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カルバ ペ ネ ム系 抗 生 物質Imipenem(MK-0787)とDehydropeptidase-1の

特 異的 阻 害剤Cilastatin sodium(MK-0791)の 免 疫 原性 に関 す る研究

牧 栄 二 ・工 藤 雅 子 ・吉 田 彪

日本メルク萬有株式会社 研究所

Cilastatin sodium(MK-0791)をcomplete Freund's adjuvant(CFA)と ともにモルモット

に投与し,免 疫動物における能動的全身性アナフィラキシー反応 即時型および遅延型アレルギー

皮内反応および同種受動的皮膚アナフィラキシー(PCA)反 応 によりcilastatin sodium単 独投与

時の免疫原性を検討 したが,本 剤に免疫原性は認められなかった。

Imipenem(MK-0787)の 免疫原性を検討するため,imipenemお よび各種 β-ラクタム系抗生物

質のBGG結 合物を水酸化アルミニウムゲルとともに 用いてマウスを免疫 した。一次免疫後には

Penicillinを 始め各種 β-ラクタム系抗生物質に対する19E型 抗体が検出されたが,imipenemに

対する抗体は検出されず,二 次免疫後に至って比較的低い抗体価の抗imipenemIgE型 抗体が確認

された。更に,imipenemお よび各種 β-ラクタム系抗生物質のBSA結 合物とCFAのemulsi。 簸

でウサギを免疫し,重 層法による沈降反応,PCA反 応,定 量沈降反応,定 量沈降ハブテン阻止反応

によって検討した。その結果,対 照抗生物質に対する抗体の産生は弱いが,imipenemに 対する沈

降抗体ならびにPCA抗 体の産生が確認された。 定量沈降ハプテン阻止反応でみると,imipenem

は他の抗生物質の抗原抗体系に対しては極めて低い交叉反応性 しか示さないことが判明した。

また,imipenem,cilastatinsodiumお よび両薬物の併用で試験管内直接 クームス反応を陽性化

することはなかった。

以上の所見より総合的に考えると,imipenemの 免疫原性は 他の β-ラクタム系抗生物質の免疫

原性に比し弱いと考えられる。

Imipenem(MK-0787)は 新 規 の カル パ ペ ネ ム系 抗 生

物質 で,グ ラム陰 性,グ ラ ム陽 性 両 菌 に 対 して強 い 抗

菌 力 を示 す と と もに,広 い抗 菌 ス ベ ク トル を 有 し,β-

1actamaseに 対 して強 い 抵抗 性 を示 す こ とが 知 られ て い

る。Cilastatin sodium(MK-0791)はdehydropepti-

dase-1の 特 異 的 な 競 合 的 阻害 剤 で,併 用投 与 す る と

imipenemの ウサ ギ にお け る腎 障 害 を 阻止 し,imipenem

の腎 に お け る代 謝 を 阻害 して尿 中濃 度 を上 昇 させ る こ と

が 認 め られ てい るoま た,imipenemとcilastatinso-

diumは 臨 床 使 用時 には1:1の 用 量比 で投 与 され る。

セ ファ ロス ポ リン系 抗 生 物質 の 免 疫 学的 特 異 性 は,そ

の7位 の ア シル 側鎖 に強 く支配 され て い る こ とが報 告 さ

れ て い る1),2)。Imipenemは セ フ ァ ロス ポ リン系 抗生 物

質 とは異 な り,そ の免 疫学 的挙 動 は未 だ明 らか で な い6

加 え て,一 部 の 抗 生 物 質 では そ の免 疫 学 的 挙 動,特 に

penicillinと の交 叉反 応 性1)～6)は そ の薬 剤 の安 全 性 評価

の上 で 重 要 と考 え られ て い る。

そ こで 今 回著 者 らは,cilastatinsodiumの 免 疫 原 性 お

よびimipenemの ハ プテ ン性 な らび に 他 の抗 生 物 質 との

免 疫 学的 交 叉 反 応性,更 に 両薬 物併 用 時 の試 験 管 内 クー

ム ス反 応 性 を 検 討 した の でそ の 成績 につ いて報告する。

1.実 験 材 料

実 験 に用 い たimipenemお よびcilastatins。diumは

米 国Merck社 で開 発 され,同 社 か ら供与 されたもので

あ り,そ れ ぞ れFig.1に 示 す化 学 構造 を有す る。比較実

験 の た め に用 いた 抗 生 物 質,担 体 蛋 白,ア ジュバント,

ク ー ムス血 清,ヒ ト血 液,動 物 は それ ぞれ下記のものを

使 用 した。

1.抗 生 物 質

Cephalothin sodium(CET,ケ プ リン,塩 野義製薬),

Cefoxitin sodium(CFX,マ ーキ シ ン,日 本 メルク萬

有),Benzylpenicillin potassium(PcG,結 晶ペニシリン

Gカ リウム 「萬 有 」,萬 有製 薬),Ceftizoxime sodium

(CZX,エ ポ セ リン,藤 沢 薬 品),PiPeracillin sodium

(PIPC,ペ ン トシ リ ン,富 山 化学),Latamoxef sodium

(LMOX,シ オ マ リン,塩 野義 製 薬),Cefopermne so-

dium(CPZ,セ フ ォペ ラジ ン,富 山化学)。

2.担 体蛋 白 お よび ア ジ ュパ ン ト

Bovine r-globulin(BGG, Miles Laboratories), Bo-

vine serum albumin(BSA, Miles Laboratories), Corn-
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Fig. 1 Chemical structure of imipenem and cilastatin sodium

