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近年，マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析計（MALDI-TOF MS）を用いた微
生物同定法が臨床応用され，低コストで迅速性と正確性に優れた微生物同定が実現した。さらに薬剤耐
性菌の早期検出に向けた研究が行われている。カルバペネマーゼ産生菌に対して，抗菌薬とその加水分
解産物をMALDI Biotyper で捉えることにより検出できることが報告されているが，VITEKⓇ MS で検討
された報告は少ない。本研究は，基質特異性拡張型 β ラクタマーゼ（ESBLs）の検出を目的として，VITEKⓇ

MS を用い，cefotaxime（CTX）を基質として加水分解産物の確認を試みた。供試菌株は Escherichia coli
ATCCⓇ 25922TM（感性株），E. coli NCTC 13462（blaCTX-M group 2 産生株）および Klebsiella pneumoniae
ATCCⓇ BAA-1705TM（KPC 産生株）とした。CTX を生理食塩水で溶解し，35℃，60 分間反応後のマスス
ペクトルは，455.77 Da（プロトン付加体）と 477.85 Da（ナトリウム付加体）のシグナルが確認され
た。2-cyano-4-hydroxycinnamate（CHCA）の 2量体のシグナル強度を用いて標準化した相対シグナル
強度 I456および I478と CTX 量との間に直線関係が認められた。CTX と E. coli NCTC 13462 の菌懸濁液を
混和後のマススペクトルには，369.86 Da と 413.74 Da の新たなシグナルが観察された。カルバペネマー
ゼ産生菌でも同様のシグナルが確認された。以上のことから，VITEKⓇ MS においても CTX と β ラクタ
マーゼによる反応生成物を捉えることにより ESBLs の検出が可能であることが確認された。さらに，
MALDI-TOF MS で検出可能な化合物は，シグナル強度を標準化することで CTX に対する ESBLs 産生菌
の薬剤感受性を推察できる可能性が示唆された。
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● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

はじめに

現在，カルバペネマーゼ産生菌１）や基質特異性拡
張型 β ラクタマーゼ（ESBLs）産生菌２）などの薬剤
耐性菌が世界的拡散をみせている。日本では，ESBLs
産生菌の分離頻度の増加が顕著である３）。ESBLsは
ペニシリン系薬のみならず，β ラクタマーゼに安定
な広域スペクトルのセファロスポリン系薬をも加水
分解するため，感染症治療の難渋化につながること

から問題視されている。また，ESBLs産生菌の多
くがヒトの腸管に定着する腸内細菌科細菌であるこ
とに加えて，その遺伝子がプラスミド上に存在する
ことから耐性遺伝子が拡散することも ESBLs産生
菌の急激な増加の一因と考えられている。そのため，
ESBLs産生菌は排泄介助や糞便処理などによって
も拡散する可能性があり，感染対策上の重要性が指
摘されている。
近年，微生物の同定検査にマトリックス支援レー
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ザー脱離イオン化飛行時間型質量分析計（Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of
Flight Mass Spectrometry：MALDI-TOF MS）が
導入され，細菌同定検査の迅速化が実現した。体外
診断用医療機器として，わが国で利用できる
MALDI-TOF MS装置は VITEKⓇ MS（bioMérieux）
とMALDI Biotyper（Bruker Japan）が承認・市
販されている。MALDI-TOF MSの菌種同定に要
する時間は，数分であり，その結果は 16S rRNA
遺伝子配列に基づく結果との一致率が高い４）。また，
従来の菌種同定方法と比較して低コストで検査結果
を得ることができる。さらに近年では，MALDI-TOF
MSを薬剤耐性菌の検出に応用する研究が行われ５，６），
メチシリン耐性菌やバンコマイシン耐性菌，カルバ
ペネマーゼ産生菌などの検出法が報告されている。
過去の研究で使用された機種は主としてMALDI
Biotyperであり５，７，８），VITEKⓇ MSが使用された報
告は少ない９）。
以上の背景から，ESBLs産生菌を VITEKⓇ MS
により検出する方法を構築することを目的として本
研究を実施した。
I． 材料と方法
1．供試菌株
供試菌株は Escherichia coli ATCCⓇ 25922TM（感
性株），E. coli NCTC 13462（blaCTX-M group 2産生
株）および Klebsiella pneumoniae ATCCⓇ BAA-
1705TM（KPC産生株）を用い，ポアメディアⓇ ハー
トインフュジョン寒天培地（栄研化学）に塗抹後，
35℃，大気下で一晩培養した。
2．薬剤感受性検査
薬剤感受性検査は Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute（CLSI）１０）の方法に準じ，微量液体
希釈法にて最小発育阻止濃度（MIC）を測定した。
薬剤感受性検査の精度管理株は，E. coli ATCCⓇ

