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(57)【要約】

α-トコフェロールの血中濃度を低下させる化合物の有

効量を含有するマラリアの予防または治療薬が提供され

る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 有 効 量 を 含 有 す る マ ラ リ ア の 予 防

ま た は 治 療 薬 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 化 合 物 が 、 ABCA1ト ラ ン ス ポ ー タ ー 阻 害 剤 、 α TTP阻 害 剤 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 吸 収

抑 制 剤 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 代 謝 促 進 剤 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の マ ラ

リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 化 合 物 が プ ロ ブ コ ー ル で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療

薬 。

【 請 求 項 ４ 】

　 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る α -ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル を 含 む 培 地 中 で 被 験 化 合 物 の 存 在 下

に 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 内 で エ ス テ ル 加 水 分 解 さ れ た α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 細 胞 外 へ の 放 出

を 評 価 す る 工 程 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン

グ 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 前 記 α -ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル が 標 識 さ れ た α -ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル で あ る 、 請 求

項 4に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 被 験 化 合 物 の 存 在 下 に α TTPの 細 胞 膜 へ の 移 動 を 評 価 す る 工 程 を 有 す る こ と を 特 徴 と す

る 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 有 効 量 を 、 マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予

防 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 製 造 す る た め の 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下

さ せ る 化 合 物 の 使 用 。

【 請 求 項 ９ 】

マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 と し て 使 用 す る た め の α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下

さ せ る 化 合 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 マ ラ リ ア は マ ラ リ ア 原 虫 が 生 体 内 に 感 染 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 で あ り 、

ワ ク チ ン や 治 療 薬 の 研 究 が 行 な わ れ て い る 。 マ ラ リ ア の 特 効 薬 で あ る キ ニ ー ネ よ り も 副 作

用 の 弱 い ク ロ ロ キ ン が 開 発 さ れ た が 、 ク ロ ロ キ ン に 耐 性 を 持 つ 原 虫 が 増 え て い る こ と 、 抗

原 が 一 定 で な い た め ワ ク チ ン の 製 造 が 困 難 で あ る な ど の 理 由 に よ り キ ニ ー ネ も い ま だ に 使

用 さ れ て お り 、 決 定 的 な 治 療 法 は 確 立 さ れ て い な い 。 キ ニ ー ネ 、 ク ロ ロ キ ン 、 ク ロ ト リ マ

ゾ ー ル な ど の 抗 マ ラ リ ア 薬 の 作 用 機 序 は 、 ヘ ム に 対 す る 錯 体 形 成 で あ る こ と が 非 特 許 文 献

１ に 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 非 特 許 文 献 ２ に は 、 過 去 の 疫 学 的 観 察 で は 、 微 量 栄 養 素 、 特 に ビ タ ミ ン Eの 欠 乏 が 原 虫

感 染 に 抵 抗 性 を 誘 導 す る 可 能 性 を 示 唆 し て い た 。 非 特 許 文 献 ３ 、 ４ で は 血 液 中 の ビ タ ミ ン

E（ α -ト コ フ ェ ロ ー ル ） レ ベ ル を 調 節 す る 蛋 白 質 で あ る α -ト コ フ ェ ロ ー ル ト ラ ン ス フ ァ

ー プ ロ テ イ ン （ α TTP） の 欠 損 し た マ ウ ス の 体 内 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 量 が 減 少 し 、 ネ ズ ミ
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マ ラ リ ア 原 虫 感 染 症 に 対 す る 耐 性 を 獲 得 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ビ タ ミ ン Eは 多 く の 食 物 に 比 較 的 多 量 に 含 ま れ る こ と か ら 、 ビ タ ミ ン E欠 乏 の 誘 導 は 困 難

で あ り 、 原 虫 感 染 の 予 防 あ る い は 治 療 の た め に ビ タ ミ ン E欠 乏 を 利 用 す る こ と は 非 現 実 的

と 考 え ら れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 一 方 、 非 特 許 文 献 ５ で は 、 高 脂 血 症 治 療 薬 で あ る プ ロ ブ コ ー ル は 、 肝 臓 か ら 血 漿 中 へ α

-ト コ フ ェ ロ ー ル を 放 出 す る ATP-バ イ ン デ ィ ン グ カ セ ッ ト ト ラ ン ス ポ ー タ ー A1（ ABCA1） 蛋

白 質 を 阻 害 す る 活 性 を 有 し 、 マ ウ ス へ の プ ロ ブ コ ー ル 経 口 投 与 に よ り 血 漿 中 α -ト コ フ ェ

ロ ー ル 濃 度 を 低 下 で き る こ と を 記 載 し て い る 。 し か し な が ら 、 プ ロ ブ コ ー ル を 投 与 し て 血

漿 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 を 低 下 さ せ て も 赤 血 球 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 量 は ほ と ん ど

変 化 し な い 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 非 特 許 文 献 ６ は 、 プ ロ ブ コ ー ル を 投 与 し た 患 者 が 平 均 １ ４ ％ の 血 漿 中 ビ タ ミ ン E濃 度 の

減 少 が 見 ら れ た こ と を 開 示 し て い る が 、 こ の １ ４ ％ の 減 少 は 個 人 差 よ り も 少 な く 、 プ ロ ブ

コ ー ル が ビ タ ミ ン Ｅ の 血 漿 中 濃 度 を 有 意 に 低 下 で き る こ と は 知 ら れ て い な か っ た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 非 特 許 文 献 ７ は 、 ク ロ ロ キ ン が α TTP媒 介 α ト コ フ ェ ロ ー ル 分 泌 を 抑 制 す る こ と が 記 載

さ れ て い る が 、 ク ロ ロ キ ン の 作 用 機 序 は 上 記 の よ う に 鉄 と の 錯 体 形 成 が 関 与 す る と 考 え ら

れ て い た の で 、 非 特 許 文 献 ７ は 、 ク ロ ロ キ ン の 新 た な 抗 マ ラ リ ア 作 用 機 序 を 開 示 し て い る

と は 認 識 さ れ て い な か っ た 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 N. T. Huy et al.　 J. Biol. Chem., 2002;277:4152

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Shankar A H.　 J Infect Dis. 2000;182 Suppl 1:S37-53.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Herbas MS, Suzuki H. et al. A m J Clin Nutr. 2010;91:200-7

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Herbas MS, Shichiri M, Suzuki H. et al. Malar J. 2010;9:101

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Shichiri M. et al. J Nutr Biochem. 2010;21:451-6

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Elinder LS et al. Arterioscler Thromb Vasc. Biol. 1995;15:1057-6

3.

