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β-ラ クタム剤過敏症 におけるフルオ レセインのアジュバ ン ト効果

―白血球遊走阻止因子産生誘発能の検討―
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β-ラクタム剤cefclidin(CFCL)と 眼 科検査薬 フルオレセインナ トリウムおよび眼科麻酔

薬塩酸オキシブプロカイ ンの併用 による眼科学的ボランテ ィア試験で67%(12例 中8例)に

発疹が発現 した。 この発症機序 を解明す るために,β-ラ クタム剤過敏症 のリンホカインマー

カーの1つ である白血球遊走阻止因子(LMIF)産 生能について検討 した。方法 は,正 常人 の

末梢血か ら採取 した リンパ球 を1×106ceUs/mlに 調製 し,上 記の3種 類の薬剤 と37℃,4日

間CO2培 養器で培養 し,反 応上清液 を分離 した。遊走試験 は,正 常人か ら採取 した穎粒球 を

2.5×108cells/mlに 調製 し,さ きに分離 した反応上清液 に浮遊 し,ア ガロース平板で24時 間

遊走 を行 い,遊 走 野 の面 積 か ら遊 走 指 数(MI)値 を 求 め た。Phytohemagglutinin-P

(PHA),フ ル オレセインナ トリウム,塩 酸オキシブプロカインの1μg/mlの 各MI値(平 均

値±標 準誤差)は77.0±2.29(正 常 範 囲,99.6±3.04),88.3±1.19(99.6±2.52),96.0±

1.27(1002±2.40),CFCLの100μ9/m1のMI値 は95.3±1.21(98.6±2.38)で,PHA

(ρ<0.0005)お よびフルオレセイ ンナ トリウム(ρ<0。001)に 有意差を認めた。また,PHA

0.2μg/ml,PHA+フ ルオ レセイ ンナ トリウム,PHA+塩 酸 オキ シブプロカイン,PHA+

CFCLの 各MI値(平 均 値 ±標 準 誤 差)は,93.6±3.03,85.0±1.79,94.6±L97,9L4±

2.14で,PHA+FRだ けがPHA単 独 に比べ有意(ρ<0.005)に 低 いMI値 を示 した。以上

の結果か ら,フ ルオレセインがLMIF産 生誘発作用,な らびにPHAのLMIF産 生 増強作用

を有 していることが示され,フ ルオ レセイ ンの これ らの作用が β-ラ クタム剤過敏症の誘発能

を高めたのに大 きく関与 したものと考えられ る。
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因子

β-ラクタム剤cefclidin(CFCL)の 一般臨床試験の発疹

の発現率が2。8%(1,122例 中31例)で あったのに対し,

CFCLと 眼科検査薬フルオレセインナ トリウムおよび眼科

麻酔薬塩酸オキシブプロカインの併用による眼科学的ボラ

ンティア試験(投 与方法 はTable1に 示 す)で67%(12

例中8例)に 発疹が発現した1,2)。この発症機序を解明する

ために,池 澤ら職 は,モ ルモットの遅延型過敏症モデル

を用いて,CFCLに よる実験的薬疹をフルオレセインが増

強することを明らかにした。

一方
,著 者ら鋤 は,β-ラ クタム剤過敏症患者の原因薬

剤検出同定に白血球遊走阻止試験(1eucocyte migration

inhibition test,LMIT)が 有 効 で あ り,そ の発 現 に 白血球

遊 走 阻止 因 子(1eucocyte migration inhibitiory factor,

LMIF)が 高 く関 与 して い る こ と を 明 ら か に した。 そ こ

で,CFCL,フ ル オ レセ イ ンナ トリウ ム,お よび塩 酸 オ キ

シ ブ プ回 カ イ ンの3薬 剤 に対 して,人 の 免疫 細 胞(リ ンパ

球)を 用 い てLMIF産 生 誘 発 能 に つ い て検 討 し,上 記 の

高 頻 度発 疹 の 発症 メカ ニ ズム の解 明 を試 み た。

1.材 料 お よ び 方 法

1.試 験 薬 剤

化 学 構 造 をFig.1に 示 し たCFCL(エ ー ザ イ 株 式

会 社,治 験 番 号E1040-ZO20,Lot No.k702200),

*新 潟県北蒲原郡水原町岡山町13-23
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Table 1. Method of administration of drugs in the ophthalmologic test

*ed: eye drops ** •›

: administration three times a day

Fig. 1. Chemical structure of the agents .

