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略語表  

AAG alkylacylglycerol 

Ac acetyl 

Alloc allyloxycarbonyl 

BMDC bone marrow derived dendritic cell 

BMM bone marrow derived macrophage 

Bn benzyl 

BSTFA N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide 

Bz benzoyl 

CAN ammonium cerium nitrate 

CD cluster of differentiation 

Cer ceramide 

CMC critical micelle concentration 

DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 

DCC dicyclohexylcarbodiimide 

DDQ 2,3-dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone 

DEAD diethyl azodicarboxylate 

DIAD diisopropyl azodicarboxylate 

DMAP N, N-dimethylamino pyridine 

DMBA dimethylbarbituric acid 

DCE dichloroethane 

DMF dimethylformamide 

EDCI 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 

ER endoplasmic reticulum 

Et3N triethylamine 

Fmoc 9-fluorenylmethyloxycarbonyl 

GalCer galactosyl ceramide 

GlcACer glucronosyl ceramide 

GlcCer glucosyl ceramide 

GlcDAG glucosyl diacylglycerol 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

GPI glycosylphosphatidylinositol 
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HOBt N-hydroxybenzotriazole 

HRP horseradish peroxidase 

IFN interferon 

IL interleukin 

mCPBA m-chloroperbenzoic acid 

Me methyl 

MHC major histocompatibility complex 

MOM methoxy methyl 

Nap 2-naphthylmethyl 

p-TsOH p-toluenesulfonic acid 

PBMC peripheral blood mononuclear cells 

PE phosphatidylethanolamine 

PG protecting group 

Ph phenyl 

PI phosphatidylinositol 

PMB p-methoxybenzyl 

PPh3 triphenylphosphine 

RBC red blood cells 

ROR RAR-related orphan receptor 

TAPS N-Tris(hydroxymethyl)methyl-3-aminopropanesulfonic acid 

TBAF tetrabutylammonium fluoride 

TBAI tetrabutylammonium iodide 

TBDPS tert-butyldiphenyllsilyl 

TBS tert-butyldimethylsilyl 

tBu tert-butyl 

TCR T cell receptor 

Tf trifluoromethanesulfonic 

TFA trifluoroacetic acid 

THF tetrahydrofuran 

TMS trimethylsilyl 

TNF tumor necrosis factor 

WSC water soluble carbodiimide 
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論文概要  

 

	 本論文では、免疫調節活性を有する赤痢アメーバ Entamoeba histolytica由来イノシトール

リン脂質について、新たに確立したイノシトールリン脂質の合成戦略に基づき化学合成を

行い、生物活性試験を行うことで、免疫調節活性の解析を行った。 

	 Entamoeba histolyticaの細胞膜構成成分であるリポペプチドホスホグリカン(EhLPPG)は、

GPIアンカー型の糖イノシトールリン脂質であり、脂質受容体 CD1dを介してナチュラルキ

ラー (NK) T細胞を活性化することにより、宿主の免疫調節機能に作用することが報告され

ている。EhPIaおよび EhPIbは、EhLPPGの免疫調節作用の最小構造として単離されたイノ

シトールリン脂質である。これらの分子は、1) リゾ型グリセロ脂質、2) 炭素数 28 あるい

は炭素数 30の長鎖脂肪酸を持つ、といった特徴的な構造を有している。天然より単離され

た EhLPPG、EhPIaおよび EhPIbは異なる脂質構造の混合物であること、グリセロール sn-2

位の立体が未決定であったことから、詳細な脂質構造と生物活性との相関は明らかとなっ

ていない。また、EhLPPGは、GPI型の糖鎖構造を有しているが、特に糖鎖がイノシトール

リン脂質に結合することによる免疫調節活性への影響は明らかとなっていない。そこで、

本研究では、グリセロール sn-2 位の両立体および EhLPPG の糖鎖単位構造を有する EhPI

を単一の脂質含有構造として化学合成し、生物活性試験を行うことにより、その免疫調節

活性の解析を行うこととした。 

	 はじめに、効率的なイノシトールリン脂質合成法の確立を目指し、イノシトールに対す

る位置選択的リン酸化反応の開発を行った。すなわち、不斉補助基に BINOL、リン原子上

にセレンを有するリン酸化剤を適用することで、望むイノシトール一位リン酸化体を高収

率で選択的に得ることに成功した。また、Ni 触媒によるアルキル炭素間のカップリング反

応を鍵反応とする長鎖脂肪酸合成法を適用することで、グリセロール sn-2 位の二つの立体

の EhPIaの合成を達成した。(第二章) 

	 つぎに、分子内に不飽和結合を有する EhPIb および糖鎖構造を有する EhPIb の合成を行

った。EhPIbの合成において、分子内に不飽和結合を有する複雑な複合脂質合成に対する新

たな合成戦略を開発した。すなわち、水酸基の永続的保護基にアリル基およびアリルオキ

シカルボニル基を適用し、最終脱保護において、これらの保護基を高極性溶媒中で遷移金

属触媒を用い一挙に除去する戦略である。本戦略を適用することにより、三種の脂質構造

を有する EhPIbおよび単糖・四糖構造を有する EhPIbの合成を達成した。(第三章) 

	 最後に、合成化合物について、各種生物活性を行い、その免疫調節活性を解析した。CD1d

分子との結合活性試験では、炭素数 30 で cis 二重結合を含有した脂肪酸を有する EhPIa お

よび EhPIb が結合活性を示し、 CD1d 分子との直接的な相互作用を示唆する結果が得られ
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た。また、NKT細胞刺激活性試験では、本研究で合成した EhPIbが IFN-γ誘導活性を示し、

単離 EhLPPGの活性と同様の結果が得られたことから、EhPIbが活性構造であることを示す

ことに成功した。さらに、本研究で合成したイノシトールリン脂質は、抗リーシュマニア

活性を示すなど特異な活性を有することが明らかになるなど、赤痢アメーバ由来イノシト

ールリン脂質の新たな生物活性の発見に貢献した。(第四章) 
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第一章	 序論  

 

第一節	 ナチュラルキラー (NK) T細胞  

	 ナチュラルキラー(NK) T細胞は、細胞性免疫に関わる自然リンパ球の一種であり、がん

細胞やウイルス感染細胞などを攻撃して生体防御にあたる。NKT 細胞は抗原提示細胞によ

る制御を受けており、抗原提示細胞は細胞表層の MHC-class I様抗原提示分子である CD1d

に結合した脂質・糖脂質を、NKT 上のαβ TCR に提示して、活性化する 1,2。NKT 細胞は、

発現するαβ TCR の種類よって、二つに大別される 3。すなわち、遺伝子にコードされたイ

ンバリアントな TCR α鎖を有する invariant NKT (iNKT) 細胞と多様な TCR α鎖を有する

diverse (variant) NKT (dNKT or vNKT) 細胞である。マウス iNKT 細胞は、インバリアントな

TCRα鎖として Vα14-Jα18 あるいは Vα10-Jα504、TCRβ鎖は Vβ8.1、8.2、7、2 を発現して

いる。一方、ヒト iNKT 細胞は、Vα24-Jα18、Vβ11 を発現している。また、iNKT 細胞は、

その細胞表層に NK1.1や Ly49ファミリータンパク質といった NK細胞マーカーを発現して

おり、そのほかにもメモリーT細胞に特徴的な CD25、CD44、CD69といった分子や、ヘル

パーT細胞に特徴的な CD4あるいは、キラーT細胞に特徴的な CD8αといった共受容体を発

現している。iNKT細胞は、脾臓、肝臓、胸腺、骨髄に多く存在し、リンパ節、末梢血、脂

肪組織、皮膚組織、肺や小腸の粘膜組織にも見られる。また、その存在率は動物種によっ

て異なり、マウスは脾臓細胞の 1-2%、肝臓リンパ球の 20-30%を占めるものの、人において

は少なく、末梢血の T細胞中 0.1-0.2%のみである。 

	 α-Galactosylceramide (α-GalCer)5 などの CD1d リガンドによる刺激によって活性化した

iNKT細胞は、様々なサイトカイン、ケモカインの産生や、細胞障害性を示すことで、免疫

系において重要なエフェクター作用を示す 6-8。その際に産生するサイトカインは、IFN-γ、

TNF-α、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-9、IL-10、IL-13、IL-17、IL-21、GM-CSFなどが

同定されている 9。近年では、ある特定のサイトカイン産生をする iNKT細胞のサブセット

も同定されている。すなわち、Tbet+ NKT1 細胞は IFN-γ、 GATA3+ NKT2 細胞は IL-4、IL-13、

RORγt+ NKT17 細胞は IL-17a、NKT10細胞は IL-10を産生するサブセットであると同定さ

れており、それぞれの細胞は特定の臓器や組織に存在し、増殖・成熟化する 10,11。iNKT 細

胞は自然免疫受容体からの刺激によって産生されたサイトカインによっても活性化が可能

であり 7,8(Fig. 1-1)、この経路による iNKT細胞の活性化によって、CD1dリガンドを持たな

い微生物に対しても NKT 細胞による免疫応答が可能である。iNKT 細胞は、産生するサイ

トカインを介して樹状細胞、NK細胞、B細胞、ヘルパーT (CD4+) 細胞やキラーT (CD8+) 細

胞の活性化を行うことで、獲得免疫系の活性化やヘルパーT 細胞のバランス(Th1/Th2)に関

与していることが明らかとなっている 12-14。このように iNKT細胞は、免疫系においてエフ
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ェクター作用を示すことで、微生物免疫 8,15、腫瘍免疫 16、腸管免疫 17、自己免疫疾患 18、移

植免疫 19、アレルギー疾患 20、炎症性疾患 21や代謝性疾患 22,23など広範な免疫応答や疾患に

関与しているとされ、この特徴を利用した疾患治療法の開発も盛んに行われており 24-28、生

体防御において重要な役割を果たす細胞として位置付けられている。 

 

Fig. 1-1 iNKT細胞の活性化経路 2 

 

第二節	 CD1dおよび CD1dリガンド  

	 CD1dは、MHC class I様抗原提示分子である CD1ファミリータンパク質の一つであり、

抗原提示細胞だけでなく、胸腺細胞、肝臓細胞、腸管上皮細胞、B細胞など広く組織、細胞

に分布しているタンパク質である 1,2。これまでに、様々な構造を有するリガンドと、マウ

スおよびヒト CD1d との複合体の結晶構造が解析されている 6。CD1d は、A’ポケットと F’

ポケットという 2 つの大きな疎水性の抗原結合領域を有しており、代表的リガンドとして

知られているα-GalCerの場合は、長鎖アシル基が A’ ポケットに、スフィンゴシン部分が F’ 

ポケットに結合しており、親水性のガラクトース部分は二本のαヘリックスの上部に位置し

ている 29(Fig. 1-2)。その他のリガンドについても同様の形式で結合することが明らかとなっ

ている 30-32。 
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Fig. 1-2 CD1d–リガンド複合体 (PDB: 1ZT4) 

 

	 CD1d は、他の CD1 分子の発現時と同様に、小胞体(ER)においてフォールディングされ
33,34、その際に、タンパク質構造の安定化のため、ER内のリン脂質をシャペロン脂質として

結合させている 35。その後、CD1dはゴルジ体を経由して細胞膜に提示された後、チロシン

モチーフとアダプタータンパク質である AP-3と相互作用することにより、エンドサイトー

シス経由で再度細胞内に取り込まれ、最終的に後期エンドソームあるいはリソソームに到

達する 36。これらに到達した CD1dは、サポシン A-D37,38、GM2 activator39、Niemann–Pick C2

型タンパク質 40 といった脂質輸送タンパク質を介して脂質抗原と結合し、再び細胞膜に提

示される(Fig. 1-3)。一方、親水性の高い CD1dリガンドについては異なるリガンド結合経路

も提唱されている。すなわち、短いアシル鎖、スフィンゴシン鎖や不飽和結合を含むアシ

ル鎖などの構造を有するα-GalCer 誘導体は、エンドソーム/リソソームへの取込みを介する

ことなく、細胞膜上の CD1dに直接結合する経路も存在することが示されている 41。 

 

F' pocket

A' pocket

PDB: 1ZT4



 

 8 

 
Fig. 1-3 CD1dリガンドの提示機構 

 

	 CD1dは、種々の脂質分子と結合することが可能であり、これまでに、スフィンゴ糖脂質、

ジアシルグリセロール、リン脂質、リポペプチド、エーテル脂質、小分子やペプチドがリ

ガンドとして同定されている。代表的リガンドとして知られているα-GalCer (KRN7000)5は、

海綿 Agelas mauritianusより単離された agelasphin 9b42より誘導化された糖脂質であり、CD1d

に結合し、NKT細胞を強く活性化する 43ことから NKT細胞の機能解析に最も使われている

脂質リガンドである。このほかに外因性リガンドとして、共生菌 Bacteroides fragilis44,45由来

α-GalCerや Aspergillus fumigatus46由来β-GalCer、Sphingomonas由来α-GlcACer47、Streptococcus 

pneumoniae由来α-GlcDAG48や Borrelia burgdorferi由来α-GalDAG49、Helicobacter pylori由来

cholesteryl α-glycosides50、Leishmania donovani51や Entamoeba histolytica52由来イノシトールリ

ン脂質、Mycobacterium tuberculosis由来イノシトールリン脂質 53が同定されている。内因性

リガンドは、α-、β-GalCerや GlcCer、 isoglobotrihexosylceramide (iGb3)、ganglioside D3 (GD3)

といったスフィンゴ糖脂質やホスファチジルイノシトール (PI)、ホスファチジルエタノー

ルアミン (PE)、リゾ型のホスファチジルコリンが同定されている 30-32。 
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Table 1-1 CD1dリガンド 

 

agelasphin 9b (Agelas mauritianus) 

 

α-GalCer (KRN7000) 

 

α-GalCer (Bacteroides fragilis) 

 

β-GalCer (Aspergillus fumigatus) 

 

α-GlcACer (Sphingomonas) 

 

α-GlcDAG (Streptococcus pneumonia) 

 

α-GalDAG (Borrelia burgdorferi) cholesteryl α-glycosides (Helicobacter pylori) 

 
α-GalCer (mammalian) β-GalCer (mammalian) 

 

iGb3 (mouse) 

 
Phosphatidylinositol (PI) 

 
Phosphatidylethanolamine (PE) 

 

Lysophophatidylcholine (LPC) 

 

Plasmalogen PE 
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	 α-GalCer の構造を基盤とした誘導体による構造活性相関研究によって、リガンド構造が

iNKT 細胞活性化の強弱だけでなく、iNKT 細胞の産生するサイトカインのバランスにも影

響することが明らかとなってきた 54,55。近年では、合成化合物だけでなく、天然由来の CD1d

リガンドにおいても選択的なサイトカイン誘導を示すものも見つかっている 52(Table 1-2)。

NKT 細胞のサイトカイン産生バランスを制御することは、がん免疫療法やワクチンアジュ

バントの開発や、多発性硬化症やクローン病などの自己免疫疾患などの疾患治療法開発の

観点から重要であり、選択的に Th1あるいは Th2 サイトカインを誘導する”バイアスドリガ

ンド”の開発も行われているが 56、詳細な Th1/Th2 等のバランス制御機構は未だ明らかとな

っていない。本研究では、Th1 型サイトカインとして知られる IFN-γを選択的に誘導する

CD1dリガンドとして単離・構造決定された Entamoeba histolytica 由来イノシトールリン脂

質 52に着目し、その化学合成、生物活性の解析を行った。 

 

Table 1-2 Th1/Th2 選択的リガンド 

Th1 Th2 

 

α-C-GalCer 

 

OCH 

 
NU-α-GC 

α-GalCer (C20:2)  

 

7DW-8-5 

 

 

SMC124 
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第三節	 イノシトールリン脂質  

	 イノシトールリン脂質は、真核生物に広く保存されているリン脂質であり、D-myoイノシ

トールの一位水酸基にリン酸基を介して脂質部分が結合した基本構造を有している 57。イノ

シトールリン脂質の脂質構造は多様性に富んでおり、主にジアシルグリセロール、アルキ

ルアシルグリセロール、あるいはセラミドが脂質分子として結合した構造が見出されてい

る(Fig. 1-4)。グリセロールの立体は、生物種によって異なり、一般的に古細菌は sn-1 位

(sn-2(S))にリン酸基を有する一方、細菌や真核生物は、sn-3 位(sn-2(R))にリン酸酸基を有す

ることが知られている 58。イノシトールリン脂質は、生体膜構成脂質としての機能だけでな

く、イノシトール上の水酸基が様々な修飾を受けることによりシグナル伝達やタンパク質

の細胞膜への固定化など多様な生理機能を有している 59。また、イノシトールリン脂質は、

CD1d に結合し NKT 細胞を活性化することも報告されていることから免疫機構への関与も

示唆されている 31。 

 
Fig. 1-4 イノシトールリン脂質基本構造 

	 グリコシルホスファチジルイノシトール(GPI)は、タンパク質の C末端に結合し、その GPI

脂質部位を介してタンパク質を細胞膜に固定化する機能を持つ複合糖脂質である 60。GPIは、

共通構造としてホスホエタノールアミン、3つのマンノース、アセチル化を受けていないグ

ルコサミンおよびイノシトールリン脂質を有しており、全体構造として

EtNP-6Man(α1-2)Man(α1-6)Man(α1-4)GlcN(α1-6)myo-inositol-P-lipid を有している。イノシト

ールに結合する脂質部分の構造は、生物種によって異なるが、ジアシル型、アルキルアシ

ル型、セラミド型が知られている 61。原虫において、GPIは主要な細胞膜構成成分の一つで

あり、寄生性原虫の病原性因子としても知られている 62。また、GPIは原虫の宿主細胞への

侵入や免疫応答からの逃避に重要な役割を果たしていることも明らかとなっている 63,64。 
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第四節	 イノシトールリン脂質の合成研究  

	 イノシトールリン脂質は、シグナル伝達、細胞膜形成や GPI アンカーとしてタンパク質

の細胞膜への固定化など、多様な機能を有しており、その機能解析のため、これまで多く

のグループによってイノシトールリン脂質やその誘導体の合成研究が報告されてきた 65。し

かし、リゾ型イノシトールリン脂質の合成については限られた例が知られるのみであった。

Vanmiddlesworth ら は 、 大 豆 由 来 1-stearoyl (or	

palmitoyl)-2-linoleoyl-3-glycero-phosphatidyl-D-myo-イノシトール１を出発原料とし、酵素法に

よる sn-1 の脂肪酸の切断、続く sn-2 の脂肪酸の sn-1 への転位を経る半合成法によって

Lysofunginの合成を達成している(Scheme 1-1)66。また、Eiblらは、光学分割法を用いて得た

イノシトール誘導体に対し、sn-2 位がベンジル基で保護されたアシルグリセロールを縮合

した後、保護基を除去することにすることにより lysophosphatidylinositol の合成に成功して

いる(Scheme 1-2)67。Vanmiddlesworthらの半合成法においては、出発物質が天然物であるた

め、原料の量的供給や、脂肪酸の構造が制限されてしまう問題点があった。また、Eiblらの

方法は、光学活性なイノシトール中間体の合成において問題となる、水酸基の保護、脱保

護の多数の工程が必要であった。そこで、本研究では、リゾ型を含むイノシトールリン脂

質の効率的な合成法の開発を目指し、位置選択的リン酸化反応の開発による光学活性イノ

シトール中間体合成の効率化と、合成の終盤にアシルグリセロールユニットを導入する収

束的合成によって誘導体合成の効率化をおこなった。 

 

Scheme 1-2 リゾホスファチジルイノシトールの合成 (Vanmiddlesworthらの方法) 
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Scheme 1-2 リゾホスファチジルイノシトールの合成 (Eiblらの方法) 

 

	 GPIアンカーは、その構造の複雑さ、寄生性原虫のワクチン 68や診断薬 69,70の開発の観点

から化学合成研究が盛んに行われており、これまでに多くのグループによって合成が報告

されてきた 71,72。Seeberger、Silvaらは、Toxoplasma gondiiの GPIアンカーの合成において、

3つの直交的に除去可能な保護基を有するマンノース誘導体 8を鍵中間体として、それに対

し順次糖鎖部分を導入する収束的な手法によって効率的に GPI 糖鎖部分を合成する合成戦

略を開発した (Scheme 1-3)73。本戦略は、様々な GPI糖鎖部分の誘導体合成にも適用を可能

であるが、脂質部分、特に不飽和結合を含む脂肪酸を有する誘導体の合成においては、最

終的な保護基の除去に接触水素還元を用いているため適用が困難であった。 

 

 本研究では、上記に述べた合成法では困難であった不飽和脂肪酸含有構造など種々の GPI

アンカー型糖脂質に展開しうる合成方法を開発し、次節で述べるように赤痢アメーバ感染

症に関連する細胞表層分子として同定された不飽和脂肪酸を有する特異な構造を持つ GPI

型イノシトールリン脂質について、アリル基、アリルオキシカルボニル基を用いた保護基

戦略を適用した化学合成を行い、合成化合物を用いた生物活性解析へ展開した。 
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Scheme 1-3 GPIアンカーの化学合成 (Seebergerら) 

 

第五節	 赤痢アメーバ Entamoeba histolytica由来イノシトールリン脂質  

	 赤痢アメーバ Entamoeba histolytica(Fig. 1-5)は、腸に寄生する嫌気性寄生性原虫であり、

アメーバ性大腸炎やアメーバ性肝膿瘍といった重篤な感染症を引き起こす病原体である 74。

E. histolytica感染により世界中で年間 100,000人が死亡していると報告されている 74。近年、

Lotter らにより、マウスモデルでのアメーバ性肝膿瘍発症において、E. histolyticaの主要な

細胞膜構成成分であるリポペプチドポスホグリカン(EhLPPG)が、CD1d/NKT 細胞や自然免

疫応答を介し重要な役割を果たしていることが報告された 52。 

 

Fig. 1-5 赤痢アメーバ Entamoeba histolytica (トロフォゾイト期) Reprinted from Figure 1 

(below), The Lancet, 361, Stanley SL Jr., Amoebiasis, 1025, 2003, with permission from Elsevier. 

 

	 EhLPPGは、GPIアンカー型の複合糖脂質であるが、他の種の GPIと異なり、糖鎖部末端

に ガ ラ ク ト ー ス を 有 し て い る 。 全 体 構 造 は 、

GalαMan(α1-6)Man(α1-4)GlcN(α1-6)myo-inositol-PO3-lipid であり、ガラクトースのマンノー
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スへの結合位置は未決定である 75。また、EhLPPGは、CD1d依存的に NKT細胞を活性化し、

脾臓および肝臓リンパ球において IFN−γ選択的なサイトカイン誘導を示すことが報告され

た 52。EhPIaおよび EhPIbは、NKT細胞刺激活性を有する最小構造として単離された EhLPPG

末端部のイノシトールリン脂質である(Fig. 1-6)。EhPIbの構造的特徴として、1) 炭素数 28

あるいは分子内に不飽和結合を有する炭素数 30といった長鎖脂肪酸、2) リゾ型のグリセロ

ール、3) イノシトール 2位のパルミトイル基が挙げられる。なお、グリセロール sn-2位の

立体は、他の原虫の GPI構造 76との比較から R体だと予想されるが、未決定であり、また、

長鎖脂肪酸の不飽和結合の位置は構造解析の結果からω-9と決定されているが 77、その幾何

異性は未決定であった。EhPIb は EhLPPG と同様に、CD1d 拘束的な NKT 細胞活性化によ

る IFN-γ選択的なサイトカイン誘導を示すことが報告されている。以上の様に、EhLPPG、

EhPIa、EhPIb は、特徴的な生物活性を示すことが報告されているが、天然より単離された

これら化合物は異なる脂肪酸エステルの混合物であったこと、グリセロール 2 位の立体が

未決定であったことから詳細な脂質構造と生物活性との相関は明らかとなっていなかった。

さらに、EhLPPG は Gal-Man-Man といった特徴的な GPI 糖鎖構造を有しているがその生物

活性への影響も明らかとなっていなかった。そこで、本研究では、EhPI の生物活性の詳細

を解析するため、グリセロールの sn-2 位の二つの立体、単一脂質構造を有する EhPIa およ

び EhPIb、さらに糖鎖構造を有する EhPIbの化学合成を行った。またその過程において、汎

用的なイノシトールリン脂質合成法の確立を指向して、位置選択的リン酸化反応の開発お

よびアリルおよびアリルオキシカルボニル基を適用する新規保護基戦略の開発を行った。

生物活性の解析では、まず、EhPI が有する長鎖脂肪酸が、細胞膜破壊などによる細胞毒性

を有することが考えられたため、細胞毒性試験を行った。次に、EhPIの NKT細胞活性化経

路の解析のため、マウス CD1dとの結合活性試験を行った。また、脂質構造および糖鎖構造

と生物活性の相関を解析するため、合成した脂質構造および糖鎖構造の誘導体を用いて免

疫細胞あるいは NKT細胞のサイトカイン誘導評価を行った。さらに、天然の EhLPPGを用

いた研究より見出された抗リーシュマニア活性 78を、合成した EhPIを用いて解析した。 
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Fig. 1-6 Entamoeba histolytica由来イノシトールリン脂質 
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第二章	 イノシトールに対する位置選択的リン酸化反応の開発と EhPIaの合成  

 

第一節	 背景  

	  イノシトールリン脂質は、生体における様々な機能に関与しており、その生理的機能や

生物活性の解明のため、数多くのグループによって合成研究が行われてきた 65。また、イノ

シトールリン脂質は、水酸基を 6 つもつメソ体の myo-イノシトールを基本骨格として有し

ており(Fig. 2-1)、その特定の位置にリン酸基やその他の官能基を選択的・効率的に導入する

ことは、合成における鍵段階であることから、これまでに位置・立体選択的なリン酸基の

導入法の開発がされてきた。 

 

Fig. 2-1 位置特異的なリン酸化 

 

	 位置選択的なリン酸基の導入について、主に以下の 4つの手法が開発されてきた(Scheme 

2-1, Scheme 2-2)。すなわち、1) 光学分割法による光学活性なイノシトール誘導体の調製、

2) キラルプール合成による光学活性イノシトール誘導体の調製、3) 市販の光学活性イノシ

トール誘導体の利用、4) イノシトールに対する直接的位置・立体選択的なリン酸化である。

1)において、尾崎、渡辺らは、ラセミ体のイノシトール誘導体に対し、光学活性なメントー

ル誘導体を導入し光学分割するキラルなイノシトール誘導体の調製法を報告した 79。また

Bruzikらは、無保護の myo-イノシトールに対し、D-camphor dimethyl acetalを作用させ、続

いて水酸基のベンジル化を行うことで、光学活性イノシトール誘導体の合成に成功してい

る 80。2)においては、Benderらは、D-グルコースを光学活性原料とするキラルプール法を用

い Ferrier転位反応を鍵反応として、光学活性イノシトールの合成に成功している 81。3)にお

いては、2,3:5,6-bis-O-(1-methylethylidene)-D-myo-inositol 1,4-dibutanoate (27)を出発原料とする

イノシトールリン脂質合成が報告されている 82,83。4)において、Millerらは、メソ体の myo-

イノシトール誘導体に対して、ジフェニルリン酸クロリドをリン酸化剤として光学活性な

ペプチド触媒を作用させることにより、高エナンチオ選択的に 1 位あるいは 3 位水酸基に
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リン酸基を導入することに成功している 84。また、4、6 位水酸基に対し、光学活性ペプチ

ド触媒存在下アミダイト試薬をリン酸化剤として作用させることで、立体選択的なリン酸

基の導入に成功している 85。さらに近年では、リン酸化試薬上に不斉補助基を導入し、メソ

体のイノシトール誘導体に対しリン酸化を行う調製法も報告されている。Jessenらは、マン

デル酸誘導体を導入したホスホロアミダイト試薬を用いることで、位置選択性は見られな

いものの、通常の精製操作によって生成した立体異性体の単離に成功しており 86,87、さらに

ホスホロアミダイト試薬の活性化剤を pentafluorphenol へと変更することで、立体選択性を

発現させることを報告している 88。 

 

尾崎らの方法 (光学分割) 

 
Bruzikらの方法 (光学分割) 

 
Prestwichらの方法 (キラルプール法) 

 

光学活性イノシトール化合物 (市販) 

 
Scheme 2-1 光学活性イノシトール合成法 1 
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Millerらの方法 (エナンチオ選択的リン酸化法) 

 

Jessenらの方法 (ジアステレオ選択的リン酸化法) 

  
Scheme 2-2光学活性イノシトール合成法 2 

	 以上のように、これまでに数多くの位置選択的なリン酸基の導入法が報告されているが、

1)、2)においては目的の化合物までに、保護・脱保護工程を含む多くの工程数が必要なこと、

3)においては、市販のキラルイノシトール誘導体が高額であり、また、すでに導入されてい

る保護基によって合成ルートが制限されること、4)の Millerらの手法では、基質ごとにペプ

チド触媒の設計が必要であること、Jessenらの手法では、リン酸基導入の選択性の低さとい

った改善の余地があった。 

	 以上の背景から、筆者は EhPIa,bの合成において、効率的な新規イノシトールリン脂質合

成法の確立を目指し、位置選択的リン酸化反応を鍵反応とする以下のような合成計画を立

案した。(Scheme 2-3)	 すなわち、EhPIaおよび bは、イノシトールリン酸エステルとアシ

ルグリセロールの二つのフラグメントにわけて合成し、連結させた後、酸性条件で保護基

の除去を行うことで合成することとした。また、イノシトールリン酸エステルは、本研究

で開発した、位置選択的リン酸化反応によって合成し、アシルグリセロールの長鎖脂肪酸

は、神戸らによって開発された Ni 触媒によるアルキル−アルキルクロスカップリング反応
89を適用し、合成することとした。 
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Scheme 2-3	 Entamoeba histolytica由来イノシトールリン脂質の合成計画 

 

第二節	 位置選択的リン酸化反応の開発  

	 当研究室の佐藤らは、次に示すコンセプトに基づき、新規な位置選択的リン酸化反応を

立案した。(Fig. 2-2) すなわち、1位、3位、および 5位水酸基が遊離のメソ体のイノシトー

ル誘導体に対し、光学活性な 1,1’-bi-2-naphthol (BINOL) を不斉補助基として有する三価お
よび五価リン酸化剤を作用させ、選択的リン酸基を導入する手法である。本反応で用いる

リン酸化剤は、市販品より 1ポット 1工程ないし 2工程にて簡便に合成可能である 90,91。ま

た、反応基質として設計したイノシトール誘導体は、1位及び 3位の水酸基が立体的に空い

ているため、5位水酸基よりも優先的に反応すると考えた。さらに、生成物である 1位およ

び 3 位リン酸化体はジアステレオマーとなるため、通常の精製操作によって望む立体異性

体の単離が可能となる。 
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Fig. 2-2 位置選択的リン酸化反応のコンセプト 

 

	 まず、リン酸化反応の基質となるイノシトール誘導体の合成を行った(Scheme 2-6)。myo-

イノシトールを出発原料とし、1,3,5 位水酸基をオルトエステル化 92した後に、4,6 位を p-

メトキシベンジル(PMB)基で、2位を MOM基で保護し、オルトエステルを酸性条件で加水

分解することで、44を得た。 

  

Scheme 2-4 イノシトール誘導体 44の合成 
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	 当研究室の佐藤は、44を基質として、5価のリン酸化剤である 47を用いたところ、モノ

リン酸化体を収率 40%で得たものの、位置選択性は見られなかった(1-P:3-P = 50:50) (Table 1, 

Entry 1)。次に別のリン酸化手法であるホスホロアミダイト法を適用し、48を用いたところ、

収率 74%、79:21の選択性で１位リン酸化体 45を優先的に得ることに成功した(Entry 2)。本

条件により、望む 1位リン酸化体 45を良好な収率で得られたものの、選択性や、48の反応

性の低さにより過剰量の試薬が必要であること、反応時間を長時間要することなどの理由

により、改善の余地があった。まず 48を用いて種々検討したものの、良好な結果は得られ

なかった。そこで筆者は、選択性の向上を目指し、さらなる検討を行った。 Entry3, 4では、

反応時間の短縮を指向して、高活性な活性化剤(6-CF3HOBt93)および、より柔軟な構造をも

つ H8-BINOLを不斉補助基として有するリン酸化剤 4994を用いたが、副生成物である過剰な

リン酸化体が生じ、目的物の収率、さらに位置選択性が低下する結果となった 95。 

 

Table 2-1 位置選択的リン酸化反応の検討 1 

 

 

Entry Reagent (eq.) Time yield dr (45 : 46) 

1 47 (5.0), Et3N (2.0), DMAP(0.5) 1 d 40%, dr (50 : 50) 

2 48 (5.0), tetrazole (5.0) 1 d 74%, dr (79 : 21) 

3 48 (3.0), HOBt-CF3 (6.0) 1 h 53%, dr (75 : 25) 

4 49 (5.0), tetrazole (5.0) 2.5 h 49%b, dr (90 : 10) 

a: Structure was determined by X-ray crystallography. b: contains diphosphate ca. 50%. 