25922TMを用いた。
3．MALDI-TOF MS 用試料の調製
供試菌株を滅菌食塩水でMcFarland No. 1.0の濁
度に調製した後，薬剤感受性キットであるドライプ
レート‘栄研’DPD-1（栄研化学）の cefotaxime
（CTX）（32 μg/mL）ウエルに 100 μL接種した。
35℃の大気下で 60分間接触させた後，各ウエルの
上清を試料としてMALDI-TOF MS分析に供した。

4．質量分析
1）マススペクトル（MS）測定
試料 4 μLをターゲットスライド（bioMérieux）
に滴下して乾燥後，マトリックス溶液として 2-
cyano-4-hydroxycinnamate（CHCA）のアセトニト
リル溶解液を 1 μL重層して自然乾燥し，MALDI-
TOF MS測定試料とした。測定には，VITEK MSⓇ

Plus（SARAMISⓇ Premium Database version：4.10，
システムバージョン：4.0.0.14，bioMérieux）装置
を用い，リニアモードで質量範囲 150～1,000 Daの
positiveイオンスペクトルを検出した。質量は，
CHCAのピークである 190.05 Da（［M＋H］＋）と
379.09 Da（［2M＋H］＋）を用いて校正した。
2）プロダクトイオンスペクトル（MS/MS）測定
MS/MS測定は，AXIMAⓇ Confidence（島津製

作所）装置で行い，CHCA（5 mg）をアセトニト
リル/0.1%トリフルオロ酢酸（1/1）混合溶液（1 mL）
に溶解してマトリックス溶液とした。ターゲットス
ライドに，試料 0.5 μLを滴下して自然乾燥し，マ
トリックス溶液 0.5 μLを重層して自然乾燥後，リ
フレクトロンモードで，加速電圧を 20 kVとして
positiveイオンスペクトルを検出した。
3）フローインジェクション分析
フローインジェクション分析には，液体クロマト
グラフイオントラップ―飛行時間型質量分析計
（Liquid Chromatography Mass Spectrometry-Ion
Trap-Time of Flight：LCMS-IT-TOF）（島津製作
所）を用いた。McFarland No. 1.0の濁度に調製し
た E. coli NCTC 13462を CTXウエルに接種して 1
時間大気下で反応後，その上清を 50%アセトニト
リル水溶液で 10,000倍希釈し，0.20 μmメンブレ
ンフィルターでろ過して測定用試料とした。液体ク
ロマトグラフィーは，流量 0.2 mL/min，移動相
0.05％ギ酸とアセトニトリルの 1：1混合溶媒とし，
カラムは使用しなかった。先に調整した測定用試料
は 1 μL注入した。エレクトロスプレーイオン化法
（Electron Spray Ionization：ESI）にてイオン化し，
質量 200～600 Daの範囲で positiveイオンスペク
トルと negativeイオンスペクトルを検出した。
II． 結果
1．薬剤感受性検査成績
微量液体希釈法による各抗菌薬に対するMIC値
を Table 1に示す。E. coli ATCCⓇ 25922TMは，am-
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Table　1.　Results of antibiotic susceptibility testing for the test strains

MIC (μg/mL) 

