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(57)【要約】
　本発明は、フレキシブルリンカーを介して連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーと標的
タンパク質結合パートナーを含む二機能性分子を提供する。本発明による二機能性分子は
ＵｃｈＬ５と標的タンパク質に結合し、それにより、標的タンパク質結合パートナーに結
合した標的タンパク質の分解を促進する。本発明は又、疾患を予防又は治療するための二
機能性分子の使用も提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的タンパク質結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーを含む二機能性
分子。
【請求項２】
　前記ＵｃｈＬ５結合パートナーが少なくとも１０ｎＭの親和性でＵｃｈＬ５に結合する
、請求項１に記載の二機能性分子。
【請求項３】
　前記ＵｃｈＬ５結合パートナーが１μＭ未満のＫｄでＵｃｈＬ５に結合する、請求項１
に記載の二機能性分子。
【請求項４】
　前記ＵｃｈＬ５結合パートナーが表１に示されるＵｃｈＬ５結合分子の群から選択され
る、請求項１に記載の二機能性分子。
【請求項５】
　前記標的タンパク質結合パートナーがキナーゼ阻害剤、ホスファターゼ阻害剤、ＢＥＴ
ブロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物、ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤、熱ショ
ックタンパク質９０阻害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ阻害
剤及び抗体からなる群から選択される、請求項１に記載の二機能性分子。
【請求項６】
　前記リンカーがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リンカー、アル
キル－エーテルリンカー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカーである、請求項１に記載の
二機能性分子。
【請求項７】
　前記ＵｃｈＬ５結合パートナーが式Ｉにより表され、
【化１】

・Ｒ1は、
【化２】

又はヘテロ置換芳香環であり、ここで、Ｙ＝



(3) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

30

【化３】

ｎ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｍ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｐ＝０、
１、２、３、４、５、６、７、８
Ｌは、タンパク質結合剤に連結したリンカーである、
・Ｒ2は、－Ｈ、ＣＨ3、（ＣＨ2）ｎＣＨ3；（ＣＨ2）ｎＯＣＨ3、ここで、ｎ＝１、２、
３、及び４、並びに
【化４】

ここで、Ｙ＝－Ｍｅ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨＦ2、－ＣＨ2Ｆ、
－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2、－ＮＨＭｅ
、－ＮＭｅ2、ＮＯ2、ＣＨＯ及び上記の例
から選択され、
・Ｒ3は、
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【化５】

ここで、Ｘ及びＺ＝－Ｈ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨ2Ｆ、－ＣＨＦ

2、－ＣＨ3、－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2

、－ＮＨＭｅ、－ＮＭｅ2、－ＮＯ2、－ＣＨＯ及びｎ＝１、２、３、４
から選択される、請求項１に記載の二機能性分子。
【請求項８】
　前記ＵｃｈＬ５結合パートナーが
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【化６】
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からなる群から選択される、請求項１に記載の二機能性分子。
【請求項９】
　式（Ｉ）：
Ｕ５Ｌ－（ＣＬ）－ＴＰＬ　　　（Ｉ）
で示され、
　式中、－は、共有結合を指し；
　Ｕ５Ｌは、ＵｃｈＬ５と結合するリガンドであり、
　ＣＬは、共有結合リンカーであり、
　ＴＰＬは、標的タンパク質に結合するリガンドである、
化合物。
【請求項１０】
　Ｕ５Ｌが表１に示されるＵｃｈＬ５リガンドの群から選択される、請求項９に記載の化
合物。
【請求項１１】
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　前記Ｕ５Ｌが少なくとも１０ｎＭの親和性でＵｃｈＬ５に結合する、請求項１５に記載
の化合物。
【請求項１２】
　前記Ｕ５Ｌが１μＭ未満のＫｄでＵｃｈＬ５に結合する、請求項９に記載の化合物。
【請求項１３】
　ＴＰＬがキナーゼ阻害剤、ホスファターゼ阻害剤、ＢＥＴブロモドメイン含有タンパク
質に結合する化合物、ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤、熱ショックタンパク質９０阻害剤、Ｈ
ＤＡＣ阻害剤、又はヒトリシンメチルトランスフェラーゼ阻害剤のうち１つである、請求
項９に記載の化合物。
【請求項１４】
　ＣＬがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リンカー、アルキル－エ
ーテルリンカー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカーである、請求項９に記載の化合物。
【請求項１５】
　式（ＩＩ）：
Ｕ５Ｌ－Ａ－（ＣＬ）－Ｂ－ＴＰＬ　　　（ＩＩ）
で示され、
　式中、－は、共有結合を指し、
　Ｕ５Ｌは、ＵｃｈＬ５と結合するリガンドであり、
　ＣＬは、異なる第１の末端Ａと第２の末端Ｂを有する共有結合リンカーであり、ここで
、Ａ及びＢは独立に、アミド、オキシム、ケト、炭素、エーテル、エステル、又はカルバ
マートであり、
　ＴＰＬは、標的タンパク質に結合するリガンドであり、且つ
　Ｕ５ＬはＡに共有結合的に連結され、且つＴＰＬはＢに共有結合的に連結されている、
化合物。
【請求項１６】
　ＴＰＬがキナーゼ阻害剤、ホスファターゼ阻害剤、ＢＥＴブロモドメイン含有タンパク
質に結合する化合物、ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤、熱ショックタンパク質９０阻害剤、Ｈ
ＤＡＣ阻害剤、又はヒトリシンメチルトランスフェラーゼ阻害剤のうち１つである、請求
項１５に記載の化合物。
【請求項１７】
　式：
Ｕ５Ｌ－（ＣＬ）－Ｒｘ　　　（ＩＩＩ）
で示され、
　式中、－は、共有結合を指し、
　Ｕ５Ｌは、ＵｃｈＬ５と結合するリガンドであり、
　ＣＬは、Ｒｘで終わる共有結合リンカーであり、
　Ｒｘは、リガンドと共有結合的化学結合を形成することができ、且つ
　Ｒｘは、ＰＥＧでない、
化合物。
【請求項１８】
　前記Ｕ５Ｌが少なくとも１０ｎＭの親和性でＵｃｈＬ５に結合する、請求項１５又は１
７に記載の化合物。
【請求項１９】
　前記Ｕ５Ｌが１μＭ未満のＫｄでＵｃｈＬ５に結合する、請求項１５又は１７に記載の
化合物。
【請求項２０】
　前記Ｕ５Ｌが表１に示されるＵｃｈＬ５リガンドの群から選択される、請求項１５又は
１７に記載の化合物。
【請求項２１】
　前記リンカーがポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リンカー又は複
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合ＰＥＧ、アルキルリンカーである、請求項１５又は１７に記載の化合物。
【請求項２２】
　前記リンカーがオキシムである第１の末端を有する、請求項１５又は１７に記載の化合
物。
【請求項２３】
　前記リンカーがアミンである第２の末端を有する、請求項１５又は１７に記載の化合物
。
【請求項２４】
　前記Ｕ５Ｌが式Ｉにより表され、
【化７】

・Ｒ1は、
【化８】

又はヘテロ置換芳香環であり、ここで、Ｙ＝

【化９】

ｎ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｍ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｐ＝０、
１、２、３、４、５、６、７、８、
Ｌは、タンパク質結合剤に連結したリンカーである、
・Ｒ2は、－Ｈ、ＣＨ3、（ＣＨ2）ｎＣＨ3；（ＣＨ2）ｎＯＣＨ3、ここで、ｎ＝１、２、
３、及び４、並びに
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【化１０】

Ｙ＝－Ｍｅ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨＦ2、－ＣＨ2Ｆ、－ＣＮ、
－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2、－ＮＨＭｅ、－ＮＭ
ｅ2、ＮＯ2、ＣＨＯ及び上記の例
から選択され、
・Ｒ3は、

【化１１】

ここで、Ｘ及びＺ＝－Ｈ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨ2Ｆ、－ＣＨＦ

2、－ＣＨ3、－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2

、－ＮＨＭｅ、－ＮＭｅ2、－ＮＯ2、－ＣＨＯ及びｎ＝１、２、３、４、
から選択される、請求項９又は請求項１５又は請求項１７に記載の化合物。
【請求項２５】
　前記Ｕ５Ｌが
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からなる群から選択される、請求項９又は請求項１５又は請求項１７に記載の化合物。
【請求項２６】
　細胞において標的タンパク質のタンパク質分解の増大を得る方法であって、前記細胞を
請求項１～２５のいずれか一項に記載の二機能性分子と接触させることを含む、方法。
【請求項２７】
　対象において標的タンパク質のタンパク質分解の増大を得る方法であって、前記対象に
請求項１～２５のいずれか一項に記載の二機能性分子を投与することを含む、方法。
【請求項２８】
　２つの共有結合的に連結された結合パートナーを含み、第１の結合パートナーがＵｃｈ
Ｌ５に結合し、第２の結合パートナーが選択された標的タンパク質に結合する二機能性分
子を提供する方法であって、前記第１の結合パートナーと前記第２の結合パートナーを準
備すること、及び前記第１の結合パートナーと前記第２の結合パートナーを共有結合的に
連結することを含む、方法。
【請求項２９】
　標的タンパク質のタンパク質分解を促進する二機能性分子を選択する方法であって、
　ａ．第１の結合パートナー候補を準備すること、及び前記第１の結合パートナー候補が
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ＵｃｈＬ５に結合するかどうか判定することにより第１の結合パートナーを選択すること
；
　ｂ．第２の結合パートナー候補を準備すること、及び前記第２の結合パートナー候補が
対象とする標的タンパク質に結合するかどうか判定することにより第２の結合パートナー
を選択すること；
　ｃ．前記第１の結合パートナーと第２の結合パートナーを共有結合的に付着させて二機
能性分子を形成すること；
　ｄ．細胞を前記二機能性分子と接触させること；
　ｅ．前記標的タンパク質がタンパク質分解を受けるかどうか判定すること
を含む、方法。
【請求項３０】
　標的タンパク質のタンパク質分解を促進し得る二機能性分子を選択する方法であって、
　（ａ）標的タンパク質結合パートナーに共有結合的に連結されたＵｃｈＬ５結合パート
ナーを含む二機能性分子を準備すること、
　（ｂ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又は哺乳動物において前記二機能性分子を細胞と接触させるこ
と、ここで、前記細胞はＵｃｈＬ５及び前記標的タンパク質を含み、接触は二機能性分子
とＵｃｈＬ５及び前記標的タンパク質との結合を可能とする、及び
　（ｃ）前記細胞において前記標的タンパク質のタンパク質分解を検出すること、ここで
、検出されるタンパク質分解は、接触させない場合の標的タンパク質のタンパク質分解よ
りも増大している、
を含む、方法。
【請求項３１】
　前記二機能性分子の不在下で標的タンパク質のタンパク質分解を測定する工程を含む、
請求項２９又は３０に記載の方法。
【請求項３２】
　ＵＣＨＬ５分子又はそのホモログを有する真核生物又は原核生物においてｉｎ　ｖｉｖ
ｏタンパク質分解を誘導する方法であって、前記ＵＣＨＬ５による脱ユビキチン化を阻害
することなく、前記真核生物又は原核生物に請求項１～２１のいずれか一項に記載の化合
物を投与することを含む、方法。
【請求項３３】
　前記ＵＣＨＬ５による脱ユビキチン化を阻害しない、請求項１～２５のいずれか一項に
記載の化合物を含む細胞、組織、又は器官培養培地。
【請求項３４】
　標的タンパク質を分解する方法であって、前記ＵＣＨＬ５による脱ユビキチン化を阻害
することなく、請求項１～２５のいずれか一項に記載の化合物で前記標的タンパク質の分
解を誘導する工程を含む、方法。
【請求項３５】
　請求項１～２５のいずれか一項に記載の化合物と薬学上許容される担体とを含む、医薬
組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞におけるタンパク質の選択的分解のための二機能性分子を対象とする。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質分解は、細胞の恒常性を維持する、高度に調節された不可欠なプロセスであ
る。損傷した、誤って折り畳まれた、又は過剰なタンパク質の選択的識別及び除去は、ユ
ビキチン－プロテアソーム経路（ＵＰＰ）によってその一部が達成される。ＵＰＰは、抗
原のプロセシング、アポトーシス、オルガネラの生合成、細胞周期、ＤＮＡ転写及び修復
、分化及び発生、免疫応答及び炎症、神経系及び筋肉の変性、神経網の形態形成、細胞表
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面受容体、イオンチャネル及び分泌経路の調整、ストレス及び細胞外モジュレーターに対
する応答、リボソーム生合成、及びウイルス感染を含む、ほとんど全ての細胞プロセスの
調節の中枢である。Ｅ３ユビキチンリガーゼによる、一般に末端のリシン残基への複数の
ユビキチン分子の共有結合が、プロテアソーム分解に向けたタンパク質のマークであり、
プロテアソーム分解でタンパク質は消化されて小ペプチドとなり、やがてはその構成アミ
ノ酸となり、新たなタンパク質の構成ブロックとして役立つ。プロテアソーム分解の欠陥
が、とりわけアルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋ジストロフィー、
心血管疾患、及び癌を含む様々な臨床的障害に関連付けられてきた。
【０００３】
　ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて種々のタンパク質のユビキチン化を促進する６００を超えるＥ
３ユビキチンリガーゼが存在する。Ｅ３リガーゼは、ＨＥＣＴドメイン型Ｅ３、Ｕボック
ス型Ｅ３、モノマーＲＩＮＧ　Ｅ３及びマルチサブユニットＣｕｌｌｉｎ－ＲＩＮＧ型Ｅ
３の４つのファミリーに分けることができる。Ｂｕｌａｎｏｖ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ　Ｊ．，　２０１５，　４６７：　３６５－３８６）、Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（
ＰＬＯＳ　Ｏｎｅ，　２００８，　３，　１４８７）、Ｂｅｒｎｄｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
　（Ｎａｔ．　Ｓｔｒｕｃｔ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　２０１４，　２１，　３０１
－３０７）、Ｄｅｓｈａｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．　（Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ
．，　２００９，　７８，　３９９－４３４）、Ｓｐｒａｔｔ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．　２０１４，　４５８，　４２１－４３７）、及びＷａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　
（Ｎａｔ．　Ｒｅｖ．　Ｃａｎｃｅｒ．，　２０１４，　１４，　２３３－３４７）参照
。
【０００４】
　タンパク質分解誘導キメラ（Ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｃｈｉｍ
ｅｒｉｃ）（ＰＲＯＴＡＣ）化合物は、リンカーにより連結された２つのリガンドから構
成され、一方のリガンドは標的タンパク質に結合するためのものであり、もう一方のリガ
ンドはＥ３ユビキチンリガーゼを動員するためのものである。従って、標的タンパク質は
Ｅ３リガーゼへと導かれ、ユビキチン化され、その後分解される（Ｏｔｔｉｓ，　Ｐ．　
＆　Ｃｒｅｗｓ，　Ｃ．　Ｍ．　Ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ－Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｃｈｉ
ｍｅｒａｓ：　Ｉｎｄｕｃｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ａｓ　ａ　
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｓｔｒａｔｅｇｙ．　ＡＣＳ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ　１２，　
８９２－８９８　（２０１７）参照）。
　国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１５／０２５８１３号明細書（Ａｒｖｉｎａｓ）、国際公開
第２０１６／１４６９８５号明細書（ダンディー大学）及び国際公開第２０１３／１０６
６４３号明細書（イェール大学他）は、内因性タンパク質を分解のためにＥ３ユビキチン
リガーゼへと動員することが意図されるイミドベースの及びヒドロキシプロリンベースの
ＰＲＯＴＡＣ二機能性化合物に関するものである。米国特許出願公開第２０１６／０１７
６９１６号明細書、国際公開第２０１７／０２４３１８号明細書、国際公開第２０１７／
０２４３１７号明細書、及び国際公開第２０１７／０２４３１９号明細書（全てダナ・フ
ァーバー癌研究所）も、標的タンパク質をユビキチン化し、それを分解に向かわせること
が知られるＥ３リガーゼリガンドを用いた標的タンパク質の分解に関するものである。
【０００５】
　２６Ｓプロテアソームは、細胞質タンパク質及び核タンパク質の両方の分解に関与する
大きなマルチサブユニット複合体である。このプロテアソームは、少なくとも３２の異な
るサブユニットから構成される。タンパク質分解活性部位を含有する中央の２０Ｓコアシ
リンダー粒子の一端又は両端に１９Ｓ調節粒子のキャップが付いている。分解チャンバー
には、コア粒子の中心に走るチャネルによって到達し得る。プロテアソーム阻害剤ベルケ
ード（登録商標）は、多発性骨髄腫の治療に関してＦＤＡ承認を受けた薬物であり、２０
Ｓ内の中心触媒腔を標的とする。このチャネルへの入り口は狭く、従って、折り畳まれた
タンパク質は少なくとも部分的に折り畳みが解除されなければならず、その後、２０Ｓコ
ア粒子を通り抜け、切断され、最終的に分解され得る。１９Ｓ調節粒子は、一方は「蓋」
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と呼ばれ、もう一方は「底」と呼ばれる２つのサブ複合体に構成される少なくとも１９の
サブユニットから構成される。調節粒子は、その機能をエネルギー的に補助するためにＡ
ＴＰの加水分解を触媒するアデノシン三リン酸分解酵素サブユニットを含有する。これら
には、分解チャネルへの入り口の開閉、基質認識の媒介、ユビキチン鎖のタンパク質分解
切断（ユビキチン化タンパク質の認識後にユビキチンが再利用されるように）、折り畳み
解除、及び最終的には、２０Ｓコア粒子への移行が含まれる。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、細胞において選択された標的タンパク質の分解を促進する二機能性分子を提
供する。
　一実施形態では、本発明は、標的タンパク質結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結
合パートナーを含む二機能性分子を含む。
【０００７】
　好ましくは、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、少なくとも１０ｎＭの親和性でＵｃｈＬ５
に結合する。好ましくは、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、１μＭ未満のＫｄでＵｃｈＬ５
に結合する。ＵｃｈＬ５結合パートナーは、表１に示されるＵｃｈＬ５結合分子の群から
選択され得る。好ましくは、標的タンパク質結合パートナーは、キナーゼ阻害剤、ホスフ
ァターゼ阻害剤、ＢＥＴブロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物、ＨＤＭ２／
ＭＤＭ２阻害剤、熱ショックタンパク質９０阻害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、ヒトリシンメチル
トランスフェラーゼ阻害剤及び抗体からなる群から選択され得る。他の好ましい実施形態
では、リンカーは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リンカー、ア
ルキル－エーテル（ａｋｙｌ－ｅｔｈｅｒ）リンカー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカ
ーであり得る。ＵｃｈＬ５結合パートナーが式Ｉにより表される請求項１に記載の二機能
性分子
【化１】

・Ｒ1は
【化２】

又はヘテロ置換芳香環であり、ここで、Ｙ＝
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【化３】

ｎ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｍ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｐ＝０、
１、２、３、４、５、６、７、８、Ｌは、タンパク質結合剤に連結したリンカーである、
Ｒ2は、－Ｈ、ＣＨ3、（ＣＨ2）ｎＣＨ3；（ＣＨ2）ｎＯＣＨ3から選択され、ｎ＝１、２
、３、及び４、並びに
【化４】

ここで、Ｙ＝－Ｍｅ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨＦ2、－ＣＨ2Ｆ、
－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2、－ＮＨＭｅ
、－ＮＭｅ2、ＮＯ2、ＣＨＯ及び上記の例
から選択され、
・Ｒ3は、
【化５】
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ここで、Ｘ及びＺ＝－Ｈ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨ2Ｆ、－ＣＨＦ

2、－ＣＨ3、－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2

、－ＮＨＭｅ、－ＮＭｅ2、－ＮＯ2、－ＣＨＯ及びｎ＝１、２、３、４
から選択される。
【０００８】
　他の好ましい実施形態では、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、



(17) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

30

40

【化６】



(18) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

30

40

50

から選択され得る。
【０００９】
　本発明は又、式（Ｉ）：
Ｕ５Ｌ－（ＣＬ）－ＴＰＬ　　　（Ｉ）
で示され、
　式中、－は、共有結合を指し；
　Ｕ５Ｌは、ＵｃｈＬ５と結合するリガンドであり、
　ＣＬは、共有結合リンカーであり、
　ＴＰＬは、標的タンパク質に結合するリガンドである、
化合物も包含する。
　Ｕ５Ｌは、表１に示されるＵｃｈＬ５リガンドの群から選択され得る。好ましくは、Ｕ
ｃｈＬ５リガンドは、少なくとも１０ｎＭの親和性でＵｃｈＬ５に結合する。好ましくは
、ＵｃｈＬ５リガンドは、１μＭ未満のＫｄでＵｃｈＬ５に結合する。ＵｃｈＬ５リガン
ドは、表１に示されるＵｃｈＬ５結合分子の群から選択される。
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　好ましくは、標的タンパク質リガンドは、キナーゼ阻害剤、ホスファターゼ阻害剤、Ｂ
ＥＴブロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物、ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤、熱
ショックタンパク質９０阻害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ
阻害剤及び抗体からなる群から選択され得る。他の好ましい実施形態では、リンカーは、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リンカー、アルキル－エーテル（
ａｋｙｌ－ｅｔｈｅｒ）リンカー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカーであり得る。
【００１０】
　本発明は又、式（ＩＩ）：
Ｕ５Ｌ－Ａ－（ＣＬ）－Ｂ－ＴＰＬ　　　（ＩＩ）
で示され、
　式中、－は、共有結合を指し、
　Ｕ５Ｌは、ＵｃｈＬ５と結合するリガンドであり、
　ＣＬは、異なる第１の末端Ａと第２の末端Ｂを有する共有結合リンカーであり、ここで
、Ａ及びＢは独立に、アミド、オキシム、ケト、炭素、エーテル、エステル、又はカルバ
マートであり、
　ＴＰＬは、標的タンパク質に結合するリガンドであり、且つ
　Ｕ５ＬはＡに共有結合的に連結され、且つＴＰＬはＢに共有結合的に連結されている、
化合物も包含する。
　好ましくは、標的タンパク質リガンドは、キナーゼ阻害剤、ホスファターゼ阻害剤、Ｂ
ＥＴブロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物、ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤、熱
ショックタンパク質９０阻害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ
阻害剤及び抗体からなる群から選択され得る。他の好ましい実施形態では、リンカーは、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リンカー、アルキル－エーテル（
ａｋｙｌ－ｅｔｈｅｒ）リンカー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカーであ得る、
【００１１】
　本発明は又、式：
Ｕ５Ｌ－（ＣＬ）－Ｒｘ　　　（ＩＩＩ）
で示され、
　式中、－は、共有結合を指し、
　Ｕ５Ｌは、ＵｃｈＬ５と結合するリガンドであり、
　ＣＬは、Ｒｘで終わる共有結合リンカーであり、
　Ｒｘは、リガンドと共有結合的化学結合を形成することができ、且つ
　Ｒｘは、ＰＥＧでない、
化合物も包含する。
　好ましくは、Ｕ５Ｌは、表１に示されるＵｃｈＬ５リガンドの群から選択され得る。好
ましくは、ＵｃｈＬ５リガンドは、少なくとも１０ｎＭの親和性でＵｃｈＬ５に結合する
。好ましくは、ＵｃｈＬ５リガンドは、１μＭ未満のＫｄでＵｃｈＬ５に結合する。Ｕｃ
ｈＬ５リガンドは、表１に示されるＵｃｈＬ５結合分子の群から選択され得る。
【００１２】
　好ましくは、標的タンパク質リガンドは、キナーゼ阻害剤、ホスファターゼ阻害剤、Ｂ
ＥＴブロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物、ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤、熱
ショックタンパク質９０阻害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ
阻害剤及び抗体からなる群から選択され得る。他の好ましい実施形態では、リンカーは、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リンカー、アルキル－エーテル（
ａｋｙｌ－ｅｔｈｅｒ）リンカー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカーであり得る。好ま
しくは、リンカーオキシムである第１の末端を有する。好ましくは（Ｐｅｆｅｒａｂｌｙ
）、リンカーは、アミンである第２の末端を有する。
【００１３】
　好ましくは、Ｕ５Ｌは、式Ｉにより表され、
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【化７】

・Ｒ1は、

【化８】

又はヘテロ置換芳香環であり、ここで、Ｙ＝
【化９】

ｎ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｍ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｐ＝０、
１、２、３、４、５、６、７、８
Ｌは、タンパク質結合剤に連結したリンカーである、
　Ｒ2は、－Ｈ、ＣＨ3、（ＣＨ2）ｎＣＨ3；（ＣＨ2）ｎＯＣＨ3、ここで、ｎ＝１、２、
３、及び４、並びに

【化１０】

ここで、Ｙ＝－Ｍｅ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨＦ2、－ＣＨ2Ｆ、
－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2、－ＮＨＭｅ
、－ＮＭｅ2、ＮＯ2、ＣＨＯ及び上記の例
から選択される。
　Ｒ3は、



(21) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

【化１１】

から選択され、
　Ｘ及びＺ＝－Ｈ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨ2Ｆ、－ＣＨＦ2、－
ＣＨ3、－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2、－
ＮＨＭｅ、－ＮＭｅ2、－ＮＯ2、－ＣＨＯ及びｎ＝１、２、３、４である。Ｕ５Ｌが以下
からなる群から選択される上記化合物
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【００１４】
　本発明は又、細胞において標的タンパク質のタンパク質分解の増大を得る方法であって
、前記細胞を前述の化合物のいずれかによる二機能性分子と接触させることを含む方法も
包含する。
　本発明は又、対象において標的タンパク質のタンパク質分解の増大を得る方法であって
、前記対象を前述の化合物のいずれかによる二機能性分子を投与することを含む方法も包
含する。
　本発明は又、２つの共有結合的に連結された結合パートナーを含み、第１の結合パート
ナーがＵｃｈＬ５に結合し、第２の結合パートナーが選択された標的タンパク質に結合す
る二機能性分子を提供する方法であって、第１の結合パートナー及び第２の結合パートナ
ーを準備すること、及び前記第１の結合パートナーと前記第２の結合パートナーを共有結
合的に連結することを含む方法も包含する。
【００１５】
　本発明は又、標的タンパク質のタンパク質分解を促進する二機能性分子を選択する方法
であって、
　ａ．第１の結合パートナー候補を準備すること、及び前記第１の結合パートナー候補が



(24) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

30

40

ＵｃｈＬ５に結合するかどうか判定することにより第１の結合パートナーを選択すること
；
　ｂ．第２の結合パートナー候補を準備すること、及び前記第２の結合パートナー候補が
対象とする標的タンパク質に結合するかどうか判定することにより第２の結合パートナー
を選択すること；
　ｃ．前記第１の結合パートナーと第２の結合パートナーを共有結合的に付着させて二機
能性分子を形成すること；
　ｄ．細胞を前記二機能性分子と接触させること；
　ｅ．前記標的タンパク質がタンパク質分解を受けるかどうか判定すること
を含む方法も包含する。
【００１６】
　本発明は又、標的タンパク質のタンパク質分解を促進できる二機能性分子を選択する方
法であって、
　（ａ）標的タンパク質結合パートナーに共有結合的に連結されたＵｃｈＬ５結合パート
ナーを含む二機能性分子を準備すること、
　（ｂ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又は哺乳動物において前記二機能性分子を細胞と接触させるこ
と、ここで、前記細胞はＵｃｈＬ５及び前記標的タンパク質を含み、接触は二機能性分子
とＵｃｈＬ５及び前記標的タンパク質との結合を可能とする、及び
　（ｃ）前記細胞において前記標的タンパク質のタンパク質分解を検出すること、ここで
、検出されるタンパク質分解は、接触させない場合の標的タンパク質のタンパク質分解よ
りも増大している、
を含む方法も包含する。
【００１７】
　本発明は又、前記二機能性分子の不在下で標的タンパク質のタンパク質分解を測定する
工程を含む、前述の方法のいずれかを包含する。
　本発明は又、ＵＣＨＬ５分子又はそのホモログを有する真核生物又は原核生物において
ｉｎ　ｖｉｖｏタンパク質分解を誘導する方法であって、前記ＵＣＨＬ５による脱ユビキ
チン化を阻害することなく、前記真核生物又は原核生物に本明細書で示されるような化合
物を投与することを含む方法も包含する。
　本発明は又、前記ＵＣＨＬ５による脱ユビキチン化を阻害しない、前述の化合物のいず
れかによる化合物を含む細胞、組織、又は器官培養培地も包含する。
　本発明は又、標的タンパク質を分解する方法であって、前記ＵＣＨＬ５による脱ユビキ
チン化を阻害することなく、前述の化合物のいずれかによる化合物で前記標的タンパク質
の分解を誘導する工程を含む方法も包含する。
　本発明は又、前述の化合物のいずれかによる化合物と薬学上許容される担体とを含む医
薬組成物も包含する。
【００１８】
　好ましくは、二機能性分子は、ＵｃｈＬ５結合パートナー－リンカー－Ｒとして表され
、ここで、リンカーは、－［（ＣＨ2）ｎ－（Ｖ）ｍ－（Ｚ）ｐ－（ＣＨ2）ｑ］ｙである
。
　式中、ｎ、ｍ、ｐ、ｑ及びｙ＝０、１、２、３、４、５、６、７、８
　Ｖ＝Ｏ、Ｓ、ＮＲ1、ＣＯ、ＣＯＮＲ1、ＣＣ、ＣＨ＝ＣＨ、ここで、Ｒ1＝Ｈ、アルキ
ル、アリール又はヘテロアリール
　Ｚ＝シクロアルキル、アリール、ヘテロアリール
【００１９】
　好ましくは、ＵｃｈＬ５結合パートナー（Ｕ５Ｌ）は、式Ｉにより表される。いくつか
の実施形態では、リンカーは、Ｒ1の位置でＵｃｈＬ５結合パートナーに連結されている
。
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【化１３】

・Ｒ1は、

【化１４】

又はヘテロ置換芳香環であり、ここで、Ｙ＝
【化１５】

ｎ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｍ＝１、２、３、４、５、６、７、８；ｐ＝０、
１、２、３、４、５、６、７、８
　Ｌは、タンパク質結合剤に連結したリンカーである、
・Ｒ2は、－Ｈ、ＣＨ3、（ＣＨ2）ｎＣＨ3；（ＣＨ2）ｎＯＣＨ3から選択され、ここで、
ｎ＝１、２、３、及び４、並びに

【化１６】

ここで、Ｙ＝－Ｍｅ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨＦ2、－ＣＨ2Ｆ、
－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2、－ＮＨＭｅ
、－ＮＭｅ2、ＮＯ2、ＣＨＯ及び上記の例
から選択され、
・Ｒ3は、
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【化１７】

ここで、Ｘ及びＺ＝－Ｈ、－Ｆ、－Ｃｌ、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＦ3、－ＣＨ2Ｆ、－ＣＨＦ

2、－ＣＨ3、－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2

、－ＮＨＭｅ、－ＮＭｅ2、－ＮＯ2、－ＣＨＯ
且つ、ｎ＝１、２、３、４
から選択される。
【００２０】
　好ましくは、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、以下からなる群から選択される。
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【化１８】
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【００２１】
　いくつかの実施形態では、二機能性分子は、

