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　　　　　　　　　 1 緒　　言

　 ペ ニ シ リ ン は 広 く用 い られ て い る薬剤であ るガ，そ の

．反面 ペ ニ シ リ ン に よ る ア ナ フ イ ラ キシ
ー
様反応 も，電 の

・
抗生剤に 比較 し最 も 多 くの 報告が み ら れ る．ペ ニ シ リン

に よっ て ヒ bが 感作され，ア レ ル ギーを起すこ とほ周知
・の こ とであ るが ，感作機序に 不明 の 点が多 く， した が っ

て ア ナ フ イ ラ キ シ ーを末 然 に 予知 す る 手段と して ，
ペ

ニ シ ワ ン単独 を用 い る2，3 の 方法が考案 され て い る もの

・の ， 未 だ 確 実 な f’知法 とは い え な い ，一
方 実験的ペ ニ シ

リン ・ア レ ル ギ ーに お い て ，ペ ニ シ サン の よ うに 比 較的

・簡単 な構造の 砥 分 子化合物 では ， そ れ の み で は 銃原 と し

て 容 易 に 惑作原性 も ， ま たア レ ル ギ
ー

反 轟δの 誘発能をも

表 才） し得 な し、，

　 ペ ニ シ リン の 抗原性 を解明す る に は ， ま ず生 体内でペ

ニ シ リ ン が 蛋白と結合 して完全抗原とな る機序を明 らか

に するこ とが 必要であ る．鳥居 ら
n 言〕3〕

は，in　vitro で

ペ ニ シ リ ン と卵 白 ア ル ブ ミ ン との 生 理 的食塩水溶 液を37

℃ ・2弖時閤放置 す る，ご く磨然な換作 に よ り得た 抗原

掖 ，
ペ ニシ リ ン

・
ア ル ブ ミ ン複合体 の 作成 を考案 した ．

こ れ に よ つ て ，容易か っ 高率 にモ ル モ ッ トを感作 し得る

こ とを 能動的 ア ナ 7 イ キ シ ーお よび Schultz−Dale 反応

で確認 し7c．

　
Levinen − s｝

，　Eisen9）MU ，
らは ペ ニ シ リン が 銃 原 性 を得

る機序 と し て ，
ペ ニ シ リン の 中問 分 解物 であ る Penici−

11eni　cacld を 重要規 して ，
　Benzyl −PenlcMin よ LA　Pen −

icillenic
　

acid を化学的 に つ く り t 　こ れ と蛋 白を結合 さ

せ て そ の 結合様式 ， 特異的抗原性 に つ い て詳紹 に報告 し

た ．

　中島
匹鋤 は ハ プ テ ン と して の ペ ニシ リン が．シ ＝ レ ツ パ

ー
であ る蛋 白 と複合体を形成 して 航原性 を獲得す る た め

の 種R の 鰭 を ，
Passive・cutan ・… an ・phylaxi ・ （PC 。

A ）を行 つ て検 討 した ．す な わ ちペ ニ シ リ ン 掻 自の 抗

原性結合顕 蟹 溶液では 速 や カて あ り，こ の 蛋白結合掀

透折で は解離しない 非可逆的結合であ る こ とを明 らか に

した．ま た ペ ニ シ リン の 分解物であ る Pen 正citloic 　ac 三d

Pellillic　 acid は 蛋白と結 合 しない の で抗原性 が認め ら

れ な い こ と，ペ ニシ リン G の Penicillenic 　 acid 生成量

と抗原性結合 の 強弱 が ほ 玄並 行す る こ とか ら．ペ ニ シ ワ

ン blYl原性 を得 る た め に ←ま Penicillenic　acid が 関与 し

てい る ⊂ と を 推定 した．

　 著者 ；ま，生俸内で起 り得 る と考えられ る条件で作成さ

れ るペ ニ シ リ ン ・ア ル ブ ミ ン 複 合体 （Pc 　albumin 　com ．

plex・） 撃 ，ペ ニ シ リ ン と蛋白 と如何 な る結合で あ るか ，

そ の 競原構造 1ま如何 な る もの で も る か を Penicillenic

acld と蛋白の 結合体 と対比 し．て，両者 を免疫学的に 検

討 した．

　　　　　II　実験材科お よび実験方法

　 1） 抗原 の 作成

　 イ ）Pc −albumin 　cemplex

　 感 作 抗原の シ ユ レ ツ パ ー
として ， 卵自ア ル ブ ミ ン は

ColeT3） の 方法で 2 回 再結晶 に よ り，誘発抗 原 の シ ユ レ

ツ パ ー
と して の ヒ トア ル ブ ミ ン は血漿よ り低温 エ タ ノ

ー

ル 法に よ り作成 した．ペ ニ シ リン G は 万 有製薬提鋲 品 を

用 い た．S35標識 ペ ニ シ リ ン G は 日本化薬の 提供 に ょっ

た ，Pc −a】bumin　complex の 作成 は ，生食水に溶解し

た ア ル ブ ミ ン10mg ノ【nl と結晶 ペ ニ シ リ ン G6emgtml と

の 等量混和液 を，37℃ 24時間 incubation し，大量に 生

じた沈澱 を N ム。 NaOH で pH 　T．6〜 T．8に 再溶解 し，

pH ？．窪〜 7．6の 0・15M リ ン 酸緩衡加 生食水液中で 1週

間 ， 外液 を 取換 え なが ら透折 した．透折後 の ア ル ブ ミ ン

濃変は Biuret 法 ご定 量 した ．

　 ロ ）Penici】loyl−Pretein　conjugate

　 a ） Penicillenic　acld の 製法

　Penicillenic　acid は ベ ニ シ リン の 自然崩壊 過程 の 化

合物であ るが，化学的操作 を加 え て製成できる．ま乏 分

子 構 造 の 。 xazol 。 ne 核に 9 つ く勦 1線 最大吸収 の 波長は

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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　 図 1　 Penicillin−G と蛋 白 の 非可 逆 的結 合様式
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図2 　Penicillenic 　acid の 紫 替 吸光 曲

