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研究成果の概要（和文）：アタッチメント式抗体磁性ビーズプローブと反応熱分解ガスクロマトグラフィー/質
量分析法を連結した新規分析手法を開発した。この方法により、特定の細菌を選択捕集し、得られた菌体中の脂
肪酸成分を高感度に検出することに成功した。さらに、この手法を消毒薬耐性菌の分析に応用したところ、検出
された脂肪酸成分の化学組成の違いに基づいて、消毒薬耐性をもつ大腸菌を迅速かつ簡便に検出することも可能
になった。

研究成果の概要（英文）：A reactive pyrolysis GC/MS system combined with magnetic bead probe was 
newly developed. This technique realized 1) selective capture of a certain species of bacteria, and 
2 ) fatty acid analysis of the species. Moreover, this method was applied to the analysis of fatty 
acid components in mutant-type E. coli with resistance to 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxyl)phenol 
(triclosan). Based on the pattern of the obtained chromatograms, the mutant colonies were clearly 
discriminated from the wild type ones reflecting their resistance to triclosan.

研究分野：分析化学

キーワード： 消毒薬耐性菌

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
医療分野では、薬剤耐性菌が引き起こす病
院感染が大きな問題となっている。耐性菌の
感染リスクを低減するためには、汚染された
環境水や体液中に含まれる細菌の種類と耐
性の有無を迅速に決定することが欠かせな
い。現在、耐性菌の識別には、遺伝子のシー
クエンス解析法が最も確度の高い方法とし
て利用されているが、その方法では 1) 長時
間に渡る煩雑な試料前処理操作が必要であ
ることや、2) 熟練を要する技術や専門的な知
識がオペレーターに求められることなどの
問題点がある。そのため、病院内にて医療関
係者が薬剤耐性の有無を容易に判定できる、
迅速かつ簡便な判別法の登場が急務とされ
ている。 
こうした中で申請者らは、｢抗体磁性ナノ
粒子プローブ｣による簡便な細菌捕集技術と
反応熱分解ガスクロマトグラフフィー（反応
熱分解 GC）の連結技法を開発した。この方
法により、様々な夾雑物や多種の細菌類が混
在している実サンプルをそのまま測定に使
って、そこに存在する特定の細菌の細胞膜脂
質の構造を詳細に解析することに成功した。
さらに、得られた脂質脂肪酸の比率（化学組
成）が薬剤耐性の有無を反映してかなりの程
度変化することを見出し、その組成における
違いを手掛かりに用いて、耐性作用の有無を
迅速判別することに成功した。しかし、本手
法では、以下に示すように汎用性と信頼性に
関して大きな問題点が残されていた。 

 
・対象となる細菌種の汎用性の問題：対象と
する細菌種を変更したい場合には、その都度、
磁性ナノ粒子と抗体間の化学結合反応から
調製を始める必要があり、大変な手間がかか
る。 
・耐性判定の確実性の問題：開発したプロー
ブでは、同じ菌種であれば、耐性菌と通常菌
の双方を同時に捕集してしまう。そのため、
同一菌種における耐性菌と通常菌が混在し
ている試料系では、耐性の有無を一義的に判
定できない。 

 
こうした中で申請者は、1) 抗体磁性ナノ粒
子にさらなる抗体を付加的に組み合わせて
高性能化すること、ならびに 2) データ解析
の際にバイオインフォマティックスの手法
を活用することにより、上記の問題点を解決
できることに着眼した。この高性能化によっ
て、専門的な知識を持たない医療従事者であ
っても、細菌における薬剤耐性の有無をより
高い確度でもって一義的に迅速解析するこ
とが初めて可能になると考え、本申請課題を
立案するに至った。 
 
