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要  約

免疫応答を調整することにより疾患を治療 する手段のひとつとして, 作 用機序の異なるさまざまな免疫抑制

剤を行い, 眼科領域で免疫反応が関与 する三つの病態, 即 ち, (1) ぶどう膜炎,(2) 角 膜移植片拒絶反応, (3)

アレルギー性結膜炎に対 する免疫薬理作用についての基礎的・臨床的研究を行った. 用 いた免疫抑制剤は,(1)

デ キサメサソン,(2) シ ク ロホスファミド( アルキル化剤),(3) ミソリビン( 代謝拮抗剤), (4)  15-デ オキシ

スパーガリン(制癌剤), (5) ブシ ラミン(抗 リウマチ薬,抗 原提示細胞抑制) バ6) シ クロスポリンとFK 506(im-

numophilin ligand) であった. ぶ どう膜炎の動物モデルである実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎(EAU) に

お ける用量作用実験では, FK 506 とデ キサメサソンが最も低用量で有効で, そ のed5 は0.2 μmol/kg/ 日で

あり, つ いでシクロスポリンとシクロホスファミド(3̃4 μmol/kg/ 日), 15-DSG  (11μmol/kg/ 日), ミソリ

ビン(58 μmol/kg/ 日) であった. immunophilin ligand は特 異抗原に対 する細胞性免疫反応を選択的に抑制

したのに対し, 他 の薬剤は液性免疫反応も細胞性免疫反応も抑制しその作用は非選択的 であった. 更 にim-

munophilin ligand はそ の投与中止した後も長期間EAU の発 症を抑制する作用が持続 し,1 次 抗原に選択的

な免疫寛容を誘導し,抗 原特異的サプレッサー細胞を活性化する作用が認められた. FK 506 の治 療をラットや

サルにおいてEAU が 発症する直前あるいは発病後から開始してもEAU の抑 制がみられたことから, 治療効

果があると考えられた. こ れらのデータに基づき, FK  506 の難 治性ぶどう膜炎に対する多施設オープン臨床試

験をおこなった. ベ ーチェット病を中心とした難治性ぶどう膜炎40 名 がFK 506 (0.05̃0.2 mg/kg/ 日) で治

療され, そ の平均観察期間は26.2 ±12.4 週 間 であった. これらの症例のぶどう膜炎に対 する改善率は70% で

あり, シ クロスポリンの前治療が無効であった症例だけをみても47% の 改善率であった. ベ ーチェット病の眼

炎症発作頻度に対しても有意の抑制効果が認められた. 副作用としては腎機能異常が最も頻度が高く, 治療中
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に血 中クレアチニン値が正常範囲を越えたものは22.5% に認 められた. FK 506 全血 中トラフレベルは, 臨床

効果と副作用の観点から15 ng/ml 以 上25 ng/ml 以 下 に保つことが望 ましいと考えられた. Fisher ラッ トの

角膜をLewis ラット に移植する全層角膜移植術で術後2̃3 週間以内 に100% を生 じる移植片の拒絶反応に

対 し, シ クロスポリン全身投与(10 mg/kg/ 日), FK 506 全 身投与(0.3, 1.0,  3.0 mg/kg/ 日) ならびに0.3%

FK 506 ,点眼薬は抑制作用を示し移植片の延命効果が認められた. こ れらの治療は移植片への免疫細胞(CD  4

陽性 細胞, マ クロファージ, IL-2  R 陽 性細胞,la 抗原 陽性細胞) の浸潤を抑制し, 更に混合リンパ球反応(MLR)

も抑 制した. こ れらのことから, immunophilin ligand の全 身投与あるいは点眼は角膜移植片の拒絶反応に対

して有望な治療法と考えられる. Immunophilin ligand がT リンパ球受容体を介するIL-2 産生 に関するシグ

ナル伝達(mRNA) を抑 制するこ とはよく知られているが, 最近, 好塩基球におけるlgE 受容 体を介する脱

顆粒現象のシグナル伝達も抑制することがin  vitro の 系で報告された. そ こで, ラ ットにおける受身型アレ

ルギー性結膜炎のモデルで, FK 506 点眼 薬の作用をを検討した結果, FK  506 点眼 薬はアレルギー性結膜炎を

有意に抑制し, 結膜下組織での肥満細胞の脱顆粒 を抑制した. このことから, immunophilin ligand の局所投

与 は重症の アレル ギー性 結膜 炎の 治療 法 のひ とつ に なり うる可能 性 が示唆 された.( 日 眼会 誌 96 :

1608 ―1634, 1992)
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Immunotherapy in Ocular Diseases
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Abstract

Basic and clinical studies on immunotherapy in immune-mediated ocular disorders, i.e.  uveitis,

allograft rejection in corneal transplantation and allergic conjuctivitis, were carried out using a

variety of immunosuppressants, including immunoph Ⅲn ligands (FK506 and cyclosporine).  1. In an

animal model for uveitis, experimental autoimmune uveitis (EAU),  immunoph Ⅲn ligands were demon-

strated in the rat and monkey to have unique immunological activities : (1)  intense and prolonged

suppression of EAU development, (2)  therapeutic effects by treating animals only after disease onset,

(3) selective suppression on cellular immune response to S-antigen, (4)  induction of immunological

tolerance and activation of antigen specific suppressor cells. Combination therapy with 10w doses of

immunophilin ligand and other immunosuppressant was tested to achieve better effects with less side

effects. A low dose of cyclosporine (2 mg/kg/day)  with buc Ⅲamine  (20 mg/kg/day)  which suppresses

antigen-presenting activity by macrophages caused much stronger suppression of EAU than the

therapy with either cyclosporine or bucillamine alone. Similarly, a low dose of FK506 (0.1 mg/kg/day)

with dexamethasone  (0.01 mg/kg/day)  caused stronger suppression of EAU. A multi-center clinical

open trial of FK506 1n refractory uveitis was carried out in Japan. A total of 40 cases of active uveitis

in the posterior segment of the eye were treated with FK506 (0.05,  0.1 or 0.2 mg/kg/day)  and  the mean

observation period was 26.2 ±12.4 weeks. FK506 therapy improved uveitis in 60%  of all cases including

47%  of patients resistant to previous therapy with cyclosporine. FK506 siginificantly suppressed the

number of uveitis attacks in patients with Behcet's disease. As for the side effects,  22.5%  of patients

showed abnormal values of renal function on FK506. The trough level of FK506 1n whole blood

correlated with adverse side effects as well as with therapeutic effect on uveitis, and it should be

maintained between  15 and 25 ng/ml. 2.  Effects of immunophilin ligands on the allograft rejection in

corneal transplantation was e χamined in the rat. Fisher rat were used as donors and Lewis rats as

recipients. This combination caused 100%  rejection by 2̃3 weeks after surgery as indicated by (1)
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edema,  opacity and neovascularization in the graft, (2)  infiltration of a variety of immune cells

demonstrated by immunohistological examination and (3)high mixed leukocyte reaction (MLR).

Systemic administration of cyclosporine (10 mg/kg/day)  or FK506 (0.3,1,3 mg/kg/day)  suppressed the

allograft rejection. In addition, topical instⅢation of FK506 (0.3%)was effective to prolong the graft

survival as long as the topical therapy continued. This data suggests that systemic or topical immuno ・

philin ligands can be used for the treatment of allograft rejection in corneal transplantation.

Recently,  it was reported that immunoph Ⅲn ligands suppress IsE receptor ・mediated signal trans-

duction which results in the e χocytosis of secretory granules from basoph Ⅲs or mast cells. However,

no studies have been carried out to test their in  vitro effects on immediate hypersensitivity. There-

fore,  the effects of topical FK506 0n passive allergic conjunctivitis were examined in the rat. Topical

FK506 significantly suppressed allergic conjunctivitis as well a degranulation of mast cells in the

subconjuctival tissues and the effect was stronger than that of 0.1%  betamethasone or 2%DSCG.  This

data thus indicates that topical immunoph Ⅲn ligands can be beneficial for the therapy of severe

allergic conjunctivitis such as vernal conjunctivitis. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 96 : 1608 ―1634,1992)

Key words : Immunotherapy, Cyclosporine,  FK506,  Uveitis, Corneal transplantation,

Allergic conjunctivitis

I 緒  言

最近の免疫学の進歩によりさまざまな疾患の発症機

構と病態形成に, 免疫応答系が深く関与することが明

らかにされてきている. こ れに伴い治療に免疫療法,

即 ち 免 疫 応 答 を 調 整 す る さ ま ざ ま な方 法(im ・

munomodulation) の導 入が試みられ, 一部は臨床応用

されて成果をあげている. 一 般に, 免疫療法とは, 多

彩な免疫細胞(T リンパ球,B リソポ球, マ クロファー

ジ, ナチュラル・キラー細胞, 肥満細胞, 好 塩基球な

ど) の 分化・活性イ匕過程, 抗原認識過程, 種 々のサイ

トカインなどの活性物質の産生・分泌過程など, 免疫

応答の比較的早いstage を 抑制あるいは増強させるこ

とにより免疫応答を調整する方法である. 古典的な免

疫療法にはワクチン, 放 射線照射, 細胞毒性剤, (cyto-

toxic agent) に代表 される免疫抑制剤などがある. 最

近, 細 胞融合法(hybridization), 分子生物学, 免疫薬

理学 な どの発展 にと もない, 免 疫応 答系 の特定 の

stage に 選 択 的 に 作 用 す る さ ま ざ ま なimmuno-

modulation の方 法が研究され,眼 科領域でも主に実験

的自己免疫性ぶど う網膜炎(experimental autoim-

mune uveoretinitis, EAU) の実 験系で検討されてい

る. 例 え ば,(1) 主 要 組織 適合抗 原複 合体(major

histocompatib Ⅲty complex,  MHC) クラスII 抗原 に

対するモノクロナール抗体を用いて, 抗原提示細胞の

リンパ球への抗原提示を抑制する方法C  anti-la anti-

body therapy)",  (2) 細 胞間接着分子に対するモノク

p- ナ ル抗体を用いて, 抗 原提示細胞とリンパ球の細

胞問接 着を阻 害し 抗原 認識を抑 制 する方 法(anti-

adhesion molecule antibody therapy)2',  (3) イ ン

ターロイキン2  (IL-2) と細菌毒素を融合させた物質

(IL-2 PE 40) を投与することで, IL-2 受 容体CIL-2 R)

を 発 現している細胞, 例 えば活性化T リンパ球などを

選択的に傷害する方法3),(4) 網膜 抗原特異的T 細 胞

株を用いた ワクチン療 法4),(5) 網 膜 抗原自体を経口

投与することにより, 網膜抗原に対する免疫寛容を誘

導する方法(oral tolerance)5', (6) 新 しい世代の免疫

抑制剤6)̃11)な どがあげられる. この中で, 実験動物に

よる前臨床試験がさらにすすんでヒトの疾患の治療ま

で検討がされているものは, 現 時点では, 上記(5) のS

抗原に対してリンパ球増殖反応を示すぶどう膜炎患者

にS 抗原を経口投与して,S 抗原に対する免疫寛容を

誘導することによりぶどう膜炎を治療する試み(米国,

NEI,  Nussenblatt 博士 ら) と,(6) の シ クロスポリン,

FK 506, ラ パマイシソなどのイムノフりリソ・りガソ

ド【immunophi 】in ligands)と呼 ばれる新しい世代の

免疫抑制剤による治療のコ.つ だけである.

シ クロスポリンはT リ ンパ球細胞質内に存在する

シクロフィリソ(cyclophilin) と呼ばれるタンパクと

結合し, シ クロスポリソーシクロフィリソ結合体がT

リンパ球核内に移行してDNA に作 用し, IL-2 な どの

リ ソ フォカ イ ソ 産 物 に 関 す るmessenger RNA

(mRNA) の=発現を抑制する12)13).この ために, シ クロ

スポリンはT リンパ球機能を抑制する(図1). 全く 同
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Immunophilin ligands

T lymphocyte (CD4+)

図1 イムノフィリン・リガンイ のT リンパ球に対す

る作川.

