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Cefoperazone(T-1551)の 抗 原性 に関 す る免 疫学 的研 究

木村義民 ・竹内良夫 ・西村葉子

日本医科大学微生物学免疫学教室

Cefoperazone(CPZ,T-1551)の 免 疫 原 性 な い し抗 原 性 に つ い て,ウ サ ギ,モ ル モ ッ トお よび マ ウ

ス を用 い て検 討 し,次 の結 論 を え た 。

1.CPZ単 独 ない しadluvant加 感 作 に よ って は,免 疫 原性 は ほ とん ど認 め られ な か った 。

2.CPZをproteinとcouplingせ しめ た もの をFCAとmixedし て,ウ サ ギ を 過 免 疫 す る と,

CPZに 対 す る特 異 抗体 が産 生 され る こ とが 間接 血 球 凝 集 反 応,同 阻 止 反 応,モ ル モ ヅ トを 用 い て の

3hrPCAな らび に同 阻 止 反 応 に よ っ て認 め られ た 。

3.CPZとABPC,CET,CEZの 間 の 共 通 抗 原 性 は ほ とん どみ られ ない か きわ め て 軽 微 で あ っ

た 。

4CPZの マ ウス に 対 す るIgE抗 体 の産 生 能 につ いて 検 討 した が 全 く見 出 され な か っ た。

5.モ ル モ ヅ トに対 す る ア ナ フ ィラキ シ ー ・シ 切 ックの 発 来 性 は 全 く認 め られ なか った 。

Cefoperazone(CPZ,T-1551)は 新 し く開 発 され た 下 記

構 造 式 の セ フ ァ ロ ス ポ リン誘 導 体 で,グ ラ ム陽 性 な らび

に陰 性 菌 に対 し広 域 の抗 菌 作 用 を示 す1～7)。 私 ど もは 今

回CPZの 抗 原 性 を 中 心 と して免 疫 学 的 基 礎 研 究 を 行 な

った ので,そ の 結 果 に っ い て 一 括 報 告 す る。

1.実 験材 料 な ら び に 方 法

1.供 試 薬 剤

CPZな らび に 対 照 薬 剤 と して 次 の3種 の既 知 ペ ニ シ リ

ンお よび セ フ ァ ロス ポ リ ン誘 導 体 を用 い た。

cephalothin(CET;塩 野 義 製 薬Lot.KF7051)

cefazolin(CEZ:藤 沢 薬 品工 業Lot.ZQ5000)

ampicillin(ABPC:富 山 化 学 工 業Lot.72420)

2.供 試 動 物

1)ウ サ ギ:雌 性 の 日本 在 来 白 色 ウサ ギ,体 重2.5kg

前 後 の もの を 使 用 。

2)モ ル モ ッ ト:雌 性 のHartley系 モ ル モ ヅ ト体 重

250g前 後 の もの を使 用 。

3)マ ウス:雄 性Balb/c系 の8週 齢 の もの を使 用 。

4)ラ ヅ ト:雄 性 の体 重180g前 後 のWistar系 の も

の を使 用 。

3.免 疫 用 抗 原 の作 製

Fig. 1 Structure of CPZ

供 試 薬 剤(CPZ,CET,CEZ,ABPC)の 各400mgと

bovineserumalbumin(BSA,日 本 生 化 学 工 業)の100

mgとpH7.2の0.01Mphosphatebuffer(PB)20mlに

溶解 し,37。C24時 間incubateし た 。4。Cで 透 析 に よ り

遊 離 の 薬剤 を除 去 して か ら凍結 乾 燥 した 。 この凍 結 乾 燥

物 をBSA-coupling抗 原(CPZ・BSA,CET・BSA,CEZ・

BSA,ABPC・BSA)と した 。

4.反 応 用 抗 原 の 作 製

抗 血 清 に対 す る反 応 用 テ ス ト抗 原 の 作 製 は 前 記BSA

の代 りにrabbitserumalbumin(RSA;MilesLahInc.)

