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Cefamandoleのin vitoク ー ム ス反 応 陽 性 化 作 用

原 田 稔 ・竹 内 三 津 男

塩野義 製〓 株式会 社 研 究所

Cefamandoleのin vitroク ーム ス反 応 陽性 化作用 を ヒ トとマ ウスの 赤 血 球を 川 い て検 討 し,対 照

薬物(Penicillin G,Cephalothin,Cefaxolin)の それ と比 較 した。

使用 した赤 血 球 サ ンプ ル や ク ーム ス試薬,あ るい は検 定 術 式 に よ って若干 受動 よるが,Cefaman-

doleは20～40mg/mlの 濃 度 で ンーム ス反応 を 陽性 化 させ る こ とが 多か った,,

この 作用 は,Cephalothin(通 常5mg/ml前 後 で 陽性 化を 示 す)と,Cefaxolinぐ40mg/mlま た

はそ れ以 上 を要 す る)と の 中 樹 に位 し,Penicillin Gの そ れ とは ほぼ 同 程 度で あ ると評 価 され る。

緒 言

β-ラクタム抗生物質には,in vitreク ームス反 応を 陽性 化さ

せるものがある,,こ の反 応は,血 消 蛋白質が非特異的に赤血 球

表面に結合し,そ こヘ クーム ス試薬が 添加 され ることによ り生

じるものである。 血清蛋 白質の赤血球への結 合様式 としては,

薬剤が赤血球へ結合 したあ と薬剤分子に血清蛋 白が 結合すると

いうこと1),薬 剤の作用を受 けた血球麦面に蛋白質が 直接結 合

すること1).あ るいは,薬 剤 と蛋 白質の複合体が 血球表面に結

合すること2)等が考えられてい る。 いずれ にせ よ,こ の反応 に

は薬剤に対す る特異抗体は 必要でな く,い わ ゆる,薬 剤の 過

敏性副作用とは直接的 な関連性はないとも言える.し か し,新

しい抗生物質のよ り安全な臨床使用を期す ため,そ の特殊 灘性

の1つ として,ク ー ムス反応陽性 化作用について も検定を行な

うことが望ましい。本報では,Cefamandole sodium(CMD)

の作用を,ヒ トとマウスの赤血球を 用いて検定 した結果 を報告

する。

材 料 お よび 方 法

1. マ ウス赤 血球 の クー ム ス反 応

(1) 材料

JCL:ICRマ ウス(6～8週 令,♀)の 血 液 を用 い た。

採血は抗 凝固 剤を 含む注 射 筒 を 使 い,心 臓 穿 刺 によ って

行なった。抗 凝 固剤 と してALSEVER液 を 用 い る場 合 は,

ALSEVER液 と等量 の 血 液 を採 り,ヘ パ リ ンを 用 い る場

合はヘパ リン注射 液(5,000単 位/ml,武 田薬 品)で 内

面を湿 らせ た注 射 筒で採 血 した。 ヘ パ リ ン加 血 液 に は 等

量のPhosphate buffered saline(PBS,pH6.8)を

加えて,ALSEVER液 の 場 合 と 同 じ液量 に な る よ うに し

た。通常,3匹 の マ ウ スの 血液 を プ ー ル して 使用 した 。

薬剤として は,CMDと3種 の対 照 薬 物――Penicillin

G(PCG,日 本 化薬) ,Cephalothin(CET,塩 野 義,ケ

フリン)お よ びCefazolin(CEZ,藤 沢 薬 品,セ フ ァ

メジン(R))を 使用 し,ク ー ム ス試薬 と して は ウサ ギ 抗

マウスグ ロブ リン血 清(生 化学 工業 ,10倍 希 釈 液)を

使用 した。

(2) クームス反応 の術式

MOLTHANら の方法2)と 宮川 らの方法3)に 準 じて検定

を行な った。

(i) MOLTMAN法1抗 凝固剤で 凝固を 阻止した 血

液0.2mlに,PBSに 椿か した各薬剤溶液(最 高濃度を

80mg/mlと し,以 下。2倍 段階希釈 した)0.2mlを 加

え,37℃ にて3時 間イ ンキュベー トした.そ の後,

PBSで3回 洗滌 し,最 後にPBSを 加えて1.5%赤 血

球懸濁液を調製 した。 その0.1mlを 小 試験管に分注

し,ク ームス試薬0.1mlを 加えて よ く撹拌 したあと室

温 にて一夜静置 し,凝 集を起 こす各薬剤の最低濃度を求

めた.な お,対 照として,薬 剤処理 しない血球 にクーム

ス試薬を添加 した管,お よび薬剤処理 した血球 に正常ウ

サギ血清の10倍 希釈液を添加 した管を置いた.

