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補液 中で形成 され るPCG polymerに ついて
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(昭和54年11月29日 受付)

Benzylpenicillin重 合体(PCG polymer)はPCG水 溶液を長時間放置することにより形成され,

抗原性を発現する。 このPCG polymerは 多様な影響により重合化が促進することが知 られ てい

る。著者らは臨床でat randomに 使用されている補液にPCGを 溶 解 し,短 時間で生じる重合化

について測定 した。さらにPCG溶 液 のPCGの 分解はphosphate buffered saline (pH 5)で 高

ま り,そ の変化は322nmの 測定で顕著であった。各種補液中のPCGは5%ブ ドウ糖 液,10%

マル トース液中で変化が著 しかった。上記溶液を試料としてPCGpolymerの 形 式をgel filtra-

tionで 検討 した。その結果,4時 間放置 した1% PCG水 溶 液の0。1%が 重合化していることが

判明した。次に抗BPO-BSA感 作 モルモットを使用 して,1% PCG水 溶液をchallenge抗 原 とす

る3時 間PCA反 応を行った。2時 間以上放置後の溶液はPCA反 応 を惹起 し,PCG polymer形

成 による反応であることが証明された。

以上の測定により,PCG水 溶液は酸性条件下で短時間にpenicilleni cacidを 介 してpolymer

を形成することが推測された3こ の反応は薬理学的にもプニシリンアレルギーの研究にも,重 要な

意味をもつと考えられ,再 考の要あることを示唆した。

緒 言

Benzylpenicillin重 合 体(PCG polymer) はPCG水

溶 液 を長 時 間放 置 す る こ とに よ り形 成 され,抗 原性 を 発

現 す る こ とが 知 られ て い る1～4)。

PCGはbeta-lactam nitrogenとsulfur atomの

両 方 にelectron attackを 受 け や す く,水 溶 液 中 で の重

合 化 もnucleophilesに よ り影響 を うけ や す い5)。 上 記

反 応 に よ りPCGを 特 殊 な溶 媒 に 溶 解 した 場 合 に は 短 時

間 に感 作 原 性 の あ るPCG polymerを 形 成 す る6)可 能 性

が生 じ るか も しれ な い。 本 論文 は こ の推 論 を も と に し

て,臨 床 で一 般 的 に 用 い られ て い る各 種 の補 液 を 溶 媒 と

して,溶 解 したPCGの 重 合 化 を測 定 し,あ わ せ て そ の

PCG水 溶 液 の モ ル モ ッ トに 対 す るPCA惹 起 能 を 検 討

す る こ とに よ り,形 成 され たPCG polymerに つ い て 若

干 の 考察 を加 え る こ とを 目的 とし た。

材 料 お よ び 方法

1. 材 料

1) 動 物:免 疫 に は1809の 雌 性Hertley系 モル モ

ッ トを,PCAに は200gの 雌 性 同系 モル モ ッ トを 使 用

した。

2) 薬 品:実 験 で 使 用 した ペ ニ シ リンは結 晶 ペ ニ シ リ

ンGカ リウ ム(明 治 製 菓 社 製Lot. GLD 51)を 使 用 した 。

PCGの 溶 媒 と して,輸 液 はKN補 液3B,ラ ク テ ッ ク

G注 射 液,マ ル トス10,5W/V%ブ ドウ糖 注射 液(以

上 大 塚 製 薬 社 製),ヘ ス パ ンダ ー(杏 林 製 薬社 製)を 無

作 為 に 選 び使 用 した 。

2. 各 種 溶媒 中 のPCGの 変 化:pH 5,7,9に 調整 し

た 生 理 食 塩 水,水,リ ン酸buffer 0.1% (W/V) PCG

で 水 溶 液 を 作 製 した。 溶 解 直 後 か ら4時 間 ま で のPCG

の変 化 は 日立 分 光光 度 計101型(日 立 製 作所 製)で254

nm 7),280nm 8),320nm 9)の 透 過 率 の 測定 に よった。ま

た5種 類 の補 液 中 のPCGの 変,化 も 上記 方 法を使用し

た 。

3. column chromatographyの 条 件: 膨 潤 したSep-

ha-dex G-25を83×1.5cm columnに 充填 した。溶出速

度 は1ml/min.と した 。こ の カ ラム のtotal bed volume

は145.0mlでvoid volumeはblue dextran 2,000

(2mg/ml)を 溶 出 させ て そ のmain peakか ら計算する

と55mlで あ った 。void volume Kav. 0, total bed

volumeをKav 1.0と した 。

4. 免 疫 方 法:benzylpenicilloyl protein結 合 物10)

