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Pivampicillinに 関す る免疫 学 的研 究
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緒 言

PivampicillinはAmpicillinのPivaloyloxymeflryl ester

で あ り,下 記 構 造 を 有 す る 。

Pivampicillinは,そ の臨 床 評 価 を終 え2,3の 特 性 が み〓

いだ され てい る。 経 口投 与 に よ りAmpicillinに 比 較 し

て,短 時 間 に高 い血 中濃 度 が え られ1),そ の 原 因 は,

Pivampicillinが 腸 管 壁 か ら組 織 内 に 速 や か に 移 行 す るた

め で あ り,移 行 と と もにesteraseに よ りAmpicillinに 水

解 され る と い われ て い る2).

ペ ニ シ リ ンに よ る 薬剤 ア レル ギ ー は,他 の 薬 剤 に よ る

も の に比 し非 常 に高 く,臨 床 ア レル ギ ー の 分 野 か ら,

hypoaUergenicな ペ ニ シ リ ンの 開 発 が 望 まれ てい る と こ

ろ で あ る。 新 規 ペ ニ シ リ ン誘 導 体 の 開 発 に 際 し,そ の免

疫 学 的 挙 動 を 明 らか に す る こ とは 上 述 の 意 味 か ら し て必

須 の事 項 とい い うる。 上記 の ご と く3位 測 鎖 に特 長 あ る

構 造 を有 す るPivampicillinの 免 疫 原性,あ るい は 他 の ペ

ニ シ リン誘 導 体 との 交差 反 応 性 は 興 味 あ る点 で,今 回 の

実 験 で は市 販 ペ ニ シ リ ン誘 導 体 との 免 疫 原 性 を比 較 す る

と とも に,そ れ らの交 差反 応性 を検 討 した の で 報 告 す

る。

材 料 お よ び 方 法

1. 材 料

(1) ペ ニ シ リ ン誘 導 体

Potassium benzylpenicillin (PCG三 共Co.)

Aminobenzyl penicillin (ABPC三 共Co.)

Pivampicillin (PVPC三 共Co.)

Pivaloyloxymethyl benzylpenicillin (PCG-POM三 共Co.)

Pivaloyloxymethyl aminobenzyl penicillenic acid

(PVPC-APA三 共Co.)

6-aminopenicillellic acid (6-APA Behringer Co.)

Benzylpenicillenic acid (BPE)

Cephalexin (CEX塩 野 義Co.)

(2) Carrierお よびAdjuvant

Bovine Serum Albumin (BSA Frac V Armour Co.)

Bovine Gamma Globulin (BGG Frac II Armour Co)

Rabbit Serum Albumin (RSA Crystallin Pentex Co.)

Human Serum Albumin (HSA Frac V Armour Co.)

Cytochrome C (CytCHorse三 共Co.)

Taka amylase A (TakaA三 共Co.)

Sheep red blood cell (SRBC椎 橋 商 店)

Freund's complete adjuvant (FCA Yatron Co.)

E. coli Lipopolysaccharide (LPS)

(3) 動 物

ウサ ギ(2～3kg)白 色 在 来 種 雄

マ ウス(30～409)浜 松ddY系 雄

モ ル モ ッ ト(300～4009)浜 松Hartley系 雄

2. 免 疫 方 法

(1)ウ サ ギ に対 す る各 種 ペ ニ シ リ ン誘 導 体 の免 疫

JOSEPHSON3)の 方 法 に 準 じて 行 な っ た。 す なわ ち,

PCGとABPC各100mg/mlの 水 溶 液,Pivampicillin

I40mg/mlの 水 溶 液 お よびPCG-POM 140mg/mlの 懸 濁

液 をそ れ ぞ れ 調 製 し,各 液1volumeとFCA 1.5 volume

を混 じ,ポ ッテ ンマイ ヤー ガ ラス ホモ ゲナ イ ザ ー でW/

Oのemulsionを 調 製 した。

このemulsion2.5mlを 第1日 に ウサ ギ の 四肢 足 踪 に

各0.6mlず つ皮 内注 射 し,10日 目に 同様 のemulsion

を轡 筋 部 に数 カ所 に分 割 して筋 注 した。 さ らに18,20,

22,24お よび26日 目 にABPCとPCGの100mg/ml水

溶 液 を各1mlず つ静 脈 注 射 し,Pivampicininお よびPCG-

POMの140mg/m1水 溶 液 あ る い は懸 濁 液 各1mlを 背

部 に皮 下 注 した。

最 終 の免 疫 か ら2週 間 放 置 して採 血 し,え られ た抗 血

清 に つ いて 間 接 血 球 凝 集 反 応 で抗 体 価 を測 定 した。

(2) ペ ニ シ リ ンと蛋 白 と の結 合 物 の 調 製

i) pH11に お け るペ ニ シ リ ンと蛋 白 との 結 合 物 の 調

製

PCGお よびABPC各200mgとBGG,RSAお よびBSA

200mgを10mlの0.15MNaCl加0.01MPhosphate

BuHer(PBS)に 溶 解 し,INNaOHを 加 え てpH11に
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補 正 し,37℃ で24～48時 間放 置 した。 そ の 後 セ フ ァデ ッ

