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鼠e y w o r d s C los t ridi u m d 折 ile ,
A n tib i oti c - a S S O Ci a t e d p s e u d o rrl e m b r a n o u s c olitis

,

A g g l u ti n a ti o n of C . di5icile ,
P a th o g e ni cit y of C . di#iciL? ,

S o rb it ol

f e r m e n t a ti o n r of C .

有毒 Cl o s t ri d i u m d iffi c il e が抗生剤投与 に よ る 偽

膜性大腸 炎 P s e u d o m e m b r a n o u s c o l iti s (P M C) , あ

る い は下痢症の 主 な原因菌の 1 つ で あ る こ と は , 今 日

広く 認 め られ て い る
l ト 5I7 )

. 抗生剤投与 に よ る本疾患が

老人 に 発 症 しや す い と 述 べ られ て い る
7 潮

が
,

そ の 理 由

に つ い て は明 らか に さ れ て い な い . 著者 は
, 前報

別
で 抗

生剤非投与若年者, 老人の 糞便 中か ら C . d if fi cil e の 分

離 を試み , 本菌の 分離率に 関 し て は若年者 と老人の 間

に 差を 認 め なか っ たが , 糞便 1 g あ た りの C . d i ffi cil e

菌数が 若年者 に 比 べ て 老 人 に 多 い こ と , 並 び に C .

d i ffi cil e 毒素 に 対す る抗体が 若年 者血 清 中 に は 存 在

す るが , 老人の 血清中 に は存在 しな い こ と を 明ら か に

し ,
こ の こ とが 老 人に 本疾 患が 発症 し 易い こ と に 関与

し て い る可 能性を 示唆し た
.
C . d iffi c il e に よ る P M C

の 発症 を H o s t - P a r a s it e r el a ti o n s h i p に お い て 考 え

る際 .
H o s t 側 の 要因 と して は 上述 の 如く抗体産 生能 が

重要 な因子 の 1 つ と考え られ る が , P a r a sit e 側 の 因子

と し て は従来述 べ られ て い る C . d iffi c il e の 毒素 原 性

の 他 に , 著者 は
.

, C . d iffi cil e の 菌体表面抗 原の 性質が

関与 し て い な い か どう か を 検討 す べ く ,
P M C 及び下痢

症 患 者並 び に 健康成人糞便由来 C . d iffi cil e 頗株 を 用

い て 凝集反応 に よ る群別を 試み た . ま た
,
C . d iffi c il e

の 同定 に お け る凝集反応の 有用性 に つ い て も 併せ検討

し た
,

材 料 及 び 方 法

Ⅰ . 使用菌株

以 下に 記 した 合計 79 株 の C . d iffi cil e を用 い た .

A T C C ( A m e r

.
i c an T y p e C u lt u r e C o ll e cti o n .

R o c k v ill e , U . S . A .) 由来; A T C C 9689 , 1 7857 , 1 7 8 59

の 3 株 , 健康成人糞便由来; 50 株 , 抗生剤服用 者で 腹

部症状の な い 患者由来; 13 株 , 抗生剤投与 に よ る下痢

症患者糞便由来; 8 株 , 抗生剤投与に よ る P M C 患者糞

便由来; 5 株 .

ま た
, 凝 集 反 応 の 対 照 と し て 以 下 に 記 し た

Cl o s t ri d i a 4 5 菌種69 株 を用 い た . C . b if e r m e n ta n s

と C . s o r d ellii 以 外は 1 菌種 に つ き 1 株ず つ 用 い た .

1 . 金沢大学医学 部微生物学教室保存菌株

C . a c e t o b u t y ri c u m
,
K Z 5 8 6 , C . b if e r m e n t an S l O

株 ,
C . b u t y ri c u m K Z 5 8 9 , C . b o t u li n u m t y p e B

K Z 5 3 3
,
t y P e E K Z 5 8 2

,
C . c h a u v o ei K Z 3 8 2

, C .

n o v yi t y p e A K Z 6 7 l
,
C . p e rf ri n g e n s t y p e A K Z

2 1 1
,
t y p e B K Z 2 6 3

,
t y p e C K Z 2 6 5

,
t y p e D K Z

2 6 7 , ty b e E K Z 2 7 5
,
C . s e p ti c u m K Z 9 9 3

.
C .

S O r d ellii l O 株 .

2 . A T C C 菌株

C . a b s o n u m 2 7 5 5 5
,
C . a rn i n o v al e ri c u m 1 3 7 2 5

,

C . b o t u li n u m t y p e A 1 5 7 6 3 , C . b a r k e ri 2 5 8 4 9 , C .

C a r n i s 2 5 7 7 7
,

C . c a d a v e ri s 2 6 7 8 3 , C .

C O C h l e a ri u m 1 7 7 8 7
,

C . g h o n i 2 5 7 5 7
,

C .

gl y c o li c u 血 1 4 8 8 0
,
C . h i s to l y ti c u m 2 5 7 7 9

, C .

i n d o li s 2 5 7 7 1 , C . i n n o c u u m 1 4 5 0 1
,

C .

1 i m o s u m 2 5 7 6 0
,

C . 1it u s e b u r e n s e 2 5 7 5 9 , C .

m a l e n o m i n a t u m 2 5 7 7 6 , C . m a n g e n o tii 2 5 7 6 1 , C .

