
(57)【要約】
【課題】　優れた抗クリプトスポリジウム作用を有するクリプトスポリジウム症の治療又
は予防薬を提供する。
【解決手段】　次式（Ｉ）：
【化１】
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 次 式 （ Ｉ ） ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｘ は フ ッ 素 原 子 又 は 塩 素 原 子 を 表 す 。 ）
で 示 さ れ る 化 合 物 又 は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 も し く は プ ロ ド ラ ッ グ を 含 有 す る ク リ プ
ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 の 治 療 又 は 予 防 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 式 （ Ｉ ） に お い て Ｘ が フ ッ 素 原 子 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 治 療 又 は 予 防 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 の 治 療 又 は 予 防 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 腸 管 内 寄 生 原 虫 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム は 、 下 痢 起 因 原 虫 の １ 種 で あ る 。 旅 行 者 下 痢 症 と
し て は 、 発 展 途 上 国 で の 汚 染 水 に よ る 経 口 感 染 が 知 ら れ て お り 、 ま た 、 通 常 の 塩 素 殺 菌 に
対 し て 、 感 染 源 で あ る オ ー シ ス ト が 耐 性 を 持 っ て い る た め 、 時 に 、 水 道 水 汚 染 に よ る 大 量
発 生 が 引 き 起 こ さ れ て い る 。 日 本 国 内 で は １ ９ ９ ７ 年 に 越 生 で ９ ０ ０ ０ 人 が 感 染 、 ま た 、
ア メ リ カ で は ミ ル ウ ォ ー キ ー で の ４ ０ 万 人 の 感 染 が 代 表 的 な ア ウ ト ブ レ イ ク で あ る 。 ク リ
プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 は 、 免 疫 不 全 患 者 に お い て は 、 慢 性 化 、 劇 症 化 す る こ と が 知 ら れ て お
り 、 し ば し ば 死 の 転 帰 を と る 危 険 な 疾 患 で も あ る 。 実 際 、 前 記 の ミ ル ウ ォ ー キ ー の 例 で は
、 約 ４ ０ ０ 人 の Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 患 者 が そ の 後 の ２ 年 間 で 死 亡 し て い る 。 本 原 虫 に 対 す る 薬 剤 治 療
に つ い て は 、 ヒ ト 症 例 第 １ 例 が 報 告 さ れ た １ ９ ７ ６ 年 以 来 、 様 々 な ト ラ イ ア ル が 行 わ れ て
き た 。 パ ロ モ マ イ シ ン 、 ア ジ ス ロ マ イ シ ン 、 ク ラ リ ス ロ マ イ シ ン 等 の 薬 剤 は 、 健 常 人 の 症
例 に お い て 若 干 下 痢 の 改 善 を も た ら し う る と 報 告 さ れ 、 使 用 さ れ て い る が 、 こ れ ま で の と
こ ろ 、 免 疫 不 全 患 者 で の 重 症 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 を 完 治 し う る 薬 剤 は 見 出 さ れ て い な
い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 次 式 （ Ｉ ａ ） ：
【 ０ ０ ０ ４ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る ２ － フ ル オ ロ ア デ ノ シ ン は 、 次 式 （ IIａ ） ：
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る ネ プ ラ ノ シ ン Ａ (neplanocin A)、 次 式 （ IIｂ ） ：
【 ０ ０ ０ ６ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る ノ ル ア リ ス テ ロ マ イ シ ン (noraristeromycin)等 の ア デ ノ シ ン 類 縁 体 と と も に 、
抗 マ ラ リ ア 作 用 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kitade, Y., Kozaki, A., Miwa, T. and Nakanishi, M., Synthesis of
 Base-modified Noraristeromycin Derivatives and their Inhibitory Activity agains
t Human and Plasmodium falciparum Recombinant S-Adenosyl-L-homocysteine Hydrolas
e, Tetrahedron, 58, 1271-1277 (2002).
