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AM-715経 口 投 与 時 の マ ウ ス 糞 便 菌 叢 に お よ ぼ す 影 響

村 山 哲 ・阿 部 泰 夫 ・入 倉 勉

杏 林製 薬 株 式 会社 中央 研 究 所

AM-715を 連 続 経 口投 与 す る こ とに よ って生 ず る腸 内菌 叢 お よび 盲腸 重 量 に与 え る影 響 を,マ ウ ス

を用 い て 検討 した。

AM-715を50,100,200mg/kg1日1回,50,100mg/kgを]日2回,50mg/kgを1日3回,各 々

マ ウスへ10日 間 連続 経 口投 与 す る と,マ ウス糞 便 中 のEnterobacteriaceaeの み減 少 消 失 した が,投 与

を中止 す る と11～20日 以 内 に 元 の菌 数 に まで回 復 した。Enterobacteriaceaeのspeciesの 変動(種)は

認 め られ ず,耐 性 菌 も出現 しな か った 。検 討 した 範 囲 で,他 菌 叢 へ の影 響 は な く,AM-715投 与 に よ

る体 重 の 減 少 な らび に下痢 症 状 もみ られ な か った 。

Gentamicin,erythromycin,cephalexinお よびcarbenicillinとAM-715と の,7日 間連 続 併 用投 与

に おい て,糞 便 菌 叢 に対 す る影 響 は,両 剤 の 菌 に 対 す る影 響 の相 加 は 認 め られ たが,菌 叢 の大 きな パ

ター ンの 変動 は認 め られ な か った 。

AM-715を100mg/kg10日 間 連 続投 与 して も盲腸 の湿 重 量 の増 加 は 認 め られ な か っ た。

AM-715は グラム 陽性 菌,陰 性 菌 に幅 広い 抗 菌 スペ ク

トラム を有す る経 口剤 で あ る1)。 一 般 に抗 菌 剤 を経 口的

に投与 す る と,腸 内細 菌 叢 に影 響 を与 え て消 化 管 機能 異

常 をもた ら し,下 痢 を生 ず る可 能 性 や 盲腸 肥 大 等 の障 害

を生ず るこ ともあ り得 る。腸 内細 菌 叢 と糞 便 菌 叢 は 同一

とい われ てい るの で2),AM-715を マ ウス に連 続 経 口投

与 して,糞 便 菌叢 お よび 盲腸 重 量 に どの よ うな 変 化 を与

える か検 討 した。

I.　実 験 材料 お よび 方法

1.　 マ ウス

ddY系 雄 性 マ ウ ス(SPF,静 動 協)生 後約5週 齢,体

重25～28gを 用 い た。1群3匹 と した。 床 敷 は ホ ワ イ

トフ レー ク(オ リエ ン タル 酵母)を 用 い,週2回 交換 し

た。飲 水 は水 道 水 を,飼 料 はCA-1固 型飼 料(日 本 ク レ

ア)を 自由 に与 えた。 床 敷,水 道 水 お よび飼 料 は 滅 菌 せ

ず に用 い た。 温 度22±2℃,湿 度 は60土5%の 条 件 下 で

飼 育 した。

2.　 薬 剤 お よび 投与 方 法

AM-715,erythromycin(EM,大 日本 製 薬)お よ び

cephalexin(CEX,塩 野 義製 薬)は0.5%carboxymethyl

celluloseに 懸 濁 し,経 口投 与 した。carbenicillin(CBPC,

藤 沢薬 品)お よびgentamicin(GM,塩 野 義 製 薬)は 筋

肉 内 に注 射 した。

AM-715の 投 与 群 は,12.5,25,50,100,200mg/kgを

各 々1日1回,ま た,50,100mg/kgを1日2回,さ ら

に50mg/kgを1日3回 の 合 計8群 とし,投 与 期 間 は10

日 間 連 続 と し た。GM,CEX,EMお よ びCBPCは

100mg/kgを1日1回,7日 間連 続 投 与 し た。 ま た,

これ らの 薬剤 とAM-715と の併 用 の 場 合 は,各 々100

mg/kgを1日1回,7日 間 併用 投 与 した。

3.　 薬 剤 投 与後 の動 物 の観 察

毎 朝,投 与 前 に マ ウスの 体 重 を測 定 す る と と もに,一

般 症 状,と くに糞便 の性 状 を観 察 した。

4.　 糞便 菌 叢 の検 索

前 島 らのマ ウス糞 便 菌 叢 培養 法3)お よびCOWAN and

STEELの 方 法4)に 準 じ,Table 1に 示 した よ うに各 菌 群 の

Familyま たはGenusを 同定 した。 糞便 中 の生 菌 数 の測

定 はAM-715投 与 群 の場 合,投 与 前,投 与3日 後,6日

後 お よび 投 与 中止1日 後,5日 後,11日 後 に,ま たGM,

EM,CEX,CBPCの 単 独投 与 お よび,こ れ らの 薬 剤 と

AM-715と の併 用 の 場 合 は,投 与 前,投 与4日 後 お よび

投 与 中止 】日後,4日 後,6日 後 に 各 マ ウスの 肛 門 か ら

排 泄 され る糞 便1～2ケ を直 接 採 取 した。 糞 便 の性 状 を

観 察 す る と共 に,こ れ らを秤 量 後,滅 菌 乳 鉢 に 入 れ,

100倍 量 の希 釈 液3)を 加 え充 分 に磨 砕 し均 一 の液 に した。

さ らに これ を希釈 液 で適 当 に希 釈 し,Table 1に 示 す培

地 に塗 布 した。 一 定 時 間培 養 後,コ ロ ニ ー 数 を 測 定 し

て,糞 便0.1g中 の生 菌 数 に換算 して表 わ した。 嫌気 性

菌 の培 養 は,Gas-Pak jar(BBL)を 用 い て同 様 に 行 な っ

た。

5.　 糞 便 中 のEnterobacteriaceaeの 同定 お よ び,MIC

の 測定

糞 便 中 のEnterobacteriaceaeはDHL-寒 天 培 地 で 分
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Table 1 Selective medium of organisms from fecal flora of mice and

