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マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型
質量分析法（MALDI-TOF MS）による抗酸菌の同定

─ 臨床分離抗酸菌株と基準菌株を用いて ─

1新妻　一直　　1斎藤美和子　　2小柴　静子　　3金子美千代

1. は じ め に

　マイコバクテリア属は，結核菌，NTM（nontuberculous 

mycobacteria）やらい菌など150種で構成されている1)。

ヒトに対して一般的に病原性を呈するのは30種類程度

で，肺感染症，皮膚・軟部組織感染症および播種性感染

症などを起こすとされる。

　抗酸菌感染，特に結核菌は，排菌している活動性結核

患者の咳嗽やくしゃみにより，飛散する飛沫核に含まれ

る結核菌を吸入して成立することから，医療関連施設に

おける感染対策の対象として重要な病原菌として知られ

ている。

　結核感染症の診断には，臨床症状，画像検査，ツベル

クリン反応，血清学的検査，塗抹・培養検査を含む細菌

学的検査，遺伝子増幅検査などがある。塗抹検査は，培

養検査に比べて感度は低いが，検体中の抗酸菌の有無を

迅速に確認することができ，排菌量の把握，治療経過の

評価，退院時期の判断に有用で必須の検査である。しか

し，結核菌検査陽性率，同定される菌種の分離頻度は医

療施設により異なり，特にMycobacterium tuberculosis com-

plex（MTC）とNTMの迅速な鑑別は，排菌患者の管理と

施設での感染対策上非常に大切である。また，NTMの菌
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要旨：〔目的・方法〕MALDI-TOF MS法は，迅速かつ低コスト化など臨床微生物検査への重要な役割

を果たしつつある。測定した質量スペクトルは，そのピークパターンがどの菌種のマススペクトルパ

ターンと一致しているかが同定のポイントとなる。われわれは，MALDI-TOF MS法を用いて抗酸菌

の不活化までの操作が多く感染リスクの高い初期検査手法から現行検査手法に前処理を改良かつ時間

短縮し，臨床分離抗酸菌株と基準菌株を検査した。〔結果・考察〕臨床分離Mycobacterium tuberculosis 

complex（MTC）158株では，拡散増幅法などの従来法と比較してマッチングパターンにおける菌種レ

ベルでの同定一致率は94.9%，属レベルを含めると99.4%であった。非結核性抗酸菌（NTM）37株に

関しては，属レベルでの同定一致率が94.6%であった。基準菌株のなかでM.bovis BCG（東京）株が

マッチングパターンでMTCと判定され，M. tuberculosisとDNA 相同性が高い類縁菌種であることが

うかがわれた。NTMのM.gordonae（JATA33-01）株を除いた基準菌株と臨床分離株スペクトルのピー

クパターンをみると，それぞれの菌種の特徴的なピークパターンと一致していた。しかし，臨床分離

M.gordonae株 6株と基準菌株のピークパターンとの比較では，類似性のある質量電荷比は少なく多型

性を示唆しうるマススペクトルであった。検査手法の工夫改良によってScore Value（SV）に差がみら

れず再現性は良好であったが，培養後の保存日数によるSVの低下（0.3程度）が認められた。今後，

普及とデータベースの充実を積み重ねることにより，臨床分離株での遺伝子型別解析の可能性，蓄積

されたデータによる地域特異性などの関連性が役割として期待される。

キーワーズ：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（MALDI-TOF MS），臨床

分離抗酸菌，基準菌株，データベース
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種同定もNTM症としての薬剤選択からその必要性も要