【化１９】

であり、
　ここで、Ｘ及びＹは、優先的には、－Ｆ、－Ｃｌ、－ＮＯ2、－ＣＦ3、ＣＮ及びＨであ
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るが、－Ｂｒ、－Ｉ、－ＣＨＦ2、－ＣＨ2Ｆ、－ＣＮ、－ＯＨ、－ＯＭｅ、－ＳＭｅ、－
ＳＯＭｅ、－ＳＯ2Ｍｅ、－ＮＨ2、－ＮＨＭｅ、－ＮＭｅ2、ＣＨＯ、ＯＭｅからなる群
から選択することもできる。
【００２２】
　好ましくは、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、標的タンパク質結合パートナーに共有結合
的に結合されない場合には、１０ｎＭ～１０μＭの範囲の親和性でＵｃｈＬ５に結合する
。より好ましくは、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、標的タンパク質結合パートナーに共有
結合的に結合されない場合には、少なくとも１０ｎＭの親和性でＵｃｈＬ５に結合する。
　好ましくはＵｃｈＬ５結合パートナーは、標的タンパク質結合パートナーに共有結合的
に結合されない場合には、１ｎＭ～１μＭの範囲の解離定数（Ｋｄ）でＵｃｈＬ５に結合
する。より好ましくは、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、標的タンパク質結合パートナーに
共有結合的に結合されない場合には、１μＭ未満のＫｄでＵｃｈＬ５に結合する。
　ＵｃｈＬ５結合パートナーは、表１に示されるＵｃｈＬ５結合分子の群から選択され得
る。
【００２３】
　標的タンパク質結合パートナーは、キナーゼ阻害剤、ホスファターゼ阻害剤、ＢＥＴブ
ロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物、ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤、熱ショッ
クタンパク質９０阻害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ阻害剤
及び抗体からなる群から選択され得る。
　二機能性分子は、標的タンパク質のタンパク質分解を促進する。
　好ましくは、リンカーは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リン
カー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカーである。好ましくは、リンカーは、オキシムで
ある第１の末端を有し、且つ／又はリンカーは、アミンである第２の末端を有する。リン
カーは、２～１２回のＰＥＧリピートを含んでよく、且つ／又は２～１２回の（ＣＨ2）
ｎリピートを含んでよい。
【００２４】
　本発明は又、リンカーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーを含む結合分子を含み、
このリンカーは、第２の結合パートナーに連結することができる。
　この結合分子において、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、１０ｎＭ～１０μＭの範囲の親
和性でＵｃｈＬ５に結合し得る。ＵｃｈＬ５結合パートナーは、少なくとも１０ｎＭの親
和性でＵｃｈＬ５に結合し得る。
　この結合分子において、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、１ｎＭ～１μＭの範囲の解離定
数（Ｋｄ）でＵｃｈＬ５に結合し得る。ＵｃｈＬ５結合パートナーは、１μＭ未満のＫｄ
でＵｃｈＬ５に結合し得る。
　ＵｃｈＬ５結合パートナーは、表１に示されるＵｃｈＬ５結合分子の群から選択され得
る。
　好ましくは、リンカーは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー、炭化水素リン
カー、又は複合ＰＥＧ、アルキルリンカーである。好ましくは、リンカーは、オキシムで
ある第１の末端を有し、且つ／又はリンカーは、アミンである第２の末端を有する。リン
カーは、２～１２回のＰＥＧリピートを含んでよく、且つ／又は２～１２回の（ＣＨ2）
ｎリピートを含んでよい。
【００２５】
　本発明は又、細胞において標的タンパク質のタンパク質分解の増大を得る方法であって
、前記細胞を、標的タンパク質結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーを
含む二機能性分子と接触させることを含む方法も含む。
　本発明の方法は又、対象において標的タンパク質のタンパク質分解の増大を得る方法で
あって、前記対象に標的タンパク質結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナ
ーを含む二機能性分子を投与することによる方法を含む。
　本発明は又、２つの共有結合的に連結された結合パートナーを含み、第１の結合パート
ナーがＵｃｈＬ５に結合し、第２の結合パートナーが選択された標的タンパク質に結合す
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る二機能性分子を提供する方法であって、前記第１の結合パートナーと前記第２の結合パ
ートナーを準備すること、及び前記第１の結合パートナーと前記第２の結合パートナーを
共有結合的に連結することを含む方法も含む。
【００２６】
　本発明は又、標的タンパク質のタンパク質分解を促進する二機能性分子を選択する方法
であって、
　ａ．第１の結合パートナー候補を準備すること、及び前記第１の結合パートナー候補が
ＵｃｈＬ５に結合するかどうか判定することにより第１の結合パートナーを選択すること
；
　ｂ．第２の結合パートナー候補を準備すること、及び前記第２の結合パートナー候補が
対象とする標的タンパク質に結合するかどうか判定することにより第２の結合パートナー
を選択すること；
　ｃ．前記第１の結合パートナーと第２の結合パートナーを共有結合的に付着させて二機
能性分子を形成すること；
　ｄ．細胞を前記二機能性分子と接触させること；
　ｅ．前記標的タンパク質がタンパク質分解を受けるかどうか判定すること
を含む方法も含む。
【００２７】
　本発明の方法は又、標的タンパク質のタンパク質分解を促進し得る二機能性分子を選択
する方法であって、
　（ａ）標的タンパク質結合パートナーに共有結合的に連結されたＵｃｈＬ５結合パート
ナーを含む二機能性分子を準備すること、
　（ｂ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又は哺乳動物において前記二機能性分子を細胞と接触させるこ
と、ここで、前記細胞はＵｃｈＬ５及び前記標的タンパク質を含み、接触は二機能性分子
とＵｃｈＬ５及び前記標的タンパク質との結合を可能とする、及び
　（ｃ）前記細胞において前記標的タンパク質のタンパク質分解を検出すること、ここで
、検出されるタンパク質分解は、工程（ｂ）のような接触を行わない場合の標的タンパク
質のタンパク質分解よりも増大している、
を含む方法も含む。
【００２８】
　この方法は又、二機能性分子の不在下で標的タンパク質のタンパク質分解を測定する工
程も含み得る。
　本発明は又、二機能性分子のライブラリーを含み、このライブラリーは複数の二機能性
分子を含み、この複数の二機能性分子は、選択された標的タンパク質結合パートナーに共
有結合的に連結された複数のＵｃｈＬ５結合パートナーを含む。従って、標的タンパク質
結合パートナーは予め選択され、ＵｃｈＬ５結合パートナーは、事前に決定されない。こ
のライブラリーは、二機能性分子のＵｃｈＬ５結合パートナー候補の標的タンパク質分解
促進活性を決定するために使用することができる。
　本発明は又、二機能性分子のライブラリーを含み、このライブラリーは複数の二機能性
分子を含み、この複数の二機能性分子は、複数の標的タンパク質結合要素及び選択された
ＵｃｈＬ５結合パートナーを含む。従って、ＵｃｈＬ５結合パートナーは予め選択され、
標的タンパク質は、事前に決定されない。このライブラリーは、標的タンパク質分解を促
進するための推定標的タンパク質結合パートナーの活性及び標的タンパク質の結合剤とし
てのその価値を決定するために使用することができる。
【００２９】
　本発明は又、標的タンパク質のタンパク質分解を促進する二機能性分子を特定するため
に、二機能性分子候補のライブラリーをスクリーニングする方法も提供する。この方法は
、細胞をライブラリー由来の二機能性分子のプールとともにインキュベートすること；前
記細胞において標的タンパク質の量をモニタリングすること；前記細胞において標的タン
パク質の量に低下をもたらす二機能性分子のサブプールを特定すること；前記細胞を特定
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されたサブプール由来の二機能性分子とともにインキュベートすること；前記細胞におい
て標的タンパク質の量をモニタリングすること；及び前記細胞において標的タンパク質の
量に低下をもたらす二機能性分子を特定することを含む。
　これらの及び付加的な本発明の組成物及び方法は、以下の詳細な説明及び特許請求の範
囲に示される。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】図１は、ＨＥＫ２９３細胞を１μＭの化合物で６時間処理した後の、Ｂｒｄ２、
Ｂｒｄ３及びＢｒｄ４の免疫ブロット分析を示す。ＭＺ１を陽性対照として使用した。各
レーンの下に報告される値は、平均０．１％ＤＭＳＯ対照と比較したＢＥＴの存在量を示
す。
【図２】図２は、ＨＥＫ２９３細胞を１μＭの０５ＩＢ６（活性型）又は０５ＩＢ１１（
陰性対照）で６時間処理した後のＢｒｄ４及びチューブリンの免疫ブロット分析を示す（
３回の生物学的反復）。
【図３】図３は、ＨＥＫ２９３細胞を漸増濃度の０５ＩＢ１、０５ＩＢ２又は０５ＩＢ３
で６時間処理した後のＢｒｄ２、Ｂｒｄ３及びＢｒｄ４タンパク質レベルの免疫ブロット
分析を示す。バンド強度をチューブリン負荷対照に対して正規化し、平均０．１％ＤＭＳ
Ｏビヒクル強度に対する％として報告し、各点は２回の独立した実験（ｎ＝２）の平均±
ＳＥＭを表す。
【図４】図４は、ＨＥＫ２９３細胞を種々の時間、０５ＩＢ１、０５ＩＢ２又は０５ＩＢ
３で１μＭ処理した後のＢｒｄ２、Ｂｒｄ３及びＢｒｄ４タンパク質レベルの免疫ブロッ
ト分析を示す。バンド強度をチューブリン負荷対照に対して正規化し、平均０．１％ＤＭ
ＳＯビヒクル強度に対する％として報告し、各点は２回の独立した実験（ｎ＝２）の平均
±ＳＥＭを表す。
【図５】図５は、１０μＭボルテゾミブの存在下及び不在下で、ＨＥＫ２９３細胞を１μ
Ｍの０５ＩＢ６又はＭＺ１１で６時間処理した後のＢｒｄ４タンパク質レベルの代表的免
疫ブロットを示す。
【図６】図６は、Ｋ５６２細胞を１μＭの化合物で２４時間処理した後のＡＢＬ２の免疫
ブロット分析を示す。ＤＡＳ－６－２－２－６－ＣＲＢＮ（ＰＲＯＴＡＣ；ｄｏｉ：１０
．１００２／ａｎｉｅ．２０１５０７６３４）を陽性対照として使用した。デグラシン、
イマチニブ及びダサチニブ弾頭も並行して試験した。
【図７】図７は、Ｋ５６２細胞を漸増濃度の０５ＤＡ１又は０５ＤＡ６で２４時間処理し
た後のＡＢＬ２タンパク質レベルの代表的免疫ブロット分析を示す。バンド強度をβ－チ
ューブリン負荷対照に対して正規化し、平均０．１％ＤＭＳＯビヒクル強度に対する％と
して報告し、各点は２回の独立した実験（ｎ＝２）の平均±ＳＥＭを表す。
【図８】図８は、５μＭのデグラシン又は１μＭのＩ－ＢＥＴ７２６の存在下及び不在下
で、ＨＥＫ２９３細胞を０．１μＭの０５ＩＢ９又はＭＺ１で６時間処理した後のＢｒｄ
４タンパク質レベルの免疫ブロット分析を示す。
【図９Ａ－９Ｂ】図９Ａは、１０μＭのボルテゾミブ、５μＭのデグラシン又は１μＭの
Ｉ－ＢＥＴ７２６の存在下及び不在下で、ＨＡＰ１細胞を０．１μＭの０５ＩＢ９又はＭ
Ｚ１で６時間処理した後のＢｒｄ４タンパク質レベルの代表的免疫ブロット分析を示す。
バンド強度をβ－チューブリン負荷対照に対して正規化し、図９Ｂに平均０．１％ＤＭＳ
Ｏビヒクル強度に対する％として報告し、各バーは４回の独立した実験（ｎ＝４）の平均
±ＳＥＭを表す。
【図１０】図１０は、ＢＥＴ阻害剤Ｉ－ＢＥＴ７２６と比較した場合の、漸増濃度の０５
ＩＢ９で処理した後のＭＶ４－１１細胞におけるＢｒｄ２、Ｂｒｄ３、Ｂｒｄ４、ｃ－Ｍ
ＹＣ、総ＰＡＲＰ（ＰＡＲＰ）及び切断ＰＡＲＰ（Ｃ－ＰＡＲＰ）レベルの代表的免疫ブ
ロットを示す。０５ＩＢ１１を陰性対照として使用した。
【図１１】図１１は、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏアッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて
測定した場合の、１μＭのデグラシン系代表的化合物で４８時間処理した後のＭＶ４－１



