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(57)【要約】
抗ＥＧＦＲ抗体またはその結合フラグメント、およびキ
ナーゼ阻害剤を含むイムノコンジュゲート。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ＥＧＦＲ抗体またはその結合フラグメント、およびキナーゼ阻害剤を含むイムノコン
ジュゲート。
【請求項２】
　前記キナーゼ阻害剤が、ＡＡＴＫ、ＡＢＬ、ＡＢＬ２、ＡＬＫ、ＡＸＬ、ＢＬＫ、ＢＭ
Ｘ、ＢＴＫ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＫ、ＤＤＲ１、ＤＤＲ２、ＥＧＦＲ、ＥＰＨＡ１、ＥＰＨ
Ａ２、ＥＰＨＡ３、ＥＰＨＡ４、ＥＰＨＡ５、ＥＰＨＡ６、ＥＰＨＡ７、ＥＰＨＡ８、Ｅ
ＰＨＡ１０、ＥＰＨＢ１、ＥＰＨＢ２、ＥＰＨＢ３、ＥＰＨＢ４、ＥＰＨＢ６、ＥＲＢＢ
２、ＥＲＢＢ３、ＥＲＢＢ４、ＦＥＲ、ＦＥＳ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、
ＦＧＦＲ４、ＦＧＲ、ＦＬＴ１、ＦＬＴ３、ＦＬＴ４、ＦＲＫ、ＦＹＮ、ＧＳＧ２、ＨＣ
Ｋ、ＩＧＦ１Ｒ、ＩＬＫ、ＩＮＳＲ、ＩＮＳＲＲ、ＩＲＡＫ４、ＩＴＫ、ＪＡＫ１、ＪＡ
Ｋ２、ＪＡＫ３、ＫＤＲ、ＫＩＴ、ＫＳＲ１、ＬＣＫ、ＬＭＴＫ２、ＬＭＴＫ３、ＬＴＫ
、ＬＹＮ、ＭＡＴＫ、ＭＥＲＴＫ、ＭＥＴ、ＭＬＴＫ、ＭＳＴ１Ｒ、ＭＵＳＫ、ＮＰＲ１
、ＮＴＲＫ１、ＮＴＲＫ２、ＮＴＲＫ３、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、ＰＬＫ４、ＰＴ
Ｋ２、ＰＴＫ２Ｂ、ＰＴＫ６、ＰＴＫ７、ＲＥＴ、ＲＯＲ１、ＲＯＲ２、ＲＯＳ１、ＲＹ
Ｋ、ＳＧＫ４９３、ＳＲＣ、ＳＲＭＳ、ＳＴＹＫ１、ＳＹＫ、ＴＥＣ、ＴＥＫ、ＴＥＸ１
４、ＴＩＥ１、ＴＮＫ１、ＴＮＫ２、ＴＮＮＩ３Ｋ、ＴＸＫ、ＴＹＫ２、ＴＹＲＯ３、Ｙ
ＥＳ１、ＺＡＰ７０、ＭＡＰＫ、ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＦＡＫ、ＰＫＣ、およびＰ
ＫＡからなる群から選択されるキナーゼを阻害する、請求項１に記載のイムノコンジュゲ
ート。
【請求項３】
　前記キナーゼが、ＳＲＣである、請求項２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項４】
　ＳＲＣキナーゼ阻害剤が、１－ナフチルＰＰ１、Ａ　４１９２５９三塩酸塩、ＡＧＬ　
２２６３、アルテヌシン、アンサトリエニンＡ、ＡＰ　２４５３４、ＡＺＭ　４７５２７
１、Ｂｃｒ－ａｂｌ阻害剤ＩＩ、ＮＶＰ－ＢＨＧ７１２、ボスチニブ、カルフォスチンＣ
、ダムナカンタール、ダサチニブ、ゲルダナマイシン、スタウロスポリン、ハービマイシ
ンＡ、インディルビン－３’－（２，３－ジヒドロキシプロピル）シオキシムエーテル（
ｓｈｙｏｘｉｍｅｔｈｅｒ）、ＫＢ　ＳＲＣ　４、ＫＸ２－３９１、ラベンダスチンＡ、
ＬＣＢ　０３－０１１０二塩酸塩、ルテオリン、ＭＮＳ、ネラチニブ、ＰＤ　１６６２８
５二塩酸塩、ＰＤ　１８０９７０、ＪＮＪ－１０１９８４０９、ペリチニブ、ピセタノー
ル、ＰＫＣ－４１２、ＰＫＩ　１６６塩酸塩、ＰＰ１、ＰＰ２、ケルセチン、サラカチニ
ブ、ＳＫＩ－１、ＳＵ６６５６、ＴＣ－Ｓ　７００３、ＴＸ－１１２３、Ｐ２１ｄ塩酸塩
、チルフリニブ（Ｔｉｌｆｒｉｎｉｂ）、バンデタニブ、スニチニブ、イマチニブ、ＷＨ
－４－０２３、テセバチニブ（ｔｅｓｅｖａｔｉｎｉｂ）、ＥＮＭＤ－２０７６、ＴＰＸ
－０００５、ＡＺＤ－０４２４、ＫＸ２－３６１、ＣＣＴ１９６９６９、およびＴＸ－１
９１８からなる群から選択される、請求項３に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項５】
　前記抗ＥＧＦＲ抗体が、セツキシマブ、パニツムマブ、ネシツムマブ、ザルツムマブ、
マツズマブ、ニモツズマブ、トラスツズマブ、ｉｏｒ－ｅｇｆ／ｒ３、フツキシマブ（ｆ
ｕｔｕｘｉｍａｂ）、デパツキシズマブ、ヅリゴツズマブ（ｄｕｌｉｇｏｔｕｚｕｍａｂ
）、またはトムゾツキシマブ（ｔｏｍｕｚｏｔｕｘｉｍａｂ）からなる群から選択される
、請求項１に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項６】
　前記抗ＥＧＦＲ抗体が、セツキシマブ、パニツムマブ、ネシツムマブ、ザルツムマブ、
マツズマブ、ニモツズマブ、トラスツズマブ、ｉｏｒ－ｅｇｆ／ｒ３、フツキシマブ（ｆ
ｕｔｕｘｉｍａｂ）、デパツキシズマブ、ヅリゴツズマブ（ｄｕｌｉｇｏｔｕｚｕｍａｂ
）、またはトムゾツキシマブ（ｔｏｍｕｚｏｔｕｘｉｍａｂ）からなる群から選択される
、請求項３に記載のイムノコンジュゲート。
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【請求項７】
　前記イムノコンジュゲートが、式Ａｂ－（Ｌ－Ｄ）ｍ（式中、Ａｂが、抗ＥＧＦＲ抗体
またはその結合フラグメントであり、Ｌがリンカーであり、Ｄがキナーゼ阻害剤であり、
ｍが、１～２０の数である）を有する、請求項１～６のいずれか１項に記載のイムノコン
ジュゲート。
【請求項８】
　前記リンカーが、マレイミドカプロイルリンカー、マレイミドカプロイル－ｐ－アミノ
ベンジルカルバメート、マレイミドカプロイル－ペプチド－アミノベンジルカルバメート
、マレイミドカプロイル－Ｌ－フェニルアラニン－Ｌ－リジン－ｐ－アミノベンジルカル
バメート、マレイミドカプロイル－Ｌ－バリン－Ｌ－シトルリン－ｐ－アミノベンジルカ
ルバメート、Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオナート、４－ス
クシンイミジル－オキシカルボニル－２－メチル－２－（２－ピリジルジチオ）－トルエ
ン、Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート、Ｎ－スクシンイ
ミジル４－（２－ピリジルジチオ）ブチレート、２－イミノチオラン、Ｓ－アセチルコハ
ク酸無水物、ジスルフィドベンジルカルバメート、炭酸エステル、ヒドラゾン、Ｎ－（ａ
－マレイミドアセトキシ）スクシンイミドエステル、Ｎ－［４－（ｐ－アジドサリチルア
ミド）ブチル］－３’－（２’－ピリジルジチオ）プロピオンアミド、Ｎ－［ｂ－マレイ
ミドプロピルオキシ］スクシンイミドエステル、［Ｎ－ｅ－マレイミドカプロイルオキシ
］スクシンイミドエステル、Ｎ－［ｇ－マレイミドブチリルオキシ］スクシンイミドエス
テル、スクシンイミジル－４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキ
シ－［６－アミドカプロアート］、スクシンイミジル６－（３－［２－ピリジルジチオ］
－プロピオンアミド）ヘキサノアート、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミドエステル、Ｎ－スクシンイミジル［４－ヨードアセチル］アミノベンゾアート
、スクシンイミジル４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレー
ト、Ｎ－スクシンイミジル３－［２－ピリジルジチオ］－プロピオンアミド、［Ｎ－ｅ－
マレイミドカプロイルオキシ］スルホスクシンイミドエステル、Ｎ－［ｇ－マレイミドブ
チリルオキシ］スルホスクシンイミドエステル、スルホスクシンイミジル－６－メチル－
ａ－（２－ピリジルジチオ）トルアミド］ヘキサノアート）、スルホスクシンイミジル６
－（３’－［２－ピリジルジチオ］－プロピオンアミド）ヘキサノアート、ｍ－マレイミ
ドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミドエステル、Ｎ－スルホスクシンイミ
ジル［４－ヨードアセチル］アミノベンゾアート、スルホスクシンイミジル４－［Ｎ－マ
レイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレート、スルホスクシンイミジル４－
［ｐ－マレイミドフェニル］ブチレート、エチレングリコール－ビス（コハク酸Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミドエステル）、ジスクシンイミジルタータレート、１，４，７，１０
－テトラアザシクロドデカン－１，４，７，１０－四酢酸、ジエチレントリアミン－五酢
酸、およびチオウレアリンカーからなる群から選択される、請求項７に記載のイムノコン
ジュゲート。
【請求項９】
　前記イムノコンジュゲートが、以下の式：
【化１】

