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新 経 ロ セ フ ェ ム剤ME1207の ビー グル 犬腸 内菌 叢 に及 ぼ す 影響
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新経 ロセフェム系抗生物質ME1207を ビー グル犬に12mg/kg/day及 び250mg/kg/day

を設定 し,1日1回,14日 間連続経口投与 を行い,投 与期間前,投 与期間中,投 与期間終了後

の腸内歯叢の変化を測定 した。また,Clostridium difficileのD-1抗 原の検 出,ME 1206の 糞 便

中抗菌活性の検出及び糞便中 β-ラ クタマーゼ活性の測定 を行 った。更にME 1207投 与群 につ

いて糞便中分離菌のME1206耐 性 菌の割合 について測定 した。 これらの成績 を以下に示す。

1.糞 便の性状は,実 験期間中を通 していずれの投与群 において も正常 で,下 痢な どの異常

は認められなかった。

2.12mg/kg/day投 与群では,Enterobacteriaceaeの 若 干の減少及び嫌気性菌群の一時的

な減少が認め られた。250mg/kg/day投 与群では,Enterobacteriaceaeは 減少 ないし検出限界

以下 となり,Enterococcus spp.主 体 の菌叢 となった。嫌気性菌群 も大部分検 出限界以下 となっ

た。投与期間終 了後には,元 の菌叢に回復 した。

3.Cdifficileは,特 に12mg/kg/day投 与群で出現頻度が高か った。またC. difficileの産

生するD-1抗 原 は,対 照群及び12mg/kg/day投 与 群で多く検出されたが,250mg/kg/day投

与群 では投与開始後,検 出されない例が多かった。

4.糞 便中の抗菌活性に関 しては,12mg/kg/day投 与群 で検 出はわずかであったが,250mg

/kg/day投 与群 ではME1206が1,000μg/g以 上 の高濃度で検出された。

5.糞 便中の β-ラ クタマーゼ活性は総 じて低かった。

6.耐 性菌への菌交代は,EnterobacteriaceaeでME1207投 与 期間中に認め られたが,Sta-

phylococcus spp。で は耐性菌は認められなかった。またStreptococcaceaeは,ME1207投 与期

間中Enterocomsspp.主 体 の菌叢に変化 した。

Key words: ME 1207, ME 1206,ビ ー グル犬腸内菌叢

新 規 経 口用 エ ス テ ル 型 セ フ ェ ム 系 抗 生 物 質

ME1207は,経 口投与後腸管から吸収 され,腸 管壁の

エステラーゼによってME1206に 加 水分解 され る。

このME1206は,嫌 気性菌 を含む グラム陽性菌及び

グラム陰性菌に対 し,幅 広い抗菌 スペ ク トルを有 し,

強 い抗菌力を示す1)。

今回我々は,ビ ーグル犬 を用いてME1207の 経 口投

与による腸内菌叢への影響 を検討 した。 また抗菌剤投

与の際,Clostridium difficileによ る偽膜性大腸炎の惹

起が懸念されるので,Cdifficileと その産生するD-1

抗原 の検出を実施 したので報告す る。

1.実 験材料 と方法

1.実 験動物

ビ-グ ル犬(雄,月 齢5～6カ 月,体 重7.15～8.20

kg)12頭 を用いた。

2.投 与薬剤及び投与方法

ME1207は,ME1207錠 と同一成分の混合物 を用い

た。

1群 を4頭 とし,3群 に分けた。その うち2群 には

ME1207を12mg力 価/kg又 は250mg力 価/kgと な

るように強制的に経 口投与 し,対 照群にはME1207を

含 まないプラセボを同時投与した。投与は1日1回,

14日 間連続 で行 なった。

*〒222横 浜市港北区師 岡町760
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投 与 量 の 選 択 は,ME1207の イ ヌ を用 い た 亜 急 性 毒

