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報 文

マ トリ ッ クス 支援 レ ー ザ ー 脱 離 イオ ン化質量分 析 法 に よ る

火 落 ち菌の 迅 速 同定
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　 リ ボ ソ
ーム タ ン パ ク質をバ イオ マ

ー
カ
ーと して 利用す るマ トリ ッ クス 支援 レ

ー
ザ
ー

脱離イオ ン 化質量分析

法 （MALDI −MS ） を 用 い た，清 酒 を変 敗 させ る微 生 物 （火 落 ち 菌 ） の 迅 速 同 定 法 を 開発 し た．代 表 的 な 5 種

の 火 落 ち 菌 （Lactobacitlus　fructivorans，　 L．　hilgardii，　 L．　Paracasei　subsp ．　Paracasei，　 L．　pαracasei 　subsp ．　tolerans

及 び L．rhamnosus ） か ら精 製 した リ ボ ソ
ーム サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク質群 の MALDI −MS 測定 を 行 い ，　 Mfz

6000 〜12000 の 範囲 で 高強度 に 観測 され た 15 本 の バ イ オ マ ーカーピーク を選択 し，データベ ー
ス 化 した ．

バ イ オ マ
ーカーピーク の m ／z 値 に は，そ れ ぞ れ の 火 落 ち 菌 に 固有 で あ る もの が 含 まれ て い る た め ，そ れ ら

に注 目す れ ば，各火落ち菌 を迅 速 に 同定す る こ とが 可能 に な る．そ こで ，実際に 清酒醸造所 で 発生 した火落

ち菌の 迅 速同定 に 本法 を 適用 した 結果，MALDI マ ス ス ペ ク トル 上 の ピーク 群 の m ／z 値か ら L ．　Paraσasei
subsp ．Paracaseiあ る い は 近縁 の 微 生 物 で あ る こ とが 示唆 さ れ た．

