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Mycoplasma bovis（M. b）は，牛呼吸器病症候群

（Bovine Respiratory Disease Complex： BRDC）の

原因病原体の一つにあげられるとともに，乳房炎や中耳

炎，関節炎の起因菌［1］として，畜産農家に大きな経

済被害をもたらすことが知られている．M. bのコント

ロールは，感染防御ワクチンがない［2］ことから，抗

生物質による治療がその損失を最小限にする有効な方法

となっている．しかし，国内におけるM. bの薬剤感受

性を調査した報告は少なく，その実態はあまり明らかに

されていない．

近年，人や豚のマイコプラズマにおいてマクロライド

（ML）耐性株が出現し，その耐性機構の一つとして23S

リボゾームRNA（rRNA）のドメインV領域での変異が

関与することが明らかになっている［3h5］．しかし，

M. bについてはその耐性機構に関わる報告はない．

そこで今回，栃木県内で分離された牛呼吸器病由来

M. bの薬剤感受性試験を実施し，これまで報告されて

いる国内外の成績と比較した．また，本調査において

ML耐性M. bを用いて耐性機構にかかわる23S rRNA

のドメインV領域の変異についても解析したので報告す

る．

材 料 お よ び 方 法

供試株： 2005～2008年の4年間に栃木県内の40農

場において病性鑑定を実施した呼吸器病罹患牛あるいは

と畜場出荷牛の肺病変または鼻腔拭い液から分離した

M. b 52株（乳用牛由来8株，肉用牛由来44株）を供試

した．各個体からの分離株数は1株とした．

M. bの分離培養と同定：滅菌リン酸緩衝液で10％乳

剤を作製し2,000rpm 5分間遠心した上清をHayflick

の液体培地に添加後，37℃，3～5日間好気培養し，そ

の増菌液をHayflickの寒天培地に接種し，37℃，10％

CO2 下で3～5日間培養することを繰り返しながら継代

とクローニングを実施した．クローニング株の同定は

PCR［6］で実施した．

薬剤感受性試験：動物用抗菌剤研究会報に準じた微量

液体希釈法［7］により最小発育阻止濃度（MIC：μg/

ml）を求めた．供試薬剤は，タイロシン（TS），チルミ
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要　　　　　約

牛呼吸器病由来Mycoplasma bovis（M. b）52株の薬剤感受性とマクロライド（ML）耐性機構にかかわる23Sリボ

ゾームRNA（rRNA）のドメインV領域を調べた．タイロシン（TS）耐性は，3株（5.8％）に認め，うち2株（3.8％）

はリンコマイシン（LCM）耐性を示した．チルミコシンの最小発育阻止濃度（MIC）は≦0.1～＞100μg/mlで，24

株（46 .2 ％）が高いMIC（＞100μg/m l）を示した．エンロフロキサシンは2株（3 .8 ％），カナマイシンは1株

（1.9％）に耐性を認めた．オキシテトラサイクリン，チアンフェニコール，フロルフェニコールおよびチアムリンに耐

性は認めなかった．TShLCM耐性の2株のうちの1株で，23S rRNAのドメインV領域の2058位にアデニン（A）→グ

アニン（G）置換が確認された．いっぽう，残りのML耐性または低感受性株には当該領域の変異は認めなかった．し

たがって，M. bは23S rRNAのドメインV領域の変異に加えさらに他の耐性機構によりML耐性を獲得している可能

性が示唆された．
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コシン（TMS），リンコマイシン（LCM），オキシテト