【 非 特 許 文 献 ７ 】 M. Horiguchi et al. Genes to Cells, 2003;8:789-800

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 副 作 用 が な く 、 か つ 、 マ ラ リ ア の 発 症 を 予 防 す る こ と が で き 、 マ ラ リ ア に 罹

患 し た 後 で 投 与 し て も 治 療 効 果 を 有 す る マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 及 び そ の ス ク リ ー ニ

ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 従 来 、 α TTP欠 損 マ ウ ス 及 び ビ タ ミ ン Ｅ (α ト コ フ ェ ロ ー ル )が 欠 乏 し た ヒ ト に お い て 、

マ ラ リ ア 耐 性 を 獲 得 で き る こ と が 示 唆 さ れ て い た が 、 こ れ ら の 場 合 、 生 体 内 の ビ タ ミ ン Ｅ

(α ト コ フ ェ ロ ー ル )の 総 量 が 低 下 し て い る た め 、 マ ラ リ ア 原 虫 の 標 的 で あ る 赤 血 球 中 の ビ

タ ミ ン Ｅ (α ト コ フ ェ ロ ー ル )量 が 同 様 に 低 下 し て い る の で 、 こ れ に よ り マ ラ リ ア 耐 性 を 獲

得 で き た も の と 考 え ら れ て い た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 血 漿 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 を 低 下 で き る が 、 赤 血 球 中 の ビ タ ミ ン

Ｅ (α ト コ フ ェ ロ ー ル )量 が ほ と ん ど 変 化 し な い プ ロ ブ コ ー ル に つ い て マ ラ リ ア 治 療 効 果 を

調 べ た と こ ろ 、 意 外 に も 標 的 の 赤 血 球 の 状 態 は 変 化 し て い な い に も か か わ ら ず マ ラ リ ア に

よ る 死 亡 率 を 劇 的 に 低 下 で き る こ と を 見 出 し 、 さ ら に 検 討 し て 本 発 明 を 完 成 し た 。
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【 ０ ０ １ ２ 】

　 α TTP欠 損 マ ウ ス の よ う に 、 生 体 内 の ビ タ ミ ン Ｅ (α ト コ フ ェ ロ ー ル )量 を 大 き く 低 下 さ

せ る と 小 脳 失 調 や 不 妊 の よ う な 副 作 用 が 発 現 す る が 、 本 発 明 で は 生 体 内 の ビ タ ミ ン Ｅ (α

ト コ フ ェ ロ ー ル )の 分 布 を 変 え て 血 漿 中 ビ タ ミ ン Ｅ (α ト コ フ ェ ロ ー ル )濃 度 を 低 下 さ せ て

い る た め 、 有 効 成 分 の 投 与 を 停 止 す る と 速 や か に 血 漿 中 ビ タ ミ ン Ｅ (α ト コ フ ェ ロ ー ル )濃

度 は 回 復 す る た め 、 こ の よ う な 不 都 合 は 回 避 で き る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の 第 一 態 様 に よ れ ば 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 有 効

量 を 含 有 す る マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 一 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 が 、 ABCA1ト ラ ン ス ポ ー タ ー 阻 害 剤 、 α TTP阻 害 剤 、 α -ト コ フ

ェ ロ ー ル 吸 収 抑 制 剤 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 代 謝 促 進 剤 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 別 の 実 施 形 態 で は 、 化 合 物 が プ ロ ブ コ ー ル で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 第 二 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る α -ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル を 含 む

培 地 中 で 被 験 化 合 物 の 存 在 下 に 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 内 で エ ス テ ル 加 水 分 解 さ れ た α -ト コ

フ ェ ロ ー ル の 細 胞 外 へ の 放 出 を 評 価 す る 工 程 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 マ ラ リ ア の 予 防

ま た は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 一 実 施 形 態 で は 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル が 標 識 さ れ た α -ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル

で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 の 第 三 態 様 に よ れ ば 、 被 験 化 合 物 の 存 在 下 に α -TTPの 細 胞 膜 へ の 移 動 を 評 価 す る

工 程 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提

供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 の 第 四 態 様 に よ れ ば 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 有 効

量 を 、 マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予 防 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ラ リ ア の 治

療 ま た は 予 防 方 法 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 第 五 態 様 に よ れ ば 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 製 造 す る た め の 、 α -ト コ

フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。

本 発 明 の 第 六 態 様 に よ れ ば 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 と し て 使 用 す る た め の α -ト コ

フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 が 提 供 さ れ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 副 作 用 が 低 く 、 有 効 性 の 高 い マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 提 供 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 ク ロ ロ キ ン 耐 性 株 に 対 し て も 高 い 有 効 性 を 有

す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

【 図 １ 】 α ト コ フ ェ ロ ー ル 放 出 ア ッ セ イ に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 概 要

【 図 ２ 】 α ト コ フ ェ ロ ー ル 放 出 ア ッ セ イ に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 法 で の 薄 層 液 体 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー の 結 果

【 図 ３ 】 α ト コ フ ェ ロ ー ル 放 出 ア ッ セ イ に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 法 で の α ト コ フ ェ ロ ー ル 放

出 の 割 合

【 図 ４ 】 Ａ は 実 験 動 物 の 給 餌 ス ケ ジ ュ ー ル 、 Ｂ は プ ロ ブ コ ー ル 食 か ら 通 常 食 に 変 更 後 の マ
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ウ ス の 週 数 に 対 す る 血 中 α － ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 の グ ラ フ 。 プ ロ ブ コ ー ル が α ト コ フ ェ ロ

ー ル 血 中 濃 度 を 減 少 で き る こ と が 示 さ れ て い る 。 Controlは 通 常 食 を 与 え た C57BL/6Jマ ウ

ス 、 K Oは 通 常 食 を 与 え た α TTP K Oマ ウ ス 。 両 者 と も 7週 齢 で 採 血 。

【 図 ５ 】 Ａ は 実 験 動 物 の 給 餌 ス ケ ジ ュ ー ル 、 Ｂ は 感 染 後 経 過 日 数 に 対 す る 原 虫 感 染 率 の グ

ラ フ 、 Ｃ は 感 染 後 経 過 日 数 に 対 す る 生 存 率 の グ ラ フ 。 プ ロ ブ コ ー ル が マ ラ リ ア 感 染 の 死 亡

率 を 顕 著 に 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。

【 図 ６ 】 Ａ は 実 験 動 物 の 給 餌 ス ケ ジ ュ ー ル 、 Ｂ は 感 染 後 経 過 日 数 に 対 す る 原 虫 感 染 率 の グ

ラ フ 、 Ｃ は 感 染 後 経 過 日 数 に 対 す る 生 存 率 の グ ラ フ 。 プ ロ ブ コ ー ル が マ ラ リ ア 感 染 の 死 亡

率 を 顕 著 に 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 マ ラ リ ア 感 染 症 に お け る ビ タ ミ ン Eの 関 連 性 に つ い て 検 討 し た 。 ビ タ ミ

ン Eは 脂 溶 性 抗 酸 化 物 質 で あ り 、 ト コ フ ェ ロ ー ル 4種 類 （ α -、 β -、 γ -、 δ -） お よ び ト コ

ト リ エ ノ ー ル 4種 類 （ α -、 β -、 γ -、 δ -） の 総 称 で あ る 。 上 述 8種 類 の う ち 、 最 も 活 性 の

高 い の は α -ト コ フ ェ ロ ー ル で あ り 、 ヒ ト を 含 め 哺 乳 類 の 血 液 中 で 最 も 高 濃 度 に 存 在 す る

。 従 っ て 、 本 発 明 で は α -ト コ フ ェ ロ ー ル に つ い て 着 目 し た が 、 本 発 明 の マ ラ リ ア の 予 防

ま た は 治 療 薬 は ビ タ ミ ン Eの 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ 、 ト コ フ ェ ロ ー ル の 合 計 量 の 血 中 濃 度 を

