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Ampicillinと の免疫 学的 交差 性 につ い て
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AmoxycillinはBeecham研 究所 で 開 発 され たAm-

piciUinの 誘 導 体 で,化 学 構 造 的 に はAmpicillinの6

位 ア シル 側 鎖 の ベ ンゼ ン環 のp位 にOH基 が 導 入 され た

も の であ る。 抗 菌 活性 は ほ と ん どAmpicillinと 変 らな

いが,経 口投 与 に よ る吸 収 性 が す ぐれ て い る こ とが特 徴

とされ て い る1)。

本 報 は,こ の抗 生 物 質 の免 疫 学 的 挙 動 に つ い て 検討 し

た の で,そ の結 果 を報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

(1) 使 用 抗 生 物 質

Amoxycillin (AMPC, BRL2333, Beecham Res-

earch Laboratories), Ampicillin (ABPC, Beecham

Research Laboratories), Potassium benzyl penicil-

lin(PC G,万 有 製 薬 株 式 会 社)

(2) 免 疫 動 物

正 常 家 兎(♂,日 本 白 色 在来 種,2.0～3.0kg),モ ル

モ ッ ト(♂,ハ ー ト レー 系,250～300g)

(3) AMPC,お よびABPCの タ ンパ ク結 合 物 の作 製 法

AMPCあ る い はABPCの200mgと ウサ ギ血 清 アル

プ ミン(RSA)ま た はArmour製 の ウ シ血 清 γグ ロ ブ

リン(BGG)の50mgと を5mlのVeronal buffer

(pH8.5)中 で,37℃ で24時 間反 応 さ せ る。 こ れ を 同

Veronal bufferで6日 間 透析 し,未 反 応 の抗 生 物 質 を

完 全 に 除 去 した もの を タ ンパ ク結 合物 と した 。

な お こ の結 合 物 のpenicilloyl基 と タ ンパ ク との 結 合

分 子 数 の算 出 は,Penamaldate assay 2)に よつ て 求 め

た。

(4) 免 疫 方 法 お よび 抗 血 清 の 作成

(i) 皮 下 免 疫:抗 原(RSA結 合 物)とFreund's

complete adjuvantを 等 量 加 え,emulsionに した も

の を1群2羽 の ウサ ギ の 背 部 皮下,約10ヵ 所 に0.1～0.2

mlず つ感 作 し,週1回,4～8週 間 感 作 した 。 最 終 免

疫 か ら5日 目の 血 清 を プー ル し,抗 血 清 と した 。

(ii) 経 口免 疫:AMPCお よびABPCハ プ テ ンの

0.5%メ チ ル セル ロー ス 浮遊 液 を,100mg/kg,30日 間

連続経口投与を行ない,経 日的に採血し,血 球凝集抗体

価のチェックを行なつた。

(5) 赤血球凝集反応

抗原の感作血球の作成は,LEYら3)の 方法に従がつた。

すなわち,各 抗生物質の120mgを 含むAlsever溶 液4

mlに 等量のウサギ血液を加え,37℃,1時 間incubate

した後,遠 心分離 した.沈 渣の感作血球を生理食塩水で

3回 洗浄 し,生 理食塩水に2%浮 遊液としたものを抗原

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 のおのおのに感作血球を1滴 加え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

清の最大希釈倍数で,抗 体価および交差性の程度を求め

た。

(6) 赤血球凝集ハプテン阻止反応

AMPCお よびABPCハ プテンを500mM/mlに なる

ように生理食塩水に溶解し,0.5mlず つの2倍 希釈系列

を作る。そのおのおのに4単 位の希釈抗血 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Homologousな 感作血球1滴 を加え

た。その他は赤血球凝集反応と同様に処理 し,凝 集反応

を100%阻 止するに必要な最小ハプテン濃度で抗血清の

特異性および交差性の程度を表わした。

(7) 定量沈降ハプテン阻止反応

通常の方法4)で 抗血清(抗ABPC:RSAお よび抗

AMPC:RSA)と それぞれ対応す る完全抗原(ABPC

:BGGお よびAMPC:BGG)と の当量域となる抗原

量,抗 体量を求めた。

抗生物質(ハ プテン)を200mM/mlに な るように冷

食塩加 リン酸緩衝液(pH7.8)に 溶解 し,0.5mlず つ

の段階希釈系列を作つた。そのおのおのに当量域を求め

た抗血清0.5mlを 加え,4℃,20時 間反応させた後,あ

らか じめ決定しておいた抗原量を加え,さ らに4℃,48

時間静置した。 これを3,000rpm,20分,4℃ で 遠心

し,沈 降タンパクを冷食塩加 リン酸緩衝 液 で3回 洗浄
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後,沈 降タンパク量をFOLIN-CIOCALTEAU法5)に よ り

