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It is well known that Rifampicin (RFP) is one of the effective antituberculous drugs. 

Although reports on the immunosuppressive activity of RFP have been accumulating, it has 

not been thoroughly analysed whether immunosuppressive effects of RFP are mediated by 

thymus-derived T or bone marrow-derived B lymphocytes. In this paper, immunosuppressive 

 effects of RFP on the functions of T and B lymphocytes were investigated in mice.

Following responses were found to be suppressed by RFP:

1) Humoral immune response to sheep red blood cells (SRBC) both in vivo and in vitro (Fig.

 1, Fig. 2 and Fig. 3).

2) Induction of cell-mediated cytotoxicity to the allogeneic cells, which is one of the cell

 mediated immunity (Table).

3) Humoral immune response to a T-independent antigen, polyvinylpyrrolidone (PVP) (Fig. 4).

4) Mitogenic response and nonspecific anti-SRBC response elicited by lipopolysaccharide (LPS)

 from E. coli (Fig. 5, Fig. 6 and Fig. 7).

5) Mitogenic activity of concanavalin A (Con A) (Fig. 7).

Data described above suggest that RFP has the suppressive effect on functions of both 

T and B lymphocytes. It remains to be resolved whether or not the immunosuppressive effects 

of RFP as described are mediated through the suppressive effect of RFP on macrophages.

緒 言

リファンピシン(RFP)は 強力な抗結核剤であること

は周知の事実であるが1)～6),最近,そ の免疫抑制作用に

ついても注目されるようになつてきた。Paunescu7)の

報告以来,ヒ トおよび実験動物に対するRFPの 免疫抑

制効果はいくつか報告8)～14)されているけれども,そ れ

が 免 疫 反 応 め どの 点 に 作 用 す るのか,特 た 胸腺 由来 の リ

ンパ 球(Tリ ンパ 球)や 骨 髄 由 来 の リンパ 球(Bリ ンパ

球)に 対 して ど の よ うな 影 響 が あ るの か とい う点 に 関 し

て の 報 告 は 少 ない 。 わ れ わ れ は,マ ウ スを 使用 し,ヒ ツ ジ

赤 血 球(SRBC)やpolyvinylpymrolidone (PVP)を 抗 原

とす る実 験 系,allogeneic cellに 対 す るcell-mediated

 cytotoxicity (CMC)の 系,あ る い はmitogenを 使 つ
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た系を用いることによつて,Tリ ンパ球,Bリ ンパ球に

及ぼすRFPの 影響を検討した。

材 料 と 方 法

(1)　マウス

ICR/JCL(日 本 クレア株式会社),C57B1/6(株 式会社

船橋農…場),(C57B1/6×DBA/2)F1(大 村実験動物研究

所)を 用いた。

(2)　免疫方法

1) SRBC: Alsever液 に浮遊 したものを 購入 し,生

食水で洗浄後50%に 調製 して,そ の0.1mlを 尾静脈に

注射 した。

2) PVP: PVPK90(平 均分子量36万,No.710610,

片山化学工業株式会社)を 生食水に溶解 し,マ ウス1匹

当 り0.1μgを 尾静脈か ら投与 した。

(3) RFPの 投与方法

市販カプセル内のRFP粉 末を乳鉢でよくす りつぶし

た後,0.15Mリ ン酸緩衝化生食水(PBS)pH6.4に 溶

解懸濁 した。そ して,各 マウスの注射前に攪拌器でよく

攪拌 し,条 件を一定に保ちながら腹腔内注射を行つた。

なおin vitroに おける脾細胞培養時に使用 したRFP濃

度は最高100μg/mlで あ り,こ の場合RFPは 完全に

溶解 した。

(4)　血清凝集素価の測定(抗SRBC)

マイ クロタイターを用い,希 釈液は0 .1%ゼ ラチンを

含むPBSを 使用 した。被検血清はすべて56℃,30分 間

処理を行つた。

(5) PVP感 作SRBCの 作成

Anderssonら15)の 方法に準-じた。0.05mg/mlの タ

ンニン酸でSRBCを 室温,10分 間処理 し,洗 浄後,最

終濃度0.1mg/mlのPVPK15(平 均分子量1万,No.