(ii) 宮川法:ヘ パ リン液で湿 らせた注射筒で採血 し,

血液の1.5倍 墨のPBSを 加えたあと遠心分離 によって

血球と血漿(4倍 に薄 まっている)に 分けた。 血 球を3

回洗滌 した後,血 液の2倍 量の液量 に戻 した。 この 懸

濁液0.2mlに 薬剤溶液0.2mlを 加え,37℃ にて3

時間 インキュペ ー トした。その後,3回 洗滌 して薬剤を

除いたあと,PBS0.2mlを 添加 して再懸濁させ,さ き

に分離 して おいた血漿0.2mlを 添加 し,再 び37℃ に

て3時 間のインキ ュベーショ ンを行ない,赤 血球 と血漿

蛋白質を反応 させ た,,次 にPBSで3回 洗滌 して過剰の

蛋白質を除 去し,PBSを 加えて赤血球の1.5%懸 濁液

を調製した.こ うして,赤 血球:薬 剤の比率や赤血球:

蛋白質の比率がMOLTHAN法 におけると ほぼ同様にな

るよ うに調整 した。 この赤血球懸濁液0.1mlに クーム

ス試薬0.1mlを 加えて凝集の有無 を観察 した.

2. ヒト赤血球の クームス反応

O型 の血球(Y.N.,M.T.,O.S.,S.T.)とA型 の血
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球(M.H.,H.N.)を 用いた。 クームス試薬としては,

オル ソ「 ミドリ十字,国 際 試薬。 および 武 囲 薬 品

の4っ のメーカーのものを使用 した。採血法や クーム

ス反応の術式はマウスの赤血球の場合と間様である。

実 験 結 果

1.マ ウス赤血球 のクームス反応

まず,抗 凝固剤に よって 結果が 異 なるか どう か を

MOLTHAN法 でしらべてみた。Table 1に 示 したように、

CETに ついてもCMDに ついても,ALSBVBR液 を使用

する方がヘパ リンを用いるよ りクームス反応が若干強 く

出 る傾 向が観察 されたが、大きな差にはな らなか った。

そ こで,ヘ パ リン加血液を使用して,4種 の薬剤の作

用を比較した。MOLTHAN法 において も,宮 川法 におい

て も,作 用の強さは,CET>CMD>PCG>CEZの 順であ

った(Table 2)。

2.ヒ ト赤血球のクームス反応

ヒ ト赤血球のクームス反応は,血 球サンプルやクーム

ス試薬によって多少の変動がみ られ るが,そ の差は小さ

く,比 較的安定 した結果が得 られた。Table 3お よび4

に示 したように,ヘ パ リン添加血液の場合 も,AL5EVER

液添加血液の場合 も,MOLTHAN法 でしらべると,CET

の作用が最 も強 く。CEZの 作用が最 も弱かった。CMD

とPCGは それ らの中間で。ある場合はCMDが わずか

にPCGよ り強 く,ま たある場合はその逆になり,さ ら

に,あ る血球サ ンプルでは両者ほぼ等しい作用を認めた。

これ らの結果を総括すると,CET>CMD÷POG>CEZ

の順で作用が強いと結論して もよかろう。なお,抗 凝固

剤 として ヘパ リンを使用した場合 と,ALSEVER液 を使

用 した場合の差は明瞭ではなかった。 これらの結果は.

Table 1 Activities of CET and CMD to induce direct COOMBS'

reaction in the mouse blood containing different anti-

coagulants

1) Final concentration
2) Assayed by means of MOLTHAN's method

Table 2 The activities of the four antibiotics to induce COOMBS'

reaction in the mouse blood assayed by means of

MOLTHAN is and MIYAGAWA's methods

Heparin was used as the anticoagulant.
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Table 3 The minimal essential concentration of the four antibiotics to induce COOM BS'

