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便培養コロニーを用いた Clostridioides difficile 特異抗原および毒素検出における C. DIFF QUIK
CHEKコンプリートの多施設臨床性能評価
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わが国において，Clostridioides difficile（C. difficile）分離培養コロニーからの毒素産生性の確認（Toxigenic
culture法；TC法）について，体外診断用医薬品の適応を取得した試薬はなく，十分な評価が実施されてい
ない。

2018年 11月から 2019年 3月までに，8施設で Clostridioides difficile infection（CDI）検査を目的として
採取された残余糞便検体から，C. difficile 分離培養でコロニーの発育を認めた 85検体を対象とした。培養
コロニーからの C. DIFF QUIK CHEKコンプリート（QUIK CHEK）を用いた glutamate dehydrogenase
（GDH）および毒素検出を行い，GDHに対して質量分析法，毒素検出に対してリアルタイム PCR解析を基
準検査法として臨床性能試験を実施した。質量分析計にて同定した C. difficile 85株に対して，QUIK CHEK
における GDH判定では全例で陽性を示した。また，同定した 85株に対して，毒素検出では 60株が陽性を
示し，25株が陰性を示した。リアルタイム PCR解析との一致率は全体一致率 100%（85/85），陽性一致率 100%
（60/60），陰性一致率 100%（25/25）であった。本研究では QUIK CHEKを用いた TC法は，質量分析計や
リアルタイム PCR解析と同等の検出性能を備えていた。

Key words: Clostridioides difficile，Clostridioides difficile infection，C. DIFF QUIK CHEKコンプリート，
toxigenic culture，リアルタイム PCR解析

序 文
Clostridioides difficile は嫌気性グラム陽性桿菌であり，

toxin A（腸管毒素）や toxin B（細胞毒素）を産生する株と
それらを産生しない毒素非産生株が存在する。毒素産生株は，

抗菌薬関連下痢症や偽膜性腸炎，イレウス，腸管穿孔などの
C. difficile infection（CDI）を引き起こすことが知られてい
る１）。

CDI診断のための基準検査は，培養法を用いた C. difficile
の同定および分離株に対する毒素の検出である。近年では，
核酸増幅検査が日本でも体外診断用医薬品として認可取得お
よび保険収載されたことにより，日常診療でも臨床に導入さ
れるようになってきた。しかし，検査費用が高額であり専用
の機器を必要とすることから，培養法は依然として重要な検
査法である。近年，わが国の検査指針および診療指針におい
ても核酸増幅検査と併記されている。
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C. difficile の検査において最も重要な点は，毒素産生性の
確認である。しかしながら，わが国において培養コロニーか
らの毒素検出について，体外診断用医薬品の適応を取得した
試薬はなく，また十分な評価が実施されていない。今回，我々
は国内 8施設（大学病院 4施設，市中病院 4施設）より糞便
検体を収集し，培養検査で発育したコロニーからの GDHお
よび毒素検出を C. DIFF QUIK CHEKコンプリート（QUIK
CHEK，アボット ダイアグノスティクス メディカル）を用
いて行った。また，基準検査法として C. difficile の同定を
質量分析計MALDI Biotyper system（MALDI Biotyper，ブ
ルカー・ダルトニクス）で行い，リアルタイム PCR解析に
て毒素遺伝子（tcdA/tcdB）および，強毒株遺伝子（cdt /
tcdC）の検索を実施した。

対象および材料
本研究は，広島大学病院（HUD），聖マリアンナ医科大学
病院（SMD），筑波大学附属病院（TUD），福井大学医学部
附属病院（FUD），中東遠総合医療センター（CTD），市立
敦賀病院（TRD），利根中央病院（TCD），筑波メディカル
センター病院（TMD）において，2018年 11月より 2019年
3月までの期間に，各施設で CDI検査を目的として採取さ
れた Bristol stool scale≧5を満たす糞便検体２）を使用して，
C. difficile の分離培養検査を行なった。C. difficile 分離培養
でコロニーの発育を認めた 85検体（HUD 19検体，SMD 9
検体，TUD 8検体，FUD 3検体，CTD 11検体，TRD 16
検体，TCD 8検体，TMD 11検体）を対象とした。

方 法
1．C. difficile の分離培養および菌種同定
C. difficile の分離培養は，糞便検体を等量のトリプチケー

スソイブロス（日本ベクトン・ディッキンソン）で均質化後，
等量の 99％エタノールを混合し，撹拌して室温に 30分間放
置した後，cycloserine cefoxitin mannitol agar（CCMA-EX，
日水製薬）に塗布し，嫌気条件下にて 48時間培養を行った。