低 下 さ せ る も の と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 の 有 効 成 分 と な る 化 合 物 は 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 （ 血 液 、 血 漿 又 は 血

清 中 の 濃 度 ） を 低 下 さ せ る こ と が で き る 化 合 物 を 広 く 包 含 す る 。 当 該 化 合 物 は 、 α -ト コ

フ ェ ロ ー ル (ビ タ ミ ン E)の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る の に 必 要 な 量 (有 効 量 )を マ ラ リ ア に 感 染

し た 患 者 も し く は マ ラ リ ア 感 染 の 可 能 性 の あ る 被 験 体 に 、 好 ま し く は α -ト コ フ ェ ロ ー ル (

ビ タ ミ ン E)の 血 中 濃 度 を 有 意 に 低 下 さ せ る の に 必 要 な 量 投 与 さ れ る こ と で 、 マ ラ リ ア を 予

防 ま た は 治 療 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 （ 血 液 、 血 漿 又 は 血 清 中 の 濃 度 ） を 低 下 さ せ る と は 、 ヒ

ト に お い て 血 中 濃 度 の 平 均 値 が 低 下 す れ ば よ く 、 有 意 に 低 下 す る こ と が 望 ま し い 。 α -ト

コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 の 低 下 の 程 度 は 、 有 効 成 分 の 投 与 前 の 血 中 濃 度 を 基 準 と し て 、 平

均 で 、 例 え ば １ ５ ％ 以 上 、 ２ ０ ％ 以 上 、 ２ ５ ％ 以 上 、 ３ ０ ％ 以 上 、 ４ ０ ％ 以 上 、 ５ ０ ％ 以

上 、 ６ ０ ％ 以 上 、 ７ ０ ％ 以 上 、 ８ ０ ％ 以 上 、 ９ ０ ％ 以 上 、 ９ ５ ％ 以 上 で あ る 。 従 っ て 、 本

明 細 書 に お け る 「 有 効 量 」 と は 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 、 有 効 成 分 の 投 与 前 の

血 中 濃 度 を 基 準 と し て 、 平 均 で 、 例 え ば １ ５ ％ 以 上 、 ２ ０ ％ 以 上 、 ２ ５ ％ 以 上 、 ３ ０ ％ 以

上 、 ４ ０ ％ 以 上 、 ５ ０ ％ 以 上 、 ６ ０ ％ 以 上 、 ７ ０ ％ 以 上 、 ８ ０ ％ 以 上 、 ９ ０ ％ 以 上 、 ９ ５

％ 以 上 低 下 さ せ る 濃 度 で あ る 。 例 え ば 、 有 効 成 分 が プ ロ ブ コ ー ル の 場 合 に は 、 １ 日 量 と し

て 下 限 が １ ２ ０ ０ ｍ ｇ 、 １ ４ ０ ０ ｍ ｇ 、 １ ６ ０ ０ ｍ ｇ 、 １ ８ ０ ０ ｍ ｇ 、 ２ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 ２

５ ０ ０ ｍ ｇ 、 ３ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 ３ ５ ０ ０ ｍ ｇ 、 ４ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 ５ ０ ０ ０ ｍ ｇ が 挙 げ ら れ 、 上

限 は １ ０ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 ９ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 ８ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 ７ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 ６ ０ ０ ０ ｍ ｇ が 挙 げ

ら れ る 。 こ れ ら の 上 限 と 下 限 の 任 意 の 組 み 合 わ せ (例 え ば １ ２ ０ ０ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ０ ｍ ｇ )

が プ ロ ブ コ ー ル の 有 効 量 と し て 例 示 さ れ る 。 プ ロ ブ コ ー ル 以 外 の 有 効 成 分 の 有 効 量 は 、 プ

ロ ブ コ ー ル の 有 効 量 を 参 考 に し て 適 宜 決 定 で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 の 投 与 に よ り 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 は

徐 々 に 低 下 す る 。 血 中 濃 度 低 下 後 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 好 ま し い 血 漿 中 濃 度 (ヒ ト 、 成 人

)は 、 ３ ． ８ μ Ｍ 以 下 、 ３ ． ６ μ Ｍ 以 下 、 ３ ． ４ μ Ｍ 以 下 、 ３ ． ２ μ Ｍ 以 下 、 ３ ． ０ μ Ｍ

以 下 、 ２ ． ８ μ Ｍ 以 下 、 ２ ． ６ μ Ｍ 以 下 、 ２ ． ４ μ Ｍ 以 下 、 ２ ． ２ μ Ｍ 以 下 、 ２ ． ０ μ Ｍ

以 下 、 １ ． ８ μ Ｍ 以 下 、 １ ． ６ μ Ｍ 以 下 、 １ ． ４ μ Ｍ 以 下 、 １ ． ２ μ Ｍ 以 下 、 １ ． ０ μ Ｍ

以 下 、 ０ ． ８ μ Ｍ 以 下 、 ０ ． ６ μ Ｍ 以 下 、 ０ ． ４ μ Ｍ 以 下 ま た は ０ ． ２ μ Ｍ 以 下 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 の 有 効 成 分 は 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ れ ば よ く 、 α -ト コ フ ェ
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ロ ー ル が 多 量 に 体 内 に あ っ た と し て も 、 血 液 中 の 濃 度 が 低 下 し て い れ ば よ く 、 α -ト コ フ

ェ ロ ー ル の 生 体 内 分 布 を 調 節 す る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し て も よ く 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル を

分 解 又 は 排 泄 し て 生 体 内 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 総 量 を 低 下 さ せ て も よ い 。 α -ト コ フ ェ ロ

ー ル の 生 体 内 分 布 を 調 節 す る 化 合 物 は 、 マ ラ リ ア 治 療 後 速 や か に α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血

中 濃 度 を 回 復 さ せ る こ と が で き 、 副 作 用 が よ り 低 い と 推 定 さ れ る の で 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 が 「 有 意 に 低 下 」 す る と は 、 統 計 的 な

有 意 差 を も っ て α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 が 低 下 す る こ と を 意 味 し 、 具 体 的 に は P<0.0

5、 あ る い は P<0.01の 場 合 が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の マ ラ リ ア 予 防 薬 は 、 マ ラ リ ア 感 染 の ３ 日 以 上 前 、 好 ま し く は １ 週 間 以 上 前 、 よ

