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論  文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （   筒  井   正  斗   ）  

論文題名 
ABO 式血液型糖鎖抗原の効率合成と生物機能研究 

 

論文内容の要旨 

ABO 式血液型は赤血球上の糖鎖構造による分類である（Fig. 

1）．血液型糖鎖は糖鎖抗原として機能し，自然抗体により認識さ

れて激しい免疫反応を引き起こす．本研究ではアミノ糖の保護

基に着目し，ABO 式血液型糖鎖の効率合成を検討した．さらに

生体内での多価相互作用の再現を指向してデンドリマーを設計し，多価分子の結合モデルについて解析した．  

 まず，グルコサミン

（GlcN）2 位を Troc 保護

したアクセプターを用い

て ABH 抗原の合成を完了

した．還元末端にはカルボン酸を導入し，生物活性試験の際に誘導体を容易に合成できる構造とした．さらに当研究室

で提唱しているジアセチルストラテジーを，GlcN 含有糖鎖の合成へと適用した（Fig. 2）．NHAc 体アクセプターが水

素結合ネットワークを形成することを 1HNMR にて確認した．さらに DOSY 法によって分子体積を概算し，NHAc 体

の分子間水素結合を介した多量体形成を示唆する結果を得た．N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）の NHAc 基を NAc2

基へと変更し，NHAc 体，NAc2体アクセプターを用いて H 抗原の合成を行い，[1＋1], [2＋1]グリコシル化において反

応性，収率の劇的な向上を確認した．以上の結果から GlcN 含有糖鎖の効率合成法としてジアセチルストラテジーが有

用であることを示し，本ストラテジーの適用範囲を大きく広げることができた． 

 得られた各血液型抗原を用いて，IgM 抗体に対して高い親和性を示すデンドリマーを設計・合成した（Fig. 3）． 16

量体を用いることとし，3 種類のサイズの異なるデンドリマーを合成した．デンドリマーのサイズが大きくなるに従っ

て，デンドリマー上の糖鎖密度は低下する．一方，IgM 抗体は 10 個の抗原認識部位を持つが，サイズが大きくなるこ

とで，同時に相互作用可能な結合サイトの数が増え，最も大きなものではすべての結合サイトを同時にカバーできる

ように設計した．SPR 測定の結果，中間のサイズのデンドリマーが最も高

い親和性を示した．また，血球凝集阻害試験においても，同様に中間のサ

イズのデンドリマーが最も高い阻害活性であった．これらの結果から，デ

ンドリマーの設計時には糖鎖密度を維持した上で，同時に複数の結合サイ

トと相互作用できる分子を設計することが重要であることを示した． 

最後に血液型糖鎖を用いた免疫反応の誘導を検討した．すなわち，標的

細胞を血液型糖鎖で標識し，この細胞に対して抗血液型 IgM 抗体のリク

ルート，さらには，CDC 活性の誘導を検討した．その結果，糖鎖抗原と

IgM 抗体の相互作用を用いた生体機能制御には，糖鎖の多価効果が有効に

働くことが必須であることが分かった．このことから，上記で開発したデ

ンドリマーの利用は有望であると考えている． 

Figure 1 A, B, H 抗原の構造 

Figure 2 ジアセチルストラテジーを用いた H 抗原の効率合成 

Figure 3 デンドリマーの設計 
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論  文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （   M a s a t o   T s u t s u i   ）  

論文題名 Efficient synthesis of ABO blood type antigens and functional study of their biological activity 

The ABO blood group is a blood-classification system based on the 

three different carbohydrate antigens on red blood cells (Fig. 1). These 

antigens are recognized by natural antibodies and induce strong immune 

response. In this study, I achieved the efficient synthesis of A, B, and H 

antigens by focusing on the protective group of amino sugars. I also 

designed glycodendrimers to investigate the multivalent interactions of anti-blood group IgM antibody.  

First, the A, B, and H 

antigens were synthesized by 

using the glucosamine 

(GlcN) protected with Troc 

group. The carboxylic acid group was introduced at the reducing end to facilitate the synthesis of derivatives for biological assay. 

Next, H antigen was synthesized using diacetyl strategy in which NHAc is tentatively converted to NAc2 during oligosaccharide 

construction (Fig. 2). The intermolecular hydrogen-bond of the NHAc group in the acceptor was observed by concentration- and 

temperature-dependent chemical shift of the amide proton and DOSY spectra in 1HNMR. The larger effective molecular volume of 

the NHAc acceptor calculated by the DOSY than the NAc2 acceptor suggested the formation of oligomeric structure of the NHAc 

acceptor. The reactivity of NHAc and NAc2 acceptor was then investigated. Enhancement of the reactivity by NAc2 protection was 

observed in both [1+1] and [1+2] glycosylations. These results indicate that the diacetyl strategy is an useful method for the efficient 

synthesis of the glycan containing GlcNAc. 

Dendrimers with high affinity for IgM antibodies were designed and synthesized (Fig. 3). Three different sizes of dendrimers 

were synthesized by using 16-mer core structure. As the size of the dendrimers increases, the density of glycans is decreases. On the 

other hand, the number of interacting binding sites at same time increases as the dendrimer size increases. The largest one was 

designed to cover all binding sites of IgM at the same time. SPR measurements 

showed middle size dendrimer showed the highest affinity. Hemagglutination 

inhibition assay also showed the highest inhibitory activity of the middle size 

dendrimer. These results indicate it is important to design dendrimer that can 

interact with some binding sites simultaneously while maintaining glycan 

density during the design of dendrimers. 

Finally, I examined the induction of immune response using blood group 

antigen. I labeled the target cells with blood group antigen, recruiting of 

antibodies against target cells, and the induction of CDC activity. The results 

showed that the multivalent effect of antigen is essential for the regulation of 

biological functions using the interaction between IgM antibodies and antigen. 

Therefore, the use of dendrimer for induction of immune response is promising.  

Figure 1 The structure of A, B, H antigens 

Figure 2 Efficient synthesis of H antigen by diacetyl strategy 

Figure 3 Design of Dendrimers 
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略語表 

 

本文中に用いた略語，略号を以下に示した． 

 

略語・略号 正式名称 和名 

AAm Acrylamide アクリルアミド 

Abs, Ab Antibodies 抗体 

Ac Acetyl アセチル 

ADC Antibody drag conjugate 抗体薬物複合体 

ADCC Antibody dependent cellular 

cytotoxicity 

抗体依存性細胞傷害 

Alloc Allyloxycarbonyl アリルオキシカルボニル 

Allyl 2-Propenyl 2-プロぺニル 

Bis N,N’-Methylene bisacrylamide N,N’-メチレンビスアクリルアミド 

Bn Benzyl ベンジル 

Bz Benzoyl ベンゾイル 

Cbz Benzyloxycarbonyl ベンジルオキシカルボニル 

CDC Complement dependent cytotoxity 補体依存性細胞傷害 

COVID-19 Coronavirus disease 2019 新型コロナウイルス感染症 

CuAAC Cu-catalyzed azide alkyne 

cycloaddition 

銅触媒を用いるアジドとアルキンとの環化

付加反応 

DADMAC Diallyl dimethyl ammonium 

chloride 

ジアリルジメチルアンモニウムクロリド 

DCM Dichloromethane ジクロロメタン 

DDS Drug delivery system 薬物輸送システム 

DIPEA Diisopropylethylamine ジイソプロピルエチルアミン 

DMAP N,N-dimethyl-4-aminopyridine N,N-ジメチル-4-アミノピリジン 

DMF N, N-Dimethylformamide ジメチルホルムアミド 
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DOSY Diffusion-ordered two dimentional 

nuclear magnetic resonance 

spectroscopy 

拡散係数による 2 次元核磁気共鳴分光法 

DTBMP 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridine 2,6-ジ-tert-ブチル-4-メチルピリジン 

ELISA Enzyme-linked immune sorbent 

assay 

エライザ 

EMA Enzymatic modular assembly 酵素モジュラーアセンブリ 

Et Ethyl エチル 

FCM Flow cytometry フローサイトメトリー 

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 9-フルオレニルメチロキシカルボニル 

Fuc Fucose フコース 

Gal Galactose ガラクトース 

GalNAc N-Acetyl galactosamine N-アセチルガラクトサミン 

GDP Guanosine diphosphate グアノシン二リン酸 

Glc Glucose グルコース 

GlcNAc N-Acetylglucosamine N-アセチルグルコサミン 

GTA glycosyltransferases A 糖転移酵素 A 

GTB glycosyltransferases B 糖転移酵素 B 

HA Hemagglutination assay 血球凝集試験 

HIA Hemagglutination inhibition assay 血球凝集阻害試験 

HS Human serum ヒト血清 

Ig Immuno globulin 免疫グロブリン 

ITC Isothermal titration calorimetry 等温滴定カロリメトリー 

LacNAc N-Acetyllactosamine N-アセチルラクトサミン 

Lys Lysine リジン 

MAC Membrane attack complex 膜障害性複合体 

Me Methyl メチル 
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MeOTf Methyl trifluoromethanesulfonate トリフルオロメタンスルホン酸メチル 

MS4A Molecular sieves 4A モレキュラーシーブス 4A 

MW Molecular weight 分子量 

NIS N-Iodosuccinimede N-ヨードスクシンイミド 

NMR Nuclear magnetic resonance 核磁気共鳴 

PAA Poly N-hydroxyethyl acrylamide ポリ N-ヒドロキシアクリルアミド 

PAGE Polyacrylamide gel  

electrophoresis 

ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

PBS Phosphate Buffered Saline リン酸緩衝生理食塩水 

PEG Poly ethylene glycol ポリエチレングリコール 

Ph Phenyl フェニル 

Phth Pthaloyl フタリル 

Piv Pivaloyl ピバロイル 

PMB p-Methoxybenzyl p-メトキシベンジル 

Py Pyridine ピリジン 

RC Rabbite complex ウサギ補体 

SAF Specific antibody filter 抗体特異的フィルター 

SDS Sodium dodecyl sulfate ドデシル硫酸ナトリウム 

SPR Surface plasmon resonance 表面プラズモン共鳴 

TASF Tris(dimethylamino)sulfonium 

difluorotrimethylsilicate 

ジフルオロトリメチルケイ酸トリス (ジメチ

ルアミノ)スルホニウム 

TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl tert-ブチルジフェニルシリル 

TBS tert-Butyldimethylsilyl tert-ブチルジメチルシリル 

tBuOH tert-Butyl alcohol tert-ブチルアルコール 

Tf2O Trifluoromethanesulfonic 

anhydride 

トリフルオロメタンスルホン酸無水物 

TFA Trifluoroacetic acid トリフルオロ酢酸 
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TfOH Trifluoromethanesulfonic acid トリフルオロメタンスルホン酸 

THF Tetrahydrofuran テトラヒドロフラン 

TMS Trimethylsilyl トリメチルシリル 

TMSCl  Trimethylsilyl chloride クロロトリメチルシラン 

 

TMSOTf Trifluoromethanesulfonic 

trimethylsilyl ester 

トリフルオロメタンスルホン酸トリメチル

シリル 

Tol Toluene トルエン 

Troc 2,2,2-Trichloroethyl chloroformate クロロギ酸 2,2,2-トリクロロエチル 

TSTU N,N,N′,N′-Tetramethyl-O-(N-

succinimidyl)uronium 

tetrafluoroborate 

N,N,N′,N′-テトラメチル-O-(N-スクシンイミジ

ル)ウロニウムテトラフルオロボラート 

UDP Uridine diphosphate ウリジン二リン酸 
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第一章 序論 

 

  “Therefore during the modification of the descendants of any one species, and during the incessant struggle 

of all species to increase in numbers, the more diversified these descendants become, the better will be their 

chance of succeeding in the battle of life.”- Charles Robert Darwin (On the Origin of Species by Means of 

Natural Selection, or the Preservation of Favoured Races in the Struggle for Life)1 

  イギリスの地質学者であるチャールズ・ロバート・ダーウィンは，その著書「種の起源」の第四

章－Natural Selection において上記のように述べている．地球上の生命は，多様性を持つものが生

存競争に勝ち，生き残ることができる．これは，様々な生態環境の変化に対応できる種こそが生

存できると解釈することもできる．人類もその例外ではなく，常に生存競争の中で戦い続けてい

る．つまり人類も他の生物と同様に，進化の過程において様々な多様性を獲得し，種として生存

を続けている． 

ヒトの獲得した多様性の一つに血液型があげられる．もっとも有名な血液型は ABO 式血液型で

ある．輸血の際の血液型不適合により，激しい抗原・抗体反応を示し，それは時にヒトを死に至ら

しめる．ABO 式血液型について，1901 年にオーストリアの解剖医であった Landsteiner らによって

人の血液は 3 種類であると発表された 2．翌年に Decastello と Sturli によって第 4 の型の存在が示

され 3，1910 年に Dungern と Hirschfeld によって A 型，B 型，O 型，AB 型と命名 4，1928 年に国

際連盟の血清標準委員会で承認された．血液型の発見以前，ヒトの血液は 1 種類であると考えら

れていた．それまで医療の現場では子羊の血液などを輸血する異種輸血や，ヒト同士での無差別

な同種輸血が行われており，助かるケースもあったものの，急性拒絶反応によって多くの人が命

を落とした．血液型の発見は輸血の成功率を飛躍的に向上させ，死亡率の低下に大きく貢献した．

Landsteiner は血液型発見の功績で 1930 年にノーベル生理学・医学賞を受賞している．近年，Withers

らは，細胞表面の血液型抗原をすべて H 抗原へと変換する酵素を発見し，万能血液への期待も高

まっている 5． 

ABO 式血液型の発見を皮切りに，MNSs 式や Rh 式，Kell 式，Lewis 式，Duffy 式など新たな血

液型の報告が相次ぎ，2020 年現在までに 37 種類が国際輸血学会によって認定されている．2019 年

には国立国際医療研究センターの徳永らによって新たな血液型抗原としてプリオンタンパク質が

同定された 6．この抗原タンパク質は KANNO 式血液型と命名され，日本初の血液型の命名となっ

た．現時点で報告されている血液型の組み合わせは数百種類以上にもなり，人体の根幹をなす血

液において人類は幅広い多様性を獲得した結果といえる． 

ABO 式血液型は地域ごとの分布の偏りが顕著である．日本では，おおよそ A 型が 40％，O 型が
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30％，B 型が 20％，AB 型が 10％である．地球規模では西 A 東 B，北 A 南 O の傾向が認められ，

例えば北欧では 5 割近くが A 型，アフリカ大陸は 6 割以上が O 型である 7．この血液型分布が示

す傾向は，疾病，特に感染症と関連しているといわれている．アフリカ大陸において多く報告され

ているマラリアは，血液型による感染への影響は認められないものの，O 型と非 O 型の間で重症

化のリスクに差があり，B 型は O 型に比べておよそ 5 倍以上重症化のリスクがある 8．この傾向の

一因として，A 型や B 型の赤血球はロゼッティング（マラリアに感染した赤血球が正常な赤血球

を周りに引きつけること）しやすく，これが血管に詰まって重症化するが，O 型の赤血球のロゼッ

トは小さく不安定である可能性が指摘されている 9．この結果は O 型がマラリアへの抵抗力を持

っていることを示唆しており，アフリカ大陸において O 型の割合が高いことの裏付けとする説も

ある．一方で，東南アジアや南アジアでは B 型と O 型の分布が拮抗している．これは 19 世紀初

頭から 20 世紀にかけてパンデミックを引き起こしたコレラに対する抵抗性の影響といわれてお

り，O 型はコレラに感染しやすく，死亡率も高いと報告されている 10, 11．このように，血液型は各

地域における疾病の流行と密接に関連しており，各々の生存環境に適応する種を残すという種の

保存の理にかなった，人類の獲得した多様性の一つであると考えられる． 

上記の他にも，血液型と関連する感染症が多数報告されている．胃がんの原因であるピロリ菌

は，O 型に感染しやすい 12．また，ノロウイルスにおいても，ウイルス株によって感染しやすい血

液型が異なることが報告がされている 13-16．ノロウイルスは ABO 式血液型に加え，Lewis 式血液

型とも関連する．これらの他にも膵がん（O 型に比べ，B 型は 1.72 倍 17）や，肺塞栓症（O 型に

比べ，非 O 型は 1.86 倍 18）などは疾病のリスクが血液型と相関することが報告されている．2019

年 12 月から全世界でパンデミックを引き起こした COVID-19 も，血液型との関連が指摘されてお

り 19, 20，A 型の重症化リスクが O 型に比べて 4 割程度高いことが報告されている 20．一方で，こ

れらの報告のほとんどは統計学に基づくもので，血液型の役割に，分子レベルで迫る研究はほと

んど行われていない． 

ABO 式血液型は，赤血球上の糖鎖構造による分類である．ABO 式血液型糖鎖は糖タンパク質や

糖脂質の末端構造として存在する 21．ABO 式血液型糖鎖抗原のエピトープは 1957 年に Morgan と

Watkins によって同定され，それぞれ，A エピトープ 1：GalNAc (1-3)[Fuc (1-2)]Gal，B エピトー

プ 2：Gal (1-3)[Fuc (1-2)]Gal，H エピトープ 3：Fuc (1-2)Gal と定義されている（Figure 1-2）22．

これらの抗原は，ボンペイ型（O 型の一種，血液中に ABO 式血液型抗原がなく，抗 A，B，H 抗

原に対する抗体を持つ稀血）を除いて H 抗原構造を基本骨格として有する．H 抗原に対し，糖転

移酵素 glycosyltransferases A（GTA）が作用することで A 型抗原へ，glycosyltransferases B（GTB）

が作用することで B 型抗原へと変換される 21, 23． 
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Figure 1-2 ABO 式血液型糖鎖エピトープの構造 

 

 

ABO 式血液型糖鎖は糖鎖抗原が結合する糖の位置と種類の違いから 6 つのタイプ（Type I - VI）

に分類できる 24．それぞれの構造は，Type Ⅰ : ABO-(1-3)GlcNAc，Type Ⅱ : ABO-(1-4)GlcNAc，

Type Ⅲ : ABO-(1-4)GalNAc，Type Ⅳ : ABO-(1-3)GalNAc，Type Ⅴ : ABO-(1-3)Gal，Type Ⅵ : 

ABO-(1-4)Glcである（Figure 1-3）．このうち Type Ⅴは合成糖鎖であり，ヒトの体内からは未だ発

見されていない．また，ABO 式血液型糖鎖は赤血球上のみならず，消化管や皮膚の表面など全身

に広く分布している．組織により発現する糖鎖のタイプは異なり，最も広く発現しているのは Type 

Ⅰと Type Ⅱである 25． 

 

 

血液型糖鎖のタイプ 糖鎖構造 

Type Ⅰ 

 

Type Ⅱ 
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Type Ⅲ 

 

Type Ⅳ 

 

Type Ⅴ 

 

Type Ⅵ 

 

Figure 1-3 ABO 式血液型糖鎖 Type Ⅰ ~ Ⅵの構造 

          A 抗原：R = GalNAc (1-3)-，B 抗原：R = Gal (1-3)-，H 抗原：R = H 

 

 

上記の血液型糖鎖は赤血球をはじめとする多くの細胞に発現し，さまざまな生命現象を引き起こす．

輸血における急性拒絶反応は，抗血液型糖鎖抗体が赤血球表面の糖鎖抗原に反応して，凝集を引き起こ

すことが原因である．また，ウイルスや細菌などの病原体の多くは，宿主細胞の糖鎖を認識して感

染するが，血液型糖鎖を認識する病原体も報告されている．ピロリ菌は血液型糖鎖を認識するレ

クチン BabA を持つ 12．また，ノロウイルスも血液型糖鎖の認識が感染に関与することが示されて

いる 13-16． 

血液型の役割に分子レベルで迫るためには，血液型糖鎖を調製し，この糖鎖をプローブとして

用いた機能解析が有効であると考えた．そのためには，それぞれの血液型糖鎖を純粋に，十分量得



14 

 

ることが必要であると考え，筆者は，これらの血液型糖鎖の化学合成を検討した．  

 

 

血液型糖鎖は多くの合成例が報告されている．1975 年に Lemieux らは ABO 式血液型エピトー

プの合成をはじめて報告した（Figure 1-4）26．Lemieux らは，ガラクトース保護体 4 に対してフコ

シルドナー5，ガラクトシルドナー10 を順次グリコシル化することで，B 型エピトープ 12 の合成

を達成した．その他にも，ABO 式血液型エピトープの合成は Hindsgaul らの化学酵素合成 27 や，

Seto らによる酵素合成 28などが報告された． 

 

Figure 1-4 Lemieux らによる B 型糖鎖抗原の合成 

 

 

さらに，タイプ別の血液型糖鎖の合成も報告されている．Type Ⅰの合成報告は多く存在する 29-35．

1978 年に Paulsen らが ABO 式血液型糖鎖の Type Ⅰ，化合物 17～19 の合成を初めて達成した（Figure 

1-5）29．その後，Bovin らは Type Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ - B 型糖鎖を網羅的に合成した 30． 

 



15 

 

 

 

Figure 1-5 Paulsen らによる Type Ⅰ－A，B，H 抗原 17～19 の合成 

 

 

また，1990 年に Schmidt らは脂質セラミド部分を含めた糖脂質 27 の全合成（Figure 1-6）を報

告した 33．彼らはまず，B 型糖鎖抗原 24 の合成を行い，その後，ラクトサミニルアクセプター25

と連結することで 6 糖骨格 26 を構築した．この糖鎖骨格 26 に対し，脂肪鎖を導入し，糖脂質 27

の全合成を達成した． 
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Figure 1-6 Schimdt らによる血液型糖鎖 Type Ⅳ－B 型糖脂質 27 の合成 

 

 

筆者は，本研究において胃や腸など多くの組織に広く発現する Type Ⅱの血液型糖鎖を合成した．

Type Ⅱの合成も多くの研究者によって報告されている 36-44．1979 年に Paulsen らは初の Type Ⅱ 抗

原 32～34 の合成を報告した（Figure 1-7）36．Paulsen らはブロモ糖 28 を用いたグリコシル化によ

り H 抗原保護体 31 を合成した．これを脱保護することで H 抗原 34 を合成した．また，この共通

中間体 31 に対し，ガラクトサミニルドナー16，ガラクトシルドナー10 とのグリコシル化を経て，

A 抗原 32，B 抗原 33 をそれぞれ合成した． 
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Figure 1-7 Paulsen らによる Type Ⅱ 抗原 32～34 の合成 

 

 

1981 年に，Milat らは Type Ⅱの B 抗原 33 の合成を報告した（Figure 1-8）42．2 糖 35 に対し，Ｎ

-メチルアセトイミジル基を脱離基としたフコシルドナー36 をグリコシル化することで，O 型糖鎖

保護体 37 を合成し，ガラクトシルドナー38 とのグリコシル化を経て B 抗原 33 を合成した． 

 

Figure 1-8 Milat らによる Type Ⅱ – B 抗原 33 の合成 

 

 

また，2002 年に Bovin らは Type Ⅱの A 抗原 46，B 抗原 47 の合成を報告した（Figure 1-9）38．

ブロモ糖 39 を用いたグリコシル化により，2 糖 41 を合成し，保護基を変換後，フコシルドナー42

とのグリコシル化によって O 型糖鎖保護体 43 を得た．最後にＮ-アセチルガラクトサミニルドナ

ー44 もしくはガラクトシルドナー45 とグリコシル化することで，A 抗原 46，B 抗原 47 の合成を
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達成した．Bovin の合成においては，アミノプロピル基を還元末端に導入しているため，プローブ