1　緒 言

　乳酸菌 の 中に は 12〜16％ の エ タ ノ
ール に 耐性 を有す る

もの があ り，それ らが 清酒 の 貯蔵中で 増殖す る と清酒が 白

濁す る と と もに 香 りが 損な わ れ ，製品 と し て の 価値 が 失わ

れ る
1〕．こ の よ うな乳酸菌 を 「火落ち菌」 と言 い ，基本的

に Lactobacillus　M の 乳酸菌 で あ り，醸造現場 で よ く検出さ

れ る もの と して L．］iztct
’ivorans，　 L ．　hilgardii，　 L ．ヵα鷹 α鋤 及

び L．rhamnesus が 挙げ られ る．清酒 の 品質管理及 び汚染

源 の 特定 の た め に，火落 ち 菌を迅 速 ・簡便 に識 別ある い は

同定 して 検 出す る手法 の 開発 が 望 まれ る．

　火 落 ち 菌 の 同 定 に は ， 火 落 ち 菌抗体 に 対 す る 抗 原 遺伝

子
2）
や 16S　rRNA 遺 伝子 と 23S　rRNA 遺伝子 の ス ペ ーサー

領域
S）
の 塩 基配列 に 基 づ い た 相 同性解析 が 報告 さ れ て い

る．現在，後者 の 技術 を利 用 した 火 落 ち 菌検 出 キ ッ トも市

販 さ れ て い る ．しか しなが ら，遺伝子解析 に 基 づ く方法 は，

煩雑 な前処理 や 数 日程度 の 解析時間が必要 で あ る．

　
一

方，マ トリッ ク ス 支援 レ
ー

ザ
ー

脱離 イ オ ン化 一質量分

析法 （MALDI −MS ） を 用い て ，あ らゆ る 微 生 物菌体中に 多

量 に存在す る リボ ソ
ー

ム タ ンパ ク 質の マ ス ス ペ ク トル を観

測 し，そ の 観測質量を元 に微生物 の 種類を判定す る 方法が

提案 さ れ て い る
4〕．リ ボ ソ ーム タ ン パ ク質 は ，50 種類程度

の サ ブユ ニ ッ トタ ンパ ク 質か ら構成 さ れ ， 各サ ブユ ニ ッ ト

タ ン パ ク質 は微生物 の 種類 に よ っ て そ れ ぞれ固有 の 質量を

有 して い る．最 近，微生物 の ゲ ノ ム 解読 が 急速 に進 ん だ こ

］
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とか ら，様 々 な微生 物 の リボ ソ
ー

ム サ ブユ ニ ッ トタ ン パ ク

質群 の 翻 訳 ア ミ ノ 酸配 列情報 をイ ン タ
ーネ ッ トを 通 じて 入

手 す る こ と が で き る よ う に な っ て き た ．そ の た め ，

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 ）」の 同定
4 ）

の み ならず 「株 （strain ）」

を迅速 に 識別す る こ とが 可能とな る
5）”9）．著者 ら は，全 ゲ

ノ ム 解読 され た 乳酸菌 L ．Plantarum5
）

，
　 L ．　bulgaricus及 び

StrOPtOCOCCUS　thermOphilzes6
，
を用 い て ， 微生物菌体 か ら リボ ソ

ーム タ ン パ ク 質群の ピーク を観測 す る 条件 を検討 し，ビー

ズ 破砕 と遠 心 分 離 に よ り得 られ る 菌体破砕液 で も，各サ ブ

ユ ニ ッ トタ ン パ ク質を 主 ピーク と して観測 で き る こ と を報

告 した．そ して ，こ の 方法 は，保存菌株の 雑菌汚染 （コ ン

タ ミ ネーシ ョ ン ） を 判定す る 手法 に なり得 る こ と を示 し

た
8）．

　本研 究 で は ， リ ボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質 を 指標 と す る

MALDI −MS に よ る 微生 物分析法を，火落ち菌 の 迅速同定

に 応用す る こ と を試み た．火落ち菌 と して 知 られる 乳酸菌

は ゲ ノ ム 解読陦報が 公 開 さ れ て い な い た め ，こ れ まで の 研

究の よ うにバ イ オマ
ー

カ
ー

として 用 い る リボ ソ
ー

ム サ ブ ユ

ニ ッ トタ ン パ ク質群 の 質量 をア ミ ノ 酸配列 か ら計算 に よ り

推測す る こ とが で きない ．そ こ で ，清酒製造現 場 で しば し

ば検 出 さ れ る 代表 的な 火落ち菌 5 種 に つ い て ， 精製 した

リボ ソ
ー

ム タ ン パ ク質 と菌体破砕液 に 共通 して 観測 さ れ る

MALDI マ ス ス ペ ク トル の ピーク を調 べ ，各火落 ち 菌 に 特

有 の m ／z 値 をま と め た デ ータベ ース を作 成 した．更 に ，

こ の デ
ー

タ ベ ース を用 い て 実際に 清酒醸造所 で 発生 した 火
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Fig・1　 MALDI 　mass 　spectra 　of 　isolated　ribosomal 　pro−

teins 　of 　hiochi　bacteエia

（a ＞五．fructiworans　JcM　l　l　17，（b＞L．　hilgardii　JcM　1155，
（c ）L ．ParacasSi　subsp ．　Paracasei　JCM　Io53 ，（d）ム．　Pa，