性 試 験 の 無 影 響 量(250mg/kg)2)な らび に 推 定 され る

臨 床 用 量(600mg/man/day)3)に 基 づ き設 定 し た 。

3.糞 便 採 取

糞 便 の 採 取 は,投 与 開 始9日 前(before 9th day),

前 日(before l st day),投 与 開 始2日 目(during 2 nd

day),同5日 目(during 5 th day),同8日 目(during

8thday),投 与 終 了1日 目(after l st day),同7日

目(after 7 thday),同21日 目(after 21 st day)の

計8回 行 っ た 。 採 取 日 に排 泄 され た 糞 便 は,そ の 性 状

を観 察 し た後 プ ラ ス チ ッ ク容 器 に 採 取 し,嫌 気 状 態 で

保 冷 し,試 験 に 供 した 。

4.糞 便 菌 叢 の 検 索

光 岡 の 方 法 に 従 っ て 実 施 した4)。 す な わ ち採 取 し た

検 体1gを 秤 量 し,直 ち に9mlの 嫌 気 性 希 釈 液 を含 む

中 試 験 管 に移 し,酸 素 不 含,無 菌 炭 酸 ガ ス 通 気 下 で 良

く混 和 し た(10-1)。 そ の1mlを 新 しい 希 釈 液9mlに

加 え,上 記 の 炭 酸 ガ ス を 吹 き込 み な が ら,同 様 に10-8

倍 ま で希 釈 し,順 次,希 釈 液 の0.05m1を 嫌 気 性 菌 用 平

板10種 類,好 気 性 菌 用(Lactobacillus selective

medium(LBS)を 含 む)平 板8種 類 に 一 様 に 塗 抹 し

た。使 用 した 培 地 の 詳 細 は,Table 1に 示 し た。嫌 気 性

菌 用 平 板 は,還 元 ス チ ー ル ウ ー ル と共 に ジ ャー に 入 れ

炭 酸 ガ ス で 置 換 後,37℃72時 間 嫌 気 培 養 し た。 ま た,

DHL,5%緬 羊 脱 繊 維 血 加Tripticase soy(TS)培 地

は,37℃ で24時 間 好 気 培 養,TATAC,PEES,Potato

dextrose(P),NAC,カ ン ジダ培地は,37.C72時 間

好気培養 した。LBS培 地 は,ジ ャーに入れ,還 元 スチ

_ル ウール を入れずに,炭 酸 ガスで置換 して37℃72

時間微好気培養 した。培養終了後,各 培地に発育 した

集落の形状及びその数 を記録 し,そ れぞれグラム染色

を行い集落の形状,グ ラム染色性,細 胞の形態によつ

て菌群 を決定 して集計 した。Neomycin naglar(NN)

培地上 でLecithinase(+)の 性 状 を示 した集落につい

ては,乾 燥 ウェルシュ菌A型 抗毒素濾紙(日 水)を 用

いNN培 地 上でLecithinase中 和 試験 を行 い陽性の

菌株 をClostridium perfringensと して集計 した。

5.Clostridim difficile D-1抗 原の検出

D-1抗 原の検出には,C. D.チ ェ ック ・D-1(三 菱化

成工業)を 用いた。すなわち検体0.5gに0.1Mト リ

ス塩酸緩衝液(pH8.0)0.5mlを 加 えて懸濁後,更 に

1,2, 2-trifluoroethane 0.5mlを 加 え,遠 心分離(3,000

rpm.15分)し た。その上清100μ1を スライ ド板上に

とり,次 いでD-1抗 原感作ラテ ックス試薬40μ1を 添

加,ス ライド板 をゆっくり揺 り動か し3分 後にラテッ

クス試薬の凝集 を肉眼で観察 した。凝集 した ものを陽

性 と判定 した。

6.糞 便 中のME1206濃 度 の測定

糞便5gと 抽出用緩衝液(メ タノール:0.1Mり ン

酸緩衝液,pH7.0=2:1)20mlを 混合 し,ホ モジネー

ト後,3,000rpm,15分 遠心分離 し,そ の上清を測定試

料 とした。薬剤濃度の測定は,カ ップ法によるBioas-

Table 1. Isolation of aerobic and anaerobic bacteria from fecal flora
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Table 2-1. Normal fecal flora of beagle dog feces (control group, n=4)

a
 Mean•}S. D. (Log10 CFU/g of wet feces)

b  Percentage of beagle dogs from which the bacterial group was detected at the lowest dilution tested.
c  Not detected

