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Lenampicillin hydrochloride(KBT-1585)の 抗 原 性 に つ い て
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Lenampicillin hydmhloride(KBT-1585,LAPC)の 免疫学的性状 をABPCを 対照 に して検討 し

た。

KBT-1585お よびABPC溶 液をcomplete FREUND'S adjuvantに よる乳化液 として ウサギを免

疫,あ るい はこれ らとkeyhole limpet hemocyaninと の結合体 を水酸化 アル ミニウムゲル ととも

にマウスに免疫する と,特 異的 な抗体(IgM,IgG,IgE型)を 産生 した。

KBT4585に よるこれ らの抗 体の産生 はABPCに 比べ弱い傾向が認め られ た。 さ らに,両 者の

間には明 らか な交叉性が認め られた。

これ らの事実 よ り,KBT-1585の 抗原性 は,ほ とんどがその構造中に含まれ るABPCに よって

もた らされ るもの と考え られた。

(5-methyl-2-oxo-1, 3-dioxolen-4-yl) methyl U-a-
aminobenzylpenicillinate hydrochloride (Lenampicillin

hydrochlodde,KBT-1585)は 鐘紡(株)薬 品研 究 所 で

開 発 され たAmpicillin(ABPC)の エ ステ ル 誘 導体 で あ

り,Fig.1に 示 す よ うな構 造 式 を有 して い る。 臨床 的 に

は経 口投 与 に よ り用 い られ,吸 収 の過 程 で 加 水 分 解 さ

れ,血 液 中で はABPCと して存 在 す る1)。

Penicillin系 の抗 生 物 質 の抗 体 産 生 能 に つ い て は よ く

知 られ て お り2,3),臨 床 的 に も薬 物 ア レル ギー の 誘 発 が

報 告 され て い る の で,我 々は,ABPCを 比 較対 照 薬 に用

い,KBT-1585の 抗 原 性 に つ い て,モ ル モ ッ ト,ウ サ

ギ お よび マ ウス を用 い て検 討 した 。

Fig. 1 Chemical structure of KBT-1585

KBT-1585:(5-Methyl-2-oxo-1, 3-dioxolen-4-y1) methyl

D-a-aminobenzylpenicillinate hydrochloride
M. W.:497. 95

I.実 験 材 料 お よび 実 験方 法

1.実 験 材 料

(1}被 験 物 質

抗 生 物 質 と して は,KBT-1585(鐘 紡),sodium ampi-

cillin (ABPC,明 治 製 菓),potassium benzyl penicillin

(PCG,萬 有 製 薬)を 用 い た 。 ま た,そ の他,用 い た 薬

物 は 下 記 の とお りで あ っ た。 す な わ ち,bovine gamma

globulin (BGG, Fraction II, Sigma), bovine serum
albumin (BSA, Fraction V, Sigma), keyhole limpet

