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捌、聲明事項

□本案係符合專利法第二十條第一項□第一款但書或□第二款但書規 

定之期間，冀日期為:______________________________

□ 本棗已向下列國家（地區）申請專利，申請日期及案號資料如下：

【格式請依：申請國家（地區）；申請日期；申請案號 順序註記】

]. ____________________

2.__________________________________________________________
3.__________________________________________________________
□主張專利法第二十四條錯一頊養先權：

【格式請依：受理國家（地區）；日期；案號 順序註記】

1.__________________________________________________________
2.__________________________________________________________
3. __________________________________________________________
4. __________________________________________________________
5. __________________________________________________________
6. __________________________________________________________
7. __________________________________________________________
8. __________________________________________________________
9. __________________________________________________________
10. _________________________________________________________
□主張專利法第二十五條之一第一項優先權 ：〔

【格式請依：申請日；申請案號 順序註記】

1.__________________________________________________________
2.__________________________________________________________
3.__________________________________________________________
□ 主張專利法第二十六條微生物：

□國內微生物 【格式請依：寄存機構；日期；號碼 順序註記】

1.__________________________________________________________
2.__________________________________________________________
3.__________________________________________________________
□國外微生物 【格式請依：寄存國名；機構；日期；號碼 順序註記】

1.__________________________________________________________
2.__________________________________________________________
3.__________________________________________________________

□熟習該項技術者易於獲得，不須寄存。

・6・



1324607
⑴

玖、發明說明

(發明說明應敘明：發明所屬之技術領域、先前技術、內容、實施方式及圖式簡單說明)

技術領域

本發明係有關於一種糖鏈天門冬醯胺衍生物之製造方 

法及糖鏈天門冬醯胺衍生物。

背景技術

過去，以糖水解酵素將糖鏈分解而使其成為衍生物之 

技術，係利用於糖鏈的構造解析等，數毫克規模的分析研 

究上。然而'由於無法大量地獲得各個的糖鏈衍生物，因 

此在克規模的研究技術上，其進展相當遲緩。所以'欲將 

糖鏈的衍生物應用於可製造藥品的合成研究上，是相當困 

難的。

另一方面，已知由蛋黃可大量地得到糖胜肚 

(B iochimica et Biophysica Acta 1 3 3 5 ( 1 9 9 7) ρ 2 3 ~3 2) ° 但 

是 > 有關圖1所示之化合物1以及該化合物1中分枝糖鏈一

邊的非還原端之唾液酸及半乳糖等有缺失之一 系列化合

物，則尚未 有成功 的例子 顯示可 大量得 甲氧滾基

(Fmoc)化 的糖鏈衍生物。又，已有例子 人類血 液中的蛋

白質等少 量分離出幾種的糖鏈，但若將 糖鏈使 用於藥品

的製造上 時，該藥品將有混雜對人體有 之愛滋 病毒及肝

炎病毒等 之危險性，因此欲將該糖鏈應用於藥品上，在技

到

由

該

害

經Μ基

術上仍存在有問題。

再者-欲在分枝型糖鏈中，製造出該分枝部分的構造

均相同之糖鏈，已有相當多的製造例子存在。其過去技術

中，有三種方法。第一種方法，係由天然存在之糖蛋白質
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(2) I發明說明續頁

分離純化出天門冬醯胺鍵結的複合型糖鏈。其代表例，如

T. Tamura, et a 1. Anal. B i o ch em ., 1 9 9 4, 2 1 6 , p 3 3 5-344，

V. H. Thomas, et a 1. C arb ohy dr. Res., 1 998, 3 0 6, p

3 8 7-400 ' K. G. Rice, et al., B iochemistry, 1 993, 3 2, p

72 64 -7 27 0蔦'tiI載之方法。這些方法 中 的 優 點 5 就 無 須

合 成 糖 鏈 Q 但 ,其亦有幾個缺點。 舉 例 來 說 前 述 糖 蛋

白 質 衍 生 之 糖 鏈 ，可能會得到在非還 原 末 端 部 分 糖 殘 基 有

幾 個 發 生 隨 機 缺 失之混合物的情形， 該 混 合 物 中 所 含 有 之

•糖 鏈 5 由 於 其 物 理、化學性質極類似 因 此 想 要 將 各 個 糖

鏈 分 離 將 非 常 困難的事情，實質上 也 就 不 可 能 大 量 地 獲

得 單 一 的 糖 鏈 ο 又，為獲得較大量仗 瞎＜漣〕）之 故 5 亦 有 例

子 由 人 血 中 的 蛋 白質（由纖維蛋白原 之 分 離 :C. Η. Η<aklk e

et a 1, Carbohydr. Res., 3 05 ( 1 997), p 463 -468，由人血清

鐵 傳 遞 蛋 白 之 分離：Μ. Mizuno et al., J. Am . Chl e m . S ο C·,

1 9 99 12 1 5 P 284-290）來分離糖鏈 °如 前 所 述 J 人 血中 的

蛋 白 質 上 有 可能混入愛滋病毒或 肝炎 病 毒 5 因 此 必須 很

•慎 重 地 進 行 該 步驟。所以，欲將所 得到 之 糖 鏈 5 以 及其 衍

生 物 利 用 於 醫 藥品開發上就很困難:。又 即 使 可 以 大量 地

得 到 糖 鏈 受 限於其構造，也並沒 有例 子 有 實 質 上 獲得 具

多 種 類 構 造 的 糖鏈及其衍生物。

在 K G. Rice, et a 1., B i o c h e m i s;tr y, 1 99 3, 32, Ρ

7264-7270 ，或者 Rice, et a 1., Neoglycoconjugate,

Academic Press, 1 994, ISBN 0- 1 2-4405 85- 1 p 286-32 1 中

，係使用糖水解酵素由糖鏈的非還原末端除去糖殘基，但 

-8 -



1324607

⑶

由於無法大量獲得作為原料的單一構造之糖類，因此只停 

留在分析規模的層次上。E. Meinj ohanns (J. Chem. S o c. 

Perkin Trans 1, 1 9 9 8, p 5 4 9 - 5 6 0)等人 > 在 由牛胎 球蛋白( 

由牛衍生之糖蛋白質)得到圖5所示之化合物5 6後，經由圖 

3所示之化合物33 -合成了圖1所示之化合物1 0。為得到最 

初原料的化合物5 6之故，則利用聯胺分解反應。此聯胺具 

有高毒性，所得到之糖鏈的衍生物若使用於醫藥品時，就 

會有微量聯胺混入造成安全性問題之可能性。又，未鍵結

有 唾 液酸之化合物5 6 ' 33及10之糖鏈的 彳刁-生 物， 也 祇 能少

量 獲得 而 已。

第 二 個 方法 >係以化學合成糖鏈之 方 法 °現 在 以化

學 合 成 法 組合 單糖時，如 J. Seifert et al. Ange w Chem I nt,

Ed. 2000;,39, ρ 5 3 1 -5 3 4所報告之例子 J 可構築 至 約 10個

糖 單 位 左 右。 此方法之優點，是理論上 可 得 到所 有 的 糖鏈

衍 生 物 ο 但是 ，由於其步驟上十分繁雜 就 有無 法 大 量合

成 之 缺 點 °又 ，即使要將鍵結有1 0個左 右 糖 殘基之糖鏈合

成 至 數 毫 克， 也需要將近一年的時間。 到 目 前為 止 雖有

關 於 化 學 合成 數個糖鏈之例子，但其許 多 均 僅停 留 在 能夠

合 成 數 毫 克的 標的物糖鏈之階段。

第 三 個 方法 >係以組合酵素反應及 化 學 反應 來 合 成糖

類之方法。其代表例，如 Carlo Unverzagt, Ange w Chem I nt. 

Ed. 1 996, 35, p 23 50-23 5 3所報告者。此方法係以化學合 

成構築到某程度的糖鏈之後，再以酵素反應將糖殘基附加 

於糖鏈之上 > 從而加長糖鏈之方法。但是 > 在加長糖鏈鎖
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(4)

酵 為素 基質有使用 因之 特異性的緣故，能夠導入至糖鏈的 

糖種 類 制便 有 所 限 。又 ，化學合成的步驟數目上繁多，也 

量 合 困難造成 成 的大了 ，從而僅能得到少量的最終產物。

C.又， H . L i n (Bioorganic & Medicinal Chemi stry, 1 995, p

1 625- 1 630）等人，使用 M. Koketsu等人所報告之方法（J.

Carbohydrate Chemistry, 1 9 9 5, 1 4 (6), p 833-841) ‘ 從卵

唾黃得 到 液酸基寡糖胜肽，然後，再使用糖水解酵素、糖 

酵 素轉移 ,而改變了糖鏈的非還原末端部分的構造。該論 

文中 圖之 -所記載之糖鏈，係在非還原末端部分上僅有1

個天 冬門 醯胺（Asn）殘基。但是，若根據J. Carbohydrate

Chemistry, 1 9 9 5, 1 4 (6), p 83 3 - 84 1 所報告之方法‘仍然是

得到混合物，其糖鏈之非還原末端上除天門冬醯胺以外 ，

還鍵結有離胺酸等幾個胺基酸（平均而言，鍵結有2.5個 胺

基酸）。因此，並無法得到單一化合物型態之糖 物類 衍 生

,又，其亦沒有教示可大量得到各個衍生物，而 於 各該關

個衍生物之化合物中，其分枝型糖鏈之分枝糖鏈 殘糖 基的

係隨機缺失的情形。在C. H. Lin等人的論文中， 證並 沒 有

據顯示有得到單一 生成物之糖鏈胜肽。Y. Ichikawa在

Glycopeptide and Related Compounds (Marcel Dekker,

Inc., 1 997, ISBN 0-8247-953 1 -8, p. 79-205 )中敘述，將

分枝型的複合型糖鏈由末端開始，依次以糖水解酵素處 理

時，就可以由糖鏈的非還原 末端起將糖鏈依次除去， 而 得

到各種糖鏈之衍生物。然而 ，其並未提及要如何將個 別 的

糖鏈加以分離，又，其合成 亦只有均勻分枝者而已。 因 此
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(5)

9 即使依據該方法，關於其分枝型 糖鏈之分枝糖鏈的糖殘

基 係隨機缺失的化合物，一般咸認 仍無法就個別的衍生物

大 量地獲得。

發 明之開示

本發明，係可將醫藥品開發等 領域上十分有用的各種

經 分離之糖鏈天門冬醯胺衍生物， 以相較於過去的方法非

常 容易而大量地取得。又，本發明 之目的，係提供一糖鏈

天 門冬醯胺的製造方法及糖鏈的製造方法，並經由製造糖

鏈 天門冬醯胺衍生物的步驟，而可 在取得糖鏈天門冬醯胺

衍 生物的同時，以相較於過去的方法，非常容易而大量地

取 得各種有用的經分離之糖鏈天門冬醯胺及糖鏈。進一步

本發明之目的，係提供一新穎的 糖鏈天門冬醯胺衍生物

、 糖鏈天門冬醯胺及糖鏈。

亦即，本發明係有關於

(1)-種由糖鏈天門冬醯胺衍生的 糖鏈天門冬醯胺衍生物

之 製造方法，其包含：

(a )得到糖鏈夭門冬醯胺衍生物混 合物之步驟，其係於含

有 包含1種或2種以上糖鏈天門冬 醯胺之混合物的該糖鏈

天 門冬醯胺上，導入脂溶性的保護基；以及

(b)分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物 之步驟，其係將該糖鏈

天 門冬醯胺衍生物混合物或該糖 鏈天門冬醯胺衍生物混

合 物所包含之糖鏈天門冬醯胺衍生物，進行水解得到一混

合物-再將其供注於色層分析；

(2)如前述(1)所記載之糖鏈天門-冬醯胺衍生物之製造方
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(6) 麼帚明追

法，其進一步包含：

（b‘）使用糖水解酵素水解步驟（b）所分離之糖鏈天門冬醯 

胺衍生物之步驟；

（3）如前述（1）或（2）所記載之糖鏈天門冬醯胺衍生物之製 

造方法，其中，該包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混 

合物'係含有

5
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(7)