C. difficile の同定は，MALDI Biotyperを用いた。flexCon-
trol 3.4ソフトを搭載したmicroflex LT装置でマススペクト
ルを取得し，MALDI Biotyper Compass 4.1を用いて菌種同
定を実施した。選択分離培地上の典型的な性状を呈したコロ
ニーで，スコア値が 2.0以上のものを採用した。
2．C. difficile 分離株を用いた QUIK CHEKによる GDH
および毒素検出

C. difficile 分離株に対する QUIK CHEKの操作は，添付
文書に従い糞便検体と同様の手順で測定を実施した。QUIK
CHEKによる評価は分離培養で得られたコロニーを同定後，
速やかに実施した。TC法に使用する試料の濃度は，選択分
離培地上の C. difficile 10コロニーを釣菌し，希釈液 500 μL
にMcFarland No.3の濁度となるように懸濁し試料として用
いた。また，発育したコロニーが 10個未満であった場合は
全てのコロニーを釣菌した。判定は添付文書に従い，メンブ
レンデバイス判定部のコントロールラインの出現が認められ
ることを確認後，C. difficile 抗原ライン（Ag）にラインが
出現時に GDH陽性，ライン未出現時は GDH陰性と判定し
た。また，毒素の判定は，毒素ライン（Tox）にラインが出

現時に毒素陽性，ライン未出現時は毒素陰性と判定した。
3．tcdA，tcdB，binary toxin遺伝子（cdt）および tcdC
変異（117番目塩基対の欠失）の検出

C. difficile 株を CCMA-EX培地に塗布し，35̊C48時間，嫌
気培養を行って濁度がMcFarland No.4のサンプル液を作製
した。DNAの採取は，QIAamp DNA Mini Kit（株式会社
キアゲン）を使用して，200 μLの懸濁サンプルから DNA
を抽出し，最終容量 100 μLで溶出した。リアルタイム PCR
解析は，C. difficile toxin A/toxin B産生遺伝子（tcdA/
tcdB）と，強毒型 C. difficile（BI/NAP1/027株）の特徴で
ある binary toxin産生遺伝子（cdt）および tcdC の変異（117
番目塩基対の欠失）をターゲットにリアルタイム PCR解析
を行い，Table 1に示したプライマー・プローブを用いて先
行論文に従って実施した３）～５）。機器は，THUNDERBIRD
Probe qPCR Mix QPS-101（東洋紡）を使用した 96ウェル
光学プレート形式の CFXリアルタイム PCR解析システム
（バイオ・ラッド）で検査を実施した。
リアルタイム PCR解析の反応混合物は，1 x THUNDER-

BIRD Probe，0.3 μMの各特異的プライマー，0.2 μMの蛍
光プローブ，滅菌水，2 μLの DNAテンプレートの全量 18
μLで調整した。サイクル条件は，95℃で 1分間の 1サイク
ル，続いて 95℃で 5秒間および 55℃で 1分間の 40サイク
ルで実施した。解析は，Bio Rad CFX Managerソフトウェ
ア v 3.0（バイオ・ラッド）で解析した。解析の結果，Ct値
が 30以下となった場合を陽性，Ct値が 30を超えた場合ま
たは Ct値が得られなかった場合を陰性と判定した。
4．QUIK CHEKおよびリアルタイム PCR解析から得ら
れた検査結果の統計解析

QUIK CHEKおよびリアルタイム PCR解析で得られた検
査結果について，二元配置直交表を作成し，リアルタイム
PCR解析をリファレンスとした一致率を求め評価を行った。

結 果
1．C. difficile の分離培養および菌種同定
C. difficile の分離培養および菌種同定で C. difficile 85株が

分離された。また，MALDI Biotyperでは 85株全てがスコ
ア値 2.0以上で C. difficile と同定された。
2．C. difficile 分離株を用いた QUIK CHEKによる GDH
および毒素検出

C. difficile 分離株を用いた QUIK CHEKによる GDH検出
の結果，85株全てが陽性であった。毒素検出については，60/
85株が陽性であった。
3．QUIK CHEKによる毒素検出の結果とリアルタイム
PCR解析による毒素検出の相関

MALDI Biotyperで同定した C. difficile 85株に対して，
QUIK CHEKは 60株で toxin陽性を示し，25株で陰性を示
した。また，リアルタイム PCR解析の結果，毒素遺伝子は
60株（70.6％）で陽性であった（Figure1）。遺伝子型の内訳
は，toxin A＋B＋CDT＋：5株（そのうち tcdC 変異株 1株），
toxin A＋B＋CDT―：50株，toxin A―B＋CDT―：5株，toxin A―

