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【緒 言】

（Mb）は、子牛の呼吸器病症候群（BRDC）など呼吸器疾患の主要な原Mycoplasma bovis

因菌である他、肺への単独感染と考えられる死亡例や、脳・関節炎など全身に病変を形成

し得る。

ワクチンが無いためそのコントロールは抗生物質による治療が主体であるが、細胞壁が

無いためβラクタム系抗生物質などは無効であり、選択薬はマクロライド（ML）系抗生物

質やキノロン系抗生物質などに限られている。ところが近年、第1選択薬のMLに対する耐

性菌が世界各国で増加しており[1, 2]、益々有効な薬剤が限定されている。さらに一部の

地域では、第2選択薬のフルオロキノロン（FQ）系抗生物質に対する耐性菌の増加も指摘

されている[3, 4]。以上のことから、治療に使用する抗生物質の選択には、薬剤感受性試

験の結果を考慮することが重要である。

しかしMbの薬剤感受性試験には、耐性の基準が曖昧、時間がかかる等の問題点があり、

薬剤感受性状況は有事に備えて予め把握しておくことが必要であると同時に、代替法によ

る判定を検討する必要があると考えられる。

近年、人由来マイコプラズマ（ ）では薬剤耐性に関与する遺伝子の変異M. pneumoniae

の有無によりその耐性状況を判定していることから、Mbでも同様の方法を採用することが

有効である可能性がある。しかしMbの薬剤耐性遺伝子の変異に関する報告はまだ少なく、

その有効性については明らかではない。

人や豚など由来のマイコプラズマ属菌は、23SリボソームRNA（以下23S rRNA）のドメイ

ンⅤの1塩基変異によりML耐性となることが指摘されている[7, 8]。一方、国内の数少な

い報告によると、MbではこのドメインⅤの変異は殆どみられず、ドメインⅡの1塩基変異

G748Aが認められている[1, 9]。また海外のMbでもドメインⅡの変異が主体である[2, 6,

10]。しかし、Mbでは本当にドメインⅡの1塩基変異のみが原因なのか、何故、人や豚など

由来のマイコプラズマ属菌と異なった位置に変異がみられるのか等は不明である。

また、第２選択薬のキノロン系の抗生物質は、菌のDNAジャイレースやトポイソメラー

ゼのキノロン耐性決定領域（QRDR）に結合してその酵素活性を阻害し、細菌のDNA複製を

妨げることが知られており、この部位のアミノ酸置換によりコンフォメーション変化がお

こると耐性化すると考えられている。Mbについてもこの該当箇所の変異が複数報告されて

、 。おり[3, 4] 耐性遺伝子の変異の有無を調べればその耐性状況を把握できる可能性がある

そこで、県内Mb野外株について、薬剤感受性試験、ML及びキノロン耐性遺伝子の解析を

実施した。



【材料と方法】

県内で、2007年～2018年薬剤感受性試験：

9月までの約11年間に分離された野外株の

うち45株について、微量液体希釈法による

MICの測定を行った。供試株の由来の内訳

は、鼻スワブ、肺など、殆ど呼吸器由来の

ものであった（図１ 。また、Mbの基準株）

であるPG45についても同時に実施した。対

象薬剤は、タイロシン（TS 、チルミコシ）

ン（TMS 、エンロフロキサシン（ERFX 、） ）

チアンフェニコール（TP 、リンコマイシン（LCM 、オキシテトラサイクリン（OTC）の） ）

６薬剤とした。

薬剤感受性試験に用いた株の遺伝子解析：

うち、ML耐性関連遺伝子（以下「耐性遺伝

子 ）については18株（いずれも薬剤感受」

性試験の結果耐性と考えられたもの 、キ）

ノロン耐性遺伝子については19株（MICが4

未満のもの：7株、4以上のもの：12株）に

ついて実施した。

ML耐性遺伝子の解析は、Mbの23S rRNAの

アリルは２つ、すなわちrrl3とrrl4とがあ

るため、それぞれについて実施した。シー

クエンスは、各アリルについて、ドメインⅡ及びⅤ付近の中心に遺伝子解析を実施した。

（図２）

