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Cl o st ri d i u m diffi cil e は
,

1935 年 ,
H a11 と

0
,

T o o l e
l }

に よ っ て , 新生児 の 便中 より は じめ て 分 離

さ れ 新生児 の 下痢 や便潜血陽性等の 症状が こ の 菌の

毒素に よ る も の か も しれ な い と報告 さ れ た ･ しか し ･

その 軋 分離方法の 困難 さ の た め か , そ の 存在 は報告

さ れ なか っ た . 近年 . 抗生物質 の 開発 一 便用 と と も に ･

抗生物質使用患者 が し ばしば 下痢を 主症状 と す る偽膜

性大腸炎 を合併する こ とが 報告 され
糾 )

, しか もそ の 便

申に ,
C . d iffi cil e に よ る と思 わ れ る毒 素 が 証 明 さ れ

た . こ の 毒素液を 実験動物 に 注射 す る こ と に より , 人

間と同様な偽膿性大腹炎を発症 せ しめ る こ と が認 め ら

れ
8 卜 9)

,

一 躍 , 臨床細菌学上, 脚光を あ ぴる よう に な っ

て き た .
そ の た め , 分離用培地 . 毒素産生用 培地 な ど

の 検討 も , 盛 ん に お こ な われ る よ う に な っ て き た ･

G e o r g e 等 は
1 0}

. 19 78 年 ,
C y C l o s e ri n e , C ef o x i n ･ フ ラ

ク ト
ー ス

, 及 び 卵 黄 を 含 む C C F A と 名 付 け た

C . d iffi cil e の 選択培地 を考案 し , 以 来 , 糞便よ り の 分

離 が容易 に な っ た . ま た ,
C

.
d iffi cil e の 毒素産生に は ,

G e o r g e 等 は
川

, C h o p p e d -

m e a 巨 gl u c o s e 培 地

( C M G 培地) , ま た ,
B a r tl e tt 等

1 2)
～ 1 3 )

, 及 び L a r s o n

等
1 4}

は , B r ai n H e a r t I n f u si o n 培 地 ( B H I 培地) が最

適 と報告 して い る . さ ら に , R o lf e 等 は
ほ)

, こ の 2 種 の

培地 と と も に , P r o t e o s e p e p t o n e N o . 3 を 含 む 培地

も 同程度 に 有効で あ る と し ,
ま た培養 に つ い て は

･ 嫌

気的 ( N 28 0 ‰ C O ヱ1 0 % . H 21 0 % ) 環 境下 で の 培

養 が良い と報告 して い る .

著者 は , 本論文 に お い て , 特 に 嫌気的培 養操作 を用

い な い で
, 普通 の 好気的培養下 で , C . d iffi cil e の 毒素

産生に 充分適す る培地 に つ い て 検 討 し た の で 報 告 す

る . ま た こ の 培地を用 い て . 偽膜性大腸炎患者 , 抗生

物質使用中 の 患者 , 及 び健康人の 糞便よ り 分離し た
.

C . d iffi cil e の 各棟の 毒素産生能を , 従来か ら用 いられ

て い る C M G 培地
.

. 及 び B H I 培地 に よ る毒素産生と を

比較検討 し , さ ら に , 症状 と , 毒素産生 との 関連に つ

い て も検討し た .

材料 及 び 方 法

Ⅰ . 使用 菌株

C . di ffi cil e A T C C 1 7 8 59 株 を用 い て 毒素産生の 至適

培養 条件を検 討 した , そ の 他 , 以 下 の 菌株 に つ い て ,

毒素原性を 検討 した . A 群; 抗生物質投与 に よる偽膜

性大腸炎患者糞便か ら分離 した 菌株 ･ 恥51
,
53

,
55

,
57 の

計 4 株 . B 群; 抗生物質投与 に よ
■
り 下痢を 生じ たが

,内

視鏡 的, 病理組織学 的に 偽膜性大腸炎 を認 めな か っ た

患者 糞便 が ら分離 した 菌株 . 軋 59 , 7 4 t 7 7 の 計3 株 ･

C 群; 抗生物質投与を 受 けた が , 下痢 そ の 他 の 胃腸症状

を 全 く呈 さな か っ た患者糞便 より 分離 さ れ た菌株･ N o ･

80 , 8 2 , 8 4 . 8 6 の 計 4 軌 D 群; 健康成人糞便より分

離 し た菌株 . N n 7 8 ,
1 0 1 , 1 0 2 , 1 03 , 1 0 4 , 1 05 , 1 1 0 の

計 7 株 . N o . 7 8 は , N o . 53 と 同 一 の 患者 より 分離され

た も の で
. 偽膜性大腸炎が完全 に 治癒 し て ,2 ケ月後の

糞便中 より 分離さ れ た もの で あ る . こ の 吼 患者は抗

生物質 の 投与 をう け て い な か っ た . N o . 5 3 を 除 い た

A
,
B

,
C 群 の 菌株 ,

お よ び D 群の N o ･ 7 3 の 菌株は ･ 東京

都 養育院の 島田博士 , N o j 3 は東京女子医大の 清水博士

よ り 供与さ れ たも の で あ り ,
D 群 の 菌株 は , 著者らが

分離 し た もの で あ る .
A 群 ～ D 群 の 菌株 は い ず れも ･

C . d iffi cil e 分離用の C C F Å 培地 を用 い て 分 離 した も

の で あ り t 同定 は
.

V P I A n a e r o b e L a b o r a t o ry

M a n u al に 従 っ て お こ な っ た .