(BPO-BSA) 5mgを0.5mlのsalineに 溶 解 し,

FREUND's complete adluvant (FCA, Difico Lab. USA)

0.5mlに 加 えてemulsionと しモ ル モ ッ トのfoot pad

に皮 内注 射 した 。

5. Passive cutaneous anaphylaxis (PCA) test:

モ ル モ ッ トの背 腹 部 に 抗 血 清0.1mlを 皮 内 注射 し,3

時 間後 に抗 原1mg/mlをEvans blue 0.6mlと 共 に
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Fig. 1 Degradation of PCG solution at different pH

Fig. 2 Degradation of PCG in  infusion solution

静注した。静注30分 後に青色斑を測定し,直 径5mm

以上をPCA陽 性 とした。

結 果

PCGをpHの 異 なる溶媒に溶解 し,そ の 変化につい

て検討した。pH5,7,9に 調整した 生理食塩水,水,リ

ン酸bufferにPCGを1mg/mlの 割 合で溶解し,溶

解直後から4時 間までのPCGの 変化を透過率で測定し

た(Fig.1)。 紫外部吸収波長254nmの 測定で4時 間以

内はpHに よる影響はほとんど認め られ な い が,320

nmの 測定ではpHの 差による影響が認められ,と くに

酸性条件下(pH5)で はその変化が著しいことが観察さ

れた。次に,市 販の輸液をat randomに5種 類を選び

PCGを1mg/mlの 割合で溶解し,そ の溶媒中での変

化を同じく透過率で測定した(Fig.2)。AとBは 電解質

剤(pH6.5～7.2),Cは 代用血漿(pH5.9),D,Eは 糖

類剤(pH3.5～6.5)で ある。その結果320nmで の測

定ではsample D,sample E中 のPCGは 透過率が90

T%か ら10T%に 減少し物質の変化が急激に生じた。

sample Dは5%ブ ドウ糖液,sample Eは10%マ ル

トース液であった。

Fig.1,2で 測定されたPCG変 化 とPCG polymerの

形成態度の関連を知る目的で以下の実験を行った。生

理食塩水と5%ブ ドウ糖液を溶媒 として4時 間放 置し

た1%PCG水 溶液をgel filtrationに よ り検討した。

Fig. 3 Gel filtration pattern of PCG solution stored

for 4 hr

Fig. 4 Dose response curve of pellicon filtrated

pure polymer

Sephadex G-25充 填columnのvoid volume 55ml,

total bed volume 145mlを そ れ ぞ れ,Kav 0,Kav1

と し,試 料 の 溶 出 速 度 は1分 間 に1mlと した 。 試 料 の

対 照 と して 溶 解 直 後 のPCG溶 液 を 同 様 に 溶 出 した 。 試

料 の 溶 出 は2時 間 で 終 了 した。2つ のPCG水 溶 液 は 分

子量 の 異 な る3つ のpeakに 分離 されKav0.75,0.85,

1.0に 溶 出 した 。 溶 解 直 後 のPCG (fresh PCG)はKav.

1.0で あ った(Fig3)。 この結 果 か らKavO.75,0.85

付 近 に 溶 出 す る物 質 はhigh molecular weight mater-

ialsで あ っ た。 次 い でgel mtration溶 出peakか ら
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Table 1 Elicitegenicity of PCG polymer, BPO-RSA