721215,片 山化学工業株式会社)と10分 間室温で混合 し

た。その後,1%仔 ウシ血清(FCS)を 含むMg++・Ca+

+加veronal緩 衝液(VB++)で2回 洗浄 し,溶 血斑形成

細胞(PFC)を 測定する場合は50%に,血 清溶血素価を

測定する場合は2%に なるよう同緩衝液で調製 した。

(6)　血 清溶血素価の測定(抗PVP)

マイ クロタイターを用いた。希釈液には,上 記の1%

FCSを 含むVB++を 使用 した。 まず非働化 した被検血

清0.025mlを 倍 々希釈 し,そ こへ希釈液を0.025ml

加 えた。次に,上 記のとお り作成 したPVP感 作SRBC

(2%)0.025mlを 入れ,最 後に正常モルモット血清(8

倍希釈)を0.025ml加 えた。37℃,30分 間インキュベ

イ ト後,完 全溶血を示す最大希釈倍数から溶血素価を決

定 した。なお標的赤血球のコントロールとしては,ウ シ

血清アルブミン感作SRBCを,PVPの 時 と同様にタン

ニン酸処理SRBCを 用 いて作成 したが,こ の場合はほ

とんど溶血を示さなかつた。

(7) PFC数 の 測定

1) Jerne法16):基 底 層 に は1.4%ア ガ ロー スを 用 いた 。

50℃ に 保 つ た0.7%ア ガ ロー ス2mlに50%SRBC

を 約0.08ml,脾 細 胞 浮遊 液0.1～0.2mlを 入 れ て,す

ば や く基 底 層 の 上 一 面 に 展 開 した 後,37℃,1時 間 イ ン

キ ュベ イ トを 行 つ た 。

(a)　直 接 法:そ の 後,10倍 希釈 正 常 モル モ ッ ト血 清 を

37℃,30分 間作 用 させ た 後,溶 血 斑 数 を 算 定 した 。

(b)　間 接 法:1時 間 イ ンキ ュベ イ ト後,100倍 希 釈 の

ウサ ギ 抗 マ ウス γ2グ ロブ リ ン抗 血 清(C3Hマ ウス ミエ

ロ ーマX5563の 血 清 お よび 腹 水 か ら精 製 した γ2グ ロ

ブ リンに よつ て ウサ ギ を 免 疫 して作 成 した抗 血 清 で,こ

れ は 直 接PFCを85%抑 制す る)を37℃,1時 間半 作

用 させ た 後,10倍 希 釈 正 常 モル モ ッ ト血 清 と共 に37℃,

30分 間 イ ンキ ュベ イ トして 溶血 斑 数 を測 定 した 。

2) Cunningham法17):こ こで は直 接 法 の み を 行 つ

た。 脾 細 胞 浮遊 液0.5mlに50%赤 血 球(SRBCあ る

い はPVP感 作SRBC)0.05ml,正 常 モル モ ッ ト血 清

(1/20量 のSRBCで3回 吸収)0.05mlを 加 え て 攪 拌

した後 す ぐに そ の うち の0.2mlをchamberへ 注 入 し,

パ ラフ ィ ンで封 入 し た 。37℃,45分 間 イ ンキ ュベ イ ト

後,顕 微 鏡 で確 認 しなが ら溶 血 斑 数 を 算 定 した 。

(8) in vitroに お け る脾 細 胞 の培 養

Marbrookの 方 法18)に 準 じた 。 培 養 液 はRPMI1640

に10%FCS,ペ ニ シ リンG100u/ml,ス ト レプ トマ イ

シ ン100μg/mlを 添 加 して用 い,培 養 外 液 に は10-4M2-

メル カ プ トエ タ ノ ール を 更 に 加 え た 。370C,5%CO2-95

%湿 潤 空 気 の条 件 下 で4～5日 間培 養 後,PFCの 測 定 あ

る いはcytotoxicityの 測 定 を行 つ た。RFPは 培 養 内液

・外 液 と も,各 種 の 濃 度 に な る よ うに 溶 解 させ た。

(9) Cytotoxicityの 測 定

Brunnerら の方 法19)20)に 従 つ た。51Crで ラベ ル した

mastocytomaP-815-X2(こ れ はDBA由 来 の腫 瘍 細 胞

で あ る)を 標 的 細胞 と して,感 作 脾 細 胞 と共 に37℃,18

