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MNcOplasmaPneumoniaeに 対 す るDoxycyclineのinvitro抑 制 作 用

山地幸雄 高橋昌巳 留目優子 ・大国寿士

日本医科大学細菌学教室

Mycoplasmapneumoniaeに よ る 肺 炎1)2)3)4)は,近

年 注 目 され て お り,本 邦 に お い て も い くつ か の論 文 が あ

る5)6)?)8)^M.pneεeinoniae感 染 に 対 しTetracycline

系 の抗 生 剤 が 有 効 な こ と は,KiNGsrONら の 実 験 以 来 主

張 され て い る と ころ で9)1。)11)12),無 細 胞 培 地 に お け る感

受 性試 験 と して はARAIら13)14).GODZESKら15).JAO

ら16).北 本6).LARINら1?).SMITHら11),SLOTKINら

18)の 報 告 が あ る。

わ れ わ れ は,標 準 株MACお よ び,異 型 肺 炎 を疑 わ れ

た患 者 上 気 道 よ り分 離 さ れ たM.Pneecmeniae株 の,

T6tracycline系 薬 剤,特 にDoxycycline19)20)21)感 受 性

を測 定 した の で,そ の 大要 を報 告 す る。

材 料 お よ び 方 法

培 地=CHANOCKら4)の 処 方 に準 じ,PPLObroth,W/O

tcryStalviolet(Difco)70%v/v ,非 加 熱 ウマ 血 清20

%vlv,25%酵 母 エ キ ス(オ リエ ン タル 乾 燥 酵 母 よ り

製造)10%v/v,ブ ドウ糖1%v/v,Thalliumacetate

1/2,000にPhenolredo.oo2%,Penicillin500u/m1

を加 え た もの を液 体 培 地 と し た 。 固 形 培 地 はPPLO

brothの 代 り にPPLOagar,W/Ocrystalviolet

(Difco)を 用 い るか ・ あ るい は上 記 液 体 培 地 にSpecial

nobleagar(BBL)をO.8%に 加 え た もの と した 。 固

形 培 地 の保 存,培 養 は防 乾 箱 に収 め て 行 な つ た 。

Mvcoplasma株:東 大 医 科 研 よ り北 本 博 士 の 御 好 意 に

一よ り分 与 され たMAc株 お よ び,1967年11 .月～1968年

2月 に 日本 医 大 付 属 病 院 小 児 科(K)お よ び,都 内某 診

療 所(A)に おい て,異 型 肺 炎 の 疑 い の 患 者 よ り分 離 さ

れた6株 を 用 い た 。患者 よ りの 分 離 は,咽 頭 拭 い液 を材 料

と して,CHANOCKら4)の 固形 培 地 あ るい は2相 培 地22)

を 用 い て 行 な い,M.Pneumoniaeの 同定 は,ブ ドウ糖

分 解,モ ル モ ッ ト赤 血 球 溶 血 お よ び 吸 着 に よつ た1)5)1。)

