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研究成果の概要（和文）：本研究は指標タンパク質の質量の違いにより細菌を同定・識別するS10-GERMS法を発
展・進化させ、皮膚細菌叢のStaphylococcus 属細菌の6種を対象とし、単離せず混合菌の状態で迅速・簡便に同
定する信頼性のある識別法の確立を目的とした。
その結果マトリックス剤をシナピン酸としたプレコーティング法にてバイオマーカを再現性良く100%検出でき
た。次に、臨床単離株33株を用いて分析した結果、選択したバイオマーカにて首尾よくStaphylococcus属細菌6
種を同定できた。さらに、バイオマーカを可視化するソフトを検証した結果、混合菌の混合比率は不正確であっ
たが、目的とする構成菌は識別できた。

研究成果の概要（英文）：By further developing the S10-GERMS method which discriminates bacteria 
based on the difference in the mass (m/z) of the biomarker proteins, the aim of this research was to
 establish a simple, rapid and reliable discrimination method of the mixed bacteria in skin 
microbiome without isolating bacteria by visualizing the selected biomarkers of 6 species of 
Staphylococcus bacteria including S. aureus, S. capitis, S. caprae, S. epidermidis, S. hominis and 
S. lugdunensis using MALDI-TOF MS. As results, the precoating method using sinapinic acid as the 
matrix reagent detected the biomarkers at 100% detection rate with an adequate reproducibility. The 
isolated 33 bacterial strains from clinical environment were successfully identified by using the 
selected biomarkers. Furthermore, as a result of verifying the software for visualizing biomarkers, 
the target constituent bacteria could be determined in species level, though the mix ratio of the 
mixed bacteria was inaccurate. 

研究分野：環境微生物学

キーワード： MALDI-TOF MS　微生物同定　皮膚マイクロバイオーム　プロテオタイピング　S10-GERMS法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト皮膚マイクロバイオームの解析はNGSやMALDI-TOF MSフィンガープリント法では株レベル識別が困難であ
り、菌叢解析の技術的制約から臨床的な視点での病態解明に十分アプローチできていない。本研究は皮膚マイク
ロバイオームの構成菌を単離せず混合菌の状態で迅速・簡便に同定可能な信頼性のあるバイオマーカの探索と
100%検出する手法を確立し、皮膚常在菌の種・亜種レベルでの解析の可能性を見出した。本成果は学術的独自性
と創造性に優れており、国内外のヒトマイクロバイオームのバランスを整える治療へ甚大なインパクトを与える
のみならず、食品産業および環境分野等へも応用可能であり、社会的意義が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒト諸臓器の細菌叢（マイクロバイオーム）の解析は、16S rRNA 遺伝子を用いた非培養的・

網羅的解析法が普及したことにより、2000 年代前半から飛躍的に進んでいる。当初から解析が

最も進んできたのは腸内細菌叢であるが、皮膚マイクロバイオームの解析も、それに数年遅れて、

2005 年の研究分担者出来尾らの報告を皮切りに、健常人と疾患者の比較や、部位ごとの解析が

多数報告されている。2000 年代後半の次世代シークエンサー（NGS）の普及により、属レベルの

解析であれば細菌叢の精細な解析ができるようになった。この研究分野でのマイルストーンと

なったのは、ヒト皮膚の 20 か所の詳細な細菌叢マッピング（Kong et al. Trends Mol. Med., 

2011）である。しかし、皮膚マイクロバイオームの分野においても、多くの知見が集積されたに

もかかわらず、菌叢解析の技術的制約から臨床的な視点での病態解明に十分アプローチできて

いないことが浮き彫りになってきた。例えば、先進国人口の 10-20％が罹患しているアトピー性

皮膚炎（AD）患者においては、「悪玉菌」と考えられている黄色ブドウ球菌（S. aureus）の保菌

数は、健常人保菌者に比べ 10-1000 倍多い。しかし、皮膚を守る有益な常在菌と考えられている

コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（CNS）群も AD 患者は、健常人保菌者に比べ 10-100 倍多い。つま

