
JP  4982852  B2  2012.7.25

(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　少なくとも以下の３つの工程を含んでなることを特徴とするコア物質への糖鎖付加方法

。

工程Ａ：　キシロシルセリン結合（Ｘｙｌ－Ｓｅｒ）を有する糖タンパク質および／また

はそのタンパク質分解酵素による分解生成物である糖ペプチドに対し、アルキニル基含有

アルコールの存在下でエンド－β－キシロシダーゼを用いて糖鎖転移反応を起こさせ、糖

鎖の還元末端にアルキニル基を導入してアルキニル基含有糖鎖を得る工程。

工程Ｂ：　コア物質にアジド基を導入してアジド基含有物質を得る工程。

工程Ｃ：　工程Ａで得たアルキニル基含有糖鎖と工程Ｂで得たアジド基含有物質を反応さ

せ、両者を結合して糖鎖付加物質を得る工程。

【請求項２】

　糖タンパク質がプロテオグリカンであり、糖鎖がグリコサミノグリカン糖鎖であること

を特徴とする請求項１記載の糖鎖付加方法。

【請求項３】

　糖ペプチドがプロテオグリカンのタンパク質分解酵素による分解生成物であるペプチド

グリカンであることを特徴とする請求項１記載の糖鎖付加方法。

【請求項４】

　アルキニル基含有アルコールがプロパルギルアルコールであることを特徴とする請求項

１記載の糖鎖付加方法。
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【 請 求 項 ５ 】

　 工 程 Ａ で 得 る ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 が 一 般 式 ： Ｘ － ４ Ｘ ｙ ｌ β １ － Ｏ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ －

Ｃ ≡ Ｃ Ｈ （ Ｘ は １ 個 以 上 の 糖 残 基 を 表 し 、 ｍ は １ ～ ６ の 整 数 を 表 す ） で 表 さ れ る こ と を 特

徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 工 程 Ｂ で 得 る ア ジ ド 基 含 有 物 質 が 下 記 の 一 般 式 （ １ ） で 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求

項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 。

【 化 １ 】

［ 式 中 、 Ｙ は Ｏ ， Ｓ ， Ｎ Ｈ の い ず れ か を 表 し 、 Ｚ は コ ア 物 質 を 表 し 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 を

表 す ］

【 請 求 項 ７ 】

　 工 程 Ｃ で 得 る 糖 鎖 付 加 物 質 が 下 記 の 一 般 式 （ ２ ） で 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １

記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 。

【 化 ２ 】

［ 式 中 、 Ｘ ， Ｙ ， Ｚ ， ｍ ， ｎ は そ れ ぞ れ 前 記 と 同 義 で あ る ］

【 請 求 項 ８ 】

　 一 般 式 ： Ｘ － ４ Ｘ ｙ ｌ β １ － Ｏ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｃ ≡ Ｃ Ｈ （ Ｘ と ｍ は 前 記 と 同 義 で あ る

） で 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 。

【 請 求 項 ９ 】

　 下 記 の 一 般 式 （ ２ ） で 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 糖 鎖 付 加 物 質 。

【 化 ４ 】

［ 式 中 、 Ｘ ， Ｙ ， Ｚ ， ｍ ， ｎ は そ れ ぞ れ 前 記 と 同 義 で あ る ］

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 な ど の 糖 鎖 を コ ア タ ン パ ク 質 な ど の コ ア 物 質 に 効

率 的 に 付 加 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 遺 伝 子 工 学 の 進 歩 に 伴 い 、 外 来 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 大 腸 菌 に 異 種 タ ン パ ク 質 を 生 産 さ せ

る こ と は 今 や 困 難 な こ と で は な い 。 し か し な が ら 、 真 核 生 物 が 生 産 す る タ ン パ ク 質 は 大 半

の も の が 糖 鎖 の 付 加 を 伴 う の に 対 し 、 大 腸 菌 が 生 産 す る タ ン パ ク 質 は 糖 鎖 の 付 加 を 伴 わ な

い た め 、 真 核 生 物 に 大 腸 菌 が 生 産 し た タ ン パ ク 質 を 投 与 し た 場 合 、 そ の タ ン パ ク 質 に は 糖

鎖 が 付 加 さ れ て い な い こ と に 起 因 し て 、 真 核 生 物 が 生 産 す る タ ン パ ク 質 と は 違 っ て 十 分 な

機 能 を 示 さ な い と い っ た 現 象 や 生 体 内 に お け る 安 定 性 に 欠 け る と い っ た 現 象 が 見 ら れ る こ

と が あ る 。 こ の よ う な 問 題 を 解 決 す る た め に 、 糖 鎖 を 持 つ タ ン パ ク 質 を 動 物 細 胞 に 生 産 さ

せ る こ と も 行 わ れ て い る が 、 動 物 細 胞 を 用 い た 異 種 タ ン パ ク 質 の 生 産 は 大 腸 菌 を 用 い た そ

れ よ り も 困 難 で あ っ た り コ ス ト が 高 く つ い た り す る の が 一 般 的 で あ る 。 従 っ て 、 大 腸 菌 が

生 産 す る タ ン パ ク 質 の よ う に 糖 鎖 を 持 た な い 物 質 に 糖 鎖 を 付 加 す る 方 法 が こ れ ま で に も 検

討 さ れ て い る 。 例 え ば 特 許 文 献 １ で は 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン の コ ア タ ン パ ク 質 と グ リ コ サ ミ

