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Cefaclorの 免疫 学 的特性

原 田 稔 ・竹 内 三津男 ・松 本 光 史

小 池 昌 子 ・江 幡 光 雄

(塩野義製薬研究所)

新 しい 経 口用抗生物質Cefaclor(CCL)の 免疫学的性質を検討 した。(1)CCLの 水溶液 と

FREUND's complete adjuvant (FCA)と か らな るエマルジ ョンを6回 反覆注射 した場合, C3H/He,

C57BL/6Jお よびJCL・ICRの3つ の系統のマ ウスのいずれにおいて も,抗 体産生はみとめ られな

かった。同 じ条件で,対 照薬 のCETやPCGに 対 しては,あ る頻度を もつて,抗 体が検出された。 し

たが って,少 な くと も,CCLの 抗体産生能が これ ら対照薬のそれよ りも弱い とい うことは明白で ある。

(2)CCLや 他のβ-ラクタム抗生物質のBGG結 合体を免疫原 としてC3H/Heマ ウス,モ ルモ ッ

ト。 ウサギを免疫し,得 られた抗血清 に各薬剤抗原(薬 剤のBSA結 合体)を 作用 させて,CCLと

他剤の免疫学的交差反応性を しらべた。検定は主 にPCAに よって行なったがsそ の他,モ ルモ ッ ト

の能動アナフィラキシー試験,な らびに,ウ サギ抗血清の沈降反応や間接 赤血球凝集試験を も行なっ

た。 抗体 を産生す る動物 の種や,検 定方法等 により不一致な点 もみ られたが,総 括すると,CCL

との交差反応性はCEXが 最 も高 く,CETやABPCが 交差反応を示す ことも多か った。PCGや

CEZが 交差反応性を示す こともあったが,ご く少数の反応系 に限 られていた。(3)CCLは 水に難 溶

なので飽和状態に近い濃度 で ヒト血液に作用 させたが,in vitro直 接 クームス反応は陰性で あった。

緒 言

経口用の新セ ファロスポ リン抗生物質 セフ ァクロー ル(Cef-

aclor, CCL)の 免疫学的挙動を実験動物 レベルで検討す ること

は,こ の薬剤の副作用対策 の1つ と して 欠 くことので きない

検査項目である。本報告では,同 薬剤の(i)抗 体産生能,(ii)

市販されている他の β-ラ クタム抗生物質 との 免疫学的交差反

応性,及 び,(iii)in vitro直 接 クームス反応陽性化 作用の3

点についての検定結果を述べ る。

材 料 と 方 法

1. 実 験動 物

感作 に供 す る動物 と して は,ウ サギ(ラ ビ トン,ア ル

ビノ,2 .5～3.0kg,♀),モ ル モ ッ ト(静 岡 農協SLC,

アルビノ,300～350g,♀),並 び に,5つ の 系統 の マ ウ

ス(塩 野 義油 日 ラボ ラ トリーで 育 成 され て い るC3H/

He, C57BL/6J, A/J, AKRの4つ の 近 交 系 と 日本 ク レ

アJCLのICRマ ウス,い ず れ も6～8週 令,主 に ♀)

