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Clostridioids difficile コロニーを用いたイムノクロマト法による toxin検査（コロニー IC）は，C. difficile
感染症（CDI）診断において重要で，多くの施設で実施されているが，検査条件が定められておらず，施設
ごとに方法が異なる。今回，コロニー ICの最適な検査条件の決定を目的に，コロニー培養時間と菌液濃度
の検証を行った。2011年 1月～2018年 12月に当院で分離され，保存されていた C. difficile 30株を用いた。
PCR法にて毒素遺伝子を証明し（A＋B＋株：25株，A－B＋株：5株），バイタルメディア CCMA培地に
て，35℃，嫌気条件下で 24時間，48時間，72時間培養し，発育したそれぞれのコロニーを用いてMcFarland
（McF）2.0，3.0，4.0，5.0，6.0の試料を作製し C. DIFF QUIK CHEKコンプリートで測定した。24時間培
養コロニーでは感度 100％となる条件はなく，48時間培養コロニーではMcF 5.0以上で感度 100％，72時
間培養コロニーではMcF 2.0以上で感度 100％であった。したがって，迅速かつ正確な検査条件は，48時
間培養コロニーでMcF 5.0以上の菌液を作製して実施することであると考えられた。コロニー ICの検査条
件の設定は，正確な CDI診断と検査の標準化につながると考える。
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序 文
Clostridioids difficile 感染症（CDI）は，C. difficile が産

生する CDトキシン（toxin）によって引き起こされる疾患
で，主症状は下痢であるが，稀にイレウスや腸管穿孔，中毒
性巨大結腸症など重症化することもある１）。C. difficile が産
生する toxinには主に toxin A（腸管毒），toxin B（細胞毒），
binary toxinがあり，特に binary toxin産生株による感染症
例は重症化や再発のリスクが高く問題となっている２）３）。C.
difficile には toxin非産生株も存在するため，CDIの診断に
は糞便中の toxinを検出することが重要である。
CDI診断のための検査として，イムノクロマト法を原理
とし，C. difficile の特異抗原であるグルタメートデヒドロゲ
ナーゼ（GDH）と toxinが同時検出可能な検査キットが広く
利用されているが，GDHの感度は 91～100％であるのに対
し，toxinの検出感度は 41.2～63.6％と低いことが報告され
ている４）～９）。そのため，米国感染症学会（IDSA）および米国
医療疫学学会（SHEA）１０），日本化学療法学会および日本感
染症学会１１）が発刊しているガイドラインでは，GDH陽性/
toxin陰性となった場合には nucleic acid amplification test

（NAAT）や C. difficile 培養コロニーを用いたイムノクロマ
ト検査（コロニー IC）による確認試験を実施する 2stepア
ルゴリズムが推奨されている。しかし，コロニー ICの検査
条件は検査キットの添付文書に明確に定められておらず，施
設ごとにさまざまな方法で実施されているのが現状である。
既報では，培地の種類や菌液濃度がコロニー ICの検査結果
に影響を与えることが報告されているが１２），コロニー培養時
間やMcF 4.0以上の菌液濃度について検証された報告はな
い。
今回，イムノクロマト法を原理とし，GDHと toxin（toxin
Aおよび toxin B）を検出可能な検査キットである C. DIFF
QUIK CHEKコンプリート（コンプリート，アボットダイ
アグノスティクスメディカル株式会社）における，コロニー
ICの最適な toxin検査条件の決定を目的に，検査に使用す
るコロニー培養時間と菌液濃度についての検証を行った。

材料と方法
2011年 1月～2018年 12月に当院で分離されマイクロバン
クに－80℃で凍結保存されていた toxin産生 C. difficile の
うち，同一患者株を除いた 30株を用いた。対象菌株が毒素
産生遺伝子を保有していることを証明した後，コンプリート
による検証を行った。
1．C. difficile の毒素遺伝子保有の証明および毒素型の決
定

