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単クローン性抗体によるクラミジア・ トラコーマティス結膜炎

由来新鮮分離株の血清型同定 (図 1,表 6)
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要  約

クラ ミジア・トラコーマティスの血清型を検索するために,抗クラミジア L2型単クローン性抗体 を作 り,そ
の15種類の標準株に対する,微量間接蛍光抗体法の反応パターンをセットとして作 り,そ のパターンの比較に

より,札幌地方のクラミジア感染患者から分離 された株の,血清型を同定 した。結膜炎由来の15株においては,

D型 7株,F型 3株,D/E,D/F,E,G型 が各 1株づつあった。エリスロマイシンが有効でなかった症例か

ら分離 された株では,species‐ specincの単クローン性抗体(2F3)に対 して,高い反応価を示したにも拘らず,

血清型の同定が出来なかった。尿道炎由来の11株においては,D型が 5株,D/E型 とE型が各々2株,G型と

H型がそれぞれ1株 づつ同定された。以上札幌地方におけるクラミジア。トラコーマティスの current strain

の血清型は,D型 を主体としていることが判った。(日 眼 91:1015-1022,1987)
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Abstract

ln order to study the serOvar Of chlamydia tracho■ latis,lve lnade nlo■oclonal antibodies against

chlantydia trachomatis L2/434/Bubo strain. Twenty mOnOc10nal antibOdies were classined int0 6

groups: genus‐ specinc(3:Dll, 2B8, 3E6 and 3B4)subgenus‐ specinc(4Ell)species‐ specinc (2F3),

subspecies‐ specinc(4D8,5F9,lF10,3D3,3G5,4D5,4C2,2G5,4D4,3C5and 4G8)biovar specinc(5Cll and

3C3)and strain specinc(lC3).The serological classincatio■ of 15 isolates from the patients、アith

inclusiOn cOnjunctivitis and ll isOlates frOm the patients、 アith acute urethritis in Sappo■ o,Japan were
differentiated into eight serovars by tihe imlnunoO■ orescence antibOdy test uslllg the above mono‐
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Inclusion conjunctivitis 15

Acute urethritis 11

Total 12 26
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c10nal antibOdy set.The results were su】 nmarlized as table.(Acta Soc Ophthalmol Jpn 91:1015-1022,

1987)

Key words: Chlamydia trachomatis, Monoclonal antibody, Serovar, lnclusion conjunctivitis, Acute

urethritis

緒   言

T'angが 1957年,分離培養における孵化鶏卵卵黄嚢

の利用,ス トレプ トマイシンによる雑菌発育阻止とい

う2つのアイデイアと,同定に人眼複元実験を行なう

ことが出来たことにより, トラコーマ病原体の分離培

養が成功 した1).

その後 トラコーマの病原体の基礎的研究は全盛期を

迎え,従来ウイルスとして信じられていた, この細胞

内偏性寄生性の徴生物は,TRIC群,Bedsoniaな どを

経て現在の Chlamydia trachomatis(Ct)と 呼ばれる

ンこ三藝っ′こ.

この病原体はグラム陰性菌 と共通な性状を有してい

るために,ク ラミジア菌 という考え方をする人さえい

る。しかし細菌の細胞壁に共通なムラミン酸をこの病

原体は有していないことから,細菌 と同じ様に取扱 う

には,依然多くの問題を残 している。 さらにこの病原

体による病態が,病原体 自身の細胞毒性によってのみ

起るのか,self‐ limitedな 経過を取る原因になるのか,

さらに トラコーマの遷延化が如何なる機序によるのか

などが課題 として残されている.

