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Sodium 6-〔D(-)-α- (4-ethyl-2, 3-dioxo-l- pipera-

zinecarboxamido)-α-aphenylacetamido〕 penicillanate (T

-1220)は 新 し い 半 合 成penicillin系 抗 生 物 質 で
,下 記 化

学 構 造 を 有 す るAminobenzyl penicillin (ABPC)の 誘 導 体

で あ る 。

抗 菌 活 性 は グ ラ ム陽 性 お よび 陰 性 菌 にわ た り幅 広 い抗

菌 スペ ク トル を 有 し,特 に,緑 膿 菌 お よび 肺 炎 桿 菌 に対

し従 来 のpenicillin系 抗 生 物 質 よ り優 れ た 抗 菌 力 を 示 す

こ とが 明 らか に され て い る1)。

Penicillin系 薬 剤 に よる ア レル ギ ー 性 副 作 用 の発 生 頻

度 は 他 の 薬 剤 に よ る もの に比 し,比 較 的 高 い こ とが 知 ら

れ て い るの で,本 報 で はT-1220の 免 疫 学 的 挙 動 と して

T-1220の 抗 原 性,Penicillin G (PCG), ABPCと の 免疫 学

的 交 叉 性 お よび ク ー ム ス反 応 性 につ い て検 討 した の で,

そ の結 果 に つ い て 報 告 す る。 な お,T-1220は 蛋 白結 合

物 を 調 製 す る際 の 弱 ア ル カ リ条 件(pH8.5)で は一 部 分

解 し,dioxopiperazine環 の 開 い た α-{3-(β-(N-ethyl-N-

oxaloamino) ethyl〕ureido}benzylpenicillin (T-1220 A)

を経 て 最 終 的 に α-{3-〔 β-(N-ethyl-N- oxaloamino)

ethyl〕ureido}benzylpenicilloic acid (T-1220 C)を 生 成

す る こ とが 知 られ て い るの で2),交 叉 反 応 の ハ プ テ ン と

して下 記 構 造 式 を 有 す るT-1220Cも 使 用 した 。

I. 実験材料および実験方法

1. 材料

1) 抗生物 質

T-1220, T-1220 C(Na塩) (富 山 化 学)

Aminobenzylpenicillin (ABPC) (窟 山 化 学)

Potassium benzylpenicillin (PCG) (明 治 製 菓)

Carbenicillin (CBPC) (藤 沢 薬 品)

Sulbenicillin (SBPC) (武 田薬 品)

Cephalothin (CET) (塩 野 義 製 薬)

2) Carrier proteinお よびadjuvant

Bovine-ƒÁ-globulin (BGG) fraction II (Nutritional 

Biochemical) 

Rabbit serum albumin (RSA) crystalline (Nutritio-

nal Biochemical) 

Freund's complete adjuvant (FCA) (Iatron Co.)

3) クームス血清

クームス試薬,液 状 (国際試 薬)

4) 使用血液

輸 血用 ヒ トO型 血液

5) 使用動物

正常 ウサギ (雄,日 本 白色在来 種2～3kg)

モルモ ッ ト (雄,ハ ー トレー系250～300g)

