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Fosfomycin(FOM)の 抗原性を 再確認す る ため に種々の方法 で実験動物 に免疫 し
,以 下の結果

を得た。

FOMはhuman semm albumin(HSA)お よびascaris suu mextract(Ase)とconlugateし

て得 られ たcoupling抗 原,お よび 製剤単独を抗原 と してadjuvantと ともにマウス とモルモ ッ ト

に感作 した。

FOMの 免疫 で得 られた抗体は,対 照 として 使用 したbenzylpenicillinとcephalothinで 得ら

れた抗体 に比べPCA値 が低 いとともに対照群 に対 して交差反応性を示 さない特異的抗体 であった。

また,製 剤単独の免疫 では抗体産生は認め られ なか った。

さらに,能 動感作 されたモルモ ッ トに抗原液 を静脈注射 しanaphylactic shockの 誘発実験 の結

果,対 照薬剤は10例 中3～6例 が シ ョック死 した のに比べFOM群 は全例が生存 した。

以上 の結果か らFOMは 明 らかに抗原性の低 い薬剤 であ ることが実験動物 で確認 された。
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Fosfomycin(FOM)はSTAPLEY1,2)に よって最近 開

発された抗生物質である。分子構造 中にエポキシ環 をも

つ極めてユニークな構 造(Fig.1)と 抗菌スベ ク トルを有

している。本剤の特徴は生体 内変化や蛋白結 合能がほ と

んどない3,4)こ とから免疫薬理学的にみて も安全な薬剤

であると考えられ,本 剤の カル シウム塩 は経 口製剤,ナ

トリウム塩は注射用製剤 として使用され ている。 しか し

ながら,最 近,FOM-Naの 静脈内注 射によ りシ ョック

様症状を示 した患者についての報告5,6)が あ りその 安全

性について再検討す る必要が生 じた。

本来,抗 生物質が抗原性を発現す るには種 々の機 作が

考えられ ている7～9)。その中でも分解生成物や 生体蛋白

結合物は抗原 としての能力が強い とされている。既 に述

べたようにFOMは 生体 内変化,蛋 白結合能 が ほ とん

どないとされてい るので極め て抗原化 しに くい薬剤 であ

り,ア レルギー性副作用 の発現 とは矛盾を生 じる。

そこで著者 らは臨床 で観察 された副作用出現を解 明す

Fig. 1. Molecular formula of fosfomycin

るた め に,ま ずFOMの 抗 原 性 に つ い て再 検 討 した 。

I. 材 料 お よび 方 法

1) 動 物

体 重250g前 後 のHartley系 雌 性 モル モ ッ トお よび

13週 齢 のBALB/c系 雌 性 マ ウス を 免 疫 お よびpassive

cutanous anaPhylaxis,systemic anaphylaxisの 実 験

に使 用 した 。

2) 薬 品

Fosfomycin(FOM)は 明 治製 菓社 製,静 脈 注 射 用Lot

FOGD129を 使 用 した 。Cephalothin(CET,KF8513)

塩 野 義 製 薬 社,benzylpenicillin(PCG,LotGLD12)

明 治製 菓社,human serum albumin(HSA)はKabi

社製Lot104Fを 使 用 した 。Human gamma globulin

(HGG)はMiles Laboratories inc.社 製,Lot44を

使用 した。

3) 免 疫 と反 応 誘 発抗 原9)の 作 製

FOM500mgとcarrier proteinと してascaris su-

um extract(Ase),HSAま た はHGG,100mgをpH

7.5phosphate buffered saline,20mlに 溶解 し37℃,

1時 間incubateし た 。 遊 離 の 薬 剤 を連 続 向 流透 析 器 で

除 去 した10)。 得 られ た残 留 物 を 凍 結 乾 燥 し,そ れ ぞれ を

FOM-Ase,FOM-HSA,FOM-HGGと した 。同 様 の方

* 東京都文京区千駄木1-1-5
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法 でPCG,CETを 処 理 し,そ れ ぞれ をBPO-Ase,BPO

