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RU 28965の 健康成人の腸内細菌に及ぼす影響

渡辺邦友 ・沢 赫代 ・沢村治樹 ・山岡一清

青木 誠 ・加藤直樹 ・上野一恵

岐阜大学医学部付属嫌気性菌実験施設

新 しいマ クロライ ド系化学療 法剤RU 28965の ヒ ト糞便内細 菌叢 に及 ぼす影響 を,成 人男子6名 の

ボランテ ィアを用いて検討 した。

ボランテ ィアに1回150mg 1日2回 の29回 投 薬 を行 い,投 薬前,投 薬 中お よび投 薬中止後4週 目ま

で計8回 にわた り糞便の定量培 養を行 った。ボ ランテ ィアによ り程度の差 は認め られたが,投 薬開始

後8日,投 薬終 了時 または投 薬終 了後1週 目をピーク とす る菌数の減少がみ られた。その減少の程度

は投薬前の嫌気性菌総菌数 と好気性 菌総菌数の1/10か ら1/1000程 度に とどまった。細菌叢 の質的変化

では,特 にBifidobacterium spp.の 早期消失 と回復 の遅 れが観察 された。本薬剤投薬 による偽 膜性腸

炎の原因菌 とされるC.difficileの異常増殖 は,検 査期間中は認め られなかった。

RU 28965は,フ ラ ンス,Roussel Uclaf社 で開発 され

た(エリスロマイシ ン(EM)類 似の)経 口マ クロ ライ ド系

の化学療法剤である。今回,著 者 らはRU 28965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 ボランテ ィア6名 で,試 験開

始の3ヵ 月前 よりいかなる抗菌物質の投 薬 も受 けていな

い者とした。対象者の年齢,体 重はTable 1に示 した。

2.　使用薬剤

RU 28965の1日300mgを 朝,夕2回 に分けて15日 間

連続で経口投与 した。

3.　糞便 中細菌叢の検索

RU 28965の 投薬 開始後,連 日便 の性状 を観 察 し,薬

剤投薬6日 前,投 薬 中2回(2日 目と8日 目),投 薬後5

回(終了日,1週 間後,2週 間後,3週 間後,4週 間後)

の計8回 にわた 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 をで きる限

り追い出 した後 よ く混合 し,Anaerobic chamber内 に持

ち込んだ。その約1gを とり,上 野の希釈液 にて10倍 糞

便希釈液を作成 し,こ れ をさらに希釈液にて10倍 希釈法

にて10-8倍 まで希釈 した1)。各々の糞便希釈液の0.05ml

または0.1mlを 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Anaerobic chamber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 に塗布

し,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 も

Anaerobic chamber内 で37℃,48～72時 間嫌気培養 した。

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

10%,CO2 10%,N2 80%)と 室 温 で働 く触 媒 に よ り嫌気

性 環 境 が保 持 され て い る。

4.　 培 地

1)好 気 性 菌 用 培 地

GAM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 。

PEA血 液 寒 天 培 地;グ ラ ム陽 性 球菌 の菌 数 算 定 の た め

の 参考 と した 。

EF培 地(日 水 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);Pseudomonas spp.の 菌 数 を

算 定 した 。

Candida GE寒 天 培 地;Yeast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)お よ びGAM寒

Table 1 List of volunteers
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天 培 地;嫌 気 性 菌 総 菌 数 とBifidobacterium spp.の 菌 数 を

算 定 した。

Bacteroldes Bile Esculin寒 天 培 地(極 東 製 薬 〉;B.frog-

ilis groupの 菌数 を算 定 した。

Lactobacillus selective agar;FINEGOLDら の 処 方 に 従 っ

た 。Lactobacillus spp.の 菌 数 を算 定 した2)。

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。

Bifidobacterium寒 天 培 地;Bifidobacterium spp。の 存 在

の確 認 に用 い た。

10%卵 黄 液(生 理 食 塩 水:卵 黄=1:1)加CW寒 天 培

地(Kanamycin含 有);Iecithinase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1)。

