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はじめに

　　肺炎マイコプラズマ （Mycoplasma pneumoniae ：

M. pneumoniae） とは， 呼吸系細菌感染症の原因菌の

一つで， 感染すると風邪のような症状を呈し， 発熱お

よび長引くしつこい咳をその特徴とする． 感染症の予

防及び感染症の患者に対する医療に関する法律（以下，

感染症法） では， 五類感染症定点把握疾患で， 基幹定

点医療機関における患者数が集計されている 1)． 神奈

川県衛生研究所では， 1976 年から M. pneumoniae

の分離培養を実施しており， 1999 年以降は神奈川県

内の小児科定点と基幹定点医療機関においてマイコプ

ラズマ肺炎患者検体を収集し， 分離培養による病原体

検出を継続して実施してきた 2-4)． M. pneumoniae の

分離培養には， 特殊な培地と技術を要することから国

内外での実施機関は少なく， 当所の保存臨床分離菌株
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は， 他の自治体にはない本県独自の病原体サーベイラ

ンスによって収集されたものを多く含むため大変貴重

なものである． 本稿では，技術継承の一助とするべく，

当所での分離培養技術および薬剤耐性株を含むマイコ

プラズマ肺炎の発生動向を紹介する．

１  分離培養法

　　近年， 細菌の調査 ・ 研究では， 遺伝子解析の導入が

進み， 病原体や薬剤耐性の有無も分離培養によらず，

判定可能になってきている． 加えて， 次世代シークエ

ンサーの導入によりゲノムデータに基づく詳細な遺伝

子解析も導入が進んでいる． しかし， 遺伝子による判

定法は， 既報の配列を元に作成されており， 病原体検

出においてはプライマー結合部位に変異が起こると検

出できなくなる場合があることに加えて， 新規の変異

による薬剤耐性も検出 ・ 判定できないことが多い． ま

た， ゲノム解析であっても， その株が本当に薬剤耐性
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を示しているのか， 示していたとしても， それがどの