incubation method

(E): Eiken (N): Nissan

離 後,グ ラム 染 色,形 態 観 察 さ らにAPI解 析 シス テ ム

(ア スカ純 薬)で 同定 した。

MICは 日本 化学 療 法 学 会標 準 法5)に よ って測 定 した 。

6.　 盲腸 重 量 の測 定

糞 便 の 検査 と同 時 に,各 群 よ り任 意 にマ ウス3匹 を抜

き取 り,開 腹 し,盲 腸 を採 取 した。 内 容物 と ともに秤 量

し,湿 重 量 とした。 そ の後37℃ で2日 間 乾燥 し,乾 燥

重 量 と した。

II.　実 験 結 果

1.　 一般 症 状

各群 の 体 重増 加 は 無投 薬 対 照 群 と同 様 で あ り,糞 便 の

異 常 はEMお よ びCBPC群 にや や軟 便 が認 め られ る程

度 で あ り,AM-715群 に は異 常 は認 め られ な か った 。

2.　 糞 便 菌 叢 の変 化

無 処 置対 照 群 の 糞便 中 の菌 数 はFig.1に 示 し た よ う

に ほ ぼ一 定 で あ っ た。

AM-715を50,100,200mg/kg,1日1回10日 間連 続

投 与 した 場 合 の菌 叢 の変 化 は,そ れ ぞ れFig.2,3お よび

4に 示 した よ うに,50mg/kg/day投 与 群 か らEnterobac-

teriaceaeの 減 少 が3日 目 よ り認 め られ た。AM-715を

50mg/kg1日2回 お よ び3回,100mg/kgを1日2回

の10日 間連 続 投 与 に よ る菌 叢 の 変化 は,そ れ ぞれFig.5,

6お よ び7に 示 した よ うに,1回 投 与 と同 様Enterobac-

teriaceaeの 減 少 が認 め られ た。

AM-715の 各 投 与量 毎 のEnterobacteriaceaeの 消 失 お

よ び投 与 中 止 後 の回 復 はTable 2に ま とめ て示 した よ う

に,12.5mg/kgを1日1回 連 続 投与 で は 多 少菌 数 は 減

少 す る が,投 与 中 止 後 童日で 正 常 レベ ル ま で回 復 した。

1日 の 投与 回 数 が異 な っ て も1日 の 投 与 量 が～25mg/kg

以上 に な る と,投 与 開 始 後2～3日 で菌 が消 失(検 出限 界

以下)し た 。 また,い ず れ の投 与 量 で も投 与 中止 後11日

目で 菌 は検 出 され た が,正 常 レベ ル に戻 る ま でに11～20

日か か った。

AM-715の い ず れ の投 与 群 で も,Lactobacilli,Bac-

teroidaceae,Streptococciお よびStaphylococi群 の菌 数

は変 動 しな か っ た。 また,Pseudomonasお よびYeast

は投 与 前,投 与 中 お よび投 与 中止 後 の い ずれ に も検 出 さ

れ な か った。

GM,EM,CEXお よびCBPCを 各 々100mg/kg1日1

回7日 間 連 続 投 与 お よび,こ れ ら とAM-175(100mg/kg)

との 同様 日数 併 用投 与時 の菌 数 の 変化 はFig.8,9,10お

よび11に 示 した 。 対 照薬 剤 単 独 で は,GMはEntero-

bacteriaceae,EMはBacteroidaceae,CBPCはBacteroi-

daceae,Enterobacteriaceaeお よ びStaphylococciの 減少

が認 め られ た が,CEXで は い ず れ の菌 も変 化 が認 め ら

れ な か っ た。AM-715に これ らの薬 剤 を 併 用 す る と,