匹 0 0 03

》 322m μ
で，ε＝26．600 よ り 定 量的 に 測 定 す る 乙 と

でき る， 比較 的 不安定な ｛ヒ 含 物で掛るが ， 蛋白 ない し

ミノ酸 と結合する と 安定 化 す る と い われてい る．蛋自のC

tin 残基との・ S ・S 一 結合ぐPe 【 licMenate 　protein　conju

te ・
図1〕の場XStv’ 322 　mp に紫外 吸収が同 様に

在する． 　Peniclilenic　acid ｛・±Carpenter　et 　 ali ‘ ）
の

法をmo − dify し
たL

ε vine5 ）の方注に従つ て 作 成

た ，ペ ニシリ ンGの二水溶液3．56gt200 　mlとHgCl，3．26 　

　200ml 冰溶液を混
秘．，24ag 問・32 ℃に敏置

生成 し た沈澱 物 を冷水で 数回遠沈操作 を 繰返 し ・，最

に エーテ ル で洗 滌 する．これ に ベンゼン 200 　 mt と 蒸

水 5Gml とを 加 え H ， S を充 分噴 出 させそ ，沈澱 物ほ還元さ

．て Penicillenic 　 acid と な りベ ン ゼ ンに 溶

る．ベンーゼン 層を分離 し ， 羚水で数 回洗滌 後冷凍乾燥をして

晶PeniciHenicacid 　をttt；−2 ．　図2｛ ま，　Pe 【iieilleni

@acid 　の結 晶 を95 ％ エタノー ル に溶

し て得た紫外吸光曲線である． 　b｝　　penicilloy　prote

　conjugate 　の 製法 　Levine ’冫に 皇ると， 　 Penic

nic 　 acid と蛋白との結 合俵式には，（図 i），前記の一 SS

結合以タ トに inter 　mQ ・ lecular 　 rearrange【nent ｛こよるPen

illoyl 　carbOxyl 残 基 とLysin の ア

ノ残基 との酸アミi こ結合，つまり Penici 】loyl 　 protein 　c

｝ugate がある．この結 合体は Penamaldate 　meth （

〔 図
3），すなわち Hg 　Clr また わP −chloremercurjbenzoic 　ac

と の1 　thi 　 1 でThiazo 一 図3　P

amaldate 　

tも （》d ， 　 　　　　　〆S 丶 R ｛【ト 珊1 − £HCH 　 C（C
n ）1 　　　　貸｛O−NH −C

C 旺 　 　　　コ　　　　， 　 　

　 ト 　　o 置 9NH πCHcoOH 　
　 　 　NH　　　　　　　　　HeC＋ 」

　　　
　

コ　
　　　

　　　　
　　　　　　 　 　

　（1 蠶圏）‘ 　　 　 6Pon 丕

Lloy 匪一

be 皿 i
@cen

gate 　　　コ 　　　忌　
　 s 　　 　αCH8 ）塞

@ ロ

　，　　　ロ

■ C 　NHrCHGOO ｝｛ 　触
（

H の ， 　■ Mercuro ・P2

m ● 窶 doyI ・ 　　　 直［bumin 　 co 口，皀 8置に

＊たまはp − chloromeruibenzoic 　acid

idin 環が切れ，そのs とHg 　 Cl が結合 した Penam − a ］dQyl 　

otein 　conju 肆 te を 生じ， この もの

282 　 m＃ に紫外最大 吸収帯を示すことにより定量し得る． 　 Penicillo

　 protein 　
conjugate

の 作成はLevlne の 方

@およびEisenit ）の方法を 疑分 m （Xiify し て

つた． pH　7 ． 4リン 酸緩衡液加生
食
水に 溶解したアルブ ミンの 6、Omg／m 主

海 O　 ml　に ， 　
｝

コ enicil 主 enic 　acId

35     蝣 解 した 95 ％エク ノ ール溶 液2．Om1 を鏡 拌

な が ら 滴 下 し て加え， その間 pHの妊 下を防 ぎpH 　T

5 〜 8 ．O に 保 持す る為0。 5NNaOH 溶液を滴

ド した ．反応液は充分 混和 後4 ℃ の 冷 室に放置 し ， 遠

して上清を緩衝生 食液 に透 折し ・ た．透 折は外液

毎 日取 換え

  ﾔ 継 続 し，透 折 後 の 蛋白濃 度はBiUiet 法にょり測

し、た，
　
2）感作 　 動物は 2   前 後のウ サ ギ を用ひた 。抗原はCo

leteFreund ’s 　Adjuvantとし てあらか

めArlacel1 容 ， 流動パ ラ フィ ン 8 容お よび

燥結核死 i ’2　 mgtm ｝ を乳鉢 で混 和 し，これを

拝しつX 抗原液 4容を漁下して完全 な懸濁液とし・たも の を用いた． 初回感 作ぽ，各

聴皮 内 塗 二   ．05mL 　宛，　 腹f’ ？部 （ ！）皮内

ラリ所に　 0 ， 1m 垂　宛， 　 総 量 2ml を1 同硫

して注
射
， 2i 璽 目 真 剣 秘 よそ の2 週間 後 に腹背部 の み に同 量
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6 週目 よ り耳静脈採血 を行っ た，別 に Levines） の 方法

