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要

E!  的 :InterphotOreceptOr retinOid― binding prO_

tein(IRBP)によって惹起させた実験的自己免疫性ぶど

う膜網膜炎(EAU)に 対して,免疫抑制薬であるシクロス

ポリンと,キサンチンオキシダーゼ阻害剤であり,ラ ジカ

ルスカベンジャーでもあるアロプリノールの併用投与に

よる抑制効果について検討した。

方 法 :IRBP 30 μgを ルイスラットに接種後,シ ク
ロスポリン,ア ロプリノールを単独および併用投与し経

時的に観察した。接種後 13日 目に組織学的,免疫学的な

らびに生化学的検索を行った。また,これら薬剤の れ υじ_

″0における多核自血球由来フリーラジカルの産生に対
する抑制作用を検討した。

結 果 :EAUの発症率は IRBP接 種後 13日 目では
50%に抑制され,臨床および組織学的所見においてもシ
クロスポリンやアロプリノール単独投与群と比べて炎症
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約

所見は明らかに抑制されていた.そ して,リ ンパ球増殖反

応においても単独投与群と比較して併用投与群において

有意に IRBPに対するリンパ球の増殖が抑制された.全
身的に副作用はみ られなかつた。また,れ υ

"rOに
おい

てシクロスポリンとアロプリノール単独および 2剤併
用添加群ともにラジカル産生の抑制効果があった.

結 論 :シ クロスポ リンとアロプリノールの 2剤併
用投与によるEAUラ ッ トの発症の抑制や炎症の軽減
は,細胞性免疫能の抑制のみならず,多核白血球由来のフ

リーラジカルの産生抑制に基づいていることが推定され

た.(日 眼会誌 103:26-33,1999)

キーワード:実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎,シ クロ

スポリン,ア ロプリノール,細胞性免疫能,
フリーラジカル
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Abstract
Purpose : We assessed the suppressive effect of a clinical and histological findings, inflammatory reac-

combination of cyclosporin ( an immunosuppressive tion was more inhibited by the combination of these
agent) and allopurinol (a xanthine oxidase inhibitor drugs than by either cyclosporin or allopurinol
and radical scavenger) on experimental autoimmune alone. Lymphocyte proliferation assay against IRBP
uveoretinitis (EAU) in Lewis rats, induced by inter- was significantly inhibited by the combination of
photoreceptor retinoid-binding protein (IRBP). drugs. No adverse systemic effects were identified.

Methods : After the immunization of Lewis rats Cyclosporin and allopurinol inhibited radical produc-
with 30 pg of IRBP. lYe administrated cyclosporin tion both separately and in combination.
and./ or allopurinol to the IRBP immunized Lewis Conclusion : This .suggests that suppression of
rats. We observed the incidence and the severity of EAU is based not only on inhibited cell-mediated im-
EAU. Histological, immunological, and biochemical munity but also on inhibited production of free radi-
examinations were performal 13 day.s after the im- cals derived from polymorphonuclear leukocytes.
munization. The suppres.sive effect of these drugs in (J Jpn Ophthalmol Soc 103:26 33, 1999)
uitro on the production of free radieals derived
from polymorphonuclear leukocytes. Key words: Experimental autoimmune uveoretinitis,

Results : The incidence of EAU was suppressed by Cyclosporin, Alloprinol, Cell - mediated
50o/o at 13 days after immunization, and in terms of immunity, Free radical
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I緒  言

難治性ぶどう膜炎であるベーチェット病に,CD4リ ン
パ球を選択的に抑制する免疫抑制業であるンクロスポリ

ン療法
||」 の有効性が多くの報告 `)｀

¬
で示されている。し

かし,シ クロスポリンはある ・定の用壮を超えると腎機

能障害を生じやす く、また,神経症状の誘発などの副作用

が問題となり、その継続投与が困難になることがある。

一方,ベ ーチェット病では活性化 された好中球のフ

リーラジカル産生能が充進 していることが知 られてい

る
.|｀ )`.実
際,キ サンチンオキシダーゼ阻害剤であ り,ラ

ジカルスカベ ンジャーでもあるアロプリノールをベー

チェット病患者に応用し,臨床的にぶどう膜炎ならびに

口腔内アフタなど眼外症状の抑制に有効であることが報

告'さ れている.ア ロプリノールの前駆体であるオキシプ

リノールを実験的ぶどう膜炎に投与すると,その発症や

病像形成に抑制的に作用することも確認されている
10'.

