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新 キ ノロ ン系抗 菌剤Fleroxacinの 抗 原 性試験

原 三郎 ・中西宣彦 ・阿部泰夫

杏林製薬株式会社 中央研究所*

新 キ ノロ ン系 抗 菌 剤fleroxacinの 抗 原 性 をモ ル モ ッ ト,ウ サ ギ 及 び マ ウス を用 い て 検 討 した 。

1)モ ル モ ッ トに,fleroxacinを 週1回 ず つ 計3回,Freund's complete adjuvant(FCA)と 共 に背 部 皮

下 及 び 啓 筋 内 に投 与 して 感 作 した 。 これ らモ ル モ ッ トに つ い て 能動 的 全 身性 ア ナ フ ィ ラキ シー 誘 発 試

験 及 び能 動 的皮 膚 ア ナ フ ィラ キ シ ー誘 発 試験 を行 った が,ア ナ フ イ ラキ シー シ ョ ッ ク を含 め た即 時 型

反 応 あ る い は遅 延 型 反 応 は観 察 さ れ な か っ た 。 また,モ ル モ ッ トのMaximization testも 行 った が,陰

性 で あ った 。

2)ウ サ ギ に,fleroxacinあ る い はfleroxacin-bovine γ-globulin混 合 物(fleroxacin-BGG)を 週1回 ず

つ計4回,FCAと 共 に背 部 皮 内及 び腎 筋 内 に投 与 して 感作 した 。 これ らの 血 清 につ い て 寒 天 ゲ ル 内 沈

降 反 応,間 接 赤 血 球 凝 集 反 応 及 び モ ル モ ッ ト4h PCA反 応 を行 った が,fleroxacinに 対 す る抗 体 は検

出 され なか っ た。

3)マ ウ ス に,fleroxacinあ る い はfleroxacin-BGGを1回,2回 あ る い は4回,Al(OH)3ゲ ル と共 に腹

腔 内 に投 与 して 感作 した 。 これ らの 血 清 につ い て 寒 天 ゲ ル内 沈 降 反 応,マ ウ ス1h PCA反 応 及 び ラ ッ

ト4h PCA反 応 を行 っ たが,fleroxacinに 対 す る抗 体 は検 出 され な か った 。

従 っ て,fleroxacinは 本 実験 条 件 下 で は モ ル モ ッ ト,ウ サ ギ 及 び マ ウ ス の い ず れ に対 して も抗 原 性

を示 さな か っ た。
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6,8-Difluoro-1-(2-fluoroethyl)-1,4-dihydro-7-(4-me-

thyl-1-piperazinyl)-4-oxo-3-quinolinecarboxylic acid(flero-

xacin)は,杏 林 製 薬 株 式 会 社 で 開 発 され た新 しい 合 成抗

菌剤 で,グ ラ ム陰性 菌及 び グ ラ ム陽 性 菌 に対 して 優 れ た

抗 菌 力 と広 範 な抗 菌 ス ペ ク トル を示 す こ とが 認 め られ て

い る1)。

本 報 で は,fleroxacinの 安 全 性 評 価 の 一 環 と して,モ

ルモ ッ ト,ウ サ ギ及 びマ ウ ス を用 い て,そ の 抗 原性 の 有

無 につ い て検 討 を行 っ たの で,そ れ らの 成績 を報 告 す る 。

I.　 材 料 及 び 方 法

1.　 試験 物 質 及 び試 薬

被験 物 質 と して,杏 林 製 薬 株 式 会社 で 合 成 さ れ たfle-

roxacin(Lot No.830825)を 使 用 した 。 陽 性 対 照 物 質 及 び

担 体 蛋 白 と し て は,2,4-dinitrochlorobenzehe(DNCB,和

光 純 薬),penicillin G(PCG,明 治 製 菓),卵 白 ア ル ブ ミ

ン(OA,生 化 学 工 業),ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン(HSA,

Miles Lab.),及 び ウシ γ-グ ロ プ リ ン(BGG,Miles Lab.)