化が容易である．また，彼らは Type Ⅱ糖鎖のほかに，Lex（Gal1-4(Fuc1-3)GlcNAc-OR），Ley（Fuc1-

2Gal1-4(Fu1-3)GlcNAc-OR）の合成も同時に報告している． 

 

 

Figure 1-9 Bovin らによる合成 

 

 

2010 年に Lowary らは各種トリクロロアセトイミデートドナーを用いて各単糖を順次連結し，

Type I および Type Ⅱの ABO 式血液型糖鎖の合成を達成した（Figure 1-10）39．Lowary らはチオー

ル-エン反応による糖鎖の修飾を視野に入れ，オレフィンを末端に持つリンカーを糖鎖の還元末端

に導入し，合成を完了した．  
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Figure 1-10 Lowary らによる Type Ⅱの合成 

 

 

Kiso らも Type Ⅱの血液型糖鎖の合成を報告した（Figure 1-11）40．本報告では，Heyns 転位によ

ってラクトサミン構造 58 を構築し，これに 59 をフコシル化することで O 型糖鎖保護体 60 を合

成した．さらに，ジ-tert-ブチルシリレンを用いた選択的グリコシル化を利用して，A 抗原 63 お

よび B 抗原 65 へと導いた． 
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Figure 1-11 Kiso らによる Type Ⅱの効率合成 

 

 

2015 年に Mandal らは Type Ⅱの ABO 式血液型糖鎖抗原ならびに Lewis X 抗原の合成を報告した

（Figure 1-12）41．2 糖体アクセプター66 に対し，チオ糖フコシルドナー67 を作用させ，O 型糖鎖

保護体 68 を合成した．これに対し，トリクロロアセトイミデートドナー69 を用いて A 抗原 46 を，

チオ糖ドナー70 を用いて B 抗原 47 を合成した．また，彼らは同時に Lex，Gal-Lewis X，Linear 

B Type Ⅱ（Gal-LacNAc）糖鎖の合成も達成している． 
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Figure 1-12 Mandal らによる合成 

 

 

Type Ⅲ～Type Ⅵの合成も報告されている 45, 46．Bovin らは 1990 年に A，B，O 型の Type Ⅲの合

成を報告している 45．Lowary らは 2009 年に Type Ⅴ，Ⅵの合成を報告している 46．さらに Lowary

らは 2011 年に Type Ⅲ，Ⅳの合成を報告することで血液型糖鎖の全サブタイプの合成を完了し，Type 

Ⅰ ～ Ⅵの立体構造について NMR を用いて解析し，抗原サブタイプは A，B，および O（H）抗原のコ

ンフォメーションに大きな影響を与えないと報告した 47．彼らは抗原サブタイプ間の認識の差 48 は，

構造の違いから生じているとは考えにくいと述べた 48． 

 

また化学合成だけでなく，ABO 式血液型糖鎖の化学酵素合成や酵素合成，微生物を利用した調

製も報告されている 27, 28, 49-53．2004 年に Wang らは，Escherichia coli O86 の O-Antigen biosynthesis 

glycosyltransferase （WbnJ，WbnK，WbnI）を用いることで B 型糖鎖 Type Ⅲの合成を達成した（Figure 

1-13）51． 
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Figure 1-13 Wang らによる B 型糖鎖の酵素合成 

 

 

また，Cao らは Type Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ，Ⅵの A，B，H 抗原を酵素合成する手法を確立した（Figure 

1-14）52．本報告によって血液型糖鎖の酵素による網羅的合成が達成された． 

 

Figure 1-14 Cao らによる酵素合成 

 

 

Drouillard らは大腸菌を用いて H 抗原の大スケール合成を達成し，工業化にも耐えうる合成手

法を提示した 53．彼らはヘリコバクターピロリの 1, 2－フコシルトランスフェラーゼを遺伝子導

入した大腸菌を用いて，H 抗原を含む 5 糖のグラムスケールでの合成を達成している． 
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上記の通り，化学合成のほかにも様々な合成法が確立されつつある．しかしながら特定の位置

に同位体標識や蛍光標識などの機能化が可能な化学合成法は，分子レベルでの機能評価を行う上

で未だにその有用性は高い．そのため，簡便，かつ，量的供給が可能な血液型糖鎖合成法の確立

は，その活性，さらには血液型の存在意義に迫るうえで必要不可欠である． 

 

 

多価効果は自然界における糖鎖機能の発現において，極めて重要で本質的な役割を果たす．一

般的に，糖鎖とその認識分子の相互作用は弱い場合が多いが，この弱い相互作用が組み合わさる

ことで，生物機能の制御を可能とする強い相互作用になる．ABO 式血液型糖鎖抗原の生物活性

においても，多価効果は重要である．例えば，血球凝集は，赤血球表面の糖鎖抗原が自然抗体で

ある抗血液型抗体に多点認識されることで起こる．そのため，糖鎖の機能制御において，この多

価効果を再現し，制御することは極めて重要な課題であり，さまざまな多価分子が開発されてき

た．著者は，血液型糖鎖を多価マテリアルへと誘導し，抗血液型抗体と相互作用の制御を目指し

た．血液型糖鎖の多価分子の合成とその生物機能制御への応用の例は限られている 54-61． 

Federspiel らは抗血液型抗体の除去デバイスの開発に精力的に取り組んできた．彼らは，2000

年に中空糸膜の透析フィルターに動物由来タンパク質抗原 Neutr-AB を担持することで，ヒト全

血から抗血液型抗体を除去する Specific antibody filter（SAF）を開発した 54．さらに，より効率的

に抗体を除去するため，多価効果を利用した．2006 年に，ポリ N-ヒドロキシエチルアクリルア

ミド（PAA）に，A 型 3 糖抗原や B 型 3 糖抗原を担持し，市販の抗 A 抗体（マウスモノクローナ

ル IgM 抗体）との相互作用を評価したところ，PAA 担持により，親和性が向上することを明ら

かにした 55．2008 年に A 抗原担持 PAA を用いて 70％程度のモノクローナル抗体を除去できる

SAF を報告した 56．さらに合成糖鎖を担持する PAA のサイズを 30 kDa から 1000 kDa へと大きく

ことで，その効率が向上することを明らかにした 57．この際，PAA 表面の糖鎖担持量を増加させ

ても抗体との相互作用効率は増大しないという興味深い知見を報告している．さらに，超高分子

量骨格を用いた糖鎖ポリマーを SAF として用いることで，モノクローナル抗体の力価を 1：128

から 1：4 未満まで低下させるデバイスの開発に成功した 58． 

2006 年に P. G. Wang らは B 型血液型糖鎖抗原を担持したゲルを合成し，「かご型多価効果」に

よるノロウイルスの捕捉を実現した 59．Diallyl dimethyl ammonium chloride (DADMAC) と アクリ

ルアミド (AAm) を用い， N,N’-methylene bisacrylamide (Bis)を架橋剤としてゲルを作製した．試

薬の当量比によりゲルのメッシュサイズを調整し，20 nm 以上のサイズで効率よくウイルス用粒
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子を捕捉することを見出した． 

Buriak らは血液型糖鎖を担持したシリカナノ粒子を作製し，対応する抗体，ならびに，その抗

体を発現する B 細胞との相互作用を確認した 60．その際，コア骨格であるシリカ粒子への直接的

な非特異結合を，ナノ粒子周りに PEG リンカーを導入することで回避できることも明らかとし

た． 

2017 年に Cairo らは，ヘテロデンドリマーを用いた B 細胞の活性制御を検討した 61．B 細胞受

容体抗原として血液型糖鎖，CD22 リガンドとしてシアリル 3 糖を同一デンドリマー上に担持

し，B 細胞受容体と CD22 レセプターの共局在化を実現した． 

 

 

本研究では，まず，血液型糖鎖の量的供給を可能とする効率的合成法の開発を目指した．筆者

は，グルコサミンの保護基に着目して血液型糖鎖を合成した．第二章では Troc 保護のグルコサミ

ンを用いて A，B, H 抗原の合成を達成した．さらに第三章では，アミノ糖含有糖鎖の効率的合成

法の確立を目指し，ジアセチルストラテジーを提唱し，本合成戦略を用いて H 抗原を合成した．

さらに，筆者は，合成糖鎖を多価分子へと誘導し，血液型糖鎖の機能制御を目指した．血液型糖鎖

が引き起こす多くの生命現象は，これを認識する IgM 抗体が関与することに注目した．IgM 抗体

に対して高い親和性を示す化合物の創製が，血液型糖鎖の機能解明・制御において有効であると

考え，第四章では IgM 抗体と高い親和性を示す糖鎖デンドリマーを精密に設計・合成した．この

際，異なるサイズのデンドリマーと IgM 抗体の親和性を精査することで，多価効果を発現する糖

鎖リガンド設計の重要な指針を得た．加えて，第 5 章では，血液型糖鎖が引き起こす急性拒絶反

応を利用した抗腫瘍分子の開発を検討した．以下詳細を報告する． 
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第二章 ABO 式血液型糖鎖抗原の合成 

 2－1 ABO 式血液型糖鎖抗原（Type Ⅱ）の合成計画 

   血液型糖鎖（Type Ⅱ）の合成報告は第一章で述べた通り，多くのグループによって報告され

ている．しかしながら， 2 糖骨格の構築後に保護基を変更して合成を進めており，多工程を要

する報告にとどまっていた．そこで本研究において，筆者は H 抗原保護体である 3 糖構造を共

通中間体に設定し，直交型保護基を用いることでより効率的に，短工程で骨格構築を行う，還元

末端より糖鎖を伸長するルートでの ABO 式血液型糖鎖抗原の合成を立案した（Figure 2-1）．グ

ルコサミニルアクセプターとして 2 位アミノ基を 2,2,2-トリクロロエトキシカルボニル（Troc）

基で保護した 76 を用いた 1．ガラクトシルドナー77 は直交型保護基として，2 位に Fmoc 基を

導入することで，隣接基関与によるβグリコシル化の立体制御を狙い 2-5，3 位は TBS 基で保護

することで，A 抗原，B 抗原をそれぞれ作り分けられるように設計した．まず，76 と 77 をグリ

コシル化し，得られた 2 糖 78 の Fmoc 基を除去した後，フコシルドナー796を導入して，共通中

間体 80 を合成する．化合物 80 の保護基を除去することで H 抗原 84 を合成できる．さらに共通

中間体 80 に対して，ガラクトサミニルドナー167 をグリコシル化，保護基を除去することで A

抗原 81 へ，ガラクトシルドナー828をグリコシル化，保護基を除去して B 抗原 83 へとそれぞれ

導く．化合物 16 の 2 位にはアジド基を用い，化合物 82 は 4, 6-O-ベンジリデン骨格を用いるこ

とで，それぞれグリコシル化における選択性を誘導することとした．各糖鎖保護体は還元末端

を Allyl 基として合成を進め，適時除去可能な構造としておくことで，将来における抗原全骨格

の構築や，誘導体の合成にも展開できる．本合成計画において各糖鎖骨格は，のちの生物活性試

験に備えて還元末端にカルボン酸を導入しておく． 
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Figure 2-1 ABO 式血液型糖鎖抗原（Type Ⅱ）の合成計画 

 

 

 2－2 ガラクトシルドナー77 の合成 

   D-ガラクトース（85）を原料としてガラクトシルドナー77 を合成した（Figure 2-2）．無水酢

酸を用いて D-ガラクトース（85）のすべてのヒドロキシ基をアセチル化し，得られた 86 を三フ

ッ化ホウ素ジエチルエーテル錯体（BF3·Et2O）の存在下，p-トルエンチオールで処理することで

チオ糖 87 へと誘導した．この際，2 位アセチル基の隣接基関与により，体のチオ糖 87 のみが

得られた．さらに，アセチル基を除去して 88 とし，続いて 4，6 位をベンジリデンアセタール

で保護することで，89 を得た．ここで 3 位選択的な TBS 化を検討した（Table 1）．まず，2, 6-

Lutidine 存在下，TBSOTf を用い，ジクロロメタン中で反応を行ったところ，目的の 3 位 TBS 保
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護体 90 のほかに，2 位に TBS 基が導入された 91 の生成が確認された（Entry 1）．そこで，溶媒

を検討した（Entries 2, 3, 4）．その結果，DMF を用いることで，完全な選択性で TBS 基を 3 位に

導入することができ，目的の 90 を収率 97％で得た（Entry 4）．続いて，90 の 2 位に Fmoc 基を

導入し，得られた 93 の 4, 6-O-ベンジリデンをボラン－テトラヒドロフラン錯体（BH3·THF），

ジブチルボリルトリフルオロメタンスルホナート（Bu2BOTf）を用いて 6 位選択的に切断する 9

ことで，目的物 94 を高収率で合成できた．得られた 94 の 6 位をベンゾイル化し，ガラクトシ

ルドナー77 へと誘導した． 

 

Figure 2-2 ガラクトシルドナー77 の合成 

 

 

 2－3 H 抗原 84 の合成 

共通中間体である H 抗原保護体 96 を合成した（Figure 2-3）．ガラクトシルドナー77 とグルコ

サミニルアクセプター76 を，NIS，TfOH を活性化剤として用いてグリコシル化し，2 糖 78 を

76％で得た．2 糖 78 の Fmoc 基を 20％トリエチルアミンで除去した．続いて，得られた 95 とフ

コシルドナー79 をグリコシル化し，化合物 80 を 88％で得た．得られた 80 を 30％HF・Pyridine
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で処理することで，TBS 基を除去し，共通中間体 3 糖 96 を 86％の収率で合成した． 

 

 

Figure 2-3 共通中間体－H 抗原保護体 96 の合成 

 

 

H 抗原 84 を合成した（Figure 2-4）．共通中間体 3 糖 96 の Troc 基を Zn-Cu を用いて除去した

後，アセチル基を導入した．この際，ガラクトース 3 位の遊離のヒドロキシ基も同時に Ac 化さ

れた．続いて，オレフィンメタセシス反応により，97 の還元末端の Allyl 基に対し，Methyl Acrylate

を導入した．Grubbs 第二世代触媒を 20 mol%用いて，50 ºC で反応を行い，98 を 40％で得た．

化合物 98 を，パールマン触媒を用いた水素添加の条件に付し，Bn 基を除去して 99 を得た．最

後に LiOH で処理することでアシル系保護基，メチルエステルを加水分解し，H 抗原 84 の合成

を達成した． 
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Figure 2-4 H 抗原 84 の合成 

 

 

2－4 A 抗原 81 の合成 

A 抗原 21 を合成した（Figure 2-5）．共通中間体 3 糖 96 に対し，別途合成したガラクトサミニ

ルドナー16 を，AgClO4を活性化剤として用いてグリコシル化することで，A 抗原保護体 100 を

90％の収率で合成した．続いて，Zn-Cu を用いて，Troc 基の除去と N3基の還元を同時に行った

のち，Ac 化することで，101 を 75%の収率で得た．さらに，H 抗原 84 の合成と同様にオレフィ

ンメタセシス反応を経て 102 へと誘導し，パールマン触媒を用いた水素添加，続く塩基性条件

でのアシル系保護基，メチルエステルの加水分解を経て，A 抗原 81 の合成を達成した． 
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Figure 2-5 A 抗原 81 の合成 

 

 

 2－5 B 抗原 83 の合成 

B 抗原 83 を合成した（Figure 2-6）．共通中間体 3 糖 96 に対し，ガラクトシルドナー82 をグリ

コシル化することで，B 抗原保護体 104 を 91%の収率で合成した．続いて，Zn-Cu を用いた Troc

基の除去，Ac 化を行い，105 を 99％の収率で得た．さらに，Methyl Acrylate とのオレフィンメ

タセシス反応により，106 を得， Pd(OH)2を用いた水素添加，続く塩基性条件でのアシル系保護

基，メチルエステルの加水分解を経て， B 抗原 83 の合成を達成した． 
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Figure 2-6 B 抗原 83 の合成 

 

 

 2－6 結論 

   筆者はすべてのグリコシル化反応を高収率，かつ完全な立体選択性で制御し，ABO 式血液型

糖鎖抗原（Type Ⅱ）81，83，84 の効率合成を達成した（Figure 2-7）．筆者は，直交型保護基で

ある Fmoc 基と TBS 基を用いることで，ルート途中での保護基の改変を行うことなく，短工程

で糖鎖骨格の構築を行った．また，これらの糖鎖が共通 3 糖構造を持つことに着目し，共通中

間体 96 を設定することで，目的糖鎖 81，83，84 を効率的に合成した．これらの糖鎖 81，83，

84 は，還元末端にカルボン酸を導入しており，以降の生物活性試験のための誘導体を容易に合

成できる． 
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Figure 2-7 合成ルートまとめ 
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第三章 アミノ糖含有糖鎖の効率合成を目指したジアセチルストラテジーの確立 

天然に存在する糖鎖にはN-アセチルグルコサミンやN-アセチルノイラミン酸などのアミノ糖を

含むものが多く，糖鎖の構造多様性の一端を担っている．そのため，アミノ糖の効率合成は糖鎖機

能の解明において重要である．アミノ糖は，天然において，アセトアミド（NHAc）体で存在する

ものがほとんどである．この点に注目し，筆者の研究室では，NHAc 基を持つアミノ糖含有糖鎖の

効率合成を可能とする合成戦略として，ジアセチルストラテジーを提唱している 1, 2（後述）．一方

で，本手法はこれまで N-アセチルノイラミン酸でのみ検討されており，天然で最も豊富に存在す

る N-アセチルグルコサミン含有糖鎖の合成には適用されていなかった．そこで，本章では，ジア

セチルストラテジーを利用して N-アセチルグルコサミン含有の H 抗原糖鎖を合成し，本手法の有

効性を検証した． 

 

 

 3－1 NHAc 構造による反応性の低下とジアセチルストラテジー 

   NHAc 基を含むアミノ糖は分子間で水素結合を形成し，グリコシル化において反応性が低下

する 1-8．Crich らは，グルコサミンフラグメントを用いたグリコシル化において，アジド体 110

やフタロイル体 111 は NHAc 体 109 と比べて高い反応性を示すことを報告した 4（Figure 3-1）．

また，ジアセチルイミド（NAc2）体 115，N-アセチル-N-ベンジル体 117 もグリコシル化におい

て，NHAc 体 109 よりも高い反応性を示すことを報告している（Figure 3-2）．さらに，N-アセチ

ルグルコサミン 109 の 1HNMR を異なる濃度・温度条件で測定し，アミドプロトンの化学シフ

トが濃度・温度依存的に変化したことから，109 が分子間水素結合を形成していることを示し

た．Crich らは，これらの結果から，NHAc 体は分子間水素結合を形成するために，反応性が低

いと結論付けた．また，2015 年には Auzanneau らも NHAc 基を含む 4 糖が，分子間水素結合を

形成することを 1HNMR を用いて示した 8． 
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Figure 3-1 Crich らによる GlcNAc-2 位の保護基による反応性検証 

 

 

Figure 3-2 N,N-ジアセチル体 8，N-アセチル-N-ベンジル体 10 を用いたグリコシル化 

 

 

Boons らは，1998 年に N-アセチルノイラミン酸を用いたグリコシル化において，NHAc 体 119

に比べ，NAc2体 120 が劇的に高い反応性を示し，収率が向上することを報告した 3（Figure 3-3）． 
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Figure 3-3 Boons らによる NAc2基を用いた反応性向上 

 

 

一方， 2008 年に Kononov らは，N-アセチルノイラミン酸 130 が分子間水素結合を形成して

いることを IR スペクトルにより示した 5．加えて，シアリル化反応において，NHAc 体 130 を

NAc2 体 131 と混合して反応を行うことで反応性が向上することを見出した（Figure 3-4, Table, 

Entries 1, 2）．これは，NAc2体 131 が NHAc 体 130 の分子間水素結合を阻害し，反応性を向上さ

せたものと考察した． 

 

 

Figure 3-4 Kononov らによる N-アセチルノイラミン酸における反応性向上の検証 
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  上記の通り，アミノ糖を含む糖鎖の合成において，アミノ基の保護基の選択は極めて重要で

ある（Figure 3-5）．これまでに，2, 2, 2-トリクロロエトキシカルボニル（Troc）基 9, 10，アリルオ

キシカルボニル（Alloc）基 11, 12，トリクロロアセチル基 13, 14，トリフルオロアセチル（TFA）基

15，フタロイル（Phth）基 16などのさまざまな保護基を用いた合成戦略が検討されてきた．これ

らの保護基は，グリコシル化の反応性を担保し，隣接基関与などを介した立体選択性制御にも寄

与する．また，アジドをアミノ基の等価体とした合成も多数報告されている 17．一方，上記の保

護基を用いた合成戦略においては，最終段階において，脱保護，Ac 化のステップを経た NHAc

基への変換が必要で，ステップ数の増加を避けられない．多糖合成の最終段階でのステップ数の

増加は，合成の効率化という観点からは望ましくない．また，脱保護後の化合物は高極性でその

取扱いが難しく，この官能基変換は低収率にとどまる場合も多い．さらに脱保護の際，フリーの

アミノ基（-NH2）が露出するため，副反応の懸念も生じる． 

 

 

Figure 3-5 アミノ基の保護基の選択 

 

 

筆者の研究室ではアミノ基の保護基として NAc2基に着目し，これを利用した合成戦略（ジア

セチルストラテジー）を提案している 1, 2（Figure 3-6）．NAc2基は，水素結合ネットワークの形

成の原因となるアミドプロトンを持たず，高い反応性が期待できる．さらに，塩基処理により，

NAc2 基の 2 つのアセチル基のうち，1 つのみを選択的に切断することで，容易に NHAc 体へ変

換でき，糖鎖合成最終段階で煩わしい官能基変換を行う必要がない． 
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Figure 3-6 ジアセチルストラテジー 

 

 

Zhou らは N-アセチルノイラミン酸を含む［2＋2］グリコシル化による 4 糖合成において，N-

アセチルノイラミン酸 5 位を NHAc から NAc2とすることで，反応性が劇的に向上することを報

告した 1（Figure 3-7）．ここで用いた 2 糖ドナー133，2 糖アクセプター134 の NHAc 基はグリコ

シル化の反応点から離れているにもかかわらず，グリコシル化の反応性に大きく低下させた．こ

のような遠隔位の NHAc 基の影響を示したのは，この例が初めてである． 

 

Figure 3-7 Zhou らによるジアセチルストラテジーを用いた［2＋2］グリコシル化 

 

 

また，Nagasaki らも N-アセチルノイラミン酸を含むグリコシル化において，同様の効果を報

告した 2．ドナー139 の NHAc を NAc2 へと変換した 142 を用いることで，グリコシル化の反応

性が大きく向上することを確認し，ジアセチルストラテジーを用いた N-アセチルノイラミン酸

含有 12 糖の合成に至った（Figure 3-8, Entries 1, 2）． 
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Figure 3-8 Nagasaki らによるジアセチルストラテジーを用いた［2＋2］グリコシル化 

 

 

   これらの報告に基づき，筆者は N-アセチルノイラミン酸含有糖鎖の合成に用いられてきたジアセ

チルストラテジーを，N－アセチルグルコサミンへと適用し，その汎用性の拡大を試みた．N－アセ

チルグルコサミンは天然に最も多く存在するアミノ糖であり，これに適用できれば，多様な糖鎖の合

成に応用可能な合成戦略となりうる．筆者は H 抗原の合成にジアセチルストラテジーを適用し，そ

の有用性について検証した． 

 

