
(57)【要約】

式(I)の化合物が記載される:

　

　

　

　

　

　

　

　

(I)

式中、R1  基は明細書中に定義するとおりであり、7-t-

ブトキシイミノメチルカンプトテシンの20位にて RGD 

配列を含むシクロペプチドとの縮合を含む。該化合物は

インテグリン受容体αvβ3およびαvβ5との高親和性お

よびマイクロモル濃度でのヒト腫瘍細胞株に対する選択

的細胞毒性活性を有する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 式 (I)の 化 合 物 、 N 1 -オ キ シ ド 、 ラ セ ミ 混 合 物 、 そ の 単 一 エ ナ ン チ オ マ ー 、 そ の 単 一 ジ ア
ス テ レ オ ア イ ソ マ ー 、 形 態 Eお よ び Z、 そ の 混 合 物 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(I)
［ 式 中 : 
　 R 1 は 、 U-X-Y 基 、 こ こ で :
　 Uは 、 非 存 在 ま た は 以 下 の 基 の い ず れ か １ つ ： -COCHR 1 0 NH-ま た は  CON[(CH 2 ) n 2 NHR 7 ]-CH

2 -、 こ こ で  R 1 0 は 、 Hま た は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る  : C 6 -C 1 4  ア リ ー ル に よ り 置
換 さ れ て い て も よ い 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 4  ア ル キ ル ま た は ア ミ ノ -ア ル キ ル  C 1 -C 4 ;  
R 7 は 、 Hま た は 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 4  ア ル キ ル ; n 2 は 、 2～ 6の 整 数 ;
　 Xは 、 非 存 在 ま た は  Hま た は 以 下 の な か か ら 選 択 さ れ る 基 : 
-COCHR 3 NH-、 -COCHR 6 (CH 2 ) n 3 R 4 -、 -R 4 -CH 2 (OCH 2 CH 2 ) n 4 OCH 2 R 4 -、 -R 4 (Q)R 4 -、 -R 5 [Arg-NH(
CH 2 ) n 5 CO] n 6 R 5 -、 -R 5 -[N-グ ア ニ ジ ノ プ ロ ピ ル -Gly] n 6 R 5 -、 こ こ で n 3 は 、 0～ 5の 整 数 、 n 4
は 、 0～ 50の 整 数 、 n 5 は 、 2～ 6の 整 数 、 n 6 は 、 2～ 7の 整 数 ; 
　 R 3 は 、 Hま た は 、 -COOH、 -CONH 2 、 -NH 2 ま た は -OHに よ り 置 換 さ れ て い て も よ い 、 直 鎖 状
ま た は 分 枝 状  C 1 -C 4  ア ル キ ル ;
　 R 4  は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : -NH-、 -CO-、 -CONH-、 -NHCO-;
　 R 5  は 、 非 存 在 ま た は 基  -R 4 (Q)R 4 -;
　 R 6  は 、 Hま た は NH 2 ;
　 Qは 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 6  ア ル キ レ ン ; 直 鎖 状
ま た は 分 枝 状  C 3 -C 1 0  シ ク ロ ア ル キ レ ン ; 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 2 -C 6  ア ル ケ ニ レ ン ; 直
鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 3 -C 1 0  シ ク ロ -ア ル ケ ニ レ ン ; C 6 -C 1 4  ア リ ー レ ン ; ア リ ー レ ン  (C 6 -C