求されてきている。

　当センターへの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法（Matrix-Assisted  Laser  Desorp-

tion-Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry ; MALDI-

TOF MS）の導入は，細菌や酵母を同定するうえで，迅

速かつランニングコストの低下など臨床検査への重要な

役割を果たしつつある1) 2)。

　われわれは臨床分離抗酸菌株を用いて，MALDI Biotyper

（Ver. 3.1 ; Bruker Daltonics社®製造，シーメンス社®販売）

上のデータベースを検証し，従来法と比しての識別同定

一致率，基準菌株との比較，加えて抗酸菌同定検査の手

法，培地，培養後保存日数によるScore Value（SV）評価

の検討を行ったのでその結果について報告する。

2. 対象と方法

（ 1）対象

　2001年以降，県保健福祉部からの依頼により当医療

機関にて保存されたMTC 158株，NTM 22株，いわき市

立総合磐城共立病院からの分与NTM 15株を液体培地

（MGIT®）に増殖させて用いた。一部は固形培地（3%小

川培地）からの株を用いた。各々の臨床分離株の菌種同

定には，従来法〔核酸増幅法，キャピリアTB®法，DDH

マイコバクテリア®（DDH）法，16S rRNA法〕を用いて

確定した株を用いた。

　また，対照の基準菌株として結核予防研究所から分与

された結核菌（KK11-291 H37Rv）株，ワクチン株のM.

bovis BCG（東京）株，NTMの基準菌株としてM.avium

（JATA51-01）株，M. intracellulare（JATA52-01）株，M.

