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新 し い 注 射 用 セ フ ・ア ロ ス ポ リ ン 、Ceftizoxime (CZX)の

免疫学的研究

野々山重男 ・峯 靖 弘 ・西 田 実

藻沢薬品工業株式会社中央研究所

Ceftizoxime (CZX, FK749)の 免 疫 学的 性 状 をCEZ,CETお よびPCGを 対照 と して 比 較 し

た。CZXと 血 清 タ ンパ クとの 結合 体,あ るい はCZXハ プ デ ン溶 液 をFREUND's complete adjuvant

による乳化液 としてウサ ギを免疫,ま たはCZXと 血清 タンパクとめ 精合体 を水酸化 アル ミニゥム

ゲルと共にマウスを免疫すると,本 物質に特異的な抗体(IgG, IgMお よびIgE型)を 産生する。

CZXに よるこれらの抗体の産生はCEZと 同程度で,CETお よびPCGよ り軽度であった。CZXと

CEZ, CETお よびPCGと の免疫学的交差性は弱か った。CZXの ヒ ト血清 アル ブミンとの共有結合

分子数は,タ ンバ ク1モ ル当 り3.4モ ルで,CEZと 同程度で あ った。CZXのin vitroク ームス陽

性化能はCEZと 同程度で,CETお よびPCGよ り弱か った。

新しく開発 された注射用cephalosporin誘 導体,CZXの 抗

菌力および吸収排泄については,す でに報告した1,2)。 今回、

本剤の免疫学的特性,す なわ ち抗原性,他 のcephalosporin類

およびPenicillia Gと の免疫学的交差性,人 血清 アルブ ミン

との共有結合性およびin vitroクー ムス陽性化能 に ついて検

討したので,そ の結果 を報告 する。

実 験 材料 お よび 実 験 方法

1. 使 用抗生 物 質

Ceftizoxime (CZX, lot.302174 S,藤 沢薬 品 工 業 ・中

央研 究所),Cefaz01in (CEZ, lot. ZA 6687 J,藤 沢 薬

品工 業),Cephalothin (CET, lot.478,鳥 居薬 品 工 業),

Potassium benzylpenicillin (PCG, lot. G 112134008,

台糖ファイ観「1ま たはlot.000175 A,藤 沢薬品工業 。

中央研究所)

2, Carrier protein 
Bovine r-globulin (BGG, Bovine plasma FR II, 

Armour Pharm. Co., Ltd., lot. MIF 8969), Rabbit 
serum albumin (RSA, Nutritional Biochem. Co., 

Ltd., lot. 9740), Human serum albumin (HSA, Al-

bumin human FRV, ICN Pharmaceutical Inc., lot. 

9215)

3. 抗 ヒ トグ ロ プ リ ン血 清

オル ソ ー ク ー ム ス 血 清(lot. R 7871-2, Ortho Dia-

gnostiC Inc.),DADEク ー ム ス 血 清(lot. G-222 YN,

DADE Division American Hospital Supply Corp, )

4, 免疫補助剤

FREUND'S complete adjuvant (Difco Laboratories),

水酸 化 アル ミ ニウ ム ゲル(Alum)は,LEVINE & VAz3)

の 方法 に 準 じて調 製 した。

5, 動 物

正 常家 兎(日 本 白色 在来 種,雄,2.0～2.3㎏),マ ウ

ス(BALB/C,雄,11週 令),ラ ッ ト(JCL:SD系 。雄,

8～11週 令)