を用 い て 同様 な 方 法 でRSA-coupling抗 原(CPZ・RSA,

CET・RSA,CEZ・RSA,ABPC-RSA)を 作 製 した 。

5.ウ サ ギ の免 疫 方 法

薬 剤 ・BSAのcoupling抗 原(20mg/0.5ml)とFREu-

NDのcomplete adjuvant(FCA)を 等 量 混 合 したemul-

sion各1mlを ウサ ギのfoot padsに 皮 内注 射 した 。 週

1回 の 割 で8回 行 な い,免 疫 開 始 後80～85日 後 に 全 採血

し抗 血 清 を 分離 した。

一 方,対 照 と してBSAとcouplingを 行 な わ な い 薬 剤

20mg/mlとFCAを 等 量 混 合 したemulsionを もっ て 別

の 一群 の ウサ ギ につ いて 同様 に感 作 を 行 な った 。

6。 マ ウス の免 疫 方 法

薬 剤 ・BSAのcoupling抗 原(200μg/ml)と 水酸 化 ア

ル ミニ ウム ・ゲ ル(alminium hydroxide gel:5mg/ml)

の等 量 混 合 液 の各1mlを マ ウス の 腹腔 内 に 注射 した 。

1回(primary)感 作 群 で は,投 与 後12日 目に 採 血 した 。

2回(secondary)感 作 群 で は,1回 感 作 後,3週 目 に同
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Table 1 Indirect hemagglutination test with rabbit antisera
and penicillin-coated RBC*

