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Cefotaximeの 主 代 謝 産 物(Desacetyl-cefotaxime)の 免 疫 学 的 挙 動

田中 幸 子 ・井上 勉 ・桜 井 真 夫 ・藤 本 和 巳

ヘキ ス トジャパン株式会杜総合開発研究所

(昭和55年4月7日 受付)

Cefotaxime(CTX)の 主代謝産物であ るDesacetyl-CTXに つ い て,そ の免疫学的 挙動を抗原

性,CTXお よび他の抗生物 質 との交差反応 性,試 験管 内魔接 クー ムス試験に よ り検討した。

De3acety1-CTX自 体を免疫原 としてモルモ,ト に投与 したが,母 化合物(CTX)と 岡様抗体は塵

生 され なかった。Desacety1-CTXの 蛋 白 結 合 物を免疫原 とした時,CTX,cefazolin(CEX),

cephaloridine(CER).cephalothin(CET)お よびbenzylpenicillin(PCG)の 場合 と同様に,そ

の蛋白結合物に対す る抗体が産生 された。そのPCA抗 体価は,CTXの 場 合の約1/2で あ った。

Desacety14TXは,母 化合物 と交差反応性を示 したが,CEZ,CER,CETお よびPCGと の間に

交差反応性は認め られなか った。

試験管内直接 クームス試験において,De8acetyl-CTXの クームス陽性化能 は,CTXの それ に比

ぺ て1/2以 下であった。

緒 言

Cefotaxime(CTX)は,Hoechst杜 とRousse1 Uclaf

社 に よ り共 同開 発 され た,下 記 の化 学 構 造 を 有 す る新 し

い セ ファ ロス ポ リソ系 抗 生 物 質 で,グ ラ ム陰 性 菌 に 対 し

強 い抗 菌 力 を示 す と と もに,広 い抗 菌 スベ ク ト ル を 有

し,か つ β一Lactamaseに も強 い抵 抗 性 を 示 す こ とが 知

られ てい る1)。

す で に著 者 らは,CTXの 免 疫 学 的 挙 動 に つ い て検 討

し,本 薬 は 他 の セ フ ァ ロス ポ リン系 抗 生物 質 お よびPCG

とほ とん ど交 差反 応 性 を示 さず,ク ー ムス 陽 性 化能 も比

較 的 弱 い こ とを 明 ら か に した2}。

CTXは3位 にAcetoxymethyl基 を 有す る の で,人

に 投 与 し た時,母 化 合 物 に 比 べ て は る か に低 濃 度 で は あ

Fig. 1 Chemical structures of cefotaxime (CTX)
and desaetyl-CTX

R=CH2000CH3 CTX

R=CH.OH Desacetyl-CTX

R=CH2OCOCH2 CTX

R=CH2OH Desacetyl-CTX

る が,血 漿 中 にDesacety1-CTXが 検 出 され,尿 中 には

投 与 量 の 約15%が 排 泄 され る%

今 回,こ のDesacety1-CTXの 免 疫 学 的挙 動 を,母 化

合 物 お よび 他 の抗 生 物 質 と対 比 しな が ら,抗 原性,交 差

反 応 性 に つ い て検 討 す る と と もに,試 験 管 内 直接 クー ム

ス試 験 を実 施 検 討 した 。

実 験 材 料

(1)抗 生 物 質

Cefotaxime(Na塩,CTX)

Desacety1-CTX

Cefazolin(CEZ,藤 沢 薬 品)

Cephaloridine(CER,鳥 居 薬 品)

Cephalothin(CET,塩 野 義 製 薬)魯

Benzylpenicillin(PCG,明 治 製 菓)

(2)Carrier proteinお よびAdjuvant

Bovine serum albumin (BSA, SIGMA)

Rabbit serum albumin (RSA, Fr. V, Miles)

Freund's complete adjuvant (FCA, Difco)