劉 .抗 生 剤 感 受 性 試 験 の接 種 材 料 は,上 記 各 種 の 液 体 培

養 液0.3～0.5m1を,10ml液 体 培 地 を 入 れ た 中 試 験

管 に接 種 し,36。C6～7日 後 に培 地 の黄 変 した 時 期 に

2mlず つ小 分 け し,急 速 に 凍 結 させ て 一20。Cに 保 存

したMPtcoPlasma液(106～107CFU/m1)と した 。 感

受性 試 験 時 の人 工 培 地 継 代 数 は:MAC,医 科 蘇 受 領 後1

代;A-1,患 者 材 料 よ り分 離 後7代;A-5,6代;K-3,

6代;K-4,8代;K-5,8代;K-30,4代 で あ る。

Tetracycline系 抗 生 剤:実 験 に 用 い た 薬 剤 は

Tetracycline-HC1(Aehremycin),Chlortetracycline

(Aureomycin),Methacyc!ine(Rohdomycin),

Doxycyc!ine(Vibramycin)お よ びDemethylchlorte・

tracycline(Ledermycin)の6種 で あ る。 これ らの 薬 翔

は,1mg/m正 留 水 溶 液 を 原 液 と して4。Cに 保 存 し,1

週 間 を経 過 した もの は廃 棄 した 。

MIC(最 小 発 育 阻 止 濃 度)の 測 定:抗 生 剤 の2倍 階 段

稀 釈 を,液 体 培 地 あ るい は 固形 培 地 に よ り作 り,液 体 培

地 は2.5m1ず つ を滅 菌 小 試 験 管(10×800mm)に,固

形 培 地 は3mlず つ を 滅 菌3cmガ ラス ペ ト リー一皿 に

分 注 した。 こ れ らの液 体 培 地 あ る い は 固形 培 地 表 面 に,

上 記 の 接 種 材 料 あ るい は そ のPPLObroth稀 釈 液 を接

種 し,36。Cに 約10日 間 培 養 して,培 地 のpH変 化 を

経 日的 に 肉 眼 で 観察 し,ル 砂α～μα∫〃協 を 接 種 しない 対

照 と同一 の 色 調 の 最 小 濃 度 をMICと した。 な お,接 種

材 料 のCFU(Colonyformingunit)は,実 験 の た び

ご とに毎 回,固 形 培 地 表面 に10倍 階 段 稀 釈 液0.1mlを

接 種,36QC10日 間培 養 して 検 定 測 定 した。

結 果

MIC測 定 方 法 の 検 討:D。xycycline加 培 地 にMムc

株 の106,105,104お よび103CFU/0.1mlを 接 種,

36。Cに 培 養 す る と,表1に 示 す よ う に,液 体 培 地 は そ

れ ぞ れ,6,8,8,13日 後 に黄 色 の 終 末 色 調 に達 し,こ

の 時 のMICは そ れ ぞ れ1.56,1.56,0.78お よ び0.78

mcg/m1で あつ た 。 固 形 培 地 表 面 に106,10s,104お

表1Mycoplasm.aPnetemoniaeMAC株 の

Doxycycline感 受 性
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よ び103CFU/o.1mlを 接 種 した 場 合 に は,終 末色 調 は

そ れ ぞ れ5,8,8お よび8日 後 に み られ,こ の 時 期

のMICは それ ぞ れ,3.12,3.12,3.12お よ び0・78

mcg/mlで あ つ た 。

薬 剤 を 加 え な い 対 照 培 地 に,1Mycoplasma発 育 の た め

の 明 らか な色 調 変 化 の み られ る時 期 は,表1に 示 す よ う

に,終 末 色 調 に 至 る時 期 よ り0～4日 早 く,ま た そ の 際

のMICは0～2管 低 いa

液 体 培 地 と固 形 培 地 と を較 べ る と,MICは 後 者 の 方

が 高 い 。

ハ勿 ωρ」α5脚Pneumoniaeの 無 細 胞 培 地1ζ お け る感

受 性 試 験 は,研 究者 に よ り,そ の 方 法 が ま ち ま ち で6)11)