時 間 イ ンキ ュベ イ ト後 上 清 に遊 離 して くる51Crの 放 射 能

を ガ ンマ カ ウ ン ター に よつ て 測定 した。%cytotoxicity

は 次 式 に よつ て 算 出 した。

実験群の遊離放射能-自 然遊離放射能
最大遊離放射能-自 然遊離放射能

×100

最 大遊 離 放射 能 は,51Cr-mastocytomaを 凍 結 融 解 処

理 した 時 に遊 離 す る放 射 能 を示 す 。 自然 遊 離 放 射能 は,

非 感 作 脾 細 胞 と51Cr-mastocytomaと を イ ン キ ュベ イ ト

した時 遊 離 す る放 射 能 を 表 わ す もの で あ り,そ れ は 最 大

遊 離 放射 能 の15～20%で あつ た 。

(10) Mitogenに 対 す る脾 細 胞 の反 応(DNA合 成)の

測定

Falcon Plastic Culture Tube (No.3033)の 中 に ,

C57B1/6マ ウ ス脾 細 胞(106/ml)1mlと 適 当 な 濃 度 の
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mitogen (LPSあ るい はConA)を0.1ml入 れ,更

に,各 種 濃 度 のRFP溶 液0.1mlま た は 培 養=液 の み

0.1mlを 加 え て,370C,5%CO2-95%湿 潤 空 気 の 条

件下 で48時 間 培 養 後,1μCi3H-thymidine(5.0Ci/

mmole, Radiochemical Centre, Amersham)を 加 え て

更 に24時 間 培 養 した。 培 養 液 はRPMI1640に10%6FCS

を 加 え て 用 い た 。培 養 後,細 胞 はglassfiber filter

 (Whatman GF/A)に 集 め て,氷 冷 した生 食 水15ml,

氷 冷 した10%TCA (trichloroacetic acid)7ml,メ タ

ノ ール3mlの 順 に洗 つ た後 乾 燥 させ た。 このfilterを

シ ンチ レー シ ョンバ イ アル に 入 れ,各 バ イ ア ル に シ ンチ

レー タ ニ(DPO5g,POPOP0.2gを トル エ ン1,000

mlに 溶 解 させ た 溶液)6mlを 加 え て,Packard-Tri-

Carb液 体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン ター で 測定 した。

成 績

(1) SRBCに 対 す る免 疫 反 応 に及 ぼ すRFPの 影 響

in vivoの 実験 で は,ICRマ ウス にRFPを 連 日腹 腔

内投 与 して2日 目にSRBCで 抗 原 刺 激 を 行 つ た 。RFP

投 与 は 続 け なが ら,抗 原 刺 激 後5日 目に脾 臓 中 の 直 接

PFCを,12日 目に間 接PFCをJerne法 で 測定 した。

同時 に血 清 凝 集 素 価 も測 定 した(図1,図2)。 コ ン トロ

ー ル群 に はPBSの み を 毎 日腹 腔 内 に 注 射 し た。RFP

Fig. 1. The Effect of RFP on the Immune Response

 to SRBC In Vivo

ICR mice were immunized i.v. with SRBC and treated 

i.p. with RFP for 7 days beginning on day -2. Number 

of direct PFC in the spleen(•œ-•œ) and serum hemagglutinin 

titer (histogram) were determined on day +5. Five mice 

were employed for each experimental group. Vertical bars 

represent 1 S.E. from the mean.