（式中、
Ｘが、
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【化２】

であり；Ｒが水素またはアルキルであり；Ａｒが

【化３】

であり；Ｒ１が、水素、ハロゲン、またはアルキルであり；ｎが１～１０の整数であり；
Ｙが
【化４】

であり；ｍが１～２０の整数である）
を有する、請求項７に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１０】
　前記イムノコンジュゲートが、

【化５】

である、請求項９に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１１】
　Ａｂがセツキシマブである、請求項１０に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１２】
　前記イムノコンジュゲートが、以下の式：
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【化６】

（式中、
ＺがＮＨまたはＳであり；Ｍが
【化７】

であり；Ｒ２が水素または

【化８】

であり；ｍが１～２０の整数であり；Ｑが－ペプチド－、－Ｌ－フェニルアラニン－Ｌ－
リジン－、または－Ｌ－バリン－Ｌ－シトルリン－であり；Ｒ３が水素、ハロゲン、また
はアルキルであり；Ａが
【化９】

であり；Ｂが
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【化１０】

であり；Ｒが水素またはアルキルであり；Ａｒが
【化１１】

であり；Ｒ１が水素、ハロゲン、またはアルキルであり；ｎが１～１０の整数である）
を有する、請求項７に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１３】
　前記イムノコンジュゲートが、
【化１２】

である、請求項１２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１４】
　Ａｂがセツキシマブである、請求項１２に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１５】
　ｍが２～８である、請求項９～１４のいずれか１項に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載のイムノコンジュゲートと、薬学的に許容される
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担体とを含む医薬組成物。
【請求項１７】
　別の治療用作用物質をさらに含む、請求項１６に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　癌細胞の増殖を阻害する方法であって、請求項１～１５のいずれか１項に記載のイムノ
コンジュゲートの有効量と前記癌細胞を接触させるステップを含む、方法。
【請求項１９】
　前記癌細胞が、抗ＥＧＦＲ抗体またはＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害剤に耐性がある、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記癌細胞が、ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＰＴＥＮ、ＥＧＦＲ、Ｐ５３、ま
たはＳＲＣにおいて変異を有する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記癌細胞における癌の種類が、結腸直腸癌、頭頸部癌、胃腸癌、肺癌、乳癌、膵癌、
卵巣癌、子宮頸癌、前立腺癌、腎臓癌、脳癌、腎癌、グリオーマ、膀胱癌、口腔癌、また
はＥＧＦＲ陽性癌である、請求項１８～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　対象の癌を治療する方法であって、請求項１～１５のいずれか１項に記載のイムノコン
ジュゲートの有効量を前記対象に投与するステップを含む、方法。
【請求項２３】
　前記対象の癌が、抗ＥＧＦＲ抗体もしくはその結合フラグメント、またはＥＧＦＲチロ
シンキナーゼ阻害剤に耐性がある、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記癌が、ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＰＴＥＮ、ＥＧＦＲ、Ｐ５３、または
ＳＲＣにおいて変異を有する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記投与するステップの前に、前記癌が変異を有するかどうかを決定するステップをさ
らに含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記癌が、結腸直腸癌、頭頸部癌、胃腸癌、肺癌、乳癌、膵癌、卵巣癌、子宮頸癌、前
立腺癌、腎臓癌、脳癌、腎癌、グリオーマ、膀胱癌、口腔癌、またはＥＧＦＲ陽性癌であ
る、請求項２２～２５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　別の治療用作用物質を前記対象に投与するステップをさらに含む、請求項２６に記載の
方法。
【請求項２８】
【化１３】

である、スタウロスポリン誘導体。
【請求項２９】
　イムノコンジュゲートを調製する方法であって、抗体またはその結合フラグメントを、
請求項２８に記載のスタウロスポリン誘導体に結合させるステップを含む、方法。
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【請求項３０】
　前記抗体がセツキシマブである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
【化１４】

である、ダサチニブ誘導体。
【請求項３２】
　イムノコンジュゲートを調製する方法であって、抗体またはその結合フラグメントを、
請求項３１に記載のダサチニブ誘導体に結合させるステップを含む、方法。
【請求項３３】
　前記抗体がセツキシマブである、請求項３２に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願に対する相互参照
　本願は、２０１６年１２月１４日に出願の米国仮特許出願第６２／４３４，０３５号に
対する優先権を主張するものであり、この内容全体は参照として本明細書中に援用されて
いる。
【背景技術】
【０００２】
　標的治療（たとえば抗体）は、癌との闘いにおける重要なプレーヤーとして明らかにな
ってきた。しかしながら、多くの個体が、このような治療に耐性があることが観察されて
いる。セツキシマブは、上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）に特異的に結合するキメラ型の
マウス－ヒトモノクローナル抗体であり、結腸直腸癌および頭頸部癌の治療に関して承認
されている。セツキシマブは、特定の変異、たとえばＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ、ＰＩＫ３ＣＡ
、およびＰＴＥＮにおける変異を有する癌に対しては有効ではない。セツキシマブによる
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Ｓｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｓｃｉ．，　１５：５８３８－
５８５１　（２０１４）を参照されたい。
【０００３】
　抗体－薬物複合体（コンジュゲート）（ＡＤＣ）は、特定の癌細胞への細胞傷害性作用
物質の標的送達を可能にする。よって、癌治療の発達は、ＡＤＣを対象としている。他方
で、強力な細胞傷害性の作用物質を有するため、ＡＤＣの副作用に関して懸念がある。ま
た、臨床試験により、ＡＤＣも特定の個体に無効であり得ることが示唆されている。
【発明の概要】
【０００４】
　一態様では、抗ＥＧＦＲ抗体またはその結合フラグメント、およびキナーゼ阻害剤を含
むイムノコンジュゲートを、本明細書中に提供する。
【０００５】
　一部の実施形態では、キナーゼ阻害剤は、ＳＲＣ阻害剤である。たとえばこれは、１－
ナフチルＰＰ１、Ａ　４１９２５９三塩酸塩、ＡＧＬ　２２６３、アルテヌシン、アンサ
トリエニンＡ、ＡＰ　２４５３４、ＡＺＭ　４７５２７１、Ｂｃｒ－ａｂｌ阻害剤ＩＩ、
ＮＶＰ－ＢＨＧ７１２、ボスチニブ、カルフォスチンＣ、ダムナカンタール、ダサチニブ
、ゲルダナマイシン、スタウロスポリン、ハービマイシンＡ、インディルビン－３’－（
２，３－ジヒドロキシプロピル）シオキシムエーテル（ｓｈｙｏｘｉｍｅｔｈｅｒ）、Ｋ
Ｂ　ＳＲＣ　４、ＫＸ２－３９１、ラベンダスチンＡ、ＬＣＢ　０３－０１１０二塩酸塩
、ルテオリン、ＭＮＳ、ネラチニブ、ＰＤ　１６６２８５二塩酸塩、ＰＤ　１８０９７０
、ＪＮＪ－１０１９８４０９、ペリチニブ、ピセタノール、ＰＫＣ－４１２、ＰＫＩ　１
６６塩酸塩、ＰＰ１、ＰＰ２、ケルセチン、サラカチニブ、ＳＫＩ－１、ＳＵ６６５６、
ＴＣ－Ｓ　７００３、ＴＸ－１１２３、Ｐ２１ｄ塩酸塩、チルフリニブ（Ｔｉｌｆｒｉｎ
ｉｂ）、バンデタニブ、スニチニブ、イマチニブ、ＷＨ－４－０２３、テセバチニブ（ｔ
ｅｓｅｖａｔｉｎｉｂ）、ＥＮＭＤ－２０７６、ＴＰＸ－０００５、ＡＺＤ－０４２４、
ＫＸ２－３６１、ＣＣＴ１９６９６９、およびＴＸ－１９１８からなる群から選択するこ
とができる。
【０００６】
　一部の実施形態では、抗ＥＧＦＲ抗体は、セツキシマブ、パニツムマブ、ネシツムマブ
、ザルツムマブ、マツズマブ、ニモツズマブ、トラスツズマブ、ｉｏｒ－ｅｇｆ／ｒ３、
フツキシマブ（ｆｕｔｕｘｉｍａｂ）、デパツキシズマブ、ヅリゴツズマブ（ｄｕｌｉｇ
ｏｔｕｚｕｍａｂ）、またはトムゾツキシマブ（ｔｏｍｕｚｏｔｕｘｉｍａｂ）からなる
群から選択される。
【０００７】
　本明細書中記載のイムノコンジュゲートのいずれかは、式Ａｂ－（Ｌ－Ｄ）ｍ（式中、
Ａｂが、抗ＥＧＦＲ抗体またはその結合フラグメントであり、Ｌがリンカーであり、Ｄが
キナーゼ阻害剤であり、ｍが、１～２０の数（たとえば１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、１～１０
、１～１５、５～１５、５～２０、２～１５、または２～８）である）を有することがで
きる。
【０００８】
　一部の実施形態では、イムノコンジュゲートは、以下の式：
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【化１】

