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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

（１）下記式３で表される１１糖シアリルオリゴ糖ペプチドを加水分解して下記式４と下

記式５で表される２種類の１０糖モノシアリルオリゴ糖ペプチドを得る工程、（２）前記

２種類の１０糖モノシアリルオリゴ糖ペプチドのそれぞれを単離精製する工程、および（

３）前記単離精製した２種類の１０糖モノシアリルオリゴ糖ペプチドのそれぞれについて

、非還元末端のガラクトースを加水分解し、シアル酸を加水分解し、還元末端のＮ、Ｎ＇

－ジアセチルキトビオースを加水分解して、２種類の７糖オリゴ糖を得る工程を含む、７

糖オリゴ糖の製造方法。
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【 化 １ ４ 】

式 ４ ：

【 化 １ ５ 】

式 ５ ：
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【 化 １ ６ 】

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 単 離 精 製 を 逆 相 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 行 う 、 請 求 項 １ に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 工 程 （ ３ ） が 、 前 記 単 離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の

そ れ ぞ れ に つ い て 、 （ ａ ） ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 （ ｂ ） ガ ラ ク ト シ

ダ ー ゼ を 不 活 性 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 お よ び （

ｄ ） エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 を 順 次 ワ ン

ポ ッ ト で 行 い ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 製 造 方

法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 が 下 記 式 １ 、 お よ び 式 ２ で 表 さ れ る 糖 鎖 で あ る 、 請 求 項 １ ～

３ の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。

式 １ ：
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【 化 １ ２ 】

式 ２ ：

【 化 １ ３ 】

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド か ら ２ 種 類 の 7糖 オ リ ゴ 糖 を 製 造 す る 方 法

に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 抗 体 医 薬 品 の 構 成 成 分 で あ る 糖 鎖 の 構 造 は 、 抗 体 医 薬 品 の 薬 効 や 安 全 性 に 影 響 を 与 え る

。 た と え ば 、 フ コ ー ス の 無 い ２ 本 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 で は 、 薬 効 発 現

に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 活 性 が 高 く な る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 ま た

、 非 還 元 末 端 に α ガ ラ ク ト ー ス 残 基 が 結 合 し た 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 で は 、 一 部 の 患 者 に お い

て ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 症 状 が 引 き 起 こ さ れ る こ と が 報 告 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 近 年 、 抗 体 医 薬 品 に お い て 、 ２ 本 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 の 一 方 の 側 鎖 の 非 還 元 末 端

に ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し た 糖 鎖 （ Ｇ １ 糖 鎖 ） が 、 主 要 な 糖 鎖 で あ る こ と が 報 告 さ れ た （ 非

特 許 文 献 ３ ） 。 Ｇ １ 糖 鎖 に は 、 ２ 本 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 の ５ 糖 母 核 で あ る Ｍ ａ ｎ α

１ － ６ （ Ｍ ａ ｎ α １ － ３ ） Ｍ ａ ｎ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ に お い て 、

Ｍ ａ ｎ α １ － ３ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に ガ ラ ク ト ー ス が 1残 基 結 合 し た 糖 鎖 と 、 Ｍ ａ ｎ α １ －

６ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に ガ ラ ク ト ー ス が 1残 基 結 合 し た 糖 鎖 の 二 種 類 が あ る 。 非 特 許 文 献 ３

に 記 載 さ れ た 報 告 で は 、 こ れ ら の 二 種 類 の 糖 鎖 の 存 在 比 は 抗 体 に よ っ て 異 な る こ と も 明 ら

か に さ れ た 。
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【 ０ ０ ０ ４ 】

　 こ の よ う な Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 の 機 能 や 安 全 性 を 明 ら か に す る た め に は 、 均 一 な Ｇ １

糖 鎖 を 有 す る 抗 体 を 作 成 す る 必 要 が あ る 。

　 均 一 な Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 の 作 成 法 と し て 、 特 許 文 献 １ に は 、 抗 体 に 糖 転 移 酵 素 と 糖

加 水 分 解 酵 素 を 作 用 さ せ て 糖 鎖 構 造 を 改 変 し 調 製 す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ま た 、 均 一 な 糖 鎖 構 造 を 有 す る 抗 体 を 作 成 す る 手 法 と し て 糖 鎖 リ モ デ リ ン グ 法 が 開 発 さ

れ 、 様 々 な 抗 体 の 作 成 に 広 く 利 用 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 こ の 糖 鎖 リ モ デ リ ン グ 法

に よ っ て 均 一 な Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 を 作 成 す る た め に は 、 糖 鎖 供 給 源 と し て ７ 糖 オ リ ゴ

糖 、 す な わ ち Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ α １ － ６ （ Ｇ ａ ｌ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ －

２ Ｍ ａ ｎ α １ － ３ ） Ｍ ａ ｎ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ １ － Ｏ Ｈ と 、 Ｇ ａ ｌ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ

ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ α １ － ６ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ α １ － ３ ） Ｍ ａ ｎ β １ － ４ Ｇ ｌ

ｃ Ｎ Ａ ｃ １ － Ｏ Ｈ が 必 要 に な る 。 そ こ で 、 こ れ ら 7糖 オ リ ゴ 糖 の 合 成 や 、 ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を

用 い た Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 の 作 成 に 関 す る 研 究 が 行 わ れ て い る 。 た と え ば 、 非 特 許 文 献

５ に は ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 化 学 的 に 合 成 し 、 糖 鎖 リ モ デ リ ン グ 法 に よ っ て Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗

体 を 作 成 す る 方 法 が 報 告 さ れ て い る 。 ま た 、 特 許 文 献 ２ に は 、 卵 由 来 粗 精 製 11糖 シ ア リ ル

オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド か ら 、 非 還 元 末 端 の 構 造 が ７ 糖 オ リ ゴ 糖 と 同 じ で 、 ８ 糖 か ら 成 る 糖 鎖 ア

ス パ ラ ギ ン 誘 導 体 を 調 製 す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 表 ２ ０ １ ４ － ５ ３ １ ２ １ ５ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ２ ８ ７ ０ ３ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 R. L. Shields, et al. , J. Biol. Chem., 2002年 , 277巻 , p. 26733-2

6740.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 C. H. Chung, et al. , N. Engl. J. Med., 2008年 , 358巻 , p. 1109-11

17.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 T. Song, et al. , Anal. Chem., 2014年 , 86巻 , p. 5661-5666.

【 非 特 許 文 献 ４ 】 W. Huang, et al. , J. A m. Chem. Soc., 2012年 , 134巻 , p. 12308-123

18.

【 非 特 許 文 献 ５ 】 C. W. Lin, et al. , Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 2015年 , l12巻 , p.

10611-10616.

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し か し な が ら 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ た 方 法 で は 、 合 成 さ れ た 抗 体 に 結 合 し た Ｇ １ 糖 鎖 は

、 ２ 本 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 の ５ 糖 母 核 に お け る Ｍ ａ ｎ α １ － ３ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し た 糖 鎖 か 、 Ｍ ａ ｎ α １ － ６ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に ガ ラ ク ト ー ス が 結 合

し た か に つ い て は 言 及 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ま た 非 特 許 文 献 ５ に 開 示 さ れ た 方 法 で は 、 糖 鎖 を 調 製 す る た め に 多 工 程 に 及 ぶ 煩 雑 な 合

成 操 作 と 精 製 操 作 を 繰 り 返 す 必 要 が あ る 。 さ ら に こ の 報 告 で は 、 ２ 本 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 結 合

型 糖 鎖 の ５ 糖 母 核 に お け る Ｍ ａ ｎ α １ － ３ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し た Ｇ

１ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 し か 合 成 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 ま た 特 許 文 献 ２ に 開 示 さ れ た 方 法 で は 、 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド か ら ５ 工 程 で

， 非 還 元 末 端 の 構 造 が ７ 糖 オ リ ゴ 糖 と 同 じ で 、 ８ 糖 か ら 成 る 糖 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 誘 導 体 （ 特

許 文 献 ２ 、 化 合 物 ３ ７ 、 化 合 物 ４ ２ ） を 調 製 し て い る 。 し か し こ の 方 法 で は 、 各 中 間 体 化
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合 物 を ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 精 製 す る 必 要 が あ る 。 ま た ８

糖 か ら 成 る 糖 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 誘 導 体 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 へ の 変 換 に つ い て は 言 及 さ れ て い な い

。

【 ０ ０ １ １ 】

　 以 上 の よ う に 従 来 の 技 術 で は 、 ２ 本 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 の ５ 糖 母 核 に お け る Ｍ ａ