T o x in p r o d u cti o n a n d t o x ig e n icit y of Cl o st rid i u m diffi cile ･ S a t o r u T a k a b a t a k e ,
D e ･

p a r t m e n t of B a ct e ri ol o g y , ( D ir e ct o r : P r of ･ S ･ N is hid a) S c h o o l of M e dici n e
,

K a n a z a w a

u ni v e r sit y a n d D e p a rt m e n t o f G e r o n t ol o g y , ( D ir e ct o r : P r of ･ H ･ S e k i m o t o) K a n a z a w a

M e dic al U n iv e r sit y .
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Ⅱ ,
毒素産生用培地

0 .1 % N a - th i o gl y c o ll a t e を含む 培地 を毒素 産

生用基礎培地 と し , 以 下の P e p t o n e
,
お よ び糖 に つ い

て 検 討 し た . 披 験 P e p t o n e ; T r y pt o s e ( D if c o

L ab o r a t o ri e s
,

D et r o i t
, M i c h . , U . S . A .) ,

P r o te o S e p e p t O n e ( D if c o ) ,
P r o t e o s e p e p o t o n e

馳2 ( D if c o ) ,
P r o t e o s e p e p t o n e N o . 3 ( D if c o ) ,

C a sit o n e ( D i f c o ) . N e o p e p t o n e ( D if c o ) ,
B a c t o

-

p e p t O n e ( D if c o ) , C a s a m i n o a ci d s ( D if c o ) ,

M ik u n i p e p t o n e ( M i k u n i , T o k y o , J a p a n ) ,

P o ly p e p t o n e ( D ai g o
,

O s a k a
, J a p an ) ,

P o ly p e p t o n e S ( D ai g o ) ,
T r y p ti c a s e p e p t o n e

(B B L M i c r o b i o l o g y S y s te m s , C o c k e y s v ill e
,

M d . , U .S .
A

. ) , N Z c a s e ( S h ef fi el d C h e m .
,
N e w

Y o rk ,
N

.
Y

‥
U . S . A

.) . 披験糖; フ ラ ク ト
ー ス

, グ ル

コ
ー ス

,
メ レ チ トース

,
マ ニ ト ー ル

. キ シ ロ
ー

ス 及 び

マ ン ノ ー ス . 被験糖 は
, 10 mエの 基礎培地 に , ザイ ツ 濾

過器で 滅菌し た 10 % 溶液を 加え て
. 最終濃度 0 . 5 % に

なる 様 に 加 え た . な お 対 照 と し て . B r ai n H e a rt

I nf n si o n 培地(B H I ; B B L M i c r o b i o l o g y S y s t e m s) t

C h o p p e d
-

m e a t
-

gl u c o s e 培地 ( C M G)
1 6)

を 用 い

た .

Ⅲ . 菌 の 接種方法及 び 培養方法

各菌株を . 1 0 m いか Fl u i d T h i o gl y c o 11 a t e M e d i u m

(F T G ; N i s s a n C o .
,
T o k y o

, J a p an ) 中 で , 1 8 時間 ,

37 ℃で 培養後 ,
さ らに 再度,

F T G 申 に 接種 し なお し ,

37 ℃ . 8 時間培養後 , 各 0 .2 山 を各 々 の 披験培地1 0 mエ

へ 接 種 し た .

､

著 者 の 培 地 に 関 し て は
,

N a
-

th i o gl y c o ll a t e の 添加以 外, 嫌気状態 に は留意せ ず ,

静置培養 を行 っ た
. しか し ,

B H I 培地 . C M G 培地 は ,

嫌気状態 ( N 28 0 % , C O 21 0 %
.

H 21 0 % ) で 培養 し

た
. 培養は い ず れ の 培地 に お い て も , 3 7 ℃で 7 日 間行

っ た .

Ⅳ . 培養濾 液の 調 整

培養濾液 は
, 各々 の 培養液 を10

,
0 0 0 回 転 5 分転｣ 遠 心

後, そ の 上 清を取 り , 毒素液 と し た .

Ⅴ . マ ウ ス 致死毒素畳 の検討

C . diffi cil e の 毒素量 の 定量 を ,
マ ウ ス 致死 毒素量 に

よ り検 討 し た
. 毒 素 液 は , 0 . 0 2 % の g e l a ti n

-

P h o s p h a t e 希釈液 ( pH 6 . 5 ) に て . 順次 2 倍希釈 し ,

各毒素液 に つ き
, 1

～

2 匹の マ ウ ス 尾 静脈 に
. 各0 . 2 5

扉注射し , 注射後. 4 8 時間 内の 死 亡 の 有 軌 こ つ い て 観

察し , M L D / m ほ も とめ た .

成 績

Ⅰ . 毒素産 生に対す る各種 P e pt o n e の 影響

T r y p t o s e ,
P r o t e o s e p e p t o n e N o . 3 , P r o t e o s e

p e p t o n e , P r o t e o s e p e p t o n e N o . 2 な ど , 計 13 種 類

の おの お の の P e p t o n e に つ い て
, 1 . 5 % P e p t o n e 加

基礎培地を 作製 し, 滅菌後 . 別に 滅菌 した グ ル コ ー ス
.

あ る い は フ ラ ク ト
ー ス を最終濃度0 . 5 % に な る様 に 添

加 し , 煮 軌 急冷後 . C . d iffi c il e A T C C 1 7 85 9 培養菌

を接種 , 37 ℃ 1 週 間培養後 ,
そ の 毒素産生を検討 し た

( T a b l e l) . そ の 結果 ,
T r y pt o s e

,
P r o t e o s e p e pt o n e

N o . 3 , P r o te o s e p e pt o n e の 3 種の P e p t o n e が こ の 菌

の 毒素産生 に 良好 な こ とが わ か っ た . ま た , 毒素価が ,

102 4 M L D / 山 以上 を示す 培地は い ずれ も, 培養液頭 は .

6 .0 以 上で あ っ た . 逆 に
,

グ ル コ ー ス を 添加 し た N Z

C a S e , 及 び P o l y p e p t o n e 加基礎培地 ,
ま た プ ラク ト ー

ス を添加 し た N Z c a s e , 及 び P o l y p e p t o n e 加 基 礎 培

地で は
, 培養液pH は , 6 . 0 以下を 示し, 毒性 は8 M L D /

mL 以 下 と 低 い 億 を 示 し た . B a ct o
-

p e p t O n e ,

C a s a mi n o a ci d s 加基礎培地で は , 菌 の 発育 が悪 く t 毒

素の 産生 も低か っ た . 以上の 結果, 以下の 実験 で は
t

P e p t o n e と して , T r y p t o s e と P r o t e o s e p e p t o n e を

用 い て 検討 し た
.