6. 抗 原 の調 製 法

1) 免疫 抗 原:RSAの50mgと 抗 生 物 質の200mgを

M/125 veronal buffer (pH8.5)の5mlに 溶 解 し,

37℃ で24時 間反 応 させ た。 これ を 同 じbufferで4℃,

6日 間透 析 し,未 反 応 の抗 生 物 質 を除 去 し た。 こ の操

作 で調 製 した 免疫 抗 原 のRSAモ ル 当 りの 各抗 生 物 質 の

共 有結 合 モル 数 は,CZXで12.1モ ル,CEZで16.5モ

ル,CETで23.8モ ル お よ びPCGで30.2モ ルで あ つ

た。

2) 反 応 抗 原:BGGの50mgと 抗 生 物 質 の200mgを

5mlのM/125 veronal buffer (pH8.5)に 溶解 し,

37℃ で24時 間反 応 させ た。 こ れ を 同 じbufferで4℃,

6日 間 透 析 し,未 反 応 の抗 生 物 質 を除 去 した。 この操 作

で調 製 した反 応 抗 原 のBGGモ ル 当 りの 各抗 生 物 質 の共

有結 合 モル 数 はCZXで27.5モ ル,CEZで20.1モ ル,

CETで29.1モ ルお よびPCGで17.5モ ルで あ っ た。

7. 免 疫 方 法 、

1) IgGお よびIgM型 抗 体 の 産生

白色 家 兎 を通 常 の 方 法 に よ り免 疫 した4)。 す な わち,

CZX:RSA結 合 物,ま た はCZXの40mg/ml溶 液 の4

mlをFREuND's complete adjuvantの4mlと 混合 し乳

化 した 。 この 乳化 液2mlを,そ れ ぞ れ4羽 の ウサ ギの
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背部皮下,数 ヵ所に投与 した。免疫は7日 間隔で10回 行

ない,初 回免疫から7日,20日,34日,49日 お よび71日

目に採血 し,抗 体価を測定 した。

2) IgE型 抗 体 の 産 生

タ ンパ ク量 と して10μg/mlのCZX: RSA結 合 物 の

溶 液 と0.15M食 塩 を含むM/15 phosphate bufter (pH

7.0)に30mg/由1の 濃 度 に 懸 濁 した 水 酸化 アル ミニ ウ

ム(Alum)を 等 量 混合 した 。 こ の混合 液 の0.2mlを マ

ウ スの腹 腔 内 に投 与 した.投 与か ら14日 お よび2工日 目に

マ ウ スの 眼窩 静 脈 叢 か ら,マ イク ロ ピペ ッ トで0,1mlを

採 血 し,50単 位 の ヘ バ リンを含 むM/15 phesphate buf-

fer saline (pH7,0)の0,2m1と 混合 した 。 こ の混 合 液

の 上清 を,ヘ マ トク リッ ト値 を50%と して計 算 し,5倍

希 釈液 を得 た5)。

8. 赤血球凝集反応

LEYら の方法6)に より抗生物質の感作血球を作製 し,

この1%感 作血球生食浮遊液の25μlを,56℃,30分 非

働化 した抗血清の2倍 系 列希釈液0,3mlに それ ぞれ加

えた。37℃ で1時 間静置後,さ らに4℃ で1夜 静置 し

た。検鏡に より凝集性を判定 し,凝 集を示す血清の最大

希釈倍数 を凝集力価(抗 体価)と した。交差性は抗血清

と異種の抗生物質に より感作された感作血球(抗 原)と

の反応による凝集力価を同種の抗原抗体系に よる凝集力

価 と比較 した。

9. 赤血球凝集 ハプテン阻止反応

各種のハ プテ ン(抗 生物質)を1COmMgCな るよ うに

生理食塩液に 溶解 し,0.5m1の2倍 希釈系列を作 り,

それぞれに4単 位の非働化 した抗血清0。5mlを 加えた。

これを4℃ で1夜 反応させた後,反 応液の0.3mlに 抗

体 と同種の抗生物質で 感作 した1%感 作血球の25μlを

加えた。37℃ で1時 間静置後,さ らに4℃ で1夜 静置 し

た。検鏡 により凝集性を判定 し,凝 集反応 を100%阻 止

す るのに必要な最少ハ プテン濃度 を求めた。

10. 定量沈降ハプテン阻止反応

各種の ハ プテンを 冷却したM/15 phosphate buffer

saline (pH7.8)に 溶解 し,0.5mlず つ の希釈系列 を作

った。それぞれに抗血清を加え,4℃ で20時 間静置 した

後,当 量 となる抗原 を加え,さ らに4℃ で48時 間静 置し

た。通常の方法により,沈 降抗体量から50%阻 止するの

に必要なハブテンの濃度を求めた7,。

11. Passive cutaneous anaphylaxis (PCA反 応)

1) IgG型 抗体の抗体価

モルモ ッ トの背部皮内に,抗 血清の2倍 連続希釈液の

0.1mlを 感作 し,3時 間後抗原(BGG結 合物)と エバ

ンスブルー混合液 を肢静脈 内に投与 した。30分 後に皮膚

裏面の反応部位の色素出現 を観察 し,色 素出現 を示す抗

血清の最大希釈倍数でPCA抗 体価を衰わした6)