Gentamycin-Vancomycin加Brucella寒 天 培 地 も参 考

に した。

5.　 同定

各 選 択 培 地 上 の集 落 の 特徴,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 所 見 に基 づ き属 を決

定 した1)。

6.　 糞 便 中 のC.difficile毒 素 の検 出

糞 便 に 等 量 の0.1M Tris-HCI緩 衝 液(pH8.0)を 加 え,

よ く混 合 した の ち,10000rpm 10分 間遠 心 分 離 して 得 た

上 澄 み を試 料 と した 。D-1 Latex試 薬(ダ イ ア トロ ン)を

用 い た。

II.　成 績

1.　RU 28965の 糞 便 内 細 菌叢 へ の 影 響

RU 28965の 経 口 投 与 に よ る 糞 便 内 細 菌 叢 の 変 化 は

Fig.1～6に 示 した 。

1)ボ ラ ンテ ィアAに つ い て

ボ ラ ンテ ィ アAで は 本 薬 剤 投 薬 開 始 後 嫌 気 性 菌 は 減

少傾 向 にあ り,ま た好 気 性 菌 で も1/1000程 度 の菌 数 の 減

少 を きた し,投 薬終 了1週 目に最 低 の 菌 数 を示 した 。 そ

の 後嫌 気 性 菌 お よび好 気 性 菌 数 は増 加 傾 向 を示 した 。

投 薬 に よ りFusobacterium spp.,Lactobacillus spp.,

Bifidobacterium spp.が 比較 的 速 や か に減 少 し,B.fragilis

gro叩 は投 薬 中止 後1--2週 目に消 失 した。Fusobacterium

spp.は 投 薬 中 止 後 速 や か に 出 現 し,つ い でB.fragilis

group,Lactobacillus spp.の 順 で 出 現 した 。Bifidobacter-

ium spp.の 回復 は 遅 れ た。

好 気 性 菌 で は,投 薬前 に優 位 で あ っ たBacillus spp.は

投薬終了時には消失 し,そ の後終了2週 目に一過性 に出

現 した後,検 出 されな くな った。Entergbacteriaceaeも投

薬 によ り速やかに減少 したが,投 藥中止によ り速やかに

増加 し,優 勢菌種 とな った。Enterococcus spp.は 投薬に

よ りいったん1/1000に 減少 したが,そ の後その菌数を維

持 した。

2)ボ ランテ ィアBに ついて

ボ ラ ンテ ィアBで は本薬剤投薬開始後 嫌気性 菌は漸

次減少 し,投 薬1週 後 に最低 で1/100程 度 とな り,そ の

後回復傾 向 を示 した。好気性菌で は投与中1/100程 度の

わずかな菌数の減少 をきた し,投 薬終 了とともに菌数は

漸次投 薬前 の菌数に回復 した。

投 薬期間 中,嫌 気性 菌で はB.fragilis groupは 菌数の

減少 をきた したが,常 に優位 で存在 した。 しかし,Bifi-

dobacterium spp,Lactobacillus spp.は 検 出限界以下に減

少 した。 また投 薬終 了時 にF.varium-F.mortiferum gro-

upが 一過性 に検 出 され た。 一方,好 気性菌では投薬期

間中Enterobacteriaceaeが菌 数の減少 をきたしたが常に優

位で存在 した。 また投薬終 了直前にEnterococcus spp.の

著 しい減少が認 められ た。

3)ボ ランテ ィアCに ついて

ボ ランテ ィアCで は本薬剤投 薬開始後嫌気性菌が一

時 的に1/10程 度増加 したが,そ の後減少 して投薬8日 目

に最低の菌数 とな り,そ の後 は増加 し,横 這い状態の菌

数推移 となった。好気性菌で は菌数の減少は認めなかっ

た。投 薬 期 間中,嫌 気 性菌 で はBifidobacterium spp.が

検 出限界以下 とな り,投 薬終了後4週 目に も依然回復し

なか った。F.varium-F.mortiferum groupは 投 薬ととも

に菌数が増加 し,投 薬終了時 には最優 勢菌種 となった。

C.perfringensが 投薬 終了3週 目に出現 し,4週 目には

106cfu/gに も達 した。好 気性 菌で は投 薬開始後8日 と

終 了2週 目にBacillus spp.が 最優 勢菌種 とな ったが,

EnterobacteriaceaeとEcterococcus spp.は 常 に安定 した菌

数 を維持 した。

4)ボ ランテ ィアDに ついて

ボラ ンテ ィアDで は本薬剤投薬 開始後嫌気性菌の顕

著 な減少が認 め られ,投 薬終了 日に最低の菌数 を示 した。

その後次第に増加傾 向を示 し,投 薬終了後4週 目には投