程度なのか， 塩基配列情報のみでは判定困難な場合も

多い． このため， 薬剤耐性遺伝子変異と表現型の関連

を見る必要があり， これには分離培養による菌株が必

要となる．

　　当所において著者ら実施してきた M. pneumoniae

の分離培養法は， 岡崎ら 5) の検討による基礎データに

基づいて継承されたものであり， その詳細は， 陳内ら
6) が報告している． 他に， 国立健康危機管理研究機構

国立感染症研究所 （以下， 国立感染症研究所） の堀野

ら 7) による報告， 国立感染症研究所病原体検出マニュ

アル 8)， 著者らが技術編に記載している最新マイコプ

ラズマ学 9)， および臨床とウイルス 10) などにも検査法

が記載されているので， 培地組成などの詳細はこれら

を参照にされたい． なお， 当所において著者らは， 臨

床検体からの病原体検出に際して， 分離培養に加えて

Ieven ら 11) の方法に準拠した PCR 法を実施してきた．

一般的には， 遺伝子検査のほうが分離培養よりも感度

が高いとされているが， 菌株を分離する重要性に加え

て， 検体中の夾雑物の影響により遺伝子検査陰性で分

離培養陽性のこともあるため， 両法の併用が望ましい

と考えている．

　　分離培養の概要は， 以下のとおりである． 平板培

地と二層培地に検体を各々 100 μ L， 200 μ L 添加

し， 2 週間から 3 週間培養する． 二層培地とは， 試験

管の下部に寒天培地が， その上にメチレンブルーおよ

びフェノールレッドを含む液体培地が重層された培地

で， M. pneumoniae の増殖により境界部より下が黄

変し， 上部液体培地は明るい緑色を呈する． 検体中の

菌数が多い場合は， 1 から 2 週間でこれらの培地に発

育してくるが， 菌数が少ない場合や， マクロライド耐

性菌の場合は， 発育が遅く 3 週間頃から発育するこ

ともある． また， これら培地に使用する酵母エキスの

作製は熟練を要するものの， 市販の酵母エキスも十分

活用できる． なお， 培養の際に雑菌による混濁のた

め， 菌株を分離できない場合があることにも注意され

たい．

　　二層培地で発育が確認できたら， 再度， 二層培地に

転培し， 寒天部分が黄変したら， フェノールレッド添

加保存培地に転培する． この保存培地は， 菌が発育す

るとグルコースを分解して，酸性になるため黄変する．

黄変してから急激に菌数が低下するので， 完全に黄変

しきる直前， すなわち 107 ～ 10 ８CFU/mL 到達直後

に保存するとよい．

２  肺炎マイコプラズマの感染症発生動向調査病原体検

出状況

１） マイコプラズマ肺炎患者の定点あたり報告数の推移

  国立感染症研究所の感染症発生動向調査年報 2003

～ 2023 年および週報 2024 年 52 週を用いて， 2003

～ 2024 年のマイコプラズマ肺炎患者の定点当たり報

告数の推移として全国と神奈川県を比較したものを図

1 に示した．

　全国で報告数が多い年は， 神奈川県でも報告数が多

い傾向があった． また， 2006 年， 2011 年， 2012 年，

2015 年， 2016 年とマイコプラズマ肺炎の流行があっ

た． 新型コロナウイルス感染症 （COVID-19） が流行

していた 2020 ～ 2023 年はマイコプラズマ肺炎の患

図１　マイコプラズマ肺炎患者の定点当たり報告数　全国と神奈川県の比較（2003 ～ 2024 年）

（感染症発生動向調査年報 2003 ～ 2024， 週報 2024）
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３  薬剤耐性肺炎マイコプラズマの検出

　　当所においては， 1976 年より臨床から分離され

た M. pneumoniae に つ い て 薬 剤 感 受 性 試 験 を 実

施している． 2000 年以降， 国内外で第一選択薬剤

であるマクロライド系 (MLs) 薬剤に耐性を示す M. 

pneumoniae （Macrolide-resistant Mycoplasma 

pneumoniae ： MRMP） が報告されており 12-15)， 神奈

川県においても 2003 年に初めて検出され， 以降継続

的に MRMP が検出されている 2, 12)． 当所収集株にお

いても MRMP が， 2003 ～ 2005 年は 23％， 流行期

の 2011 ～ 2012 年には 83.9％と高率に認められるよ

うになった． その後，2013 ～ 2014 年は 52.6％となり，

マイコプラズマ肺炎の流行期であった 2015 ～ 2016

年は 56.3％であった． しかし， 2017 ～ 2018 年に

MRMP は検出されず， 2019 ～ 2020 年は 15.0％で

あった． 2021 ～ 2023 年は， 検体の搬入がなく分離

菌株はなかった 16-20)． なお， 2024 年は肺炎マイコプ

ラズマが 38 株分離されているが， その薬剤感受性試

験は実施中である． 以上のように， 県内の MRMP は，

2011 ～ 2012 年をピークに， 2015 ～ 2016 年に減少

し，2017 ～ 2018 年に検出されなくなっていた（図３）．

この理由は薬剤使用状況の変化あるいは， 耐性株の自

然淘汰による減少と推測されるが明らかではない． 今

後の動向を注視する必要がある．

  岡崎ら 21) は， 臨床検体から MRMP が分離される以

前に， 実験的に肺炎マイコプラズマのマクロライド

耐性機構の解明を実施しており， 23S rRNA ドメイ

ンⅤ領域の 2063 番目のアデニンがグアニンに点変異

することにより， 高度の MLs 耐性を示すことを世界

で初めて報告した． これを踏まえ， 得られた MRMP

において 23S rRNA の塩基配列解析を行った． 通常，

MLs 耐性変異は，野生型 （感受性株） のアミノ酸残基，

23S rRNA の座位および変異後 （非感受性株） のア

ミノ酸残基を並べて表記する （岡崎らの例であれば

A2063G）． 以降， 本稿でも同様の表記とする． 遺伝

子解析の結果， 対象とした MRMP の中で 2063G が

最も多く， 次いで A2064G であった． 流行期であっ

た 2011 年には A2063C， A2063T の変異株が出現

していた． 2015 年は A2063G のみが出現していた．

なお， 日本国内の MRMP 出現状況は， 国立感染症研

究所の Kenri ら 22, 23) がまとめて報告しており， ここ

に神奈川県における当所のデータも含まれている．

図２　肺炎マイコプラズマの検出状況（神奈川県域， 2003 ～ 2024 年）

者発生は少なかった． 患者発生数が減少した理由とし

ては， 肺炎マイコプラズマに対する有効なワクチンは

現時点ではないため， COVID-19 パンデミックにお

ける感染症予防策 （マスクや手洗いの徹底等） による

ことが大きいと考えられている 1）． 一方で， 2024 年

は急激に増加していた． これは人流の復活やマスクの

使用率が平時に戻りつつあることによるものと考えら

れ， 今後の推移に注意を要するものと考えられた．

２） 肺炎マイコプラズマの病原体検出状況

  神奈川県域における肺炎マイコプラズマの検出状況

は， 搬入検体数が少ない， もしくはなかった 2007 年，

2008 年，2021 ～ 2023 年を除き，21.7 ～ 88.1% であっ

た （図２）． 肺炎マイコプラズマは，検体の採取時期 （発

症後の日数） 等に影響を受けることから， その陽性率

に幅があるものと考えられた．
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４　　肺炎マイコプラズマの遺伝子型別解析