2) IgE型 抗体の抗体価

IgE型 抗体の抗体価の測定は,ラ ッ トに よるPCA反

応によ り行 った9)す なわち,5倍 希釈抗 血清を原液と

し,そ の2倍 連続希釈液のそれぞれ0.1mlを,ラッ ト

の背部皮 内に 感作 した。48時 間後,抗 原(BGG結 合

物)の1m1と5%エ バ ンス プル ー液0.25mlの 混合液

を,ラ ヅ ト1匹 当 り1mlず つ肢静脈内に 投与 した。30

分後に背部皮膚面に現われた反応部位の色素出現を厩察

し,直 径3mm以 上 の反応を示す抗血清の最大希釈倍数

で,IgE型 抗体価 を表わ した.

12. 共有結合分子教の測定

1) 抗原の共有結合分子数:6でN製 した抗原落液を

用い,cephalosporin系 抗生物質はLITTLEら の方法10)

で,PenicillinGは,penamakate法11)に より算出し

た.

2) 生理条件下における ヒ ト血清 アル ブミンとの共有

結合性:human serum albuminの50mgと 抗生物質の

200mgをM/15 phosphatC buffer (PH17.0)の5m1に

溶解 し,37℃ で24時 間静置す る。未反応の抗生物質を除

去す るため,M/15 phoSPhate butfer (pH7.0)中 で

4℃,6日 間透析する。 この反応液についてccphalo-

sporin系 抗生物質は,LITTLEの 方法,Penicillin Gは

pemamaldate法 によ り結合数を測定 した。

13. In vitroク ームス陽性化反応

正常 ヒ ト"O型"血 液の12m1にALseVEa's溶 液4血

を加 え,生 理食塩水に溶解 した抗生物質の種 々の濃度液

0.25m1に,血 液0.5mlを それぞれ加え,37℃ で3時 間

放置 した。反応後,1.000 r.p.m.で3分 間遠心し,沈渣

の赤血球を多量 の生理食塩水で洗浄 し,血 清成分を除去

した後,生 理食塩水で2%浮 遊液 とした。 この感作血球

の1滴 に クームス試薬の1滴 を加え,1,000 r.p.m.で

1分 間遠心 した後,凝 集 の有無 を観察 した。凝集 を示す

抗生物質の最小濃度で クーム ス陽性化能を表示 した.

実 験 結 果

1. 抗 原 性

1) CZXに 対す るIgGお よびIgM型 抗体の産生

(1) CZX: RSA結 合物に よる免疫

Fig.1は 免疫原 としてCZX: RSA結 合物を 用いだ際

の赤血球凝集抗体の産生の経過を各 々の クサギ(4羽)

について経 日的に 示 した。 対照と してCEZ(3羽),

CET(4羽)お よびPCG(4羽)を 同様に 処理して比

較 した。

CZXに 対す る赤血球凝集抗体は 初 回免疫開始か ら20

日目にそれぞれの ウサギに8～64倍 の抗体価が認めちれ
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Fig. 1 Production of hemagglutinating antibodies

it rabbits immunised with CZX : , CEZ : 
CET: or PCG : RSA conjugates

CZX CET

CEZ PCG

Fig. 2 Production of PCA antibodies in rabbits

immunized with CZX CEZ: , CET: , or 
PCG: RSA conjugates

CZX CET

CEZ PCG

Fig. 3 Production of hemagglutinating antibodies 
in rabbits immunized with CZX-, CEZ-, 
CET-, or PPG-hapten

CZX CET

CEZ PCG

Fig. 4 Production of PCA antibodies in rabbits 

immunized with CZX-, CEZ-, CET-, or 

PCG-hapten

CZX CET

CEZ PCG
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た。 抗体価は経 日的に 上昇 し,免 疫49日 目には,最 高

