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新合成抗菌薬DL-8280の 抗原性に関する検討

高見光孝 ・和賀井信彦 ・服部浩之 ・荒内龍夫

第一製薬株式会社中央研究所

新規合成抗菌薬DL-8280の 抗原性 をモルモ ッ ト,ウ サギおよびマウスを用いて検討 した。 モルモ ッ

トおよび ウサ ギを用いた実験 では,DL-8280の10ま たは100mg/kgを 週3回 ずつ6回 経 口投与す る

か,あ るいは1mgを フロイン ド・アジュバ ン トとともに2回 足蹠 内などに投与 して感 作 した。 これ ら

感作血清について・モルモ ッ トを用 いたPCA反 応,受 身血球凝集反応お よび ゲル内沈降反応 を調べた

が,DL-8280に 対 する抗体は検出 されなかった。 また感作 モルモ ッ トについては,DL-8280誘 発投与

による全身 アナフィラキシー反応 の発来性 を検討 したが,反 応 は陰性 であった。マ ウスを用 いた実験 で

は,ア ジュバ ン トとして水酸 化アル ミニ ウム ゲル を用い,DL-8280の10ま たは100mg/kgを30日 の

間隔をおいて2回 腹腔内投与 して感 作 した。感 作血漿 に つ い て,ラ ッ トを用 いたPCA反 応 によ り,

DL-8280に 対するIgE抗 体の検出を行 った ところ,陰 性の成績 が得 られ た。

なお,ヒ ト血液 を用いた試験管 内直接 クーム ス反応 を試みたが,DL-8280に クーム ス陽性化作用は認

められなかった。

DL-8280は 第一製薬株式 会社 で開発 された新 しい合成抗菌薬

で,その抗菌スペク トラムは広 く,グ ラム陽性 お よび 陰性菌に

優れた抗菌力を示す ことが認め られ ている1)。DL-8280はFig.

1に 示す 化学構造 を有す る黄白色結 晶性 の粉末 で,水 に 溶けに

くいが弱酸性 または 弱 アルカ リ性条件 では 溶けやすい化合物で

ある。類似の化学構造 を持 った 抗 菌 薬 に はnalidixic acid,

pipemidic acid, nornoxacinお よびcinoxacinな どがある。

本報では,DL-8280の 安全性評価 の一環 と してモ ルモ ッ ト,

ウサギおよび マ ウスを用いて 抗原性 を検討す るとともに,試 験

管内直接クームス反応 を行ったので,そ れ らの成績 を報告す る。

Fig. 1 Chemical structure of DL-8280
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1. 被験 物質

第一製薬株 式 会 社 で合 成 され たDL-8280(Lot No.

105～108)とnorfloxacin (NFLX , Lot No.81-1130)の

ほかにnalidixic acid(NA,第 一 製 薬),pipemidic acid

(PPA,大 日本製 薬)お よびcephalothin(CET,塩 野 義

製 薬)を 用 い た。 陽 性 対 照 物 質 また は担 体 蛋 白 と し て

は,ウ シ血 清 ア ル ブ ミン(BSA, ×4 crystalized, NBC),

モ ル モ ッ ト血 清 ア ル ブ ミン(GSA, fraction V, MILES)

