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研究成果の概要（和文）：従来、コロニーからの細菌同定には形態学的・生化学的手法が用いられてきたが、長時間を
要し、操作が煩雑で熟練を要するなどの難点があった。質量分析法では1菌種約6分ときわめて短時間に正確な同定結果
が得られる。本法により、血液培養陽性ボトルからの直接迅速同定検査の確立およびStaphylococcus aureusのメチシ
リン感受性株（MSSA）とメチシリン耐性株（MRSA）の鑑別システムを構築した。

研究成果の概要（英文）： MALDI-TOF MS is increasingly used in clinical microbial diagnostics for species 
identification of pathogens. The identification rates at the species and genus levels were 91.7% and 
97.0%, respectively, and both rates were improved by adding clinical isolate data obtained in our 
laboratory to that in the original commercial database.
 MRSA is one of the major pathogens responsible for nosocomial infection. The presence of MRSA in a 
hospital is detrimental to patients and to hospital management. Thus, rapid identification of MRSA is 
needed. Here, we report a prospective study of rapid discrimination of MSSA from MRSA using MALDI-TOF MS 
in 160 clinical isolates of S. aureus. The predictive model was trained using 50 MSSA and 50 MRSA. The 
identification rates were 90.0% for MSSA and 87.5% for MRSA. In blind test sets, 30 MSSA and 30 MRSA were 
correctly classified, with identification rates of 93.3% for MSSA and 86.7% for MRSA.

研究分野：臨床検査医学
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１．研究開始当初の背景 
組織や体液に存在しているすべての蛋白

質を網羅的に解析するプロテオミクス研究

はその解析技術の進歩と相俟って、近年急速

に展開している。質量分析法はプロテオーム

解析における最も重要な手法であるが、質量

分析計を用いた細菌同定は、1975年に Anhalt

らによって、ペプチドスペクトルをベースと

したパターンマッチングによる同定が行わ

れ た 。 Staphylococcus epidermidis, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Neisseria gonorrhoeae, Salmonella sp, Proteus 

morganii, Proteus rettgeriの 7菌種の同定が報

告されている(Anhalt JP and Fenselau C. Anal 

Chem 47:219-225.1975)。 

従来細菌の同定には、主に形態学的手法

（グラム染色、コロニーの形状やその大き

さ）や生化学的手法が用いられている。しか

しながらいずれの手法も煩雑な作業であり

高い専門性が要求される。高い識別能力があ

る 16S rRNAを指標とする手法は、多くの検

体を一度に解析することは難しく、日常的に

用いることは困難でありコストがかかる。質

量分析計による細菌同定はサンプル調整が

容易で、測定操作も簡便であり、一菌種約 6

分で同定結果がえられる (Freiwald A and 

Sauer S. Nature Prot 4:732-742.2009)。この特徴

を活かして、煩雑な試料前処理を行わず、属

や種を容易に識別することのできる手法と

して注目されている。 

 Eignerらは、臨床分離株 1116株を用いて従

来法と質量分析法を行った結果、種レベルの

一致率は 95.2％（グラム陰性細菌：93.8％、

グラム陽性細菌：97.7％）であった(Clin Lab 

55:289-296.2009)。Sengらは、臨床分離株 1660

株を用いて、属レベルの同定では 95.4％、種

レベルの一致率は 84.1％であった(Clin Infect 

Dis 49:543-551. 2009)。van Veenらは、臨床分

離株 327 株を用いて、属レベルの同定では

95.1％、種レベルの一致率は 85.6％であった

(J Clin Microbiol 48:900–907.2010)。Bizziniら

は、臨床分離株 1371 株を用いて、属レベル

の同定では 94.5％、種レベルの一致率は

91.7 ％ で あ っ た (J Clin Microbiol 

48:1549-1554.2010)。我々は、臨床分離株 85

菌種 442株について、従来法と質量分析法を

行った結果、属レベルの同定では 97.0％（454

株/468株）、種レベルの一致率は 91.7％（429

株 /468 株）であった (Anal Bioanal Chem 

400:1905-11.2011)。また、機器の安定性及び

培養日数に影響が無いことを確認している。

コロニーを直接、MALDI-TOF MSで同定する

方法は、報告されている 4報の種レベル・属

レベルの同定に達している。 

  
２．研究の目的 
質量分析計により平板培地に発育したコ

ロニーの同定検査だけでなく、適切な抗菌剤

の選択に必要な薬剤感受性試験、血液培養陽

性ボトルの迅速同定検査、尿路感染症では培

養なしに直接尿検体からの同定検査への応

用を目的とする。 
 
３．研究の方法 

（1）血液培養陽性ボトルからの細菌回収方

法 

生化学用採血管（インセパック II, 徳山積

水工業株式会社）に陽性の血液培養液を 3mL

入れる。1580×g, 5分間遠心後、上清を捨てる。

分離剤上に集積した細菌を 1mL の滅菌水で

混和し回収する。回収した滅菌水を 15000×g, 

10 分間遠心後、上清を捨て、エタノールを

1mL入れ混和する。15000×g, 10分間遠心後、

上清を捨てる。 
 
（2）尿路感染症の尿検体からの細菌回収方

法 

1.5mL マイクロチューブ（スミロンプロテ

オセーブ SS, 住友ベークライト株式会社）に

尿を 1mL入れる。2000×g, 30秒間遠心後、上

清を回収する。回収した液を 15000×g, 10 分



間遠心後、上清を捨てる。300Lの滅菌水と

900L のエタノールを入れ混和する。

15000×g, 2分間遠心後、上清を捨てる。 
 
（3）細菌の蛋白抽出方法 

20Lのギ酸を入れ、3分間ボルテックスを

する。20Lのアセトニトリルを加え混和する。

15000×g, 10分間遠心後、上清を回収し、細菌

のタンパク質抽出液とする。 

 

