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毒素産生性 Clostridioides difficile の検出には，イムノクロマトグラフィー法（IC 法）が汎用されて
いる。C. difficile の binary toxin 産生株や毒素過剰産生株の分離頻度に関する報告は少ない。また，薬
剤感受性試験はほとんどの施設で実施されていない。そこで，IC 法による毒素産生性 C. difficile 検出
能の評価および各種毒素産生性，薬剤感受性に関する検討を行った。2015 年 2月～2016 年 7月に抗菌
薬関連下痢症疑いで提出された糞便 285 検体を対象とした。培養法で 50検体（17.5％）から C. difficile
が検出され，35株（70.0％）が toxin A/B 陽性であった。培養法を比較対照とした IC 法の toxin A/B
の陽性一致率，陰性一致率は 22.9％，99.6％であった。Toxin A，toxin B 遺伝子保有株の内訳は 50株
中 A＋B＋が 21 株（42.0％），A－B＋が 14 株（28.0％），A－B－が 15 株（30.0％），binary toxin 遺伝
子保有株は毒素産生性 C. difficile 35 株中 1株（2.9％），毒素過剰産生株を疑う株はみられなかった。毒
素産生性 C. difficile 35 株のMIC90は penicillin G が 4 μg/mL，tazobactam/piperacillin が 8 μg/mL，
metronidazole（MNZ）が 2 μg/mL，vancomycin（VCM）が 1 μg/mL，fidaxomicin（FDX）が 0.12 μg/
mL で FDX が最も低かった。IC 法は簡便性かつ迅速性に優れているが，毒素検出の感度は十分とはい
えない。また，毒素過剰産生株を疑う株やMNZ，VCMや FDX の第一選択薬に対して耐性株は分離さ
れなかったが，今後も C. difficile 感染症に対する継続したサーベイランスを実施していく必要がある
と考えられる。
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はじめに

毒素産生性 Clostridioides difficile は抗菌薬関連
下痢症における原因菌の一つであり，C. difficile in-
fection（CDI）発症には toxin A，toxin Bおよび bi-
nary toxinが病原因子として関与している。Toxin
Aおよび toxin Bの検出には，イムノクロマトグラ
フィー法（IC法）が汎用されているが，糞便検体
から直接 toxin Aおよび toxin Bを検査する方法は
検出感度が低いことが指摘されている１）。また，欧

米で問題となっている強毒株，binary toxin（actin-
specific ADP-ribosyltransferase）産生株や tcdC に
欠損を有していることが特徴である毒素過剰産生株
BI/NAPI/027株は，本邦においてもそれぞれ約
6％２），0.01％３）分離されていることが報告されてい
るが，分離頻度に関する報告は少ない。C. difficile
の薬剤感受性試験は，Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute（CLSI）４）により寒天平板希釈法を用
いる最小発育阻止濃度（MIC）が示されているが，
操作が煩雑であることからほとんどの施設で実施さ
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れていないのが現状である。一方，C. difficile の主
な治療薬であるmetronidazole（MNZ）や vancomy-
cin（VCM）に対し，本邦において耐性株に関する
報告はほとんどみられないが５，６），海外においては耐
性株の報告７）が散見されており，本邦においても分
離される可能性がある。また，近年，fidaxomicin
（FDX）は有用な治療薬として注目されているが，
本邦における感受性に関する報告は少ない。そこで，
当院で提出された糞便を用いて培養法を比較対照と
した IC法による毒素産生性 C. difficile（toxin Aお
よび toxin B）検出能の評価に加えて，培養法で分
離された C. difficile で遺伝子検査法を用いた各種
毒素産生性，薬剤感受性試験によるMIC分布の調
査を行った。
I． 材料と方法
1．対象
2015年 2月から 2016年 7月までに札幌医科大学
附属病院（以下，当院）において，抗菌薬関連下痢
症疑いで提出された糞便 447検体のうち，Bristol
Stool Scale 5以上８）であった 285検体（Scale 5：22
検体，Scale 6：162検体，Scale 7：101検体）を対
象とした。IC法および培養法は，検体提出当日に
実施した。遺伝子解析および薬剤感受性検査は培養
法で分離された C. difficile を凍結（－80℃）保存
し，検討する際に室温融解し，継代培養後，検査を
実施した。本検討は当院臨床研究審査委員会の承認
（承認番号；292-249）を受けて実施した。
2．IC 法
C. DIFF QUIK CHEKコンプリート（QUIK