ｎ α １ － ６ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し た Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 の 作 成 は 達

成 さ れ て い な い 。 ま た 、 糖 鎖 リ モ デ リ ン グ 法 に よ っ て Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 を 作 成 す る 際

に 必 要 と な る 、 ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 簡 便 な 調 製 は 報 告 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 は 、 ２ 本 鎖 ア ス パ ラ ギ ン 結 合 型 糖 鎖 の ５ 糖 母 核 に お け る

Ｍ ａ ｎ α １ － ３ 側 鎖 と 、 Ｍ ａ ｎ α １ － ６ 側 鎖 の そ れ ぞ れ の 非 還 元 末 端 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合

し た 均 一 な Ｇ １ 糖 鎖 構 造 を 有 す る 抗 体 の 作 成 に 利 用 で き る ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 、 す な わ

ち Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ α １ － ６ （ Ｇ ａ ｌ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ α

１ － ３ ） Ｍ ａ ｎ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ １ － Ｏ Ｈ と 、 Ｇ ａ ｌ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２

Ｍ ａ ｎ α １ － ６ （ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ α １ － ３ ） Ｍ ａ ｎ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ １

－ Ｏ Ｈ を 簡 便 に 収 率 良 く 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 （ １ ） １ １ 糖 シ ア リ ル オ

リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 加 水 分 解 し て ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 得 る 工 程

、 （ ２ ） 前 記 ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を 単 離 精 製 す る 工

程 、 お よ び （ ３ ） 前 記 単 離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ

ぞ れ に つ い て 、 非 還 元 末 端 の ガ ラ ク ト ー ス を 加 水 分 解 し 、 シ ア ル 酸 を 加 水 分 解 し 、 還 元 末

端 の Ｎ 、 Ｎ ＇ － ジ ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス を 加 水 分 解 し て 、 ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工

程 を 含 む 、 ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 製 造 方 法 に よ り 、 上 記 課 題 を 解 決 で き る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 特 に 、 前 記 単 離 精 製 を 逆 相 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 行 い 、 前 記 工 程 （ ３ ） が 、 前 記 単

離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ に つ い て 、 （ ａ ） ガ

ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 （ ｂ ） ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 不 活 性 化 す る 工 程 、

（ ｃ ） ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 お よ び （ ｄ ） エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ

ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 を 順 次 ワ ン ポ ッ ト で 行 い ２ 種 類 の ７ 糖 オ

リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 で あ る 、 7糖 オ リ ゴ 糖 の 製 造 方 法 に よ り 、 上 記 課 題 を 解 決 で き る こ と を

見 出 し て 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 以 下 の と お り で あ る 。

［ １ ］

　 （ １ ） １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 加 水 分 解 し て ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ

リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 得 る 工 程 、 （ ２ ） 前 記 ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の

そ れ ぞ れ を 単 離 精 製 す る 工 程 、 お よ び （ ３ ） 前 記 単 離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ

ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ に つ い て 、 非 還 元 末 端 の ガ ラ ク ト ー ス を 加 水 分 解 し 、 シ ア

ル 酸 を 加 水 分 解 し 、 還 元 末 端 の Ｎ 、 Ｎ ＇ － ジ ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス を 加 水 分 解 し て 、 ２ 種

類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 を 含 む 、 ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 製 造 方 法 。

［ ２ ］

　 前 記 単 離 精 製 を 逆 相 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 行 う 、 ［ １ ］ に 記 載 の 製 造 方 法 。

［ ３ ］

　 前 記 工 程 （ ３ ） が 、 前 記 単 離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の

そ れ ぞ れ に つ い て 、 （ ａ ） ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 （ ｂ ） ガ ラ ク ト シ

ダ ー ゼ を 不 活 性 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 お よ び （

ｄ ） エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 を 順 次 ワ ン

ポ ッ ト で 行 い ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 で あ る 、 ［ １ ］ ま た は ［ ２ ］ に 記 載 の 製 造
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方 法 。

［ ４ ］

　 前 記 ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 が 下 記 式 １ 、 お よ び 式 ２ で 表 さ れ る 糖 鎖 で あ る 、 ［ １ ］ ～ ［

３ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

式 １ ：

【 化 １ 】

式 ２ ：

【 化 ２ 】

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド か ら 、 簡 便 に 収 率 良 く 上 記 式 １ 、 お

よ び 式 ２ で 表 さ れ る ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ７ 】

【 図 １ 】 実 施 例 １ に お い て 、 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 酸 加 水 分 解 後 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ

チ ャ ー ト を 示 す 。

【 図 ２ 】 実 施 例 １ に お い て 製 造 さ れ た １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ チ

ャ ー ト を 示 す 。

【 図 ３ 】 実 施 例 １ に お い て 製 造 さ れ た １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ チ

ャ ー ト を 示 す 。

【 図 ４ 】 実 施 例 ２ 、 実 施 例 ３ に お い て 糖 鎖 構 造 の 解 析 に 用 い た 衝 突 誘 起 解 離 ス ペ ク ト ル （

Ｍ Ｓ
３

ス ペ ク ト ル ） を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。 な お 、 本 発 明 は 以 下 の 実
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施 の 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 そ の 要 旨 の 範 囲 内 で 種 々 変 形 し て 実 施 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 製 造 方 法 は 、 （ １ ） １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 加 水 分

解 し て ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 得 る 工 程 、 （ ２ ） 前 記 ２ 種 類 の １

０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を 単 離 精 製 す る 工 程 、 お よ び （ ３ ） 前 記 単

離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ に つ い て 、 非 還 元 末

端 の ガ ラ ク ト ー ス を 加 水 分 解 し 、 シ ア ル 酸 を 加 水 分 解 し 、 還 元 末 端 の Ｎ 、 Ｎ ＇ － ジ ア セ チ

ル キ ト ビ オ ー ス を 加 水 分 解 し て 、 ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 ７ 糖 オ リ ゴ 糖 と は 、 ７ 個 の 糖 残 基 か ら な る 糖 鎖 を 意 味 す る 。

　 ７ 糖 オ リ ゴ 糖 は 、 非 還 元 末 端 に ガ ラ ク ト ー ス 1残 基 を 有 す る 糖 鎖 で あ る 。

　 ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 と し て は 、 下 記 式 １ 、 お よ び 下 記 式 ２ で 表 さ れ る 糖 鎖 が 挙 げ ら れ

る 。

式 １ ：

【 化 ３ 】

式 ２ ：

【 化 ４ 】

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ り 、 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド よ り 簡 便 に 収 率 良 く 、 上 記

式 １ 、 お よ び 式 ２ で 表 さ れ る ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 （ １ ） １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 加 水 分 解 し て ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ

リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 得 る 工 程 と は 、 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の ２ 本 鎖 の う ち 一 方 の

側 鎖 の 非 還 元 末 端 の シ ア ル 酸 を 加 水 分 解 し て 除 去 す る 工 程 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド と は 、 １ １ 個 の 糖 残 基 か ら な る 複 合

型 糖 鎖 の 還 元 末 端 に ア ミ ノ 酸 ６ 残 基 か ら な る ペ プ チ ド 鎖 が 結 合 し て い る 糖 ペ プ チ ド を 意 味

す る 。

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の １ １ 糖 残 基 部 分 は 、 非 還 元 末 端 に ２ つ の シ ア リ ル 基

を 有 す る 糖 部 分 で あ る 。

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド と し て は 、 下 記 式 ３ で 表 さ れ る 糖 ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ

る 。

式 ３ ：

【 化 ５ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 上 記 式 ３ で 表 さ れ る 糖 ペ プ チ ド に お い て は 、 糖 鎖 部 分 が 、 Ｌ ｙ ｓ － Ｖ ａ ｌ － Ａ ｌ ａ － Ａ

ｓ ｎ － Ｌ ｙ ｓ － Ｔ ｈ ｒ の Ａ ｓ ｎ 残 基 に 結 合 し て い る （ 配 列 表 配 列 番 号 １ ） 。

　 本 発 明 に お い て 、 Ｌ ｙ ｓ 、 Ｖ ａ ｌ 、 Ａ ｌ ａ 、 Ａ ｓ ｎ 、 及 び Ｔ ｈ ｒ は 、 ア ミ ノ 酸 の ３ 文 字

表 記 で あ り 、 そ れ ぞ れ 、 リ ジ ン 、 バ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 及 び ス レ オ ニ ン を 意

味 す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 Ｌ － ア ミ ノ 酸 で あ っ て も 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 で あ っ て も よ く 、 ラ セ ミ 体