MK-0787

Molecular formula C12Hi7N304S•EH2O

Molecular weight: 317.36

MK-0791

Molecular formula: Ci6H2SN2O5SNa

Molecular weight: 380.43

Plete Freund's adjuvant(CFA,ヤ トロ ン),水 酸 化 ア ル

ミニウムゲル(alum,LEVIREら の方 法7)に 従 って 作製)。

3.ク ームス血 清お よび陽 性 対照 血 清

抗ヒ トγ-グロブ リン血清(オ ル ソー社,東 京 標 準血 清

社,国 際試薬社 の3抗 血 清を 使用),抗D血 清(オ ル ソ ー

社)。

4.ヒ ト血液

4名 の健常 ヒ トO型 血 液(血 液 凝 固 阻 止剤:ヘ パ リン)。

5.動 物

マウス(C3H/HeNCrj系,雄,6週 齢,体 重23.4～

27.09,日 本 チ ャール ス ・リパ ー),ラ ッ ト(Sprague

Dawley系,雄,5～7週 齢,体 重201～2549,日 本 ク レ

ア),モ ルモ ッ ト(Hartley系,雄,3～5週 齢,体 重

296～388g,静 動協),ウ サ ギ(日 本 白 色種,雄,24週

齢,体 重286～3.42kg,北 山 ラベ ス)。

上記動物 は購 入後一定 条 件下(温 度22±2℃,相 対 湿

度55±10%,照 明時間:午 前7時 ～ 午 後7時)で 一 週 間

以上検疫 した のち実験 に供 した 。

II.実 験 方 法

1.Cilastatin sodiumの 免 疫 原 性 の検 討

1)免 疫方法 お よび血 清 の採 取

CilastatinsodiumとBSAを 免 疫抗 原 と して使 用 し,

0.9%生 理食塩水 に溶解 して下 記 の 濃度 の溶 液 を 作 製 し

た。

Cilastatin sodium 0 .2,2,20mg/ml

BSA 0.2mg/m1

ただ し,cilastatin sodiumは 全試 験 を通 じて 遊 離 塩 基

に換算 して用いた。 次 いで,そ れ ぞれ の 溶 液 と 等 量 の

CFAでemulsionを 作製 し
,1群7匹 の モ ル モ ッ トに1

匹当 り1mlを 足蹄 皮下 お よび背 部皮 下 に分 割 投 与 した
。

2週 間後に初回免 疫 と同 じ抗原 一CFAのemulsionlml

を皮下お よび筋 肉内に追 加投 与 した
。二 次 免 疫 の7日 後

に全てのモルモ ッ トか ら心臓 穿 刺 に よ り採 血 し
,分 離 し

た血清は使用 す るまで 一30℃ で凍 結 保存 した
。

2)能 動的皮 膚反 応

二次免疫後9日 目の動物について実 施 した。Cilasta-

tin sodiumお よびBSAを 惹起抗原 として使用 し,0.9

%生 理 食塩液で下記の濃度を作製 した。

Cilastatin sodium 0.2,2,20mg/ml

BSA 0.02,0.2,2mg/ml

それぞれの免疫動物に50μ1の 同種抗原溶液ならびに対

照として0.9%生 理食塩水を 除毛 した 背部に皮内投与

した。皮膚反応の観察は皮内注射3,24お よび48時 間

後に肉眼的に行い,皮 膚反応の程度は次のように評価 し

た。

A.3時 間 までの皮膚反応

紅斑もしくは出血を伴 う浮腫の直径(D:mm)

-:1)=0

+:0<D≦5

++:5<1)≦10

+++:10<D

B.24お よび48時 間 での皮膚反応

発赤の強さ

-:無 反応

+:弱 い発赤

++:硬 結 を伴 う明らかな発赤

+++:浮 腫,硬 結もしくは壊死を伴 う発赤

3)能 動的全身性アナフィラキシー反応

二次免疫後14日 目の動物について実施した。Cilasta-

tin sodiumお よびBSAを 惹起抗原として使用し,そ れ

ぞれ1mg/m1お よび0.1mg/mlの 濃度で0.9%生 理 食

塩水に溶解 した。それぞれの免疫動物に同種抗原溶液の

1mlを 心臓内に注射し,注 射後15分 間下記のアナフィ

ラキシー症状を観察するために隔離した。

アナフィラキシー症状:掻 鼻,立 毛,脱 力,呼 吸困

難,く しゃみ,吐 き気,痙 攣,虚 脱および死亡

それぞれの動物で観察されたこれらの症状の総合評価

は次のように行った。

0:無 症状

I:1～3症 状(軽 症)
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II:4～6症 状(中 等症)

III:7症 状以上もしくは死亡(重 症)

4)3時 間 同種受動的皮膚 アナフィラキシー(PCA)

