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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の式(Ｉ)：

[上式中：
　Ｌは、
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であり；
　Ｂはアミン含有化合物又はヒドロキシル含有化合物であり；
　Ｙ１－２は独立してＯであり；
　ＭはＯ、Ｓ、ＮＲ１２、

、Ｃ２－４アルキル、又はＯ、Ｓ及びＮＨで置換されたＣ２－４アルキルであり；
　Ｙ３はＯ又はＳであり；
　Ｒ７、Ｒ８、Ｒ９、及びＲ１０は独立して、置換基がアミン、ヒドロキシ又はカルボキ
シル基である、水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアル
キル、Ｃ１－６置換アルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、
アラルキル、Ｃ１－６ヘテロアルキル、置換Ｃ１－６ヘテロアルキル、Ｃ１－６アルコキ
シ、フェノキシ、Ｃ１－６ヘテロアルコキシから選択され；
　Ｒ１２は水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル
、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１－６ヘテロアルキル；
　Ｒ１及びＲ４は独立して、置換基がアミン、ヒドロキシ又はカルボキシル基である、水
素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置
換アルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１

－６ヘテロアルキル、置換Ｃ１－６ヘテロアルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェノキシ、
Ｃ１－６ヘテロアルコキシ、シアノ、ニトロ、カルボキシル、アシル、置換アシル、カル
ボキシアルキルからなる群から選択され；
　Ａｒは

[ここでＪはＯ、Ｓ、又はＮＲ１であり、Ｅ及びＺは独立してＣＨまたはＮであり；Ｒ２

、Ｒ３、Ｒ５及びＲ６は独立して、水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェ
ノキシ、Ｃ１－８ヘテロアルキル、Ｃ１－８ヘテロアルコキシ、置換Ｃ１－６アルキル、
Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アラルキル、アリール、及びハ
ロ-、ニトロ-及びシアノ-からなる群から選択される部分で置換されたアリール；カルボ
キシ-、カルボキシアルキル、アルキルカルボニルからなる群から選択される]
からなる群から選択され；
　(ｍ)は０又は１であり；
　(ｎ)は０又は１から１２の正の整数であり；
　(ｐ)は１であり；
　(ｑ)は３又は４であり；
　Ｒ１１は-Ｃ(=Ｙ)-(ＣＨ２)ｎ-Ｏ-(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｘ-Ａ、-Ｃ(=Ｙ)-Ｙ-(ＣＨ２)ｎ-
Ｏ-(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｘ-Ａ及び-Ｃ(=Ｙ)-ＮＲ１２-(ＣＨ２)ｎ-Ｏ-(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｘ-
Ａからなる群から選択され、ここで、
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　Ｒ１及びＲ４は独立して、水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ１－６ヘテロアルキル、置換Ｃ

１－６ヘテロアルキル及び置換Ｃ１－６アルキルからなる群から選択され；
　(ｎ)は０、１又は２であり；
　ＹはＯ又はＳであり；
　Ａは水素、Ｃ１－６アルキル、及び

[上式中、Ｂ'はＢと同一か、又はＢとして定義された群の他のメンバーである]
からなる群から選択されるキャッピング基であり；
　(ｘ)は重合度を表す、ポリエチレングリコールを含む]
からなる化合物。
【請求項２】
　Ａｒにより形成される芳香族部分が、

[ここで、Ｅ及びＺは独立してＣＨであり；Ｒ２、Ｒ３、Ｒ５及びＲ６は独立して、水素
、Ｃ１－６アルキル、Ｃ１－６アルコキシ、カルボキシ-、カルボキシアルキル、アルキ
ルカルボニルからなる群から選択される]
からなる群から選択される請求項１の化合物。
【請求項３】
　Ａｒにより形成される芳香族部分が、

である請求項２の化合物。
【請求項４】
　Ｒ２及びＲ５がＣ１－６アルキルである請求項３の化合物。
【請求項５】
　Ｒ２及びＲ５がメチルである請求項３の化合物。
【請求項６】
　Ｒ３及びＲ６が水素である請求項３の化合物。
【請求項７】
　Ｒ１及びＲ４が独立して、水素、ＣＨ３及びＣＨ２ＣＨ３からなる群から選択される請
求項１の化合物。
【請求項８】
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　前記置換Ｃ１－６アルキルがカルボキシアルキル、アミノアルキル、およびヒドロキシ
アルキルからなる群から選択される請求項１の化合物。
【請求項９】
　Ｍが、Ｏ、ＮＲ１２、

、Ｓ(ここで、Ｙ３はＯであり、Ｒ１２は水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アル
キルからなる群から選択される）からなる群から選択される請求項１の化合物。
【請求項１０】
　ＭがＯ、Ｒ１２が水素であるＮＲ１２、及び

からなる群から選択される請求項９の化合物。
【請求項１１】
　Ｍが、ＮＨ、Ｏ、及びＳからなる群のメンバーで置換されたＣ２－４アルキルからなる
群から選択される請求項１の化合物。
【請求項１２】
　(ｎ)が０、１又は２である請求項１の化合物。
【請求項１３】
　(ｎ)が１又は２である請求項１２の化合物。
【請求項１４】
　(ｍ)が０である請求項１の化合物。
【請求項１５】
　(ｑ)が３である請求項１の化合物。
【請求項１６】
　前記ポリエチレングリコールが２０００～１０００００の分子量を有する請求項１の化
合物。
【請求項１７】
　前記ポリエチレングリコールが５０００～４００００の分子量を有する請求項１６の化
合物。
【請求項１８】
　Ｂがアントラサイクリン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ｐ-ヒドロキシアニリン
マスタード、Ａｒａ-Ｃ及びゲンシタビンからなる群のメンバーである請求項１の化合物
。
【請求項１９】
　Ｂが酵素、タンパク質、ペプチド又はアミン含有化合物である請求項１の化合物。
【請求項２０】
　ＰＥＧがポリエチレングリコールである、次の式：
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からなる群から選択される請求項１の化合物。
【請求項２１】
　ａ.次の中間化合物(ＩＩＩ)

[ここで、Ｍ２は開裂可能な又は可逆的な保護基であり；
　Ｌは、

であり；
　Ｂ２はＯＨ又はＮ-ヒドロキシベンゾトリアゾリル、ハロゲン、Ｎ-ヒドロキシフタルイ
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ミジル、ｐ-ニトロフェノキシ、イミダゾリル、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミジル、チアゾ
リジニルチオンからなる群から選択される脱離基であり；
　Ｙ１－２は独立してＯであり；
　ＭはＯ、Ｓ、ＮＲ１２、

、Ｃ２－４アルキル、又はＯ、Ｓ及びＮＨで置換されたＣ２－４アルキルであり；
　Ｙ３はＯ又はＳであり；
　Ｒ１及びＲ４は独立して、置換基がアミン、ヒドロキシ又はカルボキシル基である、水
素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置
換アルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１

－６ヘテロアルキル、置換Ｃ１－６ヘテロアルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェノキシ、
Ｃ１－６ヘテロアルコキシ、シアノ、ニトロ、カルボキシル、アシル、置換アシル、カル
ボキシアルキルからなる群から選択され；
　Ｒ７及びＲ８は独立して、置換基がアミン、ヒドロキシ又はカルボキシル基である、水
素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置
換アルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１

－６ヘテロアルキル及び置換Ｃ１－６ヘテロアルキルからなる群から選択され；
　Ｒ１２は水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル
、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１－６ヘテロアルキル；
　Ａｒは

[ここでＪはＯ、Ｓ、又はＮＲ１であり、Ｅ及びＺは独立してＣＨまたはＮであり；Ｒ２

、Ｒ３、Ｒ５及びＲ６は独立して、水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェ
ノキシ、Ｃ１－８ヘテロアルキル、Ｃ１－８ヘテロアルコキシ、置換Ｃ１－６アルキル、
Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アラルキル、アリール、及びハ
ロ-、ニトロ-及びシアノ-からなる群から選択される部分で置換されたアリール；カルボ
キシ-、カルボキシアルキル、アルキルカルボニルからなる群から選択される]
からなる群から選択され；
　(ｎ)は０または１から１２の正の整数であり；
　(ｐ)は１であり；
　(ｑ)は３又は４である]
の化合物を酸と接触させて、中間化合物(ＩＩＩ)を脱保護し；
　ｂ. 工程（ａ）の生成物である脱保護された中間化合物を、ポリマーがポリエチレング
リコールを含む活性化ポリマーと反応させる；
ことを含んでなる請求項１の化合物の調製方法。
【請求項２２】



(7) JP 4999226 B2 2012.8.15

10

20

30

40

　ｃ.工程ｂで得られた化合物をアミン含有又はヒドロキシル含有化合物と反応させて、
共役体を形成する工程をさらに含んでなる請求項２１の方法。
【請求項２３】
　ａ.次の中間化合物(ＩＩＩ)

[ここで、Ｍ２は開裂可能な又は可逆的な保護基であり；
　Ｌは、

であり；
　Ｂ２はＯＨ又はＮ-ヒドロキシベンゾトリアゾリル、ハロゲン、Ｎ-ヒドロキシフタルイ
ミジル、ｐ-ニトロフェノキシ、イミダゾリル、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミジル、チアゾ
リジニルチオンからなる群から選択される脱離基であり；
　Ｙ１－２は独立してＯであり；
　ＭはＯ、Ｓ、ＮＲ１２、