ラサイクリン（OTC），カナマイシン（KM），チアンフ

ェニコール（TP），フロルフェニコール（FF），チアム

リン（TML）およびエンロフロキサシン（ERFX）の9

薬剤を使用した．薬剤対照株として基準株のPG45株を

供試した．ブレークポイント（BP）は，MIC分布が二

峰性を示した時の中間値とした．国内外の報告と今回得

られた成績とは90％の菌株の発育を阻止するMIC90 で

比較した．

23S rRNAのドメイン V領域の解析： M. bの

23S rRNAのドメインVは既知のマイコプラズマと異属

細菌の23S rRNAの配列を比較し保存性の高い部位を検

索し，プライマー領域（23SComhF：GTAACTAT

AACGGTCCTAAGおよび23SComhR：GTTACTCT

TTAGGAGGCGAC）を設定してPCRを実施した．PCR

条件は，94℃3分→94℃1分→57℃1分→72℃1分を

30サイクル行った．PCR産物をアガロースゲルで泳動

後，特異バンドを切り出して抽出精製し，塩基配列を決

定した．すべてのサンプルから得られたPCR産物の塩基

配列をインターネット上のフリープログラムMolecular

evolutionary genetics analysis（ MEGA）4（ http://

www.megasoftware.net/index.html）を使用して比較

した．

成　　　　　績

調査した薬剤に対する耐性率は，TSで5.8％（3株），

LCMおよび ERFXで3 .8 ％（2株），KMで1 .9 ％（1

株）であった．M L系薬剤である T Sおよび T M Sの

MICは広範囲に分布した（≦0 .1 ～＞ 100μg/m l）．

T M S では，5 2 株中 2 4 株（4 6 . 2 ％）が高い M I C

（＞100μg/ml）を示した．TS耐性3株中2株が LCM

に対する耐性を示し（MIC：＞100μg/ml），その他の

株はLCMに対して感受性（MIC：≦0.1～3.13μg/ml）

であった．OTCのMICは6.25～50μg/mlに一峰性に

分布し，52株中26株（50.0％）が50μg/mlと比較的

低感受性を示した．KM耐性は1株で認められ，KMの

MICは3.13～＞100μg/mlであった．TPおよびFFの

MICは3.13～25μg/mlに一峰性に分布した．また，調
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図1 M. bovisの23S rRNA遺伝子のPCRによる増幅
1：100bp DNA ladder，2：No.3，3：No.39，
4：No.16，5：No.25，6：No.22，7：No.31，
8：PG45株（基準株），9：陰性コントロール

表 1　Mycoplasma bovis 52株の薬剤感受性 

  ≦0.1 0.1 0.2 0.39 0.78 1.56 3.13 6.25 12.5 25 50 100 ＞100 

 TS 1  ＊2）   1 2 　3 14 20 8  3 25 
 TMS 1  ＊    2 　2 5 6 7 5 24 100 
 LCM 1  　1＊ 5 31 7 5      2 0.78 
 OTC ＊    　1 2 23 26   25 
 KM 3 　2＊ 18 24 4  1 25 
 TP 1 10＊ 40 1    12.5 
 FF 3＊ 22 26 1    12.5 
 TML 24  22 　4＊ 2         0.2 
 ERFX 　1＊ 15 20 14   1  1   0.78

最小発育阻止濃度（MIC：μg/ml） 
MIC503） MIC904） BP 耐性率 

 50 100 5.8 
 100＜ － － 
 3.13 　25 3.8 
 50 － － 
 25 100 1.9 
 12.5 － － 
 12.5 － － 
 0.39 － － 
 1.56 3.13 3.8

薬剤1） 

1）TS：タイロシン　TMS：チルミコシン　LCM：リンコマイシン　OTC：オキシテトラサイクリン　KM：カナマイシン 
TP：チアンフェニコール　FF：フロルフェニコール　TML：チアムリン　ERFX：エンロフロキサシン 

2）＊：基準株　PG45株　3）50％の菌株の発育を阻止したMIC　4）90％の菌株の発育を阻止したMIC

表 2　Mycoplasma bovisの23S rRNAドメインV領域の解析 

 No. 3 AGACGAAAAGACCCC TS，TMS， 無 
   LCM（＞100） 
 No.39 AGACGAGAAGACCCC TS，TMS， 有 
   LCM（＞100） 
 No.16 AGACGAAAAGACCCC TS（50）， 無 
   TMS（＞100） 
 No.25 AGACGAAAAGACCCC TS（50）， 無 
   TMS（＞100） 
 No.22 AGACGAAAAGACCCC TS（50）， 無 
   TMS（25） 
 No.31 AGACGAAAAGACCCC TS（50）， 無 
   TMS（25） 
 PG45 AGACGAAAAGACCCC TS（0.2）， 無 
 （基準株）  TMS（0.2） 