２．研究の目的 
まず、｢抗体磁性ナノ粒子プローブ－反応
熱分解 GC｣計測システムにおける汎用性と
確実性を大幅に向上させて、その高性能化を

はかる。まず、汎用性の問題については、基
質となる抗体磁性プローブに対して、所望す
る細菌種に作用する抗体を簡便な操作で結
合させて使用する、「アタッチメント式抗体
ナノ粒子」の調製方法を確立する。 
次に、信頼性向上については、統計的手法
の一つである主成分分析法の活用をはかる。
反応熱分解GC分析により得られる複雑な脂
肪酸組成データを主成分分析法によりデー
タ解析して、耐性作用判定における客観性を
高める。以上の高性能化を通じて、生体試料
中における耐性菌の存在を、簡便な操作でも
って一義的に迅速（20分以内）決定できる実
用的な計測法を開発する。 
 さらに、現状では、薬剤耐性作用がどのよ
うに発現するのか、その発現メカニズムには
不明な点が多く残されている。そこで、一連
の耐性菌の分析結果を基にして、耐性作用の
発現に伴い、細胞膜脂質の構成成分の種類や
化学組成がどのように変性したかを詳細に
解析する。この解析結果から、細胞膜脂質の
分子構造の観点から、薬剤耐性菌の耐性作用
の発現メカニズムを初めて明らかにするこ
とも期限内に目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）捕集対象となる細菌種の汎用性を高め
た「アタッチメント式抗体ナノ粒子プロー
ブ」の調製 
 基質となる抗体ナノ粒子に対して、実際に
細菌に作用する抗体を結合させて用いる、ア
タッチメント式ナノ粒子プローブの調製法
を開発する。まず、マウスなどの特定の動物
由来の抗体に特異的に結合する基質抗体ナ
ノ粒子を合成する。この基質プローブの作製
方法としては、まず、磁性ナノ粒子に 4-メチ
ルカテコールを反応させ、次に、その反応部
位をアジド化した個所を起点として抗体を
導入する方法を採用する。次に、マウスに任
意の細菌種を作用させて作製した抗体を、抗
体‐抗原反応を利用して基質粒子プローブ
に結合させる。この結合反応をスムーズかつ
高効率に進行させるために、1) 基質プロー
ブに対する抗体の導入率、2) 基質粒子プロ
ーブの粒径、および 3) 種々の反応条件（温
度や時間）の最適化実験も実施する。この調
製法を確立することによって、基質プローブ
に対して、任意の細菌に作用する抗体を簡便
な操作で結合（アタッチメント）させるだけ
で、捕集対象となる細菌の種類を容易に変更
することが可能になる。 
 
（2）主成分分析法を利用した脂肪酸成分デ
ータの統計解析 
耐性判定の確度を高めるために、統計的手
法の一つである主成分分析法によるデータ
解析をはかる。まず、説明変量として利用す
る脂肪酸成分の選択を行う。次に、データ解
析に先立つ数値の標準化方法や、実際の主成
分分析に関する様々なパラメータの最適化



を図ることにより、一連の細菌試料を最も効
率よく識別できる計算プロトコルを構築す
る。 
 
（3）実際の試料系への応用 
開発した方法論を応用して、実際の薬剤耐
性菌の検出を実施する。試料には、耐性菌を
含む複数の細菌種の混合系を用いる。ここで
は、特に、反応熱分解 GC における分離条件
（カラム固定相の選択、分解能の向上等）の
適正化を中心に実験を進める。さらに、本手
法により得られる脂肪酸組成データを主成
分分析によりデータ解析し、試料中の耐性菌
の存在を一義的に決定する方法を構築する。 
さらに、薬剤耐性菌における細胞膜脂肪酸
の構造や存在比の情報と、耐性作用の強さと
の相関をコンピュータ支援されたバイオイ
ンフォマティックスの手法を活用して多変
量解析する。この統計解析を多種類の菌種に
わたって系統的に行うことにより、細菌のお
ける耐性作用の発現メカニズムを細胞膜脂
質の構造の観点から解明する。 
 
４．研究成果 
（1）「アタッチメント式抗体ナノ粒子」の調
製方法の確立 
 まず、2 次抗体の添加量、調製温度や反応
時間などのパラメーターに注目して、アタッ
チメント式抗体磁性ビーズプローブの調製
方法の確立を試みた。ここでは、試料として
寒天培地上で一晩培養した大腸菌を用いた。
また、最適化の方法としては、まず、実際に
調製した抗体磁性ビーズプローブを使って
大腸菌を捕集した後、得られたプローブ-大
腸菌複合体をリン脂質検出用の条件下でマ
トリックス支援レーザー脱離イオン化質量
分析法（MALDI-MS）測定した。その結果、得
られた質量スペクトル上のリン脂質ピーク
群の S/N 比や相対強度を手掛かりに用いて、
各パラメータの最適化を行った。その結果、
それらのパラメータを以下の様に設定した
ときに、大腸菌由来のリン脂質ピーク群の
S/S は最も大きくなったことから、アタッチ
メント式抗体磁性ビーズを効率よく合成で
きていることが分かった。 
 
気質となる抗体磁性ビーズの種類：
Dynabeads M-280 Sheep anti-Rabbit IgG 
（Invitrogen 社） 
2 次抗体の種類：E.coli anti-Rabbit 60-E13
（コスモ・バイオ社） 
基質ビーズと 2次抗体の体積比：1対 5 
反応温度：25℃ 
反応時間：30 分 
 
以上のように決定した、抗体磁性ビーズの調
製方法を図 1に示す。 
 
 
 

 
（2）「アタッチメント式抗体ナノ粒子」によ
り細菌捕集プロトコルの確立 
開発した磁性ナノ粒子プローブに任意の
細菌種を選択的に採取するための，最適な捕
集条件を決定することを試みた。ここでは，
細菌試料には大腸菌を用い，これを当該菌に
対する抗体で表面修飾した微小な磁性粒子
に吸着させることを試みた。また，吸着した
大腸菌の検出には、リン脂質検出用の条件下
での MALDI-MS を活用した。様々な条件下で
吸着実験を行ったところ，吸着の際の温度お
よび時間をそれぞれ37 ℃および20分に設定
したときに，最も効率的に大腸菌を磁性粒子
表面上に捕集できることが分かった。こうし
て構築した、細菌の選択捕集のためのプロト
コルを図 2に示す。 