しかしながら,こ れらの薬剤単独ではぶどう膜炎発作を

コントロールしきれないベーチェット病患者が存在する

ことも事実である。

ところで近年 ,腎移植後の患者にアザチオプリンとシ

クロスポリンにプレドニゾロン,さ らに,ア ロプリノール

を投与することにより,拒絶反応が軽減されたとの報

告
111がみられる。

以上のような背景をもとに,ベ ーチェット病をは じめ

とする難治性ぶどう膜炎に対しても,低用量のシクロス

ポリンとアロプリノールを併用投 与することにより,ぶ

どう膜炎を効率良く抑制し,その副作用も最小限に抑え

表 1 細隙灯顕微鏡による炎症所見スコアー

0:異常所見なし
1:炎症所見はないが,ミ ドリンP3の点眼による散瞳が
不良なもの

2:瞳孔領に限局したフイブリンの析出したもの
3:瞳孔領を超えたフイブリンの析出したもの
4:3に加え,軽度の後房蓄膿を伴うもの
5:3に加え,高度の後房蓄膿を伴うもの

表 2 組織学的所見のスコアー

虹 彩 0:炎症所見なし
1:軽度の細胞浸潤
2:中 等度の細胞浸潤
3:高度の細胞浸潤
0:炎症所見なし
1:軽度の細胞浸潤
2:1.に加え,網膜血管炎
3:2.に加え,網膜層構造もしくは視細胞層の破壊
0:炎症所見なし
1:軽度の細胞浸潤
2:中 等度細胞浸潤による脈絡膜の肥厚
3:高度の細胞浸潤による脈絡膜の肥厚

網 膜
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られるのではないかと考えた.そ こで,実験的自己免疫性

ぶどう膜網膜炎 (EAU)に 対 してこれら2剤の併用投与

を行い,その発症や病像に及ぼす影響ならびに副作用の

有無について検討した.さ らに,れ υ
"Ю
でもシクロスポ

リンとアロプリノールの 2剤併用がアロプリノール単独

と比較して,多核白血球由来フリーラジカルの産生に,よ

り抑制的に作用するか否かについて検討したので報告す

る。

II実 験 方 法

1.EAUに おける併用療法の効果および免疫学的検索
1)実験動物

実験には8週齢,体 重約 200gの 雄 Lewisラ ットを用

いた.飼育は無菌飼育条件下で行った。

2)EAUの な起
既報
1卿 )に
準 じて,ウ シ網膜か らinterphotOreceptOr

retinoid― binding protein(IRBP)を 精製 した。その IRBP

30 μgを等量の完全 Freundア ジュバント(DIFCO社 ,米

国)と 混和 して,Lewisラ ットの足踵部皮下に接種 して

EAUを 惹起せしめた。
3)薬剤投与方法

IRBPを 接種したラットを以下のごとくA～ Dの 4群

に分け,接種日から連 日 13日 間,オ リーブ油に溶解させ

た薬剤 l mlを 12時間ごとに経日投与した。

A群 :オ リーブ油のみ投与した対照群
B群 :シ クロスポ リン(3 mg/kg/H Sandoz社 ,ス イ
ス)単独投与群

C群 :ア ロプリノール(100 mg/kg/日 ,田辺製薬)単独

投与群

D群 :シ クロスポリン(3 mg/kg/日 )と アロプリノー
ル(loo mg/kg/日 )併用投与群

4)臨床所見の経時的観察

接種後から連日,細隙灯顕微鏡を用いて前眼部所見の

経時的観察を行い,炎症所見を表 1の ごとくスコアー化

し,その総和で各群を比較検討した。

5)組織学的検索

接種後 13日 目にラットをエーテル麻酔 ドに屠殺した

後に眼球を摘出した。その眼球を 10%中性緩衝ホルマリ

ン液で固定した後,パ ラフィンに包埋して切片を作製し,

ヘマ トキシリン・エオジン染色を施し,光学顕微鏡によ

る観察を行った。なお,組織学的所見を表 2の ごとくスコ

アー化し,その総和で各群を比較検討した。

6)血清抗 IRBP抗体価

接種後 13日 日に採血 して得られた血清を用い,en―

zyme― linked immunosorbent assay(ELISA)法 により

IRBPに対する抗体価を測定した。

7)リ ンパ球増殖反応

接種後 1311日 に牌臓を摘出し,擦 リガラスを用いて細

胞浮遊液とし,ナ イロンメッシュを通した後に NHi Cl―

脈絡膜
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表 3 各群におけるぶどう膜炎の臨床的および組織学的所見の比較

