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Cefoxitinの 抗原 性 と免疫学 的特 異性 に関 す る検 計

木村義民 ・竹内良夫 ・西村葉子

日本医科大学微生物学免疫学教室

Cefoxitin(CFX)は1972年 に 米 国Merck SharP &

Dohme Research Laboratoriesで 開 発 され た新 規 の半

合成 セ フ ァマ イ シ ン系 抗 生 物 質 で,試 験 管 内 で 広域 の抗

菌 スペ ク トラム を示 す のみ で な く種 々な 感 染 症 に対 し優

れた 治療 効 果 が あ る とされ て い る1)～10)。

私 共 は本 剤 の抗 原 性 な らび に 免 疫 学 的 特 異性 を 検討 す

る と共 に,そ の 抗 原性 をCephalothin(CET),Cepha-

loridine(CER),Cefazolin(CEZ)お よびAmpicillin

(ABPC)と 対 比 検討 した。

I.材 料 と 方 法

1.供 試 薬 剤:Cefoxitin(MSDRL),Cephalothin(塩

野 義製 薬),Cephaloridine(塩 野 義 製 薬),Cefazolin(藤

沢 薬品)お よ びAmpicilli雛(富 山 化 学)を 使用 した。

2.供 試 動 物:体 重2.2～2.5kgの 雌 性 ウサ ギ,体 重

180～2009のWistar系 雌 性 ラ ッ トな らび に体 重240～

250窪 のHartley系 雌 性 モ ル モ ッ トを 使 用 した 。

3.ウ サ ギ免 疫 用 抗 原 の作 製 と免 疫 方 法:

1)抗 原Aの 作 製 と免疫 方 法:10mlの 生 理 食 塩 水 に

溶 解 した600mgのCFXと10mlの 生 理 食 塩 水 に 溶

解 した100mgのBSAを 混 合 し,1NNaOHを 加 え て

pH7.5に 調 整 し37℃ で24時 間 保 ってか らpH7.2の

0.01Mリ ン酸 緩 衝 液 で4℃ で6日 間 透 析 した 。 つ い で

SephadexG-25ヵ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィーでCFX-

BSAの 結 合 分 画 を分 離 精 製 した。 精 製 分 画 と して え ら

れ たCFX-BSA分 画 は 透 析 の緩,凍 結 乾 燥 し抗 原Aと

した。

抗 原Aに よる ウサ ギの 免 疫 は,JOSEPHSONの 方 法11)

に 準 じて 行 な っ た。 す なわ ち 抗 原A(40mg)を 生 理 食

塩 水1mlに 溶 解 し,FREUNDのcompleteadluvant

(FCA:Difco)と1:1.5の 割 で エ ム ル ジ オ ン と し,そ の

0.1mlを 足 脈 部 数 ヵ所 に 分 け て注 射 し,10日 後 に0.5

塒1を 筋 注 した。 さ らに 第20日,23日 お よび26日 目に

CFX(20mg/ml)1mlを 静 注 し,最 終 注 射 後10日 目に

採血 した。

2)抗 原Bの 作 製 と免 疫 方 法:CFX(100mg)を 生 理

食塩 水1mlに 溶 解 し,FREUNDのcompleteadjuvant

(FCA)と1:1.5の 割 で エ ム ル ジ オ ンを 作 製 し,そ の

0.1mlを 足 蹠 部 に 注 射 す る と と も に 背 筋 部 皮 内 数 ヵ所

に注 射 した 。10日 後 に 同量 を筋 注,更 に 第20,23お よび

26日 目にCFX(100mg/ml)1mlを 静 注 し,10日 後 に

採血 した。

3)抗 原Cの 作製 と免疫方法:CFX(100mg)の を生理

食塩水(1ml)に 溶解 し,FREUNDのincompleteadju-

vant(FIA:Difco)と1:1.5の 割 でエムルジオンを作

製 し,抗 原Bに よる 免疫方法に準 じて ウサギを免疫 し

た。

4,モ ルモ ッ トお よび ラ ッ トの免疫用抗原(抗 原D)