’
a −

casei 　subsp ，　tolerans　JcM　l　l　71，　 and （e ）五．　 rhamnosus

JCM　1136

落ち菌の 同定 を試 み た．

2 実 験

　2・1 火 落 ち菌試料

　代表的 な火 落ち 菌 と して 知 られ る Lactobacillus　E の 乳酸

菌 5 種 （ム 加 6伽 oア α那 JcM ユ117，　 L．　hilgα rdii 　JcM　1155，

L．　paracasci　 subsp ，　paracasst　JcM ユ053，　 L ．　paracasei　subsp ．

toLerans　JcM　l　171 及 び L ．　rhamnostts 　JcM　l　l36 ） を理化学

研究所か ら購入 し，デ
ー

タ ベ ー
ス 作成用 の 参照試料 と し

た．醸造現場 で は，貯蔵した清酒をフ ィ ル タ
ー

孚戸過 し，そ

の フ ィ ル タ ーを培養 に供す る こ とに よ っ て 生菌増殖 の 有無

を確 認 して い る．本研 究で は ， 国内酒造 メーカーよ り提供

さ れ た，メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ
ー

（直径 37mm ，ボ ア サ イ

ズ 0．45 μm ，ADVANTEC ） 上 に捕集 さ れ た 火 落 ち 菌 を 実

試 料 と して 用 い た．この 火 落ち 菌 の 16S　rRNA 遺 伝子 の 部

分 塩基 配 列約 500bp を  テ ク ノ ス ル ガ ・
ラ ボ

1°，
に 依 頼 し

て 解読 した．

　購 入 した 各火落 ち 菌 の 培養 は，既 報
S）11）

と 同 様 に 乳酸菌

の 培 養 に適 し た de　Man −Rogosa −Sharpe （MRS ）培 地を用

い て ，37℃ で 24 時間，液体培養iに よ り行 っ た．メ ン ブ レ

ン フ ィ ル ター上 に捕集 さ れ た 火落ち菌 は，37℃ で 72 時間，

MRS 液体培地 を用 い て 再 培養 した．

　 2・2　試 料 調 製

　培養 した各火 落 ち菌 は ， 既 SU5）
6）B）

と 同様に ，
　 TMA −1緩衝

液 ｛10mM 　Tris−HC1 （pH 　7．8＞，30　mM 　NHiCl ，10mM

MgG 正2，6mM 　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 ．

こ の 菌体破砕液 か ら，既報
12 ）に従 っ て 超 遠 心 法 に よ り，リ

ボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質 を 精製 した．著者 ら は こ れ ま で の 研

究
5，
”s｝

で ，こ の 方法 で 精製 され た乳酸菌の リ ボ ソ
ーム タ ン

パ ク 質を MALDI ・MS で 測定 し，マ ス ス ペ ク トル 上 で 観測

され る ピー
クの ほ ぼ すべ て が リボ ソ

ー
ム サ ブユ ニ ッ トタ ン

パ ク質 で あ る こ と を確認 し て い る ，

　 2・3MAI ．DI・MS 測定

　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 剤溶液

と 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 剤溶液 7 μL と，内部標準 試 薬及 び 精 製 リボ ゾ ーム

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 かく は ん

タ ンパ ク 質も し くは 菌体破砕液 2μL を加 えて よ く撹拌 し

た 後 に ，約 1μL （菌体数 と し て 約 1 × IO6個 に相 当 ） を試

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 −GFR 　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 1，2m ）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 ／z　16952 ．6）及 び ［M ＋ 2H ］
2＋

（m ／z　8476，8），
　 　 　 し ん

及 び副腎皮質刺激 ホ ル モ ン （AGTH ）断片 18−39 の ［M ＋ H ］
＋

（m ／z2465 ，7） の 各 ピ ーク を用 い て 内部標準法に よ り行 っ

た．各観測 ピーク の m ／z 値は，3 回 の 繰 り返 し測定 に よ

る 平均値 を用 い た．

3 結果 と考察

　3・1 火落 ち菌同定用 バ イオマ ーカ ーの 選択

　Fig、1 に ， 本研究 で 用 い た 5 種類 の 火落ち菌 の 精製 リボ

ソ
ー

ム タ ン パ ク質 の MALDI マ ス ス ペ ク トル を比較 し て 示

す ，こ こ で は，ピーク が 比 較 的 高強度 で 観測 さ れ た m ／x

6000 〜12000 の 範囲 に 注 目 し た．こ れ まで の 研究 に お い

て ，シ ナ ピ ン 酸 をマ トリ ッ ク ス 剤 として 用 い ，比較的高濃

N 工工
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度 （1％ 以上） の トリ フ ル オ ロ 酢酸を加え た溶媒を用 い て