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 優 れ た 抗 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 作 用 を 有 す る ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 の 治 療
又 は 予 防 薬 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 前 記 課 題 を 解 決 す べ く ア デ ノ シ ン 類 縁 体 の 中 か ら 優 れ た 抗 ク リ プ ト ス ポ
リ ジ ウ ム 作 用 を 有 す る 物 質 を 探 索 し た 結 果 、 次 式 （ Ｉ ） ：
【 ０ ０ １ ０ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｘ は フ ッ 素 原 子 又 は 塩 素 原 子 を 表 す 。 ）
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で 示 さ れ る 化 合 物 が 他 の ア デ ノ シ ン 類 縁 体 に 比 し 顕 著 な 抗 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 作 用 を 有
す る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 以 下 の 発 明 を 包 含 す る 。
（ １ ） 次 式 （ Ｉ ） ：
【 ０ ０ １ ２ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 Ｘ は フ ッ 素 原 子 又 は 塩 素 原 子 を 表 す 。 ）
で 示 さ れ る 化 合 物 又 は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 も し く は プ ロ ド ラ ッ グ を 含 有 す る ク リ プ
ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 の 治 療 又 は 予 防 薬 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ２ ） 前 記 式 （ Ｉ ） に お い て Ｘ が フ ッ 素 原 子 で あ る 前 記 （ １ ） に 記 載 の 治 療 又 は 予 防 薬 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 の 治 療 又 は 予 防 薬 は 、 優 れ た 抗 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム
作 用 を 有 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 用 い る 前 記 式 （ Ｉ ） で 示 さ れ る 化 合 物 は 、 例 え ば J. Org. Chem., 33(1), 432-
434 (1968)等 に 記 載 の 公 知 化 合 物 で あ り 、 こ れ ら の 文 献 に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 記 式 （ Ｉ ） で 示 さ れ る 化 合 物 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て は 、 例 え ば 、 塩 酸 、 硫 酸
、 リ ン 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 ヨ ウ 化 水 素 酸 、 硝 酸 、 ピ ロ 硫 酸 、 メ タ リ ン 酸 等 の 無 機 酸 、 又 は ク
エ ン 酸 、 安 息 香 酸 、 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 ス ル ホ ン 酸 （ 例 え ば 、
メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 、 ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 ） 等 の 有 機 酸 と の 塩
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 前 記 式 （ Ｉ ） で 示 さ れ る 化 合 物 の プ ロ ド ラ ッ グ は 、 生 体 内 に お け る 生 理 条 件 下 で 酵 素 や
胃 酸 等 に よ る 反 応 に よ り 化 合 物 （ Ｉ ） に 変 換 す る 化 合 物 、 即 ち 酵 素 的 に 酸 化 、 還 元 、 加 水
分 解 等 を 起 こ し て 化 合 物 （ Ｉ ） に 変 化 す る 化 合 物 、 胃 酸 等 に よ り 加 水 分 解 等 を 起 こ し て 化
合 物 （ Ｉ ） に 変 化 す る 化 合 物 を い う 。 化 合 物 （ Ｉ ） の プ ロ ド ラ ッ グ と し て は 、 化 合 物 （ Ｉ
） の ア ミ ノ 基 が ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 リ ン 酸 化 さ れ た 化 合 物 （ 例 え ば 、 化 合 物 （ Ｉ ） の
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ア ミ ノ 基 が エ イ コ サ ノ イ ル 化 、 ア ラ ニ ル 化 、 ペ ン チ ル ア ミ ノ カ ル ボ ニ ル 化 、 （ ５ － メ チ ル
－ ２ － オ キ ソ － １ ， ３ － ジ オ キ ソ レ ン － ４ － イ ル ） メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 テ ト ラ ヒ ド ロ
フ ラ ニ ル 化 、 ピ ロ リ ジ ル メ チ ル 化 、 ピ バ ロ イ ル オ キ シ メ チ ル 化 、 ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ チ ル 化 さ れ