1 4 )-ア ル キ レ ン ; (C 1 -C 6 ),ア ル キ レ ン  (C 1 -C 6 )-ア リ ー レ ン  (C 6 -C 1 4 ); O、 N、 Sか ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む  芳 香 族 ま た は 非 芳 香 族  ヘ テ ロ サ イ
ク リ ル  (C 3 -C 1 4 ); 
　 Yは 、 非 存 在 ま た は Hま た は 以 下 の 基
c(Arg-Gly-Asp-AA 1 -AA 2 )、
　 こ こ で :
　 c は 環 状 を 意 味 す る ; 
　 AA 1 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : (D)-Phe、 (D)-Trp、 (D)-Tyr、 (D)-2-ナ フ チ ル
Ala、 (D)-4-terブ チ ル -Phe、 (D)-4,4'-ビ フ ェ ニ ル -Ala、 (D)-4-CF 3 -Phe、 (D)-4-ア セ チ ル
ア ミ ン -Phe; 
　 AA 2 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : NW-CH[(CH 2 ) n 7 -CO]-CO、 NW-CH[(CH 2 ) n 7 -NH]-C
O、 NW-[4-(CH 2 ) n 7 -CO]-Phe、 NW-[4-(CH 2 ) n 7 -NH]-Phe、 [NW]-Gly、 NW-Val、 こ こ で 、 Wは H
、 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 6  ア ル キ ル 、 -(CH 2 ) n 7 -COOHか ら 選 択 さ れ 、 こ こ で n 7 は 、 0～ 5
の 整 数 、 4-カ ル ボ キ シ ベ ン ジ ル 、 4-ア ミ ノ メ チ ル ベ ン ジ ル ; 
　 た だ し 、 Xお よ び Yが と も に 非 存 在 で あ る こ と は な い ］ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Uお よ び Xが 非 存 在 で は な い 、 請 求 項 1の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
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　 下 記 式 を 有 す る 請 求 項 1の 化 合 物 、 N 1 -オ キ シ ド 、 ラ セ ミ 混 合 物 、 そ の 単 一 エ ナ ン チ オ マ
ー 、 そ の 単 一 ジ ア ス テ レ オ ア イ ソ マ ー 、 形 態 Eお よ び Z、 そ の 混 合 物 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩
。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ４ 】
　 下 記 式 を 有 す る 請 求 項 1の 化 合 物 、 N 1 -オ キ シ ド 、 ラ セ ミ 混 合 物 、 そ の 単 一 エ ナ ン チ オ マ
ー 、 そ の 単 一 ジ ア ス テ レ オ ア イ ソ マ ー 、 形 態 Eお よ び Z、 そ の 混 合 物 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩
。
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の 反 応 ス キ ー ム の い ず れ か に よ っ て 行 わ れ る 請 求 項 1-4の 化 合 物 の 調 製 方 法 :
7-t-but-CP + U 1 -X 1 -Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP-U 1  + X 1 -Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP-U 1 -X 1  + Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP + U 1  + X 1  + Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP-U 1  + X 1  + Y 1  ;
こ こ で 、 7-t-but-CPは 7-t-ブ ト キ シ イ ミ ノ メ チ ル カ ン プ ト テ シ ン を 表 し 、 U 1 、 X 1 お よ び Y 1
は そ れ ぞ れ 最 終 的 に 適 宜 に 官 能 化 お よ び /ま た は 保 護 さ れ る 式 Iで 定 義 し た 基 U、 X お よ び Y
を 表 す 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 請 求 項 1-4の 少 な く と も １ つ の 化 合 物 を 活 性 成 分 と し て 、 少 な く と も １ つ の 医 薬 上 許 容
さ れ る 賦 形 剤  お よ び /ま た は 媒 体 と 混 合 し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 医 薬 の 調 製 の た め の 請 求 項 1-4の 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 1阻 害 活 性 を 有 す る 医 薬 の 調 製 の た め の 請 求 項 1-4の 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 癌 活 性 を 有 す る 医 薬 の 調 製 の た め の 請 求 項 8の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 医 薬 が 、 非 小 細 胞 お よ び 小 細 胞 肺 癌 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 、 前 立 腺 癌 、 神 経 膠 芽 腫 お よ び 神
経 芽 細 胞 腫 、 子 宮 頸 癌 、 卵 巣 癌 、 消 化 器 癌 、 肝 臓 癌 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 腎 臓 癌 、 肉 腫 お よ び 骨
肉 腫 、 精 巣 癌 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 、 黒 色 腫 、 膀 胱 癌 お よ び 頭 頸 部 癌 の 治 療 に 有 用 で あ る 、 請 求
項 9の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 転 移 形 態 の 予 防 ま た は 治 療 に 有 用 な 医 薬 の 調 製 の た め の 請 求 項 1-4の 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 寄 生 虫 活 性 を 有 す る 医 薬 の 調 製 の た め の 請 求 項 8の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 す る 医 薬 の 調 製 の た め の 請 求 項 8の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 RGD 配 列 を 含 む シ ク ロ ペ プ チ ド お よ び カ ン プ ト テ シ ン 誘 導 体 か ら な る 、 細 胞
毒 性 活 性 を 有 す る 化 合 物 、 そ の 調 製 方 法 、 そ の 医 薬 と し て の 使 用 お よ び そ れ を 含 む 組 成 物
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 特 に 、 本 発 明 に 記 載 す る 化 合 物 は 、 イ ン テ グ リ ン α v β 3 お よ び α v β 5 に 対 す る 高 親 和 性
と 、 マ イ ク ロ モ ル 濃 度 で の ヒ ト 細 胞 株 に 対 す る 選 択 的 細 胞 毒 性 活 性 と の 両 方 を 備 え て い る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 化 学 療 法 用 抗 癌 薬 は 、 治 療 濃 度 域 が 非 常 に 制 限 さ れ た 薬 剤 で あ る 。 実 際 、 そ れ ら の 細 胞
毒 性 活 性 は 非 選 択 的 で あ る た め 、 そ れ ら は そ れ ら が 接 触 し た 体 の 細 胞 の す べ て に 無 差 別 に
損 傷 を 与 え 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 、 薬 剤 の 活 性 を 健 康 な 周 囲 組 織 の 細 胞 に は 損 傷 を 与 え ず に 発 揮 さ せ 、 あ る い は 少 な
く と も 可 能 な 限 り 損 傷 を 制 限 す る 、 選 択 的 に 腫 瘍 細 胞 に 向 か わ せ る 細 胞 毒 性 薬 の 問 題 が 存
在 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 文 献 に よ る と 、 選 択 的 シ ク ロ ペ プ チ ド の 使 用 に よ り （ そ の 参 照 化 合 物 は シ ク ロ ペ ン タ ペ
プ チ ド  c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val)と さ れ て い る ） (JACS 1997、 119、 1328-35; 国 際 特 許
出 願  WO 97/06791)、 あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に よ り (Cell、 1994、 79、 1157-6
4)、 イ ン テ グ リ ン α v β 3 お よ び α v β 5 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り 、 血 管 新 生 が 阻 害 さ れ 、
腫 瘍 増 殖 が 低 減 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 、 抗 転 移 作 用 も 観 察 さ れ て い る (J. 
Clin. Invest.、 1995、 96、 1815)。 Brooks et al.(Science、 1994、 264、 569-71)は 、 腫
瘍 脈 管 構 造 の 内 皮 細 胞 お よ び 腫 瘍 細 胞 自 体 が 、 正 常 組 織 の 静 止 状 態 の 細 胞 と 比 較 し て イ ン
テ グ リ ン  α v β 3 を 優 先 的 に 発 現 す る こ と を 報 告 し て い る 。 臨 床 開 発 の 発 展 段 階 に あ る 化
合 物 の な か で 、 本 発 明 者 ら は 、 c(Arg-Gly-Asp-D-Phe-MeVal)、 ま た は EMD121974ま た は シ
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レ ン ギ チ ド (cilengitide)に 言 及 し う る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ruoslatiお よ び そ の 同 僚 ら (Current Opinion in Oncology、 1998、 10、 560-5)は 、 腫 瘍
内 皮 に 結 合 す る RGD ア ナ ロ グ は 、 細 胞 毒 性 薬 で あ る ド キ ソ ル ビ シ ン と 一 度 接 合 す る と 、 ド
キ ソ ル ビ シ ン の み よ り も よ り 有 効 か つ 低 毒 性 の 化 合 物 を 形 成 す る こ と を 示 し た 。 か か る 著
者 ら は 、 結 合 が 遊 離 の ペ プ チ ド 自 体 に よ り ア ン タ ゴ ナ イ ズ さ れ る た め 、 合 理 的 疑 い の 余 地
無 く 、 そ の 効 果 は RGDと の 接 合 に 起 因 す る こ と を 示 し た  (Arap、 Pasqualini and Ruoslati
、 Science、 1998、 279、 377-380)。 後 に 、 同 著 者 ら は ア ポ ト ー シ ス 促 進 性 ペ プ チ ド 配 列 の
RGD ア ナ ロ グ へ の 化 学 的 結 合 に つ い て の 別 の 実 験 を 行 い 、 そ の 新 規 化 合 物 が 血 管 新 生 内 皮
細 胞 に 対 し て 選 択 的 に 毒 性 で あ り 、 マ ウ ス に お い て 抗 癌 活 性 を 有 す る こ と を 示 し た  (Ruos
lati、 Nature Medicine、 1999、 5、 1032-8)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Marcus et al.は 国 際 特 許 出 願  WO 01/17563に お い て 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ス ペ
ー サ ー に よ っ て 、 イ ン テ グ リ ン α v β 3 お よ び α v β 5 . の 非 ペ プ チ ド 性 阻 害 剤 ア ン タ ゴ ニ ス
ト に 接 合 し た カ ン プ ト テ シ ン な ど の 細 胞 毒 性 薬 に つ い て の 特 異 的 抗 癌 活 性 に つ い て 記 載 し
て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Aoki et al.は 、 Cancer Gene Therapy、 2001、 8、 783-787に お い て 、 RGD 配 列 に 接 合 し
た ヒ ス チ ジ ル 化 (histidylated)オ リ ゴ リ シ ン の 特 異 的 抗 癌 活 性 に つ い て 記 載 し て お り 、 マ
ウ ス に お け る 腫 瘍 に 対 す る ホ ー ミ ン グ (homing)効 果 を 明 ら か に し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 イ ン テ グ リ ン に よ り 媒 介 さ れ る 細 胞 表 面 で の 結 合 の 概 念 は 遺 伝 子 輸 送 に 関 し て 提 案 さ れ
て い る  (Hart、 et al.、 J. Biol. Chem.、 1994、 269、 12468-12474)。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 7-tert-ブ ト キ シ イ ミ ノ メ チ ル カ ン プ ト テ シ ン  (ま た は CPT184ま た は ST 1481ま た は ギ マ
テ カ ン (Gimatecan))は 、 経 口 的 に 活 性 で あ る カ ン プ ト テ シ ン 誘 導 体 で あ り 、 欧 州 特 許  EP 
1 044 977に 記 載 さ れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の た び 、 任 意 に 好 適 な ス ペ ー サ ー に よ っ て 、 RGD 配 列 を 含 む シ ク ロ ペ プ チ ド 誘 導 体 に
20位 に て 接 合 し た 7-t-ブ ト キ シ イ ミ ノ メ チ ル カ ン プ ト テ シ ン が 、 強 い 選 択 的 な 抗 癌 活 性 を
有 し て お り 、 腫 瘍 の 治 療 の た め の 医 薬 の 調 製 に 有 利 な こ と に 使 用 で き る 、 化 合 物 を 与 え る
こ と が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　  腫 瘍 細 胞 に 対 す る 選 択 的 細 胞 毒 性 活 性 の た め 、 本 発 明 に よ る 化 合 物 に よ り 、 副 作 用 が
少 な い か 、 あ る い は 重 篤 で は な い 医 薬 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 RGD配 列 を 含 む シ ク ロ ペ プ チ ド 誘 導 体 に 接 合 し た 7-t-ブ ト キ シ イ ミ ノ
メ チ ル カ ン プ ト テ シ ン 誘 導 体 で あ る 。 そ の 結 果 得 ら れ る 分 子 は 、 元 の カ ン プ ト テ シ ン の 細
胞 毒 性 と 、 非 接 合 シ ク ロ ペ プ チ ド に つ い て 観 察 さ れ る も の と 匹 敵 す る 親 和 性 を 有 す る イ ン
テ グ リ ン 結 合 特 性 の 、 両 方 を 変 化 さ せ ず に 有 し て い る 。 こ の 組 合 せ の 結 果 は 、 α v β 3  お
よ び  α v β 5  型 の イ ン テ グ リ ン を 大 量 に 発 現 す る 細 胞 に お け る 細 胞 毒 性 薬 の 集 中 に 有 利 で
あ る (ホ ー ミ ン グ (homing))。 こ の 細 胞 毒 性 薬 は 酵 素 ま た は 加 水 分 解 作 用 を 介 し て 接 合 形 態
お よ び /ま た は 遊 離 形 態 に お い て そ の 細 胞 内 活 性 を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 主 な 目 的 は そ れ ゆ え 式 (I)の 化 合 物 、 そ の N 1 -オ キ シ ド 、 ラ セ ミ 混 合 物 、 そ の 単
一 エ ナ ン チ オ マ ー 、 そ の 単 一 ジ ア ス テ レ オ ア イ ソ マ ー 、 Eお よ び Z形 態 、 そ れ ら の 混 合 物 、
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医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 で あ る :
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ I)
［ 式 中 : 
　 R 1 は 、 U-X-Y 基 、 こ こ で :
　 Uは 、 非 存 在  ま た は 以 下 の 基 の い ず れ か １ つ で あ る ： -COCHR 1 0 NH-ま た は  CON[(CH 2 ) n 2 N
HR 7 ]-CH 2 -、 こ こ で 、 R 1 0 は Hま た は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る  : C 6 -C 1 4  ア リ ー ル に
よ り 置 換 さ れ て い て も よ い 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 4  ア ル キ ル 、 ま た は ア ミ ノ -ア ル キ ル
 C 1 -C 4 ;  R 7 は 、 Hま た は 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 4  ア ル キ ル ; n 2 は 、 2～ 6の 整 数 ;
　 Xは 、 非 存 在 ま た は Hま た は 以 下 の な か か ら 選 択 さ れ る 基 : 
-COCHR 3 NH-、 -COCHR 6 (CH 2 ) n 3 R 4 -、 -R 4 -CH 2 (OCH 2 CH 2 ) n 4 OCH 2 R 4 -、 -R 4 (Q)R 4 -、 -R 5 [Arg-NH(
CH 2 ) n 5 CO] n 6 R 5 -、 -R 5 -[N-グ ア ニ ジ ノ プ ロ ピ ル -Gly] n 6 R 5 -、 こ こ で 、 n 3 は 、 0～ 5の 整 数 、 n