(3)使 用 クームス血 清

Ortho製 クームス血 清

国際試薬製 クームス血清

(4)使 用血液

正常 ヒ ト0型 血液(血 液凝固阻止剤:ACDA液)

(5)動 物

ウサギ(白 色在来種,雄,体 重3kg前 後)

モルモ ッ ト(Hartley系,雄,体 重350g前 後)
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実 験 方 法

1.Des8cotyl-CTX-蛋 白納合物 の調製

Desacety1-CTX600mgとBSA重 たはRSA100mg

をVeronal緩 衝液(PH&5)10mlに 潮解し,1N-NaOH

でpH85～11.0に 調整 しなが ら,37℃,24時 間lncu-

bateし た。 この反応液 をpH80の 生理食塩液を用い,

6日 間4℃ で透析 し,未 反応 のDesacetyl-CTXを 除虫

して得た,Desecety1-CTX蛋 白納合物を抗原 として用

いた。CTX, CEZ, CER, CETお よびPCG-蛋 白納合物

も同様にして脚製した。

II.Desacetyl-CTXを 免疫原 とした場 合の抗原性

1.モ ルモ ットの免疫

1群7匹 の モ ル モ ッ トを用いた。2%お よ び20%

Desacety1-CTX,あ るいは2%CTXの 水溶液 とFCA

の等量Emulsion0.2m1を,隔 日3回,動 物の足臨あ

るいは腋下皮下に投与した。最終投与か ら3週 間後,心

穿刺に より採血 し血清を分離した。

2.Pa3sive cutanEous anaphylaxis (PCA)

1群3匹 のモルモ ッ トの除毛した背部皮膚に,2倍 段

階希釈した上述 のDesacety1-CTX,あ るいはCTX処

置 モルモ ッ ト血清各0.1m1を 皮内投与 した。投与4時

間後に,各 々のBSA結 合物 と生理食塩液に溶解した1

%Evansblueの 等量混合液1mを,耳 介静脈か ら注射

した。注射30分 後に動物を放血致死させ,背 部皮膚 を

剥離し,局 所 の毛細血管透過性充進による漏出色素斑 の

直径を計測した。直径5mm以 上の青色斑を示 す抗血 清

の最大希釈倍数を,PCA抗 体価 とした。

III.Desacety1-CTX-蛋 白結合物 の投与時におけ る

抗原性および交差反応性

1.免 疫方法お よび抗血清の作製

抗原(Desacety1-CTX-BSA結 合物)とFCAの 等量

Emulsion 2 mlを,週2回4週 間,ウ サ ギの足臨 背部

皮下お よび腎筋に分割投与 し起。最終投与9日 後 に,さ

らにDesacety1-CTXだ け60m9を 皮下投与し,そ の6

～12日 後採血,血 清を分離した。CTX. CEZ. CER. CET

お よびPCGに ついても同様に実施 した。

2.PCA

1群4～5匹 のモルモッ トをRecipientと して用 い,

除毛 した背部皮内に.2倍 段階希釈した各抗血 清お よび

対照の正常 ウサギ血清各0.1mを 注射した。注射4時

間後に,抗 原(各 抗生物質-RSA結 合 物)と 生理食塩

液に溶解した1%Evans blueの 等量混合液1m1を 耳

介静脈か ら注射 し,そ の30分 後に動物を放血致死 させ,

背部皮膚 を剥離 し,II-2の 判定規準に従 ってPCA抗 体

価を求めた。

IV.試 験管内直接 クームス試験

MOLT1肌Nら4,の 方法に 従い,血 液 調側組 」と調を加え

た ヒ ト0型 血液1mlを,生 理 食塩液に纏調 した種 の々

濃度の抗生物 質瀞被1m1中 に加丸た後,37℃ で3時 間

Incubageし,遭 心 分離後,赤 血球 沈旗を多量の生理食

塩 液で繰 り返 し3回 洗浄し痛 この洗浄赤血球を生理食

塩 狼で2%血 球浮遊液 とし,そ の25μ1に クームス血鋳

を等量 加え,混 和 し,4℃ で1夜 放 置した後。塩球疑集

の有無を鋤察 し,調 集の強 さを4段 階(-,全.+,廾)

