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健康 成人の腸 内細菌叢に及ぼすpanipenem/betamipron連 続投与の影響
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岐阜大学医学部嫌気性菌実験施設

健 康成 人 男性 志願 者5名 にpanipenem/betamipron(PAPM/BP>を1回500mg/500mg,1日

2回,4.5日 点 滴静 注 した時 の腸 内細菌 叢 に及ぼ す影響 を糞便 中の構 成 細菌 を検 索す るこ とによ

り検 討 した。 この連続 投与 に よ り一部 の菌種 にお いて菌数 の減 少 あ るい は消失 を見 たが,総 好

気性 菌数,総 嫌気 性菌数 総 菌数 に は大 きな変動 は なか った。Clostridium difficileはどの検体

か ら も検 出 され なか った。 また,CdmlcileD-1antigenや β-lactamase活 性 も検 出 され なか

った。健 康成 人 男性志願 者2名 に よるPAPM/BP1回1000mg/1000mg,1日2回,4.5日 点滴

静 注投 与に お いて もほぼ 同様 の結 果 であ った。これ らのPAPM/BP連 続投 与 に よる腸 内細菌 叢

に及ぼ す影響 は 大 き くな い もの と考 え られた。
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Panipenem/betamipron(PAPM/BP)は 三共 株 式会

社 研 究 所 で 創 製 され た カ ル バ バ ネ ム 系 抗 生 物 質

panipenem(PAPM)と 腎毒性 軽 減作用 を有 す るア ミノ

酸誘 導体betamipron(BP)と の1:1の 合 剤 である。主

薬PAPMは グラム陽性,グ ラム陰性,好 気性,嫌 気性

を問わず 幅広 い抗菌 スペ ク トル と強 力 な殺菌 作用 を有

す る抗生物 質 であ る1)。PAPMは ヒ トでは腎臓 か らの代

謝排 泄が 主 で,胆 汁中へ はほ とん ど排 泄 され な い。 従

って,人 体 に投 与 した場合 に腸 管 内へ 活性 体 が高 濃度

で移行 す る可能性 は低 く,腸 内細菌 叢 に及ぼ す影響 は

少 ない もの と予 想 され る。

今 回,臨 床 第1相 試験 の一環 と して健康 成 人 男子5

名 にPAPM/BPを500mg/500mg×2/日 ×4.5日(点 滴

静 注,最 終 日は1回 投 与)連 続投 与 した ときの 腸 内細菌

叢に 及ぽす影 響 を検 討 した。 また追加 試験 として1000

mg/1000mg×2/日 ×4.511に つ いて も同様に検 討 したの

で報告 す る。

1.実 験 材料 および方 法

1.被 験者 の背 景 お よび投与 方法

PAPM/BP臨 床 第1相 試験実 施時 の健康 な成 人男性

被検 者5名(Table 1,ボ ランテ ィア1～5>を 対象 とし,

PAPM/BPを1回500mg/500mg,1目2回(9時 と21

時),4.5日(最 終 日は9時 のみ),60分 か け て点滴静 注

した。 糞便 の採 取 は投与 開始2日 目(Day 2)、5日 目

(Day5),投 与 終 了後3日 目(Day 8),以 後1週 間隔

(Day 15,Day 22,Day 30,Day 36)お よび対照 として投

与 前6日(Day-6)の 合 計8回 行 った(Table 2)。また,

1回1000mg/1000mg,1日2回,4.5日 の追加 試験(ボ ラ

ンテ ィア6,7)で は,投 与 開始5日 目(Day5),終 了後

14日 目(Day 19)お よび対 照 として投与 前6日(Day-

6)の 合計3回 糞便 の採取 を行 った(Table3)。 午前 中に

採 取 した糞便検 体 は全量密 閉プ ラスチック容器 中で5℃

に保冷 して輸送 し,直 ちに細菌 の分 離 同定試験,CloS-

tridium difficile D-1 antigen の 検 出 お よ び β-

lactamase活 性 測 定 に 供 した 。

Table 1. Volunteers for the fecal microflora study

*〒140東 京都 品川区広町1-258
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T able 2. Schedule for administrations of panipenem/betamipron and samplings

of microflora test (500 mg/500 mg•~9)

Table 3. Schedule for administrations of panipenem/

betamipron and samplings for microflora test

(1000 mg/ 1000mg•~9)

2.検 査材料 か らの細菌 の分 離 同定

採取 した検体 は性状 を記録 した後,ビ ー ズ玉 入 りの

滅菌 中試 験管 に約1gを 正 確 に秤 量 し,直 ちにanaerobic

chamber(Forma naerobic system, 80% N2, 10%

H2,10%CO2)に 搬 入 した。 これ にあ らか じめ還 元処

理 を施 した嫌 気性菌 用希 釈液2)(11iter中KH2PO4 4.5

g,Na2HPO4 6.09,L/cysteinHCI.H2O 0.59,Tween

800.59,agar1.0g)を9倍 量 を加 え,ミ キサ ー で均一

とな るまで撹拝 し,10倍 希 釈 液(10-1)と した。これ を希

釈液で さらに10倍 ずつ10-8ま で希 釈 し,各希釈 検体 の0.

