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The effects of cyclophosphamide (CY) on reticuloendothelial system (RES) and immune 

responsiveness were studied in mice.

1) Single injection of sublethal dose of CY reduced the number of peritoneal cells , but the 
activity as measured by increased rates of carbon clearance and peritoneal macrophage spreading 

sustained almost normal immediately after CY injection. Thereafter the activity of RES increased 

slowly and reached its maximum about 10 days later.

2) CY-pretreatment increased delayed type hypersensitivity (DTH) and decreased the number 

of plaque forming cells (PFC) to sheep red blood cells immunized 3 days after injection of CY , 
while thereafter it was found that DTH decreased and the production of PFC increased and 

reached to a peak about 10 days later.

3) CY-pretreatment reduced a resistance against pseudomonas infection 3 days after injection , 
while the increased resistance was found thereafter and reached to a peak about 10 days later .

緒 口

前報1)で,BCG生 菌,放 射線照射の細網内皮系(以 下

RESと 略)お よび免疫反応に及ぼす影響を報 告した。

本稿は,制 癌 剤の1つ で あ るcyclophosphamide(以

下CYと 略)のRESお よび免疫反応に及ぼす影 響 を

検討 した。

材料と方法

動物:　九大純系動物飼育施設より供与された,生 後8～

12週齢 のCF1お よびC3H/He成 熟雌マウスを使用 し

た 。

緑膿菌:　前回報告と同様に,NC5株 を使用し,静 注

感染実験を行なつた。

cyclophosphamide:　 塩 野 義 製 薬 製 のEndoxanを 生 理

食 塩 水 に 溶 解 し,CF1200mg/kg,C3H/He150mg/kg

～250mg/kgを 腹 腔 内 に 投 与 した。

腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ のspreading:　 前 回 報 告1)と 同様

に 行 な つ た 。

カー ボ ン ・ク リア ラ ン ス:　前 回 報 告1)と 同様 に 行 な つ

た 。

免疫反応の測定:　前回報告1)と 同様に行なつた。

*From the Research Institute for Diseases of the Chest , Faculty of Medicine, Kyushu University 3-1-1,
 Maidashi, Higashiku, Fukuoka 812 Japan.
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表1 cyciophosphamide (CY)200mg/kgの 腹 腔 細 胞 数 お よび 活性 化

マ ク ロフ ァー ジ数 に 対 す る影 響

細胞数は各群5匹 の平均値±標準偏差を示す。

t-testは 対照群 との間に行なつた。

表2 cyclophosphamide (CY)200mg/kg投 与 に よ る肝 臓,脾 臓 の

経 時 的 重 量 変 化 お よび カー ボ ン ・ク リア ラン スに 対 す る影 響

細 胞 移 入実 験:　潟 血 後,donorマ ウス の 脾臓,胸 腺,

膝 窩 リンパ節 を摘 出 し,Hanks液 中 で細 切 後,ス テ ン レ

ス メ ッシ ュを通 過 して,単 離 細 胞 浮 遊 液 を得 た 。 これ ら

各 臓 器 の細 胞,お よび腹 腔 細 胞 をHanks液 に て3回 洗

浄 後,血 球 計算 盤 に て数 を算 定 し,目 的 数 に 調 整 し て

0.1mlをrecipientマ ウス に静 注 移 入 し た。 これ らの

細 胞 は,trypane blue testに よ り良 好 なviabilityを 示

した。

有 意 差 の検 定:　各 実 験 に よつ て得 られ た 差 の検 定 は,

Studentのt-testに よ り行 なつ た 。

実験 結果

1. cyclophosphamide (CY) の RESお よび免 疫 反 応

に 及 ぼ す影 響

a)　 腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ のspreading

C3H/He10～12週 齢 の成熟雌マウスに,CY200mg/kg

を腹腔内注射 し,CY投 与後,経 時的に腹腔細胞数およ

び活性化細胞数を測定 した。対照群はCY未 処置マウ

表3 cyclophosphamide　 200mg/kgのSRBC足 踪

感 作 に よる遅 延 型 反 応(足 蹟 反 応)へ の影 響

足蹠反応は各群5匹 の平均値±標準偏差を示す.

t-testは対照群との間に行なつた.

