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緒論 

マトリックス⽀援レーザー脱離イオン化法⾶⾏時間型質量分析法（Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry: MALDI-TOF MS）は、被験物質

にレーザーを照射してイオン化させ、イオンの⾶⾏速度から構成物質の質量を計測する分

析法である。検出された構成物質は分⼦ごとに表中の波形として表され、この波形パターン

はマススペクトルと呼ばれる（図 I-1）。MALDI-TOF MS の特徴は、レーザー照射前に被験

物質に「マトリックス」と呼ばれる試薬を添加することである。この MALDI-TOF MS の

技術は、2002 年にノーベル賞を受賞した⽥中耕⼀⽒の発⾒である、「⽣体⾼分⼦の質量分析

法のための脱離イオン化法」を基にしている(Ohkusu, 2012; Tanaka et al., 1987)。従来の質

量分析法では、レーザー熱により分⼦が分解し、実際の分⼦量を正確に測定できなかった。

⼀⽅、MALDI-TOF MS では、レーザーを吸収して検体のイオン化を促進する物質（マト

リックス）を介在させることにより、レーザーによる被験物質の破壊を防ぎながら、質量を

測定することが可能となった(Komatsu, 2016)。マトリックスには、コバルト(⽥中 et al., 

1987)やグリセリン(Yoshida et al., 1988)をはじめとした様々な物質が使⽤される。中でも、

1990 年代前半に開発されたα-シアノ-4-ヒドロキシケイ⽪酸（α-Cyano-4-hydroxy-

cinnamic Acid）はより少ない光量で被験物質をイオン化させることが可能であり(Beavis et 

al., 1992)、ペプチドや微⽣物の測定に最もよく⽤いられる「標準マトリックス」として知ら

れている。 

MALDI-TOF MS の技術は、細菌同定法にも応⽤されている。MALDI-TOF MS を⽤いた

細菌同定法は、細菌種ごとに異なる構成タンパク質（このうち 50〜70%はリボソーム由来

のタンパク質）の測定により得られる波形パターンを、参照データベースと照合することで
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菌種を同定する(Lay, 2001; Sekiguchi, 2015)。被験細菌株から MALDI-TOF MS により得た

波形パターンについて、参照データベース内から最も近似したパターンをもつ細菌種が選

出され、被験細菌株はその選出された菌種と同定される（図 I-2）。⽇本では 2011 年からヒ

ト医療における臨床微⽣物同定で本⼿法が使⽤されるようになり(Ohkusu, 2012)、近年で

は複数の細菌同定⽤機器が市販されている。 

細菌種の同定は、古典的にはコロニーの形態やグラム染⾊像の観察に始まり、分離培地を

⽤いて栄養要求性を調べる⽅法や、糖やアミノ酸の分解性状などの⽣化学的性状を分析す

る⽅法が⼀般的に⾏われるようになった(賀来, 1986)。1970~80 年代に PCR法やシークエ

ンスの技術が開発されてからは、遺伝学的に菌種を同定する⽅法が発達した。特に、16S

rRNA 遺伝⼦系統解析による菌種同定法が⼀般的に⽤いられている(Clarridge, 2004)。16S 

rRNA遺伝⼦は真正細菌および古細菌のリボソームをコードする遺伝⼦で、多様な細菌が安

定的に保有している上、可変領域を含んでいる(Hiraishi, 1995)。16S rRNA遺伝⼦系統解析

では、この 16S rRNA遺伝⼦をシークエンスし、既知の細菌種と⽐較することで菌種を同定

する。16S rRNA遺伝⼦系統解析を⾏うことで多くの細菌種を菌種まで同定することが可能

であるが、⼀部の細菌種については追加の遺伝学的検討や⽣化学性状試験の併⽤など、追加

試験が求められる(CLSI, 2008)。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は、細菌を構成する

タンパク質のパターンから菌種を同定する、これまでの同定法とは全く異なる⼿法である。

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は、培養困難菌や発育に時間を要する細菌の同定に

は向かないが、それ以外の細菌に関しては同定の正確性についての評価が⾼い(Benagli et 

al., 2011; van Prehn et al., 2016)。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法による同定結果は

16S rRNA遺伝⼦系統解析と⾼い相同性を⽰すことが報告されており(Marko et al., 2012)、

グラム陽性菌の 90%以上(Rychert et al., 2013)、グラム陰性菌の 90%程度(Marko et al., 
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2012)の細菌株を正確に同定可能である。また、⽣化学的な⼿法では同定困難であった菌株

についても、MALDI-TOF MS では同定が可能であったことも報告されている(Bizzini et al., 

2011)。⼀⽅、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法においても 16S rRNA遺伝⼦系統解析

と同様に、⼀部の細菌種については⽣化学的性状試験や⾎清型別といった追加試験が必要

になることが指摘されている(Komatsu, 2016)。 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は、迅速かつ簡便な⼿法であることについても⾼く

評価されている。分離培地を⽤いた同定や⽣化学的性状試験の試薬が市販されているが、使

⽤するために専⾨的な知識が必要になる上、細菌の培養に要する時間が数時間から数⽇必

要であり、迅速性において問題が⾒られる。16S rRNA遺伝⼦系統解析による⽅法は、細菌

の DNA抽出や核酸増幅、増幅産物のシークエンスに専⾨的な技術や機器が必要となるとい

う点が課題として挙げられる。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法で必要となる基本的

な作業は、培地上のコロニーから少量（約 105個）の細菌を掻き取り、専⽤のプレートに塗

布後マトリックスを加えるのみである。MALDI-TOF MS 機器内で細菌のタンパク質パタ

ーンを波形として取得し、参照データベースと照合するまでに要する時間は 5 分程度で、

分離培地による⽅法や⽣化学性状の分析による⽅法と⽐較して迅速に菌種を同定すること

が可能であり、専⾨的な技術や知識を必要としない(Fenselau & Demirev, 2001; Holland et 

al., 1996)。ヒト医療では、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法を導⼊したことにより、

病原細菌の検索に要する時間が短縮されたことや(Tan et al., 2012)、細菌同定検査に費やす

⼈件費が削減されたことが報告されている(Patel et al., 2017)。また、MALDI-TOF MS を

⽤いた細菌同定法は導⼊費⽤が⼤きいものの、使⽤する試薬が少量であるため、ランニング

コストが低いことも特徴である。これらのことから、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法

は、迅速・簡便・安価な⽅法としてヒト医療では既に広く導⼊されている。 
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MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は獣医療においても導⼊が進められており、動物由

来細菌の同定についても有⽤性が期待されている(Pavlovic et al., 2015; Randall et al., 2015)。

家畜（鶏、⽜、⽺、⼭⽺）由来の細菌分離株については、90%程度が MALDI-TOF MS を

⽤いた細菌同定法により菌種までの同定が可能であったことが報告されている(Randall et 

al., 2015)。⼀⽅で、本⼿法を⽤いる市販システムはいずれもヒトの病原細菌および環境由

来菌を中⼼とした参照データベースを使⽤しており、ヒトの病原細菌や環境由来細菌とは

異なる⼀部の動物由来細菌については、同定ができない可能性が懸念される。実際に、⿂類

由来の Aeromonas 属菌や、ウマやハト、カモノハシ類への病原性が指摘されている

Staphylococcus delphini の近縁種など、⼀部の動物由来細菌については MALDI-TOF MS を

⽤いた同定法では同定が困難であることが報告されている(Canver et al., 2019; Pérez-

Sancho et al., 2018)。 

ウマにおける獣医療では、監視伝染病の診断や⽇常診療において細菌同定を必要とする機

会が多い。例えば、Salmonella属菌や Clostridioides difficile（2016 年に Clostridium difficile

から菌名が変更となった。）は、腸炎の原因菌として知られている(Diab et al., 2013; Murray, 

1996)。特に C. difficile については⽇本国内のサラブレッド競⾛⾺において医療関連感染事

例が報告されており(Niwa et al., 2013)、慎重な疫学監視が必要である。Streptococcus equi 

subsp. equi は腺疫の原因菌であり感染性が⾼く、⽇本国内では⽇⾼家畜衛⽣防疫推進協議

会の指針により監視の対象となっている。届出伝染病である⾺伝染性⼦宮炎は Taylorella 

equigenitalis が原因となる(Platt et al., 1977)。これらのウマに関する感染症の監視と診断の

ためには、正確な細菌種の同定が求められる。また、⽇常診療においては、感染性⾓膜炎を

中⼼とした眼科疾患症例(⿊⽥泰輔, 2017)や、蜂窩織炎や術創感染などの外科疾患といった
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細菌感染症症例に遭遇することが多い。Streptococcus equi の亜種である Streptococcus equi 

subsp. zooepidemicus はウマの扁桃部に常在すると⾔われているが、孤発性の肺炎の原因

ともなりうる(Rasmussen et al., 2013)。ウマ由来細菌の同定においても MALDI-TOF MS を

⽤いた細菌同定法を導⼊することにより、分離細菌の菌種同定に要する時間が削減される

と予想される。このことにより、監視伝染病の早期摘発や、個体診療における原因細菌の特

定、抗菌薬の早期選択が可能となり、疫学監視や病態把握ならびに治療法選択に⼤きく貢献

することが期待される。しかし、これらのウマから分離される細菌はヒトの病原細菌とは異

なっており、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法が使⽤可能であるか検討をする必要が

ある。ウマの感染症原因菌として知られる細菌のうち、Burkholderia mallei （⿐疽の原因細

菌）と Burkholderia pseudomallei （類⿐疽の原因細菌）(Karger et al., 2012) 、S. equi subsp. 

equi と S. equi subsp. zooepidemicus (Mani et al., 2017)については既に検討が⾏われ、それ

ぞれ⾼い精度で区別が可能であることが⽰されている。⼀⽅、個体診療で重要となる細菌を

中⼼とした多くのウマ由来細菌については、同定の正確性についての情報は乏しい。

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法の有⽤性や特徴を検討することは、ウマの獣医療に

おいて本⼿法を実⽤化する上で有意義であると考えられる。 

 

また、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では、使⽤者の⽬的に合わせて細菌の情報を

追加することで独⾃のデータベースを構築し、参照データベースとして利⽤することが可

能である。使⽤者が検討する必要のある細菌種について独⾃のデータベースを作成するこ

とで、既存のデータベースでは同定ができなかった細菌種まで同定ができるようになり、

MALDI-TOF MS の同定精度が向上することが報告されている(Veloo et al., 2018)。ウマか

ら分離される細菌種のうち、既存のデータベースでの同定が困難なものについては、独⾃の
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データベースを構築することにより、同定精度の改善が期待される。 

 

本研究は、MALDI-TOF MS をウマ由来細菌の同定に応⽤することを⽬的として、まずウ

マ由来細菌およびウマ環境由来細菌における MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法の有⽤

性を確認した。さらに、本⼿法では同定できなかった細菌株について精査をすることで、本

⼿法の問題点とその解決法を検討した。第１章では、ウマ由来細菌およびウマ環境由来細菌

株について MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法を⾏い、同定性能を検討した。第２章で

は、本⼿法では同定できなかった菌株を 16S rRNA遺伝⼦系統解析を⽤いて同定し、本⼿法

では同定できない細菌株の特徴を検討することで、本⼿法の問題点を考察した。第３章では、

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では複数の候補が提⽰され、同定結果の信頼性に問

題が⾒られた細菌種について、遺伝学的検索等により精査を⾏ない、本⼿法の問題点を異な

る側⾯から考察した。第４章では、第１章から第３章で⽰された本⼿法の問題点を踏まえ、

ウマ由来細菌に特化した参照データベースを作成し、同定精度向上への寄与について検討

した。 
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図 

 

 

図 I-1  MALDI-TOF MS の原理 

MALDI-TOF MS では、検体（①）にマトリックス（②）を添加したのち、レーザー（③）

を照射して物質をイオン化させ、質量を測定する（④）。検出された物質は質量電荷⽐（m/z）

を x軸、相対強度を y軸とする表中で波形として表され、この波形パターンはマススペクト

ル（⑤）と呼ばれる。 
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図 I-2  MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法のイメージ 

被験細菌株から MALDI-TOF MS により得た波形パターンについて、参照データベース内

から最も近似したパターンをもつ細菌種が選出される。 
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第１章 MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法によるウマ由来細菌の

同定精度 

 
 
緒⾔ 

マトリックス⽀援レーザー脱離イオン化法⾶⾏時間型質量分析法（MALDI-TOF MS）を

⽤いた細菌同定法は、迅速かつ安価に細菌種を同定できる⽅法として、ヒト医療では広く導

⼊されている。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は獣医療においても導⼊が進められ

ており、動物由来細菌の同定についても有⽤性が期待されている(Pavlovic et al., 2015; 

Randall et al., 2015)。しかし、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法で⽤いる参照データベ

ースはヒトの病因細菌が中⼼となっており、動物由来細菌の同定性能については検討が必

要である。 

ウマにおける獣医療では、疫学監視や個体診療における治療薬選択を⽬的として、細菌同

定を必要とする機会が多い。ウマの獣医療において MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法

を実⽤化する上では、ウマから分離される細菌について本⼿法の同定性能を検討すること

が必要である。 

現在、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法のシステムとしては、Bruker 社の MALDI 

Biotyper と、Biomerieux 社の VITEK MS が世界的に流通している。MALDI Biotyper と

VITEK MS の同定性能について⽐較した検討では、参照データベースに対象となる細菌種

が登録されていない場合に限って、VITEK MS での誤同定が多く⾒られるものの、その他

の細菌種については両機種とも⾼い割合（85%以上）で菌種まで同定可能であることが報告

されている(Lévesque et al., 2015)。MALDI Biotyper と VITEK MS では、被験菌から得ら
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れた波形と参照するデータベースとのマッチングのアルゴリズムが異なっている。MALDI 

Biotyper では波形の各ピークの出現パターンを⽤いて系統樹解析を⾏うのに対し、VITEK 

MS では菌種特異的なピークをバイオマーカーとして使⽤する(Ohkusu, 2012)。また、

MALDI Biotyper では、使⽤者が独⾃の参照データベースを構築することが可能であり、既

存のデータベースでは同定困難な細菌種についてもデータベースの補完により同定精度の

改善が期待される(Sogawa et al., 2012; Veloo et al., 2018)。⾃施設でのデータベース構築が

可能であることから、今回は MALDI Biotyper を使⽤機器として選択した。 

本章では、MALDI Biotyper を⽤いてウマ由来およびウマ環境由来細菌の同定を⾏ない、

得られた同定結果から、ウマ由来細菌同定における本⼿法の有⽤性を検討した。 
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材料と⽅法 

