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Mycoplasmaが 一 般 細 菌 と異 な る 大 きな 特 徴 と し て

は,本 菌 菌 体 に 細 胞 壁 を 欠 除 して い る こ と,発 育 に血 清

(コ レステ ロ ール,そ の 他 の 発 育 因 子)を 要 求 す る こ と,

増殖 に 日数 を 要 し集 落 が 極 め て 小 さい こ と,な どが 挙 げ

られ る。 この よ うな 細 菌 学 的 な 観 点 と と も に,近 年 は,

MycoPlasmaが 各 種 動 物 お よび ヒ トの慢 性 疾 患 に 関与 し

てい るの では ない か とい う点 か ら注 目を浴 び て き て い

る。 い っぽ う,化 学 療 法 剤 は,と くに そ の選 択 毒 性 が 本

質 と な るか ら,本 微 生 物 が 細 胞 壁 を欠 除 して い る とい う

こ とは,こ れ ら化 学 療 法 剤 のMycoplasmaに 対 す る 作

用機 作 とい う立 場 か ら も興 味 が 持 たれ て い る。

これ ま で抗 生物 質 お よび 化 学 療 法 剤 の 各 種Myco-

plasmaに 対 す る感 受 性 に つ い て は 多 くの 研 究 が な され

て お り2,4～13),一 般 的 には テ トラサ イ ク リ ン系,マ ク ロ

ライ ド系,ア ミノグ リ コシ ド系 の抗 生 物 質,さ らに は あ

る 種 の 制 癌 性抗 生 物 質 や ニ トロ フ ラ ン 剤 に 抗Myco-

plasma作 用 が あ る こ とが 報 告 され て い る。 しか し,こ

れ まで の報 告 で は,被 検Mycoplasmaが 数 種 に 限 られ

てい た り,あ る い は 供試 薬 剤 が 少 数 であ る な どの 欠 点 が

あ った り,ま た 研 究 者 に よっ て 検 査 方 法 や 測 定 培 地 が 異

な って い るた め,Mycoplasmaに 対 す る抗 菌 性 を,こ れ

ら の成 績 か ら画 一 的 に 比 較 す る こ とは で き ない 状 態 に あ

る。

そ こで,我 々は まず 現 在 入 手 可 能 な抗 生 物 質,化 学 療

法 剤,さ ら に制 癌 性 抗 生 物 質 と抗 悪 性 腫 瘍 剤 を で き る

だ け多 く蒐 集 し,そ れ ら の 動 物 お よび ヒ ト由来 の各 種

MPtcoplasmaに 対 す る感 受 性 の差 異 を寒 天 平 板 希 釈 法 と

マ イ ク ロ タイ ター法 を 用い て比 較 検 討 した。 そ の 成 績 を

こ こに報 告 す る。

材 料 お よび 方 法

1. 被検Mycoplasma

東 京 大 学 農 学 部 尾形 学 教 授 か ら分与 さ れ た 下 記 の13

種Mycoplasmaを 使 用 した。

M.mycoidesvar. mycoides (PG-1), M.agalactiae

(PG-2) ,M.mycoides var. capri (PG-3), M.arthriti-

dis (PG-6), M.borigenitalium (PG-11),M.canis (PG-

14), M.hominis type 1 (PG-21), M.pulmonis (PG-

22), M.neurolyticum (PG-28), M.hyorhinis (PG-29),

M.gallisepticum (PG-31), M.felis (ATCC23391) お よ

び血 清非 要 求 性 のAcholeplasma laidlawii(PG-10)3)。

2. 使 用 薬 剤

供試 薬 剤 はTable1,2,3,4に 示 す と お り,合 計

55種 薬 剤 を 用 い た 。

3. 感 受 性 測 定 法

各 種 薬 剤 のMycoplasmaに 対 す る感 受 性 試 験 は,寒