クG-25(Fine)で カ ラム ク ロマ トグ ラ フィ ー を行 な い,

蛋 白分 画 を え た。

ii) BPEを 用 い た蛋 白結 合 物 の調 製

LEVINE4)の 方 法 に 準 じ,BPEか らbenzylpenicilloyl

(BPO)蛋 白結 合 物 を調 製 した 。

す な わ ち,BPE100mgを0.2mlの エ タ ノー ル に溶 解 し

これ を1%HSA水 溶 液 にpHを7.5に 補 正 しつ つ滴 下

した 。75分 間反 応 後,反 応 物 を遠 心 分 離 し,上 清 を十 分

に透 析 した 。

(3) 結 合 物 で の ウサ ギ免 疫

ABPGBGG結 合 物 とPCG・BGG結 合 物 で ウサ ギ を免

疫 した。 各 結 合 物 の5mg/ml(蛋 白量 と して)溶 液1容 と

FCA1.5容 とでwater in oilのemulsionを 調 製 し

た。emulsion 2.5mlを ウサ ギ の 四肢 ・足 蹠 に 各0.6ml

ず つ皮 内注 射 し,2週 後 に 同 様 のemulsion 2.5mlを

轡 筋 に数 ヵ所 に分 け て筋 注 した。

さ らに,2週 間 放 置 した後,結 合物 の 水溶 液1ml(5

mg/ml)を 皮 下 注 し,最 終 感 作 か ら10日 後 に採 血 した。

(4) マ ウス に対 す る各種 ペ ニ シ リン結 晶 の 免 疫

各 種 ペ ニ シ リン溶 液 の10mg/ml液1容 と,LPSlmg/

ml溶 液1容 と を混 じ,こ の 混 合 液0.2mlを マ ウス 腹 腔 内

に注 射 した(こ の条 件 で ペ ニ シ リ ンお よびLPSの 投 与

量 は,マ ウス 当 り前 者 で1mg,後 者 で0.1mgと な る)。

免 疫 ス ケ ジ ュー ル は1,3,6,10お よび13日 目に注

射 し,さ らに26日 目にbooster注 射 を行 な った 。

採 血 は尾 静 脈 か ら7,15,20,26お よび31日 目に計5

回行 な っ た。

3. 血 清 免 疫 学 的 測 定 法

(1) 赤 血 球 凝 集 反 応 お よ びハ プ テ ン阻 止 反 応

LEVINE5)の 方 法 に準 じて行 な っ た。 す な わ ち,ヒ ツ

ジ赤血 球(SRBC)をPBSで よ く洗 浄 後,16%血 球 浮

遊 液2～3容 と抗 生 物 質 の40mg/ml液10容 と を混 じ,37

℃ で1時 間 反 応 させ て感 作 血球 を調 製 した。 使 用 した緩

衝 液 は 等 張 の0.1M Trimethanolamine pH 10.0で,

感 作 後 の 血 球 の洗 浄 お よび 凝集 反 応 に は 等 張 の0.02M

Tris hydfoxyalninornethane pH 8.2 (TBS)緩 衝 液 を用

い た。BPO-HSA感 作 血 球 はAvRAMEAS6)の 方 法 に準

じ,グ ル ター ル アル デ ハ イ ドを用 い て調 製 した。 す な わ

ち,2-(2)-ii)で 調 製 したBPO-IISA 25mgとSRBC

の沈 渣1mlお よびPBS25mlを 混 じ,dmpwiseに2.5

%グ ル タ ー ル アル デハ イ ド5mlを 滴 下 し,1時 間 反 応

後,よ く遠 沈 で洗 浄 し,最 終1%と して 用 い た。 赤 血 球

凝 集反 応 は マ イ ク ロタ イ ター プ レー トを用 い て 行 な っ

た。 す な わ ち,TBSに2～3%にDextran T-70を 溶

解 した緩 衝液(Dex-TBS)を プ レー トの 第 三管 目に の み

マイ クロタイ ター用 の ドロッパ ーで2滴 々下 し,さ らに

被検血清5な い し10mlを 加 え,2管 以降 にDex-TBS

を1滴 ずつ滴下 し,そ の後 はダイ リュー ターで2倍 希釈

を行ない希釈終了後,上 記感作血球 の1%Dex-TBS浮

遊液 を各管 に1滴 ずつ滴下 し,混 和 後一夜 放置 し,管 底

像か ら反応 を読み とった。

2-(1)ま たは2-(3)項 でえ られた抗血清 を用いてハ プ

テ ン赤血球凝集阻止反 応 を行な った。予め えられ た抗血

清 の最高凝集陽性希釈倍 数 を1単 位 とし,4単 位 の凝集

価 を有す る希釈液 を調製 し,一方,マ イ クロタイ ター プ レ

ー ト上 でハプテ ンの2倍 希釈系列 を作成 しておき,各 管

に4単 位 の抗 血清希釈液 を滴下 した。 プ レー トを 混 和

後,室 温で1時 間放置 してか ら感作血球液 を滴 下 し,再

度混和,一 夜放置 して反応 を判読 した。Pivalnpicillinの

阻止反応の場合,本 品は 中性 およびアルカ リ性 の緩衝液

中で溶解性 が低い ため,す べ て緩衝能 のない生食水 を用

いた。

(2) モ ルモ ッ トの全身 アナフ ィラキシー

KABAT7)の 方法 に準 じて 行 なった。 アナ フ ィラキシ

ー の強 さは(〓)死,(〓)重 篤なチ アノーゼ,(+)充 血,

発咳症状,(±)正 常 とは異な るが,明 らか な症状 も認 め

られ ない,(-)正 常の段 階に分け,(+)以 上 の反応 を陽

性 とした。

(3) 定量沈降 反応お よびハ プテ ン阻止反応

定量沈降反応 で は抗血清0.25m1と 濃度逓増抗原液

0.25mlを 混和,37℃ で1時 間放置 させ,さ らに,一 夜

4℃ にお き,沈 降物 を生ぜ しめた。沈降物 を冷PBSで

3回 遠 沈洗浄 し,含 有蛋 白量 をFolin-Ciocalteu法 で測

定 した°定量沈降反応 で求 め られ た当量域 の抗 原量 を用

い,そ れ に対す るハ プテ ンの阻止能 を次の ごとく測定 し

た。す なわ ち,適 当な濃度 のハ プテ ン溶液0.25mlと 抗

血清025m1を 加 え,37℃ で1時 間放置,先 に決定 され

た抗原量 を加 え,さ らに37℃ で1時 間,4℃ で一夜放置

後,前 述 の定量沈降反応 と同一操 作で沈降物の蛋 白量 を

求 めた。

(4) IgM, IgG抗 体 の分別測定

成 内 ら8)の方 法に準 じて,血 球凝集反応 にお けるIgM,

IgG抗 体 の分別的測定 を行な った。す なわち,マ イクロ

タイター フ レー トの第1管 にTBSに 溶解 した0.2Mメ

ル カプ トエ タノール を常法通 り滴下 し,抗 血清 を所 定量

加え,混 和後37℃ で3時 間放置 し,そ の後 は本 項3-(1)

に記載 した方法 で行 なった。

実 験 結 果

1. Pivampicillinお よび各種 ペニシ リン誘導体の ウサ

ギにお ける免疫原性
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Table1に は4種 のペニシ リン誘導体 をFCAと とも