EAII発症率

群   接種後10「 ll」  接種後13日「1   臨床所見スコアー   組織学的所見スコアー

A(n=9)
B(n=8)
C(n=6)
D(n=10)

％

％

％

％

10000

1009(6

10096

5096

6.8=1.2

3.4± 1.4*|

5.6± 1.0精

2.3± 0.8*

3.9■ 0.3

1.9■ 0,7*|

2.5=0.8*|

0.95± 1.1ネ

EAU:実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎
ホ:A群 と比較して有意差を認めた(p<0.05).Mann‐ Whitney検定
':D群 と比較して有意差を認めた(p<0.05).Mann― Whitney検 定
A:対照群 B:シ クロスポリン単独投与群 C:ア ロプリノール単独投与群 併用投与群

図 1 lnterphotoreceplor retinoid― binding protein(IRBP)接種後 13日 目における前眼部所見.

A(対照群):多 量のフィブリン析出および後房蓄膿が観察される.D(シ クロスポリン,ア ロプリノール併用投

与群):炎症所見は極めて11モ微で,ミ ドリン P“の点眼により完全散瞳が得られている。

HCl緩衝液で溶血,そ の後 2%ウ シ胎仔血清加 RPMI

1640(CIBCO社 ,米国)で 3回洗浄してリンパ球を分離し

た。このリンパ球にIRBPを 添加して C026%37℃ で培

養を行った。培養液には 10%ウ シ胎仔血清加 RPM11640

を用い,96穴マイクロプレー トに2.5× 105/200μ 1/well

ずつ入れて 72時間培養し,培養終了 16時間前に
3H_チ ミ

ジンを加え,シ ンチレーションカウンターで測定した。

8)体重の変動および生化学的検査
IRBP接種前と接種後 13日 目に体重を測定し,その変

動を比較した。また,接種後 13日 目に得られた血清中の

尿酸,ク レアチニンおよび尿素窒素量を測定した.

2.併用療法における多核白血球(PMNs)由来フリー

ラジカルの抑制効果

1)PMNsの 調整

PMNsの分離は Ficol卜 Hypaque法で行った性 すなわ

ち,Lewisラ ットの腹腔内に 0。 1%glycogenを 注入 し4

時間後,RPM11640 20 mlで 腹腔内に遊走した細胞を回

収 した。この細胞浮遊液をFicoll Paque液 (Pharmacia)

に重層 し,2,000 rpm 20分 間遠心分離 し,PMNsを 分離

した.混入 した赤血球は低張食塩水により溶血 させ ,

RPM1 1640で 3回洗浄後,5× 106/mlに 調整 した。なお,

調整したPMNsの viabilityは いずれもトリパンブルー

染色で90%以上であることを確認した。

2)ケ ミルミネッセンス測定

(1)EAUラ ットにおけるPMNs出来フリーラジカル

と薬剤の影響

PMNs浮 遊液 100 μlと 2× 101M濃 度のluminol溶 液

100 μlを ポリエチレンキュベイト(7× 50 mm)に 混和 し

|||lm餞 |||‐

電
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図 2 1RBP接種後 13日 目における組織学的所見。
A(対照群):網膜血管炎,視細胞層への細胞浸潤と破壊 ,お よび炎症細胞による脈絡膜の著しい肥厚を認める。

バーは 10 μm.D(シ クロスポリン,ア ロプリノール併用投与群):細胞浸潤による脈絡膜の僅かな肥厚がみら

れるが,網膜の層構造は保たれている。バーは 10 μm

A群   B群    C群    D群 正常Lewis
ラット

図 3 血清抗 IRBP抗体価 (ELISA)。
A群 :対照群.B群 :シ クロスポリン単独投与群.C群 :ア
ロプリノール単独投与群.D群 :シ クロスポリン,ア ロプ

リノール併用投与群.