結膜 とい う宿主を,主に抗生物質の局所投与によっ

て迫われたクラミジアは,尿道や子官頚部に移 り住み,

細々と継代を続けていたと推測される。 これが最近の

性風俗の自由化によって,尿道炎,子宮頚管炎のみな

らず,新生児に垂直感染をして,肺炎を併発せしめて

注 目された2)。 一方性行為を通して尿道,子官頚部のみ

ならず成人の結膜炎,咽頭炎,中耳炎など多様な臨床

像を示すことから,眼科以外の領域で注 目をあびてい

る。

一方眼科領域では Lindnerの パ ラ トラコーマの概

念によって,生殖器性 トラコーマの存在は古 くから理

解 されていた。しか し Lindnerは同一病原体によっ

て,悪性の傾向を示す トラコーマと,良性の封入体性

結膜炎 とい う理解にとどまっていた3)。 すなわちこの

感染症の病因に関する一元論と二元論は,そ の発病の

仕方,経過の違い,疫学分布などを通 して根強く討論

された。この議論の一つの結論は Wangの 始めて行

なった MicrOimmunOnuOresence test(MIFT)に よ

る血清型の発見によって得られた 4)。

トラコーマは A,B,Ba,C型 に多 く,封入体性結

膜炎はDか らK型 という考え方である。しかしその

後 Taylar等 が, 2つの病像の違いは血清型の違いよ

りも,再感染の頻度による事を,サルの結膜にE型の

クラミジア株を繰 り返して接種すれば, トラコーマと

同じ病像を起す実験結果より主張 した5).T'angが ト

ラコーマ患者か ら分離し,組織培養に馴化されたクラ

ミジア株は,その後の長い継代によって,人間の結膜

に対する病原性を失ってしまった とい う事実もあ り,

さらに最近 トラコーマ患者から新鮮分離株の分離が
,

極めて難しくなっている現状から, これらの問題に結

論を出すことは容易ではない。

我が国の トラコーマ研究は,患者が激減するにつれ ,

昭和40年代より殆 ど行なわれてお らず,大 きな空白が

ある。我々は昭和57年頃より, クラミジアの組織培養

を始め,ク ラミジア眼感染の重要性について報告 して

きた6)～9).

Wangに よってめざましい発展を とげたクラミジア

株の血清型は,病原性との関係についてはまだ不明な

点も多い。特に,我が国ではクラ ミジアの感染症の臨

床において,血清型の判定がなされていなかったため

に,本病の疫学的背景は殆ど不明のままになっている。

これは主にMIFTに よる血清型分類の困難さに原因

している。この方法では分離株で免疫 したマウスの抗

血清を用い,分離株 と15種類のクラ ミジアの血清型標

準株 との交差反応を検討しなければいけない.し かし

この抗血清はしばしば15種類すべての標準株に,多少

とも交差するために,正確な型別 が困難である。

これに代るものとして,15種類の既知のクラミジア

の血清型を鑑別出来る単クローン性抗体を応用する方

法がある。今回,札幌市の近接す る眼科診療所 と泌尿

科診療所において,Ctの新鮮分離株を得て,単 クロー

ン性抗体を用いての血清型の同定を,本研究の目的 と

した。



対象及び方法

1)ク ラミジア株の分離培養と継代

最近 2年間において札幌市の眼科診療所を受診し

た,封入体性結膜炎患者39名 よりHeLa細胞,McCoy
細胞,Vero E6細 胞に結膜擦過物を接種 し,37℃ で48

hr培養を行なった。HeLa細胞とMcCoy細胞で分離

培養出来た当初の12株は -80°Cに保存 した後,今回の

実験に用いた。

最近 6カ 月間においては,眼科診療所に近接した 2

つの泌尿科診療所で,急性尿道炎と診断 した36名 の尿

道擦過物 と,眼科における24名 の結膜擦過物は共に

Vero E6細 胞で培養した。なお分離培養は原則として

採取 した当日に接種を行なった。すなわち今回は,従
来の分離培養の方法以外

10)11)に ,Vero E6細胞を継代

に用いた。

2)単クローン性抗体の作製法

免疫には 6週齢の Balb/cマ ウスを用い,免疫原と

してはクラミジア L2株のを用い,30日 間隔で 2回 免疫

後, 4日 目に牌臓を摘出 した12)13)。
骨髄腫細胞 SP2/

0‐ Ag 14を 用いて常法に従 って細胞融合を行い,選択

培養開始後10日 ないし12日 目に融合細胞の コロニーが

観察 されたので,軟寒天法を用いて細胞のクローニン
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グを行った13)14).単 クローン性抗体産生細胞の培養上

清を濃縮し, クローン細胞をマウスの腹腔内に接種 し

て腹水を回収 した 15).

