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低 温 増殖性 乳酸菌の 迅速 同 定及 び分 類
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　 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 ） に よ り観測 され る リボ ソ
ーム タ ン パ ク

質 をバ イ オ マ ーカーと した 迅速分析法 を用い て ， LactobacillzLs　 sakei で あ る と考 え られ て い る 市販の 低温発酵

乳 酸菌 ス ターター　D −1001 株，及 び 生化学的な特性 が 類似 して い る低温下 で も増殖可能 な 乳酸菌 15菌株 の

同 定 ・分類 を試 み た．本研究 に 用 い た 16菌株 の 乳酸菌 は，MALDI マ ス ス ペ ク トル で 観測 され た リ ボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質の 観 測 質量 か ら，い ずれ も 五．sakei で あ る こ とが 示 され，16S　rRNA 遺伝子 の 部分塩基 配列解

析 の 結 果 を 支 持 し た．更 にバ イ オ マ ーカーと して 選 択 した ピーク を用 い て ，単 離 菌 株 の 株 レ ベ ル で の 分類 を

試み た．バ イ オ マ ーカーピーク と 同 じ m ／z 値 に 観 測 さ れ て い る ピ ーク の 有 無 を調 べ て ク ラ ス ター
解析 を 行

っ た 結果，16 種類 の 乳酸菌 を 4 つ の グ ル
ープ に 分類す る こ とが で きた．

1 緒 言

　発酵 ソ
ーセ ージ な どの 発酵食肉製 品 は ，

一
般的 に ，

ス タ

ーターカ ル チ ャ
ーが 増殖 しや す い 20〜37℃ 前後で 食肉 を

発酵 させ る こ と に よ っ て 製造 さ れ て い る
1）．しか し，こ の

温度領域 は，ス タ
ー

タ
ーカ ル チ ャ

ーだ けで は なく，他 の 有

害微生物が繁殖 しや す い 温度で もある．そこ で ，安全な発

酵食肉食品 を 製造す る た め に，5℃ 程度 の 低温で も増殖で

きる 乳酸菌をス タータ
ー

カ ル チ ャ
ーと して利用す る 発酵食

品 の 研 究 開 発 が 行 わ れ て い る
1）2｝．こ の よ うな研究 で は，

低 温 で 増殖可 能な 微生 物を単離培養 し ， そ れ らの 中か ら優

れ た 菌株 を選抜す る と と もに ， そ れ らの 菌株 の 生化学的及

び 遺 伝学的 な特性 を 明 らか に す る こ とが 重要で ある．

　乳酸菌 を簡易同定す る た め に ，

一般 的 に グ ラ ム 染 色 ， 形

態 観察，グ ル コ ー
ス か ら生 成 し た乳 酸 の旋光性試験 な どが

行わ れ て い る
9’　｝一 ．ま た，現在で は 16S　rRNA 遺伝子 の 塩基

配列解析 が，「属 （genus）」 や 「種 （species ）」 の 位置 づ

け に は非常 に 有効 な手法 と して一般 的 に 行わ れ る よ うに な

っ て い る
5｝．乳酸菌 を種 レ ベ ル よ りも更 に 下 位階層 の 「株

（strain ）」 レ ベ ル で 簡易 に 識別す る た め に，糖類発酵性試

験 や リ トマ ス ミ ル ク 試験な どの 生 化学的試験 が 主 に行 わ れ

て い る
6｝．しか し，一

般的 に 生 化学試験 は，培養条件 や 菌

株 の 状態 の 影響 を強 く受けや す く，しか も試験結果 の 判定
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が 測 定者 に依存 しが ち で あ る た め，再 現性 に 乏 しい とい う

問 題 も指 摘 さ れ て い る．以 上 の よ うに，現 状 で は 日常 的 な

作業 と し て迅 速 か つ 正確に微 生 物 を株 レ ベ ル で識 別
・分 類

で き る手法 は，確 立 さ れ て い る とは 言 い 難 い ．

　最 近，菌体 の 主 要 な構 成 タ ン パ ク 質で あ る リボ ソ
ーム タ

ン パ ク質群 を，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 ） に よ り測定 し，その 発現 タ ン パ ク

