
371

KekkakuVo1.49,No｡11

原 著

Rifampicinの 免 疫 抑 制 作 用 に つ い て

第1報 遅 延型 ア レル ギー,マ ク ロフ ァー ジ,多 核 球 の

ゆ の

enzyme activltyに 及 ぼす影響

志 .摩 清 ・安 藤 正 幸 ・樋 口 定 信

福 田 安 嗣 ・徳 臣 晴比古

熊本大学 医学部徳 臣内科

受付 昭和49年8月9日

EXPERIMENTAL STUDY ON IMMUNOSUPPRESSIVE EFFECTS 

                OF RIFAMPICIN

Kiyoshi SHIMA*, Masayuki ANDO, Sadanobu HIGUCHI,

Yasutsugu FUKUDA and Haruhiko TOKUOMI

(Received for publication August 9, 1974)

   0.4 ml of an emulsion containing 25 mg of  2% phenolized BCG per milliliter was prepared with 

equal amount of steril saline and incomplete Freund adjuvant. 0.1 ml of its portions were in-

jected into all four foot-pads of the guinea pigs. From the same day of the above immunization, 
Rifampicin (RFP) 100 mg/kg in propylenglycol (propy.) was injected into the muscle of guinea 

pigs daily for 16 days and the saline or propylenglycol alone was injected as the control. Tu-

berculin testing (old tuberculin diluted 1  : 10) was done 12 days and 16 days after immunization 

and the intensity of the reaction was expressed as a volume of the reaction by multiplying the 

reaction area with thickness. A volume of tuberculin reaction in the RFP, propy. and saline 

groups is 223.8±49.2 mm3,  1,367.6+202.6 mm3 and  1,428+197.6 mm3, respectively, and supressive 
effect on tuberculin reaction by RFP was observed obviously. (Table 1) 

   The influence of RFP on the enzyme activity of macrophage  (MO) and while blood cells (W 

BC) in the peritoneal cavity of mice or guinea pigs was observed. 

 MO were harvested from the peritoneal cavity of guinea pigs treated with RFP 100 mg/kg 

for 16 days, and from mice treated with RFP 165 mg/kg and 16.5 mg/kg daily for 10 days.  Msb 

were smeared on the slide glass and were stained with  P-galactosidase (a-gal.), lysosomal en-

zyme, histochemically, and also were counter-stained with hematoxylin. The activity of  j9-gal. 

was presented by the percentage of p-gal. positive  MO. The results are as follows  : i) RFP 100mg/kg 

to guinea pigs; the proportion of animals showing 1/4 positive activity of  MO in the RFP, 

propy. and saline groups is 14.3±1.9%, 31.7±1.0%, and 33.3±1.9%, and that showing 1/2 pos-

itive activity is  3.2±5.0%, 6.7±0.7% and  7.2±1.1%, and over-all. Positive activity is 17.5± 

2.4%,  38.4+1.7% and 40.5±3.0%, respectively (Table 3). ii) RFP 16.5 mg/kg and 165 mg/kg to 

mice: positive activity of  MO in RFP 165 mg/kg, 16.5 mg/kg and saline group is  60.0±0.6%, 66.0±

* From the Department of the 1st Internal Medicine, Kumamoto University Medical School, 
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3.2%and72.2±4.1%,respectively .(Table4)

Asaτesultoftheaboveexperiments,thetreatment◎fRFP165mg/kgrevealedthesupres-

siveeffectsonthelysosomalenzymeactivityofMφbutinthecase◎fRFP16 .5mg/kg,the

treatmentofRFPwasnoteffective ,

Thein伽enceofRFP◎nthepeτ ◎xidaseactivityofWBCinguineapigswasexaminedby

NBT-tesしNBTpositiveWBCis21り ±1.0%intheRFPgroupand38 .8±1ゆ%i日hesa1ine

group,andthetreatmetofRFPobviouslyreducedthepeτoxidaseacdvityofWBC.(Table5)