Table2-2. Normal fecal flora of beagle dog feces (control group, n=4)

a
 Mean•}S. D.  (Logi, CFU/g of wet feces)
b

 Percentage of beagle dogs from which the bacterial group was detected at the lowest dilution tested.
C  Not detected
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Table 3-1. Effect of ME1207 on fecal flora of beagle dog feces (12mg/kg/day, n=4)

a
 Mean •} S. D. (Log10CFU/g of wet feces)

b  Percentage of beagle dogs from which the bacterial group was detected at the lowest dilution tested.
c  Not detected

Table 3-2. Effect of ME1207 on fecal flora of beagle dog feces (12mg/kg/day, n=4)

a
 Mean •} S. D. (Log10 CFU/g of wet feces)

b  Percentage of beagle dogs from which the bacterial group was detected at the lowest dilution  tested .
c  Not detected
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Table 4-1. Effect of ME1207 on fecal flora of beagle dog feces (250 mg/kg/day, n=4)

a Mean •} S . D. (Log10 CFU/g of wet feces)

b Percentage of beagle dogs from which the bacterial group was detected at the lowest dilution tested .

c Not detected

Table 4-2. Effect of ME1207 on fecal flora of beagle dog feces (250mg/kg/day, n=4)

a Mean •} S
. D. (Log. CFU/g of wet feces)

b Percentage of beagle dogs from which the bacterial group was detected at the lowest dilution tested
.

c

 Not detected
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sayで 行 な っ た 。試 験 菌 に はEscherichia coli NIHJを