4 は 、 0～ 50の 整 数 、 n 5  は 、 2～ 6の 整 数 、 n 6 は 、 2～ 7の 整 数 ; 
　 R 3 は 、  Hま た は -COOH、 -CONH 2 、 -NH 2  ま た は -OHに よ り 置 換 さ れ て い て も よ い 直 鎖 状 ま
た は 分 枝 状  C 1 -C 4  ア ル キ ル ;
　 R 4 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : -NH-、 -CO-、 -CONH-、 -NHCO-;
　 R 5 は 、 非 存 在 ま た は 基  -R 4 (Q)R 4 -;
　 R 6 は 、 Hま た は NH 2 ;
　 Qは 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 6  ア ル キ レ ン ; 直 鎖 状
ま た は 分 枝 状  C 3 -C 1 0  シ ク ロ ア ル キ レ ン ; 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 2 -C 6  ア ル ケ ニ レ ン ; 直
鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 3 -C 1 0  シ ク ロ -ア ル ケ ニ レ ン ; C 6 -C 1 4  ア リ ー レ ン ; ア リ ー レ ン  (C 6 -C

1 4 )-ア ル キ レ ン ; (C 1 -C 6 ),ア ル キ レ ン  (C 1 -C 6 )-ア リ ー レ ン  (C 6 -C 1 4 );O、 N、 Sか ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 芳 香 族 ま た は 非 芳 香 族 ヘ テ ロ サ イ ク リ
ル  (C 3 -C 1 4 );
　 Yは 、 非 存 在 ま た は Hま た は 以 下 の 基 ：
c(Arg-Gly-Asp-AA 1 -AA 2 )、
　 こ こ で :
　 c は 環 状 を 意 味 す る ; 
　 AA 1 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : (D)-Phe、 (D)-Trp、 (D)-Tyr、 (D)-2-ナ フ チ ル
Ala、 (D)-4-terブ チ ル -Phe、 (D)-4,4'-ビ フ ェ ニ ル -Ala、 (D)-4-CF 3 -Phe、 (D)-4-ア セ チ ル
ア ミ ノ -Phe; 
　 AA 2 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る : NW-CH[(CH 2 ) n 7 -CO]-CO、 NW-CH[(CH 2 ) n 7 -NH]-C
O、 NW-[4-(CH 2 ) n 7 -CO]-Phe、 NW-[4-(CH 2 ) n 7 -NH]-Phe、 [NW]-Gly、 NW-Val、 こ こ で 、 Wは 、
H、 直 鎖 状 ま た は 分 枝 状  C 1 -C 6  ア ル キ ル 、 -(CH 2 ) n 7 -COOHか ら 選 択 さ れ 、 こ こ で 、 n 7 は 、 0
～ 5の 整 数 、 4-カ ル ボ キ シ ベ ン ジ ル 、 4-ア ミ ノ メ チ ル ベ ン ジ ル ; 
　 た だ し 、 Xお よ び Yが 共 に 非 存 在 で あ る こ と は な い ］ 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 と し て 有 用 な 医 薬 の た め の 活 性 成 分 と し て の 上 記
式 (I)の 化 合 物 の 使 用 を 含 む 。 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 に 起 因 す る 治 療 用 途 の な か で も 、 本
発 明 者 ら は 寄 生 虫 ま た は ウ イ ル ス 感 染 に 言 及 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 定 の 薬 理 学 的 特 性 が あ る た め 、 式 (I)の 化 合 物 は ま た 、 腫 瘍 お よ び そ の 転 移 形 態 の 治
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療 用 医 薬 の 調 製 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 少 な く と も １ つ の  医 薬 上 許 容 さ れ る 媒 体 お よ び /ま た は 賦 形 剤 と 混 合 し
て 、 活 性 成 分 と し て 式 (I)の 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 も 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 化 合 物 は 、 20位 に て 官 能 化 さ れ た 、 7-t-ブ ト キ シ イ ミ ノ メ チ ル カ ン プ ト テ
シ ン と 、 Arg-Gly-Asp (RGD) 配 列 を 含 む シ ク ロ ペ プ チ ド と の 縮 合 の 結 果 得 ら れ る 。 こ の 構
造 的 組 合 せ は 、 α v β 3  お よ び  α v β 5  型 の イ ン テ グ リ ン を 高 発 現 す る 細 胞 に 細 胞 毒 性 薬  
(カ ン プ ト テ シ ン )を 集 中 さ せ や す い と い う 利 点 を 有 す る 。 細 胞 毒 性 薬 は そ の 活 性 を 、 酵 素
ま た は 加 水 分 解 作 用 を 介 し て 接 合 形 態 お よ び /ま た は  遊 離 形 態 に お い て 発 揮 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 式 (I)に 示 さ れ る 様 々 な 官 能 基 お よ び 残 基 の 定 義 、 な ら び に 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 の
定 義 は 、 化 学 分 野 の 当 業 者 の 周 知 技 術 の 範 囲 内 で あ り 、 特 定 の 定 義 は 必 要 で は な い 。 し か
し な が ら 、 か か る 基 へ の 言 及 は 、 例 え ば 国 際 特 許 出 願 WO 00/53607、 WO 03/101995お よ び W
O 03/101996な ど の 技 術 お よ び 特 許 文 献 に お い て み る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 ま し い 化 合 物 の 第 一 の 群 は 、 U お よ び /ま た は  Xが 非 存 在 で は な い 式 (I)の 化 合 物 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 化 合 物 は 以 下 の 通 り で あ る :
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 式 (I)の 化 合 物 は 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い 化 合 物 に つ い て 以 下 に 記 載 さ れ 、 例 証 さ れ て
い る 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が 出 来 る 。 こ の 方 法 は 本 発 明 の さ ら な る 目 的 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 基 本 的 に 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 式 (I)の 化 合 物 は 、 任 意 に 好 適 な 架 橋 (「 U 1 -X 1 」 と 示 す )
に よ り 官 能 化 さ れ て い て も よ い 、 7-t-ブ ト キ シ イ ミ ノ メ チ ル カ ン プ ト テ シ ン  (「 7-t-but-
CP」 と 示 す )と 、 シ ク ロ ペ プ チ ド 誘 導 体  (「 Y 1 」 と 示 す )と の 縮 合 に よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 縮 合 反 応 は 以 下 の 反 応 ス キ ー ム の い ず れ か に よ っ て 行 う こ と が 出 来 る :
7-t-but-CP + U 1 -X 1 -Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP-U 1  + X 1 -Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP-U 1 -X 1  + Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP + U 1  + X 1  + Y 1  ま た は 、
7-t-but-CP-U 1  + X 1  + Y 1  ;
こ こ で 、 7-t-but-CPは 7-t-ブ ト キ シ イ ミ ノ メ チ ル カ ン プ ト テ シ ン を 表 し 、 U 1 、 X 1 お よ び Y 1