3)新鮮分離株の血清型分類

2)の方法で作製 した20種類の単 クローン性抗体を使

い,15種類の Ct.標準株のそれぞれに対して,MIFT
で特異的反応パターンを示す単クローン性抗体セ ット

を作製し,1)に より継代できた新鮮分離株の,上記単

クローン性抗体 との間のMIFTに よる反応パターン

を比較して,C.t.の 血清型を同定 した。

結  果

.1)ク ラミジア株の分離同定 と継代成績

a.結膜炎由来株 (表 1, 2)

39名 のうち分離陽性であったのは23名 (60%)で あ

り,そ のうち成人型30名 中17名 (56.7%),新 生児型 9

名中 6名 (66.7%)で ある.こ れ らの うち継代出来た

のは成人型12株,新生児型 4株であった。

同一患者から採取 されてから細胞に接種されるまで

の,保存状態の違 う材料 (Nolと No2)が取 られた

ので,分離の状態を比較した。すなわち Nolは採取後

氷中で数時間保存 して,直 ちに Vero E6細 胞に接種 さ

れ,ま た材料 No2は -30℃ で一晩凍結保存したのち,
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表 1 結膜炎由来株の分離継代成績

No 患者名 性 年 齢 分 離 継 代 No 息者名 性 年 齢 分 離 継 代

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

R.N.
K.M.
Y.K.
S.H.
N.N.
T.I.
M.H.
J.I.
H.Y.
S.T.
N.M.
K.M.
T.T.
N.M.
S.B.
K.H.
T.M.
MI K.

M.S.
K.S.

女

女

男

男

男

男

男

男

男

女

男

男

男

女

女

男

男

男

女

男

14日

45

34

11日

13日

34

20

10日

18

59

21

30

17

17

58

49

20

24日

27

20

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

×

○

×

○

×

○

×

○

○

○

〇

×

○

○

×

○

○

×

○

×

○

×

○

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

A.K.
T,S.

0.M.
K.S.
N.K.
A.K.
M.T.

J.K.
S.W.

Mi.I
H.K.

Y.K.
H.G.
K.I.

K.S.
S.U.

N.S.

S.U.

T.U.

女

女

男

女

女

女

男

女

男

女

男

男

女

女

男

男

女

女

男

68

66

26

26

24

47

35

92日

19日

28

24

27

75

43

31

21

25日

56日

37

×

○

×

×

×

×

○

×

×

×

○

○

×

×

〇

×

×

○

×

×

×

○

×

×

×

×

○

○

×

×

×

○=陽性 ×=陰性
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表 2 結膜炎由来株の継代状況

ネ=初代で封入体をみたので-80℃ に保存し継代 した株

日眼会誌 91巻 11号

細胞に接種された。採取後迅速に細胞に接種された材

料は,初代の培養で約200個の細胞中,平均 4個の封入

体形細胞が観察され,形成率は 2%であった.さ らに

その形成率は 2代 目で3.8%,3代 目で12.9%,4代 目

では46.0%と なった。一方 -30°Cで凍結保存された材

料では,初代の封入体性形成率は0.6%で あって,2代
目1.8%, 3代 目6.5%, 4代 目16.8%封入体形成率の

増加の遅れが認められた。

50%以上の細胞で封入体が形成される迄の継代 と,

封入体形成迄の継代回数の関係は表 2の 如 くであっ

た。なお-80℃ に保存した12株 の うち 7株は リカバー

され, 5株は 5代にわたって継代されたが リカバーさ

れなかった.しかし8代にわたって継代されたのちに

始めて封入体が得 られ,50%以上に封入体がなる迄に

は10代の継代が必要であった 1株があった。

b.尿道炎由来株 (表 3, 4)

