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および抗生物質・化学療法剤耐性乳酸菌製剤

（レベニンⓇ散およびレベニンⓇ錠）の腸管病原菌に対する効果
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要　　旨

　抗生物質使用による菌交代症や日和見感染症は，腸内細菌叢のバランスの乱れなどが原因と考えら
れている。そこで，腸内細菌叢の異常による諸症状の改善を効能とした整腸剤である，三菌種配合乳
酸菌製剤（レベニンⓇS配合散およびレベニンⓇS配合錠）および抗生物質・化学療法剤耐性乳酸菌製
剤（レベニンⓇ散およびレベニンⓇ錠）の腸管病原菌に対する効果を検討した。
　レベニンⓇS配合散およびレベニンⓇS配合錠，レベニンⓇ散およびレベニンⓇ錠に配合されている乳
酸菌は，いずれも人工胃液および胆汁酸塩の影響をほとんど受けなかった。またレベニンⓇS 配合散
は，Clostridium difficile，Methicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA），Enterotoxigenic 
Escherichia coli（ETEC），Salmonella enterica subsp. enterica との混合培養において抑制効果を示
し，レベニンⓇ散の培養上清は，MRSA，ETEC，Clostridium perfringens の増殖を抑制した。
　以上より，「三菌種配合乳酸菌製剤（レベニンⓇS配合散およびレベニンⓇS配合錠）」は感染症の予
防や抗生物質使用による疾患の治療効果などが，「抗生物質・化学療法剤耐性乳酸菌製剤 （レベニンⓇ

散およびレベニンⓇ錠）」は抗生物質との併用による相乗効果などが，整腸効果に加えて期待できると
考えられる。

緒　　　　　論

　腸内細菌叢は，宿主や微生物間の相互作用により

一定のバランスを維持している 1）。生体が健康の場

合は，生体防御機能（胃酸，腸運動，胆汁，菌接着

のレセプター，免疫抗体，リゾチームなど）によっ

て，そのバランスは非常に安定 2）しており，くずれ

ることはほとんどない 3）。その安定により，腸内細

菌叢は外部から病原菌が侵入してきても排除する生

物学的なバリアーとなり，腸管病原菌に対する生体

防御機能の 1つとして重要な役割を担っていると考

えられている 1）。

　抗生物質使用による菌交代症や日和見感染症は以

前より問題 4）～ 6）となっており，これらは抗生物質

使用による腸内細菌叢のバランスの乱れ 7），あるい

は生体防御機能の低下 8）が原因と考えられている。

これらを発症した場合，使用中の抗生物質の投与中

止や原因菌に効果のある抗生物質の投与が多く選択

される 9）10）。一方，腸内細菌叢の乱れによる疾患の

治療として，乳酸菌の投与が試みられており，効果

が認められている 7）。

　そこで今回我々は，菌交代症である偽膜性大腸炎

を引き起こすClostridium difficile や日和見感染症を
引き起こすMethicillin - resistant Staphylococcus 
aureus（MRSA）だけでなく，食中毒菌である
Enterotoxigenic Escherichia coli（ETEC）などに対
する三菌種配合乳酸菌製剤（レベニンⓇS 配合散お

よびレベニンⓇS 配合錠）および抗生物質・化学療

法剤耐性乳酸菌製剤（レベニンⓇ散およびレベニンⓇ

錠）の効果について検討を行った。
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Ⅰ　材料および方法

　1．使用製剤

　レベニンⓇS 配合散（わかもと製薬㈱，以下，

LSP），レベニンⓇS配合錠（わかもと製薬㈱，以下，

LST），レベニンⓇ散（わかもと製薬㈱，以下，LP），

レベニンⓇ錠（わかもと製薬㈱，以下，LT），

ビフィズス菌製剤 A，ビフィズス菌製剤 Bおよび

ラクトミンAを用いた。

　2．使用菌株

　乳酸菌として，LSP および LST に配合されてい

るStreptococcus faecalis  WB2000（以下，Sf），
Lactobacillus acidophilus WB2001（以下，La）およ
びBifidobacterium longum WB1001（以下，Bl），
LP および LT に配合されているStreptococcus 
f aeca l i s -PCR（以下，PCR），Lactobac i l lus 
a c i d o p h i l u s - 4 A R（ 以下，4 A R） お よ び
Bifidobacterium infantis-SMR （以下，SMR）を用い
た。