(32) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

30

40

50

１細胞における抗増殖効果を示す。Ｉ－ＢＥＴ７２６及びデグラシン（ＤＥＧ）を並行し
て測定し、ＭＺ１及び０５ＩＢ１１をそれぞれ陽性対照及び陰性対照として使用した。
【図１２】図１２は、デグラシン系代表的化合物とのインキュベーション後のＵｃｈＬ５
触媒ドメインのＬＣ－ＭＳ分析を示す。デコンボリューションにより、非修飾タンパク質
（２６８５９Ｄａ）及び修飾タンパク質（２７９１５Ｄａ；予測値２７９１１Ｄａ）の両
方に相当するタンパク質質量が明らかになった。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
詳細な説明
　本発明は、ＵｃｈＬ５及び選択された標的タンパク質に同時に結合することができ、そ
れにより、タンパク質分解による標的タンパク質の分解を促進する二機能性分子を提供す
る。
　選択された標的タンパク質を、タンパク質分解を受けるようにプロテアソームへ動員す
ることに関する組成物及び方法を記載する。これは本発明によれば、ＵｃｈＬ５と選択さ
れた標的タンパク質の両方に結合する二機能性分子を用いて達成される。よって、本発明
は、標的タンパク質の結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーを含む、二
重の結合機能を有する分子を提供する。本発明は、プロテアソームによる選択された標的
タンパク質の分解を促進する。
【００３２】
定義：
　本明細書で使用する場合、「二機能性分子」は、各末端に官能基を有し、第１の官能基
はＵｃｈＬ５結合パートナーであり、第２の官能基は標的タンパク質結合パートナーであ
る。二機能性分子は、ＵｃｈＬ５と選択された標的タンパク質に同時に結合することがで
きる。
　用語「ユビキチン化」は、所与のタンパク質のユビキチン連結のプロセスを指し、それ
により、そのタンパク質はそのタンパク質への１以上のユビキチン分子の共有結合を受け
る（これは一般にそのタンパク質の表面リシン残基への、又はそのＮ末端へのユビキチン
の付着を介して起こる）。ユビキチン分子の共有結合は、プロテアソーム分解に向けるタ
ンパク質のマークであり、その結果、タンパク質は消化されて小ペプチドとなる。
　用語「ユビキチン非依存性分解」は、タンパク質分解の前に標的タンパク質のユビキチ
ン化を必要としない、選択された標的タンパク質のタンパク質分解を意味する。
　又、そうではないことが明示されない限り、２つ以上の工程又は行為を含む本明細書で
特許請求されるいずれの方法においても、その方法の工程又は行為の順序は、その方法の
工程又は行為が列挙されている順序に必ずしも限定されないことも理解されるべきである
。
【００３３】
　特許請求の範囲並びに上記の明細書において、「を含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、
「を含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「を備える（ｃａｒｒｙｉｎｇ）」、「を有する（
ｈａｖｉｎｇ）」、「を含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」、「包含する（ｉｎｖｏｌ
ｖｉｎｇ）」、「保持する（ｈｏｌｄｉｎｇ）」、「から構成される（ｃｏｍｐｏｓｅｄ
　ｏｆ）」などのような全ての移行句は、オープンエンドである、すなわち、限定される
ものではないが含むことを意味すると理解されるべきである。米国特許審査便覧第２１１
１．０３節に示されているように移行句「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」及
び「から本質的になる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」のみ
がそれぞれクローズド又はセミクローズドの移行句であるものとする。
　用語「併用投与」及び「併用投与する」とは、複数の治療薬が同時にある程度まで患者
内に存在する限り、同時投与（２種類以上の治療薬の同時の投与）及び時間差投与（１又
は複数の付加的治療薬の投与とは異なる時点での１以上の治療薬の投与）の両方を指す。
【００３４】
　用語「溶媒和物」は、特定の化合物の、そのような化合物の生物学的有効性を保持する
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、１以上の溶媒分子を伴った薬学上許容される形態を指す。溶媒和物の例としては、例え
ば、水（水和物を形成するため）、イソプロパノール、エタノール、メタノール、ジメチ
ルスルホキシド、酢酸エチル、酢酸、エタノールアミン、又はアセトンなどの溶媒と組み
合わせた本発明の化合物が挙げられる。又、２種類以上の溶媒と組み合わせた本発明の化
合物などの溶媒和物混合物の製剤も含まれる。
　例えば、アルキル、ｍ、ｎなどの各表現の定義は、それが任意の構造において２つ以上
存在する場合、同じ構造の他の場所でのその定義とは独立であることが意図される。
【００３５】
　「置換」又は「で置換された」は、そのような置換が置換された原子及び置換基の許容
される価数に従い、及びその置換が安定な化合物、例えば、転位、環化、脱離、又は他の
反応によるなどの変換を自発的に受けない化合物をもたらすという暗に示される条件を含
むことが理解されるであろう。
　用語「置換された」は、又、有機化合物の全ての許容される置換基を含むことも企図す
る。広い態様において、許容される置換基には、有機化合物の非環式及び環式、分岐型及
び非分岐型、炭素環式及び複素環式、芳香族及び非芳香族置換基が含まれる。例示的置換
基として、例えば、本明細書の以下に記載されるものが挙げられる。許容される置換基は
、１以上であってよく、適当な有機化合物に関して同じであっても異なっていてもよい。
本発明の目的では、窒素などのヘテロ原子は、水素置換基、及び／又はヘテロ原子の価数
を満たす本明細書に記載の有機化合物のいずれかの許容される置換基を有し得る。本発明
は、有機化合物の許容される置換基によって何ら限定されるものではないことを意図する
。
【００３６】
　用語「低級」は、以下に列挙する基のいずれかに付く場合、その基が７個未満の炭素（
すなわち、６個以下の炭素）を含有することを示す。例えば、「低級アルキル」は、１～
６個の炭素を含有するアルキル基を指し、「低級アルケニル」は、２～６個の炭素を含有
するアルケニル（ａｌｋｙｅｎｙｌ）基を指す。
　用語「不飽和」は、本明細書で使用する場合、少なくとも１つの炭素－炭素二重結合又
は炭素－炭素三重結合を有する化合物及び／又は基に関する。
　用語「脂肪族」は、本明細書で使用する場合、直鎖又は分岐鎖であるが環式ではない（
「非環式」又は「開鎖」基としても知られる）化合物及び／又は基に関する。
　用語「環式」は、本明細書で使用する場合、一環、又は２以上の環（例えば、スピロ、
縮合、架橋）を有する化合物及び／又は基に関する。「単環式」は、一環を有する化合物
及び／又は基を指し；「二環式」は、二環を有する化合物及び／又は基を指す。
【００３７】
　用語「芳香族」は、４ｎ＋２個の電子（ｎは整数の絶対値である）を含有する環状共役
分子部分を特徴とする平面構造又は多環式構造を指す。縮合又は連結した環を含有する芳
香族分子は又、二環式芳香環とも呼ばれる。例えば、炭化水素環構造中にヘテロ原子を含
有する二環式芳香環は、二環式ヘテロアリール環と呼ばれる。
　用語「炭化水素」は、本明細書で使用する場合、完全に水素と炭素からなる有機化合物
を指す。
　本発明の目的では、化学元素は、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎ
ｄ　Ｐｈｙｓｉｃｓ、第６７版、１９８６－８７の見返しの元素の周期表ＣＡＳバージョ
ンに従って特定される。
【００３８】
　用語「ヘテロ原子」は、本明細書で使用する場合、当技術分野で認識され、炭素又は水
素以外のいずれの元素の原子も指す。例示的ヘテロ原子としては、ホウ素、窒素、酸素、
リン、硫黄及びセレンが挙げられる。
　用語「アルキル」は、１～２０個、１～１５個、又は１～１０個の炭素原子を含有する
脂肪族又は環式炭化水素基を意味する。アルキルの代表例としては、限定されるものでは
ないが、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソ－プロピル、ｎ－ブチル、ｓｅｃ－ブチル
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、イソ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ｎ－ペンチル、イソペンチル、ネオペンチル、ｎ－
ヘキシル、２－メチルシクロペンチル、１－（１－エチルシクロプロピル）エチル及び１
－シクロヘキシルエチルが挙げられる。
　用語「シクロアルキル」は、３～１５個、３～１０個、又は３～７個の炭素原子を含有
する環式炭化水素基を指すアルキルのサブセットである。シクロアルキルの代表例として
は、限定されるものではないが、シクロプロピル及びシクロブチルが挙げられる。
【００３９】
　用語「アルケニル」は、本明細書で使用する場合、２～１０個の炭素を含有し、且つ、
２個の水素の除去により形成された少なくとも１つの炭素－炭素二重結合を含有する直鎖
又は分岐鎖炭化水素基を意味する。アルケニルの代表例としては、限定されるものではな
いが、エテニル、２－プロペニル、２－メチル－２－プロペニル、３－ブテニル、４－ペ
ンテニル、５－ヘキセニル、２－ヘプテニル、２－メチル－１－ヘプテニル、及び３－デ
セニルが挙げられる。
　用語「アルキニル」は、本明細書で使用する場合、２～１０個の炭素原子を含有し、且
つ、少なくとも１つの炭素－炭素三重結合を含有する直鎖又は分岐鎖炭化水素１５ラジカ
ルを意味する。アルキニルの代表例としては、限定されるものではないが、アセチレニル
、１－プロピニル、２－プロピニル、３－ブチニル、２－ペンチニル、及び１－ブチニル
が挙げられる。
【００４０】
　用語「アルキレン」は、当技術分野で認識され、本明細書で使用する場合、上記で定義
されたようなアルキル基の２個の水素原子を除去することにより得られるジラジカルに関
する。
　用語「カルボシクリル」は、本明細書で使用する場合、完全に飽和しているか又は１以
上の不飽和結合を有する、３～１２個の炭素原子を含有する単環式又は多環式（例えば、
二環式、三環式など）炭化水素基を意味し、疑念を避けるため、この不飽和度は芳香環系
（例えば、フェニル）によるものではない。カルボシクリル基の例としては、１－シクロ
プロピル、１－シクロブチル、２－シクロペンチル、１－シクロペンテニル、３－シクロ
ヘキシル、１－シクロヘキセニル及び２－シクロペンテニルメチルが挙げられる。
【００４１】
　用語「ヘテロシクリル」は、本明細書で使用する場合、完全に飽和していてもよいし、
又は１以上の不飽和単位を含有することができ（疑念を避けるため、この不飽和度は芳香
環系によるものではない）、窒素、酸素、又は硫黄などの少なくとも１個のヘテロ原子を
含む３～１２個の原子を有する、限定されるものではないが、単環式、二環式及び三環式
環を含む非芳香族環系のラジカルを指す。本発明の範囲を限定するものと解釈されるべき
でない例示の目的では、以下が複素環式環の例となる：アジリジニル、アジリニル、オキ
シラニル、チイラニル、チイレニル、ジオキシラニル、ジアジリニル、アゼチル、オキセ
タニル、オキセチル、チエタニル、チエチル、ジアゼチジニル、ジオキセタニル、ジオキ
セテニル、ジチエタニル、ジチエチル、フリル、ジオキシアラニル、ピロリル、オキサゾ
リル、チアゾリル、イミダゾリル、オキサジアゾリル、チアジアゾリル、トリアゾリル、
トリアジニル、イソチアゾリル、イソキサゾリル、チオフェニル、ピラゾリル、テトラゾ
リル、ピリジル、ピリダジニル、ピリミジニル、ピラジニル、トリアジニル、テトラジニ
ル、キノリニル、イソキノリニル、キノキサリニル、キナゾリニル、ピリドピラジニル、
ベンゾキサゾリル、ベンゾチオフェニル、ベンズイミダゾリル、ベンゾチアゾリル、ベン
ズオキサジアゾリル、ベンズチアジアゾリル、インドリル、ベンズトリアゾリル、ナフチ
リジニル、アゼピン、アゼチジニル、モルホリニル、オキソピペリジニル、オキソピロリ
ジニル、ピペラジニル、ピペリジニル、ピロリジニル、キニクルジニル、チオモルホリニ
ル、テトラヒドロピラニル及びテトラヒドロフラニル。
【００４２】
　本発明のヘテロシクリル基は、アルキル、アルケニル、アルキニル、ハロ、ハロアルキ
ル、フルオロアルキル、ヒドロキシ、アルコキシ、アルケニルオキシ（ａｌｋｙｅｎｙｌ
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ｏｘｙ）、アルキニルオキシ、カルボシクリルオキシ、ヘテロシクリルオキシ、ハロアル
コキシ、フルオロアルキルオキシ、スルフヒドリル、アルキルチオ、ハロアルキルチオ、
フルオロアルキルチオ、アルケニルチオ（ａｌｋｙｅｎｙｌｔｈｉｏ）、アルキニルチオ
、スルホン酸（ｓｕｌｆｏｎｉ　ａｃｉｄ）、アルキルスルホニル、ハロアルキルスルホ
ニル、フルオルアルキルスルホニル、アルケニルスルホニル、アルキニルスルホニル、ア
ルコキシスルホニル、ハロアルコキシスルホニル、フルオロアルコキシスルホニル、アル
ケニルオキシスルホニル、アルキニルオキシスルホニル（ａｌｋｙｎｙｌｏｘｙｓｕｌｆ
ｏｎｙ）、アミノスルホニル、スルフィン酸、アルキルスルフィニル、ハロアルキルスル
フィニル、フルオルアルキルスルフィニル、アルケニルスルフィニル、アルキニルスルフ
ィニル、アルコキシスルフィニル、ハロアルコキシスルフィニル、フルオロアルコキシス
ルフィニル、アルケニルオキシスルフィニル、アルキニルオキシスルフィニル（ａｌｋｙ
ｎｙｌｏｘｙｓｕｌｆｉｎｙ）、アミノスルフィニル、ホルミル、アルキルカルボニル、
ハロアルキルカルボニル、フルオロアルキルカルボニル、アルケニルカルボニル、アルキ
ニルカルボニル、カルボキシル、アルコキシカルボニル、ハロアルコキシカルボニル、フ
ルオロアルコキシカルボニル、アルケニルオキシカルボニル、アルキニルオキシカルボニ
ル、アルキルカルボニルオキシ、ハロアルキルカルボニルオキシ、フルオロアルキルカル
ボニルオキシ、アルケニルカルボニルオキシ、アルキニルカルボニルオキシ、アルキルス
ルホニルオキシ、ハロアルキルスルホニルオキシ、フルオロアルキルスルホニルオキシ、
アルケニルスルホニルオキシ、アルキニルスルホニルオキシ、ハロアルコキシスルホニル
オキシ、フルオロアルコキシスルホニルオキシ、アルケニルオキシスルホニルオキシ、ア
ルキニルオキシスルホニルオキシ、アルキルスルフィニルオキシ、ハロアルキルスルフィ
ニルオキシ、フルオロアルキルスルフィニルオキシ、アルケニルスルフィニルオキシ、ア
ルキニルスルフィニルオキシ、アルコキシスルフィニルオキシ、ハロアルコキシスルフィ
ニルオキシ、フルオロアルコキシスルフィニルオキシ、アルケニルオキシスルフィニルオ
キシ、アルキニルオキシスルフィニルオキシ、アミノスルフィニルオキシ、アミノ、アミ
ド、アミノスルホニル、アミノスルフィニル、シアノ、ニトロ、アジド、ホスフィニル、
ホスホリル、シリル、シリルオキシ、及びアルキレン部分（例えば、メチレン）を介して
ヘテロシクリル基に結合された前記置換基のいずれかからなる群から独立に選択される０
、１、２、３、４又は５個の置換基で置換されている。
【００４３】
　用語「アリール」は、本明細書で使用する場合、フェニル、ナフチル、フェナントレニ
ル、又はアントラセニル基を意味する。本発明のアリール基は、アルキル、アルケニル、
アルキニル、ハロ、ハロアルキル、フルオロアルキル、ヒドロキシ、アルコキシ、アルケ
ニルオキシ（ａｌｋｙｅｎｙｌｏｘｙ）、アルキニルオキシ、カルボシクリルオキシ、ヘ
テロシクリルオキシ、ハロアルコキシ、フルオロアルキルオキシ、スルフヒドリル、アル
キルチオ、ハロアルキルチオ、フルオロアルキルチオ、アルケニルチオ（ａｌｋｙｅｎｙ
ｌｔｈｉｏ）、アルキニルチオ、スルホン酸、アルキルスルホニル、ハロアルキルスルホ
ニル、フルオルアルキルスルホニル、アルケニルスルホニル、アルキニルスルホニル、ア
ルコキシスルホニル、ハロアルコキシスルホニル、フルオロアルコキシスルホニル、アル
ケニルオキシスルホニル、アルキニルオキシスルホニル（ａｌｋｙｎｙｌｏｘｙｓｕｌｆ
ｏｎｙ）、アミノスルホニル、スルフィン酸、アルキルスルフィニル、ハロアルキルスル
フィニル、フルオルアルキルスルフィニル、アルケニルスルフィニル、アルキニルスルフ
ィニル、アルコキシスルフィニル、ハロアルコキシスルフィニル、フルオロアルコキシス
ルフィニル、アルケニルオキシスルフィニル、アルキニルオキシスルフィニル（ａｌｋｙ
ｎｙｌｏｘｙｓｕｌｆｉｎｙ）、アミノスルフィニル、ホルミル、アルキルカルボニル、
ハロアルキルカルボニル、フルオロアルキルカルボニル、アルケニルカルボニル、アルキ
ニルカルボニル、カルボキシル、アルコキシカルボニル　ハロアルコキシカルボニル、フ
ルオロアルコキシカルボニル、アルケニルオキシカルボニル、アルキニルオキシカルボニ
ル（１ａｌｋｙｎｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ）、アルキルカルボニルオキシ、ハロアル
キルカルボニルオキシ、フルオロアルキルカルボニルオキシ、アルケニルカルボニルオキ
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シ、アルキニルカルボニルオキシ、アルキルスルホニルオキシ、ハロアルキルスルホニル
オキシ、フルオロアルキルスルホニルオキシ、アルケニルスルホニルオキシ、アルキニル
スルホニルオキシ、ハロアルコキシスルホニルオキシ、フルオロアルコキシスルホニルオ
キシ、アルケニルオキシスルホニルオキシ、アルキニルオキシスルホニルオキシ、アルキ
ルスルフィニルオキシ、ハロアルキルスルフィニルオキシ、フルオルアルキルスルフィニ
ルオキシ、アルケニルスルフィニルオキシ、アルキニルスルフィニルオキシ、アルコキシ
スルフィニルオキシ、ハロアルコキシスルフィニルオキシ、フルオロアルコキシスルフィ
ニルオキシ、アルケニルオキシスルフィニルオキシ、アルキニルオキシスルフィニルオキ
シ、アミノスルフィニルオキシ、アミノ、アミド、アミノスルホニル、アミノスルフィニ
ル、シアン、ニトロ、アジド、ホスフィニル、ホスホリル、シリル、シリルオキシ、及び
アルキレン部分（例えば、メチレン）を介してヘテロシクリル基に結合された前記置換基
のいずれかからなる群から独立に選択される１、２、３、４又は５個の置換基で任意選択
により置換されていてもよい。
【００４４】
　用語「アリーレン」は、当技術分野で認識され、本明細書で使用する場合、上記で定義
されたようなアリール環の２個の水素原子を除去することによって得られるジラジカルに
関する。
　用語「アリールアルキル」又は「アラルキル」は、本明細書で使用する場合、上記で定
義されたようなアルキル基を介して親分子部分に付加された、本明細書で定義されるよう
なアリール基を意味する。
　アラルキルの代表例としては、限定されるものではないが、ベンジル、２－フェニルエ
チル、３－フェニルプロピル、及び２－ナフト－２－イルエチルが挙げられる。
　用語「ビアリール」は、本明細書で使用する場合、アリール置換アリール、アリール置
換ヘテロアリール、ヘテロアリール置換アリール又はヘテロアリール置換ヘテロアリール
を意味し、アリール及びヘテロアリールは本明細書で定義される通りである。代表例とし
ては、４－（フェニル）フェニル及び４－（４－メトキシフェニル）ピリジニルが挙げら
れる。
【００４５】
　用語「ヘテロアリール」は、本明細書で使用する場合、窒素、酸素、又は硫黄などの少
なくとも１個のヘテロ原子を含む３～１２個の原子を有する、限定されるものではないが
、単環式、二環式及び三環式環を含む芳香環系のラジカルを含む。本発明の範囲を限定す
るものと解釈されるべきでない例示の目的では：アミノベンズイミダゾール、ベンズイミ
ダゾール、アザインドリル、ベンゾ（ｂ）チエニル、ベンズイミダゾリル、ベンゾフラニ
ル、ベンゾキサゾリル、ベンゾチアゾリル、ベンゾチアジアゾリル、ベンゾトリアゾリル
、ベンズオキサジアゾリル、フラニル、イミダゾリル、イミダゾピリジニル、インドリル
、インドリニル、インダゾリル、イソインドリニル、イソキサゾリル、イソチアゾリル、
イソキノリニル、オキサジアゾリル、オキサゾリル、プリニル、ピラニル、ピラジニル、
ピラゾリル、ピリジニル、ピリミジニル、ピロリル、ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジニル
、ピラゾロ［３，４－ｄ］ピリミジニル、キノリニル、キナゾリニル、トリアゾリル、チ
アゾリル、チオフェニル、テトラヒドロインドリル、テトラゾリル、チアジアゾリル、チ
エニル、チオモルホリニル、トリアゾリル又はトロパニル。本発明のヘテロアリール基は
、アルキル、アルケニル、アルキニル、ハロ、ハロアルキル、フルオロアルキル、ヒドロ
キシ、アルコキシ、アルケニルオキシ（ａｌｋｙｅｎｙｌｏｘｙ）、アルキニルオキシ、
カルボシクリルオキシ、ヘテロシクリルオキシ、ハロアルコキシ、フルオロアルキルオキ
シ、スルフヒドリル、アルキルチオ、ハロアルキルチオ、フルオロアルキルチオ、アルケ
ニルチオ（ａｌｋｙｅｎｙｌｔｈｉｏ）、アルキニルチオ、スルホン酸、アルキルスルホ
ニル、ハロアルキルスルホニル、フルオルアルキルスルホニル、アルケニルスルホニル、
アルキニルスルホニル、アルコキシスルホニル、ハロアルコキシスルホニル、フルオロア
ルコキシスルホニル、アルケニルオキシスルホニル、アルキニルオキシスルホニル（ａｌ
ｋｙｎｙｌｏｘｙｓｕｌｆｏｎｙ）、アミノスルホニル、スルフィン酸、アルキルスルフ
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ィニル、ハロアルキルスルフィニル、フルオルアルキルスルフィニル、アルケニルスルフ
ィニル、アルキニルスルフィニル、アルコキシスルフィニル、ハロアルコキシスルフィニ
ル、フルオロアルコキシスルフィニル、アルケニルオキシスルフィニル、アルキニルオキ
シスルフィニル（ａｌｋｙｎｙｌｏｘｙｓｕｌｆｉｎｙ）、アミノスルフィニル、ホルミ
ル、アルキルカルボニル、ハロアルキルカルボニル、フルオロアルキルカルボニル、アル
ケニルカルボニル、アルキニルカルボニル、カルボキシル、アルコキシカルボニル、ハロ
アルコキシカルボニル、フルオロアルコキシカルボニル、アルケニルオキシカルボニル、
アルキニルオキシカルボニル、アルキルカルボニルオキシ、ハロアルキルカルボニルオキ
シ、フルオロアルキルカルボニルオキシ、アルケニルカルボニルオキシ、アルキニルカル
ボニルオキシ、アルキルスルホニルオキシ、ハロアルキルスルホニルオキシ、フルオロア
ルキルスルホニルオキシ、アルケニルスルホニルオキシ、アルキニルスルホニルオキシ、
ハロアルコキシスルホニルオキシ、フルオロアルコキシスルホニルオキシ、アルケニルオ
キシスルホニルオキシ、アルキニルオキシスルホニルオキシ、アルキルスルフィニルオキ
シ、ハロアルキルスルフィニルオキシ、フルオルアルキルスルフィニルオキシ、アルケニ
ルスルフィニルオキシ、アルキニルスルフィニルオキシ、アルコキシスルフィニルオキシ
、ハロアルコキシスルフィニルオキシ、フルオロアルコキシスルフィニルオキシ、アルケ
ニルオキシスルフィニルオキシ、アルキニルオキシスルフィニルオキシ、アミノスルフィ
ニルオキシ、アミノ、アミド、アミノスルホニル、アミノスルフィニル、シアノ、ニトロ
、アジド、ホスフィニル、ホスホリル、シリル、シリルオキシ、及びアルキレン部分（例
えば、メチレン）を介してヘテロアリール基に結合された前記置換基のいずれかからなる
群から独立に選択される０、１、２、３、４又は５個の置換基で置換されている。
【００４６】
　用語「ヘテロアリーレン」は、当技術分野で認識され、本明細書で使用する場合、上記
で定義されたようなヘテロアリール環の２個の水素原子を除去することによって得られる
ジラジカルに関する。
　用語「ヘテロアリールアルキル」又は「へテロアラルキル」は、本明細書で使用する場
合、本明細書に定義されるようなアルキル基を介して親分子部分に付加された、本明細書
で定義されるようなヘテロアリールを意味する。ヘテロアリールアルキルの代表例として
は、限定されるものではないが、ピリジン－３－イルメチル及び２－（チエン－２－イル
）エチルが挙げられる。
　用語「縮合ビシクリル」は、本明細書で使用する場合、２環がオルト縮合し、各環が２
個の融合原子を含む合計４、５、６又は７個の原子（すなわち、炭素及びヘテロ原子）を
含有し、且つ、各環は完全に飽和していてもよいし、１以上の不飽和単位を含んでいても
よく、又は完全に不飽和であってもよい（例えば、場合によっては芳香族）、二環式環系
のラジカルを意味する。疑念を避けるため、この縮合ビシクリルの不飽和度は、アリール
又はヘテロアリール部分によるものではない。用語「ハロ」又は「ハロゲン」は、－Ｃｌ
、－Ｂｒ、－Ｉ又は－Ｆを意味する。
【００４７】
　用語「ハロアルキル」は、少なくとも１個の水素が本明細書に定義されるようなハロゲ
ンで置換された、本明細書に定義されるようなアルキル基を意味する。ハロアルキルの代
表例としては、限定されるものではないが、クロロメチル、２－フルオロエチル、トリフ
ルオロメチル、ペンタフルオロエチル、及び２－クロロ－３－フルオロペンチルが挙げら
れる。
　用語「フルオロアルキル」は、水素の一部又は全てがフッ素で置換された、本明細書に
定義されるようなアルキル基を意味する。
　用語「ハロアルキレン」は、本明細書で使用する場合、上記で定義されたようなハロア
ルキル基の２個の水素原子を除去することによって得られるジラジカルに関する。
　用語「ヒドロキシ」は、本明細書で使用する場合、－ＯＨ基を意味する。
【００４８】
　用語「アルコキシ」は、本明細書で使用する場合、酸素原子を介して親分子部分に付加
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された、本明細書に定義されるようなアルキル基を意味する。アルコキシの代表例として
は、限定されるものではないが、メトキシ、エトキシ、プロポキシ、２－プロポキシ、ブ
トキシ、ｔｅｒｔ－ブトキシ、ペンチルオキシ、及びヘキシルオキシが挙げられる。用語
「アルケニルオキシ（ａｌｋｙｅｎｙｌｏｘｙ）」、「アルキニルオキシ」、「カルボシ
クリルオキシ」、及び「ヘテロシクリルオキシ」も同様に定義される。
　用語「ハロアルコキシ」は、本明細書で使用する場合、少なくとも１個の水素が本明細
書に定義されるようなハロゲンで置換された、本明細書に定義されるようなアルコキシ基
を意味する。ハロアルコキシの代表例としては、限定されるものではないが、クロロメト
キシ、２－フルオロエトキシ、トリフルオロメトキシ、及びペンタフルオロエトキシが挙
げられる。用語「フルオロアルキルオキシ」も同様に定義される。
　用語「アリールオキシ」は、本明細書で使用する場合、酸素を介して親分子部分に付加
された、本明細書に定義されるようなアリール基を意味する。用語「ヘテロアリールオキ
シ」は、本明細書で使用する場合、酸素を介して親分子部分に付加された、本明細書に定
義されるようなヘテロアリール基を意味する。用語「ヘテロアリールオキシ」も同様に定
義される。
　用語「アリールアルコキシ」又は「アリールアルキルオキシ」は、本明細書で使用する
場合、酸素を介して親分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアリールアル
キル基を意味する。用語「ヘテロアリールアルコキシ」も同様に定義される。アリールオ
キシ及びヘテロアリールアルコキシの代表例としては、限定されるものではないが、２－
クロロフェニルメトキシ、３－トリフルオロメチル－フェニルエトキシ、及び２，３－ジ
メチルピリジニルメトキシが挙げられる。
【００４９】
　用語「スルフヒドリル」又は「チオ」は、本明細書で使用する場合、－ＳＨ基を意味す
る。
　用語「アルキルチオ」は、本明細書で使用する場合、硫黄を介して親分子部分に付加さ
れた、本明細書に定義されるようなアルキル基を意味する。アルキルチオの代表例として
は、限定されるものではないが、メチルチオ、エチルチオ、ｔｅｒｔ－ブチルチオ、及び
ヘキシルチオが挙げられる。用語「ハロアルキルチオ」、「フルオロアルキルチオ」、「
アルケニルチオ（ａｌｋｙｅｎｙｌｔｈｉｏ）」、「アルキニルチオ」、「カルボシクリ
ルチオ」、及び「ヘテロシクリルチオ」も同様に定義される。
　用語「アリールチオ」は、本明細書で使用する場合、硫黄を介して親分子部分に付加さ
れた、本明細書に定義されるようなアリール基を意味する。用語「ヘテロアリールチオ」
も同様に定義される。
　用語「アリールアルキルチオ」又は「アラルキルチオ」は、本明細書で使用する場合、
硫黄を介して親分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアリールアルキル基
を意味する。用語「ヘテロアリールアルキルチオ」も同様に定義される。
　用語「スルホニル」は、本明細書で使用する場合、－Ｓ（＝Ｏ）２－基を指す。
　用語「スルホン酸」は、本明細書で使用する場合、－Ｓ（＝Ｏ）２ＯＨを指す。
【００５０】
　用語「アルキルスルホニル」は、本明細書で使用する場合、本明細書に定義されるよう
なスルホニル基を介して親分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアルキル
基を意味する。アルキルスルホニルの代表例としては、限定されるものではないが、メチ
ルスルホニル及びエチルスルホニルが挙げられる。用語「ハロアルキルスルホニル」、「
フルオロアルキルスルホニル（ｆｌｕｏｒｏｒａｌｋｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ）」、「アル
ケニルスルホニル」、「アルキニルスルホニル」、「カルボシクリルスルホニル」、「ヘ
テロシクリルスルホニル」、「アリールスルホニル」、「アラルキルスルホニル」、「ヘ
テロアリールスルホニル」及び「へテロアラルキルスルホニル」も同様に定義される。
　用語「アルコキシスルホニル」は、本明細書で使用する場合、本明細書に定義されるよ
うなスルホニル基を介して親分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアルコ
キシ基を意味する。
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　アルコキシスルホニルの代表例としては、限定されるものではないが、メトキシスルホ
ニル、エトキシスルホニル及びプロポキシスルホニルが挙げられる。用語「ハロアルコキ
シスルホニル」、「フルオロアルコキシスルホニル」、「アルケニルオキシスルホニル」
、「アルキニルオキシスルホニル」、「カルボシクリルオキシスルホニル」、「ヘテロシ
クリルオキシスルホニル」、「アリールオキシスルホニル」、「アラルキルオキシスルホ
ニル」、「ヘテロアリールオキシスルホニル」及び「へテロアラルキルオキシスルホニル
」も同様に定義される。
【００５１】
　用語トリフリル、トシル、メシル、及びノナフリルは、当技術分野で認識され、それぞ
れトリフルオロメタンスルホニル、ｐ－トルエンスルホニル、メタンスルホニル、及びノ
ナフルオロブタンスルホニル基を指す。用語トリフラート、トシラート、メシラート、及
びノナフラートは、当技術分野で認識され、それぞれ前記の基を含有するトリフルオロメ
タンスルホン酸エステル、ｐ－トルエンスルホン酸エステル、メタンスルホン酸エステル
、及びノナフルオロブタンスルホン酸エステル官能基及び分子を指す。
　用語「アミノスルホニル」は、本明細書で使用する場合、スルホニル基を介して親分子
部分に付加された、本明細書に定義されるようなアミノ基を意味する。
　用語「スルフィニル」は、本明細書で使用する場合、－Ｓ（＝Ｏ）－基を指す。スルフ
ィニル基は、スルホニル基に関して上記で定義された通りである。用語「スルフィン酸」
は、本明細書で使用する場合、－Ｓ（＝Ｏ）０Ｈを指す。
　用語「オキシ」は、－Ｏ－基を指す。
　用語「カルボニル」は、本明細書で使用する場合、－Ｃ（＝Ｏ）－基を意味する。
　用語「チオカルボニル」は、本明細書で使用する場合、－Ｃ（＝５）－基を意味する。
　用語「ホルミル」は、本明細書で使用する場合、－Ｃ（＝Ｏ）水素基を意味する。
　用語「アシル」は、本明細書で使用する場合、形態－Ｃ（＝Ｏ）Ｒのいずれの基又はラ
ジカルも指し、ここで、Ｒは有機基である。アシル基の一例は、アセチル基（－Ｃ（＝Ｏ
）ＣＨ3）である。
【００５２】
　用語「アルキルカルボニル」は、本明細書で使用する場合、本明細書に定義されるよう
なカルボニル基を介して親分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアルキル
基を意味する。アルキルカルボニルの代表例としては、限定されるものではないが、アセ
チル、１－オキソプロピル、２，２－ジメチル－１－オキソプロピル、１－オキソブチル
、及び１－オキソペンチルが挙げられる。用語「ハロアルキルカルボニル」、「フルオロ
アルキルカルボニル」、「アルケニルカルボニル」、「アルキニルカルボニル」、「カル
ボシクリルカルボニル」、「ヘテロシクリルカルボニル」、「アリールカルボニル」、「
アラルキルカルボニル」、「ヘテロアリールカルボニル」、及び「へテロアラルキルカル
ボニル」も同様に定義される。
　用語「カルボキシル」は、本明細書で使用する場合、－ＣＯ2Ｈ基を意味する。
　用語「アルコキシカルボニル」は、本明細書で使用する場合、本明細書に定義されるよ
うなカルボニル基を介して親分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアルコ
キシ基を意味する。アルコキシカルボニルの代表例としては、限定されるものではないが
、メトキシカルボニル、エトキシカルボニル、及びｔｅｒｔ－ブトキシカルボニルが挙げ
られる。
【００５３】
　用語「ハロアルコキシカルボニル」、「フルオロアルコキシカルボニル」、「アルケニ
ルオキシカルボニル」、「アルキニルオキシカルボニル」、「カルボシクリルオキシカル
ボニル」、「ヘテロシクリルオキシカルボニル」、「アリールオキシカルボニル」、「ア
ラルキルオキシカルボニル」、「ヘテロアリールオキシカルボニル」、及び「へテロアラ
ルキルオキシカルボニル」も同様に定義される。
　用語「アルキルカルボニルオキシ」は、本明細書で使用する場合、酸素原子を介して親
分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアルキルカルボニル基を意味する。
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アルキルカルボニルオキシの代表例としては、限定されるものではないが、アセチルオキ
シ、エチルカルボニルオキシ、及びｔｅｒｔ－ブチルカルボニルオキシが挙げられる。用
語「ハロアルキルカルボニルオキシ」、「フルオロアルキルカルボニルオキシ」、「アル
ケニルカルボニルオキシ」、「アルキニルカルボニルオキシ」、「カルボシクリルカルボ
ニルオキシ」、「ヘテロシクリルカルボニルオキシ」、「アリールカルボニルオキシ」、
「アラルキルカルボニルオキシ」、「ヘテロアリールカルボニルオキシ」、及び「へテロ
アラルキルカルボニルオキシ」も同様に定義される。
【００５４】
　用語「アルキルスルホニルオキシ」は、本明細書で使用する場合、酸素原子を介して親
分子部分に付加された、本明細書に定義されるようなアルキルスルホニル基を意味する。
用語「ハロアルキルスルホニルオキシ」、「フルオロアルキルスルホニルオキシ」、「ア
ルケニルスルホニルオキシ」、「アルキニルスルホニルオキシ」、「アリールスルホニル
オキシ」、「へテロアラルキルスルホニルオキシ」、「アルケニルオキシスルホニルオキ
シ」、「ヘテロシクリルオキシスルホニルオキシ」、「カルボシクリルスルホニルオキシ
」、「アラルキルスルホニルオキシ」、「ハロアルコキシスルホニルオキシ」、「アルキ
ニルオキシスルホニルオキシ」、「アリールオキシスルホニルオキシ」、「ヘテロシクリ
ルスルホニルオキシ」、「ヘテロアリールスルホニルオキシ」、「フルオロアルコキシス
ルホニルオキシ」、「カルボシクリルオキシスルホニルオキシ」、「アラルキルオキシス
ルホニルオキシ」、「ヘテロアリールオキシスルホニルオキシ」及び「へテロアラルキル
オキシスルホニルオキシ」も同様に定義される。
　用語「アミノ」又は「アミン」は、本明細書で使用する場合、－ＮＨ2並びにそれらの
水素の一方又は両方がアルキル、ハロアルキル、フルオロアルキル、アルケニル、アルキ
ニル、カルボシクリル、ヘテロシクリル、アリール、アラルキル、ヘテロアリール、へテ
ロアラルキル、アルキルカルボニル、ハロアルキルカルボニル、フルオロアルキルカルボ
ニル、アルケニルカルボニル、アルキニルカルボニル、カルボシクリルカルボニル、ヘテ
ロシクリルカルボニル、アリールカルボニル、アラルキルカルボニル、ヘテロアリールカ
ルボニル、へテロアラルキルカルボニル並びに上記で定義されるスルホニル及びスルフィ
ニル基からなる群から選択される置換基で独立に置換された；又は両方の水素が一緒にア
ルキレン基で置換された場合の（窒素を含有する環を形成する）、その置換誘導体を指す
。代表例としては、限定されるものではないが、メチルアミノ、アセチルアミノ、及びジ
メチルアミノが挙げられる。
【００５５】
　用語「アミド」は、本明細書で使用する場合、カルボニルを介して親分子部分に付加さ
れた、本明細書に定義されるようなアミノ基を意味する。
　用語「シアン」は、本明細書で使用する場合、－ＣＮ基を意味する。
　用語「ニトロ」は、本明細書で使用する場合、－ＮＯ2基を意味する。
　用語「アジド」は、本明細書で使用する場合、－Ｎ３基を意味する。
　用語「ホスフィニル」又は「ホスフィノ」としては、本明細書で使用する場合、－ＰＨ
３並びにそれらの水素の１個、２個又は３個がアルキル、ハロアルキル、フルオロアルキ
ル、アルケニル、アルキニル、カルボシクリル、ヘテロシクリル、アリール、アラルキル
、ヘテロアリール、へテロアラルキル、アルコキシ、ハロアルコキシ、フルオロアルキル
オキシ、アルケニルオキシ、アルキニルオキシ、カルボシクリルオキシ、ヘテロシクリル
オキシ、アリールオキシ、アラルキルオキシ、ヘテロアリールオキシ、へテロアラルキル
オキシ、及びアミノからなる群から選択される置換基で独立に置換されたその置換誘導体
が含まれる。
【００５６】
　用語「ホスホリル」は、本明細書で使用する場合、－Ｐ（＝Ｏ）ＯＨ２並びにそれらの
ヒドロキシルの一方又は両方がアルキル、ハロアルキル、フルオロアルキル、アルケニル
、アルキニル、カルボシクリル、ヘテロシクリル、アリール、アラルキル、ヘテロアリー
ル、へテロアラルキル、アルコキシ、ハロアルコキシ、フルオロアルキルオキシ、アルケ
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ニルオキシ、アルキニルオキシ、カルボシクリルオキシ、ヘテロシクリルオキシ、アリー
ルオキシ、アラルキルオキシ、ヘテロアリールオキシ、へテロアラルキルオキシ、及びア
ミノからなる群から選択される置換基で独立に置換されたその置換誘導体を指す。
　用語「シリル」は、本明細書で使用する場合、Ｈ３Ｓｉ－並びにそれらの水素の１個、
２個又は３個がアルキル、ハロアルキル、フルオロアルキル、アルケニル、アルキニル、
カルボシクリル、ヘテロシクリル、アリール、アラルキル、ヘテロアリール、及びへテロ
アラルキルから選択される置換基で独立に置換されたその置換誘導体を含む。代表例とし
ては、トリメチルシリル（ＴＭＳ）、ｔｅｒｔ－ブチルジフェニルシリル（ＴＢＤＰＳ）
、ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル（ＴＢＳ／ＴＢＤＭＳ）、トリイソプロピルシリル（
ＴＩＰＳ）、及び［２－（トリメチルシリル）エトキシ］メチル（ＳＥＭ）が挙げられる
。
【００５７】
　用語「シリルオキシ」は、本明細書で使用する場合、酸素原子を介して親分子に付加さ
れた、本明細書に定義されるようなシリル基を意味する。
　略号Ｍｅ、Ｅｔ、Ｐｈ、Ｔｆ、Ｎｆ、Ｔｓ、Ｍｓ、Ｃｂｚ、及びＢｏｃはそれぞれ
メチル、エチル、フェニル、トリフルオロメタンスルホニル、ノナフルオロブタンスルホ
ニル、ｐ－トルエンスルホニルメタンスルホニル、カルボベンジルオキシ、及びｔｅｒｔ
－ブチルオキシカルボニルを表す。有機化学の熟練者が利用する略号の更なる総覧は、ｔ
ｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙの各巻の初号に見ら
れ、この一覧は一般に、Ｓｔａｎｄａｒｄ　Ｌｉｓｔ　ｏｆ　Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
ｓという名称の表に示されている。
　「疾患に関連するタンパク質発現」とは、その病理が少なくとも部分的に不適当なタン
パク質発現（例えば、誤った時点及び／又は誤った細胞での発現）、過剰なタンパク質発
現又は変異型タンパク質の発現に関連している疾患又は障害を意味する。一実施形態では
、変異型タンパク質疾患は、変異型タンパク質が細胞、組織、又は器官の正常な生物活性
に干渉する場合に引き起こされる。
【００５８】
　「変異型タンパク質」とは、参照（野生型）タンパク質に比べてその一次構造、二次構
造又は三次構造に影響を及ぼす変化を有するタンパク質を意味する。
　「増強する」とは、少なくとも約１０％、１５％、２５％、５０％、７５％、又は１０
０％の正の変化を意味する。
　「低下する」とは、少なくとも約１０％、２５％、５０％、７５％、又は１００％の負
の変化を意味する。
　「選択的分解」とは、他のタンパク質には実質的に影響を及ぼさないように標的タンパ
ク質に優先的に影響を及ぼす分解を意味する。種々の実施形態において、分解されるのは
非標的タンパク質の約４５％、３５％、２５％、１５％、１０％、又は５％未満である。
【００５９】
　ＵｃｈＬ５（Ｕｃｈ３７）は、基質をプロテアソーム分解に向かわせる前に働く脱ユビ
キチン化酵素である。ＵｃｈＬ５は、基質遠位端においてユビキチン鎖を解離し（Ｌａｍ
　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９７），　Ｎａｔｕｒｅ，　３８５，７３７－７４０）、その
酵素活性は、それらを完全に除去するのではなく鎖を短縮する。マルチユビキチン鎖の長
鎖と短鎖を識別するプロテアソームの能力を増大させることが報告されている。
【００６０】
　ＵｃｈＬ５ヌクレオチド及びアミノ酸配列（ヒト）
ヌクレオチド配列（Ｑ９Ｙ５Ｋ５）
ATGACGGGCAATGCCGGGGAGTGGTGCCTCATGGAAAGCGACCCCGGGGTCTTCACCGAGCTCAT
TAAAGGATTCGGTTGCCGAGGAGCCCAAGTAGAAGAAATATGGAGTTTAGAGCCTGAGAATTTTG
AAAAATTAAAGCCAGTTCATGGGTTAATTTTTCTTTTCAAGTGGCAGCCAGGAGAAGAACCAGCA
GGCTCTGTGGTTCAGGACTCCCGACTTGACACGATATTTTTTGCTAAGCAGGTAATTAATAATGC
TTGTGCTACTCAAGCCATAGTGAGTGTGTTACTGAACTGTACCCACCAGGATGTCCATTTAGGCG
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AGACATTATCAGAGTTTAAAGAATTTTCACAAAGTTTTGATGCAGCTATGAAAGGCTTGGCACTG
AGCAATTCAGATGTGATTCGACAAGTACACAACAGTTTCGCCAGACAGCAAATGTTTGAATTTGA
TACGAAGACATCAGCAAAAGAAGAAGATGCTTTTCACTTTGTCAGTTATGTTCCTGTTAATGGGA
GACTGTATGAATTAGATGGATTAAGAGAAGGACCGATTGATTTAGGTGCATGCAATCAAGATGAT
TGGATCAGTGCAGTAAGGCCTGTCATAGAAAAAAGGATACAAAAGTACAGTGAAGGTGAAATTCG
ATTTAATTTAATGGCCATTGTGTCTGACAGAAAAATGATATATGAGCAGAAGATAGCAGAGTTAC
AAAGACAACTTGCAGAGGAACCCATGGATACAGATCAAGGTAATAGTATGTTAAGTGCTATTCAG
TCAGAAGTTGCCAAAAATCAGATGCTTATTGAAGAAGAAGTACAGAAATTAAAAAGATACAAGAT
TGAGAATATCAGAAGGAAGCATAATTATCTGCCTTTCATTATGGAATTGTTAAAGACTTTAGCAG
AACACCAGCAGTTAATACCACTAGTAGAAAAGGCAAAAGAAAAACAGAACGCAAAGAAAGCTCAG
GAAACCAAATGA
アミノ酸配列
MTGNAGEWCLMESDPGVFTELIKGFGCRGAQVEEIWSLEPENFEKLKPVHGLIFLFKWQP
GEEPAGSVVQDSRLDTIFFAKQVINNACATQAIVSVLLNCTHQDVHLGETLSEFKEFSQS
FDAAMKGLALSNSDVIRQVHNSFARQQMFEFDTKTSAKEEDAFHFVSYVPVNGRLYELDG
LREGPIDLGACNQDDWISAVRPVIEKRIQKYSEGEIRFNLMAIVSDRKMIYEQKIAELQR
QLAEEEPMDTDQGNSMLSAIQSEVAKNQMLIEEEVQKLKRYKIENIRRKHNYLPFIMELL
KTLAEHQQLIPLVEKAKEKQNAKKAQETK
【００６１】
　「選択された標的タンパク質」は、当業者が細胞又は哺乳動物、例えば、ヒト対象にお
いて選択的に分解及び／又は阻害しようとするタンパク質である。本発明によれば、標的
タンパク質の分解は、標的タンパク質が本明細書に示されるように二機能性分子に曝され
た際に起こる。標的タンパク質の分解は、その細胞においてタンパク質レベルを低下させ
、標的タンパク質の作用を低減する。本発明が影響を与えるタンパク質レベルの制御は、
病状又は病態の治療を提供し、それは標的タンパク質を介し、患者の細胞においてそのタ
ンパク質のレベルを低下させることによって調整される。
　「標的タンパク質結合パートナー」は、選択された標的タンパク質に結合するパートナ
ーを指す。標的タンパク質結合パートナーは、標的タンパク質と選択的に結合する分子で
ある。本発明による二機能性分子は、標的タンパク質が、二機能性分子が結合していない
場合よりもタンパク質分解を受けやすいように十分な結合親和性で標的タンパク質に結合
する標的タンパク質結合パートナーを含有する。
　用語「選択された標的タンパク質」は、タンパク質分解の標的とされるように当業者に
より選択されるタンパク質を指す。
【００６２】
　用語「リンカー」は、その最も簡単な形態において、－ＣＨ2－のリピートサブユニッ
トを含むアルキルリンカーを指し、リピート数は１～５０、例えば、１～５０、１～４０
、１～３０、１～２０、１～１９、１～１８、１～１７、１～１６、１～１５、１～１４
、１～１３、１～１２、１～１１、１～１０、１～９、１～８、１～７、１～６、１～５
、１～４、１～３及び１～２である。用語「リンカー」は又、例えば、約１～５０のエチ
レングリコールサブユニットを有する、エチレングリコール（Ｃ2Ｈ4Ｏ）のリピートサブ
ユニットを含むポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカーも指し、例えば、リピート数
は１～１００、例えば、１～５０、１～４０、１～３０、１～２０、１～１９　１～１８
、１～１７、１～１６、１～１５、１～１４、１～１３、１～１２、１～１１、１～１０
、１～９、１～８、１～７、１～６、１～５、１～４、１～３及び１～２である。「リン
カー」は、標的タンパク質結合パートナーとＵｃｈＬ５結合パートナーが特定の距離内に
あるような長さ及びフレキシビリティーのものであることが望まれる。例えば、本発明の
二機能性分子の、リンカーによって連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーと標的タンパク
質結合パートナーは、１８～９５Å、例えば、２～４のエチレングリコールサブユニット
を含むリンカーの場合には１８～２５Å、４～６のエチレングリコールサブユニットを含
むリンカーの場合には２５～３３Å、６～８のエチレングリコールサブユニットを含むリ
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ンカーの場合には３３～３９Å、８～１２のエチレングリコールサブユニットを含むリン
カーの場合には３９～５３Å、及び１２～２４のエチレングリコールサブユニットを含む
リンカーの場合には５３～９５Åの距離だけ離れてよい。一実施形態では、本発明の二機
能性分子の、リンカーによって連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーと標的タンパク質結
合パートナーは、７～８０原子、例えば、２～４のエチレングリコールサブユニットを含
むリンカーの場合には７～１３原子、４～６のエチレングリコールサブユニットを含むリ
ンカーの場合には１３～１９原子、６～８のエチレングリコールサブユニットを含むリン
カーの場合には１９～２５原子、８～１２のエチレングリコールサブユニットを含むリン
カーの場合には２５～４１原子、及び１２～２４のエチレングリコールサブユニットを含
むリンカーの場合には４１～８０原子の距離だけ離れてよい。いくつかの実施形態では、
リンカーは、単一原子、例えば、－ＣＨ2－又は－Ｏ－である。いくつかの実施形態では
、リンカーは、ペプチドリンカーである。
【００６３】
　本発明のリンカーは、リンカー中の回転可能な結合の数に相当するフレキシビリティー
度を有し得る。回転可能な結合は、非末端重原子に結合した一重の非環結合と定義される
。アミド（Ｃ－Ｎ）結合は、高い回転エネルギー障壁のために回転可能とは考えられない
。本発明は、特定のフレキシビリティー度又はフレキシビリティー範囲を有するリンカー
を提供する。このようなリンカーは、リンカーのフレキシビリティーを低減するために環
、二重結合及びアミドを含めることによって設計することができる。高いフレキシビリテ
ィー度を有するリンカーは、非置換ＰＥＧ又はアルキルリンカーであろう。
　本発明は又、プロドラッグも含む。本明細書で使用する場合、用語「プロドラッグ」は
、ｉｎ　ｖｉｖｏで何らかの生理学的化学プロセスによって親薬物に変換される薬剤を指
す（例えば、プロドラッグは、生理学的ｐＨになった際に所望の薬物形態に変換される）
。プロドラッグは、場合によっては親薬物よりも投与が容易であり得るので有用である場
合が多い。プロドラッグは、例えば、経口投与によってバイオアベイラビリティがあり得
るが、親薬物には無い。プロドラッグは又、医薬組成物の溶解度が親薬物よりも改善され
ている場合がある。プロドラッグの例は、限定されるものではないが、水溶性が有益でな
い細胞膜の伝達を促進するためにエステル（「プロドラッグ」）として投与されるが、次
に、水溶性が有益である細胞内に入ると代謝的に加水分解されてカルボン酸となるという
本発明の化合物である。プロドラッグは、多くの有用な特性を有する。例えば、プロドラ
ッグは、最終的な薬物よりも水溶性が高く、それにより薬物の静脈内投与を容易にし得る
。プロドラッグは又、最終的な薬物よりも高いレベルの経口バイオアベイラビリティを有
し得る。投与後、プロドラッグは、血液又は組織中に最終的な薬物を送達するために酵素
的又は化学的に開裂される。
【００６４】
　例示的プロドラッグは、開裂時に対応する遊離酸を遊離し、本発明の化合物のこのよう
な加水分解可能なエステル形成残基としては、限定されるものではないが、フリー水素が
（Ｃｉ－Ｃ４）アルキル、（Ｃ２－Ｃｉ２）アルカノイルオキシメチル、（Ｃ４－Ｃ９）
１－（アルカノイルオキシ）エチル、５～１０個の炭素原子を有する１－メチル－１－（
アルカノイルオキシ）－エチル、３～６個の炭素原子を有するアルコキシカルボニルオキ
シメチル、４～７個の炭素原子を有する１－（アルコキシカルボニルオキシ）エチル、５
～８個の炭素原子を有する１－メチル－ｌ－（アルコキシカルボニルオキシ）エチル、３
～９個の炭素原子を有するＮ－（アルコキシカルボニル）アミノメチル、４～１０個の炭
素原子を有する１－（Ｎ－（アルコキシカルボニル）アミノ）エチル、３－フタリジル、
４－クロトノラクトニル、γ－ブチロラクトン－４－イル、ジ－Ｎ，Ｎ－（Ｃｉ－Ｃ２）
アルキルアミノ（Ｃ２－Ｃ３）アルキル（例えば、ジメチルアミノエチル）、カルバモイ
ル（ｃａｒｂａｍｏｙ１）－（Ｃｉ－Ｃ２）アルキル、Ｎ，Ｎ－ジ（Ｃｉ－Ｃ２）－アル
キルカルバモイル（ａｌｋｙｌｃ　ａｒｂａｍｏｙ１）－（Ｃｉ－Ｃ２）アルキル及びピ
ペリジノ－、ピロリジノ－又はモルホリノ（Ｃ２－Ｃ３）アルキルにより置換されている
カルボン酸置換基（例えば、－Ｃ（Ｏ）２Ｈ又はカルボン酸含有部分）が含まれる。
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　他の例示的プロドラッグは、ヒドロキシル又はアミン置換基のフリー水素が（Ｃ１－Ｃ
６）アルカノイルオキシメチル、１（（Ｃ１－Ｃ６）アルカノイルオキシ）エチル、１－
メチル（ｍｅｔｈｙ１）－１４（Ｃｉ－Ｃ６）アルカノイルオキシ）エチル、（Ｃ１－Ｃ
６）アルコキシカルボニル－オキシメチル、Ｎ－（Ｃｉ－Ｃ６）アルコキシカルボニルア
ミノ－メチル、スクシノイル、（Ｃ１－Ｃ６）アルカノイル、ａ－アミノ（Ｃ１－Ｃ４）
アルカノイル、アリールアシル（ａｒｙｌａｃｔｙｌ）及びａ－アミノアシル、又はａ－
アミノアシル－ａ－アミノアシル（ここで、前記ａ－アミノアシル部分は独立に、タンパ
ク質に見られる天然Ｌ－アミノ酸のいずれかである）、－Ｐ（Ｏ）（ＯＨ）２、－Ｐ（Ｏ
）（Ｏ（Ｃ１－Ｃ６）アルキル）２又はグリコシル（炭水化物のヘミアセタールのヒドロ
キシルの脱離から生じるラジカル）により置換されている、本発明の化合物のアルコール
又はアミンを遊離する。
【００６５】
　「保護基」という句は、本明細書で使用する場合、潜在的に反応性のある官能基を望ま
ない化学変換から保護する一時的置換基を意味する。このような保護基の例としては、カ
ルボン酸のエステル、アルコールのシリルエーテル、並びにアルデヒド及びケトンそれぞ
れのアセタール及びケタールが挙げられる。保護基化学の分野は総説されている（Ｇｒｅ
ｅｎｅ，　Ｔ．Ｗ．；　Ｗｕｔｓ，　Ｐ．Ｇ．Ｍ．　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐ
ｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，　２ｎｄ　ｅｄ．；　Ｗｉｌｅｙ：　
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９９１）。本発明の化合物の保護形態も本発明の範囲に含まれる
。
　用語「化学的に保護された形態」は、本明細書で使用する場合、１以上の反応性官能基
が望ましくない化学反応から保護される、すなわち、保護された基又は保護基（マスクさ
れた基又はマスキング基としても知られる）の形態にある化合物に関する。このような基
は化学的に保護された形態で有効化合物を調製、精製する及び／又は取り扱うために便利
な又は望ましいものであり得る。
【００６６】
　反応性官能基を保護することにより、他の保護されてない反応性官能基を含む反応は、
保護された基に影響を及ぼすことなく遂行でき、保護基は通常、その分子の残りの部分に
実質的に影響を及ぼすことなく、後の工程で除去され得る。例えば、Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖ
ｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　（Ｔ．　Ｇｒｅｅｎ　
ａｎｄ　Ｐ．　Ｗｕｔｓ，　Ｗｉｌｅｙ，　１９９１）、及びＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇ
ｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　（Ｔ．　Ｇｒｅｅｎ　ａｎｄ
　Ｐ．　Ｗｕｔｓ；　第３版；　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，　１９９９
）を参照。
　例えば、ヒドロキシ基は、エーテル（－ＯＲ）又はエステル（－ＯＣ（＝Ｏ）Ｒ）とし
て、例えば、ｔ－ブチルエーテル；ベンジル、ベンズヒドリル（ジフェニルメチル）、又
はトリチル（トリフェニルメチル）エーテル；トリメチルシリル又はｔ－ブチルジメチル
シリルエーテル；又はアセチルエステル（－ＯＣ（＝Ｏ）ＣＨ3、－ＯＡｃ）として保護
され得る。
　例えば、アルデヒド又はケトン基はそれぞれアセタール又はケタールとして保護するこ
とができ、この場合、カルボニル基（Ｃ（＝Ｏ））が、例えば第１級アルコールとの反応
によってジエーテル（Ｃ（ＯＲ）２）に変換される。このアルデヒド又はケトン基は、酸
の存在下で大過剰の水を用いる加水分解によって容易に再生される。
【００６７】
　例えば、アミン基は、例えば、アミド（－ＮＲＣ（＝Ｏ）Ｒ）又はウレタン（－ＮＲＣ
（＝Ｏ）ＯＲ）として、例えば、メチルアミド（－ＮＨＣ（＝Ｏ）ＣＨ３）；ベンジルオ
キシアミド（－ＮＨＣ（＝Ｏ）ＯＣＨ２Ｃ６Ｈ５ＮＨＣｂｚ）；ｔ－ブトキシアミド（－
ＮＨＣ＝（＝Ｏ）ＯＣ（ＣＨ３）３、－ＮＨＢｏｃ）；２－ビフェニル－２－プロポキシ
アミド（－ＮＨＣ（＝Ｏ）ＯＣ（ＣＨ３）２Ｃ６Ｈ４Ｃ６Ｈ５ＮＨＢｏｃ）、９－フルオ
レニルメトキシアミド（－ＮＨＦｍｏｃ）、６－ニトロベラトリルオキシアミド（－ＮＨ
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Ｎｖｏｃ）、２－トリメチルシリルエチルオキシアミド（－ＮＨＴｅｏｃ）、２，２，２
－トリクロロエチルオキシアミド（－ＮＨＴｒｏｃ）、アリルオキシアミド（－ＮＨＡｌ
ｌｏｃ）、２－（フェニルスルホニル）エチルオキシアミド（－ＮＨＰｓｅｃ）として；
又は好適な場合では（例えば、環式アミン）、ニトロキシドラジカルとして保護され得る
。
　例えば、カルボン酸基は、エステル又はアミドとして、例えば、ベンジルエステル；ｔ
－ブチルエステル；メチルエステル；又はメチルアミドとして保護され得る。例えば、チ
オール基は、チオエーテル（－ＳＲ）として、例えば、ベンジルチオエーテル；又はアセ
トアミドメチルエーテル（－ＳＣＨ２ＮＨＣ（＝Ｏ）ＣＨ３）として保護され得る。
　化学保護基の開裂又は加水分解によって活性化されるプロドラッグのいくつかの代表例
を以下に示す。
【００６８】
低酸素症活性化プロドラッグ
　本発明のプロドラッグは又、低酸素活性化プロドラッグも含み得る。低い酸素（低酸素
）の領域は、病的状態、細菌感染及び腫瘍環境を含む多様な範囲の生物学的状況において
生じる。腫瘍発達の際、代謝が活発な腫瘍細胞の数が多いために、酸素供給はすぐに成長
制限因子となる。不十分な酸素供給の問題に応答して、腫瘍の脈管構造を作り出すために
血管新生のプロセスが開始される。しかしながら、この脈管構造は多くの異常な特徴を有
し、それは腫瘍をなんとか維持するものの、その結果として低酸素領域も生じ、その領域
では、腫瘍細胞のうち最も攻撃的な画分だけが生き残ることができる。これらの低酸素領
域は機能的血管から＞１００μｍの距離で生じ、それらは慢性及び急性の両方であり得る
。低酸素細胞は、細胞の死滅に必要とされる放射線により誘導されるＤＮＡ損傷は酸素依
存的に起こるので、放射線療法に耐性がある。低酸素細胞は最も攻撃的な腫瘍画分を含み
、それらの細胞は、患者の予後の改善を図って治療するために最も重要である。本発明の
プロドラッグは、本発明の薬物化合物をこれらの治療が困難な腫瘍領域に標的化するため
に低酸素と及び酸素正常状態の間の化学的環境の実質的な違いを利用する。
【００６９】
　本明細書で使用する場合、用語「低酸素活性化プロドラッグ（Ｈｙｐｏｘｉａ　ａｃｔ
ｉｖａｔｅｄ　ｐｒｏｄｒｕｇ）」又は「ＨＡＰ」は、プロドラッグが対応する薬物に比
べて活性が低いか又は不活性であり、且つ、薬物と１以上の生体還元性基を含むプロドラ
ッグを指す。ＨＡＰには、限定されるものではないが、単電子移動酵素（例えば、シトク
ロムＰ４５０レダクターゼ）及び二電子移動（又は水素移動）酵素を含む多様な還元剤及
び還元酵素によって活性化されるプロドラッグが含まれる。いくつかの実施形態では、Ｈ
ＡＰは、２－ニトロイミダゾール誘発性低酸素活性化プロドラッグである。ＨＡＰの例と
しては、限定されるものではないが、ＴＨ－３０２及びＴＨ－２８１が挙げられる。ＴＨ
－３０２を合成する方法は、本明細書の一部として援用される米国特許出願第２０１０／
０１３７２５４号及び同第２０１０／０１８３７４２号明細書に記載されている。
【００７０】
　本発明の標的薬は、当業者に周知の技術を使用することによって容易に低酸素活性化プ
ロドラッグに変換され得る。例えば、Ｏ’　Ｃｏｎｎｏｒらは、Ｃｈｋ１及びオーロラＡ
キナーゼ阻害剤の低酸素感受性プロドラッグが、既知のＣｈｋ１及びオーロラＡキナーゼ
阻害剤に生体還元性４－ニトロベンジル基を付加することによって作出され、それにより
、適切な化合物を低酸素領域に標的化するという目標を達成し得ることを示した。多くの
低酸素活性化プロドラッグが、生体還元性官能基として１－メチル－２－ニトロイミダゾ
ール基を使用している。５つの異なる化学部分、すなわち、ニトロ基、キノン、芳香族Ｎ
－オキシド、脂肪族Ｎ－オキシド及び遷移金属が、生体還元に感受性があると特定されて
いる。それらの広い使用を考えれば、ニトロアリール系化合物が生体還元性プロドラッグ
の開発に最も使用しやすいものである。４－ニトロベンジル及び１－メチル－２－ニトロ
イミダゾール基に加え、ニトロフランベースの基及びニトロチオフェンベースの基も生体
還元性化合物の基礎として使用されてきた。基本的に、どの生体還元性基を使用するか選
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択する場合に最も重要な考慮事項は、生体還元を受けるその性質とこのプロセスが起こる
酸素濃度である。加えて、良好な脱離基となる薬物成分の性質は、プロドラッグからのそ
の遊離速度に役割を持つ。４－ニトロベンジル、ニトロフランベースの基及びニトロチオ
フェンベースの基を生物学的に有効な化合物に付着させるために必要な試薬は、商業的供
給者から容易に入手可能である。Ｏ’　Ｃｏｎｎｏｒらは又、生物学的に有効な化合物に
付着させるための有用な合成ハンドルを用いてある範囲の誘導体を合成するために最適化
プロトコールも記載している（Ｏ’　Ｃｏｎｎｏｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃ．　２０１６　Ａｐｒ；１１（４）：７８１－９４，その内容は全て本明細書の一部
として援用される)。
【００７１】
　Ｓｕｎら（Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　２０１２　Ｆｅｂ　１；１８（３）：
７５８－７０，　その内容は全て本明細書の一部として援用される)は、最適な低酸素活
性化プロドラッグのための設計基準を記載し、それには十分な腫瘍送達及び浸透を確保す
るための薬物動態特性；酸素濃度非依存性活性化又は不活化レダクターゼに対する安定性
；重度低酸素の腫瘍組織でのみ活性化し、中等度低酸素の正常組織では活性化しない高い
低酸素選択性；及びプロドラッグを活性化させるには十分低酸素状態でない隣接腫瘍細胞
も、拡散性のエフェクター部分によってやはり標的化されるバイスタンダー効果が含まれ
る。プロドラッグのいくつかの初期の例（Ｓｏｍｅ　ｅａｒｌｙ　ｅｘａｍｐｌｅｓ　ａ
ｒｅ　ｐｒｏ－ｄｒｕｇｓ）としては、ポルフィロマイシンなどのキノン生体還元薬、チ
ラパザミンなどのＮ－オキシド、及びＣＩ－１０１０などのニトロ芳香族薬剤が含まれる
。臨床試験が進んだプロドラッグのいくつかの例としては、チラパザミン、ＰＲ１０４、
ＡＱ４Ｎ、及びＴＨ－３０２（２８－３１）が含まれる。ＴＨ－３０２（１－メチル－２
－ニトロ－１Ｈ－イミダゾール５－イル）Ｎ，Ｎ０－ビス（２－ブロモエチル）ジアミド
ホスフェートは、臭素化型イソホスホルアミドマスタードの２－ニトロイミダゾール連結
プロドラッグである。ＴＨ－３０２の２－ニトロイミダゾール部分は、細胞内１電子還元
酵素の基質であり、重度の低酸素条件で還元された場合にＢｒ－ＩＰＭを遊離する。ヒト
癌細胞株を用いるｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞傷害性アッセイ及びクローン原性アッセイは、Ｔ
Ｈ－３０２が酸素正常条件下ではほとんど細胞傷害活性がなく、低酸素条件下では細胞傷
害効力を大幅に増強したことを示す。ＴＨ－３０２のニトロイミダゾール部分は、発明の
プロドラッグ化合物を作出するために標的薬化合物に組み込むことができる。
【００７２】
　Ｒｕｉ　Ｚｈｕら（Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　２０１１，　５４，　７７２０－７
７２８；その内容は全て本明細書の一部として援用される)は、低酸素活性化プロドラッ
グ化合物の開発のための部分としての４－ニトロベンジルオキシカルボニル誘導体の使用
を記載している。Ｒｕｉ　Ｚｈｕらは、低酸素感受性又は低酸素活性化プロドラッグを作
出するために標的薬と結合させることができる３つの異なる部分を開示している。それに
は、４－ニトロベンジル　（６－（ベンジルオキシ）－９Ｈ－プリン－２－イル）カルバ
マート（１）及びそのモノメチル（２）及びｇｅｍ－ジメチル類似体が含まれる。Ｒｕｉ
　Ｚｈｕらは又、プロドラッグの作出に使用される部分を選択するための望ましい特性に
ついて教示している。それらは（ａ）ニトロ基の還元の容易さ及び程度、（ｂ）側鎖に対
するニトロ基の適切な位置、及び（ｃ）ＣＯ結合のフラグメンテーションの容易さ（ここ
で、ニトロ基がヒドロキシルアミノ又はアミノ官能基に変換されると、Ｃはベンジル炭素
となる）を含む。
　腫瘍微小環境に見られる低酸素状態によって活性化されるプロドラッグのいくつかの代
表例を以下に示す。
【００７３】
ｐＨ感受性プロドラッグ
　本発明のプロドラッグは又、ｐＨ感受性プロドラッグも含み得る。本明細書で使用する
場合、用語「ｐＨ感受性プロドラッグ」は、プロドラッグが対応する薬物に比べて活性が
低いか又は不活性であり、且つ、薬物及び１以上のｐＨ不安定性基を含むプロドラッグを
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指す。ｐＨ感受性プロドラッグは、酸性微小環境に曝されるとｐＨ不安定性基の開裂を受
け、それにより、標的薬を活性化し、部位指定遊離を促進する。ｐＨ感受性プロドラッグ
は、１以上のｐＨ感受性部分と治療薬を含む経口投与に適合した胃保持特性を含んでよく
、このｐＨ感受性部分は、小腸又は酸性腫瘍微小環境又はエンドソーム若しくはリソソー
ム環境の高いｐＨ（約ｐＨ５）で治療標的薬の放出を可能とする。
　ｐＨ誘導性の薬物放出は、癌に対する卓越したタイプの療法であり、集中的に開発され
てきた。癌細胞のエンドソーム内のｐＨ値（ｐＨ５．０～６．５）及びリソソーム内のｐ
Ｈ値（ｐＨ４．５～５．０）は、７．４の生理学的ｐＨよりも酸性であることがよく知ら
れている。ｐＨ感受性結合の導入によって、標的薬はポリマー主鎖にコンジュゲートさせ
ることでき、これが癌細胞に内部移行された際にリザーバーとして働き得る。分解時、治
療用弾頭がそのままその元の活性形態で放出され、治療効果を及ぼし得る。
【００７４】
　近赤外線（ＮＩＲ）を用いた光温熱療法（Ｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌ　ｔｈｅｒａｐｙ
）（ＰＴＴ）は、癌組織の破壊に複合的効果を提供するための化学療法の有力な補助と考
えられてきた。加えて、ＰＴＴから発生する熱は、細胞代謝及び細胞膜の透過性を高める
ことができ、これが癌細胞の薬物取り込みを促進して治療効果を高める。
　本発明の標的薬は、当業者に周知の技術を使用することにより、ｐＨ感受性プロドラッ
グに容易に変換させることができる。例えば、Ｓｕｎら（Ｍｏｌ．　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃｓ　２０１８，　１５，　３３４３－３３５５；　その内容は全て本明細書の一部
として援用される)は、ＤＯＸ（ドキソルビシン）及びＳＮ３８（７－エチル－１０－ヒ
ドロキシルカンプトテシン）を癌細胞に同時送達するための無積載のｐＨ応答性ナノメデ
ィシンを作製するための簡単な方法を記載している。この無積載ナノメディシンは、プロ
ドラッグ（ＰＥＧ－ＣＨ＝Ｎ－ＤＯＸ）及びＳＮ３８から構成された。ＰＥＧとＤＯＸの
間のｐＨ感受性部分又はイミンリンカーは、酸性条件で急速な薬物放出を促進した。この
ようなｐＨ感受性プロドラッグは、有効な細胞取り込み能、高い腫瘍浸透力、並びに血管
透過性・滞留性亢進　（ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｒｅｔ
ｅｎｔｉｏｎ）（ＥＰＲ）効果を介して増強された受動的標的化力を発揮する。このよう
なｐＨ感受性イミンリンカーは、当業者に知られた標準的な合成化学法を用いてｐＨ感受
性プロドラッグを作出するために本発明の標的薬と結合させることができる。
【００７５】
　同様に、Ｚｈａｎｇら（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　１２８　（２０１８）　２６
０－２７１，その内容は全て本明細書の一部として援用される)は、ＮＩＲ誘発性化学－
光温熱共同療法のためのｐＨ感受性プロドラッグコンジュゲートポリドーパミンを記載し
ている。化学療法と光温熱療法（ＰＴＴ）の組合せは、腫瘍の有効な医学的処置に極めて
望ましいことを示す。Ｚｈａｎｇらは、カンプトテシン（ＣＰＴ）含有ポリマープロドラ
ッグ（ＰＣＰＴ）が、可逆的付加－開裂移動（ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ａｄｄｉｔｉｏｎ
－ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）（ＲＡＦＴ）法を用いたｐＨ感受性
カンプトテシン（ＣＰＴ）プロドラッグモノマーとＭＰＣの重合によって作製され得るこ
とを教示している。ｐＨ感受性ポリマープロドラッグは、化学療法と光温熱療法の組合せ
のためのアミド化化学によってポリドーパミン（ＰＤＡ）ナノ粒子の表面に係留された。
酸性微小環境において多官能性ナノ粒子から急速に放出される活性型のＣＰＴは、二官能
性シリルエーテル結合の開裂によるものである。一方、ＰＤＡは近赤外線（ＮＩＲ）エネ
ルギーを高い効率で熱に変換することができ、これにより、得られたナノ粒子は光温熱療
法の有効なプラットフォームとなる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ分析により、ＰＤＡ＠ＰＣＰＴナ
ノ粒子がＨｅＬａ細胞によって有効に取り込まれ、ＣＰＴを癌細胞の核に送達できたこと
が確認された。細胞生存アッセイでは、８０８ｎｍの光照射下でＨｅＬａ癌細胞への明白
なｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞傷害性が示された。又、ＰＤＡ＠ＰＣＰＴナノ粒子から提供され
た併用療法で、担癌マウスモデルにおいて有意な腫瘍退縮も見られた。
【００７６】
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　本発明の標的薬から作出された本発明のｐＨ感受性プロドラッグは、以下の明瞭な特徴
を示す。（１）プロドラッグに基づくポリマーソームは早期放出の問題を回避すること；
（２）薬物担体の役割を果たす他、ＰＤＡコアは固有の光安定性及び優れた光熱変換効率
を有すること；（３）本発明の標的薬は低ｐＨ下、特に癌細胞の微小環境下で開裂され得
るｐＨ感受性シリルエーテル結合を介してポリマーに連結されること；及び（４）形成さ
れた局部的高体温と放出された薬物が共同して癌細胞を死滅させ、腫瘍成長を抑制するこ
と。よって、当業者は、当業者に公知の標準的な合成化学法を用い、シリルエーテル結合
又はイミンリンカーのようなｐＨ不安定性リンカー又はｐＨ不安定性部分を標的薬に付着
させることによってｐＨ感受性プロドラッグを作製することができる。
【００７７】
　腫瘍微小環境又はリソソーム又はエンドソームに見られるｐＨ変化によって活性化され
るプロドラッグのいくつかの代表例を以下に示す。プロドラッグの他の例は、性化された
二重結合（マイケルアクセプターとして）が代謝の活性化と結びついていることを示し得
る。例としては、マンニッヒ塩基、βスルホン、スルホキシド又はスルホンアミド誘導体
、βカルバマート及びカーボネート誘導体並びに電子吸引基に対してβの他の脱離基が挙
げられる。
【化２０】
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【００７８】
　用語「患者」及び「対象」は、本明細書を通して、本発明による組成物を用いた予防的
処置を含む処置が提供される哺乳動物、特定の実施形態では、ヒト又は飼育動物を表すた
めに互換的に使用される。本発明の特定の実施形態では、患者という用語は、そうではな
いことが述べられない限り、又はこの用語の使用の文脈から暗に示されない限り、ヒト患
者を指す。
　用語「有効な」は、その意図される使用の文脈内で使用される場合に意図される結果を
果たす化合物、組成物又は成分の量を表すために使用される。有効という用語は、本願に
記載又は使用されているもの以外の全ての有効量又は有効濃度を包含する。
　そうではないことが定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術用語及び科学
用語は、本発明が属する技術分野の熟練者により一般に理解されている意味を有する。以
下の参照文献は、本発明で使用される用語の多くの一般定義を熟練者に示す：Ｓｉｎｇｌ
ｅｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（第２版　１９９４）；　Ｔｈｅ　Ｃａ
ｍｂｒｉｄｇｅ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　（Ｗａｌｋｅｒ編，　１９８８）；　Ｔｈｅ　Ｇｌｏｓｓａｒｙ　ｏｆ　Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ，　第５版，　Ｒ．　Ｒｉｅｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（編），　Ｓｐｒｉｎ
ｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ　（１９９１）；及びＨａｌｅ　＆　Ｍａｒｈａｍ，　Ｔｈｅ　Ｈ
ａｒｐｅｒ　Ｃｏｌｌｉｎｓ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（１９９
１）。本明細書で使用する場合、以下の用語は、そうではないことが明示されない限り、
下記でそれらに与えられた意味を有する。
【００７９】
　ある範囲の値が示される場合、文脈がそうではないことを明らかに示さない限り、その
範囲の上限と下限の間の、下限の単位の１０分の１までの各中間値（例えば、ある数の炭
素原子を含有する基の場合、この場合、その範囲内に入る各炭素原子数が示される）、及
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解される。これらの小さい範囲の上限及び下限は、記載される範囲に具体的に排除される
限界がない限り、この小さい範囲に独立に含めることができ、それも又本開示の範囲に含
まれる。記載される範囲が、一方又は両方の限界を含む場合は、これらの含まれる限界の
一方又は両方を排除する範囲も本開示に含まれる。
　本発明は以下の発明の詳細な説明及びそこに含まれる実施例を参照すればより容易に理
解することができる。
　本明細書に記載される全ての刊行物は、それらの刊行物が引用されている方法及び／又
は材料を開示及び説明するために本明細書の一部として援用される。本明細書に述べられ
ている刊行物は、本願の出願日前にそれらの開示が提供されているに過ぎない。本明細書
において、先行発明であると理由でそのような刊行物に先行する権利が本発明にないこと
を認めたものと解釈されるべきでない。更に、本明細書に示される刊行物の日付は実際の
出版日とは異なる場合があり、独自に確認する必要のある場合がある。
【００８０】
ＵｃｈＬ５結合パートナー
　本発明のＵｃｈＬ５結合パートナーは、１ｐＭ～１ｍＭの範囲、又は１００ｎＭ～１０
０μＭ、１００ｎＭ～１μＭ、１００ｎＭ～１０μＭ、１０ｎＭ～１００μＭ、１０ｎＭ
～５０μＭ　１０ｎＭ～１０μＭ、１０ｎＭ～５μＭ、１０ｎＭ～１μＭ、１０ｎＭ～１
００ｎＭ、１ｎＭ～１００μＭ、１ｎＭ～１０μＭ、１ｎＭ～１μＭ、１ｎＭ～１００ｎ
Ｍ、１ｎＭ～１０ｎＭ、１μＭ～１００μＭ、及び１μＭ～１０μＭの部分範囲のＩＣ５
０でＵｃｈＬ５に結合する。ＩＣ５０は、当技術分野で周知の方法、例えば、ユビキチン
－ローダミン１１０加水分解アッセイに従って決定される。
　本発明のＵｃｈＬ５結合パートナーとＵｃｈＬ５のＫｄは、１ｐＭ～１ｍＭの範囲、又
は１００ｎＭ～１００μＭ、１００ｎＭ～１μＭ、１００ｎＭ～１０μＭ、１０ｎＭ～１
００μＭ、１０ｎＭ～５０μＭ　１０ｎＭ～１０μＭ、１０ｎＭ～５μＭ、１０ｎＭ～１
μＭ、１０ｎＭ～１００ｎＭ、１ｎＭ～１００μＭ、１ｎＭ～１０μＭ、１ｎＭ～１μＭ
、１ｎＭ～１００ｎＭ、１ｎＭ～１０ｎＭ、１μＭ～１００μＭ、及び１μＭ～１０μＭ
の部分範囲である。Ｋｄは、結合を直接評価するための当技術分野で周知の方法、例えば
、等温熱量測定（ＩＴＣ）及び表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）に従って決定される。
　ＵｃｈＬ５結合パートナーとＵｃｈＬ５の結合は可逆的であり得る。
　ＵｃｈＬ５結合パートナーとＵｃｈＬ５の結合は、不可逆的であり得る。
【００８１】
　以下に示す構造が、本発明による二機能性分子を作製するための第１の結合パートナー
と第２の結合パートナーの共有結合を可能とする：以下に示される構造において、ＸはＵ
ｃｈＬ５結合パートナーを表す。
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【００８２】
　本発明は又、ＵｃｈＬ５と結合する所望の生物活性を示す限り、抗ＵｃｈＬ５抗体抗体
及びこれらのフラグメント、Ｆｖ抗体、ダイアボディ、シングルドメイン抗体、例えば、
ＶＨ及び／又はＶＬドメイン抗体、及び抗体フラグメントであるＵｃｈＬ５結合パートナ
ーを提供する。抗体は、例えば、無傷免疫グロブリンとして又は種々のペプチダーゼでの
消化によって作製された十分に特性決定されたいくつかのフラグメントとして存在する。
よって、例えば、ペプシンは、抗体をヒンジ領域のジスルフィド結合で消化してＦａｂの
二量体であるＦ（ａｂ）’２を生成し、Ｆａｂはそれ自体、軽鎖とＶH－ＣHlがジスルフ
ィド結合により連結したものである。Ｆ（ａｂ）’２は、ヒンジ領域のジスルフィド結合
を破断するために温和な条件下で還元することができ、それにより、Ｆ（ａｂ）’２二量
体がＦａｂ’単量体に変換する。Ｆａｂ’単量体は、ヒンジ領域の一部を伴う、本質的に
はＦａｂである（Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　（Ｐａｕｌ　ｅｄ．
，　第３版　１９９３参照）。種々の抗体フラグメントが無傷抗体の消化の点から定義さ
れるが、当業者は、そのようなフラグメントは化学的に又は組換えＤＮＡ法を用いてｄｅ
　ｎｏｖｏ合成可能であることを認識するであろう。よって、抗体という用語は又、本明
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細書で使用する場合、完全な抗体の修飾により生成された抗体フラグメント、又は組換え
ＤＮＡ法を用いてｄｅ　ｎｏｖｏ合成されたもの（例えば、一本鎖Ｆｖ）又はファージデ
ィスプレーライブラリーを用いて特定されたもの（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ
　ａｌ，　Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４　（１９９０）参照）を含む。
【００８３】
　標的タンパク質結合パートナーに連結された、ＵｃｈＬ５に結合する抗体を含む二機能
性分子は、当技術分野で公知の、例えば、Ｔｓｕｃｈｉｋａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，　（２
０１８，　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｅｌｌ，　９（１）：　３３－４６）に示されているよう
な方法に従って作製することができる。
　本発明において有用な抗ＵｃｈＬ５抗体、又はそのような抗体のフラグメントとしては
、限定されるものではないが、以下のものが含まれる：
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【００８４】
　本発明は又、アプタマーであるＵｃｈＬ５結合パートナーも提供する（Ｌｅｅ　ｅｔ　
ａｌ．　“Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｒ
ＮＡ　Ａｐｔａｍｅｒｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ａ　Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ－Ａｓｓｏｃｉａ
ｔｅｄ　Ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｎｇ　Ｅｎｚｙｍｅ　ＵＣＨ３７．”　（Ｃｈｅ
ｍｂｉｏｃｈｅｍ．　２０１７　Ｊａｎ　１７；１８（２）：１７１－１７５参照）。標
的タンパク質結合パートナーに連結された、ＵｃｈＬ５に結合するアプタマーを含む二機
能性分子は、当技術分野で公知の、例えば、Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　ｄｘ．ｄｏｉ．
ｏｒｇ／１０．１０２１／ｊａ４１１７３９５　｜　（２０１４，　Ｊ．　Ａｍ．　Ｃｈ
ｅｍ．　Ｓｏｃ．　１３６，　２７３１－２７３４）に示されているような方法に従って
作製することができる。
　一実施形態では、リンカーを介して標的タンパク質結合パートナーに連結された、アプ
タマーであるＵｃｈＬ５結合パートナーを含む二機能性分子は、以下に示される一般構造
を有する。
【化２２】