た 化 合 物 等 ） 、 及 び 化 合 物 （ Ｉ ） の 水 酸 基 が ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ホ ウ 酸 化
さ れ た 化 合 物 （ 例 え ば 、 化 合 物 （ Ｉ ） の 水 酸 基 が ア セ チ ル 化 、 パ ル ミ ト イ ル 化 、 プ ロ パ ノ
イ ル 化 、 ピ バ ロ イ ル 化 、 ス ク シ ニ ル 化 、 フ マ リ ル 化 、 ア ラ ニ ル 化 、 ジ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル
カ ル ボ ニ ル 化 さ れ た 化 合 物 等 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 自 体 公 知 の 方 法 に よ っ
て 化 合 物 （ Ｉ ） か ら 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 化 合 物 （ Ｉ ） の プ ロ ド ラ ッ グ は 、 広 川
書 店 １ ９ ９ ０ 年 刊 「 医 薬 品 の 開 発 」 第 ７ 巻 分 子 設 計 第 １ ６ ３ ～ １ ９ ８ 頁 に 記 載 さ れ て い る
よ う な 生 理 的 条 件 で 化 合 物 （ Ｉ ） に 変 化 す る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 記 式 （ Ｉ ） で 示 さ れ る 化 合 物 並 び に そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 及 び プ ロ ド ラ ッ グ （ 以
下 「 ２ － ハ ロ ア デ ノ シ ン 類 （ Ｉ ） 」 と い う 。 ） は 、 優 れ た 抗 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 作 用 を
有 し 、 ク リ プ ト ス ポ リ ジ ウ ム 症 の 治 療 又 は 予 防 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 、 ２ － ハ ロ ア デ ノ シ ン 類 （ Ｉ ） の 投 与 量 及 び 製 剤 化 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ２ － ハ ロ ア デ ノ シ ン 類 （ Ｉ ） は そ の ま ま 、 あ る い は 慣 用 の 製 剤 担 体 と 共 に 動 物 及 び ヒ ト
に 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 形 態 と し て は 、 特 に 限 定 が な く 、 必 要 に 応 じ 適 宜 選 択 し て
使 用 さ れ 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 細 粒 剤 、 散 剤 等 の 経 口 剤 、 注 射 剤 、 坐 剤 等 の 非 経
口 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 経 口 剤 と し て 所 期 の 効 果 を 発 揮 す る た め に は 、 患 者 の 年 令 、 体 重 、 疾 患 の 程 度 に よ り 異
な る が 、 通 常 ２ － ハ ロ ア デ ノ シ ン 類 （ Ｉ ） の 重 量 と し て １ ～ ２ ０ ０ ｍ ｇ /ｍ ２ （ 体 表 面 積
） を 、 １ 日 数 回 に 分 け て の 服 用 が 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 経 口 剤 は 、 例 え ば デ ン プ ン 、 乳 糖 、 白 糖 、 マ ン ニ ッ ト 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、
コ ー ン ス タ ー チ 、 無 機 塩 類 等 を 用 い て 常 法 に 従 っ て 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 種 の 製 剤 に は 、 適 宜 前 記 賦 形 剤 の 他 に 、 結 合 剤 、 崩 壊 剤 、 界 面 活 性 剤 、 滑 沢 剤 、 流
動 性 促 進 剤 、 矯 味 剤 、 着 色 剤 、 香 料 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 結 合 剤 と し て は 、 例 え ば デ ン プ ン 、 デ キ ス ト リ ン 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 末 、 ゼ ラ チ ン 、 ヒ ド ロ
キ シ プ ロ ピ ル ス タ ー チ 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド
ン 、 マ ク ロ ゴ ー ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 崩 壊 剤 と し て は 、 例 え ば デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ス タ ー チ 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ
ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス カ ル シ ウ ム 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 低 置 換 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 大 豆 レ シ チ ン 、 シ ョ 糖 脂 肪 酸 エ
ス テ ル 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト ８ ０ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 滑 沢 剤 と し て は 、 例 え ば タ ル ク 、 ロ ウ 類 、 水 素 添 加 植 物 油 、 シ ョ 糖 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ス
テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 流 動 性 促 進 剤 と し て は 、 例 え ば 軽 質 無 水 ケ イ 酸 、 乾 燥 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 合 成 ケ
イ 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ケ イ 酸 マ グ ネ シ ウ ム が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 ２ － ハ ロ ア デ ノ シ ン 類 （ Ｉ ） は 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 エ リ キ
シ ル 剤 と し て も 投 与 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 各 種 剤 形 に は 、 矯 味 矯 臭 剤 、 着 色 剤 を 含 有
し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 非 経 口 剤 と し て 所 期 の 効 果 を 発 揮 す る た め に は 、 患 者 の 年 令 、 体 重 、 疾 患 の 程 度 に よ り
異 な る が 、 通 常 ２ － ハ ロ ア デ ノ シ ン 類 （ Ｉ ） の 重 量 と し て １ 日 １ ～ ５ ０ ｍ ｇ /ｍ ２ （ 体 表
面 積 ） の 静 注 、 点 滴 静 注 、 皮 下 注 射 、 筋 肉 注 射 が 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 非 経 口 剤 は 常 法 に 従 っ て 製 造 さ れ 、 希 釈 剤 と し て 一 般 に 注 射 用 蒸 留 水 、 生 理 食 塩 水
、 ブ ド ウ 糖 水 溶 液 、 オ リ ブ 油 、 ゴ マ 油 、 ラ ッ カ セ イ 油 、 ダ イ ズ 油 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 プ ロ
ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 を 用 い る こ と が で き る 。 更 に 必 要 に 応 じ て
、 殺 菌 剤 、 防 腐 剤 、 安 定 剤 を 加 え て も よ い 。 ま た 、 こ の 非 経 口 剤 は 安 定 性 の 点 か ら 、 バ イ
ア ル 等 に 充 填 後 冷 凍 し 、 通 常 の 凍 結 乾 燥 技 術 に よ り 水 分 を 除 去 し 、 使 用 直 前 に 凍 結 乾 燥 物
か ら 液 剤 を 再 調 製 す る こ と も で き る 。 更 に 、 必 要 に 応 じ て 適 宜 、 等 張 化 剤 、 安 定 剤 、 防 腐
剤 、 無 痛 化 剤 等 を 加 え て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 そ の 他 の 非 経 口 剤 と し て は 、 外 用 液 剤 、 軟 膏 等 の 塗 布 剤 、 直 腸 内 投 与 の た め の 坐 剤 等 が
挙 げ ら れ 、 常 法 に 従 っ て 製 造 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 、 実 施 例 を あ げ て 本 発 明 を 更 に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は こ れ ら に 限 定
さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ［ 実 施 例 １ ］
１ ． 原 虫 株
　 免 疫 学 的 に 正 常 な 下 痢 患 者 か ら 分 離 さ れ 、 重 症 複 合 免 疫 不 全 マ ウ ス で 継 代 さ れ て い る C.
 paruvum（ HNJ-1株 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
２ ． 培 地
　 ・ 洗 浄 用 medium： RPML1640(sigma)
　 ・ 細 胞 維 持 medium： RPML1640培 地 に 10%ウ シ 胎 児 血 清 (FBS)、  4mM L-グ ル タ ミ ン 、 20mM 
HEPES、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を そ れ ぞ れ  100u/mL、 100μ g/mL添 加 し た 。
　 ・ 感 染 medium： 細 胞 維 持 mediumに 0.1%ウ シ 胆 汁 沫 を 添 加 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
３ ． 培 養 細 胞 及 び 培 養 条 件
　 ヒ ト の 回 盲 腺 癌 由 来 で あ る HCT-8（ Human ileorectal adenocarcinoma cell） を C. parv
umの 宿 主 細 胞 と し て 用 い た 。 細 胞 は プ ラ ス チ ッ ク ボ ト ル 培 養 容 器 で 細 胞 維 持 mediumを 用 い
て 37℃  5%CO 2 培 養 器 内 で 維 持 し 、 ト リ プ シ ン ・ EDTA液 で 培 養 面 よ り 剥 離 さ せ て 用 い た 。 感
染 実 験 に は APSコ ー ト 付 き ス ラ イ ド ガ ラ ス （ マ ツ ナ ミ ） と Cover well T M  （ Schleicher & S
chuell） で 形 成 さ れ た チ ャ ン バ ー を 用 い た 。 こ の チ ャ ン バ ー は 一 つ の ウ ェ ル が 底 面 積 100m
m 2 、 220μ Lの 容 積 で あ り 、 ウ ェ ル 当 た り  4× 10 2 個 の 細 胞 を 撒 き 、 ２ 日 間 培 養 後 の 細 胞 を
用 い た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
４ ． 感 染 （ オ ー シ ス ト の 投 与 ）
　 オ ー シ ス ト を 、 0.05N塩 酸 に て 37℃ ウ ォ ー タ ー バ ス で 30分 間 酸 処 理 し た 。 処 理 後 、 10000