ノ グ リ カ ン 糖 鎖 の 結 合 部 位 に あ る キ シ ロ シ ル セ リ ン 結 合 （ Ｘ ｙ ｌ － Ｓ ｅ ｒ ） に 作 用 す る 糖

加 水 分 解 酵 素 で あ る エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 用 い た 糖 鎖 転 移 反 応 を 利 用 し て 人 工 的

に プ ロ テ オ グ リ カ ン を 合 成 す る 方 法 が 提 案 さ れ て お り 、 そ の 実 施 例 で は 、 も と の プ ロ テ オ

グ リ カ ン に あ っ た グ ル コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 を 人 工 ペ プ チ ド に 転 移 さ せ る こ と に 成 功 し て

い る 。

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ３ ３ ９ ３ ９ ６ 号 公 報

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 特 許 文 献 １ に 記 載 の 方 法 は 、 エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ の 糖 加 水 分 解 酵 素 と し て の 本

来 の 機 能 の 副 反 応 （ 逆 反 応 ） を 利 用 す る と い う 点 に お い て 独 創 的 な も の で あ り 、 一 定 の 評

価 を 受 け て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 方 法 で は 、 糖 鎖 の 付 加 対 象 と な る コ ア 物 質 （ ア ク セ

プ タ ー ） の 水 酸 基 と 水 と の 間 で 競 争 反 応 が 起 こ る の で 、 水 中 に 高 濃 度 に コ ア 物 質 を 存 在 さ

せ な け れ ば 糖 鎖 の 付 加 を 効 率 的 に 行 う こ と が で き ず 、 こ の た め 高 濃 度 に 水 に 溶 解 で き な い

物 質 、 例 え ば 、 疎 水 性 化 合 物 や タ ン パ ク 質 な ど へ の 糖 鎖 の 付 加 は 困 難 で あ る と い っ た 問 題

を 有 す る 。

　 そ こ で 本 発 明 は 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 な ど の 糖 鎖 を コ ア タ ン パ ク 質 な ど の コ ア 物

質 に 、 そ の 水 溶 性 に 左 右 さ れ る こ と な く 高 効 率 的 に 付 加 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と

す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 発 明 者 は 上 記 の 点 に 鑑 み て 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 特 許 文 献 １ に 記 載 の 方 法 の よ う に

エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 用 い て 直 接 的 に 糖 鎖 を コ ア 物 質 に 付 加 す る の で は な く 、 糖

鎖 に ア ル キ ニ ル 基 と し て プ ロ パ ル ギ ル 基 を 導 入 す る と と も に コ ア 物 質 に ア ジ ド 基 を 導 入 し

、 両 者 を ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー （ ｃ ｌ ｉ ｃ ｋ 　 ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ） と 称 さ れ る １ ， ２ ，

３ － ト リ ア ゾ ー ル ユ ニ ッ ト を 形 成 す る １ ， ３ － 双 極 子 付 加 反 応 に 付 す こ と に よ り 、 コ ア 物

質 の 水 溶 性 に 左 右 さ れ る こ と な く 、 糖 鎖 を コ ア 物 質 に 高 効 率 的 に 付 加 で き る こ と を 知 見 し

た 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 上 記 の 点 に 鑑 み て な さ れ た 本 発 明 の コ ア 物 質 へ の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 通 り

、 少 な く と も 以 下 の ３ つ の 工 程 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 。

工 程 Ａ ： 　 キ シ ロ シ ル セ リ ン 結 合 （ Ｘ ｙ ｌ － Ｓ ｅ ｒ ） を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た

は そ の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る 分 解 生 成 物 で あ る 糖 ペ プ チ ド に 対 し 、 ア ル キ ニ ル 基 含 有
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ア ル コ ー ル の 存 在 下 で エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 用 い て 糖 鎖 転 移 反 応 を 起 こ さ せ 、 糖

鎖 の 還 元 末 端 に ア ル キ ニ ル 基 を 導 入 し て ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 を 得 る 工 程 。

工 程 Ｂ ： 　 コ ア 物 質 に ア ジ ド 基 を 導 入 し て ア ジ ド 基 含 有 物 質 を 得 る 工 程 。

工 程 Ｃ ： 　 工 程 Ａ で 得 た ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 と 工 程 Ｂ で 得 た ア ジ ド 基 含 有 物 質 を 反 応 さ

せ 、 両 者 を 結 合 し て 糖 鎖 付 加 物 質 を 得 る 工 程 。

　 ま た 、 請 求 項 ２ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 に お い て 、 糖 タ ン

パ ク 質 が プ ロ テ オ グ リ カ ン で あ り 、 糖 鎖 が グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 で あ る こ と を 特 徴 と

す る 。

　 ま た 、 請 求 項 ３ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 に お い て 、 糖 ペ プ

チ ド が プ ロ テ オ グ リ カ ン の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る 分 解 生 成 物 で あ る ペ プ チ ド グ リ カ ン

で あ る こ と を 特 徴 と す る 。

　 ま た 、 請 求 項 ４ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 に お い て 、 ア ル キ

ニ ル 基 含 有 ア ル コ ー ル が プ ロ パ ル ギ ル ア ル コ ー ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 。

　 ま た 、 請 求 項 ５ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 に お い て 、 工 程 Ａ

で 得 る ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 が 一 般 式 ： Ｘ － ４ Ｘ ｙ ｌ β １ － Ｏ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｃ ≡ Ｃ Ｈ

