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Benzylpenicilloyl-Carboxymethyl Cellulose sodium saltの 抗 原 性

林 宣 之

日本医科大学微生物学免疫学教室

(昭和54年8月27日 受付)

Carboxymethyl cellulose Na(CMC)は,分 散 安 定 剤 また は 粘 性 剤 と し て,市 販benzylpeni-

cillin製 剤 の水 性 懸 濁 液 に 配 合 され てい る。 こ のCMCがPCGと 結 合 し,benzylpenicilloyl-CMC

とな りbenzylpenicilloyl (BPO) specific antibodyを 形 成 した 。 え られ た 抗 体 はBPO-CMCの 抗

原 性 に よる も の とは 別 にBPO-CMC作 製 中 に形 成 され るPCG polymerの 関 与 に よ る 抗 体 産 生 の

可能 性 が考 え られ た 。 本論 文 は,実 験 的 に 作 成 したBPO-CMCの モル モ ッ トに 対 す る感 作 原 性 の

有無 をPCG polymerを 対 照 と して 検 討 した 。

PCGま た はPCG polymerとCMCを37℃,2時 間,incubateし たPCG polymerが 混 入 し

てい な いBPO-CMCお よ びPCG polymer-CMCをHertley系 モル モ ッ トに 感 作 し た。BPO-

CMC免 疫 群 は9/10例 に 抗 体 が 検 出 され,感 作 血 球 凝 集 抗 体 価 は 平 均64倍 で あ った 。 こ の 抗 体

はPCGに 特異 的 で あ る こ とが 阻 止 反 応 で 証 明 され た 。

対 照 と したPCG polymer-CMC免 疫 群 は 全 例 に 抗 体 産 生 は 認 め られ な か っ た。 こ の 抗 原 の 物 理

化 学 的 測定 でPCG polymerはCMCと ほ とん ど結 合 しな い こ と が 判 明 し た 。 す な わ ちPCG

polymer-CMC作 製 操作 中,得 られ たCMC分 画 中 に はPCG polymerが 含 まれ て お ら ず,し た

が っ て感 作 原 性 が な か っ た と考 え られ た 。 以上 の結 果 は ペ ニ シ リン ア レル ギ ーの 発 症 に 関 与 す る抗

原 の1つ と してBPO-CMCの 存 在 に つ い て再 検 討 の要 が あ る こ とを 示 唆 した 。

緒 論

ペ ニシ リン ア レル ギ ー 発症 に関 与 す る多 くの抗 原 型 の

うちPCG水 溶 液 中 に 形 成 され るbenzyl penicillin重

合 体(PCG polymer)に つ い て 種 々の 検討 が な され てい

る1)。 竹 内 ら2)は 市 販procaine PCG suspension上 清

中(300万 単 位/1 vial)か ら75mgのPCG polymer

を 検 出 し,こ うい うPCG polymer含 有 製 剤 は ラ ッ ト

に 対 し て 感 作 原 性 が あ り,benzylpenicilloyl (BPO)