天 平 板 希 釈 法 お よび マ イ ク ロ タ イ タ ー法 で 行 な い,最 小

発 育 阻 止 濃 度(MIC:μg/ml)で これ を 表 現 した 。

(1) 寒 天 平 板 希 釈 法

寒 天 平 板 希 釈 法 に よ るMICの 測 定 は 日本 化 学 療 法 学

会 標 準 法1)にに準 拠 した。

培 地 は,CHANOCKら14)の 培 地 か ら抗 菌 剤 を 除 い た 培

地,す なわ ちPPLO agar (Difco)に20%馬 血 清 と10

%イ ー ス ト ・エ キ ス トラク ト(25%ド ラ イ ・イ ー ス ト

抽 出液)を 添 加 した培 地 を 基 礎 に 用 い た 。 これ に 各 薬 剤

の最 終 濃 度が100μg/m1か ら順 次2倍 段 階 希 釈 に な る

よ うに 調 製 添 加 した 培 地 を,直 径9cmの ペ ト リ皿 中に

20m1ず つ 注 加 した 。 本培 地 上 に,PPLO broth (Difco)

培 地 (20%馬 血 清 お よび10%イ ー ス ト ・エ キ ス ト ラ ク

ト加)で3日 間 培養 の100分 の1希 釈 菌 液 を1白 金 耳 ず

つ接 種,37℃3日 間 湿 潤 状 態 で 好 気 培 養 し,被 検Myco-

Plasmaの 発 育 を完 全 に 阻 止 す る 薬 剤 の 最 高希 釈 濃 度 を

も ってMIC(μg/ml)と した 。

(2) マ イ グ ロ ・タイ タ ー法

13種 のMycoplasma中 ブ ドウ糖 を 分 解 す る8株(M.

mycoides var. mycoiaes, M.mycoides var.capri,M.

canis, M.pulmonis, M.nenrolyticum, M.hyorkinis,

M.gallisepticum, M.felis) を 用 い,マ イ ク ロ ・タイ タ

ー のUプ レー トで 抗Mycoplasma作 用 を 検 討 した 。

まず,Uト レイ の 各 カ ヅプ にBromochresor purple

(BCP)加1%ブ ド ウ 糖PPLO brothを1ド ロ ッ プ

(0.025m1)入 れ,1列 のA～Hま で の各 カ ップ に 薬 剤

の800μg/ml溶 液 の1ダ イ リュ ー タ ー量(0.025m1)ず

つ と り,1～12番 目に 向 か って2倍 系 列 希 釈 を 行 な っ

た 。 つ い で 各 被 検 菌 の3日 間 培 養 液 をBCP加 ブ ドウ糖

PPLO broth で100倍 希 釈 した 菌 液 を ドロ ッパ ー で3

滴(0.075ml)ず つ 加 え て,上 部 を ビ ニー ル テ ー プ で密
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閉 し,充 分 に 振湯 した後,37℃3日 間ないし5日 間培

養後,指 示薬剤の変色を観察しMICを 求めた。

実 験 成 績

まず,各 種抗生物質,化 学療法剤(半 合成物質を含む)

お よび抗腫瘍物質に対す る種 々のMycoplasmaの 寒天

平板希釈法による感受性試験の成績をTable1,2,3,4

に示 した 。 概 し て,い ず れ の 物ooPlasma種 に お い て

も,マ ク ロ ライ ド系,テ トラ サ イ ク リソ系,抗 癌 性 抗 生

物 質 お よび ニ トロ フ ラ ソ剤 に 強 い感 受 性 を示 した 。

マ ク ロ ラ イ ド系 抗 生 物 質6種 の うち,Erythromycin

お よび01eandomycinで は 被検Mycoplasmaの 種 に よ

って 感 受 性 に 相 違 が 見 られ,M.canisお よ びM.felis
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は 他 のMycoPlasma種 に 比 べ て感 受 性 が 劣 って い た 。