質群 の 観測質量 を 手掛か りに して 微 生 物 を迅速 に 同定す る

手法が提案 されて い る
7〕．リボ ソ

ー
ム タ ンパ ク質 は，約 50

種類 の サ ブユ ニ ッ トタ ン パ ク質群 か ら構成 さ れ て お り，あ

ら ゆ る 生物 に存在す る 典型的 なハ ウ ス キーピ ン グ タ ン パ ク

質 で あ る．現 在，ゲ ノ ム 解読 さ れ た 約 600 株以 上 の 微生

物 に つ い て ，リボ ソ
ーム タ ン パ ク 質の ア ミ ノ酸 配列情報が

Swiss−Prot な どの タ ン パ ク質デ ータベ ース に 収録 さ れ て お

り， そ の ア ミノ酸 配 列情報 か ら， そ れ ぞ れ の リボ ソ
ーム サ

ブユ ニ ッ トタ ン パ ク質 の 質量 を計算に よ り推 測 す る こ とが

で き る
8｝．そ こ で ，MALDI −MS で 観測 さ れ る リボ ソ

ーム タ

ン パ ク質の 質量 を ， ア ミノ 酸配 列 か ら計算 さ れ る質量 と比

較 す る こ と に よ り，微 生 物 の 「種 （species ）」 を 同定す る

こ とが 可能 と なる η．そ の 質量 は，基本的に は 培養条件や

菌株 の 状態の 影響 を受け て 変化す る こ とが な く，MALDI −

MS に よ り数 Da 以 内の 高 い 精度 で 測定す る こ とが で き る

た め，こ の 方法 に よ る 同定結果 に は 高い 信頼性が 期待 で き

る．実際 に は翻訳後修飾な どの た め に すべ て の リボ ソ
ー

ム

サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク 質 の 観測質量 が 計算質量 と一致す る

わ けで は ない ．そ こ で 著者 らは，ゲ ノ ム 解読された微生物

の リボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質 の 発現分子量 に 関す る キ ャ ラ ク タ
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リゼ ー
シ ョ ン を行 い ，リ ボ ソ

ー
ム サ プユ ニ ッ トタ ン パ ク 質

群の 中 で ，微生物種 の 同 定 に 適 した バ イ オ マ ーカ ーを選 択

す る 指針 を提案 し た
9 ｝．更 に ， 約 50 種類 の リ ボ ソ

ーム サ

プユ ニ ッ トタ ン パ ク 質 に は，種 レ ベ ル で ア ミ ノ 酸配 列が 保

存 さ れ て い る もの と，株 レベ ル で ア ミ ノ 酸 配 列 に 変異 が 生

じや す い もの が 混在 して い る こ と に 注 目 し ， 各サ ブユ ニ ッ
．

トタ ン パ ク質の 発現 質量の 差異 に基 づ い て 微生物 を株 レ ベ

ル で 系 統 分 類 す る手 法 を提 案 し た
1°）．

　本研 究 で は ， L αctobacillus 　sakei と考 え られ，日本国内で

唯
一

市販 され て い る 食肉用 低温 発 酵 乳 酸菌 ス ターターカ ル

チ ャ
ー ，及 び 低 温 の 食 肉 中 で も増殖能 を有 す る類 縁 の 15

種類 の 単離菌株 につ い て ，リ ボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質 をバ イ オ

