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薬剤 アレルギー に関する基礎的研究(続 報)

―βラクタム系抗生物質の血小板機能に対する影響―

本間 義春 ・川 角 浩 ・横室 公三 ・竹内 良夫

日本医科大学微生物免疫学教室*

(平成6年8月3日 受付・平成6年9月2日 受理)

モ ルモ ッ トの アナ フィラキ シー誘 発実験 におい て,cefaclor (CCL)-HSAま た はcephalexin

(CEX)-HSAを 抗 原 とした場 合 に シ ョッ ク死 したに もかか わ らず血 中 ヒス タ ミン値 は変動 し

なか っ た。 この現象 を解析 す るため,モ ル モ ッ トの血 中 ヒス タ ミンのmajor sourceで あ る血

小 板 に着 目 し,血 小 板 活性 化因 子(PAF)の 作 用 に対 す る薬 剤 の影響 を検 討 し以下 の結論 が

得 られ た。1.5×10-7MのPAF刺 激 で起 こる血 小 板 凝 集 作 用 に対 して 薬 剤 濃 度1mM,10

mM共 に影 響 を与 え なか ったが,PAF刺 激 に よる血小板 か らの ヒス タ ミン放 出作 用 に対 して

はamynobenzyl基 を側 鎖 に もつ βラ クタム系抗 生物 質 は共 通 して有意 な抑制 傾 向が認 め られ

た。以上 の結 果 か ら,ア ナ フ ィラキ シー シ ョック時 の血中 ヒス タ ミン値 の無変化 の原 因の1つ

として,CCL, CEXが 血小 板 か らの ヒス タ ミン放 出 を抑制 してい る可能 性が 示唆 され た。
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I型 ア レル ギーの発症 は,主 として肥満細胞 に結合 し

た,IgE抗 体 と対 応す る抗 原 との反応 の結果,chemical

mediatorsの 遊離 とそれ に伴 う組織 の器質的変化 とい う一

連の反応によって もた らされ る。一方,IgE抗 体の関与が

認 め られ ない偽 ア レル ギ ー反 応 は1)cefaclor (CCL),

cephalexin (CEX)を は じめ としたβラクタム系抗生物

質について認め られ,こ れらの薬剤の使用頻度の増加 に伴

い副作用の報告 は増加す る傾向 にある2)。

山田3)はCCLの 免疫学的特性 を検討 した際にアナ フィラ

キシーショック誘発実験 において,シ ョック死 を確認 しな

が らも,抗 原抗体反応 に由来する血中 ヒスタ ミン値 の上昇

が認 められない事 実 を観察 し,CCLに ついて抗原抗体 反

応以外の原因によるショックの誘因 を推論 した。

本論文 は上述の結果 を解析する目的で,モ ルモ ットの血

中 ヒス タ ミンのmajor sourceで ある血小板4)を材料 とし

て,PAFの 血小板凝集 作用,血 小板 か らの ヒスタ ミン放

出作用に対するβラクタム系抗生物質の影響 を検討 した。

I. 材料 お よび方法

1. 動 物

体重3009前 後 のHartley系 雌 性 モル モ ッ ト(埼 玉

実験動物社)を 免疫,passive cutaneous anaphylaxis

(PCA),お よび血小 板 の採 取 に使 用 した。

2. 薬 品

薬 剤 は,β ラ ク タ ム 系 抗 生 物 質 の 母 核 で あ る6-

aminopenicillanic acid (6-APA Lot. 72F-0837,

Sigma社 製),7-aminocephalosporanic acid (7-ACA

Lot. 62F-0543, Sigma社 製),お よ び 側 鎖 類 似 構 造

物 と し てphenylacetylglysin (PAG Lot. ECN-7583,

和 光 純 薬社 製),aminobenzylphospholinic acid (AMB

Lot. 47F-7819, Sigma社 製),さ ら にaminobenzyl

基 を 側 鎖 に もつ 抗 生 物 質 と してaminobenzylpenicillin

(ABPC Lot. 47F-7819, Sigma社 製),cefaclor (CCL

Lot. 560GK7,塩 野 義 製 薬 社 製),cephalexin (CEX

Lot. 86F-0059, Sigma社 製),benzyl基 を 側 鎖 に も

っbenzylpenicillin (PCG Lot. D144K,万 有 製 薬 社

製),側 鎖 にmethoxy基 を 有 す るlatamoxef (LM-

OX Lot. WT-04,塩 野 義 製 薬 社 製)を 実 験 に使 用

し た(Table 1)。

また,血 小 板 の刺 激剤 と してplatelet activating factor

(PAF Lot. 83141355,フ ナ コ シ社 製)を 使 用 し た。

3. 免 疫 用 抗 原 と抗 血 清 の作 製

Parkerら の 方 法5)に 準 じ て,薬 剤 とascaris suum

extract (Ase)な らび にhuman serum albumin (HSA)