（ Ｘ は １ 個 以 上 の 糖 残 基 を 表 し 、 ｍ は １ ～ ６ の 整 数 を 表 す ） で 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る

。

　 ま た 、 請 求 項 ６ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 に お い て 、 工 程 Ｂ

で 得 る ア ジ ド 基 含 有 物 質 が 下 記 の 一 般 式 （ １ ） で 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 化 ５ 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

［ 式 中 、 Ｙ は Ｏ ， Ｓ ， Ｎ Ｈ の い ず れ か を 表 し 、 Ｚ は コ ア 物 質 を 表 し 、 ｎ は １ 以 上 の 整 数 を

表 す ］

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 ま た 、 請 求 項 ７ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 糖 鎖 付 加 方 法 に お い て 、 工 程 Ｃ

で 得 る 糖 鎖 付 加 物 質 が 下 記 の 一 般 式 （ ２ ） で 表 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 化 ６ 】

【 ０ ０ １ ０ 】

［ 式 中 、 Ｘ ， Ｙ ， Ｚ ， ｍ ， ｎ は そ れ ぞ れ 前 記 と 同 義 で あ る ］

【 ０ ０ １ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 は 、 請 求 項 ８ 記 載 の 通 り 、 一 般 式 ： Ｘ － ４ Ｘ ｙ ｌ

β １ － Ｏ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｃ ≡ Ｃ Ｈ （ Ｘ と ｍ は 前 記 と 同 義 で あ る ） で 表 さ れ る こ と を 特 徴
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と す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 糖 鎖 付 加 物 質 は 、 請 求 項 ９ 記 載 の 通 り 、 下 記 の 一 般 式 （ ２ ） で 表 さ れ る

こ と を 特 徴 と す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

【 化 ８ 】

【 ０ ０ １ ６ 】

［ 式 中 、 Ｘ ， Ｙ ， Ｚ ， ｍ ， ｎ は そ れ ぞ れ 前 記 と 同 義 で あ る ］

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 な ど の 糖 鎖 を コ ア タ ン パ ク 質 な ど の コ ア 物

質 に 、 そ の 水 溶 性 に 左 右 さ れ る こ と な く 高 効 率 的 に 付 加 す る 方 法 を 提 供 す る こ と が で き 、

例 え ば 、 医 薬 品 と な る 糖 鎖 を 持 つ 物 質 の 糖 鎖 を 持 た な い 物 質 か ら の 効 率 的 な 製 造 を 可 能 に

す る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 の コ ア 物 質 へ の 糖 鎖 付 加 方 法 は 、 少 な く と も 以 下 の ３ つ の 工 程 を 含 ん で な る こ と

を 特 徴 と す る も の で あ る 。

工 程 Ａ ： 　 キ シ ロ シ ル セ リ ン 結 合 （ Ｘ ｙ ｌ － Ｓ ｅ ｒ ） を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た

は そ の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ る 分 解 生 成 物 で あ る 糖 ペ プ チ ド に 対 し 、 ア ル キ ニ ル 基 含 有

ア ル コ ー ル の 存 在 下 で エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 用 い て 糖 鎖 転 移 反 応 を 起 こ さ せ 、 糖

鎖 の 還 元 末 端 に ア ル キ ニ ル 基 を 導 入 し て ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 を 得 る 工 程 。

工 程 Ｂ ： 　 コ ア 物 質 に ア ジ ド 基 を 導 入 し て ア ジ ド 基 含 有 物 質 を 得 る 工 程 。

工 程 Ｃ ： 　 工 程 Ａ で 得 た ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 と 工 程 Ｂ で 得 た ア ジ ド 基 含 有 物 質 を 反 応 さ

せ 、 両 者 を 結 合 し て 糖 鎖 付 加 物 質 を 得 る 工 程 。

　 以 下 、 本 発 明 の コ ア 物 質 へ の 糖 鎖 付 加 方 法 を 工 程 ご と に 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

（ 工 程 Ａ ）

　 工 程 Ａ は 、 キ シ ロ シ ル セ リ ン 結 合 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は そ の タ ン パ ク 質

分 解 酵 素 に よ る 分 解 生 成 物 で あ る 糖 ペ プ チ ド に 対 し 、 ア ル キ ニ ル 基 含 有 ア ル コ ー ル の 存 在

下 で エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 用 い て 糖 鎖 転 移 反 応 を 起 こ さ せ 、 糖 鎖 の 還 元 末 端 に ア

ル キ ニ ル 基 を 導 入 し て ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 を 得 る 工 程 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 キ シ ロ シ ル セ リ ン 結 合 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 、

デ ル マ タ ン 硫 酸 、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 、 ヘ パ リ ン 、 ケ ラ タ ン 硫 酸 な ど の 硫 酸 化 多 糖 か ら な る グ リ

コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 が コ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 し た プ ロ テ オ グ リ カ ン が 挙 げ ら れ る 。 プ ロ

テ オ グ リ カ ン は 、 サ ケ 軟 骨 由 来 の コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 を 持 つ も の を 始 め 、 種 々 の 構 造 を 有

す る も の が 知 ら れ て い る 。 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 は 、 ４ 糖 か ら な る 結 合 領 域 （ － Ｇ ｌ