測定した。

ハプテン相互の阻止力を比較するために,沈 降反応を

50%阻 止するハプテンmM数 で表わした。

(8) Passive cutaneous anaphylaxis(PCA)反 応

OVARYの 方法6)に従がつた。1群5匹 のモルモットの

背部皮内に,各 抗血清の2倍 連続希釈液0.05mlを 感作

し,5時 間後抗原(抗 生物質:BGG結 合物)と エバ ン

ス ・ブルー混合液を足静脈に注入した。30分 後に反応部

位の色素出現を観察 し,色 素流出を示す最大希釈血清濃

度でもつてPCA力 価を表わ した。

実 験 結 果

(1) ペ ニシリン・タンパク結合物の解析

Table1に 示 すように,前 述の条件下でのタンパク・

モル当 りの両ペニシリンの結合数 は,RSAに 対 し,

ABPC:13,AMPC:9,ま た,BGGに 対 し,ABPC:

23,AMPC:20と 両 ペニシリン間に大差は認め られな

かつた。

(2) 赤血球凝集反応

経 口的にAMPCお よびABPCを 投与 し,経 日的に

採血し,血 球凝集抗体価を測定 した。

前述の条件下では,両 ペニシリンに対する赤血球凝集

抗体の産生は認められなかつた(Fig.1,a)。 また,皮

下免疫で両ペニシリンに対する赤血球凝集抗体の産生が

認められた(Fig議,b)。

交差性はTable2に 示 す ように,抗ABPC:RSA

血清に対 し,ABPCお よびAMPC感 作血球は同等の凝

集力価を示 した。他方,抗AMPC血 清 に対 しては,

この成績から,赤 血球凝集抗原抗体系で,ABPC抗

体に対 してAMPCとABPCは 同程度の交 差性を示

す。他方,AMPC抗 体 に対 してABPCはAMPCに

くらべ弱い交差性を示す。

(3) 赤血球凝集ハプテン阻止反応

Table3に 示すように,ABPC抗 原 。抗体系の赤血

球凝集反応を100%阻 止するに必要 なABPCお よび

a) oral administration

b) intradermal administration
Table 1 Analysis of conjugates

Fig. 1 Antigenicity of AMPC and ABPC

Table 2 The extent of cross-reactions obtained between AMPC 

and ABPC in passive heamagglutination reactions

Table 3 Hapten concentrations required for 
100% inhibition on passive heamag-

glutination reactions
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AMPC感 作血球は64倍 の凝集力価を示したのに対 し,