 

 3－2 ジアセチルストラテジーを用いた H 抗原の合成計画 

筆者は Figure 3-9 に示す H 抗原 151 の合成において，ジアセチルストラテジーの有効性を検

証する計画を立てた．グルコサミニルアクセプターとして NHAc 体 145 もしくは NAc2体 146 を

用いて，2 糖 147，148 を得，これに対して，フコシルドナー79 をそれぞれグリコシル化し，H

抗原保護体 149，150 を得る．これらのグリコシル化における反応性を比較する．さらに，150

を脱保護し，H 抗原 151 へと誘導する． 
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Figure 3-9 ジアセチルストラテジーを用いた H 抗原の合成戦略 

 

 

3－3 NMR を用いた N-アセチルグルコサミンの分子間水素結合の検証 

NAc2保護したグルコサミニルアクセプター146 を合成した （Figure 3-10）．Kusumoto らの報

告に従って，N-アセチル-D-グルコサミン（152）をアリルアルコール中でクロロトリメチルシラ

ンを用いて Fisher グリコシド化することで 1 位にアリル基を導入した 18．続く 4，6 位をベンジ

リデンアセタール保護，3 位ヒドロキシ基のベンジル保護を経て，153 を 3 段階，27％で合成し

た 19．続いて，アリル基をオゾン分解したのち，得られたアルデヒドを Pinnick 酸化でカルボン

酸へと変換し，ヨウ化メチルを用いてメチルエステル化することで 154 を得た．さらに，154 の

2 位 NHAc を，塩化アセチルを用いて NAc2化し，収率 93％で 155 を得た．最後に，BF3·Et2O の

存在下，トリエチルシランで処理することで 4, 6-O-ベンジリデンアセタールを 4 位選択的に開

裂し，NAc2体のグルコサミニルアクセプター146 を収率 66％で合成した． 

一方，ジアセチルストラテジーの有効性検証のために，NHAc 体 145 も合成した．上記の合成

の中間体 154 の 4, 6-O-ベンジリデンアセタールを 4 位選択的に開裂することで，目的の 145 を

収率 76％で得た． 
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Figure 3-10 GlcNAc アクセプターの合成 

 

 

   NAc2 体 146 を用いた糖鎖骨格構築に先立ち，合成したグルコサミニルアクセプター145 が分

子間水素結合を形成するかを検証した（Figure 3-11）．まず，1 mM，10 mM，50 mM の 145 の

CD2Cl2溶液を調整し，25 °C，‐40 °C で 1HNMR を測定した（Figure 4-10, i）~ iii)，iv) ~ vi)）．そ

の結果，化合物 145 の濃度が高くなるにつれてアミドプロトンのピークは低磁場シフトした．

さらに温度低下によるアミドプロトンの低磁場シフトも観測できた．この結果から，Crich らを

含む過去の報告例 4, 20-22と同様に，NHAc 体 145 が分子間水素結合を形成することを示す結果を

得た．  
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Figure 3-11 NHAc 体 145 のアミドプロトンの温度・濃度依存的ピークシフト 

 

 

 

   一方，前章で用いた Troc 保護体 76 についても 1 mM, 10 mM, 50 mM の CD2Cl2溶液を調整し，

1HNMR を測定した．その結果，76 においては，アミドプロトンの化学シフトは濃度にほとんど

依存的しなかった（Figure 3-12）．これは Troc 基では，カルバメート構造による共鳴安定化の寄

与が大きく（Figure 3-13），アミドプロトンの水素結合ドナー性が低下し，分子間水素結合を形

成しづらいためであると考えている． 



51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-12 Troc 保護されたアクセプター76 のアミドプロトンのピーク変化 

 

 

Figure 3-13 Troc 基の共鳴安定化 

 

 

ｃ 

ｃ 

ｃ 

iii) 1HNMR (CD2Cl2), 30 °C,  

50 mM 

ii) 1HNMR (CD2Cl2), 30 °C,  
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i) 1HNMR (CD2Cl2), 30 °C,  

1 mM 
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さらに，筆者は，NHAc 体 145 と NAc2体 146 の Diffusion-ordered two dimensional nuclear magnetic 

resonance spectroscopy（DOSY）を測定し，自己拡散係数の違いを検証した（Figure 3-14）．DOSY 

とは， 1992 年に Johnson らによって報告された，磁場勾配パルスを利用した二次元 NMR の一

種である 23．DOSY スペクトルは，横軸に化学シフト値，縦軸に自己拡散係数（D）が示される．

混合物の DOSY 測定を行うと，各分子の D の大小によって NMR スペクトルを分離し，解析

が可能である．そのため，多成分混合物の解析，分子量の見積もり，また，超分子などの大きさ

の見積もりに使われることもある．ここでは，化合物 145 と 146 の自己拡散係数 D の見積もり

に利用した．NHAc 体 145 と，NAc2 体 146 の 50 mM CD2Cl2 溶液を調整し，-40 °C でそれぞれ

DOSY を測定した．その結果，NHAc 体 145（赤）は，NAc2体 146（黒）より小さい自己拡散係

数を示した（Figure 3-12）．さらに，分子を球状と仮定する Stokes-Einstein の近似式 24, 25 を適用

し，分子の実効体積を算出した．その結果，NHAc 体 145 の体積は 3.98 × 10–27 m3 (V145)，NAc2

体 146 の体積は 3.31 × 10–27 m3 (V146)で，NHAc 体 145 は NAc2体 146 より，1.2 倍大きい実効体

積を示した．これは NHAc 体が分子間水素結合を介した超分子構造を形成していることを示唆

する結果である．過去に Bahri， Nasr らによって，ニートの N-メチルアセトアミド溶液が三量

体のクラスターを形成することが推察されている 26, 27．この点を考慮すると，V145と V146の差は

わずかではあるが，有意なものであると考えている．NHAc 体 145 の分子間で形成される水素結

合ネットワークは，NMR の時間スケール（≈ 10–4秒）で速やかに組み換えが起きているものの，

平均として分子の実行体積の増加として DOSY で観測できたと考察している．これは，DOSY 

NMR 分光法による GlcNAc の超分子構造形成を初めて示した例である． 
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Figure 3-14 DOSY による自己拡散係数の検証 

 

 

 3－4 ジアセチルストラテジーを用いた H 抗原の合成 

   NHAc 体 145 と NAc2 体 146 のグリコシル化における反応性を比較した．そのための基質として，

まず，ガラクトシルドナー144 を合成した（Figure 3-15）．“第 2 章 2－2 ガラクトシルドナー77

の合成”で得た 93 の 4, 6-O-ベンジリデンアセタールを除去し，Ac 化することで目的の 144 を 73％

で得た． 
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Figure 3-15 ガラクトシルドナー144 の合成 

 

 

［1＋1］グリコシル化を検討した（Figure 3-16）．Entry 1 では，NHAc 体アクセプター145 を用い，

ジクロロメタン中 NIS－TfOH 条件下でグリコシル化を行ったところ，0 °C までの昇温が必要で，収

率は 24％にとどまった．一方，NAc2 体アクセプター146 を用いたところ，反応は－20 °C で速やか

に進行し，目的の 2 糖 148 を 76％で得ることができた（Table 1, Entry 2）． 

 

 

Figure 3-16 ［1＋1］グリコシル化による反応性の検証 

 

 

  得られた 2 糖 147，148 を用いて，H 抗原 151 を合成した（Figure 3-17）．NHAc 体 145，NAc2体 146

の Fmoc 基を 20％トリエチルアミンで除去することで， 2 糖アクセプター156，157 をそれぞれ得た．

続いて，得られた 156，157 とフコシルドナー7928の［2＋1］グリコシル化を検討した．活性化剤とし

て NIS，TfOH を用いて 79 を活性化したところ，NHAc 体 156 との反応では，室温までの昇温が必要

で，3 糖 149 の収率は 45％と中程度にとどまった（Table 2 Entry 1）．一方，NAc2体 157 を用いたとこ
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ろ，反応は低温で速やかに進行し，目的の 150 を 83％の収率で得ることができた（Table 2, Entry 2）．

この結果から，グルコサミンにおいても N-アセチルノイラミン酸の場合と同様に，NHAc 基の NAc2

保護は，反応点から離れた場所であってもグリコシル化の反応性を大きく向上することが明らかとな

った． 

  H 抗原保護体 150 を脱保護した．TBS 基をジフルオロトリメチルケイ酸トリス(ジメチルアミノ)スル

ホニウム（TASF）を用いて除去したのち，塩基処理によりアシル系保護基とエステルを加水分解した．

この際，NAc2基は，一つだけアセチル基が除去され，速やかに NHAc 構造を与えた．最後にベンジル

基をパールマン触媒によって除去することで，ジアセチルストラテジーを用いた H 抗原 151 の合成を

達成した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-17 H 抗原 151 の合成 

 

 

 3－5 結論 

   ジアセチルストラテジーを用いて血液型糖鎖 H 抗原 151 を合成した（Figure 3-18a）．1HNMR

スペクトルにおけるアミドプロトンの濃度依存的な化学シフト変化や，DOSY スペクトルによ

る自己拡散係数の値から，グルコサミンの NHAc 体 145 が分子間水素結合を形成していること

を示す結果を得た．さらに，NHAc 基を NAc2として保護することでグリコシル化の反応性が大
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幅に向上することを示し，H 抗原 151 の合成を達成した．NAc2保護は反応点から離れた場所で

あっても有効であることから，本合成戦略の汎用性の高さを示した．本合成はジアセチルストラ

テジーを N-アセチルグルコサミン含有糖鎖合成に適用した初めての報告である． 

   一方，筆者の研究室では，ジアセチルストラテジーを用いて-gal 抗原の効率合成にも成功し

た 29．共同研究者の Sianturi は本戦略を用いたワンポット反応，並びにより簡便にスケールアッ

プ可能なワンフローでの合成にジアセチルストラテジーを適用し，本手法により，反応性を大

幅に改善し，収率の劇的な向上に成功した（Figure 3-18b）．この結果は，著者の開発したジアセ

チルストラテジーの汎用性の高さを実証している． 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-18 ジアセチルストラテジーを用いた効率合成，（a）H 抗原，（b）-gal 抗原 
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第四章 IgM 抗体と血液型糖鎖の結合を制御する多価分子の創製 

 4－1 免疫グロブリンと IgM 抗体 

  抗体は免疫グロブリンと呼ばれるタンパク質で，異物となる抗原を認識し，補体系の活性化や

オプソニン作用，エフェクター細胞の活性化，中和作用などを介して，生体防御における中心的

な役割を果たす．抗体は軽鎖と重鎖がそれぞれ 2 本ずつ組み合わさった Y 字型の 4 本鎖構造を

持つ（Figure 4-1a）．抗原認識部位は可変領域と呼ばれ，認識対象の抗原に合わせて多様なアミノ

酸配列を取る．一方，可変領域以外の部分は定常領域と呼ばれ，共通の配列を持つ． 

抗体には 5 つのアイソタイプがあり，それぞれ IgG，IgA，IgM，IgD，IgE に分類される（Figure 

4-1b）． 

IgG はヒト免疫グロブリンの 75％を占める分子量 150 kDa の単量体である．血清中での寿命

が長く，受動免疫に最も有用である．ヒト IgG は IgG1，IgG2，IgG3，IgG4 の 4 つのサブクラス

がある．選択的 IgG サブクラス欠損症は 1 つ，もしくは複数のサブクラスの欠損あるいは低下

によって感染症を繰り返す．IgG1 の欠損は，低ガンマグロブリン血症の兆候を示す．最も一般的

な IgG2 欠損の場合，莢膜（きょうまく）に対する抗体が含まれていることもあり，莢膜をもつ

肺炎球菌やインフルエンザ菌等による感染症（中耳炎，肺炎，下気道感染等）を繰り返すことが

ある．成人に多い IgG3 欠損症は副鼻腔炎，下気道感染，中耳炎を繰り返すといった特徴がある． 

IgA はヒト免疫グロブリンの 15％を占める分子量 160 kDa（単量体）もしくは 320 kDa（分泌

性，二量体）の抗体である．二量体である分泌型 IgA は、粘膜分泌物（例: 唾液，涙など）中に

豊富に存在し，リゾチームとともに働くことで，細菌細胞壁中の糖鎖を加水分解し，感染を未然

に防ぐ．ヒト IgA は IgA1，IgA2 の 2 つのサブクラスがある． 

IgM はヒト免疫グロブリンの 10％程度を占め，その分子量は 900 kDa である．単量体の抗体

がジスルフィド結合と J 鎖を介して 5 量体構造を取っている．IgM 抗体は侵入した微生物上の抗

原を認識し，中和作用を発揮する．その後，補体系の活性化やマクロファージによる貪食を誘導

する．IgG が血中安定性に優れているのに対し，IgM は半減期が 5 日程と短い． 

IgD，IgE は他の抗体と比べて存在比率は低く，分子量 180～200 kDa の単量体である．IgE 抗

体は主にアレルギー反応に関連する．一方，IgD 抗体の機能は未だに不明である． 

 



61 

 

 

Figure 4-1 （a）抗体の構造 （b）抗体のサブタイプ 

 

 

免疫グロブリンは無脊椎動物にはなく，軟骨魚類以降の脊椎動物に存在し，生物ごとにいく

つかのアイソタイプを持つが，その種類は綱ごとに異なる 1．興味深いことに，IgM のみがすべ

ての生物で共通に存在する．このことからも IgM の重要性が分かる．感染初期には IgM 抗体の

抗体価が上がり，その後に IgG 抗体にクラススイッチする．つまり IgM 抗体の増加は病原体への

曝露の兆候ともいえる．また，IgM は，ウイルスなどの中和作用に優れ，補体系を効率的に活性

化できることから，病原体に対する初期免疫応答において，中心的な役割を持つ．IgM は単量体

構造が正五角形様に 5 量体を組んで存在するといわれてきた．しかしながら，近年，その構造は

歪んだ 5 量体構造で，J 鎖部分に空洞があることが，東京大学の宮崎，新井らによって報告され

た 2．2019 年にはクライオ電顕によって補体と結合した状態の構造が解かれ 3，その詳細な構造

解析が進みつつある 4-7． 

筆者は，血液型糖鎖を用いた生体機能制御を目指し，血液型糖鎖に対する IgM 抗体と高い親

和性を有する多価分子の合成，ならびにその機能解析を検討した． 

 

 

 

 

可変領域 

定常領域 
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 4－2 多価効果を再現できる糖鎖デンドリマーの設計 

   第一章で述べた通り，糖鎖の活性発現には，多価効果が非常に重要な役割を果たす．生体系

では細胞表面に無数の糖鎖が存在し，各々の糖鎖と糖鎖認識分子の相互作用は弱くても，総和

として生物活性を制御する相互作用につながる 8, 9．この多価の相互作用を再現することで，糖

鎖機能を効率的に制御できる．このような多価分子材料として，多価骨格（カリックスアレーン

10-13やシクロデキストリン 14-16，シクロペプチド 17-20など 21）やポリマー22-25，リポソーム 26，デ

ンドリマー27-31，ナノ粒子 32, 33，自己集積体 34-36など，多岐にわたるマテリアルの利用が検討さ

れてきた．さらに，その活性評価には，表面プラズモン共鳴（Surface plasmon resonance，SPR）

分析法や，等温滴定カロリメトリー（Isothermal Titration Calorimetry，ITC），血球凝集試験

（Hemagglutination assay, HA），ELISA（Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay）法などが用いら

れ，これらの測定から複数の多価結合様式のモデルが提唱されている（Figure 4-2）25, 37-53．代表

例としては，複数の抗原認識部位に同時に結合するキレートモデル（Figure 4-2a）や，複数の受

容体のクラスター化（Figure 4-2b），近傍の相互作用を利用する結合モデル（Figure 4-2c），抗原

が解離と結合を繰り返す再結合モデル（Figure 4-2d），多価抗原による受容体の包容（Figure 4-

2e），多価抗原による受容体の架橋（Figure 4-2f）などが推定されている． 
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Figure 4-2 多価分子の結合様式モデル 

 

 

また，IgM 抗体は抗原結合部位を 10 個持つ一方で，個々の結合部位と抗原との親和性は低く，

多価の相互作用により高いアビディティーを発現する 54, 55．また，IgM の結合価は抗原の分子量

に依存する 56, 57．1972 年に Carel J.Van Oss らは，MW 数百程度の低分子抗原であれば 10 価，

MW = 7,000～500,000 程度で 5 価以下，MW = 1,870,000 では 2～3 価であると報告している 56．

筆者は，血液型糖鎖に対する IgM 抗体の高親和性リガンドを創製するために，血液型糖鎖のデ

ンドリマーを設計・合成した．デンドリマーは化学合成によって調製可能で，担持量を正確に制

御した均一な物質として調製できる．理化学研究所の田中らは，自己活性型クリック反応を用い

た効率的なポリリジンデンドリマーの合成を報告している（Figure 4-3）58, 59．本手法では，アル

キン近傍に導入したベンジルヒスチジンに銅イオンが配位し，近接効果により銅触媒を用いる
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アジドとアルキンとの環化付加反応（Cu-Catalyzed Azide Alkyne Cycloaddition，CuAAC）反応 60, 

61を加速する．ここでは，糖鎖の還元末端にアジドを有するリンカーを導入し，本手法で血液型

糖鎖担持デンドリマーの合成を行うこととした．また，今回筆者は IgM の抗原認識部位に対し，

十分量の抗原を提示できる 16 量体のデンドリマーを用いた． 

 

Figure 4-3 16 量体デンドリマー骨格と自己活性化型クリック反応 

 

 

IgM の構造をもとに血液型糖鎖導入デンドリマーを精密に設計した．IgM 抗体は直径 290 Å 程

度の分子サイズ 62 で，各々の抗原結合部位間の距離は 60~80 Å である（Figure 4-4a）．筆者は

Figure 4-2a, d で示したキレーションモデルと再結合モデルでの多価効果発現を指向したデンド

リマーを設計した（Figure 4-4b）．再結合モデルでは，一か所の抗原結合サイトにおいて，解離・

再結合を繰り返す．そのため，デンドリマー上の糖鎖密度が重要である．一方，キレーションモ

デルでは，複数の抗原結合サイトにおいて，同時に相互作用する必要がある．そのため，デンド

リマーが同時にカバーできる結合サイトの数が重要である．このような指針をもとに，リンカー
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のサイズを変えたデンドリマー158-160 を設計した．デンドリマー158 のサイズは IgM 抗体の各

抗原結合サイト間の距離よりも小さく，同時に複数の結合サイトを埋めることはできず，キレー

ションモデルでの多価効果は得られない．一方で，比較的小さなサイズのデンドリマーに 16 個

の糖鎖を担持できることから，デンドリマー上の糖鎖密度は高く，再結合モデルは有効に機能す

ると推測できる．これに対し，159 は 2-3 個，160 はほぼすべての抗原結合サイトと同時に相互

作用できるサイズで，キレーションモデルによる多価効果が期待できるが，サイズが大きくなる

につれて再結合モデルでの多価効果獲得は不利に働く．これらのデンドリマー158-159 と IgM 抗

体の相互作用を解析することで，デンドリマーの分子設計の指針を明確に示すことを目的とす

る． 
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Figure 4-4 （a）IgM 抗体のサイズ，（b）糖鎖デンドリマーの設計 

 

 

 4－3 糖鎖デンドリマーの合成 

   B 型糖鎖抗原 83 に 3 種類のリンカー161，162，163 を導入し，サイズの異なるデンドリマー

158，159，160 を合成した（Figure 4-5）．まず，83 を TSTU で処理し，活性エステル化し，3-ア

ジドプロピルアミン (161) （C3 リンカー），Amine-PEG11-Azide (162) （PEG11 リンカー），Amine-

PEG35-Azide (163)（PEG35 リンカー）をそれぞれ反応させ，糖鎖―リンカー複合体 164，165，

166 を合成した．続いて，自己活性型クリック反応によりデンドリマーに誘導した．反応は良好

に進行し，目的物をそれぞれ 72％（C3 リンカー体 158），39％（PEG11 リンカー体 159），59％

（PEG35 リンカー体 160）で得た．1HNMR において = 9.0 付近のデンドリマー骨格内に存在す

るベンジルヒスチジンのプロトンと， = 8.0 付近にクリック反応によって生成するトリアゾー

ル骨格内のプロトンの積分値の比から，望む 16 量体が得られたことを確認した（Figure 4-6）． 
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Figure 4-5 デンドリマーの合成 
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Figure 4-6 1HNMR を用いた糖鎖導入量の確認 

 

 

4－4 表面プラズモン共鳴分析法による糖鎖デンドリマーと IgM 抗体の親和性評価 

   続いて，表面プラズモン共鳴（SPR）分析法による糖鎖デンドリマー158，159，160 と IgM 抗

体間の相互作用解析を試みた．SPR 分析法はセンサーチップ上に固定した分子に対して相互作

用する分子（アナライト）を流すことで，その親和性や結合速度を求めることができる．得られ

た値から結合モデルに合わせて結合速度定数や解離速度定数を算出し，その相互作用を定量的

に評価可能である． 

   今回筆者は，Cytiva 社の Biacore T200 を用いてデンドリマーによる抗原抗体反応を測定した

（Figure 4-7）．分子量約 900 kDa の抗 B 型抗原抗体（クローン：Z5H-2）をアミンカップリング
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法によって，カルボキシメチルデキストラン層を有する CM5 センサーチップ上に固定化した．

センサーチップ上でアナライトの添加終了後，デンドリマーが近接位の IgM 抗体と次々相互作

用を示す疑似的な再結合モデルを再現することを狙い，IgM を高密度で固定化することとした．

固定化後のセンサーチップのレスポンス強度は 10129 RU を示した．これに対し，マルチサイク

ル法による相互作用解析を行った． 

 

  

Figure 4-7 SPR 測定 

 

 

まず初めに，第 2 章で合成した B 型糖鎖抗原の単量体 83 と IgM の相互作用を測定した（Figure 

4-8a）．その結果，測定濃度 10 – 1000 µM において有意な結合を示さず，親和性が非常に弱いこ

とが分かった．続いて，各サイズの 16 量体糖鎖デンドリマー158，159，160 をアナライトとし

て用いて測定した結果，測定濃度 0.1 – 10 µM において，IgM 抗体と明確な相互作用を示した

（Figure 4-8b～c）．結合様式を 1:1 binding であると仮定し，キネティクス解析を行ったところ，

解離定数（KD 値）は C3 リンカー体 158 で 6.330 ×10-7，PEG11 リンカー体 159 で 3.836 ×10-7，
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PEG35 リンカー体 160 で 1.093 ×10-6であった（Figure 4-9）．結合速度定数（kon）と解離速度定数

（koff）において PEG11 リンカー体 159 がわずかによい値を示した．ここで，各デンドリマーの

10 µM サンプルによるセンサーグラムについて，100 s 時点でのレスポンス強度から，IgM 1 分

子あたりのデンドリマーの結合量を概算したところ，C3 リンカー体 158 では 0.19 個，PEG11 リ

ンカー体 159 では 0.36 個，PEG35 リンカー体 160 では 0.06 個であった．このように，比較的サ

イズの小さいデンドリマーが IgM に対して多く結合していることが分かる． 
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Figure 4-8 糖鎖デンドリマーによるセンサーグラム （a）B 型抗原単量体，（b）C3 リンカー体，

