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抗菌剤 アレルギ ーにおけるLMITの 臨床的応用
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山 作 房 之 輔
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(昭和60年10月23日 受付)

Delayed type hypersensitivity(DTH)の 成立 を証明 す るLeucocyte migration inhibition test

(LMIT)を 臨床的に応用す ることに より,抗 菌剤 によるアレルギー患者 の起因薬剤の同定 を行な っ

た。 水に不溶性の抗菌剤 の抗原調製 では3種 類の溶媒(0.1Mリ ン酸溶液,0.1M水 酸化ナ トリ

ウム溶液,Propylene glycol)を 用 いて溶解 した。 抗原液は薬剤 のsubtoxicな 濃度 とし,carrier

と して等量 の患者血清 を加えて多価抗原 とした。 抗菌剤 に よるア レルギ ー疑診患者61例 に対 して

LMITを 行な った結果,41例(67%)にLMIT陽 性薬剤 を検出 した。 症状別 では 薬疹の疑診患

者51例 中33例(65%)にLMIT陽 性 を示 し,Drug feverの 疑診患者15例 中14例(93%)

にLMIT陽 性を示 し,薬 剤性肝障害の疑診患者9例 中8例(89%)にLMIT陽 性 を 示 し,Ana-

phylactic shock1例 はLMIT陰 性 を示 した。 この結果か ら,抗 菌剤 による薬疹,Drug fever,

薬剤性肝障害においてDTHの 関与が非常 に大 きく,起 因薬剤 の検出にLMITは 有効 と考 えられ

る。50代 か ら70代 の女性がLMIT陽 性患者全体 の41%を 占め,抗 菌剤 に よるアレルギー患者

は女性 の高年齢者 に多い傾 向を示 した。β-Lactam剤 はLMIT陽 性 の抗菌剤全体の69%を 占め,

DTHに おいて免疫原性 の強い薬剤 であることを示 した。

抗 菌 剤 の 使用 上 問 題 とな る副 作用 に ア レル ギ ー反 応 が

あ る。 ア レル ギ ー 症 状 も 皮膚 症 状 か らDrug fevcr,

Anaphylactic shock,血 液障 害 ,臓 器障 害 な どの 全 身

症 状 ま で多 種 多様 で あ り,複 数 の症 状 が 同時 に 起 こ る場

合 も少な くな い。 ア レル ギ ー反 応 の発 生機 序 は,抗 体 関

与 の即 時 型 反応 と細 胞 性免 疫 関 与 の 遅延 型 反 応 に 大別 さ

れ,さ らにCoombsとGellに よっ て4型(I型Ana-

phylaxis反 応,II型 細胞 障 害 反 応,III型Arthus反 応,

1y型 遅延 型 反 応)に 分類 され,2つ 以上 の 反 応 が 関与 す

る こ と もあ り1),複 雑 さを 極 め て い る。 抗 菌 剤 に よ る ア

レル ギ ー反 応 に お け る起 因 薬 剤 の 同定 は ,患 者 の二 次 的

事 故防 止 のた め に必 要 不 可 欠 で あ り,患 者 の各 症 状 に 対

応 して よ り有 効 で安 全 なin vitroの 検 査法 の 確 立 が 待

望 され て い る。 特 異 抗 体 の検 出を 行 な う従 来 の 血 清 学的

手段 は,Penicillin-induced hemolytic anemiaに おけ

る感 作赤 血 球 凝 集 反応2)な どの一 部 を除 い て ほ とん ど無

効 で あ り,IgE抗 体 関与 のI型 のAnaphylaxis反 応 の

成 立 を 証 明 す るRadioallergosorbenttest(RAST)は

奪 麻 疹 型 薬疹 とAnaphylactic shockに は 有効 であ る と

報 告 され て い る3,4)が,一 部 の薬 剤,ア レル ギ ー 症 状 に

限 定 され る。 我 々 は 細 胞 性 免 疫 関 与 のIV型 のDelayed

type hypersensitivity(DTH)の 成 立 を 証明 す るLeu-

cocyte migration inibition test(LMIT)を 臨床 的に

応 用 す る こ とに よ り起 因薬 剤 の 同定 を 行 な い,症 状別 の

LMITの 陽 性 率,患 者 の年 齢 ・性 別 に よる頻 度,抗 菌剤

の 薬 剤別 頻 度 の点 か ら検 討 した の で ここに報 告 す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 疑 診患 者