hemocyanin (KLH Difco), complete FREUND'S adjuvant

(CFA,Difco), sheep red blood cell (SRBC,フ ァルマ

シ ア)。

(2)使 用 動 物

雄 性 日本 自色 在 来 種 ウ サ ギ(体 重2.5～3.0kg,高 杉

実験 動 物),雄 性Hartley系 モ ル モ ッ ト(体 重250～350

g,松 本 実 験動 物),雄 性BALB/cマ ウス(体 重25～35g,

日本 チ ャー ル ス ・リパ ー)お よび 雄 性SD系 ラ ッ ト(体

重200～2509,日 本 チ ャー ル ス ・リバ ー)を 用 いた。

2.実 験 方 法

(1}抗 生 物 質 ・蛋 白結 合 物 の調 製

BGG,BSAま た はKLH500mgを50mlの0.07M

Veronal buffer(pH8.5)に 溶 解 し,被 験抗 生 物質29

を加 え た。 こ の溶 液 を1N NaOHでpH11前 後 に保ち

なが ら,37℃ で1hr放 置 した 。 この液 を4℃,pH8

に調 製 した0.15MNaCl液 に対 し,3日 間透 析 し,内

液 を凍 結 乾 燥 した 。 結 合 モル 数 はLEVINE4)に よるPena-

maldate法 に よ り測 定 して 求 め た。 そ の結 果,1モ ルの

BGG,BSAお よ びKLHに 対 し,KBT-1585は それぞ

れ,0.8,28.8お よび1.5モ ル,ABPCは それぞれ,

7.2,67.2お よ び13.1モ ル結 合 して いた 。

(2)免 疫 方 法

1)モ ル モ ッ トの場 合

1群8～9匹 の モル モ ヅ トを用 い て下 記 の よ う に 免

疫 した。KBT-1585129mg/ml(ABPCと 等 モ ル),AB

PC100mg/m1生 理 食 塩 液 溶 液 を 調製 し,各 液 と等容の

CFAに 混 じてW/O型 工.マル ジ ョン と し,モ ルモ ット

の 左右 臀 筋 に0.25m1ず つ計0.5m1投 与 し,初 回免疫
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とした。その後,1wkに1回,計3回KBT-1585 65

