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質量分析による病原体の同定 

 

概 要 

背景：質量分析法(MS)は、微生物の同定および特性の評価に適した技術である。  

内容：このレビューでは、現在、病原体の分析に用いられる、MS技術をベースとした手法につい
て要約する。 MSを用い、サンプル分画を行わずに病原性微生物細胞を丸ごと、直接的に分析する
ことで、病原体分類のためのバイオマーカーを評価できるとともに、迅速かつハイスループット分
析能を得ることが可能となる。また、クロマトグラフィーやアフィニティー（親和性）に基づく
様々な技術と MSを組み合わせることで、複雑だった微生物同定のためのバイオマーカーを単純化
し、より正確な結果を導くことが可能となる。試料液中における標的微生物の濃縮には、ナノテク
ノロジーの利用を含むアフィニティー技術を用いることができ、結果として検出限界の改善が見込
まれる。また、病原体の核酸増幅と MSをベースとした分析法を組み合わせるアプローチも、バイ
オマーカー分析の一方法である。一方で、多変量解析とバイオインフォマティクス的アプローチを
含む多くのデータ分析法も、微生物の同定用に開発されつつある。このレビューでは、感染性微生
物の同定と分類目的とした MSの臨床応用と、今後の展望について紹介する。  

要約：分離および質量分析における装置、イオン化技術、および生物学的手法の進歩により、病原
体の分析を目的とした MSの分析能力の向上が見込まれる。  
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序 文 

迅速で信頼性があり、しかも簡便な微生物の同定が、環境微生物学および臨床微生物学の主なるゴ
ールであるが、多様性と複雑さは、常に生体試料の分析にとっての難問である（1)。これまで用い
られてきた古典的手法により微生物を正確に同定するには、多大な時間が必要で、しかも煩雑な操
作を要する。微生物の同定と特性評価をより迅速に行うことができれば、健康被害を最小化し、さ
らに微生物によってもたらされる疾病の蔓延を、防ぐことが可能となる。微生物の同定および特性
の評価に適した近代的方法の必要条件として、ロバストネス（堅牢性）、簡便性、低コスト、迅速
性、ハイスループット（高処理）能力を挙げることができる。これらのうちほとんどの必要条件を
満たすため、今、質量分析法（MS）1 が微生物の同定技術として注目されている（1)。 

図 1に微生物同定を目的とした微生物の濃縮および分析手法のフローチャートを示す。一般的に、
MSをベースとした分析では、事前に培養もしくは培養を伴わない手法により十分量な微生物細胞
の回収を行う。多くの場合、培養を伴わない手法として、標的細胞との生化学的、化学的、あるい
は物理学的な相互作用に基づく、アフィニティー技術が用いられている。そしてその微生物細胞の
回収画分について、MS分析が行われる。エアゾル化された個々の微生物粒子をリアルタイムに分
析するためには、バイオエアゾル質量分析などの直接的なサンプリング技術が開発されている。ま
た、高度の増幅能力を有する核酸増幅法に、高解像に質量を分析可能な MSを組み合わせた分析手
法も開発されている。バイオマーカーとなり得る分子を網羅的に調べるためには、MSによる分析
以前に、微生物細胞からバイオマーカーを抽出したうえで、バイオマーカーの分画がなされる。一
方で、フローチャート中の直接的な分析とは、バイオマーカーの抽出および分画を行わずに、微生
物細胞を直接的に分析することを意味している。 

生体分子の相互作用を理解し操作して、分子標的を認識し、診断を行なうために、生体分子を結合
させたナノ粒子が用いられている。さらに、MSをベースとした微生物の同定には、ナノ粒子が重
要な役割を果たしている（2)(3)。機能的な磁性ナノ粒子の使用により、極めて微量なバクテリアの
検知に要する時間を短縮できるうえ、臨床研究において恩恵を受けることができるのは明らかであ
る。 
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図 1 微生物同定のための、微生物に由来する分子の濃縮および分析戦略のフローチャート 

 

いわゆるソフトイオン化技術－MALDIおよびエレクトロスプレイイオン化(ESI)－の開発により、
中～高分子量の熱不安定性化合物から、気相イオンを発生させることが可能となった。MALDI-MS

および ESI-MS技術を用いた微生物同定法は、医薬・臨床微生物学での従来の検査法に代わる優れ
た手法である。近年、脱離エレクトロスプレイイオン化のような高度な技術が、バクテリアの同定
に応用されつつある。MALDI、ESI、およびバイオエアゾル質量分析計を用いたバクテリアの直接
的な同定には、簡便性や迅速性などのアドバンテージがある。  

検体の前処理は、微生物の分析にとって重要課題である。注意深い検体前処理は、十分な検知能と
選択性を達成するためには必須であるが、高ハイスループットを確保するためには、検体の前処理
に要する時間は最小限に抑えられなければならない。微生物のバイオマーカーの複雑さは、様々な
クロマトグラフィーをベースにした手法によって、より単純化し得る。このレビューでは、MSを
ベースとする様々なクラスの生体分子の分析や、ガスクロマトグラフィー(GC)、キャピラリー電気
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泳動、液体クロマトグラフィー(LC)、および SELDIのような、アフィニティー法を含むクロマトグ
ラフ技術により、可能となった各クラスの分析手法について論じている。  