kansasii（KK21-01）株，M.gordonae（JATA33-01）株の計

6株を用いた。

（ 2）方法

　臨床分離抗酸菌株と基準菌株を検体の前処理したのち

MALDI-TOF MS検査で抗酸菌を同定し，従来法との一致

率をみた。この前処理をシーメンス社®からのマイコバ

クテリア（ジルコニア・シリカビーズを用いた）抽出法

を初期検査手法（初期手法）とし，初期検査法とSaleeb

らの抽出法 1)を参考として菌の不活化前後の操作を改

良・工夫し時間短縮させた方法を現行検査手技（現行手

法）とした。初期手法で実施したMTC 10株（培養後 3

日以内の 5株，培養後 6週保存した 5株）と現行手法

MTC 10株（初期手法と同じ株）を用いて現行手法へ移

行のSV評価，培養後保存日数（4週と 6週）によるSV

評価，基準菌株，特にNTMの臨床分離株とのピークパ

ターンの比較，培地の違いによるSV評価を検討した。

　前処理の初期手法とは以下の①→⑪で示した手法で順

に施行した。

　①液体培地（MGIT®）に発育した抗酸菌を滅菌トラン

スファーピペットにて1000μl採取し tubeに入れる。固

形培地（小川培地®）からは滅菌プラスチック製エーゼ

で 5μlを採取し超蒸留水1000μlを入れた tubeにて混濁

する。② vortex後遠心（15000 rpm（13000×G）×2分）

をし，上澄を除去する。③ tube内のpelletに超蒸留水500

μlを入れ，vortex後遠心をして上澄を除去する。④③を

2回反復する。⑤pelletを300μlの超蒸留水を入れた tube

内で懸濁（20回程度ピペッティング）し，900μl超純粋

エタノールを加え，vortex後10分間放置し，その後遠心

をしてから上澄を除去する。⑥ tube内のpelletに超蒸留

水 500μlを入れ，vortex後遠心をして上澄を除去する。

⑦pelletに超蒸留水50μlを加えて再懸濁してoverhead付

きdry heat blockで110℃ 30分加熱させる。⑧取り出した

tubeに1200μl氷冷超純粋エタノールを加え，vortex後遠

心をして，上澄のアルコールを完全に除去する。⑨ tube

内のpelletを室温で乾燥させ，ジルコニア・シリカビー

ズを10～20μlと（100%）アセトニトリル10～20μlを加

えて 5分間 vortexする。⑩最後に 70%蟻酸 10～20μlを

加えて vortexし，その後遠心する。⑪その上澄 1μlを

target plateにのせ乾燥後，Matrix〔α_シアノ_4_ヒドロ

キシケイ皮酸（αα-CHCA）にOS（アセトニトリル50%，

超純水47.5%，トリフルオロ酢酸2.5%）250μlを加えて

調整〕1μlを加えて，乾燥させてから質量分析〔MALDI 

Biotyper 3.1（Mycobacteria  Library 1.0 [bead method]，

BDAL）〕をする。

　われわれは現在の検査手法として，初期手法では質量

分析するまでの工程に180分以上を要し，結核菌を不活

化するまでの操作がその大部分を占めているため，感染

リスクを考慮して下記のように改良した現行手法をパタ

ーンマッチングの程度をSVにて確認したうえで，用い

ている。

　上記①→②→③までは同様に実施後，④→⑥を省く。

そのあと，⑦を軽度工夫し，pelletを200μlの超蒸留水を

入れた tube内で懸濁（20回程度ピペッティング）し，

5000 rpm程度の flash遠心後，overhead付きdry heat block

で110℃ 30分加熱させる。⑧を改良し，取り出した tube

に800μl超純粋エタノールを加え，vortex後10分間放置

する。その後遠心し，上澄を除去するが，上澄の残存が

みられるため再度遠心し，残存上澄を完全に除去する。

その後上記⑨→⑩→⑪と施行する。煩雑な前処理操作を

短縮し，90分ほどで実施している。

3. 結　果

〔検査手法〕

　改良した現行手法の検証（Fig. 1）は，MTC 10株（培

養後 3日以内の 5株，培養後 6週保存の 5株）を用いて



Fig. 1　Comparison of the Mycobacterium inspection tech-
nique analyzed by MALDI-TOF MS.
■ : MTC (5 strains) within 3 days after culture in MGIT tubes.  
● : MTC (5 strains)  stored for six weeks  after incubations. 

Fig. 2　Comparison of the mycobacterial mass spectral score 
value analyzed by culture and stored days.
■ : MTC (5 srains) stored for 6 weeks after incubations in MGIT tubes. 
● : MTC (3 strains) stored for 4 weeks after incubations. 

Table　Clinical isolates identified by MALDI-TOF MS

Identifi-
cation Not*

Best matched pattern score value
1.70～ 1.80～ 1.90～ 2.00～ 2.10～ 2.20～ 2.30～ 2.40～

M. tuberculosis complex

M.avium
M. intracellulare
M.kansasii
M.gordonae
M. fortuitum
M.chelonae
M.heckeshornense
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  21
    6
    1
    6
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  1 (1)

  1
  1
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  5 (4)
  2
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  4 (2)

  1

40

  1
  1 (1)

  2 (1)
  1 (1)

45 21

* : not reliable identification
(　) : Numbers of clinical isolates proliferated onto the solid culture (3％ Ogawa medium)

score value
2.3
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2.1
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1.8

1.7

1.6
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1.9
1.8
1.7
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行った。初期手法と比してパターンマッチングの程度

（SV）に差は認められなかった。

〔識別同定一致率〕

　臨床分離抗酸菌の識別同定確率の検討（Table）におい

て，MTC 158株では，マッチングパターンのSV 2.0以上

が150株で菌種レベルでの同定一致率は94.9%，SV 1.8～

2.0未満の7株を含めると99.4%であった。残りの1株は，

SV 1.7未満の同定不能であった。ただ，MTCの中でマッ

チングパターンのベストSV（ランク 1）2.0以上で，M.

bovisと 2株が同定された。NTM 37株（M.avium 21株，M.

intracellulare 6株，M.kansasii 1株，M.gordonae 6株，M.