　病原菌として，Clostridium difficile JCM5243（以
下，Cd），Staphylococcus aureus JCM8703（以下，
MRSA1），Staphylococcus aureus JCM8702（以下，
MRSA2），Escherichia coli  WHO43（以下，ETEC），
Salmonella enterica subsp. enterica JCM1652（以下，
Se）およびClostridium perfringens JCM1290（以
下，Cp）を用いた。

　3．使用培地

　液体培地として，GAMブイヨン「ニッスイ」（日

水製薬㈱）に 0.7％グルコースを添加したGAM液

体培地を用いた。

　菌数測定用寒天培地として，Cd にはクロストリ

ジウムディフィシル寒天培地（シスメックス・ビオ

メリュー㈱），MRSA1 にはマンニット食塩寒天培

地（エンバイオ㈱），ETEC にはマッコンキー寒天

培地（エンバイオ㈱），Se には XLD 寒天培地（エ

ンバイオ㈱），その他には BL寒天培地（日水製薬

㈱）を用いた。

　4．人工胃液耐性試験

　0.32％含糖ペプシン添加GAM液体培地を pH 4.0

に調整し，人工胃液とした。各乳酸菌を約 7 

Log10 CFU/mL となるように人工胃液に接種し，

37℃にて静置したものを経時的に採取し，生菌数

を測定した。

　5．胆汁酸塩耐性試験

　小腸上部に分泌される主要な胆汁酸は，抱合型一

次胆汁酸であるグリココール酸塩 11）のため，グリ

ココール酸塩に対する耐性試験を行った。

　小腸上部におけるグリココール酸ナトリウム濃度

は 600 μg/mL12）のため，グリココール酸ナトリウ

ムを 100 ～ 1500 μg/mL および各乳酸菌を約 6 

Log10 CFU/mL となるようにGAM液体培地に接種

した。37℃，嫌気条件下にて 24 時間静置後，濁度

を測定した。対照は，グリココール酸ナトリウム無

添加のものとし，増殖率を求めた。

　6．生菌による病原菌抑制試験

　各病原菌を約 5～ 6 Log10 CFU/mL および各製剤

を下記濃度となるようにGAM液体培地に添加し，

37℃にて静置培養したものを経時的に採取し，生

菌数を測定した。ただし Cd についてのみ，嫌気条

件下にて培養した。なお，各製剤の添加量は，

ETEC に対する抑制試験では成人の 1 回服用量の

1/50 量 /mL，それ以外の病原菌では 1/100 量 /mL

とした。

　7．培養上清による病原菌抑制試験

　PCR，4AR および SMR を配合した製剤である

LP に対して，PCR のみを配合した製剤を PCR 単

独製剤とし，これを調製した。

　LPまたは PCR単独製剤を約 5 Log10 CFU/mL と

なるように GAM液体培地に添加し，37℃にて 96

時間静置培養した。この培養液を遠心分離後，フィ

ルター滅菌した上清 50 μL および各病原菌を約 6  

Log10 CFU/mL となるように接種したGAM液体培

地 50 μL を混合した。37℃にて 24 時間静置培養

後，濁度を測定した。対照は，培養液の代わりに

GAM液体培地を添加したものとし，抑制率を求め

た。ただし Cp についてのみ，嫌気条件下にて培養

した。

　8．L- 乳酸，酢酸産生量および pHの測定

　各製剤を成人の 1回服用量の 1/100 量 /mL とな

るようにGAM液体培地に添加し，37℃，嫌気条件

下にて培養したものを経時的に採取した。L- 乳酸

および酢酸産生量は，採取した培養液を遠心分離

後，その上清をE-キット -L- 乳酸またはE-キット -

酢酸（いずれも R-Biopharm AG）を用いて測定し

た。また，採取した培養液の pHを測定した。
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Ⅱ　結　　　果