を 使用 した。 ま たPassive cutaneous anaphylaxis

(PCA) testの レシ ピ エ ン ト 動 物 と して は,近 交 系

Wistarラ ッ ト(塩 野 義 油 日 ラボ ラ トリー,8～9週 令,

♀), JCL・ICRマ ウス(6～8週 令,♀),及 び,モ ル

モッ ト(SLC , 300～350g,♀)を 用 いた 。

2. 抗生 物質 と異 種 蛋 白質 との 結 合 体 の 調 製 法

CCL及 び 市 販 の対 照薬 と 異 種 動 物 の 血清 蛋 白質 との

結 合 体 はLEVINE et al.1)の 方 法 に準 拠 して 調 製 され た 。

対 照 薬 として は,ペ ニ シ リンG(PCG,明 治 製 菓),ア

ンピ シ リン(ABPC,万 有 製薬,ペ ン トレ ッ クス(R)),セ

フ ァロチ ン(CET, Eli Lilly-塩 野 義,ケ ブ リン),セ

フ ァ レキ シ ン(CEX, Eli Lilly-塩 野 義,ケ フ レ ッ ク

ス(R))及 び,セ フ ァゾ リン(CEZ,藤 沢 薬 品工 業,セ フ

ァメ ジ ン(R))を 使 用 し,蛋 白質 として は,ウ シ γ-グ ロ

ブ リ ン(BGG, Fraction II, NBC)と ウ シ血 清 アル ブ

ミン(BSA, Fraction V, Armour)を 用 い た。 蛋 白質

結 合体 調 製 法 の 要点 の みを 記 す と,CCLの 場 合 はpH

9.4に お いて,他 の薬 剤 の 場 合 はpH8.8～9.0に おい

て,700mgの 蛋 白 質 に4,200mgの 薬 剤 を加 えて,室

温 で24時 間反 応 させ,そ の後5日 間透 析 を 行 な い,

透 析 内 液 を 凍結 乾 燥 した。 得 られ た 結合 体 の 薬 剤 ハ プ テ

ン結 合 率 はEBATA et al.2)の 方 法 に従 って 測 定 した。 本

実 験 に 使 用 され た 結 合 体 の組 成 は 次 の通 りで あ る。

CCL22・BSA CCL29・BGG

PCG6・BSA PCG17・BGG

ABPC12・BSA ABPC17・BGG

CET17・BSA CET26・BGG

CEZ7・BSA CEZ17・BGG

CEX5・BSA

3. 動物感作法

(1) 薬物 自体を免疫原 とした場合

CCLあ るいは対 照薬(CETとPCG)を 燐酸緩 衝液
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添加生理食塩水(PBS, pH7.0)に 溶解させ,等 量の

