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TE-031の 健康成人の腸内細菌叢に及ぼす影響

渡辺邦友 ・沢村治樹 ・沢 赫代 ・加藤直樹

山岡一清 ・青木 誠 ・上野一恵

岐阜大学医学部附属嫌気性菌実験施設

健康な男性の志願者5例 にTE-031の200mgを1日2回,7日 間連続 して経口投与し,腸 内細菌叢

に対する影響を糞便中の細菌を検索することにより検討 した。TE-031の 経 口投与による嫌気性菌総

菌数および好気性菌総菌数の減少は軽微であったO投 与による若干の細菌叢の質的変化が観察された。

投薬によりBifidobacteriumの 減少が認められたが,投 薬中止 により速やかに回復 した。B. fragilis

group間 では投薬により投薬前優勢菌種であったB. vulgatusの 消失が認められ,ま た投薬前には少数

グループであったB. fragilisとB. thetaiotaomicronの 投薬による優勢化が認められた。Fusobacterium

SPP.の 投薬による出現あるいは増加も観察 された。Enteroわacterimmで は,投 薬前に優勢であった

E. coliが消失 し,投 与前には少数グループであったE. aero8enes, C. fmndiiな どの投与中あるいは投

与後の出現が認められた。

また5例 中2例 で下痢症状を伴わないC. difficileの一過性の増加が認められた。

TE-031は,大 正製薬株式会社で開発された経ロマク

ロライド系の化学療法剤である。今回,著 者らはTE-

031の 健康成人糞便内細菌叢へ及ぼす影響 を検討する機

会を得たので報告する。

I. 対象および方法

1. 対象

対象者は健康成人の男性志願者5名 で,試 験開始の3

カ月前よりいかなる抗菌物質の投与も受けていない。対

象者の年齢,体 重はTable1に 示すごとくである。

2. 使用薬剤

TE-0311日4カ プセル400mgを 朝 夕2回 に分けて

7日 間連続で経口投与 した。

3. 糞便 中細菌叢の検索

この試験は昭和61年1月 から3月 に実施された。

TE-031の 投与開始後,連 日便の性状 を観察 し,薬 剤

投与4日 前,投 与中2回,投 与後3回 の計7回 に亘 り糞

便の定量培養を実施 した。

自然排出した糞便をポリ袋に採取 し,空 気を出来る限

り追 い 出 した後 よ く混 合 し,Anaerobic chamberに 持 ち

込 ん だ 。 そ の 約19を と り,上 野 の希 釈 液 にて10倍 糞便

希 釈 液 を作 り,こ れ を希 釈 液 に て10倍 希釈 法 に て108倍

まで 希 釈 した2)。各 々 の糞 便 希 釈 液 の0.05鶏1ま た は0.1

mlを,Table2に 示 した 培 地 の な か で 非 選 択培 地 とC

difficile選 択 培 地 に 塗 布 した。 そ の 後 各 希釈 液 をAnae-

robicchamberか ら取 り出 し,好 気 性 菌 用 培地 お よび嫌

気 性 菌 用 選択 培 地 に塗 抹,好 気性 菌 用培 地 は37℃ で,24

～48時 間 好 気 的 に,嫌 気 性 菌 用 培 地 は 非 選択 培 地 とC

difficile選 択 培 地 とはAnaerobicchamber内 で37℃,48

～72時 間 ,そ の他 は嫌 気 性 ジ ャー を用 い て72時 間培養 し

た。

Anaerobic chamber (Forma社)は3種 混 合 ガ ス(H2

10%,CO210%,N280%)と 室 温 で働 く触 媒 に よ り

嫌 気 性 環 境 が 保 持 さ れ て い る。 嫌 気 性 ジ ャー はMicro・

culto A(メ ル ク,関 東 化 学 扱 い)を 用 い て 嫌 気 的環境 を

作 製 した。

4. 培 地

1) 好 気 性 菌 用 培 地

Table 1 List of healthy volunteers
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Trypticase Soy血 液 寒 天 培 地;好 気 性 菌 の 総 菌 数 を算