反応

Cilastath sodiumお よびBSAを 惹起抗原として使用

し,そ れぞれ4mg/mlと2mg/mlの 濃度で0,9%生 理

食塩水に溶解した。 それぞれの免疫動物 から得た血清

50μ1を 正常モルモットの除毛 した背部に皮内注射した。

皮内注射3時 間後,10mgのEvansblue色 素を含む

惹起抗原溶液の0.5mlを 大腿静脈内に注射した。 動物

を惹起注射後30分 で放血致死せ しめ,背 部皮膚を色素

の漏出によって生じた青色斑の大きさを測定するために

剥離 した。青色斑の長短径の平均値が5mm以 上を示す

ものを陽性とした。皮膚反応が陽性であった場合は,更

に2倍 稀釈系列の稀釈血清を作製し,上 述のPCA試 験

を行った。明確な陽性反応を示す稀釈血清の最高稀釈倍

数をその血清のPCA価 とした。それぞれの血清のPCA

反応 は少なくとも2匹 の正常モルモットを使用 して行っ

た。

2.Imipenem-蛋 白結合物投与時 におけ るハプテン

性と免疫学的交叉反応性の検討

1)抗 生物質(ハ プテン)一蛋白結合物の調製

LEv1NEら の方法?)に準 じてBSAま たはBGG100mg

をimipenem,CET,PcG,CFXの それぞれとモル比

1:1,000で0.9%生 理 食塩水10mlに 溶 解 し,1N

NaOHでpH10.5～11.5に 維 持しながら,室 温にて90

分間反応させた。この反応液を初め大量の精製水を外液

として,1晩4℃ にて透析 し,以 後大量のM/15リ ン酸

緩衝食塩水(PBS,pH7.0)を 用いて,3日 間以上4℃

で透析を行い,未 反応の抗生物質を除去 した。作製 した

抗生物質一蛋白結合物は溶液もしくは凍結乾燥標品とし

て4℃ にて使用時まで保存した。全ての抗生物質一蛋

白結合物は それぞれの蛋白含量をmicro-Kjeldahl法 に

て測定 した。作製 した抗生物質一蛋白結合物のうちPcG-

蛋 白結合物について蛋白1分 子当 りのbenzylpenicilloy1

(BPO)残 基 の結合数をpenamaldate法8)に より確認 し

たところ,BSAお よびBGG1分 子 につきそれぞれ36

個 と39個 のBPO残 基が結合していた。

2)ハ プテン特異的IgE型 抗体産生について

(1)免 疫方法および血清の採取

免疫は各群それぞれ10匹 のマウスについて行った。

免疫抗原 としてimipenem-BGG結 合 物,CET-BGG

結 合物,PcG-BGG結 合物およびCFX-BGG結 合物を

用い,そ れぞれ蛋白量 として40μg/ml濃 度になるよう

にM/15PBSに 溶解 した。これら抗生物質一BGG結 合

物溶液をL£VINBら の方法7}に準 じて調製した16mg/ml

濃 度のalumと1:1(v/v)の 割合で混和し,こ れを抗

原溶液として0.5ml/animal宛 腹腔内に投与し,免疫

を施した。二次免疫は一次免疫の30日 後にそれぞれ同

一抗原の同一用量を同一経路で投与することにより行
。

た。 血液は一次免疫後9,20,28お よび37日 目に全

群眼窩静脈叢 より毛細管 にて 約200μ1ず つ採取し,

11,000rpm,5分 間遠心して血清を分離iした。各群ごと

に採取 した血清を50μ1ず つプールし,実験に使用する

まで 一30℃ にて保存した。

(2)48時 間PCA反 応

免疫マウスから得た プール血清を0.9%生 理食塩水

で2倍 稀釈 プール血清 とし,こ の稀釈血清について

0.9%生 理食塩水で2倍 稀釈系列を作 り,その50μ1を

除毛 したラット背部の皮内に注射した。48時 間後,10

mgのEvans blue色 素を含む惹起抗原溶液のq5ml

を尾静脈内に注射 した。惹起抗原溶液は免疫抗原として

用いた抗生物質一蛋白結合物の担体蛋白のみが異なる抗

生物質BSA結 合物2mg蛋 白/mlのPBS溶 液を用い

た。動物を惹起注射後30分 で放血致死せしめ,背部皮

膚を色素の漏出によって生じた青色斑の大きさを測定す

るために剥離 した。青色斑の長短径の平均値が5mm以

上 を示すものを陽性とし,明 確な陽性反応を示す稀釈血

清の最高稀釈倍数を そのプール血清のPCA価(IgE

型抗体価)と した。それぞれのPCA反 応は少なくとも

2匹 のラットを使用 して検討した。

3)ハ プテン特異的IgG型 抗体産生と他の抗生物質

との免疫学的交叉反応性について

(1)免 疫方法および抗血清の作製

免疫は各群それぞれ4匹 のウサギについて行った。免

疫抗原 と してimipenem-BSA結 合物,CET-BSA結

合物,PcG-BSA結 合物およびCFX-BSA結 合物を用

い,そ れぞれ蛋白量 として10mg/ml濃 度となるように

0.9%生 理 食塩水に溶解 した。 これらの抗生物質一BSA

結合物溶液と等量のCFAでemulsi。nを 作製し,これ

らemulsionを2ml/animal宛 週1回6週 間,皮 下およ

び筋肉内に分割投与 した。血液は初回免疫後一1,6,20,

34お よび49日 目に耳介静脈より採取し,遠 心分離後抗

血清を得た。分離した抗血清は使用するまで 一30℃に

て凍結保存 した。

(2)沈 降反応(重 層法)

初 回免疫の 一1,6,20,34お よび49日 目に採取し

た抗血清について検討 した。それぞれの抗血清の2倍稀

釈液を4%ア ラビアゴム溶液で作り,そ の稀釈抗血清約

100μ1を 十数本の小試験管(内 径3mm,長 さ58櫛m)

に 注入した。 次いで,1mg蛋 白/m1の 惹起抗原溶液

(免疫抗原と担体蛋白のみが異なる抗生物質-BGG結 合
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Table 1 Active skin reaction in guinea pigs immunized with cilastatin sodium

a) In skin reaction at 3 hours:

Diameter of edema with erythema or hemorrhage (D: mm)

-:D=O

+:0<D•…5

++: 5 <D•…10

+++: 10<D

b) In skin'reaction at 24 and 48 hours:

Severity of redness

: No reaction

+: Faint redness

+ +: Clear redness with induration

+ + +: Redness with edema, induration or

necrosis

Table 2 Active skin reaction in guinea pigs immunized with BSA

a) In skin reaction at 3 hours:
Diameter of edema with erythema or hemorrhage (D: mm)

-:D=0

+: 0 <D•…5

++: 5<D•…10

+++: 10<D

b) In skin reaction at 24 and 48 hours:

Severity of redness

-: No reaction

+: Faint redness

+ +: Clear redness with induration

+ + +: Redness with edema, induration or

necrosis

物)を 原液としてその2倍 段階稀釈液を0 .16MPBS

(pH7.4)で 作製し,こ れらの稀釈抗原溶液を約100μl

ずつ各試験管の2倍 稀釈抗血清上に静かに重層した
。室

温に静置後,30分,1時 間および2時 間目に境界面での

沈降輪の形成を観察し,記 録 した。沈降輪の記録は30

分で形成された場合卅,1時 間後廾,2時 間後+と し,

無形成を-と した。明確な沈降輪を示す稀釈抗原溶液の

最高稀釈濃度の逆数をその抗血清の沈降価とした。
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(3)3時 間PCA反 応