り、AD のこの現象は、属レベルのマイクロバイオームでは、説明しにくい病態である。 

CNS 群には 8 種程度のブドウ球菌種が含まれており、CNS 群内の特定の菌種のみが AD 患部に

て増加し、「悪玉菌」として黄色ブドウ球菌と同様の挙動を示している可能性がある。しかし、

そのカギを握る CNS 群に含まれる菌種の解析は、次の 2つの理由により十分に行われていない。 

1) 培養法：選択培地を用いて黄色ブドウ球菌と CNS の区別は容易である。しかし、CNS 群内の

種レベル解析は個別の菌株について糖分解などの代謝解析または 16S rRNA 遺伝子の解析を行う

必要があり、時間がかかりかつ大量に行うことができない。 

2) NGS を用いた非培養的・網羅的解析：16S rRNA 遺伝子のうち約 500 bpを用いた解析のため、

種レベルの解析が困難である。種レベルの解析には、16S rRNA 遺伝子の全配列を用いたクロー

ンライブラリー法が必須であり、解析に非常に手間がかかる（AD 患者皮膚における唯一の解析

例：Kong et al.,Genome Res., 2012）。 

近年、質量分析計（MALDI-TOF MS）を用いた細菌同定の研究が進み、臨床現場では菌株同定に

広く用いられるようになった。しかし、この方法（フィンガープリント法）による菌種同定の問

題点は、観測される個別のピークの同定を行わずに、全体のピークパターンで同定を行っている

ため、得られたピークパターンが市販のデータベースと異なる時は同定結果が正確であるとは

いえない。さらに、近縁種の同定も難しい場合がある。Xu らは、フィンガープリント法にて黄

色ブドウ球菌とその近縁種 200余株の樹状図を作成した。しかし、CNS 群を構成する S. capitis

と S. caprae は、16S rRNA 遺伝子の相同性が 99%をわずかに越えている非常に近い種であるた

め、この樹状図には S. caprae が存在せず、S. capitis の枝に混在している可能性が高い。ま

た、同じ CNS 群に含まれる S. epidermidis にはフィンガープリント法では同定が難しい亜種レ

ベルタイプが５つ程度存在する。この様に、CNS 群の異なる種・亜種が同じ種に括られているが、

CNS 群の異なる種・亜種がそれぞれ皮膚上で振る舞っている可能性がある。 

つまり、Xu らのフィンガープリント法では、お互いに系統樹上で近接する異なる種を正しく

見分けられているのか不明である。このことは、バイオマーカを特定しないフィンガープリント

法には限界があり、近縁種を明確に識別できる新たなブレークスルーが必要であることを示し

ている。 

２．研究の目的 
申請者らは、まさにこの CNS 群の皮膚マイクロバイオームにおける構成を解明することが、AD



などの皮膚疾患の病態解明とその治療の鍵になると考えている。つまり、核心をなす学術的「問

い」は、NGS では出来ない皮膚マイクロバイオーム解明のための迅速・簡便かつ信頼性のある「株

レベル識別法の確立」である。 

そこで、本研究は、フィンガープリント法の限界を克服する、近縁種を明確に識別できる新た

なブレークスルーとして、何を＝CNS 群の解析に必須の表皮ブドウ球菌等の皮膚マイクロバイオ

ーム構成菌を対象として、どのように＝S10-GERMS 法を基盤とした高質量バイオマーカの同定に

より、どこまで＝「皮膚マイクロバイオーム構成菌を迅速・簡便かつ信頼性が高く識別できる手

法の確立」を目的とした。 

３．研究の方法 
本目的を達成するため、申請者らが確立した S10–GERMS(S10–spc–alpha operon Gene Encoded 

Ribosomal protein Mass Spectrum)法を活用した。申請者らは、同じ番号のリボソームサブユニ

ットタンパク質が種や株レベルでその質量が異なっていることを見出し、細菌を種および株レ

ベルで識別するには、遺伝情報を反映しているリボソームサブユニットタンパク質が質量分析

のバイオマーカとして有効であることを報告している。つまり、同一番号でも質量の違うリボソ

ームサブユニットタンパク質を指標として種および株レベルで識別できることを明らかにした。 

この知見をもとに確立した学術的独自性

の高い S10–GERMS 法は、細菌に共通に存在す

る S10–spc–alpha オペロンにコードされる

約 25個のリボソームサブユニットタンパク

質のゲノム情報を活用し、理論質量を計算

後、同一番号で質量の違うリボソームサブ

ユニットタンパク質をバイオマーカとして

選抜し、MALDI-TOF MS にてバイオマーカ質

量の違いにより細菌を同定・識別するゲノ

ミクスとプロテオミクスを融合させた独創

的な識別法（プロテオタイピング）である（図）。 

本研究では、野外分離株を含む供試菌 6種（S. aureus, S. epidermidis, S. capitis, S. caprae, S. 