り 好 ま し く は ２ 週 間 以 上 前 に 服 用 す る こ と で 、 マ ラ リ ア 感 染 に 罹 患 し に く く な り 、 マ ラ リ

ア に 感 染 し た 場 合 で も マ ラ リ ア の 症 状 は 軽 度 で 済 み 、 重 症 化 し に く い 。 例 え ば 、 マ ラ リ ア

感 染 の 可 能 性 の あ る 地 域 に 旅 行 す る 場 合 、 旅 行 者 は 本 発 明 の マ ラ リ ア 予 防 ま た は 治 療 薬 を

旅 行 前 及 び 旅 行 中 に 服 用 す る こ と で 、 マ ラ リ ア 感 染 の リ ス ク を 大 幅 に 低 減 す る こ と が で き

る 。 本 発 明 の マ ラ リ ア 予 防 ま た は 治 療 薬 は 、 副 作 用 が 低 い の で 、 従 来 の 副 作 用 の 強 い マ ラ

リ ア 治 療 薬 と 異 な り 、 予 防 も 含 め て 長 期 間 服 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 の マ ラ リ ア 治 療 薬 は 、 マ ラ リ ア 感 染 後 に 服 用 し た 場 合 で も マ ラ リ ア の 増 殖 を 抑 え

、 マ ラ リ ア の 治 癒 を 促 進 し 、 死 亡 率 を 低 減 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 「 α -ト コ フ ェ ロ ー ル (ビ タ ミ ン E)の 血 中 濃 度 を 有 意 に 低 下 さ せ る 化 合 物 」 と し て は 、 例

え ば 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 細 胞 か ら 血 液 中 へ の 放 出 を 抑 制 す る 化 合 物 、 血 液 中 の α -ト コ

フ ェ ロ ー ル の 代 謝 お よ び ／ ま た は 分 解 を 促 進 す る 化 合 物 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 吸 収 を 抑

制 す る 化 合 物 な ど が 挙 げ ら れ 、 こ の よ う な 作 用 を 有 す る 化 合 物 を マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治

療 薬 の 有 効 成 分 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 細 胞 か ら 血 液 中 へ の

放 出 を 抑 制 す る 化 合 物 が 速 効 性 を 有 す る た め に 有 効 成 分 と し て 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 細 胞 か ら 血 液 中 へ の 放 出 を 抑 制 す る 化 合 物 は 、 た と え ば ABCA1ト ラ

ン ス ポ ー タ ー 阻 害 剤 、 α TTP発 現 阻 害 剤 、 α TTPと α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 結 合 阻 害 剤 、 α TTP

と ABCA1の 結 合 阻 害 剤 な ど 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル が 細 胞 内 か ら 血 液 中 に 移 行 す る 経 路 を 阻 害

す る 化 合 物 を 広 く 包 含 す る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の 好 ま し い 有 効 成 分 は 、 プ ロ ブ コ ー ル お よ び そ れ 以 外 の ABCA1ト ラ ン ス ポ ー タ ー

阻 害 剤 、 α TTP阻 害 剤 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 吸 収 抑 制 剤 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 代 謝 促 進 剤 で

あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

（ １ ） ABCA1ト ラ ン ス ポ ー タ ー 阻 害 剤

　 以 下 の i)～ iv)が 挙 げ ら れ る ：

　 i)glyburide

　 ii)4,4＇ -diisothiocyanostilbene-2,2＇ -disulfonic acid　 (DIDS)A m J Clin Nutr. 2

009;89(1):177-84.

　 iii)シ ク ロ ス ポ リ ン A（ Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004;24:2155-61.）

　 iv) ABCA1発 現 阻 害 剤

【 ０ ０ ３ ６ 】

（ ２ ） α -ト コ フ ェ ロ ー ル ト ラ ン ス フ ァ ー プ ロ テ イ ン （ α TTP） 阻 害 剤

　 α TTPの 発 現 を 阻 害 す る 薬 剤 が 広 く 包 含 さ れ 、 例 え ば siRN A、 shRN A、 ア ン チ セ ン ス RN A

、 miRN A、 も し く は リ ボ ザ イ ム 、 又 は 細 胞 内 で こ れ ら の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 放 出 で き る 発 現 ベ ク

タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 ま た 、 α TTPに α -ト コ フ ェ ロ ー ル と 競 合 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て α TTPの 機 能 を 阻 害

す る 薬 剤 、 α TTPが 細 胞 膜 へ 移 動 す る こ と を 阻 害 し 、 細 胞 膜 か ら 血 液 中 へ α -ト コ フ ェ ロ ー

ル を 放 出 す る こ と を 阻 害 す る 薬 物 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

（ ３ ） α -ト コ フ ェ ロ ー ル 吸 収 抑 制 剤

　 α -ト コ フ ェ ロ ー ル は 食 物 の 成 分 と し て 小 腸 か ら 吸 収 さ れ る が 、 小 腸 か ら の 取 り 込 み を

抑 制 す る 薬 剤 は α -ト コ フ ェ ロ ー ル 血 中 濃 度 を 減 少 す る 効 果 が あ る 。

こ の よ う な 薬 剤 と し て は 、 以 下 の I)～ III)が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

I)コ レ ス テ ロ ー ル 吸 収 阻 害 剤 と し て の 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂

　 医 療 用 医 薬 品 添 付 文 書 上 に 脂 溶 性 ビ タ ミ ン 吸 収 阻 害 の 記 載 の あ る ク エ ス ト ラ ン （ コ レ ス

チ ラ ミ ン ） 、 コ レ バ イ ン （ コ レ ス チ ミ ド ） な ど

【 ０ ０ ４ ０ 】

II)小 腸 コ レ ス テ ロ ー ル ト ラ ン ス ポ ー タ ー （ NPC1L1） 阻 害 剤

　 エ ゼ チ ミ ブ （ 製 品 名 ゼ チ ー ア ）

　 高 田 龍 平 ら 、 「 コ レ ス テ ロ ー ル ト ラ ン ス ポ ー タ ー NPC1L1に よ る ビ タ ミ ン Eの 消 化 管 吸 収

」 、 ビ タ ミ ン 84(8), 376-383, 2010-08-25お よ び Narushima K, et al. , Niemann-pick C

1-like 1 mediates alpha-tocopherol transport Mol Pharmacol. 2008;74(1):42-9に 記

載 の 化 合 物 。 こ れ ら の 文 献 お よ び 該 文 献 中 の 化 合 物 は 、 参 考 と し て 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る

。

【 ０ ０ ４ １ 】

III)リ ポ 蛋 白 質 リ パ ー ゼ （ LPL） 阻 害 剤

Triton W R1339な ど

【 ０ ０ ４ ２ 】

（ ４ ） α -ト コ フ ェ ロ ー ル 代 謝 促 進 剤

　 α -ト コ フ ェ ロ ー ル は シ ト ク ロ ー ム P450（ CYP4F2、 CYP4F3な ど ） お よ び β 酸 化 に よ っ て

カ ル ボ キ シ エ チ ル ヒ ド ロ キ シ ク ロ マ ン （ CEHC） に 代 謝 さ れ る 。 シ ト ク ロ ー ム P450に よ る 代

謝 や β 酸 化 を 促 進 す る 薬 剤 は α -ト コ フ ェ ロ ー ル 血 中 濃 度 を 減 少 す る 可 能 性 が あ る 。 シ ト

ク ロ ー ム P450（ CYP4F2） は 核 内 レ セ プ タ ー retinoid X receptor (RXR)に よ っ て 誘 導 さ れ

る こ と が 知 ら れ て お り 、 sterol regulatory element-binding protein (SREBP)に よ っ て

誘 導 さ れ る こ と が 最 近 報 告 さ れ て い る （ Hsu M H, Savas U, Griffin KJ, Johnson EF. Reg

ulation of human cytochrome P450 4F2 expression by sterol regulatory elementbind

ing protein and lovastatin. J Biol Chem 2007； 282, 5225-5236） 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 は 、 さ ら に マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 好 ま し い ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に つ い て 、 以 下 に 説 明 す る 。