05m1を それ ぞれ好 気性菌 用 お よび嫌 気性 菌用分 離 培地

(Table 4)に コンラー ジ棒 で均 一 に塗布 し,嫌 気性 菌用

はanaerobic chamber内 で48時 間,好 気性 菌 用 は通常

の空気環 境下 の フラ ン器 内 で24時 間 それ ぞれ37℃ で培

養 した。 分離培 地 で分 離 した嫌気 性菌 の コロニー は変

法GAMagar2)で,好 気 性菌 はTrypticase soy blood

agar(TSBA),Trypticase soy agar(TSA)ま た は

Mueller-Hinton agar(MHA)で 純 培養 した。分 離培 地

お よび純培 養培 地上 に生 育 した コロニー は種類 ご とに

個数 と形状 を記 録 し,グ ラム染色 に よ り菌 の 形状,染

色性 を調べ た。好 気性 菌 の中 でDHL,nutrient agerお

よひNo.110培地 か ら分 離 した菌 はEnterotube(Roche)に

よ り菌種 を同定 した。嫌 気性 菌の 中でBBEお よびFM培

地か ら分 離 した菌 はRapIDANA(Innovative Diagnos-

tic Systems,Atlanta)に よ り菌 種 を同定 した。

3.芽 胞数 の測 定

糞便 の10倍 希 釈 液1m1に 等 量の95%エ タ ノー ル を加

え随時撹 拌 しなが ら室 温 に1時 間放 置 した後,希 釈 液

Table 4. Media used for isolation of bacteria

from feces.

で適 当 に希 釈 して それ ぞれ2枚 のGAMager培 地 に植

え た。37℃ で1枚 は 好気培 養,他 は嫌 気培 養 して生育

した コロニー 数 を数 え た。

4.菌 数 の 算 出

各分 離 培地 上 の コ ロニ ー を数 え,以 下 の方 法 で糞便

乾燥 重量19当 りの生 菌数 として表 した。 糞便 約1g

を秤 量 し(湿潤 重 量),80℃ で一 夜 乾燥 させ た 後再 び重

量 を測定 して,乾 燥 重 量 を求め た。 湿 潤重 量/乾 燥 重

量 をフ ァ クター として求め,こ れ に よ り生 菌数 を補正
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した。

5.糞 便 中 のCdifficile D-1 antigenお よび β-

lactamase活 性 の検 出

糞便 の10倍 希 釈液 を4℃ で5,000×9,20分 間遠 心分

離 し,そ の上清 を ミ リポア フ ィル ター(0.45μm)で 濾過

して被 検 液 と した。Cdifficile D-1 antigenはC.D.