様の機構がFK 506 につ いても存在する.即 ち, FK  506

はT リ ン パ球 細胞 質 内 のFK 結 合 タ ンパ ク(FK-

binding protein, FKBP) と結 合し, FK  506-FKBP 結

合体がT リンパ球 核内 でIL 。2産 生に関するmRNA

の発 現を抑制する14>l5). Cyclophilin とFKBP は 分子

量 も ア ミ ノ酸配 列 も互 い に 異 な る が, い ず れ も

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPl ase) 活性

を有している16)17) こ れらcyclophilin やFKBP は イ

ムノフィリソ(immunophilin) と呼 ばれ, こ れに結合

することにより免疫活性に生じるという意味でシクロ

スポリンやFK 506 はimmunophilin Iigand と呼 ばれ

るようになった18)19) こ れ らのimmunophilin ligand

は 従 来の免疫抑制剤には みられな かった作用の選択

性, 即 ち, CD  4陽 性のヘルパー/イソデューサーT 細

胞からのIL-2 産生 をすでに述べた機構により阻害し

て,T リンパ球によりmediate さ れる細胞性免疫反応

を選択的に抑制する特徴がある.こ のために, immuno-

philin ligand はT リン 球が主な役割を演じ る臓器

移植片の拒絶反応の治療や種々の自己 免疫病の治療に

応用されつっある11)20)̃23).

ご く最近, シ クロスポリンやFK 506 がlgE 受 容体

を介して生じる肥満細胞や好酸基球からの脱顆粒現象

を抑制することがf,2 治g の実験で相次いで報告さ

れ24)25',in!munophilin ligand は肥 満細胞や好塩=基皷

などにおいても脱顆粒に関するシグナル伝達を抑制す

る作用をもつと考えられている( 図2). こ のことは,

immunophilin 】igandは肥 満細胞, 好塩基球が関与す
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鈩1 尽 忠ilin

Mast  cellまたはbasophil

図2 イムノフィリン・リガソドの肥満細胞・奸塩基

球に対する作用.

るアナフィラキシーやI 型 アレルギ ー疾患に対しても

効果があ ることを示唆するものであるが, い まだj,2

湎・りの研究はなされていない.

我 々は, こ れらのimmunophilin ligand の 免疫薬理

作用について, 眼科領域で免疫応答が関与する三つの

主な病態, 即 ち, (1) ぶ ど う膜炎, (2) 角 膜移植片の

拒絶反応,(3) アレ ルギ ー性結膜炎において基礎的・

臨床的研究をおこない従来の免疫抑制剤と比較したの

で報告する.

II 研 究 方 法

1. 基 礎的研究

1) 実験動物: 近交系Lewis ラットと近交系Fisher

ラット( 日 本チャールズリバー), 近交系Brown Nor-

way ラ ット( 清和実験動物), 近交系Wistar/ST ラッ

ト( 九 動) の雄または雎を用いた. 使 用時の週齢は8

̃12 週 齢であり, 飼育は無菌飼育条件下であった. サ

ルは, rhesus monkey ( 米国 国立衛生研究所) の雄ま

たは雌を用いた.

2) 試 薬: シ ク9 スポ リン( サ ンド社 より提供),

FK 506 お よびその点眼薬( 藤沢薬品工業より提供),

15 デ オキシ スパ ーガリン( 日本化薬より提供), シ クロ

ホスファミド( 塩 野義), ミソ リビソ( 旭化成工業より

提供), デ キサy サ ソソ( 萬 有), ブ シラミソ( 参天製

薬より提供)0.1% ベ ーダy サ ソソ点眼薬( 塩野義),

2% グロ モクリク酸ナトリウム( 藤 沢製薬) を 動物実

験あるいは細胞培養に川いた.

3) 抗原: ウシ網膜より藤野ら26)の 方 法で分離精 製

した網膜可溶性抗原(S 抗原) とinterphotoreceptor

retinoid binding protein (IRBP) を 実験的自己免疫性

ぶどう膜炎(EAU) の惹 起抗原として用いた. 実験的
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表1 免疫 組織染色に川いた各種抗ラツ}ヽ モ ノク

ローナル抗体

抗 体

-
ox 19

W 3/25

0X8

0X 39

OX  6

OX  42

0X22

特   異   性

T リンパ球

ヘルパ ー/イソデュ ーサ ーT 細胞(CD4)

サプレ ッサ ー/サイトトキシ ックT 細胞(CD8)

IL-2 受容体(IL ・2)

主要組織適合抗原罘 クラスII (MHC class II)

マ クロフ ァージ

好中球

7 レ ル ギー性脳脊髄膜炎の惹起抗原としてはモルモッ

ト脊髄から分離精製したmyelin basic protein  (MBP)

(国 立精神神経センター, 田平武博士より提供)を 用い

た.

4) 抗体: 免疫組織染色はavidin-biotin-peroxidase

complex 法 を用いた.1 次抗体に用いた坑ラットモノ

クロナール抗体とその特異性は表1 の ごとくである.

2 次 抗体は ビオチン標式 ウマ坑マ ウスlgG とABC

キット(Vector,  Burlingame, 米国) を用いた.

ラ ットにおける受身型アレルギー性結膜炎を惹起さ

れるために用いた抗卵白アルブミン・ラットlgE 抗体

は自家調精したものを用いた.

5) 実 験 的 自己 免疫 性ぶ ど う膜炎(experimental

autoimmune uveoretinitis,  EAU)

D EAU の 発 症方 法 とそ の評価:S 抗 原あ るい は

IRBP と 完 全 フ ロ イ ド ア ジュバ ソ ド(complete

Freund adjuvant,  CFA)  ( 結 核死菌H  37 Ra を2.0

mg/ml 含有, 自家調整) を容積比1:1 の 割合で混合

乳化し, ラットの足蹠に0.1  ml  (抗原30 μg/ ラット含

有) を注射した. この動物を, 生 理食塩水または各種

薬剤で治療し, 手術用顕微鏡下でEAU の 発症 と炎症

の強さを観察し, また眼球摘出して病理像をヘマトキ

シレソ・エオジン染色法にて検討した. サ ルの免疫は,

結 核死菌1.25  mg/ml 含 有 するCFA を 用 い, 消毒し

た サルの 背中 に,1 か 所 あ たり0.05  ml のS 抗 原/

CFA 混 合 液を2̃3cm づ つ 離して数か所に注射し,

総 量としてS 抗原を20 μg/kg 免疫 した. さ らに最初

の免疫から14 日 目に同様の免疫を追加した.

旧S 抗 原に対 する免疫反応 の測定:S 抗 原に対 す

る血清抗体価測定は酵素抗体法CELISA 法)27)で 行い,

リンパ球増殖反応は汐H- チ ミジン取り込み法6)により

測定した.

i圉 抗原特異的 サプレ ッサー活性の測定:S 抗 原ま
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たはIRBP で 免疫されEAU を発 症したラットの脾臓

リン 球をresponder cell とし, 十 方,S 抗原 免疫当

「¦か ら14 日 目までのシクロスポリン(10 mg/kg/ 囗)

またはFK 506 (1 mg/kg/ 凵) で 治療されEAU 発疳 が

抑制されているラットから免疫後30 日 目に得た脾臓

リンパ球の中のCD8 リⅢ胞(suppressor/cytotoxic T

cells)をadditional cells として用いた. 抗 原存在下の

培養で起こるresponder cells の 抗原特異的 リンパ球

増殖反応が, additional cells を 培 養系に加えることに

より抑制されるかどうかを測定してサプレ ッサ ー活性

を調べた.

6) 全層角膜移植術

i) 手 術方 法: 角 膜 移植 片 のド ナーとし てFisher

ラ ット(RT I 冖) を 用い, レ シピエント としては

Lewis ラット(RT  1 I・)を 用いた. 手術前処置として,

1% 硫酸 アトロピン点眼薬, 6.5% ト ロ ピカミド点眼

薬,5% 塩 酸 フェニレフリソ点眼薬,1% イン ドy サ

シソ点眼薬を10 分間隔で3 回, ド ナーとレシピエント

に点眼した. 手 術は, 塩 酸ヶタミソ(250 mg/kg) とキ

シラジソ塩酸塩(80 nlg/kg) の筋 注によりラットを全

身麻酔し, 手術用顕微鏡下で無菌的に行われた. ド ナー

角膜は直径3.0  mm トレ パンで角膜中央からずらして

全層切除し, こ れを2.5  mm トレ パンで全層切除した

レシピエントの角膜床に1(卜0 ナイロン系(CU-5 針,

アルコン) にて8 糸 結紮縫合し, 手術終了時に空気よ

り前房を形成した28J.術後 は, アトロピン眼軟膏とゲン

タシソ点眼薬を1 週 間用い, またゲソタシンの筋注(5

mg/kg  /囗) を4 日 間行った.

iD 治療: 全 層角膜移植術の当 日から, シ クロ スポ

リン( 筋 注) またはFK 506 ( 腹腔 注射) の 全身投与を

14 日間毎日おこない, 対 照のラットは生理食塩水を投

与した.

FK 506 点 眼薬治療は, 治療群と非治療群のいずれの

ラットも角膜移植術の当 日から6 日 目まで0.3  mg/

kg/ 日 のFK 506 全身 投与をおこない, 第7 日目から

0.3%FK  506 点 眼薬あるいは基剤を術後20 日目まで

毎日4 時間毎に点眼した.

iii) 拒 絶反応の観察と評価法: 術後1 週 目から毎週

1 回手術用顕微鏡下で, 治療内容を知らされていない

検者により移植角膜片の観察を次の三項目についてお

こなった. 珥も, 移植片の混濁(O; なし.1: わず か

な混濁あるが虹彩は明瞭に見える.2; 虹彩 の詳細が

角膜混濁のために見にくい部分もある.3; 強い 混濁

はあるが瞳孔は見える.4; 完 全 な混濁), 移植片の浮
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営O

頤 耐
Mixed lymphocyte reaction (MLR)

図3 令層角膜移陋( ラ パヽ⊃ のドナー・レシピエン

ト間の混合リンパ球反応(MLR) の実験方法.

腫(O; なし.1; 軽度̃ 中 等度.2; 強度), 移植 片

内の新生血管(O; なし.1: 移植 片の周辺部分に限

局.2; 中 間部に侵入.3; 移 植片中央部分に侵入)

の三項目についてスコアをつけた. 手術操作による炎

症が軽減する第2 週 以降で, スコアの合計が3 以上は

移植片が拒絶された とした.

移 植片における拒絶反応を病理学的に検討するため

に臨床的に拒絶 されたと判断される数日前, 拒 絶され

たと判断された時期, そ の1 週 間後,2 週間後の4 つ

の時期に眼球を摘出し, ヘ マトキシレソ・エオジン染

色および各種モノクローナル抗体( 表1) を 用いた免

疫組織染色を行った.

iv) リン パ球混合培養【mixed 】ymphocyte reac-

tion, MLR)  ( 図3):Lewis ラットあ るい はFisher

ラ. 卜 の角膜片を移植されたLewis ラットの脾臓 と

そけい部 リンパ節より分離したnonadherent cell を

反応系の反応細胞として用いた. 一方, 無 処置のLewis

ラ ット, Fisher ラ ットあるいはBrown Norway ラ ッ

トの睥細胞を放射線照射して反 応系 の刺激細胞とし

た. 反応細胞(5 ×105cells/well) と刺 激細胞(5 ×105

cells/well) を96 穴 平 底 プ レート でRPMI-1640

madium  (加10% 牛胎 児血清) で4 日間培養し最後の

16 時間は3H- チ ミジンを加えて, 3H- チ ミジンの取り込

みを液体 シンチレ ーションカウンターで測定, MLR

を 検討した.