しか し,Leucomycin,Spiramycin,Josamycinお よび

Tylosinで はMycoPlasmaの 種 に よ る感 受 性 の差 は 認

め られ なか った 。 そ の感 受 性 は,Tylosin>Josamycin>

Spiramycin>Leucomycin>Erythromycin≧Oleando-

mycinの 順 に 勝 れ て い たoい っぼ う,Lincomycinに

つ い て は,マ ク ロ ライ ド系 抗 生 物 質 と 同様 に す べ て の

MycoPlasmaに 対 して 勝 れ た 感 受 性 が 認 め られ た。 テ ト

ラ サ イ ク リン系 抗 生 物 質 で あ るTetracycline,Oxy-

tetracyclineお よびDemethylchlortetracyclineに 対 し

ては,い ず れ の 株 に 対 し て も,均 一 に 強 い 抗Myeoplasma

作 用 を示 した 。
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い っ ぽ う,5種 の 制 癌 性 抗 生 物 質 に お い て は,全

Mycoplasma種 と もにBleomycinに 対 して は 全 く感 受

性 を 示 さ なか った が,Actinomycin D,Mitomycin C,

Daunomycin,Chromomycin A3に 対 して は い ず れ も

極 め て 強 い 感 受 性 を 示 した 。 抗 腫 瘍 剤 では,Merphyrin

がM.hominis type1に 対 して7.8μg/ml,5-FUが

M.gallisepticumtlこ 対 し3.9μg/mlと わ ず か の抗Myco-

Plasma作 用 を示 した も の の,制 癌 性抗 生 物 質 と は 全 く

異 な る感 受 性 で あ った 。

ニ トロ フ ラ ン剤 に お い ては,一 般 にM.canisお よび

A.laidlawiiを 除 き強 い 抗Mycoplasma作 用 を 示 した

が,中 で もPanazoneお よびPanfuran-Sは,い ず れ の
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菌株に対 しても勝れた効果を示 した。さらにNalidixic

acidを 代表とするNaphthyridine誘 導 体においては,

薬剤の種類 と被検Mycoplasmaの 種 との組合せによっ

ては中等度の感受性を示すものもあったが,一 般にはほ

とんど無効であった。

アミノグルコシッド系抗生物質であるStreptomycin,

Kanamycin,Neomycin,Paromomycin,Fradiomycin

等 に は ほ とん ど の株 が 中等 度 の感 受 性 を示 した が,こ の

場 合 に は と くにMycoplasmaの 種 に よ って,MICに 差

が み られ,Streptomycinは M.arthritidis, M.bori-

genitalium,M.neurolyticum, M.hyerhinis, A.laid-

lawiiに,Kanamycinは M.gallisepticum,Neomycin
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はM.mycoidesvar.caPri, M.pulmonis, M.gallisep-