測定用 の 結晶を調製 した場合，リボ ソ
ー

ム サ ブ ユ ニ ッ トタ

ン パ ク 質 は 主 と し て 1 価 の プ ロ ト ン 化分子 （［M ＋ H ］
＋
）

と して 観測 さ れ る こ とを確認 して お り
5）
−9），Fig．1中 の 観

測 ピーク も同様で ある と考えられ る．

　Table　l に，バ イ オ マ ーカ ーの 候 補 と して 選 択 した ピー

ク の m ／z 値 を ま と め て 示 す．まず初 め に ， そ れ ぞ れ の 火

落 ち菌に つ い て ，図示 し た範囲で ピーク 強度が 高 い 順 に

15本 の ピ ー
ク を バ イ オ マ ーカ ー

の 候補 と し て 選択 し た．

こ れ ら は，Fig．ユ及び Table 　l に お い て 太字 で 示 した．更

に ，上 位 15本 に 含 まれ なか っ た ピー
ク に つ い て も，他 の

火落ち菌 で 選択 され た ピー
ク と 2Da 以内 で m ／z 値が

一
致

する 場合，同
一

の 質量 をもつ 成分で あ る と判断して 各火落

ち菌の リス トに 追加 した ．こ れ らは，Fig．1 及 び Table 　 l

に お い て イ タ リ ッ ク体 で 示 した，なお ， 選択 した 各 ピーク

は，こ れ まで の 報告
5｝刈

と同様 に ， 菌体破砕液 の MALDI

マ ス ス ペ ク トル で も観 測 さ れ る こ と を確認 した．

　Table　l に 示す よ うに ， 選 択 した各ピークの m ／z 値は ，

火 落 ち菌 の 種類 の 違 い に よ っ て 共通 す る もの と異 な る もの

が 混在 して い る．各火 落 ち菌 に対 して 観測 さ れ た ピーク を

よ り詳細 に 比 較す る た め に，Fig．2 に m ／z　6600 〜7100 の

範囲 （Fig．1 の グ レ
ー

部分） を拡大 して 示す．こ の 範囲 で

は，五 御 o伽 o γα π ∫ 及 び L．hilgα rdii に 対 し て 観測 さ れ た ピ

ー
ク の m ／z 値 は，それぞれの 火落ち菌 に 固有 の もの で あ

る こ と が 分 か る ．こ の 傾向 は ，Table 　 1 に 示す よ うに ，今

回 解析対象 と し た m ／z6000 〜12000 の 範囲 で 同様 に 観測

され，わ ずか に 五 勉 6伽 orα郡 の m ／z　6113 及 び 9335 の 各

ピークが L．hilgardiiの もの と共 通 して い る こ と，　 L．　hilgar−

diiの m ／z　6714 ， 6873 ， 及 び 7580が L ．　rha ・
mnosus の もの

と共 通 して い る こ と，及 び m ／z7786 の ピークが 上 記 3 種

で 共 通 して い る程 度 で あ っ た．

　
一

方，L．　Paracaseiで 亜種 （subsp ．）が 異 な る 2 株 の マ ス

ス ペ ク トル （Fig．2c 及 び d） を 比 較す る と，　 m ／z　6618，

6819 及 び 6848 付 近 の ピ ー
ク は測 定誤差 範囲 内 で

一
致 して

い る．著者 ら は，Lactococcus　tact’isに属す る が 亜 種 が 異 な

る 2 株 の 乳酸菌 ¢ ．lactdS　subsp ．　tactis及 び subsp ．σ 跚 傭 ）

に つ い て ，MALDI −MS で 高強度で 観測 され た 30 本 の サ ブ

ユ ニ ッ トタ ン パ ク 質 の ピ ー
ク の うち，18 本 が 亜 種 問で 同

一
の m ／z 値 に 観測 され，こ れ は各サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク

質の ア ミ ノ 酸配列 が 共通 し て い る た め で あ る こ とを 報告 し

た
s）．同様 に ，L ，　Paracasei　subsp ．　Paracasei　JCMIo53と

L．　ParacαsSi　subsp ．　tolevans　JCMI171に共通 して観測 され る

ピーク 成 分 は ， 偶然 に m ／z 値が
一

致 した の で は な く，
亜

種 間 で 同
一

の ア ミノ 酸配列を有 して い る可 能性が 高い ．す

なわち，同
一

の 瞬 z 値 に 観測 され る ピーク成分は L．　Para−

casei の 種 レベ ル で の 同定 に ， また ， 異 な る m ／z 値 に観 測

され る ピーク成分 は 亜 種 レ ベ ル で の 同 定 に ， そ れ ぞ れ 有用

なバ イオマ
ー

カ
ー

に な り得 る と考えられ る．

　興味深 い こ と に，m ／z　6819付近の ピーク は ，　 L．　pαrαcasei

だ け で は な く L ．rhamnOStas 　JCMII36で も観 測 さ れ て い る，

そ の ほ か に も ， L．　rh α mnosus 　JCMI136で 観 測 さ れ た m ／z

6820，7649，8998，9229，10392，10447 及 び 11443 の 各

ピークが ，L ．　Paracaseiの 2株 ある い は一
方 と共通 して 観

測 さ れ た．L．　rhamnosus は 五．　Paracaseiと遺伝学的 に 近 縁

の 種 で あ り，か つ て は L．Paracaseiの 2亜 種 と と も に

ム α磁 に分類 され，亜 種 が 異なる （それぞれ 五 cαsei　subsp ．

casei ，　 subsp ，　tolerans 及 び subsp ．　rhamnosus ） と され て い

た 耽 その た め ，上 記 の 各 ピーク 成分 は ，L ．　Paracaseiと

同
一

の ア ミ ノ 酸配列を有す る リ ボソ
ー

ム サ ブユ ニ ッ トタ ン

パ ク 質 で あ る 可能性が十分 に考えられ る．

　以 上 の よ う に し て ，5 種類 の 火落ち菌参 照 試 料 か ら，

m ／z 値 が 重複す る もの を含 め て ， 58 本の ピーク を バ イ オ

マ
ー

カ ーとし て 選択 し，火落ち菌 同 定用 の データベ ー
ス を

作成 した．