CheckD-1(三 菱化成)を 用 いたlatex immunoassay法

により検 出 した。β-Lactamase活 性 は100μM nitrocefin

を基 質 としてchromogenic cephalosporin法3)で 測定 し

た(2.29ΔA/mM/cm at 376nm)。

II.案 験結 果

1. PAPM/BP 500mg/500mg×9回 連 続投 与

1)便 性 状お よび消化 器症状

Table 1に 被 験者 の背 景 を示 した。PAPM/BP 500

mg/500mgを 溶解液100mlに 溶解 し,午前9時 および午後

9時 の1日2回,約60分 間 かけ ての点 滴静 注 を合 計9

回(5日 目は午 前9時 のみ)行 った(Table 2)。糞 便の性

状 はすべ ての ボ ラ ンテ ィア のすべ ての検 体 にお いて 肉

眼所 見 は正常 で あ り,軟 便,下 痢便 な どの 異常 は全 く

認 め られ なか っ た。 消化 状態 も肉眼的 には 異常 は認め

られ なか った。

2)腸 内細 菌叢 の変動

ボ ランテ ィア5例 の糞便 乾燥重 量19当 りの総菌 数,

総 好気性 菌数 お よび総嫌 気性 菌数 をそれぞれFig.1,2

お よ び3に,菌 種 別の結 果 をTable 5(好 気性菌)お よび

Table6(嫌 気 性菌)に 示 す。総 好気性 菌数 はボ ランテ ィ

ア1,3,5で は常 に106～108CFU/gの 間で推移 し,薬

剤投 与 に よる影 響 は見 られ なか った。 ボ ランテ ィア2

panipenem/betamipron
administration

Fig. I. Total number of bacteria isolated from feces

samples of healthy volunteers

では投薬 終 了後10日 目(Day15)に 、ボ ランテ ィア4で

は投 薬終 了後17日 目(Day22)に 総好 気性 菌数が一過性

に増 加 した。ボ ランテ ィア2はEnterococcus(1.4×109

CFU/g)とBacillus(1×10gCFU/g)が,ボ ラ ンテ ィア4

はEnterococcus(3.3×1011CFU/g)が 増加 していた。総

嫌気 性菌 数 はどのボランティアにおいても常 に1010～1012

CFU/9の 間 を推移 し,薬剤 投与 の影 響 を受 けなかった。

総嫌 気性 菌数 は総 好気性 菌数 の約100倍 あったので両者

を合 計 した総 菌数 は総 嫌気 性菌 数 にほ ぼ等 しかった。

総菌 数 は5ボ ラン テ ィア いず れ も概 ね1010～1011CFU/

gで あ り投 与前,投 与 期 間中,投 与終 了後 いず れにおい

て も大 きな変 動 は なか った。

panipenem/betamipron
administration

Fig. 2. Total number of anaerobic bacteria isolated from

feces samples of healthy volunteers

panipenem/betamipron
administration

Fig. 3. Total number of aerobic bacteria isolated
from feces samples of healthy volunteers
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好気性菌 ではEnterobacteriaceaeが 投 薬前 後 を通 し

て常に107CFU/g程 度検 出 され た。Enterococcusも ほ ぼ

どのサ ンプルか らも105～107CFU/g程 度検 出 され,こ れ

らの菌種 は投 薬の影 響 を受 け難い もの と思 われた。Strep-

tococcusお よびStaphylococcusは 投薬5日 目(Day5)か

ら投薬 終 了後10日 目(Day15)ま での 間検 出率 が低 か っ

た。Bacillusは菌数 はそれほ ど多 くはなかったが(103～105

CFU/g)ほ ぼ常 時検 出 され,投 薬 の影響 をほ とん ど受 け

なか った。ブ ドウ糖 非発 酵菌 の検 出率 は低 く(0～40%),

薬 剤投 与 との関 連性 も見 られなかった。Yeastsは20～60

Table 5. Influence of repeated administrations of panipenem/betamipron on the aerobic microflora of 5 healthy volunteers.

a expressed as logarithm of CFU/g feces•}SE
, figures in parentheses are frequencies of isolation among 5 volunteers

b) no isolates

*day of administrations

Table 6. Influence of repeated administrations of panipenem/betamipron on the anaerobic microflora of 5 healthy volunteers.

a) expressed as logarithm of CFU:g feces SE
, figures in parentheses are frequencies of isolation among 5 volunteers

b) no isolates

*day of administrations
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%の 低 い 検 出 率 で あ り,投 薬 の 影 響 は な い もの と思 わ