（式中、Ｘが
【化２】

であり；Ｒが水素またはアルキルであり；Ａｒが
【化３】

であり；Ｒ１が、水素、ハロゲン、またはアルキルであり；ｎが１～１０の整数であり；
Ｙが
【化４】

であり；ｍが１～２０の整数である）
を有する。たとえば、イムノコンジュゲートは、

【化５】

とすることができる。
【０００９】
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　一部の実施形態では、イムノコンジュゲートは、以下の式：
【化６】

（式中、
ＺがＮＨまたはＳであり；Ｍが
【化７】

であり；Ｒ２が水素または
【化８】

であり；ｍが１～２０の整数であり；Ｑが－ペプチド－、－Ｌ－フェニルアラニン－Ｌ－
リジン－、または－Ｌ－バリン－Ｌ－シトルリン－であり；Ｒ３が水素、ハロゲン、また
はアルキルであり；Ａが
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であり；Ｂが
【化１０】

であり；Ｒが水素またはアルキルであり；Ａｒが
【化１１】

であり；Ｒ１が水素、ハロゲン、またはアルキルであり；ｎが１～１０の整数である）
を有する。一部の実施形態では、イムノコンジュゲートは、
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【化１２】

である。
【００１０】
　別の態様では、本明細書中記載のイムノコンジュゲートのいずれかと、薬学的に許容さ
れる担体とを含む医薬組成物を、本明細書中に提供する。医薬組成物は、別の治療用作用
物質を含むことができる。
【００１１】
　さらなる別の態様では、本明細書中記載のイムノコンジュゲートのいずれかの有効量と
癌細胞を接触させるステップを含む、癌細胞を阻害する方法を、本明細書中に提供する。
【００１２】
　一態様では、対象の癌を治療する方法を、本明細書中に提供する、これは、本明細書中
記載のイムノコンジュゲートのいずれかの有効量を上記対象に投与するステップを含む。
【００１３】
　一部の実施形態では、対象の癌は、抗ＥＧＦＲ抗体もしくはその結合フラグメント、ま
たはＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害剤に耐性がある。一部の実施形態では、この癌は、Ｋ
ＲＡＳ、ＢＲＡＦ、ＰＩＫ３ＣＡ、ＰＴＥＮ、ＥＧＦＲ、Ｐ５３、またはＳＲＣにおいて
変異を有する。投与ステップの前に、本方法は、癌が変異を有するかどうかを決定するス
テップを含み得る。任意選択で、本方法は、別の治療用作用物質を対象に投与するステッ
プをさらに含み得る。
【００１４】
　一部の実施形態では、癌は、結腸直腸癌、頭頸部癌、胃腸癌、肺癌、乳癌、膵癌、卵巣
癌、子宮頸癌、前立腺癌、腎臓癌、脳癌、腎癌、グリオーマ、膀胱癌、口腔癌、またはＥ
ＧＦＲ陽性癌である。
【００１５】
　別の態様では、
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【化１３】