株　名 23S rDNAシーケンス 
（2052～2066位） 

薬　剤 
（MIC：μg/ml） 変異 



査した株は，TMLに対してすべての薬剤の中で最も高

い感受性（MIC：≦0.1～0.78μg/ml）を示した．2株

は ERFXに対して耐性（それぞれ MIC 12.5と 50

μg/ml）を示したが，多くの株は感受性（MIC : 0.2～

1.56μg/ml）であった．（表1）．

23S rRNAのドメインV領域の PCRによる増幅では

表2に示すML系薬剤（TSおよびTMS）とLCMで高

いMICを示した6株（No. 3，16，22，25，31および

39株）にも基準株PG45株と同サイズ（370bp）の増幅

産物が得られた（図1）．

これらの株についてPCRおよびシーケンスを実施し

ML感受性株である基準株の塩基配列と比較した結果，

TSおよびLCMの2剤耐性株の2株中1株に1カ所の塩

基の置換（No. 39：2058位のアデニン（A）がグアニ

ン（G）に置換：A2058G）が確認された．しかしなが

ら，それ以外のML系薬剤でMICの高かった株では変

異が認められなかった（表2）．

考　　　　　察

本県で分離された牛呼吸器病由来M. bにおいて，TS，

LCM，KMおよびERFXに耐性が認められた．TSの

MIC90 は，2003年に行われたHiroseら［8］の報告に

比べて，2008年に行った加藤ら［9］の報告と同様，上

昇していた．TMSについては国内での成績がなかった

が，海外報告［1, 10, 11］では，TMSのMIC90 は高く，

本県と同様の傾向を示した．ERFXのMIC90 は，これま

での国内［8, 9］および海外［1, 11, 12］の報告よりも

高い結果であった．M. bの薬剤感受性に関する国内で

の報告は，Hiroseら［8］および加藤ら［9］による2つ

の報告だけと少ないことから，M. bの耐性化に地域差

があるのか今後さらに調査が必要と考えられた．

著者ら［13］が以前に実施した牛呼吸器病原因菌であ

るMannheimia haemolyticaおよびPasteurella multo-

cidaの薬剤感受性調査では，両菌種でナリジクス酸の耐

性率が高く，臨床現場における薬剤使用状況調査でもフ

ルオロキノロン（FQ）系薬剤の使用頻度が高いことを

報告した．今回の調査で，M. bにおいて，FQ耐性の

M. bが2株認められたことから，今後も本菌のFQ耐性

の動向に注意を払う必要がある．

生方［14］はML系薬剤の広範な使用は，いずれ耐性

マイコプラズマを選択することは予測されていると述べ

ている．人由来のM. pneumoniae（M. p）は呼吸器感

染症の重要な原因菌でありながら，分離培養は診断に役

立たないため，ほとんど実施されなくなっている［14］．

しかし，2002年以降，小児肺炎由来M. pにおけるML

耐性が急速に増加し［15］，Matsuokaら［4］も国内3

地域で耐性株が存在することを報告しており，ML耐性

M. pが国内の人医療で拡大していることを示唆してい

る．畜産領域においても牛呼吸器病の発症予防にML系

薬剤の一つであるTMSは高い臨床効果を有することが

報告されており［16］，臨床現場では広く使用されてい

ると考えられる．本調査において，本県ではML耐性

M. bの分布が初めて明らかとなり，今回認められたML

耐性または低感受性株はすべて肉用牛由来株であった．

今回，供試したM. bは52株中44株が肉用牛由来であ

り，著者ら［13］が調査した報告でもML系薬剤は，肉

用牛では使用率が高い傾向にありBRDCの予防目的に

本薬剤が投与され今回の結果に影響している可能性が考

えられた．今後は乳用牛由来株を増やして用途別で薬剤

感受性に差があるかなどの疫学的調査をする必要がある

と思われた．

人のM. pのML耐性株では，ドメインV領域の2063

または2064位の塩基がAからGに置換することが報告

されている［4］．いっぽう，今回の調査ではM. bにML

耐性が確認されたにもかかわらず，ドメインV領域の変

異を認めるものが1検体しか見出せなかった．M. bのゲ

ノムは部分的に解析されているが，全長は解析されてい

ない．Kobayashiら［5］のM. hyorhinisのドメインV

領域の塩基配列と比較した結果，その1株のM. bは

2058位の塩基がAからGに置換されていることが確認

された．成田［17］は，現在までのマイコプラズマの

ML耐性機構としては23S rRNAドメインV領域の点突

然変異のみが発見されていると述べている．しかし，今

回の成績では，ドメインV領域以外の部位での塩基の置

換が耐性に影響している可能性も考えられ，変異部位に

よってML耐性化の程度が異なるか調査する必要がある

と考えられた．

また，今回の調査からML系薬剤と作用機序が類似す

るといわれるLCMとの交差耐性が少ないことが示され

た．同様の成績として，豚のM. hyosynoviae（M. hs）

株でML耐性株がすべてLCMに感受性であったことが

