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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ヒ ト の ケ ラ チ ン 生 成 細 胞 を 細 胞 増 殖 培 養 液 （ DMEM + FCS） に 接 種 し 、 37 ℃ 、 5 ％  CO 2  
で  3 日 間 培 養 し た 。 次 い で 、 細 胞 増 殖 培 養 液 を 、 試 験 を 行 う 成 分 を 含 有 す る 平 衡 塩 溶 液
に 交 換 し 、 培 養 し た 細 胞 に  UVB 50 J/cm 2 （ DUKE GL40E ラ ン プ ） を 照 射 し た 。 37 ℃ 、 5 
％  CO 2  で  1 日 間 培 養 し た 後 、 培 養 液 中 に 放 出 さ れ た  LDH 及 び  PGE2 を 測 定 し 、 細 胞 の
生 存 を 確 認 す る た め に 蛍 光 プ ロ ー ブ を 用 い て 細 胞  DNA を 測 定 し た 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
ル チ ン と ヘ キ サ デ カ ン 二 酸 と の ジ エ ス テ ル （ ル チ ン -C16 二 酸 -ル チ ン ） の 合 成
　 こ の 反 応 は 、 250 ml の 回 分 反 応 器 中 で 行 っ た 。 ル チ ン （ 10 g、 16.4 mmol） と ヘ キ サ デ
カ ン 二 酸 （ 4.2 g、 14.8 mmol） を 、 250 ml の  t-ア ミ ル ア ル コ ー ル に 溶 解 し た 。 媒 体 を 減
圧 下 （ 400 mbar） 80 ℃ で 加 熱 し た 。 一 晩 中 、 発 生 し た 蒸 気 を 凝 縮 し 、 分 子 篩 （ 50 g） を
充 填 し た カ ラ ム を 通 し て 反 応 器 に 還 流 し た 。 こ の 処 置 に よ り 、 反 応 器 内 の 水 分 濃 度 は 低 か
っ た （ 100 mM 未 満 ） 。 そ の 後 、 7.5 g andida antarctica （ Novozym 435
） を 添 加 し た 。
　 72 時 間 後 、 酵 素 を ろ 過 に よ っ て 回 収 し た 。 次 い で 、 溶 媒 の 蒸 発 に よ っ て 媒 体 を 濃 縮 し
た 。 媒 体 は 、 ル チ ン （ 10.4 ％ ） 、 ヘ キ サ デ カ ン 二 酸 （ 6.4 ％ ） 、 ヘ キ サ デ カ ン 二 酸 ル チ
ン （ 45.1 ％ ） 、 ヘ キ サ デ カ ン 二 酸 ジ ル チ ン （ 38.1 ％ ） の 混 合 物 で あ る 。 分 取  HPLC に よ
る 精 製 に よ り 、 実 施 例  2 に 記 載 の ヘ キ サ デ カ ン 二 酸 ル チ ン （ ル チ ン -O-(C=O)-(CH 2 ) 1 4 -CO
OH） 、 ヘ キ サ デ カ ン 二 酸 ジ ル チ ン （ ル チ ン -O-(C=O-(CH 2 ) l 4 -(C=O)-O-ル チ ン ） 及 び そ れ ら
の 混 合 物 に 分 離 で き た 。
　 得 ら れ た ヘ キ サ デ カ ン 二 酸 ジ ル チ ン の  1 H NMR は ：
1 H NMR： （ 400 MHz, DMSO d 6 ） ： δ 0.75（ d, 6H） , 1.2（ m, 22H） , 1.43（ m, 4H） , 2.1
3（ m, 4H） , 3.1-3.7（ ブ ロ ー ド 、 22H） , 3.7（ d, 1H） , 4.45（ s, 2H） , 4.64（ t, 2H）
, 5.43（ s, 2H） , 6.18（ s, 2H） , 6.35（ s, 2H） , 6.84（ d, 2H） , 7.50（ m, 4H） , 12.
6（ s, 2H, OH） ppm
で あ っ た 。
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