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NY-198の モル モ ッ トにおける抗原性 に関す る試験

沼 田 弘 明 ・直 弘 ・津 田 敏 治 ・柳 田 知 司

(財)実験動物中央研究所付属 前臨床医学研究所

NY-198の 抗原性 をモル モ ッ トを用 いて検 討 した。NY-198に 対す る抗体 の検 出は全身性 アナフ ィ

ラキシー(ASA)反 応 受身皮膚アナフ ィラキシー(PCA)反 応,受 身赤血球 凝集(HA)反 応 お よ

び寒天ゲル内沈降反応 によった。

NY-198を 単独 に反復経 口投 与 した動物 お よびFreund's complete adjuvant(FCA)と ともに反

復皮下投与 した動物では,NY-198お よびNY-198の ウシアルプ ミンとの結合 体(NY-198-BSA)の

いずれ を誘発投与 して もASAを 示 さなかった。 これ らの動物 か ら誘発前 に採取 した血清 につ いて は

いずれの抗体検 出反応 とも陰 性の結果 を示 し,抗NY-198抗 体の産生 は認め られ なか った。

NY-198-BSAをFCAと ともに反復皮下投与 した動物で は,NY-198の ヒ トアル プ ミンとの結合

体(NY-198-HSA)の 誘発投与 に よりASAを 示 したが,NY-198の 誘発投与 によ りASAを 示 さな

かった。血清 につ いての抗体検 出反応 はいずれ も陽性の結果 を示 し,抗NY-198抗 体 の産生が認め られ

た。

この抗NY-198抗 体 につ いてpipemidic acid, norfloxacinお よびofloxacinの 各HSA結 合体

を誘発抗原 とす る4時 間PCA反 応 を行 なった ところ,い ずれの誘発抗原 に よって も反応 は陽性 であ

り,NY-198と これ ら構 造類似薬 との間 には免疫学的交差 反応 性が認め られた。

ヒ ト血液 を用 いた試験 管内直接 クームス試験 ではNY-198は0.15～5mg/mlの 濃 度にお いてクーム

ス陽性化作 用 を示 さなかった。

以上 の結果 か ら,NY-198は それ 自体 ではモルモ ッ トにおいて抗 原性 を有 さない もの と思 われ る。

NY-198は 北陸製薬株式会社 で開発 され た抗菌性化学

療法剤 で,グ ラム陰性菌お よびグラム陽性菌 に対 して幅

広 い抗 菌スペク トル と優 れた抗菌力を示す ことが認め ら

れてい る1)。本薬 はFig.1に 示す化学名お よび化学構造

式を有 してお り,nalidixicacid,piromidicacidあ るい

はpipemidicacidな どの合成抗菌薬 と構造的 に類似 し

(±)-1- ethyl-6.8- dinuoro-1.4- dihydro-7- (3-methyl-1-piperazinyl)

4-oxo-3- quinolinecarboxylic acid hydrochloride

Fig. 1. Chemical structure and
chemical name of NY-198.

ている。

今回,NY-198の 安全性評価の 一環 と してモルモ ッ ト

におけるNY-198の 抗原性 を検討す るとともにヒ ト血液

を用 いて試験管 内直接 クーム ス試験 を行 なった。

1実 験 材料 および方法

1.被 験薬 および試薬

NY-198は 北 陸製 薬株 式会 社 で合成 されたLotNo.

YA83Dを 使 用 した。本 薬 は水 に溶 けに く く,し か も

ethanol, acetone, etherな どの有機溶媒 に もほ とん ど

溶けない白色 の結晶性粉末 であ る。 免疫学 的交 差性試験

には,pipemidic acid (Lot No. NY-261-1-(1)),nor-

floxacin (LotNo. NY-012-VI-(2))お よびofloxacin

(LotNo-XH960)を,ま た試験 管内直接 クームス試験

の陽性対照薬 としてはcephalothinNa塩(Lot No.GB

-21)を 用 いた
。 これ らの薬物 はいずれ も北陸製薬株式会

社 より提 供された ものを用 いた。 その他 にウシアルプ ミ

ン(BSA, LotNo. M4R9182, Armour社 製),ヒ トア
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ルプ ミン(HSA,LotNo.126373,Chemical Dynamics

Corporation製),Freund's complete adjuvant(FCA,

Control No.721916,Difco Laboratories社 製〉,緬 羊

保 存血 液(日 本バ イオテス ト研究所製)お よび抗 ヒ トグ

ロプ リン血清(Ortho社 お よびDade社 製)を 用 いた。

2.使 用動物

船橋農場 よ り購入(1985年5月29日:65匹,6月26日:

20匹,7月3日:20匹,10日:12匹,17日:26匹,24日:

10匹,31日:30匹,1986年7月30日:8匹)し た体重280

～4239(4～7週 齢)のHartley系 雄 モル モ ッ トを用 い

た。動物 は室温20～24.5℃,湿 度66～84%に 維持 さ礼

照 明時間8～20時 に設定 され た動物 室 内で金 属製 ケー

ジ(縦50cm,横30cm,高 さ21cm)に5匹 ず つ飼 育 し,

固型飼料(モ ル モ ッ ト用CG-3,日 本 クレア社 製)お よび

水道水 を自由に与えた。

3.薬 物の蛋 白結合物 の調製

NY-198のBSAお よびHSAと の結合物 の調製 は,

carbodiimide法 によりNY-198の カル ボキシル基 を蛋

白質の遊離ア ミノ基 に結合 させ る反応 に より行な った。

すなわち,NY-198 100mgを0.001NHCI8mlに 加熱 溶

解 し,0.1NNaOHでpH4～6に したのち,200～250

mg/mlの1-ethy1-3-(3-dimethylaminopropyl)car-

bodiimideHCI塩(EDC)水 溶液1mlを 加 えて室温で10

分 間反応 させた。 この反応液 を100mg/mlのBSA溶 液1

mlに 掩拝 しなが ら徐 々に加 えた。室温で一晩反応 させ た

の ち,反 応液 についてSephadexG-25で の カラムクロ

マ トグ ラフ ィーを行 ない,voidvolume付 近 に溶 出され

るNY-198-BSA結 合体 画分 を集め,限 外濾過装 置を用

いて濃縮 した もの をNY-198-BSA結 合体(NY-198-

BSA)と した。 この結合体のBSA1分 子 あた りのNY

-198の 結合分 子数 は
,NY-198の 紫 外部 吸収極 大波 長

279nmに おけ るNY-198-BSAとBSAと の吸光度 差

か ら算 出す ると,4.2な い し5.4分 子であった。NY-198

とHSAと の結合体の調製 も同様 の操作で行 ない,HSA

1分 子あ た り4.4分 子のNY-198が 結合 したNY-198-

HSA結 合体(NY-198-HSA)を 得た。Pipemidicacid,

norfloxacinお よびofloxacinのHSAと の 結合 体 の

調製は これ らの薬物 が0。001NHC1に 対す る溶解度が

著 しく低 いため,pyridineを 溶解 溶媒 として同様 にcar-

bodiimide法 によ り行 なった。各結合 体のHSA1分 子

あた りの薬物 の結合分子数 は,pipemidicacidで22分

子,norfloxacinで48分 子,ofloxacinで23分 子で あっ

た。 また,EDC処 理 したHSAも 同様 に調製 した。

4.投 与方法

体重311～4239(6週 齢)の 雄のHartley系 モルモ ッ

トを1群5～10匹 として7群 用意 した。群分 けは各群間

の平均体重が等 しくな るように行 ない,各 個 体 には番 号

入 り金属 プ レー ト付 き首輪 を付 けて個体 識別 した。1群

とII群 にはNY-198を0.5%carboxymethylcellulose

Na塩 溶液 に10な い し100mg/mlの 濃 度になるように懸濁

させ て調製 した薬液 を下記に示す用量で毎週3回,2週 間

にわ た り計6回 強 制 胃内 投 与 した。mか らVII群に は

FCAをadjuvantと して用いて皮下投 与 した。投与薬液

として,m群 には生理食 塩水(saline)を,rv群 とV群 に

はそれぞれ6mg/mlと60mg/mlのNY-198のsaline懸 濁

液 を,Vl群 には4.81mg蛋 白質/mlのNY-198-BSA溶 液

を,VII群 には4mg/mlのBSA溶 液 を用い,い ずれ も等容

量のFCAと 混ぜ てw/o型 エマル ジ ョンを調製 し,下記

に示 す用量 で毎週1回,4週 間にわた り計4回 測腹 部皮

下 に投与 した。

第1群:NY-19830mg/kg

第II群:NY-19830(kg/kg

第HI群:〔Saline0.5ml+FCA0.5ml〕/kg

第IV群:〔NY-1983mg+FCA0.5ml〕/kg

第V群:〔NY-19830mg+FCA0.5ml〕/kg

第VI群:〔NY-198-BSA1mg蛋 白質+FCA0.21

ml〕/頭

第VII群:〔BSA1mg+FCA0.25ml〕/頭

5,採 血

最 終投与後14日 目に各群の モルモ ッ トにつ いて頸 静

脈 より2～2.5mlの 血液 を採取 し,2500rpm,20分 間遠心

して血清 を得た。血清 は抗 体検出に用 いるまで-20℃ に

保存 した。

6,全 身性 アナ フィラキシー(ASA)反 応

最終 投与後17日 目に各群 の モルモ ッ トに対 して対応

す るそれぞれの抗原 を静脈 内投与 し,ア ナフ ィラキシー

症状の誘発 を試みた。す なわ ち,1か らV群 までにはNY

-1981mg/kgとNY-198-BSA1mg蛋 白質/頭 を
,VI群

にはNY-1981mg/kgとNY-198-HSA1mg蛋 白質/

頭 を,そ れぞれ5匹 ずつに,VII群 にはBSA1mg/頭 を静

注 した。静注後10分 間にみ られる症状 を観 察 し,ア ナフ

ィラキシー症状 の程度 を以下 に示す基準 に従 い4段 階に

分 けて判定 した。

陰 性(Negative):症 状の全 く認め られないもの。

軽 症(Mild):立 毛,鼻 掻 き,く しゃみ,ふ るえ,

呼吸促進 などの症状 の うち,発 現 した症状の数が1～3

の もの。

中等症(Moderate):上 記の症状 に加 えて排尿 脱

糞 呼吸 困難,チ アノーゼ,喘 鳴,努 力呼吸,歩 行不安

定 などの症状が加わ り,症 状の数が4～7の もの。

重 症(Severe):上 記に加 えて痙れん転倒,虚 脱な

どの症状が加わ り,そ の数 が8以 上の もの,ま たはショ

ック死 をきた した もの。
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7.受 身皮膚 アナ フィラキシー(PCA)反 応

