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Chlamydia trachomatis の遺伝子配列解析による血清型判定 

 

島田 信子a，伊瀬 郁a，高野 弘紀a，貞升 健志a，甲斐 明美b 

 

性感染症クラミジアには19種の血清型の存在が報告されている．血清型別は膜タンパク質の抗原性の差異に基づく

検査であるため，従来はクラミジアを分離培養しなければ実施することが出来なかった．今回，DNA シ－ケンス解析

による型別法を導入し，2010年1月から12月までに定点医療機関から搬入されたクラミジア遺伝子陽性例40件について，

検体から直接，血清型別検査を実施した．その結果，D，E，F 型が全体の65%を占め，年代別にみると40歳を境に型

分布が変化している傾向が認められた． 

 

キーワード：クラミジアトラコマティス，血清型別，DNA シーケンス法，系統樹解析 

 

は じ め に 

クラミジア感染症は最も感染頻度が高い性感染症

（Sexually Transmitted Infections：STI）と言われている．と

きに症状が乏しいまま感染が体内深部まで進行して不妊

症や流産の原因となり，また産道感染により新生児結膜炎

や新生児肺炎，その他の母児感染を引き起こす．多くは無

症状であるため，無自覚に感染を繰り返し拡大すると考え

られている 1)．さらに，他の STI 同様，クラミジア感染と

HIV 感染は相互に易感染性を高めるとされており 2)，注意

が必要である．STI は一般市民の若年層から高齢層にまで

蔓延していると言われているが，その実態は明らかでなく，

その予防・啓発を含め，検査の受診を積極的に進めること

が重要である． 

クラミジア感染症の原因菌である Chlamydia 属

Chlamydia trachomatis（CT）種は病原性と生物学的特性（増

殖・形態）から，生物型として，トラコーマ（Trachoma），

鼠径リンパ肉芽腫（Lymphogranuloma venereum：LGV）の

原因菌および mouse 感染型に分類される．さらに CT は主

要外膜タンパク（major outer membrane protein：MOMP）の

抗原性に基づいて亜種を含めて 19 種に分類されている 3)．

感染組織からみると，血清型 A，B，Ba，C は眼，D，Da，

E，F，G，H，I，Ia，J，Ja，K は泌尿生殖器にそれぞれ組

織指向性があり，LGV には，L1，L2,（L2a），L3 の血清型

がある．分子進化学的には大きく 3 つのクラスに分けられ

ている．すなわち，B-complex（B，Ba，D，E，L1，L2），

C-complex（A，C，H，I，Ia，J，K，L3）および intermediate 

complex（F，G）である．ただし，この分類と組織指向性

の分類とは完全には一致せず，血清型の臨床的な意義はま

だ明確でない 4,5)．  

MOMP は分子量 40 kDa のタンパク質で，コードする遺

伝子としては，omp1 あるいは ompA（約 1,190bp）が知ら

れている．MOMP は 5 つの保存された領域と 4 つの変化に

富む可変領域（variable domain: VD）I～IV より構成される．

保存領域は菌体外膜に埋まって抗体結合には関与しない

部位であり，可変領域は膜表面に露出して多様な抗原性を

示す部位である 6,7)． 

クラミジアの血清型別検査は，MOMP を標的としたモノ

クローナル抗体による間接蛍光抗体法 8,9,10)，omp1 を標的

とした PCR-サザンハイブリダイゼーション 11)，PCR-制限

酵素消化パターン比較（Restriction Fragment Length 

Poly-morphism：RFLP 12,13,14)）などで行われてきた．いず

れも技術および時間を要する方法である．近年， DNA シ

ーケンシング技術の高速化・低コスト化によりデータベー

スが充実し，得られた DNA 配列を BLAST（Basic Local 

Alignment Search Tool）等により解析することで病原体の解

析が可能となった．CT についても，ゲノムあるいは omp1

の登録件数が，その多様性を反映して膨大なものとなって

おり，VD 領域のわずか数百ベースの遺伝子配列を解読す

ればその血清型を判定することが可能となっている． 

感染症発生動向調査において，CT の血清型調査は都内

における CT の感染状況を解析していく上で有用な情報に

なるものと考えられる．そこで当センターでは CT 遺伝子

陽性検体について，DNA 塩基配列解析による CT の血清

型別検査法の検討に着手し，2010 年度から感染症発生動向

調査にこの検査法を導入したのでその概要を報告する． 

 