fortuitum 1株，M.chelonae 1株，M.heckeshornense 1株）

に関しては，同定一致率が 35株（94.6%）であったが，

ほぼ半数がSV 2.0以上を示した。一致しなかった 2株

は，M.avium 1株が1.7未満の同定不能，もう 1株がDDH

マイコバクテリア ®法でM.nonchromogenicumと同定さ

れた株がM.aviumと判定された。

〔培養後保存日数と培地の違いによる評価〕

　MTC同定検査の培養日数・培養後保存日数による検

討（Fig. 1，2）では，培養後 3日以内の株と比して 6週

保存株のほうがSV値に低めの傾向がみられた。培養後

保存日数によるSVの変化も，培養後 3日以内の株と比

して培養後 4週と 6週保存株 5株でみると，平均でSV 

0.3の低下が認められた。数が少ないため統計学的に検

討はしなかった。また，手法の違いはあるものの，Fig. 1

は再現性についても示唆しており，良好であった。ま

た，NTMの固形培地とMGIT®培地の違いによるベスト

マッチングSVの検出頻度には差がみられなかった。

〔基準菌株とピークパターン〕

　基準菌株〔M.bovis BCG（東京）株，結核菌（H37Rv）

株，M.avium（JATA51-01）株，M. intracellulare（JATA52-

01）株，M.kansasii（KK21-01）株，M.gordonae（JATA33-

01）株〕のマススペクトルピークパターン（Fig. 3）を示

す。M.bovis BCG（東京）株と結核菌（H37Rv）株のピー

クパターンが類似しているが，11400（m/z），5700（m/z）

付近のピークが各々 10，7（m/z）の違いがみられてい

る。マススペクトルにてM.bovis BCG（東京）株はMTC

と判定されたが，大部分がデータベース内のM. tubercu-

losisとして，スペクトルマッチングパターンSVで近似

性の高い菌株から順に表示（Fig. 4）された。高い順と
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Fig. 4　Matched pattern rank and score value of M.bovis BCG (Tokyo strain)
Rank of reference mycobacteria strains used to create a MALDI-TOF MS database for the identification  of mycobacteria.

Rank 1 2.144 Rank 5 1.910

Rank 2 2.038 Rank 6 1.893

Rank 3 1.999 Rank 7 1.863

Rank 4 1.964 Rank 8 1.817

Mycobacterium tuberculosis LDW 08L LDW b

Mycobacterium tuberculosis LDW 03L LDW b

Mycobacterium bovis  spp bovis  DSM 43990DSM[BCGT] b

Mycobacterium tuberculosis LDW 10M LDW b

Mycobacterium tuberculosis LDW 05MLDW b

Mycobacterium tuberculosis LDW 09M LDW b

Mycobacterium tuberculosis LDW 14LDW b

Mycobacterium tuberculosis LDW 06M LDW b
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してランク 1の2.144とベストマッチングSVを示したの

