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CS-1170に 関す る免疫学 的研 究

岩田正之 ・勝田光大 ・谷井孝光
三共株式会杜生産技術研究所

紺 智

CS-1170は 下 記 の化 学 構 造 を有 す るcephamyci獄 系 の

新 抗 生物 質 で あ る.匿

cephalosporin系 抗 生物 質 の7-α 位 水素 を メ トキ シ碁 で

置 換 す る こ とに よ り得 ちれ る本 系 統 の抗 生 物 質 は 一 般 に

β-lactamaseに 対 し抵 抗性 を増 す とい われ恥2),CS-U70も

幾 つ か の細 菌学 的 な特 徴 が 見 出 され て い る3}。

本 研 究 の 目 的 はCS-1170の 免 疫 学 的 な挙 動 を明 ちか

にす るこ とで あ り,そ の 抗 原性 と交 差 反応 性 を ウサ ギ を

用 いて検 討 し,ま た クー ム ス 反応 に つ い て他 剤 と比 較 し

た。

N≡ C-CHI2-S- CH2-CO- NH

実験の材料と方法

1.抗 原

CS-1170(三 共),Cephalothin(CET,塩 野 義),Cephal-

oridine(CER,鳥 居),Cefazolin(CEZ,藤 沢),Cephalexin

(CEX,塩 野 義),Cephradine(CED,三 共),Benzyl-

penicillin(PCG,明 治),Ampicillin(ABPC,三 共),

Carbenicillin(CBPC,藤 沢),61aminopenicillenic acid

(6-APA,Boehringer),7-aminocephalosporanic acid

(7-ACへSquibb)。 ウ シ血 清 ア ル ブ ミン(BSへ 結 晶,

Sigma)。 ウサ ギ血 清 ア ル ブ ミン(RSA,結 晶,Pentex),

フ ロ イ ン トの 完 全 ア ジュパ ン ト(FCへDifco)。

2.抗 生物 質 一蛋 白結 合 物(以 下H-C結 合 物 と略)の

調 製

BSAま た はRSAを2%の 濃 度 に 炭 酸 緩 衝 液(Na2

CO3-NaHCO30.1MpH10.5)に 溶 解 し,そ の10m'に 抗

生 物 質400mgを 加 え た。IN-NaOHでpH10.5に 補 正

し,37℃ で24ま たは48時 間放 置 した 。 反応 溶 液 を水 に 対

して2日 間透 析 し,さ らに セ フ ァデ ッ ク スG-25の カ ラム

クロマ トグラ フ ィー で 未 反 応の 抗 生 物 質 を除 去 した 。

蛋 白 に結 合 した 抗 生 物 質 モ ル 数 はLITTLE4)の 方 法 を

応 用 して測 定 した。H-C結 合 物 溶 液 に 蛋 白 量 と等 量 の

trinitrobenzene sulfonate(TNBS), sodium carbonate

を加 えてtrinitmpbeny1(TNP)化 した。37℃ で24時 聞

反 応 後,Dowex1×4の カ ラム クロマ ト グラ フ イー に よ

り遊 離 のTNPを 除 去 した。TNP化Hぐ 縞 合物 を6N

-HC1で110℃ 。24時 間 加水 分 解 後,ア ミ ノ酸 分 析 に よ り

残 存 す る遊 離 リ ジ ン残 基 を求 め た。 同 様 のTNP化 を

Native蛋 白に つ い て も行 い リジ ン残 碁 を 求 め た。H-C

結 合物 の抗 生 物 質 結 合 モ ル数 は次 式 か ち求 め た 。

H-C結 合 物 の抗 生物 質 結 合 モ ル 数=TNP化H-C結

合 物 の りジ ン残 基 数-TNP化Native蛋 白 の リジ ン残

基 数