汀 . 毒素産生 に対 する各種 糖の 影 響

1 .5 % の T r y p t o s e
. 及 び P r o t e o s e p e p to n e 加 基

礎培地 に , フ ラ ク ト
ー ス 及 び グル コ

ー

ス を はじ め と す

る分解陽性糖計6 種の 糖 を各々 0 . 5 % 添加し , そ の 毒

素産生 に 及 ぼす 影響を検討 した ( T a b l e 2) . 表 の ご と

く . 他の 糖 に 比 べ て , フ ラ ク ト ー ス 及 び
.

グ ル コ ー ス

加基礎培地 に お い て , 高 い 毒素産生が 認 め ら れ た . 培

養液pIi は .
い ず れ の 糖添加培地に お い て も , 6 . 0 以 上 で

あ っ た . ま た菌の 発育 は
,

フ ラ ク ト ー ス の 存在下 に お

い て 最 も良好 で . グ ル コ ー ス
,

マ ン ノ ー ス
.

メ レ チ ト

ー

ス ,
マ ニ ト

ー

ル
. キ シ ロ ー ス の 順に 低下 した . 以 上

の 結果, 以 下の 実験に お い て . 糖と し て , フ ラ ク ト ー

ス
, 及 び グ ル コ

ー

ス
,
P e p t o n e と して , T r y pt o s e を用

い た .

Ⅲ . 毒素産生 に対 す る穂波度の 影 響

汀 の 実験 に お い て 検討し た 6 種の 糖 の う ち , フ ラ ク

ト ー ス
, 及 び グ ル コ

ー ス が毒素産生に 最 も有効で あ る

と 思 わ れた の で
.

その お の お の の 糖 に つ い て , 至適 濃

度を 決定 す る た め に こ の 実験 を行 っ た ( T a b l e 3) . 菌

の 増殖は , フ ラ ク ト
ー

ス 添加培地の 方 が各濃度に お い

て , グ ル コ
ー ス 添加培地よ り もや や良 好で あ っ た . グ

ル コ ー

ス は 0 . 5 % で 1 02 4 M L D /山 と 最 高 の 致 死 毒性

を示し た . しか し
, 0 . 7 5 % , 1 % , 1 . 5 % で は , 0 , 5

% の 場合 に 比 べ て
, 菌の 増殖状況 は は ぼ同程度で あ る

の に , そ れ ぞ れ , 8 , 8 , 4 M L D / m L と 低い 致死 毒性 し か

示さ な か っ た .
こ の 0 .7 5 % , 1 % t l . 5 % で は .
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T a bl e l . E ff e ct of p e pt o n e o n t o x i n p r o d u c ti o n

P e pt o n e

T o x i cit y ( M L D / m l) i n th e

m e di n m c o n t a i ni n g O .5 % o f

G l u c o s e F r u c t o s e

T r y pt o s e (D if c o) 5 1 2 10 2 4

P r ot e o s e p e p . N o . 3 (D if c o) 5 1 2 10 2 4

P r ot e o s e p e pt o n e (D if c o) 1 0 2 4 5 1 2

P r o t e o s e p e p . N o , 2 ( D if c o) 2 5 6 5 1 2

C a sit o n e (D if c o) 5 1 2 2 5 6

M i k u n i f 杷 p t O n e (M i k u ni) 1 2 8 2 5 6

P ol y p e pt o n e S
.
( D aig o) 8 2 5 6

T ry pti c a s e p e p t o n e ( B B L) 1 2 8 1 28

B a c t o
-

p e pt O n e (D if c o) 6 4 1 28

N e o p e pt o n e (G if c o) 6 4 6 4

C a s a m i n o a ci d s ( Dif c o) 1 6 3 2

N Z c a s e (S h e 丘 eld C h e m .) 4 8

P ol y p e p t o n e ( D ai g o)
_

0 田

B a s al m e di um : P e pt o n e l .5 % ,
N a 2Ii P O 4

･ 1 2 H 2 0 1 ･0 % ,
Y e a st e x t r a c t O ･4 % ,

N a
･thi o gl y c o11 a t e O .1 % .

S tr ai n u s e d : C l o s tri di u m di伍 cil e A T C C 1 7 85 9 .

T a b l e 2 , E ff e c t o f s u g a r o n t o x in p r o d u cti o n

･ S u g a r

T o x i cit y (M L D / m l)i n th e

m edi u m c o n tai ni n g l .5 % o f

T r y p t o s e

P r o t e o s e

T) e T) t O n e

F r u ct o s e 1 0 2 4 51 2

G l u c o s e 51 2 51 2

M el e zit o s e 64 2 5 6

M a n nit ol 1 28 3 2

Ⅹyl o s e 1 2 8 8

M a n n o s e 6 4 3 2

N o s u g a r 8 8

B a s al m e di u m : S u g a r O .5 % ,
N a 2 H P O 4

･ 1 2 H 2 0 1 .0 % ,
Y e a s t e x tr a c t o ･4 % ,

N a
-thi o g! y c o ll a t e O .1 % .

S tr ai n u s e d : Cl o s tridi u m di伍 cil e A T C C 1 7 8 5 9 .
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いずれも培養液p8 は 6 ･ 0 以下 で あ っ た ･
フ ラ ク ト

ー ス

の場合も , ほ ぼ グ ル コ
ー ス の 場合 と同 じ結果を 示 し ･

その 0 .5 % 濃度が 1 02 4 M L D 仙 で 最高 の 致 死 毒 性 を

示し . pH に 関 して も同じ 結果を示 し た ･ 以 上の 結果 よ

り ,
プ ラ ク ト ス ･ 及 び グ ル コ

ー

ス の 濃度 は , 0 ･ 5 % が

至適と思わ れ た ･

Ⅳ . 毒 素性 に対す る T r y pt o s e p e p t o m e の 過度 の

影 啓

各種濃度の T r y p t o s e p e p t o n e 加基礎培地 に
･
0 ･ 5

% の割に ,
フ ラ ク ト 剛 ス ･ ま た は グ ル コ ー ス を添加 し ,

T r y p t O S e p e pt O n e の 毒素産生に お け る至適濃度 を検

討し た ( T a b l e 4) ･ フ ラ ク ト ー ス を 添 加 し た 時t

T r y pt o s e p e pt o n e 濃度が , 1 .5 % . 2 . 0 % , 3 .0

% の い ず れ に お い て も , 10 24 M L D / m は , 最高の 致死

毒性を示･し た .