除毛したモルモットの背部皮内に0.9%生 理食塩水

にて3倍 段階稀釈した各抗血清(49日 目採取抗血清)お

よび対照の正常ウサギ血清各50μlを 注射 した。皮内注

射3時 間後に10mgのEvans blue色 素を含む惹起抗原

溶液の0.5mlを 大腿静脈内に注射 した。惹起抗原溶液

は免疫抗原として用いた抗生物質一蛋白結合物の担体蛋

白のみが異なる抗生物質-BGG結 合物2mg蛋 白/mlの

PBS溶 液を用いた。動物を惹起注射30分 後に放血致死

せしめ,背 部皮膚を剥離し,毛 細血管透過性亢進による

漏出色素斑の大きさを測定した。PCA反 応 の判定およ

びPCA価 の設定は上述の48時 間PCA反 応 と同様に

行った。それぞれのPCA反 応 は少なくとも2匹 のモル

モットを使用 して検討した。

(4)定 量沈降反応

1mg蛋 白/mlの 惹起抗原(免 疫抗原と担体蛋白のみ

が異なる抗原物質-BGG結 合物)溶 液を0,16MPBS

で2倍 段階稀釈し,そ の0.5mlを0.9%生 理 食塩水で

2倍 稀釈 した抗血清(49日 目採取抗血清)0.5m1に 加

え,37℃,2時 間インキュベー トし,更 に4℃ で48時

間静置した。その後,遠 心沈澱により得た沈渣を氷冷 し

たPBSで3回 以上洗浄し,沈 澱物中の蛋白含量をBGG

を標準物質としてLOWRY法9)に 従 って測定 した。

(5)定 量沈降ハブテン阻止反応

上述の定量沈降反応において得られた反応曲線からそ

れぞれの2倍 稀釈抗血清に対して沈降蛋白量の吸光度を

0.5と す る惹起抗原(抗 生物質-BGG結 合物)の 使用量

を決定した。次いで,0.16MPBSで200mMの 抗 生

物質溶液を作製 し,こ の溶液を原液として0.25mlず

つの2倍 段階稀釈系列 を作 り,そ の稀釈系列に抗血清

0.25mlを 加え,37℃,2時 間 インキュベートした
。イ

ンキュベーション後それぞれの抗血清に対する至適抗原

量を含む抗原溶液0.5m1を 加え,以 後定量沈降反応と

同様の方法で沈降蛋白量を測定した。各抗体に対する抗

生物質相互の交叉反応性の程度を比較するために,沈降

反応を50%阻 止するために要する各抗生物質の剛

数を各抗生物質を加えた際に得られた沈降反応曲線から

求めた。

4)試 験管内直接クームス試験

本試験はGRALNICKら の方法10)に従って行った。ヘバ

リン処理 ヒト0型 血液を2,500rpmに て15分 間遠心分

離した。血球を0.16MPBSで3回 遠心洗浄し,0,16

MPBSで2%血 球浮遊液とした。その1mlに0.9%

生理 食塩水に溶解 した種々の濃度のimipenem,cilasta-

tin sodiumお よび両薬物の混合溶液各1mlを 加え,

37℃ で2時 間インキュベートした後,0.16MPBSで3

回遠心洗浄を行い,再 度0.16MPBSで2%血 球浮

遊液とした。その血球浮遊液0.5m1に 先に全血より分

離 した血漿0.5mlを 加え,37℃ で2時 間インキュベー

トした。インキュベーション後,血 球を0.16MPBSで

4回 遠心洗浄し,0.16MPBSで2%血 球浮遊液とし

た。この浮遊液2滴 にクームス血清2滴 を加え,混和後

直ちに1,000rpmに て1分 間遠心 し,試験管を軽く振り

ながら血球凝集の有無を肉眼的に観察した。判定ば薬液

の代 りに0.9%生 理食塩水を用いて同様の操作を行った

陰性対照と比較 して明らかに凝集を認めたものをクーム

Table 3 Active systemic anaphylaxis (ASA) reactions in guinea pigs immunized with either

cilastatin sodium or BSA

Symptom: A; licking or rubbing nose, B; ruffling fur, C; weakness or diminished tone,

D; dyspnea, E; sneezing or coughing, F; retching , G; convulsion, H; prostration,
and I; death

General evaluation of symptoms observed in each animal is as follows:

0: asymptom

I: one to 3 symptoms (a mild case)

II: four to 6 symptoms (a moderate case)

III: more than 7 symptoms or death (a serious case)
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Table 4 Detection of specific IgG-type antibodies in sera of guinea pigs

immunized with either cilastatin sodium or BSA

1) The figure indicates mean PCA titer of 7 sera.
PCA titer : Reciprocal of the highest serum dilution giving a positive skin

reaction in 3 hr-homologous passive cutaneous anaphylaxis (PCA).

Table 5 Forty-eight hour-passive cutaneous anaphylaxis (PCA) in rats with
pooled sera of immunized mice

a) PCA titer was expressed as the reciprcical of the highest dilution of serum

given positive reaction.
b) Seven days after the secondary immunization

Fifty pl of serum of each immunized mouse was pooled in each group.

