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実 験 的 マ イ コ プ ラ ズ マ 感 染 マ ウ ス に お け るMethylglyoxal

bis-thiosemicarbazonesの 肺 炎 抑 制 効 果
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試験 管 内 で 強 い抗 マ イ コ プ ラ ズマ 活 性 を有 す るmethylglyoxal bis (4-methyl-TS)お よびmethyl-

glyoxal bis (4-ethyl-TS)の 生 体 内 で の マ イ コプ ラズ マに 対 す る有効 性 を明 らか に す るた め に,実

験 的 マ イ コ プ ラ ズマ感 染 マ ウ スを 用 い て これ ら化 合 物 の肺 炎 の抑 制効 果 につ いて 試験 した。

Mycoplasma pulmonis m-53の 培 養 菌 液50μl(105CCU/50μl/mouse)を 経 鼻 感 染 した マ ウ スに

methylglyoxal bis(4-methyl-TS)お よびmethy glyoxal bis(4-ethyl-TS)を12時 間 ご とに5回,

1回2mg/マ ウス の経 口投 与 と50ppm添 加飼 料 の3週 間 給 与 を 併用 投 与 した 。

そ の結果,マ イ コ プ ラズ マ感 染 対 照 群,methylglyoxal bis (4-methyl-TS)投 与 群 お よびmethy-

gyoxal bis(4-ethyl-TS)投 与 群 の肺 炎 の発 症 率 は,そ れ ぞれ100%,90%お よび70%で あ った。

ま た,肺 全体 に対 す る肺 炎病 巣 の割 合 を示 した ス コア ー は,methylg yoxal bis(4-methyl-TS)投

与群 お よびmethylglyoxal bis(4-ethyl-TS)投 与群 で は,そ れ ぞ れ23.8±16.1お よび26.1±24.6

で あ り,マ イ コ プ ラズ マ感 染 対 照 群 の52.8±19.9と 比べ,い ずれ も統 計 的 に 有 意 差 が あ り,こ れ

ら化合 物 は マ ウス の実 験 的 マ イ コ プ ラズ マ性 肺 炎 の発 症 を抑 制す る こ とが 認 め られ た。 しか し,マ

ウ スの血 中CF抗 体 価 お よび 肺,気 管 な ど の呼 吸 器 系 器 官か らの マ イ コ プ ラ ズマ の分 離 率 は,こ れ

ら化合 物 の 投与 に おい て もマ イ コプ ラズ マ感 染 対 照 群 と変 らなか った 。

Key words: Methylglyoxal bis-thiosemicarbazones, マ イ コプ ラ ズ マ性 肺 炎,マ ウ ス

これ まで に α-ketoaldehydebis-tbiosemicarbazone

(以 下bis-TSと 略)類 は,マ ウ スの ザ ル コー マ1801)お よ

びラッ トの癌 肉 腫や リンバ 肉腫2)な どに 対す る抗 腫 瘍 活

性や トリコモ ナス お よび コク シ ジ ウム に 対す る抗 原 虫 活

性3)を示す ことが 知 られ て い る。さ ら に,α-ketoaldehyde

bis-TS類 化 合 物が 試 験 管 内 で強 い抗 マ イ コ プ ラズ マ活

性を示す こ と,特 にmethylglyoxal bis(4-methy-TS)