 

 

	 次に筆者は、五価リン酸化剤のリン上の原子に着目し、O、S、Seと変換することで収率

および選択性の向上を試みた(Table 2-2)。はじめに、DMAPを塩基として 47 を作用させた
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ところ、Table 2-1と同様に選択性は見られなかった(Entry 2)。次に Oから S、Seへと変換

したリン酸化剤 50、51を用いて検討を行った。これらの試薬は、村井らによってラセミ体

のアルコールやアミン化合物のキラル誘導化・光学分割試薬として開発された化合物であ

る 96,97。また、S、Se は mCPBA などを用いる酸化反応によって酸素原子へと変換可能であ

る。まず、硫黄原子を有する 50を用いた。その結果、目的生成物はわずかしか得られなか

った。これは、50 のジクロロメタン中における溶解性が良くないこと、硫黄原子の酸化が

進行しにくかったことが要因と考えられる。しかし、本条件においてわずかながら位置選

択性の向上が見られた(67:33)。次に、セレン原子を有する 51を用いたところ、リン酸化な

らびに酸化反応がともに円滑に進行した。その結果、収率および選択性はさらに向上し、

収率 74%、88:12 の選択性で望む 1 位リン酸化体 45 を得ることに成功した。本反応では、

リン酸上の原子が O、S、Seと原子半径が大きくなるにつれ、リン酸化反応の選択性が向上

した。反応性および選択性の向上は、原子半径の増大による電子的、立体的な要因が反応

の遷移状態に影響を及ぼしたためだと考えられる。今後、量子化学計算によって本反応の

遷移状態を解析する予定である。なおこの条件は、グラムスケール(20 mmol)にも適用可能

であり、本イノシトールリン脂質合成における重要中間体の量的供給も可能とした。また、

反応溶媒を THF, トルエンと変更したところ(Entry 5, 6)、リン酸化試薬の溶解性が低下し、

収率および選択性の低下が見られたため、CH2Cl2が最適な反応溶媒であると決定した。 
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Table 2-2位置選択的リン酸化反応の検討 2  

 

 

Entry Reagent (eq.) Solvent Temp. yield dr (45:46) 

1 48 (5.0), 1H-tetrazole (5.0) CH2Cl2 r. t. 74 79:21 

2 47 (2.0), DMAP (2.0) CH2Cl2 0 ºC 56 50:50 

3 
50 (2.0), DMAP (2.0) 

then mCPBA (5.0) 
CH2Cl2 0 ºC 4 66:34 

4 
51 (2.0), DMAP (2.0) 

then mCPBA (2.0) 
CH2Cl2 0 ºC 74 88:12 

5 
51 (2.0), DMAP (2.0) 

then mCPBA (2.0) 
THF 0 ºC 16 76:24 

6 
51 (2.0), DMAP (2.0) 

then mCPBA (2.0) 
Toluene 0 ºC 3 61:39 

 

	 次に、ジアステレオマー混合物である 45および 46の分離の検討を行った(Scheme 2-3)。

45、46 は、再結晶やカラムクロマトグラフィーといった通常の精製操作では分離が困難で

あったため、45、46 の 3,5 位水酸基に保護基を導入した化合物について分離の検討を行っ

た。種々の保護基の検討の結果、Alloc 基を導入した 52 において、カラムクロマトグラフ

ィーによるジアステレオマーの分離に成功した。続いて、得られた単一の異性体について

構造決定を行った。はじめに、X線結晶構造解析による構造決定を試みた(Scheme 2-7)。結

晶化に用いる化合物を調製するため、52 に対し、北村らによって開発された Ru 触媒 98,99

を用いて Alloc基を除去した後、結晶化を促進する p-ブロモベンゾイル基を導入し 53 を得

た。 
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Scheme 2-5 p-BrBz化体 53の合成  

 

	 53 をアセトニトリル中で再結晶し結晶を得た後、X 線結晶構造解析を行った。しかしな

がら、得られた結晶が含溶媒結晶であったために結晶の質が悪く、構造確認はできたもの

の、決定までは至らなかった。そこで、文献既知のイノシトール-1-リン酸 100 へと誘導し、

旋光度を文献値と比較することで構造決定を行うこととした(Scheme 2-6)。45に対し、TBS

基を導入し、BINOLをベンジルエステルへと変換し 34を得た。続いて、TBS基の除去、残

る保護基を酸性条件によって除去し、陰イオン交換樹脂および陽イオン交換樹脂をもちい

て精製し、ジジクロヘキシルアミン塩とすることで 58 を得た。58 の旋光度は+2.0 (文献値
100:[α]28

D +3.9 º (c 3.0, H2O))を示し 1位リン酸化体であると決定した。 
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Scheme 2-6 イノシトール 1リン酸 58の合成  
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第三節	 EhPIaの合成  

	 EhPIaおよび EhPIbは、グリセロール sn-2位の立体が未決定であったことから、sn-2位の

Rおよび S体の両方を合成し、その構造活性相関を調べる計画とした。そこでまず、グリセ

ロール部分の合成を行った(Scheme 2-7)。市販の光学活性グリセロール誘導体 59aより、ア

リル基の導入、イソプロピリデン基の除去、シリル基の導入の三工程を経て 60aを得た後、

sn-2位への PMB基、アリル基の除去を経て、アルコール 62aを得た。逆の立体の 62bにつ

いても同様の工程で合成を行った。 

 

 
Scheme 2-7 グリセロール誘導体 62a、62bの合成 

 

	 次に、Ni触媒によるアルキル−アルキルクロスカップリング反応 89を適用した長鎖脂肪酸

の合成を行った(Scheme 2-8)。市販の 12-ブロモドデカン酸を tert-ブチルエステル 37 とし、

オレイン酸を三工程にてグリニャール試薬 38とし、カップリング基質の合成をおこなった。

続いて、両基質を THF中 NiCl２、1, 3-ブタジエン存在下反応させることで望む炭素数 30、

cis の幾何異性を有する長鎖脂肪酸エステル 63 の合成に成功した。63 は酸性条件に付すこ

とで、tert-ブチル基を除去し、酸型 36 とした。続いて、62a および 62b と縮合し、シリル

基の除去を行いアシルグリセロール 35aおよび 35bの合成を行った。 

	 イノシトールリン酸部位 34および、アシルグリセロール 35aおよび 35bを基幹中間体と

して得たので、続いて EhPIaの合成を行った(Scheme 2-9)。34にアセトン溶媒中臭化リチウ

ムを作用させる 101ことで、ベンジルエステルを 1 つ除去し、続いて光延条件を用いてアシ

ルグリセロールの縮合 102を行い、64a、64bを得た。シリル基を TBAFを用いて除去した後、

TMSBr/BSTFAを用いてベンジル基を除去、残る全ての保護基を TFAの酸性条件で除去し、

生成物を順相のシリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製することで、2つの異なる立体

の EhPIa (16a, 16b)の合成を達成した。 
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Scheme 2-8 モノアシルグリセロール 35a, 35bの合成  

 

 

Scheme 2-9 EhPIa (16a,16b)の合成 
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第四節	 結論  

	 本章では、EhPIaの合成において、効率的な新規イノシトールリン脂質合成法の確立を目

指し、新規な位置選択的リン酸化反応の開発を行った。その結果、リン上にセレンを有す

るセレノリン酸クロリド 51を用いた場合に高収率、良好な選択性で目的とする 1位リン酸

化体を得ることに成功した。さらに、本条件はグラムスケールにも適用可能なことから本

合成ルートにおける重要中間体の量的供給も可能とした。また、Ni 触媒によるアルキル−

アルキルクロスカップリング反応を適用することで、長鎖脂肪酸の合成に成功した。位置

選択的リン酸化反応および長鎖脂肪酸合成法を鍵段階として、グリセロール sn-2 位の 2 つ

の立体を有する EhPIaの合成に成功した。本合成ルートは、効率的に単一の立体のイノシト

ールリン酸が得られる点、また、アルキル−アルキルクロスカップリング反応により多様な

脂肪酸が調整可能なことから、EhPIaだけでなく様々な構造のイノシトールリン脂質合成に

適用できると考える。 

	 また、本章で合成した EhPIaの生物活性については、第四章で述べる。 
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第三章	 アリルおよびアリルオキシカルボニル基を永続的保護基とする新規保護基

戦略による EhPIbおよび糖鎖含有 EhPIbの合成  

 

第一節	 背景  

	 前章では、イノシトールに対する位置選択的リン酸化反応の開発とそれを鍵段階とする

赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質 EhPIaの合成について述べた。本章では、より複雑

な構造を有する EhPIbおよび糖鎖含有 EhPIbの合成を目的とした。EhPIbおよびその糖鎖付

加体は、その分子内に、不飽和結合、リン酸エステル結合、エステル結合、リゾ型グリセ

ロールおよび糖鎖構造を有している(Fig. 3-1)。近年、そのような複雑な構造を有する複合脂

質、特に分子内に不飽和結合を含む複合脂質の合成研究に焦点が当てられている。また、

不飽和結合含有脂肪酸を有する複合脂質は、生物活性の鍵構造となっている場合があり、

生物活性の解明、構造活性相関研究の観点からも、合成化学による化合物の供給は重要で

ある。 

	 不飽和結合は、接触水素還元条件に不適であることから、糖鎖合成、複合脂質合成で多

用されてきたベンジルエーテルを水酸基の永続的保護基とする合成戦略を適用することが

できない 103。その観点から、近年、ベンジル基を使用しない新たな保護基戦略の開発が行

われてきた。2006年、Nikolaevらは、Tripanosoma cruziの不飽和脂肪酸含有 GPIアンカー

の合成において、塩基性条件で除去可能なベンゾイル(Bz)基を糖鎖部分の水酸基の永続的保

護基とし、最終的にナトリウムメトキシドを用いて Bz基を除去し、GPIアンカーの合成に

成功している(Scheme 3-1)104。しかしながら、強塩基性条件による Bz基の除去は、分子内に

存在するエステル結合の分解という副反応を生じ、収率が低下する問題があった。そこで、

Guoらは、水酸基の永続的保護基を酸性条件で除去可能な PMB基とすることでこの問題を

解決し、T. bruceiの不飽和脂肪酸含有 GPIアンカーの合成に成功した(Scheme 3-2)105。また、

Guo らは本手法を多不飽和脂肪酸であるアラキドン酸含有 CD52 抗原の GPI アンカーの合

成にも応用している 106。さらに Guoらは、接触水素還元条件に不適であるが、生理機能や

生物活性の解明に有用な分子プローブ合成に展開可能な官能基である、アジド基およびア

ルキン基を導入した GPIアンカーの合成に本手法を適用した 107。しかしながら、PMB基を

多用する保護基戦略では、グリコシル化反応等の酸性条件での反応において、PMB 基の分

解という副反応が生じる問題があった 107。そこで、Silvaらは、酸性条件で除去可能である

が、PMB 基に比べ耐酸性を有する 2-naphthylmethyl(Nap)基 108を水酸基の永続的保護基とし

て適用し、T. cruziのGPIアンカー部分構造の合成に成功した(Scheme 3-3)109。しかしながら、

Silva の報告では、GPI 糖鎖のグルコサミン部分までの合成であり、多糖構造への展開はさ

れていなかった。 
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Scheme 3-1 Nikolaevらの方法 (Bz基) 

 

Scheme 3-2 Guoらの方法 (PMB基) 

 

 

Scheme 3-3 Seebergerらの方法 (Nap基) 

 

	 以上の背景から、筆者は、不飽和結合を含む複雑な複合脂質合成における新たな合成戦

略として、水酸基の永続的保護基にアリル基およびアリルオキシカルボニル基を適用する

保護基戦略を立案した。アリルオキシカルボニル基やアリルエステルを永続的保護基に用

いるストラテジーは Alloc strategy として知られており、核酸合成やペプチド合成に適用さ

れた 110,111。不飽和脂肪酸を含有する複合糖質の合成例としては、アンタゴニストとして知

られる Rhodobacter sphaeroides lipid Aの全合成 112をはじめ、エーザイの開発したエリトラ

ン 113など不飽和脂肪酸を有するリピド A 誘導体の合成 114-116に用いられた。及川らは接触
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還元条件に不安定な蛍光標識基を有するリピド Aの合成に Alloc strategyを適用した 117。一

般的な糖鎖合成においては、隣接基関与や遠隔関与のないエーテル系保護基を使用する必

要性に迫られることがしばしば起こるが、アリルエーテルが永続的保護基に用いられるこ

とはほとんどなかった。これは最終脱保護においてアリルエーテルを高収率で切断するこ

とが容易ではないと考えられていたことによるものと思われる。 

	 アリル基およびアリルオキシカルボニル基は、耐酸性に優れており、他の保護基(シリル

基、アシル基、PMB基、Nap基など)と脱保護反応における直交性を有しているという特徴

がある。また、アリル基およびアリルオキシカルボニル基は、遷移金属触媒を用いて中性

条件で温和に除去が可能であり、近年では、高極性溶媒中におけるアリル基の除去条件も

報告されている。北村らは、メタノール溶媒中、キナルジン酸を配位子にもつルテニウム

錯体 69を用いる、アリル基の除去条件を報告している(Scheme 3-4)99。また、根東らは、メ

タノール溶媒中 1,3-ジメチルバルビツール酸、パラジウム触媒を用いることで、高収率にて

多数のアリル基を有する単糖の脱アリル化条件を報告している(Scheme 3-5)118。 

 
Scheme 3-4 北村らの手法 

 
Scheme 3-5根東らの手法 

 

	 アリル基およびアリルオキシカルボニル基を永続的保護基とした保護基戦略に基づく、

糖鎖含有 EhPIbの合成計画を以下に示す(Scheme 3-6)。すなわち、糖鎖含有 EhPIb(16a、16b)

は、水酸基をアリル基およびアリルオキシカルボニル基で保護した全保護体より、遷移金

属触媒を用いて全ての保護基を除去することで合成することとした。全保護体は、三糖中

間体 73 と擬二糖中間体 74a、74b のグリコシル化反応によって得ることとした。三糖中間

体 74は、ガラクトース、マンノースよりそれぞれ合成した単糖中間体を順次グリコシル化

することにより合成し、擬二糖中間体 74a、74b は、アジド糖 77 とイノシトール 75 とのα

選択的グリコシル化反応で合成することとした。イノシトール 75は、前章にて開発した位

置選択的リン酸化反応を用いて合成した 1位リン酸化体 45を共通中間体とし合成すること
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とした。また、糖鎖を含まない EhPIbについては、1位リン酸化体 45 より保護基をアリル

基やアリルオキシカルボニル基に変換した 76とアシルグリセロールと縮合の後、遷移金属

触媒で保護基を除去することにより合成することとした(Scheme 3-7)。 

 
Scheme 3-6 糖イノシトールリン脂質の合成計画 

 

Scheme 3-7 EhPIbの合成計画 
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第二節	 EhPIbの合成  

	 はじめに、EhPIbのイノシトール中間体 78の合成を行った(Scheme 3-8)。まず、1位リン

酸化体 45 の水酸基のアリル化の検討を行った。強塩基性条件(e.g. NaH/AllylBr)や強酸性条

件(e.g. TfOH/ Allyl imidate)はアリル化体を与えなかったが、ルテニウム錯体 69を用いた脱

水的アリル化反応 119のみが目的とする 79 を収率 55％で与えた。続いて、BINOLを塩基性

条件にてベンジルエステルへと変換し 80を得た後、PMB基を DDQを用いて除去し、アリ

ルオキシカルボニル基を導入し 81 を得た。MOM 基は、ジクロロメタン中トリフルオロ酢

酸(TFA)を作用させることで除去し、TFAを留去したのちにすぐさまパルミチン酸との縮合

を行うことで、リン酸基の転位を抑制し、78の合成を行った。 

 

Scheme 3-8 イノシトール 78の合成  

	 次に、グリセロール部分の合成を行った(Scheme 3-9)。EhPIb の合成においてもグリセロ

ール sn-2位の構造活性相関研究のため、Rおよび S体の両方の立体について合成を行った。

市販の光学活性グリセロール誘導体 59a より、三工程をへて 82a を合成したのちに sn-2位

にアリル基を導入した。PMB 基を DDQ を用いて除去したのちに、前章で合成した長鎖脂

肪酸 30 (C30:1, cis)および同様の手法で合成した 炭素数 30・trans, 炭素数 28の長鎖脂肪酸
120を縮合し、シリル基を除去することで 87a、88a、および 89a を得た。もう一方の立体の

グリセロール部位も同様の手法で合成し、87b、88および  89bを得た。 

OH

HO O

OPMBPMBO

OMOM
P
O O

O 2-propen-1-ol

DCE, reflux, 55%

OAllyl

AllylO O

OPMBPMBO

OMOM
P
O O

O

N
O

O

Ru

PF6

NaH
BnOH

THF, 0 °C
81%

OAllyl

AllylO O

OPMBPMBO

OMOM
P
O OBn

OBn

2) AllocOBt, DMAP
    CH2Cl2, 92%

1) DDQ, CH2Cl2,
    pH 7 buffer, 70%

OAllyl

AllylO O

OAllocAllocO

OMOM
P
O OBn

OBn

50% TFA
Palmitic acid
DCC, DMAP

CH2Cl2, rt
60% (2 steps)

CH2Cl2, 0 °C
AllocO

O

O

OAlloc
OAllyl

AllylO

P
O

BnO
OBn

O

C15H31

45

69

79

80 81

78



 

 35 

 

Scheme 3-9 アリル保護モノアシルグリセロールの合成 

 

	 イノシトール中間体 78 およびアシルグリセロール中間体 87〜89 を合成できたので、

EhPIbの合成を行った(Scheme 3-10)。78のベンジルエステルを LiBrをもちいて片方のみ除

去したのちに、光延条件 102を用いてアシルグリセロールを導入した。つぎに、90a のベン

ジルエステルを除去したのちに、アリル基、アリルオキシカルボニル基の一挙除去を試み

た。当初、ジクロロメタン、メタノール混合溶媒中ルテニウム錯体 69を作用させたところ、

アリルオキシカルボニル基の除去は見られたものの、アリル基の除去は見られなかった。

これは、ベンジルエステルの除去の際に生じたリン酸リチウム塩が、配位子のキナルジン

酸から触媒の活性に重要なプロトン 121を奪ってしまったためと考えた。そこで、反応溶媒

中に TFA を 1%添加したところ、脱アリル化反応は良好に進行し、生成物を順相のシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーを用いて精製し、19aを収率 88%で得ることに成功し、EhPIb

の合成を達成した。同様の手法を用いて残る 5つの化合物も脱保護に成功し、計 6種の EhPIb

の合成を達成した。 
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Scheme 3-10 EhPIbの合成 
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第三節  糖鎖構造を有する EhPIbの合成  

	 前節の EhPIb の合成において、アリル・アリルオキシカルボニル保護基戦略が実証でき

たため、続いて糖鎖構造を有する EhPIb の合成を行った。EhLPPG は、Gal-Man-Man-GlcN

の糖鎖構造を有している。そこで、糖鎖部分の構造活性相関を見るために、全長の四糖含

有 EhPIb とグルコサミンを有する EhPIb について合成することとした。末端のガラクトー

ス－マンノース間の結合位置は未決定であったが、他の GPI 糖鎖構造との相同性から

Gal(α1-2)Man(α1-6)Man(α1-4)GlcNを合成することとした。 

 

 
Scheme 3-11 イノシトールアクセプター75の合成 

 

	 はじめに、イノシトール 75の合成を行った(Scheme 3-11)。化合物 79の 4位 PMB基の選

択的除去は、CH2Cl2t中、0 ºCで DDQを作用させることにより、収率 57%(原料回収収率 71%)

で行うことに成功し 93 を得た。これは、分子内の BINOLの立体障害により、6位 PMB基

に対し DDQが接近しにくくなったためと考えられる。続いて、塩基性条件にてリン酸エス

テルを BINOLからアリルエステルへと変換し、アリルオキシカルボニル基の導入、6位 PMB

基の除去、Lev 基の導入を経て 94 を合成した。MOM 基を酸性条件にて除去したのちに、

パルミチン酸の縮合を行い、Lev基をヒドラジン酢酸を用いて除去することでイノシトール

糖受容体 75の合成を行った。 

	 続 いて、アジド糖供与体 77 の合成を行った (Scheme 3-12)。既知の 3, 4, 
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99 を得た。続いて、脱離基の導入を行った。1 位のシリル基を TBAF を用いて除去したの

ちに、塩基性条件下 N-phenyl-trifluoroacetoimidoyl chloride124を作用させ、アジド糖供与体 77

の合成を行った。 

 

Scheme 3-12 アジド糖ドナー77の合成  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O
OAc

AcO
AcO

N3

OTBDPS OO
O
HO

N3

OTBDPS

1) NaOMe, MeOH
    ; IRA-120(H+)

AllylBr, Ag2O
TBAI O

OAllyl
NapO

AllylO
N3

OTBDPS
O

OH
NapO

HO
N3

OTBDPS
1) TBAF, AcOH
    THF, 67%

O
OAllyl

NapO
AllylO

N3 O CF3

NPh

2) 2-naphthaldehyde
    CH(OMe)3,
    p-TsOH•H2O, DMF
    75% (2 steps)

Cu(OTf)2
BH3•THF

CH2Cl2, MS4A
68%

2) ClC(NPh)CF3
    K2CO3, Acetone
    quant

90%

96 97

98 99

77



 

 39 

Table 3-1 グリコシル化反応の検討 

 

Entry Donor (eq.) Acceptor (eq.) Activator (eq.) Solvent Temp. Yield 

1 100 (2.0) 103 (1.0) TMSOTf (0.2) Et2O –20 ºC N. D. 

2 102 (3.0) 103 (1.0) PPh3AuNTf2 (0.4) Et2O 0 ºC 105, a: 21% 

3 101(3.0) 103 (1.0) TMSOTf (0.2) CH2Cl2 –20 ºC 
106, 

α:31%, β:ca. 24% 

4 77(2.0) 104 (1.0) TBSOTf (0.2) CH2Cl2/Et2O –20 ºC 
107, 

60% (α: β = 4: 1)a 

5 77 (2.0) 75 (1.0) TMSOTf (0.2) CH2Cl2/Et2O –20 ºC 
108, 

81% (α: β = 4: 1) 

6 77 (2.0) 75 (1.0) TBSOTf (0.2) CH2Cl2/Et2O –20 ºC 
108, 

90% (α: β = 9: 1)a 

a α/β ratio was determined by NMR analysis., N. D.= Not Detected, rt = room temperature. 

 

	 次にイノシトール糖受容体とアジド糖供与体のグリコシル化の検討を行った(Table 3-1)。

はじめに、4位を Lev基、6位をアリルオキシカルボニル基で保護した 100を糖供与体とし

て用い、糖受容体として、リン酸ベンジルエステルを有する 103を用いた(Entry 1)。その結

果、100の加水分解体が多く見られ、目的生成物を得ることはできなかった。次に、金触媒

を用いて、温和に活性化可能な o-ヘキシニルベンゾイル基を脱離基 125に持つ糖供与体 102

を用いて反応を行った(Entry 2)。その結果、低収率であるものの、105 のα体を 21%の収率

で得ることに成功した。Entry 2において目的生成物は得られたものの、その収率は低いも

のであった。これは、糖供与体の電子求引性の保護基によって、活性化後の中間体である

オキソカルベニウムカチオンが不安定化されており、副反応である加水分解が進行してし

まったためであると考えた。そこで、糖供与体上の保護基を電子供与性のエーテル基へと
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変更することとした。Entry 3 において、6 位をアリルエーテルとしたところ、グリコシル

化の収率は向上したが、選択性はよい結果は得られなかった。次に、4位を Nap基へと変換

した 77と、イノシトール 2位をパルミトイル基とした 104を用いたところ、グリコシル化

の収率は同程度であったが、選択性がα:β = 4:1まで向上した(Entry 4)。さらに、リン酸エス

テルをアリルエステルとした 75を糖受容体として用いたところ、選択性に変化はなかった

ものの、収率を 81%に向上させることに成功した(Entry 5)。活性化剤を TBSOTfとしたとこ

ろ、収率および選択性ともに向上し、108を収率 90%、α:β = 9:1で得ることに成功した(Entry 

6)。なお、α体とβ体はシリカゲルカラムクロマトグラフィーを用いてそれぞれを単離した。 

	 得られた擬二糖中間体108αのアリルエステルをLiBr/Acetone の条件を用いることで一つ

除去し、次に光延条件を用いてアシルグリセロールの導入を行った(Scheme 3-13)。アシルグ

リセロールは、炭素数 30、cis体の脂肪酸を有し、R体および S体のグリセロール部位を有

する 87a、87bを導入した。アシルグリセロールを導入したものは、アシルグリセロールと

DEAD が反応して生じた副生成物とシリカゲルカラムクロマトグラフィーによる分離が困

難であったため、アジド糖 4位の Nap基を除去することで 74a と 74b を単離した。本反応

は、アシルグリセロールの導入段階において反応が進行しにくく、低収率であった。これ

は、リン酸基に隣接しているアジド糖が立体障害として働き、リン酸基の求核攻撃を阻害

しているものと考えられる。 

 
Scheme 3-13 擬二糖中間体 74a、74bの合成 
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除去した後に、イミデートへと変換し、113を得た。 

 

 
Scheme 3-14 マンノースドナー113の合成 

 次に、アクセプター117の合成を行った(Scheme 3-15)。110より 2位水酸基をアリルオキシ

カルボニル化した後に、酸性条件にてベンジリデンを除去し 114 を得た。続いて、

2-chloro-N-methyl-pyridinium Iodide を縮合剤として 6位水酸基をレブリン酸エステルとした

後に、4位にアリルオキシカルボニル基を導入した。最後に Lev基をヒドラジン酢酸を用い

ることで除去し糖受容体 117を合成した。 

 
Scheme 3-15 マンノースアクセプター117の合成 
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Scheme 3-16 ガラクトースドナー124の合成 

	 得られた 3つの単糖中間体を、順次グリコシル化を行うことで三糖体 73の合成を行った
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ースドナー124 をジエチルエーテル中 TMSOTf を活性化剤として反応させ、三糖体 127 を

収率 74%で得た。127 の PMP 基を除去し、イミデートを導入することで、三糖供与体 73

の合成を行った。 
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Scheme 3-17 三糖中間体 73の合成 

 
Scheme 3-18 73、74a,bのグリコシル化反応 
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	 次に、導入した保護基の除去の検討を行った(Scheme 3-19)。残る保護基は、アリル系保護

基とアジド基であるが、アジド基を還元した際に生じるアミノ基は遷移金属触媒を失活さ

せる懸念があったため、先にアリル系保護基を除去した後に、アジド基を還元する手順を

とった。はじめに、擬二糖中間体 74a に対し、前節で用いたルテニウム錯体 69 を用いた。

その結果、アリルオキシカルボニル基および一部のアリル基の除去は進行したものの、全

てのアリル基を除去することはできなかった。そこで、別の方法としてパラジウム触媒を

使用する反応条件 118を適用することとした。74aに対し、ジクロロメタン/メタノール/水の

混合溶媒中、40 ºCにて 1,3-ジメチルバルビツール酸をアリルスカベンジャーとし、反応を

行ったところ、全てのアリル系保護基の除去は良好に進行した。反応混合物は、LH-20を用

いてクロロホルム/メタノール/水混合溶媒を用いて溶出することで、パラジウム触媒および

アリルスカベンジャーを除去した。続いて、アジド基の還元を行った。THF/メタノール/水

混合溶媒に溶解させた脱アリル化体に対し、活性化した亜鉛に酢酸銅を加えることで調製

した Zn-Cu を加え反応させたところアジド基の還元は良好に進行した。反応混合物を濾過

し、Zn-Cuを除いた後に、LH-20を用いて精製することで、グルコサミンが付加した EhPIb 

(18a)の合成を達成した。74b に対しても同様の反応条件で反応を行うことで、3b の合成を

達成した。 

 

Scheme 3-19 グルコサミン含有 EhPIb (18a、18b)の合成 

 

*

O
O

O

OAlloc
OAllyl

AllylO

O
OAllyl

HO
AllylO

N3

P
O

AllylO
O

C15H31

O

OAllyl
OCOC29H57

*

O
O

O

OH
OH

HO

O
OH

HO
HO

N3

P
O

HO
O

C15H31

O

OH
OCOC29H57

Pd(PPh3)4, 1,3-DMBA

CH2Cl2/MeOH/H2O
(10/10/3), 40 ºC

CH2Cl2/MeOH/H2O
(10/10/3)

N
O

O

Ru

PF6

74a (S)
74b (R)

69

130a (S)
130b (R)

O
O

O

OH
OH

HO

O
OH

HO
HO

H2N

PO
HO O

C15H31

O

OH
OCOC29H57(S)-GlcN-EhPIb (18a)

(R)-GlcN-EhPIb (18b)

Zn-Cu, AcOH

THF/MeOH/H2O
(10/10/3)

*
18a (S): 75%
18b (R): 66%
(2 steps)



 

 45 

	 次に、全長構造を有する 129aについて、保護基の最終脱保護の検討を行った(Scheme 3-20)。

グルコサミン付加体(18a および 18b)において確立した、保護基の除去条件に則り、反応を

行った。129a に対し、18a と同様の条件で反応を行ったところ、全てのアリル系保護基の

除去は良好に進行し、脱アリル化体を得ることに成功した。得られた脱アリル化体に対し、

Zn-Cuを用いてアジド基の還元を行うことで、4糖付加体である 17aの合成を達成した。別

の立体の 129b についても同様の手順にしたがって保護基の除去を行い、17b の合成を達成

した。合成した化合物 17a、17b、18a、18b については 1H、13C、COSY、HSQC、TOCSY

および質量分析から構造決定を行った。 

 

Scheme 3-20 四糖構造を有する EhPIb (17a、17b)の合成 

第四節	 結論  
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第四章	 赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質の生物活性  

 

	 本章では、前章までに合成した赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質(Fig. 4-1)について

各種生物活性試験を行うことで、その免疫調節活性を解析することを目的とした。 

 

Fig. 4-1 合成イノシトールリン脂質 
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第一節  毒性試験  

	 本研究において合成したイノシトールリン脂質は、その分子内に炭素数 28 あるいは 30

の長鎖脂肪酸を有しており、炭素数 30の脂肪酸については不飽和結合を有していることか

ら、脂質二重膜の破壊による溶血作用または細胞毒性がある可能性があった。そこでまず、

ヒト赤血球に対する溶血活性を測定した(Fig. 4-2)。ヒト赤血球に対して合成イノシトールリ

ン脂質およびポジティブコントロールとして水を加え培養したところ、19aのみがわずかで

あるが溶血活性を示したが、他の分子については溶血活性は観測されなかった(Fig. 4-3)。 

 
Fig. 4-2 溶血活性試験の概要 
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Fig. 4-3 溶血活性試験 

健常者より採取・単離した赤血球に対し、PBSで溶解させた各種濃度

(0.01, 0.1, 1, 5, 10 µg/mL)のイノシトールリン脂質(16a, 19a, 19c, 19e, 

17a, 18a)および陽性対象として蒸留水を添加し一時間培養した。縦軸

に陽性対象に対する比溶血活性を、横軸に各種濃度の化合物を示した。 
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	 次に、生細胞に対する細胞毒性を評価した。マウス脾臓細胞およびヒト末梢血単核急

(PBMC)に対する、合成イノシトールリン脂質、α-GalCer、EhLPPG の時間および濃度依存

的な細胞毒性を、死細胞染色した細胞をフローサイトメトリーで測定することにより評価

した(Fig. 4-4)。 

 

Fig. 4-4 細胞毒性試験の概要 

 

	 マウス脾臓細胞において、19aは、濃度および時間依存的な死細胞の増加が認められ、細

胞毒性を有することが示唆された(Fig. 4-2)。一方、ヒト PBMCにおいては、19aの 10 µg/mL

の濃度に死細胞の増加が認められたものの、その他の化合物については死細胞が見られな

かった(Fig. 4-5)。19aは、ジアシル構造および分子内不飽和結合を有していることから、脂

質二重膜の破壊によって細胞死を誘導していると考えられる。また、ヒト PBMC よりもマ

ウス脾臓細胞において死細胞の増加が多いことは、実験に用いたマウスが特定の細菌、ウ

ィルス、寄生虫等の病原生物が存在しない SPF(specific pathogen free)環境下で飼育されてい

ることによって、外来抗原に対する感受性が高まっているためと推察される。 
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Fig. 4-5 細胞毒性試験  

A) マウス脾臓細胞および B) PBMCに対し、陰性対象として培地のみ

および、DMSOを添加した培地を、培地で溶解させた各種濃度(0.1, 1, 

10 µg/mL)のαGalCer、EhLPPG、合成イノシトールリン脂質(16a, 19a, 

19c, 19e)を添加し、12、24、48時間培養した後に、Zombie UVTM Fixable 

Viability Kitを用いて死細胞を染色し、フローサイトメトリーを用いて生

細胞および死細胞を計測した。縦軸に細胞の存在率を、横軸に各種濃度の

化合物を示した。 

 

第二節  CD1dと合成イノシトールリン脂質との結合活性の評価  

	 赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質は、Lotter らによって CD1d 依存的に NKT 細胞

を活性化することが報告されている。彼らは、CD1d KOマウスを用いて NKT細胞刺激活性

に CD1dが必須であることを示しているが、CD1dとイノシトールリン脂質との直接的な相

互作用は示されていない。そこで、筆者は CD1dと赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質

との結合活性を評価することにより、NKT 細胞活性化機構および構造活性相関を解析する

こととした。 

	 これまでに、CD1d–脂質リガンド間の相互作用解析の報告はあまり行われていない。Wong、

辻らは、この理由として、1) 未標識リガンドを用いて結合活性を評価する手法があまり開

発されていないこと 2) 臨界ミセル濃度(CMC)、溶解性、CD1d に対する結合および解離の

遅さといった脂質リガンドの物性の悪さをあげている 128。2008 年、彼らは、CD1d–脂質リ

ガンド間の相互作用を解析する手法として、マイクロアレイ上に固定化したα-GalCer と

CD1d との結合に対するα-GalCer 誘導体の競合阻害活性を、残存する CD1d を蛍光標識抗

CD1d抗体で検出することにより測定し、α-GalCer誘導体の結合活性を評価する手法を報告

した 128。さらに彼らは、2009年に、より簡便でスループット性の良い手法として、競合 ELISA

法をベースにした相互作用解析手法を報告した。本法では、既知の CD1dリガンドであるホ

スファチジルエタノールアミン 129のビオチン標識体と CD1d との結合に対する脂質リガン

ドの競合阻害活性を、残存するビオチン化 PEを酵素標識アビジンを用いて検出することに

よって測定した 130。彼らは、本法を用いてマウスおよびヒト CD1d に対するα-GalCer 誘導

体の結合活性評価を行うことで、高活性なα-GalCer誘導体を見出すことに成功している 131。 

	 以上の背景のもと、筆者は辻らの報告した競合 ELISA法による CD1d–脂質リガンド間の

相互作用解析法を適用し、CD1dと合成イノシトールリン脂質の結合活性を評価することと

した。はじめに、疎水性相互作用によりタンパク質等の分子を吸着させるイムノプレート

(Nunc Maxisorp)上にマウス CD1d:IgG 融合タンパク質(mCD1d:mIgG)を固定化する検討を行
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った。固定化する抗体として、抗マウス IgG抗体あるいは抗マウス Fc抗体を使用したとこ

