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緒 論

Sodium 6[D(-)-α(4-ethyl-2,3-dioxo-1-piperazine

carboxamido)-α-phenylacetamido]penicillanate(T-

1220)は 新 し く開 発 さ れ た 半 合 成penicillin系 抗 生 物 質

で,aminobenzylpenicillin(ABPC)の 誘 導 体 で あ る1)。

本 剤 はin vitroで 蛋 白 と 結 合 さ せ る 際 に,下 記 の 化 学

構 造 式 に 示 さ れ る よ う にdioxopiperazine環 が 開 裂 し た

α-{3-[β-(N-ethyl-N-oxaloamino)ethyl ureido}ben-

zylpenicillin(T-1220-A)を 経 て α-{3-[β-(N-ethyl-N-

oxaloamino)ethyl]ureido}benzylpenicilloic acid(T-

1220-C)を 形 成 し,蛋 白 と 結 合 す る2)と 考 え ら れ る。

従 来,penicillin系 薬 物 に よ っ て 惹 起 さ れ る ア レ ル ギ

ー のmajor antigenic determinantは
,benzylpenicil-

loyl-protein conjugatesで あ る と さ れ て い る3,4)。 こ れ

はpenicillinの β-Lactam環 が 開 裂 し,蛋 白 と結 合 し

た 構 造 で あ る 。 し か し な が らT-1220は そ の 分 解 過 程 で

4-ethy1-2,3-dioxo-1-piperazine(以 後,dioxopiperazine

環 と 略)と β-Lactam環 の 両 者 が 開 裂 す る も の と 考 え ら

Degradation products of T-1220 in neutralized 
aqueous solution (pH 7. 2)

Sodium 6-[D(-)-α-(4-ethyl-2,3-dioxo-1-piper-

azinecarboxamido)-α-phenylacetamido]penicil-

lanate(T-1220)

れ るか ら,上 記 製 剤 の免 疫 に よ りpenicillin Gと は 様

相 の 異 な っ た抗 体 が 産 生 され る 可 能 性 が 想 定 され る。

本 論 文 は,実 験 的 に 作 製 した ウサ ギ 抗T-1220-BSA

血 清 を使 用 し てbenzylpenicillin(PCG),お よ びam-

picillin(ABPC)と の 交 叉 反 応 性 を 検 討 す る と と もに,

そ の 抗 原 特 異 性 に つ い て 考 察 を加 え る こ とを 目 的 と し

た。

材 料 お よび 方 法

I. 材 料

1) 動 物:免 疫 に は 体 重2.5kgの 日本 在 来 白色 ウサ

ギ を,PCAに は 体 重250g前 後 のHartley系 雄 性 モ ル

モ ッ トを 使 用 した 。

2) 薬 品:供 試 抗 生 物 質 と して のT-1220-O,T-1220-

A,T-1220-C,ABPCは 富 山 化 学 研 究 所 で 合 成 され た も

の を,ま たPCGは 明 治 製 菓 社 製 の もの を 使 用 した 。

II. 方 法

1) 赤 外 線 分 析:回 析 格 子 赤 外 分 光 々 度 計,IPA2

型,KBr錠 剤 作 製 用 器 具(以 上,日 本 分 光 工 業 社 製),

プ レ ッ シ ャー,真 空 ポ ン プ(以 上,Millipore社U.S.A.)

を 使 用 し た。 薬 剤1mgとKBr粉 末100mgを メ ノ ウ製

乳 鉢 で よ く磨 砕 混 合 した 後 に100kg/cm2の 圧 力 を 加 え

て 吸 収 用 錠 剤 と した 。400～4000cm-1の 赤 外 領 域 に お け

る 特 性 吸 収 を 測 定 し た。

2) 免 疫 抗 原 の 作 製:bovine serum albumin(BSA.

生 化 学 工 業 社 製)100mgと 薬 剤400mgをpH7.2の

phosphate buffer(PB)20mlに 溶 解 し,37℃,24時 間

pHを7.2に 維 持 しincubateし た 。 遊 離 の薬 剤 を 透 析

に よ り除 去 した 後 の 凍 結 乾 燥 物 をBSA coupling抗 原 と

した 。 反 応 用 抗 原 に はrabbit serum albumin(RSA.