フルオレセインナ トリウム(和 光純薬工業株式会社,

試 薬特級 ウラニン,Lot No.PDJ0193),お よび塩酸

オキシブプロカイン(Aldrich Chemical Co.Lot

No.01408DM)の3薬 剤 とマイ トジェ ンのphyto-

hemagglutinin-p(PHA,生 化学工場株式会社,Lot

No.41309)に ついて試験 を行った。

各薬剤のLMIF産 生 誘発作用 を検討する試験で は,

PHA,フ ル オレセインナ トリウムおよび塩酸 オキシ

ブプロカインを1μg/ml,CFCLを100μg/mlの 濃度

で試験 した。

3薬 剤のマイ トジェンによるLMIF産 生 誘発 を増

強 す る作 用 を検 討 す る 試験 で は,PHAは,0.2,

0.5,1μg/mlの3濃 度,フ ルオ レセインナ トリウム

と塩酸オキシブプロカインは1μg/ml,CFCLは100

μg/mlの 濃 度 を用 いて,PHA単 独,PHA+フ ル オ

レセインナ トリウム,PHA+塩 酸 オキシブプロカイ

ン,PHA+CFCLの 薬 剤群で試験 した。

2.LMIF産 生誘発試験5,6)

正 常 人のヘパ リン加末梢 血 か らFicoll-Pague液

(Pharmacia)を 用 いた比重遠 心法 によ りリンパ球

(中 間層)を 採 取 し,Hanks液(Gibco)で 洗 浄後,

1.25×10ecells/mlに 調 製 して,培 養液(10%馬 血 清

と10mMHEPES-buffer添 加 のTC-199medium,

Gibco)に 浮遊 した。 この リンパ球浮遊液800μ 且を試

験薬剤溶液200μlと 共 に5%-CO2イ ンキュベーター

で37℃,4日 間培養 し,上 清液 を分離 し,-20ecに 凍

結保存 した。

次に,遊 走試験では,正 常人のヘパ リン加末梢血を

1/4容 の5%デ キス トラン生理食塩水 と混合 し,3TC,

40～60分 間 放 置後,上 清 液(白 血球層)を 採取 し,

この上清液からFicoll-Paque液 に よ り頼粒球(沈 殿

層)を 採取 し,赤 血球の溶血および洗浄後,遊 走用白

血球 とした。 この遊走用白血球をさきに分離保存 した

上清液に細胞数が2.5×10scells/mlに な るように浮

遊 し,1%ア ガ ロース添加の培養液で作成 した平板の

各 ウエル(直 径3mm)}こ7μlず つ分注 し,5%-CO,

イ ンキュペー ターで37℃,24時 間培養後,イ ミノピ

ューワー(常 光株式会社)で 白血球の遊走野の面積を

測定 した。

各薬剤に対する遊走指数(MI)値5,6)は,(1)式

より求めた。また,各 薬剤の正常人白血球の遊走能に

対する影響を調べるために,リ ンパ球と反応培養せず

に各薬剤のみを溶解した培養液に浮遊 した正常人白血

球についても遊走試験を行い,各 薬剤のMIの 対照値

を(2)式 により求めた。

MI(%)

migration area in supernate with drug

migration area in supernate without drug

×100 (1)
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MI(%)

migration area in medium with drug
migration area in medium without drug

×100 (2)

