropriate inoculum titer for the determination of MIC.

3) Comparison of staining methods revealed higher MICs (2-4 times) for MINO, DOXY, EM,
TE-031 and OFLX by the direct fluorescent antibody method (DFA) than by iodine staining, but a

great difference in MICs for ABPC (128 pg/m1 by the DFA as 1.0 pg/m1 for the iodine staining). This
suggests that the DFA had not only higher specificity to inclusion bodies, but also higher sensitivity
to those drug-affected inclusion bodies undetectable by iodine staining.

Our results indicate that drug sensitivity tests of C. trachomatis should be performed on according
to the standard method for determining drug sensitivity of Chlamydia, proposed by the Japanese
Society of Chemotherapy, since results vary considerably according to the test conditions.