Miles.Lab.Inc.社 製)を 同様 の 方 法 でincubateし,

RSA couplin獲 抗 原 を 作 製 した 。

3) 免 疫 方 法:BSA coupling抗 原(T-1220-BSA,

ABPC-BSA,PCG-BSA)各20mg/0.5mlとFreund's

complete adjuvant(FCA)0.5mlを 混 合 してemulsion

と し,1mlを ウサ ギ のfootpadに 注 射 し た。 週1回 の

割 で 計4回 感 作 し,免 疫 開 始 後40～43日 目に全 採 血 し

抗 血 清 を えた 。

4) タ ンニ ン酸 処 理 感 作血 球 凝 集 反 応:高 橋 の方 法5)
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に 準 じて 行 な っ た 。T-1220-0,T-1220-A,ABPC,PCG

の 各RSA coupling抗 原2mg/mlで 常 法 どお り感 作 血

球 を 作 製 し,マ イ ク ロ タ イタ ー 法 に よ り抗 体 価 を 測 定 し

た 。

5) モ ル モ ッ ト に お け る3hr passive cutaneous

anaphylaxis(PCA):OvARYの 方 法6)に 準 じ て行 な っ

た 。 モ ル モ ッ ト背 部 皮 内 に 抗血 清 稀 釈液0.1mlを 皮 内

注 射 し,PCAsitesを 作 製 した 。3時 間 後 に 反 応 用 抗 原

1mg/mlをevansblue(EB.和 光 純 薬 社 製)と 共 に 静

注 し,PCAを 惹 起 させ た 。PCA inhibition testは 抗 原

challenge20分 前 にinhibitorを 静 注 し,PCAを 行 な

い,青 色 斑6mm以 上 を 陽 性 と した 。 実 験 は3回 行 な

い,そ の 平 均 を抗 体 価 と し て示 し た 。

6) 蛋 白 結 合 率 の測 定:BSA2mg/PB(pH7.2)と 薬

剤4mg/PB(pH7.2)を 等 量 混 合 し,37℃,1時 間

incubateし た 後 に,透 析 器(Biamed Intrument Inc.

USA)を 使 用 し て遊 離 の 薬 剤 を除 去 した7)。 透 析 外 液 の

試 料 濃 度 をHitachi Electrophotometer 101型(日 立 製

作 所 製)で 比 吸 光 度8)を 測 定 し,結 合 率 を 換 算 した 。 結

合 値 は,3回 の実 験 の 平 均 値 を示 した 。 測 定 誤 差 は 土

2.3 %で あ っ た 。

結 果

1. T-1220誘 導 体 の 赤 外 線 分 析 に よ る解 析

T-1220-Oお よびT-1220-Cの 分 解 過 程 を赤 外 線 分 析

に よ り確 認 した 。 薬 剤1mgの 赤 外 線 吸 収 チ ャ ー ト は

Fig。1に 示 す よ うに ペ ニ シ リンに 特 有 な吸 収 帯 が3μ,6

μ,お よび6.6μ に 認 め ら れ た 。T-1220-Cは,Fig.2に

示 す よ うに β-Lactam環 の吸 収(5.6μ),お よ びdio-

xopiperazine環 の 吸 収(7.6μ)が 消 失 して お り,構 造

変 化 が 確 認 さ れ た 。

2. ウ サ ギ 抗T-1220-O血 清 の 感作 血 球 凝 集 価

T-1220-OをBSAとcouplingさ せ た もの を 免 疲 抗

原 と し,ウ サ ギ を 感 作 し た。 対 照 と し てPCG-BSA,

ABPC-BSAを 同 様 に ウ サ ギ を 感 作 し た 。 そ の 結 果

(Table 1),反 応 用 抗 原 と してRSA coupling抗 原 を 使

用 し た タ ソ ニ ン酸 処 理 感 作 血 球 凝 集 価 はhomologousな

抗 原 で は,4倍,64倍,32倍 で あ った 。 また,各 抗 原

Table 1 Antigenic cross reactivity among T-1220-

O, ABPC and PCG(Passive hemaggultination

test)

Fig. 1 Infrared absorption spectra (T-1220-0)
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間 の交 叉 反 応 性 も認 め られ るが 抗 体 価 と して は 低 値 を 示