　1．人工胃液に対する安定性

　Sf，La，Bl，PCR，4AR および SMRの人工胃液

中での生菌数は，120 分後においてもほぼ維持され

た（図 1，図 2）。

　2．胆汁酸塩に対する安定性

　グリココール酸ナトリウム 100 ～ 1500 μg/mL

における LSP および LSTに配合されている乳酸菌

の増殖率は 71 ～ 94％，LP および LT に配合され

ている乳酸菌の増殖率は 91 ～ 104％とグリココー

ル酸ナトリウムの影響はほとんど受けなかった（図

3，図 4）。

　3．生菌による病原菌の増殖抑制効果

　⑴ Clostridium difficile
　LSP との混合培養により，培養開始直後から Cd

の増殖が抑制され，生菌数が急激に減少した。ビ

フィズス菌製剤 Aまたはビフィズス菌製剤 Bとの

混合培養では 12 時間以降に，ラクトミンAとの混

合培養では培養開始直後から Cd の増殖抑制効果が

認められた（図 5A）。

　⑵ Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
（MRSA）

　LSP との混合培養により，培養開始 6 時間以降

にMRSA1 の増殖が抑制され，12 時間以降に生菌

数が急激に減少した。ビフィズス菌製剤 Aとの混
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図 1　LSP および LST に配合されている乳酸菌の人工胃液
に対する安定性
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図 3　LSP および LST に配合されている乳酸菌の胆汁酸塩
に対する安定性
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図 2　LP および LT に配合されている乳酸菌の人工胃液に
対する安定性
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図 4　LP および LT に配合されている乳酸菌の胆汁酸塩に
対する安定性
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合培養ではMRSA1 の抑制効果は認められず，ビ

フィズス菌製剤 Bとの混合培養では 24 時間以降

に，ラクトミン Aとの混合培養では 6時間以降に

MRSA1 の抑制効果が認められた（図 5B）。

　⑶ Enterotoxigenic Escherichia coli  （ETEC）
　LSP との混合培養により，ETEC の生菌数は培

養開始 36 時間以降に減少した。一方，ビフィズス

菌製剤 A，Bあるいはラクトミン Aとの混合培養

では，ETECはほとんど減少しなかった（図 5C）。

　⑷ Salmonella enterica subsp. enterica
　LSP との混合培養により，Se の生菌数は培養開

始 12 時間以降に急激に減少した。ビフィズス菌製

剤Aとの混合培養では Se の増殖抑制は認められな

かった。一方，ビフィズス菌製剤 Bとの混合培養

では 24 時間以降に，ラクトミンAとの混合培養で

は 12 時間以降に Se の抑制効果は認められたが，

LSPの効果よりは弱かった（図 5D）。

　4．培養上清による病原菌の増殖抑制効果

　LP の培養上清は，MRSA2，ETEC および Cp の

増殖を抑制した。その抑制効果は，PCR 単独製剤

の培養上清よりも強かった（図 6）。

　5．L- 乳酸および酢酸の産生量と pHの推移

　LSP および LST 中の乳酸菌は，L- 乳酸を培養開

始 4～ 8 時間で多く産生し，培養開始 12 時間でほ

ぼ最大産生量に達した。酢酸は培養開始直後から 8

時間で多く産生し，培養開始 12 時間でほぼ最大産

生量に達した。L- 乳酸および酢酸の産生に伴い pH

は低下し，培養開始 12 時間以降にほぼ一定となっ

た（図 7）。また培養開始 8時間の L- 乳酸および酢

酸産生量は，LSP とラクトミン Aはほぼ同等，ビ
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図 5　生菌による病原菌の増殖抑制効果
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フィズス菌製剤 Aおよびビフィズス菌製剤 Bは