に もとづ き ，
ペ ニ シ リン GIO 舳 gを生 食水 1mE に 溶 解

し．L記 Freund ’
s　Adiuvant に 懸濁 した もの を，初 口 足

蹠 お よ び 鰒背部 の 多数醐所 に 皮 内注射 し， つ い で18，

20、22，24，26　n 　｛　 itr．そ れ．そ れ ペ ニ シ リ．ン G　 10    の 生

食水溶液 2rn1 の 静注 ，同時に 曝独 ペ ニ シ リン 30万単位

を筋注し40 日 目に 採 f白n した．

　 3）　Passive　cutaneous 　anaghylaxis （PCA ）

　体重 25  〜 3009の 白 モ ル モ ッ ｝を用 い Ovaryi5） is／，

の 方法 を一
部変法

蹴
して 行 っ た．前 日 剃毛 せ るモ ル モ ツ

ト腹部 環 内に ，抗 ベ ニ シ リ ン ウ サ ギ 血 清 を 生 食永 で 1

× ，　10× ，　　100x ，　ユ、000　× ，　1（手希釈 し〜辷各　0曾1P ユ生　簑二

注射 し て ， 弓〜6 時間後誘発抗原液 1．O　ml と 0．5％

Evan ’
s　blue　I．O　ml との 混合液 を頚静脈よ り注・入 し，

そ の 30分後に抗血清注射部位 の 色素浸潤 の 拡が りを判定

し之 ．腸性基準 は Cooke…
に 従 い 色素浸潤 の 直径 7． 

皿 以．ヒの 竜の と定 め
， 抗血 清の 力価は陽牲 を承 す 抗 血渚

の 最大稀釈倍数で表わ した，

　4）　BDB 赤 血 球凝集反応

　 イ）BiSdiazotized　benzidine の 製法

　N ／sNa 層020 、6ml を 永冷水槽中 で 擾鰺冷却 しっ s

塩酸べ
γチ ジ ン （N ／1。 HCI　T。5ml に　 Benzidipe 　3．21 

を溶解）の 約3．25ml を徐 凌 に 滴下 す る．反応液中 の

NaiNP2 の 消失は ，反 応液の
一

部 を 沃化 カ リ澱粉液紅 滴

下 して 発色の 有無で棟定 しなが ら，塩酸ベ ン チ ジ ン を過

不足 な く加 え る．BDB 液 は
一君σC に保存する

　 ロ ） BDB 赤血 球の 作 成

　 あ らか じめ羊赤血球 を 生食水で洗滌 して 50％血 球浮遊

液を作 り，そ の 0．iml と10倍稀釈誘発抗原液 1．0　ml

と を混和 し，つ い で 0、15M リ ン 酸緩萄 液加生食液 （pH

T．4）で 12倍 に稀釈 した BDB 液 0．5m1 を加え て 麗拌

す る．ひ き っ ∫ き上 記緩衝 生 食蔽 3．5ml を加 え t
　 2 〜

3度携拝 しな が rp　IO分 間室温に放置 した稜遠沈 す る，上

清を捨 て ，緩衝生食液で 正 常 ウ サ ギ 血清を 100借 に稀釈

した蛋 白液 で遠沈洗 滌 操伶を 3回 繰 し，最 後に 王記蛋白

液 2．S　ml を加 え て 2 ％ 血球游遊液 を作成す る．

　 ハ ）凝集舞 応

　抗 壷清 は 56℃30分非働化 し，等量羊 1血球で
一

昼夜 吸 収

し た後，上記蛋白液の O、5　rn！で 倍数 稀釈 系 列 を作 り，

そ れ ぞ れの 稀釈抗血清 に BDB 抗原赤 血球液 の 0．05ml

加 え，振盪後 4 ℃冷室に
一
昼夜放置 し て 凝集 を判定 し

た．弐・1照 と して ｝二記蛋 自 液 1こ 感作血 球 を 加；えな もの と，

抗 血 清に 非感作 血球を 加 えた もの とを併置 した．

　 二）　 凝集阻 止 反応

　 BDB 赤 血 球凝集反応 の 結果 ，凝集価 8 挙位 に 稀釈 し

た 抗 血L清 を用 い て 0．5m 】宛試験管 に 分注 し，ペ ニ シ リ

ン G ，Penicilloic　acid を阻止 体 と して O．lmMlrnl よ

り 2 倍階 段稀釈系 列 を昨り，2 時間室濕放置後 BDB 赤

1丘L球凝集反億を行つ た．

　5）　 ク ン コ ン 酸処理 赤 血球凝集反応

　 ク ン ニ ン 酸は MaUincrirodら New 　York 製晶 を 用い

た ．反応液は全 て0．15M 翌ン 酸緩衝液加生食水 液 p解 ．4

を 用 い た ．2000 倍 タ ン ニ ン 酸 溶液 に 等量 の 5％ 羊赤血

球浮造液 を少量 づ ト 滴下 して 加 え．37℃ 10分加温す る．

緩衛生 食液で 3 回遠沈洗滌の 綬33・3％ の 血球浮游液とす

る，別 に 33．3男 に稀釈した 銃原液を用意 して．タ ン ニ ン

酸 処 理 血球液 の 等量 と混和 し，3V℃15分問加湿す る．遠沈

後 上清 を捨 て ， 0．IO％濃度 ．tv ウサ ギ ア ル ブ ミ ンを溶解せ

る緩衡 生食液で 3 回遠沈洗滌 して ， 上 記蛋白液（．　2．5％
の 1血球浮游滾と した・抗血清は非働化吸収 処 理 後，0．5ml

の 蛋 白 液 に 岔倍段稀釈系列 E し ， そ れぞれ に 感作凾球

液0．05　ml を 加 え t 振盪蔆 4 ℃冷室 に
一

昼夜放置 して凝
集結果を判定 した ．対照 と し て、抗 血 清 に 末処 理 お よび

タ ン ニ ン 酸処理の みの 血 球を加えた もの ，蛋 白 液に 感作

1鯨 を加 えた ヰゆと を設け た．wrtr判定 は Stavit・kyl・，

の 基 準 に倣 つ た．
．層

　 6） 寒天ゲ ル 内沈降反 応

　Oakiey −Fulthorpe 法 に よ り，　 0．3％ J−Agar 生食

液 を用 い
， 4 ℃ に 保存 した．

　 T）　 ヒ ト皮内反応

　航原 と して ペ ニ シ リン （Pc）G と Conjugate抗原を

用 い た．Pc　G は see　u ！ml 生食液  ．02　ml を 注射 し

た．ヒ トア ル ブ ミ ン Conjugate 抗原液 は減菌生食氷で

稀釈，mMi ・Pl）re 　filterを用 い て 2回濾過し．濾過抗原

液の
一

部は 廊液寒天培地で培 養 して無菌検査 を 行 っ た．

抗原液は蛋 白量 O．1mglml で0、02　m1 を前腕屈側に 皮

内注射 し，注入 Pc 量 は約 0，2〜 0．3単位であっ た．注

射後 15分 ， 3G勞に 判定 し発赤直径20nEU　Dl上 ， また わ そ れ

以 下 でも膨疹10  以上を陽性 と した ，皮内反応陽 性 者 の

血 清 は 更 に Prausnitz−KUstner 反応 で 検討 した．

　　　　　　　　　III 実験結果

　1） Pc 　Albumin 　 Comp ！ex の ペ ニ シ リンと 蛋自と

の 結合機式

　Pc　Albumin 　Complex の 透折前 の Penicillenic　acid

tl，モlrf　 322　m μ 紫外吸収で測定 す る と 2．2mgiml であ る

が ，こ れ を透折す る と僅 か O．023　mg ！ml であ っ た．こ
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図 4 　ss5 標 盞 ペ ニシ リ γ に ょ る ベ ニ シ リ ソ と蛋 白