実 験 方 法 

1. 試料 

2010 年 1 月～12 月に都内の性感染症病原体定点病院か

ら 282 件の検体が搬入された．その内訳は，男性患者から

採取された尿 213 件，尿道擦過（分泌）物（スワブ）60

件，女性患者から採取された子宮頸管擦過（分泌）物（ス

ワブ）9 件である．そのうち，PCR-ハイブリダイゼーショ

ン法の遺伝子検出検査機器，コバス・アンプリコア法（ロ

シュ・ダイアグノティクス）により CT 陽性と判定された

検体 55 件を対象とした．
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2. DNA 抽出・精製 

尿検体は，遠心沈渣（1,500×g，10 min）を生理食塩水 1 

ml で洗浄後再び生理食塩水 100 µl に懸濁したもの（原尿 5 

ml に相当）を，スワブ検体は生理食塩水抽出液 100 µl（全

量の 1/3 量）を出発材料として，SepaGene（三光純薬，東

京）を用い，添付のマニュアルにしたがって DNA を抽出

精製し，最終的に 30 µl の 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0

（TE）に溶解した．抽出操作は検体搬入後直ちに行い，

DNA 溶液は使用まで-30°C で凍結保存した． 

 

3. PCR 

CT の MOMP をコードする omp1 の VDI~VDIII の外側の

相同領域に，各血清型を共通に増幅できるプライマーとし

て，国立感染症研究所より既報の CTM1（5’-TTGCGATCC

TTGCACCACTT-3’ ）および CTM8（5’-GCTCGAGACCAT

TTAACTCC-3’ ）を使用した 15)． 

上記の精製した検体の DNA 溶液 2 µl を鋳型として， Ex 

Taq polymerase（TaKaRa, 滋賀）により PCR 反応（反応液

量 25 µl）を行った．PCR の条件は，（94°C，3 分）×1 回，

（94°C，20 秒，55°C，20 秒，72°C，40 秒）×30 回，（72°C，

7 分）×1 回である．反応終了後，1/10 量を 3%アガロース

ゲル（Agarose 21；ニッポンジーン，東京）電気泳動に供

し，臭化エチジウム染色により約 750 bp の増幅産物を確認

した．非常に低収量の場合は反応液の一部（0.5 µl）をその

まま鋳型として再度同条件で PCR 反応を繰り返した．充

分量の目的増幅産物が得られたところで，改めて残り全量

を 3%低融点アガロースゲル（Nusieve GTG Agarose, Lonza 

Lockland, ME, USA）電気泳動で分離し，UV 透過光可視下

で臭化エチジウム染色により確認される目的のバンドを

含むアガロースブロックを切り出した．さらにQIAamp Gel 

extraction kit（キアゲン，東京）によりアガロースから分離

精製し，最終的に 30 µl の TE に溶解した．アガロース電気

泳動はすべて 25 mM Tris, 25 mM Boric acid, 1 mM EDTA, 

pH 8.2（TBE）バッファーにて行った． 

 

4. DNA シーケンシングおよび系統樹解析 

精製した PCR 反応増幅産物を鋳型（2 µl 使用）として，

ダイレクトシーケンシング法を行った．ABI PRISM BigDye 

Terminator ver. 3.1 Cycle Sequencing Kit（ライフテクノロジ

ーズ・ジャパン，東京）により 5’ 側（プライマーCTM1），

3’側（プライマーCTM8）両方向からそれぞれサイクルシ

ーケンス反応を行った．未反応の蛍光色素標識基質等をス

ピ ン カ ラ ム Centri-Sep （ PRINCETON SEPARATIONS, 

Adelphia, NJ, USA）で除き，乾燥後ローディングバッファ

ー Hi-Di Formamide（ライフテクノロジーズ・ジャパン，

東京）に溶解し，熱処理した上で Applied Biosystems 

3130/3130xl Genetic Analyzer（ライフテクノロジーズ・ジャ

パン，東京）で解析した．得られた蛍光波形データは，解

析ソフトウェア MEGA 416)により塩基配列に変換し，3’，5’ 