L緒 言

Rifampicin(RFP)の 免 疫 抑 制 作 用 につ い て は従 来 い

くつ か の 基 礎 的 研 究 が 報 告 され て い る1)2)｡HartmaR3)は

RFPの 作 用 機 序 と し て,DNA-directedRNApelyme・

raseを 阻 害 す る こ とに よつ て,細 菌 の増 殖 を抑 制 す る と

い つ て お り,当 然macrophage(Mφ)お よび リ ンパ 球 等

のimmunocompetentcelIに 対 して も影 響 を与 え てい る

もの と想 像 され る｡そ こで わ れ われ はRFPのcellular

immunityに 与 え る影 響 を ツベ ル ク リ ン反 応(ツ 反 応)

で 観 察 し,更 にMφ,多 核 球(WBC)の1ysosomalen・

zymeの 活 性 に与 え る影 響 につ い て も検 討 を行 つ た｡

II.実 験 材料および実験方法

1)実 験 動 物:ノ ・一・トレー 系 の ♀ モル モ ッ ト体 重400g,

お よびd-d系 マ ウ ス ♀体 重309を 用 い た｡

2)遅 延 型 ア レル ギ ー観 察 方 法

i)免 疫 方 法:Dajani4)の 方 法 に準 じ た｡す な わ ち2%

phenolizedBCGを 滅 菌 生 理 食 塩 水 お よびincomplete

FreundAdjuvantsでemulsion化 し,BCG菌 が25mgノ

mlに な る よ うに調 整 し,footpadsの4カ 所 に そ れ ぞ れ

0.1mlの 注 入 を行 つ た｡(BCGは 日本 ビー シー ジー 製 造

KK.の 経 皮 用 乾 燥BCGワ クチ ン を使 用 した)

ii)ツ 反 応:免 疫 後12日,16日 目に 背 部 皮 内 に 旧 ツベ

ル ク リン を生 理 食 塩 水 で10倍 に希 釈 したO・1mlを 注 射

し,48時 間 後 に判 定 し,体 積 で測 定 しmm3で 表 した｡

(ツ ベ ル ク リ ン液 と して化 学 お よ び 血 清療 法 研 究 所 の 動

物 用 ツベ ル ク リ ンLotNo・29を 使 用 した)

3)RFP投 与 方 法:RFPは 水 に 難 溶性(pH7.5で

0.28%)の た めpropylenglyc01(propy・)に 溶 解 させ た

の を用 い,連 日大 腿筋 肉 内 に 注 射 を行 っ た｡

4)Mφenzyme活 性 の測 定 法:モ ル モ ッ トお よび マ ウ

ス と も,エ ー一テ ル 麻 酔 下 で生 理 食 塩 水 それ ぞ れ15ml(モ

ル モ ッ ト),5ml(マ ウス)に て 腹 腔 を洗 浄 し,遠 沈8∞

ppm10分 間 行 い,腹 腔Mφ を集 め,ス ライ ドグ ラ ス に

塗 抹 した｡こ の塗 抹 標 本 を1・25%91utaraldelydeで 固

定 し,lysosomalenzymeで あ る β一galact｡sidaseを 組 織

化 学 的 に 染 色 を行 い5)ヘ マ トキ シ リ ンで 弁 別 し,定 型 的

Mφ100コ を 算 定 し,そ の 染 色 の 度 合 に応 じ て 一,1/4+,

1/2+,+の4段 階に分 け,比 率 をもつて表 した｡

5)WBC-enzyme活 性 の測 定法:Mφ と同様iの方法

で腹腔 よ り採取 し,peroxidase活 性 をNBTテ ス ト法

に よ り測定 した6)｡

HI.実 験 結 果

1)遅 延 型 ア レル ギー へ の影 響

10mgで モ ル モ ッ ト10匹 に免 疫 し,同 時 にRFP100

mg/kgを 連 日14日 間,大 腿 筋 肉 内 に注 射 を行 い,免 疫 後

12日,16日 目 に ツ反 応 を み た結 果,表1に 示 す ご と く,

12日 目で はRFP群 は平 均223｡8±49.2mm3で,対 照

のpropy.群1,367.6±202.6mm3,生 理 食 塩 水 群1,428.8

±197・6mm3に 比 して 明 らか に ツ反 応 の 体 積 の低 下 が認

め られ,16日 目 も同様 の成 績 で あ つ た(図1)｡な お

Table1.TuberculinReact五 〇簸(mm3)

Treatment

RFP

Propy.