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-537243 A 2007.12.20



は そ れ ぞ れ 、 式 Iの 接 合 化 合 物 が 得 ら れ る よ う に 、 最 終 的 に 適 当 に 官 能 化 お よ び /ま た は 保
護 さ れ て い る 、 式 Iに お い て 定 義 し た 基 U、 Xお よ び Yを 表 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 か か る 反 応 は 常 套 方 法 、 例 え ば 、 Journal of Controlled Release 2003、 91、 61-73; S
.S. Dharap et al.; Journalの  Medicinal Chem. 2003、 46、 190-3、 R.Bhattに 記 載 の 方
法 を 用 い て 実 施 さ れ る 。  
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 シ ク ロ ペ プ チ ド Y 1 は 、 実 施 例 1～ 6に 記 載 の よ う に 常 套 の ペ プ チ ド 合 成 技 術 に し た が っ て
調 製 す る こ と が 出 来 る 。 ペ プ チ ド 合 成 は 固 相 ま た は 溶 液 中 の い ず れ に お い て も 達 成 で き る
。  
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 所 望 の シ ク ロ ペ プ チ ド が 得 ら れ る と 、 そ れ は 保 護 形 態 に お い て 縮 合 反 応 に 用 い ら れ 、 保
護 基 は 最 終 化 合 物 が 得 ら れ た 後 に 除 去 す る 。 脱 保 護 は 、 公 知 方 法 、 例 え ば 、 純 粋 な ト リ フ
ル オ ロ 酢 酸 の 使 用 に よ る 酸 性 条 件 ま た は 塩 素 化 有 機 溶 媒 の 存 在 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に 記 載 さ れ る 化 合 物 は 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 で あ り 、 そ れ ゆ え 医 薬 、 特 に
該 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ の 阻 害 に よ り 恩 恵 を 受 け る 疾 患 の 治 療 用 医 薬 と し て 有 用 で あ る 。 特 に
、 本 発 明 に よ る 化 合 物 は 抗 増 殖 活 性 を 示 し 、 そ れ ゆ え そ の 治 療 特 性 の た め に 使 用 さ れ 、 そ
し て 医 薬 組 成 物 に お け る 製 剤 の た め に 好 適 な も の と す る 物 理 化 学 的 特 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 有 意 な 治 療 効 果 を も た ら す 量 の 少 な く と も １ つ の  式 (I)の 化 合
物 を 活 性 成 分 と し て 含 む 。 本 発 明 に よ る 組 成 物 は 完 全 に 常 套 の も の で あ り 、 医 薬 業 界 に お
い て 慣 行 で あ る 方 法 を 用 い て 得 ら れ る 。 選 択 し た 投 与 経 路 に 応 じ て 、 組 成 物 は 経 口 、 非 経
口 ま た は 静 脈 内 投 与 に 好 適 な 固 体 ま た は 液 体 形 態 で あ ろ う 。 本 発 明 に よ る 組 成 物 は 、 活 性
成 分 と と も に 、 少 な く と も １ つ の 医 薬 上 許 容 さ れ る 媒 体 ま た は 賦 形 剤 を 含 む 。 特 に 有 用 な
も の は 、 製 剤 補 助 剤 、 例 え ば 、 可 溶 化 剤 、 分 散 剤 、 懸 濁 剤 ま た は 乳 化 剤 で あ り 得 る 。  
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 式 (I)の 化 合 物 は 、 例 え ば 抗 癌 薬 ま た は 抗 寄 生 虫 ま た は 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 す る そ の 他
の 薬 物 な ど の そ の 他 の 活 性 成 分 と 組 み 合 わ せ て 、 別 々 の 形 態 お よ び 単 一 用 量 形 態 の い ず れ
に お い て も 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 化 合 物 は 例 え ば 以 下 に お い て 、 抗 癌 活 性 を 有 す る 医 薬 と し て 有 用 で あ る ：
非 小 細 胞 癌 (non-microcytoma)お よ び 小 細 胞 肺 癌 、 ま た は 結 腸 直 腸 癌 ま た は  前 立 腺 癌 、 神
経 膠 芽 腫 お よ び 神 経 芽 細 胞 腫 、 子 宮 頸 癌 、 卵 巣 癌 、 消 化 器 癌 、 肝 臓 癌 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 腎 臓
癌 、 肉 腫 お よ び 骨 肉 腫 、 精 巣 癌 、 乳 癌 、 膵 臓 癌 、 黒 色 腫 、 膀 胱 癌 お よ び 頭 頸 部 癌 。 本 発 明
に よ る 化 合 物 に よ り 得 ら れ る 利 益 の １ つ は 、 分 子 の カ ン プ ト テ シ ン 部 分 に 固 有 の 抗 ト ポ イ
ソ メ ラ ー ゼ 活 性 と 、 分 子 の シ ク ロ ペ プ チ ド 部 分 に よ っ て 提 供 さ れ る イ ン テ グ リ ン 阻 害 活 性
の 組 合 せ で あ る 。 そ の 結 果 、 本 発 明 に よ る 化 合 物 に よ り 可 能 な 組 合 せ 作 用 は 、 腫 瘍 学 分 野
に お け る 当 業 者 に 有 益 で あ る と 認 識 さ れ る 。 実 際 、 Arg-Gly-Asp 配 列 を 含 む シ ク ロ ペ プ チ
ド 部 分 は 、 分 子 を イ ン テ グ リ ン を 発 現 す る 腫 瘍 に 向 か わ せ る だ け で な く 、 い っ た ん 標 的 に
到 達 す る と 、 分 子 の 細 胞 毒 性 部 分 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン か ら イ ン テ グ リ ン 阻 害 活 性 に
及 ぶ 多 様 な 機 能 を 発 揮 す る こ と が 出 来 、 そ の 結 果 、 特 に 腫 瘍 血 管 新 生 の 阻 害 に 関 す る 利 益
が も た ら さ れ る 。 シ ク ロ ペ プ チ ド 部 分 も 、 い っ た ん カ ン プ ト テ シ ン 部 分 と 離 れ る と 、 腫 瘍
部 位 か ら 離 れ た 部 位 に て 作 用 を 発 揮 す る こ と が 出 来 、 そ れ ゆ え 本 発 明 に よ る 化 合 物 は 、 転
移 形 態 の 予 防 ま た は 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 で あ る 医 薬 は ま た 、 寄 生 虫 疾 患 の 治 療 に お い て も 有 用 で あ り 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
使 用 し た 略 語 は 以 下 の 通 り で あ る : 
Aad (ア ミ ノ ア ジ ピ ン 酸 ); 
Amb (ア ミ ノ メ チ ル ベ ン ジ ル ); 
Amp (ア ミ ノ メ チ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ); 
Boc (tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ); 
CSA (カ ン フ ァ ー ス ル ホ ン 酸 ); 
CTH (触 媒 的 移 動 水 素 化 ); 
DCC (ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド ); 
DCM (ジ ク ロ ロ メ タ ン ); 
DIEA (ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン ); 
DMF (ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド ); 
Dy(OTf) 3  ジ ス プ ロ シ ウ ム ト リ フ ラ ー ト ;
Fmoc (9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ); 
HOBT (ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル ); 
NMP (N-メ チ ル -ピ ロ リ ド ン ); 
Pht (フ タ ロ イ ル ); 
Pmc (ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル ホ ニ ル ); 
ST1481 (7-t-ブ ト キ シ イ ミ ノ メ チ ル カ ン プ ト テ シ ン 、 ギ マ テ カ ン と も 称 さ れ る )
TBTU(テ ト ラ フ ル オ ロ ボ ラ ー ト -O-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル -テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム );
TFA (ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 )。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 1.587 mmolの  Fmoc-Gly-Res (Res = Sasrin 樹 脂 （ 登 録 商 標 ） 、 Bachem)を 30 分 間 撹 拌
し な が ら 75 mlの  DMFに 懸 濁 し 、 そ の 後  18 mlの  ピ ペ リ ジ ン を 添 加 し さ ら に 30 分 間 撹 拌
を 続 け た 。 ろ 過 し 、 DMFで 洗 浄 し た 樹 脂 を 、 50 mlの  NMP (N-メ チ ル -ピ ロ リ ド ン )に 15 分
間 懸 濁 し た 。 そ の 後  Fmoc-Arg(Pmc)-OH、 HOBT、 TBTU お よ び  DIEAを 添 加 し た (各 3.174 mm
ol); 2 時 間 の 撹 拌 の 後 、 懸 濁 液 を ろ 過 し 、 DMFで 洗 浄 し た 。 ピ ペ リ ジ ン に よ る 脱 保 護 の 後
、 連 続 し て そ れ ぞ れ 上 記 の よ う に 行 う 次 の ア ミ ノ 酸 と の カ ッ プ リ ン グ を 繰 り 返 し た 。 即 ち
: Fmoc-Amp(Cbz)-OH、 Fmoc-D-Phe-OH、 お よ び  Fmoc-Asp(OtBu)-OH。 Fmoc-N-末 端 の 最 後 の
脱 保 護 の 後 、 直 鎖 状 ペ ン タ ペ プ チ ド を DCM中 の 45 mlの  1％  TFAを 用 い て 樹 脂 か ら 遊 離 さ せ
た 。 こ れ を お よ そ  1 lの CH 3 CNに 溶 解 し 、 4.761 mmolの  HOBT お よ び  TBTU お よ び  10 ml
の  DIEAを 添 加 し た ;溶 液 を 30 分 間 撹 拌 し な が ら 維 持 し 、 溶 媒 を 蒸 発 さ せ て 少 容 量 と し 、
生 成 物 の 沈 降 を 水 を 用 い て 完 了 し た 。 ろ 過 し た 粗 生 成 物 を 27 mlの  MeOH お よ び  DMFの 1:1
混 合 物 に 溶 解 し た ; 5 mmolの ア ン モ ニ ウ ム ホ ル ミ エ ー ト  お よ び  0.55 gの 10％  Pd/Cを 添
加 し 、 室 温 で 30 分 間 撹 拌 し な が ら 放 置 し た 。 懸 濁 液 を セ ラ イ ト で ろ 過 し 、 乾 燥 さ せ た 。  
残 渣 を 分 取  RP-HPLC (カ ラ ム : Alltima（ 登 録 商 標 ） C-18、 Alltech; 移 動 相 水 中 50％  CH 3
CN + 0.1％  TFA; 保 持 時 間  (Rt) = 9.13 分 間 )に よ り 精 製 し た 。 483 mgの 白 色 粉 末 を 得 た
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
1 H-NMR (DMSO-d 6 ) δ  8.3、 8.07、 8.04、 7.90、 7.80、 7.33、 7.15、 7.07、 4.62、 4.50、 4
.35、 4.12、 4.01、 3.15、 3.03、 2.96-2.65、 2.58、 2.48、 2.32、 2.02、 1.75、 1.50、 1.35
、 1.23
【 ０ ０ ３ ６ 】
分 子 量  (Maldi-Tof): 973
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 0.69 mmolの  Fmoc-Gly-Resを 実 施 例  1に 記 載 の よ う に し て 処 理 し 、 た だ し こ の 場 合 、 第
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実 施 例  1
c(Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-Amp) (保 護 さ れ た  ST2581) の 合 成