ELISA:enzyrne― linked irnrnunosorbent assay
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た後,濃 度 3× 10'Mの N―おrmyl― methionyl― leucyl― phe―

nyl alanine(FMLP)100 μlを加え,Lurniphotometer TD―

400(ラ ボサ イエ ンス)で ,120秒 間経時的に測定した。測

定値は化学発光 (ケ ミルミネッセンス)の頂値で比較 した。

(2)rれ υ力rο における PMNs由 来フリーラジカルと

業剤の影響

正常 Lewisラ ットから得られた PMNsを a群 とし,こ
れにシクロスポリンのみを添加 した b群 ,ア ロプリノー

ルのみを添加した c群 ,シ クロスポリンとアロプリノー

ルをともに添加したものを d群 として 4群に分けた.そ

れぞれの薬剤の最終濃度は 10お よび 100 μg/mlに なる

ように調整し,37℃ ,15分 間培養した後,luminol溶 液と

FMLPを 100 μlず つ加 え,Lumiphotometer TD-400で
120秒間経時的に測定,化学発光の頂値を測定値とした。

3.統 計 処 理

Mann― Whitney検定およびt検定で有意差を判定した。
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III 結  果

1.EAUに おける各薬剤の抑制効果および免疫学的検索
1)EAUの経過と所見
対照であるA群に比べてシクロスポリン単独投与群
(B群 ),ア ロプリノール単独投与群(C群 ),2剤併用投与

群 (D群 )では明らかにぶどう膜炎が抑制されていた(表

3)。 すなわち,IRBP接種後 10日 目における EAUの 発症
率はA群で 78%であったのに対して,B群 37.5%,C群
50%,D群 30%であった。また,13日 目においてはD群

のみ発症率が 50%に 抑制されていた.13日 目における

炎症所見は,A群では大量のフィブリンの析出および後

房蓄膿が観察され,D群では極めて軽微で,ミ ドリンP・

の点眼により完全散瞳するものが多くみられた(図 1).

EAUの 炎症所見をスコアー化した比較では,A群に比
べて B,C群 およびD群 において抑制は明らかであっ
た。さらに,2剤 併用投与を行ったD群は単独投与を行っ

たB,C群 と比較して有意に炎症所見が抑制されていた.

2)組織学的所見

A群では網膜血管炎,視細胞層への細胞浸潤と破壊 ,

および脈絡膜の炎症細胞の浸潤による著しい肥厚がみら

れたのに比べ B,C,D各 群では全般的に炎症所見は軽

く,特に D群では細胞浸潤による脈絡膜の軽度の肥厚の

みの例が多かった(図 2)。 組織学的所見をスコアー化し

「
|:11く 会誌 103巻  1け

て比較した結果,A群 と比較するとB,C群および D群

において炎症所見は抑制されていた (表 3).さ らに,D群

はB,C群 と比較して有意に炎症所見が抑制されていた。

3)血清抗 IRBP抗体価
IRBPに対する血清抗体価は,A,B,C,Dすべての群で

高い値を示し,各群の間に有意差はみられなかった(図3).

4)リ ンパ球増殖反応

各ラットの牌臓から得たリンパ球について増殖試験を

行い,その stimulatiOn index(SI)で比較した結果,A群に

比べ B,C,D群では IRBPに 対するリンパ球の増殖が抑

制傾向にあり,特に D群では統計学的に有意に抑制され

ていることが示された (図 4)。

5)体重の変動および生化学的検査

A,B,C,D各群とも体重の変化 (増加率)に有意差はな

かった。尿酸値はアロプリノールを投与したC,D群にお
いて有意に低下していたが,その他,ク レアチエン,尿素

窒素の値はどの群の間にも有意な差はみられなかった

(表 4).

