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学 位 論 文 題 名 

 
Study on MALDI Glycotyping: Development of a Structure-Based Typing Method for Bacterial O-Antigens 

（MALDI Glycotypingによる O抗原構造に基づく型分類法の開発に関する研究） 

 

 

博士学位論文審査等の結果について（報告） 

 

微生物は種の多様性に加え、種内多様性を有する。特に表層多糖の種内多様性はその種がウイ

ルスや宿主免疫による淘汰圧に対応するための生存戦略によって獲得したものである。グラム陰

性菌は最外層がリポ多糖と呼ばれる糖脂質で覆われており、その多糖糖鎖の最外層は O抗原と呼

ばれる繰り返し多糖で構成されている。この O抗原多糖はその名の通り抗原として獲得免疫に識

別されるため、血清型と呼ばれており、大腸菌からは約２００種の O抗原多糖が発見・同定され

ている。この O抗原は菌種内多様性の指標として、腸管出血性大腸菌 O157のような疫学的分類に

使用されてきた。一方で、血清学的に重複する多糖構造の異性体はさらに、O1a-c のようなその

亜型として分類されてきたが、化学構造の違いを厳密に同定するためには、これまでは NMRのよ

うな検体量と解析時間を要する手法が必要であり、臨床現場では陰性・陽性判定法である血清や

PCR法を用いて診断が行われてきた。一方で、O抗原は多様性が非常に大きいため、この O抗原同

定は非常に負担の大きい作業であった。 

著者は、本論文研究に先立ち、まず無処理糖タンパク質に対し糖鎖選択的なイオン化を実現す

るマトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分析（MALDI-MS）のためのマトリックスを開発し

た。本論文ではそのマトリックス特性を基盤とし、グラム陰性菌から簡単な前処理のみで MALDI-

MS解析による O抗原多糖型の迅速同定を目的とした。 

筆者はまず、大腸菌 4株（O1株、O6株、および O157株 2株）の O抗原を対象とし、系統的な

条件検討によりその迅速同定プロセスの基盤構築を行い、安全キャビネット内で単コロニーの大

腸菌から１時間以内に O抗原繰り返し多糖の構成単糖に相当する質量パターンシグナルを得るこ

とに成功した。大腸菌 O1および O6抗原は血清診断キットでは識別困難な亜型多糖が報告されて

いるが、MALDI-MS法ではその亜型判定まで実施できることを明確に示した。また、得られた O抗

原繰り返し多糖の MALDI-MS シグナルには繰り返し多糖単位を示す特徴的な分子量シグナルに加

え、その多糖単位の構成単糖成分および配列情報を示すシグナル得られることを示した。単一コ

ロニーから分析できる感度を活用し、異なる O抗原の大腸菌の混合液から得られた寒天培地上の

任意のコロニーを解析することにより、それぞれのコロニーを構成する株の O抗原同定ができる

こと、コンタミしているコロニーに含まれる O抗原株の組み合わせを同定できることを示した。

さらに、単一コロニーを分割し、従来のタンパク質解析による菌種同定と、この O抗原多糖同定

を並列実施することにより菌種と O抗原多糖をそれぞれ同定できることを実証した。また、大腸



 

 

菌科の２株を調査した結果、それぞれの２株が有する O抗原の特徴的シグナルをそれぞれ得るこ

とに成功した。特筆すべきは O抗原構造が未知の E.Tardaの解析により、これまで報告例がない

新規 O抗原多糖パターンを示スペクトルが得られたことである。すなわち、質量分析法により、

O 抗原多糖を直接解析することにより、既存の間接的な陰性陽性解析技術では不可能であった新

規構造の同定までを実現したことは驚異的な発見である。さらに、仮性結核菌を対象とした O抗

原解析では化学的に加水分解しやすいジデオキシ糖由来のシグナルパターンから同一組成の異性

体を識別できると共に、デオシキ体を明確に識別できる新しい MALDI-MS 用マトリックス組成を

乱すことに成功した。さらに、著者が開発した新規マトリックスがポジティブモードに加え、ネ

ガティブモードでも糖鎖成分のイオン化効率が高いことを実証し、ウロン酸含有多糖など、ポジ

ティブモードではイオン化効率が低いため同定が困難な O抗原多糖を質量分析装置内で測定モー

ドを切り替えるのみで、同定可能となることを見出した。著者らが見出した前処理プロセスとこ

の測定モード切替を組み合わせた O抗原同定法を用い、大腸菌と赤痢菌からなる７１株を対象と

した大規模解析を実施したところ、8 割以上の菌株の O 抗原が同定可能であることを実証した。

さらに、報告と異なる O抗原多糖を有する菌株群を見出し、従来の血清検査法と組み合わせるこ

とにより、MALDI-MS による O 抗原構造同定技術がより精度の高い O 抗原同定を実現するととも

に、新規 O抗原多糖パターンを有する株の発見につながることを実証した。 

本論文によって、MALDI-MS分析法により O抗原多糖の化学構造を高分解能、高感度、かつ迅速

に直接同定することに成功した。著者らの成果は従来の抗血清や PCR 法など陰性/陽性検査の繰

り返しによる絞り込みによる O抗原同定技術と比較すると、同定までの時間が大幅に短縮される

ことに加え、未知 O抗原が同定でき、食中毒などの検査と疫学調査の迅速化に加え、微生物多糖

資源の迅速探索などに大きく貢献できると考えられる。 

よって著者は、北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認める。 

 

 


