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Oxacephem系 抗生物質6315-S (Flomoxef)な らびに

その活性代謝物,6315-S Oxideの 免疫学的性質

原田 稔 ・竹内三津男 ・渡辺 昭

塩野義製薬株式会社研究所

新しいoxacephem系 抗 生物質6315-S(Flomoxef)な らびにその体内主要代謝物である

6315-Soxideの 免疫学的性質を しらべた。

1)マ ウスおよびモルモ ットにおいて免疫原性を しらべた ところ,対 照薬物 として用いた

CefmetazoleやCephalothinに 対 してはPCA抗 体の産生がみとめられる免疫条件で,6315-S

や6315-Soxideに ついては抗体産生を見出すことはで きなかった。モルモットの能動アナフィ

ラキシー・ショックを指標とした場合も同様の結果が得 られた。感度が著しく高いELISA法 に よ

り血清の総抗体活性を検定した場合でも6315-Sに 対する明確な抗体産生は認められなかった。

2)6315-Sや6315-S oxideと ウシγ一グロブリン(BGG)と の結合体に対するモルモットや

マウスの免疫血清で受動局所感作 したモルモットやラットにこれらの薬物そのものをチャレンジし

た場合,PCAは 惹起されなかった。また,6315-Sや6315-S oxideに 対する能動感作を確立さ

せておいたモルモットに,そ れぞれ対応した薬物をチャレンジした場合にも,シ ョック症状を認め

ることはできなかった。これらの結果より,6315-Sや6315-S oxideは 過敏症誘発原性を示さ

ないと言える。

3)各 抗生物質のBGG結 合体およびGpSA(モ ルモット血清アルブ ミン)結 合体をそれぞれ免

疫原および誘発原として用い,6315-Sハ プテンと市販の4種 の抗生物質 (PCG, CET, CMZ,

LMOX)ハ プテンとの間の免疫学的交差反応性をしらべた。モルモットの能動アナフィラキシー

・ショックによる検定では,6315-Sハ プテンとCET, CMZ, LMOXの3種 のハプテ ンとの間

に二方向性の交差反応性を認めることができた。モルモットIgG1抗 体 による同種PCAで 検定 し

た場合は,6315-Sハ プテンはCMZお よ びLMOXハ プテンと二方向性交差反応を呈 したが,

PCGやCETハ プテンとは交差反応を起こさなかった。C,H/Heマ ウスのIgE抗 体によるラッ

トPCAの 実験系では,抗6315-S抗 体がCMZハ プテンとは反応するが抗CMZ抗 体 は 6315-S

と反応しないという一方向性交差を呈するにすぎなかった。薬物一蛋白質結合体を免疫原および誘

発原の両方に用いたこれらの結果と異なり,誘 発原に薬物そのものを当てた場合, 6315-Sと 他 の

薬物との間に交差反応を見出すことはできなかった。

4) MOLTHAN法 により6315-Sの ヒ ト赤血球直接クームス反応陽性化作用をしらべたところ,

40mg/mlの 高濃度においても作用を認めることはできなかった。

以上,し らべた限 りにおいて,6315-Sに は(そ の代謝物6315-S oxide体 を も含めて)何 ら

免疫学的活性は認められないと言える。この結果から,本 薬物がヒトにおいてアレルギー性副作用

をひき起こすという可能性は市販の対照薬物のそれに比べてより小さいものと推察される。

β-lactam抗 生物質が一部の患者において種々のア

レルギー性副作用を呈することはよく知 られている。し

たがうで,新 しいβ-1actam抗 生物質を開発する場合,

副作用防止の一助として,そ の免疫学的性質を動物 レベ

ルで実験的にしらべてお くことは不可欠である
。こ

とに,目 下開発が進められている6315-S (Flomoxef:

FMOX)はFig. 1に示すように,Latamoxef (LMOX)

と同様,1-oxacephem構 造を有するという点で従来の

cephalosperin系 の ものとは異なる新 しいタイプの抗

生物質に属するため,免 疫学的性質の検定には慎重を期

す必要があろう。 しか しこれまでに知 られているβ-

lactam抗 生物質のアレルギー性副作用は著しく多様で
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Fig. 1 Chemical structures of 6315-S and other antibiotics used

6 8 1 5-S 6815-S oxide

Latamoxef sodium : LMOX-Na Penicillin G potassium : PCG-K

Cephalothin sodium : CET-Na Cefmetazole sodium : CMZ-Ns

あり,そ れらを実験的に再現 し,解 析するには広範な実

験を要する。こうした事情を考慮して,我 々は6315-S

およびその主要代謝物とされる6315-S oxidet)の 免疫

学的作用に関する一連の研究を実施しているが,本 報で

は,副 作用の うちで最も重篤なアナ フィラキ シー ・

ショックや最も多発する皮疹などを含む1型 過敏症に焦

点を合わせて検討を行なうことにした。なお,ヒ ト赤血

球を使用 し,溶 血性貧血など赤血球の免疫学的異常との

関連性が疑われているin vitro直 接 クームス反応陽性

化作用についての検定をも併せ行なった。

I. 実験材料および実験方法

1. 実験動物

免疫用動物として,モ ルモット(静動協,Slc,ク リー

ン・ハー トレー系,雌,250～300g),お よび,C3H/He

な らびにC57BL/6Jマ ウス(い ずれも塩野義製薬油日

ラボラ トリーズ,Shi, SPF,雌,6週 齢)を 用いた。

Passive cutaneous anaphylaxis(以 下PCAと 略す)

レシピエントとしてはモルモット(同 上)お よびWistar/

Shiラ ッ ト(SPF,雌,7週 齢)を 使用 した。 これ らの

動 物 は1～2週 間 の予 備 飼 育 の 後,実 験 に供 した。

2. 薬 物

6315-S(Lot FO36NNお よ びFO75NN),な らびに

6315-Soxide (Lot F003NN)を 被 験 薬 と し,Lata-

mexef sodium (LMOX, Shiomarin R,塩 野義製薬,

Lot SM 2343),Cephalothin sodium (CET, Keflin R,

塩 野 義 製 薬,LotKF2216),Penicillin G ipotassiurn

(PCG,明 治 製 菓,LotGLD507お よ びGLD512),な

らび にCefmetazole sodium (CMZ, CefmetzonR

三 共,Lot K508)を 対 照 薬 物 と して使 用 した。

3. 抗 生 物質 と 蛋 白質 との 結 合 体 の調 製 な らびにその

ハ プ テ ン含量 の測 定

キ ヤ リア ー蛋 白 質 と して ウ シ γ一 グ ロブ リン(BGG,

Sigma)お よ び モ ル モ ッ ト血 清 ア ル ブ ミ ン(GpsA,

Sigma)を 選 び,LEVINEら2)に 準 じて 抗 虫 物質の 蛋白

質 結 合 体 を 調 製 した。 す なわ ち,蛋 白質 を,そ の6倍 量

(重 量 比)の 薬 物 と と も に生 理 食 塩 液 に溶 解 させ(薬 物

濃 度60mg/ml),1N苛 性 ソー ダ によ ってpHを8、8～
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9.0に調整しながら,室 温にて24時 間反応させた。そ