7) アレ ルギ ー性結膜炎

i) 受 身型 アレル ギー性結膜炎 の惹 起方法 と評価

法: 卵 白アルブ ミン(Sigma) をWistar ラ ットに免疫

して 高力価の抗卵白アルブ ミソラットlgE 血 清 を作

製した. Wistar ラットの上眼瞼を翻転して上眼瞼結膜

下に50 μ1の抗卵白アルブミン血清を注射し,48 時間

後に抗原(1% 卵 白 アルブミン) と0.5% エ バンスブ

ルーの混合液を3 n!1 静脈 注射して,受 身型アレルギー

性結膜炎を惹起させた.抗 原注射の30 分後にラットを

断頭し眼瞼と眼球を一塊にして摘出し抽出液で48 時

間色素を抽出した後に, 抽出液の吸光度(620 nm) を

測定した.

iD 治 療: 結 膜嚢内 に正 確に10 μ1のFK 506 点 眼

薬(0.01%,  0.1%,  0.3%),  0.1% ベ ータメサソソ点

眼液,2% グロモクリク醵ナトリウム(DSCG) 点 眼薬

あるいは基剤を点眼して, アレルギー性結膜炎に対す

る効果を検討した. 点眼する時間は, 抗 原の静注の15

分前と5 分前のスケジュールと,6 時間前,4 時 間前,

2 時 間前のスケジュールの2 通 りについて検討した.

i印 結膜肥満細胞の脱顆粒 の測定: 抗卵白アルブミ

ラットlgE 血清をラット眼瞼結膜下組織に注射し,48

時間後に抗原の卵白アルブミンを静脈内投与した.30

分後 の抗体注射部位における肥満細胞(mast  cell)の

脱顆粒の有無をギムザ染色により顕微鏡下(100 倍) で

観察し, 脱 顆粒肥満細胞のパーセントを計測した.

2. 臨床 的研究

ベ ーチェット病を中心とする難治性ぶどう膜炎に対

するFK 506 の臨床試験

本臨床試験は, ベ ーチェット病を中心とする難治性

ぶどう膜炎に対するFK 506 第II 相 臨床試験の中間成

績をまとめたものである. 試 験は, FK 506 ベ ーチェッ

ト病を中心とする難治性ぶどう膜炎研究会により計画

され下記の多施設でおこなわれている.

1) 施設: 東 京大学医学部( 眼科・物療内科), 東京

女子医科大学( 眼 科・第四内科), 東京医科大学, 聖 マ

リアンナ大学( 第一内科), 横 浜市立大学医学部(眼 科),

七 沢 リハビリテーション病院(内科), 東京女子医科大

学第二病院( 眼科), 島 根医科大学( 第三内科・眼科),

久留米大学医学部( 眼 科・第一内科)

2) 対 象:16 歳 以 上76 歳 未 満の非 感染症で, 眼 底

(硝 子体を含む)に 活動性病巣を有する下記の難治性ぷ

どう膜炎患者, 即 ち,(a) ベ ーチェット病で発作期の

視力が0.5 以 下,あ るいは前12 週 間の眼発作が1 回以

上のもの,(b) ステ ロイドを使用できないか抵抗性の
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フ ォークト・小栲・原田病,(c) ステ ロイドを使用で

きないか抵抗性のサルコイドーシス,(d) そ の他の非

感染性の難治性ぶどう膜炎.

但し, 肝機能障害や腎機能障害のあるもの, 高 カリ

ウム血症を有するもの, 心 疾患を合併するか心電図上

異常をもっ もの, 高血圧症を合併するもの, 膵 炎また

は糖尿病を合併するものなどは対象から除外した.

3) 投 与 法: 患者に十分な説明をし同意を得たのち

に, 治療前の全身検査をおこない全身的 に問題のない

ことを確認しFK 506 投 与 を開始した. 開 始直後の2

週 間は原則として入院しておこなった.FK 506 投 与 量

は, 最 初の10 症 例は0.05 mg/kg/ 囗, 次 の13 症 例 は

0.1 mg/kg/ 日, 次 の14 症 例は0.2 mg/kg  / 日 と, 低い

用量から安全性を確認しながら行った. 但し, 投 与開

始後は, 各症例ごとに臨床効果と副作用をみながら用

量の増減は主治医の判断でおこなった(0.3  mg/kg/ 日

を上限). 薬剤 は12 時間 毎に分2 経 口投与した. また

投与期間は12 週間としたが,12 週 後 も投与を希望し

かつ安全性に問題のない患者は治療を継続した.

4) 評価 項目:(a) 眼症 状の改善度( 視力, ぶ どう膜

炎の活動性ならびに眼炎症発作頻度),(b) 眼 外症状

の改善度, (c) 全般改善度,(d) 副作用と概括安全度,

(e) 有用度,(f) 体内 動態, これらについて, 治療開始

前, 開 始後の1,  2,  4,  6,  8,  12 週 目に検査をお

こない,12 週以 後も治療が継続している症例では以後

4 週毎に検査をして経過観察した.

0
0
0
0
0
0
0
0
0

8
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発
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図4 各種の免疫抑制剤のEAU 発症抑制作用の用量

作用曲線.

日限会誌 96 巻 12 号

Ill 結  果

1. 基礎的研究

1) 実験的自己免疫性ぶどう膜炎における各種免疫

抑制剤の効果

i) EAU の発症抑制効果

ラットにS 抗原を免疫した当日から14 日目まで毎

日薬物を全身投与し, 無治療の対照 ラットが全例

EAU を発病した日にラットを殺処分し病理学的に

EAU の発症率を検討した. 各薬剤のEAU 発症抑制

(予防効果)に関するdose-response を検討した結果を

図4 に示す. 検討した薬剤は, CI) コルチコステロイ

ドとしてデキサタサソソ, (2) 細胞毒性剤の免疫抑制

剤としてアルキル化剤のシクロホスファミド, 代謝拮

抗剤のミソリビソと15 デオキシスパーガリソ(15-

deox  yspergual in,以 下15 DSG), そし て, (3) im-

munoph Ⅲn ligand としてシクロスポリンとFK 506

の6 種類の薬物であった. この用量作用曲線から各薬

剤のEAU に対するED50 を重量(mg) とモル(μmoL)

の2 通りで算出した結果を表2 に示す. ED. が重量比

較で最も低用量であったのはデキサy サソソ, 次いで

表2 各種免疫抑制剤のEAU に対するed5, 値

ed5[
薬   剤

deχamethasone

mizoribine

15-deocyspergualin

cyclophosphamide

cyclosporine

FK 506

mg/Kg/ 日

0.08

15.0

5.6

1.0

3.2

0.15

μmol./Kg/ 日

0.2

57.9

11.3

3.8

2.7

0.2
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薬剤  検査日 リンパ球増殖反応(対照に対するパーセント)

{m9yk9/日}_0  20  40   60  80  100

Dex・(0.3) 15[ 二]

30 　

15-DSG  (10) 15 厂‾T コ

30 　

CY  (10) 15 厂 ‾‾‾1

30 「 ‾‾ ‾‾1

CYA  (10) 15 匚 ‾T 匸コ

30 厂 ‾‾¬

FK506  (1) 15 厂‾‾コ

30 「 ‾ ‾¬

図6 各種 免疫 挧孀¦」剤( 免疫 当 日̃14 日 目 まで 投 り・)

の抗 原 特 異的 リン パ球 増 殖反 応に 対 す る 効果.

FK 506 であった.シクロスポリンと15  DSG はほぼ同

等のED50 値であり, ミゾリビンが最もED50 が高く

EAU の抑制作用が弱かった.

これらの各種薬剤のS 抗原に対する抗体産生とリ

ンパ球増殖反応におよぼす作用を検討した結果を, そ

れぞれ図5 と図6 に示す.薬物治療はS 抗原免疫後14

囗目で中正し, 抗体価測定とリンパ球増殖反応はS 抗

原免疫後15 囗目と30 囗目に行った. 薬物投与中は,

デキサメサゾソ,15 DSG, シクロホスファミド,

FK 506 ぱ抗S 抗原抗体価を強く抑制しているのに対

しシクロスポリン(10 mg/kg/ 囗)は抗体価を全く抑制

しなかった. 治療中に抗体価抑制作川のみられた薬剤

のうち,デキサタサゾソと15  DSSG は投与中止後2 週

間目( 免疫後30 囗目)に測定すると, その抗体抑制作

用はかなり弱くなっていた. 一方, シク9 ホスファミ

ドとFK 506 は中止した2 週間後でなお強く抗S 抗原

抗体価を抑制していた.

S 抗原に対するリンパ球増殖反応に対しては, いず

れの薬物もその投与中には強い抑制作用を示した( 図

6). しかし,投与中止して2 週間後までその抑制作用

が持続していたのは, シクロホスファミド, シク9 ス

ポリソ, FK 506 の三薬剤だけであった.

ii) 免疫病理所見

眼内の各組織における免疫病理所見をまとめたもの

を図7 に示す. 無治療の対照EAU 発病ラットでは,

EAU 発症後早期に前房, 虹彩, 硝子体, 網脈絡膜に多

数のCD4 陽性の浸潤細胞がみられるが, CD  8陽性細

胞は少数であった. 同様の部位にOX  42陽性のマクロ

ファージも多数認められ, また, CD  4陽性細胞や

OX  42陽性細胞の多くはIし2R を発現していた.

口 生食水 ＼

E]FK506  (0.3〉

㎜15 ・DSG (3)
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ｕ

こ
こ
こ

図7 EAU 発症早期における眼内浸潤細胞に対する

FK 506 と15 デオキシスバーガリンの効果( 発症後

数日以内のEAU 早期のもの). 各グラフの縦軸は各

陽性細胞の各部位での数をO から5 までに程度分類

したものである.M φ; マクロファージ(CD  42陽性

紐¦胞)

表3 各種免疫抑制剤の実験的ぶど引澆炎の免疫病

理への作用の比較

薬 剤

CYA

FK 506

De χ.

15DSG

CD  4

一
升

卅

+

+

膜

CDS

升

狃

十

十

抗

幵

卅

十

十

原

幵

卅

十

+

MHC クラ ス11 抗 原(la 抗原) は, これらの眼内浸潤

細胞と一部の眼内組織( 角 膜内皮細胞, 毛 様体上皮細

胞, 網膜血管内皮細胞, 網膜色素上皮細胞) にもその

発現が認められた.

こ れ に対 し, シ ク ロ ス ポ リ ソ(3  mg/kg/ 日),

FK 506(0.3 mg/kg/ 日)は, CD  4陽 性細胞,0 × 42 陽

性細胞, IL-2 R 発現 細胞を強く抑制し, 更に, MHC-

クラスII 抗原 の発現も抑制した. デ キサメサソソ,15

DSG とこ れらimmunophilin ligand との 免疫病理所

見への効果の比較を表3 に示す.