及/或在該化合物上有缺失1個以上糖殘基之化合物者；

(4)如前述(1)〜 (3)中任一者所記載之糖鏈天門冬醯胺衍生

物之製造方法 ，其中，該脂溶性的保護基係弟基甲氧辣

(Fmoc)基；

(5)如前述(1)〜 (3)中任一者所記載之糖鏈天門冬醯胺衍生

物之製造方法 !其中，該步驟(a)係在包含有在非還原末

端上具有唾液 酸殘基的1種或2種以上之糖鏈天門冬醯胺

的混合物中所 含有的該糖鏈天門冬醯胺上，導入F moc基

，同時在唾液酸殘基上導入竿基，而製得糖鏈天門冬醯胺 

衍生物混合物之步驟；

(6)—種糖鏈天門冬醯胺之製造方法，其包含：

(a) 得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步驟，其係於含 

有包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混合物的該糖鏈 

天門冬醯胺上，導入脂溶性的保護基；

(b) 分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟，其係將該糖鏈 

天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門冬醯胺衍生物混 

合物所包含之糖鏈天門冬醯胺衍生物，進行水解得到一混 

合物，再將其供注於色層分析；以及

(c)獲得糖鏈天門冬醯胺之步驟 ' 其係將步驟(b)所分離之 

糖鏈天門冬醯胺衍生物的保護基，加以除去；

(7)如前述(6)所記載之糖鏈天門冬醯胺之製造方法，其進 

一步包含：

(b‘)使用糖水解酵素水解步驟(b)所分離之糖鏈天門冬醯 

胺衍生物之步驟；及/或
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(8)

（c'）步驟，亦即，將（c）所得到之糖鏈天門冬醯胺'使用糖 

水解酵素，進行水解之步驟

（8）如前述（6）或（7）所記載之糖鏈夭門冬醯胺之製造方法

，其中，該包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混合物， 

係含有

X

3
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(9) I發明說明續頁I

及/或在該化合物上有缺失1個以上糖殘基之化合物者；

(9)如 前述(6)-(8)中 任一者所記載之糖鏈天 門 冬醯胺之製

造方法'其中，該脂溶性的保護基係Fmoc基

(10)如前述(6)-(8)中任一者所記載之糖鏈天 醯胺門冬

製造方 法，其中，該步驟(a)係在包含有在非

液酸殘基的1種或2種以上之糖鏈天門 混》

還原 末端 上

具有 唾 冬醯 胺的

合物 中 所含有的該糖鏈天門冬醯胺上，導入Fmoc基， 同

唾時在 液酸殘基上導入荼基，而製得糖鏈天門冬醯胺衍 生

物混 合物之步驟；

(11) 一種糖鏈之製造方法，其包含：

(a)得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步 驟， 其 於含係

有包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混 糖鏈該合物 的

天門冬醯胺上，再導入脂溶性的保護基；

(b)分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟， 糖鏈其係 該將

天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門冬 醯胺 物混衍 生

合物所包含之糖鏈天門冬醯胺衍生物，進行水解得到一混 

合物，再將其供注於色層分析；

(c) 獲得糖鏈天門冬醯胺之步驟，其係除去步驟(b)所分離 

之糖鏈天門冬醯胺衍生物的保護基；以及

(d) 獲得糖鏈之步驟，其係除去步驟(c)所得到之糖鏈天門 

冬醯胺的天門冬醯胺殘基；

(12)如前述(11)所記載之糖鏈之製造方法，其進一步包含： 

(bj使用糖水解酵素水解步驟(b)所分離之糖鏈夭門冬醯 

胺衍生物之步驟；及/或
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（cj步驟，亦即，將（c）所得到之糖鏈天門冬醯胺，使用糖 

水解酵素，進行水解之步驟；及/或

（V）步驟，亦即，將（d）所得到之糖鏈，使用糖水解酵素， 

進行水解之步驟；

（13）如前述（11）或（12）所記載之糖鏈之製造方法，其中， 

該包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混合物，係含有

5
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及/或在該化合物上有缺失1個以上糖殘基之化合物者；

(1 4)如前 述（11）〜（13）中任一者所記載之糖鏈之製造

，其中， 該脂溶性的保護基係Fmoc基；

（15）如前 述（11）-（13）中任一者所記載之糖鏈之製造

法方

方 法

其 中， 該步驟（a）係在包含有在非還原末端上具有 唾 液

基的殘 1種或2種以上之糖鏈天門冬醯胺的混合物 中 所

有 的該含 糖鏈天門冬醯胺上，導入Fmoc基，同時在 唾 液

酸 殘 基上 導入芾基，而製得糖鏈天 門冬醯胺衍生物混合物

之 步 驟；

其係具有一般式：門冬醯胺衍生物，種糖鏈天(16)-

（式中，Ri及R?為Η、

A s η - F m ο c

・17・
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其可為相同或相異 但，

況除 外)；. 之情

(1 7) —種糖鏈天門 醯胺衍 物，其係具有一般式：冬 生

(式中，RX及RY中 為，其一者
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HO

OH
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(18)- 種糖鏈天門冬醯 胺 ' 其係具有一般式

R3

其可為相同 或相異 但'R3 A R4同時為
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之情況除外)；以及

(19) 一種糖鏈，其係 具有一般式

(式中
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＞其可為相同或相異 但，R?及R/同時為

•22・



1324607
I [jji說宙續頁](17)

同 時另一者為

一者為Η，

之 情 況除 外）。

附圖之簡單說明

圖1係表示本發 醯胺糖 鏈明 得 到 冬門 生 物所 衍 的天之

一群體之構造。

圖2係表示本發 鏈 醯胺糖明 得 到 冬 物生門 衍所 的天

一群體之構造。

圖3係表示本發 鏈糖 醯胺 體明 群得 到 冬門 的所 天之

之構造。

圖4係表示本發 鏈 醯胺糖 體明 得 到 門 冬 群的所 天之

之構造。

圖5係表示本發明所得到之糖鏈的一群體之構造。

圖6係表示本發明所得到之糖鏈的一群體之構造。

圖 7係表 示 本 發 明 所 得 到 之 糖 鏈 天 門 冬 醯 胺 衍 生 物 的

製 造 方法中 步 驟 之 一 個 例 子 ο

圖 8係表 示 使 用 各 種 糖 水 解 酵 素 進 行 之 糖 鏈 天 門 冬 醯

胺 衍 生物的 變 換 步 驟 之 一 個 例 子 ο

圖 9係表 示 使 用 各 種 糖 水 解 酵 素 進 行 之 糖 鏈 天 門 冬 醯

胺 衍 生物的 變 換 步 驟 之 — 個 例 子 ο

-23 -



1324607
(18)

殘基之步驟之一例。

圖 10係 表 示 使 用 各種 糖水解酵 素 進 行 之 糖 鏈 天 門 冬 醯

胺 衍 生物 的 變 換 步 驟之 一個例子 ο

圖 11係 表 示 使 用 各種 糖水解酵 素 進 行 之 糖 鏈 天 門 冬 醯

胺 衍 生物 的 變 換 步 驟之 一個例子 ο

圖 12係 表不由 糖鏈 天門冬醯 胺 衍生4勿除 去 保 護 基

(F m o c 基) 之 步 驟 以 及由 糖鏈天門 冬 醯 胺 除 去 天 門 冬 醯 胺

實施本發明之最佳型態

本發明的糖鏈天門冬醯胺衍生物之製造方法 »舉例來

說，其一個大的特徵在於，由天然的糖蛋白質衍 糖鏈生之

天門 冬醯胺，理想為由天門冬醯胺鍵結型糖鏈， 到之所得

糖鏈 天門冬醯胺的混合物中，其所含有的該糖鏈天 冬醯門

胺 上 -將脂溶性的保護基導入（鍵結）於其中，於得

天 門 冬

天 門

糖鏈到

醯胺衍生物之混合物後，由該混合物分離出 各糖鏈

醯胺衍生物。又，在本說明書中，所謂的「 糖鏈夭

冬 胺門 」係指天門冬醯胺鍵結狀態之糖鏈而言。

謂 的 「 夭

又，所

門冬醯胺鍵結型糖鏈」，係指在蛋白質的 聚胜肽

中 門之天 冬醯胺（Asn）的酸胺基上，還原末端所存在的N-

醯葡乙 糖胺係N -糖苜鍵結之糖鏈群 並 以

Μβη（β 1 -4）GlcNac為母核之糖鏈群。所謂的 r 糖鏈天 冬門

醯胺衍生物」，係指天門冬醯胺殘基上鍵結 有 脂溶性 的 保

護基狀態之糖鏈天門冬醯胺而言。又，化合 的構造物 式 中

，「AcHN」係表示乙醯胺。

如前所述，由天然的糖蛋白質衍生之糖鏈 ，係非 還原
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末端的糖殘基有隨機缺失之糖鏈混合物。本發明者們，令 

人驚異地，發現在天然的糖蛋白質衍生之糖類，具體來說 

是在糖鏈天門冬醯胺的混合物 中所 包含之該糖鏈天門冬 

醯胺上，藉由 導入脂溶性的保護基，可將導入有該保護基 

之糖鏈天門冬醯胺衍生物的混合物，以 習知之色層分析法 

輕易地分離出各個糖鏈天門冬醯胺衍生物。藉此，就可以 

個別地 大量製 備具有 各種構 造之糖鏈天門 冬醯胺 衍生物

。舉例來說，過去很難分離的，圖1所示之化合物2及6或

圖2所示之化合物3及7之類似構造的糖鏈天門冬醯胺衍生 

物群體，就可以分離了 '亦就可個別地將這些化合物各個

'容易地大量加以製備。又 

衍生物作為基礎，舉例來說

以所得到之糖鏈天門冬醯胺

藉由使糖水解酵素依次作用

而除去糖殘基，就可以進一步 合成各種糖鏈天門冬醯胺衍

生物。

如此，藉由在糖鏈天門冬醯胺上導入脂溶性的保護基

，而使其成為衍生物 ' 就可將個別的糖鏈天門冬醯胺衍生 

物進行分離，而且，由於導入脂溶性的保護基，糖鏈天門 

冬醯胺衍生物之全體的脂溶性就提高了，舉例來說，其與 

十分適合使用之逆相系管柱的相互作用可明顯地提高，其 

結果，就可以更敏稅地反映出糖鏈構造之差別，從而可分 

離出個別的糖鏈天門冬醯胺衍生物。舉例來說，本發明中 

適合使用之脂溶性保護基的Fmoc基，其脂溶性就非常高

。亦即Fmoc基的第基骨架，在其中心的五員環上，有二 

個苯環鍵結而形成非常高度脂溶性質之構造，舉例來說， 
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其與逆相系管柱之一的ODS管柱的十八基會產生非常強 