ABPC感 作血球は16倍,す なわち1/4力 価 を示 した。

AMPCハ プテンmM数 は,そ れぞれ6.25mM,50mM

であつた。すなわち,ABPC抗 体 に対 し,AMPCは

ABPCに くらべ約1/8の 交差性を示す。

いっぽう,AMPC抗 原 ・抗体系で阻止するに必要な

AMPCお よびABPCの 濃度は,そ れぞれ3.13mM,

25mMで あつた。すなわち,AMPC抗 体 に対 しABPC

はAMPCに くらべ約1/8の 交差性を示す。

以上の成績から,赤血球凝集抗体に対し,両ペニシリン

の交差性を定量的に比較すると,そ れぞれHomologo誓s

なペニシリンに くらべ,交 差性はl/8と なる。

(4) 定量沈降ハプテン阻止反応

両ペニシリンの沈降抗体に対する交 差性 の程度を,

Homologousな 抗原 。抗体系の沈降反応 を50%阻 止 す

るに必要なAMPCま たはABPCハ プテンmM数 を比

較 した。Table4お よびFig.2か ら明らか な ように,

ABPC抗 原 ・抗体系でABPCハ プテンは1.25mMで

50%阻 止するのに反 し,AMPCは5.5mMを 必要 とす

る。すなわち,ABPC沈 降抗体に対 し,AMPCはAB-

PCに くらべ約1/4の 交差性を示す。

また,AMPC抗 原 。抗体系で,AMPCハ プテ ンは

1.2mM,ABPCは8.75mM必 要 であつた。このこ と

からAMPC沈 降抗体に対 し,ABPCはAMPCの 約

1/7の 交差性を示す。

以上の成績から,両 ペニシリンの沈降抗体に対 しても

Homologousな ペニシリンに くらべて約1/4～1/7の 交

差性を示すことが明らかになつた。

(5) PCA反 応

両ペニシリンのPCA抗 体に対する交差性の程度を,

モルモットを用いるPCA反 応 力価で比較 した。

Table5に 示すように,ABPC抗 体 に対 し,ABPC

抗原 は128倍 の力価を示すのに対し,AMPCは16倍 で

あつた。すなわち,ABPCのPCA抗 体に対し,AMPC

はABPCに くらべ1/8の 交 差性を示す。また,AMPC

抗体 に対 し,両 ペニシリンは完全交差性を示 した。

他方,Benzylpenicilloyl抗 体 に対す るABPC,

AMPCの 交差性をPCA反 応 で比較すると,PCGに

くらべABPCは1/8の 交差性を示したのに対 し,AM

PCは さらに交差性が弱 く1/128以 下 であつた。

Table 4 Hapten concentrations required. 
for 50% inhibition on quanti- 
tative precipitin reactions

Fig. 2 Hapten inhibition of the preci-

pitation of rabbit antisera against 
ABPC : RSA and AMPC : RSA by 

ABPC : BGG and AMPC : BGG

Table 5 Cross reaction of passive cutaneous anaphylaxis 

of rabbit antisera against ABPC : RSA and AMPC : RSA
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考 察

AmoxycillinはAmpicill媛 の新 しい誘導体で,構

造的にはAmpicillinの アシル側鎖のベンゼンのp位 に

OH基 が導入されている。ペニシリン誘導体はいずれ も

β-ラクタム環を有し,penicilloyl-protein結 合 物を形

成するため当然抗体の産生が認められる。 しかし交差性

の面でペニシリン抗体は,母 核に対する抗体,ア シル側

鎖に対する抗体およびCarrierタ ンパクを含めたペニ

シリン全分子に対する抗体に分類 で きる7)。 それ故 に

AmoxycillinとAmpicillinと の交差性の程度は,共

通の母核を有するため,そ のアシル側鎖の免疫学的特性

によつて影響をうける。

ここで得 られた成績,す なわちAmoxycillinとAm-

picillinと の交差性を定量的に比較すると,完 全交差を

せず,約1/4～1/8弱 い ことが示 された。 これはAm-

picilliaの 側鎖ベンゼンにOH基 が導入されることによ

つて免疫学的挙動に若干の差異が生じた もの と解 され

る。 また,PCG抗 体 に対 してもAmmoxycillinが

Ampicillinに くらべ,さ らに弱い交差性を示すのは ア

シル側鎖の α-NH2基 に よる立体障害およびp位 のOH

基 の導入の両方による結果と考えられる。

要 約

(1) AlnoxycillinはAmpicillinと 同様,30日 間,

連続経口投与 しても,抗 体産生が認められなかつた。

(2) Amoxycillinは 他 のペニシリン,セ ファ ロス ポ

リン系抗生剤 と同様,非 経口的に投与 す る とCarrier

proteinと 結合して特異血球凝集抗体,沈 降抗体,PCA

抗体の産生が認められた。

(3) AmoxycillinとAmpicillinと の交差性は,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,交 差性を示す。しかしその

程度は相互に約1/4～1/8程 度 となつた。

(4) PCG抗 体に対 してもAmoxycillinはAmpici-

llinと くらべ弱い交差性を示 した。

稿を終るにあたり,こ の研究に御援助をいただいた当

中央研究所 ・中野所長および熊田副所長に感謝 します。
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The antigenicity of amoxycillin and its cross reactivity with ampicillin and benzylpenicillin were 

studied and the following results were obtained. 

1. Amoxycillin was shown to have no sensitizing activity in rabbits even after oral administration 

for as long as 30 consecutive days.
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2. When injected into experimental animals, amoxycillin bound covalently with carrier protein and 

produced specific antibodies, hemagglutinin antibodies, precipitin antibodies and PCA antibodies. 
3. The extent of cross reaction between amoxycillin and ampicillin was 1/4 to 1/8 that of the 

homologous penicillin system in passive hemagglutination and its inhibition tests and hapten 

inhibition of precipitation. 

4. The cross reactivity of amoxycillin to benzylpenicillin was weaker than that of ampicillin.