128～256倍 となった。

一方,CEZ, CETお よびPCGに 対す る抗体産生は,

若干個体差がみられるが,免 疫20日 目頃か ら抗体 の上昇

が認め られ,そ れぞれ最高128～512, 128～1024, 128～

1024倍 の抗体価 を示 した。

他方。同時にPCA抗 体の産生につい て検討 し,Fig.2

に示 した。

CZXに 対する 抗体は,3例 に おいて 最高512～1024

倍,1例 だけ16倍 であった。 同様にCEZ, CETお よび

PCGに ついても若干個体差が 認められ るが,そ れぞれ

最高64～256, 64～1024, 512～1024倍 の抗体が 得 られ

た。

(2) CZXハ プテンによる免疫

赤血球凝集抗体の 産生は,Fig.3に 示す。CZXは,

CZX: RSAで 免疫 した時に くらべ,抗 体産生が遅 く,且

つ抗体価が低かった(16～32倍)。 またCEZに つい て

も同様の傾向が認め られ,最 高16～64倍 の抗体価を示 し

た。それに反 し,CETお よびPCGの 場合,そ の抗体

産生の上昇お よび抗体価は,そ れぞれa)RSA結 合物で

免疫 した場合 と 近似し,そ れぞれ最高64～1024,64～

256倍 を 示 した。

一方,PCA抗 体の産生は,Fig.4に 示 した。czxは3

例中2例 に免疫49日 目に最高2～16倍 の抗体価が得 られ

たが,RSA結 合物で免疫 した場合に くらべ,は るかに

低値で あった。 同様な ことがCEZに ついても 認め ら

れ,16～64倍 の抗体価が 得られた。一方,CETお よび

PCGの 場合,そ のRSA結 合物で免疫 した場合 と同様,

それ ぞれ64～512, 512～1024倍 の高い抗体価、を示 した。

2) CZXに 対するIgE型 抗体の産生

Table1にIgE型 抗体の産生 を示 した。CZXに 対す

る抗体 は,免 疫14日 目に9例 中3例 の マクスに 認めら

れ,抗 体価は5倍 で あった。CEZに 対 し9例 中4例 に

5倍,CETに 対 し9例 中5例 に5～20倍 お よびPCG

に対 し全例(9例)に5～40倍 の抗体価が認め られた。

一方,免 疫21日 目のCZXに 対 し,新 たに2例 のマ ウス

に5～10倍 の抗体価が認められた。 しか し,14日 目に認

められた2例 の マウスには抗体は認められなかった。同

様 な ことがCEZ(4例), CET(4例)お よびPCG

(6例)に も認め られ5～10倍 の抗体価 を示 した。以上

の成績の ように,マ ウスにおけるIgE型 抗体産生能に

は,か な りの個体差が認め られた。

2. 免疫学的交差性

抗原性の検討の項で 得られ たIgMお よびIgG型 抗

体 を用いて,交 差性 を検討 した。

1) 赤血球凝集反応

Table 1 Production of IgE type antibody in

mice (BALB/C) immunized with 
CZX: , CEZ: CET: , or PCG: RSA 
conjugates

-; Negative , N. D. ; Not done

赤血球凝集反応に よる 交差性をTable2に 示 した。

抗CZX: RSA血 清に対 し,CZXの 感作血球は128倍 の

凝集力価を示 し,CEZ, CETお よびPCGの 感作血球

は8～16倍 を 示 し た。 すなわち,CZX抗 体に 対する
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Table 2 Extent of cross-reactions obtained between CZX, CEZ, 

CET and PCG in passive hemagglutination reactions

Table 3 Extent of cross-reactions obtained between CZX, CEZ, 

CET and PCG in hapten inhibition of passive hemagglu-

tination reactions

* mM (hapten concentration)

Table 4 Extent of cross-reactions obtained between CZX, CEZ, CET and 

PCG in hapten inhibition of quantitative precipitin reactions

Table 5 Extent of cross-reactions obtained between CZX, CEZ, CET 

and PCG in passive cutaneous anaphylaxis

* Each PCA reaction represents the average readings of five guinea-pigs .
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CEZ,CETお よびPCGの 交差性はCzXの1/8～1/16で