微生物同定を目的とした MSによる分析アプローチは、微生物のゲノムの一次配列多様性に伴う、
PCR 産物の分子量の違いを測定するうえで、好都合かもしれない。PCR 法は特異性を持ち、迅速で、
分析感度が高いが、特に未知の微生物の分類（クラシフィケーション）を、直接行うことはできな
い。PCRと MSを組み合わせる方法は、それぞれの強みを活かすことができるとともに、場合によ
ってはそれぞれの単独技術では得られなかった、追加情報を入手することができる（4)。 このレビ
ューでは、病原体識別を目的としたライブラリ－の検索および統計学的アプローチを含むデータ分
析法についても要約しており、微生物の分析手法の臨床応用例や、今後の展望についても述べる。 

細胞を濃縮するためのアフィニティーベースの技術 

一般に、生体液中に共存するタンパク質あるいは代謝産物により、MSによって得られる微生物細
胞由来のバイオマーカーのシグナル強度は、抑制されてしまう。従って、ターゲットとするバクテ
リアに特異的なアフィニティープローブを開発することで、生体液中の共雑物による干渉を有効的
に最小化し、さらに注目する微生物を濃縮することも可能である。Afonsoと Fenselau（5）は、アフ
ィニティー技術と MALDI-MSを組み合わせることで、複雑な生体の混合物からのバクテリアの同定
について報告している； 彼らは複雑な生体混合物からバクテリア細胞の形跡を捕捉するために、－
レクチン固定化基質を用いて－アフィニティー技術を利用した。 

免疫磁気分離法は、抗体をコーティングした磁性粒子を用い、臨床検体や食物、環境試料から病原
性微生物や生物活性のある細胞を分離する、一般的な手法である。Madonnaら（6）は免疫磁気分離
法と MALDI-MSを組み合わせ、複雑な生体液中からターゲットとするバクテリアを同定する迅速法
を開発した。 この方法ではマイクロ・リットルレベルの試料を必要とするのみである；例えば、生
理バッファーに存在する 1 mL辺り最低で 1.0 x 107個の濃度のバクテリアが、一時間以内に検知可
能である。 さらに、体積辺りの表面積が大きいため、試料中に含まれる測定物質の分離用プローブ
として、ナノ粒子(NP)が注目されている。NPとターゲット間の共有結合は、NP表面上でのチオー
ル化分子の自己集合化によって、速やかに形成される。Linら（7）は、マンノースカプセル化金ナ
ノ粒子をナノレベルのプローブとして用いることで、大腸菌の I型繊毛の認識に成功した。 Guら
（2)(8)は、バンコマイシンで修飾した Fe-Ptナノ粒子 (生理活性を持つ磁性ナノ粒子)が、バンコマ
イシン耐性バクテリアを捕らえるための、アフィニティープローブに利用できることを示唆した； 

彼らは、約 101コロニー形成単位(CFU)/mLの濃度の病原体を１時間以内で捕らえるため、S-Pt結合
を用いた (2)。 
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同様の研究で Chenら（9）は、バンコマイシン結合磁性 NPを用いることで、バクテリアが 7 x 

104CFU/mL混在する尿サンプル(3 mL)から、ブドウ球菌および黄色ブドウ球菌を選択的にトラップ
することができた。これらのアフィニティー法のほとんどは、サンプル分析には MALDI-MSを用い
ているが、原理的には LC－ESI－MSを用いることも可能である。一方 Liuら(3)は、ハト・アルブ
ミン(POA)結合型の Fe3O4@Al2O3 磁性 NPにより、尿路疾患性の大腸菌を捕捉した。図 2に、その
プロセスを示した。 POA結合型磁性粒子に、S.saprophyticusおよび大腸菌 J96を加えた結果、大腸
菌 J96が選択的に磁性粒子にトラップされ、磁力粒子を回収することで大腸菌 J96を捕捉した。そ
の後、NPに結合したバクテリアを、直接的に MS分析した。  

 
図 2   POA結合型 Fe3O4@Al2O3 磁性ナノ粒子を用いて、標的バクテリアをトラップするプロセス 

単離の 1時間前に、ナノ粒子をバクテリアのサンプルとボルテックスにより混合した。単離したバ
クテリア結合粒子はシナピン酸と混合した後、MALDI分析を行った。S.S.(S.saprophyticus)。再版は
Liuらからの承諾済み。3c 2009 (American Chemical Societyが版権を有する)。 

MSをベースとした微生物の直接的な分析 
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 MALDI-MS  

MALDI-MS を用いた微生物の直接的な分析法は、迅速性、低い検出限界、質量スペクトルの単純化、
および共雑物を含んだ状態でも分析できることなど、数々のアドバンテージを持っている。 細胞に
含まれる蛋白質の網羅的なプロファイリングによる MALDI-MSのスペクトルは、分類学的に見て
個々に特徴があることから、全蛋白質の一部分しか検出されないものの、genus、種、株レベルでバ
クテリアを分類することが可能である。種および亜種を特定するために、これまでにも多くの臨床
微生物検査室が MALDI-TOF MSを用い、インタクトな細胞のままで、直接的にバクテリアを分析
する手法を試みてきた(10)。 図 3は、S. aureus、Enterococcus faecalis、E. coli、Vibrio 

parahaemolyticusの、４種類の純粋培養それぞれからのインタクトな細胞を、直接的に MALDIで分
析したスペクトルである。MALDI-MSによる微生物の同定およびタイピングについては、いくつも
の文献があるため(1)(11-14)、ここで言及しない。 

 