C h a r a ct e ri z a ti o n o f T o x ig e ni c C lo st7 idi u m d # cile b y A g g lu ti n a ti o n a n d S ｡ r bit ｡1 F e r
_

m e n t a ti o n ･ M a s a t o M ik a w a , D e p a rt m e n t of B a c t e ri ol o g y (D ir e c t e r : P r of . S . N ish id a) ,

S ch o ol of M e di ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r sit y ,



2 2

o c e a n i c u m 2 5 6 4 7 , C . o r o ti c u m 2 5 6 5 0
, C .

p a r a p e rf ri n g e n s 2 5 7 5 3 , C . p a r a p u t ri fi c u m

2 5 7 8 0 , C . p a st e u ri a n u m 6 0 1 3
,
C . p e r e n n e 2 5 7 8 2

,

C . pl a g a r u m 2 5 7 6 8
,

C . p r o pi o n i c u m 2 5 5 2 2
,
C .

p s e u d o t et a n i c u m 2 5 7 7 9
,
C . p u t rifi c u m 2 5 7 8 4

,
C .

r u b r u m 1 4 9 4 9
,

C . s a rt a g o f o r m u rn 2 5 7 7 8 , C .

s c a t o l o g e n e s 2 5 7 7 5
,
C . s p h e n o i d e s 1 9 4 0 3

,
C .

s p o r o g e n e s 2 5 7 6 2
,
C . s p o r o s p h e n o i d e s 2 5 7 8 1

,

C . s ti c kl a n d ii 1 2 6 6 2 , C . s u b t e r m i n al e 2 5 7 7 4
,
C .

t e rti u m 1 4 5 7 3 , C . t e t a n i 8 0 3 3
,
C . t y r o b u ty ri c u m

2 5 7 5 5 .

Ⅱ . 抗 原の 作製

P Y G 培地 ( P r o t e o s e p e p t o n e N o .2 (D if c o) ; 3 %

( W / V) ,
Y e a s t e x t r a c t (D if c o) ; 0 . 5 % ( W / V ).

G l u c o s e ; 1 % ( W / V ) ,
N a C l ; 0 . 5 % ( W / V) ,

L -

C y St ei n e
･ H C l ; 0 .0 5 % ( W / V ),

p H 7 .2 ) 10 mL

に 肝片加肝 ブイ ヨ ン で 前培 養 し た 菌 液 0 .2 m⊥を 植 菌

し, 3 7 ℃ , 7 時間培養後 800 0 r p m 5 分間遠心集菌 し
,

生 理食塩 水で 洗漉 し た後 , 0 . 4 % ホ ル マ リ ン 加生 理 食

塩 水に
,
元の 培 養液 の 10 倍 の 濃度 に な る よ う再浮遊 し

た 菌液を ホ ル マ リ ン 抗原
1 0)

と し た . ま た .培 養液を 1 00

℃
,

6 0 分間加熱処理後遠心集菌 し , 生理 食塩水で 洗撤

し た後 . 元の 培養液の 10 倍の 濃 度 に な るよ う 生理 食塩

水 に 再浮遊 した 菌液を 加熱抗 原 と した .

Ⅲ . 抗菌血 清の 作製

上記 の 抗原 を家兎の 耳静脈 へ 3 日間隔 で 7 回注射 し

た . 注射量 は
,
1 回目0 . 5 m し 2

,
3 回目 1 . 0 血 , 4 , 5 回

目2 . O m【
,
6

,
7 回目3 . O ml と し た . 最終 回の 注射 か ら

7 日目 に採血 し て 血清 を得 た .

Ⅳ . 交 叉凝集反 応

H e n d e r s o n
l l )

の 方法 に 従 っ た . 2 倍段階希釈 した抗

菌血清 1 血 と 適当な濃 度の 抗原 1 滴を 混合 し, 56 ℃
,

2 時間静置後判定 し
, 明瞭な 凝集 を 示す 最高希釈 の 逆

数 を も っ て 凝集価と した .

Ⅴ . 凝集葉吸収試験

使用 時作製 し た濃厚 な抗原 と等量の 抗菌血清を 混合

し , 時 々 振渡さ せ なが ら 56 ℃ ! 2 時間反応 させ た . 遠

心 ( 80 0 0 r p m , 5 分間) に よ っ て 抗原 を除 き , 上清液を

吸収血清 と し た . 吸収血清 に つ い て 吸収 に 供 し た抗原

に 対す る凝集反応 を行 な い
. 抗体が 残 っ て い る場合 は

.

全く 凝集 し なく な る ま で 吸収 を繰 り返 し た . な お , 5 6

℃
t

2 時間処理 に よ る抗菌血清 の 凝集価 へ の 影響 が な

い こ とを 確認す る た め
, 対照 と し て 等量 の 生 理食塩水

を 加え た抗菌血清 を 同様 に 加温処理 し た 後, 凝集価 の

変動を 調 べ た
.

Ⅵ . 細胞毒 性試 験

前報
9)
に 記 した 方法 に 従 っ た .

Ⅶ . 糖 分解 試験

S t e r n e ら
1 2)

の 方法 に従 っ た .