実 施 例  2
c(Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-Aad) (保 護 さ れ た  ST2650) の 合 成



３ お よ び 第 ４ ア ミ ノ 酸 を ジ ペ プ チ ド  Fmoc-D-Phe-Aad(OBzl)-OH の 形 態 で 添 加 し た 。 CTHに
よ る 脱 保 護 、 お よ び 粗 生 成 物 の 分 取  RP-HPLC (移 動 相 : 水 中  66％  CH 3 CN + 0.1％  TFA; R
t = 17.29 分 間 )に よ る 精 製 の 後 、 187 mgの  純 粋 な ペ プ チ ド を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
1 H-NMR (DMSO-d 6 ) δ  7.23、 4.58、 4.20-3.90、 3.28、 3.05、 2.99、 2.85、 2.74-2.35、 2.
15、 2.05、 1.85-1.25
【 ０ ０ ３ ９ 】
分 子 量  (Maldi-Tof): 940
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 還 流 し て い る 無 水 ト ル エ ン 中 の Fmoc-Phe(4-Pht-N-CH2 )-COOHの 懸 濁 液 に 、 2 当 量 の CSA
お よ び 20 当 量 の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 添 加 し 、 15 分 の 間 隔 で 4 部 に 分 け た 。 混 合 物 を
放 置 し て 冷 却 し 、 120 mlの  ト ル エ ン で 希 釈 し 、 5％  NaHCO 3  お よ び 水 で 洗 浄 し た 。 溶 媒 の
蒸 発 後 、 残 渣 を 15 mlの  CHCl 3  + 15 mlの  TFA + 700 μ lの  Et 3 SiHに 溶 解 し た ; 混 合 物 を
暗 所 で 42 時 間 放 置 し て 撹 拌 し た 。 溶 媒 の 蒸 発 後 、 残 渣 を シ リ カ ゲ ル で の ろ 過 に よ り 精 製
し た 。 総 収 率 : 90％
【 ０ ０ ４ １ 】
　 直 鎖 状 ペ プ チ ド を 実 施 例  1に 記 載 の よ う に 固 相 で 合 成 し 、 上 記 の よ う に 調 製 し た 第 ３  
ア ミ ノ 酸 と し て の Fmoc-N-Me-Phe-(4-Pht-N-CH2 )-COOHを 挿 入 し た 。 こ の 場 合 は 樹 脂 で の N-
Fmoc-末 端 の 脱 保 護 を DMF中 の 溶 液 中 の 30％  ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン  (300 当 量 ) を 用 い て
行 っ た (フ タ ル イ ミ ド が 存 在 し た た め )。 閉 環 後 、 500 mgの ペ プ チ ド を 10 mlの 熱 い 無 水  Et
OHに 溶 解 し 、 そ れ に 、 エ タ ノ ー ル 中 の 0.9 mlの NH 2 -NH 2 ・ H 2 O 1 M溶 液 を 添 加 し た 。 還 流 し
な が ら 2 時 間 加 熱 し た 後 、 溶 媒 を 蒸 発 さ せ 、 残 渣 を 10 mlの  DCM + 10 mlの  Na 2 CO 3  溶 液
で 激 し く 撹 拌 し な が ら 処 理 し た 。 粗 最 終 生 成 物 を 有 機 相 か ら 回 収 し 、 蒸 発 後 、 分 取  RP-HP
LC (移 動 相 : 水 中 52％ CH 3 CN + 0.1％  TFA; Rt = 10 分 間 )に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
1 H-NMR (CDCl 3 ) δ  8.29-7.66、 7.38-7.07、 4.95-4.77、 4.09、 3.41、 3.05-2.81、 2.51、
2.05、 1.74、 1.40、 1.26
【 ０ ０ ４ ３ 】
分 子 量  (Maldi-Tof): 987
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 120 mgの シ ク ロ ペ プ チ ド  c[Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-Amp]・ TFA (実 施 例  1に 記
載 の よ う に 調 製 )を 3.6 mlの  DCM-DMFの 2:1混 合 物 に 、 化 学 量 論 の  TEA お よ び  無 水 コ ハ ク
酸 と と も に 溶 解 し た 。 1 時 間 後 、 反 応 混 合 物 を 30 mlの  DCMで 希 釈 し 、 水 で 洗 浄 し た 。 有
機 相 を 、 乾 燥 さ せ 濃 縮 し 、 100 mgの  純 粋 な 生 成 物 の 残 渣 を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
分 析  RP-HPLC: カ ラ ム : Purosphere STAR（ 登 録 商 標 ） 、 Merck; 移 動 相 : 水 中  45％  CH 3 C
N + 0.1％  TFA; Rt = 13.17 分 間
【 ０ ０ ４ ６ 】
1 H-NMR(DMSO-d 6 ) δ  8.20-7.75、 7.19-7.02、 4.58、 4.45、 4.36、 4.30、 4.20、 4.05、 3.0
0、 2.97-2.57、 1.83、 1.62、 1.32
【 ０ ０ ４ ７ 】
分 子 量  (Maldi-Tof): 1073
【 ０ ０ ４ ８ 】