B―CDT―：25株であった。QUIK CHEKによる毒素検出とリ
アルタイム PCR解析の一致率は全体一致率 100%（85/85），
陽性一致率 100%（60/60），陰性一致率 100%（25/25）であっ
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Figure　1.　Study procedure for the assay evaluation of Clostridioides difficile

Test site Test process

8 hospitals Anonymized residual stool sample (Bristol stool scale 5), which was submitted for 
immunochromatography assay test for Clostridioides difficile infection (n=383)

Miroku Medical 
Laboratory

C. difficile culture (anaerobic culture with CCMA-EX culture medium) and
MALDI/TOF MS 1 for identification 

Positive stool samples n=85

C. difficile strains: transportation

Hiroshima University 
Hospital

Conventional real-time PCR for tcdA, tcdB, cdt, and tcdC mutations
Toxin genes positive strains: n=60 

Toxin A +B +CDT + 2 5 strains (tcdC mutation strain :1)
Toxin A +B +CDT – 50 strains
Toxin A –B +CDT – 5 strains

Toxin genes negative strains: n=25

1: Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry
2: Clostridioides difficile binary toxin CDT

Table　1.　Primers and probes used for real-time PCR

Target 
genes Oligonucleotide Sequence (5’-3’)a, b

Amplicon 
size 
(bp)

Region Reference

tcdA tcdA_F CAGTCGGATTGCAAGTAATTGACAAT 102 [3]
tcdA_R AGTAGTATCTACTACCATTAACAGTCTGC 5891-5993c
tcdA_P FAM-TTGAGATGATAGCAGTGTCAGGATTG-TAMRA

tcdB tcdB_F TACAAACAGGTGTATTTAGTACAGAAGATGGA 240 [3]
tcdB_R CACCTATTTGATTTAGMCCTTTAAAAGC 5681-5921d
tcdB_P FAM-TTTKCCAGTAAAATCAATTGCTTC-TAMRA

cdtA cdtA_F GATCTGGTCCTCAAGAATTTGGTT 103 [4]
cdtA_R GCTTGTCCTTCCCATTTTCGATT 1051-1153e
cdtA_P FAM-CAAGAGATCCGTTAGTTGCAGCATATCCAATTGT-MGBEQ

cdtB cdtB_F AAAAGCTTCAGGTTCTTTTGACAAG 132 [4]
cdtB_R TGATCAGTAGAGGCATGTTCATTTG 837-968e
cdtB_P CY5-AACTCTTACTTCCCCTGAAT-BHQ2

tcdC tcdC_F GCACAAAGGRTATTGCTCTACTGG  70 [5]
tcdC_R1 AGCTGGTGAGGATATATTGCCAA
tcdC_R2 CAAGATGGTGAGGATATATTGCCA
tcdC_P_wt FAM-AAACACRCCHAAAATAA-MGBEQe
tcdC_P_mut HEX-AAACACRCCAAAATAA-MGBEQ

a FAM, 6-carboxyfluorescein; TAMRA, Carboxy tetramethyl-rhodamine; MGBEQ, Minor Groove Binder Eclipse Quencher; CY5, Cy5 car-
boxylic acid; BHQ-2, Black Hole Quencher 2; HEX, Hexachlorofluorescein.
b R＝A or G; H＝A, C or T
c On the basis of sequence in GeneBank with accession number M30307 for tcdA
d On the basis of sequence in GeneBank with accession number X53138 for tcdB
e On the basis of sequence in GeneBank with accession number L76081 for cdtA and cdtB
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Table　2.　 Comparison with C. DIFF QUIK CHEK and real-time PCR for the identification 
of toxigenic Clostridioides difficile