な ど を 含 め 、 Ｌ － ア ミ ノ 酸 と Ｄ － ア ミ ノ 酸 の 任 意 の 比 率 の 混 合 物 で あ っ て も よ い が 、 Ｌ －

ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 各 ア ミ ノ 酸 は 、 各 ア ミ ノ 酸 と 等 価 な 誘 導 体 で あ っ

て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、

市 販 の １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ 伏 見 製 薬 工 業 （ 株 ） 、 製 品 コ ー ド １ ７ １ ８ ０ １

） や 鶏 卵 卵 黄 よ り 調 製 し た １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ A. Seko, et al. , Biochim

. Biophys. Acta, 1997年 , 1335巻 , p. 23-32.） が 挙 げ ら れ る 。

10

40

50



(10) JP  6618176  B2  2019.12.11

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 加 水 分 解 す る 方 法 と し て は 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 用

い る 方 法 で あ っ て も 、 酸 性 水 溶 液 を 用 い る 方 法 で あ っ て も よ い が 、 酸 性 水 溶 液 を 用 い る 方

法 が 好 ま し い 。

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 加 水 分 解 に 用 い る 酸 性 水 溶 液 と し て は 、 特 に 限 定 さ

れ る も の で は な い が 、 た と え ば 、 塩 酸 水 溶 液 、 酢 酸 水 溶 液 、 硫 酸 水 溶 液 な ど が 挙 げ ら れ る

。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 酸 性 水 溶 液 を 用 い た 加 水 分 解 に お い て 、 酸 性 水 溶 液

の 水 素 イ オ ン 濃 度 と し て 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ｐ Ｈ ＝ １ ～ ５ の 塩 酸 水 溶 液 を

用 い る こ と に よ り １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 酸 性 水 溶 液 を 用 い た 加 水 分 解 は 、 特 に 限 定 さ れ る も

の で は な い が 、 １ ０ ～ １ ０ ０ ℃ の 温 度 で 行 う こ と が で き る 。

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 酸 性 水 溶 液 を 用 い た 加 水 分 解 は 、 特 に 限 定 さ れ る も

の で は な い が 、 ３ ０ 分 ～ １ ０ 時 間 で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 （ ２ ） 前 記 ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を 単 離 精 製 す る 工

程 と は 、 ２ 本 鎖 の う ち 一 方 の 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に シ ア ル 酸 が １ 残 基 結 合 し た ２ 種 類 の １ ０

糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を 単 離 精 製 す る 工 程 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 前 記 ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を 単 離 精 製 す る 方 法 と し

て は 、 順 相 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や 逆 相 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 そ し て 多 孔 性 グ ラ

フ ァ イ ト カ ー ボ ン を 充 填 し た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る が

、 逆 相 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る 方 法 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 逆 相 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 単 離 精

製 す る 工 程 と は 、 前 記 ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を 、 逆 相 分 配 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー を 備 え た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ と 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 送 液 の 移 動 相 に 緩 衝 溶 液 を 用 い て 単 離 精 製 す

る 工 程 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 逆 相 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 充 填 剤 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 オ

ク タ デ シ ル 基 が 化 学 結 合 し た シ リ カ ゲ ル を 用 い る こ と に よ り １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖

ペ プ チ ド を 単 離 精 製 す る こ と が で き る 。

　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 送 液 の 移 動 相 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩

衝 液 、 ギ 酸 － ト リ エ チ ル ア ミ ン 緩 衝 液 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 、 酢 酸 － ト リ エ チ ル ア ミ

ン 緩 衝 液 な ど の 移 動 相 Ａ と 、 移 動 相 Ａ に ０ ． ０ １ ～ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ )の メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ

ー ル 、 ま た は ｎ － ブ タ ノ ー ル を 加 え た 移 動 相 Ｂ の 混 合 液 を 用 い る こ と が で き る が 、 １ ０ ０

ｍ Ｍ 酢 酸 － ト リ エ チ ル ア ミ ン 緩 衝 液 か ら 成 る 移 動 相 Ａ と 、 移 動 相 Ａ に ０ ． ０ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ

)の ｎ － ブ タ ノ ー ル を 加 え た 移 動 相 Ｂ の 混 合 液 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。

　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 送 液 の 移 動 相 の 組 成 は 、 移 動 相 Ａ に 対 す る 移 動 相 Ｂ の 割 合 が 少 な い 状 態 か ら 、

徐 々 に 移 動 相 Ｂ の 割 合 が 多 く な る よ う に 変 化 さ せ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 （ ３ ） 前 記 単 離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ に つ

い て 、 非 還 元 末 端 の ガ ラ ク ト ー ス を 加 水 分 解 し 、 シ ア ル 酸 を 加 水 分 解 し 、 還 元 末 端 の Ｎ 、

Ｎ ＇ － ジ ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス を 加 水 分 解 し て 、 ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 と は 、

非 還 元 末 端 の ガ ラ ク ト ー ス １ 残 基 を 除 去 す る 工 程 、 非 還 元 末 端 の シ ア ル 酸 １ 残 基 を 除 去 す

る 工 程 、 お よ び 還 元 末 端 の Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン － ペ プ チ ド を 除 去 す る 工 程 か ら な る

。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 非 還 元 末 端 の ガ ラ ク ト ー ス を 加 水 分 解 す る 方 法 と し て は 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 用 い る 方
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法 が 好 ま し い 。

　 シ ア ル 酸 を 加 水 分 解 す る 方 法 と し て は 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い る 方 法 で あ っ て も 、 酸

性 水 溶 液 を 用 い る 方 法 で あ っ て も よ い 。

　 還 元 末 端 の Ｎ 、 Ｎ ＇ － ジ ア セ チ ル キ ト ビ オ ー ス を 加 水 分 解 す る 方 法 と し て は 、 ア ル カ リ

加 水 分 解 や エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る

が 、 エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い る 方 法 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 前 記 工 程 （ ３ ） と し て は 、 前 記 単 離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ

チ ド の そ れ ぞ れ に つ い て 、 （ ａ ） ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 （ ｂ ） ガ ラ

ク ト シ ダ ー ゼ を 不 活 性 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 お

よ び （ ｄ ） エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 を 順

次 ワ ン ポ ッ ト で 行 い ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 前 記 単 離 精 製 し た ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ に つ い て 、

（ ａ ） ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 （ ｂ ） ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 不 活 性 化 す

る 工 程 、 （ ｃ ） ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 お よ び （ ｄ ） エ ン ド － β － Ｎ

－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 添 加 し 反 応 さ せ る 工 程 、 を 順 次 ワ ン ポ ッ ト で 行 い ２ 種 類

の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る 工 程 と は 、 ２ 種 類 の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の そ れ ぞ

れ を ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 処 理 し て 非 還 元 末 端 の ガ ラ ク ト ー ス １ 残 基 を 除 去 し た の ち 、 そ れ

以 上 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 反 応 さ せ な い よ う に ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 不 活 性 化 し 、 引 き 続 き ノ

イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と で 非 還 元 末 端 の シ ア ル 酸 １ 残 基 を 除 去 し 、 最 後 に エ ン ド －

β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ で 処 理 し て 還 元 末 端 の Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン －

ペ プ チ ド を 除 去 す る 反 応 を 、 同 一 緩 衝 液 中 ワ ン ポ ッ ト で 行 い ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 得 る

工 程 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 緩 衝 液 と し て は 、 ｐ Ｈ が ４ ． ０ ～ ８ ． ０ の 緩 衝 液 が 好 ま し く 、 特 に 好 ま し く は ｐ Ｈ ６ ．

０ の ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 が 好 ま し い 。

　 反 応 温 度 と し て は 、 １ ０ ～ ５ ０ ℃ で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と し て は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　

ｆ ｒ ａ ｇ ｉ ｌ ｉ ｓ 由 来 の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ や 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｔ ｈ ｅ ｔ ａ ｉ ｏ

ｔ ａ ｏ ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｎ 由 来 の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 ガ ラ ク ト シ ダ ー

ゼ を 用 い る 加 水 分 解 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 た と え ば ５ μ ｍ ｏ ｌ の １ ０ 糖 モ

ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド に 対 し て ２ ０ ～ ８ ０ μ ｇ の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ４ ０ ０

～ １ ０ ０ ０ ユ ニ ッ ト の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 用 い て 、 ２ ０ ～ ５ ０ ℃ の 温 度 で 、 １ ～ ７ ２ 時 間