、Ｃ２－４アルキル、又はＯ、Ｓ及びＮＨで置換されたＣ２－４アルキルであり；
　Ｙ３はＯ又はＳであり；
　Ｒ１及びＲ４は独立して、置換基がアミン、ヒドロキシ又はカルボキシル基である、水
素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置
換アルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１

－６ヘテロアルキル、置換Ｃ１－６ヘテロアルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェノキシ、
Ｃ１－６ヘテロアルコキシ、シアノ、ニトロ、カルボキシル、アシル、置換アシル、カル
ボキシアルキルからなる群から選択され；
　Ｒ７及びＲ８は独立して、置換基がアミン、ヒドロキシ又はカルボキシル基である、水
素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置
換アルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１

－６ヘテロアルキル及び置換Ｃ１－６ヘテロアルキルからなる群から選択され；
　Ｒ１２は水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル
、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１－６ヘテロアルキル；
　Ａｒは
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[ここでＪはＯ、Ｓ、又はＮＲ１であり、Ｅ及びＺは独立してＣＨまたはＮであり；Ｒ２

、Ｒ３、Ｒ５及びＲ６は独立して、水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェ
ノキシ、Ｃ１－８ヘテロアルキル、Ｃ１－８ヘテロアルコキシ、置換Ｃ１－６アルキル、
Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アラルキル、アリール、及びハ
ロ-、ニトロ-及びシアノ-からなる群から選択される部分で置換されたアリール；カルボ
キシ-、カルボキシアルキル、アルキルカルボニルからなる群から選択される]
からなる群から選択され；
　(ｎ)は０または１から１２の正の整数であり；
　(ｐ)は１であり；
　(ｑ)は３又は４である]
を提供し；
　ｂ.アミン含有化合物又はヒドロキシル含有化合物に中間化合物(ＩＩＩ)をカップリン
グさせて、第２の中間化合物を形成し；
　ｃ.酸で工程（ｂ）の生成物である第２の中間化合物を脱保護し；
　ｄ. 工程（ｃ）の生成物である脱保護された第２の中間化合物を、ポリマーがポリエチ
レングリコールを含む活性化ポリマーと反応させる；
ことを含んでなる請求項１の化合物の調製方法。
【請求項２４】
　Ｂがアミン含有又はヒドロキシル含有化合物である、請求項１から１７の何れか一項の
化合物を、活性成分として、含有する製薬組成物。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
(技術分野)
本発明は、二重プロドラッグに関する。特に、本発明は、酵素、タンパク質等の生物学的
に活性な物質及び化合物のアミノ又はヒドロキシル部分を含む可逆結合を有するポリマー
ベースの二重プロドラッグに関する。
【０００２】
(発明の背景)
長年にわたり、生物学的に効果のある物質を哺乳類に投与するいくつかの方法が提案され
てきている。多くの医薬剤は水溶性の塩として利用可能であり、比較的簡単に製薬用製剤
に含有させることができる。所望の医薬剤が水性流体に不溶性であるか、インビボで速や
かに分解されてしまう場合に問題が生じる。例えばアルカノイド類は特に可溶化が困難で
あることが多い。
【０００３】
医薬剤を可溶化するための一つの方法は、それを可溶性プロドラッグの一部として含有さ
せるものである。プロドラッグは、投与時に、最終的にインビボにて親化合物を遊離させ
る生物学的に活性な親化合物の化学誘導体を含む。プロドラッグにより、当業者は、イン
ビボにおいて薬剤の作用の開始及び／又は持続期間を変更することができ、体内における
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薬物の輸送性、分布性及び溶解度を変更できる。さらに、プロドラッグ製剤は、多くの場
合、毒性を低減するか、及び／又は製薬的調製物を投与する際に遭遇する困難性を克服す
る。プロドラッグの典型的な例には、アルコール又はチオアルコールのエステル類又は有
機リン酸塩が含まれる。開示がここに出典を明示して取り込まれるRemington's Pharmace
utical Science, 16th Ed., A. Osol, Ed.(1980)を参照されたい。
【０００４】
プロドラッグは、多くの場合、親又は活性化合物の生物学的に不活性な又は実質的に不活
性な形態である。活性な薬物の放出速度、すなわち加水分解速度はいくつかの要因、特に
モディファイアーに親薬物を結合させる結合の種類に影響を受ける。親薬物の十分な量の
加水分解が生じる前に、腎臓又は網状内皮系等を通って排泄されるプロドラッグの調製を
避けるための注意を払わなくてはならない。プロドラッグ系の一部としてポリマーを導入
することにより、薬物の循環半減期を増加させることができる。
【０００５】
プロドラッグをベースとする送達系の上述した概念は、多くの事例において有用であるこ
とが証明されているが、それでもなお、別法が望まれる状況がある。例えば「The Double
 Prodrug Concept and Its Applications」, Advanced Drug Delivery Reviews,3(1989)3
9-65(出典を明示してその内容をここに取り込む)においてBundgaardは、多くの場合、イ
ンビトロでの十分な安定性とインビボで親薬物を再生させる高い可能性を適切に併せ持っ
ているプロドラッグを得ることは困難であることを指摘している。Bundgaardにより指摘
されたように、これまでに遭遇した欠点のいくつかを解消するための有望な手段は、カス
ケード的潜伏化(cascade latentation)すなわち「プロ-プロドラッグ」の使用を必要とす
る。このような系では、加水分解反応連鎖は、通常は酵素的開裂である第１工程が含まれ
、第２工程は、第１工程が生じた後にのみ起こる非酵素的加水分解が含まれる。カスケー
ド的潜伏化技術の一部としてポリマーをベースとする輸送系を使用することは開示されて
いなかった。
【０００６】
アミン含有薬物のプロドラッグの調製に伴う問題は「Prodrug Strategies Based on Intr
amolecular Cyclization Reactions」, J.Pharm.Sci. 1997 ７月 Vol.86, No.7, 765-767
(出典を明示してその内容をここに取り込む)においてShan,D.らにより最近強調されてい
る。著者は、アミン結合の相対的安定性を回避するために、親薬物を放出するために分子
内環化反応を被り得る様々な部分を導入したプロドラッグを開示している。環化反応を開
始する化学的又は生物学的な誘因メカニズムは、アミン結合の加水分解を介して、当初の
薬物を放出するのに必要なメカニズムとは無関係である。なかでも、非ポリマー性クマリ
ン含有ベース系が開示されている。
【０００７】
他の非ポリマー性のクマリンをベースとした系は「Chemical Feasibility Studies of a 
Potential Coumarin-Based Prodrug System」, Bioorganic & Medicinal Chemistry Lett
ers, Vol.6, No.8, pp945-950, 1996において、Wang,B.らにより開示されている。フェノ
ールエステルのエステラーゼ触媒加水分解の後、親化合物のラクトン化と放出が速やかに
なされ、ｔ１／２は１．５～３０分である。また、著者はこの技術を使用し、オピオイド
ペプチドDADLEのプロドラッグを調製している。 Bioorganic & Medicinal Chemistry Let
ters, Vol.6, No.23, pp2823-2826, 1996を参照されたい。上述した各文献の内容は出典
明示によりここに取り込む。
【０００８】
二重プロドラッグの分野で報告されている研究にもかかわらず、いくつかの特定の問題に
は十分な取り組みがなされていない。例えば以前より報告されている技術では、多くのア
ミン含有親化合物の溶解性に関する問題への取り組みがなされていない。加えて、親化合
物の環化と放出の前にプロドラッグの循環半減期を増加させるための設計に関する問題も
取り組みがなされていない。よって、二重プロドラッグ概念の恩恵を受けるプロドラッグ
を形成するためのさらなる技術を提供することが引き続いて必要とされている。例えば、
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生物学的効果を調節するように輸送担体結合のための代替技術を当業者に提供することは
有利なことである。さらに、親化合物のアミノ残基及び／又はヒドロキシル残基を含むこ
とに伴う問題に取り組み、よって生理的ｐＨでの親化合物から輸送形態への加水分解が過
度に早まったり遅くなったりするのを避けるためのさらなる技術を提供することも望まし
い。
【０００９】
(発明の概要)
本発明は上述した欠点に取り組むものである。本発明の一側面では、次の式(Ｉ)：

[上式中：
Ｌは、

又は

であり；
ＢはＨ、ＯＨ、ＯＳｉＲ１３、アミン含有標的部分の残基又はヒドロキシル含有部分の残
基であり；
Ｇは、

又はＣＨ２であり；
Ｙ１－２は独立してＯ又はＳであり；
ＭはＸ又はＱであり；ここで、
Ｘは電子求引基であり；また
ＱはＣ(＝Ｙ２)から３ないし６の原子に位置する遊離電子対を含有する部分であり；
Ｒ１、Ｒ４、Ｒ７、Ｒ８、Ｒ９、Ｒ１０及びＲ１３は独立して、水素、Ｃ１－６アルキル
、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置換アルキル、Ｃ３－８