　　　の 詰 合 化

・｝S1臼be1【ed 　PcG 十 Album 置Ω

　　　　　圭
　 　 　 　 　 Inegb 巳   己 亀t 露尸C
　 　 　 　 　 「or　24　hrs

　　 Precipitates

　　　　　i　 　 　 　 　 d 且817 ●ed   吋 o ● t　butttrtd
　 　 　 　 　 鳳 11皿 epH 　7，6 餌 4℃ IOt

　 　 　 　 ／ 丶 　 　 　 　 　 丶

罫 辮 ：篠 窯；
Molar
　 ra 目0

（
mea 麑

value
　 of6sam

−
ples
）幽

1
　 1．o

（0．S・−1，7）

の た め ぺ ニシ リン とア ル ブ ミ ン の結合様式は Penicille・

nate 　protein 　conjugate で あ る可能性 が少ない と考え

た．更 に こ の こ とを S35標識ペ ニ シ リン を用い て検討 し

た ．図 4 ，Pc　 alburnin 　 complex と同 じ条件で柞製し

た sss　Pc　albumin 　 complex を充分透析 して遊離ペ ニ

シ リン を畭去 した 後 ，

一
定量 の複合体溶液 に含有 さ れ る

S35　Pc 量 （BaSO 、 と して 沈澱 せ しめ た 後）を G −M 管

で測定して ， 複合庫を形成す る総 ベ ニ シ リン 量を算定，

図 5　 Penicillin　Albumin 　Cemplex の Penama ・

　　　1date 前 後 の 紫外 扱 光曲線

D
引

0
ー

o，5

o．6

e，4

o．2

筍0　 280　 300　 320　 340mμ

CurVt 　 a ： Ptni（…［lin・albumin ぐbmplex

Cur》e　 b ： 岡 crcuric ぐh【orid ｛ ‘s　 added 巳o　penlcithn・
　 　 　 ab 川 m 　comptex

（二ur 甘e　 c／ Pifferen匸o　beiween 己 altd　 b、

ま烈 司じ溶 液 の 322m 昌 紫外吸光度 よ り Pen ｛cillenic

acld 残基量を算定 ，

一方 ア ル ブ ミ ン 量 を Bluret 法 に

よ t）定量 し ， それ ぞれの結合比を算出 した，そ の 結果 ア

ル ブ ミ ン 1分子 に対する ぺ ニ シ サン 分子の 結台比は平均

1 ：i6。6であ っ た．一
方ア ル ブ ミ ン 分子対 Penicillenic

acid 分子の 結合比 は 平均 1 ： 1 であ っ た， こ の c と よ

り Pc　 alb ロ min 　 complex に お け る ペ ニ シ t）ン の 結・合

は ，
Penicillenate　conjugate の 関与 す る一S・S・結合以 外

の 様式，す な わ ち Penicilloyl　 conjugate の 様式が大部

分を占め る こ とが想定 され た．

　 更 に Pc　albumin 　complex に Pena 皿 aldate 法を応用

した Hg 　Clz 処理後の 複合体液 の 紫外線級収 を測定 す

ると， （図 5）HgC1 、 処理液 はい ち ぢる しい 吸光度の

増 加 を示 し、 吸光度 の 差 を図 に 表わ す と， 282m μ に 最

大吸光帯を云 す抛物線を描 き， あ き ら か に mercuro

penamvaldoyl　 albumin 　 conjugate 　の 存在 を 示 し，　 Pc

albumin 　complex 　　に　　Penicilloyl　coniugate 　の 結合

様式が 多量に含まれるこ とを認 め た．

　2）　免疫学的検討

　 イ）　 PCA

　抗 ペ ニ シ リン ・卵白ア ル ブ ミ ン 複合体 血 清 （抗Pe　EA

complex ），抗 Penicilloyl　EA　conjugate 　l虹清 お よ び抗

ぺ 昌 シ リン G 単 独 血清 （抗 PcG 漁 清）の 3種 の 抗 血清

を 用い ，
ベ ニ シ リン ・ヒ bアル ブ ミ ン複合体 （Pc　HSA

comp 】ex ）またわ PenicilEoyl・HSAconjugateを抗原と し

て誘発 した．表 王，Pc・HSA 　complex と Penicilloy｝HSA

conlUgate は それ ぞ れの 銃血清に対す ると同様 に ， 相互

の 抗血清お よ び抗 PcG 血 清 と も同 程 度 に陽性 を 呈 し，

両抗原は強い 交叉 性を もっ こ とが 示 され た．

　 ロ ）　 赤血球凝集反応

　 BDB 赤塩 球凝集反応とタ ン ＝ ン 酸処 理赤血 球凝集反

応 は 同様の 傾向を示 した．表1，Pc　HSA 　cemplexts よ び

Penicilloyl　HSA 　 conjugate は 対応 す る抗血 清と強 い

陽 性 反応 を呈す るが，同時 に 抗 PCG 血清 ともほ 玄 同

程度の 反応 を 示 しか つ 相互に 交 叉性 が 認め られ た．

　 BDB 赤血球凝集阻止反応 は ，　 Pc　 G お よび Penicil．

loic　acid で ほ 畫等 し く 1．5 μM ／ml 液 に て凝集阻止が

み られ，ハ プテ ン と して の 両者 の 関連性が示 1 れ た．

　 ハ ）　 寒天 ゲル 内拡散沈降長応