1. 検討に使⽤した細菌株 

本検討では、3724株（グラム陽性菌 1877株、グラム陰性菌 1847株）の細菌株を⽤いた。

これらの株は、1980 年から 2016 年に⽇本のウマおよびウマ環境から分離され、保存され

ていたものである。分離株は、グラム染⾊による形態的観察、酸素要求性および市販の⽣化

学試験キット（アピマニュアルキット, bioMérieux, Durham, NC, U.S.A.)を⽤いた⽣化学的

性状の検索により性状を確認し、ウマの主要な病原細菌の分類に基づいて、Taylorella属菌、

腸内細菌科細菌、その他グラム陰性桿菌（Taylorella属菌および腸内細菌科細菌以外のグラ

ム陰性桿菌）、レンサ球菌、ブドウ球菌、Rhodococcus 属菌、その他グラム陽性桿菌

（Rhodococcus属菌以外のグラム陽性桿菌）、偏性嫌気性菌に⼤別した。分離株は純培養後、

10%のジメチルスルホキシドを加えた液体培地（基本的にはハートインヒュージョン培地

を⽤いたが、レンサ球菌⽤には Todd hewitt培地、偏性嫌気性菌⽤には Gifu anaerobic培地

を⽤いた。）に懸濁し、使⽤時まで-80℃で保存した。 

 

2. MALDI-TOF MS を⽤いた同定 

MALDI-TOF MS を⽤いた同定に使⽤するため、細菌種ごとに要求する条件に合わせてコ

ロニーが確認できるまで分離株の培養を⾏なった。多くの分離株の培養には、5%のウマ⾎

液を加えて作製したコロンビア寒天培地を⽤い、好気条件下、嫌気条件下および微好気条件

下で 37℃にて⼀晩培養を⾏なった。Rhodococcus属菌については、5%ウマ⾎液加コロンビ

ア寒天培地を⽤い、好気条件下 30℃にて⼀晩培養を⾏なった。Taylorella属菌については、

ユーゴンチョコレート寒天培地を⽤い、10%CO2条件下 37℃にて 72 時間培養を⾏なった。 
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培養したコロニーの処理は、以下の⽅法で⾏なった。 

a. セルスメア法：適量のコロニーをターゲットプレートに塗布し、細胞破壊を⽬的として

1μL の 70%ギ酸を滴下し、室温で乾燥させたのち、1μL のマトリックス試薬（a-cyano-

4 hydroxycinnamic acid matrix solution : HCCA）を加え、室温で乾燥させた。 

b. ギ酸・エタノール抽出法：セルスメア法で解析ができなかった分離株については、本法

で処理を⾏なった。適量のコロニーを 1.2mL の 75%エタノールに懸濁した後、

13,000rpm で 2 分間遠⼼操作を⾏い、菌体外成分を溶出した。得られた上清を除去し、

沈渣を等量の 70%ギ酸およびアセトニトリルに懸濁した。懸濁液を 13,000rpm で 2 分

間遠⼼操作を⾏い、得られた上清のうち 1μL をターゲットプレートに塗布した。室温

で乾燥したのちHCCA を加え、再び乾燥させた。 

 

上記の処理を⾏なった分離株は、市販の同定システム MALDI Biotyper CA 3.2 System

（Bruker Japan社、神奈川、⽇本）で解析を⾏い、分離株を構成するタンパク質を⽰す波形

（マススペクトル）を得た。細菌種の同定には、Bruker Japan社の提供する参照データベー

ス（ver. 5.0.0）を⽤いた。 

 

3. MALDI-TOF MS を⽤いた同定結果の評価 

同定結果の評価は、Bruker Japan社の提供するマニュアルに従い⾏なった。 

a. 正確性の評価 

MALDI Biotyper では、分離株から得られたマススペクトルのパターンと、参照デー

タベースに含まれる菌種のマススペクトルのパターンを解析する(Bruker Daltonik 

GmbH, 2019)。マススペクトルのパターンが最も⼀致する菌種が参照データベース内
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から選出され、best match species として提⽰される。さらに、分離株のマススペクト

ルと選出された菌種との相同性は、0.00 から 3.00までのスコアとして表⽰される。ス

コアが⾼値である場合には、選出された菌種との相同性が⾼い(Richter et al., 2013)。

同定結果の正確性は、スコアの数値により以下のように解釈される。 

スコアが 2.00以上である場合：菌種レベル (species level) での同定

スコアが 1.70以上 2.00未満である場合：属レベル (genus level) での同定

スコアが 1.70 未満である場合：同定不可 (non-identification 属に関しても同定がで

きない） 

b. ⼀貫性の評価

データベース内で最も⼀致する菌種である best match species と、次いで⼀致度が⾼

い second best match species の菌種から、同定結果の⼀貫性が評価される。同定結果

の⼀貫性は、「⾼」「低」「対応なし」の 3段階で表現され、それぞれの評価基準は表 1-

1 に⽰す通りである。

4. MALDI-TOF MS を⽤いた同定結果についての正確性の確認

MALDI-TOF MS を⽤いた同定法によりスコア 2.00 以上で同定された菌株のうちの

128株（表 1-2）について、16S rRNA遺伝⼦系統解析による菌種同定を⾏い、同定結果

を⽐較した。

i. 分離株の DNA抽出
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分離株の DNA は、市販の DNA抽出キット（InstaGene Matrix, Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, U.S.A）を⽤いて抽出した。純培養したコロニーを 100μL の DNA抽

出キットに懸濁し、56℃で 30 分、100℃で 10 分インキュベートした。懸濁液を 12,000 

rpm で 1 分間遠⼼操作し、上清を DNA抽出液として⽤いた。 

ii. 16S rRNA遺伝⼦の PCRとシークエンス

16S rRNA遺伝⼦（16S rDNA）の PCRは既報(Hiraishi, 1992; Hiraishi et al., 1994)に

従い、約 1500bp の増幅産物を得た。増幅プライマーには以下を⽤いた。 

27F: 5ʼ-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3ʼ 

1525r: 5ʼ-AAGGAGGTGATCCAGCC-3ʼ 

得られた増幅産物は、外部機関（株式会社ファスマック, 神奈川, ⽇本）にてシーク

エンスを⾏ない、塩基配列を得た。

iii. 16S rRNA遺伝⼦系統解析による菌種同定

 分 離 株 の 16S rRNA 遺 伝 ⼦ の 塩 基 配 列 は 、 BLAST デ ー タ ベ ー ス 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)を⽤いて、既知の細菌種との⽐較を⾏なった。菌種同

定は CLSI の⽰すガイドライン（MM-18）に従った(CLSI, 2008)。本章の評価で⽤い

られた主な基準は、以下通りである。 

菌種レベルでの同定（Genus and Species での表記） 

・特定の菌種の標準菌株、もしくは査読の上公表されている配列と 99.0%以上の相同

性があり、他の菌種との相同性と 0.8%以上の差異がある場合 
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属レベルでの同定（Genus の表記） 

・標準菌株、もしくは学術的に正当に命名された株の配列との相同性が 97.0-98.9%

である場合 

・特定の菌種の標準菌株と 99.0%以上の相同性があり、他の菌種との相同性との差異

が 0.8%未満である場合 

 

同定不可 

・標準菌株もしくは学術的に正当に命名された株の配列との相同性が 97%未満であ

る場合 
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結果 

MALDI-TOF MS を⽤いた同定法による同定結果を表 1-3に⽰す。検討した全 3724株の

うち、best match species の同定正確性が菌種レベル（スコアが 2.00 以上）だったものは

3209株（86.2%）、属レベル（スコアが 1.70以上 2.00未満）は 310株（8.3%）、同定不可

（スコアが 1.70未満）だったものは 205 株（5.5%）であった。グラム陽性菌 1877株の中

では、菌種レベルの同定だったものは 1597株（85.1%）、属レベルは 146株（7.8%）、同定

不可だったものは 134株（7.1%）であった。グラム陰性菌 1847株の中では、菌種レベルの

同定だったものは 1612株（87.3%）、属レベルは 164株（8.9%）、同定不可だったものは 71

株（3.8%）であった。 

また、ウマの主要な病原細菌の分類別に得られた同定結果を表 1-4 に⽰す。菌種レベルで

の同定ができた株の割合は、腸内細菌科細菌では 98.0%、レンサ球菌では 96.5%と⾼率で

あった。⼀⽅、偏性嫌気性菌では 58.9%、その他グラム陽性桿菌（Rhodococcus属菌以外の

グラム陽性桿菌）では 46.5%にとどまり、グループごとで同定結果に差が⾒られた。 

また、best match species の同定正確性が菌種レベル（スコアが 2.00以上）であった 3209

株のうち、113 株は best match species はスコアが 2.00以上で提⽰され、菌種レベルでの同

定であったものの、second best match species ではスコアが 2.00以上で異なる菌種が提⽰

される、結果の「⼀貫性が低い」状態が⾒られた。Best match species のスコアが 2.00以上

で Enterobacter属菌と提⽰された 30株のうち 18株、Actinobacillus属菌と提⽰された 39

株のうち 11株は、結果の⼀貫性が低い状態であった（表 1-5、表 1-6）。 

また、MALDI-TOF MS を⽤いた同定法で菌種レベルまでの同定が可能であった株の中の

128株（表 1-2）は、16S rRNA遺伝⼦系統解析による菌種同定結果と菌種まで⼀致したも

のは 92株（71.8%）、属まで⼀致したものは 36株（28.1%）であった。  
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考察 

本章の検討では、ウマおよびウマ環境由来細菌株の 86.2%が MALDI-TOF MS による同定

が可能であった。ヒト由来細菌については、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により

95%以上が菌種まで同定可能であることが報告されている(Samb-Ba et al., 2014; Seng et al., 

2013)。また、家畜（鶏、⽜、⽺、⼭⽺）由来の細菌分離株についての検討では、90%程度

が MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により菌種まで同定が可能であった(Randall et al., 

2015)。今回検討を⾏なったウマおよびウマ由来細菌株の同定結果は、過去の報告と遜⾊な

い程度であった。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は、ウマおよびウマ環境由来細菌の

同定についても⼗分に使⽤可能であると考えられた。 

主にヒト由来細菌を対象とした検討では、MALDI Biotyper を⽤いた細菌同定法を⽤いて、

菌種レベルで 85.6%、属レベルでは 95.1%の株が 16S rRNA 系統解析による同定結果と⼀

致することが報告されている(van Veen et al., 2010)。本章で⾏った検討では、MALDI 

Biotyper で菌種レベルまで同定されたウマおよびウマ環境由来細菌のうち、71.8%（92 株

/128株）が 16S rRNA系統解析と完全に菌種まで⼀致しており、残りの株（28.1%、36株

/128株）も属までは⼀致していた。MALDI-TOF MS を⽤いた同定法では、ウマ由来細菌

に関しても、菌種レベルでの同定結果については信頼性が⾼いと考えられた。 

⼀⽅で、⼀部の細菌株では MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法による菌種レベルでの同

定は困難であった。特に偏性嫌気性菌、その他グラム陽性桿菌、Taylorella属菌、Rhodococcus

属菌については、菌種レベルで同定ができた菌株は 80%未満であった。MADI-TOF MS を

⽤いた同定法の同定精度は、参照データベースに含まれる菌種の数で変化すると⾔われて

いることから(van Prehn et al., 2016)、MALDI-TOF MS による同定が困難である株につい

ては、まず参照データベースの不⾜を検討するべきであると⾔える。特に、⾺伝染性⼦宮炎
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の原因菌である Taylorella equigenitalis や(Platt et al., 1977)、⼦⾺の敗⾎症の原因の⼀つと

して知られる Rhodococcus equi は(Takai, 1997)、ウマでは重要な細菌種である⼀⽅でヒト

の病原細菌としては認識されていないため、参照データベースが不⾜している可能性が考

えられる。これらの MALDI-TOF MS による同定が困難であるウマ由来細菌株については、

参照データベースの構成を中⼼として、より詳細な検討を⾏う必要がある。 

また、Enterobacter属菌、Actinobacillus属菌では、結果の「⼀貫性が低い」状態の株が多

く⾒られ、同定結果の信頼性に疑問が持たれた。Enterobacter属や Actinobacillus属は、属

内に遺伝的に近縁な菌種を多く含んでおり(Christensen & Bisgaard, 2004; Mezzatesta et al., 

2012)、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法を使⽤しても菌種間の区別が困難である可能

性がある。これらの細菌種については、他⼿法での菌種の再同定を含め、MALDI-TOF MS

による同定結果の検証が必要であると考えられた。 
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⼩括 

本章では、MALDI-TOF MS を⽤いた市販の同定システム（MALDI Biotyper）を⽤いて、

ウマおよびウマ環境由来細菌の同定を⾏なった。検討した 3724株のうち、菌種レベルでの

同定が可能だったものは 3209株（86.2%）、属レベルでは 310株（8.3%）、同定不可だった

ものは 205 株（5.5%）であった。この結果は過去の報告と遜⾊ない結果であり、本システ

ムはウマおよびウマ環境由来細菌の同定に⼗分活⽤可能であると考えられた。しかし、

MALDI-TOF MS を⽤いた菌種レベルでの同定が困難であった株や、同定結果の信頼性に

乏しい株も⾒られた。これらの細菌株については、第２章以降で詳細な検索を⾏うこととし

た。 
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表 1-2  16S rRNA系統解析により正確性の評価を⾏なった株 

菌種* 株数 

Advenella kashmirensis 1 

Aeromonas eucrenophila 2 

Aeromonas salmonicida 2 

Aeromonas media 1 

Bacillus cereus 2 

Bacteroides fragilis 11 

Bacteroides thetaiotaomicron 4 

Brevundimonas aurantiaca 1 

Clostridium perfringens 2 

Corynebacterium stationis 1 

Curtobacterium albidm 1 

Enterobacter cloacae 9 

Flavonifractor plautii 1 

Fusobacterium varium 1 

Fusobacterium equinum 1 

Lelliottia amnigena 1 

Microbacterium maritypicum 1 

Moraxella osloensis 1 

Prevotella heparinolytica 5 

Propionibacterium acnes 1 

Proteus hauseri 1 

Pseudomonas synxantha 5 

Pseudomonas fluorescens 1 

Pseudomonas libanensis 2 

Pseudomonas koreensis 7 

Pseudomonas chlororaphis 2 

Pseudomonas putida 4 

Pseudomonas mosselii 3 

Pseudomonas taiwanensis 7 

Pseudomonas monteilii 1 
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Pseudomonas oryzihabitans 1 