3.抗 生 物 質 被 覆赤 血 球(以 下 感 作 血 球 と略)の 鯛襲

感 作 血 球 はglutaraldehydeを 結 合 剤 に 用 い る

Av臥MEAS5)の 方 法 で調 製 した 。 リ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩

液(PBS,Na2HPOrKH3PO40。01MpH7.2にNaC1

0、15M含 有)で3回 洗 浄 した ヒ ツ ジ赤 血 球 沈 漬1m/に

PBS25ml,H-C結 合 物25mgお よ び2.5%91utaral-

dehyde溶 液5π}1を 加 え。 ス ター ラー で撹 排 しなが ら室

温 で1時 間 反 応 させ た 。 反 応 溶 液 をPBSで3回 遠沈 洗

浄 を行 っ たの ち,窒 化 ソー ダ を0.1%含 有 したPBSで1

%の 血 球 浮 遊 液 と した。

4.実 験 動 物

日本 在 来 種 ウサ ギ,体 重2.5～-3.0kgの 雄 を用 い た。

5.感 作 方 法

a)静 注感 作=5%CS-1170ま た はCEZ水 溶 液 を2

ml/animalで 隔 日に 週3回,4週 間 連 続 的 に 静 脈 注射

した 。最 終 投 与 か ち2週 間 休 薬 した後,同 用 量 で1回 プ

ー ス ター 注 射 した
。動 物 は7,14,21,28,35お よ び49日

目に 耳静 脈 か ち採 血 し,血 清の 縫 集 反 応 を測 定 した。1

群5匹 の動 物 を用 い た 。

b>ア ジ ュ バ ン ド加 感 作:CS-1170とCEZを 用 い

JOSEPHSON6)の 方 法 に 準 にて感 作 した 。 おの お の の10%

水 溶 液1mlとFCAL5mlを ポ リ トロ ン ホ モ ゲナ イザ ー

(Kinematica GMBH)でwater in oi1の エ マ ル ジ ョ

ン を調 製 した。 エ マ ル ジ ョン を 第1日 目に ウサ ギの 四肢

足 蹴 に約0.6mlず つ 皮 内注 射 した 。第7日 目 と第14日 目

に 同様 に 調 製 したエ マ ル ジ ョ ン を背部 の 皮下 に数 ヵ所 に

分 け て注 射 した 。 第31,33,35.37お よ び39日 目に10%

水 溶液 を1mlず つ 耳 静 脈 よ りブ ー ス ター 注 射 した 。動
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物 は 第7,14,21,28,35,42お よび49日 目に 耳 静脈 よ

り採血 した。 各群5匹 の 動 物 を用 い た。

6. 血 清免 疫 学 的方 法

助・間接血球凝集反応:マ イクロプレー トを用いた2

倍希釈法による間験血球凝集反応で被検血清の凝集価を

測定 した。1%に 正常 ウサ ギ血清 を含有す るPBS

(NRS-PBS)25μlを マイクロプレー トの全管へ滴下

し,被 検血清の25μlを 第1管 へ加えてからオートマチ

ックダれ1ユ ーター(Cooke Engineering)で2倍 希釈

系列を作った。全管へ1%感 作血球浮遊液25μlを 滴下

し,内 容をよく撹絆した後,1夜 室温に静置し,沈 降血

球の管底像から凝集反応を判定 した。凝集価は陽性反応

を示す最大希釈倍数で示した。

b)間 接血球縫集凸プテン阻止反応:6-a)項 と同様

にハプテン溶液の希釈系列を作った。次いで抗血清の4

単位希釈液(陽性反応を示す最大希釈濃度を1単 位とし,

これより4倍 濃い濃度の希釈液)25μlを 全管に滴下し,

内容を撹拝した後,室 温で1時 間反応させ,1%感 作血球

浮遊液25μlを 全管に滴下した。内容を撹絆後室温で1

夜静置し,沈 降血球の管底像から阻止反応を判定した。

阻止価は障止反応陽性を示すハプテンの最小濃度(mM)