Saline

No.

0

0

PO

望
ム

璽
ム

12day

223.8±49.2

1β67.6±202.6

1,428.8±197.6

16day

402.3±112.7

1,843.2±253.9

1,411.4±238.3

Fig.1.EffectofRFPonTuberculinReaction
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propy.群 は生理食 塩水群 と差は認 めず,propy.の ツ反

応 への影響 は無視 し うる もの と考 える｡ま た表2に 示す

ごとく体重 の変動 につ いてはRFP,propy.,生 理食塩水

群 との間 に差 が認 め られ なかつた｡以 上 の結 果 か ら,

RFPはBCGに 対す るツ反応 を抑制 させ る効果 のある

ことが認 め られ た｡

Table2.ChangesinBodyWeight(g)

Treatment

RFP

Propy.

Saline

No.

(V

AU

5

1

1

Oday

410

411

448

12day

345

355

340

16day

336

339

330

2)Mφenzyme活 性 に及 ぼす 影 響

i)RFP1∞mgノkg投 与(モ ル モ ッ ト)の 場 合:RFP

連 日投 与16日 目に,エ ー テ ル 麻 酔 下 で 腹腔Mφ を採 取

し,そ の β一galactosidase(β 一gal.)活 性 をみ た 結 果,表

3の ご と く β一gal.活 性,1ノ4+陽 性 を示 す もので は,

RFP群14.3±1.9%,pr◎py.群31｡7%,生 食 群33.3±

1.9%でpropy.生 食 群 との 間 に 差 は な く,RFP群 で は

明 らか に 低 値 を示 し,β 一一gal.1/2+陽 性 で も,RFP群3.2

±0.5%とpropy.群6.7±0.7%,生 食7.2±1｡1%に 比

Table3.β 一galactosidaseActivityofPeritoneal

MacrophagesinGuineaPigs

Treatment

RFP

Propy.

Saline

No.of

9・P・

4

7

4

Activityofβ 一gal.(%)

し明 らか な低 値 を示 し てい た｡こ れ を β一gal｡陽 性 を示

すMφ につ い て比 較 す る とRFP群17.5±2・4%,pr◎py.

群38.4±1.7%,生 食群40.5±3.0%で あ る｡

ii)RFP16.5mg/kgお よび165mg/kg投 与(マ ウス)

の 場 合:マ ウス にRFPを 連 日大 腿 筋 肉 内 に 注 射 し,10

日 目に エ ー テ ル 麻 酔 下 で腹 腔Mφ を採 取 し,β 一gal.活

性 をみ た と こ ろ,表4の ご と く β一gal.活 性 が1/4十 陽

性 につ い ては,RFP群 と対 照 の生 食 群 の問 に差 は ない｡

1/2十 陽 性 で はRFP165mgノkg群 は対 照 に比 し低 下 を

示 し,+陽 性 で もRFP165mg/kgの み低 下 が認 め られ

た｡こ れ を β一gal.陽 性 を示 す群 を併 せ て比 較 す る と対

照72.2±4.1%でRFP16.5mg/kg群66｡o±3.2%と

差 は認 め られ ず,RFP165mg/kg群 で の み60.o±o.6%

と明 らか に低 下 が 認 め られ た｡以 上,モ ル モ ッ トで のR

FPloomgノkgお よび マ ウス で のRFP165mg/kgの 場

合 に,Mφ のenzyme活 性 の 低 下 作 用 が 認 め られ,マ

ウス で のRFP16・5mg/kg投 与 の 場 合 は,そ の低 下 作

用 は認 め られ な かつ た(図2)｡

3)WBCのperoxidase活 性 に与 え る影 響 につ い て

RFP100mgノkgを モ ル モ ッ トの大 腿 筋 肉 内 に 連 日注

射 し,16日 目に腹 腔 のWBCを 採 取 し,NBTテ ス ト6)