ス反応陽性 とした。陽 性対 照 と しては 抗D血 清 を用 い,

その10倍 生理 食塩水 稀釈 液 を上 述 の血 漿 の代 りに薬 物

無処置2%血 球浮遊液 に 加え,以 下 同 様 の操 作 を 行 い ク

ームス反応 を誘 発 した
。

III.実 験 成 績

1.Cilastatin sodiumの 免 疫原 性 の 検討

1)能 動的皮膚 反応

Cilastatin sodiumな らび にBSAで 免 疫 した モ ル モ ヅ

トにおける能動 的皮膚反 応 の成 績 はTable1お よび2

に示すご とくであ る。

Cilastatin sodiumの0.1,1お よび10mg/animalで

免疫した動物 にcilastatinsodiumを 皮 内 注 射 し,皮 膚

反応を惹起 させ たが惹起 注 射3時 間 後 の皮 膚 反 応 に おい

ては何 ら変化 を認 め なか った 。 しか し,惹 起 注射24時

間後に発赤 と硬結 を伴 った 弱 い皮 膚 反 応 がcilastatinso-

diumの10mg/ammalで 免疫 した 動物 の7匹 中5匹 に

認められた。 この反 応 は24時 間 目の方 が48時 間 目 よ

りも顕著で あった 。

BSAで 免疫 した モル モ ッ トは 全 て著 明 な 浮 腫
,出 血

および壊死か ら成 る典型 的 なArthus反 応 を 示 した
。

2)能 動的全身性 アナ フ ィ ラキ シ ー反 応(Table3)

Cilastatin sodiumの3用 量で免疫 した 動物 のいずれ

もcilastatin sodiumの 心臓内注射によって全身性アナ

フィラキシ-反 応を示さなかった。

BSAで 免疫した7匹 のモルモットは全てBSAの 心臓

内注射後直ちに著明な全身性アナフィラキシー反応を示

した。

3)3時 間 同種PCA反 応(Table4)

Cilastati nsodiumで 免疫 したモルモットから採取 し

た血清は惹起抗原 としてのcilastati nsodiumの 投与に

対 して何 ら有意なPCA反 応を示さなかった。

BSAで 免疫 した モルモットから得た血清はBSAで

反応惹起を行った際著明なPCA反 応を生 じ,そ の平均

PCA価 は4,096で あ った。

2.Imipenem-蛋 白結合物投与時にお け るハプテン

性 と免疫学的交叉反応性の検討

1)ハ プテン特異的IgE型 抗体産生について

(1)免 疫後の各時期におけるIgE型 抗体価(PCA

価)

Imipenem-BGG結 合物,CET-BGG結 合物,PcG-

BGG結 合物およびCFX-BGG結 合物で免疫したマウス

から一次免疫後9,20,28お よび37日 目に採血 して得
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Fig. 2 The time course of imipenem-specific anti-
body production in rabbits immunized with
imipenem-BSA conjugate

Arrows indicate immunization with ho-
mologous antigen. Horizontal bars indicate
the mean titer. Challenge antigen: Im-
ipenem-BGG conjugate

た血清の抗imipenem,抗CET,抗PcG ,抗CFXIgE

型抗体価(PCA価)はTable5に 示すごとくである。

抗imipenem抗 体は一次免疫後の各時期において全く

検出されなかったが,二 次免疫後7日 目において検出さ

れた。しかし,そ のPCA価 は4と いう低い値であった。

抗CET抗 体は 一次免疫後20日 まで低値ではあるが

漸次増加 し,PCA価16を 示 した。 しかし,以 後PCA

価 の上昇は認められず,ま た二次免疫刺激に対しても応

答せず,PCA価 は変動 しなかった。

抗PcG抗 体 は一次免疫後9周 目にPCA価128を 示

し,以 後漸次低下した。二次免疫刺激によってPCA価

は上昇し,PCA価64を 示 した。

抗CFX抗 体は一次免疫後9日 ,目において既に検出さ

れ,以 後28日 目まで同程度の抗体価を持続した
。二次

免疫刺激に対 して著明な応答を示 し,二 次免疫後7日 目

のPCA価 は128で あった。

2)ハ プテン特異的IgG型 抗体産生と他の抗生物質

との免疫学的交叉反応性について

(1)ハ ブテン特異的IgG型 抗 体産生の推移(重 層

法による沈降反応)

Fig. 3 The time course of CET-specific antib
ody

production in rabbits immunized with CET-B
S A conjugate-.
Arrows indicate immunization with h

o-
mologous antigen. Horizontal bars indicate
the mean titer. Challenge antigen:CET -
BGG conjugate

Imipenem-BSA結 合物,CET-BSA結 合物,PcG-

BSA結 合物およびCFX-BSA結 合物で免疫したウサギ

におけるそれぞれの免疫抗原に対する特異的IgG型 抗

体産生の経時的推移を同種抗生物質-BGG結 合物に対す

る沈降反応によって検討 した。その成績をFig.2～5に

示す。

いずれの動物も一次免疫後20日 目(三 次免疫後6日

目)に 採血して得た血清にそれぞれの抗生物質に対する

特異抗体の存在が認められた。

Imipenem-BSA結 合物とCET-BSA結 合物による抗

imipenem抗 体 と抗CET抗 体 の産生は類似した推移を

示 し,最 終免疫後14日 目の抗血清の平均沈降価はいず

れも320で あった。

抗PcGお よび 抗CFX抗 体 の産生はそれぞれ五次お

よび六次免疫でプラトーに達 し,最 終免疫後14日 目の

抗血清の平均沈降価はそれぞれ512と ア68であった。

(2)最 終免疫後14日 目の抗血清のハプテン特異的

IgG型 抗体価(PCA価)

最終免疫後14日 目の抗血 清を同種抗生物質-BGG

結 合物 に対するPCA反 応に よって検討したところ,
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Fig.4 The time course of PcG-specific antibody
production in rabbits immunized with PcG-
BSA conjugate
Arrows indicate immunization with ho-

mologous antigen. Horizontal bars indicate
the mean titer. Challenge antigen: PcG-
BGG conjugate

Days after the primary immunization

Table6に 示すごとく,そ れぞれの抗血清のPCA価 は

invitroでの沈降価と類似した成績を示 し,そ れぞれの

抗血清の平均PCA価 はCFX>PcG>CET>imipenem

の順に高い値を示した。

(3)他 の抗生物質との免疫学的交叉反応性

各抗生物質問の交叉反応性を検討す るために求めた

最終免疫後14日 目に採取した各抗抗生物質-BSA抗 血

清と同種抗生物質-BGG結 合物 の定量沈降反応曲線 を

Fig.5 The time course of CFX-specific antibody

production in rabbits immunized with CFX-
BSA conjugate

Arrows indicate immunization with ho-
mologous antigen. Horizontal bars indicate
the mean titer. Challenge antigen: CFX-
BGG conjugate