　 Pc　HSA 　 cQmplex ま た わ Penicilloyl　HSA 　conjugate

を抗原 と し た 場 合， 抗 P¢ −EA 　 complex 血清お よ び 抗

Penicilloy…　EA 　conjugate 血 清は 共 に沈降線を形成 し，
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表 1Pen 童cl｝1in 闘 す る ウ サ ギ 抗齲 と P・ HSA ・・mp1 ・・ 組 ぴ P・・ i・m 。yl・ HSA … nj ・9・t。 の 免疫反応

Rabbit　antiserum
PCAI 　　　　ltemagglutinati・

　 on 　 te§t 盈鬻 。識
em

嚠 ・… d・ff・ … n

Reaction　with 　Pc−｝｛SA　Complex

Anti　Pc −EA 　Complex
Anti 　 Pc −G

1 ； 1，000i
1 ： 1

，000
Anti　Penicilloyl−EA
．C ・ nlugate

1 ： 1，00e

1 ： 4
，
096 1 ； 4，096 十

T ： 2，048 1 ： 2，e48 十

1 ： 2，048 1 ： 2，048 ÷

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 React めn 　with 　Penieilloy1．HSA 　Conjugate
A ・ti　Pc−EA 　C ・ mp1 ・ x …「

』
〕
．
コ ，。。。

』
i　 1 ・ 4，G96

至 ・亟 壅＿ 　 ［ ・ … ；　 1 ・ 65
，
・36 　 　 ・・

翻。譲
ciH °・i£ 紹 ・ ・王・・ i　 1 ・ 65，・36 ヨ

　　　　PCA ： Passive　 cutaneous 　Anaphylaxis
　　　　 BDB ； Bisdiazotized　 Benzidine ．

　　　　Agar 　diffusion　： Oakley　FulthOrpe　法

　　　　Antl　Pc　EA ・・mp ！ex ・ 抗 … ； シ リ ソ ・卵 白 ア ・・ プ ミ 噸 合 体 血 清

　　　　Anti　Pc　G ： Levine の 方 法 に 準 じた Pc　G 単独 大 量 注 射 抗 血 清

　　　　
Anti

　
P ・・ i・il｛。yl　 EA ・・ nj ・ g・t・ ・ be・ in・ の 方 法 ・・ よ る P・・i・i｝1・ni ・ a・id 。 卵 白 ア ’・ ブ ・ γ の 結 合

　　　　体 に 対 す る 抗 血 清 　　HSA ： ヒ ト血溝 7 ル ブ ミ ソ

16
，384 十

4，096 十　　　　皿

65，536 十

一

表 2 　 各 種抗 原 に よ る ヒ トの 皮 内 反 応

Pc ．G
　 　 　　 　 　　 　 Total
（＋） （一） 1
4

表 3　皮 内反 応腸性例 の Prausnitz・K益stner

　 　 　 反 応

Pc −G ー「  ノ4

　 　 ロ　　　　
t−

696　　 700
Penicilioyl．HSA 　Conj，　i
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 l4119

Penicil］o ｝
・1−HSA 　Conj，

　　 　 　　（十 ）
4 15 19

Pc・HSA 　Comp ！ex

Pc・HSA 　COmplex
　　　　　（十）

4
一

『 i21
蟹 鵠 liT

。，。 1
（＋） （一） i

2121

Pc．HSACOmplex （十） 18 3 2ユ

　　　　　　　　　　（
一

） 11i678i679
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1
　 　 　 　 　 　

−一一．．．1．’．．．一一一
1　　　　

−．
　 ：　　　　　　　 i

　　　TotaL 　　　　　　　 i　 l9　 i　 681　i　 700
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 亅　　　　　 　　 ；　　　　　　　 ：

　　 Penici］loyl　 HSA 　 conjugate 　： PenicMenic　acid

　　 と ヒ ト 血 清 ア ル プ ミ ソ の 結 合 偉

　　 Pc　HSA 　 complex 　 l ペ ニシ ワ ソ ・ヒ ト ァ ル ブ ミ ソ

　 　 複 含体

　　 注 射 量 ： O．02ml 　Pc　G 　loee位，他 は O．2〜0．3単 位

共通 に 反∫δす る抗体の ．存在 が 推定 され ，PCA お よ び．赤

贏球凝集反応の 結果 と共 に Pc　HSA 　 complex 繪 Peni．

cillOyl　protein　 c   njugate と 共通 の 構造 を有す ろ こ と

が．想定 された．

　 二 ）　 ヒ トの ・賓 内 ，tt応，

　抗原 と し て 同時に Pc　G 単独 ，
　 Pc　HSA 　complex お

よび P ・ nicill ・yl　HSA 　 c。nj ・gate を 用 い ，無差 別 の T

OO人 に つ い て 行っ た．表3腸 性例は Pc　G 　4 例，　Pc　HSA
c。 mpiex 　21rw ，　P・ ni ・ill。y田 SA 　c。・ iugat・ 19例 1（ み