あった。一方,抗CEZ:RSA血 清,抗CET:RSA血 清およ

び抗PCG:RSA血 清に対 し,CZX感 作血球はいずれ も

8～16倍 と低い 凝集力価を示 し. CEZ, CETお よび

PCG抗 体に対す るCZXの 交差性は それぞれhomolo-

gousな 抗原の1/8, 1/32および1/32であった。

2) 赤血球凝集ハ ブテン阻止反応

CZX, CEZ, CETお よびPCGの 抗原抗体系の 赤血

球凝集反応 を100%阻 止す るのに必嬰な各 ハプテン濃度

をTable3に 示 した。

CZXの 抗原抗体系に対す るCEZ, CETお よびPCG

の必要ハ プテ ン濃度は,それぞれ25mM, 25mMお よび

50mMでCZXの1.56mMに 対 しン1/16～1/32の交差性を

示 した。 一方,各 抗生物質の抗原抗体振 におけるCZX

の必要阻止濃度 は,CEZ抗 原抗体系では25mM,CET

抗原抗体系では50mMお よびPCG抗 原抗体系では50

mMと な った。 これは,そ れ ぞれの抗原抗体系 と同種の

ハ・プテンに対す るCZXの 交差性が,1/125～1/500で ある

ことを示 してい る。

3) 定量沈降 ハプテ ン阻止反応

CZXの 沈降 抗体に 対す る 交差性の 程度を, CZX,

CEZ, CETお よびPCGの 抗原抗体系の 沈降反応 を50

%阻 止するのに必要な各抗生物質(ハ プテ ン)の 濃度で

比較 した(Table4)。

CZX の抗原抗 体系では, CZXが5mMで50%阻 止

す るのに対 し,CEZは31.9mM, CETは30.8mMお

よびPCGは43mMを 必靴 し角本 なわち, CZX沈

降抗体に対 しCEZお よびCETはCZXに 比べ約1/8,

PCGは 約%の 交差性 を示 した.一方,各 抗原抗体第に

おけるCZXの 必嬰阻止濃度は,CEZ抗 原抗体系で14.6

mM, CET抗 原抗体系で9.5面Mお よびPCG抗 原抗

体系で49.0mMで あった。 すなわち,そ れ ぞれの抗漂

抗体系 と 同種の ハ プチンに 対す るCZXの 交差性は 約

1/18, 1/8および1/18であった｡

4) PCA反 応

PCA抗 体に対するCZXの 交差性をTable5に 示し

た。

抗CZX血 清に 対 しCZXは192倍(5例 平 均)の

PCA抗 体価 を示 した。 CEZ, CETお よびPCGは それ

Table 6 Extent of covalent binding of CZX, 

CEZ, CET and PCG to human serum 

albumin

Table 7 In vitro direct Coomss' test of antibiotic 

coated human erythrocytes
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それ16倍,8倍,お よび2.3倍 の抗体価を示 した。すな