37名 のうち分離陽性であったのは15名 (40.5%)で ,

その うち継代できたのは12株 (80%)であった。今回

の尿道炎材料は Vero E6細 胞を用いて行い,保存せず

継続的に継代を進めたため,結膜炎由来の株より継代

できた株が多く,15株 中11株 に リカバ リーがみられた。

その封入体形成される迄と,50%以上の封入体形成ま

での継代数の比較は表 4の 如 くであった。

2)各種クラミジア株の抗 L2単クローン性抗体 に対

表 3 尿道炎由来株の分離継代成績

No 患者名 性 年齢
封入体形成迄
の継代回数

50%≧ 封入体形
成迄の継代回数

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

■

１２

１３

１４

１５

１６

１７

１８

１９

２０

２１

２２

R.N.
K.M.
Y.K.
S.H.
N.N.
T.I.
M.H.
J.I.
H.Y.
S.T.
N.M.
K.M.
T.T.
N.M.
S.B.
K.H.
M.K.
K.S.
O.M.
s.ur.

K.S.
S.U.

女

女

男

男

男

男

男

男

男

女

男

男

男

女

女

男

男

男

男

男

男

男

14日

45

34

11日

13日

34

20

10日

18

59

21

30

17

17

58

49

24日

20

26

19日

31

21

5(― )

3

5

4

8

1

2

( )

汚 染

2

4

4

5

1

1

2

3

2

2

4

2

4

1

( )

継代中止

6

継代中止

8

10

4

5

継代中止

消失

7

8

継代中止

3

4

消失

6

6

7

8

6

8

未定

No 患者名 性 年齢 分離 継代 No 患者名 性 年 齢 分 離 継 代

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

１１

１２

１３

１４

１５

１６

‐７

１８

１９

２０

H.N
H.N
T.S
R.N
T.N
A.Y
M.Y

Ｍ

Ｍ

Ｔ

Ｙ

Ｉ

Ｍ

Ａ

Ｎ

Ｈ

Ｏ

Ｈ

Ｋ

Ｅ

Ｔ

Ｎ

Ｔ

Ｔ

Ｋ

Ｊ

Ｋ

Ｋ

Ｎ

Ｋ

Ｍ

Ｓ

Ｏ

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

男

４ｏ

ｃ

３４

ａ

ｙ

“

ａ

４２

２９

η

γ

ａ

“

１７

３２

２

お

′

“

″

×

×

○

○

×

○

○

×

×

〇

〇

〇

×

×

×

○

×

×

×

○

×

×

×

○

×

○

○

×

×

○

×

○

×

×

×

○

×

×

×

○

２１

２

２３

２

％

２６

″

器

”

３０

■

２

”

３４

３５

“

”

M.S.
T.0.

M.W.
K.M.
K.M.

H.M.
A.H.

M.C.
M.H.

Ｔ

Ｔ

Ｓ

Ｓ

Ａ

Ｔ

Ｍ

Ｔ

Ｊ

Ｈ

Ｈ

Ｈ

Ｈ

Ｋ

Ｈ

Ｓ

男

男

男

男

男

女

男

女

男

男

男

男

男

男

男

男

男

ｍ

４６

２

Ｘ

４５

４５

´

“

”

３

２

４６

４８

１９

“

３

”

○

×

×

○

○

○

×

×

×

×

○

×

×

×

×

×

〇

○

×

×

○

○

○

×

×

×

×

×

×

×

×

×

×

Ｃ
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表 4

する反応 (図 1)

20種類の抗 L2単 クローン性抗体が得 られたので,

MIFTを 用い Ctの標準の15株並びに,オ ウム病 クラ

ミジア (C,)の 代表的な10株に対する反応性をもと

に,大 きく6群に分類 された。第 1群はクラミジアの

すべての株に反応するクラミジア属特異的な 4ク ロー

ン (3Dll,2B8,3E6,3B4)か らなる。また,第 2群

はC.t.の 15種 類の血清型の株 とC,の 3株に反応す
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尿道炎由来株の継代状況 る 1ク ローン (4Ell)で ある。第 3群は Ct.のすべて