一 方 , グ ル コ ー ス を 添 加 し た 時 は .

T r y p t o s e p e p t o n e の 濃 度 が 2 . 0 % で の み ･

1 0 24 M L D / m L の 致 死 毒 性 を 示 し た . 以 上 よ り ,l

T r y pt o s e p e p t o n e の 濃度 と して , 2 .0 % を 用い る こ

と に し た
.

ま た , フ ラ ク ト
ー ス が グ ル コ ー ス よ り ,

T ry p t o s e p e pt o n e の 各濃度 に 対 して 比較的安定 した

毒素産生 を示 した の で . 糖と し て は
.
0 .5 % フ ラ ク ト

ー

ス を 用 い る こ と と し た . 以 上 の 結 果 よ り , 2 %

T r y p t o s e p e pt o n e ,0 . 5 % フ ラ ク ト ー ス 加 基 礎 培 地

( 以下. T Y F 培地 と呼ぷ) が . 毒素産生に 最 も有効 な

T a bl e 3 . E ff e c t of s u g a r c o n c e n t r a ti o n s o n t o x i n p r o d u c ti o n

S u g a r

C O n C e

.
n t r a ti o n ( % )

B a c t e ri al g r o w th

訂 O W tb (O D 5 60)
p H

T o xi cit y

(M L D / m l)

G l u c o s e O . 2 5 0 . 6 4 6 . 7 5 1 2 8

0 .5 0 1
.
0 0 6 . 3 2 1 0 2 4

0 . 75 1 . 0 4 5 . 6 4 8

1 . 00 1
. 0 4 5 . 6 0 8

1 . 5 0 0 . 9 8 5 . 5 2 4

F r u c t o s e O . 2 5 0 . 6 7 6 . 8 0 1 28

0 . 5 0 0 .9 5 6 .5 5 1 0 2 4

0 . 7 5 1 .2 2 5 . 43 8

1 . 0 0 1 ,2 1 5 . 4 0 4

1 .5 0 1 . 21 5 . 3 5 0

B a s al m e di u m : T r y pt o s e 2 .0 % ,
Y e a s t e x t r a ct O .4 % ,

N a 2
H P O ｡

･ 1 2 H 2 0 1 ･0 % ･

S t r a i n u s e d : C l o s tridi u m di伍 cil e A T C C 1 78 5 9 .

T a bl e 4 . E ff e c t o f t r y pt o s e p e pt o n e c o n c e n tr a ti o n s o n t o x in p r o d u c ti o n

T r y p t o n e

c o n c e n t r a ti o n

( % )

T o x i city ( M L D / m l) i n th e m e di um

C O n t ai ni n g O .5 % of

F r u c t o s e G l u c o s e

0 . 5 2 5 6 1 28

1 . 0 2 5 6 2 56

1 . 5 1 0 2 4 5 12

2 . 0 1 0 2 4 1 0 2 4

3 .0 1 0 2 4 2 5 6

B a s al m e di um : Y e a st e x t r a c t O .4 % ,
N a 2 H P O 4

･ 1 2 H 2 0 1
.0 % ,

N a
-thi o gl y ･

C Oll a t e O .1 % .

S t r ai n u s e d : C l o st ridi u m di缶 cil e A T C C 1 78 5 9 .
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こ と が わか っ たの で , 以 下の 実験 に は t こ の 培地 を用

い た
.

Ⅴ . 車 乗産生に 対す る金 属イ オ ン の 影 響

F e
2 +

,
Z n

2 +

,
M n

2 十

,
M g

2 十

N a
十

. K
+

の 各種 イ オ ン

の , C . di ffi cil e の 毒素産 生に 及ぼ す影 響 を 検 討 し た

が . 何 ら の 影響 も及ぼ さ な か っ た
.

Ⅵ . 毒素産生に対 す る培葦 温度 の 影啓

､ T Y F 培地の 至 適温度 を決定 する た め に こ の 実 験 を

行 っ た ( T a b l e 5) . 表 の ごと く . 37 ℃ で 最高 の 致死毒

性を示 し . それ 以下の 温度セは 明ら か に , 致死毒性の

低下 を示 し た . 従 っ て
, 至適培 養温度 は 37 ℃ と して ,

以下 の 実験 を行 っ た .

Ⅶ . 毒素産生に対す る培養期 間の 影響

T Y F 培地を 用 い て
, 静置培 養に お け る , C . d iffi cil e

の 毒素産生 と培養時間の 関係 を検討 した ( T a b l e 6) .

培養1 日目 で す で に 毒素 が認 め ら れ
, 培養 7 日目 に 最

高に達 し , 培養1 4 日 ま で 低下 しな か っ た が
, 培養21

日目に は著明 に 低下し た .

Ⅷ ･ 毒 素産生に 対す る 培養 気相条件の 影 響

T Y F 培 地を 用 い て t 非嫌気 的又 は 嫌気 的培養条件に

お け る 1 週 間培 養後 の 毒素産生 を検 討し た( T a b l e 7) .

菌の 増 殖は , 非嫌 気 臥 嫌気的培養 t い ずれ の場合で

も 大き な差異 は認 め られ な か っ たが t 毒素産生は
t 非

嫌気的培養 に お い て 一 最 も良好 で あ っ た . 培養液動ま

嫌気的培養 に お い て は , H 2 存在下 を除 き , よ り酸性に

傾 む い た .