2. 各種penicillinの 蛋 白結 合物の調製

T-1220, ABPCお よびPCG各200mgとRSAま たは

BGG50mgと を5mlのveronal buffer (pH8.5)中 で37

℃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 ものを蛋

白結合 物 とした。

3. 免疫 方法

1)各 種penicilliR蛋 白結合物で のウサギ免疫

各種penicillinのRSA結 合物 に同量 のFCAを 加え,

emulsionに した ものを1群3羽 の ウサ ギ 背部皮下約10

ヵ所 に0.1～0.2mlず つ週1回8週 間感 作 した。最終免

疫か ら7日 後 に採 血 し,抗 血清 を得 た。

2)　 T-1220投 与に よる免疫

ビーグル犬 にT-1220を500, 1000, 2000mg/kgの 投与

量 で6ヵ 月間連続静脈 内投与 お よび ウサギ に500mg/kg

の投与量 で15日 間筋 肉 内投与 を行 ない,投 与終 了後 の血

清を使用 し赤血球凝 集反応 に よ り抗体価 の測定 を行な っ

た。
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4. 赤血球凝集反応

1/15M phosphate buffer saline (PBS,pH7.4)で ウサ

ギ赤血球 を よく洗浄 後,16%血 球浮遊液 と した。 この浮

遊液2～3容 に抗生 物質(ハ プテ ン)の40mg/ml液10

容 を加 え,37。Cで2時 間反応後遠心分離 した。沈渣 の感

作血球 をPBSで3回 洗浄 し,PBSで2%血 球浮遊液 と

した ものを抗 原 とした。赤 血球凝集反応 はマイ クロタイ

タープ レー トを用い行な った。す なわ ち,マ イ クロタイ

タープ レー ト上 で各抗血清をPBSに よ り0.025mlの2

倍希釈 系列を作 り,そ のおのお のに感作血球 を ド響 ッパ

ーで1滴 加え,混 和後37℃ で2時 間,4℃ で一夜 放置 し

て管底 像か ら凝集を観察 した。凝集 を示 す抗血 清の最大

希釈 倍数で抗体価を求めた。

5. 赤 血球凝集ハ プテ ン阻止反応

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 した。い っぽ う,マ イ ク

paタイタ ープ レー ト上でハ プテ ンの2倍 希釈系列 を作製

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 温に1時 間放置 してか ら感作血球液

を滴下 し,再 度混 和 し一夜放置 して反応を判定 した。

6. 定量沈 降ハ プテ ン阻止反応

通常 の方法 で抗血清 とそれぞれ対応す る完全抗原(ハ

プテ ンーBGG結 合物)と の当量域 となる抗原量,抗 体量

を求 めた。

ハ プテ ンが200mMに なる ように1/15M-PBS (pH7.4)

に溶 解 し,0.4mlず つ の段階希釈系列 を作 った。 そのお

のおのに当量域を求めた抗血清0.5mlを 加 え,37℃ で

1時 間反応 させた のち,あ らか じめ決定 しておいた抗原

量を加え,さ らに,37。Cで1時 間,4。Cで48時 間静置 し

た。 これを3000rpm20分4℃ で遠心 し,沈 降蛋 白を冷

PBSで3回 洗浄後,沈 降蛋白量をLOWRY法3)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 ン量(mM数)で 表わ した。

7. Passive cutaneous anaphylaxis (PCA)反 応

OV ARYの 方 法4)に従 った。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,

Table 1 Hemagglutination titers of rabbit antisera 

for penicillin-coated RBCs

Table 2 Hapten concentrations required for 100% 
inhibition on passive hemagglutination 
reactions

(mM)

Table 3 Hapten concentrations required for 50% 
inhibition on quantitative precipitin reac-
tions

(mM)

Fig. 1 Quantitative precipitation curves

Fig. 2-a Hapten inhibition of precipitation 

T-1220 system
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5時 間後抗原(ハ プテ ンーBGG結 合物)と エパ ンスブル

ー混合液を足静脈 に注入 した。30分 後反応部位 の色素 出

現を観察 し,色 素流出を示す最大希釈血清濃度 をも って

PCA力 価 を表 わ した。

8. 直接 クームス試験

1) GRALMCKの 方法5)

ヒ トO型 血球をPBSで3回 洗浄 した後2%血 球浮遊

液 とし,抗 生物質の2倍 連続希釈液1mlに2%血 球 浮

遊液1mlを 加 える。37℃ で2時 間反応後遠心PBS洗

浄を繰 り返 し,2%血 球浮遊液 とす る。小試験 管にその

2滴 を と り,ヒ ト血清2滴 を加え再度37℃ で2時 間反応

する。遠心洗浄を行 ない沈渣 に クームス試薬 を2滴 加え

振 り混ぜたの ち,直 ちに1000rpmで1分 間遠心 し,沈

淹 を乱 しなが ら凝集の有無 を判定 した。

2) MOLTHANの 方法6)

ヒ トO型 血液1mlを 抗生物質 の2倍 連 続希釈液1ml

に加 え る。37℃ で3時 間反応 させ遠 心洗 浄の後,2%血

球浮遊 液を調製 した。小試験管 にこの2滴 を と り,ク ー

ムス試薬2滴 を加え,振 り混ぜ たの ち 直 ち に1000rpm

で1分 間遠心 し,沈 渣 を乱 しなが ら凝集 の有無を判定 し

た。

9. 赤血球溶血作用

ヒ トO型 血液 を大量 の生理食塩 水で3回 洗浄 し,生 理

食塩水で20%浮 遊液 とす る。 この浮遊 液2mlに 各抗生

物質の2倍 連続希釈液 を等量加 え37。Cで3時 間反応 させ

Fig. 2-b Hapten inhibition of precipitation 

ABPC system

Fig. 2-c Hapten inhibition of precipitation 

PCG system

Table 4 Passive cutaneous anaphylaxis of hapten-

BGG with anti-hapten serum.