　 6 mlの  THF中 の 1-22 mmolの  Boc-一 保 護  p-キ シ リ レ ン ジ ア ミ ン の 溶 液 に 、 1.83 mmolの
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実 施 例  3
c(Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-N-Me-Amp) (保 護 さ れ た  ST2700) の 合 成

実 施 例  4
c[Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-Amp(CO-(CH2 ) 2  -COOH)] (保 護 さ れ た  ST2649)の 合 成

実 施 例  5
c(Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-N-Amb-Gly) (保 護 さ れ た  ST2701) の 合 成



 TEAを 添 加 し 、 2 mlの  THF中 の 1.22 mmolの  ベ ン ジ ル  ブ ロ モ ア セ テ ー ト の 溶 液 を 滴 下 し
た 。 混 合 物 を 撹 拌 し な が ら 一 晩 放 置 し 、 そ の 後 、 溶 媒 を 蒸 発 さ せ 、 残 渣 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ
ム  (CHCl 3 -EtOAc、 9:1)で 精 製 し た 。 0.69 mmolの  N-(4-Boc-NH-CH 2 -ベ ン ジ ル )-グ リ シ ン  
ベ ン ジ ル エ ス テ ル を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 250 mgの  Fmoc-D-Phe-OHを 27 mlの  DCMに 溶 解 し 、 40 μ lの  ジ ホ ス ゲ ン  お よ び  230 μ
lの  sym-コ リ ジ ン を 添 加 し た ; 15 分 後 、 190 mgの 先 に 調 製 し た エ ス テ ル を 添 加 し 、 3 ml
の  DCMに 溶 解 し た 。 3 時 間 後 、 80 μ lの  N-Me-ピ ペ ラ ジ ン を 反 応 混 合 物 に 添 加 し 、 10 分
間 撹 拌 し 、 そ の 後 混 合 物 を 10 mlの  DCMで 希 釈 し 、 抽 出 を 水 、 HCl 0.5N、 水 、 5％  NaHCO 3  
お よ び  水 に よ り 行 っ た 。 溶 媒 の 蒸 発 後 、 残 渣 を シ リ カ ゲ ル で の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー  (DCM-EtOAc、 9:1)に よ り 精 製 し た 。 収 率 : 80％
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ う し て 得 た 6 mlの  MeOHに 溶 解 し た 100 mgの 生 成 物 に 、 76 μ lの  AcOH お よ び  42 mg
の  HCOONH 4 を 添 加 し 、 混 合 物 を 0℃ に 冷 却 し 、 50 mgの  10％  Pd/Cを 添 加 し た 。 30 分 後 、
反 応 混 合 物 を セ ラ イ ト で ろ 過 し た 。 ろ 液 を 乾 燥 さ せ 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム  (CHCl 3 -MeOH 9:1
) で 精 製 し た 。 収 率 :90％
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ う し て 得 た 190 mgの 生 成 物 を 1.2 mlの  TFAに 溶 解 し 、 乾 燥 さ せ た  (Bocの 脱 保 護 ); 残
渣 を 9 mlの  10％  Na 2 CO 3  + 6 mlの  ジ オ キ サ ン に 再 溶 解 し 、 0℃ に 冷 却 し 、 3 mlの  ジ オ キ
サ ン で 希 釈 し た 120 μ lの  ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ク ロ リ ド 溶 液 を 滴 下 し た 。 室 温 で 1 
時 間 撹 拌 後 、 減 圧 下 で 蒸 発 を 行 い 、 少 容 量 と し 、 そ の 後 混 合 物 を 水 で 希 釈 し 、 pHを HClに
よ り 1に 下 げ 、 抽 出 を EtOAcに よ り 行 っ た 。 溶 媒 の 蒸 発 後 、 残 渣 を シ リ カ ゲ ル で の ろ 過 に よ
り 精 製 し 、 CHCl 3 -MeOH (8:2)で 洗 浄 し た 。 純 粋 な ジ ペ プ チ ド 収 率 : 82％
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 0.69 mmolの  Fmoc-Gly-Resを 実 施 例  1に 記 載 の よ う に 処 理 し 、 Argの 後 、 先 に 調 製 し た  
ジ ペ プ チ ド  Fmoc-D-Phe-N(4-Cbz-NH-CH2 -ベ ン ジ ル )-Glを 順 に 添 加 し た 。 CTHに よ る Cbzの
脱 保 護 の 後 、 粗 生 成 物  c(Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-N-Amp-Gly) を 分 取  RP-HPLC (
移 動 相 : 水 中 50％  CH 3 CN + 0.1％  TFA; Rt = 10.5 分 間 )に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
1 H-NMR (DMSO-d 6 ) δ  8.29-7.66、 7.44-6.90、 5.15、 4.72-4.18、 4.20、 4.05-3.32、 3.15
、 3.06、 2.70、 2.51、 2.49、 2.01、 1.80-1.35、 1.49、 1.35、 1.23
【 ０ ０ ５ ４ 】
分 子 量  (Maldi-Tof): 973 
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 4 mlの  3:1 DCM-DMF 混 合 物 中 の 200 mgの  c(Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-Amp)・ TFA
 (実 施 例  1に 記 載 の よ う に 得 た )の 溶 液 に 、 実 質 的 に 過 剰 の グ リ コ ー ル ジ 酸 を 添 加 し た 。 D
IEA (3 当 量 ) お よ び  DCC (2 当 量 )を 同 溶 液 に 添 加 し た 。 混 合 物 を 一 晩 撹 拌 し な が ら 放 置
し 、 そ の 後 DCMで 希 釈 し 、 水 で 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 粗 生 成 物 を 有 機 相 の 蒸 発 に よ り 回 収 し 、 フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (移 動 相 : CHCl

3 -MeOH 7:3 + 1％  AcOH) に よ り 精 製 し た ; 生 成 物 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 水 で
洗 浄 し 、 脱 水 し 、 乾 燥 さ せ 、 157 mgの 純 粋 な 生 成 物 の 残 渣 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
分 析  RP-HPLC: (カ ラ ム : Purosphere STAR（ 登 録 商 標 ） 、 Merck; 移 動 相 : 水 中 50％  CH 3 C
N 50％  + 0.1％  TFA; R t  = 10.96)
1 H-NMR (DMSO-d 6 ) δ  8.35-7.92、 7.20-7.00、 4.65、 4.50、 3.94、 3.60-3.45、 3.00-2.60
、 2.55、 2.45、 2.30、 2.00、 1.70、 1.50、 1.30、 1.20
【 ０ ０ ５ ８ 】
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実 施 例  6
c(Arg(Pmc)-Gly-Asp(OtBu)-D-Phe-Amp(CO-CH2 -(OCH 2 CH 2 ) n -O-CH 2 -COOH)) の 合 成