した。

3. ウ サ ギ 抗T-1220-O血 清 のPCA titerとPCA

inhibition test

さ らに モ ル モ ッ トの3hr PCAで 抗 体 の 交 叉 反 応 性 を

み て み る と(Table 2),homologousな 抗 原 抗 体 系 で は

4,000倍,1,000倍,1,000倍 で血 球 凝 集 価 に 比 べ 著 し く

高 力 価 であ った 。 こ の抗 体 は56℃,1時 間 のincubate

で失 活 し ないIgGtypeの 抗 体 で あ った 。 次 い で 交 叉 反

応性 をPCA inhibition test(Table 3)で 再 検 討 した 。

抗 原challenge20分 前 にinhibitorと し てT-1220-O,

T-1220-A,T-1220-C,ABPC,PCGの 各 々8艶Mを 静

注後,T-1220-O-RSA 1mgをE.B.と 共 に 静 注 した 。

4.000倍 抗体衝 を示 したPCAtiterは,T-1220-Oの 前

処理 で1,000倍 に低下 したが,こ れはABPC,PCGの

前 処置の場合 と同程度 の抑制 度であ った。 しか しなが ら

T-1220-A,お よびT-1220-Cの 前処置 では100倍 に低

下 した。 この ことか ら,抗T-1220-O血 清には,Aお よ

びCの 構造 に由来 す る特異抗体が強 く産生 されてい るこ

とが推測 された。 この構造特異性 を以下 の実験に よ り検

討 した。

4. T-1220-Oお よびdioxopiperazine環 の蛋 白結 合

率 の検討

T-1220-Oお よびその側 鎖 部 分 である4-ethy1-2,3-

Fig. 2 Infrared absorption spectra (T-1220-C)

Table 2 Antigenic cross reactivity among T-1220, 
ABPC and PCG (3 hr. Passive cutaneous an 
aphylaxis)

Table 3 Antigenic cross reactivity among T-1220, 
ABPC and PCG (3 hr, Passive cutaneous 
anaphylaxis inhibition test)
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dioxo-1-piperazi総 環 の蛋 白 結 合 を 連 続 向流 透 析 法 で 測