ろ、十分な吸光度を示さなかった。そこで、固定化する手法として protein Gがプレート表

面に固定化されたプレートを適用することとした。実験は次のように行った。すなわち、

Protein G固定化プレートに対し mCD1d:mIgGを添加し一時間室温でインキュベーションし

た後に、様々な濃度の合成イノシトールリン脂質あるいはポジティブコントロールとして

α-GalCerを加え、さらにビオチン化 PE を添加し 37 度で一晩インキュベーションした。プ

レートを洗浄した後に HRP標識ストレプトアビジンを加えインキュベーションし、酵素基

質(TMB)を添加し、吸光度(450 nm)を測定した(Fig. 4-6)。 

  

Fig. 4-6 競合 ELISA法による CD1d結合活性試験の概要 

 

	 その結果、ポジティブコントールであるα-GalCerは、IC50: 0.257 µMを示し、文献値(IC50: 

0.260 µM131)とよい一致を示したことから、実験系は妥当であると考えた。炭素数 30、cis

の長鎖脂肪酸を有する R体および S体の EhPIa (16a (S), 16b (R))、EhPIb (19a (S), 19b (R))を

比較したところ(Fig. 4-5)、α-GalCerと比較すると結合活性は低いものの、すべての化合物に

ついて競合阻害活性を示し、CD1dとの直接的な相互作用を示唆する結果が得られた。また、

R体および S体を比較すると S体の方が強く CD1dと結合し、EhPIaと EhPIbを比較すると

EhPIaの方が強く CD1dと結合する結果が得られた(Fig. 4-7)。 
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Fig. 4-7 競合 ELISA 法によるイノシトールリン脂質とマウス CD1d との結合活性試験 1 	  

ビオチン化 PEとmCD1d:IgGを各種濃度の合成イノシトールリン脂質

(16a, 16b, 19a, 19b)およびαGalCer存在下培養した後、培養液を除去し

mCD1d:IgGと結合しているビオチン化 PEをAvidin-HRP用いて検出し

た。縦軸は標準化した 450 nm の吸光度を、横軸に合成化合物の濃度

を示した。阻害曲線は prism 7.0 (GraphPad社)を用いて作成した。各点

より非線形近似曲線を作成し、最大値および最小値を求めた後に、各

点を標準化し非線形近似曲線より半数阻害濃度(IC50)を求めた。 

 

	 次に、EhPIbと糖鎖構造を有する EhPIbの比較を行った(Fig. 4-8)。その結果、グルコサミ

ン単糖を有する 18b がもっとも強く結合し、次に糖鎖構造のない EhPIb (17b)、4 糖を有す

る EhPIb (19b)という結果となった。尚、19d (炭素数 30、trans体)および 19f (炭素数 28)は、

阻害活性が見られず、CD1dに対する結合活性が非常に弱い、あるいは結合しないという結

果が得られた。 
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Fig. 4-8 競合 ELISA 法によるイノシトールリン脂質とマウス CD1d との結合活性試験 2 	  

ビオチン化 PEとmCD1d:IgGを各種濃度の合成イノシトールリン脂質

(17b, 18b, 19b)およびαGalCer 存在下培養した後、培養液を除去し

mCD1d:IgG と結合しているビオチン化 PE を Avidin-HRP 用いて検出

した。縦軸は標準化した 450 nm の吸光度を、横軸に合成化合物の濃

度を示した。阻害曲線は Fig. 4-7と同様の手法で作成した。 

	 以上のように、マウス CD1dと赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質の直接的な相互作

用を示唆する結果が得られたものの、低濃度領域において、脂質リガンド–CD1d 間、脂質

リガンド–プレート間における非特異的結合に起因するとみられる吸光度のばらつきがみ

られた。また、ELISA法は、その工程の中で数回のプレートの洗浄を行う必要があるため、

低親和性リガンドは洗浄操作によって除去される可能性があり、低濃度領域におけるばら

つきの原因のひとつだと考えられた。 

	 そこで、それらを克服する手法として AlphaScreen 法に着目した。AlphaScreen はパーキ

ンエルマー社によって開発された分子間相互作用解析手法の一つである(Fig. 4-9)。680 nm

の光によって励起されたドナービーズは、200 nmの範囲に一重項酸素を放出する。分子間

相互作用によってドナービーズ近傍にあるアクセプタービーズは、一重項酸素と反応し、

520 nm-620 nmの波長の光を放出する。本手法は、洗浄操作のいらない均一系のアッセイで

あり、時間分解測定および、検出波長が励起波長より波長が短いことから高いシグナル-バ

ックグラウンド比が得られるという特徴を有している。実験は以下のように行った。 
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Fig. 4-9 AlphaScreen法による CD1d結合活性試験の概要 

	  

	 抗マウス IgG 抗体が結合したアクセプタービーズと mCD1d:mIgG を室温で一時間インキ

ュベーションした後に、様々な濃度のイノシトールリン脂質あるいはα-GalCer とビオチン

化 PEを添加し、37度一晩インキュベーションした。その後、ストレプトアビジンがコート

されたドナービーズを添加し一時間インキュベーションした後、Spark 10M (Tecan)を用いて

測定した(Fig. 4-9)。その結果、α-GalCerおよびヒト型のホスファチジルイノシトールは阻害

活性を示したものの、合成した S体 18a および R体 18b は、阻害活性を示さなかった(Fig. 

4-10)。α-GalCerは、IC50: 0.189 µMと、文献値に近い値を示した。ホスファチジルイノシト

ール 132は、S体のほうが、R体よりも強く CD1dに結合する結果(S体: 3.79 µM vs R体: 7.14 

µM)が得られた。本法を適用することで、3つのサンプルにおいて低濃度領域におけるばら

つきを低減させることに成功した。また、18a および 18b が阻害活性を示さなかったのは、

用いた mCD1d:mIgGが 5 nMと低濃度であったために、低親和性と予想される EhPIの結合

が検出できなかったためと推察される。 
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Fig. 4-10 Alphascreen法を用いた CD1d結合活性試験 

mCD1d:IgG に antimouse IgG ドナービーズを結合させた後、ビオチン

化 PE を各種濃度のイノシトールリン脂質およびαGalCer 存在下培養

した後、Streptavidinドナービーズを添加し、一時間培養し、Spark 10M 

(Tecan)を用いて Alpha counts を測定した。縦軸は標準化した Alpha 

counts を、横軸にイノシトールリン脂質の濃度を示した。阻害曲線は

Fig. 4-7と同様の手法で作成した。 

 

第三節	 NKT細胞刺激活性の評価  

	 赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質の NKT細胞刺激活性を評価した。まず、マウス

NKT 細胞を用いて、脂質構造の違う EhPIa および EhPIb について、その刺激活性を評価し

た。すなわち、合成イノシトールリン脂質で刺激した骨髄由来樹状細胞(BMDC)に対し、マ

ウス(C57BL/6)脾臓細胞より単離した NKT 細胞を添加した後、48 時間培養し、培養上清中

のサイトカイン IFN-γを ELISA法により定量した(Fig. 4-11)。その結果、アシル鎖が一つの

EhPIa (16a)は、IFN-γ誘導を示さず、3種の脂質構造を有する EhPIb(19a、19c、19e)全てで IFN-γ

誘導を示した(Fig. 4-12)。これは、Lotterらによって報告された単離 EhPIa、EhPIbを用いた

結果と同様の傾向を示した。また、このことから、EhPIのマウス NKT細胞刺激活性におい

ては、二本のアシル鎖は必須であるが、脂質構造は活性にあまり影響しないことを示唆す

る結果が得られた。 

	 次に、糖鎖構造の異なる EhPIb 17b、18bについてマウス脾臓細胞を用いて、免疫刺激活

性を評価した。マウス(C57BL/6)脾臓細胞に、単離 EhLPPG、17b、18bを添加した後、48時
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間培養し、培養上清中の IFN-γを ELISA法により定量した(Fig. 4-13)。その結果、四糖を有

する 17bは IFN-γ誘導活性が低かったものの、グルコサミンを有する 18bは、天然物である

単離 EhLPPGより強い IFN-γ誘導活性を示した。CD1d-リガンド複合体による NKT細胞の活

性化においては、NKT 細胞の TCR に認識される必要があることから、四糖構造は TCR 認

識において立体的な障害となっていることが推察される。 

 

 
Fig. 4-11 NKT細胞刺激活性試験の概要 
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Fig. 4-12 NKT細胞刺激活性試験 1 

C57BL/6 マウスの脾臓より単離した NKT 細胞に対し、合成イノシト

ールリン脂質(16a, 19a, 19e, 19c)、α-GalCerおよび EhLPPGで刺激した

BMDC を添加し 48 時間培養した後、培養上清中の IFN-γを ELISA 法

で測定した。 
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Fig. 4-13 NKT細胞刺激活性試験 2 

C57BL/6 マウスの脾臓細胞に対し、合成イノシトールリン脂質(17b, 

18b)、α-GalCerおよび EhLPPG で刺激した BMDC を添加し 48時間培

養した後、培養上清中の IFN-γを ELISA法で測定した。 

 

第四節	 抗リーシュマニア活性の評価  

	 皮膚リーシュマニア症は、寄生性原虫 Leishmania majorの感染によって引き起こされる感

染症である 133。熱帯、亜熱帯、南ヨーロッパにおいてよくみられ、年間約 100 万人が新た

に感染しているとされ 134、顧みられない熱帯病(Neglected Tropical Disease: NTD)に指定され

ているが、現在までに、その有効な治療法は開発されていない。赤痢アメーバ由来イノシ

トールリン脂質は、共同研究者によって、単離 EhLPPG を用いた生物学的な研究から、皮

膚リーシュマニア症の原因である Leishmania major対して、阻害活性を有することが示され

た 135。そこで、本研究で合成した EhLPPG 部分構造である EhPIa および EhPIb を用いて、

抗リーシュマニア活性を測定することとした。マウス骨髄由来マクロファージ(BMM)に対

し、前鞭毛型(promastigote)の Leishmania majorを感染させた後に、培地中にα-GalCer、単離

EhLPPG、S体の EhPIaおよび 3種の脂質構造を有する EhPIを添加し培養した。培養液を除

去後、BMMからゲノム DNAを抽出し、KAPA PEOBE FAST プローブを用いて Leishmania 

majorのアクチンおよび BMMのβ-アクチンを定量し、その比を用いて Leishmania majorの

減少を定量した(Fig. 4-14)。その結果、α-GalCer、単離 EhLPPGおよび炭素数 30、cisの脂肪

酸を有する EhPIa (16a)、EhPIb (19a)が BMMに感染した Leishmania majorを減少させたもの

の、19c、19eについてはその活性を示さなかった(Fig. 4-15)。 
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Fig. 4-14 抗リーシュマニア活性試験の概要 

 

Fig. 4-15 抗リーシュマニア阻害活性試験 

Leishmania majorを感染させた BMMに対し、各種濃度(0.1, 1, 10 µg/mL)のαGalCer, EhLPPG, 

合成イノシトールリン脂質(16a, 19a, 19c, 19e)を添加し、48時間培養した。培地を除去した

後に、BMM のゲノム DNA を抽出し、Leishmania major のアクチンを定量することで

Leishmania majorの存在量を定量した。 

 

 

 

 



 

 61 

第五節	 結論  

	 本章では、前章までに合成した赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質について、毒性

試験、マウス CD1d との結合活性試験、NKT 細胞活性化試験、さらに抗リーシュマニア活

性試験を行った。毒性試験では、炭素数 30、cisの脂肪酸を有する EhPIb (19a)が、わずかな

赤血球の溶血活性とマウス脾臓細胞および BMDCに対する細胞毒性を示したものの、その

他の化合物については細胞毒性を示さなかった。また、マウス CD1d結合活性試験では、炭

素数 30、cisの脂肪酸を有する EhPI(16a、16b、19aおよび 19b)が、ビオチン化 PEの阻害活

性を示し、CD1dタンパクとの直接的な相互作用を示唆する結果が得られた。また、非特異

的結合を低減し、スループット性に優れた AlphaScreen法による CD1d–リガンド相互作用解

析法の確立にも成功した。NKT 細胞活性化試験では、脂質鎖を二本有する EhPIb(19a, 19c, 

19e)が IFN-γ誘導活性を示し、EhPIb が活性本体であることを明らかにするとともに、本活

性には二本の脂質鎖が必須であることを示した。また、糖鎖を導入した EhPIbについては、

4糖を有すると活性は減弱するものの、グルコサミン単糖の場合は、その活性を保持するこ

とが示された。赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質による NKT細胞の活性化は、CD1d

による経路と自然免疫受容体 Toll-like receptor 2 (TLR2)の経路の両者が必須であることが示

されていることから、今後 TLR2の経路などのさらなる生物活性試験を行うことで NKT細

胞活性化機構の解明に繋がると考える。 

	 抗リーシュマニア活性試験においては、炭素数 30、cis の脂肪酸を有する EhPI(16a, 19a)

が、抗リーシュマニア活性を示したことから、EhLPPG部分構造が抗リーシュマニア活性を

有することを明らかにした。また本活性については、炭素数 28、炭素数 30、transの脂肪酸

では活性は見られなかったことから、脂質構造と活性が関連していることを示唆する結果

が得られた。本結果により、赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質が、リーシュマニア

を病原とする皮膚リーシュマニア症の新たな治療薬となる可能性を示した。 
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第五章	 総括  

	 本研究では、NKT細胞刺激活性を有する赤痢アメーバ Entamoeba histolyticaイノシトール

リン脂質について、化学合成を行うとともに、その特徴的な生物活性の解析を行うことを

目的とした。また、化学合成を行う中で、効率・汎用的なイノシトールリン脂質合成法の

確立を目指し、新規位置選択的リン酸化反応および、アリル・アリルオキシカルボニル保

護基を永続的保護基とする新規合成戦略の開発を行った。 

	 第二章では、新規位置選択的リン酸化法の開発とイノシトールリン脂質 EhPIaの合成を行

った。効率的なイノシトールリン脂質の合成において鍵となる選択的なリン酸基の導入に

おいて、メソ体のイノシトール誘導体 44に対する非対称化による選択的リン酸化を検討し

た。リン酸化剤として、(R)-BINOL を不斉補助基として、また、リン原子上に酸素、硫黄、

セレンを有するリン酸化剤を検討したところ、原子半径の増大にしたがって(O<S<Se)、選

択性が向上することを見出した。最終的に、セレノリン酸化試薬 51を適用することで、良

好な収率および選択性で望む一位リン酸化体 45を得ることに成功した。本法は、グラムス

ケールにも適用することができ、イノシトールリン脂質およびイノシトールリン酸化合物

合成における重要中間体の量的供給も可能とした。合成した一位リン酸化体 45は、ジアス

テレオマー分割の後、保護基の変換を行い、Ni 触媒によるアルキル－アルキルクロスカッ

プリング反応を用いて別途調製した長鎖脂肪酸含有アシルグリセロールを連結し、保護基

の除去を行うことで、グリセロール sn-2 位の二つの異なる立体を有する EhPIa の合成を達

成した。 

	 第三章では、分子内に不飽和結合を有するような複雑な複合脂質合成における新たな合

成戦略として、アリル・アリルオキシカルボニル基を水酸基の永続的保護基とする新規保

護基戦略を開発し、本戦略を EhPIb および糖鎖構造を有する EhPIb の合成に適用した。ま

ず、糖鎖構造のない EhPIb の合成を行った。第二章において開発した位置選択的リン酸化

反応より得られる一位リン酸化体 45を共通中間体とし、水酸基をアリル系の保護基で整え

た 78 を調製した。最終的な保護基の脱保護は、ルテニウム錯体 69 を用いて、溶媒中に微

量の酸を添加することで良好に進行し、三種の異なる脂質構造を有する EhPIb の合成を達

成した。次に、本戦略を、糖鎖構造を有するより複雑な EhPIb の合成へと展開した。79 よ

り、BINOLの立体障害による選択的な PMB基の除去を行った後、保護基の変換を行い、ア

ジド糖 77 とのα選択的グリコシル化を行い、アシルグリセロールの連結を行うことで擬二

糖中間体 108 の合成を行った。また、水酸基をアリル系の保護基で整えた三つの単糖誘導

体を調製し、順次グリコシル化反応を行うことで三糖誘導体 73を合成し、擬二糖中間体 74a、

74bとグリコシル化を行い糖鎖含有 EhPIbの全保護体(129a、129b)の調製を行った。最終的

な保護基の除去は、パラジウム触媒を用いた場合に良好に進行し、グルコサミンおよび四
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糖構造を有する EhPIb の合成を達成した。本合成戦略は、最終的な保護基の除去が温和で

ほぼ中性条件で行える点で有用であり、分子内に不飽和結合のような還元条件に不耐な官

能基を有する複合脂質のみならず、酸および塩基条件に弱い複合脂質合成にも適用可能な

戦略であると考える。 

	 第四章では、前章までに合成した赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質の生物活性の

解析のため、毒性試験、マウス CD1d 結合活性試験、NKT 細胞刺激活性試験および抗リー

シュマニア活性試験を行った。毒性試験においては、赤血球の溶血活性試験とマウス脾臓

細胞と PBMCの死細胞染色による細胞毒性の評価を行ったところ、C30:1, cisの脂肪酸を有

する EhPIb (19a)において僅かな溶血活性と細胞毒性が認められた。マウス CD1d 結合活性

試験では、既知法である競合 ELISA 法による試験を行った。C30:1, cis の脂肪酸を有する

EhPIa (16a、16b)および EhPIb (19a、19b)は、α-GalCerよりは弱いものの、競合剤であるビ

オチン化 PE との結合阻害活性を示し、CD1d と直接的な相互作用を示唆する結果が得られ

た。NKT細胞刺激活性試験では、マウス NKT細胞を用いて脂質構造の異なる EhPIa、EhPIb

を用いて脂質構造間の比較し、マウス脾臓細胞を用いて糖鎖構造を有する EhPIb を用いて

糖鎖構造間の比較を行った。その結果、アシル鎖が二本の EhPIb (16a、16c、16e)が IFN-γ誘

導活性を示し、天然物と同様の結果を示したことから、合成品によって EhPIb が活性本体

であることを示した。また、糖鎖構造を比較したところ、四糖構造では活性は減弱したも

のの、グルコサミン単糖では、天然の EhLPPGより強く IFN-γを誘導した。本結果は、NKT

細胞の TCRの認識において、グルコサミン構造までは構造的に許容されることを示唆して

おり、四糖構造は抗原提示細胞内で酵素などにより切断されていると推察される。また、

抗リーシュマニア活性試験では、C30:1, cisの脂肪酸を有する EhPIa (16a)および EhPIb (19a)

が抗リーシュマニア活性を示し、赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質の生物活性の新

たな知見が得られた。また、C28:0、C30:1, transの脂肪酸(19c、19b)では活性が見られなか

ったことから、この生物活性は脂質構造に関連していることが明らかとなった。 

	 以上、本研究を通して確立した新規位置選択的リン酸化反応およびアリル・アリルオキ

シカルボニル基による新規保護基戦略は、本研究において合成した赤痢アメーバ由来イノ

シトールリン脂質のみならず、様々なイノシトールリン脂質、イノシトールリン酸化合物

に適用可能な汎用的な手法であると考えられ、生物活性を有するリン酸基含有イノシトー

ル化合物の合成および生物活性研究のさらなる発展につながる意義のある成果だと考える。 

	 また、本研究で合成した赤痢アメーバ由来イノシトールリン脂質による生物活性試験に

よって、NKT 細胞活性化の活性本体がイノシトールリン脂質であることを強く示唆する結

果を得たこと、抗リーシュマニア活性の新たな知見を得たことから、原虫由来細胞表層成

分の生物活性の解明に寄与する成果だと考える。 
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第六章	 実験の部  

 

1. Chemistry 

General procedure: 

Nuclear magnetic resonance (1H NMR, 13C NMR, 31P NMR) spectra were measured at 25 ºC in an 

indicated solvent with JEOL ECA 500 or ECX 400 or Agilent INOVA 600 and analyzed Delta 5.0.5 

(JEOL) or Vnmrj 32A (Agilent). The proton chemical shifts in CDCl3 are reported in parts per million (δ) 

from tetramethylsilane as an internal standard and coupling constants are in Heltz (Hz). The chemical 

shifts in other solvent are reported in ppm from the residual proton signal of solvent. The chemical shits 

for 13C NMR are reported in  ppm from the internal solvent signal (CDCl3, δ 77.0). High-resolution mass 

spectra (HRMS) of synthetic compounds were obtained on an electron spray ionization quadrupole time 

of flight (ESI-QTOF) mass spectrometer (micrOTOF-QII-HC; BRUKER). Analytical thin layer 

chromatography (TLC) was performed on Silica gel 60 F254 Plates (Merck, 0.25 mm thickness). 

Preparative TLC separations were performed on PLC Silica gel 60 F254 Plates (Merck, 0.5 or 1.0 mm 

thickness). Silica gel column chromatography was performed using Silica gel 60 (Merck, 0.040 – 0.063 

mm) or Silica gel 60 N [spherical neutral (Kanto Chemical Co., Inc.,  40 – 50 µm)] at medium pressure 

(2 – 4 kgcm-2) using indicated solvent systems. Reagents were purchased from commercial supplier (TCI, 

nacalai tesque, Wako pure chemical industry, Ltd., Kanto Chemical Co., Inc.) and were used without 

further purification. Unless otherwise noted, Non-aqueous reactions were carried out under argon 

atmosphere. Anhydrous dichloromethane was prepared by distillation from calcium hydrate. Anhydrous 

tetrahydrofuran was prepared by distillation from Na. Anhydrous N, N-dimethylformamide, methanol, 

Toluene were purchased from Wako pure chemical industry, Ltd. and Kanto Chemical Co., Inc. 
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Experimental procedures and characterization data 

 

 
4,6-di-O-p-methoxybenzyl-myo-inositol 1,3,5-O-orthoformate (42) 

To a suspension of myo-inositol (20 g, 111 mmol) in DMF (180 mL) was added p-TsOH (2.11 g, 11.1 

mmol) and CH(OEt)3 (27.7 mL, 166 mmol). The mixture was allowed to warm at 110 ºC. After stirring 

for 11 h, the reaction mixture was cooled to ambient temperature and then added triethylamine (1.4 mL, 

11.1 mmol) and then concentrated in vacuo. The crude mixture was used next reaction without further 

purification. To the crude mixture DMF (222 mL) was added then cooled to 0 ºC. To the mixture NaH 

(60% oil dispersion) (8.88 g, 222 mmol) was added at 0 ºC. After stirring for 30 min, TBAI (2g, 11.1 

mmol) and PMBCl (12.6 mL, 92.4 mmol) were added to the reaction mixture. The mixture was slowly 

warmed up to room temperature and stirred for 11 h. The reaction was quenched with 10% aqueous citric 

acid, and extracted with Et2O. The combined organic phase was dried over anhydrous Na2SO4 and 

concentrated under reduced pressure. The crude residue was purified by silica gel chromatography 

(Toluene/EtOAc = 3.5/1 to 2:1) to afford 42 (17.1 g, 35% yield for 2 steps) as a white solid. 1H NMR 

(500 MHz, CDCl3) δ 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 5.44 (s, 1H), 4.58 (d, J = 11 Hz, 

2H), 4.50 (d, J = 11 Hz, 2H), 4.40 - 4.39 (m, 1H), 4.33 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 4.19 – 4.18 (m, 2H), 3.81 – 

3.80 (m, 7H), 2.98 (d, J = 11 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

δ 159.5, 129.7, 129.5, 113.9, 103.4, 73.5, 73.1, 71.4, 67.9, 61.5, 55.3; HRMS (ESI) calculated for 

C23H26NaO8 [M+Na]+ 453.1520, found 453.1520 

 

 
4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol 1,3,5-O-orthoformate (43) 

To a solution of 42 (17.0 g, 39.5 mmol) in CH2Cl2 (100 mL) at room temperature was added 

N,N-diisopropylethylamine (10.5 mL, 59.2 mmol). After stirring for 10 min, MOMCl (4.5 mL, 59.2 

mmol) was added to the reaction mixture. The reaction mixture was stirred for over night, and then 

extracted with CH2Cl2. The combined organic solution was washed with water and brine and dried over 
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anhydrous Na2SO4, concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by 

recrystallization (EtOAc/Hexane) to afford 43 (11.54 g). The mother liquor was concentrated under 

reduced pressure and then purified with silica gel chromatography (Toluene/ethyl acetate = 6/1) to afford 

S5 (3.94 g, total 82% yield) as a white solid. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.12 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 6.83 

(d, J = 8.6 Hz, 4H), 5.50 (s, 1H), 4.79 (s, 2H), 4.59 (d, J = 11 Hz, 2H), 4.49 (d, J = 11 Hz, 2H), 4.38 – 

4.37 (m, 1H), 4,31 (dd, J = 3.3, 3.4 Hz, 2H), 4.27 – 4.26 (m, 2H), 4.16 (s, 1H), 3.80 (s, 6H), 3.43 (s, 3H); 
13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 159.5, 129.6, 113.9, 103.3, 96.3, 73.4, 71.6, 71.5, 68.1, 67.1, 55.8, 

55.4; HRMS (ESI) calculated for C25H30NaO9 [M+Na]+ 497.1782, found 497.1788 

 

 
4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol (44) 

To a solution of 43 (11.54 g, 9.53 mmol) in methanol (432 mL) at room temperature was added 1M HCl 

aq (48 mL). Precipitate immediately formed upon addition, and dichloromethane was added until the 

precipitate completely dissolved. The reaction mixture was stirred for 18 h at room temperature. The 

solution was neutralized with saturated aqueous NaHCO3, and then concentrated under reduced pressure 

to provide the oil containing NaCl salt. The oil was dissolved with ethyl acetate, and then NaCl was 

removed by filtration. The solvent was removed in vacuo to afford the crude mixture. The crude material 

was purified with column chromatography (Toluene/EtOAc = 5/6 to 2/3) to afford 44 (6.41 g, 56% yield) 

as a white solid. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.31 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 4.83 – 

4.77 (m, 6H), 3.96 (s, 1H), 3.80 (s, 6H), 3.58 – 3.49 (m, 5H), 3.45 (s, 3H), 2.96 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 2.49 

(s, 1H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 159.4, 130.8, 129.9, 129.8, 114.1, 99.1, 81.7, 75.0, 74.7, 71.5, 

56.2, 55.4; HRMS (ESI) calculated for C24H32NaO9 [M+Na]+ 487.1939, found 487.1944 

 

 

 

 

MOMO

O O

PMBO
OPMB

O
OMOM

HO OH

OH
PMBO OPMB

43 44

1M HCl aq

CH2Cl2/MeOH



 

 67 

 

General procedure for regioselective phosphorylation: synthesis of 4,6-di-O-p- 

methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate (45) and 

synthesis of 4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1- 

((R)-1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate (46) 

The solution of 44 (500 mg, 1.08 mmol), 1H-tetrazole (377 mg, 5.38 mmol) and MS4A powder in 

CH2Cl2 (15 mL) and the solution of (R)-BPA 48 (2.24 g, 5.38 mmol) and MS4A powder in CH2Cl2 (15 

mL) were stirred for 30 min. Then, the solution of (R)-BPA 48 was added to the solution of 44 and 

1H-tetrazole via cannula. After stirring for 1 day, the reaction mixture was cooled to 0 ºC, and then added 

mCPBA (928 mg, 5.38 mmol). The mixture was stirred for 1 hour, and then filtrated through a pad of 

Celite®. The mixture was washed with aqueous Na2S2O3, saturated aqueous NaHCO3 and brine. The 

organic solution was dtied over anhydrous Na2SO and concentrated under reduced presser. The crude 

product was purified with column chromatography (toluene/ethyl acetate = 2/1) to afford a mixture of 45 

and 46 (629 mg, 74% yield, 45 : 46 = 3.8 : 1) as a white foam. 45 (major isomer): 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ  8.01-7.96 (m, 2H), 7.94 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.52-7.45 (m, 3H), 

7.43-7.37 (m, 2H), 7.35-7.28 (m, 5H), 6.89-6.85 (m, 4H), 6.59-6.54 (m, 2H), 4.89 (dd, J = 9.6, 6.6 Hz, 

2H), 4.83 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.76 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.58-4.52 (m, 1H), 4.45-4.39 (m, 2H), 4.35 (d, J 

= 10.5 Hz, 1H), 3.80-3.73 (m, 4H), 3.71-3.66 (m, 3H), 3.60-3.54 (m, 1H), 3.53-3.45 (m, 5H), 3.37-3.30 

(m, 1H), 2.54 (s, 1H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 159.5, 159.1, 132.3, 132.3, 131.7, 131.7, 131.1, 

130.8, 130.3, 129.9, 129.4, 128.6, 128.6, 127.4, 127.1, 126.9, 126.0, 121.5, 121.3, 120.7, 120.3, 114.0, 

113.7, 98.9, 81.0, 80.5, 79.8, 79.8, 79.7, 79.6, 75.1, 74.7, 74.5, 71.0, 56.3, 55.4, 55.3; HRMS (ESI) 

calculated for C44H43NaO12P [M+Na]+ 817.2384, found 817.2391. 46 (minor isomer): 1H NMR (390 

MHz, CDCl3) δ 8.04 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 

9.0 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.52-7.44 (m, 2H), 7.39-7.26 (m, 8H), 7.20-7.15 (m, 1H), 6.92-6.84 

(m, 4H), 4.85-4.66 (m, 4H), 4.65-4.57 (m, 2H), 4.50 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.33 (s, 1H), 3.87-3.72 (m, 8H), 

3.59-3.46 (m, 3H), 3.28 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 3.11 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 2.56 (s, 1H), 2.35 (s, 1H); 13C NMR 

(98 MHz, CDCl3) δ 159.4, 159.3, 147.5, 146.2, 132.3, 132.0, 131.7, 131.6, 131.1, 130.7, 130.7, 129.9, 

129.4, 129.1, 128.7, 128.5, 128.3, 127.3, 127.1, 127.0, 126.0, 125.4, 121.5, 121.2, 120.6, 120.5, 114.0, 

98.7, 81.0, 80.3, 79.6, 79.5, 79.2, 77.4, 74.7, 74.5, 74.4, 71.0, 55.8, 55.4; HRMS (ESI) calculated for 
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C44H43NaO12P [M+Na]+ 817.2384, found 817.2407. 

 

 

4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-5,5’,6,6’,7,7’,8,8’-octahydro- 

1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate (45a) and 

4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-3-((R)-5,5’,6,6’,7,7’,8,8’-octahydro- 

1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate (46a) 

In a manner similar to the synthesis of 45 and 46, triol 44 (50 mg, 0.11 mmol) was reacted with 

(R)-H8-BPA 49  (226 mg, 0.54 mmol) to affoad 45a and 46a (41.9 mg, 49% yield) 

(45a:46a:diphosphate = 9:1:9) 

 

 
(R)-5,5’,6,6’,7,7’,8,8’-octahydro-1,1-binaphtylphosphinite diisopropylamidite (49) 

A solution of diisopropylamine (332 µL, 2.36 mmol) and triethylamine (362 µL, 2.36 mmol) in Toluene 

(1.2 mL) was added to a solution of PCl3 (210 µL, 2.36 mmol) in Toluene (17 mL). The reaction mixture 

was warmed up to 70 ºC and stirred for over night. The reaction mixture was cooled to room temperature 

and then Et3N (724 µL, 4.72 mmol) and (R)-2,2’-dihydroxy-5,5’,6,6’,7,7’,8,8’-octahydro-1,1-binaphtyl 

(695 mg, 2.36 mmol) were added. The mixture was stirred for 8 h and then evaporated to remove the 

solvent. The crude mixture was subjected to silica gel column chromatography (eluting with toluene) to 

afford 49 (807 mg, 80%) as a white solid. 1H NMR (392 MHz, CDCl3) δ 7.04 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 6.98 (d, 

2H, J = 7.9 Hz), 6.89 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 3.22-3.33 (m, 2H), 2.71-2.86 (m, 4H), 2.57-2.70 (m, 2H), 

2.16-2.32 (m, 2H), 1.70-1.82 (m, 6H), 1.47-1.63 (m, 2H), 1.17 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.14 (s, 

3H); 13C NMR (99 MHz, CDCl3) δ 149.70, 148.83, 137.95, 137.29, 133.85, 132.51, 129.54, 129.33, 

129.15, 128.67, 128.34, 127.66, 119.04, 118.77, 44.64, 44.50, 29.31, 29.19, 27.93, 27.77, 24.68, 24.63, 

24.59, 22.98, 22.86, 22.67; 31P NMR (159 MHz, CDCl3) δ 146.75; HRMS (ESI) calculated for 
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C26H34NNaO2P [M+Na]+ 446.2219, found 446.2220. 

 

 

General procedure for regioselective phosphorylation of myo-inositol derivative 44:  synthesis of 

4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate 

(45) and synthesis of 

4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate 

(46) 

To a stirred solution of 44 (9.51 g, 20.4 mmol) and DMAP (5.0 g, 40.9 mmol) in CH2Cl2 (204 mL) at 0 ºC 

was added (R)-BISEPCl 51 (17.6 g, 40.9 mmol). After stirring for overnight at the same temperature, 

mCPBA (75%) (9.4 g, 40.9 mmol) was added to the reaction mixture. The reaction was extracted with 

EtOAc and the extract was washed with H2O and brine. The organic phase was dried over Na2SO4, 

filtered, and concentrated under reduced pressure. The crude mixture was purified with silica gel column 

chromatography (toluene/EtOAc = 2/1) to afford the mixture of 45 and 46 (12.1g, 74%, 45:46 = 88:12) as 

a white foam.  