（c）PEG11 リンカー体，（d）PEG35 リンカー体 

 

 

リンカー構造 K
D
 k

on
 k

off
 

C
3
 6.330 ×10-7 2094 1.325 ×10-3 

PEG11 3.836 ×10-7 2570 9.861 ×10-4 

PEG35 1.093 ×10-6 2160 2.361 ×10-3 

Figure 4-9 1:1 binding 仮定時の解離定数 KD，結合速度定数 kon，解離速度定数 koff 

 

 

  デンドリマーの結合，解離モデルについて推定を行った．2009 年に Riguera，Femandez-Megia ら

はデンドリマーの SPR 分析において，多価分子の解離が 2 段階のフェーズからなるモデルを提唱

している 50, 51．第一フェーズでは単糖分子同様，1 価で相互作用している多価分子が放出される．

そして第二フェーズにおいてはリガンドと多価で相互作用している分子のみが残り，解離速度が

劇的に遅くなる．この過程でアナライト分子は近接位に存在する別のリガンドと再結合し，その
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結果としてセンサーグラムの減衰曲線が1:1 bindingの理想曲線から外れる．この解釈に基づくと，

今回得られたセンサーグラムでは，～300 s 程度までは 1 価で相互作用していたデンドリマーが乖

離しており，センサーグラムの急激な減衰が観測されている．一方，それ以降では相互作用がプ

ラトーに近づいており，これは，センサーチップ上で，リガンドとアナライト（デンドリマー）が

多価で相互作用し，解離と再結合が生じていると考えている．本測定では高密度で IgM 抗体を固

定化しているため，単量体についても似たようなセンサーグラムが得られている．しかしながら

そのレスポンス強度は非常に弱く，加えて減衰の傾きも大きく，解離速度が早いことから，単量

体は解離後，再結合を起こすことはできていないと推測できる．これらの結果からデンドリマー

骨格を用いることで多価効果によって親和性が増強されることは明確に示された．さらに再結合

モデルを考慮した設計が，デンドリマー骨格による多価効果を得るのに有用であることを示した． 

 

 

4－5 糖鎖デンドリマーを用いた血球凝集阻害試験 

   続いて血球凝集阻害試験（Hemagglutination inhibition assay, HIA）を用いて糖鎖デンドリマー

158，159，160 と血中の抗血液型抗体との相互作用を検証した．血球凝集試験（HA）は一般に

赤血球が，抗体，レクチン，ウイルスなどにより凝集する反応を測定する手法である．HA には

直接凝集反応と間接血球凝集反応があり，前者は直接赤血球同士を凝集させる反応で，血液型

判定などに用いる．後者は肉眼で観測できない抗原抗体反応を目視できるようにするための手

法で，抗原もしくは抗体を特定の物質に担持させ，凝集の形で観測可能にする．一方，HIA で

は，HA の阻害を指標として，凝集活性を持つ分子やウイルスに対する親和性を測定する．赤血

球と抗血液型糖鎖抗体の反応を例にとると，抗体を加えない場合には，赤血球の凝集が起こら

ず，well 中央に血球の赤い沈降が見られる．これに対し，抗体を加えると血球が凝集し，well 中

央に赤い沈降は生じない（Figure 4-10）．本研究では，ここに糖鎖デンドリマー158，159，160 を

加えて，その凝集阻害活性を測定することで，糖鎖デンドリマーと抗体の親和性を評価した． 
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Figure 4-10 赤血球凝集阻害試験 

 

 

血液型 B+のヒト全血より赤血球成分を単離し，PBS buffer によって希釈することで 2% (v/v) 

赤血球（B+） 液を調製した．V 底 96 well プレートに各 16 量体糖鎖デンドリマー158，159，160

および B 型糖鎖単量体 83 の希釈系列を作製し，抗 B 型抗原抗体を有する各血液型（A+，O+）

の血漿（抗凝固剤として CPD を含む）を添加した．ここに 2%（v/v）赤血球（B+）液を加え，

25 分室温でインキュベートした後，血球凝集の有無を確認した（Figure 4-11a, b）．B 抗原単量体

83 の阻害活性は非常に弱く，高濃度まで阻害がかからなかった（Figure 4-11a, b, c Lane 1）．ま

た，デンドリマー158 では，ヒト血漿を用いた HIA において，高濃度で血球凝集阻害が観測で

きず，分散した（Figure 4-11a, b Lane 2）．この理由は不明であるが，下記で抗 B 型抗原抗体を用

いた実験ではこのような現象は観察できなかった（Figure 4-11c Lane 2）ことから，血漿中の夾

雑物と 158 の相互作用が原因であると考えている．一方，159，160 は凝集阻害活性を有し，A+，

O+のどちらの血漿を用いた場合も 159 の方が低濃度で阻害が観測できた（Figure 4-11a, b Lane 

3）．ただし，その差は A+に比べ，O+の血漿を用いた場合に顕著であった（Figure 4-12）． 

血液型抗体は血中に IgG，IgA，IgM のアイソタイプが存在し，主成分は IgM であるが，O+の

血漿中の抗血液型抗体に関しては IgG の割合が多いという報告もある 63-67．さらに O+の血漿中

においては IgA，IgG にも活性が認められており，IgG のサブクラスは IgG1 であることがわか

っている．対象的に A，B 型血清中では IgM 抗体のみに活性がある 68．これを踏まえると，今
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回の結果は抗体のアイソタイプによってデンドリマーとの親和性に違いがあることを示唆して

いる．IgG 抗体は IgM 抗体と比べサイズが小さく，抗原認識部位間の距離も近く，抗原認識部

位数も 2 個と少ない．そのため，IgG 抗体との相互作用はより再結合モデルが重視されると考え

られる．最もサイズの大きい PEG35 リンカー体 160 は抗体と結合しても，糖鎖抗原の局所濃度

に乏しく，再結合モデルを取ることができず，IgG 抗体との相互作用においてサイズの小さいデ

ンドリマーとの活性の差がより顕著に表れたものと考えている． 

さらに抗 B 型抗原抗体（クローン：HEB-29，Supernatant）を用いて，同様の血球凝集阻害試

験を行った（Figure 4-11c）．この場合は，158 においても血球の沈降が確認でき，すべてのデン

ドリマーによる凝集阻害が確認できた（Figure 4-11c Lane 2～4）．用いたデンドリマーのうち，

159，160 の 2 種が高い阻害活性を示した（Figure 4-12）．この結果からも IgM 抗体との相互作用

においてはキレーションモデルもある程度有効に働くため，その活性の差は 4 倍程度にとどま

ったと推定出来る． 

 

 

a) 



75 

 

 

 

Figure 4-11 糖鎖デンドリマーを用いた赤血球凝集阻害試験  

Lane 1 : B 抗原単量体 83，Lane 2 : C3 リンカー体 158，Lane 3 : PEG11 リンカー体

159，Lane 4 : PEG35 リンカー体 160 

（a）ヒト血漿 A+（Lane 1 の希釈倍率 20の well は 16.7 µM， Lane 2～4 は 3.0 µM の

サンプルを使用） 

（b）ヒト血漿 O+（Lane 1 の希釈倍率 20の well は 16.7 µM， Lane 2～4 は 3.0 µM の

サンプルを使用） 

（c）抗 B 型抗原抗体 （HEB-29）（Lame 1 の希釈倍率 20は 25 µM，Lane 2～4 は 0.25 

µM のサンプルを使用） 

 

 

 

 

c) 

b) 
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 ヒト血漿 A+ ヒト血漿 O+ 
抗 B 型抗原抗体 

（HEB-29） 

Lane 1 

（B 抗原単量体 83） 
1.7×10-5 N. D. 7.8×10-7 

Lane 2 

（C3 リンカー体 158） 
N. D. N. D. 4.9×10-10 

Lane 3 

（PEG11 リンカー体 159） 
3.8×10-7 5.9×10-9 4.9×10-10 

Lane 4 

（PEG35 リンカー体 160） 
1.5×10-6 1.9×10-7 2.0×10-9 

Figure 4-12 HIA における各化合物の阻害濃度（単位はすべて M） 

 

 

   以上の結果から，ヒト血漿，並びに抗 B 抗原抗体を用いた HIA において各デンドリマー158-

160 は活性を示し，中程度のサイズを持つ 159 が最も高い阻害活性値を示した．これはデンドリ

マーの結合モデルである，再結合モデルとキレーションモデルの双方の効果を得ることができ

たためであると考えている．また，サイズが小さく，再結合モデルのみを再現する 158 を用い

た抗 B 抗原抗体（HEB-29）との HIA において，低濃度まで阻害活性を確認できた．これは SPR

の結果と同様に，デンドリマー骨格によって多価効果を維持するためには，再結合モデルの寄

与を考慮した設計が重要であることを示すものである． 

 

 

4－6 結論 

   筆者は IgM 抗体の抗親和性リガンドを創製するために，血液型糖鎖を用いてデンドリマーを

精密に設計し，その性能を評価した．IgM 抗体のサイズと抗原認識部位の距離を考慮し，多価

分子の結合モデルを踏まえて 3 種類のデンドリマーを設計した．これらのデンドリマーを自己

活性化型クリック反応を用いて合成し，16 量体デンドリマー158, 159, 160 を合成した． 

SPR による IgM 抗体との親和性評価の結果，PEG11 リンカー体 159 がよい親和性を示した．
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さらに，HIA によって各糖鎖デンドリマーによる血球凝集阻害を確認した．用いたデンドリマ

ー158-160 はすべて血球凝集阻害活性を示すものの，サイズの小さいデンドリマー158，159 が特

に良好な阻害活性を示したことから，本アッセイ系においては，再結合モデルの寄与が大きいこ

とを確認した．SPR の結果と合わせて，中程度のサイズである 159 が今回合成したデンドリマ

ーの中で，最も有効に多価効果を発現できるマテリアルであると結論付けた．これは，159 と

IgM 抗体の相互作用においては，再結合モデルとキレーションモデルの両方が有効に機能する

ためであると考えている．また，サイズの大きい 160 は比較的親和性が低く，デンドリマーを多

価分子骨格に用いる際の，糖鎖局所濃度の重要性が明らかとなった． 

以上の結果からデンドリマー骨格を用いた多価分子の設計においては，糖鎖の局所濃度を高

く維持することが非常に肝要である．すなわち多価分子の再結合モデルを再現するため，デンド

リマー上の抗原密度を担保することが重要であるという分子設計の指針を明らかとした． 
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第五章 合成糖鎖を用いた生体機能解析 

5－1 抗体の作用と補体系 

   抗体の作用は，細菌やウイルスの中和反応，オプソニン作用，抗体依存性細胞傷害（Antibody 

dependent cell cytotoxicity，ADCC）活性，補体依存性細胞傷害（Complement dependent cytotoxicity，

CDC）活性，アポトーシス誘導活性に大別される（Figure 5-1）．抗体は，ウイルスや細菌，また

はそれらから放出された毒素などの異物の表面に存在する抗原を認識して結合することで感染

力や毒性が低下する（中和作用）．また，異物と複合体を形成した抗体は，マクロファージや好

中球などの食細胞の Fc 受容体に認識される．これが食作用を活性化する（オプソニン作用）．

ADCC は，IgG 抗体によって起こり，Fc 受容体を持つエフェクター細胞による細胞傷害作用で

ある．一方 CDC は，IgG，IgM 抗体が誘導し，抗原抗体反応後，補体系の活性化反応が進行す

る．CDC 活性は抗体の hinge もしくは CH2 ドメインと補体の C1q ドメインが相互作用すること

で誘起され，この相互作用部位への変異導入により，活性を増強できる 1． 

 

Figure 5-1 抗体の作用 
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補体系には古典経路，副経路，レクチン経路が存在し（Figure 5-2），CDC 活性は古典経路によ

って起こる 2．古典経路による補体系は，まず抗体と補体第 1 成分（C1）が結合し，補体 C4 の

活性化後，C2～C8 を連続的に活性化する．最終的に C9 複合体である膜障害性複合体（Membrane 

attack complex，MAC）を形成し，細胞膜に穴をあけることで細胞死を誘導する．補体系の活性

化は一般的に IgM 抗体であれば 1 分子で引き起こすことが可能である．一方で，IgG 抗体の場

合複数必要であり，IgG3，IgG1，IgG2 の順で活性化能が弱くなり，IgG4 は CDC を誘導しない．

そのため，補体の活性化能は IgM 抗体の方が高く，CDC 活性も高い． 

 

 

Figure 5-2 補体活性化経路 

 

 

5－2 ADC の概念を用いた抗体―糖鎖複合体の調製 

抗体と低分子薬物を組み合わせた抗体薬物複合体（Antibody drug conjugate，ADC）3は，高い

特異性を持つ抗体を Drug delivery system（DDS）のツールとして用いた次世代抗体医薬品で，

Magic bullet とも呼ばれている 4．ADC を用いた抗体医薬は，Gemtuzumab Ozogamicin（2000 年）
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5，Brentuximab Vedotin（2011 年）6, 7，Trastuzumab Emstansine（2013 年）8，Inotuzumab Ozogamicin

（2017 年）9が既に承認を受けている． 

ADC は分子設計が非常に重要である 10．分子設計においては抗体の選定 11-20 や，リンカー構

造 21-29，低分子薬物 30-33の担持量や放出メカニズム，さらには標識位置や手法 34-45などを考慮す

る必要がある．ADC は，血清中では安定かつ無毒で，標的部位において低分子薬物を速やかに

放出する必要がある．そこで，一般的に，標的細胞周辺や，細胞内環境において，切断可能なリ

ンカーを介して，抗体に薬物を連結する． 

2018 年，筆者の研究室の J. Sianturi らは合成した α-gal 糖鎖を用い，ヒト血清中の抗-gal 抗体

による CDC 活性の誘導を報告した（Figure 5-3a-d）46．ADC の概念を利用し，抗体に-gal エピ

トープを導入することで，標的細胞を-gal 糖鎖で標識する．ヒト血清中には大量の抗-gal 抗体

が存在し，これが補体系を活性化し，CDC により，標的細胞の細胞死を誘導できる．また，-

gal デンドリマーによる CDC 活性の増強についても併せて報告している． 
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Figure 5-3 J. Sianturi らによる α-Gal 糖鎖を用いた CDC 活性の誘導 

（a）-Gal 糖鎖抗原，（b）ADC の概念を利用した CDC アッセイ（c）糖鎖担持

量の異なる-gal 糖鎖標識抗体による CDC 活性， （d）-Gal 糖鎖デンドリマー

担持抗体による CDC 活性 

 

筆者は，ABO 式血液型抗原の引き起こす激しい免疫反応を，Sianturi らの報告に従って，がん

の免疫治療に応用することを計画した（Figure 5-4）．すなわち，血液型糖鎖標識抗体を用いて，

標的のがん細胞を血液型糖鎖で標識し，抗血液型抗体による CDC 活性を誘導する．Sianturi ら

の系では，抗-gal 抗体として IgM と IgG が両方とも大量に存在するのに対し，抗血液型抗体は

IgM 抗体が中心であり，その免疫反応の違いを検証できると考えた．なお，ここでは，がん細胞

として，ヒト由来リンパ芽球様細胞である Raji 細胞を，抗がん抗体として，抗 CD20 抗体（ク

ローン：2H7，マウスモノクローナル抗体）を，血液型抗原として，B 型糖鎖抗原を用いた． 
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Figure 5-4 CDC アッセイ 

 

   まず，抗 CD20 抗体に対し B 型糖鎖抗原を導入した（Figure 5-5）．第 2 章で合成した B 型糖

鎖抗原 83 の還元末端のカルボン酸を N,N,N′,N′-Tetramethyl-O-(N-succinimidyl) uronium 

tetrafluoroborate（TSTU），DIPEA を用いて活性エステル体 168 へと誘導した．得られた活性エ

ステルを PBS buffer 中で抗 CD20 抗体と作用させ，抗体に糖鎖を導入した．この際，用いる糖鎖

の濃度を変更することで，糖鎖導入量の異なる抗体を作製した．得られた標識抗体は SDS-PAGE

を行うことで標識濃度依存的に糖鎖担持量が増加することを確認した． 

 

  

Figure 5-5 合成糖鎖を用いた抗体標識と SDS-PAGE による糖鎖担持量の確認 

 

 

 

83 : 

168 : 
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5－3 CDC 活性試験によるがん細胞特異的細胞死誘導の検証 

   続いて CDC 活性試験を行った．Raji 細胞を 5-2 で調製した B 型糖鎖抗原標識抗体で処理した

後，抗 B 抗原抗体（クローン： Z5H-2），ウサギ補体を加え，MTT アッセイにより細胞生存率

を調べた．その結果，予想に反し，糖鎖導入量依存的に細胞生存率が上昇した（Figure 5-6）．  

 

     

Figure 5-6 血液型糖鎖を用いた CDC 活性試験 

 

 

5－4 フローサイトメトリーによる合成糖鎖抗体複合体の性能検証 

5-3 において，B 型糖鎖抗原の導入により CDC 活性が向上しなかった原因を追究するために，

フローサイトメトリー（Flow cytometry，FCM）によりそれぞれの抗体による抗原の認識を検証

した．（Figure 5-7）．まず，Raji 細胞を B 型糖鎖抗原で標識した抗 CD20 糖鎖標識抗体（マウス

モノクローナル IgG）で処理した後，蛍光標識抗マウス IgG 抗体で染色したところ，糖鎖導入量

依存的に蛍光強度の減少した（Figure 5-8）．すなわち，糖鎖の導入により，抗 CD20 抗体と Raji

細胞の相互作用，もしくは抗 CD20 抗体と抗マウス IgG 抗体の相互作用のどちらかが減弱した．

これは，抗 CD20 抗体の抗原認識部位，もしくは抗マウス IgG 抗体の認識部位周辺に糖鎖標識

が進行したことが原因であると考えている．ただし，糖鎖を導入した抗 CD20 抗体が，有意に

Raji 細胞を認識していることは確認できた． 

 



89 

 

 

Figure 5-7 フローサイトメトリーによる CDC 実験系の確認 

 

  

Figure 5-8 蛍光標識抗マウス IgG 抗体を用いた FCM 

 

 

続いて FITC 標識した抗 B 抗原抗体（IgM 抗体）を用いて染色した．その結果，抗 CD20 抗体

への糖鎖の導入量に関わらず，Raji 細胞は全く染色されなかった（Figure 5-9）．上記において，

抗 CD20 抗体と Raji 細胞の結合は確認できていることから，この結果は，抗体に導入した B 型

糖鎖抗原が用いた IgM 抗体により認識されていないことを示している．これは，標識糖鎖の量

が十分でなく，多価効果が働かず，IgM と十分な親和性を示さなかったことが原因であると考

えている． 
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Figure 5-9 蛍光標識抗 B 抗原抗体を用いた FCM 

 

 

5－5 結論 

   筆者は合成した血液型糖鎖抗原で標識したがん抗体を用いたがん免疫療法を検討した．B 型

糖鎖抗原を抗 CD20 抗体へ導入し，得られた標識抗体を用いて CDC アッセイを行ったところ，

糖鎖導入による，細胞傷害活性の増強は見られなかった．これは，抗体に導入した B 型糖鎖抗

原が抗 B 抗原抗体により有意に認識されていないことが原因であった．本研究においては，抗

CD20 抗体に複数の糖鎖を導入することで多価効果を得られると考えたが，糖鎖担持量を増やし

た場合においても，IgM 抗体による認識は確認できなかった．このことから，効果的に IgM 抗

体との多価効果を得るためには糖鎖の局所濃度を上げる必要があると考えている．すなわち，

前章で合成したデンドリマーはその要請を明確に満たすものであり，デンドリマー－抗体複合

体を作製することで IgM 抗体による CDC 活性が発現すると期待している． 
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第六章 総括 

  筆者はアミノ糖の保護基に着目して ABO 式血液型糖鎖を合成した．まず，Troc 基を保護基として用

いて ABH 抗原を合成した．さらに，NHAc 基を NAc2 基へと変換して合成を進めるジアセチルストラ

テジーを適用して H 抗原を合成した．この際，NHAc 含有グルコサミンフラグメントの分子間水素結

合による多量体の形成を DOSY を用いることで明らかとした．本研究は，ジアセチルストラテジーの

グルコサミン含有糖鎖合成への初めての適用例で，アミノ糖含有糖鎖の効率合成の方法論の一つを提

案した．  

  得られた合成糖鎖を用いて，糖鎖の多価相互作用を模倣した糖鎖デンドリマーの設計指針を検討し

た．血液型抗体の主なサブタイプである IgM 抗体のサイズ，抗原認識部位間の距離を基に，3 種類の大

きさを持つ糖鎖デンドリマーを設計，合成した．IgM 抗体と合成したデンドリマーの相互作用を SPR，

HIA を用いて解析した結果，糖鎖デンドリマーの設計においては，必ずしも複数の結合サイトをカバ

ーするサイズが必要なわけではなく，糖鎖の局所濃度が重要であることを示す結果を得た．すなわちデ

ンドリマー骨格を用いた多価効果の獲得には，多価分子の再結合モデルを考慮した分子設計指針が重

要であることを明らかとした． 

  さらに抗体に血液型糖鎖を導入し，自然抗体である血液型抗体を用いた標的細胞特異的な CDC 活性

の増強を検証した．抗 CD20 抗体に複数の血液型糖鎖を導入したが，この標識抗体は CDC 活性を示さ

なかった．FCM を用いて解析したところ，抗 CD20 抗体上に標識した糖鎖と抗 B 抗原抗体が相互作用

していないことが分かった．これは，抗体に対しランダムに糖鎖を導入しても十分な糖鎖の局所濃度が

得られず，IgM と十分な親和性を示さなかったと考えている．これは，高密度に糖鎖を提示できるデン

ドリマーを抗体に導入することで解決できると考えている． 
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第七章 実験項 

1.  General Information 

1H and 13C NMR spectra were recorded in an indicated solvent with JEOL ECA 500 MHz spectrometer and 

Bruker AVANCE700 700 MHz spectometer. DOSY spectra were recorded in CD2Cl2 with Agilent VNMR 

System 600MHz spectrometer. Chemical shifts of 1H and 13C NMR were referenced to the solvent peaks: δ=7.26 

and δ=77.16 for CDCl3, δ=3.30 and δ=49.30 for CD3OD, δ=5.32 for CD2Cl2, and δ=1.24 and δ=70.36 for D2O 

(using tBuOH as internal standard). Multiplicities abbreviations: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, 

m = multiplet, br = broad. High-resolution mass spectra were recorded on a ESI-LTQ-Orbitrap XL (FTMS) 

mass spectrometer and ESI-Q-TOF mass spectrometer. Chemical purification was carried out using silica-gel 

column chromatography. Silica-gel column chromatography was carried out using Silica Gel 60N (Kanto 

Chemical Co., 40-50 µm or 63-210 µm) at medium pressure (1-4 kg cm-2). Gel permeation chromatography was 

carried out using Sephadex LH-20 at atmospheric pressure. Silica-gel 60 F254 (Merck Co.) was used for TLC 

analysis and preparative TLC purification, and compounds were visualized by UV (254 nm), p-

methoxybenzaldehyde (p-anisaldehyde, 0.03% in EtOH-H2SO4-acetic acid buffer). Anhydrous CH2Cl2 were 

distilled in the presence of calcium hydride. Anhydrous THF, DMF, distilled water, and toluene were purchased 

from FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Ltd. Nonaqueous reactions were carried out under argon 

atmosphere. Molecular sieve 4A (MS4A) was activated with a microwave and dried in vacuo for 3 times before 

use. All other commercially available reagents and solvents were used as purchased. 
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2.  Synthetic procedures 

 

 

 

Compound 90 

To a solution of 89 in DMF (107 mL) was added 2,6-lutidine (3.71 mL, 32.08 mmol) at rt under Ar atmosphere. 

