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要 旨
Chlamydia trachomatisに対する抗体検出法の 1つである immunoblot（IB）法を用いて各種血清型菌株と

患者血清との反応性を検討した．また C. trachomatis特異的合成ペプチドを抗原とした enzyme-linked immu-
nosorbent assay（ELISA）との関連を検討した．

C. trachomatis抗原陽性婦人血清 12 例を用い，血清型Eと C菌体をそれぞれ抗原とした IB法を比較した
ところ，反応の強さはE＞C 11 例，E＜C 1 例であった．一方，EまたはC株のペプタイドを抗原とした
ELISAでは，E＞Cの吸光度値を示したのが 6例，E＜Cが 6例であった．また，別の C. trachomatis抗原陽
性婦人血清 6例に対して血清型 L2，D，E，Cの各菌体を各々抗原とした IB法を実施したところ，反応の
強さはE≧D≧L2≧Cの順であった．更に複数株の合成ペプタイド（C，E，G，L2）を抗原としたペプタイ
ド クラミジア「明乳」（P-ELISA）では IB法で陽性を示した血清 18 例全てが陽性であった．
以上の結果は IB法による C. trachomatis抗体検出では抗原として用いる菌体の血清型により感度が異なる

ことを示している．また，ペプタイドを抗原とするELISAでは複数の血清型菌由来のペプタイドを用いる
ことが重要であり，結果の判定にはこれを考慮した判断が必要と思われる．

〔感染症誌 81：133～137，2007〕

序 文
Chlamydia trachomatis感染症の実験室内診断法は，

感染部位から菌体やDNAを検出する方法と血清中の
抗体を検出する方法の 2つに大きく分けられる１）．抗
体検査は抗原検査が困難な骨盤内感染症，卵管炎，副
睾丸炎等２）～４）の疾患で特に有用とされ，micro-immu-
nofluorescence assay（MIF 法）５）が標準法として定着
している．しかし，抗原として各種血清型菌体が必要
であること，操作や判定に熟練を要することなどから，
一部の研究機関でのみ行われている．それ故，一般的
には操作が容易で多数検体処理が可能なELISA６）７）が

用いられている．一方，immunoblot（IB）法はバン
ドの検出により，C. trachomatis菌体が包含する各種抗
原に対する抗体との反応を肉眼で確認できることか
ら，測定法間の不一致例の検討などに用いられている．
しかし，HIVや HTLV感染症での確認試験８）～１１）のよ
うに確立された方法にはなっていない．
今回，ペプタイドを抗原としたELISAと IB 法と

の関連を明らかにするため，血清型 L2，D，E，Cの
各菌体を抗原とした IB法と ELISA（抗原：E，C単
独合成ペプタイドまたはC，E，G，L2 の 4 種混合ペ
プタイド）について，患者血清との反応性を比較検討
した．
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Fig. 1 Confirmation of purity for highly purified C. trachomatis for immunoblotting antigen 
Cell debris are usually seen as red when detected in fluorescence assay (FA). No distinct 
contaminants were seen in the purified organisms in either FA (A) or electron microscopic 
observation (B).
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Table 1 Summary of reactivity to different serovar antigens of C. trachomatis

Immunoblot＊＊＊（IgG）P-ELISA＊＊ELISA＊（IgG）

Serum No Ag（whole organism）
IgGIgA

Ag（peptide）
Blank

CEVDI V CVDI V E

＋weak＋＋＋（4.66）±（1.06）0.0450.1380.0461
＋＋＋＋＋（7.45）＋（1.78）0.3560.1670.0932
＋＋＋＋（4.81）＋（2.38）0.2850.1070.0703
＋＋＋＋（7.12）－（0.47）0.0740.4160.0604

＋＋＋＋＋＋＋（6.34）＋（4.21）0.6300.4780.1565
＋＋＋＋（4.42）＋（2.19）0.1870.1250.0956
＋＋＋＋＋（7.03）＋（5.04）0.0930.2580.0547
＋＋＋＋＋（4.70）＋（1.85）0.2010.0620.0408
＋＋＋＋（5.25）＋（3.90）0.0690.1620.0459
＋＋＋＋＋（6.69）＋（2.31）0.1170.2710.05210
＋＋＋＋＋（5.42）－（0.34）0.1580.0820.05011
＋＋＋＋（4.32）＋（2.92）0.0460.1180.04312
－－－（0.23）－（0.13）0.0680.0750.08313

＊：Absorbance at  450nm
＊＊：ELISA using mixed peptides synthesized by gene expression of C. trachomatis serovar C, E, G, and L2 as an-

tigen and showing cutoff index
＊＊＊：Tone of band reacting with MOMP.