の作製 と免疫方 法:MURPHKYら の方法12)に準 じ,CFX

(200mg)を 生理食塩水(1ml)に 溶解 した もの と,Al-

(OH)3(80mg)を 生理食塩水(1ml)に 溶解 した もの

を混合 し37℃ で1時 間保 ってか ら洗瀞遠心 を繰 り返 し遊

離のCFXを 除 き,生 理食塩水(1ml)に 懸濁す る(抗

原D)。 モルモ ッ トおよび ラ ッ トには この 抗原Dを1回

0.5mlの 割合で足蹠部に分割注射 し,と くに ラ ノ トに

は 同時に百 日咳 ワクチ ン(1ml中 にB.pertussis40億

を含む)0.5mlを 腹腔 内に投与 した。注射後14～21日

後に実験に供 した。

5。 感作血球 凝集反応 に よる抗体価の測定:

1)感 作血球 用抗 原(hapten-蛋 白結 合物)の 作 製:

抗生物質(CFX,CET,CER,CEZお よびABPC)の

各180mgを6mlの 生理食塩水に 各 々溶解 し た も の

と,ウ サ ギ血清 アル ブ ミン(RSA)溶 液(60mgのRSA

を6mlの 生理食塩水に溶解)を 混合 し,1NNaOHで

pH7.5に 調整 し37℃ で24時 間incubateさ れた。つい

でpH7.2の0.01Mリ ン酸緩衝液中 で4℃6日 間透

析 ののち,凍 結乾燥 された。 これ ら各抗生剤 とRSAと

の結合物 はそれぞれCFX・RSA,CET・RSA,CER・

RSA,CEZ・RSAお よびABPC・RSAと 名付け られ

た。

2)感 作血球凝集反応の術式:MINHら の方法13)に準

じタンニ ン酸処理 ヒツジ赤血球 を用いて感作血球 を作製

した。す なわ ち型 のとお りタンニン酸で処理 され た ヒッ

ジ赤血球 の1.5%浮 遊液 とpH6.4の0.1Mリ ン酸緩衝

食 塩水 中に溶解 した抗生剤 ・RSA結 合物(200mg/ml)

の各等量 を加 えて37℃ に20分 間保 ってか ら,1%の 正

常 ウサギ血清(正 常 ヒッジ血球で吸収)で3回 洗瀞後,

最 終濃度 が1.5%血 球浮遊液 とな るよう1%正 常 ウサギ

血 清中に懸濁 した。被検抗血清は上記1%正 常 ウサギ血

清を もって2倍 稀釈系列 とし,マ イ クロタイター法 にょ

って感作血球凝集 価を測定 した。
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6,感 作血球凝集阻止反応:正 常 ウサギ血 清を1%の

割 に含 む生理食塩水中に各抗生剤(CFX,CET,CEZ,

CERお よびABPC)を100mMの 濃度 に溶解 し,前

記1%ウ サギ血漕で各管0.5ml宛 の2倍 段階希釈液を

作製 した。 ついで4単 位 のウサギ抗CFX・BSA血 清

(CFX・RSA感 作血球に よる感作血球凝集価128倍)を

0,5ml宛 各抗生剤の 希釈系列に加え,37℃ で2時 間保

ち,CFX・RSA感 作血球を用いマイクロタイター法で

感作血球凝集価を測定 した。前記条件下におけ る感作血

球凝集反応の完全に阻止 され る添加抗生剤濃度を以て示

した。

7.Passive Cutaneous Anaphylaxis(PCA)