Ⅸ ･ 各種培地 に お ける C ･d i f fi c il e A T C C 1 7 8 59 の毒

素産 生

T a b l e 8 の よ う に
,

T Y F 培 軋 及 び 従 来 よ り

C
･
d iffi cil e の 毒素産生用培地 と して 報告さ れ て い

る C h o p p e d
-

m e a t -

gl u c o s e 培 地 ( C M G 培 地) t

B r ai n H e a rt I n f n si o n 培 地 ( B H I 培地) を用 い て
, 非

嫌気 的 , 及 び N 280 % . C O 21 0 % .
H 210 % の嫌気

的条件下 に て
, 3 日 臥 お よ び 7 日間培 養し

, 各々 の毒

素産生 に つ い て 検討 した . T Y F 培地 で は明 らか に非嫌

気的静止培 養の 方 が
, 毒素産生 は良好 で あり t 逆に

,

T a b l e 5 ･ E ff e c t of i n c u b a ti o n t e m p e r a t u r e o n t o x i n p r o d u c ti o n

I n c u b ati o n

t e m p e r a t u r e

(
O

C)

B a c t e ri al

餌 O W tb

(O D 5 6 0)
p H

T o x i city

( M L D / m l)

3 0 0
.

. 5 7 6 . 2 1 3 2

3 7 1 . 0 9 6 . 4 7 5 1 2

4 2 1 . 1 6 6 . 5 2 2 56

M ed i u m : T r y p t o s e 2
.0 % ,

Y e a st e x t r a ct O .4 % ,
F r u c t o s e O .5 % ,

N a 2 H P O 4

1 2 H 2 0 1 .0 % ,
N a

･thi o gl y c oll a t e O .1 % .

S t r ai n u s e d : C l o st ridi u m di伍 cil e A T C C 1 7 8 5 9 .

T a bl e 6 ･ E ff e c t o f i n c u b a ti o n p e ri o d o n t o x i n p r o d u c ti o n

I n c u b a ti o n

p e ri o d

(D a y)

B a ct e ri al

g r o w tb

( O D 5 6 0)
p H

T o xi ci ty

( M L D / m l)

ロ 0 .9 4 5 . 7 8 3 2

田 0 .9 5 6 . 0 8 6 4

5 1 . 0 0 6 . 1 5 2 5 6

7 1 . 0 5 6 . 3 0 1 0 2 4

1 4 1
.
1 7 6 . 4 5 1 0 2 4

2 1 1 . 3 8 6 . 6 0 2 5 6

M e di u m : T r y p t o s e 2 .0 %
,
Y e a st e x t r a c t O .4 % ,

F r u c t o s e O .5 % ,
N a 2 H P O 4

･

1 2 H 2 0 1 .0 % ,
N a

･thi o gl y c oll a t e O .1 % .

S tr ai n u s e d : C l o s trid i u m di 侃cil e A T C C 1 7 8 59 .
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c M G 培 軋 B HI 培地 で は嫌気的条件 で の 培 養方 法が良

好で あ っ た ･ ま た培養期間 に 関 して はt
い ず れ の 培地

におい て も7 日 間培養 で 十分 で あ る こ と が わ か っ た ･

以下の 実験 で は ･ 2 % T r y p t o s e p e p t o n e ･0 ･5 % フ

ラク ト
ー ス を 含む T Y F 培地 を用 い て

,3 7 ℃
t 7 日 間培

養に て.
C ･ d iffi cil e の 毒素産生を 検討し た ･

X . 臭 っ た 由来 の C ･ di f fi eil e の毒 素産生

様々 な糞便 より分離 さ れ た 18 株の
, C ･ d iffi cil e の

毒素産生を t 従来よ り . 本意の 毒素産生 に 使用さ れ て

いるC M G 培地 .
B H I 培地 , そ し て , 今回 考案 し た T Y F

培地を用い て t 検討 した ( T a b l e 9 ) ･ C M G 培 地 及 び

BIlI 培地は t 方法の 項 で述 べ た嫌気的条件下 で
, ま た

T Y F 培地 は非嫌気的静置培養で , 3 7 ℃
, 7 日間培養 し

た . 検討し た 18 株申11 株 に 毒素産生 を認 め た . 内視

鏡的及び病理 学的 に 偽膜性大腸炎と診断 さ れ た患者か

ら得られ た A 群 は全株 に
, 毒素産生 が認 め ら れ た . 抗

生物質投与後 t 下痢症状 を呈 した が偽膜性大腸 炎を認
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めな か っ た B 群 は3 株中 1 株 に 毒素産 生 が 認 め ら れ

た . 抗生物質投与後 も , 何 らの 胃腸症状 も呈し な い 患

者由来の C 群 は 4 株 中1 株 に 毒素産生 が認 めら れ た .

健康成人の D 群 で は , 7 株中 5 株に 毒素産生が 認 め ら

れ た . 毒素産生 の 有無 に 関 して は , B H I 培地 . C M G 培

地 , 及 び T Y F 培 地で は全く 同 じ結果を示 し た
一 しか し

毒素藤生畳 に 関 して は , 各培地間 に 明ら か に 差が 認め

られ , T Y F 培地 で は11 株中9 株 ( 82 % ) に お い て t

他の 培地 と同等 も しく はよ り良好 な 毒素 産 生 を 示 し

た .

以下 に お い て , 各 C . d iffi cil e と臨床的所見と の 関連

に つ い て 検討 し た . 抗生物 質の 投与 をう け て い る 11 人

の 患者より分離 さ れ た11 株の C . d iffi cil e ( A , B , C 群)

の う ち
, 偽膜性大腸炎 を呈し た A 群 は t 4 株す べ て に

毒素産生が認 め ら れ , 偽膜性大腸 炎 を 呈 し な か っ た

B . C 群は , 7 株 中わずか 2 株 にし か
. 毒素産生が 認め

ら れず , 抗生物質投与 をう けて い る患者に お い て は t

T ab l e 7 . T o x i n p r o d u c ti o n u n d e r di ff e r e n t g a s c o n diti o n s

G a s c o n d iti o n p H
T o x i cit y

(M L D / m l)

A e r o b i c 6 .1 5 1 0 2 4

N 2 9 0 % ,
H 2 1 0 % 5 .