mg/1n1,ABPC501ng/m1の 生理食塩液溶液0.5疏1を

皮下投与 し追加免疫 を行 ない,最 終免疫 よ り10～14日

日に実験に用いた。 また,OAは10mg/m1の 生理食塩

液 溶液 を1wkに1回,計4回 左右 磐 筋 に0.25m1ず

つ計0-5m1投 与 して免疫 した。

2)ウ サ ギの場合

1群5～8匹 のウサギを下 記の ように免疫 し た。 КB

T-1585204mg/ml(ABPCと 等 モル)お よびABPC

156mg/mlの 生理 食塩 液溶液 を調製 し,各 液1容 とCF

A1.5容 を混 じ,W/0型 エマルジ ョンを調製 した。免

疫 は左右磐筋の4か 所にエマル ジ ョンを0.5m1ず つ計

2m1を1wkに1回,計5～7回 注射 して行 な い,最

終免疫か ら10日 後 に採血 し,血 清 を分離 した。 なお,

血清 は実験に使用す るまで,-20℃ に保存 した。

3)マ ウスの場合

1群10匹 のマウスを用 いて,下 記 のよ うに免疫 した。

A1(OH)3ゲ ル31ngを 含む生理 食塩液溶液0.5m1に

被験薬物(KBT-1585お よびABPCを それ ぞれ0.1,

1,10お よび100μ9)を 溶解 して抗原液 と し,マ ウスの

腹腔 内に投与 した。 さ らに,3wkに1回,計3回 追 加

免疫 し,最 終免疫 か ら10日 後 に採血 し,そ の血清 を 分

離 し各群 ごとにプール して実験に使用 するまで,-20℃

に保存 した。 また,KBT-1585・KLHお よびABPC・

KLH結 合物は蛋 白量1μ9と して,OAに つい ては1μ9

を上記の ように免疫 した。

(3)反 応惹起

1)モ ルモ ットの場合

(i)能 動性全身 アナフ ィラキシー(ASA)反 応:1群

3匹 の感作モルモ ッ トを用 い,対 応 する抗原 を静脈内投

与 し,全 身性 アナフ ィラキシー反応 の有無 を観察 した。

抗原 の投与量はKBT-1585 26mg/ml/anima1, ABPC

20mg/m1/animalお よびKBT-1585・BGG, ABPC・

BGGを 蛋白量 として10mg/ml/anima1と した。なお,

OAの 惹起抗原量 は3mg/m1/anima1と した。 反応の観

察は江田の方法5)に 従 って行 なった。

(ii)SCHULTZ-DALE反 応:1群2～4匹 の感作 モ ル

モ ットより摘 出 した回腸片 を用い て行な った。回腸片を

95%02-5%CO2混 合 ガス通気下で,液 温32±1℃ の

Tyrode液 槽(10m1)に 懸垂 し,KBT-1585,ABPCお

よびOAを それ ぞれ10-49/m1適 用 して回腸 片の反応

を観察 した。

2)ウ サギの場合

(i)赤 血球凝集反応:BOYDENら の方法6)に より,2

%ホ ルマ リγ ・タンニン酸処理羊赤血球,0.05MPBS

(pH7.4)浮 遊液 にそ れぞれ КBT-1585・BSA51ng/

卑1,ABPC.BSA 5mg/mlの 溶液を等 量加え,37℃,

15min incubateし て羊赤血球 を感作 した。 その後,56

℃,30min非 働化 した0.5%ウ サギ血清-0.05MPBS

(pH7.4)で 感作羊赤血球 を3回 洗浄 し,同bufferに

感作血球を2%に なるよ うに浮遊 させ た。被験抗血清は

同bufferで2倍 系列希釈 し,マ イクロタイター法に よ

り,反 応2hr後 に凝集価 を測定 した。

(ii)4hr受 動性 アナフ ィラキシー(PCA)反 応:1群

3匹 のモル モ ッ トの背部皮内に5倍 希釈 した抗被験薬 ウ

サギ血清0.1m1を 投与 した。4hr後 にKBT-158526mg/

kg,ABPC20mg/kgお よび蛋 白量 としてKBT-1585・

BSA20mg/kg,ABPC・BSA20mg/kgとEvans blue 30

mg/kgに なる ように調製 した混合液 を0.1m1/1009静

脈内に投与 してPCA反 応 を惹起 させた。30min後 に皮

内に出現す る色素斑の径を測定 し,以 下 の基 準で観察,

判 定 した。す なわ ち,―:反 応な し,±:0～5×51nm2,

+:5×5～10×10mm2,廾:10×10～15×15mm2,卅:15

×15～20×20mm20

3)マ ウスの場合

(i)48hrPCA反 応:1群3匹 の ラッ ト背部皮 内に抗

KBT-1585お よび抗ABPCマ ウス血清 をそれぞれ3お

よび15倍 希釈 して0.1鶏1ず つ投与 した。48hr後 に КB

T4585 26mg/kg,ABPC20mg/kgお よび蛋 白量 とし

てKBT-1585・BSA 20mg/kgお よびABPC・BSA20

mg/kgとEvans blue 30mg/kgに なるよ うに調製 した

混合液 をo.1畑/100g静 脈 内投与 し,30min後 に皮内

に出現 する色素斑 を観察 した。

また,抗ABP()・KLHお よび抗KBT-1585・KLH

マウス血清 については,3お よび15倍 希釈液 を ラ ヅト

皮内に0.1mlず つ投与 して上記 と同様 にPCA反 応を

惹起 させた。 なお,OAの 反応 惹起量は25m9/kgと

した。

4)ハ ブテン阻止反応

G)赤 血球凝集ハ プテン阻止反応:LEyら の方法7)

によ り抗生物質の感作血球 を作製 した。 すなわ ち,AB

PC120mgを 含むAlserve工 溶液4mlに 等 容の ウサギ血

球 を加え,37℃,2hr incubateし た。その後,生 理 食塩

液 にて2回 洗浄 し,こ の感作血球 を生理食塩液に2%の

割合で浮遊 させ抗原 とした。

被験抗生物質(ハ プテ ン)を20mMに な る よ うに

生理食塩液 に溶解 し,0.05m1ず つの2倍 希釈液 を作 っ

た。 その各 々に4単 位 の抗血清0.05m1を 加 え,37℃,

2hr incubateし た。 その後,感 作血球浮遊液 を0.05斑1

加 え,4℃ で一夜静置 した。 これを鏡検 して凝 集 の 有

無を観察 し,凝 集 反応 を100%阻 止するのに必 要な最

小 ハプテ ン量を求 めた。
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Table 1 Active systemic anaphylaxis reaction by KBT-1585 in guinea pigs

Symptom:A; licking nose, rubbing nose, B; ruffling fur, C; weakness, diminished tone, 1); labored breathing,