reaction in the human blood assayed by MOLTHAWS method

CoomBS' reagent: A; Ortho, B; Midori-Juji,

C; Kokusai-shiyaku, D; Takeda

Table 4 Comparison of the two assay methodewith the human heparinized blood

前述のマウスの赤血球について得 られた成績 と概ね一致

する。

宮川法での検定結果を,同 一血液サ ンプルについての

MOLTHAN法 による結果 と併せて,Table 4に 示 した。

宮川法において も作用の最 も強い薬剤はCETで あり,

その用量作用関係 もMOLTHAN法 と変わ りがなか った。

他の3つ の薬剤に関してはMOLTKAN法 と幾分異な っ

た結果を得た。すなわち,CMDとPCGに ついては,

宮川法でしらべ る方が 反応 が多少弱 くなり,CEZに 関

しては,逆 に,若 干強 くなる傾向があった。

1考 察

β-ラクタム抗生物質のin vitro クームス反応 に影響

を与える要因としては,赤 血球の種類(動 物種や血液型

等),抗 凝固剤の種類,検 定術式,ク ームス試薬等が考

えられる3)。ことに,ヒ ト赤血球の クームス反応ではク

ーム ス試薬による変動はかな り大きいとされている3⊃。

本報の実験結果でも,こ れ らの要因による多少の変動が

観察 されてい る。 例えば,宮 川法に よるCMD,CEZ,

PCGの 作用がMOLTHAN法 による 検定結果 と僅 かなが

ら相違 していた。 この相違の原因は明らかでないが,血

漿蛋白質 の赤血球への結合が,CMDやPCGの 存在下

では非存 在下 よりも起こり易 く,CEZに っいては薬剤の

存在下の方が起 こり難いということによるのか もしれな

い。 しかし,こ の差異は小 さ く,余 り問題視す る必要は

ないよ うに思われる。また,ク ームス試薬による変動 も

み とめ られ るがゼ本実験ではその差 も小 さく,た とえ差

があって も,薬 剤濃度の1希 釈分の差でしかないこと

が 多か った。 これ らのことを考え ると,今 後,類 似の抗

生物質の クームス反応陽性化作用をみ る場合,ヘ パ リン

加 ヒ ト血液を材料とし,手 順の簡単なMOLTHAN法 に
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よる検定を行な うだけでその楽物の作用を概略的に評価

し得ると判断される。

CMDの 作用 はCETに 比べればかな り低いが,PCG

のそれ と比腐 される程度であることが示 された。 こうし

たin vitroで の作用が,in vivoで も発現 されるのか

ど うかについての検討は行なっていないが,次 のよ うな

理山か ら否定的にな らざるを得ない。すな わち,作 用の

最 も強いCETに ついて しらべた我 々の予備検討による

と,陽 性 反応を得 るには.MOLTHAN法 の場合,血 液 と藁

剤のインキュベ ーシ ョン時間を3時 間とする 必要があ

り,そ れ以下 では不十分であった。宮 川法 における赤血

球 と薬剤 との第一次イ ンキ ュベーシ ョンも,赤 血球 と血

漿の第二次インキュペ ーションも,や は り3時 間ずつ

行なうことが必要であった。 一方,CETを 静注 した場

合,血 中の薬剤濃度の半減期はわずか10数 分間である

といわれ る4)。 したが って,CETを かな り大量に静注

しても,排 泄が速 く,ク ームス反応を陽性 化す るのに必

要な濃度,す なわち,2。5～5mg/mlを 呂 時間も維持

するとい うことは困難であろう。CETよ り作用の弱い

CMDで は,よ り高い濃度を保たねばな らない ことにな

り,結 局,in vivoで はin vitroと 同じよ うな状態は

起こり得 ないのではなかろうかと推察され る。 また,仮

にin vivoに おいて赤血球に 自己蛋白質が結合した とし

て も,そ れが何 らかの症状につながるか どうか は疑問で

ある。 というのは,通 常,生 体 には 自己蛋白質に対する

抗体が備わ っていると考え難いか らである。 このよ うに

考え ると,in vitroに おいて見出されたCMDの クーム

ス反応の生物学的意義は明白でない。しか し,自己蛋白質

と反応する抗体を もつ 自己免疫疾患においては,赤 血球

の凝集や溶解などの副作用の原因にな り得 るか もしれな

い。ま た,あ る藁剤が 自己物質 と結合す ることで 自己物

質の異物化が起 こり,自 己免疫性の副作用を呈すること

も知 られている5-7,が,β-ラ クタム抗生物質と自己赤血

球 あるいは 自己蛋白との結合 について も同様のことが起

こ らないとも限 らない。 今後,こ れらの薬物によ名 動

vitro直 接 クームス反応の 生物学 的意義を検討する基礎

的な研究が必 要ではないか と考える。
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ACTIVITY OF CEFAMANDOLE TO PRODUCE IN VITRO COOMBS' REACTION

MINORU HARADA and MITSUO TAKEUCHI

Shionogi Research Laboratory, Shionogi & Co., Ltd.

The activity of cefamandole (CMD) to produce in vitro COOMBS' reaction was compared with those of

penicillin G (PCG), cephalothin (CET) and cefazolin (CEZ). CMD produced the positive reaction at the

concentration of 20 or 40mg/ml in most experiments, though some variation was observed depending on the

blood samples, anticoagulants, CooMBs' reagents and assay methods. The activity of CMD was comparable

with that of PCG and ranked between CET and CEZ with the most potent and meager activity respectively.