と の 結 合 物 を作 製 し た 。Ase-coupling抗 原 は免 疫 用

抗 原,HSA-coupling抗 原 は 反 応 用 抗 原 と し て 使 用

した 。

*
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Table 1. Used materials

(nucleus, side chain and antlbiotics)

抗 血清の作製 は5mg Al (OH)3/Tris buffered saline

1mlに 対 しAse-coupling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回 免 役

し,最 終感 作10日 後 に全 採血 して抗 血清 を え た6)。

抗血 清 は8日 間passive cutaneous anaphylaxis (PCA)7)

でPCA titer 400倍 に調 整 して,ア ナ フ ィラ キ シー

シ ョッ クの誘 発実験 に用 い た。

4. アナ フ ィラキ シー シ ョック誘 発実験 と血 中 ヒス

タ ミンの測定8,9)

Hartley系 モ ルモ ッ トを各 薬 剤 に対 す る抗 体1ml

で被 動 性 感 作 し,8日 後 に各 抗 体 に 対 応 す るHSA

coupling抗 原 また は薬剤100mgを 静 脈注 射 した。 呼

吸 困難,立 毛,挙 動 不安 等 のシ ョック様症状 また は シ

ョック死 した時点 で採血 し,血 中 の ヒスタ ミン量 を小

松 らの方 法9)で測 定 した。

5. 血小 板 の分離 と洗浄 血小板 の調整

常 法 に よ り3.12%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 を用 い てモル モ ッ トか ら採

血 し10),800rpmで10分 間 遠心 し,赤 血 球 を除 去後,

多血 小板血 漿(platelet rich preparation, PRP)

をえ 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(platelet poor preparation, PPP)