* Sheep red blood cells

じ抗原で2回 目の感作をした。2回 目感作後1週 間後に

採血した。

7.抗 体価の測定

1)間 接血球凝集反応

タンニン酸処理血球を,RSAとcouplingさ せた反応

用抗原(CPZ・RSA,CET・RSA,CEZ・RSA,ABPC・

RSA)の2mg/ml液 で型 のように8)感 作 し,マ イクロ

・タイター法をもって感作血球凝集反応を行なった。感

作血球凝集価は,血 球凝集を示す抗血清の最大希釈倍数

をもって表示 した。

2)間 接血球凝集阻止反応

ウサギ抗CPZ・BSA血 清 とCPZ・RSAの 抗原抗体系

を用いての間接血球凝集反応に対 し種々な濃度のCPZ,

CET,CEZま たはABPC添 加 による間接血球凝集反応

阻止をマイクロ・タイター法によって検討した。すなわ

ち,ウ サギ抗CPZ・BSA血 清の2倍 段階希釈系列の各

α025mlと,0.1M,0.025M,0.0125M,0.0062Mお よ

び0.0031Mの 各薬剤(CPZ,CET,CEZ,ABPC)の0.025

1n1を マイクロ・プレー トのwellに 入れて,1時 間保っ

てから,CPZ・RSAで 感作された血球液を添加 して感

作血球凝集反応の阻止を観察 した。

3)モ ルモットにおける3hrpassive cutaneous ana-

phylaxis(PCA)と 同阻止反応

OVARYの 方法9)に 準 じて各抗血清の2倍 段階希釈液

の0.05mlを モルモットの勢毛皮内に注射 し,3hr後 に

各反応用抗原(1mg/m1)と0.5%evansblue液 を混合

した溶液の0.5m1を 静注 し,惹 起注射30分 後における

青色帯の径6mm以 上 をもって陽性とし,陽 性反応を示

す抗血清の最大希釈倍数でPCA価 を表示 した。

PCAinhibitiontestは,ウ サギ抗CPZ・BSA血 清を

モルモヅトに皮内注射 してか ら,惹 起抗原を投与する20

分 前に種々な濃度のハブテソを静注 しておいてからPCA

反応 を行ない,そ の発現を観察 した。

4)ラ ットにおける48hrPCA

免 疫 マ ウ スか ら得 た 抗 血 清 を2倍 段 階 希釈 し,そ の各

0.05m1を 正 常 ラ ヅ トの勢 毛 背 部 皮 内 に注 射 し,48hr後

に反 応 用 抗 原 とevansblueの 混 合 液 の1m1を 静 注 し30

分後 に お い て発 現 す る青 色 帯 の 径6mm以 上 を 陽 性 と

し,陽 性 反 応 を呈 す る投 与 抗 血 清 の最 大 希 釈 倍数 を もっ

てPCA価 と した。

8.モ ル モ ヅ トの ア ナ フ ィラキ シ ー ・シ 暫 ヅク

1)能 動 性 ア ナ フ ィラ キ シ ー ・シ ョ ヅ ク

ー 群 の モ ル モ ッ トに はCPZ(40mg/ml)とFCAの 等

量 混合 のemulsion0.5mlを 皮 下 に,ま た はCPZ・BSA

(40mg/ml)とFCAの 等量 混 合 のemulsion0.5mlを

footpadsに 注 射 し,3週 間後 にCPZ・RSA(40mg/ml)

の0.5mlを 静 注 しア ナ フ ィラ キ シ ー ・シ ョ ックの発 来

性 を検 討 した 。

2)被 動 性 ア ナ フ ィラ キ シ ー ・シ ョ ッ ク

モ ル モ ッ トに ウサ ギ抗CPZ・BSA血 清0.5mlを 静 注

し,20時 間 後 にCPZ・RSA(20mg/ml)を1ml静 注

し,ア ナ フ ィラ キ シー ・シ ョ ッ クの発 来 性 を 検 討 した 。

9.直 接 クー ムス試 験

1)MOLTHANの 方 法10)

ヒ トO型 血 液1m1を 抗 生 物質 の2倍 連 続 希 釈 液1m1

に加 え る。37℃ で3時 間 反 応 させ 遠 心洗 潅 の後,2%血

球 浮 遊 液 を調 製 した 。 小 試 験管 に こ の3滴 を と り,ク ー

ム ス試 薬2滴 を 加 え,よ く振 と うした後,直 ち に1000

rpmで1分 間 遠 心 し,沈 渣 を 乱 しな が ら凝 集 の有 無 に よ

り判 定 した 。

II.実 験 成 績

1.CPZな らび に ベ ニ シ リン誘 導体 免 疫 ウサ ギの 抗体

価 につ い て の検 討

1)抗 血 清 の 間 接 血 球凝 集価

CPZ・BSA,CET・BSA,CEZ・BSAま た はABPC・

BSAで 免疫 され た ウ サ ギ の抗 血 清 と,CPZ・RSA,CET

・RSA ,CEZ・RSAお よびABPC・RSA感 作血 球 を用 い

て 交 叉 間接 血 球 凝 集 反 応 を行 な った 結 果 はTable1に 示
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Table 2 Indirect hemagglutination inhibition test