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae

ATCCⓇ 25922TM NCTC 13462 　ATCCⓇ BAA-1705TM

ampicillin   4 ≧32 ≧32

cefotaxime ≦1 ≧64 16

ceftazidime ≦1  4 32

cefepime ≦1  ≧64 32

cefmetazole ≦1 ≦1 32

imipenem ≦0.25 ≦0.25  8

meropenem ≦0.25 ≦0.25 16

gentamicin ≦1  ≧16   0.5

amikacin ≦2 ≦2 16

levofloxacin  ≦0.125 0.5  ≧16

ciprofloxacin ≦0.25 ≦0.25 ≧8

picillin（ABPC），cefotaxime（CTX），ceftazidime
（CAZ），cefepime（CFPM），cefmetazole（CMZ），
imipenem（IPM），meropenem（MEPM），gentami-
cin（GM），amikacin（AMK），levofloxacin（LVFX），
ciprofloxacin（CPFX）に対していずれも感性を示
した。E. coli NCTC 13462は，CTX：≧64 μg/mL，
CAZ：4 μg/mL，CFPM：≧64 μg/mLと CMZ：
≦1 μg/mL，IPM：≦0.25 μg/mL，MEPM：≦0.25
μg/mLのMIC値を示し，典型的な ESBLs産生菌
の感受性パターンであった。一方，K. pneumoniae
ATCCⓇ BAA-1705TMは，IPM：8 μg/mL，MEPM：
16 μg/mLとカルバペネム系薬にも耐性を示した。
2．MALDI-TOF MS による CTX の分析
CTXを生理食塩水と 60分間反応後のMALDI-
TOF MSスペクトルを Fig. 1（a）に示す。379.00
Daに CHCAの 2量体［（CHCA）2］の分子イオン
シグナル（［2M＋H］＋），455.77 Daと 477.85 Daに
CTXに由来するMSスペクトルが観測された。
次に，シグナル強度と CTX量との関係について

検討を行った。本検討では内部標準物質を用いてい
ないため，測定ごとのシグナル強度を直接比較する
ことができない。そこで，（CHCA）2のシグナル強
度を用いて各シグナル強度の標準化を試み，相対シ
グナル強度（Ix：xは質量数）とした。I456および I478
の相対シグナル強度と CTX量の関係を Fig. 2に示
す。ターゲットスライド上の CTX量と I456または
I478の間には直線関係が認められた。最小二乗法を
用いて近似式を求めたところ，eq.（1）および eq.（2）
が得られた。yは相対シグナル強度，xは CTX量
（μg/mL），R2は決定係数である。

I456（[M＋H]＋）：y = 0.0277x＋0.3539（R2 = 0.974）
eq.（1）
I478（[M＋Na]＋）：y = 0.0278x－0.0857（R2 = 0.979）
eq.（2）
3．MALDI-TOF MS による CTX の加水分解産物の検
出
CTXをE. coli ATCCⓇ 25922TMまたはE. coli NCTC
13462の懸濁液と 60分間反応後のMALDI-TOF
MSスペクトルを Fig. 1（b）および Fig. 1（c）に
示す。
E. coli ATCCⓇ 25922TM懸濁液と CTXを反応さ

せた際のMSスペクトル［Fig. 1（b）］は，生理食
塩水との反応時と同様，455.73 Daと 477.76 Daの
シグナルが観測された。一方，E. coli NCTC 13462
の懸濁液と CTXを反応させた場合は，456 Daと
478 Da付近にシグナルは観察されず，369.86 Daと
413.74 Daにシグナルが観測された［Fig. 1（c）］。

β ラクタマーゼによる CTXの加水分解産物の精
密質量は 495.05である。CTXの加水分解後の反応
を Fig. 3に示す。CTXが加水分解され，精密質量
495.05の構造［Fig. 3（b）］となり，脱炭酸，脱ア
セチル化，縮合環化の過程を経て精密質量 396.06
の構造［Fig. 3（g）］となる。また，Fig. 3（b）の
構造から，脱アセチル化の過程を経て精密質量
413.05の構造［Fig. 3（d）］となる。MALDI-TOF
MS分析で得られた 370 Daと 414 Daのシグナルを
プリカーサーイオンとしてMS/MS分析を行い，得
られたMS/MSスペクトルを Fig. 4に示す。414 Da
をプリカーサーイオンとしたとき，126.14，169.26，
201.16，213.13，259.15，326.25，352.37，370.23 Da
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Fig.　2.　Relationship between I456 (○ ) or I478 (● ) and 

the cefotaxime content.
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Fig.　1.　MALDI-TOF MS spectra of the culture supernatant of a 

strain with cefotaxime for 60 min. (a) without strain, (b) Esche-

richia coli ATCCⓇ 25922TM, and (c) E. coli NCTC 13462.
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にフラグメントイオンが観測された［Fig. 4（a）*印］。
一方，370 Daをプリカーサーイオンとしたとき，
126.10，169.12，201.14，213.14，259.14，326.18，352.17
Daにフラグメントイオンが観測された［Fig. 4（b）
*印］。
フローインジェクション分析によるMSスペクト
ルを Fig. 5に示す。Negativeシグナルは観測され
ず，413.24 Daに positiveシグナルが観測された。
ESBLs産生菌における検討をもとに，他の β ラ
クタマーゼにおいても各相対シグナル強度の変化に
ついて K. pneumoniae ATCCⓇ BAA-1705TMを用い