マ
ーカーと した MALDI −MS に よ る 種 レ ベ ル で の 同定及 び

株 レ ベ ル で の 分類 を 試み た．

2　実 験

　 2・1　微生物試料

　試料 に は，サ ンエ イ糖化  よ り提供 さ れ た，低温下 の 食

肉中 で 良好な 増殖性 と抗菌性 を示 す市販 の 乳 酸菌ス タ
ー

タ

ーD −1001 株
1）と

， 生化学的 な特性 が D −1001 株と類似 して

い る 5℃ で 増殖可 能 な 15 種類 の 単離菌株 （PCT −1〜ユ5，

清 酒 醸 造 工 程 よ り単 離 ） を使 用 し た．こ れ らの 菌 株 は，既

報
ll ）12 ）

と 同 様 に ， 乳 酸 菌 の 培養に 適 し た de　Man −Rogosa −

Sharpe （MRS ）液体培 地 を用 い て 80℃ で 18 時間培養 し

た．こ れ ら 16 菌 株 の 簡 易 同 定 試 験 は，乳 酸 菌実 験 マ ニ ュ

ァ 丿ゾ ）
に 従 っ た ，乳酸旋光性試験 は，大塚 らの 方法

4）に準

じ て 行 っ た ．更 に，16S　 rRNA 遺 伝子 の 部分塩基配列約

500bp を  テ ク ノ ス ル ガ ・ラ ボ
1s）

に 依頼 して 解読 した．

　 2・2　菌体破砕液の 調製

　培養 し た 各菌株 は
， 既 報

9 〕lx と 同 様 に ，
　 TMA −1 緩衝液

IIO　mM 　T・isHCI （pH 　7．8），30　mM 　NH 、Cl， 10mM 　MgCl ，，

6mM 　2一メ ル カ プ トエ タ ノ ール ｝を用 い て 遠心洗浄 した 後，

ジ ル コ ニ ア シ リカ ビ ーズ を用 い て破砕 し ，
ビーズ と細胞断

片を遠心分離 した上 澄 み を菌体破砕液 と した．

　 2・3MAml −MS に よ る 単離菌株 の 分析

　マ トリ ッ ク ス 剤 に は シ ナ ピ ン 酸 を 用 い ，そ の 10mg を

1％ （v ／v） トリ フ ル オ ロ 酢酸 （TFA ） を 含 む 50％ （v ／v ）

ア セ トニ トリ ル 溶液 lmL に溶解 して マ トリ ッ ク ス 溶液を

調製 した．容量 O．5　mL の プ ラ ス チ ッ クチ ュ
ーブ に，マ ト

リ ッ ク ス 溶液 プμL ，内部標準試薬及 び 菌体破砕液 そ れ ぞ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 か くは ん

れ 1 μL を加え ， よ く撹拌 し た 後 に ， そ の 1．0 μL （菌体数

と して 約 1 × le7個 に相当） をス テ ン レ ス 鋼製の 試料 プ レ

ートに滴 下 して 風乾 した．

　MALDI −MS 測 定 は ，
　 N2 レーザ ー （波 長 337　nm ，周波数

10Hz ，パ ル ス 幅 3ns ）を備えた 飛 行時 間 型質量 分 析装 置

（AXIMA −CFR 　plus，島津製）を用 い て 行 っ た．マ ス ス ペ ク

トル は，正 イ オ ン リニ ア
ーモ ード （飛 行 長 L2　m ）を用 い て

観 測 した．マ ス ス ペ ク トル の 質量校正 は ， ミオ グ ロ ビ ン の

［M ＋ H ］
＋

（m ／z16952 ．6）及び ［M ＋ 2H ］
2＋

（辮 ／z　8476．8），
　 　 　 じ ん

及 び 副 腎 皮質刺激 ホ ル モ ン （ACTH ）断片 18−39 の ［M ＋ H ］
＋

（m ／z　2465．7）の 各ピーク を用 い て 内部標準法 に よ り行 っ た．

　各 ピーク の m ／z 値 は，3 回 の 繰 り返 し測定 に よ っ て 求

め た．

　 2・4 デ ン ドロ グラ ム の作成

　 MALDI マ ス ス ペ ク トル に 基 づ く分 子 系 統 解 析 は，

BioNumerics ソ フ トウ ェ ア 　（ver ．3．5，　 Applied　Maths） を

用 い ，非加 重 結合法 （UPGMA ）法 に よ る ク ラ ス ター解析

に よ っ て デ ン ドロ グ ラ ム を作成 した．

3 結果 と考察

　 3・1　簡易同定試験

　本研究 で 使用 した 16菌株 が ，ス タ
ー

タ
ーと して 用 い る

こ とが で き る乳 酸菌 で あ るか 調 べ る た め に，生 化学的な 簡

易同定試験を行 っ た．Table ユに ， 生化学的な簡易同定試

験 の 結 果 を ま とめ て 示 す．今 回 解析 した 16 菌株 は，すべ
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 か ん