である、スタウロスポリン誘導体を、本明細書中に記載する。
【００１６】
　さらなる別の態様では、

【化１４】

である、ダサチニブ誘導体を、本明細書中提供する。
【００１７】
　一態様では、イムノコンジュゲートを調製する方法を、本明細書中に提供する。本方法
は、抗体またはその結合フラグメントを、本明細書中記載のスタウロスポリン誘導体また
はダサチニブ誘導体に結合させるステップを含む。一実施形態では、この抗体はセツキシ
マブである。
【００１８】
　１つ以上の実施形態の詳細は、添付の図面および以下の説明に記載されている。これら
実施形態の他の特性、目的、および利点は、この説明および図面、ならびに特許請求の範
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囲から明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は、スタウロスポリンおよびセツキシマブの組み合わせが、ＳＷ４８０結腸
細胞においてＳｒｃの活性化を阻害したことを示している。Ｃ：セツキシマブ；Ｓ：スタ
ウロスポリン；ｐ－Ｓｒｃ：リン酸化したＳｒｃ（活性型）。＊有意差（ｐ＜０．０５）
。定量化の値は、タンパク質発現のウェスタンブロット解析からの値であった。
【図２】図２は、例示的な抗体－薬物複合体を示す。
【図３】図３は、ＳＷ４８（ＷＴ）、ＨＴ－２９（ＢＲＡＦ）、およびＳＷ４８０（ＫＲ
ＡＳ）の結腸癌細胞株に及ぼす、セツキシマブ（１ｕｇ／ｍｌ）、スタウロスポリン（１
０ｎＭ）、セツキシマブ（Ｃ）およびスタウロスポリン（Ｓ）の組み合わせ、ならびにＲ
ｅｘ－１（１ｕｇ／ｍｌ）の有効性を示す。
【図４】図４は、ＳＷ４８細胞株およびＨＴ－２９（ＢＲＡＦ）細胞株に及ぼす、異なる
ロットのＲｅｘ－１の有効性を示す。Ｃ：セツキシマブ；Ｓ：スタウロスポリン。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　予想外なことに、抗ＥＧＦＲ抗体と、キナーゼ阻害剤、たとえばＳＲＣ阻害剤とを含む
イムノコンジュゲートが、上記抗体単独、またはキナーゼ阻害剤と組み合わせるよりも、
特定の変異を有する癌の治療に有効であったことが発見された。よって、抗ＥＧＦＲ抗体
およびキナーゼ阻害剤を含むイムノコンジュゲートを、本明細書中に提供する。
【００２１】
　キナーゼ阻害剤は、ＡＡＴＫ、ＡＢＬ、ＡＢＬ２、ＡＬＫ、ＡＸＬ、ＢＬＫ、ＢＭＸ、
ＢＴＫ、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＫ、ＤＤＲ１、ＤＤＲ２、ＥＧＦＲ、ＥＰＨＡ１、ＥＰＨＡ２
、ＥＰＨＡ３、ＥＰＨＡ４、ＥＰＨＡ５、ＥＰＨＡ６、ＥＰＨＡ７、ＥＰＨＡ８、ＥＰＨ
Ａ１０、ＥＰＨＢ１、ＥＰＨＢ２、ＥＰＨＢ３、ＥＰＨＢ４、ＥＰＨＢ６、ＥＲＢＢ２、
ＥＲＢＢ３、ＥＲＢＢ４、ＦＥＲ、ＦＥＳ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧ
ＦＲ４、ＦＧＲ、ＦＬＴ１、ＦＬＴ３、ＦＬＴ４、ＦＲＫ、ＦＹＮ、ＧＳＧ２、ＨＣＫ、
ＩＧＦ１Ｒ、ＩＬＫ、ＩＮＳＲ、ＩＮＳＲＲ、ＩＲＡＫ４、ＩＴＫ、ＪＡＫ１、ＪＡＫ２
、ＪＡＫ３、ＫＤＲ、ＫＩＴ、ＫＳＲ１、ＬＣＫ、ＬＭＴＫ２、ＬＭＴＫ３、ＬＴＫ、Ｌ
ＹＮ、ＭＡＴＫ、ＭＥＲＴＫ、ＭＥＴ、ＭＬＴＫ、ＭＳＴ１Ｒ、ＭＵＳＫ、ＮＰＲ１、Ｎ
ＴＲＫ１、ＮＴＲＫ２、ＮＴＲＫ３、ＰＤＧＦＲＡ、ＰＤＧＦＲＢ、ＰＬＫ４、ＰＴＫ２
、ＰＴＫ２Ｂ、ＰＴＫ６、ＰＴＫ７、ＲＥＴ、ＲＯＲ１、ＲＯＲ２、ＲＯＳ１、ＲＹＫ、
ＳＧＫ４９３、ＳＲＣ、ＳＲＭＳ、ＳＴＹＫ１、ＳＹＫ、ＴＥＣ、ＴＥＫ、ＴＥＸ１４、
ＴＩＥ１、ＴＮＫ１、ＴＮＫ２、ＴＮＮＩ３Ｋ、ＴＸＫ、ＴＹＫ２、ＴＹＲＯ３、ＹＥＳ
１、ＺＡＰ７０、ＭＡＰＫ、ＥＲＫ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＦＡＫ、ＰＫＣ、およびＰＫＡ
からなる群から選択されるキナーゼを阻害する阻害剤とすることができる。
【００２２】
　一部の実施形態では、キナーゼ阻害剤は、ＳＲＣ阻害剤である。ＳＲＣ阻害剤として、
限定するものではないが、１－ナフチルＰＰ１、Ａ　４１９２５９三塩酸塩、ＡＧＬ　２
２６３、アルテヌシン、アンサトリエニンＡ、ＡＰ　２４５３４、ＡＺＭ　４７５２７１
、Ｂｃｒ－ａｂｌ阻害剤ＩＩ、ＮＶＰ－ＢＨＧ７１２、ボスチニブ、カルフォスチンＣ、
ダムナカンタール、ダサチニブ、ゲルダナマイシン、スタウロスポリン、ハービマイシン
Ａ、インディルビン－３’－（２，３－ジヒドロキシプロピル）シオキシムエーテル（ｓ
ｈｙｏｘｉｍｅｔｈｅｒ）、ＫＢ　ＳＲＣ　４、ＫＸ２－３９１、ラベンダスチンＡ、Ｌ
ＣＢ　０３－０１１０二塩酸塩、ルテオリン、ＭＮＳ、ネラチニブ、ＰＤ　１６６２８５
二塩酸塩、ＰＤ　１８０９７０、ＪＮＪ－１０１９８４０９、ペリチニブ、ピセタノール
、ＰＫＣ－４１２、ＰＫＩ　１６６塩酸塩、ＰＰ１、ＰＰ２、ケルセチン、サラカチニブ
、ＳＫＩ－１、ＳＵ６６５６、ＴＣ－Ｓ　７００３、ＴＸ－１１２３、Ｐ２１ｄ塩酸塩、
チルフリニブ（Ｔｉｌｆｒｉｎｉｂ）、バンデタニブ、スニチニブ、イマチニブ、ＷＨ－
４－０２３、テセバチニブ（ｔｅｓｅｖａｔｉｎｉｂ）、ＥＮＭＤ－２０７６、ＴＰＸ－
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０００５、ＡＺＤ－０４２４、ＫＸ２－３６１、ＣＣＴ１９６９６９、およびＴＸ－１９
１８が挙げられる。たとえば、ＳＲＣ阻害剤は、スタウロスポリンまたはダサチニブとす
ることができる。
【００２３】
　本明細書中使用する場合、用語「抗体」は、限定するものではないが、モノクローナル
抗体、ポリクローナル抗体、完全長の抗体またはそのフラグメント、Ｆｃ領域を含む抗体
、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、一本鎖抗
体、ｓｃＦＶマルチマー、一価の抗体、多価抗体、ヒト化抗体、およびキメラ抗体を含む
、抗原結合活性を有する様々な抗体構造を含む。
【００２４】
　様々な抗ＥＧＦＲ抗体が、当該分野で知られており、市販されている。また、このよう
な抗体は、当該分野で知られている方法、たとえば組み換え法を使用して作製することが
できる。一部の実施形態では、抗体は、セツキシマブ、パニツムマブ、ネシツムマブ、ザ
ルツムマブ、マツズマブ、ニモツズマブ、トラスツズマブ、ｉｏｒ－ｅｇｆ／ｒ３、フツ
キシマブ（ｆｕｔｕｘｉｍａｂ）、デパツキシズマブ、ヅリゴツズマブ（ｄｕｌｉｇｏｔ
ｕｚｕｍａｂ）、およびトムゾツキシマブ（ｔｏｍｕｚｏｔｕｘｉｍａｂ）からなる群か
ら選択される。
【００２５】
　本明細書中記載のイムノコンジュゲートは、式Ａｂ－（Ｌ－Ｄ）ｍ（式中、Ａｂが、抗
ＥＧＦＲ抗体であり、Ｌがリンカーであり、Ｄがキナーゼ阻害剤であり、ｍが、１～２０
の数（たとえば整数）である）を有することができる。
【００２６】
　リンカーは、切断可能または切断可能ではないリンカーとすることができる。例示的な
リンカーとして、限定するものではないが、マレイミドカプロイルリンカー、マレイミド
カプロイル－ｐ－アミノベンジルカルバメート、マレイミドカプロイル－ペプチド－アミ
ノベンジルカルバメート、マレイミドカプロイル－Ｌ－フェニルアラニン－Ｌ－リジン－
ｐ－アミノベンジルカルバメート、マレイミドカプロイル－Ｌ－バリン－Ｌ－シトルリン
－ｐ－アミノベンジルカルバメート、Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）
プロピオナート、４－スクシンイミジル－オキシカルボニル－２－メチル－２－（２－ピ
リジルジチオ）－トルエン、Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルジチオ）プロピオ
ネート、Ｎ－スクシンイミジル４－（２－ピリジルジチオ）ブチレート、２－イミノチオ
ラン、Ｓ－アセチルコハク酸無水物、ジスルフィドベンジルカルバメート、炭酸エステル
、ヒドラゾン、Ｎ－（ａ－マレイミドアセトキシ）スクシンイミドエステル、Ｎ－［４－
（ｐ－アジドサリチルアミド）ブチル］－３’－（２’－ピリジルジチオ）プロピオンア
ミド、Ｎ－［ｂ－マレイミドプロピルオキシ］スクシンイミドエステル、［Ｎ－ｅ－マレ
イミドカプロイルオキシ］スクシンイミドエステル、Ｎ－［ｇ－マレイミドブチリルオキ
シ］スクシンイミドエステル、スクシンイミジル－４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロ
ヘキサン－１－カルボキシ－［６－アミドカプロアート］、スクシンイミジル６－（３－
［２－ピリジルジチオ］－プロピオンアミド）ヘキサノアート、ｍ－マレイミドベンゾイ
ル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、Ｎ－スクシンイミジル［４－ヨードアセチ
ル］アミノベンゾアート、スクシンイミジル４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサ
ン－１－カルボキシレート、Ｎ－スクシンイミジル３－［２－ピリジルジチオ］－プロピ
オンアミド、［Ｎ－ｅ－マレイミドカプロイルオキシ］スルホスクシンイミドエステル、
Ｎ－［ｇ－マレイミドブチリルオキシ］スルホスクシンイミドエステル、スルホスクシン
イミジル－６－メチル－ａ－（２－ピリジルジチオ）トルアミド］ヘキサノアート）、ス
ルホスクシンイミジル６－（３’－［２－ピリジルジチオ］－プロピオンアミド）ヘキサ
ノアート、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミドエステル、
Ｎ－スルホスクシンイミジル［４－ヨードアセチル］アミノベンゾアート、スルホスクシ
ンイミジル４－［Ｎ－マレイミドメチル］シクロヘキサン－１－カルボキシレート、スル
ホスクシンイミジル４－［ｐ－マレイミドフェニル］ブチレート、エチレングリコール－
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ート、１，４，７，１０－テトラアザシクロドデカン－１，４，７，１０－四酢酸、ジエ
チレントリアミン－五酢酸、およびチオウレアリンカーが挙げられる。
【００２７】
　一部の実施形態では、イムノコンジュゲートは、スタウロスポリンを含み、以下の式：
【化１５】