 

 

3,5-di-O-allyloxycarbonyl-4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-1,1’

-bi-2-naphtyl) Phosphate (52) 

To a solution of AllocOBt (26 g, 119 mmol) and DMAP (7.27 g, 59.5 mmol) in CH2Cl2 (120 mL) was 

added 45 and 46 (8.82 g (45:46 = 3.8:1), 11.1 mmol). The reaction mixture was stirred for over night, and 

then 10% aqueous citric acid and then extracted with CH2Cl2. The combined organic phase was washed 

with brine and dried over anhydrous Na2SO4 and concentrated in vacuo. The crude product was purified 

with column chromatography elution with toluene/ethyl acetate (6/1) to afford 52 (6.27 g, 74% yield 

(from 9a)) as a white foam. 1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 8.03-7.88 (m, 4H), 7.54-7.43 (m, 3H), 7.40 (d, 
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J = 8.4 Hz, 1H), 7.36-7.27 (m, 3H), 7.23-7.13 (m, 3H), 6.87 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.82 (dd, J = 11.4, 2.8 Hz, 

2H), 6.62 (dd, J = 11.4, 2.7 Hz, 2H), 6.02-5.89 (m, 1H), 5.89-5.75 (m, 1H), 5.39 (dd, J = 17.2, 1.3 Hz, 

1H), 5.32 (dd, J = 4.8, 1.2 Hz, 1H), 5.28 (t, J = 1.5 Hz, 1H), 5.20 (dd, J = 10.4, 1.2 Hz, 1H), 4.95-4.85 (m, 

2H), 4.75-4.59 (m, 7H), 4.58-4.49 (m, 3H), 4.37 (s, 2H), 4.04-3.90 (m, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 

3.46 (s, 3H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 159.3, 159.0, 154.1, 147.6, 147.5, 146.4, 132.4, 132.2, 132.0, 

131.7, 131.6, 131.5, 131.1, 130.1, 129.6, 129.1, 128.6, 127.4, 127.0, 126.9, 126.0, 121.3, 120.8, 120.3, 

119.3, 119.2, 113.7, 113.5, 98.1, 79.0, 78.3, 76.0, 75.1, 74.7, 69.0, 68.9, 56.3, 55.3; HRMS (ESI) 

calculated for C52H51NaO16P [M+Na]+ 985.2807, found 985.2812. 

 

 

4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate 

(45) 

The solution of 52 (1.00 g, 1.04 mmol), and [CpRu(C3H5)(C9H7NCOO-)]PF6 (11 mg, 0.021 mmol) in 

MeOH (10.4 mL) was stirred at 35 ºC. After stirring for 3 hour, the reaction mixture was concentrated 

under reduced pressure. The crude residue was purified with silica gel column chromatography 

(toluene/ethyl acetate = 1/1) to afford 45 (1.1461 g, quant) as a white foam. 

 

 

3,5-di-O-p-bromobenzoyl-4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-1,1’-

bi-2-naphtyl) Phosphate (52) 

To the solution of 45 (50 mg, 63 µmol) and DMAP (3.8 mg, 32 µmol) in pyridine (5 mL) was added 

p-bromobenzoyl chloride (138 mg, 0.63 mmol). The mixture was stirred for over night at 60 ºC. The 

mixture was cooled to room temperature and diluted with ethyl acetate and then washed with H2O and 

brine. The organic phase was dried over anhydrous Na2SO4, and filtered, and concentrated in vacuo. The 

crude material was purified with column chromatography (toluene/ethyl acetate =10/1 to 5/1) to afford 53 
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(34 mg, 47% yield) as a white solid. 1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 7.84-7.99 (m, 6H), 7.71 (dd, 2H, J = 

6.8, 1.7 Hz), 7.45-7.58 (m, 7H), 7.39-7.42 (m, 1H), 7.28-7.34 (m, 4H), 6.89 (t, 2H, J = 8.6 Hz), 6.68 (d, 

2H, J = 8.6 Hz), 6.49-6.53 (m, 2H), 6.39-6.42 (m, 2H), 5.40 (t, 1H, J = 9.5 Hz), 5.12-5.17 (m, 1H), 

4.92-4.96 (m, 1H), 4.83-4.88 (m, 1H), 4.76-4.80 (m, 1H), 4.72 (t, 1H, J = 2.4 Hz), 4.54 (d, 1H, J = 11.3 

Hz), 4.41-4.46 (m, 1H), 4.35 (d, 1H, J = 10.9 Hz), 4.18-4.24 (m, 2H), 4.07 (t, 1H, J = 9.6 Hz), 3.64 (s, 

3H), 3.62 (s, 3H), 3.34 (s, 3H) 

 

3,5-di-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R

)-1,1’-bi-2-naphtyl) Phosphate (54) 

To a solution of 45 (1.20 g, 1.50 mmol) in DMF (7.5 mL) at room temperature were added 

tert-butyldimethylsilyl chloride (2.27 g, 15.0 mmol) and imidazole (1.23 g, 18.0 mmol). The mixture was 

allowed to warm to 60 ºC. After stirring for 1 day, methanol was added to the reaction, and then extracted 

with Et2O and washed with brine. The organic phase was dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated 

in vacuo. The crude material was purified with column chromatography (toluene/ethyl acetate =15/1) to 

afford 54 (1.46 g, 95% yield) as a white foam. 1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 7.97-7.84 (m, 4H), 

7.53-7.40 (m, 3H), 7.32-7.17 (m, 7H), 6.97 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 8.6 

Hz, 2H), 4.93 (s, 2H), 4.87 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.71 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.58-4.48 (m, 2H), 4.40 (d, J = 

10.5 Hz, 1H), 4.33 (s, 1H), 3.80-3.74 (m, 4H), 3.71-3.63 (m, 4H), 3.59-3.53 (m, 1H), 3.53-3.45 (m, 4H), 

0.83 (s, 9H), 0.79 (s, 9H), 0.10 (s, 3H), -0.03 (s, 3H), -0.12 (s, 3H), -0.14 (s, 3H); 13C NMR (98 MHz, 

CDCl3) δ	 158.4, 158.3, 147.6, 147.5, 146.4, 146.4, 132.3, 132.2, 131.9, 131.6, 131.4, 131.3, 131.0, 

130.7, 129.7, 129.2, 128.6, 128.5, 128.3, 127.5, 127.3, 127.1, 126.8, 125.9, 125.8, 125.4, 121.4, 121.2, 

120.8, 120.6, 113.9, 113.2, 113.2, 98.0, 81.8, 80.4, 80.3, 80.2, 80.2, 78.1, 77.4, 75.1, 74.8, 73.3, 56.2, 

55.2, 26.1, 25.2, 18.1, 18.1, –3.8, –4.2, –4.7; HRMS (ESI) calculated for C56H71NaO12PSi2 [M+Na]+ 

1045.4114, found 1045.4130 
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3,5-di-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-dib

enzyl Phosphate  (34) 

To a suspension of NaH (60% oil dispersion) (35 mg, 0.87 mmol) in THF (2.8 mL) at 0 ºC was added 

benzyl alcohol (100 µL, 0.96 mmol). After stirring for 30 min, the solution of 54 (297 mg, 0.29 mmol) in 

THF (3 mL) was added to the reaction at 0 ºC. The reaction mixture was warmed up to room temperature, 

and stirred for 4 h. The reaction was cooled to 0 ºC, and then quenched with 10% aqueous citric acid. The 

mixture was diluted with ethyl acetate. The organic solution was washed with saturated aqueous NaHCO3 

and brine, dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The crude mixture 

was purified with column chromatography (toluene/ethyl acetate = 18/1) to afford 34 (175 mg, 63% 

yield) as a color less oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.32 – 7.24 (m, 10H), 7.19 – 7.17 (m, 4H), 6.83 – 

6.80 (m, 2H), 6.77 – 6.74 (m, 2H), 4.97 – 4.84 (m, 6H), 4.80 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.76 – 4.69 (m, 3H), 

4.22 – 4.18 (m, 1H), 4.13 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 3.83 – 3.79 (m, 4H), 3.73 (s, 3H), 3.64 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 

3.51 (dd, J = 2.1, 9.6 Hz, 1H), 3.46 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.40 (s, 3H), 0.81 (s, 9H), 0.78 (s, 9H), –0.03 (s, 

3H), –0.05 (s, 3H), –0.07 (s, 3H), –0.13 (s, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

δ 158.8, 158.3, 131.4, 130.9, 129.0, 128.6, 128.5, 128.5, 128.4, 128.0, 127.8, 127.5, 113.4, 113.2, 97.9, 8

1.8, 80.3, 80.3, 78.2, 78.1, 77.9, 75.1, 75.1, 74.7 73.5, 69.4, 69.3, 69.1, 69.0, 55.9, 55.2, 26.1, 25.9, 18.1, 

18.0, 0.1, –3.8, –3.8, –4.4, –4.8; HRMS (ESI) calculated for C50H73NaO12PSi2 [M+Na]+ 975.4270, found 

975.4269 

 

 

4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-dibenzyl Phosphate  (55) 

To a stirred solution of 34 (55 mg, 57.7 µmol) in THF (577 µL) at 40 ºC was added TBAF (577 µL, 0.577 

mmol) and AcOH (33 µL, 0.577 mmol). After the reaction mixture was stirred for 2 h, the reaction was 

diluted with CHCl3. Organic phase was washed with H2O and brine and them filtrated and concentrated 
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under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography eluting with 

toluene/ethyl acetate (2/1 to 1/1) to afford 55 (33.5 mg, 80%) as a white solid. 1H NMR (390 MHz, 

CDCl3) δ 7.37-7.22 (m, 14H), 6.90-6.84 (m, 2H), 6.81-6.75 (m, 2H), 5.05-4.96 (m, 4H), 4.83 (d, J = 11.0 

Hz, 1H), 4.74 (dd, J = 10.3, 3.4 Hz, 3H), 4.68 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.21 (td, J = 

8.1, 2.7 Hz, 1H), 4.12 (t, J = 2.5 Hz, 1H), 3.83-3.75 (m, 4H), 3.73 (s, 3H), 3.53 (t, J = 9.4 Hz, 1H), 

3.49-3.38 (m, 2H), 3.36 (s, 3H), 3.30 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 2.52 (s, 1H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) 

δ 159.4, 159.3, 135.7, 130.8, 130.6, 129.9, 129.7, 128.7, 128.7, 128.0, 128.0, 114.0, 113.9, 98.8, 81.1, 

80.7, 79.8, 79.8, 77.6, 77.5, 77.1, 76.8, 75.0, 74.6, 71.0, 69.6, 69.6, 69.5, 69.4, 56.0, 55.4, 55.3 

 

 

D-myo-inositol 1-phosphate Dicyclohexylammonium salt (58) 

To a stirred solution of 55 (10 mg, 13.8 µmol) in Toluene (300 µL) and CH2Cl2 (100 µL) were added 

BSTFA (36 µL), followed by TMSBr (18 µL). The reaction mixture was stirred for 1 h, and then 

concentrated under reduced pressure. The residue was dried under highly reduced pressure. To the residue 

was added CH2Cl2 (350 µL) and Me2S (15 µL) and then cooled to 0 ºC. TFA (150 µL) was added to the 

mixture at 0 ºC and stirred 1 h at room temperature. The reaction mixture was concentrated under reduced 

pressure. The product was purified with Dowex-1X8 (HCO3
-) anion exchange resin column (eluting with 

H2O to 0.1 M NH4HCO3 aq to 0.5 M NH4HCO3 aq) to afford D-myo-inositol 1-phosphate diammonium 

salt and then acidified with Dowex-50WX8 (H+). Phosphoric acid was neutlized with 

cyclohexylammonium (10 µL) and then lyophylized to afford D-myo-inositol 1-phosphate 

dicyclohexylammonium salt (containing cyclohexylammonium salt) 58 (7.78 mg, quant.) as a white solid. 
1H NMR (390 MHz, D2O) δ 4.07 (t, J = 2.8 Hz, 1H), 3.74 (dt, J = 8.4, 2.8 Hz, 1H), 3.59 (t, J = 9.6 Hz, 

1H), 3.48 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 3.42 (dd, J = 10.0, 2.8 Hz, 1H), 3.18 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 3.04-2.94 (m, 3H), 

1.88-1.77 (m, 6H), 1.70-1.59 (m, 6H), 1.54-1.45 (m, 3H), 1.25-1.10 (m, 14H), 1.08-0.95 (m, 3H); 13C 

NMR (98 MHz, CDCl3) δ 74.4, 74.3, 72.3, 72.3, 71.7, 70.8, 50.4, 30.3, 24.3, 23.8; [α]24
D  +2.0º (c 0.389, 

H2O), (lit, [α]28

D +3.9º (c 3.0, H2O))1) 

1) Akiyama, T.; Takechi, N.; Ozaki, S.; Shiota, K. Bull. Chem. Soc. Jpn., 1992, 65, 366. 
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3-allyl-1-tert-butyldiphenylsilyl-sn-glycerol (60b) 

To a stirred solution of (R)-(-)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol (2.5 g, 18.9 mmol) in DMF (37 

mL) was added NaH (60% oil dispersion) (910 mg, 27.7 mmol). After stirring for 15 min, allyl bromide 

(2.5 mL, 28.3 mmol) was added to the mixture. The reaction mixture was allowed to warm to room 

temperature and stirred for over night. The mixture was extracted with Et2O. The combined organic 

solution was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. 

The residue was directly used in the next step. The residue was dissolved in 90% AcOH aqueous solution 

(35 mL), and then stirred for over night at 70 ºC. The mixture was cooled to room temperature, and then 

concentrated under reduced pressure with toluene. The crude residue was used in the next step without 

further purification. To a stirred solution of the crude residue and DMAP (462 mg, 4.16 mmol) in CH2Cl2 

(95 mL) at room temperature was added Et3N (13.2 mL, 94.5 mmol) and TBDPSCl (5.3 mL, 20.8 mmol). 

After stirring for over night, the reaction mixture was extracted with CH2Cl2. The combined organic 

phase was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated in vacuo. The crude 

mixture was subjected to silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 10/1) to afford 60b (5.17 g, 

73% yield for 3 steps) as a color less oil. 1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 7.70-7.62 (m, 4H), 7.47-7.35 (m, 

6H), 5.95-5.81 (m, 1H), 5.25 (dd, J = 17.2, 1.6 Hz, 1H), 5.18 (dd, J = 10.4, 1.0 Hz, 1H), 3.99 (dd, J = 5.7, 

1.4 Hz, 2H), 3.95-3.86 (m, 1H), 3.72 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 3.58-3.46 (m, 2H), 2.51 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 

1.06 (s, 9H) ; 13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 135.7, 134.6, 133.3, 130.0, 127.9, 117.3, 72.4, 71.0, 70.9, 

64.8, 26.9,19.4; HRMS (ESI) calculated for C22H30NaO3Si [M+Na]+ 393.1864, found 393.1870 

 

 

3-allyl-1-tert-butyldiphenylsilyl-2-(4-methoxybenzyl)-sn-glycerol (61b) 

To a stirred solution of 60b (3.0 g, 8.09 mmol) and PMBCl (1.64 mL, 12.1 mmol) in DMF (40 mL) at 0 

ºC was added NaH (60% oil dispersion) (390 mg, 9.72 mmol). After stirring for over night at room 

temerature, the reaction was quenched with ice. The mixture was extracted with Et2O and the combined 

organic phase was washed with brine, dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated under reduced 

pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 20/1) to 

afford 61b (2.11 g, 53% yield) as a color less oil. 1H NMR (390 MHz, CDl3) δ 7.71-7.63 (m, 4H), 
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7.44-7.32 (m, 6H), 7.24 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.83 (dd, J = 11.4, 2.7 Hz, 2H), 5.95-5.83 (m, 1H), 5.29-5.22 

(m, 1H), 5.16 (dd, J = 10.4, 1.3 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 3.99 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.78-3.75 (m, 4H), 3.75 (s, 

1H), 3.72-3.61 (m, 2H), 3.56 (dd, J = 9.9, 5.3 Hz, 1H), 1.05 (s, 9H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 159.2, 

135.8, 135.8, 135.0, 133.7, 133.6, 131.0, 129.8, 129.5, 127.8, 116.9, 113.8, 78.5, 72.5, 72.0, 70.3, 63.7, 

55.4, 27.0, 26.7, 19.4; HRMS (ESI) calculated for C30H38NaO4Si [M+Na]+ 513.2432, found 513.2444 

 

 

1-tert-butyldiphenylsilyl-2-(4-methoxybenzyl)-sn-glycerol (62b) 

To the stirred solution of 61b (2.00 g, 4.08 mmol) and 1,3-dimethylbarbituric acid (1.27 g, 8.16 mmol) in 

CH2Cl2/MeOH (1/1) (20 mL) was added Pd(PPh3)4 (94 mg, 81.6 µmol). After the reaction mixture was 

stirred at 35 ºC for over night, the mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was 

subjected to silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 10:1) to afford 62b (1.56 g, 85%) as a 

colorless oil. 1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 7.71-7.63 (m, 4H), 7.46-7.33 (m, 6H), 7.20 (d, J = 8.8 Hz, 

2H), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.56 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.84-3.55 (m, 8H), 

2.14 (dd, J = 7.1, 5.5 Hz, 1H), 1.06 (s, 9H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) 

δ 159.4, 135.7, 135.7, 133.4, 133.2, 130.5, 129.9, 129.5, 127.9, 114.0, 79.4, 72.0, 63.7, 62.9, 55.4, 27.0, 1

9.3; HRMS (ESI) calculated for C27H34NaO4Si [M+Na]+ 473.2119, found 473.2127 

 

 
1-allyl-3-tert-butyldiphenylsilyl-sn-glycerol (60a) 

In a manner similar to the synthesis of 60b, (S)-(+)-2,2-Dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol (10 g, 75.7 

mmol) was converted into 60a (23.7 g, 85% yield for 3 steps) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ 7.67 – 7.65 (m, 4H), 7.44 – 7.36 (m, 6H), 5.92 – 5.84 (m, 1H), 5.25 (ddd, J = 2.5, 7.0, 17 Hz, 

1H), 5.17 (ddd, J = 1.4, 2.0, 10 Hz, 1H), 3.99 (ddd, J = 1.3, 1.3, 5.6 Hz, 2zH), 3.90 – 3.88 (m, 1H), 3.72 

(d, J = 5.4 Hz, 2H), 3.35 (td, J = 4.7, 9.6 Hz, 2H), 2.51 (d, J = 5.0 Hz, 1H), 1.06 (s, 9H); 13C NMR (125 

MHz, CDCl3) δ  135.6, 134.6, 133.3, 129.9, 127.8, 117.3, 72.4, 71.1, 70.9, 64.9, 50.8, 26.9, 19.3; HRMS 

(ESI) calculated for C22H30NaO3Si [M+Na]+ 393.1864, found 393.1870 
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1-allyl-3-tert-butyldiphenylsilyl-2-(4-methoxybenzyl)-sn-glycerol (61a) 

In a manner similar to the synthesis of 61b, 60a (18.5 g, 50.0 mmol) was converted into 61a (20 g, 82% 

yield) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.69-7.63 (m, 4H), 7.47-7.32 (m, 6H), 7.26-7.21 

(m, 2H), 6.86-6.82 (m, 2H), 5.95-5.82 (m, 1H), 5.29-5.22 (m, 1H), 5.16 (dq, J = 10.4, 1.5 Hz, 1H), 4.56 

(d, J = 1.3 Hz, 2H), 4.03-3.95 (m, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.77-3.61 (m, 4H), 3.55 (dd, J = 10.1, 5.5 Hz, 1H), 

1.04 (s, 9H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 159.2, 135.7, 135.7, 135.6, 135.0, 129.7, 129.4, 127.9, 127.8, 

116.8, 113.8, 78.5, 72.4, 72.0, 70.3, 63.6, 55.4, 26.9, 19.3; HRMS (ESI) calculated for C30H38NaO4Si 

[M+Na]+ 513.2432, found 513.2443 

 

 

3-tert-butyldiphenylsilyl-2-(4-methoxybenzyl)-sn-glycerol (62a) 

In a manner similar to the synthesis of 62b, 61a (1.14 g, 2.30 mmol) was converted into 62a (0.88 g, 85% 

yield) as a colorless oil. 1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 7.67 (dt, J = 8.0, 1.4 Hz, 4H), 7.48-7.33 (m, 6H), 

7.23-7.16 (m, 2H), 6.88-6.81 (m, 2H), 4.56 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.44 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.83-3.74 (m, 

5H), 3.74-3.56 (m, 3H), 2.03 (dd, J = 7.2, 5.5 Hz, 1H), 1.05 (s, 9H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 159.4, 

135.7, 135.7, 135.6, 133.3, 133.2, 130.5, 129.9, 129.5, 127.8, 114.0, 79.3, 71.9, 63.6, 63.0, 55.4, 26.9, 

19.3; HRMS (ESI) calculated for C27H34NaO4Si [M+Na]+ 473.2119, found 473.2124 

 

 

tert-butyl cis-21-triacontenoate (63) 

To a stirred solution of LiAlH4 (2.16 g, 57.0 mmol) in THF (50 mL) at 0 ºC was added the solution of 

Oleic acid (12 mL, 38.0 mmol) in THF (12 mL) dropwise over a period of 15 min. The mixture was 

allowed to warm to room temperature, and stirred for 18 h. The reaction mixture was quenched with H2O 

(2 mL), 15% aqueous NaOH (2 mL), and H2O (6 mL). Then, it was allowed to stir for 1 h. The mixture 

was filtrated through a pad of celite, concentrated under reduced pressure. The crude oil was directly used 

for the next step. To the crude oil and CBr4 (20.2 g, 60.8 mmol) in CH2Cl2 (70 mL) at room temperature 
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was added the solution of PPh3 (19.9 g, 76.0 mmol) in THF (30 mL). After stirring for 14 h, solvent was 

removed under reduced pressure. Hexane was added to the mixture, and removed 

triphenylphosphineoxide by filtration. The mixture was concentrated in vacuo. The crude material was 

subjected to silica gel column chromatography (Hexane only) to afford alkylbromide (11.2 g, 89% yield 

for 2 steps) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.38 – 5.31 (m, 2H), 3.40 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 

2.01 (dt, J = 6.3, 12 Hz, 4H), 1.89 – 1.82 (m, 2H) 1.44 – 1.39 (m, 2H), 1.36 – 1.27 (m, 20H), 0.88 (t, J = 

6.9 Hz, 3H). To a stirred solution of alkylbromide (928 mg, 2.80 mmol) were added Mg (146 mg, 6.00 

mmol) and a piece of I2 in THF (2 mL), then heated to reflux temperature. After stirring for 30 min, 

grignard reagent 3 was cooled to –40 ºC. The solution of 37 (671 mg, 2.00 mmol) and NMP (193 µL) in 

THF (2 mL) was added to the mixture, followed by 1,3-butadiene (44.8 mL) and NiCl2 (2.6 mg). The 

mixture was allowed to warm to 0 ºC, and stirred for 2 h. The reaction mixture was quenched with 

saturated aqueous NH4Cl. AcOEt was added to the mixture, and washed with saturated aqueous NH4Cl 

(x3), brine (x2). The organic solution was dried over anhydrous Na2SO4, concentrated under reduced 

pressure. The crude oil was subjected to silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 30/1) to 

afford 63 (651 mg, 64% yield) as a white solid. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.35 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 

2.20 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.01 (dd, J = 12.5, 6.8 Hz, 4H), 1.61-1.53 (m, 2H), 1.44 (s, 9H), 1.38-1.19 (m, 

44H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.4, 130.0, 79.9, 35.7, 32.0, 29.9, 29.8, 

29.7, 29.7, 29.7, 29.6, 29.6, 29.4, 29.2, 28.2, 27.3, 25.2; HRMS (ESI) calculated for C34H66NaO2 

[M+Na]+ 529.4955, found 529.4965 

 

 

2-(4-methoxybenzyl)-3-(cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol (35b) 

63 (75 mg, 0.15 mmol) was dissolved with TFA (0.75 mL) and CH2Cl2 (0.75 mL) at room temperature, 

and stirred for 1 h. To the mixture was added toluene, and concentrated under reduce pressure. This 

operation was repeated 3 times. The crude acid 36 was directly used for the next step. To a stirred 

solution of crude material, 62b (100 mg, 0.22 mmol) and DMAP (15 mg, 0.12 mmol) in CH2Cl2 (6 mL) 

was added EDCI•HCl (71 mg, 0.37 mmol). After stirring for over night at reflux, the reaction mixture 

was concentrated under reduced pressure. The residue was subjected to silica gel column chromatography 

(Hex/EtOAc = 20/1) to afford ester (64 mg, 49%) as a colorless oil. To a stirred solution of ester in THF 
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(1.26 mL) was added TBAF (252 µL, 0.25 mmol) at room temperature. After stirring for over night, the 

solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture was subjected to silica gel column 

chromatography (Toluene/ethyl acetate = 5/1 to 4/1) to afford 35b (70.5 mg, 80% yield) as a white solid. 
1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 7.30-7.24 (m, 2H), 6.91-6.85 (m, 2H), 5.35 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 4.65 (d, J = 

11.4 Hz, 1H), 4.52 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 4.21 (d, J = 4.9 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.71-3.64 (m, 2H), 3.60 

(dd, J = 12.6, 7.0 Hz, 1H), 2.32 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.06-1.96 (m, 4H), 1.61 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.37-1.20 

(m, 44H), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 173.9, 159.5, 130.5, 130.0, 129.6, 114.0, 

76.9, 71.9, 62.8, 62.1, 55.4, 34.3, 32.0, 29.9, 29.8, 29.8, 29.7, 29.7, 29.6, 29.6, 29.4, 29.4, 29.3, 27.3, 25.0, 

22.8, 14.2; HRMS (ESI) calculated for C41H72NaO5 [M+Na]+ 667.5752, found 667.5292 

 

 

2-(4-methoxybenzyl)-1-(cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol (35a) 

In a manner similar to the synthesis of 35b, 63 (174 mg, 0.34 mmol) was converted into 35a (177 mg, 

79% yield) as a white solid.1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.28 – 7.25 (m, 2H), 6.89 – 6.86 (m, 2H), 5.38 

– 5.31 (m, 2H), 4.64 (d, J = 11 Hz, 1H), 4.52 (d, J = 11 Hz, 1H), 4.21 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 

3.70 – 3.65 (m, 2H), 3.62 – 3.59 (m, 1H), 2.31 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.03 – 1.98 (m, 4H), 1.65 – 1.59 (m, 

2H), 1.34 – 1.25 (m, 44H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.9, 159.5, 130.0, 

130.0, 129.6, 114.0, 71.9, 62.8, 62.1, 55.4, 34.3, 32.0, 29.9, 29.8, 29.8, 29.7, 29.7, 29.6, 29.6, 29.4, 29.4, 

29.2, 27.3, 25.0, 22.8, 14.2; HRMS (ESI) calculated for C41H72NaO5 [M+Na]+ 667.5272, found 667.5286 

 

 
3,5-di-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-di-O-4-methoxybenzyl-2-(4-methoxybenzyl)-3-O-((cis-21-triaco

ntenyl)-sn-glycerol-3-benzylphosphate)-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol (64b) 

To a stirred solution of 34 (120 mg, 0.13 mmol) in Acetone (4 mL) was added LiBr (33 mg, 0.38 mmol). 

The reaction mixture was refluxed for over night. The mixture was cooled to ambient temperature, and 
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then concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column 

chromatography eluting with toluene/EtOAc (1:1) to CH2Cl2/MeOH (6:1) to afford lithium salt. The salt 

was passed through the cation exchange resin column (Dowex 50WX8 50-100) to obtain acid form. 

Fractions containing the desire product was collected and concentrated under reduced pressure. The 

residue was dissolved with THF (1.0 mL). 35b (60 mg, 93.0 µmol), PPh3 (73 mg, 0.28 mmol) was added 

to the solution. To the mixture was added DIAD (55 µL, 0.28 mmol). After stirring for over night, the 

reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel 

column eluted with toluene/EtOAc (5:1) to afford 64b (43.6 mg, 31%) as a colorless oil. 1H NMR (390 

MHz, CDCl3) δ 7.35-7.26 (m, 6H), 7.23-7.11 (m, 5H), 6.85-6.71 (m, 6H), 5.34 (t, J = 4.6 Hz, 2H), 

5.03-4.67 (m, 8H), 4.53-4.36 (m, 2H), 4.33-3.84 (m, 6H), 3.84-3.75 (m, 7H), 3.75-3.69 (m, 3H), 

3.67-3.58 (m, 2H), 3.57-3.44 (m, 2H), 3.44-3.35 (m, 3H), 2.28-2.16 (m, 2H), 2.01 (dd, J = 12.0, 6.4 Hz, 

4H), 1.60-1.52 (m, 2H), 1.37-1.19 (m, 44H), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H), 0.81 (s, 9H), 0.79 (s, 9H), 0.00-0.04 

(m, 3H), -0.06 (d, J = 3.3 Hz, 6H), -0.11-0.18 (m, 3H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 173.5, 159.4, 158.8, 

158.2, 131.4, 130.9, 130.0, 129.9, 129.5, 129.4, 129.2, 129.1, 129.0, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5, 128.3, 

128.0, 127.8, 127.4, 125.4, 113.9, 113.5, 113.2, 97.8, 81.9, 80.3, 80.3, 78.2, 77.9, 77.8, 77.7, 75.1, 74.8, 

74.8, 74.7, 73.4, 71.7, 55.9, 55.3, 34.2, 32.0, 29.9, 29.8, 29.7, 29.6, 29.6, 29.4, 29.4, 29.3, 29.2, 27.3, 26.1, 

26.0, 25.0, 22.8, 21.6, 18.1, 14.2, –3.8, –4.3, –4.8; HRMS (ESI) calculated for C84H137NaO16PSi2 

[M+Na]+ 1511.9075, found 1511.9075 

 

 
3,5-di-O-tert-butyldimethylsilyl-4,6-di-O-4-methoxybenzyl-2-(4-methoxybenzyl) 

-3-O-((cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol-1-benzylphosphate)-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol (64a) 

In a manner similar to the synthesis of 65b, 34 (250 mg, 0.26 mmol) was converted into 64a (299 mg, 

81%) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.35-7.26 (m, 6H), 7.23-7.10 (m, 5H), 6.85-6.73 

(m, 6H), 5.40-5.28 (m, 2H), 5.04-4.65 (m, 8H), 4.53-4.34 (m, 2H), 4.32-3.85 (m, 6H), 3.84-3.75 (m, 7H), 

3.75-3.70 (m, 3H), 3.67-3.57 (m, 2H), 3.58-3.44 (m, 2H), 3.43-3.35 (m, 3H), 2.28-2.17 (m, 2H), 

2.07-1.92 (m, 4H), 1.57-1.50 (m, 2H), 1.37-1.18 (m, 44H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 0.81 (s, 9H), 0.79 (s, 

9H), 0.03-0.01 (m, 3H), -0.03-0.10 (m, 6H), -0.10-0.17 (m, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.4, 

159.4, 158.8, 158.3, 131.4, 130.9, 130.5, 130.0, 129.9, 129.5, 129.3, 129.0, 128.9, 128.8, 128.8, 128.6, 
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128.6, 127.9, 127.8, 127.5, 113.8, 113.5, 113.2, 97.8, 81.9, 75.1, 75.0, 74.7, 73.5, 55.9, 55.3, 55.2, 34.2, 

32.0, 29.9, 29.8, 29.8, 29.7, 29.6, 29.4, 27.3, 26.1, 25.9, 25.0, 22.8, 18.1, 14.2, –3.8, –4.3, –4.8; HRMS 

(ESI) calculated for C84H137NaO16PSi2 [M+Na]+ 1511.9075, found 1511.9075 

 

 
4,6-di-O-4-methoxybenzyl-2-(4-methoxybenzyl-3-O-((cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol-3-benzylphos

phate)-2-methoxymethyl-D-myo-inositol (64b’) 

To a stirred solution of 64a (43.6 mg, 29.2 µmol) in THF (600 µL) at 35 ºC was added TBAF (293 µL, 

29.3 µmol) and AcOH (17 µL, 29.2 µmol). After the reaction mixture was stirred for 4.5 h, TBAF (293 

µL, 29.3 µmol) was added and then stirred at 40 ºC for 5 h. To the mixture was added another TBAF (586 

µL, 58.6 µmol) and stirred for 5h. The reaction was concentrated under reduced pressure. The residue 

was purified with silica gel column chromatography eluting with toluene/ethyl acetate (2/1) to afford 64b’ 

(32.6 mg, 88%) as a colorless oil. 1H NMR (390 MHz, CDCl3) δ 7.37-7.23 (m, 9H), 7.23-7.14 (m, 2H), 

6.91-6.85 (m, 2H), 6.84-6.76 (m, 4H), 5.40-5.27 (m, 2H), 5.07-4.96 (m, 2H), 4.87-4.79 (m, 1H), 

4.79-4.60 (m, 5H), 4.51-4.43 (m, 2H), 4.29-3.95 (m, 6H), 3.81-3.62 (m, 11H), 3.58-3.48 (m, 1H), 

3.48-3.30 (m, 5H), 2.30-2.19 (m, 2H), 2.06-1.93 (m, 4H), 1.63-1.49 (m, 2H), 1.38-1.20 (m, 44H), 0.88 (t, 

J = 6.8 Hz, 3H); 13C NMR (98 MHz, CDCl3) δ 173.6, 159.4, 159.3, 135.8, 135.8, 130.8, 130.6, 130.0, 

129.8, 129.6, 129.6, 129.5, 128.7, 128.7, 128.0, 114.0, 113.9, 98.8, 81.0, 80.6, 80.6, 80.5, 80.5, 79.8, 79.7, 

77.5, 77.1, 76.8, 75.0, 75.0, 74.9, 74.8, 74.8, 74.6, 71.8, 71.0, 71.0, 69.7, 69.9, 69.5, 66.5, 66.4, 66.4, 66.3, 

62.4, 56.0, 55.3, 34.2, 32.0, 29.9, 29.8, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 27.3, 25.0, 22.8, 14.2; HRMS (ESI) 

calculated for C72H109NaO16P [M+Na]+ 1283.7345, found 1283.7374 

 

 
4,6-di-O-4-methoxybenzyl-2-(4-methoxybenzyl-3-O-((cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol-1-benzylphos

phate)-2-methoxymethyl-D-myo-inositol (64a’) 
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In a manner similar to the synthesis of 64b’, 64a (289 mg, 0.19 µmol) was converted into 64a’ (205.4 mg, 