After being stirred for 20 min at -20 °C, tert-butyldimethylsilyl trifluoromethanesulfonate (4.90 mL, 21.38 

mmol) was added to the solution. After being stirred for 15 min at -20 °C, the reaction mixture was quenched 

with sat. NaHCO3 aq. and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column chromatography (hexane/EtOAc = 5/1) to 

give 90 (5.07 g, 97%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.55 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.46-7.42 (m, 2H), 7.37-7.33 (m, 3H), 7.02 (d, J = 

7.9 Hz, 2H), 5.48 (s, 1H), 4.49 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 12.3, 1.3 Hz, 1H), 4.04 (dd, J = 3.2, 1.0 Hz, 

1H), 4.01 (dd, J = 12.3, 1.3 Hz, 1H), 3.77 (td, J = 9.2, 2.0 Hz, 1H), 3.72 (dd, J = 9.2, 3.2 Hz, 1H), 3.49 (br-d, J 

= 1.0 Hz, 1H), 2.31 (s, 3H), 2.30 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 0.87 (s, 9H), 0.09 (s, 3H), 0.08 (s, 3H)  

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 138.02, 137.89, 133.56, 129.58, 128.75, 127.94, 127.61, 126.30, 100.82, 

87.52, 76.57, 75.45, 70.06, 69.37, 68.01, 25.70, 21.14, 18.20, -4.37, -4.73. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C26H36O5SSiNa, 511.1945, found 511.1953. 
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Compound 93 

To a solution of 90 (295.1 mg, 0.604 mmol) in toluene (2.75 mL) and pyridine (0.275 mL) were added N,N-

dimethyl-4-aminopyridine (7.4 mg, 0.0604 mmol) and 9-fluorenylmethyl chloroformate (782.0 mg, 3.02 mmol) 

at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 22.5 h at 80 ºC, the reaction was quenched with 1.0 M HCl aq. 

and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The 

residue was purified by silica-gel column chromatography (toluene/EtOAc = 30/1) to give 93 (407.0 mg, 95%) 

as a light yellow solid.  

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.67 (dd, J = 9.4, 8.0 Hz, 2H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 

2H), 7.45 (m, 2H), 7.40 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.37-7.33 (m, 3H), 7.31-7.27 (m, 2H), 7.00 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.50 

(s, 1H), 5.08 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 9.2, 6.0 Hz, 1H), 4.39 (dd, J = 12.5, 1.7 

Hz, 1H), 4.30-4.21 (m, 2H), 4.08 (d, J = 3.5 Hz, 1H), 4.03 (dd, J = 12.5, 1.7 Hz, 1H), 3.92 (dd, J = 9.8, 3.5 Hz, 

1H), 3.53-3.51 (br m, 1H), 2.27 (s, 3H,), 0.81 (s, 9H), 0.06 (s, 3H), 0.02 (s, 3H)  

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 154.03, 143.43, 143.31, 141.23, 141.20, 137.92, 137.76, 134.66, 133.62, 

129.46, 129.04, 128.79, 128.13, 127.99, 127.79, 127.76, 127.17, 127.11, 126.31, 125.44, 125.25, 124.27, 120.28, 

119.94, 119.92, 100.91, 85.49, 76.51, 73.74, 73.41, 70.07, 69.95, 69.18, 46.68, 25.45, 21.15, 17.95, -4.69, -4.80. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C41H46O7SSiNa, 733.2626, found 733.2607. 

 

 

 

 

 

Compound 94 

To a solution of 93 (20.5 mg, 28.83 µmol) in THF (290 µL) were added 1.0 M BH3·THF (288.3 µL, 288.3 

µmol) and 1.0 M Bu2BOTf·CH2Cl2 (28.83 µL, 28.83 µmol) at 0 °C under Ar atmosphere. After being stirred 
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for 10.5 h at 0 °C and the reaction was quenched with MeOH and sat. NaHCO3 aq. and extracted with CHCl3. 

The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-

gel column chromatography (toluene/EtOAc = 25/1) to give 94 (18.7 mg, 91%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.68 (dd, J = 12.7, 7.6 Hz, 2H), 7.44-7.37 (m, 4H), 

7.37-7.28 (m, 7H), 7.05 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.18 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 5.05 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.64 (d, J = 10.0 

Hz, 1H), 4.64 (dd, J = 10.2, 7.0 Hz, 1H), 4.57 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.31 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 10.2, 

7.0 Hz, 1H), 3.88 (dd, J = 10.0, 2.7 Hz, 1H), 3.86-3.80 (m, 1H), 3.73 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 3.58-3.51 (m, 2H), 

2.35 (s, 1H), 2.30 (s, 3H), 0.88 (s, 9H), 0.16 (s, 3H), 0.11 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 154.39, 145.65, 143.51, 143.22, 141.29, 141.22, 138.26, 137.76, 132.47, 

129.58, 129.51, 129.00, 128.36, 127.96, 127.83, 127.78, 127.75, 127.15, 127.06, 125.47, 125.15, 125.09, 119.99, 

119.96, 119.90, 87.00, 78.81, 76.63, 75.56, 74.83, 74.75, 70.08, 62.09, 46.69, 25.56, 21.10, 17.88, -4.17, -5.14. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C41H48O7SSiNa, 735.2782, found 735.2781. 

 

 

 

 

 

Compound 77 

To a solution of 94 (200.8 mg, 281.6 µmol) and N,N-dimethyl-4-aminopyridine (3.5 mg, 28.16 µmol) in pyridine 

(2.81 mL) was added benzoyl chloride (65.4 L, 563.3 µmol) at 0 °C under Ar atmosphere. After being stirred 

for 3.5 h at rt, to the reaction solution were added N,N-dimethyl-4-aminopyridine (3.4 mg, 27.83 µmol) and 

benzoyl chloride (65.0 L, 559.5 µmol) at 0 °C. After being stirred for 3.5 h at rt and the reaction was quenched 

with sat. NaHCO3 aq. and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column chromatography (toluene/EtOAc = 30/1) 

to give 77 (173.2 mg, 75%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8.00 (dd, J = 8.3, 1.1 Hz, 2H), 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.68 (dd, J = 15.8, 7.4 

Hz, 2H), 7.59 (tt, J = 7.4, 1.1 Hz, 1H), 7.48-7.25 (m, 13H), 6.88 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 5.21 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 
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5.11 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.68-4.59 (m, 3H), 4.51 (dd, J = 11.5, 7.6 Hz, 1H), 4.40 (dd, J = 11.5, 4.6 Hz, 1H), 

4.32 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 10.3, 7.9 Hz, 1H), 3.91 (dd, J = 9.5, 3.5 Hz, 1H), 3.85 (dd, J = 7.6, 3.5 

Hz, 1H), 3.82 (d-br, J = 2.0 Hz, 1H), 2.24 (s, 3H), 0.89 (s, 9H), 0.17 (s, 3H), 0.12 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 166.23, 154.46, 143.56, 143.22, 141.32, 141.24, 138.12, 137.58, 133.13, 

132.33, 129.99, 129.81, 129.69, 129.45, 128.37, 128.32, 127.92, 127.85, 127.80, 127.69, 127.17, 127.07, 125.52, 

125.16, 120.01, 119.97, 87.26, 76.30, 75.50, 75.03, 74.74, 70.16, 64.09, 46.72, 25.58, 21.08, 17.91, -0.03, -4.15, 

-5.13. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C48H52O8SSiNa, 839.3044, found 839.3046. 

 

 

 

 

 

Compound 78 

To a suspension of donor 77 (170.8 mg, 208.9 µmol), acceptor 76 (100.1 mg, 174.1 µmol), N-iodosuccinimide 

(47.9 mg, 208.9 µmol), and MS4A powder (ca. 300 mg) in CH2Cl2 (3.50 mL) was added 

trifluoromethanesulfonic acid (6.1 µL, 69.65 µmol) at -40 °C under Ar atmosphere. After being stirred for 1 h 

at -40 °C, the reaction was quenched with sat. NaHCO3 aq. and 10% Na2S2O3 aq. and extracted with CHCl3. 

The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-

gel column chromatography (toluene/EtOAc = 50/1 to 20/1) to give 78 (167.0 mg, 76%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.96 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.78 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.60 (dd, J = 7.5, 1.1 Hz, 

2H), 7.58-7.54 (m, 1H), 7.48-7.39 (m, 4H), 7.33-7.27 (m, 6H), 7.25-7.18 (m, 8H), 7.18-7.11 (m, 3H), 5.84-5.75 

(m, 1H), 5.19 (dq, J = 17.3, 1.5 Hz, 1H), 5.12 (dt, J = 11.7, 1.3 Hz, 1H), 5.07 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 5.05-4.98 

(m, 2H), 4.95 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 4.89 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 

4.61-4.53 (m, 3H), 4.50 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.46 (dd, J = 10.5, 6.3 Hz, 1H), 4.36 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.31 (d, 

J = 12.2 Hz, 1H), 4.26-4.20 (m, 2H), 4.10-4.05 (m, 1H), 4.05-3.96 (m, 2H), 3.96-3.89 (m, 2H), 3.69 (dd, J = 

11.0, 2.9 Hz, 1H), 3.62-3.56 (m, 3H), 3.50 (dd, J = 9.7, 2.9 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 11.0, 1.6 Hz, 1H), 3.40 (t, J 

= 6.3 Hz, 1H), 0.88 (s, 9H), 0.09 (s, 3H), 0.01 (s, 3H). 
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13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 166.11, 154.33, 154.18, 143.41, 141.50, 141.38, 138.82, 138.38, 138.18, 

133.39, 133.08, 129.85, 129.67, 128.41, 128.36, 128.29, 127.94, 127.92, 127.89, 127.73, 127.67, 127.58, 127.51, 

127.45, 127.13, 127.10, 127.05, 124.84, 124.75, 120.10, 120.07, 117.83, 100.72, 96.58, 95.49, 77.71, 77.48, 

77.21, 76.88, 75.17, 74.56, 74.18, 72.99, 72.21, 70.71, 69.47, 68.33, 67.65, 62.96, 54.70, 46.83, 25.59, 17.88, -

4.23, -5.21. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C67H74Cl3NO15SiNa 1290.3756, found 1290.3781. 

 

 

 

 

 

Compound 95 

To a solution of 78 (2.083 g, 1.643 mmol) in CH2Cl2 (20.0 mL) was added triethylamine (5.0 mL) at rt under 

Ar atmosphere. After being stirred for 16 h at rt, the reaction mixture was diluted with toluene and concentrated 

in vacuo. The crude compound was azetropic-dried with toluene three times. The residue was purified by silica-

gel column chromatography (Toluene/AcOEt = 9/1 to 4/1) to give 95 (1.685 g, 98%) as a light yellow solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.89 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.51 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.38-7.29 (m, 8H), 7.29-

7.12 (m, 9H), 5.90-5.80 (m, 1H), 5.24 (dq, J = 17.2, 1.5 Hz, 1H), 5.19 (dq, J = 10.4, 1.2 Hz, 1H), 5.05 (d, J = 

11.5 Hz, 1H), 4.97 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.94 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.72-4.63 (m, 4H), 

4.57-4.52 (m, 3H), 4.33 (dd, J = 11.1, 6.1 Hz, 1H), 4.19 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.17-4.13 (m, 1H), 4.13-4.10 (m, 

1H), 4.05 (dd, J = 11.5, 3.0 Hz, 1H), 3.99-3.92 (m, 2H), 3.85-3.80 (m, 1H), 3.79-3.71 (m, 2H), 3.69 (dd, J = 

11.5, 1.7 Hz, 1H), 3.62 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.55 (dd, J = 9.5, 2.8 Hz, 1H), 3.51 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 3.18 (d, J = 

2.1 Hz, 1H), 0.94 (s, 9H), 0.13 (s, 3H), 0.11 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 175.66, 169.56, 166.05, 138.93, 137.62, 133.02, 129.82, 129.57, 128.45, 

128.34, 128.24, 127.96, 127.79, 127.75, 127.69, 127.51, 127.48, 127.07, 126.53, 126.32, 126.06, 125.84, 125.77, 

125.60, 125.56, 102.81, 98.22, 77.38, 77.35, 77.20, 76.91, 75.98, 75.34, 75.08, 74.83, 73.58, 73.21, 72.68, 72.49, 

71.14, 70.57, 68.22, 63.66, 63.41, 59.29, 51.87, 26.68, 25.90, 23.99, 18.27, -4.42, -4.47.  



103 

 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C52H64Cl3NO13SiNa 1068.3075, found 1068.3083. 

 

 

 

 

 

 

Compound 80 

To a suspension of donor 79 (1.438 g, 2.66 mmol), acceptor 95 (926.7 mg, 0.886 mmol), N-iodosuccinimide 

(717.7 mg, 3.191 mmol), and MS4A powder (ca. 2.7 g) in CH2Cl2 (17.7 mL) was added 

trifluoromethanesulfonic acid (31.2 µL, 0.354 mmol) at -40 °C under Ar atmosphere. After being stirred at -

40 °C for 20 mins, the reaction was quenched with sat. NaHCO3 aq. and 10% Na2S2O3 aq. and extracted with 

CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified 

by silica-gel column chromatography (Toluene/AcOEt = 20/1 to 10/1) to give 80 (1.139 g, 88%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8.01 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.57 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.46 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 

7.40-7.27 (m, 20H), 7.25-7.17 (m, 10H), 5.87-5.78 (m, 1H), 5.50 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.23-5.17 (m, 1H), 5.10 

(d, J = 10.6 Hz, 1H), 5.03-4.93 (m, 5H), 4.89 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.84-4.59 (m, 9H), 4.54 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 

4.48 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.41 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.37-4.18 (m, 3H), 4.14-4.04 (m, 4H), 4.00-3.83 (m, 4H), 

3.69-3.64 (m, 2H), 3.61-3.46 (m, 3H), 1.14 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.02 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 0.88 (s, 9H), 0.10 (s, 

3H), 0.05 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 176.37, 138.90, 138.65, 138.61, 138.57, 138.46, 138.10, 133.61, 133.08, 

130.00, 129.62, 129.48, 128.45, 128.42, 128.34, 128.30, 128.27, 128.24, 128.21, 128.14, 128.12, 128.03, 128.00, 

127.92, 127.67, 127.57, 127.53, 127.51, 127.47, 127.41, 127.31, 127.25, 127.13, 117.27, 100.95, 97.40, 93.96, 

80.26, 79.15, 77.59, 77.31, 77.20, 77.05, 76.24, 76.09, 74.85, 74.61, 74.59, 74.20, 74.18, 73.28, 72.98, 72.76, 

72.04, 71.93, 67.90, 66.72, 66.26, 26.09, 17.90, 16.73, 16.59, -0.02, -3.30, -4.80. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C79H92Cl3NO17SiNa, 1484.5063, found 1484.5074. 
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Compound 96 

To a solution of 80 (1.13 g, 0.773 mmol) in THF (6.25 mL) was added 70% HF·pyridine (2.50 mL) at rt under 

Ar atmosphere. After being stirred for 16 h at rt, to the reaction mixture was added 70% HF·pyridine (2.19 mL) 

at rt. After being stirred for 13.5 h, the reaction mixture was diluted with CHCl3, quenched with sat. NaHCO3 

aq., and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. 

The residue was purified by silica-gel column chromatography (Toluene/AcOEt = 20/1 to 9/1) to give 96 (894.4 

mg, 86%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.98-7.94 (m, 2H), 7.56 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.46-7.38 (m, 6H), 7.36-7.29 (m, 

13H), 7.24-7.13 (m, 13H), 5.86-5.77 (m, 1H), 5.20 (dd, J = 17.2, 1.4 Hz, 1H), 5.14 (dd, J = 10.4, 1.1 Hz, 1H), 

5.00-4.54 (m, 17H), 4.38-4.23 (m, 4H), 4.11-4.04 (m, 3H), 3.96-3.87 (m, 3H), 3.83 (dd, J = 10.6, 2.7 Hz, 1H), 

3.80-3.75 (m, 2H), 3.73-3.68 (m, 2H), 3.61-3.59 (br m, 1H), 3.57-3.47 (m, 4H), 1.02 (d, J = 6.4 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 166.03, 154.17, 138.73, 138.63, 138.49, 138.42, 137.81, 137.19, 133.47, 

133.07, 129.91, 129.67, 128.77, 128.52, 128.44, 128.41, 128.39, 128.33, 128.28, 128.25, 128.22, 128.19, 128.19, 

128.10, 127.84, 127.75, 127.69, 127.54, 127.47, 127.35, 118.05, 101.03, 100.78, 96.47, 95.53, 81.42, 79.35, 

77.40, 77.36, 77.22, 77.17, 75.43, 75.12, 74.79, 74.65, 74.61, 74.57, 73.89, 73.50, 72.96, 71.98, 70.59, 68.42, 

67.93, 67.65, 62.84, 54.32, 16.79. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C73H78Cl3NO17Na 1370.4198, found 1370.4225. 
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Compound 97 

To a solution of 96 (731.8 mg, 0.543 mmol) in THF (5.4 mL) and AcOH (5.4 mL) was added Zn-Cu complex 

(ca. 1.40 g) at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 1.5 h at rt, the reaction mixture was filtered, and 

concentrated in vacuo to give amine as a crude mixture. This crude mixture was used for next reaction.  

To a solution of crude product in pyridine (5.0 mL) were added Ac2O (5.0 mL) and N,N-dimethyl-4-

aminopyridine (6.7 mg, 54.3 µmol) at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 2.5 d at rt, the reaction 

mixture was diluted with CHCl3, quenched with 1.0 M HCl aq., and extracted with CHCl3. The organic layer 

was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column 

chromatography (Toluene/AcOEt = 7/3) to give 97 (602.0 mg, 88% in 2 steps) as a light yellow oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8.01-7.95 (m, 2H), 7.60-7.55 (m, 1H), 7.46 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 7.38-7.18 (m, 

30H), 5.86-5.76 (m, 1H), 5.28 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 5.28 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.18 (dq, J = 17.2, 1.6 Hz, 1H), 5.11 

(dq, J = 10.5, 1.2 Hz, 1H), 4.99 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.91-4.87 (m, 2H), 4.82 (dd, J = 10.1, 3.1 Hz, 2H), 4.80 

(d, J = 11.6 Hz, 2H), 4.72 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.69-4.63 (m, 4H), 4.57 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 11.6 

Hz, 1H), 4.36 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.30-4.03 (m, 8H), 3.94-3.88 (m, 2H), 3.82-3.74 (m, 2H), 3.62-3.57 (m, 2H), 

3.54-3.45 (m, 3H), 1.87 (s, 3H), 1.83 (s, 3H), 1.13 (d, J = 6.4 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 170.22, 169.71, 165.89, 138.89, 138.68, 138.55, 138.53, 137.79, 137.77, 

133.74, 133.17, 129.71, 129.66, 129.60, 129.01, 128.57, 128.46, 128.38, 128.34, 128.30, 128.21, 128.17, 128.14, 

127.85, 127.83, 127.78, 127.75, 127.62, 127.55, 127.35, 127.24, 125.27, 117.40, 100.71, 98.01, 96.50, 79.19, 

77.40, 76.54, 76.36, 75.10, 74.99, 74.68, 74.30, 73.64, 73.42, 73.34, 73.25, 72.61, 71.75, 70.79, 68.13, 67.74, 

66.77, 62.33, 51.96, 43.92, 23.32, 20.97, 16.68. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C74H81NO17Na 1278.5397, found 1278.5433. 
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Compound 98 

To a solution of 97 (602.0 mg, 0.479 mmol) in C2H4Cl2 (9.6 mL) were added methyl acrylate (431 µL, 4.79 

mmol) and Grubbs catalyst 2nd generation (4.4 mg, 5.18 µmol) at rt under Ar atmosphere. After being stirred 

for 8.5 h at 50 °C, to the reaction mixture was added Grubbs catalyst 2nd generation (8.1 mg, 9.54 µmol) at rt. 

After being stirred for 15.5 h at 50 °C, to the reaction mixture was added Grubbs catalyst 2nd generation (12.0 

mg, 14.1 µmol) at rt. After being stirred for 23 h at 50 °C, the reaction mixture were added Grubbs catalyst 2nd 

generation (12.6 mg, 14.8 µmol) and methyl acrylate (210 µL, 2.22 mmol) at rt. After being stirred for 17.5 h, 

the reaction mixture was diluted with toluene and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel 

column chromatography (Toluene/AcOEt = 5/1 to 3/2 to 1/1) to give 98 (246.4 mg, 40%) as a light brown solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8.00-7.96 (m, 2H), 7.60-7.55 (m, 1H), 7.48-7.43 (m, 2H), 7.38-7.16 (m, 30H), 

6.91 (dt, J = 15.8, 4.5 Hz, 1H), 5.97 (dt, J = 15.8, 1.9 Hz, 1H), 5.26 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.23 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 

4.99 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.94 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.89 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.84 (dd, J = 10.0, 3.2 Hz, 1H), 

4.81 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.73-4.63 (m, 5H), 4.62 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.58 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 

11.5 Hz, 1H), 4.36 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.31-4.22 (m, 3H), 4.20 (dd, J = 4.2, 1.9 Hz, 1H), 4.17-4.04 (m, 6H), 

3.88 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 3.80 (dd, J = 11.0, 3.2 Hz, 1H), 3.76 (dd, J = 10.2, 2.7 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.63 (d, 

J = 2.1 Hz, 1H), 3.61-3.47 (m, 4H), 1.87 (s, 3H), 1.83 (s, 3H), 1.16 (d, J = 6.6 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 170.22, 169.79, 166.22, 165.88, 143.33, 138.68, 138.65, 138.52, 137.75, 

137.69, 133.17, 129.69, 129.64, 128.57, 128.44, 128.37, 128.35, 128.30, 128.27, 128.24, 128.17, 128.13, 127.86, 

127.79, 127.73, 127.59, 127.53, 127.51, 127.22, 121.12, 100.83, 98.11, 96.96, 79.17, 77.84, 76.69, 76.46, 76.15, 

75.08, 74.94, 74.89, 74.28, 73.90, 73.42, 73.40, 73.33, 72.44, 71.78, 71.14, 67.65, 66.84, 65.85, 62.33, 52.06, 

51.67, 23.23, 20.97, 16.66. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C76H83NO19Na 1336.5452, found 1336.5451. 

 

 

 



107 

 

 

 

 

Compound 84 

To a solution of 98 (297.6 mg, 226.4 µmol) in tBuOH (2.83 mL), AcOH (1.13 mL), and H2O (566 µL) was 

added palladium hydroxide on activated carbon (Pd 20%, wetted with ca.50% water, 158.9 mg, 1.13 mmol) at 

rt. After being stirred for 8 h under H2 atmosphere with the pressure of 1.0 MPa, the reaction mixture was filtered 

through Hyflo Super-Cel🄬 and concentrated in vacuo to give a crude mixture. This crude mixture was used for 

next reaction.  