薬 疹 の 疑 診患 者 は抗 菌 剤 を投 与 し2～25日 後 に 発 現

した 患 者 を,薬 剤 性 肝 障 害 の 疑 診患 者 は抗 菌剤 を投 与 し

10～40日 後 にGOT,GPTの 上 昇 が み られ た患者 を。

Drug feverの 疑 診 患 者 は抗 菌 剤 を 投 与 し7～14日 後 に

発 熱 を発 現 し薬 剤 中 止後48時 間 以 内 に解 熱 した患 者を

対 象 と した。

2. 抗 原 調 製

被 疑 薬 剤 の 抗菌 剤 を抗 原 と して調 製 した。Table1に

示 す よ うに 水 溶性 抗 菌 剤 は溶 媒 と し てHanks液 を 用

い,水 に不 溶性 の抗 菌 剤 は次 の3種 類 の溶 媒 を用 い て溶

解 した 。Josamycin(JM)は0.1Mリ ン酸 溶 液 を用い,

Sulfamethoxazole(SMX) ,Nalidixic acid(NA),

Pipemidic acid(PPA)は0 .1M水 酸 化 ナ トリウム溶

液 を 用 い,Rifampicin(RFP),Trimethoprim(TMP)
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Table 1 Solvents dissolving water-insoluble 

antibacterial drugs

はPropylene glycolを 用 い て溶 解 し,希 釈 液 にHanks

液を用 いて 薬剤 溶 液 を 調 製 した 。

抗原液 は薬 剤 調 製 液 にcarrierと して患 者 の急 性 期 血

清(症 状 発 現後2週 間 以 内 で 被疑 薬 剤,ス テ ロイ ドの含

まない血 清)を 等 量 加 え て 多 価 抗原 と して 調製 した。

3. LMIT

LMITの 方 法 は 中川 ら5)のHEPES・agarose plate法

を応用 した 。Fig.1に 示 す よ うに患 者 のHeparin加 静

脈血を15～20ml採 血 し,1/4容 の5%Dextran生 理 食

塩水と混合 し,45～60分 間,37℃ に 放 置 後,上 清 の

Leucocyterich plasmaを 採 取 し,PBSで1回 洗 浄 後 赤血

球溶血用緩 衝 液(0.84%NH4Cl-Tris buffer)で 赤 血 球

を溶血 し,Hanks液 で2回 洗 浄 後 培 養 液(10%馬 血 清

加HEPES-TC 199 medium)でLeucocyteを 浮 遊 し,

抗原液 と37℃,1時 間振 と う培 養 器 で反 応 させ た後,細

胞数を2.0～2.5×108cells/mlに 調 製 し,あ らか じめ 作

製したagarose plateの 各wellに7μlず つ 分 注 し,

24～48時 間,37℃,湿 度100%でincubateし た後,

ImmunoviewerでLeucocyteのmigrationの 面 積 を測

定した。

4. 遊走 指 数(Migration index,M.I.)

M.I.は 次 式 よ り求 め,疑 診 患者 のM.I.をXと し

た。

M.I.(%)

=area of leucocyte migration with drug

/ area of leucocyte migration without drug
×100

5.薬 剤濃 度

亀谷ら6)が報 告 して い る1回 投 与 量 の1/5,000/mlを 指

標として,数 段 階 の薬 剤 濃 度 につ い て正 常 人 に対 して,

Fig.1に 示 すLMITと 全 く同様 な方 法 で予 備 実 験 を 行

ない,Table2に 示 す よ うに各 種 抗 菌 剤 の各 濃 度 にお け

る正常人 のLeucocyteのM.1.のmean±2SD(n=6)

を求めた。Table2で 示 す 正 常 人 のLeucocyteのM.I.