　本発明は又、例えば、米国特許第９，６７０，４８２号に記載されているような二環式
又は多重特異性ペプチド分子であるＵｃｈＬ５結合パートナーも提供する。このような二
環式ペプチド分子は、低分子量（１．５～２ｋＤａ）であり、フレキシブルであり、化学
的に合成される。
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【００８５】
標的タンパク質結合パートナー
　標的タンパク質結合パートナーは、上記に示されるような親和性又はＫｄで選択された
標的タンパク質に結合する分子（タンパク質、ペプチド、タンパク質のリガンド、ＤＮＡ
若しくはＲＮＡなどの核酸又はＤＮＡ／ＲＮＡ分子の組合せ）である。
　用語「標的タンパク質結合パートナー」には、標的タンパク質に結合する分子、例えば
、小分子、抗体、アプタマー、ペプチド、標的タンパク質のリガンドが含まれる。標的結
合パートナーは、ＵｃｈＬ５結合パートナーに直接、共有結合的に連結されるか、又はリ
ンカーを介して連結されて、標的タンパク質の分解を促進する二機能性分子を形成する。
【００８６】
　本発明による標的タンパク質結合パートナーは、タンパク質に結合し、且つ、小分子で
あり得る。所与の標的タンパク質の活性を阻害することが知られている小分子は、本発明
によれば有用であり、限定されるものではないが、キナーゼ阻害剤、ヒトＢＥＴブロモド
メイン含有タンパク質を標的とする化合物、Ｈｓｐ９０阻害剤、ＨＤＭ２及びＭＤＭ２阻
害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ阻害剤、血管新生阻害剤、
核内ホルモン受容体化合物、免疫抑制化合物、及びアリール炭化水素受容体（ＡＨＲ）を
標的とする化合物が含まれる。本発明に有用な例示的小分子阻害剤標的タンパク質部分を
以下に示す。
　標的タンパク質パートナーとしては又、対象とする標的タンパク質に特異的に結合する
抗体が含まれる。用語「抗体」（Ａｂ）には、本明細書で使用する場合、所望の結合活性
を示す限り、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば、二重
特異性抗体）、ヒト化又はヒト抗体、Ｆｖ抗体、ダイアボディ、シングルドメイン（ＶＨ
、ＶＬドメイン）抗体、及び抗体フラグメントが含まれる。「抗体」は、タンパク質のエ
ピトープと特異的に結合するポリペプチドを指す。軽鎖はκ又はλのいずれかとして分類
される。重鎖はγ、μ、α、δ、又はεとして分類され、これが次にそれぞれ免疫グロブ
リンクラスＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥを定義する。
【００８７】
　抗体は、例えば、無傷免疫グロブリンとして又は種々のペプチダーゼでの消化によって
作製された十分に特性決定されたいくつかのフラグメントとして存在する。よって、例え
ば、ペプシンは、抗体をヒンジ領域のジスルフィド結合で消化してＦａｂの二量体である
Ｆ（ａｂ）’２を生成し、Ｆａｂはそれ自体、軽鎖とＶH－ＣHlがジスルフィド結合によ
り連結したものである。Ｆ（ａｂ）’２は、ヒンジ領域のジスルフィド結合を破断するた
めに温和な条件下で還元することができ、それにより、Ｆ（ａｂ）’２二量体がＦａｂ’
単量体に変換する。Ｆａｂ’単量体は、ヒンジ領域の一部を伴う、本質的にはＦａｂであ
る（Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　（Ｐａｕｌ　ｅｄ．，　第３版　
１９９３参照)。種々の抗体フラグメントが無傷抗体の消化の点から定義されるが、当業
者は、そのようなフラグメントは化学的に又は組換えＤＮＡ法を用いてｄｅ　ｎｏｖｏ合
成可能であることを認識するであろう。よって、抗体という用語は又、本明細書で使用す
る場合、完全な抗体の修飾により生成された抗体フラグメント、又は組換えＤＮＡ法を用
いてｄｅ　ｎｏｖｏ合成されたもの（例えば、一本鎖Ｆｖ）又はファージディスプレーラ
イブラリーを用いて特定されたもの（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．，　
ａｔｕｒｅ，　１９９０　　３４８：５５２－５５４参照）。
　本発明は又、ハロアルキル基である標的タンパク質結合パートナーも提供し、このアル
キル基は一般に、炭素約１又は２個～炭素約１２個の長さ、例えば、炭素２個～炭素１０
個の長さ、炭素３個～炭素約８個の長さ、及び炭素４個～炭素約６個の長さの範囲のサイ
ズである。ハロアルキル基は、一般に、直鎖アルキル基であり（分岐鎖アルキル基も使用
可能である）、少なくとも１個のハロゲン基、好ましくは、単一のハロゲン基、多くの場
合、単一の塩化物基でエンドキャップされる。本発明において使用するためのハロアルキ
ルＰＴ基は、好ましくは、化学構造－（ＣＨ2）ｖ－ハロにより表され、ここで、ｖは２
～約１２、多くの場合、約３～約８、より多くの場合には、約４～約６の整数である。ハ
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ロはハロゲンであり得るが、好ましくは、Ｃｌ又はＢｒ、より多くの場合にはＣｌである
。
【００８８】
　本発明は又、標的タンパク質結合パートナーの薬学上許容される塩、鏡像異性体、溶媒
和物及び多形体も含む。
　キナーゼ阻害剤である標的タンパク質結合パートナーとしては、限定されるものではな
いが、以下に示される分子及びこれらの誘導体のうちいずれか１つが含まれる。
【化２３】

Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｍａｌｌ－Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｋｉｎａｓｅ　Ｄｏｗｎｒ
ｅｇｕｌａｔｏｒｓ，　（２０１７，　Ｃｅｌｌ　Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｌ．，　２５：　
３０－３５）参照。
【００８９】
　ＢＥＴタンパク質を標的とする標的タンパク質結合パートナーとしては、限定されるも
のではないが、以下に示される分子及びその誘導体が含まれる。
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【化２４】