Days after the primary immunization

Fig.6～9に 示す。

いずれの抗血清もそれぞれのhomologousな 抗原 との

間に著明な抗原抗体反応を示 し,各 抗血清 とも各群 ごと

に類似した定量沈降反応曲線を示 した。Imipenemに 対

する抗血清の沈降反応曲線はCET,PcGお よびCFX

に対 する抗血清の沈降反応曲線に比べて低 く,抗 原 との

弱い反応性が示 された。また,各 抗血清の沈降蛋白の吸

光度を0.5と す るhomologous坑 原の蛋白濃度はim-

Table 6 Three hour-passive cutaneous anaphylaxis (PCA) in guinea pigs with

the sera of immunized rabbits

a) Sera tested were obtained at 14 days after the last immunization from rabbits
immunized 6 times at a 7 day interval.

b) PCA titers were expressed as the reciprocal of the highest dilution of sera

given positive reaction.
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Fig. 6 Precipitation reaction of imipenem-BGG conjugate to sera of rabbits
immunized with imipenem-BSA conjugate

Fig. 7 Precipitation reaction of CET-BGG conjugate to sera of rabbits immunized
with CET-BSA conjugate

ipenem-BGG結 合 物125.o～250.oμg/ml(た だ し,4抗

血 清 中3抗 血 清 は 抗 原 の最 大 沈 降誘 発 量 に お い て も吸 光

度 が0.5に 達 しな か った ため 最 大 沈降 誘 発 量 を 抗 原量 と

して使 用),cET-BGG結 合 物37.0～40.0μg/ml,PcG-

BGG結 合物20.0～26.3μg/ml,CFX-BGG結 合物20,8

～28 .6μg/mlで あ った 。

こ の よ うな抗 抗 生 物質-BSA抗 血 清 と抗 生 物 質 一BGG

結 合 物 の定 量 沈 降反 応 を50%阻 止す るた め に必 要 な ハ

プ テ ン量 はTable7に 示 す ごと くで あ る。

抗imipenem-BSA抗 血 清 とimipenem-BGG結 合物

の 沈 降反 応(imipenem抗 原 抗体 系)を50%阻 止 す る

ハ プ テ ン量 はimipenemが1.1mMで 最 も強い阻止能

を有 し,こ れ に 比 しCETお よびCFXは それぞれ36.2

倍 と41.5倍,PcGに お いて は76倍 の大量を要した。

CET抗 原 抗 体系 で はCETが 強 い阻止能(9.2mM)

を示 したが,PcGお よびCFXも そ れ ぞ れCETの

2.7倍 と5.0倍 の量 にて50%阻 止 を 示 した。Imipenem

は試 験 に使 用 した 最 高 濃 度 の200mMに おいても50%

阻 止量 を求 め る こ とが 出 来 な か った。

PcG抗 原 抗 体 系 に おけ る各 ハ プ テ ンの阻止能はPcG

が 最 も強 く,こ れ に比 較 してCETは5.0倍,CFXは

9.0倍 以上 で50%阻 止 を 示 した。Imipenemの50%
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Fig. 8 Precipitation reaction of PcG-BGG conjugate to sera of rabbits immunized
with PcG-BSA conjugate

Fig.9 Precipitation reaction of CFX-BGG conjugate to sera of rabbits immunized
with CFX-BSA conjugate

阻止量は200mM以 上で あ った 。

CFX抗 原抗体系 ではCFXが20
.5mMで50%阻 止

を示 し,CETはCFXの2 .7倍 量 を 要 した。Imipenem

とPcGは いず れ も最 高濃 度 の200mMに お い て も

50%阻 止量 を求め る こ とが 出 来 なか
った 。

また,抗imipenem-BSA抗 血 清 と 抗CET -BSA抗

鯖 のそれぞれ の プ ール抗 血 清 に つ い てimipenem
,

CET,CPZ
,CZX,LMOX,PIPCを ハ プ テ ン と して使

用 し,定 量沈降 ハ プテ ン阻 止反 応 を 行
った 。 これ らハ

プテ ンのimipenemお よびCET抗 原 抗 体 剰
こ対 す る

50%阻 止能はTable8に 示 すごとくである。

Imipenem抗 原抗体系を50%阻 止 す るハプテン量

は,imipenemが1.3mMで 最 も強い阻止能を有 し,こ

れに比較してCET,LMOX,CPZ,PIPCお よびCZX

はそれぞれ65倍,66.9倍,72.9倍,102.6倍 お よび

138.5倍 以上の大量を要した。

CET抗 原抗体系における各ハブテンの50%阻 止能は

CETが11.8mMと 最 も強 く,他 のハプテンは全て最

高使用濃度の200mMに おいても50%阻 止能を示すこ

とが出来なかった。
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Table 7 Hapten concentrations required for 50% inhibition of quantitative precipitation reaction of

hapten-BGG conjugates with anti-hapten-BSA antisera

a) The mean •} S. E.

Antisera used were obtained at 14 days after the last immunization from rabbits immunized

6 times at a 7 days interval.

Table 8 Hapten concentrations required for 50% inhibition of quantitative precipitation reaction of

hapten-BGG conjugates with anti-hapten-BSA antisera

a) Pooled anti-hapten-BSA antisera were used.