て 通 性 嫌 気 性 の グ ラ ム 陽 性 桿 菌 で ，長 さ約 2 μm で 単独 も

し くは短連 鎖 を形 成 し ， 運 動性 を有 さず ， 芽胞 を形成せ ず ，

グ ル コ
ー

ス か ら多量 の 乳酸を生 成 し，カ タ ラーゼ 陰性 で あ

る こ とか ら，少 な く と も Lactobacillus　reの 乳 酸 菌 で あ る と

判断 され た．

　 3・2　市販 ス タ
ーターカ ル チ ャ

ーD ・1001 株 の キ ャ ラ ク

タ リゼ ー
シ ョ ン

　本研究 で 用 い た市販 の 食肉発酵用 ス タ
ー

タ
ー

カ ル チ ャ
ー

D −1001 株 は
， 簡易 同定試験 の 結果か ら L ．sahei で あ る 可 能

性 が 高 い と報告 さ れ て い る
1）．更 に，本研究 で 16S　rRNA

遺伝子 の 部分塩基 配列 （560bp ） を解読 し，相同性解析 を

行 っ た 結果，解読で きた 塩基 配 列 は ゲ ノ ム 解読Sh　L．　sakat

23K と完全 に
一

致 した こ とか ら ，
　 D −1001 株 は L．　 sαkeiで あ

る と考え られ た．

　 リボ ソ
ーム タ ン パ ク 質 をバ イ オ マ ーカ ーとす る MALDI −

MS を 用 い た 同定法が ，簡易同定試験
り

及 び 16S　rRNA 遺

伝子 の 相 同性解析 に よ る 同定結果 を支持す る か 検証 を試 み

た．同定 の 基準 と なる ゲ ノ ム 解読株 L．sahei 　23K14）の 各 リ

ボ ソ
ー

ム サ ブユ ニ ッ トタ ンパ ク 質の 翻訳 ア ミ ノ 酸配列 を，

タ ン パ ク 質 データベ ース で あ る Swiss−Prot15 ｝
よ り入手 し，

N 末端 メ チ オ ニ ン切 断 （基本的 に 2 番 目の ア ミ ノ 酸残基

が A ，G ，　 G ，
　 P，　 S，　 T ，及 び V の ときに 起 こ る ） を考慮

し て，MALDI マ ス ス ペ ク トル 上 で 観測 さ れ る プ ロ ト ン 化

分 子 （［M ＋ H ］
＋
）の 計算質量 を求め た

8｝．そ して ， 各計算

質量 を，D −1001 株 の 菌体破砕液を MALDI −MS に よ り測定

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報 　文 寺 本，佐藤，孫，鳥村 ，田尾，和 栗，林，芳賀 ： MALDI −MS に よ る低 温増 殖 性 乳 酸 菌 の 迅 速 同 定及 び分 類 1065

費−
ト

リ
画

寸【ー
ト
O
山

σ亀

H−
卜
U
餓

十

、目
ρ

　

　

十

山．
帆

ー
°D．
【

　

で
o

顛

十
一

〇

　

　

十

め ．
桝

〜
°o，州

　

喝
c

函

　

十

n．
劔

〜
αD．【

　

℃

o
畄

IA ＋

　
　

十

　
　

十

頃．“
〜

oD．【

　

℃
o
畄

　

　
十

　

　
十

ゆ．
“

ー
°9、一

　

弓
o

彰

　

　
十

　

　

　

　

　

　
　

十

　

　
一

　
　
　
　
．

【

〔冖

　

　
十

　

　

　

　

　

　
　

十

鳴、
“

〜
α3．一
　
ゆ，
肘

〜
°D．【

　

唱

o
餡
　

　
　

℃

o
葭

　

　
十

　

日
〔【

　

　
十

山，
訓

〜
α9，【

　

唱

o
配

　

　

十

　

日
〔［

　

　

十

ゆ ．
鉗

〜
αっ．一

　

℃
o
図

　

　

十

　

　
　
　
　
　

十

　

　

日
　

　
　
　

日

O

　

　

十
　
　
　
　
　
　

十

鴎，
肘

〜
QD．一
　

　

助 ．
訓

〜
αD．一

　

℃

o
顛

　
　
　
℃

o
畄

　
　

十

　

日
〔［

山 ．
餌

〜°D．
H

　
で

o
函

　
　

十

　
、

目

O

　
　

十

山 ．
餌

〜
°Q．
H

　
噂

o
鑑

　

　
十

　

日

O

　

　
十

崎 ．
倒

〜
°っ．【

　

℃

o
出

酎【−
］［
り

告

　
＝−
ト
リ
山

O
円−
卜
U
告

9
卜
U
山

oD

宀
U
山

卜，
臼
り

山

ゆ−
卜
U
山

吟
ト

リ
島

剛−］［
G
自

ワリ
宀
り
山

訓−
卜

O
山

口り
 剛
qd

口
圃の
邸

顎
O日
り
再

ρ

り刺
4
α

O
」日
O
」

遭
り
臥の
q
旧
O
の

O

眉
」

◎

山

Oh

島

一
冂

∪惘
門［冖
O
謂
OO

一
ρ

唱

冤
論
O【
〇

二

α
hO

芝
　

　
一

　
ω一
ρ
冂

卜

宀−
日
G
山

鬥
OOH

−
〔［

十
一
〔【

　

　

十

ゆ ．
囚

〜
°o．
H

　

℃

o
出

十

、一
ρ

　

十

め ．
“

〜
oQ．【

　

唱
o

畄

目

o甲
影
踏

霞
甥

認

霙
ou

⊇
O

　

　
　

　

　

嚢
ε

蓐
且
O

　

　

員
o
覆

蕘

出
り

窕
府
篤
Q

　

　
　

　

　
　

　

　
　

魯

量
。

芝

　

　
　

　

曽唱
三

毳

尾
δ

　

　
　

　

　

日
二

＼

。

N唱の【【
δ

　

　
　

　

　
　

　

　

