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Cefazolinの 抗 原 性 に 関 す る研 究

Benzylpenicillin, Ampicillinお よ びCephaloridineと の 免

疫 学 的 交 叉 性 な ら び にDirectantiglobulintestに つ い て
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新 しいCepha1osporin誘 導 体,CefazolinはCe-

phalosporin母 核 の3位 お よび7位 に ユ ニー クな 側 鎖

構 造 を も ち,抗 菌 活性 お よび 吸 収排 泄 の 面 で,市 販 の

Cephalosporinと は あ る程 度 異 な つ た 特性 を も つ て い

る1,2,3)｡

本 報 で は,こ の物 質 の抗 原 性 につ い て 検 討 を加 えた の

で,こ れ に つ い て報 告 す る。

実 験 材料 お よび 実 験 方法,

(1) Cefazolinタ ンパ ク結 合 物 の調 製 法

Cefazo1in 200mgと ウサ ギ 血 清 ア ル ブ ミン(RSA)

50mg(ま た は ウ シ血 清 γ-グロ ブ リン(BGG)50mg)

を5mlのVeronal buffer(PH.5)に 溶 解 し,1N

NaOHでpH8.5～11.0に 修 正 しなが ら37℃,24時 間

incubateす る。 これ をpH8.0の 生 理 食塩 水 で6日 間,

4℃ で透 析 した 後,未 反 応 のCefazolinを 除 去 した もの

を抗 原 と して 使用 した 。Benzyipenicillin,Ampiciliin

お よびCephaloridineも 同様 に 調 製 した。

(2) 免 疫 方 法 と抗 血清 の作 成

抗 原(RSA・ 結 合物)とFREuND'sCompieteadjuvant

を 等量 加 え,e=mulsioAに した もの を,白 色 ウサ ギ(体

重2.0～2.3kg)の 筋 肉,腹 部 皮 内,背 皮下 に感 作 して

得 られ た 血 清 を 抗 体 とし て使 用 した。

(3) 赤 血 球 凝 集 反応

LEY等4)の 方 法 に 従 い,各 抗 生 物 質 の120mgを 含 む

ALSEVERS溶 液4miに 等1量の ウサ ギ血 液 を 加 え,37℃,

1時 間incubationし た 後,遠 心分 離 した 。沈 渣 の 赤血 球

を生 理 食 塩 水 で洗 浄 し,生 理 食塩 水 に2%浮 遊液 に した

感作 血 球 を 抗 原 とした 。各 抗 血 清 を生 理 食 塩 水 で0.3ml

の2倍 希 釈 系 列 を作 り,そ の 各 々に 感 作 血 球 を1滴 加

え,37℃,2時 間incubationし た 後,更 に4℃,20時

間静 置 した 。 これ を鏡 検 で 凝 集 を観 察 して,凝 集 を示 す

抗 血清 の最 大 希釈 倍 数 を,交 叉性 の凝 集 力 価 と して表 わ

した。

(4) 血球凝集阻止反応

種 々のハプテンを500mM/mlに なるように生理食塩

水(p-H7.0)に 溶解し,0.5mlず つの2倍 希釈系列を

作る。その各々に,4単 位の抗血清0.5m1を 加え,37℃,

2時 間incubateし た後,そ の反応混合液の0.3mlに,

抗体 とhomo10gousな 感 作血球1滴 を加えた｡以 降,

血球凝集反応と同様に処理した。 血球凝集反応を100%

阻止するに必要な最小ハプテン濃度でもつて交叉性を表

わした。

(5) 定量沈降ハプテン阻止反応

通常の方法で定量沈降反応により当量域 となる抗原

(BGG・ 結合物),抗 体 量を決 定した。ハプテンを200

mM/mlに な るように冷食壌加 リン酸緩衝液(pH7.8)

に溶解し,0.4mlず つ の適当な希釈系列を作つた。その

各々に抗1血清0.5m1を 加え,4℃,20時 間incubateし

た後,あ らかじめ決定した抗原量を加え,更 に4℃,48

時間incubateし た.こ れを3000r.p.m.20分,4℃ 遠

心分離し,沈 降タンパクを冷食塩加リソ酸緩衝液で3回

洗浄した後,沈 降タンパク量をFOUN-CiocALTEAy法5)に

より測定した。各抗体に対するハプテソ相互の阻止力を

比較する為,沈 降反応を50%阻 止するに必要なハプテソ

濃度で表わした。

(6) Passive cutaneous anaphGlaxis (PCA)反 応

OVARYの 方法6)に 従い,1群5匹 のモルモットの背部

皮内に3種 の抗血清と対照の生理食塩水を接種し,18時

間後抗原(BGG・ 結合物)とEvans blueを 足 静脈に

注射した。30分 後にEvans blue色 素斑の直径を測定し

た｡ま た原田等7)の 方法に従い,色 素抽出し,そ の色素

量で相互の交叉性を比較した。

(7) 試験 管内直接クームス試験

(Direct antiglobulin test)