specific antibodyが 産 生 され る こ とを 報 告 した 。また こ

の抗 体 はPCG polymerと も強 く反 応 し,製 剤 の も つ

感 作 原 性 の 主 な抗 原 決 定基 がPCG polymerで あ る こ

とを 推 測 した。

一 方,上 記 のPCG polymerと は 別 に,製 剤 中 に存 在

可 能 な抗 原性 物 質 と し て,薬 品 添 加 剤 で あ るCarboxy-

methyl cellulose Na(CMC)とPCGの 結 合 物 が 報 告

され て い る。C.H.SCHNEIDER3)は,こ の 結 合 物 はpe-

namaldate assayに よ りbenzylpenicilloyl-CMC (BPO-

CMC)結 合 物 で あ る と し,こ れ を ウサ ギ に感 作 した。 そ

の 結 果,BPO-specific antibodyの 産 生 を認 め た。 さ ら

にB.B.SIEGEL4)は ペ ニシ リン ア レ ルギ ー患 者 血 清 を

passive transferし,BPO-CMCを 誘 発抗 原 とす る皮

膚 反 応 を行 い,陽 性 の 結 果 を え た。 この こと か ら,BPO-

CMCの ア レル ギ ー原 性 を報 告 し た。

しか し なが ら,CMCは 免 疫 反 応 に お い てcarrierと

して 作 用 す る との報 告 は な く,以 上 の報 告 に使用 され た

BPO-CMC結 合 物 は そ の 作 製 過 程 でimmunogenicな

PCG polymerの 混 入 に よ り,種 々の ア レル ギ ー反応 を

惹 起 し た の では な いか と い う疑 問 が 生 じた。

こ の論 文 は,薬 剤 ア レ ルギ ー発 症 に 関 与 す ると報 告 さ

れ たCMCとPCGの 結 合 物(以 下C.H.SCHNEIDER

ら の報 告 に 従 いBPO-CMCと し た)に よ る 抗 原 性発現

の 有 無 を,PCG polymerを 対 照 と し て,再 検 討 す るこ

とを 目的 と した。

材 料 お よび 方 法

1.材 料

1)薬 品Carboxymethyl cellulose sodium salt

(和 光 純 薬 工 業 社 製)を 使 用 した 。

市 販crystalline benzylpenicillin potassium. Lot

No.AP-170(明 治 製 菓 社 製)をCMC coupling抗 原お

よ びPCG polymer5,6)の 材料 と した 。

2)動 物 免 疫 に は 体 重2009の 雌 性Hertley系 モ

ル モ ッ トを,PCAに は 雌 性 同 系 モ ル モ ッ トを使 用 した。

II.BPO-CMCま た はPCG polymer-CMCの 作製

PCGま た はPCG polymer 100mgとCMC 10mg/
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pH 7.2 phosphate buffered saline (PBS) 5mg 37℃

2時 間incubateし た 。 遊 離 の 薬 剤 は,Amicon cent-

riflo membrane CF 25(ア ミコ ン,フ ァー イ ー ス ト,リ

ミテ ッド社U.S.A.)を 用 い て遠 心 限 外炉 過(1000rpm)

した。

炉 液を 紫 外 部 吸 収 波 長254mμ7)で 測 定 し,透 析 内液

か ら遊離 したPCGが 完 全 に 除 去 され る ま で,retentates

の洗 浄 を 行 っ た 。retentatesの 凍 結 乾 燥 物 をC.H.

SCHNEIDERら の報 告3)に 従 いBPO-CMCま た は 便 宜 上

PCG polymer-CMCと した。

III.免 疫 方 法:上 記BPO-CMC,PCG polymer-

CMC各5mg/0.25ml SalineをHertley系 モ ル モ ッ

トの足 蹠 に 皮 内 注 射 し た 。 週1回 の割 合 で2カ 月 継 続

し,開 始80～85日 後 に全 採 血 した 。抗 体 価 の 測 定 は

BPO-RSA8)を 反 応 用 抗 原 と し た タ ンニ ン 酸 処 理 感 作血

球凝集 反応 に よ った 。

IV.タ ン ニ ン酸 処 理 感 作 血 球 凝 集 反 応:高 橋 の 方

法9)に準 じ て 行 った 。RSA coupling抗 原2mg/mlで

常 法 どお り感 作 血 球 を 作 製 し,マ イ クロ タ イ タ ー法 に よ

り抗 体価 を 測 定 した 。

V.薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー:MONNI (1973)10),

POKORNY (1973)11)ら が 報 告 した 方 法 に 準 じ て 行 った 。

試料1mgを1mlの 展 開 液(n-butano1: acetic acid:

water=60:15:25)に 溶解 し,そ の0.02mlをTLC

aluminium sheet上 に直 径 約2mmの ス ポ ッ トを 作製

し,風 乾す る。 上 記 展 開 液 が 飽 和 され た密 閉槽 内 で 常法

どお りに上 昇 法 に よ り試 料 の展 開を 行 った 。 物 質 の移 動

はTLC aluminium sheetにchloroPlatinic reagent

をsprayし10分 後 に 薄 赤 色 中 に 白色 の ス ポ ッ トの 出

現 に よ り確 認 した 。 相 対 移 動 率(Rf)は 試 料 の移 動 距

離/溶 媒 移 動 距 離 と して 計 算 した 。

VI.ヨ ウ素 滴 定 法:日 本 抗 生 物 質 薬 品 基 準12)に 準 じ

て行 った 。試 料1mg/mlにN-NaOH 1mlを 加 え15

分間放 置 した の ち,N-HCl 1ml,0.01Nヨ ウ 素 液10

mlを 加 え15分 間放 置 す る。 次 に0.01Nチ オ 硫 酸 ナ

トリウ ム液 で滴 定 す る。 試 料 中 のPCG含 有 量 は,対 照

の消費 した0.01Nヨ ウ素 液 の量 か ら試 量 の 消費 量 を 減

じた数 を2.52で 除 しtotal PCG mg数 と した 。

結 果

各 種抗 原 感 作 モル モ ッ トに お け るimmune response

はPCGま た はPCG polymerとCMCの2時 間incu-

bateに よっ て えた 結 合 物,す な わ ち,BPO-CMC, PCG

polymer-CMC各5mgを1群10匹 のHertley系 モ

ルモ ッ トに感 作 した 。 免 疫 開 始 後2週 目毎 に 試 験 採 血 し

抗血清 を えた 。 抗 体 価 はBPO-RSA (2mg/ml)を 抗 原

とした タ ン ニ ン酸 処 理 感 作 血 球 凝 集 反 応 に よ り 測 定 し

Fig. 1 Formation of antibody to immunogens in

guinea pigs

Table 1 Formation of antibody to immunogens in

guinea pigs

PHA titers are the means of triplicate determi-

nation.

Fig. 2 Antigenic cross reactivity among PCG, PCG

polymer and CMC

Values shown are the means of triplicate deter-

mination by PHA inhibition test.

た。免疫開始後2,4,6,8,10週 目に試験採血 した血

清の抗体価はFig1に 示 されるようにBPO-CMC免 疫

群は7～8週 をpeakと す る抗体が検出され,そ の抗体

産生陽性例は9/10で あった。 しかしながらPCG poly-

mer-CMC免 疫群では全例に検出されなかった(Table

1)。

次 いで抗BPO-CMC血 清の抗原特異性を解析する 目
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的 で 感 作 血 球 凝 集 阻 止反 応 を行 った(Fig.2)。64倍 抗 体

価 の抗 血 清 希 釈 液0.025mlに 対 して 各 濃 度 のinhibitor

(0.025ml)を 加 え2時 間incubateし た もの をtest血

清 と した 。 血 球 感 作 抗 原 はBPO-RSA (2mg/ml)を 使

用 した 。抗BPO-CMC血 清 はPCG 12μg/mlで 完 全

に 阻止 され るが,PCG polymerは6mg以 上 で は8倍

で一 定,CMCで は 阻 止 され な か った 。 以 上 の結 果 か ら,

抗BPO-CMC血 清 はPCG polymerと わ ず か に 反 応 す

る がPCGに 特 異 的 な抗 体 で あ り,し か もCMCに は反

応 性 が な い こ とが 確 認 され た 。

以 上 の実 験 か ら感 作 原 性 が 証 明 され た がimmunoge-

nicなPCG polymerを 含 有 す るPCG polymer-CMC

の 抗 体 産 生 が 認 め られ なか った 。 この 矛 盾 を解 析 す る 目

的 で 抗 原 の物 理 化 学 的 性 状 を 検 討 した 。

試 料1mg中 のtotal PCG量 をiodmetric assay

で 測 定 し た(Table 2)。benzylpenicillin potassium

0.98mg,PCG polymer 0.04mg, BPO-CMC 0.13mg

でCMC, PCG polymerは0で あ った 。 さ らに 同試 料1

mgをn-butanol: acetic acid: waterで 測 定 し た

(Fig.3)。 この 条 件 で はPCGのmain Rf値 は0.65

で あ った 。BPO-CMCはRf 0.39の 相 対移 動率 を示 し

た がPCG polymer-CMC,CMCは 検 出 され なか った 。

以 上 の 結果 か ら,PCGとCMCのincubateに よ り

遠 心 限 外 炉過 で解 離 しないBPO-CMC結 合 物 が 形 成 さ

れ,し か もPCG polymerは 存 在 しない こ とが 証 明 され

Table 2 Iodometric assay

Minimal detective dose: 10.0 ƒÊg

Fig. 3 Rf values of immunogens

Development solution: n-butyl alcohol-acetic acid-

water 60: 15: 25 (PH 2.5)

