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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）サイクロセリン、（ｂ）ポリミキシンＢ、（ｃ）アミノグリコシド系抗生物質、
（ｄ）タウロコール酸ナトリウム、及び（ｅ）有色の色原体化合物を遊離し得るホスファ
ターゼ基質を含有する、クロストリジウム属細菌の検出用培地。
【請求項２】
　さらに（ｆ）マンニトール、フルクトース、及びメレチトースからなる群から選択され
る一種以上を含む糖又は糖アルコールを含有する、請求項１に記載の培地。
【請求項３】
　さらに（ｇ）レシチンを含有する、請求項１又は２に記載の培地。
【請求項４】
　前記クロストリジウム属細菌が、クロストリジウム パーフリンジェンス（Clostridium
 perfringens）、クロストリジウム ディフィシル（Clostridium difficile）、及びクロ
ストリジウム スポロゲネス（Clostridium sporogenes）からなる群から選択される、請
求項１～３のいずれか一項に記載の培地。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の培地に検体を接種する工程、前記検体に含まれる
微生物を培養する工程、及び前記微生物のコロニーを検出する工程を含む、クロストリジ
ウム属細菌の検出方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、クロストリジウム属細菌を選択・分離して検出するための培地に関する。
【背景技術】
【０００２】
　クロストリジウム属細菌は、グラム陽性の偏性嫌気性芽胞形成菌である。そのうち、特
にクロストリジウム パーフリンジェンス（Clostridium perfringens；以降、「Ｃｐ」と
も記す）やクロストリジウム ディフィシル（Clostridium difficile；以降、「Ｃｄ」と
も記す）は病原性細菌として知られている。また、クロストリジウム スポロゲネス（Clo
stridium sporogenes；以降、「Ｃｓ」とも記す）は、毒素非生産菌ではあるが食品汚染
の指標として用いられる。
　Ｃｐはヒトや動物の大腸内常在菌であり、土壌や下水、河川、海等にも広く分布し、食
肉、魚介類あるいは野菜などの多くの食品が本菌に汚染されている。さらに、本菌は芽胞
を形成時に毒素であるエンテロトキシンを産生するが、芽胞は加熱処理により完全に死滅
せず、調理食品や加工食品からも検出される。そのため、しばしば食中毒の原因となり、
食品衛生及び安全の点からその検出が重要視されている（非特許文献１、２）。
　Ｃｄは病院や高齢者保養施設等での院内感染における日和見感染細菌として知られ、入
院患者において抗生物質の投与により腸内のＣｄが異常増殖したとき、偽膜性大腸炎を引
き起こす。近年、欧米では強毒性Ｃｄによる大規模感染が頻発しており、問題となってい
る（非特許文献１、２）。
【０００３】
　Ｃｐの選択分離培地としては、サイクロセリン、ポリミキシンＢ、及びカナマイシンを
含むＴＳＣ寒天培地（Tryptose Sulfite Cycloserine agar）等が知られている。ＴＳＣ
寒天培地に検体を塗布後、嫌気培養すると、Ｃｐは亜硫酸塩を還元し、黒色のコロニーを
作り、Ｃｄを含む他のクロストリジウム属細菌はほとんど阻止される（非特許文献３、４
）。
　また、Ｃｄの選択分離培地としては、ＣＣＦＡ培地（Cycloserine Cefoxitin Fructose
 Agar）等が知られている。ＣＣＦＡ培地に検体を塗布後、嫌気培養すると、Ｃｄはラフ
（Rough）型のコロニーを形成するが、サイクロセリンとセフォキシチンにより腸内細菌