FREUND's complete adjuvant (FCA,Difco)を 加えて

エマルジ ョンを調製 し,マ ウスの腹腔内に注射 した。注

射は週2回 の割合で3週 間行ない,1回 の薬剤投与量

を1mg/animalと した。最終回注射の4週 後 に採血し,

血清抗体検出に使用 した。

(2) 薬剤 と異種蛋白質 との結合体を免疫原 とした場合

ウサギ及びモルモ ッ トの場合,各 薬剤のBGG結 合体

をPBSに 溶解(水 に難溶のCET・BGGとCEZ・BGG

は懸濁)さ せ,等 容量のFCAを 添加 してエマル ジョ ン

をつ くり,そ れを筋肉内に注射 して感作 した。 ウサギの

場合は,1回 の免疫原量を10mg/animalと し,週1

回の割合で3回 ない し4回 注射を くり返 し,最 終注射

の4週 後に採血を行な った。モルモ ッ トに おいては,

免疫原量を毎回1mg/animalと し,週1回 で2回 注

射 し,そ の後2週 で採血 した。 ただ し,能 動全身アナ

フ ィラキシー誘発試験においては,注 射は1回,免 疫

期間を2週 間 とした。マ ウスの場合,C3H/Heマ ウス

を使用し,免 疫原1μgを 吸着 した水酸化アル ミニウム

ゲル(1mg)を,腹 腔内に,週1回 で3回 注射 し,

最終注射の2週 後に採血を行な つた。ただ,ハ プテ ン

阻害 実験 に用い られた抗CCL・BGG血 清は1mgの

CCL・BGGとFCAと か ら成 るエマルジ ョンを1回 注

射 し,2週 後に得た ものである。 ウサギは,各 免疫原に

つ き,2～3羽 を 使用 したが,抗 体価の個体差が小 さか

ったので,そ れぞれ,代 表的な血清1つ を 使用 した。

モルモ ッ トの場合は,1群3頭 とし,3頭 の血清を等

量ずつ混合して使った。マ ウスは1群5～10頭 とし,

それ らの血清をプール して使用 した。

4. 抗体の検定

抗体活性は主としてPCAに よって検定した。 この他

に,補 助的手段 として,ゲ ル内沈降反応,間 接赤血球凝

集反応,モ ルモ ッ トの能 動アナ フィラキ シー ・ショ ック

試験をも行な った。いずれの反応において も,反 応誘発

抗原 としては各薬剤のBSA結 合体を使用 した。反応術

式は概 ね既報3)の 通 りであるが,参 考のため,以 下,要

点を記す。

(1) マウスにおけ るPCA

マ ウスのIgG1抗 体の検 出を同種PCAに よって行な

った。 マウスの血清(非 希釈,0.05ml)をJCL・ICR

マ ウスの皮内に注射 し,1時 間の感作時間の後,誘 発抗

原1mgと 色素 エバ レス 青1mgと を静注 し,30分

後の色素漏出反応を しらべた。テス トは,常 に,2例 の

レシピエン トを使 ったDuplicatetestと し,2例 の レ

シピエン トのどちらに も,直 径5mmま たはそれ以上

の青色斑が形成 される場合を陽性反応 とした。

(2) ラッ トにおけるPCA

マゥスのIgE抗 体の検定を ラッ トPCAに よって行

なった。 ラットの背部皮内に,血 清の2倍 段階 希釈液

0.05mlを 注射,24時 間後に,2mgの 誘発抗原と10

mgの 色素を静注し,1時 間の色素漏出を観察した。マ

ウスの場合と同様,Duplicate testと し同様の基準によ

って結果を判定 した。

(3) モルモ ットにおけるPCA

モルモ ッ トや ウサギの抗血清を10倍 段階希釈して,

その0.05mlを モルモ ット皮内に注射 し,4時 間後に,

誘発抗原2mgと 色素10mgを 静注,30分 間の色素

漏出を しらべた。 この場合 も,通 常Duplicate testと

したが,必 要に応 じて,Triplicate testと した。 マウ

スや ラッ トのPCAに おけると同様の基準にしたがって

抗体活性を判定 した。

(4) ラッ トPCAの ハプテ ン阻害

CCLと 異種蛋白質との結合体をつ くった のと 同じ要

領でCCLと ε-アミノカプロン酸(ε-ACA)と の結合

体をつ くり,こ れを1価 ハプテ ンとして,抗 原抗体反

応のハプテン阻害 をしらべた。即ち,C3H/Heマ ウスの

抗CCL・BGG血 清で,24時 間皮膚局所を感作された

ラットに,誘 発抗原CCL・BSA 1mgを 投与してPCA

を惹起する際,抗 原チ ャレンジの 直前にCCL-ε-ACA

20mgを 静注し,ハ プテ ンを投与 しない対照群とPCA

の程度を比較 した。PCAの 強 さを 定量的に表現するた

め,既 報4)の 方法 により皮 内漏出色素量を測定した。な

お,CCL-ε-ACAの 阻害作用がCCL反 応系に対する特

異的阻害 であるかどうかを検討する目的で,CCLと は

特異性を異 にすると考え られる卵白アルブ ミン(OVA)

と,そ れに対するAKRマ ウスの血清(OVA 1mgの

FCAエ マルジ ョンを1回 注射された後,14日 目の血

清)と によるラッ トPCAに 対する阻害作用を もしらべ

た。

(5) モルモ ッ トの能動全 身アナフ ィラキシー誘発試験

各薬剤のBGG結 合体 とFCAと でつ くった エマル

ジョ ンを1回 注射 し,2週 後に心臓か ら少量の血液を

採 り,数 時間 して2mgの 誘発抗原を静脈内に投与し,

シ コック症状の発現を観察 した。 ショックの強さを次の

ような5段 階に分 けた。

陰 性:何 ら症状がみ られない もの。

軽 度:不 安状態を呈 し,口 を もぐつかせ,顔 や耳

を こす る動作,立 毛,軽 い吃逆発作を示す

もの。

中等度:吃 逆発作かな り強 く,チ アノーゼを呈する

が横転には至 らない もの。

強 度:強 い吃逆発作が生 じ,横 転 し,衰 弱が著し
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い もの。