ｃ Ａ β １ － ３ Ｇ ａ ｌ β １ － ３ Ｇ ａ ｌ β １ － ４ Ｘ ｙ ｌ β １ － ） を 介 し 、 コ ア タ ン パ ク 質 の グ

リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 結 合 コ ン セ ン サ ス 配 列 （ － Ｇ ｌ ｕ ／ Ａ ｓ ｐ － Ｘ － Ｓ ｅ ｒ － Ｇ ｌ ｙ
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－ ） 中 の セ リ ン 残 基 の 水 酸 基 に 共 有 結 合 し た も の で あ り 、 本 発 明 に お け る コ ア 物 質 へ の 付

加 対 象 と な る 糖 鎖 で あ る 。 キ シ ロ シ ル セ リ ン 結 合 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 分 解

酵 素 に よ る 分 解 生 成 物 で あ る 糖 ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン の タ ン パ ク

質 分 解 酵 素 に よ る 分 解 生 成 物 で あ る ペ プ チ ド グ リ カ ン （ コ ア タ ン パ ク 質 が 酵 素 分 解 さ れ て

２ ～ ２ ０ 個 程 度 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ペ プ チ ド 化 し た も の ） が 挙 げ ら れ る 。 ペ プ チ ド グ

リ カ ン は 、 糖 鎖 転 移 反 応 を 効 率 的 に 起 こ さ せ る こ と が で き 、 ま た 、 目 的 と す る ア ル キ ニ ル

基 含 有 糖 鎖 の 精 製 が 容 易 で あ る と い っ た 利 点 を 有 す る 。 プ ロ テ オ グ リ カ ン か ら ペ プ チ ド グ

リ カ ン を 得 る た め に 用 い る こ と が で き る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ア ク チ ナ

ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 工 程 Ａ に お い て 用 い る エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ は 、 特 許 文 献 １ に も 記 載 さ れ て い る

、 プ ロ テ オ グ リ カ ン の コ ア タ ン パ ク 質 と グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 の 結 合 部 位 に あ る キ シ

ロ シ ル セ リ ン 結 合 に 作 用 す る 糖 加 水 分 解 酵 素 で あ り 、 例 え ば 、 ホ タ テ 貝 中 陽 腺 由 来 の も の

が 知 ら れ て い る （ 高 垣 啓 一 ら 、 Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ５ ： ８ ５ ４ － ８ ６ ０ ， １ ９

９ ０ ． な ど ） 。 工 程 Ａ に お け る エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ を 用 い た 糖 鎖 転 移 反 応 条 件 と

し て は 、 例 え ば 、 キ シ ロ シ ル セ リ ン 結 合 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は そ の タ ン パ

ク 質 分 解 酵 素 に よ る 分 解 生 成 物 で あ る 糖 ペ プ チ ド に 対 し 、 過 剰 量 の ア ル キ ニ ル 基 含 有 ア ル

コ ー ル の 存 在 下 、 ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ５ ． ５ の 水 溶 液 中 、 ３ ６ ℃ ～ ３ ８ ℃ に て １ 時 間 ～ ５ 日 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト す る と い っ た 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 糖 鎖 転 移 反 応 条 件 を 採 用 す る こ

と に よ り 、 糖 鎖 の 還 元 末 端 に ア ル キ ニ ル 基 が 導 入 さ れ た ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 を 効 率 的 に

得 る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 と し て は 、 例 え ば 、 一

般 式 ： Ｘ － ４ Ｘ ｙ ｌ β １ － Ｏ － （ Ｃ Ｈ ２ ） ｍ － Ｃ ≡ Ｃ Ｈ （ Ｘ と ｍ は 前 記 と 同 義 で あ る ） で

表 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る （ ア ル キ ニ ル 基 含 有 ア ル コ ー ル が プ ロ パ ル ギ ル ア ル コ ー ル で あ

っ て コ ア 物 質 へ の 付 加 対 象 と な る 糖 鎖 が グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 の 場 合 に は 一 般 式 ： Ｘ

＇ － Ｇ ｌ ｃ Ａ β １ － ３ Ｇ ａ ｌ β １ － ３ Ｇ ａ ｌ β １ － ４ Ｘ ｙ ｌ β １ － Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － Ｃ ≡ Ｃ Ｈ

で 表 さ れ る （ Ｘ ＇ は 繰 り 返 し ２ 糖 単 位 を 表 す ） ） 。 糖 鎖 の ア ク セ プ タ ー を ア ル キ ニ ル 基 含

有 ア ル コ ー ル と す る 利 点 と し て は 、 例 え ば 、 ア ル キ ニ ル 基 含 有 ア ル コ ー ル は 高 濃 度 に 水 に

溶 解 で き る の で 糖 鎖 転 移 反 応 を 効 率 的 に 起 こ さ せ る こ と が で き る こ と 、 糖 鎖 に 反 応 性 が 高

い ア ル キ ニ ル 基 を 導 入 す る こ と が で き る こ と で 後 の 工 程 で コ ア 物 質 と の 結 合 を 効 率 的 に 行

わ せ る こ と が で き る こ と が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 糖 鎖 の ア ク セ プ タ ー を タ ン パ ク 質 や ペ プ チ

ド と し た 場 合 に は 糖 加 水 分 解 酵 素 の 純 度 が 低 い と そ こ に 混 入 す る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 作

用 で ア ク セ プ タ ー の 酵 素 分 解 が 起 こ っ て し ま い 目 的 物 が 得 ら れ な い こ と が あ る が 、 糖 鎖 の

ア ク セ プ タ ー を ア ル キ ニ ル 基 含 有 ア ル コ ー ル と し た 場 合 に は 糖 加 水 分 解 酵 素 の 純 度 が 低 く

て も こ の よ う な 問 題 が 起 こ ら な い こ と も 利 点 と し て 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

