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PCGpolymerと 血清蛋 白との結合性について

(と くに連続向流透析法での解析)

竹内良夫 ・西村葉子 ・林 宜之 ・木村義民

日本医科大学微生物学免疫学教室

(昭和54年7月27日 受付)

Benzylpenicillin水 溶液から形成されるPCG polymerを 分離し,そ の蛋白結合性を2種 類の透

析法で比較検討した。連続向流透析とseamless cellulose tubingを 使用した透析方法の比較から,

前者は遊離の薬剤を30分 以内に除去し,非 特異的吸着も認められなかった。 後者は30分 間で薬

剤の10%が 除去されたにすぎなかった。 この結果から,連 続向流透析法によりPCG polymerの

BSAに 対する結合能を測定した。procaine PCG suspensionか ら分離したPCG polymer(2mg)

はBSA(1mg)に 対 して40%の 結合能を示 した。 この数値はBSAを 増量した同様の実験でも

変化がな く,BSAに 対 する結合性から2種 類のPCG polymerが 存在することが判明した。以上

の研究は透析操作の短縮化により薬剤 ・蛋白結合物作製中に薬剤が重合する危険性を排除でき,連

続向流透析法の有用性が認められた。 また蛋白非結合性PCG polymerの 存在はPCG polymer-

protein結 合物に対する抗体とは別に,そ の構造に特有の抗体が産生される可能性を示唆した。

緒 言

抗 生 物 質 と血 清蛋 白 との 結 合 性 に 基 ず く副 作 用 と して

は,薬 剤 が生 体 内 のproteinと 結 合 してconjugatesを

形 成 す る こ とに 帰 因 す る ア レル ギ ー の 発来 性 が問 題 とな

るo

LANDSTEINER1)はhaptenに 対 す る液 性抗 体 の 産 生

には,haptenが 生 体 内蛋 白 と結 合 し,完 全 抗 原 とな る

ことが 必 要 で あ る と報 告 した。 さ らにLEVINE2)は べ ニ

シ リソ ア レ ル ギ ーの 主 な 抗 原 決 定 基 がbenzylpenicilloyl

protein conjugatesで あ る こ とを 証 明 した 。 しか し な

が ら薬 剤 ア レル ギ ー患 者 の生 体 内 か らhapten protem

conjugatesを 証 明 した 報 告 は 少 な く3～5),こ れ 以 外 の抗

原 型 に よ る ア レル ギ ー 発 症 の機 構 も考 え られ て い る6～8)。

著 者 ら9)は 市 販 のprocaine PCG suspensionを ラ ッ ト

に感 作 し た結 果,製 剤 中 に形 成 さ れ たbenzylpenicillin

重 合体(PCG polymer)に 対 す る抗 体 が 産 生 され た こ と

を報 告 した 。え られ た抗 体 はbenzylpenicilloyl protein

conjugatesとPCG polymerに 特 異 的 に 反 応 した 。 し

か しな が ら こ の免 疫 反 応 がPCG polymerと 生 体 内 蛋 白

との 結 合 物 に よ っ て抗 原 性 を 発揮 した の か,ま た は 結 合

を 介 さ ない 単 独 の型 で生 じた の か は 明 らか に し え な か っ

たo

本 論 文 は 以 上 の 点 を 考 察 す る 目的 でPCG polymerと

生 体 内蛋 白,と くにalbuminと の結 合 性 に つ い て 検 討

す る と共 に,連 続 向流 透析 法 の 透 析 効 果 に つ い て検 討 す

る こ と を 目的 とし た。

材 料 お よ び方 法

1)PCGpolymerの 検 出 と分離:竹 内 の 方 法10)に

準 じて 試 料 を 分 離 し た 。procaine PCG suspension

(3,000,000単 位/vial,万 有製 薬 社 製Lot.sw397)を

10,000r.P.m.20分 間遠 心 し た。 そ の 上 清 試 料20mg

を1mlのmethyl alcohol(和 光 純 薬 社 製)に 溶 解 し

製 剤 添 加 物 を 除 去 した 。次 い でgel filtration (Sephadex

G-25fine Pharmacia社 製)に よ り,PCG polymer,

dimer,penicillenic acidを 分 離 し,そ の 凍 結 乾 燥 物 を

結 合 率 測 定 用 試 料 とし た。 対 照 に は,結 晶 プ ロ カ イ ン

PCGカ リウム(明 治製 菓 社 製20万 単位Lot. GLD51)

を 使 用 し たσ

2)結 合 率 の 測 定:Bovine serum albumin (BSA.