ス15匹 である。その結果,表1に 示すごとく腹腔細胞数

は,投 与3日 後 より10日後まで対照群の約36%と 減少 し

ていたが13日 後 より漸増 し,17日 後において対照群の約

60%ま で回復 した。一方,活 性化細胞数は6日 後で対照

群を越え,10日 後,13日 後 ではおのおの対照群の約3倍,

5倍 とピークを示 した。 しか し17日後は急激に減少 し,

対照群 と同数を示 した。
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b)　 カー ボ ン ・ク リア ラン スへ の影 響

次にCF110～12週 齢 の成熟雌マウスに,CY200mg/kg

を腹腔内注射 し,経 時的に肝臓,脾 臓の重量変化,お よ

びカーボン・クリアランスを検討 した。その結果,表2

に示すごとく肝臓の重量はほとんど変化 しなかつたが,

脾臓重量は3日 後,6日 後,対 照群の約1/2と 減少 し,

10日 後,13日 後 では約2倍 に増加 し,17日 後に対照群と

同じ重量に戻つた。カーボン ・クリアランス比(K/Kc)

では,3日 後0.73と 減少 したが,以 後漸増 し,13日 後

1.7倍 の ピークとなる軽度の尤進を示 した。 しか し17日

後には減少 し,再 び対照群 と同じ値に戻 り,腹 腔細胞活

性化 と全 く同じ経過をとつた。

2.　 免疫反応に対する影響

a) C3H/He10～12週 齢 の雌マウスにCY200mg/kg

を腹腔内注射 し,そ の後,表3に 示すごとく,各 時期に

ヒツジ赤血球(以 下SRBCと 略)107を 右 足蹠 に感作

し,4日 後,足 蹠反応(以 下FPTと 略)を 観察 した。

対照群はCY未 処置マウス15匹 である。その結果,CY

投与後3～6日 に感作 したとき,最 も強い遅 延 型 反 応

(以下DTHと 略)が 誘起されたが以後漸減 し,13日 後

には対照群と比べ,か えつて減弱を示した。

b) CF1雌 マウスに抗原投与前に,前 処置として表4

に示す ご と く,抗 原感作との間隔 を変 え て,CY200

mg/kgを 腹腔内に注射し,SRBC1×107を 経 静脈感作

して,そ の4日 後SRBCに 対するDTH,お よび脾細

胞数,脾 臓の抗SRBCプ ラーク形成 細胞(以 下PFC

と略),血 中抗SRBC抗 体価を測定した。その結果,抗

体産生はCY投 与の3日 後に最も低下した が,6日 以

後脾細胞数の増加とともに増強し,10日 後にピークとな

り,以 後漸減する傾向がみられた。一方,DTHは3日

後抗体産生の低下したときに最も増強し,抗 体産生が高

まるにつれて減弱する傾向がみられた。これらの結果よ

り,CY投 与3日 後SRBC感 作 を行なつた場合,DTH

が増強された理由は,従 来報告2)～4)されている抗体およ

i)

ii)

iii)

図1 cyclophosphamide (CY)に よるsuppressor T cellの 抑 制 を検 討 した実 験
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表4 cyclophosphamide (CY)200mg/kg腹 腔 内投与のSRBC静 注感作による抗体

産生および遅延型反応(足 蹠反応)に 及ぼす影響

脾細胞数,PFC数,足 蹠反応は 各群5匹 の マウス の平均 値±標準偏差 を示す。

t-testに よる有意差 の検定 は各群 と対照群 との間 で行 なつ た。

表5 cyclophosphamide (CY)処 置 マ ウス(Recipient)に 正 常 マ ウス

(Donor)の 胸 腺,脾 臓,膝 窩 リンパ 節,腹 腔 細 胞 を 移 入 す る こ

とに よ る遅 延 型 反 応 へ の影 響

i)

ii)

iii)

CY処 置群は150mg/kgを 腹腔 内投 与した。

対照群 は細胞移入を行なわなかつた群であ る。

t-testは 対照群 との問に行なつた。
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び抗体産生細胞に よるDTHへ のnegative feed back