お よび卵 白 アル ブ ミン(OVA, grade V, SIGMA)を 用

い た。

2. DL-8280・BSA結 合物 の調 製

DL-8280の2gを 蒸 留 水50mlにpH4の 条 件 で懸 濁

後,水 溶 性 カル ボ ジ イ ミ ド 〔1-ethyl-3-(dimethylami-

nopropyl) carbodiimide・HCl, MERCK〕4gを 加 え て

室 温 で10分 間 反 応 させ た。 こ の遠 心 上 清 にBSA20mg

を加 え,pH4に 保 ちな が ら室 温 で4時 間,さ らに4℃

で一 晩 反 応 させ た。 反 応 液 を希 釈 塩 酸(約pH4)に 対 し

て透 析 した の ち,凍 結 乾燥 し,DL-8280・BSA結 合物 を

得 た。1分 子 のBSAに 結 合 したDL-8280を327nmに

お け る吸 光 度 か ら測 定 す る と約6個 であ った。

3. 使 用 動 物

感 作 の た め の 動物 と して は,ハ ー トレー 系 モ ル モ ッ ト

(雌 性,体 重300～3709,静 岡 実 験 動 物 農 業 協 同組 合),

ニ ュー ジ ー ラ ン ドホ ワ イ ト種 ウサ ギ(雄 性,体 重3.0～

3.4kg,東 京 実 験 動 物)お よ びBALB/C系 マ ウ ス(雌 性,

9週 齢,体 重21～229,日 本 チ ャー ル ス リバ ー)を 使 用

した。 ま たPCA反 応 の レシ ピエ ン ト動物 と して は,ハ

ー トレー系 モル モ ッ ト(雌 性,体 重270～5909 ,静 岡実

験 動 物 農 業 協 同組 合 ・金 丸 動 物)お よ びSD系 ラ ッ ト

(雌 性,体 重240～2809,静 岡 実 験 動 物 農 業 協 同 組 合)

を用 いた 。



1172 CHEMOTHERAPY FEB. 1984

4. 感 作方法

(1) モル モッ トの感 作

DL-8280を0.5%carboxymethylcellulose (CMC)

溶液 に懸濁 させ,1回 量 を10ま たは100mg/kgと し,

隔 日に週3回 ずつ計6回 経 口投与 して感作 した。 また,

他 の群 ではDL-8280をpH4.6の 酢酸級衝液に溶解 し

たのち,等 量 のフロイ ン ド・アジュバ ン ト(FAと 略 す)