１） P １遺伝子型別

　　肺炎マイコプラズマの遺伝子型別法として， Kenri

ら 22, 23) が PCR-RFLP を用いた P1 遺伝子型別を報告

している． この方法では， 1 型， 2 型， 2 型亜種に分

けることができ， 10 数年周期で 1 型と 2 型が入れ

替わることが知られている 1)． 当所で収集した肺炎

マイコプラズマの P1 遺伝子型別を実施したところ，

2003 年以降， 1 型が優勢であったが， 近年， 2 型亜

種が増加傾向にある． 一方で， 県内検出の MRMP の

ほとんどが 1 型であった 22, 23)． 最近， 大阪や中国に

おいて 2 型の MRMP が増加しているという報告 24, 25)

があり， 今後県内でも同様に増加してくる可能性があ

る． このため， 引き続き MRMP の動向を注視する必

要がある． 加えて， 1 型， 2 型それぞれが独自に MLs

耐性を獲得した可能性や 1 型と 2 型の間での遺伝子

交換した可能性などが考えられ， MRMP 拡散機構の

解明に向けて， ゲノム解析等による詳細な解析が必要

と考えられた．

２） MLVA 型別 

　　M. pneumoniae におけるより詳細な遺伝子型別と

し て、 Multiple-Locus Variable-Number Tandem-

Repeat Analysis （MLVA） がある 26)． この方法は，

ゲノム配列上にある複数のリピート領域におけるリ

ピート数の組み合わせにより型別する方法で， 様々

な菌種で導入されている．  M. pneumoniae では，

Mpn1， Mpn13， Mpn14， Mpn15， Mpn16 の 5 領 域

を対象としており， MLVA は P １遺伝子型別法と比較

して， 識別能が高く， 数値化によるデータの比較が可

能である． このため， 世界的に実施され始めている
26-28) が， 国内ではまだデータが少ない．

 　そこで、 当所保有の 1976 ～ 2015 年分離株 266

株を対象として、 MLVA を実施した 19, 27)． 多く含

まれていた MLVA 型は， 4/4/5/7/2 が 54 株で， 次

い で 6/4/5/7/2 が 25 株， 5/4/5/7/2 が 24 株，

3/4/5/6/2 が 23 株であった． このうち 3/4/5/6/2

を除いた型はフランスでも分離頻度が高いことが

報 告 さ れ て い る 26)．  5 領 域 の う ち Mpn1 が 不 安

定 で あ る と い う 報 告 が あ り 29)， 米 国 Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC)30) や香港 31）

では Mpn1 を除いた 4 領域を用いた解析において，

4/5/7/2 と 3/5/6/2 の出現頻度が高かったことを報

告している．  上述のとおり， 当所の結果でも， 266

株中 4/5/7/2 が 103 株で， 3/5/6/2 が 35 株と同様

であった． 4/5/7/2 に MRMP が多いとの報告 32) もあ

るが， MLVA 型と薬剤耐性化の関連については， さ

らに関連要因を追加し検討することが必要と考える．

近年， 全ゲノム解析をはじめとして様々な遺伝子解析

手法が報告 33) されてきていることから， 将来的に薬

剤耐性化しやすい菌株の特徴が明らかになり， 薬剤耐

性菌の拡散防止の一助となることが望まれる．

おわりに

  マイコプラズマ肺炎は， 子供から大人に幅広く感染

図３　MRMP の検出状況（2003~2024 年）
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する疾患である． コロナ禍においては， マスクや手洗

い等の感染予防対策により発生が抑えられていたが，

2024 年は大流行となった． その治療には， 第一選

択薬剤として MLs 薬剤が用いられているが， MRMP

の出現が課題となっている． MRMP の分子疫学調査

は， 米国 CDC で大規模な世界的サーベイランスが

実施されているが 34)， 国内において MRMP を含む

M. pneumoniae のサーベイランスを実施している機

関は少ないのが現状である．

　　コロナ禍以降， 地方衛生研究所において次世代シー

クエンサーが整備され， 各病原体の全ゲノム解析が可

能になってきている． 肺炎マイコプラズマにおいても

Kubota ら 35) が， 全ゲノムのデータから P1 遺伝子型，

耐性遺伝子変異， MLVA 型の解析を可能にしている．

今後， 各病原体の全ゲノム解析によるデータベース化

が主流になり， 検体から直接解析が行われるように

なると想定される． 一方で， 実験室内実験において，

MLs に加えて， ニューキノロンでも耐性化株が報告

されており 21, 36-39)， 今後も新しい薬剤耐性菌が出現す

る可能性がある．

　　本県では， 長期間にわたり感染症発生動向調査に

おいて定点医療機関等を対象とした， マイコプラズ

マ肺炎のサーベイランスを継続している． この中で

M. pneumoniae の分離， その分子疫学的解析及び薬

剤感受性試験を実施してきた． 将来， 新たな耐性菌が

出現した時に備え， 当所における分離培養技術の継承

を期待したい．
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