の後,0.005M燐 酸緩衝液(pH7.4)に 対 して,1日1

回外液を交換しながら,1週 間透析を行ない1内 液を凍

結乾燥した。各結合体のハプテン含量はEBATAら3)

の方法によって測定した。本報に用いた蛋白質結合体の

組成は下記の通りである。

6315-S, 7-BGG 6315-S26-GpSA

6315-S,,-GpSA

6315-S ,20xide-BGG 6315-S11Oxide-GpSA

LMOX , 2-BGG LMOX2,-GpSA

PCG24-BGG PCG30-GpSA

PCG5, -BGG

CET, ,-BGG CET24-GpSA

CET, a-BGG

CMZ56-BGG CMZ40-GpSA

CIVIZ57—BGG CMZ45-GpSA

なお,6315-S-BGGな らびに6315-S-GpSA結

合体を調製する場合の6315-S標 品 としては,Lot

FO36NNを 使用した。

4. 免疫方法

1) 薬物と蛋白質との結合体を免疫原とする場合

免疫原としては各薬物のBGG結 合体を用いた。モル

モットの場合,各 結合体溶液(10mg/ml)と フロイン

ト完全アジュバント(FCA, Difco)と の等量混合によ

るエマルジョン0.2mlを,1週 間隔で3回,腹 腔内に

注射して免疫した。最終回注射の2週 後に心臓穿刺によ

り少量の血液を採取した。CsH/Heお よびC57BL/6J

マウスの場合もモルモットにおけると同じ免疫法によっ

て抗血清を得たが,こ のほかに,C57BL/6Jマ ウスでは

上記のエマルジョン0.2mlの1回 腹腔内注射後8日 間

免疫という条件下での抗血清をも採取 し,C3H/Heマ

ウスでは免疫原を吸着させたAl(OH)3ゲ ルの注射で免

疫した場合の抗血清をも作成 した。Al(OH)3ゲ ルへの

免疫原の吸着は桂のの方法によって行ない,C3H/He

マウス1頭 当り2μgの 免疫原を吸着したゲル1mg

(液量0.2ml)を 週1回 の割合で3回 腹腔内に注射した。

この場合も最終回免疫注射の2週 後に採血を行なった。

2)薬 物を免疫原とする 場合

薬物自体の免疫原性を検討するため,薬 物溶液(生 理

食塩液に溶解,モ ルモ ット),あ るいは,薬 物を含む

FCAエ マルジョン(モ ルモット,マ ウス)の 反復注射

による免疫を試みた。

(i) 薬物水溶液による免疫:モ ルモ ットの大腿筋肉

内に各薬物溶液( ,1～4mg/ml)0.25ml(薬 物 量

0.25～1.0mg/animal)を 週3回 の割合で2週 間,計

6回 注射 して免疫 し,最 終回免疫注射の2週 後および4

週後に少量ずつ採血 した。また,4週 目の採血の数日後

に,こ れ らの動物を用いて能動アナフィラキシー ・

シ ョック実験を行なった。

(ti)薬 物 のFCAエ マルジョンによる免疫:各 薬物

溶液(多 くの場合10mg/ml)に 等量のFCAを 加えて

エマルジョンを調製 した。モルモットにおいては,週2

回の割合で3週 間にわたって計6回,各 エマルジョン

0.2ml(一 般的には薬物量1mg/animal)を 腹腔内に

注射 して免疫し,そ の後4週 目に心臓より少量の採血を

行ない,さ らにその数 日後に能動アナフィラキ シー・

ショック実験を実施 した。C57BL/6Jお よびC,H/He

マウスにおいては,モ ルモットと同 じく,上 記のエマル

ジョン0.2mlの6回 腹腔内注射で免疫 した群と,3～

4日 間隔で3回 注射 して免疫 した群とを設けた。6回 注

射の場合も3回 注射の場合 も,最 終回注射の4週 後に血

清を採取 した。

5. 抗原抗体反応

血清中の抗体の検出,薬 物の過敏症誘発原性の検定,

あるいは,薬 物相互間の免疫学的交差反応性の検定は次

のような方法によって実施 した。

1) モルモットの能動アナフィラキシー ・ショックに

よる検定

最終免疫注射後2週 目または4週 目の血清を採取 した

後3～4日 間飼育したモルモ ットの静脈内に,誘 発原と

して薬物10mgあ るいは薬物のGpSA結 合体1mgを

注射 してショックが起こるかどうかを観察した。ショッ

クの程度を,死 亡,重 篤(吃 逆発作のために横転,な い

しは頻死となるもの),中 等度(吃 逆発作をくり返すが

横転に至らないもの),軽 度(軽 い吃逆発作,掻 顔動作,

耳翼の充血等)お よび陰性の5段 階に区分した。

2)PCAに よる検定

(i)モ ルモ ット同種PCA:モ ルモット血清を希釈

せずに,または,生理食塩液によって2倍 段階希釈 して,

0.05mlず つ正常モルモットの背部皮内に注射 し,4時

間,24時 間,ま たは,8日 間の感作時間を置いて各種

誘発原をエバンス青5mgと と もに静脈内にチャレンジ

してPCAを 惹起した。4時 間感作は多価誘発原との反

応によるIgG1抗 体の検出を,24時 間感作は多価誘発原

のみならず,低 分子誘発原 との反応による19G,抗 体活

性の検出5)を,8日 間感作はIgE抗 体の検出6)を 目的と

する。誘発原として薬物その ものを用いるときは1頭 当

り10mgを,薬 物のGpSA結 合体を用いるときは1mg

をチ ャレンジした。1時 間後に動物を殺し,直 経5mm

また はそれ以上の色素漏出が生 じる場合をPCA陽 性 と
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判定した。実験は,通 常レシピェ ント2頭 ずつを用いた

duplicate testと したが,3朗 ずつを用いたtriplicate

testと した場合もある。

(i,i)マ ウスIgE抗 体によるラットPCA:MOTAら7)