られ，PcG での 陽性例は全 て 他の 2 抗原 に も陽性 であ

つ た．

　Pc　HSA 　complex の 陽性例 と Pen｛cllloyl 　HSA 　con −

】ugate の 陽性例 とは 表 2の 匚々tく きわ め て よ く一致 した．

　皮内腰応陽性者の 血清 を ＃」い て Prausnitz．Ktistner

反応を行 つ た結黒 ま，Pc　G で は全例 とも陰性 ，Pc　 HSA

complex は
t
ノ」、t　 Penicilloyt　HSA 　 conjugate は ツAgの

陽 を性得た （表 3），

　　　　　　　　　 IV　考　　按

　Landsteinertgno｝以 来，　単論廷な 低分 子 の イ匕｛勘 に二よつ

て 過敏症 が お こ るの は，その 化合物と生 体内の 蛋 白 とが

結 合 して ， あ るい は そ れ5 生 体内で化学的に よ り活性 な

分 子 構造 紅 転換陵蛋白と非可逆的 に結会 し．て 完全抗原 と

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

474 ぺ ＝シ リ ソ ・ア レ ル ギ ーの 研 究

な るた め と考 え られ てい る．

　 ペ ニ シ 嚶 ン 単独に よ る動物の 感作：
「
ま種々 の 方法

21 ）”2S ］

で試 み られ た さ ，い ずれ も確実 な感作 法 とは い わ れ な か

つ た ，

　 ペ ニ シ リン に よ る確実な動物の 葱作法は 1956年鳥居 ら
鹽｝kll，

に よ i3控 じ珍 て成功 し．t，す な わ ち ペ ニシ リン と

卵白ア ル ブ ミ ン を舒 ℃
・24時間 混合放置 す る こ と に よ

り，透折 で 解離 しな い ペ ニ シ リン とア ル ブ ミ ン の 非司逆

的結合物 tr得 られ，こ り もの を感作 に用 い る とペ ニ シ リ

ン に 特異 的 な抗体 を得られ る こ とが 見出 さ れ た．

　 Jo−gephsont7 ， 1・ミウ サ ギに 大量の べ ニシ ソ ン を綬返 し注

射 す る こ とに よ つ て 憲作 に 成功 し，LevineS） は 頚似つ

方 法に よっ て PCA ，沈降反 応陽性 の結果 を得て い る，

中島
La ｝

の追試に よる と 5例中 1例 （2例 死 亡） にの み P

CA 腸性 こ）結果 を 得た．

　 べ ニ シ リン とア ル ブ ミ ンO 非可逆的轄合 （Pc　 albumin

comp ユex ）　に 上 る抗原性の 獲f昇の 条件：・ま，酸性 p｝｛　で速

や か でか つ 大量 に 生 じ，中性では 僅 か
，

7 ル カ リ溶液で

は 殆んど生 じない ．また 従来考 え られ てい た ペ ニ シ リ ン

分解 物 £） Penicitloic　acid 、　Penillic　acid 　は蛋白と結・合

しな い こ とが 見出 され た．更に ペ コシ リン の 単独溶液を

37℃ ・24時 間敏署後中性 に 補正 した幾蛋白を加 え て 屯 ，

同様 に 抗原性 が あ る こ とか ら ，
ペ ニ シ リン が崩壊 して 酸

性 とな り，ま た醗性 pH で そ の 崩 壊 が速 や かに な り ， こ

の 不明の 崩壊物と蛋白が結合 t、て 完全統原化す る可能性

を 推定 して い売 ，

　1£ vine
伽

聖 ま1959年以来 ペ ニ シ リ ン の 崩壊中間産物

と して Penicillenic　adid が 生 婆，こ れ が蛋白と非可逆的

結合を L 『
（強い 抗原性を得 る こ とを示 した．Eisen9’らは

PeniciUeコ ic　 acid と蛋白 との
一S − S 一

結合物 （Peni−

ciHenate 　conjugate ）に よつ て ウサ ギ を感作するこ と之

成功 し ，
ペ ニ シ リン の 抗原構造 1・ま PenicMenic 　 acid 　l

：

蛋 白 の 一S−S 結 合に よ ろ と考 え た．

　中島 は Pc　albumin 　 complex の 抗原性結 合を検計 し

て ，
Penicillenic　 acid は ペ ニシ リ ン の 生 食水溶液 で 1・一！

中性緩衝溶液の 20倍の 大量が 生 じ， また ア ル カ リ溶液で

は 妊 とん ど産   せ ず ，完 全抗原化 と並行 罷係が あ る点 か

ら，こ の Pc　 albumin 　CGmp 玉ex の 抗原性 も Penicille．

nic　acid ど蛋白
・
つ結令物 が 主な もの と考 え た．

　著者 の 実験結果 では ，こ の Pc　albumin 　 cornplex を

形戎す るペ ニ シ リン とア ル ブ ミ ン の結合 molar 　ratio は

平均1 ：ユ6・6で室・ろ に ミか 丶 わ らず，　Penicilienie　acid 残

基 とし・て bratio け 平均 1 ： 1つ みであ り．結合蝶式と

して Penicillenale結合 は ご く少部分に す ぎ ない と考 え

られ た．

　1£ vine
ε ｝
は その 後ペ シ リン 単独感作法 つ ウサ ギ抗 ［血言青

に つ い て ，沈降反応，peA お よ び そ C ハ ブ 旡 ン 阻止反

応 か ら ，
ペ ニ シ リ ンリ 抗原構造 は Penicillep．ate 　conlu −

gate以外の 結合形式 で あ る，　 PenicilLeyl　 carboxyl 基 と

蛋白の LyS 三n　amino 墓 との 酸ア ミ ド詰告 ク）PenicMoyl