用 い た 。

7. 糞 便 中 の β-ラ ク タマ ー ゼ 活 性 の 測 定

ME1207投 与 群 の 糞 便 中 の β-ラ ク タ マ ー ゼ 活 性

を投 与 開 始 前 日,投 与 開 始8日 目,投 与 終 了1日 目,

同7日 目 に つ い て 測 定 し た 。 糞 便 を0.05Mリ ン 酸 緩

衝 液(pH7.0)で5倍 希 釈 し,撹 拌 後,4℃ に て,3,000

rpm,20分 遠 心 分 離 し,そ の 上 清 を フ ィル ター(0.45

μm)で 濾 過 し被 検 液 と し た 。β-ラ クタマ ー ゼ 活 性 の

測 定 は,cephaloridine(塩 野 義 製 薬)を 基 質 と した ミ

ク ロ ヨー ド法 の 変 法5)で 行 っ た 。

8. 糞 便 中 分 離 菌 のME1206耐 性 に 対 す る 感 受 性

測 定 の チ ェ ッ ク

ME1207投 与 群 の 投 与 開 始 前 日,投 与 開 始8日 目,

投 与 終 了1日 目,同7日 目,同21日 目 の 計5回 の 糞 便

よ り 分 離 さ れ たEnterobacteriaceae, Streptococ-

caceae及 びStaphylococcus spp.に つ き各20株 を 無 作

為 に 選 択 し,以 下 の 寒 天 平 板 に 楊 子 ス ト リー ク した 。

す な わ ちEnterobacteriaceae及 びStaphylococcus

spp.に つ い て は 感 受 性 測 定 用 寒 天 平 板 培 地(STA;日

水)及 び そ のME1206を12.5,100μg/ml含 有 す る 同

寒 天 平 板 培 地 に,Streptococcaceaeに つ い て は 同 量 の

ME1206及 び5%馬 脱 繊 維 血 を含 有 す るSTA寒 天 平

板 培 地 を用 い た 。

各 寒 天 平 板 培 地 に 植 菌 後37℃20時 間 培 養 し,

ME1206の12.5μg/ml含 有 平 板 に 増 殖 し た 株 を

ME1206耐 性 菌 と 判 定 し た。

ま た,測 定 した 一 部 の 菌 に つ い て,Api 20E, Api20

STREP及 びApi STAPH(ア ス カ 純 薬)を 用 い て 菌

種 の 同 定 を行 っ た。

II. 結 果

1. 糞 便 の 性 状

糞 便 の 性 状 は,実 験 期 間 中 を通 し て い ず れ の 投 与群

に お い て も正 常 で,下 痢 な どの 異 常 は 認 め ら れ な か っ

た 。

2. 糞 便 菌 叢 の 変 動

対 照 群,12mg/kg/day及 び250mg/kg/day投 与群

(4匹)の 総 菌 数,総 好 気 性 菌 数,総 嫌 気 性 菌 数 及 び 各

菌 群 菌 数 の 菌 数 平 均 値,標 準 偏 差 及 び 検 出 率 の 経 日変

動 をTables2～4に 示 した 。

1) 対 照 群(プ ラセ ボ)で は,実 験 期 間 中 を通 して

菌 叢 は 一 定 して お り,そ の 変 動 は 小 さか っ た。 ま た 対

照 群4頭 の 各 個 体 に よ るバ ラ ツ キ も小 さ か っ た 。

好 気 性 菌 群 で は,lactobacillus spp., Streptococ-

caceae,次 い でEnterobacteriaceaeが 多 く,Sta-

phylococcus spp.は 少 数 で あ っ た 。Yeast,

PSeudomonas aeruginosaの 出 現 は 時 々 認 め ら れ る程

度 だ っ た 。

嫌 気 性 菌 群 の 主 体 はBifidobacterium spp.,

Eubacterium spp., Bacteroidaceae, Peptostreptococ-

cusspp., Clostridium spp.で あ っ た 。C.difficileは ほ

とん ど検 出 され ず,2検 体 に102,103CFU/g検 出 され

た の み で あ っ た 。

2) 12mg/kg/day投 与 群 で は,ほ と ん ど総 好 気 性

菌 数 の 変 動 は 認 め られ な か っ た 。

総 嫌 気 性 菌 数 に は,投 与 期 間 中や や 減 少 傾 向 が 認 め

られ た 。 各 菌 群 で は,Enterobac teriaceaeに 投 与 期 間

中 減 少 傾 向 が 認 め られ,嫌 気 性 菌 群 に も一 時 的 な 減 少

が 認 め ら れ る例 が あ っ た 。

3) 250mg/kg/day投 与 群 で は,総 好 気 性 菌 数 の 変

動 は ほ とん ど 認 め られ な か っ た。

総 嫌 気 性 菌 数 は 著 し く減 少 し検 出 限 界 以 下 に な る例

Table 5. Detection of Clostridium difficile and D-1 antigen in beagle dog feces
in the control group and the groups administered ME1207.

* number of beagle dogs detected

number of beagle dogs in a group
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もあった。