死 亡:呼 吸困難のため,抗 原チ ャレンジ の2～3

分後に死亡す るもの。

(6) ゲル内沈降反応

Immunopbte (R) (Pattern C, Hyland)を 使用 し,希

釈しないウサギの抗血清と各種のBSA結 合体(250μg

/ml)と を組合わせ,室 温にて24時 間の沈降線形成 を

観察した。

(7) 間接赤血球凝集反応

西岡5)の方法に従い,4万 倍 タンニ ン酸処理 ヒツジ赤

血球に各BSA結 合体 を被覆 させ,ミ クロタイター法に

よってウサギ抗血清の凝集価を測定 した。

5. In vitro直 接 クームス反応陽性化作用の検定

ヘパ リン ・ナ トリウム 注射 液(5,000単 位/ml,武 田

薬品工業)で 内面を湿 らせた注射筒で採 った健康人5名

(血液型O型 な らびにA型)の 血液を使用,オ ルソー,

国際試薬株式会社及 び 東京標 準血清株式会社の3つ の

メーカーのクームス試薬を用い,MOLTHAN法 に よって

検定した。実験条件の詳細 については既報6)を 参照 され

たい。

成 績

〔I〕 抗原性の検定

1. マウスにおける免疫原性

3つ の系統のマ ウスにおけ るCCLそ のものの抗体産

生能をしらべ,対 照薬CET及 びPCGの それ と比較 し

た。Table1に 示すよ うに,薬 剤1mgを 含む エマル

ジョンの6回 注射 とい う免疫条件では,CCLに 対す る

抗体は,ど の系統の マウスにおいて も,IgEク ラス,

IgG1ク ラスのいずれの もの も全 く検 出されなかった。

CETに 対 して は,C57BL/6Jマ ウスにおいて,お およ

Table 1 Antibody response to plain antibiotics

in the mouse

そ50%の 率でIgEな らびにIgG、 抗体 の一方あ るい

は双方がみと め られた し,PCGに 対 して は,テ ス トし

た3系 統のいずれに おいて も,あ る頻度 を以て両 クラス

の抗体が検出された。 この結果か ら,マ ウスにおいて,

CCLの 免疫原性が他の2種 類の抗生物質のそれ よりも

低 いとい うことがで きる。

2. 他の β-ラクタム抗生物質 との免疫学的交差 反応

性

(1) マ ウスIgE抗 体 を用いた検 定

水酸化 アル ミニウムゲルをアジュバ ン トとして免疫 さ

れたマウスの抗血清の中には,誘 発抗原のキ ャリアー部

分,即 ち,Plain BSAに よって,あ る程度PCAを 惹

起する ものがあ ったので,こ の実験 においては,す べて

の レシピエ ント・ラッ トに,抗 血清の皮内注射の直前 に

BSA2mgを 静注 してお くことに した。既に報 告 したよ

うに3),こ の処置によって,抗 ハプテ ン抗体価には殆 ど

影響を与えることな く,キ ャ リアー部分 の関与を完全 に

消去す ることができる。 事実,Table2に 示 したよ う

に,こ の処置を受けた ラッ トは,24時 間感作後にBSA

をチ ャレンジして もPCAを 全 く起 こさなか った。 した

が って,Table2に 見 られ るPCAは,ハ プテンと抗ハ

プテ ン抗体 との会合 によって誘起 され るものとみな しえ

Table 2 Cross-reactivity between CCL and other

antibiotic haptens in the elicitation of rat PCA

mediated by mouse IgE antibodies
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Table 3 Hapten-inhibition of rat PCA