protein　 conjugate が 主 な もZ＞で あ り，こ の こ とは ヒ ト

に ベ ニ シ リ ン を大量に 注射 した 場合 の 血 清中 に Peniciし

loyl　protein　COnjugate 力鶚見出 ざれ ， ま た べ ＝シ 夢ン ・

ア レ ル ギ
ー
患者 血清中に 壇 捷 反応する抗体が 見出 さ才し

た こ とか ら 屯考 えた ，

　著者 は Pc−a ！bumin 　c。 mplex に つ 1…て Penamaldate

（tする こ とに よ り 282m μ 紫外吸奴 が 存在する こ と か

ら，1司様 に Penicilloyi　 eonjugate 　こつ 胃能 雫生 を ／／lt＿1く　し

．1 ．さ らに Pc −EA 　 complex に ヌ言す る抗 臨清，　 Levlne

の 方法 ：｛二準 じkPenici1 ］  yl　EA　conlugate に 効 ナξ 抗

ユ血清お よ び Pc・G 単独大量注射 に 亙 ろ抗 血 清 にPc　HSA

c り mp 】ex 航源 ，
　 Penicilloyl　HSA 　 cordjugate 抗 i東．が y，．

に免疫学的 に 同様 つ 能度 を 爪 し た ．点・
もこ 軋 を裏 潜 き す

ろ．つ ま りベ ニシ リ ン と アノン ブ ミ ン を37℃ 一
ご249寺闇混 合

放置 す る とい う，生 体内で お こ り碍る と考 え ら れ ろ条 1’t．

で の 蛋白結合航原 は
，

Penicilloy ｝ proteln 　 conjugate

の 形 を 含 み，か つ 抗 Pc −G ∫血清 との 反 応 隙 そ ∫：・conju ．

gate と免疫学的同一
態度 を とる こ とか ら，ベ ニ シ リ ン

G の 憊修過程は 生陣内で PeniciUenic　acid を経 て Pe−

nicilloyl 　protein　conjugate と ブこ り， こ、れ を 完全抗原

と して お きる 可能性 を充分示 す ち渉 と考え ろ．

　さらに ヒ トに対す る 皮内反応 に お い て ，Pc−albumin

c。・nplex ，　Penicilt・yl　 atbumin 　 c。 njugate が殆ん ど同
一一

人 に陽性艮応を示す点，こ れ を裏ガ きす 験 、．T， と，駅 ・．れ

る．こ の 場合ペ ニ シ リン 単．独 注射で｛まぺ ＝シ リ ン 量 と し

て は る かに 多い に もか か わ らず，蛋白結合抗原 よ り陽性

率 が低 い 点は 卿
ペ ニシ リ ン ・

ア レ ル キ
ー

に 対す る皮 内反

応 ：ま， こ れ ら conjugate 抗康 を使用 した 方 撃 よ i）有 効

L思わ れ る，しか し署者 ¢ 検 豊 で 1ゴ：．皮内艮 慈陽性客に

ペ ニ シ リ ン治療を行い ア レ ．・1ギー症 状発 現の 有無 を確 か

め てい なの で ， 決 定的な （二 と；・まい え な し
・・．

　Ralka 尉
は ベ ニ シ リ ン とヒ ト γ

一globurin の 混合添 に

よ る皮内反応を行っ て ，
ペ ニ シ リン 単独皮内貸応 では陰

性 であ つ た 血滴病型ペ ニシ ワン ・
ア レ ル ギー

跡 腸性 率 を

群1 め た ，

　Parker ：D
ら は Penicilloyl　 conjugate に よ る皮内反

応 を1，250 人 ヒ行 い ，ペ ニ シ リγ
・
ア レ ル ギ

ー
礎 裃 考 11
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5瞬 の 咽 5例 α 5％）に腸性 で亥・る 兮 に ， ア レ ル ギーO

な い 者 で の 陽 性 娘 盤 例 （4 ％） に す ぎ な か つ た．実際 の

べ ＝シ リ｝伯 療では ア レ ル ギー既 往 オ犧 破 内反応腸性

の 23倒中 9例 （：33％ ） に ア レ ル ギー
反応が現われたが，

皮内反応陰性 の 1．14マ で は 1飼 も異常 が な か つ た．…方

c° n 」ugate 抗漂 に 陽 性 で あ つ た IO例 にペ ニ シ V ン 単独

で皮内反応 を行 つ たが 9例は陰性であ つ た と報告 して い

る．

　 こ れ らの 結果 は ， 著者 の 　Wt査　lt　 Prausnitz．K “stner

反 応 が cenjugate 拡原 の みに 陽性 を示 した こ と とも 一

致 す る もの と考 え られ，ペ ニシ リ ン ・ア レ ル ギー
の 皮内

反応 は ペ ニシ リ ン 単独 では 不充分 で conjugate 抗原を

用い る こ と
．t’：，疑 ，．台効 な賠果 を得られる こ とを 云 し．て

い る畠

　　　　　　　　　v 　結 　　語

　 1）　ぺ ＝シ リ ン と ア ル ブ ミ ン を3了℃ ・24時閻incubate

して得られ る Pc −a ！bumin 　 cornplex は，惑作抗原 と し

て また誘 発抗原と し．て ペ ニ シ リ ン に 特異的 反応を示 す結

合物 で あ る が．ペ ニシ リ ン とア ル ブ ミ ン の 結合は Penl・

cillenic 　 acid を介 して 起 る と思 わ 江 る，

　 2） Pc 　 alb ・mlr ・
　c。mptex を形成す る ベ ニ シ リ ン と蛋

白の 結合様式を S3糠 識 ペ ニ シ リン を用 い て検 討 した、蛋
白 とべ ＝シ リ ン tt・｛合 m ・iar　 rati ・ 捻 平均 1 ：16 ．6で