成 績

Ⅰ . 抗原及 び抗菌 血 清の 検討

本実験 に 先だ ち
, 強毒株 A T C C 178 59 株 . 無 毒株

N o . 7 8 株 (健 康 老人 糞便 由来 菌株) に つ い て 加熱

抗原 , ホ ル マ リ ン 抗原 に対 す る抗菌血清 を 作製 し
,

そ

の 凝集特異性 を検討 した . 上記 の 2 種類 の 菌株の 加熱

抗原 に よ っ て 作製 した抗菌 血清 の 場 合, 加 熱 N o .78 株

抗菌血清 は 両株 の 加熱抗 原 に 対 し て 等 し い 凝 集価

( 2 56 0) を示 した . ホ ル マ リ ン 抗 原に 対 して は い く らか

低 い 値 で あ っ た が
, 両者と も 等し い 凝集価 ( 6 4 0 ) を

示 し た . 加熱 A T C C 1 78 5 9 株抗 菌血 清の 場合 は , 加熱 ,

ホ ル マ リ ン 両抗原 に 対する 充分 な 抗体価が 得 ら れ な

か っ た (表 1 ) . しか しな が ら , ホ ル マ リ ン 抗 原に よ っ

て 作製 し た A T C C 1 78 59 株 及 び N o .7 8 株抗 菌血清 は
,

当該 ホ ル マ リ ン 抗原 に 対 し て そ れ ぞ れ 1 02 4 0
,
51 2 0

と い う 高 い 凝集価 を示 し た (表 2 ) .
しか し

,
加熱 し

た 時,
こ の 抗原性 は殆 ど失 われ た . 強毒株 A T C C 1 7 8 5 9

株 と無 毒株 N o . 7 8 株 の こ の 易 熱 性 抗 原性 は そ れ ぞ

れ に 特 異性を 示 し , 抗原的 に 異 な る と思 わ れ た
.

T a bl e l . C r o s s
-

a g gl u ti n ab ility t o a n ti s e r a p r e p a r e d a g ai n st h e a t e d c ell s of st r ai n s A T C C 1 7 8 5 9

a n d N o . 7 8

A n ti s e r a

p r e p a r e d
a g ai n st

h e a t ed

c ell s

A g gl u ti n a ti o n tit e r t o

F o r m al -t r e a t e d c ell s o f s tr ai n s H e a t ed c ell s
*

o f st r ai n s

A T C C 1 7 8 5 9 N o . 7 8 A T C C 17 8 5 9 N o . 7 8

A T C C 1 7 85 9 1 6 0 3 2 0 1 6 0 8 0

N o . 7 8 6 4 0 6 4 0 2 5 6 0 2 5 6 0

*
: C ells h e a t e d a t l O O

B

C f o r 6 0 m i n .



Cl o st rid i u m d iffi cil e の 凝 集反応 と毒素原性

Ⅱ . 交 叉凝 集反応

上述 の 結果 よ り ホ ル マ リ ン 抗原 に よ っ て 作製 した 抗

菌血清及 び 同抗原 を用 い て 凝集反応 に よ る群別を 行 っ

た .

最 机 最 も 強 い 毒 性 ( 163 8 4 C U / 50 J上り を 示 し た

A T C C 1 7 8 59 株 , 及 び無毒株 N o .78 株抗菌血清を 用 い

て 披験79 株全株 に 対 し凝集反応を 行 っ た . そ の 結果 t

7 9 株 中58 株 ( 74 .4 % ) が い ず れ か の 抗菌血清に 対し

特異的 に 凝集 し た . 次 に
, 残り の 21 株か ら無作為 に 選

ん だ 13 株 に 対す る抗菌血清を作 製 して
, 披験 79 株全

株に つ い て 凝集反応を 行な っ た . そ の 結果, 前記2 1 株

の う ち 7 株が . 13 種類の 抗菌血 清の 1 つ で あ る無毒株

T
-

7 0 株(抗生剤投与, 非下 痢患者糞便 由来蘭株) 抗菌

血清 に 対 して 特 異的に 凝集 し た . しか し
, 残り の 12 種

類の 抗 菌血清 は 自己 の 抗原 に 対 し て も低 い 凝集価( 16 0

-

3 2 0 ) を示 し た に す ぎず
, 披験全株 に 対 して も低い 凝

集価 しか 示 さ な か っ た .

以 上の 結 果か ら
, 披験 79 株 は

, 強毒株 A T C C 1 7 8 59

株抗菌血清 に 対 し て 特異的 に 高 い 凝 集 価 ( 10 2 40 -

51 2 0 ) を示 す菌株群 ( Ⅰ 群 , 39 株) ,
無毒株 丁 一

70 株

抗菌血 清 に 対 し て 特 異 的 に 高 い 凝 集 価 ( 1 0 2 40 -

256 0 ) を示 す南棟群( Ⅱ群 . 7 株) , 無毒株 N o .78 株抗

菌血清 に 対 して 特異的 に 高 い 凝集価 ( 51 2 D
-

1 28 0 )

を示す菌株群( Ⅲ群 , 19 株) , ま た こ れ ら3 種 類の い ず

れ の 抗菌血清 に 対 して も低い 凝集 価 ( 32 0 以 下) し か

23

示 さ な い 南棟群 ( Ⅳ 群 , 1 4 株) の 4 群 に 分 け る こ とが

で き た ( 表3 ) . A T C C 由来3 株は Ⅰ群 に 属 した .