１ ） α -ト コ フ ェ ロ ー ル 放 出 ア ッ セ イ の 概 要 (図 １ ～ ３ )　 ト リ チ ウ ム ラ ベ ル （ [
3
H]） し た

酢 酸 ト コ フ ェ ロ ー ル （ [
3
H]α -TocAc） を 含 ん だ リ ポ ソ ー ム を 作 成 し 、 培 地 に 加 え る 。 [

3
H]

α -TocAcは 速 や か に 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 、 非 特 異 的 な 加 水 分 解 酵 素 に よ り ア セ テ ー ト が は

ず れ 、 ト リ チ ウ ム で ラ ベ ル さ れ た α -Toc（ [
3
H] α -Toc） と な り 、 細 胞 外 に 放 出 さ れ る 。

リ ポ ソ ー ム 添 加 24時 間 後 に 細 胞 と 培 地 を 別 々 に 回 収 し 脂 質 の 抽 出 を 行 い 、 薄 層 液 体 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム を 使 用 ） に て 展 開 し 露 光 し た 。 酢 酸 ト コ フ ェ ロ ー ル 以 外 に も

α -ト コ フ ェ ロ ー ル は 同 様 に 使 用 で き る が 、 酢 酸 ト コ フ ェ ロ ー ル が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 標 識 は 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル ま た は そ の エ ス テ ル の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み と 細 胞 外 へ の 放

出 に 実 質 的 に 影 響 し な い 限 り ト リ チ ウ ム ラ ベ ル （ [
3
H]） 以 外 の 任 意 の 標 識 を 用 い る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 こ の 方 法 で は 細 胞 内 と 培 地 中 の α -TocAcと α -Tocを 別 々 に 定 量 化 す る こ と が 可 能 で あ る
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（ 図 ２ ） 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 放 出 を グ ラ フ 化 す る と （ 図 ３ ） 、 α TTPを 恒 常 的 に 発 現 さ せ た McA-

TTP21細 胞 で は McARH7777 細 胞 に 比 べ 、 細 胞 外 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 割 合 が 顕 著 に 増 加 し

て い る こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 こ こ で 、 McA-TTP21細 胞 は α TTPの あ る 肝 細 胞 を 意 味 し 、 McA-RH7777細 胞 は α TTPの な い

肝 細 胞 を 意 味 す る 。 Arita M, Nomura K, Arai H, Inoue K., alpha-tocopherol transfer

 protein stimulates the secretion of alpha-tocopherol from a cultured liver cell

 line through a brefeldin A-insensitive pathway. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;

94(23):12437-41.を 参 照 の こ と 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 さ ら に α -ト コ フ ェ ロ ー ル 放 出 ア ッ セ イ の 詳 細 （ プ ロ ブ コ ー ル 投 与 時 の 実 験 の 詳 細 ） を

以 下 (a)-(i)に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

(a)ラ ッ ト 肝 癌 由 来 細 胞 株 で あ る McARH7777 細 胞 と McARH7777細 胞 に α TTPを 恒 常 的 に 発 現

さ せ た McA-TTP21細 胞 を コ ラ ー ゲ ン コ ー ト 6ウ ェ ル デ ィ ッ シ ュ に 播 種 す る （ 1.2× 10
5
cells/

well） 。

【 ０ ０ ５ １ 】

(b)播 種 後 24時 間 後 に 0.2% BSAお よ び 10μ g/mlの ApoA1を 含 有 す る D M E Mに 培 地 交 換 し 、 プ ロ

ブ コ ー ル を 最 終 濃 度 10μ M ま た は 20μ Mに て 添 加 す る プ ロ ブ コ ー ル は エ タ ノ ー ル に 40m Mの

濃 度 で 溶 解 さ せ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

(c)プ ロ ブ コ ー ル 添 加 後 2時 間 後 に [
3
H]α -TocAcを リ ポ ソ ー ム の 形 で 添 加 す る 。

　 　 リ ポ ソ ー ム 組 成 ：

　 　 リ ン 脂 質 （ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 デ ィ セ チ ル ホ ス フ ェ イ ト

混 合 物 ） 　 　 200μ l

　 　 コ レ ス テ ロ ー ル (3m M) 100μ l

　 　 [
3
H]α -TocAc　 （ 11,100,000dpm） 300μ l

　 　 非 ラ ベ ル 化 α -TocAc　 　 　 　 　 　 10μ l

　 上 記 試 薬 を 混 合 し た も の の 溶 媒 （ ク ロ ロ ホ ル ム ） を 窒 素 ガ ス を 使 用 し て 完 全 乾 固 す る 。

　 0.3M ブ ド ウ 糖 液 200μ lを 添 加 し 、 超 音 波 破 砕 機 に て 3分 間 処 理 す る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

(d) リ ポ ソ ー ム 添 加 24時 間 後 に 細 胞 と 培 地 を 回 収 す る 。

　 i)培 地 を チ ュ ー ブ に 回 収 す る 。

　 ii)細 胞 を 200μ lの PBSに て 2回 洗 浄 し 、 0.1％ SDS水 溶 液 （ 6％ ピ ロ ガ ロ ー ル ） で 細 胞 を 回

収 す る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

(e)培 地 お よ び 細 胞 成 分 に 1.5mlの 65% エ タ ノ ー ル 溶 液 と 3mlの ヘ キ サ ン を 加 え 、 5分 間 振 盪

混 合 す る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

(f)3000rpm で 5分 間 遠 心 分 離 す る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

(g)上 層 の ヘ キ サ ン 層 を ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 移 し 、 エ バ ポ レ ー タ ー に て 完 全 に 乾 固 す る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

(h)完 全 乾 固 し た サ ン プ ル に 20μ lの 酢 酸 エ チ ル を 加 え て 、 TLCプ レ ー ト に 一 点 に 滴 下 、 乾

燥 す る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

(i)ク ロ ロ ホ ル ム に て 展 開 し 乾 燥 後 、 RIイ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ に て 検 出 解 析 す る 。

　 上 記 の プ ロ ト コ ー ル は 単 な る 例 示 で あ り 、 当 業 者 は 適 宜 条 件 を 変 更 し て 実 施 す る こ と が

10

20

30

40

50



(9) JP  WO2013/118606  A1  2013.8.15

で き る 。

そ の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に つ い て 、 さ ら に 以 下 I） － VIII)に 説 明 す る

【 ０ ０ ５ ９ 】

I） 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） と 電 気 化 学 検 出 器 （ ECD） を 用 い て α -ト コ フ ェ

ロ ー ル を 測 定 す る 手 法 を 用 い る 方 法 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 前 述 の [
3
H]α -TocAcで は な く 、 非 ラ ベ ル の 酢 酸 ト コ フ ェ ロ ー ル を 同 様 の 方 法 で 細 胞 に 添