を,そ の 他 に,Freund's complete adjuvant(FCA,Difco

Lab.)及 び緬 羊 保 存 血(日 本 生 物 材 料 セ ン ター)を 用 い た 。

2.　 使 用動 物 及 び飼 育 条 件

感作 用 動 物 と して はStd:Hartley系 モ ル モ ッ ト(雄 性;

体 重333～448g,5～6週 齢,雌 性;体 重403～475g,7

週 齢,静 岡 県 実 験 動 物 農 業 協 同組 合),ニ ュ ー ジ ー ラ ン

ドホ ワ イ ト種 ウ サ ギ(雄 性;体 重2.76～3.38kg,17～18

週 齢,市 川 屋),Crj:C3H/He系 マ ウ ス(雌 性;体 重20.6

～27 .8g,11週 齢,日 本 チ ャ ー ル ス ・ リ バ ー),Crj:

BALB/c系 マ ウ ス(雌 性;体 重21.8～27.2g,11週 齢,日

本 チ ャー ル ス ・リバ ー),及 びCrj:CD-1系 マ ウス(雌 性

;体 重27.0～34.9g,11週 齢,日 本 チ ャー ル ス ・リバ ー)

を使 用 した。

また,受 身 皮 膚 アナ フ ィ ラキ シー 反 応(PCA反 応)の レ

シ ピエ ン ト動 物 と して は,Std Hartley系 モ ル モ ッ ト

(雄 性;体 重35g～534g,5～6週 齢,静 岡 県 実 験 動 物 農

業 協 同 組 合),Crj:CD-1系 マ ウ ス(雌 性;体 重22.9～

38.6g,10～14週 齢,日 本 チ ャ ー ル ス ・リバ ー),及 び

Crj:CD系 ラ ッ ト(雄 性;体 重379.0～530.7g,13～15週

齢,日 本 チ ャー ル ス ・リバ ー)を 用 い た。

こ れ らの 動 物 は,温 度21～24℃,湿 度35～75%に 調

節 され た バ リ ア ・シ ス テ ム の 飼 育 室 内 で,固 形 飼 料(モ

ル モ ッ ト:CG13,ウ サ ギ:CR-3,ラ ッ ト ・マ ウ ス:

CE-2,日 本 ク レア)と 水 を自 由 に摂 取 させ て飼 育 した。

3.　 薬 物 の 蛋 白混 合物 また は蛋 白結 合 物 の調 製

Fleroxacinと 蛋 白 の 混 合 物 は,以 下 の 方 法 で 調 製 した 。

Fleroxacinを 少 量 の 生 理 食塩 水 と,1N-NaOHで 溶 解 し,
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希 塩 酸 でpHを 約9に 調 整 した 。 こ のfleroxacin溶 液 に,

蛋 白(BGG又 はHSA)の 生 理 食 塩 水 溶 液 を重 量 比 と して

fleroxacin:蛋 白=3:1に な る よ うに加 えて 混 合 した 後,

濃 度 を調 整 し,37℃ で24時 間 イ ンキ ュベ ー ト した。 こ

のfleroxacinと 蛋 白 の 混 合 物 を 透 析 す る こ とな く,そ の

ま まfleroxacin-BGGま た はfleroxacin-HSAと して 使 用 し

た 。 な お,調 製 物 の 濃 度 は 蛋 白 の濃 度 で 表 した 。

PCGと 蛋 白 の結 合 物 は,LEVINEら の方 法2)に 従 って調 製

した 。Penamaldate法3)に よ り求 め た1分 子 の 蛋 白 に結 合

したPCGは,PCG-BGG結 合 物(PCG-BGG)で11～17,

PCG-HSA結 合 物(PCG-HSA)で9で あ った 。

4.　 モ ルモ ッ トを用 い た抗 原 性 試 験

(1) 感 作 方 法

能 動 的 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シー 誘 発 試 験(ASA試 験)