などの大部分は発育が阻止される（非特許文献５）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】食品衛生検査指針　微生物編　2015　公益社団法人　日本食品衛生協会
　４１２－４２８頁、２０１５年３月３１日。
【非特許文献２】微生物の簡易迅速検査法　五十君靜信ら監修　株式会社テクノシステム
　１９７－１９８頁、２０１３年１１月１６日。
【非特許文献３】MERCK TSC寒天培地カタログ（メルク微生物マニュアル第12版）http://
www.merckmillipore.com/JP/ja/product/TSC-agar,MDA_CHEM-111972
【非特許文献４】新　細菌培地学講座・下II〈第二版〉　坂崎利一監修　株式会社近代出
版　４８－５０頁、１９９０年１月２０日
【非特許文献５】BD　CCFA培地カタログhttps://www.bdj.co.jp/micro/products/1f3pro0
0000s7gwy.html
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　従来、複数種のクロストリジウム属細菌、例えばＣｐとＣｄとを同一の培地上で選択的
に検出できる培地はなく、当然に両者を同一の培地上で識別できる培地もなかったため、
それぞれに適した培地及び培養条件で別々に検査を行う必要があった。しかしながら、食
品検体や臨床検体の別に拘らず、検体中に人に危害を与えるおそれのあるＣｐやＣｄ等ク
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ロストリジウム属細菌の存在を迅速かつ確実に検出することは重要である。
　このような状況を鑑みて、本発明は、複数種のクロストリジウム属細菌を同一の培地で
選択的に検出し、かつ両者を識別可能な培地を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、上記課題を解決するべく鋭意研究の末、特定の組成を有する培地が、複
数種のクロストリジウム属細菌を生育することができ、さらに該培地上で種ごとのコロニ
ーの外観性状が異なることを見出し、本発明を完成させた。
【０００７】
　すなわち、本発明は以下の通りである。
［１］（ａ）サイクロセリン、（ｂ）ポリミキシンＢ、（ｃ）アミノグリコシド系抗生物
質、（ｄ）タウロコール酸ナトリウム、及び（ｅ）有色の色原体化合物を遊離し得るホス
ファターゼ基質を含有する、クロストリジウム属細菌の検出用培地。
［２］さらに（ｆ）マンニトール、フルクトース、及びメレチトースからなる群から選択
される一種以上を含む糖又は糖アルコールを含有する、［１］に記載の培地。
［３］さらに（ｇ）レシチンを含有する、［１］又は［２］に記載の培地。
［４］前記クロストリジウム属細菌が、クロストリジウム パーフリンジェンス、クロス
トリジウム ディフィシル、及びクロストリジウム スポロゲネスからなる群から選択され
る、［１］～［３］のいずれかに記載の培地。
［５］［１］～［４］のいずれかに記載の培地に検体を接種する工程、前記検体に含まれ
る微生物を培養する工程、及び前記微生物のコロニーを検出する工程を含む、クロストリ
ジウム属細菌の検出方法。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明の培地を用いれば、複数種のクロストリジウム属細菌が種ごとにそれぞれ異なる
外観性状を有するコロニーとして、選択的に生育し、明確に検出・鑑別できる。したがっ
て、種々の雑菌に汚染された環境の検体や、飲食品検体、臨床検体中の複数種のクロスト
リジウム属細菌、例えばＣｐ及びＣｄとを、同一の培地で検出・識別することが容易とな