加 し て 、 24時 間 後 に 細 胞 お よ び 培 地 を 回 収 す る 。 （ 10cm デ ィ ッ シ ュ 程 度 の 細 胞 量 が 必 要

） 　 回 収 し た 培 地 お よ び 細 胞 懸 濁 液 に 20μ M BHT含 有 ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル （ 2/1） を 3

倍 量 添 加 し て 1分 間 振 盪 混 合 後 、 15,000rpm で 遠 心 分 離 5分 間 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 ク ロ ロ ホ ル ム 層 を 別 の チ ュ ー ブ に 移 し 、 必 要 に 応 じ て 濃 縮 し た 後 、 HPLC-ECDに て 測 定 す

る 。

HPLC条 件

・ カ ラ ム 　 Wakosil-II 5C18 RS φ 4.6m m× 250m m （ Wako, Tokyo, Japan）

・ 還 元 カ ラ ム RC-10 4.0m m× 15m m （ Shiseido, Tokyo, Japan）

・ 温 度 　 40℃

・ 検 出 器 　 Nanospace SI-2　 （ Shiseido, Tokyo, Japan）

・ 溶 離 液 　 50m M NaClO 4 含 有 メ タ ノ ー ル

・ 流 速 　 0.7ml/min

・ 注 入 量 10μ l

【 ０ ０ ６ ２ 】

II） 質 量 分 析 装 置 に よ る α ト コ フ ェ ロ ー ル 測 定 を 用 い る 方 法 。

　 上 述 I） と 同 様 に 非 ラ ベ ル の 酢 酸 ト コ フ ェ ロ ー ル を 細 胞 に 添 加 し 、 培 地 中 お よ び 細 胞 中

の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 含 有 量 を 測 定 す る 方 法 と し て 質 量 分 析 装 置 （ GC-MSや LC-MS） を 用 い

る 方 法 も 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

III） 抗 α ト コ フ ェ ロ ー ル 特 異 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 法 を 用 い た α -ト コ フ ェ ロ ー ル 測

定 を 用 い る 方 法 　 上 述 I） と 同 様 に 非 ラ ベ ル の 酢 酸 ト コ フ ェ ロ ー ル を 細 胞 に 添 加 し 、 培 地

中 お よ び 細 胞 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 含 有 量 を 測 定 す る 方 法 と し て 抗 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 特

異 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 法 (ELISA)も 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 使 用 す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

IV） マ ウ ス に 各 種 薬 剤 を 投 与 し て α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 測 定 す る 方 法 。

　 各 種 薬 剤 を 餌 へ の 混 餌 、 給 水 、 経 口 投 与 、 腹 腔 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 な ど の 方 法 に よ っ て

、 マ ウ ス や ラ ッ ト へ 投 与 し 、 経 時 的 に 血 液 （ EDTA添 加 ） や 組 織 を 採 取 す る 。

　 採 取 し た 血 液 サ ン プ ル は 3500rpm × 5分 の 遠 心 処 理 で 血 漿 分 離 す る 。

　 血 漿 も し く は 組 織 懸 濁 液 に 対 し 20μ M BHT含 有 ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル （ 2/1） を 3倍 量

添 加 し 1分 間 振 盪 混 合 後 、 15,000rpm で 遠 心 分 離 5分 間 す る 。

　 ク ロ ロ ホ ル ム 層 を 別 の チ ュ ー ブ に 移 し 、 HPLC-ECDに て 測 定 す る 。

　 HPLC-ECDの 条 件 は 上 述 の I） と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

V） 細 胞 内 の α TTPの 局 在 の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察

　 肝 細 胞 内 で α -ト コ フ ェ ロ ー ル に 結 合 し た α TTPが 細 胞 膜 上 に 移 動 し て ABCA1な ど の 輸 送

体 に 受 け 渡 さ な い と 肝 細 胞 内 よ り 循 環 血 液 中 に 分 配 さ れ な い 。

そ こ で 、 α TTPの 細 胞 内 移 動 を 阻 害 す る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す れ ば 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル

の 血 中 濃 度 抑 制 因 子 の 候 補 を 選 択 す る こ と が で き る 。

具 体 的 に は 、

(i)McA-TTP細 胞 な ど の α TTPの 発 現 し た 細 胞 を 用 い る 。

(ii)試 験 薬 剤 投 与 後 、 経 時 的 に 反 応 を 停 止 す る 。 PBSで 細 胞 を 洗 浄 後 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ
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ヒ ド で 固 定 す る 。

(iii)PBS洗 浄 後 、 0.5％ ト リ ト ン 100 PBS溶 液 で 20分 間 も し く は 冷 メ タ ノ ー ル 溶 液 で 2分 間

処 理 す る 。

(iv)PBS洗 浄 後 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン PBS溶 液 な ど で ブ ロ ッ キ ン グ す る 。

(v)抗 α TTP特 異 抗 体 を 含 ん だ 溶 液 に 置 換 し 1時 間 か ら 数 時 間 処 理 す る 。

(vi)PBS洗 浄 後 、 蛍 光 物 質 （ Alexaな ど ） 付 加 二 次 抗 体 に て 処 理 。

(vii)蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て α TTPの 細 胞 内 局 在 を 観 察 す る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

VI） 細 胞 内 の α TTPの 局 在 を 細 胞 小 器 官 分 画 処 理 し た 分 画 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ も

し く は ELISAに て 観 察 す る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 上 述 V） の 項 と 同 様 に α TTPの 細 胞 膜 へ の 移 行 を 阻 害 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の 手 法 で

あ る 。

具 体 的 に は

(i) 細 胞 内 局 在 す る α TTPを 細 胞 小 器 官 ご と に 分 画 精 製 す る （ シ ョ 糖 や フ ィ コ ー ル な ど の

密 度 勾 配 を 利 用 し た 密 度 勾 配 遠 心 分 離 法 や 細 胞 分 画 精 製 Kitを 用 い る ）

　 (ii)細 胞 小 器 官 ご と の α TTPの 存 在 す る 比 率 、 α TTP蛋 白 量 を 抗 α TTP特 異 抗 体 を 用 い た

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 も し く は ELISA定 量 法 に よ っ て 解 析 す る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

VII） α TTPや ABCA1な ど の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 血 中 濃 度 調 節 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 調

節 に 関 わ る 薬 剤 、 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ

α TTPや ABCA1な ど の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 血 中 濃 度 調 節 に 関 わ る タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 も

し く は 蛋 白 質 の 発 現 を 計 測 す る 手 法 で 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 。 遺 伝 子 発 現 の ス ク リ

ー ニ ン グ 法 と し て は レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 や 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR法 な ど が 有 用 と 考 え

ら れ る 。 蛋 白 質 の 発 現 は 上 述 の 抗 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 特 異 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

テ ィ ン グ 法 、 も し く は ELISA定 量 法 に よ る 評 価 が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

VIII） α TTPの α -ト コ フ ェ ロ ー ル 結 合 部 位 に 結 合 す る 化 合 物 、 抗 体 等 の 探 索

　 α TTPに は α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 結 合 す る 部 位 が 特 定 さ れ て い る が 、 こ の 部 位 に 結 合 す る