E; sneezing, coughing, F; retching, G; rales, H; evacuation of feces, I; micturition, J; convulsion, K; prostration,

L; death

Criteria of overall evaluation in as follows:-; no symptom, +; + (1-3),œO; + (4-7), ™¿; + (more than 8) or death

(ii)定 量沈降ハ プテ ン阻止反応:予 め,本 反応に用

い る当量域の抗原 量を定量沈降反応 によって求めた。抗

血清0.5mlと0.05M PBS (pH 7.8)に 溶解 した抗原

の2倍 系列希釈液の各0.5mlを 混和 し,37℃,1hr in-

cubateし,さ らに4℃ で24hr静 置 した。 これ を3,000

r.p.m. 20min遠 心 し,沈 降 物を氷冷 したPBSで2回

遠心洗浄 し,沈 降蛋白量をFOLIN-LOWRY法8)で 測定 し

抗原量 を求 めた。

定量沈降ハ ブテ ン阻止反応 では,被 験抗生物質 を最終

濃度30mMに なるよ うにPBSに 溶解 し,0.1mlず つ

の3倍 系列希釈液 を作 り0.5mlの 抗血清を加 え,37℃,

1hr incubateし た。 これに先に求めた量の抗原 を加 え,

37℃,1hr incubateし,さ らに,4℃,24hr静 置 した。

その後,上 記の操作で沈降蛋白量を測定 し,沈 降反応 を

50%阻 止す るハ ブテン量(mM)を 求めた。

II.実 験 結 果

1.モ ルモ ッ トの場合

(1)ASA反 応

KBT-1585お よびABPCで 免 疫 したモルモ ットに対

し,KBT-1585, ABPC, KBT-1585・BGGお よびABPC

・BGGは 何 らアナ フ ィラキシー様作用 を 示 さ な か っ

た。一方,OAはOA免 疫 モル モ ッ トの全例にア ナ フ

イラ キ シ ー様 作 用 を 示 し,死 亡 させ た(Table 1)。

(2) SCHULTZ-DALE反 応

KBT-1585お よびABPCはKBT-1585お よびAB

PCで 免 疫 した モ ル モ ッ トの摘 出 回 腸 片 に対 し,何 ら作

用 を示 さな か った。 一 方,OAはOAで 免疫 したモルモ

ッ ト回 腸 を収 縮 させ た(Fig.2)。

Fig. 2 SCHULTZ-DALE reaction in ileum isolated

from guinea pig treated with OA, ABPC

and KBT-1585

H: Histamine
10-6M

OA, ABPC, KBT-1585
10-4g/ml
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Table 2 Passive  hemagglutination by KBT-1585 and ABPC-coated SRBC