（4）細菌の同定方法 

1L のタンパク質抽出液を質量分析計の

MTP BigAnchorChip ターゲットプレート

（Bruker Daltonics, Inc.）上に添加する。乾燥

後 1L の‐シアノ‐4‐ヒドロキシケイ皮

酸（CHCA；Bruker Daltonics, Inc.）マトリッ

クス溶液を添加し乾燥後、AutoFlex® II 

TOF/TOF MS（Bruker Daltonics, Inc.）で測定

する。得られたマススペクトルを菌種ごとに

マススペクトルをデータベース化した

MALDI BioTyperTM 2.0（Bruker Daltonics, 

Inc.）で照合する。score valueが 2.000以上を

同定とする。従来法は、細菌自動分析装置で

ある BD Phoenix system (BD Diagnostics 

Systems)、API system (Sysmex Biomerieux)と生

化学的性状で判定する。従来法と質量分析法

の同定結果が異なった場合は 16S rRNA遺伝

子のシークエンス解析を行う。 

 

（5）16S rRNA遺伝子のシークエンス解析法 

血液寒天培地で 24 時間培養したコロニー

から集菌し、MagNAPure Compact DNA 

isolation kit I (Roche Molecular Biochemicals, 

Mannheim, Germany)を用いて DNA 抽出を行

う。16S rRNA遺伝子のシークエンス解析は、

岡崎ら(Int J Syst Evol Microbiol 59:1336-1341. 

2009)と大塚ら(J Clin Microbiol 43:3713-3717. 

2005)の報告に基づき行う。16S rRNA遺伝子

の PCR 増幅用プライマーには、 8UA 

(5’-AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG-3’) と

1485B (5’-TACGGTTACCTTGTTACGAC-3’)

を用いることによりほぼ全長 1500bp の PCR

産物を得る。シーケンス用プライマーには、

519A (5’-CAGC(A/C)GCCGCGGTAAT-3’) 、

519B (5’-ATTACCGCGGC(G/T)GCTG-3’) 、

907A 

(5’-AAACT(T/C)AAA(T/G)GAATTGACGG-3’)、

907B 

(5’-CCGTCAATTC(A/G)TTT(A/G)AGTTT-3’)

を用い、Applied Biosystems 3130/ Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, Inc., CA, USA)

で塩基配列を決定する。塩基配列の既存菌種

との相同性検索は、GenBank/EMBL/DDBJ デ

ータベースを利用する。 

 

４．研究成果 

（1）In house database構築による同定率の向

上 

 2011年 5月 24日から 2011年 6月 1日に平

板培地により分離された 39 菌種 205 株をデ

ータベースに追加し、2011 年 6 月 2 日から

2011年 6月 10日に分離された 40菌種 264株

について検証した。 

 臨床分離株を追加する前の市販データベ

ースでは、種レベルで 87.1％（230株/264株）

の一致率であったが、臨床分離株を追加した

後のデータベース（in-house）では、種レベル

で 93.2％（246 株/264 株）の一致率であり、

score valueも 61.4％（162株/264株）で上昇

し、同定一致率が向上した。追加した菌種以

外の同定には、影響がみられなかった。 

 

（2）血液培養陽性ボトルの微生物迅速同定

の評価 

 千葉大学医学部附属病院検査部で血液培

養が陽性となった血液培養ボトルを使用し、

分離菌種 19菌種 43株で行った。 

血液培養ボトルに 1菌種の場合、種レベル

の同定では 86.5％（32/37）の一致率であり、

Bacillus coagulans, Candida lusitaniae, 



Staphylococcus caprae, Streptococcus mitisは従

来法と一致しなかった。血液培養ボトルに 2

菌 種 の 場 合 、 Staphylococcus aureus と

Staphylococcus epidermidis では S.aureus が同

定 さ れ 、 S.epidermidis と Staphylococcus 

haemolyticus では S.haemolyticus が同定され、

2菌種同時に同定することはできなかった。 

 

（3）MSSAとMRSAの鑑別 

 2012年 1月 10日から 2013年 4月 12日に

当院検査部で分離された臨床分離株 98 株

（ MSSA： 50 株、 MRSA ： 48 株）で

ClinProToolsTM software3.0 (Bruker Daltonics)

のサポートベクターマシンを用いて判別ア

ルゴリズムを作成し、2013年 4月 15日から

2013年 8月 16日に分離された臨床分離株 60

株（MSSA：30株、MRSA：30株）について

検証した。 

 臨床分離株 98株でアルゴリズムを作成し、

判別を試みた結果、従来法との一致率は

MSSAで 90.0％（45株/50株）、MRSAで 87.5％

（42 株/48 株）であった。検証に用いた臨床

分離株 60株では、MSSAで 93.3％（28株/30

株）、MRSAで 86.7％（26株/30株）であった。 
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