hominis, S. lugdunensis）を用い、以下の実験フローに従ってバイオマーカーを選定した。 

3.1 バイオマーカーの探索 

ステップ 1：MALDI-TOF MS の測定は寒天培地上のシングルコロニーまたは液体培養液を遠心分

離して得られた菌株を直接供試する WC-MS 法で行った（Whole Cell MALDI-TOF MS ）。 

ステップ 2：S10–spc–alpha オペロンの塩基配列解読のため、ゲノム解読株より得られる S10–

spc–alpha オペロンの共通塩基配列情報よりプライマーを設計した。 

ステップ 3：S10–spc–alpha オペロンの DNA塩基配列を決定し、アミノ酸配列へ変換した。解読

し た 塩 基 配 列 情 報 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 へ の 変 換 は 、 EMBOSS Transeq 

(www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/index.html)を用いた。 

ステップ4：解読した供試菌株のリボソームサブユニットタンパク質のアミノ酸配列情報から計

算した全ての理論質量値（理論値）データベースを構築した。 

アミノ酸配列情報に基づく理論値は、ExPASy proteomics server中の Compute pI/Mw tool 

(au.expasy.org/tools/pi_tool.html)を用いて算出した。 

図 S10-GERMS法によるプロテオタイピングの研究手法と研究体制
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ステップ 5 ：算出した各リボソームサブユニットタンパク質の理論値は、MALDI-TOF MS の WC-

MS測定で帰属した各ピークの実測値（ステップ 1）と比較することにより精査した。特に、これ

までの知見により、N-end rule（N-末端メチオニン残基の切断）、メチル化およびアセチル化な

どの翻訳後修飾ならびにアノテーションミスによる誤解読に留意し、正確な質量データベース

を構築した。 

ステップ 6：ピーク検出感度や再現性を考慮し、表皮ブドウ球菌を含む供試菌の識別が可能なバ

イオマーカを申請者らが開発した統計解析ソフト eMSTATTMを用いて主成分分析等により解析し、

統計学的にも有意なバイオマーカーをそれぞれ選択した。 

ステップ７：確定したバイオマーカーは、申請者らが開発したStrain SolutionTMを用いて構築

する質量特性の違いによるデータ表をもとに識別（プロテオタイピング)した。 

さらに、選定したバイオマーカーの可視化と定量化を目的とした外部委託して作成したソフト

は供試菌(S. aureusとS. epidermidis)を用いて検証した。 

3.2 質量分析：MALDI-TOF MS 質量分析は島津製作所 AXIMA Performance を用いた。サンプル

調製はエタノール・ギ酸抽出法を適用した。つまり、16 時間培養した Staphylococcus 属各菌

株、コロニー10個相当（直径約 1 mm）を 200 µLの dH2Oに懸濁し、600 µLの 99.5%エタノール

と混合した。遠心後（10,000 rpm, 4 ˚C for 2 min）上清を完全に除き、遠心エバポレーター

（MicroVac）で 5 min沈殿を乾燥させた。沈殿を 15 µLの 70%ギ酸で溶解し、5 min室温で静置

後、そのうち 2 µLを 10 µLのマトリックス剤と激しく混合した。この混合物 0.8 µLをサンプ

ルプレートの well にスポットし（8スポット/サンプル）、クリーンベンチ内で 30 min乾燥させ

た。プレコーティング法は、まずマトリックス剤をサンプルプレートの well にスポットし、乾

燥後、同様にサンプルをスポットし（8 スポット/サンプル）、クリーンベンチ内で 30 min乾燥

させた。サンプルプレートは装置にセットし減圧後、照射レーザー強度 80、検出器を（Linear, 

2,750 V）に設定し、ウェルごとにレーザーを 100回照射、積算スペクトルを取得した。 

3.3 m/z protein table：各細菌株を培養し MALDI-TOF-MS測定により mass spectrum（観測値）

を得た。この観測値と上記 3.1 の塩基配列情報より構築した m/z 理論値表とを照合することに

より、Staphylococcus 属細菌のマイクロバイオーム解析に有望な種同定用のバイオマーカータ

ンパク質を選別し、それらを m/z protein table として構築した。この m/z protein table は

微生物同定ソフトウェア Strain Solution version 2.0（島津製作所）に登録し、野外株で観測

された同一の m/zピークをバイオマーカータンパクとして識別した。なお、理論値の m/z と実

測値の m/z間の許容量は 700 ppmに設定した。 

４．研究成果 

4.1質量分析：本研究では、バイオマーカーの m/z値は 10000以上の高質量タンパク質が多かっ

た。従っ

て、使用

するマト

リックス

剤は、フ

ィンガー

CHCA

SA

図 S. epidermidis JCM5693のマススペクトル（a:SA. b:CHCA）
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プリント法で用いられている CHCA では無く、シナピン酸（SA）が適切であった（図）。 