的相互作用，因此就可以將類似構造的糖鏈天門冬醯胺衍 

生物加以分離。

進一步，根據本發明，如後所述，藉由除去所獲得之 

糖鏈天門冬醯胺衍生物的保護基，就可以得到各種的糖鏈

天 門冬醯胺，又，藉由將所得到之糖鏈天門冬醯胺的天門

冬 醯胺殘基除去，亦就可以容易且大量地得到各種糖類。

本發明的糖鏈天門冬醯胺衍生物之製造 方法 體言具

之 ，包含：

(a)得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步 驟， 係其 於含

有包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混 該合物 糖鏈的

天門冬醯胺上，導入脂溶性的保護基；以及

(b)分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟 > 其係 糖鏈將該

天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門冬醯胺 衍 混物生

合物所 包含之糖鏈天門 冬醯胺衍生物，進行水解得 到 7昆

合物'再將其供注於色層分析。

在(a)步驟所使用之包含1種或2種以上的糖鏈天 醯冬門

胺之混合物，其只要是含有天門冬醯胺鍵結狀態之糖鏈1 

種或2種以上者即可，並無特別之限制。舉例來說，亦可 

為一混合物，其包含含有天門冬醯胺1個或數個鍵結之糖 

鏈的1種或2種以上。在其中，若特別從容易取得的觀點來 

看時，則以包含還原末端上鍵結有天門冬醯胺之糖鏈1種 

或2種以上的混合物為理想。又，本說明書中，所謂的 

「糖鏈」，係指鍵結有任意的單糖2種以上者。
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想

衍

中

這種糖鏈天門冬醯胺之混合 物，可以習知之方

者為天然之原料（例如乳汁、 由牛衍生之胎球蛋

生之糖蛋白質及/或糖胜肽的 混合物）來獲得，該

法

白

混

>理

或蛋

合物

，舉例來說，可以添加蛋白質分解酵素（例如「 普 羅」

酵素（和光純藥公司製）、「阿克契」酵素-E（科研製 藥 公司

製），以及一般的竣基胜肽酵素、胺基胜肽酵素等酵素） 

，於習知之反應條件下進行反應，切斷胜肽部分，就可作 

為該反應後之反應液，或者再由該反應液將糖鏈天門 冬醯

胺以外之成分，以習知的方法（例如凝膠過濾管柱、 離 子

交換管柱等各種色層分析法、以及高速液體色層 分 析

（HPLC）純化法）除去，便可以得到。基於製作之容易 性 的

觀點'係以使用習知之由蛋衍生的糖胜肽［Biochimica

Biophysica Acta 1 3 3 5 （ 1 997） ρ 23-32 ；粗純化 SGP（該混合 

物含有蛋黃中的蛋白質、無機鹽等，且糖胜肽的含量 

10〜80重量％左右）］，而製成前述混合物者為理想。

又，基於有效地獲得具有期望的糖鏈構造之糖鏈天門

醯胺衍生物 的觀點，理想者係以進一步將該 混合物所含

的糖鏈天門 冬醯胺進行水解，並事先將一部 糖殘基

以切斷者為 佳。又，該切斷之程度，只要至 在保有

本說明書提及 之「糖鏈」的構造範圍內即可*

限制。如此所得到之混合物，舉例來說，一混 含有圖

3所示之化合物24及/或在該化合物中缺失1個 的糖殘

基之化合物者便是。又，這種情況下 > 該糖殘 缺失之

冬

有

予

分的

少可

並無

合物

以上

基有

特別之

化合物，基於保持本說明書所提及「糖鏈」的構造之觀點
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，係以糖殘基缺失9個為其上限。

舉例來說，圖3所示之化合物2 5及29，可將含有化合物 

24之糖鏈天門冬醯胺之混合物（以下，稱為化合物24混合 

物），根據以下所示，以酸水解，而有效率地得到該混合 

物 ' 甚至，亦可以有效率地得到相對應之糖鏈天門冬醯胺 

衍生物'亦即圖1所示之化合物2及6。

舉例來說，可對化合物24混合物適量加入0.1規定程度 

之酸水溶液，並於4〜100 °C下進行反應。此時，一方面以

• 薄層色層分析法（例如使用矽凝膠60F254（默克公司製）， 

以及作為展開溶劑之醋酸乙酯：甲醇：水=4： 4： 3）來追 

蹤該水解反應之進行，並於化合物25及29可得到最多 之處 

使反應停止。舉例來說，可在2 5 °C的條件下反應5~1 0小

時左右，或於1 00 °C的條件下反應數分鐘程度 5再使反應

停止即可。理想者，可於70 °C進行反應，反應 開始後，於

35分鐘使反應停止並迅速冰浴。又，反應可藉 由中和 反應

液來使其停止。又，前述酸並無特別之限制， '例如 可使

用 鹽酸、硫酸、硝酸、三氟醋酸等無機酸及有 離機酸、 陽

子 交換樹脂、不溶性的固體試劑等。

同 樣地，由化合物2 4亦可以很有效率地在前述 合 物2昆

中 得 到化合物33。舉例來說，可對化合物2 4混合物 適 加量

入前 述酸水溶液 ' 理想者於80 °C下進行反應， 始 後反應 開

，理 想係於6 0分鐘使反應停止。

又，亦可以酵素來進行水解。此時所用之 酵素 係 以

糖水解酵素為適合，而 內（endo）型 或外（exo）型 者之反任一
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應 形 式 的 酵 素皆可使用。舉例來說， 與前述相 同 由 化 合

物 2 4 得 到 化 合物25及化合物29時，可 使用具有 將 唾 液 酸 由

末 端 切 斷 之 唾液酸水解酵素。這種酵 素並無特 別 之.限 制 >

只 要 具 有 該 活性，不論市售的酵素、 新穎的分 離 酵 素 、 遺

傳 工 程 上 製 作之酵素皆可。酵素反應 只要根據 習 知 之 條 件

即 可 J 此 時 >可與前述相同'以薄層 色層分析 來 追 蹤 反 應

之 進 行 ，並於化合物2 5及2 9可得到最 多之處使 反 應 停 止 即

可 0

使 用 含 有 上述所得到之糖鏈天門 冬醯胺的 混 合 物 並

於 其 上 導 入 脂溶性之保護基。該保護 基並無特 別 之 限 制

舉 例 來 說 9 可使用Fmoc基及第三丁基氧(Bo'C) 基 、 基

、 烯 丙 基 、烯丙氧碳酸酯基、乙醯基 等的碳酸 酯 系 或 醯 胺

系 的 保 護 基 等。基於所得到的糖鏈天 門冬醯胺 衍 生 物 可 馬

上使用於期望的糖胜肽合成上之觀點，該保護基係以 

F m ο c基及Boc基 為理想，而Fmoc基則更 為理想。Fmoc基 

係於烯丙基等較為酸性之條件下，不安定的糖存在於糖鏈 

上時，特別有效。又 > 保護基之導入方法可根據習知方法 

(例如可參照 Protecting groups in Organic Chemistry, John 

Wiley & Sons INC., New York 1991, ISBN 0-47 1 -623 0 1 -6) 

即可。

舉例來說，使用Fmoc基時，可對於含有糖鏈天門冬醯 

胺之混合物加入適量丙酮之後，再進一步加入第基甲基 

-N-琥珀酸基碳酸酯及碳酸氫鈿進行溶解，藉由在2 5 °C進 

行Fmoc基與天門冬醯胺殘基之鍵結反應，而可將Fmoc基
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導入於該糖鏈天門冬醯胺殘基上。

根據以上之步驟，就可以得到導入有脂溶性保護基之

糖鏈天門冬醯胺衍生物的 混合物。

然後，在步驟（b）中將糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物

於習知之色層分析，特別是分取型的色層分析中，分離 出

各種糖鏈天門冬醯胺衍生物。又，在此步驟中，前述 驟步

（a）所得到之糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物，其係可 直 接

使用。但基於有效率地得到具有期望糖鏈構造之糖鏈 天 門

冬醯胺衍生物的觀點，可進一步將該混合物中所含之 糖鏈

天門冬醯胺衍生物進行水解，而將一部分糖殘基事先 切斷

，並使用該得到之糖鏈天門冬醯胺衍生物的混合物。又

糖殘基切斷之程度可與前述相同。且，水解亦可與前述相

同。

舉例來說，若係化合物3及7時，而要從化合物2及6的 

混合物中將其等分離出來時，可將該混合物供注於使用半 

乳糖水解之水解處理（程序）中，所得到之混合物再以

• HPLC就可進一步容易地分離出化合物3及7，同時並可大 

量地得到各種單一化合物型態之化合物。

各糖鏈天門冬醯胺衍生物以色層分析法所進行之分離 

＞可利用適當、習知的色層分析法，單獨或複數地加以組 

合來進行。

舉例來說，可將所得到之糖鏈天門冬醯胺衍生物混合 

物以凝膠過濾管柱色層分析法純化後，再使用HPLC進行 

純化。在HPLC中所使用之管柱係以逆相系之管柱為理想
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。舉例來說，ODS、苯基系、月青系及陰離子系的管柱，具

體言之，如法瑪西亞公司製之Mono Q管柱、雅朵洛公司

製之雅朵洛微珠管柱等。分離條件等只要參照適當、 習知

之條件調整即可。根據以上之步驟，就可由糖鏈天門 冬醯

胺衍生物混合物得到期望的各個糖鏈天門冬醯胺衍

。在圖7中所表示者，即本發明之糖鏈天門 冬醯胺衍

物生

生 物

的 製造方法中之步驟的一個例子。

物

鏈

冬

進一步，藉由將步驟（b）所分離之糖鏈天 門冬醯胺衍

進行水解，就可以有效率地得到具有期望 糖鏈構造之糖

天門冬醯胺衍生物［步驟（b '）］。舉例來說 ，在糖鏈天門

醯胺衍生物的分離階段，限制混合物中所 含之糖鏈天門

生

冬 醯胺衍生物的種類，就可大略地分離糖鏈天門冬醯胺衍

生物，然後再水解，舉例來說，藉由使用糖水解酵素進行

水解，就可以有效率地得到具有期望糖鏈構造之糖鏈天門 

冬醯胺衍生物。又，水解亦可與前述相同地進行。但特別 

言之，基於更有效率地得到具有期望糖鏈構造之糖鏈天門 

冬醯胺衍生物的觀點，糖殘基的切斷方式係使用明確的糖

水解酵素進行水解者為理想。

舉例來說，除去半乳糖殘基的化合物2及6的化合物3及

7 ＞其變換（步驟）（圖8）可將化合物2及6溶解於緩衝液（舉 

例來說，磷酸緩衝溶液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液 

等）中，根據習知之條件使用半乳糖水解酵素，進行半乳 

糖殘基的切斷反應而得到。又，化合物2及6，其即使是包 

含混合物型態，亦可以個別地進行分離。在此反應所使用 
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之半乳糖水解酵素，係以使用市售的習知外（Exo-）型酵素

為理想。又，其只要是具有同樣的活性者，可為剛被分離 

之酵素，亦可為遺傳工程上所製作者。再者，與前述相同

，可將反應後所得到之反應液（糖殘基被切斷之糖鏈天門 

冬醯胺衍生物的混合物）供注於色層分析中，再得到各糖 

鏈天門冬醯胺衍生物亦可。舉例來說，係以HPLC （ODS 

管柱，展開溶劑為5 0 mM醋酸銭水溶液：乙月青=8 2 ： 15）

進行分離為理想。

• 除去N-乙醯葡糖胺殘基的化合物3及7的化合物4及8, 

其變換（步驟）（圖8）可將化合物3及7溶解於緩衝液（舉例來 

說 ' 磷酸緩衝溶液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液等）中

＞根據習知之條件使用N-乙醯葡糖胺水解酵素，進行N- 

乙醯葡糖胺殘基的切斷反應而得到。又，亦可使用N-乙 

醯己糖胺水解酵素。又，化合物3及7，其即使是包含混合 

物型態，亦可以個別地進行分離。在此反應所使用之各酵 

素5係以使用市售的習知外（Exo-）型酵素為理想。又»其

• 只要是具有同樣的活性者，可為剛被分離之酵素，亦可為 

遺傳工程上所製作者。再者，與前述相同，可將反應後所 

得到之反應液（糖殘基被切斷之糖鏈天門冬醯胺衍生物的 

混合物）供注於色層分析中 ' 再得到各糖鏈天門冬醯胺衍 

生物亦可。舉例來說，係以HPLC （ODS管柱，展開溶劑為 

50 mM醋酸銭水溶液：乙月青=6 5 ： 3 5或50 mM醋酸銭水溶 

液：乙月青= 82： 15）進行分離為理想。

除去甘露醃殘基的化合物4及8的化合物5及9，其變換
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（步驟）（圖8）可將化合物4及8溶解於緩衝液（舉例來說，磷 