Ⅲ . 凝集素吸収試験

凝集反応 に よ っ て 分け られ た 4 つ の 各群の 菌株が
,

群特異抗原を 有する か否 か を換討する ため
, 吸収試験

を行 な っ た . Ⅰ群 の A T C C 17 859 株抗菌血清 は , 自己

の 抗原 で は完全に 吸収さ れ , 吸収血清 は い ずれ の 南棟

も全く 凝集 しな か っ た . しか し なが ら , Ⅱ群の T
-

70

株 抗 原 あ る い は Ⅲ 群 の N o .7 8 株抗 原 で 吸 収 し た

A T C C 178 59 株抗菌血清 は
,
Ⅱ

,
Ⅲ

, I V 群の 菌株 を

全く 凝集 しな か っ た が
,

Ⅰ群の 菌株に対 して は
, 吸収

前と 同様 特異 的凝集性 ( 凝集価; 10 2 4 0
-

51 20 ) を示

した
.

こ れ に反 し , T
-

7 0 株抗菌血清及 び N o .7古株抗

菌血 清は
, Ⅰ群 の A T C C 1 7859 株 , Ⅲ群の T

-

7 0 株 あ

る い は Ⅲ 群の N o .78 株 の い ずれ の 抗 原 で も 完 全 に 吸

収さ れ
,

こ れ ら吸収血清 に 対し て は い ず れ の 菌株 も全

く凝集 しな か っ た ( 表 4 ) . 以上 の 結果 , Ⅰ 群に 属し た

菌株 は , 群特異抗原 を有す る こ と が判明 した .

Ⅳ , 凝集反 応 による 群別と毒素原性

Ⅰ群 に 属 し た39 株 は
t
l 株妄除 い て 全株が 102 4 -

8 192 C U / 50 〟王 の 毒素を 産生する強毒株で
,
Ⅱ群 に 属 し

た 7 株全株が 無毒株で あ っ た ( 表 5 ) . Ⅲ
,

Ⅳ群 に は

無毒株 , 有毒株 の い ずれ もが属 し たが , Ⅲ
,

Ⅳ 群 の 33

株の う ち 17 株 ( 52 % ) が有毒株で , そ の 17 珠 の 有毒

株の う ち 14 株 ( 82 % ) が 51 2 C U /50 〟エ以下 の 毒素を

T a bl e 2 , C r o s s - a g gl u t in a b ilit y t o an ti s e r a p r e p a r e d a g ai n s t f o r m ol ･t r e a t占d c e11 s of st r ai n s

A T C C 1 7 8 5 9 a n d N o . 7 8

A n ti s e r a

p r e p a r e d
a g a l n S t

f o r m ol -tr e a t e d

C ell s

A g gl u ti n a ti o n tite r t o

F o r m oトt r e a te d c e ll s of st r a i n s H e a t e d c e11 s
*

of st r ai n s

A T C C 1 7 8 5 9 N o . 78 ′A T C C 1 7 8 59 N o . 7 8

A T C C 17 8 5 9 1 02 4 0 8 0 4 0 4 0

N o ･ 7 8 1 6 0 5 1 2 0 3 2 0 32 0

*

: C ell s h e a t e d a t l O O
O

C f o r 6 0 m i n .

T a b l e 3 ･ G r o u pi n g o f C di5 kil e st r ai n s b y c r o s s
-

a g gl u ti n a ti o n

N u m b e r

G r o u p .
of

S tr ai n s

A g gl u ti n a ti o n ti te r a g a ln St S e r a tO St r ai n s of

A T C C 1 78 5 9 T -7 0 N o . 78

Ⅰ

Ⅲ

m

Ⅳ

39 1 0 2 4 0 - 5 12 0 < 16 0 < 3 2 0

7 く1 60 1 0 2 40
-

2 5 60 < 3 2 0

1 9 < 32 0 < 3 2 0 5 12 0
-

1 28 0

1 4 < 32 0 < 1 6 0 < 3 2 0
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産生す る弱毒株で あ っ た . 即 ち , Ⅲ , Ⅳ 群に 属し た

有毒株 は ほ とん どが 弱毒株で あ っ た .

Ⅴ . 凝集反応 に よる 群別 , 車乗原性及び 分離菌株

の 由来

表 5 に よ っ て 示さ れ た結果 を 分離南棟 由来に 基 づ い

て . 凝集反応に よ る群別 と毒素原性 と の 関 係に つ い て

検討 し た .

健康成 人糞便由来 50 株に 関 して は
,
19 株 ( 38 % )

が Ⅰ群 に 属 し , 強毒株 で あ っ た ( 表6 ) . Ⅱ群 に 属 した

痢株は わ ず か 2 株 ( 4 % ) に す ぎなか っ た . ま た , Ⅲ

,
Ⅳ 群 に 属 し た 29 株( 58 % ) の う ち 16 株( 55 . 2 % )

が有毒株で
,
そ の う ち14 株 ( 87 . 5 % ) が弱毒株 で あ っ

た . 抗生剤服用者 で 腹部症状 の な い 患者 糞便由来の 13

株 に 関 し て は
､
4 株( 30 .8 % ) が Ⅰ 群に 属 し

, 5 株( 3 8 .5

T a b l e 4 . A g gl u ti n i n ･ a b s o r p ti o n s t u di e s w ith s e r a p r e p a r e d a g ai n st s tr ai n s of C