*) Expressed in terms of the average dye amount (ƒÊg) in the duplicate test

る。 この ことを裏付けるためにPCAの1価 ハプテ ン

による抑制を検討 した。Table3は 抗CCL・BGG血

清 とCCL・BSAと の組合せによって生 じるPCAに 及

ぼすCCL-ε-ACAの 影 響を示 して いる。 本実験では,

誘発抗原量1mgに 対 し,ハ プテ ン投与量を20mgと

し,色 素漏出時間を30分 としたが,こ の条件で,PCA

はほぼ完全 に阻害 された。同0条 件下 で,OVAと それ

に対す る抗体 とによるPCAは 全 く阻害 されなか った。

これ らの結果か ら,CCL-ε-ACAに よる阻害はCCL反

応系に特異的であ り,ひ いて は,PCA惹 起に関与 する

のはCCLハ プテン部分 だけであることが 確かあ られ

た。

以上のような吟味の上でTable2を 見 ると,抗CCL

血清は対応抗原(CCL・BSA)と 反応 するとき1:128

のIgE抗 体価を示すが,CEX・BSAと 組合せた場合も

1:64の 抗体価を示 した。即 ち,CEXとCCLと の間

に高い交差反応性がみ とあられた。CET・BSAを 誘発

抗原 とした場合も かな り高い交差反応性 が 観察 された

が,PCG,ABPC,CEZのBSA結 合体は交差反応 を惹

起 しな か った。 一方,他 剤に対す る抗血清は,そ れぞ

れ,対 応抗原 との間に1:128～1:32のIgE抗 体価を

示 したが,こ の中,抗ABPC及 び抗CET血 清は,

CCL・BSAを 誘発抗原 とした場合に も若干 交差反応を

起こした。 なお,CEXのBGG結 合体をFCAと ともに

エマル ジョンに した り,あ るいは,水 酸化アル ミニウム

ゲルに吸着 させた りしてC3H/Heマ ウスを免疫 したが,

他剤に対す る抗血清の場合に匹敵す る抗CEX抗 体価を

え ることがで きず,抗CEX抗 体 とCCL抗 原 との間の

交差反応を検定す ることは成功 しなか った。

(2) モルモ ッ ト能動全身アナフィラキシーによる検定

免疫モルモ ッ トに各種の抗原を静注 した場合のショ ッ

クの発現をTable4に 示 した。CCL・BGG感 作群は,

対応抗原CCL・BSAを 静注すると,は げ しいシ ョック

症状を呈 し,数 分後に死亡 した。Negative controlと

してBSAを 静注 した場合は何 らシ ョック症状はみとめ

られなか った。対応 抗原以外では,CET・BSAが 強く

反応 して致死的 シ ョックを惹起 したが,他 の3種 類 の

BSA結 合体 は何の症状 もひき起 さなか った。 一方,他

剤 のBGG結 合体で感作 されたモルモッ トは,そ れぞ

れ,対 応抗原によって シ ョックが誘発 されるが,CEZ・

BGG感 作群以外の3群 はCCL・BSAを チャレンジし

た場合に もシ ョックを起 こす ことが 見出された。 特に

CET・BGG感 作群 では 致死的な ショックが観察され

た。

シ コック誘発の数時間前に感作動物か ら採っておいた

血清のIgG1抗 体をPCAに よって検定 した ところ,

ABPC・BGG或 いはCEZ・BGGで 感作した動物の血

清には,明 確な抗ハプテン抗体活性をみとめることがで

きなか ったが,抗PCG・BGGと 抗CET・BGG血 清

では1:100の 抗体価を得 た。そこで,こ の2種 類の

抗血清 についてはCCL・BSAと の交差反応性を検討し

たが,能 動アナフィラキシーの結果 と相違し,交 差反応

性 はみとめ られなか った。

(3) モルモ ットIgG、 抗体を用いた反応系による検定

上述のよ うに,モ ルモ ットにABPCやCEZのBGG

結合体のFCAエ マル ジ ョンを1回 注射しただけでは

抗ハプテ ン抗体の産生が不良であったので,ど の免疫原

について も免疫注射を2回 とし,そ の後2週 間して採

った血清を使用 して検定を行なった。Table5に 示した

よ うに,抗CCL・BGG血 清はCEX・BSAな らびに

CET・BSAと 交差反応を起 こした。CET・BSAの 場合

は レシピエ ントによって反応 の終末点が異なり,抗 体価

が1:10と な る例 と1:100と なる例があった。 他の

抗原では交差反応 は観察 されなか つた。他剤に対する抗

血清の中では,抗ABPC・BGG血 清 と抗CET・BGG

血清 とが若干交 差反応性を示 した。モルモ ットIgG1抗
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Table 4 Cross-reactivity between CCL and other antibiotic haptens in the provokation of active systemic

anaphylaxis in the guinea pig

体レベルでの,こ のような 検 定結果 は,前 述 のマ ウス

IgE抗 体レベルでの成績 と一致 し,モ ルモ ッ トの全身ア

ナフィラキシーでの結果 とも類似 している。

(4) ウサギ抗血清 による検定

ウサギの抗血清を用いる場合,(i)モ ルモ ットにお

けるPCA,(ii)ゲ ル内沈降反応,及 び,(iii)間 接赤

血球凝集反応の3つ の方法で検定を行なった。 なお,

抗CCL・BGG及 び,抗PCG・BGG血 清は,免 疫注射

を3回 反覆 した動物か ら採 った ものであ り,他 の抗血

清は注射を4回 行なった動物か らえた ものである。

(i) モルモ ッ トPCAに よる検定;抗CCL・BGG血

清は対応抗原CCL・BSAと 反応す る他,CEX・BSA

ともかなり強 く交差反応 を起 こした(Table5)。 しか し,

マウス抗体や モルモ ッ ト抗体を 用いた 場 合と 異な り,

CET・BSAを 誘発抗原 としたとき交差反応 は 生 じなか

った。 一方,他 の動物 由来 の抗体によ る検定結果 と同

様,抗ABPC・BGG血 清 や抗CET・BGG血 清にCCL

・BSAを 作用させ るときはか な りの交差反応 が 惹起 さ

れた。 ウサギでは,こ の他に,抗CEZ・BGG血 清 も

CCL・BSAと 反応 し得る ことが観察 された。

(ii) ゲル内沈降反応に よる検定;Immunoplateの 小

孔に抗原や抗血清を注入 した後,24時 間の沈降線形成

を観察 し,強 陽性(〓),陽 性(+),擬 陽性(±),陰

性(-)の4段 階に分類 した(Table6)。PCAで え

られ たの と同様 の交差反応パ ターンがみとめられた。

(iii)間 接赤血球凝集反応 による検定;使 用 した ウサ

ギの抗血清は,い ずれ も,タ ンニ ン酸処理血球に対する

非特異凝集価がかな り高かった。 このよ うなバ ックグ ラ

ウン ドレベルが高 い実験系は交差反応性検定法 としては

余 り好 ましい ものではないが,抗 血清を,そ れに対応 し

た抗原で被覆 された赤血球 と組合わせ ると,非 特異凝集

を大 き く上廻 る凝集価が得 られたので,こ の系 による交

差反応性の検討を も試 みた。Table7に 見 られる よう

に,抗CCL・BGG血 清 はCCL・BSA被 覆赤血球 に対

しては高 い特異凝集 を示すが,他 剤抗原被覆赤血球 に対

しては,タ ンニ ン酸処理赤血球や,キ ャ リア蛋白質被覆

赤血球に対す る凝集価以上のハプテ ン特異凝集を示 さな

か った。 一方,他 剤ハプテ ンに対す る抗血清の中,抗

ABPCな らびに抗CEZ血 清 はCCL・BSA被 覆赤血球

に対 して,バ ックグ ラウン ドレベルを僅 かなが ら上廻 る

凝集反応を 呈 したが,抗PCG・BGG血 清 はCCL・

BSA被 覆赤血球に対 し交差反応 を示 さなかった。 これ

らの結果は,PCAや 沈降反応 で えられた成績 と一致 し

て いる。ただ,抗CET・BGG血 清がCCL・BSA被 覆
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Table 5 Cross-reactivity between CCL and other antibiotic haptens in the elicitation of guinea pig PCA