る。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】本発明の培地上でのＣｐのコロニーの写真。
【図２】本発明の培地上でのＣｄのコロニーの写真。
【図３】本発明の培地上でのＣｄ、Ｃｐ、及びＣｓのコロニーの写真。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　本発明の培地は、（ａ）サイクロセリン、（ｂ）ポリミキシンＢ、（ｃ）アミノグリコ
シド系抗生物質、（ｄ）タウロコール酸ナトリウム、及び（ｅ）有色の色原体化合物を遊
離し得るホスファターゼ基質を含有する。
【００１１】
　（ａ）サイクロセリンは、細胞壁合成阻害剤であり、クロストリジウム属細菌を除く大
部分の菌の発育を抑制することができる。そのため、夾雑菌の影響を受けることなくクロ
ストリジウム属細菌を分離することができる。
　サイクロセリンの本発明の培地中の含有量は、使用時（微生物の生育時、以降同じ）の
濃度として１ｍｇ～１０００ｍｇ／Ｌが好ましく、１５０～３００ｍｇ／Ｌがより好まし
い。
【００１２】
　（ｂ）ポリミキシンＢは、グラム陰性菌を抑制することができる。なお、クロストリジ
ウム属細菌の発育には影響を与えない。
　ポリミキシンＢの本発明の培地中の含有量は、使用時の濃度として１ｍｇ～１００ｍｇ
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／Ｌが好ましく、５～５０ｍｇ／Ｌがより好ましい。
【００１３】
　（ｃ）アミノグリコシド系抗生物質は、クロストリジウム属細菌を除く大部分の菌の発
育を抑制することができる。アミノグリコシド系抗生物質としては、カナマイシン、ゲン
タマイシン、トブラマイシン、ストレプトマイシン等が好ましく挙げられる。
　アミノグリコシド系抗生物質の本発明の培地中の含有量は、使用時の濃度として１ｍｇ
～１００ｍｇ／Ｌが好ましく、５～５０ｍｇ／Ｌがより好ましい。
【００１４】
　（ｄ）タウロコール酸ナトリウム（胆汁酸）は、Ｃｄの発育を促進し、また特徴的かつ
明瞭なラフ型のコロニーを形成させやすくするための成分である。
　タウロコール酸ナトリウムの本発明の培地中の含有量は、使用時の濃度として０．１～
５ｇ／Ｌが好ましく、０．５～２ｇ／Ｌがより好ましい。 
【００１５】
　（ｅ）有色の色原体化合物を遊離し得るホスファターゼ基質は、クロストリジウム属細
菌を色原体化合物に依存する有色のコロニーとして形成させるために用いる。培地上での
クロストリジウム属細菌の生育に伴い、これらが保有するホスファターゼにより前記基質
が加水分解され、有色の色原体化合物が遊離し、コロニーを着色する。
　有色の色原体化合物を遊離し得るホスファターゼ基質としては、５－ブロモ－３－イン
ドリルリン酸、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸、５－ブロモ－６－クロ
ロ－３－インドリルリン酸等が挙げられる。これらの基質を使用する場合には、培養後に
好気状態に戻して、遊離した色原体化合物を酸化縮合させて着色させる必要がある。その
他に前記ホスファターゼ基質としては、１－（２－（４－ジメチルアミノベンゾイル）フ
ェニル）－１Ｈ－インドール－３－イルリン酸（1-{2-[4-(Dimethylamino)benzoyl]pheny
l}-1H-indol-3-yl phosphate, disodium salt; Biosynth社製Aldol 515-phospahte）が好
ましく挙げられる。これを使用する場合は遊離した色原体化合物の酸化縮合は不要である
ため、嫌気条件下での培養中にコロニーを着色させることができる。
　前記ホスファターゼ基質の本発明の培地中の含有量は、使用時の濃度として０．０１～
０．５ｇ／Ｌ含有するのが好ましく、０．０５～０．１５ｇ／Ｌ含有するのがより好まし