衰示 で示 し,+以 上 を陽像 とした。な お 血 寂 は2人 の

Donorか らの0型 血 液を用 しも,クームス血 清も2社 のも

のを使用 した。

実 験 縮 銀

1.Desacetyl-CTXを 免疫原 とした嶋舎の抗原性

モルモ ヲ トに2%お よび20%DEacEetyl-CTxあ る

い は2%CTXを 処 置して も,同 種PCA試 験において

抗体は検出 され数か った0

2-DegのCG1呼1-CTX蛋 白納 合物役与時 の抗原性と交

差反応性 、

Desacety1-CTXの 場合 も他の対照薬の場舎と調橡縞

そのBSA結 合物に対す るPCA抗 体が産生 された。産

生 された抗血 清のPCA抗 体価 は,DEsacet714Tｘ で

512～1,024,CTXで はその約2倍 の1.024～29048で

あ ったoPCGで は2,048～4,096と 最 も高い値を示し,

CETで の抗体価 はDesacety1-CTXで のそ とほぼ等

しか った。CEZとCERで は比較的 低 値 で,そ れぞれ

128～256,128で あ った。

次に,こ れ らの抗生 物質間の交差反応性を κ ム 反応

で検討 した。Desacety1-CTXとCTXは 互いに齢1交

差反応性を 示 し,そ の強 さはHemologousな 系の穏合

と全 く変わ らなか った。 しかし,両 者 とも他の抗生物質

との交差反応性は認め られなか っ た。CEZは いずれの

薬剤 とも交差反応 を示 さなか った。 一方,CEILCETお

よびPCGの3薬 物間では明 らかな交差)反応性がみら払

と くにCER. CETの 交差 反応 性は,Homo1ogPusな 系

の反応性 とほぼ同程度 であ った(T副e1)o

III.試 験管内直接 クームス試験

実験結果はTable2に 示 した。使用 した クームス血漉

の違いに より,ク ームス陽性化能には若干の違いはあつ

たが,A,B両 血 液 とも同様の成績 を示 した。

Ortho製 クームス血清 の場合,ク ー ムス陽性化に誰硬

な濃度はDesacetyl-CTXで80=nglm1.CTXで は釦

mg/m1で,Desacetyl-CTXは 母 化合物 に 比べて2倍

の濃度を要した。国際 試薬製 クームス血清を使用したと

きには,CTXで は80mg/mを 要し,Desacety1-CTX

では適用し得 る最高の濃度であ る80mg/m1で も明らか

な陽 性化 は認 め られな かった。



VOL.28 NO.7 CHEMOTHERAPY 引5

Table 1 Cross-reactions among desacetyl-CTX, CTX, CEZ, CER, CET and PCG in PCA reactions

Each value represents PCA titer. Guinea pigs were used as recipients.