S tr ai n s

A n ti s e r u m u s ed f o r

a b s o r pti o n

A g gl u ti n a ti o n tit e r a g ai n s t st r a i n s b el o n gl n g t O g r O u p S

Ⅰ(3 9り ⅠⅠ(7) ⅠⅠⅠ(19) Ⅳ (1 4)

A T C C 1 7 8 5 9 N o n e

T ･7 0

N o . 7 8

A T C C 1 7 8 5 9

T -7 0

N o . 7 8

N o n e

A T C C 1 7 8 5 9
,

T -7 0
,
N o . 7 8

N o n e

A T C C 1 7 8 5 9 ,

T ･7 0
,
N o . 7 8

1 02 4 0
- 5 1 2 0

1 0 2 4 0
-

5 12 0

1 0 2 4 0 - 5 12 0

< 1 6 0

< 32 0

< 1 6 0

1 0 2 4 0
-

2 5 6 0

< 3 2 0 < 32 0

< 3 2 0 < 1 6 0

< 3 2 0 5 12 0 - 1 2 8 0 < 3 2 0

*
f N u m b e r o f s t r ai n s t e st e d .

■ ◆
: L e s s th a n 4 0 .

T a b l e 5 . R el a ti o n s hi p b e t w e e n a g gl u ti n a ti o n a n d t o xi g e ni cit y o f C ･ d i6i cil e st r ai n s

N u m b e r

G r o u p of

s tr ai n s

N u m b e r o f s tr ai n s sh o w i n g c y t o t o x i cit y o f

0 6 4 - 1 2 8 2 5 6 - 51 2 1 0 2 4 - 20 4 8 4 0 96
-

8 1 9 2

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

39 0

7 7

1 9 1 1

1 4 5

0 1

0 0

3 5

2 4

2 0 1 8

0 0

0 0

3 0

T a b l e 6 . R el a ti o n sh i p b e t w e e n a g gl u ti n ati o n a n d t o x i g e ni c ity o f C ･ d iei cil e s t r a i n s

f r o m h e alth y a d u lt s

N um b e r

G r o u p of

S tr ai n s

N u 皿 b e r of s t r a i n s sh o w i n g c yt o t o x i cit y of

0 6 4- 1 2 8 2 56
-

5 1 2 1 0 2 4 - 2 0 4 8 4 0 9 6 - 81 9 2

Ⅰ

口

Ⅲ

Ⅳ

19 0

2 2

16 9

1 3 4

0 1

0 0

2 5

2 4

8 1 0

0 0

0 0

3 0
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T a b l e 7 ･ R el a ti o n sh it) b et w e e n a g gl u ti n a ti o n a n d t o x i g e ni ci ty of C . d 換 地 st r a in s

f r o m a n tib i o ti c ･

ad m i nis te r ed p a ti e n ts wi th o u t d i a r r h e a

N u r n b e r

G r o u p o f

S t r ai n p

N u m b e r of s tr ai n s sh o w i n g c yt o t o x i cit y of

0 6 4
-

12 8 2 5 6 - 5 12 1 02 4 -

20 4 8 4 0 96
-

8 1 92

Ⅰ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

0 0

5 0

2 1

1 0

0 2 2

0 0 0

0 0 0

0 0 0

T a bl e 8 ･ R el a ti o n s hi p b e t w e e n a g gl u ti n a ti o n a n d t o x i g e ni cit y of C di5i cile st r ai n s

士r o m a n tib i o ti c
-

a S S O Ci a t e d d i a r rh e a o r P M C p a ti e n t s

N u m b e r

G r o u p of

S tr ai n s

N u m b e r of st r ai n s s h o wi n g c yt o t o xi cit y of

0 - 5 1 2 1 0 2 4 - 2 0 4 8 4 0 96
-

81 9 2

I 13 0 9 4

ⅠⅠ
,
ⅠⅠⅠ

,
Ⅵ 0 0 0 0

% ) が Ⅱ 群に 属 した
. Ⅲ , Ⅳ 群 に 属 し た 4 株 ( 30 .8

% ) 中1 株 ( 25 % ) の みが 有毒株 で あ っ た ( 表 7 ) .

抗生剤投与 に よ る P M C 及 び 下 痢 症 患 者 糞 便 由 来 の

13 株に 関し て は , 全株 が強毒株 で Ⅰ群 に 属す る こ と が

判明 した ( 表8 ) .

Ⅵ . 抗菌血 清 の 特異 性

A T C C 1 7 8 5 9 ,
T - 7 0 ,

N o .7 8 株の 3 種類の 抗菌血清

に 対し , 対照 と して 用 い た他 の Cl o s t ri d i a 4 5 薗種69

株 す べ て が 全 く 凝集 せ ず , こ れ ら 抗 菌 血 清 は C .

d iffi cil e に 特 異的で あ る こ と が判明 し た .

Ⅶ . ソ ル ビ ト ー ル 分 解性 と毒素原性

糖分解試験 の 成績 と毒 素原性の 関 係 を 検 討 し た 結

果 ,
ソ ル ビ ト

ー ル 分解性 と毒素原性 の 間 に 密接 な関係

が 認め られ た , 即 ち ,
ソ ル ビ ト

ー

ル 分牌陽性 60 株中 51

株 ( 85 % ) が 有毒株で あ っ た が ,
ソ ル ビ ト

ー ル 分解陰

性1 9 株申有毒株は 5 株 ( 26 . 3 % ) に 過 ぎず ,
ソ ル ビ

ト
ー ル 分解陽性株 に 有毒株 の 多 い こ と が判 っ た .