ticum,Paromomycinは M.pulmonis, M.gallisep-

ticum,Fradiomycinは M.mycoidesvar.mycoides,

M.felis,M.Pulmonis, A.laidlawiitrこ そ れ ぞ れ 抗Myco-

Plasma作 用 を 示 さな か った。 全 菌 株 と も にChloram-

phenico1に 対 しては6.25～1.56μg/mlの 範 囲 で 感 受

性 を 示 し,と くに 各 菌 種 の 間 で の 感 受 性 に 差 が み られ な

か った こ とは 本 剤 の特 徴 と思 わ れ た。 駆 虫 作 用 の あ る

Destomycinは, M.mycoides var. mycoidesを 除 い て,

いず れ の株 に もわ ず か に 抗Mycoplasma作 用 を 示 した 。

い っ ぽ う,Penicillin類,Cephalosporin系 抗 生 物 質,

Colistin,PolymyxinB,Flavomycinお よび サ ル フ ァ

剤 は,い ず れ のMycoPlasmaに 対 し て も,全 く抗 菌 性

を 示 さ なか っ た。

ブ ドウ糖 分 解 性MycoPlasma8株 に 対 す る マ イ クロ ・

タ イ タ ー 法 に よ る感 受 性 試 験 の 成 績 は,Table 1,2,3,4

に示 した。 本 法 に よ る成 績 は,寒 天 平 板 希 釈 法 に よ る も

の よ り,よ り強 い 感 受 性 を 示 した も の の,そ の 実 験 結 果

は,こ れ とほ ぼ 同 様 の傾 向 を示 した。

考 察

Mycoplasmaは,一 般 細 菌 と比 較 し て 発 育 条 件,と く

に そ の 栄 養 要 求 性 が き び しい た め,よ りよい 条 件 下 で 培

養 を 可 能 に す る よ うにそ の培 地 の 改 良 が試 み ら れ て き

た。Mycoplasmaの 薬 剤 感 受 性 に 関 す る実 験 に お い て

も,研 究 者 ご とに 独 自 の組 成 の培 地や 培 養 法,手 技 を 用

い て こ れが 行 なわ れ て い るた め,必 ず し も均 一 の 成 績 が

得 られ て い な い。 我 々 は,従 来 か ら比 較 的 多 く用 い られ

て きた 寒 天 平 板 希 釈 法,お よび 今 後 広 く使 用 され る で あ

ろ う とこ ろ の マ イ ク ロ ・タイ タ ー法 を 用 い て各 種 薬 剤 の

抗Mycoplasma作 用 を 検 索 した。

す で に 述 べ た よ うな 我 々の 成 績 は,概 して こ れ ま で諸

研 究 者 に よ って 報 告 され た とほ ぼ 同様 の成 績,す な わ ち

マ クロ ライ ド系,テ トラサ イ ク リン 系,ア ミ ノグ ル コ シ

ッ ド系,制 癌 性 抗 生 物 質 お よ び ニ ト官 フ ラ ン剤 に す ぐれ

た 抗Mycoplasma作 用 を示 す もの が 多 く存 在 す る こ と

を 示 した 。 また 各 種 薬 剤 のMycoplasmaに 対 す るMIC

値 を 既 報 の 成 績 と比 較 す る と,お よそ2～4倍 程 度 の差

に と ど ま った。

MycoPlasmaの 菌 種 に よっ て 感 受 性 に 差 異 を 認 め る薬

剤 と しては,ヒ ト由 来 株 に 対 し て は,Erythromycin,

Spiramycin,Streptomycin,Lincomycinな ど が あ

り2,4,12),動 物 由来 株 に 対 しては,Erythromycin,Ole-