及 び能 動 的 皮 膚 ア ナ フ ィ ラキ シ ー 試験(ACA試 験)に 用

い るモ ル モ ッ トは,以 下 の よ うに 感作 した 。 雄性 モ ル モ

ッ トに,10% fleroxacin生 理 食 塩 水 懸 濁 液 に 等 容 量 の

FCAを 加 えエ マ ル ジ ョ ンに した もの を,個 体 当 た り1ml

(50mg/body)ず つ,1週 間 に1回 の 割 合 で 計3回,背 部 皮

下 及 び 臀筋 内 に投 与 した。 ま た,陽 性 対 照 と してOAを

10mg/bodyの 用 量 でfleroxacinと 同 様 な 方 法で 感 作 した 。

(2) ASA試 験

Fleroxacin感 作 群 で は12匹,OA感 作 群 で は6匹 の モ ル

モ ッ トを用 い た 。 最 終 感 作3週 間 後 に,fleroxacin感 作

群 に は0.5% fleroxacin生 理 食 塩 水 懸 濁 液 又 は0.2% flero-

xacin-HSA溶 液 を,OA感 作 群 に は0.5% OA溶 液 を,1ml

ず つ 静 脈 内投 与 して,全 身 性 ア ナ フ ィラ キ シー 反応 を誘

発 した。 誘 発 後1時 間 に わ た りシ ョ ック症 状 を 観察 して,

以 下 に示 す 原 田 らの 方 法1)に 従 い 判 定 した 。 た だ し,生

死 の 判 定 は 誘 発24時 間 後 まで と した 。

(3) ACA言 式験

1群 につ き6匹 の モ ル モ ッ トを用 い た 。 最 終 感 作3週

間 後 に,あ ら か じめ 背 部 を 勢 毛 したfleroxacin感 作 モル

モ ッ トに,0.5% fleroxacin生 理 食 塩 水 懸 濁 液,0.2% fle-

roxacin-HSA溶 液 及 び 生 理 食 塩 水 を,ま た,陽 性 対 照と

し て,OA感 作 群 に0.5% OA溶 液 及 び 生 理 食 塩 水 を

0.05mlず つ 皮 内 投 与 して 誘 発 した 。

判定 は,抗 原誘 発3,24及 び48時 間 後 に 行 い,皮 膚表

面 の紅 斑 の有 無 につ い て 観 察 した 。 紅 斑 が あ れ ば,そ の

直径 と短 径 を測 定 して 平 均 値 を求 め,肉 眼 的 に変 化のな

い も の をGrade0,5mm以 下 をI,10mm以 下 をII,

15mm以 下 をIII,15mmよ り大 きい もの をIVと して表 わ

した 。

以 下 の 条 件 の 他 はMACNUSSONら の 方 法5)に 従 って行 った。

1群10匹 の雌 性 モ ル モ ッ トを用 い て,そ の 肩 甲骨上に,

FCAの み,試 験 物 質(1% fleroxacin,又 は0.125%

DNCB)生 理 食 塩 水 懸 濁 液,試 験 物 質 生 理 食 塩 水 懸濁液

+FCAの 各0.05mlを,そ れ ぞ れ 左 右2箇 所 ずつ 皮 内感作

投 与 した。 初 回感 作6日 目に 同 一部 位 に10%ラ ウ リル硫

酸 ナ ト リ ウ ム 処 置,そ の24時 間 後 に 試 験 物 質(5%

fleroxacin,又 は2.5% DNCB)含 有 白色 ワセ リ ンを0.5gず

つ 濾 紙 に塗 り,48時 間 密 着 貼 付 した。 貼 付 後14日 目に,

右 側 腹 部 を勢 毛 した 後,2回 目の 感作 と同 じ方法 で,試

験 物 質 を24時 間密 着 貼 付 して誘 発 した。

誘 発48時 間 後 及 び72時 間 後 に誘 発 部 位 を観 察 し,肉

眼 的 に 変 化 の な い もの をGrade 0,軽 度 又 は まば らな紅

斑 が観 察 され た もの をI,中 程 度 の 紅斑 をII,強 度の紅

斑 及 び浮 腫 をIIIと して 表 わ した。

5.　 ウサ ギ を用 い た抗 原性 試験

(1) 感 作 方 法

1群6匹 の ウ サ ギ に,10% fleroxacin生 理 食塩 水 懸濁液

あ る い は2% fleroxacin-BGG生 理 食 塩 水 溶液,ま た,陽

性 対 照 と し て10% PCG生 理 食 塩 水 溶 液 あ る い は2%

PCG-BGG生 理 食 塩 水 溶 液 に,等 容 量 のFCAを 加 えエマ

ル ジ ョ ン に し た も の を,個 体 当 た り1ml(10%液:50

mg/body,2%液:10mg/body)ず つ1週 間 に1回 の割合

で 計4回,0.5mlず つ 背 部 皮 内 及 び啓 筋 内 に 分 割投 与 し

感 作 した 。

最 終 感 作7日 後 及 び14日 後 に 耳 静 脈 よ り採 血 し,抗 血

清 を得 た 。

(2) 寒 天 ゲ ル 内沈 降 反応(Ouchterlony法)

1.2%寒 天 平 板 を用 い,抗 原 と抗 血 清 を室 温 で48時 間

恒 湿 箱 内 で 反 応 させ,沈 降 線 の 有無 を観 察 した。抗原濃

度 はfleroxacin又 はPCGで は0.01%,0.1%,1%と し,

fleroxacin-HSA又 はPCG-HSAで は0.01%,0.1%と した。

ま た,抗 血 清 は原 液 ～16倍 希 釈 の 範 囲 を用 い た。
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(3) 間接 赤 血 球 凝 集 反 応(HA反 応)