のmeanが90～110の 範 囲 内 で,2SDが10以 下 で あ

る各種抗菌 剤 の 濃 度 す なわ ち β-Lactams,Macrolides

(MLs),Fosfomycin(FOM), PPA, NA, SMX,は100

Fig. 1 Direct method of leucocyte migration 
inhibition test(LMIT) in HEPES-buffered 
agarose plate

μg/mlの 濃 度,Amikacin(AMK),TMPは25μg/ml

の濃 度,Minocycline(MINO),RFPは10μg/mlの

濃 度 を薬 剤 自体 がLeucocyte migrationに 影 響 を与 え な

い濃 度 と してLMITに 用 い た。

II. 成 績

Table3は 各 抗-菌剤 のLMITに 用 い た 濃 度 に お け

る正 常 人 のLeucocyteのM.I.(Y)のmean±2SD

(n=6)を 示 した も の で あ る。 抗 菌剤 に よる ア レル ギ ー

疑 診 患 者 の最 終 的 なM.I.は,被 疑 薬 剤 に 対す る患 者 の

M.1.をX,Table3で 示 す 正 常 人 のM.I.をYと し

て,X/Y×100(%)で 求 め,正 常 範 囲 はTable3で 示

した 各 抗 菌 剤 に対 す る 正 常 人 のLeucocyteのM.I.

(Y)のmean±2SDの2SDが10以 下 で あ る こ とか

ら90～110と した 。

以 上 の判 定 方 法 に よ り,当 病 院 の抗 菌 剤 に よる ア レル

ギ ー疑 診 患者61例 に対 してLMITを 実 施 した 結 果,

41例(67%)にLMIT陽 性 薬 剤 を 検 出 した 。

1. 症 状 別

Fig.2は 薬 疹 の疑 診患 者 のLMITに お け る被 疑 薬 剤

に対 す るM.I.を 示 し,Fig.3はDrug fever,薬 剤 性

肝 障 害,Anaphylactic shockの 疑 診 患 者 のLMITに お

け る被 疑 薬剤 に対 す るM.I.を 示 した もの で あ る。た だ

し,被 疑 薬剤 が2剤 以 上 の症 例 につ いて はLMIT陽 性

薬 剤 のM.I.を 示 し,被 疑 薬 剤 が す べ て陰 性 の場 合 は 最

も疑 わ れ る薬 剤 のM.I.を 示 した。

a) 皮 膚 症状:Fig.2で 示 す よ うに,皮 疹 で は疑 診 患

者51例 中33例(65%)にLMIT陽 性薬 剤 を検 出 し,

皮 疹 の他 に随 伴症 状 を伴 った12例 に対 して は11例 に

LMIT陽 性 薬 剤 を検 出 した 。一 発 熱 を 伴 った症 例 は7例
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Table 2 The migration indices of non allergic subjects at various 
concentrations of antibacterial drugs

Con.: concentration (ƒÊg/ml) 

M.I.: migration indices of non allergic subjects (mean•}2SD,n=6)

中6例 に,肝 障害を伴 った症例は2例 中2例 に,発 熱,

肝障害を伴 った症例は3例 中3例 にLMIT陽 性 を示 し

た。

b) 発熱,肝 障害,Anaphylactic shock:Fig.3で 示

す ように,発 熱では疑診患者15例 中14例(93%)に

LMIT陽 性薬剤 を検出 し,随 伴症状 を伴わない狭 義 の

Drug fever5例 に対 してはすべてLMIT陽 性薬剤 を検

出 した。 肝 障 害 では,疑 診患者9例 中8例(89%)に

LMIT陽 性薬剤 を検 出 し,皮 疹,発 熱の随伴症状 を伴

った5例 はすべてLMIT陽 性薬剤を検 出 した。Ana-

phylactic shock1例 はLMIT陰 性 を示 した。

2. 年齢 ・性別

Fig.4は 年齢,性 別における疑診患者 とtMIT陽 性

患者(抗 菌剤に よるア レルギー患者)の 頻度 を示 したも

のである。両者 はほぼ相関関係を示 し,疑 診患者は男性

27例,女 性34例 で男女 とも50代 か ら70代 が多 く,

疑診患者61例 中39例(64%)を 占めた。LMIT陽 性

患者 は男性14例,女 性26例 と女性に多い傾向を示し

た。男性 では70代 が多 く,男 性 のLMIT陽 性患者14

例中6例(43%)を 占め,女 性 では50代 か ら70代 が

非 常に多 く,女 性 のLMIT陽 性患者26例 中17例

(65%)を 占め,男 女を合 わせたLMIT陽 性患者41例 中

で も41%を 占めた。

3. 薬剤別

Table4はLMIT陽 性薬剤 の薬剤別頻度を示 した も

のであ る。LMIT陽 性の抗菌剤42剤 中Penamsが6
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Table 3 The migration indices of non allergic subjects at the concentrations 

