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研究成果の概要（和文）：本研究は、ESBL産生E. coliにおけるMALDIタイピングおよび世界的パンデミックタイプであ
るB2-ST131クローン特有のバイオマーカーを探索することを目的とする。独自に開発したMALDIタイピング手法はPFGE
より劣るもののMLSTとほぼ同等レベルの識別能力を有していた。また、B2-ST131とother STを識別するバイオマーカー
はB2-ST131は7,650 m/z、他のSTタイプは7,707 m/zが最も識別能力の高く、このバイオマーカープロテインはYahO pro
teinと同定された。そしてこの分子量の差はE34Aのアミノ酸置換のある同一タンパク質であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study development of MALDI typing with ESBL-producing E. coli, 
and is to explore the specific biomarker peaks of B2-ST131 clone of global pandemic clone. Our unique 
MALDI typing method was identified ability comparable to MLST although inferior to PFGE. We searched for 
the specific biomarker peaks to distinguish between the B2-ST131 clonal group and other ST clonal groups 
isolated. Biomarker peaks at m/z 7650 in the B2-ST131 group and m/z 7707 in the other ST clonal groups 
showed the highest discrimination abilities. Differences between the molecular mass at the 7650-m/z and 
7707-m/z peaks indicated an E34A amino acid substitution.

研究分野：臨床微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、extended-spectrum β-lactamase（ESBL）
やカルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌を
代表とするβラクタマーゼ産生菌が世界的
に蔓延している。特に ESBL産生 Escherichia 
coli は院内のみならず市中においても蔓延し
ており、拡散防止対策が急務となっている。
院内または市中においてアウトブレイクを
疑う時は、正確かつ迅速なタイピングを実施
し、早期発見および早期対応が求められるが、
従来から実施されている手法である rep-PCR
や pulsed-field gel electrophoresis（PFGE）は時
間を要し、操作も煩雑であるためルーチンワ
ークとして実施することが困難である。われ
われが今回使用する matrix-assisted laser 
desorption ionization-time of flight mass 
spectrometry（MALDI-TOF MS）はコロニーか
ら約 10 分以内に菌種同定が可能な迅速性、
経済性および操作性に優れた次世代型臨床
微生物検査ツールであり、菌種同定と同時に
迅速なタイピングやクローン識別が実施で
きる可能性を秘めている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、まず国内同一市内の入院患者お
よび健常人における腸管内 ESBL産生 E. coli
の保菌状況を調査し、そのクローンタイプを
解析、B2-ST131クローンを疫学調査する。次
にMALDI-TOF MSを用いて菌種同定すると
同時に世界的に蔓延している ESBL 産生 E. 
coli の迅速なタイピング手法の確立、そして
世界的パンデミッククローンである高病原
性多剤耐性 E. coli B2-ST131クローンを他の
クローンと鑑別可能なバイオマーカーを探
索する事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究は以下の研究について実施した 
１）ヒト糞便由来 ESBL産生 E. coliの分子疫
学調査 
 2011 年に天理よろづ相談所病院感染症検
査室に提出された糞便を用いて ESBL産生 E. 
coli の保菌調査を実施し、検出した株につい
て mutilocus sequence typing （ MLST）、
phylogenetic groupおよび PFGEを実施した。 
２）MALDI-TOF MSを用いた各種デンドログ
ラムの作製と各種タイピング手法との性能
比較 
 １）で得られた菌株の一部を使用して
MALDI-TOF MS測定を実施し、Biotyper main 
spectrum（MSP）によるデンドログラムと独
自で考案した解析方法によるデンドログラ
ムを作製、既存のMLSTおよび PFGEの識別
能力と simpson’s indexを用いて評価した。 
３）B2-ST131クローン特有のバイオマーカー
の探索とタンパク質同定 
 １）で得られた菌株を用いて ClinProTools
ソフトウェア多変量解析による B2-ST131 ク
ローン特有のバイオマーカー探索を実施し
た。また、各種プロテオミクス解析手法によ

りそのバイオマーカープロテインを同定し
た。 
 
４．研究成果 
 国内のヒト糞便中 ESBL産生 E. coli保菌率
およびそのクローンの調査結果、保菌率は入
院患者で 12.5%（32/257）、健常人で 8.5%
（42/496）であり、1998年に実施した研究結
果の 0.5%に比べ約 20倍近く著増していた。
ESBL産生E. coliクローンはB2-ST131が22%
（16/74）と最も多かったが、健常人では入院
患者に比べ B2-ST131 の検出率は低かった
（P<0.01）（図 1）。 

 
次に検出した ESBL産生 E. coliのうち 36株
を用いて PFGE、MLST および ESBL 遺伝子
型のそれぞれの違いが、MALDI-TOF MSでど
れぐらい識別可能かを比較した結果、
simpson’s index は PFGE が 0.929、MLST が
0.715、ESBL遺伝子型が 0.710、MALDI-TOF 
MS による独自解析方法が 0.708 であり、
MALDI-TOF MS による識別能力は PFGE よ
り劣るもののMLSTとほぼ同等レベルの識別
能力を有していた（表１）。 

  
 また、ESBL産生E. coli 74株のMALDI-TOF 
MS から得られたスペクトルを用いて、
B2-ST131 と他の ST タイプを識別する最も
適当なバイオマーカーピークを検索した。
B2-ST131は 7,650 m/z、Other STは 7,707 m/z
が最も識別能力の高いバイオマーカーピー
クとして検出され、その判別特性は、感度
100%、特異度 89.7%であった（表２、図２）。
このバイオマーカープロテインはプロテオ
ミクス解析において YahO proteinと同定し、



7,650 m/zと 7,707 m/zはE34Aのアミノ酸置換
のある同一タンパク質であることが明らか
となった。現在、7,650 m/zおよび 7,707 m/z
以外のバイオマーカーピークについて解析
中である。 
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