考 察

C . d iffi c il e の 凝集反応 に よ る抗原分析 に つ い て は
,

S n y d e r
1 3 >

が 最初に 報告 し , 有毒株 の 非加熱抗 原 を 用

い て 作製し た抗 菌血清が
, 有毒株 , 無毒株の い ず れ を

も凝集し
, 凝集反 応が無毒株 の 同定 に 有効で あ ると述

べ る と と も に
,
C . d iffi cil e に は少 なく と も 2 種類の 表

面抗原が あ る こ と を述 べ た . ま た最近 ,
H afi z ら

‖ )
は

,

加熱抗原を 剛 ､ て 凝集反応 を行な い , C . d iffi cil e が 共

25

通抗原の 他 に菌株特異抗 原を有す る と報告 し た .

今回 , 先ず 凝集反 応に用 い る抗原及 び抗菌血清を検

討 し た結果 , 凝集反応に よ る群別に際 して は ,
ホ ル マ

リ ン 抗原が 有用で あ る こ とが 判 っ た . 同抗原を 用い て

凝集反応を 行な っ た結果 . 披験79 株 は 有 毒 株 A T C C

1 7 8 59 株 t 無毒株 T -

7 0 (抗生剤投 与, 非下痢患 者糞

便由来菌株) , 無毒株 N o .7 8 株 (健康老人糞便 由 来菌

株) 抗菌血清に 対し , そ れ ぞ れ 高い 凝集価で 凝集 する

群 ( Ⅰ , Ⅲ , Ⅲ群) と , こ れ ら抗菌血清に はと ん ど

凝集 しな い 群 ( Ⅳ群) の 4 群に 分 け る こ と が で き た .

さ らに 吸収試験 の 結果 , A T C C 1 78 59 株抗 菌血清 に 特

異的被凝集性を 示す Ⅰ群 に 属す るす べ て の 菌株が 群特

異表面抗 原を有 する こ とが 判明し
, 披験 C . d iffi cil e

はⅠ 群特 異表面抗原の 有無に よ り , 血清学的に 大 きく

2 っ の 群 に 分け る こ とが で き た . また さ ら に
, 群特異

表面抗原 を有 し たⅠ 群の はと ん ど 全 株 が 強毒 素 で あ

り , 抗生剤投与 に よ る P M C 及 び下痢症 患者糞 便 由 来

菌株 す べ て が
,

Ⅰ 群 に 属す る こ とが 判 っ た . 即 ち , Ⅰ

群特異表面抗原 が病原性と 密接に 関連し ,
こ と に 抗生

剤投与 に よ る P M C 及 び下痢症 の 発症に 何 らか の 役 割

を果 た し て い る こ と が 示唆さ れ た .

有毒 Cl o s t ri d i a 菌種の
, こ と に 無毒株 の 同定に 際し

て は
, 血清学的手法 もま た有効 な方法 で あ る こ と は

,

芹川 ら
15 )が C . b o t u li n u m t y p e C 及 び 山岸 ら

= 引
が C .

P e rf ri n g e n s ty p e s C
,
D に お い て 示 した . 本研究で 用

い た 3 種類 の ホ ル マ リ ン 抗原 に 対す る抗菌血 清を併用
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すれ ば . 披験79 株全株が 凝集反応陽性 と な る こ と が判

っ た .
こ れ に 対 し , こ れ ら の 3 種類 の 抗 菌血清 は い ず

れ も他 の Cl o st ri d i a 菌種を 全く 凝集 しな か っ た こ と

か ら , 本抗菌血清が C .
d iffi c il e 同定用抗菌血 清 と し

て 実用に供 し得 る も の で あ る と考 え る ･ さ ら に ･ 抗生

剤投与に よ る P M C 及び下痢症患者糞便 由来 の す べ て

の 菌株 及 び ほ と ん ど の 強 毒 株 が ,

一 標 準株 A T C C

1 7 8 59 株抗菌血清 と特異的 に 凝 集 し た 事 実 に 鑑 み
t

P M C を疑 う患者糞便か らの 分離 菌株の 毒 素 原 性 に っ

い て は ,
こ の 標準株抗菌血清を 用 い た凝集反応が 極 め

て 有 軌 且 ,
簡 便で 実用的 な方法 で あ る と考 え る ･

C . d iffi cil e の ソ ル ビ ト ー ル 分解性 に 関 して は
, 陽性

あ る い は陰性 とさ れ
, 研究者 に よ っ て 一 致 し て い な

い
1 仰 7)1 8 )

. 本研究 に おい て も ソ ル ビ ト ー ル 分解性 は , 陽

性 あ る い は陰性 と様 々 で あ っ た が
,

ソ ル ビ ト
ー ル 分解

性 と毒素原性 の 間に 密接 な関係が 認 め ら れ . 分解陽性

株 の 大多数が 有毒株で 分解陰性株 の 大多数が 無毒 株で

あ っ た .