置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１－６ヘテロアルキル、
置換Ｃ１－６ヘテロアルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェノキシ、Ｃ１－６ヘテロアルコ
キシであり、但し、Ｒ１及びＲ４はまたシアノ、ニトロ、カルボキシル、アシル、置換ア
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Ａｒは式(Ｉ)に含まれる場合に、多置換芳香族炭化水素又は多置換複素環基を形成する部
分であり；
(ｍ)は０又は１であり；
(ｎ)は０又は正の整数であり；
(ｐ)は０又は１であり；
(ｑ)は３又は４であり；
Ｒ１１は水溶性ポリアルキレンオキシドのようなポリマー残基である]
の化合物を提供することにある。
【００１０】
ある種の好ましい側面では、ＢはＮ-ヒドロキシベンゾトリアゾリル、Ｎ-ヒドロキシフタ
ルイミジル、ハロゲン、ｐ-ニトロフェノキシ、イミダゾリル、Ｎ-ヒドロキシスクシンイ
ミジル、チアゾリジニルチオン等の脱離基、又は他の活性化基である。あるいは、Ｂは、
水に対する溶解性が改善され、抗原性が低減された一又は複数のプロドラッグ及び／又は
徐放送達が望まれるアミノ含有又はヒドロキシル含有化合物の残基である。例えば、Ｂは
、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ｐ-アミノアニリンマスタード、カンプトセシン、
パクリタキセル、Ara C等のような有機化合物、タンパク質、酵素の残基であり得る。
【００１１】
本発明の目的に対して「残基」という用語は、プロドラッグ担体部分が結合する置換反応
を受けた後に残る生物学的に活性な化合物の部分を意味すると理解される。
本発明の目的に対して「アルキル」という用語は、アルコキシを含み、直鎖状、分枝状の
置換Ｃ１－１２アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル又は置換シクロアルキル等を含むと理
解される。
【００１２】
よって、本発明の二重プロドラッグは独特の送達系である。好ましくは、まず、ポリマー
部分が加水分解又はエステラーゼ活性により放出され、ついで生じた「第２プロドラッグ
」部分がラクトン化反応を受けて、インビボにおいてアミン含有生理活性化合物を再生す
る。
【００１３】
本発明の二重プロドラッグ化合物の主な利点のいくつかは、それらがアミン-又はヒドロ
キシル含有化合物を可溶化し、未変性又は「第２」プロドラッグ対応物と比較して半減期
を延ばしうることである。またポリマー部分は親化合物に対して抗原性低減効果を付与し
得る。本発明の系の他の利点は、上述したポリマー部分と「第２プロドラッグ」化合物と
の間の結合が、化合物がその向上した循環半減期と溶解度を保持できるような速度で、加
水分解又は開裂するように設計されていることである。しかし、未変性の薬物はこの時点
ではまだ放出されない。「第２プロドラッグ」が比較的速やかなラクトン化反応を受けた
後でのみ、所望の未変性又は親分子が放出される。本発明のこの二重プロドラッグアプロ
ーチ法は、未変性又は未修飾分子の溶解度と循環半減期を高めるといった独特の予期しな
い特徴をもたらす。
さらに、ここで記載する化合物及び共役体を作製し使用する方法も提供する。
【００１４】
(発明の詳細な記載)
Ａ．式(Ｉ)
本発明の一側面では、次の式(Ｉ)：
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[上式中：
Ｌは、

又は

であり；
ＢはＨ、ＯＨ、ＯＳｉＲ１３、アミン含有標的部分の残基又はヒドロキシル含有部分の残
基であり；
Ｇは、

又はＣＨ２であり；
Ｙ１－２は独立してＯ又はＳであり；
ＭはＸ又はＱであり；ここで、
Ｘは電子求引基であり；
ＱはＣ(＝Ｙ２)から３ないし６の原子に位置する遊離電子対を含む部分であり；
Ｒ１、Ｒ４、Ｒ７、Ｒ８、Ｒ９、Ｒ１０及びＲ１３は独立して、水素、Ｃ１－６アルキル
、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置換アルキル、Ｃ３－８

置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１－６ヘテロアルキル、
置換Ｃ１－６ヘテロアルキル、Ｃ１－６アルコキシ、フェノキシ、Ｃ１－６ヘテロアルコ
キシであり、但しＲ１及びＲ４はまたシアノ、ニトロ、カルボキシル、アシル、置換アシ
ル、カルボキシアルキルであってもよく；
Ａｒは式(Ｉ)に含まれる場合に、多置換芳香族炭化水素又は多置換複素環基を形成する部
分であり；
(ｍ)は０又は１であり；
(ｎ)は０又は正の整数であり；
(ｐ)は０又は１であり；
(ｑ)は３又は４であり；
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Ｒ１１はポリマー残基である]
の化合物が提供される。
【００１５】
Ｙ１－２は好ましくはＯであり、(ｐ)は好ましくは１である。さらに好ましい実施態様で
はＲ１及びＲ４は独立して水素、ＣＨ３、又はＣＨ２ＣＨ３である。本発明の目的に対し
て、置換アルキルには、カルボキシアルキル、アミノアルキル、ジアルキルアミノアルキ
ル、ヒドロキシアルキル及びメルカプトアルキルが含まれ；置換シクロアルキルには、４
-クロロシクロヘキシル等の部分が含まれ；アリールにはナフチル等の部分が含まれ；置
換アリールには３-ブロモフェニル等の部分が含まれ；アラルキルにはトルエン等の部分
が含まれ；ヘテロアルキルにはエチルチオフェン等の部分が含まれ；置換ヘテロアルキル
には３-メトキシチオフェン等の部分が含まれ；アルコキシにはメトキシ等の部分が含ま
れ；フェノキシには３-ニトロフェノキシ等の部分が含まれる。ハロ-は、フルオロ、クロ
ロ、ヨード及びブロモが含まれるものと理解される。
【００１６】
Ｂ．式(Ｉ)の芳香族部分の好ましい側面
本発明の目的に対して、Ａｒは、式(Ｉ)において多置換芳香族炭化水素又は多置換複素環
基を形成する結果となる部分を表す。しかし、重要な特徴は、前記部分が本質的に芳香族
であるということである。一般的に、芳香族であるには、環状分子の面の上と下の両方の
「クラウド(cloud)」内でπ電子が共有されなくてはならない。さらにπ電子の数はヒュ
ッケル則(４ｎ＋２)を満たさなくてはならない。当業者であれば、無数の部分が式(Ｉ)の
Ａｒの芳香族要件を満たし、よってここでの使用に適していることが分かるであろう。
【００１７】
本発明の好ましい芳香族部分は、限定されるものではないが：

であり、ここでＪはＯ、Ｓ又はＮＲ１であり、Ｅ及びＺは独立してＣＲ２又はＮＲ１であ
り；またＲ２、Ｒ３、Ｒ５及びＲ６は独立して、水素、Ｃ１－６アルキル、Ｃ１－６アル
コキシ、フェノキシ、Ｃ１－８ヘテロアルキル、Ｃ１－８ヘテロアルコキシ、置換Ｃ１－

６アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アラルキル、アリ
ール、ハロ-、ニトロ-及びシアノ-で置換されたアリール等の置換アリール；カルボキシ-
、カルボキシアルキル、アルキルカルボニル等からなる群から選択される。本発明の好ま
しい側面では、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ５及びＲ６は水素か低級、すなわちＣ１－６アルキル又は
置換アルキルである。より好ましくは、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ５及びＲ６は水素である。また５
又は６員環の異性体も考えられ、並びにベンゾ-及びジベンゾ-系、例えばアントラシン、
ナフチエン(napthiene)及びその関連するコンジナーも考えられる。特に好ましい部分は
、クマリンとクマリン誘導体をベースとする。
【００１８】
Ｃ．二重プロドラッグ結合部分
本発明の輸送系の二重プロドラッグ結合は、投与後の適切な時間内に十分な量の「第２」
プロドラッグ化合物を生成する速度でインビボでのエステラーゼ触媒加水分解により加水
分解するように選択される。本発明の目的に対して「十分な量」という用語は、後でイン
ビボにおいて十分にラクトン化され、親化合物が放出されて、所望の効果が達成できる量
を意味する。この結合／スペーサー部分の他の側面では、(ｎ)は約１～１２、好ましくは
１又は２の整数であり；Ｒ７－１０は、存在する場合は、好ましくは水素又は低級アルキ
ルである。
【００１９】
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１．電子求引基Ｘ
上述した式(Ｉ)において、Ｍは電子求引基と命名するＸであってよい。特に、Ｘは、Ｏ、
ＮＲ１２、

、Ｓ、ＳＯ及びＳＯ２(ここで、Ｙ３はＹ１に対して定義されたものと同一であり、Ｒ１

２はＲ１に対して定義されたものと同一、すなわちＨ、Ｃ１－６アルキル、分枝アルキル
、アリール、置換アリール、Ｃ１－６アルキルアラルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロ
アルキル又は置換Ｃ１－６アルキル、例えば少しであるが名を挙げるとカルボキシアルキ
ル、アミノアルキル、ジアルキルアミノアルキル、ヒドロキシアルキル又はメルカプトア
ルキルである)等の部分から選択することができる。好ましくは、ＸはＯ、ＮＲ１２又は

であり、Ｒ１２はＨである。
【００２０】
２．結合手のＱ部分
ＭがＱである場合、ポリマーＲ１１は、好ましくは酸素等のヘテロ原子を介してＱに結合
している。ＱはＣ(＝Ｙ２)部分から３ないし６の原子に位置する遊離電子対を含む部分で
ある。好ましい実施態様では、遊離電子対はこの酸素から５つの原子にある。Ｑは非限定
的列挙であるが、Ｏ、Ｓ及びＮＲ１２からなる群のメンバーで置換されたアラルキル基、
Ｃ２－４アルキル又はＣ３－８シクロアルキル、アリールで、ここでＲ１２は、水素、Ｃ