CHEK，アリーアメディカル）を用いた。操作は添
付書に従い，糞便検体から直接，グルタミン酸脱水
素酵素（GDH）抗原（IC法・GDH）と toxin A/B
（IC法・toxin A/B）の検査を行った。IC法の成績
は，培養法を比較対照として一致率で比較した。
3．培養法
前処理は糞便に 99.5％アルコールを等量混合し

撹拌後，室温で 1時間放置した。CCMA培地 EX
（日水）に，前処理液 100 μLを接種し，塗布後，37℃，
嫌気条件下で 48時間培養した。培地上で C. difficile
様のコロニーの発育を認めた場合はMALDI Bio-
typer（MALDI，Bruker Daltonics）を用いて，Score
2.000以上を C. difficile と確定し，菌数を測定した
（colony forming units：CFU/mL）。また，QUIK

CHEK添付の希釈液で C. difficile と同定されたコ
ロニーからMcFarland No.4以上の菌液を作製し，
その菌液を用いて QUIK CHEKにて分離株の GDH
抗原（培養法・GDH）と toxin A/B（培養法・toxin
A/B）の検査を実施した９）。
4．毒素産生性
Toxin Aおよび toxin B産生性は Katoらの方
法１０），binary toxin産生性は Stubbsらの方法１１）に従
い，polymerase chain reaction（PCR）法により，toxin
A・Bコード遺伝子（tcdA・tcdB），binary toxin
コード遺伝子（cdtA・cdtB）の有無で判定した。
すなわち，toxin A産生性は tcdA について NK9-
NKll-NKV011のプライマーセットを使用し，toxin
B産生性は tcdB について NK104-NK105のプライ
マーセット，binary toxin産生性は cdtA について
cdtApos-cdtArevと cdtB に つ い て cdtBpos-
cdtBrevの 2種類のプライマーセットを使用し
PCRを実施した。これらの PCR結果をもとに，tcdA
にて 1,266 bp，かつ tcdB にて 204 bpの増幅産物
が得られた菌株を toxin A/Bともに産生 C. difficile
株（A＋B＋），tcdA にて 714 bp，かつ tcdB にて
204 bpの増幅産物が得られた菌株を toxin A非産
生 toxinB産生 C. difficile 株（A－B＋），tcdA , tcdB
の両 PCRともに増幅産物が認められない菌株を
toxin A/Bともに非産生 C. difficile 株（A－B－）と
同定した。また，binary toxinについては cdtA お
よび cdtB にて，それぞれ 375 bpおよび 510 bpの
増幅産物がいずれも得られた場合に産生株と判定し
た。毒素産生抑制遺伝子 tcdC は Spigagliaら１２）の方
法に従いシーケンス解析により 117番目と 330～
347番目の部位に欠失があるか否かを確認した。
5．薬剤感受性試験によるMIC 分布の調査
CLSI４）に準拠し，寒天平板希釈法を用いて 5種類

の抗菌薬 penicillin G（PCG），tazobactam/piperacil-
lin（TAZ/PIPC），MNZ，VCM，FDX の MIC を
測定した。なお，TAZ/PIPCのMICは，TAZを 4
μg/mLに固定し，主剤である PIPCのMICで表記
した。薬剤感受性用培地は，ヘミン（5 mg/mL，富
士フイルム和光純薬），ビタミン K1（1 mg/mL，富
士フイルム和光純薬），緬羊無菌脱繊維血液（5％v/
v，コージンバイオ）を添加したブルセラ寒天培地
（富士フイルム和光純薬）を作製した。接種菌液の
調整は，凍結した C. difficile をブルセラ寒天培地
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Table　1.　 Comparison of the de-