（ 工 程 Ｂ ）

　 工 程 Ｂ は 、 コ ア 物 質 に ア ジ ド 基 を 導 入 し て ア ジ ド 基 含 有 物 質 を 得 る 工 程 で あ る 。 コ ア 物

質 へ の ア ジ ド 基 の 導 入 は 、 例 え ば 、 Ｎ ， Ｎ ＇ － ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド や １ － エ

チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド の 存 在 下 で コ ア 物 質 と ４ － ア

ジ ド 安 息 香 酸 を 反 応 さ せ る こ と で 行 う こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 コ ア 物 質 と し て は 、 例 え

ば 、 ４ － ア ジ ド 安 息 香 酸 と 反 応 し て エ ス テ ル 結 合 や チ オ エ ス テ ル 結 合 や ア ミ ド 結 合 を 生 成

す る こ と が で き る 水 酸 基 や チ オ ー ル 基 や ア ミ ノ 基 を 少 な く と も １ 個 有 す る 、 合 成 高 分 子 化

合 物 を 含 む 有 機 化 合 物 や タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ

る ア ジ ド 基 含 有 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 下 記 の 一 般 式 （ １ ） で 表 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る

。

【 ０ ０ ２ ３ 】
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【 化 ９ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

［ 式 中 、 Ｙ ， Ｚ ， ｎ は そ れ ぞ れ 前 記 と 同 義 で あ る ］

【 ０ ０ ２ ５ 】

（ 工 程 Ｃ ）

　 工 程 Ｃ は 、 工 程 Ａ で 得 た ア ル キ ニ ル 基 含 有 糖 鎖 と 工 程 Ｂ で 得 た ア ジ ド 基 含 有 物 質 を 反 応

さ せ 、 両 者 を 結 合 し て 糖 鎖 付 加 物 質 を 得 る 工 程 で あ る 。 こ の 工 程 は 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ

ー （ ｃ ｌ ｉ ｃ ｋ 　 ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ） と 称 さ れ る 公 知 の １ ， ３ － 双 極 子 付 加 反 応 に 付 す

こ と に よ り 行 う こ と が で き る （ Ｗ ａ ｒ ｒ ｅ ｎ 　 Ｇ ． Ｌ ｅ ｗ ｉ ｓ ら 、 Ａ ｎ ｇ ｅ ｗ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ

． Ｉ ｎ ｔ ． Ｅ ｄ ． ４ １ ： １ ０ ５ ３ － １ ０ ５ ７ ． ２ ０ ０ ２ ． な ど ） 。 こ の よ う に し て 得 ら れ

る 糖 鎖 付 加 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 下 記 の 一 般 式 （ ２ ） で 表 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

【 化 １ ０ 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

［ 式 中 、 Ｘ ， Ｙ ， Ｚ ， ｍ 、 ｎ は そ れ ぞ れ 前 記 と 同 義 で あ る ］

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 の 記 載 に 限 定 し て 解 釈

さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

実 施 例 １ ： 合 成 高 分 子 化 合 物 へ の 糖 鎖 付 加

（ 工 程 Ａ ）

　 以 下 の 反 応 式 に 示 す 反 応 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】
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【 化 １ １ 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 特 許 第 ３ ７ ３ １ １ ５ ０ 号 公 報 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て サ ケ 鼻 軟 骨 か ら 調 製 し た プ ロ テ オ グ

リ カ ン ２ ０ ０ ｍ ｇ と ア ク チ ナ ー ゼ （ ア ク チ ナ ー ゼ Ｅ ： 科 研 製 薬 社 製 ） ２ ０ ｍ ｇ を ０ ． １ Ｍ

ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 塩 化 カ ル シ ウ ム 含 有 ， ｐ Ｈ ８ ． ０ ） ２ ０ ｍ Ｌ 中 で ３ ７ ℃ に て

２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 得 た コ ン ド ロ イ チ ン ６ 硫 酸 を 持 つ ペ プ チ ド グ リ カ ン （ １ ） （

平 均 分 子 量 ２ 万 ： 昭 和 電 工 社 製 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー Ｓ ｈ ｏ ｄ ｅ ｘ 　 Ｏ Ｈ 　 ｐ

ａ ｃ ｋ 　 Ｓ Ｂ － ８ ０ ３ 　 Ｈ Ｑ に よ り プ ル ラ ン ス タ ン ダ ー ド を 用 い て 算 出 ） の ２ 重 量 ％ 水 溶

液 ７ ０ μ Ｌ に 、 プ ロ パ ル ギ ル ア ル コ ー ル ６ ５ μ Ｌ と ０ ． １ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ

５ ． ０ ） ９ ７ μ Ｌ を 加 え 、 次 い で 、 高 垣 啓 一 ら の 前 掲 の 文 献 （ Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ．

２ ６ ５ ： ８ ５ ４ － ８ ６ ０ ， １ ９ ９ ０ ． ） に 従 っ て 精 製 し た ホ タ テ 貝 中 陽 腺 由 来 の エ ン ド －

β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ １ １ μ ｇ を 加 え て ３ ７ ℃ に て ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、

反 応 液 を 凍 結 乾 燥 し 、 そ の 残 渣 を 蒸 留 水 １ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 し た 。 得 ら れ た 溶 解 液 を カ ー ト