図 3 MALDIスペクトルは、黄色ブドウ球菌、E.faecalis、大腸菌および V.parahaemolyticusのイ
ンタクトな細胞を、直接的に分析したMALDIスペクトルの結果。  
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スペクトルは time-of-flight質量分析計を用いて、線形のモードで分析した結果である。サンプルは
それぞれ 107CFUバクテリアを含む。 

 ESI-MS  

直接的な分析による微生物の同定に、ESI-MSはそれほど利用されていないが、Xiangら (15)はグロ
ーバル ESI-タンデム MS (MS/MS) を用い、細胞溶解物の分析による微生物のキャラクタリゼーショ
ンを試みている。また、Vaidyanathanら(16)は ESI-MSを用いて、全バクテリア細胞を直接的に分析
している。 さらに、新たに開発された脱離エレクトロスプレイイオン化(DESI)MS技術により、凝
縮相サンプルの直接的な分析も可能である。この手法は、得られる DESI 質量スペクトルをもとに、
E. coli、S. aureus、Enterococcus sp.、Bordetella bronchiseptica、Bacillus thuringiensis、Bacillus subtilis、
および Salmonella typhimuriumの識別に用いられた。質量 50～500 Daの範囲で、識別可能な DESI

質量スペクトルは、陽イオンおよび陰イオンモードの両方を用い、バクテリア全体の分析から得ら
れている；分析時間は 2分未満になり得る(17)。 

バイオエアゾル質量分析 

バイオエアゾル質量分析(BAMS)は、リアルタイムにアエロゾル化された微生物粒子を個々に分析し、
同定するために開発されてきた(14)。BAMSにより、分析前の濃縮を伴わずに、細胞単体レベルで
種の違いを瞬間的に検知する潜在能力を備えている；BAMSによる検知は特異性が非常に高く、か
つミリセカンドという、短い時間で分析が可能である。 この手法は、Bacillus spore species B. 

thuringiensisと B. atrophaeusの識別や（18）、Mycobacterium tuberculosisの検知（19)に適用された。
Bacillusの胞子と栄養細胞の BAMSのスペクトル分析には試薬を使用しないため、質量 m/z 300未
満の分子から得られたシグナルの分析に限定される。BAMSは種レベルでの識別にある程度成功し
ているが、質量の大きい分子の分析では感度が低いという課題もある(18)。高質量領域での感度が
改善されることで、種レベルの識別を可能とする、よりロバスト（堅牢）なバイオマーカー分析系
の構築が可能となるであろう。 

空気感染性病原体の高質量分析については、MALDIとエアゾルタイム・オブ・フライト（飛行時
間）MSの組み合わせにより、改善できる可能性がある(20)。 この方法では、まず病原体のエアゾ
ルにマトリックス蒸気を混合した後に冷却チャンバーに送り、エアゾルをマトリックスで包み込む。
その後マトリクス・エアゾル粒子を、飛タイム・オブ・フライト MSで分析するものである。Van 

Wuijckhuijseら(20)は、単一エアゾル粒子に含まれるタンパク質とその他の生体物質を分析するため
の、オンラインシステムを開発した。 これにより、20,000 Daまでのタンパク質エアゾル粒子の分
析が、可能になっている；この質量範囲は、Bacillus sporesを含むバクテリアの分析に有用なバイオ
マーカーの質量に、適合するものである(20)。 

質量分析のための検体分画法 
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 GC-MSおよび熱分解- GC-MS  

GC-MSは、微生物の特性評価を行うための、代謝産物のプロファイリングに用いられてきた
(21)。.GC-MSによって分析可能な化合物の最大分子量は 1000 Da未満である。不揮発性物質につい
ては、GS-MS分析前に、誘導化または分解によって揮発性物質に転換することが必要となる。石田
ら(22)は、大腸菌 K-12株細胞全体のリン脂質を直接的に分析する代替手段として、試料をプローブ
上で加熱加水分解とメチル化-GC(テトラメチルアンモニウム水酸化物の存在下で)し、MALDI-MS

で分析した。この方法では面倒な検体前処理を要しない。 

Masら(23)は、Saccharomyces cerevisiaeの異なる変異体から、特異的な代謝産物のプロファイを得る
ために、GC-MSと直接導入 MSを用いた。 LC-MSと GC-MSの組み合わせは、メタボローム（全
代謝産物）を広範囲に分析することが可能である (24)。Smildeら(24)は、コンピューター予測から
得られた B. subtilisと E. coliの代謝産物群のうち、市販されている物質に関して、93%もの高確率で
検知可能であることを示した。6つの異なる手法により B. subtilis、E. coliおよび S.cerevisiaeを分析
した結果も、同様の検出率(95～97%)が報告されている (25)。これらの 3つの微生物のメタボローム
には、合計で 905の異なる代謝産物が存在し、そのうち 410の代謝産物が 3つの微生物それぞれで
特異的なものであった。 

GC-MS/MSによって、複雑な環境試料・臨床検体中の炭水化物バイオマーカー(例えばムラミン酸)