に免疫 してえ られ た抗血清 を正常SRBCで 吸 収 した後

の,ペ ニシ リン感作SRBCに 対 する 赤血球凝集反応の

結果が示 され ている。PCG免 疫血清はPCG感 作血球 と

強い凝集反応 を示 したが,ABPC感 作血球 とは凝集反応

を示 さなか った。ABPC免 疫血清 は対応す る感 作血球の

ほかにPCG感 作血球 とも強 い凝集反応 を示 した。一方,

Pivampicillinお よびPCG-POM免 疫 血 清 はPCG感

作血球 とABPC感 作血球 との間 にほとん ど凝集反応 を

示 さず,わ ず かにPivampicillin免 疫血清10例 中1例 の

みが8倍 の凝集価 を示 したにす ぎなか った。 これ ら4種

の免疫 抗血清 はBPO-HSA感 作血球 でassayす る と

他 の2種 の感 作血 球 を用いた場合 よ り高い凝集価がえ ら

れ たが,ABPC免 疫抗血清 の凝集価 が 最 も高 く,次 に

PCG免 疫抗血清 の順位 で,こ れ らに比較 し,PivampL

cillinお よびPCG-POM免 疫抗血清の凝集価は有意に

低 かった。

以上 の結果 か ら,ABPCお よびPCGそ れぞれのpiva-

Ioyloxymethylester誘 導体 であるPivampicillinとPCG-

POMは いずれ も原体 のABPCお よびPCGよ り免疫

原性 が弱 い と結論 され る。

今回用 いた血球凝集反応系 でPivampicillinお よびPC

G-POMで 感作 した血球 と,そ れ らに対 する抗血清 との

間の反応 がみ られ なかったのは,Pivampicillinと 赤血球

とを混ず る とき,凝 血 あるいは溶血 が起 こるこ と,ま た

PCG-POMは きわ めて水 に対す る溶解度 が低 いことな

どの理 由で,感 作血球 を調製 できないためであった。 し

か し,後 述す るごと く,PivampicillinとABPCは 密接

な交差反応性 を有す るか ら,ABPC感 作血球 を用 いるこ

とでPivampicillin免 疫抗血清の 抗体価 を類推 しうるも

の と考え る。

2.蛋 白結合抗原 の免疫 によってえ られ た抗血清の血

Table 1 Hemagglutination titers of rabbit antisera 

for penicillin-coated SRBC 

(Titers were expressed as multiplicity of serum dilution)

Table 2 Hemagglutination titers of antisera aga-
inst penicillin-protein conjugates.
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球凝集反応

ABPC-BGGお よびPCG-BGGを ウサギ に 免疫 して

えられた抗血清 の血球凝集反応 の結 果 をTable2に 示

した。各抗原 をそれぞれ3匹 の ウサギ に免疫 し,こ の う

ち各2匹 に比較的高い凝集価 を有す る血清が え られ た。

3. 赤血球凝集反応に対す るハ プテ ン阻止反応

Table1に 示 したABPC結 晶免疫血清 の うち,比 較

的高 い凝集価 を示 したNo.2の 抗 血清,Table2に 示

したABPC-BGG免 疫血清 中No.1の 抗血清,お よび

PCG-BGG免 疫血清 中No.1の 抗血清 の3種 を用 いて,

赤血球凝集反応 に対す るハ プテ ン阻止反応 を行 ない,種

々のペ ニシ リン誘導体 の交差反応 を検討 した。

結果 をTable3に 示 した。PCG-BGG抗 血清 とPCG-

SRBCま たはABPC-SRBCと の反応系において,PCG

が最 も低濃度 で凝集阻止活性 を示 した。 これ に比較 し,

ABPCは0.01mM,Pivampicillinは0.01か または0.02

mMの 阻止 濃度 を示 し,ほ ぼ阻止活性 は同等であ った。

また,ABPC-BGG抗 血清 とABPC-SRBCの 反応系

では,ABPCとPivampicillinの 阻止濃度は ともに0.01

mM以 下であ った。

さらに,ABPC抗 血清 とABPC-SRBCと の系 で も

ABPCとPivampicillinの 阻 止活性は同等であ った。

次 に他のハ プテ ンの阻止能で興 味あ る点 をあげる と,

いずれ の反応系において もセ ファロス ポ リ ン誘 導 体 の

CEXが 非常に阻止活性 が低 いこ と,6-APAと6-APA-

POMは いずれ も阻止活性 が低 いが,両 者 間はほぼ同等

であること,さ らに,ABPC-BGG血 清 とABPC-SRBC

の反応系 でPCGの 阻止能が きわめて弱い こと(5mMで

阻止)な どがあげ られ る、

最後にあげた知見 は,多 分 この抗血清 がABPCの ア

シル側鎖 に高い特異性 を有す ること,あ るいは,こ の側

鎖部 の抗 原抗 体反応が立体障害的 に骨格部 の反応 を阻害

している可能性 を示 してい ると思われ る。

ABPCとPivampicillinの 交差反応性 は上記 のデータ

が示 すご とく,ほ とん ど同等で あ り,従 って,PivamPi-

cillinの3位 に存在す る長 いエス テル は凝集反応 におい

ては影響 を与えない と結論 され る。

4.　 マ ウスにお けるPivampicillinお よびABPCの

免疫 原性

Fig.1はPivalnpicillinとABPCを それ ぞれLPSと

ともにマ ウスに免疫 し,そ の後 の抗体 産生 を赤血球 凝集

Table 3 Inhibition of hemagglutination with various penicillin derivatives1)

1) Data represent the lowest concentration (mM) of penicillin derivatives requirred to inhibit hemagglu-
tination 

2) Anti ABPC was obtained by immunization of ABPC crystallin

Fig. 1 Antibody responses of mice immunized 

with ABPC or Pivampicillin.

