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��������	�
�����
�
�における薬剤感受性の変化 －最近の１０年－

小林秀樹、秦　英司、江口正志、吉井雅晃、宮崎綾子、池田秀利、勝田　賢、伊藤博哉、

久保正法、播谷　亮、山本孝史　（動物衛生研究所）
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��������	�
�����
�
�は若齢豚に関節炎、離乳豚に

多発性漿膜炎を惹起する豚を固有宿主とした病原性マ

イコプラズマである。一次肺炎起病性はほとんど無く、

あっても非常に軽微な間質性肺炎が認められる程度で

あるが、PRRSVや肺炎の一次病原微生物との多重感

染によって肺炎を増悪する因子としての意義が大きい。

近年における我々の調査では、コンベ農場における離

乳豚からの本マイコプラズマの分離率は鼻腔で約８０％、

肺炎病巣からは６０％程度である。���������	�
は

PRRSVの感染等によって分離成績が左右されるが、全

ての農場に蔓延していると考えられ、育成豚の肺炎病

変から最も頻繁に分離される細菌である。また、���

���������は豚を固有宿主とする６種のマイコプラズ

マの中で最も簡単に分離可能で、飼料添加物や化学療

法剤が最も多く使用される育成期に分離のピークにあ

ることから豚マイコプラズマの抗菌薬剤感受性のガイ

ドポストに相応しいと思われる。

マイコプラズマ感染症対策にはマクロライド（ML）

系抗生物質が第一次選択剤として使用されている。し

かしながら、我々は１９９１－９４年に国内の発育不良豚か

ら分離した���������	�
や����������	
��の約１０％

がML系薬剤の耐性株であったことを報告した 1,2)。以

後１０年間、国内における豚由来マイコプラズマの薬剤

感受性試験の報告はない。今回我々は ���������	�


新鮮分離株の抗菌薬剤に対する感受性試験を実施する

とともに、得られたML耐性株の性状について一部の

知見が得られたので報告する。

材料および方法

東北、関東、東海、九州地域の２０農場から概ね１～

４ヶ月齢の呼吸器症状を呈する子豚１１３頭を供試した

（表１）。剖検で得られた肺炎部（肉眼所見で肺炎が確

認されない場合は前葉尖部）のムチン寒天培地へのス

タンプ培養（５％　炭酸ガス、３７℃、６８時間）でマイ

コプラズマ様コロニーが有意に確認されたもの（＞

100 CFU／平板培地）について２～３コロニーをク

ローニングした。クローニング株は代謝阻止試験ある

いは���������	�
-PCR3)により���������	�
の同定

をした。さらに全ての肺材料を乳剤とし ���

����������	
�を実施した。この肺乳剤をテンペレー

トとした PCRで陽性であったもの、あるいはクローニ

ング株が���������	�
と同定された検体を��������

�����陽性検体とした。

薬剤感受性試験は���������	�
株が分離された検

体から１株を抽出して実施した。供試薬剤は表２に示

した９薬剤で、日本化学療法学会に準拠し、寒天培地

希釈法により最小発育阻止濃度（MIC）を測定した。こ

れらの株の成績は１９９１－９４年分離株（子豚肺炎由来１０７

株）のそれと比較した。

���������	�
 BTS7株（基準株）の耐性値上昇試験

は０．４～５０ �g/mlの各濃度でリンコマイシン（LCM）

を含むムチン液体培地と同寒天培地を準備し、はじめ

に液体培養して発育の認められた最大発育許容濃度

（MAC）の培養液を同濃度にLCMを含有する平板に継

代、これを第一代とし、１コロニーを同濃度から２、

４、８倍濃度の液体培地と平板に塗抹した。液体培地

M. hyorhinis LCM

* M. hyorhinis 105CFU/g
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におけるMACのカラムを－８０℃保存（第二代）し、