mediated by g uinea pig IgG1 and rabbit IgG antibodies

赤血球を 凝集せず,他 の テス トと相違す る結果を示 し

た。

〔II〕In vitro直 接 クーム ス反応陽性化作用

O型(男 性1名 及び女性1名)な らびにA型(男

性3名)の 健康人の血液を使用 し,MOLTHAN法 で検定

した結果をTable8に 示 した。

CCL及 びCEXは 水 に難溶であったので室温放置,

或いは50℃ に数分加温 した場合の飽和溶液(そ れぞれ

7mg/ml, 10mg/ml弱 といえ る)を 血液に添加 した。

3種 類の クームス試薬を使用 したが,ど の試薬を用いて

もほぼ一致 した結果をえることができた。対 照薬の中で

はCETの 作用が最 も強 く,終 濃度5mg/mlで 殆 ど全

ての場合 クームス反応は陽性化 した。PCGも 弱いなが

ら作用を示 し,40mg/mlで 反応を陽性化 したが,CEZ

は40mg/mlで も作用を示 さなか った。CEXとCCL

は,テ ス ト可能な濃度範囲の上限,即 ち,3.5あ るいは

5mg/mlで もクームス反応をひき起 こさなか った。

考 察

CCLは 経 口用セ ファロスポ リン剤であるが,そ の免

疫学 的性質を検定するのに,本 報 では,同 薬剤を注射に

よって動物 に投与 した。それは,酵 素製剤や接触過敏症

を起 こす ジニ トロクロルベンゼン7)等 の場合と異なり,

CCLの 場合は,投 与経路を変えて も免疫応答性 や 誘発

抗原性 の質的変化は起 こらないであろうと考えたからで

あ る。 むしろ,経 口投与 して消化器管から吸収させるよ

りも,一 定量を注射す る方が実験 的に薬剤量を正確に規

定で きるという利点があ るとも云えよう。このような考

え方に従って,CCLlmgをFCAエ マルジョンの形

にしてマ ウスに注射 したが,3つ の系統のいずれにおい

て も,抗CCL抗 体の産生は全 くみとめ られなかった。

まして,ア ジュバ ン トを用いずに薬剤のみを注射したり,

あるいは,経 口的に投与 した場合は抗体産生を起こすこ

とはないであろうと判 断される。 もちろん,あ らゆる動

物の中で ヒ トが最 も感作され易いとされていること8,を

考慮す ると,マ ウスでの結果をそのままヒトに適用する

ことは妥 当ではない。 しか し,同 じ免疫条件で,対 照薬

として用いたCETやPCGに 対 しては,個 体によって,

明 らか に抗体産生が観察されたので,少 な くとも,CCL

の抗体産生能が市販 されているこれ らの薬剤のそれと比

べてかなり弱いということは間違いない。

CCLと 他の β-ラクタム抗生物質 との免疫学的交差反
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Table 6 Cross-reactivity between CCL and other