分 子 量  (Maldi-Tof): 様 々 な 分 子 量 の 様 々 な 使 用 し た グ リ コ ー ル 類 に 対 応
【 ０ ０ ５ ９ 】

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 特 許  EP 1 044 977の 実 施 例  2に 記 載 の よ う に 調 製 し た 1mmolの  ST1481、 0.6 mmolの  Dy
(OTf) 3 、 3 mmolの ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン お よ び  3 mmolの  Boc-Val-OH を 15 mlの  無 水  
CH 2 Cl 2  に 懸 濁 し 、 -10℃ と し た ; 30 分 後 、 3.1 mmolの  DCC を 添 加 し 、 さ ら に -10℃ で 30 
分 後 、 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 加 熱 し た 。 2 時 間 後 、 反 応 を さ ら に 20 mlの  CH 2 Cl 2 で 希 釈 し
、 1N HCl、 NaHCO 3 で 洗 浄 し 、  Na 2 SO 4 で 乾 燥 さ せ た 。 粗 生 成 物 を CH 2 Cl 2 /MeOH 97:3を 用 い
た SiO 2 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し 、 生 成 物 を 黄 色 固 体 と し て 収 率  92%に て 得 た
。 CH 2 Cl 2 /MeOH 96:4中 Rf = 0.72
【 ０ ０ ６ １ 】
分 析  RP-HPLC: (カ ラ ム : Luna C18、 Phenomenex（ 登 録 商 標 ） ; 移 動 相 : 水 中 45% CH 3 CN; 
Rt = 23.0)
1 H-NMR (CDCl 3 ) δ  9.05、 8.3-8.2、 7.9-7.7、 7.3、 5.8-5.7、 5.5-5.4、 5.05-4.95、 4.4-
4.3、 2.4-2.2、 1.6-1.4、 1.1-0.9
【 ０ ０ ６ ２ 】
分 子 量  (ESI): 646
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 中 間 体 生 成 物  ST2678 [N-Boc]を 0℃ で DCM/TFA (75/25)中 で 定 量 的 収 率 で 脱 保 護 し た 。
こ の よ う に し て 得 た ST 2678は RGD 誘 導 体 へ の 結 合 に 直 接 用 い る こ と が 出 来 、 あ る い は 、
さ ら な る 中 間 体 と し て 、 第 二 の 残 基  (実 施 例 8-9参 照 )へ の 結 合 に 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 1mmolの ST2678お よ び  3.7 mmolの  DIPEAを こ の 順 番 で 、 DMF中 0℃ の 1.2 mmolの 好 適 に 保
護 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 1.8 mmolの  HOBt お よ び  1.4 mmolの  EDCの 溶 液 に 添 加 し た 。
反 応 混 合 物 を 一 晩 室 温 で 放 置 し た 後 、 水 お よ び ジ ク ロ ロ メ タ ン に 分 配 し 、 こ の よ う に し て
得 た 粗 生 成 物 を CH 2 Cl 2 /MeOH 96:4を 用 い る SiO 2  で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し 、
生 成 物 を 黄 色 固 体 と し て 収 率 66％ に て 得 た 。 Rf = CH 2 Cl 2 /MeOH 96:4中 0.5 
【 ０ ０ ６ ５ 】
分 析  RP-HPLC: (カ ラ ム : Luna C18、 Phenomenex（ 登 録 商 標 ） ; 移 動 相 : 水 中 45% CH 3 CN; 
Rt = 23.3)
【 ０ ０ ６ ６ 】
1 H-NMR (CDCl 3 ) δ  9.05、 8.3-8.2、 7.9-7.7、 7.4-7.2、 6.0-5.9、 5.7-5.6、 5.5-5.4、 5.
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ギ マ テ カ ン 誘 導 体 の 合 成

実 施 例  7
20-O-Val-ギ マ テ カ ン  - ST2678の 合 成

実 施 例  8
20-O-Val-Asp-ギ マ テ カ ン  - ST2676 [N-Boc] の 合 成



1、 4.8-4.7、 4.6-4.5、 3.3-3.1、 3.0-2.8、 2.4-2.2、 1.6-1.4、 1.-0.9
【 ０ ０ ６ ７ 】
分 子 量 : (ESI): 851
【 ０ ０ ６ ８ 】

 
　 ベ ン ジ ル エ ス テ ル を H 2 /10％ Pd-Cに よ り 20 psiに て 水 素 化 し 、 CH 2 Cl 2 /MeOH 94:6に よ る
精 製 後 、 収 率 は 70％ で あ っ た 。 Rf = CH 2 Cl 2 /MeOH 92:8中  0.52 
【 ０ ０ ６ ９ 】
分 析  RP-HPLC: (カ ラ ム : Luna C18、 Phenomenex（ 登 録 商 標 ） ; 移 動 相 : 水 中 45% CH 3 CN; 
Rt = 22.9)
1 H-NMR (CDCl 3 ) δ  9.05、 8.3-8.2、 7.9-7.7、 7.5、 6.0-5.9、 5.7-5.6、 5.5-5.4、 4.8-4.
7、 4.5-4.4、 3.3-3.1、 2.9-2.8、 2.4-2.2、 1.6-1.4、 1.1-0.9
【 ０ ０ ７ ０ 】
分 子 量  (ESI): 761
【 ０ ０ ７ １ 】

【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 1mmolの  脱 保 護 ST2678-[N-Boc]を 10 mlの  無 水 ピ リ ジ ン に 溶 解 し 、 溶 液 を 0℃ に し た 後
、 2.5 mmolの  無 水 コ ハ ク 酸 を 添 加 し た : 混 合 物 を 室 温 で 1 時 間 回 復 さ せ た (restored)。
溶 媒 を 除 去 し 、 残 渣 を CH 2 Cl 2 で 処 理 し 、 有 機 相 を 0.5N HClで 洗 浄 し た 。 粗 生 成 物 を CH 2 Cl 2
/MeOH 95:5を 用 い る SiO 2  で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し 、 目 的 生 成 物 を 黄 色 固 体
と し て 収 率 90％ に て 得 た 。 Rf = CH 2 Cl 2 /MeOH 92:8中  0.41
【 ０ ０ ７ ２ 】
分 析  RP-HPLC: (カ ラ ム ; Luna C18、 Phenomenex（ 登 録 商 標 ） ; 移 動 相 : 水 中 45% CH 3 CN; 
Rt = 17.0)
1 H-NMR (CDCl 3 ) δ  9.05、 8.4-8.2、 7.9-7.7、 7.5、 6.4-6.3、 5.7-5.6、 5.5-5.4、 4.6-4.
5、 3.7、 3.0-2.1、 1.5、 1.1-0.9
【 ０ ０ ７ ３ 】
分 子 量  (ESI): 646
【 ０ ０ ７ ４ 】
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カ ル ボ キ シ ル 基 の 脱 保 護

実 施 例  9
化 合 物  [ST2677] の 合 成

接 合 誘 導 体 の 合 成
実 施 例  10
化 合 物 ST2670 (ま た は  ST2671) の 合 成



【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 両 者 に つ い て 同 じ 合 成 方 法 を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 0℃ に 冷 却 し た 無 水  DMF中 の 1.2 mmolの ST2676 [N-Boc] (ま た は ST 2677)の 溶 液 に 、 2.1
 mmolの  HOBt お よ び  1.4 mmolの  EDCを 添 加 し 、 そ の 結 果 得 ら れ た 混 合 物 を 30 分 間 撹 拌
し た 後 、 1 mmolの  ST2581お よ び DIPEAを 順 に 添 加 し た 。 一 晩 放 置 し た 後 、 混 合 物 を 水 お よ
び ジ ク ロ ロ メ タ ン に 分 配 し 、 次 い で 有 機 相 を Na 2 SO 4 で 乾 燥 さ せ 、 粗 生 成 物 を CH 2 Cl 2 /MeOH 
92:8を 用 い る SiO 2 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し 、 目 的 生 成 物 、 保 護  ST2670 (ま
た は 保 護 ST2671)を 収 率 55％ ～ 65％ に て 得 た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
分 析  RP-HPLC: (カ ラ ム : Luna C18、 Phenomenex（ 登 録 商 標 ） ; 移 動 相 : 水 中 45% CH 3 CN; 
Rt = 20.1 （ 保 護 ST2670） お よ び  Rt = 23.2 （ 保 護  ST2671)）
分 子 量  (ESI): 1718 （ 保 護  ST2671)
分 子 量  (ESI): 1601 （ 保 護 ST2670）
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 ２ つ の 化 合 物  ST2670お よ び ST2671を 得 る た め に 、 最 後 の 脱 保 護 を 両 化 合 物 に 対 し て 行
っ た 。 脱 保 護 は CH 2 Cl 2  /TFA 1:1に よ り 2 時 間 行 い 、 混 合 物 を 0℃ か ら 室 温 と し た ; こ の 操
作 の 後 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 に よ り １ ス テ ッ プ で 、 生 成 物 を ヒ ド ロ ク ロ リ ド と し て 得 た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
分 析  RP-HPLC: (カ ラ ム : Luna C18、 Phenomenex（ 登 録 商 標 ） ; 移 動 相 : 水 中 35% CH 3 CN; 
Rt = 14.5 （ ST2670） お よ び  Rt = 14.3（ ST2671） )
分 子 量  (ESI): 1294 （ ST2671）  
分 子 量  (ESI): 1279 （ ST2670）
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接 合 生 成 物 の 脱 保 護