分析の、検出限界および特異性を改善できる。より具体的には、前駆体イオンからフラグメントイ
オへの遷移を、複数の反応モニタリングモードでモニターする手法を取る。このアプローチにより、
Wunschelら(21)は Bacillus anthracisの胞子に関連した、寒天培地に存在するマーカーを分析するため、
アルジトール酢酸を用いて 2つの実証実験を行った。この実験では、胞子存在下で、寒天培地由来
の 3, 6 アンヒドロ-α-1-ガラクトースを検知できた。熱分解-MSは、バクテリアの分類と同定を目的
として、熱分解生成物のパターンを得るために使用されることが多い。熱分解は化学合成あるいは
生化学合成による化合物が、熱により分解されていくプロセスである。脂質(26)やタンパク質(27)を
含む多種の化合物を由来とした熱分解生成物質が、バクテリアの識別に用いられている。  

キャピラリー電気泳動-MS 

キャピラリー電気泳動(CE) - MSは、他の分離技術と MSの組み合わせを補足、かつ/または取って
代る多次元な分析アプローチで、幅広く用いられてきた(28)。ESI-MSと組み合わせた CEは自動化
でき、小型化が可能で迅速に、かつ非常に効率的に複雑な試料を分離することが可能である。CE-

MS は病原体からのバイオマーカー探索に、有用な技術である(28)。Hu ら(29)は CE-MS 分析により、
タンパク質分解を行った細胞抽出液から特定のマーカーを選択し、そのマーカーのペプチド質量を
MS/MS分析でモニターするという手法によって、種特異的なタンパク質を同定した。彼らは デー
タベース探索によって、Pseudomonas aeruginosa、S. aureus、Staphylococcus epidermidisに関連するタ
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ンパク質由来のペプチドを見出し、異種のバクテリアの混合液から特定のバクテリアを識別するマ
ーカー・イオンとして、これらのペプチドを選別した。この手法は後に、選択的熱分解性ペプチド
分析法(SPA)と命名された。SPA法はバクテリアの混合物をスパイキングした、唾液サンプル中か
らの病原体同定にも用いられている。この手法では、検体中の相対存在量で 1%しかないバクテリ
アも、高い信頼度で同定することができる。そのうえ、全体のタンパク質断片でなく、特定のマー
カーのみを選択的に分析することにより、データ分析の成功率がはるかに改善された。彼らは、
CE-MS分析と、経験的なスコアリング機能を備えたデータベース探索アルゴリズムによるバクテリ
アの種の同定法についても報告している(30)。 

LC-MS 

タンパク質、ペプチド、核酸および代謝産物のような生体サンプルの分離と分析には、現在、液体
クロマトグラフィーに MSを接続したシステム、あるいはそれぞれを接続せずに使用するシステム
が、現在最も広く使用されている。この分析法は、クロマトグラフィーの分離能力と,多種類の分離
カラムを利用できるという柔軟性から、恐らく臨床応用には最も適した分離法だと考えられる。
LC-ESI-MSによる大腸菌由来のタンパク質の検知における前処理効果が研究されている(31)。さら
に、データベース検索アプローチを用いたバクテリアの同定時に、タンパク質のパターン変化がど
のように影響するかについても調べられている。Loら(32)は、単一の MS分析を用いた複数のバク
テリア種の同定を目的として、LC選択的熱分解性ペプチド分析法を用いた。 この実験では、設定
した時間内に選択したペプチドが溶出され、そのペプチドがデータベースから特定できた場合、対
応するバクテリア種の同定が可能であった。この手法を用い、単一の LC選択的熱分解性ペプチド
分析法により、現在までに異種バクテリアの混合液から,8つの病原体を同定することが可能となっ
ている(32)。 

多元的な LC-MS分析手法が、バクテリアのタンパク質の迅速的同定に用いられている。アフィニテ
ィー精製と多次元のタンパク同定技術を組み合わせることで、Krishnamurthyら(33)は胞子形成 B. 

anthracisから特異性の高いタンパク質バイオマーカー(抗原タンパク質 EA1)の分離と,特性評価を報
告している。 

脂質のプロファイルパターンは培養条件に依存するものと思われるが、リン脂質がいくつかの微生
物種の有用なバイオマーカーであることが分かっている(34)。リン脂質は、MSおよび MS/MS分析
時にインタクトな状態でイオン化すること可能である。バクテリア細胞中にある個々の脂肪酸は、
マイナスイオンモードにより得られたイオンの(MS/MS)スペクトルから同定できる。ESI-MSおよび
MS/MSにより、リン脂質分析の検出限界が劇的に改善された(35)。バクテリオホパネポリオス
(BHP)は広範囲の真正細菌によって生合成される膜脂質である。Talbotら 36は、バクテリア培養か
らの BHPマーカーについての LC-MS分析法について詳細に報告している。  
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SELDI-MS  

SELDI-MSは MALDI-MS分析前で、検出するターゲットタンパク質のプレート上での,保持状態に
依存する分析手法である。 アフィニティークロマトグラフィー技術を使用し、タンパク質は化学的
あるいは生化学的に修正されたプロテインチップの表面上に保持される。ターゲットとするタンパ
ク質が、その特徴に基づいて設計されたアフィニティー表面で保持され、精製された後に分析され
る、というのが SELDI技術の利点である(37)。 