定 した。

MacConkey寒 天培 地;Enterobacteriaceaeの 菌 数 を算 定

した。5集 落 につ い て菌 種 の 同定 を行 った 。

EF培 地(日 本製 薬);Enterococcus spp.の 菌 数 を 算 定 し

た。

ブ ドウ球 菌 用 培 地(日 水 製 薬);Staphylococcus spp.の

菌数を算定 した。

NAC寒 天培 地(栄 研 化 学);PsmdmmSSPP.の 菌 数 を

算定 した。

2) 嫌気性 菌用 培 地

5%羊 血 液加BL寒 天 培 地(日 水 製 薬);嫌 気 性 菌 総 菌

数とBifidobacterium spp.の 菌 数 を算 定 した。

Bacteroides Bile Esculin寒 天 培 地(極 東 製 薬);B. fragi-

lis groupの 菌 数 を算 定 した 。5集 落 に つ い て 菌 種 の 同

定 を行 った。

Lactobacillus selective agar; FINEGoLDら の 処 方 に従 っ

た。Lactobacillus spp.の 菌 数 を算 定 した1)。

Rifampicin(50μg/ml)お よ び5%羊 血 液 加Brucella寒

天培地(BBL);嫌 気 性 グ ラ ム 陽 性 桿 菌(Clostridium spp.

およびEubacterium spp.)の 菌 数 を算 定 した 。

変法FM寒 天 培 地(日 水 製 薬);Fusobacterium spp.の

菌数 を算定 した。

10%卵 黄 液(生 理 食 塩 水:卵 黄=1:1)加CW寒 天 培

地;lecithinase生 産性Clostridium spp.の 菌 数 を算 定 した 。

CCMA寒 天生 培地(日 水 製 薬);上 野 らの処 方 に よ り作

製 された。C. difficileの 菌 数 を算 定 した2)。

5. 同定

Enterobacteriaceaeの 同 定 はMacConkey寒 天 培 地 で2

回継代培養後,さ ら にMuellerHinton寒 天培 地 に継 代 培

養し純培養菌 を得た後,Enterotube(ロ シュ)を用いて行

った。

B.fragilis groupの 同定はBBE寒 天培地に2回 継代培

養後5%血 液,ヘ ミン,メ ナジオン加Columbia寒 天培

地に継代培養 し,RapID ANA system(ア ムコ社扱い)に

より同定 した。

その他は,選 択培地上の集落の特徴 とガスクロマ トグ

ラフィーによる代謝産物の分析 とグラム染色にもとづき

属 を決定 した2)。

6. 糞便 中のC. dmdleの 毒素の検出

糞便に等量の0.1 M Tris-HCI緩 衝液(pH8.0)を 加え,

よ く混合 したのち,10000rpm10分 間遠心分離 して得た

上澄みを試料とした。D-1Latex試 薬(ダ イア トロン)を

用いた。

II. 成 績

1. TE-031の 糞便内細菌叢への影響

TE-031の 経 口投与による糞便内細菌叢の変化はFig.

1～10に 示 した。但 し,Bifidobacteriumは ,BL寒 天培

地上での特徴的集落の存否を確認するにとどめ,表 には

示さなかった。

1) Subject#1に ついて

Subject#1で は,本 薬剤投与開始後嫌気性菌で1/10

程 度,好 気性菌で1/100程 度 のわずかな菌数の減少をき

たしたが投与継続にも拘わらず菌数は投薬前の菌数に復

し,投 薬中止後には嫌気性菌数は横這い状態,好 気性菌

数は漸次増加傾向を示 した。

投薬期間中,嫌 気性菌ではBifidobacterium spp., C.

perfringensお よびFusobacterium spp.が 検 出限界以下に,

好気性菌では投薬開始2日 後にEnterobacteriaceaeが一時

Table 2 Procedure for intestinal flora studies
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Fig. 1 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #1 Aerobes

Fig. 2 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #1 Anaerobes
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Fig. 3 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #2 Aerobes