antibiotic haptens in the production of preciptin

reaction using rabbit antisera

応性の検定は,抗 体試料 として各薬剤 のBGG結 合体 に

対する抗血清 を,ま た,反 応誘発抗原 と して薬剤の

BSA結 合体を使用 して行なわれた。FCAエ マル ジョン

により感作された ウサギや モルモ ットの 抗血清の場合

は,Plain BSAと の 反応性 は全 く観察 されなか ったが,

本文中にも記 したように,ア ジュバ ン トとして水酸化 ア

ルミニウムゲルを使 って感作 したマ ウスの抗血清 には,

Plain BSAと 反応 して
,あ る程度のPCAを 惹起す る

ものもあった。 もっとも,こ の キャ リアー 蛋白質部分の

関与は,レ シピエン トと して用い るラッ トに,抗 血清の

皮内注射の直前にBSAを 静注 してお くことによって完

全に消去された。 この処置は抗血清の抗ハプテ ン抗体価

にはほとんど影響を与え なか ったので,ハ プテ ン相互間

の交差反応性を検定 するのに極めて好都合 であった。 さ

らに,念 の為,ど の抗血清 と組合わせて もPCAを 起 こ

さない卵白アルブ ミン(OVA)を キ ャリアー とし,種

々の薬剤のOVA結 合体をつ くり,そ れ らを誘発抗原 と

して再検討したが,上 述のBSA結 合体を使用 した場合

と同様の交差反応パ ターンがえ られ,検 定が正当に行な

われたことを裏付 けることにな った。

CCLと 他剤との 交差反応性 は 反応系 によって必ず し

も一致しなかったので統一 的に論 じることは容易でない

Table 7 Cross-reactivity of CCL and other antibiotic

haptens in the passive hemagglutination test using

rabbit antisera

が,実 験成績を総括 して次の ことが云え よう。CCLと

の交差反応性が最 も著 しか ったのはCEXで あ り,試 験

したどの実験系で も,CEX・BSAを 誘発抗原と した場

合の抗CCL・BGG血 清の抗体価は,対 応抗原CLL・

BSAを 用 いた場合の それ と 近似 して いた。CEXと

CCLは 化学構造が互 いに酷似 している(セ ファ ロスポ

リン核3の 位置 におけるCH3とClの 相違 のみ)の

で交差反応性が高 くて当然であ る。CEXに ついでCET

やABPCと の交差反応性が注 目された。 これ らの2種

類のハプテ ンとの交 差反応は多 くの反応系でみ とめ られ

たが,反 応系によっては観察 されないこともあ った。 こ

の2者 の中ではCETと の交差反応 の方が より顕著で

あ った。一般 に,β-ラ クタム抗生物 質の 免疫学的特異

性の決定 には,ペ ニシ リン核やセ ファロスポ リン核の構

造よ りも,6位(ペ ニシ リン)や7位(セ フ ァロスポ リ

ン)側 鎖の構造が大 きな役割 りを演 じている9)と 推定さ

れている。ABPCはCEXやCCLと 同 じ く,側 鎖と

してフェニルグ リシル基を有 しているが,こ の ことが交
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Table 8 Minimal essential concentration (mg/ml) of antibiotics to produce in vitro direct COOMBS' reaction