材料と方法
1．血清
1993―1995 年に，もとむら産婦人科医院（長崎市）

を受診し，C. trachomatis感染症の疑いで採取された頸
管スワブおよび血清で抗原・抗体検査が陽性の患者
18 例，そして陰性者 1例の保存血清を用いた．抗原
検出は IDEIAクラミジア（協和メデックス），抗体測
定はセロイパライザ クラミジア（明治乳業）にて行
われていた．これら血清はクラミジア関連検査に使用
する旨を了解して採取されており，本実験での成績管
理，保存等の徹底を図るため本学倫理委員会の承認を
得た（No. 17―6）．
2．C. trachomatis抗原の調製

C. trachomatis血 清 型C�TW-3�OT（C），D�UW-3�
Cx（D），E�UW-5�Cx（E），L2�434�Bubo（L2）の 4
血清型菌株をそれぞれHeLa 229 細胞に感染させ，48
時間培養した．各々の感染細胞を培養液ごと回収し，
超音波（20KHz，1 分）により破砕した後，Caldwell
ら１２）の比重遠心分画法を行った．更に新たにフィル
タ ー（Nylon Net Filter 孔 径 11µmとDurapore
membrane filter 孔径 5，1.6，0.65µm ; Millipore）を
通し，高純度の精製菌体とした．精製した菌体を SPG１３）

に浮遊させ，使用まで－80℃に保存した．
3．抗原菌体の純度検討
精製した菌液について蛍光顕微鏡および電子顕微鏡

下で宿主由来成分が除去できたことを確認した．即ち，
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Table 2 Comparison of immunoblotting reactivity among patient sera and different serovar anti-
gens of C. trachomatis

MIF＊＊＊Immunoblotting＊＊（IgG）P-ELISA＊
Serum

IgGIgACEDL2IgGIgA

32＜8－＋weak＋weak＋weak＋（2.44）－（0.47）1
64≧128＋weak＋＋＋weak＋（7.06）＋（8.63）2
8＜8＋weak＋weak＋weak＋weak＋（3.80）－（0.74）3
256128＋＋＋＋＋＋＋＋＋＋（＞7.76）＋（＞8.95）4
1616＋＋＋＋＋（3.98）＋（1.35）5
NDND＋weak＋＋＋＋＋（4.54）＋（1.60）6

＊：P-ELISA using mixed peptides synthesized by gene expression of C. trachomatis serovar C, E, G, and L2 
as antigen and showing cutoff index

＊＊：Tone of band reacting with MOMP.
＊＊＊：Using serovar L2 as antigen.
ND：Not done.

スライドガラスに菌液を点置，アセトン固定し抗 C.

trachomatis-FITC 標識抗体（デンカ生研）を 37℃ 30
分反応させた．洗浄後，透過型蛍光顕微鏡（Olympus
BH：オリンパス）にて蛍光緑に染まる Chlamydia菌
体と赤く染まる細胞成分の有無を観察した．一方，精
製菌液を遠心（18,500×g）後，沈渣を 2.5％グルター
ルアルデヒドおよび 1％四酸化オスミウムにより固
定，エポン包埋，薄切し，酢酸ウラニルおよびクエン
酸鉛による二重染色後，透過型電子顕微鏡（JEM-
100CX：日本電子）にて観察した．
4．Immunoblot（IB）法
著者らのこれまでの方法１４）を一部変更し行った．抗