を加 えて エマル ジョ ンとし,14日 の間隔で2回 四肢足蹠

内または皮内に投与 して感 作 した。 なお1回 感 作量は1

mg/匹 とし,1回 目はフロイン ド完全アジュバ ン ト(FCA,

DIFCO),2回 目には フロイ ン ド不完 全 ア ジ ュ バ ン ト

(FIA, DIFCO)を それぞれ用 いた。陽性対照 群 と し て

は,BSA溶 液のFAと のエマル ジ ョンを同様 の方法で投

与 した。最終投与後13日 目に眼窩静脈叢 よ り採 血 し,

分離血清を-20℃ に保存 した。 モルモ ッ トはDL-8280

感 作群で5匹 ず つ,対 照群で3匹 使用 した。

(2) ウサギの感作

モルモ ッ トの場合 と同様に,DL-8280を0.5%CMC

に懸濁 し,100mg/kgを 隔 日に週3回 ずつ計6回 経 口投

与するか,生 理食塩液に溶解 したDL-8280溶 液をFA

とのエマルジ ョン とし,1mg/匹 を14日 間隔で2回 四肢

足蹠 ・筋 肉内に投与 して感 作 した。陰性対照 群 と して

は,生 理食塩液 とFAと のエマル ジ ョンを同様の方法 で

投与 した。最終投与後14日 目に耳静脈 より採 血 し,分

離 血清を-20℃ に保存 した。 ウサ ギは各群3匹 ずつ用

いた。

(3) マウスの感 作

DL-8280の 生理食塩液懸濁液(一 部溶解)を,浜 岡の

方 法2)によ り調製 した水酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 〔A1

(OH)3,16mg/ml〕 に1:1の 割合で混合 し,1回 量が10

または100mg/kgと なるよ うに体重109あ た り0.2ml

ず つを30同 間隔で2回 腹腔内投与 して感作 し た。 陽 性

対照群 としては,OVAの1mgを 水酸化 アル ミニ ウム

ゲル4mgに 吸着 させた0。5ml/匹 を同様 の方法で投与

した。最終投与後7日 目に大腿 動静脈 よ り採血 し,5倍

希釈 プール血漿 として-20℃ に保存 した。マ ウスは各

群5匹 ずつ使用 した。

5. 全身 アナフィラキ シー反応

DL-8280の 経 口感作お よびFA併 用感作モルモ ッ ト

について,最 終感作後14日 目お よび28日 目の2回 にわ

た り誘 発を行 った。第一回 目誘 発 で はDL-8280の10

mg/kgを 希釈塩酸 に溶解 して,ま た第2回 目誘発 では,

DL-8280の2mgとGSAの5mgと を1/15M phos-

phate buffered saline (PBS, pH7.4)1mlに 溶解後37°

Cで24時 間反応 させ たDL-8280・GSA混 合加温液 の1

ml/匹 を静脈内に投与 した。BSAのFA併 用感作モルモ

ッ トには,最 終感 作後28日 目にBSAの1mg/匹 を1回

だけ投与 した。誘 発投与後 の全身 アナフィラキシー ・シ

ョック症状の観 察 お よび 判定はKOIZUMIら の方法3)に

準拠 した。なお,DL-8280溶 液 またはDL-8280・GSA混

合加温液 の静脈内投与にお いて,上 記の勝発量が未感作

動物 で毒性症状 を出現 させ ないことをあらか じめ確認し

た。

6. 受身皮膚 アナフィラキ シー(PCA)反 応

PCA反 応 では,DL-8280, NA, PPA, NFLXの10mg

/kg,DL-8280・GSA混 合加温液 の1ml/匹,DL-8280・

BSA結 合物 の1mg/匹 な らびに陽性対照物質のBSAお

よびOVAを 誘発用抗原 として使 用 した。

(1) モルモッ トを用 いたPCA反 応

モルモッ トのIgG1お よび ウサギのIgG抗 体の検出に

は,OVARYの 方法4)に準 じ,モ ルモ ッ トをレシピエント

とした4時 間PCA反 応 で行 った。感作モルモッ トまた

はウサ ギ血清の4倍 か ら始 まる2倍 連続希釈列を生理食

塩液 で作 り,そ の0.1mlず つを毛刈 りした健常モルモ

ットの皮内に投与 した。4時 間後 に誘発用抗原液 と0.5

mlの1%エ バ ンスブルーを静脈内投与 し,皮 内投与局

所 の色素漏出反応 を30分 後 に調べた。試験は2例 ず つ

のレシピエ ン トを用いて行い,直 径5mm以 上の青色斑

が形成 され た場合 を陽性 とみなし,陽 性反応 を示す最大

希釈倍数 をPCA(モ ル モッ トIgG1ま たはウサギIgG

抗体)価 とした。

(2) ラットを用いたPCA反 応

マ ウスのIgE抗 体 の検出は,MOTAの 方法5)に準 じ,

ラッ トを レシピエ ン トとした24時 間PCA反 応で行っ

た。感作 マウスの5倍 希釈 プール血漿 を2倍 連 続希 釈

し,そ の0.05mlず つをラッ トの皮内に投与 した。PCA

(マウスIgE抗 体)価 の求め方は,モ ルモッ トにおける

PCA反 応 の場合 と同様であった。

7. 受身血球凝集(PHA)反 応

モルモ ッ トおよび ウサ ギ血清 について,DL-8280に 対

す る凝集抗体の検 出を行 った。抗原感作血球 の調 製 は

HERBERTの 方法6)を一部変えてつ ぎの とお り行った。

ホルマ リン-タ ンニン酸処理 ヒツジ赤血球(SRBC)を

燐酸緩衝液(0.075M, pH5.6)で5%浮 遊液 とし,こ

れに0.1mg/mlのDL-8280・BSA結 合物溶液 または

BSA溶 液を等量ずつ加 えて室温 で30分 間ゆるやかにか

くはん しなが ら反応 させた。PBSで 洗浄 したのち,あ ら

か じめSRBCで 吸収 した正常 ウサギ血清 を0.01%濃 度

に含 むPBSで1%浮 遊液 とし,感 作血球 として用いた。

反応 はマイク ロプ レー ト法で行 った。すなわち,56℃,

30分 間加温後,SRBCに よ り吸収処理 した被 験 血 清 を

0.5%正 常 ウサギ血清添加PBSを 用いて25μlず つの2
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Table 1 Systemic anaphylaxis in the sensitized guinea pig

* No. of animals with anaphylaxis/No. of animals tested
**  Mixture was incubated at 37•Ž for 24hr.