II.結 果

1.LMIF産 生誘発作用

各薬剤の リンパ球 に対するLMIF産 生 誘発作 用を

Table2に 示 した。PHA,CFCL,フ ル オレセインナ

トリウム,お よび塩酸オキシブプロカインの対照(リ

ンパ球 と非培養)のMI億(平 均値 ±標準誤差)は,

99.6±3.04,98.6±2.38,99.6±2。52gお よ び

100.2±2.40で,各 薬剤 とも白血球の遊走能 に与 える

影響はほとんどなかった。一方,各 薬剤の リンパ球 と

の反応上清液でのMIの 平均値 ±標準誤差 は,77。0±

2.29,95.3±1.21988.3±1.19,96.0±1.27を 示 し,

対 照値 とのt検 定 で はPHA(ρ<0.0005)と フ ルオ

レセインナ トリウム(ρ<0.001)が 有 意 に低値 を示

した。したがって,フ ルオ レセイ ンナ トリウムが,

PHAと 同様 にLMIF産 生誘発能 を有することが示さ

れた。

2.マ イ トジェンのLMIF産 生誘発能 を増強 する

作用

各薬剤 のPHAのLMIF産 生 誘発能 を増強す る作

用をTable3に 示 した。PHAが0.2μg/mlの 濃 度の

場合,PHA単 独,PHA+CFCL,PHA+フ ル オレセ

インナ トリウム,お よびPHA+塩 酸 オキシブプロカ

イ ンのMIの 平 均 値 ±標 準 誤 差 は,93.6±3。03,

91.4±2.14,85.0±1279,94.6±1.96を 示 し,Wil-

coxonU検 定 でPHA+フ ル オレセインナ トリウムが

PHA単 独 より有意(ρ<0.005》 に低値 を示 した。 ま

た,PHAの 濃度が0.5μg/mlお よび1μg/mlの 場合

で も,Table3に 示 す ように,PHA+フ ル オ レセイ

ンナ トリウムのみが,PHAに 比 べ有意 に(ρ<0.01)

低 いMI値 を示 した。 したがって,フ ルオレセインナ

トリウムがPHAのLMnF産 生 能 を増強 する作 用を

有す ることが示 された。

III.考 察

CFCLの 発疹の発現率が一般臨床試験では2.8%で

あったのに対 し,眼 科学的ボランティア試験では

67%と 有意(ρ<0.00001)に 高い発現率 を示 した。

そこで,ボ ランティア試験と一般臨床試験との投与薬

剤の相違を検討した結果,ボ ランティア試験で は

Table1に 示すような投与方法でCFCL以 外にフルオ

レセインナ トリウムと塩酸オキシブプロカインが投与

されていた。池澤ら1,3,4)は,モルモットの遅延型過敏

症モデルを用いて検討し,実 験的薬疹の誘発能を有す

る薬剤 はβ-ラ クタム系抗生剤 のCFCLだ け であ る

が,フ ルオレセイ ンがCFCLに よ る実験的薬疹 を増

強することを明らかにした。 したが って,ボ ランティ

ア試験でも,CFCLに よ る発疹の発現をフルオレセイ

ンが増強した可能性が示唆されたが,こ のようなフル

オレセインのアジュバ ント効果はヒトの場合について

も言えるのか,ま た,フ ルオレセインはどのような免

疫学的機序によりアジュバン ト効果 を示すのかが,次

の重要な問題点 となって くる。

一方,著 者ら則 は,β-ラ クタム剤過敏症患者の免

疫細胞(感 作 リンパ球)を 薬剤抗原で刺激した場合に

産生されるLMIFが 過敏症の発現に大 きく関与する

Table 2. Prodution of leukocyte migration inhibitory factor in reponse to phytohemagglutinin, 

cefclidin, fluorescein sodium and oxybuprocaine hydrochloride

* MI in reactions: leukocyte migration indices (mean±SE
, n=10) in the reaction between the 

agent and lymphocytes. 

** MI in the control: leukocyte migration indices (mean•}SE, n=5) of agents not reacted with 

lymphocytes. 

Significantly different (a: p<0.001, b: p<0.0005) , t-test.
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Table 3. Enhancing effect of cefclidin, fluorescein sodium and oxybuprocaine hydrochloride on the

production of leukocyte migration inhibitory factor in response to phytohemagglutinin

*PHA:phytohemagglutinin-P
.