各投 与 群 モル モ ッ トか ら得 られ た 血 清 に つ い て,

OVARYら の 方 法2)に 準 じて4時 間 お よ び8日 間 の

homologousPCAを 行 ない,IgGI型 お よびIgE型 抗体

を検索 した。体 重280～4219(4～7週 齢)の 無処置モル

モ ットをレシピエ ン ト動 物 として,そ の背部 を使用前 に

舅毛 し,正 中線 をは さんで左右 の3な い し6ケ 所 に,あ

らか じめ倍数希釈 した被検血清0.1mlず つ を皮 内注射 し

た。4時 間 あるいは8日 間の感作 期 間 をお いて,NY-

198,NY-198-BS、 氏NY-198-HSAあ るいはBSAの

各抗原溶液 と1%Evans blue生 理食塩 水溶液 との等量

混液 を前肢あ るいは耳介静脈 よ り投与 した。 各抗 原の惹

起用量 として はNY-198で は1mg/kg,NY-198-BSA

とNY-198-HSAで は1mg蛋 白質/頭,BSAで は1mg/

頭を用いた。静注30分 後 にモルモ ッ トの後頭部 を強打 し

て致死せ しめ,皮 膚 を剥離 して皮膚内面 に形成 された青

色斑の直径 を2ケ 所 で計測 し,そ の平均値 が5mm以 上 の

もの を陽性 として,陽 性 を示す最 高希釈倍 数 をもって抗

体価 と した。

またNY-198とpipemidicacid, norfloxacin,oflo-

xacinな どの他の抗菌薬 との間の交差反応性 につ いて も

VI群 の10匹 中6匹 の モル モ ット血清 を用 いて,各 抗 菌薬

のHSA結 合物 お よびEDC処 理HSAを 誘発抗原 とし

た4時 間PCAを 行 なった。なお,こ れ らの誘 発抗 原の惹

起用量はいずれ も1mg蛋 白質/頭 と した。

8.受 身赤血球凝集(HA)反 応

(1)抗 原被覆赤血球 の調 製

市販 の緬羊保存血液 を2000rpm,10分 間遠 心 して得 ら

れた赤血球 をsalineで4回 洗浄後,0.15M燐 酸緩衝 生

理食塩水(pH7.2,PBS)に 浮遊 させ た。 この浮遊液 に

1/5容 量の2.5%glutaraldehyde-PBS溶 液 を徐 々に加

え,室 温 で1時 間反応 を行 なった。 固定 された赤血球 は

salineで4回 洗浄後PBSに5%に なる ように浮遊 させ

た。NY-198被 覆赤 血球の調製 は,こ の5%固 定 赤血球浮

遊液5mlに,あ らか じめ300mg/mlのEDC-PBS溶 液1

mlと5mg/mlのNY-198-PBS溶 液4mlと を加えてお い

た混合液 を徐 々に加 え,掩 拝 しなが ら一晩反応 させ て行

なった。NY-198被 覆赤血球 は30mlのPBSで6回 洗浄

後2.5%家 兎血清一PBS希 釈液(NRS-PBS)に1.5%に

なるように浮遊 させてHAに 用いた。BSA被 覆赤 血球

はglutaraldehyde固 定赤血球 をtannicacidで 処理 し

て得 られた5%赤 血球浮遊液 に等容量のBSA溶 液(500

μg/ml)を 加えて37C,1時 間反応 させ て調製 した。HA

には この赤血球 を2%NRS-PBSに1%に なるよ うに

浮遊 させて用いた。

(2)抗 体 価の測定

各 群モルモ ッ トか らの血清について56℃,30分 間の非

働化処 理 を行ない,つ いで非特 異的凝 集素を吸収除去す

るため,等 容量の5%91utaraldehyde固 定赤血球 を加

えて37C,30分 間イ ンキ ュベ ー シ ョン処理 を行 な い,

2000rpm,10分 間の遠 心分離 に より得 られた上清 を被検

血清 の2倍 希釈 液 としてHAに 用 いた。

抗体価の測定 はマイクロタイ トレーシ ョン法 によ り行

なった。すなわ ち,0。025m1の2な い し2.5%NRS-PBS

溶 液の 入 ったパ ーマ ネ ン トタ イププ レー ト(V型)に

0.025m1の 被検血清 を加 えてダイ リュー ターを用 いて順

次倍数希釈系列液 を調製 した。 この血清の希釈系列液 に

NY-198ま たはBSA被 覆赤血球 を加 えて10分 間振 塗掩

絆 したのち,室 温 で一晩放置 し,プ レー ト上の赤血球が

凝集像 を呈 しているか否 かを観察 し,凝 集 を示す最高希

釈倍 数 をもって抗体価 とした。

9.寒 天ゲル内沈降反応

沈 降抗体 の検 出 は,各 群 の モル モ ッ ト血清 に つ いて

NY-198-BSへNY-198-HSんHSAあ るいはBSA

を抗 原 と してOuchterlony法 に よ り行 なった。Agar-

oseII(和 光純 薬製)を1%の 割合 でVeronal緩 衝液

(pH8.6,μ=0.05)に 溶 か し,ガ ラスプ レー ト上 にそ

そ ぎ,厚 さ2mmの アガロースプ レー トを作製 し,抗 原用

の穴 を中心 に,3mm離 してその周 囲に被検血清用の穴 を開

けた。抗原 用 の穴 に はNY-198-BSA(1.0mg蛋 白質/

m1),NY-198-HSA(2.0mg蛋 白質/ml),HSA(2.0mg/

m1)あ るいはBSA(1.0mg/ml)の 各抗 原液10μlを,そ

して被検血清用の穴 には10～20μlの 血清 を入れ,4℃,

24時 間反応 させ,沈 降線の有無 を観察 した。

10.試 験 管内直接クームス反応

MOLTHANら の方法3)を参考 と して ヒ ト血液 を用 いた

試験管 内直接 クームス反応 を検討 した。4名 の健 常男子

(年齢26～32歳)の0型 血液3mlを 採血 し,こ れに1mＩ

のAlsever溶 液 を加 え てAlsever血 液 を作 製 した。

PBSに 溶解 した種 々の濃 度のNY-198溶 液(10～0.47

mg/ml)0.1mlま た は陽性対 照薬のcephalothinNa塩 溶

液(60～1.9mg/ml)0.1mlにAlsever血 液0.1な い し0.2

m1を 加 えて,37C,3時 間イ ンキュベーシ ョン した。つい

で遠心分離 して上清 を吸引除去 した後,各 沈渣赤 血球 を

冷 えたPBSで よ く洗 浄 し,PBSで2%浮 遊液 とした。

この処理赤 血球浮遊液0.025mlを パ ーマネ ン トタイプV

型プ レー トに と り,ク ーム ス血清0.025mlを 加 えて,5分

間振盗後 室温 に1時 間放置 し,凝 集 の有無 を観察 した。

凝集 の強 さは5段 階(+++,++,+,±,-)で 表示 し,+以

上 の濃度 を陽性 と判定 した。

II結 果

1.全 身性アナ フィラキ シー反応

各投与群の モル モ ッ トに,最 終投与後17日 目に誘発抗
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Table 1. Active systemic anaphylaxis test in sensitized guinea pigs