AM-715の 菌 叢 の 変化 と,併 用 した各 薬 剤 の菌 叢 の変化

が相 加 的 に作 用 す る こ とが認 め られ た のみ で,大 きな パ

タ ー ンの 変 化 は 生 じな か った。

AM-715,50mg/kgを1日1回10日 間 連続 投 与 した群

の,投 与前 お よび 投与 中止 後20日 目の 菌 数測 定時 に検 出

され た コ ロニ ー をそれ ぞれ 任 意 に10ケ 取 り出 し,species

を検 索 し,さ らにMIC値 を測 定 した 。そ の結 果 はTable

3に 示 した よ うにsspeciesに ほ とん ど変 化 な く耐性 菌

も出 現 しな か った。
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Fig. 1 Effect of 0.5% CMC (control) on the focal
flora of mice

Fig. 2 Effect of AM- 715 on the focal flora of mice

Fig. 3 Effect of AM- 715 on the fecal flora of mice Fig. 4 Effect of AM- 715 on the fecal flora of mice

Fig. 5 Effect of AM- 715 on the fecal flora of mice Fig. 6 Effect of AM- 715 on the fecal flora of mice
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Fig. 7 Effect of AM- 715 on the fecal flora of mice

The figures indicate the mean of 3 mice

3.　盲腸重量 の変化

AM-715 100mg/kgの1日1回10日 間連続投 与 群 の

盲腸重量の変化 はTable 4に 示 した。各検 査時 にお ける

盲腸の肉眼的所見では対照群,投 与群 共に黄緑色 を呈 し,

やや光沢 を有 し 対照群 とに差はみ られなかった。盲腸

重量では,対 照群 との間 に有意の差は認め られず,体 重

増に伴う湿重量の自然増加はみられたが,対 照群との間

には水分含量に差ほ認められなかった。

III.　考 察

抗菌剤をマウスに経口投与すると,腸内菌叢に大きな

変化を与え,盲 腸が膨大化し軟便を排泄することや,そ

の腸内菌叢の変化は薬剤の種類,濃 度および投与期間に

Fig. 8 Effect of GM and a combination of GM and AM- 715 on the fecal flora of mice

The figures indicate the mean of 3 mice Dose:100mg/ kg

Fig. 9 Effect of EM and a combination of EM and AM- 715 on the fecal flora of mice

The figures indicate:the mean of 3 mice Dose: 100mg/kg
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Fig. 10 Effect of CEX and a combination of CEX and AM- 715 on the fecal flora of mice

The figures indicate the mean of 3 mice
Dose: 100mg/ kg

Fig. 11 Effect of CBPC and a combination of CBPC and AM- 715 on the fecal flora of mice