対象菌株をバイタルメディア ブルセラ HK寒天培地（ウ
サギ）（極東製薬工業株式会社）に接種し，35℃，嫌気条件
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下で 48時間培養を行い，加藤ら１３）１４）の示すプライマーを用い
て PCR法により toxinA，toxinB遺伝子の証明および毒素
型の決定を行った。DNA抽出にはシカジーニアス DNA抽
出試薬（関東化学株式会社）を用いた。PCR反応液は，5 μL
の DNA template，2.5 μLの 10×Ex Taq Buffer，2 μLの
dNTP Mixture，1.0 μLの各プライマー（10 μM），0.1 μLの
EX Taq polymerase（5 U/mL）に滅菌蒸留水を加えて全量
25 μLに調整した。PCRサイクル条件は，94℃ 1分，54℃ 1
分，72℃ 1分を 36サイクル行い，得られた増幅産物は 1.5％
アガロースゲルを用いた電気泳動法にて解析した。まず，プ
ライマー NK104（5’-GTGTAGCAATGAAAGTCCAAGTT
TACGC-3’）-NK105（5’-CACTTAGCTCTTTGATTGCTGC
ACCT-3’）による PCRで 204 bpの増幅産物が得られること
を確認し，さらに NK11（5’-TGATGCTAATAATGAATC
TAAAATGGTAAC-3’）-NK9（5’-CCACCAGCTGCAGCCA
TA-3’）による PCRで 1266 bpの増副産物が得られれば toxin
A陽性/toxin B陽性株（A＋B＋株）と決定，NKV011（5’-
TTTTGATCCTATAGAATCTAACTTAGTAAC-3 ’）-NK9
による PCRで 714 bpの増幅産物が得られれば toxin A陰
性/toxin B陽性株（A－B＋株）と決定した。なお，binary
toxin遺伝子は本研究では検索していない。
2．コロニー ICによる最適な toxin検査条件の検証
対象菌株をバイタルメディア CCMA培地（極東製薬工業
株式会社）に接種して，35℃，嫌気条件下で 24時間，48時
間，72時間培養し，発育したそれぞれのコロニーをMcF 2.0，
3.0，4.0，5.0，6.0になるようにコンプリート付属の希釈液に
懸濁して調整検体とし，その後は添付文書に従いコンプリー
トで検査を実施した。菌液調整には，デンシチェック プラ
ス（ビオメリュー・ジャパン株式会社）を用い，測定限界を
超えるMcF 5.0，McF 6.0の菌液は，目的の濃度と推定され
る菌液を作製し，それを希釈測定することで元菌液の濃度を
計算して調整した。判定はコンプリートの添付文書に従い，
キット中央のコントロールラインが出現し，かつ toxin判定
部位に青色のラインが出現したものを toxin陽性と判定した。
各培養時間と各菌液濃度の組み合わせで toxin検査結果を比
較し，最適な検査条件を決定した。

結 果
1．C. difficile の毒素遺伝子検出および毒素型の決定
C. difficile 全 30株で毒素遺伝子が検出され，うち 25株が

A＋B＋株，5株が A－B＋株であった。
2．コロニー ICによる最適な toxin検査条件の検証
Table 1に，各検査条件におけるコンプリートの toxin検
査結果を示す。24時間培養コロニーを用いた場合，30株の
うち 17株（No.1，3，4，5，6，7，8，9，10，11，12，17，19，
20，21，22，25）で，全ての菌液濃度において toxin陰性と
なった。48時間培養コロニーを用いた場合，McF 5.0以上
の菌液濃度で 30株全て toxin陽性となった。72時間培養コ
ロニーを用いた場合，全ての菌液濃度で 30株全て toxin陽
性となった。つまり，24時間培養コロニーを用いた場合は
感度 100％となる菌液濃度はなく，48時間培養コロニーで
はMcF 5.0以上で感度 100％，72時間培養コロニーではMcF
2.0以上で感度 100％となった（Table 2）。Figure 1に示す