結 論

抗生剤投与 に よ る 偽膜性大腸 炎や下痢症 患者 ,
さ ら

に 健康 人 な ど
, 各 橡由来 の C . d iffi c il e 79 株 に つ い

て 凝集反応 に よ る群別を試 み , 毒素原性 , 病原性 との

関係を検討 し た . そ の 結果
,
4 群 に 分 け る こ と が で き た

が , さ らに 吸 収試験 の 結果 , 第 Ⅰ群 ( 39 株) の み が群

樽異抗原を 有す る こ と が判 っ た . 毒素 原性に 関 して は
,

第 Ⅰ群 の ほ とん ど全株が強毒株 で あ り , 第IlI
, Ⅳ 群合計

33 株は そ の 52 % が 有毒株 で あ っ た が
,

そ の 大多数 は

弱毒株であっ た . また , 第ⅠⅠ群の 7 株 は全株が 無毒株 で

あ っ た .
こ れ ら の 菌群を 由来別 に検討 し

, 健康 人あ る

い は抗生剤服用者 で 腹部症状 の な い 患者 由 来 63 株 の

36 .5 % は第 Ⅰ群 に 属 した が
,

P M C 及び下 痢症患者 の

場乱 13 株全株が 第l 群 に 属す る こ とが 判り , Ⅰ群特

異抗 原の 臨床的 な重要性が 示唆 され た . ま た
,

ソ ル ビ

ト
ー ル 分解陽性株 の 大多数が 有毒株 で あ っ た ･

稿を終 わ るに 臨み
,
懇篤 な御校 閲を戴 きま した 恩師西田 尚

紀教授 に心か ら謝意を捧げ.ま す . ま た , 実験の 遂行に あた り

終始 直接御指導御助言を戴きま した 中村信
一

助教授 は じめ ･

多大な 御協力を戴きました 微生物学教室員各位 に深く感謝の

意を表 しま す .
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: T h e s o m ati c a n ti g e n s f o r

t h e C l o st ri d i u m w el c h ii g r o u p o r g a n i s m s . J ･

H y g .
,
4 0 , 5 0 1

-

5 0 2 (1 9 4 0) ･



C l o s t ri di u m diffi cil e の 凝 集反応 と毒素原性

1 2) S te r n e
,

M . E . & v a n H e y n i n g e n
,

W . E . :

C l o s t ri d i a , p 5 4 5
-

5 7 5 , I n R . J . D u b o s & J . G .

H i r s h ( e d) , B a c t e ri al a n d m y c o ti c i n f e cti o n s o f

m a n , 4 th e d .
Li p pi n c o tt C o .

,
P h il a d el p h i a

, 1 9 6 5

1 3) S n y d e r
,
M . L . : F u r th e r s t u d i e s o n B a ci ll u s

d iffi c ili s (H al 1 a n d O
'

T o o l) . J , I n f e c . D i s .
,
6 0

,
2 2 3

- 2 3 1 (1 9 3 7) .

1 4) H a fi z . S . & O a k l e y ,
C . L . : C l o s t r id i u m

d iffi c il e = i s o l ati o n a n d c h a r a c te ri s ti c s . J . M e d .

M i c r o b i o l .
,
9

,
1 2 9

-

1 3 6 ( 1 9 7 6 ) .

1 5) S e ri k a w a
,
T .

,
N a k a m u r 8 , S . & N i s h i d 8

,
S . :

D i s t ri b u ti o n o f C l o s t rid i u m b o t u li n u m

`

t y p e c

i n I s h i k a w a P r ef e ct u r e , a n d a p pli c a b ili t y o f

a g gl u ti n a ti o n t o i d e n tifi c a ti o n o f n o n t o x i g e n i c

i s o l a t e s o f C . b o t u li n u m t y p e C . M i c r o b i o l .

I m m u n o l リ
2 1 , 1 2 7

-

1 3 6 (1 9 7 7) .

2 7

1 6 ) Y 8 m & gi s h i l T ･
,

Y o s h i z 8 W a , J ･
,

K a w & i
, M . ,

S e o
, N . & N i s h id 払 S ∴ I d e n tifi c a ti o n o f i s o l at e s

O f Cl o s t ri d i u m p e rf ri n g e n s t y p e C a n d b y

a g gl u ti n a ti o n a n d fl o r e s c e n ト a n ti b o d y m e th o d s .

A p pl . M i c r o b i o l .
,
2 1 , 7 8 7

-

7 9 3 (1 9 7 1) .

1 7 ) H ol d m & n
,
L . V .

,
C a t o

,
E . & M 00 r e

,
W . E . C . :

A n a e r o b e L a b o r a t o r y M a n u a l
,

4 t h e d .
, p 8 2

,

A n a e r o b e L a b o r a t o r y V i r gi n i a P o l yt e c h n i c

I n s tit u t e a n d S t a t e U n i v e r sit y ,
B l a c k s b u r g ,

1 9 7 7 .