**MI:1eukocyte migration indices(mean±SE
, n=5).

***Statistical analysis: Willcoxon U-test
.

ことをすでに明 らかにしている。 また,吉 田は7),in

vitmで 作 った リンホカインを生体内に注射 して抗原

特異的遅延型過敏反応(リ ンホカインを皮内に注射す

ると時間的に非常に短縮 されて,肉 眼的お よび顕微鏡

的にも典型的遅延型皮内反応 と同様の反応)を 再現で

きるとしている。そこで,薬 疹の高頻度発現 に関与し

た と思われるCFCL,フ ルオレセインナ トリウムおよ

び塩酸オキシブプロカインのLMIF産 生 系におよぼ

す影響 について正常人の リンパ球を用いて検討 した。

その結果,Table2に 示 され るように,フ ルオレセイ

ンナ トリウムだけがマイ トジェンのPHAと 同 様 に

LMIF産 生誘発作用 を有 し,ま たさらに,Table3に

示 されるように,フ ルオ レセイ ンナ トリウムだけが

PHAのLMIF産 生誘発能 を増強する作用を有 してい

ることが明らかにされた。 したが って,フ ルオレセイ

ンはリンパ球の炎症性 リンホカイン産生誘発作用を有

し,抗 原であるCFCLに よ る感作 リンパ球の炎症性

リンホカイン産生誘発を増強す ることが示唆 され る。

ボランティア試験 における発疹の高頻度発現 は,池 澤

ら1,3,4)のモ ル モ ッ ト薬疹 モデルで示 された ように,

CFCLに よ る薬疹 をフルオレセインが増強 したものと

考えられると同時 に,そ のアジュバ ン ト効果の免疫学

的機序 は,フ ルオレセインのリンパ球に対する炎症性

リンホカイン産生誘発作用が重要な要因の一つである

と考えられる。なお,フ ルオレセインの副作用発現に

は,補 体活性8),蛋 白結合性9),血 液 粘張性 の変化ゆ

等 の種々の作 用の関与 も否定で きない と考えられる

が,こ の点について は今後の検討を待 ちたい。

今後 の問題点 と して は,フ ル オ レセイ ンが他の

CFCL以 外 の薬剤(特 にβ-ラ クタム系抗生荊)に よ

る過敏症に もアジュバ ン ト効果を示すか どうかであ

る。池澤ら1.3,4)のモ ルモッ ト薬疹モデルでは,フ ルオ

レセイ ンがペ ナム剤 のsulbenicillin(SBPC)や セフ

ェム剤のcefsulosin(CFS)に 対 してもアジュバント

効果 を有 していることが明 らかに されている。さら

に,フ ルオ レセインが リンパ球の炎症性 リンホカイン

の産生誘発作 用を有 している以上,β-ラ クタム系抗

生剤や解熱鎮痛剤のようにリンパ球への感作力が高い

(抗原性 の高い)薬 剤の過敏症 の発現 をフルオレセイ

ンが増強する可能性 は否定できない。 したがって,抗

原性の高い薬剤 とフルオレセインの併用は十分注意す

る必要があると考 える。 ただし,今 までの眼圧試験で

フルオ レセインのアジュバ ント効果があまり問題とな

らなかった こと,あ るいはTable1に 示 されるよう}こ

フルオ レセインナ トリウムが7回 以上の投与でCFCL

の発疹 を誘発 していることか ら,フ ルオレセインは

1,2回 の 投与 ではな く,か な りの回数(期 間)の 投

与ではじめてアジュバ ント効果を示す もの と考えられ

る。 この機序については今後多角的に検討されなけれ

ばならないが,LMIF産 生 に関 しては以下のように推

測 される。今回データとして示さなかったが,フ ルオ

レセインはリンパ球 との反応培養期間が1日,2日 で
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はLMIFを 産 生 しない こと,さ らにマイ トジェ ンの