Spraying reagent: Platinium chloride solution

Minimal detective dose: 19 ƒÊg

た。一方,PCG polymerとCMCはincubateし ても

結合 しないか,ま たは上記測定に よる検出限界以下の結

合 しか生 じないことが判明 した。す なわ ち,CMCと

PCG polymerのincubate後 の 遠 心 限外炉過過程で

PCG polymerは 除去され,CMCだ けの抗原であ る可

能性が示唆された。

考 察

Carboxymethyl cellulose Na (CMC)は 分散安定剤,

または粘性剤として医薬品,化 粧品等に広 く利用されて

いる水溶性セルロース誘 導体 で あ る。こ のCMCは

benzyl penicillin製 剤 の水性懸濁液に配合されている。

今回の実験で使用 したBPO-CMCはPCGとCMC

を2時 間以内のincubateに より操作中に形成される可

能性のあるimmunogenic PCG polymer14)を 除 外 し

た。この抗原をモルモ ットに感作することに よりBPO

specific antibodyが 産生 され,PCG polymerが 関与

しないCMCとPCGの 結合による抗原化が証 明 され

た。 しか しな が ら,セ ルロース誘導体の抗原性または

carrier効 果に関する報告は少 な く15),PCG-cellulose

結合物の抗体産生態度は免疫学的にも興味深いと考えら

れた。一方,結 合物による免疫反応とは別にCMCの 特

性である粘性剤としての作用により,PCG分 子がCMC

中に長時間とり込まれた結果,持 続的な抗原放出により

抗PCG抗 体が産生される可能性も考えられた。そこで

著者 らはモルモットのfood padに 皮内注射された5%

CMCに 溶解 したPCGの 血 中移行時間を測定したが対

照 としたsalineに 溶解 したPCGと 同 程 度 であり,

CMCの 吸着作用による抗原刺激な証明されなかった。

対照 としたPCG polymerは その構造1)からCMCと

の結合基がmaskさ れ てい る結果,CMCとincubate

して も結合せず遠心限外炉過で外液に移行しPCG poly-

mer-CMCはCMCだ けが残留した抗原であることが

確認された。CMCに 抗原がないことからこの免疫群で

抗体産生が認められないのは当然であろう。

C.H.SCHNEIDERはCMC 100 glucose当 りのBPO

結合数は3～4で あると報告した。も しPCGとCMC

が化学結合するならばBPO結 合数はもっと多いはずで

ある。Carboxymethyl celluloseは セルロースそのも

のがanhydroglucose unitか らなるポ リマーを形成し

ている。各anhydroglucose unitは3個 の水酸基を有

するanionic cellulosic polymerで あ る16)。実 験に使

用したCMCの カルボキシメチル基の置換度が0.7で

あ るのでBPO-CMCは 置換されていないアルコール性

水酸基とBPOが 弱い結合を生 じた結果によるものと考

えられた。

PCG製 剤中のBPO-CMC結 合物の存在を示唆する報
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告はない。 薄 層 クロマ トグラフィ_でprocainepCG

suspensionはRf0.39の 相対移動率を示す物 質が検

出され,そ れはBPO-CMCと 一致した。この詳細につ

いては検討 しなかったが製剤中のBPO-CMCの 存 在は

否定しえないと考えられ,PCG polymerの 非存在下で

薬剤アレルギーに関する新 しい抗原型として充分な注意

が必要であると推測された。

結 語

医薬品添加物 として使用 されてい るCarboxymethyl

celluloseがPCGと 結合することによる感作原性 の発

現をPCG polymerを 対照 として再検討し,以 下 の結

果をえた。

1)PCGま た はPCGpolymerとCMCを2時 間

incubateし で え たbenzylpenicilloy1-CMCとPCG

polymer-CMC各5mgを モルモヅトに感作した。

前者は9/10例 に抗体産生が認められ,え られた抗体

はPCGpolymerと わ ずかに反応するがPCGに 特異

的な抗体であった。この結果はBPO-CMCの 感 作原性

にPCGpolymerの 関与は認められないこ とを示唆 し

た。

2)PCGpolymer-CMC免 疫群は全例に抗体 は検出

されなかった。抗原の物理化学的検 討 か らPCGpoly-

merとCMCは 結合せず。この抗原の非感作原性 は抗

原作製中にPCGpolymerが 除去されたことによるもの

であることが証明された。
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ANTIGENICITY OF BENZYLPENICILLIN-CARBOXYMETHYL

CELLULOSE

NOBUYUKI HAYASHI

Department of Microbiology and Immunology,

Nippon Medical School, Tokyo

Antigenicity of penicillin analogues converted from carboxymethyl cellulose (CMC), additives in

penicillin suspension, was investigated, and the results obtained were as follows:
1) Antibodies in the guinea pigs immunized with either 5 mg of benzylpenicilloyl(BP0)-CMC or

PCG polymer-CMC were studied with passive haemagglutination technique.
In the former, specific antibody was detected from 9 out of 10 animals and was reacted to PCG but

slightly to PCG polymer. It was suggested that immunogenicity of BPO-CMC was not influenced by
PCG polymer.

2) PCG polymer-CMC was not detected at all. From physicochemical studies of antigen, it was
found that PCG polymer was not bound CMC, and PCG polymer-CMC did not contain PCGpolymer.

For that reason, it had no immunogenicity.