　更なるＢＥＴ阻害剤は、Ｒｏｍｅｒｏ，　Ｆ．Ａ．，　Ｔａｙｌｏｒ，　Ａ．Ｍ．，　
Ｃｒａｗｆｏｒｄ，　Ｔ．　Ｄ．，　Ｔｓｕｉ，　Ｖ．，　Ｃｏｔｅ，　Ａ．，　Ｍａｇ
ｎｕｓｏｎ，　Ｓ．　Ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ　Ａｃｅｔｙｌ－Ｌｙｓｉｎｅ　Ｒｅｃｏｇ
ｎｉｔｉｏｎ：　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｂ
ｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　（２０１６　Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ
．，　５９（４），　１２７１－１２９８）に記載されている。
【００９０】
Ｉ．キナーゼ及びホスファターゼ阻害剤：
　キナーゼ阻害剤としては、本明細書で使用する場合、限定されるものではないが以下の
ものが含まれる。
１．エルロチニブ誘導体チロシンキナーゼ阻害剤：

【化２５】

式中、Ｒは、例えばエーテル基を介して付着したリンカーである；
２．キナーゼ阻害剤スニチニブ（誘導体化）：
【化２６】

（誘導体化　Ｒは、例えばピロール部分に付着したリンカーである）；
【００９１】
３．キナーゼ阻害剤ソラフェニブ（誘導体化）：
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【化２７】

（誘導体化　Ｒは、例えばアミド部分に付着したリンカーである）；
４．キナーゼ阻害剤デサチニブ（誘導体化）：
【化２８】

（誘導体化　Ｒは、例えばピリミジンに付着したリンカーである）；
【００９２】
５．キナーゼ阻害剤ラパチニブ（誘導体化）：

【化２９】

（誘導体化　リンカーは、例えばスルホニルメチル基の末端メチルを介して付着されてい
る）；
６．キナーゼ阻害剤Ｕ０９－ＣＸ－５２７９（誘導体化）：
【化３０】

誘導体化　リンカーは、例えばアミン（アニリン）、カルボン酸又はアミンαを介してシ
クロプロピル基、又はシクロプロピル基に付着されている；
【００９３】
７．以下の構造を有するキナーゼ阻害剤Ｙ１Ｗ及びＹ１Ｘ（誘導体化）:
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【化３１】

（ｌ－エチル－３－（２－｛［３－（１－メチルエチル）［ｌ，２，４］トリアゾロ［４
，３－ａ］ピリジン－６－イル］スルファニル｝ベンジル）尿素
誘導体化　リンカーは、例えばｉ－プロピル基を介して付着されている

【化３２】

１－（３－ｔｅｒｔ－ブチル－１－フェニル－１Ｈ－ピラゾール－５－イル）－３－（２
－｛［３－（１－メチルエチル）［１，２，４］トリアゾロ［４，３－ａ］ピリジン－６
－イル］スルファニル｝ベンジル）尿素
誘導体化　リンカーは、例えば、好ましくはｉ－プロピル基又はｔ－ブチル基のいずれか
を介して付着されている
を含む、Ｍｉｌｌａｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
　ｏｆ　Ｉｎｈａｌｅｄ　Ｐ３８　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｃｈｒｏｎｉｃ　Ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ　Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　Ｄｉ
ｓｅａｓｅ，　（２０１１，　］．ＭＥＤ．ＣＨＥＭ．　５４：７７９７）で特定されて
いるキナーゼ阻害剤；
【００９４】
８．以下の構造を有する化合物６ＴＰ及びＯＴＰ（誘導体化）:

【化３３】

４－アミノ－２－［４－（ｔｅｒｔ－ブチルスルファモイル）フェニル］－Ｎ－メチルチ
エノ［３，２－ｃ］ピリジン－７－カルボキサミドチエノピリジン１９
誘導体化　リンカーは、例えば、アミド部分に結合した末端メチル基を介して付着されて
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いる
【化３４】

４－アミノ－Ｎ－メチル－２－［４－（モルホリン－４－イル）フェニル］チエノ［３，
２－ｃ］ピリジン－７－カルボキサミドチエノピリジン８
誘導体化　リンカーは、例えば、アミド部分に結合した末端メチル基を介して付着されて
いる
を含む、Ｓｃｈｅｎｋｅｌ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｐｏｔｅｎ
ｔ　ａｎｄ　Ｈｉｇｈｌｙ　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　Ｔｈｉｅｎｏｐｙｒｉｄｉｎｅ　Ｊａ
ｎｕｓ　Ｋｉｎａｓｅ　２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　（２０１１，　Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃ
ｈｅｍ．，　５４（２４）：８４４０－８４５０）で特定されているキナーゼ阻害剤;
【００９５】
９．以下の構造を有するキナーゼ阻害剤０７Ｕ:
【化３５】

２－メチル－Ｎ－１－－［３－（ピリジン－４－イル）－２，６－ナフチリジン－１－イ
ル］プロパン－１，２－ジアミン
誘導体化　リンカーは例えば第二級アミン又は末端アミノ基を介して付着されている
を含む、Ｖａｎ　Ｅｉｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　“２，６－Ｎａｐｈｔｈｙｒｉｄｉｎｅｓ
　ａｓ　ｐｏｔｅｎｔ　ａｎｄ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　ｎｏｖｅｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｋｉｎａｓｅ　Ｃ　ｉｓｏｚｙｍｅｓ”，　（２０
１１　Ｄｅｃ．，　Ｂｉｏｒｇ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．　Ｌｅｔｔ．，１５，２１（２
４）：７３６７－７２）で特定されているキナーゼ阻害剤：
１０．以下の構造を有するキナーゼ阻害剤ＹＣＦを含む、Ｌｏｕｎｔｏｓ，　ｅｔ　ａｌ
．，　“Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒ　Ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ　Ｋｉｎａｓｅ　２　
（Ｃｈｋ２），　ａ　Ｄｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ
”，　（２０１１，　Ｊ．　Ｓｔｒｕｃｔ．．　Ｂｉｏｌ．，１７６：２９２）で特定さ
れているキナーゼ阻害剤：

【化３６】
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誘導体化　リンカーは、例えば末端ヒドロキシル基のいずれかを介して付着されている；
【００９６】
１１．以下の構造を有するキナーゼ阻害剤ＸＫ９及びＮＸＰ（誘導体化）:
【化３７】

Ｎ－｛４－［（１Ｅ）－Ｎ－（Ｎ－ヒドロキシカルバミミドイル）エタンヒドラゾノイル
］フェニル｝－７－ニトロ－１Ｈ－インドール－２－カルボキサミド

【化３８】

Ｎ－｛４－［（１Ｅ）－Ｎ－カルバミミドイルエタンヒドラゾノイル］フェニル｝－１Ｈ
－インドール－３－カルボキサミド
誘導体化　リンカーは、例えば末端ヒドロキシル基（ＸＫ９）又はヒドラゾン基（ＮＸＰ
）を介して付着されている
を含む、Ｌｏｕｎｔｏｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｃｈａｒａｃｔ
ｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｃｈ
ｅｃｋｐｏｉｎｔ　Ｋｉｎａｓｅ　２　（Ｃｈｋ２），　ａ　Ｄｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔ　
ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ”，　（２０１１，　Ｊ．　Ｓｔｒｕｃｔ．．　
Ｂｉｏｌ．，１７６：２９２）で特定されているキナーゼ阻害剤：
１２．キナーゼ阻害剤アファチニブ（誘導体化）（Ｎ－［４－［（３－クロロ－４－フル
オロフェニル（ｆｉｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）アミノ］－７－［［（３Ｓ）－テトラヒドロ
－３－フラニル］オキシ］－６－キナゾリニル］－４（ジメチルアミノ）－２－ブテンア
ミド）（誘導体化　リンカーは、例えば脂肪族アミン基を介して付着されている）；
【００９７】
１３．キナーゼ阻害剤フォスタマチニブ（誘導体化）（［６－（｛５－フルオロ（ｆｉｕ
ｏｒｏ）－２－［（３，４，５－トリメトキシフェニル）アミノ］ピリミジン－４－イル
｝アミノ）－２，２－ジメチル－３－オキソ－２，３－ジヒドロ－４Ｈ－ピリド［３，２
－ｂ］－ｌ，４－オキサジン－４－イル］メチルリン酸二ナトリウム六水和物）（誘導体
化　リンカーは、例えばメトキシ基を介して付着されている）；
１４．キナーゼ阻害剤ゲフィチニブ（誘導体化）（Ｎ－（３－クロロ－４－フルオロ（ｆ
ｉｕｏｒｏ）－フェニル）－７－メトキシ－６－（３－モルホリン－４－イルプロポキシ
）キナゾリン－４－アミン）：
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【化３９】

（誘導体化　リンカーは、例えばメトキシ又はエーテル基を介して付着されている）；
【００９８】
１５．キナーゼ阻害剤レンバチニブ（誘導体化）（４－［３－クロロ－４－（シクロプロ
ピルカルバモイルアミノ）フェノキシ］－７－メトキシ－キノリン－６－カルボキサミド
）（誘導体化　リンカーは、例えばシクロプロピル基を介して付着されている）；
１６．キナーゼ阻害剤バンデタニブ（誘導体化）（Ｎ－（４－ブロモ－２－フルオロフェ
ニル（ｆｉｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ））－６－メトキシ－７－［（ｌ－メチルピペリジン－
４－イル）メトキシ］キナゾリン－４－アミン）（誘導体化　リンカーは、例えばメトキ
シ又はヒドロキシル基を介して付着されている）；
【００９９】
１７．キナーゼ阻害剤ベムラフェニブ（誘導体化）（プロパン－１－スルホン酸｛３－［
５－（４－クロロフェニル）－１Ｈ－ピロロ［２，３－ｂ］ピリジン－３－カルボニル］
－２，４－ジフルオロ（ｄｉｆｉｕｏｒｏ）－フェニル｝－アミド）（誘導体化　リンカ
ーは、例えばスルホニルプロピル基を介して付着されている）；
１８．キナーゼ阻害剤グリベック（イマチニブとしても知られる）（誘導体化）：
【化４０】

（誘導体化　Ｒは、例えばアミド基又はアニリンアミン基を介して付着したリンカーであ
る）；
【０１００】
１９．キナーゼ阻害剤パゾパニブ（誘導体化）（ＶＥＧＦＲ3阻害剤）：

【化４１】

（誘導体化　Ｒは、例えば、フェニル部分に、又はアニリンアミン基を介して付着したリ
ンカーである）；
２０．キナーゼ阻害剤ＡＴ－９２８３（誘導体化）オーロラキナーゼ阻害剤
ゼ阻害剤
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【化４２】

（Ｒは、例えばフェニル部分に付着したリンカーである）；
【０１０１】
２１．キナーゼ阻害剤ＴＡＥ６８４（誘導体化）ＡＬＫ阻害剤
【化４３】

（Ｒは、例えばフェニル部分に付着したリンカーである）；
２２．キナーゼ阻害剤ニロタニブ（誘導体化）Ａｂｌ阻害剤：

【化４４】

（誘導体化　Ｒは、例えばフェニル部分又はアニリンアミン基に付着したリンカーである
）；
【０１０２】
２３．キナーゼ阻害剤ＮＶＰ－ＢＳＫ８０５（誘導体化）ＪＡＫ２阻害剤
【化４５】

（誘導体化　Ｒは、例えばフェニル部分又はジアゾール基に付着したリンカーである）；
２４．キナーゼ阻害剤クリゾチニブ誘導体化Ａｌｋ阻害剤
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【化４６】

【０１０３】
２５．キナーゼ阻害剤ＪＮＪ　ＦＭＳ（誘導体化）阻害剤
【化４７】

（誘導体化　Ｒは、例えばフェニル部分に付着したリンカーである）；
２６．キナーゼ阻害剤フォレチニブ（誘導体化）Ｍｅｔ阻害剤
【化４８】

（誘導体化　Ｒは、例えばフェニル部分、又はキノリン部分のヒドロキシル又はエーテル
基に付着したリンカーである）；
【０１０４】
２７．アロステリックタンパク質チロシンホスファターゼ阻害剤ＰＴＰｌＢ（誘導体化）
：
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【化４９】

誘導体化　リンカーは、例えば示されているようにＲにおいて付着されている；
２８．チロシンホスファターゼのＳＨＰ－２ドメインの阻害剤（誘導体化）：

【化５０】

誘導体化　リンカーは、例えばＲにおいて付着されている；
【０１０５】
２９．ＢＲＡＦ（ＢＲＡＦＶ６００Ｅ）／ＭＥＫの阻害剤（誘導体化）：

【化５１】

誘導体化　リンカー基は、例えばＲにおいて付着されている；
３０．チロシンキナーゼＡＢＬの阻害剤（誘導体化）
【化５２】

誘導体化　リンカーは、例えばＲにおいて付着されている；
【０１０６】
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３１．キナーゼ阻害剤ＯＳＩ－０２７（誘導体化）ｍＴＯＲＣｌ／２阻害剤
【化５３】

誘導体化　リンカーは、例えばＲにおいて付着されている；
３２．キナーゼ阻害剤ＯＳＩ－９３０（誘導体化）ｃ－Ｋｉｔ／ＫＤＲ阻害剤
【化５４】

誘導体化　リンカーは、例えばＲにおいて付着されている；及び
【０１０７】
３３．キナーゼ阻害剤ＯＳＩ－９０６（誘導体化）ＩＧＦｌＲ／ＩＲ阻害剤
【化５５】

誘導体化　リンカーは、例えばＲにおいて付着されている；
（誘導体化　「Ｒ」は、ピペラジン部分にあるリンカーの付着のための部位を表す）。
【０１０８】
ＩＩ．ヒトＢＥＴブロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物：
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　ヒトＢＥＴブロモドメイン含有タンパク質を標的とする化合物としては、限定されるも
のではないが、下記のように標的と会合された化合物が含まれ、「Ｒ」は、例えばリンカ
ー付着のための部位を表す：
　ＪＱｌ、Ｆｉｌｉｐｐａｋｏｐｏｕｌｏｓ　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｉｎ
ｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ＢＥＴ　ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｓ．　Ｎａｔｕｒｅ　（２０
１０）：
【化５６】

２．Ｉ－ＢＥＴ、Ｎｉｃｏｄｅｍｅ　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｕｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ｂｙ　ａ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｈｉｓｔｏｎｅ　Ｍｉｍｉｃ．
　Ｎａｔｕｒｅ　（２０１０）．　Ｃｈｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａ
ｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｍａｌｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＢＥＴ　Ｆａｍｉｌｙ　Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎｓ．
　Ｊ．　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ．　（２０１１）：
【化５７】

【０１０９】
３．Ｈｅｗｉｎｇｓ　ｅｔ　ａｌ．　３，５－Ｄｉｍｅｔｈｙｌｉｓｏｘａｚｏｌｅｓ　
Ａｃｔ　ａｓ　Ａｃｅｔｙｌ－ｌｙｓｉｎｅ　Ｂｒｏｍｏｄｏｍａｉｎ　Ｌｉｇａｎｄｓ
．　（２０１１，　Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．５４：６７６１－６７７０）に記載の化
合物：
【化５８】

４．Ｉ－ＢＥＴ１５１、Ｄａｗｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂ
ＥＴ　Ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ　ｔｏ　Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　ａｓ　ａｎ　Ｅｆｆｅｃｔ
ｉｖｅ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ＭＬＬ－ｆｕｓｉｏｎ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ．　Ｎ
ａｔｕｒｅ　（２０１１）：
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（Ｒは、いずれの場合においても、リンカーの付着のための部位を表す）
【０１１０】
ＩＩＩ．ＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤：
　本発明のＨＤＭ２／ＭＤＭ２阻害剤としては、限定されるものではないが、以下のもの
が含まれる：
１．下記のような化合物ニュートリン－３、ニュートリン－２、及びニュートリン－１（
誘導体化）並びにこれらの全ての誘導体及び類似体:
【化６０】

（誘導体化　リンカーは、例えばメトキシ基において又はヒドロキシル基として付着され
ている）；
【化６１】

（誘導体化　リンカーは、例えばメトキシ基又はヒドロキシル基において付着されている
）；
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【化６２】

（誘導体化　リンカーは、例えばメトキシ基を介して又はヒドロキシル基として付着され
ている）
を含む（又は追加的）、Ｖａｓｓｉｌｅｖ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎ　ｖｉｖｏ　ａｃｔ
ｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐ５３　ｐａｔｈｗａｙ　ｂｙ　ｓｍａｌｌ－ｍｏｌｅ
ｃｕｌｅ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ　ｏｆ　ＭＤＭ２，　（２００４，　Ｓｃｉｅｎｃｅ
，　３０３８４４－８４８）及びＳｃｈｎｅｅｋｌｏｔｈ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔａｒｇ
ｅｔｅｄ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｉ
ｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ａ　ｓｍａｌｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ：　Ｅｎ　ｒｏｕｔｅ　ｔｏ　
ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　（２００８，　Ｂｉｏｒｇ．　Ｍｅｄ．　
Ｃｈｅｍ．　Ｌｅｔｔ．，　１８：５９０４－５９０８）で特定されているＨＤＭ２／Ｍ
ＤＭ２阻害剤；及び
２．トランス－４－ヨード－４’－ボラニル－カルコン

【化６３】

（誘導体化　リンカーは、例えばヒドロキシ基を介して付着されている）。
【０１１１】
ＩＶ．ＨＤＡＣ阻害剤：
　ＨＤＡＣ阻害剤（誘導体化）は、限定されるものではないが、以下のものが含まれる：
１．Ｆｉｎｎｉｎ，　Ｍ．　Ｓ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　Ｈｉｓ
ｔｏｎｅ　Ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ　Ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ　Ｂｏｕｎｄ
ｔｏ　ｔｈｅ　ＴＳＡ　ａｎｄ　ＳＡＨＡ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．　（１９９９，　Ｎ
ａｔｕｒｅ，　４０：１８８－１９３）
【化６４】

（誘導体化　「Ｒ」は、例えばリンカーの付着のための部位を表す；及び
　２．国際出願ＰＣＴ　ＷＯ０２２２５７７号明細書（「脱アセチル化酵素阻害剤」）の
式（Ｉ）によって定義される化合物（誘導体化　リンカーは、例えばヒドロキシル基を介
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【０１１２】
Ｖ．熱ショックタンパク質９０（ＨＳＰ９０）阻害剤：
　本発明において有用なＨＳＰ９０阻害剤としては、限定されるものではないが、以下の
ものが含まれる：
１．ＹＫＢ（Ｎ－［４－（３Ｈ－イミダゾ［４，５－Ｃ］ピリジン－２－イル）－９Ｈ－
フルオレン－９－イル］－スクシンアミド）:
【化６５】

誘導体化　リンカーは、例えば末端アミド基を介して付着されている
を含む、Ｖａｌｌｅｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｔｒｉｃｙｃｌｉｃ　Ｓｅｒｉｅｓ　ｏｆ
　Ｈｅａｔ　Ｓｈｏｃｋ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　９０　（ＨＳＰ９０）　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｓ　Ｐａｒｔ　Ｉ：　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｔｒｉｃｙｃｌｉｃ　Ｉｍｉｄａｚｏ
［４，５－Ｃ］Ｐｙｒｉｄｉｎｅｓ　ａｓ　Ｐｏｔｅｎｔ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ｏｆ
　ｔｈｅ　ＨＳＰ９０　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　（２０１１，　］．
　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．，　５４：７２０６）で特定されているＨＳＰ９０阻害剤；
【０１１３】
２．ＨＳＰ９０阻害剤ｐ５４（修飾型）（８－［（２，４－ジメチルフェニル）スルファ
ニル］－３］ペンタ－４－イン－ｌ－イル－３Ｈ－プリン－６－アミン）：

【化６６】

リンカーは、例えば末端アセチレン基を介して付着されている；
【０１１４】
　３．以下の構造を有する化合物２ＧＪ（５－［２，４－ジヒドロキシ－５－（１－メチ
ルエチル）フェニル］－ｎ－エチル－４－［４－（モルホリン－４－イルメチル）フェニ
ル］イソキサゾール－３－カルボキサミド）：
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【化６７】

誘導体化、リンカーは、例えばアミド基を介して（アミンにおいて又はアミン上のアルキ
ル基において）付着されている
を含む、Ｂｒｏｕｇｈ，　ｅｔ　ａｌ．，　“４，５－　Ｄｉａｒｙｌｉｓｏｘａｚｏｌ
ｅ　ＨＳＰ９０　Ｃｈａｐｅｒｏｎｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ：　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　
Ｃａｎｃｅｒ”，　（２００８，　］．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．，５１：１９６）で特定
されているＨＳＰ９０阻害剤（修飾型）；
【０１１５】
４．以下の構造を有するＨＳＰ９０阻害剤ＰＵ３：
【化６８】

リンカー基は、例えばブチル基を介して付着されている
を含む、Ｗｒｉｇｈｔ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　
Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　ｉｎ　Ｐｕｒｉｎｅ－Ｂａｓｅｄ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　
Ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｏ　ＨＳＰ９０　Ｉｓｏｆｏｒｍｓ，　（２００４　Ｊｕｎ．，　Ｃ
ｈｅｍ　Ｂｉｏｌ．　１１（６）：７７５－８５）で特定されているＨＳＰ９０阻害剤（
修飾型）；及び
【０１１６】
５．ＨＳＰ９０阻害剤ゲルダナマイシン（（４Ｅ，６Ｚ，８Ｓ，９Ｓ，ｌＯＥ，１２Ｓ，
１３Ｒ，１４Ｓ，１６Ｒ）－１３－ヒドロキシ－８，１４，１９－トリメトキシ－４，１
０，１２，１６－テトラメチル－３，２０，２２－トリオキソ－２－アザビシクロ［ｌ６
．３．ｌ］（誘導体化）又はその任意の誘導体（例えば、１７－アルキルアミノ－１７－
デスメトキシゲルダナマイシン（「１７－ＡＡＧ」）又は１７－（２－ジメチルアミノエ
チル）アミノ－１７－デスメトキシゲルダナマイシン（「１７－ＤＭＡＧ」））（誘導体
化、リンカーは、例えばアミド基を介して付着されている）．
【０１１７】
ＶＩ．ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ阻害剤：
　ヒトリシンメチルトランスフェラーゼ阻害剤としては、限定されるものではないが、以
下のものが含まれる：
　１．Ｃｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　Ｇ９ａ
－Ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌｙｓｉｎｅ　Ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　Ｉ
ｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｂｙ　ＢＩＸ－１２９４　（２００９，　Ｎａｔ．　Ｓｔｒｕｃｔ
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．　Ｂｉｏｌ．，１６（３）：３１２）
【化６９】

（誘導体化　「Ｒ」は、例えばリンカーの付着のための部位を表す；
２．Ｌｉｕ，　Ｆ．　ｅｔ　ａｌ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ａ　２，４－Ｄｉａｍｉ
ｎｏ－７－ａｍｉｎｏａｌｋｏｘｙｑｕｉｎａｚｏｌｉｎｅ　ａｓ　ａ　Ｐｏｔｅｎｔ　
ａｎｄ　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　Ｈｉｓｔｏｎｅ　Ｍｅｔｈｙ
ｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ　Ｇ９ａ．　（２００９，　Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．，５
２（２４）：７９５０）

【化７０】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカーの付着のための潜在的部位を表す）；
【０１１８】
３．アザシチジン（誘導体化）（４－アミノ－１－　－Ｄ－リボフラノシル－１，３，５
－トリアジン－２（１Ｈ）－オン）（誘導体化　リンカーは、例えばヒドロキシ又はアミ
ノ基を介して付着されている）；及び
４．デシタビン（誘導体化）（４－アミノ－１－（２－デオキシ－ｂ－Ｄ－エリスロ－ペ
ントフラノシル）－１，３，５－トリアジン－２（１Ｈ）－オン）（誘導体化　リンカー
は、例えばヒドロキシ基のいずれかを介して又はアミノ基において付着されている）。
【０１１９】
ＶＩＩ．血管新生阻害剤：
　血管新生阻害剤としては、限定されるものではないが、以下のものが含まれる：
１．Ｓａｋａｍｏｔｏ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐｒｏｔａ
ｃｓ　ｔｏ　ｔａｒｇｅｔ　ｃａｎｃｅｒ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆ
ｏｒ　ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，　（２００３
　Ｄｅｃ．，　Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　２（１２）：１３５０－
１３５８）に記載されているような構造を有し、記載されているようにリンカーに結合す
るＧＡ－１（誘導体化）並びにその誘導体及び類似体；
２．Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ－Ｇｏｎｚａｌｅｚ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　
ｓｔｅｒｏｉｄ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｆｏｒ　ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａ
ｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｂｒｅａｓｔ　ａｎｄ　ｐｒｏｓｔ
ａｔｅ　ｃａｎｃｅｒ，　（２００８，　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２７：７２０１－７２１１
）に一般に記載されているようにリンカーに結合させることができるエストラジオール（
誘導体化）；
【０１２０】
３．限定されるものではないが、ＤＨＴ及びその誘導体及び類似体を含む、Ｓａｋａｍｏ
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ｔｏ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐｒｏｔａｃｓ　ｔｏ　ｔａ
ｒｇｅｔ　ｃａｎｃｅｒ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｆｏｒ　ｕｂｉｑｕ
ｉｔｉｎａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ，　（２００３　Ｄｅｃ．，　Ｍ
ｏｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　２（１２）：１３５０－１３５８）に一般
に記載されているような構造を有し、記載されているようにリンカーに結合するエストラ
ジオール、テストステロン（誘導体化）及び関連の誘導体；及び
４．Ｓａｋａｍｏｔｏ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｔａｃｓ：　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｍｏ
ｌｅｃｕｌｅｓ　ｔｈａｔ　ｔａｒｇｅｔ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ｓｋｐ１
－　Ｃｕｌｌｉｎ－Ｆ　ｂｏｘ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｆｏｒ　ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　（２００１　Ｊｕｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ
．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　９８（１５）：８５５４－８５５９）及び米国特
許第７，２０８，１５７号に一般に記載されているような構造を有し、記載されているよ
うにリンカーに結合するオバリシン、フマギリン（誘導体化）、並びにその誘導体及び類
似体。
【０１２１】
ＶＩＩＩ．免疫抑制化合物：
　免疫抑制化合物としては、限定されるものではないが、以下のものが含まれる：
１．Ｓｃｈｎｅｅｋｌｏｔｈ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　
Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌｅｖｅｌｓ：　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｉｎ　
Ｖｉｖｏ　Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　（２００４，　Ｊ．　Ａｍ．　
Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．，　１２６：３７４８－３７５４）に一般に記載されているような
構造を有し、記載されているようにリンカーに結合するＡＰ２１９９８（誘導体化）；
２．グココルチコイド（例えば、ヒドロコルチゾン、プレドニゾン、プレドニゾロン、及
びメチルプレドニゾロン）（誘導体化　リンカーは、例えばヒドロキシルのいずれかに結
合されている）及び二プロピオン酸ベクロメタゾン（誘導体化　リンカーは、例えばプロ
プリオナートに結合されている）；
３．メトトレキサート（誘導体化　リンカーは、例えば末端ヒドロキシルのいずれかに結
合させることができる）；
４．シクロスポリン（誘導体化　リンカーは、例えばブチル基において結合させることが
できる）；
５．タクロリムス（ＦＫ－５０６）及びラパマイシン（誘導体化　リンカー基は、例えば
メトキシ基のいずれか１つにおいて結合させることができる）；及び
６．アクチノマイシン（誘導体化　リンカーは、例えばイソプロピル基の１つおいて結合
させることができる）。
【０１２２】
ＩＸ．アリール炭化水素受容体（ＡＨＲ）を標的とする化合物：
　アリール炭化水素受容体（ＡＨＲ）を標的とする化合物としては、限定されるものでは
ないが、以下のものが含まれる：
１．アピゲニン（Ｌｅｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｒｙｌ　Ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｂｙ　ｔｈ
ｅ　ＰＲＯＴＡＣ　Ａｐｐｒｏａｃｈ：　Ａ　Ｕｓｅｆｕｌ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｇｅｎ
ｅｔｉｃ　Ｔｏｏｌ，　ＣｈｅｍＢｉｏＣｈｅｍ　Ｖｏｌｕｍｅ　８，　Ｉｓｓｕｅ　１
７，　ｐａｇｅｓ　２０５８－２０６２，　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２３，　２００７）に一
般に示されているようにリンカーに結合するように誘導体化）；及び
２．Ｂｏｉｔａｎｏ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｒｙｌ　Ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ　Ｒｅｃｅ
ｐｔｏｒ　Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ　Ｐｒｏｍｏｔｅ　ｔｈｅ　Ｅｘｐａｎｓｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　（２０１０　Ｓ
ｅｐ．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　３２９（５９９７）：１３４５－１３４８）に記載されて
いるようなＳＲｌ及びＬＧＣ００６（リンカーが結合されるように誘導体化）。
【０１２３】
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Ｘ．ＲＡＦ受容体を標的とする化合物（キナーゼ）：
【化７１】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。
【０１２４】
ＸＩ．ＦＫＢＰを標的とする化合物：

【化７２】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。
【０１２５】
ＸＩＩ．アンドロゲン受容体（ＡＲ）を標的とする化合物
１．アンドロゲン受容体におけるＲＵ５９０６３リガンド（誘導体化）
【化７３】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。
２．アンドロゲン受容体のＳＡＲＭリガンド（誘導体化）
【化７４】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。
３．アンドロゲン受容体リガンドＤＨＴ（誘導体化）
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【化７５】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。
４．ＭＤＶ３１００リガンド（誘導体化）
【化７６】

５．ＡＲＮ－５０９リガンド（誘導体化）
【化７７】

６．ヘキサヒドロベンズイソキサゾール
【化７８】

７．テトラメチルシクロブタン
【化７９】

【０１２６】
ＸＩＩＩ．エストロゲン受容体（ＥＲ）を標的とする化合物ＩＣＩ－１８２７８０
１．エストロゲン受容体リガンド
【化８０】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。
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ＸＩＶ．甲状腺ホルモン受容体（ＴＲ）を標的とする化合物
１．甲状腺ホルモン受容体リガンド（誘導体化）
【化８１】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表し、ＭＯＭＯは、メトキシメトキ
シ基を示す）。
【０１２８】
ＸＶ．ＨＩＶプロテアーゼを標的とする化合物
１．ＨＩＶプロテアーゼの阻害剤（誘導体化）

【化８２】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。２０１０，　Ｊ．　Ｍｅｄ
．　Ｃｈｅｍ．，　５３：５２１－５３８参照。
２．ＨＩＶプロテアーゼの阻害剤

【化８３】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための潜在的部位を表す）。２０１０，　Ｊ．　
Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．，　５３：５２１－５３８参照。
【０１２９】
ＸＶＩ．ＨＩＶインテグラーゼを標的とする化合物
１．ＨＩＶインテグラーゼの阻害剤（誘導体化）
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（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。2010, J. Med. Chem., 53:
6466参照。
２．ＨＩＶインテグラーゼの阻害剤（誘導体化）
【化８５】

３．ＨＩＶインテグラーゼ阻害剤アイセントレス(Isetntress)（誘導体化）
【化８６】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。2010, J. Med. Chem., 53:
6466参照。
【０１３０】
ＸＶＩＩ．ＨＣＶプロテアーゼを標的とする化合物
１．ＨＣＶプロテアーゼの阻害剤（誘導体化）
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【化８７】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。
【０１３１】
ＸＶＩＩＩ．アシルタンパク質チオエステラーゼ－１及び－２（ＡＰＴｌ及びＡＰＴ２）
を標的とする化合物
１．ＡＰＴｌ及びＡＰＴ２の阻害剤（誘導体化）
【化８８】

