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T-1982の 抗原 性 に関 す る免 疫 学的研 究

竹内良夫 ・木村義民 ・西村葉子 ・八木和郎

吉河達祐 ・石井洋二

目本医科大学微生物学免疫学教室

T-1982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)T-1982単 独をadjuvant加 感作 した もの では,免 疫原性は認 め られ なか った。

2)T-1982をproteinとcouplingさ せ た ものをCFAとemulsionに して ウサギ を過免疫す

るとT-1982に 対す る特異抗体が産生 され ることが間接血球凝集,同 阻止反応,モ ル モッ トを用い

ての3hr.PCA反 応 によって認め られた。

3)T-1982とCET,CEZ,ABPC,PCGの 間 の交叉抗原 性はほ とん どみ られないか,き わめて

軽微であ った。

4)T-1982の マウスに対 するIgE抗 体の産生能について検討 したが,薬 剤単独感作 では抗体産

生 はまった く見出 されなか った。

5)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 はまった く認 め られ なかった。

6)T-1982の クー ムス陽性化作用 は,CET,PCGに 比べ弱か った。

T。1982は 新 し く開 発 され たFig .1に 示 す構 造 式 を有

す る セ フ ァマ イシ ン系抗 生剤 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)。私 ど もはT-1982の

抗 原 性 な い し,感 作原 性 につ い てCephalothin(CET),

Cefazolin(CEZ),Ampicillin(ABPC)お よ びBenzylpe-

nicillin(PCG)を 対 照 と して比 較 検 討 し,T-1982の 免 疫

学 的 特 異性 に つ い て基 礎 的 研 究 を 行 な うこ と を 目的 と し

た 。

1.実 験材 料 な ら び に方 法

1)供 試 薬 剤

T-1982(富 山化 学工 業Lot.W1030)な らび に供 試 薬

剤 と して 次 の4種 の既 知 ペ ニ シ リ ソお よび セ フ ァ ロス ポ

リソ誘 導体 を用 い た。

Cephalothin(CET:塩 野 義 製 薬Lot.KF7051)

Cefazolin(CEZ:藤 沢薬 品工 業Lot.ZA-9019)

Ampicillin(ABPC:富 山化 学 工 業Lot.72420)

Benzylpe面cillin(PCG:明 治 製 菓Lot.GL,D94)

Fig. 1 Chemical structure of T-1982

2)供 試 動 物

(1)ウ サ ギ:雌 性 の 日本 在来 白色 ウサ ギ,体 重a5kg

前 後 の もの を使 用 し た。

(2)モ ル モ ッ ト:雌 性 のHartley系 モル モ ッ ト体重

2509前 後 の もの を使 用 し た。

(3)マ ウ ス:雌 性BALB/c系8週 齢 の もの を使 用 した。

(4)ラ ッ ト:雄 性 のWistar系,体 重1809前 後 の も

の を 使 用 した 。

3)免 疫 用抗 原 お よ び反 応 用 抗 原 の 作 製

供 試 薬 剤(T-1982,CET,CEZ,ABPC,PCG)の 各

400mgとhumanserumalbumin(HSA ,日 本生化学

工 業)お よ びAscaris suum extract(ASC)(G.H.

STREJANら2)の 方 法 に て 作 製)の100mgとpH7.2

の0.01M phosphate buffer(PBS)20mlに 溶解 し,

37℃,24時 間pHを7 .2に 維 持 し,incubateし た。遊

離 の薬 剤 を透 析 に よ り除 去 し た 後 の 凍結 乾燥 物 をHSA

coupling抗 原 お よ びASCcoupling抗 原 と した。反応

用 抗 原 に はbovine γ-globulin(BGG,Mileslab,inc.)