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE 
(toxin) Total

Positive Negative
PCR Positive 60  0 60

Negative  0 25 25
Total 60 25 85

Positive concordance rate 100%
Negative concordance rate 100%

た（Table 2）。

考 察
C. difficile は，NAD特異的グルタミン酸脱水素酵素

（GDH）を産生し，不可逆的な反応によって L―グルタミン
酸を a―ケトグルタル酸に変換する６）。その GDHは，gluD
によってエンコードされた代謝酵素であり，30年以上前か
ら利用されてきた C. difficile の共通抗原である７）８）。検体中
に存在する GDHとペルオキシダーゼ標識抗 GDH抗体が結
合することにより検出が可能となる。一方で，MALDI Bio-
typerは，菌のタンパク質をイオン化し静電力によって飛行
させ，質量電荷比に応じて分離，検出しマススペクトルを得
ることで菌種の同定を行っている。Kiyosuke M, et alの報
告では，MALDI Biotyperで C. difficile の菌種同定を行っ
たところ，スコア値 2.0以上ある場合において種レベルまで
の同定が可能だったと報告している９）。今回，培養コロニー
からの GDH検出の感度・特異度は，MALDI Biotyperと
100％の相関を示し良好な結果であった。したがって，TC
法で GDHが陽性になった場合，そのコロニーは C. difficile
と同定を兼ねることができると考えられる。また，澤辺１０）ら
の報告では，C. difficile の分離株に対する検討で CDチェッ
ク D1（塩野義製薬）と QUIK CHEKの GDHは良好な相関
を示したことが報告されている。偽陽性については，過去の
基礎検討において Peptostreptococcus anaerobius，Clostrid-
ium sporogenes，Paeniclostridium sordellii などが GDHと
交差反応することが報告されていた８）１１）。しかし，これらの
交差反応については，検査キットの改良により回避しつつあ
るとの報告がなされており１１）１２），現在のところ QUIK CHEK
では報告されていない。

C. difficile が産生する毒素には，toxin A（腸管毒素）お
よび toxin B（細胞毒素）が存在する。毒素の検出原理は，toxin
Aまたは toxin Bとペルオキシダーゼ標識抗 C. difficile
toxin Aまたは B抗体と結合することにより検出が可能とな
る。本研究の結果，TC法による QUIK CHEKによる毒素
検出とリアルタイム PCR解析との相関は 100％と良好で
あった。この結果より，TC法で毒素が陽性になった際は，C.
difficile の毒素産生株と判断することが可能と考えられた。
そのため，TC法を実施し，毒素産生株か非産生株かを見極
めることで，治療および院内感染対策に貢献できると考えら
れる。また，TC法で QUIK CHEKを用いた毒素検出と，PCR
法による毒素遺伝子検出の相関において，Jamal W, et al１３）

の報告では，陽性一致率は 100%，陰性一致率は 83.3%で，
Senoh M, et al１４）の報告では，陽性一致率は 82%，陰性一致
率は 86%であり，Swindells J, et al１５）の報告では，陽性一致
率は 100%，陰性一致率は 95.0%であった。さらに，Xpert
C. difficile「セフィエド」（ベックマン・コールター）を用
いた場合の陽性一致率は 94.7%，陰性一致率は 100%，Gene
Ohm PCR（日本ベクトン・ディッキンソン）を用いた場合
の陽性一致率は 94.4%，陰性一致率は 99.2%であり，現在，
日常検査に広く導入されている核酸増幅検査と比較して遜色
ない結果が得られている。一方で，TC法における毒素検出
の偽陰性は，検体中に毒素産生株と非産生株が存在した場合
に報告されている。また，既報では試料の菌液濁度は，Mac-
Farland No.2～4の間での調整が報告されており１６）～２１），Mac-
Farland No.4以上にすると PCR法と結果が一致したという
報告もある２１）。また，C. difficile の純培養時に使用する培地
は，チョコレート寒天培地（日水製薬），バイタルブルセラ
HK寒天培地 RS（極東製薬），CCMA-EX培地の 3つを比較
した場合に，CCMA-EX培地が PCR法と一致率が良好で
あったことが報告されている２１）。そのため，菌液の濁度調整
や純培養の使用培地などが原因で偽陰性化となる場合がある
ので注意が必要である。本研究においては，McFarland No.3
に濁度調整を行い，リアルタイム PCR解析と同等の結果が
得られた。良好な結果が得られた理由として，TC法を行う
際に，C. difficile 培養で用いる培地は CCMA-EX培地など
の C. difficile 選択分離培地を使用したこと，試料調整時に
より多くの C. difficile 培養コロニーを採取し，MacFarland
No.3に濁度調整を行ったことが要因であると考えられた。一
方で，毒素検出における偽陽性については，Paeniclostridium
sordellii が toxin Aと toxin Bにそれぞれに相同性がある
toxin HT（出血性毒素）と LT（致死性毒素）を産生し交差
反応があることや２２），他の検査キットにて Enterocloster clos-
tridioformis による偽陽性の報告があるため注意が必要であ
る２３）。
北米および欧州において従来の toxin A/toxin B産生に加
えて，第 3の毒素である binary toxin（CDT）を産生し，tcdC
遺伝子変異に伴う toxin A/toxin B過剰産生株が報告されて
おり２４），北米では Clostridium difficile BI/NAP1/027株（Re-
striction endonuclease analysis [REA] pattern：BI, North
American pulsed-field gel electrophoresis [PFGE] pattern：
type 1, PCR-ribotype：027）が問題視されている。
日本においても，BI/NAP1/027株が分離されたことが報
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告されているが２５），BI/NAP1/027株を含めた CDT陽性株に
よるアウトブレイク事例の報告はない。また，本邦の医療機
関で優勢株として問題となっているのは，A＋B＋CDT―の PCR-
ribotype 018株および A―B＋CDT―の PCR-ribotype 369株で
ある２６）。我々の研究株の中には，CDT陽性株や tcdC 変異が
ある株が含まれていたが，それらの株においても QUIK
CHEKで毒素検出が可能であった。しかし，本研究ではこ
れらの株数が少ないので今後も検討していく必要がある。
本研究における Limitationとして以下の点が挙げられる。
第一に，8施設 85株を用いた検討であるが，感度・特異度
を詳細に調査するためには，より大規模な範囲で行う必要が
ある。第二に，今回は QUIK CHEKのみの検討であり，他
の GDHおよび毒素検査試薬は検討していない。
最後に，本研究において，迅速診断キットである QUIK