　 3・2L ．　Paracaselの バ イ オ マ ーカ ーピークの 帰属

　上 述 の よ うに，L．　Paracaseiは か つ て ム casei か ら独 立 し

て 新 た な種 と して 分類 され た が，最近，両者 の 様 々 な特性

が 明 らか に な る に つ れ，L ．　casei と L ．　Parα casei を 再度統合

す る 提案 が な され て い る
14〕．そ の 根拠 と して ，全 ゲ ノ ム 解

読された L．casei
　ATCC 　3341s〕は，　 L．　Paracaseiと遺伝学的

な特性 が ほ ぼ 同
一

で ある こ とが 挙 げ られ て い る
14 ）．著者 ら

は こ れ まで に
， ゲ ノ ム 解読 され た 乳酸菌に つ い て

， 翻訳 ア

ミ ノ 酸配列 か ら計算 さ れ る 質量 と，MALDI マ ス ス ペ ク ト

ル 上 で 観測 され る ピー
ク の 質量 を比 較 す る こ と に よ っ て ，

多くの リボ ソ ーム サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク質を帰属す る こ と

が で き る こ と を 報告 し た
S ）6）．そ こ で，ゲ ノ ム 解読株 で あ

る L．casei 　ATCC 　334 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 列か ら計算 さ れ る 質量 を元 に，バ イ

オ マ
ーカ ーと して 選 択 し た L．ραγα 6α癬 subsp ．　Paracasei

JcM　lo53 及 び subsp ．　tokTrans　JGM　I　171 の 1丿ボ ソ
ーム サ ブ

ユ ニ ッ トタ ン パ ク 質の 帰属 を試 み た．こ こ で は，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−Protl6）

よ り入手 し，　 N 末

端 メ チ オ ニ ン 切断 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
7〕．Table 　2 に

， 各バ イ オマ ーカ ーと し て 選択 した

ピー
ク に 対 して 帰属 された L．cassi 　ATCG 　334 の リボ ソー

ム サブユ ニ ッ トタ ンパ ク 質の 名称，［M ＋ H ］
＋

の 計算質量，

及 び 翻訳 ア ミ ノ 酸配 列情報 が登録 さ れ て い る Swiss−Prot の

ア ク セ ヅ シ ョ ン 番号 を示す．L．　Paracasei　subsp ．　Paraeasei

JcM　lo53 及び subsp ．　tolerans　JcM　l　l71　 eこ対 して 最終的 に

バ イ オ マ ーカ ーと し て 選 択 し た ピーク の うち ， そ れ ぞ れ

15本 及 び 13 本 が L．casei 　ATGC 　334 の 翻 訳 ア ミ ノ 酸配 列

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table  1The  m/x  values  of  biornarkers  peaks selected  from  isolated ri
hiochi bacteria

bosomal  preteins of  five reference

L.frttctivoiuzas

 JCMII17
L, hiigardii

JCMII5S
L. paracasei subsp.

Pamaasee'JCMI053
L. Paracasnt subsp.

toimnsJCMI171

L, rkamnostas
 JCMIIS6

 6113

 6433
 649S

 6932

 70S2

 7308

 7611

 7786

 9335

 9573

1019110S07

104041093311039

 6112
 6343

 6714

 687S

 7020

 7305

 7545
 7580

 7786

 8989

 9199

 9S37

 94549508

10175

1036I

 661S

 6819

 6848

 6980

 7479

 7649

 8999

 9100-9187

 9229

 9396

 9549

10071IO171

I0392I0447

112Sl

1135111441

6617

 68196847

 6965

 7479

 7648

8997

 91869229

9396

9548

1007110170

10447

112e3

1144111589

6-t156794

 68206-,S6

 
6-t746-,52

7-t04

7S79

 7649
 778689989100

92299383

 9614
 9986

1039210447

1124711443

The  bold types  correspond  to the 15 strongest  biomarkers for each  reference  hiochi bacteria, The italic types are

additional  biomarkers whose  mfz  values  are  common  to  the  selected  biomarkers  ofother  bacteria within error  {2 Da)  ,
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か ら計算 さ れ る リ ボ ソ
ー

ム サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 の

［M ＋ H ］
＋
の 計算質量 と一

致 した．こ れ まで に ゲ ノ ム 解読

された様 々 な微生物 の リ ボ ソ
ー

ム タ ン パ ク 質に つ い て ア ミ

ノ 酸 配 列の 相同性検索 を行 うと
， 種 を超えて ア ミ ノ 酸配列

（a）

（b）

（c）

（d）
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Fig．2　ExpandedMALDI 　mass 　spectra 　of 　Fig．1