PHAも10μg/mlの 濃 度で はリンパ球 との反応培養

期間が1日 でLMIFを 産 生 す るが,1μg/mlの 濃 度

ではLMIFを 産 生す るには4日 間の反応培養期間 を

要することを著者 らは確認 している。 したが って,

LMIFは,強 い刺激に対 しては早 く短時間で産生 され

るが,弱 い刺激に対 しては徐々に長時間掛かって産生

されると考 えられる。 また,フ ルオ レセインの2%溶

液を両眼に点眼(1滴 の点眼 を0.05mlと 考 える と2

mg/mlの 点眼)し た場合,フ ルオ レセインの血中内

濃度 は,投 与後45分 と75分 で,そ れ ぞれ36と40

ng/mlで11)あ り,血 中内半減期 は2～3時 間12)と 報告

されている。ボランティア試験でのフルオレセインの

血中濃度 は,1.4mg/ml点 眼 されているので約25～

28ng/mlと 考 えられ る。すなわ ち、 フルオ レセイン

は,今 回のLMIF産 生誘発作用の実験(1μg/ml)の

約40分 の1以 下 の濃度 しか血中に存在 しないことに

なる。 したがって,フ ルオレセインの炎症性 リンホカ

イン産生誘発能がPHAほ ど強 くない点 と,フ ルオレ

セイン点眼の血中濃度が低い点を考慮すると,フ ルオ

レセイン点眼よるリンホカイン産生誘発には長時間を

要し,フ ルオレセインの頻 回投与 によって初 めて β-

ラクタム剤過敏症の発現 を増強 する もの と推測 され

る。

さらに問題 を発展させると,フ ルオレセインナ トリ

ウム以外に薬剤過敏症の発現 を増強する薬剤があるか

という点である。 この点 については今後多方面から検

討 され なけれ ば な らな いが,ク マ リン(1,2-ben-

zopyrone)もPHAの マ イ トジェン作用 を増強 する

という報告があ り13)注 目する必要がある。 また,近

年interleukin-2(IL-2), interferon-γ (INF-γ)や

tumor necrosis factor (TNF)な どのサイ トカイン

が臨床治療に用いられるようになってきたが,こ のよ

うなサイ トカインは免疫細胞 を賦活す ると同時に,過

敏症の発現を増強する可能性 もあり,今 後十分留意す

る必要があると考える。

多剤併用にな りがちな今 日の薬物治療では,薬 剤が

抗原としてだけではな く,薬 剤過敏症発現の増強因子

として関与する場合が問題 となって くると考 える。
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Potentiating effect of fluorescein sodium on ƒÀ-lactam hypersensitivity

―Studies on ability inducing the production of leukocyte miration inhibitory factor―
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When cefclidin (a ƒÀ-lactam antibiotic), fluorescein sodium (an ophthalmologic test agent) and

oxybuprocaine hydrochloride (an ophthalmologic test anesthetic) were administered in combina-

tion, 67% (8/12) of the opthalmologic test volunteers developed skin eruption. To clarify the

pathogenetic mechanism, we assessed ability to produce leukocyte migration inhibitiory factor

(LMIF), one of the lymphokines involved in ƒÀ-lactam hypersensitivity. Lymphocytes collected from

the peripheral blood of healthy humans were adjusted to a cell count of 1•~106 cell/m1 and incubated

with the three drugs mentioned above at 3TC for four days in a CO2-incubator. The supernatant was

isolated, and the migration test was performed as follows. Granulocytes collected from healthy

humans were adjusted to a density of 1•~108 cell/ml, suspended in the supernatant fluid which had

been isolated as described above, and migrated on an agarose plate for 24 hours. Migration index

(MI) values were calculated from the area of the field of migration. The MI values (mean•}SE) for

1ƒÊg/ml concentrations of phytohemagglutinin (PHA), fluorescein sodium, and oxybuprocaine

hydrochloride were 77.0•}2.29 (nomal range, 99.6•}3.04), 88.3 •} 1.19 (99.6•}2.52), and 96.0•}

1.27 (100.2•}2.40), respectively. The MI value for a 100ƒÊg/ml concentration of cefclidin was

95.3•}1.21 (98.6•} 2.38). A significant difference was found in both PHA (p <0.0005) and fluores-

cein sodium (p <0.001). The MI values for PHA (0.2ƒÊg/ml), PHA+fluorescein sodium, PHA+

oxybuprocaine hydrochloride, and PHA+cefclidin were 93.6•}3.03, 85.0•}1.79, 94.6•}1.97 and

91.4•}2.14, respectively. PHA+fluorescein sodium was found to have a significantly (p < 0.005)

lower MI value than PHA alone. Our findings indicate that fluorescein sodium induces LMIF

production by lymphocytes and that it potentiates LMIF induction by PHA, and these effffect may be

largely involved in increasing its ability to induce ƒÀ-lactam hypersensitivity.