わち,抗CZX血 清 に対 し,CEZ, CETお よびPCG

の交差性はCZXに くらべ約1/12～1/88であった｡

抗CEZ血 清,抗CET血 清お よび抗PCG血 清に対

し,CZXは いずれ も1.75～7倍 と低い抗体価を示 した。

すなわち,CEZ, CETお よびPCGの 抗原抗体系に対

ぜおCZXの 交差性は,それぞれ灼1/126, 1/96および1/146

であった。
り

3. 生理 条件 下 にお け るhuman serum albuminと

の共有結合性

Table6にHSA tと共有結合 したCZX, CEZ, CET

およびPCG分 子数を示 した。

CZXのHSA1モ ル当 りの結合分子数は,3.4モ ルで

CEZの3.5モ ルと同程度 であ った。一方,CETは15.3

モルと最 も高い結合数を示 したが,PCGは4.2モ ルであ

った。

4. In Vitroク ームス陽性化能

Table7に 結果 を示す。陽性 を認める最低濃度は,ク

ームス試薬および正常 ヒ ト血液 の種類により若干の差が

認められたが,CZXで は25～50mg/ml, CEZで25～

50mg/ml, CETで3113～12.5mg/ml,お よびPCGで

6.25～25mg/mlで あった。

これらの結果から,ク ームス陽性の 強度は,CET>

PCG>CEZ=CZXの 順となった。

考 察

一般に β-lactam環 を 有するcephalospa血 お よび

penicillinは,ハ プテンとしての性質を有 し,生 体内で

β-1actam環 が開裂 して,タ ンパクとの安定な共有結合

体を生成 し,こ れが主要抗原となってハ プテンに対する

特異抗体 を産生す ることが知られ ている12, 13).わ れわ

れは既に 種々の β-lactam系 抗生物質 の 抗原性 につい

て検討 し,あ らか じめin vitroで タンパ クと共有結合

物としたものを免疫原として用いた場合,あ るいは抗生

物質をそのまま免疫原 と し て 用いた場合のいずれ も抗

生物質に対 し,特 異抗体が 産生 さ れることを報告 した

4, 14～16)。

本報では,新 しいcephalosporin誘 導体,CZXに つ

いて種々の 免疫学的特性 を 検討 した。 その結果,CZX

とウサギ血清 アルブミンとの共有結合 物を免疫原 として

ウサギに免疫 した場合,CEZ, CETお よびPCGと 同

様,CZXに 対するIgGお よびIgM型 抗体が産生 され

る。

またマウスに免疫すると,IgE型 抗体が産生される。

一方
,CZXを そのままFREUND'S complete adjuvant

と共に ウサギを免疫 した場合 も,CZXに 対するIgGお

よぴIgM型 抗体が 産生され る。 しか し その 産生能は

CEZと 同穆度である ことが 判明 した。 岩 田らは, ce-

phalosporinの 免疫原性は,cephalosporinの タンパ クと

の共有結合能 と相関すると報告 している17,。 すなわち,

β-lactam環 の安定性および タンパ クとの 結合の難易に

よって決まると 考えられる。CZXを 生理条件下で ヒ ト

血清 アル ブミンと反応 させ ると,そ の共有結合能はCEZ

と同程度で,他 荊よ りも 低い と い う成績 を 得た。 β-

Lactam抗 生物質であるCZXに も免疫原性がみられた

が,CZXを そのまま ウサギに免疫 した場合,そ の免疫原

性はCEZと 同程度で,PCGやCETよ り弱いとい う事

実 は,上 記の とお りこの物質 の タンパ クとの比較的低い

共有結合性に よって脱明できる。またCZXのCEZ, CET

およびPCGと の免疫学的交差性が弱いことが明らか と

なった。Cephalosporinお よびpenicillin系 抗生物質の

免疫学的交差性の程度は,そ の7位 または6位 のアシル

側鎖の構造に 強い影響を うける ことが 知られている18,

10)。 CZXの2-(2-ア ミノ-4-チアゾイル)2-Z-メ トキシ

イ ミノア セチル基の構造 が,CEZの1-デ トラゾイル

ァセチル基,CETの2-チ ェニルアセチル基お よびPCG

の フェニールアセチル基と母核6-APAの 構造と大 きく

相異 していることに 起因す る ものと 考え られる。Ce-

phalosporinお よびpenicillinの, in vitro直 接 クーム

ス反応 の陽性化作用については,す でに多 くの報告があ

る20～22。CZXの 作用は,既 知cephalosporinお よび

PCGと 比較 して弱い。

以上,CZXの 免疫学的検討 を通 じて,本 物質は既知の

cephalosporin類 と比較 して抗原性および免疫学的交差

性が低いことを 示 したが,し か し β-lactam抗 生物質

であ る限 りにおいて,臨 床応用に関 しては抗原性お よび

免疫学的交差性について十分な配慮がなされるべ きであ

る。
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON CEFTIZOXIME, A NEW 

SEMISYNTHETIC CEPHALOSPORIN ANTIBIOTIC

SHIGEO NONOYAMA, YASUHIRO MINE and MINORU NISHIDA 

Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

The immunological properties of ceftizoxime (CZX) were compared with those of cefazolin (CEZ), cephalo-

thin (CET) and penicillin G (PCG). 

CZX showed a sensitizing activity as evidenced by the elicitation of specific hemagglutinating antibodies 

and PCA antibodies in rabbits immunized with protein conjugates or solution of this antibiotic, as do con-

jugates of CEZ, CET and PCG. When CZX solution was injected into rabbits, antigenicity of CZX was weaker 

than that of CET and PCG, similar to that of CEZ. CZX produced specific IgE type antibodies when injected 

intraperitoneally with suspension of its protein conjugates and Alum into mice. Producing activity of IgE 

type antibodies by CZX was weaker than that of PCG, similar to CEZ. CZX had weak cross-reactivity with 

CEZ, CET and PCG. Binding extent of CZX with human serum albumin was 3.4 moles/protein mole, similar 

to CEZ (3. 5 moles) and lower than that of CET (15. 3 moles) under incubation at 37•Ž for 24 hours, pH 7. 0. 

The extent of in vitro direct COOMBS' reaction of CZX was similar to CEZ and was weaker than that of CET 

and PCG.