れ た。

嫌 気 性 菌 で はBacteroides fragilis group,

Bifidobacterimお よ び グ ラ ム 陽 性 桿 菌 は い ず れ も ど の

サ ン プ リ ン グ に お い て も常 に検 出 され,投 薬 の 影 響 を

受 け な か っ た。Lactobacillusは104～106CFU/g程 度,検

出率 は40～80%で 一 定 し て い た 。Clostridiaで はClos-

tridium perfringensは 投 薬 前 に は 検 出 され なか っ た が,

投 薬 中 お よ び 投 薬 終 了後 に は104～106CFU/g程 度 の 菌

が20～40%検 出 され た。C.dififcileは 投 薬 前 後 を 通 して

全 く検 出 さ れ なか っ た。C.difficile,C.perfringens以

外 のClostridiaは107CFU/g程 度 ど の検 体 か ら も常 に検

出 され た。y2illonellaは 投 薬 前 に は検 出 され な か っ たが,

投 薬 中 お よび 投 薬 後 に20%,103～106CFU/g程 度 検 出 さ

れ た。Fusobacterimは40～60%の 検 出 率 で106CFU/g

程 度 の菌 量 が 検 出 され た が,投 薬5日 目(Day5)に は や

や 高 い 値 を 示 した 。

Table 7に はB.fragilis groupとEnterobacteriaceae

中 で 同 定 さ れ た 主 要 検 出 菌 種 を 示 し た 。B.fragilis

groupで は B. fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron,

Bacteroides vulgatus, Bacteroides distasonis が投薬前

後 を通 じて106～10℃FU/9程 度 の菌数 が常時検 出され

た。Entmbacteriaceaeで はEscherichia coli, Klebsiella

pnemmiaeが104～107CFU/g程 度が投 薬前 後を通 じて

検 出 され た。 そ の他 の菌種 は常 に検 出 され た ものはな

か った。

3)C.difficile D-1 antigenの 検 出

Table 8にC.difficile D-1 antigenの 検 出結果 を示 し

た。5ボ ランテ ィアの8検 体 すべ て においてC.difficile

D-1 antigenの 活性 は陰性 または±(250ng/ml未 満)であ

り,陽 性(500ng/m1以 上)は 全 くなか った。

4)β-Lactamase活 性

5ボ ランテ ィアの8検 体すべてにおいてβ-lactamase

は全 く検 出 され なか っ た。

5)投 薬 前後 の分 離菌 のPAPMに 対 す る感受性 の変

化

投薬 に よ りPAPMに 対す る分 離菌 の感受 性が変化す

るか否 か を調べ るため,投 薬 前後 と もに数株 以上検出

され た菌種 につ い て,投 薬前 お よび投 薬後 の2群 に分

けてPAPMに 対す る感 受性 の変 化 を好 気性 菌はMHA

Table 7. Isolates of Bacteroides fragilis group and Enterobacteriaceae

a) log (CFU/g feces)

*day of administrations

Table 8. Detection of Unsfridi(m diffici/c 1)-1 antigen in feces

a)assayedbyC .D.CheckD-1(MitsubishiKasei)

-: <125ng/ml;±:<250ng/ml; +:≧500ng/ml

* day of admirlistrations
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で,嫌 気性菌 はGAM agarで 調 べ た(Table 9)。 検 討 し