（式中、Ｘは、
【化１６】

であり；Ｒは水素またはアルキルであり；Ａｒは
【化１７】

であり；Ｒ１は、水素、ハロゲン、またはアルキルであり；ｎは１～１０の整数であり；
Ｙは
【化１８】

であり；ｍは、１～２０の整数（たとえば１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、１～１０、１～１５、
５～１５、５～２０、２～１５、または２～８）である）
を有する。２つの例示的なコンジュゲートは、
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【化１９】

である。
【００２８】
　一部の実施形態では、イムノコンジュゲートは、ダサチニブを含み、以下の式：
【化２０】

（式中、ＺはＮＨまたはＳであり、Ｍは、
【化２１】

であり；Ｒ２は、水素または
【化２２】

であり；ｍは１～２０の整数であり；Ｑは－ペプチド－、－Ｌ－フェニルアラニン－Ｌ－
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はアルキルであり；Ａは、
【化２３】

であり；Ｂは、
【化２４】

であり；Ｒは、水素またはアルキルであり；Ａｒは、
【化２５】

であり；Ｒ１は、水素、ハロゲン、またはアルキルであり；ｎは、１～１０の整数である
）
を有する。例示的な３つのイムノコンジュゲートは、
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【化２６】

である。
【００２９】
　以下の実施例に記載される方法を含む、リンカーを介して抗体に化合物をコンジュゲー
トする方法は、当該分野で知られている。最初に、リンカーを含む化合物の誘導体を作製
し、次に抗体にコンジュゲートすることができる。
【００３０】
　たとえば、イムノコンジュゲートを調製するために抗ＥＧＦＲ抗体（たとえばセツキシ
マブ）にそれぞれがコンジュゲートできる、２つのスタウロスポリンリンカー誘導体を以
下に示す。
【化２７】

【００３１】
　例示的な３つのダサチニブリンカー誘導体を以下に示す。これらはそれぞれ、イムノコ
ンジュゲートを調製するために抗ＥＧＦＲ抗体（たとえばセツキシマブ）にコンジュゲー
トできる。
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【化２８】

【００３２】
　本明細書中記載のイムノコンジュゲートを使用して、対象の癌または腫瘍、たとえばＥ
ＧＦＲ陽性の癌または腫瘍を治療することができる。この癌または腫瘍は、結腸直腸癌、
頭頸部癌、胃腸癌、肺癌、乳癌、膵癌、卵巣癌、子宮頸癌、前立腺癌、腎臓癌、脳癌、腎
癌、グリオーマ、膀胱癌、または口腔癌とすることができる。任意選択で、対象をイムノ
コンジュゲートで治療する前に、当該分野で知られている方法を使用して、対象の癌また
は腫瘍がＥＧＦＲを発現するかどうかを決定することができる。
【００３３】
　一部の実施形態では、この癌または腫瘍は、ＥＧＦＲの標的治療、たとえば抗ＥＧＦＲ
抗体またはＥＧＦＲチロシンキナーゼ阻害剤に耐性がある。薬剤耐性の機構は、公知であ
ってもよく、公知でなくてもよい。一部の実施形態では、この癌または腫瘍は、ＥＧＦＲ
の標的治療への耐性に関連または相関している変異、たとえば、ＫＲＡＳ、ＢＲＡＦ、Ｐ
ＩＫ３ＣＡ、ＰＴＥＮ、ＥＧＦＲ、Ｐ５３、またはＳＲＣにおける変異を有する。任意選
択で、対象を本イムノコンジュゲートで治療する前に、対象の癌または腫瘍が、ＥＧＦＲ
の標的治療に耐性を呈するか、または薬剤耐性に関連する変異を有するかどうかを決定す
ることができる。以前からＥＧＦＲの標的治療に対する耐性を示している対象もまた、本
明細書中記載のイムノコンジュゲートで治療される候補者であり得る。
【００３４】
　本明細書中記載のイムノコンジュゲートのいずれかは、様々な投与経路、たとえば静脈
内、関節内、結膜、頭蓋内、腹腔内、胸膜内、筋肉内、髄腔内、または皮下の投与経路に
適した医薬組成物として製剤化することができる。医薬組成物は、水溶液または凍結乾燥
した製剤とすることができる。これは、薬学的に許容される担体、たとえば緩衝剤、賦形
剤、安定剤、または保存剤を含むことができる。医薬組成物は、イムノコンジュゲートと
共に作用する他の有効成分、たとえば別の治療用作用物質を含むことができる。医薬組成
物は、対象の癌または腫瘍を治療するために使用することができる。
【００３５】
　「対象」は、ヒトまたは非ヒトの動物を表す。「治療すること（ｔｒｅａｔｉｎｇ）」
または「治療（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」は、障害を有する対象に、当該障害、障害の症状
、障害に続発する疾患状態、または障害の素因を治癒、軽減、緩和、治療、発症を遅延、
または寛解する目的で、化合物または組成物を投与することを表す。「有効量」は、治療
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した対象に医学的に望ましい結果をもたらすことができる化合物または組成物の量である
。
【００３６】
　以下の特定の実施例は単なる例として解釈されるべきであり、決して残りの本開示を限
定するものではない。さらなる詳細を用いることなく、当業者は本明細書中の記載に基づ
き、本開示を最も完全な度合で利用すると考えられる。本明細書中引用されている全ての
刊行物は、その全体が参照として援用されている。
【００３７】
　実施例１：セツキシマブ誘導型のＳＲＣ活性化の阻害
　ＫＲＡＳに変異を有する結腸癌細胞、すなわちＳＷ４８０を、Ｓｒｃ阻害剤およびセツ
キシマブの組み合わせがＳＲＣの活性化を阻害し得るかどうかを決定するために、解析し
た。図１に示すように、この組み合わせで処理した細胞は、スタウロスポリンまたはセツ
キシマブのいずれかで処理した細胞と比較して、Ｓｒｃタンパク質の値が有意に低下した
。
【００３８】
　実施例２：スタウロスポリンリンカー誘導体の設計および合成
　以下のスキーム１は、スタウロスポリン１リンカー誘導体の合成を示している。スタウ
ロスポリンは、二級アミンにより無水コハク酸と反応することができる。スタウロスポリ
ンカルボン酸１は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＨＯＳｕ）および１－エチル－３－
（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣＩ）での処理を介して、Ｎ－ヒ
ドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）基に変換させた。よって、スタウロスポリン１は、Ｎ
ＨＳ基を介して抗体とコンジュゲートすることができる。
【化２９】