Pseudomonas otitidis 2 

Pseudomonas mendocina 1 

Rhizobium radiobacter 1 

Staphylococcus delphini 3 

Staphylococcus chromogenes 13 

Staphylococcus hyicus 11 

Staphylococcus haemolyticus 1 

Staphylococcus epidermidis 1 

Staphylococcus equorum 5 

Staphylococcus schleiferi 1 

Streptococcus mitis 2 

Streptococcus parauberis 1 

Streptococcus ovis 1 

Streptococcus equi 2 

*MALDI-TOF MS を⽤いた同定法による同定結果
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表 1-3  ウマおよびウマ環境由来株3274株について MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法

の結果 

菌種レベルで同定

された株数(%*) 

属レベルで同定

された株数(%) 

同定不可出会っ

た株数(%) 

グラム陽性菌（1877株） 1597（85.1） 146（7.8） 134（7.1） 

グラム陰性菌（1847株） 1612（87.3） 1164（8.9） 71（3.8） 

合計 3209（86.2） 310（8.3） 205（5.5） 

*それぞれの正確性で同定された株の割合
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表 1-4  ウマの主要な病原細菌の分類別に⽰した MALDI-TOF MS を⽤いた同定結果 

分類（株数） 菌種レベルで同

定 さ れ た 株 数

(%*) 

属レベルで同定

された株数(%) 

同 定不可 で あ

った株数(%) 

Taylorella属菌（274） 179（65.3） 93（33.9） 2（0.7） 

腸内細菌科細菌（934） 915（98.0） 16（1.7） 3（0.3） 

その他グラム陰性桿菌**（483） 412（85.3） 47（9.7） 24（5.0） 

レンサ球菌（936） 903（96.5） 13（1.4） 20（2.1） 

ブドウ球菌（502） 431（85.9） 54（10.8） 17（3.4） 

Rhodococcus属菌（174） 130（74.7） 28（16.1） 16（9.2） 

その他グラム陽性桿菌***（71） 33（46.5） 13（18.3） 25（35.2） 

偏性嫌気性菌（350） 206（58.9） 46（13.1） 98（28.0） 

*それぞれの正確性で同定された株の割合

**Taylorella属菌および腸内細菌科細菌以外のグラム陰性桿菌 

***Rhodococcus属菌以外のグラム陽性桿菌 
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表 1-5  MALDI-TOF MS を ⽤ い た 細 菌 同 定 法 に よ り 、結果の信頼性が低か っ た

Enterobacter属菌の同定結果 

      MALDI-TOF MS を⽤いた同定法による同定結果 

菌株番号 分離年 分離症例 Best match species  スコア Second best match 

species 

スコア 

E.cloacae-1 1983 不明 E. ludwigii 2.34 E. cloacae 2.28 

E.cloacae-4 1983 不明 E. cloacae 2.35 E. ludwigii 2.2 

E.cloacae-6 1983 不明 E. cloacae 2.44 E. ludwigii 2.30 

E.cloacae-7 1983 不明 E. ludwigii 2.38 E. cloacae 2.38 

E.cloacae-8 1983 不明 E. cloacae 2.38 E. ludwigii 2.38 

E.cloacae-9 1983 不明 E. ludwigii 2.30 E. cloacae 2.22 

E.cloacae-12 1983 不明 E. cloacae 2.38 E. ludwigii 2.34 

E.cloacae-14 1983 不明 E. ludwigii 2.39 E. cloacae 2.32 

E.cloacae-15 1983 不明 E. asburiae 2.29 E. cloacae 2.13 

E.cloacae-10 1983 不明 E. ludwigii 2.35 E. cloacae 2.34 

E.cloacae-5 1983 不明 E. cloacae 2.27 E. asburiae 2.39 

E.cloacae-16 1985 不明 E. asburiae 2.22 E. cloacae 2.16 

E.cloacae-17 1985 不明 E. asburiae 2.23 E. kobei 2.12 

E.cloacae-22 1995 喉嚢炎 E. asburiae 2.34 E. cloacae 2.31 

Entero-15 2000 肺炎 E. asburiae 2.35 E. cloacae 2.20 

Entero-89 2010 肺炎 E. ludwigii 2.36 E. cloacae 2.33 

Entero-92 2011 肺炎 E. asburiae 2.30 E. cloacae 2.09 

Entero-181 2016 蹄膿瘍 E. kobei 2.19 E. asburiae 2.17 
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表 1-6  MALDI-TOF MS を ⽤ い た 細 菌 同 定 法 に よ り 、結果の信頼性が低か っ た

Actinobacillus属菌の同定結果 

      MALDI-TOF MS を⽤いた同定法による同定結果 

菌株番号 分離年 分離症例 Best match species  スコア Second best match 

species 

スコア 

Act.equuli-4 1984 不明 A. ureae 2.00 A. equuli 2.00 

Act.equuli-7 1985 関節炎 A. suis 2.15 A. equuli 2.13 

Act.equuli-12 1984 関節炎 A. equuli 2.09 A. suis 2.05 

Moraxella-2 1985 関節炎 A. equuli 2.21 A. suis 2.09 

NE-23 1999 肺炎 A. pleuropneumoniae 2.09 A. lignieresii 2.01 

NE-26 2000 輸送熱 A. equuli 2.03 A. suis 2.00 

NE-110 2002 肺炎 A. suis 2.18 A. equuli 2.02 

NE-119 2003 敗⾎症 A. equuli 2.10 A. suis 2.07 

NE-136 2004 ⾎管炎 A. equuli 2.09 A. suis 2.04 

NE-202 2013 肺炎 A. suis 2.06 A. equuli 2.04 

NE-204 2013 肺炎 A. suis 2.13 A. equuli 2.08 
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第２章 ウマ由来細菌における MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法

の問題点  

 
 
緒⾔ 

第１章にて⾏なった検討では、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により、ウマおよび

ウマ環境由来細菌のうち 86.2%は菌種レベルでの同定が可能であった。⼀⽅で、属レベル

での同定にとどまったものは 8.3%、同定不可だったものは 5.5%含まれていた。本章では、

これらの MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では菌種レベルでの同定が困難であった株

の特徴を明らかにすることを⽬的とし、16S rRNA遺伝⼦を⽤いた検索を⾏なった。 

16S rRNA は細菌のリボゾームを構成する RNA の⼀種であり、この 16S rRNA をコード

する遺伝⼦である 16S rRNA 遺伝⼦は、1980 年代から細菌の菌種同定に⽤いられてきた

(Clarridge, 2004)。16S rRNA遺伝⼦は真正細菌および古細菌では 1500塩基程度の⼤きさ

で、共通する塩基配列領域が 10箇所以上存在している(Lane, 1991)。さらに、その両末端

に保存性の⾼い塩基配列領域が存在しており、この保存領域をターゲットとした PCRプラ

イマーを⽤いることで、16S rRNA遺伝⼦のほぼ全⻑を増幅することが可能である(Hiraishi, 

1995)。このように、16S rRNA遺伝⼦は細菌が安定的に保有し、かつ可変領域を含むこと

から、細菌の系統解析では⼀般的に使⽤されている(Hiraishi, 1995)。 

Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）は塩基配列同⼠を⽐較し、類似する配列を検

索するプログラムである(National Center for Biotechnology Information, 2022)。。National 

Center for Biotechnology Information（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）、DNA Data Bank 

of Japan（https://www.ddbj.nig.ac.jp/）および Ensembl（https://www.ensembl.org/）のWeb
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ページでは、これらの機関が管理する公共データベースを参照して、BLAST 解析を⾏うこ

とができる。 

本章では、分離細菌の 16S rRNA遺伝⼦のシークエンスにより得られた塩基配列を⽤いて、

公共データベースを参照した BLAST 解析を⾏い、菌種の同定を⾏なった。さらに、⼀部の

細菌種については 16S rRNA 遺伝⼦について系統樹を作成し、ウマおよびウマ環境由来細

菌について既知の細菌種との遺伝学的関係性を考察した。 
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材料と⽅法 

1. 検討に使⽤した細菌株 

第１章にて MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法を⾏い、best match species のスコアが

2.00未満であった株、すなわち、属レベルの同定であった株(310株)および同定不可であっ

た株(205 株)、計 515 株を⽤いた。 

 

2. 分離株の DNA抽出および 16S rRNA遺伝⼦系統解析 

分離株の DNA は、第１章と同様に市販の DNA抽出キット（InstaGene Matrix）を⽤いて

抽出された。 

16S rRNA 遺伝⼦ の PCR は 、第１章と 同 様 に増幅プライ マ ー （ 27F: 5ʼ-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3ʼ、1525r: 5ʼ-AAGGAGGTGATCCAGCC-3ʼ）を⽤いて、

約 1500bp の増幅産物を得た。得られた増幅産物は、外部機関（株式会社ファスマック）に

てシークエンスを⾏ない、塩基配列を得た。 

分離株の 16S rRNA遺伝⼦の塩基配列は、BLAST データベース (http://blast.ncbi.nlm.nih. 

gov/)を⽤いて、既知の細菌種との⽐較を⾏なった。菌種同定は CLSI の⽰すガイドライン

（MM18-A）に従った(CLSI, 2008)。 

 

3. 16S rRNA遺伝⼦を⽤いた系統樹の作成 

分 離 株 の 16S rRNA 遺 伝 ⼦ の 塩 基 配 列 お よ び 、 GenBank 

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）に登録されている既知の細菌種の 16S rRNA遺

伝⼦について、系統樹を作成した。塩基配列は Clustal Wを⽤いてアライメントし、最尤法

系統樹を作成した。ブートストラップサンプリングは 1000回⾏なった。アライメントおよ
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び系統樹作成には MEGA 7.0 ソフトウェア(Kumar et al., 2016)を⽤いた。 
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結果 

16S rRNA 遺伝⼦系統解析の結果、検討した 515 株のうち 273 株は菌種レベルでの同定、

131株は属レベルでの同定、111株については同定ができなかった。菌種レベルでの同定お

よび属レベルでの同定に⾄った 404株の同定結果を表 2-1 に⽰す。 

16S rRNA 系統解析により菌種レベルでの同定が可能であった 273 株のうち、93 株は

Taylorella equigenitalis（分離年および由来を表 2-2 に⽰す。）、41 株は Rhodococcus equi

（分離年および由来を表 2-3に⽰す。）と同定された（表 2-1）。16S rRNA遺伝⼦系統解析

で T. equigenitalis と同定された株は、2000 年以前に⼦宮炎症例から分離された株が⼤半

（78株/93 株）であった（表 2-2）。R. equi は 41株中 24株がウマ由来で、環境由来株は

17株であった（表 2-3）。他 139株は、菌種レベルで 56 菌種に同定された。 

なお、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では属レベルで同定された 310株のうち 270

株（87.0%）については、16S rRNA遺伝⼦系統解析の結果と属レベルでの⼀致が認められ

た。また、MALDI-TOF MS では同定されなかった 205 株のうち、16S rRNA遺伝⼦系統解

析により 63 株（30.7%）が菌種レベル、58株（28.3%）が属レベルで同定され、84株(41.0%)

は同定不可であった。 

 

16S rRNA遺伝⼦系統解析で Actinobacillus属菌と同定された株 12株全て、Prevotella属

菌と同定された 12株中 7株、Staphylococcus属菌と同定された 50株中 28株、Streptococcus

属菌と同定された 20 株中 16 株は、菌種レベルでの同定ができなかった。これらの分離株

（分離年、分離症例を表 2-4、2-5、2-6、2-7 に⽰す。）について、16S rRNA遺伝⼦配列を

基に系統樹を作成した。 

Actinobacillus属菌（表 2-4）は、16S rRNA遺伝⼦を元にした系統樹では、菌種を区別す
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ることができなかった（図 2-1）。Prevotella属菌、Staphylococcus属菌および Streptococcus

属菌については、⼀部の分離株は既知の菌種とは遺伝的に離れたクラスターを形成した（図

2-2, 2-3, 2-4）。Prevotella属菌（表 2-5）では、4株（anaero130、anaero132、anaero72-1、

anaer72-2）が既知の菌種から離れたクラスターを形成した（図 2-2）。Staphylococcus属菌

（表 2-6）では、3 株（S_hyicus8、stap126、stap131）が既知の菌種から離れたクラスター

を形成し、7 株（S_aureus186、S_intermedius1、S_intermedius11、S_intermedius15、

S_intermedius3、S_intermedius5、Stap8）は S. intermedius、S. pseudointermedius、S. delphini

を含むクラスターに含まれた（図 2-3）。Streptococcus属菌（表 2-7）では、7株（G+R17、

Strep301、Strep294、anaer55、anaero81、anaero82、anaero143）と 3 株(G+R58、G+R69,、

G+R26)がそれぞれ既知の菌種から離れたクラスターを形成した（図 2-4）。 

  

35



 

  

考察 

Taylorella equigenitalis や R. equi の分離株の多くは、16S rRNA遺伝⼦系統解析では菌種

同定に⾄ったものの、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では菌種レベルでの同定が困

難であることが明らかとなった。Taylorella equigenitalis はウマに特有の⽣殖器感染症であ

る⾺伝染性⼦宮炎の原因菌として知られており(Platt et al., 1977)、ウマの繁殖領域におい

ては監視が必要とされる細菌である。しかし、今回 MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法

で使⽤した市販の参照データベース（ver. 5.0.0.）では、T. equigenitalis は 3 株登録されて

いるのみであり、ウマ由来の T. equigenitalis の同定には不⼗分であると考えられた。 

R. equi は⼦⾺の敗⾎症の原因菌として知られており(Takai, 1997)、今回 16S rRNA系統解

析で R. equi と同定された株の約 3分の 1（12株/41株）は肺炎症例の気管洗浄液から分離

された株であった。参照データベースには 8株の R. equi が登録されており、このうち 2株

は⼟壌から分離された株、1株はウマ肺炎症例から分離された株だが、残りの株については

由来が明らかではなかった。R. equi の病原性に関しては、病原性関連タンパク質（Virulence-

associated protein antigen: VapA）産⽣の有無が関与していると考えられている。R.equi は

⼟壌中に常在する細菌だが、ウマから分離される株と⽐較して、⼟壌由来株では VapA産⽣

株が少なく、VapA を産⽣する⼀部の R. equi株のみがウマに強い病原性を持つと考えられ

ている(Venner et al., 2007)。MALDI-TOF MS の参照データベース登録されている R. equi

株にはウマ由来株が 1 株含まれるのみで、その他の株は産⽣するタンパク質の構成がウマ

症例由来株と異なっている可能性があり、MALDI-TOF MS を⽤いた同定結果に影響を与

えていると考えられた。このことは、MALDI-TOF MS が R. equi株の VapA産⽣の有無を

区別できる可能性があることを⽰唆しており、VapA産⽣性の有無を含めた R. equi株の解

析が必要であると考えられた。 
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MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では、参照するデータベースに含まれる細菌種や、