はM. tuberculosis（データベースでLDW 08L LDW b），

次に2.038のセカンドマッチングSVを示したのもM. tuber-

culosis（データベースでLDW 03L LDW b）であった。

ランク 3の SV1.999でM.bovis（データベースでDSM 

43990 DSM[BCGT] b）とマッチングパターンを示した。

ランク 4～8でも，SVは 1.910～1.817と 2.0未満ではあ

るがデータベース内のM. tuberculosisとマッチングして

いた。

　NTMのM.gordonae（JATA33-01）株を除いた基準菌

株と臨床分離株スペクトルのピークパターンをみると，

それぞれの菌種の特徴的なピークパターンと一致してい

た。しかし，臨床分離M.gordonae株 6株（Fig. 5）の場

合，基準菌株のピークパターンと比して，10617，11304

（m/z）付近では4（m/z）以内の質量電荷比であったが，

4700～7900（m/z）範囲ではそれぞれのピークパターン

に 2～3株前後が 2（m/z）以内だが，その他は10（m/z）

以上の電荷比の開きがみられた。

4. 考　察

　MALDIの開発と実用化はTanakaら3)やKarasら4)によ

って質量分析のイオン化法と大成されてきて，MALDI-

TOF MSの微生物同定への応用はClaydonら5)によって試

みられたとされている。細菌の主要な構成成分であるタ

ンパク質は，乾燥重量の約50%を占め，一般に細菌中に

200から6,000種ともいわれるきわめて多様な分子種とし

て存在していることから，バクテリア類の化学分類法に

おける指標成分としてよく用いられている一つである。

MALDI-TOF MSは，バクテリア中のタンパク質に注目

して 6)その識別や同定には，ピークパターンがどの菌種

のマススペクトルのパターンと一致しているのかがポイ

ントとなる。縦軸にシグナルの強度，横軸に質量電荷比

（m/z）を表し，約 2000 Da（ダルトン）～20 kDaの分子

量の範囲を解析している。細菌種の違いにより呈した特

徴的なスペクトルパターンを指標として種々のアルゴリ

ズムを用いた検索システムを利用して識別同定が可能と

なる。また，マススペクトルの高い再現性で得るために

は，バクテリアの培養日数，MALDI-TOF MSの測定条件

を一定にする必要性があり，その違いによりピークパタ

ーンへの影響がみられる7) 8)とされる。抗酸菌，特に結

核菌群の場合は，初期手法では不活化までの超蒸留水に

よる洗浄回数の多さが感染リスクを高め，超純粋エタノ
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ール処理時の汚染と洗い流しによるpelletの減少がみら