酸緩衝溶液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液等）中，根據 

習知之條件使用甘露醃水解酵素，進行甘露醯殘基的切斷 

反應而得到。又'化合物4及8，其即使是包含混合物型態

，亦可以個別地進行分離。在此反應所使用之甘露釀水解 

酵素酵素，係以使用市售的習知外（Exo-）型酵素為理想。 

又，其只要是具有同樣的活性者，可為剛被分離之酵素， 

亦可為遺傳工程上所製作者。再者，與前述相同，可將反 

應後所得到之反應液（糖殘基被切斷之糖鏈天門冬醯胺衍 

生物的混合物）供注於色層分析中，再得到各糖鏈天門冬 

醯胺衍生物亦可。舉例來說，係以HPLC （ODS管柱，展開 

溶劑可適當地混合使用為1 0-200 mM醋酸銭等緩衝溶液 

與乙月青，或以乙醇、甲醇、丁醇或丙醇等具脂溶性的水溶 

性有機溶劑。在此舉例則為'5 0 m Μ醋酸銭：乙月青=8 2

:1 8作為展開溶劑）進行分離為理想。

除去半乳糖殘基的化合物1 0的化合物1 1，其變換（步驟） 

（圖9 ）可將化合物1 0溶解於緩衝液（舉例來說，磷酸緩衝溶 

液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液等）中，根據習知之條 

件使用半乳糖水解酵素，進行半乳糖殘基的切斷反應而得 

到。反應後所得到之反應液（糖殘基被切斷之糖鏈天門冬 

醯胺衍生物的混合物）中，糖鏈天門冬醯胺衍生物的分離

>舉例來說，係以H PLC（ODS管柱，展開溶劑為50 mM醋 

酸銭水溶液：乙月青= 85： 15）進行分離為理想。

又 > 可進一步將化合物11使用任意的糖水解酵素，進
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行水解，而變換成各種的糖鏈天門冬醯胺衍生物（舉例來

說，化合物1 1、1 2及1 3等）。

除去Ν-乙醯葡糖胺殘基的化合物11的化合物12，其變

換（步驟）（圖9）可將化合物11溶解於緩衝液（舉例來說 ＞ 磷

酸緩衝溶液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液等）中，根據

習 知之條件使用Ν -乙醯葡糖胺水解酵素，進行Ν-乙醯葡

糖 胺殘基的切斷反應而得到。反應後所得到之反應液（糖

殘 基被切斷之糖鏈天門冬醯胺衍生物的

天 舉例來說，

混合物）中， 糖鏈

管

門冬醯胺衍生物之分離， 係以HPLC (ODS

柱'展開溶劑為5 0 m Μ醋 酸錢水溶液 :乙月青=8 5 :18)

進行分離為理想。

除去甘露醵殘基的化合物 1 2的化合物 13 ＞其變換（步驟）

（圖9）可將化合物12溶解於緩衝液（舉例來說，磷酸緩衝溶

液 、 醋 酸 緩 衝 溶 液 、 良 好 緩衝溶液等）中 根 據習 知 之 條

件 使 用 甘 露 釀 水 解 酵 素 ，進行甘露 醯殘基 的 切 斷反 應 而 得

到 ο 反 應 後 所 得 到 之 反 應 液（糖殘基被切 斷 之 糖鏈 天 門 冬

•醯 胺 衍 生 物 的 混 合 物 )中5 各糖鏈天門冬 醯 胺 衍生 物 之 分

離 舉 例 來 說 係 以 高 速 液體管柱邑層 分:析＜(ODS 管 柱

展 開 溶 劑 為 50 mM 醋 酸 銭 :乙月青=82 ：:18) 進 行分 離 為 理

想 ο

化合物3及7變換為化合物 14及19，其變換（步驟）（圖10）

可 將化合物3及7溶解於緩衝 液（舉例來說，磷 酸緩衝溶液

醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液等）中，根據習 知之條件

使用唾液酸水解酵素，進行唾液酸殘基的切 斷反應而得到
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。又，化合物3及7，其即使是包含混合物型態，亦可以個 

別地進行分離。在此反應所使用之唾液酸水解酵素，係以 

使用市售的外（Exo-）型酵素為理想。又，其只要是具有同 

樣的活性者，可為剛被分離之酵素，亦可為遺傳工程上所 

製作者。再者，與前述相同，可將反應後所得到之反應液 

（糖殘基被切斷之糖鏈夭門冬醯胺衍生物的混合物）供注 

於色層分析中，再得到各糖鏈天門冬醯胺衍生物亦可。舉 

例來說，係以高速液體管柱色層分析（ODS管柱，展開溶 

劑為50 mM醋酸銭水溶液：乙月青= 85： 15）進行分離為理 

想。

除去N-乙醯葡糖胺殘基的化合物14及19的化合物15及 

20 '其變換（步驟）（圖10）可將化合物14及19溶解於緩衝液 

（舉例來說，磷酸緩衝溶液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶 

液等）中，根據習知之條件使用N-乙醯葡糖胺水解酵素， 

進行N -乙醯葡糖胺殘基的切斷反應而得到。反應後所得 

到之反應液（糖殘基被切斷之糖鏈天門冬醯胺衍生物的混 

合物）中，各糖鏈天門冬醯胺衍生物係以高速液體管柱色 

層分析（ODS管柱5展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液：乙 

月青= 82： 18）進行分離為理想。

除去甘露醃殘基的化合物15及20的化合物16及21，其 

變換（步驟）（圖10）可將化合物15及20溶解於緩衝液（舉例 

來說，磷酸緩衝溶液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液等） 

中，與前述相同，可根據習知之條件使用甘露醃水解酵素 

，進行甘露醃殘基的切斷反應而得到。反應後所得到之反

-35 -



1324607
(30) 發明說明續頁

應液（糖殘基被切斷之糖鏈天門冬醯胺衍生物的混合物） 

中，各糖鏈天門冬醯胺衍生物係以高速液體色層分析 

（ODS管柱，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液：乙月青=82 

:18）進行分離為理想。

除去半乳糖殘基的化合物16及21的化合物17及22，其 

變換（步驟）（圖1 1）可將化合物1 6及2 1溶解於緩衝液（舉例 

來說，磷酸緩衝溶液、醋酸緩衝溶液、良好緩衝溶液等） 

中，根據習知之條件使用半乳糖水解酵素，進行半乳糖殘 

• 基的切斷反應而得到。反應後所得到之反應液（糖殘基被 

切斷之糖鏈天門冬醯胺衍生物的混合物）中，各糖鏈天門 

冬醯胺衍生物的分離，舉例來說，係以高速液體色層分析 

（ODS管柱，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液：乙月青=85 

:15）進行分離為理想。

除去N-乙醯葡糖胺殘基的化合物17及22的化合物18及

23，其變換（步驟）（圖11）可將化合物17及22溶解於緩衝液（

舉 例 來 說 ,磷酸緩衝j容液、醋酸緩衝溶液、 良 好 緩 衝 溶 液

等 ）中 與前述相同' 根據習知之條件使用 N- 乙 醯 葡 糖 胺

水 解 酵 素 ，進行N -乙 醯葡糖胺殘基的切斷 反 應 而 得 到 ο

反 應 後 所 得到之反應 液（糖殘基被切斷之糖 鏈 天 門 冬 醯 胺

衍 生 物 的 混合物）中， 各糖鏈天門冬醯胺衍 生 物 舉 例 來

說 係 以 高速液體管 柱色層分析（ODS管柱 展 開 溶 劑 為

50 mM醋酸銭水溶液：乙月青=8 2 ： 1 8）進行分離為理想。

如此，在得到各糖鏈天門冬醯胺衍生物之後，可進一 

步使用各種糖水解酵素等，將該衍生物水解，並藉由除去
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糖鏈非還原末端的糖殘基，舉例來說，而各自以單一化合 

物之型態，得到糖鏈末端的分枝構造為不均勻的各種糖鏈 

天門冬醯胺衍生物。又，可使用各種糖水解酵素，藉由改 

變水解之順序及其種類，就可製造出更多種類的糖鏈天門 

冬醯胺衍生物。

根據過去的方法，欲以分析規模得到具有極限糖鏈構 

造之糖鏈天門冬醯胺衍生物時，必須花費極大的時間及費 

用，但若根據本發明，不需要特別的裝置及試劑，只要使 

用慣用的凝膠過濾管柱、HPLC管柱，以及至少3種的糖水 

解酵素（例如，牛乳糖水解酶、甘露糖水解酶、N -乙醯葡 

萄糖胺水解酶）等'便可以二週左右的時間 ' 製作得到一 

克左右具有期望糖鏈構造的糖鏈天門冬醯胺衍生物。

根據以下的步驟'舉例來說-保護基若為Fmoc基時， 

可以很有效率地製得具有下述一般式的糖鏈天門冬醯胺 

衍生物。

（式中，Ri及R，為Η、
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其可為相

時除外）。

這種糖鏈天門冬醯胺 衍生物，具體言之 例如有圖1及

圖2所示之各化合物。其中，特別是化合物1、化合物2~9

、1 1〜2 3、7 0及7 1，係由本發明所首次製得者。本發明

（之範圍）係包含該化合物。

又，本發明之糖鏈天門冬醯胺衍生物的製造方法，其

理想態樣係提供一糖鏈天門冬醯胺衍生物的製造方法，其 
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步驟（a）係使用一含有在非還原末端具有唾液酸殘基之1

種或2種以上的糖鏈天門冬醯胺之混合物，在該混合物所 

含有之糖鏈天門冬醯胺上導入Fmoc基，同時將竿基導入

唾液酸殘基上，而得到糖鏈天門冬醯胺衍生物 混合物之步

驟。根據這種製造方法'就可以大量地更有效 率地獲得各

種型式的糖鏈天門冬醯胺衍生物。舉例來說，可以提高圖

1所示的化合物2及6的分離效率'並有效率地進行該二化

合物之製造。亦即5由化合物2及6的混合物直接明確地進 

行二化合物之分離，在效率上是十分不利的，但在本態樣 

中，若在二化合物的唾液酸殘基上導入某基，並將以下的 

化合物7 6及7 7的混合物'
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加入前述步驟（b）中時，由於化合物76及 

比較地容易進行之故'可將兩化合物分離， 

根據後述之方法使其脫離時，便可由化合物 

中*有效率地將二化合物分離而得到。

化合物2及6的分離為相當困難，但在其 

基上導入莘基而得到之化合物7 6及7 7的分 

，乃因在唾液酸殘基的竣基上導入高脂溶档 

由與HPLC （高速液體色層分析）的逆相管柱

• 互作用，而被進一步提高（分離效率）的緣故 

在分離步驟（b）上，因與適當使用的逆相系 

作用被明顯地提昇，結果造成更敏銳地反映 

別，而可以分離出二化合物。

關於含有在非還原末端具有1種或2種以 

基之糖鏈天門冬醯胺的混合物，只要是含有 

的糖鏈天門冬醯胺1種或2種以上的混合物： 

別之限制。基於易於獲得之觀點'係以含有

• 具有唾液酸殘基，而還原末端則鍵結有天門 

1種或2種以上的混合物為理想。該混合物＞ 

圖3所示之化合物2 4及/或該化合物中缺失1 

基之化合物者為理想。

又，基於更有效率地獲得具有期望糖鏈 

門冬醯胺衍生物的觀點，係以實施前述多 

想。

又-本態樣中-係可各自地製得糖鏈天

77的分離可以 

然後再將莘基 

2及6的混合物 

等的唾液酸殘 

離卻係容易者 

.的莘基，並藉 

間的疏水性相

。因此，推測 

管柱間的相互 

糖鏈構造之差 

上的唾液酸殘 

具有這種構造 

中即可，並無特 

在非還原末端 

冬醯胺的糖鏈 

係以含有前述 

個以上的糖殘

構造之糖鏈天 

-驟（b J者為理

門冬醯胺衍生
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物導入有莘基及Fmoc基者，以及只有導入Fmoc基者。

關於莘基導入糖鏈天門冬醯胺的唾液酸殘基，只要根 

據習知之方法(例如參照Protecting groups in Organic 

Chemistry, John Wiley & Sons INC ., New York 1991, ISBN 

0-471-62301-6)即可。

根據以上的步驟，舉例來說，可以有效率地得到具有 

下述一般式：

RX

RY
(式中，RX及R/係 者為

，另一者為Η、
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moc基之糖鏈 天門 冬醯胺 衍生物

。這種糖鏈天門冬醯胺衍生物，具體言之， 有前述 化合物

76及77，以及以下的化合物78 :
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。根據本態樣所獲得之糖鏈天門冬醯胺衍生物，可直接使