ように，同一コロニーを用いた場合，いずれの菌株も菌液濃
度が高いほど陽性ラインは濃くなり，視認性は良好となる傾
向が認められた。

考 察
コロニー ICの菌液濃度に関して，谷野ら１２）は，C. difficile
42株においてMcF 4.0以上の菌液を作製してコンプリート
で検査を実施し，PCR法による毒素遺伝子検査結果と 100％
一致したと報告している。また，原ら１５）は，C. difficile 85株
においてMcF 3.0の菌液を作製してコンプリートで検査を
実施し，リアルタイム PCRによる毒素遺伝子解析結果と
100％一致したと報告している。今回，菌液濃度に加え，コ
ロニー培養時間との組み合わせについても検証したところ，
24時間培養コロニーでは，McF 6.0の濃厚菌液を作製した
としても，30株中 17株（56.7％）が偽陰性を示したことか
ら，検査には適さないと考えられた。48時間培養コロニー
では，菌液濃度がMcF 4.0以下では偽陰性となる株が認め
られたため，McF 5.0以上の菌液濃度で検査すべきと考えら
れた。72時間培養コロニーでは，McF 2.0から 6.0まで全て
の菌液濃度で陽性となり，少ない菌量でも正しく検査できる
ことが示唆された。本研究の結果から，コロニー ICによる
toxin検査は，濃厚な菌液で実施するべきであると考えられ，
既報で示されている結果と一致していた。また，今回新たに
コロニー培養時間も検査結果に影響を与えることが示された。
Darkohら１６）は C. difficile の toxin産生は定常期初期より始
まり，培養 36時間前後で最もピークに達すると報告してお
り，24時間培養コロニーでは toxin産生量が不十分である
ため，多くの株で偽陰性を示したと考えられた。以上より，48
時間培養コロニーを用い，McF 5.0以上の菌液を作製して実
施することが，迅速かつ正確なコロニー ICの検査条件であ
ると考えられた。しかし，Figure 2に示すように，McF 5.0
は肉眼的にも非常に濃い濃度であり，通常の濁度計では測定
できないのが問題点である。作製の目安としては，コンプリー
ト希釈液 750 μLに直径 3～4 mmのコロニーを 5コロニー
懸濁するとMcF 5.0程度の菌液となるため，5コロニー以上
懸濁して検査する必要がある。また，72時間培養コロニー
を用いる場合も，濃厚菌液を用いた方が陽性ラインの視認性
が向上し，誤判定を防止できると考えられた。
その他，考慮すべき条件としては，toxigenic cultureに使
用する培地の種類が挙げられる。C. difficile の毒素産生と芽
胞形成は正の相関があり，毒素を産生するためには芽胞の発
芽が必要と報告されている１７）１８）。芽胞の発芽や毒素産生は，一
次胆汁酸である taurocholate（タウロコール酸）や cholate
（コール酸），グリシン，カルシウムの存在下で促進され，逆
に二次胆汁酸である deoxycholate（デオキシコール酸）や
システイン存在下では抑制される１９）２０）。Wilsonら２１）は，tauro-
cholateを添加した培地では C. difficile の検出率，芽胞の回
収率が上昇したと報告している。また，谷野ら１２）は，システ
インなどのアミノ酸を含むブルセラ HK寒天培地（RS）や
チョコレート寒天培地に比べ，CCMA培地で toxin検出感
度が高かったと報告しており，本研究では，toxigenic culture
にバイタルメディア CCMA培地を用いた。その他の培地を
使用する場合には，さらなる検証が必要と考えられる。
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Table　1.　The results of toxin by C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE in each test conditions

No. toxin
type

24-hour culture solutions 48-hour culture solutions 72-hour culture solutions
McF 
2.0

McF 
3.0

McF 
4.0

McF 
5.0

McF 
6.0

McF 
2.0

McF 
3.0

McF 
4.0

McF 
5.0

McF 
6.0

McF 
2.0

McF 
3.0

McF 
4.0

McF 
5.0

McF 
6.0

1 A＋B＋ － － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
2 A＋B＋ － － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
3 A＋B＋ － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
4 A＋B＋ － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
5 A＋B＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
6 A＋B＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
7 A＋B＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
8 A＋B＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
9 A＋B＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
10 A＋B＋ － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
11 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
12 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
13 A＋B＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
14 A＋B＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
15 A＋B＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
16 A＋B＋ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
17 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
18 A＋B＋ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
19 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
20 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
21 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
22 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
23 A＋B＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
24 A＋B＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
25 A＋B＋ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
26 A－B＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
27 A－B＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
28 A－B＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
29 A－B＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
30 A－B＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Table　2.　 Sensitivity of toxin from the combination of culture time and turbidity

culture time of 
colonies McF 2.0 McF 3.0 McF 4.0 McF 5.0 McF 6.0

24 hours 7% 17% 30% 37% 43%
(2/30) (5/30) (9/30) (11/30) (13/30)