2.各薬剤の PMNs由来フリーラジカルに対する抑制
効果

1)EAUラ ットにおけるPMNs由 来フリーラジカル

FMLP刺 激後の PMNsの活性化をケミルミネッセン

スで比較検討したところ,EAUラ ットおよび正常ラット

r.|.u.★

~A群
B群 C群 D群 正常

Lewis

ラット

図5 多核白血球(PMNs)由来フリーラジカル.
A群 :対照群,B群 :シ クロスポリン単独投与群,C群 :ア
ロプリノール単独投与群.D群 :シ クロスポリン,ア ロプ

リノール併用投与群 .

r.1.u.★ :relative light unit

S.:.十

7.5

5

2.5

0

「

~~~~・
・

A群  B群  C群  D群

図 4 リンパ琳増殖反応 .
A群 :対照群,B群 :シ クロスポリン単独投与群,C群 :ア
ロプリノール単独投与群,D群 :シ クロスポリン,ア ロプ

リノール併用投与群 .

SI★ :stimulation index,'★ :p<0.05(ti食 1定 )

表 4 体重の変動および生化学的検査

祥 体重増加率(%) BUN(mg/dl) Creatine(mg/dl) UA(mg/dD

A(n=9)
B(n=8)
C(n=6)
D(n=10)
正常 Leisラ ツ ト(n=5)

112.9± 2.1

113.4± 4.3

116.3± 2.9

112.9± 2.7

116.2± 4.6

19.2± 3.4

18.4± 2.0

21.1± 1.9

22.0± 1.1

20.3± 1.5

0.50± 0.06

0.54± 0.05

0.64± 0.11

0.58± 0.05

0.57± 0.58

1.14± 0.9

1.2± 0.58

0.6± 0.41*

0.4± 0.26*

0.73± 0.58

ネ:正常 Lewisラ ットと比較して右意差を認めた.(p<0.05)t検 定
A:対照群 B:シ クロスポリン単独投与群 C:ア ロプリノール単独投与群 D:併用投与群

「

~~~
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疫反応を選択的に抑制する薬剤であり
1)2),_方

,痛風治

療薬として広く臨床応用されているアロプリノールは

スーパーオキサイドの生成阻害作用のみならず
18),同
じ

活性酸素種の中でもより反応性に富み,組織障害性が高

いとされる水酸化ラジカルや次亜塩素酸に対してもスカ

ベンジング効果を有することが報告“
|)さ
れている。また,

その副作用はときに胃腸障害などが出現するのみである。

これまでに,シ クロスポリン単独投与でもEAUは 抑
制されることが報告

20,さ れており,ま た,我々はアロプリ

ノールの前駆体であるオキシプリノールを投与し,EAU
ラットにおける後房蓄膿や網膜血管炎などの炎症症状が

軽減することを確認している
|。 )。 そこで,両薬剤を併用投

与することにより,EAUに対するより強い抑制効果,な
らびにシクロスポリンの減量による副作用の回避を期待

して今回の実験を行った。

その結果,シ クロスポリン単独,ア ロプリノール単独 ,

シクロスポリンとアロプリノール併用投与のいずれの薬

剤投与群でも,ぶ どう膜炎の発症率や炎症所見が抑制さ

れたが,特に併用投与群においては,よ り抑制的に作用す

ることが明らかとなった。各薬剤の投与による免疫応答

系に対する作用機序について検討したところ,IRBPに

対する抗体価についてはいずれの薬剤でも同様の値を示

したが,リ ンパ球増殖反応ではシクロスポリンとアロプ

リノール併用投与群において明らかな抑制効果がみられ

た.こ のことは,シ クロスポリンが細胞性免疫反応のみを

選択的に抑制する特性に加え
1,2),ァ ロプリノールを併用

投与することによりその効果が増強した可能性が考えら

れる。また,シ クロスポリンとアロプリノールを併用した

場合にシクロスポリンの血中濃度が増加するとの報告
21'