株のバリエーションが同定精度に影響を与えることが知られている(Khot et al., 2012)。

Taylorella equigenitalis や R. equi のように、ウマに特有の感染症原因菌や、ヒトから分離

されることが稀である(Cui et al., 2018)細菌については、データベースに含まれる細菌株の

不⾜や偏りから、市販の参照データベースでは同定が困難な場合があると考えられた。 

また、MALDI-TOF MS で属レベルの同定であったものは、属レベルの評価は 16S rRNA

系統解析の結果と概ね⼀致していた。さらに、MALDI-TOF MS で同定不可であった株の

40%以上は、16S rRNA系統解析でも同定ができなかった。この結果は、MALDI-TOF MS

を⽤いた細菌同定法は 16S rRNA 系統解析による同定結果と⾼い相同性を⽰すという、ヒ

ト由来株に関する報告と⼀致していた(Marko et al., 2012)。

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では菌種レベルまでの同定ができなかった分離株の

中には、16S rRNA塩基配列に基づいた系統樹の中では既知の細菌種とは離れたクラスター

を形成している株があった。既知の Prevotella 属菌から離れてクラスターを形成した 4 株

（anaero130、anaero132、anareo72-1、anaero72-2）は、肺炎症例のウマから分離されたも

のであった（図 2-2、表 2-5）。これらはウマの肺炎に関連する未知の Prevotella属菌である

可能性が考えられた。Staphylococcus 属菌に関しては、既知の Staphylococcus 属菌とは別

のクラスターを形成していた 3 株（S_hyicus8、stap126、stap131）は、⽪膚炎や下肢部の

⽔腫を呈したウマから分離された（図 2-3、表 2-6）。また、Staphylococcus属菌のうち 7株

（S_aureus186、S_intermedius1、S_intermedius11、S_intermedius15、S_intermedius3、

S_intermedius5、Stap8）は、Staphylococcus intermedius group に属する S. intermedius、

S. pseudintermedius、S. delphini を含むクラスターに属した。これらの分離株についてさら
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に詳細に検索するためには、Staphylococcus属菌の中では多様性を持つとされている sodA

や hsp60 遺伝⼦（サーモヌクレアーゼをコードする遺伝⼦）のシークエンス(Sasaki et al., 

2007)が有効である可能性がある。Streptococcus属菌については、7株（G+R17、Strep301、

Strep294、anaer55、anaero81、anaero82、anaero143）は，ヒツジから分離された Streptococcus 

ovis (Collins et al., 2001) に遺伝的に近かった（図 2-4）。他の 3 つの Streptococcus 分離株

（G+R58、G+R69、G+R26）はいずれも肺炎症例から分離され（表 2-7）、アイベックスか

ら分離され 2016 年に命名された Streptococcus caprae (Vela et al., 2016)に近いものであっ

た（図 2-4）。既知の菌種から離れたクラスターを形成する Streptococcus属菌株は、家畜か

ら分離された Streptococcus属菌と遺伝的に近い可能性が考えられた。これらの分離株は遺

伝的にはそれぞれ既知の Prevotella 属菌、Staphylococcus 属菌、Streptococcus 属菌に近か

ったにもかかわらず、16S rRNA系統解析では既知の菌種と同⼀菌種であると確認できなか

ったことから、ウマの疾患に関連した未知の菌種である可能性がある。これらの分離株につ

いては、さらなる分類学的検討が必要である。 
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⼩括 

本章では、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では同定ができなかったウマおよびウマ

由来分離株について、その特徴を検討する⽬的で 16S rRNA 遺伝⼦を⽤いた検討を⾏なっ

た。ウマに特徴的な病原細菌である Taylorella equigenitalis や Rhodococcus equi は、既存

の MALDI-TOF MS のデータベースを⽤いた同定では同定が困難な場合があった。これら

の細菌種については、参照データベースの不⾜や偏りが指摘された。また、16S rRNA遺伝

⼦に基づいた系統樹解析により、遺伝的に既知の菌種と離れた株が認められた。これらの株

については未知の細菌種である可能性があり、より詳細な遺伝学的検討が必要と思われた。

また、これらの株はいずれも症状を有するウマの検体から分離されていることから、ウマの

疾患との関連についても、今後検討が必要であると考えられた。 
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表 

表 2-1  MALDI-TOF MS による細菌同定法で同定ができなかった分離株の 16S rRNA系

統解析による同定結果 

属 菌種 株数 

Acinetobacter baumannii 1 

lwoffii 2 

pittii 1 

Actinobacillus not identified* 12 

Actinomyces not identified 3 

Aerococcus not identified 3 

Agrobacterium not identified 1 

Arthrobacter mysorens 1 

Bacillus thuringiensis 1 

not identified 8 

Bacteroides helcogenes 1 

ovatus 1 

pyogenes 2 

not identified 1 

Bordetella petrii 1 

not identified 1 

Brachybacterium paraconglomeratum 1 

not identified 3 

Brevibacterium luteolum 1 

not identified 3 

Brevundimonas bullata 1 

Citrobacter not identified 1 

Clostridioides difficile 19 

Clostridium argentinense 1 

perfringens 1 

not identified 6 
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Corynebacterium stationis 1 

 ulceribovis 1 

 uterequi 1 

 not identified 1 

Eggerthella lenta 1 

Erwinia billingiae 1 

Eubacterium not identified 1 

Exiguobacterium sibiricum 6 

Facklamia not identified 1 

Finegoldia not identified 1 

Fusobacterium equinum 2 

Janibacter not identified 1 

Klebsiella pneumoniae 3 

Kosakonia not identified 1 

Lactobacillus hayakitensis 1 

Leucobacter chironomi 1 

Macrococcus brunensis 1 

 caseolyticus 6 

Microbacterium not identified 1 

Micrococcus luteus 3 

Moraxella cuniculi 1 

 not identified 1 

Moryella not identified 1 

Neisseria not identified 2 

Nicoletella semolina 6 

Oligella ureolytica 1 

Olsenella not identified 2 

Paenibacillus not identified 1 

Pantoea agglomerans 3 

 ananatis 1 

 deleyi 1 

 not identified 2 
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Paraprevotella not identified 1 

Pasteurella caballi 4 

Peptostreptococcus anaerobius 12 

 not identified 2 

Prevotella dentasini 5 

 not identified 7 

Propionibacterium not identified 1 

Providencia stuartii 1 

Pseudomonas chlororaphis 2 

 granadensis 1 

 monteilii 9 

 mosselii 1 

 otitidis 1 

 teessidea 1 

 not identified 8 

Rhodococcus equi 41 

Rothia not identified 5 

   

Staphylococcus condimenti 2 

 equorum subsp. equorum 2 

 hyicus 1 

 pasteuri 3 

 saprophyticus 1 

 
saprophyticus subsp. 

saprophyticus 
8 

 sciuri 4 

 stepanovicii 1 

 not identified 28 
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Streptococcus canis 1 

 equi subsp. equi 1 

 pneumoniae 1 

 rifensis 1 

 not identified 16 

Streptomyces not identified 4 

Taylorella equigenitalis 93 

Zimmermannella not identified 1 

 

* 16S rRNA系統解析では属レベルで同定ができたものの、菌種レベルでの同定ができなか

ったもの 
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表 2-2  16S rRNA系統解析で Taylorella equigenitalis と同定された株の分離年および由来 

  由来 

分離年 牝⾺⽣殖器 精液 不明 感染実験における剖検検体 

1980~1989 年 47* 1 6 0 

1990~1999 年 31 0 6 0 

2000~2016 年 0 0 0 2 

*株数 
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表 2-3  16S rRNA系統解析で Rhodococcus equi と同定された株の分離年および由来 

  由来 

分離年 気管洗浄液 下痢便 剖検検体 環境 

不明(2000 年以前) 0* 0 0 17 

1980~1989 年 1 3 2 0 

1990~1999 年 5 2 3 0 

2000~2005年 7 0 1 0 

*株数 
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表 2-4  16S rRNA系統解析で Actinobacillus属菌と属レベルで同定されたウマ由来株の分
離年と分離症例 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
  

菌株番号 分離年 分離症例 

Act.equuli-2 1984 不明 

Act.equuli-8 1985 関節炎 

Act.equuli-9 1985 関節炎 

Moraxella-3 1984 関節炎 

Moraxella-4 1984 関節炎 

Pasturella-4 1992 関節炎 

NE-29 2000 肺炎 

NE-2 1996 腸炎 

NE-109 2002 喉嚢炎 

NE-111 2002 肺炎 

NE-151 2007 不明 

NE-186 2011 肺炎 
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表 2-5  16S rRNA系統解析で Prevotella属菌と属レベルで同定されたウマ由来株の分離年
と分離症例 

菌株番号 分離年 分離症例 

anaero43 2004 肺炎 

anaero66 2006 肺炎 

anaero72-1 2007 肺炎 

anaero72-2 2007 肺炎 

anaero130 2010 胸膜肺炎 

anaero132 2010 胸膜肺炎 

anaero136 2010 肺炎 
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表 2-6  16S rRNA系統解析で Staphylococcus属菌と属レベルで同定されたウマ由来株の
分離年と分離症例 

菌株番号 分離年 分離症例 

S_aureus186 1992 子宮炎 

S_intermedius1 1987 皮膚炎 

S_intermedius3 1989 下痢症 

S_intermedius5 1990 下痢症 

S_intermedius11 1991 下痢症 

S_intermedius15 1991 子宮炎 

S_hyicus5 1987 皮膚炎 

S_hyicus6 1987 皮膚炎 

S_hyicus7 1987 皮膚炎 

S_hyicus8 1987 皮膚炎 

S_hyicus9 1987 皮膚炎 

S_hyicus11 1987 皮膚炎 

S_hyicus17 1988 皮膚炎 

S_hyicus21 1988 皮膚炎 

S_hyicus22 1988 皮膚炎 

S_hyicus27 1990 皮膚炎 

Stap8 1997 喉嚢炎 

stap71 2000 角膜炎 

stap126 2008 肢腫れ* 

stap131 2009 肢腫れ 

stap229 2015 角膜炎 

stap252 2016 角膜炎 

stap253 2016 腱鞘炎 

stap261 2016 肺炎 

stap265 2016 急性腹症 

stap193 2014 挫跖** 

stap214 2015 挫跖 

* 下肢部の浮腫・腫脹の総称。 

** 蹄球の打撲や、⽯などを踏むことで⽣じる蹄の炎症。  
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表 2-7  16S rRNA系統解析で Streptococcus属菌と属レベルで同定されたウマ由来株の分
離年と分離症例 

菌株番号 分離年 症例 

S.equi106 2001 腺疫 

Strep285 2015 肺炎 

Strep294 2016 腸炎 

Strep301 2016 皮下膿瘍 

stap155 2009 肺炎 

G+R7 2000 肺炎 

G+R17 2005 肺炎 

G+R26 2011 胸膜肺炎 

G+R58 2015 肺炎 

G+R63 2016 皮下膿瘍 

G+R69 2016 胸膜肺炎 

G+R25 2011 腹水 

anaer55 2006 肺炎 

anaero81 2009 肺炎 

anaero82 2009 肺炎 

anaero143 2010 肺炎 
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図 

  
 

図 2-1  16S rRNA遺伝⼦塩基配列に基づく Actinobacillus属菌の代表的な種とウマ由来分

離株の系統樹。本研究で検討したウマ由来分離株は、⿊丸で⽰す。  
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図 2-2  16S rRNA遺伝⼦塩基配列に基づく Prevotella属菌の代表的な種とウマ由来分離株

の系統樹。本研究で検討したウマ由来分離株は、⿊丸で⽰す。 
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図 2-3  16S rRNA遺伝⼦塩基配列に基づく Staphylococcus属菌の代表的な種とウマ由来分

離株の系統樹。本研究で検討したウマ由来分離株は、⿊丸で⽰す。  
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図 2-4  16S rRNA 遺伝⼦塩基配列に基づく Streptococcus 属菌の代表的な種とウマ由来分

離株の系統樹。本研究で検討したウマ由来分離株は、⿊丸で⽰す。 
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第 3 章 MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により複数の候補が提

⽰されたウマ由来細菌についての検討 

 

 

緒⾔ 

 

第１章の検討では、⼀部のウマおよびウマ環境由来細菌株において、MALDI-TOF MS を

⽤いた細菌同定法では複数の候補が提⽰された。このように複数の候補が提⽰された場合、

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法での同定結果の信頼性が低いと考えられた。本章で

は、第１章での検討により結果の「⼀貫性が低い」状態（best match species はスコアが 2.00

以上で提⽰され、菌種レベルでの同定であったものの、second best match species では⾼い

スコアで異なる菌種が提⽰された。）であった株のうち、株数の多かった Enterobacter属菌

と Actinobacillus属菌に着⽬した。Enterobacter属菌および Actinobacillus属菌は、ウマの

病原細菌としても重要な細菌種である。このようなことから本章では、第１節において

Enterobacter属菌、また第２節において Actinobacillus属菌について、それぞれウマおよび

ウマ環境由来株の遺伝学的な検索および⽣化学性状試験を⽤いた菌種同定を⾏ない、

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法の同定結果と⽐較を⾏った。 

  

54



 

  

第 1 節 ウマ由来 Enterobacter 属菌における MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定
法の問題点 

 

緒⾔ 

Enterobacter 属菌は動物の腸管内や環境中に存在する常在菌であるが(Farmer, 1999)、ウ

マの感染性関節炎や尿路感染症の原因となることがある(van Spijk et al., 2016)。また、ウマ

の肺炎症例からの分離も報告されており(Sweeney et al., 1991)、⽇和⾒的な感染が問題とな

る細菌の⼀つである。 

Enterobacter 属菌は、16S rRNA 遺伝⼦系統解析では菌種を正確に同定できないことが指

摘されている(Clarridge, 2004; Janda & Abbott, 2007)。特に、Enterobacter cloacae、

Enterobacter asburiae、Enterobacter hormaechei、Enterobacter kobei、Enterobacter ludwigii