キノロン耐性遺伝子gyrA及びparCの解析

は、gyrA、parCのQRDR付近をPCRにより増幅

し、酵素のGyrA及びParCのアミノ酸配列の

解析を実施した （図３）。

以上で得られたデータの解析は、データ

ベース（BLAST；https://blast.ncbi.nlm.n

ih.gov/Blast.cgi）に登録されているPG45

の配列と比較し、変異及びアミノ酸置換の

有無をMEGA6を用いて確認した。

遺伝子解析の結果みられ耐性株選択試験：

た変異が で再現できるかどうかを検証するため、耐性選択試験を実施した。方法in vitro

は、PG45を抗生物質TS、TMS、ERFXをそれぞれ添加した液体培地で4代以上継代して得られ

た株（耐性誘導株）について、野外株と同様の方法で耐性遺伝子の解析を実施した。

【結 果】



TS及びTMSのMIC50はいず薬剤感受性試験：

れもPG45のMIC値よりも7管以上大きくなっ

ており、TSのMICはすべての株で4μg/mL、

TMSのMICは全ての株で32μg/mL以上であっ

た。

OTCとERFXのMIC50はPG45のMIC値よりも7

管大となっているが、特に最近2年間とそ

れ以前とを比較した場合、OTCは感受性寄

りにシフトしているのに対し、ERFXは耐性

寄りにシフトしていた。

ML遺伝子解析の結果（表１ 、遺伝子解析： ）

すべての株でドメインⅡのG748Aの1塩基変

異が、両側のアリルでみられた。

また、すべての株でT1239Cの1塩基変異が

片側にみられ、うち3株では両側にみられ、

この時のMICは、TSでは16、TMSでは128µg/m

L以上を示していた。

なお、PG45では変異はみられなかった。

この様に、既報と同様にG748A、既報には

ないT1239Cの1塩基変異がみられた。

QRDRの解析では（表２ 、MICが4以上の株）

の全てにおいて、GyrAにS83Fのアミノ酸置

換がみられた。

ParCでは、D84G、S80Iなどがみられた。

これらのアミノ酸置換は既報と同様であ

ったが、本調査では特に、複数のパターン

がみられるParCと比べて、GyrAは特定のパ

ターン（83番目のセリンのアミノ酸置換）

がみられ これはMIC値とも相関していた 相、 （

関係数≒0.6 。）

ここで、ある同一農場、A農場の、QRDR解析データを経時的にみると（表３ 、2008～2）

009年当時にはERFX感受性であったが、2017年からはMIC値の上昇がみられ、QRDRのアミノ

酸置換もみられるようになっている。なお、この農場では、第1・2選択薬をそれまでのア

ンピシリンもしくはセファゾリンから、近年フロルフェニコールもしくはERFXへと変更し

ている。このように、MICだけではなく、耐性遺伝子解析の結果にも、使用抗生物質の変

更による影響が確認できた。



（表４ ：TSではドメインⅤ耐性誘導試験 ）

にA2063C及びA2059G/T変異が、いずれも片

側アリルでみられた。TMSでは、ドメイン

ⅤにA2063C変異が片側アリルにみられた。

しかし、いずれでも、野外株でみられたよ

うなドメインⅡ・Ｇ748Ａ変異はみられな

かった。

、 、 、また ERFX耐性選択株では GyrAにS83F

ParCにD84Gがみられ、これらは野外株で

もみられたものと同様であった。

【考 察】

今回の調査の結果、県内で分離されたMb

野外株はすべてTS及びTMSに耐性であり、ま

。たERFXに高率に耐性であることがわかった

TS及びTMS（ML）の耐性傾向は、大分県で

。も世界的な傾向と同様であると考えられた

また、ERFXに対する耐性については、6年前

の大分県での調査でも指摘されていたこと

であり、これは国内の他県の調査と比較し

ても高度耐性と考えられていた[5]が、今回

の調査では当時よりもさらに高度耐性とな

っていると考えられた。

これらMIC値の結果は耐性遺伝子解析の結

果と関連していた。