LSP より低い産生量であった（図 8および図 9）。

　LP および LT中の乳酸菌は，L- 乳酸を培養開始

直後から 24 時間で多く産生し，ほぼ最大産生量に

達した。酢酸は培養開始直後から 48 時間で多く産

生し，ほぼ最大産生量に達した。L- 乳酸および酢

酸の産生に伴い pHは低下し，培養開始 24 時間以

降にほぼ一定となった（図 10）。

Ⅲ　考　　　察

　服用した乳酸菌製剤が腸管病原菌に効果を発揮す

るためには，まず生菌として腸内に到達することが

重要である 13）。LSP および LST，LP および LTに

配合されている乳酸菌は，いずれも人工胃液および

胆汁酸塩の影響をほとんど受けなかった。そのため

LSP および LST，LP および LT中の乳酸菌は，生

菌として腸内に到達すると考えられる。

　腸内細菌叢のバランスの乱れは，薬物（抗生物質

や抗がん剤など），疾患，食べ物，宿主の生理（消

化管内 pH，胆汁など）などによる 1）3）と言われて

おり，そのような場合，腸内では病原菌の増殖が認

められる 3）。整腸剤の効能は「腸内細菌叢の異常に

よる諸症状の改善」であるため，腸内に到達した生

菌による病原菌の抑制効果についてin vitro 試験を
行った。LSPは，各種病原菌との混合培養により，

腸管病原菌 4菌種を抑制した。また LPは，各種病

原菌（Clostr id ium d i f f i c i l e，Pseudomonas 
aeruginosa，Candida albicans，Campylobacter 
jejuni）との混合培養により，増殖抑制効果を示し
たことを村山ら 14）が報告している。さらに LP の

培養上清は，腸管病原菌 3菌種の増殖を抑制した。

乳酸菌が病原菌の増殖に影響を与える因子として，

エネルギー源の争奪，乳酸や酢酸の産生，それに伴

う pHの低下やバクテリオシン様物質などの抗菌性

物質の産生などが考えられている 8）15）。LSP および

LP において，L- 乳酸および酢酸の産生が認めら

れ，また産生に伴って pHの低下が認められたこと

から，生菌および培養上清による増殖抑制因子の 1

つは，乳酸や酢酸による殺菌効果およびそれに伴う

pH低下と考えられる。しかし，LSPの L- 乳酸およ

び酢酸の産生は培養開始 12 時間でほぼ最大産生量

となっているにも関わらず，ETECの抑制は培養開

始 36 時間以降でのみ認められた。したがって，生

菌による増殖抑制は乳酸および酢酸による殺菌効果

や pH低下によるものだけでなく，エネルギー源の

争奪，バクテリオシン様物質などの抗菌性物質や乳
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図 7　LSP および LST の L- 乳酸および酢酸産生量と pH の推移
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図 6　培養上清による病原菌の増殖抑制効果
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酸菌そのものを含めた多くの因子が作用しているも

のと考えられる。

　LSP は，腸管病原菌 4菌種に対して，4製剤中最

も高い抑制効果を示した。LSP の L- 乳酸および酢

酸産生量は培養開始 8時間時点で他製剤と同等以上

であった。したがって，LSP が最も高い抑制効果

を示した理由の 1つは，早期での乳酸および酢酸の

産生と考えられる。また，乳酸菌 1菌種の培養上清

と比較して，乳酸菌 3菌種の培養上清の方が腸管病

原菌に対する高い増殖抑制効果を示した。病原菌の

増殖に影響を与える因子である乳酸や酢酸，バクテ

リオシン様物質などの抗菌性物質の産生は，乳酸菌
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の菌種により種類も量も異なる 16）17）。さらに，複数

の因子の組み合わせは，単独の因子よりも高い抑制

効果となる 18）。そのため，LSP が他製剤と比較し

て最も多くの 3菌種を配合した製剤である点も，

LSP が最も高い抑制効果を示した 1つの理由と考

えられる。

　感染症の治療に抗生物質が使用される頻度は高

く，またその効果も非常に高い。しかし一方で，抗

生物質の使用による別の疾患の発症や耐性菌の出現

などの問題が発生していることも多く報告されてい

る 7）9）19）。乳酸菌製剤の効果は治験により多く報告

されており 7）～ 9），生体内におけるメカニズムについ

ても数々考察されている 9）が，未解明の部分もまだ

多く，依然として大きな課題となっている。本検討

により，三菌種配合乳酸菌製剤（レベニンⓇS 配合

散およびレベニンⓇS 配合錠）および抗生物質・化

学療法剤耐性乳酸菌製剤（レベニンⓇ散およびレベ

ニンⓇ錠）の腸管病原菌の抑制効果が示唆された。

そのため，「三菌種配合乳酸菌製剤」は感染症の予

防や抗生物質使用による疾患の治療効果などが，ま

た「抗生物質・化学療法剤耐性乳酸菌製剤」は抗生

物質との併用による相乗効果などが，整腸効果に加

えて期待できると考えられる。感染症の予防と治療

において，乳酸菌製剤などの生物学的方法を上手に

利用していくことが重要と考える。
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