84%) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.35-7.26 (m, 6H), 7.23-7.10 (m, 5H), 6.85-6.73 

(m, 6H), 5.40-5.28 (m, 2H), 5.04-4.65 (m, 8H), 4.53-4.34 (m, 2H), 4.32-3.85 (m, 6H), 3.84-3.75 (m, 7H), 

3.75-3.70 (m, 3H), 3.67-3.57 (m, 2H), 3.58-3.44 (m, 2H), 3.43-3.35 (m, 3H), 2.28-2.17 (m, 2H), 

2.07-1.92 (m, 4H), 1.57-1.50 (m, 2H), 1.37-1.18 (m, 44H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H), 0.81 (s, 9H), 0.79 (s, 

9H), 0.03-0.01 (m, 3H), -0.03-0.10 (m, 6H), -0.10-0.17 (m, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.5, 

159.4, 159.3, 135.8, 130.8, 130.7, 130.5, 130.0, 129.8, 129.6, 129.6, 129.6, 129.5, 129.1, 128.7, 128.7, 

128.3, 128.0, 128.0, 125.4, 114.0, 113.9, 98.7, 81.1, 80.6, 80.5, 79.8, 79.7, 79.2, 77.6, 74.9, 74.9, 74.9, 

74.8, 74.8, 74.6, 74.5, 71.8, 71.8, 71.1, 71.0, 69.7, 65.5, 62.4, 62.4, 56.0, 55.4, 55.3, 34.2, 32.7, 32.0, 29.9, 

29.8, 29.8, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 27.3, 24.9, 22.8, 14.2; HRMS (ESI) calculated for C72H109NaO16P 

[M+Na]+ 1283.7345, found 1283.7345 

 

 
16b: To a stirred solution of 64b’ (5 mg, 3.90 µmol) in Toluene (200 µL) was added BSTFA (31 µL), 

followed by TMSBr (120 µL). The reaction mixture was stirred for 3.5h, and then concentrated under 

reduced pressure. To the residue was added MeOH and stirred for 30 min. The mixture was concentrated 

under reduced pressure. The residue was dried under highly reduced pressure. To the residue was added 

CH2Cl2 (350 µL) and Me2S (14 µL) and then cooled to 0 ºC. TFA (150 µL) was added to the mixture at 0 

ºC and stirred for 5 min and then stirred for 30 min at room temperature. The reaction mixture was 

concentrated under reduced pressure. The product was purified with silica gel column chromatography 

eluting with CHCl3 /MeOH/2.2M NH4OH (25 : 10 : 2) to afford 16a (1.32 mg, 43% for 2 steps) as a white 

solid (ammonium salt). 1H NMR (390 MHz, CDCl3:CD3OD:D2O = 25:10:2) δ 5.25-5.27 (m, 2H, –

CH2CH=CHCH2–), 4.13 (s, 1H, ino-2), 3.97-4.08 (m, 2H, gly-1x2), 3.79-3.94 (m, 4H, ino-1, gly-2, 

gly-3x2), 3.65 (t, 1H, J = 9.6 Hz, ino-6), 3.53 (t, 1H, J = 9.6 Hz, ino-4), 3.35-3.38 (m, 1H, ino-3), 3.17 (t, 

1H, J = 9.0 Hz, ino-5), 2.26 (t, 2H, J = 7.6 Hz, –COCH2–), 1.91-1.96 (m, 4H, –CH2CH=CHCH2–), 

1.49-1.54 (m, 2H, –COCH2CH2–), 1.17-1.28 (m, 46H, –CH2–), 0.79 (t, 3H, J = 5.6 Hz, –CH3); 
13C NMR 

(98 MHz, CDCl3:CD3OD:D2O = 25:10:2) δ 174.7, 129.8, 76.2, 74.1, 72.3, 71.5, 71.2, 68.5, 66.6, 64.9, 

49.0, 48.8, 48.6, 48.4, 48.2, 47.9, 47.7, 33.8, 31.8, 29.7, 29.6, 29.4, 29.4, 29.3, 29.2, 29.2, 29.1, 29.1, 27.0, 

24.7, 22.5, 13.8; 31P NMR (158 MHz, CDCl3: CD3OD:D2O = 25:10:2) δ 0.027; HRMS (ESI) calculated 

PMBO
O

OMOM

OPMB
OH

HO

PO
BnO

O
OPMB
O

O
19 7

1) TMSBr, BSTFA

2) 30%TFA, Me2S

HO
O

OH

OH
OH

HO

PO
O O

OH
O

O
19 7

NH4

64b' 16b



 

 82 

for C39H74O12P [M-H]- 765.4923, found 765.4941 

 

 
16a: In a manner similar to the synthesis of 16b, 64a’ (103 mg, 81.6 µmol) was converted into 16b (19.7 

mg, 31% for 2 steps) as a white solid (ammonium salt). 1H NMR (600 MHz, CDCl3:CD3OD:D2O = 

5:5:1) δ 5.25-5.29 (m, 2H, –CH2CH=CHCH2–), 4.14 (s, 1H, ino-2), 4.05-4.08 (m, 1H, 

gly-3), 4.00-4.02 (m, 1H, gly-3), 3.88-3.93 (m, 2H, ino-1, gly-2), 3.83 (m, 2H, 

gly-1), 3.66 (t, 1H, J = 9.4 Hz, ino-6), 3.54 (t, 1H, J = 9.5 Hz, ino-4), 3.36 (dd, 1H, J = 10.0, 2.6 Hz, 

ino-3), 3.16 (t, 1H, J = 9.4 Hz, ino-5), 2.26 (t, 2H, J = 7.6 Hz, –COCH2–), 1.91-1.96 (m, 4H, –

CH2CH=CHCH2–), 1.51 (q, 2H, J = 7.1 Hz, –COCH2CH2–), 1.17-1.24 (m, 46H, –CH2–), 0.79 (t, 

3H, J = 7.0 Hz, –CH3); 13C NMR (150 MHz, CDCl3:CD3OD: D2O = 5:5:1) δ 174.0, 129.6, 129.0, 75.8, 

73.7, 71.8, 71.0, 70.7, 70.4, 67.9, 65.9, 64.3, 48.9, 48.0, 33.1, 31.6, 31.0, 29.7, 28.8, 28.8, 28.6, 28.5, 28.4, 

28.4, 28.3, 28.3, 26.2, 24.3, 23.9, 21.7, 12.9; 31P NMR (242 MHz, CDCl3:CD3OD:D2O = 5:5:1) 

δ 1.57; HRMS (ESI) calculated for C39H74O12P [M-H]- 765.4923, found 765.4941 

 

 

3,5-di-O-allyl-4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-O-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-((R)-1,1’-bi-2-napht

yl) Phosphate (79) 

The solution of 45 (2.82 g, 2.93 mmol), allyl alcohol (810 µL, 11.7 mmol), and 

[CpRu(C3H5)C9H6NCOO]PF6 in 1,2-dichloroethane (2.9 mL) was heated to reflux and stirred for 9 h. The 

reaction mixture was cooled to room temperature and the solvent was removed under reduced pressure. 

The crude mixture was purified with silica gel column chromatography (toluene/ethyl acetate = 5.5/1) to 

afford 79 (1.06 g, 41% yield) as a white foam. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.91-8.01 (m, 4H), 

7.42-7.55 (m, 4H), 7.23-7.36 (m, 6H), 6.82-6.87 (m, 4H), 6.50-6.52 (m, 2H), 5.89-6.00 (m, 2H), 

5.32-5.36 (m, 1H), 5.23-5.30 (m, 1H), 5.19 (dd, 1H, J = 10.5, 1.4 Hz), 5.14 (d, 1H, J = 10.3 Hz), 
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4.90-4.94 (m, 1H), 4.78-4.82 (m, 2H), 4.68 (d, 1H, J = 10.1 Hz), 4.50-4.56 (m, 3H), 4.23-4.36 (m, 4H), 

4.08-4.13 (m, 1H), 3.78-3.89 (m, 5H), 3.69 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.23-3.33 (m, 2H); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δ 159.35, 158.95, 147.72, 147.60, 146.51, 135.23, 134.63, 132.38, 132.27, 131.98, 131.74, 

130.94, 130.41, 130.02, 129.41, 129.34, 126.97, 125.96, 121.52, 121.34, 120.88, 117.04, 116.60, 113.90, 

113.55, 97.66, 82.53, 80.98, 80.23, 80.16, 79.52, 79.28, 75.78, 75.36, 74.69, 73.68, 71.54, 56.16, 55.39, 

55.33; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C50H51NaO12P [M+Na]+, 897.3010; found: 897.3023 

 

 

3,5-di-O-allyloxy-4,6-di-O-p-methoxybenzyl-2-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-dibenzylphosphate 

(80) 

To a suspension of NaH (60% oil dispersion) (100 mg, 2.52 mmol) in THF (16.8 mL) at 0 °C was added 

benzyl alcohol (288 µL, 2.77 mmol). After stirring for 30 min, the solution of 79 (734 mg, 0.84 mmol) in 

THF (6 mL) was added to the reaction at 0 °C. The reaction mixture was warmed up to room temperature, 

and stirred for 1.5 h. The reaction was cooled to 0 °C, and then quenched with 10% aqueous citric acid. 

The mixture was diluted with ethyl acetate. The organic solution was washed with saturated aqueous 

NaHCO3 and brine, dried over anhydrous Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The crude 

mixture was purified with column chromatography (toluene/ethyl acetate = 5/1) to afford 80 (548 mg, 

81% yield) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.20-7.34 (m, 14H), 6.83-6.87 (m, 2H), 

6.75-6.77 (m, 2H), 5.84-5.99 (m, 2H), 5.24-5.30 (m, 2H), 5.11-5.17 (m, 2H), 4.92-5.05 (m, 4H), 

4.76-4.80 (m, 4H), 4.66-4.71 (m, 2H), 4.32 (dddt, 2H, J = 28.1, 12.4, 5.5, 1.4 Hz), 4.26 (t, 1H, J = 2.4 Hz), 

4.05-4.14 (m, 2H), 3.98 (ddt, 1H, J = 12.6, 5.3, 1.5 Hz), 3.90 (t, 1H, J = 9.6 Hz), 3.83 (t, 1H, J = 9.6 Hz), 

3.79 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.40 (s, 3H), 3.25 (t, 1H, J = 9.2 Hz), 3.16 (dd, 1H, J = 9.9, 2.4 Hz); 13C NMR 

(125 MHz, CDCl3) δ 154.36, 134.31, 133.92, 131.61, 131.46, 128.68, 128.64, 128.00, 127.94, 119.08, 

119.03, 117.34, 117.16, 97.49, 78.21, 77.36, 77.10, 76.85, 76.70, 76.32, 75.39, 75.35, 73.70, 72.68, 71.05, 

69.62, 69.56, 68.77, 68.72, 56.01; HRMS (ESI-QTOF) calculated for C44H53NaO12P [M+Na]+ 827.3167, 

found 827.3189 
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3,5-di-O-allyloxy-2-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-dibenzylphosphate (81) 

To a stirred suspension of 80 (124 mg, 0.15 mmol) in CH2Cl2 (6.8 mL) and pH 7 buffer (760 µL) was 

added DDQ (140 mg, 0.62 mmol) at room temperature. The reaction mixture was stirred for 6 h and then 

quenched with saturated aqueous NaHCO3. H2O was added to the mixture and extracted with CH2Cl2 3 

times. The combined organic phase was washed with brine and dried over Na2SO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography 

eluting with Toluene/ ethylacetate (1/1) to afford 4,6-diol (60.8 mg, 70% yield) as a white solid. 1H NMR 

(500 MHz, CDCl3) δ 7.36 – 7.34 (m, 10H), 6.01 – 5.84 (m, 2H), 5.33 – 5.24 (m, 2H), 5.20 – 5.17 (m, 2H), 

5.14 – 5.04 (m, 4H), 4.66 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 4.37 (tq, J = 12.7, 1.43 Hz, 2H), 4.17 – 4.10 (m, 3H), 4.00 

(dt, J = 9.3, 3.0 Hz, 1H), 3.95 - 3.89 (m, 2H), 3.33 (s, 3H), 3.13 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 9.9, 2.3 

Hz, 1H), 2.82 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 2.51 (d, J = 1.9 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

δ 135.2, 134.1, 128.7, 128.7, 128.1, 128.1, 117.9, 117.2, 97.4, 82.1, 78.7, 78.6, 73.9, 72.7, 71.9, 71.9, 71.

0, 69.9, 69.6, 55.8 HRMS (ESI-QTOF) calculated for C28H37NaO10P [M+Na]+ 587.2017, found 

587.2039. To a solution of AllocOBT (863 mg, 3.94 mmol) and DMAP (300 mg, 2.46 mmol) in CH2Cl2 

(5 mL) was added 4,6-diol (278 mg. 0.49 mmol). The reaction mixture was stirred for 6 h, and then 

quenched with saturated 10% aqueous citric acid. The reaction mixture was diluted with dichloromethane, 

and the solution was washed with saturated aqueous NaHCO3 and brine. The organic solution was dried 

over anhydrous Na2SO4, filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified with column 

chromatography elution with toluene/ethyl acetate (5/1) to afford 81 (333 mg, 92% yield) as a colorless 

oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.30-7.36 (m, 10H), 5.89-5.97 (m, 1H), 5.75-5.85 (m, 3H), 5.32-5.38 

(m, 2H), 5.22-5.30 (m, 4H), 5.10-5.21 (m, 4H), 5.03 (dd, 4H, J = 7.9, 2.7 Hz), 4.73 (s, 2H), 4.65 (dt, 2H, 

J = 5.8, 1.3 Hz), 4.57 (ddt, 1H, J = 13.0, 5.7, 1.4 Hz), 4.40 (ddt, 1H, J = 13.0, 5.9, 1.4 Hz), 4.26-4.31 (m, 

2H), 4.06-4.13 (m, 3H), 3.86 (ddt, 1H, J = 12.9, 5.5, 1.5 Hz), 3.43 (t, 1H, J = 9.5 Hz), 3.36 (s, 3H), 3.26 

(dd, 1H, J = 10.1, 2.2 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 154.36, 134.31, 133.92, 131.61, 131.46, 

128.68, 128.64, 128.00, 127.94, 119.08, 119.03, 117.34, 117.16, 97.49, 78.21, 77.36, 77.10, 76.85, 76.70, 

76.32, 75.39, 75.35, 73.70, 72.68, 71.05, 69.62, 69.56, 68.77, 68.72, 56.01; HRMS (ESI-QTOF) 

calculated for C36H45NaO14P [M+Na]+ 755.2439, found 755.2447 
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3,5-di-O-allyloxy-4,6-di-O-allyloxycarbonyl-2-palmitoyl-D-myo-inositol-1-dibenzyl phosphate (78)  

The solution of 81 (100 mg, 0.14 mmol) in CH2Cl2 (6.8 mL) was cooled to 0 °C. To the solution was 

added trifluoroacetic acid 6.8 mL) at 0 ºC and stirred for 1h. The solvent removed under reduced pressure 

and added toluene then concentrated in vacuo. The residue was dried under highly vacuum and used for 

next step without further purification. The residue and palmitic acid (174 mg, 0.68 mmol) and DMAP 

(16.6 mg, 0.14 mmol) were dissolved with CH2Cl2 (1 mL) at room temperature. To the stirred mixture 

was added DCC (130 mg, 0.68 mmol) and stirred for over night. The mixture was filtered and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography 

eluting with Toluene/ ethyl acetate (20/1 to 10/1) to afford 78 (84.7 mg, 67% yield) as colorless oil. 1H 

NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.28-7.35 (m, 10H), 5.93 (ddd, 1H, J = 22.7, 10.8, 5.6 Hz), 5.71-5.84 (m, 4H), 

5.36 (dd, 1H, J = 17.3, 1.3 Hz), 5.23-5.30 (m, 4H), 5.10-5.19 (m, 5H), 4.95-5.05 (m, 4H), 4.66 (d, 2H, J = 

5.8 Hz), 4.50-4.57 (m, 2H), 4.31 (dd, 1H, J = 13.0, 5.8 Hz), 4.08-4.18 (m, 5H), 3.86 (dd, 1H, J = 12.8, 5.8 

Hz), 3.43-3.51 (m, 2H), 2.31-2.43 (m, 2H), 1.56-1.64 (m, 2H), 1.23-1.30 (m, 24H), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 

Hz); 13C NMR (150 MHz, CDCl3) δ 177.85, 172.75, 171.27, 154.33, 154.28, 135.65, 135.59, 134.11, 

133.72, 131.50, 131.34, 128.58, 128.53, 128.32, 127.93, 127.74, 119.18, 119.13, 117.70, 117.51, 77.95, 

77.46, 77.14, 76.81, 76.18, 74.69, 74.23, 73.78, 70.86, 69.59, 69.44, 68.86, 68.82, 67.68, 60.51, 34.22, 

33.99, 32.03, 29.81, 29.79, 29.58, 29.47, 29.38, 29.22, 29.09, 25.07, 24.89, 22.79, 21.15, 14.29, 14.23; 

HRMS (ESI-QTOF) calculated for C50H71NaO14P [M+Na]+ 949.4477, found 949.4511 

 

 

2-allyl-3-tert-butyldiphenylsilyl-1-(4-methoxybenzyl)-sn-glycerol (82a) 

To a stirred solution of (S)-(+)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol (59a) (10 g, 75.7 mmol) in DMF 

(200 mL) were added NaH (60% oil dispersion) (4.5 g, 0.11 mol) and then PMBCl (12.4 mL, 91.0 mmol) 

and the mixture was stirred for 4 h. The reaction was quenched with MeOH and ans the mixture was 
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extracted with CH2Cl2. The extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under 

reduced pressure. To the solution of the residue in MeOH (200 mL) was added p-toluene sulfonic acid 

monohydrate (700 mg, 3.68 mmol). After stirring for 1 h, the reaction was quenched by addition of 

NaHCO3 (1 g) and the solvent was removed under reduced pressure. The residue was purified with silica 

gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 1/3) to afford diol (7.9 g, 50% yield, for 2 steps) as a 

colorless oil. To a stirred solution of the diol (7.9 g, 41.9 mmol), Et3N (26 mL, 0.19 mol), and DMAP 

(590 g, 4.83 mmol) in CH2Cl2 (74 mL) was added TBDPSCl (11 mL, 42.8 mmol). After stirring for over 

night, the reaction was extracted with CH2Cl2. The extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography 

(hexane/ethyl acetate = 5/1) to afford sn-2 alcohol (14.6 g, 87% yield) as a colorless oil. To a stirred 

solution of sn-2 alcohol (2.0 g, 4.44 mmol) in DMF (13 mL) at 0 ºC was added NaH (60% oil dispersion) 

(242 mg, 5.77 mmol). After stirring for 15 min, allyl bromide (0.60 mL, 6.66 mmol) was added and then 

the mixture was stirred for 2 d at room temperature. The reaction was quenched with 10% citric acid aq. 

and extracted with ethyl acetate. The extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated 

under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl 

acetate = 10/1) to afford 82a (1.54 g, 71% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

7.65-7.67 (m, 4H), 7.34-7.43 (m, 6H), 7.22-7.24 (m, 2H), 6.83-6.87 (m, 2H), 5.84-5.92 (m, 1H), 5.23 (dq, 

1H, J = 17.2, 1.7 Hz), 5.12 (dq, 1H, J = 10.4, 1.4 Hz), 4.47 (dd, 2H, J = 16.8, 11.6 Hz), 4.07-4.09 (m, 2H), 

3.79 (s, 3H), 3.73 (t, 2H, J = 2.6 Hz), 3.61-3.65 (m, 2H), 3.52-3.56 (m, 1H), 1.03 (s, 9H); 13C NMR (125 

MHz, CDCl3) δ 159.21, 135.74, 135.71, 135.37, 133.66, 133.59, 130.59, 129.72, 129.33, 127.75, 116.73, 

113.83, 78.82, 73.13, 71.39, 69.92, 63.56, 55.36, 26.90, 19.31; HRMS (ESI-QTOF) calcd for 

C30H38NaO4Si [M+Na]+, 513.2432; found: 513.2439 

 

 

2-allyl-1-tert-butyldiphenylsilyl-3-(4-methoxybenzyl)-sn-glycerol (82b) 

In a manner similar to the synthesis of 82a, (R)-(-)-2,2-dimethyl-1,3-dioxolane-4-methanol (6.0 g, 45.4 

mmol) was converted into sn-2 alcohol (14.6 g, 42% yield for three steps) as a colorless oil and sn-2 

alcohol (2.0 g, 4.44 mmol) was converted into 82b (1.54 g, 71% yield). 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

7.67 (d, 4H, J = 6.7 Hz), 7.31-7.42 (m, 6H), 7.23 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 6.84-6.87 (m, 2H), 5.88 (dq, 1H, J = 
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22.6, 5.3 Hz), 5.24 (dd, 1H, J = 17.3, 1.6 Hz), 5.12 (dt, 1H, J = 10.4, 0.6 Hz), 4.47 (dd, 2H, J = 15.0, 11.7 

Hz), 4.08 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 3.77 (s, 3H), 3.74 (d, 2H, J = 5.2 Hz), 3.62-3.66 (m, 2H), 3.55 (dt, 1H, J = 

11.4, 3.5 Hz), 1.04 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 159.27, 135.79, 135.77, 135.41, 133.69, 

133.62, 130.62, 129.80, 129.40, 127.83, 116.81, 113.87, 78.84, 73.18, 71.44, 69.92, 63.60, 55.38, 26.97, 

19.37; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C30H38NaO4Si [M+Na]+, 513.2432; found: 513.2438 

 

 

2-allyl-3-tert-butyldiphenylsilyl-sn-glycerol (83a) 

To a stirred mixture of 82a (0.85 g, 1.73 mmol) in CH2Cl2 (50 mL) and pH 7 phosphate buffer (5.5 mL) 

was added DDQ (787 mg, 3.47 mmol). After stirring for over night, the mixture was extracted with 

CH2Cl2. The extract was washed with saturated NaHCO3 aq. and brine, dried over Na2SO4, and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography 

(hexane/ethyl acetate = 5/1) to afford 83a (528 mg, 82% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ 7.66-7.68 (m, 4H), 7.37-7.46 (m, 6H), 5.82-5.91 (m, 1H), 5.20-5.26 (m, 1H), 5.13-5.16 (m, 1H), 

4.08 (ddt, 1H, J = 12.7, 5.6, 1.4 Hz), 3.99 (ddt, 1H, J = 12.7, 5.7, 1.3 Hz), 3.73-3.84 (m, 2H), 3.65-3.70 

(m, 2H), 3.51-3.58 (m, 1H), 2.05-2.09 (m, 1H), 1.05 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 135.70, 

135.67, 134.87, 133.32, 133.20, 129.89, 127.84, 117.24, 79.40, 71.24, 63.53, 62.95, 26.89, 19.25; HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C22H30NaO3Si [M+Na]+, 393.1856; found: 393.1858 

 

 

2-allyl-1-tert-butyldiphenylsilyl-sn-glycerol (83b) 

In a manner similar to the synthesis of 83a, 82b (5.1 g, 10.4 mmol) was converted into 83b (3.23 mg, 

83% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.64-7.69 (m, 4H), 7.36-7.46 (m, 6H), 

5.81-5.91 (m, 1H), 5.22 (dq, 1H, J = 17.2, 1.6 Hz), 5.14 (dt, 1H, J = 10.4, 1.3 Hz), 4.06-4.11 (m, 1H), 

3.99 (ddt, 1H, J = 12.7, 5.8, 1.3 Hz), 3.73-3.81 (m, 2H), 3.64-3.71 (m, 2H), 3.51-3.56 (m, 1H), 2.25 (dd, 

1H, J = 7.1, 5.5 Hz), 1.06 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 135.73, 135.71, 134.92, 133.34, 133.22, 

129.93, 127.89, 117.27, 79.51, 71.28, 63.53, 62.92, 26.92, 19.28; HRMS (ESI-QTOF) calcd for 
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C22H30NaO3Si [M+Na]+, 393.1856; found: 393.1860 

 

 
2-allyl-3-tert-butyldiphenylsilyl-1-(cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol (84a) 

To a stirred solution of 63 (557 mg, 1.10 mmol) in CH2Cl2 (5.5 mL) was added trifluoroacetic acid (5.5 

mL) and the mixture was stirred for 1 h at room temperature. The solvent was removed under reduced 

pressure and co-evaporated with toluene three times. The resulting 36 was added to the solution of 83a 

(488 mg, 1.32 mmol) and DMAP (67 mg, 0.55 mmol) in toluene (5.5 mL). EDCI•HCl (632 mg, 3.30 

mmol) was added to the reaction mixture and the mixture was stirred and heated under reflux for over 

night. The reaction mixture was extracted with ethyl acetate. The extract was washed with water and 

brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica 

gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 15/1) to afford S5a (839 mg, 95%) as a colorless oil. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.66-7.68 (m, 4H), 7.36-7.46 (m, 6H), 5.80-5.90 (m, 1H), 5.32-5.39 (m, 

2H), 5.23 (dq, 1H, J = 17.2, 1.6 Hz), 5.14 (ddd, 1H, J = 10.3, 2.9, 1.2 Hz), 4.32 (dd, 1H, J = 11.6, 3.9 Hz), 

4.14-4.18 (m, 1H), 3.99-4.08 (m, 2H), 3.68-3.75 (m, 2H), 3.61-3.67 (m, 1H), 2.29 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 

1.97-2.04 (m, 3H), 1.58-1.67 (m, 2H), 1.24-1.34 (m, 44H), 1.05 (s, 9H), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz); 13C 

NMR (100 MHz, CDCl3) δ 173.82, 135.68, 134.70, 133.31, 130.00, 129.81, 127.79, 117.21, 77.25, 71.30, 

63.58, 63.08, 34.35, 32.01, 29.80, 29.58, 29.42, 29.26, 27.31, 26.86, 25.03, 22.78, 19.28, 14.22; HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C52H86NaO4Si [M+Na]+, 825.6188; found: 825.6207 

 

 
2-allyl-1-tert-butyldiphenylsilyl-3-(cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol (85a) 

In a manner similar to the synthesis of 84a, 36 (250 mg, 0.49 mmol), 83a (274 mg, 0.74 mmol) was 

converted into 85a (377 mg, 95%) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.66-7.68 (m, 4H), 

7.36-7.46 (m, 6H), 5.80-5.90 (m, 1H), 5.32-5.39 (m, 2H), 5.23 (dq, 1H, J = 17.2, 1.6 Hz), 5.14 (dq, 1H, J 

= 10.4, 1.4 Hz), 4.33 (dd, 1H, J = 11.6, 3.9 Hz), 4.16 (dd, 1H, J = 11.6, 5.6 Hz), 4.04 (dq, 2H, J = 5.6, 1.6 

Hz), 4.04 (dq, 2H, J = 5.6, 1.6 Hz), 3.68-3.75 (m, 2H), 3.61-3.67 (m, 1H), 2.25-2.32 (m, 2H), 1.96-2.06 

(m, 4H), 1.61 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 1.30 (d, 44H, J = 36.7 Hz), 1.04 (s, 9H), 0.86-0.90 (m, 3H); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ 173.83, 149.35, 135.71, 134.90, 133.41, 133.30, 130.00, 129.82, 127.80, 117.16, 

TBDPSO
OAllyl
O

TBDPSO
OAllyl
OH

83a (S)

36,  EDCI•HCl
DMAP

CH2Cl2 84a (S) O
19 7

TBDPSO
OAllyl
O

TBDPSO
OAllyl
OH

83b (R) 84b (R) O
19 7

36,  EDCI•HCl
DMAP

CH2Cl2



 

 89 

77.23, 71.30, 63.58, 63.06, 34.36, 32.02, 29.88, 29.82, 29.75, 29.68, 29.63, 29.59, 29.43, 29.27, 27.32, 

26.87, 25.04, 22.79, 19.28, 14.24; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C52H86NaO4Si [M+Na]+, 825.6188; 

found: 825.6212 

 

 
2-allyl-1-tert-butyldiphenylsilyl-3-(trans-21-triacontenyl)-sn-glycerol (85b) 

In a manner similar to the synthesis of 84a, fatty acid (C30:1, trans) (75 mg, 0.15 mmol) and 83b (82 mg, 

0.22 mmol) was converted into 85b (123 mg, quant) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

7.66-7.68 (m, 4H), 7.36-7.45 (m, 6H), 5.80-5.90 (m, 1H), 5.37-5.39 (m, 2H), 5.20-5.26 (m, 1H), 5.14 (dd, 

1H, J = 10.3, 1.3 Hz), 4.33 (dd, 1H, J = 11.6, 3.9 Hz), 4.16 (dd, 1H, J = 11.6, 5.6 Hz), 4.03-4.05 (m, 2H), 

3.68-3.75 (m, 2H), 3.61-3.67 (m, 1H), 2.29 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 1.96 (dd, 4H, J = 10.9, 6.0 Hz), 1.61 (q, 

2H, J = 7.1 Hz), 1.25 (s, 44H), 1.05 (s, 9H), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz); 13C NMR (99 MHz, CDCl3) δ 

173.83, 135.68, 134.89, 133.41, 133.30, 130.46, 129.82, 127.80, 117.15, 77.23, 71.30, 63.58, 63.06, 

34.35, 32.72, 32.01, 29.81, 29.77, 29.64, 29.59, 29.42, 29.28, 26.86, 25.03, 22.79, 19.28, 14.23; HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C52H86NaO4Si [M+Na]+, 825.6188; found: 825.6216 

 

 
2-allyl-1-tert-butyldiphenylsilyl-3-octacosanoyl-sn-glycerol (86b) 

In a manner similar to the synthesis of 84a, fatty acid (C28:0) and 83b (173 mg, 0.44 mmol) was 

converted into 86b (183 mg, 75%) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.66-7.68 (m, 4H), 

7.36-7.45 (m, 6H), 5.80-5.90 (m, 1H), 5.23 (dt, 1H, J = 17.2, 0.7 Hz), 5.14 (dd, 1H, J = 10.4, 0.6 Hz), 

4.33 (dd, 1H, J = 11.6, 3.9 Hz), 4.16 (dd, 1H, J = 11.6, 5.6 Hz), 4.00-4.08 (m, 2H), 3.61-3.75 (m, 3H), 

2.29 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 1.60 (t, 2H, J = 7.1 Hz), 1.21-1.31 (m, 48H), 1.05 (s, 9H), 0.88 (t, 3H, J = 6.7 

Hz); 13C NMR (99 MHz, CDCl3) δ 173.83, 135.71, 135.68, 134.90, 133.41, 133.30, 129.82, 127.80, 

117.15, 77.23, 71.30, 63.57, 63.07, 34.36, 32.04, 29.81, 29.58, 29.47, 29.40, 29.26, 26.87, 25.04, 22.80, 

19.28, 14.24; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C50H84NaO4Si [M+Na]+, 799.6031; found: 799.6051 
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2-allyl-1-(cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol (87a) 

To a stirred solution of 84a (300 mg, 0.37 mmol) and AcOH (22 µL) in THF (3.7 mL) was added TBAF 

(1 M in THF) (0.82 mL, 0.82 mmol). After stirring for over night, the solvent was removed under reduced 

pressure. The crude mixture was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 

5/1) to afford 87a (191 mg, 90% yield) as a white solid. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.88-5.95 (m, 1H), 

5.34-5.39 (m, 2H), 5.30 (dq, 1H, J = 17.2, 1.6 Hz), 5.21 (dq, 1H, J = 10.4, 1.4 Hz), 4.15-4.20 (m, 3H), 

4.09 (ddt, 1H, J = 12.7, 5.8, 1.3 Hz), 3.59-3.73 (m, 3H), 2.33 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 1.95-2.03 (m, 4H), 1.61 

(q, 2H, J = 7.3 Hz), 1.25-1.34 (m, 44H), 0.88 (t, 3H, J = 6.9 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.91, 

134.54, 129.98, 117.68, 71.27, 62.77, 62.10, 34.29, 32.00, 29.86, 29.79, 29.75, 29.70, 29.65, 29.61, 29.55, 

29.41, 29.35, 29.22, 27.29, 25.01, 22.77, 14.19; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C36H68NaO4 [M+Na]+, 

580.5010; found: 587.5021 

 

 
2-allyl-3-(cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol (87b) 

In a manner similar to the synthesis of 87a, 84b (549 mg, 0.68 mmol) was converted into 87b (310 mg, 

80% yield) as a colorlesss oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.86-5.96 (m, 1H), 5.27-5.38 (m, 3H), 

5.19-5.24 (m, 1H), 4.15-4.21 (m, 3H), 4.09 (ddt, 1H, J = 12.6, 5.8, 1.3 Hz), 3.57-3.73 (m, 3H), 2.33 (t, 2H, 

J = 7.5 Hz), 2.20-2.09 (1H), 1.97-2.06 (m, 4H), 1.58-1.66 (m, 2H), 1.25 (s, 44H), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz); 
13C NMR (99 MHz, CDCl3) δ 173.92, 134.53, 129.98, 117.70, 71.27, 62.78, 62.07, 34.29, 32.01, 29.87, 

29.80, 29.71, 29.66, 29.62, 29.57, 29.42, 29.37, 29.22, 27.30, 25.02, 22.78, 14.21; HRMS (ESI-QTOF) 

calcd for C36H68NaO4 [M+Na]+, 580.5010; found: 580.5012 
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2-allyl-3-(trans-21-triacontenyl)-sn-glycerol (88b) 

In a manner similar to the synthesis of 87a, 85b (173 mg, 0.22 mmol) was converted into 88b (94 mg, 

77%) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.87-5.97 (m, 1H), 5.37-5.39 (m, 2H), 5.30 (dq, 

1H, J = 17.3, 1.6 Hz), 5.21 (dq, 1H, J = 10.3, 1.3 Hz), 4.15-4.20 (m, 3H), 4.09 (ddt, 1H, J = 12.7, 5.9, 1.3 

Hz), 3.59-3.70 (m, 3H), 2.33 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 1.96 (dd, 4H, J = 10.8, 5.9 Hz), 1.58-1.66 (m, 2H), 

1.25-1.32 (m, 44H), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz); 13C NMR (99 MHz, CDCl3) δ 173.94, 134.62, 130.47, 

130.44, 117.75, 77.45, 77.13, 76.80, 71.27, 62.75, 62.09, 34.31, 32.72, 32.00, 29.82, 29.79, 29.75, 29.62, 

29.56, 29.41, 29.36, 29.26, 29.22, 25.01, 22.78, 14.21; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C36H68NaO4 

[M+Na]+, 587.5010; found: 587.5016 

 

 
2-allyl-3-(trans-21-triacontenyl)-sn-glycerol (89b) 

In a manner similar to the synthesis of 87a, 86b (174 mg, 0.22 mmol) was converted into 89b (101 mg, 

84%) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.85-5.95 (m, 1H), 5.29 (dq, 1H, J = 17.2, 1.5 Hz), 

5.20 (dd, 1H, J = 10.4, 1.3 Hz), 4.14-4.22 (m, 3H), 4.08 (ddt, 1H, J = 12.7, 5.9, 1.2 Hz), 3.58-3.71 (m, 

3H), 2.32 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 1.57-1.65 (m, 2H), 1.20-1.28 (m, 48H), 0.87 (t, 3H, J = 6.8 Hz); 13C NMR 

(99 MHz, CDCl3) δ 173.93, 134.53, 117.72, 71.27, 62.78, 62.08, 34.29, 32.03, 29.80, 29.71, 29.57, 29.47, 

29.37, 29.23, 25.02, 22.79, 14.22; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C34H66NaO4 [M+Na]+, 561.4853; found: 

561.4857 

 

 

2-allyl-1-(trans-21-triacontenyl)-sn-glycerol (88a) 

To the solution of fatty acid (C30:1, trans) tBu ester (253 mg, 0.50 mmol) in CH2Cl2 (2.5 mL) was added 

TFA (2.5 mL) at room temperature and stirred for 1h. The solvent was removed under reduced pressure 
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and dried under highly vacuumed. The residue and 85a (370 mg, 1.0 mmol) was dissolved with 

CH2Cl2/toluene (1/1) (5 mL) and then added DMAP (6.25 mg, 51 µmol) and DCC (400 mg, 1.94 mmol). 