90 1 2 8

N 2 8 0 % ,
C O 2 10 % ,

E 2 1 0 % 6 . 0 5 1 2 8

C O 2 90 % ,
H 2 1 0 % 5 . 7 2 6 4

H 2 10 0 % L 6 . 2 5 3 2

M e di u m : T r y p t o s e 2 .0 % ,
Y e a s t e x t r a ct O .4 % ,

F r u ct o s e O ･5 % ,
N a 2 H P O 4

1 2 H 20 1 .0 % ,
N a

-thi o gl y c oll a t e O .1 % .

S t r ai n u s e d : C l o st ridi u m di缶 cil e A T C C 1 78 5 9 .

T a bl e 8 . T o x i n p r o d u cti o n of C . d i伍 cil e A T C C 1 7 85 9 in di ff e r e n t m e di a

M e di u m
I n c u b a ti o n

C O n diti o n

Le th al t o xi city (M L D / m l) in c ult u r e s u p e r
･

n a t a n t , fl uid i n c u b a t e d f o r

3 d a y s 7 d a y s

T Y F

C M G

B H I
■

A e r o bi c 2 56 1 0 2 4

A n a e r o b i c
*

1 28 1 2 8

A e r o bi c 1 28 2 5 6

A n a e r o b i c 2 5 6 5 1 2

A e r o bi c 1 6 16

A n a e r o b i c 2 5 6 2 5 6

*
… … ‥ ･I n c u b a ti o n c o n diti o n : N 2 8 0 % ,

C O 2 1 0 % ,
H 2 1 0 % .
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偽膜性大腸灸の 発症 と
, 糞便中 に存在す る C . d iffi cil e

の 毒素産生 とは密接 な関係が 認 め ら れ た .

ま た ∴軋 57 とN o .78 の 株 は , 同 一 患者 の 便 より 分離

さ れ た もの で , 恥 5 7 は偽膜性大腸 炎発症 中に
,

軋 78

は偽膜性大腸炎が 治癒 して 2 ケ月後 に . 再 び糞便中 よ

り 分離 され た もの で あ る が
.

恥 57 は t T Y F 培地 に て

512 M L D /血 の 致死毒性 を 示 した の に 対 して , 恥 78 は

い ずれ の 培地 に て も致死毒を 産生 しなか っ た . 軋 78 を

含む D 群 の 7 株 は . 抗生物質の 投与を う けて い な い 健

康成人の 糞便よ り得 られ た もの で あ る . N且78 以 外の 6

株 は . 被験成人40 人 中6 人 の 糞便 よ り分離さ れ た もの

で あ り , C . d iffi c il e を有 する割合 は 15 % で あ っ た . い

ずれ も , 糞便1 g あ た り の C . di ffi cil e 数 は1 0
2

～ 1 0
6

台の 菌数 を示 した . ま た縁菌数 は 10
I l

台 を示 し た . 6

株の う ち
. 5 株 に毒素産生 が認 め ら れ . しか も, そ の 毒

素原性 は , 偽膜性大腸炎の 4 株 に 比 して
, 同等 も し く

は比較的高 い 値を 示 した .

考 察

近年 .
リ ン コ マ イ シ ン

, ク リ ン ダ マ イ シ ン な どの 各

種抗生物質使用後 に , 下荊 を主症状 とす る偽膜性 大腸

炎が しば しば み ら れ る こ とが 報告 さ れ
6 け〉

,
そ の 原因と

し て . 患者糞便申よ り分離 され る C .
d iffi cil e が 産生 す

る毒素が 最 も疑わ し い も の と され
, 偽膜性大腸灸患者

よ り の C
.
d iffi cil e の 分離や . 糞便 申の 毒素真 の 定量 ,

及び実験的 に
,
C

.
d iffi c il e に 毒素 を産生 させ

, その毒

素 の 生物学 的及び 生化 学的性状 の 検討 が盛 ん に行なわ

れ て い る
8〉1 引 ～ l 軌 1 8)

こ の 研 究に お い て , ま ず C . d iffi ci l e に , より 有効な

毒素産生を もた らす培 地に つ い て 検討 した
. 従来より,

C .
d iffi cil e の 毒素産生用培地 と して は . B H I 培地

1 2
冊

.

C M G 培 地
I l)

, P r o t e o s e p e p t o n e 培地
1 0I

な ど , 様

々 な 培地 が 使用さ れ て い る . R o lf e 等 は
柑 I

, 従来よ

り 様 々 に 使用 され て い る培地を 使用 して , そ の 毒素養

生 に つ い て
, 細胞毒性 を指棲に . 同

一 条件で その 優劣

を 検討 し た が
,
C M G 培地 , B R I 培地 . 及 び彼等が考案

し た3 % の P r o t e o s e p e p t o n e を含 む培地が
, ほぼ同

様 の 毒素産生 を示 し , 他 の 培地 に 比 し て . 優秀で ある

と し. 毒素産生用培地 と して
, 嫌気的 に こ れ等の培地

を使用 す る方 が良 い と述 べ て い る . しか し著者はこの

研究 に お い て . 毒 素産 生用培地 と し て , T Y F 培地を考

案 し ナ 好 気的静置培 養 に て , 今 回検討 した C
.
d iffi cil e

の 11 株の 毒 素産生株の う ち , 9 株に
,
C M G 培地. B‡iI

培 地 より も高 い 毒素産生を 示 した . 嫌気 性菌の培養に

お い て
, 好気 的静置培養の 方が よ り 有効で あ る こ とは

,

一 見奇異 な 現象 に 思 え る
.

O n d e r d o n k 等 は
2 0)

.