andomycin,Kanamycin,Streptomycinな どが あ る こ

とが す で に報 告 さ れ て い る5,17)。今 回 の 我 々 の成 績 で

もErythromycin,OleandomycinやStreptomycin,

Kanamycinお よび 他 の ア ミノ グ ル コ シッ ド系 抗 生 物 質

に種による感受性の差異を認めた。マクPtラ イ ドおよび

アミノグルコシッド系抗生物質では,菌 種によってその

抗Mycoplasma作 用が異なることがあることを考 慮す

べきであろう。

従来か ら,各 種制癌性抗生物質は一般細菌に対しても

抗菌作用が強いことが 判 明 してお り,同 時に!吻co-

Plasmaに も勝れた抗MycoPlasma作 用を示すことが報

告されている4,5,6,17)。これ ら抗腫瘍性抗生物質以外の抗

腫瘍剤9種 についても,同 様Mycoplasmaに 対 する発

育抑制作用を検討したところ,菌 種によってもわずかの

感受性が見られたものの,一 般にはほとん ど抗Myco-

Plasma作 用 を認めなかった。

Penicillin-Cephalosporin系 抗生物質は,こ れらが細

菌の細胞壁合成阻害を作用機作 として抗菌性を示す とこ

ろから,細 胞壁を持たないMycoplasmaに 対 しては,

当然のことながら感受性を示 さないとされている18)。し

か し,近 年FRIIS(1971)15)は,M.suipneumoniaeが

Penicillin Gに1u/mlの 感受性を示 した ことを報告

し。従がって分離培地中にPenicillin-G(通 常1,000u/

ml)を 添加することには問題があって,そ の添 加には

BacitracinかMethicillinを 使用するほ うがよい と述

べている。我々の成績では,こ れらPenicillin-Cephalo-

sporin系 抗生物質に は全 く抗Mycoplasma作 用 を認め

なかった。

6種 のサルファ剤 とポ リペプチ ド系抗生物質のBacit-

racin,Colistin,PolymyxinB,お よび燐を含み家畜の

生長促進剤 として知られるFlavomyc短 には,抗Myco-

Plasma作 用 は全く認められなかった。

ところで,マ イクロタイター法は,従 来の試験管によ

る希釈法に比べて,操 作が簡単で判定も容易 で あ る上

に,検 体量が極めて少量で済む利点がある。ただ,こ の

方法は指示薬の変色を指標とするために,使 用する指示

薬については吟味を要す る。今 回のMycoplasmaの 実

験においては,培 地のpHが ややアルカリ性であったの

で,色 調が鮮明なため判定 し易いBCPを 用 い,判 定の

困難なPhenolredの 使用は避けた。

血清反応用マイクロ ・タイター ・システムを用いての

Mycoplasmaの 抗生物質感受性検査法は,す でにBRAUN

ら(1970)2)の 報告があるが,彼 らは もっぱらヒ ト由来

Mycoplasmaを 用 いている。我々はより範囲の広い動物

か らの由来株を用いたのであるが,各 種の抗菌剤に対す

る感受性の成績は,先 人とほぼ同様の傾向を示 した。我

々は今 回はブ ドウ糖分解性Mycoplasmaだ け について

実験を行なったのであるが,ブ ドウ糖非分解株において

は他の分解能を利用 して本法を用いることも可能であろ

う。
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本 実 験 では,マ イ クロ タ イ タ ー 法 は寒 天 平 板 希 釈 法 よ