-HSA ,BPO-HGG,お よびCET-Ase,CET-HSA,

CET-HGGを 作 製 した。

4) 免 疫 方 法

(A)IgE抗 体 の産 生;silica gel(和 光 純 薬 社 製)

5mg/Tris buffered saline,1ml11)にFOM-Aseの10

μg(モ ル モ ッ ト)ま た は1μg(「 マ ウス)を 混 合 し,そ れ

ぞ れ モ ル モ ッ トとマ ウ スの 腹腔 内 に注 射 した 。 マ ウス は

14日 後 にboosterを 行 な い,初 回 感 作28日 後 に全 採

血 した12,。 モ ル モ ッ トは10日 に1度 の間 隔 で8回 感作

した のち に 全 採血 した18)。

(B) IgG抗 体 の 産 生 ・FOM-HSA1mgま た は

0.1mgをFreund's complete adjuvant,FCA(Difco

社)0.5mlとemulsionの 状 態 に し,そ れ ぞ れ を モ ル

モ ッ トとマ ウス のfootpadに1週 間 に一 度 の間 隔 で4回

免 疫 した。

ま た以 上 のcoupling抗 原 に よ る 免疫 の 対 照 と し て

FOM単 独 をsilica gel,FCAと とも に モル モ ッ トとマ

ウス に感 作 した 。PCGとCETの 免疫 も上 記 方 法 に 従 っ

て 行 な っ た。 免 疫 方 法 の概 略 をFig.2に 示 した 。

5) 抗 体 価 の測 定

抗 体 価 の測 定 はPCAテ ス ト14,で行 な った。 剃 毛 され

た 動 物 の 背部 に抗 血 清 の段 階 希釈 液 の0.1mlを 皮 内注

射 した 。IgE抗 体 の 測 定 はhomologous PCAを 行 な

い,48時 間(マ ウス),8日(モ ル モ ッ ト)後 に反 応 用

抗 原2mg/1mlと1%Evans blue液,0.5mlを 静脈

Antigen type

Fig. 2. Immunization schedule in mice and 

guinea pigs

注射 した。30分 後に出現 した青 色斑 が直径5mm以 上

を陽性 と した。1実 験5匹 の動 物を使用 した。抗体価は

抗体 の希釈倍数の逆数を陽性 平均値 として表に示 した。

IgG抗 体 は3時 間後 に抗原 で誘発 し,同 様の方法で測

定 した。

6) 能動性感作 モルモ ッ トにおけ る アナフ ィラ キシ

ー ・シ ョックの誘発15)

HSA coupling抗 原+FCAで ス ケジェール通 りに免

疫 され た40日 後 のモルモ ッ トにHGG coupling抗 原

2mg/mlを 静脈 注射 し,シ ョックの 誘 発実験を 行なっ

た。1時 間以内の死亡を シ ョック死 とした。

II. 結 果

FOMを 免疫す る際にcarrier proteinと 結合 させた

FOMと 薬剤単独の場合 に分 け,そ れぞれ2種 のadju-

vantと ともに感作す る,計4つ のtypeの 方法でマウス

とモルモ ッ トにおけ る抗体産生状況を観察 した。

Table 1. Antibody production in mice

PCA titers are expressed as the reciprocal of the minimum dilution showing 

a positive reaction over 5mm in diameter and the mean of positive cases in 

triplicate experiments. 

Mouse sera were tested by 3-h or 48-h PCA in rats; guinea pig sera were 

tested by 3-h or 8-day PCA in guinea pigs.
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Table 2. Antigen production in guinea pigs 
(3-h or 8-day PCA)

PCA titers are expressed as the reciprocal of the minimum dilution showing 

a positive reaction over 5mm in diameter and the mean of positive cases in 

triplicate experiments. 

Mouse sera were tested by 3-h or 48-h PCA in rats;guinea pig sera were 

tested by 3-h or 8-day PCA in guinea pigs.