を含む「Enterobacter cloacae complex」(Mezzatesta et al., 2012)は、遺伝配列の⼤部分を共

有しているため(Hoffmann et al., 2005)、16S rRNA遺伝⼦系統解析による識別は困難であ

る。 

また、Enterobacter 属菌の⽣化学性状試験による同定としては、bioMérieux 社のアピ 20

キットを代表とした市販のシステム等が⽤いられているが(Oʼhara, 2005)、本キットは 16S 

rRNA系統解析に⽐べて参照データベースが充実しておらず、同定結果に⽭盾が⽣じること

がある(Mehnaz, 2010)。 

Enterobacter 属菌を菌種レベルまで識別する⽅法として、多座配列解析（multilocus 

sequence analysis: MLSA 法）に基づく分類学的評価が提案されている(Brady et al., 2013)。

MLSA 法は、ハウスキーピング遺伝⼦（gyrB、rpoB、infB、atpD）の配列により、系統関

係を検討する(Brady et al., 2013)。MLSA 法は Enterobacter属菌の菌種同定法として実際に

使⽤されている(Iiyama et al., 2017; Liu & Tang, 2016)。 

55



 

  

第１節では、ウマおよびウマ環境由来 Enterobacter属菌について、MLSA 法を⽤いて菌種

同定を試みた。また、Enterobacter属菌の⼀般的な菌種同定法の⼀つである⽣化学性状試験

を実施した。これらの⼿法による菌種同定の結果を踏まえ、本菌の MALDI-TOF MS を⽤

いた同定の精度について検討を⾏なった。 
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材料と⽅法 

1.  検討に使⽤した細菌株 

第１章にて MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法を⾏い、best match species がEnterobacter

属菌と提⽰されたウマおよびウマ環境由来株 30株（1983年〜2016 年分離）を⽤いた（表

3-1）。MALDI-TOF MS による同定は第１章と同様に⾏ない、スコアは２回施⾏した平均値

を求めた。 

 

2.  分離株の DNA抽出 

分離株の DNA は、第１章と同様に市販の DNA抽出キット（InstaGene Matrix）を⽤いて

抽出された。 

 

3. multilocus sequence analysis: MLSA 法による解析 

既報(Brady et al., 2013)に従い、PCR法により gyrB、rpoB、infB、atpD遺伝⼦の増幅産物

を得た。増幅プライマーには以下を⽤いた。 

gyrB 01-F: 5ʼ-TAA RTT YGA YGA YAA CTC YTA YAA AGT-3ʼ 

gyrB 02-R: 5ʼ-CMC CYT CCA CCA RGT AMA GTT-3ʼ 

rpoB CM7-F: 5ʼ-AAC CAG TTC CGC GTT GGC CTG-3ʼ 

rpoB CM31b-R: 5ʼ-CCT GAA CAA CAC GCT CGG A-3ʼ 

atpD 01-F: 5ʼ-RTA ATY GGM GCS GTR GTN GAY GT-3ʼ 

atpD 02-R: 5ʼ-TCA TCC GCM GGW ACR TAW AYN GCC TG-3ʼ 

infB 01-F: 5ʼ-ATY ATG GGH CAY GTH GAY CA-3ʼ 

infB 02-R: 5ʼ-ACK GAG TAR TAA CGC AGA TCC A-3ʼ 
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得られた増幅産物は、外部機関（株式会社ファスマック）にてシークエンスを⾏ない、塩基

配列を得た。 

得られた 4遺伝⼦の塩基配列を統合し、GenBank から得た参照配列（accession number： 

JX424847-JX424873、 JX424882-JX424888 、 JX424977-JX425003、 JX425012-425018 、

JX425106-JX425132、JX425141-JX425147、JX425236-JX425262、JX425271-JX425277）と

ともに Clustal Wを⽤いてアライメントし、最尤法系統樹を作成した。ブートストラップサ

ンプリングは 1000 回⾏なった。アライメントおよび系統樹作成には MEGA 7.0 ソフトウ

ェア(Kumar et al., 2016)を⽤いた。 

4. ⽣化学性状試験

⽣化学性状試験には、市販のキット(アピ 20、bioMérieux)を⽤いて、市販データベース(ア

ピウェブ; bioMérieux)から菌種の同定を⾏なった。なお、アピウェブには 7 種(E. aerogenes、

E. amnigenus 1、E. amnigenus 2、E. asburiae、E. cancerogenus、E. cloacae、E. gergoviae) 

の Enterobacter属菌が参照菌種として登録されている。 

5. 菌種の同定

本節では、MLSA 法による解析で作成した系統樹から、菌種同定の最終的な判断を⾏なっ

た。 
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結果 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法による同定結果および、MLSA 法を⽤いて作成した

系統樹（図 3-1）による同定結果を表 3-2 に⽰す。 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により、30株中 12株は結果の⼀貫性が⾼い状態（第

１章 表 1-1）で E. cloacae と同定されたが、残る 18株は best match species と second best 

match species のスコアがともに 2.00以上で異なる菌種が提⽰され、結果の⼀貫性が低い状

態であった。 

MLSA 法による検討では、30株中 9株（E.cloacae-1、E.cloacae-4、E.cloacae-6、E.cloacae-

7、E.cloacae-8、E.cloacae-9、E.cloacae-12、E.cloacae-14、Entero-89）は E. ludwigii の標

準菌株（LMG 23768T）を含むクラスターに含まれていたことから、E. ludwigii と同定され

た。Entero-41 は E. cloacae の標準菌株（LMG 2783T）を含むクラスターに含まれ、E. cloacae

と同定された。E. cloacae-15は E. asburiae の標準菌株（DSM 17506T）を含むクラスター

に含まれ、E. asburiae と同定された。15 株は、4つのクラスターに分けられ、それぞれ Clade 

1（E.cloacae-5、E.cloacae-17）、Clade 2（(E.cloacae-21、E.coli-160、Entero-17、Entero-19、

Entero-157、Entero-191)、Clade 3（E. cloacae-18、E.cloacae-20、Entero-3、Entero-194）、

Clade 4（E.cloacae-22、Entero-15、Entero-92）とした。残る 4株（E. cloacae-10、E. cloacae-

16、Entero-181、Entero-190）はいずれのクラスターにも含まれなかった。また、⽣化学性

状試験の結果、30株はいずれも Enterobacter cloacae と同定された。 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により、⼀貫性が⾼い状態で同定された菌種と、

MLSA 法による同定結果が⼀致したものは⼀株（Enter-41）のみであった。また、MALDI-

TOF MS を⽤いた細菌同定法により best match species として提⽰された菌種と、MLSA 法
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による同定結果が同⼀のものであった株は 7株（E. cloacae-1、E. cloacae-7、E. cloacae-9、

E. cloacae-14、Entero-89、Enter-41、E. cloacae-15）であった。
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考察 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により、⼀貫性が⾼い結果が提⽰された 12 株は、

いずれも E. cloacae と同定された。しかし、MLSA 法で E. cloacae と同定されたのは 12株

中 1株（Enter-41）のみであり、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法の結果と⽭盾が⾒ら

れた。また、18株は MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では⼀貫性の低い結果が⽰され

た。以上のことから、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では、ウマおよびウマ環境由来

Enterobacter属菌の同定においては、属までは決定できるものの、菌種間の区別に問題が⾒

られると考えられた。 

MALDI-TOF MS による同定に問題が⾒られる理由として、以下の⼆点が考えられた。第

⼀に、Enterobacter 属菌は菌種同⼠が遺伝的に近縁であることが挙げられた。特に、E. 

ludwigii と E. cloacae を含むクラスターは、MLSA 法の系統樹において root を共有してお

り（図 3-1）、⾮常に近縁であると考えられた。遺伝的に近い Enterobacter 属菌同⼠は、

MALDI-TOF MS が標的としているタンパク質の構造も類似していると考えられる。実際、

市販のデータベースに登録されている Enterobacter cloacae complex に属する菌種（E. 

asburiae、E. cloacae、E. hormaechei、E. kobei、E. ludwigii）の波形は互いに類似している

（図 3-2）。Enterobacter属菌については、タンパク質構造の類似性が⾼いことから、MALDI-

TOF MS を⽤いた細菌同定法では区別ができない可能性が考えられた。第⼆に、参照デー

タベースの不⾜が挙げられる。既存の参照データベース（ver. 5.0.0）には、E. cancerogenus、

E. hormaechei、E. cowanii、E. helveticus、E. kobei、E. ludwigii、E. radicincitans、および

E. turicensis について、それぞれ 1 種類の波形のみ登録されている（表 3-3）。MALDI-TOF 

MS を⽤いた細菌同定法では、⼀つの菌種内で複数のパターンの波形が含まれている参照デ

ータベースは、遺伝学的に類似した種を区別することができるが(van Prehn et al., 2016)、
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データベースの構成によっては同定の信頼性が損なわれることが知られている(Khot et al., 

2012)。現在の MALDI-TOF MS の参照データベースは、遺伝的に近縁である Enterobacter

属菌の同定には内容が不⾜している可能性が考えられた。 

MLSA 法により作成した系統樹により Clade 1、2、3 および 4 に含まれた 15 株は、菌種

の同定には⾄らなかったものの、既知の Enterobacter属菌の近縁種と考えられた。Clade 1

および Clade 4 に含まれる分離株は、E. cloacaeおよび E. asburiae の標準菌株を含むクラス

ターから分離した枝に分類されていたが、 それぞれ root を共有していた。これらの株はそ

れぞれの種と近縁であり、E. cloacae関連株または E. asburiae関連株と考えられた。Clade 

2および Clade 3に含まれる分離株は、E. hormaechei の標準菌株（CCUG 27126T）を含む

クラスターから分離された枝に分類されたものの、root を共有していることから、E. 

hormaechei の近縁種であると考えられた。 

⽣化学性状試験では 30株全てが E. cloacae と同定されたが、うち⼀株（E.cloacae-15）は

MLSA 法により E. asburiae と同定された。Enterobacter asburiae の表現型は E. cloacae と

類似しており、E. asburiae 分離株は⽣化学性状試験でしばしば E. cloacae と誤同定される

という報告がある(Miki et al., 1988)。この株についても、⽣化学性状試験では誤同定された

と考えられた。 

 今回の結果から、ウマおよびウマ環境由来 Enterobacter属菌に関しては、MALDI-TOF MS

を⽤いた細菌同定法では属までの同定は可能であり、菌種まで同定を⾏うためには MLSA

法を⽤いた追加検査が必要であると考えられた。また、MALDI-TOF MS では菌種を区別で

きない理由の⼀つにデータベースの不⾜が挙げられることから、Enterobacter 属菌につい

てデータベースを充実させることで MALDI-TOF MS による菌種同定が可能となると考え

られた。  
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第２節 ウマ由来 Actinobacillus 属菌における MALDI-TOF MS を⽤いた同定法
の問題点 

 

緒⾔ 

Actinobacillus 属菌は、動物の呼吸器や⽣殖器の常在細菌だが、⼀部の菌種については粘

膜⾯の創などから組織に侵⼊し、病原性を⽰すと考えられている(Mutters, 1999)。中でも、

Actinobacillus pleuropneumoniae は、ブタの胸膜肺炎の原因菌として有名である(Sebunya 

& Saunders, 1983)。 

ウマから分離される Actinobacillus 属菌としては、Actinobacillus equuli subsp. equuli, 

Actinobacillus equuli subsp. haemolyticus が知られており、Actinobacillus lignieresii や

Actinobacillus pleuropneumoniae も稀に分離されるという報告がある(Layman et al., 2014)。

これらの Actinobacillus属菌は、呼吸器感染症、敗⾎症、腹膜炎、乳房炎、関節炎、⼼内膜

炎、髄膜炎、流産等、様々なウマの疾患を引き起こしうる(Kuhnert, Berthoud, Christensen, 

et al., 2003)。A. equuli subsp. equuli は、新⽣⼦⾺の敗⾎症の原因である(Huang et al., 2015)。

A. equuli subsp. haemolyticus は、成⾺で致死性の肺出⾎を引き起こしたことが報告されて

いる(Pusterla et al., 2008)。ウマにおいて、Actinobacillus属菌は注意すべき病原細菌の⼀つ

と⾔える。 

Actinobacillus 属菌 の 菌 種 同 定 につい て は 、 表現型 のみで の判別は困難で あ る が

(Christensen & Bisgaard, 2004)、Repeat Toxin (RTX)ファミリーに属する毒素の解析が有

効である場合がある。RTX ファミリーに属する毒素は、⼀部の Actinobacillus 属菌が産⽣

し、溶⾎性および細胞毒性を⽰す (Berthoud et al., 2002; Kuhnert, Berthoud, Straub, et al., 

2003)。A. equuli subsp. haemolyticus は、aqx遺伝⼦がコードする A. equuli毒素（Aqx）を

産⽣する点で、A. equuli subsp. equuli と区別することが可能である(Kuhnert, Berthoud, 
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Christensen, et al., 2003)。また、apxICABD遺伝⼦、apxIICA遺伝⼦、apxIIICABD遺伝⼦、

apxIVA遺伝⼦がコードする Actinobacillus pleuropneumoniae RTX-toxin I (Apx I)、Apx II、

Apx III、ApxIVは、A. pleuropneumoniae の病原性に関係している(Schaller et al., 2000)。

PCR法による apx遺伝⼦の解析は A. pleuropneumoniae の同定および型別に⽤いられてき

た(Zhou et al., 2008)。また、Actinobacillus suis は Apx I と Apx II を産⽣することや(Kamp 

et al., 1994)、A. lignieresii は apxICABD を有しているが通常のプロモーター配列を持たな

いため Apx I の発現を⽋いていることから(Schaller et al., 2000)、apx遺伝⼦の解析はこれ

らの Actinobacillus 属菌の菌種同定にも使⽤されてきた。また、RTX ファミリーに属する

毒素を産⽣する Actinobacillus属菌について Christie-Atkins-Munch-Petersen （CAMP）試

験を⾏うと、陽性を⽰すことが知られている(Kuhnert, Berthoud, Straub, et al., 2003)。 

第⼆節では、ウマ由来 Actinobacillus属菌について、RTX遺伝⼦の検索、CAMP試験、⽣

化学性状試験を⾏い、菌種同定を試みた。この結果を踏まえ、本菌の MALDI-TOF MS を

⽤いた同定の精度について検討を⾏なった。 
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材料と⽅法 

1. 検討に使⽤した細菌株 

第１章に て MALDI-TOF MS を ⽤ い た 細 菌 同 定 法 を ⾏ い 、best match species が

Actinobacillus属菌と提⽰されたウマおよびウマ環境由来株 51株（1984 年〜2015年分離）

を⽤いた（表 3-4）。MALDI-TOF MS による同定は第１章と同様に⾏なった。 

 