用 於 糖 胜肽的 固相合成。存在於該糖鏈天門 冬 醯 胺 衍 生 物

的 唾 液 酸殘基 上之竣基，由於可藉由莘基而 受 到 保 護 之 故

相.較;於沒有 導入莘基之糖鏈夭門冬醯胺衍 生 物 5 其 優 點

就 在 糖胜肽 的固相合成上，不會有該幾基 所 參 與 之 副 反

應 且 可很有 效率地得到期望之糖胜肽。

又 本發明 係提供一糖鏈天門冬醯胺的 製 造 方 法 其

可 大 量 地得到 各種分離的糖鏈天門冬醯胺。 該 方 法 所 包 含

• 之步驟，係根據前述糖鏈天門冬醯胺衍生物的製造方法， 

而繼續的糖鏈天門冬醯胺衍生物的製造步驟，進一步，再 

由所得到之糖鏈天門冬醯胺衍生物除去保護基的步驟 。

亦即，本發明的糖鏈天門冬醯胺之製造方法，係包含

(a)得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步驟， 其 係 於含

有包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混 糖鏈合物 該的

天門冬醯胺上，導入脂溶性的保護基；

(b)分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟， 糖鏈其係 該將

天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門冬 醯胺 物生衍 混

合物所包含之糖鏈天門冬醯胺衍 生物，進行水解得 到 混

合物，再將其供注於色層分析； 以及

(c)獲得糖鏈天門冬醯胺之步驟' 其係將步驟(b )所 分 離 之

糖鏈天門冬醯胺衍生物的保護基 '加以除去。

步驟(a)及步驟(b)，係與前述糖鏈天門冬醯胺衍 物生 之

製造方法相同，所使用之包含1種或2種以上糖鏈天 冬門 醯

胺之混合物，以及脂溶性的保護基，亦與前述相同。
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步驟（c）中，由糖鏈天門冬醯胺衍生物將保護基除去之 

方法 > 可根據習知者進行即可（舉例來說'參照Protecting 

groups i n Organic Chemistry, John Wiley & Sons INC., 

New York 1991, ISBN 0-471-62301-6）。舉例來說，保護 

基若為Fmoc基時，如圖12所示之模式者，可在Ν,Ν -二甲 

基甲醯胺（DMF）中，於糖鏈天門冬醯胺衍生物上加入嗎。林 

以進行反應'便可以除去Fmoc基。又，Boc基亦可藉由弱

酸 反 應 而 加 以 除 去 。除去保護基彳1 > 可根據期1望 以 例 如

凝 膠 過 濾 管 柱 、 使 用離子交換 管 柱 等 之 各 種 層 析 法 以

及 HPL(C分離方法來 進行純化' 而 得 到 糖 鏈 天 門 冬 醯 胺 亦

可 ο

又 與 前 述 糖 鏈 天門冬醯胺 衍 生 物 的 製 造 方 法 相 同

本發明之糖鏈天門冬醯胺之製造方法的理想態樣，係提供 

一糖鏈天門冬醯胺衍生物的製造方法，其步驟（a）係使用 

一含有在非還原末端具有唾液酸殘基之1種或2種以上的 

糖鏈天門冬醯胺之混合物，在該混合物所含有之糖鏈天門 

冬醯胺上導入Fmoc基，同時將莘基導入唾液酸殘基上， 

而得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步驟。在此態樣中 

，步驟（c）除了除去Fmoc基外，更除去芾基。某基之除去 

>只要根據習知方法進行即可（舉例來說，參照Protecting 

groups in Organic Chemistry, John Wiley & Sons INC., 

New York 1991, ISBN 0-47 1 -623 0 1 -6）。

進一步，基於有效率地得到具有期望糖鏈構造之糖鏈 

天門冬醯胺，理想者係將步驟（b）所分離之糖鏈天門冬醯 
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胺衍生物進行水解 > 及/或將步驟（c）所得到之糖鏈天門冬 

醯胺進行水解。又，水解亦可與前述同樣地進行。基於更 

有效率地獲得具有期望糖鏈構造之糖鏈天門冬醯胺的觀 

點，係以使用糖水解酵素來進行水解者［步驟（『）及/或步

驟（「）］為更理想。

根據以上的步驟-舉例來說，可以有效率地獲得具有 

下述一般式的糖鏈天門冬醯胺：

R 3

（式中，R?及R"為Η、
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Η

這種糖鏈天門冬醯胺， 具體而言， 圖3及圖4所

之各化合物。其中 別是化合物 25〜32 、 34〜46 、 72

例如有

示 ，特

及 73 '皆係本發明所首次製造者。本發明之範圍包含該 等

合物。化

進一步，本發明係提供糖鏈的製造方法，其可大量 地

獲得各種分離之糖鏈。該方法除了依據前述糖鏈天門冬 醯

胺之製造方法外，在糖鏈天門冬醯胺的製造步驟之後， 進

一步，還包含由所得到之糖鏈天門冬醯胺除去糖鏈天門 冬

醯胺殘基之步驟。

亦即，本發明之糖鏈的製造方法係包含：
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(a)得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步 其係於含驟，

有包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混 糖鏈合物 的該

天門冬醯胺上'導入脂溶性的保護基；

(b)分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟， 糖鏈其係 將該

天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門冬 醯胺衍

合物所包含之糖鏈天門冬醯胺衍 生物，進行水解得

生 物混

到一混

合物，再將其供注於色層分析；

(c)獲得糖鏈天門冬醯胺之步驟， 其係將步驟(b)所 分離之

糖鏈天門冬醯胺衍生物的保護基 ，加以除去；以及

(d)獲得糖鏈之步驟，其係將步驟(c)所得到之糖鏈天 門 冬

醯胺的天門冬醯胺殘基，加以除去。

步驟(a)~(c)-係與前述糖鏈天門冬醯胺衍生物之 製 造

方法相同，所使用之包含1種或2種以上糖鏈天門冬 胺 之

混合物，以及脂溶性的保護基，亦與前述相同。

又，本發明的糖鏈之製造方法中，其理想態樣 係 提

供一 糖鏈天門冬醯胺的製造方法，其步驟(a)係使 用 含

有 在 非還原末端具有唾液酸殘基之1種或2種以上 鏈糖的

門天 冬醯胺之混合物，在該混合物所含有之糖鏈天 冬醯門

上胺 導入Fmoc基 > 同時將莘基導入唾液酸殘基上 而 得

到 糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步驟。在此態樣中， 步

驟(c)除了除去Fmoc基外 > 更除去莘基。 基之除 去 只

要根據前述方法進行即可。

步驟(d)中，由糖鏈天門冬醯胺除去天 冬醯胺

可根據習知之方法進行即可。舉例來說， 圖12所

門

如

殘

示

基，

之模
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式 者 可 將；糖 鏈 天 門 冬 醯 胺 與無水聯胺反 應 之後' 藉 由 乙

醯 化 除 去 天 門 冬 醯 胺 殘 基 便可以得到糖:鏈。 又， 將 糖 鏈

天 門 冬 醯 胺 以 鹼 性 水 溶 液 加 熱還流之後， 亦 可 藉由 乙 醯 化

除 去 天 門 冬 醯 胺 殘 基 而 得 到 糖鏈。在除去 天 門 冬醯 胺 殘 基

後 可 根 據 期 望 以 適 當 、 習 知之方法'例 如 凝 膠過 濾 管 柱

交換樹脂等之使用離子 各種色層分析法，以及H PLC分

離

造

胺

等方法， 來進行純化。

進一步， 與前述相同' 基於有效率地獲得期 糖鏈構

之糖鏈的 觀點，係以將 步驟（b）所分離之糖鏈 門冬醯

衍生物水解，及/或將步驟（c）所得到之糖鏈天 冬醯胺

望

天

門

水解，及/或將步驟（d）所得到之糖鏈水解者，較為理想。

又，水解可與前述同樣地進行。基於更有效率地獲得具有 

期望糖鏈構造之糖鏈的觀點，係以使用 糖水解酵素來進行 

水解者［步驟（b‘）及/或步驟（L）及/或步驟（「）］為更理想。

根據以上的步驟，舉例來說，可以有效率地獲得具有

下述一般式的糖鏈：

R5
OH

（式中，R’及R/為Η、
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其可為相 時為但，R?及R/同同或相異
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或

同

之情況除外）。

這種糖鏈天 門冬醯 胺-具 體而言*例如有圖5及圖6所

示之各化合物 。其中 ，特別 是化合物48〜55 、 57〜69 、 7 4

及7 5，皆係本發明所首次製造者。本發明之範圍包含該 等

化合物。

如此地，根據本發明，便可大量地以價格，有效率 地

製得具有期望糖鏈構造之糖鏈天門冬醯胺衍生物、糖鏈天 

門冬醯胺及糖鏈（以下，亦有將三者合併稱為糖鏈之情 

形）。

這種糖鏈在醫藥品開發等領域上非常有用。舉例來說 

，其應用例之一有癌症的疫苗。已知細胞若發生癌化情形 

時，會有體內所無之糖鏈的發生。又，已知若以化學合成 

該糖鏈，並作成疫苗投與至個體時，將可控制癌症的增殖 

情形。由此，只要能根據本發明製造期望之糖鏈時，就可
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能 以 有效疫苗之合成來進行癌症的治療。又，亦 本發可將

所明 得之糖鏈，進一步地利用化學反應及糖轉移 反應酵素

等 組合，使其與新的糖殘基結合成為衍生物，而

的 疫苗。

新穎合成

又'舉例來說，紅血球生成素(EPO)可藉 其紅血球增殖

力，而作為貧血的治療藥品'但此E P Ο若 未鍵結糖鏈時

，已知將不具有活性。如此地，由於蛋白質 藉由糖鏈之鍵

結可表現其 生理活性之故，舉例來說，可在 無法鍵結糖鏈

之大腸菌表 現系中，僅大 量地製作蛋白質， 然後再將具

望糖鏈構 造、且由本發 明所製造之糖鏈導入時，就可

予其生理 活性之表現， 又»藉由在任意的蛋白質‘上'

具有各種糖鏈構造、且 由本發明所製造之糖鏈時 ，

能

有

期 以

賦

就

導

可

合成以 具有新穎生理活性的新穎糖蛋白質。

又 存在於天然的糖蛋白質上之糖鏈，可藉由與 本 發

所製明 造之糖鏈取代，而賦予其新穎的生理活性。將 糖 蛋

質所白 具有的糖鏈取代成本發明所得到之糖鏈，舉例 說來

有Ρ. Sears and C . Η. Wong, Science, 2 0 0 1 , ν ο 1 291, ρ 

2344-23 50所記載之方法。亦即，將糖蛋白質以β -Ν -乙醯 

葡糖胺酵素(Endo-H)處理，就可造成蛋白質表面的天門冬 

醯胺殘基上 ' 僅鍵結一個N -乙醯葡糖胺殘基之狀態。然

後'再使用β -Ν-乙醯葡糖胺酵素(Endo-M)，就可將本發 

明所得到之糖鏈天門冬醯胺(舉例來說，圖3及圖4之各化 

合物)中的期望糖鏈，鍵結至前述的N-乙醯葡糖胺殘基上 

。又，若將N-乙醯葡糖胺鍵結至tRNA上，利用大腸菌等
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的糖鏈末端所存在之唾液酸，若在生體內一被除去時，該