薬前の菌数に戻 った。 しか し,好 気性菌は一時的にわず

か な菌数の減少 をきた したのみでほぼ横 這い状態であっ

た。投薬期 間中,嫌 気性菌で はB.fragilis groupが 優位

菌種 で あ った。Bifidobacterium spp.やLactobacillus spp.

は投 薬後速 やかに検 出限界以 下にな け,Bifidobacterium

spp,は 投薬終了4週 目で も検 出で きなか った。投薬終了

後2～3週 目にか けてClostridium spp.(lecithinase陽性)が

一過性 に出現 し
,4週 目で やや減少 した。好気性菌では
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Fig. 1 Changes in bacterial flora in feces of healthy volunteer given RU 28965 (Volunteer A)

Anaerobes

Aerobes
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Fig. 2 Changes in bacterial flora in feces of healthy volunteer given RU 28965 (Volunteer B)

Days after initial administration

Days after initial administration
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Fig. 3 Changes in bacterial flora in feces of healthy volunteer given RU 28965 (Volunteer C)

Anaerobes

Aerobes
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Fig. 4  Changes in bacterial flora in feces of healthy volunteer given RU 28965 (Volunteer D)

Anaerobes

Aerobes
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Fig. 5 Changes in bacterial flora in feces of healthy volunteer given RU 28965 (Volunteer E)

Anaerobes

Aerobes
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Fig. 6 Changes in bacterial flora in feces of healthy volunteer given RU 28965 (Volunteer F)
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Enterococcus spp.が 常 に優位 菌種の状態 を維持 し,逆 に

Enterobacteriaceaeの著 しい菌数の増減を見た。

5)ボ ランテ ィアEに つ いて

ボランテ ィアEで は投薬8日 目か ら投薬終 了にか け

て嫌気性菌の総菌数が最低105cfu/gと な り,そ の後投

薬終了1週 ころまで105～107cfu/gの 菌数 を維持 した。

しかし投薬終了3週 目にはほぼ元 の菌数 に戻 った。 この

間,B.fragilis groupは 常 に最優 勢菌 であった。Bifidoba

cterium spp.は投 薬8日 目で優勢菌 の中には見 られ な く

な り,投 薬 終了3週 目で も回復 しなか った。F.van

um-F.mortiferum groupは 検査期 間を通 して認め られ,

嫌気性菌総菌数が最低 になる時期 と一致 し,反 対 に最高

の菌数を示 した。好気性菌の総菌数 も投薬8日 目から投

薬中止時に最低105cfu/ml程 度 とな り,中 止1週 目で速

やかに元の菌数に回復 した。Enterobacteriaceaeが常 に優

勢の菌種であった。Enterococcus spp.で は投 薬に よる顕

著な菌数の減少が認め られたが,投 薬中止1週 目で元 に

戻った。投薬によるCandidaの 増加,定 着が認め られた。

6)ボ ランティアFに ついて

ボランテ ィアFで は本薬 剤投 薬終了時 に嫌気性菌,

好気性菌ともに菌数は最低 とな り,投 薬終了後嫌気性菌

数および好気性菌数は漸次増加 の傾向 を示 した。投薬期

間中,嫌 気性菌で はBifidobacterium spp.が 消失 した。B.