Fig. 4 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #2 Anaerobes
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Fig. 5 Effect of TE-031 on f ecal flora in a healthy volunteer

Subject #3 Aerobes

Fig. 6 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #3 Anaerobes
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Fig. 7 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #4 Aerobes

Fig. 8 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #4 Anaerobes
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Fig. 9 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #5 Aerobes

Fig. 10 Effect of TE-031 on fecal flora in a healthy volunteer

Subject #5 Anaerobes
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検出限界以 下 と な った 外,Stapylocoocus SPP.が 検 出 限界

以下とな った。 投 薬 終 了後 に 嫌 気 性 菌 で はBifidobacter-

inmspp.が 回復 し,C. Peifringensが 一の過 性 に異 常 に増 加

した。好気 性 菌 で はStaPhylecoccus SPP.が1週 後 に再 度

出現,ま た 同時期 にPseudomenaSSPP.の 出 現 が 見 られ た 。

2) Subject#2に つ い て

Subject#2で は,本 薬 剤 投 与 開 始 に よ つ て も嫌 気 性

菌,好 気性菌 と も菌 数 の 減 少 傾 向 は 認 め ず,投 与 中 そ し

て投薬中止後 と嫌 気 性 菌 数 お よび 好 気性 菌 数 は漸 次 増 加

傾向を示 した。

投 薬期 間 中,嫌 気 性 菌 で はBifidobacteriumspp.が,

好気性菌 ではEnterobacteriaceaeが 投 薬 開 始 と と もに検 出

限界以下 とな った。 投 薬 中 にStaPhylococcusSPP.が 一 過

性に増加 し,ま たC.difficileお よ びCandidaSPP.が 一 過

性に出現 した 。投 薬 中 止 後 す み や か に,Bifidobacterium

spp,Enterobacteriaceaeは 回復,ま た 中 止 後2週 目 に 一

過性 にPsendon;onasspp.の 出現 が 見 られ た。

3)Subject#3に つ いて

Subject#3で は,本 薬 剤 投 与 開 始 後 嫌 気 性 菌 は増 加

傾向,好 気性 菌 で1/100程 度 の わず か な 菌 数 の 減 少 を き

た した。好 気性 菌 数 は投 薬 中 止 後 に は増 加傾 向 を示 した 。

投薬期 間中,嫌 気性 菌 で はBifidobacteriumspp.,C.per-

fringensが 検 出 限 界以 下 に,好 気 性 菌 で は投 薬 開始 後 に

Enterobacteriaceaeが 減 少 一 時 検 出 限 界 以 下 と な っ た。 投

薬中止後,Bifidobacteriscmspp.は 回 復 し,C.Peofringens

も出現 した。Staphyloceccusspp,が 投 薬 終 了3週 後 に 異

常に増加 した。

4)Subject#4に つ いて

Subject#4で は,本 薬 剤 投 与 開始 後 嫌 気性 菌 が 増 加,

好気性菌 は一時 わ ず か な菌 数 の 減 少 を きた した が,投 薬

中止後 には嫌気 性 菌数 は横 這 い 状 態,好 気 性 菌 数 は 漸 次

増加傾向 を示 した 。

投薬期 間中,嫌 気 性 菌 で はBiffidobacterium SPP., C. per

frtngensとLactobacillusspp.が 検 出 限 界 以 下 に,好 気 性

菌では投薬 開始 後 にEnterobacteriaceaeの 著 しい菌 数 の低

下 を見 た が,投 薬 中止 後Bifidobacteriumspp。 とLactoba.