To a solution of crude product in THF (11.3 mL) and H2O (11.3 mL) was added LiOH·H2O (95.0 mg, 2.26 

mmol) at 0 °C under Ar atmosphere. After being stirred for 16 h at rt, the reaction mixture was quenched with 

AcOH (130 µL), concentrated in vacuo, and lyophilized with H2O. The residue was purified by gel filtration 

chromatography (MeOH) to give 84 (119.1 mg, 85% in 2 steps) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD): δ = 5.24 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.76 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 

4.21 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 3.96 (dd, J = 10.7, 3.6 Hz, 1H), 3.87-3.62 (m, 14H), 3.56 (dd, J = 7.7, 4.2 Hz, 1H), 

3.41 (dt, J = 11.8, 4.8 Hz, 1H), 2.31-2.18 (m, 2H), 2.00 (s, 3H), 1.91-1.84 (m, 2H), 1.20 (d, J = 6.6 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CD3OD): δ = 173.67, 166.29, 102.37, 101.62, 98.52, 78.60, 78.32, 77.06, 75.42, 73.55, 

72.54, 71.69, 71.00, 70.75, 70.57, 68.92, 68.14, 62.60, 61.53, 55.03, 27.61, 22.56, 16.78. 

HRMS (ESI-Q-TOF) m/z [M-H]- calcd for C24H40NO17 614.2291, found 614.2304. 
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Compound 100 

To a suspension of donor 16 (60.1 mg, 152.5 µmol), acceptor 96 (100.9 mg, 74.86 µmol), and MS4A powder 

(ca. 300 mg) in CH2Cl2 (748.6 µL, 0.05 M) and toluene (748.6 µL, 0.05 M) were added Ag2CO3 (42.1 mg, 152.7 

µmol) and AgClO4 (about 9 mg, 43.4 µmol) at 0 °C under Ar atmosphere. After being stirred for 13.5 h at rt, 

the reaction mixture was filtered, washed with sat. NaHCO3 aq., and extracted with CHCl3. The organic layer 

was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column 

chromatography (toluene/EtOAc = 15/1) to give 100 (111.7 mg, 90%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.99 (t, J = 4.2 Hz, 2H), 7.56 (tt, J = 7.4, 1.5 Hz, 1H), 7.50-7.43 (m, 4H), 7.40-

7.28 (m, 19H), 7.24-7.12 (m, 9H), 5.90-5.80 (m, 1H), 5.55 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.27-5.17 (m, 4H), 5.15-5.10 (m, 

2H), 5.06 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 5.02-4.98 (m, 2H), 4.91 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.85 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.78-4.72 

(m, 3H), 4.69-4.55 (m, 6H), 4.37 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.30 (dd, J = 11.2, 6.0 Hz, 1H), 4.26-4.15 (m, 3H), 4.12-

3.96 (m, 7H), 3.94-3.86 (m, 2H), 3.82-3.75 (m, 2H), 3.72-3.67 (m, 1H), 3.61-3.46 (m, 5H), 3.37 (t, J = 6.2 Hz, 

1H), 3.28 (dd, J = 10.9, 3.2 Hz, 1H), 2.16 (s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 1.15 (d, J = 6.6 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 170.87, 169.74, 169.59, 166.08, 154.19, 139.56, 138.74, 138.71, 138.63, 

138.56, 137.91, 133.68, 133.11, 129.92, 129.70, 129.03, 128.59, 128.50, 128.46, 128.30, 128.22, 128.11, 128.08, 

128.06, 127.90, 127.78, 127.68, 127.64, 127.44, 127.35, 127.27, 127.05, 125.30, 117.60, 100.45, 97.53, 97.47, 

96.69, 95.49, 79.95, 77.84, 77.47, 77.23, 76.38, 76.26, 75.63, 75.25, 74.86, 74.68, 74.64, 74.49, 74.38, 73.52, 

72.13, 72.02, 70.97, 69.28, 68.28, 67.78, 67.69, 66.30, 62.92, 62.31, 59.32, 54.54, 53.42, 21.45, 20.65, 20.63, 

20.46, 16.74. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C85H93Cl3N4O24Na, 1683.5108, found 1683.5104. 
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Compound 101 

To a solution of 100 (622.2 mg, 0.375 mmol) in THF (3.8 mL) and AcOH (3.8 mL) was added Zn-Cu complex 

(ca. 1.90 g) at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 3 h at rt, the reaction mixture was filtered, and 

concentrated in vacuo to give amine as a crude mixture. This crude mixture was used for next reaction.  

To a solution of crude product in pyridine (6.0 mL) was added Ac2O (6.0 mL) at rt under Ar atmosphere. After 

being stirred for 1.5 d at rt, the reaction mixture was diluted with CHCl3, quenched with 1.0 M HCl aq., and 

extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue 

was purified by silica-gel column chromatography (Toluene/AcOEt = 1/1) to give 101 (432.7 mg, 75% in 2 

steps) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.99 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.58 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.47 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 

7.42-7.27 (m, 12H), 7.25-7.15 (m, 18H), 5.89-5.79 (m, 1H), 5.58-5.45 (m, 2H), 5.32-5.17 (m, 4H), 5.13-5.03 

(m, 2H), 5.01-4.87 (m, 5H), 4.70-4.50 (m, 11H), 4.43-4.24 (m, 5H), 4.23-4.13 (m, 3H), 4.08 (dd, J = 13.2, 5.1 

Hz, 1H), 4.00 (br s, 1H), 3.94 (dd, J = 13.2, 5.7 Hz, 1H), 3.92-3.85 (m, 3H), 3.76-3.54 (m, 6H), 3.04 (brs, 1H), 

2.07 (s, 3H), 1.96 (s, 3H), 1.87 (s, 3H), 1.74 (s, 3H), 1.51 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 170.53, 170.40, 170.13, 169.94, 169.73, 165.99, 139.14, 138.86, 138.45, 

138.15, 138.03, 137.64, 133.81, 133.30, 129.66, 129.60, 128.53, 128.48, 128.34, 128.30, 128.26, 128.24, 128.18, 

127.92, 127.72, 127.68, 127.58, 127.50, 127.41, 127.18, 127.15, 126.57, 117.06, 100.82, 98.36, 96.46, 80.42, 

77.64, 76.82, 75.92, 75.50, 74.65, 73.72, 73.64, 73.47, 72.10, 71.38, 71.07, 68.59, 67.94, 67.65, 67.12, 66.79, 

62.85, 52.10, 47.06, 23.29, 22.62, 20.62, 20.60, 20.43, 16.72. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C86H98N2O24Na, 1565.6402, found 1565.6394. 
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Compound 102 

To a solution of 101 (21.0 mg, 13.6 µmol) in C2H4Cl2 (270 µL) were added methyl acrylate (12.26 µL, 136 

µmol) and Grubbs catalyst 2nd generation (2.34 mg, 2.76 µmol) at rt under Ar atmosphere. After being stirred 

for 1 h at 50 °C, the reaction mixture was added methyl acrylate (12.25 µL, 136 µmol) and Grubbs catalyst 2nd 

generation (2.33 mg, 2.74 µmol) at rt. After being stirred for 11 h at 50 °C, the reaction mixture was heated to 

80 °C. After being stirred for 31.5 h at 80 °C, the reaction mixture was diluted with toluene and concentrated in 

vacuo. The residue was purified by preparative layer chromatography (CHCl3/MeOH = 3/1) to give 102 (17.3 

mg, 79%) as a brown solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 8.02-7.97 (m, 2H), 7.61-7.56 (m, 1H), 7.47 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.41-7.16 (m, 

30H), 6.94 (dt, J = 15.8, 4.4 Hz, 1H), 6.00 (dt, J = 15.8, 2.0 Hz, 1H), 5.62 (brs, 1H), 5.47 (brs, 1H), 5.25-5.18 

(m, 3H), 5.06 (dd, J = 11.6, 3.2 Hz, 1H), 5.03-4.85 (m, 4H), 4.70-4.49 (m, 10H), 4.46-4.21 (m, 7H), 4.19-4.13 

(m, 2H), 4.10 (ddd, J = 16.1, 4.7, 2.0 Hz, 1H), 4.01 (brs, 1H), 3.93-3.85 (m, 3H,), 3.81 (s, 1H), 3.78-3.52 (m, 

7H), 3.71 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 1.95 (s, 3H), 1.86 (s, 3H), 1.75 (s, 3H), 1.51 (s, 3H), 1.26 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 170.60, 170.53, 170.19, 170.01, 169.93, 166.23, 166.04, 143.48, 139.15, 

138.68, 138.61, 138.22, 137.97, 137.63, 133.37, 129.69, 129.60, 128.59, 128.54, 128.36, 128.34, 128.29, 128.12, 

128.05, 127.78, 127.77, 127.65, 127.58, 127.57, 127.23, 127.18, 126.72, 126.63, 120.99, 100.92, 98.33, 96.84, 

80.23, 77.62, 75.86, 75.48, 75.10, 73.80, 73.72, 73.49, 72.10, 71.90, 71.72, 71.04, 68.53, 67.85, 67.65, 67.12, 

66.88, 65.68, 62.86, 52.19, 51.77, 47.08, 23.27, 22.65, 20.68, 20.66, 20.49, 16.72. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C88H100N2O26Na 1623.6457, found 1623.6506. 
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Compound 81 

To a solution of 102 (171.1 mg, 106.9 µmol) in tBuOH (1.34 mL), AcOH (535 µL), and H2O (267 µL) was 

added palladium hydroxide on activated carbon (Pd 20%, wetted with ca.50% water, 75.02 mg, 534.3 µmol) at 

rt. After being stirred for 20.5 h under H2 atmosphere with the pressure of 1.0 MPa, the reaction mixture was 

filtered through Hyflo Super-Cel🄬 and concentrated in vacuo to give a crude mixture. This crude mixture was 

used for next reaction. To a solution of crude product in THF (5.3 mL) and H2O (5.3 mL) was added LiOH·H2O 

(45.2 mg, 1.08 mmol) at 0 °C under Ar atmosphere. After being stirred for 24.5 h at rt, the reaction mixture was 

quenched with AcOH (61.1 µL), concentrated in vacuo, and lyophilized with H2O. The residue was purified by 

gel filtration chromatography (MeOH only) to give 81 (69.4 mg, 79% in 2 steps) as a white solid.  

1H NMR (500 MHz, CD3OD): δ = 5.33 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.16 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.77 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 

4.53 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.37 (dd, J = 13.0, 6.3 Hz, 1H), 4.32 (dd, J = 11.0, 3.6 Hz, 1H), 4.18 (dd, J = 6.6, 5.0 

Hz, 1H), 4.11 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 4.03-3.89 (m, 4H), 3.86-3.61 (m, 14H), 3.54 (dd, J = 7.2, 4.8 Hz, 1H), 3.42 

(dt, J = 11.6, 4.8 Hz, 1H), 2.37-2.23 (m, 2H), 2.01 (d, J = 4.2 Hz, 6H), 1.91-1.86 (m, 2H), 1.21 (d, J = 6.6 Hz, 

3H). 

13C NMR (500 MHz, CD3OD): δ = 180.16, 174.47, 173.62, 102.11, 100.28, 98.53, 93.56, 78.45, 77.93, 76.85, 

73.56, 73.47, 72.69, 72.65, 71.83, 71.17, 70.54, 70.01, 69.83, 68.70, 67.71, 64.95, 63.36, 62.54, 61.53, 55.09, 

51.27, 49.85, 34.31, 27.23, 22.76, 22.55, 16.68. 

HRMS (ESI-Q-TOF) m/z [M-H]- calcd for C32H53N2O22 817.3084, found 817.3113. 

 

 

 



112 

 

 

 

 

 

Compound 104 

To a suspension of donor 82 (26.3 mg, 47.4 µmol), acceptor 96 (20.3 mg, 15.1 µmol), N-iodosuccinimide (12.6 

mg, 56.0 µmol), and MS4A powder (ca. 63 mg) in CH2Cl2 (301.2 µL) was added trifluoromethanesulfonic acid 

(0.5 µL, 5.66 µmol) at -60 °C under Ar atmosphere. After being stirred for 30 mins at -60 °C, the reaction 

mixture was diluted with CHCl3, quenched with sat. NaHCO3 aq., and extracted with CHCl3. The organic layer 

was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative layer 

chromatography (toluene/AcOEt = 7/1) to give 104 (24.5 mg, 91%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.97-7.92 (m, 2H), 7.57-7.52 (m, 1H), 7.52-7.49 (m, 2H), 7.46-7.39 (m, 7H), 

7.38-7.26 (m, 15H), 7.23-7.06 (m, 23H), 5.87-5.78 (m, 1H), 5.63 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.39 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 

5.26 (s, 1H), 5.22-5.16 (m, 1H), 5.11-5.07 (m, 1H), 5.01-4.95 (m, 4H), 4.90 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.77-4.61 (m, 

10H), 4.57 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.49 (t, J = 10.7 Hz, 2H), 4.35-4.25 (m, 4H), 4.21-4.00 (m, 7H), 3.99-3.93 (m, 

2H), 3.93-3.87 (m, 1H), 3.85-3.75 (m, 5H), 3.67 (dd, J = 9.7, 2.6 Hz, 1H), 3.61-3.47 (m, 5H), 3.40 (d, J = 12.0 

Hz, 1H), 3.25 (t, J = 6.4 Hz, 1H), 1.17 (d, J = 6.6 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 165.84, 154.17, 139.18, 138.67, 138.63, 138.60, 138.53, 138.39, 138.10, 

137.96, 137.92, 133.64, 130.06, 129.89, 129.66, 128.54, 128.38, 128.29, 128.25, 128.19, 128.10, 128.03, 127.96, 

127.94, 127.83, 127.70, 127.64, 127.57, 127.44, 127.34, 127.25, 127.20, 126.33, 117.43, 100.77, 100.51, 97.46, 

97.23, 96.53, 95.45, 80.59, 80.23, 76.39, 76.09, 75.69, 74.97, 74.91, 74.78, 74.62, 74.26, 74.19, 74.12, 73.62, 

73.51, 72.25, 72.04, 71.33, 71.22, 69.25, 68.11, 67.96, 67.19, 66.20, 63.41, 62.70, 54.49, 33.88, 28.55, 16.70. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C100H104Cl3NO22Na, 1801.6012, found 1801.6016. 
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Compound 105 

To a solution of 104 (77.9 mg, 43.8 µmol) in THF (440 µL) and AcOH (440 µL) was added Zn-Cu complex (ca. 

80 mg) at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 4.5 h at rt, to the reaction mixture was added Zn-Cu 

complex (ca. 84 mg). After being stirred for 2.5 h at rt, the reaction mixture was filtered and concentrated in 

vacuo to give amine as a crude mixture. This crude mixture was used for next reaction.  

To a solution of crude product in pyridine (2.0 mL) was added Ac2O (2.0 mL) at rt under Ar atmosphere. After 

being stirred for 6.5 h at rt, the reaction mixture diluted with toluene and concentrated in vacuo. The reaction 

mixture was dissolved in CHCl3, washed with sat. NaHCO3 aq., and extracted with CHCl3. The organic layer 

was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column 

chromatography (toluene/AcOEt = 35/1) to give 105 (71.0 mg, 99% in 2 steps) as a light yellow oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.97-7.93 (m, 2H), 7.57-7.53 (m, 1H), 7.52-7.49 (m, 2H), 7.46-7.39 (m, 7H), 

7.38-7.25 (m, 17H), 7.24-7.06 (m, 21H), 5.87-5.77 (m, 1H), 5.64 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.40 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 

5.29-5.25 (m, 2H), 5.18 (dd, J = 17.2, 1.6 Hz, 1H), 5.08 (dd, J = 10.4, 1.6 Hz, 1H), 4.98 (t, J = 10.1 Hz, 2H), 

4.90 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 4.73-4.60 (m, 8H), 4.56 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.51 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 4.9 

Hz, 1H), 4.38-4.25 (m, 5H), 4.21 (dd, J = 11.0, 6.6 Hz, 1H), 4.17-4.10 (m, 3H), 4.09-4.00 (m, 4H), 3.97-3.91 

(m, 2H), 3.87-3.75 (m, 5H), 3.68 (dd, J = 9.7, 2.6 Hz, 1H), 3.62-3.55 (m, 3H), 3.54-3.47 (m, 1H), 3.44-3.38 (m, 

1H), 3.27 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 1.26 (s, 3H), 1.20 (d, J = 6.6 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 169.76, 165.89, 139.16, 138.96, 138.70, 138.67, 138.53, 138.40, 138.10, 

138.03, 137.97, 137.94, 133.83, 133.08, 129.66, 129.01, 128.84, 128.54, 128.52, 128.42, 128.37, 128.31, 128.23, 

128.20, 128.12, 128.08, 128.06, 127.99, 127.82, 127.71, 127.66, 127.63, 127.56, 127.33, 127.28, 127.26, 127.16, 

126.33, 117.16, 100.76, 100.59, 97.49, 97.23, 96.47, 80.59, 80.27, 77.36, 77.32, 76.40, 76.10, 75.67, 75.03, 

74.90, 74.80, 74.61, 74.56, 74.18, 74.12, 73.69, 73.67, 73.51, 72.29, 72.04, 71.33, 69.28, 69.25, 69.22, 68.05, 

68.01, 66.18, 63.41, 62.76, 52.19, 23.32, 21.43, 16.74. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C99H105NO21Na, 1667.7105, found 1667.7130. 
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Compound 106 

To a solution of 105 (20.2 mg, 12.3 µmol) in C2H4Cl2 (246 µL, 0.05 M) were added methyl acrylate (11.0 µL, 

123 µmol) and Grubbs catalyst 2nd generation (1.03 mg, 1.21 µmol) at rt under Ar atmosphere. After being 

stirred for 1.5 h at 50 °C, to the reaction mixture was added methyl acrylate (11.0 µL, 123 µmol) and Grubbs 

catalyst 2nd generation (1.12 mg, 1.32 µmol) at rt. After being stirred for 30 mins at 50 °C, the reaction mixture 

was diluted with toluene and concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative layer 

chromatography (toluene/AcOEt = 1/4) to give 106 (14.9 mg, 71%) as a light yellow solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 7.97-7.93 (m, 2H), 7.58-7.53 (m, 1H), 7.52-7.48 (m, 2H), 7.46-7.39 (m, 6H), 

7.37-7.32 (m, 7H), 7.30-7.06 (m, 32H), 6.93 (dt, J = 15.8, 4.4 Hz, 1H), 5.98 (dt, J = 15.8, 1.9 Hz, 1H), 5.62 (d, 

J = 3.9 Hz, 1H), 5.39 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 5.25 (s, 1H), 5.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.01-4.94 (m, 3H), 4.89 (d, J = 

11.9 Hz, 1H), 4.72-4.61 (m, 7H), 4.57 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.48 (t, J = 11.4 Hz, 2H), 4.34 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 

4.29 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.27 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 4.25-4.19 (m, 2H), 4.17-4.02 (m, 5H), 4.00 (dd, J = 10.2, 3.9 

Hz, 1H), 3.93 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 3.87-3.76 (m, 5H), 3.71 (s, 2H), 3.71-3.67 (m, 1H), 3.66-3.64 (m, 1H), 3.59 

(dd, J = 11.1, 1.4 Hz, 1H), 3.57-3.47 (m, 3H), 3.38 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 3.28 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 1.86 (s, 3H), 

1.56 (s, 3H), 1.26 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 169.83, 166.20, 165.88, 143.41, 139.17, 138.87, 138.76, 138.62, 138.54, 

138.38, 138.09, 137.95, 137.93, 133.09, 129.86, 129.64, 128.82, 128.53, 128.41, 128.33, 128.29, 128.22, 128.19, 

128.07, 127.97, 127.83, 127.71, 127.67, 127.63, 127.51, 127.50, 127.47, 127.42, 127.31, 127.23, 127.17, 126.31, 

120.91, 100.73, 100.69, 97.49, 97.15, 96.81, 80.51, 80.14, 78.03, 76.35, 75.97, 75.65, 75.00, 74.87, 74.84, 74.75, 

74.53, 74.18, 74.12, 73.75, 73.60, 73.51, 72.07, 72.01, 71.70, 71.31, 69.21, 67.94, 66.23, 65.71, 63.39, 62.77, 

52.29, 51.70, 23.24, 16.72. 

HRMS (ESI-Q-TOF) m/z [M+Na]+ calcd for C101H107NO23Na, 1724.7126, found 1724.7167. 
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Compound 83 

To a solution of 106 (300.7 mg, 177 µmol) in tBuOH (2.21 mL), AcOH (880 µL), and H2O (440 µL) was added 

palladium hydroxide on activated carbon (Pd 20%, wetted with ca.50% water, 124.1 mg, 884 µmol) at rt. After 

being stirred for 12 h under H2 atmosphere with the pressure of 1.0 MPa, the reaction mixture was filtered 

through Hyflo Super-Cel🄬 and concentrated in vacuo to give a crude mixture. This crude mixture was used for 

next reaction. To a solution of crude product in THF (9.0 mL) and H2O (9.0 mL) was added LiOH·H2O (74.9 

mg, 1.79 mmol) at 0 °C under Ar atmosphere. After being stirred for 16.5 h at rt, the reaction mixture was 

quenched with AcOH (100 µL), concentrated in vacuo, and lyophilized with H2O. The residue was purified by 

gel filtration chromatography (MeOH only) to give 83 (115.4 mg, 84%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD): δ = 5.32 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.16 (s, 1H), 4.76 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.54 (d, J = 

7.4 Hz, 1H), 4.35 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 4.17-4.11 (m, 2H), 4.02-3.89 (m, 4H), 3.88-3.55 (m, 16H), 3.45-3.38 (m, 

1H), 2.33-2.21 (m, 2H), 2.00 (s, 3H), 1.91-1.84 (m, 2H), 1.20 (d, J = 6.5 Hz, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CD3OD): δ = 180.79, 173.65, 102.19, 100.36, 98.59, 96.10, 79.76, 78.58, 76.68, 73.69, 

73.62, 73.12, 72.65, 71.84, 71.44, 71.33, 71.18, 70.06, 69.93, 68.88, 67.70, 65.82, 63.35, 62.67, 61.58, 55.06, 

49.90, 34.87, 27.51, 22.59, 16.70. 

HRMS (ESI-Q-TOF) m/z [M-H]- calcd for C30H50NO22, 776.2819, found 776.2836. 
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Compound 154 

O3 was bubbled into a solution of 153 (8.84 g, 20.11 mmol) in CH2Cl2 (201 mL) at -78 ºC. After being stirred 

for 40 mins, the solution became blue because of remaining O3. Then, the bubbling gas was changed from O3 

to O2 and the solution was stirred until the color was disappeared.  After stopping O2 bubbling, PPh3 (7.90 g, 

30.16 mmol) in CH2Cl2 (7.0 mL) was added to the reaction mixture. After being stirred for 2 h, the reaction 

mixture was concentrated in vacuo and roughly purified with silica gel column chromatography (CHCl3/MeOH 

= 30/1) to give aldehyde as a crude mixture. This crude mixture was used for next reaction.  

To a solution of obtained crude product in tBuOH (161 mL) and H2O (40 mL) were added 2-Methyl-2-butene 

(10.7 mL, 100.6 mmol), NaH2PO4·2H2O (3.14 g, 20.1 mmol), and NaClO2 (5.46 g, 60.3 mmol) at rt under Ar 

atmosphere. After being stirred for 14 h at rt, the reaction mixture was quenched with 1 M HCl aq. and extracted 

with CH2Cl2. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo to give carboxylic 

acid as a crude mixture. This crude mixture was used for next reaction. 