１－６アルキル、Ｃ３－１２分枝アルキル、Ｃ３－８シクロアルキル、Ｃ１－６置換アル
キル、Ｃ３－８置換シクロアルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、Ｃ１－６ヘ
テロアルキル、置換Ｃ１－６ヘテロアルキルからなる群から選択される。遊離電子対は、
遊離電子対と酸素との間の定めた間隙が維持される限りは、Ｑ部分に沿ってどこにあって
もよい。
【００２１】
これらの実施態様では、Ｒ１１は、ＮＲ１２、Ｏ又はＳを介してＱに結合している。しか
して、遊離電子対部分が、好ましくはエステル結合の加水分解時に３ないし６員、好まし
くは５員環の副生成物を生成可能であるため、Ｑは隣接基補助によりプロドラッグ結合の
加水分解を助成する。
また、Ｑは、

等のオルト置換フェニル、及びＮＨ、Ｏ、Ｓ、-ＣＨ２-Ｃ(＝Ｏ)-ＮＨ-からなる群のメン
バーで置換されたアラルキル基、Ｃ２－４アルキル、シクロアルキル、アリールからなる
群から選択することができる。
【００２２】
３．プロドラッグの加水分解による薬物又は親部分の生成
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本発明のプロドラッグ化合物は加水分解速度＞血漿中に放出される速度となるように設計
されている。
化合物に含まれる結合は、治療下の哺乳動物の血漿中において、十分な量の親化合物、す
なわちアミノ含有生理活性化合物が排出前に放出されるように十分に速い加水分解速度を
有する。本発明のいくつかの好ましい化合物、すなわち(ｎ)が１又は２のものは、約５分
～約１２時間の範囲の血漿中における加水分解のＴ１／２を有する。好ましくは、組成物
は、約０．５～約８時間、最も好ましくは約１～約６時間の範囲の血漿加水分解Ｔ１／２

を有する。
【００２３】
４．クマリン及びクマリン様促進ラクトン化及び未変性薬物再生
通常はエステラーゼ活性又はｐＨ緩和活性又は環化反応により、二重プロドラッグの最初
のエステル加水分解がひとたび起きると、ポリマー残基が開裂し、得られた第２プロドラ
ッグ部分が残る。この単一のプロドラッグ体が、インビボにおいてさらなる独立したラク
トン化を受け、所望の未変性又は親化合物を生成する。この自発的な反応は、ポリマー部
分の加水分解後に起こり、次のラクトン化を引き起こすフェノール性中間体の単純なプロ
トン除去により開始され、ラクトン化がついでアミン含有親化合物を放出する。代表的な
反応を以下に示す。

【００２４】
Ｄ．実質的に非抗原性のポリマー
本発明の「二重プロドラッグ」組成物は、以下に詳細に記載するポリマー残基Ｒ１１を含
む。
本発明の好ましい側面では、Ｒ１１は、水素、Ｃ１－６アルキル部分、カルボキシアルキ
ル、ジアルキル-アシル-ウレア-アルキル、又はビス-システムを形成する、以下に示す式
(ＩＩ)：

[上式中、Ｂ'はＢと同一か、又はＢにより定義された群の他のメンバーであり、他の可変
部分は式(Ｉ)について上述したものである]
の化合物であってよいカップリング基Ａを含む。
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【００２５】
このようなポリマーの適切な例には、例えば好ましくは実質的に非抗原性であるポリエチ
レングリコールのようなポリアルキレンオキシドが含まれる。ＰＥＧとその誘導体の一般
式は、すなわちＡ'-Ｏ-(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｘ-(ＣＨ２)ｎ-Ａで、ここで(ｘ)は重合度(すな
わち１０-２３００)又はポリマー鎖の繰り返し単位の数を表し、ポリマーの分子量に依存
するものであり、(ｎ)は０又は正の整数であり、(Ａ)はここで定義するカップリング基、
すなわち-Ｈ、アミノ、カルボキシ、ハロ、Ｃ１－６アルキル又は他の活性化基であり、
Ａ'はＡと同一か他のＡ部分である。また、ポリプロピレングリコール類、分枝状ＰＥＧ
誘導体、例えば共通に譲渡された米国特許第５６４３５７５号に記載されているもの、「
スター(star-)ＰＥＧ」及びマルチアーム(multi-armed)ＰＥＧ、例えばShearwater Polym
ers, Inc.カタログ「ポリエチレングリコール誘導体 1997-1998」(この開示は出典明示に
よりここに取り込まれる)に記載されているものが有用である。水溶性ポリマーは、ここ
でのＭ、Ｘ又はＱを介しての結合へ結合させるために官能化されていると理解される。例
として、プロドラッグのＰＥＧ部分は限定するものではないが、次の化合物：-Ｃ(=Ｙ)-(
ＣＨ２)ｎ-Ｏ-(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｘ-Ａ、-Ｃ(=Ｙ)-Ｙ-(ＣＨ２)ｎ-Ｏ-(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｘ
-Ａ及び-Ｃ(=Ｙ)-ＮＲ１２-(ＣＨ２)ｎ-Ｏ-(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ)ｘ-Ａであってよく、
ここでＹはＯ又はＳであり、Ｒ１２、(ｎ)及び(ｘ)は上述にて定義したものと同一である
。
特に、一置換ポリマーが望まれる場合には、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、モノ活性
化Ｃ１－４アルキル末端ＰＡＯ、例えばモノ-メチル-末端ポリエチレングリコール(ｍＰ
ＥＧ)が好ましく；二置換プロドラッグが望まれる場合には、ビス-活性化ポリエチレンオ
キシドが好ましい。
【００２６】
所望の加水分解可能な結合を提供するため、一酸又は二酸活性化ポリマー、例えばＰＥＧ
酸又はＰＥＧ二酸、及びモノ-又はジ-ＰＥＧアミン及びモノ-又はジ-ＰＥＧジオールが使
用される。適切なＰＡＯ酸は、まずｍＰＥＧ-ＯＨをエチルエステルに転化し、ついでケ
ン化することにより合成することができる。Gehrhardt,H.ら、Polymer Bulletin 18：487
(1987)及びVeronese,F.M.ら、J. Controlled Release 10；145(1989)をまた参照されたい
。別法として、ＰＡＯ酸は、ｍＰＥＧ-ＯＨをｔ-ブチルエステルに転化し、ついで酸開裂
させることにより合成される。例えば、共通に譲渡された米国特許第５６０５９７６号を
参照されたい。上述したものの各開示は出典を明示してここに取り込まれる。
【００２７】
ＰＡＯ及びＰＥＧは、実質的に分子量が変わり得るものであるが、本発明の目的に対して
は、約２０００～約１０００００の範囲のポリマーが通常選択される。約５０００～約５
００００の分子量が好ましく、５０００～約４００００が特に好ましい。「二重プロドラ
ッグ」に含めるために選択されるポリマーの分子量は、リンカーの加水分解前に「二重プ
ロドラッグ」が十分に環化されるのに十分なものでなければならない。上で提供した範囲
内で、少なくとも２００００の範囲の分子量を有するポリマーが、化学療法及び有機部分
に対して好ましい。求核原子、例えばいくつかのタンパク質及び酵素等の場合では、約２
０００～約２００００の範囲の分子量を有するポリマーが好ましい。
【００２８】
ここに含まれるポリマー性物質は、好ましくは室温で水溶性である。非限定的列挙である
が、このようなポリマーには、ポリアルキレンオキシドホモポリマー、例えばポリエチレ
ングリコール(ＰＥＧ)又はポリプロピレングリコール、ポリオキシエチレン化ポリオール
、それらのコポリマー及び水への溶解度が保持されるならばそれらのブロックコポリマー
が含まれる。
【００２９】
同じ種の活性化が、ＰＡＯ、例えばＰＥＧに対してここで記載したようにして使用される
場合、別のＰＡＯベースのポリマーとして、効果的に非抗原性の物質、例えばデキストラ
ン、ポリビニルアルコール、炭水化物ベースのポリマー、ヒドロキシプロピルメタクリル
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アミド(ＨＰＭＡ)、及びそれらのコポリマー等を使用することができる。当業者であれば
、上述した列挙は単に例証のためのものであって、ここで記載した性質を有する全てのポ
リマー性物質が考えられうると理解するであろう。本発明の目的に対して「効果的に非抗
原性」とは、当該技術において非毒性であり、哺乳動物において感知できるほどの免疫反
応を誘発しないものと理解されている全てのポリマー物質を意味する。
【００３０】
Ｅ．ポリマー二重プロドラッグ輸送系
本発明の二重プロドラッグは、少なくとも２つの方法で調製することができる。図１に概
略的に図示する一技術は、例示的出発Ａｒ部分材料としてクマリンを使用するもので、
ａ.次の中間化合物(ＩＩＩ)