tection of C. difficile glu-

tamate dehydrogenase 

(GDH) directly from fe-

ces with that from selec-

tive anaerobic culture in 

an immunochromatog-

raphy (IC) assay

Culture GDH

＋ －
IC assay 

GDH

＋ 46   1

－  4 234

Concordance Rate

Positive 92.0%

Negative 99.6%

Total 98.2%

PPVa) 97.9%

NPVb) 98.3%

a) PPV: positive predictive value
b) NPV: negative predictive value

Table　2.　 Comparison of the detec-

tion of C. difficile toxin A/B 

directly from feces with 

that from toxigenic culture 

in an immunochromatog-

raphy (IC) assay

Culture toxin 

A/B

＋ －
IC assay 

toxin A/B

＋  8   1

－ 27 249

Concordance Rate

Positive 22.9%

Negative 99.6%

Total 90.2%

PPVa) 88.9%

NPVb) 90.2%

a) PPV: positive predictive value
b) NPV: negative predictive value

に 48時間継代培養し，嫌気性菌用 ABCMブロス
（栄研）でMcFarland No.0.5の C. difficile 菌液を調
整した。C. difficile 菌液を 1スポット 1 μL（約 105

CFU）になるように薬剤感受性用培地に接種し，
Bugbox（BAKER）内で嫌気条件下（N2：80%，CO2：
10％，H2：10%），37℃で 48時間培養し，菌の発
育が認められない最小濃度をMICとした。なお，精
度管理として，嫌気条件であるか否かの確認は，薬
剤未添加の培地および薬剤感受性用培地に精度管理
株 C. difficile（ATCC700057）をスポットして，嫌
気条件下で 48時間培養後，発育の有無および CLSI
の QCレンジ値内か否かで確認した。また，好気性
菌による培地の汚染あるいは調整した菌液のコンタ
ミネーションの有無を確認する目的で，薬剤未添加
の培地に調整した菌液をスポットして 5％CO2で発
育の有無を確認した。各薬剤に対する感受性は，
CLSIおよび European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing（EUCAST）１３）の解釈基
準をもとに判定した。なお，CLSIおよび EUCAST
で解釈基準が定められていない FDXについては，
An agency of the European Unionの epidemiologi-
cal cut-off values１４）を適用した。測定したMICから
MIC50およびMIC90，MIC rangeを算出し，他の報
告と比較した。
6．統計解析
培養法・toxin A/B陽性検体のうち，IC法・toxin

A/B陰性検体と IC法・toxin A/B陽性検体から分
離された C. difficile の菌量についてMann-Whitney
の U検定を用いて p＜0.05で有意差ありと判定した。
II． 結果
1．IC 法と培養法の比較成績
対象 285検体のうち，培養法で C. difficile が検
出された検体は 50検体（17.5％）であり，菌量は 1.0
×101～3.0×106 CFU/mLで あ っ た。IC法・GDH
の成績は，培養法との一致率で示した（Table 1）。
IC法・GDHと 培 養 法・GDHの 陽 性 一 致 率 は
92.0％であった。すなわち，培養法・GDHで陽性
を示し，IC法・GDH陰性であった検体が，50検体
中 4検体（8％）みられた。IC法・GDHのみ陰性
であった 4検体は，10，20，40，500 CFU/mLと
菌量が少ない傾向がみられた。一方，陰性一致率，
全体一致率，陽性的中率，陰性的中率は 99.6％，
98.2％，97.9％，98.3％であった。
また，IC法・toxin A/Bと培養法・toxin A/Bの
陽性一致率は 22.9％であった（Table 2）。すなわ
ち，培養法・toxin A/Bで陽性を示し，IC法・toxin
A/B陰性であった検体が，27検体みられた。培養
法・toxin A/B陽性 35検体中，IC法・toxin A/B
陰性 27検体と IC法・toxin A/B陽性 8検体から分
離された C. difficile の菌量でMann-Whitneyの U
検定を用いて比較したところ，IC法・toxin A/B
陰性の菌量は 1.0×101～5.44×105 CFU/mL（中央
値 2.00×103 CFU/mL），IC法・toxin A/B陽性の
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Table　3.　Comparison of our reports and 3 published studies on toxin A/B genes

Toxin genes Our data Hara et al17) Nakagawa et al1) Salazar et al18)

tcdA＋tcdB＋ 21 (42.0%) 65 (60.7%) 13 (48.1%) 101 (70.6%)

tcdA－tcdB＋ 14 (28.0%) 16 (15.0%) 10 (37.0%) 10 (7.0%)

tcdA－tcdB－ 15 (30.0%) 26 (24.3%)  4 (14.8%)  32 (22.4%)