定 し た。 す な わ ち 薬 剤4mgとBSA2mgを37℃,1時

間incubateし た 後 にpH7.2のphosphate bufferで

透 析 した 。 透 析 外 液 中 の遊 離 の薬 剤 量 か ら換 算 し た結 合

率(Table 4)は,T-1220-Oで は30%,dioxopiperazine

環 では26%で あ た た 。

5. dioxopiperazine環 の抗 原 特 異 性 に 関 す る 検 討

さ ら に モ ル モ ッ ト3hr PCA inhibition testに よ り

dioxopiperazine環 の 抗 原 特 異 性 を検 討 し た(Table 5)。

PCG(側 鎖,phenylaceticacid)を 対 照 と した結 果 は,

PCA価1,000倍 を示 す 抗 体 に 対 し て,各 側 鎖0mM～

50mMをinhibitorと す る とdioxopiperazine環 は

T-1220-Oに 対 して25mM以 上 の 前処 置 で 完 全 に 阻 止

した が,phenyl acetic acidは10mM以 上 で も完 全 に

は 阻 止 され な か っ た 。

考 察

Penicillin系 薬 物 と蛋 白 の結 合 は,そ のacyl側 鎖 が

重 要 な 役 割 を な し て い る こ とは よ く知 られ た 事 実 で あ

る9,10)。T-1220は 他 のpenicillinに 比 較 す る と蛋 白 と

の結 合 率 が 低 い11)。

この こ とは,penicilloyl-protein conjugatesが 形 成

され に くい こ とに 一 致 す る。 ペ ニ シ リン治 療 の副 作 用 と

し て生 じ るペ ニ シ リン ・ア レル ギ ー のmajor antigenic

determinantは,benzylpenicilloyl-protein conjuga-

tes3,4)で あ り,T-1220が 実 験動 物 に お い て 免 疫 原 性 が な

い12)と い う報 告 も結 合 能 の低 下 に よる の か も知 れ な い 。

しか し な が らEISEN 13)は,dinitrophenyl系 化 合 物

に つ い て ア ル ブ ミ ン との 結 合 性 とhaptenと して の 免 疫

原 性 の 強 さ を比 較 し,両 者 に 相 関 が な い と報 告 した 。 事

実,今 回 の実 験 で え た 抗T-1220-O血 清 は 同 様 の 感 作方

法 で え た 抗PCG,抗ABPC血 清 に比 較 し て高 力価 で あ っ

た 。

T-1220で 免 疫 され た 血 清 抗 体 はdioxopiperazine環

に 特 異 的 であ っ た。 一 方,T-1220-Oと 側 鎖 の蛋 白結 合

率 の 比 較 は,30%と26%でT-1220の 結 合 能 の大 部 分

を 側鎖 部 分 が 包 括 して い た 。 この 結 果 か ら,T-1220の

側 鎖 と蛋 白 が 結 合 し,側 鎖 に対 す る 特異 的 抗 体 が 産 生 さ

れ た も の と考 え た 。この 推 論 を基 に してT-1220-BSAで

感 作 され た抗 体 の 抗 原 特 異 性 を モ ル モ ッ トの3hr PCA

で 検 討 した。Inhibitorと し てoriginalのT-1220-O

は 完 全 に は 阻 止 さ れ な い に もか か わ らず,T-1220-Aお

よびT-1220-Cに よ っ てPCAが 特 異 的 に 阻 止 され た 。

この 結 果,T-1220-Ｏ の構 造 変 化 部 位 で あ るdioxopi-

perazine環 の 開 裂 部 位 に 主 な抗 原 決定 基 が あ る こ とが

証 明 さ れ た 。 さ ら に 側 鎖 をinhibitorと したPCAは 完

全 に阻 止 され た 。 以 上 の こ とか らT-1220に よ って産 生

さ れ る 抗 体 の主 な抗 原 決 定 基dioxopiperazine-protein

結 合 物 で あ る こ と が 推 測 され た 。 しか し な が ら この結 合

物 の形 成 がT-1220-A構 造 に よる もの か,ま た はT-

1220-C構 造 に 由来 し た もの で あ るか は 不 明 で あ るO

抗T-l220血 清 は,他 の 薬 剤 に 弱 い 交 叉 反 応 性 を示 し

た 。penicillin抗 体 は,母 核 部 分,側 鎖 部 分,お よび 蛋

白 結 合 基 を含 め た 全 分 子 に対 す る 抗 体 に 分 類 さ れ る14)

が,共 通 構 造 に 由 来 す る抗 体 の 存 在 も証 明 され た 。 しか

し な が ら抗T-1220血 清 の交 叉 反 応 性 は,抗PCGお よび

抗ABPC血 清 に 比 較 し て弱 い。

薬 剤 ア レ ル ギ ー の 抗 体 産 生 に関 す る抗 原 決定 基 に つ い

て の報 告 は,benzylpenicilloyl-proteinconlugatesを

中 心 に種 々の 抗 原 型 が 推 測 され て い る3,4,15,16)。側 鎖 特

異 抗 体 は,minor antigenic determinantと して薬 剤

の特 異 性 決 定 に 重 要 で あ る が17),major antigenic de-

terminantと し て作 用 す る とい う報 告 は な い 。T-1220

の もつ 特 異 性 が 事 実 で あ る とす る な ら ば,ペ ニ シ リ ン ・

ア レル ギ ー 患 者 の50%以 上18)がbenzylpenicilloyl-

pmtein conjugatesに 対 す る も の と考 え られ て い る現

在,抗 原 特 異 性 の異 な った 本 薬 剤 の免 疫 学 的 意 義 は興 味

あ る もの と考 え られ る。

Table 4 Protein binding of antibiotics

Table 5 Antigenic cross reactivity between T-1220 
and PCG (3hr. PCA inhibition test)
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結 論

T-1220-BSAをFCAと 共 に ウサ ギ に 感 作 し,え られ

た 抗血 清 の 免 疫 反 応 を 検 討 し,以 下 の 結 論 を えた 。

1. 1,000倍PCAdterの 抗 血 清 の 抗 原 特 異 性 は,T-

1220-Aお よ びT-1220-Cの 構 造 に 由 来 した 反 応 を示 し

た 。

2. 抗T-1220血 清 はPCA inhibition testに お い

て 側 鎖 で 完 全 に 阻 止 され る 性 状 を示 した 。

3. T-1220の 蛋 白結 合 率 は30%で あ り,そ の うち

26%は 側 鎖 で あ るdixopiperazine環 に よる もの であ っ

た 。

4. 上 記 の実 験 の対 照 と してPCG,ABPCを 使 用 した

結 果 は β-Lactam環 構 造 に 由来 す る 免 疫 応 答 を 示 し,

T-1220血 清 がdioxopiperazine環 に 由 来 す る反 応 とは

異 な っ て い た 。

本 論 文 の 要 旨は 第38園 日本 細 菌 学 会 関 東 支 部 総 会 に

お い て 発 表 した 。
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON A NEW SEMISYNTHETIC 

PENICILLIN T-1220 
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The immunological studies on the rabbits immunized with emulsion of T-1220-BSA and FCA were 
carried out and following results were obtained. 

1) The antigenic specificity against rabbit anti T-1220-BSA serum seemed to depend on the acyl 
side chain or beta-lactam ring of T-1220-A and T-1220-C. 

2) The protein-binding ratio of T-1220 was 30% and that of dioxopiperazine ring was 26%. 
3) PCA using rabbit-T-1220 serum was inhibited completely by the pretreatment of the dioxopi-

perazine ring. 
4) Rabbit anti-PCG or anti-ABPC serum reacted only to beta-lactam ring.