を 同 様 の 方 法 でincubateし,BGG coupling抗 原を作

製 した 。

4)免 疫 方 法

(1)ウ サ ギ の 免 疫 方 法:各 薬 剤 とHSAのcoup1ing

抗 原(20mg/0.5m1)とFREUNDのcomplete adjuvant

(CFA)0.5mlを 等 量 混 合 してemulsionと し1mlを

ウサ ギ のfootpadsに 注 射 した 。 週1回 の 割 合で4回 感
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Table 1 Indirect hemagglutination test with rabbit antisera

作し,免 疫開始後40～43日 に全採血 し,抗 血 清を えた。

以上の対照として薬剤単独(20mg/0.5ml)とCFAを

等量混合してemulsionを 作製 し,同 様 の免 疫方法で ウ

サギに感作した。

{2)マ ウスの免疫方法:各 薬剤 とASCのcoupling抗

原10,50,100μgの おのおの とsilicagel(5mg/ml

Trisbufferedsaline)の 混合液1m1を マウスの腹腔 内

に注射した8)。1回(primary)感 作は2回 行ない1回 感

作後2週 目に同 じ抗原濃度 で2回 目の感 作を し,そ の1

週間後に採血した。以上 の対照 として各薬 剤単独(10,

50,100μg)とsilicage1(5mg/ml)の 混 合液を マウ

スに同様に感作 した。

5)抗 体価の測定

(1)間 接血球凝集反応:タ ンニ ン酸処理緬 羊血 球4)を

BGGとcouplingさ せた反 応用抗原(T-1982・BGG,

CET・BGG,CEZ・BGG,ABPC・BGG,PCG・BGG)

の2mg/m1液 で常法に従 って感作 し,マ イ クロ ・タイ

ダー法を 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 ウサギ抗血清 の最大稀釈 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T-1982・HSA

血清とT-1982・BGGの 抗原抗体系を用 いた。

間接血球凝集反応 に対 し,種 々の濃度の薬剤(T-1982,

CET,CEZ,ABPC ,PCG)を 添加 し,間 接血球凝集 反応

阻止をマイク ロ・タイター法 によ り検 討 し た。 す な わ

ち・ウサギ抗T-1982・HSA血 清 の2倍 段階稀釈系 列の

各0.025孤1と,0.1mMか ら200mMの 各 薬剤(T-

1982,CET,CEZ ,ABPC,PCG)の0.025mlを マイ ク

ロプ レー トのwel1に 入れて
,1時 間保 って か ら,各BGG

coupling抗 原で感作 された1
.5%血 球浮遊液 を添 加 して

感作血球凝集反応の阻止を観察 し100%凝 集 阻止をす る

薬 剤濃度 を求 めた。 以上 の対照 として,ウ サギ抗CET

(また はhornologousなCEZ,ABPCお よびPCG)HSA

血 清 とそれ に対応す る反応用抗原 を用 い,同 阻止反 応を

行な った。

(3)モ ル モッ トにお ける3hLpassivecutaneousana。

phylaxis(PCA)反 応:OvARYの 方法5)に準 じて各 ウサ

ギ抗血清の2倍 段階稀釈液 の0.05m1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 色斑の径6mm以 上を も

って陽性 とし,陽 性反応を示す抗血清の最大稀釈倍数 で

PCA価 を表示 した。 抗体価 は1実 験3匹 の モル モ ッ ト

を用いた平均値で示 した。

(4)ラ ッ トにおけ る48hr.PCA反 応:マ ウスにお け

るIgE抗 体産生の有無を免疫 マウス血清 を用 いて ラッ ト

にお け る48hr.PCAに よ って検討 した。すなわ ち免疫

マウスか ら得 た抗血清を2倍 段階稀釈 し,その各0.05ml

を正 常 ラッ トの勢 毛背部皮内 に注射 した。48hL後 に各

反応 用抗原(1mg/ml)と0.5%evansblueの 混 合液

の1mlを 静注 し30分後 にお いて発 現す る6mm以 上 を

陽性 とし,陽 性反応を呈す る投与抗血清 の最大稀釈 倍数

を もってPCA価 とした。1群3匹 の ラ ッ トを用 いた。

6)モ ル モッ トの アナフ ィラキシー ・シ ョック

(1}能 動性 アナフイラキシー ・シ ョック:一 群5匹 の

モル モッ トにT-1982(80mg/ml)とCFAの 等量混 合

のemulsion0.5mlを 皮下 に,ま た はT-1982・HSA

(20mg/m1)とCFAの 等量混合 のemulsion0.5mlを

footpadsに1週 間間隔で2回 皮 内注射 した。3週 間後

にT-1982・BGG(20mg/m1)の0.5m1を 静 注 して ア

ナフィラキ シー ・シ ョックの発来牲 を検討 した。結 果は

ショック症状の有無 と生死 を もって判 定 した。
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Table 2 Indirect hemagglutination inhibition test