可 能 性 の あ る 化 合 物 、 抗 体 等 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き れ ば 、 α TTPに よ る α -ト コ

フ ェ ロ ー ル 運 搬 を 阻 害 し 、 血 中 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 を 減 少 さ せ る 薬 剤 を 探 し 出 す こ と

が 可 能 で あ る 。 α TTPお よ び α -ト コ フ ェ ロ ー ル 結 合 部 位 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 蛋 白 構 造 は す で

に 既 知 の も の で あ り 、 蛋 白 構 造 か ら 化 合 物 の 推 定 す る こ と で ス ク リ ー ニ ン グ が で き る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 は さ ら に 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 有 効 量 を 、 マ ラ

リ ア の 治 療 ま た は 予 防 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予

防 方 法 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 製 造 す る た め の 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度

を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 使 用 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 と し て 使 用 す る た め の α -ト コ

フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 も 提 供 す る 。 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を

低 下 さ せ る 化 合 物 お よ び そ の 有 効 量 に つ い て は 上 述 し た 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 有 意 に 低 下 さ せ る

化 合 物 と 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、

マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 非 経 口

ま た は 局 所 投 与 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は た と え ば 、 経 口 的 に 、 例 え ば 錠

剤 、 被 覆 錠 剤 、 硬 お よ び 軟 カ プ セ ル 、 液 剤 、 乳 剤 も し く は 懸 濁 液 の 形 態 で 、 経 鼻 的 に 、 例

え ば ス プ レ ー の 形 態 で 、 直 腸 に 、 例 え ば 坐 剤 の 形 態 で 、 非 経 口 的 に 、 例 え ば 注 射 溶 液 も し

く は 輸 液 の 形 態 で 、 ま た は 局 所 的 に 、 例 え ば 軟 膏 、 ク リ ー ム も し く は ロ ー シ ョ ン な ど の 形

態 で 投 与 す る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ７ ２ 】

　 以 下 に 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 説 明 す る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 な お 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 プ ロ ブ コ ー ル (W A K O, Japan)お よ び 通 常 食 (CLEA, Japan

)を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 通 常 食 ： 餌 1kg当 た り 75mgの α -ト コ フ ェ ロ ー ル を 含 有

　 プ ロ ブ コ ー ル 食 ： 餌 1kg当 た り 75mgの α -ト コ フ ェ ロ ー ル と 10gの プ ロ ブ コ ー ル を 含 有 （ 1

% w/w）

【 ０ ０ ７ ５ 】

実 施 例 １

　 4週 齢 の C57BL/6Jマ ウ ス の 各 群 6匹 （ 雄 3匹 、 雌 3匹 ） を 使 用 し 、 プ ロ ブ コ ー ル 食 を 2週 間

与 え た の ち 、 通 常 食 に 変 更 し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 プ ロ ブ コ ー ル 食 投 与 2週 間 後 と 、 通 常 食 に 変 更 し た 後 、 1週 間 後 と 、 2週 間 後 と に 採 血 し

（ 図 ４ Ａ ） 、 採 血 後 、 3500rpmで 5分 間 遠 心 処 理 し 血 漿 成 分 を 分 離 し た 。 血 漿 に 対 し 20μ M

BHT含 有 ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル （ 2/1） を 3倍 量 添 加 し 1分 間 振 盪 混 合 後 、 15,000rpm で

遠 心 分 離 5分 間 し た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 ク ロ ロ ホ ル ム 層 を 別 の チ ュ ー ブ に 移 し 、 血 漿 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 を HPLC-ECD に

よ り 測 定 し た 。

HPLC条 件

・ カ ラ ム 　 Wakosil-II 5C18 RS φ 4.6m m× 250m m （ Wako, Tokyo, Japan）

・ 還 元 カ ラ ム RC-10 4.0m m× 15m m （ Shiseido, Tokyo, Japan）

・ 温 度 　 40℃

・ 検 出 器 　 Nanospace SI-2　 （ Shiseido, Tokyo, Japan）

・ 溶 離 液 　 50m M NaClO 4 含 有 メ タ ノ ー ル

・ 流 速 　 0.7ml/min

・ 注 入 量 10μ l

　 結 果 を 図 ４ Ｂ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 図 ４ Ａ ， Ｂ 中 の 0w、 1w、 2wは プ ロ ブ コ ー ル 投 与 終 了 後 の 週 数 を 示 す 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 対 照 (control)と し て 、 通 常 食 を 与 え て い る そ れ ぞ れ ７ 週 齢 の C57BL/6Jマ ウ ス と α TTP K

Oマ ウ ス (Jishage K, Suzuki H. et al.: α -Tocopherol transfer protein is important

 for the normal development of placental labyrinthine trophoblast in mice. J Bio

l Chem 2001, 275:1669-1672.)か ら も 採 血 し 、 同 様 に 血 清 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 を H

PLCに よ り 測 定 し た 。 有 意 差 検 定 は two way A N O V Aに て 行 い 、 p<0.05を 有 意 差 あ り と し た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

結 果

　 通 常 食 を 投 与 し て い る C57BL/6Jマ ウ ス で は α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 は 雄 0.860μ M

、 雌 1.30μ Mで あ っ た が 、 通 常 食 を 投 与 し て い る α TTP K Oで は 雄 0.027μ M、 雌 0.027μ Mで

あ っ た 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 C57BL/6Jマ ウ ス に プ ロ ブ コ ー ル 食 を 投 与 開 始 し 2週 間 後 に は 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中

濃 度 は 雄 0.078μ M、 雌 0.132μ Mと 減 少 し て い た 。 通 常 食 に 変 更 し た 後 、 1週 間 後 に は 雄 0.3

34μ M、 雌 0.533μ M、 2週 間 後 に は 雄 0.847μ M、 雌 0.544μ Mと 血 中 濃 度 の 再 上 昇 が み ら れ た

。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 以 上 の 結 果 か ら 、 プ ロ ブ コ ー ル は 経 口 投 与 に よ り 血 漿 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 を 有
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意 に 低 下 さ せ る こ と が で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。 プ ロ ブ コ ー ル の 投 与 を 中 止 す る と 、

血 漿 中 の α -ト コ フ ェ ロ ー ル 濃 度 は ２ 週 間 で 大 き く 回 復 す る た め 、 副 作 用 は 低 い こ と が 推

定 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

実 施 例 ２

　 4週 齢 の C57BL/6Jマ ウ ス の 各 群 6匹 （ 雄 3匹 、 雌 3匹 ） を 使 用 し マ ラ リ ア 原 虫 感 染 実 験 を 行

っ た 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 通 常 食 を 与 え た C57BL/6Jマ ウ ス の 群 、 通 常 食 を 与 え た α TTP K Oマ ウ ス の 群 に マ ラ リ ア 原

虫 の 感 染 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 感 染 2週 間 前 よ り プ ロ ブ コ ー ル 食 を 投 与 開 始 し 、 感 染 後 も 継 続 し て プ ロ ブ コ ー ル 食 を 与