*) A: Kokusai-Shiyaku
, B: Tokyo Hyojun-Kessei, C: Ortho

**) Dissolved by incubating at 50•Ž for 5 minutes

* * *) Dissolved at room temperature

差反応性 の主要因であるとは考え難い。 とい うのは,ど

の反応系において も,抗CCL抗 体はABPC・BSA抗

原 と反応 しなか ったか らである。 また,同 じ側鎖を もつ

ABPC以 上 に,側 鎖の異なるCETの 方が強い交差反応

性を示 した ことか らみて も,側 鎖部分ばか りでな く,む

しろ,核 の部分や分子全体の立体 的構造の方が特異性 決

定 因子 としてより重要な場合 もあるとい うことが示 唆さ

れる。 さらに,ABPCやCET以 外の抗生物質が交差反

応性を示す こともあった。即ち,ウ サギの抗CEZ・BGG

血清がCCL・BSAと 反応 してPCAを 起こし,ま た,沈

降線を形成 した し,PCG・BGG感 作 モルモ ッ トにCCL

・BSAを 静注す るとアナフ ィラキシー ・シ ョッ ク が観

察 された。 もっとも,PCGやCEZとCCLと の交差反

応 は少数の反応系に限ってみ とめ られたに過ぎなか った。

このように,上 記の結果を通覧すると,程 度 の上で,ま

た,一 般性の上 で差はあるものの,CCLは 用いた5種

類の対照薬物のいずれ とも,何 らかの反応 系において交

差反応を起 こす と見なされ る。 一 口でい うと,CCLハ

プテ ンの特異性 は,他 の β-ラクタム抗生物質で経験 し

ているより,か な り低いように思 われ る。 それは,特

異性 決定にCCLハ プテ ン分子全体の概略的な立体的輪

廓が関与す るところが大 きいか らではないかと推察 され

る。

検定方法によって交差反応のパ ターンが必ず しも一致

しないという点に関しては,現 在のところ,適 切な説明

を下す ことはできないが,最 も主要な要因としては,ま

ず,抗 体産生動物の種の違いをあげることができよう。

動物によって生 じた抗体の特異性に差が出ることは他に

も例がある3,10)が,CCLの 場合,他 の例に比べてかな

り多様であった。 次に考慮すべ きは抗血清採取時期,云

いかえ ると,免 疫の強 さである。我 々の予備実験による

と,CCL・BGGのFCAエ マルジョンで 免疫されたモ

ルモ ットの血清 とCET・BSAと の交差反応が,初 期血

清 については弱 く,高 度免疫状態では高いことが示され

た。 このよ うな現象が他剤に対す る抗血清についても起

こりえ るとすれば,た とえ,同 じ動物種由来の抗血清で

も,血 清調製の条件によって異なった交差反応パターン

をえることになるか もしれない。 この点に着目して再検

討を行な う必要も生 じるか もしれない。 さらに興味深い

のは,同 じ種,同 じ免疫条件であっても検定法の相違に

よって結果が変動す る場合が あるとい うことで,た とえ

ば,PCG・BGGやCET・BGGで 感作されたモルモッ

トのアナフィラキシー試験で はCCL・BSAが 交差反応

を呈す るのに,こ れ らの感作動物の血清によるPCA試

験ではCCL・BSAは 誘発原 とな らなかった。このくい

ちがいについては,能 動的組織感作がIgG1型 のHomo'

cytotropic antibodyに よるのでな く,特 異性の幅を異

にす るIgE抗 体によって達成 されているからではない
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かという可能性が考え られ,目 下,検 討中である。

以上の論議は,あ くまで も,薬 剤の蛋白結合体 を免疫

原や誘発抗原 として使用 した実験 的反応系での交 差反応

に関するものである。実際の臨床適用 のように薬 剤その

ものを投与するという条件では事情 は異な り,交 差反亦

が起こる可能性は著 し く低 くなる ものと予想 される。と

いうのは,CET11)やPCG12)に は,薬 剤その ものに誘

発抗原性があるとい うことが報告されて いるが,CCL

には誘発抗原性がみ られない とい うことがC3H/Heマ

ウスの抗CCL・BGG血 清 によるラッ トPCAで 明 らか

にされたからである。

CCLはCEXと 同様,水 に難溶であ り,し たが って,

他の対照薬剤と同 じような濃度で クームス反応陽性化作

用を検定することはできなか った。できるだけ高濃度で

作用させるということを 目的として,室 温飽和 あるいは

やや加温して溶解 させた溶液を血液に加 えたが反応 は陰

性であった。 さらに,血 液 に直接溶か し込む(こ の場合

の濃度は約7mg/mlと 推定 され た)と い う試みも行な

ったが,や はり反応は陰性 であった。上述の結果より,

少なくとも,CCLの 作用は,CETの それを越えるもの

ではないと考え られる。既に報 告したように6),直 接 ク

ームス反応を陽性化させ るには,作 用の最 も強いCET

の場合でも,血 液との インキ ュベーシ ョンを3時 間 行

なうことが必要であった。CCLの 排泄 は速やかであ り,

ヒトに,通 常量を投与す る場合,3.5或 いは5mg/ml

という血中濃度が3時 間 も維持 されるとい う ことは考

え難く,こ の薬剤の臨床使用において,ク ームス反応 陽

性化作用を介した副作用が惹起されるという可能性 は小

さいものと推察 される。
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IMMUNOLOGICAL PROPERTIES OF CEFACLOR

MINORU HARADA, MITSUO TAKEUCHI, MITSUNOBU MATSUMOTO,

MASAKO KOIKE, and MITSUO EBATA

Shionogi Research Laboratory, Shionogi & Co., Ltd.

Some immunological properties of cefaclor (CCL) were examined in the experimental animals.

1) In the three mouse strains tested, multiple injections of plain CCL emulsified with FREUND'S com-

plete adjuvant failed to produce the antibodies of either class of IgE or IgGI. Under the same condition,

plain Cephalothin (CET) and Penicillin-G (PCG) induced the difinite antibody response in some mice of

any strains tested. Therefore, it is at least safe to state that the immunogenicity of CCL is much lower

than those of these two antibiotics.

2) Immunological cross-reactivity between CCL and other analogous antibiotics was determined using

the protein conjugates of them as both immunogens and eliciting antigens. The results were not always

consistent depending on the reaction systems such as the assay methods and origins of antibodies used (i. e.,

animal species and the timing for the antiserum preparation). But summarizing the results, the following

comments would be presented. The cross-reactivity was highest between CCL and Cephalexin which was

observed in all the reaction systems examined. Also, CET and Ampicillin cross-reacted with CCL in a

number of reaction systems, but PCG and Cefazolin did not except for in a very few cases. So far as

tested, plain CCL lacked eliciting antigenicity in the presensitized animals. Therefore cross-reactivity

between plain CCL and other ƒÀ-lactam antibiotics would be estimated to be much less than evaluated at

the antibiotic-protein conjugate level.

3) CCL failed to produce the in vitro direct COOMBS reactions even at ca. 5 mg/ml which was the high-

est concentration testable because of its low solubility.