2. 分離株の DNA抽出 

分離株の DNA は、第１章と同様に、市販の DNA抽出キット（InstaGene Matrix）を⽤い

て抽出された。 

 

3. 16S rRNA遺伝⼦系統解析 

分離株の 16S rRNA遺伝⼦系統解析は、第２章と同様に⾏った。 

 

4. RTXファミリーに属する毒素遺伝⼦の解析 

既報(Berthoud et al., 2002)に従い、aqx遺伝⼦に基づく Aqx 特異的PCRを⾏った。増幅プ

ライマーには以下を⽤いた。 

AQXAPCR-L: 5ʼ-ATT AGC GCA AGC AGG TAT CAA-3ʼ 

AQXAPCR-R: 5ʼ-ATT GCC GGA CCA GTT GTA GAT A-3ʼ 

 

また、apxI-apxIV遺伝⼦に基づく ApxI-ApxIV特異的PCRを既報(Frey et al., 1995; Zhou et 

al., 2008)に従って⾏った。増幅プライマーには以下を⽤いた。 
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apxICA 特異的プライマー 

XICA-L: 5ʼ-TTG CCT CGC TAG TTG CGG AT-3ʼ 

XICA-R: 5ʼ-TCC CAA GTT CGA ATG GGC TT-5ʼ 

apxIICA 特異的プライマー 

XIICA-L: 5ʼ-CCA TAC GAT ATT GGA AGG GCA AAT-3ʼ 

XIICA-R: 5ʼ-TCC CCG CCA TCA ATA ACG GT-3ʼ 

apxIIICA 特異的プライマー 

XIIICA-L: 5ʼ-CCT GGT TCT ACA GAA GCG AAA ATC-3ʼ 

XIIICA-R: 5ʼ-TTT CGC CCT TAG TTF GAT CGA-3ʼ 

apxIBD 特異的プライマー 

XIBD-L: 5ʼ-CTA YCG GCG GGA TTC CGT-3ʼ 

XIBD-R: 5ʼ-ATC CGC ATC GGC TCC CAA-3ʼ 

apxIIIBD 特異的プライマー 

XIIIBD-L: 5ʼ-TCC AAG CAT GTC TAT GGA ACG-3ʼ 

XIIIBD2-R: 5ʼ-AAC AGA ATC AAA ATC AGC TTG GTT-3ʼ 

apxIV特異的プライマー 

APXIVA1: 5ʼ-TTA TCC GAA CTT TGG TTT AGC C-3ʼ 

APXIVA3: 5ʼ-CAT ATT TGA TAA AAC CAT CCG TC-3ʼ 

 

5. Christie-Atkins-Munch-Petersen（CAMP）試験 

⽺⾎液寒天培地（Becton, Dickson and Company、Franklin Lakes、New Jersey、U. S. A.）

上に、Staphylococcus aureus JCM2874株および分離株を直⾓に交差するように画線塗布し、
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37℃にて⼀晩培養後、溶⾎帯を確認した。 

 

6. 菌種の同定 

本節では、16S rRNA系統解析およびRTXファミリーに属する毒素の解析といった遺伝学

的解析により菌種を同定し、CAMP試験により溶⾎性を確認した。 
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結果 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法による同定結果、RTXファミリーに属する毒素遺伝

⼦の解析、CAMP試験、16S rRNA遺伝⼦系統解析により最も近縁であった菌種、および最

終的な同定結果を表 3-5に⽰す。 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により、51株中 11株は best match species と

second best match species のスコアがともに 2.00以上で異なる菌種が提⽰され、結果の⼀

貫性が低い状態であった。 

検討した 51株中、1株（Pasteurella-4）は、16S rRNA遺伝⼦系統解析から Actinobacillus 

arthritidis と同定された。11株は、16S rRNA系統解析で A. equuli subsp. equuli もしくは

A. equuli subsp. haemolyticus が最も近縁であり、RTXファミリーに属する毒素遺伝⼦を保

有していないことから、A. equuli subsp. equuli と同定された。30株は、aqxA遺伝⼦を保

有することから、A. equuli subsp. haemolyticus と同定された。2株（NE-146、NE-159）は、

apxIBDおよび apxIV遺伝⼦を保有することから、A. pleuropneumoniae と同定された。 

3 株（NE-2、NE-23、NE-151）は Actinobacillus属菌ではあるものの、菌種同定には⾄ら

なかった。NE-2 は 16S rRNA系統解析で Actinobacillus hominis と相同率 97.6%であり、

apxIBD遺伝⼦のみ保有していた。NE-23は 16S rRNA遺伝⼦系統解析で A. lignieresii と相

同率 99.2%、A. pleuropneumoniae と相同率 99.0%であり、apIBD 遺伝⼦のみ保有してい

た。NE-151 は 16S rRNA遺伝⼦系統解析で A. hominis と相同率 98.3%であり、RTXファ

ミリーに属する毒素遺伝⼦を保有していないことから菌種同定できなかった。また、16S

rRNA系統解析により、1株（NE-71）が Mannheimia属菌、3 株（NE-144、NE-147、NE-

239）が Pasteurella cabalii と同定された。

最終的な同定結果と、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により best match species と
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して提⽰された菌種とが同⼀であった株は、最終的に A. equuli subsp. equuli と同定された

11 株中 10 株、 A. equuli subsp. haemolyticus と 同 定 さ れ た 30 株中 18 株、 A. 

pleuropneumoniae と同定された 2株中 2株であった。 
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考察 

ウマおよびウマ環境由来 Actinobacillus属菌については、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌

同定法の結果と、RTXファミリーに属する毒素遺伝⼦の解析、CAMP試験、16S rRNA遺

伝⼦系統解析による菌種同定の結果が合致しない株が多く⾒られた。最終的に A. equuli 

subsp. haemolyticus と同定された株のうち、5 株 (Act. equuli-1、NE-29、NE-110、NE-178、

NE-202)は、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により、best match species として A. suis

が提⽰された。また、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では Actinobacillus属菌と同定

されていたもののうち、1株（NE-71）は Mannheimia属菌、3 株 (NE-144、NE-147、NE-

239) は Pasteurella caballi と最終的に同定された。MALDI-TOF MS による細菌同定法は、

⾮常に近縁である A. equuli の亜種同⼠を除けば Actinobacillus属菌を区別することが可能

であるという報告もあるが(Kuhnert et al., 2012)、今回の検討では本⼿法の Actinobacillus

属菌の同定精度には限界があると考えられた。 

Actinobacillus 属菌の MALDI-TOF MS による同定に問題が⾒られる理由として、

Enterobacter 属菌と同様に遺伝的に近縁であること（第２章図 2-1）、参照データベースの

内容が不⾜していることが挙げられる。特に、既存の参照データベース（ver. 5.0.0）につい

ては、A. equuli、 A. lignieresii、 A. suis について登録されている波形はそれぞれ⼀種類の

みであった（表 3-6）。また、Mannheimia属菌や Pasteurella caballi は、既存の参照データ

ベースは波形が登録されていなかったため、今回の検討では Actinobacillus属菌と誤同定さ

れたと考えられた。Mannheimia属菌や P. caballi はいずれも Pasteurella科に属する細菌種

であり、特に P. caballi はウマの呼吸器や⽣殖器感染症への関与が⽰唆されている(Schlater 

et al., 1989)。ウマ由来の Actinobacillus属菌や Pasteurella科の細菌同定に際しては、既存

のデータベースでは登録されている波形が不⾜していることが考えられた。 
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RTX ファミリーに属する毒素を産⽣する Actinobacillus 属菌について CAMP 試験を⾏う

と、Apx や Aqx の溶⾎性が S. aureus の産⽣するスフィンゴミエリナーゼにより増強され、

CAMP活性を⽰すと考えられている(Berthoud et al., 2002; Frey et al., 1994)。今回検討を

⾏なった株の⼀部には、aqx 遺伝⼦の PCR 結果と CAMP 試験との結果に⽭盾が⽣じる株

が認められた。1 株の aqx 陽性株（NE-60）は CAMP 活性を⽰さず、aqx 陰性株 10 株は

CAMP 活性を⽰した。NE-60 については、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法や 16S 

rRNA系統解析では A. rossii が提⽰されており、A. equuli subsp. haemolyticus の変異株で

ある可能性がある。また、過去には PCR法では aqx遺伝⼦が検出されないが CAMP試験

陽性である A. equuli subsp. equuli株の存在が報告されており、この株についてはプライマ

ー結合部位の遺伝⼦変異が指摘されている(Moyaert et al., 2007)。今回認められた aqx陰性

CAMP 活性陽性株についても、aqx 特異的 PCR のプライマー結合部位の変異により、aqx

遺伝⼦が検出されなかった可能性がある。CAMP試験陽性の A. equuli subsp. equuli株につ

いては、aqx遺伝⼦周辺のシークエンスも含め、遺伝的な解析を中⼼とした追加検索が必要

であると考えられる。 
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⼩括 

本章では、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では結果の信頼性に問題が⾒られた、ウ

マおよびウマ環境由来 Enterobacter属菌、Actinobacillus属菌について、他⼿法による菌種

同定を⾏なった。検討した株の多くで MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法と他⼿法によ

る同定結果との⽭盾が⽣じていた。これらの細菌種については、菌種同⼠が遺伝的に近縁で

あることや、既存のデータベースの不⾜が指摘された。これらの細菌種を MALDI-TOF MS

を⽤いた細菌同定法にて同定する際には、⽣化学性状試験や遺伝学的検索などの追加検査

を⾏うことが、同定精度の向上に必要であると考えられた。 
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表 
表 3-1  ウマおよびウマ環境由来 Enterobacter属菌 30株の分離年と分離症例 

菌株番号 分離年 分離症例 

E.cloacae-1 1983 不明 

E.cloacae-4 1983 不明 

E.cloacae-5 1983 不明 

E.cloacae-6 1983 不明 

E.cloacae-7 1983 不明 

E.cloacae-8 1983 不明 

E.cloacae-9 1983 不明 

E.cloacae-10 1983 不明 

E.cloacae-12 1983 不明 

E.cloacae-14 1983 不明 

E.cloacae-15 1983 不明 

E.cloacae-16 1985 不明 

E.cloacae-17 1985 不明 

E.cloacae-18 1988 下痢症 

E.cloacae-20 1991 ⼦宮炎 

E.cloacae-21 1991 ⼦宮炎 

E.coli-160 1992 敗⾎症 

E.cloacae-22 1995 喉嚢炎 

Entero-3 1999 肺炎 

Entero-15 2000 肺炎 

Entero-17 2000 喉嚢炎 

Entero-19 2000 肺炎 

Enter-41 2004 肺炎 

Entero-89 2010 肺炎 

Entero-92 2011 肺炎 

Entero-157 2015 ⼿術部位感染 

Entero-181 2016 蹄膿瘍 

Entero-190 2016 胸⽔ 

Entero-191 2016 ⼿術部位感染 

Entero-194 2016 フレグモーネ 
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表 3-2  MLSA 法と MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法による Enterobacter属菌 30株
の同定結果 

菌株番号 MLSA 法 MALDI―TOF MS を⽤いた細菌同定法 

Best match Second best match 

Species スコア Species スコア 

E.cloacae-1 E. ludwigii E. ludwigii 2.340 E. cloacae 2.280 

E.cloacae-4 E. ludwigii E. cloacae 2.345 E. ludwigii 2.285 

E.cloacae-6 E. ludwigii E. cloacae 2.440 E. ludwigii 2.295 

E.cloacae-7 E. ludwigii E. ludwigii 2.375 E. cloacae 2.375 

E.cloacae-8 E. ludwigii E. cloacae 2.380 E. ludwigii 2.375 

E.cloacae-9 E. ludwigii E. ludwigii 2.295 E. cloacae 2.220 

E.cloacae-12 E. ludwigii E. cloacae 2.380 E. ludwigii 2.335 

E.cloacae-14 E. ludwigii E. ludwigii 2.385 E. cloacae 2.320 

Entero-89 E. ludwigii E. ludwigii 2.360 E. cloacae 2.325 

Enter-41 E. cloacae E. cloacae 2.265 E. cloacae 2.195 

E.cloacae-15 E. asburiae E. asburiae 2.290 E. cloacae 2.125 

E.cloacae-5 Clade 1 E. cloacae 2.265 E. asburiae 2.390 

E.cloacae-17 Clade 1 E. asburiae 2.225 E. kobei 2.115 

E.cloacae-21 Clade 2 E. cloacae 2.330 E. cloacae 2.215 

E.coli-160 Clade 2 E. cloacae 2.315 E. cloacae 2.290 

Entero-17 Clade 2 E. cloacae 2.320 E. cloacae 2.295 

Entero-19 Clade 2 E. cloacae 2.310 E. cloacae 2.270 

Entero-157 Clade 2 E. cloacae 2.380 E. cloacae 2.255 

Entero-191 Clade 2 E. cloacae 2.335 E. cloacae 2.300 

E.cloacae-18 Clade 3 E. cloacae 2.335 E. cloacae 2.200 

E.cloacae-20 Clade 3 E. cloacae 2.385 E. cloacae 2.290 

Entero-3 Clade 3 E. cloacae 2.285 E. cloacae 2.250 

Entero-194 Clade 3 E. cloacae 2.335 E. cloacae 2.315 

E.cloacae-22 Clade 4 E. asburiae 2.340 E. cloacae 2.310 

Entero-15 Clade 4 E. asburiae 2.345 E. cloacae 2.195 

Entero-92 Clade 4 E. asburiae 2.300 E. cloacae 2.085 

E.cloacae-10 other isolates E. ludwigii 2.350 E. cloacae 2.340 

E.cloacae-16 other isolates E. asburiae 2.220 E. cloacae 2.160 

Entero-181 other isolates E. kobei 2.190 E. asburiae 2.170 

Entero-190 other isolates E. cloacae 2.420 E. cloacae 2.335 
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表 3-3  既存のデータベース内に登録されている Enterobacter属菌の波形の数 

菌種 波形の数 

Enterobacter amnigenus 6 

Enterobacter cancerogenus 1 

Enterobacter asburiae 3 

Enterobacter cloacae 14 

Enterobacter hormaechei 1 

Enterobacter cowanii 1 

Enterobacter gergoviae 11 

Enterobacter helveticus 1 

Enterobacter kobei 1 

Enterobacter ludwigii 1 

Enterobacter pulvenis 3 

Enterobacter pyrinus 2 

Enterobacter radicincitans 1 

Enterobacter turicensis 1 
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表 3-4  ウマおよびウマ環境由来 Actinobacillus属菌 51株の分離年と分離材料 