で 行 う こ と が で き る 。 な お こ こ で １ ユ ニ ッ ト と は 、 ３ ７ ℃ 、 １ 時 間 で 、 １ ｎ ｍ ｏ ｌ の Ｇ ａ

ｌ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ３ Ｇ ａ ｌ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ － ７ － ａ ｍ ｉ ｎ ｏ － ４ － ｍ ｅ ｔ ｈ

ｙ ｌ － ｃ ｏ ｕ ｍ ａ ｒ ｉ ｎ か ら 非 還 元 末 端 の ガ ラ ク ト ー ス を ０ ． ９ ５ ｎ ｍ ｏ ｌ 以 上 遊 離 さ せ

る た め に 必 要 な 酵 素 量 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 不 活 性 化 す る 方 法 と し て は 、 エ タ ノ ー ル 処 理 や フ ェ ノ ー ル 処 理 、 そ

し て 加 熱 処 理 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は ６ ５ ～ ９ ０ ℃ で ３ ０ 分 ～ １ 時 間 加 熱 す る こ

と に よ っ て 達 成 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ と し て は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｃ ｌ ｏ ｓ ｔ ｒ ｉ ｄ ｉ ｕ ｍ 　

ｐ ｅ ｒ ｆ ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｎ ｓ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 利 用 で き る 。 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い

る 加 水 分 解 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 た と え ば ５ μ ｍ ｏ ｌ の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ

ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド に 対 し て １ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ユ ニ ッ ト の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い て 、 ２ ０

～ ５ ０ ℃ の 温 度 で 、 １ ～ ５ 時 間 で 行 う こ と が で き る 。 な お こ こ で １ ユ ニ ッ ト と は 、 ３ ７ ℃

、 ５ 分 間 で 、 １ ｎ ｍ ｏ ｌ の Ｎ ｅ ｕ ５ Ａ ｃ α ２ － ３ Ｇ ａ ｌ β １ － ３ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ３ Ｇ
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ａ ｌ β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ － ７ － ａ ｍ ｉ ｎ ｏ － ４ － ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ － ｃ ｏ ｕ ｍ ａ ｒ ｉ ｎ か ら 非 還 元

末 端 の シ ア ル 酸 を ０ ． ９ ５ ｎ ｍ ｏ ｌ 以 上 遊 離 さ せ る た め に 必 要 な 酵 素 量 で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ と し て は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が

、 Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　 ｐ ｙ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ 由 来 の エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル

コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 利 用 で き る 。 エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い る 加

水 分 解 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 た と え ば ５ μ ｍ ｏ ｌ の １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ

リ ゴ 糖 ペ プ チ ド に 対 し て ５ ～ ２ ０ μ ｇ の エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を

用 い て 、 ２ ０ ～ ５ ０ ℃ の 温 度 で 、 １ ～ ２ ４ 時 間 で 行 う こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 の

み に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 な お 、 本 発 明 の 実 施 に 用 い ら れ る 測 定 方 法 は 以 下 の と お り

で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

［ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 ］

　 カ ラ ム （ Ｍ ｉ ｇ ｈ ｔ ｙ ｓ ｉ ｌ 　 Ｒ Ｐ － １ ８ 　 Ｇ Ｐ 　 Ａ ｑ ｕ ａ （ 関 東 化 学 株 式 会 社 、 １ ５

０ × ２ ｍ ｍ ） を 備 え た Ｇ Ｌ サ イ エ ン ス 製 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 　 Ｇ Ｌ － ７ ４ ０ ０ シ ス テ ム を 用 い て 、 以

下 の 測 定 条 件 に よ り Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 を 行 っ た 。

　 測 定 条 件 ：

　 移 動 相 ； （ Ａ ） １ ０ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 － ト リ エ チ ル ア ミ ン 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） ， （ Ｂ ） Ａ ＋

０ ． ０ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ )ｎ － ブ タ ノ ー ル

　 グ ラ ジ エ ン ト ； Ｂ ， ８ ％ → ２ ５ ％ （ ２ ５ ｍ ｉ ｎ ）

　 流 速 ； ０ ． ２ ｍ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ

　 カ ラ ム 温 度 ； ４ ０ ℃

　 Ｕ Ｖ ； ２ ２ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ４ ４ 】

［ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 取 ］

　 カ ラ ム （ Ｍ ｉ ｇ ｈ ｔ ｙ ｓ ｉ ｌ 　 Ｒ Ｐ － １ ８ 　 Ｇ Ｐ 　 Ａ ｑ ｕ ａ （ 関 東 化 学 株 式 会 社 、 ２ ５

０ × １ ０ ｍ ｍ ） を 備 え た Ｇ Ｌ サ イ エ ン ス 製 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 　 Ｇ Ｌ － ７ ４ ０ ０ シ ス テ ム を 用 い て 、

以 下 の 分 取 条 件 に よ り Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 取 を 行 っ た 。

　 分 取 条 件 ：

　 移 動 相 ； （ Ａ ） １ ０ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 － ト リ エ チ ル ア ミ ン 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ４ ． ０ ） ， （ Ｂ ） Ａ ＋

０ ． ０ ５ ％ （ ｖ ／ ｖ )ｎ － ブ タ ノ ー ル

　 グ ラ ジ エ ン ト ； Ｂ ， １ ０ ％ → １ ０ ０ ％ （ ２ ５ ｍ ｉ ｎ ） 、 １ ０ ０ ％ （ ２ ５ ｍ ｉ ｎ → ３ ０ ｍ

ｉ ｎ ）

　 流 速 ； ２ ． ５ ｍ Ｌ ／ ｍ ｉ ｎ

　 カ ラ ム 温 度 ； ４ ０ ℃

　 Ｕ Ｖ ； ２ ２ ０ ｎ ｍ

【 ０ ０ ４ ５ 】

［
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ 測 定 ］

　 Ｄ ２ Ｏ 　 ０ ． ４ ｍ Ｌ に 試 料 ２ ｍ ｇ を 溶 解 し て 、 Ｊ Ｅ Ｏ Ｌ 製 Ｊ Ｎ Ｍ － ６ ０ ０ （ ６ ０ ０ Ｍ Ｈ

ｚ ） で
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ を 測 定 し た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

［ Ｍ Ｓ 測 定 ］

　 以 下 の 測 定 条 件 で 測 定 を 行 っ た 。

Ａ Ｘ Ｉ Ｍ Ａ 　 Ｔ Ｏ Ｆ
２

， 　 Ｓ ｈ ｉ ｍ ａ ｄ ｚ ｕ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ

　 イ オ ン 化 ： Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ

　 マ ト リ ッ ク ス ： ２ ， ５ － ｄ ｉ ｈ ｙ ｄ ｒ ｏ ｘ ｙ ｂ ｅ ｎ ｚ ｏ ｉ ｃ 　 ａ ｃ ｉ ｄ

　 モ ー ド ： Ｐ ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅ
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【 ０ ０ ４ ７ 】

［ Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 測 定 ］

　 以 下 の 測 定 条 件 で 測 定 を 行 っ た 。

Ａ Ｘ Ｉ Ｍ Ａ 　 Ｒ ｅ ｓ ｏ ｎ ａ ｎ ｃ ｅ ， 　 Ｓ ｈ ｉ ｍ ａ ｄ ｚ ｕ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ

　 イ オ ン 化 ： Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ

　 マ ト リ ッ ク ス ： ２ ， ５ － ｄ ｉ ｈ ｙ ｄ ｒ ｏ ｘ ｙ ｂ ｅ ｎ ｚ ｏ ｉ ｃ 　 ａ ｃ ｉ ｄ

　 モ ー ド ： Ｎ ｅ ｇ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ４ ８ 】

［ １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 調 製 ］

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ ２ ６ ２ ． ７ ｍ ｇ ， ９ １ ． ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を １ ０ ｍ Ｍ 塩

酸 水 溶 液 （ １ ２ ｍ Ｌ ） に 溶 解 し 、 ６ ０ ℃ で ３ ． ５ 時 間 加 熱 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 液 に １ Ｍ 　

Ｎ ａ ２ Ｃ Ｏ ３ 水 溶 液 を １ ５ ０ μ Ｌ 加 え 反 応 液 の 水 素 イ オ ン 濃 度 を ｐ Ｈ ＝ ８ に し 、 凍 結 乾 燥

す る こ と で 白 色 粉 末 状 化 合 物 を 得 た 。 こ の 白 色 粉 末 状 化 合 物 を ７ ２ ０ μ Ｌ の 水 に 溶 解 し 、

１ ５ ～ ３ ０ μ Ｌ ず つ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た と こ ろ 、 ７ ． ５ 分 後 に 下 記 式 ４ で 表 さ れ る １ ０ 糖

モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド が 、 １ ０ 分 後 に 下 記 式 ５ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ

リ ゴ 糖 ペ プ チ ド が 溶 出 し た 。 こ れ ら の 溶 出 液 に １ Ｍ 　 Ｎ ａ ２ Ｃ Ｏ ３ 水 溶 液 を 加 え 中 和 し 、

減 圧 濃 縮 し た の ち 、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ 、

２ ０ ｍ ｍ φ × ７ ７ ０ ｍ ｍ 、 展 開 溶 媒 は ０ ． ０ ５ ％ ア ン モ ニ ア 水 溶 液 ） で 脱 塩 し 、 下 記 式 ４

で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を ３ ９ ． ５ ｍ ｇ （ 収 率 １ ７ ％ ） 、 お よ び

下 記 式 ５ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を ４ ４ ． ９ ｍ ｇ （ 収 率 １ ９ ％ ）

得 た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 １ １ 糖 シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 酸 加 水 分 解 後 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 測 定 結 果 を 図 １ に 、

精 製 後 の 下 記 式 ４ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 測 定

結 果 を 図 ２ に 、 精 製 後 の 下 記 式 ５ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の Ｈ Ｐ

Ｌ Ｃ に よ る 測 定 結 果 を 図 ３ に 示 す 。

式 ４ ：

【 化 ６ 】
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式 ５ ：

【 化 ７ 】

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 得 ら れ た 式 ４ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の

通 り で あ る 。
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． １ ４ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ５ ． ０ ５ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ９ ． ６ 　

Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ９ ４ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ .７ ２ － ４ ． ６ ６ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ６ ６ － ４ ．

５ ６ （ ｍ ,　 ３ Ｈ ） ,　 ４ ． ４ ８ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ Ｈ ｚ ） ,４ ． ４ ６ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,

 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ４ １ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ３ ２ （ ｑ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ９

　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ２ ７ （ ｂ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ２ ６ － ４ ． ２ ０ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ４ ． ２

１ （ ｂ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ３ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． １ ５ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ４ ． １ 　 Ｈ ｚ ） ,

　 ４ ． １ ４ － ４ ． １ ０ （ ｍ ,　 ２ Ｈ ） ,　 ４ ． ０ ７ － ３ ． ４ ５ （ ｍ , ５ ９ Ｈ ） ,　 ３ ． ０ ６

－ ２ ． ９ ６ （ ｍ ,　 ４ Ｈ ） ,　 ２ ． ８ ７ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ５ ． ５ ,　 １ ６ ． ５ 　 Ｈ ｚ ） ,

　 ２ ． ７ ６ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ７ ． ６ ,　 １ ６ ． ５ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ２ ． ６ ８ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ

， 　 Ｊ ＝ ４ ． １ ,　 １ ２ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ２ .１ ０ － ２ ． ０ ０ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ２ ． ０ ９ （

ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ８ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ６ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ）

,　 ２ ． ０ ４ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ １ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 １ ． ９ ６ － １ ．

８ ５ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 １ ． ８ ５ － １ ． ５ ７ （ ｍ ,　 ８ Ｈ ） ,　 １ ． ５ ２ － １ ． ３ ５ （ ｍ ,　

４ Ｈ ） ,　 １ .３ ９ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 １ ． １ ８ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ .

９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ０ ． ９ ８ （ ｄ ,　 ６ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ

Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ １ ０ １ Ｈ １ ７ ３ Ｎ １ ４ Ｏ ６ ２
＋

［ Ｍ ＋ Ｈ ］
＋

： 　 ２ ５ ７ ４ ．

１ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ２ ５ ７ ４ ． １

【 ０ ０ ５ １ 】

　 式 ５ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の 通 り で あ

る 。
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１
Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． １ ２ （ ｓ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ５ ． ０ ５ （ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ９ ．

６ 　 Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ９ ５ （ ｓ ， 　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ７ ８ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ６ ８ （ ｄ ｄ ,

　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ５ ． ５ ,　 ７ ． ６ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ６ ４ － ４ ． ５ ６ （ ｍ ,　 ３ Ｈ ） ,　 ４ ． ４

９ － ４ ． ４ ４ （ ｄ × ２ ,　 ２ Ｈ ） ,　 ４ ． ４ １ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ３ １ （ ｑ ,　 １ Ｈ ,　

Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ２ ８ － ４ ． １ ８ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ２ ５ （ ｂ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,

 ４ ． ２ ０ （ ｂ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ３ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． １ ４ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ４ ． １ 　

Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． １ ３ － ４ ． １ ０ （ ｍ ,　 ２ Ｈ ） ,　 ４ ． ０ ２ － ３ ． ４ ７ （ ｍ ,　 ５ ９ Ｈ ） ,　

３ ． ０ ４ － ２ ． ９ ７ （ ｍ ,　 ４ Ｈ ） ,　 ２ ． ８ ６ （ ｂ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ４ ． ８ ,　 １ ６ ． ５

 Ｈ ｚ ） ,　 ２ ． ７ ６ （ ｂ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ ,　 １ ６ ． ５ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ２ ． ６ ８ （ ｄ ｄ

,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ４ ． ８ ,　 １ ２ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ２ ． １ １ － １ ． ９ ９ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ２ ．

０ ９ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ７ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ６ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　

Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ３ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ １ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 １ ． ９ ４

－ １ ． ８ ５ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 １ ． ８ ２ － １ ． ６ ０ （ ｍ ,　 ８ Ｈ ） ,　 １ ． ５ ２ － １ ． ３ ４ （

ｍ ， 　 ４ Ｈ ） ， 　 １ ． ３ ８ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 １ .１ ７ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　

Ｊ ＝ ６ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ０ ． ９ ７ （ ｄ ,　 ６ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ

Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ １ ０ １ Ｈ １ ７ ３ Ｎ １ ４ Ｏ ６ ２
＋

［ Ｍ ＋ Ｈ ］
＋

： 　 ２

５ ７ ４ ． １ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ２ ５ ７ ４ ． ３

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ５ ２ 】

［ 式 １ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 調 製 と 構 造 決 定 ］

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 式 ４ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ １ ５ ． ０ ｍ

ｇ ， ６ ． ２ μ ｍ ｏ ｌ ） を １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 含 有 ５ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （

ｐ Ｈ ＝ ６ ． ０ ） ５ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 さ せ 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｆ ｒ ａ ｇ ｉ ｌ ｉ ｓ 由 来

の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ ８ ０ ０ ０ Ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ ） を ５ ０ μ Ｌ 加 え た 。 こ の 溶 液 を ３ ７ ℃

で 加 熱 撹 拌 し 、 ２ ２ 時 間 後 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｆ ｒ ａ ｇ ｉ ｌ ｉ ｓ 由 来 の ガ ラ ク ト シ

ダ ー ゼ （ ８ ０ ０ ０ Ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ ） を ７ ５ μ Ｌ 追 加 し 、 ３ ７ ℃ で 加 熱 撹 拌 を 続 け た 。 ４

５ 時 間 後 で 反 応 液 を 凍 結 乾 燥 し た の ち 、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ

ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ 、 ２ ０ ｍ ｍ φ × ７ ７ ０ ｍ ｍ 、 展 開 溶 媒 は ０ ． １ ％ ア ン モ ニ ア 水 溶 液 ） で

脱 塩 し 、 式 ６ で 表 さ れ る ９ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を １ ５ ． ２ ｍ ｇ （ ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ． ） 得 た 。

式 ６ ：
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【 化 ８ 】

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 式 ６ で 表 さ れ る ９ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る 。
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． １ ３ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ５ ． ０ ４ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ９ ． ６ 　

Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ９ ２ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ７ ３ － ４ ． ６ ７ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ６ ５ － ４

． ５ ８ （ ｍ ,　 ２ Ｈ ） ,　 ４ ． ５ ６ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ４ ５ （ ｄ ,　

１ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ４ ２ － ４ ． ３ ７ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ３ ４ － ４ ． ２

７ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ２ ６ （ ｂ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ２ ４ － ４ ． １ ７ （ ｍ ,　 ２ Ｈ ） ,　 ４

． １ ７ － ４ ． ０ ８ （ ｍ ， 　 ３ Ｈ ） ， 　 ４ ． ０ ５ － ３ ． ３ ９ （ ｍ ,　 ５ ３ Ｈ ） ,　 ３ ． ０ ５ －

２ ． ９ ２ （ ｍ ,　 ４ Ｈ ） ,　 ２ ． ９ １ － ２ ． ８ １ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ,　 ２ ． ７ ５ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ

,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ ,　 １ ５ ． ８ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ２ ． ６ ７ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ４ .８ ,　 １ ２ ． ４

 Ｈ ｚ ） ,　 ２ ． １ １ － １ ． ９ ９ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ２ ． ０ ８ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ．

０ ７ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ５ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ３ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　

Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ０ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 １ ． ９ ３ － １ ． ８ ４ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ,　 １ ．

