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要　旨

　Clostoridioides difficile感染症（以下，CDI）の診断補助試薬であるイムノクロマトグラフィー法

を用いたGEテスト イムノクロマト-CD GDH/TOX「ニッスイ」（日水製薬）（以下，GE）とC. DIFF 

QUIK CHECK コンプリート（アリーア メディカル）（以下，QC）の性能評価の比較検討を行った。検

討内容は，①臨床分離菌株を用いたC. difficile抗原（グルタメートデヒドロゲナーゼ（以下，GDH））

の検出感度比較と②糞便検体47例の感度/特異度/陽性的中率/陰性的中率を比較した。結果は，①GEの

方がGDH最小検出感度は高かった。②QCがGDH（特異度/陽性的中率）およびToxin（感度/特異度/

陽性的中率/陰性的中率）でGEより少し高い結果となった。GEはGDH最小検出感度が高いが偽陽性反

応も多く，Toxinは両試薬とも検出感度が過去の報告より低い結果となった。

　現行の検査フローでは迅速性を欠くことからイムノクロマトグラフィー法の検査精度の向上および簡

易に使用できる遺伝子検査の導入の体制ができることが望まれる。

序　文

　Clostridioides difficileは，偏性嫌気性グラム

陽性桿菌で抗菌薬関連下痢症・腸炎（antibiotic-

associated diarrhea；AAD）の主な原因菌である。

CDIは，抗菌薬の長期使用により腸内細菌叢が乱れ，

菌交代現象としてC. difficileが増殖し，本菌が産生

するToxin A（腸管毒）及びToxin B（細胞毒）な

どの毒素により腸管粘膜が傷害されることで下痢を

引き起こす１）。また，手指消毒用アルコールに耐性

を持つ芽胞菌であるため２），環境中に長期生存が可

能であり，医療関連感染の原因微生物としても非常

に重要な菌である。CDI診断では糞便中の毒素が陽

性，もしくは毒素産生性のC. difficileを検出するこ

とが重要な要素の一つである。これらを検出する検

査法として細胞培養法を用いた糞便中の毒素検出や

PCR法を用いた遺伝子検査法があるが，検査手技

の煩雑さやコストの面から導入施設が少ないことが

現状である。このことから一般的にイムノクロマト

グラフィー法を原理とした糞便検体の直接検査法が

行われているが，C. difficile Toxinの検出感度の低

さが指摘されている３）４）。そのため，米国などのガ

イドラインでは多段階アルゴリズムを用いて検査を

評価することが記載されており５）６），当院では糞便

からの直接検査にてGDH（＋）Toxin（－）を示

した検体に対して48時間嫌気培養を実施し，分離菌

株の毒素産生性を確認している。

　現在，国内で販売されているGDHおよびToxin

の同時検出が可能なキットに， GEとQCの２種類が

ある。当院では2016年12月よりGEを使用しており，

2016年12月から2018年８月22日までに725件を検査

した。検査結果の内訳として糞便検体725件中154件

（21.2％）がGDH（＋）Toxin（－）を示した。糞
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便検体からの直接検査にてGDH（＋）Toxin（－）