に従 い,マ ウスIgE抗 体活性をラットPCAに よって

検定した。マウス血清またはその希釈液0.05mlを ラ ッ

トの背部皮内に注射 し,18～24時 間感作の後,エ バ ン

ス青5mgと と もに各種誘発原(薬 物の場合は10mg,

薬物-GpSA結 合 体の場合は1mg)を 静脈内に注射

し,そ の1時 間後にモルモットPCAと 同 じ基準に拠っ

て結果を判定 した。ラッ トPCAの 場合 もduplicate

testを 行 なうた。

3) Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)に よ る検定

血清中のIgA,IgG,IgM抗 体を含めた総抗体活性

を高感度で検出することを目的として,P.DE HAAN

ら8)の方法を参考とし,パ ーオキシダーゼ標識ヤギ抗モ

ルモ ットIgG血 清(た だし,Hお よびL両 鎖に対する

抗体を含む),あ るいは,パ ーオキシダーゼ標識ヤギ抗

マウス(IgG+IgA+lgM)抗 体 を使用したELISAを 設

定 した。ポリスチレン製96ウ エル ・マイクロプレー ト

(GREINER)の 各ウエルに,各 種GpSA結 合 体(陰 性

対照 としてはGpSA)を0.1M炭 酸緩衝液(pH9.6)

に溶かして得られる溶液(濃 度2μg/ml)0.15mlを 注

入し,パ ラフィルムでシールし,37℃ にて3時 間放置し

て抗原吸着を行なう。低温で一晩放置した後,吸 引に

よって抗原液を除去 したのち,洗 灘液 〔0.05%Tween

20を 含 む燐酸綬衝液加生理食塩液(PBS,pH7,0)〕

0.25mlを 加 える。このような洗灘操作を3回 くり返し

て余剰抗原を十分に除去する。つぎに,0.05%ウ シ血清

アルブ ミン(BSA, Sigma)を 含 むPBSで 適度に希釈

された被験血清0.1mlを 加 え,シ ール して37℃ にて

45分 間反応 させる。再び3回 の洗瀞操作によって過剰

の抗体や抗体以外の免疫グロブ リンを除去 したのち,

二次抗体としてPBSで500倍 に希釈されたパーオキシ

ダーゼ標識ヤギ抗モルモットIgG血 清(Cappe1,Let

10337,H鎖 およびL鎖 特異的)ま たはヤギ抗マウス

(lgG+lgA+lgM)血 清(Cappel, Lot 17545)の0.1ml

を添加する。37℃,45分 間のインキュベーションを行なっ

たのち,洗 滌を4回 行なう。最後に各ウエルに0、08%

の5-amino-2-hydroxybenzoicacid溶 液(9容)

とO.05%過 酸化水素水(1容)の 混合液0.1m1を 注入

し,シ ールして室温(23±3℃)に 放置して発色させ,

1時 間後に0.1N苛 性 ソーダ0.lm1を 加えて反応を停

止させる。精製水をブランクとして発色の強さをオー ト

リーダー(MTP-22,コ ロナ電気株式会社)に よって測

定する(referenee660nm,measuremen 405nm)。

測定は同一条件のウエルを3つ ずっ般けlttriplieste

testで 行 なった。抗血清 と対応薬物のGp8A結 合体と

の反応による吸光度の平均値から,Gp8Aと の反応によ

る吸光度の平均値を差引いた億 すなわち,抗 血清と藁

物ハブテンとの反応による吸光度を求め,Aと する。

バ ックグラウンド値を知るために正常血清プールについ

ても同じ要領で薬物ハブテンとの反応による吸光度を求

めたが,血 清希釈の度合による変動が著しく小さかった

ので,実 験の簡略化のために,10倍 希釈血清の示す値を

Bと し,AがBよ り大きい場合を抗体陽性としたe

6. ヒ ト赤血球直接クームス反応陽性化作用の検定

血液型0型 およびA型 の健常男子3名 のヘパリン加

血液を使用 し,MOLTIIAN法 によって,6315-9の 直

接 クームス反応陽性化作用を しらべ,対 照薬物(CET,

PCGお よびLMOX)の それと比較した。術式につい

ては既報9)を 参照されたい。

II. 実 験 結 果

1. モルモットにおける免疫原性ならびに過敏症誘発

原性

1) 能動 アナフィラキシー ・ショックによる検定

Table1に 能動アナフィラキシー ・ショックを指標

とした場合の各薬物の免疫原性および過敏症誘発原性を

示 した。各薬物のBGG結 合体で免疫した場合,実 験動

物すべてに薬物ハプテン特異的感作が成立し,最終注射

の16～17日 後にそれぞれに対応した多価誘発原(GpSA

結 合体)を チャレンジすると,シ ョック症状が生じ,大

部分の動物が死亡した。対照実験として,正 常モルモッ

ト(1群5頭)に 各薬物-GpSA結 合体1mgを 静注も

たが,ど の結合体の場合も,シ ョック症状はまったく観

察 されなかった(デ ーターの表示を省く)。一方,薬 物

自体を免疫原 とした場合,6315-Sや6315-Sbxide

に関 しては,ア ジュバ ントを用いない場合は言う仁お

よばず,用 いた場合でも感作は成立せず,6315-S陸 た

は6315-SoxideのGpSA結 合体のチャレンジによっ

てショック症状を呈するものは1例 もなかった。対照薬

物のうち,LMOXとPCGに 関 しても,6315rSと 同

様,多 価誘発原のチャレンジでショックを起こす個体は

みられなかった。CETで は,フ ロイント完全アジュバン

ト(FCA)と ともに免疫 した場合にCET-G鎚Aを の

反応で全例にショックが生 じ,半 数(2例)が 死亡した。

CMZに ついては,用 量を毎回1mgと し,FCAと とも

に免疫 した群の全例がCMZ-GpSAチ ャレンジにより
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Table 1 Determination by active anaphylactic shock of immunogenicity
and hypersensitivity-eliciting antigenicity of protein-conjugated
and unconjugated 6315-S and other antibiotics in guinea pigs