Total 50 107 27 143

Table　4.　Comparison of our reports and 2 published studies on binary toxin genes

Toxin genes Our data Iwashima et al2) Kilic et al19)

cdtA＋cdtB＋ 1 (2.9%) 4 (5.6%) 11 (23.9%)

cdtA－cdtB－ 34 (97.1%) 67 (94.4%) 35 (76.1%)

Total 35 71 46

菌量は 2.0×102～4.20×105 CFU/mL（中央値 2.42
×104 CFU/mL）で，p≧0.05となり有意差はみら
れなかった。一方，陰性一致率は 99.6％であり，培
養法・toxin A/Bで陰性，IC法・toxin A/B陽性を
示した検体が，1検体みられた。この 1検体は IC
法・GDHおよび培養法・GDHも陽性であり，菌量
は C. difficile が分離された 50検体中，最も多い 3.04
×106 CFU/mLであった。そのため，糞便中に複数
株の C. difficile の存在を疑い，糞便を再度検体か
ら培養し，発育のみられたすべてのコロニーを掻き
とり IC法で再検査を実施したが陰性であり，PCR
法でも A－B－株であった。全体一致率，陽性的中
率，陰性的中率は 90.2％，88.9％，90.2％であった。
2．遺伝子検査による各種毒素遺伝子の結果
Toxin A/B遺伝子の内訳は 50株中 A＋B＋が 21
株（42.0％），A－B＋が 14株（28.0％），A－B－が
15株（30.0％）であった（Table 3）。Binary toxin
遺伝子は，毒素産生性 C. difficile 35株中 1株
（2.9％）が保有していた（Table 4）。一方，tcdC
のシーケンス解析の結果，117および 330～347番
目の部位に欠失がみられる株はなかった。
3．薬剤感受性試験成績
毒素産生性 C. difficile 35株の薬剤感受性試験に
おける対象 5薬剤のMIC rangeおよびMIC50，
MIC90，薬剤感受性率を Table 5に示した。MIC50
お よ びMIC90は PCGが 2，4 μg/mL，TAZ/PIPC
が 2，8 μg/mL，MNZが 0.5，2 μg/mL，VCMが
0.5，1 μg/mL，FDXが 0.12，0.12 μg/mLで FDX
のMIC50とMIC90が最も低かった。また，PCGの
MIC50およびMIC90は耐性域であったが，TAZ/PIPC，

MNZ，VCM，FDXはMIC50およびMIC90ともに感
性域であった。
III． 考察
C. difficile toxinの検出は CDI診断の補助となり，

適切な治療，院内感染対策を行うために迅速かつ正
確な検出が求められる。C. difficile toxinの検査法
は細胞培養法を用いた toxin B活性を検出する細胞
毒性試験，本検討で比較対照法とした培養法，糞便
中の toxinを検出する核酸増幅検査，そして，多く
の施設で用いられてる IC法がある。細胞毒性試験
は，感度・特異度ともに秀でた方法であり，CDI
診断の gold standardとして位置づけられるが，測
定手技が煩雑であるため，検査室では実施されてい
ないのが現状である。核酸増幅検査は簡便で迅速で
あるが，コストが高い点，専用機器を必要とする点
に問題がある。培養法，IC法はともにコスト面で
は比較的安価であるが培養法は結果判定までに時間
を要し，IC法は toxin検出の感度が低いことが指
摘されている。本検討でも IC法・toxin A/Bと培
養法・toxin A/Bの陽性一致率は 22.9％であり，IC
法・toxin A/Bの感度は不十分であることが確認さ
れた。培養法は CCMA培地 EXで増菌してから IC
法で検査をするため，培養法・toxin A/B陽性で IC
法・toxin A/B陰性の 27検体は菌量が少なく，偽
陰性になったと推測したが，培養法・toxin A/B陽
性の 35検体で IC法・toxin A/B陰性と IC法・
toxin A/B陽性の検体から分離された C. difficile の
菌量で有意差はみられなかったことから，菌量以外
の毒素産生量などの要因が IC法・toxin A/B偽陰
性の原因と考えられた。また，今回，IC法・toxin
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Table　5.　Susceptibility of all C. difficile isolates to 5 antimicrobials