を示した154件に対して，48時間嫌気培養検査を実

施し，コロニーの発育を認めなかったものが57件

（7.9％）あった。このことから57件には偽陽性の

可能性も示唆され，検査フローの見直しや，より検

出感度の優れた試薬を選択することが重要であると

考え，今回比較検討を行ったので報告する。

対象と方法

１．C. d i ff ic i le 臨床分離株を用いたGDH最小検出

感度の比較検討

　⑴　対象

　当院にてGDH（＋）Toxin（＋）の臨床検

体より分離されたC. difficile ３株

＊RapID Kit ANA SYSTEMⅡ（アムコ）に

て同定確率99％以上（菌コード：000010）

　⑵　方法

①　CCMA培地EX（日水製薬）に菌株を接種

し，嫌気培養にて２日間培養を実施した。

②　分離菌株を，McFarland 2.0（推定菌濃度

6.0×108CFU/mL）に調整した菌液を10倍，

100倍，1,000倍，10,000倍に段階希釈し，そ

れぞれを検体として添付文書に従い，GEお

よびQCを用いて検査を実施した。

２．糞便検体を用いたGEとQCの比較検討

　⑴　対象

①　期間：2018年３月～４月および８月～９月

②　CDI診断目的に提出された糞便検体47例を

対象とし，原則提出日に検査を実施し，当日

に出来なかった場合には４℃冷蔵庫にて保存

し，２日以内に検査を実施した。

＊患者重複を防ぐために，１患者１検体とし

て期間中の初回提出された検体に対して検

査を実施した。

　⑵　方法

①　提出された糞便検体を添付文書に従って

GEおよびQCにて検査を実施した。

②　同時に，CCMA培地EXに滅菌綿棒を用い

て直接検体を塗布し，白金耳にて画線塗沫を

行い，35℃嫌気培養を実施した。

③　両試薬でGDH（－）Toxin（－）となっ

た検体は48時間培養で判定し，それ以外のも

のは最大96時間まで培養を延長した。

④　CCMA培地EX上に発育したコロニーのう

ち，R型黄色コロニーでグラム陽性桿菌を確

認した上で，両試薬にて再検査を実施した。

QCに関しては，谷野らの報告に従い７），キッ

ト添付の希釈液にてMcFarland 4.0（推定菌

濃度12.0×108CFU/mL）以上に調整し，検

査を実施した。

結　果

１．C. d i ff ic i le 臨床分離株を用いたGDH及びToxin

の最小検出感度

　Table1の結果より，推定菌濃度6.0×105CFU/mL

にてGDHの検出感度に差が認められ，GEの方が

QCより最小検出感度が良好であった。

２．糞便検体を用いたGEとQCの比較検討

　Table 2-1の結果より，算出した感度/特異度/陽

性的中率（以下；PPV）/陰性的中率（以下；NPV）

をTable 2-2に示す。Table 2-2よりGDHは特異度，

陽性的中率の項目でQCがGEに比べて高い結果を示

した。Toxinは感度，特異度，PPV，陰性的中率の

すべてでQCがGEに比べて高い結果を示した。糞便

検体からの直接法と培養検査で結果の不一致が認

められた事例がGDHで５件，Toxinで１件認めら

れた。GDHの不一致の内訳は，GEのみGDH（＋）

を示したものが３件，QCのみGDH（＋）を示した

ものが１件，GEとQCの両方でGDH（＋）を示し

Table 1　C. d i ff ic i le 臨床分離株を用いたGDH最
小検出感度の比較検討

菌株１ 菌株２ 菌株３

推定菌濃度
（CFU/mL）

GE QC GE QC GE QC

6.0×10⁸ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

6.0×10⁷ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

6.0×10⁶ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

6.0×10⁵ ＋ － ＋ － ＋ －

6.0×10⁴ － － － － － －
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たものが１件認められた。いずれも96時間嫌気培

養検査で菌の発育は認められなかった。Toxinで結

果の不一致が認められたものは，直接法にてGEで

GDH（＋）Toxin（＋），QCでGDH（＋）Toxin（－）

を示したが，培養検査にて発育した菌株を再検査し

たところ両試薬でGDH（＋）Toxin（－）となり，

糞便検体で検査を実施した場合と培養後の菌株で検

査した場合でGEの試薬の方で結果の不一致が認め

られた（Table 3）。

考　察

　今回，臨床菌株を用いた最小検出感度の検討で

はGDHの抗原濃度を直接測定することが出来ない

ため，菌濃度を調整した菌液の段階希釈による検

出感度の比較を実施した。結果は，推定菌量6.0×

105CFU/mLの菌液濃度にて両試薬での検出感度に

違いが認められた（Table 1）。これは両メーカーの

添付文書に記載されているGDH最小検出感度（QC：

0.8ng/mL　GE：0.18ng/mL）と類似する結果で

あることからGEはQCと比較して検出感度が高いこ

とが矛盾しない結果となった。

　糞便検体を用いた検討では，培養検査を対照とし

たGE及びQCによるGDH/Toxin検査を行い，感度/

特異度/PPV/NPV（単位：％）を比較した（Table2-1，

2-2）。 GEのGDHは感度/特異度/PPV/NPVの順に

100/85/75/100となり，Toxinは22/97/67/84となっ

た。 一 方，QCのGDHは100/94/88/100で，Toxin

は33/100/100/87となった。GDHの感度は両試薬と

もに100％であり、差を認めなかったことから，糞

便検体を用いる上ではGDH最小検出感度差を考慮

する必要性は低いと考えられた。しかし，GEでは

付属綿棒，QCでは付属スポイトを用いて検体の一

部を採取するため，採取方法の違いや採取部位に

よって偽陰性が起こる可能性もあり，検査の際には

提出された検体を採取前に均一にするなど注意する

必要がある。また，GEのPPVはQCに比べて低く，

非特異反応がQCより多いことからQCの方がGDH

に関して優れていることを示唆する結果となった。

Toxinの感度は，GEで22.2％，QCで33.3％とどち

らも過去の報告３）４）より低い結果となった。他の

報告よりも感度が低かった要因として，糞便中の菌

量が少なくそれによりToxinが検出感度以下であっ

た可能性が考えられる。当院の検査体制では，48時

間嫌気培養で判定を行っているが，今回の検討では

Table 2-1　培養検査（Toxigen ic c luture）を対
照とした，GEおよびQCの検査結果	 （n=47）

　
Toxigenic  culture

Positive Negative

GE

GDH
Positive 15 4

Negative 0 28

Toxin
Positive 2 1

Negative 7 37

QC

GDH
Positive 15 2

Negative 0 30

Toxin
Positive 3 0

Negative 6 38

Table 2-2　GEおよびQCの検査試薬の比較（n=47）

　
感度
（％）

特異度
（％）

PPV
（％）

NPV
（％）

GE 
GDH 100.0 87.5 78.9 100.0

Toxin 22.2 97.4 66.7 84.1

QC
GDH 100.0 93.8 88.2 100.0

Toxin 33.3 100.0 100.0 86.4

Table 3　GEまたはQCと培養検査での結果の不一致
（n=6）

糞便検体
検査結果 培養

検査

培養後
再検査結果

検体
No.

