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Cephalosporin系 抗生物 質の血小板機能 におよぼす影響

本 間 義 春 ・竹 内 良 人 ・川 角 浩

西 村 葉 子 ・栗 山 純 一・横 室 公 三

旧本医科 大学微生物学免疫学教 室*

(平成2年5月7日 受 付 ・平 成2年8月3日 受 理)

Cephalosporin(cephem)系 抗 生 物 質 が 誘 発 す る ア レ ル ギー 症 状 に つ い て ,そ の 機 作 を 解 析

す る 目 的 で10種 類 のcephemに 対 す るIgE抗 体 を作 製 し て 好 塩 基 球 と血 小 板 に 対 す る 反 応 を

比 較 し た 。

1.Cephem系 抗 生 物 質 に 対 す るIgE抗 体 で 全 身 性 に 感 作 さ れ た モ ル モ ッ トにcefaclor

(CCL)-HSA, cephalexin (CEX)-HSA, cefmetazole (CMZ)-HSAをchallengeし た 場 合 ,

モ ル モ ッ トの 血 中histamine値 は 変 化 が 認 め られ な い に も か か わ らず ,シ ョ ッ ク死 した 。 一 方,

対 照 の 抗penicillinG(PCG)抗 体 の 反 応 系 で は 有 意 に 上 昇 し,シ ョ ッ ク死 した 。

2.In vitroに お い て,IgE抗 体 で 被 動 性 に 感 作 さ れ た 好 塩 基 球 はcephem系 抗 原 の 添 加 に

よ っ てhistamine遊 離 が 観 察 さ れ た。

3.こ の 結 果 の 矛 盾 を 解 析 す る た め に 血 小 板 か ら のhistamine量 を 測 定 し た が 上 記3薬 剤

はhistamine,お よ びserotoninの 遊 離 を抑 制 す る こ とが 観 察 さ れ た。

以 上 の 結 果 か ら,CCLとCEXの 抗 原 抗 体 系 に よ る反 応 は シ コッ クの 発 現 にhistamineは 主

た るshocking agentに は な り え な い 可 能 性 が 示 唆 され た 。
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1型 薬剤 アレル ギーの発症 はIgE抗 体 と対応する抗原に

よって出現することは周知の事実 であ り,そ の原因 となる

薬剤 は抗生物質 の開発量に伴 って斬 時,増 加の傾 向にあ

る1).一方,臨 床的 には薬剤ア レルギー と診断可能な患者の

中で原因薬剤の推定,確 認の不可能な症例が 観察 されるこ

とが多い。

抗生物質の抗原性 に関 しては実験動物 レベ ルでは他剤 と

の交差反応性が低 く,か つ抗原性 もほ とん どない と報告さ

れている薬剤がアレルギー様症状 を示す割合は年々増加 す

る傾向にあり,これは使用頻度に由来するのであろ うが,そ

の誘発原因にっいては現在の ところ解析不可能 である。

山田21は抗原性の低 いcefaclor(CCL)に よるアレルギー

様症状の出現の原因を解析す る目的で免疫学的に検討 し,

その結果,抗 原抗体 反応に由来す る種々の現 象 とあわせて

考察不能な現象 を観察 し,報告 した。す なわち上記免疫反応

以外にCCLの 薬理学 的副作用が炎症 出現に関与 してい る

可能性が示唆 された。

モルモ ッ トの血 中histamineは その90%以 上が血小板

のdensebody中 に由来すると報告 されている3)。この血小

板は血小板活性化因子(PAF)で 代表され る刺激 因子や物

理 的因 子 に よ って 活性 化 され,細 胞 内顆 粒 を放 出す る4)。ま

た,血 小板 は気 管支 喘 息 な どの ア レル ギー の 発症 に重 要 な

役 割 をす る と され て い る5)。

これ らの 報告 を基 に して,本 論 文 では 血 中histamineの

malor sourceと して 血小 板 と好 塩 基球 を選 び,そ れ らに

cephalosporin (cephem)系 薬 剤10種 が どの よ うな影 響 を

与 え るか を検 討 し,免 疫 学的 に 解 析す る こ と を 目的 と 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 トを免 疫,

