
クラミジアMIC測 定法

―日本化学療法学会標準法―

(1991年改訂版)

<ク ラ ミジアMIC測 定 法 マニ ュアル>

<原理>:被 験 クラ ミジ ア を接種 したHeLa229細 胞 を薬 剤存在 下で培 養 し,封 入 体形成 抑制 を示 す最 小薬 剤濃 度

を検定 す る。

<ク ラ ミジア取 扱 い上 の注 意>:ク ラ ミジア は実験 室 内感染 を起 こす可 能性 が あ る。特 にc。Psittciは 危 険度3

に指定 され,そ の取扱 い は2重 ドア,陰 圧 室内 に設置 した安 全 キ ャビネ ッ ト内で行 な うこ とが義務 付 け

られ てい る。c.trachomatisに つ い て は安 全 キ ャ ビネ ッ トのみ で取扱 う こ とが で きるが,い ずれ にお

い て も汚 染器 具 類,廃 液 等 は原 則 として オー トクレー プ滅 菌 を要 す る。 クラ ミジ ア浮遊 液 を取扱 う際

に,ピ ペ ッ トをロで 吸引 す る ことは以 上 のバ イオハ ザー ドの観点 か ら絶 対 に行 なって はな らな い。

1)MIC測 定 には24穴 細胞 培養 用plasticplateを 用 い る。

2)1.5～2.0×105/m1のHeLa229細 胞 を含 む培 養液[Eagle's,MEM+熱 非働化 牛胎 児血清(FCS)】 をplate

の各wel1(直 径14mmの カバ ーガ ラス を予 め入 れて お く)に1m1ず つ分 注す る。

(1)HeLa229細 胞 の使 用 に関 して は く附記A.1.a.>参 照

(2)HeLa229細 胞 の維 持使 用法 に関 して はく附 記A.1.b.>参 照

(3)EagleMEMに 関 して はく附記A.2.a.>参 照

(4)熱 非 働化 牛胎 児血 清(FCS)に 関 して はく附 記A.2.b.>参 照

3)37℃,5%CO2incubatorで24時 間培 養 してconfluent monolayerの 形 成 を確 認後,培 養液 を吸 引除 去 す

る。 原則 的 にク ラ ミジア接種前 のDEAE-dextran処 理 は行 なわ ない。

(1) DEAE-dextranの 使 用 に関 して はく附記A.3.>参 照

4)各wellに1041FU/we11(4×1041FU/m1,0.25ml)の 検討 すべ きクラ ミジア株 を接種 す る。 な お当委 員会

にて決 定 したreferencestrainも 同時 に接種 し,測 定法 に誤 りが ない こ とを確認 す る こ とが望 ましい。

(1)接 種 菌量 に関 して はく附記A.4.お よびA.5.>参 照

{(2)Referencestrainに 関 し て は く 附 記A.6.>参 照

5)室 温500～900×gに て1時 間 遠 心 吸 着 を行 な う1)。

6)上 清 を 吸 引 除 去 す る 。

7)各 薬 剤 濃 度(Masterdilution法 に て 希 釈)を 含 む培 養 液(Eagle'sMEM+熱 非 働 化FCS+終 末1μg/ml

Cycloheximide)を 各wel1に1m1ず つ 分 注 す る。

(1)Masterdilution法 に関 し て は<附 記A.7.a>参 照

{
(2)薬 剤 濃度 の上 限 に関 して はく附記A.7.b>参 照

(3)薬 剤 濃度 の表 示法 に関 して は く附 記A.7c.>参 照

(4)Cycloheximideに 関 して はく附記A.7.d.>参 照

8)下 記 の条件 にて培 養 す る。

[c.trachomatis培 養 条件1:37C(±1℃ は許 容範 囲),5%CO2incubatorに て72時 間培養 し判 定す る。

[c.psittaci培 養条件]:37℃(±1℃ は許 容範 囲),5%CO2incubatorに て48時 間培養 し判 定す 。

c.Psittaciはc.trachomatisに 比 べ,増 殖 が速 い。

[c.pneumoniae (TWAR) 関連 株培 養 条件1

:35℃(±1℃ は許 容範 囲),5%CO2incubatorに て72時 間培 養 し判 定 す る。

(1)温 度 条 件 に関 して は く附 記A.8.〉 を参照

9)培 養液 を吸引 後,IF法 にて染 色判 定 す る。
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(1)IF法 の使 用 に関 して は く附 記A.9.a.>参 照

