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マウスの実験的急性トキソプラズマ症に対する2 －sulfamoyl－4，

ボーdiaminodiphenylsulfone（SDDS ）と

pyrimethamine との相乗効果

大　 島 售 田　 中　 貶　 文

川辺製薬株式会社生物研究所

（1968 年1 月23 囗　受 領）

Sulfonamides ある卜 はsulfones の様に かア ミノ安

息香酸（PABA ）との拮抗を主 たる作 用機序と七て抗原虫

作 用を発揮す る薬剤を，これに続く代謝経路であ るfolicacid

からfolinic　acid　への変換過程に作 用するpyri －methamine

と併 用すると，相乗効果 が認 められることは

多 くの例について良く知られてい る［Greenberg ，　1950；Eyles

　＆　Coleman ，　1953，　1955，　1957；　Ey］es　＆　Jones，1955

；　Joyner　＆　Kendall，　1955；　Lux，　1954；　Rollo，　1955；Beverley

　＆　Fry，　1957；　Horton　Smith　冖　al
　
　1960；Basu

et　al．，　1962；　Ramakrishnan　ei　al．，　1963；　Ball

＆　Warren，　1967）．著者等 の発見した抗 トキソプラズマ

剤2 －suIfamoyl－4，ぐ－diaminodiphenylsulfone 　（SDDS ）

（Ohshima　d　al．，　1967）　％　，　sulfones に属する化合物で

あり，　PABA との拮抗も認められる（大島，未発表）こと

から，当然pyrimethamine との相乗作 用が期待された．SDDS

は，豚 の実験的急性 トキソプ ラズマ症に対し て，

発疱翌日から単独10　mg ／kg／day　7　日間の筋 注で，体内

の「司原虫 を一掃す る効力 が認 められている（大島 ら，

1967 ）が，更に有 効かつ 安全な 治療法 開発 の手掛りをつ

かむ事を期待しつつ， マウスの実験的急性 トキソプラズ

マ症に対し て，　SDDS ならび にpyrimethamine を腹腔

内注射あ るいは飼料添加経 口投与し，治癒率を指 標とし

て，両剤の相乗効果の解析を試みたので報告す る．

実験材料および方法

RH 株トキ ソプ ラズマ原虫を，dd 乖雌 マウス（6 週

令，20±2g ）に，I 匹当り2 ×104 腹腔 内接種し，約3

時 間後からSDDS とpyrimethamine を ，種々な投与

筮 の組合 せで腹腔 内注 射あ る卜 は飼料添加 経口投与し て，

延 命日数 と治癒率を観察した ．

腹腔内注射は，1 冂1 回7 日間 とし，両剤 とも非水溶

（7 ）

稲　 見　 芳　 治

性な ので，　0．3乃至0 ．4％　CMC 　（carboxymethylcellu －lose

）加滅菌生理食塩 液に懸濁し ， 注射液量が1 匹当 り0

．2　ml／day　に なる様に した．飼料添加 経口投 与はEyles

＆　Coleman 　（1955 ）に 準じ て粉末飼料 （日本 クレア（株），CE

－2）中に両剤を加え，1 匹当り4　g／day　の割で14日

間与えた ．両剤 の投与量 は，腹腔内 注射の場合にSDDS

は3 ．125から100　mg ／day，　pyrimethamine は0 ．05か

ら12 ．5　mg／kg／day　とし， 飼料添加 の場 合には， 夫 々3

．125から100　mg ％（約6 ．25から200　mg ／kg／day）

お よび0 ．3125から20　mg ％（約0 ．625か ら40　mg ／kg

／day）として，この範囲で種々な組合せを作 った．いず

れ 乱　1 群の動物数は10 匹とし，前者 の場合 は3 回，

後者の場合は2 回に分け て実験を行った ので ，動 物数は

夫々10 乃至30 および10 乃至20 匹 であった ．

生存 日数を 感染後45 日観察し，それ以上生存 したマ

ウスについ ては，常 法通り脳 乳剤を健康マ ウスへ接種し

発症 および 斃死を指標として原虫の有無を探索 し，原虫

が見出さ れなかった場合に は，治癒していた ものと判定

し た．

推計学的解 析は， 治癒 率につい てのみ実施し，延 命日

数につい ては行 なわ なか った ．即ち ，10 乃至100 ％ の

治癒率を示した群につい て， グラフの縦 軸に治癒率 ，横

軸にpyrimethamine の投与量の対数を とり，　SDDS 各

投 与量に於け る治癒率をプロ ットす れば 各々略々S 字状

曲線を示すこ とを確認し ，　SDDS の各投与 量に於い てpyrimethamine

の投 与量を増していった時に ，100％ の