3)試 験 管 内 直接 クー ム ス試 験

Imipenemの10mg/m1以 下 の濃 度 で処 置 した血 球 は

クー ムス血 清 と 陽性 反 応 を 示 さ なか った。20mg/mlの

imipenemで 処 置 した 血 球 の大 部 分 は被 験 血 球 の違 い に

関 係 な く血 漿 との イ ンキ ュベ ィシ ョン後 の洗 浄 操 作 中 に

溶血 を生 じた た め20mg/m1濃 度 で の クー ム ス反 応 の成

績 は 得 られ なか った(Table9)oCilastatin sodiumお よ

びimipenemとcilastatinsodiumの 併 用 で処 置 した 血

球 は本 試 験 に用 いた 濃 度 範 囲内 で 陽 性反 応 を 示 さ なか っ

た(Table10,11)。

抗D血 清 で処 置 した血 球 は全 て の クー ム ス血 清 と陽 性

反 応 を示 した。

IV.考 察

Imipenemの 免 疫 原性 に関 して は野 村 総 合研 究 所 の長

谷川 らがimipenemとCFAで 免 疫 した モ ル モ ッ トに お

い て,imjpenem単 独 では 能 動的 全 身 性 ア ナ フ ィラキ シ

ー反 応 を惹 起 しえ な か った が
,imipenem-BGG結 合物

では 陽性 反 応 を認 め,ま た 免疫 動 物 か ら採 血 して 得 た血

清 のPCA反 応 にお い て も同様 の成績 を得 て い る(未 発

表)。

そ こ で今 回 わ れ わ れ はimipenemとcilastatinso.

diumの 免 疫学 的 挙 動 の一 端 と して,cilastatinsodium

の免 疫 原 性 お よびimipenemの ハ プ テ ン性 な ら び に他

の抗 生 物質 との免 疫 学 的交 叉反応 性 を検 討 し,更 に両 薬

物 併 用 時 の試 験 管 内 クー ム ス試験 を実 施 した。

Cilastatin sodiumをCFAと とも に投 与 して モ ル モ
ッ

トを 免 疫 し,cilastatin sodiumに 対す る特異的IgG型

抗 体 が 産 生 され るか 否 か につ い て検 討 し,加 えて,同 じ

免 疫 動 物 に お い て遅 延 型 皮 膚反応 が発 生す るかを検討し

た 。

Cilastatin sodiumで 免 疫 し た モ ルモ ッ トに お いて

cilastatin sodiumで 反 応 惹起 を 行 っ七 も全身性アナフ

ィラキ シー反 応 は 誘 発 され なか った。 しか し,cilastatin

sodiumを 皮 内注 射 す る と惹 起 注射24お よび48時 間後

に 高濃 度注 射 部 位 に発 赤 な らび に硬 結 を伴 う弱い皮膚反

応 が 観 察 され た 。 この反 応 は3時 間 目で検出 されなかつ

た こ とよ り,Arthus型 反 応 よ.りむ しろ遅延型皮膚反応

に近 い と考 え られ る。 しか しなが ら,Laboratorium fur

Pharmakologie und ToxikologieのLEuscH糊2ら が高

濃 度 のcilastatin sodiumを 用 い て遅延 型ア レルギー惹

起 能 を 見 るmaximizationtestに おい てcilastatin so-

diumに 免 疫 原 性 を 認 め て い な い(未 発表)こ とより,

今 回見 られ た反 応 の生 物 学 的意 義 は 明 らかではない。臨

床 に お い てcilastatin sodiumは 今 回用 いたCFAの よ

うな アジ ュパ ン トを 用 い る こ とな く 投 与 される ことか

ら,cilastatin sodiumが 実 際 の使用 に おいて遅延型ア

レル ギ ー の免 疫 原 と して 働 くこ とは ほ とん どない と考え

られ る。 また,cilastatin sodiumで 免疫 した動物の血

清 を用 いたPCA反 応 に お い て もcilastatin sodiumに

対す るIgG型 抗 体 は 検 出 され なか った。

これ ら の こ と よ り,cilastatin sodiumは 液性免疫なら

び に 細胞 性 免 疫 の 免 疫 原 と して働 くこ とはほ とん どない
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Table 9 Direct Coombs' reactions, with human red blood cells

treated with imipenem

Subjects: A=T.H., male 32 yr., B=S.I., male 40 yr.,

C=K.S., female 21 yr., and D=T.M., female 18 yr.

Reactions :-=negative, •}=slightly positive, and + = positive.

ND : not determined

と言える。

IgE型抗体産生については比較的少量のハプテンー蛋

白結合物をalumと ともにマウス腹腔内に投与すること

により,ヒ トIgE型 抗体産生に類似 したパターンが誘

導出来ることがLEVINEら7)を は じめ多くの研究者によ

って報告されており
,荻 田ら11}はこのような動物モデル

が薬物の抗原性試験
,特 にIgE型 抗体産生の検討のた

らに有用であると推奨している
。

本研究においては近交系マウスとしてBGGに 対 して

免疫学的感受性の高いC3H/He系 マ ウスを用い,ハ プ

テンー蛋白結合物はいずれもLEVINEら の方法7)に 準拠

して,ア ルカリ条件下でBGGと 結合させたものを免疫

抗原 として用いた。IgE型 抗体価の測 定 は,マ ウスの

IgE型 抗体がIgG1型 抗体 と異なりラットの皮膚に感作

能を有 し,マ ウス抗血清のPCA反 応 にラットを用いた

場合にはIgE型 抗体のみが反応に関与 しているという

MOTAら12)の 報告に従って,48時 間 ラットPCA反 応 に

よりハプテンーBSA結 合物を誘発抗原として行った。
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Table 10 Direct Coombs' reactions with human red blood cells

treated with cilastatin sodium

Subjects: A= T.H., male 32 yr., B=S.I., male 40 yr.,

C=K.S., female 21 yr., and D=T.M., female 18 yr.

Reactions: -=negative, •}=slightly positive, and + =positive.