菌株番号 分離年 分離症例 

Act.equuli-1 1984 不明 

Act.equuli-2 1984 不明 

Act.equuli-3 1984 不明 

Act.equuli-4 1984 不明 

Act.equuli-5 1985 関節炎 

Act.equuli-6 1985 関節炎 

Act.equuli-7 1985 関節炎 

Act.equuli-8 1985 関節炎 

Act.equuli-9 1985 関節炎 

Act.equuli-10 1985 関節炎 

Act.equuli-11 1985 関節炎 

Act.equuli-12 1984 関節炎 

Moraxella-1 1985 不明 

Moraxella-2 1985 関節炎 

Moraxella-3 1984 関節炎 

Moraxella-4 1984 関節炎 

Pasturella-4 1992 不明 

Pasturella-5 1993 敗⾎症 

NE-1 1996 喉嚢炎 

NE-2 1996 腸炎 

NE-23 1999 肺炎 

NE-26 2000 輸送熱 

NE-28 2000 輸送熱 

NE-29 2000 輸送熱 

NE-60 2000 輸送熱 

NE-71 2000 肺炎 

NE-72 2000 肺炎 

NE-75 2000 肺炎 

NE-77 2000 肺炎 

NE-87 2001 肺炎 
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NE-109 2002 喉嚢炎 

NE-110 2002 肺炎 

NE-111 2002 肺炎 

NE-119 2003 敗⾎症 

NE-134 2004 ⾎管炎 

NE-135 2004 ⾎管炎 

NE-136 2004 ⾎管炎 

NE-144 2005 肺炎 

NE-146 2006 肺炎 

NE-147 2006 肺炎 

NE-151 2007 不明 

NE-155 2008 ⾎管炎 

NE-159 2009 リンパ節炎

NE-178 2010 肺炎 

NE-185 2011 ⼼内膜炎 

NE-186 2011 肺炎 

NE-202 2013 肺炎 

NE-204 2013 肺炎 

NE-238 2015 膿瘍 

NE-239 2015 挫跖 

NE-240 2015 挫跖 
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表 3-6  既存のデータベース内に登録されている Actinobacillus属菌の波形の数 

 

菌種 波形の数 

A. delphinicola 1 

A. equuli 1 

A. lignieresii 1 

A. pleuropneumoniae 2 

A. rossii 4 

A. suis 1 

A. ureae 1 
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図 

 
図 3-1  gyrB、rpoB、atpD、infB遺伝⼦塩基配列に基づく Enterobacter属菌の代表的な

種と本研究で検討したウマ由来分離株の系統樹。  
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図 3-2  MALDI Biotyper の参照データベース（ver. 5.0.0）に含まれる Enterobacter 属菌

と近縁種について、波形（マススペクトル）を基に作成した系統樹 
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第４章 ウマ由来細菌に特化した MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定

⽤データベースの作成 

 

緒⾔ 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では、同定の正確性は参照データベースに含まれる

菌種の数に依存することが知られており、複数の波形を含むデータベースによって遺伝的

に近縁な菌種に関しても区別が可能になると考えられている(van Prehn et al., 2016)。反対

に、データベースの構成や波形のバリエーションが不⾜していた場合、信頼性に乏しい同定

結果を得る可能性が指摘されている(Khot et al., 2012)。 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では、既存のデータベースの他に、使⽤者の必要に

応じて独⾃のデータベースを構築し使⽤することが可能である。過去には、偏性嫌気性菌で

⼤規模な独⾃データベースを作成した例が報告されている(Veloo et al., 2018)。 

 本研究では、第１章の検討においてウマ由来およびウマ環境由来細菌についても MALDI-

TOF MS を⽤いた細菌同定法により⼤部分を同定可能であることが⽰された。⼀⽅、⼀部

の菌種については同定に問題が⾒られたため、第２章および第３章で追加検索を⾏い、参照

データベースの不⾜が指摘されていた。これらの既存のデータベースでは同定に問題が⾒

られるウマ由来細菌について独⾃のデータベースを構築することで、より多くのウマ由来

細菌について MALDI-TOF MS による同定が可能になると予想される。 

本章では、第 2 章および第３章で追加検索を⾏った細菌株を⽤いて、ウマ由来細菌に特化

したデータベース（in-house database）を構築した。さらに、新たに得られたウマ由来細菌

株を⽤いて、in-house database の評価を⾏った。  
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材料と⽅法 

1. in-house database の構築 

in-house database の構築には、第 2章で菌種を同定した株のうち 230株、第３章第１節で

菌種を同定した Enterobacter属菌 11株、第３章第２節で菌種を同定した Actinobacillus属

菌のうち 41株、計 282株を⽤いた（表 4-1）。 

各菌種の波形の情報である main spectral profiles（MSPs）を構築するために、各分離株に

ついて Bruker Japan社の推奨する「エタノール・ギ酸抽出法」による処理を⾏った。まず、

各分離株について、新鮮な純培養コロニー1μL 程度を 1.5mL の 75%エタノールに懸濁し

た。懸濁液は 13,000rpm で 2 分間遠⼼操作し、上清を取り除いた。沈渣を 20μL 程度の

70%ギ酸と等量のアセトニトリルに懸濁し、さらに 13,000rpm で 2 分間遠⼼操作を⾏った。 

エタノール・ギ酸抽出法により得られた上清は、⼀株あたりターゲットプレート上 8 スポ

ットに滴下し、⾵乾後 α-cyano-4 hydroxycinnamic acid matrix solution を加えた。

flexControl 3.4 ソフトウエア(Bruker Japan)を⽤いて各スポットを 3回ずつ計測し、⼀株

あたり計 24 回の計測を⾏った。得られた波形は flexAnalysis 3.4 ソフトウエア (Bruker 

Japan)を⽤いて確認し、他と⼤幅に異なる波形は消去した。さらに、MBT Compass 

Explorer 4.1.7.0. ソフトウエア (Bruker Japan)を⽤いて MSP を作成した。 

 

2. in-house database を⽤いたウマ由来株の再同定 

in-house database による同定精度の評価のために、2016 年から 2019 年に新たにウマか

ら分離された 568 株のうち、92 株の細菌株について再同定を⾏った。92 株は、MALDI 

Biotyper の既存のデータベース（Bruler library ver. 8.0.0）を⽤いた同定では best match 

species のスコアが 2.00未満であり、菌種レベルでの同定に⾄らなかった株である。分離株
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は、グラム染⾊による形態的観察、酸素要求性および市販の⽣化学試験キット（アピマニュ

アルキット、bioMérieux)を⽤いた⽣化学的性状の検索により、腸内細菌科細菌（2株）、そ

の他グラム陰性桿菌（Taylorella属菌および腸内細菌科細菌以外のグラム陰性桿菌）（15株）、

レンサ球菌（19株）、ブドウ球菌（22株）、Rhodococcus属菌（1株）、その他グラム陽性桿

菌（Rhodococcus属菌以外のグラム陽性桿菌）（17株）、偏性嫌気性菌（16株）に分類した。 

 分離株は、in-house database と既存のデータベース（Bruker library ver. 8.0.0）を組み

合わせたデータベース（強化データベース）を⽤いて同定を⾏った。同定操作および同定結

果の評価は、第１章と同様に⾏った。統計学的処理には、EZR ソフトウエア（⾃治医科⼤

学埼⽟医療センター、埼⽟、⽇本）(Kanda, 2013)を⽤いて、Wilcoxon の符号順位検定を⾏

った。 
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結果 

作成した in-house database は、32属、77 菌種を含む 282 の MSPs から構成された（表 4-

1）。また、既存のデータベース（ver. 8.0.0）は 8603 の MSPs を含んでおり、計 8885 の

MSPs を含む強化データベースが作成された。 

強化データベースにより、再同定を⾏った 92 株中 16 株が、菌種レベルでの同定(スコア

が 2.00以上)となった（図 4-1）。16株の内訳は、その他グラム陰性桿菌（Taylorella属菌

および腸内細菌科細菌以外のグラム陰性桿菌）15 株中 8 株、レンサ球菌 19 株中 3 株、

Rhodococcus属菌 1株中 1株、その他グラム陽性桿菌（Rhodococcus属菌以外のグラム陽

性桿菌）17株中 4株であった（表 4-2）。92株の同定スコア平均値は、既存のデータベース

使⽤時は 1.64 であったが、強化データベース使⽤時は 1.77 に上昇した（P<0.001）。細菌

のグループ別に⾒ると、強化データベースの使⽤により、その他のグラム陰性桿菌（P=0.01)、

レンサ球菌（P=0.1）、グラム陽性桿菌（P=0.06）の平均同定スコアが上昇した（表 4-3）。 

92株中 76株については強化データベースを⽤いた際にも菌種同定には⾄らなかったが、2

株（Strep368および anaero379）のスコアは上昇した（表 4-2）。残る 74株については、ス

コアの変化は⾒られなかった。
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考察 

本章では、ウマおよびウマ環境由来細菌株を⽤いて in-house database を構築し、既存の

データベースでは菌種レベルでの同定ができなかったウマ由来株の再同定を⾏った。既存

のデータベースでは、2016 年から 2019 年にウマから分離された 568株中 476株（83.8%）

が同定できたが、強化データベースを⽤いることで同定可能である株がさらに 16株増加し

た。すなわち、強化データベースを⽤いることで、ウマ由来株 568株中 492株（86.6%）が

同定可能となった。強化データベースにより同定可能となった株数は 2.8%であり、⼤きな

変化とは⾔えないが、in-house database の導⼊はウマ由来細菌の同定精度向上に貢献する

と考えられる。 

また、強化データベースで同定可能となった株の中には Actinobacillus属が多く含まれた。

第３章第２節でも紹介したように、Actinobacillus equuli の亜種はともにウマの病原細菌

として知られており、本菌を正確に同定することはウマの病態の理解と治療法の選択に重

要であると考えられる。しかし、既存のデータベースには A. equuli の登録株は 1株のみで

あり、このことは MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では A. equuli の同定に問題が⾒

られる原因の⼀つと考えられた。今回、in-house database に A. equuli subsp. equuli とし

て 11 の MSP を、A. equuli subsp. haemolyticus として 29 の MSP を追加した結果、ウマ

由来 A. equuli 分離株が同定可能となった。in-house database の導⼊は、ウマ由来細菌の

中でも、特にウマ由来 Actinobacillus属菌の同定精度上昇に貢献したと考えられた。 

⼀⽅、今回検討したウマ由来ブドウ球菌や偏性嫌気性菌は、強化データベースを⽤いても

同定を⾏うことができなかった。今回作成した in-house database には、16S rRNA系統解

析で菌種を同定可能であったブドウ球菌や偏性嫌気性菌株のみを導⼊したが、ウマおよび

ウマ環境由来株の同定には不⼗分であった可能性が考えられる。Staphylococcus 属菌にお
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いては、rpoB 遺伝⼦が菌種同定に貢献することが報告されている(Drancourt & Raoult, 

2002; Ghebremedhin et al., 2008)。また、16S-23S rRNA遺伝⼦の解析は、16S rRNA遺伝

⼦のみの解析と⽐較して解像度が⾼く、近縁種の区別を⾏うことも可能であることが報告

されている(Sabat et al., 2017)。16S rRNA 遺伝⼦系統解析では菌種を同定できなかった

Staphylococcus 属菌や偏性嫌気性菌について、rpoB 遺伝⼦や 16S-23S rRNA 遺伝⼦など

の検索により菌種同定ができる可能性がある。さらに、同定された株について MSPs の追

加登録をすることで、これらの細菌株についても同定可能なデータベースを構築できると

考えられる。 

第３章第１節で検討を⾏ったウマ由来 Enterobacter 属菌については、今回再同定を⾏っ

た 92 株の中に Enterobacter 属菌が含まれなかったため、同定精度についての検討ができ

なかった。本章での検討には含まれなかったが、既存のデータベースでは結果の「⼀貫性が

低い」状態であった（best match species と second best match species のスコアがともに 2.00

以上で異なる菌種が提⽰された）ウマ由来細菌株について、強化データベースでの再同定を

⾏なった。この結果、best match species と second best match species のスコアがともに 2.00

以上で同⼀の菌種が提⽰された株が⼀株認められた（表 3-4）。今後、新たに分離されるウ

マ由来 Enterobacter属菌が集積すれば、強化データベースの Enterobacter属菌同定に対す

る効果についても考察を⾏うことが可能になると考えられる。 

Corynebacterium属菌の中では、 C. pseudotuberculosis はウマのリンパ節炎の原因菌と

して知られている(Corbeil et al., 2016)。本章では、強化データベースによりその他のグラ

ム陽性桿菌のうち 4 株が Corynebacterium stationis と同定された。Corynebacterium 

stationis はヒトの臨床検体からの分離報告があるが(Bernard et al., 2010)、ウマの病態と

の関連性については明らかとなっていない。本章で C. stationis と同定された分離株は、い
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ずれも感染性⾓膜炎症例の⾓膜スワブから分離されていた。⼀⽅で、Corynebacterium 属

菌はウマの眼結膜常在菌でもあると考えられており(LaFrentz et al., 2020; Scott et al., 2019)、

C. stationis とウマの眼科疾患との関連性については、分離症例を追加して検討を⾏う必要

があると考えられた。 
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⼩括 

本章では、ウマおよびウマ由来細菌株を⽤いて、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法に

おける in-house database を構築した。さらに、本データベースを⽤いて新たに分離された

ウマ由来細菌株の再同定を⾏った結果、既存のデータベースでは同定ができなかった株の

⼀部が in-house database の導⼊により同定可能になった。in-house database の構築と導

⼊が、MALDI-TOF MS を⽤いたウマ由来細菌の同定精度の向上に貢献することを⽰した。 
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表 
表 4-1  in-house database に main spectral profiles(MSPs)として追加された細菌種 

属 菌種 

Aeromonas salmonicida (1)* 

Acinetobacter baumannii (1), lwoffii (1), pittii (1) 

Actinobacillus 
arthritidis (1), equuli subsp. equuli (11), equuli subsp. 
haemolyticus (29) 

Aeromonas bestiarum (1) 
Arthrobacter mysorens (1) 
Bacillus thuringiensis (1) 

Bacteroides 
fragilis (5), helcogenes (1), ovatus (2), pyogenes (1), 
thetaiotaomicron (1) 