畄) 薬剤投与中止後の長期抑制効果

前述の結果で, あ る種の薬剤は投与中止後も免疫反

応に対する抑制作用が長期間持続していたので, 次 に

EAU 発症 抑制効がどれだけ持続するかについて検討

した. 動物をS 抗原免疫し, 最初の14 日間 だけ治療を

おこない免疫後15 日 目以降は無治療で観察した. 図8



1616

E
A
U

の
発
症
率

(%)

100

80

60

40

20

0

薬 物 治療
rmmmml

,■  CY

φ枦
・

CYA

FK506

免疫後の期間( 週)

図8 投薬中山後のEAU 発症抑制作用の持続

に示す如く, ミゾリビソ(20 mg/kg/ 日), デ キサタサ

ゾソ(0.3 mg/kgg/ 囗), 15 DSG (10 mg/kg/ 日) は投

与中はEAU 発 疱を抑制しても投与を中止すると2 週

間以内にほぼ全例がEAU を 発疱し抑制の持続作用は

みられなかった. 一方, シ クロホスファミド(10 mg/

kg/ 日) で 治療されたラットは投与を中止して4 週間

後でも, その半数はEAU の発病は抑制されていた. シ

クロスポリン(10 mg/kg/ 日) とFK 506(1 mg/kg/ 日)

は さらに強いEAU の発度抑制の持続がみられた. 即

ち, 投与を中止して4 週 間後でも, シ クロスポリン治

療 を うけ た ラット の20% し かEAU を 発 病 せ ず,

FK 506 治療 を うけたラヴトではEAU の発 病は 皆無

であった.

iv) Immunophilin ligand の抗原特異的免疫不応答

性( 免疫寛容) の誘導

前述の実験結果 より, シ クロスポリンやFK 506 の

immunophilin ligand は投 与を中止した後も,EAU の

発疱や免疫反応に対する抑制効果が長期間持続するこ

とが示された. そこで, この抑制効果が最初に用いた

抗原に特異的な現象か, あ るいは非特異的な抑制であ

るかを検討した. 本実験では,S 抗 原免疫(1 次 免疫)

後 の14 日 間 だけ, シ クロホスファミド(10 mg/kg/

日), シ ク ロ ス ポ リ ン(10 mg/kg/ 囗) あ る い は

FK 506(1 mg/kg/ 日)の 治療をおこない, 免疫後30 日

目にEAU を 発症していない ラットにS 抗 原あるいは

1 次 免疫の抗原とは異なる抗原(mylelin basic pro-

tein, MBP) に よる2 次 免疫をおこない,2 次免疫後

のEAU あ る い は アレル ギー性脳 炎(experimental

allergic encepphalitis, EAE) の発 症について検討し

た. そ の結果を表4 に示す. シクロスポリンあるいは

日限 会 誌96 巻 12 号

表4 ……‘.次 免疫 後 の 抗原 特 異的 免疫 抑 制 作 用

群 1 次免疫

A

B

C

D

E

F

冶 療   2 次免疫 2 次免疫後の発病率

M 凵囗までj ( 、30日口) EAU  EAE

S 抗原  シクロホスファミド`  S 抗原 100%

MBP

S 抗原  シクロスポリン   S 抗原  27%

MBP

S 抗原 FK5{}6      S 抗原  0%

MBP

反 応 細 胞
Additional cel 囗 こ

行 なっ た治 療

S抗原感作

リンパ球

生塩水

CYA  (10)

FK506  (1)

IRBP 感作

リンパ球
生塩水

CYA  (10)

FK506  (1)

リ

0

%
 
%

0
 
 
0

1
0
 
 
1
0

100%

パ球増殖反応 の抑制率(%)
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¬

{ヨ}-
こ

つ

** P < 0.01
{}
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[3-

図9 イムノフ 四J ン・リガンド治療による抗原特異

的サフレーザー一細胞の誘虱

FK 506 で 治療されたラッ 囗よ,S 抗原による2 次免疫

後もEAU を 発症しないかしてもご くわずかであった

のに対し,MBP によ る2 次免疫ではEAE をを100%

発 病した. このことから, immunophilin ligand は1

次 抗原に特異的な免疫不応答性を誘導することが示さ

れた. 一 方, シクロホスファミドで治療されたラット

は,S 抗原による2 次抗体でも100%EAU を 発病し,

こ の薬剤の免疫抑制作用はimmunophilin ligand のそ

れとは異なることが示された.

v)lmn!unophilin ligand の 抗 原 特 異的 サ プ レッ

サ ー活性の誘導

Immuuoph Ⅲn ligand によ る治療が抗原特異的免疫

不応答性を誘導することが前の実験で示された瓲 さ

らにその牋序について検討した. この実験は,S 抗 原免

疫後シクロスポリン(10 mg/kg/ 日) ま たはFK 506 (1

mg/kg/ 囗) で14 日 間 治療し,30 囗目 に胖細胞から

CD4 陽 性T 細 胞 またはCD8 陽 性T 細 胞を 分離 し

て, こ の細胞をS 抗 原感作リンパ球あるいはIRBP 感

作 リンパ球に加え, そ れぞれのリンパ球の抗原特異的

リンパ球増殖反応に対する抑制作用を検討した. そ の

結果を図9 に示す.S 抗 原 免疫後にシクロスポリンあ

るいはFK 506 で 治 療されたラ,.卜 のCD8 陽 性T 細

胞は,S 抗原 感作リンパ球のS 抗原に対する増殖反応
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表5 EAU 発病当日より開始したFK 506 治療の効果

発 病 後 の 日 数

0

生食液    1.0 ±0.2"

FK 506(1.{n 0.8 ±0.4

1     2     3     4

2.6±0.3  2.8 ±0.2  2.8 ±0.2  2.5 士0.3

1.2 士〔〕.4  1.5 ±0.5  1.0 ±0.5  0.8 ±0.6

5

1。3±0

-

2

FK 506(3.0)0.7 二!二0.3  0.8 ±0.3  0.6 士0.2  0.5 ±0.4  0.2  ± 0 -1   -

1) EAU の炎疽の臨床 スコア:0, 炎症なし.I, 軽度( 虹彩 の充 血と前房中への惨出物出

現). 2, 中等 度( 小さい前房≫D.  3, 強度( 袴しい 前房蕎膿 と眼球突 出).

を強く抑制したのに対し, IRBP 感作 リンパ球の

IRBP に対する増殖反応に全く抑佑¦』しなかった. CD  4

陽性T 細胞分画にはこのような抑制活性は認められ

なかった. このことから, immunophilin ligand は抗

原特異的サプレッサー性をin  vivoで誘導する作用が

あることが示された.

更に,この抗原特異的サプレッサー活性をもつCDS

陽性T 細胞をS 抗原を免疫にLewis ラットの腹腔に

注射しEAU 発症の抑制効果を検討した. シクロスポ

リン治療により誘導したサプレッサー細胞による

EAU の抑制率は7/12  (58.3%) であり, FK 506 によ

り誘導したサプレ. サー細胞によるEAU 発症抑制率

は3/9  (33.3%) であった. EAU が発病した場合も,

その病理変化は対照に比較して軽度であった. このこ

とより, シクロスポリンやFK 506 のimmunophilin

ligand の治療で誘導された抗原特異的サプレッサー

活性をもつ細胞は, リンパ球増殖反応だけでなく発病

も抑制することが示された.

vi) EAU 発病後の治療効果

S 抗原免疫後治療をせずに観察し, EAU が発症した

当日からFK 506 の投与を開始して, EAU に対する治

療効果を検討した. その結果を表5 に示す. 治療を全

くしなかった対照のラ.・囗ま発病後急速にEAU の炎

症スコアが高くなるのに対し, FK 506 治療をEAU 発

病日から開始したラットは, FK 506 の用量に依存して

炎症スコアが低くなり. FK  506は治療効果をもつこと

が示された.

v曲 各種薬剤の併用によるEAU 治療の試み

作用機序に異なる二種類の薬剤を低用量ずつ併用し

て単独療法の効果と比較した.

a) シクロスポリンとブシラミソの併用: 免疫調節

剤としてリウマチの治療に用いられているブシラミソ

は,下記の実験によりマクロファージによるT リンパ

球への抗原提示能を抑制することが示された. 即ち,

図10 の如く,S 抗原感作ラットから分離しX 線射照

1617

S-Ag bucillamine またはCYA

T 細胞

図10 ブシラミソのマクロファージ抗原提示能に対

する作用の測定法.

S 抗原を免疫したヲツトの脾細胞のマクロファージ

を放射線照射し, プシラミソ存在下で培養した後に

よく洗い,これをS 抗原感作T リンパ球に加えて,

リンパ球の増殖反応を測定した.

(  cpm  x  1 0"3 )
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図11 プシラミソのマクロファージ抗原提示能抑制

作用.

マクrjファージに作用させたブシラミソの濃度に依

存してリンパ球増殖反応は低下した( ○). しかし,

T リンパ球にブシラミソを作用させてもリンパ球

増殖反応は低'ドしなかった( ●).

したマクロファージをブシラミン存在下で4 時間培養

してからブシラミソをよくwash out した後に,S 抗原
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薬剤(mg/kg/ 日)   EAU の発症率(%)
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図12 シ ク9 スポリソとブシラミソのEAU 発 疱抑

制に対する併用効果.

薬剤(mg/kg/ 日) リンパ球増殖反応( 対照に対する%)

h 　

2

-

-

2

2

-
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厂‾‾¬

厂‾ ‾ ‾
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厂‾‾¬
20 厂 ¬

200 [ 二二コ

図13 シクロスポリソとブシラミンのリンパ球増殖

反応に対する併用効果.

感 作T リンパ球 と一緒に培養した. 図11 に示 すよう

に, マ クロファージに処置したブシラミソの濃度に依

存して, こ のS 抗原感作T リンパ球の増殖反応は抑制

された. こ のことからブシラミソはマクロフフージに

よるT リンパ球への抗原提示を抑制 すると考えられ

る. 一 方,S 抗 原感作リンパ球をブシラミソで処置して

もリンパ球増殖反応は全く抑制されず, ブ シラミソは

T リンパ球に対しては作用しないことが示された.

このように, マ クi=lフ ァージに作用するブシラミソ

と,T リンパ球に作用するシクロスポリンを併用した

結果を図12 に 示す. シ クロスポリソ2 mg/kg/ 日の単

独療法でEAU 発症 率が5/10  (50%), ブ シ ラミソ20

mg/kg/ 日単独投与でのEAU 発 症率が9/10  (90%) で

あ ったが, 両 者の併用でのEAU 発 症率は2/10(20%)

と明 らかに併用効果が認められた. 二者の併用効果は

EAU の発 病抑制だけでなく,S 抗原に対するリンパ球

増殖反応に対しても認められた( 図13) が, 抗S 抗 原

抗体価に対しては認められなかった.

b) FK 506 とデ キサメサ ソソの併用: 図14 に デ キ

サj サソソの併用の結果を示す. FK 506(0.1 mg/kg/

日) の 単独投与でのEAU 発 症率は23/24  (95%), デ

日限会誌 96 巻 12 号

表6 サルの実験的ぶどう膜炎に対するFK 506 の

治療効果

‘7 -J コ. FK 506 冶療*  EAU動物番
。  (mg/kg/

凵)( 皃稻囗

l
a

乙
9
J

4

5

6

7

ｎ
6
(
U
X
O

I

な し

な し

〔〕.25 ― 0.125

〔〕.25 →0.125

0.25 一4 0.125

0.25 →stop

0.125 →0.063

0.125 →0.063

0.125

0.125

り
、
)
q
d

り
J

Q
J

り
a

り
J

一
 
5
3

一
 
6
0
 

一

'FK 506 は 免疫 後23 日口から開 始した.

サルの体重減 少が 著しい ものは表中 で示す ごとく途巾 で

半・量で滅尽あ るいは中ILし た.

薬剤(mg/kg/ 日)  EAU の発症率(%)
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一

0
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1
一
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0
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図14 FK 506 とデキサノサゾソのEAU 発症抑制に

対する併用効果.

キサメサソソの0.01 mg/kg/ 日, 0.02 mg/kg/ 日での

EAU 発 症率はそれぞれ16/16  (100%),  20/32  (63%)

で あ った. FK 506 (0.1) と デキサタサソソ(0.01) の

併 用では4/8  (50%),  FK 506 (0.1) とデ キサy サ ソ

ソ(0.02) の併 用では6/28  (21%) のEAU 発症 率と

なり, 各薬剤の低用量単独投与に比べて発症率が抑制

され併用効果が認められた.

vⅢ) サ ルにおけるEAU に対するFK 506 の 作用

表6 にrhesus monkey に お けるFK 506 の 治 療結

果を示す. 治療群ではFK 506 をS 抗原免疫後23 日 目

から開始し対照は生食液投与した.対 照の2 匹 は33 日

目に強いEAU が発症したが, FK 506 の0.25 mg/kg/

日 ま たは0. 125 mg/kg/ 日 が 免疫後23 日 目か ら開始

したサルでは, EAU が発 症しないか, 発病してもその

発病 囗が対照に比べて大幅に遅延した. 対 照のサルと

FK 506 (0.25  mg/kg/ 囗) 治療をうけたサルの眼底写
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図15 S 抗 原 免疫 に よ るサ ル のEAU の眼 底 写 真( 上) と病理 像C 下).
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真 と病理写真を示す(図15). 対 照のサルでは, 激しい

網膜血管炎と血管に沿った網膜出血がみられ, 病理像

でも網膜壊死病巣と炎症細胞の浸潤が脈絡膜にもみら

れる. 一方. FK 506 治療を うけたサルでは, 軽度の硝

子体混濁と網膜血管の拡張蛇行は認められるがその程

度は軽く,病理像も網脈絡膜は正常構築が保っていた.