Fig. 2. The Effect of RFP on the Immune

 Response to SRBC In Vivo

ICR mice were immunized i.v. with SRBC and treated 
i.p. with RFP for 14 days beginning on day -2. Number 
of indirect PFC in the spleen was determined on day +12. 
Five mice were employed for each experimental group. 
Vertical bars represent 1 S.E. from the mean.

Fig. 3. The Effect of RFP on the Immune 

Response to SRBC In Vitro

Spleen cells from normal C57B1/6 mice were cultured 

with SRBC. Number of direct PFC (•œ-•œ) in cultures and 

the viability (•~-•~) of cultured cells were measured after 

4 days of incubation. RFP was added to cultures at day 0. 

Each point indicates arithmetic mean of triplicate cultures. 

Vertical bars represent 1 S.E. from the mean.
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Table. The Effect of RFP on Cell-mediated 

Cytotoxicity In Vitro

Spleen cells from normal C57B1/6 mice were sensitized 

in vitro with mitomycin C-treated spleen cells from (C57B

1/6•~DBA/2) F1 mice. RFP was added to cultures at the 

beginning of the incubation period. Sensitized cells were 

harvested after 5 days of incubation and followed by addi

tion of 51Cr labeled mastocytoma cells (P-815-X2) that carry 

alloantigens of DBA/2 strain. After further 18 hours of 

incubation, the radioactivity of free 51Cr in the supernatant 

medium was assayed by counting in a well-type gamma 

counter.

25mg/kg以 上を毎日投与 した群では明らかに直接PFC,

間接PFCの 減少がみられ,凝 集素価も低下が認められ

た。 しか しRFP投 与群のマウスにおいて死亡や体重減

少は認められなかつた。

次にin vitroの 実験では,C57B1/6マ ウス脾 細胞

1×107を 同数のSRBCと 共にMarbrook法 で,各 種

濃度のRFPを 加 えて培養後4日 目に,Jerne法 で直接

PFCを 測定した。細胞のviabilityは エオジン色素排除

テス トにごよつて測定した。 結 果 は 図3の ように,RFP

20μg/ml以 上の濃度では明らかなPFC減 少がみられ

たけれども,脾 細胞のviabilityに は著明な変化がなか

つた。 図3で は 比較的低濃度のRFPを 入れた時PFC

の増加傾向がみられたが,異 なつたロットのFCSを 用

いるとこの傾向はなくなつた。 しか しRFPが 高濃度の

場合のPFC減 少傾向に変化はみられなかつた。

(2)　細胞性免疫反応に及ぼすRFPの 影響

細胞性免疫反応の1つ であるところのallogeneic cell

に対するCMCに 及 ぼすRFPの 影響を検討した。C57

B1/6マ ウス脾細胞2 .5×106を,マ イ トマイシンC40

μg/mlで370C・45分 間処理した(C57B1/6×DBA/2)F、

マ ウス脾細胞2×106と 共 にMarbrookの 方法で5日

間培養することによつて感作 した。 この培養液中に種々

の濃度のRFPを 添加 した。 培養後,51Crで ラベルさ

れたmastocytomaを 標 的細胞 として測定 した%cyto-

toxicityは 表 に示 した。RFP25μg/ml以 上 で は

Cytotoxicityが 著 明に抑制 された。なお表には示さなか

つたが,培 養後の細胞のviabilityは 各群において著 し

い差がなかつた。

(3) PVPに 対する免疫反応に及ぼすRFPの 影響

C57B1/6マ ウスをT細 胞非依存性抗原 といわれている

PVPで 免疫 し,免 疫後5日 目に脾臓中の直接PFCを

Cunningham法 で測定 した。同時に血清溶血素価も測定

Fig. 4. The Effect of RFP on the In Vivo 

Immune Response to PVP

C57B1/6 mice were immunized i.v. with PVP and treat

ed i.p. with RFP for 6 days beginning on day -1. Number 

of PVP-specific direct PFC (•œ-•œ) and serum hemolysin 

titer (histogram) were determined on day +5. Five mice 

were employed for each experimental group. Vertical bars 

represent 1 S.E. from the mean.