C . d if fi cil e の 毒素産生 に及 ぼす環境の 変 化 に つ い て

検討 し , 培地 が環元 状態か ら酸化状態 に 変化する時,

細胞 か ら毒素 を放 出す る と述 べ て い る . 著者の 成績で

は , 好気的静 置培 養に お い て
, 菌 の 増殖 は , 様々な嫌

T a bl e 9 . P r o d u c ti o n o f t o x in i n d i ff e r e n t m e di a b y C . di伍 cil e st r ai n s

G r o u p
★

S t r ai n

L e th al t o x i cit y (M L D / m l)i n l w e ek c ul tu r e s u p e r
･

n a t a n t 且uid o f

B H I
#

C M G T Y F

A 5 1 3 2 6 4 25 6

5 3 3 2 8 32

5 5 1 2 8 6 4 51 2

5 7 1 6 6 4 5 12

B 5 9 口 0 0

7 4 0 0 0

7 7 10 2 4 5 1 2 1 2 8

C 8 0 0 0 0

82 0 0 0

84 0 0 0

86 64 25 6 2 5 6

D 7 8 0 0 0

1 0 1 2 5 6 1 28 1 0 2 4

1 0 2 3 2 1 28 1 2 8

1 0 3 4 1 6 1 6

1 0 4 2 5 6 6 4 1 0 2 4

1 0 5 0 0 0

1 1 0 1 6 1 2 8 3 2

*
… … R ef e r t o m a t e ri al s a n d m e th o d s .

# … … B H I a n d C M G w e r e i n c u b a t ed a n a e r o bi c al l y ,
an d T Y F a e r o b i c al l y ･
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気培養に 比 して 劣 っ て お らず , 培地 中に
, 十 分で か つ

適当な環元物質を含 ん で お れば
, 非嫌気 的培 養に お い

て も , 菌の 発育は抑制 さ れ ず , しか も毒 素産生 も抑制

されな い と 思 わ れ た . ま た . 毒素の 細胞 内か ら培地 中

へ の 放出に は . む し ろ有用 に 作用す る と思 わ れ た .

C . diffi cil e の 毒素産生 に及 ぼ すpH 変 化 の 影響 に つ

い て は , 多 く の 研 究 者 達 に よ り 検 討 さ れ て お

り
1 軌2 0 卜 2 2)

, 毒素は t p H 6 . 0 ～ 7 . 8 前後で 最 も安定 し
.

頭4 .0
～ 5 . 0 , ま た は頭 8 . 0 ～ 9 . 0 に 変 化する と , 失活

すると述 べ て い る . 著者 の 実験で は , T a b l e 7 に 示し た

ごとく , 非嫌気 的培養 と
, 嫌気培養と に

, 毒 素産生 に

差が認め られ る の は
. 嫌気培養 に お い て は . p8 が

, 6 . 0

以下に な る傾向が あ る た め
, 毒素の 失活 が幾 分か生 ず

る ことが そ の 原 因の 1 つ と考え られ る . ま た 毒素産生

用培地 の 糖と して . グ ル コ
ー ス より プ ラ ク ト

ー

ス が よ

り有効で あ っ た こ と は ,
グル コ

ー ス の 発 酵が 普通 , フ

ラグ ト
ー ス に 比 べ て

, 酸 の 産生が 早く多 い こ と に よ り ,

培地pE の 低下を ひ き お こ し やす い こ と と , 関連 が あ る

と思 われ る ,

培養期間に 関し て は , 多く の 研究者遵 は , 2 ～ 7 日

間 と , 様 々 に 行 っ て い る . B a r tl e tt 等 は
1 8)

,

C .
d iffi cil e の 培 養を継続 し , 培養細胞 中と . 培 養濾液

中の
, 毒素量 に つ い て 検討 して い る が , 24 ～ 48 時間 で

は
, 細胞内に 毒 素量 が多 く , 逆 に

, 7 2
～

9 8 時 間経過す

ると , 細胞外の 培養液 中に 毒素量が 多く 存在 す る こ と

を報告 して い る . 著者 は t T セF 培地 に て , 1 日日か ら

21 日目ま で 培養 し . 培養濾液中の 毒素量 を マ ウ ス 致死

毒に て 検討したが
, 1 日目 より 次第に 毒素量 が増 し , 7

日目, 14 日 目で 最 高の 値 を示 した が
, 彼 等の 述 べ て い

るよ う に , 細胞 内か ら細胞外 へ の 毒 素の 放 出の 時間的

経過と
,

ほ ぼ 一 致 し た傾向 を示 した . 以 上 の こ と に よ

り, 毒素産生 の た め に は
, 少く と も培養 時間は , 5 日以

上必要が あ る と思 わ れ る .

次に , 偽膜性大腸炎 と抗生物質の 関連 に つ い て
, 及

び患者 より 分離 さ れ た C . d iffi cil e の 毒 素産 生 に つ い

て , 今回糞便 中よ り分離 され た 17 株 を使用 し て . B IiI

培地, C M G 培地 . 及 び T Y F 培 地を用 い て 検討 し た .

抗生物質服 用 に よ り , 偽膜性大腸炎を生 じ た患者 より

分離さ れ た C . d i ffi cil e の 4 株に す べ て
,

マ ウ ス致死毒

性が認 め ら れ ト 逆 に 抗生物質を使用 し な が ら偽膜性大

腸炎を生 じな か っ た患 者由来の 7 株 の う ち , わず か 2

株に毒性 が 認 め ら れ た に す ぎ な か っ た . 従 っ て ,

C . diffi c il e の 毒素産生 と偽膜性大腸 灸発 症 と の 間 に

は
, 密接 な 関連 が あ る と 思 わ れ た . B a rtl e tt 等

も
1 引

, リ ン コ マ イ シ ン 服用に よ る偽膜性大腸炎患者 4

人の す べ て の 便 に
, 細胞毒性が認 め られ ト 逆 に リ ン コ

マ イ シ ン を服用 して
, 単に 下痢症伏 しか里さ な か っ た

患者54 人 中, わ ず か 1 人の 便 に しか 細胞毒性が 認め ら

れ な い こ と , 及 び , 偽膜性 大腸炎患者の 糞便申 より 高

頻度 に リ ン コ マ イ シ ン 耐性 の Cl o st ri di a が分離さ れ ,

-

こ れ が C . d if fi cil e で ある と報告 して い る .