Symptom A: Pilo-erection

B: Nose scratching

C: Sneezing

D: Tremor

E: Tachypnea

F: Micturition

G: Defecation

H: Dyspnea

I: Cyanosis

J: Stridor w heeze

K: Labored breathing

L: Ataxia

M: Convulsion & inversion

N: Prostration

O: Death

原 を静注 し,惹 起 された症状 をTable 1と2に 示 した。

陽性対 照 であ るBSA投 与群の5例 中2例 はBSAの

誘発 に より,鼻 掻 き,呼 吸促進 立毛,努 力呼吸 喘鳴,

チアノーゼ,呼 吸困難,脱 糞,歩 行不安定 などの症状 を

ひ きおこ し,さ らに四肢 を痙攣 させ,転 倒 し,静 注後5

分25秒 および8分15秒 後 にそれぞれ死亡 した。これ らの

症状 は急激かつ一過性 に現れ る典 型的 なアナフ ィラキシ

ー シ ョック症状 であった
。他の3例 は死亡 しなかった も

のの,重 症,あ るいは中等症 のアナフィラキシーシ ョッ

ク症状 を呈 した。

ASAに お け る 陰性 対 照 で あ るsaline投 与 群 で は

NY-198ま たはNY-198-BSAの いず れの誘 発抗原 に

よって も,ふ るえと排尿 な どが比較的多 くの個体 にみ ら

れ。 脱糞,呼 吸促進,鼻 掻 きなども散 発的 にみられた。

これ らの症 状は,お そ らく抗原抗体反応の結果 と して惹

起 されたのではな く,用 いられた誘発抗原の直接 作用 ま

た は静注す る際の保定 に伴 うス トレスに起因す るもので

あ ろう。

NY-198 30mg/kg経 口投与 群 に対 してNY-198ま た

はNY-198-BSAを 誘発投与す ると,1例(No.3)の み

に排鼠 喘鳴,呼 吸困難 お よびふ るえなどがみ られたが,

これは誘発の際に誤って少量 の空気 を静脈 内に注入 した

ため と思 われ る。他の9例 については,死 亡例は な く,

ふ るえが全例 に,脱 糞 が5例 に,排 尿が4例 に,そ して

鼻掻 きが1例 にみ られた程度 であった。 これらの症状 は

saline投 与群 にお いて も認 め られ てい るこ とか らアナ

フ ィラキシー症 状 とは異質 の もの と思 われ る。同様の症

状 はNY-198 300mg/kg経 口投与群 にお いて も認め られ

た。FCAをadjuvantと して用 いたNY-198の3お よ

び30mg/kg皮 下投与群で は,NY-198あ るいはNY-198-

BSAの いずれの誘 発抗 原 を用 いた場合で も死亡例はみ

られず,ふ るえ,排 尿 お よび脱糞が多 くの例 に,そ して

一部 に鼻掻 きあるいは呼吸促進がみ ら礼 これ らの症状

もsaline投 与群 とほ とん ど変 わ らない程度であった。

NY-198-BSA皮 下投与群 に対 してNY-198を 誘発

投与 した場 合,ほ とん どの個 体 にはふ るえ と排尿がみ ら

れたが,症 状の程度 としては陰性対照のsaline投 与群 と

ほ とん ど変 わ らなか った。NY-198-HSAを 誘発投与 し

た場 合には,呼 吸促進,排 尿,立 毛,努 力呼吸 喘鳴,

チアノーゼ,呼 吸困難な どの症状 が連続的 に現礼 さら

に四肢 を痙攣 させ,転 倒 し,5例 中4例 は10分 以内に死

亡 した。残 りの1例 も重症 のアナフ ィラキシー症 状を示

した。
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Table 2. Active systemic anaphylaxis test in sensitized guinea pigs

Symptom A: Pilo-erection

B: Nose scratching

C: Sneezing

D: Tremor

E: Tachypnea

F: Micturition

G: Defecation

H: Dyspnea

I: Cyanosis

3: Stridor w heeze

K: Labored breathing