【原著・基礎】質量分析による ESBLs 検出法の検討

33日本化学療法学会雑誌 Vol. 67 No. 1

Fig.　3.　Assumed reaction mechanism after hydrolysis of cefotaxime.
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て検討した。E. coli NCTC 13462と同様に 370 Da
と 414 Daにシグナルが検出された。McFarland No.
0.5の 10倍希釈，McFarland No. 0.5，McFarland
No. 1.0の相対シグナル強度（I370，I414，I456，I478）を
Fig. 6に示す。E. coli ATCCⓇ 25922TMでは，CTX
由来の I456および I478と加水分解産物由来の I370およ
び I414は，菌液濁度が上昇しても相対シグナル強度
に変化は認められなかった。一方，E. coli NCTC
13462では，CTX由来の I456および I478は，菌液濁
度の上昇にしたがって減少し，CTX加水分解産物
由来の I370と I414は菌液濁度の上昇とともに増加した。
また，K. pneumoniae ATCCⓇ BAA-1705TMでは，
CTX由来の I456は菌液濁度が上昇すると減少したが，
I478に傾向は認められなかった。一方，CTX加水分
解産物に由来する I370と I414はいずれも菌液濁度の上
昇とともに増加した。
III． 考察
MALDI-TOF MSによる薬剤耐性菌の迅速な検
出には，細菌が産生する酵素による抗菌薬の分解産

物の検出が有用である５）。今回われわれは，VITEKⓇ

MSを用いて CTXの分解産物を検出することによ
り，ESBLs産生菌を検出する方法の構築を試みた。
E. coli NCTC 13462の懸濁液と反応させた際の

MSスペクトルでは，456 Daと 478 Da付近にシグ
ナルは観測されず，369.86 Daと 413.74 Daにシグ
ナルが観測された。これは，E. coli NCTC 13462
が産生する加水分解酵素によって CTXの構造変化
が起こり，加水分解産物が観測されたものと推察さ
れた。しかし，CTXの加水分解後の構造について，
先行研究では１１）詳細に解析されていない。β ラクタ
マーゼの加水分解反応による分解産物の精密質量は，
基質が CTXの場合は 495.05となるが，MALDI-
TOF MSで検出された質量数は 370 Daと 414 Da
である。370 Daと 414 Daのシグナルを同定するた
めに，MALDI-TOF MS分析で得られた各シグナ
ルをペアレントイオンとしてMS/MS分析を行った。
370 Daをペアレントイオンとしたときのフラグメ
ントイオンのパターンは，414 Daをペアレントイ
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Fig.　4.　Mass spectrometry/mass spectrometry spectra of hydrolyzed cefotaxime. The precursor ions were 414 Da (a) and 370 

Da (b).
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オンとして測定したときのパターンと同じであり，
かつ，414 Daのフラグメントイオンに 370 Daに相
当するフラグメントイオンが観測されたことから，
370 Daの構造は 414 Daから生成したものであるこ
とが同定された。また，得られたMS/MSスペクト
ルからアミノ酸配列を解析し，構造推定すると，370
Daおよび 414 Daのシグナルを示す化合物はいず
れも CTX加水分解関連化合物であることが明らか

となった。
CTX加水分解関連化合物である 370 Daおよび
414 Daの化合物が，どの段階で生成されるのか検
討した。ESBLs産生菌の E. coli NCTC 13462と
CTXを反応させたときの上清のフローインジェク
ション分析を行った。このとき，単独のシグナルし
か観測されなかったことは，上清中に 413.24 Da の
化合物しか存在しないことを意味しており，CTX
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Fig.　5.　Liquid chromatography-Mass spectrometry spectra of the reaction solution of Escherichia coli NCTC 13462 with cefo-

taxime for 60 min.
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の加水分解関連化合物は系内では Fig. 3（d）の構
造として存在することが示唆された。MALDI-TOF
MSのイオン化法はマトリックス支援レーザー脱離
イオン化法（MALDI）であり，試料とマトリック
スとからなる混晶にレーザー光を照射すると，混晶
のイオン化が瞬時に起こりマトリックスと試料間で
のプロトン授受により試料がイオン化される原理で
ある。一方，フローインジェクション分析における
イオン化法は ESIであり，溶液状態の試料が気化
する過程で溶媒から試料にプロトン（H＋）が供給
されることで試料がイオン化される原理である。本
研究において，フローインジェクション分析により
培養上清中には 414 Daの化合物のみ存在すること
が確認され，さらにMS/MS分析から 370 Daの化
合物は 414 Daの化合物から脱炭酸して生成したも
のであることが明らかになったことから，MALDI-
TOF MSで検出された 370 Daの化合物は，MALDI
によるイオン化の過程で生成したものと考えられる。
CTXの加水分解関連化合物がMALDI-TOF MS分
析では Fig. 3（d）と（g）の化合物として観測され
たことに対し，フローインジェクション分析では