を えた。 このPRP液 に等量 の25mM Tris-HCI, 130

mM NaCl, 1.5mM EDT合 溶液 を加 え,4℃,2,000rpm

で10分 間 遠心 し,え られ た沈渣 を25mM Tris-HCl

溶 液,130mM NaCl,0.1% glucose, 0.1% albumin

溶 液 に再 浮 遊 させ,血 小板 数 を1.5×107/mlに 調 整

して洗 浄血小 板 浮遊液 と した。

6. PAF刺 激 に よる血小 板 凝 集 に対 す る薬 剤 の 影

響

PRPの 細 胞 数 をPPPを 用 い て107/mlに 調 整 し,

そ の細 胞 浮 遊 液200μlに 対 し1mM,10mMの 各 薬

剤 をPAF(1.5×10-7M)と 同時 に添加 し3分 後 に血

小 板凝 集計(NKK Hema tracer,二 光パ イオサイ

エ ンス社)を 用 いて,血 小板 優集能 を測定 した。

7. PAF刺 激 に よ る血小 板 か らの ヒス タ ミン放出

能 に対 す る薬 剤の影 響

洗浄 血 小板 浮遊 液 にPAF (1.5×10-7M)と 各薬剤

を同 時 に作 用 させ,37℃,3分 間incubateし た後,

細 胞 内,お よび上 清 中の ヒス タ ミン量 を測定 し,〔遊

離 ヒス タ ミン量/遊 離 ヒス タ ミン量+細 胞 内 ヒスタ ミ

ン量 〕 を遊 離 率 と し,10回 の実 験 のmeans±SDと

して図 表 に示 した。

II. 結 果

1. 実験 的 アナ フ ィラキ シー シ ョック誘 発時 におけ

る血中 ヒス タ ミン値 の変動

PCA値400倍 力価 のIgE抗 体 を含 有 する抗血清で

被 動 性 感 作 され た モ ル モ ッ トにHSA-coupling抗 原

を静脈 注射 して,全 身 アナ フ ィラキシー ショックの誘

発 を試 み た。

Table 2に 示 す よ う にPCGの 場 合,5匹 のモルモ

ッ トのす べ てが シ ョック状 態 とな り,5分 以内に死亡

した。 そ の際,血 中 の ヒス タ ミン値 は37mg/ml(抗

原 誘 発 前)か ら455mg/mlへ と有 意 の上 昇が観察さ

れ た。 一 方,CCL, CEXの 場 合,5匹 中2匹 または

3匹 に シ ョッ ク死 を認 め た ものの,血 中 ヒスタ ミン値

は誘発 前後 で ほ とん ど変化 は認 め られ なかった。同様

の実験 系(Table 3)で アナ フ ィラ キシー反応 を誘発

す る抗 原 として抗生物 質 を投 与 した場合 に,そ の直後

ま た は20分 を経 過 して も,血 中 ヒスタ ミン値 は変動

を認 め なか っ た。 そ の後 さ らにHSA coupling抗 原

を投 与 し,20分 経 過 した 時 点 で血 中 ヒスタ ミン値の

測 定 を行 っ た場 合 は,PCG, CETの 系では血中ヒス

タ ミン値 は有 意 に上 昇 しシ ョッ ク死 したのに対 し,

CCLの 系 で は,CCLま た はCCL-HSAお よび他系

の抗原 で チ ャレ ンジ した場合 で も,血 中 ヒスタミン値
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Table 2. Test of anaphylactic shock in guinea pigs

*

 (ng/ml,mean±SEM)

P<0.01 vs before PCG.

GPs were passively sensitized with each IgE antibody.

After 8 days, induction of anaphylactic shock was observed with injection of the challenging

antigen.

PCG: benzylpenicillin, CEX: cephalexin, CCL: cefaclor

Table 3. Histamine assay of blood isolated from guinea pig passively sensitized with antibody

GPs were passively sensitized with each antibody.

After 8days,
* Sample 1 was obtained before the injection of antibiotics.

**  Sample 2 was obtained 20 min after the injection of antibiotics.
***  Sample 3 was obtained 20 min after the injection of HSA coupling antigen.

PCG: benzylpenicillin, CEX: cephalexin, CET: cephalothin, CCL: cefaclor

の上昇 はほ とん ど認 め られ なか っ た。

2. PAFに よる血小板 凝 集作用 へ の薬 剤 の影響

前記実験 的 アナ フ ィラキ シー シ ョッ ク誘発 実験 にお

いて,血 中の ヒス タ ミン値 の動態 に血小 板 中の ヒス タ

ミンが関与 す るか 否 か を検 討 す るた めに,PAF刺 激

による血小板 凝集作 用 に対 す る薬 剤 の影 響 につ いて検

討 した。

最終濃度1mM,ま たは10mMの 薬 剤 を1.5×10-7

MのPAFと 同時 に3分 間反応 せ しめ,血 小板 凝集 計

を用 いて血小 板 凝集 能 を測 定 した。PAF刺 激 の みの

凝 集 を100%と した場 合,そ れ ぞれ の薬 剤 で若 干 の凝

集率 の減 少が認 め られ た もの の有意 な凝集 抑制 は認 め

られなか った(Table 4)。

3. PAF刺 激 に よる血小 板 か らの ヒス タ ミン放 出

に対 す る薬 剤 の影 響

1.5×10-7MのPAFと 最 終 濃 度0.5mMの 各 薬 剤

をそれ ぞれ 同時 に血小 板溶 液 に添加 しPAF刺 激 によ

る血小 板 か らの ヒス タ ミン放 出 に対 す る各 薬剤 の影響

を検 討 した(Fig. 1)。PAF無 刺激 のcontrolは14.3

±3.1%,PAF刺 激 だ けの とき は51.8±7.1%の ヒス

タ ミン放 出が起 こる条件 下 で,母 核 お よび側鎖部 分 の

6-APA, 7-ACA, PGAは それ ぞれ,50.1±17.3%,

54.2±11.2%, 50.3±7.8%,側 鎖 類 似 構 造 物 の

AMBは14.5±3.9%の 放 出 率 を 示 し た 。PCG,

LMOXの 放 出率 は51.9±8.3%, 48.1±3.9%を 示 し

た 。 一 方,ABPC, CCL, CEXで は24.7±5.1%,
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Table 4. Inhibitory effects of antibiotics on platelet

aggregation stimulated with PAF

50 ƒÊl of PAF (1.5•~10-1M) and antibiotics were added

to 200ƒÊl of platelets (1.5•~107 cells/ml) at the same

time.