cillusspp.が 速 や か に 増 加 した。 この 例 で は投 薬 開始 後

Candidaspp、 が 出現 し,中 止 後2週 目に異 常 増 加 し,さ

らに 中 止 後1週 頃 にC.difficileの 一過 性 の 異常 増 殖 が 認

め られ た 。

5)Subject#5に つ い て

Subject#5で は,本 薬 剤 投 与 開 始 後 嫌 気 性 菌 が 一 時

1/10程 度 減 少 したが,直 ち に増 加 して元 の菌 数 に復 し,

好 気 性 菌 で は1/10程 度 の わず か な 菌数 の減 少 を きた した 。

投 薬 中止 後 に は嫌 気 性 菌 数 は横 這 い状 態,好 気 性 菌 数 は

漸 次 増 加 傾 向 を示 した。

投 薬 期 間 中,嫌 気 性 菌 で はBifidobacteriumspp.,C.pe7-

fn'ngensお よ びLactobacillxsspp.が 検 出 限 界 以 下 に,好

気 性 菌 で は投 薬 開始2日 後 にEnterobacteriaceaeが 一 時 検

出 限界 以 下 とな った 外,StaPhylococcusspp.が 検 出 限 界

以 下 に 減 少 した 。 投 薬 終 了 後 に嫌 気 性 菌 で はBifidobac-

teriumspp.が 回 復 した 。 またFusobacteriumspp.が 増 加

傾 向 を示 した 。 好 気 性 菌 で は 投 薬 中 止 直 後Pseudon;enas

spp.の 出現 が 見 られ た。

2. 菌種 レベ ル の 変化

1)Enterobacteriaceaeに つ い て

TE-031に よ るSubject#1～5に お け るEnterobacter-

iaceaeの 最 優 勢 菌 種 の 変 化 をTable3に 示 した。Subject

#1～5は 投 薬 前 の最 優 勢 菌 種 と してE.coliを 有 した が,

投 薬 中 あ る い は投 薬 中止 時 に は検 出 限 界 以 下 に な る か,

あ る い はE.coliと 共 にK.Pmumoniae,E.cloacae,C.fre-

undiiが 出現 した 。 ま た投 薬 中 止 直 後 に は,5例 中3例

でC.freundiiの み が 優 勢 の 細 菌 叢 と な つ た 。Subject#

1と2で は投 薬 中 止 後1週 目に はE.coliとK.pneumoni-

aeが 出 現,そ の 後E.coliの み が 優 勢 の投 薬 前 の細 菌 叢

に 回 復 した。Subject#3で は 投 薬 中 止 後 速 や か にE.

coli優 勢 の 細 菌 叢 へ と回 復 した。 またSubject#4と5

で は投 薬 中止 後 速 や か にE.coli優 勢 の細 菌 叢 に 回復 し

た か に み え た が,そ の1週 後 に は#4で はE.clcacaeと

K. pneumoniae,#5で はE. doacaeが 出 現 したoし か し

Table 3 Changing pattern of predominant aerobic species

E : E. coli EN : E. cloacae K : K. pneumoniae C : Citrobacter
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投 薬 終 了3週 目に は#1～3と 同 様 にE.celi最 優 勢 の 細

菌 叢 に と回復 した。

2)B.fragilisgroupに つ い て

投 薬 前 のB.fragilisgroupの 出 現 菌 種 はB.vUlgatus,

B.distasonis,B.evatUS,B.thetaiotaomicron,B.uaifomnis

で あ り,5例 中3例 でB.vulgatus,5例 中1例 でB.dis-

tasonis,残 りの1例 は 菌 種 の 確 定 が 出来 な いBactereides

spp.が 最 優 勢 で あ っ た 。 しか し,投 薬 中止 後 に は,B.