え 続 け た C57BL/6Jマ ウ ス の 群 と 、 上 記 の ２ つ の 群 と を 比 較 し た 。 通 常 食 、 プ ロ ブ コ ー ル 食

は 、 上 述 と 同 じ も の を 使 用 し た （ 図 ５ Ａ － Ｃ ） 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 感 染 さ せ た マ ラ リ ア 原 虫 は ネ ズ ミ マ ラ リ ア 原 虫 Plasmodium.yoelii 17XLで 、 マ ラ リ ア 原

虫 に 寄 生 さ れ た 赤 血 球 を 1ml当 た り 1x10
5
細 胞 含 む 赤 血 球 溶 液 を 0.2ml（ 感 染 赤 血 球 0.2× 10

5
個 ） 腹 腔 内 投 与 し た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 マ ラ リ ア 原 虫 感 染 後 、 経 時 的 に 採 血 を 行 い 原 虫 感 染 率 と 生 存 率 を 評 価 し た 。 結 果 を 図 ５

Ｂ ， Ｃ に 示 す 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

原 虫 感 染 率 (Parasitemia)の 評 価 法

　 マ ウ ス の 尾 静 脈 か ら 採 取 し た 静 脈 血 を ス ラ イ ド ガ ラ ス 状 に ス メ ア を 引 き 、 ギ ム ザ 染 色 す

る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 顕 微 鏡 下 で 原 虫 の 感 染 し て い る 赤 血 球 数 と 非 感 染 赤 血 球 数 を 計 測 し 原 虫 感 染 率 を 測 定 す

る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

結 果 ： 図 ５ Ｂ ， Ｃ に 示 さ れ る よ う に 、 通 常 食 を 与 え て い る C57BL/6Jマ ウ ス で は 感 染 後 4日

目 か ら 原 虫 感 染 率 が 増 加 し 、 感 染 8日 目 か ら 死 亡 例 が 出 現 し 、 28日 後 に は 全 例 死 亡 し た 。

そ れ に 対 し て 、 α TTP K Oで は 寄 生 虫 感 染 率 の 増 加 は ご く 軽 度 で あ り 、 観 察 期 間 中 の 死 亡 例

は な か っ た 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 感 染 前 2週 間 か ら 感 染 後 も 継 続 し て プ ロ ブ コ ー ル を 与 え た 群 で は 、 感 染 後 6日 目 か ら 12日

目 に か け て 一 過 性 に 原 虫 感 染 率 が 増 加 す る が 、 そ の 後 減 少 し 、 26日 目 に は 感 染 率 が 0と な

っ た 。 ま た 、 プ ロ ブ コ ー ル を 与 え た 群 で は 、 顕 著 に 死 亡 率 が 減 少 し 、 28日 目 に わ ず か に 死

亡 例 が あ っ た の み で あ っ た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

実 施 例 ３

　 次 に 、 前 述 の 実 施 例 ２ と 同 様 に マ ウ ス に 通 常 食 も し く は プ ロ ブ コ ー ル を 与 え 、 マ ラ リ ア

原 虫 感 染 を さ せ た が 、 プ ロ ブ コ ー ル 投 与 群 で 感 染 後 30日 目 に 通 常 食 に 餌 を 変 更 し た （ 図 ６

Ａ ） 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 マ ラ リ ア 原 虫 感 染 の 方 法 お よ び 評 価 項 目 、 評 価 手 法 は 実 施 例 ２ の 実 験 と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

結 果 ： 図 ６ Ｂ ， Ｃ に 示 さ れ る よ う に 、 通 常 食 を 与 え て い る C57BL/6Jマ ウ ス で は 感 染 後 4日

目 か ら 原 虫 感 染 率 が 増 加 し 、 感 染 8日 目 か ら 死 亡 例 が 出 現 し 、 18日 後 に は 全 例 死 亡 し た 。

　 プ ロ ブ コ ー ル を 与 え た 群 で は 、 感 染 後 6日 目 か ら 16日 目 に か け て 一 過 性 に 原 虫 感 染 率 が

増 加 す る が 、 そ の 後 減 少 し 、 22日 目 に は 感 染 率 が 0と な っ た 。 プ ロ ブ コ ー ル を 与 え た 群 で
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は 、 顕 著 に 死 亡 率 が 減 少 し 、 20日 目 に わ ず か に 死 亡 例 が あ っ た の み で あ っ た 。 感 染 後 30日

目 か ら 通 常 食 に 変 更 し て い る が 、 原 虫 感 染 率 の 再 増 加 お よ び 死 亡 率 の 増 加 は 認 め ら れ な か

っ た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 手 続 補 正 書 】

【 提 出 日 】 平 成 25年 10月 1日 (2013.10.1)

【 手 続 補 正 １ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲

【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

α － ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 有 効 量 を 含 有 す る マ ラ リ ア の 予 防 ま

た は 治 療 薬 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 が プ ロ ブ コ ー ル で あ る マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 。

【 請 求 項 ２ 】

（ 削 除 ）

【 請 求 項 ３ 】

（ 削 除 ）

【 請 求 項 ４ 】

細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る α － ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル を 含 む 培 地 中 で 被 験 化 合 物 の 存 在 下 に

細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 内 で エ ス テ ル 加 水 分 解 さ れ た α － ト コ フ ェ ロ ー ル の 細 胞 外 へ の 放 出 を

評 価 す る 工 程 と 、

　 前 記 α － ト コ フ ェ ロ ー ル の 細 胞 外 へ の 放 出 が 抑 制 さ れ た 被 験 化 合 物 を 非 ヒ ト 動 物 に 投 与

し 、 マ ラ リ ア 原 虫 感 染 後 の 非 ヒ ト 動 物 の 感 染 率 及 び ／ 又 は 生 存 率 を 評 価 す る 工 程 と 、

を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

前 記 α － ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル が 標 識 さ れ た α － ト コ フ ェ ロ ー ル エ ス テ ル で あ る 、 請 求

項 ４ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
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【 請 求 項 ６ 】

被 験 化 合 物 の 存 在 下 に α Ｔ Ｔ Ｐ の 細 胞 膜 へ の 移 動 を 評 価 す る 工 程 と 、

　 前 記 α Ｔ Ｔ Ｐ の 細 胞 膜 へ の 移 動 を 阻 害 す る 化 合 物 を 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 し 、 マ ラ リ ア 原 虫

感 染 後 の 非 ヒ ト 動 物 の 感 染 率 及 び ／ 又 は 生 存 率 を 評 価 す る 工 程 と 、

を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

α － ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 有 効 量 を 、 マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予

防 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予 防 方 法 で あ っ て 、 前

記 化 合 物 が プ ロ ブ コ ー ル で あ る マ ラ リ ア の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 を 製 造 す る た め の 、 α － ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下 さ

せ る 化 合 物 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 が プ ロ ブ コ ー ル で あ る 使 用 。

【 請 求 項 ９ 】

マ ラ リ ア の 予 防 ま た は 治 療 薬 と し て 使 用 す る た め の α － ト コ フ ェ ロ ー ル の 血 中 濃 度 を 低 下

さ せ る 化 合 物 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 が プ ロ ブ コ ー ル で あ る 化 合 物 。
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