Mice of group 1 were injected 1mg of ABPC and 0.1 
mg of LPS, and mice of group 21. 3mg of PVPC and 
0.1mg of LPS. Antigen was injected six times on day 
1, 3, 6, 10, 13 and 26. Arrows indicate dates of injec-
tion. Each point and bar represents mean hemagglu-
tination titers of sera and their SE in 10 mice.
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反応に よ り追跡 した結果 を示 した ものであ る。

ABPCで は 数 回の免疫 後,急 激 な抗 体価の上昇が認

め られ,15日 目に抗体価 の ピークがみ られ,そ の ピー ク

の高 さは10×23.8±0.68で あった。 その後,抗 体価は低

減 し,Booster後 も顕著 な抗体価上昇 は認 め られなか っ

た。

一方,Pivampicillinの 場合 は,免 疫に伴 って抗体価 の

上昇 を認め たものの,そ の度合 はABPCに 比 し有意 に

低 く,明 らか な ピー クを示 さなかった。

次 に,こ れ ら凝集抗 体のclassを2-ME処 理 によっ

て調べ た。7,15,20お よび26日 目の抗体はすべ て2-

ME処 理 によってABPC群,Pivampicillin群 ともに,

失活 し,IgM抗 体であ ることが 明 らか であった。 しか

し,Booster後 は両群 ともに凝集価 の低 下は全 くな く,

従 って,IgG抗 体 におき換 っているこ とが推察 され た。

以上 のご とく,マ ウスに対す るPivampicillinの 抗原

性 はウサギの実験成績 と同様 に,ABPCに 比較 して有意

に弱 いこ とが明 らかに され た。

5. 蛋 白結合抗原 の免疫 に よってえ られた抗血清 の定

量沈降反応 と,ハ プテ ン阻止反応

Fig.2にABPC-BGG結 合 物 またはPCG-BGG結

合物 でウサギを免疫 してえた抗血清 の定量沈降反応 曲線

を示 した。

ABPC-BGG抗 血清 は蛋 白量 として75mcgの 抗原添

加 によ りmaximnumの 沈降物 がえ られ,一方,抗PCG-

BGG抗 血清 は100mcgの 抗原量が当量域 と推察 され た。

次 に,こ れ ら当量域 の抗 原,抗 体系に,ハ プテ ン(量を

逓増的 に添加 して阻止反 応 を行な った。その結果 をFig.

3に 示 した。ABPC-BGG抗 血清対ABPC-RSA系 に

おいては,homologousなABPCが 最 も低濃度のハ プ

テ ン活性 を示 し,こ れ に対 しPivampicillinで はやや弱

く,さ らにPCG,6-APA,CEXの 順に阻止能は弱まっ

た。

一方,抗PCG-BGG対PCG-RSA系 では,PCGが

最 も阻止能 が強 く,こ れ に対 しABPCお よびPivampi-

cillinは著 しく弱 い阻止能 しか認め られなか った。

以上 のご とく,PivampicillinはABPC-BGG抗 血清

に対 しては,PCGよ りはるかに 交差反 応 性 が 高 く,

Fig. 2 Quantitative precipitin curves obtained from 
anti Penicilloyl-BGG conjugate and Penicil-
loyl-RSA conjugate.

Fig. 3 Hapten inhibition of precipitation with penicillin derivatives and cephalexin. 

Hapten (0.25m1) of different concentrations (0.1•`100mM) were added to equ-

ivalent zone of Ag-Ab reaction system. Each point represents percent inhibition 

of precipitation.
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PCG-BGG抗 血 清 に 対 し て はPCGよ り弱 く,ABPC

とほ ぼ 同 等 の 交差 性 を有 す る もの で あ っ た。

6. PivampiciUinと 蛋 白 との結 合 お よ び 結 合 物 の 抗

原 性

ペ ニ シ リンの 抗 原性 に つ い て は 多 くの 報 告 に明 らか な

ご と く,生 体 内 で の ペ ニ シ リン と蛋 白 と の結 合 物 の 生 成

に基 因 す る と考 え られ て い る。 こ の場 合,malor antige-

nic conjugateはpenicilloyl-protein conjugateで あ ろ

うと思 わ れ,こ の結 合 物 生成 の メ カニ ズ ムがdirect ami-

nolysisに よ るの か,あ るい は 一 旦penicillenic acidを

経 て生 成 され るか は 論 議 の 多 い と こ ろ で は あ る が,ペ ニ

シ リ ンの 免 疫 原 性 を推 察 す るた めin vitroで のペ ニ シ

リ ンと蛋 白 との 結 合 量 を測 定 す る こ とが 有 力 で あ る。

実 験 はpH5.0に お い て10μmolのPivampicillinま

たはABPCと0.1μmol BSAをincubateし た とき の

BSAに 対 す る結 合 量 を測 定 した もの で あ る。pH5.0は

Pivampicillinの 溶解 し う る最 高 のpHで あ り,望 む ら

くは 生 体 と同 様,中 性 条 件 でincubateし た い が,沈 殿

物 が で き,不 可 能 で あ っ た。 結 合 モ ル 数 はABPCの 場

合 はLEVINEに よ るPenamaldate法9)に よ り算 出 した。

一 方 ,PivampicillinはPenamaldate法 に よ る分 子 吸

光 係 数 が 不 明 の た め,放 射 性Pivampicillinをtracerと

して加 え,放 射 活 性 か ら結 合 モ ル 数 を算 出 した 。Table

4か ら明 らか な ご と く,PivampicillinのBSAに 対 す

る結 合 はABPCの 場 合 の約1/7.5で あ り,Pivampicillin

1)