fragilis,B.thetaiotctomicron,Baoteroides spp.が 多 く分 離

され る よ うに な った 。#1,2お よ び4で 投 薬 前 に 最優

勢 で あ っ たB.vulgatus, B,distasonisは 投 薬 中 止 後3週

目 に も まだ 出現 しなか った(Table4)。

3.TE-031投 与 に よる糞 便 内C.difficileD-1毒 素 の検

出

Subject#1でTE-031の 投 薬 中 に,Subject#4で

TE-031投 薬 後2週 目 に,C.difficileが,そ れ ぞ れ6×102

cfu/g,1.5×105cfu/g分 離 さ れ た 。 投 薬 前 か ら投 薬 後

3週 目 まで,C.difficileが 分 離 され た2例 も含 め て い ず

れ のSubjectの 糞 便 か ら もCdifficile D-1毒 素 は検 出 さ

れ な か った 。

III. 考 察

抗 菌 剤 の投 与 は動 物 の 腸 管 内 細 菌叢 の変 化 を もた らす 。

さ て抗 菌 剤投 与 に よ る腸 内 細 菌 叢 の変 動 の程 度 は,薬 剤

の抗 菌 ス ペ ク トラ ム と抗 菌 力,そ の体 内動 態,薬 剤 の腸

内で の 安 定性 な どに よ り異 な る 。

TE-031は 好 気 性 グ ラム 陽 性 菌,陰 性 菌 の 一 部,嫌 気

性 菌,Campylobacter, Mycoptasma, Chlamydia, Ureaplas-

maな どに抗 菌 スペ ク トラム を有 す る とされ て い る3)。著

者 ら の検 討 で は,TE-031は 嫌 気 性 菌 の 各 菌 種 の 発 育 を

か な り低 い濃 度 で抑 制 す る こ とが 明 らか に な っ た4)。特

に 糞 便 中 に108cfu/g以 上 存 在 す るB.adolescentisとB.

fragilisgroupの 発 育 を0.05μg/ml,0-78～6。25μg/ml

(108cfu/ml接 種)で 阻 止 した 。 また比 較 的少 数 常 在 す る

C.peifringensの 発 育 を0.78μg/ml(106cfu/m1接 種)で 阻

止 したが,F. mertifernm-F.variumの 発 育 を阻 止す るに

は100μ9/ml以 上(106cfu/ml接 種)を 必 要 と した
。 この

TE-031の 嫌 気 性 菌 に対 す るMICと 今 回 の細 菌叢 の検索

結 果 を比 較 す る と,B.adolescentisとC.perfringensの 投

薬 に よ る 速 や か な 減 少,FusobacteriumSPP .の 投 薬 中止

後 の 増 加 な どMICの 成 績 か ら予 測 で きる細 菌 叢の変化

が 観 察 さ れ た 。B.fragilisgroupの 菌 数 は影 響 を受 けた

個 体 と受 け な か っ た 個 体 が あ り,ま たB .fragiltSgroup

で は投 薬 前 に優 勢 で あ つ たB .vulgatusが 投 薬 と ともに

消 失 し,B.fragilis, B. thetaiota(mlicronが 出現 した現 象

は,.B.fragilisgroup間 の 各 菌 種 のMICの 微妙 な違 い
,

す な わ ち.B.vulgatusに 対 す るMICはB.fragilis ,B.the.