Brevibacterium luteolum (1), bullata (1), 
Clostridioides difficile (19) 
Clostridium argentinense (1), orbiscindens (1), perfringens (3) 
Corynebacterium stationis (2), ulceribovis (1), uterequi (1) 
Enterobacter asburiae (1), cloacae (1), ludwigii (9) 
Erwinia billingiae (1) 
Exiguobacterium sibiricum (1) 
Fusobacterium varium (1) 
Klebsiella pneumoniae (4) 
Leucobacter chironomi (1) 
Macrococcus brunensis (1), caseolyticus (2) 
Micrococcus luteus (3) 
Moraxella cuniculi (1) 
Nicoletella semolina (5) 
Oligella ureolytica (1) 
Pantoea agglomerans (3), ananatis (1), deleyi (1) 
Pasteurella caballi (6) 
Peptostreptococcus anaerobius (12) 
Prevotella dentasini (5), heparinolytica (5) 
Proteus mirabilis (1) 
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Providencia stuartii (1) 

Pseudomonas 

aeruginosa (1), chlororaphis (2), granadensis (5), jessenii (1), 
libanensis (1), migulae (1), monteilii (21), mosselii (1), 
oryzihabitans (1), otitidis (3), pseudoalcaligenes (1), teessidea 

(4) 
Rhodococcus equi (42) 

Staphylococcus  
condimenti (1), equorum subsp. equorum (1), hyicus (1), 
pasteuri (1), saprophyticus subsp. saprophyticus (5), sciuri 
(2), stepanovicii (1) 

Streptococcus 
canis (1), equi subsp. equi (1), parauberis (1), pneumoniae (2), 
orisasini (1), rifensis (1),  

Taylorella equigenitalis (24) 
* 作成したMSPの数 
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表 4-3  既存のデータベース（Bruker library）と既存のデータベースに in-house database

を加えたもの（強化データベース）を⽤いて、ウマ由来細菌株 92株を同定し、分類ごとに

平均スコアを算出した 

同定に使⽤したデータベース 

分類(株数) 既存のデータベース 強化データベース 

腸内細菌科 (2) 1.77 1.77 

その他グラム陰性桿菌* (15) 1.76 2.13 

レンサ球菌 (19) 1.66 1.80 

ブドウ球菌 (22) 1.85 1.85 

Rhodococcus 属菌 (1) 1.99 2.25 

その他グラム陽性桿菌** (17) 1.49 1.66 

偏性嫌気性菌 (16) 1.36 1.37 

平均 1.64 1.77 

*Taylorella属菌および腸内細菌科細菌以外のグラム陰性桿菌）

**Rhodococcus属菌以外のグラム陽性桿菌）
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図 

 
図 4-1 既存のデータベースおよび強化データベース使⽤時の同定結果 

既存のデータベースでは同定できなかった 92株について、既存のデータベースを使⽤した

場合、および強化データベースを使⽤した場合の同定結果を細菌の分類別に⽰す。 
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総括 

 

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は、迅速かつ安価な⽅法として獣医療でも導⼊が進

められている。しかし、本⼿法を⽤いる市販システムはいずれもヒトの病原細菌および環境

由来菌を中⼼とした参照データベースを使⽤しており、動物由来細菌についての同定精度

については検討を⾏う必要がある。本研究ではウマ由来およびウマ環境由来細菌における

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法の有⽤性を検討し、加えて本⼿法の問題点および解

決法を⽰した。 

第１章では、MALDI-TOF MS を⽤いた市販の同定システム（MALDI Biotyper）を⽤い

て、ウマおよびウマ環境由来細菌 3724株の同定を⾏なった。その結果、菌種レベルでの同

定が可能だったものは 3209株（86.2%）、属レベルでは 310株（8.3%）、同定不可だったも

のは 205 株（5.5%）であり、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により⼤部分のウマ由

来細菌を同定可能であることが⽰された。また、本検討での同定結果は過去の報告と遜⾊な

い結果であり、本システムはウマおよびウマ環境由来細菌の同定に⼗分活⽤可能であると

考えられた。⼀⽅で、⼀部の細菌株については MALDI-TOF MS を⽤いた同定が困難であ

ることも⽰された。 

第２章および第３章では、MALDI-TOF MS では同定が困難だったウマ由来細菌株につい

て、遺伝学的⼿法を中⼼とした解析を⾏った。第 2章では、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌

同定法では菌種レベルでの同定ができなかった分離株について、16S rRNA遺伝⼦を⽤いた

検討を⾏なった。ウマに特徴的な病原細菌である Taylorella equigenitalis や Rhodococcus 

equi は、既存の MALDI-TOF MS のデータベースを⽤いた同定では菌種レベルでの同定が

困難な場合があったことが明らかとなり、これらの細菌種については参照データベースの
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不⾜や偏りが指摘された。第３章では、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では同定に問

題が⾒られたウマ由来およびウマ環境由来Enterobacter属菌、Actinobacillus属菌について、

遺伝学的な⼿法や毒素遺伝⼦の解析による菌種同定を⾏なった。検討した株の多くで、

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法と他⼿法による同定結果との⽭盾が⽣じていた。こ

れらの細菌種については、菌種同⼠が遺伝的に近縁であることや、既存のデータベースの不

⾜が指摘され、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法のみでは菌種の同定が困難であると

考えられた。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により多くのウマ由来細菌が同定でき

た⼀⽅で、T. equigenitalis、R. equi、Enterobacter属菌、Actinobacillus属菌など、⼀部の

ウマ由来細菌については既存のデータベースを⽤いた同定では同定が困難な場合が認めら

れた。このような細菌種に関しては、本⼿法を⽤いた同定の際には結果の解釈に注意が必要

であると考えられた。 

第４章では、第 2章および第３章で検討を⾏ったウマ由来およびウマ環境由来細菌株を⽤

いて、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法における新規データベース（in-house database）

を構築した。さらに、本データベースを⽤いて新たに分離されたウマ由来細菌株の再同定を

⾏い、既存のデータベースでは同定ができなかった株の⼀部が in-house database の導⼊に

より同定可能になることを⽰した。特に、T. equigenitalis や R. equi は既存の MALDI-TOF 

MS データベースでは同定に問題が⾒られていたが、in-house database の作成によりこれ

らの細菌種の同定精度向上が期待され、ウマにおける伝染性疾患の疫学監視に有⽤である

と考えられた。また、Actinobacillus属菌など、ウマの個体診療において注意を要する細菌

についてもデータベースを充実させたことから、個体診療における疾病原因細菌の早期同

定および病態の早期把握にも貢献することが期待された。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌

同定法において、in-house database を構築および導⼊することは、本⼿法の同定精度の改
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善につながると考えられた。 

 

従来、細菌同定に多く⽤いられてきた市販の⽣化学試験キット（アピマニュアルキット、

bioMérieux）では、多くの細菌種で 24 時間程度の培養が必要である。この⽅法に⽐較する

と、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法を⽤いることで、細菌同定が約 1⽇早くなり、個

体診療においては早期の抗菌薬選択に直結する。ヒト医療においては、早期の抗菌薬選択は

症例の予後改善に貢献することが⽰されている(Patel et al., 2017)。また、早期に病原細菌

を特定することは、不必要な抗菌薬の使⽤を減らし、抗菌薬の適正使⽤につながると考えら

れている(⼆⽊, 2016)。抗菌薬の適正使⽤は、獣医領域においても課題となっている。Center 

of Disease Control のWeb サイト（https://www.cdc.gov/drugresistance/index.html）では

獣医領域における抗菌薬の適正使⽤について⾔及があり、⽇本における薬剤耐性（AMR）

アクションプランでは、動物における抗菌薬の適正使⽤に向けて、動物由来薬剤耐性菌のス

クリーニングが実施されている(国際的に脅威となる感染症対策関係閣僚会議, 2016)。ウマ

の個体診療においても、治療を⽬的として早期の抗菌薬選択が必要であるとともに、適正に

抗菌薬を使⽤することが求められる。本研究により、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法

は、ウマ由来細菌についても⼤部分の細菌種において正確な菌種同定が可能であり、新規デ

ータベースの導⼊によりさらに多くの細菌種を同定可能であることが明らかとなった。

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法をウマの診療現場においても活⽤することで、速や

かに細菌同定結果を得ることができると期待される。MALDI-TOF MS による早期の病原

細菌同定は、ウマの個体診療においても、早期の抗菌薬選択や抗菌薬適正使⽤へ貢献するこ

とが期待される。 

本研究により、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法はウマ由来細菌の多くを同定可能で
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あり、監視伝染病の診断においても有⽤であると考えられたが、Taylorella equigenitalis の

同定には注意が必要であることが⽰された。T. equigenitalis が原因となる⾺伝染性⼦宮炎

は(Platt et al., 1977)、⽇本においては監視伝染病（届出伝染病）に指定されており、慎重な

疫学監視が必要である。MALDI-TOF MS を⽤いた T. equigenitalis の同定においては、本

研究で作成したデータベースを利⽤し、同定精度を向上させる必要があると考えられる。ま

た、Salmonella enterica subsp. enterica serotype Abortusequi を原因とする⾺パラチフスは

⽇本における監視伝染病（届出伝染病）の⼀つであるが、本菌について MALDI-TOF MS を

⽤いた同定に関する報告は⾒られない。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法では、基本的

な操作では Salmonella 属菌の⾎清型を鑑別することができないため(Komatsu, 2016)、

Salmonella Abortusequi についても⾎清型まで決定することは困難であると予想される。

Salmonella Abortusequi の同定に向けては、まずは MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法

の技術向上や同定アルゴリズムの改善による、菌株識別能⼒の向上が必要であると考えら

れる。 

ウマ以外の動物由来細菌に関しても、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は⼤いに活⽤

できると予想される。鶏、⽜、⽺、⼭⽺などの⼀部の動物種に関しては既に検討が⾏われて

いるが(Randall et al., 2015)、それ以外の動物種由来細菌に関しては、本⼿法の同定精度を

確認し、同定が困難な細菌種を認識することが求められる。また、今回の検討では培養した

細菌コロニーから菌種を同定したが、MALDI-TOF MS では⾎液培養陽性となった検体か

ら、継代や純培養を経ずに直接同定を⾏うことが可能である。⾎液培養は、被検体を液体培

地が⼊ったボトル内で増菌培養するもので、他の培養法に⽐較して短時間で多くの菌量を

得ることが可能である。⾎液培養検体について MALDI-TOF MS を⽤いて同定を⾏うこと

で、検体採取から細菌同定までの時間をさらに短縮することができると期待される(Ohkusu, 
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2012)。この際に複数菌種が検体に含まれる場合は、菌数が少ない細菌の⾒逃しが発⽣する

可能性があるため同定結果の解釈に注意を要するが、主要な感染細菌のスクリーニングに

は有⽤である場合がある。今後は獣医領域においても、敗⾎症を疑うなど緊急性が⾼い症例

に関しては、⾎液培養と MALDI-TOF MS を⽤いた菌種同定を組み合わせた診断を試みる

価値があると考えられる。⼀⽅、獣医領域、特に⽇本のウマにおける獣医療においては、診

療施設と検査施設が地理的に離れていることが多く、検体の輸送に時間を要するという問

題点がある。国内であっても検体の輸送に 1 ⽇から数⽇必要であるため、⾎液培養と

MALDI-TOF MS を組み合わせた細菌検査の特⻑が⽣かされない可能性が⾼い。MALDI-

TOF MS を⽤いた細菌同定法はランニングコストが⼩さいことが魅⼒であるが、同定機器

本体が⾼価であり、獣医領域においての導⼊が進まない⼀因になっていると考えられる。

MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法を獣医領域において⼀般的にかつ有効に使⽤するた

めには、獣医領域において使⽤できる検査施設を増やす必要があり、MALDI-TOF MS機器

本体の⼩型化およびコストダウンが求められる。 

本研究により、ウマ由来細菌に特化したデータベースの作成は、ウマ由来およびウマ環境

由来細菌の迅速かつ正確な同定に寄与すると考えられた。本研究により作成した inhouse-

database の⼀部は、世界的な Biotyper のデータベース共有グループである MALDI-UP

（https://maldi-up.ua-bw.de/）に登録されている。MALDI-UPは、MALDI Biotyper の動

物由来細菌や⾷⾁に関するデータベース拡⼤を⽬的としたグループであり、グループメン

バーがそれぞれ作成したデータベースを共有することができる(Rau et al., 2016)。他施設で

作成されたデータベースを我々のデータベースに導⼊することで、データベースの拡充が

容易となり、より多くの細菌種の同定が可能になることが期待される。また、我々のデータ
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ベースを他施設と共有することで、他施設においてもウマ由来細菌の正確な同定に貢献す

ると考えられる。本研究により作成した in-house database のうち R. equi の株は、他施設

において動物由来株の同定や波形データの⽐較検討に使⽤されている(Sting et al., 2022)。

また、他施設において作成されたデータベースを我々のデータベースに追加し、既存のデー

タベースでは同定ができなかった株と⽐較を⾏っている。データベースの共有は、菌株の輸

送を必要とせずに細菌株同⼠の⽐較検討を⾏う⼀⼿段となることも期待される。 

また、第 2章で⾏った 16S rRNA遺伝⼦に基づいた系統樹解析により、遺伝的に既知の菌

種と離れた株が認められ、これらはウマの疾患に関連した未知の細菌種である可能性が考

えられた。これらの菌種レベルでの同定はできないものの⼀定の遺伝学的類似性を⽰す株

や、今後新たに分離される MALDI-TOF MS では同定ができないウマ由来株についても、

in-house database に追加をしていくことで、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法により

同定できるウマ由来細菌の株数が増加すると予想される。また、MALDI-TOF MS を⽤いた

細菌同定法では、得られた波形と既知の菌種との波形を⽐較することが容易であり、既知の

菌種とは異なる細菌株を⾒つけ出しやすくなったと⾔える。MALDI-TOF MS を⽤いて細

菌株を網羅的に調べることは、新しい菌種の発⾒にもつながると考えられる。 

 

本研究により、MALDI-TOF MS を⽤いた同定法はウマ由来およびウマ環境由来細菌の同

定においても有⽤であることが⽰された。MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法は早期の

病原細菌同定を可能とすることから、本⼿法の導⼊はウマの防疫、個体診療における抗菌薬

選択、さらには抗菌薬の適正使⽤に貢献すると考えられた。ウマ由来細菌およびウマ環境由

来細菌のうち MALDI-TOF MS での同定が困難な株については、本研究で⾏なったデータ

ベース作成を継続することで、MALDI-TOF MS を⽤いた細菌同定法の同定精度がさらに
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向上することが期待された。加えて、作成したデータベースを他施設と共有することで、他

施設や他動物由来細菌における同定精度の向上、および細菌株の⽐較検討といった細菌学

的な知⾒の獲得にも貢献すると考えられた。 
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