 
【００３９】
　スキーム１を参照すると、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中のスタウロスポリン（
１０μｍｏｌ）溶液に、無水コハク酸（１５μｍｏｌ）、および４－ジメチルアミノピリ
ジン（ＤＭＡＰ）（２０μｍｏｌ）を、暗室で添加した。３０時間の攪拌の後に、混合物
を、０．１％のトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）水溶液で沈殿させ、沈殿物を、０．１％のＴ
ＦＡ水溶液において２回粉砕（ｔｒｉｔｕｒａｔｅ）して、収率８４で化合物１を得た。
１Ｈ　ＮＭＲ（３００　ＭＨｚ，　ＤＭＳＯ－ｄ６）　δ　１２．０６　（ｓ，　１Ｈ）
，　９．２９　（ｄ，　Ｊ＝　７．９Ｈｚ，　１Ｈ），　８．５９　（ｓ，　１Ｈ），　
８．０５　（ｄ，　Ｊ＝　７．７　Ｈｚ，　１Ｈ），　７．９９　（ｄ，　Ｊ＝　８．５
　Ｈｚ，　１Ｈ），　７．６７　（ｄ，　Ｊ＝　８．２　Ｈｚ，　１Ｈ），　７．４８　
（ｔ，　Ｊ＝　７．７　Ｈｚ，　２Ｈ），　７．３５　（ｔ，　Ｊ＝　７．５　Ｈｚ，　
１Ｈ），　７．２９　（ｔ，　Ｊ＝　７．５　Ｈｚ，　１Ｈ），　７．０３　（ｔ，　Ｊ
＝　７．５　Ｈｚ，　１Ｈ），　５．００　（ｓ，　３Ｈ），　４．２２　（ｓ，　１Ｈ
），　２．８１　（ｓ，　３Ｈ），　２．７７　（ｓ，　３Ｈ），　２．６８　（ｄ，　
Ｊ＝　５．６Ｈｚ，　１Ｈ），　２．６０－２．５６　（ｍ，　２Ｈ），　２．３３　（
ｓ，　３Ｈ），　２．２８－２．１７　（ｍ，　１Ｈ）．　ＬＣＭＳ　ｍ／ｚ　ｃａｌｃ
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ｄ　ｆｏｒ　Ｃ３２Ｈ３０Ｎ４Ｏ６　［Ｍ＋Ｈ］＋　＝　５６７．２２０，　ｆｏｕｎｄ
　５６７．１９９　（ＩＴ－ＴＯＦ）．
【００４０】
　テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）（３ｍｌ）におけるスタウロスポリン－ＣＯ２Ｈ（１、
１６０ｍｇ、０．２８２ｍｍｏｌ）の溶液に、ＨＯＳｕ（３９ｍｇ、０．３３８ｍｍｏｌ
）および１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣＩ）
（８８ｍｇ、０．５６４ｍｍｏｌ）を添加した。反応混合物を室温で１６時間攪拌し、次
に、水でクエンチした。溶液を、ＣＨ２Ｃｌ２で抽出した。有機層を塩水で洗浄し、Ｍｇ
ＳＯ４で乾燥させ、減圧下で濃縮して、淡白色の固体としてスタウロスポリン１（１５３
ｍｇ）を８２％の収率で回収した。１Ｈ　ＮＭＲ（６００ＭＨｚ，　ＤＭＳＯ－ｄ６）；
１Ｈ　ＮＭＲ（６００ＭＨｚ，　ＤＭＳＯ－ｄ６）　δ　９．３　‐　９．３　（ｍ，　
１Ｈ），　８．６　（ｄ，　Ｊ＝　５．２Ｈｚ，　１Ｈ），　８．１　（ｔ，　Ｊ＝　８
．２Ｈｚ，　１Ｈ），　８．０　（ｄｄ，　Ｊ＝　１１．２，　８．５　Ｈｚ，　１Ｈ）
，　７．７　（ｄｄ，　Ｊ＝　８．２，　５．２Ｈｚ，　１Ｈ），　７．５　‐　７．５
　（ｍ，　２Ｈ），　７．４　（ｑ，　Ｊ＝　７．７　Ｈｚ，　１Ｈ），　７．３　（ｄ
ｄｄ，　Ｊ＝　８．０，　７．０，　１　Ｈｚ，　１Ｈ），　７．０　（ｄｄｄ，　Ｊ＝
　８．５，　６．７，　３．６Ｈｚ，　１Ｈ），　５．０　‐　５．０　（ｍ，　３Ｈ）
，　４．２　（ｄｄｄ，　Ｊ＝　１２．０，　２．８，　１．５　Ｈｚ，　１Ｈ），　３
．０　（ｔ，　Ｊ＝　６．３Ｈｚ，　１Ｈ），　２．９　‐　２．８　（ｍ，　５Ｈ），
　２．８　（ｓ，　１Ｈ），　２．８　（ｓ，　２Ｈ），　２．７　‐　２．７　（ｍ，
　１Ｈ），　２．７　‐　２．６　（ｍ，　１Ｈ），　２．６　（ｓ，　２Ｈ），　２．
５　‐　２．５　（ｍ，　１Ｈ），　２．３　（ｄ，　Ｊ＝　８．５　Ｈｚ，　２Ｈ），
　２．２　（ｔｄｄ，　Ｊ＝　１２．０，　８．２，　６．７　Ｈｚ，　１Ｈ）；　１３

Ｃ　ＮＭＲ　（６００ＭＨｚ，　ＤＭＳＯ－ｄ６）　１７３．３，　１７２．４，　１７
１．２，　１７０．７，　１６９．２，　１３９．３，　１３６．７，　１３３．１，　
１２９．６，　１２９．６，　１２６．１，　１２５．８，　１２５．５，　１２４．２
，　１２３．１，　１２１．９，　１２０．８，　１１９．９，　１１９．９，　１１５
．７，　１１４．６，　１１４．１，　１０９．５，　９５．１，　８３．６，　８２．
７，　６０．９，　４８．８，　４５．９，　３１．２，　２９．９，　２８．３，　２
７．２，　２６．６，　２５．９，　２５．７；　ＥＳＩ－ＭＳ　ｍ／ｚ　６６４．６７
　（［Ｍ＋１］＋）．
【００４１】
　以下のスキーム２は、スタウロスポリン２リンカー誘導体の合成を示している。スタウ
ロスポリンは、Ｎ－スクシンイミジル－４－ホルミルベンズアミドおよびシアノヒドリド
ホウ酸ナトリウムと反応させて、アミノ基をＮＨＳ基に変換させた。よって、スタウロス
ポリン２は、ＮＨＳ基を介して抗体とコンジュゲートすることができる。
【化３０】

 
【００４２】
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　スキーム２を参照すると、Ｎ－スクシンイミジル－４－ホルミルベンズアミド（１２７
ｍｇ、０．５１ｍｍｏｌ）、シアノヒドリドホウ酸ナトリウム（２４ｍｇ、０．３８ｍｍ
ｏｌ）、および酢酸（０．１９６ｍＬ）を、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）（５ｍｌ）
中のスタウロスポリン（８０ｍｇ、０．１７ｍｍｏｌ）の溶液に添加した。反応混合物を
室温で１６時間攪拌した。ＤＭＦおよび酢酸を、ロータリー・エバポレーターにより除去
した。この残渣を、ＤＣＭで抽出した。有機層を塩水で洗浄し、ＭｇＳＯ４で乾燥させ、
減圧下で濃縮した。スタウロスポリン２を、カラムクロマトグラフィー（ＤＣＭ：ＭｅＯ
Ｈ＝９：１）により精製して、白色の固体を３５％の収率で得た。
【００４３】
　実施例３：ダサチニブリンカー誘導体の設計および合成
　以下のスキーム３は、切断可能なバリン－シトルリンリンカーを伴うダサチニブ－１の
合成を示す。ダサチニブのヒドロキシル基を、光延反応およびヒドラジンの脱保護により
アミノ基に変換した。中国特許第１０６２７９１４３号を参照されたい。Ｍａｌ－Ｃ５－
ＶＣ－ＰＡＢ－ＰＮＰの脱離基ｐ－ニトロフェノールを、ダサチニブ－ＮＨ２のアミンで
置換した。よって、生成物のダサチニブ－１は、チオエーテル結合の形成を介して抗体と
コンジュゲートすることができる。
【化３１】

【００４４】
　スキーム３を参照すると、ダサチニブ－ＮＨ２（３１．９ｍｇ、０．０６５５ｍｍｏｌ
）の溶液に、ＤＭＦ（０．５ｍｌ）におけるＭａｌ－Ｃ５－ＶＣ－ＰＡＢ－ＰＮＰ（５７
．９ｍｇ、０．０７８６ｍｍｏｌ）およびＨＯＢｔ（１０ｍｇ、０．０６５５ｍｍｏｌ）
、ならびにＮ，Ｎ－ジイソプロピルエチルアミン（ＤＩＰＥＡ）（２２．８ｕＬ、０．１
３１ｍｍｏｌ）をアルゴン下で添加した。反応混合物を室温で１６時間攪拌し、次に水で
クエンチした。溶液を酢酸エチルで抽出した。有機層を塩水で洗浄し、ＭｇＳＯ４で乾燥
させ、減圧下で濃縮して、淡白色の固体としてダサチニブ－１（１２．５ｍｇ）を１７．
６％の収率で得た。ＬＣ／ＭＳ　ｍ／ｚ　１０８５．６．
【００４５】
　以下のスキーム４は、切断可能ではないリンカーを伴うダサチニブ－２の合成スキーム
を示す。ダサチニブ－ＮＨ２のアミン基を、ＣＳ２およびＮ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカ
ルボジイミド（ＤＣＣ）により、イソチオシアネート基に変換した。よって、生成物ダサ
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チニブ－１は、チオエーテル結合の形成を介して抗体とコンジュゲートすることができる
。
【化３２】

