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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 7月 5日 (2005.7.5)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
当 該 脱 脂 乾 燥 菌 体 2ｇ に 0.1mol/L NaOH 200mLを 加 え て 懸 濁 し 、 NaClO（ ア ン チ ホ ル ミ ン 、
和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 製 ） を そ れ ぞ れ 有 効 塩 素 濃 度 が 0.5 ～ 1.5 と な る よ う に 添 加 し て
、 4℃ で 一 夜 撹 拌 し 酸 化 分 解 し た 。 得 ら れ た 酸 化 物 を 3,000rpm、 10分 間 遠 心 分 離 し 沈 殿 物
を 得 、 (1→ 3)-β -D-グ ル カ ン を 含 ま な い 蒸 留 水 200mLを 加 え 、 撹 拌 後 遠 心 分 離 （ 3,000rpm
、 10分 ） し 、 そ の 沈 殿 物 に ア セ ト ン 200mLを 加 え 脱 水 沈 殿 物 と し て 各 々 の 菌 株 由 来 の 本 発
明 物 質 １ を 得 た （ ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 由 来 の 本 発 明 物 質 1を グ ル カ ン １ － ｆ 、 同
様 に ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー 由 来 を グ ル カ ン １ － ｎ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ オ リ ゼ ー 由 来 を グ
ル カ ン １ － ｏ （ 有 効 塩 素 濃 度 1.5 の 次 亜 塩 素 酸 処 理 し て 得 ら れ た も の を グ ル カ ン １ － ｏ
－ １ と し 、 有 効 塩 素 濃 度 0.5 の 次 亜 塩 素 酸 処 理 し て 得 ら れ た も の を グ ル カ ン １ － ｏ － ２
と し た ） と し た ） 。 収 量 は そ れ ぞ れ 350mg程 度 で あ っ 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 ３ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
ま た 、 対 照 と し て 使 用 す る た め に カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ ： IFO1385
） を 用 い て 同 様 の 手 法 で 対 照 物 質 （ 対 照 １ ： 有 効 塩 素 濃 度 1.5 の 次 亜 塩 素 酸 処 理 に よ っ
て 得 ら れ た も の を 対 照 １ － １ と し 、 有 効 塩 素 濃 度 0.5 の 次 亜 塩 素 酸 処 理 を し て 得 ら れ た
も の を 対 照 １ － ２ と し た ） を 調 製 し た 。
　 得 ら れ た 各 サ ン プ ル の 収 量 と 収 率 、 使 用 し た 有 効 塩 素 濃 度 は 以 下 の 通 り で あ っ た （ 表 １
） 。
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【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
実 施 例 ２
本 発 明 物 質 ２ の 調 製
　 上 記 実 施 例 １ で 2gの 脱 脂 乾 燥 菌 体 を 有 効 塩 素 濃 度 0.5 で 処 理 し て 得 ら れ た グ ル カ ン １
－ ｆ （ IFO-4400由 来 及 び IFO-30870由 来 ） 、 １ － ｎ 、 １ － ｏ － ２ の 全 量 に DMSO 30mLを 加 え
、 1時 間 超 音 波 を か け て 溶 解 さ せ た 。 3,000rpm、 10分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 得 、 該 上 清 に 4
倍 量 の エ タ ノ ー ル を 撹 拌 し な が ら 加 え て グ ル カ ン を 析 出 さ せ た 後 、 該 析 出 物 を 15,000rpm
、 15分 間 遠 心 分 離 し 、 沈 殿 物 を 得 た 。 該 沈 殿 物 に ア セ ト ン を 100mL加 え 撹 拌 し 、 3,000rpm
、 10分 間 遠 心 分 離 し て 脱 水 し た 沈 殿 物 を 得 、 減 圧 乾 燥 し て 本 発 明 物 質 ２ の 粉 末 を 得 た 。 グ
ル カ ン １ － ｆ 由 来 の 本 発 明 物 質 ２ を グ ル カ ン ２ － ｆ ， 同 様 に グ ル カ ン １ － ｎ 由 来 を グ ル カ
ン ２ － ｎ ， グ ル カ ン １ － ｏ － ２ 由 来 を グ ル カ ン ２ － ｏ と し た 。
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