passive cutaneous anaphylaxis(PCA),好 塩 基 球 な

ら び に 血 小 板 の 採 取 に 使 用 した 。

2.薬 品

薬 剤 は,cephem系 抗 生 物 質 の う ちcephalosporin

系 抗 生 物 質 と して,cephalotin (CETlot. WK-02)塩

野 義 製 薬 社 製,cefazolin (CEZlot. 66F-0554)Sigma

社 製,cephalexin (CEXlot. 86F-0059) Sigma社 製,

cefaclor (CCLlot. 560GK7)塩 野 義 製 薬 社 製,

cefotiam (CTMlot. HL625),武 田 薬 品 社 製,

cefmenoxime (CMXlot. HK983A)武 田 薬 品 社 製 の
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7薬 剤 を,cephamycin系 抗 生物 質 と し て,latamxef

(LMOX lot. WT-04)塩 野 義 製 薬 祉 製,cclmllmlc

(CMZ lot.H85P)三 共 社 製,の2薬 剤 を 使 用 し た(Fig,

1).ま た,PCGとCMZの 母核 や 側 鎖 構 遊 類 似 物 質 と

し て,6-amimpcnicmaric acld (6-APA)と7-

amlmcepha1ospo1ani cacid (7-ACA)は 奮 山 化 学 総
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Fig. 1. Chemical structures of penicillin and cephems
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合 研 究 所 よ り分 与 さ れ た も の を,2日minothiazo1eは

半 井 化 学 薬 品 社 製(lot.No,M3N5073)な,

phenylacetylgycine　 (PAG)は 和 光 純 薬1.裳 祉 製(lot.

No.TSM7596)を そ れ ぞ れ 使 川 した.Humanscrum

albumin(HSA)はKabi社 製(lot.104F)を 使 用 し た。

3.免 疫 用 抗 原 と抗 血 清 の 作 成

既 知 の 方 法6)で 薬 剤 とascaris sutum extmct(Asc)

な ら び にhuman serum albulnin (llSA)と の 結 合物

を作 製 し,Asecouplin9抗 原 は 免 疫 川 抗 原,同 様 の 方

法 で 作 製 し たHSA-couplin9抗 原 は 反 応 用 抗 原 と し

て 使 用 し た.抗 血 漕 はA1/011)35mg/Tris buffered

saline 1m1に 対 しAsecoupling抗 原10μg/mlを モ

ル モ ッ ト腹 腔 内 注 射 し,4週 間 に1回 の 間 隔 で 計4同

免 疫 し,最 終 感 作10日 後 に 得 ら れ た7)抗 血 泓 は,8日 開

PCAでPCAtiterを 確 認 し,細 胞 の 被 動 性 感 作 や モ ル

モ ッ トの 被 動 製 感 作 に 使 用 し た。

4.好 塩 基 球 の 分 離 とhistamine測 定

Hartley系 モ ル モ ッ トの 骨 髄 よ り,八 木 ら の 報 告 し

た 方 法 で8),好 塩 基 球 を 分 離 し,分 取 し た 好 塩 基 球

(normalcelr1),な らび に 任 意 に 選 出 し たPCGとCMZ

の 抗 血 清 で 感 作 した 好 塩 基球(sensitized cell)の107

cells/mlに 対 し,対 応 す る薬 剤 や 側 鎖,母 核,coupling

抗 原(100μg)の 刺 激 に よ るhistamine遊 離 を 小 松 ら

の 方 法9)で 測 定 し た。

5.薬 剤 刺 激 に よ る 血 中histamine量 の 測 定10)

Hartley系 モ ル モ ッ トを 各 薬 剤 の 抗 体 で 被 動 性 感 作

し,8日 後 に 対 応 す る薬 剤 は10mg/head,な らび に

coupling抗 原 は1mg/headを 経 口投 与,ま た は 静 脈

注射 し て,薬 剤 の 血 中 濃 度 が 最 高 に な る時 に 採 血 し,

血 中 のhistamine量 を測 定 した 。

6.血 小 板 の分 離 と凝 集 能 測 定

常 法 通 りに モ ル モ ッ トよ り3.2%ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム を1/10容 加 え た プ ラ ス チ ッ クの 注 射 器 で採 血 し,室