1 8) S mi t h
,
L ･ D S . & H o b b s , G . : C 1 0 St ri di u m

,

p 5 5 8 ･ I n R ･ E . B u c h a n a n & N . E
. G i b b o n s ( e d .) ,

B e r g e y
'

s M a n u a l o f D et e r m i n a ti v e B a c t e ri o l o g y ,

8 th e d . T h e W illi a m s & W il k i n s C o .
,
B alti m o r e ,

1 9 7 4 .
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c h 甜 a Ct e 血 抽 m o官 恥 痍 e m五e C且0 $ 扇 血 m 舶 蝕 鮎 b y A 鎚匝 血 血 泊 弧 d S o r 仙 川 e Ⅲm e 皿 ･

ぬ 蝕 m . M a s at o M i k a w a
,
D ep art m e n t o f B a c t e ri ol o gy ( D ir e ct o r: P r of

･
S ･ N ishid a) ,

S c h o ol o f

M e dici n e , K a n a z a w a U mi v er sit y ,
K a n a z a w a 9 2 0 ･

- J ･ J u z e n M e d ･ S o c ･ , 9 0 ,
2 ト 2 8 ( 1 9 8 1) ･

K e y w o Fd s : C l o st ridi u m d 脚Cilb
･
An tibi o tic ･ a SS O Ci at e d p s e u d o m e m b r a n o u s c o h ti s

,

A ggl u ti n ati o n o f C d 聯 C H e
･
P a th og e nicity o f C d 脚 C H e ･ S o r bit ol

鎚r 皿 e n t ati o n o f C d 沼訪 独.

A t o t al o f 7 9 C l o s tri d i u m d 押 Cil e st r a in s f r o m di f f e r e n t s o u r c e s ( 5 0 s t r a in s f r o m h e a lt h y

ad u lt s
,
1 3 f r o m a n tib i o ti c -

a d m i n i s t e r e d p ati e n t s w it h o ut d i a r r h e a
,
1 3 f r o m a n ti b i o ti c -

a S S O Ci a t e d

p s e u d o m e m b r a n o u s c o h ti s ( P M C) o r d i a r r h e a p a ti e n t s
,

a n d 3 A T C C st r ai n s) w e r e in v e stig a t e d f o r

a g gl u ti n a b i h t y ,
b y u si n g f o r m o トt r e at e d c e u s a s a n ti g e n

,
in r e l a ti o n t o t o x i g e n i cit y ･ C " iH i c il e

st r ai n s t e st e d w e r e d i v id e d i n t o f o u r g r o u p s
,
Ⅰ

,
Ⅱ

,
Ⅲ , a n d Ⅳ b y c r o ss -

a g gl u ti n ati o n t e st ･ A g
-

gl uti n in -

a b s o rp ti o n t e s t r e v e al e d t h a t t h e st r ai n s o f g r o u p I ,
a g g l u t in a b l e w it h h i gh tit e r ( 1 0 2 4 0 -

5 1 2 0) t o a n tis e ru m p r e P a r e d a g ai n st a h igh 1 y t o xi g e n i c C d m cil e st r ai n A T C C 1 7 8 5 9
, p O S S e S S e d

g r o u p
- SP e Cifi c an tig e n ･ A 1l o f t h e st r ai n s o f g r o u p I w e r e h igh l y t o x ig e n i c , a n d all o f 1 3 st r ai n s

fr o m a n ti b i o ti c - a SS O Ci at e d P M C o r d i a rr h e a p a ti e n t s b el o n g e d t o t h i s g r o u p ,
W h e r e a s o n ly 1 9

( 3 8 % ) o f 5 0 st r ai n s f r o m h e alt h y a d u lt s a n d o n l y 4 ( 3 0 ･8 % ) o f 1 3 st r a i n s f r o m a n ti b i o ti c
.

a d m i n i st e r e d p a ti e n ts w it h o u t d i a r r h e a p o s s e s s e d t h is a n ti g e n
･

T h i s i n d i c a t e d t h a t t o x i g e n i c C ･

diJy i cil e w it h a p a rti c u l a r s u r f a c e s t r u ct u r e m i gh t c a u s e q n ti b i o ti c
-

a S S O C i at e d P M C o r d i a r r h e a
,
a n d

als o t h a t t h e r s e r ol o gi c al m e t h o d w it h t h e a n ti s e ru m a g ai n st a st r ai n A T C C 1 7 8 5 9 w o u ld b e

p r a cti c a u y u s e fu 1 f o r t h e i d e n tifi c ati o n o f t o x ig e n i c C 斬 首cil e f r o m t h e f e c e s o f an ti b i o ti c
-

as s o ci at e d P M C o r d i a r r h e a p a ti e n t s ･
A n ti s e r a u s e d a g g l u t in at e d

,
t O S O m e e X t e n t

,
all o f t h e

st r ai n s o f C d 郷 Cil e b u t n o n e o f t h e st r a i n s o f o t h e r cl o s tri d i al sp e ci e s
,
Sh o w i n g t h a t s e r ol o gi c al

m e t h o d wi t h t h e s e an tis e r a w o ul d b e p r a c ti c a ll y a p p h c a b l e t o t h e i d e n tifi c a ti o n o f C d 郷 Cil e ･

T h e r e s u lt s o f c a r b o h y d r a t e f e r m e n t a ti o n t e st d i s cl o s e d a cl o s e r el a ti o n s h ip b e t w e e n t o x ig e n i cit y

an d s o rb it ol f e r m e n t ati o n o f C
･ d 脚 Cil e ; S O rb it o I w a s f e r m e n t e d b y m o st o f t h e t o x ig e n i c st r ai n s

o f C d iJfi cil e b u t o n l y b y a f e w n o n t o x ig e n i c st r ai n s ･