の治癒 率を示 した最少投与量の治癒率を99 ％ に修正し

て，そ れ以下 の治癒率のすべてをプ ロビ ット変 換し，期

待 プロビットを求め，両剤併用におけ る両剤夫 々の投与

跫 と治癒率との関係について重回帰分 析（Finney ，1952）

を行な った．
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実 験 成 績

1．　腹腔内注射 の場合

両剤を組合せ て腹腔内投与した実験は ，3 回に分け て

行な った が，対照群 の平均生存 日数はそ れぞ れ6 ．9日，6

．9日および7 ．1日で，すべ てのマウスが6 日から8 日

の間に死亡し てお り，推計学的に 異質のものではなかっ

たので，解析は3 回の結果 をまとめて行なった．

実験の結果 は，　Table　1　に示した如くで，　SDDS とpyrimethamine

の投与量（mg ／kg／day）を夫々x ，，x2

とすれば，　XixX2 ≒10 を境 界に ，　Xi　x　X2が より小さ卜

範囲では治癒が殆どなく，延命効果のみ認められ，一方，

より大きい範囲では治癒が多かった．両範囲を 通じ て，

相乗作用は，両剤夫々単用の場合と比較し て，明らかで

あった ．こ の境 界は可成 り判然 とし て居 り， 例 え ば，SDDS

100十pyrimethamine　0 ．　1　（いずれ もmg ／kg／day，

以下同様），即ちXIxX2 ＝10 では治癒率10 ％ ，死亡 マ

ウスの平均生存 日数18 ．4日であったが，100 十〇．2では50

％ ，100十〇．4では90 ％ が治癒した ． 又，50 十〇．2で

は治癒 が認めら れなかったが，50十〇．4で は60 ％ 治癒，10

＋1．25では治癒 が認められなかったが，　10　＋　2．5では80

％ 治癒した．同様のことは，　SDDS の各投与量に対

してpyrimethamine の投与量を増し てい った場合に，

殆ど 例外なく認められ た．

以上の結果について，併用時 の両剤夫 々の投与量（mg

／kg／day）と治癒 率（％）との関 係を重臣1帰分 听し たとこ

ろ ，　Table　2　に示した如く ，高度に有 意な回 帰性 が認め

ら れ，2 つ の偏回 帰係数 も夫々高度に 有意であ った，得

ら れた回帰式 は

yJ（％ ）＝

（ 但 し，

投 与 量

冫

も

・亠J

フブ810gXl ＋2‘6710gX2 ＋2’2tl‾’5

c －1／2・z2心 叶x

，，　X2　は 夫 々

（mg ／kg ／day ），

SDDS とpyrimethamine の
ρは治癒率）

Table　2　Analysis　of　variance　of　the　percentage

of　cure　for　eaph　of　the　doses　of　SDDS

and　pyrimethamine　in　Tab 】e1

一 一 一

Regression
error

Total

s ．s ．

57

17

68

72

75 ．4

d
．f

一 一一 一一

2

18

20

m ．s．

－28

．840

．984

F °

29 ．309＊＊

（8 ）

＊＊　P ＞0 ．01



（9 ）

Table　3　Effect　of　SDDS　and　pyrimethamine　given　in　food　in　various

combinations　on　acute　eχperimental　toχoplasmosis　in　mice

Per　cent　cured　（Mean　survival　days　of　mice　which　died　after　infection）　＊
一 一 一 一

Dose　（mg ％　in　food）of

SDDS 　（X’O

200
100
50
25
12
6
3
0

5
25
125

一 一 一 一 一 一

77

■■－ J 皿 〃 　 心 ← － J ㎜ J㎜ － 　 一一 四 － － － w ミ ー・● a 』

Dose 　（mg ％　in　food）　of　pyrimethamine　（X ’2）

0

100（－）40
（32．2）10
（23 ．0）

－
－
－

－
0　（7 ．3）

0

。3125　　0 ．625　　　1 ．25　　　　2 ．5
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－
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（－
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（90
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）