L: Ataxia

M: Convulsion & inversion

N: Prostration

O: Death
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Table 3. Passive cutaneous anaphylaxis test on serum of sensitized guinea pigs

N. D.: Not detectable (Minimum dilution ratio of serum-4)

2.受 身皮膚 アナ フィラキシー反応

各 投 与群 の モル モ ッ トか らの血 清 につ い て4時 間

(lgG1)お よび8日 間(lgE)のhomologousPCA反

応の結果 をTable3に 示 した。

BSA投 与群 の血清 を皮内投 与 したモルモ ッ トでは,

4時 間後におけるBSAの 静注惹起に より皮内投与部位

に抗原抗体反応 に基づ く明瞭な色素漏出斑 が現礼PCA

反応 は陽性 であった。BSAに 対 す るIgG、抗体価 は128

倍か ら2048倍 であ り,個 体差が大 きかった。 しか し,こ

れ らの血清 の8日 間PCA反 応 は全例 陰性であった。

NY-198の30お よび300mg/kg経 口投 与群の 血清 につ

いてNY-198あ るいはNY-198-BSAを 誘発抗原 とし

た4時 間お よび8日 間PCA反 応 を行な ったが,い ずれ

の血清 と も陰性 であった。3お よび30mg/kg皮 下投与群

の血清 につ いて もNY-198あ るいはNY-198-BSAの

いずれの誘 発抗 原に よって も4時 間 および8日 間PCA

反応はすべ て陰性であった。したがってNY-198を 経 口

または皮下投与 したモルモ ッ トの血清か らは誘発抗原の

如何 にかかわらず,NY-198に 対す る抗体 は検出 され な

か った。

NY-198-BSA投 与群 の血清 につ いての4時 間 お よ

び8日 間のPCA反 応 は,NY-198を 誘 発抗 原 と した場

合には,い ずれ も惹起 されなかったが,NY-198-HSA

を誘発抗原 とした場合には,4時 間PCA反 応 が陽性 とな

り,全 例 にNY-198に 対す るIgG1抗 体 の産 生が確認 さ

れた。その抗体価 は128倍 か ら1024倍 であった。しか し8

日間PCA反 応 で は全例 陰性 であった。

3.受 身赤血 球凝集反応

各投与群モルモ ッ トの血清 につ いてHA法 に よる抗

体価 をTable4に 示 した。

NY-198お よびBSA被 覆 赤血球 はsaline投 与群の

4倍 希釈 血清 を添加 して も非特 異的 な凝集 を起こさなか

った。陽性対照で あるBSA投 与群血清 では,BSA被 覆

赤血球 との間 に凝集反応 がみ られ。BSAに 対す る抗体

の存在 が確認 された。 その抗体価 は512～2048倍 であっ

た。NY-198の30と300mg/kg経 口投 与群 お よび3と30

mg/kg皮下投与群の血清で は,NY-198被 覆赤 血球 に対す

る凝 集反応 はすべて陰性 で,NY-198に 対す る抗 体は存

在 しなか った。NY-198-BSA皮 下投与群 の血清では,

NY-198被 覆赤血球 との間の凝集反応 は8例 が陽 性で,

その抗体価 は4～256倍 であ った。残 りの2例 は4倍 希

釈液 においても陰性 であった。

4.寒 天ゲル内沈降反応

各投与群モルモ ッ トの血清 につ いて沈降抗体 の検索を

Ouchterlony法 によ り行 ない,そ の結果 をTable5に

示 した。

陽性対照であ るBSA投 与群の5例 の うちの3例 の血

清 はBSAと の間に沈降線 を形 成 した。NY-198の30と

300mg/kg経 口投 与群お よび3と30mg/kg皮 下投与群のい

ずれの血清 とも,NY-198に キャ リヤー蛋 白質 を結合 し
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Table 4. Passive hemagglutination test on serum of sensitized guinea pigs