（a＞L ．　jUctivorans　JCM　1117 ， （b）L．　hiigardiiJCM　1155 ，

（c）L ・Pα racasei 　subsp ・paracasei　JcM 　lo53，（d）五・para−
casei 　subsp ，　toleTans　JCM　1171

，
　 and （e ）五．　 rhamnesus

JGM　1136

が 同
一

（すな わ ち タ ンパ ク 質の 質量 が 同
一

）で あ る こ と は
，

まれ で あ る こ とが 分 か る．こ の こ とか ら， Table　 2 に示 し

た 結果 は，L ．卿 αα瀚 が L ．　 CCtsei と極 め て 近縁 （あ る い は

同種） で あ る こ と を強 く支持す る と と もに ， L．　Paracasei
に対 してバ イ オマ ーカーと して 選 択 され た ピークが 主 と し

て リボ ソ
ーム サ ブユ ニ ッ トタ ン パ ク 質で ある こ と を裏付 け

て い る．な お ， L．　 casei の リボ ソ
ーム タ ン パ ク 質 と質量 が

一
致 し な か っ た ピーク に づ い て は ，ム Paracasei　subsp ．

paracasel　JcM　lo53 及び subsp ．　tolbrans　JcM　l　l71 に 固有 の

質量 を もつ リ ボ ソ
ーム サ ブ ユ ニ ッ トタ ン パ ク 質 で あ る 可能

性が 考え られ る．

　 3・3 醸造所で発生 した火落ち菌 の 同定へ の 応用

　清酒醸造所 で は，清酒を出荷す る 前 に，貯蔵 タ ン ク から

清酒を抜 き取 っ て メ ン ブ レ ン フ ィ ル ターで 炉 過 し，そ の フ

ィ ル タ
ー

を培地 に加えて 培養す る こ とに よ っ て ， 清 酒 に 火

落ち菌が 発生 して い ない か確認す る作業が 日常的に行 わ れ

て い る．こ の 工程 で検 出 さ れ た 火 落 ち 菌 につ い て ，リ ボ ソ

ーム タ ン パ ク質を 指標 とす る MALDI −MS に よ る 同定 を 試

み た．

　Fig．3 に ，醸造 所 で 発 生 し た 火 落 ち 菌 の 菌体破砕液 の

MALDI マ ス ス ペ ク トル を示 す．観測 さ れ た 各 ピー
ク の

m ／z 値を，デ
ー

タ ベ ー
ス （Table　 1） に まと め た バ イ オ マ

ー
カ
ー

の m ／z 値 と比 較 し，そ れ ら と一
致 し た ピー

ク を

Table　 S に 示す．なお，一
致 した ピー

ク につ い て は ，　 Fig．

Table　 2Identification　of 　biomarker　peaks　 of 　two 　L，μ γ α6邵 麗 subspecies 　by　comparing 　to　the 　calculated 　masses 　of

ribosomal 　protetns　of 　genome −sequenced 　L ．6 α ∫初 ATGG 　334

m ／zvalues 　ofbiomarkers L 、casei　ATGC334

L・　 ）aracasei 　subsp ・
Parα caseiJCM 　IO53

ム メ）ara ‘α 5認 subsp ・
の 嫐 郷 JGM　11171

Ribosomal

proしein　namc

calculated　mass
as ［M ＋ H］

＋ 　 Swiss−prot
accession 　number

8Q

》
8114

ρ
D886

ρ
060999079691127

874908294779

壬

94691123501346778999990000　

　

　

　

　

　

　

　

　

1
　
111

−
　
112335

躱

1111
　
11

6617681968476965797476488997918692299396954810071101701044711208

1144111589

L30S21L28LS2L29L35S18S20

L31s17S15s

正6SIgL24L21S6

66196818684769657480764889979187

95491007210170103911e

“ 7112311135111442

QOSsAlQOS8S6QO3810QO3916

QO34ZlQOS8AlQO3D45

QO39L4

Qρ34TOQ

（）s4z2QO39L3QO3

町7QO34Y7

QO34Z4QO38F2Qt

〕3D47
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Fig．3　MALDI 　mass 　spectra 　of 　cell 　lysate　of 　hiochi　bacteria　generated　in　a