緬 羊保 存 血 よ り赤 血 球 を分 離 し,今 井 ら の 方 法6)に 準

じて,グ ル タル ア ル デ ヒ ドータ ンニ ン酸 処 理 羊 赤 血 球 に

抗 原(fleroxacin-HSA,PCG-HSA,又 はHSA)を 感 作 し

た。

凝 集反 応 は,マ イ ク ロ タ イ タ ー法 で 行 い,凝 集 の 有 無

を観 察 した。 凝 集 を示 した 被 験 血 清 の 最 大 希 釈 倍 数 を

HA抗 体価 と した 。

(4) モ ル モ ッ トにお け る4h PCA反 応

抗 血 清 量 は0.05ml,誘 発 抗 原 量 は個 体 当 た り,flero-

xacin,PCGで は5mg,fleroxacin-HSA,PCG-HSAで は

2mgと し,他 はOVARYの 方 法7)に 従 って 実 施 した 。2匹 の

レ シ ピエ ン トの ど ち ら に も直 径5mm以 上 の 青 色 斑 が 形

成 され た場 合 を陽性 と し,陽 性 を示 した 抗 血 清 は更 に倍

数 希釈 して実 験 を行 い,陽 性 反 応 を示 す 最 大 希 釈 倍 数 を

PCA抗 体 価 と した。

6.　マ ウス を用 い た抗 原性 試 験

(1) 感 作 方 法

1群10匹 の マ ウス に,被 験 物 質 あ る い は 対 照 物 質 を,

個 体 当 た り2.5mgのAl(OH)3ゲ ル(Alum)に 吸 着 させ,腹

腔 内 に 投 与 して 感 作 した 。 投 与 は,fleroxacinで は,個

体 当 た り1μg,10μg,100μgを,OAで はBALB/c系 及

びCD-1系 マ ウ ス に,BGGで はC3H/He系 及 びCD-1系 マ

ウス に,個 体 当 た り10μgず つ を,1週 間 に1回 の 割 合 で

計4回,ま た,fleroxacin-BGG及 びPCG-BGGで は

C3H/He系 マ ウス に 個 体 当 た り1μg,10μg,100μgを,

1回 あ る い は3週 間の 間 隔 を置 き2回 行 っ た。

各群 と も,最 終 感作12日 後 に 採 血 し,抗 血 清 を得 た 。

(2) Ouchterlony法

ウサ ギ を用 い た抗 原性 試 験 と 同様 の方 法 で 行 っ た。 抗

原 濃 度 は,fleroxacin又 はPCGで は0.01%,0.1%,1%

と し,fleroxacin-HSA,PCG-HSA,OA又 はBGGで は,

0.01%,0.1%と した 。抗 血 清 は 原 液 ～64倍 希 釈 の 範 囲

を用 い た 。

(3) マ ウ ス に お ける1h PCA反 応

抗 血 清 量 は0.05ml,誘 発 抗 原 量 はfleroxacin,PCG,

OA及 びBGGの 場 合,個 体 当 た り2mg,fleroxacin-HSA及

びPCG-HSAの 場 合 は 個 体 当 た り0.5mgと し,他 は原 田 ら

の 方 法1)に 従 い マ ウ ス を用 い て 実 施 した。 判 定 は モ ルモ

ッ ト4h PCA反 応 と同 様 な方 法 で 行 っ た。

(4) ラ ッ トに お け る4h PCA反 応

抗 血 清 量 は0.1ml,誘 発 抗 原 量 は,fleroxacin,PCG,

OA及 ひBGGの 場 合,個 体 当 た り5mg,fleroxacin-HSA及

びPCG-HSAの 場 合,個 体 当 た り2mgと し,他 はMoTA8)ら

の 方 法 に 従 い ラ ッ トを用 い て 実 施 した 。 判 定 はモ ルモ ッ

ト4h PCA反 応 と 同様 な方 法 で行 っ た。

II.　成 績

1.　 モ ル モ ッ トを用 い た抗 原性 試 験

(1) ASA試 験

Fleroxacinあ る い はOAで 感 作 した モ ル モ ッ トに つ い

てASA試 験 を行 った 結 果 をTable 1に 示 した。

Fleroxacinで モ ルモ ッ トを感 作 した 後,fleroxacinあ る

い はfleroxacin-HSAで 誘 発 した場 合,全 例 にお い て ア ナ

フ ィラ キ シ ー症 状 は全 く観 察 さ れ な か っ た。 陽性 対 照 の

OA投 与 群 は,OAで 誘 発 す る と全 例 に激 しい吃 逆 発 作 が

み られ,横 転 し,呼 吸 困 難 の 後 誘 発3～6分 で 死 亡 した

(Grade IV)。 死 亡 例 を剖 検 した とこ ろ,い ず れ の個 体 に

も肺 の膨 満 及 び 出血 斑 が認 め られ た 。

無 処 置 モ ル モ ッ トにfleroxacinあ る い はfleroxacin-

HSAを 投 与 して も全 例 に ア ナ フ ィ ラキ シ ー症 状 は 観 察 さ

れ な か った 。

(2) ACA試 験

Fleroxacinあ る い はOAで 感 作 した モ ル モ ッ トに つ い

てACA試 験 を行 った 結 果 をTable 2に 示 した 。

Fleroxacin感 作 群 の モ ルモ ッ ト皮 内 にfleroxacin懸 濁 液

あ る い はfleroxacin-HSA溶 液 を誘 発 投 与 して も,す べ て

Table 1. Active systemic anaphylaxis test of fleroxacin and ovalbumin (OA) in guinea pigs