MAC平板から更に１コロニーを選出し前回と同様に

繰り返した。LCMを５０ �g/mlに含む平板に発育が認

められた時点で耐性値上昇試験を中止した。この試験

はタイロシン（TS）を供試して同様に実施した。この

耐性 BTS7株と各地域から１株ずつ抽出した４株の

ML耐性野外分離株は継代培養による耐性喪失試験に

供試した。この試験は薬剤の含まれないムチン液体培

地と同寒天培地を準備し、平板塗抹して出現した１コ

ロニーを液体培地と平板に塗抹した。液体培地に発育

したものを－８０℃保存し（第一代）、平板上の１コロ

ニーは再度液体培地（第二代）と平板に塗抹、これを

４０代まで繰り返した。－８０℃に保存しておいた各継代

後の液体培養液は２００倍希釈して、その５ �lを接種菌

とした LCMおよび TSに対する感受性試験を実施し

た。

結果

���������	�
は供試した１１３頭のうち７１頭（６２．８％）

の肺から分離された。また、薬剤感受性試験に供試し

た７１株のうち２８株が LCMに耐性であった（表１）。各

薬剤の感受性試験結果を１９９１－９４年分離株のそれと併

せてMIC分布表で示した（表２）。LCM耐性２８株のう

ち２６株は TSやジョサマイシン等のML系薬剤に交差

耐性を示していた（表３）。１９９１－９４年分離株（保存株）

と近年分離株（新鮮株）の薬剤感受性成績を比較して

明らかとなったこととして、①新鮮株はML耐性株の

割合が増加し（約４倍）、分離株の約４０％を占めた。②

新鮮株のML耐性値は、TS、LCMに対し顕著な上昇

がみられた。③反対に、新鮮株のオキシテトラサイク

リン（OTC）に対する感受性は上昇した。④新鮮株の

カナマイシンに対する感受性は低下した。

���������	�
株はエンロフロキサシン（ERFX）と

チアムリン（TML）に対し最も高い感受性を示し、新

鮮株と保存株の感受性の差異は認められなかった。

���������	�
 BTS7株を供試した LCMでの耐性値

上昇試験は、継代回数で５代目以降急速に耐性化がみ

とめられた。この耐性は抗菌剤非含有培地での継代数

１４回まで安定していた（図１）。一方、BTS7株をTSで

耐性誘導したものも、初期導入継代回数が LCMのそ

れより若干多くかかったが LCMとほぼ同様に耐性化

した。LCMで誘導したものはTSやその他のML薬剤

にも耐性を示し、逆に TSで誘導したものは LCMと

その他のML薬剤にも耐性を示した。LCMで誘導し

た BTS7耐性株の耐性喪失試験（図１）の成績はML

耐性保存株のそれと酷似していたので後者の成績を参

考 の た め 再 掲 し た（原 図：Antimicrob. Agent 

Chemother. 40:1030、図２）。しかしながら、４株のML

耐性新鮮株はいずれも４０回の継代培養によっても耐性
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を失わなかった（図３）。

考察

豚由来マイコプラズマの野外分離ML耐性株の報告

は���������	�
と����������	
��について著者らが

最初に報告した 1,2)。その後、デンマーク 4)や英国 5)等で

もこの２菌種についてのML耐性株の分離報告がある。

一方、アメリカ合衆国においても同様の試験がなされ

たが、���������	�
の ML 耐性株は分離されなかっ

た 6)。これらの報告には興味深い点がふたつあり、そ

のひとつは����������	
��株についてデンマークの

ML耐性株は全て LCMに感受性であったことである。

今回の成績には����������	
��について触れていな

いが、我々の分離した株はいずれもML薬剤と LCM

には交差耐性が認められていた 2)。今回の試験から、

LCMに耐性でML感受性を示す株を２株見いだした。

これらの事実から、マイコプラズマにおける LCMや

ML耐性の機構は複数存在することが示唆された。も

うひとつは合衆国の成績で、���������	�
分離株のエ

リスロマイシン（EM）におけるMIC90が１６ �g/mlで

あったことである。保存株の EMに対するMICは全

て＞１００ �g/mlであった 1,2)ため、今回の試験では EM

を除外したが、合衆国の成績は全体的にどの薬剤も感

受性が高いものであった。ただし、我々の成績や各国

の報告をみる限り、EMは薬剤の直接効果（in vitro成

績）として��������	
����
	には有効かもしれない

が上述２菌種には効果がないと断定できる。

マイコプラズマにおけるML耐性機構は１９９５年末、

Lucier らによってはじめて報告された 7)。それは ���

����������（ヒトのマイコプラズマ肺炎起因菌）の

EMに対する耐性機構であり、２３Ｓリボソーム RNAの

ポイントミューテーションであった。EM は１４員環

MLであり、今回供試したMLは全て１６員環MLであ

る。耐性機構は同じかどうか分からないが現在調査中

である。その他、大腸菌や肺炎球菌などのML耐性機

構で判明しているものに、バイオフィルムの形成、ML

汲み出し蛋白（菌体内薬剤排泄の促進）やエリスロマ

イシン分解酵素の産生等があるので参考のため図４と

してまとめてみた。いずれの耐性機構も検討していく

つもりでいるが、ML耐性新鮮株から感受性株を作出

しないことには比較のしようがない。今も継代を遂行

しているところである。一方、本稿に手技や結果を記

述していないが、ML耐性保存株のうち IR2株と IR2

株をML感受性に戻した IRS2株について、二次元蛋

白分離したものを図５に示した。この分離結果から、

タンパク質①は耐性時にはおそらくリン酸化があった

ものと推測される。菌体のどのタンパク質がリン酸化

されているのかは不明であるが、耐性に関わるのなら

おそらくリボソームタンパク質の可能性が大きい。今

後、この蛋白のアミノ酸解析による同定を実施する予

定である。

ML以外の薬剤については、KMに対する低感受性

傾向が確認されたことは意外であった。このことにつ

いて明確な理由はないが、KMやそれ以外のアミノグ

リコシド系薬剤から誘導されているのかもしれない。

もうひとつ意外だったのは OTCに対する感受性が高

くなっていたことである。保存株の OTC に対する

MIC分布は０．２～６．２５ �g/mlと広く、まさに耐性化傾
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向にあるかのようであった。これらの株が分離される

