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肺炎マイコプラズマ (以下肺炎マ) は細胞壁を欠くた
め, 温度, ｐH, 超音波あるいは凍結融解等の物理化学
的な刺激に対して抵抗性が低い1,2). また, 液体培地ある
いは寒天培地で本菌を培養し, 終止期以後もそのまま放
置した場合は急速に死滅する3). このような肺炎マを長
期間保存するために, 凍結, 凍結乾燥法, あるいはＬ－
乾燥法が利用される4)が, 手技の簡便性から通常は凍結
法が利用される. しかし, 凍結保存温度に関しては, よ
り低温であれば良いとされているものの, 温度別による
保存性を比較した報告はない. また, 肺炎マの増殖速度
は一般細菌と比べて遅く, その上に菌株により異なる3)

ことから, 一度に多数の肺炎マ菌株を使用する薬剤感受
性試験において, 全株を同程度の発育レベルおよび菌数
で供試することが困難であった. 供試菌株を同程度の発
育レベルで一端凍結し, 後日, それらを一度に使用する
ことが可能であれば, 能率的な薬剤感受性試験が実施で
きるばかりでなく, 試験の再現性も高くなると考えられ
る. 本報では, -20, -40あるいは-80℃において数年～
20年間保存した肺炎マ分離株482株について, それらの
生残性を報告すると同時に, 肺炎マの薬剤感受性試験に
おける凍結菌株の使用を検討したので併せて記載する.

1982年～1999年までに神奈川県内で分離され, -20,
-40, あるいは-80℃で保存されていた計482株を対象と

した. これらの菌株は, PPLO液体培地 (Difco), ウマ
血清 (Gibco) 15％, 25％酵母エキス (自製) 10％, ブ
ドウ糖１％, ペニシリン G 103U/ml, 酢酸タリウム0.025
％およびフェノールレッド0.002％から成る培地２mlに
て培養後, そのまま上記温度にて凍結保存された. 凍結
保存株の融解は約30℃の微温湯中で行い4), 融解後, 直
ちに上記組成の液体培地に接種し, 37℃で７～14日間培
養した. 一部の分離株の培養液を肺炎マ用寒天平板培地
に接種し, 37℃で10日間培養後, コロニー形態, ニワト
リ赤血球吸着性および TTC還元性 (嫌気／好気) 等を
調べ5), 肺炎マとしての性状を確認した.
また, 肺炎マの薬剤感受性試験に短期間の凍結保存株
が使用可能かどうかを調べた. 肺炎マ菌数 (CFU/ml)
の定量は定法5)に従った. 供試薬剤はエリスロマイシン,
ジョサマイシン, テトラサイクリンおよびミノサイクリ
ンの４剤 (和光純薬) で, これらは肺炎マ感染症の治療
に汎用されている抗生物質である. 薬剤感受性試験はマ
イクロプレートを使用した微量液体希釈法6)で行った.
表１に, 凍結保存温度および保存期間別による肺炎マ
分離株の生残性を示した. -80℃で保存した場合の生存
率は10年後で100％, 20年後においても86.8％であった.
しかし, -40℃で10年間保存すると, 70.6％の生存率と
なり, -20℃で12年間の保存では5.7％と極端に低下した.
このように, 肺炎マを10年以上の長期間に亘り保存する
場合は, -80℃が適切であり, -20あるいは-40℃での保
存は避けるべきと思われる.
-80℃で５年以内, 同じく16～20年間, -40℃で10年間

および-20℃で12年間保存されたそれぞれ62株, 33株,
31株および４株の計130株につき, ニワトリ赤血球吸着
性および TTC還元性 (嫌気/好気) を調べたところ, 全
株で陽性を示し, これらの性状についは凍結保存による
変化は見られなかった.

肺炎マイコプラズマ分離株の凍結温度および保存
期間による生残性.

肺炎マの薬剤感受性試験では, 通常, 新鮮培養菌が使
用されるが, 一部の動物マイコプラズマにおいては-70
℃で凍結保存した菌液が使用されている7)ことから, 著
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者らも肺炎マの凍結 (-80℃) 菌液が使用可能かどうか
を検討した. 薬剤感受性は被検菌液の菌数に大きく影響
されることから, まず, 凍結保存による肺炎マ菌数の変
化を調べた. 表２に示すように, -80℃で４週間保存し
た後の菌数は, やや減少傾向にあるものの, それほど変
化していないように思われた. また, 表３に凍結保存前
後における肺炎マのエリスロマイシン, ジョサマイシン,

テトラサイクリンおよびミノサイクリンに対する感受性
を示した. 肺炎マのこれらの薬剤に対する感受性に変化
は見られなかった. 以上の結果から, -80℃で４週間以
内の肺炎マ保存株が薬剤感受性試験に供試可能であると
思われるが, 今後, より多くの菌株と薬剤を使用した検
討が必要である.

(平成16年７月28日受理)
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-80℃で４週間保存後における肺炎マイコプラズ
マの生残菌数.

-80℃で４週間保存後の肺炎マイコプラズマ(10
株)*1の薬剤感受性.
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