い。
【００１６】
　本発明の培地は、さらに（ｆ）糖又は糖アルコールを含有することが好ましい。かかる
糖又は糖アルコールは、好ましくはマンニトール（マンニット）、フルクトース、及びメ
レチトースからなる群から選択される一種以上を含み、これらのうちマンニトールがより
好ましい。Ｃｄはこれらの糖又は糖アルコールを資化することができるため、その生育が
促進され、より検出しやすくなる。また、Ｃｄによる糖又は糖アルコールの資化によりＣ
ｄのコロニー周囲の培地のｐＨが下げられ、Ｃｄが保有する酸性ホスファターゼによる有
色の色原体化合物の遊離が促進される。なお、ＣｐやＣｓはマンニトール、フルクトース
、及びメレチトースを通常は資化しない。
　糖又は糖アルコールを含有せずとも、本発明の培地はＣｄを含むクロストリジウム属細
菌を生育でき、かつそれぞれ異なる外観性状のコロニーとして識別できるが（Ｃｐ：赤色
コロニー、Ｃｄ：無色コロニー、Ｃｓ：肌色コロニー）、糖又は糖アルコールを含有させ
ることにより二者が有色のかつ色調の異なるコロニーとして生育するため（Ｃｐ：赤色コ
ロニー、Ｃｄ：オレンジ色コロニー、Ｃｓ：肌色コロニー）、より検出・識別がしやすく
なるため、好ましい。
　前記糖又は糖アルコールの本発明の培地中の含有量は、使用時の濃度として１ｇ～３０
ｇ／Ｌが好ましく、１～１０ｇ／Ｌがより好ましい。
【００１７】
　本発明の培地は、さらに（ｇ）レシチンを含有することが好ましい。これにより、Ｃｐ
が保有するレシチナーゼによりレシチンが分解され、Ｃｐのコロニーの周囲に白濁（混濁
帯）が生じ（いわゆる卵黄反応）、コロニーの視認性及びＣｄとの識別性が高まる。なお
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、ＣｄやＣｓはレシチナーゼを保有しないので、かかる白濁は呈さない。
　ここでレシチンは、好ましくは卵黄レシチンである。また、通常は卵黄の態様で本発明
の培地に添加される。
　レシチンの本発明の培地中の含有量は、使用時の濃度として１～２０ｇ／Ｌが好ましく
、５～１０ｇ／Ｌがより好ましい。また、レシチンを卵黄の態様で含有させる場合の卵黄
の含有量は、使用時の濃度として１～１０質量％が好ましく、１～３質量％がより好まし
い。
【００１８】
　本発明の培地は、通常は固体（ゲル状を含む）である。そのため、本発明の培地は、ゲ
ル化剤を含むことが好ましい。ここでゲル化剤は、含水により膨潤・ゲル化する物質を指
し、培地を成型するためのマトリックスの役割を担う。
　ゲル化剤は、通常は高分子化合物であり、増粘性多糖類や吸水性ポリマー等、一般に微
生物培養用の固体培地に用いられるものでよい。例えば、寒天、グアーガム、キサンタン
ガム、ローカストビーンガム、ジェランガム、ポリビニルアルコール、メチルセルロース
やエチルセルロース等のアルキルセルロース、カルボキシメチルセルロースやカルボキシ
エチルセルロース等のカルボキシアルキルセルロース、及びヒドロキシメチルセルロース
やヒドロキシエチルセルロース等のヒドロキシアルキルセルロースが挙げられ、これらか
ら一種又は二種以上を組み合わせた混合物を使用することができる。またこれらの高分子
化合物の大きさ（平均分子量、重合度等）は、微生物培養用の固体培地に用いられるとき
の一般的な範囲のものを用いればよい。例えば、重量平均分子量が好ましくは５０００～
２０００００、また鹸化度が好ましくは７５～９９％、より好ましくは８５～９０％のポ
リビニルアルコールを用いることができる。
【００１９】
　ゲル化剤の本発明の培地中の含有量は、使用時の濃度として、微生物培養用の固体培地
に用いられるときの一般的な範囲とすればよい。例えば、重量平均分子量が５０００～２
０００００で鹸化度が７５～９９％のポリビニルアルコールを用いる場合は、使用時の濃