1) マウスにおけ る抗体産生:Fig.2に 示 したスケジ

ュールで得 られ た抗血清の抗体価 の測定 はラッ トPCA

で行なった。その結 果(Table1)は,A)type,B)type

ともに抗体産生が2/5,4/5例 に認め られた。C)type,

D)typeで は抗体 の産生はほ とんど認め られなか った。

一方,benzylpenicillinの 免疫 によって 得 られた抗体 は

蛋白結合抗原でのgroup(A,Btype)で は全例に産生 が

認められる とともに,抗 体価 もFOM群 に比ぺ 高か っ

たがPCG+A1(OH)3,PCG+FCAの 免疫 では ほ とん

ど産生は認め られなか った。 この傾向はCET免 疫群で

も同様 の結果が得 られ た。

2) モルモッ トにおけ る抗体産生:モ ルモッ トを使用

した免疫ではマ ウスの場合 と同様 に蛋 白結合抗原でのみ

抗体産生が認め られた(Table2)。A)tyPe,B)tyPe

とも1/5,3/5例 に 抗体が 産生 さ れ,そ のPCA価 は

10,40で あ った。FOM単 独の免疫群(C,Dtype)で

は産生がみられなか った。PCG,CET免 疫群において

も同様の測定を行なった結果,蛋 白結合抗原では強い抗

体の産生,お よび薬剤単独では非生産生 であ りマ ウスで

の結果に類似 した傾 向を示 した。

3) FOM抗 体 の 交 差反 応 性:FOM-HGG,ま たは

他のHGGcoupling抗 原をモルモ ッ トに 免疫 し得 られ

た抗体を用 いて交差反応性を比較 した(Table3)。 その

結果,FOMの 抗体 はhomologous(FOM-HGG)な 抗

原抗体系でのみPCAが 誘発 され,他 の抗原 との交差性

Table 3. Antigenic cross reactivity of anti-F0M-IISA 

antibody among 3 antigens (3-h PCA)

Antigen concentration: 2mg/ml

は認め られなか った。一方PCGとCET間 の交差性 は

わずかに(10,20倍)認 め られた。またFOM単 独では

PCAを 誘発 できなか った。Table3はIgG typeの 抗血

清について示 したがAse coupling抗 原 の感作に よっ

て得 られたIgE type血 清 も類似 の傾向 を示 したので表

には示 さなかった。

4) FOM感 作 モルモ ッ トに お け る アナフ ィラキ シ

ー ・シ ョックの誘発性:MURPHEY11)ら の方法で感作さ

れたモルモ ッ トに2%FOM-HGGを 誘発抗原 として静

脈注射 し,シ ョックの発来を検討 した。そ の結果'(Tab-

le4),FOMの 実験系 では 軽度 の 立毛,不 安症状を呈

した他は何 ら ショック様症状を 示 さな か った。 一方,

PCG,CET群 では ともに6/10,3/10例 にアナフ1ラ キ
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Table 4. Anaphylactic shock in guinea pigs actively 

sensitized with HSA-coupling antigen

* 

Number of deaths occuring within one hour of 

antigen challenge.

シー ・シ ョックが認め られ10分 か ら1時 間 内に死亡 し

た。そ の他のモルモ ッ トも多少の不安感,立 毛が観察 さ

れた。

III. 考 察

Fosfomycin(FOM)の 抗原性を再検討 す る 目的 で種

々の免疫 スケジユールで感作 し,抗 体産生 の有無 を観察

した。 その結果,対 照 としたPCG,CETに 比べ明 らか

に抗 原性 の低 いことが 確認 さ れ た。 使用 したPCG,

CETは ア レルギー性副作用の 報告が多 く,そ れ に対す

る研 究 もなされ てい る16)ので本実験 の対照 と した。

FOMの よ うな単純低分子化合物の抗原性 を測定す る

には,そ れ 自身の抗体産生能が低いためにそれを担体蛋

白 と結合せ しめた もので実験的に抗体を産生 させ る場合

が多い。PCG,CETな ども同様の操作 で抗体が得 られ

たが,そ の程度 はFOMに 比べ 感作原性 が強 く 抗体力

価 も高か った(Table1,2)。

一般に抗生物 質の 抗原性獲得の 機序は 薬剤 と生体蛋

白 との 強固な 結合物 によって 生 じる と考え られ て い

る17,18,19)。したがってFOMの 抗原性 の低 さは蛋 白結合

能 の低 さか ら説明 し得るが,一 方においてEISENら20)