OVARY(1958)の 方 法14)に準 じ,モ ルモ ッ トを用 いて

ウサギ抗CFX・BSA血 清 につ いてPCAを 行 なった 。

PCAは 抗血清 の希釈系列をモルモ ッ トの腹部皮 内に0,1

ml宛 注射 し,3時 間 お よび48時 間後 にCFX・RSA,

CET・RSA,CER・RSA,CEZ・RSA,ABPC・RSA,

お よび対照 としてRSA(各2mg)とEvans blueの 混

合液0.5mlを 静注 し30分後 におけ る青色帯発現の有無

お よびそ の径を測定 した。

8.寒 天 ゲル内沈降反応;OUCHTERLONYの 方法15)に

準 じて行 なった。 寒天 ゲルはspecial agar powder(和

光純薬)を0.8%,NaClを0.85%,NaN2を0.01%に 含

む よう調製 した ものを用 い,抗 原 と抗血清 のwell間 の

距離 を8mmと した。

9.ウ サギにおけ るARTHUS反 応:最 終感作後8日

目の試血に先立 ち,ウ サギの皮 膚を勢毛 しARTHus反 応

の出現如何を検討 した。惹起抗原 としては,CFX・RSA,

CET・RSA,CER.RSA,ABPC.RSAお よびRSA

(各10mg/ml)と し,そ の各0.1m1を 皮内注射 し,24

時間後における発赤の径を測定 した。

10.能 動性感作モルモ ッ トにおけ る アナ フ ィラキ シ

ー ・シ ョック:能 動性感作モルモ ッ ト群について,2%

CFX・RSAの0.5mlを 静脈内に注射 し,ア ナフ ィラ

キシー ・シ ョックの発来性を検討 した。

II.実 験 結 果

1.CFX・BSA結 合物 のSephadex G-25に よる分

離精製

CFX・BSA(10mg/ml),BSA(20mg/ml)お よ び

CFX(5mg/ml)の 各0.5mlをSephadex G-25 column

にかけ,流 出量10分 間2mlの 条件下でpH7.2の 生

理食塩水 でeluteし た。

実験結果はFig.1に 示す よ うに,CFX-BSAの

elution patternはfreeのBSAあ るいはCFXと は稍

々異な ってい る。以下本実験に用い るハ ブテ ン ・蛋 白結

合物 の分離精製にはSephadexG-25columnを 通 した

Fig. 1 Elution pattern of CFX.BSA conjuga-
tes fractionated by passage through
Sephadex G-25 column

ものを使用 した。

2.抗 血清 の感作血球凝集価

ウサギ,モ ルモ ッ トおよび ラ ッ トの各抗血清について

感作血球凝集反応を行 なった 結果を一括す ると,Table

1に 示す通 りである。す なわ ち,CFX・RSA感 作血球

に対 し抗原Aで 免疫 された ウサ ギ抗CFX・BSA血 清は

感作血球 凝集価128倍 を示 したのに対 し,抗 原Bま たは

抗原Cで 免疫 された ウサ ギ抗血清は何れ も2～4倍 以下

であ った。

更 にCFXと 他の抗生剤 との交 叉反 応性 について検討

す るため,CET・RSA,CEZ・RSA,CER。RSAお よ

びABPC・RSAに よる感作血球 を用 いて感作血球凝集

反応 を行 なった ところ,抗 原Aで 免疫 され た ウ サ ギ 抗

CFX・BSA血 清に対 し,CET・RSA感 作血球は16～

32倍,CER・RSAは16倍 を示 したが,CEZ.RSAお

よびABPC・RSA感 作血球 では4倍 以下 であ った。

また抗原Dを もってMURPKEYら の方法12)で感作さ

れた モル モ ッ トお よび ラッ ト血清 においては いずれの感

作血球に対 して も2倍 以下 であ った。

3.感 作血球凝集阻止反応 に よるCFXと 他の抗生剤

との共通抗原に関する検討

抗原Aで 免疫 され た ウ サ ギ 抗CFX・BSA血 清 と

CFX・RSA感 作血球に よる感作血球凝集価(128倍)を

指標 として4単 位の ウサギ抗CFX・BSA血 清を作製 し

た。前記抗血清 とCFX・RSA感 作血球に よる感作血球

凝集反応が阻止 され るに要 した抗生剤 の最少阻止濃度を
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Table 1 Hemagglutination titers of sera in rabbits, guinea pigs or rats
immunized with antigen A, B, C or D

Table 2 Minimum inhibitory concentrations of antibiotics

in hemagglutination inhibition test

mMで 表わす と,Table 2に 示す とお りで,CETと 最

も強 い共通抗原性 が示唆 され,つ いでCERと も共通抗

原性が認め られた。

4LPCA

Table 3に 示す よ うに抗原Aで 免疫 された ウサギ抗

CFX・BSA血 清 とCFX・RSAを 惹起抗 原 とす る系に

おいて3時 間PCAが64倍 を示 した が,こ れ以外の実験

系においてはPCAの 価がすベて2倍 以下 であ った。

5.CFX免 疫 ウサギにおけ るARTHus反 応

抗原A,Bお よびCで 免疫 され たウサ ギに惹起抗原

と してCFX・RSA,CET・RSA、CEZ・RSA,CER・

RSAお よびABPC・RSAを 用いて型の とお りARTHUS
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Table 3 Passive cutaneous anaphylaxis in guinea pigs