SELDI-MSを用いたタンパク質のプロファイリングを試みるアプローチは、Francisella tularensisの 4

つの近縁する亜種の表現型の識別に使用された(38)。この手法は、化学修飾された表面上での、タ
ーゲットタンパク質の結合状態の違いに基づいている。プロテインチップの選択的アレイ表面がプ
ロテオーム中のタンパク質群を保持したうえで、アレイ方面上で結合タンパク質を洗浄、脱塩処理
を行えるという特徴を有していることから、バクテリアの溶解物あるいは他のタンパク質が混在す
る試料をそのまま直接分析することが可能であり、このため、前処理におけるサンプルロスを最小
限に留める事ができる。Lancashireら(39)は SELDI-MSを用い、過去に良く調べ上げられた neisseria 

meningitidesナイセリア髄膜炎疾病群を用いて、バイオマーカー候補の同定を行うとともに、近縁種
を区別するモデルを構築した。shahら(40)は MALDI-MSと SELDI-MSを用いて、インタクトなヒト
の病原体(Fusobacterium nucleatum、Prevotella intermedia、Prevotella nigrescens)から、バクテリアの種
を識別するための、スペクトルプロフィールを得た。 プロファイリング法の鍵となる課題の一つは、
結果の再現性が得られるか否かである。スペクトルの再現性を得るためには、標準化された試料調
製プロトコルが必須である。  

核酸ベースの分析アプローチ 

微生物同定の手法としては、表現型を決定するものと、遺伝子型を決定するものに二分できる。遺
伝子型決定は、種内での遺伝子型の保存性と、異種間での遺伝子型の変異をベースとしている。一
方、表現型による分析は生理学的あるいは生化学的特徴を評価するもので、特定の代謝経路や抗生
物質耐性に関する情報も得ることができる可能性を持つ。従来の生化学的分析手法は、臨床検査室
での中心的なアプローチであることは以前と変わらないが、核酸ベースでの分析手法の臨床応用は
徐々に脚光を集めつつある。  

病原体の同定を目的として PCR反応産物の迅速な分析に、ESI-MSおよび MALDI-MSが利用されて
いる。例えば、Mayrマイアら(41)は、PCRと LC-MSを組み合わせたバクテリアの同定を報告して
いる； 1,000～10,000コピーに相当する S. aureusのゲノムをヒト血漿にスパイクし、ゲノム増幅後
に分 MS分析した結果、ヒト由来の生体物質が背景にある状態でも、特異的にターゲットを検出で
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きた。さらに彼らは、臨床環境で一般的な 10の異なるバクテリア種の 16S rRNA遺伝子領域を増幅
して得た DNA断片が、ESI-MSベースでの遺伝子型決定に適応可能であることを確認した。  

種の中でのより正確な識別を行うために、PCR反応後に RFLP法を取り入ることで、16S rRNA遺伝
子断片の多型による、種の識別が可能である。16S rRNA遺伝子断片は、PCR反応産物を制限酵素
処理することで得られる。制限酵素処理によって PCR反応産物を断片化することは、イオン化と
MS分析にも好都合である。RFLP法は MALDI-MSとの組み合わせで、ヒト血清から B型肝炎およ
び C型肝炎ウィルス(HBVおよび HCV)の同定にも用いられている(42)(43)。この方法では、血清の
1ミリリットル当たり、わずか 100のコピーの HBV遺伝子あれば存在を確認できるとともに、サブ
タイピング可能である(43)。 上記の報告はいずれも、PCR反応により増幅された特定の遺伝子マー
カーのサイズ決定を行うことで、微生物種を識別する。しかしながら、特定の遺伝子マーカーの長
さの違いは限定的であるため、この手法を用いての正確な微生物種の同定には限界がある。von 

Wintzingerodeら(44)は、MALDI-MSによる PCR反応産物の塩基特異的分析を組み合わせることで、
16S rRNA遺伝子をベースにしたバクテリア同定法を開発した。dUTP存在下で 16S rRNA遺伝子を
増幅した後に、ウラシル－DNA－グリコシラーゼによる酵素反応により、Tの塩基部分で断片化が
起こる。続いて MS分析で各 DNA断片の長さを特定することにより、DNAの断片化パターンを把
握することができるため、培養された Bordetella種に加え、培養されていないバクテリアについて
も正確な識別が可能であった。  

MALDI-MSベースでの DNA分析の難しさから、いくつかの研究グループでは、DNAから転写され
たより安定的な RNAを用いた分析を行っている。RNA promoter領域を含むフォワードプライマー
を用いて、16S rDNA遺伝子の PCR反応による増幅を行い、その後、T7 RNAポリメラーゼによる
インビトロ転写を行う。続いて RNAを RNAase T1により Gの塩基の位置で断片化し、MALDI-MS

分析する(45)。 

一塩基多型 (SNP)はゲノム上の特定の塩基が変異したものであるが、SNPマーカーを病原体の同定
に用いる試みも見られる。SNPのアレルを決定する手法は、数多く存在する。既に言及した RFLP

法によるアプローチに加えて、プライマー伸張法、オリゴヌクレオチド・ライゲーション法、およ
びハイブリダイゼーション法と、MSを組み合わせによるジェノタイピングが行われている (46)。
Ilinaら(47)は、プライマー伸張法と MALDI-MSにより、HCV陽性血清および血漿からの HCVウイ
ルスのジェノタイピングを行った。彼らは 2 つの特異的な SNP によるジェノタイプ解析を行うため、
3つのオリゴヌクレオチドプライマーを設計した。プライマー伸張反応はジオキシヌクレオチド存
在下で、熱安定性の DNAポリメラーゼを用いて行なわれた；反応生成物は MALDI-MSにより分析
した。微生物種の多様性と新たに起こる突然変異発により、SNPをベースとする遺伝子型の分析に
は限界がある。しかしながら、配列特異的なクリベージ法によるジェノタイピングにより、塩基配
列が既知の種だけでなく、配列が未知な種についても識別が可能である。  
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Triangulation identification for the genetic evaluation of risks (TIGER)は広範囲にわたる微生物検知のため
の、有望なアプローチである(48)。 この方法では、PCR反応産物の塩基組成を検出するために、高
性能の ESI-MSを用いる。本法の基盤となるのは、微生物ゲノムに種を越えて、広く保存された保
存領域をターゲットとする「インテリジェント PCRプライマー」の使用である。得られた 80～140