2.ウ サギの場合

(1}赤 血球凝集反応

KBT-1585・BSA感 作血球 に対 し,抗KBT-1585お

よび抗ABPCウ サ ギ血清はいずれ も凝集反応を示 した。

すなわち,抗KBT-1585血 清は4倍 希釈液で8例 全例 が,

128倍 で8例 中1例 が陽性で あった。 また,抗ABPC

血清 は4お よび8倍 希釈液で5例 全例 が,256倍 で5例

中1例 が陽性であ った。 一方,ABPC・BSA感 作血球 に

対 しても両 者の抗 血清はいずれ も凝 集反応 を示 した。す

なわち,抗KBT-1585血 清 は4お よび8倍 で8例 全例

が,256倍 で8例 中2例 が陽性 であった。 抗ABPC血

清は4お よび8倍 で5例 全例が,512倍 で5例 中1例 が

陽性を示 した(Table2)。

(2)4hrPCA反 応

抗KBT-1585お よび抗ABPCウ サ ギ血清に よるモル

モ ッ トの4hr PCA反 応 において,KBT-1585お よび

ABPCを 惹起抗原 に用 いた場合,反 応 は陰性 であった。

また,抗KBT-1585血 清に対 し,KBT-1585・BSAお

よびABPC・BSAを 惹起抗原 に用いた場合,そ れぞ

れ,8例 中2例 が陽性を示 した。 一方,抗ABPC血 清

に対 し,KBT-1585・BSAで は5例 中4例 がPCA反 応

陽 性を示 し,ABPC・BSAで は5例 全例が陽性 を示 した

(Table4)。

3.マ ウスの場合

(1)48hrPCA反 応

KBT-1585,ABPCお よびそ れ ぞ れ のBSA結 合 物

は,抗KBT-1585お よび抗ABPCマ ウス血 清に 対 する

reaginicなPCA反 応を惹起 せ しめなか った。 しか し,

抗KBT-1585・KLHマ ウス血 清の3倍 希釈液 に対 して

KBT-1585・BSAは 痕跡程度 の陽性反応 を示 し,ABPC

・BSAは 明 らかな反応 を惹起せ しめたが
,15倍 希釈液

ではそれぞれ陰性 で あ っ た。 ま た,抗ABPC・KLH

マ ウス血 清に対 しては3お よび15倍 希 釈 液 におい て
,

KBT-1585・BSAお よびABPC・BSAは 明 らか な陽性

。の反応を示 した。 一方・OAは486倍 希 釈液の抗OA

血 清に対 し明 らかなPCA反 応 を惹起 させた(Table4)。

4.ハ プテン阻止反応

(1)赤 血球凝集ハ プテン阻止反応
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Table 3 Antigenicity test of KBT-1585 by 4hr PCA in rabbit to guinea pig system

-:0×0,±:5×5,+:10×10,+:15×15,卅:20×20mm2

*: Antiserum dilution•~5

Table 4 Antigenicity test of KBT-1585 by 48hr PCA in mouse to rat system
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Table 5 Hapten inhibition test by passive hemagglutination

*mM to inhibit 100% of passive hemagglutination

Fig. 3 Hapten inhibition on precipitation with penicillin derivatives

Anti- ABPC・ BGG⇔ ABPC・ BSA

●KBT-1585

○ ABPC

△ PCG

*
IC50(mM)