taiotaonicronのMICよ りやや 低 い事 実 ,を 反 映 している

よ うに 思 わ れ る。TE-031はEnterobacteriaceaeの 多 くの

菌 種 に対 して 弱 い 抗 菌 作 用 しか示 さない 。 しか し,TE-

031はE.coli,K.Pmumoniaeに は比 較 的低 いMIC(3 .13～

50μg/ml)を,E.cloacateに は100μ9/ml以 上 の か な り高

いMICを 示 して い る。 細 菌 叢 の 変 化 の 中 に見 られ る投

薬 中 あ る い は投 薬 後 のE.cloacae,Citrobacterの 出現 はこ

のMICの 成績 を よ く反 映 して い る。投 薬 後 ,Enterobact-

eriaceaeの 菌 数 の 増 加 傾 向 を見 た が,こ の理 由 は明 らか

で は ない 。

化 学 療 法 剤 と関 連 して お こるc.difficiteに よ る下痢症

お よ び偽 膜性 腸 炎 は化 学 療 法 を行 う際 に注 意 しなければ

な ら な い重 要 な 問 題 の 一 つ で あ る。C.difficileに よる下

痢 症 お よび偽 膜 性 腸 炎 の 発症 機 構 には,二 通 りの機構 が

考 え られ て い る。 一 つ は外 因説 で あ り,も う一方 は内因

説 で あ る。 化 学 療 法 剤 に よ って 撹乱 され た腸 管内 で経 口

的 に侵 入 したC.diffi'cileの 芽胞 が 発 芽,定 着 そ して増殖

す る こ とが き っか け とな る とす る外 因 説 があ り,ま た化

学 療 法 剤 に よ り撹 乱 され た 腸 管 内 で 少 数常 在 してい る

C.difficileが 異 常 増 殖 す る こ とが き っか け とな る とする

内 因 説 が あ る51。

Table 4 Changing pattern of predominant Bacteroides species

V : B. vulgatus O : B. ovatus D : B. distasonis F B. fragilis

T : B. thetaiotaomicron U : B. uniformis X Bacteroides (unspecified)
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今回の5名 の うち2名 にC.dtfficileの 増 殖 が認 め られ

た。1名 は投 薬 中 で あ り,残 りの1名 は投 薬 中止 後2週

目のC.difficileの 検 出 で あ った 。 な お これ ら2名 は特 に

下痢を訴 えてい な い。 著 者 ら の経 験 で は,健 康 成 人 に各

種化学療法 剤 を投与 す る こ とで,何 等 の 自覚 的 症 状 を伴

わないで,そ の 約 半 数 にC.difficileが 検 出 され る6)。

BAYo9867の 健 康 成 人 の 腸 内 細 菌 叢 に及 ぼ す 影 響 検 討

で も7例 中4例 に,い ず れ も投 薬 中 止 後4～28日 の 間 に

Cdifficileが 検 出 さ れ て い る7)。 ま たCefiximeで も5例

中3例 にC.4塀 履eが 投 薬 中止 直 後 に分 離 され て い る81。

またFINEGoLDら は,Enterecoccusspp.とlactobacillus

spp.がinvitroでC.difficileの 増 殖 を阻 止 す る と報 告 し,

これ らの菌種 の 減 少がCdifficileの 増 殖 の 引 き金 に な る

かも知れ ない と報告 したが,今 回 のC.difficileが 分 離 さ

れた2症 例 にお いて は,Enterococcusspp.とLactobacillus

spp.の 減少 は確 認 で きなか っ た9)。

以上の成績 か らTE-031の1日400mg7日 間経 口投 与

は,嫌 気性 菌総 菌 数へ の 影 響 は少 な く,好 気 性 菌 総 菌 数

の若干 の減 少 を引 き起 こす の み で あ った 。 しか しそ の 菌

叢の変化 を見 る とBifidobacteriumspP.,C.peifringensの

減少 とFusobacteriumsPt}.,C.dijficileの 増 加 が 観 察 さ れ,

B.fragilisgroup間 の 菌 種 レベ ル の 変 化 も観 察 され た。

しか し,こ れ らの変 化 は投 薬 中止 に よ り速 や か に投 薬 前

の菌叢 に近づ く傾 向 が認 め ら れ た。
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THE EFFECT OF TE-031(A-56268)0N BACTERIAL FLORA IN THE INTESTINAL
TRACTS OF HEALTHEY MALE VOLUNTEERS

KUNITOMO WATANABE, HARUKI SAWAMURA, KAKUYO SAWA, NAOKI KATO,

KAZUKIYO YAMAOKA, MAKOTO AOKI and KAZUE UENO

Institute of Anaerobic Bacteriology, School of Medicine, Gifu University, Gifu

We examined the effect of TE-031(A-56268), a new macrolide, on the fecal flora of five healthy male volunteers given

400 mg of TE-031 b.i.d. for 7 days.

There was a slight decrease in the total number of anaerobic and aerobic bacteria in feces during the administration of

TE-031. There was also a qualitative change in flora. Bifidobacterium spp. promptly disappeared following administration,

but reappeared immediately after withdrawal of the drug. Among the B. fragilis group, B. fragilis and B. thetaiotaomicron

became dominant instead of B. vulgatus during and after administration.

Bacteria of the Fusobacterium mortiferum-F. varium group increased during or after drug administration. Among Entero.

bacteriaceae, E. aerogenes and C. freundii became dominant during or after administration instead of E. coli. In 2 of 5 cases,

outgrowth of C. difficile was temporarily noted, though without diarrhea.