[ここで、Ｍ２は開裂可能な又は可逆的な保護基であり；
Ｂ２はＯＨ等の脱離基であり、他の可変部分は式(Ｉ)に対して上述したものである]
を提供し；
ｂ.強酸、例えばＴＦＡ(トリフルオロ酢酸)又は他のトリハロ酢酸、ＨＣｌ、硫酸等、又
は接触水素化により中間化合物(ＩＩＩ)を処理して、保護基を除去し；
ｃ.Ｍと反応可能な部分、例えば活性化ポリマー、すなわち反応性官能基(図１においては
「Ｒ１５」と命名)を有するポリマー、例えばｐ-ニトロフェニル又はスクシンイミジルカ
ーボナート、カルボニルイミダゾール、チアゾリジンチオン等と、脱保護した中間化合物
(ＩＩＩ)を反応させ、場合によってはスペーサー、例えばＲ１１-[ＣＲ９Ｒ１０]ｍを提
供して、式(ＩＶ)：

[ここで、他の全ての可変部分は式(Ｉ)に対して上述したものである]
の活性化二重プロドラッグの輸送形態を形成し；
及び必要に応じて、
ｄ.図１に示すように、例えば薬物-ＮＨ２又は薬物-ＯＨのようなアミン含有又はヒドロ
キシル含有化合物と反応においてＢ２を置換することにより、化合物(ＩＶ)に親アミン含
有又はヒドロキシル含有化合物残基を結合させる；
ことを含む。
【００３１】
他の芳香族部分を使用する場合も同様の方法が使用される。図２及び３に示すように、本
発明の活性化ポリマー系と二重プロドラッグの調製は、出発物質としてクマリンを使用し
た場合と実質的に同様の方法で進められる。
【００３２】
あるいは、これも例示的Ａｒ部分としてクマリンを使用する図４に図示するように、輸送
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形態(ＰＥＧ-プロドラッグ)は：
ａ.親アミン含有又はヒドロキシル含有化合物残基Ｂを中間化合物(ＩＩＩ)に結合させ；
ｂ.保護基を除去し；
ｃ.活性化ポリマー又はポリマー-スペーサーと非保護中間化合物を反応させて、活性化二
重プロドラッグを作製する；
ことにより調製することができる。
【００３３】
非クマリン出発物質、例えば図２及び３で使用した出発物質を使用する場合でも、他の芳
香族ベースの化合物を形成するためにこの反応を使用することができることは当業者であ
れば理解されるであろう。
図４は、ＯＨ含有標的の反応図を示してはいないが、薬物残基と輸送系の間に形成される
エステル結合にて、反応が図示されたようにして進められる。
標準的な有機合成法を用いて中間化合物(ＩＩＩ)を調製することができる。例えばブロッ
ククマリン誘導体と関連化合物は、その開示が出典明示によりここに取り込まれるBinghe
 Wangら, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Vol.6, No.23, pp2823-2826, 19
96. 上掲により開示されている手順と同じか、類似した手順を使用して合成することがで
きる。
【００３４】
親アミン含有化合物の中間化合物(ＩＩＩ)又は(ＩＶ)への結合は、当業者に知られている
カップリング剤、例えば１,３-ジイソプロピルカルボジイミド(ＤＩＰＣ)、ジアルキルカ
ルボジイミド、２-ハロ-１-アルキル-ピリジニウムハライド、１-(３-ジメチルアミノプ
ロピル)-３-エチルカルボジイミド(ＥＤＣ)、プロパンホスホン酸環状無水物(ＰＰＡＣＡ
)及びフェニルジクロロホスファートを使用する標準的な有機合成法を用いて行うことが
できる。あるいは、Ｂが良好な脱離基、例えば以下のＦ.１.に列挙されたものである場合
、カップリング剤は必要なく、反応は塩基の存在下で進行する。
【００３５】
一般的に、本発明の二重プロドラッグは、好ましくは化合物(ＩＶ)として上述した活性化
輸送形態を親化合物と、カップリング剤、例えばＤＩＰＣ、ＥＤＣ、ＤＭＡＰ、フェニル
ジクロロホスファート等、又は必要であれば塩基(図１参照)の存在下で反応させるか、又
は図４に概略的に示すように、親化合物を中間化合物(式ＩＩＩ)に結合させ、その後に得
られた化合物を活性化ポリマーと反応させることにより調製される。いずれの場合でも、
得られた共役二重プロドラッグ組成物を、ついで、当業者に公知の技術により回収又は単
離する、すなわち再結晶化した後に濾過する。
【００３６】
好ましくは、置換基は不活性溶媒、例えば塩化メチレン、クロロホルム、トルエン、ＤＭ
Ｆ又はそれらの混合物中で反応させる。また好ましくは、反応は、生じた全ての酸を中和
するために、塩基、例えばジメチルアミノピリジン、ジイソプロピルエチルアミン、ピリ
ジン、トリエチルアミン等の存在下で、０℃～約４０℃の温度(室温)で行われる。
保護基の除去は第１の方法において記載したものと同様にして行われる。
【００３７】
Ｆ．脱離基又は残基部分「Ｂ」
１．脱離基
Ｂが保護基である側面では、限定するものではないが、適切な基には、Ｎ-ヒドロキシベ
ンゾトリアゾリル、ハロゲン、Ｎ-ヒドロキシフタルイミジル、ｐ-ニトロフェノキシ、イ
ミダゾリル、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミジル；チアゾリジニルチオン等の部分、又は当
業者には明らかな他の良好な保護基が含まれる。保護基は、「二重」プロドラッグ部分、
すなわちＰＥＧとスペーサーが結合した後に、化合物の芳香族、すなわちクマリン又はク
マリン誘導部分に結合される。例証の目的で図１の方法Ａが参照される。最終工程におい
て、二重プロドラッグの担体部分を薬物-ＮＨ２又は薬物-ＯＨと反応させるかわりに、所
望する保護基、すなわちＰＮＰクロロホルマート又はジスクシンイミジルカーボナート(
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ＤＳＣ)等を結合することになる部分(moiety)と反応される。ここに記載され、使用され
た合成反応は、過度の実験を必要としないで当業者により理解されるであろう。限定する
のではなく、例証するために、一般的に、二重プロドラッグ輸送系の活性化形態は、すな
わちＢが保護基であって薬物残基ではない場合、式(ＩＩＩ)の化合物を、ポリマー部分の
結合を生じる部分でアシル化し、その後アシル化された結果化合物を、標的、例えば４-
ニトロフェニル-クロロホルマート、ＤＳＣ、カルボニルジイミダゾール、チアゾリジン
チオン等にカップリングさせるために、活性化基と反応させて、所望の「活性化」誘導体
を提供する。
ひとたび提供されると、ＰＥＧ二重プロドラッグの「活性化」形態は、アミン含有又はヒ
ドロキシル含有化合物と共役させる準備が整っている。いくつかの好ましい活性化輸送形
態を次に示す：