sake 　brewer ア

Bold 　tアpes　indicate　the 　peaks　commonl ア
observed 　forbiomarker 　peaks　selec レ

ed 　from　five　 reference 　hiochi　bacteria．

3 の マ ス ス ペ ク トル 中 に太字で 示 した．こ こ で は，比 較的

高強度で 観測 され た 19 本 の ピ ーク が，デ
ータベ ー

ス に 登

録 し た バ イ オ マ
ーカーピーク と一

致 した．そ の 内訳 は，

L ．Paracasei　 subsp ．　Paracasei　JCMIo53に つ い て 17 本，

L ．paracasei　subsp ．　 togerans　JcMlo53に つ い て 14本 ，

L ．rh α mnosus 　JCMI136に つ い て 7 本 で あ っ た．こ れ らの

大半 は，L ．　 casei 　ATCC334 の リ ボ ソ ーム サ ブ ユ ニ ッ トタ ン

パ ク 質 の 計 算質量 （Table 　 2） と も
一

致 し た ．一
方 ，

五．f｝・tsctivorans 　JCM　1117 に つ い て は m ・／z　9334 の ピークが

一
致 した だ け で あ り，L．　hilgardii　JCM　1155 につ い て は，

2　Da 以 内 で
一

致す る バ イ オ マ ーカーは な か っ た．す な わ

ち ，醸 造 所 で 発 生 した 火 落 ち 菌 は ，L．　fructivorαns 及 び

L．hilgardiiで は ない と判断する こ と が で きる．

　醸造所 で 発生 した 火落 ち菌 は ，五 ．Parα cα sei 　subsp ．　Para−

casei ，　 L ．　Paracasei　subsp ．　tolerans及 び L．　rhamnosus の い ず

れ と近縁 で ある か，MALDI マ ス ス ペ ク トル を詳細 に 調 べ

た．Fig，4 に，観測 された ピ ーク が異 な っ て い た m ／z

11100 〜11700 の 領域 に つ い て ，各火落ち菌 の MALDI マ

ス ス ペ ク トル を比 較 し て示す．こ の 範囲で は ， 醸造所 で 発

生 し た 火 落 ち 菌 の m ／z11442 の ピ ーク が ，五．　Paracαsei

subsp ．　pα racasei ，　 L．　Parαcasei　subsp ．　toterαns 及 び L ．　rh α mno −

sus に 共 通 す る バ イ オ マ ーカーピーク と
一

致 して 観測 され
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Table　 3Matched 　biomarkcrs　of 　hiochi　bacteri乱 detected　in　a　sake 　brewerア

Matched 　biomarkers （m ／z ）for　each 　refcrence 　hiochi　bacteria

Observed 　peaks（m ／z ）of

hiochi　bacteria　sample

L．ji’uctiwor α ns

JCMIll7
L，hilgα rdii

JCMI155
L・カaracasei

　 subsp ・

Paracasei
JCMIo53

L・カα γα α 瀚

subsp ・tolerans

JGMI171

五．γhamno ∫us

JCMII36

66186818684769647479899790999186922993349395954810072101701039110447112311135111442

Numbers 　ofmatched
　 　 biomarkers

9335

1 0

661868196848747989999

ユ0091879229939695491007110171103921044711231113511144117

6617681968476965747989979

ユ86922993969548100711017010447

1144114

682  

899891009229

1039210447
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Fig．4　 Gomparison 　 of 　MALDI 　 mass 　 spectra （m ／乞

lllOO 〜11700＞of 　cell　lysate　of 　hiochi　bacteria　gener−
ated 　il1乱 sake 　brewery （a ）and 　isolated　ribosomaL 　pro−
teins 　of 　L．　paracasei　subsp ，　paracasei　JCM　1053 （b＞，五．

paracasei　subsp ．　 tolerans 　JcM 　l　l71 （c ＞，　 and 五．
rhamnosmsJGM 　l　136 （d）as　references