OTCについては、1980年代を中心に全国的

に高度耐性が指摘されていた。今回の調査

でもMIC価が大きく耐性傾向がある可能性が

考えられたが、近年改善傾向にあるとも考

えられた。今後もOTCの使用状況を注視し、

耐性状況の調査を継続する必要があると考えられた。既報ではOTCに関する耐性遺伝子解

析の報告もみられ、ML及びキノロン耐性遺伝子と同様の解析も可能である可能性がある。

今回はその検討は未実施であるが、今後の検討課題であると考えた。

ML耐性遺伝子解析の結果、県内Mb野外株ではドメインⅡ・G748A変異を高率に認め、こ

れは既報と同様であった。しかし、ほかにもT1239C変異を高率に認め、これは既報とは異

なっていた。既報では、報告毎に変異パターンに差異が認められ、調査した国・地域によ

って異なっている。この原因については、流行株の遺伝子型が国によって異なっている可

能性が指摘されているが、既報ではその確たる証拠は得られていない。D. Khalilらの報

告[6]によると、フランスの流行株には２つのMLST型がみられ、それらの間に変異パター

ンの差異がみられているが、この2つの型の流行時期にはずれがあり、変異のパターンも



同一パターンに収束する傾向があることから、研究者はMLST型以外の要因が関与している

可能性を指摘している。このことから、変異のパターンには、遺伝子型など分子レベルの

要因よりも、国・地域差の関与が大きい可能性があると考えた。

キノロン耐性遺伝子の解析結果から、県内Mb野外株ではGyrAの83番目のセリンのアミノ

酸置換（殆どがフェニルアラニンへの置換）がみられ、MIC値との相関もみられた。既報

ではGyrAよりもParCのアミノ酸置換の方が耐性獲得に重要である、という考察が多くみら

れるが、大分県の株ではこれとは異なった結果となった。このことから、MLと同様に、FQ

の変異パターンにも国・地域による差異などの要因が関与している可能性が考えられた。

以上のことから、MIC値のみならず、耐性遺伝子解析は薬剤耐性状況を把握するのに有

用であると考えた。

耐性選択試験では、TSとTMSではドメインⅤ・A2063Cの１塩基変異がみられ、TSのでは

ドメインⅤ・A2059G/Tがみられた。このようなドメインⅤの変異は、人や豚など由来のマ

イコプラズマ属菌でよくみられることが知られているが、今回の結果から、宿主の種特異

的ではない可能性が考えられた。Mbの野外株におけるドメインⅤの変異の報告は国内では

ごくわずかであるが、海外では報告がみられ、国によっては高率に認められる。今後の薬

。 、 、剤耐性菌対策のためにもこの原因究明は必要であると考える またERFXでは GyrAにS83F

inParCにD84Gがみられ、これらは野外株でみられた変異と同様であった。このことから、

で野外株の変異が再現され、野外株の変異はERFXによって生じた変異であることがvitro

裏付けられた。

【結 論】

県内Mb野外株は、ML系のTS及びTMS、FQ系のERFXに耐性であった。なお、その他（OTC、

TP）は近年耐性率が低下していることから、現状では大きな問題はないと考えられた。

また遺伝子解析により、今回はじめて県内Mb株の変異の実態が明らかとなった。既報と

同様の変異のほか、既報とは異なる変異を高率に認め、これは県内分離株の特徴と考えら

れた。

これらの変異は、MIC値と相関していた。

また、ERFX耐性野外株には、GyrAにS83Fアミノ酸置換が高率にみられ、これは既報と同

様で、耐性誘導株でも同様の置換が再現できた。

以上のことから、MIC値と、耐性遺伝子の変異のデータを収集・分析することにより薬

剤耐性の程度を推測可能となり、より詳細・正確に耐性状況を把握することが期待できる

と考える。

また、耐性遺伝子の変異の位置には、国・地域的な傾向があると考えられ、県内株の定

期的なモニタリングが必要と考えられる。
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