At three weeks after the last sensitization, the eliciting antigen was injected intravenously to the animals.
FCA: Freund's complete adjuvant
HSA: human serum albumin
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の 観 察 期 間 を 通 じて 皮 膚 反 応 は 陰 性 で あ っ た。 一 方 ,

OA感 作 群 の モ ルモ ッ ト皮 内 にOA溶 液 を誘 発 投 与 した場

合,3時 間 後 に 全 例 に紅 斑 が 見 ら れ,そ の う ち2例 は 出

血 斑 も併 せ て観 察 さ れ た(Grade II～III)。 惹 起24時 間

後 で は 全例 に 紅斑 と出血 斑 が 認 め られ(Grade III～IV),

48時 間 後 で は全 例 に 紅 斑 及 び壊 死 が 認 め られ た(Grade

III)。

無 処 置 モ ル モ ッ トをfleroxacinあ る い はfleroxacin-

HSAで 誘 発 して も皮 膚 反 応 は全 例 陰性 で あ っ た。

(3) Maximization test

Maximization testの 成績 をTable 3に 示 した。

溶 媒 対 照 群 に は,全 例 皮 膚 反 応 は認 め られ なか った 。

Fleroxacinに よる 誘 発 で は,fleroxacin感 作 群 及 び非 感 作

群 の いず れ に も紅斑 や浮 腫 な どの 皮 膚 反応 は認 め られ ず,

陰 性 で あ った 。DNCB感 作 群 で は,全 例 に誘 発48時 間 及

び72時 間 後 に 強 度 の 紅 斑 や 浮 腫 が 観 察 され た(Grade

III)。 また,非 感 作 群 に お い て,DNCBに よ る 誘 発 では

全 例 に 一 次 刺 激 に よ る軽 度 の 紅 斑 が 認 め ら れ た(Grade

I)。

2.　 ウサ ギ を用 い た 抗 原 性 試験

(1) Ouchterlony法

Fleroxacin,fleroxacin-BGG,PCGあ る い はPCG-BGG

で 感 作 した ウサ ギ よ り採 取 した 血 清 につ い て,Ouchter-

lony法 を実 施 した 結 果 をTable 4に 示 した 。

最 終 感 作7日 後 及 び14日 後 に採 血 した 抗fleroxacin血

清 あ る い は 抗fleroxacin-BGG血 清 は,い ず れ もflero-

xacinま た はfleroxacin-HSAと の 間 に 沈 降 線 を形 成 しな

か った 。 抗PCG血 清 で は,PCG-HSAと の 間 に,最 終感

作7日 後 で6例 中4例,14日 後 で6例 中1例 に沈 降線 が認

め られ た 。 抗PCG-BGG血 清 は,い ず れ の 時 期 に採血 し

た もの で も,PCG-HSAと の 間 に全 例 沈 降 線 を形 成 した。

しか し,い ず れ の抗PCG血 清 あ る い は 抗PCG-BGG血 清

Table 2. Active cutaneous anaphylaxis test of fleroxacin and ovalbumin (OA) in guinea pigs

At three weeks after the last sensitization, the eliciting antigen was injected intradermally to the animals.

The skin reaction was observed 3, 24 and 48 h after the challenge.

Erythema, 0: normal, I:•…5 mm, II:•…10 mm, III:•…15 mm, IV:> 15 mm.

Table 3. Maximization test of fleroxacin and 2,4- dinitrochlorobenzene (DNCB) in guinea pigs

The skin reaction was observed at 48 and 72 h after the challenge.