的 表 現系合成 具 有 Ν-•乙 醯 葡 糖胺之糖 蛋 白 質 後 亦 可 以

使 用 Endo-M » 而 將 本 發 明 所 獲得之糖 鏈 夭 門 冬 醯 胺 中 期

望 的 糖鏈導入 ο

又 ，現在在 將 糖 蛋 白 質 作 為治療藥 使 用 時 其 問 題 是

所 被 投與之糖 蛋 白 質 的 代 謝 速度太快。 此 乃
是

在 糖 蛋 白 質

糖蛋白質馬上會被肝臟所代謝所致。因此，投與某程度的

量之該糖蛋白質是有必要的。基此，根據本發明，將糖鏈

末端 很難除去之唾液酸重新地重組至糖鏈上，在對象蛋 白

利質 上 用Endo-M將該糖鏈導入時，就有可能 降 低所 與投

糖 蛋之 白質的量。

>茲以實施例具體地說明本發明，但

些實施例。各化合物之構造式及編號

1〜圖6中。又，】H-NMR的資料，其測定之條件

以下

於這限

1〜7是3 0°C下HOD為4.8 ppm，在 實施 例8〜4 5是

本 發 明 並 不

係 表 示 於 圖

在 實 施 例

30[°C 下 丙 酮

ο 又 關 於的 甲基訊號為2.225 ppm，且HOD為4.718 ppm

Fmοc基被除去之化合物 > 則是於測定溶劑 中 共存有5 0 mM

的碳酸氫銭下所測定得到者。

實施例1 化合物2 4之合成

將從蛋得到之粗純化SGP（唾液酸基糖胜肽）2.6克 > 溶解 

於Tris-鹽酸・氯化鈣緩衝溶液（TRIZMA BASE 0.05莫爾/ 

升、氯化鈣0.01莫爾/升、pH 7.5）100毫升中。在其上加入 

疊氮化納58毫克（772 μmol）及肌動蛋白酵素-E 526毫克 

（科研製藥公司製），於37 °C下靜置。65小時後，再加入263
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毫克之肌動蛋白酵素-E，又再於3 7 °C下靜置24小時。將此 

溶液冷凍乾燥之後，將殘餘物質以凝膠過濾管柱層析 

(Sephadex G-25 > 2.5 φ χ 1 m >展開溶劑為水，流速為1.0 

毫升/分)純化二次，而得到如圖3所示，1.3克( 5 5 5 μmol) 

的目的化合物24。該SGP所含之糖鏈構造，係表示如下。
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X

又，所得到之化合物24，其物理性質係如下所示。

*H-NMR (D2O, 3 0 °C )

5.15 (1H, s, Man4-Hi), 5.06 (1H, d, GlcNAcl-Hj), 4.95
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(1H, s, Man4'-Hi), 4.82 (1 Hs s, Man3-Hi), 4.69 (1H, d,

GlcNAc2-Hi), 4.67 (2H, d, GlcNAc5, 5'-Hi), 4.53 (2H, d,

Gal6, 6'-Hi), 4.34 (1H, d, Man3-H2), 4.27 (1H, d,

Man4'-H2), 4.19 (1H, d, Man4-H2), 3.03 (1H, dd, Asn-β

CH), 3.00 ( 1H, dd, Asn-β CH), 2.76 (2H, dd,

7'-H3eq)5 2.15 (1 8H, s><6, -Ac), 1.79 (2H, dd,

N e u A c 7 ,

N e u A c 7 ,

7'-H3ax)

例2實 施 化合物1、2、6及1 0之

將 實施

合成

例1所得到之化合物2 4 (6 0 9毫 26 1 μmo 1)溶克，

於解 水20.7毫升中，進一步加入0.1規定 1 3 . 8毫升。將鹽酸

此 溶 液在70 °C下加熱35分鐘後迅速冷卻

鈿 使 成

層 析 管

流 速 為

入飽和碳酸氫，加

為pH 7。將其冷凍乾燥之後，殘留物 質以凝膠過濾

柱(Sephadex G- 2 5，2.5 φ χ 1 m > 展 開溶劑為水'

1 · 0毫升/分)進行純化，而得到如圖 3所示，5 34毫

克 化的 合物2 4 '化合物2 5 ' 2 9及化合物3 3之混合物。不要

該將 四 成分各自分離，而進行下列步驟。

又 所得到之糖鏈混合物，其物理性質係如下所示。

】H-NMR (D2O, 3 0 °C ) 

5.13 (s, Man4 -H 1), 5.12 (s, Man4-Hi), 5.01 (d, G1 cN A c 1 -

Η】)，4.94 (s, Man4'-H1), 4.93 (s, Man4'-H1), 4.82 (s,

Man3-Hi), 4.60 (d, GlcNAc2-Hi), 4.58 (d, GlcNAc5, 5'-

Hi), 4.47 (dd, Gal6, 6'-Hi), 4.44 (d, Gal6, 6'-Hi), 4.24 (d,

Man3-H2), 4.19 (d, Man4'-H2), 4.11 (d, Man4-H2), 2.97 

(bdd, Asn-β CH), 2.72 (dd, NeuAc7-H3eq, NeuAc7-H3eq),
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2.64 (bdd, Asn-β CH), 2.15 (sx5, -Ac), 1.79 (dd,

NeuAc7-H3ax, NeuAc7'-H3ax)

將得到之糖鏈混合物429毫克溶解於丙酮16.3毫升及水 

11.2毫升中。在其上加入9 -氟第基甲基-N-琥珀酸基碳酸 

酯(155.7毫克，461.7 μmol)及碳酸氫(80.4毫克，957 

μmol)，於室溫下攪拌二小時。將該溶液以蒸發器除去丙 

酮'再將殘餘的溶液以凝膠過濾層析管柱(Sephadex G-25 

'2.5 φ X 1 m >展開溶劑為水»流速為1.0毫升/分)進行純 

化，而得到如圖1所示，3 0 9毫克的化合物2 > 6及化合物1 0 

之混合物。將該混合物以HPLC (ODS管柱，展開溶劑為50 

mM醋酸銭水溶液：乙月青= 65： 35，2.0 φ χ 2 5 cm，流速 

為3毫升/分)進行純化，其分別之溶離時間為，化合物1為 

5 1分鐘後；化合物2及6之混合物為6 7分鐘後；化合物1 0 

為9 3分鐘後。將其各自分取並進行冷凍乾燥後，以凝膠過 

濾層析管柱(Sephadex G-2 5，2.5 φ χ 3 0 cm，展開溶劑為 

水，流速為1 · 0毫升/分)進行純化，而得到目的之化合物2 

及6混合物150毫克。

又，所得到之化合物1，其物理性質係如下所示。 

*H-NMR (D2O, 3 0 °C )

7.99 (2H, d, Fmoc), 7.79 (2H, d, Fmoc), 7.55 (4H, m, 

Fmoc), 5.15 (1H, s, Man4-H)), 5.06 (1H, d, GlcNAcl-Η)),

4.95 ( 1H, s, Man4'-Hi), 4.82 ( 1H, s, Man3-Hi), 4.69 (1H, 

d, GlcNAc2-HJ, 4.67 (2H, d, GlcNAc5, 5-Hi), 4.53 (2H, 

d, Gal6, 4.34 (1H, d, Man3-H2), 4.27 (1H, d,
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Man4'-H2), 4.19 (1H, d, Man4-H2), 3.03 (1H, bdd, Asn-β 

CH), 3.00 (1H, bdd, Asn-β CH), 2.76 (2H, dd, NeuAc7, 

7'-H3eq), 2.15 (1 8H, s", -Ac), 1.79 (2H, dd, NeuAc7, 

7'-H3ax) ； HRMS C103H154N8NaO66 [M + Na + ]理論值

2581.8838，實測值 25 8 1.8 82 1 °

又'所得到之化合物2及6，其物理性質係如下所示。 

】H-NMR (D2O, 3 0 °C )

7.99 (d, Fmoc), 7.79 (d, Fmoc), 7.55 (m, Fmoc), 5.14 (s,

• Man4-Hi), 5.12 (s, Man4-H), 5.00 (d, GlcNAcl-HJ, 4.94

(s, Man4'-Hi), 4.93 (s, Man4'-H1), 4.82 (s, Man3-Hi), 4.60 

(d, GlcNAc2-Hi), 4.5 8 (d, GlcNAc5, 5-Hi), 4.46 (dd, 

Gal6, 4.44 (d, Gal6, 4.24 (d, Man3-H2),

4.19 (d, Man4'-H2), 4.11 (d, Man4-H2), 2.97 (bdd, Asn-β

CH), 2.72 (d d, N euAc7-H3eq, NeuAc7-H3eq), 2.64 (bdd, 

Asn-β CH), 2.15 (s χ 5 , -Ac), 1.79 (d d, N euAc7-H3ax,

NeuAc7'-H3ax)

• 又，所得到之化合物1 0，其物理性質係如下所示。

*H-NMR (D2O, 3 0 °C )

7.99 (2H, d, Fmo c), 7.79 (2 H, d, F moc), 7.55 (4 H, m, 

Fmoc), 5.12 (1H, s, Man4-H】)，5.06 (1H, d, GlcNAcl-Η)), 

4.93 (1H, s, Man4'-H]), 4.82 (1H, s, Man3-Hi), 4.69 ( 1H, 

d, GlcNAc2-HJ, 4.67 (2H, d, GlcNAc5, 4.53 (2H,

d, Gal6, 4.34 (1H, d, Man3-H2), 4,27 (1H, d,

Man4'-H2), 4.19 (1H, d, Man4-H2), 3.03 (1H, bdd, Asn-β
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CH), 3.00 (1H, bdd, Asn-β CH), 2.15 (12H, sx4, -Ac)； 

HRMS C81H12oN6Na05o [M + Na + ]理 論 值 1 999.6930，實測值 

1999.6939 。

實施例3 化合物3及7之合成

將實施例2所得到之化合物2及6的混合物(224毫克，97 

μmol)及牛血清白蛋白24毫克，溶解於H EPES緩衝溶液(50 

mM 、 p Η 6.0) 22毫升中，進一步再加入由Diplococcus

pneumoniae衍生的/3-半乳糖酵素(1 . 3 5 U) °將該溶液於37 

°C下靜置15小時後，冷凍乾燥。殘留物質再以HPLC (ODS 

管柱，2.0 φ X 2 5 cm ＞展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液： 

乙月青=8 5 ： 1 5 »流速為3毫升/分)進行純化，其分別之溶

離時間為，圖2所示之化合物3為129分鐘後；化合物7為134 

分鐘後。將其各自分取並進行冷凍乾燥後，再以HPLC 

(ODS管柱，2.0 φ X 25 cm，展開溶劑為最初15分鐘為水

，16分鐘至30分鐘為水：乙月青(容量比)=10： 0至85： 1 5 

，31分鐘至45分鐘為水：乙月青= 85： 15至80 : 2 0的梯度， 

流速為3.0毫升/分)進行脫鹽處理，而得到目的之化合物3 

為8 1毫克，化合物7則為7 5毫克。

又'所得到之化合物3，其物理性質係如下所示。 

'H-NMR (D2O, 3 0 °C )

7.99 (2H, d, Fmoc), 7.79 (2H, d, Fmoc), 7.55 (4H, m, 

Fmoc), 5.15 (1H, S, Man4-Hi), 5.06 ( 1H, d, GlcNAcl-H】),

4.95 (1H, s, Man4'-Hi), 4.82 (1H, s, Man3-Hi), 4.69 (1H, 

d, GlcNAc2-H]), 4.67 (2H, d, GlcNAc5, 4.53 (1H,
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d, Gal6'-HJ, 4.34 (1H, d, Man3-H2), 4.27 (1H, d,

Man4'-H2), 4.19 (1H, d, Man4-H2), 2.97 (1H, bdd,

Asn-pCH), 2.76 (1H, dd, NeuAc7'-H3eq), 2.6 1 ( 1H, bdd, 

Asn-β CH), 2.15 (1 5H, sx5, -Ac), 1.79 (1H, dd,

NeuAc7'-H3ax) : HRMS C 8 6H i 2 7 N 7N aO 5 3 [M + Na + ]理論值 

2128.7356 ，實測值2128.7363 。

又 > 所得到之化合物7，其物理性質係如下所示。 

'H-NMR (D2o, 3 0 °C )