2) ラ ット全層角膜移植術後拒絶反応に対す るlm-

munophi 】in ligand の作用

Fisher ラ ット(RT / ゛1)を ドナーに, Lewis ラッ

ト(RT ye) を レシピエントに用いた. この組み合わせ

は, MHC が 同 じ でminor とmedial histocompat-

ibility antigen が異 なるだけであるが, 皮 膚移植と角

膜移植ではそれぞれ100% の 拒絶反応を起こす.

i) Immunophilin ligand 全 身投与

a) 移 植 片の生存率: シ クロスポリン(10 mg/kg/

日) あ るいはFK 506 (0.3,  1,  3mg/kg/ 日) を角膜移

植当 日から術後14 日 目まで毎日投与し以後は無 治療

で観察し, 移植片の生存率をまとめた結果を図16 に示

す.無 治療対照ラットは術後3 週 目までに図17 に 示す

ような移植角膜片の浮腫, 混 濁, 血 管侵入を生じ全例

が 拒 絶 さ れ 生 存 率0 と なった. 一 方, 図18 に は

FK 506 (l mg/kg/ 日) 投 与ラットの移植片が示すが,

移植片は浮腫も混濁もほとんどなく血管の侵入も認め

られずきれいに生着している. 移 植片の生存率はシク

ロ スポリンの10 mg/kg/ 日 とFK 506 の1  mg/kg/ 日

が ほぼ同等で, FK 506 の3 mg/kg/ 日 が 最 も有効で

あったが, 投与中止後6 週 目( 術後8 週 目) までに全

例が拒絶反応を生じた.

b) 移 植 角膜 片におけ る免疫病理: 図19 に 無 治療

図17 無治療ラットの術後2 週間目の移植片.

日眼会誌 96 巻 12 号

のレシピエソトラットの拒絶反応を生じた移植角膜 卅

を免疫病理学的に検討した結果を示す. 移植片には,

CD4 陽 性 のヘルパー/ イソデューサーT 細胞,- クロ

ファージ, IL-2 R 陽性細胞, MHC- ク ラスII抗 原陽性

細胞が多数浸潤しており, 移 植片に激しい免疫反応が

生じていることがうかがえる. 一方, 図20 に は1 mg/

kg/ 日 のFK 506 で 治療されたレシピエントの同じ時

期の移植角膜片を示すが, い ずれの免疫細胞にもほと

んど浸潤していない.

経時的にも移植片が免疫組織染色とすると, 無 治療

対照ラットでは.拒 絶反応の時期に各種の免疫細胞( 但

しCD8 は例 外) が最も多く認められ, 以 後1 週毎に減

少するが,CD8 陽性 のサプレッサー/サ イトトキシッ

クT 細胞だけは, 拒 絶反応の1 週 間後にその数が最も

多くなった. ところで, FK 506 や シ クロスポリンの治

療を14 日 間受けていたレシピエントでは,拒 絶反応は

遅れて生じた. し かし, そ の拒絶反応の発疱した時期

においても各種の免疫反応の移植片内の数は対照に比

して有意に少なく, 免疫反応が強く抑制されているこ

とが示された( 図21).

c) リン パ球混合培養: ラ ット角膜移植における免

疫反応をさらに詳しく検討するために, 図3 に示した

ような混合リンパ球反応(mixed lymphocyte reac-

tion, MLR) を 調べた. そ の結果を表7 に示す. 無 処

置のLewis ラットの リンパ球は, Fisher ラットのリン

パ球では刺激されずMLR を 生 じなかったが, MHC

の 異なるBrown Norway ラ ットのリンパ球により高

い増殖反応を 起こしMLR を 生じた. し かし, Fisher

ラ ットの角膜を 移植 されたLewis ラ ットのリンパ球

図18 FK 506 (1  mg/kg/ 囗) 治療をうげたラットの

術後3 週間目の移植片.
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図19 無治療ラットの術後2 週目の移植片の免疫病理所見.

CTL; 陰性対照,M φ; マクロフプージ, Th/i ; ヘルパー/イソデューサーT 細胞,

Ts/c ; サプレッサーノサイトトキシックT 細胞, IaBA  ; MHC クラスII抗原陽性細胞,

IL-2 R ; IL-2 receptor 陽性細胞.
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図20 FK 506 (1 mg/kg/ 日) 治療されたレシピエソトラ、.卜の術後2 週間目の移植

片の免疫病理所見.

略 号は図19 と同じ.
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0
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角膜 移植 後の 期間( 週)

図16 イムノフィリソ・リガソド全身投与の角膜移植

片の生存率への効果.

浸 潤細 胞
細 胞 数/  0.015 mms

へjゆ'-/0テIユーザーT細胞 
匹 。

サフ'レ7サーノサOμシ・,グT細胞Eiii 二二
ニ:ト
・

IL-2R 陽性細胞

マクロファージ

MHC-class II
陽性細胞

E= ≒

J= へ

( *P < 0.05, **P<0.01 )

図21 角膜移植片における免疫細胞に対する

FK 506 (全身投与) の作用.

口対照, 朧FK 506 (1 mg/kg/日) 治療群

は, Fisher ラットのリンパ球により刺激されMLR が

生じ, その強さはBrown Norway ラットのリンパ球

により生じたMLR と同程度であった.そして,レシピ

エント(Fisher ラット→Lewis ラット) へのFK 506

治療は, これらのMLR が強く抑制した( 表7).

ii) FK 506 点眼薬による角膜移植片拒絶反応の抑

制

畠
-

■
-

■

・

嚀

岫

蓴
-
-

基剤点眼群:

i

:

0。3% FK506
点 眼群
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角膜移植後の日数

凶22 FK 506 点眼の角膜移植片の生存率への効果.

…対照,-0.3%FK 506 点眼薬

浸潤 細胞
移 植 片 内 の 浸 潤 度

0   0.5  1.0  1.5  2.0

ゆ 万 　

切 卜 割 り 細胞匹

IL-2R 陽性細胞

Bリンパ球

マクロファージ

EF= ≒

E∃=-

EEF= ≒・
匹

( *P < 0.05,“P  < 0.01 )

図23 角膜移植片における免疫細胞に対する

FK 506 (局所点眼) の作用.

口対照, 朧FK  506点眼群

全層角膜移植後(7 日目̃20 日目), 基剤 点眼を うけ

たレシピエントの移植片は術後10 日 目から拒絶反応

を生じるものが現われ術後14 日目までに全例が拒絶

された. 一方. 0.3%FK 506 点 眼薬を4 時 間毎にうけ

たレシピエントの移植片は点眼が行われている間は全

て生存しており, 術後24 囗目頃から拒絶反応を生じは

じめ術後28 日 目に全例が拒絶された( 図22). こ のよ

うに, 0.3%FK506 点眼 薬は全層角膜移植のallograft

表7 ラット全層角膜移植における混合リンパ球反応

Lewis ラ ット から の反 応細胞

角膜移植

(-)

Fisher->  Lewis

Fisher->  Lewis

FK 506 治療

卜)

(-)

(十)

剌  激  細  胞

Fisher ラット

1.0±0.1*

5.6±1.5

1.0±0.1

・Stimulation index (4 回の実験 の平均 値士標準誤差)

Brown N. ラット

3.8 土0.9

5.6 士1.3

1.1 ±0.2
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に対する延命効果が認められた.

図23 には,臨床的に拒絶反応を生じたと判断された

時期の角膜移植片に対する各種の免疫細胞を免疫組織

学的に検討した結果を示す. 基剤治療群では, CD  4陽

性細胞, CD  8陽性細胞, IL-2 R 陽性細胞, マクロ

ファージ, MHC クラスI 抗原陽性細胞, MHC クラス

11抗原陽性細胞が角膜実質から内皮細胞近くに多数認

められ, これは前項(全身投与)で記したと同様であっ

た. これらの所見とB リンパ球は極めて少なかったこ

とから, 移植卅で生じている炎症反応が遅延型の免疫

点 眼時間
(15 分前と5 分前)

結 膜 ア レ ル ギ ー反 応 の 抑 制 率(%)

0  20  40  60  80  100

FK506  (0.03%)[::二二]

%) 二

(0.3%) 二

Betameth霏7ぢ[ ‾‾‾T]

O  二

(i・P  < 0.01)

図24 受身型アレルギー性結膜炎に対するFK 506 点

眼薬の作用( 抗原静注の15 分前と5 分前に点眼)

日眼会誌 96 巻 12 号

反 応を主体とする病変であると考えられた. こ れらに

対して, 0.3%FK 506 点眼 治療は,B リンパ球を全く

他の全ての免疫細胞およびMHC ク ラ スI 抗 原 とク

ラスII 抗原の発現を有意に抑制した.

3) ラ ット 受 身 型 ア レ ル ギー性結 膜 炎 に 対 す る

FK 506 点眼薬の効果

ラット抗卵白アルブ ミンlgE 血 清を無 治療 のラッ

ト眼瞼結膜下に注射し, そ の後抗原( 卵白アルブミン)

とエバンスブルーの混合液を注射し眼瞼結膜下に生じ

た受身型アナフィラキシー反応の強さ( 漏 出色素量を

点 眼時間
(6,4,2 時間 前)

結 膜 ア レ ル ギ ー 反 応 の 抑 制 率(%)

0  20  40  60  80  100

二

%) 二

(0.3%) 匚 コ

膕1r 雷
二

(0.1%)

DSCG  (2%) 二 コ

(1・P<0.01)

図25 受身型アレルギー性結膜炎に対するFK 506 点

眼薬の作用( 抗原静注の6,4.2 時間前に点眼).

図26 受身型アレルギー性結膜炎における結膜下組織中の肥満細胞の脱顆粒(無治療

の対照ラットにおける脱顆粒した肥満細胞).
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620 nm で測定した値) を, 各種の点眼薬がどの程度抑

制するか検討した.抗 原投与 の15 分前と5 分前に点眼

治療した実験( 図24) で は, 0.01%FK 506 点 眼 薬はわ

ずかしかアナフィラキシー反応を抑佑¦]し なかったが,

00.1%FK 506 点 眼 薬は61% の抑 制率を示し, こ れは

0.1% ペ ータタサソソ点眼薬や2  %DSCG 点 眼 薬より

も強い抑餬であった. 一方, 抗原チャレンジの6,  4,

2 時 間 前に点眼治療した実験( 図25) で は,0.03%

FK 506 点 眼 薬 で も60% の 高 い 抑 制 を 生 じ, 0.1%

FK 506 で は71% の抑 制であり,や はり0.1% ベ ータタ

サソソや2  %DSCG より も強い抑制を示した.