がな くなつたためであり,そ の後B cellの 回復につれ

てDTHは 低下すると思われた。

一方
,光 岡ら5)はCYに よつてDTHに 対する非特

異的なsuppressor T cellが 抑制され,そ の結果DTH

が高め られると報告している。 そこでSRBCを 抗原と

する実験系で,CYに よつてsuppressor T cellが 抑制

されるか否かについて,次 の図1に 示す3つ の実験を行

なつた。すべての実験においてC3H/He 10～12週 齢の

雌マウスを1群5匹 使用した。

i) recipientマ ウスにCY 250mg/kgの よ うな大量

を腹腔内投与し,2日 後正常マウス(donor)の 脾臓,膝

窩 リンパ節,胸 腺の細胞をそれぞれ2×107,お よび腹腔

細胞1×107を 静注移入 した。細胞移入の2日 後,SRBC

2×107を 足蹠に感作 し,感 作4日 後FPTを 行 なつた。

その結果,表5i)の ごとくCY投 与 のみ行なわれ,細

胞移入を受けなかつた群は無処置群に比べDTHは 減弱

した。そ して正常マウスの胸腺,膝 窩 リンパ節,脾 臓,

腹腔の各細胞を移入することによりDTHは 増強 され,

胸腺細胞を移入された群においては,正 常マウスよりも

更に強 くDTHが 誘起 されることが観察された。

ii) recipientマ ウスにCY200mg/kgを 腹腔内投与

し,3日 後正常マウス(donor)の 胸腺および脾臓の細胞

をそれぞれ2.6×107静 注 移入 し,同 時にSRBC2×107

を足蹠に感作して,感 作4日 後FPTを 行 なつた。その

結果,表5ii)の ごとくCYを 投与 し,細 胞移入を受け

なかつた対照群は,CY未 投与で,細 胞移入を受けなか

つた正常マウスに比べ,DTHの 軽度の増強が認め られ

た。 またCY投 与群においては,正 常マウスの胸腺およ

び脾細胞を移入することにより,更 にDTHは 強 く誘起

された。上記i),ii)の 実験は,い ずれもSRBC感 作 の

前に細胞を移入する実験であり,そ の結果 より,こ の実

験系では正常マウスにおける非特異的なsuppressor cell

の作用は認められないように思われた。そ こで,次 に抗

原感作後,FPTの 前に細胞を移入することに より,す

でに成立したDTHに 対 する影響について検討した。

iii) recipientマ ウスをCY 150mg/kg投 与群 と未投

与群に分け,CY投 与3日 後SRBC 2×107を 足 蹠に感

作し,感 作4日 後に正常マウス(donor)の 胸腺および脾

細胞をそれぞれ1.25×107静 注移入し,同 時にFPTを

行なつた。その結果,表5iii)の ごとくCY投 与 マウス

は未投与マウスよりDTHは 増強し,ま た両群 ともに細

胞移入したとき,更 にDTHは 増強した。以上の結果よ

りSRBCを 抗原とする本実験系では,CY処 理により非

特異的なsuppressor cellが抑制され,そ のためにDTH

が増強するようには思われなかつた。

3.　 緑 膿 菌 感 染 防 御 に対 す るcyclophosphamideの 影

響

CY 200mg/kgを 表6に 示す ご とく1～16日 前に腹

腔内投与し,NC5株4×106を 静 注感染 し,マ ウスの

死亡率を観察した。その結果CY投 与後,1日 後 は死亡

率が高かつたが,6日 後より抵抗性は増強 し,13日 後 に

は10匹 中,わ ずか1匹 の死亡率であつた。 しか し16日後

では対照群 との間に死亡率の差は認められなかつた。

考 察

1. CY の RESに 対する影響

CY投 与により腹腔細胞数は減少 し,17日 後において

も,な お回復 しなかつた。 しか し,最 も細胞数の減少 し

た3日 後においても,活 性化細胞数は対照群との間に差

が認め られなかつた。更に興味深い こ とはCY投 与後

10～13日 に ピークを持つ活性化細胞数の増加であ り,カ

ーボン ・クリアランスにおいても,肝 臓,脾 臓の重量増

加と平行して,10～13日 に尤進が認められ,16日 後 には

対照群と同程度のレベルに戻つた。腹腔細胞数の減少に

かかわらず,活 性化細胞が維持 されていることは,CY

が細胞の分裂期に作用6)し,骨 髄において,盛んに分裂増

殖するマクロファージの前駆細胞 で あ るpromonocyte

は障害を受けるが,成 熟 したマクロファージはCYに 対

して抵抗性が強 く,障 害を受け難いため と思われる。ま

表6 cyclophosphamide (CY) 200mg/kg投 与後経時的に緑膿菌感染を行なつた

ときのマウスの死亡率
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たCY投 与の10～13日 後にspread macrophageが 増