－

－
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（10

－
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－

－
100（－ ）

－

100 　（ ― ）100
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卜 ）100（―）　95 卜 ）
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）　0（12．4）　30（25．6）　 ―

－ ＝ ＝ 7 ＝ － － r －

－ －
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－

－
100（ － ）100

（－ ）100

卜 ）100
（－ ）

－

20

一
一

－

－
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－
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＊　一：not　eχamined ，　（ 一）：not　calculated．

T 　reatment　was　initiated　3　hours　after　intraperitoneal　inoculation　of　mice　with　2×104　RH　trophozoitesand　continued　for　14　days

．　The　food　given　was　4　g　per　mouse　per　day・

0．1　　　　　　　　0．5　　　j　　　　　　　　　5　　　10

Dose　of　Pyrimethamine　（χ2：m9／k9／doy）

Fig ．　1　Regression　lines　for　estimation　of　the　per －centage

of　cure　of　toχoplasmosis　in　micetreated　with　various　combination　of　SDDSand　pyrimethamine　by　intraperitoneal　injection

．

の如 くで に こ の式 か ら 種 々 な治 銜 率 に つ卜 て回 帰 直 線 を

引 け ば ，　Fig ．　1 の 様 で あ っ た ．

2 ．　飼 料 添 加 経 口投 与 の場 合

飼 料 添 加 経 口 投 与 で の実 験 は ，2 回 に 分 け て行 な った

が ， 結 果 は 腹 腔 内 注 射 の場 合 と 同 様 ま とめ て解 析 した ．

成 績 はTable　3　 に 示 し た 如 く で ， 相 乗 効 果 の あ る こ と

は 明 ら か で あ っ た ．

投 与 量 は ， 飼 料 中 の添 加 率 （mg ％ ） で 表 わ し た が ，

こ れ をmg ／kg／day に 換 算 す るに は ，数 字 を2 倍 す れば

良い（例えば，100mg ％ は約200mg ／kg／dayに 相当す

る）．しかしながら， マ ウスが弱って来た場合に は， 飼

料摂取量が減少したため，特に効果の低い組合 せで，こ

の換算は正確ではなかった ．

両剤それぞれの添加率（mg ％）をXj およびX2 ’と

した場合，　Xi’xX2’＞7 ．5 の綛囲で治癒が認 められ，モ

れ以 下では延命効果のみが認 めら れた ．こ の境 界は，腹

腔内注射の場合のそれ より，更に明瞭 であ り，例えば，SDDS

3．125十pyrimethamine　1 ．25　（ ともに ，　mg ％，

以下 同様）では治癒なく，平均生存日数 は12 ．4日で，

投薬期間にさえ満たなかった が，　3．25　＋　2．5では30 ％ 治

癒し ，死亡マウスの平均生存 日数 も25 ．6日となった ．

同 様の関係は，　6．25十〇．625と6 ．25十L25 群と の間に

も認められた．飼料添加の場合には，強 制投与 と異な り，

弱ると薬剤が体内に摂取されないこ とが，境界を判然 と

させた原因と考えられた ．

以 上の結果を重回帰 分析したところ，　Table　4　に示すTable

4　Analysis　of　variance　of　the　percentage

of　cure　for　each　of　doses　of　SDDS　and

pyrimethamine　in　Table　3

Regression
error

Total
一一 一‥－

＊ ＊

P ＞0 ．01

S ．S 。

41 ．231

．71
一 一 一 一

42 ．94

d ．f．　m ．s．2

20 ．615H　　

0 ．155

－　　　　　　　w・J＝13

F °

132 ．743＊＊

如く，高度に有意な回帰性が認められ，2 つの偏回帰係

数も夫々高度に有意であった．併用時の両剤夫々の添加

率（mg ％）と治癒率（％）との関係は
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Fig ．　2　Regression　lines　for　estimation　of　the　per －centage

of　cure　of　to χoplasmosis　in　micetreated　with　various　mixtures　of　SDDSand　pyrimethamine　in　food
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（但し，　X，’，　X2’　そ れぞ れ．SDDS お よびpyrime －thamine