の株に反応する一方,C.p.に は全 く反応 しない C.t.種

特異的な 1ク ローン (2F3)で ある。第 4群は C.t.の

標準15株の中で色々な反応パターンを示す11ク ローン

(4D8, 5F9, lF10, 3D3, 3G5, 4C2, 2G5, 4D4, 3C5,

4G8,4C5)を 1つ にまとめたものである。また,第 5

群は C.t.の LGV生物型の 3種 には反応するが, トラ

コーマ生物型には反応しない生物型特異的な 2ク ロー

ン (5Cll,3C3)を, さらに第 6群はホその L2株のみ

反応する株特異的な 1ク ローン (lC3)か らなる.

次にこのクラミジア株の特異性を認識する単 クロー

ン性抗体の組み合わせで C.t.の 15種 類の標準株の同

定を試みた。C.t.にのみ反応 した11種類の単 クローン

性抗体を横にとり,Ct.の 標準株を縦に配置 して,血
清型との対応を検討したのが図 1である。抗体価20倍

未満を (― ),20倍以上100倍未満を (± ),100倍以上

1000倍未満を (十 ),1,000倍以上を (++)と し,それ

ぞれの反応パターンを示 した。 ここでもLGV生物型

に属する 3株は互いに類似 した反応特性を示 している

が,な かでもLl株 に対する抗体価はホその L2の 場合

とはぼ等 しく,両者を鑑別できるのは L2株 に株特異的

な lC3ク ローンのみであった。

3)抗 L2単 クローン性抗体による新鮮分離株の血清

型分類

a。 結膜炎由来株 (表 5)

No 患者名 性 年 齢
封入体形成迄
の継代回数
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図 1 抗 L2単 クローン性抗体に対する各種クラミジア株の反応
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表 5 結膜炎由来株の血清型同定

表 6 尿道炎由来株の血清型同定
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15の株で同定を行うことが出来,D型 は 7株,F型は

3株,D/E型,E型,D/F型,G型が各々 1株であり,

1株は同定できなかった。すなわち同定不能株は種特

異的な 2F3ク ローンと高い抗体価を示して反応し,C
tに属すると判定された。しかし本株は 4C5ク ローン

に対してごく弱く反応したのみで,他のクローンとは

全く反応せず,血清型を同定できなかった。なお, こ

の症例は偽膜性結膜炎を呈した新生児で,エ リスロマ

イシンによる臨床像の改善が認められなかった。

b.尿道由来株 (表 6)

llの株で同定が行うことが出来,D型 が 5株,D/E
型とE型が 2株づつ,G型が 1株 同定できた.結膜炎

では見出すことのできなかった H型が 1株同定する

ことが出来た。

新鮮分離株の特徴はいずれも細胞質内封人体の形成

率が充分高いに もかかわらず,標準株 と比べて単 ク

ローン性抗体に対す る反応の程度 がやや微弱であっ

た。

考  按

クラミジアは封入体の形態の差異,封入体中のグ リ

コーゲンの有無や スルファジン感受性などから現在

Cp.と Ctの 2種類に分類されている.Ctによる眼

感染としての トラコーマと封入体性結膜炎以外の疾患

としては,sexuany transmitted diseaseと しての尿道

炎,子宮頚管炎を中心にして,咽頭炎や中耳炎などが

あげられ, さらに垂直感染としての乳児肺炎が取 り上

げられている。

これらのオウム病 とトラコーマの区別,さ らには C.

t.に よる各種の臨床像などの間の違いを説明するため
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に,こ の病原体の病原性 と血清型の違いがあげ られる。

我々は,単 クローン性抗体セ ットによる血清同定を

行 い,Wangの MIFTに よ る結 果“
)と 比 較 した。

Wangは 951名 の Ctの分離部位別の血清型の分布頻

度を行い,封入体性結膜炎患者では82株 の うち E/Dが

30株,E型 17株 ,F型が11株,D型 とI型各々6株の順

であったと述べている。我々の14株 の検討では 7株が

D型であ り,次いで F型の 3株,E型 ,D/E型,D/F
型,G型 ,同定不能が各々 1株 あり,D型が多いのが

特徴であった。なおWangが E/Dと した型が30株あ

り,D型或は E型頻度については,地域差もあ リー概

に結論できない16).