加する現象について考 え る と,Gadebergら7)は この

spread macrophageをCYに よ り機能が減弱した細胞

とみている。しかし,わ れわれはカーボン ・クリアラン

スの充進や緑膿菌感染に対する抵抗力の増強の時期と,

spread macrophageの 増加の時期が一致することから,

CYに よ り活性化マクロファージが実際に増加したもの

と考える。このCYに よるRES機 能 の活性化の理由とし

て,CYに よる直接的影響のためか,あ るいはCYに よ

る細胞破壊物,ま たは正常腸内細菌叢に由来するendo-

toxin等 のRESを 活性化する物質の二次的な影響のた

めか,あ るいは特にCY投 与の3～6日 後に抗原を 感

作すると,そ れに対 してDTHを 増加させる事実か ら考

えて,腸 内細菌に対 して,強 いDTHが 惹起された結果,

RESの 機能の尤進がみられるのではないか等が考え ら

れ る。

2. CYの 免疫能に及ぼす影響

200mg/kgのCYをC3H/He雌 マウスに投与し,

その後,時 間を変えてSRBCを 足 蹠感作 した場合,CY

投与 の6日 後に感作 したとき,DTHは 最 も増強 し,13

日後には逆に対照群よりも低下がみられた。更に表6に

示すごとく,CF1雌 マウスにCY200mg/kgを 同様に

処置 し,SRBC 1×107を 静注感作 して,PFCとFPT

との関係をみた実験では,CY投 与 により3日 後抗体産

生が低下 したとき,DTHは 増強 し,10～13日 後,逆 に

抗体産生が増強 した時期に,DTHが 抑制 され るような

傾向がみられた。CYの 中等量が選択的にBcellを 抑

制するという報告8)9)や,SRBCを 抗原 として用いた実

験系で,抗 体,あ るいは抗原抗体複合物がDTHを 抑制

するというMackanessら10)の 報 告 より,CYに よる

DTH増 強効果は抗体産生系のDTHに 対するfeed back

の阻害の結果であろう11)と説 明されている。

近 年,suppressor T cellに よる免 疫 反 応 の 調 節 に つ

い て,多 くの報 告12)13)が な され て い る。 光 岡 ら5)はCY

に よつ て非 特 異 的 なDTHに 対 す るsuppressor T cell

が抑 制 され,そ の た め にCY前 投 与 に よ り,DTHの

増 強 を起 こす の で あ ろ う と報 告 してい る。 そ こで図1に

示 す ご と くC3H/Heマ ウス を 用 い,CY処 置 を した

recipientマ ウス に,正 常donorマ ウス の 胸 腺,膝 窩 リ

ン パ節,脾 臓,腹 腔 の各 細 胞 を移 入 し,SRBCに 対 す る

DTHを 測定 した。

表5のi)で は,CY250mg/kgの 投与量は過剰であ

り,BcellもTcellも 障害された た め か,DTHは

CY処 理 によりかえつて減弱 した。これはほ とん どT

cellで ある胸腺細胞およびTcellを 多 く含む膝窩 リン

パ節細胞を移入することにより,DTHが 増強,ま たは

正常に回復 したことより明らか であ つ た。図1の 実験

ii),お よびiii)はCY処 置により,い ずれも無処置群

に 比 べ,DTHの 増 強 効 果 が 若 干 得 られ た 場 合 で あ る。

非 特 異 的 なsuppressor T cellがCYに よつ て障 害 を 受

け た の で あれ ば,正 常 の胸 腺,あ る い は脾 臓 の 細 胞 を

SRBC感 作 前(induction表5ii))あ るい は 足 蹠 反 応 前

(expression表5iii))に 移 入 す る こ とに よつ て,DTHが

抑 制 され ね ば な らない が,こ の実 験 系 に お い ては む しろ

増 強 され,非 特 異 的 なsuppressor cellがCYに よつ て

抑 制 され る よ うに は 思 わ れ なか つ た 。 しか しdonorマ ウ

ス の系13)14)年 齢,抗 原 の違 い 等 に よ る影 響 も考 え られ,

また 種 々 の実 験 条 件 に よ り,suppressor T cell や sup-