 
【００４６】
　スキーム４を参照すると、ＣＨ２Ｃｌ２（３ｍｌ）中の４，Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシ
ルカルボジイミド（５０．３ｍｇ、０．２４４ｍｍｏｌ）およびＣＳ２（２４４．３ｕＬ
、４．０６ｍｍｏｌ）を、アルゴン下で、ダサチニブ－ＮＨ２（１００ｍｇ、０．２０３
ｍｍｏｌ）の溶液に添加した。混合物を、低温で５分間攪拌した。氷槽を除去し、次に混
合物を、反応が完了するまで室温で攪拌した。反応物を減圧下で濃縮して、溶媒を除去し
、次に、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製して、白色の固体としてダサチ
ニブ－２（１６．９ｍｇ）を得た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，　ＤＭＳＯ－ｄ６）：
δ　ｐｐｍ　１１．　４７　（ｓ，　１Ｈ），　９．　８８　（ｓ，　１Ｈ），　８．　
２３　（ｓ，　１Ｈ），　７．　４０　（ｄｄ，　Ｊ＝　１．２，　７．　２Ｈｚ，　１
Ｈ），　７．　２４－７．　３０　（ｍ，　２Ｈ），　６．　０７　（ｓ，　１Ｈ），　
３．　８０　（ｔ，　Ｊ＝　６．　０Ｈｚ，　２Ｈ），　３．　５４　（ｂｒ　，　４Ｈ
），　２．　６６　（ｔ，　Ｊ＝　６．　０Ｈｚ，　２Ｈ），　２．　５４　（ｂｒ，　
４Ｈ），　２．　４２　（ｓ，　３Ｈ），　２．　２４　（ｓ，　３Ｈ）．　ＥＳＩ－Ｍ
Ｓ　ｍ／ｚ　５２９．６．
【００４７】
　以下のスキーム５は、切断可能ではないＮＨＳリンカーを伴うダサチニブ－３誘導体の
合成スキームを示す。ダサチニブ－ＮＨ２のアミン基は、４－ホルミル安息香酸との還元
的アミノ化によりカルボン酸基に変換することができた。この酸の基は、Ｎ－ヒドロキシ
スクシンイミド（ＨＯＳｕ）および１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カ
ルボジイミド（ＥＤＣＩ）での処理により、ＮＨＳ基に変換できた。生成物のダサチニブ
－３は、アミド結合の形成を介して、抗体のリジンとコンジュゲートすることができた。
【化３３】

【００４８】
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　スキーム５を参照すると、２ｍＬのＭｅＯＨ中の４－ホルミル安息香酸（４６．２ｍｇ
、０．３０８ｍｍｏｌ）の溶液に、１．５ｍＬのＭｅＯＨにおけるダサチニブ－ＮＨ２（
１００ｍｇ、０．２０５ｍｍｏｌ）、ＮａＢＨ３ＣＮ（２８．３ｍｇ、０．４５１ｍｍｏ
ｌ）、および酢酸（１１７ｕＬ、２．０５ｍｍｏｌ）を添加した。混合物を室温で一晩攪
拌した。次に、溶媒を減圧下で除去した。この残渣を、さらに精製することなく次の反応
に使用した。
【００４９】
　１ｍＬのＤＭＦに溶解した化合物２を、ＮＨＳ（９．４ｍｇ、０．０８１５ｍｍｏｌ）
、ＥＤＣＩ（２６．１ｍｇ、０．１３６ｍｍｏｌ）およびＤＭＡＰ（１．７ｍｇ、０．０
１３６ｍｍｏｌ）に添加し、次に室温で一晩攪拌した。この溶液を酢酸エチルで抽出し、
有機層を塩水で洗浄し、ＭｇＳＯ４で乾燥させ、減圧下で濃縮した。粗製物を、カラムク
ロマトグラフィーにより精製し、淡黄色の固体としてダサチニブ－３を得た。１Ｈ　ＮＭ
Ｒ（４００ＭＨｚ，　ＤＭＳＯ－ｄ６）：　δ　ｐｐｍ　１１．４５　（ｓ，　１Ｈ），
　９．　８８　（ｓ，　１Ｈ），　８．　２１　（ｓ，　１Ｈ），８．０９－８．０７　
（ｄ，　Ｊ＝　８．２Ｈｚ，　４Ｈ），　７．７０－７．６８　（ｄ，　Ｊ＝　８．２Ｈ
ｚ，　４Ｈ），　７．４０－７．３９　（ｄ，　Ｊ＝　７．５　Ｈｚ，　１Ｈ），　７．
２９－７．２４　（ｍ，　２Ｈ），　６．０３　（ｓ，　１Ｈ），　３．７８　（ｓ，　
４Ｈ），　３．４８　（ｓ，　４Ｈ），　２．８９　（ｓ，　８Ｈ），　２．６１－２．
５２　（ｍ，　４Ｈ），　２．４０－２．３９　（ｍ，　７Ｈ），　２．２３　（ｓ，　
３Ｈ）．　ＥＳＩ－ＭＳ　ｍ／ｚ　９４９．４．
【００５０】
　実施例４：抗体－薬物複合体のコンジュゲート、精製、および構造解析
　スタウロスポリン１、スタウロスポリン２、ダサチニブ－１、ダサチニブ－２、および
ダサチニブ－３を、それぞれ、図２に示すようにセツキシマブにコンジュゲートした。コ
ンジュゲートＲｅｘ－１、Ｒｅｘ－２、Ｒｅｘ－３、Ｒｅｘ－４、およびＲｅｘ－５を作
製した。
【００５１】
　Ｒｅｘ－１、Ｒｅｘ－２、Ｒｅｘ－３、およびＲｅｘ－５を、セツキシマブのリジン残
基にリンカー－ペイロードをコンジュゲートすることにより、調製した。一般に、緩衝液
（５０ｍＭのリン酸カリウム、５０ｍＭの塩化ナトリウム、２ｍＭのＥＤＴＡ；ｐＨ６．
５）中のセツキシマブ（３．０ｍｇ／ｍＬ）の溶液３３３μＬに、２０当量のリンカー－
キナーゼ阻害剤（ＤＭＳＯ中５ｍＭ）をゆっくりと添加した。反応混合物を、アルゴン下
、３７℃で４時間攪拌した。この抗体調製物を脱塩し、ｐＨ７．４のＰＢＳ緩衝液におい
て３０ｋＤａのＮＭＷＬを備えるＡｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５の遠心フィルター装置
を使用して濃縮し、抗体－薬物複合体を得た。ＨＲＭＳを使用して、薬物抗体比（ＤＡＲ
）の平均を決定した。コンジュゲーションの条件を、以下の表１に示す。
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【表１】

【００５２】
　Ｒｅｘ－３を調製するために、リンカー－ペイロードを、セツキシマブにそのシステイ
ン残基を介してコンジュゲートした。１ｍｇのセツキシマブ（５ｍＭ）を、５．５μＬの
１０ｍＭのＴＣＥＰ（８当モル濃度）を含む２５ｍＭのＮａ－ホウ酸、２５ｍＭのＮａＣ
ｌ、１ｍＭのＤＴＰＡ、ｐＨ８の緩衝液（２０％のグリセロールを含む）で、３７℃で２
時間処理した。過剰なＴＣＥＰを、Ａｍｉｃｏｎ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）Ｕｌｔｒａ－１
５　３０Ｋ遠心フィルターを使用して精製し取り除いた。次に、部分的に還元したセツキ
シマブを、０～４℃に冷却し、１０モル当量のダサチニブ－１で３０分間アルキル化した
。２ｍＭのシステイン３３．４μＬを使用して、反応していない過剰なダサチニブ－１を
クエンチした。ｐＨ７．４のＰＢＳ緩衝液において３０ｋＤａのＮＭＷＬを備えるＡｍｉ
ｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ－１５の遠心フィルター装置を使用して抗体調製物を脱塩および濃縮
して、Ｒｅｘ－３を得た。ＨＲＭＳを使用して、ＤＡＲの平均を決定した。コンジュゲー
ションの条件を、以下の表２に示す。
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【表２】