８ ３ － １ ． ５ ４ （ ｍ ,　 ７ Ｈ ） ,　 １ ． ５ ３ － １ ． ３ ２ （ ｍ ,　 ４ Ｈ ） ,　 １ ． ３ ８ （ ｄ ,　

３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 １ .１ ７ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,１ ． ０ ４ － ０

． ８ ９ （ ｍ ， 　 ６ Ｈ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ ９ ５ Ｈ １

６ ３ Ｎ １ ４ Ｏ ５ ７
＋

［ Ｍ ＋ Ｈ ］
＋

： 　 ２ ４ １ ２ ． ０ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ２ ４ １ ３ ． １

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 式 ６ で 表 さ れ る ９ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ １ ５ ． ２ ｍ ｇ ， ６ ． ２ μ ｍ ｏ ｌ ） を ４ ０ ｍ Ｍ 塩

酸 水 溶 液 ６ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 し 、 ８ ０ ℃ で ２ ． ５ 時 間 過 熱 撹 拌 し た 。 反 応 液 に １ Ｍ 　 Ｎ ａ ２

Ｃ Ｏ ３ 水 溶 液 を ３ ０ μ Ｌ 加 え ｐ Ｈ ＝ ８ と し た の ち 、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （

Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ 、 １ ７ ｍ ｍ φ × ５ ４ ０ ｍ ｍ 、 展 開 溶 媒 は ０ ． １ ％ ア ン モ ニ ア

水 溶 液 ） で 脱 塩 し 、 式 ７ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド を １ ３ ． ８ ｍ ｇ （ ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ．

） 得 た 。 下 記 式 ７ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 衝 突 誘 起 解 離 ス ペ ク ト ル （ Ｍ Ｓ
３

ス

ペ ク ト ル ） を 図 ４ （ 下 段 ） に 示 す 。 図 ４ （ 下 段 ） に 示 す ス ペ ク ト ル に お い て Ｍ ａ ｎ α １ －

６ 分 岐 側 の Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ 残 基 が 解 離 し た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン の 脱 水 イ オ ン

に 由 来 す る シ グ ナ ル ｍ ／ ｚ ５ ０ ８ が 観 測 さ れ た こ と か ら 、 ガ ラ ク ト ー ス 残 基 が Ｍ ａ ｎ α １

－ ３ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に 結 合 し て い る こ と を 確 認 し た 。
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式 ７ ：

【 化 ９ 】

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 式 ７ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る 。
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． １ ５ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ５ ． ０ ７ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ９ ． ６ 　

Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ９ ５ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ７ ６ － ４ ． ６ ９ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ６ ４ （ ｂ

ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ６ １ （ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ７ ． ６ 　 Ｈ ｚ ） ，

　 ４ ． ５ ９ （ ｄ ， 　 １ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ５ ０ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ７ ． ６ 　

Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ４ ７ － ４ ． ４ ０ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ４ ． ３ ７ － ４ ． ３ ０ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　

４ ． ２ ８ （ ｂ ｓ ， 　 １ Ｈ ） ， ４ ． ２ ５ （ ｄ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ４ ． １ ， 　 ６ ． ２ 　 Ｈ ｚ ）

， 　 ４ ． ２ ２ （ ｂ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ２ ． ７ 　 Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ２ ０ － ４ ． １ １ （ ｍ ,　 ３

Ｈ ） ,　 ４ ． ０ ５ － ３ ． ４ ２ （ ｍ ,　 ４ ６ Ｈ ） ,　 ３ ． ０ ７ － ２ ． ８ ５ （ ｍ ,　 ５ Ｈ ） ,　 ２

． ８ ２ － ２ ． ７ １ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ２ ． １ ７ － ２ ． ０ ２ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ２ ． １ １ （ ｓ

,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ８ （ ｓ ,　 ６ Ｈ ,　 Ａ ｃ × ２ ） ,　 ２ ． ０ ３ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ

） ,　 １ ． ９ ７ － １ ． ８ ７ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 １ ． ８ ６ － １ ． ７ ４ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 １ ． ７

４ － １ ． ５ ７ （ ｍ ,　 ６ Ｈ ） ,　 １ ． ５ ５ － １ ． ３ ４ （ ｍ ， 　 ４ Ｈ ） ， 　 １ ． ４ １ （ ｄ ,　

３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ７ ． ６ 　 Ｈ ｚ ） ,１ ． ２ ０ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 １ ． ０ ４ －

０ ． ９ ４ （ ｍ ， 　 ６ Ｈ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ ８ ４ Ｈ

１ ４ ５ Ｎ １ ３ Ｎ ａ Ｏ ４ ９
＋

［ Ｍ ＋ Ｎ ａ ＋ Ｈ ］
＋

： 　 ２ １ ４ ２ ． ９ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ２ １ ４

２ ． ５ 　

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 式 ７ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ １ ３ ． ８ ｍ ｇ ， ６ ． ５ μ ｍ ｏ ｌ ） を リ ン 酸 緩 衝

生 理 食 塩 水 ２ ２ ５ μ Ｌ に 溶 解 し 、 Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　 ｐ ｙ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ 由 来 の

エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ （ １ μ ｇ ／ μ Ｌ ） を ２ ５ μ Ｌ 加 え た 。 反 応

液 を ３ ７ ℃ で ２ ５ 時 間 過 熱 撹 拌 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結 乾 燥 後 の 残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ イ ア ト ロ ビ ー ズ ６ Ｒ Ｓ － ８ ０ ６ ０ （ ３ ０ ｍ Ｌ ） 、 展 開 溶 媒 ０ ． １ ％

Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ： Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ ＝ １ ： １ ： ２ （ ２ ５ ０ ｍ Ｌ ） を 溶 出 し た の ち 、 ０ ． １

％ Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ＝ １ ： １ （ ２ ０ ０ ｍ Ｌ ） を 溶 出 ） 。 溶 出 液 を Ｔ Ｌ Ｃ で 追 跡 し （ 発

30

40

50



(18) JP  6618176  B2  2019.12.11

色 液 は ア ニ ス ア ル デ ヒ ド ） 、 Ｒ ｆ 値 ＝ ０ ． ８ に ス ポ ッ ト が 確 認 さ れ た 溶 出 液 を 減 圧 濃 縮 し

た 。 濃 縮 後 の 残 渣 を ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ 、

１ ７ ｍ ｍ φ × ６ ０ ０ ｍ ｍ 、 展 開 溶 媒 は ０ ． １ ％ ア ン モ ニ ア 水 溶 液 ） で 脱 塩 し 、 前 記 式 １ で

表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を ７ ． ７ ｍ ｇ （ ９ ４ ％ ） 得 た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 式 １ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る 。
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． ２ ２ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ３ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ５ ． １ ３ （ ｓ ,　

１ Ｈ ） ,　 ４ ． ９ ３ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ５ ９ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ７ ． ６ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ．

５ ７ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ８ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ４ ８ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,

　 ４ ． ２ ９ － ４ ． ２ ５ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ， 　 ４ ． ２ ２ － ４ ． １ ９ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． １ ４

－ ４ ． １ ０ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ０ ２ － ３ ． ４ １ （ ｍ ,　 ３ ９ Ｈ ） ,　 ２ ． ０ ８ － ２ ． ０ ５

（ ｍ ,　 ９ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ ８ ４ Ｈ １

４ ５ Ｎ １ ３ Ｎ ａ Ｏ ４ ９
＋

［ Ｍ ＋ Ｎ ａ ］
＋

： 　 １ ２ ９ ８ ． ４ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 １ ２ ９ ９ ． ４

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ０ ５ ８ 】

［ 式 ２ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 調 製 と 構 造 決 定 ］

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 前 記 式 ５ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ １ ６ ．

１ ｍ ｇ ， ６ ． ７ μ ｍ ｏ ｌ ） を １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 含 有 ５ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝

液 （ ｐ Ｈ ＝ ６ ． ０ ） ５ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 さ せ 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｆ ｒ ａ ｇ ｉ ｌ ｉ ｓ

由 来 の ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ ８ ０ ０ ０ Ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ ） を ５ ０ μ Ｌ 加 え た 。 こ の 溶 液 を ３

７ ℃ で 加 熱 撹 拌 し 、 ２ ２ 時 間 後 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｆ ｒ ａ ｇ ｉ ｌ ｉ ｓ 由 来 の ガ ラ ク

ト シ ダ ー ゼ （ ８ ０ ０ ０ Ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ ） を ７ ５ μ Ｌ 追 加 し 、 ３ ７ ℃ で 加 熱 撹 拌 を 続 け た

。 ４ ７ 時 間 後 で 反 応 液 を 凍 結 乾 燥 し た の ち 、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ

ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ 、 ２ ０ ｍ ｍ φ × ７ ７ ０ ｍ ｍ 、 展 開 溶 媒 は ０ ． １ ％ ア ン モ ニ ア 水 溶 液