10)100倍 を判 定倍 率 とし蛍 光顕 微 鏡 に て全視 野 を観 禦 す る。 封入 体 が まっ た く認 め られ ない もの を陰 性 と判

定 し,封 入 体形 成 を抑 制 した最 小薬 剤濃 度 をMICと す る。

(1)観 察 倍率 に関 しては く附 記A,9.b.>参 照

<附 記(A)>

1.使 用細胞

a.使 用細胞 の種 類

HeLa229細 胞 を使 用 す る。HeLa229細 胞,McCoy細 胞 い ずれ も良 く使 われ て い るが2～5).HeLa229

細 胞 は人 由来細 胞 株 で あ る ところか ら,こ れ を用 い たdataは 国 瞭的 に よ り通 用 す る もの と考 え られ る。

また,c.psittciお よびc.pneumoniae(TWAR)関 連株 で はMcCoy細 胞 よ りHeLa229細 胞 のほ う

が感 受性 が高 い と考 え られ る。以上 の様 な理 由 によ りHeLa229細 胞 を使 用す る こ とにす る。

なお,HeLa229細 胞 は国立 予防 衛生研 究所 ウイル ス中央 検 査部(山 崎修 道 部 長)の 保 存株 を使 用 す る

こ とにす る(連 絡 先:〒190-12東 京都 武蔵村 山市 学園4-7-1Tel.0425-61-0771)。

b.HeLa229細 胞 の継代 法

3～4日 間 隔で 継代 す る(1/3～1/4に 希釈 し継 代 す る時 に は3日 ～4日 でcon伽entに な る)。 もし発

育 速 度 の悪 い時 はMycoplasmのcontaminationの 可 能 性 が あ る た め,マ イ コプ ラ ズ マ 除 去 剤MC210

(大 日本製薬)を 説明 書 に従 って培養液1こ加 え,2～3代 継代 し,Mycoplasmaを 除去 す る。

細胞 を長 期保存 す る場合 は凍結 保存 す る。 その凍結保 存細 胞 を使 用す る場合 は,少 な くとも2回 以上継

代 の後 使用 す る。

2.培 養液

aMEM

HeLa229細 胞 に は,Eagle'sMEMが 適 して いる。

b.熱 非働 化牛 胎児血 清(Fetalcalfserum)

使 用 す る牛 胎児血 清(FCS)は 熱 非働化 して用 い る。 メー カー に よ るよ り もlotに よるパ ラ ツキが あ る

の で,こ の点 を留 意 して使用 す る。 濃度 は細胞 継代 には10%FCS,MIC測 定時 のFCS濃C.psittaxf

5%,C.tmhomatis8%,C.pneumoniae(TWAR)関 連株 は10%を 使 用す る6)(Chlamydiiaのgrowth

rateの 遅 い もの程FCS濃 度 を上 げ る)。

3.DEAE-dextran

細胞 が傷 み,操 作 が繁雑 にな るため,原 則 的 に使 用 しな い。 しか し,標 準 株 と比 較 してMICが2管 以上異

な った場合,な らびにC.pneumoniae(TWAR)関 連株 な どの特殊 な場合 には使 用す る。

4.接 種 菌量(感 染力価)