ラット の種類 FK506 点 眼  結膜肥満細胞 の脱顆粒率(%)

1625

眼瞼結膜下組織の肥満細胞(mast cell) を組織学的

に観察し, 全肥満細胞中の脱顆粒肥満細胞の割合を測

定した. 無処置のラットでは脱顆粒率が33.7 ±1.2%,

受身型アナフィラキシー群は図26 に示すような脱顆

粒をおこした肥満細胞が84.4±1-2%, 一方, 0.1%

FK 506 を抗原チャレンジの15 分前と5 分前に点眼し

た群での脱顆粒率は56.8 ±1.4% であり, 後二者の間

には統計的に有意差を認めた(p<0.01)( 図27). 即ち,

0.1%FK 506 点眼薬はラット眼瞼結膜の受身型アレル

ギー眼結膜炎で生じる肥満細胞の脱顆粒を有意に抑制

する作用を示した.

2. 臨床的研究

FK 506 の難治性ぶどう膜炎に対する臨床試験

本試験の適応基準に合致し試験に組み込まれた症例

は平成3 年12 月末現在で40 症例(男性29 例, 女性11

例)で, その内訳と年齢構成をそれぞれ表8 と図28 に

示す. このうち, FK  506投与開始時からステロイド内

服をしていた1 例, 腎機能異常を生じ早期に中正した

1例, 骨髄球上昇のため投与直後に中止した1 例を除

く37 症例についての有効性の検討をおこない,安全性

の検討は全症例を対象に解析した.37 症例のFK 506

開始前に用いられていた主な薬剤は, コルチコステロ

イド17 例, コルヒチン24 例, シクロスポリン17 例,

シクロホスファミド3 例, そして, 前治療なしが5 例

であった.前治療が行われていた32 例はいずれも前治

療が無効であったかあるいは副作用のためにFK 506

治療をおこなったものである. 表汨こは, 初期投与量

剤の症例数と投与期間を示す. 全体でのFK 506 の平

均投与期間は26.2±12.4 (平均値士標準偏差) 週間で

あった.

1) 症例報告(44 歳・男性・ベーチェット病)

1987 年にぶどう膜炎を発症した不全型ベーチェッ

ト病であるが, 1988年2 月末までは他医で加療され経

過詳細は不明である. 1988年3 月よりコルヒチン(1.5

表9 初期 投 与量 別 症 例 数 と全投 与 期 間

初期投与量        FK  506投与期間
(mg/Kg/ 日)  症例数 ( 平均 値土標準偏差)

0.05

0.1

0.2

計

O
 
Q
J
 
4

-
 

―
 

―

37

8̃52 週
(33.2 ±6.6)

12̃44 週
(27.8 ±10.3)

9̃29 週
(19.7 ±7.1)

8̃52 週
(26.2 ±12.4)

正常 O  つ

結膜アレル ギー( 一)

¬
<0.01

P  < 0.01

結膜アレルギ ( 士汀 ‾‾ ‾ ‾ ‾ 干 )

図27 結 膜 下 組 織 の 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 に 対 す る

FK 506 点 眼薬 の 効果.

表8 難治性ぶどう膜炎に対するFK 506 治療 の対

象症例の内訳

原  疾  患    症 例 数

ベ ーチェット病      34( 男24, 女10)

フ ォークト一小柳一原 田病   2( 男2, 女 ㈲

特発性網膜血管炎      3( 男3, 女 ㈲

原因7 明のぶど う膜 炎    1( 男0, 女1)

計       40( 男29, 女11)

安全性については40 例全例で検討

有効性は早期巾 止例など3 例を除 く37 例で検討

症 例 数

年

齢
 
(

歳
)

図28 FK 506 治療をうげた難治性ぶど引¦莫炎の年齢

構成.
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1.5            

6
心kS26(mg/Kg/day)

・・` '
コルヒチン(mg/day)       1.0[ 二色3  1f

1988     1989     1990     1991     1992

図29 FK 50  6治療が奏効したベーチェッロ内患者の臨床経過(45 歳・ 男性).

図30 同症 例 の 螢光 眼 底 写真.

a, b ; FK 506 開始 直 前( 視 力0.2).  c,  d ; FK 506 開 始4 週間 後(. 視力0.7')
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mg/ 日) を2 年 間投与されていたが図29 に 示すごとく

両眼にぶどう膜炎発作を繰り返していたパ990 年2 月

からシクロスポリン(6 mg/kg/ 凵) に変更したが眼炎

症発作は相変らず頻発していた. 一時, 血 清クレアチ

ェン値がbase 】ineの150% を 越 えたため, シ クロスポ

リンを4 mg/kg/ 囗まで下げたところ更にぶどう膜炎

発作が頻発したためにシ クロスポ リソを7  mg/kg/ 日

まで増量し コルヒチンも併用していたが, 図29 のご と

く眼炎症発作はおさまらず, 併発白内障が出現した視

力は右0.1( 矯 正不能), 左0.【】1(矯 正 不能) となった.

さらに,過 熟白内障となったため1991 年2 月 と3 月 に

水晶体乳化吸引術をおこなったが, 術後炎症が遷延し

たため1991 年4 月 にFK 506 臨床 試験に組み込まれ

た. 0.2 mg/kg/ 囗のFK 506 を投 与された直後から眼

炎症は鎮静化し, 眼 底所見も図30 に示すごとく網膜血

管炎の所見も改善し.FK 506 開始 後4 週間で視力も両

眼0.7 まで 匣]復 した. し かし, 本 症例ではFK 506 の全

血中トラフレベルが第1 週 目で26 ng/ml. 第2 週 目で

(12 週判定)

( 最 終判定)

改善

45.9%

善

図31 FK 506 療法の難治性ぶどう膜炎に対する改善

度.
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35 ng/ml, 第3 週 目で43 ng/ml と高 くなり, 血清クレ

アチュン値も当初1.3 mg/dl であ ったものが2.3 mg/

dl まで 上昇した. こ のためにFK 506 の 用量を漸減し,

また, ぶ どう膜炎発作が皆無 となったのでFK  506 投

与8 週 目にFK 506 治 療 を中止してコルヒチン(1.0

mg/ 日) に変更して経過を観察した. コ ルヒチン単独に

なってから軽い炎症を数回生じたが,現在 まで10 か月

間順調に経過し腎機能も正常に回復した.

2) 眼症 状改善度

FK 506 の単 独治療が個々の症例の治療前と比較し

て,(1) ぶど う膜炎の活動性, (2) ベ ーチェット病の

眼炎症発作頻度, (3) 視力 を改善したか否かを総合的

に判定した結果を図31 に示す. 治療開始12 週目での

判定で改善例が全体の45.9%( 著明 改善10.8%, 中 等

度改善24.3%, 軽 度改善10.8%), 不 変37.8%, 悪 化

16.2% であ り,平 均26 週 間の最終判定では改善率は更

によく(70.0%), 悪 化 例は8.1% に減少していた. こ

F
K
5
0
6

投

与

後

の

視

力

0

0
。
0
 
C
E
8
.

眼

発

作

回

数
 
(
回
)

改善:17 朖(25%)

不変:30 眼(43%)
悪化:22 眼(32%)

F K 5 0 6 投与前の視力

図32 FK 506 治療前後の矯正視力.

12 週12 週 -36 週36 週

( n = 30  )  (  n = 7 )
曇:P<0.05

図33 FK 506 治療前後のベーチェット病眼炎症発作

回数.



1628

の37 例の中でシクロスポリンによる前治療が無効で

あった17 症例について検討しても,12 遐判定,最終判

定それぞれ改善率は35.3% と47.0% であり,シクロス

ポリンの無効例にも一定の治療効果が認められた.

3) 視力に対する効果

図32 にFK 506 治療前と投与開始後の最近の視力

を示す. FK 506 投与前に比較し視力が向上したもの

17 眼(25%), 不変30 眼(43%), 悪化22 眼(32%)

であった.

4) ベーチェット病の眼炎症発作頻度に対する効果

図33 にFK 506 治療前12 週間と開始後12 週間の

眼発作回数, ならびに前36 週間と開始後36 週間のそ

れを比較した結果を示す. いずれの時期においても,

FK 506 治療はベーチェット病の眼炎症発作を有意に

減少させた(p<0.05).

5) ベーチェット病の眼外症状に対する効果

表10 にベーチェット病の主な眼外症状に対す る

FK 506 治療の効果について示す. 口腔内アフタ,毛嚢

表10 ベーチェット病の眼外症状に対するFK 506

の効果

眼外症 状

口腔内 アフタ

外陰部 潰瘍

結節吽紅 斑

毛嚢炎 様皮 疹

関 節 炎

改善度(%)

7/25(28%)

3/5(60%)

5/8(63%)

3/14(21%)

2/5(40%)

表11 FK 506 治療でみられた随伴症状

な し

あ り

随伴症状

悪心・嘔吐

下痢

食欲低下

体重減少

咽頭潰瘍

発熱

熱感

発疹

胸部不快感

ベ ーチェット様神経症状

振戦

外眼筋麻痺

頭痛

不眠

口唇しびれ感

24 例(60.0%)

16 例(40.0%)

症状別 発現件数

6(15.0%)

2(5.0%)

2( 5.0%)

2( 5.0%)

1
1

4(10.0%)

3(  7.5%)

2(  5.0%)

1

4(10.0%)

1

2(  5.0%)

―

―
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炎 様皮疹, 関 節炎 に対しては余り効果 が認められな

かったが, 症例数は少ないものの外陰部潰瘍, 結節性

紅斑には有効な症例が多かった.

6) FK 506 の随伴症状と臨床検査値異常

表11 にFK 506 投 与 中に認められた全て の随 伴症

状を示す. 随 伴症状が全くなかった症例は40 例中24

例(60%) で あ り,16 例(40%) は 表10 に 示すような

随伴症状を認めた. 頻度が高かっかものは悪心 り區吐

の消化器症状と, 熱 感, 振戦であった. 咽 頭潰瘍を生

じた症例はFK 506 を0.1 mg/kg/ 囗投 与中22 週 引こ

扁桃腺炎の後に中咽頭潰瘍を生じ食事が困難となり体

重が 約8kg 減 少 し最終的 に31 週 目に投与を中 止し

た. FK 506 と咽 頭潰瘍や体重減少との因果関係は不明

であった.

表12 にFK 506 投 与 により生じ たと考えられる臨

床検査値異常を示す. 検 査値が全経過を通じて異常な

かったものは40 例中24 例(60%) で あ り,16 例(40%)

が何 らかの異常値を示した. 最 も頻度が高かったもの

は腎機能異常O 血清クレアチュン, BUN が 正常範囲を

表12 FK 506 治療でみられた臨床検査値異常

F

な し

あ り

検査値異常

貧血

骨髄球増加

腎機能異常

肝機能異常

耐糖能異常

中性脂肪増加

血清K 値上 昇

血清Mg 値上昇

(ng/ml)

K
5
0
6

全

血
中

ト
ラ

フ
レ

ベ
ル 0.05

24 例(60.0%)

16 例(40.0%)

症状別発現件数

2(5.0%)

1

9(22.5%)

1

2( 5.0%)

2(5.0%)

5(12.5%)

1

0.1 0.2

用量(mg/Kg/ 日)

図34 FK 506 初期役与隴と全面中トラフレペル
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越えたもの) の22.5% で, 次 いで血清K 上昇(12.5%)

で あった. 耐 糖能異常は2 例(5%) に認められた.

7) FK 506 全血 中トラフレベル

図34 にFK 506 の 初期用量0.05,  0.1, 0.2 mg/kg/

日の全血中のトラフレベルを示す. 用量に依存してト

ラフレベルも高くなった. こ のトラフレペルと眼症状

の改善度との関係を検討すると, 眼 症状が中等度以上

に 改 善し た 症 例の 全血 中 ト ラ フレ ベ ル の平 均 は

17.3 ±6.9 ng/ml で あ り, 一方, 眼症状が不変か悪化し

た症例のそれは12.3 ±5.6 ng/m 】で 両者 の間に統計

的有意差(p<0.05) が認められた. 即 ち, 眼 症状改善

のために はFK 506 の 全 血中 トラフレ ベルは15 ng/

ml より高く保つことが必要と考えられた.