以前の１９８６年には Yamamoto らが豚の ��������	
�

������から 8)、続いて Uchidaらが鶏の���������	
���

���と��������	
�から相次いでテトラサイクリン系

薬剤に対し中～高等度耐性を示す株の分離報告をして

いる。にもかかわらず新鮮株は OTCに高い感受性を

示したことは、現在では TC系薬剤の使用量が減少し

ているとみるしかないだろう。これは数年前に認可さ

れたピリドンカルボン酸系抗菌薬（ニューキノロン）

の使用量と関係があると著者は考えている。

耐性値上昇試験では BTS7株を１０継代以内で LCM

に対するMACで５０ �g/mlまでに上昇させることがで

きた。この値は導入初期の１００倍以上であった。同様

の試験はヒトのマイコプラズマや鶏マイコプラズマで

実施されているがせいぜい１０倍程度であり、菌種に

よっては１０継代程度では全く上昇しないということか

ら、���������	�
は in vitroにおいて、LCMやML系

薬剤に対し比較的耐性を生じやすい菌種なのかもしれ

ない。また、引き続き実施した BTS7株の耐性喪失試

験では耐性保存株のそれとほぼ同様な耐性喪失過程を

示したことから、保存株が分離された頃がML耐性���

���������の出現初期であったのかもしれない。新鮮

株のうち LCMとMLに耐性を示す株が４０％を占める

こと、耐性も高度化し、いってみれば頑固な耐性となっ

ていることもその理由にならないだろうか。いずれに

しても現在分離される���������	�
が以前のものよ

り頑固なML耐性を示したことは、抗菌剤を中心とし

た衛生対策に大きな影響を与えることに間違いない。

すなわち、その他の豚由来マイコプラズマである���

����������	や��������	
����
	についても同様で

ある可能性があること、更に、より耐性を獲得しやす

い腸球菌をはじめとする腸内細菌、黄色ブドウ球菌や

連鎖球菌等は一層耐性化していると考えるべきであろ

う。

今回の薬剤感受性試験の成績から���������	�
に

は ERFXと TMLが高い感受性を示し、その成績は保

存株でのそれと全く変化がなかった。TMLはもとも

とマイコプラズマの特効薬（豚赤痢菌、ヘモフィルス

にも有効）として使用され、抗菌スペクトルも狭いた

め対象疾病が限定的である。これに対し ERFXはマ

イコプラズマに限らずたいていの細菌感染症に有効で

ある。動物薬で ERFXを代表とするニューキノロン

系薬剤はもともと抗ガン剤から出発したもので、細胞

の DNAジャイレースや DNAƒトポイソメラーゼの酵

素活性を阻害し、DNA複製を抑止することで細胞の

増殖抑制をする。細菌感染症対策に応用され、当初は

耐性菌をつくらない薬剤とうたわれた。結果として、

開発したドイツでは１９８０年後半には大腸菌やサルモネ

ラ等で耐性菌が検出されたのをはじめ、現在では多種

の細菌において低感受性菌や耐性菌が報告されるに

至っている。耐性機構は主として細菌の染色体上に存

在する DNAジャイレース遺伝子やトポイソメラーゼ

IV遺伝子の点変異あるいは細菌の膜に存在する薬剤

能動排出機構の機能亢進によるとされている。豚の病

原性マイコプラズマではおそらくこのような機構を獲

得しにくいのかもしれない。一方、腸内細菌は比較的

速やかに獲得が起こるようである。各種感染症対策に

使用した ERFXは病原性大腸菌やサルモネラ、肺炎起

因細菌に影響を与えるのである。著者は今夏ベトナム

において豚浮腫病起因菌の性状調査を実施したが、実

に浮腫病起因大腸菌株の７割が ERFXに対し低感受

性あるいは耐性であった。現在 ERFXは万能薬かも

しれないが、切り札でもある。将来を考えた適切な使

用を望みたい。

今後の方針として、上述のML耐性化機構を追究す

るために、ML耐性新鮮株から感受性化株を作出して

比較試験を実施することはもとより、同一農場から分

離された ML 耐性株と非耐性株間の Pulse Field Gel 

Electrophoresis（PFGE）比較、異所由来 ML耐性株

間のPFGE比較による疫学的な解析を行うことを考え

ている。また、����������	
��や��������	
����
	

の薬剤感受性動態の把握と得られた���������	�
研

究の知見をこれらのマイコプラズマに応用していきた

いと考えている。
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