もあり,今回は検討を行っていないが,こ のシクロスポリ

ンの血中濃度の増加による影響の可能性も考えられる。

フリーラジカルに対する作用様式を検討してみると,

れ υわοにおいてはアロプリノールを投与 してもPMNs
由来のフリーラジカルの抑制効果はほとんどみられな

かった。EAUラ ットの網膜および脈絡膜を試料としてケ
ミルミネッセンス法による測定を行った報告では,正常

の網膜や脈絡膜組織に比べて明らかに炎症局所において

フリーラジカルの産生充進が示されている
22)。 これらの

結果から,EAUラ ットにおいて PMNsが活性化してい
るのは主に眼局所のみであり,その結果,れ υわοでのア

ロプリノールによる抑制効果は,末梢血レベルでは反映

されないと考えられた。

一方,れ υιιЮ において PMNs由来フリーラジカル産
生の抑制効果を検討したところ,ア ロプリノールやシク

ロスポリン単独添加群,併用添加群ともに抑制していた。

シクロスポリン単独投与でもjれ υJ′Ю においてフリーラ

ジカルの産生を抑制したメカニズムについては不明であ

るが,こ れまでにれ υj″οでシクロスポリンと肝臓や腎

臓の組織を培養することにより過酸化脂質が産生される

「

~~★

r.|.u.十

a群    b群 c群 d群

図 6Jれ υ″rο におけるPMNs由 来フリーラジカルと
各薬剤の影響 .

□:10μノml添 加騰■ :100 μg/ml添加群
A群 :正常 PMNs,B群 :シ クロスポリン添加,C群 :ア
ロプリノール添加,D群 :シ クロスポリン,ア ロプリ
ノールともに添加 .

r■ u.☆ :relative light unit,☆
☆:p<0.05(t本父定 )

の間に有意差はみられなかった (図 5).

2)Iれ υ力Ю におけるPMNs由 来フリーラジカル

正常 Lewisラ ットから得られた PMNsに シクロスポ
リン(b群 ),ア ロプリノール(c群 )お よびこれ ら2剤 を

併用添加(d群 )したところ,添加濃度10 μymlでは対照
であるa群 に比べて有意差はみられなかったが,d,c,b

群の順にフリーラジカルの産生は抑制されていた(図

6).添加ャ)豊度 100 μg/mlで は,d,b,c群 の順にフリーラジ

カルの産生が抑制され,特に c群 とd群では a群 との間
に有意差があった (図 6).

IV 考  按

IRBPや網膜 S抗原により惹起されるEAUの発症は,
局所リンパ節での IRBP反応性 Tリ ンパ球の活性化か

ら始まる。また,炎症発症後の網膜,ぶ どう膜の組織障害

因子には,細胞傷害性 Tリ ンパ球,ナチユラルキラー細

胞,マ クロファージ,好中球や抗体などが考えられてい

る|・。これらのうち好中球については,抗好中球モノク

ローナル抗体によりその発症が抑制されることから,発

症あるいは組織障害における重要性が示されている
l“
.

また,IRBPに より惹起されたラットEAUの視細胞層に
は,ス ーパーオキサイドをはじめとするフリーラジカ

|ル

を産生する多核白血球が浸潤していることが明らかと

なっており,組織障害の要因の一つと考えられている
r).

そこで今回は,EAUの発症ならびに組織障害における T
リンパ球の活性化と好中球の活性化を抑制する目的で,

シクロスポリンとアロプリノールの投与とその効果につ

いて検討した.

シクロスポリンはTリ ンパ球のインターロイキン

(IL)2産 生に関するシグナル伝達の抑制,す なわち,
メッセンジャー RNA(mRNA)の発現を抑制し細胞性免
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報告
21● 21,ゃ
,赤血球とキサンチンオキシダーゼとともに

シクロスポリンを培養したところ,赤血球とそれぞれの

試薬を単独で培養したものと比べ低濃度で溶血がみら

れ,その抑制としてアロプリノールが有効との報告
25)も

あり,今後も検討の余地があるものと思われる。なお,シ

クロスポリンの添加濃度 lo～ 1,000 μg/mlは ,臨床的に

投与されるシクロスポリンの血中濃度150～ 1,000nノ

mlに相当するといわれていることから
26),本
実験では 10

および 100 μg/mlに 設定した。

今回の実験の結果,シ クロスポリンとアロプリノール

2剤の併用投与によるEAUラ ットの発症の抑制や炎症
の軽減は,細胞性免疫能の抑制のみならず,PMNs出来の

フリーラジカルの産生抑制に基づいていることが示唆さ

れた。この併用療法では,今回調べた範囲内では特に副作

用がみられなかったことは,今後,ベーチェット病のよう

に,その発症や病像形成に細胞性免疫異常
8)26)や
好中球の

機能異常が関与している
●ヽ8,と 考えられる難治性のぶど

う膜炎に対して,シ クロスポリンとアロプリノールによ

る併用療法が臨床的にも応用される可能性があるものと

思われた。
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