Antimicrobial 

agent

No. of 

strains

MIC: μg/mL Susceptibilities (%)
Reference

MIC range MIC50 MIC90 CLSI EUCAST EMA

PCGa)  35 0.5-8 2 4 11.4 ― ― Our data

157 1-8 4 4 ― ― ― 5)

TAZ/PIPCb)  35 0.25-8 2 8 100 ― ― Our data

157 1-32 8 16 ― ― ― 5)

MNZc)  35 0.5-2 0.5 2 100 100 ― Our data

100 0.12-1 0.25 0.5 ― ― ― 6)

208 0.25-4 0.5 1 ― ― ― 7)

VCMd)  35 0.5-2 0.5 1 ― 100 ― Our data

100 0.5-1 0.5 0.5 ― ― ― 6)

208 0.5-4 0.5 1 ― ― ― 7)

FDXe)  35 0.03-0.25 0.12 0.12 ― ― 100 Our data

100 0.03-0.5 0.12 0.25 ― ― ― 6)

208 0.06-1 0.25 0.5 ― ― ― 7)

a) PCG: penicillin G
b) TAZ/PIPC: tazobactam/piperacillin
c) MNZ: metronidazole
d) VCM: vancomycin
e) FDX: fidaxomicin

A/B陽性，培養法・toxin A/B陰性を示した症例
が 1検体みられ，原因として toxin非産生株を含む
複数株の C. difficile の存在が考えられたが詳細は
不明であった。腸管洗浄剤による IC法・toxinの
偽陽性の報告１５）もあるが，今回の症例では，使用さ
れていなかった。一方，IC法・GDHは培養法・GDH
と陽性一致率，陰性一致率，全体一致率，陽性的中
率，陰性的中率で高い一致率を示し，IC法・GDH
の結果から糞便中 C. difficile の存在を的確に診断
することができた。少数ではあるが IC法 GDH陰
性，培養法・GDH陽性が 4検体みられ，そのうち
2検体は toxin産生株であり，IC法・GDH陽性の
場合のみ培養法を追加している施設は toxin産生株
を見逃す可能性があり，IC法 GDH陰性であっても
臨床症状も合わせて判断する必要がある。
『Clostridioides（Clostridium）difficile 感染症診
療ガイドライン』８）における CDIの定義は CDI検査
にて糞便中のトキシンが陽性もしくはトキシン産生
性の C. difficile を分離することであり，本検討で
は C. difficile と同定された内の 30％が毒素非産生
株であるため，分離培養にて C. difficile を検出し
た場合，toxin産生性の確認が必要になる。2016年
に IC法と培養法を組み合わせたアルゴリズムが報
告１６）されており，IC法・GDH陽性で IC法・toxin
A/Bが陰性の場合，培養法を追加することが推奨
されている。本検討の結果からも IC法のみによる

toxin A/Bの検出では感度が低く CDIを見逃す可
能性があるため，培養法，さらに C. difficile が分
離された際には toxin産生性の確認を行う必要性を
確認できた。
毒素産生性について原ら１７），中川ら１）の本邦にお