報告［18］されている．このことは，M. bやM. hsで

は他のML耐性マイコプラズマとは異なる耐性機序を有

する可能性が示唆され，今後のML耐性機構を詳細に解

明するための資材になり得ると考えられた．

ML系薬剤はブドウ球菌，レンサ球菌などのグラム陽

性菌，淋菌およびコレラ菌などのグラム陰性菌およびマ

イコプラズマに対して抗菌活性を示し，これらに対する

有効な薬剤とされている［19］．しかし，今回の調査で，

M. bにおいてML耐性M. bの顕著な分布が示されたこ

とから，生産現場や診療獣医師へ情報提供と注意喚起を

する必要があると思われた．また，薬剤感受性調査は，

野外における薬剤耐性M. bの疫学を把握する上で重要

であり，今後も定期的な調査が必要である．なお，M. b

のML耐性機序の解析については，今後，感受性株で耐

性誘導された株のドメインV領域の解析やリボゾーム蛋

小池新平　宇佐美佳秀
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白の構造の違いについても検討をする予定である．

稿を終えるにあたり，23S rRNAドメインV領域の解析に協
力していただいた 農研機構動物衛生研究所の小林秀樹先生，

和歌山県紀南家畜保健衛生所東牟婁支所の後藤洋人先生，と畜

場での肺炎材料収集に協力していただいた栃木県県北食肉衛生

検査所，宇都宮市食肉衛生検査所の関係各位に深謝する．
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Antimicrobial Susceptibility of Mycoplasma bovis and Analyses of Domain V 
in 23 S Ribosomal RNA of Macrolide Resistant Strains

Shinpei KOIKE＊† and Yoshihide USAMI

＊ Tochigi Prefecture Kenou Livestock Hygiene Service Center, 6-8 Hiraidekougyoudanchi,
Utsunomiya, 321-0905, Japan

We examined the antimicrobial susceptibilities of 52 Mycoplasma bovis isolated from cattle with respiratory
disease and the nucleotide sequence of domain V in 23S ribosomal RNA (rRNA) associated with macrolide (ML)
resistance.  Resistance to tylosin (TS) was found in three isolates (5.8%).  Of the three isolates, two (3.8%) were
resistantce to lincomycin (LCM).  The minimum inhibitory concentration (MIC) of tilmicosin ranged from 
≦ 0.1 to＞100μg/ml; 24 isolates exhibited a high MIC of tilmicosin (＞100μg/ml).  Resistance to enrofloxacin
and kanamycin were found in two and one isolates, respectively.  All the isolates were susceptible to oxytetra-
cycline, thiamphenicol, florfenicol, and tiamulin.  Nucleotide sequencing revealed that one of the two TS-LCM-
resistant strains had an A to G mutation at position 2058 in domain V of 23S rRNA.  However, no mutations
were detected in the domains of other ML-resistant  or low-susceptible strains.  These findings suggests that
M. bovis may acquire ML resistance through alternative resistant mechanisms, in addition to mutations in
domain V 23S rRNA. 
― Key words : antimicrobial susceptibility, domain V in 23S ribosomal RNA, macrolide resistance, Mycoplasma bovis.
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