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目的及び方法、成果の内容 

①目  的 

抗菌薬関連腸炎の原因菌であるClostridium difficileの検査はイムノクロマト法による菌体抗原検

査と毒素検出により行っている。しかし、毒素検査の感度が低いため菌体抗原陽性、毒素陰性の患者

に対して症状により投薬が行われている現状がある。毒素検査を LAMP法にし、感度を上げること

により不必要な抗菌薬投与の抑制を検討する。 

②方  法 

検討内容として、①培養法を標準法としてイムノクロマト法による菌体抗原検出の性能を評価する。 

②培養法により分離した Clostridium difficileの LAMP法によるトキシン B遺伝子検出（分離菌法）

を標準法としてイムノクロマト法の CD 毒素検出の性能を評価する。③培養により分離した

Clostridium difficileの LAMP法によるトキシン B遺伝子検出（分離菌法）を標準法として LAMP

法のトキシン B遺伝子検出（便直接法）の性能を評価する。 

A) 検査方法 

①培養検査：便を CCMA培地（日水製薬株式会社）に接種。48時間嫌気性培養を行い、発育したコ

ロニーを質量分析（VITEK－MS）により同定した。 

②イムノクロマト法による菌体抗原と CD毒素検出：C.DIFF QUIK CHEK コンプリート（アーリ

アメディカル株式会社）を用いた。 

③LAMP法によるトキシン B遺伝子検出：６種類のプライマーを用い、Loopamp DNA増幅試薬キ

ット（栄研化学株式会社）にて測定した。測定機器は LAMP 法専用リアルタイム濁度測定装置

Loopamp EXIA（栄研化学）を用いた。 

使用したプライマーを示す。 

HK101-F3:5’-GTATCAACTGCATTAGATGAAAC-3’ 

HK101-B3:5’-CCAAAGATGAAGTAATGATTGC-3’ 

HK101-FIP:5’-CTGCACCTAAACTTACACCATCTATCTTCCTACATTATCTGAAGGATT-3’ 

HK101-BIP:5’-GAGCTAAGTGAAACGAGTGACCCGCTGTTGTTAAATTTACTGCC-3’ 

HK101-FL:5’-AATAGTTGCAATTATAGG-3’ 

HK101-BL:5’-AGACAAGAAATAGAAGCTAAGATAGG-3’ 

④便からの核酸抽出：便から精製水を用いて 10％乳剤を作成し、PURE法（栄研化学）を用いて抽

出した。 

B) 対象 

Clostridium difficileの検査目的で検査部に提出された便 100検体を用いた。 



③成  果 

 

 

 

 



 

培養法を標準法としてイムノクロマト法による菌体抗原を評価した結果、感度 96.4％、特異度

93.1％と良好な結果となった（表１）。２法が乖離した検体の内、培養法陽性、イムノクロマト法に

よる菌体抗原陰性の１検体はイムノクロマト法の感度不足によるものと考えられた。また、培養法陰

性、イムノクロマト法菌体抗原陽性を５検体認め、イムノクロマト法の偽陽性反応と考えられた。 

培養により検出した Clostridium difficileの LAMP法によるトキシン B遺伝子検出（分離菌法）

を標準法として、イムノクロマト法のCD毒素検出の性能を評価した結果、感度 52.6％、特異度 95.1％

となった（表２）。２法が乖離した検体の内、LAMP法によるトキシン B遺伝子検出（分離菌法）陽

性、イムノクロマト法 CD毒素陰性を９検体認め、イムノクロマト法 CD毒素検出の感度不足による

ものと考えられた。また、イムノクロマト法 CD毒素陽性、LAMP法によるトキシン B遺伝子検出

（分離菌法）陰性を４検体認め、イムノクロマト法の偽陽性反応と考えられた。このことからイムノ

クロマト法による CD毒素検出は感度不足であり、診断に用いるには限界があった。イムノクロマト

法による抗原陽性で毒素陰性の検体の内、約半数はトキシンＢ遺伝子が陽性であり、診断ガイドライ

ンにおいても菌体抗原陽性、CD毒素陰性の場合、培養により分離した菌株での再検査を推奨してい

る。次に LAMP法によるトキシン B遺伝子検出（分離菌法）を標準法として、便直接法によるトキ

シン B遺伝子検出（LAMP法）を評価した。その結果、感度 84.2％、特異度 100％と良好な結果と

なった（表３）。２法が乖離した検体を３検体認め、LAMP法によるトキシン B遺伝子検出（分離菌

法）陽性、便直接法によるトキシン B 遺伝子陰性であった。この原因は便直接法の感度不足や便成

分による反応阻害が考えられた。便直接法による便からの核酸抽出には PURE 法を用いた。この方

法は処理時間が 20分程度であり迅速な処理が可能である。また、今回核酸抽出に用いた便乳剤の量

は 200μl であり、さらに検体量を増やすことで感度が上がる可能性を残している。便直接法による

トキシン B遺伝子検出（LAMP法）のみで CD腸炎が診断できれば、診断の迅速化や検査コストの

削減にもつながるため、今後症例を増やして検討を行いたい。 

 