N.D. Not detectable (Minimum dilution ratio of serum=4)
SRBC Sheep red blood cell

Table 5. Ouchterlony test on serum of sensitized guinea pigs
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たNY-198-BSAま たはNY-198-HSAに 対 して沈降

線 を形成 しなか った。したが って,NY-198を 単独 または

FCAと ともに投与 したモルモ ッ トか らは,NY-198に 対

する抗体 は検出 されなかった。一方,NY-198-BSA皮

下 投与群 の10例 の うち9例 の血清 はNY-198-HSAと

の間に明瞭 な沈降線 を形成 した。 これ らの血清 はHSA

に対す る沈降反応がすべ て陰性であった ことか ら,こ の

沈 降線 は抗NY-198抗 体 とNY-198と の間 で特 異的 に

反応す ることにより形成 された もの と思われ る。

5.他 の合成抗菌薬 との免疫学的交差性反応

NY-198とpipemidic acid,norfloxacinお よびoflo-

xacinな どの構造類似合成抗 菌薬 との免疫学的交差性 に

つ いて4時 間PCA反 応 に よ り検 討 した結果 をTable

6に 示 した。

抗NY-198抗 体 の産 生が 認め られ たNY-198-BSA

皮下投与群の10例 中6例 の血清 を用いたPCA反 応 は,

pipemidicacid-,norfloxacin-あ るい はofloxacin-

HSAの いずれの誘発 によって も明瞭な色 素漏 出斑が認

め ら礼 全例が陽 性の結果 を示 した。 しか し,こ れ らの

誘発抗 原での抗体価 は,pipemidic acid-HSAで64～

512倍,nornoxacin-HSAで8～256倍,そ してoflox-

acin-HSAで64～256倍 で あ り,い ず れ もNY-198-

HSAで の128～1024倍 に比べ てや や低 い値 を示 してお

り,抗NY-198抗 体 に対 す るこれ らの薬物 の反応性 は

NY-198そ の ものに比べ てやや弱 くな る傾 向 を示 した。

なお,EDC処 理 したHSAを 誘発抗原 とした場合 には

PCA反 応 は全例 とも陰性であった。

6.試 験管内直接クームス試験

4例 の健 常男子0型 血液 を用 いた直接 クーム ス試験

の結果 をTable7に 示 した。

陽性対 照薬であるcephalothinNa塩 を作用 させ た ヒ

ト赤血球 は,ク.ム ス血清 を加 え ると凝集反応 を示 した。

この直接 クームス反応 を陽性化 するcephalothinNa塩

の濃度 はOrtho社 製 クームス血清 で5～10mg/mLDade

社 製 クーム ス血清 で10～20mg/mlで,ク ームス血清の製

造元 の違 いによ り2～4倍 の差 が認め られた。

NY-198で は,最 終濃度 と して0.15～5mg/mlの 濃度

範 囲で処理 した赤血球 の直接 クームス反応 は全例が陰 性

であ り,ク ームス陽 性化作用 を示 さなかった。

III考 察

NY-198は 抗菌 性化学療法剤 としての臨床適 用が考え

られて いる。抗 菌性 の薬剤 は一般 に臨床用量が比較的多

く,し か も長期 間にわた り服 用す る場合 もあ り,そ の使

用期 間中にア レル ギー反応 を惹起 する可能性 も考 えられ

る。事実,NY-198と 同様 にピ リドンカル ボン酸系 合成抗

菌剤 に属 し,既 に市販 されてい るnalidixicacid,pipe-

midic acid,norfloxacinお よびofloxacinな どに対 し

てご くまれ ではあるが,発 疹な どのア レルギー症状 を惹

起 した例 が報 告 され てい る4,5)そ こでNY-198に 関 し

て,動 物 を免疫 して抗体 を産生 させ る能 力す なわち免疫

原性の有無お よび免疫 された動物 にア レル ギー反応 を起

こす性質す なわち誘 発原性 の有無 を知 る目的でモル モッ

トを用いて抗 原性 の検 討 を行 なった。同時 に,NY-198を

BSAに 化学的に結合 したNY-198-BSAで モルモ ッ ト

を免疫 して,haptenに 対 す る特異抗体す なわち抗NY-

198抗 体が産生 され るか否 かを併せ て検討 した。

免疫条件 としては,動 物実験 において も薬物 を単独で

投与す るこ とが,ヒ トにおける薬物ア レル ギーの 自然発

症 の条件 に近 く望 ま しい。 しか し,低 分 子薬剤の単独投

与に よって抗体産生 に成功 した研 究例 は少 な く,わ ずか

にpenicillin6)aspirin7)お よびchloramphenico18)な ど

の報告 を見 るに過 ぎない。そこで本試験 ではNY-198を

単独経 口投与す ると ともに,IgGやIgM型 抗体の関与

する免疫応着 を増強 させ る作用 を有 す るFCAと ともに

皮下投与 した。 投与量は,経 口投与で はラッ トならびに

