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MALDI −TOF ／MS で見え る微生物の 多様性

谷 明生

　あなたは寒天培地上 の微生物の コ ロ ニ ー
を冖で 見て，

何とい う菌な の か，す ぐに判別 で きますか ？

　微生物 は特徴 的な コ ロ ニ ー
の形状を示すため，あ る程

度 の 判別は可能 で，さらに細胞 の 形態か ら属名まで は何と

か類推可能である．また，炭素源の 資化 性な どに よる，

生化学的性質な どか ら種 レ ベ ル の分類がなされ る．細菌の

種 レベ ル の場合，近年では 16SrRNA 遺伝千 （16SrDNA ）

の配列解析に よ る，分予生物学的な分類が重要視されて

い る，さらに は，リボゾーム RNA 遺伝子間の配列や DNA

gyrascの塩基配列も，系統分類に 用 い られる こ とがあ る．
一

般的 に は，16SrDNA 配列解析が最 も簡便で，あ る程度

信用のおけ る系統分類ツ
ール として認識 され て い る，

　 16SvDNA 配列解析で は，通常，菌の ゲノ ム DNA か ら

PCR によ っ て遺伝子を増幅，塩基配列 を解析 し，配列 の

相同性検索か ら最 も近縁の 微生物を探す，しか し，種 を

同定す る た め に必 要な相同性 の値 （％）に は属 に よ っ て

幅があり，配列の相同性だけで は種の決定が不可能な こ

とが 多 くあ る．

　
一

方 マ トリッ ク ス支援レーザー脱離イオ ン化 ・飛行

時間型質量 分析計 （MALDI ：1
コ
OF ！MS ，以下MALDI ）は

タ ン パ ク質などの生体高分子をマ トリッ ク ス と共に イオ

ン 化し質量 を測 る機器 であり，主にプロ テオ
ーム 解析な

どに威力を発揮して い る．こ の 機器 を用 い て，微生物を

分類す ることが最近 可能にな っ てきた，その方法 とは，

MALDI ターゲ ッ トプ レ
ー

トに，微生物 コ ロ ニ
ー

を爪楊

枝な どで直接塗布 し，マ トリッ ク ス溶液を重層 して機械

に セ ッ 1・する だ け，とい うきわめて簡 単な もの である．

それをサ ン プ ル とし分析す る と．菌体の さまざまな タン

パ ク質質量 （2 − 20kDa 程度）に 出来する マ ス ス ペ ク ト

ル が得 ら れ る．

　 得られる ス ペ ク トル の 由来は，菌体内に大量に あ る タ

ン パ ク質 す な わ ち リ ボゾーム タ ン パ ク質で あ る L）．リ

ボゾーム タ ン パ ク質は構成的発現をして い る た め，得ら

れ る ス ベ ク トル は， コ ロ ニ ー
を形成 させ る培地 の糸［［成や

温度に は あま り影響 を受けな い ．種に よ っ て 特徴的なマ

ス ス ペ ク トル が得 られ る ため，パ タ
ー

ン マ ッ チ ン グおよ

び主成分解析な どに よ っ て 微生物の種の 同定や分類が 可

能である
2〕．また，数秒 で 1サ ン プル の デー

タ を得る こ と

が で き，オ
ー

トメー
シ ョ ン 化すれ ば，384 サ ン プル を 1．5

時問程度 で解析可能 である．さらに，細菌 だけでな く，

酵母，カ ビ に も応用可能 で あ り，方法が簡便 で 特別な実

験技術の習熟も必要 としな い ．

　こ の方法は，］6SrDNA の配列だ けに依存する方法に比

べ ，複数の遺伝子に由来す る タ ン パ ク質の情報に基づ く

の で，よ り多面的に微生物の特徴を示 して い る と言え る．

こ の方法に よ る，さまざまな既知微生物の MS ライブ ラ

リが （筆者の 知る とこ ろ で は）ブ ル カ
ーダ ル トニ クス社．

ジ ャ ス コ イ ン ターナ シ ョ ナ ル社に よ り作られ て お り，未

同定微生物のマ ス ス ペ ク トル を ライブラ リと照合する こ

とに よ っ て，数 分で 微生物 を同定 で き る．ただ し現在，

それ らの ライブラ リは病原性細菌 が．L体で環脆紺菌の ラ

イブラ リが少な い た め，どんな菌で も
一

発で同定す る ま

で に は到 っ て お らず，ライブラ リの 充実が待たれ る．

　1Surkhotderia属細菌で解析された例に お い て ，16SrDNA

配列 とマ ス ス ベ ク トル に 基づ く系統的位置が それ ぞ れ異

な る こ とが報告されてい る 3｝．っ ま り，16SrDNA に よ る

方法で は，微生物の 多様性を過小評価，または本来の進

化的系統を見誤 っ て い る h∫能性 も考え られ る．進化系統

を評価する
一

つ の指標 として の 16SrDNA 解析は，同属

菌の 分類の 場合，相同性が高す ぎ （バ リエ ーシ ョ ン が少

なす ぎ），種を分類するためには幾分情報が 少な い ことが

原因と考え られ る．今後，現在の分類指標 との違い を埋

め る研究が待たれ る．

　 こ の MALD ［に よる方法は，複数の 指標 をパ ターン 化

して利用する こ とか ら，簡便で，かつ ハ イ ス ループ ッ ト

で ある に もか かわ らず情報 ttが多い ．今後 質量分析器の

普及 とラ イブラリの充実が進めば こ の微生物同定法が，

16SrDNA 解析 と共に用 い られ，または取 っ て代わ る か も

しれ な い ，そ して ，さ ら な る微牛物の 多様性が MALDI −

TOF ！MS の 目に よ っ て 明らか に なっ て くる と思われ る，
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