考 察

低 分子薬物に よる薬剤allergyの 発現機序の1つ とし

て,母 化合物だけでな く代謝産物が生体内蛋白等の高分

子 化合物 と結合す ることに よ り,抗 原性を示 す場合 のあ

るこ とが知 られセいる5)。 従 って,薬 物の抗原性を検討

す るとき,母 化合物だけでな く,そ の代謝産物 の免疫学

的挙動を検討す ることが重要 となる。

すでに著者 らは,母 化合物(CTX)の 免疫学的挙動に

ついて検討 し,次 の ことを明らかに した。

(1)CTXを 免 疫原 として動物 に処置 し,CTX単 独を

誘発抗原 として用 いた時,抗 体 は検 出されなか った。

(2)CTXの 蛋 白結合物で免疫す ると,従 来の β-ラグ

タム系抗生物 質 と同様に抗体が産生 され る。

(3)CTXはCEZ.CER.CETお よびPCGと ほ とん

ど交差反応性 を示 さない。

(4)ク ームス陽性化能 も,CEZと 同 様 に 比 較 的 弱

い2)o

今 回は,CTXの3位 のAcetoxymethyl基 が脱acety1

化されたDesacetyl-CTXの 免疫学的性質 についてジ母

化合物お よび他の抗生物質 と比較しなが ら検 討した。

Desacetyl-CTXま たはCTXを 処置 した モル モヅ ト

の血清 によ り,そ れぞれのBSA結 合物を誘発抗原 とし
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a Ortho Pharmaceutical Corporation
b International Reagents Corporation

てPCAを 行なったが,と もに抗体は検出 さ れ な か っ

た 。 これはCTXと ともにDesacctyl-CTXは 免疫原性

を持たないことを示 している。

抗血清の抗体価はCTXの 場合に比ぺてやや低 か った

が,Desacetyl-CTXのBSAと の結合物 では,CTXお

よび従来のセファロスポ リン系抗生物質の場 合 と同様に

抗 体産生がみられた。 この事実は,蛋 白 と化学的 に結 合

させた状態では,Desacety1-CTXはCTXお よび他の

抗生物質 と類似の免疫学的挙動を示 すものと 考 え ら れ

る。

今回の実験 条 件 下 で は,Desacety1-CTXは,CTX

以外の対照 として用いた既知抗生物質 との間に交差反応

性 は認め られなか った反面,CTXと の間でそれぞれの
homologousな 系におけ る反応性 とほ とんど変わ らない

程 度に強い交差反応 性がみ られた。これは,化学構造上7

位の側鎖 が全 く同 じで3位 の側鎖 だけ異な るDesacety1-

CTXとCTXは,極 めて似た免疫学的特異性を有して

いることを示 してい る。 この事実 は,セ ファロスポ リン

系抗生物質の免疫学的特異性は,主 に7位 の アシル側鎖

に依存 してい るとい う考え鍋 を支持す るものであ ろう。

試験管内直接 クームス試験において,Desacetyl-CTX

で,ク ームス陽性化にCTXの2倍 以上の濃度 が必要で

あ った事実は。赤血球 に対す るDesacetyl-CTXの 作用

は,CTXに 比ぺて さらに弱い もの と思われ る。

以上の ことか ら,Desacetyi-CTXの 免疫学的挙動 は

CTXの それ と酷 似してお り,そ の抗原性 お よび赤血球

に対す る作用はCTXの それを凌 ぐことはな く,む しろ

やや弱 いもの と考え られ る。
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IMMUNOLOGICAL BEHAVIOR OF

DESACETYL-CEFOTAXIME, A MAIN METABOLITE OF CEFOTAXIME

SACHIKO TANAKA, TSUTOMU 'NOM MASAO SAKURAI and KAZUMI FUJIMOTO

Research and Development Laboratories, Hoechst Japan Limited

Immunological behavior of desacetyl-cefotaxime, a main metabolite of cefotaxime (CTX), was
investigated by testing it for antigenicity, cross-reactivity with CTX and other antibiotics, and in
vitro direct COMM' reaction.

In guinea pigs, antibodies against desacetyl-CTX were not produced, like against the parent compound

(CTX), when it was given without being conjugated with protein. However, they were formed, like
against CTX, cefazolin (CEZ), cephaloridine (CER), cephalothin (CET) and benzylpenicillin (PCG),
when the metabolite was administered in the form of conjugate with protein. Antisera against desacetyl-
CTX showed 1/2 PCA titer of those against CTX.

Desacetyl-CTX cross-reacted with CTX but not with CEZ, CER, CET and PCG in PCA reaction.
The metabolite had less than 1/2 the ability of CTX to give positive in vitro direct COOMBS' reaction.


