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研究成果の概要（和文）：細胞表面タンパクをコードする遺伝子(slpA)の配列を比較することに

よるクロストリジウム・ディフィシルのタイピング法(slpA sequence typing)を評価し、日本の医

療施設において分離された菌株を解析した。slpA sequence typing は、タイプ能と解析力が良好

で、特に再現性と解析結果の比較の容易性に非常に優れていた。また、slpA sequence typing は、

糞便検体からのダイレクト・タイピングに応用が可能であった。検討した 160 糞便検体のうち、

北米流行高病原性株 PCR ribotype 027 が分離されたのは１株のみであった。次に、得られた slpA
の遺伝子配列データを基にして、loop-mediated isothermal amplification (LAMP)法により PCR 
ribotype 027 株に特異的な slpA (slpAgc8)を検出する方法を確立した。本法は PCR ribotype 027 株

の迅速な同定に有用と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：A typing system for Clostridium difficile by sequencing the surface layer 
protein A gene (slpA) was evaluated, and clinical isolates in Japan were analyzed by this method.  slpA 
sequence typing was found to have reliable typability and discriminatory power, and the typing results 
were highly reproducible and comparable. slpA sequence typing could be applied to direct typing 
successfully. The emerging strain, PCR ribotype 027 was recovered from one of the 160 specimens 
tested. Based on the sequence data of slpA, loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method 
detecting slpA of PCR ribotype 027 (slpAgc8) was established. The LAMP assay detecting slpAgc8 
appears to be a valuable tool for the rapid identification of this type.        
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１．研究開始当初の背景 
2000 年頃を境に、欧米でクロストリジウム・
ディフィシル感染症例の増加に伴って高病
原性 PCR ribotype 027 株の流行が認められ、
注目されている。日本では、クロストリジウ
ム・ディフィシル感染症に対する関心が低く、
適切な診断がなされないために、 PCR 
ribotype 027 株の流行の実態を含め、本疾患の
疫学に関しては不明である。 
 
２．研究の目的 
①. PCR ribotype 027 株をはじめとした国内

外で問題となる菌株との比較解析が容
易にできるタイピング法の確立 

②. 分離培養ステップをせずに行うダイレ
クト・タイピングへの応用 

③. 簡便で迅速な PCR ribotype 027株の同定
法の確立 

 
３．研究の方法 
①. 日本の複数の病院における抗菌薬関連

下痢症・腸炎症例からの糞便検体の収集 
②. クロストリジウム・ディフィシルの分離 
③. 細胞表面タンパクをコードする遺伝子

(slpA)の配列を決定することによるタイ
ピング(slpA sequence typing)法の確立 

④. slpA sequence typing の糞便検体から抽
出した DNA におけるタイピング（ダイ
レクト・タイピング）への応用 

⑤. Loop-mediated isothermal amplification 
(LAMP)法により PCR ribotype 027 株に
特異的な slpA (slpAgc8)を検出する方法
の確立 

 
４．研究成果 
①. 160 糞便検体から、87 菌株のクロストリ

ジウム・ディフィシルを分離した。slpA 
sequence typing により解析したところ、
slpA sequence typing は、PCR ribotyping
と比較して、同等のタイプ能および解析
力を示し、特に再現性とタイピング結果
の比較の容易性に非常に優れていた。 

 
②. 90糞便検体から直接抽出したDNAにお

いて、slpA sequence typing が可能であり、
そのうち培養陽性であった 77 検体につ
いては、ダイレクト・タイピング結果と
分離菌株におけるタイピング結果が一
致した。slpA sequence typing は、ダイレ
クト・タイピングとして有用であった。 

 
 
 

 
Toxin B 陽性 C. difficile 培養結果と、糞便検体
からの slpA 遺伝子直接検出結果の比較 
 
tcdB+ C. difficile

culture 
Direct PCR 

for slpA 
No. of stool 
specimens 

Positive Positive 77 
Positive Negative 9 
Negative Positive 13 
Negative Negative 10 
Negative Not done 51 

Total 160 
 
③. 検討した 160 糞便検体においては、PCR 

ribotype 027 株が分離されたのは１検体
のみで、PCR ribotype 027 株による施設
内伝播を示すエビデンスはなかった。 

 
④. 得られた slpA シークエンスデータを基

に、プライマーを設計し、loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP)による
PCR ribotype 027株に特異的な slpA遺伝
子(slpAgc8)を検出する方法を確立した。 
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