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News MALDI-MSを用いた

プロテオタイピングによる乳酸菌の分類

 乳酸菌の亜種レベルでの分類が可能な方法です。
 MALDIマススペクトルとeMSTAT Solutionにより、菌株に特異的なバイオマーカーを簡単に抽出できます。
 Strain SolutionによりMALDI-MSプロテオタイピングが行えます。

寺本 華奈江、脇 華菜、山崎 雄三

MALDI-TOF MS AXIMA™ Performance/Confidence/Assurance
高精度細菌識別ソフトウェア Strain Solution
統計解析ソフトウェア eMSTAT Solution™

はじめに

供試菌株および培養条件

表 2   MALDI-TOF MSによる測定条件

AXIMA微生物同定システムなど、MALDIマススペクトル
のパターンマッチングにより試料微生物の属や菌種を同定
するシステムは、臨床微生物や食品微生物の検査を中心に
普及し始めています。しかし、同種の微生物でも病原性や
抗菌活性などの特徴は異なるため、同種の微生物をさらに
細かく識別する技術が求められる場合があります。例えば、
ヨ ー グ ル ト の 発 酵 に 用 い ら れ る 乳 酸 菌 L. lactis subsp.
cremorisとL. lactis subsp. tructaeは、2021 年にL. lactisの亜
種から外れてL. cremorisに再分類されています1)。

MALDI-MSプロテオタイピングは、MALDIマススペクトル
上で明瞭なピークシフトとして捉えられるタンパク質の僅
かなアミノ酸残基の変異に注目し、類縁性の高い微生物を
識別できる手法として細菌の亜種やサブタイプレベルの分
類に適用されています。例えば、MALDI-MSプロテオタイ
ピングをアクネ菌の分析に適用した場合、サブタイプレベ
ルで正しく分類することに成功しています2)。

本アプリケーションニュースでは、市販のヨーグルトか
ら単離した乳酸菌およびその類縁菌をAXIMA微生物同定シ
ステム、統計解析ソフトウェアeMSTAT Solutionおよび高精
度 細 菌 識 別 ソ フ ト ウ ェ ア の Strain Solution を 用 い て 、
MALDI-MSプロテオタイピングにより亜種レベルで分類し
た成果をご紹介します。

市販されている2 種類のヨーグルトAおよびBから単離し
た乳酸菌をAXIMA微生物同定システムにより分析しました。
本研究に用いた市販ヨーグルトAおよびBには、スターター
カルチャーとしてそれぞれL. lactis subsp. lactisおよびL.
lactis subsp. cremorisが使用されていることが各メーカーの
製品情報として公開されていたため、L. lactisとして同定さ
れた単離株を再培養しました。さらに、独立行政法人製品
評価技術基盤機構バイオテクノロジーセンター（NBRC）お
よび国立研究開発法人理化学研究所バイオリソース研究セ
ンター微生物材料開発室（JCM）より提供を受けた基準株
を含むL. lactis 2 亜種 6 株とL. cremoris 2 亜種 2 株とを比較
のために用いました（表1）。培養は分譲機関指定の条件に
準拠して行いました。培養した菌体をビーズ破砕し、限外
ろ過により濃縮リボソーム画分を調製して測定に供しまし
た。

測定モード ：Linear positive
マトリックス溶液 ：15 mg/mL シナピン酸 (50%アセトニトリル/水、1%トリフルオロ酢酸）
分析装置 ：MALDI-TOF MS “AXIMA Performance”
測定質量範囲 ：m/z 2000 -30000
サンプル調製方法 ：超純水に懸濁した菌体をビーズ破砕し、遠心分離によりデブリを除去後、限外ろ過してリボソーム画分を調製しました。

濃縮リボソーム画分とSA溶液を1：10 の割合で混合し、1 µLを試料プレートに滴下して乾燥させました。

表 1 基準株の一覧

試料菌株
L. lactis subsp. lactis NBRC 100933T

NBRC 12007
JCM 1158
JCM 20101
JCM 20312

L. Lactis subsp. hordniae NBRC 100931T

L. cremoris subsp. cremoris NBRC 100676T

L. cremoris subsp. tructae NBRC 110453T

T：タンパク質DBに登録されているもの

リボソームタンパク質のデータベース構築
細菌の細胞質成分をMALDI-TOF MSで測定すると、リボ

ソームタンパク質が主として検出されます。また、DNA
binding proteinも検出されることが知られています。タン
パク質DBに登録されている表1 の4 亜種（表1 Tで示したも
の）について、リボソームタンパク質およびDNA binding
proteinのアミノ酸配列をもとに、理論質量を算出しました。
翻訳後修飾は、アミノ酸配列から予測できるN-末端メチオ
ニン残基の切断およびジスルフィド結合を考慮しました。