【００３８】
２．アミン含有化合物の残基
Ｂがアミン含有化合物の残基である本発明のある側面において、非限定的列挙であるが、
このような適切な化合物には、有機化合物、酵素、タンパク質、ポリペプチド等の残基が
含まれる。限定するものではないが、有機化合物には、ダウノルビシン、ドキソルビシン
を含むアントラサイクリン化合物；ｐ-アミノアニリンマスタード、Ａｒａ-Ｃ(サイトシ
ンアラビノシド)と関連化合物、ゲンシタビン(gemcitabine)等のような部分が含まれる。
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あるいは、Ｂはアミノ含有心臓血管用薬剤、抗新生物剤、抗感染剤、抗真菌剤、例えばニ
スタチン又はアンホテリシンＢ、抗不安剤、胃腸薬、中枢神経系活性化剤、鎮痛薬、排卵
誘発剤、避妊薬、抗炎症剤、ステロイド性薬剤、抗ウレセミック剤(anti-urecemic agent
)、血管拡張剤、血管収縮剤等の残基であってもよい。
【００３９】
ポリマー結合に利用できる少なくとも１つのアミノ基を有する適切なタンパク質、ポリペ
プチド、酵素、ペプチド等には、生理又は薬理活性を有する物質、並びに有機溶媒中で反
応を触媒することができるものが含まれる。アミン含有物質の唯一の他の要件は、それら
が、プロドラッグ輸送部分が加水分解された後、未変性のタンパク質、酵素、ペプチド等
に伴う活性の少なくとも一部を維持していることである。
【００４０】
限定するものではないが、関心あるタンパク質、ポリペプチド及びペプチドには、ヘモグ
ロビン、血清タンパク質、例えばＶＩＩ、ＶＩＩＩ及びＩＸ因子を含む血液因子；免疫グ
ロブリン、サイトカイン、例えばインターロイキン、すなわちＩＬ-１からＩＬ-１３、α
-、β-及びγ-インターフェロン、顆粒球コロニー刺激因子を含むコロニー刺激因子、血
小板由来増殖因子及びホスホリパーゼ活性化タンパク質(ＰＬＡＰ)が含まれる。一般的な
生物学的又は治療的に関心のある他のタンパク質には、インスリン、植物性タンパク質、
例えばレクチン及びリシン、腫瘍壊死因子と関連タンパク質、成長因子、例えばトランス
フォーミング成長因子、例えばＴＧＦα又はＴＧＦβ及び表皮成長因子、ホルモン、ソマ
トメジン、エリスロポイエチン、色素ホルモン、視床下部放出因子、抗利尿ホルモン、プ
ロラクチン、絨毛膜刺激ホルモン、濾胞刺激ホルモン、甲状腺刺激ホルモン、組織プラス
ミノーゲンアクチベータ等が含まれる。関心ある免疫グロブリンには、ＩｇＧ、ＩｇＥ、
ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びそれらのフラグメントが含まれる。
また、いくつかのタンパク質、例えばインターロイキン、インターフェロン及びコロニー
刺激因子は、通常、組換え法を使用した結果として、非グリコシル化形態で存在している
。非グリコシル化型はまた本発明のタンパク質の場合にもそうである。
【００４１】
関心ある酵素には、炭水化物素特異的酵素、タンパク質分解酵素、オキシドレダクターゼ
、トランスフェラーゼ、加水分解酵素、リアーゼ、イソメラーゼ及びリガーゼが含まれる
。特定の酵素に限定するものではないが、関心ある酵素の例には、アスパラギナーゼ、ア
ルギナーゼ、アルギニンデアミナーゼ、アデノシンデアミナーゼ、スーパーオキシドジス
ムターゼ、エンドトキシナーゼ、カタラーゼ、キモトリプシン、リパーゼ、ウリカーゼ、
アデノシンジホスファターゼ、チロシナーゼ及びビリルビンオキシダーゼが含まれる。関
心ある炭水化物特異的酵素には、グルコースオキシダーゼ、グルコダーゼ、ガラクトシダ
ーゼ、グルコセレブロシダーゼ、グルクロニダーゼ等が含まれる。
【００４２】
またここに含まれるものは、インビボ生理活性を示す生物学的ポリマーの任意の部分であ
る。これには、アミノ酸配列、核酸(ＤＮＡ、ＲＮＡ)、ペプチド核酸(ＰＮＡ)、抗体フラ
グメント、短鎖結合タンパク質、例えばその開示が出典明示によりここに取り込まれる米
国特許第４９４６７７８号に見られるもの、抗体又はフラグメントの融合を含む結合分子
、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体及び触媒抗体が含まれる。
【００４３】
タンパク質又はそれらの一部は、当業者に公知の技術、例えば組織培養、動物源からの抽
出を使用し、又は組換えＤＮＡ法により、調製し又は単離することができる。タンパク質
、ポリペプチド、アミノ酸配列等のトランスジェニック源もまた考えられる。このような
物質はトランスジェニック動物、すなわちマウス、ブタ、ウシ等から得られ、ここで、タ
ンパク質はミルク、血液又は組織中に発現される。また、トランスジェニック昆虫及びバ
キュロウイルス発現系も供給源として考えられる。さらにタンパク質の変異体、例えば変
異インターフェロンもまた本発明の範囲に入る。
関心ある他のタンパク質は、アレルゲンタンパク質、例えばブタクサ、抗原Ｅ、ミツバチ
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毒液、ダニアレルゲン等である。上記のものは本発明に対して好適なタンパク質の例であ
る。特に挙げないが、利用可能なアミノ基を有するここで定義したタンパク質もまた意図
しており、本発明の範囲に入ることは理解される。
【００４４】
本発明の好ましい側面では、アミノ含有化合物は、動物、例えば治療が望まれている病状
のヒトを含む哺乳動物の治療において医薬及び診断用途に適した生物学的に活性な化合物
である。上述の列挙は、変性可能な化合物を例証するためのものであって、限定すること
を意味したものではない。当業者であれば、他のこのような化合物が過度の実験をするこ
となく同様に変性可能であることが分かるであろう。特に挙げてはいないが、適切なアミ
ノ基を有する生物的に活性な物質がまた意図されており、本発明の範囲に入ることは理解
される。
ここで包含するのに適したアミノ含有分子の種類に対する唯一の限定は、担体部分と反応
し結合しうる少なくとも１つの(第１級又は第２級)アミン含有部分が利用でき、二重プロ
ドラッグ系が親化合物を放出し再生した後に生理活性の大幅な喪失がないことである。
【００４５】
３．ヒドロキシル含有化合物の残基
ａ．カンプトセシン及び関連トポイソメラーゼＩインヒビター
カンプトセシンは、中国原産のCamptotheca accuminata木、及びインド原産のnothapodyt
es foetida木により生成される水不溶性細胞毒アルカロイドである。カンプトセシン及び
関連化合物及び類似体はまた可能性のある抗ガン剤又は抗腫瘍剤として知られており、イ
ンビトロ及びインビボでこれらの活性を示すことがわかっている。また、カンプトセシン
及び関連化合物は本発明の二重プロドラッグに転化するための候補薬である。カンプトセ
シン及びある種の関連類似体は、次の構造：

を有している。
【００４６】
このコア構造から、いくつかの公知の類似体が調製された。例えば、Ａ環の１０-又は１
１位の一方又は両方にＯＨが置換可能である。またＡ環の９位を、ヘテロ原子、すなわち
-Ｏ又はＳにより環に結合していてもよい、直鎖状又は分枝状のＣ１－３０アルキル又は
Ｃ１－１７アルコキシで置換することができる。Ｂ環の７位を直鎖状又は分枝状のＣ１－

３０アルキル又は置換アルキル-、Ｃ５－８シクロアルキル、Ｃ１－３０アルコキシ、フ
ェニルアルキル等、カルバミン酸アルキル、アルキルカルバジド、フェニルヒドラジン誘
導体、アミノ-、アミノアルキル-、アラルキル等で置換することができる。他の置換はＣ
、Ｄ及びＥ環においても可能である。例えば、その内容が出典明示によりここに取り込ま
れる米国特許第５００４７５８号；同第４９４３５７９号；第Ｒｅ３２５１８号が参照さ
れる。このような誘導体は過度の実験をすることなく、公知の合成法を用いて作製するこ
とができる。ここで使用される好ましいカンプトセシン誘導体には、ここで記載するポリ
マー輸送系の活性化形態と直接、又は結合部分中間体、例えばイミノ二酢酸等に反応可能
で、ついでＰＥＧ等のポリマーに結合する、２０-ＯＨ又は他のＯＨ部分を含むものが含
まれる。ここでのカンプトセシン類似体の参照は例証を目的とするものであって、限定す
るものではない。
【００４７】
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ｂ．タキサン及びパクリタキセル誘導体
本発明の二重プロドラッグ組成物に含まれる化合物の一部類はタキサンである。本発明の
目的に対して「タキサン」という用語はテルペンのタキサンファミリーに入る全ての化合
物を含む。よって、タキソール(パクリタキセル)、３'-置換-tert-ブトキシ-カルボニル-
アミン誘導体(タキソテール)等、及び標準的な有機技術を使用して容易に合成されるか、
又はミズーリ州セントルイスのシグマケミカル社等の市販供給源から入手できる他の類似
体が本発明の範囲に入る。代表的なテキサンを以下に示す。

パクリタキセル：Ｒ'１＝Ｃ６Ｈ５；Ｒ'２＝ＣＨ３ＣＯ；
タキソテール：Ｒ'１＝(ＣＨ３)３ＣＯ；Ｒ'２＝Ｈ。
【００４８】
これらの誘導体は有効な抗ガン剤であることが見出されている。多くの研究により、これ
ら薬剤はいくつかの悪性腫瘍に対して活性を有していることが示されている。現在まで、
その用途は、とりわけ、その供給不足、乏しい水溶性及び過敏性によって厳しく制約され
ている。共通に譲渡された米国特許第５６２２９８６号及び同第５５４７９８１号に開示
されている７-アリール-カルバマート及び７-カルバザートを含む他のタキサンもまた本
発明の二重プロドラッグに含めることができると理解される。上述した米国特許の内容は
出典明示によりここに取り込まれる。タキサンに対する唯一の制限は、例えば２'位にお
いてヒドロキシルベースの置換反応を被り得るものでなくてはならないことである。しか
し、パクリタキセルが好ましいタキサンである。
【００４９】
ｃ．付加的な生物的に活性な部分
上述した分子に加えて、本発明の二重プロドラッグ製剤は多くの他の化合物を使用して調
製することができる。例えば、生物学的に活性な化合物、例えばゲンシタビン：

ポドフィロトキシン：

トリアゾールベースの抗真菌剤、例えばフルコナゾール：
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又はシクロピロックス：