検査
試薬

GDH Toxin GDH Toxin

No.1
GE ＋ －

－
QC － －

No.2
GE ＋ －

－
QC － －

No.3
GE ＋ －

－
QC － －

No.4
GE － －

－
QC ＋ －

No.5
GE ＋ －

－
QC ＋ －

No.6
GE ＋ ＋

＋
＋ －

QC ＋ － ＋ －
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96時間まで培養を延長することにより，少量のコロ

ニーの発育を２件の検体で認めた。このことから，

菌量が少ないことによりToxinが検出できず，今回

の検出感度に影響したものと考えられる。

　糞便検体を用いたGEとQCの比較検討にて，直

接法と培養検査で結果の不一致が６件認められた

（Table 3）。Table 3より検体No.1～ No.6の６件

のうちNo.1～ No.5は直接法にて, ２つの試薬のい

ずれかまたは両方でGDH（＋）を示したが96時間

嫌気培養にて菌の発育を認めなかった。No.6は糞

便検体のToxinの結果でGEとQCに結果に不一致が

認められ，培養検査で発育したコロニーを用いて

再検査をした結果，両試薬ともGDH（＋）Toxin

（－）となり，GEの結果が糞便検体を用いた場合

とコロニーを用いた場合で結果の不一致が認められ

た。偽陽性になる要因として，CDIに対する抗菌薬

投与後の死菌や他の菌との交差反応および薬剤，食

物などとの非特異反応が挙げられる。和泉らは，経

腸管洗浄剤がQCのToxin検出に偽陽性を示すこと

を報告しており，他のイムノクロマト法を原理と

した検査試薬にも影響を及ぼす可能性があること

を述べている８）。今回の検討で不一致を示した検体

の中に，CDI治療薬の投与後に提出されたものはな

かった。No.5の症例では１週間後に糞便検体が再

提出されており，その検体では培養検査にてGDH

（＋）Toxin（－）のC. difficileが検出されたこと

から，対象だった検体では培養検査の検出感度以下

だったことが考えられる。No.6のToxinの結果が不

一致だった症例では，患者に制酸剤・緩下剤である

マグミットが処方されており，同薬剤を滅菌生理

食塩水に溶かし両試薬の添付文書に従い，検査を

行ったところQCでは偽陽性反応が認められず，GE

ではToxinの判定位置に偽陽性反応が検出された

（Figure 1-1, 1-2）。QCでは抽出液をメンブレンに

浸透させた後に，洗浄液にて洗浄する過程がある

が，GEには洗浄過程がないことから何かしらの反

応で偽陽性反応が認められたと考えられるが，詳細

な検討は今回実施出来なかった。No.1～ No.3に関

しては今回原因を特定することが出来なかったが，

No.6などのように処方されている薬剤に非特異反

応が起こっている可能性も考えられ，今後さらなる

検証が必要であると考える。

　提出された検体の性状や採取状況を評価すること

は，検査をする上で検査結果に影響を及ぼす重要な

要素の一つである。CDIの診断に際して，検査に用

いる糞便検体はBristol Stool Form Scale９）などの

客観的指標を用いて評価し，Bristol Stoolが５～７

の性状の検体を用いることが推奨されている。今

回，対象期間中に提出された検体の中にはBristol 

Stoolが５～７以外の検体や，メトロニダゾールな

どのCDI治療薬が投与された後に提出された検体も

認められた。当院では前述したとおり，直接法にて

GDH（＋）Toxin（－）を示した場合は培養検査

を行い，発育したコロニーを用いて再検査を実施し

ている。その場合，培養に用いる培地や嫌気パック

と試薬の再検査費用を定価で考えると１検体あた

Figure1-1　No.6便検体の結果
（C：Control，T：ToxinA/B，G：GDH）
Toxinの判定ラインの位置に二重のラインが認
められた。

Figure 1-2　制酸・緩下剤入りの試薬の結果
（C：Contro l，T：ToxinA/B，G：GDH）
No.6で起きた反応と同様の反応が認められた。
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り約1,660円の検査コストが増加する。また，検査

の面だけでなく，病棟での接触感染予防策の実施や

使用中の抗菌薬の中止およびメトロニダゾールやバ

ンコマイシンの投与が行われるなど医療コストの増

加や不要な抗菌薬投与が行われてしまう可能性があ

る。現在の検査フローでは培養検査に日数がかかっ

てしまうため，迅速性の観点から検査材料の評価を

しっかり行うことで検査精度を高めることや，より

感度，特異度が高く，かつ簡易で迅速に結果が得ら

れるPCR法などの遺伝子検査法を用いた検出法の

Nucleic acid amplification test（NAAT）10）を中小

規模施設でも導入できるような体制が望まれる。
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