2)

の抗 原 性 が 弱 い こ と と考 え合 わせ 興 味深 い 。

次 にTable4に 示 した実 験 とは別 に,preparativeな

conjugationをPivampicillin, ABPC, PCG三 者 に つ い て

行 な い,え られ たconjugateを モ ル モ ッ トに免 疫 し,そ の

免 疫 原 性 を比 較 した 。こ の場 合,え られ る結 合 物(Hapten-

carrier conlugate)のHapten結 合 モ ル 数 が あ ま りに 少

な い と,Anti-haptenの 産 生 が な い た め,preparative

な 実 験 で はpHを7.0に し てincubateし,結 合 モ ル

数 を増 した 。 この 条 件 ではPivampicillinの 場 合,前 述

の ご と く沈殿 物 が 出 る た め,上 清 分 画(PVPC-BSA-

SUP)と 沈 殿 部 分 に分 け,沈 殿 物 は水 洗 後,エ タ ノー ル

抽 出 に よ りエ タ ノー ル 不 溶(PVPC-BSA ppt Et-OH-

insol.)と 可 溶(PVPC-BSA ppt Et OH-sol.)の 分 画 に

分 け,こ れ ら三 分 画 を免 疫 した。

結 果 をTable5に 示 した。 ま ず,惹 起 抗 原 と し て

BPO-HSAを 用 い る と,PCG-BSA結 合 物免 疫 モ ル モ ッ

トは60%の 陽 性 率 を示 し,一 方,ABPC-BSA結 合 物 免

疫 モ ル モ ッ トも62%の 陽 性 率 を示 し,ほ ぼ 両 者 は 同 程 度

の 免 疫 原 性 を有 す る もの で あ る こ とが わ か った 。 他 方,

Table 4 Protein conjugation of ABPC or PVPC

Table 5 Anaphylactic rerponses of guinea pigs 
immunized with penicillin-protein conju-

gates

Immunogen (1) and (2) were obtained from the re-
action mixture of PVPC-BSA conjugation which yielded 
water insoluble precipitate. (1) was ethanol soluble 
fraction, and (2) insoluble fraction of the precipitate 
respectively. Immunization procedure was as follows; 
groups of guinea pigs were administered i.p. 1. 5 mg 
(protein) of conjugate, 20mg of PVPC-BSA PPT 
EtOH-sol. and 2mg of EtOH insol each per injec-
tion. Injection was repeated 3 times at intervals of 
4 days in weeks after the last injection, animals were 
challenged by inducer as indication.
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PVPC-BSA結 合物 の上清分画 と沈殿 分画中エ タノール