日
』

ρ

二【
o

り

して 求 め られ た観測 ピークの 質量 と比 較 し て ，各観測 ピー

ク を帰属 した．Fig．1 に D −loo1 株の 菌体破砕液 の MALDI

マ ス ス ペ ク トル と各 ピ ー
ク の 帰属 結果 を示 す．また

，

Table 　 2 に ，　 D −1001 株 で 帰属 された リ ボ ソ
ー

ム サ ブ ユ ニ

ッ トタ ン パ ク 質 に つ い て ，ア ク セ ッ シ ョ ン番号，計算質量，

平均観測質量，誤差，N 末端側 の 2 番 目の ア ミノ 酸残基 ，

及 び N 末端 メ チ オ ニ ン 切断 の 有無をまとめ て 示 す．そ の

結果，D−1001 株 で は 33 種類 の リボ ソ
ーム サ ブユ ニ ッ トタ

ンパ ク質 の 質量 が ， ゲ ノ ム 解読株 L，sakSi 　23K の もの と一

致 した．

　著者 らは こ れ ま で に，ゲ ノ ム 解読 され た 乳酸菌 L，Plan−

tαrum 　NGIMB 　8826 や S．　thanephilus 　ATCG 　BAA −250及 び

BAA −491 な どの 精製 リボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質 を MALDI −MS

を用 い て 解析 し，発現 タ ン パ ク 質 の 観測質量 に 基 づ い て お

よ そ 40 種類 の リ ボ ソ
ー

ム サ ブユ ニ ッ トタ ン パ ク 質が帰属

さ れ る こ と を報告 し た
9）lfi〕．株 レ ベ ル で の ア ミ ノ 酸 配 列の

変異 が あ る 程度起 こ りう る こ と を考慮す る と， 33 種類も

の リボ ソ
ー

ム サブユ ニ ッ トタ ン パ ク質 の 観測 質量 が ゲ ノム

解読de　L ．　sahei 　23K の もの と
一

致 した 結 果 は，　 D−1001 株 が

L ，sakei あ る い は そ れ と遺伝学的 に極め て 近 縁 の 乳酸菌で

あ る こ と を示 して い る．しか も，相 同性解析 を 行 っ た 結果，

い ず れ の リ ボ ソ
ー

ム サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク 質 に つ い て も，

ア ミ ノ 酸配 列 が 完全 に一激 する 他の 菌株の デ
ータ は登録さ

れ て い な か っ た．こ の 結果 は，生 化学的 な簡易同定試験
且〕

及 び 16S　 rRNA 遺 伝子 の 塩 基 配 列 の 相 同性解析 に よ りL．

sakei で あ る と考 え られ た 結果 を支持 し て い る ．

　3 ・3 単離菌株 の 分類

　D −1001 株 と生 化学的な特性 が 類似 して い る こ とを基準

と して 単離 され た 15 菌株 に つ い て も ， 同様 に MALDI −MS

に よ り測定 し た 結果 ， 少 な くと も 20 本 以 上 の ピーク の

m ／x 値 が ゲ ノ ム 解読株 L，sahei 　23K の もの と
一

致 し た．そ

の た め，こ れ らすべ て の 試験菌株 が L．sahei あ る い は そ れ

に 極 め て 近縁 の 乳酸菌 で あ る と 判断 さ れ た．しか し な が

ら， 観測質量 と計算質量が
一
致 した リ ボ ソ

ーム サ ブユ ニ ッ

トタ ン パ ク質 の 種類 及 び 数 は，菌株 に よっ て 若干異 な っ て

お り， 株 レ ベ ル で バ リ エ ーシ ョ ン が あ る こ とが 示唆 さ れ

た．

　 そ こ で ，こ れ らの 菌株 に つ い て ，リ ボ ソ
ー

ム サ ブ ユ ニ ッ

トタ ン パ ク質の 質量変異 を指標 と した 分類 を試 み た．分類

の 基 準 とな るバ イ オ マ
ーカーは，菌体破砕液で あ っ て も確

実に高強度で ピー
ク が 観測 で き る もの を 選択す る 必要が あ

る．そ の バ イ オ マ
ーカー

に は，D−1001 株 の 菌体破砕液を

直接 MALDI −MS に よ り測定 し，　 m ／z 　5000 〜20000 の 範囲

で 観測 され る リボ ソ ーム サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク質 の 中か

ら，比 較的高強度 で 他の ピー
ク と重複 して い ない 16種類

を 選択 し た．Table 　 3 に バ イ オマ
ー

カ
ーと し て 選択 した

N 工工
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30

O
　 4000 　　 　 4500 　　　 5000 　　　 5500 　　　 6000 　　　 6500 　　　 70DO 　 　　 7500 　　 8000

10mV

OmV
　 80001mV 9000 　　　 10000　　　11000 　　　1200Q 　　　13000 　　　14000 　　　15000　 16000

OmV
　 16000　　　18000　　 20000　　 22000　　　24000　　 26000　　　28000　　　30000　 32000
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 m ／乞

Fig．　 l　MALDI 　mass 　spec 〔rum 　and 　peak　assignments 　of 　cell　lysate　of 　D −1001 　strain

The 　mass 　spectrum 　is　duplicated　into　three 　sets．　 The 　labels　indicate　the　name 　of 　ribosomal　subunit 　proteins．