*)  Elicited by 6315-S Lot F075NN
**)  NT: Not tested
***)  6315-S Lot F036NN

ショックを起こした(死 亡例を含む)の みならず,FCA

を使用しない群においても死亡例を含むショック陽性例

が見出された。 この結果のみから,6315-Sや6315-

Stoxideは 免疫原性をもたないと断定す ることはでき

ないとしても.少 な くとも,市 販の対照薬物CETや

CMZに 比べて。その免疫原性は,は るかに弱いと判断

される。

一方
,薬 物のBGG結 合体で免疫され各薬物ハプテン

に対する能動感作が成立している動物に,そ れぞれ対応

した薬物をチャレンジしたところ,CETとCMZの 場

合は多くの動物に軽度～中等度のショックが観察された

が,LMQX, PCG, 6315-S(誘 発 原 としてはLet

FO75NNを 使用)お よび6315-S oxideの 場合は何 ら

の症状 も認められなかった。薬物単独あるいは薬物の

FCAエ マルジョンで免疫された動物に対応薬物をチャ

レンジした場合は,ど の薬物に関して もショック症状を

見出すことはできなか った。 この結果か ら,CETと

CMZは,少 なくとも,そ れぞれのBGG結 合体で強く

感作されている動物においてはショック誘発能を もつ

が,LMOX, PCGお よび6315-Sや6315-Soxideは

感作の程度如何によらずこの作用をもたないと言える。

2) 同種PCAに よ る検定

つぎに,上 記の免疫動物から採取 しておいた血清の

PCA抗 体活性をしらべることにより各薬物の免疫原性
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Table 2 Determination of immunogenicity and hypersensistivity-eliciting antigenicity
of protein-conjugated and unconjugated 6315-S and other antibiotics
by means of allogeneic PCA in guinea pigs

*) Elicited by 6315-S Lot F075NN
**)  6315-S : Lot F036 NN

を,ま た,薬 物一BGG結 合体に対する抗血清で受動局

所感作されたレシピエントに対応薬物をチャレンジする

ことによってそれらのPCA誘 発原性を検定 した。

薬物のBGG結 合体で免疫されたモルモットの血清

(非希釈)に それぞれ対応 した薬物-GpSA結 合体を作

用させた場合,薬 物の種類を問わず,ほ とんど全ての血

清にIgG1抗 体 活性が検出された(Table 2)。 これら

の抗血清の抗体価は211～213と 高 い(Table 8)た

め,24時 間 または8日 間感作を行なうときは,レ シピ

エントが全身的に感作され,全 例がショックにより死亡

して しまうので,多 価誘発原を用いてIgG1やIgE抗 体

の存否をしらべることはできなかった。薬物自体を免疫

原とし,そ れにアジュバントを加えて免疫した動物の血

清(最 終回免疫注射の4週 後に採取 したもの)の うち,

6315-Sや6315-S oxide, LMOXお よびPCGに 対

するものには,多 価誘発原をチャレンジしても24時 間

PCAを 起こすものは1例 もなく,IgG1抗 権(お ぞらく

はIgE抗 体 も)の 産生を見出すことはできなかった。

CETとCMZに 関 しては,テ ス トした動物の約半数の

個体に明らかな抗体産生が認め られた。アジュバントを
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Table 3 Determination of the antibody activity of guinea pig antisera by means of ELISA

*) Tiler of the pooled antisera
**) Incloding weakly positive or trace reactions
***) 6315-S: Lot F036F

使用せず薬物のみを反復注射 した場合,6315-Sや

6315-Soxide,PCG,CET,LMOXに 対する抗体産

生はまうたくみちれなかったが,CMZに ついては,多

価誘発原を使用することによって,ご く少数(14例 中

2例)にPCA抗 体の産生が見出された。薬物のみの注

射による免疫の場合,こ れら4週 目の血清での結果と同

様の成績が2週 目の血清についても得られた(デ ーター

の表示は省く)。PCAで の検定結果は前述 した能動ア

ナフィラキシー・ショックでの観察と平行 し,対 照薬物

C即 やCMZに 関 しては免疫原性が発揮される条件で,

6315-Sや6315-Soxideに は それが認められないこ

とを示している。

誘発原として薬物をチャレンジした場合,CET-

BGGで 免疫したモルモット10頭 の血清のうち,7頭 の

ものが24時 間および8日 間PCAを 起 こし,抗CMZ-

BGG血 清では1頭 のものが24時 間PCAを ひ き起こ

したが,そ れ以外にPCAが 観察されることはなかった。

これらの結果は,一 方ではCET-BGG免 疫群にはIgE

抗体が産生されることを示すが,他 方。強い受動感作が

成立している場合にCETとCMZに はPCAを 誘発す

る性質があるという上述の能動 アナフィラキ シー ・

ショック試験における成績を裏付けるものとなってい

る。

3) ELISAに よる検定

PCAはIgG婁 およびIgEク ラスの抗体を検出するに

は感度の高いすぐれた方法であるが組織親和性をもたな

い他のクラスの抗体を検出するには不適当である。そこ

で,IgG且 やIgEの み ならず,他 のクラス(IgG2サ ブク

ラス、IgAお よびIgM)の 抗体をも含めた総抗体活性

を検出することを目的として,パ ーオキシダーゼ標識二

次抗体を用いたELISAを 実施 し,各 免疫群の抗体陽性

率ならびに陽性例の抗体価を求めた(Table 3)。 ただ

し,薬 物-BGG結 合体での免疫群については,同 一群

の動物の血清をほぼ等重ずつプールし,そ の抗体価を測

定 した。ELISAの 感度は極めて高く,薬 物一BGG結 合

体に対する抗血清プールでは,い ずれの薬物ハプテンに

対しても217以 上の抗体価が得られた。アジュバ ントを

用いず,薬 物のみで免疫 した場合(最 終注射の4週 後の

血清を使用),CMZ免 疫群の一部に26あ るいは211の

抗体価を示す陽性例がみられ,6315-S免 疫群やLMOX

免疫群には24～25の 低希釈度において既述の基準を若

干上廻る弱い反応を示す個体が少数なが ら見出された。
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薬物のFCAエ マルジ ョンで免疫 された動物群で も,