CHEKを用いた TC法は，純培養時に C. difficile 選択分離
培地を使用し，菌液濁度調整をMcFarland No.3とした場合，
GDHおよび毒素の検出性能は，質量分析計やリアルタイム
PCR解析と同等であることが立証された。そのため，臨床
診断にも用いることが可能であり，CDI診療や院内感染対
策に貢献できるものと考えられた。

なお，本研究は，Clinical Evaluation of a Non-purified Di-
rect Molecular Assay for the Detection of Clostridioides dif-
ficile Toxin Genes in Stool Specimens（PLoS ONE 15（6）：
e0234119.）と並行して実施した。
倫理審査：本評価研究は，研究計画書を各参加施設の倫理
委員会に提出し，承認を得て実施した（広島大学病院：承認
番号 E1395-2）。実施に際して，個人より同意の取得は行わ
ないが，本研究実施について各施設のホームページ上で掲示
し情報公開を行い実施した。
謝辞：本臨床性能試験で多大なるご支援を頂きました，株
式会社エスアールエルの方々に厚く御礼を申し上げます。
利益相反：株式会社ミロクメディカルラボラトリーで実施
した C. DIFF QUIK CHEKコンプリート検査試薬は，ア
ボットダイアグノスティクスメディカル株式会社より提供を
受けた。
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Multicenter evaluation of clinical performance of C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE for the detec-
tion of Clostridioides difficile and its toxin with colonies from stool cultures

Toshinori Hara 1) 2) , Hiromichi Suzuki 3) , Tadatomo Oyanagi 4) , Norito Koyanagi 5) , Akihito Ushiki 6) ,
Naoki Kawabata 7) , Miki Goto 8) , Yukio Hida 9) , Yuji Yaguchi 10) , Kiyoko Tamai 10) , Shigeyuki Notake 11) ,

Keiichi Uemura 5) , Seiya Kashiyama 1) 2) , Toru Nanmoku 8) , Satoshi Suzuki 12) , Hiroshi Yamazaki 7) , Hideki Kimura 9) ,
Hiroyuki Kunishima 13) , Hiroki Ohge 14)

1) Section of Clinical Laboratory，Department of Clinical Practice and Support, Hiroshima University Hospital
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11) Department of Clinical Laboratory, Tsukuba Medical Center Hospital
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We prospectively analyzed the clinical performance of C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE for detection of Clostridioides
difficile and its toxin using colonies from anaerobic stool cultures isolated on C. difficile agar (CCMA-EX). Mass spectrometry
and real-time PCR were used to validate the detection of Clostridioides difficile and its toxin genes. Sample collection was
performed at 8 institutions between November 2018 and March 2019, and 85 strains of Clostridioides difficile were isolated
from 85 stool samples. The turbidity of each isolated colony suspensions was adjusted to 3 McFarland standards before test-
ing. Detection of glutamate dehydrogenase using C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE showed positive results for all 85 C. dif-
ficile colonies, and toxin analysis of C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE showed positive results for 60 C. difficile colonies.
The concordance rate for toxin detection was 100%（85/85）for overall concordance, 100% (60/60) for positive concordance,
and 100% (25/25) for negative concordance. In this study, we confirmed that C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE can be used
for the detection of Clostridioides difficile and its toxin with colonies from stool cultures.


