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クラ ミジアMLC測 定法

―日本化学療法学会標準法(1991年)―

<ク ラ ミジアMLC測 定 マ ニ ュアル>

【原理 】:被 験 クラ ミジ アを接種 したHeLa229細 胞 を抗菌 薬存在 下 で培 養 し,そ の抗菌 薬効 果が,抗 菌 薬 を除 去

し再培 養 して もなお封 入体 の再形 成阻害 を示 す最 小抗 菌薬濃 度 を検 定 す る。

<ク ラ ミジア取 り扱 い上 の注意>:

MLC測 定 にお いて もMIC測 定法 マニ ュア ル 〔Chemotherapy40(3):303～307,1992〕 に記載 され た注意 事

項 が全 て適用 され る。

[附記]

1) MLC (minimal lethal concentration)2•3), MCC (minimal chlamydicidal concentration) 4,5), MBC

(minimal bacteriocidal concentration)6)は 同様 の意味 で使用 され るが,当 委員 会 で は用語 を統一 す る目

的 でMLCを 使 用 す るこ と とした。

2)当 委 員会 は,こ こに報告 す る方法 と共 に次 の 方法 も比 較検 討 した。 すなわ ち,抗 菌薬除 去後,感 染細 胞 か

ら超 音波処 理 等 によ って,ク ラ ミジア を回収 し,そ れ を新 しい培 養細胞 に接 種,培 養 す る過程 を3回 繰 り

返 し,封 入 体形 成 の有 無 を調 べ る方 法 であ る。

しか し,こ の超 音 波処理 を用い る手技 は繁雑 で あ り,こ とに クラ ミジアの回収 が超音 波装 置や処 理時 間

等 に よって必 ず し も一定 で ない ため,施 設 によ って測定 値 が大 幅 に異 な る可 能性 が 高 い こ とが 判明 した。

従 っ て当委 員会 は簡 便 で しか も抗 菌薬 の臨床効 果 を比 較 的良 く反映 す る今回 の方 法 を採 用 す る こ とと し

た。

3)MLC測 定 に際 して は同一 感染 系 で同 時 にMIC測 定 を行 う必 要 があ る。 そ して,MIC測 定 結果 が 当委 員

会 によ るreferencestrainに 対 す るMICの 範 囲内 にあ る ことが確 認 され た場 合 にの み,MLC値 は有効 と

みな され る。

4)MLCは クラ ミジアに対 す る抗菌 薬効 果 をみ るた めの必 須事 項 とはしな いが,MICと と もに測定 す る こ と

が望 ましい。

5)使 用細胞,培 養液,接 種菌 量,IFUの 測定 法,Reference strain,抗 菌薬 希釈 法,温 度条 件,お よび判定

法 に関 す る詳 細 はMIC測 定 マニ ュ アルに準 じる。

【測定 方法 】

〔培 養細 胞 の準 備〕

1)MLC測 定 に は24穴 細 胞培 養用Plasticplateを 用 い る。

2)1.5～2.0×105/ml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well(直 径14mmの カバ ー ガ ラス を予 め入 れて お く)に1mlず つ分注 す る。

3)37℃,5%CO2 incubator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。

〔クラ ミジア接種 〕

4)各wel1に104 IFU/well(4×104IFU/ml,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reference strainも 同時 に接種 し,測 定法 に誤 りが な い ことを確 認 す る。

5)室 温500～900×9に て1時 間 遠心 吸着 を行 な う。

6)上 清 を吸引 除去 す る。

〔抗 菌薬付 加培 養〕

7)各 抗 菌薬 濃度(Master dilution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wellに1m1ず つ分注 す る。

8)下 記 の条 件 に て培 養 す る。
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C.trachomatis培 養条 件:37℃(±1℃ は許容 範 囲),5%CO2 incubatorに て72時 間培 養 す る。