の添 加率（mg ％），　P は治癒率）

なる回帰式で示 された．この式から，種々な治癒率に つ

い て回帰直線を引けば ，　Fig．　2　に示す如くであった．

考 察

Eyles 　＆　Coleman 　（1955 ）は，飼料添加経 口投与に よ

るsulfadiazine とpyrimethamine とのマウスの実 験

的急 性トキ ソプラズマ症に対 する相乗作用に つ卜 て，詳

しく報告して卜 るが，上述のSDDS とpyrimethamine

との併用時の結果 から，マウスの系統を除卜 て全く同 様

な実験条件のところを ，彼 等の成 績と比較し てみると，SDDS

十pyrimethamaine の方が よりすぐ れた効果を示

し たことが認められる．このことは，主 としてSDDS がsulfadiazine

より効力が強い （Ohshima　et 　a！．．，　1967）

こ とに因るものと考えられるが，相乗性を 高める何等 か

の因子が関与してい るかも知れない．

Eyles 　＆　Coleman 　（1953 ，　1955）は，　sulfadiazine とpyrimethamine

併 用の実験 で，平行線 法（paralle囗ine

OO ）

assay ）で両剤それぞ扛 嗔用の場合と50 ％ 治癒を もたら

す猫：の比 較を行ない ，相乗効果を 係数で 表わ して卜 るが，

上述の著 者等の成績にこ の方 法を応 用す るこ とは ，特に

腹腔内注射の場合に，毒性の現われな卜 用量でpyrime －thamine

　qi独で治癒 が期待出来ないこ とから，無理が め

ったレ 乂， 一定 日数以 上生存 率での比較（Eyles 　＆　Co－leman

，　1957） 乱　 治癒マ ウスが併用群で多かったこ と

から，適 当では ない と考えら れた．そこで，両剤それぞ

れ単川時 との効果比較に よる解析は 行わず ，併用 群にお

け る両剤の夫 々の投 与量 と治癒率 との関 係を重回帰分 析

法で解析してみた，この結果 得られた回帰直線か ら，種

々な治癒 率を得 ることを期 待するに 必要 な両 剤の組合せ

が算出出来る．例えば ，飼料添 加経口投与の場 合に ，上

述の実験条件で，治癒 率50 ％ あるいは90 ％ が期待さ れ

るSDDS 十pyrimethamine の組合せ の内 ，総添 加率を

酘も少なくす るのは ，　3．84　＋　3．17お よび5 ．77　＋　4．76（mg

％）である．実用的に は，総投与量を少なくすることよ

りも， 毒性の低いSDDS を主体に ，毒性 の比較的強いpyrimethamine

を副作 用の惧れのない範 囲で併用す る

ことが，考えら れるべきであろ う．非経 口的投与 の場 合

に 乱 こ の点は 全く同 様であ る．

SDDS の毒性は非常に 弱く，マ ウスのLD50 値は5 ，150mg

／kg　（i・　p－）（大島，未発表）で，これは，　DDS の430mg

／kg　（i・　p．）　（Aviado ，　1967）は もとより，　sulfadia－zine

1，500～1，750　mg／kg　（s．　c．）　（Feinstone ，　1940）

より 乱 大き卜 値であ った．更に ，ラットでの亜急性 毒

性試 験で 乱 毒性 が非常に 低いこ とが認 めら れ．て い る

（藤田ら，未発 表）こ とから，効力 と毒性 の両者を 考え 合

せると，現在広く推奨さ れているsulfonamides 十Pyri－methamine

投 与より ％，　SDDS 十pyrimethamine 投与

の方 が，更に 副作 用の危 惧が少なく，かつ有効なトキソ

プ ラズマ症 の治療手段 とな り得る可能性 が認 められる．

要 約

抗ト キソプラ ズ マ 剤2 －sulfamoyl　4，　4’－diaminodi－phenylsulfone

　（SDDS ） は，他の　sulfones　あ るいはsulfonamides

と同 様に ，　pyrimethamine との間に 相乗

作 用が期待さ れたので実 験を 行な った．

1．　SDDS とpyrimethamine を，種々な組合せで ，RH

株トキソプラズマ原虫を1 匹 当り2 ×104 腹腔内接

種したマウスに ，3 時 間後から，1 日1 回7 日間腹腔内

注射あ るいは14 日間 飼料添 加経口投与 し，生存 日数 と



治癒率を観察し た．

2．　いずれの投与法においても，両剤併用時の相乗効

果は明らかであって， 腹腔 内注射した場 合，　SDDS とpyrimethamine

のそ れぞ れの投与量（mg ／kg／day） を ，x1

；　x2 とすれば，　Xi　x　X2＞10 の範 囲に 治癒が認められ

た．飼料添加の場合には，両剤の投与 量（ 飼料中mg ％ ，1

囗4g ／マウス）を，それぞれX ，’，　X2’とすれば ，XyX2