れた。現行手法では洗浄は 1回，不活化前のエタノール

処理はせず，不活化後のエタノール量を800μlと工夫改

良して，操作を簡略化し安全性を高めた。われわれの現

行手法でもマススペクトルのマッチングパターンSVの

検出頻度に差がなく，再現性も示唆され，培地による影

響もないと思われるが，培養後の保存日数によりSV値

に差が認められた。より高い評価のためには今後，数を

増しての再検討が必要と思われる。

　MALDI-TOF MSを用いた菌種の同定は，データベー

ス内の菌種 9)とのマススペクトルのパターンマッチング

である。同定したい菌株（菌種）は，スペクトルパター

ンマッチングの程度を表現するために独自のアルゴリズ

ム；対数スコア化され（リファレンスライブラリーにあ

る基準菌種のピークパターンから250 ppm以内に同様に

サンプルのピークパターンがみられれば菌種レベル，

250 ppm以上600 ppm以内に入っていれば属レベルでの

相同性が高いとしてスコア化され，それらの情報を総括

し類似性の高さをSVとしている），SVが高い順にマッ

チング菌種名が表示される。SVが2.0以上あれば，菌種

レベルで信頼度が高く，1.7～2.0未満では属レベルでの

一致と判断される10) 11)。

　また，細菌の分類は，国際細菌命名規約（International 

Code of Nomenclature of Bacteria : ICNB）によって規定さ

れている。細菌を分類する最も基本的な単位は株である

が，分類上の最小単位は菌種とされている2)ことを考慮

するなら，マッチングパターンSVが2.0以上の検出を常

に念頭におくべきである。しかし，われわれの臨床分離

株の検討（Table）でもMTC 158株のうち 150株，NTM 

37株のうち 17株が 2.0以上で，MTCで 7株，NTMで 18

株が1.7～2.0未満のSVを示していた。これらSV 2.0未

満のNTMのほとんどがデータベース内のマッチングパ

ターンの高いランクから低い（1.7未満）ランクまで，同

一菌種と一致していた。SV値が1.7～2.0未満の属レベ

ルの判定でも，NTMの場合，臨床的には菌種レベルと同

等と判断してもよいと思われる。いずれにしてもパター

ンマッチングSV値が1.7以上あれば臨床的には識別能力

ありと推測される。

　われわれは，Saleebら 1)，Shitikovら12)と同様にMALDI-

TOF MSを用いて，基準菌株 6株，MTCとNTMを合わせ

た臨床分離株195株のうち192株の識別をすることがで

きた。PCR法などの従来法と比してMTCとして157株

（99.4%），NTMとして35株（94.6%）の同定一致率をみ

たが，同じ種の株間での検討はしなかった。

　次に基準菌株のマススペクトルで，M.bovis BCG（東

京）株と結核菌（H37Rv）株のピークパターンの類似性

は高いが，質量電荷比でみると11400（m/z），5700（m/z）

付近のピークが各々 10，7（m/z）の違いがみられてい

る。このことは別な菌株であることを意味しているが，

M.bovisとM. tuberculosisの系統樹解析パターンでは

DNA/DNA相同性が高い類縁菌種として，MTCとして表

示されることから，現状況下での判別は困難であると思

われる。NTMのM.avium（JATA51-01）株，M. intracellu-

lare（JATA52-01）株，M.kansasii（KK21-01）株とそれぞ

れ同定した臨床分離株スペクトルのピークパターンをみ

ると，それぞれの菌種の特徴的なピークパターンと一致

していた。しかし，臨床分離M.gordonae 6株（当センタ

ー 2株，いわき市立総合磐城共立病院 4株で共にDDH

法で同定）の場合，M.gordonae（JATA33-01）株のピーク

パターンと比して，10617，11304（m/z）付近ではかなり

相同性が高いが，4700～7900（m/z）範囲ではそれぞれ

のピークパターンに 2～3株前後の類似性がみられる程

度でほとんどが遺伝的多型性を示唆した。

　パルスフィールド電気泳動法（PFGE），hsp 65 PRAや

16S rRNA遺伝子シークエンスによる解析を実施してい

ないが，M.gordonaeの遺伝的多型性13)が知られているこ

とから臨床分離株のマススペクトルは多型性を推測さ

せ，地域特異性を示唆している可能性がある。このこと

は，同じ菌種でも複数の株が登録されているので，株間

にパターンの多様性がみられても同定はできるが，より

いっそう菌種同定の精度を高めるためには，データベー

ス（リファレンスライブラリー）の量と質の充実に関わ

ってくると思われる。

　マイコバクテリアの株間の区別については，Hettick

ら14)はスペクトルパターンの特定なピークの有無よりも，

共有の質量電荷比の相対的な存在量の違いによるものと

している。また，薬剤耐性菌の鑑別についても，ββ-ラク

タム薬やカルバペネム系薬での報告がみられている 15)16)。

しかし，Welkerら17)はMALDI-TOF MSの目的は菌種レ

ベルの同定であって，株レベルでの判別は困難であると

している。これからの課題として，PFGEパターン解析

や16S rRNA遺伝子シークエンスと同等の評価を得られ

ていること18)からも，同じ菌種レベルでの菌株別データ

ベースの充実により株レベルでの同定が期待できるし，

また，同定する菌種の精度管理がより再現性・信頼性の

高いものになりうること12)が示唆される。

　操作と感染リスクを改良した安全性の高い現行手法で

の検証ではSV値の検出頻度は良かったが，培養後の保

存日数によるSV値で0.3の低下が認められた。結核菌細

胞壁は，培養後 9日から28日への経過で主要な構成要

素であるマンノシル化複合糖質の産生量が増加する7) 8)

とされることから，保存株におけるシリカビーズを用い

たマイコバクテリア抽出法ではタンパク抽出の劣化がお

こり，SVの低下が予測されるが，低下の程度が保存日
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数に比例するかどうかは今後の検討課題でもある。