13)14)15)16)17)18)一 定 の 方 法 が な い の で,わ れ わ れ は,液

体 培 地 に105～106CFUMycoplasmaを 移 植 して,対

照 培 地 が 終 末 の 黄 色 々調 に達 した 時期 のMICを 採 用 し

た 。 そ の 理 由 は,1)固 形 培 地 表 面 に10§CFU以 上

接 種 す る と,Tetracyclineloomcglml,あ るい は

Doxycycline25mcg/mlの 培 地 に も,MycoPlasma集

落 が認 め られ,判 定 に困 難 が伴 な う上,あ ま り に も高 い

CFUと な る。2)Tetracycline系 薬 剤 の あ る もの は,

30。Cで か な り急 速 に 失 活 す る か ら17)25).培 養 日数 は 短

い 方 が よ い 。3)一 般 に細 菌 の 感 受性 試 験 は,対 照 培 地

に お け る菌 の 発 育 が 終 末 に達 して い る18～24時 間 培 養

後 に判 定 され る。4)培 地 色 調 が 終 末 に 達 し た 時 期 に

は,10sと106CFU接 種 とのMICは 同 一 で あ る。

5)MPtcoplasma株 に よ つ て は,無 薬 剤 対 照 培 地 の 色 調

がMycoplasma接 種 培 養 数 日後 に1夜 に して,無 接 種

培 地 の 色 調 か ら終 末 色 調 に 変 わ る こ とが あ る か ら で あ

る。

液 体 培 地 で のTetracycline系 抗 生 剤 感 受 性:上 記 の

実 験 方 法 に よ る,7株 のMycoplasmaPneumeniae

に対 す る6種 薬 剤 のMICは 表2に 示 す と お り で,

Doxycycline1.56～3.12mcg/ml,Tetracycline1.56

～3 .12m、cg/ml,Demethylchlortetracycline3.X2～

12.5mcg/m1,0xytetracycline6.25～12.5mcg/m】,

MethacycIine6.25～25mcg/ml,Chlortetracycline

12.5～>25mcg/mlで あ つ た 。6種 薬 剤 の 抗McrcoPla-

sma効 果 は,図1の と お りで,(Doxycycline)〉(Tetra・

cycline)〉(Demethylchlortetracycline)〉(Oxytetra

cycline)〉(Methacycline)〉(Chlortetracycline)の 煩

と な る。

各 々の 株 に つ い て み る と,標 準MAC株 と 患者 分 離 株

と の 間 に,K-3/Demethylchlortetracyclineの 例 外 的 な

場 合 を 除 き,2管 以 上 のMICの 差 は な か つ た 。

表2Myco少lasmaPneecmoniae7株 の

Tetracycline系 抗 生 剤 感 受 性
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考 察

MycoplasmaPneumoniaeの 無 細胞培地 におけ る抗

生剤感 受性試 験の報告 は,す でにい くつ かあ り,わ れわ

れ もTetracycline系 以外 の薬 剤 につい ての実 験を行 な

つ てい るが25》,今回 はMAC株 およ び,1967年11月 ～

1968年2月 の患者 分離株 の,6種Tetracycline系 薬剤

感受性 について報告 した。

従来 の研究者のMIC測 定 の報 告をみ ると,い ずれ も

CHANOCKら4)の 培地,あ るい はその変 法 を用 いている

が,被 検株,接 種量 および判 定の規準 がい く ら か 異 な

る。ARム1ら ユ3)14)は,Mムc,FH,お よび患者分離株

の固形培 地混釈法 による,Pulpdiskdiffusionmethod

を採用 して,判 定 は集 落生成 および培 地低下の抑制 を規

準 とし,GoDzEsKIら15》 はResazurinを 指示薬 と して

加 えた液体培地 に,か な り大量 のFH株 を接種 して,

30～36時 間培養後 の培地色調変化 をみてお り,JAOら16)

はMAc,FH,お よび患者 株の102～103CFUを,等 量

の液体培 地に加えて,培 養後 のpH低 下 をみた。35株
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}こづいて行 なつたSYLvisTER26)お よび,FH株 による

LARmら17)の 実験 は,か な りわ れわれの方法 と似て い

る。SMITHら11)は,PI1428株 に よる人体実験 と平 行 し

て,培 地pHの 低下 を規準 とした感受性試験 を行 なつた

が,接 種量 についての詳 しい記載 はない。Sz,oTKrNら18)

は,Mムcそ の他10株 について,培 地pHの 低下 を規準

としない直接 的な方 法に よ り増殖 抑制 をみてい るが,接

種量は104CFUで あ る。

これ らの研究者 の報告をみ ると,固 形培地 を用いた実

験13)14),お よびMycoplasmaの 増殖 その ものをみたそ

れ3)18)で は,相 対 的にM工Cは 高 く,わ れ われの指摘

した傾 向と一致 す る。今回の報告 と似 たや り方 の実験7)