0: normal, I: scattered mild erythema, II: moderate and diffuse erythema, III: intense erythema and edema.
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も,PCGと の 間 に は,沈 降 線 を形 成 しな か った 。

(2) HA反 応

Fleroxacin,fleroxacin-BGG,PCGあ る い はPCG-BGG

で感作 した ウサ ギ よ り採 取 した 血 清 につ い て,HA反 応

を実施 した結 果 をTable 5に 示 した。

最 終 感 作7日 後 及 び14日 後 に 採 血 した 抗fleroxacin血

清 あ る い は抗fleroxacin-BGG血 清 は,全 例 陰 性 で あ っ た。

抗PCG血 清 あ るい は抗PCG-BGG血 清 は,い ず れ の 時 期

に採 血 した もの で も,全 例 陽 性 で あ り,そ れ ぞ れ64倍

以 上,512倍 以上 の 抗 体 価 を示 した 。

(3) モ ルモ ッ トに お け る4hPCA反 応

Fleroxacin,fleroxacin-BGG,PCGあ る い はPCG-BGG

で感作 した ウサ ギ よ り採 取 した血 清 に つ い て,モ ル モ ッ

ト4h PCA反 応 を実 施 した 結 果 をTable 6に 示 した。

最 終 感 作7日 後 及 び14日 後 に 採 血 した 抗fleroxacin血

清 あ る い は 抗fleroxacin-BGG血 清 は,4h PCA反 応 に お

い て,fleroxacin又 はfleroxacin-HSAで の 誘 発 に よ り,

何 ら青 色 斑 を形 成 しな か っ た 。 最 終 感 作7日 後 及 び14日

後 に 採 血 した抗PCG血 清 あ る い は 抗PCG-BGG血 清 は,

PCG-HSAで 誘 発 す る と全 例 陽 性 で あ り,そ れ ぞ れ256

倍 以 上,512倍 以 上 の 抗 体 価 を示 した 。 しか し,PCGで

誘発 した場 合,全 例 陰性 で あ っ た。

3.　 マ ウ ス を用 い た 抗 原 性 試験

(1) Ouchterlony法

Fleroxacin,fleroxacin-BGG,OA,BGGあ る い はPCG-

BGGで 感 作 した マ ウ ス よ り採 取 した血 清 につ いて,Ouch-

terlony法 を実 施 した 結 果 をTable 7に 示 した。

FleroxacinでBALB/c,C3H/He又 はCD-1系 マ ウ ス を

Table 4. Titration of antibodies against fleroxacin and penicillin G (PCG) in rabbit sera by Ouchterlony test

At 7 and 14 days after the last sensitization, sera were collected.

When precipitum was identified, it was regarded as positive.
1) antibody titer

BGG: bovine gamma- globulin

Table 5. Titration of antibodies against fleroxacin and penicillin G (PCG) in rabbit sera by passive hemagglutination test

At 7 and 14 days after the last sensitization, sera were collected.
1) antibody titer