16.0±4.9%,20.3±7.3%を 示 し,有 意 に ヒス タ ミン

放 出 の 抑 制 が 認 め られ た 。(Fig. 1)。

さ ら にAMB, ABPC, CCL, CEXに つ い て,上

記 緒 果 を 再 確 認 す る 目 的 で 最 終 濃 度0.01mM,0.1

mM,0.5mMの3濃 度 に つ い て 検 討 し た(Fig. 2)。

無 刺 激control 15.8±3.1%,PAF刺 激 で50.9±7.0%

の 放 出 率 が 認 め られ た 条 件 下 で,CCLの 場 合,22.7

±4.3%(0.01mM),20.5±4,0%(0.1mM),19.0

性.0%(0.5mM)と 濃 度 依 存 的 に ヒ ス タ ミ ン放 出

抑 制 が 認 め ら れ た 。 ま たCEXで は,26.0±5,1%

(0.01mM),23.4±4.4%(0.1mM),16.4±3.6%

(0.5mM),AMBで は,18,3±3.6%(0.01mM),

17.4±3.5%(0.1mM),16.0±3.1%(0.5mM),

さ ら にABPCで は941.5±7.5%(0.01mM),36.5

±6.0%(0.1mM),24,5±6.0%(0.5mM)とCCL

と同 様 に 濃 度 依 存 的 な ヒ ス タ ミ ン放 出 の抑 制 が 認 め ら

50ƒÊl of PAF (1.5•~10-7M) and antibiotics were added to

200ƒÊl of platelets (1.5•~10-7cells/ml) at the same time.

Fig. 1. Effects of antibiotics on the release of histamine

from platelets stimulated with PAF.

50ƒÊl of PAF (1.5•~10-7M) and antibiotics were added to 200ƒÊl of platelets (1.5•~10-7cells/ml) at the same time.

Fig. 2. Effects of antibiotics on the release of histamine from platelets stimulated with PAF.
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れた。