塩基の PCR反応産物は、高解像度フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴、高スループットモード
でのタイム・オブ・フライト MSにより測定される。正確な質量測定により、複数のプライマーセ
ットから得られた PCR 反応産物の塩基組成を求めることが可能である。この塩基組成情報をもとに、
「三角測定」で病原体の同定が行われる。このアプローチは、バクテリア、ウィルス、菌類および
原虫類の検知に、同様に適したものである。図 4は、6つの Campylobacteria jejuni株の tkt遺伝子を
鋳型として得られた PCR反応産物の両鎖を、ESI-MSを用いて分析した結果得られた質量スペクト
ルである (49).  

 

図 4  6つの Campylobacteria jejuni株由来の tkt遺伝子アンプリコンの両鎖を、ESI-MSを用いて分
析した結果得られた質量スペクトル 

それぞれの株からの PCR反応産物のフォワード鎖 ( )、リバース鎖 (#) を分析した。塩基組成はスペ
クトルの左側に示した。再版は Hannisらの承諾による；49c 2009 (American Society for Microbiology)。 
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同じアプローチが、呼吸器系病原体の迅速同定と株のタイピングに適用されている(50)。広範囲な
株の 16Sと 23Sの DNA遺伝子を増幅するために、高度に保存された領域の塩基配列をもとに、
PCRプライマーが設計された。さらに、特定株のジェノタイピングを高解像度で決定するため、特
定のバクテリアゲノムの可変領域をターゲットにしたプライマーも用いられた。重症急性呼吸器症
候群(SARS)に関与するコロナウイルスを含む、異なる 9つのコロナウイルス株から単離した 14の
ウイルスの同定が TIGER法によって行われ、検出限界はヒト血清の 1ミリリッター辺り 1 PFUであ
った。  

データ分析方法 

病原体を識別するためのデータ分析方法は、インタクトなタンパク質をプロファイリングする正攻
法や、MS分析データの複雑な統計解析法などがベースとなっている。水媒介性の病原体 Aeromonas

のタンパク質のプロファイリングのために、MALDI-MSによるインタクトな全細胞の分析が行われ
た(51)。 17種の Aeromonasのマス分析シグネチャーのライブラリーが構築された；ライブラリー作
りにはイオンの存在度は考慮に入れられず、質量のみが用いられた。このアプローチにはいくつか
のアドバンテージがある：すなわちインタクトなバイオマーカー(例えばタンパク質)を検知する能
力、単純な試料調製、および高スループットである。 この手法が直面している課題はスペクトルの
再現性である。再現性は培養条件および分析時のパラメーター設定により、大きく影響を受ける。 

MSスペクトルデータの複雑さに伴い、微生物同定のための分析結果をリファレンスやバイオマー
カーのスペクトルに適合させるための、多くの統計的アルゴリズムが開発されてきた。バイオマー
カー選択的なアルゴリズムは、スペクトルから鍵となるシグナルを抽出するために使われている；
混合されたバクテリアを同定するために、バイオマーカー・ライブラリーが用いられている（52)。
同定のプロセスでは、試料のスペクトルとライブラリーのスペクトルを比較するために、有意性を
判定する統計解析と、同様のアルゴリズムが用いられる。MALDIのスペクトラム・データベースに
は、100ほどの属と 350種のバクテリアのスペクトルがコンパイルされており、ヒトの感染症に関
係するバクテリアの特性評価に用いられている(53)。なお、データベースに登録される種の数が増
えるに従って、イオンシグナルが重なってしまう場合が増えるため、スペクトル中に、 種特異的も
しくは亜種特異的なマーカーを見出すのは容易ではない。 

スペクトルデータの分類に最も多く使われる 2つの数学的方法は、多変量解析(MVA)と人工ニュー
ラルネットワーク(ANN)である。MVAは一度に 2つ以上の統計変数(この場合 m/z)についての観察
および分析が行われたうえでの、多変数の統計に基づいている。主成分分析およびクラスター解析
を含む多くの MVA技術が、微生物の同定に用いられてきた。ANNは機械学習用のアルゴリズムで
ある。この種の人工知能は、微生物の種を識別するバイオマーカーの同定に貢献する。  
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多変数の統計は、バクテリアサンプルの熱分解質量スペクトルを分析するために使用されることが
多い。主成分分析(PCA)は、B. anthracis、Yersinia pestis、 Vibrio cholerae、Brucella melitensis、および 

F. tularensisから得られた脂肪酸メチルエステルプロファイルのパターン認識に適用された(54)。. 

PCAは最も一般的に使用される多変数のデータ分析ツールである。PCAは、もとにある変数(つま
り質量スペクトル中の m/z価値)の線形のコンビネーションである新しい変数(つまり基本コンポー
ネント)を形成するための技術である。基本コンポーネントは、スペクトル中の違いを見出す。Ilina