CMZに 関 しては21。 ～2本 というかなり高い抗体価を

示す個体が半数を占めた。CETに 関 しても27～2・ の

抗体価を示す ものが過半数であった。6315-Sお よび

LMOXに 関 しては24～25倍 の低希釈度において陽性

基準に連するものがみ られたが,PCGに 関 しては全例

とも陰性であった。ELISAの 感 度が著 しく高いという

ことを考慮すると,24～25と いう低希釈度における弱

い反応を以て抗体陽性と断定するには問題があり,結 局,

明確な抗体産生はCMZとCETの2剤 に限って見出さ

れたと言 うべきであろう。ELISAに よる検定結果は,

さきのPCAに よる検定結果と平行している。

2. マ ウスにおける免疫原性ならびにラットにおける

過敏症誘発原性

1) PCAに よる検定

Cs7BL/6J,お よ び,C3H/Heマ ウスにおける各薬

物のIgE抗 体産生能,な らびに,抗 薬物ハプテ ン・

IgE抗 体で受動局所感作されたラットにそれぞれ対応

する薬物をチャレンジしてそのPCA誘 発 能を しらべ

た。Table 4お よびTable5に 示 したように,ど ちら

の系統のマウスにおいて も,6315-Soxide-BGG免

疫群を除いた他の薬物一BGG免 疫群ではほとんど全ての

個体に抗ハプテン ・IgE抗 体産生が見出され,6315-S

oxide-BGG免 疫群でもFCAを ア ジュバ ントとして用

いると.半 数近 くの動物で抗体産生が認められた。薬物

のFCAエ マルジョンで免疫 された場合,C3H/Heマ

ウスにおいては,免 疫注射を6回 とした場合 も3回 とし

た場合 も,CMZに 対 して高率にIgE抗 体 が産生 され

たが,6315-Sや6315-Soxideを 含 めて,他 の薬物

に対 しては抗体産生を認めることはできなかった。

C57BL/6Jマ ウスにおいては,CMZに 対 しては半数

が,ま たCETお よびPCGに 対 しても少数ではあるが

抗体を産生するものがあった。これらの結果から,マ ウ

スにおけるIgE抗 体産生を指標とした場合も,6315-S

や6315-Soxideの 免疫原性は,し らべた限 りにおい

ては認められず,使 用 した対照薬物のどれよりも弱いと

言える。

C57BL/6Jあ るいはC3H/Heマ ウスの各薬物一

BGGに 対 する抗血清を皮内注射されたラ ットに,対

応薬物そのものをチャレンジした場合,6315-S(Lot

FO36NN),6315-Soxideお よ びLMOXに 関 しては

PCAが 惹起 され ることはなかった。それに対 し,用

いた3種 の対照薬物はいくつかの抗血清との組み合わせ

においてPCAを 惹起 し得ることが観察された(Table

4お よび5)。 このことか ら,モ ルモットにおけると同

様,ラ ットにおいても・6315-Sやの 代謝物の過敏症

誘発原性は対照薬物のそれに比べて弱く,実 際的には聞

題視する必饗がないと言えよう。

2) EMSAに よる検定

モルモット血清の場合と同様,マ ウスの画清について

も,ELISAに よ り,IgEの みならず全てのクラスの抗

体を含めた総抗体活性を検定した。各藁物一BGG結 合

体に対する抗血清については同一群の動物の血清(3回

の免疫注射の2週 後に採取)を プールして抗体価を求め,

一方,各 薬物に対する免疫群では,最 終回免疫注射の4

週後の血清について個体別に検定を行ない,抗 体陽性

率,な らびに,陽 性血清の抗体価をしらべた。Taも1e6

に示 したように,各BGG結 合体に対する抗血清プール

は,いずれの系統のマウスにおいても,高い抗体価(2q

～2博)を 示 した。それに比べて,6315-Sあ るいは

LMOXのFCAエ マルジョンで免疫されたマウスの血

清では,た かだか24と いう低い希釈度で墓準をわずか

に上廻るだけの極めて弱い反応が得られたにすぎなかっ

た。明確に抗体陽性とみ られたのはCETとCMZに 対

する免疫群のみであり,CETに 対 してはC57BL16」

マ ウスの半数(5例)に29以 上 の,CMZに 対しては

両系統のマウス全例に210以 上の抗体価が得られた。

PCGに ついて も,少 数のC57BL、/6」 マ ウスにて26

以 上という値が認められた。ELISAに よる検定結果は

ラットPCAに よるIgE抗 体検定結果より全体的に鋭

敏であるが,定 性的には両者は平行 し,こ の方法でみて

も,6315-Sの 免疫原性は対照薬物のそれより弱いと判

断される。

3. 6315-Sと 対照薬物との間の免疫学的交差反応性

6315-Sや6315-Soxideと 市 販の4種 の抗生物質

との間の免疫学的交差反応性を,モ ルモットの能動アナ

フィラキシー ・ショック,モ ルモットPCAお よびラッ

トPCAに より検定 した。

1) モルモット能動アナフィラキシー ・ショックによ

る検定}

Table 7に 示 したように,6315-S-BG(}免 疫群は

対応多価誘発原6315-S-GpSAチ ャレンジにより全例

が著明な ショック症状を呈 し,大 部分が死亡した6

CMZ-GpSAを チ ャレンジした場合も全例がショック

によ り死亡 し,そ のほか,CET-GpSA,あ るいは,

LMOX-GpSAチ ャ レンジ群においても,多 くめ動物

が軽度から死亡に至るいろいろの程度のショック症状を

呈 した。逆に,LMOX, CETお よびCMZのBGG結

合体で免疫した動物に6315-S-GpSAを 静注した場合

も,死 に至る例は少なかったが,か なり高率にショック
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Table 4 Determination of immunogenicity in Call/He mice and of hypersensitivity-
eliciting antigenicity in rats of protein-conjugated and unconjugated 6315-S
and other antibiotics by menas of rat PCA

*) NT: Not tested
**) 6315-S : Lot F036NN

症状が観察された。このように,能 動アナフィラキシー

・ショ・ックによれ ば
,6315-Sハ プ テ ンとCET,

LMOXあ るいはCMZの 各ハプテンとの間に二方向性

瞭交差反応性があると言える。一方,種 々のBGG結 合

体で免疫した動物に各種薬物をチャレンジするという反

応系では,紹ET-BGG免 疫動物とCMZ-BGG免 疫動

物の欝部が,そ れぞれに対応 した薬物のチ ャレンジに

よって軽度～申等度のショックをひき起こしただけで,

そお以外にショックが誘発されたことはなく学したがっ

て交農反応は観察されなかった
。

2) モルモットPCAに よ る検定

各薬物-BGG結 合体に対する抗血清プールを抗体試

料とし,各 薬物-GpSA結 合体や薬物その ものを誘発原

としたPCAに よ り交差反応性を検定 した。GpSA結

合体を誘発原として使用する場合は4時 間の,薬 物その

ものを誘発原とする場合は24時 間の感作時間を置いて

実験を行なった。

Table 8に 示 したように,抗6315-S-BGG血 清お

よび抗6315-Soxide-BGG血 清はLMOx-GpSAや

CMZ-GpSAと か なり強い交差反応を呈 したが,PCG

やCETのGpSA結 合体とは反応 しなかった。逆に,抗

LMOX-BGG血 清や抗CMZ-BGG血 清 と6315-S-
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Table 5 Determination of immunogenicity in C57BUBJ mice and of hypersensitivity-
eliciting antigenicity in rats of protein-conjugated and unconjugated
6315-S and other antibiotics by means of rats PCA