The mixture was stirred for over night at room temperature. The mixture was filtered and concentrated 

under reduced pressure. The residue was roughly purified with silica gel column chromatography 

(Hexane/ethyl acetate = 5/1). The mixture was dissolved with THF (4 mL) and added TBAF (1 M in 

THF) (1 mL, 1.0 mmol) and stirred for over night. The mixture was concentrated in vacuo. The residue 

was purified with silica gel column chromatography (Hexane/ethyl acetate = 5/1) to afford 88a (176 mg, 

62% yield for 3 steps) as a white solid. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.95 – 5.87 (m, 1H), 5.38 (t, J = 

3.7 Hz, 2H), 5.30 (dq, J = 17.2, 1.4 Hz, 1H), 5.21 (dd, J = 10.3, 1.1 Hz, 1H), 4.22 – 4.07 (m, 5H), 3.70 – 

3.60 (m, 3H), 2.33 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.96 (q, J = 6.2 Hz, 4H), 1.62 (quin, J = 7.3 Hz, 2H), 1.34 – 1.24 

(m, 44H), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.9, 134.5, 130.4, 117.7, 71.3, 62.8, 

62.1, 60.5, 34.3, 32.7, 32.0, 29.8, 29.7, 29.7, 29.6, 29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.3, 29.2, 25.0, 22.8, 14.3, 

14.2, 21.1; HRMS (ESI-QTOF) calculated for C36H68NaO4 [M+Na]+ 587.5010, found 587.5020 

 

 
2-allyl-1-octacosanoyl-sn-glycerol (89a) 

In a manner similar to the synthesis of 88a, 83a (200 mg, 0.416 mmol) was converted into 89a (144 mg, 

64% yield for 3 steps) as a white solid. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.94 – 5.86 (m, 1H), 5.29 (dq, J = 

17.2, 1.6 Hz, 1H), 5.19 (dq, J = 10.3, 1.1 Hz, 1H), 4.19 – 4.14 (m, 3H), 4.08 (ddt, J = 12.7, 5.9, 1.3 Hz, 

1H), 3.69 – 3.60 (m, 3H), 2.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.61 (quin, J = 7.6 Hz, 2H), 1.29 – 1.21 (m, 48H), 0.87 

(t, J = 6.9 Hz, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.9, 134.5, 117.7, 71.3, 62.8, 62.1, 34.3, 32.1, 29.8, 

29.7, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 25.0, 22.8, 14.2; HRMS (ESI-QTOF) calculated for C34H66NaO4 

[M+Na]+ 561.4853, found 561.4864 
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ate)-2-palmitoyl-D-myo-inositol (90a) 

To a stirred solution of 78 (38.1 mg, 41.1 µmol) in Acetone (2.7 mL) was added LiBr (7.2 mg, 82.2 

µmol). The reaction mixture was refluxed for 1 d. The mixture was cooled to ambient temperature, and 

then concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column 

chromatography eluting with Toluene/AcOEt (3 : 1) to CH2Cl2/MeOH (6 : 1) to afford lithium salt. The 

salt was passed through the cation exchange resin column (Dowex 50WX8 50-100) to obtain proton form. 

Fractions containing the desire product was collected and concentrated under reduced pressure. The 

residue was dissolved with THF (411 µL). 87a (46.4 mg, 82.2 µmol), PPh3 (21.6 mg, 82.2 µmol) was 

added to the solution. The mixture was cooled to 0 °C, and then DIAD (16 µL, 82.2 µmol) was added to 

the reaction mixture. The reaction was warmed to room temperature. After stirring for 1d, the reaction 

mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified with Preparative TLC 

(Toluene/AcOEt = 6 / 1) to afford 90a (37 mg, 60% for 2 steps) (~1:1 diasteromixture) as a colorless oil. 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.30-7.40 (m, 5H), 5.72-5.97 (m, 6H), 4.97-5.38 (m, 18H), 4.28-4.71 (m, 

5H), 3.98-4.21 (m, 9H), 3.85-3.90 (m, 1H), 3.64-3.72 (m, 1H), 3.42-3.50 (m, 2H), 2.33-2.44 (m, 2H), 

2.29 (dd, 2H, J = 14.9, 7.2 Hz), 1.94-2.03 (m, 4H), 1.56-1.65 (m, 4H), 1.25-1.33 (m, 68H), 0.88 (t, 6H, J 

= 6.9 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.58, 172.60, 154.31, 134.48, 134.11, 133.74, 131.51, 

129.98, 128.62, 127.96, 127.77, 119.11, 117.63, 117.49, 77.94, 77.36, 77.10, 76.85, 76.16, 75.08, 74.76, 

74.21, 72.39, 71.36, 70.88, 70.39, 69.63, 68.98, 68.86, 68.80, 67.66, 66.34, 62.51, 34.19, 32.02, 29.86, 

29.81, 29.65, 29.61, 29.45, 29.41, 29.26, 29.13, 27.29, 25.14, 24.96, 22.78, 22.00, 21.80, 14.20; HRMS 

(ESI-QTOF) calculated for C79H131NaO17P [M+Na]+ 1405.9016, found 1405.9041 

 

 

3,5-di-allyl-4,6-di-O-allyloxycarbonyl-2-allyl-3-O-((trans-21-triacontenyl)-sn-glycerol-3-benzylphos

phate)-2-palmitoyl-D-myo-inositol (91a) 

In a manner similar to the synthesis of 90a, 78 (55 mg, 59.4 µmol) was converted into 91a (52.3 mg, 60% 

for 2 steps) (~1:1 diasteromixture) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.30-7.39 (m, 5H), 

5.72-5.97 (m, 6H), 4.97-5.39 (m, 18H), 4.31-4.71 (m, 5H), 3.98-4.21 (m, 9H), 3.85-3.90 (m, 1H), 

3.64-3.72 (m, 1H), 3.43-3.51 (m, 2H), 2.35-2.43 (m, 2H), 2.27-2.33 (m, 2H), 1.96 (dd, 4H, J = 11.0, 6.1 
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Hz), 1.58-1.68 (m, 4H), 1.25-1.32 (m, 68H), 0.88 (t, 6H, J = 6.9 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 

173.50, 172.65, 154.31, 134.48, 134.11, 133.74, 131.51, 131.46, 131.36, 130.44, 128.64, 128.62, 127.95, 

127.76, 119.22, 119.14, 119.09, 117.67, 117.61, 117.47, 77.93, 77.38, 77.12, 76.86, 76.17, 75.08, 74.75, 

74.72, 74.20, 72.35, 71.36, 71.28, 70.87, 70.83, 70.40, 69.63, 68.97, 68.85, 68.80, 62.50, 34.27, 34.18, 

32.69, 32.01, 31.98, 29.80, 29.74, 29.62, 29.57, 29.45, 29.39, 29.25, 29.12, 29.08, 25.14, 25.04, 24.96, 

22.77, 22.00, 21.80, 14.19; HRMS (ESI-QTOF) calculated for C79H131NaO17P [M+Na]+ 1405.9016, 

found 1405.9041 

 

 

3,5-di-allyl-4,6-di-O-allyloxycarbonyl-(2-allyl-1-O-((octacosanyl)-sn-glycerol-3-benzylphosphate))-2

-palmitoyl-D-myo-inositol (92a) 

In a manner similar to the synthesis of 90a, 78 (62.5 mg, 67.5 µmol) was converted into 92a (65.8 mg, 

72% for 2 steps) (~1:1 diasteromixture) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.29-7.40 (m, 

5H), 5.71-5.96 (m, 6H), 4.94-5.38 (m, 14H), 4.31-4.70 (m, 5H), 3.98-4.23 (m, 9H), 3.87 (ddd, 1H, J = 

12.9, 5.6, 4.3 Hz), 3.62-3.72 (m, 1H), 3.42-3.50 (m, 2H), 2.36-2.44 (m, 2H), 2.28 (q, 2H, J = 7.4 Hz), 

1.53-1.64 (m, 4H), 1.25-1.31 (m, 72H), 0.87 (t, 6H, J = 6.9 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ 173.51, 

172.60, 154.31, 154.27, 138.00, 134.49, 134.12, 133.75, 131.52, 131.46, 129.12, 128.65, 128.30, 127.96, 

127.77, 125.38, 119.10, 117.62, 117.48, 77.94, 77.37, 77.12, 76.97, 76.86, 76.17, 75.09, 74.76, 74.21, 

71.36, 71.31, 70.88, 69.63, 68.98, 68.86, 68.80, 67.65, 66.64, 66.52, 66.35, 62.58, 62.51, 34.28, 34.19, 

32.02, 29.79, 29.75, 29.59, 29.45, 29.39, 29.25, 29.13, 29.09, 25.14, 25.05, 24.96, 22.78, 21.53, 14.21; 

HRMS (ESI-QTOF) calculated for C77H129NaO17P [M+Na]+ 1379.8860, found 1379.8861 
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3,5-di-allyl-4,6-di-O-allyloxycarbonyl-2-allyl-3-O-((cis-21-triacontenyl)-sn-glycerol-1-benzylphosph

ate)-2-palmitoyl-D-myo-inositol (90b’) 

To a stirred solution of 78 (25 mg, 27.0 µmol) in Acetone (1 mL) was added LiBr (23 mg, 0.27 mmol). 

The reaction mixture was refluxed for over night. The mixture was cooled to ambient temperature, and 

then concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column 

chromatography eluting with Toluene/AcOEt (3 : 1) to CH2Cl2/MeOH (6 : 1) to afford lithium salt. The 

salt was passed through the cation exchange resin column (Dowex 50WX8 50-100) to obtain proton form. 

Fractions containing the desire product was collected and concentrated under reduced pressure. The 

residue was dissolved with THF (500 µL), 87b (76 mg, 0.14 mmol), PPh3 (35 mg, 0.14 mmol) was added 

to the solution. To the mixture was added DIAD (27 µL, 0.14 mmol) and stirred for over night. The 

reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified with preparative 

TLC (Toluene/AcOEt = 5 / 1) to afford 90a containing residue. The residue and LiBr (23 mg, 0.27 mmol) 

was dissolved with acetone (1 mL) and then heated to reflux for over night. The mixture was cooled to 

ambient temperature, and then concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica 

gel column chromatography eluting with Toluene/AcOEt (3 : 1) to CH2Cl2/MeOH (20 : 1) to afford 

lithium salt (24.1 mg, 68% from 78) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.73-6.02 (m, 6H), 

5.07-5.39 (m, 16H), 4.63-4.69 (br, 4H), 4.10-4.22 (br, 6H), 3.42-3.43 (br, 2H), 2.31-2.45 (m, 4H), 

1.99-2.03 (m, 4H), 1.58-1.61 (m, 4H), 1.25-1.25 (m, 72H), 0.88 (t, 6H, J = 6.8 Hz); 13C NMR (125 MHz, 

CDCl3) δ 154.60, 134.35, 131.74, 130.00, 118.68, 117.06, 77.43, 77.11, 76.79, 74.14, 71.29, 70.81, 68.89, 

68.53, 50.80, 34.81, 34.39, 32.71, 32.05, 32.01, 29.88, 29.69, 29.62, 29.50, 29.42, 29.19, 27.31, 25.00, 

22.79, 14.23, 0.10; HRMS (ESI-QTOF) calculated for C72H124Na2O17P [M+Na]+ 1337.8372, found 

1337.9303 
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3,5-di-allyl-4,6-di-O-allyloxycarbonyl-2-allyl-3-O-((trans-21-triacontenyl)-sn-glycerol-1-benzylphos

phate)-2-palmitoyl-D-myo-inositol (91b’) 

In a manner similar to the synthesis of 90b’, 78 (25 mg, 27.0 µmol) was converted into 91b’ (21.9 mg, 

62% from 78) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 5.67-5.94 (m, 6H), 4.93-5.33 (m, 16H), 

4.51-4.60 (m, 4H), 4.04-4.26 (m, 6H), 3.47-3.54 (m, 2H), 2.21-2.32 (m, 4H), 1.90-1.98 (m, 4H), 

1.55-1.57 (m, 4H), 1.22-1.34 (m, 72H), 0.83 (t, 6H, J = 6.8 Hz); HRMS (ESI-QTOF) calcd for 

C72H124Na2O17P [M+Na]+, 1337.8366; found: 1337.8366, calcd for C72H124O17P [M]–, 1291.8582; found: 

1291.8581. 

 

 

3,5-di-allyl-4,6-di-O-allyloxycarbonyl-2-allyl-3-O-((octacosanoyl)-sn-glycerol-1-benzylphosphate)-2-

palmitoyl-D-myo-inositol (92b’) 

In a manner similar to the synthesis of 90b’, 78 (25 mg, mmol) was converted into 92b’ (6.93 mg, 20% 

from 78) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 5.63-5.95 (m, 6H), 5.09-5.36 (m, 14H), 

4.62-4.68 (br, 4H), 4.11-4.21 (br, 6H), 3.70-3.70 (br, 2H), 2.36-2.36 (br, 4H), 1.53-1.68 (br, 2H), 

1.25-1.25 (m, 72H), 0.88 (t, 6H, J = 6.8 Hz); LRMS (ESI-QTOF) calculated for C70H122Na2O17P 

[M+Na]+ 1311.8215, found 1311.899 
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(S)-EhPIb C30:1 cis (19a) 

To a stirred solution of 90a (22.8 mg, 16.4 µmol) in Acetone (1.1 mL) was added LiBr (28.6 mg, 0.33 

mmol) and refluxed for 6 h. After the removal of solvent, the crude mixture was subjected to silica gel 

column chromatography (Toluene/ethyl acetate = 5/1 to CH2Cl2/MeOH = 6/1) to afford lithium salt. The 

salt was dissolved in CH2Cl2/MeOH = 1/1 containing 1% TFA (vol/vol) (1 mL). 

[CpRu(C3H5)(C9H6NCOO)]PF6 (8.6 mg, 1.6 µmol) was added to reaction mixture. After stirring for 3 h, 

the solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture was purified by silica gel column 

chromatography (CHCl3/MeOH/2.2 M NH4OH = 45/10/1.4) to afford 19a (14.6 mg, 88% yield for 2 

steps) as a white solid. 1H NMR (600 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 5.57-5.58 (m, 1H), 5.36 (t, 2H, J = 

4.7 Hz, –CH2CH=CHCH2–) , 4.09-4.17 (m, 3H, ino-1, Gly-3x2), 3.89 (1H, Gly-2), 3.82 (m, 1H, Gly-1), 

3.73-3.77 (m, 1H, Gly-1), 3.64 (t, 1H, J = 9.0 Hz, ino-6), 3.54 (dd, 1H, J = 2.4, 9.4 Hz, ino-3), 3.49 (t, 1H, 

J = 9.5 Hz, ino-4), 3.25 (1H, ino-5), 2.35-2.41 (m, 4H, –COCH2–), 2.03 (dd, 4H, J = 12.5, 6.7 Hz, –

CH2CH=CHCH2–), 1.59-1.64 (m, 4H, –COCH2CH2–), 1.28-1.35 (m, 68H, –CH2–), 0.89 (t, 6H, J = 6.9 

Hz, –CH3); 
13C NMR (150 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 174.43, 174.40, 129.60, 74.06, 72.91, 72.81, 

72.57, 72.22, 69.75, 68.54, 66.53, 64.79, 33.92, 33.73, 31.61, 31.58, 30.12, 29.41, 29.38, 29.33, 29.30, 

29.27, 29.13, 29.11, 29.05, 29.02, 28.97, 28.94, 28.91, 28.87, 26.83, 26.80, 24.58, 24.53, 22.32, 13.54; 

31P NMR (125 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 1.21; HRMS (ESI-Q-TOF) calculated for C55H104O13P– 

[M]– 1003.7220, found 1003.7219 

 

 

(S)-EhPIb C30:1 trans (19c) 

In a manner similar to the synthesis of 19a, 91a (10 mg, 7.22 µmol) was converted into 19c (5.46 mg, 
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75% yield for 2 steps) as a white solid. 1H NMR (600 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 5.58 (1H, ino-2), 5.39 

(t, 2H, J = 3.7 Hz, –CH2CH=CHCH2–), 4.10-4.17 (m, 3H, ino-1, Gly-3x2), 3.97-4.01 (m, 1H, Gly-2), 

3.90-3.96 (m, 1H, Gly-1), 3.83-3.88 (m, 1H, Gly-1), 3.75 (t, 1H, J = 9.4 Hz), 3.64 (dd, 1H, J = 10.8, 2.4 

Hz, ino-3), 3.59 (t, 1H, J = 9.5 Hz, ino-4), 3.34 (1H, ino-5), 2.35-2.41 (m, 4H, –COCH2–), 1.96-2.00 (m, 

4H, –CH2CH=CHCH2–), 1.60-1.65 (m, 4H, –COCH2CH2–), 1.27-1.36 (m, 68H, –CH2–), 0.89 (t, 6H, J = 

7.0 Hz, –CH3); 13C NMR (150 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 175.18, 174.59, 130.85, 74.93, 74.78, 73.57, 

73.38, 72.98, 70.73, 70.49, 69.44, 69.28, 67.36, 65.57, 65.48, 58.88, 57.18, 57.08, 34.68, 34.47, 32.93, 

32.34, 32.31, 30.11, 30.01, 29.97, 29.85, 29.76, 29.70, 29.67, 29.63, 29.47, 29.41, 25.32, 25.28, 23.05, 

14.25; 31P NMR (125 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 1.50; HRMS (ESI-Q-TOF) calculated for 

C55H104O13P– [M]– 1003.7220, found 1003.7222 

 

 

(S)-EhPIb C28:0 (19e) 

In a manner similar to the synthesis of 19a, 92a (8.8 mg, 6.48 µmol) was converted into 19e (5.21 mg, 

82% yield for 2 steps) as a white solid. 1H NMR (600 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 5.59 (dd, 1H, J = 2.4, 

2.4 Hz, ino-2), 4.10-4.20 (m, 3H, ino-1, Gly-3x2), 3.98-4.01 (m, 1H, Gly-2), 3.93-3.96 (m, 1H, Gly-1), 

3.84-3.89 (m, 1H, Gly-1), 3.75 (t, 1H, J = 9.6 Hz, ino-6), 3.58-3.65 (m, 2H, ino-4, ino-3), 3.56 (1H, 

ino-5), 2.35-2.41 (m, 4H, –COCH2–), 1.61-1.65 (m, 4H, –COCH2CH2–), 1.28-1.34 (m, 72H, –CH2–), 

0.89 (t, 6H, J = 7.0 Hz, –CH3); 13C NMR (150 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 174.13, 174.52, 73.94, 73.80, 

72.62, 72.36, 72.03, 69.51, 68.25, 66.28, 64.54, 33.66, 33.45, 31.31, 30.89, 28.92, 28.74, 24.31, 24,27, 

22.03, 13.17; 31P NMR (125 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 1.15; HRMS (ESI-Q-TOF) calculated for 

C53H102O13P– [M]– 977.7064, found 977.7063 

 

AllocO
O

O

OAlloc
OAllyl

AllylO

P
O

BnO

O

C15H31

OAllyl

O

O

92a
O 26

1) LiBr, Acetone, reflux

2) [CpRu(C3H5)(C9H6NCOO)]PF6
    CH2Cl2/MeOH (1% TFA v/v)

HO
O

O

OH
OH

HO

P
O

HO

O

C15H31

OH

O

O

19e
O 26



 

 99 

 

(R)-EhPIb C30:1 cis (19b) 

90b’ was dissolved in CH2Cl2/MeOH = 1/1 containing 1% TFA (vol/vol) (500 µL). 

[CpRu(C3H5)(C9H6NCOO)]PF6 (1.5 mg, 2.8 µmol) was added to reaction mixture. After stirring for over 

night, the solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture was purified by silica gel 

column chromatography (CHCl3/MeOH/2.2 M NH4OH = 45/10/1.4) to afford 19b (4.65 mg, 50% yield) 

as a white solid. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 5.55 (m, 1H, ino-2), 5.34 (t, 2H, J = 4.8 Hz, 

–CH2CH=CHCH2–),), 4.01-4.13 (m, 3H, ino-1, Gly-1x2), 3.94-4.00 (m, 1H, Gly-2), 3.87-3.92 (m, 1H, 

Gly-1), 3.77-3.85 (m, 1H, Gly-1) 3.65 (t, 1H, J = 6.8 Hz, ino-6), 3.57-3.62 (m, 2H, ino-3, ino-4), 

3.36-3.39 (m, 1H), 1.99-2.04 (m, 4H, –COCH2–), 1.91-1.95 (m, 4H, –CH2CH=CHCH2–), 1.59-1.62 (m, 

4H, –COCH2CH2–), 1.25-1.36 (m, 68H, –CH2–), 0.87 (t, 6H, J = 6.4 Hz, –CH3); HRMS (ESI-Q-TOF) 

calculated for C55H104O13P– [M]– 1003.7220, found 1003.7220 

 

 

(R)-EhPIb C30:1 trans (19d) 

In a manner similar to the synthesis of 19b, 91b’ (10 mg, 7.6 mmol) was converted into 19d (3.4 mg, 

44%) as a white solid. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 5.56-5.56 (m, 1H, ino-2), 5.36-5.38 

(m, 2H, –CH2CH=CHCH2–), 4.07-4.15 (m, 3H, ino-1, Gly-1x2), 3.95-4.00 (m, 1H, Gly-2), 3.90-3.93 (m, 

1H, Gly-1), 3.83-3.86 (m, 1H, Gly-1), 3.72 (t, 1H, J = 8.8 Hz, ino-6), 3.54-3.59 (m, 2H, ino-3, ino-4), 

3.36 (m, 1H, ino-5), 2.32-2.39 (m, 4H, –COCH2–), 1.93-1.98 (m, 4H, –CH2CH=CHCH2–), 1.58-1.60 (m, 

4H, –COCH2CH2–), 1.25-1.34 (m, 68H, –CH2–), 0.87 (t, 6H, J = 6.8 Hz, –CH3); HRMS (ESI-Q-TOF) 

calculated for C55H104O13P– [M]– 1003.7220, found 1003.7220 
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(R)-EhPIb C28 (19f) 

In a manner similar to the synthesis of 19b, 92b’ (4.3 mg, 3.1 mmol) was converted into 19f (1.3 mg, 

44%) as a white solid. 1H NMR (392 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 5.55 (t, 1H, J = 2.6 Hz, ino-2), , 

4.09-4.14 (m, 3H, ino-1, Gly-1x2), 3.94-4.00 (m, 1H, Gly-2), 3.87-3.95 (m, 1H, Gly-1), 3.77-3.85 (m, 1H, 

Gly-1), 3.72 (t, 1H, J = 9.9 Hz, ino-6), 3.54-3.64 (m, 2H, ino-3, ino-4), 3.32 (1H, ino-5), 2.32-2.42 (m, 

4H, –COCH2–), 1.56-1.60 (m, 4H, –COCH2CH2–), 1.26-1.26 (m, 72H, –CH2–), 0.87 (t, 6H, J = 6.6 Hz, –

CH3); HRMS (ESI-Q-TOF) calculated for C53H102O13P– [M]– 977.7064, found 977.7063 

  

 

3,5-di-O-allyl-6-O-(4-methoxybenzyl)-2-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-diallyl phosphate (93) 

To a stirred mixture of 79 (1.39 g, 1.59 mmol) in CH2Cl2 (36 mL) and pH 7 phosphate buffer (4 mL) at 4 

ºC was added DDQ (391 mg, 1.74 mmol). After stirring for 5 h, the reaction was diluted with CH2Cl2. 

The mixture was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The 

crude product was purified with silica gel column chromatography (toluene/ethyl acetate = 5.5/1 to 4:1) to 

afford de-4-O-PMB (680 mg, 57% yield) as a white form and recovered 79 (284 mg, 20% yield). To a 

stirred suspension of NaH (60% oil dispersion) (108 mg, 2.70 mmol) in THF (9 mL) at 0 ºC was added 

allyl alcohol (214 µL, 3.15 mmol). After stirring for 30 min, the solution of de-4-O-PMB (680 mg, 0.90 

mmol) in THF (9 mL) was added to the reaction mixture and the mixture was stirred for 3 h. The reaction 

was quenched with 10% citric acid aq. and the reaction mixture was extracted with Et2O. The extract was 

dried over Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The crude mixture was purified with silica 

gel column chromatography (toluene/ethyl acetate = 2/1 to1/2) to afford 93 (315 mg, 60% yield) as a 

colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.28-7.32 (m, 2H), 6.83-6.86 (m, 2H), 5.77-6.00 (m, 4H), 

5.14-5.35 (m, 8H), 4.70-4.81 (m, 4H), 4.40-4.59 (m, 4H), 4.29-4.39 (m, 3H), 4.17-4.25 (m, 2H), 
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3.93-4.03 (m, 2H), 3.85-3.91 (m, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.41 (s, 3H), 3.24 (t, 1H, J = 9.1 Hz), 3.14 (dd, 1H, J 

= 9.9, 2.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 159.19, 135.23, 134.20, 132.55, 132.48, 130.75, 129.57, 

118.29, 118.16, 117.81, 116.85, 113.71, 97.55, 82.55, 79.57, 79.50, 78.55, 78.24, 78.18, 77.45, 77.13, 

76.80, 75.34, 74.29, 72.94, 72.43, 70.97, 68.40, 68.35, 68.28, 68.22, 55.90, 55.36; HRMS (ESI-QTOF) 

calcd for C28H41NaO11P [M+Na]+, 607.2279; found: 607.2281 

 

 

3,5-di-O-allyl-4-O-allyloxycarbonyl-6-O-levulinyl-2-methoxymethyl-D-myo-inositol-1-diallyl 

phosphate (94) 

To a stirred solution of 93 (315 mg, 0.54 mmol) and AllocOBt (591 mg, 2.69 mmol) in CH2Cl2 (5.4 mL) 

was added DMAP (328 mg, 2.69 mmol) and the mixture was stirred for 2 h. The reaction was quenched 

with 10% citric acid aq. and extracted with CH2Cl2. The extract was washed with brine, dried over 

Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The crude mixture was purified with silica-gel column 

chromatography (toluene/ethyl acetate = 5/1 to 2/1) to afford 4-O-alloc compound (315 mg, 97% yield) as 

a colorless oil. To a stirred mixture of 4-O-alloc compound (351 mg, 0.53 mmol) in CH2Cl2 (11.7 mL) 

and pH 7 phosphate buffer (1.3 mL) was added DDQ (353 mg, 1.58 mmol). After stirring for 4 h, the 

reaction mixture was diluted with CH2Cl2 and washed with saturated NaHCO3 aq. and brine, dried over 

Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column 

chromatography (toluene/ethyl acetate = 2/1) to afford de-6-O-PMB compound (277mg, 96% yield) as a 

colorless oil. To a stirred solution of de-6-O-PMB compound (277mg, 0.51 mmol), levulinic acid (205 

µL, 2.02 mmol), and DMAP (30.8 mg, 0.25 mmol) in CH2Cl2 (5 mL) was added EDCI•HCl (387 mg, 

2.02 mmol). After stirring for over night, the reaction mixture was extracted with ethyl acetate. The 

extract was washed with saturated NaHCO3 aq., brine, dried over Na2SO4, and concentrated under 

reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (toluene/ethyl acetate 

= 2/1) to afford 94 (262 mg, 80% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.76-5.98 (m, 

5H), 5.54 (t, 1H, J = 9.8 Hz), 5.37 (ddd, 3H, J = 17.1, 4.4, 1.3 Hz), 5.11-5.28 (m, 8H), 4.74-4.79 (m, 2H), 

4.65 (d, 2H, J = 5.7 Hz), 4.50-4.57 (m, 4H), 4.27-4.34 (m, 2H), 4.07-4.17 (m, 3H), 3.92-3.97 (m, 1H), 

3.33-3.48 (m, 5H), 2.57-2.80 (m, 4H), 2.18 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.31, 171.76, 

154.39, 134.43, 133.96, 132.21, 131.60, 119.00, 118.63, 118.49, 117.40, 117.13, 97.39, 78.10, 76.70, 
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75.63, 75.58, 73.46, 72.79, 71.99, 71.14, 68.68, 68.41, 68.35, 55.97, 37.76, 29.99, 28.12; HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C29H43NaO14P [M+Na]+, 669.2283; found: 669.2286 

 

 

3,5-di-O-allyl-4-O-allyloxycarbonyl-6-O-levulinyl-2-palmitoyl-D-myo-inositol-1-diallyl phosphate 

(95) 

To a stirred solution of 94 (262 mg, 0.41 mmol) in CH2Cl2 (20 mL) at 0 ºC was added TFA (20 mL). 