of antibacterial drugs using for LMIT

Con.: concentration (ƒÊg/m1) 

Y: migration indices of non allergic subjects (mean•}2SD, n= 6) 

Fig. 2 Indices of leucocyte migration in the presence of causative drugs in 

the patients suspected of antibacterial drug induced eruption

*: with Eosinophilia F: Fever H: Hepatic injury
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剤,Cephemsが20剤,Monobactamsが3剤,AGs

が1剤,TCsが1剤,FOMが1剤,Pyridone carboxy-

lic acidが1剤,Aatituberculous agentsが6剤,Sul-

fonamidesが3剤 で あ っ た 。Penams,Cephems,Mono-

Fig. 3 Indices of leucocyte migration in the 
presence of causative drugs in the patients 
suspected of antibacterial drug induced 
fever and in the patients suspected of 
antibacterial drug induced hepatic injury

○;with Eruption △:with Hepatic injury

▲:with Fever

bactamsを 合わせた β-Lactam剤 が 圧 倒 的 に 多 く,

LMIT陽 性薬剤42荊 中29剤(69%)を 占めた。

III. 考 察

AMOS7)はAllergic drug reactionを 調べ るのに薬荊

が生理溶液 に可溶 であ る場合にLMITは 有効であると

報告 している。抗菌荊 の中で β-Lactams,AGs,TCs,

INH,EB,EM,FOMはH孤ks液 に1mglm1以 上可

溶であ るか ら,五MITに 応用可能な薬剤 といえる。問題

はJM,PPA,NA,SMX,RFP,TMPな どのHanks

液 に難溶な薬剤 である。亀谷6}は 超 音波 を用いて薬剤を

微細懸濁 して抗原液 の調製を行な ったが,リ ンパ球 と抗

原(薬 剤)と の反応が充分であ るか どうか とい う点 や

Leucocyte migratio無 に与え る影響が大きい点で問題が

あるため,我 々は3種 類 の 溶媒(JMは リン酸 溶 液,

PPA,NA,SMXは 水酸化ナ トリウム溶 液,RFP,

TMPはPropylene glycol)を 用 いて薬剤 を完全に溶解

し,抗 原液 の調製 を行 なった。我 々の実験 では リン酸溶

液は10-4mol濃 度 まで,水 酸 化ナ トリウム溶液 は5×

10-3mol濃 度 まで,Propylene glycolは5%濃 度までは

Leucocyte migrationに 有意に影響を与 えない ことが証

明 され8),water-insoluble drugをLMITの 抗原液と

して調製す るこ とは可能であ り,Hanks液(生 理溶液)

に不 溶な抗菌剤が被疑薬剤 の場合 でもLMITは 有効 と

考え る。 抗原液 はGIMENEZ-CAMARASAら9)に 従い,薬

剤調製液 にcarrierと して患者急性期血清を加えて多価

抗原 とした こ とによ り,抗 原がhapten(薬 剤)の み の

場合 よ りもLMITの 陽性率 を高めた と考え られ る。な

Fig. 4 Frequency of patients suspected of antibacterial drug allergy and 

LMIT-positive patients, classified according to age and sex

□:Male ■:Female
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Table 4 Frequency of LMIT-positive antibacterial drugs in patients suspected 

of drug allergy, classified according to group of antibacterial drug

*: Number of cases
.