リ ッ ジ カ ラ ム （ Ｃ １ ８ － Ｓ ｅ ｐ － Ｐ ａ ｃ ： ウ ォ ー タ ー ズ 社 製 ） に 供 し 、 溶 出 溶 媒 と し て 水

２ ｍ Ｌ を 用 い て 粗 精 製 を 行 っ た 。 次 い で 、 得 ら れ た 溶 出 液 を そ の ま ま サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ ： ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に 供 し 、

溶 出 溶 媒 と し て 水 ３ ｍ Ｌ を 用 い て 目 的 と す る プ ロ パ ル ギ ル 基 含 有 糖 鎖 （ ２ ） を 含 む 溶 出 液

を 得 、 こ れ を 凍 結 乾 燥 す る こ と で 目 的 と す る プ ロ パ ル ギ ル 基 含 有 糖 鎖 （ ２ ） を 得 た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

プ ロ パ ル ギ ル 基 含 有 糖 鎖 （ ２ ） の デ ー タ

・ 　 Ｆ Ｔ － Ｉ Ｒ （ Ｋ Ｂ ｒ ） ； ３ ２ ９ ４ ， ２ ９ ３ ３ ， ２ ０ ９ ３ ， １ ５ ７ ８ ， １ ４ １ ２ ， １ ３

５ ６ ， １ １ ５ １ ， １ ０ ７ ７ ， １ ０ ２ ６ ， ９ ３ １ ， ７ ０ ４ ｃ ｍ
－ １

・ 　 白 色 粉 末

【 ０ ０ ３ ３ 】

（ 工 程 Ｂ ）

　 以 下 の 反 応 式 に 示 す 反 応 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】
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【 化 １ ２ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 コ ア 物 質 と し て の 平 均 分 子 量 ５ ５ ０ の ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） メ チ ル エ ー テ ル （ ３

） １ ０ ０ ｍ ｇ （ ０ ． １ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） と ４ － ア ジ ド 安 息 香 酸 （ ４ ） ８ ９ ｍ ｇ （ ０ ． ５ ５ ｍ ｍ

ｏ ｌ ） を ジ ク ロ ロ メ タ ン ２ ｍ Ｌ に 溶 解 し 、 さ ら に ４ － ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン （ Ｄ Ｍ Ａ Ｐ

） １ ７ ｍ ｇ （ ０ ． １ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） と Ｎ ， Ｎ ＇ － ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Ｄ Ｄ Ｃ

） １ １ ２ ｍ ｇ （ ０ ． ５ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 加 え 、 室 温 に て ２ ４ 時 間 攪 拌 し た 。 そ の 後 、 反 応 液

を ０ ℃ に 冷 却 し 、 メ タ ノ ー ル ０ ． ５ ｍ Ｌ を 加 え 、 ５ 分 間 攪 拌 し て か ら 減 圧 濃 縮 し た 。 得 ら

れ た 残 渣 を ク ロ ロ ホ ル ム を 用 い て 抽 出 し 、 有 機 層 を ２ Ｍ 塩 酸 水 溶 液 で 洗 浄 し た 後 、 さ ら に

水 で 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム を 加 え て 乾 燥 し て か ら 減 圧 濃 縮 し た 。 得 ら れ た シ ラ ッ プ を

シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 供 し 、 溶 出 溶 媒 と し て ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル

＝ ２ ０ ： １ の 混 合 溶 媒 １ ０ ０ ｍ Ｌ を 用 い て 目 的 と す る ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ５ ） を 含 む 溶 出

液 を 得 、 こ れ を 減 圧 濃 縮 す る こ と で 目 的 と す る ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ５ ） を 定 量 的 に 得 た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ５ ） の デ ー タ

・ 　
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｃ Ｄ Ｃ ｌ ３ ） ： δ ＝ ８ ． ０ ５ （ ｄ ， ２ Ｈ ， Ｊ ＝ ８ ． ６ Ｈ ｚ ） ， ７ ． ０

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

６ ９ － ３ ． ６ ４ （ ｍ ， ４ ２ Ｈ ） ， ３ ． ５ ４ （ ｍ ， ２ Ｈ ） ， ３ ． ３ ７ （ ｓ ， ３ Ｈ ， Ｐ Ｅ Ｇ Ｏ

Ｍ ｅ ）

・ 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 ｍ ／ ｚ 　 平 均 分 子 量 ６ ９ ５ ）

・ 　 黄 土 色 オ イ ル 状 物 質

【 ０ ０ ３ ７ 】

（ 工 程 Ｃ ）

　 以 下 の 反 応 式 に 示 す 反 応 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】
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【 化 １ ３ 】

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 Ｗ ａ ｒ ｒ ｅ ｎ 　 Ｇ ． Ｌ ｅ ｗ ｉ ｓ ら の 前 掲 の 文 献 （ Ａ ｎ ｇ ｅ ｗ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｉ ｎ ｔ ． Ｅ ｄ

． ４ １ ： １ ０ ５ ３ － １ ０ ５ ７ ． ２ ０ ０ ２ ． ） に 従 い 、 窒 素 気 流 下 に て 、 工 程 Ａ で 得 た プ ロ

パ ル ギ ル 基 含 有 糖 鎖 （ ２ ） の ２ 重 量 ％ 水 溶 液 ４ ０ μ Ｌ に 、 工 程 Ｂ で 得 た ア ジ ド 基 含 有 物 質

（ ５ ） の １ ８ ０ μ Ｍ ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド 溶 液 １ ０ μ Ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 硫 酸 銅 水 溶 液 １ ５ μ