あ ろが ，Penici］］enic 　acid ．残基 として の rat孟o 蝕 工 ：

1 で あ り，Penicillenate　prOtein　c。njttgate は 少部分

に す ざ な か つ た ．

　3）　Pc ．albumin 　 eomplex は Penamaldate 化 に よ

り　282rn μ　紫 ケト級収 を．表 わ し，　Penici】loy】 protein　co ．

njugare の 存在 を示 す．か っ Levine に準 じを Penici．

］loyl　conjugate と 免疫学的同
一

鮨度 を示 す こ とよ り，
Pc −albumin 　complex の 形成 は 大部分 Penicilloyl　Pr−

O ヒein 　conjugat 巳　Z）結合様式く｛ よる 〜ちの でま三》る．

　 4）　ぺ ニシ リン の 大量注射 を受 1ナた ウ サ ギ の 抗 ぺ ＝ シ

リン e，／／ll清 に 野
一
∫
L

る Pc　albumin 　 complex の免疫 反応 の

結果 よ 凱 生 体内での べ ニ シ リきこ よ る縦 臠 程 は ，ペ ニ

シ L］ ン ゴ Penicillenic　 acid に 転 換 後 蛋白とPenic…lloyl

protein　 conjtigate を形破 して 完全抗唖とな うだ や と思

わ れ る，

　5） ペ ニ シ リ ン ・
ア レ ル ギ

ー
こう皮内反芯 で は．conSu ・

gate抗原とべ ニ シ リン 単独 を．甲∵・た場合，腸性率に 有意

の 差 が あ う，conjugate 抗原 に よ る反 内反応接 よ り有効

な検 査法であ る．

　鰯筆 す る に あ た り，始 終御 懇 篶 な 御 指 導 と 御 校 閲を 賜

わ つ た恩 師鳥居 敏 雄 教 授，真 下 啓 明教 授 ，堀 内淑 彦 助 教

授 に 哀 心 よ り感謝 致 し ま す ．
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                          Studies en  the Penicillin Allergy

           Seme  Netes en  the  Antigenie Binding ef  Penicitlin-G to Protein

                                    Morikllni Abe

                   The  Second  Department  ef IntermaI Medicine, Hokkaido

                          University. Sehoo] of  Medicine,  Sappo:o

                            (Direetor: Prof. Keimei  Mashimo)

    The  antigenic  binding of  penici}lin-G  te pretein  ivasinvstigated.  The  penicillin albumin  comp]ex

was  prepared  by  incubating penicillict-G and  recrystallized  egg  while  aibumin  (EA) in saline

solution  at 370C  for 24 hours. The  ?.nti.peniclllin  antibodies  cou!d  be deve!oped in guinea  pigs ar.d

rabbits  by injeetion of  the  above  co'mpiex.

    The S:S labeled penicillin human  s:rum  albumin  (HSA), complex  was  ass:-.yed  for total penicillin
residue  by  tc,-king  radioactivity,  for peniei]Ienic acid  resldue  spectrophotometyically  at 322 mk  and

for prctein by Biuret mcthod.  The  malat'  ratio  of  protein and  ptnicitlin  svas  1:16.6 (average of

six  experiment:s),  whereas  pretejn and  penicillenic acid  residue  was  1:1. The  nltfaviolet  absorption

speetrum  ef  the  penicillin HSA  complex  after  penamaldate  treatment  svas  markedly  increased and

the difference between  the absorption  spectra  pre-  and  pest-treatment  was  shown  it's peak  at

282 ms,.  It would  appear  from  the above  phenornena  that the  penicillin residue  in the penicillin
HSA  ccrnpiex  w?,s  beund  to protein mainly  by penicilloyl linkage,

    The  penicillin HSA  cernplex  was  coinpared  immunalagicaHy  with  the penicilleyl albumin

conjugate  ";hich  was  prepared  directly frem the  reaction  of  Benzyl penicillenic  acid  and  human

serum  alburnin  solutlon,

    U:.ing the  above  conjugates  as  aiitigens,  p:-,s$ive cutaneous  anaphylaxis,  tanlled  cell  hemagglu-

tionatlon  ancl  agar  gel diffusion study  by  Oakley Fulthorpe  rnethod  were  carried  eut  on  the rabbit

anti-peni.,i}lia  EA  c)mplex,rabbit  anti-penicilloyl  EA  coniugate  and  rabbit  anti･plain  peniciilin
sera. The  str'ong immunolegical  cress  reactions  svere  ebserved  in all  experiments,  and  it was
interest-ing th'.t anti-plain  pen!cillin serum  was  shown  cross  re:-ctivity  with  both antigens  as  two
other  sera.

   In 700 re:ip;.ents,  the pr.nicillin HSA  complex,  penicMoyl  HSA  conjugate  and  penicillin-G were

tested  intrncut:,neously, It was  obtained  in high percentage$ that the positive responses  to each

protein colljugated  antigen  werc  obgerved  in the  same  reciplent,

   Frorn these  resu]ts,  the  mechanisTn  ef  peniciltin hypErsensitiyity was  considered  as  fellows:

peniciMn-G  should  be rearranged  to benzyl penicillenic acid  in vivo,  subsequently  combined  to

tisgue  protein, and  then  penicillin protein conjugate  (penicilloyl cDnjugate)  might  imtnunize  animals.