温,800rpmで10分 間 遠 心 し,多 血 小 板 血 漿(PRP)

を得 た 。残 りの 細 胞 液 を さ ら に2,000rpmで20分 間 遠

心 し,乏 血 小 板 血 漿(PPP>を 得 た 田。

PRPの 細 胞 数 を107/mlにPPPで 調 整 し,細 胞 浮 遊

液200μ1に 対 し,最 終 濃 度 が100μ9と な る よ うに 薬

剤 を添 加,3分 間incubateし,ADP10-5Mを 加 え た

後,血 小 板 凝 集 計(NkkHematracer,二 光 バ イ オ サ

イ エ ン ス 社)を 用 い て凝 集 率 お よ び 最 大 凝 集 に達 す る

ま で の 凝 集 時 間 を測 定 した 。

7薬 剤 に よ る 血 小 板 か ら のhistamine遊 離 と

serotonin遊 離

常 法 に した が っ て 血 小 板 を 洗 浄 し,130mMNaCl,

0-1%にglucoseとalbuminを 加 え た25mM Tris

HCI bufferガに10m7/m1と な る よ うに洗 浄血小板 を淳遊

さ 世た総細胞107個 に 対事して 薬剤100μgを 最終 濃度 と

なる よ うに添 加 し.10分 間incubateし,細 胞 内,お よ

び 上消 中のhislmmineの 割 合 を遊離 串 として人現 した。

同様 にSerotoninに つい て も 上清 中 と細 胞 内の 含 存 間

をPasonenら,12)の 方法 で測 定 し,遊 離 串 を算 出 した

II.結 果

1.CCphcmsの 好塩 基球に 対す る影物

モ ノしモ ッ ト骨髄 細胞 よ り分 離 した 好塩 基球(抗 体 非

感 作,normalに 薬卉一 独,薬 剤 の 構 造 部 分,HSA

couplmg抗 原 を 表に承 した濃度 を添 加 した。抗 原非添

加 のcontro群 では6.5%のhistamine遊 離 を起 こす

条件 下では いずれ の構造 物 もhistamine遊 離 に影響 を

お よぼ さ なか った。 抗原 に対 応す る抗 血清 で好塩 基球

を感作 した(sensitized)場 合 にはHSA coupling抗 原

で刺激す る とcolltrolの7.8%に 比べPCG-HSA37.0

%,CMZ-HSA35.9%のhistamineが 遊 離 され たが

他 の構造 物 では遊離 され なか った。 この傾 向 はい ずれ

の 薬剤 で も同 じ結 果で あ った ので,そ の傾 向 の顕著 な

PCG, CMZに つ い てTable1に 示 した。

2.薬 剤 添加 に よ る 血 中histamine量 に お よぼ す

影響

添加 す る薬剤 に対 応す る抗血 清 でモ ルモ ッ トを被動

性 に感 作 し8日 後に 薬剤 を静注 または経 口投与 した。

その結 果(Table2),薬 剤無処 置の モル モ ッ トでは血

中histamine濃 度 が38.5ng/m1で あ る 条 件 下 で の10

mg/headの 薬 剤 の添 加 で はcontro1と ほぼ 同程 度 の

数 値 を示 したがCEZ, CCL, CEX, LMOX, CMZは そ

れ ぞれ19.5ng/ml～23.5ng/mlの 範 囲内 で対 照 に比

べ 低 い傾 向 を示 した。 また別 に1mg/headのHSA

coupling抗 原 を投 与す る とPCGを 始め,い くつ かの

薬 剤 は無処 置 に比べ 血 中histamineが59.9ng/ml～

140.2ng/mlと な り著 しい上 昇が 観察 され たがCCL,

CEX, CMZで は31.5ng/ml～49.8ng/mlと な り上昇

は認め られ なか った。

3.Cephemsの 血 小板機 能 にお よぼす影 響

上記 の2.の 結果 か らhistamine濃 度 が上昇 しない