After stirring for 1.5 mL at 0 ºC, the solvent and TFA was removed under reduced pressure and then 

co-evaporated with toluene three times. To the solution of the residue in CH2Cl2 (4 mL) was added 

palmitic acid (520 mg, 2.03 mmol), DMAP (25 mg, 0.20 mmol), and dicyclohexyl carbodiimide (417 mg, 

2.03 mmol). After stirring for over night, the mixture was filtered to remove white precipitate and the 

filtrate was concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column 

chromatography (toluene/ethyl acetate = 5/1 to 3/1) to afford 95 (259 mg, 76% yield) as a colorless oil. 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.72-5.98 (m, 6H), 5.46 (t, 1H, J = 9.9 Hz), 5.36 (dqd, 3H, J = 17.1, 3.0, 

1.5 Hz), 5.20-5.30 (m, 5H), 5.09-5.17 (m, 3H), 4.65 (dt, 2H, J = 5.8, 1.3 Hz), 4.41-4.54 (m, 5H), 

4.09-4.16 (m, 3H), 3.87-3.92 (m, 1H), 3.43-3.48 (m, 2H), 2.62-2.83 (m, 4H), 2.41 (td, 2H, J = 7.5, 3.5 

Hz), 2.21-2.16 (3H), 1.58-1.64 (m, 2H), 1.24-1.32 (m, 24H), 0.86-0.90 (m, 3H); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3) δ 206.29, 172.79, 171.71, 154.32, 134.28, 133.77, 132.27, 119.13, 118.60, 118.45, 117.80, 

117.55, 77.84, 74.71, 74.09, 73.94, 70.93, 68.82, 68.42, 37.73, 29.80, 29.38, 28.07, 25.10HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C43H69NaO14P [M+Na]+, 863.4317; found: 863.4328 

 

 

3,5-di-O-allyl-4-O-allyloxycarbonyl-2-palmitoyl-D-myo-inositol-1-diallyl phosphate (75) 

To a stirred solution of 95 (259 mg, 0.31 mmol) in CH2Cl2 (15 mL) and MeOH (15 mL) was added 

hydrazine acetate (62.4 mg, 0.68 mmol). After stirring for over night the mixture was concentrated under 
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reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (toluene/ethyl acetate 

= 4/1) to afford 75 (222 mg, 97% yield) as a white solid. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.71-5.99 (m, 

6H), 5.35-5.40 (m, 3H), 5.21-5.29 (m, 5H), 5.16 (q, 2H, J = 5.0 Hz), 5.06 (t, 1H, J = 10.0 Hz), 4.66 (d, 

2H, J = 5.4 Hz), 4.51-4.62 (m, 4H), 4.28-4.33 (m, 2H), 4.21 (q, 1H, J = 6.2 Hz), 4.11 (dd, 1H, J = 12.9, 

5.1 Hz), 4.03 (td, 1H, J = 9.5, 2.8 Hz), 3.90 (q, 1H, J = 6.2 Hz), 3.45 (dd, 1H, J = 10.2, 2.9 Hz), 3.33 (t, 

1H, J = 9.5 Hz), 3.12 (d, 1H, J = 2.9 Hz), 2.37 (td, 2H, J = 7.6, 4.6 Hz), 1.60 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 1.27 (d, 

24H, J = 13.2 Hz), 0.83-0.88 (m, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 172.75, 154.56, 134.59, 133.87, 

132.25, 131.57, 119.07, 118.57, 117.70, 117.48, 79.94, 76.96, 76.49, 76.43, 74.81, 74.33, 72.33, 70.90, 

68.91, 68.86, 68.76, 68.67, 68.61, 67.93, 34.29, 32.02, 29.79, 29.58, 29.45, 29.38, 29.10, 25.12, 22.78, 

14.22; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C38H63NaO12P [M+Na]+, 765.3949; found: 765.3958 

 

 
2-azido-1-O-tert-butyldiphenylsilyl-4,6-O-naphthylidene-2-deoxy-β-D-glucopyranoside (97) 

To a stirred solution of 96 (2.7 g, 4.74 mmol) in MeOH/toluene (4/1) (25 mL) was added 1 M NaOMe in 

MeOH (950 µL, 0.95 mmol) and the mixture was stirred for 2 h. To the reaction mixture was added 

IRA-120 (H+), and the mixture was filtered and concentrated under reduced pressure. To a solution of the 

residue in DMF (9.5 mL) were added 2-naphthaldehyde (1.3 g, 9.48 mmol), p-toluene sulfonic acid 

monohydrate (285 mg, 1.66 mmol), and CH(OMe)3 (1 mL, 9.48 mmol) and the solution was heated to 70 

ºC. After stirring for over night, the reaction was quenched with Et3N (250 µL) and the mixture was 

extracted with Et2O. The extract was washed with water and brine, dried over Na2SO4, and concentrated 

under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl 

acetate = 6/1) to afford 97 (2.03 g, 74% yield) as colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.89 (s, 1H), 

7.79-7.83 (m, 3H), 7.70-7.72 (m, 4H), 7.36-7.52 (m, 9H), 5.61 (s, 1H), 4.52 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 4.01 (q, 

1H, J = 5.2 Hz), 3.64 (t, 1H, J = 10.3 Hz), 3.52-3.59 (m, 2H), 3.46 (dd, 1H, J = 9.1, 8.0 Hz), 3.04 (dt, 1H, 

J = 14.0, 4.9 Hz), 2.66 (d, 1H, J = 1.8 Hz), 1.13 (s, 9H); HRMS (ESI-QTOF) calcd for C33H35N3NaO5Si 

[M+Na]+, 580.5010; found: 580.5012 

 

 
2-azido-1-O-tert-butyldiphenylsilyl-4-O-naphthylmethyl-2-deoxy-β-D-glucopyranoside (98) 
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97 (500 mg, 0.86 mmol) was dissolved with BH3•THF (4.3 mL, 4.30 mmol) at 0 ºC. To the mixture was 

added Cu(OTf)2 (49 mg, 0.13 mmol) and the mixture was stirred at 0 ºC for over night. The reaction was 

quenched with Et3N (610 µL) and MeOH (1.7 mL) and then the mixture was concentrated under reduced 

pressure. The crude mixture was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 

6/1) to afford 98 (449 mg, 90%) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.78-7.82 (m, 3H), 

7.69-7.72 (m, 5H), 7.36-7.49 (m, 9H), 4.89 (d, 1H, J = 11.6 Hz), 4.79 (d, 1H, J = 11.6 Hz), 4.54-4.57 (m, 

1H), 3.33-3.53 (m, 5H), 2.97 (ddd, 1H, J = 9.2, 5.1, 2.8 Hz), 2.40-2.42 (m, 1H), 1.11 (s, 9H); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ 135.76, 135.73, 135.30, 133.93, 133.30, 133.13, 132.48, 130.22, 130.05, 128.56, 

128.02, 127.90, 127.82, 127.58, 126.94, 126.36, 126.21, 125.81, 97.01, 77.22, 75.18, 74.84, 69.03, 61.87, 

26.85, 19.11; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C33H37N3NaO5Si [M+Na]+, 606.2395; found: 606.2409 

 

 
3,6-O-allyl-2-azido-1-O-tert-butyldiphenylsilyl-4-O-naphthylmethyl-2-deoxy-β-D-glucopyranoside 

(99) 

The mixture of 98 (100 mg, 0.17 mmol), allyl bromide (74 µL, 0.86 mmol), tetra-butyl ammonium iodide 

(6.3 mg, 17.1 µmol), and activated MS4A (350 mg) in CH2Cl2 was stirred for 30 min at room temperature. 

To the mixture was added Ag2O (230 mg, 0.99 mmol) and the mixture was stirred for over night under 

dark. To the mixture were added allyl bromide (37 µL, 0.43 mmol) and Ag2O (115 mg, 0.50 mmol) and 

the mixture stirred for 1d. The reaction mixture was filtered thought a pad of Celite and concentrated 

under reduced pressure. The crude mixture was purified with silica gel column chromatography to afford 

99 (77 mg, 68% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.71-7.81 (m, 9H), 7.31-7.48 (m, 

10H), 5.91-6.01 (m, 1H), 5.71-5.81 (m, 1H), 5.25-5.31 (m, 1H), 5.07-5.18 (m, 3H), 4.94 (d, 1H, J = 11.2 

Hz), 4.77 (d, 1H, J = 11.3 Hz), 4.27-4.35 (m, 3H), 3.88 (ddt, 1H, J = 13.1, 5.4, 1.5 Hz), 3.76 (ddt, 1H, J = 

13.1, 5.5, 1.5 Hz), 3.61-3.65 (m, 1H), 3.52 (dd, 1H, J = 11.3, 4.0 Hz), 3.42-3.46 (m, 1H), 3.21 (dd, 1H, J 

= 9.9, 9.0 Hz), 2.97 (ddd, 1H, J = 9.9, 4.0, 1.7 Hz), 1.12 (s, 9H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 136.09, 

136.07, 135.76, 134.94, 134.83, 133.43, 133.38, 133.09, 132.67, 130.03, 129.77, 128.25, 128.01, 127.80, 

127.71, 127.45, 126.62, 126.24, 126.06, 125.97, 117.30, 116.74, 96.91, 83.00, 77.71, 75.07, 74.99, 74.33, 

72.56, 68.82, 68.35, 26.91, 19.27. HRMS (ESI-QTOF) calcd for C39H45N3NaO5Si [M+Na]+, 686.3021; 

found: 686.3025 
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N-phenyltrifluoroacetoimidoyl 3,6-O-allyl-2-azido 

-4-O-naphthylmethyl-2-deoxy-β-D-glucopyranoside (99) 

To a stirred solution of 99 (100 mg, 0.15 mmol) and AcOH (43 µL, 0.75 mmol) in THF (3.5 mL) at –10 

ºC was added TBAF (1 M in THF) (380 µL, 0.38 mmol). After stirring for 3 h at –10 ºC, H2O was added 

to the reaction mixture and the mixture was extracted with CHCl3. The extract was washed with brine, 

dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The crude material was purified with silica 

gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 3/1) to afford hemiacetal. The hemiacetal and K2CO3 

(17 mg, 0.12 mmol) were dissolved with acetone (770 µL) and then added ClC(NPh)CF3 (24 µL, 0.15 

mmol). After stirring for 2.5 h, the reaction was filtered and concentrated under reduced pressure. The 

crude material was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 10/1) to afford 

77 (61 mg, quant) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.76-7.86 (m, 4H), 7.36-7.57 (m, 3H), 

7.25-7.34 (m, 2H), 7.08-7.12 (m, 1H), 6.83-6.90 (m, 2H), 5.83-6.07 (m, 2H), 5.16-5.36 (m, 5H), 

4.98-5.08 (m, 1H), 4.80-4.86 (m, 1H), 4.32-4.47 (m, 2H), 3.63-4.07 (m, 7H), 3.40 (s, 1H); 13C NMR (100 

MHz, CDCl3) δ 143.34, 135.40, 134.45, 134.32, 133.39, 133.17, 128.90, 128.40, 128.03, 127.84, 126.81, 

126.36, 126.22, 125.96, 124.59, 119.41, 117.80, 117.68, 117.53, 95.78, 82.81, 80.14, 75.91, 75.47, 75.27, 

74.55, 73.47, 72.57, 68.02, 65.26, 62.87. C31H31F3N4NaO5 [M+Na]+, 619.2139; found: 619.2143. 

 

 

108α: 77 (47.3 mg, 79.3 µmol) and 75 (29.4 mg, 39.6 µmol) were co-evaporated with toluene three times 

and dried highly under vacuum. The residue was dissolved with Et2O/CH2Cl2 (1/1) (420 µL) and MS4A 

(50 mg) was added. The mixture was then cooled to –20 ºC. To the mixture was added TBSOTf (0.1 M in 

Et2O/CH2Cl2 (1/1)) (79.2 µL, 7.92 µmol) at –20 ºC and the mixture was stirred at room temperature for 3 

h. The reaction was quenched with Et3N (20 µL) and then the reaction mixture was concentrated under 

reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (toluene/ethyl acetate 

= 15/1 to 10/1) to afford α/β mixture of 108 (41.1 mg, 90% yield, α/β = 9/1) and then separated α/β 

mixture (hexane/ethyl acetate = 4/1 (0.5% HFIP)) as colorless oil. α-anomer (108α): 1H NMR (400 MHz, 
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CDCl3) δ 7.79-7.86 (m, 3H), 7.75 (s, 1H), 7.40-7.51 (m, 4H), 5.71-6.03 (m, 8H), 5.52 (d, 1H, J = 3.7 Hz), 

5.33-5.39 (m, 3H), 5.23-5.30 (m, 6H), 5.13-5.20 (m, 4H), 5.00-5.08 (m, 3H), 4.81 (d, 1H, J = 11.6 Hz), 

4.47-4.65 (m, 7H), 4.35-4.37 (m, 2H), 4.18-4.26 (m, 3H), 4.11-4.18 (m, 2H), 4.06 (dd, 1H, J = 12.7, 5.6 

Hz), 3.85-3.91 (m, 3H), 3.76-3.81 (m, 1H), 3.63-3.71 (m, 2H), 3.43 (dd, 1H, J = 10.2, 2.6 Hz), 3.34-3.39 

(m, 1H), 3.27 (dd, 1H, J = 10.1, 3.7 Hz), 2.35-2.44 (m, 2H), 1.61 (dd, 2H, J = 14.3, 7.0 Hz), 1.26-1.35 (m, 

24H), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 172.49, 154.56, 136.17, 134.68, 134.49, 

133.89, 133.35, 132.96, 132.34, 131.54, 128.03, 127.89, 127.79, 126.23, 125.95, 125.90, 125.57, 119.12, 

118.61, 118.49, 118.11, 117.63, 117.50, 96.99, 79.52, 78.69, 78.02, 77.61, 75.24, 74.79, 74.68, 74.17, 

72.46, 70.73, 70.33, 68.77, 68.70, 68.54, 68.49, 68.21, 68.16, 63.03, 34.22, 32.02, 29.80, 29.76, 29.61, 

29.46, 29.38, 29.11, 25.06, 22.78, 14.23; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C61H88N3NaO16P [M+Na]+, 

1172.5794; found: 1172.5829 

 

 
74a: To a stirred solution of 108α  (30 mg, 26.1 µmol) in acetone (1 mL) was added lithium bromide (11 

mg, 0.13 mmol) and the mixture was heated to reflux. After stirring for 11 h, the solvent was removed 

under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (toluene/ethyl 

acetate = 3/1 then CH2Cl2/MeOH = 6/1) to afford Li salt. The Li salt was dissolved minimal amount of 

MeOH and passed though Dowex 50WX to convert to acid form. The resulting phosphoric acid, 87a (44 

mg, 78.2 mmol), and PPh3 (34 mg, 0.13 mmol) were dissolved with THF (500 µL). To the mixture was 

added DEAD (60 µL, 0.13 mmol) and the mixture was heated to 40 ºC. After stirring for over night, the 

solvent was removed under reduced pressure. The residue was roughly purified with silica gel column 

chromatography (toluene/ethyl acetate = 25/1 to 10/1) to afford oil containing desired material. The oil 

was dissolved with CH2Cl2 (900 µL) and pH 7 phosphate buffer (100 µL). To the mixture was added 

DDQ (17.5 mg, 78.2 mmol) and the mixture was stirred for over night. The reaction was extracted with 

CH2Cl2. The extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. 

The residue was purified with silica gel column chromatography (toluene/ethyl acetate = 10/1 to 5/1) to 

afford 74a (12.8 mg, 32% yield, ~1:1 diastereomixture) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

5.73-6.05 (m, 8H), 5.45-5.46 (m, 1H), 5.13-5.39 (m, 14H), 5.05 (t, 1H, J = 9.8 Hz), 4.46-4.65 (m, 5H), 

4.32-4.39 (m, 2H), 3.97-4.29 (m, 15H), 3.88 (dd, 1H, J = 13.0, 5.8 Hz), 3.71-3.78 (m, 4H), 3.58-3.64 (m, 
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1H), 3.44 (dt, 1H, J = 10.2, 2.5 Hz), 3.36 (td, 1H, J = 9.7, 1.9 Hz), 3.18 (dd, 1H, J = 9.9, 3.4 Hz), 2.77 (d, 

1H, J = 9.1 Hz), 2.30-2.41 (m, 4H), 2.01 (dd, 4H, J = 12.0, 6.4 Hz), 1.61 (s, 4H), 1.25 (68H), 0.86-0.90 

(m, 6H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 173.58, 172.49, 154.55, 134.81, 134.47, 134.32, 134.00, 133.89, 

132.33, 131.54, 129.99, 119.13, 118.65, 118.02, 117.76, 117.49, 97.20, 97.12, 79.01, 78.79, 75.05, 74.71, 

73.91, 73.81, 72.63, 72.47, 72.29, 71.36, 71.30, 70.75, 69.92, 69.80, 69.56, 68.78, 62.52, 62.47, 34.22, 

32.02, 29.81, 29.61, 29.41, 29.27, 29.14, 27.30, 25.16, 24.97, 22.78, 14.21; HRMS (ESI-QTOF) calcd for 

C83H142N3NaO19P [M+Na]+, 1538.9867; found: 1538.9813 

 

 
74b: In a manner similar to the synthesis of 74a, 108α  (30 mg, 26.1 µmol) was converted into 74b (11 

mg, 28% yield, ~1:1 diastereomixture) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5.71-6.05 (m, 

8H), 5.45 (d, 1H, J = 3.3 Hz), 5.12-5.38 (m, 14H), 5.05 (t, 1H, J = 9.9 Hz), 4.49-4.69 (m, 5H), 3.98-4.37 

(m, 15H), 3.88 (dd, 1H, J = 12.8, 5.9 Hz), 3.72-3.76 (m, 4H), 3.55-3.64 (m, 1H), 3.44 (d, 1H, J = 10.3 

Hz), 3.35-3.40 (m, 1H), 3.18 (s, 1H), 2.82 (s, 1H), 2.30-2.45 (m, 4H), 1.99-2.02 (m, 4H), 1.61 (s, 4H), 

1.25-1.35 (m, 68H), 0.86-0.92 (m, 6H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 173.57, 172.45, 154.54, 134.80, 

134.43, 134.32, 133.99, 133.88, 132.36, 131.53, 129.98, 119.11, 118.64, 118.03, 117.74, 117.46, 97.18, 

78.99, 78.79, 78.48, 77.45, 77.13, 76.80, 75.04, 74.71, 73.91, 73.81, 72.62, 72.30, 70.74, 69.80, 69.52, 

68.77, 64.23, 62.62, 62.46, 62.33, 34.21, 32.01, 29.85, 29.80, 29.65, 29.60, 29.40, 29.26, 29.12, 27.29, 

25.14, 25.05, 24.96, 22.77, 14.49, 14.21; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C83H142N3NaO19P [M+Na]+, 

1538.9867; found:1538.9890 

 

 

3-O-allyl-1-O-(p-methoxyphenyl)-4,6-O-benzylidene-α-D-mannopyranoside (110) 

110: The solution of 109 (2.38 mg, 6.35 mmol), 2-aminoethyl diphenyl borinate (143 mg, 0.64 mmol), KI 

(1.05 g, 6.35 mmol), K2CO3 (0.97 g, 6.99 mmol) and allyl bromide (8.22 mL, 95 mmol) in MeCN (31 

mL) was warmed up to 60 ºC. After stirring for 1 day, the reaction mixture was diluted with ethyl acetate 

O
O

O

OAlloc
OAllyl

AllylO

O
OAllyl

NapO
AllylO

N3

P
O

AllylO

OAllyl

C15H31

O

O
O

O

OAlloc
OAllyl

AllylO

O
OAllyl

HO
AllylO

N3

P
O

AllylO

O

C15H31

O

OAllyl
O

108α 74b O
19 7

1

2

3

1) LiBr, Acetone
2) 87b, DEAD
    PPh3, THF

3) DDQ
    CH2Cl2/pH 7 buffer

OPMP

OO
HO

O
OH

Ph

OPMP

OO
AllylO

O
OH

Ph

109 110

B
Ph O

Ph N
H2 AllylBr

KI, K2CO3, MeCN



 

 108 

and washed with water and brine. Combined organic phase was dried over Na2SO4, and filtered, and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography 

(hexane/ethyl acetate = 2/1) to afford (1.49 g, 57%) as colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

7.47-7.49 (m, 2H), 7.35-7.39 (m, 3H), 6.97-6.99 (m, 2H), 6.82-6.85 (m, 2H), 5.90-6.00 (m, 1H), 5.59 (s, 

1H), 5.51 (s, 1H), 5.34 (dd, 1H, J = 17.2, 1.5 Hz), 5.22 (d, 1H, J = 10.4 Hz), 4.37 (dd, 1H, J = 12.8, 5.3 

Hz), 4.23-4.28 (m, 2H), 4.19 (dd, 1H, J = 10.2, 4.7 Hz), 4.12 (t, 1H, J = 9.5 Hz), 3.95-4.04 (m, 2H), 

3.79-3.84 (m, 1H), 3.73-3.76 (m, 3H), 2.91 (s, 1H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 155.22, 149.91, 

137.57, 134.61, 128.35, 126.17, 117.80, 117.66, 114.74, 101.77, 98.86, 78.82, 75.15, 72.18, 70.12, 68.80, 

63.98, 55.75; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C23H26NaO7 [M+Na]+, 437.1571; found: 437.1574 

 

 

3-O-allyl-4,6-O-allyloxycarbonyl-1-O-(p-methoxyphenyl)-2-O-levulinoyl-α-D-mannopyranoside 

(112) 

To a stirred solution of 110 (2.18 g, 5.26 mmol) in CH2Cl2 (21 mL) were added DMAP (321 mg, 2.63 

mmol), levulinic acid (1.64 mL, 15.8 mmol), and EDCI•HCl (3.5 g, 18.4 mmol). After stirring for 9 h, the 

reaction mixture was extracted with CH2Cl2. The extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and 

concentrated under reduced pressure. The residue was dissolved with CH2Cl2 (46 mL) and H2O (2.3 mL) 

and cooled to 0 ºC. To the reaction mixture was added TFA (4.6 mL) at 0 ºC and stirred for 1.5 h. The 

reaction was quenched with saturated NaHCO3 aq. and the mixture was extracted with CH2Cl2. The 

extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The residue 

was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 1/3) to afford diol (1.82 g, 

82% yield for steps) as a colorless oil. To a stirred solution of the diol (1.39 g, 3.77 mmol) in CH2Cl2 (25 

mL) were added AllocOBt (4.96 g, 22.6 mmol) and DMAP (2.76 g, 22.6 mmol). After stirring for 2 h, the 

reaction mixture was washed with saturated NaHCO3 aq. and brine, dried over Na2SO4, and concentrated 

under reduced pressure. The crude mixture was purified with silica gel column chromatography 

(hexane/ethyl acetate = 2/1) to afford 112 (1.92 g, 99% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ 6.95-6.99 (m, 2H), 6.76-6.83 (m, 2H), 5.79-6.00 (m, 3H), 5.45 (dd, 1H, J = 3.1, 2.0 Hz), 

5.24-5.39 (m, 6H), 5.15-5.20 (m, 1H), 5.07 (t, 1H, J = 10.0 Hz), 4.59-4.70 (m, 4H), 4.34 (dd, 1H, J = 11.9, 

5.4 Hz), 4.22-4.28 (m, 1H), 4.10-4.17 (m, 2H), 3.95-4.08 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 2.68-2.80 (m, 4H), 2.20 

(s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.43, 171.86, 155.49, 154.79, 154.36, 149.79, 134.14, 131.61, 
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131.38, 119.14, 118.85, 118.02, 117.50, 114.74, 96.91, 74.34, 71.69, 70.83, 68.98, 68.83, 68.72, 68.56, 

65.99, 55.69, 38.05, 29.85, 28.23; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C29H36NaO13 [M+Na]+, 615.2048; found: 

615.2059 

 

 

N-phenyltrifluoroacetoimidoyl 

3-O-allyl-4,6-O-allyloxycarbonyl-2-O-levulinoyl-α-D-mannopyranoside (113) 

To a stirred solution of 112 (144 mg, 0.17 mmol) in MeCN (3.5 mL) and H2O (3.5 mL) was added CAN 

(445 mg, 0.81 mmol) and the mixture was stirred for 3 h. The mixture poured into brine and extracted 

with ethyl acetate. The extract was washed with water, dried over Na2SO4 and concentrated under 

reduced pressure. The crude material was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl 

acetate = 2/1) to afford the desired alcohol containing material as yellow oil. The oil and ClC(NPh)CF3 

(82 µL, 0.52 mmol) were dissolved in CH2Cl2 (4.3 mL). To the mixture was added DMAP (48 mg, 0.39 

mmol) and the mixture was stirred for 4.5 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude 

mixture was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 5/1 to 4/1) to afford 

113 (117 mg, 91% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.29-7.33 (m, 2H), 7.09-7.14 

(m, 1H), 6.82-6.86 (m, 2H), 5.75-5.99 (m, 3H), 5.34-5.45 (m, 3H), 5.23-5.31 (m, 4H), 5.19 (ddd, 1H, J = 

10.4, 7.6, 1.5 Hz), 4.97-5.09 (m, 1H), 4.59-4.73 (m, 4H), 4.28-4.42 (m, 2H), 3.93-4.16 (m, 3H), 2.67-2.82 

(m, 4H), 2.19 (d, 3H, J = 1.8 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.22, 206.05, 171.60, 154.78, 154.24, 

143.02, 133.85, 133.72, 131.51, 131.23, 129.42, 128.87, 124.67, 120.58, 119.44, 119.33, 119.07, 118.02, 

93.72, 75.86, 73.95, 72.96, 71.27, 71.11, 70.77, 70.65, 69.21, 69.16, 68.85, 67.23, 66.19, 65.96, 65.83, 

53.54, 38.11, 37.98, 29.82, 28.10; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C30H34F3NNaO12 [M+Na]+, 680.1925; 

found: 680.1933 

 

 

3-O-allyl-2-O-allyloxycarbonyl-1-O-(p-methoxyphenyl)-α-D-mannopyranoside (114) 

To a stirred solution of 110 (1.8 g, 4.35 mmol) in CH2Cl2 (14 mL) was added TMEDA (664 µL, 13.0 
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mmol) and then AllocCl (1.4 mL, 13.0 mmol). After stirring for over night, the reaction was quenched 

with 10% citric acid aq. and the mixture was extracted with CH2Cl2. The extract was washed with 

saturated NaHCO3 aq., water, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The residue 

was dissolved with CH2Cl2 (38.7 mL) and H2O (1.9 mL) and then cooled to 0ºC. To the mixture was 

added TFA (3.87 mL) and the mixture was stirred for 1 h. The solvent was removed under reduced 

pressure and the residue was subjected to silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 1/1) 

to afford 114 (1.52 g, 85% yield for 2 steps) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.96-7.00 

(m, 2H), 6.81-6.85 (m, 2H), 5.89-5.99 (m, 2H), 5.49 (d, 1H, J = 1.8 Hz), 5.31-5.40 (m, 2H), 5.27-5.30 (m, 

2H), 5.22-5.25 (m, 1H), 4.64-4.65 (m, 2H), 4.27 (ddt, 1H, J = 12.5, 5.5, 1.4 Hz), 4.06-4.11 (m, 1H), 3.99 

(td, 1H, J = 9.3, 2.3 Hz), 3.91 (dd, 1H, J = 9.4, 3.1 Hz), 3.81-3.87 (m, 3H), 3.77 (s, 3H), 2.77 (d, 1H, J = 

2.5 Hz), 2.11 (t, 1H, J = 6.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 155.46, 154.54, 149.84, 134.23, 131.32, 

119.35, 118.13, 118.05, 114.79, 97.25, 72.73, 71.77, 70.86, 69.06, 66.77, 62.47, 55.73; HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C20H26NaO9 [M+Na]+, 433.1469; found: 433.1467 

 

 

3-O-allyl-2,4-di-O-allyloxycarbonyl-6-O-levulinoyl-1-O-(p-methoxyphenyl)-α-D-mannopyranoside 

(116) 

To a stirred solution of 114 (1.28 g, 3.12 mmol) and levulinic acid (635 µL, 6.24 mmol) in 

1,2-dichloroethane (10 mL) and chloroform (2 mL) was added 2-chloro-1-methylpyridinium iodide (1.59 

g, 6.24 mmol) and the mixture was stirred for 30 min. To the reaction mixture was added DABCO (1.14 g, 

9.36 mmol) and the mixture was stirred for 9 h. The reaction mixture was filtered though a pad of Celite 

and washed with water, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The crude mixture 

was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 2/1) to afford 6-O-levulinoyl 

ester. The resulting compound and DMAP (1.14 g, 9.33 mmol) were dissolved in CH2Cl2 (15 mL) and 

then cooled to 0 ºC. To the mixture was added AllocOBt (2.04 g, 9.33 mmol) at 0 ºC and the mixture was 

stirred for over night. The mixture was quenched with 10% citric acid aq. and extracted with CH2Cl2. The 

extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The crude 

material was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 2.5/1) to afford 116 

(1.20 g, 65% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.95-7.00 (m, 2H), 6.81-6.84 (m, 

2H), 5.82-5.99 (m, 3H), 5.44-5.53 (m, 1H), 5.25-5.41 (m, 6H), 5.20 (d, 1H, J = 10.4 Hz), 5.11 (t, 1H, J = 
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9.9 Hz), 4.56-4.71 (m, 4H), 4.15-4.30 (m, 3H), 4.04-4.09 (m, 3H), 3.77 (s, 3H), 2.72 (t, 2H, J = 6.7 Hz), 

2.55-2.62 (m, 2H), 2.16 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.57, 172.30, 155.53, 154.49, 154.25, 

149.65, 134.11, 131.37, 131.28, 119.35, 119.17, 117.94, 117.63, 114.74, 96.69, 74.45, 72.20, 71.54, 

71.18, 69.11, 69.06, 68.98, 62.58, 55.72, 37.93, 29.89, 28.00; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C29H36NaO9 

[M+Na]+, 433.1469; found: 433.1467 

 

 

3-O-allyl-2,4-di-O-allyloxycarbonyl-1-O-(p-methoxyphenyl)-α-D-mannopyranoside (117) 

To a stirred solution of 116 (1.16 g, 1.96 mmol) in CH2Cl2 (98 mL) and MeOH (98 mL) was added 

hydrazine acetate (216 mg, 2.35 mmol) and the mixture was stirred for 12 h. The solvent was removed 

under reduced pressure. The crude mixture was purified with silica gel column chromatography 

(hexane/ethyl acetate = 2.5/1) to afford 117 (1.09 g, quant) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 

δ 6.97-7.01 (m, 2H), 6.77-6.87 (m, 2H), 5.83-5.99 (m, 3H), 5.54 (d, 1H, J = 10.8 Hz), 5.39-5.40 (m, 1H), 

5.25-5.36 (m, 6H), 5.20 (d, 1H, J = 10.4 Hz), 5.12 (t, 1H, J = 10.0 Hz), 4.57-4.73 (m, 4H), 4.22 (dd, 1H, J 

= 13.0, 5.3 Hz), 4.03-4.15 (m, 2H), 3.87-3.91 (m, 1H), 3.74-3.80 (m, 3H), 3.64-3.73 (m, 2H), 2.30 (t, 1H, 

J = 6.9 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 155.48, 155.00, 154.53, 149.67, 134.24, 131.27, 119.31, 

117.85, 117.58, 114.81, 96.77, 74.18, 72.40, 71.67, 71.37, 71.26, 69.09, 61.31, 55.72; HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C24H30NaO11 [M+Na]+, 517.1680; found: 517.1688 

 

 

2,3-di-O-allyl-4-O-allyloxycarbonyl-6-O-tert-butyldimethylsilyl-1-O-(p-methoxyphenyl)-αβ-D-mann

opyranoside (121) 

To a stirred mixture of 118 (6.33 g, 16.9 mmol) in DMF (37 mL) at 0 ºC was added NaH (1.72 g, 43.0 

mmol) and allyl bromide (3.5 mL, 20.7 mmol). After stirring for 6h, the reaction was quenched with H2O 

and extracted with diethyl ether. The extract was washed with H2O and brine, and dried over Na2SO4 , and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography 
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(hexane/ethyl acetate = 3/1 to 2/1) to afford di-allyl ether (7.27 g, 95%) as a white solid. To a stirred 

mixture of di-allyl ether (2.0 g, 4.40 mmol) in CH2Cl2 (38 mL) and H2O (1.9 mL) at 0 ºC was added TFA 

(3.8 mL). After stirring for 3 h, the reaction was quenched with saturated NaHCO3 aq. and extracted with 

CH2Cl2. The extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. 

The residue was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 1/1) to afford 

diol (1.48 g, 93% yield) as a colorless oil. To a stirred solution of the diol (1.23 mg, 3.36 mmol) in DMF 

(22.4 mL) were added imidazole (576 mg, 8.39 mmol) and TBSCl (1.27 g, 8.39 mmol). After stirring for 

30 min, the reaction was quenched with MeOH and extracted with Et2O. The extract was washed with 

water, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was purified with silica 

gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 8/1) to afford 6-O-TBS ether (1.53 g, 95% yield) as a 

colorless oil. The TBS ether (1.46 g, 3.04 mmol) and DMAP (1.1 g, 9.12 mmol) were dissolved in 

CH2Cl2 (20 mL) and then cooled to 0 ºC. To the mixture was added AllocOBt (2.00 g, 9.12 mmol) at 0 ºC 

and the mixture was stirred for over night. The mixture was quenched with 10% citric acid aq. and 

extracted with CH2Cl2. The extract was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under 

reduced pressure. The crude material was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl 

acetate = 8/1) to afford 121 (1.86 g, quant, α/β = 1/1 mixture) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ 7.03-7.07 (m, 2H), 6.98-7.02 (m, 2H), 6.78-6.83 (m, 4H), 5.85-5.99 (m, 6H), 5.44 (d, 1H, J = 

3.8 Hz), 5.33-5.35 (m, 2H), 5.24-5.39 (m, 12H), 5.24-5.32 (m, 7H), 5.13-5.18 (m, 4H), 4.78 (d, 1H, J = 

7.9 Hz), 4.62-4.65 (m, 6H), 4.41 (ddt, 1H, J = 12.5, 5.6, 1.3 Hz), 4.22-4.33 (m, 4H), 4.06-4.17 (m, 4H), 

4.00 (dd, 1H, J = 10.1, 3.1 Hz), 3.82 (dd, 1H, J = 10.0, 3.7 Hz), 3.68-3.76 (m, 9H), 3.62-3.66 (m, 3H), 

3.50 (dd, 1H, J = 9.6, 3.4 Hz), 0.87 (s, 9H), 0.85 (s, 9H), 0.02 (s, 3H), 0.02 (s, 3H); HRMS (ESI-QTOF) 

calcd for C29H44NaO9Si [M+Na]+, 587.2647; found: 587.2658 

 

 

2,3-di-O-allyl-2-O-allyloxycarbonyl-6-O-levulinoyl -1-O-(p-methoxyphenyl)-αβ-D-mannopyranoside 

(121) 

To a stirred solution of 121 (1.66 g, 2.94 mmol) in CHCl3 (20 mL) and MeOH (10 mL) was added 

p-toluene sulfonic acid monohydrate (253 mg, 1.47 mmol). After stirring for 5 h, the reaction was 

quenched with saturated NaHCO3 aq. and the mixture was extracted with CHCl3. The extract was washed 
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with brine, dried over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The crude material was purified 

with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 2/1) to afford α-122 (552 mg, 39% yield) 

and β-122 (552 mg, 39% yield) as a colorless oil, respectively. To a stirred solution of α-122 (452 mg, 

1.00 mmol), levulinic acid (292 µL, 2.88 mmol) and DMAP (70 mg, 0.58 mmol) in CH2Cl2 (4.6 mL) was 

added EDCI•HCl (661 mg, 3.45 mmol). After stirring for over night, the solvent was removed under 

reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate 

= 2/1) to afford α-123 (514 mg, 93% yield) as a colorless oil. α-123: 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

7.02-7.07 (m, 2H), 6.80-6.85 (m, 2H), 5.86-6.00 (m, 3H), 5.47 (d, 1H, J = 3.6 Hz), 5.27-5.40 (m, 5H), 

5.15-5.20 (m, 2H), 4.64-4.66 (m, 2H), 4.12-4.33 (m, 7H), 4.00 (dd, 1H, J = 10.0, 3.4 Hz), 3.84 (dd, 1H, J 

= 10.0, 3.6 Hz), 3.77 (s, 3H), 2.41-2.72 (m, 4H), 2.15 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.47, 

172.27, 155.34, 154.78, 150.83, 134.88, 134.64, 131.51, 118.99, 118.66, 117.43, 117.11, 114.59, 97.53, 

75.40, 75.13, 72.90, 72.19, 71.32, 68.90, 67.17, 62.52, 55.71, 37.87, 29.85, 27.84; β-123: 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) δ 6.98-7.02 (m, 2H), 6.79-6.84 (m, 2H), 5.85-6.01 (m, 3H), 5.26-5.40 (m, 5H), 5.22 (d, 1H, 

J = 2.7 Hz), 5.17 (td, 2H, J = 10.4, 1.7 Hz), 4.79 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 4.65 (d, 2H, J = 5.3 Hz), 4.41 (ddt, 

1H, J = 12.5, 5.7, 1.4 Hz), 4.15-4.34 (m, 5H), 4.10 (ddt, 1H, J = 12.8, 5.6, 1.4 Hz), 3.82-3.86 (m, 1H), 

3.77 (s, 3H), 3.70 (dd, 1H, J = 9.6, 7.8 Hz), 3.52 (dd, 1H, J = 9.6, 3.4 Hz), 2.73-2.76 (m, 2H), 2.57 (t, 2H, 

J = 6.2 Hz), 2.17 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.61, 172.42, 155.49, 154.85, 151.49, 135.12, 

134.54, 131.51, 118.80, 117.36, 116.88, 114.54, 102.87, 78.58, 78.03, 74.30, 71.48, 70.89, 70.62, 68.84, 

62.14, 55.74, 38.00, 29.87, 27.93; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C28H36NaO11 [M+Na]+, 571.2150; found: 

571.2153 

 

 

N-phenyltrifluoroacetoimidoyl 2,3-di-O-allyl-4-O-allyloxycarbonyl-6-O-levulinoyl 

-αβ-D-mannopyranoside (124) 

To a stirred solution of 123 (100 mg, 0.18 mmol) in MeCN (2.3 mL) and H2O (2.3 mL) was added CAN 

(300 mg, 0.55 mmol). After stirring for over night, the reaction mixture was poured into brine and 

extracted with ethyl acetate. The extract was washed with water, dried over Na2SO4, and concentrated 

under reduced pressure. The crude material was purified with silica gel column chromatography 

(hexane/ethyl acetate = 2/3) to afford hemiacetal (53.5 mg, 66% yield) as yellow oil. To the solution of 

the oil and ClC(NPh)CF3 (51 µL, 0.33 mmol) in CH2Cl2 (2.2 mL) was added DMAP (30 mg, 0.24 mmol). 