Table 3 3 hr PCA in guinea pigs

Table 4 3 hr PCA inhibition test in guinea pigs

す通 りであった。

すなわち,CPZ抗 血清のCPZに 対する感作血球凝集価

は256倍 であ り,CET抗 血清に対するCET,CEZ抗 血清

に対するCEZ凝 集価はいずれも4096倍,ABPC抗 体 に

対するABPC凝 集価は128倍 であったが,CPZと 他のペ

ニシリン誘導体の間にはほとんど共通抗原性が存在しな

いことが,交 叉血球凝集反応の結果から推定された。

2)抗 血清についての間接血球凝集阻止反応

結果はTable2に 示す通 りで,ウ サギ抗CPZ・BSA

血清 とCPZ・RSA間 の間接血球凝集反応に対し,0.1～

0.003Mま での種々な濃度のCPZを あ らかじめ添加 して

お くと,そ の添加濃度に応 じてdosedependentに 間接

血球凝集反応が阻止された。ただ し,ABPC,CET,CEZ

の添加によっては感作血球凝集価にほとんど変動がみら

れなかった。

3)抗 血清のモルモヅトを用いての3hrPCAお よび

同阻止反応

抗血清についてモルモットを用いての3hrPCAな ら

びに同阻止反応について検討 した結果はTable3に 示す

通 りで あ っ た 。

Table3に 示 す よ うに3hrPCAtiterはCPZ・ 抗CPZ

抗 原抗 体 系 で8,000倍,CET・ 抗CET抗 原抗 体 系 で

4,000倍,CEZ・ 抗CEZ抗 原 抗 体 系 で2,000倍,ABPC

・抗ABPC抗 原 抗 体 系 で2 ,000倍 で あ っ た。

CPZ抗 原 抗 体 系 を 用 い て3hr PCA inhibition testに

つ い て検 討 した 結 果 は,Table4に 示 す通 りで あ り,3

hrPCA阻 止 反 応 の 結 果 か ら他 の ペ ニシ リ ン系 剤 の添 加

に よ る阻 止 反 応 は ほ とん ど認 め られ ず,CPZとCET,

CEZま た はABPCと の 間 に 共 通 抗 原性 が 存在 しな い こ

とが 示 唆 され た 。

2.CPZな らび に ペ ニ シ リン誘 導体 の マ ウス を用 い て

のIgE抗 体 産 生 能 の 検 討

CPZな らび に 他 の ペ ニ シ リンお よび セ フ ァ ロス ポ リ ン

誘 導 体(CET,CEZお よびABPC)を 用 い て マ ウ ス を免

疫 し,IgE抗 体 が 産 生 され るか否 か に つ い て検 討 した。

マ ウス に お け るIgE抗 体産 生 の有 無 は,免 疫 マ ウス血 清

を 用 い て ラ ッ トに お け る48hrPCAに よっ て検 討 した

が,Table5に 示 す よ うにprimaryま た はsecondaryの
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Table 5 Test for IgE production in mice (48 hr PCA in rats)primary: Test on day 12
after primary injection

Secondary: Booster injection on 3 weeks after primary injection test on 1 week after secondary injection

Table 6 Studies on the anaphylactic shock in guinea pigs sensitized with CPZ

immunizationを 行 な っ た何 れ の群 の 抗 血 清 に もIgE抗

体 の 産 生 を 実証 す る こ とは で きな か った 。

3.CPZ感 作 モ ル モ ッ トに おけ る ア ナ フ ィラキ シ ー ・

シ ョッ クの発 来 性 につ い て の検 討

1)能 動 性 ア ナ フ ィラキ シ ー ・シ ョ ッ ク

CPZとFCAま た はCPZ・BSAとFCAの 各emulsion

を もっ て感 作 した モ ル モ ッ ト(各 群5匹)にCPZ・RSA

で惹 起 注 射 を行 な った が い ず れ に も ア ナ フ ィラキ シー様

シ ョヅ ク症 状 を呈 した もの はみ られ なか った(Table6)。

2)被 動 性 ア ナ フ ィラキ シ ー

ウサ ギ抗CPZ・BSA血 清 を1mlを 正 常 モ ル モ ッ トに

静 注 し,20時 間 後 にCPZ・RSAを 静 注 した が,な ん ら

シ ョ ッ ク様 症 状 を呈 した もの は な か った 。

4.試 験 管 内直 接 クー ム ス試 験

CPZの 直接 ク ー ムス 試験 をMOLTHANの 方 法10)に 準

じて,CER,CETお よびABPCと 比 較 して検 討 した。

そ の 結 果 はTable7に 示 す よ うに,CPZに よる クー ム ス

Table 7 Coombs test by the method of MOLTHAN

テス ト陽性化を示した最低濃度は,40mg/m1で あ り,

他 の抗生剤との比較では,CET>CER>CPZ>CEZの 順

であ り,CPZの クームス陽性化作用は強いものではなか

った。

III.考 察

新たに開発 されたセファロスポリン誘導体であるCPZ

の抗原性ならびに免疫学的特異性について基礎的検討を

行なった。
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従来,ペ ニシリン・アレルギーの発来に関与する抗原