お よびmethylglyoxal bis(4-ethyl-TS)は,強 い抗 マ

イ コブラズ マ活性 を 有す る ことが 明 らか に され て い る4)。

今回,こ れ ら化 合 物 の生 体 内 にお け る抗 マイ コプ ラズ

マ活 性を 明 らか にす るた め に,実 験 的 マィ コブ ラズ マ感

染マウスを 用 いmethylglyoxal bis(4-methyl-TS)と

methylglyoxal bis(4-ethyl-TS)の マ イ コプ ラ ズ マ性 肺

炎 の抑 制効 果 につ い て検 討 した。

I.材 料 と 方 法

供 試化合 物:Methylglyoxal bis(4-methyl-TS)お よ

びmethylglyoxal bis(4-ethyl-TS)は,北 里 大 学 衛 生 学

部有 機化学教 室 西村 民 男 博 士 お よび徳 広 茂博 士 に よ り

合成 され,分 与 され た もの を用 い た。

供試菌株:Mycoplasma pulmonism-53は,東 京大学

農学部家畜微生物 学教室跡部 ピサエ博士 よ り分与 された

ものを用いた。 マイ コプラズマ感染後3週 間を試験期間

とした。

使用培地:M.pulmonism-53の 培養には,CHANOCK

ら5)の液体培地 とそれにBacto-agarを1.5%添 加 した

寒天培地 を用 いた。

マ ウス:ICR系SPF雄 マ ウス(5週 齢,30匹 平均体

重26.5±052g)は,静 岡県実験動物組 合か ら購入 し,

各試験群10匹 のマウスを供 試 した。各試験群 マウスは

試験期間中 ポ リカーポネー ト製 ケージで飼育 し,マ ウス

用飼料CF-2(日 本 クレア(株))を 給与 した。

化合物の 投与:各 化合物 は5%ア ラビアゴム溶液 を

用 いて2mg/0.5mlに な るように調整 した。この化合物

溶液 を胃ゾンデを用 いてマイ コプラズマ感染前 日より約

12時 間 ごとに5回,1回0.5mlを 各 マウスに 投与 し

た。さらに,マ ウス用飼料 中に各化合物 を そ れ ぞ れ50

ppm添 加 して,各 マ ウスに試験期間中 自由摂取 させ た。

マ イコプ ラズマの感染 と分離:ペ ン トバル ビタールに
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よ り麻 酔 した マ ウスの鼻内に,M.pulmonis m-53の2