• 7.99 (2H, d, Fmoc), 7.79 (2H, d, Fmoc), 7.55 (4H, m,

Fmoc), 5.15 (1H, S, Man4-Hi), 5.06 (1H, d, GlcNAcl-HJ,

4.95 (1H, s, Man4'-H1), 4.82 (1H, s, Man3-H]), 4.69 (1H, 

d, GlcNAc2-HJ, 4.67 (2H, d, GlcNAc5, 5-Hi), 4.53 (1H, 

d, Gal6-HJ, 4.34 (1H, d, Man3-H2), 4.27 ( 1H, d,

Man4'-H2), 4.19 (1H, d, Man4-H2), 2.97 ( 1H, bdd, 

Asn-pCH), 2.76 (1H, dd, NeuAc7-H3eq), 2.60 (1H, bdd, 

Asn-PCH), 2.15 (15H, sx5, -Ac), 1.79 (1H, dd,

• NeuAc7-H3ax) : HRMS C 8 6H)2 5N 7N a3 O 5 3 [M + Na + ]理論值 

2172.6995 ，實測值2172.7084 。

實施例4 化合物4及8之合成

將實施例3所得到之化合物3及7的混合物(9 0毫克，47.3 

μm ο 1)不各自分離5與牛血清白蛋白8毫克 > 一同溶解於 

HEPES緩衝溶液(50 mM，pH 6.0) 8. 1毫升中，進一步再加 

入由牛腎衍生的B -葡糖胺酵素(西格瑪亞德利奇公司製) 

2.8 8 U。將該溶液於3 7 °C下靜置1 8小時後，冷凍乾燥。殘
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留物質再以H PLC (ODS管柱，2.0 φ χ 25 cm «展開溶劑為 

50 mM醋酸銭水溶液：甲醇=65 : 35，流速為3毫升/分) 

進行純化，其分別之溶離時間為，圖2所示之化合物4為1 1 7 

分鐘後；化合物8為1 2 7分鐘後。將其各自分取並進行冷凍 

乾燥後，再以HPLC (ODS管柱，2.0 φ X 25 cm >展開溶劑 

為最初15分鐘為水，16分鐘至30分鐘為水：乙月青=10： 0 

至85 : 15 - 31分鐘至45分鐘為水：乙月青= 85： 15至80： 20 

的梯度，流速為3毫升/分)進行脫鹽處理-而得到目的之 

化合物4為4 0毫克，化合物8則為3 7毫克。

又，所得到之化合物4，其物理性質係如下所示。 

'H-NMR (D2o, 3 0 °C )

8.01 ( 2 Η, d, F mο c), 7.80 (2 Η, d , F mο c) , 7.56 (4 Η, m, 

Fmoc), 5.22 ( 1 Η, s, Man4-Hi), 5.08 ( 1H, d, GlcNAcl-Hj), 

4.94 (1H, s, Man4'-H1), 4.84 (1H, s, Man3-Hi), 4.69 (1H, 

d, GlcNAc2-HJ, 4.67 (1H, d, GlcNAc5-H]), 4.55 (1H, d, 

Gal6-H]), 4.33 (1H, dd, Man3-H2), 4.20 (1H, dd, Man4-H2), 

4.15 (1H, dd, Man4'-H2), 2.97 (1H, bdd, Asn-β CH), 2.76 

(2H, dd, NeuAc7, 7'-H3eq), 2.62 (1H, bdd, Asn-β CH), 2.15 

(12H, sx4, -Ac), 1.79 (2H, dd, NeuAc7, 7'-H3ax) ； HRMS 

C78Hi]4N6NaO48 [M + Na + ]理論值 1 925.65 62 > 實測值 1 925. 

6 5 3 9。

又，所得到之化合物8，其物理性質係如下所示。 

】H-NMR (D2O, 3 0 °C )

7.99 (2H, d, Fmoc), 7.79 (2H, d, Fmoc), 7.55 (4H, m,
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Fmoc), 5.15 (1H, S, Man4-Hj), 5.06 (1H, d, GlcNAcl-HJ,

4.95 (1H, s, Man4'-Hi), 4.82 (1H, s, Man3-HJ, 4.69 (1H, 

d, GlcNAc2-H]), 4.67 (2H, d, GlcNAc5, 5-Hi), 4.53 (2H, 

d, Gal6, 4.34 (1H, d, Man3-H2), 4.27 (1H, d,

Man4'-H2), 2.97 ( 1H, bdd, Asn-β CH2), 2.76 ( 1H, dd, 

NeuAc7'-H3eq), 2.6 1 (1H, bdd, Asn-β CH2), 2.15 ( 1 2H, sx4, 

-Ac), 1.79 (1H, dd, N eu A c 7' - H 3 a x) : HRMS C78H !! 4N6NaO48 

[M + Na + ]理論值 1925.6562，實 測值 1925.6533。

•實施例5化合物5之合成

將實施例4所得到之化合物4 (30毫克，473 μmol)與牛 

血清白蛋白3毫克，溶解於HEPES緩衝溶液(50 mM，pH 6.0) 

6毫升中'進一步再加入由Jack豆衍生的G-甘露糖苜酵素 

1 0 U。將該溶液於3 7 °C下靜置2 1小時後，冷凍乾燥。再以 

HPLC (ODS管柱，2.0 © X 25 cm，展開溶劑為最初1 5分鐘 

為水，16分鐘至30分鐘為水：乙月青= 10： 0至85 : 15，3 1 

分鐘至45分鐘為水：乙月青= 85： 15至80： 20之梯度-流速

• 為3毫升/分)進行純化，而得到目的之圖1所示的化合物5 

為20毫克。

又5所得到之化合物5，其物理性質係如下所示。 

'H-NMR (D2O, 3 0 °C )

8.01 (2 H, d, F moc), 7.80 (2 H, d, Fmoc), 7.56 (4H, m,

Fmoc), 5.00 (1H, d, GlcNAcl-HJ, 4.95 ( 1H, s, Man4'-H1), 

4.84 (1H, s, Man3-H]), 4.67 (1H, d, GlcNAc2-Hi), 4.56 

(1H, d, GlcNAc5-HJ, 4.44 ( 1H, d, Gal6-HJ, 4.11 ( 1H, dd,
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Man4'-H2), 4.07 (1H, dd, Man3-H2), 2.97 (1H, bdd, Asn-β 

CH), 2.76 (1H, dd5 N e u A c 7 ' - H3 eq), 2.62 (1H, bdd, Asn-β 

CH), 2.15 (12H, sx4, -Ac), 1.79 (2H, dd, NeuAc7'-H3ax) 

；HRMS C72H104N6NaO43 [M + Na + ]理論值 1763.6034，實測 

值 1763.6074 。

實施例6 化合物9之合成

將實施例4所得到之化合物8 (40毫克，630 μmol)與牛 

血清白蛋白5毫克，溶解於H EPES緩衝溶液(50 mM » pH 6.0) 

7.8毫升中，進一步再加入由Jack豆衍生的α -甘露糖蓉酵 

素3 8U。將該溶液於3 7 °C下靜置63小時後，冷凍乾燥。再 

以H PLC (ODS管柱，2.0 φ χ 25 cm，展開溶劑為最初15 

分鐘為水，16分鐘至30分鐘為水：乙月青=10： 0至85： 1 5 

，31分鐘至45分鐘為水：乙月青= 85： 15至80： 20之梯度， 

流速為3毫升/分)進行純化，而得到目的之化合物9為3 0毫 

克。

又 > 所得到之化合物9，其物理性質係如下所示。 

*H-NMR (D2O, 3 0 °C )

8.01 (2H, d, F mo c), 7.80 (2 H, d, F mo c), 7.56 (4 H, m, 

Fmoc), 5.23 (1H, s, Man4-Hi), 5.08 ( 1H, d, GlcNAcl-HJ, 

4.53 (1H, d, Gal6-Hi), 4.32 (1H, dd, Man3-H2), 4.28 (1H, 

dd, Man4-H2), 2.8 1 (1H, bdd, Asn-卩 CH), 2.76 (1H, dd, 

NeuAc7-H3eq), 2.59 ( 1H, bdd, Asn-β CH), 2.13 (12H, sx4, 

-Ac), 1.80 (1H, dd, NeuAc7H3ax) ； HRMS C72H j 04N6NaO43 

[M + NaJ 理論值 1 763.6034，實測值 1 763.604 1。
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實施 例 7 Fmoc基之脫保護（化合物33之合成）

實將 施例2所得到之化合物10 （10.5毫克，5.27 μτηοΐ）

於溶解 5 0%嗎麻/Ν,Ν-二甲基亞碇溶液1.4毫升中，於室溫

•氫 氣 環境下，使其反應二小時 °在該溶液上加入甲苯3

再置入35 °C下之蒸發器中 。重複該步驟三次，

除去反應溶劑。將殘留物質 以凝膠過濾層析管

毫升5 以

柱

(Sephadex G - 2 5 ‘ 2.5 φ χ 3 0 cm ‘ 展開溶劑為水' 流 速 為

1 · 0毫升/分）進行純化， 而得到如圖3所示，7毫克 的 化 合

物33（產率為76%）。又 >所得到之化合物構造 基 於

'Η-NMR光譜分析與實施 例2所得之化合物3 3 — 致 的 緣 故

，確認係化合物33 <■

所得到之化合物33，其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.12 (s, 1H, Man4-H-1), 5.07 (d, 1H, J = 9.7 Hz,

GlcNAcl-H-1), 4.92 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.76 (s, 1H,

Man3-H-1), 4.62 (d, 1H, J = 8.0 Hz, GlcNAc2-H-1), 4.58 (d,

2H, J = 7.8 Hz, GlcNAc5, 5'-H-l), 4.47 (d, 2H, J = 7.9 Hz,

Gal6, 6'-H-1), 4.24 (bd, 1H, Man3-H-2), 4.19 (bdd, 1H,

J = 3.2 Hz, 1 .4 Hz, Man4'-H-2), 4.12 (bdd, 1H, J = 3.2 Hz,

1.4 Hz, Man4-H-2), 2.93 (dd, 1H, J = 4.5 Hz, 17.0 Hz,

Asn-β CH), 2.93 (dd, 1H, J-6.8 Hz, 1 7.0 Hz, Asn-β CH),

2.08 (s, 3H, Ac), 2.05 (s, 6H, Acx2), 2.0 1 (s, 3H, Ac)
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實

發明說明續頁

施例& 化合物1 4之合成

將化合物3 （28毫克，2 1.3 gmol）與牛血清白蛋白1.0毫

克

中

同溶解於HEPES緩衝溶液（50 mM， pH 5.0 ' 454 μΙ.)

，進一步再加入神經胺酸酵素（西 亞德利奇公格瑪 司製

由 Viblio Cholerae - 198 mU)。將 液於3 7 °C下該溶 靜置

20小時後-以HPLC分析確認反應已 Τ。將反應

以 HPLC (YMC包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120A ODS No.