Fig. 3（d）の化合物として観測されたことは，質
量分析を行う際のイオン化法の違いによるものと考
えられた。また，本実験において，K. pneumoniae
ATCCⓇ BAA-1705TMでも E. coli NCTC 13462と同
様に CTXの加水分解関連化合物が確認されたこと
から，CTXを用いたMALDI-TOF MSによる β ラ
クタマーゼの検出において，CTXの加水分解関連
化合物の 370 Daと 414 Daのシグナルが適用可能
であることが明らかとなった。
得られたシグナル強度の評価の方法として，既報
では抗菌薬と（CHCA）2のシグナル強度の比を計算
する，あるいは代謝産物と抗菌薬のシグナル強度の
比を計算する手法が用いられている１２，１３）。本研究で
は，各シグナル強度と（CHCA）2のシグナル強度の
比を計算し，シグナル強度の標準化を行った。近似
式 eq.（1）および eq.（2）は決定係数が 0.97以上で
あり，良い相関性を示した。このことは，これらの
式を検量線として用いることで，測定サンプルから
得られた相対シグナル強度から試料内の CTX量を
算出することができることを意味すると考えられた。
さらに，未知化合物に対するシグナルについても，
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Fig.　6.　Influence of bacterial concentration on the rela-

tive intensities (I370, I414, I456, I478) after 60 minutes’ in-

cubation with cefotaxime. Tenfold dilution of McFar-

land No. 0.5 (grey) (n＝3), McFarland No. 0.5 (white) 

(n＝3), and McFarland No. 1.0 (black) (n＝3).

(a): Escherichia coli ATCCⓇ 25922TM, (b): E. coli NCTC 

13462, (c): Klebsiella pneumoniae ATCCⓇ BAA-1705TM.

Data are represented as mean±standard deviations 

(error bars).
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量の変化を比較できることが示唆されたことから，
CTXや CTXの加水分解関連化合物の相対シグナ
ル強度は，菌の産生する加水分解酵素によって起こ
る加水分解反応の程度が反映されているものと考え
られた。
本研究の限界として，ESBLs産生菌とカルバペ
ネマーゼ産生菌の限られた菌株を用いた検討であり，
他の β ラクタマーゼ産生菌に関する検討は行って

いないことが挙げられる。さらに，今後は臨床分離
株を含む菌株を用いて感度・特異度あるいは陽性的
中率や陰性的中率の検討が必要である。

● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

おわりに

以上のことから，VITEKⓇ MSと市販の微量液体
希釈法による薬剤感受性検査キットを用いて，抗菌
薬とその加水分解産物を捉えることが可能であり，
検出されたシグナル強度を CHCAの 2量体のシグ
ナル強度で標準化することで，ESBLs産生菌の検
出が可能となることが示された。
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Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has been
applied for microorganism identification, and is widely used in the field of clinical microbiology, with eco-
nomic and diagnostic benefits. Recently, it has been used for the detection of antibiotic resistance by
monitoring the hydrolysis of antibiotics. There are many reports of detection of carbapenemase with the
MALDI Biotyper, however, there have been no studies using VITEKⓇ MS. The aim of this work was to
confirm the hydrolysis of cefotaxime (CTX) using VITEKⓇ MS, in order to detect the extended-spectrum
β -lactamases (ESBLs). Escherichia coli ATCCⓇ 25922TM (sensitive strain), E. coli NCTC 13462 (blaCTX-M
group 2-producing strain) and Klebsiella pneumoniae ATCCⓇ BAA-1705TM (KPC-producing strain) were
used as the test strains. On the MS spectrum, signals at 455.77 Da (proton adduct) and 477.85 Da (sodium
adduct) were observed after 60 minutes’ incubation of CTX in saline at 36℃. A linear relationship was ob-
served between the amount of CTX and the relative signal intensities at I456 and I478, where the signal in-
tensities were normalized using that of the dimer of 2-cyano-4-hydroxycinnamate (CHCA). Signals at
369.86 Da and 413.74 Da appeared when a bacterial suspension of E. coli NCTC 13462 was used. These
phenomena were observed for the carbapenemase-producing bacteria. It was found that VITEKⓇ MS is
useful for detecting ESBLs by monitoring the reaction products of CTX with β -lactamase. It was also sug-
gested that the antibiotic susceptibility of ESBL-producing bacteria to CTX can be estimated from the
standardized signal intensities.