日間培 養 菌 液50μl(105CCU/50μl/mouse,107CFU/

ml)6)を シリンジディス ペ ン サ ーで滴下接種 した7)。ま

た,マ ウス呼吸器系臓器か ら の マ イコプ ラズマの 分離

は,マ イコプラズマ感染3週 後に,ベ ン トパル ビタール

に より麻酔 した後,各 マ ウスの頸部血管を眼科用剪 刀で

切断 し,放 血死 させ,鼻 腔,気 管 および肺 よ り減菌綿棒

で採材 し,直 接寒天平板培地(直 径9cm)の 全面に塗

布 し,37℃10日 間加温デ シケータ内で培養 した。

これ ら寒天培地上 の マイコプラズマ コロニー を 顕微

鏡下 で計数 し,コ ロニー数50以 下を+1,51～200を

+2,201～400を+3お よび401以 上を+4と し,各

器官からのマイコプ ラズマの分離程度を4段 階 に区分 し

た。

肺炎病変 の 判定:マ イ コ プ ラ ズ マ 性肺炎病変は,

WHITTLESTONEら8)の 方法に準拠 して判定 した。すなわ

ち,肺 の前葉,中 間葉お よび副葉 をそれぞれ10ポ イ ン

ト,後 葉 を20ポ イ ン トお よび左葉を50ポ イン トとし

て,各 肺葉 ごとに肉眼的な病変 の割合を算出 した。

血清学的判定;血 清中のマイコプラズマ補体結合抗体

価(以 下CF抗 体価 と略)は マイ クロタイター法 によ り

測定 した9)。供試 した抗原はM.pulmonism-53の4日

間液体 培 養 菌 液1,000mlを20,000gで30分 間遠心

後,PBS(pH7.2)で3回 洗浄 し,こ の沈渣 を20mlの

PBSで 懸濁 して 作製 し,使 用時 まで-20℃ で 保存 し

た。 さらに,こ の抗原は使用前に超音波処理(10kc,5

分間)し て試験に用いた10)。

II. 成 績

M.pulmonis m-53の 感 染 マ ウ スを 用 い て 肺 炎病 巣 の

形 成,呼 吸 器 系 器官 か ら のマ イ コブ ラ ズ マの 分 離,血 中

CF抗 体 価 な ど を指 標 と して,マ イ コ プ ラ ズマ性 肺 炎 に

対 す るmethylglyoxal bis(4-methyl-TS)お よびmethyl-

glyoxal bis(4-ethyl-TS)の 有 効 性 に つ い て 試験 した。そ

の結 果 をTable1に 示 した 。

マ イ コプ ラズ マ感 染 対 照 群 で はマ ウス10例 中10例

と も肺 炎病 巣が 形 成 され た。 これ ら肺 炎病 巣 は 最小 ス コ

アー24か ら最 大 ス コア ー80に 分 布 して お り平 均528

±19.9で あ っ た 。 こ れ に 対 しmethylglyoxal big(4-

methyl-TS)投 与 群 で は10例 中1例 は 肉眼 的 に肺 炎所

見 が 認 め られ なか った 。 しか し,9例 に は肺 炎 病 巣が形

成 され,そ の最 大 ス コア ーは50で あ った。 この投 与群

の 平 均 ス コ アー は23.8±16,1と 低 く,マ イ コ プ ラズマ

感 染 対 照 群 との 間 で平 均 ス コア ー をt検 定 した 結果,危

険 率1%で 有 意 差 が あ り,実 験 的 マ イ コプ ラズ マ感 染 マ

ウス にお け るmethylglyoxal bis(4-methy-TS)の 投与

は肺 炎 の病 巣 形 成 を抑 制 した 。

一 方 ,methylglyoxal bis(4-ethyl-TS)投 与群 では肉眼

的 に正 常 な3例 を 除 い て,他 の7例 では 肺 炎病 巣 が認め

られ た 。 そ の最 大 ス コア ー は77で あ り,こ の投 与群 の

平均 ス コ ア ー は26.1±24.6で,methylglyoxal bis(4-

methyl-TS)群 よ りも 若 干高 い傾 向 にあ っ た 。 また,

methylglyoxal bis(4-ethyl-TS)投 与 群 も マイ コ プラズ

マ感 染 対 照群 との間 で肺 炎 病 巣 の 平均 ス コアー をt検 定

した 結 果,危 険 率5%で 有 意 差 が あ り,こ の化合 物 も肺

炎 の病 巣 形 成 を抑 制 した 。

Table1. Effect of methylglyoxal bis (4-methyl-thiosemicarbazone) and methylglyoxal bis (4-ethyl-thiosemicarbazone) 
on mice experimentally infected with Mycoplasma pulmonis m-53

Note: a) Ten mice per group. Number of gross lung lesions/number examined. 

b) Total lesion score of each group/number examined. 

c) Body weights of mice were measured at the end of the experiment. (Average initial body weight was 

26.5•}0.52 g at 5 weeks). 

d) Positive number/number examined. Number of mycoplasma organisms: +1, under 50 colonies; +2, 

51•`200;+3, 201•`400; +4, more than 400. 

e) There was a significant difference at the level of 1%(**) or 5%(*) between theinfected control group 

and each compound-treated group by t-test.
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さ らに,各 試 験群 に おけ る マ ウ スの 呼 吸 器系 器 官 か ら