（誘導体化　「Ｒ」は、リンカー付着のための部位を表す）。２０１１，　Ａｎｇｅｗ．
　Ｃｈｅｍ．　Ｉｎｔ．編，５０：９８３８－９８４２参照。
【０１３２】
標的タンパク質
　本発明において有用な「標的タンパク質」としては、細胞内でタンパク質分解を増強す
るように当業者によって選択されるタンパク質又はポリペプチドが含まれる。
　本発明において有用な標的タンパク質としては、フラグメント、類似体、及び／又はホ
モログを含めたタンパク質又はペプチドが含まれる。標的タンパク質としては、構造、調
節、ホルモン、酵素、遺伝、免疫、収縮、貯蔵、輸送、及びシグナル伝達を含む生体機能
又は活性を有するタンパク質及びペプチドが含まれる。特定の実施形態では、標的タンパ
ク質としては、構造タンパク質、受容体、酵素、細胞表面タンパク質；触媒活性、アロマ
ターゼ活性、モーター活性、ヘリカーゼ活性、代謝プロセス（同化作用及び異化作用）、
抗酸化活性、タンパク質分解、生合成に関与するタンパク質、キナーゼ活性、オキシドレ
ダクターゼ活性、トランスフェラーゼ活性、ヒドロラーゼ活性、リアーゼ活性、イソメラ
ーゼ活性、リガーゼ活性、酵素レギュレーター活性、シグナル伝達活性、構造分子活性、
結合活性（タンパク質、脂質糖鎖）、受容体活性を有するタンパク質、細胞運動、膜融合
、細胞コミュニケーション、生体プロセスの調節、発生、細胞分化、刺激に対する応答に
関与するタンパク質、行動タンパク質、細胞接着タンパク質、細胞死に関与するタンパク
質、輸送に関与するタンパク質（タンパク質輸送体活性、核輸送、イオン輸送体活性、チ
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ャネル輸送体活性を含む）、担体活性、透過酵素活性、分泌活性、電子伝達体活性、病因
、シャペロンレギュレーター活性、核酸結合活性、転写レギュレーター活性、細胞外組織
化及び生合成活性、翻訳レギュレーター活性に関与するタンパク質を含む細胞の統合機能
に直接関係するタンパク質が含まれる。対象とするタンパク質としては、薬物療法の多く
の他の標的の中でも、ヒト、飼育動物を含む他の動物の細菌、ウイルス、真菌ｓ及び寄生
虫を含む、細菌、ウイルス、真菌及び寄生虫を含む真核生物及び原核生物由来のタンパク
質を含み得る。
【０１３３】
　標的タンパク質としては又、ヒト治療薬の標的も含む。これらには、例えば、Ｂ７．１
及びＢ７、ＴＮＦＲ１、ＴＮＦＲ２、ＮＡＤＰＨオキシダーゼ、ＢｃｌＩ／Ｂａｘ及びア
ポトーシス経路における他のパートナー、Ｃ５ａ受容体、ＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ、
ＰＤＥ　Ｖホスホジエステラーゼタイプ、ＰＤＥ　ＩＶホスホジエステラーゼタイプ４、
ＰＤＥ　Ｉ、ＰＤＥＩＩ、ＰＤＥＩＩＩ、スクアレンシクラーゼ阻害剤、ＣＸＣＲ１、Ｃ
ＸＣＲ２、酸化窒素（ＮＯ）シンターゼ、シクロオキシゲナーゼ１、シクロオキシゲナー
ゼ２、５ＨＴ受容体、ドーパミン受容体、Ｇタンパク質、すなわち、Ｇｑ、ヒスタミン受
容体、５－リポキシゲナーゼ、トリプターゼセリンプロテアーゼ、チミジル酸シンターゼ
、プリンヌクレオシドホスホリラーゼ、ＧＡＰＤＨトリパノソーマ、グリコーゲンホスホ
リラーゼ、炭酸脱水酵素、ケモカイン受容体、ＪＡＫ　ＳＴＡＴ、ＲＸＲ及び類似のもの
、ＨＩＶ　１プロテアーゼ、ＨＩＶ　１インテグラーゼ、インフルエンザ・ノイラミニダ
ーゼ（ｉｎｆｌｕｅｎｚａ，　ｎｅｕｒａｍｉｍｉｄａｓｅ）、Ｂ型肝炎逆転写酵素、ナ
トリウムチャネル、多剤耐性（ＭＤＲ）、タンパク質Ｐ－糖タンパク質（及びＭＲＰ）、
チロシンキナーゼ、ＣＤ２３、ＣＤ１２４、チロシンキナーゼｐ５６　ｌｃｋ、ＣＤ４、
ＣＤ５、ＩＬ－２受容体、ＩＬ－１受容体、ＴＮＦ－αＲ、ＩＣＡＭ１、Ｃａｔ＋チャネ
ル、ＶＣＡＭ、ＶＬＡ－４インテグリン、セレクチン、ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ、ニューロ
キニン（ｎｅｗｏｋｉｎｉｎｓ）及び受容体、イノシン一リン酸デヒドロゲナーゼ、ｐ３
８　ＭＡＰキナーゼ、Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ経路、インターロイキン－１変換
酵素、カスパーゼ、ＨＣＶ、ＮＳ３プロテアーゼ、ＨＣＶ　ＮＳ３　ＲＮＡヘリカーゼ、
グリシンアミドリボヌクレオチドホルミルトランスフェラーゼ、ライノウイルス３Ｃプロ
テアーゼ、単純ヘルペスウイルス－１（ＨＳＶ－Ｉ）、プロテアーゼ、サイトメガロウイ
ルス（ＣＭＶ）プロテアーゼ、ポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ、サイクリン依存
性キナーゼ、血管内皮増殖因子、オキシトシン受容体、ミクロソーム輸送タンパク質阻害
剤、胆汁酸輸送阻害剤、５αレダクターゼ阻害剤、アンギオテンシン１１、グリシン受容
体、ノルアドレナリン再取り込み受容体、エンドセリン受容体、ニューロペプチドＹ及び
受容体、エストロゲン受容体、アンドロゲン受容体、アデノシン受容体、アデノシンキナ
ーゼ及びＡＭＰデアミナーゼ、プリン受容体（Ｐ２Ｙ１、Ｐ２Ｙ２、Ｐ２Ｙ４、Ｐ２Ｙ６
、Ｐ２Ｘ１－７）、ファルネシルトランスフェラーゼ、ゲラニルゲラニルトランスフェラ
ーゼ、ＮＧＦの受容体ＴｒｋＡ、β－アミロイド、チロシンキナーゼＦｌｋ－ＩＩＫＤＲ
、ビトロネクチン受容体、インテグリン受容体、Ｈｅｒ－２１　ｎｅｕ、テロメラーゼ阻
害、サイトゾルホスホリパーゼＡ２及びＥＧＦ受容体チロシンキナーゼを含む、多くの多
因子性疾患において機能を回復させるために使用され得るタンパク質が含まれる。更なる
タンパク質標的としては、例えば、エクジソン２０－モノオキシゲナーゼ、ＧＡＢＡ作動
性塩素チャネルのイオンチャネル、アセチルコリンエステラーゼ、電位感受性ナトリウム
チャネルタンパク質、カルシウム放出チャネル、及び塩素チャネルが含まれる。なお更な
る標的タンパク質としては、アセチルＣｏＡカルボキシラーゼ、アデニロコハク酸シンセ
ターゼ、プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ、及びエノールピルビルシキミ酸－リン
酸シンターゼが含まれる。
【０１３４】
　本発明の標的結合パートナーは又、ハロアルカンデハロゲナーゼ酵素でもあり得る。ク
ロロアルカンペプチド結合部分（Ｃ１－Ｃ１２、多くの場合、約Ｃ２－Ｃ１０アルキルハ
ロ基）を含有する本発明による化合物は、２０１１年１２月６日に出願された国際出願Ｐ



(82) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

30

ＣＴ／ＵＳ２０１２／０６３４０１号明細書に記載され、２０１２年６月１４日に国際公
開第２０１２／０７８５５９号明細書として公開されたような融合タンパク質又は関連の
診断タンパク質に使用されるハロアルカンデハロゲナーゼ酵素を阻害及び／又は分解する
ために使用することができ、その内容は本明細書の一部として援用される。
【０１３５】
本発明による二機能性分子は標的タンパク質結合パートナーとＵｃｈＬ５の結合パートナ
ーを含む。
　ＵｃｈＬ５の準備：
　ＵｃｈＬ５は、次のように準備する。ＵｃｈＬ５の遺伝子（ＤＵ１２７７１）は、ダン
ディ大学のＤｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｉｇｎａｌ　Ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ
　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ（ＤＳＴＴ）から購入する。全長ドメイン及び触媒ドメイン
の構築物をＰＣＲにより増幅し、それぞれＮ末端ＧＳＴタグ及びＮ末端ヘキサヒスチジン
タグを含むｐＧＥＸ－６Ｐ－１ベクター及びｐＮＩＣ２８ａ－Ｂｓａ４ベクターにクロー
ニングする。
【０１３６】
　ＧＳＴタグを有するタンパク質は、Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ，　Ｓｃｉ　Ｒｅｐ　２０１５
；　ＤＯＩ：　１０．１０３８／ｓｒｅｐ１０７５７の修正法に従って精製する。グルタ
チオンセファロース４Ｂレジンを用いるアフィニティークロマトグラフィーを行う。ＧＳ
Ｔタグのオンカラム切断を、ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎプロテアーゼを用いて行う。得られ
たタンパク質を、脱塩カラムを用い低塩バッファーに移す。Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｑ（又は
同等の）カラムを用いて陰イオン交換クロマトグラフィーを行い、次いで、Ｓｕｐｅｒｄ
ｅｘ７５　１６－６００（又は同等の）カラムを用いてサイズ排除クロマトグラフィーを
行う。
【０１３７】
　Ｗｏｒｄｅｎ　ｅｔ　ａｌ，　ＮＳＭＢ　２０１４；　ＤＯＩ：　１０．１０３８／ｎ
ｓｍｂ．２７７１から修正した方法によってＨｉｓタグを有するタンパク質を精製する。
Ｎｉ－ＮＴＡレジンを用いるアフィニティークロマトグラフィーを行う。得られた材料を
一晩、ＴＥＶプロテアーゼで切断する。第２のアフィニティーカラムを用いて、切断され
たＨｉｓタグを除去する。得られた材料を、脱塩カラムを用い低塩バッファーに移す。Ｒ
ｅｓｏｕｒｃｅ　Ｑ（又は同等の）カラムを用いて陰イオン交換クロマトグラフィーを行
い、次いで、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５　１６－６００（又は同等の）カラムを用いてサイズ
排除クロマトグラフィーを行う。
【０１３８】
　ＵｃｈＬ５結合パートナーは次の用に合成することができるされる：
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【化８９】

【０１３９】
本発明において有用なリンカー
　本発明において有用なリンカーは、結果として得られる分子が標的タンパク質結合パー
トナーが結合する標的の分解を誘導し得るように、ＵｃｈＬ５結合パートナーと標的タン
パク質結合パートナーを連結する。一実施形態では、リンカーは第１の末端と第２の末端
を有し、一端がＵｃｈＬ５結合パートナーに、他端が標的結合パートナーに共有結合的に
結合されている。
　リンカーの第１の末端と第２の末端は、対称又は非対称のリンカーを提供するために同
じであっても異なっていてもよい。リンカーの末端は、とりわけアミド、オキシム、ケト
基、炭素、エーテル、エステル、カルバマートから選択される官能基を有し得る。リンカ
ーは、１以上のエチレングリコールサブユニットを有するＰＥＧリンカー、１以上のＣＨ

2基を含むアルキルリンカー、スルホキシド、環、例えば、フェニル環又はピリミジン環
、トリアゾール、エーテル、ＰＥＧ変種及びこれらの組合せを含み得る。特定の実施形態
では、リンカーは、交互（－ＣＨ2－エチレングリコール－）単位を含む。
【０１４０】
　一実施形態では、「リンカー」は、アミン及び／又はオキシム官能基を有し、特に、本
発明は、非対称結合を提供するために、リンカーの反対の末端に配置されたアミン及びオ
キシムの両方を有するリンカーを提供する。本発明の実施形態において、リンカーは、切
断不能の直鎖ポリマーである。別の実施形態では、リンカーは、化学的に切断可能な直鎖
ポリマーである。更なる実施形態では、リンカーは、切断不能であり、任意選択により置
換されていてもよい炭化水素ポリマーである。別の実施形態では、リンカーは、光分解性
の、任意選択により置換されていてもよい炭化水素ポリマーである。
　特定の実施形態では、リンカーは、１～１２のエチレングリコールサブユニット、例え
ば、１～１０のエチレングリコールサブユニット、１～８のエチレングリコールサブユニ
ット、２～１２のエチレングリコールサブユニット（ｓｕｂｍｉｔｓ）、２～８のエチレ
ングリコールサブユニット、３～８のエチレングリコールサブユニット、３～６のエチレ
ングリコールサブユニット及び１つのエチレングリコールサブユニット、２つのエチレン
グリコールサブユニット、３つのエチレングリコールサブユニット、４つのエチレングリ
コールサブユニット、５つのエチレングリコールサブユニット、６つのエチレングリコー
ルサブユニット、７つのエチレングリコールサブユニット、８つのエチレングリコールサ
ブユニット、９つのエチレングリコールサブユニット、１０のエチレングリコールサブユ
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ニット、１１のエチレングリコールサブユニット又は１２のエチレングリコールサブユニ
ットを有する置換又は非置換ポリエチレングリコールリンカーである。
【０１４１】
　特定の実施形態では、リンカーは、１～１２の－ＣＨ2－サブユニット、例えば、１～
１０の－ＣＨ2－サブユニット、１～８の－ＣＨ2－サブユニット、２～１２の－ＣＨ2－
サブユニット（ｓｕｂｍｉｔｓ）、２～８の－ＣＨ2－サブユニット、３～８の－ＣＨ2－
サブユニット、３～６の－ＣＨ2－サブユニット及び１つの－ＣＨ2－サブユニット、２つ
の－ＣＨ2－サブユニット、３つの－ＣＨ2－サブユニット、４つの－ＣＨ2－サブユニッ
ト、５つの－ＣＨ2－サブユニット、６つの－ＣＨ2－、７つの－ＣＨ2－サブユニット、
８つの－ＣＨ2－サブユニット、９つの－ＣＨ2－サブユニット、１０の－ＣＨ2－サブユ
ニット、１１の－ＣＨ2－サブユニット又は１２の－ＣＨ2－サブユニットを有する置換又
は非置換アルキルリンカーである。
　リンカーは、リンカーに沿ったいずれかの位置にＯ、Ｐ、Ｓ、Ｎ又はＳｉ原子を含む置
換ＰＥＧリンカー又は置換アルキルリンカーを含み得る。リンカーは又、リンカーに沿っ
たいずれかの位置においてアリール、アルキレン、アルキル、ベンジル、複素環（ｈｅｔ
ｅｒｏｃｙｌｅ）、トリアゾール、スルホキシド又はフェニル基の組合せで置換されてい
てもよい。
【０１４２】
　いくつかの実施形態では、リンカーは、ＰＥＧサブユニットとアルキル－エーテル鎖、
例えば、（－（ＣＨ2ＣＨ2）1-11－Ｏ－（ＣＨ2ＣＨ2）1-11－Ｏ－）又は（－（ＣＨ2Ｃ
Ｈ2）1-11－Ｏ－）などの組合せを含む。いくつかの実施形態では、リンカーは、ＣＨ2サ
ブユニットと酸素、例えば、アルキル－エーテル、（－（ＣＨ2）1-11－Ｏ－（ＣＨ2）1-

11－Ｏ－）又は（－（ＣＨ2）1-11－Ｏ－）などの組合せを含む。いくつかの実施形態で
は、リンカーは、ＰＥＧサブユニットと環構造の組合せを含む。他の実施形態において、
リンカーは、ＣＨ2サブユニットと環構造の組合せを含む。
　リンカーは、ＵｃｈＬ５結合パートナーと標的タンパク質結合パートナーが、１８～９
５Å、例えば、２～４のエチレングリコールサブユニットを含むリンカーの場合には１８
～２５Å、４～６のエチレングリコールサブユニットを含むリンカーの場合には２５～３
３Å、６～８のエチレングリコールサブユニットを含むリンカーの場合には３３～３９Å
、８～１２のエチレングリコールサブユニットを含むリンカーの場合には３９～５３Å及
び１２～２４のエチレングリコールサブユニットを含むリンカーの場合には５３～９５Å
の距離だけ離されるような長さである。一実施形態では、リンカーを介して連結された本
発明の二機能性分子のＵｃｈＬ５結合パートナーと標的タンパク質結合パートナーは、２
原子、３原子、４原子、５原子、６原子、７原子、８原子、９原子、１０原子、１１原子
、１２原子、１３原子、１４原子、１５原子、１６原子、１７原子、１８原子、１９原子
、２０原子、２１原子、２２原子、２３原子、２４原子、２５原子、２６原子、２７原子
、２８原子、２９原子、３０原子、４０原子、５０原子、６０原子、７０原子、８０原子
及び９０又はそれを超える原子の距離だけ離されてよい。
【０１４３】
　本発明において有用なリンカーの長さ、安定性及びフレキシビリティーは、本発明によ
る二機能性分子の２つの結合パートナーの間に所与の空間又は距離を許容し、そして、所
与の分子の２つの結合パートナーの間の空間は、二機能性分子により結合される標的タン
パク質が、標的タンパク質の分解を促進する配置を採ることを許容する。
　本発明によるリンカーは、純粋な材料として又は溶液中で保存される場合に分解又は切
断を受けなければ安定であると考えられる。本発明によるリンカーは、代謝されなければ
生物学的に安定であると考えられる。
　特定の実施形態では、結合パートナーは、１以上のリンカーを介して連結される。いく
つかの実施形態では、結合パートナーは、共有結合により直接連結され、このような直接
的連結は「リンカー」という用語の範囲内にある。
【０１４４】
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　本発明において有用なリンカーとしては、限定されるものではないが、
【化９０】

又は

及びこれらの組合せ、例えば、
【化９１】

が含まれる。
　本発明によるリンカーとしては、環構造、例えば、
【化９２】

を含むことができる。
【０１４５】
　本発明において有用なリンカーは、一方の末端にオキシム及び他方の末端にアミンを有
するＰＥＧリンカー、例えば、

【化９３】

を含み得る。
【０１４６】
　本発明によるリンカーとしては、以下から選択されるリンカーを含み得る。
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【化９４】

【０１４７】
　本発明によるリンカーは、ＰＥＧをモノトシル化した後、そのモノトシル化ＰＥＧを９
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０℃でＤＭＦ又はＡＣＮ中、カリウムフタルイミド（ｐｈａｌｉｉｍｉｄｅ）と反応させ
ることにより作製することができる。その反応の生成物はトシル化又はメシル化され、塩
基としてのＴＥＡの存在下、Ｎ－ヒドロキシフタルイミド（ｐｈａｌｉｉｍｉｄｅ）と反
応させる。最終的な脱保護は、還流しているエタノール中、過剰量のヒドラジン水和物で
処理することにより行うことができる。
【化９５】

【０１４８】
　本発明によるリンカーは又、モノ－ＢＯＣで保護されたＰＥＧアミンをＢｏｃ－アミノ
キシ酢酸及びアミドカップリング試薬と反応させることによって作製することができる。
生成物は、例えば、ＨＣｌの存在下で脱保護された酸である。

【化９６】

【０１４９】
　本発明は、結合パートナーが直接結合され、例えば以下のように合成される二機能性分
子を提供する。
【０１５０】
ＵＣＨＬ５－ＢＥＴ標的化コンジュゲートの合成
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　本発明は、例えば本明細書に開示されるような、ＵＣＨＬ５結合パートナーと標的タン
パク質結合パートナーを有する分子を提供する。
【０１５１】
ＵＣＨＬ５結合部分を含むキナーゼ標的化分子
　本発明は、ＵｃｈＬ５結合部分とキナーゼ標的化部分を含む分子を提供する。例示的構
造を以下に示す。
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【化９８】

【０１５２】
ＵｃｈＬ５結合パートナーを含むＢＥＴ標的化分子
　本発明は、ＵｃｈＬ５結合パートナーとＢＥＴ標的化パートナーを含む分子を提供する
。例示的構造を以下に示す。

【化９９】
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【０１５３】
合成方法
　本発明の分子を合成するためには、当技術分野で周知の合成方法が使用される。本発明
の分子は、例えば、オキシムカップリング、アミドカップリング又は還元的アミノ化によ
って合成することができる。
【化１００】

【０１５４】
　標的タンパク質結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーを含む本発明の
二機能性分子は、以下に示される方法のうちいずれか１つに従って合成することができる
。しかしながら、合成の別法も使用可能である。
両端にアミンを有するＰＥＧリンカーを介してダサチニブに連結されたデグラシン誘導体
であるＵｃｈＬ５結合パートナーを含むＢＣＲ／Ａｂｌキナーゼ標的化二機能性分子の合
成
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【化１０１】

【０１５５】
　これらの二機能性分子は、例えば、アミドカップリング試薬、例えば、ＨＡＴＵ、ＣＯ
ＭＵ、ＨＢＴＵ、ＨＣＴＵ、ＰｙＢＯＰ、ＥＤＣ、ＤＣＣ、ＤＩＣ；塩基、すなわち、Ｔ
ＥＡ、ＤＩＰＥＡ、ＮＭＭ及び好適な溶媒、すなわち、ＤＣＭ、ＤＭＦ、ＮＭＰ、ＴＨＦ
を使用することにより作製することができる。次に、第１のＢｏｃ脱保護は、好適な溶媒
、すなわち、ＤＣＭ、ＭｅＯＨ、ジオキサン、エタノール、ジエチルエーテル中、酸、例
えば、ＨＣｌ又はＴＦＡを使用することにより達成され、その後、第２の及び最終のカッ
プリング反応を行う。
【０１５６】
分解のための、標的タンパク質結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーを
含む二機能性分子の使用
　本発明は、標的タンパク質結合パートナーに連結されたＵｃｈＬ５結合パートナーを含
む二機能性分子を用いて、対象とする標的タンパク質を分解する方法を提供する。これら
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の方法はｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏで使用することができる。これらの方法は
、対象とする標的タンパク質、例えば、単離された対象とする標的タンパク質又は対象と
する標的タンパク質を含む細胞を、標的タンパク質の分解を可能とする条件下でそれを可
能とする時間、本発明の二機能性分子と接触させることを含む。
【０１５７】
標的タンパク質の分解の判定
　分解は、本発明の二機能性分子の存在下及び不在下での標的タンパク質の量を測定及び
比較することにより判定される。分解は、例えば、二機能性分子で処理した又は処理しな
かった細胞を用いて免疫ブロットアッセイ、ウエスタンブロット解析及びＥＬＩＳＡを実
施することにより判定することができる。タンパク質分解の成功は、特定の時点で分解さ
れたタンパク質の量として示される。本発明の二機能性分子の存在下、特定の時点で、タ
ンパク質の量の減少が見られれば分解は起こっていたことになる。
　より詳しくは、１ｎＭ～１０μＭ、例えば、１ｎＭ、１０ｎＭ、１００ｎＭ　１μＭ、
及び１０μＭの本発明の二機能性分子の存在下、２４時間以上、例えば、２４時間、３０
時間、３６時間、４２時間、４８時間、５４時間、６０時間、６６時間及び７２時間に、
タンパク質の量に少なくとも１０％、例えば、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％
、７０％、８０％、９０％又は１００％の低下が見られれば分解は起こっていたことにな
る。
【０１５８】
医薬組成物
　特定の実施形態では、本発明は、本発明の分子を含む医薬組成物を提供する。分子は、
分子の標的タンパク質結合パートナーに結合する標的タンパク質の分解を誘導し、細胞機
能を増強又は低下させるために十分な分子の部分が細胞に入ることを可能とする手段によ
って、適宜製剤し、細胞の環境に導入することができる。本発明の分子は、リン酸緩衝生
理食塩水などのバッファー溶液中に製剤される。このような組成物は一般に、当該分子と
薬学上許容される担体を含む。本明細書で使用する場合、「薬学上許容される担体」とい
う語には、医薬投与に適合した生理食塩水、溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌剤及び
抗真菌剤、等張化剤及び吸収遅延剤などが含まれる。補助的有効化合物も又、当該組成物
に配合することができる。
【０１５９】
　医薬組成物は、その意図される投与経路に適合するように製剤される。投与経路の例と
しては、非経口、例えば、静脈内投与、皮内投与、皮下投与、経口投与（例えば、吸入投
与）、経皮投与（局所投与）、経粘膜投与、及び直腸投与が含まれる。非経口適用、皮内
適用、又は皮下適用に使用される溶液又は懸濁液は以下の成分を含み得る：注射水、生理
食塩水溶液、硬化油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコール又は
他の合成溶剤などの無菌希釈剤；ベンジルアルコール又はメチルパラベンなどの抗菌剤；
アスコルビン酸又は重亜硫酸ナトリウムなどの抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸などの
キレート剤；酢酸塩、クエン酸塩又はリン酸塩などのバッファー及び塩化ナトリウム又は
デキストロースなどの張度の調節のための薬剤。ｐＨは、塩酸又は水酸化ナトリウムなど
の酸又は塩基で調整することができる。非経口製剤は、ガラス又はプラスチック製のアン
プル、使い捨てシリンジ又は多用量バイアルに封入することができる。
【０１６０】
　注射用に好適な医薬組成物としては、無菌注射溶液又は分散液の即時調合のための無菌
水溶液（ここでは、水溶性）又は分散液と無菌粉末が含まれる。静脈内投与に関して、好
適な担体としては、生理食塩水、静菌水、クレモフォールＥＬ．ＴＭ．（ＢＡＳＦ、Ｐａ
ｒｓｉｐｐａｎｙ、Ｎ．Ｊ．）又はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）が含まれる。いずれ
の場合でも、組成物は無菌でなければならず、容易に注射できる程度の流動性がなければ
ならない。製造及び保管の条件下において安定でなければならず、細菌及び真菌などの微
生物の汚染作用から保存されていなければならない。担体は、例えば、水、エタノール、
ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、及び液体ポリエチレングリ
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コールなど）、及びこれらの好適な混合物を含有する溶媒又は分散媒であり得る。適切な
流動性は、例えば、レシチンなどのコーティング剤の使用によるか、分散液の場合には必
要な粒径の維持によるか、又、界面活性剤の使用により維持することができる。微生物の
作用の回避は、種々の抗菌剤及び抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェ
ノール、アスコルビン酸、チメロサールなどによって達成することができる。多くの場合
、組成物中に等張剤、例えば、糖類、ポリアルコール、例えば、マニトール、ソルビトー
ル、塩化ナトリウムを含めることが好ましい。注射組成物の吸収延長は、組成物中に吸収
を遅延させる薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウム及びゼラチンを含めることに
よってもたらし得る。
【０１６１】
　無菌注射溶液は、適当な溶媒中に、上記に挙げた成分の１つ又は組合せとともに有効化
合物を必要な量で配合した後に必要に応じ濾過除菌を行うことによって調製することがで
きる。一般に、分散液は、基本分散媒及び上記に挙げたもの以外の必要な成分を含有する
無菌ビヒクルに有効化合物を配合することによって調製される。無菌注射溶液の調製のた
めの無菌散剤の場合、好ましい調製方法は真空乾燥及び凍結乾燥であり、事前に濾過除菌
されたその溶液から有効成分と付加的な所望の成分の粉末が得られる。
【０１６２】
　経口組成物としては一般に、不活性希釈剤又は可食担体が含まれる。経口治療投与のた
めには、有効化合物は賦形剤が配合され、錠剤、トローチ剤、又はカプセル剤、例えば、
ゼラチンカプセル剤の形態で使用することができる。経口組成物は又、口内洗浄剤として
使用するために液体担体を用いて調製することもできる。製薬上適合する結合剤、及び／
又はアジュバント材料を組成物の一部として含んでもよい。錠剤、丸剤、カプセル剤、ト
ローチ剤などは、類似の性質の以下の成分又は化合物のいずれを含んでもよい：微晶質セ
ルロース、トラガカントガム又はゼラチンなどの結合剤；デンプン又はラクトースなどの
賦形剤；アルギン酸、プリモゲル、又はコーンスターチなどの崩壊剤；ステアリン酸マグ
ネシウム又はＳｔｅｒｏｔｅｓなどの滑沢剤；コロイド状二酸化ケイ素などの流動促進剤
；スクロース又はサッカリンなどの甘味剤；又はペパーミント、サリチル酸メチル、又は
オレンジフレーバーなどの香味剤。
【０１６３】
　吸入による投与に関して、化合物は、好適な噴射剤、例えば、二酸化炭素などのガスを
含有する与圧容器若しくはディスペンサー、又はネブライザーからのエアゾールスプレー
の形態で送達される。このような方法には、米国特許第６，４６８，７９８号に記載され
ているものが含まれる。
　又、全身投与は、経粘膜的又は経皮的手段によってもよい。経粘膜又は経皮投与に関し
ては、透過される障壁に適当な浸透剤が製剤に使用される。このような浸透剤は一般に当
技術分野で公知であり、例えば、経粘膜投与に関して、界面活性剤、胆汁酸塩、及びフシ
ジン酸誘導体が含まれる。経粘膜投与は、鼻腔スプレー又は坐剤の使用によって達成する
ことができる。経皮投与に関して、有効化合物は、一般に当技術分野で公知のように、軟
膏、膏薬、ゲル、又はクリーム中に製剤される。
【０１６４】
　当該化合物は又、直腸送達用の坐剤（例えば、カカオ脂及び他のグリセリドなどの従来
の坐剤基剤を用いて）又は保留浣腸の形態で調製することもできる。
　当該化合物は又、限定されるものではないが、ＭｃＣａｆｆｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．　（
２００２），　Ｎａｔｕｒｅ，　４１８（６８９３），　３８－９（流体力学的トランス
フェクション）；　Ｘｉａ　ｅｔ　ａｌ．　（２００２），　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．，　２０（１０），　１００６－１０　（ウイルス介在送達）；又はＰｕｔ
ｎａｍ　（１９９６），　Ａｍ．　Ｊ．　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｙｓｔ．　Ｐｈａｒｍ．　５
３（２），　１５１－１６０，　ｅｒｒａｔｕｍ　ａｔ　Ａｍ．　Ｊ．　Ｈｅａｌｔｈ　
Ｓｙｓｔ．　Ｐｈａｒｍ．　５３（３），　３２５　（１９９６）に記載される方法を含
む、当技術分野で公知の方法を用いたトランスフェクション又は感染によって投与するこ
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ともできる。
【０１６５】
　一実施形態では、有効化合物は、身体からの急速排泄から化合物を保護する担体、例え
ば、インプラント及びマイクロカプセル化送達系を含む放出制御製剤を用いて調製される
。エチレンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルト
エステル、及びポリ乳酸などの生分解性、生体適合性ポリマーが使用可能である。このよ
うな製剤は、標準技術を用いて調製することができる。これらの材料は又、Ａｌｚａ　Ｃ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ及びＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃから商業
的に入手することもできる。リポソーム懸濁液（感染細胞をウイルス抗原に対するモノク
ローナル抗体で標的化したリポソームを含む）は又、薬学上許容される担体として使用す
ることもできる。これらは、例えば米国特許第４，５２２，８１１号に記載されているよ
うなに当業者公知の方法に従って調製することができる。
【０１６６】
　このような化合物の毒性及び治療効力は、例えばＬＤ50（集団の５０％に対する致死用
量）及びＥＤ50（集団の５０％に治療上有効な用量）を決定するための、細胞培養物又は
実験動物における標準的な薬学的手法によって決定することができる。毒性作用と治療効
果の間の用量比が治療係数であり、ＬＤ50／ＥＤ50比として表すことができる。高い治療
指数を示す化合物が好ましい。有毒な副作用を示す化合物を用いてもよいが、非感染細胞
に対する傷害の可能性を最小とし、それにより副作用を軽減するよう、罹患組織の部位に
そのような化合物を標的化する送達系を設計するための配慮がなされるべきである。
【０１６７】
　細胞培養アッセイ及び動物試験から得られたデータを、ヒトにおける使用のための用量
範囲の処方に使用することができる。このような化合物の用量は好ましくは、毒性がほと
んど無いか又は全く無いＥＤ50を含む循環濃度の範囲にある。用量は使用する投与剤形及
び使用する投与経路に応じてこの範囲内で変更可能である。本発明の方法において使用さ
れる化合物に関して、治療上有効な用量は、まず、細胞培養アッセイから見積もることが
できる。用量は動物モデルで、細胞培養において決定されるようなＩＣ50（すなわち、症
状の最大の半分の阻害を達成する試験化合物の濃度）を含む循環血漿濃度範囲を達成する
ように処方してもよい。このような情報は、ヒトにおいて有用な用量をより精密に決定す
るために使用することができる。血漿中のレベルは、例えば高速液体クロマトグラフィー
によって測定可能である。
【０１６８】
　本明細書に定義されるような、本発明の分子の治療上有効な量（すなわち、有効用量）
は、選択される分子によって異なる。例えば、およそ１ｐｇ～１０００ｍｇの範囲の単回
用量を投与し得る；いくつかの実施形態では、１０、３０、１００、又は１０００ｐｇ、
又は１０、３０、１００、又は１０００ｎｇ、又は１０、３０、１００、又は１０００μ
ｇ、又は１０、３０、１００、又は１０００ｍｇを投与し得る。いくつかの実施形態では
、１～５ｇの組成物を投与することができる。これらの組成物は、１日おきに１回を含む
、１日１回以上～週１回以上投与することができる。当業者は、特定の因子が、限定され
るものではないが、疾患又は障害の重篤度、過去の治療、対象の健康状態及び／又は年齢
、並びに存在する他の疾患を含む、対象を効果的に治療するために要される用量及び時機
に影響を及ぼし得ることを認識するであろう。更に、治療上有効な量の本発明の分子を用
いた対象の処置は単回処置を含み得るか、好ましくは、一連の処置を含み得る。
【０１６９】
　特定の実施形態では、本発明による二機能性分子の用量は、５ｍｇ／ｋｇ／週～５００
ｍｇ／ｋｇ／週の範囲、例えば、５ｍｇ／ｋｇ／週、１０ｍｇ／ｋｇ／週、１５ｍｇ／ｋ
ｇ／週、２０ｍｇ／ｋｇ／週、２５ｍｇ／ｋｇ／週、３０ｍｇ／ｋｇ／週、３５ｍｇ／ｋ
ｇ／週、４０ｍｇ／ｋｇ／週、４５ｍｇ／ｋｇ／週、５０ｍｇ／ｋｇ／週、５５ｍｇ／ｋ
ｇ／週、６０ｍｇ／ｋｇ／週、６５ｍｇ／ｋｇ／週、７０ｍｇ／ｋｇ／週、７５ｍｇ／ｋ
ｇ／週、８０ｍｇ／ｋｇ／週、８５ｍｇ／ｋｇ／週、９０ｍｇ／ｋｇ／週、９５ｍｇ／ｋ
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ｇ／週、１００ｍｇ／ｋｇ／週、１５０ｍｇ／ｋｇ／週、２００ｍｇ／ｋｇ／週、２５０
ｍｇ／ｋｇ／週、３００ｍｇ／ｋｇ／週、３５０ｍｇ／ｋｇ／週、４００ｍｇ／ｋｇ／週
、４５０ｍｇ／ｋｇ／週及び５００ｍｇ／ｋｇ／週である。特定の実施形態では、本発明
による二機能性分子の用量は、１０ｍｇ／ｋｇ／週～２００ｍｇ／ｋｇ／週、２０ｍｇ／
ｋｇ／週～１５０ｍｇ／ｋｇ／週又は２５ｍｇ／ｋｇ／週～１００ｍｇ／ｋｇ／週の範囲
である。特定の実施形態では、二機能性分子は、２週間～６か月、例えば、２週間、３週
間、４週間、５週間、６週間、７週間、８週間、９週間、１０週間、１１週間、１２週間
、１３週間、２６週間、６か月、８か月、１０か月又は１年以上の期間、週１回投与され
る。特定の実施形態では、この分子は、週２回投与される。他の実施形態では、この二機
能性分子は、隔週に投与される。特定の実施形態では、この二機能性分子は、静脈内に投
与される。
【０１７０】
　本発明の分子は、薬理学上有効な量の分子と薬学上許容される担体を含む医薬組成物と
して製剤することができる。薬理学上又は治療上有効な量は、意図される薬理学的、治療
的又は予防的結果をもたらすために有効な二機能性分子薬剤の量を指す。「薬理学上有効
な量」及び「治療上有効な量」又は単に「有効な量」という用語は、意図される薬理学的
、治療的又は予防的結果をもたらすために有効な二機能性分子薬剤の量を指す。例えば、
所与の臨床処置が、疾病又は障害と関連している測定可能なパラメーターに少なくとも２
０％の減少が存在すれば有効であると見なされる場合には、その疾患又は障害の治療のた
めの薬物の治療上有効な量は、そのパラメーターに少なくとも２０％の減少を果たすため
に必要な量である。
【０１７１】
　適宜製剤された本発明の医薬組成物は、静脈内投与、筋肉内投与、腹腔内投与、皮下投
与、経皮投与、気道投与（エアロゾル）、直腸投与、膣投与及び局所投与（口内投与及び
舌下投与を含む）を含む非経口経路によるなどの当技術分野で公知のいずれの手段によっ
て投与することもできる。いくつかの実施形態では、医薬組成物は、静脈内又は内部非経
口（ｉｎｔｒａｐａｒｅｎｔｅｒａｌ）注入又は注射によって投与される。
【０１７２】
　一般に、分子の好適な用量単位は、０．００１～０．２５ミリグラム／キログラムレシ
ピエント体重／日の範囲、又は０．０１～２０マイクログラム／キログラム体重／日の範
囲、又は０．０１～１０マイクログラム／キログラム体重／日の範囲、又は０．１０～５
マイクログラム／キログラム体重／日の範囲、又は０．１～２．５マイクログラム／キロ
グラム体重／日の範囲であろう。この分子を含む医薬組成物は、１日１回投与することが
できる。しかしながら、治療薬は又、１日のうちに適当な間隔で投与される２つ、３つ、
４つ、５つ、６つ又はそれを超える分割用量を含有する用量単位で投与してもよい。この
場合、各分割用量中に含有される分子は、総１日用量単位を達成するために相応に少なく
なければならない。用量単位は又、例えば、数日間にわたって分子の持続的且つ一貫した
放出をもたらす従来の持続放出製剤を用い、数日間のための単回用量として合わせること
もできる。持続放出製剤は当技術分野で周知である。この実施形態において、用量単位は
、対応する倍数の一日用量を含有する。製剤にかかわらず、医薬組成物は、例えば、分子
の標的タンパク質結合パートナーに結合される標的タンパク質の分解を誘導すること、特
定の実施形態では、細胞機能に変化をもたらすことを達成するために十分な量で分子を含
有しなければならない。この組成物は、複数単位の分子の合計が十分な用量を含有するよ
うに合わせることができる。
【０１７３】
　細胞培養アッセイ及び動物試験から、ヒトに関して好適な用量範囲を処方するためのデ
ータを得ることができる。本発明の組成物の用量は、毒性がほとんど無いか又は全く無い
ＥＤ50（既知の方法で決定される）を含む循環濃度範囲にある。用量は使用する投与剤形
及び使用する投与経路に応じてこの範囲内で変更可能である。本発明の方法において使用
される化合物に関して、治療上有効な用量は、まず、細胞培養アッセイから見積もること
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ができる。用量は動物モデルで、細胞培養において決定されるようなＩＣ50（すなわち、
症状の最大の半分の阻害を達成する試験化合物の濃度）を含む化合物の循環血漿濃度範囲
を達成するように処方してもよい。このような情報は、ヒトにおいて有用な用量をより精
密に決定するために使用することができる。血漿中の分子のレベルは、標準的な方法、例
えば高速液体クロマトグラフィーによって測定可能である。
　これらの医薬組成物は、キット、容器、パック、又はディスペンサー中に、投与に関す
る説明書とともに含まれ得る。
【０１７４】
治療方法
　本発明は、標的タンパク質の過剰発現により全面的又は部分的に生じる疾患又は障害の
リスクがある（又はその感受性がある）対象を処置する予防的方法と治療的方法の両方を
提供する。
　「治療」、又は「治療する」は、本明細書で使用する場合、疾患若しくは障害、疾患若
しくは障害の症状、又は疾患に対する素因を治癒させる、回復させる、緩和する、軽減す
る、変化させる、矯正する、改善する、向上させる又は影響を及ぼす目的で、疾患若しく
は障害、疾患若しくは障害の症状、又は疾患若しくは障害に対する素因を有する患者に対
する治療薬（例えば、本発明の分子）の適用若しくは投与、又は患者由来の摘出組織若し
くは細胞株に対する治療薬の適用若しくは投与と定義される。
【０１７５】
　一態様において、本発明は、対象において上記のような疾患又は障害を予防するための
、対象に治療薬（例えば、本発明の分子）を投与することによる方法を提供する。その疾
患のリスクのある対象は、例えば、本明細書に記載されるような診断又は予後アッセイの
いずれか１つ又は組合せによって特定することができる。予防薬の投与は、対象において
例えばウイルス粒子の検出の前、又は疾患若しく障害に特徴的な症状の顕在化の前にその
疾患又は障害が予防されるように、或いは又、その進行が遅延されるように行うことがで
きる。
　本発明の別の態様は、対象を治療的に処置する方法に関し、すなわち、疾患又は障害の
症状の発症を変化させる。これらの方法は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで或いは又、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏで（例えば、本発明の分子を対象に投与することにより）行うことができる。
【０１７６】
　予防的処置法及び治療的処置法の両方に関して、このような処置は、薬理ゲノミクスの
分野から得られる知見に基づいて具体的に調整又は修正することができる。「薬理ゲノミ
クス」は、本明細書で使用する場合、臨床開発中の薬物及び市場にある薬物に対する遺伝
子シークエンシング、統計遺伝学、及び遺伝子発現分析などのゲノミクス技術の適用を指
す。より具体的には、この用語は、患者の遺伝子が薬物に対するその患者の応答をどのよ
うに決定するかという研究（例えば、患者の「薬物応答表現型」、又は「薬物応答遺伝子
型」）を指す。薬理ゲノミクスは、臨床家又は医師が、予防的処置又は治療的処置をその
処置から最も利益を受けるであろう患者に向けること及び有毒な薬物関連副作用を受ける
であろう患者の処置を回避することを可能とする。
【０１７７】
　治療薬は、適当な動物モデルで試験することができる。例えば、本明細書に記載される
ような分子は、その薬剤による処置の有効性、毒性、又は副作用を決定するために動物モ
デルで使用することができる。或いは、治療薬は、このような薬剤の作用機序を決定する
ための動物モデルで使用することができる。例えば、薬剤は、このような薬剤による処置
の有効性、毒性、又は副作用を決定するための動物モデルで使用することができる。或い
は、薬剤は、そのような薬剤の作用機序を決定するための動物モデルで使用することがで
きる。
【０１７８】
　本発明の二機能性分子は、選択された標的タンパク質のタンパク質分解を増大させるた
めに有用である。タンパク質は、細胞においてそのタンパク質の量を低減するように、標
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的化タンパク質分解のために選択される。細胞における所与の標的タンパク質の量の低減
は、所与の疾患の有害な影響を治療、予防、又は軽減するために有利であり得る。いくつ
かの場合、所与の疾患は、細胞内の所与の標的タンパク質の増量の存在に関与する。本発
明の細胞又は対象に二機能性分子を投与した後に疾患の１以上の症状が低減又は消失され
れば、その対象はその疾患に関して治療されると言われる。
【０１７９】
動物モデル
　選択された標的タンパク質のタンパク質分解を促進する際の活性に関して二機能性分子
を試験するために、分子を動物に投与し、その動物に対する効果を評価すればよい。本発
明において有用な動物モデルとしては、限定されるものではないが、以下のものが含まれ
る：
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【０１８０】
　本発明の実施には、特に断りのない限り、当業者の技術の範囲内ある化学、分子生物学
、微生物学、組換えＤＮＡ、遺伝学、免疫学、細胞生物学、細胞培養及びトランスジェニ
ックバイオロジーの従来技術を使用する。例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，　
１９８２，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
，　Ｎ．Ｙ．）；　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８９，　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　第２版　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．）；　
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，　２００１，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ，　第３版　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．）；　Ａｕｓｕ
ｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９２），　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　定期
的更新を含む）；　Ｇｌｏｖｅｒ，　１９８５，　ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　（ＩＲＬ　
Ｐｒｅｓｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ）；　Ａｎａｎｄ，　１９９２；　Ｇｕｔｈｒｉｅ　ａｎｄ
　Ｆｉｎｋ，　１９９１；　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，　１９８８，　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ，　（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．）；　Ｊａｋｏｂｙ　
ａｎｄ　Ｐａｓｔａｎ，　１９７９；　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ　（Ｂ．　Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．　Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．　１
９８４）；　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　（Ｂ．　
Ｄ．　Ｈａｍｅｓ　＆　Ｓ．　Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．　１９８４）；　Ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　Ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ　（Ｒ．　Ｉ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，　Ａｌ
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ａｎ　Ｒ．　Ｌｉｓｓ，　Ｉｎｃ．，　１９８７）；　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌ
ｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，　１９８６）；　Ｂ．　Ｐｅｒ
ｂａｌ，　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ　（１９８４）；論文　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　（Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．，　Ｎ．Ｙ．）；　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　
Ｖｅｃｔｏｒｓ　Ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ　（Ｊ．　Ｈ．　Ｍｉｌｌｅ
ｒ　ａｎｄ　Ｍ．　Ｐ．　Ｃａｌｏｓ　ｅｄｓ．，　１９８７，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）；　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ，　Ｖｏｌｓ．　１５４及び１５５　（Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．編），　Ｉｍｍｕｎｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ　（Ｍａｙｅｒ　ａｎｄ　Ｗａｌｋｅｒ編，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ，　Ｌｏｎｄｏｎ，　１９８７）；　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　Ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　Ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ－ＩＶ　（Ｄ．　Ｍ．　Ｗｅｉｒ　
ａｎｄ　Ｃ．　Ｃ．　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ編，　１９８６）；　Ｒｉｏｔｔ，　Ｅｓｓｅ
ｎｔｉａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　第６版，　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ｏｘｆｏｒｄ，　１９８８；　Ｈｏｇａｎ　ｅｔ
　ａｌ．，　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ，　（Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．，　１９８６）；　Ｗｅｓｔｅｒｆｉｅｌｄ，
　Ｍ．，　Ｔｈｅ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ　ｂｏｏｋ．　Ａ　ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ
　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｚｅｂｒａｆｉｓｈ　（Ｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉ
ｏ），　（第４版，　Ｕｎｉｖ．　ｏｆ　Ｏｒｅｇｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｅｕｇｅｎｅ，
　２０００）参照。
【０１８１】
　そうではないことが定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術用語及び科学
用語は、本発明が属する技術分野の熟練者に一般に理解されているものと同じ意味を有す
る。本発明の実施又は試験に当たっては、本明細書に記載のものと類似又は等価な方法及
び材料を使用することができるが、好適な方法及び材料を以下に記載する。本明細書に記
載される全ての刊行物、特許出願、特許、及び他の参照文献は、その全内容が本明細書の
一部として援用される。矛盾がある場合には、定義を含む本明細書が優先する。
　材料、方法、及び例は単に例示であり、本明細書に記載される本発明の種々の実施形態
に限定されることを意図しない。
【実施例】
【０１８２】
実施例１－　ＵｃｈＬ５結合パートナーを含むキナーゼ標的化分子の合成
　リンカーを介してＵｃｈＬ５結合パートナーに結合された、キナーゼを標的とする標的
タンパク質結合パートナーを含む本発明の分子は、一実施形態では、以下の方法によって
作製される。リンカーを介してＵｃｈＬ５結合パートナーに連結された、キナーゼパート
ナーを標的とする標的タンパク質結合パートナーを含む本発明の二機能性分子を合成する
ために、ＵｃｈＬ５結合パートナーを、アミドカップリング条件下、アミノキシ含有リン
カーと、次いで、キナーゼ阻害剤カルボン酸誘導体と反応させることができるアルデヒド
基で官能基化すると、所望の二機能性分子が得られる。
【０１８３】
　ＵｃｈＬ５結合パートナーを含むキナーゼ標的化分子を合成するためには、以下の合成
スキームが使用される。
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【化１０２】