サルの亜 急性 毒 性試験の結果9鋤 か ら推 定 され る無影響

量の30mg/kgを 低 用量 として,そ の10倍 量 の300mg/kgを

高用量 とした。低用 量の30mg/kgは 推 定臨床 用量の3～

6倍 に相当す る。 また皮下投与 では30mg/kgと その1/10

の3mg/kgの2用 量 とした。

BSAで 免疫 したモルモ ッ トでは,全 身性 アナフィラ

キシー反応 において判定の指標 とな る症状 のうちの7～

9の ものが急激 かつ一過性 に発来 経過 する典型的なアナ

フ ィラキ シー症 状 が惹 起 さ礼 しか も血清 を用 いた

PCんHAお よび寒天ゲル内沈降反応 で も陽性 の結果が

得 ら礼5例 全例 にBSAに 対 する抗体が産生 されてい

たこ とか ら,本 試験 の免疫条件 では,BSAに 対 する感作

が成立す ることが確 認 された。

NY-198-BSAで 免疫 し,免 疫抗原 とはキャ リヤー蛋

白質 を異 にす るNY-198-HSAで 誘 発 した場合,BSA

投与群 と同様 に急激 かつ一過性の アナフ ィラキシーシ ョ

ック症状が惹起 され弓5例 中4例 が死亡 した。 これ らの

動物の血清 につ いてPCへHAお よび寒天ゲル内沈降

反応 な どの免疫学的方法 によ り抗 体の検 出を試みた とこ

ろ,検 出法 によ り陽 性率に若干 の違 いがあったがNY-

198-HSAを 抗体 検出抗原 とした4時 間PCAで は10例

全例に抗体が存在す るとの結果 が得 られた。 この抗体は,

Table6のPCAで の結果 に示 され るように,BSAと

HSAと の間に交差反応性が認め られないこ とか ら,NY

-198に 特 異的な もの と考 えられ る
。NY-198に 特異的な

抗体 を産生 し,しか もNY-198-HSAの 誘発に よってア

ナフ ィラキシー症状 を惹 き起 こす程 に十分な感 作の成立

してい るモル モ ッ トにNY-198を 静注 して もアナフ ィ
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Table 6. Cross-reaction between NY-198 and its structually related antibacterial

agents in 4 h passive cutaneous anaphylactic reaction

N. D.: Not detectable (Minimum dilution ratio of serum =4)
EDC: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride

Table 7. Direct Coombs' test of NY-198-treated human blood

ラキシー症状 はまった く惹起 されなかった。 したがって,

NY-198そ れ 自体 にはアナフ ィラキシー誘 発原性は ない

もの と思 われる。

NY-198を 単 独経 口投与 あるいはFCAと ともに皮下

投与 し,NY-198と そのBSA結 合 体で アナフ ィラキシ

ー反応の誘発 を行 なった ところ
,ふ るえ,鼻 掻 き,排 尿

脱糞 などの症状が個体 によ り散発的 にみ られ た。 しか し,

これ らの症 状 は陰性対 照で あ るsaline投 与群 におい て

も認め られてお り,そ の症 状の出現頻度 もほ とん ど変わ

らなか った ことか ら抗 原抗体 反応 に基づ いて惹起 された

ものではな く,お そ ら く,用 い られた誘発抗原の直接 作

用に よるものか,注 射 の際の保定 に伴 うス トレス による

ものであろ うと考 えられた。 この ことは,こ れ らの群の

いずれの血清か らも抗体 が検 出 されなか った ことか ら も

裏付 け られ る。今 回,抗 体 検出 に用いた方法は,NY-198

一BSAで 免疫 した動物 に おいて いずれ も抗 体陽性反 応

を示 してお り,NY-198そ の ものの抗 原性 を検 討す るう

えでの抗体検 出系 として感度 の点 で も問題が な く,抗 体

が産生 されていれば確 実に陽性の結果が得 られ る検出系

であ ると考 え られる。したがって,NY-198そ れ 自体 には

免疫 原性 はない もの と思 われる。

低分子薬剤 に よるア レル ギーは薬剤 またはその代謝 物

が体 内で蛋 白質 な どの生体 高分子物質 と非可逆的結合 を

した もの が抗原 とな り発現 する との機序が考 えられてい

る。血流 中に入 った薬剤 は遊離型 あるいは血清蛋 白質 と

の結合型 として存在す るが,そ の結合の大部分は,水 素

結合,イ オ ン結合,あ るいはVan der Waals力 による

もの で,可 逆的 であ り,抗 原性 を発揮す るほどの結合力

はない と考 え られている。 ア レル ギーの発症機序 に関 し

てhaptenと しての抗原 化 の可 能性 が論 じられて い る
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sulfa剤 とヒ ト血清蛋 白 との結合率 は限外濾過 に よると