and PCG in PCA reaction

Table 2 Elicitegenicity of PCG solution stored for

0•`4 hr

PCG polymerの 含 有量 を推 測 した 。 実験 的 に 作 製 した

PCG polymerを 限 外 ろ過 し,精 製 したpolymerの 検

量 曲 線(Fig.4)は100μgでO. D. が0.3で あ った 。

この 数値 を1% PCG/ 5%ブ ドウ糖 液 のgel filtration

溶 出peak (Kav 0.75)に 比 較 概 算 す る と試料 の約0.1%

以上 がPCG polymerで あ った。

そ こで4時 間 放 置 したPCG水 溶 液 のPCA誘 発 原 性

を 検討 す る 目的 で以 下 の 実 験 を 行 っ た 。 あ らか じめ

benzylpenicilloyl protein結 合 物(BPO-BSA)を モ ル

モ ッ トに感 作 して え た 抗BPO-BSA血 清 をPCA test

用血 清 と した 。 モル モ ッ ト背 腹 部 皮 内 にPCA sitesを

作製 し,PCG polymerのPCA反 応最 少誘 発 量 を 測 定

した(Table 1)。

PCG polymerはPCG水 溶 液 中 に存 在 す る こ とか ら,

本実 験 使 用 濃 度 で あ る1% PCG solutionにPCG poly-

merを1μgか ら1,000μg,ま たBPO-PSA 1μgか

ら1,000μg,PCG 10μgか ら1,000μgを 溶 解 し

challenge Agと した 。PCG polymer溶 液 の 最 小誘 発

量 は10μg程 度BPO-RSA 1μg以 下 で あ った が,

PCGは 誘 発 しな か った。 同様 に生 理 食 塩水 ま た は5%

ブ ドウ糖 液 に1%の 割合 でPCGを 溶 解 し,0時 間か

ら4時 間放 置 した試 料 をchallenge Agと した(Table

2)。2時 間放 置 した溶 液 につ いてblueの スポ ッ トが出

現 し,PCA陽 性 と判 定 した 。5%ブ ドウ糖 液 で 溶解 し

た 試 料 の ほ うが誘 発 能 が 高 い傾 向が 示 され た。

考 察

Benzylpenicillinが 水 溶 液 中 で変 化す る過程 は種 々の

報 告 が あ る11)。STEWARTら12)はpenicillenic acidが

disulfide bridgingし たdimerか ら形 成 され るdisul-

fide bridge complex polymerを 推 定 した 。今 回 の実

験 か ら酸 性 条件 下 でPCGの 分 解 が 著 し く,penicillenic

acidの 形 成13,14)がFig.1で 推 測 され た。 こ のpenicil-

lenicacidか らdimerを 生 じ,polymerが 生 じる可能性

はgel mtration溶 出patternで 検討 され た。著者 ら8)

は 同一 条 件 のgel chromatographyでKav 0.75以 下

をPC Gpolymer, 0.85をPCG dimerで あ る と報告

し,PCG/ 5%ブ ドウ糖 溶液 もこ れ に 一 致 した。 しかし

な が らPCG polymerは 一 般 的 に は アル カ リ条 件 下 で

重 合 化 が 高 ま る 鋤 と報 告 され て お り,え ら れ た結果と

は 異 な って い た。

PCG重 合 化 に関 す る報 告 の中 で 重 合化 速 度 に 関 する

報 告 は 少 な い15)。 今 回 え ら れ た0.1%重 合 化/4時 間

(Fig.3)が 適 正 で あ るか ど うか は さ らに多 くの薬剤につ

い て 検討 す べ き数 値 で あ る と考 え られた 。

しか し な が ら4時 間放 置後 のPCG水 溶 液 はPCG

polymerを 形 成 しbenzylpenicilloyl specific antibody

をPCA反 応 で 誘 発 した 。 この 結果 は臨 床上,補 液に

PCGを 加 え て 点滴 す る場 合,一 般 的 な 点滴 時間(1～4

時 間)内 にimmunogenic PCG polymerが 過 剰に形成

され,ア レル ギ ー発 症 の原 因 とな る可 能性 も 考 え られ

た 。 さ らに補 液 中 のPCGの 変 化 に つ い て薬理 学的にも

再 考 す べ き問題 で あ る こ とが 示 唆 され た 。
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PCG POLYMER PRODUCTION IN INFUSION SOLUTIONS

YOSHIO TAKEUCHI, YOKO NISHIMURA, YOSHITAMI KIMURA,

YOZI ISHII and NOBUYUKI HAYASHI

Department of Microbiology and Immunology,

Nippon Medical School

Benzylpenicillin in several infusions produced PCG polymer for 4 hours and these were measured by
UV absorption and gel chromatography.

The results were obtained as follows.
I. Degradation of PCG in phosphate buffered saline (pH 5) was higher than other pH solutions ,

especially at 322 nm.
2. In each infusion solutions, the degradation of PCG in 5% saccharose and 10% maltose solution

was higher than others. It was measured by gel filtration that 0. 1% of PCG volume was detected
as PCG polymer at these solutions.

3. One ml of these solution was elicited to PCA reaction sensitized by and BPO-BSA serum. From
the results of PCA, it was clarified that 4 hours stored PCG infusion solution had elicitogenicity.