III. 考 察

全 身性 アナ フ ィラキ シー シ ョックは即 時型 ア レルギ

ー反応 の代 表型 で ある
。 これ は,組 織肥 満細 胞 や血 中

の好 塩 基 球 と結 合 し たIgE抗 体 が 特異 抗 原 と反 応 し

た結果,ヒ ス タ ミンをは じめ,slow reacting substanse

of anaphylaxis (SRS-A, leukotrien), eosinophil

chemotactic factor of anaphylaxis (ECF-A), pla-

telet acdvating factor (PAF)な どのchemical media-

torsが 遊 離 され る11)。これ らの化 学物 質 の うち,ヒ ト

お よびモ ルモ ッ トにお ける反応誘 発 のmajor shock-

ing agentは ヒス タ ミンで ある とされて い る12)。

今 回 の実験 でanti-PCG-IgE抗 体,anti-CCL-lgE

抗体,anti-CEX-lgE抗 体 をモル モ ッ トに被動 性感 作

したアナ フ ィラキ シー シ ョック誘 発実験 におい て,各

対 応抗 原 をチ ャ レン ジ した時 に,PCGの 場 合 はシ ョ

ック死時 に血 中 ヒスタ ミン量が有 意 に増 加 した のに対

し,CCL, CEXで は シ ョ ッ ク死 した に もか か わ ら

ず,血 中 ヒス タ ミン量 の 上 昇 が 認 め られ な か っ た

(Table 2)。 さ らにanti-CCL-IgE抗 体 が被動 性 感 作

された場合,CCL以 外のcoupling抗 原で惹起 して も血

中 ヒスタ ミンの上昇 は認 め られ なか っ た(Table 3)。

CCLとCEXの 構 造 上 の相 異 は3位 側 鎖 の みがCl

とCH3で 異 な るが そ の 他 の 構 造 は 一 致 し て い る

(Table 1)。 その結 果,CCLの 反応性 は免 疫学 的 に も

交 叉性 は高いが他 薬剤 との反応性 は低 い13)ことによ る

もの と考 え られ る。

上 記の血 中 ヒス タ ミンの変 動 に関 して は,モ ル モ ッ

トは他 動物 とは異 な り,血 中 ヒス タ ミンの約90%は

血小 板 に由来 す る4)とい う特 徴 が あ る。 す なわ ち,今

回の実験 で血 中 ヒス タ ミンレベル の変動 は,薬 剤が な

ん らかの形 で血 小板 に作 用 してい る こ とを示唆 してい

る。

血 小板 膜 上 に はIgEレ セ プ タ ー の存在 が認 め られ

てお り14),IgEで 被動 性感 作 され たモ ルモ ッ トに抗原

を静注 す る と血 小板 か らヒス タ ミンが遊 離 され る15)と

共 に脱顆 粒 した好塩 基球 の周 りに活性 化 した血小 板 の

凝集塊 が顕微鏡 的 に認 め られ る。

しか しなが ら,今 回の実験 で はシ ョック時 におい て

感作 され た白血球 か ら放 出 され たPAFは 血 小板 を活

性化 してい るに もか かわ らず,し か も血 小板 自身 も感

作 され てい るはずで あ るのに,ヒ ス タ ミンの放 出 は抑

制 され た 。 こ の 抑 制 は薬 剤 濃 度 依 存 性 で あ っ た

(Fig. 2)。 この結果 か ら薬 剤 は血 小板 に直 接作 用 して

PAFの 作用 と ヒス タ ミンの遊 離作 用 を抑 制 す るこ と

が示唆 され た。

以 上 に述 べ たCCLとCEXの 薬 理学 的 特 異性 を検

討 す る 目的 で上 記2薬 剤 に共 通 なaminobenzyl基 に

つ いて注 目 した。 その結 果,Fig.1に 示 した よ うに,

in vitroに お けるPAFに よる血 小板か らの ヒス タ ミン

放 出作 用 の 抑制 は,aminobenzyl基 を側 鎖 に もつ,

CCL, CEX, ABPC, AMBに 特 異 的 に 認 め られ,

しか も濃 度 依 存 的 な抑 制 で あ っ た(Fig. 2)こ とか

ら,ヒ ス タ ミン放 出機能 に対 して これ ら薬剤 の側 鎖 で

あ るaminobenzyl基 が な ん らか の影 響 を お よぼ して

い る こ とが 推測 され,aminobenzyl基 を もつ抗 生 物

質 の血 小板機 能の抑制 機序 について更 に詳細 な検 討が

必要 であ る ことが示 唆 された。

また,以 上 の考察 か ら推 測 す る とCCL, CEXの ア

ナ フ ィラキ シー シ ョ ック誘 発 実験 にお け るshocking

agentに つ いて は,血 小板 活性 化 に伴 う血 小板 細胞 内

の ヒスタ ミン16,17)以外 のchemical mediatorの 関与 が

推測 され,さ らに詳細 な検 討が必 要で あ ろ う。

一 方,PAFに よる血小 板凝 集 作 用 に対 し,CCL,

CEXに よる有意 な抑制 は認 め られず(Table 4),血

小板 か らの ヒス タ ミン放 出機能 の抑制 と相関 す る成 績

は得 られ なか った。 この原 因 として,血 小板 の凝集 反

応 と放 出反応 の機 序 の相違 が考 え られ る。 す なわ ち,

血小板 凝集 は血小板 膜糖 蛋 白質IIb/IIIa複 合体 とフ ィ

ブ リノー ゲ ンとの結 合8)に よる現 象で あ り,放 出反 応

は活 性 化 さ れ た血 小 板 の 細 胞 内 に お い て 起 こ る顆

粒 の集 中化 とそれ に伴 うopen canalicular systemと

の接合 を介 して の細 胞 内内容物 の放 出19)とい う現象 で

あ り,両 者 の反応 はそれ ぞれ独立 した反応系 で起 こ り

得 る と推 察 され る。Cephem系 抗 生物質 の血小 板凝 集

機 能 の 抑 制 に つ い て は,latamoxef (LMOX)や

cefmenoxime (CMX)に よる血小 板表 面 の陰 性荷 電

の増大20)やmoxalactam disodium投 与 によ る著 しい

出血時 間 の延 長 を伴 う可逆 性 の出血性 素因 の合併 がみ

られ た際 にADPに よ る血小 板凝 集 の障 害 によ る血 小

板 機能異 常がin vitroで 認 め られ る21)などが報告 され

てお り,特 に嘉久 志 ら22)はCCLの 血小 板凝 集 阻害 作

用 をフ ィブ リノーゲ ン と血小板 膜糖 蛋 白質IIb/IIIa複

合 体 との結合 阻害 に よる としてい る。 したが って抗生

物 質 に よる凝集 と放 出反応 はさ らに薬 剤 の種 類 を拡大

して詳細 な再検 討 が必要 で ある こ とが 示唆 され た。
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Effects of ƒÀ-lactam antibiotics on platelet function
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This report concerns the fact that the postmortem level of histamine in blood was un-

changed in guinea pigs (GP) that they died of antibody reaction the cefaclor (CCL) -human

serum albumin (HSA) conjugates or cephalexin (CEX) -HSA during anaphylactic shock. In

order to analyze this result, we studied how antibiotics affect platelets activated by platelet

activating factor (PAF) , as platelets are major source of histamine in GP blood. When PAF

(1.5•~10-7M) reacts to platelets histamine is released and platelet aggregation is induced,

CCL and CEX (1mM or 10mM) blocked histamine release but did not block platelet aggre-

gation. From these results, it was suggested that the release of histamine from platelets was

blocked by CCL and CEX, and therefore, the level of histamine did not increase during

anaphylactic shock.