た7菌 種 の うち,E.coli,K.pneumoniae,C.freun-

dii,B.thetaiotaomicrOn,B.distasonisお よ び

Fusobacterium mortiferumの6菌 種 の感 受性 は投 薬前

後でほ とん ど変化 して い なか ったが,B.fragilisで は投

薬後のMIC50が8倍 増大 してい た。しか し,MICのrange

はともに0.025～0.78μg/mlで あ り,変 化 は見 られ なか

った。

2.PAPM/BP1000mg/1000mg×9回 連 続 投与

1回500mg/500mg投 与時 とは異 なるボ ランティア2名

(Table 1)に よ り,1回1000mg/1000mg 9回 連 続投 与 試

験 を行 った。 この追加 試験 で の糞便 の採 取 は投薬 前,

投薬中,投 薬終 了後各1回 行 った(Table 3)。 糞便 の性

状 は2人 の ボラ ンテ ィア のすべ て の検 体 に お いて 肉眼

所見は正常 であ り,軟 便,下 痢 便 な どの異常 は全 く認

められ なか った。消化 状態 も肉眼 的に は異常 は 認め ら

れなか った。

Table 10お よひTable 11に2ボ ランティアの各検体

におけ る検 出菌 を示 した。 総好 気性 菌数,総 嫌 気性 菌

数 は2ボ ランテ ィア と もに投 薬前 後 を通 して大 きな変

化 を示 さず,薬 剤投 与の影 響 を受 け なか った。総 嫌 気

性菌数は総好気性 菌数 の100倍 程 度 あったため両者 を合

計 した総菌数 は総嫌 気性菌 数 にほ ぼ等 しか っ た。2ボ

ランティアとも500mg/500mg×9回 連続 投与 の場 合 と比

べ る とやや総菌 数 が 多 くな って いた。 ボ ラ ンテ ィア6

ではStreptococcus,Veillonella,Lactobacillusが 投 薬5

日目(Day 5)で 検 出 され な くな り,投 薬 終 了 後14日 目

(Day 19)に 再 び検 出 され た。ボ ラ ンテ ィア7で はブ ド

ウ糖 非 発 酵 菌,Staphylococcusが 同 様 に 投 薬5日 目

(Day 5)に 検 出 され な くなっていた。それ以外 の菌 種 で

は概 ね菌数 の 変化 は わず か であ った。

2ボ ランテ ィアのす べ ての 検 体 に お いてC.difficile

D-1 antigenは 全 く検 出 され なか った。 β-Lactamase

もど の検体 か ら も検 出 され なか っ た。

III.考 察

PAPM/BPを1回500mg/500mg,1日2回,4.5日

(5日 目は1回)点 滴静 注 した時 の5ボ ラ ンテ ィアの糞

便 中の細菌 叢 の変 化 は概 ね薬 剤投 与 の影響 を受 け ず安

定 して いた。総 好 気性 菌数,総 嫌 気性 菌数,総 菌数 は

一 部 の例外 を除 きいずれ も通 常 の変動 以上 の 変化 は認

め られ なか った。 総 好気性 菌 数 では ボ ラ ンテ ィア2と

4で 一 過性 の 増加 が 見 られ た。 ボ ラン テ ィア2は サ ン

プ リング前 日に納 豆 を摂 取 した こ とが明 らか に な り,

この こ とに 由来 す る もの で はな いか と思 われ る。 ボ ラ

ン テ ィア4で は 食事 との 関連 性 は不 明 であ ったが,投

与終 了後17日 目で あ るこ と,増 加 した菌種 がEnterococ-

cusで あ る こ と,増加 が一 過性 であ るこ とを考慮 す る と,

乳 製 品 な どの摂 取に よる可能 性 が考 え られ る。薬 剤投

与 との関 連性 は不 明 で あ った。 これ らの ボ ラ ンテ ィア

にお い て,主 要検 出菌 の 範囲 内 で は投薬 に よ る影 響 は

Table 9. Susceptibilities to panipenem of bacteria isolated pre- and post- administrations
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Table 10. Influence of repeated administrations of

panipenem/betamipron on the microflora
of volunteer 6

a) log (CFU/g feces)

b) no isolates
* day of administrations

少 ない もの と考 え られ た。常 時検 出 され ない少数 の菌

種 では 多少 変動 が見 られ たが,特 に薬剤 投与 との 関連

性 を示 唆 す る もの は なか っ た。C.difficileお よびC.

difficile D-1 antigenは と もに全 く検 出 されず,糞 便 性

状 に も異常 は なか ったの で本剤 の連 続投 与に よ る下 痢

は起 こ り難 い もの と思 われ る。 薬剤 投与 前後 の分離 菌

のPAPMに 対す る感受 性 は検 討 した7菌 種 の うち6菌

種 ではほとんど変化 していなかった。B.fragilisではMIC50

が投 与後 に8倍 にな って いたが,最 も感受性 が低 い株

に対 して もMICは0.78μg/mlで あ り,耐性化 とは言 えな

い程 度の 感受性 の変 化 であ った。また,β-lactamaseも

全 く検 出 され なか った ので本 剤の 連続投 与 に よ り菌 の

耐性 化 は容 易 には起 こらな い もの と思 われ る。

1000mg/1000mg×2回/日 ×9回 連 続 投 与 の 場 合

の細菌 叢の変化 も500mg/500mg連 続投 与の場合 と基本

Table 11. Influence of repeated administrations of

panipenem/betamipron on the microflora
of volunteer 7

a) log (CFU/g feces)

b) no isolates
* day of administrations

的に は 同様 と考 え られ,投 薬量 の増 量 に よる変化は特

に観察 され なか った。従 って,こ れ らの連 続投与では

糞 便 中の細 菌 叢に対 し特 筆 すべ き影響 を及 ぼ さないも

の と考 え られ た。
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INFLUENCE OF REPEATED INTRAVENOUS INFUSIONS OF

PANIPENEM/BETAMIPRON ON THE FECAL MICROFLORA OF

HEALTHY VOLUNTEERS

Satoshi Ohyai), Haruki Domon", Mitsuo Katsuta", Tsutomu Yajima",

Yukio Utsui", Takashi Takenouchi", Takashi Fukuoka", Yoko Ajiki",

Naoko Sekine", Mayumi Kasahara", Hiroshi Yasuda", Kunitomo

Watanabe), and Kazue Ueno2)
oBiological Research Laboratories ., Sankyo Co., Ltd.

2-58 Hiromachi 1-chome, Shinagawa-ku, Tokyo 140, Japan
2)Institute of Anaerobic Bacteriology

, Gifu University, School of Medicine

The influence of repeated intravenous infusions of panipenem/betamipron (PAPM/BP)

(PAPM : BP=1 : 1) on the fecal microflora of healthy volunteers was studied. PAPM/BP(500mg of
PAPM and 500mg of BP) was administered to 5 male healthy volunteers twice a day for 4.5 days.
The feces were sampled and subjected for studying of microflora on the days 2, 5, 8, 15, 22, 30, and
36, and 6 days before the administrations. The influence of the administration on the fecal microflora
was minimum. Neither Clostridium difficile nor C. difficile D-1 antigen was detected in any of the
samples. The change in susceptibilities of dominant isolates to PAPM was also minimum.