【０１８４】
実施例２－　ＵｃｈＬ５結合パートナーを含むＢＥＴ標的化分子の合成
　リンカーを介してＵｃｈＬ５結合パートナーに連結されたＢＥＴを標的とする標的タン
パク質結合パートナーを含む本発明の分子は、以下の方法によって作製される。ＵｃｈＬ
５結合パートナーを含むＢＥＴ標的化分子を合成するために、ＵｃｈＬ５結合パートナー
をアルデヒド基で官能基化し、アミドカップリング条件下、アミノキシ含有リンカーと、
次いで、キナーゼ阻害剤－カルボン酸誘導体と反応させると、所望の二機能性分子が得ら
れる。
【０１８５】
　ＵｃｈＬ５結合パートナーを含むＢＥＴ標的化分子は以下のように合成される：
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【化１０３】

【０１８６】
実施例３－　二機能性分子のＵｃｈＬ５及び標的タンパク質への結合
　本発明の二機能性分子のＵｃｈＬ５及び対象標的タンパク質への結合は、例えば、Ｎａ
ｎｏＢＲＥＴ（商標）タンパク質－タンパク質相互作用システムを製造者のプロトコール
（Ｐｒｏｍｅｇａ）に従って、又は細胞サーマルシフトアッセイ（ＣＥＴＳＡ）とその後
のウエスタンブロット若しくは質量分析によって使用することにより決定される。
【０１８７】
　ＵｃｈＬ５結合パートナーのＵｃｈＬ５への結合を判定するためのアッセイは、全長プ
ロテアソームの代わりにタンパク質を活性化する働きをするｈＲｐｎ１３の存在下で行う
（Ｓａｈｔｏｅ　ＤＤ　ｅｔ　ａｌ．　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　２０１５．　ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｍｏｌｃｅｌ．２０１４．１２．０３９）　。次に、ＵｃｈＬ５への結合
（ｈＲｐｎ１３の存在下）を、Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ　（ＣｈｅｍＢｉｏＣｈｅｍ　２０１
７；　ＤＯＩ：　１０．１００２／ｃｂｉｃ．２０１６００５１５）により記載されてい
るように、ユビキチン－ローダミン１１０（Ｒｈ１１０）の加水分解を判定することによ
り評価する。オレゴングリーン標識テトラユビキチン基質（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｎａ
ｔ．　Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｌ．　２０１７；　ＤＯＩ：　１０．１０３８／ｎｃｈｅｍｂ
ｉｏ．２３２６）又はＵｂ－ＬｙｓＧｌｙTAMRA（ＤＯＩ：　１０．１０１６／ｊ．ｍｏ
ｌｃｅｌ．２０１４．１２．０３９）の脱離を含む確立された方法と同様に、分子のハイ
スループット試験を補助するために蛍光偏光（ＦＰ）アッセイも又使用可能である。
　又、分子の標的タンパク質への結合を直接評価するために、等温熱量測定（ＩＴＣ）及
び／又は表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）も使用可能である。
【０１８８】
実施例４－　標的タンパク質分解
　標的タンパク質分解は、本発明の二機能性分子の存在下及び不在下で標的タンパク質の
量を測定することによって判定することができる。分解は、例えば、二機能性分子で処理
した又は処理しなかった細胞を用いて免疫ブロット法アッセイ、ウエスタンブロット解析
及びＥＬＩＳＡを実施することにより判定される。タンパク質分解の成功は、特定の時点
で分解されたタンパク質の量として示される。本発明の二機能性分子の存在下、特定の時
点で、タンパク質の量の減少が見られれば分解は起こっていたことになる。
【０１８９】
実施例５－　阻害剤－リンカーコンジュゲートの作製
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　市販の化学物質は、Ａｐｏｌｌｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃ
ｈ、Ｆｌｕｏｒｏｃｈｅｍ、又はＭａｎｃｈｅｓｔｅｒ　Ｏｒｇａｎｉｃから購入し、そ
れ以上精製せずに使用した。
　反応は全て、無水溶媒を用いて行った。分取ＨＰＬＣは、Ｗａｔｅｒｓ　Ｘ－Ｂｒｉｄ
ｇｅ　Ｃ１８カラム（１００ｍｍ×１９ｍｍ；５μｍ粒径、流速２５ｍＬ／分）を用いた
Ｇｉｌｓｏｎ分取ＨＰＬＣで、１５分で０．０１％ｖ／ｖのギ酸を含む水中５％から９５
％ｖ／ｖアセトニトリルへの勾配（方法１）を用いて、又は１５分で０．０１％ｖ／ｖの
水酸化アンモニウム水溶液を含む水中５％から９５％ｖ／ｖアセトニトリルへの勾配（方
法２）を用いて行った。
【０１９０】
　液体クロマトグラフィー－質量分析（ＬＣ－ＭＳ）は、Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉ
ｃｓ　ＭｉｃｒｏＴＯＦに接続したＡｇｉｌｅｎｔ　ＨＰＬＣ　１１００系又はＡｇｉｌ
ｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　６１３０四重極分光計に接続したＡｇｉｌｅｎｔ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　１２００系ＨＰＬＣを用いて行った。ＬＣ－ＭＳについては
、使用した分析カラムは、Ｗａｔｅｒｓ　Ｘ－ｂｒｉｄｇｅ　Ｃ１８カラムであった（５
０ｍｍ×２．１ｍｍ×３．５ｍｍ粒径）；流速０．５ｍＬ／分　移動相　水／ＭｅＣＮ＋
０．０１％ＨＣＯＯＨ（方法１Ａ）；９５／５　水／ＭｅＣＮをまず０．５分保持し、次
いで、３．５分で９５／５から５／９５　水／ＭｅＣＮへの直線勾配、その後、これを２
分間維持。全ての化合物の純度は、従前に使用した分析的ＬＣ－ＭＳシステムを用いて評
価し、純度は＞９５％であった。
【化１０４】

【０１９１】
　ＤＭＦ（１ｍＬ）中、モノＢｏｃ保護ジアミンリンカー（０．１ｍｍｏｌ、１当量）及
びＪＱ１－ＣＯＯＨ（４０ｍｇ、０．１ｍｍｏｌ、１当量）の溶液に、ＣＯＭＵ（４３ｍ
ｇ、１ｍｍｏｌ、１当量）及びＤＩＰＥＡ（４８μＬ（ｍｉｒｃｏＬ））を加えた。この
反応混合物を室温で１時間撹拌した後、氷冷水で急冷した。揮発性物質を真空で除去し、
粗混合物を分取ＨＰＬＣにより精製した（方法２）。目的生成物を含有する画分を減圧下
で蒸発させ、残渣（ｒｅｓｉｄｅ）をＤＣＭ（１ｍＬ）に溶解させ、ジオキサン中無水Ｈ
Ｃｌの溶液（４Ｍ、１ｍＬ）で処理した。１時間後、揮発性物質を減圧下で除去し、余分
な酸を除去するために残渣（ｒｅｓｉｄｅ）を凍結乾燥させた。分析データ（ＨＲＭＳ）
を以下に示す表ＩＩに示す。
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【表４】

【０１９２】
　ＤＭＦ（１ｍＬ）中、モノＢｏｃ保護ジアミンリンカー（０．１ｍｍｏｌ、１当量）及
びｉＢＥＴ７２６（３６ｍｇ、０．１ｍｍｏｌ、１当量）の溶液に、ＣＯＭＵ（４３ｍｇ
、０．１ｍｍｏｌ、１当量）及びＤＩＰＥＡ（４８μＬ（ｍｉｒｃｏＬ））を加えた。こ
の反応混合物を室温で１時間撹拌した後、氷冷水で急冷した。揮発性物質を真空下で除去
し、粗混合物を分取ＨＰＬＣにより精製した（方法２）。目的生成物を含有する画分を減
圧下で蒸発させ、残渣（ｒｅｓｉｄｅ）をＤＣＭ（１ｍＬ）に溶解させ、ジオキサン中無
水ＨＣｌの溶液（４Ｍ、１ｍＬ）で処理した。１時間後、揮発性物質を減圧下で除去し、
余分な酸を除去するために残渣（ｒｅｓｉｄｅ）を凍結乾燥させた。分析データ（ＨＲＭ
Ｓ）を以下に示す表ＩＩＩに示す。
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【表５】

【化１０５】

【０１９３】
　ＤＭＦ（１ｍＬ）中、モノＢｏｃ保護ジアミンリンカー（０．１ｍｍｏｌ、１当量）及
びダサチニブ－ＣＯＯＨ（５０ｍｇ、０．１ｍｍｏｌ、１当量）の溶液に、ＣＯＭＵ（４
３ｍｇ、０．１ｍｍｏｌ、１当量）及びＤＩＰＥＡ（４８μＬ）を加えた。この反応混合
物を室温で１時間撹拌した後、氷冷水で急冷した。揮発性物質を真空下で除去し、粗混合
物を分取ＨＰＬＣにより精製した（方法２）。目的生成物を含有する画分を減圧下で除去
し、残渣（ｒｅｓｉｄｅ）をＤＣＭ（１ｍＬ）に溶解させ、ジオキサン中無水ＨＣｌの溶
液（４Ｍ、１ｍＬ）で処理した。１時間後、揮発性物質を減圧下で除去し、余分な酸を除
去するために残渣（ｒｅｓｉｄｅ）を凍結乾燥させた。分析データ（ＨＲＭＳ）を表ＩＶ
に示す。
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【表６】

【化１０６】
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【０１９４】
　ＤＭＦ（１ｍＬ）中、モノＢｏｃ保護ジアミンリンカー（０．１ｍｍｏｌ、１当量）及
びイマチニブ－ＣＯＯＨ（５４ｍｇ、０．１ｍｍｏｌ、１当量）の溶液に、ＣＯＭＵ（４
３ｍｇ、０．１ｍｍｏｌ、１当量）及びＤＩＰＥＡ（４８μＬ）を加えた。この反応混合
物を室温で１時間乾燥した後、氷冷水で急冷した。揮発性物質を真空下で除去し、粗混合
物を分取ＨＰＬＣにより精製した（方法２）。目的生成物を含有する画分を減圧下で除去
し、残渣（ｒｅｓｉｄｅ）をＤＣＭ（１ｍＬ）に溶解させ、ジオキサン中無水ＨＣｌの溶
液（４Ｍ、１ｍＬ）で処理した。１時間後、揮発性物質を減圧下で除去し、余分な酸を除
去するために残渣（ｒｅｓｉｄｅ）を凍結乾燥させた。分析データ（ＨＲＭＳ）を表Ｖに
示す。
【表７】

【０１９５】
実施例６－　２－（（（２－（４－（１－（（Ｅ）－３－（６－ブロモピリジン－２－イ
ル）－２－シアノアクリルアミド）ブチル）フェノキシ）エチリデン）アミノ）オキシ）
酢酸の作製
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【化１０７】

スキームＸＸ：ｉ）ブロモアセトアルデヒドジエチルアセタール、Ｋ2ＣＯ3（２当量）、
ＤＭＦ（５容量）、８５℃、ｉｉ）ＮＨ2ＯＨ　ＨＣｌ（２当量）、Ｎａ2ＣＯ3（３当量
）、エタノール／Ｈ2Ｏ、８０℃、次いで、ラネーＮｉ（ｗ／ｗ）、Ｈ2（６０ｐｓｉ）、
ＥｔＯＨ、ＲＴ；ｉｉｉ）ＨＯＡｔ（１当量）、ＨＡＴＵ（１当量）、ＤＩＰＥＡ（２．
２当量）、ｉｖ）ＤＭＦ、室温、一晩；６－ブロモピコリンアルデヒド、ピペリジンＴＨ
Ｆ；ｖ）Ｉ２、アセトン、４時間、次いで、アミノキシ酢酸、水／アセトニトリルｐＨ＝
４．５。
【０１９６】
実施例７－　（Ｅ）－３－（６－ブロモピリジン－２－イル）－２－シアノ－Ｎ－（１－
（４－（２，２－ジエトキシエトキシ）フェニル）ブチル）アクリルアミドの作製
　ＤＭＦ（５容量）中、１－（４－ヒドロキシフェニル）ブタン－１－オン（１当量）の
溶液に、ブロモアセトアルデヒドジエチルアセタール（１．２当量）及びＫ2ＣＯ3（２当
量）を加えた。この混合物を一晩、８５℃で撹拌した後、ジエチルエーテル（２０容量）
で希釈し、水で３回洗浄した。有機相を無水ＭｇＳＯ４で乾燥させ、濾過し、減圧下で溶
媒除去した。粗材料をエタノール（１．５ｍＬ／ｍｍｏｌ）に溶解させ、ＮＨ2ＯＨ・Ｈ
Ｃｌ（２当量）、Ｎａ2ＣＯ3（３当量）及び水（２．５ｍＬ／ｍｍｏｌ）を加えた。この
反応フラスコを一晩８０℃に加熱した。冷却後、沈澱を吸引しながら濾過し、粗生成物を
冷水で洗浄し、真空下で乾燥させて所望のオキシム生成物を収率８８％で得た。次に、こ
のオキシムをエタノール（０．０５Ｍ）に溶解させ、ラネーＮｉを加え、１６時間Ｈ2（
６０ｐｓｉ）に曝した。この混合物をセライトパッドで濾過した後、溶媒を除去し、アミ
ン生成物を回収した。得られたアミン（１当量）をＤＭＦ（０．５Ｍ）中、シアノ酢酸（
１当量）、ＨＯＡｔ（１当量）、ＨＡＴＵ（１当量）及びＤＩＰＥＡ（２．２当量）と反
応させた。この混合物を一晩反応させ、氷水を加え、この反応混合物をＤＣＭで３回抽出
した。有機相を無水ＭｇＳＯ４で乾燥させ、濾過し、減圧下で溶媒を除去した。粗材料を
、ＤＣＭ中０から２０％ＭｅＯＨへの勾配を用いるシリカカラムクロマトグラフィーによ
り精製し、所望のシアノ－Ｎ－（１－（４－（２，２－ジエトキシエトキシ）フェニル）
ブチル）アセトアミドを収率６５％で得た。
【０１９７】
　ＴＨＦ（０．１Ｍ）中、２－シアノ－Ｎ－（１－（４－（２，２－ジエトキシエトキシ
）フェニル）ブチル）アセトアミド（１当量）の溶液に、６－ブロモピコリンアルデヒド
（４当量）及びピペリジン（０．０１当量）を加えた。この混合物を７０℃で２時間撹拌
した。減圧下で溶媒を蒸発させ、ＤＣＭ中０から２０％ＭｅＯＨへの勾配を用いるシリカ



(109) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

20

カラムクロマトグラフィー後に生成物が単離された。
【０１９８】
実施例８－　２－（（（２－（４－（１－（（Ｅ）－３－（６－ブロモピリジン－２－イ
ル）－２－シアノアクリルアミド）ブチル）フェノキシ）エチリデン）アミノ）オキシ）
酢酸の作製
　アセトン（２０ｍＬ、試薬ＡＣＳ、≦０．５％　Ｈ2Ｏ）中、アセタール（１、５ｍｍ
ｏｌ）及びヨウ素（１２５ｍｇ、０．５ｍｍｏｌ）の混合物を室温で４時間撹拌した。次
に、真空下でアセトンを除去し、残渣をジクロロメタン（５０ｍＬ）で希釈した。この混
合物を５％Ｎａ2Ｓ2Ｏ3水溶液（１０ｍＬ）、Ｈ2Ｏ（２０ｍＬ）、及びブライン（２０ｍ
Ｌ）で順次洗浄した。有機層を分離し、Ｎａ2ＳＯ4で乾燥させ、濾過した。溶媒を除去し
て生成物を得、これをｐＨ＝４．５（酢酸で調整）の水／アセトニトリル混合物中でアミ
ノキシ酢酸（１．２当量）を２時間反応させた。溶媒を減圧下で除去し、粗物質を分取Ｈ
ＰＬＣ（方法１）により精製して純粋な材料を得た。
【０１９９】
実施例９－　デグラシンコンジュゲートの作製
　ＤＭＦ（０．０５Ｍ）中、弾頭－リンカーアミン（０．０１ｍｍｏｌ）の溶液に、２－
（（（２－（４－（１－（（Ｅ）－３－（６－ブロモピリジン－２－イル）－２－シアノ
アクリルアミド）ブチル）フェノキシ）エチリデン）アミノ）オキシ）酢酸（０．０１ｍ
ｍｏｌ）、ＣＯＭＵ（０．０１ｍｍｏｌ）及びＤＩＰＥＡ（０．０５ｍｍｏｌ）を加えた
。この反応混合物を室温で１時間反応させた後、水を加え、真空下で溶媒を除去した。粗
材料を逆相ＨＰＬＣ（方法１）により精製して最終化合物を得た。分析データ（ＨＲＭＳ
）を表ＶＩａ～ＶＩｄに示す。
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【０２００】
実施例１０－　Ｎ結合化合物及びＯ結合化合物の作製
Ｏ結合化合物
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【化１０８】