c.tmhomatis分 離株 は,HeLa229細 胞 にて感 染増殖 させ,充 分}こ封入体 が観 察 で きた時 点 で,培 地 を除

去後,等 量 のSPG(次 項参 照)を 加 え ラバ ー ポ リス マ ンに て感染 細 胞 を剥 離 す る。 超 音波 な どにて その感 染

細胞 か ら クラ ミジ ア を遊 離 させ た上,500～900×gに て5分 遠 心 す る。 その上 清 をc-tmcんm鵡 浮遊 液 と

す る。C.Psittaci浮 遊 液 も同様 に調整 す る。作 成 した浮遊 液 は一70℃ 以 下 に て凍 結保 存 し,使 用時 に解凍 す

る。

c.trachomatis,c.psittaciい ずれ も接種 時 の濃度 が高 す ぎ る(1061FU/we11以 上)と クラ ミジア のimm砂

diatetoxicity7.8)に よ り細胞 に損 傷 を与 え,感 染 率 もそれ ほ ど上 が ら ない。 また低 す ぎ る(1021EU/well以

下)と 封 入体 数 が少 な く判 定が 困難 で ある。1041EU/wellが 適 当な接種 量 で あ る5)。接種 菌 液 の容 量 は吸着 時

に乾燥 しない よ うに0.25m1(4×104IFU/ml)と す る。

5、IFU(inclusion forming unit)の 測定法

a-原 理

confluent monolayerのHeLa229細 胞 に段 階希 釈 した一 定 量 の ク ラ ミジ ア浮 遊液 を接 種,培 養 の後,

生 じた封入 体数 を測 定 して,封 入体 数,接 種量,希 釈倍 数 か ら単 位浮 遊液 量 当 りの封入体 形 成単 位,す な

わ ちIFUを 算定 す る。
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b.方 法

(1)未 知 感 染力価 の クラ ミジ ア浮遊 液 の10倍 段階希 釈 系列 を以 下 の方法 に従 って準備 す る。

i)増 殖 培養 した感 染2～3日 後 の感 染細胞 か ら培地 を除 去す る。

ii)適 量 のSPGを 加 え,ラ バ ーポ リスマ ンに て細胞 をか き取 り,感 染細 胞 浮 遊 液 と して集 め る(24

穴 プ レー ト使 用の場合 にはSPG約1m１/wellが 適量 で あ る)。

SPG(sucrose-phosphate-glutamic acid medium)は 以 下 の処 方 に よ り調 整 す る。

sucrose 37.59,KH2PO4 0.269,Na2HPO4・2H2O 0.76459, glutamic acid 0.369を 蒸 留水

500m1に 溶 解後,0.2μmφ メ ンブ ラ ンフ ィル ター にて濾 過滅 菌 す る(ス トレ プ トマ イ シ ン また

はカナマ イ シン,お よびバ ンコマイ シ ンを各終 末100μg/m1加 える とよい)。

iii)超 音波(15～20秒 で よい)な どに て感 染細 胞 か らクラ ミジ ア を放 出 させ,500～900×9に て5分

遠心 し,上 清 を クラ ミジア浮遊液 の原液 とす る。

iv)原 液 を も とに1～2m1単 位 でSPGを 用 いて10倍 希 釈 系列 を作 る。希 釈 は10-8～10-9ま で で充

分で あ る。 原液 や希釈 系列 は氷 中 に保 存す る。

(2)マ ニ ュア ル1)～3)に 従 っ て準 備 し たconnuentのHeLa 229細 胞 に各 希 釈 液0.25mlを 接 種 す る。

同一 希釈 液 を4穴 に接種 し,封 入体 数 を4穴 の 平均 値 として算 出 す る こ とが望 ま しい。 したが っ て,

実 際 に用 い る希釈 液 は10-3～10-8の6段 階 で あ る。 残 りの原 液 は一70℃ 以 下 に凍結 保 存 し,使 用 に

際 して軽 く超音 波処 理後,実 測 して求 めたIFUに 合せ てSPGに て希釈 後,感 染 に用 いる。

(3)吸 着,培 養,封 入体 の染 色,観 察 はす べて マニ ュアル4)～9)に 従 っ て実施 す る。封 入体 数 は カバ ー

ガラス全域 につ いて測定 し,封 入体 数測 定可 能 な希 釈 液 の間,例 えば10.5と10-6の 間 で4穴 の平 均

値 が ほぼ10倍 の違 いが あれ ば力価 測定 値 は良 好 と断定 で きる。 下表 の ご と く,多 少 の ズ レが あ って

も異 な った希 釈度 間で平 均値 を求 めて,原 液 のIFU値 を算 定 し,こ れ を も とに1041FU/wel1に な る

希釈 倍数 を求 めて も,MIC値 に影響 を及 ぼす ことはほ とん どない。

IFU(C.trachomais 株)の 算 定例

この値 の原液 な らSPGに て1,100倍 に希 釈 し,そ の0.25ml/wellを 接 種 してMIC測 定 に用 い る。

なお,臨 床 分離 株 のMICを 測 定 す る場 合 は可能 な限 り継代 数 の少 な い株 につ い て測定 す る こ とが 望 ま しい。

この ため増 菌培 養 に際 して は接 種材 料 を希釈 し過 ぎな い よう配 慮 す る必 要が あ る。

6.Reference strain

臨床 分離株 の測定 に際 して はreference strainを 同時 に使 用 してMIC測 定法 の正 確性 の確認 をす る こ とが望

ましい。

な お報告 に際 して はreference strainに 対 す る薬 剤 のMICも 附記 す る。

Reference strainと して は,C.trachomatisで はD/UW-3Cx株,C.psittaciで はBudgerigar No.1株 を用