MoLTHAN等8)の 方法に従い試験管内クームス反応を検

討 した。生理食塩水に溶解した種々の濃度のCefazolin

1mlに 血液凝固阻止剤を加えた"O"型 血液(正 常人)を
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等量加え,37℃,3時 間incubateし た後遠心分離した。

沈渣の赤血球を多量の生理食塩水で洗浄し,血 清成分を

除去した後,生 理食塩水で2%浮 遊液とした。その各々

1滴 にクームス試薬を加え,凝 集の有無を観察した。他

の抗生物質についても同様の方法で行なつた。また各抗

生物質の試験管内クームス陽性度をクームス試薬の製品

(ミ ドリ十字,Ortho,武 田 クームス試薬)に よる違い,

ならびに抗凝固剤(ALSEVER's溶 液およびEDTA溶 液)

の影響についても検討した。

実 験 結 果

(1) 赤血球凝集反応

表1に 示すように,Cefazolinは タンパクと結合して

Cephaloridineお よびBenzyl penicillinと 同様に,

血球凝集抗体を産生し,且 つ各抗体に対して免疫学的交

差反応は,弱 いながらも認められた。

(2) 赤血球凝集阻止反応

表2に 示すように,Cefazolinは,抗Benzylpeni-

ci(1in抗 体および抗Cephaloridine抗 体に対して凝集

を100%阻 止するためには,Benzyl penicillinお よび

Cephaloridineハ プテンに比べ,か な り大量が要求され

る こ とか ら非 常 に 交 叉 性 が 弱 い こ とが わか る。 また 抗

Cefazolin抗 体 に対 して もCefazo1inハ プ テ ソに 比 べ

Cephaloridineお よびBenzyl penicillinハ プ テ ソが

大量 に要 求 され る こ とか ら も,抗Cefazolin抗 体 にBe・

nzyl Peniciliinお よびCephaloridineは,交 叉性 が 弱

い 。 それ に反 してBenzylpenicillinとCephaloridine

の 間 に はか な り強 い 交 叉性 が 認 め られ た。

(3) 定量 沈 降 ハ プテ ン阻止 反応

現 在 の ペ ニ シ リン ア レル ギ ーの 大 半 を しめ る と 言 わ

れ て い る抗Benzyl penicil1in抗 体 と,Benzyl peni-

cillin・BGG抗 原 との沈 降 反 応 を50%阻 止 す るに 必 要 な

ハ プテ ン濃 度 で,そ の 交 叉性 を 比 較 した 。結 果 は 図1お

よび 表3に 示 す 。Benzyl penicillinハ プ テ ソは,2。5

mMで 最 も強 く,Cephaloridineは10mMでBenzyl

peniciUinの 約1/4の 阻 止 力,Ampicillinは32mMで

約1/13の 阻 止 力 を 示 した。 一 方,Cefazolinは85mMで

Benzyl penicillinの1/34と 非 常 に 弱 い 阻 止 力 を 示 し

た 。 この結 果 か ら,Cefazolinは 抗Benzylpenicillin抗

体 との交 叉 性 は 非常 に弱 か つ た。 また 同 様 に 抗Cepha-

loridine抗 体,抗Ampicillin抗 体 につ い て も,Cefa-

zolinは 非 常 に 弱 い交 叉性 を 示 した 。一 方,抗Cefazolin.