倍希釈列 とし,感 作血球浮遊液を25μlず つ加 えて振 と

う後,一 晩放置 して凝集 の有無を観察 した。凝集 を示す

被験血清の最大希釈倍数 をPHA抗 体価 とした。

8. 寒天ゲル内沈降反応

感作モルモ ット血清 について,DL-8280・BSA結 合物

またはBSAを 検出用抗原 とし て 沈 降 抗 体 の 検 出 を

OUCHTERLONY法 で行 った。寒天末(Agar-EPI,半 井

化学)を1%濃 度に溶解 し,オ ブジェク トガラス板上に

平板を作製 した。中央 のウェルには検 出用抗原液(DL-

8280・BSA結合物2mg/mlま たはBSAlmg/ml)の7.5

μlを,5mmを 隔てた周囲 ウェルには被験 血清の7.5μl

を入れたのち,室 温で反応 させ た。沈降線 の観察は反応

開始後48時 間まで行った。

9. 試験管内直接 クームス反応

MOLTHAN法7)に 準 じ,ヒ ト血液 を用いた試験 管 内直

接クームス反 応 を 行 っ た。DL-8280お よ びCETを

PBSに 溶解 し,そ れぞれ0.2mlず つの2倍 連続希釈列

とした。これにヒ ト0型 血液(ALSERVER液 保 存)を

0.4mlず つ加 えて37℃ で3時 間反応 させ遠 心 分 離 し

た。沈渣赤血球をPBSで5回 洗浄後,2%PBS浮 遊液

とした。それ らの1滴 ずつに クームス血清(オ ル ソー社

製および国際試薬株式会社製)を2滴 ずつ加 え,振 り混

ぜたの ちた だ ち に1,000rpmで1分 間遠心 し,沈 渣

を乱しなが ら凝集 の有無 を判 定 した。凝集 の強 さを5段

階(-.±,+,++,+++)に 分 けて表 し,+以 上 を陽性 と

した。

実 験 成 績

1. モルモッ トにおける抗原性

(1) 全身アナ フィラキシー反応 の発来

実験 成績 をTable 1に 示 した。DL-8280の 経 口感作

またはFA併 用感作モルモ ッ トにつ いて,最 終感 作後14

日目にDL-8280の 静脈 内投与 による誘発 を,さ らに14

日後(最 終感 作後28日 目)にDL-8280・GSA混 合加温

液投与による再誘発 を行った結果,い ずれ の誘 発用抗原

に対 して も全身 アナ フィラキシー ・シ ョック症状 は全 く

惹 起 され なか った。なお,DL-8280の 経 口感 作群 の1匹

が誘 発投与6日 後に死亡 したが,こ の動物は試験 開始時

か ら体重増加が不良で,不 顕性感染な どの内因に誘 発前

日のエーテル麻酔 下採血 などのス トレスが加 わ り死亡 し

た もの と推定 された。BSAのFA併 用感 作モル モ ット

では,最 終感作後28日 目のBSA誘 発投与によ り,全 例

に挙動不安,掻 鼻,そ しゃ く,咳 ・くしゃみ,呼 吸 困難,

チアノーゼ,痙 攣な どのシ ョック症状が出現 し,3匹 中

1匹 が死亡 した。

(2) IgG1抗 体 の産生

全身 アナ フィラキシー誘発前 日(最 終投与後13日 目)

に採取 したモルモ ッ ト血清 のIgG1抗 体価をTable 2に

示 した。DL-8280の 経 口投与 またはFA併 用投与 によ

り感 作 した場合,DL-8280お よびDL-8280・GSA混 合加

温液な どの誘 発用抗原 に対す るIgG1抗 体価 は,い ずれ

も4倍 未満を示 し,特 異的IgG1抗 体は産生 され なか っ

た。BSAのFA併 用投与 によ り感作 した場合,BSAに

対 するIgG1抗 体価 は256～8,192倍 を示 した。

(3) 凝集抗体お よび沈降抗体の産 生

感 作モル モッ ト血清のPHA抗 体 と沈降抗体 に関す る

成績 をま とめてTable 3に 示 した。DL-8280で 感作 し

たキルモ ットの血清 とDL-8280・BSA結 合物 による感 作

血球 とのPHA反 応において抗体価 はいずれ も10倍 未
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Table 2 Determination of IgG1 antibody in the serum from the sensitized guinea

pig by passive cutaneous anaphylaxis (PCA)

* Guinea pig 4-hr PCA (IgGI) titer
**  Range of PCA titers

Table 3 Determination of antibodies in the serum from the sensitized guinea pig
by passive hemagglutination (PHA) and precipitation reactions

Table 4 Production of specific antibodies in the sensitized rabbit

* IgG titer

満 を示 し,DL-8280に 対す る特異的凝集抗体の産生は認

め られなか った。 またDL-8280感 作血清 とDL-8280・

BSA結 合物 との沈降反応 もすべて陰性であ り,沈 降抗 体

の産生 はみ られなかった。BSAのFA併 用投与に より

感 作した場合,BSAに 対す るPHA抗 体価 は40～160倍

の結果が得 られ,沈 降反応 も全例が陽性を示 した。

2. ウサギにおける抗原性

最終感 作後14日 目のウサ ギの血清 について,IgG抗 体
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Table 5 Production of specific IgE antibody in the sensitized mouse