16 種類 の リ ボ ソ
ーム タ ン パ ク質 の 名称 と，そ れ ら の ア ミ

ノ 酸配列 の 相同性 が L ，sakei 　23K の 次 に 高 い 微 生 物種 の 名

称及 び ア ミ ノ 酸配列の 相同性 を示す．上 述 し た よ うに，こ

れ らの バ イ オ マ
ーカー

タ ン パ ク 質 に つ い て ，ア ミ ノ 酸配列

の 相 同性解析 を行 い ，い ずれも ユ00％ の 相 同性 を示す菌

株 は 五．sahei 　23K の み で あ る こ と を確 認 した ．　 Table 　 3 に

示 した 16種類 の バ イ オ マ ーカ ータ ン パ ク 質の 翻訳 ア ミ ノ

酸配列 と相同性 が 2 番 目に 高 い もの は ，Lactobacillus　OS，
Pediococcus　es及 び Enterococcus　tsの 3 属 6 種 に わ た っ て お

り ， 相 同性 に も幅 が あ っ た （64〜96％）．こ の ような 相 同

性解析 の 結果 は，ア ミノ 酸配列の 保存性が サ ブユ ニ ッ トタ

ン パ ク 質の 種類 の 違 い に よっ て 異 な っ て い る こ とを 示 して

い る．こ れ ら の バ イ オ マ
ーカ ータ ン パ ク 質 を用 い て L．

sahei と考 え られ る 16 菌株 の 株 レ ベ ル で の 分類 を 試み た．

　 Table 　 4 に ，本研究 に 用 い た 16 菌株 に つ い て ，】6 種類

の バ イ オ マ
ー

カ
ー

タ ン パ ク 質 と 同 じ m ／x 値 に 観測 され る

ピー
ク の 有無をま とめ て 示す．こ こ で ，バ イオマ

ーカー
タ

ン パ ク 質 と ピー
ク が

一
致した もの を L ピー

ク シ フ トが観

測 され た もの を 0 で 表記 した ．ピーク
ー

致 の 有無 を 比較

す る と， 12 種類 の バ イ オ マ ーカ
ー

タ ン パ ク 質 （L6，　 Ll3 ，

L18 ，　 L22 ，　 L23 ，　 L24 ，　 L29 ，　 L31 ，　 SIO ，　 Sll ，　 S16 及 び

Sl9）は 16 菌株すべ て で
一

致 して い る．　 Table　 3 に 示 す よ

うに ， 他 の 微 生 物で は ， こ れ らの バ イ オ マ ーカータ ン パ ク

質と同 一
の ア ミ ノ 酸配 列 を有す る もの は 報告 さ れ て お ら

ず，こ の 結果 は，本研究 に用 い た 16菌株 が すべ て L ．sahSi

あ る い は極 め て 近 縁 の 乳酸菌 で あ る こ と を 裏付けて い る．

N 工工
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Table 2Assigned  ribosomal  subunit  proteins fbr the cell  lysate of  D-1eOlstraln

ProteinnameAccessionnumber Calculatedmass Observed
 mass

Error

as molecule
      +

as  [M+H] in Da  in ppm

 2ndresidueMet.Ioss

Largesubunitproteins

L5L6L13L14L15L18L20L21L22L2SL24L28L29L30L31L32L34L35L36Q38US4Q38US6Q38UV4Q38US2QS8UToQ38US7C238VT4Q38Xv5Qg8UR7QS8UR4QS8USsQS8XS9QS8UsoQ38US9QS8V5oQ38WUoQ38UE3Q38VTsQ38UT42oe67.319S47.216442.913e20.115608.012975.9IS569.011249.012498.510848.61103B.86755.07656.96768.09827.96724.75390.5762S.94387.420068.319S48.216443.918021.115609.012976.918570.011250.012499.510844.6ll034.86756.07657.96769.09828.96725.75391.57624.94388.420069,219S49,516443,213020.315609.912977,7IS570.0II250.012499.010844.S11034.76755.87658.867.69.59829.26725.75S91.47624.64S88.2 O.9

 1.4-O.7-O.8

 O.9

 O.8-O.1

 o.e-O.5-e.s-e.1-e.2

 O.5

 O.5

 O.8
 o.o-O.1-O,4-o,s

 45

 7o-42-62

 55

 6B-5

  3-39-24-6-28

 61

 69

 28

  1-13-48-57

APvATKTLKAEsAAKTGsAyesYesYesyesYes

Yes

YesyesyesyesyesYesyesyes

Smallsubunitproteins

S6s7S8S9SIOSIIS12S13S15S16S18S19S20S21Q38ZR8Q88UQ8QS8USsQ38UVsQS8URIQS8UT6Q38UQ7Q38UT5QS8}VR4Q38XRoQ38ZR6Q38UR6QS8WRsC}38XA711150.517845.514741.114140A11564.518663.615004.413SOI.410273.6le584.39152.710411.98997.56788.911151S17846.514742.114141.411565.5IB664.615005.413S02.410274.610585.S915S.710412.98998.56789.911151.417848.014742.414140.811565.5IS665.415005,9ISS02,S10274,610585,4915B,810411,48998.66790.0 o,o