Sigma 社U.S.A.)100mgと 試 料300mgにpH8.0

phosphate buffered saline(PBS)20mlに 溶 解 し,37℃

1時 間incubateし た 。 遊 離 の試 料 は 透 析 器(D-Ttype,

Biamed Instrument inc.,U.S。A.)を 使 用 し て連 続 向

流 透 析 法11)で 除 去 した。 透 析 外 液 の試 料 濃 度 はElectro-

photometer(Hitachi101型,日 立 製 作 所 製)を 使 用 し

て,比 吸 光 度(E1%1cm)12)を 各 々の 最 大 吸収(254nm,

280nm,320nm13))で 測 定 し結 合 率 を 換 算 した。

3)透 析 効 果 の 比 較:連 続 向 流透 析 法11)とseamless

cellulose tubing(18/32type Visking Company)を 使

用 し た透 析法 を 比 較 し た。PCGlmg/mlを 連 続 向 流透

析 器 お よびcellulose tube内 に 入 れ,前 者 はpH7.2

P.B.を2ml/min.の 速 度 で 流 出 さ せ,後 者 は1,000
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Fig. 1 Schematic representation of a counterecurrent dialyzer

Fig. 2 Effect of sample flow on dialysis

Free PCG in the dialysates was measured at 254

nm by the spectrophometer and was compared

by two dialysis methods.(- continuous flow

countercurrent dialysis.•c cellulose tubing

dialysis)

倍量の透析外液中で透析した。経済的に透析内液の吸光

度を測定し効果を判定した。

結 果

透析に使用した連続向流透析装置(Fig.1)は プ レキシ

ガラス製のブロックの間にシー ト状の透析膜をはさみ,

管 状にしたもので,管 の長さ112cm,容 積0.5cm3,

透 析面積78.4cm2で あ る。容積に対して表面積が極端

に 大 きい 。 こめ透 析効 果 はFig,2に 示 す よ うにPCG(1

mg/ml)を 試 料 とし た場 合 では,透 析 液 を60ml(30分

間)流 出す る と透 析 内 液 のtransmitance%は100%

とな りPCGが 完 全 に 外 液 に 移 行 し た。seamlessce1-

1ulose tubingの 場 合 に は(点 線),30分 間 で約10%が

減 少す る程度 で,透 析 効 果 に 著 しい 差 が認 め られ た 。 そ

こで連 続 向流 透 析 法 を 使 用 して結 合 率 を 測 定 した
。 方 法

に示 し た操 作 で,あ らか じめ 薬 剤 の 比 吸 光 度 を 測 定 した

(starting antibiotics)後 にBSAとincubateし た後

の透 析 外 液 中 の 遊 離 の薬 剤(dialyzed antibiotics)の 比

吸 光 度 を 減 じ,starting antibioticsで 除 し
,結 合%と

した 。

starting antibiotics E 1%
 1cm

-dialyzed antibiotics E 1%
 1cm

starting antibiotics ×100=結 合%

上 記 の 計 算に よ り,PCG polymer, dimer, penillenic

acidの 結 合率 を計 算 した(Table1)
。penicillenic acid

が 最 高 で95%,PCG polymerが 最 低 で40%で あ
っ

た。 さ らにpolymerの 結 合能 に つ い てBSAを4mg～

20mgに 増 量 した 同 様 の方 法 で検 討 し た(Table2)
。 そ

の結 果,PCG polymerの 結 合 率 は44～49%で ほ とん

ど一 定 であ り,蛋 白 非結 合 性polymerの 存 在 が 示 唆 さ

れ た 。
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Table 1 Protein binding of antibiotics

Antibiotics: 1mg/ml
BSA: 2 mg/ml

Protein binding % was calculated as follows.

starting antibiotics E
 1%
 1cm

dialyzed antibiotics E
1% 
1cm

starting antibiotics
•~100=binding %

Table 2 Protein binding of PCG polymer

PCG (1 mg) was incubated with BSA (4-20 mg)
and binding % was calculated as Table 1.

考 察

Penicillinと 血清蛋白の結合能はacy1基 の種類によ

って異なるのは一般に よく知 られた事実である。

著者らが使用した薬剤は,PCGの 重合物,分 解物で

ありacy1基 は全 く同 じと考え られる。 これらの蛋白結

合能はpenicilleni cacid,PCG,PCG dimer,PCG

polymerの 順 に低下した。さらにPCG polymerは 蛋 白

濃度を過剰に加えて反応 させても遊離の分子が透析外液

中に検出された。 この現象は種々の緩衝液で上記の実験

を行っても同様の結果であった。このことはPCG製 剤

水溶液の放置によって生じる重合体14)の化学的性状の1

つ として蛋白との結合性の有無により2種 類のpolymer

に分 けうることが示唆された。

BATCHELOR15),SARKANY16)はPCGpolymerと

carrierproteinは 結合しない と報告した。 しかしなが

ら著者 らは最近の実験で17)PCG polymerを 赤 外分析 し

た結果,構 造の異なる2種 類のpolymerが 検 出され,

1つ は1,540cm-1付 近にdisulfide結 合15)によると考

えられる吸収帯が認められた。また,も う1つ はbeta-

Lactam環 が開裂した高分子重合体であった。 この結果

から,前 者は-S-S-結 合 したdimerが 別 のdimerの

beta-Lactam環 のacy1と の結合により生 しるpolymer18)