Ｌ 、 リ ガ ン ド と し て １ ｍ Ｍ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 水 溶 液 １ ５ μ Ｌ を 順 に 加 え 、 ３ ７ ℃ に て

１ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 反 応 液 を 凍 結 乾 燥 し 、 そ の 残 渣 を 蒸 留 水 １ ０ ０ μ

Ｌ に 溶 解 し た 。 得 ら れ た 溶 解 液 を サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ

－ ２ ５ ： ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に 供 し 、 溶 出 溶 媒 と し て 水 ： エ タ ノ ー ル ＝ ９

： １ の 混 合 溶 媒 ３ ｍ Ｌ を 用 い て 粗 精 製 を 行 っ た 。 得 ら れ た 溶 出 液 を 凍 結 乾 燥 し 、 そ の 残 渣

を 蒸 留 水 １ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 し た 。 得 ら れ た 溶 解 液 を カ ー ト リ ッ ジ カ ラ ム （ Ｃ １ ８ － Ｓ ｅ ｐ

－ Ｐ ａ ｃ ： ウ ォ ー タ ー ズ 社 製 ） に 供 し 、 溶 出 溶 媒 と し て 水 ２ ｍ Ｌ を 用 い て 未 反 応 の プ ロ パ

ル ギ ル 基 含 有 糖 鎖 （ ２ ） を 溶 出 さ せ て 除 去 し た 後 、 溶 出 溶 媒 と し て 水 ： メ タ ノ ー ル ＝ １ ：

１ の 混 合 溶 媒 ２ ｍ Ｌ を 用 い て 目 的 と す る 糖 鎖 付 加 物 質 （ ６ ） を 含 む 溶 出 液 を 得 、 こ れ を 減

圧 濃 縮 す る こ と で 目 的 と す る 糖 鎖 付 加 物 質 （ ６ ） を 得 た （ ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ５ ） を 基 に

し た 収 率 ： １ ０ ０ ％ ） 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

糖 鎖 付 加 物 質 （ ６ ） の デ ー タ

・ 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 　 Ｍ Ｓ 　 ｍ ／ ｚ 　 平 均 分 子 量 ８ ７ ０ ０

・ 　
１

Ｈ － Ｎ Ｍ Ｒ （ Ｄ ２ Ｏ ） ： δ ＝ ８ ． ７ １ （ ｓ ） ， ８ ． ５ ０ （ ｓ ） ， ８ ． ３ ８ （ ｓ ） ，

８ ． ２ ４ （ ｄ ， Ｊ ＝ ６ ． ８ Ｈ ｚ ） ， ８ ． ０ ３ （ ｄ ， Ｊ ＝ ８ ． ６ Ｈ ｚ ， Ｐ ｈ ） ， ７ .９ ４ （

ｄ ｄ ， Ｊ ＝ ６ ． ８ Ｈ ｚ , Ｊ ＝ １ ２ .０ Ｈ ｚ ） ， ７ ． １ ７ （ ｄ ， Ｊ ＝ ６ ． ８ Ｈ ｚ ， Ｐ ｈ ） ，

４ ． ４ ９ （ ｂ ｒ － ｄ ） ， ４ ． ４ ４ （ ｍ ） ， ３ ． ８ ８ （ ｍ ） ， ３ ． ８ ６ （ ｍ ） ， ３ ． ７ １ －

３ ． ６ ９ （ ｍ ） ， ３ ． ６ ３ （ ｓ ， Ｐ Ｅ Ｇ Ｏ Ｃ Ｈ ２ ） ， ３ ． ６ １ － ３ ． ５ ３ （ ｍ ， ｓ ｕ ｇ ａ

ｒ 　 ｐ ａ ｒ ｔ ｓ ） ， ３ ． ３ １ （ ｓ ， ３ Ｈ ， Ｐ Ｅ Ｇ Ｏ Ｍ ｅ ） ， ３ ． ３ ０ － ３ ． ２ ９ （ ｍ ） ，

１ .８ ３ （ ｓ ， Ａ ｃ Ｎ ）

・ 　 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳 動 後 の ア ル シ ア ン ブ ル ー 染 色 に 陽 性 （ グ ル コ サ ミ ノ グ

リ カ ン 糖 鎖 の 存 在 の 検 出 ）

・ 　 黄 土 色 オ イ ル 状 物 質

【 ０ ０ ４ １ 】

比 較 例 １ ：

　 特 許 文 献 １ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 コ ン ド ロ イ チ ン ６ 硫 酸 を 持 つ ペ プ チ ド グ リ カ ン （ １

） の ２ 重 量 ％ 水 溶 液 ７ ０ μ Ｌ に 、 コ ア 物 質 と し て の 平 均 分 子 量 ５ ５ ０ の ポ リ （ エ チ レ ン グ

リ コ ー ル ） メ チ ル エ ー テ ル （ ３ ） ６ ５ ｍ ｇ と ０ ． １ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０
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） ９ ７ μ Ｌ を 加 え 、 次 い で 、 エ ン ド － β － キ シ ロ シ ダ ー ゼ １ １ μ ｇ を 加 え て ３ ７ ℃ に て ２

４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た が 、 糖 鎖 転 移 反 応 は 起 こ ら ず 、 目 的 と す る 糖 鎖 付 加 物 質 は 得 ら