O
AllylO

OLevAllocO

AllylO OPMP

123

O
AllylO

OLevAllocO

AllylO O CF3

NPh

124

1) CAN, MeCN
    H2O

2) ClC(NPh)CF3
     DMAP, CH2Cl2



 

 114 

After stirring for 8 h, the solvent was removed under reduced pressure. The residue was purified with 

silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 4/1) to afford 124 (65 mg, 88% yield, ~1:1.1 of 

αβ mixture) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.27-7.32 (m, 2H), 7.11 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 

6.83 (d, 2H, J = 7.4 Hz), 5.83-6.02 (m, 3H), 5.17-5.40 (m, 8H), 4.65 (dt, 2H, J = 4.3, 1.4 Hz), 4.06-4.26 

(m, 7H), 3.85-3.88 (m, 1H), 3.53 (s, 1H), 2.47-2.78 (m, 4H), 2.18 (s, 1.5 H), 2.14 (s, 1.36 H); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ 206.57, 206.50, 172.36, 172.31, 154.68, 154.63, 151.18, 143.51, 134.60, 134.51, 

134.37, 134.31, 131.42, 129.43, 128.84, 126.37, 124.40, 120.59, 119.49, 119.28, 119.12, 119.04, 117.50, 

117.40, 117.21, 78.61, 74.83, 74.44, 74.32, 72.81, 71.62, 71.42, 71.25, 70.63, 69.21, 69.01, 68.97, 62.19, 

61.73, 37.94, 29.85, 29.81, 27.88; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C29H34F3NNaO10 [M+Na]+, 636.2027; 

found: 636.2030 

 

 
126: 113 (117 mg, 0.18 mmol) and 117 (68 mg, 0.14 mmol) were co-evaporated with toluene three times 

and dried highly under vacuum. The residue was dissolved with CH2Cl2 (1.4 mL) and MS4A (100 mg) 

was added and then the mixture was cooled to –20 ºC. To the mixture was added TMSOTf (5 µL, 0.27 

µM) at –20 ºC and then the mixture was stirred at room temperature for 1.5 h. The reaction was quenched 

with pyridine and then the mixture was concentrated under reduced pressure. The crude mixture was 

purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 4/1 to 3/1 to 2/1) to afford 125 

(107 mg, 81% yield) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.97-7.01 (m, 2H), 6.86-6.90 (m, 

2H), 5.71-5.99 (m, 6H), 5.51 (d, 1H, J = 1.6 Hz), 5.07-5.40 (m, 14H), 4.96-5.06 (m, 2H), 4.77 (d, 1H, J = 

1.6 Hz), 4.59-4.73 (m, 9H), 4.19-4.34 (m, 3H), 3.96-4.08 (m, 5H), 3.72-3.84 (m, 5H), 3.51 (dd, 1H, J = 

10.8, 1.6 Hz), 2.74-2.79 (m, 2H), 2.62-2.67 (m, 2H), 2.18 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.50, 

171.65, 155.29, 154.90, 154.51, 154.31, 149.65, 134.15, 134.04, 131.73, 131.48, 131.43, 131.33, 119.31, 

119.18, 119.04, 118.84, 117.56, 117.37, 117.33, 114.86, 97.37, 96.17, 77.37, 74.64, 74.38, 72.19, 71.69, 

71.60, 71.14, 70.73, 70.02, 69.09, 69.00, 68.87, 68.72, 68.48, 68.31, 66.45, 66.15, 55.64, 38.08, 29.83, 

28.28; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C46H58NaO22 [M+Na]+, 985.3312; found: 985.3333. To a stirred 

solution of 125 (85 mg, 88.3 µmol) in CH2Cl2 (4.4 mL) and MeOH (4.4 mL) was added hydrazine acetate 

(12 mg, 0.13 mmol). After stirring for 7 h, the solvent was removed under reduced pressure. The crude 

material was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 3/1 to 2.5/1) to 
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afford 126 (76 mg, quant) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.95-7.00 (m, 2H), 6.84-6.89 

(m, 2H), 5.78-5.98 (m, 6H), 5.51 (d, 1H, J = 1.7 Hz), 5.32-5.40 (m, 5H), 5.25-5.30 (m, 6H), 5.13-5.23 (m, 

3H), 5.10 (t, 1H, J = 10.0 Hz), 5.01 (t, 1H, J = 9.9 Hz), 4.89 (d, 1H, J = 1.5 Hz), 4.59-4.73 (m, 8H), 

4.27-4.31 (m, 2H), 4.22 (ddt, 1H, J = 13.0, 5.3, 1.4 Hz), 3.93-4.10 (m, 7H), 3.83 (q, 1H, J = 5.6 Hz), 3.75 

(s, 3H), 3.68 (dd, 1H, J = 9.5, 3.3 Hz), 3.56 (dd, 1H, J = 11.2, 1.7 Hz), 2.46 (d, 1H, J = 1.5 Hz); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3) δ 155.34, 154.89, 154.55, 154.50, 154.24, 149.62, 134.15, 133.98, 131.72, 131.48, 

131.29, 119.39, 119.10, 118.84, 117.74, 117.59, 117.47, 114.83, 98.94, 96.32, 76.64, 74.74, 72.17, 71.91, 

71.48, 71.17, 71.11, 70.13, 69.10, 68.99, 68.88, 68.70, 68.19, 68.06, 66.39, 66.00, 55.67 HRMS 

(ESI-QTOF) calcd for C41H52NaO20 [M+Na]+, 887.2944; found: 887.2948 

 

 
127: 124 (65 mg, 0.11 mmol) and 126 (76 mg, 87.9 µmol) were co-evaporated with toluene three times 

and dried highly under vacuum. The residue was dissolved with Et2O (1.0 mL) and MS4A (140 mg) was 

added and the mixture was then cooled to –20 ºC. To the mixture was added TMSOTf (3.2 µL, 0.18 

µmol) at –20 ºC and then the mixture was stirred at 0 ºC for 3.5 h. The reaction was quenched with Et3N 

(60 µL) and then the mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was purified with 

silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate = 3/1 to 2.5/1) to afford 127 (84 mg, 74% yield) 

as colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6.97-7.00 (m, 2H), 6.85-6.89 (m, 2H), 5.76-6.00 (m, 9H), 

5.50 (d, 1H, J = 1.7 Hz), 5.37-5.40 (m, 3H), 5.23-5.35 (m, 14H), 5.03-5.21 (m, 8H), 4.58-4.72 (m, 10H), 

4.18-4.30 (m, 5H), 4.11-4.17 (m, 4H), 3.99-4.10 (m, 6H), 3.92 (ddd, 2H, J = 12.7, 5.2, 1.7 Hz), 3.78-3.88 

(m, 3H), 3.73 (d, 3H, J = 4.7 Hz), 3.65-3.70 (m, 1H), 3.54-3.59 (m, 1H), 2.67-2.72 (m, 2H), 2.53 (t, 2H, J 

= 6.4 Hz), 2.15 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 206.50, 172.44, 155.34, 154.86, 154.75, 154.49, 

154.39, 154.23, 149.68, 135.43, 134.74, 134.46, 134.14, 131.73, 131.58, 131.47, 131.29, 119.45, 119.09, 

118.93, 118.88, 117.56, 117.43, 117.06, 116.75, 116.55, 114.87, 99.00, 98.43, 96.38, 77.36, 75.87, 74.91, 

74.73, 72.60, 72.24, 72.17, 71.40, 71.33, 71.09, 70.96, 70.23, 69.15, 68.97, 68.86, 68.75, 67.08, 66.48, 

66.05, 62.81, 55.66, 37.81, 29.88, 27.84; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C62H80NaO29 [M+Na]+, 

1311.4677; found: 1311.4684 
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73: To a stirred mixture of 127 (50 mg, 38.7 mmol) in MeCN (500 µL) and H2O (500 µL) at 0 ºC was 

added CAN (64 mg, 0.12 mmol) and the mixture was stirred for 2.5 h at room temperature. The reaction 

mixture was poured into brine and extracted with ethyl acetate. The extract was washed with H2O, dried 

over Na2SO4, and concentrated under reduced pressure. The residue was roughly purified with silica gel 

column chromatography (hexane/ethyl acetate = 3/1 to 1/1) to afford the hemiacetal. The hemiacetal was 

dissolved with CH2Cl2 (690 µL). To the solution was added DMAP (9.5 mg, 77.4 µmol) followed by 

ClC(NPh)CF3 (16.5 µL, 0.10 mmol) and the mixture was stirred for 6 h. The solvent was removed under 

reduced pressure. The residue was purified with silica gel column chromatography (hexane/ethyl acetate 

= 20/1) to afford 73 (26 mg, 49% yield for 2 steps) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 

7.29-7.33 (m, 2H), 7.12 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 6.82-6.88 (m, 2H), 5.79-5.99 (m, 9H), 5.04-5.39 (m, 26H), 

4.58-4.75 (m, 10H), 3.83-4.25 (m, 19H), 3.63-3.69 (m, 2H), 2.51-2.76 (m, 4H), 2.04-2.11 (m, 3H); 13C 

NMR (100 MHz, CDCl3) δ 207.23, 206.44, 172.41, 154.84, 154.75, 154.33, 154.26, 154.00, 142.90, 

135.43, 134.76, 134.43, 133.86, 131.68, 131.59, 131.44, 131.15, 129.00, 124.83, 119.56, 119.41, 119.08, 

118.81, 118.06, 117.35, 116.71, 116.55, 99.07, 98.74, 76.06, 74.90, 74.70, 74.45, 72.54, 72.24, 72.06, 

71.33, 70.84, 70.45, 69.32, 69.11, 68.74, 67.04, 66.56, 65.88, 62.64, 60.46, 37.83, 31.00, 29.78, 27.79, 

21.12, 14.27; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C63H78F3NNaO28 [M+Na]+, 1376.4555; found: 1376.4533 

 

128a: To a stirred solution of 74a (14 mg, 9.22 µmol), 73 (25 mg, 18.4 µmol), and MS4A (30 mg) in 

CH2Cl2/Et2O (1/1) (250 µL) was added 0.1 M TMSOTf in CH2Cl2 (46 µL) at 0 ºC then the mixture was 
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warmed up to room temperature. After stirring for 4 h, the reaction was quenched with Et3N (10 µL) and 

the mixture was then filtered though a pad of celite and concentrated. To the solution of the residue in 

CH2Cl2/MeOH (9/1) (400 µL) was added hydrazine acetate (1.70 mg, 18.4 µmol). After stirring for 2 h, 

the solvent was removed under reduced pressure. The residue was purified with amino silica gel column 

chromatography (toluene/ethyl acetate = 6/1 to 3/1) to afford 128a (9.15 mg, 38% yield for 2 steps, ~1:1 

diastereomixture) as a colorless oil. 1H NMR (700 MHz, CDCl3) δ 5.77-5.98 (m, 17H), 5.47-5.51 (m, 2H), 

5.06-5.38 (m, 38H), 4.74 (q, 1H, J = 6.3 Hz), 4.60-4.67 (m, 12H), 4.38-4.43 (m, 2H), 4.23-4.31 (m, 8H), 

4.04-4.22 (m, 24H), 3.91-4.01 (m, 6H), 3.76-3.86 (m, 6H), 3.72 (dd, 1H, J = 9.7, 3.5 Hz), 3.61 (d, 2H, J = 

15.5 Hz), 3.44-3.47 (m, 1H), 3.37 (td, 1H, J = 9.6, 4.1 Hz), 3.26 (dd, 1H, J = 10.2, 3.5 Hz), 2.41 (td, 2H, J 

= 14.9, 6.8 Hz), 2.34 (dd, 2H, J = 12.8, 7.5 Hz), 2.04 (q, 4H, J = 6.3 Hz), 1.64 (d, 5H, J = 22.1 Hz), 1.28 

(68H), 0.90 (t, 7H, J = 6.9 Hz); 13C NMR (175 MHz, CDCl3) δ 173.53, 173.51, 154.84, 154.44, 154.01, 

135.42, 134.74, 134.60, 134.45, 134.38, 134.28, 134.17, 134.06, 133.92, 133.72, 131.77, 131.70, 131.59, 

131.47, 131.41, 131.31, 129.91, 119.53, 119.17, 119.09, 118.98, 118.92, 118.83, 118.19, 117.77, 117.72, 

117.56, 117.48, 117.36, 117.20, 117.15, 117.09, 99.02, 98.84, 98.72, 90.29, 76.02, 75.73, 75.05, 74.84, 

74.28, 73.71, 73.21, 72.39, 72.22, 71.77, 71.24, 71.02, 69.98, 69.02, 68.92, 68.76, 68.71, 68.57, 67.91, 

67.64, 67.44, 67.39, 66.58, 66.49, 66.38, 66.27, 53.46, 34.15, 31.96, 29.88, 29.80, 29.71, 29.60, 29.55, 

29.44, 29.36, 29.21, 29.06, 27.23, 24.90, 22.72, 14.17; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C133H208N3Na2O44P 

[M+Na2]2+, 1314.1826; found: 1314.1834 

 

 

128b: In a manner similar to the synthesis of 128a, 74b (10 mg, 6.60 µmol) was converted into 128b (3.8 

mg, 22% yield for 2 steps, ~1:1 diastereomixture) as a colorless oil. 1H NMR (700 MHz, CDCl3) δ 

5.77-6.00 (m, 17H), 5.47-5.51 (m, 2H), 5.06-5.40 (m, 38H), 4.74 (dd, 1H, J = 13.3, 5.7 Hz), 4.62-4.68 (m, 

12H), 4.37-4.43 (m, 2H), 4.23-4.34 (m, 8H), 4.05-4.21 (m, 24H), 3.89-4.09 (m, 6H), 3.75-3.88 (m, 6H), 

3.72 (dd, 1H, J = 9.5, 3.8 Hz), 3.61 (d, 2H, J = 12.4 Hz), 3.45-3.48 (m, 1H), 3.36-3.39 (m, 1H), 3.24-3.27 

(m, 1H), 2.33-2.45 (m, 4H), 2.04 (q, 4H, J = 6.5 Hz), 1.63-1.66 (m, 4H), 1.28 (68H), 0.90 (t, 6H, J = 6.9 
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Hz); 13C NMR (175 MHz, CDCl3) δ 173.44, 170.63, 154.84, 154.39, 135.36, 135.30, 134.76, 134.44, 

134.30, 134.14, 133.86, 133.70, 131.77, 131.70, 131.60, 131.49, 131.41, 131.28, 129.91, 119.53, 119.18, 

119.10, 119.04, 118.98, 118.92, 118.83, 118.67, 118.06, 117.73, 117.68, 117.57, 117.49, 117.41, 117.23, 

117.15, 117.08, 116.73, 99.05, 98.89, 98.76, 89.48, 76.06, 75.75, 75.22, 75.11, 74.98, 74.86, 74.79, 74.74, 

74.55, 74.31, 73.36, 72.49, 72.38, 72.25, 72.19, 72.14, 71.84, 71.77, 71.29, 71.26, 71.15, 71.05, 70.99, 

70.90, 70.67, 70.59, 70.51, 70.42, 70.00, 69.25, 69.05, 68.93, 68.89, 68.84, 68.76, 68.72, 68.65, 68.60, 

68.53, 68.26, 67.80, 67.75, 67.66, 67.48, 67.09, 66.56, 66.51, 65.75, 53.47, 34.15, 31.96, 29.80, 29.76, 

29.71, 29.60, 29.55, 29.49, 29.40, 29.36, 29.28, 29.21, 29.16, 29.10, 29.05, 27.23, 24.97, 24.90, 22.72, 

14.17; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C133H208N3Na2O44P [M+Na2]2+, 1314.1826; found: 1314.1868 

 

 

GlcN-EhPIb C30:1 cis (18a) 

To a stirred solution of 74a (2.48 mg, 1.68 µmol) and 1,3-dimethylbarbituric acid (3.8 mg, 24.4 mmol) in 

CH2Cl2/MeOH/H2O (10/10/3) (300 µL) was added Pd(PPh3)4 (1.8 mg, 1.63 µmol) and the mixture was 

stirred at 40 ºC for 2 h. The reaction mixture was directly subjected into LH-20 size exclusion resin 

column (CHCl3/MeOH/H2O = 5/5/1) to remove reagents. The desired product-containing fraction was 

concentrated under reduced pressure. To the solution of the residue in THF/MeOH/H2O (10/10/3) (300 

µL) were added AcOH (1 drop) and Zn-Cu couple (prepared from 50 mg of Zn) and the mixture was 

vigorously stirred for 1 h. The mixture was filtered and purified with LH-20 size exclusion resin column 

(CHCl3/MeOH/H2O = 5/5/1) to afford 18a (1.43 mg, 75% yield for 2 steps) as a white solid. 1H NMR 

(700 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 5.56-5.57 (m, 1H, inositol-2), 5.54-5.54 (m, 1H, GlcNH2-1), 

5.36 (t, 2H, J = 4.7 Hz, sp2-CH), 4.35 (td, 1H, J = 9.6, 3.1 Hz, inositol-1), 4.17 (dd, 1H, J = 11.5, 4.6 Hz, 

Glycerol-1), 4.10-4.14 (m, 2H, Glycerol-1, GlcNH2-5), 3.97-4.00 (m, 1H, Glycerol-2), 3.92 (t, 1H, J = 9.5 

Hz, inositol-6), 3.88-3.83 (m, 3H, GlcNH2-3, GlcNH2-6, Glycerol-3), 3.77 (dd, 1H, J = 12.2, 4.5 Hz, 

GlcNH2-6), 3.65-3.59 (m, 2H, inositol-3, inositol-4), 3.45 (t, 1H, J = 9.7 Hz, GlcNH2-4), 3.41 (t, 1H, J = 

9.0 Hz, inositol-5), 3.16 (dd, 1H, J = 10.0, 3.1 Hz, GlcNH2-2), 2.37-2.45 (m, 4H, -CO-CH2-), 2.04 (dd, 

4H, J = 12.7, 6.8 Hz, -CH2CH=CHCH2-), 1.63-1.64 (m, 4H, -CO-CH2-CH2-), 1.43-1.28 (m, 68H, -CH2-), 

0.90 (t, 6H, J = 7.0 Hz, -CH2-CH3); 13C NMR (175 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O) δ 174.68, 173.79, 129.7 
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(sp2-CH), 95.3 (GlcNH2-1), 77.3 (inositol-6), 74.5 (inositol-1), 73.0 (inositol-5), 73.0 (inositol-4), 72.9 

(inositol-2), 72.4 (GlcNH2-5), 70.1 (GlcNH2-3), 69.7 (GlcNH2-4), 69.5 (inositol-3), 68.8 (Glycerol-2), 

67.0 (Glycerol-3), 65.0 (Glycerol-1), 60.6 (GlcNH2-6), 54.0 (GlcNH2-2), 34.0 (2C, -CO-CH2-), 33.91, 

31.82, 31.80, 29.60, 29.55, 29.54, 29.47, 29.45, 29.36, 29.30, 29.26, 29.20, 29.12, 29.02, 27.1 (2C, 

-CH2CH=CHCH2-), 26.95, 25.1 (2C, -CO-CH2-CH2-), 24.73, 22.54, 14.1 (2C, -CH2-CH3); 31P NMR (242 

MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 4.82; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C61H115NO17P [M]–, 

1164.7908; found: 1650.7894 

 

 

18b: In a manner similar to the synthesis of 18a, 74b (3.38 mg, 2.22 µmol) was converted into 18b (1.73 

mg, 67% yield for 2 steps) as a white solid. 1H NMR (700 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 5.51 

(1H, inositol-2), 5.49 (1H, GlcNH2-1), 5.32 (2H, sp2-CH), 4.27 (1H, inositol-1), 4.08 (1H, Gly-1), 4.05 

(2H, Gly-1, GlcNH2-5), 3.95 (1H, Glycerol-2), 3.87 (1H, inositol-6), 3.84 (2H, GlcNH2-6, Glycerol-3), 

3.78 (1H, GlcNH2-3), 3.71 (1H, GlcNH2-6), 3.65 (2H, inositol-3, inositol-4), 3.38 (1H, GlcNH2-4), 3.34 

(1H, inositol-5), 3.09 (1H, GlcNH2-2), 2.33 (2H, -CO-CH2-), 2.27 (2H, -CO-CH2-), 1.99 (4H, 

-CH2CH=CHCH2-), 1.57 (4H, -CO-CH2-CH2-), 1.44-1.26 (68H, -CH2-), 0.85 (6H, -CH2-CH3) ; 13C NMR 

(175 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 129.7 (sp2-CH), 95.2 (GlcNH2-1), 77.5 (inositol-6), 74.5 

(inositol-1), 72.9 (inositol-5), 72.5 (GlcNH2-5), 72.1 (inositol-4), 70.1 (GlcNH2-3), 70.1 (inositol-3), 69.8 

(GlcNH2-4), 68.7 (Glycerol-2), 66.8 (Glycerol-3), 64.7 (Glycerol-1), 60.9 (GlcNH2-5), 54.1 (GlcNH2-2), 

34.3 (2C, -CO-CH2-), 27.3 (2C, -CH2CH=CHCH2-), 25.1 (2C, -CO-CH2-CH2-), 14.2 (2C, -CH2-CH3) ; 31P 

NMR (242 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 4.42; HRMS (ESI-QTOF) calcd for C61H115NO17P 

[M]–, 1164.7908; found: 1650.7966 
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17a: To a stirred solution of 128a (1.87 mg, 0.72 µmol) and1,3-dimethylbarbituric acid (3.4 mg, 21.7 

mmol) in CH2Cl2/MeOH/H2O (10/10/3) (300 µL) was added Pd(PPh3)4 (1 mg, 0.87 µmol) and the 

mixture was stirred at 40 ºC for 1 h. The reaction mixture was directly subjected into LH-20 size 

exclusion resin column (CHCl3/MeOH/H2O = 10/10/3) to remove reagents. The desired 

product-containing fraction was concentrated under reduced pressure. To the solution of the residue in 

THF/MeOH/H2O (10/10/3) (300 µL) were added AcOH (1 drop) and Zn-Cu couple (prepared from 30 

mg of Zn) and the mixture was vigorously stirred for 1.5 h. The mixture was filtered and purified with 

LH-20 size exclusion resin column (CHCl3/MeOH/H2O = 10/10/3) to afford 17a (0.71 mg, 60% yield for 

2 steps) as a white solid. 1H NMR (700 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 5.56 (1H, inositol-2), 

5.50 (1H, GlcNH2-1), 5.36 (2H, sp2-CH), 5.22-5.20 (2H, Gal-1, Man-1), 5.06 (1H, Man-1), 4.31 (1H, 

inositol-1), 4.20 (1H, GlcNH2-5), 4.17, 4.12 (2H, Glycerol-1), 4.06 (1H, GlcNH2-3), 4.01 (Glycerol-2), 

3.99, 3.93 (2H, Glycerol-3), 3.89, 3.85 (1H, GlcNH2-6), 3.80 (1H) 3.71 (1H, GlcNH2-6), 3.68 (1H), 3.64 

(1H), 3.61, 3.57, 3.59 (1H, inositol-4), 3.41 (1H, inositol-5) 3.12 (1H, GlcNH2-2), 2.43 (-CO-CH2-), 2.37 

(-CO-CH2-), 2.04 (4H, -CH2CH=CHCH2-), 1.63 (4H, -CO-CH2-CH2-), 1.34-1.28 (68H, -CH2-)0.90 (6H, 

-CH2-CH3); 13C NMR (175 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 129.8 (sp2-CH), 101.6 (Gal-1), 98.2 

(Man-1), 80.1, 73.1 (inositol-5), 72.4, 71.2 (GlcNH2-3), 70.3, 70.3, 69.4, 68.5 (Glycerol-2), 67.1 

(GlcNH2-5), 67.1, 66.2 (Glycerol-3), 65.7 (inositol-1), 65.1 (Glycerol-1), 62.3, 61.0 (GlcNH2-6), 50.4 

(GlcNH2-2), 33.8 (2C, -CO-CH2-), 31.6, 29.4, 27.0 (2C, -CH2CH=CHCH2-), 22.5, 13.9 (2C, 

-CH2-CH3) ;HRMS (ESI-QTOF) calcd for C79H145NO32P [M]–, 1650.9493; found: 1650.9464 
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17b: In a manner similar to the synthesis of 128a, 128b (1.70 mg, 0.66 µmol) was converted into 17b 

(0.64 mg, 59% yield for 2 steps) as a white solid. 1H NMR (700 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 

5.52 (1H, inositol-2), 5.49 (1H, GlcNH2-1), 5.33 (2H, sp2-CH), 5.20 (1H, Gal-1), 5.18 (1H, Man-1), 5.04 

(1H, Man-1), 4.33 (1H, inositol-1), 4.21 (1H, GlcNH2-5), 4.08 (1H, Glycerol-1), 4.03 (1H, GlcNH2-3), 

3.97, 3.96 (1H, Glycerol-2), 3.90 (1H), 3.89 (1H, Man), 3.86 (1H, inositol-6), 3.83 (2H, GlcNH2-6, 

Gly-3), 3.77 (1H), 3.76 (1H, GlcNH2-6), 3.75 (1H, Man), 3.69 (2H), 3.66 (1H, GlcNH2-4), 3.62 (1H, 

inositol-3), 3.60 (1H, inositol-4), 3.39 (1H, inositol-5), 3.21 (1H, GlcNH2-2), 2.39 (2H, -CO-CH2-), 2.36 

(2H, -CO-CH2-), 2.00 (4H, -CH2CH=CHCH2-), 1.59 (4H, -CO-CH2-CH2-), 1.45-1.25 (68H, -CH2-), 1.14 

(6H, -CH2-CH3); 13C NMR (175 MHz, CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 130.0 (sp2-CH), 101.8 (Gal-1), 

101.1 (Man-1), 98.4 (Man-1), 95.5 (GlcNH2-1), 80.3, 77.9 (inositol-6), 73.0 (inositol-2), 72.8 (inositol-4), 

72.4 (Man), 71.1 (2C, GlcNH2-3, GlcNH2-5), 71.0, 70.4, 70.0 (Man), 69.1 (2C, Glycerol-2, inositol-3), 

66.8 (Glycerol-3), 67.4 (GlcNH2-4), 61.0 (GlcNH2-6), 65.0 (Glycerol-1), 61.4, 54.3 (GlcNH2-2), 31.9, 

33.9 (2C, -CO-CH2-), 29.6, 27.0 (2C, -CH2CH=CHCH2-), 24.9 (2C, -CO-CH2-CH2-), 22.4, 13.7 (2C, 

-CH2-CH3) ; 31P NMR (CDCl3/CD3OD/D2O = 60/35/4) δ 5.71; HRMS (ESI-QTOF) calcd for 

C79H145NO32P [M]–, 1650.9493; found: 1650.9498 
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2. Biology 

 

Hemolytic activity on human whole blood.  

αGalCer, EhLPPG and synthetic compounds were diluted in PBS and distributed in 96 well plates in 

concentrations ranging from 0.1 to 20µg/ml. An equal volume of red blood cells (RBCs) obtained from 

EDTA-preserved peripheral blood of a healthy donor was added. After incubation for 1h at 37°C, RBCs 

were centrifuged at 800 x g, RT, 10 min. The absorbance of the supernatant was measured at 530 nm in 

an ELISA counter (MRXe, Dynex, Magellan Bioscience) with the reference filter set at 630 nm. 

Percentage hemolytic activity of each stimulant was estimated as (A-A0/Amax-A0) x 100 where A0 is the 

background hemolysis obtained by the incubation of RBCs with PBS and Amax is the 100% hemolysis 

achieved upon incubation of RBCs in distilled water. 

 

Cytotoxicity on murine splenocytes and human PBMCs.  

For the administration of the cytotoxicity on murine splenocytes and human PBMCs, murine spleen cells 

were collected from perfused mouse spleen and submitted to erythrolysis and human PBMCs were 

isolated by density gradient centrifugation. 1x106 splenocytes or human PBMCs were distributed in 96 

well plates and stimulated with 0.1, 1.0 and 10.0 µg/ml αGalCer, EhLPPG and synthetic compounds for 

12, 24 or 48h. After incubation cells were harvested and stained with live dead staining (Zombie UVTM 

Fixable Viability Kit, BioLegend) after manufacturers instructions. Data acquisition was performed on a 

BD LSRII flow cytometer. 
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Fig. S1 Gating strategy of cytotoxicity test on murine splenocytes and human PBMCs.  

 

Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)-based competitive binding assay 

Pierce protein G coated 96 well plates (Thermo Fisher Scientific) were washed with 200 µL of PBST 

(PBS containing 0.05% Tween-20) three times. 50 µL of mouse CD1d:Ig fusion protein (BD bioscience) 

(10 µg/mL in PBS) for 1h at room temperature. 25 µL of Serially diluted inositol phospholipids and 

α−galactosylceramide (GalCer) with PBS were added to the plates and then added 25 µL of 18:1 biotinyl 

PE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(Biotinyl), Avanti Polar Lipids) (8 µg/mL in 

PBS) and incubated for overnight at 37 ºC. After washing the plates with PBST three times, 

mCD1d:Ig-biotinyl PE complex was detected with HRP-labeled Avidin (Biolegend). Inhibition curves 

were constructed using GraphPad Prism software (ver. 7.02, GraphPad). 

 

Competitive binding assay using Alphascreen® technology 

Affinities between synthetic inositol phospholipid and mouse CD1d molecule was measured by 

competitive binding assay, using 18:1 Biotinyl PE [1,2- 

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(Biotinyl) (Avanti Polar Lipids)], as an indicator, utilizing 

Alphascreen® technology (Perkin Elmer). 5 nM of mCD1d:mIgG dimer (BD Bioscience) and 10 µg/mL 

of antimouse IgG acceptor bead (Perkin Elmer) were added to 1/2 AREAPLATE-96 (Perkin Elmer) and 
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incubated for 1 h in dark at room temperature. Synthetic inositol phospholipids were serially diluted (10 

µM to 1 nM) with PBS containing 0.005% tween-20 and then added into wells and incubated for 12 h at 

37 ºC. After addition of 2 µM of 18:1 Biotinyl PE into wells, the plates was incubated for 12 h at 37 ºC. 

18:1 Caproylamine PE [1,2- dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(hexanoylamine) (Avanti 

Polar Lipids)] was used as a positive control. 10 µg/mL of Streptavidin donor bead (Perkin Elmer) was 

added into each wells and incubated for 1 h at room temperature in dark. Biotinyl PE-CD1d complex was 

detected with Spark 10M (Tecan). Inhibition curves were constructed using GraphPad Prism software 

(version 7.0; GraphPad). 

Titration assay: Biotinyl PE (Avanti Polar Lipids) (0.3, 1, 3, 10 µM) ()in PBS containing 0.005% 

tween-20 was incubated with mCD1d:IgG (BD Bioscience) (3, 10, 30, 100 nM) in PBS at 37 ºC for 12 h 

in 1/2 AREAPLATE-96. To the each well were added Streptavidin donor beads and antimouse IgG 

acceptor bead and incubated for 1 h in the dark. Alpha counts were measured with Spark 10M (Tecan). 

 
Fig. S2 Titration assay for determination of Biotinyl PE and mCD1d:IgG concentration 

 

Mouse NKT cells or spleen cell stimulation assay 

NKT cell or spleen cells were isolated from C57BL/6 mice, seeded at a concentration of 2x105/well and 

incubated with isolated EhLPPG or synthetic inositol phospholipids at indicated concentrations for 48 h. 

IFN-γ induction in the supernatant was determined by ELISA. 
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In vitro infection models using murine macrophages.   

Murine bone marrow derived macrophages (BMM) were isolated from tibias and femurs of 6- to 

10-week-old female BALB/c mice and cultured for 10 days in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 

(IMDM, Sigma) supplemented with 10% heat inactivated FCS (Sigma), 5% horse serum (Sigma), 30% 

L929 supernatant. For infection, BMM were harvested, washed and seeded into 24-well plates (Sarstedt) 

at a density of 2x106 cells/well. The macrophages were incubated for 72 h at 37°C and 5% CO2 to allow 

adhesion of the cells. Adherent BMM were infected with stationary phase promastigotes at a multiplicity 

of infection of 10 parasites per macrophage. After 4 h of incubation at 37°C in IMDM, non-phagocytosed 

parasites were removed by multiple washing steps with warm PBS and BMMs for 24-well plates were 

treated with 4.0µg/ml αGalCer 8.0µg/ml EhLPPG and 0.1, 1.0 or 10µg/ml synthetic compounds. for 48h. 

After incubation the medium supernatants were removed. BMM in 24-well plates were washed twice and 

the cells were collected and subjected to genomic DNA (gDNA) isolation (QIAmp gDNA Kit, QIAGEN). 

gDNA was used to determine the parasite burden via a probe PCR for detection of Leishmania actin. 
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