64～94%で あると報告 されている11)。NY-198で は,限

外濾過法 に よる ヒ ト血清蛋 白質結合 率は濃度0.1～100

μg/mlに お いて18.3～25.9%12)とsulfa剤 に比べて低 い

値であった。蛋 白結合率の高低 が必ず しも抗 原性 と関連

す るものではないが,こ の点か らもNY-198の 抗 原化 の

可能性 は きわめ て低い もの と思 われる。

化 学構造 がよ く似た薬剤 間では交差過敏症 を引 き起 こ

すこ とがpenicillin系 薬剤やsulfa剤 な どの例 で よく知

られている。そこでNY-198と 同 じピ リドンカル ボン酸

系合成抗 菌剤 に属 し,既 に市販 され てい るpipemidic

acid,norfloxacinお よびofloxacinとNY-198と の間

の免疫学的交差反応性 を,抗NY-198抗 体 を用 いた4時

間PCAに よ り検 討 した と こ ろ,抗NY-198抗 体 は

pipemidic acid,norfloxacinお よびofloxacinの いず

れの合成抗菌薬 との間に も高い交差 性が認め られた。抗

NY-198抗 体 の対応抗 原で あ るNY-198の 力価 との比

較で交差性 の強さをみるとpipemidic acidはNY-198

の1/2～1/8,norfloxacinは1/4～1/128,ofloxacinは

1/2～1/16で あ り,3種 の類似薬の うちではpipemidic

acidが 最 も強 く反応す る傾向を示 していた。この薬剤間

の 交差 反応 性 は化 学 的 に合 成 したNY-198-BSAを

hapten carrier系 としてモル モ ッ トに免疫 す るこ とに

より得 られ た抗NY-198抗 体 を用 いての成績であ る。ヒ

トにお いて抗NY-198抗 体の産生 が認め られた として

も,そ の抗体の交差反応性 は免疫 グロプ リンの種 類,力

価 あるいは抗 原に対 する特異性な どの点か らモルモ ッ ト

での成績 と必ず しも一致 した結果 を示す ものでないこ と

は予想 され る。 しか し,こ れ らの抗菌薬は,共 通 した副

作用 として発疹 などのア レル ギー性反応 を生 ずることが

報告 されてお り,し か も交差反応性 を有 す るこ となどを

考慮 す ると,臨 床において も,構 造類似 の抗菌剤 に対 し

て何 らかの ア レル ギー反応 を示 す患者 にはNY-198の

投与 は慎重 に行 な う必要が あろ う。

Cephalosporin系 薬剤 では試験管 内で健康 人の赤血

球の直接 クームス反応 を陽性化す るこ と3),そ してその

陽 性化 の機序 に関 しては,こ れ らの薬剤に よる赤血球 膜

の変性 に起 因す ることが報告 されてい る13)。直接 クーム

ス反応 を陽性 化 す る最低 濃度 は,陽 性対 照 で あ るce-

phalothin Na塩 でおよそ5mg/mlで あったのに対 して,

NY-198で は5mg/mlで の 直接 クームス反応 は全例が 陰

性 とな り,ク ームス陽性化作用 は認め られなかった。勉

vivo実 験 にお いて臨床適用 量の100～200mgを 経 口投与

した場合 に最 高血 中濃度 がNY-198の 水 に対 す る溶解

度の限 界に近 い5mg/mlの 濃度 に達す るこ とは考 えに く

い。 したがって,NY-198はin vivoに おいて もクーム

ス陽性化作用 を示す ことはない もの と思われ る。

試験期 間:1985年5月23日 ～1986年11月6日
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ANTIGENICITY TEST ON NY-198

HIROAKI NUMATA, HIROSHI ATM, TOSHIHARU TSUDA and TOMOJI YANAGITA

Preclinical Research Laboratories, Central Institute for Experimental Animals, Kawasaki

The antigenicity of NY-198 was examined in guinea pigs. Sensitization was evaluated by active systemic
anaphylaxis (ASA), allogeneic 4-h and 8-day passive cutaneous anaphylaxis (PCA), passive hemagglutination
test (HA) and double diffusion test. In addition, the effect of NY-198 in producing a direct Coombs' reaction was
examined using human red blood cells.

In guinea pigs treated with NY-198 alone or NY-198 emulsified with Freund's complete adjuvant (FCA), ASA
was not elicited by a challange of NY-198 or NY-198-bovine albumin (BSA) conjugate. The sera obtained from
these guinea pigs were shown by the above methods to contain no anti-NY-198 antibodies.

In the guinea pigs treated with NY-198-BSA conjugate emulsified with FCA, ASA was elicited by a challange
with NY-198-human albumin (HSA) conjugate but not by NY-198. Anti-NY-198 antibodies were detected in
the serum of these animals.

The HSA-conjugates of pipemidic acid, norfloxacin and ofloxacin were positive in the 4-h PCA for anti-NY
-198 antibodies , indicating that NY-198 cross-reacted with these structurally-related antibacterial agents.,

NY-198 was not capable of producing a positive direct Coombs' reaction at concentration ranges from 0.15
-5 .0mg/ml.

These results suggest that NY-198 alone has no antigenicity in guinea pigs.