好 気 性 菌 群 で は,Enterobacteriaceae及 び

LactobacilluS spp.が 減 少ない し検出限界以下 とな り,

Staphylococcus spp.は 投 与期間中全 く検出されなかっ

た。Streptococcaceaeに は,大 きな変動は見 られなか

った。

嫌気性の各菌種は投与期間中ほとんど検 出されなか

った。

3. C.difficile及 びD-1抗 原の検出

C. difficile及びD-1抗 原 の検 出結果 をTable5に

示す。

C. difficileは12mg/kg/day投 与 群 で投与期 間後

半にやや 多く検出されたが,250mg/kg/day投 与群 で

は投与終了7日 目に一過性に検 出された以外は全 く検

出されなかった。D-1抗 原 は対照群及び投与期間前に

おいても多頻度に検出されたが,特 にME1207投 与群

で多く検出される傾向はなかった。

4. 糞便 中のME1206濃 度

ME1206の 糞便 中濃度の結果をTable6に 示 した。

12mg/kg/day投 与群 では,投 与期間中の糞便の 中

にME1206が4検 体 に1.2～36μ9/9検 出 されたが,

他 は全て1μg/g以 下 であった。

250mg/kg/day投 与群 では,投 与期間中1検 体 を除

きME1206は1,000μg/g以 上検出された。

5. 糞便 中の β-ラ クタマーゼ活性

糞便中の β-ラ クタマーゼ活性の結果 をTable7に

示 した。

全体的に糞便中の β-ラ クタマーゼ活性は低 かった

が,投 与期間中では投与期間前後よ りやや高い活性が

認められた。

6. 糞便分離細菌からのME1206耐 性 菌の検 出

Enterobacteriaceaeに つ いては,投 与期間中耐性菌

の割合が多くなったが,投 与終了7日 目には,全 例 耐

性菌は検 出されな くなった。同定の結果,感 受性菌は

全てE. coliで,耐 性菌は全てEnterobacter cloacaeで

あ った(Table8)。

Streptococcaceaeに つ いては投与期間前,耐 性菌は

認め られなかったが,投 与期間中は全て耐性菌 となり,

Table 6. Fecal concentration of ME1206 in beagle dog feces in the groups adminstered ME 1207

*

 u g/g
* *

; Not detected(<0.125ug/g)

Table 7. fl-lactamase activity in feces of beagle dogs administered ME1207

*

 ji mol cephaloridine hydrolysed/min/g
Assay; microiodometric method
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Table 8. Proportion of ME1206-resistant strains of Enterobacteriaceae isolated

from beagle dog feces after oral administration of ME1207

* Number of ME1206 -resistant strains

Number of strains tested

** Not detected

Table 9. Proportion of ME1206-resistant strains of Streptococcaceae isolated

from beagle dog feces after oral administration of ME1207

* Number of ME1206 -resistant strains

Number of strains tested

投 与 終 了7日 目,21日 目 で 耐 性 菌 の 割 合 は 減 少 し た。

同 定 の 結 果,感 受 性 歯 はStreptococcus spp.で,耐 性

菌 はEnterococcus faecium, Enterococcus faecalisで

あ っ た(Table 9)。

Staphylococcus spp.の 検 出 は 投 与 期 間 中減 少 傾 向 に

あ り,耐 性 菌 の 出 現 は 全 く認 め られ な か っ た 。 数 株 に

つ い て 同 定 し た 結 果,Staphylococcus aureusで あ っ

た。

III.考 察

今 回,我 々 は ビー グ ル 犬 を用 い てME1207の 経 口投

与 に よ る腸 内 菌 叢 へ の 影 響 を 調 べ た 。 臨 床 推 定 投 与 量

の12mg/kg/day投 与 群 で は,糞 便 中 に 薬 剤 の 抗 菌 活

性 が わ ず か に 認 め られ,Enerobacteriaceae,嫌 気 性

菌 群 の 若 干 の 減 少 傾 向 が 認 め られ た 。250mg/kg/day

投 与 群 で は,糞 便 中 に1,000μg/g以 上 の 抗 菌 活 性 が

認 め られ,腸 内 菌 叢 の 変 動 も著 し く,Enterococcus spp.

主 体 の 菌 叢 に 変 化 した 。

ま た,ME1207投 与 群 に つ い て は,Enterobacter-

iaceaeで,E.coliか らE.cloacae に,ま たStreptococ-

caceaeはEnterococcus spp.に 菌 交 代 を起 こ した 。 こ

の 現 象 は 他 の セ ブ ェ ム 剤 で も一 般 的 に 認 め ら れ て い

る6,7)。

本 廣 ら の 健 康 成 人 に お け るME1207の200mg×3

回/day×7日 連 投 に よ る腸 内 菌 叢 の 変 動 試 験 の 報 告 で

は,7名 中3名 の 糞 便 中 に1,000μg/g前 後 の 高 濃 度 が

検 出 され て い る が,他 の4名 に は ほ とん どME 1206が
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検 出され て い な い8)。 またcefixime, cefpodoxime