SRBC: sheep red blood cells



246 CHEMOTHERAPY
NOV. 1990

感 作 し て 得 た 血 清 は,い ず れ も,fleroxacinあ る い は

fleroxacin-HSAと の 間 に沈 降線 を形 成 しな か っ た。 ま た,

fleroxacin-BGGでC3H/He系 マ ウ ス を 感 作 して 得 た 血 清

も,1回 感 作,2回 感 作 に か か わ らず,fleroxacinあ る い

はfleroxacin-HSAと の 間 に沈 降線 を形 成 しな か っ た。 一

方,陽 性 対 照 で あ るOAで 感 作 したマ ウス の抗 血清 で は,

全 例 陽 性 で あ っ た 。 同 じ く,抗BGG血 清 で は,C3H/He

系 で は 全 例,CD-1系 で は10例 中6例 が 陽性 を示 した。

ま た,PCG-BGGで 感 作 した マ ウ ス の抗 血 清 は,PCGま

た はPCG-HSAと の 間 に沈 降 線 を形 成 しなか った 。

(2) マ ウス に お け る1h PCA反 応

Fleroxacin,fleroxacin-BGG,OA,BGGあ る い はPCG-

BGGで 感 作 した マ ウス よ り採 取 した 血 清 に つ い て,マ ウ

ス1h PCA反 応 を実 施 した結 果 をTable 8に 示 した。

3系 統 のマ ウ スか ら得 られ た 抗fleroxacin血 清 で マ ウ ス

の 皮 膚 を 感 作 し,fleroxacinあ る い はfleroxacin-HSAで

誘 発 した 場 合,PCA反 応 は 全 例 陰 性 で あ っ た。flero-

xacin-BGGで 感 作 したC3H/He系 マ ウ ス よ り得 られ た血

清 で も,1回 感 作,2回 感 作 に か か わ らず,fleroxacinあ

るい はfleroxacin-HSAの 誘 発 で,全 例 陰性 で あ っ た。 陽

性 対 照 と して の 抗OA血 清 及 び 抗BGG血 清 で は全 例 陽性

で あ り,そ れ ぞ れ2560倍 以 上,80倍 以 上 とい うPCA抗

体 価 を示 した。PCG-BGG1回 感作 に よ り得 られ た 血清 に

つ い て,PCG-HSAを 用 い て 誘 発 す る と,10例 中1μg投

与 群 で2例,10μg投 与 群 で8例,100μg投 与 群 で5例 が,

ま た,2回 感 作 に よ り得 ら れ た血 清 で は,10例 中1μg投

与 群 で9例,10μg及 び100μg投 与 群 で 全 例 が,PCA反

応 陽性 を示 した(PCA抗 体 価5倍 以 上)。 しか し,PCGで

誘 発 した 場 合 は,全 例 陰性 で あ った 。

(3) ラ ッ トに お け る4hPCA反 応

Fleroxacin,fleroxacin-BGG,OA,BGGあ る い はPCG-

BGGで 感作 したマウスより採取 した血清について,ラ ッ

ト4h PCA反 応 を実施 した結果をTable 9に 示 した。

3系 統のマウスから得られた抗fleroxacin血清でラット

の皮膚 を感作 し,fleroxacinあ るいはfleroxacin-HSAで

誘 発 した場合,PCA反 応 は全例陰性であった。Fler0-

xacin-BGGで 感作 したC3H/He系 マ ウスより得 られた血

清でも,1回 感作,2回 感作 にかかわらず,fleroxacinあ

るいはfleroxacin-HSAの 誘発で,全 例陰性であった。陽

性対照としての抗OA血 清は全例陽性であり160倍 以上

のPCA抗 体価を示 し,抗BGG血 清 は,C3H/He系 マウス

で全例に(PCA抗 体価40倍 以 上),ま たCD-1系 マウスで

10例 中8例 に,陽 性反応を示 した(PCA抗 体価5倍 以上)。

PCG-BGG 1回 感 作 によ り得 られた血清 について,

PCG-HSAを 用 いて誘発すると,10例 中1μg投 与群で4

例,10μg投 与群で2例,100μg投 与群で3例 が,ま た,

2回 感作により得 られた血清では,10例 中1μg投 与群で

3例,10μg投 与群で全例,100μg投 与群で5例 がPCA反

応陽性 を示 した(PCA抗 体価5倍 以上)。 しかし,PCGで

誘発 した場合は,全 例陰性であった。

III.　考 察

Fleroxacinの 抗原性の有無を明らかにするため,モ ル

モット.ウ サギ,マ ウスを用いて抗原性試験を行った。

ヒトにおける薬物アレルギー発症の条件を考慮すると,

免疫条件は,動 物実験においても薬物を単独で投与する

ことが望ましいが,通 常,低 分子化合物は,蛋 白などの

高分子担体と非可逆的に結合 しない限 り,そ れ自身では

抗原性を発現 しないと考えられている9)。そこで本試験

においては,免 疫原として,fleroxacin以 外 に,生 理的

に近い条件で薬物 と蛋白の結合を促進するためにflero-

xacinとBGGを37℃ で24時 間 インキュベートして調製し

たfleroxacinとBGGの 混合物 も使用 した。免疫応答を増

Table 6. Titration of antibodies against fleroxacin and penicillin G (PCG) in rabbit sera by 4 h guinea pig PCA test

At 7 and 14 days after the last sensitization, sera were collected.
1) antibody titer
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強 させ るア ジ ュバ ン トと して は,モ ル モ ッ ト及 び ウサ ギ

の試験 系 で は,IgGやIgM型 抗 体 産 生 誘 導 に 有 効 と され

てい るFCA10)を,ま た,マ ウ ス の 試 験 系 で は,IgE型 抗

体 産生誘 導 に 有効 と され て い るAlum10)を 用 い た。

モ ル モ ッ トを 用 い た 抗 原 性 試 験 で は,ASA試 験

ACA試 験,お よ びMaximizationtestを 行 った 。 陽 性 対 照

であるOAとFCAで 感作 したモルモットでは,ASA試 験

で全例Grade IVの アナフィラキシー症状 を,ACA試 験

で,誘 発3時 間後から48時 間後まで全例にGrade II～IV

の即時型および遅延型の皮膚反応 を示 した。一方,fle-

roxacinとFCAで 感作 したモルモ ットを用いてASA試 験

を行ったところ,ア ナフィラキシー症状はまった く認め

Table 7. Titration of antibodies against fleroxacin, ovalbumin (OA), bovine gamma- globulin (BGG)

and penicillin G (PCG) in mouse sera by Ouchterlony test

1)
 positive/ total
2) antibody titer
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られず,ACA試 験 でも,即 時型反応及び遅延型反応陽