可溶分画 は全例 が疑陽性 または陰性 を示 し,そ の免疫原

性 はきわ めて弱 かった。 次に これ ら免 疫 モ ル モ ッ トを

carrier蛋 白のHSAで 惹起す ると,い ずれ のグルー プ

の動物 もアナフィ ラキシー陽性反応 を示 さなか った。従

って,PCG-BSAお よびABPC-BSA免 疫モルモ ツ ト

をBPO-HSAで 惹 起 した ときにみ られ た陽 性 反 応 は

BPO-groupに 特異的 な反応 であ ることが明 らかで,一

方,PVPC-BSA上 清部 とPVPC-BSA沈 殿部のエ タ

ノール可溶分画 は同一感作条件 においてBPO-groupに

対す る免疫原性 が発現 しなかった と解釈 され る。

次 に,PVPGBSA沈 殿部 のエ タノール不溶分画 につ

いてみ る と,BPO-HSAで 惹 起 した場 合,100%の 陽性

率 を示 したが,HSAで 惹起 して も同様の結果がえ られ

た。従 って,こ の不溶分画 は少 な くともHSAと 交差す

る抗原性 を もつ もの と考 え られた。

次に,BPO-groupに 対す る免疫原性 の有無 を確認す

る目的でcarrier蛋 白(BSA)と 全 く交差 しな いTaka-

Aお よびcyt.Cと,そ れぞれ のBPO結 合物 を惹起抗

原 に用い て検討 した。

その結果はTable5の 下段 か ら明 らかな ごと く,い ず

れの惹起抗原 を用 いて もアナフィ ラキシー反応陰性であ

り,従 って,こ の分画 もBPO-groupに 対 す る免疫 原性

を,こ こで用 いた実験条件 下で,発 現 しなか った と考え

られた。

以上の ごと くエタノール不溶分画 はHSAに 交差す る

強い免 疫原性 を有す るが,一 般 に ヒ ト血清 蛋 白が ウシあ

いは ウマなどの血清 る蛋 白 と同一 ク ラス同士の蛋 白間に

交差反応性 を 示す こ とが 知 られてい るように,エ タノ

ール不溶分画の成績 もこのこ とを示 す と思 わ れ,多 分

PivampicillinとBSAと のin vitroで の反応 中,BSA

が水に対 して不溶化す るよ うな変性 を与 え られ,そ の結

果,強 い免疫原性 を獲得 し,HSAと も交 差反応 を有す

るに至 った もの と考え られ る。 このこ とはエタノール不

溶 分画の アミノ酸分析 の結果 か らも支 持 さ れ,Native

BSAと きわめてよ く合 った アミノ酸組成 を示 した。

考 察

ペニシ リンの抗原性は標品 に混在す るMacro-molecu-

lar impurityに 原因す るとい う根強 い主張 がある10)が,

む しろ生体蛋 白 との結合物生成 に よる ペ ニ シ リンhap-

tenの 免疫 原性 の発現 を示す多 くの 報告が あ り,こ のこ

との方 がよ り重要 であろ う。in vitroで のペ ニシ リンと

蛋 自 との結合 に関 しては数 多 くの様式が知 られ ている11)

が,Penicilloyl-protein conjngateがmajor antigenで

あ る こ とは 臨床 ア レル ギ ー の 分 野 か ら明 らか で あ る し12)