Cpsittui培 養条件:37℃(±1℃ は許 容範 囲),5%CO2 incubatorに て48時 間培 養 す る。

Cpneumoniae培 養条 件:35℃(±1℃ は許 容範囲),5%CO2 incubatorに て72時 間培 養 す る。

〔抗菌 薬除 去〕

9)抗 菌薬含 有培 養液 を吸引 除去 す る。

10)感 染 細胞 を37℃ に温 めたEagle's MEM lml(血 清 を添加 しない)で3回 洗 浄す る。

11)抗 菌薬無 添加培 養液(Eagle,sMEM+熱 非働化FCS+終 末1μg/ml Cycloheximide)を1mlず つ分注 す

る。

12)C.trachomatisお よ びC.psittaciは37℃(±1℃ は許 容範 囲),C.pneumoniaeは35℃(±1℃ は許容 範

囲)に て,い ずれ も5%CO2 incubatorに て24時 間培 養す る。

13)さ らに新 たな抗菌 薬無添 加培 養液(Eagle'sMEM+熱 非働 化FCS+終 末1μg/ml Cycloheximide)と 交

換 し,C.trachomatisお よびC.pneumoniaeは48時 間,C.psittaciは24時 間再 び培養 を続 け る。

〔MLC判 定〕

14)MIC測 定 法マ ニ ュアル に従 って,培 養液 を吸 引後DFA法 にて染色 判定 す る。

15)100倍 を判 定倍 率 と し蛍光 顕微 鏡 にて全視 野 を観 察 し,封 入体 を以下 の3typeに 区別 す る(別 紙写 真参

照)。

(Normal inclusion):MIC,MLCのcontrolに 認 め られ るinclusion,も し くは これ に準 じる大 きさの

[photoA] inclusionで100倍 で明瞭 に認 め られ る。

(Small inclusion):Normal inclusionよ り明 らか に小 さ いが,100倍 で明 瞭 にinclusionと 識 別 で き

[photo B]る 。

(Microinclusion):100倍 でspot状,も し くはやや 大 きめ のspotと して 認 め られ るが,こ れ を200

[photoC,D]倍 でみ る と数個 の ク ラ ミジ ア菌 体 を含 むinclusionで ある こ とが識 別 で きる。

16)Normalま た はSmall inclusionを 全 く認 め ない場合 を封 入体再 形成 阻 害 あ りと判 定 す る。

また,Microinclusionの み で は継 代培 養 を繰 り返 して も封入 体 を再 形 成 しな い ため,再 形成 阻 害 あ り

と判定 す る。

この様 な判定 に よ り,封 入体再 形成 が阻 害 された最小 抗菌 薬濃 度 をMLCと す る。

<参 考 資 料>

Reference strainに 対 す る当委 員会 のMLC測 定成 績 は次 の ご と くで あ る。MLCはMICよ りバ ラ ツ キがあ

り,レ ンジが やや大 き くな るのはや む を得 ない と考 えてい る。

(μg/ml)
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〈附 記〉

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 ウィルス中央検査部)

Photo. A: Normal incluslon(借率100借: 10×10)

抗 菌 薬 付 加 の な い場 合 に 形 成 さ れ た 封 入 体

所 見

Photo.B:Small inclusion(倍率100倍: 10×10)

OFLX 0.5μg/ml存 在 下 で形 成 され た形

成不 全 の状態 の不完 全封 入体所 見

Photo. C: Microinduslon( 倍 率100倍: 10×10)

OFLX 1.0μg/ml存 在 下 で 観 察 さ れ る

spot状 の 蛍 光 小 体 所 見 。 こ れ は封 入 体 と

判 定 し な い 。

Photo. D: Microinclusion(倍 率200倍: 20× 10)

Photo Cの 蛍 光小体 を倍 率 を上 げて観察 す

る と,数 個 の ク ラ ミジア菌 体 を含 む inclu-

sionで あ る こ とが 識 別 で き るが,封 入 体

と判 定 しな い。