ら（55）は、MALDI-MS を用いた 2つのヒト病原体、N. meningitidis と Neisseria gonorrhoeaeの直接
的プロファイリングを報告した。クラスター分析によるグルーピングで、スペクトル間の類似点の
測定により質量スペクトルをクラスター化した。この方法で、3つのグループから集められた質量
スペクトルをグルーピングしたところ、病原性および非病原性の Neisseria分離株にうまく対応する
形となった。タンパク質チップ技術である SELDIが、何千ものデータポイントを産生するため、バ
クテリア同定に有用なバイオマーカーを識別するためには、コンピューターアルゴリズムを使用し
なければならない。Seiboldら(56)は、SELDI-MSとクラスター分析、PCAを組み合わせることで、
複数の F. tularensisの亜種から単一株を識別した。SELDI-MSと組み合わせた ANNによって、N. 

meningitides (39)や。S. aureus (57)の、同定が行われた。 各々の m/z値での相対存在量が ANNモデ
ルの入力層として使用された。出力層はターゲットとなるバクテリアのカテゴリーを表わすノード
で構成された。この ANNモデルは、バクテリアのスペクトルを用いて、入出力層間での相関性が
得られるようにトレーニングされ、さらにスペクトルの異なるトレーニングセットを使用して評価、
検証された。  

Demirevら(58)は、微生物同定のために、MSとタンパク質データベース検索を組み合わせるアプロ
ーチを開発した。ここでは 質量スペクトル中のタンパク質の質量と、プロテオームデータベース中
のタンパク質の質量が比較された。それぞれの質量に、それに相当すると見られる生物がベストマ
ッチとなるように宛がわれ (つまり最も一致したタンパク質を有した生物が宛がわれる)、論理的に
は、正しい微生物が結果として同定されることになる。このアプローチでは、観察された質量がデ
ータベース中のタンパク質質量と一致する限り、スペクトルの再現性は必須ではない。タンパク質
質量測定の精度限界を回避するために、ウイルスやバクテリア由来のペプチドシーケンスの情報も
使われた (59)。シーケンス情報は、インタクトなタンパク質の断片化やタンパク質分解によるペプ
チドのフラグメントイオン(MS/MS)質量スペクトルの、プロテオームデータベースに対する探索に
より得られた。トップダウンのプロテオミクス方法論は、バイオマーカーの消化、分離および精製
ステップが無くても、インタクトなタンパク質を同定できる。この方法論は、純粋な、あるいは混
合バクテリアの種の分析ための、微生物プロテオミクスに利用された(60)(61) 。実験的に得られた
ウイルスのトリプシン消化ペプチド質量 (62)や、バクテリアのタンパク質質量(63)を用いて、微生
物の同定が行われた。 
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着目した病原体のタンパク質データベースがある限り、タンパク質データ検索アルゴリズムを用い
たデータ解析は、非常に正確で有用である。統計的手法を用いたスペクトルの分析は複雑である。
さらに、スペクトルに再現性がない場合、同定結果は不正確なものになり得る。しかしながら、上
述の通り、種または亜種の同定のために様々な統計的手法が用いられており、有用であることが示
されている。PCAのアドバンテージは、クラスター分析よりもバイオマーカーのプロファイル間の
違いを、より明らかにできることである。また ANNは、必要となるコンピューター時間が少ない
ことから、ハイスループット時に特に有用となる。  

臨床応用 

現在臨床研究で主流なのが、MSベースの微生物の同定法である。これは検出限界が低濃度である
こと、普遍性を持つこと(選択性と特異性を備えながらも)、広いダイナミックレンジで定性および
定量分析に利用可能であることによる。MS分析の前の試料の精製および濃縮化を目的とした前処
理には、細胞の培養が断然多く用いられる。機能的磁性粒子による病原体の濃縮は、臨床検体には
まだ適用されていないものの、生体試料にバクテリアをスパイキングした状態では、うまく行くこ
とが分かっているため、近い将来には重要な役割を果たしていくはずである。膿、傷、唾液および
尿サンプルから得られた臨床検体はすべて、選択的 CE-MS/MSにより分析された(64)。バクテリア
に特異的なマーカーペプチドの分析は、微生物の同定に優れた選択性と、高い信頼性を与えるもの
である。これらの臨床検体中のバクテリアは、純粋なコロニー単離無しに直接培養された試料を用
いて、選択的 MS/MS分析を行なった。P. aeruginosa、S. aureus、Streptococcus agalactiaeを含む多く
の病原体種(テーブル 1 ) が、同定されている。メチシリン耐性とメチシリン感受性の微生物株を、
迅速で正確に区別する検査は、感染症患者の治療戦略の改善に結びつく可能性を持つ。Du ら(65)は、
メチシリン感受性の S. aureus (MSSA)と methicillin-resistant S. aureus (MRSA)の識別を、MALDI-MS

を用いて行った。MALDI-MS/MSおよび LC-MS/MS を用いた、S. aureus株の比較プロテオミクス解
析により、細胞壁を攻撃する抗生剤バンコマイシンに対する耐性度の違いが、65のタンパク質の存
在度の違いとともに示された (66)。 

表 1 個々の臨床検体の選択的なタンパク質分解ペプチド分析により、同定された病原体[Huらの
結果に基づく(64)] 
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嚢胞性繊維症患者から採取された新規の Taxon K株を含む Burkholderia cepaciaの複雑種の同定と識
別を目的として、インタクトな細胞の MS分析が行われた(67)。Carbonnelleら(68)は、迅速な
MALDI-MSをベースとした分析により、臨床微生物検査室から単離したインタクトな staphylococci