【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 精 製 し た  α v β 3  受 容 体  (Chemicon、 カ タ ロ グ 番 号 CC1020)を バ ッ フ ァ ー  (20 mM Tris
、 pH 7.4、 150 mM NaCl、 2 mM CaCl 2 、 1 mM MgCl 2 、 1 mM MnCl 2 )に 希 釈 し て 濃 度 0.5μ g/m
lと し た 。 100 μ lの ア リ コ ッ ト を 96-ウ ェ ル プ レ ー ト に 添 加 し 、 一 晩 ＋ 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 プ レ ー ト を １ 回 バ ッ フ ァ ー  (50 mM Tris、 pH 7,4、 100 mM NaCl、 2 mM CaCl 2 、 1
 mM MgCl 2 、 1 mM MnCl 2 、 1% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )で 洗 浄 し 、 次 い で さ ら に 2 時 間 室 温 で
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 同 じ バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 浄 し 、 3 時 間  室 温 で 放 射 性 リ
ガ ン ド  [ 1 2 5 I]エ キ ス タ チ ン 0.05 nM(Amersham Pharmacia Biotech)と と も に 競 合 リ ガ ン ド
の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 に 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 放 射 能
を ガ ン マ カ ウ ン タ ー  (Packard)を 用 い て 測 定 し た 。 リ ガ ン ド の 非 特 異 的 結 合 は 過 剰 の 非 放
射 性 エ キ ス タ チ ン (1 μ M)の 存 在 下 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 精 製 し た  α v β 5  受 容 体  (Chemicon、 カ タ ロ グ 番 号 CC1020)を バ ッ フ ァ ー  (20 mM Tris
、 pH 7.4、 150 mM NaCl、 2 mM CaCl 2 、 1 mM MgCl 2 、 1 mM MnCl 2 )に 希 釈 し て 濃 度 1 μ g/ml
と し た 。 100 μ lの ア リ コ ッ ト を 96-ウ ェ ル プ レ ー ト に 添 加 し 、 一 晩 +4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 プ レ ー ト を １ 回 バ ッ フ ァ ー   (50 mM Tris、 pH 7.4、 100 mM NaCl、 2 mM CaCl 2 、 1 
mM MgCl 2 、 1 mM MnCl 2 、 1% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ) で 洗 浄 し 、 次 い で さ ら に 2 時 間  室 温 で
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 同 じ バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 浄 し 、  3 時 間 室 温 で 放 射 性 リ
ガ ン ド  [ 1 2 5 I]エ キ ス タ チ ン 0.15 nM (Amersham Pharmacia Biotech) と と も に 競 合 リ ガ ン
ド の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 に 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 放 射
能 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー  (Packard) を 用 い て 測 定 し た 。 非 特 異 的 リ ガ ン ド 結 合 は 過 剰 の 非
放 射 性 エ キ ス タ チ ン (1 μ M) の 存 在 下 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 ビ ト ロ ネ ク チ ン 受 容 体 に 対 す る 生 成 物 の 親 和 性 を 、 IC 5 0  値  ± SD、 即 ち 、 特 異 的 放 射 性
リ ガ ン ド -受 容 体 結 合 の 50%を 阻 害 す る こ と が 出 来 る 濃 度 と し て 表 し た 。 IC 5 0  パ ラ メ ー タ
ー は 「 ALLFIT」  ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 算 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 以 下 の 表 に 、 カ ン プ ト テ シ ン -RGD 接 合 体 お よ び RGD ペ プ チ ド の 、 ビ ト ロ ネ ク チ ン α v β

3 お よ び α v β 5  受 容 体 に 対 す る 親 和 性 の 結 果 を 示 す 。 接 合 体 は RGD ペ プ チ ド に つ い て 観 察
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生 物 学 的 結 果
イ ン テ グ リ ン  α v β 3  受 容 体 へ の 結 合

イ ン テ グ リ ン  α v β 5  受 容 体 へ の 結 合

IC 5 0  パ ラ メ ー タ ー の 評 価

結 果



さ れ た も の に 匹 敵 す る 両 方 の イ ン テ グ リ ン 受 容 体 に 対 す る 強 力 な 親 和 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】

【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 化 合 物 の 生 存 細 胞 に 対 す る 効 果 を 評 価 す る た め に 、 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン  B試 験 を 用 い た 。
化 合 物 の 細 胞 増 殖 に 対 す る 効 果 を 試 験 す る た め に 、 PC3 ヒ ト 前 立 腺 癌 、 A498 ヒ ト 腎 臓 癌
、 A2780 ヒ ト  卵 巣 癌 細 胞 お よ び  NCI-H460 非 小 細 胞 肺 癌 を 用 い た 。 A2780、 NCI-H460 お
よ び PC3 腫 瘍 細 胞 は 10% 胎 児 ウ シ 血 清  (GIBCO)を 含 む RPMI 1640で 培 養 し 、 A498 腫 瘍 細 胞
は 10% 胎 児 ウ シ 血 清  (GIBCO)を 含 む EMEMで 培 養 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 腫 瘍 細 胞 を 96-ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト (Corning)に お よ そ  10% 集 密 に て 播 種 し 、 少 な
く と も  24時 間 付 着 さ せ 、 回 復 さ せ た 。 様 々 な 濃 度 の 薬 物 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ の IC50
値 (細 胞 生 存 を 50%阻 害 す る 濃 度 )を 算 出 し た 。 プ レ ー ト を 72時 間 37℃ ま た は 2時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 次 い で 72時 間 回 復 さ せ た 。 処 理 の 最 後 に 、 プ レ ー ト を 上 清 の 除 去 と PBS の 添 加
を 3回 行 う こ と に よ っ て 洗 浄 し た 。 200μ l PBSと 50 μ lの 冷 80%TCA を 添 加 し た 。 プ レ ー ト
を 氷 上 で 少 な く と も  1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 TCAを 除 去 し 、 プ レ ー ト を 蒸 留 水 に 3回 浸
漬 さ せ て 洗 浄 し 、 紙 で 40℃ で 5分 間 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 次 い で 1% 酢 酸 中 の 200 μ lの  0.4%ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン  Bを 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で
さ ら に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン  Bを 除 去 し 、 プ レ ー ト を 1% 酢 酸 に 3
回 浸 漬 さ せ て 洗 浄 し 、 紙 で 40℃ で 5分 間 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 次 い で 200 μ lの Tris 10 mM を 添 加 し 、 プ レ ー ト を 撹 拌 下 に  20分 間 維 持 し た 。 生 存 細
胞 を Multiskan 蛍 光 光 度 計 で 540 nmの 吸 光 度 と し て 測 定 し た 。 死 滅 し た 細 胞 の 量 を 対 照 培
養 と 比 較 し て の ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン  B結 合 の パ ー セ ン テ ー ジ 低 下 と し て 算 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 IC 5 0 値 は 「 ALLFIT」 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 算 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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表  1 
ビ ト ロ ネ ク チ ン  α v β 3  お よ び  α v β 5   受 容 体 に 対 す る カ ン プ ト テ シ ン -RGD 接 合 体 の 親
和 性

表  2
ビ ト ロ ネ ク チ ン  α v β 3  お よ び  α v β 5   受 容 体 に 対 す る RGD ペ プ チ ド の 親 和 性

様 々 な 腫 瘍 細 胞 株 に 対 す る 接 合 体 の 細 胞 毒 性



　 接 合 体  ST2670は IC50 値 0.4 μ Mに て A2780 卵 巣 腫 瘍 細 胞 に 対 し て も っ と も 強 力 な 細 胞
毒 性 活 性 を 示 し た 。 さ ら に 、 接 合 体  ST2670は 腫 瘍 細 胞 に 対 し て ST2677 (遊 離 カ ン プ ト テ
シ ン )に つ い て 観 察 さ れ る も の に 匹 敵 す る 細 胞 毒 性 を 示 し た (表  3)。 接 合 体 ST2671も 遊 離
カ ン プ ト テ シ ン  ST2676に て み ら れ る も の に 匹 敵 す る PC3 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 強 力 な 細 胞 毒
性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 n.d.=測 定 せ ず
【 ０ ０ ９ ２ 】

【 表 ４ 】
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表  3
接 合 体  ST2670お よ び  ST2671お よ び 遊 離 カ ン プ ト テ シ ン (ST2676お よ び ST2677)の PC3、 A49
8お よ び  A2780 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 (72時 間 処 理 )

表  4
遊 離 カ ン プ ト テ シ ン  20-O 誘 導 体 (ST2676、 ST2677、 ST2678)の H460 非 小 細 胞 肺 癌 細 胞 に
対 す る 細 胞 毒 性 (2時 間 処 理 )
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