To a solution of obtained crude product in DMF (101 mL) were added K2CO3 (5.60 g, 40.2 mmol), MeI (2.50 

mL, 40.2 mmol), at 0 ºC under Ar atmosphere. After being stirred for 1.5 h at rt, the reaction mixture was 

quenched with H2O and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by recrystalization with CHCl3 and Hexane to give 154 (7.76 

g, 16.5 mmol, 82% in 3 steps) as a yellow solid. 

1HNMR, 13CNMR, and HRMS were identical to the previous report1. 

 

 

 

 

 

 



117 

 

 

 

Compound 155 

To a solution of 154 (1.00 g, 2.12 mmol) in CH2ClCH2Cl (21.3 mL) were added i-Pr2NEt (3.70 L, 21.2 mmol) 

and AcCl (1.51 mL, 21.2 mmol) at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 1 h at 80 ºC, the reaction 

mixture was quenched with sat. NaHCO3 aq. and extracted with CH2Cl2. The organic layer was dried over 

Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column chromatography 

(toluene/AcOEt = 5/1) to give 155 (1.02 g, 93%) as a yellow oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.51-7.46 (m, 2H), 7.42-7.36 (m, 3H), 7.31-7.26 (m, 2H), 7.26-7.21 (m, 3H), 

5.59 (s, 1H), 4.98 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 4.92 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 4.78 (dd, J = 11.1, 8.6 Hz, 1H), 4.70 (d, J = 

11.3 Hz, 1H), 4.61 (dd, J = 11.1, 3.8 Hz, 1H), 4.28 (dd, J = 10.3, 5.0 Hz, 1H), 4.17 (s, 2H), 3.99 (td, J = 9.9, 5.0 

Hz, 1H), 3.81-3.74 (m, 2H), 3.73 (s, 3H), 2.34 (s, 6H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 175.5, 169.6, 138.6, 137.4, 129.1, 128.4, 127.9, 127.7, 126.2, 101.3, 98.8, 

83.8, 75.1, 74.0, 68.8, 64.0, 63.4, 58.8, 52.0, 26.8. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C27H31NO9Na, 536.1891, found 536.1904. 

 

 

 

 

 

Compound 146 

To a solution of 155 (381.7 mg, 0.743 mmol) in CH2Cl2 (4.43 mL) and Et3SiH (1.18 mL, 7.43 mmol, dried over 

MS4A and passed through neutral alumina column before using.) was added BF3·Et2O (560 L, 4.46 mmol) in 

CH2Cl2 (3.0 mL) at -20 ºC under Ar atmosphere. After being stirred for 2 h under 0 ºC, the reaction mixture was 

added BF3·Et2O (280 L, 2.23 mmol)  at -20 ºC. After being stirred for 3 h at 0 ºC, the reaction mixture was 

quenched with sat. NaHCO3 aq. at 0 ºC and extracted with CH2Cl2. The organic layer was dried over Na2SO4, 
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filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column chromatography 

(toluene/acetone = 7/1) to give 146 (247.3 mg, 66%) as a yellow oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.38-7.27 (m, 10H), 5.01 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.79 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.74 

(d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.62 (t, J = 9.7 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.36 (dd, J 

= 11.0, 3.6 Hz, 1H), 4.18 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 4.14 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 3.83 (dt, J = 9.6, 4.2 Hz, 1H), 3.74-

3.66 (m, 3H), 3.72 (s, 3H), 2.42 (br-d, J = 3.0 Hz, 1H), 2.36 (s, 6H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 175.83, 169.63, 138.72, 137.72, 128.52, 128.46, 127.83, 127.78, 127.71, 98.14, 

78.38, 73.68, 73.28, 73.03, 70.86, 69.52, 63.35, 59.08, 51.87, 26.66. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C27H33NO9Na, 538.2048, found 538.2055. 

 

 

 

 

 

Compound 145 

To a solution of 154 in CH2Cl2 (1.06 mL) and Et3SiH (101.4 µL, 0.636 mmol, dried over MS4A and passed 

through neutral alumina column before using.) was added BF3·Et2O (79.9 L, 0.636 mmol) in CH2Cl2 (1.06 

mL) at -20 ºC under Ar atmosphere. After being stirred for 1 h at -10 ºC, the reaction mixture was heated to 0 

ºC. After being stirred for 3.5 h at 0 ºC, the reaction mixture was heated to rt. After being stirred for 1.5 h under 

rt, the reaction mixture was quenched with sat. NaHCO3 aq. and extracted with CH2Cl2. The organic layer was 

dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column 

chromatography (toluene/AcOEt = 7/1) to give 145 (76.3 mg, 76%) as a colorless oil. 

1H NMR, 13C NMR, and HRMS were identical to the previous report1. 
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Compound 144 

To a solution of 93 (302.8 mg, 0.425 mmol) in CH2Cl2 (3.52 mL) were added trifluoroacetic acid (352 µL) and 

H2O (352 µL) at 0 ºC under Ar atmosphere. After being stirred for 1 h at 50 ºC, the reaction mixture was 

quenched with sat. NaHCO3 aq. and extracted with CH2Cl2. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, 

and concentrated in vacuo. The residue was roughly purified by silica-gel column chromatography 

(toluene/EtOAc = 4/1) to give diol as a crude mixture. This crude mixture was used for next reaction. 

To a solution of crude product in pyridine (1.7 mL) were added N,N-dimethyl-4-aminopyridine (4.5 mg, 0.0351 

mmol) and acetic anhydride (1.7 mL) at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 20 mins at rt, the reaction 

mixture was quenched with 1.0 M HCl aq. and extracted with CH2Cl2.  The organic layer was dried over 

Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column chromatography 

(toluene/EtOAc = 13/1) to give 144 (219.2 mg, 73% in 2 steps) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.78 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.70-7.65 (m, 2H), 7.44-7.39 (m, 4H), 7.34-7.29 (m, 

2H), 7.12-7.08 (m, 2H), 5.30-5.28 (m, 1H), 4.96 (dd, J = 10.0, 9.3 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 4.63 (dd, 

J = 9.6, 6.0 Hz, 1H), 4.34-4.25 (m, 2H), 4.14 (m, 2H), 3.89-3.83 (m, 2H), 2.34 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.06 (s, 

3H), 0.79 (s, 9H), 0.08 (s, 3H), 0.05 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 170.52, 170.12, 154.42, 143.43, 143.21, 141.33, 141.27, 138.17, 132.87, 129.57, 

129.43, 127.90, 127.86, 127.18, 127.11, 125.43, 125.13, 120.06, 120.02, 87.20, 77.21, 74.81, 74.63, 72.19, 

70.25, 69.86, 62.41, 46.72, 25.32, 21.13, 20.70, 20.68, 17.75, -4.88, -5.23. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C38H46O9SSiNa, 729.2524, found 729.2509. 
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Compound 147 

To a suspension of donor 144, acceptor 145, N-iodosuccinimide (13.7 mg, 60.9 µmol), and MS4A powder (ca. 

50 mg) in CH2Cl2 (1.00 mL) was added trifluoromethanesulfonic acid (1.8 µL, 20.1 µmol) at -20 ºC under Ar 

atmosphere. After being stirred for 2 h at -20 ºC, the reaction mixture was heated to 0 ºC. After being stirred for 

1.5 h at 0 ºC, the reaction mixture was quenched with sat. NaHCO3 aq. and 10% Na2S2O3 aq. and extracted with 

CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified 

by preparative layer chromatography (toluene/acetone = 1/1) to give the mixture of 147 and accepter 145 as a 

light yellow oil. Yield was estimated by NMR (NMR yield : 24%). 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.79 (dd, J = 7.6, 4.1 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.47-7.40 (m, 2H), 

7.37-7.22 (m, 12H), 5.76-5.73 (m, 1H), 5.08 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.81 (d, J = 3.7 Hz, 

1H), 4.74 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 4.64 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.58-4.53 (m, 2H), 4.46 (dd, J = 11.0, 6.5 Hz, 1H), 4.35 

(d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 4.26-4.20 (m, 3H), 4.12 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 4.08 (d, J = 16.6 

Hz, 1H), 4.00 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 3.92 (dd, J = 11.5, 6.8 Hz, 1H), 3.72-3.57 (m, 7H), 3.48-3.41 (m, 2H), 2.06 

(s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.87 (s, 3H), 0.79 (s, 9H), 0.03 (s, 3H), -0.04 (s, 3H). 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C56H69NO17SiNa, 1078.4227, found 1078.4221. 

 

 

 

 

 

Compound 148 

To a suspension of donor 144 (25.9 mg, 36.65 µmol), acceptor 146 (15.8 mg, 30.5 µmol), N-iodosuccinimide 

(8.25 mg, 36.65 µmol), and MS4A powder (ca. 32 mg) in CH2Cl2 (610 µL) was added trifluoromethanesulfonic 

acid (1.1 µL, 12.21 µmol) at -20 ºC under Ar atmosphere. After being stirred for 20 mins at -20 ºC, the reaction 
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mixture was quenched with sat. NaHCO3 aq. and 10% Na2S2O3 aq. and extracted with CHCl3. The organic layer 

was dried over Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative layer 

chromatography (hexane/EtOAc = 1/1) to give 148 (25.4 mg, 76%) as a colorless oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.79 (dd, J = 7.6, 2.6 Hz, 2H), 7.62 (dd, J = 7.3, 2.6 Hz, 2H), 7.43 (t, J = 7.3 

Hz, 2H), 7.36-7.19 (m, 12H), 5.06 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.01 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.98 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 4.74 

(dd, J = 9.4, 8.1 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 4.63-4.56 (m,  3H), 4.48 (dd, J = 10.3, 6.2 Hz, 1H), 4.41 

(dd, J = 11.3, 3.7 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 12.1 Hz, 1H), 4.24 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 4.16 (d, 

J = 16.5 Hz, 1H), 4.11 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 3.96 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 3.88 (dd, J = 11.3, 6.6 Hz, 1H), 3.76-3.69 

(m, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.44-3.36 (m, 3H), 2.30 (s, 6H), 2.03 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 0.77 (s, 9H), 0.02 (s, 3H), -

0.06 (s, 3H). 

13C NMR (500MHz, CDCl3): δ = 175.49, 170.33, 169.95, 169.45, 154.12, 143.45, 143.40, 141.53, 141.38, 

139.18, 137.90, 128.47, 127.93, 127.89, 127.85, 127.78, 127.34, 127.14, 127.12, 127.02, 124.82, 124.79, 120.07, 

120.05, 100.08, 98.24, 77.90, 77.20, 76.61, 76.04, 73.22, 71.11, 70.91, 70.64, 69.45, 69.22, 67.39, 63.85, 61.46, 

59.06, 51.84, 46.81, 26.72, 25.30, 20.62, 17.67, -4.93, -5.32. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C58H71NO18SiNa, 1120.4333, found 1120.4320. 

 

 

 

 

 

Compound 156 

To a solution of crude product of 147 (12.6 mg, 11.9 µmol, calculated from NMR yield, including 1) in CH2Cl2 

(800 µL) was added triethylamine (200 µL) at rt under Ar atmosphere. After being stirred for 14.5 h at rt, the 

reaction mixture was diluted with toluene and concentrated in vacuo. The crude compound was azetropic-dried 

with toluene three times, and dried under reduced pressure. The residue was purified by preparative layer 

chromatography (toluene/acetone = 1/1) to give 156 (9.3 mg, 94%) as a light yellow oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.37-7.25 (m, 10H), 5.84 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 4.89 
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(d, J = 11.8 Hz, 1H), 4.79 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.72 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 4.62-4.60 

(m, 1H), 4.54 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 4.31-4.26 (m, 1H), 4.16 (s, 2H), 4.13 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 4.07 (dd, J = 11.6, 

3.3 Hz, 1H), 4.02 (dd, J = 11.4, 6.2 Hz, 1H), 3.91-3.86 (m, 2H), 3.79-3.73 (m, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.68 (dd, J = 

11.6, 1.7 Hz, 1H), 3.57 (t, 6.9 Hz, 1H), 3.53-3.51 (m, 2H), 2.05 (s, 3H), 1.91 (s, 3H), 1.86 (s, 3H), 0.85 (s, 9H), 

0.06 (s, 3H), 0.05 (s, 3H).  

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C41H59NO15SiNa, 856.3546, found 856.3509. 

 

 

 

 

 

Compound 157 

To a solution of 148 (23.7 mg, 21.58 µmol) in dried CH2Cl2 (345.3 µL) was added triethylamine (86.3 µL) at 0 

ºC under Ar atmosphere. After being stirred for 3 h at rt, the solution was added dried CH2Cl2 (1.60 mL) and 

triethylamine (400 µL) at rt. After being stirred for 13.5 h at rt, the reaction mixture was diluted with toluene 

and concentrated in vacuo. The crude compound was azetropic-dried with toluene three times, and dried under 

reduced pressure. The residue was purified by preparative layer chromatography (toluene/acetone = 5/1) to give 

157 (17.8 mg, 94%) as a colorless oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.37 (d, J = 4.4 Hz, 4H), 7.34-7.19 (m, 6H), 5.10 (dd, J = 3.6, 0.9 Hz, 1H), 

5.00 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 4.98 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 4.79-4.74 (m, 1H), 4.73 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.68 (d, J = 

11.0 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.41 (dd, J = 11.0, 3.9 Hz, 1H), 4.21-4.13 (m, 

3H), 4.06 (dd, J = 11.4, 2.8 Hz, 1H), 3.99 (dd, J = 11.4, 6.4 Hz, 1H), 3.93 (dt, J = 10.0, 2.1 Hz, 1H), 3.82 (dd, J 

= 11.4, 6.7 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.67 (dd, J = 11.4, 1.7 Hz, 1H), 3.57-3.45 (m, 3H), 2.31 (s, 6H), 2.03 (s, 3H), 

1.94 (s, 3H), 0.86 (s, 9H), 0.09 (s, 3H), 0.07 (s, 3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 175.65, 170.39, 169.99, 169.53, 138.98, 137.48, 128.51, 128.11, 127.97, 127.94, 

127.31, 102.65, 98.27, 77.59, 77.31, 77.18, 73.80, 73.03, 72.94, 72.73, 71.04, 71.01, 69.41, 68.23, 63.67, 61.97, 

59.31, 51.90, 26.71, 25.58, 20.63, 18.07, -4.71, -5.01. 
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HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C43H61NO16SiNa, 898.3652, found 898.3693. 

 

 

 

 

 

 

Compound 149 

To a suspension of donor 79, acceptor 156, N-iodosuccinimide (7.9 mg, 35.11 µmol), and MS4A powder (ca. 

20 mg) in CH2Cl2 (223 µL) were added trifluoromethanesulfonic acid (0.3 µL, 3.35 µmol) at -30 ºC under Ar 

atmosphere. After being stirred at -30 ºC for 40 min, the solution was heated to -10 ºC. After being stirred at -

10 ºC for 30 min, donor 30 (18.7 mg, 34.6 µmol) was added to the solution. After being stirred for 1.5 h, the 

solution was heated to rt. After being stirred at rt for 15.5 h, the reaction mixture was quenched with sat. NaHCO3 

aq. and 10% Na2S2O3 aq. and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative layer chromatography (toluene/acetone = 2/1) 

to give 149 (6.3 mg, 45%) as a light yellow oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ: 7.41-7.19 (m, 25H), 5.59 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.47 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.02-

4.96 (m, 3H), 4.92 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.88 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.75-4.68 (m, 5H), 4.63 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 

4.56 (d, J = 11.6 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 12.3 Hz, 1H), 4.38-4.33 (m, 1H), 4.24 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.23-4.05 (m, 

5H), 3.98-3.80 (m, 6H), 3.67 (s, 3H), 3.59-3.51 (m, 2H), 3.46 (dd, J = 10.8, 1.5 Hz, 1H), 3.42-3.37 (m, 1H), 

2.01 (s, 3H), 1.97 (s, 3H), 1.89 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 0.80 (s, 9H), 0.06 (s, 3H), 0.01 (s, 3H). 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+H]+ calcd for C68H87NO19SiNa 1250.5714, found 1250.5686. 
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Compound 150 

To a suspension of donor 79, acceptor 157, N-iodosuccinimide (36.5 mg, 162.2 µmol), and MS4A powder (ca. 

100 mg) in CH2Cl2 (1.06 mL) was added and trifluoromethanesulfonic acid (1.41 µL, 16.0 µmol) at -30 ºC 

under Ar atmosphere. After being stirred at -30 ºC for 20 min, the reaction mixture was quenched with sat. 

NaHCO3 aq. and 10% Na2S2O3 aq. and extracted with CHCl3. The organic layer was dried over Na2SO4, filtered, 

and concentrated in vacuo. The residue was purified by silica-gel column chromatography (toluene/acetone = 

5/1) to give 150 (57.2 mg, 83%) as a light yellow oil. 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ = 7.42-7.19 (m, 25H), 5.46 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 5.01-

4.97 (m, 3H), 4.94 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 4.74-4.68 (m,4H), 4.64 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.53 (dt, J = 10.6, 5.0 Hz, 

2H), 4.42-4.35 (m, 3H), 4.26 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.18 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 4.14-4.06 (m, 3H), 3.99-3.93 (m, 

2H), 3.89-3.78 (m, 5H), 3.66 (s, 3H), 3.53 (dd, J = 9.3, 3.4 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 10.8, 1.5 Hz, 1H), 3.35 (t, J = 

6.6 Hz, 1H), 2.29 (s, 6H), 2.00 (s, 3H), 1.92 (s, 3H), 1.28 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.79 (s, 9H), 0.06 (s, 3H), 0.01 (s, 

3H). 

13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 175.49, 170.41, 170.16, 169.66, 139.02, 138.97, 138.80, 138.65, 137.90, 128.59, 

128.36, 128.22, 128.14, 127.99, 127.97, 127.92, 127.79, 127.68, 127.57, 127.50, 127.31, 127.19, 127.15, 100.52, 

98.74, 97.43, 79.99, 77.51, 76.27, 76.04, 75.91, 74.97, 74.26, 73.74, 73.52, 73.42, 73.32, 71.73, 71.27, 70.59, 

70.33, 67.77, 66.53, 64.49, 61.95, 59.15, 51.81, 26.66, 25.75, 20.69, 20.65, 17.57, 16.70, -4.07, -4.57. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C70H89NO20SiNa 1314.5639, found 1314.5661. 
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Compound S1 

To a solution of 150 (4.6 mg, 3.559 µmol) in DMF (500 µL) was added tris(dimethylamino) sulfonium 

difluorotrimethylsilicate (27.9 mg, 101.3 µmol) in DMF (500 µL) under rt under Ar atmosphere. After being 

stirred for 30 min at rt, the reaction mixture was quenched with sat. NaHCO3 aq. The organic layer was washed 

with sat. NaHCO3 aq., dried over Na2SO4, filtered, concentrated in vacuo. Purified with PLC (toluene/acetone 

= 4/1) to give a crude compound. 

To a solution of crude compound in THF (330 µL) and MeOH (110 µL) were added LiOH·H2O (0.93 mg, 22.05 

µmol) in H2O (20 µL) at 0 ℃ under Ar atmosphere. After being stirred for 1 h at 0 ℃, the reaction mixture was 

quenched with DOWEXTM, filtered, and concentrated in vacuo. Purified with PLC (CHCl3/MeOH = 1/1) to give 

carboxylic acid S1 (4.1 mg, 90%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : 7.40-7.07 (m, 25H), 5.34 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.98 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 4.82 

(dd, J = 11.3, 7.2 Hz, 2H), 4.66-4.60 (m, 4H), 4.54 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 4.49 (d, J = 12.2 Hz, 1H), 4.44 (d, J = 

10.5 Hz, 1H), 4.36 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.26 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 4.14 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 4.02 (dd, J = 10.7, 

3.7 Hz, 1H), 3.97 (d, J = 14.9 Hz, 1H), 3.93-3.85 (m, 2H), 3.74-3.61 (m, 8H), 3.56-3.52 (m, 1H), 3.47 (dd, J = 

9.7, 3.5 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 12.1, 3.5 Hz, 1H), 3.37 (dd, J = 10.9, 1.3 Hz, 1H), 3.25 (s, 1H), 1.88 (s, 3H), 1.11 

(d, J = 6.6 Hz, 3H). 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C57H67NO17Na 1060.4307, found 1060.4285. 
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Compound 151 

To a solution of S1 in MeOH (800 µL) was added palladium hydroxide on activated carbon (Pd 20%, wetted 

with ca.50% water, 46.3 mg, 65.95 µmol) in MeOH (300 µL) at rt. After being stirred  for 1 h under H2 

atmosphere with the pressure of 1.0 MPa, the reaction mixture was filtered through Hyflo Super-Cel🄬 and 

concentrated in vacuo to give 151 (2.3 mg, quant.) as a colorless oil. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 5.25 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.76 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.53 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 

4.22 (dd, J = 13.2, 6.5 Hz, 1H), 4.11-4.04 (m, 2H), 3.93-3.73 (m, 10H), 3.72-3.56 (m, 4H), 2.04 (s, 3H), 1.22 

(d, J = 6.5 Hz, 4H). 

13C NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 177.00, 173.63, 102.38, 101.74, 98.87, 78.84, 77.96, 77.14, 75.40, 73.56, 

72.71, 71.81, 71.70, 70.84, 70.61, 68.25, 67.97, 62.70, 61.41, 54.60, 22.79, 16.69. 

HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+Na]+ calcd for C22H37NO17Na, 610.1954, found 610.1947. 

 

 

 

 

 

 

 

Compound 164 

To a solution of compound 83 (5.6 mg, 7.20 µmol) in anhydrous DMF (145 µL) were added TSTU (3.5 mg, 

11.6 µmol) and DIPEA (3.8 μL, 21.8 µmol) at rt. After being stirred for 2 h under Ar atmosphere, 3-Azido-1-
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propanamine 161 (0.78 µL, 7.95 µmol) was treated to the stirring mixture. After being stirred for 1 h at rt under 

Ar atmosphere, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in MeOH and 

purified by using ether precipitation to give 164 (6.19 mg, quant.) as a light yellow solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 5.31 (1H, d, J = 4.0 Hz), 5.15 (1H, d, J = 3.7 Hz), 4.78 (1H, d, J = 3.6 Hz), 

4.52 (1H, d, J = 7.3 Hz), 4.36-4.30 (1H, m), 4.16-4.10 (2H, m), 4.02-3.54 (22H, m), 3.51-3.38 (1H, m), 3.35 

(1H, t, J = 6.7 Hz), 3.25 (1H, td, J = 6.8, 2.1 Hz), 2.27 (2H, t, J = 7.6 Hz), 1.99 (3H, s), 1.94-1.82 (2H, m), 1.78-

1.73 (2H, m), 1.18 (3H, d, J = 6.6 Hz). 

13C NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 175.69, 173.53, 102.21, 100.39, 98.53, 96.12, 79.74, 78.77, 76.60, 73.91, 

73.66, 73.13, 72.75, 71.83, 71.35, 71.25, 71.00, 69.97, 69.92, 68.45, 67.58, 65.75, 63.31, 62.57, 61.68, 55.00, 

50.12, 37.80, 33.84, 29.74, 27.18, 22.53, 16.68. 