Table 3  3hr. PCA in guinea pigs

(2)被 動性 アナフィラキ シー ・ショック:一 群5匹 の

モルモ ッ トにウサギ抗T-1982・HSA血 清0 .5m1を 静

注 し,20時 間後にT-1982・BGG(20mg/ml)を1ml静

注 して アナフィラキ シー・ショックの発来性を検討 した。

7)直 接 クー ムス試 験:MoLTEANの 方法6)に よ り行

な った。

ヒ ト0型 血液1mlを 抗 生物質 の2倍 段階稀釈液1ml

に加え,37℃ で3時 間反 応 させ遠心操作 で血 球 を洗 浄

し,2%血 球浮遊液 を調製 した。小試験管に この3滴 を

取 りOrtho社 製の クー ムス試薬2滴 を加 え良 く振盈 した

後,直 ちに1,000rpmで1分 間遠心 し,沈 渣を乱 しなが

ら凝集 の有無 を調べ2回 の実験結果 によ り判定 した。

II.実 験 成 績

1)T-1982な らびにCET,CEZ,ABPCお よびPCG

免疫 ウサギの抗体価 につ いての検討

に1抗 血清の間接血球凝集価

T-1982・HSA,CET・HSA,CEZ・HSA,ABPC・HSA

お よびPCG・HSAの 各CFA emulsionで 免疫 された

ウサギ の抗血清 と各薬剤 ・BGG感 作血球 を用いて 交叉

間接血球凝集反応を行な った(Table 1)。

各免疫抗原 に対応 するhomoiogous抗 原 によ る凝集価

は抗T-1982血 清256倍,抗CET血 清256倍,抗CEZ血

清256倍,抗ABPC血 清128倍,抗PCG血 清512倍であ

った。

抗T-1982血 清 に対 す る 各 薬 剤 ・BGGの 交 叉性は

CET,CEZは 各4倍 で わずか であ り,ABPC,PCGは

交叉性が認 め られ なか った。 また各抗血 清に対 す るT-

1982・BGGの 反応性 は,セ ファ ロスポ リン系薬剤(CET,

CEZ)に 対 して各8倍 であ っ た が,ペ ニシ リン系薬剤

(ABPC,PCG)に 対 しては反応 しなか った。

(2)上 記抗血 清についての間接血球凝集阻止反応

ウサギで作製 した抗血 清を使用 した上 記感作血球凝集

反応 の結果 を同阻止反応 で再 確認 した(Table 2)。

抗T-1982血 清 はT-1982の0.2mMで 凝集阻止が観

察 され たが,CET,CEZで は25mM,50mMで あ り100倍

量以上 の薬剤が凝集 阻止に必要であ った。 またABPC,

PCGで は200mMで 凝集 阻止 され なか った。他の薬剤

の抗血清 に対 す るT-1982の 交叉性 は,抗CET,CEZ血

清 に対 して6.2～1a5mMで 交叉性がわずかに確認 され

たが ペニ シ リン系 では認 め られなか った。

(3)抗 血清 の モルモ ッ トを用いての3hr.PCA反 応

ウサギ抗血 清を モル モッ ト3hr.PCA反 応で検討した
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Table 4 Test for IgE production in mice (48hr. PCA in rats) on 7 th day after secondary injection

Secondary : booster  injection at 2 weeks after primary  injection.

Table 5 Studies on the anaphylactic shock in guinea pigs sensitized with T-1982

Table 6 Coombs test by the method of MOLTHAN

(Table3)。 反応用抗原 には薬剤 ・BGGcouPling 2mg/

ml(Saline)を 使用 した。免疫抗原 に対応す るhomolo-

gous抗 原のchallengeで 抗T-1982血 清は1 ,000倍,

また抗CET,CEZ,ABPCお よびPCG血 清 ではお のお

の1,000,500,2,000 ,4,000倍 であ った。抗T-1982血

清に対す る各薬剤の交叉反 応性は10～20倍 で,T-1982.
BGGの1,000倍 に比べその交叉性は低か

った。

HSA coupling免 疫群 の対照 とした薬 剤単独+CFA免

疫群か ら得た血清は,以 上 の免疫反応 で抗体 産生は まっ

たく認められなかった
。

2)T-1982な らびにCET ,CEZ,ABPCお よびPCG

のマウスを用いてのIgE抗 体産生能 の検討

T-1982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,ABPC,PCG)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。Table 4は 免 疫 抗 原 のsecondary injection後1週