度として１４０～３００ｇ／Ｌが好ましく、１６０～２６０ｇ／Ｌがより好ましい。また
例えば、重量平均分子量が１万～１００万の寒天を用いる場合は、使用時の濃度として５
～３０ｇ／Ｌが好ましく、１０～２０ｇ／Ｌがより好ましい。このような含有量とするこ
とにより、培地を取扱いやすく成型できる。
【００２０】
　本発明の培地は、上記成分の他に、抗菌性物質、栄養成分、無機塩類、他の糖類、増粘
剤、ｐＨ調整剤、等を任意に含有してもよい。
　抗菌性物質としては、例えば、ポリリジン、プロタミン硫酸塩、グリシン、ソルビン酸
等が挙げられる。
　栄養成分としては、例えば、ペプトン、獣肉エキス、酵母エキス、魚肉エキスが好まし
い。
　無機塩類としては、例えば、塩化ナトリウム、リン酸二水素カリウム、リン酸水素二ナ
トリウム、硫酸マグネシウム、チオ硫酸ナトリウム等の無機酸金属塩、ピルビン酸ナトリ
ウム、クエン酸鉄アンモニウム、クエン酸ナトリウム等の有機酸金属塩が挙げられる。
　他の糖類としては、例えば、グルコース、ラクトース、スクロース、キシロース、セロ
ビオース、マルトースが挙げられる。
　増粘剤としては、例えば、デンプン及びその誘導体、ヒアルロン酸、アクリル酸誘導体
、ポリエーテル、コラーゲン等が挙げられる。
　ｐＨ調整剤としては、例えば、炭酸ナトリウム、炭酸水素ナトリウムが挙げられる。
【００２１】
　なお、前述した以外の選択物質、例えば、セフォキシチン等の抗生物質や、ラウリル硫
酸ナトリウム（ＳＤＳ）、Ｔｗｅｅｎ８０、コール酸ナトリウム等の胆汁酸塩等の界面活
性剤は、クロストリジウム属細菌の生育を妨げる場合があるため、本発明の培地に実質的
に含有させない方が好ましい。特に、セフォキシチンは、Ｃｐがセフォキシチン感受性で



(6) JP 6911660 B2 2021.7.28

10

20

30

40

あるため、実質的に含有しないことが好ましい。ここで実質的に含有しないとは、使用時
の濃度として好ましくは０．１ｍｇ／Ｌ以下、より好ましくは０．００１ｍｇ／Ｌ以下、
さらに好ましくは０ｍｇ／Ｌである。
　また、本発明の培地は、通常、鉄イオンと亜硫酸イオンとを併用して含有しない。これ
は、該組合せの存在下ではコロニーが黒色になり二種のコロニーを識別し難くなるためで
ある。
【００２２】
　本発明の培地は、クロストリジウム属細菌の発育の点から、培地調製時のｐＨが６．０
～８．０であるのが好ましく、ｐＨ７．０～７．４であるのがより好ましい。
【００２３】
　本発明の培地の形態は特に限定されず、シャーレ等の容器中で固化させた形態の他に、
シート状の乾燥簡易培地にすることもできる。
　シート状の乾燥簡易培地としては、例えば国際公開９７／２４４３２号公報に記載の、
多孔質材料を含有する層とゲル化剤を含有する層とを積層して含む構成のシート形態のも
のが挙げられる。この場合、ゲル化剤を含有する層を本発明の培地とすればよい。
【００２４】
　本発明の培地は、複数種のクロストリジウム属細菌を種ごとにそれぞれ異なる外観性状
を有するコロニーとして生育し、明確に検出・鑑別することができる。また、本発明の培
地は、他の細菌から選択的に分離することもできる。そのため、本発明のクロストリジウ
ム属細菌の検出方法に好適に使用することができ、好ましくはＣｐ、Ｃｄ、及びＣｓの検
出方法に適し、より好ましくはＣｐ及びＣｄの検出方法に適する。
　本発明の方法は、本発明の培地に検体を接種する工程、前記検体に含まれる微生物を培
養する工程、及び前記微生物のコロニーを検出する工程を含む。ここで、前記培養工程は
、３３～４５℃で、２４～４８時間嫌気培養することが好ましい。
【００２５】
　本発明の培地に適用される検体としては、肉類、魚介類、野菜・果物等の生鮮食料品、