で示 した。

c)定 量沈降ハプテン阻止反感:常 法7)に従って,あ ら

かじめ被検血清と抗原(抗 生物質一蛋白結合物)と の沈降

反応において,当 量域で約100μgの 沈降物を得るよう,

抗血清と抗原との量比を決めた。被検血清に段階希釈濃

度のハプテンを加え,37℃ で1時 間反応させた後,あ ら

かじめ決めた抗原量を加え,さ らに37℃ で1時 間,4℃

1夜 静置した。抗原抗体沈降物 をPBSで3回 遠沈洗浄

したのちFOLIN-CIOCA聡EU法 助でタンパ ク量を測定 し

た。ハプテンの阻止価は沈降物形成を50%阻 止するに要

するハプテン濃度(mM)で 示 した。

7. クームス試験法

a)洗 浄血球を用いる方法:GRALMCK9)の 方法に従っ

た。人0型 血球をPBSで3回 洗浄し,最 終濃度2%血 球

浮遊液を作った。抗生物質の段階希釈系列各1mlに2

%血 球浮遊液1m4を 加え,37℃ で2時 間インキュベー ト

したのちPBSで3回 遠沈洗浄した。沈渣にPBSlmlを

加えて2%血 球 浮遊液とし,そ の2滴 をパスツールピペ

ットで試験管に取 り,こ れに正常ヒト血清を2滴 加え,

37℃ で2時 間反応させた。PBSで3回 遠沈洗浄を行い沈

渣に クームス試薬を2滴 加えた。振 り混ぜたのちただ

ちに1000rpmで1分 間遠沈 した。沈渣をゆるやかに振 り

混ぜながら凝集の判定をした。

b)全 血液を用いる方法:MOLTHANlo)の 方法に従っ

た。抗生物質の段階希釈系列各1mlに クエン酸加 ヒト

0型 血液を1mlず つ加えた。37℃ で3時 間インキュベ

ー トし,PBSで3回 遠沈洗浄をしたのち沈渣にPBSを

加 之て2%の 血球浮遊液を鯛襲した。この2滴 を試験管

に取 り。クームス賦薬を2滴 加え,以 下7-a)項 と同様

に操作 して判定 した。

突 験 結 果

1, 抗体 麿生

iFig1はCS-1170とCEZを 静注免疫 した場合とアジ

鼠パントとともに皮下免疫 した鳩合の血中抗体産生の推

移を示してある。

駐 触 で嗣 酬 とも全燗 を通して抗体産生鵬
めちれなかつた。

一方,ア ジュパン トを併用した皮下注免疫では両薬剤

ともに抗体産生が認められた。検出された抗体活性は2

-メ ルカプ トエタノール処理 により失活し,し たがって

IgMク ラスの抗体と思われた。両薬剤の抗体産生の推移

には差が見ちれなかった。
ぼ ぬ わ

2.交 差反応性

Table1は アジュバン ト併用皮下注免疫で得ちれた各

抗血清を用い,間 接血球縫集ハプテン阻止反応における

各種ハプテンとの交差反応を示してある。

対応ハプテ≧であるCS-1170の 平 均阻止濃度が0.48

mMで あ ったのに対して,非 対応ハプテンでは最 も交差

反応の強いCETで16mMで あ1),CEZで は35mMで あ

ぢた。CEKCED,CEXな どのcephalosporin系 抗生

物質,PCGな どのpenicimn系 抗生物質との交差性はさ

らに弱かった。Table2は 同様の実験系で抗CEZ血 清に

ついて検討した結果を示してある。対応ハプテンのCEZ

に対する平均阻止濃度は0.016mMで あった。非対応ハ

プテンの場合,抗CEZも 抗CS-1170と 同様,Tableに 示

したハプテンのなかではCETに 対する交差性がやや強

かったが,そ の交差反応性は対応ハプテンのそれに対 し

て0.18%で あった。他のハプテンとの交差性はさちに弱

かった。

Fig.2は 抗CS-1170と 抗CEzと で,そ れぞれに対応

するハプテジーキャリア結合物との間の定量沈降反応系

のハプテン阻止曲線を示 してある。Table3に50%阻 止

するに要する各ハプテン濃度を示した。抗CS-1170の 抗

原抗体反応系(A)ではCS-1170ハ プテンの1.5mMに よっ

て阻止された。CEZ,CETで は20mM,CERとCEDで

75mM要 した。PCG,ABPC隻7-ACAで は100mMで も

50%阻 止は達せられなかった。一方,抗CEZの 反応系(B)

一ではCEZハ プテン0
.025mMに よって阻止されたボー

CS-1170ハ プテンでは6mM,CETで は35mMで 阻

止した。他のハプテンは100mM以 上要するものと思

われた。
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Fig. 1 Antibody responses to antibiotic in rabbits

Antibody responses to antibiotic. Groups of 5 rabbits were immunized on days 0,7 and 14 Sc. with CS-1170

incorporated to FCA emulsion (-•›-), with CEZ incorporated to FCA emulsion (-•œ-).

Another groups of 5 rabbits were immunized 3 times per week for 4 weeks successively iv with CS-1170 in

aqueous solution (-•›-), with CEZ in aqueous solution (-•œ-). FCA groups of rabbits were

boostered by aqueous solution iv 5 times at intervals of 2 days from 17th days following last immuniza-

tion. Intravenous groups were boostered by the same solution once on day 42. Bars indicate standard errors.