両方向からの解読配列の一致した部分を検体の塩基配列

とした．CT omp1 は変異株が多く登録件数が非常に多いた

め，予め NCBI（National Center for Biotechnology Information, 

USA）ヌクレオチドデータベースの BLAST 検索により各

種血清型のサブツリー群上に分散した 2～3 株を選び，

MEGA 4 に塩基配列を読み込み，プログラム ClustalW17)に

より「標準」マルチアラインメント・ファイルを作成した．

「標準」として使用した CT omp1 のシーケンスは，

B-complex では，B（3 株），Ba（3 株），D 又は Da（5 株），

E（2 株），L1（1 株），L2（2 株）の 16 配列，C-complex

として，A（1 株），C（2 株），H（3 株），I（3 株），Ia（4

株），J（3 株），K（3 株），L3（1 株）の 20 配列，intermediate 

complex として F（2 株），G（3 株）の 5 配列である．

neighbor-joining（N-J）法の条件として，p-distance 補正お

よび outgroup は使用せず，bootstrap test は 1,000 回実施し

た．その結果，一部，D と Da のようにサブツリーに分け

られない型も存在したが，それ以外はすべての血清型を分

類することができた． 

検体の解読塩基配列をこの「標準」マルチアラインメン

ト・ファイルに読み込み，改めてアラインメントを行い，

引き続き N-J 法により系統樹解析を行った．その結果「標

準」系統樹上の各血清型サブツリー上のどこに位置するか

により，検体の血清型を判定した．なお，「標準」配列と

して使用したデータの GenBank ID を図 2 中に型名ととも

に示した．なお血清型のサブツリー上の位置がはっきりし

ない場合には，個別に BLAST 検索を行って確認した． 

 

結果および考察 

1. 系統樹解析による血清型判定 

対象試料 55 件について今回導入した方法により，  

 

CTM1

VD-I VD-II VD-III VD-IV

CTM8

753 bp

5’ 3’

CTM1CTM1

VD-I VD-II VD-III VD-IV

CTM8CTM8

753 bp

5’ 3’

 

 

図 1. CT omp1 のドメイン構造とプライマー位置 
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血清型別検査を実施した．40 件について PCR 増幅産物が

得られ，そのすべてについてシーケンス解析が可能であっ

た．さらに，上記「標準」系統樹に，得られた検体 40 例

のシーケンスを加えて解析した結果，すべて D および E

（B-complex），H，J，K，I および Ia（C-complex），F お

よび G（intermediate complex）の 9 種類のいずれかに分類

された（表 1）． 

また，血清型「標準」アラインメントファイルを用いた

図 2. Chlamydia trachomatis omp1 の「標準」系統樹 

neighbor-joining 法により作製した．サブツリー中心点の数字は，bootstrap test 反復 1,000 回 

における bootstrap value (%)．型名の右に GenBank ID を付した． 
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N-J 法による未知検体の型別と，BLAST 検索，及びデータ

ベース上の系統樹による型別はすべて一致していた． 

 