 
 そこで，次に，こうして磁性粒子上に捕集
した大腸菌を直接オンライン操作で反応熱
分解ガスクロマトグラフ（反応熱分解 GC）分
析するためのプロトコル構築を試みた。まず
は，大腸菌そのものを試料に用いて，その高
感度検出に最も適した化学反応場の構築を
実施した。様々な反応試薬，その濃度，およ
び反応温度などの各種パラメーターを検討
した結果，化学試薬として強有機アルカリの
一種である水酸化テトラメチルアンモニウ
ム（TMAH）を使用し，その濃度を 25 w/w %，
また反応温度を 400℃に設定したときに，当
該細菌を構成する細胞膜脂質中の脂肪酸成
分を，それらの望ましくない異性化や熱分解
を回避して、対応するメチル誘導体として高
感度に検出できることを見出した。さらに、
実際に大腸菌を選択捕集した抗体磁性ビー
ズを試料に用いて，TMAH 共存下での反応熱分
解 GC 分析を行った。その結果、当該細菌に
特有の一連の脂肪酸成分を明瞭に検出する
ことが可能になった。この方法によって得ら
れた典型的なクロマトグラムを図 3に示す。 
 
 

 
図 1 アタッチメント式抗体磁性ビーズの調製法 

 

図 2 細菌の選択捕集のための実験プロトコル 



この図に示すように、クロマトグラム上には
炭素数が 12～19 までの一連の脂肪酸成分が
対応するメチルエステルとしてはっきりと
観測された。さらに、トータルイオンクロマ
トグラムと比べて、m/z 74 におけるマスクロ
マトグラムでは、マトリックス成分との分離
がより向上していることも見て取れる。 
 このように，アタッチメント式抗体磁性ナ
ノ粒子プローブを反応熱分解GC/MS法と組み
合わせた新規計測システムを構築できた。さ
らに、この方法により、選択捕集した任意の
細菌に含まれる脂肪酸成分を高感度に検出
できることも確認できた。 

 
（3）実サンプルからの特定細菌種の選択検
出への応用 
 磁性ナノ粒子プローブと反応熱分解 GC/MS
を連結した計測方法を発展的に応用して、実
際の薬剤耐性菌の細胞膜脂質成分を構造キ
ャラクタリゼーションする一連の実験を行
った。ここでは細菌試料として、代表的な消
毒薬の一種であるトリクロサンに対して耐
性を有する大腸菌を試料に用いた。この薬剤
耐性を備えた大腸菌（耐性株）と、通常の大
腸菌（通常株）をそれぞれアタッチメント式
抗体磁性ビーズで捕集し、回収したビーズ‐
大腸菌の複合体試料を反応熱分解GC/MS測定
した。その結果得られた通常菌と耐性株の典
型的なクロマトグラムを図 4に示す。この図
に示すように、いずれの大腸菌試料について
も、一連の脂肪酸成分が明瞭に観測された。
しかしながら、それらのピークパターンは極
めてよく類似していたため、次に、各脂肪酸
ピークの面積比を算出し、それらの比較を行
った。その結果、通常株と耐性株の間で、脂
肪酸成分の面積比は全体的にはよく類似し
ていたが、詳細にみると、パルミトレイン酸、
シクロヘプタデカン酸やオレイン酸などの
成分では、両者間で若干の際が見られた。従
って、トリクロサン耐性を備えることによっ
て、それらの脂肪酸成分の組成における変性
が生じていることが示唆された。 

 
（4）主成分分析法を用いた薬剤耐性菌の識
別の視覚化 
前述した脂肪酸組成の変化に基づいて、耐
性の有無を判別することも可能ではあるが、
その差異が必ずしも大きくはないため、明瞭
な識別には至らなかった。そこで、バイオイ
ンフォマティックスの分野において多変量
解析法として活用されている主成分分析法
を採用することとした。ここでは、クロマト
グラム上に観測された 10 成分の脂肪酸の面
積を説明変量に選択し、また、解析前の数値
の標準化法としてオートスケーリングを使
用した。その結果、得られた主成分分析のプ
ロット図を図5に示す。この図に示すように、
それぞれの脂肪酸組成の違いを反映して、野
生株および変異株をはっきり分類すること
ができた。 
以上のように、アタッチメント式抗体磁性
ビーズプローブと反応熱分解GC/MSの組合せ
により、脂肪酸組成の違いを手掛かりにして、
薬剤耐性菌を簡便に検出することが可能に
なった。 
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図 5 主成分分析による薬剤耐性菌の分類 
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