を使用することができる。
【００５０】
本発明のポリマーベースの二重プロドラッグは、水不溶性化合物を送達せしめるのに特に
適しているが、二重プロドラッグ形態に対して選択される親化合物が実質的に水不溶性で
ある必要はない。他の有用な親化合物には、例えばある種の低分子量の生物的に活性なタ
ンパク質、酵素及びペプチドグルカンを含むペプチド、並びに他の抗腫瘍剤；心臓血管用
薬剤、例えばフォルスコリン、抗新生物剤、例えばコンブレタスタチン(combretastatin)
、ビンブラスチン、ドキソルビシン、Ａｒａ-Ｃ、メイタンシン(maytansine)等；抗感染
薬、例えばバンコマイシン、エリスロマイシン等；抗真菌剤、例えばニスタチン、アンホ
テラシンＢ、トリアゾール、パプロキャンディン(papulocandin)、ニューモキャンディン
(pneumocandin)、エキノキャンディン(echinocandin)、ポリオキシン、ニッコマイシン、
プラディマイシン、ベナノマイシン等(ここでその内容が出典明示によりここに取り込ま
れる「真菌細胞壁の発育を阻害する抗生物質」Annu. Rev. Microbiol. 1994, 48：471-97
が参照される)；抗不安剤、胃腸薬、中枢神経系活性化剤、鎮痛薬、排卵誘発剤又は避妊
薬、抗炎症剤、ステロイド性薬剤、抗尿毒剤、心臓血管用薬剤、血管拡張剤、血管収縮剤
等が含まれる。
【００５１】
本発明の二重プロドラッグ組成物へ導入するのに適した親化合物は、それ自体が、結合組
成物から加水分解放出後では活性はないが、さらなる化学的プロセス／反応を受けた後で
は活性になる物質／化合物である。例えば、二重プロドラッグ輸送系により血流に送達さ
れる抗ガン薬はガン又は腫瘍に入るまで不活性なままであり、ガン又は腫瘍細胞で、ガン
又は腫瘍細胞化学、例えばその細胞に独特な酵素反応により活性化される。
共役後、アミン含有又はヒドロキシル含有化合物の残存部分は非共役化合物の残基と称さ
れる。
【００５２】
４．ポリマーハイブリッド輸送系
本発明の他の側面では、ハイブリッドタイプの、ここに記載したポリマー性二重プロドラ
ッグシステムが提供される。特にハイブリッド系には可逆的二重プロドラッグ系ばかりで
なく、複数の永久タイプの結合をベースにした第２のポリマー系もまた含まれる。ハイブ
リッドは少なくとも２つの方法で調製することができる。例えば、芳香族ベースの二重プ
ロドラッグタンパク質共役体をまず合成し、ついで、任意の技術的に認められた活性化ポ
リマー、例えばチアゾリジンチオン又はスクシンイミジルカーボナート活性化ＰＥＧを使
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用し、ＰＥＧ化することができる。あるいは、より永久的な共役反応をまず行い(すなわ
ち親化合物をＰＥＧ化させる)、得られた共役体を使用して、ここで記載された芳香族ベ
ースの二重プロドラッグ共役体を形成することができる。ハイブリッド系は、複数のアミ
ノ基又はアミノ基とヒドロキシル基の組合せがポリマーアミノプロドラッグの結合に利用
できるタンパク質、酵素等に特に適している。本発明の目的に対して「活性化ポリマー」
とは、酵素、タンパク質等に見出される一又は複数のα-アミノ基、ε-アミノ基、ヒスチ
ジン窒素、カルボキシル基、スルフヒドリル基等と反応可能な一又は複数の末端基、並び
に合成的に調製された有機化合物に見出されるような基を含むポリマーを含むものと理解
される。
【００５３】
活性化末端部分は、本発明の二重プロドラッグ輸送系が合成される前又は後のいずれかに
おいて、生物活性物質、すなわちタンパク質、酵素等とポリマーの共役を容易にする任意
の基であり得る。例えば、その開示が出典明示によりここに取り込まれる米国特許第４１
７９３３７号を参照されたい。このような活性化基は：
Ｉ．　　ａ）カーボナート、例えばｐ-ニトロフェニル、又はスクシンイミジル；例えば
その開示が出典明示によりここに取り込まれる米国特許第５１２２６１４号を参照；
ｂ）カルボニルイミダゾール；
ｃ）アズラクトン；例えばその開示が出典明示によりここに取り込まれる米国特許第５３
２１０９５号を参照；
ｄ）環状イミドチオン；例えばその開示が出典明示によりここに取り込まれる米国特許第
５３４９００１号を参照；
ｅ）イソシアナート又はイソチオシアナート；
ｆ）活性エステル、例えばＮ-ヒドロキシ-スクシンイミジル又はＮ-ヒドロキシベンゾト
リアゾリル；
等のアミノ基と反応可能な官能基；
ＩＩ．　ａ）第１級アミン；又は
ｂ）ヒドラジン及びヒドラジド官能基、例えばアシルヒドラジド、カルバザート、セミカ
ルバザート、チオカルバザート等；
の反応性カルボニル基及びカルボン酸基と反応可能な官能基；
ＩＩＩ．メルカプト又はスルフヒドリル基と反応可能な官能基；例えばその開示が出典明
示によりここに取り込まれるShearwater Polymers Catalog「Polyethylene Glycol Deriv
atives 1997-1998」を参照、
ＩＶ．　チオン、環状イミド、カーボナート、活性化エステル、イソシアナート等の、求
電子性中心と反応可能な他の求核性体、又は(カルボン)酸等のヒドロキシル基と反応可能
な官能基；
から選択される部分であり得る。
【００５４】
また、活性化部分はポリマーに隣接して位置するスペーサー部分も含み得る。スペーサー
部分はヘテロアルキル、アルコキシ、１８までの炭素原子を有するアルキル、又は付加的
なポリマー鎖であってもよい。スペーサー部分は標準的な合成法を使用して付加すること
ができる。
【００５５】
Ｇ．治療方法
本発明の他の側面は、哺乳動物の種々の医学的病状を治療する方法を提供するものである
。本方法には、このような治療が必要な哺乳動物に、ここで記載した本発明の組成物、例
えばドキソルビシンの二重プロドラッグの有効量を投与することを含む。プロドラッグ組
成物は、とりわけ、親化合物で治療されるものと類似する病気の処置、例えば酵素補充療
法、新生物疾患、腫瘍による苦痛の低減、新生物の転移防止、哺乳動物における腫瘍／新
生物成長の再発防止に対して有用である。
【００５６】
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投与されるプロドラッグの量はそこに含まれる親分子の量に依存する。一般的に、治療方
法において使用されるプロドラッグの量は哺乳動物において所望の治療結果を効果的に達
成する量である。当然、種々のプロドラッグ化合物の用量は、インビボにおける親化合物
の加水分解速度、ポリマーの分子量等に依存して変わる。ナイトロジェンマスタード誘導
体の二重プロドラッグポリマー誘導体は、１日当たり約５～約５００ｍｇ／ｍ２の範囲の
量で投与される。上で示した範囲は例示的なものであり、当業者であれば臨床経験と治療
徴候に基づいて選択されるプロドラッグの最適な用量を決定するであろう。実際の用量は
過度の実験をしないでも当業者には明らかである。
【００５７】
本発明のプロドラッグを含む組成物は、哺乳動物に投与するための一又は複数の適切な製
薬組成物に含有せしめることができる。製薬組成物は溶液、懸濁液、錠剤、カプセル等の
形態にすることができ、当該技術においてよく知られた方法で調製される。また、このよ
うな組成物の投与は、当業者の必要性に応じて経口及び／又は非経口経路によると考えら
れる。組成物の溶液及び／又は懸濁液は、例えば、任意の当該分野で知られた方法、例え
ば静脈注射、筋内注射、皮下注射等により、注入又は浸潤させるための担体ビヒクルとし
ても利用することができる。
またこのような投与は、体の空隙又は腔への注入、並びに吸入及び／又は鼻腔内経路でも
なされ得る。しかし、本発明の好ましい側面では、プロドラッグはそれが必要とされる哺
乳動物へ非経口的に投与される。
【００５８】
Ｅ．実施例
以下の実施例は本発明のさらなる理解のために提供するものであって、いかなる場合にで
も本発明の有効な範囲を制限するものではない。実施例に記載されている下線及び太字の
数字は図面に示すものに対応している。
実施例１
化合物１：１-Ｏ-ｔ-ブチルジメチルシリル-３-(２'-ヒドロキシフェニル)-２-プロパノ
ール,１のｔ-Ｂｏｃ-プロリンエステル
１,３-ジイソプロピルカルボジイミド(３９２ｍｇ、３．１１ｍｍｏｌ)を、０．５ｇ(１
．８９ｍｍｏｌ)の１-Ｏ-ｔ-ブチルジメチルシリル-３-(２'-ヒドロキシフェニル)-２-プ
ロペノール,１(B.Wangら, Bioorg. & Med. Chem. Lett., 1996, 6, 945の方法を使用して
合成)、５６８ｍｇ(４．６６ｍｍｏｌ)の４-ジメチルアミノピリジン、及び６６８ｍｇ(
３．１１ｍｍｏｌ)のＮ-ｔ-Ｂｏｃ-プロリンが１５ｍＬの無水ジシクロメタンに入った混
合物に０℃で添加する。混合物を室温で一晩攪拌し、濾過して濃縮する。残査をシリカゲ
ルでのカラムクロマトグラフィー(酢酸エチル-ヘキサン＝３：７、ｖ／ｖ)により精製し
て２にする。
【００５９】
実施例２
化合物３：３-(２'-ヒドロキシフェニル)-２-プロペノールのｔ-Ｂｏｃ-プロリンエステ
ル
１０ｍＬのテトラヒドロフラン、１０ｍＬの水、及び３０ｍＬの氷酢酸に２．８２ｇ(６