　MALDI-TOF MS法は，精度管理ばかりではなく，医療

の安全性や検査技術の点から，液体培地，固形培地上に

発育がみられた抗酸菌の同定に対しては，手法の改良工

夫により早急に不活化することが可能となり，感染リス

クの低下も期待でき安全性が高まったと思われた。ま

た，サンプル調製から結果までの所要時間も当初の180

分から約90分と大幅に短縮することができた。加えて

MALDI-TOF MS法は核酸増幅法 19)と比較して，コンタ

ミネーションの問題が少なく，より安全性が高く，臨床

の場へ迅速なフィードバックができるようになり，低コ

スト化も図れるようになってきた。

　MALDI-TOF MS法は，迅速とはいってもサンプル直

接からの同定は不可能とされ，培養を待たなければなら

ない。液体培地MGIT®における検出感度は陽性となっ

た時点で 105～106 cfu/ml（BD BBLTMMGITTM®の添付文

書より）とされる。著者らは培養後最長でも 3日以内で

の質量分析をしていることから菌量は105～106 cfu/mlと

推測されるが，最小検出感度の検討 19)も必要であると推

測される。今後，普及とデータベースの充実を積み重ね

ながら臨床分離株での遺伝子型別解析の可能性，蓄積さ

れたデータによる地域特異性などの関連性が役割として

期待される。
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Abstract　[Purpose and Methods] Matrix-assisted laser de-
sorption-ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) method is being played an important role for the 
inspection of clinical microorganism as a rapid and the price 
reduction. Mass spectra obtained by measuring become points 
of identification whether the peak pattern match any species 
mass spectral pattern. 
　We currently use MALDI-TOF MS for rapid and accurate 
diagnosis of inactivated reference and clinical isolates of 
Mycobacterium because of the improved pretreatment tech-
niques compared with former inspection methods that pose 
a higher risk of infection to the operator. The identification 
matching rate of score value (SV) peak pattern spectra was 
compared with that of conventional methods such as strain 
diffusion/amplification. Also, cultures were examined after a 
fixed number of days.
　Compared with the initial inspection technique, the pre-
treatment stage of current MALDI-TOF MS inspection 
techniques can improve the analysis of inactivated acid-fast 
bacteria that are often used as inspection criteria strains of 
clinical isolates. Next, we compared the concordance rate for 
identification between MALDI-TOF MS and conventional 
methods such as diffusion/amplification by comparison of 
peak pattern spectra and evaluated SV spectra to identify dif-
ferences in the culture media after the retention period.
　[Results and Discussion] In examination of 158 strains of 
clinical isolated Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), 
the identification coincidence rate in the genus level in a 
matching pattern was 99.4％, when the species level was 
included 94.9％. About 37 strains of nontuberculous myco-
bacteria (NTM), the identification coincidence rate in the genus 
level was 94.6％.
　M.bovis BCG (Tokyo strain) in the reference strain was 
judged by the matching pattern to be MTC, and it suggested 
that they are M.tuberculosis and affinity species with high 
DNA homology.
　Nontuberculous mycobacterial M.gordonae strain JATA
33-01 shared peak pattern spectra, excluding the isolates, with 
each clinically isolated strain. However, the mass spectra of 

six M.gordonae clinical isolates suggested polymorphisms 
with similar mass-to-charge ratios compared with those of 
the reference strains. The peak pattern spectra of the clinical 
isolates and reference strains, excluding the NTM M.gordonae 
strain JATA33-01, were consistent with the peak pattern cha-
racteristics of each isolate. However, a comparison between 
the peak patterns of the reference strains and those of the six 
clinically isolated M.gordonae strains revealed a similar mass-
to-charge ratio, which may indicate few polymorphisms.
　The SV spectrum of the improved inspection technique 
showed no fidelity, but it was acceptable after days of culture 
as indicated by the decrease in SV (0.3 degree). Also, the 
reproducibility of this method was good, but no difference was 
observed from the SV of the improved inspection technique, 
which decreased by approximately 0.3 because of the number 
of days of culture storage. In addition, expansion of the data-
base and dissemination of regional specificity by genotype 
analysis of clinical isolates was relevant to the accumulated 
data, as expected.
　In future studies, the relevance and regional specificity of 
clinical isolates by genotype analysis can be determined by 
stacking the solid media and database penetration.

Key words : Matrix-assisted laser desorption-ionization time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), Clinical 
isolates  of  Mycobacterium,  Reference strains,  Database
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