MALDIマススペクトルの解析
本研究で用いたL. lactis およびL. cremoris 4 亜種のリボ

ソームタンパク質のアミノ酸配列をタンパク質DBから入手
し、理論質量を算出しました。リボソームタンパク質の理
論質量をeMSTAT Solutionに登録し、4 亜種の基準株を対象
として分析を行いました。再現性よく共通して検出される
リボソームタンパク質をtyping biomarker proteinとして選
抜しました。

次に、Strain Solutionのデータベースにtyping biomarker
proteinを登録し、試料菌株合計10 株のMALDIマススペクト
ルを対象にbiomarker proteinとのマッチングを行いました。
Biomarker profileを作成し、クラスター解析によりデンド
ログラムを作図しました（アルゴリズム：UPGMA）。
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結果

図1 L. lactis subsp. lactis NBRC 100933TのMALDIマススペクトル

L. lactis subsp. lactis NBRC 100933TのMALDIマススペク
トルを図1 に示します。リボソームタンパク質として帰属
さ れ た ピ ー ク を ア ス タ リ ス ク （ * ） で 示 し て い ま す 。
L. lactis subsp. lactis NBRC 100933Tでは、28 種類のリボ
ソームタンパク質とDNA Binding proteinが検出されている
ことを確認できました（図1 ）。

本研究に用いたL. lactis およびL. cremorisの基準株で検出
できた18 種類のタンパク質も繰り返し再現性良く検出され
ることが分かりました。これらのうち、全株で同じ観測質
量であったものはS9 、S19 、L14 、L24 、L28 、L29 、
L30 、L32 、L36 およびDNA binding proteinで、L. lactisお
よびL. cremorisの同定に寄与するbiomarker proteinである
と考えられました。一方、S10 、S12 、S16 、S20 、L18 、
L22 、L23 およびL35 は同種でもアミノ酸残基の変異を反
映した観測質量の違いが認められ、亜種やサブタイプの識
別に寄与すると考えられました。

表2 にeMSTAT Solutionによるピークマトリックスを示
します。予めAnnotation listとしてタンパク質名とその計
算質量を登録しておけば、各試料（複数回測定）において
どのピークが再現性よく検出されたかが示されます。

一例として、表2 のピークマトリックスの黒の矩形内で
は、リボソームタンパク質S20 はL. lactis subsp. lactisで
m/z 8222 、 L. lactis subsp. hordniae で m/z 8196 、 L.
cremoris subsp. cremorisとL. cremoris subsp. tructaeで
m/z 8236 に検出されたことが示されています。図2 に示す
MALDIマススペクトルでも、S20 由来のピークがL. lactis
subsp. lactisとL. lactis subsp. hordniaeで異なるm/zで検出
さ れ て お り 、L. cremoris subsp. cremoris とL. cremoris
subsp. tructaeで同じm/zに検出されていることが分かりま
す。eMSTAT Solutionは、図3 に示すボックスプロットか
らも、各試料菌株で検出されたピークが視覚的に確認でき
ます。
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表2 eMSTAT Solutionによるピークマトリックス*1

S20 m/z  8222 S20 m/z  8196 S20 m/z  8236

図3 eMSTAT Solutionによるボックスプロット

L. lactis L. cremorisL. hordniae L. tructae L. lactis L. cremorisL. hordniae L. tructae L. lactis L. cremorisL. hordniae L. tructae

*1 eMSTAT Solutionで作成されるピークマトリックスにより、繰り返
し測定データ間で特定のピークが何回検出されたかを確認できます。
この表でセルに記載されている数字は、検出されたマススペクトル
数を示しています。ピンク色で示されたものは、繰り返し測定全て
で検出されたことを意味しています。