48 hours 67% 87% 97% 100% 100%
(20/30) (26/30) (29/30) (30/30) (30/30)

72 hours 100% 100% 100% 100% 100%
(30/30) (30/30) (30/30) (30/30) (30/30)

本研究における Limitationは二点あり，一点は，使用菌
株の分子疫学解析等を実施していないことが挙げられる。し
たがって，使用菌株に関して，同一患者株は除いているが，
院内の同一株が含まれる可能性は否定できていない。また，
Vohraら２２）は，PCRリボタイプにより，毒素産生量が異な
ることを報告しており，本研究で得られた検査条件が全ての
リボタイプに当てはまるかは検証できていない。もう一点は，
コンプリート以外の他の検査キットについて検証できていな
いことが挙げられる。検査キット間で，性能に差異があるこ

とが考えられるが，コンプリートと GEテスト イムノクロ
マト―CD GDH/TOX「ニッスイ」（日水製薬株式会社）およ
びクイック チェイサー CD GDH/TOX（株式会社ミズホメ
ディー）を比較した既報２３）２４）では，いずれの検査キットも
toxin検出感度・特異度は同等であったと報告されている。
これらは糞便検体を用いた比較研究であるが，コロニー IC
においても検査キットによる差異は小さいと考えられる。
J-SIPHE（Japan Surveillance for Infection Prevention and
Healthcare Epidemiology：感染対策連携共通プラット
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Figure　1.　Examples of toxin test line visibilities in each turbidity

Figure　2.　Sample of McFarland No.5.0 bacterial solution

フォーム）の年報 2020２５）によると，CDI検査に 2stepアルゴ
リズムを採用している施設のうち，75.7％（112/148）がコ
ロニー ICによる確認試験を行っていることが報告されてお
り，コロニー ICは日本の CDI診断において重要な役割を
担っている。近年，迅速かつ正確な検査ツールとして，NAAT
が活用され始めているが，検査機器が高額であることや，感
染防止対策加算 1と検体検査管理加算（II）の施設基準を満
たす施設以外では保険算定できない，などの理由から，限ら
れた施設でしか採用できないのが現状である。コロニー IC
の適切な検査条件を定め，各施設での検査法を統一すること
で，より正確な CDI診断と検査の標準化につながると考え
る。

本研究は，九州大学医系地区部局臨床研究倫理審査委員会
の承認を得て実施した（承認番号：2019-506）。
利益相反：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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Optimal CD toxin test conditions for C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE
using Clostridioides difficile colonies

Yasushi Kibe 1) , Makiko Kiyosuke 1) , Taeko Hotta 1) , Dongchon Kang 1) 2)
1) Department of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Kyushu University Hospital
2) Department of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Kyushu University Graduate School of Medical Sciences

Clostridioides difficile toxin analysis using C. difficile colonies in immunochromatography (colony IC) is important for the
diagnosis of C. difficile infection (CDI) and is performed in many clinical laboratories. However, its standard procedure is not
defined and various sample conditions are used. We evaluated the culture time and the concentration of the bacterial solu-
tion for colony IC to determine the optimal testing conditions. We used 30 strains of C. difficile which were isolated and
stored at our hospital between January 2011 and December 2018. Their toxin genotypes were A+B+for 25 strains and
A-B+for five strains. Colonies from these strains were cultured in Vital Media CCMA medium under anaerobic conditions at
35̊C for 24, 48, and 72 hours. Then McFarland (McF) 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, and 6.0 solutions were prepared for each colony. The so-
lutions were analyzed for the toxins with C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE. In the analysis using 24-hour culture solutions,
100% sensitivity was not obtained at any McFs. The conditions for 100% sensitivity were McF 5.0 or higher for 48-hour cul-
ture and McF 2.0 or higher for 72-hour culture. Therefore, from viewpoints of test speed and result accuracy, desired testing
conditions were considered to be 48-hour culture with a McF of 5.0 or higher. This standardization of the sample preparation
for colony IC can contribute to accurate CDI diagnosis.