*  IgE titer in pooled plasma

Table 6 Cross-reactivity of NA, PPA and NFLX to the sera from animals

sensitized with DL-8280 in PCA reaction

* No. of sera with positive reaction/ No. of sera tested
** PCA titer

***  PCA titer of pooled plasma

価およびPHA抗 体価 を測定 し,成 績 を一括 してTable

4に示 した。感作 ウサギ血清 のIgG抗 体価の測定をモ

ルモットをレシピエ ン トとした4時 間PCA反 応 で行 っ

た結果,DL-8280お よびDL-8280・BSA結 合物に対 して

いずれも4倍 希釈血清で陰性 であった。 また,DL-8280・

BSA結 合物による感作血球 に対す るPHA抗 体価はいず

れも10倍 未満 を示 した。 このよ うに,DL-8280の 経 口

投与 またはFA併 用投与 によ り感 作 した ウサ ギ に お い

て,DL-8280に 対する特異的IgG抗 体 な らび に凝集抗体

の産 生は認 め られ なか った。

3. マ ウスにお ける特異的IgE抗 体の産 生

最終感 作後7日 目のマ ウス ・プール血漿 について,ラ

ッ トを レシ ピエ ン トとした24時 間PCA反 応に よ りIgE

抗体を測 定 し,成 績 をTable 5に 示 した。DL-8280に
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Table 7 In vitro direct COOMBS' reaction