決定基はpenicilloy1-proteinconjugateを 中心に種々な

抗原型が推定されている。すなわち,ペ ニシリン抗体は

母核部分,側 鎖部分および蛋白結合基を含めた全分子に

対する抗体に分類される11)。中でもペニシリン誘導体と

proteinのconjugationが 重要な役割を果 しているであ

ろうことが指摘されてきた12～16)。

か ような見地か らすると本剤の蛋白結合性が問題にな

る。CPZの 蛋白結合性に関する基礎実験報告によると,

CPZの 蛋 白結合性は余 り強固ではないとされている2～

4)。 しか しながら,EISEN17)はdinitrophenyl誘 導体の

蛋白結合率と抗原性の間に必ずしも相関関係がないと報

告 している。

私どもは今回CPZの 抗原性ならびに免疫学的特異性に

ついて検討するとともに,CET,CEZま たはABPCと の

交叉反応性について併せ検討 した。 すなわち,CPZを

proteinと 結合せ しめたCPZ・BSAとFCAのemulsion

を もってウサギを過免疫 し,免 疫ウサギの抗血清につい

て間接血球凝集反応な らびに同阻止反応,モ ルモ ットを

用いての3hrPCAな らびに同阻止反応によって検討 し

た結果,CPZに 対する特異抗体が証明されたが,こ の抗

体とCET,CEZま たはABPCと の間には交叉反応はほ

とんど見出されなかった。また抗体力価の上からみて,

CETま たはCEZに 対する抗体力価に比べ,低 値を示 し

た。ただし,proteinとcouplingさ せないCPZそ の も

のとFCAと のemulsionを もって免疫 したウサギ抗血

清においては,上 記の方法によってもなんらの抗体価を

実証 しえなかった。

またCPZに 対するIgE抗 体産生の有無を,マ ウスを

用いて検討し,ラ ヅトを用いての48hrPCAに よりIgE

抗体 の産生について検べたが,IgE様 抗体の産生は全 く

認められなかった。さらにCPZの モルモットに対する

アナフィラキシー・ショックの発来性について検討 した

が,CPZを 用いての能動性感作またはウサギ抗CPZ・

BSA血 清を用いての被動性アナフィラキシーにおいて,

なんらショック症状を呈 したものは見出せなかった。

一方,ペ ニシリンによる免疫学的副作用としてクーム

ス陽性化を伴 う溶血性貧血が報告11,12)されている。すな

わち試験管内直接 クームス試験が,薬 剤の免疫学的副作

用の検討上意味あるものと考え,MOLTHANの 方法10)に

より検討したが,本 剤のクームス陽性化作用はCET,

CERな どに比べ弱かった。
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON ANTIGENICITY OF

CEFOPERAZONE (T-1551)

YOSHITAMI KIMURA, YOSHIO TAKEUCHI and YOKO NISHIMUR

Department of Microbiology and Immunology, Nippon Medical School

The antigenicity of cefoperazone (CPZ, T-1551), its cross reactivity with cephalothin

(CET), cefazolin (CEZ) and aminobenzylpenicillin (ABPC) and Coombs test were
studied in order to clarify the immunological characteristics of CPZ.

The results obtained were as follow.
1) Antibody production against CPZ was not observed in rabbits immunized with

single administration of CPZ or with the emulsion of CPZ and Freund complete
adjuvant (FCA).

2) Hapten-specific antibody production against CPZ was demonstrated by indirect
hemagglutination test, hemagglutination inhibition test, 3 hr PCA and 3 hr PCA inhibition
tests of guinea pigs in the rabbit serum hyperimmunized with BSA-conjugated CPZ
and FCA.

3) IgE antibody production in mice immunized with the emulsion of CPZ. BSA
and alminium hydroxide gel was not observed at all.

4) Anaphylactic syndrome was not observed in guinea pigs sensitized actively with

CPZ or passively with rabbit anti CPZ serum.
5) Ability of CPZ to give a positive reaction in Coombs test was rather weak

in comparison with CET or CER.