 1,5

 O.3-O,5

 o.o
 O.8
 O.5-O,2-O.1

 O.1-e.B-15

 e.1

 O.1

 
-2

  8S

  20
 
-S9

 
-8

  57
  31
 
-12

 
-7

  6-37-142

  9

  19

FAGKAPsRsYIPRK

yesyesyesyesyesyes

Yes

TableS  Selected biomarkers  fbr classification  of  L. sahei  strains  and  the

  names  having 2nd homology  of  their  amino  acid  sequences

bacteria

 Ribosomal

protemname
Bacterianame Homology,%

L6L13L18L22L2SL24L29LSIS6S9SIOSIIS13S16SI9S20Lactobam'llus casei  ATCC  S84

Pedioceccus Pentosaceus ATCC  25745
LactobacilltLs casei  ATCC  S34
Lactobacillus casei ATCC  S34
Lactobacilltts reuteti F275
PediecoccusPentosacetas ATCC  25745
Lactobacilius casei  ATCC  834

Lactobacillussalivan'us subsp.  salivarius  UCC1i8
Lactobaciliussalivarius subsp.  salivarius  UCCI18

Lactobacillus casei ATCC  8S4
Lactobacilius b7ewis ATCC  S67
Enterococcus]iieciumDO

Lactebacilius bfevis ATCC  367
Lactobacillus casei ATCC  3S4

Lactobacillus saliwan'us  subsp.  salivarius  UCCI18

Lactobacillus reuten'  100-2S and  F275

7979se82787587877I8396858S848764
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S6 ，　 S9，　 S13，及 び S20 は ，一
部 の 菌株 で ア ミ ノ 酸