Table 1 Hapten inhibition of hemagglutination of anti-CS-1170 against SRBC coated with CS-1170-RSA

Data represent the lowest concentration (mM) of hapten required for the inhibition of hemagglutination.
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Table 2 Hapten inhibition of iemagglutination of anti-CEZ against SRBC coated with CEZ-RSA

Data represent the lowest concentration (mM) of hapten required for the inhibition of hemagglutination.

Fig. 2 Hapten inhibition of precipitation with antibiotics

(A)

Anti CS-1170/
CS-1170-RSA

(B)

Anti CEZ/
CEZ-RSA

Hapten inhibition of precipitation with antibiotic. To a precipitation system of anti-CS-1170 /CS-1170-RSA (A)

or anti-CEZ/CEZ-RSA (B), was added indicated concentration of hapten. The mixtures were allowed to

stand overnight at 4 C. Protein contents in the precipitate were determined by Folin- Ciocalteu method.

Percent inhibition of precipitation was calculated by following equation.

Percent inhibition = 1-
AgAb system with hapten/

AgAb system without hapten
•~100
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Table 3 Hapten concentrations needed for 50%

inhibition of precipitation against anti-

CS-1170 and anti-CEZ

Data represent mM hapten required for 50% inhibition
of precipitation.

Table4 Covalent binding of hapten to carrier

protein

3. 蛋 白結 合

Table4はBSAに 対 しCS-1170,CEZお よびCET

をおのお の100倍mole加 え,37℃pH7で24時 間 インキュ

ベ ー トしたの ち,BSAに 共 有結 合 し た各 ハ プ テ ン の モ ル

数 を測定 した結 果 を示 して あ る。CS-1170とCEZは そ れ

ぞ れ1mole以 下 の結 合 に 対 し,CETで は 約6mole

結 合 した 。

4. 直 接 ク ー ム ス試験

2名 のvolunteer血 液 を用 い,CS-1170,CEZお よび

CETの クー ム ス陽 性 化 能 を4種 の クー ム ス試 薬 で 検 討

した 。Table5は 洗 浄血 球 を用 い た結 果 を示 して お り,

C31170は100mg/mlで も陰性 で あ っ た。CEZは100mg/

m1の 濃 度 でTokyo Standardの 試 薬 で2名 共 陽性,50

mg/ml以 下 の 濃度 で陰性 で あ っ た。一方,CETの クー ム

ス陽性 化 能 は 強 く,50mg/m1の 濃 度 で はす べ て の 試 薬 に

お い て 陽性,25mg/mlで もKokusaiの 試 薬 を除 き陽性

であった。6.25mg/mlで 陰 性 で あった 。Table6は 全 血 を

用 い た 結 果 を示 してお1),CS-1170とCEZは100mg/ml

で 自家 製 試 薬 に よ り1例 の 陽 性 例 が 認 め られ た。 一 方

CETは 低 濃度 で も陽性 例 が 見 ちれ た.CS-1170の ク關 ム

ス陽性 化 作 用 はCEZと 同様 に 弱 か った4

身 察

penicilhnと 体 液 タ ンパ クとの 鯖 合 に よっ て ハ ブ テ ン

-キ ャ リアー結 合物 を生成 し,そ の 結 果 ペ ニ シ リン ア レル

ギー が態 こ る こ とが 多 くの 研 究 に よ って 明 ちか に され て

い る1間31。 こ の 場 合 の 主 饗 抗 原 はPenicilloyl. protdn

conlu8ate藍4,で あ る と さ れ て い る が,Cephalosporinも

Penicillinと よ く似 た母 核 構 造 を有 す る こ とか ち,同 様

の結 合物 を生 成 して ア レル ギー 原 性 を発揮 す る こ とが推

定 され て い る16,16)。

CS-1170はcephamycin系 の抗 生 物 質 であ り。CePha-

105porinと は7-α 位 のmethoxy基 謹換 に よ り異 な り,ア

シル側 鎖 も特 異 な構 造 を有 す る.