proxetilの 健 康成人の腸 内菌叢の変動試験の報告では,

その約半数に抗菌活性が認め られず,そ れは糞便中の

β-ラ クタマーゼ活性 と相関 していることが示 されて

いる7,9)。cefuroxime axetilの 同 様の報告では,全 例 糞

便中に抗菌活性が認められていない10)。

Bacteroides fragilis groupは オ キシイ ミノセファロ

スポリナーゼを産生 している。この酵素によ りほとん

どのセフェム剤は加水分解 を受ける。ME1206も この

酵素により加水分解 される3)。従 って,ヒ トの場合,糞

便中にβ-ラ クタマーゼ活性の高い場合 は薬剤が消失

し,腸 内菌叢の影響 も少なくなると考 えられ る。 しか

し,今 回用いたビー グル犬の場合 は,ヒ トと異な り同

一環境で飼育されていることか ら個体差が少 なく腸内

菌叢も一様で有 り,β-ラ クタマーゼ活性 も低か った

為,ME1206が ほぼ全例 に検出 された と考 えられる。

近年,各 種抗生物質の投与によるC.difficileの 異常

増殖とその毒素による下痢,偽 膜性大腸炎の発症が注

目されている11,12)。各種経ロセフェム剤においても,C.

difficileの出現が認め られている。今 回の ビー グル犬

の実験では,12mg/kg/day投 与群 において,C.dif-

ficileの出現傾向が認め られたが,D-1抗 原 は対照群,

投与前の糞便からも多く検出されてお り,投 与による

明確な変化がつかめ なか った。 また250mg/kg/day

投与群では,投 与期間中C. difficile, D-1抗 原 ともに

検出されなかった。 これは糞便中に高濃度に存在す る

ME1206がC.difficileの 増殖 を阻止 したことに よる

ものかもしれない。

ME 1207の ビー グル犬腸内菌叢に及ぼす 影響 の結

果は,各 種経ロセフェム剤の ヒト腸内菌叢への影響の

結果と概ね一致す るものであった。従 って,ME1207

使用 の際には,耐 性Enterobacteriaceae, Enterococ-

cus spp.の 増 加及びC.difficileの 増加等 を念頭にお

く必要がある。
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THE EFFECT OF ME 1207, A NEW ORAL CEPHALOSPORIN, ON THE

INTESTINAL MICROFLORA OF BEAGLE DOGS

Atsushi Tamura, Takashi Ida, Sakiko Saito,

Heijiro Suzuki, Tetsutaro Niizato, Masato Misaka

Etsuko Nakayama

Pharmaceutical Research Center, Meiji Seika Kaisha, Ltd.
760 Morooka-cho, Kohoku-ku, Yokohama 222, Japan

Koichi Wada

Intestinal Flora Laboratory, The Calpis Food Industry Co., Ltd.

The alteration of the fecal microflora was inspected before, during and after oral administration

of ME1207 (pivaloyloxymethyl ester of ME1206) to three groups of beagle dogs (12mg/kg/day, 250mg

/kg/day and control group) at single dose per day for 14 consecutive days. We investigated the

detection of D-1 antigen from Clostridium difficile, the antibacterial activity of ME1206 and ƒÀ-

lactamase activity in the feces, and determined the proportion of ME1206-resistant strains isolated

from the feces in the groups administered ME1207.

1. The feces of three groups each were normal during the experiment, and no changes such as

diarrhea were Observed.

2. A slight decrease of Enterobacteriaceae and a transient decrease of anaerobes were observed

in the 12mg/kg/day group. A substantial decrease of Enterobacteriaceae was observed and as the

results the mained fecal flora was Enterococcus spp. in the 250mg/kg/day group.

3. The detection rate of C. difficile was high in the 12mg/kg/day group.

4. The antibacterial activity as ME1206 in the feces was low in the 12mg/kg/day group but high

(more than 1000ƒÊg/g) in the 250mg/kg/day group.

5. ƒÀ-lactamase activity in the feces was low.

6. The resistant strains were observed in the Enterobacteriaceae but not in the Staphylococcus spp.

during administration of ME1207.