2. 都内における CT の血清型の分布 

血清型分布については，D，E，F が全体の 65%を占めて

いた．それ以外にも G，H，I，Ia，J，K と幅広い血清型が

存在することが明らかとなった（図 3）．しかしながら，眼

に感染する A，B，C 型と鼠径リンパ肉芽腫の原因となる L

型は検出されなかった．D，E，F が最も多数であることは，

既報と一致していた 10,18)． 

患者年代と血清型の関係を見ると，D，F が共通してい

るが，40 歳を境に異なる傾向を示し，G は 40 歳代以上の

みで，H，J は 40 歳未満に現れるという偏りが見られた（図

4）．血清型クラスという観点では，40 歳代以上では

B-complex と intermediate-complex が見られたのに対し，40

歳未満の年齢グループでは，C-complex が多く出現し，そ

の傾向は 30 歳未満で特に顕著である．また 30 歳未満では

E が消え，F の割合も減少している．例数が少ないため確

定的なことは言えないが，年代によって血清型分布が変化

している可能性があり，今後継続して観察していく必要が

ある． 

コバス・アンプリコア法はクラミジアが菌体内に保有す

る特有のプラスミドの一部を標的とする PCR とハイブリ

ダイズプローブを組み合わせた高感度の検出法を原理と

している．血清型別検査はコバス・アンプリコア法でクラ

ミジジア遺伝子陽性と判定されたものを対象として行っ

たが，約 73%の判定率にとどまった． 

判定に至らなかった理由は，PCR の増幅産物が得られな

かったためで，原因としてコバス・アンプリコア法との検

体 DNA の抽出法の違いも考えられたため，リアルタイム

PCR により，血清型共通プライマーおよび TaqMan プロー

ブを作製して同じ鋳型 DNA から CT 遺伝子検出を行った

（データ未掲載）．その結果は，ほぼコバス・アンプリコ

ア法の結果と一致していた一方，検出したサイクル数が高

かったことから，検体からの DNA 抽出法が問題なのでは

なく，元々の検体中の DNA の絶対量が少ないため，標準

的 PCR の鋳型量としては検出限界以下の低濃度であった

と考えられる． 

また，同一検体に複数の血清型が混在する場合にはシー

ケンス解析は出来ない．今回，PCR 増幅産物が得られた場

合，すべて DNA シーケンス解析，系統樹解析とも明快な

結果が得られたことから，複数の血清型が混在というケー

ス 19,20)は，今回対象とした検体の中には存在しなかったも

のと考えられる． 

DNA シーケンスの結果について，その都度直接ウェブ

上で BLAST 検索を行って，ホモロジーを基に血清型を判

定することは可能である．しかし今回用いたような「標準」

系統樹ファイルを手元のデータベースとして持っていれ

ば，多数のシーケンス結果をまとめて短時間に血清型解析

総検査件
数(a)

陽性件数
(b)

判定件数
(c) 血清型 件数

282 55 40 D 8
E 5
F 13
G 2
H 3
J 3
K 3
I 2
Ia 1

ND 15

血清型判定率（％）（対陽性件数：c/b×100） 72.7

陽性率（％）（対総検査数：b/a×100） 19.5

表1. 判定された血清型内訳（人数）

および陽性率，判定率 (%)

ND: data not determined
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図 3. 遺伝子配列解析により 

判定できた血清型分布率．  

図 4. 年代別血清型検出件数． 
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が可能となることが判明した． 

今後，都内における CT 血清型検査データを疫学的に集

積していくことで CT の感染実態を明らかにできるものと

考えられる． 

 

ま と め 

性感染症発生動向調査において，クラミジアトラコマテ

ィス（CT）の血清型別検査を導入した．omp1 可変領域の

DNA シーケンシングと系統樹解析により，従来法より簡

便・確実な血清型別が可能となった．2010 年のデータは，

検体数 282 件，CT 陽性が 55 件，このうち血清型を判定で

きたものが 40 件（72.7%）であった．全体としては D，E，

F が多数の 65%を占めたが，その他の血清型も幅広く存在

することが明らかになった．さらに，年代によって分布が

異なる傾向が示唆された． 
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Serotyping of Chlamydia trachomatis by DNA Sequence Analysis 

 

Nobuko SHIMADAa, Iku ISEa, Hiroki TAKANOa, 

Kenji SADAMASUa and Akemi KAIa 

 

There are at least 19 serotypes of Chlamydia trachomatis (CT) to date. Serotyping analysis is originally based on the specific 

immunoreactivity of antibody to the bacterial cell membrane protein, and so, a monoclonal antibody method was initially used. 

Advanced and time-consuming culturing techniques are required to obtain sufficient amounts of CT membrane proteins for 

determining the serotype. Recently, we employed DNA sequencing analysis as an accurate and convenient method for serovar 

typing. The typing tests have been successfully carried out on 40 CT gene-positive clinical samples (among 224 samples from 

the designated clinics) in 2010. Serovars D, E and F were most prevalent (accounting for 65%). The distribution of the serotypes 

is different between patients older than 40 years old and those under 40 years old, suggesting an age-related trend. 

 

Keywords: Chlamydia trachomatis, serotyping, DNA sequencing analysis, phylogenetic analysis 

 

 

 