pressor B cellを 導 入 し た 場 合,こ れ らのsuppressor

 cell は CYに 感 受 性 が 高 い とい う報 告15)16)も 多 く,更

に 検 討 を 要 す る と考 え る。

3.　 緑膿菌感染に及ぼすCYの 影響

CY投 与直後は,防 御能は減弱しているが,以 後抵抗

力はかえつて高まり,13日 後をピークとし,16日 後 には

再び正常群と同じレベルに至つている。この経過はRES

の活性化をみた実験の経過 と全 く同じ傾向であつた。 こ

の10～13日 後 に緑膿菌感染に対 して,抵 抗力が高 まつた

理由は,RESの 機能抗進によるもの,あ るいは表6に

示す ような抗体産生の増強によるもの等が考え られる。

しか し,前 報に示 したBCG接 種,あ るいは放射線照射

によりRESの 機能が充進 した時期に,緑 膿菌静注感染

に対する抵抗力が低下 したことも認め て おり,RES機

能尤進状態のとき,endotoxinに 対する感受性が高まる

との報告17)もある。データを示 していないが,わ れわれ

の緑膿菌静注感染実験において,そ の抵抗力には抗体が

主要な役割を果た し,細 胞性免疫の関与は少ないこと,

お よびBCG皮 内接種10週 後,RES系 機能亢進が低

下 し,抗 体産生が増強する時期に緑膿菌感染に対する抵

抗力が増強することも認めている。以上の結 果 か ら,

CY処 置10～13日 後における抵抗力の増強は,抗 体産

生系の増強によるもののように思われ る。 この点に関し

ては,更 に検討が必要と思われ る。

以上を総括すると,癌 の内科的療法 として使用される

BCGや,あ るいはこれ と併用 して行なわれる放射線療

法や化学療法剤の1つ であるCYが,生 体に与える影響,

特にRESや 免疫能に対する影響について,長 期間観察

すると,こ れ らの機能は抑制される時期 もあり,ま た充

進する時期 もあつた。

例えばCY投 与後,早 い時期に抗原感作が行なわれる

と,DTHの 増強が少 し遅い時期に抗原感作が行なわれ

ると,抗 体産生の著 しい増強がみられる。BCG投 与や

X線 照射についても,投 与後の時間経過により,免 疫反

応性の大きな変化がある。一般に癌特異抗原に対する細

胞性免疫は癌発育の抑制を,抗 体産生はむ しろ癌発育の

促進をもたらすことと考え合わせると,こ れ ら治療法の

選択,投 与法,投 与時期の決定,そ の後の経過について
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慎重 な考慮を必要とすると考える。

更にRESの 亢進は,感 染に対する抵抗増強をもた ら

す と一般的に考えられているが,緑 膿菌 のようなendo-

toxin産 生菌感染については,一 概にそ うとは言い切れ

ず,致 死的感染に対する生体の防御は,免 疫反応系すべ

ての包括的な働きの結果 と考えられる。更に種々の検討

が必要であろう。

結 論

CYを マ ウスに投与し,RESの 機能,免 疫反応,緑

膿菌感染に対する抵抗力に与える影響を検討し,以 下の

結果が得られた。

1) RESの 機能は,CY投 与直後低下す るが,6日

以後より亢進を示し,13日 後に ピークに達し16日 後正常

に復 した。

2) SRBCを 抗原として,免 疫反応に対する影響をみ

た場合,抗 体産生細胞はCY投 与3日 後にSRBCを 感

作 した とき最 も減少 したが,以 後CY投 与 と抗原感作の

間隔が長 くなるにつれて,か えつて増加の傾向を示 し,

10日 後 にピークを示 した。他方,遅 延型反応は抗体産生

が最も低下 した3日 後に増強 し,抗 体産生が高 くなるに

つれて低下する傾向がみ られた。

3)　 緑膿菌静注感染に対するCY投 与の影響は,CY

投与直後,死 亡率が増加 したが,10～13日 後にはかえつ

て抵抗力の増強が認められた。

(稿を終るにあた り,ご 指導 とこ校閲を賜つた恩師,

杉 山浩太郎教授,石 橋凡雄講師,高 本正砥講師に衷心よ

り感謝の意を表 します。なお本研究の要旨は,第50回 日

本感染症学会総会,第51回,第52回 日本結核病学会総会

において発表しました。)
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