HRMS (ESI-Q-TOF) m/z [M+Na]+ calcd for C33H57N5O21Na, 882.3438, found 882.3464. 

 

 

 

 

 

 

Compound 165 

To a solution of compound 83 (9.6 mg, 12.3 µmol) in anhydrous DMF (248 µL) were added TSTU (6.0 mg, 

19.9 µmol) and DIPEA (6.5 μL, 37.3 µmol) at rt. After being stirred for 2 h under Ar atmosphere, 3-Azido-

PEG11-Amine 162 (8.2 mg, 14.4 µmol) was treated to the stirring mixture. After being stirred for 1 h at rt under 

Ar atmosphere, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in MeOH and 

purified by using ether precipitation to give 165 (16.4 mg, quant.) as a light yellow solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 5.31 (1H, d, J = 4.0 Hz), 5.15 (1H, d, J = 3.7 Hz), 4.78 (1H, d, J = 3.4 Hz), 

4.52 (1H, d, J = 7.2 Hz), 4.38-4.28 (1H, br m), 4.17-4.09 (2H, m), 4.02-3.92 (3H, m), 3.91-3.88 (1H, m), 3.87-

3.56 (47H, m), 3.54 (2H, t, J = 5.5 Hz), 3.46-3.33 (6H, m), 3.21 (1H, q, J = 7.4 Hz), 2.64 (3H, s), 2.28 (1H, t, J 
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= 7.4 Hz), 1.99 (3H, s), 1.93-1.81 (2H, m), 1.36 (3H, s), 1.35 (1H, d, J = 14.6 Hz), 1.35 (3H, s), 1.18 (3H, d, J 

= 6.6 Hz). 

13C NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 175.64, 173.51, 102.23, 100.40, 98.56, 96.14, 79.78, 78.78, 76.62, 73.90, 

73.66, 73.14, 72.76, 71.83, 71.64, 71.56, 71.36, 71.26, 71.15, 71.03, 70.59, 69.99, 69.93, 68.44, 67.59, 65.76, 

63.32, 62.59, 55.71, 55.01, 51.80, 49.63, 49.46, 49.29, 49.11, 48.94, 43.72, 40.42, 33.81, 27.20, 22.57, 16.73, 

13.25. 

HRMS (ESI-Q-TOF) m/z [M+Na]+ calcd for C54H99N5O32Na, 1352.6165, found 1352.6199. 

 

 

 

 

 

 

Compound 166 

To a solution of compound 83 (8.4 mg, 10.8 µmol) in anhydrous DMF (216 µL) were added TSTU (4.9 mg, 

16.3 µmol) and DIPEA (5.64 μL, 32.4 µmol) at rt. After being stirred for 2 h under Ar atmosphere, 3-Azido-

PEG35-Amine 163 (19.5 mg, 12.0 µmol) was treated to the stirring mixture. After being stirred for 1 h at rt 

under Ar atmosphere, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was dissolved in MeOH and 

purified by using ether precipitation to give 166 (22.8 mg, 88%) as a white solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 5.32 (1H, d, J = 4.0 Hz), 5.15 (1H, d, J = 3.7 Hz), 4.78 (1H, d, J = 3.4 Hz), 

4.56-4.50 (1H, m), 4.33 (1H, dd, J = 12.2, 5.8 Hz), 4.17-4.11 (2H, m), 4.03-3.51 (152H, m), 3.49 (1H, t, J = 4.7 

Hz), 3.45-3.33 (5H, m), 3.23 (1H, q, J = 7.4 Hz), 2.67 (3H, s), 2.29 (2H, t, J = 7.5 Hz), 2.00 (3H, s), 1.93-1.84 

(2H, m), 1.37 (5H, d, J = 6.6 Hz), 1.18 (3H, d, J = 6.4 Hz). 

13C NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 175.61, 173.49, 138.68, 135.60, 132.95, 98.56, 96.21, 89.31, 89.02, 84.45, 

83.17, 79.86, 78.84, 78.24, 76.61, 73.63, 73.15, 72.76, 71.83, 71.65, 71.58, 71.37, 71.27, 71.14, 70.59, 70.53, 

69.99, 69.95, 68.46, 65.80, 63.32, 62.57, 55.87, 55.03, 51.81, 49.46, 49.29, 49.11, 46.67, 43.79, 43.71, 40.42, 

33.81, 27.19, 26.28, 22.59, 16.73, 13.15. 
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HRMS (ESI-LTQ-Orbitrap) m/z [M+3Na]3+ calcd for C102H195N5O56Na, 2386.2565, found 2386.2492. 

 

 

 

 

Compound 158 

To a solution of dendrimer core 167 (1.01 mg, 0.128 μmol) in anhydrous DMF (12.8 μL) were added DIPEA 

(6.40 μL, 5.63 μmol in DMF), azide 164 (2.64 mg, 3.07 μmol in DMF, 12.8 μL), CuSO4 (0.33 mg, 2.05 μmol 

in distilled water, 3.20 μL), and Na-L-ascorbate (1.22 mg, 6.14 μmol in water, 3.20 μL) at rt. After being shaken 

at rt for 36 h. The reaction was quenched with DOTA (2.4 mg, 5.93 μmol). After adding water (300 μL), the 

suspension was centrifuged using 3K Da Amicon Ultra (0.5 mL) under 140,000 g for 10 mins. To the supernatant 

was then added water (350 μL). The step of centrifugation and water addition was repeated for 6 times to remove 

copper ion. The residue was purified by RP-HPLC on a Nacalai Tesque 5C18-AR-300 column (4.6 × 250 mm) 

at a flow rate of 1 mL/min, eluted by 0.1% TFA in water (Solvent A) and CH3CN (Solvent B) with linear gradient 

from 2% to 50% of B over 60 mins to give 158 (2.0 mg, 72%) as a light brown solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 8.92 (16H, br s), 7.86 (16H, br s), 7.37 (99H, br s), 5.50-5.26 (42H, m), 

5.18-5.17 (16H, m), 4.89 (16H, s), 4.82 (16H, s), 4.78 (16H, br s), 4.53 (16H, br s), 4.39 (16H, s), 4.33 (16H, 

s), 4.26-4.10 (35H, m), 4.08-3.55 (103H, m), 3.48 (10H, s), 3.45-3.43 (5H, m), 3.42-3.41 (5H, m), 3.38 (10H, 

s), 3.34 (201H, s), 3.25-3.09 (39H, m), 2.37-2.24 (31H, m), 2.12-1.82 (100H, m), 1.70-1.10 (259H, m), 0.99-

0.82 (71H, m) 

13C NMR (700 MHz, D2O) : δ = 176.78, 176.72, 176.70, 176.67, 174.86, 174.82, 174.80, 173.05, 172.65, 143.51, 

143.46, 143.44, 130.45, 129.83, 129.80, 129.76, 129.72, 129.69, 129.67, 129.64, 129.58, 129.57, 129.55, 129.48, 

129.20, 129.12, 129.08, 129.03, 128.96, 128.93, 128.59, 128.55, 128.52, 128.45, 128.39, 128.33, 124.85, 124.81, 

124.78, 124.63, 100.81, 99.71, 99.61, 99.55, 97.33, 96.83, 93.77, 77.13, 77.10, 77.07, 77.04, 76.99, 76.89, 76.78, 

76.39, 75.63, 73.52, 72.53, 71.84, 71.76, 71.71, 71.69, 70.76, 70.41, 70.33, 70.30, 70.28, 70.19, 69.99, 68.78, 
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68.73, 68.39, 67.80, 67.74, 67.40, 64.21, 64.16, 61.99, 61.94, 61.85, 60.75, 54.37, 54.35, 54.28, 54.26, 54.14, 

54.09, 54.02, 53.98, 53.91, 50.00, 48.58, 48.53, 48.49, 48.47, 48.45, 39.74, 39.51, 39.41, 36.98, 36.93, 36.89, 

36.82, 33.37, 33.28, 26.25, 26.25, 22.61, 22.54, 22.48, 22.46, 16.08. 

 

 

 

 

Compound 159 

To a solution of dendrimer core 167 (3.02 mg, 0.382 μmol) in anhydrous DMF (16.0 μL) were added DIPEA 

(7.99 μL, 7.03 μmol in DMF), azide 164 (5.10 mg, 3.84 μmol in DMF, 16.0 μL), CuSO4 (0.41 mg, 2.56 μmol 

in distilled water, 4.00 μL), and Na-L-ascorbate (1.52 mg, 7.67 μmol in water, 4.00 μL) at rt. After being shaken 

at rt for 36 h. The reaction was quenched with DOTA (3.27 mg, 8.09 μmol). After adding water (300 μL), the 

suspension was centrifuged using 3K Da Amicon Ultra (0.5 mL) under 140,000 g for 10 mins. To the supernatant 

was then added water (350 μL). The step of centrifugation and water addition was repeated for 6 times to remove 

copper ion. The residue was purified by RP-HPLC on a Nacalai Tesque 5C18-AR-300 column (10 × 250 mm) 

at a flow rate of 4 mL/min, eluted by 0.1% TFA in water (Solvent A) and CH3CN (Solvent B) with linear gradient 

from 2% to 50% of B over 60 mins to give 159 (4.31 mg, 39%) as a light brown solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 8.94 (16H, br s), 7.88 (16H, br s), 7.37 (120H, br s), 5.40 (21H, br s), 5.32 

(16H, br s), 5.17 (16H, br s), 4.66 (8H, br s), 4.53 (56H, br s), 4.33 (16H, d, J = 6.7 Hz), 4.14 (24H, br s), 4.01-

3.47 (961H, br m), 3.45-3.32 (322H, m), 2.29 (31H, t, J = 7.7 Hz), 2.01-1.84 (71H, m), 1.40-1.26 (70H, m), 

1.18 (48H, d, J = 6.3 Hz), 0.90 (14H, t, J = 6.7 Hz). 

13C NMR (700 MHz, D2O) : δ = 176.23, 174.22, 163.29, 163.09, 162.89, 162.69, 130.01, 129.94, 129.90, 129.87, 

129.85, 29.80, 128.99, 128.97, 128.93, 125.40, 125.38, 117.94, 116.29, 114.63, 100.88, 99.68, 97.46, 97.42, 

93.83, 77.21, 76.95, 75.70, 73.58, 72.64, 72.60, 71.93, 71.82, 70.83, 70.52, 70.18, 70.06, 70.01, 69.64, 68.85, 

68.53, 68.46, 67.92, 67.51, 64.27, 62.06, 61.92, 61.14, 60.82, 54.23, 54.19, 50.93, 50.72, 39.83, 39.81, 39.78, 
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39.69, 33.43, 30.57, 26.33, 23.24, 22.69, 22.52, 22.49, 20.53, 16.15. 

 

 

 

 

Compound 160 

To a solution of dendrimer core 167 (2.00 mg, 0.253 μmol) in anhydrous DMF (25.3 μL) were added DIPEA 

(12.7 μL, 11.1 μmol in DMF), azide 166 (14.5 mg, 6.08 μmol in DMF, 25.3 μL), CuSO4 (0.647 mg, 4.05 μmol 

in distilled water, 6.33 μL), and Na-L-ascorbate (2.41 mg, 12.2 μmol in water, 6.33 μL) at rt. After being shaken 

at rt for 36 h. The reaction was quenched with DOTA (4.9 mg, 12.1 μmol). After adding water (300 μL), the 

suspension was centrifuged using 3K Da Amicon Ultra (0.5 mL) under 140,000 g for 10 mins. To the supernatant 

was then added water (350 μL). The step of centrifugation and water addition was repeated for 6 times to remove 

copper ion. The residue was purified by RP-HPLC on a Nacalai Tesque 5C18-AR-300 column (10 × 250 mm) 

at a flow rate of 4 mL/min, eluted by 0.1% TFA in water (Solvent A) and CH3CN (Solvent B) with linear gradient 

from 2% to 50% of B over 60 mins to give 160 (6.9 mg, 59%) as a light brown solid. 

1H NMR (500 MHz, CD3OD) : δ = 8.81 (16H, br s), 7.87 (16H, br s), 7.36 (113H, s), 5.38 (13H, s), 5.32 (16H, 

d, J = 3.3 Hz), 5.16 (12H, d, J = 2.3 Hz), 4.53 (45H, d, J = 6.9 Hz), 4.34 (15H, d, J = 6.4 Hz), 4.22 (7H, dd, J = 

5.2, 2.5 Hz), 4.14 (24H, br s), 4.08-3.52 (1621H, br m), 3.49 (18H, s), 3.35 (800H, br s), 3.21 (7H, s), 3.17-2.92 

(45H, m), 2.37-2.27 (58H, m), 2.03 (67H, s), 2.00 (44H, s), 1.97-1.86 (65H, m), 1.66-1.58 (19H, m), 1.41-1.27 

(243H, br m), 1.19 (48H, d, J = 6.4 Hz), 0.97-0.86 (51H, m), 0.10 (13H, s). 

13C NMR (700 MHz, D2O) : δ = 177.06, 175.05, 164.08, 163.88, 163.67, 163.48, 143.46, 143.39, 134.76, 129.96, 

129.92, 129.88, 129.84, 129.79, 129.76, 129.69, 129.62, 129.60, 129.56, 129.54, 129.52, 129.49, 128.90, 128.88, 

128.84, 128.81, 128.76, 128.74, 128.68, 128.65, 125.43, 125.35, 125.33, 125.29, 119.61, 117.94, 116.29, 114.63, 

100.86, 99.80, 99.67, 97.42, 97.38, 93.81, 77.17, 76.94, 75.70, 73.57, 72.59, 72.49, 71.96, 71.91, 71.81, 71.76, 

71.62, 71.52, 71.27, 71.12, 71.09, 71.05, 70.97, 70.88, 70.81, 70.72, 70.18, 70.06, 70.01, 69.63, 69.56, 68.84, 
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68.45, 67.93, 67.51, 64.26, 62.05, 61.98, 61.91, 61.14, 60.81, 54.54, 54.36, 54.31, 54.28, 54.26, 54.18, 54.00, 

50.92, 50.75, 50.70, 50.64, 39.78, 39.69, 38.01, 33.42, 27.81, 26.33, 22.67, 22.61, 22.55, 22.52, 16.18, 16.13, 

15.52, 8.58. 
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3.  Materials and methods for bio assay 

Materials and cells  

Raji cells were purchase from JCRB Cell Bank (JCRB9012). Roswell Park Memorial Institute (RMPI-1640; 

189-02025), penicillin-Streptomycin Solution (×100; 168-23191), SDS-PAGE sample buffer solution (2ME+, 

×4; 191-13272) were purchased from Wako. Fetal Bovine Serum (FBS; 10270-106), Trypan Blue Stain (0.4%; 

15250-061), and anti-mouse IgG antibody fluorescently labeled with Alexa 488 were purchased from Thermo 

Fisher Scientific. Standard complement, Rabbit complement was purchased Cedarlane. Cell counting Kit-8 

(343-07623) was purchased form Dojindo. 96 well plate (3860-096) was purcahsed from IWAKI Brand Asahi 

glass CO., LTD. 96 well microplate V-bottom (P96V03N; 1-6776-02) was purcahsed from AS ONE CO. 10% 

gel (SDG521, acrylamide gel, for SDS-PAGE) was purchased from Bio Craft. 2D-Silver Stain-II and reagents 

for electrophoresis were purchased from Cosmo Bio Co., LTD (423413). Purified anti-human CD20 antibody 

(Isotype: Mouse IgG2b) was purchased from BioLegend, Inc (302302), Anti-B antigen antibody (sc-69952, 

Isotype: IgM) and anti-B antigen antibody fluorescently labeled with FITC (sc-69952 FITC, Isotype: IgM) was 

purchased from Santa cruz biotechnology. Anti-blood group B antigen antibody (ab2524; 1 mL, supernatant, 

Isotype: IgM) was purchased from . Abcam. PD SpinTrap G-25 (28918004) and regent for SPR analysis was 

purchased from Cytiva. Thermo Fisher Scientific Attune NxT Acoustic Focusing Cytometer was used for flow 

cytometry analysis. 

 

 

SPR analysis 

All binding assay were carried out on the Biacore biosensor system (Biacore T200) using a car-boxyl-

methylated Dextran-coated gold sensor surface (CM-5). Anti-B antigen antibody was covalently immobilized 

on the dextran polymer. Carboxyl groups of the dextran polymer were activated with a solution of 100 mM NHS 

and 400 mM EDC in HBS buffer (pH 7.4), for 420 s at a flow rate of 10 µL/min. Then, Anti-B antigen antibody 

(50 µg/mL) in acetate buffer (pH 5.0) was injected over the activated sensor surface for 420 s at flow rate of 10 

µL/min. The remaining activated residues were blocked with ethanolamine (1 M, pH 8.0) for 420 s at flow rate 

of 10 µL/min. Glyco-dendrimers were diluted in HBS buffer to corresponding concentration and exposed to the 

immobilized Anti-B antigen antibody on the sensor surface for 120 s at a flow rate of 30 µL/min. During the 

dissociation phase, the sensor sur-face was exposed to HBS buffer for 600 s at a flow rate of 30 µL/min. Then, 

Anti-B antigen antibody was regenerated by 10 mM glycine-HCl aq. (pH = 2.29) for 60 s at a flow rate of 30 
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µL/min two times.  

 

 

Hemagglutination inhibition assay 

For carrying out hemagglutination inhibition assay, “V bottom” 96‑well microtiter plate was used and 12.5 µL 

phosphate buffer saline (pH = 7.2) was added as a diluent in each well using a multichannel auto pipette. A 25 

µL of dendrimer solution (18.0 µM) was added in the first well of each row. Two‑fold dilutions of the sample 

were made by transferring 12.5 µL suspension from the first well of each column to the next well by using a 

multichannel auto pipette. This procedure was repeated till the last column of the 96‑well microtiter plate. After 

serially diluting the sample, 12.5 µL of Human plasma (A+ or O+) was added to each well. 50 µL of 2% (v/v) 

red blood cells (RBCs) (blood type: B+) in PBS buffer was added to each well, and the plate was incubated at 

rt for 25 mins before visual scoring for hemagglutination inhibition activity. 

For carrying out hemagglutination inhibition assay, “V bottom” 96‑well microtiter plate was used and 18.8 µL 

phosphate buffer saline (pH = 7.2) was added as a diluent in each well using a multichannel auto pipette. A 37.6 

µL of dendrimer solution (1.0 µM) was added in the first well of each row. Two‑fold dilutions of the sample 

were made by transferring 18.8 µL suspension from the first well of each column to the next well by using a 

multichannel auto pipette. This procedure was repeated till the last column of the 96‑well microtiter plate. After 

serially diluting the sample, 6.25 µL of anti-B antibody (clone : HEB-29, supernatant, 10 L in 70 L PBS 

buffer, 1 : 7) was added to each well. 50 µL of 2% (v/v) red blood cells (RBCs) (blood type: B+) in PBS buffer 

was added to each well, and the plate was incubated at rt for 25 mins before visual scoring for hemagglutination 

inhibition activity. 

 

 

Protocol for cell culture 

 Raji cells were cultured at 37 ºC with Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium supplemented 

with 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin. Cells were maintained at 37 C with 5% CO2 in a humidified 

chamber. 
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Protocol for B antigen-antibody conjugates using B antigen NHS ester 

The antibody (anti-CD20 antibody, 80 µL, 40 µg) was transferred into PDSpin-Trap G-25 containing PBS buffer 

(60 µL). The column was centrifuged under 800 g for 2 mins at 4 ºC. To the filtrate was then added PBS buffer 

(70 μL). After the antibody was divided equally into 4 tubes (10 µg in 50 L PBS buffer), the B antigen ONSu 

ester at various concentrations (final concentrations: 0, 0.2, 1.0 and 5.0 mM) were added to antibody solution 

and mixed by pipetting. After being incubated for 30 mins at 4 ºC, the reaction mixture was transferred into 

PDSpin-Trap G-25, and centrifuged under 800 g for 2 mins at 4 ºC to give B antigen antibody conjugates. This 

antibody was stored at 4 ºC, short term (1-2 weeks). 

Anti-CD20 antibody (80 µL, 40 µg) was transferred into 50 kDa Amicon ultra (0.5 mL) and PBS (300 µL) was 

added. The solution was centrifuged under 14,000 × g for 10 mins at 4 °C. To the supernatant was then added 

PBS (300 µL). The step of centrifugation and PBS addition was repeated for three times. After the antibody was 

divided equally into 3 tubes (10 µg in 50 L PBS buffer), the B antigen NHS ester at various concentrations 

(final concentrations: 0, 0.2, 1.0, and 5.0 mM) were added to antibody solution and mixed by pipetting. After 

being incubated for 30 mins at 4 °C, the reaction mixture (in 50 kDa Amicon ultra) was centrifuged under 14,000 

× g for 10 mins at 4 °C. To the supernatant was then added PBS (350 µL). The step of centrifugation and PBS 

addition was repeated for five times to give B antigen-antibody conjugates. These antibodies were stored at 4 °C 

for short term (1-2 weeks). 

 

 

SDS PAGE analysis 

10% gel (acrylamide gel) was used. To 0.4 g of sample (antibody alone or B antigen-antibody conjugates) in 

13 L PBS buffer were added 5 L SDS-PAGE sample buffer (4×) and 2 L 1.0 M dithiothreitol solution in 

PBS buffer, and heated at 100 ºC for 5 mins. 3 L standard protein marker was used. After loading the samples 

to the gels, SDS-PAGE were run using Tris-Glycine buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine and 0.1% SDS) at 20 

mA for 1 h. The gels were immediately stained with silver stain kit reagents (2D-Silver Stain-II) and scanned 

using ImageQuantTM LAS 500. After measuring the distance from the top of the gel to each MW marker band 

(210, 140, 90, 70, 55, 40, 35, 20 kDa), MW was plotted against the distance and a logarithmic approximation 

curve was drawn. The MW of target band was estimated using this curve. 
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CDC assay 

Raji cells were cultured using RPMI. To the cells (2.5 × 105 ) in RPMI (90 L) were added 10 L B antigen 

antibody conjugates (1.0 g/mL for antibody labelled with B antigen ONSu ester at 0, 0.2 or 1 mM glycan 

concentration) or PBS buffer and incubated at 37 ºC for 1 h under CO2 atmosphere. After the cells were divided 

equally into 5 wells (5.0 × 104 in 80 L RPMI), 10 L of Anti B antibody or RPMI were added and incubated 

for 15 mins. Then, 10 L of rabbit complement (RC) or RPMI were added and incubated for 1 h. 10 L of cell 

counting kit 8 (10 times diluted with RPMI) was added to the wells. After being incubated for 2 h, cell viability 

was measured by micro-plate reader at 450 nm. 

 

 

Flow cytmetry 

Raji cells (ca. 3.0 x 105 cells/tube) were incubated with B antigen-antibody conjugates (0.1 g in 100 L PBS 

buffer) or PBS buffer on ice for 1 h. The cells were washed three times with PBS buffer and incubated with 

Alexa Fluro®488-goat anti-mouse IgG antibody (0.05 L in 100 L PBS buffer, 1:2000) or anti-B antigen 

antibody fluorescently labeled with FITC (clone: Z5H-2, 2 L in 98 L PBS buffer, 1:50) on ice for 1 h. The 

cells were washed twice and suspended in 0.3 mL of PBS buffer and analyzed with flow cytometer. 
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第八章 1H and 13C NMR スペクトル 
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