The figures indicate the mean of 3 mice

Dose: 100mg/ kg

よ り異なることが知 られてい る6～8)。糞便菌叢は盲腸 内

菌叢 と同一 とされている2)こ とか ら,AM-715の 投与に

よる糞便菌叢 の変化および盲腸重量の変化 を検討 した。

AM-715を 連続投与す ると,Enterobacteriaceaeの み

が減少 し 検索 した他菌叢 に対 しほ とんど影響 を及 ぼさ

ず,in vitroの 結果1)を 反映 してい た。AM-715の 用量

とEnterobacteriaceaeの 減少の関係 を調 べ た とこ ろ,

12.5mg/kgの 場合,菌 の減 少はある も の の消失 に至 ら

ず,投 与中止後1日 で正常 レベ ルの菌数まで回復 した。

それ以上 の用量では菌は消失す るが,投 与 中止後11日 目

か ら回復 しは じめ,20日 でほぼ投与前 の状態に回復 した。

1日 の投与回数 を2～3回 に増加 して もその影響 は少 な

かった。10日 間連続投与 して も耐性菌 の 出 現 も な く,

Enterobacteriaceaeのspeciesの 変動(種)も み られなか っ

た。 さらに,連 続投与によ って菌交代症が起 こるか否か

について,特 にPseydomonasお よびYeastに ついて検討

した が,実 験 した範囲内ではPseudomonasお よびYeast

の増加 は認 められなかった。 これ らの事か ら,AM-715

は腸内菌叢 に対 して影響の少ない薬剤である と考 え られ

た。
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Table 2 Changes of Enterobacterlaceae of fecal flora during and after oral administration
of AM- 715

The figures indicate the mean of 3 mice

AM- 715 was orally administrated for consecutive 10 days

*: 0.5% CMC

**: Bacterial counts per 0.1 g of feces (log 10)

***: Not counted

マウスに抗菌剤 を投与 した とき認 められ る盲腸の膨 大

と盲腸 内菌叢 の関係について,fusiform bacteriaの 菌数

減少が盲腸粘膜 における水 の転送機 構を阻害 し,盲 腸 を

膨大 させ ると言われてい る7)。本 実験 ではAM-715の 連

続投与 によ り盲腸 の膨大 は認 められなかった。 このこ と

1ま,AM-715の 連続投与によ り,軟 便 が認め られなかっ

たこと,嫌 気性菌 に対 し抗菌作用 が弱い9),と い う事実

からも裏付け られ るであろ う。
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Table 3 Species and MIC of Enterobacteriaceae before and after oral
administration of AM- 715 (50mg/ kg/ day)

MIC: ƒÊg/ ml

AM- 715 was orally administrated for consecutive 10 days

Table 4 Wet and dry weights of the cecum with their contents in AM- 715 treated mice

1): Wet weight (mg)
2): Dry weight (mg)

3):
 Dry weight

/ Wet weight
 (%)

4): The figures in the parentheses indicate the percent of body weights
The figures indicate the mean of 3 mice per group
Daily dose of AM- 715 was 100 mg/ kg
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EFFECTS OF AM- 715 ORAL DOSING IN FECAL MICROFLORA OF SPF- MICE

SATOSHI MURAYAMA, YASUO ABE and TSUTOMU IRIKURA

Central Research Laboratories, Kyorin Pharmaceutical Co., Ltd.

Changes in fecal microflora and cecal weight were studied in mice after the oral administration of AM- 715.

1. The number of aerobic and anaerobic bacteria except Enterobacteriaceae of fecal microflora, and species in

Enterobacteriaceae were not changed by the daily administration of AM- 715 at 50, 100 and 200mg/ kg/ clay,

twice dosing a day of 50 and 100mg/ kg, thrice dosing a day of 50mg/ kg for 10 days, and the recovery to normal

microflora was observed within 11•`20 days after cessation of administration. No appearance of resistant strains,

decrease of body weight or diarrhoea in mice were observed by the oral administration of AM- 715.

2. Administration of AM- 715 in combination with EM, GM, CEX or CBPC showed additive effect on the fecal

microflora, however the fecal microflora pattern was not affected.

3. No increase of cecal weight were observed by the oral administration of AM- 715 at 100mg/ kg/ day for 10 days.