ま た,動 物 実 験 の成 績4)か らも支 持 を受 け て い る。

Penicil1Gyl-protein conlugateの 生 成 メ カ ニ ズ ム に関

してFEINBERG13), LEVINE14), DEWECK15)ら のPenici-

llenic acidを 中 間 産 物 と してpenicilloyl-diastereomer

mixtureが 生 成 され る とい う考 え 方 が あ り,一 方,lysine

の ε一ア ミノ基 な どに よ る ペ ニ シ リ ンのdirectaminolysis

16)17)に よ るconjugate生 成 も重 要 な経 路 と考 え られ て

い る13)。 我 々 はPivampicillinの 結 晶 を ウサ ギ とマ ウス

に対 し,ア ジ ュ バ ン トと と もに免 疫 し,そ の 抗 原 性 が

ABPCお よびPCGに 比較 して弱 い こ とを 明 らか に した

が,そ の原 因 は3位 側 鎖 のpivaloyloxymethyl esterの

存 在 に基 づ く もの と考 え られ た。

なぜ な ら,PCGに 同 一 側 鎖 をつ けたPCG-POMの 場

合,同 様 にPCGの 免 疫 原 性 の低 下 が認 め られ る た め で

あ る。in vitroに お け るPivampicillinと 蛋 白 に よ る

penicilloyl conjugateの 生 成 はABPCの そ れ に 比 し少

な く,え られ た標 晶 を モ ル モ ッ トの全 身 ア ナ フ ィ ラ キ シ

ー に よ っ て,そ の抗 原 性 を検 討 した結 果,Pivampidllin

と蛋 白 の反 応 物 はpenicilloyl conjugateに 対 して アナ

フ ィ ラ キ シー シ ョ ック を発 現 しな か っ た。Pivampicillin

の 吸 収 排 泄 に関 す る実 験 成 績 は,本 品 が経 口投 与 後 速 や

か に血 中 にABPCと して 出現 す る こ とを示 した1)。 こ

の こ と と本 品 の抗 原 性 が弱 い こ と とは相 反 す る よ うに思

わ れ る。 しか し,抗 原 性 に 関 す る今 回 の実 験 条 件 が注 射

投 与 で あ る こ と を考 慮 す る必 要 が あ ろ う。 注 射 投 与 にお

い ては,本 品 は生 体 の 緩 衝 能 か ら 不 溶 化 す る。 事 実in

vitro中 性 条 件 で蛋 白 とincubateす る と 多 量 の 沈 殿

物 が え られ,そ の90%がPivampicillinま た はPivam-

picillinの 分 解 物 で あ っ た。 注 射 局 所 の不 溶 化 したPiva-

mpicillinは そ の 後 わず か ず つ 生 体esteraseに よ って 水

解 され,ABPCに な る と思 われ る が,注 射 局 所 で の蛋 白

とのinteractionに よ る結 合物 生 成 は,少 な く と もAB

PCを 注 射 した場 合 よ り少 な い で あ ろ うこ とは 容 易 に推

察 され る。 ま た,注 射 局 所 は炎 症 を伴 い,マ ク ロフ ァー

ジ を初 め と して多 くのimmuno reactive cellが 集 籏 す

る と思 わ れ,こ の場 合 これ ら細 胞 のestcraseに よ って も

Pivampicillinは 水解 され る と思 わ れ,こ の 際 生 成 され

るformalinま た はpivalic acidがcytotoxicに 作 用

し,細 胞 のimmunolgical recognitionを 阻 害 す る 可能

性 も考 え られ る。

次 にPivampicillinとABPCの 交 差 反 応 性 で あ るが,

血 球 凝 集 反 応 に お い て,両 者 に ほ とん ど差 の な い こ とが

明 らか に され た。 一 方,定(量 沈 降 反 応 で は,抗ABPC-

BGG対ABPC-RSAの 反 応 系 で や やABPCよ りPi-

vampicillinが 交 差 性 が 弱 か っ た が,抗PCG-BGG対
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PCG-RSA系 では む しろABPCよ りPivampicillinの

方 が交 差 性 が強 い傾 向 が認 め られ た。 こ の よ うにPiva-

mpicillinとABPCと の 交 差 性 は,ほ ぼ 同 等 程 度 と考

え られ,3位 側 鎖 はin vitroに お け る抗 原 抗 体 反 応 に

は影 響 を与 え な い こ とが わ か る。