26)では,使 用MycePlasma株 は同一 でないが,わ れわ

れの得 たMICと おおむ ね一致 す る。

GODZESKIら15)は,大 量のFH株 接種 による30～36

時間培養 後のTetracyclineのMICは0.04mcg/m1

と報告 したが,10?CFU/O.1m1のMAC株 を液体 培地

に接種 した際,わ れわれの判定規 蝦 ヒよ るDoxycycline

のMICが4日 培養 後に0。39mcg/mlで あつた こと

は,わ れわれ も経験 してお り,培 地PR黄 変 は106CFU

/m1に 達 したとき起 るとの所見13)か らい つ て も,こ の

ような大 量接 種では,Mycoplasmaの 増殖 よ りも,特 定

の代謝阻害を観察 してい ることにな るので はないか と思

う。その他の研究者の報告 にみ られるMICは,わ れわ

れの成績 と くらべて いず れ も低 いが,こ れ は接種 量およ

び終末点すなわ ち判定時期 の決 定 に問題が あるよ うで,

この点 はMacrolide系 の薬剤 の場合 と異 な り,慎 重を

要す る点で あろう。

Tetracycline系 薬 剤の抗MOrcOpla5ma効 果の比較

・は,ARAIら13)・14),JAOら16).LARINら17)の 報告 にみ

られ,わ れわれの成績 はJAOら16)の それ とほ とん ど一

致す る。ただ し,Tetracycline系 薬剤は,degradati◎n

の速度がそれぞれ異 な るので終末判定 まで に数 日を要す

る抗MycoPlasmaテ ス トで得 られ た順序 が,そ のまま

人体適用の価値 と一致 す ると考え るの は早計 であ る。換

言す ると,Tetracyclineに 較 べてOxytetracyclineは,

またChlortetracyclineは さらに,degradationが 速 い

との,よ く知 られた事実が あるか らであ る34).こ の問題

は,薬 剤の血 中あ るいは臓 器内存続時間 と も関連 して考

えなければな らない であろ う。 なお,LARINら17)は ・

特に,Methacyclineは 蛋 白の存在に おいて失活 しやす

いが,血 清 のない環 境での そのmycoPlasmocida1効 果

はTetracyclineよ り強力で あると主張 した。

われわれの成績で は,標 準MAC株 と患者分 離株 との

間に,そ れぞれのTetracycline系 薬剤 に対す る感受 性

の 差異 を ほ とん ど認 め なか つ たが,こ れ は薬 剤 との接 触

に よ り,invitro16)お よ びinvivoll)で 耐性MyCO・

μ 薦 彿α は 生 じな か つ た との,他 の 研 究 者 の 知見 を支 持

す る もの で あ る か も知 れ な い。

結 論

1)MAc株 お よ び1967年11 .月～1968年2月 に 患者

よ り分 離 され た6株 のMycoPlαsmapneesmoniaeの7種

Tetracycline系 薬剤 に対 す る感 受 性 を,無 細胞 培 地 で 測

定 した 。

2)被 験 薬 剤 の 抗 ハ勿`oρZ45〃zα 効 果 は,MICに よ る

と,(Doxycycline)〉(Tetracycline)〉(Demethylchlor-

tetracycline)〉(Oxytetracycline)〉(Methacycline)〉

(Chlortetracycline)の1頃 で あ つ た。

3)標 準MAC株 と患者 分 離 の6株 との 間 に,感 受 性

の 明 白 な 差異 は な か つ た 。

4)無 細 胞 培 地 で の 抗Myωoplasmaテ ス トの実 験 法

お よ び 結 果 の 解 釈 に つ い て 考察 を 加 え た。

この 論 文 の 要 旨は 第16回H本 化 学 療 法学 会(1968)に

報 告 され た 。

貴 重 な 菌 株 を 分 与 され た 医 科 研 北 本 教 授 な ら び に,

ハ勿 ωρ1α5彿α株 の分 離 に御 援 助 を 与 え ら れ た 日本 医 大

木 田教 授 に 御 礼 申 し上 げ る。
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INHIBITORY EFFECT OF DOXYCYCLINE ON  MYCOPLASMA 

 PNEUMONIAE IN VITRO

 YUKIO YAMAZI, MASAMI TAKAHASHI, HISASHI OKUNI & YUKO TODOME

Department of Bacteriology, Nippon Medical School

 Inhibitory effect of six tetracyclines was studied on  Mycoplasma pneumoniae MAC and six strains . 
from patients. 

 Minimum inhibitory concentration was determined with color change of  CRANocK's fluid  medium , 
supplemented with glucose and phenol red. Reading was made when the color of drug free  liquid _ 
medium turned final yellow by the acid production of Mycoplasma . 

 The mycoplasmostatic effect was observed in the following  order  : doxycycline ,  demethylchlortetracy— 
cline, methacycline, and chlortetracycline. 

 The experimental method for the mycoplasmostatic effect and its meaning was discussed .