原 因 を検 討 す るため に血小板 凝 集能 にお よぱす影 響 を

測 定 した(Table3)。 各抗 生物質 添加 に よ る最 大凝集

率 はADP添 加 に よ る凝 集 を100%と した場 合,わ ず

かに凝 集抑制 の傾 向が観 察 され,薬 剤 濃度 を最終 濃度

1mg/mlに 増 量 す る と さ らに抑 制 は顕 著 で あ っ た

(datanotshown)。 凝集 時 間は最 大凝 集 までが薬 剤平

均181秒 でADP添 加 の場合 とほ とん ど変 化 はみ られ

なか った。

4.血 小 板 か ら のhistamineお よ びserotonin遊
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Tllble 1.Hislamille release from basophils sUmulated wlth antibmes

Normal: normal cells

Sensirized: Ab sensitized cells

6-APA: 6-aminopenicillanic acid

PAG phenyl acetylglycine

7-ACA 7- aminocephalosporanic acid

Thiometa: 2-aminothiazole

PCG penicillin G

CMZ: cefmetazole

Table 2. Histamine contents isolated from whole blood of guinea pigs

passively sensitized with antibodys (ng/ml)

Challenging antibiotics were injected 8 days after sensitization with antibody.

離に お よぼす影 響

洗 浄 血 小板 細 胞 液107/mlに0.1mMのADPを 添

加 す る と12.8%のserotoninが 遊 離 され た。 また対 照

のADP非 刺 激 のcontrolは6.6%の 遊 離 率 で あ っ た

(Table4)。 細 胞浮 遊液 に表 に示 した濃度 の薬 剤 を加 え

る とserotoninの 平均 遊 離率 は4.95%で あ り,control
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Table 3. Inhibitory cifccts of antibiotics on platcle aggregatim

stimulated with ADP

Platelets (5×106) were lncubated with antibiotlcs (100mcg) at 37℃for 10min,

Table 4. Serotonin and histamine release from platelet stimulated

with antibiotics

() indicates that platelet were incubated with the antibiotics and stimulated

with ADP

に比較 して低 値 を示 した。特 にCCL, CEX, CAZ, PCG

が顕 著 であ った。LMOXは 一定 の傾 向の数 値 を示 さな

いのでNDと した。

同様 に 洗浄 血小板 を用 いてhistamineの 遊 離 につ い

て測 定 した。薬 剤非 添加(control)で21.3%,ADP添

加 で58.3%の 遊離 が観察 された。薬 剤添加 に よ るhis-
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tamine遊 離 率 の 平均 は15.5%で 科照 よ り も低 く,特