けるデータ，Salazarら１８）のコロンビアにおけるデー
タと比較し，A－B＋株が当院では比較的高い傾向
にあった。A－B＋株が多い理由として，医療機関
や地域性による違いが考えられるが，北海道地区の
報告がなく比較することができなかった。また，今
回の調査で binary toxin産生遺伝子保有株は 1株検
出されたものの，tcdC のシーケンス解析の結果，
部分欠失を認めなかった。Kilicら１９）の米国における
データと比べ，Iwashimaら２）の本邦におけるデー
タでは binary toxin遺伝子の分離頻度は少ない傾向
がみられた。北米を中心にアウトブレイクした強毒
株 BI/NAP1/027株は，tcdC 遺伝子に変異があり
toxin Aおよび Bの産生亢進が確認されている。本
検討では遺伝子型別を実施していないため BI/NAP
1/027か否かを判別はできないが，近年では，動物
や食事から毒素過剰産生株の体内への取り込みが懸
念されている。したがって，C. difficile の培養検査，
toxin A，toxin Bおよび binary toxin産生遺伝子の
保有状況，毒素過剰産生株の疫学的調査は，地域や
施設の現状を知るうえで今後も実施する必要性があ
ると考えられた。
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FDXは，本邦において 2018年 7月より製造承認
され，RNAポリメラーゼ阻害作用を有する新規抗
菌薬である。そして，抗菌スペクトルが狭いため，
正常な腸内細菌叢を攪乱しにくい，C. difficile の芽
胞形成および toxin産生を阻害するという特性を
もっている。CDIの治療で非重症例はMNZ，重症
例は VCM，再発例は VCMか FDX，難治例は FDX
が第一選択薬として推奨されている８）。本検討では
第一選択薬となっている 3薬剤に対して耐性株はみ
られず，既報５～７）と比較して VCM，FDXは同等で
あったが，MNZのMIC90は若干高い傾向がみられ
た。Karlowskyら７）の報告ではMNZ，VCMから耐
性株が検出されていたが，当院で分離された株は
PCG以外の薬剤はすべての株で感性であった。将
来的にMNZや VCM耐性株が本邦で分離されるこ
とが予想されるため，検査が可能な施設を中心に継
続的に今後も観察する必要がある。FDXのMIC
range，MIC50，およびMIC90が他の薬剤に比べて最
小値を示したことについては本邦ではまだ承認され
たばかりで使用されておらず，選択圧がかかってい
ないことが理由として考えられる。

● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

おわりに

以上より，当院の検体で IC法を用いた毒素産生
性 C. difficile の検出能を評価したが感度は十分と
はいえない。現状では GDHを同時に検出する IC
法を使用し，培養法を組み合わせることが CDI診
断検査の向上につながることが示唆された。しかし，
培養で分離したコロニーから IC法を実施すること
は保険適用外であること，検査手技が添付文書に記
載されていないため検査法により結果がばらつく可
能性があることから，導入する際には各施設で培養
法の追加基準や学会より提言されているガイドライ
ンなどを参考に検査法を検討することが重要である。
今回の調査では毒素過剰産生株や第一選択薬に対し
て耐性株はみられなかったが，今後も C. difficile
感染症の疫学が変化する可能性があるため，サーベ
イランスを継続することが重要であると考えられた。
本論文は第 67回日本化学療法学会総会にて発表

し，座長より投稿の推薦を受けたものである。
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An immunochromatography (IC) assay is widely used for detection of toxigenic Clostridioides difficile .
There are few reports on the frequency of C. difficile binary toxin-producing strains and hypervirulent
strains. Antimicrobial susceptibility has not been performed in most facilities. We evaluated the de-
tectability of toxigenic C. difficile with the IC assay kit “C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE.” Addition-
ally, we investigated the toxigenicity and antimicrobial susceptibility in clinical C. difficile strains. Two
hundred eighty-five fecal samples were collected from patients suspected as having antibiotic-associated
diarrhea between February 2015 and July 2016. C. difficile was detected in 50 samples (17.5%) with selec-
tive anaerobic culture. Of 50 C. difficile strains, 35 (70.0％) were positive for toxin A/B. The specific PCR
for toxin genes (tcdA, tcdB, cdtA and cdtB ) showed 21 (42.0%) of toxin A＋B＋, 14 (28.0%) of A-B＋and
15 (30.0%) of toxin A-B-. The bacterial concentrations in 50 samples ranged from 1.0 × 101 to 3.0 × 106
colony forming units per milliliter. The positive and negative concordance rate between the IC assay and
toxigenic culture were 22.9% and 99.6%, respectively. Only 1 strain possessed a binary toxin gene. No
strains suspected as having a hypervirulent lineage were observed. Fidaxomicin (FDX) had the lowest
value of MIC90 (0.12 μg/mL) compared to 4 antimicrobial agents [penicillin G, tazobactam/piperacillin,
metronidazole (MNZ) and vancomycin (VCM)]. In conclusion, the IC assay is simple and rapid, but has in-
sufficient sensitivity for toxin detection. Therefore, the combination of this assay and other examination
tests would improve the diagnostic accuracy in C. difficile infections. To monitor those strains showing
hypervirulence and demonstrating antimicrobial resistance to therapeutic agents like MNZ, VCM and
FDX, continuous surveillance is needed.