一 方, 全血中トラフレベルと副作用との関係は, 副

作用が全くなかった症例の全血中トラフレペルの平均

は12.8 ng/ml であ り, 最 も頻 度の高かった腎機能障

害を生じた症例の全血中ト ラフレベルは25.0 ±10.8

ng/ml で両 者間に有意差を認めた(p<0.05). こ のこ

とから, 副 作用の点からはFK 506 の全 血中ト ラフレ

g ル を25 ng/ml 以 下 に保つ必 要があ ると考 えられ

た.

8) FK 506 の臨 床免疫学的検査値への作用

FK 506 投与 前と投与開始12 週 目とで, 種 々の臨床

兔疫学的パラノター(IgG,  IgA,  IgM,  IgD, 免 疫複

合体, リンパ球サブセット, リンパ球増殖反応) につ

いてFK 506 治療 前が無治療かコルヒチンであった9

症 例で検討した. 末梢血中のT リンパ球とCD4 陽 性

細胞の比率, な らびにコンガナバリンA に対するリン

パ球増殖反応がFK 506 投 与 前 に比べて 有意に減少

(p<0.05) し たが, 他 の項目は全て有意の変動は認め

られなかった.

IV 考  按

本研究で用い られた各薬剤 の構造式 と分子量を図

35 で 示す. デキサメサソソは膜安定化作用による広範

な抗炎症作用とともに リンパ球抑制作用, 即 ち, ヒト

ではリンパ球減少症(lymphopenia) を お こし, ラ ット

ではさらに感受性が高くリンパ球傷害【lympho 】ysis)

を 生じ29),免疫 応答系に強い抑制作用をもつ. アルキル

化剤のシクロホスファミド, 代 謝拮抗剤のミソリビソ,

抗 腫瘍薬の15 DSG は, い ずれも細胞分裂過程を阻害

する細胞毒性作用をもち, 腫瘍細胞, 骨 髄細胞や活性

化リンパ球をはじめ細胞分裂を活発におこな う細胞を

非選択的に抑制する. この作用により, 免疫反応も非

薬剤 名

デキサメサソン
(dexamethasone)

シク囗ホスファミド

(cyclophosphamide)

ミゾリビン

(mizoribine)

分子量

392.4

261.1

259.2

15 デオキシスパーガリン 496.9

(15-deoxyspergualin)

フシラミン

(bucillamine)

シクロスポリン

(cyclosporine)

FK506

構造 式

1629
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N"H 

H
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HOH2づ O ‾

HO  OH
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図35 本研究に用いられた免疫抑制剤とその構造式.

選択的に抑制される. ブシラミソは免疫調節剤として

開発され抗リウマチ作用があるために慢性関節リウマ

チに対して臨床応用されているが, そ の作用機序には

不明の点が多かった. 今回, 我 々が検討した結果( 図

10, 11) ブ シラ ミソはマクロファージのT リンパ球へ

の抗原提示を抑制する作用のあること, 一 方,T リ ン

パ球に対する抑制作用はないことが明らかにされ, 本

研究では抗原提示細胞の抑制剤として用いた. シクロ

スポリンとFK 506 は, すでに緒言で記したように,T

リンパ球( 特 にヘルパー/イ ソデューサーT 細 胞) の

IL-2 産生 に関するシグナル伝達の抑制, 即 ちmRNA

の 発 現を抑 制し 細胞性 免疫反応 を選択的 に抑 制す

る12)13) ご く 最 近 に な り, こ れ らのimmunophilin

ligand は 肥 満細胞 や好 塩基球におけ るIgE-IgE 受 容

体の反応後生じる脱顆粒現象に関する細胞内( あ るい

は核内) のシグナル伝達も抑制することが報告されて

おり24)25) J 型 アレルギー反応に対しても抑制作用のあ
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るこ とが示唆されている. 免疫応答系のさまざまな部

位に作用するこれらの薬物を用いて, 眼科領域の代表

的な病態のモデルあるいは疾患においてその免疫薬理

作用を解析した.

1. ぶ どう膜炎

ぶどう膜炎の発疱機構にはさまざまな病原徹生物の

関与 とともに, 免疫反応と自己免疫機序が深くかか

わっている. ぶ どう膜炎の動物モデルとして, 我 々は

網膜特異抗原(S 抗原 とIRBP) によ り惹起するEAU

を用い, 先 に記した各種の免疫抑制剤の作用を検討し

た. 用量作用実験( 図4, 表2) で,EAU 発 症抑制効

果のED50 を重 量比較(mg/kg) で みるとデキサタサゾ

ン, FK 506, シ クロホスファミド, シ クロスポリン,

15 DSG, ミゾリビソの順に低用量で抑制しており, デ

キサy サ ゾンが最も効果が強くみえる. し かし, デキ

サノサゾソの分子量はFK 506 の 約1/2 であ り, モル

で比較すると二者のED50 はほ ぼ同等(0.2 μmol./kg/

囗) となり, 次いでシクロスポリンとシクロホスファ

ミ ド のED5, が ほ ぼ 同 じ(3̃4 μmol./kg/ 囗) で,

FK 506 のそ れの15̃20 倍 高用量であった. 発病の抑

制効果は, 各薬剤のもっ免疫抑制作用の最終結果をみ

ているので, 次に, 個 々の薬剤の免疫応答系に対する

作用様式を検討した. デキサタサゾソと一連の細胞毒

性剤( シ クロホスファミド,15 DSG, ミゾ リビソ) は,

S 抗 原に対する抗体産生とリンパ球増殖反応の両方を

抑制し(図5, 図6), 一 方, immunophilin ligandC シ

クロスポリン) は 抗原特異的リンパ球増殖反応は抑制

するが抗体産生に対する抑制効果はなかった. 即 ち,

従来の免疫抑制剤は体液性免疫も細胞性免疫も非選択

的に抑制したのに対し, immunophilin ligand は 細胞

性免疫反応を選択的に抑制した. さらに, 免 疫抑制作

用の持続についても差異が認められた. デ キサノサゾ

ソ,15 DSG な どは薬剤投与中は免疫反応をよく抑制

する昿 休薬するとまもなくその免疫抑制効果は減弱

消失してしまう(0  5 , 図6, 図8). 一 方, immuno-

philin ligand ぱ, 投与中のみならず長期間休薬しても

その免疫抑制作用は持続した. シ クロホスファミドに

も, や や弱いが同様の効果がみられた. この休薬後の

長期免疫抑制効果が免疫学的 に特異性のあるものかど

うか, 即ち, 免疫寛容かどうかについて検討した( 表

4 ). Immunophilin ligand で 治療されたラットは治療

開始時に免疫された1 次抗原に対しては2 次 免疫にお

いても不応答であったが別の抗原に対しては応答性を

示し, immunophilin ligand は 免疫寛容を誘導するこ

日眼会誌 96 巻 12 号

とが示唆された. 一方, シクロホスファミドにはこの

ような免疫寛容を誘導する作用は全く認められず, 細

胞毒性効果がやや長く持続しただけと考えられた. シ

クロスポリンやFK 506 の治療により1 次抗原に対し

て免疫寛容状態となったラッ囗こは, 抗原特異的サプ

レッサー細胞か誘導されており(図9), この細胞はS

抗原感作リンパ球の抗原特異的増殖反応を抑制すると

ともにEAU の発疱抑制作用も示した. どのような機

序でimmunophilin ligand が抗原特異的サプレッサー

T 細胞を誘導するのかは不明であるが,2 つの腴序が

推察される. 即ち, immunophilin  ligandはCD4 陽性

細胞を抑制するので相対的にCD8 陽性のサプレッ

サー細胞の活性が増強した可能性と, もうひとつは,

immunophilin ligand がCD8 陽性細胞に直接作用し

た可能性である.現在まで,CD8 陽性細胞がimmuno-

philin ligand に対して感受性があるという報告はない

鵝 今後検討を要する課題と考える.

Immunophilin ligand 特にFK 506 は, ラット が

EAU を発病してから投与を開始しても炎症の増悪を

抑制する治療効果が認められた(表5). サルにおいて

は,発病前ではあるが免疫後23 日目から治療を開始し

ても充分にEAU の発病を抑制した(表6). これらの

ことは, immunophilin ligand は免疫反応のefferent

limb に対して有効であることを示すものである.我々

がヒトのぶどう膜炎を治療開始できるのは常に

efferent limb であり, 臨床的観点からもこれらの薬剤

の有用性を示すものと言える.

ぶどう膜炎の発病には, 多くの種類の免疫細胞が関

与し炎症の局所に出現する. これらの現象をとらえる

には, 細胞膜抗原に対するモノクローナル抗体を用い

て免疫組織染色をおこない, 各種の免疫細胞を識別す

る方法が用いられる. 本研究において払 表1 に示し

たような免疫細胞に特異的なモノクローナル抗体を用

い, EAU の病態形成に関与する免疫細胞の解析と,各

種免疫抑制剤の免疫細胞に対する効果を検討した.

EAU の発病早期には, ヘルパー/イソデューサーT 細

胞(CD4 陽性細胞), マクロファージ(OX42 陽性細

胞), 好中球(OX22 陽性細胞)が前部ぶどう膜, 房水,

硝子体,網脈絡膜に多数浸潤して,更にCD4 陽性細胞

やマクロファージの多くはIL-2 R を発現していた.ま

た, 眼内のresident cell の一部( 角膜内皮細胞, 毛様

体上皮細胞, 網膜血管内皮細胞, 網膜色素上皮細胞)

はMHC クラスII抗原(la 抗原) の発現もみられた.

このような免疫病理所見から,T リンパ球を中心とす
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る免疫反応が局所の病態形成に関与していることがう

かがえる. FK 506 や シ クロスポリンは, こ れらの免疫

細胞の出I現 数を全て抑制したが, 特 にヘルパー/イ ソ

デューサーT 細胞, マ クロファージ, IL-2 R 陽性 細胞,

la 抗原 陽性細胞の抑制が他の免疫抑制剤に比較して

強く認められた.

強力かつ特異な免疫抑制作用を もつimmunophilin

ligand は, 同時に腎機能障害などの重篤な副作用をも

つこと乱 シ クロスポリンの臨床経験から明らかにさ

れた. そ こで, こ れらのimn!unophilin の低 用量と, 作

用機序の異なる他の免疫抑制剤の低用量 とを 併用し

て, 副 作用がなくかつ充分な免疫抑制効果を期待して,

い くつかの併用療法を検討した. 単 独ではEAU を ほ

とんど抑制しない低用量のシクロスポリンとブシラミ

ソの併用は,EAU の発 症率と抗原特異的 リンパ球増

殖反応を強く抑制し有意の併用効果を生じた.こ れは,

ブシラミソがマクロファージに作用して, そ のT リン

パ球への抗原提示を抑制することと, シ クロスポリン

がT 細 胞受 容体を 介するシグナル伝達をm 害してIL-

2 産生を抑制することの2 つ が相重 なって生じた効果

と考えられ, 単 独では不充分な用量でも免疫反応の相

異なる2 つ のstage が 独 立 して抑 制 されるた め に

EAU に 対 する抑制効果が生.じ たものと考えられる.

FK 506 と デ キサ ノサゾンの低用量 ずつ の併 用 払

EAU 発 疱 に対して併用効果が認められた. 組 み合わ

せた2 つ の薬剤の副作用は異なっており, このような

低用量ではそれぞれの副作用の出現も少ない と考えら

れ, 今後, 難 治性ぶどう膜炎で単独では無効な症例に

対して試みられる可能性があるものと考える. FK 506

と ミゾリビソの併用も多少の併用効果はあるが, こ れ

については今後もう少し用量の点て検討する余地があ

る. 一 方, immunophilin ligand 同志, 即 ちシクロス

ポリンとFK 506 の 併用 も検討し, 低 用量づつで明ら

かな併用効果は認めたが, 作 用腴序が同一でかつ副作

用も類似している薬剤の併用は臨床的にあまり意義が

ないものと考える.