りさ らに 高 いMIC値 が 測 定 され た 。 従 が っ てMIC値

を 高 く求 め る手段 と して 今後 頻 繁 に用 い られ る 可 能 性 が

あ る が,培 地 のpHや 接 種 菌 量 がMICに 及 ぼ す 影 響,

さ らに 被検MycoPlasmaの 生 物 学 的 活 性 は 被 検 菌 株 や判

定 ま で の期 間 に よ っ て も相違 す るの で,こ れ らの 点 を 考

慮 して詳 細 に 検 討 した うえ で実 施 され る こ とが 望 ま しい

と考 え る。

総 括

Mycoplasma13株 に 対 す る54種 薬 剤 の 抗Myco-

Plasma作 用 を寒 天 平 板 希 釈 法 お よび マ イ ク ロ ・タ イ タ

ー法 に よ り検 べ た と こ ろ
,次 の よ うな結 果 が 得 られ た。

1.マ ク ロ ラ イ ド系 抗 生 物 質 は,,Erythromycinと

01eandomycinを 除 き,他 のLeucomycin,Spiramycin,

Josamycinお よびTylosinは,株 間 に 感 受 性 差 が み ら

れ ず 勝 れ た 抗Mycoplasma作 用 を示 した。 ま たLinco-

mycinも 同 様 の 傾 向 を 示 した 。

2. テ ト ラ サ イ ク リソ 系 抗 生 物 質 で あ るTetra-

cycline,Oxytetracyline,Demethylchlortetracycline

に お い ては,一 般 に 強 い抗 菌 性 が み られた 。

3. 制 癌 性 抗 生 物 質 の うち,ActinomycinD,Mito-

mycinC,Daunomycinお よびChromomycinA3は 供

試 株 に 極 め て強 い 抗mycoPlasma作 用 を 示 し た が,

Bleomycinお よび9種 の 抗悪 性腫 瘍 剤 に は これ が 認 め

ら れ なか った 。

4. Streptomycin,Kanamycin,Neomycin,Paro-

momycin等 の ア ミノグ ル コ シ ッ ド系 抗 生 物 質 は 一 般 に

は 中等 度 の抗MycoPlasma作 用 を示 した が,株 に よっ

て そ の感 受 性 に 大 きな 開 きが み られ た 。

5. 供 試 し た す べ て の 株 は,Chloramphenicolに

6.25～1.56μg/mlの 範 囲 で感 受 性 を示 した。

6. Naphthyridine誘 導 体 で は,Nalidixic acidは

全 く抗Mycoplasma作 用 が な く,Piromidic acidも 菌

株 の一 部 に 抗 菌 性 を 示 す 株 もあ った が,多 くは 抗Myco-

Plasma作 用 が 弱 か った 。

7. 5種 の ニ トロ フ ラ ソ剤 は 一 般 に 勝 れ た 抗myco-

Plasma作 用 を 示 した 。

8. Penicillin-Cephalosporin群 お よびBacitracin,

Colistin,PolymyxinB等 の ポ リペ プ チ ド系 抗 生 物 質,

さ らに6種 のサ ル フ ァ剤 は,全 く 抗mycoplasma作 用

を示 さなか った 。

9. マ イ クロ ・タ イ タ ー法 は,寒 天 平 板 希 釈 法 と同等

な い しは これ よ りも勝 れ た 感 受 性 測 定 法 と思 わ れ た 。

稿 を終 る に 当 り,MycoPlasma菌 株 を分 与 下 さ っ た 東

京 大 学 農 学 部 尾 形 学 教 授 に心 か ら感 謝 の意 を表 す る。
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THE IN VITRO SENSITIVITY OF VARIOUS MYCOPLASMA 

STRAINS TO ANTIMICROBIAL AND 

ANTITUMOR AGENTS 

FUSAO KONDO, HARUKI DOMON and NORITOSHI KITANO 

Central Research Laboratories, Sankyo Co., Ltd., Tokyo

The antimycoplasmal activity of 40 antimicrobial and 14 antitumor agents to 13 Mycoplasma species 

were tested by method of the agar dilution and the microtiter assays. The following results were 

obtained. 

1. All of the macrolide so far tested such as leucomycin, spiramycin, josamycin and tylosin, 

except for erythromycin and oleandomycin, showed high antimycoplasmal effect without no difference 

among Mycoplasma species. Lincomycin also inhibited the growth of Mycoplasma at lower concentra-

tion. 

2. Tetracycline, oxytetracycline and demethylchlortetracycline were found to have high antimyco-

plasmal activity. 

3. In the antitumor antibiotycs, bleomycin did not show antimycoplasma activity, but the others 

such as actinomycin D, mitomycin C, daunomycin and chromomycin A3 showed strong activity against 

all strains of Mycoplasma tested. 

4. On the other hand, 9 antitumor agents were generally insensitive. 

5. Aminoglucoside antibiotics such as streptomycin, kanamycin, neomycin and paromomycin showed 

the middle sensitivity but the activity in this group differed according to Mycoplasma strains. 

6. Chloramphenicol was sensitive at range from 6. 25 to 1. 25 ƒÊg/ml. 

7. In naphthyridine derivatives, nalidixic acid was insensitive, but in piromidic acid there were 

differences in minimal inhibitory concentration against the tested strains. 

8. The excellent susceptibility was observed in 5 nitrofurans derivatives without exception. 

9. Penicillin-cephalosporin groups, polypeptides such as bacitracin, colistin and polymyxin-B, and 

all of 6 sulfa drugs were insensitive. 

10. As compared with agar dilution method, the microtiter technique was superior in minimal con-

centration.