尿道炎由来の株でもD型が10株 中 5株 と多 くみら

れたが,Wangの 報告では634株の うち F型が111株 と

最も多 く,次いで E/D型 108株 ,E型96株 ,D型 91株の

順であ り,封入体性結膜炎の血清型分布 と同じ傾向を

示している。

しかし封入体性結膜炎の病因の血清型における,新

生児型 と成人型別の頻度には差が認め られ なかった

が,Wangの 報告では記載がない。一般には同一人か

ら分離 される株の血清型は分離部位が異なっていて

も,同 じ型のものであるといわれている。

以下今回の結果から今後のクラミジア株の血清型の

問題点について考按したい。

① 今回の L2型を主体とした単クローン性抗体のみ

では限界があり,D型が札幌地方に多く見られること

から, これらのsubtypingの ためには,D型に対する

単クローン性抗体を作り,札幌地方における current

strainに ついての情報を豊富にし,疫学的調査をさら

に進展させる必要がある。

② トラコーマと封入体性結膜炎の違いが単純に血

清型のみで理解されないが,従来のトラコーマはAか

らC型,特にA型とC型を中心にしているかは,今後

Wangに よるC complex中 の HIJ.K型 の示める位

置を,今回継代し得た H型の単クローン性抗体による

再検討が必要である。

③ 今回分離同定し, さらに継代し得たD型を用い

れば,抗クラミジア特異抗体の検出が,従来の L2型 を

用いたキットより鋭敏になるので,患者血清より抗原

の血清型を推測することも可能である。今後はさらに,

今回継代できた新鮮分離株群のプラスミッドを抽出し

て,その塩基配列を制限酵素で切断させて,そ の pat‐

temの解析から,こ れらの株間のちがいについてさら

にその所見を深めたい.
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④ 今回血清型を同定 し得なかった株は,エ リスロマ

イシンに対して抵抗性を示 した症例か ら分離 された株

であったので,現在進めている新鮮分離株の薬物感受

性試験 との比較なども含めて,新しい型の存在の可能

性をさがすことが今後の課題になる。

⑤ 今回の研究は病原体からみたものに限 られてい

たが, クラミジア感染においては,宿主側の理解がさ

らに進められる必要がある。すなわちクラミジア抗原

及び抗体の局在の検索は, トラコーマと封入体性結膜

炎のちがい,特に トラコーマの遷延化のメカニズムを

解 くためには不可欠である.幸い今回得 られた 2F3は

高力価の species specincの 単クローン性抗体である

ため,患者結膜切片においてクラミジア抗原を検出し

たので,超微細組織学的所見と共に稿を改めて報告す

る予定である。

しかし疫学調査 としては今回の検体数は未だ充分で

はな く,札幌地方の限られた症例の調査であるために,

これ らの血清型が我が国の流行株を代表するものとは

言いがたい.さ らに我が国の広い地域において,封入

体性結膜炎由来の株のみならず,乳幼児肺炎や淋菌性

尿道炎患者由来の新鮮分離株でも,全国規模の疫学調

査を実施し,我が国におけるクラミジア感染症の実態

を明らかにしていくことは,こ の種の疾患の予防を含

めた,公衆衛生学的対策のために不可欠である。

なお本研究は北海道大学獣医学部,公衆衛生学教室,橋本

信夫教授,高 島郁夫助教授,佐藤千秋大学院生との共同研究

である。
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