れ な か っ た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

【 化 １ ４ 】

【 ０ ０ ４ ３ 】

実 施 例 ２ ： タ ン パ ク 質 へ の 糖 鎖 付 加

（ 工 程 Ａ ）

　 実 施 例 １ の 工 程 Ａ と 同 様 に し て 目 的 と す る プ ロ パ ル ギ ル 基 含 有 糖 鎖 （ ２ ） を 得 た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

（ 工 程 Ｂ ）

　 以 下 の 反 応 式 に 示 す 反 応 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

【 化 １ ５ 】

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 ４ － ア ジ ド 安 息 香 酸 （ ４ ） ５ ｍ ｇ （ ０ ． ０ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を Ｎ ， Ｎ ＇ － ジ メ チ ル ホ ル ム ア

ミ ド （ Ｄ Ｍ Ｆ ） ２ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 し 、 さ ら に １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ

ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ Ｗ Ｓ Ｃ ） ６ ｍ ｇ （ ０ ． ０ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 加 え 、 室 温 に て ３ ０ 分 間

イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 溶 液 を コ ア 物 質 と し て の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ ７ ） の ０ ．

１ ％ 水 溶 液 １ ｍ Ｌ に ４ ℃ に て 滴 下 し 、 ４ ℃ に て ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 遠

心 分 離 を 行 っ て 不 溶 物 を 沈 殿 さ せ 、 上 清 を サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ
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ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ ： ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に 供 し 、 溶 出 溶 媒 と し て 水 ３ ｍ Ｌ を

用 い て 目 的 と す る ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ８ ） を 含 む 溶 出 液 を 得 、 こ れ を 凍 結 乾 燥 す る こ と で

目 的 と す る ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ８ ） を ９ ． ４ ｍ ｇ 得 た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ８ ） の デ ー タ

・ 　 Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ 　 ｍ ／ ｚ 　 分 子 量 ６ ７ ０ ８ ２

・ 　 白 色 粉 末

【 ０ ０ ４ ８ 】

（ 工 程 Ｃ ）

　 以 下 の 反 応 式 に 示 す 反 応 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

【 化 １ ６ 】

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 Ｗ ａ ｒ ｒ ｅ ｎ 　 Ｇ ． Ｌ ｅ ｗ ｉ ｓ ら の 前 掲 の 文 献 （ Ａ ｎ ｇ ｅ ｗ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｉ ｎ ｔ ． Ｅ ｄ

． ４ １ ： １ ０ ５ ３ － １ ０ ５ ７ ． ２ ０ ０ ２ ． ） に 従 い 、 窒 素 気 流 下 に て 、 工 程 Ａ で 得 た プ ロ

パ ル ギ ル 基 含 有 糖 鎖 （ ２ ） の ２ 重 量 ％ 水 溶 液 ２ ０ μ Ｌ に 、 工 程 Ｂ で 得 た ア ジ ド 基 含 有 物 質

（ ８ ） の ０ ． １ 重 量 ％ 水 溶 液 １ ０ μ Ｌ 、 １ ０ ｍ Ｍ 硫 酸 銅 水 溶 液 １ ５ μ Ｌ 、 リ ガ ン ド と し て

１ ｍ Ｍ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 水 溶 液 １ ５ μ Ｌ を 順 に 加 え 、 ３ ７ ℃ に て ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ

ー ト し た 。 そ の 後 、 反 応 液 を 凍 結 乾 燥 し 、 そ の 残 渣 を 蒸 留 水 １ ０ ０ μ Ｌ に 溶 解 し た 。 得 ら

れ た 溶 解 液 を サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｘ 　 Ｇ － ２ ５ ： ア マ シ ャ ム

バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） に 供 し 、 溶 出 溶 媒 と し て 水 ： エ タ ノ ー ル ＝ ９ ： １ の 混 合 溶 媒 ２ ｍ

Ｌ を 用 い て 目 的 と す る 糖 鎖 付 加 物 質 （ ９ ） を 含 む 溶 出 液 を 得 、 こ れ を 凍 結 乾 燥 す る こ と で

目 的 と す る 糖 鎖 付 加 物 質 （ ９ ） を 得 た （ ア ジ ド 基 含 有 物 質 （ ８ ） を 基 に し た 収 率 ： １ ０ ０

％ ） 。

【 ０ ０ ５ １ 】

糖 鎖 付 加 物 質 （ ９ ） の デ ー タ

・ 　 平 均 分 子 量 ８ 万 ： 昭 和 電 工 社 製 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー Ｓ ｈ ｏ ｄ ｅ ｘ 　 Ｏ Ｈ

　 ｐ ａ ｃ ｋ 　 Ｓ Ｂ － ８ ０ ３ 　 Ｈ Ｑ に よ り プ ル ラ ン ス タ ン ダ ー ド を 用 い て 算 出 （ 主 た る 糖 鎖

付 加 数 ： 単 位 コ ア 物 質 あ た り ２ ～ ３ ）

・ 　 上 記 の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 溶 出 液

０ ． ２ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 ： 流 速 １ ｍ Ｌ ／ 分 ： 検 出 Ｕ Ｖ ２ ８ ０ ｎ ｍ ） で 保 持 時 間 ８ 分

・ 　 黄 白 色 粉 末

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 は 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 糖 鎖 な ど の 糖 鎖 を コ ア タ ン パ ク 質 な ど の コ ア 物 質 に 、
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そ の 水 溶 性 に 左 右 さ れ る こ と な く 高 効 率 的 に 付 加 す る 方 法 を 提 供 す る こ と が で き る 点 に お

い て 産 業 上 の 利 用 可 能 性 を 有 す る 。
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