*) NT: Not tested
**) 6315S: Lot F036NN

GpSA結 合体との間にも交差反応が起こることが観察

された。6315-Sと6315-Soxide両 ハ プテン間には

一方向性の交差反応が生 じた。すなわち,抗6315-S-

BGG血 清 は6315-Soxide-GpsAと 反応 したが,抗

6315-SOxide-BGG血 清 は6315-S-GpSAと は反応

しなかった。薬物を誘発原とした場合,抗6315-S-

BGG血 清 とCMZと の反応で弱いなが らPCAが 惹起

されたが,そ の他の抗生物質との組み合わせではPCA

は起 こらなかった。また,他 剤のBGG結 合体に対する

抗血清で感作された動物に6315-Sを 静注 した場合に

もPCAは 惹起されなかった。

以上のようなPCAに よる検定結果を先に述べた鯉

アナフィラキシー ・ショックでの結果と対比させてみ

とき,両 者の間に若干の差異が見出される。たとえ帽

CETハ プテンと6315-Sハ プテンの聞の交差反応翻

動アナフィラキシー ・ショックでは認められるにもか

わらずPCAで は認められなかった。また,6315-BG

で免疫 したモルモットにCMZを チャレンジした場合

ショックが生じないのに対 し,こ の群の動物か鯵採っ

抗血清とCMZと の組み合わせでPCAが 惹起された。

3) マウスIgE抗 体によるラットPCAで の検定

C3H/Heマ ウスの各BGG結 合体に対欝る抗血清
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Table 6 Determination of the antibody activity of mouse antisera by means of ELISA

*) Tiler of the pooled  antisera

**) Including weakly positive or trace reactions
***) 6315-S: Lot F036NN

それぞれプールし,ラ ットPCAに よ り各薬物ハプテ ン

閥の交差反応性を検討 した。Table 9に 示 したように,

交差反応性が観察されたのは抗6315-S・IgE抗 体 と

CMZ-GpSAと の間のみであ った。モルモ ットPCA

と異なり,6315-Sハ プテンとLMOXハ プテンの間

にも交差反応性はみられなかった。

4. ヒト赤血球直接クームス反応陽性化作用

健常人の血液を用 い,MOLTHAN法 に 準 じて,

6315-Sお よび対照薬物の赤血球直接クームス反応陽性

化作用を検定したところ,Table 10に 示す ように,

6315-Sは 終濃度40mg/mlと い う高濃度において も

この作用を示さなかった。対照薬物のうちCETは5～

10mg/mlで ,ま た,PCGは40mg/mlで クームス反

応を起こすごとが見出された。LMOXも 赤血球提供者

によっては,40mg/m1に お いて陽性反応をみることが

あるが一般的には反応は陰性であった。

III. 考 察

6315-Sは 既に市販されているLMOXと と もに,1

位 に酸素をもつ新 しいタイプ(oxacephem系)の β-

1actam抗 生物質であるため,ア レルギー性副作用防止

のために,そ の免疫学的性質には特に注意を払わねばな

らない。我々は現在,IV型 ア レルギー(細 胞性免疫)を

起 こす可能性について検討中であるが,本 報では,抗 生

物質のアレルギー性副作用の中で最も重篤なアナフィラ

キシー ・シ ョックや最 も頻度の高い皮疹が1型 アレル

ギーに含まれることを考慮 して,6315-Sが1型 過敏

症を起こす可能性を中心に検討を行なった。我々は,

さ きに,LMOXの 抗原性を動物で しらべ,他 の β-

lactam抗 生物質に比べて免疫原性や過敏症誘発原性が

弱 く,既 存の抗生物質との交差反応性も認められないこ

とを明らかにした9)が,最 近,同 様の結果がヒトにおい

ても報告されるようになった10)。6315-Sに ついての
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Table 7 Determination of immunological cross-reactivity of 6315-S
with other antibiotics by means of active anaphylactic shock
in guinea pigs

*) Elicitor: An tibiotic-GpSA conjugate 1 re animal
Uncon jugated antibiotics 10 fig/animal

**) 6315-S. Lot F075NN

検討は,単 にこの薬物の副作用対策というばかりではな

く,LMOXに 関する結果とともに,oxacephem系 薬

物の一般的特性を しらべるという意味においても興味の

ある問題 となるであろう。

抗原性検定における陽性対照免疫原としては各薬物の

BGG結 合 体を用 い,一 方,多 価誘発原 としては各

GpSA結 合体を使用したが,前 者は確実に抗ハプテ ン

抗体を産生 し,後 者は抗体の存在を確実に検出し得るも

のであることが分った。さらに,マ ウスの抗6315唱Sl陰

IgE抗 体 と6315-S-GpSAと によるラットPCAが,w

6315-Sそ の ものを6315-S-GpSAと 同時に静注重る

ことによって著明に抑制されたこと,し かも,6315-

Sに よる抑制は抗6315-S抗 体の反応系に特異的で,

抗PCG-BGG血 清 とPCG-GpSAと の系で絃認めら
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Table 8 Determination of immunological cross-reactivity

of 6315-S or 6315-S oxide with other antibiotics

by means of guinea pig 4-hour of 24-hour PCA

*) 6315-S: Lot F075NN
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Table 9 Determination of immunological cross-reactivity