性を示唆する皮膚反応所見は認められなかった。また,

Maximization testにお いても,DNCBで 感作 したモルモ

ットでは全例 にGrade IIIの反応が認められたが,flero-

xacinの 感作では紅斑,浮 腫等の遅延型反応陽性 を示唆

する皮膚反応は認められなかった。

ウサギを用いた抗原性試験では,薬 物で感作 したウサ

ギから採取 した血清中の抗体の検出を,Ouchterlony法,

HA反 応及びモルモ ット4h PCA反 応 により試みた。陽性

対照として用いたPCG-BGGで は,い ずれの方法によっ

Table 8. Titration of antibodies against fleroxacin, ovalbumin (OA), bovine gamma-globulin (BGG)

and penicillin G (PCG) in mouse sera by 1 h mouse PCA test

1) PCA titer is negative at 1/ 5 dilution of serum
2)
 positive/ total
3) antibody titer
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ても全例陽性であ り,PCGで 感作を行 った場合,Ouch-

terlony法では検出されない個体がみられたが,HA反 応

及びPCA反 応では抗PCG抗 体 の産生が認められた。しか

し,fleroxacinあ るいはfleroxacin-BGGで 感作 したウサ

ギの血清は,上 記のいずれの方法によって検出しても全

例陰性であ り,fleroxacinに 対 する抗体産生は全 く認め

られなかった。

ヒトで最も重篤な全身性アナフィラキシーに関与する

と言われているIgE型 抗体11)の産生を検討する場合に,

マ ウスは適した動物である。今回,マ ウスを用いた抗原

Table 9. Titration of antibodies against fleroxacin, ovalbumin (OA), bovine gamma- globulin (BGG)

and penicillin G (PCG) in mouse sera by 4 h rat PCA test

1) PCA titer is negative at 1/ 5 dilution of serum
2)
 positive/ total
3) antibody titer
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性 試 験 で は,H-2遺 伝 子 の異 な るBALB/c,C3H/He,お

よ びCD-1系 マ ウ ス を用 い,種 々の 感 作 条 件 で 薬 物 のIgE

型 抗 体 産 生 能 に つ い て検 討 し,ラ ッ ト4h PCA反 応 に よ

り血 清 中 のIgE型 抗 体 の検 出 を試 み た 。 また,マ ウ ス1h

PCA反 応 及 びOuchterlony法 も同 時 に実 施 して,IgGI等

そ の他 の 抗 体 産 生 につ いて も検 討 した 。 その 結 果,陽 性

対 照 で あ るOA,BGG,あ る い はPCG-BGGとAlumで 感

作 したマ ウ スで は,IgE型 お よ びIgG型 抗 体 産 生 が 認 め ら

れ た 。 一 方,fleroxacinあ る い はfleroxacin-BGGとAlum

で感 作 した マ ウ スの 血 清 中 には,い ず れ の方 法 で 検 出 し

て も,fleroxacinに 対 す る抗 体 は検 出 され な か っ た。

以 上 の 成 績 か ら明 ら か な よ う に,fleroxacinは,モ ル

モ ッ ト,ウ サ ギ,及 びマ ウス の い ず れ に対 して も抗 原性

を示 さな か っ た ので,ヒ トに対 して も薬 物 ア レル ギ ー を

惹 起 す る可 能性 は低 い もの と思 わ れ る。
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ANTIGENICITY STUDY OF FLEROXACIN
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2399- 1 Mitarai, Nogi- machi, Shimotsuga- gun, Tochigi 329- 01, Japan

Using various methods, we investigated the antigenicity of fleroxacin in guinea pigs, rabbits and mice.

1. For sensitization, fleroxacin was injected subcutaneously and intramuscularly with Freund's complete adjuvant (FCA)

to guinea pigs once a week for three weeks. The sensitized guinea pigs showed neither active systemic nor active cutaneous

anaphylaxis. The results of the guinea pig maximization test of fleroxacin were also negative.

2. Rabbits were sensitized intradermally and intramuscularly with fleroxacin+ FCA or a fleroxacin- bovine ƒÁ- globulin

(BGG) mixture+ FCA once weekly for four weeks. Anti-fleroxacin antibodies were not detected by Ouchterlony' s test,

passive hemagglutination test or 4 h guinea pig passive cutaneous anaphylaxis (PCA) test.

3. In mice, fleroxacin or fleroxacin- BGG mixture was injected intraperitoneally with Al (OH) 3 gel once, twice or four times.

Anti- fleroxacin antibodies were not detected by Ouchterlony' s test, 1 h mouse PCA or 4 h rat PCA test.

These results suggest that fleroxacin has no antigenicity in guinea pigs, rabbits or mice under the experimental conditions

used.