Table 5 Direct Coombs test by using washed cells

Direct Coombs test by using whole blood

Fig. 3 Hemolysis of various penicillins
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た。 これ を1500rpm10分 間遠心 し,そ の上清 のO.D.541

nmで の吸収 を測定 し,そ の溶血度 を求め た。

II. 実 験 成 績

1. 赤血球凝集反応

各抗血清のハ プテ ン感 作 赤 血球 に 対 す る凝集力価を

Table 1に 示 した。 いずれ の抗 血清 も同等の凝集力価を

示 した。い っぽ う,ビ ーグル犬 にT-1220を6ヵ 月間連

続静脈 内投与 した実験お よび ウサ ギにT-1220を15日 間

筋肉 内投与 した実験において,投 与終了後 の血 清を使 用

して赤血球凝集 力価の測定を行な った結果,い ずれ も赤

血球凝集抗体 の産生 は認め られなか った。

2. 赤血球凝集ハ プテン阻止 反応

赤血球凝集抗体 に対 す る交叉性の程度 をhomologeous

な抗原抗体系 の赤血球凝集 反応 を100%阻 止す るに必要

なハ プテ ン量(mM数)で 表わ した。

Table 2に 示す ようにABPC抗 原抗体系 ではABPCが

1056mM, T-1220が200mMで あ り, T-1220の ABPC

に対す る交叉性は弱か った。

PCG抗 原抗体 系ではPCGが6.25mM, T-1220が

200mMで あ り,T-1220のPCGに 対 する交叉 性は弱か

った。T-1220抗 原 抗 体 系 で はT-1220が 12.5mM,

ABPCが25mM,PCGが100mM, T-1220Cが 1.56mM

で あ った。T-1220分 解産物 のT-1220CがT4220よ り

8倍 も強 い阻止能を示 した。

3. 定量沈降 ハプテ ン阻止反応

抗 ハプテ ンRSA血 清におけ る各 ハプテ ソBGG結 合物

に よる定量沈 降パ ター ンをFig.1に 示 した。沈降抗体 に

対す る交叉性 の 程度 をhomologeousな 抗 原抗体系 の沈

降反応 を50%阻 止す るのに必要なハ プテ ン量 (mM数)