fragilis groupは 投 薬2日 目には一時激 減 したが,そ の

後 細菌 叢 の優 位 を 占 め た。F.varium-F.mortiferum

groupは 投薬開始 とともに増加 したが,投 薬終了時には

検出限界以下とな った。好気性菌で はEnterobacteriaceae

が投薬 開始 とともに減少 し,投 薬中止 とともに回復 して

きた。Bifidobacterium spp.も投薬終 了4週 目で も出現 し

なかった。

2.　RU 28965投 与 による糞便 の形状の変化 と糞便内

C.difficileおよびC.difficile D-1毒 素の検 出

すべてのボランテ ィアにおいて,投 薬中お よび投薬後

の糞便が投薬前 の状態 より堅 くなる現象が観察 された。

したが って,下 痢便 は全 く認め られなか った。ボラ ンテ

ィアAか らFま で投薬前 か ら投 薬後4週 目まで,い ず

れの被験 者の糞便か らもC.difficileの分離お よびD-1毒

素 の検出 は陰性 であった(Table 2)。

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。

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。

RU 28965は フ ランス,ル セル ・ユク ラフ研究所 で創

製 され たE(ythromycin Aの9位 のケ トンを2-メ トキ シ

ーエ トキシーメチ ルオキ シムで置換 した ものである。本薬

剤の特徴 として,そ の 胃酸抵抗性,良 吸収性,半 減期が

長い点が挙げ られ,エ リス ロマイシンと類似の抗菌 スペ

ク トラム,抗 菌作 用 を示す ことが知 られてい る3)。著者

らの検 討で は,RU 28965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を0.05

μg/ml以 下 の濃 度 で発 育 阻止 した。 ま たB.fragilis

Table 2 Detection of C. difficile in fecal contents of healthy volunteers

N. D.: Not done



200  CHEMOTHERAPY  SEPT. 1988

groupの 発 育 を1.56μg/mlか ら50μg/ml(108cfu/ml接

種 〉で 阻 止 した 。 また 比 較 的 少 数 常 在 す るC.perfringens

の 発 育 を3.13か ら6.25μg/ml(106cfu/ml接 種)で 阻 止 し

た。 しか しF.varium-F.mortiferurm groupの 発 育 を阻 止

す る に は100μg/ml以 上(106cfu/ml接 種)を 必 要 と した。

このRU28965の 嫌 気 性 菌 に対 す るMICと 今 回 の細 薗叢

の検 索 結 果 を 比 較 す る と,B.advtsscentisの 投 薬 に よ る

速 や か な減 少,Fusobacterium spp.の 投 薬 に よ る あ る い

は 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 。 特 に 本 薬 剤 のBifidobacterium