目の 抗 血 清 に つ い て の薬 剤 の 交 叉 性 を 示 し た。T-1982,

CET,CEZ,ABPCお よびPCGに 対 す る マ ウ ス抗血 清

は,対 応 す る 各薬 剤 とBGGのcoupling抗 原 とお の お

の100,200,200,300、1,000倍 のPCA titerを 示 した 。

ま た抗T-1982血 清 は セ ファ ロス ポ リソ系 薬 剤 と は5

倍,ペ ニ シ リン系 薬 剤 とは交 叉 性 を示 さな か った 。

以上 の 対 照 と し た薬 剤(10,50,100μg)+silica gel

免 疫 群 で は,全 例 に 抗 体 産 生 は認 め られ な か っ た 。

3)T-1982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 につ い て

(1)能 動 性 ア ナ フ ィ ラ キ シー ・シ ョッ ク

T-1982単 独 お よ びT-1982・HSA結 合 物 のCFA

emulsionを もっ て 感 作 した モル モ ッ ト各 群5匹 に惹 起

抗 原(T-1982・BGG)を 注射 した が,い ず れ もア ナ フ ィ

ラキ シ ー様 シ ョ ック症 状 お よ び 死 亡 した もの は み られ な

か った(Table 5)。

(2)被 動 性 アナ フ イ ラキ シー ・シ ョ ッ ク

ウ サ ギ抗T-1982血 清 を 正 常 モ ル モ ッ トに1ml静 注



210 CHEMOTHERAPY DEC.1982

し,20時 間後 に惹起抗原(T-1982・BGG)を 静注 した

がなん らショック様症状お よび死亡 した ものはなかった

(Table 5)。

4)試 験管 内直接 クームス試 験

T-1982の 直接 クー ムス試 験をMoLTHANの 方法 に準

じてCET,CEZ,ABPCお よびPCGと 比較検討 した。

Tabie 6に 示す よ うに,T-1982に よるクームステス ト

陽性化を示 した。濃度 は40mg/mi以 上であ り他の薬剤

に比べ弱い傾向を示 した(Table 6)。

III.考 察

新たに開発 され た セファマイ シソ抗 生 剤 で あ るT-

1982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。

最初 にT-1982薬 剤単独 とsilica gelの 混合液 または

CFA emulsionと した ものをマウス,モ ル モッ トお よび

ウサギに免疫 した結果,全 例 に抗体産生は認 め られ なか

った。そ こで,本 剤の免疫学的特異性を測定す る目的 で

HSAま たはAacaris suum extractを 結 合させ たcarrier

protein coupling薬 剤を作 製 した。 これ らを免疫抗原 と

して上記の動物に感作 してえ られ た各種薬剤 に対す る抗

血清 につ いて検討 した。

その結果T-1982は 抗 セファ ロスポ リン抗体(CET,

CEZ)と わずかに反応 したが抗 ペニシ リン抗体(ABPC,

PCG)と は反応せず,市 販のβ-1actam抗 生剤 に対す る抗

体への反応性 は少ない と考え られた。 同様 に抗T-1982

血 清に対す る各種薬剤の反応性 も低 かった。

従来 よ りBenzyl penicilloyl(BPO)抗 体においては、

BPOの アシル側鎖 であ るphenyl acetic acidやphenyl

glychkeと だ け結合す る抗体 や,母 核 の6-aminopeni-

cilloateと だけ反 応する もの,あ るいはBPO protein全

体 と反 応する もの,さ らにBPOの 結 合 した ア ミノ酸残

基周辺 部 と反応す る ものの 集合体7～9)であることが 知 ら

れて いる。 これは免疫経過によ って も抗原構造 に対応す

る特異抗体の比率が異な る10)が,抗 セ ファ ロスポ リン抗

体で も同様の多様 性が考え られる。

以上の構 造特異抗体 がT-1982で 生 じるな らば1actam

環 と生体蛋 白結 合部に由来す る抗体が産生 される可能性

があ り,そ の結果ABPC,PCGと の交叉性 が強 まるで あ

ろ う。 しか しなが らT-1982は それ らの薬剤 と交叉性を

示 きなか った ことか ら,T-1982抗 体 は薬剤の側鎖に比

較的強いaffnityを もつ可能性が推測 され た。

堀内切 らは アシル側鎖特異抗体 について報告 し,さ ら

にNISHIDAら(1972)12)はBenzyl peniciliinの ペ ソゼ

ソ環が その際の重要な抗原決定基 とな り,側 鎖が長 くな

ればな る程penicilloyl結 合の数 が減少 し,免 疫原性が

弱 くなる傾 向がみ られ ると報告 してい る。 この ことか

ら,あ る条件下 で抗体が産生 されればmajor antigenic

determinantg)よ り も側鎖に強いaffinityを もつ抗体が

出現す る可能性が考え られ る。事実 ・今 回の実験に使用

したT-1982は4-ethy1-2,3-dioxo-1-piperazine car-