8100 8200 8300
m/z

図2  L. lactis 4 亜種のS20 周辺におけるMALDIマススペクトルの比較

亜種の違いを反映して、L. lactis subsp. lactisおよびhordniaeで検出さ
れたS20 由来の観測質量は、L. cremoris subsp. cremorisとtructaeとは
異なっています。

L. lactis subsp. lactis
L. lactis subsp. hordniae
L. cremoris subsp. cremoris
L. cremoris subsp. tructae
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まとめ

AXIMA、eMSTAT SolutionおよびStrain Solutionは、株式会社島津製作所またはその関係会社の日本およびその他の国における商標です。

eMSTAT Solutionによる解析結果から、各試料菌株で再
現性良く検出された7 種類のリボソームタンパク質（L15、
L22、L29、L30、S16、S19、S20）をtyping biomarkerと
して選択しました。Strain Solutionで作成したbiomarker
profileをまとめたものを表3 に示します。

このピークプロファイルに基づいてStrain Solutionでク
ラスター解析を行い、デンドログラムを作成した結果が図
4 です。本研究で用いた4 亜種の乳酸菌は、L. lactisとL.
cremorisの2 つのクラスターを形成しました。この結果は、
2021 年のL. lactis subsp. cremorisとL. lactis subsp. tructae
をL. cremoris subsp. cremorisおよびL. cremoris subsp.
tructaeに細分する結果1)を支持しています。また、市販の
ヨーグルトA由来の乳酸菌はL. lactis subsp. lactis、ヨーグ
ルトB由来の乳酸菌はL. cremoris subsp. cremorisのクラス
ターに分類されました。この分類結果は、それぞれのヨー
グルトメーカーのHPから公開されているスターターカル
チャーの分類と一致したことから、亜種レベルで正しく分
類できたと考えられます。

本研究では微生物分譲機関から提供を受けたL. lactis 2亜
種6 株とL. cremoris 2 亜種2 株、およびAXIMA微生物同定シ
ステムにより、L. lactisとして同定された2 株の市販ヨーグ
ルト由来の乳酸菌をMALDI-MSプロテオタイピングにより
分類しました。7 種類のリボソームタンパク質をtyping
biomarkerとして解析した結果、10 株のL. lactisおよびL.
cremorisを亜種レベルで分類できました。

加えて、本手法の結果はL. cremoris subsp. cremorisおよ
びL. cremoris subsp. tructaeの分類は L. lactis subsp. lactis
と離れており（図4）、既報の結果1)を支持することから、
MALDI-MSプロテオタイピングは信頼できる手法であると
確認できたといえます。

このように、Strain Solutionはマススペクトル解析とクラ
スター解析、eMSTAT Solutionは多検体の観測ピークの解析
によるバイオマーカー探索に有効です。

＜参考文献＞
1) Li TT. et al., Int J Syst Evol Microbiol, 71, 004727 (2021).
2) Teramoto, K. et al., Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci , 95,

612-623 (2019).

図4 7 種類のリボソームタンパク質のプロファイリングに基づくL. lactisのクラスター解析結果

Biomarker protein L15 L22 L29 L30 S16 S19 S20
Calculated mass 15379.5 12339.4 7860.2 6063.2 10121.7 10150.8 10440.0 8169.4 8222.5 8236.5

L. lactis subsp. lactis
NBRC 100933T 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0
NBRC 12007 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
JCM 1158 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
JCM 20101 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0
JCM 20312 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
LAB strain isolated from yogurt A 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0
L lactis Biomarker* １ １ １ １ １ １ １ １ １ １

L. lactis subsp. hordniae
NBRC 100931T 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0

L. cremoris subsp. cremoris
NBRC 100676T 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1
LAB strain isolated from yogurt B 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1

L. cremoris subsp. Tructae
NBRC 110453T 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1

L. lactis subsp. lactis JCM 1158
L. lactis subsp. lactis JCM 20312
L. lactis subsp. lactis NBRC 12007

L. lactis subsp. lactis JCM 20101
L. lactis subsp. lactis NBRC100933T

L lactis biomarker*

L. lactis subsp. hordniae NBRC 100931

L. cremoris subsp. tructae NBRC 110453T

L. cremoris subsp. cremoris NBRC 100676T

ヨーグルトA由来の乳酸菌

ヨーグルトB由来の乳酸菌

L. lactis

L. cremoris

表 3 Biomarker プロファイル
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