of 6315-S with other antibiotics by means of rat

PCA mediated by IgE antibodies of Cali/He mice

*) Adsorbed to aluminum hydroxide gel

Table 10 Activities of 6315-S and other antibiotics to induce in vitro

direct COOMBS' reaction of human erythrocytes

*) Blood group type
**) Coombs' reagent: A-Tokyo Hyojun Kessei

B-Midori Juji
C-Ortho

***) Lot F03 6NN
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れなかったこと(本 文中,記 載を省 く)か ら,6315-S

_BGGや6315-S-GpSA中 の6315-Sハ プテ ンはも

との6315-S分 子の立体構造をほぼ維持 していると言

うことができる。こうした吟味をした上で上述の実験結

果を通覧すると,6315-Sお よびその体内活性代謝物

6訂5-Soxideは,モ ルモットにおいてもマウスにおい

ても,ア ジュバントの有無にかかわらず,免 疫原性を示

さ;ないものと判断される。ただ,両 動物種の6315-Sそ

のものに対する免疫血清の抗体活性をELISAで 検定 し

た場合,一 部の血清が24～25と い う低希釈度におい

て規定の基準をわずかに上廻る発色を呈 した。 しか

し,EUSAが 極めて鋭敏な実験法であり,十 分に免疫

したモルモットやC3H1Heマ ウスの陽性対照血溝

(抗6315-S-BGG血 清)プ ール等に関 しては218と

いう高希釈度まで著明な陽性反応が得られることを考

慮すると,24～25程 度の低希釈において弱い反応が

生じるだけの場合,そ れが免疫グロブリンの非特異的

吸着によるという可能性を完全に否定することもで き

ず,こ の程度の血清を抗体陽性と判定するのは困難で

あろう6そ れに対し,CETやCMZに 関 しては,同

一免疫条件のもとで明確な免疫原性が認め られた。

FCAと ともに免疫 した場合,こ れらの薬物は,モ ル

モットに能動感作を成立させ,マ ウスにおいてもIgE

およびその他の抗体の産生を示 した。 さらに,CMZ

はアジュバントを用いない場合でも,少 数のモルモッ

トにて免疫応答をひき起こした。これ らの結果か ら,

6315-Sは 免疫原性を持たないという一般的結論を下

すことはできないとしても,少 なくとも本剤の免疫原

性がCETやCMZの それと比べて弱いということは

明白である。

一方
,6315-Sや6315-SoxideのBGG結 合体で

免疫されたモルモット,あ るいは,抗6315-S-BGG

血清や抗6315-Soxide-BGG血 清 で受動感作された

モルモッ トやラットに6315-Sそ の もの,ま たは,

6315-Soxideを 静注した場合の ショックやPCAの 発

現を観察することにより,こ れ らの薬物の過敏症誘発

原性をしらべた。その結果,本 文に記 したように,

6315-S(LotFO75NN ,純 度939mg力 価/9)を 用 い

る限り,シ ョックやPCAの 誘発はまった く認め られ

なかった。したがって,6315-S分 子 自体は過敏症誘

発原性を示さないと判断される。ただ,純 度のやや低

い(886mg力 価19
,LotFO36NN)を 使 用した場合,

ラットPCA拡 生 じなかったがモルモッ トにおいては

ショリクやPCAが 惹 起される場合があった。(デ ー

ター記載を省略)。この場合の過敏症誘発は,恐 らく,微

量の高分子不純物によるものであろうと推察される。誘

発原性を脊する不純物が如何なるものであるか,今 のと

ころ不明であるが,一 つの可能性として6315-S重 合体

が想定され,目 下,こ の可能性についての検討を進めて

いる。他の薬物に関 してはCETお よびCMZが モルモッ

トのシ ョックやPCAを 誘発 し,PCG,CETお よび

CMZが ラ ットPCAを 惹起 し得ることが見出された。

これ らの対照薬物の示す過敏症誘発原性 も微量の混在物

によるのか,そ れとも薬物分子自体の作用によるのかに

ついては明らかでない。

β-lactam抗 生 物質のアレルギー性副作用は,そ の

薬物が免疫応答を起こし,再 度同じものが投与された場

合に過敏症を誘発するということによるばかりでなく,

既 に産生されている他剤に対する抗体と新 しく投与され

た薬物との間の交差反応によって生 じる場合 もあり得

る。 β-lactam抗 生物質相互の間の交差反応には,6

位(penicillin系)ま たは7位(cephalo6porin系)の

側鎖が重要な役割を演ずるという考え方本)も あり,核

部分の構造や分子全体の立体構造に依存するという考え

方12)も ある。本報で6315-SとCMZあ るいはLM0X

との交差反応性を検討したのは,CMZが6315。Sと 似

て7位 に-SCH2CONH-を 含むaliphatic側 鎖 を持つ

こと,お よびLMOXが1-oxacephem核 を持つこと

に注目したためである。そのほか,CETはcephalos-

porin類 の,PCGはpenicillin類 の代表的薬物として

加えた。交差反応性の検定は,主 として,薬 物 一BGG

結 合体(免 疫原)と 薬物 一GpSA結 合 体(誘 発原)の

反応系で実施したが,モ ルモットでは誘発原として薬物

を用いた系での検定も行なった。モルモヅトの能動アナ

フィラキシー ・ショックやPCAで は6315-Sハ プテ

ンとCMZお よびLMOXハ プテンとの間に二方向性の

交差反塔が認められた。CMZと の交差は7位 側鎖の,

LMOXと の交差は1-oxacephem核 部分の類似性に

よるのではないかと推察される。6315-Sハ プ テンと

CETハ ブ テ ンの間には,能 動 アナフィラキ シー ・

シ ョックでは交差反応が観察されたにも拘 らず,24時

間PCAで は認められなかった。この不一致の原因は明

らかでないが,一 つの可能性として,能 動アナフィラキ

シー ・ショックに関与する抗体 と24時 間PCAに 関与

する抗体とが必ずしも同一でないからではないかというこ

とが考え られる。マウスIgE抗 体 によるラットPCA

で 見 ると,6315-Sハ プテンはCMZハ プテ ンとのみ,

しかも,一 方向性の交差反応を起こしたに過ぎなかっ

た。モルモット抗体(主 としてIgGl抗 体)で の交差反

応パターンとマウスIgE抗 体でのそれとの間のくいち
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がいは,単 にマウスの抗血清の抗体価がモルモット抗血

清に比べて一般的に低いたあに交差反応を認め難いとい

うことに過ぎないのかもしれない。しかし,動 物の種や

系統,免 疫条件,産 生された抗体のアイソタイプ等によっ

て交差反応性が変動するということは,た とえば抗ben

zylpenicilloyl抗 体 とCETハ プテンあるいはCET重

合体との反応の系について も観察されている1)の で,

6315-Sと 対照薬物との間の交差反応性のパターンに関

する種による不一致もこのような原因にもとつくもので

あるか もしれない。なお,6315-Sと その活性代謝物

6315-Soxideハ プテンは構造がほとんど同一であるに

もかかわらず,予 想に反 し,モ ルモ ットPCAで 一 方向

性の交差反応が認められたに過ぎなかった。その原因は

まったく不明であるが, LMOXと その脱炭酸体との間

にも同様の結果が見出されている田)こ とを考え併せる

と,必 ず しも奇異な現象とは言い切れない。以上述べて

きた反応系と異なり,誘 発原として薬物そのものを当て

る場合, 6315-Sが 過敏症誘発原性を欠いている以上当

然ではあるが,ど の抗生物質ハプテンに対する抗体との

組み合わせにおいても6315-Sが シ ョックやPCAを 起

こすことはなかった。逆に,モ ルモットの抗6315-S-

BGG血 清 と他剤との組み合せにおいて も, CMZがP

CAを 惹起 したのを唯一の例外として,そ れ以外に過敏

症が誘発されることはなかった。

以上のように,1型 過敏症ないしは体液性免疫につい

てしらべた限 り,動 物において,6315-Sや6315-S

oxideは, LMOXと 同様。免疫学的活性を示さなかっ

た。このことをヒトに外挿するとすれば,こ の薬物の臨

床使用に際 してもアレルギー性副作用が多発するとは考

え難い。

本報で実施した直接 クームス反応は免疫学的機序にも

とつ く真のクームス反応ではなく,む しろ,赤 血球表面

に対する薬物の直接作用によるもので,溶 血性貧血との

関連性は考え難い。 しか し,特 殊毒性試験という立場か

らみれば,6315-Sに この反応を陽性化させる作用が認

められなかったということも,こ の薬物の特長の一つと

みなしてよいのではないかと考えられる。(実 験期間:

1983年5月 ～1986年5月)

謝 辞

本実験を行なうに当り,各 薬物の蛋白質結合体のハプ

テン結合数測定を塩野義製薬研究所,井 上 健博士,な

らびに伊賀野憲一氏に依頼 した。御協力に対して深甚の

謝意を表したい。

文 献

1) 溝 尻 顕 爾 ・岡 部 博 ・田中 日 出 男 ・菅 野浩一:

6315-S (Flomoxef)の ラ ッ トに お け る体内動

態(第1報)14C-6315-Sの 静 脈 内 投 与後の血

中 濃 度, 尿, 糞, 胆 汁 中排 泄 お よ び全身 オ ートラ

ジ オ グ ラ フ イ ー。Chemotherapy 35 (S-1):

176～186, 1987

2) LEVINE, B. B. & Z. OVARY: Studies on the

mechanism of the formation of the penicillin

antigen M. The N-(D- a -benzyl-penicillo-

yl) group as an antigenic determinant re-
sponsible for the hypersensitivity to penicil-

lin G. J. Exp. Med. 114: 875-904, 1961

3) EI3ATA, M. Y. MIYAKE & J. UCIIIDA: A

quantitative assay of covalently bound
cephalosporin derivatives in cephalosporin-

protein conjugates. J. Antibiot. 29: 665-

666, 1976

4) 桂 義 元: ア ジ ュバ ン ト類 と適 用。 免疫実験操作

法A, 日本 免疫 学 会 編: PP.49～52, 1976

5) 竹 内 三 津 男, 新 家 泰 子, 原 田 稔: モル モ ットに

お け るセ フ ァ ロ シ ンのPCA誘 発能。 ア レルギー

28: 200, 1979

6) LEVINE, B. B.; H. CHANG & N. M. VAZ:

The production of hapten-specific reaginic

antibodies in the guinea pig. J. Immunol

106: 29-33, 1971

7) MOTA, I.: The mechanism of anaphylaxis,

I. Production and biological properties of

mast cell sensitizing antibodies. Immuno-

logy 7: 681-699, 1964

8) HAAN. P.D.; D. M. BOORSMA & G. L.

KALSBEE: Penicillin hypersensitivity. Al-

lergy 39: 111-119, 1979

9) 原 田 稔 竹内 三津 男: Cefamandoleのin vitro

ク ー ム ス 反 応 陽 性 化 作 用 。Chemotherapy 27

(S-5): 635～639, 1979

10) 原 田 稔, 松 本 光 史, 竹 内 三 津 男: 6059-Sの 免

疫 学 的性 質 。Chemotherapy 28 (S-7):1191～

1201, 1980

11) BRANCH, D. R.; G. BARBARA, A. L.

SY SIOK HIAN, W. G. VLA[-IOS, A. W.

HA W KSWORTH & L. D. P E T%: The immune

response to moxalactam in rabbits and in

humans. J. Lab. Clin. Med. (Accepted)



VOL. 35 S-1
CHEMOTHERAPY 451

12) SHIBATA, K; T. ATSUMI, Y. HORIUCHI &

K. MASYIMO: hiimunological cross-reac-

tivities of cephalothin and its  related corn-

pounds with benzylpenicillin (Penicillin G).

Nature 212 : 419•`420, 1966

13) 近藤 正煕, 志 甫 理, 大 石 登 美 子,土 屋 院 司:

Cephacetrileの 抗原性 について 。Chemothompy

24: 86～93, 1976

14) PETERSEN, B. H. & J. GRAHAM: Immuno-

logical cross-reactivity of cephalexin and

penicillin. J. Lab. Clin. Med. 83: 860•`870,

1974

15) HARADA, M.; A. WATANABE & M.

TAKEUCHI: Heterogeneity of cross-reac-

tivity of mouse anti-benzylpenicilloyl anti-

bodies against cephalothin haptens or

polymers. Jap. J. Pharmacol. 40: 182•`184,

1986

IMMUNOLOGICAL PROPERTIES OF 6315-S (FLOMOXEF)

AND ITS METABOLITE, 6315-S OXIDE

MINORU HARADA, MITSUO TAKEUCHI and AKIRA WATANABE
Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

Immunological properties of a new oxacephem antibiotic agent, 6315-S (flomoxef), and its
main metabolite, 6315-S oxide, were studied in animals using latamoxef sodium, penicillin
G potassium, cephalothin sodium and cefmetazole sodium as reference compounds.
1. Immnnogenicity.

Immunogenicity of unconjugated antibiotic agents was examined using the corresponding
coni4gates with guinea pig serum albumin as polyvalent eliciting antigen. When emulsified
with Freund s complete adjuvant, cephalothin and cefmetazole produced active sensitization
for anaphylactic shock and IgG , antibodies in the guinea pig. Also in the mouse, these two

antibiotics produced IgE antibodies. However, 6315-S and 6315-S oxide as well as penicillin

G and latamoxef did not produce these tissue-sensitizing antibodies in either animal species.

Enzyme-linked immunosorbent assay for total antibody activity, including tissue-sensitizing

and non-sensitizing antibodies, confirmed these results ; definite antibody formation being

observed only against cephalothin and cefmetazole.

2. Hypersensitivity-eliciting antigenicity.

Unconjugated cephalothin and cefmetazole provoked PCA and anaphylactic shock in guinea

pigs presensitized to homologous antibiotic haptens. In addition, cephalothin, cefmetazole and

penicillin G elicited PCA in rats sensitized with mouse IgE antibodies. Again, 6315-S and

its metabolite as well as latamoxef lacked the hypersensitivity-eliciting antigenicity.

3. Immunological cross-reactivity.

6315-S and 6315-S oxide haptens did not cross-react with the four reference antibiotic

haptens in active anaphylactic shock in the guinea pigs and PCA in the guinea pig and rat .

4. In vitro direct Coomb s reaction

6315-S did not induce in vitro direct Coomb's reaction of human erythrocytes even at

the high concentration of 40 mg/ml, while cephalothin and penicillin G caused a positive

reaction at 5•`20 mg/ml and at 20•`40mg/ml
, respectively.

From these results, it can be concluded that 6315-S and its metabolite are immunologi-

cally inactive in animals .