boxamidoを 有す る長 い側鎖を もち・同 じmoietyを も

つPiperacillinに 対 す る抗体 の免疫学的特異性18)からも

T-1982特 有 の抗体 を産生 したのであろ うと考えられた。

CET,CEZとPCGと の相異 は アシル側鎖がベンゼン

環の代 りにチオ フエ ソ,テ トラゾール環に,母核が チアゾ

リソ核の代 りにジヒ ドロサ イ アジ ン核 に変 った ものであ

る。 これ らは構造 的な相異に よ りPCGと の免疫学的交

叉性はない と予 想 された。しか し リジンの ε-NH2基 とア

ミド結 合する こと,側 鎖 のチオ フェンがベ ソゼ ンと免疫

学 的にまった く同一態度 を とる14,15)ことが証明 された後

は,CETとPCGの 交叉性は高 い と考 え られている。今

回の結果ではペ ニシ リン類(ABPC,PCG)と セファロス

ポ リン類(CET,CEZ)の 間 の交叉性 は5～20PCAtiter

(Table 1～3)程 度 であったが,CET,CEZ間 および

ABPCとPCG間 の交叉性 は強か った。

抗ABPC抗 体 は その 構 造 由来 の立体障害により16)

PCGと の 交叉性 は少ない とす る報告 とは異なった結果

が え られ た。 さらにIgE type血 清の交叉反応 について

抗原構 造 との相関は不明であ るが,T-1982抗 体はわず

かにCET,CEZと 反 応す るのみ であ り,IgG,IgM type

抗体 よ りもさ らに強 い側鎖特異抗体 であ ることが示唆さ

れた。

以上の各薬剤間の免疫学的 な交叉性 はハプテン阻止反

応で再検討 きれ,T-1982の 特異性が示唆 された。

さ らに,T-1982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,T-1982

を用いての能動性感 作 または ウサギ抗T-1982・HSA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7,9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MOLTRANの 方法により検

討 したが・本 剤の クー ムス陽性化作用はCET,PCGな

どに比べ弱 か った。

稿を終 えるにあた り,富 山化学工 業(株)綜合研究所々員

柴 田哲夫氏 のご協 力に深 謝いた します。
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IMMUNOLOGICAL STUDIES ON ANTIGENICITY OF T-1982

YOSHIO TAKEUCHI, YOSHITAMI KIMURA, YOKO NISHIMURA,

KAZURO YAGI, TATSUSUKE YOSHIKAWA and Yop ISHII

Department of Microbiology and Immunology, Nippon Medical School

The antigenicity or immunological characteristics of T-1982 was studied employing rabbits, guinea
pigs and mice.

The results obtained were as follows:
1) Antibody production against T-1982 was not observed in rabbits immunized with single admin-

istration of T-1982 or with the emulsion of T-1982 and complete Freund's adjuvant (CFA).
2) Hapten-specific antibody production against T-1982 was demonstrated by indirect hemaggluti-

nation test, hemagglutination inhibition test and 3 hr PCA of guinea pigs, employing rabbit anti T-1982
serum hyperimmunized with the emulsion of T-1982 coupled to human serum albumin and CFA .

3) IgE antibody production in mice immunized with the mixture of T-1982 and silica gel was not
observed at all.

4) Anaphylactic syndrome was not observed in guinea pigs actively sensitized with T-1982 or

passively sensitized with rabbit anti T-1982 serum.
5) The ability of T-1982 to give a positive reaction in Coombs' test was rather weaker than that of

CET or PCG.