） で 脱 塩 し 、 下 記 式 ８ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド １ ５ ． ７ ｍ ｇ （ 収 率 ９ ７ ％ ） 得 た

。

式 ８ ：
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【 化 １ ０ 】

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 前 記 式 ８ で 表 さ れ る ９ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る 。
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． １ ２ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,５ ． ０ ５ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ９ ． ６ 　 Ｈ

ｚ ） ,４ ． ９ ５ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ７ １ － ４ ． ６ ６ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ６ ５ － ４ ． ５

９ （ ｍ ,　 ２ Ｈ ） ,　 ４ ． ５ ６ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ４ ６ （ ｄ ,　 １ Ｈ

,　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ４ ３ － ４ ． ３ ８ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ３ ５ － ４ ． ２ ８ （ ｍ

,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ２ ６ （ ｂ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ２ ３ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ４ ． １ ,　 ６ ．

２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ２ １ － ４ ． １ ８ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． １ ６ － ４ ． １ ３ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,

 ４ ． １ ３ － ４ ． ０ ９ （ ｍ ,　 ２ Ｈ ） ,　 ４ ． ０ ３ － ３ ． ４ １ （ ｍ ,　 ５ ３ Ｈ ） ,　 ３ ． ０ ４

－ ２ ． ９ ４ （ ｍ ,　 ４ Ｈ ） ,　 ２ ． ９ ０ － ２ ． ８ ２ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ２ ． ８ ０ － ２ ． ７ ２ （

ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ２ ． ７ １ － ２ ． ６ ５ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ４ ． ８ ， 　 １ ２ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,

　 ２ .１ １ － ２ ． ０ ２ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ２ ． ０ ９ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ７ （ ｓ ,

 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ６ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ４ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　

２ ． ０ １ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 １ ． ９ ４ － １ ． ８ ５ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 １ ． ８ ３ － １ ．

５ ５ （ ｍ ,　 ８ Ｈ ） ,　 １ ． ５ ２ － １ ． ３ ８ （ ｍ ,　 ４ Ｈ ） ,　 １ ． ３ ８ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝

６ ． ９ 　 Ｈ ｚ ） ,　 １ ． １ ７ （ ｄ ,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 １ ． ０ ２ － ０ ． ９ ２ （

ｍ ， 　 ６ Ｈ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ ９ ５ Ｈ １ ６ ３ Ｎ １

４ Ｏ ５ ７
＋

［ Ｍ ＋ Ｈ ］
＋

： 　 ２ ４ １ ２ ． ０ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ２ ４ １ ２ ． ６

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 前 記 式 ８ で 表 さ れ る ９ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ １ ５ ． ７ ｍ ｇ ， ６ ． ５ μ ｍ ｏ ｌ ） を ４ ０ ｍ

Ｍ 塩 酸 水 溶 液 ６ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 し 、 ８ ０ ℃ で ４ 時 間 過 熱 撹 拌 し た 。 反 応 液 に １ Ｍ 　 Ｎ ａ ２

Ｃ Ｏ ３ 水 溶 液 を 加 え ｐ Ｈ ＝ ８ と し た の ち 、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ

ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ 、 １ ７ ｍ ｍ φ × ６ ０ ０ ｍ ｍ 、 展 開 溶 媒 は ０ ． １ ％ ア ン モ ニ ア 水 溶 液 ）

で 脱 塩 し 、 下 記 式 ９ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド １ ３ ． ７ ｍ ｇ （ ９ ７ ％ ） 得 た 。 下 記
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式 ９ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 衝 突 誘 起 解 離 ス ペ ク ト ル （ Ｍ Ｓ ３ ス ペ ク ト ル ） を

図 ４ （ 上 段 ） に 示 す 。 図 ４ （ 上 段 ） の ス ペ ク ト ル に お い て Ｍ ａ ｎ α １ － ６ 分 岐 側 の Ｇ ａ ｌ

β １ － ４ Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ β １ － ２ Ｍ ａ ｎ 残 基 が 解 離 し た フ ラ グ メ ン ト イ オ ン の 脱 水 イ オ ン に

由 来 す る シ グ ナ ル ｍ ／ ｚ ６ ７ ０ が 観 測 さ れ た こ と か ら 、 ガ ラ ク ト ー ス 残 基 が Ｍ ａ ｎ α １ －

６ 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に 結 合 し て い る こ と を 確 認 し た 。

式 ９ ：

【 化 １ １ 】

【 ０ ０ ６ １ 】

　 前 記 式 ９ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る 。
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． １ ５ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ５ ． ０ ７ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ９ ． ６ 　

Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ９ ６ （ ｓ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ７ ４ － ４ ． ６ ９ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ４ ． ６ ４ （

ｂ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ７ ． ６ 　 Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ６ １ （ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ）

， 　 ４ ． ５ ８ （ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ５ ０ （ ｄ ,１ Ｈ ,Ｊ ＝ ８ ． ２ Ｈ

ｚ ） ,　 ４ ． ４ ６ － ４ ． ３ ９ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ３ ７ － ４ ． ３ ０ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ．

２ ８ （ ｂ ｓ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ４ ． ２ ７ － ４ ． ２ ０ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ４ ． ２ ２ （ ｂ ｄ ， 　 １

Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ２ ． １ 　 Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ２ ０ － ４ ． １ ０ （ ｍ ,　 ３ Ｈ ） ,　 ４ ． ０ ８ － ３ ． ４ ２

（ ｍ ,　 ４ ６ Ｈ ） ,　 ３ ． ０ ６ － ２ ． ８ ５ （ ｍ ,　 ５ Ｈ ） ,　 ２ ． ８ ２ － ２ ． ７ ０ （ ｍ ,　 １

Ｈ ） ,　 ２ ． １ ７ － ２ ． ０ ２ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ２ ． １ １ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０

８ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ７ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　 Ａ ｃ ） ,　 ２ ． ０ ３ （ ｓ ,　 ３ Ｈ ,　

Ａ ｃ ） ,　 １ ． ９ ６ － １ ． ８ ６ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 １ ． ８ ５ － １ ． ７ ４ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 １

． ７ ４ － １ ． ５ ７ （ ｍ ,　 ６ Ｈ ） ,　 １ ． ５ ５ － １ ． ３ ４ （ ｍ ， 　 ７ Ｈ ） ， 　 １ ． １ ９ （ ｄ

,　 ３ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ６ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ,　 １ ． ０ ４ － ０ ． ９ ４ （ ｍ ， ６ Ｈ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ

Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ ８ ４ Ｈ １ ４ ５ Ｎ １ ３ Ｎ ａ Ｏ ４ ９
＋

［ Ｍ ＋ Ｎ ａ ＋ Ｈ ］
＋

： 　 ２ １ ４ ２ ． ９ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ２ １ ４ ３ ． ８

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 前 記 式 ９ で 表 さ れ る ８ 糖 オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ １ ３ ． ７ ｍ ｇ ， ６ ． ５ μ ｍ ｏ ｌ ） を リ ン 酸

緩 衝 生 理 食 塩 水 ２ ２ ５ μ Ｌ に 溶 解 し 、 Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　 ｐ ｙ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ 由
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来 の エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ （ １ μ ｇ ／ μ Ｌ ） を ２ ５ μ Ｌ 加 え た 。

反 応 液 を ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 過 熱 撹 拌 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結 乾 燥 後 の 残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ

ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ イ ア ト ロ ビ ー ズ ６ Ｒ Ｓ － ８ ０ ６ ０ （ ３ ０ ｍ Ｌ ） 、 展 開 溶 媒 ０ ．

１ ％ Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ： Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ ＝ １ ： １ ： ２ （ ４ ０ ０ ｍ Ｌ ） を 溶 出 し た の ち 、 ０

． １ ％ Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ＝ １ ： １ （ ２ ０ ０ ｍ Ｌ ） を 溶 出 ） 。 溶 出 液 を Ｔ Ｌ Ｃ で 追 跡 し

（ 発 色 液 は ア ニ ス ア ル デ ヒ ド ） 、 Ｒ ｆ 値 ＝ ０ ． ８ に ス ポ ッ ト が 確 認 さ れ た 溶 出 液 を 減 圧 濃

縮 し た 。 濃 縮 後 の 残 渣 を ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２

５ 、 １ ７ ｍ ｍ φ × ５ ４ ０ ｍ ｍ 、 展 開 溶 媒 は ０ ． １ ％ ア ン モ ニ ア 水 溶 液 ） で 脱 塩 し 、 前 記 式

２ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を ７ ． ９ ｍ ｇ （ ９ ６ ％ ） 得 た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 式 ２ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の 物 理 的 デ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る 。
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ５ ． ２ ２ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ３ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ５ ． １ ２ （ ｓ ,　