の同定を報告した；彼らは、臨床的意義のある micrococcaceaeファミリーに属する、23のバクテリ
アの種あるいは亜種を同定した。 

リアルタイム PCR法は感染症を特定するための、培養を伴わない最も主要な技術となっている (69)。 

PCR-MSは現在、リファレンスラボで運用されている；それは Streptococcus、Hemophilus、Neisseria

による呼吸器感染の大流行についての疫学研究での、病原体の株をタイピングするための塩基組成
決定に用いられてきた(50)。 それらがすべてのペニシリン、セファロスポリンおよびアズトレオナ
ムに対する抵抗性を持っているので、拡張スペクトル � -lactamases (ESBL)は、ペニシリン、セファ
ロスポリン、アズトレオナムのすべてに耐性を示すため、 � -lactamasesの中でも最も臨床的に意義
深いものである。Ikryannikovaら(70)は、enterobacteriaceaeファミリーの臨床株から、TEMタイプの
ESBLを迅速に検知するため、MALDI-MSベースのミニ配列決定法を採用した。 Hujerら(71)は、
PCR アンプリコンを ESI-MS 分析することで、2 つのハウスキーピング遺伝子領域を調べることで、
キノリン耐性遺伝子変異によってもたらされる、キノリン耐性を同定し得ることを実証した。 その
分析は Acinetobacter種による感染症患者の、治療方針の意思決定に重要な情報を提供する。 

結論と展望 

検体に含まれる微生物を同定するツールには、核酸検出による分析法や核酸検出に拠らない分析法、
およびインフォマティックスが含まれる。MSは検体中に含まれる微生物由来のバイオマーカーの
同定に、有効な手法であることが示されてきた。しかしながら、解決しなければならない主要な課
題の 1つとして、複雑な検体から候補となるバイオマーカーを検知することが挙げられる。検体の
複雑さに関連した問題を克服するために、前処理を行わない分析手法、あるいは広範囲に渡る生化
学的分画・クロマトグラフィー分画を伴う分析方法が開発されつつある。MSベースの、微生物の
直接的な分析手法は、迅速性や分析操作の容易性を含む長所を有している。戦場や屋外環境におけ
る病原微生物の脅威を検知するためには、MALDIベースの分析装置が、屋外に持ち出すことのでき
る質量分析計として最適である。通常微生物の分析には、シグナルノイズを回避するために－ノイ
ズを発生し得る物質が存在しない（あるいは除去されている）か、データ分析アルゴリズムが導入
されている場合で無い限り－微生物の純粋培養を行う。微生物的なバイオマーカーの複雑性は、
様々なクロマトグラフィーベースの精製法(例えば HPLCや CE)を通じて単純化し得る；ある程度、
識別能力は犠牲にしなければならないが、選択性、精度およびダイナミックレンジは本質的に改善
される。  
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2001年、米国で発生した炭疽菌事件以来、微生物の脅威への対策が注目されてきた。さらにそのう
え、コロナウイルスによって引き起こされた SARSや、新たなインフルエンザ A型ウィルスによっ
て引き起こされた H1N1インフルエンザを含む、近年のいくつかの流行発生が引き金となり、より
迅速で、感度ならびに精度が高く、リアルタイムな検出方法の開発が進められてきた。微生物細胞
の検出限界の改良が、この数年の主要な課題である。この目標達成のためには、アフィニティー技
術による細胞の濃縮化がますます重要なものとなる。PCR法による核酸増幅と、MSを組み合わせ
た分析手法は、特に培養が可能でない微生物の分析用に、感度向上に向けたアプローチの一つにな
り得る。MALDI に加えて、脱離エレクトロスプレイイオン化(72)やリアルタイム直接分析法（73）、
ESI支援レーザー脱離イオン化（74）を含むいくつかの新しいイオン化技術は、リアルタイムで直
接的な MSベースでの病原体の分析手法に導入される大きな可能性を有している。 更に、その他の
MS関連技術における進歩が、病原体同定のための強力なツールを生み出す可能性を持つ；これら
の技術には高速・高解像液体クロマトグラフィー、イオン移動度スペクトロメトリー、高容量の線
形イオントラップ、及びフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型・フーリエ変換オービトラッ
プ・飛行時間質量分析計のような、高解像質量分析装置が含まれる。このような方法論と装置の組
み合わせにより、MSによる病原体の分析能が向上していくのは間違いない。 
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脚注 

1 Nonstandard abbreviations： MS, mass spectrometry； ESI, electrospray ionization； GC, gas 

chromatography； LC, liquid chromatography； NP, nanoparticle； POA, pigeon ovalbumin； 

DESI, desorption electrospray ionization； MS/MS, tandem MS； BAMS, bioaerosol mass 

spectrometry； CE, capillary electrophoresis； SPA, selective proteotypic-peptide analysis； 

BHP, bacteriohopanepolyol； HBV, hepatitis B virus； HCV, hepatitis C virus； SNP, single 

nucleotide polymorphism； TIGER, triangulation identification for the genetic evaluation of 

risks； SARS, severe acute respiratory syndrome； MVA, multivariate analysis； ANN, 

artificial neural network； PCA, principal component analysis； MSSA, methicillin-susceptible 

S. aureus； MRSA, methicillin-resistant S. aureus； ESBL, extended-spectrum � -lactamase.  
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