ぜな ら北川10)が 報 告 して い る よ うにDTHに お い て は

carrierも また 特 異 性 を 有 して い る と考 え られ る か らで

ある。

薬剤濃 度 に 関 して,LMITで は 亀 谷 ら6)が,Macro-

phage migration inhibition test(MIT)で は上 田 ら11)

が薬剤 の1回 投 与 量 の1/5,000/mlの 濃 度 が有 効 で あ る

と報告 して い る。 両 者 の報 告 に 従 うとmigration inhi-

bition testに お け る薬 剤 濃 度 は,β-Lactamsが50～200

μg/ml(1回 の常 用量 経 口250～500mg,注 射0.5～

1.0g),MLsのEM,JMが40～120μg/ml(1回 の

常用量200～600mg),AGsのAMK,TCsのMINO

が20μg/ml(1回 の 常用 量100mg),FOMが100μg/

ml(1回 の常 用 量500mg),NA,PPAが50～100μg/

ml(1回 の 常 用量250～500mg),SMXが80μg/ml

(1回 の常 用量400mg),TMPが16μg/ml(1回 の常

用量80mg),EBが50μg/ml(1回 の常 用 量250mg),

INHが40μg/ml(1回 の 常 用 量200mg) ,RFPが90

μg/ml(1回 の 常用 量450mg)と な り,我 々がLMIT

に用 いた 薬剤 濃 度 とほ ぼ 一 致 す るが,RFPに つ い て は

我々の用 いた 濃 度 は,1回 投 与 量 の1/45,000/mlの10

μg/mlで あ る。Table2で 示 す よ うに,RFPは100μg/

ml,25μg/mlの 濃 度 ではLeucocyte migrationを 明 ら

かにinhibitす るた め10μg/mlの 濃 度 を 用 いた 。藤

川ら12)も報 告 して い る よ うに,抗 生 剤 の中 に は 好 中 球

polarizationに 影 響 を 与 え る も のが あ り,LMITの 薬 剤

濃度を決定 す る場 合 リ ンパ球 との反 応 性 と同時 に,各 抗

菌剤のLeucocyteのchemotaxisに 与 え る影 響 を考 え

なければな らな い。 我 々は 薬剤 の1回 投 与量 の1/5,000/

mlを 指標 とし,各 抗菌剤の各濃度 における 正 常 人 の

LeucocyteのM.I.を 検討 して薬剤濃度を決定 した。

抗菌剤に よるア レルギー疑診患者 のLMITの 陽性率

は67%と 高 い値 を示 した ことは,上 述 した ような抗原

液 の調製法 も重要 な要因である と同時に,抗 菌剤 による

ア レルギ ー反応 にお いてDTHの 関与が非常 に大 き い

ことを示 していると考え られ る。抗菌剤に よる薬疹の疑

診患者のLMITの 陽性率 は65%を 示 した。Po即 醸丁

ら13)はBenzylpenicillinに よる薬疹におけるLMITの

陽性率は52%で,播 種状紅斑型薬疹では63%と 高 い

陽性率を示 した と報告 している。我 々のLMITの 対象

とした薬 疹の疑診患者の9割 が播種状紅斑型皮疹であっ

た事実 か ら,ほ ぼ同程度の結果を示 した。随伴症状(発

熱,肝 障害など)を 伴 った薬疹 の疑診患者 のLMITの

陽性率は92%(12例 中11例)と 非常 に高い値を示 し

た ことは,随 伴症状を伴 った薬疹ではDTHの 関 与 が

非常に大 きいと考え られ る。

抗菌剤 によるDrug feverの 疑診患者 のLMITの 陽

性率は93%と 非 常に高 い値を示 した。Drug feverの

疑診患者 は一定の臨床経過14)(抗 菌剤 の連続投与後1～

2週 間後 に発熱を発現 し,薬 剤投与 中止後48時 間以内

に解熱す る)か らAllergic drug feverが 確 実 と考 えら

れ る患者をLMITの 対象 と した。Anergic feverの 発現

機序 はAllergy-typeのIII型 の反応 にお け るAntigen-

antibody complexes15)とIV型 のDTHに おけるLym-

phokine16)の2つ の反応系 の関与が証 明され てい るが,

臨床的 に化学療 法剤 のよ うな 単純 な 化 学 物 質 に よ る

Drug feverでIII型 の反応 の成立 を証明す る沈降性抗 体
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が検出 され ることは極めてまれ であ り17),我 々の臨床実