にCCL,CEXが42%,3.9%で 顕 苫であ った。

()内 に 示 した数 値 は 薬 剤 と細 胞 浮 遊 液 をincu-

bateし た 後にADPを 添加 してhistamile遊 離 を測定

した数値 で あ る、 薬 剤お よ びADPを 添 加 しない場 合

は17.3%の 遊 離 串 で あ るの に 対 し,ADP添 加 で は

675%の 遊離,薬 剤の 添1川に よ りすべ てが67,5%よ り

低 い仙にで,特 にCCL,cEXは345%, 39.8%と 低値 で

あ った。

III.考 察

IgE抗 体 は組織 肥満細 胞 な らびに 血中好 塩 基球 の細

胞 人面のreceptorに 結 合 し,そ れ に 対応す る抗 原の結

合 に よ る刺 激 で種 々 のchemicalmediat(,rが 遊 離 さ

れ る。 その 中 でhistamineは ヒ トお よび モル モ ッ ト1に

お いてshockingagentと しての生 物 活性 が 強 いia}と

され てい る。

著 者 ら14)はanti-CCL-AseIgEモ ルモ ッ ト血清 で感

作 された モル モ ッ トはIgEでmediateさ れ るPCA反

応は 誘発す るか,全 身性 に感作 され たモ ルモ ッ トの シ

ョッ ク誘発 実験 にお いて,抗 原challengeで シ ョ ッ ク

死す るに もかか わ らず血 中histamine値 の上 昇 が認め

られな い結 果が えられた。一 方,同 様 にPCG抗 体 で感

作 され た場 合 には 血 中histamine量 は 正 常 値 が30～

40ng/mlで あ る もの が抗 原投 与 に よっ て100ng/m1

以上 に上昇 し,シ ョック死 した。 これ らの 実験 はすべ

てIgErichの 抗 体 とその抗 原 とに よ る反応 であ るの

でCCLで の結果 には論理 的 に著 しい矛 盾が あ る。

す でに 報告15)され てい るよ うにcephem系 抗 生物 質

は血 小板凝 集能 を抑制 し,し か も今 回の実 験の 結果 で

示 され た よ う`に,濃 染 穎粒 中 のserotoninお よ びhis-

tamineの 放 出 も抑 制 す る傾 向 が 観 察 され た。 特 に

CCLとCEXは その 抑制 が 強 く,3位 側鎖 の構 造 類似

性 に起 因す る もの と推測 され た。 これ らの薬剤 の投 与

に よ るshock誘 発 時 にhistamine濃 度 の 増 加 が 示 さ

れ ない事実 は 血中の 血小板 機能 の抑制16)が重 要 な因 子

と して し関与 して い る可能 性 が推測 され た。

細 胞別 のhistamine含 有量17)はmastcellは21～34

pg/cel1でbasophi1も 同程 度 であ る。血小 板 は0.001～

0.002P9/ce11で あ る。 血液1m1にbasophilは2～3/

mlで 血 小板 は60×104/mP81で あ る。その結 果,血 小板

に由 来す るhistamine量 は60～120pg/m1と なる。

抗 原 抗 体 反 応 の 結 果,mastcell,basophilか ら

chemicalmediatorが 遊 離 され,局 所 にお いて毛細 血

管透 過性 充 進 に よ る炎 症 反応,す なわ ち,PCAが 生

じ,同 時 にそ のmediatorは 血 小板 を も活性 化 す る191

は ずで あ るが 抗 原で あ る薬 剤は 同時 に血小板 の機 能 を

抑 制 した状 態(Tables3,4)に あ るの で,連 鎖 的 に4"

じる は すの 血小 板 か らのchemcalmediatorの 遊 離

が阻 日され る 可能性 が推 測 され る継

す なわ ちLeUBrownら3)が 報告 した よ うに血 中 の

histamineの90%以 上が 血小 板 に 由 来 す るの で あ れ

ば,シ ヨッ ク時 に おい て も血小抜 機能 の砥 下に よって

血中histamineの1汐1は 起 こらず,他 の 因 子に よって

シ ョツ ク死 か起 こる 可能性 が 示唆 さわ る もの と考 えち

れた。

以 上 の 糺 果 か ら,CCLと しEXに 共 通 す る

aminobenzyl基 側 鎖 を ちつ抗 生物 質 の 免疫 学的 特 異

科 に つい て詳細 な解析 が 必 要で あ るこ とが示唆 され た.
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EFFECTS OF CEPIIALOSPORINS (CEPHEMS) ON BASOPHILS 

AND PLATELET FUNCTION

Yoshiharu Honma, Yoshio Takeuchi, Kou Kawasumi, Yoko Nishimura,

Jun-ichi Kuriyama and Kozo Yokomuro
Depertment of Microbiology and Immunology Nippon Medical School,

1-1-5 Sendagi, Bunkyo-ku, Tokyo 113, Japan

In comparative studies among on the ten cephems were determined histamine release from

basophils and platelet function, and obtained the resulting.
1. Guinea pigs sensitized with IgE antibodies to cefaclor (CCL) -Ase, cephalexin (CEX) -Ase and

cefmetazole (CMZ) -Ase showed changes in histamine levels in blood, but died when injected with the
challenging antigen. In contrast, histamine isolated from guinea pigs sensitized with IgE antibody to

penicillin G (PCG) -Ase increased and they also died. 
2. Histamine release was observed from basophils isolated from guinea pigs sensitized with IgE

antibodies when antigen was added.
3. To confirm the difference in the results of the in vivo and in vitro studies, histamine and

serotonin released from platelets were suppressed with CCL, CEX and CMZ.
Our results, we suggest that in the induction of anaphylactic shock by CCL and CEX histamine may

not be the major agent.