今回, 抗生物質服用の 患者 と は別に . 健康人の 糞便

より ,
マ ウ ス の 致死毒性を示す ,

C
.
d iffi cil e が 分離 さ

れ た
.
L a r s o n

1 4

. G e o r g e
2 3 }

等 も同様な報告 を行 っ て い

る
,

し か し , 下痢 , 腹痛 な ど の 消化器症状を 全く示 さ

な い 健康人の 糞便 より 毒素原性の 強 い C . d iffi c il e が

分離 さ れ る こ と は
t

一 見不思議瀾 現象の 様 に み え る .

H a ll a n d O
'

T o o l e が
l)

193 5 年 . 正常新生児の 胎 便 中

か ら 40 % に , C . d iffi ci l e を分離 して い ら い
, あ ま り関

JL､ が も たれ て い なか っ た こ の 菌も, 選択培地 の 考案 と

と も に
, 最近 , 健康人の 糞便中よ り分離する努 力が 盛

ん に な さ らて い る . 現在 で は
t 正常腸内細菌叢 の 1 つ

と し て の 地位を 得た 感す ら あ る . S u tt e r 等は
1 1)

. 正 常

人137 人中 4 人 より , 糞便 1 g あ た り1 0
2

～

1 0
き

個 と ,

低 い 菌数な が らも分離 して い る . 著者 も . 1 g あ た り

10
2

～ 1 0
6

個程度 の 歯数 の C . d iffi cil e を ,40 人 中6 人

に 認 め た . 将来 , 選択培地の 改良 に より ,
こ の 菌の 検

出率 は より 高く な る こ とが 予想さ れ るが
, 現在 の 方法

で は . C . d iffi c il e は健康人 にお い て
, 1 0 % 内外存在す

る と思わ れ る .
こ の よ う に , 1 0 % 内外の 健康人腸管 に

,

毒素産生を 示す C
.
d i ffi cil e が存在 し , しか も何 らか の

偽膜性大腸 炎を含 む消化器症状 を呈 しな い の は , 成 人

の 腸内細 菌叢は , 糞便 1 g あ た り 10
‖

個程度の 細菌 よ

り なり , た と え , 毒素産生株で あ っ て も , 1 0
2

～ 1 0
8

個

程度の 菌数 で は . 他の 優勢 な腸 内細菌の 存在 に より ,

その 毒素産生 が抑制 され て い る た めで あ る と考え られ

る .

一

方 , D a b a r d 等が
61

推論 し た ごと く . 抗生物質

使用 に よ り, 抗生物質感受性 の 正 常腸内細菌叢が 乱さ

れ , C . d i ffi cil e の 毒素産生 に 括抗的 に作用 して い た腸

内細菌が減少す る こ と に よ り , 抗生物質非感受性の ,

毒素産生能 を有す る C
.
di ffi cil e が

, そ の 病原性を 発揮

す る と考 え るの が 妥当で あ ろ う . 抗生物質 を使用し な

が ら も偽膜性大腸炎を 発症 せ し め な い 患 者 由 来 の
,

C
.
d iffi cil e に は t 無毒株が 多い こ と も , その 説明に な

り う る と考 え られ る .

C . d iffi cil e が
, 細胞毒の み な らず 致死毒性を示 す こ

と は ト H all a n d O
'

T o o l が
l)

, こ の 菌を最初に 分 離し ,

そ の 毒性を 検討 した 時に 報告 して い る . 彼等は
,

モ ル

モ ッ トと
, 家兎 を用 い て 実験 を 行 っ て い る . 今回 .

著者 は C . d iffi cil e の 毒素産生を マ ウ ス 致死毒 を 指 標

と し て , こ の 実験 を行 っ たが
, 培養液液の 尾静脈内 へ

の 注射 に より . 彼等が実験 に 使用し た動物 と全 く同 じ
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症状 を呈 した
.

結 論

C . di ffi cil e の 毒素産生用培地 と し て , 新 し い 培地 .

T Y F 培地 を考案 し
◆た

,
こ の T Y F 培地 は従来 の 他 の 毒

素産生用培地 よ り も , 高い 毒素産生 を 示し , し か も ,

好気的静止培養 の 方が , 嫌気培養 より も , 良い 結 果を

示 し た .

こ の 培地を 用い て . 抗生物質投与 をう けて い る患者

よ り分離さ れ た 11 株 の , C . d i ffi cil e の 毒素産生 を 検

討し た .
そ の 結果, 偽膜性大腸炎 と診断 さ れた 患者由

来の 4 株 は ,
い ずれ も 高い 毒素産生 が認 め ら れ ,

一 方 ,

偽膜性大腸炎を 呈 しな か っ た 7 株 の う ち 5 株 は
, 非毒

素産生株 で あ っ た . 従 っ て , 抗生物質投与 を う け て い

る患者の C . d if fi cil e の 毒 素産生態 と
,偽膜性大腸炎 の

発症 は . 密接 な 関係が あ る と思わ れ た .

さ ら に
, 健 康人 の 糞 便 か ら も , 毒 素産 生 を 示 す

C . d iffi cil e を分離 し たが .
こ れ ら の 菌が 偽膜性大腸炎

を含 む消化器症状を全 く示 さ な い の は
, 他 の 優性な 正

常腸内細菌群の 存在に よ る もの と思 われ た .

稀を終 るに あたり , 御指導 , 御校 閲を賜 わ りま し た西 田尚

紀教授, 及 び本研究の 機会を お あた え 下さ い ま した関本 博

教授 に深謝す るととも に▼. 本研究を 当初よ り御指導 . 御教示

頂 い た金沢大学微生物学教室中村信
一

助教授 , ま た 協力 して

頂 い た教室員各位に心 より謝意 を表 します . さ らに
,

菌株 の

分与 をう けた 束京都養育院 の 島 田博士 , 東京女子医大の 清水

博士 に感謝 い た します .
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