験 で抗菌剤 に よるDrug feverのLMITの 陽 性 率 が

90%以 上を示 した こ とか ら,Drug feverに おいてDTH

の関与は確実 と考え られ る。

抗菌剤 による薬剤性肝障害 の疑診患者 のLMITの 陽

性率は89%と 高 い値 を示 した。薬剤性肝障害 は直接 の

代謝障害に よる肝障害 と過敏反応 による肝障害 に大別 さ

れ るが,抗 癌剤 の ようなCytotoxicityの 強 い薬剤以外 は

ア レルギー反応 によ る場合がほ とん どで,薬 剤 アレルギ

ー性肝障害の発生機序はDTHの 関与が確実 とされ18)
,

起因薬剤の検出法 も リンパ球 の芽球化を証明す るLym-

phocyte stimulation test(LST)とLymphokineの 産生

を証明す るMITとLMITが ある。

薬剤性肝障害にお け るLSTの 陽性率はPARONETTO

ら19)は67%,山 本 ら20),は84%,WARRINGTONら21)は

95%と 報告 し,MITの 陽性率は鮫島 ら22)は86%と 集

計 し,LMITの 陽性率は亀谷 ら23)は71%と 報告 してい

る。 リンパ球 の芽 球 化 現 象 とLymphokineの 産生は

必ず しも一致せず24),両 者 のど ち ら がDrug-induced

allergyに おけるDTHの 関与を反映す るものなのか今

後検討され る必要があると考え る。

抗菌剤 によるアレルギー患者(LMIT陽 性患者)の う

ちで,50代 か ら70代 の患者 は66%を 占め高年齢者 に

多い傾 向を示 し,性 別では男性が34%で あるのに対 し

女性が64%を 占め女性に多 い傾向を示 した。特に女性

の50代 から70代 までの高年齢者は全体 の41%を 占

め,大 久保25}の報告 と同 じように 高年齢者 の女性 に多

い傾向を示 し,ホ ルモ ンパ ランスの異常が免疫調節機構

に何 らかの影響を与える可能性を示 してお り,今 後検討

の余地を残 した。

起 因薬剤 の薬剤別頻度 では,β-Lactam剤 がLMIT陽

性の 抗菌剤 の69%を 占めた。 これ は β-Lactam剤 の

使用 頻度 も重要な要 因であるが,β-Lactam剤 が他 の抗

菌剤 に比ぺてDTHに おけ る免疫原性 の強 い薬剤である

ことを示 してい ると考え られ る。
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CLINICAL APPLICATION OF LEUCOCYTE MIGRATION 

INHIBITION TEST ON ANTIBACTERIAL 

DRUG ALLERGY 

KATSUJI UNO 
Department of Pharmacy, Suibarago Hospital 

FUSANOSUKE YAMASAKU 

Department of Internal Medicine, Suibarago Hospital

 By means of applying leucocyte migration inhibition test (LMIT) that demonstrates delayed type 
hypersensitivity (DTH), causative drugs were detected in patients with antibacterial drug allergy 

(ADA). 
Water-insoluble antibacterial drugs could be applied in LMIT by dissolving them in three kinds 

of solvents (0.1 M Phosphoric acid, 0.1 M Sodium hydroxide, Propylene glycol). Antigen solutions 
were prepared subtoxic concentrations of drugs and made polyvalent antigens by means of adding 

patient's serum of the same volume. 
LMIT was performed in 61 cases suspected of ADA and found to be positive drugs in 41 cases 

(67%). According to symptom, it was found to be positive in 33 (65%) of 51 cases suspected of 
drug eruption and in 14 (93%) of 15 cases suspected of drug fever and in 8 (89%) of 9 cases suspected 
of drug induced hepatic injury. These results suggest that DTH may play an important role in ADA 
and that LMIT may be useful for the detection of causative drugs in patients with ADA. 

Females aged from their fifties to their seventies formed 41% of LMIT-positive cases and beta-
Lactam antibiotics formed 69% of LMIT-positive antibacterial drugs. This study indicates that ADA 
tends to appear frequently in old-age female and that beta-Lactam antibiotics has a high immuno-

genicity in DTH.