い る。 いず れ も国立 予防衛 生研 究所 ウイル ス中央 検査 部 よ り分与 を受 け る(連 絡 先 は く附 記A.1.a.>に 準 ず

る)。

7.薬 剤希釈

a.薬 剤希 釈法

薬剤 の希 釈法 の違 い にて薬 剤濃 度 の違 いが生 じ,MICに 影響 を与 え る可 能性 が あ る。特 に少量 の溶 液

にて希 釈系 列 を作製 した場 合,ま た は2倍 希 釈 を何度 も繰返 し施行 した場合,そ の誤差 は大 き くな る。 し

たが って,下 記 の方 法 にて実施 す る。

各 薬 剤 に関 し,目 的 とす る最 大薬 剤 濃度 の20倍 を蒸 留水 な ど(各 薬 剤 に よ り指 定 され た溶 液)に て作

製 し(Master dilution),使 用時 に はmediumgmlに20倍 濃度 薬剤 液1mlを 加 え,10mlの2倍 濃 度溶

液 とす る。 そ の後5ml単 位 で ピペ ッ トを使 用 し,2倍 希釈 系列 を作 製 す るのが望 ましい。2倍 希 釈 は6回

まで に留 める。
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b。 薬 剤濃度 の上 限

β-lactam系 薬 剤 な どの 高MIC薬 剤 で は高 濃度 に て も封入 体 が観 察 され るの で128μg/mlま で測 定 し

て打切 る。

c.薬 剤濃度 の表 示

1μg/mlを 基準 と し,濃 度 表 示 は下 記の ごと くに す る。

例:0.002, 0.004, 0,008, 0.016, 0.031, 0.063, 0,125, 025, 0.5, 1,0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0,

64.0, 128.0 (μg/ml)

d.Cycloheximide4)

Chlamydia増 殖 は宿 主細 胞 の蛋 白合 成 を阻 害 す る と増 強 され,封 入体 が 観 察 され 易 くな る。 したが っ

て,MIC測 定 に際 して は終 末1μg/mlのcycloheximideを 加 え る。

◎Cycloheximide原 液の処 方

グル コー ス5.4mg,cycloheximide 10mgを 蒸 留水100m1に 溶 解後.0.2μmφ フ ィル クーにて濾

過 滅菌,4℃ に保存 す る。使 用 に際 して培地 の1/100量 を加 える。

8.温 度 条件

Incubation温 度が 高 くな る と成績 に著 しい影響 を及 ぼ すの で温度 条件 は厳守 す る こ と.

な おc.pneumoniae(TWAR)関 連株 は一般 に他 の ク ラ ミジア よ り発育速 度 は遅 い が,37℃ と35℃ の

培 養後 の感染 力価 を比較 す る と35℃ 培 養 の感 染力 価 が370C培 養 の それ に比 べ て有 意 に高 い6)。 これ はC.

pneumoniae(TWAR)の 生物 学的 特性 と考 え られ る。 したが ってC.pneumoniae(TWAR)の 関連株

のMIC測 定時 に は35℃ ±1℃ を培養 温度 とす る。

9.測 定 法

a.染 色 法

MICの 判定 に はIF法[Micro Trak(R)はC.trackomatisの み,オ ー ソ クラ ミジア(FA),Culture set(R)

はC.trackomatis,C.psittaci,お よびC.pneumoniae (TWAR)関 連 株 の染色 に使 用 可能]で 行 な うこ

と とす る。 カバ ーガ ラス を取 り出 し,エ タ ノー ル にて室 温15分 間固 定,乾 燥 後 遮光 して染 色 す る。 ただ

ち に染 色 で きない場合 は,固 定乾 燥後,-20℃ に保存 で きる。

HeLa229細 胞 は細胞 質 内 に ヨー ド陽性小体 が 存在 し,封 入体 と混同 され る可能 性 が あ るの で ヨー ド法

はHeLa229細 胞 を用 い る封 入体 観察 に は適 さない。

b.観 察倍 率

変形 したmicroinclusionは,400～1,000倍 の高倍 率 で見 る と少 数 が数段 階 に わ た り残 存 す る こ とが あ

るの で消 失判 定 が 困 難 で あ る。 そ こで 変形 したmicroinclusionが 比 較 的見 え に くい100倍 に て観 察す

る。

<参 考資 料>

Reference strainに 対 す る当委員 会 のMIC測 定成績 は次 の ご と くで あ る。
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<附 記(B)>

1)本 報 告書 は クラ ミジアMIC測 定 法検討 委員 会 に よ り,国 際 的 に通 用 す る測 定 法 の統一 化 を 目的 に して検

討 され た もので あ る。1991年6月5日 第39回 日本化学 療法 学会 に て改 訂版 として報告 され た。

委員(委 員長)熊 本 悦明(札 幌医大 泌 尿器 科)

〃(副 委員 長)松 本 明(川 崎 医大 微 生物)

〃 永 山在明(福 岡大 医学 部微 生物)

〃 副 島林造(川 崎 医大 内科)

〃 平井 克也(岐 阜 大 農学 部家畜 微生 物)

〃 橋爪 壮(日 本 ポ リオ研 究所)

〃 萩原 敏且(国 立予 防衛生研 究所 ウイ ルス中央 検査部)

2)MLC(minimum lethal concentration)測 定法 につい て は,別 途報 告す る。