対す るIgE抗 体の検出は,DL-8280とDL-8280・BSA

結合物 を誘発用抗原 として用いたが,血 漿 中IgE抗 体

価はいずれ も5倍 未満 を示 し,DL-8280と 水酸化アル ミ

ニウム ゲルの混合液投与 によ り感 作 したマウ ス に お い

て,特 異的IgE抗 体 の産生は認め られ なかった。OVA

で感作 したマ ウスでは,OVAに 対 して640倍 のIgE抗

体価が認め られ た。

4. 他の合成 抗菌薬 との交差反応性

一般 に,他 剤 との免疫学的交差反応性 を検 討 す る に

は,あ る程度抗体価 の高 い血清 を使用する必要がある。

本実験 において,DL-8280で 感作 したモルモッ ト,ウ サ

ギ,マ ウスのいずれ において も,DL-8280に 対する特異

抗 体を検 出できなか ったが,こ れ ら感 作血清 によ り受身

感 作 したモルモ ッ トまたはラッ トに,DL-8280と 類似の

化学構造 を有す るNA, PPA,お よびNFLXを 単独静脈

内投与 するこ とに よりPCA反 応の発来性 を検討 した。

成績 はTable 6に 示 した ように,DL-8280感 作動物の血

清 とこれ ら他剤のいずれ の組み合わせにお いて も,PCA

反応 は全 く惹起 され なかった。

5. 試験管内直接 クームス反応

DL-8280をPBSで 飽和溶液 とし,こ の2倍 連続希釈

列を ヒ ト血液 に作用 させた。成績はTable 7に 示 した

よ うに,DL-8280の 終濃度0.08～1.33mg/mlの いずれ

の処置群 において もクームス陽性反応 は認 め られなか っ

た。対照 として用いたCET処 置群では,オ ルソー社製

クームス血清 では5mg/ml,国 際試薬社製 クームス血清

では20mg/ml以 上 の濃度 でクームス反応陽 性 を 示 し

た。

考 察

DL-8280の 抗原性 をモルモッ ト,ウ サギおよ び マ ウ

スを用 いて検討 した。

薬物の抗原性 を動物を用 いて調べ るには,で きるだけ

臨床適用方法 に近い形 での感作が望 ましい といえよ う。

しか し,低 分子薬物 に対す る免疫応答 は一般 にそのよう

な条件下 では成立 し難 い と考え られ,ア ジュバン トを併

用 した感作が しば しば試み られている。アジュバ ントを

用 いた場合の反応 は必ず しも臨床にお ける薬物アレルギ

ーを反映す るものではないが,薬 物 の潜在的感作能力を

予測 するためには有用 な方法 と考え られる。一方,薬 物

を異種蛋 白に結合 させて動物 を感 作すれば,多 くの場合

に薬物 に対する抗 体が産生 されるが,こ の人工的な方法

では,生 体内における薬物 の感作原性発現 に関する情報

を得 るためには無理 があろ う。 したが って,本 報では,

感 作用抗原 としてDL-8280そ の ものを用い,臨 床投与

経路 である経 口投与による感作のほかに,フ ロインド・

アジュバ ン トあるいは水酸化 アル ミニウムゲルを併用し

た非経 口投与による感作 を試みた。経 口感 作 に お ける

DL-8280の1回 投与量は,臨 床で予 想 され る 最 大 量

(600mg/man)に 相 当する10mg/kgま たはその10倍 量

の100mg/kgと した。

感作動物 における特異抗体 の検出方法の うち全身アナ

フィラキシーお よびPCA反 応 などin vivo試 験 では,

誘 発用抗原 として,DL-8280そ の ものを用いたほかに,

DL-8280・GSA混 合加温液 またはDL-8280・BSA結 合物

を用 いるこ とによ り抗体検 出の確実化を 図 っ た。また

PHAお よび沈降反応 などin vitro試 験 では,人 工的で

はあるが完全抗原である ところのDL-8280・BSA結 合物

を用いた。

臨床適用方法 に近い形 であるDL-8280そ のものの経

口投与によ り感作 を施 したモルモ ッ トおよびウサギにつ

いてみる と,誘 発用抗原 としてDL-8280そ のものを用

いた場合のみな らず,DL-8280・GSA混 合加温液あるい

はDL-8280・BSA結 合物 を用 いた場合にも,DL-8280に

対す る特異抗体 は全 く検出 され なかった。つ ぎに,臨 床

用法に比 し極 めて苛酷 な条件 として,ア ジュバン トを併

用 した非経 口投与 によ り感作 したモルモッ ト,ウ サギお
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よびマウスにおいて も,DL-8280そ の もの,DL-8280・

GSA混 合加温液あるいはDL-8280・BSA結 合物 のいず

れを誘発用抗原 とするこ とに よって も,DL-8280に 対す

る特異抗体の検出はできなか った。

なお,DL-8280と 化学構造が類似 している他剤 との交

差反応性を検討する目的 で,DL-8280感 作動物の血漕を

用いた各種PCA反 応 において,NA,PPAお よびNFLX

の誘発投与を試みた ところ,反 応 は全 く惹起 されなかっ

た。

ところで,β-lactam剤 な どは試験管 内直接 クーム ス陽

性化作用を示すことが報告 され ている8,9)が,合成 抗菌薬

であるDL-8280に ついて試験 管内直接 クーム ス反応 を

行ったところ,DL-8280の 飽和溶液 を用い1.33mg/ml

の濃度でヒト血液を処理 した場合 にお いて も陰性 の結果

が得られた。この濃度は ヒ トに600mg(臨 床最 大使用

予想量)を 経口投与 した ときの最高血 中濃度(6～8μg/

ml)10)の約200倍 に相当する。 したが って,DL-8280は

臨床使用においてクームス反応陽性化作用 を示 さない も

のと推察される。

以上の成績か ら明らかなよ うに,DL-8280は モル モッ

ト,ウサギおよびマ ウスのいずれに対 して も抗原性 を示

さず,ま たクームス陽性化作用 も認 め られ なかった こと

から,免疫学的な安全性 が高 い薬物である と考 え られ る。

なお,本研究は昭和56年6月 か ら昭和58年1月 に実施し

た。
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STUDIES ON ANTIGENICITY OF DL-8280

MITSUTAKA TAKAMI, NOBUHIKO WAGAI, HIROYUKI HATTORI and TATSUO ARAUCHI

Research Institute, Daiichi Seiyaku Co., Ltd.

Antigenicity of DL-8280, a new synthetic antibacterial agent, was examined with several
kinds of experimental animals. Guinea pigs and rabbits were sensitized with oral administra-
tions of DL-8280 (10; 100 mg/kg) three times a week for 2 weeks, or with intradermal (into
the footpads) and intramuscular injections of DL-8280 (1 mg/animal) emulsified in FREUND'S
adjuvant twice at 2 weeks interval. In the sera obtained from these sensitized animals, no
antibodies to DL-8280 were detectable by passive cutaneous anaphylaxis (PCA) in guinea pigs,
and hemagglutination and precipitation reactions. No systemic anaphylaxis was observed in
the sensitized guinea pigs after intravenous injection of DL-8280. Mice were sensitized with
intraperitoneal injections of DL-8280 (10; 100 mg/kg) mixed in aluminum hydroxide gel twice
at 30 days interval. In the pooled mouse plasma, specific IgE antibody to DL-8280 was not
detected by PCA in rats.

Moreover, DL-8280 could not induce a positive reaction in the in vitro direct Comas'
test.