spp.に 対 す る 著 し く強 い 抗 菌作 用 は,ボ ラ ンテ ィアの 糞

便 中 へ のBifidobacterium spp,の 回 復 が 著 し く遅 れ た こ

と と関 係 して い る よ うに 考 え ら れた 。

またB. fragilis groupは 糞 便 内 の 薬 剤 濃 度 が高 い と考

え られ る投 薬 中あ るい は投 薬 中 止 時 に最 も少 な い 菌 数 を

示 し,投 薬 中止 に よ り速 やか に菌 数 が増 加 す る傾 向 を示

し た。RU28965は 糞 便 内 に 常 在 す るEnterobacteriaceae

の 菌 種 に対 して も弱 い抗 菌 作 用 しか 示 さな い。Enleroba

cteriaceaeは 投 薬 が進 む に つ れ て や や 菌 数 が 減 少 し,投

薬 中 止時 に最 低 に 菌数 を示 す 傾 向 に あ った 。 す な わ ち,

糞便 内薬 剤 濃 度 が 高 い と思 わ れ る時 期 に最 低 の菌 数 を示

した が,投 薬 中 止 に よ り速 や か に 元の 菌 数 に戻 る傾 向 を

示 した。 デ ー タ に は 示 さ な か っ た が,B.fragitis group

の 菌 種 レベ ルの 変化 を検 討 した とこ ろ,各 被 験 者 にお い

て優 位 菌 種 が め ま ぐる し く変化 し,菌 交 代現 象が 生 じて

い る事 が 予 想 され た。 しか し,す べ て の 被験 者 にあ る特

定 のB.fragilis groupが 変 化 す る な どの 共 通 した 変 化 は

確 認 さ れ なか った。

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.difficite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。 ひ とつ 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.diffieile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 るの が外 因説 で 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. difficiteが 異 常 増 殖 す る こ とが き っか け とな

る とす るの が 内 因説 で あ る5)。

今 回 の ボ ラ ンテ ィアで はC. difficiteの 増 殖 が 認 め られ

なか った 。 また下 痢 を訴 え た ボ ラ ンテ ィア は認 め られず,

また 送付 され た糞 便 の 肉眼 的 所 見 で も,む しろ本 薬剤 投

薬 に よ り糞 便 は固 くな る印 象 を受 け た 。 岡 田 ら は,Sul-

tamicillin投 薬 の ヒ ト糞便 内細 菌 叢 の 影 響 を検 討 した際,

Sultamicillin投 薬 を受 け た ボ ラ ンテ ィア に 軟 便 化傾 向 の

あ った ことを記載 したが,こ の薬剤では逆 の現象が観察

された。著者 らのBay o 9867, Cefiximeに おける経験で

は,健 康成 人に各種化学療法剤 を投薬す 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 されるのが常であ ったが6～8),この薬剤では検査期

間中 一度 もC.dijjicileの検 出はできなか った。

以 上の成績か ら,RU28965の1日300mg2分29日 間

経 口投与 は,投 薬8日,投 薬終 了時お よび終了1週 目を

ピークとす る嫌気性 菌総 菌数お よび好気性 菌総菌数の若

干(1/100程 度)の 減少 を引 き起 こすこ とが知られた。そ

の 菌叢 の変化 を見 る とBifidobacterium spp.の 減少が顕

著で,2週 間の投薬では中止後3週 目で も投薬前の状態

に回復 しなかった。 また肉眼的に,こ の試験期間ボラン

テ ィアの糞便が次第に固 く(水分が少 な く)なる傾向を観

寮 した。Fusobacteriumspp..B.fragilis group間 の菌種

レベルの複雑な変化 も観察 された。
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EFFECT OFL RU 28965 ON INTESTINAL BACTERIAL FLORA IN HEALTHY ADULTS

KUNITOMO WATANABE, KAKUYO SAWA, HARUKI SAWAMURA, KAZUKIYO YAMAOKA, MAKOTO AOKI,

NAOKI KATO and KAZUE UENO

Institute of Anaerobic Bacteriology, School of Medicine, Gifu University

We investigated the effect of a new macrolide chemotherapeutic agent, RU 28965, on human intestinal bacterial flora in

6 male volunteers. The drug was administered at a daily dose of 300 mg in two doses, totalling 29 times. Quantitative cul-

ture of stools was conducted eight times altogether: at pre- administration, during treatment and up to the fourth post-

administrative week.

Reduction in the bacterial count reached a peak 8 days after initiation of treatment, at completion of the treatment or

one week later, though individual differences were observed. The reduction rate of the total anaerobic and aeromicrobial

counts was from 1/ 10 to 1/ 1000 as compared with pre- administration. As a qualitative change in flora, early disappear-

ance and delayed recovery of Bifidobacterium spp. was particularly observed.

No abnormal growth of C. difficile- regarded as a causal bacterium of pseudomembranous enteritis- was observed dur-

ing the treatment.