＞7 ．5の範囲に 治癒が認められた．

3．　SDDS およびpyrimethamine　 の，併用時のそ

れぞ れの投与量と治癒率 との関係につい て，治癒率10％

以上を示した群の成績から，重回帰分 析を行ない ，得ら

れた回帰式 か用い て推定 治癒 率を示す回 帰直線を 引いた ．

稿を終るに当り， 推計学的処理につ き御指導をたまお

っ た内山裕幸氏， 実験に 御協力頂い た矢沢正明氏ならび

に 新井和文氏に， 深甚な る謝 意を 表す る．

本研究の内容は，昭 和43 年3 月29 日　第36 回「1本寄

生 虫学会総会で，そ のー一部を 発表した．
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l

i

。 ＿ … ，＿ ，… ＿ … ，j

SYNERGISTIC　EFFECT　OF　2 －SULFAMOYL －4，　4七DIAMINODIPHENYLSULFONE （SDDS ）AND

PYRIMETHAMINE　AGAINST　EXPERIMENTAL　TOXOPLASMOSIS　IN　MICE

Satoshi　0HSH1MA ，　Hilefumi　TANAKA　AND　Yosh ⅢARU　INAMI

（召1・ologi‘cal　Rest？arch　LaboratoりTan α＆s 頤岡加Ic θ・，£td．，

Toda －shi，　Saitama ，　Jaヵ副2）

2－Sulfamoy 】一一4，　4’－diaminodiphenylsu 】fone　（SDDSj ，　a　recently　discovered　antitoxoplasmic

　（Ohshima　・／α1967 ），　was　examined　for　synergistic　effect　with　pyrimethamine　asother

su 】fones　or　su】fonamides　had　been　hitherto　eχamined ．

E χperi　mental　results　were　as　follows　：

1）　SDDS　and　pyrimethamine　were　administered　in　various　dose　combinations　to　micethat　had　been　intraperitoneal

　1　y　inoculated　with　RH　strain　of　7の；りりlasma　2　×　104　per　mouse．Medication

was　started　3　hours　after　inoculation．　The　drugs　were　administered　by　intraperitonea

】injection　once　daily　for　7　days，　or　mixing　in　food　for　14　days．　Survival　daysand　percentage　of　cure　were　observed

as　indices　of　the　drug　efficacy．

2）　Synergistic　effect　of　SDDS　and　pyrimethamine　was　obvious　in　either　case　of　theadministration　routes

．　If　the　intraperitoneal　doses　（　mg／kg／day）　of　SDDS　and　pyrimethamineare　expressed　as　

χl　and　χ2　respectively，
　cure　of　the　mice　was　generally　observed　when

χ1xχ2＞　10厂When　SDDS　and　pyrimethamine　were　administered　in　food　at　the　doses　of　χ气and

χ’2　（mg 　％　in　food，　4　g／mouse／day）　respectively，　cure　was　generally　observed　when　χ’1x

χ’z＞7 ．5．

3）　Relationship　between　percentages　of　cure　and　each　of　the　doses　of　SDDS　andpyrimethamine　were　analyzed　by　multiple　regression　ana

］ysis　with　probit　transformationof　per　cent　cured　in　experimenta

】groups　which　showed　more　than　10　per　cent　cure ．Regression

lines　for　estimating　the　percentages　of　cure　in　mice　treated　with　various

mixtures　of　SDDS　and　pyrimethamine　were　drawn　in　Figs ．　l　and　2．

冂2 ）