同様 の知 見 は セ フ ァ ロス ポ リ ン系 抗 生 剤 で峯18)が え て

い て,同 一 の母 核 お よび7位 側 鎖 を有 し,3位 側 鎖 の構

造 を異 にす る3種 誘 導 体 の 抗PCG抗 体 に対 す る交 差 性

が同 程 度 であ る こ と と似 て い る。 ま た,ABPCとPCG

問 の交 差 性 は 著 しい 差 が 認 め られ,ABPC抗 体 に 対 す

るPCGま たPCG抗 体 に対 す るABPCは,そ れ ぞ れ

か な り交 差 性 が 弱 か った が,こ れ らの 成 績 はNISHIDA19)

らの結 果 と よ く一 致 し,phenyl acetyl基 に導 入 さ れ た

ア ミノ基 が 免 疫 学 的 交 差 性 に強 く影 響 を与 え る も の と推

察 され る。

総 括

1. Pivampicillinの ウサ ギ お よび マ ウス に対 す る 免

疫 原 性 はAmpici11inに 比 し弱 く,同 様 の 結 果 がBenz-

ylpenicillinと そ のpivaloyloxymethyl ester誘 導 体 に

つ い て も認 め られ,3位 側 鎖 の存 在 に よ っ て免 疫 原 性 が

弱 め られ る こ とが 確 認 され た。

2. 抗Ampicillinに 対 してPivampicillinはAmpi-

cillinと 同 程 度 に強 い 交 差 性 を示 し,一 方,抗benzyl-

penicillinに 対 してPivampicillinはAmpicillinと 同程

度 の弱 い交 差 性 を示 した。 従 っ て,Pivamnpicillinの3位

側鎖 はin vitroで の 抗 原 抗 体 反 応 に お い て影 響 を与 え

な い。

3. in vitroで の蛋 白 との結 合 物 生 成 に 関 して,Piva-

mpicillinはAmpicillinに 比 して,そ の生 成 量 が少 な か

っ た。 同一 条 件 でPivampicillin, Ampicillin, Benzylpe-

nicillinそ れ ぞれ の 蛋 白結 合 物 を調 製 し,こ れ を モ ル モ

ッ トに免 疫 した結 果,Pivampicillin結 合 物 に はpenic鮎

lloylgroupに 対 す る免 疫 原 性 が 認 め られ な か っ た。
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON PIVAMPICILLIN 

MASAYUKI IWATA and JUN SERIZAWA 

Product Development Labratories, Sankyo Co., Ltd.

Immunological properties of pivampicillin were compared with those of ampicillin and benzylpenicillin, and 

the following results were obtained. 

1. Antigenicity of pivampicillin to rabbits and mice was weaker than that of ampicillin, and the similar 

results were observed in benzylpenicillin and its pivaloymethyl ester derivative. It was concluded that 

esterification of carboxylic group on position 3 of penicillin ring decreases antigenicity of the original 

compounds. 

2. Cross reactivity of pivampicillin to anti-ampicillin and anti-benzylpenicillin was nearly at the same degree 

as that of ampicillin. 

3. Ratio of covalent binding of pivampicillin to carrier protein was much less than that of ampicillin. Ana-

phylactic tests demonstrated in guinea pigs that pivampicillin-carrier conjugate did not develop antigenicity 

to penicilloyl group while ampicillin or benzylpenicillin carrier conjugate did.