本報 ではC序1170の 抗 原性 の 検討 を行 った.ま ず 免疫

原 性 で あ るが,わ れ わ れ は 抗 生 物 質 をそ の ま ま で.単 に

FCAと 併 用 して免 疫 す る方 法 で行 っ た.あ ち か ヒめ ハプ

テ ンーキ ャ リアー結 合物 をin uitroで 作 成 し.こ れ を免疫

す れ ば例 外 な く抗 体産 生は 起 こ るが 。 この 方法 では その

物 質 の体 内 での 免 疫 原性 を的 確 に 反 映 す る とは思 わ れ な

いか ちで あ る。 抗 生 物 質 とFCA併 用 免疫 に お け る抗 体

産 生 はBATCHELOR切 が 記 載 した ほ ど再 現 性 に乏 し くは

な く,CS-1170,CEZと もに5例 中 全例 が抗 体 産 生 を認

め た 。抗 体 はIgMク ラ スに属 し,IgGク ラ スの抗 体 は全

期 間 を通 じて認 め られ なか っ た。 一 方,ア ジュパ ン トを

用 い ず,単 に 抗 生物 質 を静 注 す る免 疫 方 法 では,頻 回の

免疫 に よ っ て も全 期 間 に わ た1)抗 体 産 生 はCS-1170,

CEZと もに認 め ちれ な か っ た。 以 上 の ご と く.CS-1170

とCEZは それ ぞれ 免疫 原性 を有 す るが,CETやCER153

に 比 較 して 弱 い よ うに 思 わ れ た。 こ の こ とはinvitroで

の タ ンパ ク結 合 の成 績(Table4)と も一 致 して い た。

Penicminの 交 差性 に つ いて の 多 くの研 究 か ち,ア シ

ル側 鎖 の 類似 性 が 交 差 性 に密 接 に 関 与 す る こ とが知 ちれ

て い る19鋤。CS-1170はcyanomethylthioacetyl基 を側

鎖 に 有 し,従 来 のpenicillinお よびcephalosporin系

抗 生 物 質 で 類似 の構 造 を有 す る もの は な い。 したが って

CS-1170の 他 剤 との 交 差性 は 弱 くこの 点 ユ ニー クな特性

を具 えて い る と考 え られ る。

β-lactam系 抗 生物 質 の 免 疫 学 的 副 作 用 と して他 に よ

く知 られ て い るのが 溶 血 性 貧 血 で あ り,こ の 際,ク ー ム

ス反 応 が しば しば 陽 性 化 す る と い わ れ て い る21,。CS

-1170の 直 接 クー ム ス 試験 の 成 績 は 本 物 質 の 陽 性 化 能 が

比較 的弱 い こ と を示 して い る。penicillinお よびceph-

alosporin系 薬 剤 に よる クー ム ス陽 性 化 の 機 序 は 十 分 に

解 明 され てい な い。抗 生 物 質 が 赤 血球 を 直接 傷 害 し,ま た

は 抗 生物 質が 赤 血球 と結 合 したの ち血 清 タ ンパ クを結 合
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Table 5 Direct coombs' reaction of antibiotics tested by GRALNICK's method

a) NT : No tested

Table 6 Direct coombs' reaction of antibiotics tested by MOLTHAN'S method

a) NT : Not tested

す る機 序 な どが 推 定 さ れ て い るが ∴今 回の 成 績 か ちCS

-1170は ,こ れ らの作 用 が 少 ない抗 生 物 質 の一 つ と思 われ る。

,結 論

1.CS-1170の 免疫 原 性 を ヴ サ ギ を 用 い てCEZと 比

較 した 。CS-1170,CEZと もに フ ロ イ ン トの 完 全 ア ジ ユ

バ ン トと ともに投 与す る と抗 体産 生 が 認 め られ た。 抗 体

産 生 のパ ター ンは両 者 同 様 で あ っ た。

2.抗CS-1170ま たは 抗CEZを 用 い,各 種 のpenici1-

1inお よびcephalosporin系 抗 生物 質 との 交 差性 を検 討 し

た。CS-1170はCEZと 同様 に他 種 抗 生物 質 との 免 疫学 的

交 差性 が弱 か っ た。

3.CS-1170のin vitroク ー ム ス 陽 性 化 能 は 弱 か っ

た。
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON CS-1170

MASAYUKI IWATA, MITSUO KATSUTA and TAKAMITU TANII

Products Development Laboratories. Sankyo Co., Ltd.,

CS-1170 was studied in rabbits on its immunogenicity and cross-reactivity with the related antibiotics.
It was shown that CS-1170 and cefazolin (CEZ) stimulate the production of hemagglutination antibody
by immunization of respective antibiotic with Freund's complete adjuvant, while not by multiple intra-
venous immunization of each antibiotic without adjuvant. CS-1170 showed the cross-reactivity with
other beta-lactam antibiotics to a minimal extent, as it was with CEZ. No positive Coombs' reaction
was induced by CS-1170.