した。RFP(25mg/kg)は,免 疫 の前 日か らPFC測 定

日ま で連 日腹 腔 内 に 投与 した。background PFCの 測 定

に は,ウ シ血 清 アル ブ ミン感 作SRBCあ る い は非 感 作

SRBCを 用 い,PVP感 作SRBCに よ るPFC数 か ら

background PFC数 を差 し引 い てPVPspecific PFC

と した(図4)。PFC,溶 血 素 価 と もに,RFP投 与 群 で

は低 下 が認 め られ た。

(4) LPSの 非 特 異 的 な抗 体 産 生 細 胞 増 加 作 用 に 対 す る

RFPの 影 響

C57B1/6マ ウ ス脾 細 胞1×107を,E.coliか ら抽 出 さ

れ たLPS(0111:B4,Difco)と 共 にMarbrook法 で

4日 間培 養 後,SRBCに 対 す る直 接PFCをCunningham

の方 法 で測 定 した。LPSは 培 養 直 前 にPBS(pH8.0)

で1mg/mlに 希 釈 し,100℃,1時 間 処 理 した もの を 種

々の 濃 度 に 調 製 して 使 用 した 。図5は そ のdose-response

曲線 で あ る。 図6はLPS150μg/mlの 時 のPFC増 加

作 用 に対 す るRFPの 抑 制 を 示 した もの で あ る。

(5) LPSお よびConAのmitogenic activityに 対

す るRFPの 影 響

LPSま た はCon A (lot No.79,Miles-Yeda Ltd .)

を 加 えた 時 の 脾 細 胞 のDNA合 成 増 加 に対 す るRFPの

作 用 を 検 討 した 。 予 備 実 験 に お い て,LPS, Con Aの 至
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Fig. 5. Nonspecific Activation of the Anti-SRBC 

Response by LPS In Vitro

Spleen cells from normal C57B1/6 mice were cultured 
with various doses of LPS. Number of direct PFC to SRBC 
in cultures was measured after 4 days of incubation. Each 

point indicates arithmetic mean of triplicate cultures.

Fig. 6. The Effect of RFP on the LPS-induced 

Anti-SRBC Response In Vitro

Spleen cells from normal C57B1/6 mice were cultured 

with 150ƒÊg/ml of LPS. Number of direct PFC to SRBC in 

cultures was measured after 4 days of incubation. RFP 

was added to cultures at the beginning of the incubation 

period. Each point indicates arithmetic mean of triplicate 

cultures.•œ-•œ

: Number of PFC in cultures with LPS.•¢

: Number of PFC in cultures without LPS.

適濃度はそれぞれ100μg/ml,0.45μg/mlで あつたの

で,各 濃度の時のRFPの 効果を図7に 示 した。図のた

て軸は細胞内にことり込まれた3H-thymidineの カ ウント

数を表わしている。両者ともRFP25μg/mlで はほと

んど完全に抑制された。

Fig. 7. The Effect of RFP on the Mitogenic

 Activity of LPS or Con A In Vitro

Spleen cells from normal C57B1/6 mice were cultured 

with LPS (•œ-•œ) or with Con A (•›---•›). RFP was added 

to cultures at the beginning of the incubation period. 

After 48 hours, each culture tube received 1.0ƒÊCi of 3H

thymidine. 24 hours later, 3H-thymidine incorporated into 

the cultured cells was measured. Each point indicates 

arithmetic mean of triplicate cultures.

•¢:3H-thymidine incorporated into the cells cultured 

without mitogen.