KBT-1585 1.1

ABPC 1.2

PCG 8.6

*:The concentration to inhibit
50% of precipitation

KBT-1585は ウサギ血球 との混合で凝血お よ び 溶血

をおこし,KBT-1585感 作血球 の調製 は不可 能 で あ っ

た。そ こで,下 記 の ようにABPC感 作赤血球 を用いて

実験を行な った。

ABPC感 作赤血球 に対 する抗KBT-1585ウ サギ血清

の反応系でKBT-1585お よびABPCは,そ れ ぞれ

0.16お よび0.12mMと ほぼ同程度 の阻止活性 を示 し

た。 しか し,抗ABPCウ サ ギ血清の反応系においては

KBT-1585お よびABPCは それぞれ0.94お よび0.08

mMの 阻止活性 を示 した。 また,PCGは それぞれの抗

血清の反応系 におい て,1.25mMで 阻止活性 を 示 し,

KBT-1585お よびABPCの 阻止濃度 よ り高濃度であ っ

た(Table 5)。

(2)定 量沈降 ハプテ ン阻止作用

抗ABPC・BGGウ サ ギ血清 とABPC・BSAの 抗原

抗体反応系において,沈 降 反応 を50%阻 止す る濃 度 は

KBT-1585が1.1,ABPCが1.2mMと ほぼ等 しく,

PCGで は8.6mMと 高濃度で あった(Fig.3)。

III.考 察

KBT-1585はABPCの 経 口吸収の改善 と副作用 の軽

減を 目的 と して開発 されたABPCのdioxolene誘 導体

である。ABPCは β-ラク タ ム 環 を 有 し,penicilloyl-

protein結 合物 を形成 し,抗 体 の産生 を促す ことが 知 ら

れ てい る2,3)。我 々はKBT-1585の 抗原 性についてモル

モ ッ トお よび ウサギを用 いてIgM,IgGさ らに,マ ウス

を用い てIgE抗 体産生 を指標に して検討 した。

モルモ ッ トにおけ る能 動性全 身アナフ ィラキシーお よ

びSCHULTZ-DALE反 応においてKBT-1585とABPCは

反応を惹起 しなかった。 ウサ ギ に お い てKBT-1585

はABPCと 同様 明らか な抗体産生 を示 した。す なわ ち,

抗KBT-1585ウ サギ血 清あるいは抗ABPCウ サギ血

清を用いて行 なった赤血球凝集反応にお い て 抗KBT-

1585ウ サギ血 清はKBT-1585・BSAに 対 し陽性の反応

を示す とともに,ABPC・BSAに 対 しても陽性 の 反 応

を示 した。抗ABPCウ サギ血清 も同様 にKBT-1585・

BSAと の間に交叉性 を示 したが,そ の凝集価 は抗KBT-

1585ウ サギ血清 よ りやや高か った。 同 じ血清 を用 い て

行 なったモルモ ッ トでの4hrPCA反 応においても赤血

球凝集反 応 とほぼ同様 な結果が得 られ,陽 性 例 の 発現

頻 度お よび反応の強さの点 で抗KBT-1585血 清 は 抗

ABPC血 清に比べ,や や弱 い傾 向にあった。

マ ウスーラ ット系での48hr PCA反 応 に お い て は

KBT-1585あ るいはABPCで 免疫 したマウスの血 清は

いずれ も陰性であ った。 しか し,KBT-1585・KLHあ
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るいはABPC・KLHで 免疫 したマ ウスの血清はいずれ

もKBT-1585・BSAお よびABPC・BSAに 対 してPCA

反応陽性 であ り,IgE抗 体 の産生が示 され る と と も に

KBT-1585とABPCの 間の交叉性も明 らか とな った。

さ らに,交 叉性 を確認す るために行な った赤血球凝集

ハ プテ ン阻止反応 および定量沈降ハ プテン阻止反応にお

いては,抗KBT-1585お よび 抗ABPCウ サ ギ血清の

いずれの反応系に 対 し て もKBT-1585お よびABPC

は明 らかな阻止活性 を示 し,PCGに 比べ,よ り強 い交

叉性を有 してい ると思 われ た。

以上の結果か ら,KBT-1585は ウサギに筋 肉 内 投与

した場合,抗 原 性を有 する こと,マ ウ ス に お い て は

KLHと の結合 物を腹腔 内投与 した場合 に抗体 を産生 さ

せ ること,こ れ らの抗原性 はABPCに 比べやや弱い こ

と,お よびABPCと の間に交 叉性 を有す ることなどが

明 らか とな ったが,KBT-1585の 抗原性 のほ と ん ど が

そ の構造 中に含 まれ るABPCに よってもたらされ るも

のであると考察 され る。

今回 の実験で,KBT-1585の 抗原 性がABPCに 比べ

弱 い傾 向が認 められたが,こ れは免疫 あ るいは惹起 のた

めに用 いた蛋 白結合 物中のKBT-1585の 結合 モル数が

ABPCに 比べ,少 なか ったため と考 え られ る。
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ANTIGENICITY TESTS OF LENAMPICILLIN

HYDROCHLORIDE (KBT-1585)
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YASUHISA YOSHIDA and TAKUO AOYAMA

Research Laboratories, Torii & Co., Ltd.
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The immunological properties of Lenampicillin hydrochloride (KBT-1585) were compared with ABPC. Rab-

bits were immunized by each KBT-1585 and ABPC with complete Freund's adjuvant, mice by each KBT-

1585- and ABPC-keyhole limpet hemocyanin conjugate with Al(OH)a gel, specific antibodies (IgM, IgG and

IgE) were found in sera. Antibody-producing activity of KBT-1585 was slightly weaker than that of ABPC,

and KBT-1585 had cross-reactivity with ABPC.

From these results, it is suggested that antigenicity of KBT-1585 is attributed to ABPC moiety in its mol-

ecule.