で表わ した。

Table 3お よびFig.2に 示 す ようにABPC抗 原抗体 系

で はABPCが7.4mM, T4220が84mMで あ り, T-

1220はABPCに 対 して約1/12の 交叉性 を示 した。PCG

抗原抗体系 ではPCGが4.8mM, T-1220が100mMで あ

り,T-1220はPCGに 対 して約1/20の 交叉性を示 した。

T-1220抗 原抗体系 ではT-1220が1,4mM, ABPCが

0.46mM, PCGが0.9mM, T-1220Cが0.09mMと 赤血

球凝集 ハプテ ン阻止反応 と同様 にT4220Cが 最 も強 い

阻止能を示 した。

4,PCA反 応

T-1220,ABPCお よびPCGのPCA抗 体に対す る交叉

性 の程 度をモルモ ッ トを用 いるPCA反 応力価で比較 し,

その結 果 をTable4に 示 した。ABPC抗 体 に 対 して

ABPC抗 原 は2048倍 の力価 を示 すのに対 して,T-1220

は256倍 で あ り約1/8の 交叉 性を示 した。PCG抗 体 に対

してPCG抗 原は1024倍 の力価を示すの に対 してT-1220

抗原 は64倍 であ り約1/16の 交叉性を示 した。

5.直 接 クームス試験

GRALNIcKの 方法 とMOLTHANの 方法で各抗生物質の

試験管 内直接 クームス試験 を行ない,そ の結果をTable

5に 示 した。T-1220, ABPC, SBPC, CBPCお よび PCG

では両方法 とも薬物濃度40mg/mlま で クームス反応陽

性化は認め られ なか った。CETは 両方法 とも10mg/ml

以上の濃度で クームス反応陽性 を示 した。

6. 赤 血球溶血作用

クームス陽性反応 と関連 して各抗生物質 の赤血球 に対

す る直接的な傷害 と して溶血 作用 を調べた結果,Fig.3

に示す よ うにT-1220の 溶 血作用は非常 に弱い ものであ

った。

III. 考 察

Penicillin誘 導 体 はい ず れ も β-lactam環 を 有 し,

penicilloyl-protein- conlugateがpenicillinア レル ギ ー

反応 の主 な抗 原決定 基であ ることが知 られてい る。交叉

性 に関 してはpenicillin抗 体は母核に対す る抗体,acyl

側鎖 に対す る抗体 お よびcarrier proteinを 含めたpeni-

cillin全分子 に対 する抗 体に分類 され る。 とくにacyl側

鎖がそ の特異性決定 に重 要 で あ る こ とが 知 られ て い

る7)8)。T-1220はABPCの 誘導体 であ り,化 学構造的 に

はacyl側 鎖 の3mino基 とdioxopiperazine環 をureido

結 合 させた化合物 であ り,そ の免疫学的 挙動 に与 える影

響 について調べた。

今回の赤血球凝集 ハプテ ン阻止反応,定 量沈降 ハプテ

ン阻止反応,PCA反 応 の結果 よ りT-1220のABPCお よ

びPCGと の交叉 性を比較す ると1/8～1/20以 下 と弱 いこ

とが認め られ,こ れはacyl側 鎖 のdioxopiperazine環 の

立 体障 害に よる影響 とも考え られ る。 また,そ の交叉性

はPCGよ りABPCに やや近 いこ とが示 され,こ れ はT-

1220がABPCの 誘導体であ ることに よるものと考え ら

れ る。い っぽ う,赤 血球凝集ハ プテ ン阻止反応お よび定

量沈降 ハプテ ン阻止反応においてT-1220Cが T-1220

よ り8～15倍 も強い阻止能を示 した ことは, T-1220の

蛋 白結 合物調製時の条件を考慮す るとT-1220の 安定{生

よ りみて,T-1220Cに よ り近い抗T-1220- RSA血 清が

一部得 られた ことを示す もの と思われ る。

Penicillinに よる免疫 学的 副作用 として クー ムス 陽 性

化 を伴 う溶血性 貧血 が報告 されてい る9)10)。従 って,試

験管 内直接 クームス試験 は溶 血性貧血 との関連において

意味あ るもの と考 え られ調べ た結果,T-1220は 40mg

/mlま で陽性化 は認 め られず 弱い ものであ り,ま た,赤

血球に対す る直接溶血作用 も弱か った。
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結 論

1) T-1220は ビーグル 犬に6ヵ 月間連続静脈 内投与

お よび ウサギに15日 間筋肉 内投与 した血清 には抗体 の産

生が認め られなか った。

2) T-1220のABPCお よびPCGと の交叉性 は赤血

球凝集ハ プテ ン阻止反応,定 量沈降 ハプテ ン阻止反応 お

よびPCA反 応 によ り作用は認め られたが,そ の程度 は

弱いものであ った。

3) T-1220の 試験管 内 クームス 反応陽性化 作用 お よ

び赤血球溶血作用は ともに弱い ものであ った。
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON T-1220 

AKIRA TAKAI, TOYOAKI YONEDA and TETSUO SHIBATA 
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KEIMEI MASHIMO 

Department of Internal Medicine, Institute of Medical Science, Tokyo University

The antigenicity of T-1220, its cross reactivity with Penicillin G (PCG) and Amino-
benzylpenicillin (ABPC) and Coombs test were studied in order to know the immunological 
characteristics of T-1220. 

The results were as follows. 
1) Antibody production against T-1220 was not shown in beagle dogs injected 

intravenously for 6 months and in rabbits injected intramuscularly for 15 days. 
2) Cross reactivity of T-1220 with ABPC and PCG was observed in hapten inhibi-

tion of hemagglutination, hapten inhibition of quantitative precipitation and PCA reaction, 
but the reactivity was slight. 

3) Ability of T-1220 to give a positive reaction in Coombs test and its direct hemo-
lytic activity were both weak.