チーズ、乳酸菌飲料、発酵食品等の加工飲食品の他にも、便などの臨床検体、飲料水、淡
水、海水、調理場、病院などのふき取り検体等が挙げられる。また、これらの検体を予め
チオグリコール酸培地やクックドミート培地等の増菌用培地で培養した培養液も用いるこ
とができる。
【実施例】
【００２６】
　次に実施例を挙げて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例に限定される
ものではない。
【００２７】
（１）培地の作製
　表１に示す組成成分の１リットル使用量を９７０ミリリットルの精製水に加え、１２１
℃、１５分間加温溶解し、約５０℃になるまで冷却してベース培地とし、加熱滅菌した。
そこに、精製水に溶解したサイクロセリン、カナマイシンをろ過滅菌してから加え、よく
混合した。さらに、ジメチルスルホキシドで溶解したAldol（登録商標）－515　phosphat
e（Biosynth社）を加えよく混和した（表２）。その後、無菌的に採取した卵黄を終濃度
３質量％になるように加え、よく混和した。プラスチックシャーレ（９０φｍｍ）に１５
ｍＬずつ分注して培地が固まるまで静置し、本発明の培地を作製した。作製した培地は培
地表面を還元化するために２日以上嫌気下で保管してから後述の供試試験に用いた。
【００２８】
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【表１】

【００２９】
【表２】

【００３０】
（２）菌株の供試
　供試菌株のうちＣｐ、Ｃｄ及びＣｓは、ヒツジ血液寒天培地で２４時間、嫌気条件下で
前培養したものを供試菌として使用した。それ以外の菌株は、ヒツジ血液寒天培地で２４
時間、好気条件下で前培養したものを供試菌として使用した。各供試菌株は、白金耳によ
り（１）で作製した培地に画線塗抹し、３５℃、４８時間嫌気培養後、発育及びコロニー
の外観性状を確認した。
　結果を表３並びに図１～３に示す。
【００３１】
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【００３２】
　供試菌株のうち、Ｃｐ、Ｃｄ及びＣｓのみが本発明の培地上で生育することができた。
また、図１に示すようにＣｐはコロニー周辺の白濁帯を有する明瞭な赤色コロニーとして
生育し、図２に示すようにＣｄはコロニー周辺の白濁帯を有さないオレンジ色のコロニー
として検出され、図３に示すようにＣｓはコロニー周辺の白濁帯を有さない肌色の金属調
のコロニーとして検出され、これらの菌種を同一組成の培地上で外観性状の異なるコロニ
ーとして識別できた。また、同一培地上で複数種のクロストリジウム属細菌が共存する検
体を培養した場合も、それぞれを異なる外観性状のコロニーとして識別することができる
。培地に含有させた有色の色原体化合物を遊離し得るホスファターゼ基質は一種にも拘ら
ず、ＣｐとＣｄとＣｓとのコロニーで識別可能な色調の違いが生じたのは、両菌種が保有
するホスファターゼの種類の違いに因るものと推察される。
　また、表１組成からマンニトールのみを除いた他は同様にしてＣｐ及びＣｄを供試した
場合は、Ｃｐは赤色コロニーとして発育し、Ｃｄは無色コロニーとして発育し、Ｃｓは肌
色コロニーとして発育した。
【産業上の利用可能性】
【００３３】
　本発明により、複数種のクロストリジウム属細菌がそれぞれ異なる外観性状を有するコ
ロニーとして、選択的に生育し、明確に検出・鑑別できる培地が提供される。これにより
、種々の雑菌に汚染された環境の検体や、飲食品検体、臨床検体中のクロストリジウム属
細菌を、同一の培地で検出・識別することが容易となるため、人体に害のある病原菌の迅
速かつ簡便な検出が実現されるため有用である。
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