蛋白量として10μgのimipenem-BGG結 合物でマウ

スを免疫したところ,一 次免疫においては抗imipenem

IgE型 抗体は全 く検出されず,二 次免疫後は じめ て抗

imipenemIgE型 抗体の産生が認められた。IgE型 抗体

産生の程度を対照に 用 い たCET-BGG結 合物,PcG-

BGG結 合物およびCFX-BGG結 合物免疫の場合と比較

すると,こ れら対照の抗生物質-BGG結 合物で免疫 した

マウスは一次免疫において既にそれぞれの抗生物質に対

するIgE型 抗体を産 生し,二 次免疫によって抗CFX,

抗PcG抗 体 はPCA価 の上昇を示した。

以上のように,imipenemを 蛋白と結合した形でアジ

ュバントとともにマウスに投与 して免疫した時,抗im-

ipenem-IgE型 抗体の産生が認められたが,そ の免疫応

答は他の抗生物質の場合に比べて弱いものであった。こ

の弱い免疫応答の原因がimipenemの 蛋 白との結合性に

起因するものなのか,あ るいは蛋白に結合したimipeg

nemが 抗原として認識される際の強さに起因するもの

かは現在のところ不明である。
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Table 11 Direct  Coombs' reactions with human red blood cells treated with

imipenem/cilastatin sodium in combination

Subjects: A=T.H., male 32 yr., B=S.I., male 40 yr.,

C=K.S., female 21 yr., and D=T.M., female 18 yr.

Reactions: —-=negative, •} =slightly positive, and + =positive.

Imipenemと 他の抗生物質との免疫学的交叉反応性の

検索においてLEVINEら の方法ηに準拠して作製 したハ

プテンーBSA結 合物でウサギを 免 疫 し,そ の血清を用

いて重層法による沈降反応および モルモットに お け る

PCA反 応によりそれぞれの抗生物質に対 す る特 異 的

IgG型 抗体の存在を検討したところ,imipenemのIgG

型抗体産生の経時的推移は他の抗生物質のIgG型 抗体

産生の経時的推移とほぼ同様であった。 しか し,産 生さ

れたそれぞれの抗生物質に対するIgG型 抗体の抗体価は

異なっており,そ れぞれの抗血清の平均抗体価の程度は

洪降反応あるいはPCA反 応のいずれにおいてもCFX>

PcG>CET>imipenemの 順 に高い値を示 した。そこで,

最終免疫後14日 目に採取 した抗血清を用いてそれぞれ

の抗生物質の免疫学的交叉反応性を検討 した ところ,

imipenem抗 原抗体系における定量沈降ハプテン阻止反

応でCET,CFXお よびCPZはimipenemに 比 し弱い

阻止能を示 し,LMOX,PIPC,PcGお よびCZXは 更

に弱い阻止能を示した。CET,PcGお よびCFX抗 原
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抗体系における定量沈降ハプテン阻止反応でそれぞれの

抗生物質はある程度強い阻止反応(homologousに 比 し

1/2.7～1/90,た だ しPcGのCFX抗 原抗体系に対する

阻止反応は極めて弱い)を 示すのに対して,imipenem

はほとんど阻止能を示さなかった。 従って,imipenem

は今回対照に使用した抗生物質 との間に強い交叉反応性

を持たないことが示唆された。

これ らのことより,imipenemは 弱い免疫原性を有し,

-一度出来た抗体は高 い特異性を持ち,ペ ニシリンならび

にセファロスポリン系化合物とは交叉アレルギーを起 し

難いカルパペネム系化合物であると考えられる。

ペニシリンおよびセファロスポリン系抗生物質の大量

投与はクームス反応陽性化を伴 う溶血性貧血を治療患者

に誘発 させることが報告されている10),13)～16)。それ故に,

薬物起因性自己免疫性溶血性貧血の発生を推察するため

に通常実施されている試験管内直接クームス試験をim-

ipenemな らびにcilastatin sodiumに つ いて行った。

その結果,市 販されている3社 のグームス血清は種々の

濃度のimipenem,cilastatin sodiumお よび両薬物併用

で処置した4名 の健常人の血球に対してクームス反応を

陽性化することはなかった。従って,imipenemお よび

cilastatin sodiu鶏 の併用使用は通常の臨床使用量におい

て赤血球膜に対 して何ら変化を及ぼさないものと考えら

れる。
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STUDIES ON IMMUNOGENICITY OF IMIPENEM, A CARBAPENEM,

AND CILASTATIN SODIUM, A SPECIFIC COMPETITIVE

INHIBITOR OF DEHYDROPEPTIDASE-I

EIJI MAKI, MASAKO KUDO and TAKESHI YOSHIDA

Research Laboratories, Nippon Merck-Banyu Co., Ltd.

Immunogenicity of imipenem (MK-0787) and cilastatin sodium (MK-0791) was investigated using

various assays for in vivo and in vitro immunological reactions. No systemic anaphylactic reaction

was induced by injection of cilastatin sodium in animals immunized with this compound. In PCA

assay using immune sera, no IgG-type antibody directed against cilastatin sodium was detected. Weak

skin reactions with slight redness and induration was observed at 24 and 48 hours after the cutaneous

challenge of high concentrations of this compound.

IgE-type antibody production was induced by the immunization of C311/He mice with the intra-

peritoneal injection of antibiotic-BGG conjugates together with Al(OH)3 gel. Although BGG con-

jugates of various 8-lactam antibiotics have induced high titers of IgE-type antibodies, no detectable

antibody against imipenem was induced after the primary immunization with the compound. A low

titer of IgE-type antibody against this compound was detected only after the booster immunization.

Immunogenicity of imipenem and other antibiotics was further investigated by ring precipitin reac-

tion, PCA reaction, and quantitative precipitation reaction, using sera from rabbits immunized with

antibiotic-BSA conjugates in complete Freund's adjuvant. The precipitating and skin-sensitizing

antibodies were produced against imipenem as well as other antibiotics, although the titers for imipe-

nem were significantly lower than those for other antibiotics. In hapten inhibition assay, the cross

reactivity of imipenem against antigen-antibody reactions with other antibiotics was very low, while

significant cross reactivity was detected among several ƒÀlactam antibiotics tested. In the in vitro

direct Coombs' test, imipenem, cilastatin sodium and imipenem/cilastatin sodium in combination have

not induced any positive reaction.

It is, therefore, concluded that the immunogenicity of either imipenem or cilastatin sodium is

relatively weak when compared to those of other antibiotics such as PcG
, CFX, etc.