Table 4 Arthus reactions in the rabbits immunized with antigen A, B or C of CFX

Table 5 Anaphylactic shock in the guinea pigs actively
sensitized with antigen D (CFX)

反応 の発現如何を検討 したが。CFX.RSAと は顕著に,

またCET・RSA,CER.RSAお よびABPC・RSAと

は軽度に発赤を呈 した(Table 4)。

6.CFX感 作 モル モ ッ トにおけ る ア ナ フ ィラ キ シ

ー ・シ 寄ックの発来性 に関す る検討

MURPHEYら の方法12)に準 じCFXで 感作 され たモ

ルモ ッ トに2%CFX・BSAを 惹起抗原 として静注 し

アナフ ィラキシー ・シ ョックの発来性を検討 したが,軽

度の不安症状あ るいは立毛を呈 した以外何 らアナ フ ィラ

キ シー.シ 耳ック症状を示 した ものは認め られなか った

(Table 5)。

III.考 察

Cefoxitinはcephamycin系 の半合成抗生剤で広域 な

抗菌スベ ク トル と治療効果が報告 されてい る1)-10)が,そ

の抗 原性ない し免疫学的報告は見当 ら な い。 類似抗生

剤の抗原性 に関す る報告 と し て は,BRANDRIssら16),

SCHNEEKSONら17)お よびBATCHELORら18)が,Cepha-

lothinお よびCephaloridineに ウサ ギに 対 して 抗体 産

生 が み られ る こ とを 報 告 し て い る が,Cephalothin,

Cephaloridineお よびbenyipenicillinの 間 の交 叉反応

性 に つ い て は 必 ず し も意 見 の一 致 を み て い な い。

本 研 究 はCefoxitinの 抗 原特 異 性,抗 体 産 生 能 に つい

て 検 討 す る と と もに,同 系 列抗 生 剤 との共 通 抗 原 性 につ

いて も明 らか に す る こ とを 目的 と した。 実験 結 果 を総 括

す る と,Cefoxitinは そ れ 単 独 の 免 疫 に よ って は動 物に

抗 体産 生 能 が な いが,予 めin vitroで 蛋 白 と結 合 せ し

め て 免 疫す る と,弱 い な が ら もCefoxitinに 対 す る特

異 的 抗 体 め産 生 が み られ る こ とが わ か っ た。 す な わち

Cefoxitinに 対 す る抗 体 は 単 にCefoxitinとFREUNDの

completeま た はincompiete adjuvantと のemulsion

を 以 って 免 疫 した ウサ ギ に お い て は 実 証 で き な か つ た

が,Cefoxitinを 予 めin vitroで 蛋 白 と結 合 せ しめた
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CFX・BSAを 用いてFREuNDのcomplote adjuvant

と共に免疫す ると,高 い力価の抗血清を うることがで き

た.CFXで 免疫 された ウサギ,ラ ッ トお よびモルモ ッ

ト血清について抗生剤 とRSAの 結合物を用いて タン昌

ン酸処理 ヒツジ 血球を 感作 し,感 作血球交叉反応を 各

感作抗原 と抗血清 の組み合せにおいて調べ た と こ ろ,

CFX・RSA感 作血球に対 し抗原A(CFX・BSA十FCA)

で免疫された ウサギ抗血清は最 も高い価(128倍)を 示

した.