【００５３】
　コンジュゲート（すなわちＲｅｘ－１－０４、－１－０５、－１－０６、－１－０７、
－１－０９、－１－１０、－１－１５、－１－１６、－１－１７、－１－１８、－４－０
１、－４－０２、－４－０３、－４－０４、および－４－０５）の一部を、ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ、たとえば４～１２％の非還元性のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルおよび還元性のＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥゲルを使用して解析し、これらが適切な抗体構造を保持しているかを確認した。コ
ンジュゲートのすべてを、以下に記載のＬＣ－ＭＳにより解析した。
【００５４】
　インタクトの質量の測定を実行するために、コンジュゲートした抗体を、ＰＮＧａｓｅ
　Ｆ（抗体：タンパク質の比：１：１００）と３７℃で３時間反応させてＮ－グリカンを
除去した後に、解析を行った。結果得られる溶液を乾燥させ、０．２％（ｖ／ｖ）のギ酸
に、最終濃度０．１μｇ／μＬで再度溶解した。９．８μＬの溶液を、Ｘｅｖｏ（商標）
Ｇ２Ｓ　ＱＴｏｆの器具（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，　Ｍｉｌｆｏｒｄ，
　ＭＡ，　ＵＳＡ）にオンライン接続したＭａｓｓＰＲＥＰのマイクロ脱塩カラム（２０
ｕｍ，２．１ｘ５ｍｍ　Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，　Ｍｉｌｆｏｒｄ，　
ＭＡ，　ＵＳＡ）を搭載したＷａｔｅｒｓのＡＣＱＵＩＴＹ　ＵＰＬＣシステムに、注入
した。移動相Ａは０．１％のＦＡ水溶液であり、移動相Ｂは、ＣＡＮ中０．１％のＦＡで
あった。溶出勾配は、１０％のＢでの０．５分間のイソクラティック溶離、次に、２．９
分間にわたるＢの１０％から９０％への、次に１分間にわたるＢの１０％への線形グラジ
エント溶離（ｌｉｎｅａｒ　ｇｒａｄｉｅｎｔ）、および最後の、１０％のＢでの１分間
のイソクラティック溶離からなるものであった。流速は、溶離の間０．２ｍＬ／分に維持
した。カラムの温度は、６０℃に維持した。質量分光分析の脱溶媒和の気体および供給源
の温度は、それぞれ４５０℃および１５０℃に設定した。キャピラリー電圧およびコーン
電圧は、それぞれ３ｋＶおよび４０Ｖに設定した。スキャンする範囲（ｓｃａｎ　ｒａｎ
ｇｅ；ｍ／ｚ）は、１５００～３８００に設定した。このデータを、ＭａｓｓＬｙｎｘ　
４．１ソフトウェアにより回収した。得られた複数の電荷プロファイルを、ＭａｘＥｎｔ
　１アルゴリズムによりデコンボリューションを行った。デコンボリューションのために
、２，０００～３，５００の範囲（ｍ／ｚ）（インタクトタンパク質）を、１４０，００
０～１６０，０００Ｄａの質量範囲；左右の最小強度比、４０％；シュミレーションした
同位体パターンの分光計でのぼやけ（ｂｌｕｒ）の幅：１．６Ｄａ；および反復の数：２
０で使用した。
【００５５】
　ＬＣ－ＭＳ分析のために、体積１μＬの結果得られた溶液を、ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａ
ｐ　ＸＬ質量分析計（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，　Ｓａｎ　
Ｊｏｓｅ，　ＣＡ，　Ｕ．Ｓ．Ａ．）に、直列にオンライン接続されたプレカラム（Ｗａ
ｔｅｒｓ，０．１８０ｍｍ×２０ｍｍ、５μｍ　Ｃ１８）、次にナノカラム（Ｗａｔｅｒ
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ｓ，７５μｍ×２５ｃｍ、１．７μｍ　Ｃ１８）を搭載したＷａｔｅｒｓのｎａｎｏＡＣ
ＱＵＩＴＹ　ＵＰＬＣシステムに注入した。移動相Ａは、０．１％のＦＡ水溶液であり、
移動相Ｂは、ＣＡＮ中０．１％のＦＡであった。溶出プログラムは、５％のＢでの５分間
のイソクラティック溶離、次に、３５分間にわたるＢの５％から４０％への線形グラジエ
ント溶離、次に、５分間にわたるＢの４０％から９０％への別の線形グラジエント溶離、
および最後に、９０％のＢでの５分間のイソクラティック溶離からなるものであった。流
速は、０．３μＬ／分に維持した。ＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ　ＸＬ質量分析計を、以下
の通り作動させた：サーベイフルスキャンＭＳスペクトル（ｓｕｒｖｅｙ　ｆｕｌｌ－ｓ
ｃａｎ　ＭＳ　ｓｐｅｃｔｒａ）（３００～２０００ｍ／ｚ）を、４００ｍ／ｚ（イオン
標的の値：５×１０５イオンを伴う）で６００００の質量分解能を伴うＯｒｂｉｔｒａｐ
で得た。帯電状態≧２の最も強いピーク５つを、シークエンシングのために選択し、３５
％の正規化した衝突エネルギー、活性化ｑ＝０．２５、活性化時間：３０ｍｓ、および１
回のマイクロスキャンを伴うイオントラップにおいてフラグメンテーションした。目的の
値は、１×１０４であった。イオン選択の閾値は、５０００計数であり、最大許容イオン
蓄積時間は、フルスキャンで５００ｍｓであり、ＣＩＤで３０ｍｓであった。
【００５６】
　実施例５：コンジュゲートＲｅｘ－１の有効性
　ＳＷ４８結腸癌細胞（野生型のＢＲＡＦおよびＫＲＡＳを有する）、ＨＴ－２９結腸癌
細胞（ＢＲＡＦ変異を有する）、およびＳＷ４８０結腸癌細胞（ＫＲＡＳ変異を有する）
を、個別に、セツキシマブ、スタウロスポリン、セツキシマブおよびスタウロスポリンの
組み合わせ、ならびにＲｅｘ－１で処理した。図３に示すように、ＳＷ４８細胞は、セツ
キシマブに感受性があったが、ＨＴ－２９細胞またはＳＷ４８０細胞にはこの感受性はな
かった。Ｒｅｘ－１は、セツキシマブと比較して２倍、ＳＷ４８細胞の生存率を低下させ
た。特に、Ｒｅｘ－１は、ＨＴ－２９細胞およびＳＷ４８０細胞に対する有効性を示し、
両細胞において約５０％の生存率をもたらした。同様に、Ｒｅｘ－１は、３つすべての細
胞株において、セツキシマブおよびスタウロスポリンの組み合わせよりも有意に有効であ
った。
【００５７】
　異なるロットのＲｅｘ－１（上記の表１に示されている）を、解析した。これらはＨＴ
－２９細胞またはＳＷ４８０細胞に対して様々な有効性を示し、これらは全て、ＳＷ４８
細胞に関して、セツキシマブおよびスタウロスポリンの組み合わせよりも有意に有効であ
った。図４および表３を参照されたい。
【表３】

【００５８】
　他の実施形態
　本明細書に開示した特性の全ては、任意の組み合わせで組み合わせることができる、本
明細書中に開示した特性はそれぞれ、同じ目的、均等の目的、または同様の目的を提供す
る代わりの特性と置き換えることができる。よって、特段他の記載が明記されていない限
り、開示の各特性は、包括的な一連の均等または同様の特性の、単なる例である。
【００５９】
　上記の説明から、当業者は、記載の実施形態の本質的な特徴を容易に解明することがで
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き、この趣旨および範囲から逸脱することなく、様々な使用および条件に適合するように
、実施形態の様々な変更および修正を行うことができる。よって、他の実施形態もまた、
特許請求の範囲内にある。

【図１】 【図２】
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【図３】

【図４】
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【国際調査報告】
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