て い る．一
方，m ／z　11231 及び 11351 の ピー

クは，　L ．　Para一

α 磁 subsp ．　Paracaseiの バ イ オ マ
ー

カ
ーピーク と の み

一
致

し た．そ の 上 ，ピ ー
ク 強度が上 位 15本 に入 らなか っ たた

め バ イ オ マ
ーカーか ら除外 した m ／zll561 及 び 11605 の

各 ピー
ク も，前者 は 五 ．Paracasei　subsp ．　Paracaseiに の み，

後者 は 2亜種 の L．Paracaseiで観測 され て お り，
い ずれ も

L ．rhamnosus で は 観測 され て い な い ．以 上の よ うに して，

MALDI マ ス ス ペ ク トル の 観測 範 囲全 体 に わ た っ て 共 通 す

る ピー
ク を精査 した と こ ろ ， 醸 造 所 で 発 生 し た 火 落 ち菌

は，L．　rhamnoszas に特徴的 なバ イ オ マ ーカーピーク は 全 く

観測 され ず，L．　Paracasei　subsp ．　Paracaseiの バ イ オ マ ーカ

ーピーク と共 通 す る ピーク が多く観測 され た．す な わ ち，

こ の 火落 ち菌 は，少 な くと もL．　pαracasec
’
（あ る い は ム α醐 〉

で あ り，特 に subsp ．　Paracaseiあ る い は そ れ と遺伝学 的 に

近 縁の 微 生 物で あ る こ とが 強 く示唆され た．そ こ で ，こ の

火落 ち菌 の 16S　rRNA 遺 伝子の 部分塩 基 配列 （552　bp） を

解読 し た と こ ろ ，L．　Paracaseiの 各 subsp ，及 び L ．　casei と

100％ の 相 同性 が 得 ら れ た一
方 で ，L．　fruct’ivoransで は

78％ ，L ．　hitgardiiで は 81％，　 L ．　rhamnosus で は 88％ の 相

同性 で あ り，醸造所 で 発 生 し た 火落ち菌 が L ．　Paracaseiあ

る い は L ．casSi で あ る とい う MALDI −MS に よ る 同定結果が

支持され た．

5　結 言

本研究 で は ，代表的 な 5 種 の 火 落 ち 菌 の リ ボ ソ
ー

ム タ
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ン パ ク 質 の マ ス ス ペ ク トル を測 定 し，そ れ ぞ れ の 火 落 ち菌

に 固有 の m ／z 値 を もつ リ ボ ソ
ーム タ ン パ ク質が 存在す る

こ と を確認 し た．そ れ らの 中 か ら比 較的高強 度で 観測 さ れ

る ピ ーク をバ イ オ マ ーカーと し て 選 択 し，そ れ ら の m ／z

値 を デ
ータベ ー

ス に まとめ た．そ の データーベ ース と ， 実

際 に 清酒醸造所 で 発 生 し た火 落 ち 菌 につ い て MALDI −MS

で 観測 さ れ た ピー
ク の m ／z 値 を 比 較 す る こ と に よ り，そ

れ が L．Paracaseiあ る い は それ と遺伝学的 に 近縁 の 微生物

で あ る と同定す る こ とが で き た．そ の 結果 は，従来法で あ

る 16S 　rRNA 遺伝子解析 に よ り支 持 さ れ，本法の 有用 性 を

検証す る こ とがで きた．本法 は，従来の 遺伝子解析法 と比

較 して 迅速で あ り，清酒 の 品質管理 や 汚染源の 特定な ど に

有効 な 手段 と して
， 検査機 関等で の 実用分析法へ の 発展が

望 まれ る．

　 火 落 ち菌 試料 の 提供 及 び有 用 な助言 を 頂 き まし た 月桂冠  に深

謝 します．
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 The  rapid  identification of  the sake  spoilage  microorganisms  (hiochi bacteria) by  matrix-assist-

ed  laser desorption/ionization mass  spectrometry  (MALDI-MS) using  ribosomal  proteins as  bio-

markers  was  developed, Ribosomal proteins isolated and  purified from  five representative

hiochi bacteria (Lactobacillas fructivorans, L. hiiguntii, L. Paracasei subsp,  Paracasei, L. Paracasei
subsp.  tolemns, and  L, thamnosus)  as  references  were  characterized  by  MALDI-MS.  Among  the

peaks  observed  both from purified ribosornal  protein samples  and  cell lysates in the range  of

m/z  6000N12000,  the  15 strongest  peaks  were  selected  fbr each  reference  hiochi bacteria to
make  a  biomarker peak database. Since the m/z  values  of  several  biomarker peaks were  identi-
cal  to  each  bacteria, rapid  discrimination and  identification of  hiochi bacteria could  be per-
fbrmed  at  the  species  as  well  as  the  subspecies  level. This method  was  then  applied  for the
rapid  identification of  hiochi  bacteria generated in a  sake  brewery, The  m/x  values  of  mmDI
mass  spectra  of  the  hiechi bacteria sample  suggested  that  this  bacteria could  be identiijed as  L.

Pa7acasei subsp.  Paracasei or  closelyrelated  species.

Kaywo,zls:  MALDI-MS;  hioc

 Pavacasnt.

hi bacteria; ribosomal  protein; rapid  identificatien;Lactobacillus