またCET・RSA,CER・RSAに よる感作血球を用

いての感作血球凝集反応 およびCET,CERに よる感作

血球凝集阻止反応の結果か らも,CFXとCET,CERと

の間に共通抗原の存在す る ことが 明らかに された。 さら

に抗原抗体系 として ウサギ抗CFX・BSA血 清 とCFX・

RSAを 用 いて モルモ ッ トのPCAを 検討 したが,3時

間PCAに おいて明 らかに陽性成績が得 られた。

一方,CFX・BSA感 作 ウサ ギにつ いてのARTHus反

応およびゲル内沈降反応 の結果か ら,CFX・RSAに 対

する明 らかなAKTKus反 応陽性 とCETあ るいはCER

に対する軽度の交叉反応性が実証 された。

モルモ ッ トを用いてのCFXに よるアナ フ ィラキシー

・ショックの発来性 について の検討は,MURPHEYら の

方法12)に準 じて作製 した抗原Dを 用いてモルモ ッ トを感

作 し,誘 発抗原 としてCFX・RSAを 用い静 注 したが,

軽度の不安状態 または立毛 のみ られた症例以外は,何 ら

の定型的 シ ョック症状 を呈 した ものがなか った。

結 論

Cefoxitinの 抗原性ない し 免疫学的特異性 について検

討 し,次 の結論を得た。

1.Cefoxitin・BSA結 合物 とFREuNDのcomplete

adjuvantのemulsionを 以て ウサギを免疫す る ことに よ

り,感 作血球凝集反応,PCA,ゲ ル内沈降反応 および

ARTHus反 応に よ りCefo×itinに 対す る力価 の低 い抗

体の産生 される ことが実証 された。

2.上 記 の抗体 の産生は,予 めCefo×itinをin vitro

で蛋 自と結合せ しめるこ とな く,Cefo×itin単 独あ るい

はCefoxitinとadjuvantのemulsionで 免疫 した とき

は抗体の産生 は認め られなか った。

3.感 作血球凝集反応お よび感作血球凝集阻止反応に

より,CefoxitinとCephalothin,Cephaloridineの 間

に軽度 なが ら共通抗原性が存在 する ことが示唆 された。

4CefOxitin感 作 モルモ ッ トにつ いてアナフ ィラキ

シー ・シ ョックの発来性 を検討 したが,全 例 において何

ら定型的 アナ フ ィラキ シー ・シ ョック症状 を呈 した もの

はなか った。

以上 の結果か ら,Cefoｘitinの 抗原性は弱 くかつ単独

感作に よっては抗体産生 が全 く認 められず,in vitroで

蛋 自と結合せ しめた ものを以て免疫す ることに よ り特 具

抗体の産生がみ られ,CETあ るいはCERと の間に軽

度 の共通抗原性が存在す る ことが実証 された。

なお,本 研究は 昭和50年10月 か ら51年2月 に実施

された。
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STUDIES ON THE ANTIGENICITY AND IMMUNOLOGICAL

CHARACTERISTICS OF CEFOXITIN (CFX)

YOSHITAMI KIMURA, YOSHIO TAKEUCHI and YOKO NISHIMURA

Department of Microbiology and Immunology, Nippon Medical School

Cefoxitin is a new semisynthetic cephamycin analog, a new cephalosporin-like antibiotic, with broad
antibacterial activity. This work was carried out in order to clarify the immunogenicity and immuno-
logical characteristics of cefoxitin. Experiments were also carried out on the immunogenic relation to
cephalothin, cephaloridine, cefazolin and ampicillin. The results obtained were as follows.

Cefoxitin has only a weak antibody-forming activity and specific antigencitiy. The highest antibody
titers were observed in the sera of rabbits immunized with CFX • BSA complexes and FREUND's complete
adjuvant. The titers of indirect hemagglutination reaction between rabbit anti-CFX • BSA sera and CFX -
RSA coated red cell suspension were 1 :128, and the 3-hour PCA titer with rabbit anti-CFX • BSA in sera
CFX • RSA in guinea pigs was 1: 64. Slight cross reactions between rabbit anti-CFX • BSA sera and
CET • RSA or CER RSA coated red cell suspensions were also observed. The cross antigenicity between
cefoxitin and cephalothin or cephaloridine was also demonstrated by the indirect hemagglutination
inhibition test, agar precipitation test or Arthus reaction.

However, antibody formation could not be demonstrated in rabbit, guinea pig and rat immunized
with only cefoxitin itself and adjuvant, if cefoxitin was not previously conjugated with protein in vitro.
In guinea pig sensitized with cefoxitin according to the modified Murphey method, not a sign of anaphy-
lactic shock was observed.