はdinitrophenyl基 をhaptenと した場合に免疫抗 原 と

して抗体産生す る条件 はcarrier蛋 白 との結合が共有結

合 で な く とも イ オ ン結合 でも充 分であ る と報告 してい

る。 またTANIUCHIら21)は 蛋 白に化学結合 したhapten

の数の増減 は抗体産生お よび反応 の誘発に影響 を及ぼ さ

ない と報告 している。これ らの報告か ら抗生物質 の蛋白

結 合能の強 弱は 抗原性の 強 弱には 一致 しない 可能性 も

あ ることが充分 に考え られ る。実際 に,今 回の実験 でも

FOM自 身は 抗原性がないに もかかわ らず 同一 の 実験

で それは蛋 白 とともに免疫す ると抗体を産生 した事実

とFOMは 蛋 白結合能がほ とんど ないとい う報告 とは

前述 の可能性を示唆 しえ るものであ ろ う。抗生物質のも

つ抗原物質の うち蛋 白結合物以外に分解物,不 純物につ

いても報告されている。筆者 らは以前 に抗生物質水溶液

中 で 形成 され る 重合 物,す なわ ちantigenic polymer

につ いて報告 してきた22,23,24)。そこでFOMの 抗原性を

解析す るため にFOM水 溶液中 で形成 され るpolymer

をgel chromatographyで 測定 した。 しか しながら,こ

の実験 は遂行 できなか った。その原因は水溶液 を分画す

る際にFOMはsephadex gelに 強 く吸着 しその溶出は

不完全であったか らであ る。gelのtypeを 変えて種々

の検討を したが,い ずれ も失敗 した。このよ うな現象は

連続向流透析 を行 なった際に も観察 され た。遊離の薬剤

を透 析に よって除去す るには抗生物質の場合 には2～3

時間で充分 な効果が得 られ25),そ れ は透析外液中の薬剤

の 特 異波 長を 測定す ることで 確認 され た。 しか しなが

ら,FOMは 外液中 のFOMがOに なるには5日 以上が

必翼 で,そ れ でも透析は不充分 なままであ った。これば

FOMが 透 析膜 に吸着 したのが原因 であろ うが,先 に述

べたgelへ の吸着 と同 じように物質へ の強 い吸着性を示

唆す るものであ る。 したがって,こ れ らの物理化学的特

性 は薬剤蛋白結合物に よる抗原化 以外に本剤が抗原化す

る際 の一原因 になる可能性が推測 され た。その詳細は続

報 に報告す るが,い ずれに して もFOMの 抗体産生の

程度はbeta-lactam系 抗生物質に比 べ,明 らか に低いも

のであ ることが確認 された。
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We carried out this study to clarify the immunogenicity and immunological characteristics of fos-
fomycin (FOM). 

We also performed experiments on the immunogenic reactivity to benzylpenicillin (PCG) and cepha-
lothin (CET). 

The results obtained are as follows. 
As an immunogen, FOM was used alone or coupled with human serum albumin (HSA) or ascaris 

suum extract (Ase). In various schedules of immunization of mice and guinea pigs, FOM showed 
only weak antibody-forming activity. 

The highest antibody titers were observed in the sera of mice immunized with FOM-HSA conjugates 
and FCA. No antigenic cross-reactions between anti-BPO-HSA and anti-CET-HSA sera were observed. 
Also, no antibody formation was detected in mice and guinea pigs sensitized with FOM alone and 
adjuvant. 

In guinea pigs sensitized with FOM-HSA, no signs of anaphylactic shock were observed. 
From these results, we propose that FOM has only weak antigenic potency in experimental animals 

compared with PCG or CET.