最後に, FK 506 の難 治性ぶどう膜炎に対する臨床試

験の結果について考察する. ベ ーチェット病を中心と

する難治性ぶどう膜炎の症例に対し多施設 オープン試

験で検討され, 安全性を考慮して低用量(0.05 mg/kg/

日) から0.1,  0.2 mg/kg/ 囗と用量の高い方へと症例

を導入していった. シ クロスポリン, コ ルヒチンある

いはコルチコステロイドなどの前治療が無効であった

症例が対象の大半であったにもかかわらず, FK 506 治
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療のぶどう膜炎改善率は12 週 目で45.9%, 最 も最近

の判定( 治療開始後の平均26 週 目) で は70.0% であ

り, すぐれた臨床効果があると考えられた. シクロス

ポリンが無効であった症例だけを検討しても, 約半数

がFK 506 の 治療 によりぶどう膜 炎が改善 されてお

り. シ クロスポリン無効症例に対する治療 としても有

用と考えられる. ベ ーチェット病のぶどう膜炎眼発作

頻度も有意に減少する効果がみられ, 視力の保持にも

有効と考えられた. 一方, 副 作用もみられ, FK 506 投

与 に ともなう何らかの随伴症状と臨床検査値異常が

40% の 症例に認められた. 随伴症状の多くは消化器症

状と, 振 戦や頭痛などの軽度の神経症状であった. 中

咽頭潰瘍の痛みのため体重減少を来たした1 例 を除い

て随伴症状のために投薬を中止した症例はなく, 薬 剤

のコソプライアソスは比較的良好と考えられた. 臨床

検査値異常は, 腎 機能異常( 血 清クレアチェン, BUN

が正常範囲を越えたもの) が全症例の22.5% に 生じ最

も高頻度であ り, 次 いで血清K 上 昇であった. 米 国

ピッツバーグ大学の肝臓移植患者370 症 例の副作用報

告30)では, 血 清クレアチュン値が2.0 mg/dl を こ す腎

機能障害が31.1%, 高血糖が35.5%  (うち12% が長 期

間のインシュリン投与が必要であった), 神経症状が

8.4%, 移 植後 リンパ球増殖症( 悪 性腫瘍 も含む) が

1.4%, サイトノガロウイルス感染症が20% に 出現し

ている. こ れらの数値は同施設でシクロスポリン治療

をした肝移植症例での副作用の頻度とほぼ同じである

という. こ の移植例でのFK 506 の投 与量は我々のそ

れよりも高く, 最 初の3 日間は点滴静注(0.15 mg/kg/

日) により血中濃度を急速に高くし4 日目から経口投

与(0.3 mg/kg/ 日) している31). 肝 移植症例は全身状

態が悪く多くの合併症を有する患者でしかも投与量と

投与方法も異なるので単純な比較はできないが, これ

らに比べるとぶどう膜炎に対するFK 506 治療 は副作

用が少ない. また, 現 在までにFK 506 治療 による悪性

腫瘍やサイトタガロウイルス感染症の発症は1 例 もな

い. し かし, 今後も長期にわたり充分な経過観察が必

要である.

ぶ どう膜炎患者に対するFK 506 治療 の有効性と安

全性については, FK 506 の全血中トラフレベルが参考

となる. 今回のデ ータでは, 有 効性の点からは15 ng/

ml 以上, 副作用の点からは25 ng/ml 以下 が望 ましい

と考えられた.FK 506 の投 与量 とト ラフレベルは相関

が高いが, 個 々の症例をみると同じ用量でも患者によ

りトラフレベルに差があるので, モ ニターリングには
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臨床 検査値と全血中 トラフレベルの両者が必要と思わ

れる. 初期投与量は,0.05 mg/kg/ 囗の 群では大半が用

量増加を要しており, 0.2 mg/kg/ 囗の 群では腎機能障

害などで減量する例が多く, 0.1̃0.15 n!g/kg/ 日が適

当な初期投与量と考えられる. 今後, 長 期にわたる臨

床効果と副作用の検討をつづけ, 更 に, シ クロスポリ

ンなどとの比較試験が必要と考える.

2. 角膜 移植片の拒絶反応

Fisher ラッ ト(RT I 冖) の 角膜をLewis ラッ ト

(RT 1 ye) に全 層移植すると術後2̃3 週間で移植片

(allograft)は 浮腫, 混濁, 血管 侵入が著明となる. こ

れを我々が臨床的に拒絶反応と判断した根拠は,(1)

Lewis ラット か らLewis ラ ットヘ のsyngenic graft

はこ のような所見を呈さずに透明性が保たれているこ

と, (2)  allograft の免 疫病理所見でCD4 陽 性細胞,

マ クロファージ, IL-2 R 陽 性細胞が多数移植片に浸潤

しており, 更 に, MHC ク ラ スII抗原 が浸潤細胞の一部

(T リンパ球 とー・クロファージ) と角膜内皮 細胞なら

びにkeratocyte に発 現されており,激しい免疫反応が

allograft に生 じていると考えられる, などによる. と

ころで, Lewis ラ ットとFisher ラットはMHC が 同じ

で, minor とmedial histocompatibil  ity antigen が異

なるだけで, こ れらの所見を拒絶反応 と言うために,

更 に, 混合リンパ球反応(MLR) を調 べた. 角 膜移植

をされていない無処置のLewis ラ ットの リンパ球は,

Fisher ラットの リンパ球に対してはMLR を 生 じ な

かったがMHC の異 なるBrown Noway ラ ットの リ

ンパ球に対して強いMLR を生 じた. 従 って, MHC が

同一 のLewis ラッ トとFisher ラ ットは通常の状態で

はMLR を 生 じ ないこ とがわか る. し かし, Fisher

ラットの角膜片を移植されているLewis ラ ットの リ

ンパ球 は, Fisher ラ ットの リソ パ球 に対し て 強い

MLR を生じた( 表7). この ことは, Fisher ラットか

らの移植角膜片のalloantigen に よ り, Lewis ラ ット

のリン 球が初回抗原刺激(priming) を受 け, Fisher

ラットの リンパ球に対してMLR を おこすようになっ

たと解釈される. 即 ち, MHC が同一であってもminor

また はmedial histocompatibility antigen が 異 な れ

ば, 角 膜移植とい うpriming はMLR を 引 き起こすに

たりる同種異系抗原刺激であることを示しており, Fi-

sher ラ ットからLewis ラ. トヘの角膜移植後に臨床

的に観察 された移植片の混濁などの所見はallograft

rejection  (拒 絶反応) と判断してよいものと考えられ

る.

口眼会誌96 巻12 号

シクロスポリンあるいはFK 506 を手術直後からレ

シピエントに全身投与する治療は, この拒絶反応を抑

制し移植片を延命する効果が認められた(図16). この

ことは臨床効果のみならず, 免疫病理学的にも観察さ

れ移植片での免疫細胞の浸潤がこれらのimmun ・

philin ligandによ引fl]制された( 図20, 21). 更に,

FK 506 治療はFisher ラットからLewis ラットヘの

角膜移植をうけたLewis ラットのリンパ球の, Fisher

ラットリソパ球に対するMLR を強く抑制し, 拒絶反

応の延命効果がalloantigenに対する免疫反応の抑制

に基づくものであることが示された. しかし, FK 506

のこの免疫抑制作用は, priming に用いられたal-

loantigenCこの場合はFisher のリンパ球)に対してだ

けでなく第三のalloantigen (Brown N  orway ラット

のリンパ球) に対しても認められ( 表7) たことから,

非特異的な抑制作用と判断される. 実験的自己免疫性

ぶどう膜炎の実験系では, immunophilin ligand は

priming antigen に特異的な免疫抑制作用を示した

(表4, 図9) のに対し, 全層角膜移植では非特異的で

あったことの理由は不明である. 恐らく, 抗原の種類

が異なることと関係があるのかもしれない. また, 角

膜移植では,EAU の系でみられたような休薬後の長

期にわたる抑制効果の持続はなく, 休薬後4̃6 週間

以内に全ての移植片が拒絶されたが, これも実験系と

抗原の違いに起因するものと推察される.

FK 506 点眼薬(0.3%) の1 日6 回点眼治療は, alio-

graftの拒絶反応をよく抑制した. この実験では術後

の6 日間は低用量のFK 506 の全身治療を全てのラッ

トに行い,7 日目から対照群はplacebo 点眼を治療群

はFK 506 点眼をおこなったが,対照群では術後14 囗

目までに全例が拒絶されたのに対し, FK 506 点眼群は

点眼期間中(21 囗目まで)は1 例も拒絶反応を生じず,

点眼を中止してから次第に拒絶される移植片が生じ

た. FK  506点眼群の血中FK 506 濃度もー-一部測定して

いるが全身投与例に比べて低く, 点眼という局所療法

が角膜移植片における免疫反応を抑制したと考えられ

る.免疫病理学的所見でも,全身投与の場合と同様の,

局所の免疫細胞の浸潤抑制効果とMHC クラスI.  II

抗原の発現抑制効果が認められた. 興味深いことに,

FK 506 点眼治療はallograftのB リンパ球にはほと

んど作用しなかった(図23). これらのことから,今後,

FK 506 の点眼薬の毒性について充分な検討を要する

が, 角膜移植片の拒絶反応に対する新しい治療法のひ

とつになる可能性があると考えられる.
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3. ア レ ル ギ ー 性 結 膜 炎

ア レ ル ギ ー 性 結 膜 炎 は, ア レ ル ゲ ン とlgE そ し て 肥

満 細 胞 や 好 塩 基 球 が 関 与 す る 卜 型( 即 時 厚D ア レ ル ギ ー

反 応 に よ り 生 じ, 花 粉 症, 通 年 性 ア レ ル ギ ー性 結 膜 炎,

春 季 カ タ ル な ど が こ れ に 含 ま れ る. 現 在 ま で こ の 病 態

に 対 す る 局 所 療 法 と し て は, ス テ ロ イ ド 点 眼 の 他 に は,

肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 を 抑 制 す る も の と し て グp- モ ク リ ク

酸 ナ ト リ ウ ム, あ る い は 抗 ヒ ス タ ミ ン 作 用 の あ る点 眼

薬 な ど が 用 い ら れ て い る. 最 近,  immunophilin ligand

に 図2 に 示 す よ う な 作 用, 即 ち, ラ ッ ト のbasophilic

leukemia cel 囗ine に お け るIgE receptor を 介 す る シ

グ ナ ル伝 達 をm 害 し 脱 顆 粒 を 抑 制 し, ヒ ス タ ミ ン や セ

ト ロ ニ ソ の 分 泌 を 抑 佑¦』す る 作 用 が 発 見 さ れ“) 燃 そ の

力口 万回 の 効 果 に も関 心 が 集 ま りつ つ あ る. 我 々の 今 回

の 受 身 型 ア レ ル ギ ー性 結 膜 炎 モ デ ル を 用 い た 研 究 は,

immunophilin ligand がI 型 ア レ ル ギ ー一反 応 を 加.

汚回 で も 抑 制 す る こ と を 示 し た 最 初 の 報 告 で あ る.

FK 506 点 眼 治 療 は, ラ ッ ト の ア レ ル ギ ー 性 結 膜 炎 の 臨

床 所 見 を 抑 制 し, 局 所 で の 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 も 抑 制 す

る 効 果 が み ら れ, こ れ ら の 作 川 は ベ ー ダy サ ソ ソ 点 眼

薬 やDSCG, ・从眼 薬 よ り も 強 力 で あ り, 臨 床 応 川 で き る

薬 理 効 果 は あ る も の と 考 え ら れ る. 毒 性, 安 全 性 が 充

分 に 検 討 さ れ れ ば,  immunophilin ligand の 点 眼 は 重

症 の ア レ ル ギ ー 性 結 膜 炎, 特 に 春 季 カ タ ル な ど に 対 し

て 臨 床 用 い ら れ る 可 能 性 が あ る も の と 考 え ら れ る.
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