原は 2．で調製した各血清型の精製菌体を用いた．即
ち，タンパク量をBCA法（Pierce）にて測定後，4～
12％のグラジエント SDS-PAGE（Tefco）に 1レーン
当り 2µg タンパク量相当の菌液を負荷し，15mA�cm
で泳動した．ニトロセルロース膜（Hybond-C : GE ヘ
ルスケアバイオサイエンス）に転写し，5％スキムミ
ルクでブロッキングした．0.5％スキムミルクで希釈
した血清（1 : 100）を室温で振盪しながら 2時間反応
させた．洗浄後，抗ヒト IgG-POD標識抗体（Protos）
を室温で振盪しながら 1時間反応させた．洗浄後，ジ
アミノベンチジンを chromogen として発色させた．判
定は C. trachomatisの主要外膜タンパク（MOMP）バ
ンドの出現をもって抗体陽性とした．
5．抗体測定
Wang らのMIF法５）および ELISAを用いて C. tra-

chomatisに対する IgAおよび IgG抗体を測定した．
MIF法は STDの起因菌であるB群の血清型株と広く
交差反応を示す血清型 L2 を用い，血清の最高希釈倍
数 16 倍以上を陽性とした．またELISAにはペプタ
イド クラミジア―IgA（または―IgG）「明乳」（明治
乳業：P-ELISA）６）１５）１６）を用いた．本法の抗原は血清型
の異なる C. trachomatis MOMPの VDIV領域の種特

異的ペプタイドをそれぞれ合成，混合したものである．
測定操作は添付文書に従い行った．判定はカットオフ
インデックス（COI）で表し，COI が 0.9 未満を陰性
（－），0.9―1.1 を判定保留（±），1.11 以上を陽性（＋）
とした．更に血清型EまたはCのペプタイドを抗原
としたELISA（S-ELISA）を行った．すなわち，血
清型EまたはCの遺伝子情報により PSSM-8 システ
ム（島津製作所）で合成したペプタイドをELISA用
プレートに固相化し，1％BSAでブロッキング処理を
行った．各血清のBlank はペプタイドを固相化せず，
ブロッキング処理のみとした．反応条件は P-ELISA
と同様に行えることを確認しており（未発表データ），
操作は添付文書に従い行った．結果は 450nmにおけ
る吸光度値で表した．

成 績
1．C. trachomatis菌体の純度
Fig. 1に高純度に精製した C. trachomatis血清型 L2

株を示した．抗 C. trachomatis-FITC 標識抗体による
染色像では，対比染色により通常染め出される赤色の
細胞由来成分が認められなかった（A）．また電子顕
微鏡下（B）では，増殖段階の異なる L2 菌体（基本
小体，中間体，網様体）以外に明らかな細胞残渣は認
められず，高度に精製されていることが確認された．
2．血清型EまたはC株特異的ペプタイドを抗原と
した S-ELISAと菌体を抗原とした IB法
C. trachomatis抗原陽性患者血清 12 例，陰性患者血

清 1例の抗体測定結果をTable 1に示した．抗 C. tra-

chomatis抗体陰性血清の 1例（No. 13）は S-ELISA，
P-ELISA，IB の全法で陰性であった．12 例の抗原陽
性患者血清の P-ELISA，IB 法による抗体測定結果は
IgG抗体は全て陽性であったが，P-ELISAでは IgA
抗体は 9例が陽性，判定保留 1例，陰性 2例であった．
IB法で IgG 抗体陽性の 12 例は全例にMOMP（40
KDa）以外に 60―62KDa のバンドが検出された．血
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清型 E，C菌体を用いた IB法の反応性を比較すると，
E＞Cが 11 例，E＜Cが 1例となり，血清型Eの反応
性が強い傾向にあった．S-ELISAでの反応性はE＞C
が 6例，E＜Cが 6例となり，血清型Eに強く反応し
た 6例は IB法でも全て血清型Eに強く反応した．し
かし，血清型Cに強く反応した 6例のうち IB法でも
強く反応したのは 1例のみであり，4例はほぼ同等な
いしはやや弱く，1例は血清型Eに強く反応した．S-
ELISAに比べ IB法では血清型Eに対する反応性が
高い傾向にあった．
3．血清型 L2，D，E，C菌体を抗原とした IB法
C. trachomatis抗原陽性患者血清 6例について IB法

及び P-ELISAを実施した．結果をTable 2に示した．
血清型 L2，D，E，Cのいずれの抗原を用いた場合で
も IB法の結果は全て陽性であり，MOMP及び 60―62
KDa のバンドが検出された．IB法上のバンドの強さ
はE≧D≧L2≧Cの順であり，上記 1．の結果と同様に
血清型Eは Cより反応性が高い傾向にあった．P-
ELISAでは IgA抗体が 4例，IgG 抗体が 6例陽性で
あった．