rpmで 1分 間 遠 心 分 離 し 、 上 澄 み 除 去 後 に 洗 浄 用 mediumを 加 え 、 更 に 10000rpmで 1分 間 遠 心
分 離 し た 。 上 澄 み を す て 感 染 mediumを 加 え 、 1× 10 2 /220μ Lに 希 釈 し て 、 オ ー シ ス ト を チ
ャ ン バ ー 内 の 宿 主 細 胞 に 接 種 し た 。 接 種 後 30分 間 氷 上 に 置 き 、 オ ー シ ス ト を 細 胞 近 く ま で
沈 降 さ せ 、 そ の 後 37℃  5%CO 2 培 養 器 で 培 養 し た 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
５ ． 薬 剤 の 投 与 方 法
　 培 養 mediumで 、 50% DMSOで 溶 解 し て 5mMの 濃 度 と し た 各 薬 剤 を 所 定 の 濃 度 に 希 釈 し た 。
対 照 と し て 50% DMSOを 同 様 に 希 釈 し て 用 い た 。 培 養 原 虫 へ の 薬 剤 の 投 与 は 、 オ ー シ ス ト を
培 養 細 胞 に 接 種 し た 容 器 を 37℃  5%CO 2 培 養 器 に 移 し て ２ 時 間 培 養 し た 後 に 、 薬 剤 を 添 加 し
た 維 持 mediumと 交 換 し 、 更 に 20時 間 培 養 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
６ ． 薬 剤 効 果 の 評 価
　 ６ － １ ． 酵 素 抗 体 法 に よ る 原 虫 の 染 色
　 培 養 液 を 除 き 、 100%メ タ ノ ー ル に よ り 3分 固 定 を 行 っ た 。 0.05% Tween20添 加 PBS（ PBS-T
） に 1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） を 添 加 し 、 こ の 液 で 室 温 下 に 30分 間  blockingを 行 い 、
一 次 抗 体 と し て 抗 C. paruvum recombinant-P23ウ サ ギ 抗 体 （ Takashima Y., et al. (2004
) J. Parasitol. 89: 276-282） を 1%BSA PBS-Tで 500倍 に 希 釈 し て 、 一 夜 、 冷 蔵 庫 内 で 反
応 さ せ た 。 反 応 さ せ た 検 体 を PBS-Tで 5分 ず つ 5回 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 と し て ホ ー ス ラ デ ィ ッ
シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 抗 ウ サ ギ IgGヤ ギ 抗 体 （ CPL） を 同 様 に 1%BSA PBS-Tで
500倍 に 希 釈 し て 用 い 、 7時 間 冷 蔵 庫 内 で 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 検 体 を PBS-Tを 用 い て 5分 ず
つ 5回 洗 浄 し 、 ダ コ ENVISIONキ ッ ト /HRP(DAB) (DAKO)を 用 い て 5分 間 発 色 さ せ た 。 反 応 後 、
蒸 留 水 で 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ 、 マ リ ノ ー ル に よ り 封 入 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ６ － ２ ． 原 虫 の 発 育 程 度 の 観 察
　 こ の 標 本 を 光 学 顕 微 鏡 に よ り 1000倍 で 培 養 面 6 mm 幅 （ 約 1.3 mm 2 ） を 1往 復 観 察 し 、 更
に 4区 画 に つ い て 観 察 し た 。 観 察 は 感 染 虫 体 の 大 き さ を 計 測 し 、 同 時 に 数 を 数 え た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ６ － ３ ． 発 育 抑 制 の 評 価
　 約 1.3 mm 2 中 に 見 ら れ る 虫 体 を 3 μ m以 上 4 μ m未 満 、 4 μ m以 上 5 μ m未 満 、 及 び 5 μ m以
上 の ク ラ ス に 分 け て 度 数 を 求 め た 。 こ の 度 数 よ り 5 μ m以 上 の 虫 体 の 割 合 を 求 め 、 発 育 率
と し 、 平 均 値 を 計 算 し た 。 更 に 、 溶 媒 対 照 の 平 均 値 を 1と し て そ れ ぞ れ の 薬 剤 ・ 濃 度 で の
比 発 育 率 を 求 め た 。
　 　 試 験 区 比 発 育 率 ＝ 試 験 区 発 育 率 平 均 ／ 対 照 区 発 育 率 平 均
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 結 果 は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 と し て 示 し た 。 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
［ 実 施 例 ２ ］
　 用 量 － 発 育 率 の 評 価 の た め 、 使 用 薬 剤 濃 度 0.2～ 10μ Mを 用 い 、 実 施 例 １ と 同 条 件 で の 解
析 を 行 っ た 。 結 果 は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 と し て 示 し た 。 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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【 表 ２ 】
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（式中、Ｘはフッ素原子又は塩素原子を表す。）
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