次に、プレコーティング法は、プレミックス法のみに比べ、スポットした 8スポット全てが安

定して観測されるバイオマーカー数が増加し、バイオマーカーの測定には優れていた。従って、

本研究における MALDI-TOF MS 測定は、マトリックス剤を SA としたプレコーティング法で実施

した。 

4.2 バイオマーカーの決定：供試菌した Staphylococcus 属細菌の 6種（S. aureus, S. 

epidermidis, S. capitis, S. caprae, S. hominis, S. lugdunensis）のバイオマーカーは、

それぞれ、S. aureus (10本), S. epidermidis (10本), S. capitis (10本), S. caprae (5

本), S. hominis (10本), S. lugdunensis (10本)を選定した。なお、本研究で決定したバイ

オマーカーは、知財に関連するため非公開にした。 

4.3 野外株の識別：選定したバイオマーカーを用いて臨床単離 33 株を識別した結果、市販の同

定ソフト(SARAMIS)では判定できなかった菌株も首尾よく同定することができた（表）。さら

に、バイオマーカを可視化するソフトを検証した結果、混合菌の混合比率は不正確であった

が、目的とする構成菌は識別できた。特に、S. aureus のみに存在するバイオマーカーが１個

存在することを明らかにした。従って、可視化ソフトの改善により、S. aureus特異的な本バ

イオマーカーの定量的モニタリングが可能になれば、皮膚マイクロバイオーム内の S. aureus

の変化を把握することにより、治療効果を視覚化できる可能性があることが示唆された。 

4.4 研究成果の学術的意義や社会的意義 

本研究は皮膚マイクロバイオームの構成菌を迅速・簡便に同定可能な信頼性のあるバイオマ

ーカーの選別、それらを 100%検出する手法の確立し、皮膚常在菌の種レベルでの解析の可能性

を見出した。本研究成果は AD などの皮膚疾患における CNS 群の解析による病態解明を飛躍的に

進め、国内外のヒトマイクロバイオームのバランスを整える治療に貢献できる社会的にも意義

深い研究であり、かつ、マイクロバイオームのモニタリングを可能とするため学術的独自性と

創造性に優れており、医療分野のみならず食品分野そして環境分野へ幅広く応用でき、その貢

献できる裾野が広い。 

菌株名 SARAMIS判定 Strain Solution判定 菌株名 SARAMIS判定 Strain Solution判定
C19 S. aureus S. aureus W22 判定不可 S. lugdunensis
C20 判定不可 S. lugdunensis W29 S. epidermidis S. epidermidis
C21 S. aureus S. aureus W30 S. epidermidis S. epidermidis
C22 S. aureus S. aureus C38D S. epidermidis S. epidermidis
C23 S. aureus S. aureus C38E S. epidermidis S. epidermidis
C24 S. aureus S. aureus C40 S. epidermidis S. epidermidis
C29 S. epidermidis S. epidermidis C42 　判定不可 S. capitis
C30 S. epidermidis S. epidermidis S3 S. epidermidis S. epidermidis
C31 S. epidermidis S. epidermidis S6 判定不可 S. lugdunensis
C32 S. epidermidis S. epidermidis S7 判定不可 S. lugdunensis
C33 判定不可 S. epidermidis S19 S. aureus S. aureus
C34 S. epidermidis S. epidermidis S21 判定不可 S. caprae
C35 判定不可 S. epidermidis W18B 判定不可 S. lugdunensis
C36 S. epidermidis S. epidermidis W24 S. epidermidis S. epidermidis
C37 S. epidermidis S. epidermidis W25A S. epidermidis S. epidermidis
W20 判定不可 S. lugdunensis W40 S. epidermidis S. epidermidis
W21 判定不可 S. lugdunensis
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