のマ ィコ ブ ラズマ の分 離 状 況 は,い ず れ の試 験 群 共 に全

マ ゥスか ら分 離 され,各 試 験 群 間 に 差 は認 め られ なか っ

た。 呼 吸器系 各 部 位 ご との分 離 コロ ニ ー数 は,肺 で最 も

高 率 に分 離 され,次 い で,気 管 お よび 鼻 腔 で あ った。 こ

の よ うな マ イ コプ ラ ズマ の分 離 率 お よび 分 離 菌 数 は 各 試

験 群 にお いて ほ ぼ同 様 で あ っ た。

また,各 試 験群 の マ ウ ス血 中CF抗 体 価 を見 る と,マ

イコプ ラ ズ マ 感 染 対 照 群 は26～26倍(平 均24.9倍),

methylglyoxal bis(4-methyl-TS)投 与 群 は23～26倍(平

均24.4倍)お よびmethylglyoxal bis(4-ethyl-TS)投 与

群 は24～25倍(平 均24.3倍)で あ り,各 試 験 群 間 に 大

差 は認 め られ なか った 。 さ らに,試 験 終 了 時 の 平 均 体 重

は,methylglyoxal bis(4-methy-TS)投 与 群31.4±

2.47g, methylglyoxal bis(4-ethyl-TS)投 与群26.0±

2.05gお よび マ イ コプ ラズ マ感 染 対 照群22.3±0.95g

であ り,methylglyoxal bis(4-methyl-TS)投 与 群 で は試

験 開始時 よ り4.9gの 体 重 増 加 が認 め られ た が,methyl-

glyoxal bis(4-ethyl-TS)投 与 群 お よび マ イ コ プ ラ ズマ

感染対照 群 では,い ず れ も減 少 した 。

以上 の よ うに,マ ウ スの実 験 的 マ イ コ プ ラ ズマ性 肺 炎

におけ るmethylglyoxal bis(4-methy-TS)とmethyl-

glyoxal bis(4-ethyl-TS)の 肺 炎 の 抑 制 効 果 に つ い て 検

討 した結 果,こ れ ら 化合 物 は ともに マ イ コ プ ラ ズマ感

染マ ウスの鼻 腔,器 官 お よび 肺 か らマ イ コ プ ラズ マ を消

失 させ る こ とが で きな か ったが,マ ィ コ ブ ラ ズマ に よる

肺炎病巣 の 形 成 を 有 意 に 抑 制 す る こ とが 明 らか に で き

た。

III. 考 察

マウスの マ イ コプ ラ ズマ性 肺 炎 に関 す る研 究 は,こ れ

までに多 くの報告 が あ る7,1～5)。 しか し,こ れ らは い ず

れ もマイ コプ ラズ マの起 病 性 に関 す る もの で,感 染 治療

試験 に関す る ものは 少 な い。

そ こで,試 験 管 内 で強 い抗 マ イ コ プ ラ ズマ活 性 が 明 ら

かに され て い る化合 物4),methylglyoxal bis(4-methyl-

TS)お よびmethylglyoxal bis(4-ethyl-TS)に つ い て,

実験 的 マイ コ プラ ズマ性 肺 炎 マ ウ スに お け るこれ ら化 合

物の肺炎 の抑制 効 果 を検 討 した 。

実験的 マ イ コプ ラズ マ感 染 マ ウ スに 対 し,methylglyo-

xalbis(4-methyl-TS)お よ びmethylglyoxal bis(4-

ethyl-TS)を それ ぞれ 経 口投 与 と飼 料 添 加投 与 を併 用 す

ることに よ りマ イ コプ ラズ マ に よ る肺 炎 病 巣 の 形成 を著

しく抑制 した。特 に,methylglyoxal bis(4-ethyl-TS)お

よびmethylglyoxal bis(4-methyl-TS)を 投 与 す る こ と

によ り,そ れぞ れ10例 中3例 お よび4例 の マ ウスは 肺

炎病巣 を認 め なか った 。 しか し,こ れ ら肉眼 的 な肺 炎病

巣が認め られなか ったマ ウス4例 の呼吸器系の各 器官か

らマ イコプラズマが分離 され,そ の分離状況は肺 炎病 巣

が認め られた マウスと変 らなか った。 また,こ れ ら化合

物投与群の他のマ ウスのヤイ コプラズマの分離状 況 もマ

イ コプ ラズマ感染対照群 のそれ とほぼ同様であ った。 こ

のよ うなことはマ イコプ ラズマ死菌 ワ クチ ンを接種 した

マ ウスにマイコプラズマを感染 した場合に も認 められ て

いる7,。すなわちマイ コプラズマを105-6CFU接 種 した

マ ウスに ワクチ ンを接 種するこ とに よ り肺炎病 巣の形成

が抑 制され るが,呼 吸器系器官か らのマイコプラズマの

分離 は,マ イコプラズマ感染 ワクチン無接種マ ウス と変

らないこ とが明 らかにされ ている。 マウスにおけるマイ

コプ ラズマによる肺炎病 巣の形成は,そ の接 種菌量が104

CFU以 下では認め られな いこと,さ らに肺 炎病巣 の形

成 にマイ コプラズマの代謝産物 などが関与 していること

が明らかに されてい る16)。また,試 験に用いたこれ ら化

合物 をマウスに100mg/kg経 口投与 した場合,い ずれ

も投与3時 間後にマイ コプ ラズマに対す るMICの 約40

倍量 に相当す る濃度 が血中 に検出 され る171ことか ら,こ

れ ら化合物投与群 マ ウスの肺 にも分布 しているものと推

察 され る。 しか し,こ れ ら化合物投与群 マ ウスの肺か ら

のマイコプラズマの分離状況が,マ イコプ ラズマ感染対

照群 マウスのそれ と同様 であ るに もかかわ らず肺 炎病巣

の形成が抑制 され ていた ことは,こ れ ら化合物が肺 にお

いて マイコプ ラズマの活性特に起 病性 にかかわ る代謝産

物の生成な どに影響 しているもの と推察され る。

さらに,各 試験群 マ ウスの血中CF抗 体価 にも差が認

め られなか った。実験的 マイ コプラズマの感染マ ウスや