考 察
IB 法はMIF法に比し操作や判定に熟練を要しない

ため，各種測定法間で生じた不一致症例の検討などに
確認試験として用いられる．しかし，統一された方法
はなく，各研究者が独自に行っているのが現状である．
著者らは比較的種特異性の高いMOMPのバンドの有
無を指標に抗体の有無を判定している．
同一タンパク量の血清型 L2，D，E，C菌体を抗原

とした IB法では，抗原の血清型により，陽性，陰性
の判定結果に違いはなかったが，血清により染め出さ
れるバンドの濃淡が大きく異なる場合が認められた．
それ故，IB法の検出感度限界に近い抗体レベルの血
清では判定が逆転する可能性があると考えられた．事
実，IB法の反応は，E≧D≧L2≧Cの順で強く，STD
の患者から検出される血清型群（B群）に属する血清
型D，E，L2 菌体はトラコーマを起す群（C群）の血
清型C菌体より反応性が強い傾向にあった．本邦で
はB群の血清型D，Eや中間群の血清型Gの感染者
が多いとされており１７）１８），今回の限られた例数の患者
血清についても同様な分布を示していた可能性が考え
られた．

C. trachomatis特異的抗原はMOMPの可変領域
VDI～IVの中で強い抗原性を持つVDIVである．
VDIVは 32―33 個のアミノ酸からなるポリペプチドで
ある．VDIVを抗原に用いることは遺伝子情報から理
論上１９），Chlamydophila pneumoniaeや Chlamydia psit-

taciとの交差性がないという利点がある．特に成人の
50％以上が保有している抗 C. pneumoniae抗体の影響

を受けないことは臨床上，最大の利点である．しかし，
VDIVは可変領域であるため同一のアミノ酸配列であ
る領域は少なく，唯一 9個のアミノ酸がB群，C群，
中間群の各群間（血清型Kを除く）で共通である．従っ
て，15 種の C. trachomatis血清型の全てに同一のアミ
ノ酸配列が存在している訳ではない．それ故，抗体検
出には抗原として用いる血清型株の選択が重要であ
る．
P-ELISAでは C. trachomatis種特異的ペプタイドを

各群から代表的な血清型株（C，E，G，L2）より選
択し，そのペプタイドを混合して抗原としている．そ
れ故，単一菌体を抗原とする IB法に比し，P-ELISA
の方が抗体検出の漏れがないものと推測される．今回
の IB法による結果はそれを強く示唆するものであっ
た．
以上の知見から，ELISAの抗原には複数の血清型

のVDIVを用いることが抗体を見逃すことなく，検
出するために重要であることが示唆された．クラミジ
ア抗体検査における IB法の有用性は明らかである
が，さらに症例数を増し，標準化を視野に入れた抗原
菌体の選択がなされる必要がある．
本研究は杏林大学保健学部高度推進共同研究（2004，
2005 年）の一部として行った．
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We compared reactivity between Chlamydia serovar antigens and sera from 18 patients using im-
munoblotting (IB) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The antigens used were Chlamydia tra-
chomatis serovar L2, D, E, and C organisms for IB and synthetic peptides derived from C, E, G, and L2-VDIV
genes for ELISA.

Eleven of 12 sera collected from Chlamydia antigen-positive women with cervicitis strongly reacted with
C. trachomatis serovar E, as did one serum with serovar C in immunoblotting profiles. ELISA coated indi-
vidually with peptides E and C strongly reacted with the sera of 6 different patients. The IB result between
serovar L2, D, E, and C and sera from the 6 other women patients showed reactivity at E≧D≧L2≧C.
ELISA using a synthetic peptide mixture including C, E, G and L2 peptides gave positive results for all 18
sera. These results indicate that IB sensitivity differes with the C. trachomatis serovar antigen used and that
certain cases may produce inconsistent results between IB and ELISA. Results of ELISA and IB are thus
not always consistent, indicating that different synthetic peptides should be used in ELISA for detecting of
low-level C. trachomatis antibodies.