であ ると想定された。 また後者 は,い わゆる"linear

polymer"19)で あ り,polymer末 端 のPCG分 子に蛋白と

の結合基が存在する。すなわち,蛋 白非結合性polymer

は前者の構造により,蛋 白との結合基 が欠除 した もの

か,ま たは1inearな 高分子内に結合基がまき込まれた20)

結果によるかもしれない。 このpolymerは 実験動物に

感作原性があ り,し かもモルモットPCA反 応を惹起し

た9)。 すなわち非結合性polymerは 完全抗原 として反

応に関与したけれども,低 分子であ り10),こ ういう分子

の免疫応答には問題が多 くさらに詳細に検討すべきであ

ると考えられた。

PCG水 溶液 中に形成 され るpolymerは24時 間で

0.4～1.0%21)で あ り,ま た五十嵐ら22)は放置後1～2時

間で微量のpolymerが 検 出され,こ の量はモルモット

8日 間PCA反 応を惹起するのに充分であると報告した。

著者らの予備的な実験でも,PCG水 溶 液を4時 間室温

放置することにより,0.1%のPCGpolymerが 形成さ

れることが確認された。このように薬剤の急速な重合化

による抗原性発現についてアレルギー反応用test抗 原

を再検討する必要があるかも知れない。

何故ならば薬剤アレルギーに関する実験用抗原は,従

来から薬剤蛋白結合物が応用されている。これは一定の

条件下で約24時 間incubateし,数 日間透析した凍結

乾燥物である。これらの抗原作製中にantigenicな 重合

体が形成される可能性は極めて高い と考えられ,そ の結

果,目 的とする抗原抗体 とは別の反応を観察する危険性

が生 じるかも知れないからである。

この問題を解決する1つ の手段 として,今 回の実験で

使用した連続向流透析法は従来の方法よりも短時間で透

析が完了する特微があった。 この結果,実 験操作中に形

成されるpolymerの 存在を否定できる方 法としてその

有用性が示唆された。

結 論

benzylpenicillin水 溶液か ら形成されるPCGpolymer

を分離し,そ の血清アルブミンとの結合性を3種 類の透

析法で比較検討した。

1)連 続向流透析とseamless cellulose tubingを 使

用 した透析方法の比較か ら,前 者では遊離 の薬剤を30

分以内に除去し,非 特異的吸着 も認められなかった。後

者は30分 間で薬剤の10%が 除去されたにす ぎなかっ

た。

2)次 いで連続向流透析法により蛋白結合能を測定し

た。

procainePCGsuspensionか ら分離したPCGpolymer
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く(2mg)はBSA(1mg)に 対 して40%の 結 合能を示

した。この結果はBSAを 増量 した同様の実験でも結合

能 に変化がな ぐ,蛋 白非結合性PCG polymerの 存在が

示唆された。

本論文の要旨は第25,回 日本化学療法学会総会にお

いて発表した。
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ON THE BINDING CAPACITY OF PCG POLYMERS

TO SERUM PROTEIN (ESPECIALLY ON THE

ANALYSIS BY CONTINUOUS FLOW

COUNTERCURRENT DIALYSIS)

YOSHIO TAKEUCHI, YOKO NISHIMURA, NOBUYUKI HAYASHI

and YOSHITAMI KIMURA

Department of Microbiology and Immunology, Nippon Medical School, Tokyo

Benzylpenicillin polymers were isolated from stored PCG aqueous solution, and its binding capacity
to BSA was comparatively studied by two dialyzing methods.

(1) By centriflow continuous dialyzer, free PCG was filtrated out completely within 30 minutes,
showing no non-specific adsorption.

(2) By dialyzing method employing seamless cellulose tube, only 10% of free PCG was filtrated
out for 30 minutes.

From these results, centriflow continuous dialyzing method was used for the test of protein binding
capacity of PCG polymers. The result showed that 40% of PCG polymers (2 mg) was bound to BSA

(1mg), but the binding capacity did not change by increasing BSA.
These results suggested the existence of PCG polymers which did not bind with albumin.