抗 体 に お い て もBenzyl peRicillin, Cephaloridineお

よびAmpicillinと の交 叉 性 は弱 か つ た 。

(4) Pa8sive cutaneous anaphylaxis(PCA反 応)

表1に 示 す よ うに,PCA反 応 に よ り抗Benzylpeni-

cillin抗 体 に対 し,Cephaloridineは58.7%の 強 い交 叉

性 を認 め た が,Cefazelinで は認 め られ なか つ た 。 また

抗Cephaloridine抗 体 に対 してBenzy(penicillinは

21.4%の 交 叉性 を 認 め た が,Cefazoiinで は9.7%と 非

常 に 弱 い交 叉性 が 認 め られ た 。 一 方,抗Cefazolin抗 体

に 対 してCephaloridineお よびBenzyl penicillinは

交 叉 性 を 示 さ なか つ た 。

表1  Cross reaction of hemagglutination of pooled rabbit antisera

immunized with PC-G : RSA, CER : RSA & CEZ : RSA

表2  Hapten concentrations required for 
100% inhibition of hemagglutination

* Hapten concentrations are expressed as the 

lowest concentration in millimoles per milli-

liter which was required for 100% inhibition 

of hemagglutination.
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(5)試 験 管 内直接 クー ム ス試 験

表5に 示 す よ うに,血 液 凝 固 阻止 剤 お よび クー ムス血

清 の 種類 に よ り若 干 の 差 が認 め られ るが,Cephalothin

で は2.5mg/ml,Benzyl penicillinで5mg/m(,Ce-

phaloridineで10mg/mi濃 度 で クー ム ス陽 性 を 認 め

た 。 こ れ に 対 し,Cefazolinで は20～40mg/mlで,

Orthoお よび武 田 クー ムス血 清 で のみ 弱 い陽 性 が 認 め ら

れ た 。これ らの 結 果 よ りクームス陽 性 の強 度 は,Cephalo-

thin>Benzyl-penicillin>Cephaloridine>Cefazolin

の 順 に認 め られ,Cefazolinは 非常 に弱 か つ た。

結 論

Cefazo(inは,ペ ニ シ リンお よび他

の セ ブア ロス ポ リン 系 抗 生 物 質 と 同

様,ア ル カ リ条 件 でcarrier protein

と結 合 して特 異 沈 降 抗 体,血 球 凝 集 抗

体 お よびPCA抗 体 を 産 生 す る。 一

方,赤 血 球凝 集反 応 お よび 阻 止反 応,定

量 沈 降 ハ プテ ン阻 止 反 応 お よびPCA

反 応 に よ り,Benzyl penicillinと

Cephaloridineと は 強 い 交 叉 性 を 示

す の に 対 し,CefazolinのBenzyl-

peliicillinお よびCephaloridineと

の交 叉性 は 非常 に弱 い｡さ らに試 験 管

内直 接 クー ムス試 験 で,Cephalothin,

図1  Hapten inhibition of the precipitation of pooled rabbits antisera against 

PC-G, CER, AB-PC & CEZ•ERSA conjugate by PC-G, CER, AB-PC & CEZ•EBGG

表3  Hapten concentrations required for 50% 
inhibition of quantitative precipitin re-
action against PC-G-, CER-, CEZ- & 
AB-PC-antiserum

表4  Cross reaction of passive cutaneous anaphylaxis of 

pooled rabbit antisera against PC-G, CER & CEZ

Each value represents the average of five guinea pigs.



VOL. 18. NO. 5 CHEMOTHERAPY 495

Benzyl penicillinお よびCephaloridineは 強 く陽 性

を 示 す の に対 し,Cefazolinは 非 常 に 弱 い 。

稿 を終 るに当 り,本 実 験 に御 援 助 をい た だ きま した 当

研 究 所 長,中 野 博士 お よび熊 田部 長 に感 謝 い た します。
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The antigenicity of Cefazolin and its cross reactivity with Benzylpenicillin, Ampicillin and Cephalo-

ridine were studied and the following results were obtained. Cefazolin showed a sensitizing activity, 

as evidenced by the elicitation of specific precipitin antibodies and of hemagglutinating antibodies in 

experimental animals immunized with protein conjugates of this antibiotic, as do conjugates of Peni-

cillins and Cephalosporins. Cefazolin gave a minimal cross reactivity, not only with Benzylpenicillin 

but also with Ampicillin and Cephaloridine. Quantitative hapten inhibition of precipitation, against 

anti-Benzylpenicillin antibodies, by haptens of 7-aminocephalosporanic acid and 6-aminopenicillanic 

acid was only minimal. This finding suggests the possibility that the cross reaction between Cephalo-

sporin derivatives and related Penicillins against Benzylpenicillin is mediated mainly by the acyl side 

chain of the molecules. 

Cefazolin was tested for its reactivity in direct antiglobulin test in vitro in comparison to other 

related antibiotics. The positive antiglobulin reaction occured in order of descending powers of 

Cephalothin, Benzylpenkillin, Cephaloridine, and Cefazolin.