ラットにおいて肉眼的 な肺 炎病巣 と血中各種抗体価 とは

相関す ることが明らか にされてい る10,12,14)。しか し,こ

れ らはいずれ も抗マイ コプラズマ物質を投 与 しない場合

であ り,抗 マイ コプ ラズマ物質 を投与 した場合 の肺 炎病

巣 と各種抗体 との関係 は明 らか でない。 今回,マ イ コプ

ラズマに 強い活性 を有す るmethylglyoxalbis(4-meth-

yl-TS)お よびmethylglyoxal bis(4-ethyl-TS)を 投与 し

た マウスでは,肺 炎病巣が明 らかに抑制され てい るにも

かかわ らず,そ の血 中CF抗 体価はマ イコプラズマ感染

対照群 のそれ とほぼ同様 な値 を示 した。 これは供試 した

化合物は経 口的に投与 した場合,あ る程度の濃 度が肺 に

分布 し,肺 炎病巣の形成 を抑制す るが,呼 吸器系器官か

らのマイコプラズマの分離が マイコプラズマ感染対照群

マウスとほぼ同様であ ったため と考 えられ る。 これ ら化

合物 の血中濃度や各呼吸器系器官 の濃度,特 に抗マ イコ

プラズマ活性を発 現す るため の化合物濃度あ るいはその

持続時間が大 きく関与 しているもの と推察 され る。

これ ら化合物の 動物生体 内で の 吸収,排 泄について
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は,経 口投与 の場合methylglyoxal bis(4-methyl-TS)

は,methylglyoxal bis(4-etnyl-TS)よ りも腸管吸収 され

に くいが,血 中か らの消失 は遅 いことが明 らかにされ て

いる17)。しか し,生 体に投与 された化合物 の肺 などの各

呼吸器部位への分布が明 らか でないので,今 後 は肺や気

管 などへ の化合物 の分布 を明らかにす ることが必要 と考

えられ る。

(謝辞)今 回の試験 を実施す るにあた り,化 合物 を合

成 し提供 して頂いた北里大学衛生学部 有機化学教室西村
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EFFECT OF METHYLGLYOXAL BIS-THIOSEMICARBAZONES ON 

EXPERIMENTAL MYCOPLASMAL PNEUMONIA OF MICE

TSUGUAKI FUKUYASU 

Department of Animal Health II, School of Veterinary 
Medicine, Azabu University 

Fuchinobe 1-17-71, Sagamihara-shi, Kanagawa 229, Japan

Methylglyoxal bis (4-methyl-thiosemicarbazone) and methylglyoxal bis (4-ethyl-thiosemicarbazone) 

show strong antimycoplasmal activity in vitro. The therapeutic effect of these compounds on myco-

plasmal pneumonia was investigated in mice with experimental pulmonary infection due to Mycoplasma 

pulmonis m-53. All the mice were nasally inoculated with 50ƒÊl of broth culture containing 105 CCU/ 

0.05ml of M. pulmonis m-53. The compounds were also administered according to the following two 

methods: One method was oral administration 5 times at 12-hourly intervals, at a dose of 2 mg/ 

mouse, or in feed for 3 weeks. 

The demonstrable frequency of pneumonic lesions in the 10 mice of each experimental group was 

100% in the mycoplasma-infected control group, 90% in the methylglyoxal bis(4-methyl-TS) treated 

group, and 70% in the methylglyoxal bis (4-ethyl-TS) treated group. The mean lesion scores for 

pneumonia of the infected control, the methylglyoxal bis (4-methyl-TS) treated, and the methylglyo-

xal bis (4-ethyl-TS) treated groups were 52.8•}19.9, 23.8•}16.1 and 26.1•}24.6, respectively. A 

statistically significant difference was found between the infected control group and each compound-

treated group. Mycoplasma from the respiratory organs was isolated in all mice of each experimental 

group. The mean titer of complement fixation in serum did not differ among the experimental groups.