に よ り,WBCのperexidase活 性 をみ た 結 果,表5の ご

と くNBTテ ス ト陽 性 を示 すWBCは,対 照 群38.8±

1.0%に 比 し,RFP群21.0±1.0%と 明 らか に,低 下 作

用 が 認 め られ た｡

82.5±2.2

61.6±1,6

59.5±2.2

・/4+1・/2+}+

14.3±1.9{3.2±0｡5
昭

17.5±2.4

IV｡考 案

一 われわれの実験 でモル モ
ッ トにRFPを100mg/kg投

0 与
した場合,明 らかにBCGに 対す る遅延型 ア レル ギー

3・ ・7± …i6・7± ・・7i・

38.4±1.7

Table5.NBTTestinGuineaPigsof

PeritonealWBC

Treatment

33・3± ・・gi7・2± …i・

40.5±3.0

RFP
loOmg/kg

Saline

No.of

9・P・

5

5

PercentageofpositiveNBT

21.0±1.0

38.8±1.0

Table4.Mφ β・-galactosidaseActivity

RFP

16.5mg/kg

165mgノkg

Saline

No.

8

8

8

β一ga1.activity(%)

34.0±3.2

40.0±0.6

27｡8±4.3

1/4+

51.2±1.9

112+ 十

・2・2± ・・4i2・5± ・・6

66.0±3.2

49・7± ・・gl9・3± ・・9 1.0±0.6

60.0±0.6

51.0±4.2 15.4±2.7 3.8±O.6

72.2±4.1
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Fig.2.Mφ β一galactosidaseActivity(%)
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の抑制効果 が認 め られ た｡一 一方,Dajani4)は 同 じ くモル

モ ッ トで われ われ の使用 した1/5のRFPの 量20mgノkg

で,抑 制効果 を認 めてお り,こ れは人の常用 量に近い量

で ある｡泉8)は 肺結 核患 者でRFP投 与に よリリンパ球,

更 にTce11の 減少 を報告 してい る｡

さて ツ反応 とい う遅延型 ア レルギーの成 立機序 はまだ

明確 にはわ かつ ていないが,お そ ら くリンパ球 とMφ の

相互作用 によつ て成立す る と考 え られる9)｡Paunescui)

はRFPに 対 す る感受性 はMφ,あ る種 の リンパ球 などに

おい てはなはだ しいこ とを推測 してお り,事 実Nilsson2)

は人 の リンパ球 におい てPPDに 対 す るblastoformation

がRFP10μ9/mlで 抑制 されPHAに 対 しては治療量

の同量 の1Ptg/mlで も抑制 された と報告 してい る｡

す なわ ちRFPは リンパ 球,主 としてTce11に 対 して

抑制的に働いて いることを示 してい る｡一 方,わ れ われ

の実験で,Mφ のIysosomalenzymeactivityを 低下 さ

せ る作用 を認 めてい ることか ら考 えて,RFPはTce11,

Mφ に直接的 に障害 を与 え,遅 延型 アレルギー を抑制 し

てい ることが推測 され る｡マ ウスのMφenzyme活 性 に

与 え るRFPの 影響 は人 の常用量 に近 い量16.5mg/kgで

は,そ の低 下作 用は認 められ なかつた｡こ の実験で もわ

かる ように明 らかにdoseresponseが 存在 してい ること

か ら,更 にdosisを 変 えて詳細に検討 し,人 の常用量

で,免 疫抑 制作用 が どの程度に認 め られ るか調べ る必要

がある と考 えてい る｡

以上の ごと くRFPはcellularimmunityに 影響 を与

えている ことは確か の よ うで あ る が,一 方,露 口7),

Dajani4)ら はhum◎ralimmunityを も抑制す る と報告 し

てお り,RFPは 細胞性 ・液性免疫 の両面 に抑制時 に作

用す る薬 剤で あると考 え られ,い ずれ に主 として作用す

るか今後の問題 と思われ る｡

V.結 語

1｡BcG免 疫 モルモ ッ トにRFPloomg/kg16日 間

投 与 した ところ,ツ 反 応に よる遅延型 ア レル ギーの低下

が認 め られ た｡

2.Mφ のlysosomalenzymeで ある β一gal.の 低下

が,RFPloomg/kg(モ ルモ ット)お よび165mg/kg(マ

ウス)で 認 め られたが,16.5mg/kg(マ ウス)で は認 め

られ なかつ た｡

3.WBCのperoxidase活 性 はRFP100mgノkg(モ

ル モ ット)で 明 らかに低下作用 が認 め られ た｡
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