１ Ｈ ） ,　 ４ ． ９ ４ － ４ ． ９ ２ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４ ． ８ １ － ４ ． ７ ６ （ ｍ ,　 １ Ｈ ） ,　 ４

． ５ ９ （ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　 Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ５ ６ （ ｄ ， 　 １ Ｈ ， 　 Ｊ ＝ ８ ． ２ 　

Ｈ ｚ ） ， 　 ４ ． ４ ７ （ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ ７ ． ６ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ ． ２ ９ － ４ ． ２ ４ （ ｍ ,　 １

Ｈ ） ,　 ４ ． ２ １ － ４ ． １ ８ （ ｍ ， 　 １ Ｈ ） ， 　 ４ ． １ ２ （ ｄ ｄ ,　 １ Ｈ ,　 Ｊ ＝ １ ． ４ ,　

３ ． ４ 　 Ｈ ｚ ） ,　 ４ .０ ３ － ３ ． ４ １ （ ｍ ,　 ３ ９ Ｈ ） ,　 ２ ． ０ ８ － ２ ． ０ ４ （ ｍ ,　 ９

Ｈ ,　 Ａ ｃ × ３ ） ； 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 Ｃ ａ ｌ ｃ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｃ ８ ４ Ｈ １ ４ ５

Ｎ １ ３ Ｎ ａ Ｏ ４ ９
＋

［ Ｍ ＋ Ｎ ａ ］
＋

： 　 １ ２ ９ ８ ． ４ ， 　 ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 １ ２ ９ ７ ． ３

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ ０ ６ ４ 】

［ 式 １ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の ワ ン ポ ッ ト 合 成 ］

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 前 記 式 ４ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ ３ ． ０

ｍ ｇ ， １ ． ２ μ ｍ ｏ ｌ ） を ５ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ６ ． ０ ） １ １ ５ ． ８ ３ μ Ｌ に 溶

解 し 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｔ ｈ ｅ ｔ ａ ｉ ｏ ｔ ａ ｏ ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｎ 由 来 の ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ （ ３ μ ｇ ／ μ Ｌ ） を １ ． １ ７ μ Ｌ 加 え た 。 反 応 液 を ３ ７ ℃ で ２ １ 時 間 過 熱 撹 拌 し た の

ち 、 ７ ０ ℃ で １ 時 間 加 熱 し ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 失 活 さ せ た 。 次 に 、 Ｃ ｌ ｏ ｓ ｔ ｒ ｉ ｄ ｉ ｕ

ｍ 　 ｐ ｅ ｒ ｆ ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｎ ｓ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （ ５ ０ ０ ０ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ ） を １

０ μ Ｌ 加 え た 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 加 熱 撹 拌 し た の ち 、 Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　 ｐ ｙ ｏ

ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ 由 来 の エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ （ １ μ ｇ ／ μ Ｌ ） を ５ μ

Ｌ 加 え た 。 反 応 液 を ３ ７ ℃ で ２ ０ 時 間 過 熱 撹 拌 し た の ち 、 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結 乾 燥 後 の 残

渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ イ ア ト ロ ビ ー ズ ６ Ｒ Ｓ － ８ ０ ６ ０ （ １ ０ ｍ Ｌ

） 、 展 開 溶 媒 ０ ． １ ％ Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ： Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ ＝ １ ： １ ： ２ （ ４ ５ ｍ Ｌ ） ～ ０

． １ ％ Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ＝ １ ： １ （ ３ ０ ｍ Ｌ ） を 溶 出 ） 。 溶 出 液 を Ｔ Ｌ Ｃ で 追 跡 し （

発 色 液 は ア ニ ス ア ル デ ヒ ド ） 、 Ｒ ｆ 値 ＝ ０ ． ８ に ス ポ ッ ト が 確 認 さ れ た 溶 出 液 を 減 圧 濃 縮

し た 。 濃 縮 後 の 残 渣 を ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー Ｐ Ｄ － １ ０ （ Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア ジ

ャ パ ン （ 株 ） 、 製 品 コ ー ド １ ７ ０ ８ ５ １ ０ １ 、 展 開 溶 媒 は 脱 イ オ ン 水 ） で 脱 塩 し 、 前 記 式

１ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を １ ． ２ ｍ ｇ （ ８ ６ ％ ） 得 た 。 実 施 例 ２ で 合 成 し た ７ 糖 オ リ ゴ

糖 と
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル が 一 致 し た こ と か ら 、 構 造 を 決 定 し た 。

【 実 施 例 ５ 】

【 ０ ０ ６ ５ 】

［ 式 ２ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 の ワ ン ポ ッ ト 合 成 ］

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 前 記 式 ５ で 表 さ れ る １ ０ 糖 モ ノ シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 ペ プ チ ド （ ３ ． ４

ｍ ｇ ， １ ． ３ μ ｍ ｏ ｌ ） を ５ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ６ ． ０ ） １ ３ ０ ． ６ ８ μ Ｌ に 溶

解 し 、 Ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｏ ｉ ｄ ｅ ｓ 　 ｔ ｈ ｅ ｔ ａ ｉ ｏ ｔ ａ ｏ ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｎ 由 来 の ガ ラ ク ト シ ダ

ー ゼ （ ３ μ ｇ ／ μ Ｌ ） を １ ． ３ ２ μ Ｌ 加 え た 。 反 応 液 を ３ ７ ℃ で ２ １ 時 間 過 熱 撹 拌 し た の

ち 、 ７ ０ ℃ で １ 時 間 加 熱 し ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 失 活 さ せ た 。 次 に 、 Ｃ ｌ ｏ ｓ ｔ ｒ ｉ ｄ ｉ ｕ

ｍ 　 ｐ ｅ ｒ ｆ ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｎ ｓ 由 来 の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （ ５ ０ ０ ０ ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ ／ ｍ Ｌ ） を １

０ μ Ｌ 加 え た 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 加 熱 撹 拌 し た の ち 、 Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ｏ ｃ ｏ ｃ ｃ ｕ ｓ 　 ｐ ｙ ｏ

ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ 由 来 の エ ン ド － β － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ （ １ μ ｇ ／ μ Ｌ ） を ５ μ
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Ｌ 加 え た 。 反 応 液 を ３ ７ ℃ で ２ ０ 時 間 過 熱 撹 拌 し た の ち 、 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結 乾 燥 後 の 残

渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ イ ア ト ロ ビ ー ズ ６ Ｒ Ｓ － ８ ０ ６ ０ （ １ ０ ｍ Ｌ

） 、 展 開 溶 媒 ０ ． １ ％ Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ： Ｅ ｔ Ｏ Ａ ｃ ＝ １ ： １ ： ２ （ ４ ５ ｍ Ｌ ） ～ ０

． １ ％ Ｎ Ｈ ４ Ｏ Ｈ ： Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ＝ １ ： １ （ ３ ０ ｍ Ｌ ） を 溶 出 ） 。 溶 出 液 を Ｔ Ｌ Ｃ で 追 跡 し （

発 色 液 は ア ニ ス ア ル デ ヒ ド ） 、 Ｒ ｆ 値 ＝ ０ ． ８ に ス ポ ッ ト が 確 認 さ れ た 溶 出 液 を 減 圧 濃 縮

し た 。 濃 縮 後 の 残 渣 を ゲ ル ろ 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー Ｐ Ｄ － １ ０ （ Ｇ Ｅ ヘ ル ス ケ ア ジ

ャ パ ン （ 株 ） 、 製 品 コ ー ド １ ７ ０ ８ ５ １ ０ １ 、 展 開 溶 媒 は 脱 イ オ ン 水 ） で 脱 塩 し 、 前 記 式

２ で 表 さ れ る ７ 糖 オ リ ゴ 糖 １ ． ７ ｍ ｇ （ ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ． ） 得 た 。 実 施 例 ３ で 合 成 し た ７ 糖 オ

リ ゴ 糖 と
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル が 一 致 し た こ と か ら 、 構 造 を 決 定 し た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 ２ 本 鎖 の う ち 一 方 の 側 鎖 の 非 還 元 末 端 に ガ ラ ク ト ー ス が １ 残 基 結 合 し

た ２ 種 類 の ７ 糖 オ リ ゴ 糖 を 簡 便 か つ 収 率 良 く 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 。 ７ 糖

オ リ ゴ 糖 は 、 抗 体 医 薬 品 の 主 要 構 成 成 分 で あ る Ｇ １ 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 の 糖 鎖 供 給 源 で あ り

、 新 し い 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 原 料 と し て 利 用 で き る 可 能 性 が あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 配 列 表 】
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