考 察

RFPの 免疫抑制作用に関する 報告は前述のごとく多

くみられるが,T・Bリ ンパ球に対する作用を詳しく考

察したものはほとんどない。われわれは,免 疫反応に及

ぼすRFPの 影響,特 にT・Bリ ンパ球に対する影響を

みるため,免 疫反応について最もよく研究されているマ

ウスを用いることによつて基礎的な研究を行つた。

SRBCに 対 する抗体産生にT・B両 リンパ球の協同作

用が必要なことはよく知られている21)～25)ので,抗SRBC

抗体産生がRFPに よつて抑制されても,T・Bリ ンパ

球おのおのに対する影響は明らか で な い。allogeneic

 cellに 対するCMCは,Tリ ンパ球によるものであると

いわれてお り20)26),その誘導も胸腺細胞のみ で 可 能 な

ことがin vivoお よびin vitroに おいて示され て い

る27)28)。す なわち,こ の反応はTリ ンパ球の機能を表わ

しているものであるといえる ので,RFPが そ の誘導を

抑えることから,RFPはTリ ンパ球の機能に 抑制的な

作用をもつと思われる。 このことは,Tリ ンパ球に特異

的なmitogenで あ るConA29)～31)の 作用が抑制される

ことからも示唆される。

つぎにBリ ンパ球についてみるため,ま ずPVPに 対

する免疫反応に及ぼすRFPの 影響をin vivoに おい
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て検討 した。PVPは,い わゆるT細 胞非依存性抗原で

あり15)32)33),helperTの 関与なく直接Bリ ンパ球に作

用すると考えられているので,こ の反応が抑制される点

か ら,RFPはBリ ンパ球の機能にも抑制的であると考え

られる。 しか し最近PVPに 対する反応にはsuppressor

Tが 大 きな影響をもつていると報告されてお り34)35),こ

の反応がBリ ンパ球のみの機能を表わしているとはいえ

ない。そこでBリ ンパ球のみを非特異的に活性化す る

LPSの 作用に及ぼすRFPの 影響をin vitroで 検討 し

た。LPSは,抗 原の存在 しない条件下で直接Bリ ンパ

球に作用 して,分 裂を促進 させたり,異 種の赤血球に対

するPFCを 非特異的に 増加させる36)～38)。RFPは これ

らの作用をも低下させることから,Bリ ンパ球の機能に

抑制的であると思われる。RFPに 対するT・B両 リンパ

球間の感受性の差は,DNA合 成 をみる限 り認められな

かつたが,な お残された問題である。

Rook39)はRFPの 免疫抑制効果として,マ クロファ

ージの抗原処理に対する抑制作用を強調 し
,Tリ ンパ球

やBリ ンパ球に対する直接作用を否定している。SRBC

に対する免疫反応にマクロファージが必要であることは

数多 くの報告 により明らかである40)～47)。われわれが用

いた実験系からの結果では,RFPの マ クロファージに

対する抑制作用は否定できない。 しか しマクロファージ

はLPSの 非 特異的なBリ ンパ球刺激作用に対 して抑制

的に働 くといわれている48)ので,RFPが マ クロファー

ジだけを抑制するとするならば,わ れわれの成績を説明

することは困難である。さらにRook39)は,ヒ トのリン

パ球のPHAに 対する反応性にRFPが 抑制効果を示さ

なかつたことに関して,RFPが 精製されたものである

ことと調製後す ぐに使用 したこととを強調している。わ

れわれは精製 されたRFP(日 本 チバガイギー社 より提

供された)を 使用して,in vitroで のSRBCに 対する

反応に及ぼす影響を検討したが,市 販カプセル内のRFP

と同様な抑制パターンを得た。

結 語

RFPの 免疫抑制作用,特 にT・Bリ ンパ球に及ぼす作

用を,マ ウスを用いて検討 した。SRBCに 対 する免疫反

応はin vivo, in vitroと も抑制された。allogeneic

 cellに 対するCMCの 誘導の抑制,ConAに よる細胞

分裂増殖促進作用の抑制から,RFPはTリ ンパ球の機

能に抑制的であることが示された。またT細 胞非依存性

抗原PVPに 対する反応を抑制し,LPSのBリ ンパ球

刺激作用をも抑制するので,RFPはBリ ンパ球の機能

にも抑制的であるといえる。しかしマクロファージに対

する抑制作用は否定できない。この点およびT・Bリ ン

パ球間のRFPに 対する感受性の違いに関 しては今後の

検討が必要である。

本研究の要旨は,第49回 および第50回 日本結核病学

会総会において発表 した。

稿を終るにあた りご校閲を頂いた山本和男羽曳野病院

長に心から感謝いた します。
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