配列 の 変異 に 基づ くと考えられ る ピー
ク シ フ トが観測され

た．更 に，こ れ らの うち S6 と S20 は，　 Table 　 3 に示す よ

うに
， ア ミ ノ 酸配列 の 保存性が 特 に 低 い サ ブユ ニ ッ トタ ン

パ ク質 で あっ た．ピーク シ フ トが 観測 された例 と して ，D −

1001 ， PCT −7，及び PCT −15 の S20 及 び S13 付近の マ ス ス

ペ ク トル を Fig ．2 に ，
　 D −1001

，
　 PcT −11 ，及 び PGT −13 の

S6 及 び S9 付近の マ ス ス ペ ク トル を Fig．3 に ， そ れ ぞれ拡

大 して 示 す．興 味深 い こ とに，シ フ ト した ピー
ク の m ／z

値は菌株 が 異 な っ て い て も共通 して い た ．こ の 結果 は ，リ

ボ ソ
ーム サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク質に お け る ア ミノ酸残基 の

変異 は任 意 に 起 こ るの で は な く，リボ ソ
ーム の 機能を損 な

わ な い 限定 され た 変異 の み が 起 こ り得 る こ とを示 唆 して い

る．

　次 に ，各菌株 間 で
一

致 し たバ イ オマ ーカーを比 較す る と，

L．sakCi 　DlOOI 及 び PCT −1〜6 は，すべ て の バ イ オ マ ーカ

ーが 一
致 して い る．それ 以 外 の 8 菌株 （PCT −7〜ユ5）で は，

上 記 4 種類 の バ イ オ マ
ー

カ
ー

（S6，　 S9，　 S13 及 び S20）が

6通 りの 組み 合わ せ で 異な っ て い る．そ こ で ，こ の よ うな

プロ フ ァ イル を ク ラス ター
解析 に よ り処理すれば，デ ン ド

ロ グ ラ ム を作成す る こ とが で きる ．

　本研究 で は，ク ラ ス タ
ー

解析 で よ く用 い られる UPGMA

法 ， 完全連結 （complete −linkage）法及 び Ward 法 に よ り，

Table　4 に示 した バ イ ナ リ形式 の データ を処理 して デ ン ド

ロ グ ラ ム を作成 した．そ の 結果 ，
い ずれ の 方法で も同様 の

グ ル ープ が 形成 され た．本研究 で バ イ オマ
ー

カ
ーと して 用

い た リボ ソ
ーム タ ン パ ク 質 は，典 型 的 なハ ウ ス キーピ ン グ

タ ン パ ク 質で あ り，そ の 変異 は生 物の 進化系統 を反 映 し て

い る と考 え られ て い る ．そ の た め，こ こ で は 進化系統を反

映 した 有根系統樹 を作 成 す る 場合 に
一般 的 に 用 い られ る

UPGMA 法 を 用 い て 得 られ た デ ン ドロ グ ラ ム を Fig．4 に

示す．本研究 に 用 い た L ．sakei と考 え ら れ る 16 菌株 は ，

96 ％ の 類似性 を 境界 と す る と
，

4 つ の グ ル
ープ に 分類す

る こ とが で きた．Fig．4 の デ ン ドロ グ ラ ム で L ．　sakei 　D −

1001 と最 も遠 い 関 係 に 分類 さ れ た グ ル
ープ 4 の PCT −15

につ い て ， 16S　rRNA 遺伝子 の 部分 塩基配列 560 　bp の 解

析を行 っ た と こ ろ，そ の塩基 配 列 は D −1001 株 と完全 に
一

致 した．こ の 結 果 は，PCT −15 も L ．　sahei で あ る こ と を支

持 して お り，しか も 16S　rRNA 遺伝子の 部分 塩 基 配 列解析

で は L ．sahel の 株 レ ベ ル で の 分類 は極 め て 困 難で あ る こ と

を示 して い る．す な わ ち，リボ ソ
ーム タ ン パ ク質 を指 標 と

す る MALDI −MS に よ る 微 生 物分析法 は，種 の 同定の み な

らず株 レ ベ ル で の 分類 に も有効 な手法 で あ る こ とが 示 さ れ

た．

4　結 言

本研 究 で は
， リ ボ ソ ーム タ ン パ ク 質 を バ イ オ マ

ー
カ
ーと
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Fig．4　Dendrogram 　of 五．　sahei 　strains 　based　on 　the

ribosomal 　protein　profiling　by　MALDI −MS

して MALDI −MS を 用 い た 菌体破砕 液 の 直接 分 析 に よ り，

市販 の L．sαJ｛ei で あ る と考 え ら れ て い る ス ターターカ ル チ

ャ
ー

及 び 15 菌株 の 低 温 増殖性微生 物 を 種 レ ベ ル で 同定 し

た．そ の 同 定結果 は，生 化学的 な簡易 同定法 や 16S　rRNA

遺伝子 の 塩 基配列 に よ る結果を強 く支持した．更 に こ れ ら

の 菌株 を 4 グ ル
ープ に 分類す る こ と が で き，株 レ ベ ル で

の 特性化 を行うこ とが で きた．

　 リボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質をバ イオマ
ー

カ
ー

に した MALDI −

MS に よ る微 生 物分析法 は，ハ ウス キーピ ン グ タ ン パ ク 質

の 質量 の 差異 （すなわ ちア ミ ノ 酸配列 の 変異）を手掛 か り

と した遣伝学的な根拠 に基 づ く同定 ・分類結果を迅速 に 与

える た め，食品開発 の 現場 などで 優れた有用 微生物 の ス ク

リーニ ン グ に有効 な手段 に な り得 る もの と考え られ る．

　微 生物菌株 を提供 して くだ さい ま した，サ ン エ イ糖 化  に 感謝

し ます．
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　Psychrotrophic 　lactic　acid 　bactcria　strains 　potendally　used 　for　the 　fermentation 　of 　meat 　werc

chara α erized 　by　rnatrix
−assistcd 　laser　dcsorption ／ionization 　mass 　spcctrometry （MALDI −MS ）

using 　ribosomal 　proteins　 as 　biomarkers ．　 The 　 sample 　 strains 　 of 　a 　commercial 　starter 　 culture

（strain 　D −1001 ）and 　15　similar 　strains 　were 　thought 　to　be 　Lactobacillus　sahut
’
，　based 　on 　their 　bio−

chcmical 　properties　and 　the　I　6S　rRNA 　partial　genc　sequence ．　 By 　comparing 　the　mass 　spectra

of 　cell 　lysates　to　the 　calculated 　masses 　of 　ribosomal 　protcins　of 　genomc −sequcnced 　Lactobacillus

sahei 　 23K，　al1　sample 　strains 　were 　definitcly　identified　as　L ．　sakSi ．　 Samplc 　strains 　were 　further

classi丘ed 　into　4　groups　based　on 　the 　mass 　differences　of 　the　16　biomarkers　selectcd 　from 　riboso −

mal 　subunit 　proteins ，　which 　could 　not 　bc　discriminatcd　using 　the　l　6S　rRNA 　partial　gene
scqucnce 　analysis ，

K のω   ノ∫ ： MALDI −MS ； 五actobacillus 　 sahei ； psychrotrophic　 lactic　 acid 　 bacteria； ribosQmal

　　　　　　protein；ident面 caUon 　and 　class 面 cation 　of 　bacteria．
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