【０２０１】
１－（４－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）フェニル）ブタン－１－オン
　ＤＭＦ（１ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、１－（４－ヒドロキシフェニル）ブタン－１－オン（
１当量）の溶液に、イミダゾール（２当量）、次いで、塩化ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシ
リル（１．３当量）を加えた。この反応混合物を室温で３時間撹拌した。ジエチルエーテ
ル及びヘプタンの混合物（１：１、１０ｍＬ／ｍｍｏｌ）を加え、この溶液を水（３回）
及びブラインで洗浄した。有機層をＭｇＳＯ4で乾燥させ、溶媒除去して淡黄色のオイル
を得、これは－２０℃で保存中に固化した。収量：定量的。
【０２０２】
（Ｎ－（１－（４－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）フェニル）ブチリデ
ン）－２－メチルプロパン－２－スルフィンアミド
　トルエン（２ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、１－（４－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）
オキシ）フェニル）ブタン－１－オン（１当量）の溶液に、２－メチル－２－プロパンス
ルフィンアミド（２当量）、次いで、チタンエトキシド（４当量）を加えた。この反応混
合物を９０℃で１６時間加熱した。酢酸エチルを加え、この反応物を過剰量の水で急冷し
、１５分間撹拌した後、セライトパッドで濾過した。有機層を分離し、水相を酢酸エチル
で２回抽出した。合わせた有機相をＭｇＳＯ4で乾燥させ、溶媒を除去し、粗生成物を、
ヘプタン中０％から３０％酢酸エチルへの勾配を用いるシリカカラムクロマトグラフィー
により精製した。収率：６０％。
【０２０３】
Ｎ－（１－（４－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリル）オキシ）フェニル）ブチル）－
２－メチルプロパン－２－スルフィンアミド
　０℃で、ＴＨＦ（２．５ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、スルフィンイミン（１当量）の溶液に、
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Ｌ－セレクタリド（ＴＨＦ中１．０Ｍ、３当量）を加えた。得られた溶液を３時間かけて
室温に温めた。この反応混合物をＴＬＣにより分析したところ、最初のイミンの消費が示
された。この反応混合物を飽和重炭酸ナトリウム溶液で急冷した。有機層を分離し、水相
を酢酸エチルで抽出した。合わせた有機相をＭｇＳＯ4で乾燥させ、溶媒を除去し、粗生
成物を、ヘプタン中１０％から５０％酢酸エチルへの勾配を用いるシリカカラムクロマト
グラフィーにより精製し、分析的に純粋な生成物を収率８０％で得た。
【０２０４】
Ｎ－（１－（４－ヒドロキシフェニル）ブチル）－２－メチルプロパン－２－スルフィン
アミド
　ＤＭＦ（４ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、Ｎ－（１－（４－（（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリ
ル）オキシ）フェニル）ブチル）－２－メチルプロパン－２－スルフィンアミド（１当量
）の溶液を室温で１時間、ＴＢＡＦ（ＴＨＦ中１Ｍ、１．２当量）で処理した。この反応
混合物をリン酸塩（ｐｏｈｏｓｐｈａｔｅ）バッファーｐＨ＝５．５で急冷し、減圧下で
溶媒を除去した。粗物質をＤＣＭに溶解させ、水で２回、最終的にはブラインで洗浄した
。有機をＭｇＳＯ4で乾燥させ、溶媒を除去して粗生成物を得、これをそれ以上精製せず
に使用した。収量：定量的
【０２０５】
Ｎ－（１－（４－（（２０－アジド－３，６，９，１２，１５，１８－ヘキサオキサイコ
シル）オキシ）フェニル）ブチル）－２－メチルプロパン－２－スルフィンアミド
　ＤＭＦ（５ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、Ｎ－（１－（４－ヒドロキシフェニル）ブチル）－２
－メチルプロパン－２－スルフィンアミド（１当量）の溶液に、１－アジド－２０－ブロ
モ－３，６，９，１２，１５，１８－ヘキサオキサイコサン（１．２当量）及びＫ２ＣＯ
３（３当量）を加えた。この反応混合物を７０℃で２時間激しく撹拌した。ＤＣＭを加え
、この有機相を少量の水で洗浄した。水相をＤＣＭで抽出した。合わせた有機相をＭｇＳ
Ｏ4で乾燥させ、溶媒を除去し、粗生成物を分取ＨＰＬＣ（方法１）により精製した。収
率：６６％。
【０２０６】
Ｎ－（１－（４－（（２０－アミノ－３，６，９，１２，１５，１８－ヘキサオキサイコ
シル）オキシ）フェニル）ブチル）－２－メチルプロパン－２－スルフィンアミド
　ＴＨＦ／水（４：１、５ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、Ｎ－（１－（４－（（２０－アジド－３
，６，９，１２，１５，１８－ヘキサオキサイコシル）オキシ）フェニル）ブチル）－２
－メチルプロパン－２－スルフィンアミドの溶液に、トリフェニルホスフィン（２当量）
を加えた。この反応混合物を７０℃で６時間加熱した。溶媒を減圧下で除去し、所望の生
成物を分取ＨＰＬＣ（方法１）により単離した。収率：７２％。
【０２０７】
ｉＢＥＴ－７２６コンジュゲーション
　ＤＭＦ（１００ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、リンカー－アミン化合物（１当量）及びｉＢＥＴ
７２６（１当量）の溶液に、ＣＯＭＵ（１当量）及びＤＩＰＥＡ（２．５μＬ（ｍｉｒｃ
ｏＬ））を加えた。この反応混合物を室温で１時間乾燥した後、氷冷水で急冷した。揮発
性物質を真空下で除去し、粗混合物を分取ＨＰＬＣ（方法２）により精製した。目的生成
物を含有する画分を減圧下で除去し、残渣（ｒｅｓｉｄｅ）をＤＣＭ（１ｍＬ）に溶解さ
せ、ジオキサン中無水ＨＣｌの溶液（４Ｍ、１ｍＬ）で処理した。１時間後、揮発性物質
を減圧下で除去した。飽和ＮａＨＣＯ３溶液を塩基性のｐＨとなるまで加え、この混合物
をＤＣＭで３回抽出し、余分な酸を除去するために残渣（ｒｅｓｉｄｅ）を凍結乾燥させ
た。合わせた有機相をＭｇＳＯ４で乾燥させ、溶媒を除去して目的生成物を得た。
【０２０８】
実施例１１－　シアノ酢酸とのカップリング及びクネーフェナーゲル縮合の手順
　従前の合成段階からのアミン生成物（１当量）をＤＭＦ（１００ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、
シアノ酢酸（１当量）、ＨＯＡｔ（１当量）、ＨＡＴＵ（１当量）及びＤＩＰＥＡ（２．
２当量）と反応させた。この混合物を一晩反応させ、氷水を加え、真空下で揮発性成分を
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除去した。粗生成物を分取ＨＰＬＣ（方法１）により精製した。目的生成物を含有する画
分を乾燥させ、ＴＨＦ（１００ｍＬ／ｍｍｏｌ）、次いで、所望のアルデヒド（３当量）
及び触媒量のピペリジンを加えた。この混合物を７０℃で２時間撹拌した。減圧下溶媒を
蒸発させ、生成物を分取ＨＰＬＣ（方法１）により単離した。
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【表９】

【０２０９】
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実施例１８：　Ｎ，Ｏ結合ダサチニブ系化合物の合成
【化１０９】

【０２１０】
　窒素下、０℃で、５ｍＬの乾燥ＴＨＦ中、ジアリルエーテル（４００ｍｇ、２．０２ｍ
ｍｏｌ）の溶液に、９ＢＢＮ溶液（ＴＨＦ中０．５ｍＬ、１０ｍＬ、５ｍｍｏｌ）を加え
た。この反応物を室温で一晩撹拌した。ＴＬＣ分析（Ｈｅｐｔ中１０％ＡｃＯＥｔ、ＫＭ
ｎＯ４染色剤）は、アルケンが存在していないことを示した。この反応混合物を再び０℃
で冷却し、ＮａＯＭｅ（ＭｅＯＨ中２５％、１２ｍｍｏｌ）、次いで、固体ヨウ素（３．
０ｇ、１２ｍｍｏｌ）を加えた。この反応混合物を室温で更に４０分間反応させた。飽和
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３溶液を加えてこの反応物を急冷した後、Ｅｔ２Ｏで抽出した。有機相をＭ
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ｇＳＯ4で乾燥させ、揮発性溶媒を蒸発させ、粗物質をヘプタン中０％から２０％ＡｃＯ
Ｅｔへの勾配を用いるＦＣＣ（ＴＬＣ分析のためにＫＭｎＯ４染色剤）により精製した。
６５１ｍｇ、収率７１％が得られた。
【０２１１】
　ＤＭＦ（１ｍＬ）中、Ｎ－（１－（４－ヒドロキシフェニル）ブチル）－２－メチルプ
ロパン－２－スルフィンアミド（１００ｍｇ、０．３７ｍｍｏｌ）の溶液に、ジヨード（
ｄｉｏｄｏ）誘導体（又はジブロモ誘導体）（０．７４ｍｍｏｌ）、次いで、Ｋ２ＣＯ３
（１５３ｍｇ、１．１ｍｍｏｌ）を加えた。この反応混合物を室温で２～３時間撹拌した
。ＬＣ－ＭＳ及びＴＬＣ分析は、もはや出発材料を示さなかった。この反応物をＤＣＭで
希釈し、水で洗浄した。有機相をＭｇＳＯ4で乾燥させ、蒸発乾固させた。粗材料をヘプ
タン中１０％から８０％ＡｃＯＥｔへの勾配を用いるＦＣＣにより精製した。１６０ｍｇ
、収率７３％が得られた。
【０２１２】
　ＤＭＦ（０．５ｍＬ）中、ヨード又はブロモ誘導体（０．０９９ｍｍｏｌ）とデスメチ
ルダサチニブ（遊離塩基、４０ｍｇ、０．０９０ｍｍｏｌ）の混合物に、ＤＩＰＥＡ（４
６ｕＬ、０．２７ｍｍｏｌ）を加えた。この反応混合物を室温で２４時間撹拌した。ＬＣ
－ＭＳ及びＴＬＣ分析は、もはや出発材料を示さなかった。この混合物を減圧下で蒸発乾
固させた。粗材料を、ＤＣＭ中０％から１５％ＭｅＯＨへの勾配を用いるＦＣＣにより精
製した。所望の生成物を含有する画分を減圧下で除去し、残渣（ｒｅｓｉｄｅ）をＤＣＭ
（１ｍＬ）に溶解させ、ジオキサン中無水ＨＣｌの溶液（４Ｍ、１ｍＬ）で処理した。１
時間後、減圧下で揮発性物質を除去した。飽和ＮａＨＣＯ３溶液を塩基性ｐＨとなるまで
加え、この混合物をＤＣＭで３回抽出し、余分な酸を除去するために残渣（ｒｅｓｉｄｅ
）を凍結乾燥させた。合わせた有機相をＭｇＳＯ4で乾燥させ、溶媒を除去して所望の生
成物を収率８０％で得た。従前の合成段階からのアミン生成物（１当量）をＤＭＦ（１０
０ｍＬ／ｍｍｏｌ）中、シアノ酢酸（１当量）、ＨＯＡｔ（１当量）、ＨＡＴＵ（１当量
）及びＤＩＰＥＡ（２．２当量）と反応させた。この混合物を一晩反応させ、氷水を加え
、真空下で揮発性成分を除去した。粗生成物を分取ＨＰＬＣ（方法１）により精製した。
所望の生成物を含有する画分を乾燥させ、ＴＨＦ（１００ｍＬ／ｍｍｏｌ）、次いで、所
望のアルデヒド（３当量）及び触媒量のピペリジンを加えた。この混合物を７０℃で２時
間撹拌した。溶媒を減圧下で蒸発させ、生成物を分取ＨＰＬＣ（方法１）により単離した
。
【表１０】

【０２１３】
実施例１２－　陰性対照の合成
（Ｅ）－３－（６－ブロモピリジン－２－イル）アクリル酸
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　６－ブロモピコリンアルデヒド（２．１６ｍｍｏｌ）、マロン酸（０．４５ｇ、４．３
２ｍｍｏｌ）、ピペリジン（２．０ｍＬ）、ピリジン（２０ｍＬ）の混合物を還流下で３
～４０時間加熱した。真空下で揮発性物質を除去し、酢酸エチル／ヘプタンからの結晶化
により純粋な生成物を精製した（収率７６％）。
【０２１４】
３－（６－ブロモピリジン－２－イル）－２－シアノプロパン酸
【化１１１】

　水（２．０ｍＬ）中、２－シアノ酢酸６－ブロモピコリンアルデヒドｔｅｒｔ－ブチル
（０．２４ｍｍｏｌ）、Ｋ2ＣＯ3（０．０２ｍｍｏｌ）及びＨａｎｔｚｓｃｈエステル（
０．２４ｍｍｏｌ）の混合物を１００℃で１２時間撹拌した。この反応混合物を室温まで
冷却し、粗溶液を酢酸エチル（３×５ｍＬ）で抽出した。合わせた有機層をブラインで洗
浄し、無水Ｎａ2ＳＯ4で乾燥させた。減圧下で溶媒を除去した後、残渣を、ＤＣＭ中０％
から２０％ＭｅＯＨへの勾配を用いるシリカでのカラムクロマトグラフィーにより精製し
た。生成物は遊離酸として単離された（収率５２％）。
【０２１５】
不活性コンジュゲートの合成
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【０２１６】
　アミン含有ｉＢＥＴ７２６コンジュゲート（１当量）を、ＤＭＦ（１００ｍＬ／ｍｍｏ
ｌ）中、（Ｅ）－３－（６－ブロモピリジン－２－イル）アクリル酸又は３－（６－ブロ
モピリジン－２－イル）－２－シアノプロパン酸（１当量）、ＨＯＡｔ（１当量）、ＨＡ
ＴＵ（１当量）及びＤＩＰＥＡ（２．２当量）と反応させた。この混合物を一晩反応させ
、氷水を加え、真空下で揮発性成分を除去した。粗生成物を分取ＨＰＬＣ（方法１）によ
り精製した。
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【表１１】

【０２１７】
実施例１３－　デグラシン系代表的化合物によるブロモドメイン及びエクストラターミナ
ルドメイン（ｂｒｏｍｏ－　ａｎｄ　ｅｘｔｒａ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｄｏｍａｉｎ）（
ＢＥＴ）タンパク質の分解
　細胞培養　ＨｅＬａ（ＣＣＬ－２）細胞及びＨＥＫ２９３（ＣＲＬ－１５７３）細胞は
ＡＴＣＣから購入し、１０％ＦＢＳ、１００μｇ／ｍＬペニシリン／ストレプトマイシン
及びＬ－グルタミンを添加したＤＭＥＭ培地（Ｇｉｂｃｏ）で培養した。細胞を３７℃及
び５％ＣＯ2で増殖させ、長くても３０代維持した。全ての細胞株を慣例的に、Ｌｏｎｚ
ａからのＭｙｃｏＡｌｅｒｔキットを用いてマイコプラズマ汚染に関して検査した。
　ＨｅＬａ（５×１０5）細胞及びＨＥＫ２９３（１×１０6）細胞を標準的な６ウェルプ
レート（２ｍＬ培地）に播種し、一晩の後に最終ＤＭＳＯ濃度が０．１％ｖ／ｖの１μＭ
化合物で処理した。６時間のインキュベーション時間の後、細胞をＤＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ
）で洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ阻害剤カクテル（
Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８５μＬのＲＩＰＡバッファー（Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠心分離（２００００ｇ、１０分、４℃
）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比色定量アッセイを用
いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプルバッファー（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。
【０２１８】
免疫ブロット法　タンパク質をＮｕＰａｇｅ４～１２％ビス－トリスゲルでのＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥにより分離し、次いで、ウェットトランスファーを用いてＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｒ
ｏｔｒａｎ　０．４５ＮＣニトロセルロース膜（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に転写し
た。０．１％ツィーン－２０を含むトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）中、５％ｗ／ｖミル
クを用い、膜をブロッキングした。ブロットは、抗Ｂｒｄ２一次抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ
１３９６９０、１：２，０００希釈）、抗Ｂｒｄ３一次抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ５０８１
８、１：５００希釈）、及び抗Ｂｒｄ４一次抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ１２８８７４、１：
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１，０００希釈）を適宜用いてプロービングした（４℃で一晩）。翌日、ブロットをＴＢ
ＳＴで洗浄し、抗チューブリンｈＦＡＢ－ローダミン（ＢｉｏＲａｄ、１２００４１６６
）一次抗体、及び抗ウサギＩＲ色素８００ＣＷ二次抗体（Ｌｉｃｏｒ　１：１０，０００
希釈）又は抗マウスＩＲ色素８００ＣＷ二次抗体（Ｌｉｃｏｒ　１：１０，０００希釈）
のいずれかとともにインキュベートした（室温で１時間）。Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｃｈｅｍｉ
Ｄｏｃ　ＭＰイメージングシステムを用いてブロットを現像し、Ｉｍａｇｅ　Ｓｔｕｄｉ
ｏソフトウエア（ＬｉＣｏｒ）を用いてバンド定量を行った。バンド強度をチューブリン
負荷対照に対して正規化し、平均０．１％ＤＭＳＯビヒクル強度に対する％として報告し
た。分解データをプロットし、Ｐｒｉｓｍ（Ｇｒａｐｈｐａｄバージョン８）を用いて分
析した。
　図１のＨＥＫ２９３溶解液からの代表的ウエスタンブロットは、１μＭの化合物で６時
間処理した後にＢｒｄ２、Ｂｒｄ３及びＢｒｄ４タンパク質レベルの枯渇を示す。ＭＺ１
を陽性対照として使用した。各レーンの下に報告される値は、平均０．１％ＤＭＳＯ対照
と比較したＢＥＴの存在量を示す。
【０２１９】
実施例１４－　０５ＩＢ１１の負のＳＡＲ
　ＨＥＫ２９３細胞（１×１０6）は、ＤＭＳＯ終濃度０．１％ｖ／ｖとして、ＤＭＳＯ
、１μＭ　０５ＩＢ１１又は１μＭ　０５ＩＢ６とともに６時間インキュベートした。３
回の独立した処理（ｎ＝３）からの細胞をＲＩＰＡバッファーで溶解させ、Ｂｒｄ４及び
β－チューブリンに対して免疫ブロッティングを行った。０５ＩＢ６で、Ｂｒｄ４レベル
の有意な枯渇が見られたが、陰性対照０５ＩＢ１１で処理した後では最小の枯渇であった
。結果を図２に示す。
【０２２０】
実施例１５－　デグラシン系代表的化合物による濃度依存的ＢＥＴ分解
　ＨｅＬａ細胞（５×１０5）及びＨＥＫ２９３細胞（１×１０6）を標準的な６ウェルプ
レート（２ｍＬ培地）に播種し、一晩の後に、ＤＭＳＯ終濃度０．１％ｖ／ｖとして、所
望の濃度（１ｎＭ～１０μＭ）の化合物で処理した。６時間の処理時間の後、細胞をＤＰ
ＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ
阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８５μＬのＲＩＰＡバッファ
ー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠心分離（２００００
ｇ、１０分、４℃）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比色
定量アッセイを用いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプルバ
ッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。
　図３の代表的ブロットは、漸増濃度の代表的化合物で処理した後にＢｒｄ２、Ｂｒｄ３
及びＢｒｄ４タンパク質レベルの枯渇を示す。バンド強度をβ－チューブリン負荷対照に
対して正規化し、平均０．１％ＤＭＳＯビヒクル強度に対する％として報告し、各点は２
回の独立した実験（ｎ＝２）の平均±ＳＥＭを表す。分解データをプロットし、Ｐｒｉｓ
ｍ（Ｇｒａｐｈｐａｄバージョン８）を用いて分析した。
　表ＶＩＩＩは、代表的化合物のＤＣ５０パラメーターを示し、Ｄmaxは見られた最大分
解であり、ＤＣ５０はＤmaxの５０％を達成するために要される濃度であり、Ａｂｓ．ｐ
ＤＣ50はＤＭＳＯに比べてタンパク質を５０％減少させるために要される－ｌｏｇ（濃度
）である。
表ＶＩＩＩ　デグラシン系代表的化合物による濃度依存的分解
Ｄmax：＋（Ｄmax≦２５％）；＋＋（２６％≦Ｄmax≦５０％）；＋＋＋（５１％≦Ｄmax

≦７０％）；＋＋＋＋（７１％≦Ｄmax）；ＤＣ50：Ａ（ＤＣ50≦５０ｎＭ）；Ｂ（５１
ｎＭ≦ＤＣ50≦５００ｎＭ）；Ｃ（５０１ｎＭ≦ＤＣ50）。
【０２２１】
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【０２２２】
実施例１６：　デグラシン系代表的化合物による時間依存的ＢＥＴ分解
　ＨｅＬａ細胞（３×１０5）及びＨＥＫ２９３細胞（０．５×１０6）を標準的な６ウェ
ルプレート（２ｍＬ培地）に播種し、一晩の後に、ＤＭＳＯ終濃度０．１％ｖ／ｖとして
、１μＭ濃度の化合物で処理した。所望の時間（０～８時間）のインキュベーション後、
細胞をＤＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プ
ロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８５μＬのＲＩＰ
Ａバッファー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠心分離（
２０，０００ｇ、１０分、４℃）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、ブラッド
フォード比色定量アッセイを用いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質及びＬＤ
Ｓサンプルバッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。
【０２２３】
　図４の代表的ブロットは、種々の時点で代表的化合物で１μＭ処理を行った後にＢｒｄ
２、Ｂｒｄ３及びＢｒｄ４タンパク質レベルの枯渇を示す。バンド強度をβ－チューブリ
ン負荷対照に対して正規化し、平均０．１％ＤＭＳＯビヒクル強度に対する％として報告
し、各点は２回の独立した実験（ｎ＝２）の平均±ＳＥＭを表す。分解データをプロット
し、Ｐｒｉｓｍ（Ｇｒａｐｈｐａｄバージョン８）を用いて分析した。
　表ＩＸは、ＨＥＫ２９３細胞及びＨｅＬａ細胞における代表的化合物の経時的パラメー
ターを示し、Ｄmaxは見られた最大分解であり、Ｔ１／２（時間）は、Ｄmaxの５０％を達
成するために要される濃度であり、Ａｂｓ．Ｔ１／２（時間）は、ＤＭＳＯに比べてタン
パク質を５０％減少させるために要される時間である。
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【表１３】

【０２２４】
実施例１７：　デグラシン系代表的化合物の機構的評価
　ＨｅＬａ細胞（５×１０6）を標準的な６ウェルプレート（２ｍＬ培地）に播種し、一
晩の後に、１０μＭのボルテゾミブで前処理した。０．５時間のプレインキュベーション
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時間の後に、次いで細胞をビヒクル、１μＭのＭＺ１又は１μＭの０５ＩＢ６で処理し、
総ＤＭＳＯ終濃度を０．２％ｖ／ｖとした。６時間のインキュベーションの後、細胞をＤ
ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアー
ゼ阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８５μＬのＲＩＰＡバッフ
ァー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠心分離（２０００
０ｇ、１０分、４℃）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比
色定量アッセイを用いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプル
バッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。
　図５の代表的ブロットは、１０μＭのボルテゾミブの存在下及び不在下、１μＭの０５
ＩＢ６又はＭＺ１で６時間処理した後にＢｒｄ４タンパク質レベルの枯渇を示す。０５Ｉ
Ｂ６による分解は、ボルテゾミブの存在下で完全に遮断され、分解がプロテアソーム依存
的であることを示唆する。
【０２２５】
実施例１９：　デグラシン系代表的化合物によるＡＢＬ２の分解
　Ｋ５６２（ＣＣＬ－２４３）細胞はＡＴＣＣから購入し、１０％ＦＢＳ及び１００μｇ
／ｍＬペニシリン／ストレプトマイシンを添加したＩＭＤＭ培地（Ｇｉｂｃｏ）で培養し
た。細胞を３７℃及び５％ＣＯ2で増殖させ、長くて３０代維持した。全ての細胞株を慣
例的に、ＬｏｎｚａからのＭｙｃｏＡｌｅｒｔキットを用いてマイコプラズマ汚染に関し
て検査した。
　Ｋ５６２細胞（１～１．５×１０6）を標準的な６ウェルプレート（２ｍＬ培地）に播
種し、一晩の後に最終ＤＭＳＯ濃度が０．１％ｖ／ｖの１μＭ化合物で処理した。２４時
間のインキュベーション時間の後、細胞をＤＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で洗浄し、ｃＯｍｐｌ
ｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾ
ナーゼを添加した８０μＬのＲＩＰＡバッファー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用い
て溶解させた。溶解液を遠心分離（２０，０００ｇ、１０分、４℃）により清澄化し、上
清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比色定量アッセイを用いて定量した。サンプ
ルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプルバッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用
いて調製した。免疫ブロット分析については、以下の抗体を使用した：抗ＡＢＬ２（ａｂ
１３４１３４、１：１，０００希釈）及び抗チューブリンｈＦＡＢ－ローダミン（Ｂｉｏ
Ｒａｄ、１２００４１６６、１：１０，０００希釈）。
　図６のＫ５６２溶解液からの代表的ウエスタンブロットは、１μＭのダサチニブ系化合
物で２４時間処理した後にＡＢＬ２タンパク質レベルの枯渇を示す。ＤＡＳ－６－２－２
－６－ＣＲＢＮ（ＰＲＯＴＡＣ；ｄｏｉ：１０．１００２／ａｎｉｅ．２０１５０７６３
４）を陽性対照として使用した。
【０２２６】
実施例２０－　デグラシン系代表的化合物による濃度依存的ＡＢＬ２分解
　Ｋ５６２細胞（１．２×１０6）を標準的な６ウェルプレート（２ｍＬ培地）に播種し
、一晩の後に最終ＤＭＳＯ濃度を０．１％ｖ／ｖとして、所望の濃度（１ｎＭ～１０μＭ
）の化合物で処理した。２４時間のインキュベーション時間の後、細胞をＤＰＢＳ（Ｇｉ
ｂｃｏ）で洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ阻害剤カク
テル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８０μＬのＲＩＰＡバッファー（Ｓｉｇ
ｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠心分離（２００００ｇ、１０分
、４℃）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比色定量アッセ
イを用いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプルバッファー（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。
　図７の代表的ブロットは、漸増濃度の代表的化合物で処理した後にＡＢＬ２タンパク質
レベルの枯渇を示す。バンド強度をβ－チューブリン負荷対照に対して正規化し、平均０
．１％ＤＭＳＯビヒクル強度に対する％として報告し、各点は２回の独立した実験（ｎ＝
２）の平均±ＳＥＭを表す。分解データをプロットし、Ｐｒｉｓｍ（Ｇｒａｐｈｐａｄバ
ージョン８）を用いて分析した。
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【０２２７】
実施例２１－　デグラシン系代表的化合物のプロテアソーム依存性
　ＨＥＫ２９３細胞（１×１０6）を標準的な６ウェルプレート（２ｍＬ培地）に播種し
、一晩の後に１０μＭのボルテゾミブで前処理した。０．５時間のプレインキュベーショ
ン時間の後、次いで細胞をビヒクル、１μＭのＭＺ１又は１μＭの０５ＩＢ６で処理し、
総ＤＭＳＯ終濃度を０．２％ｖ／ｖとした。６時間のインキュベーション後、細胞をＤＰ
ＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ
阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８５μＬのＲＩＰＡバッファ
ー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠心分離（２０，００
０ｇ、１０分、４℃）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比
色定量アッセイを用いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプル
バッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。
　図５の代表的ブロットは、１０μＭのボルテゾミブの存在下及び不在下、１μＭの０５
ＩＢ６又はＭＺ１で６時間処理した後にＢｒｄ４タンパク質レベルの枯渇を示す。０５Ｉ
Ｂ６による分解はボルテゾミブの存在下で完全に遮断され、分解がプロテアソーム依存性
であることを示唆する。
【０２２８】
実施例２２－　ＨＥＫ２９３細胞におけるデグラシン系代表的化合物の機構的評価
　ＨＥＫ２９３細胞（１×１０6）を標準的な６ウェルプレート（２ｍＬ培地）に播種し
、一晩の後に阻害剤（５μＭのデグラシン又は１μＭのＩ－ＢＥＴ７２６）で前処理した
。０．５時間のプレインキュベーション時間の後、次いで細胞をビヒクル、０．１μＭの
ＭＺ１又は０．１μＭの０５ＩＢ９で処理し、総ＤＭＳＯ終濃度を０．２％ｖ／ｖとした
。６時間のインキュベーション後、細胞をＤＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で洗浄し、ｃＯｍｐｌ
ｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾ
ナーゼを添加した８５μＬのＲＩＰＡバッファー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用い
て溶解させた。溶解液を遠心分離（２０，０００ｇ、１０分、４℃）により清澄化し、上
清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比色定量アッセイを用いて定量した。サンプ
ルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプルバッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用
いて調製した。
　図８のＨＥＫ２９３溶解液からの代表的ブロットは、５μＭのデグラシン及び１μＭの
Ｉ－ＢＥＴ７２６の存在下及び不在下、０．１μＭの０５ＩＢ９又はＭＺ１で６時間処理
した後にＢｒｄ４タンパク質レベルの枯渇を示す。０５ＩＢ９による分解は、デグラシン
又はＩ－ＢＥＴ７２６いずれかの存在下で完全に遮断されたが、ＭＺ１の分解は、Ｉ－Ｂ
ＥＴ７２６によってのみ遮断された。
【０２２９】
実施例２３－　ＨＡＰ１細胞におけるデグラシン系代表的化合物の機構的評価
　ＨＡＰ１細胞（１×１０6）を標準的な６ウェルプレート（２ｍＬ培地）に播種し、一
晩の後に阻害剤（１０μＭのボルテゾミブ、５μＭのデグラシン又は１μＭのＩ－ＢＥＴ
７２６）で前処理した。０．５時間のプレインキュベーション時間の後に、次いで細胞を
ビヒクル、０．１μＭのＭＺ１又は０．１μＭの０５ＩＢ９で処理し、総ＤＭＳＯ終濃度
を０．２％ｖ／ｖとした。６時間のインキュベーション後、細胞をＤＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ
）で洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴＡ不含プロテアーゼ阻害剤カクテル（
Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８５μＬのＲＩＰＡバッファー（Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠心分離（２０，０００ｇ、１０分、４
℃）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、ブラッドフォード比色定量アッセイを
用いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質及びＬＤＳサンプルバッファー（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。
【０２３０】
　図９のＨＡＰ１溶解液からの代表的ブロットは、５μＭのデグラシン及び１０μＭのボ
ルテゾミブの存在下及び不在下、０．１μＭの０５ＩＢ９又はＭＺ１で６時間処理した後
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にＢｒｄ４タンパク質レベルの枯渇を示す。Ｂｒｄ４バンド強度をβ－チューブリン負荷
対照に対して正規化し、図９Ｂに平均０．１％ＤＭＳＯビヒクル強度に対する％として報
告した。各バーは、２反復で行った３回の独立した実験の平均±ＳＥＭ（ｎ＝３）である
。０５ＩＢ９による分解は、ボルテゾミブ及びデグラシンの存在下で完全に遮断されたが
、ＭＺ１の分解はボルテゾミブによってのみ遮断された。これらのデータは、０５ＩＢ９
によるＨＡＰ１細胞におけるＢｒｄ４分解がプロテアソーム依存性であること示唆する。
更に、過剰なデグラシンは０５ＩＢ９と競合し、Ｂｒｄ４分解の低下をもたらす。
【０２３１】
実施例２４：　ＭＶ４－１１細胞におけるｃ－ＭＹＣレベル及びＰＡＲＰ切断に対するデ
グラシン系、ＢＥＴ標的化化合物の効果
　ＭＶ４－１１（０．７×１０6細胞／ｍＬ）を１０ｃｍプレート１０％ＦＢＳ及びＬ－
グルタミンを添加した１０ｍＬのＤＭＥＭ）に播種し、一晩の後に、ＤＭＳＯ終濃度０．
１％ｖ／ｖとして、所望の濃度の化合物で処理した。６時間のインキュベーション時間の
後、細胞をＤＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で２回洗浄し、ｃＯｍｐｌｅｔｅ　Ｍｉｎｉ　ＥＤＴ
Ａ不含プロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ）及びベンゾナーゼを添加した８５μＬ
のＲＩＰＡバッファー（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて溶解させた。溶解液を遠
心分離（２０，０００ｇ、１０分、４℃）により清澄化し、上清の総タンパク質含量を、
ブラッドフォード比色定量アッセイを用いて定量した。サンプルは、等量の総タンパク質
及びＬＤＳサンプルバッファー（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて調製した。免疫ブロッ
ト分析については、以下の抗体を使用した：抗Ｂｒｄ２（ａｂ１３９６９０、１：２，０
００希釈）、抗Ｂｒｄ３（ａｂ５０８１８、１：５００希釈）、抗Ｂｒｄ４（ａｂ１２８
８７４、１：１，０００希釈）、抗ｃ－ｍｙｃ（ａｂ３２０７２、１：１，０００希釈）
、抗総ＰＡＲＰ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　＃５５６４９４；１：１，０００希釈）
、抗切断型ＰＡＲＰ（ＣＳＴ－９５４１Ｔ、１：１，０００希釈）、及び抗チューブリン
ｈＦＡＢ－ローダミン（ＢｉｏＲａｄ、１２００４１６６、１：１０，０００希釈）。
　図１０の代表的免疫ブロットは、漸増濃度の０５ＩＢ９で処理した後にＢｒｄ２、Ｂｒ
ｄ３、Ｂｒｄ４、総ＰＡＲＰ及びｃ－ＭＹＣレベルの枯渇及び対応する切断型ＰＡＲＰの
増加を示す。ｃ－ＭＹＣの減少とＣ－ＰＡＲＰの増加は両方とも阻害剤（Ｉ－ＢＥＴ７２
６）単独及び陰性対照（０５ＩＢ１１）よりも大きく、これは阻害よりもむしろ標的分解
と一致している。
【０２３２】
実施例２５：　デグラシン系代表的化合物による細胞生存に対する影響
　代表的化合物の抗増殖効果を、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏアッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ
）を用いて測定した。ＭＶ４－１１細胞を、無菌の白色、透明底の３８４ウェル細胞培養
マイクロプレート（Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ｂｉｏ－ｏｎｅ）にて、ＲＰＭＩ培地中２倍濃度及
び２５μｌ容量でインキュベートした。翌日、試験化合物をＲＰＭＩ培地で２倍濃度に連
続希釈し、次いで、細胞に添加して終容量５０μｌとした。７２時間のインキュベーショ
ンの後、２５μｌのＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏ試薬を各ウェルに加えた。１５分のイン
キュベーション後、発光シグナルＰｈｅｒａｓｔａｒ　ＦＳで読み取った。アッセイ成分
の終濃度は次の通り：３×１０5細胞／ｍｌ、０．０５％ＤＭＳＯ、及び５μＭの以下の
化合物。Ｐｒｉｓｍ　８（Ｇｒａｐｈｐａｄ）を用いてデータ（図１１）を処理し、用量
反応曲線を作成した。
　データは０５ＩＢ３、０５ＩＢ６及び０５ＩＢ９の細胞毒性（ｃｙｔｏｘｉｃｉｔｙ）
プロフィールを示し、これはＩ－ＢＥＴ７２６及び不活性０５ＩＢ１１と異なり、このこ
とは標的阻害よりもむしろ標的分解と一致している。デグラシン単独は、有意に低い細胞
傷害性を示す。
【０２３３】
実施例２６：　デグラシン系代表的化合物によるＵＣＨＬ５の共有結合的修飾
　組換えＵＣＨＬ５（触媒ドメイン；残基１～２３７）を、室温で１時間、過剰量の０５
ＩＢ９（３：１モル比）とともにインキュベートした後、ＬＣ－ＭＳ分析を行った。無傷



(130) JP 2021-533181 A 2021.12.2

10

のタンパク質質量を、６１３０四重極分光計及びＡｇｉｌｅｎｔ　ＺＯＲＢＡＸ　３００
ＳＢ－Ｃ３　５ｕｍ、２．１×１５０ｍｍカラムと組み合わせたＭａｘ－Ｌｉｇｈｔカー
トリッジフローセルを取り付けたＡｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　１２００
シングル四重極ＬＣ－ＭＳシステムにてエレクトロスプレーイオン化法（ＥＳＩ）を用い
て測定した。タンパク質ＭＳの取得はポジティブイオンモードで行い、総タンパク質質量
を、ＭＳ　Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎソフトウエア（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ）内のデコンボリューションによって計算した。
　スペクトルのデコンボリューションにより、非修飾タンパク質（２６８５９Ｄａ）及び
修飾タンパク質（観測値２７９１５Ｄａ、予測値２７９１１Ｄａ）に相当する質量が明ら
かになり、これはデグラシン系化合物がＵＣＨＬ５を共有結合的に修飾し得ることを示す
。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図９Ｂ】
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