．１０ｍｍｏｌ)の２が溶解した溶液を、室温で１時間攪拌する。溶媒を真空にて除去し
、生成物３にする。
【００６０】
実施例３
化合物４：３-(２'-ヒドロキシフェニル)-２-プロパノール,３のｔ-Ｂｏｃ-プロリンエス
テルの酸化
７５ｍＬの無水ジクロロメタンに１．４ｇ(４．１ｍｍｏｌ)の３を入れた溶液を、７５ｍ
Ｌの無水ジクロロメタンに１．６４ｇ(７．６ｍｍｏｌ)のピリジニウムクロロクロマート
を入れた溶液に添加する。混合物を１時間室温で攪拌し、続いてセライトで濾過する。溶
媒を真空にて除去し、残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(酢酸エチル／ヘキサ
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ン＝３：７、ｖ／ｖ)で精製する。生成物のアルデヒドを４．１ｍＬのアセトニトリルに
溶解し、１．６５ｍＬの水に１３２ｍｇ(１．１ｍｍｏｌ)のリン酸ナトリウムが入ったも
のを該溶液に添加する。５．７ｍＬの水と６４８ｍｇ(５．７ｍｍｏｌ)の８０％亜塩素酸
ナトリウムとの溶液を、氷冷水浴中でゆっくりと混合物に添加する。混合物を２時間攪拌
し、亜硫酸ナトリウムで反応を止め、続いてｐＨを１～２に調節するために１ＮのＨＣｌ
を添加する。混合物は酢酸エチル(７５ｍＬ)で抽出する。有機層を塩水(２ｘ２５ｍＬ)で
洗浄し、無水硫酸マグネシウム上で乾かす。溶媒を減圧下にて除去し、４にする。
【００６１】
実施例４
化合物５：３-(２'-ヒドロキシフェニル)-２-プロペン酸のプロリンエステルのトリフル
オロ酢酸塩
０．５５ｇ(１．５２ｍｍｏｌ)の４を、室温で１時間、１０ｍＬのトリフルオロ酢酸-ジ
クロロメタン(１：１、ｖ／ｖ)中で攪拌する。溶媒を真空にて除去し、５にする。
【００６２】
実施例５
化合物７：ＰＥＧ(４０ｋＤａ)ジチアゾリジンチオン,６による５のカップリング
５２．６ｍｇ(０．４１ｍｍｏｌ)のＮ,Ｎ-ジイソプロピルエチルアミンを、６５ｍｇ(０
．１７ｍｍｏｌ)の５、１ｇ(０．０２５ｍｍｏｌ)のＰＥＧ(４０ｋＤａ)ジチアゾリジン
チオン(６)及び１５ｍＬの無水ジクロロメタンの溶液に添加する。混合物を室温で一晩攪
拌する。溶媒を真空で除去し、残査を２-プロパノールから再結晶させて、白色固体状の
７にする。
【００６３】
実施例６
化合物９：ダウノルビシンヒドロクロリド,８による７のカップリング
１３．２ｍｇ(０．０７ｍｍｏｌ)の１-(３-ジメチルアミノプロピル)-３-エチルカルボジ
イミドヒドロクロリドを、０．３５ｇ(０．０１ｍｍｏｌ)の７、２９ｍｇ(０．０５ｍｍ
ｏｌ)のダウノルビシンヒドロクロリド(８)、１３．９ｍｇ(０．１４ｍｍｏｌ)のＮ-メチ
ルモルホリン、及び６．９７ｍｇ(０．０５ｍｍｏｌ)の１-ヒドロキシベンゾトリアゾー
ルヒドラート、及び２０ｍＬの無水ジクロロメタンの混合物に、０℃で添加する。反応混
合物を室温で一晩攪拌し、濾過する。濾液を真空で濃縮し、残査を２-プロパノール(５０
ｍＬ)から再結晶させて、９にする。
【００６４】
実施例７
化合物１０：Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドによる７のカップリング
２．５ｇ(０．４７ｍｍｏｌ)の７と１０８ｍｇ(０．９４ｍｍｏｌ)のＮ-ヒドロキシスク
シンイミドを４０ｍＬの無水ジクロロメタンに０℃で溶解する。１１４ｍｇ(０．９４ｍ
ｍｏｌ)のＤＭＡＰと１１８ｍｇ(０．９４ｍｍｏｌ)のＤＩＰＣを混合物に添加する。反
応混合物を雰囲気温度で一晩攪拌する。溶媒を真空で除去し、残査を２-プロパノールか
ら再結晶させて、白色固体状の１０にする。
【００６５】
実施例８
化合物１２：(Ｌ)-アスパラギナーゼへの１０の共役化
４５０ｍｇ(０．０８３ｍｍｏｌ、３１７当量)のＰＥＧリンカー、１０を３７．５ｍｇ(
４１６μＬ、０．０００２７ｍｍｏｌ)の未変性(Ｌ)-アスパラギナーゼ、１１と３ｍＬの
リン酸ナトリウムバッファー(０．１Ｍ、ｐＨ７．８)に、ゆっくりと攪拌しながら添加す
る。溶液を３０℃で３０分攪拌する。ＧＰＣカラム(Zorbax GS-450)を使用し、ＰＥＧ共
役体をモニターする：ＰＥＧ-Ａｓｐ共役体１２は約８．５分の滞留時間を有する。反応
の終わりに(未変性の酵素がなくなることにより明らかとなる)、混合物を１２ｍＬの製剤
バッファー(０．０５Ｍのリン酸ナトリウム、０．８５％の塩化ナトリウム、ｐＨ７．３)
で希釈し、５００００ダルトンカットオフ分子量を有するCentriprep濃縮器(Amicon)でダ
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イアフィルトレーションし、未反応のＰＥＧを除去する。ダイアフィルトレーションは、
遊離のＰＥＧが検出されなくなるまで、等量の濾液と０．１％ＰＭＡ(０．１ＭのＨＣｌ
に入ったポリメタクリル酸)を混合することにより、必要に応じて４℃で続ける。
【００６６】
生成物１２は、長い期間の間、塩基性バッファー溶液中では安定しておらず、よって、溶
液を凍結乾燥し、１２を冷凍庫(－２０℃)に保管する。この方法で保管して１５日後、Ｇ
ＰＣ分析は０．８％未満の分解度合いを示す。新たに調製された１２の比活性は約１３７
ＩＵ／ｍｇ(未変性のアスパラギナーゼ＝２１７ＩＵ／ｍｇ)であることが見出されている
。上述した米国特許第４１７９３３７号に記載されているものに対応する手順を使用して
、ＳＳ-ＰＥＧ(永久的リンカー)によりタンパク質を変性させると、１２０ＩＵ／ｍｇの
同様の活性を有する永久的結合ＰＥＧ共役体が得られる。ＴＮＢＳアッセイを使用してタ
ンパク質の変性パーセンテージを算出し、ビウレットアッセイを使用してタンパク質濃度
を検査する。
【００６７】
実施例９
化合物１３：ＳＳ-ＰＥＧによる１２のタンパク質ハイブリッド共役体
３９３ｍｇ(０．０７３ｍｍｏｌ、７０当量)の１０を、実施例８に記載されたようにして
、１５０ｍｇ(１．６６４ｍＬ、０．００１０６ｍｍｏｌ)の未変性(Ｌ)-アスパラギナー
ゼ、１１、３０ｍＬのリン酸ナトリウムバッファー(０．１Ｍ、ｐＨ７．８)と、３０℃で
１５分間反応させ、１２の溶液を提供し、ここで(ｙ)はＬ-アスパラギナーゼに結合して
いるポリマーストランドの数を表しており、続いて１．２７２ｇ(０．２４５ｍｍｏｌ、
２３０当量)のＳＳ-ＰＥＧを添加する。反応溶液をさらに１５分間攪拌する。反応混合物
のｐＨは、０．５Ｍの水酸化ナトリウムを用いて７．８に維持される。反応混合物を３０
ｍＬの滅菌水で希釈し、５００００ダルトンのカットオフ分子量を持つCentriprep濃縮器
(Amicon)でダイアフィルトレーションし、任意の未反応のＰＥＧを除去する。ダイアフィ
ルトレーションは、遊離のＰＥＧが検出されなくなるまで、等量の濾液と０．１％ＰＭＡ
(０．１ＭのＨＣｌに入ったポリメタクリル酸)を混合することにより、必要に応じて４℃
で続ける。ＧＰＣカラム(Zorbax GS-450)を使用し、反応過程に従う。生成物１３(図６に
図示しない)の最終溶液を凍結乾燥し、冷凍庫で保管する。
【００６８】
実施例１０
化合物１４：ハイブリッド１３からの可逆性ＰＥＧの選択的除去-永久的に変性したアス
パラギナーゼ１４の生成の証明
１００ｍｇのハイブリッドリンカー変性アスパラギナーセ１３を、ｐＨ７．８のリン酸バ
ッファー３０ｍＬに溶解し、３０℃で一晩攪拌する。この溶液を３０ｍＬの滅菌水で希釈
し、５００００ダルトンの分子量カットオフを有するCentriprep濃縮器(Amicon)でダイア
フィルトレーションし、可逆的ＰＥＧリンカー７からの共役体の選択的開裂により形成さ
れる遊離ＰＥＧを除去する。この溶液は、ここで、ＳＳ-ＰＥＧ共役アスパラギナーセ１
４のみを含有している。よって可逆的リンカーは加水分解され、比較的永久的にアスパラ
ギナーゼに結合したＰＥＧのみが残る。
【００６９】
この出願において述べた種々の刊行物、特許、特許出願及び公開出願は、出典明示により
ここに取り込まれる。
本発明の好ましい実施態様であると信じられるものを記載したが、本発明の精神から逸脱
しなければ変更又は修正をしてもよいことは、当業者であれば理解するであろう。本発明
の真の範囲に入る全てのこのような変更及び修正を請求することが意図されている。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明の二重プロドラッグの調製方法を概略的に図示するものである。
【図２】　本発明の二重プロドラッグの調製方法を概略的に図示するものである。
【図３】　本発明の二重プロドラッグの調製方法を概略的に図示するものである。
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【図４】　本発明の二重プロドラッグの調製方法を概略的に図示するものである。
【図５】　実施例１ないし６に関連する反応図を図示している。
【図６】　実施例７及び８に係る反応図を図示している。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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