經終 溶液

2020 1 78，20 χ 250 mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水 溶 液

:乙月青= 80： 20，流速為4毫升/分）進行純化。更進 步

，以 ODS 管柱(科思摩基 75C18-OPN，1 5 χ 100 mm > 最 初

以50毫升Η?。溶離，再以25%乙月青溶離）進行脫鹽，而 得 到

目的之化合物1 4（17毫克，產率7 0%）。所得 到之化合物 14

其物理性質係如下所示。

*H-NMR (3 0 °C )

δ 7.9 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2 Η, J = 7.5 Η z,

Fmoc), 7.51 (d d, 2 Η , J = 7.5 Hz , Fmoc), 7.43 (dd, 2H, J = 7.5

Hz, Fmoc), 5.12 (s, 1H, Man4-H-1 ), 4.99 (d, 1H, J = 9.5 Hz,

GlcNAcl-H- 1), 4.92 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.76 (s, 1H,

Man3-H- 1), 4.5 8 (d, 1H, J = 8.0 Hz, GlcNAc2-H-1), 4.55 (d, 

1H, J = 8.4 Hz, GlcNAc5'-H-1 ), 4.47 (d, 1H, J = 7.8 Hz,

Gal6'-H-1), 4.34 (t, 1H, Fmoc), 4.24 (bd, 1H, J=1.9 Hz,

Man3-H-2), 4.18 (bdd, 1H, J= 1.4 Hz, 3.3 Hz, Man4-H-2),

4.11 (bdd, 1H, J= 1.4 Hz, 3 .5 Hz, Man4'-H-2), 2.72 (bdd,

1H, J = 3.0 Hz, 15.7 Hz, Asn-卩 CH), 2.52 (bdd, 1H, J = 8.7 
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Hz, 15.7 Hz, Asn-卩 CH）, 2.06, 2.05, 2.04, 1.89 （each s, 

each 3H, Ac） ； HRMS C 7 5 Η i）0N 6N a 0 4 5 [M + Na + ]理論值 

1 83 7.6402，實測值 1 837.647 1。

實施例9 化合物1 9之合成

將化合物7（20毫克，9.4 μmol）與牛血清白蛋白1.6毫克

，一同 溶解於 H EPES 緩衝溶液（50 mM，pH 5.0，3 23 μΕ） 

中，進一步再加入神經胺酸酵素（西格瑪亞德利奇公司製

，由V iblio Cholerae » 14 1 mU）。將該溶液於3 7 °C下靜置

• 18小時後，以HPLC分析確認反應已經終了。然後，以HPLC 

（YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 1 20Α ODS No. 2020 1 78，20 χ 

250mm，展開溶劑為5 0 m Μ醋酸鍰水溶液：乙月青= 80： 2 0

，流速為4毫升/分）進行純化。更進一步，以ODS管柱（科 

思摩基75C18-OPN，1 5 X 100 mm，最初以50毫升Η?。溶離

，再以2 5 %乙月青溶離）進行脫鹽，而得到目的之化合物1 9 

（13毫克，產率76%）。所得到之化合物，由於其】H-NMR 

之結果與標準品一致之故，而確認其構造。

• 實施例1 0 化合物1 5之合成

將化合物4 （45毫克，24 μmol）與牛血清白蛋白1.7毫克

，一同 溶解於 H EPES 緩衝溶液（50 mM，pH 5.0，820 pL） 

中，進一步再加入神經胺酸酵素（西格瑪亞德利奇公司製 

，由V iblio Cholerae，134 mU）。將該溶液於3 7 °C下靜置

1 4小時後，以HPLC分析確認反應已經終了。然後，將反 

應溶液以 HPLC （YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 1 20A ODS No 

2020178，20 x 250 mm，展開溶劑為50 mM醋酸鍰水溶液
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:乙月青= 80： 20 -流速為4毫升/分)進行純化。更進一步 

，以ODS管柱(科思摩基75Ci8-OPN > 1 5 x 10 0 mm，最初 

以50毫升肌0溶離-再以25%乙月青溶離)進行脫鹽，而得到 

目的之化合物1 5 (28毫克，產率74%)。所得到之化合物1 5 

其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 7.92 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.51 (d d, 2 H, J = 7.5 H z , Fmoc), 7.44 (d d, 2 H, J = 7.5 

Hz, F moc), 5.10 (s , 1 H , Man4-H- 1 ), 4.99 (d, 1 H, J = 9.5 Hz, 

GlcNAcl-H- 1), 4.92 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.76 (s, 1H, 

Man3-H- 1), 4.5 8 (d, 2H, GlcNAc2, 5'-H-l), 4.47 (d, 1H, 

J = 8.0 Hz, Gal6'-H- 1), 4.35 (t, 1H, Fmoc), 4.24 (bd, 1H, 

J=1.9 H z, Man3-H-2), 4.11 (b s , 1 H, =Man4'-H-2), 4.07 (b s , 

1H, Man4-H-2), 2.72 (bd, 1H, J=1 5.5 Hz, Asn-β CH), 2.52 

(bdd, 1H, J = 8.7 Hz, 15.5 Hz, Asn-β CH), 2.06, 2.04, 1.89 

(each s, each 3 H, Ac) ； HRM S C67H97N5Na04o [M + N a + ]理 

論值 1634.5608，實測值 1634.5564

實施例1 1 化合物7 0之合成

將化合物15 (11毫克，6.8 pmol)與牛血清白蛋白1.5毫 

克，一同溶解於H EPES緩衝溶液(50 mM，pH 5.0，269 μΕ) 

中，進一步再加入Β -半乳糖酵素(生化學工業公司製，由 

Jack豆，1 1 pL，275 mU)。將該溶液於3 7 °C下靜置14小時 

後，以HPLC分析確認反應已經終了。將反應溶液以HPLC 

(YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120A ODS No. 2020 1 78，20 χ
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2 5 0 mm >展開溶劑為5 0 mM醋酸銭水溶液：乙月青= 80： 2 0

，流速為4毫升/分)進行純化。更進一步，以ODS管柱(科 

思摩基75C18-OPN，15 X 100 mm ＞最初以50毫升H2O溶離

，再以25%乙月青溶離)進行脫鹽，而得到目的之化合物7 0 

(6.3毫克，產率64%)。所得到之化合物其物理性質係如下 

所示。

!H-NMR (3 0 °C )

δ 7.91 (d, 2 Η, J = 7.5 Η ζ, Fmoc), 7.70 ( d, 2 Η , J = 7.5 Η ζ,
• Fmoc), 7.50 (dd, 2Η, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.43 (dd, 2H, J = 7.5

Hz, Fmoc), 5.10 (s, 1H, Man4-H-1), 4.99 (d, 1H, J = 9.5 Hz,

GlcNAcl-H- 1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.76 (s, 1H,

Man3-H- 1), 4.5 5 (d, 2H, GlcNAc2, 5'-H- 1), 4.32 (t, 1H,

Fmoc), 4.24 (bs, 1 H, Man3 -H-2), 4.10 (bs, 1H, Man4-H-2),

4.06 (bs, 1H, J=1 .3 Hz, Man4'-H-2), 2.72 (bd, 1H, J=14.0

Hz, Asn-卩 CH), 2.52 (bdd, 1H, J = 9.5 Hz, 14.8 Hz, Asn-卩

CH), 2.06, 2.05, 1.89 (each s, each 3H, Ac) ； MS (Fab)

• C61H88N5O35 [M + H + ]理論值 1 450.5，實測值 1 450.4

實施例1 2 化合物2 0之合成

將化合物8 （47毫克，25 μmol）與牛血清白蛋白1.9毫克

> 一同溶解於 H EPES 緩衝溶液（50 mM，pH 5.0 - 840 μΣ） 

中，進一步再加入神經胺酸酵素（西格瑪亞德利奇公司製

，由V iblio Cholerae，369 mU） °將該溶液於3 7 °C下靜置

3 7小時後，以HPLC分析確認反應已經終了。將反應溶液

冷凍乾燥 再以 H PLC(YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 1 20A
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ODS No. 2020 1 78，20 χ 250 mm，展開溶劑為 50 mM 醋酸 

銭水溶液：乙月青= 80： 20，流速為4毫升/分)進行純化。 

更進一步，以ODS管柱(科思摩基75C18-OPN，1 5 χ 100 mm 

，最初以50毫升H2O溶離，再以25%乙月青溶離)進行脫鹽， 

而得到目的之化合物20 (26毫克，產率65%)。所得到之化 

合物其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 7.92 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.5 1 (dd, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.43 (dd, 2H, J = 7.5 

Hz, Fmoc), 5.12 (s, 1 H, Man4-H- 1), 4.99 (d, 1H, J = 9.4 Hz, 

GlcNAcl-H-1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.77 (s, 1H,

Man3 -H- 1 ), 4.57 (bd, 2H, GlcNAc2, 5'-H- 1), 4.46 (d, 1H, 

J = 7.5 Hz, Gal6'-H- 1), 4.34 (t, 3H, Fmoc), 4.24 (bs, 1H, 

Man4'-H-2), 4.19 (bs, 1H, Man4-H-2), 2.72 (bd, 1H,

J=15.5 Hz, Asn-β CH), 2.52 (bdd, 1H, J = 9.2 Hz, 15.5 Hz, 

Asn-卩 CH), 2.06, 2.05, 1.89 (each s, each 3H, Ac) ； HRMS 

C67H97N5NaO40 [M + Na+]理論值 1 634.5608 ，實測值

1634.5644

實施例1 3 化合物7 1之合成

將化合物20 (12毫克，7.4 pmol)與牛血清白蛋白1.0毫 

克，一同 溶解於H EPES緩衝溶液(50 mM，pH 5.0，3 3 0 μΕ) 

中，進一步再加入Β -半乳糖酵素(生化學工業公司製，由 

Jack豆，12 gL，297 mU)。將該 溶液於3 7 °C下靜置46小 時 

後，以HPLC分析確認反應已經終了。將反應溶液以HPLC
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(YMC包裝管柱D-ODS-5 S-5 1 20A ODS No. 2020 1 78 > 20 χ

2 5 0 mm »展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液：乙月青= 80： 20

，流速為4毫升/分）進行 純化 0更進 步，以ODS管柱（科

思摩基 75C18-OPN，15 X 100 mm ＞最初以50毫升H2O溶 離

，再以25%乙月青溶離）進行脫 鹽， 而得到目的之化合物 7 1

（6.6毫克'產率61%）。所得到 之化 合物其物理性質係如 下

所示。

JH-NMR (3 0 °C )

δ 7.90 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.70 (d, 2H, J = 7.5 Hz,

F m o c ) , 7.49 (d d, 2 H, J = 7.5 H z , F m o c ), 7.42 ( d d, 2 H , J = 7.5

Hz, Fmoc), 5.11 (s, 1H, Man4-H- 1), 4.99 (d, 1 H, J = 9.4 Hz,

GlcNAcl-lH-1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.76 (s, 1H,

Man3-H-1), 4.5 5 (d, 2H, GlcNAc2, 5-H- 1), 4.3 1 (b, 1H,

Fmoc), 4.24 (bs, 1H, Man3-H-2), 4.18 (bs, 1H, Man4-H-2),

3.97 (dd, 1H, J=1 .8 Hz, 3.3 Hz, Man4'-H-2), 2.72 (bd, 1H,

J=15.5 Hz, Asn-β CH), 2.52 (bdd, 1H, J = 8.0 Hz, 15.5 Hz,

Asn- β CH), 2.0 6 , 2.0 5 , 1.88 (each s, each 3 H, Ac) ； M S

(Fab) C6iH88N5O35 [M + H + ]理論值 14 50.5 > 實 測值1 4 5 0.3

實 施例1 4 化合物1 6之合成

將化合物5 （32毫克，18.4 μmol）與牛血清 白蛋白2.5毫

克 '一同溶解於H EPES緩衝溶液（50 mM， PH 5.0，7 1 3 μΣ)

中 ，進一步 再加入神經胺酸酵素（西格 瑪 亞德利奇 公 司 製

，由 V i b 1 i ο Cholerae * 13 4 mU) ° 將該 溶 液於3 7 °C 下 靜 置

1 7小時後' 以HPLC分析確認反應已經 終 了。將反 應 溶 液
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再以 HPLC (YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120Α ODS No.

2020 1 78，20 χ 250 mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液

:乙月青= 80： 20 -流速為4毫升/分)進行純化。更進一步 

＞以ODS管柱(科思摩基75C18-OPN，1 5 x 100 mm，最初 

以50毫升Η?。溶離，再以25%乙月青溶離)進行脫鹽，而得到 

目的之化合物1 6 (13毫克，產率52%)。所得到之化合物其 

物理性質係如下所示。

!H-NMR (3 0 °C )

δ 7.92 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.5 1 (dd, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.44 (dd, 2H, J = 7.5 

Hz, Fmoc), 5.00 (d, 1H, J = 9.9 Hz, G1 cN A c 1 - H - 1 ) , 4.92 (s, 

1H, Man4'-H- 1 ), 4.75 (s, 1H, Man3 -H- 1 ), 4.58 (d, 2H,

J = 7.5 Hz, GIcNAc2, 5'-H- 1), 4.47 (d, 1H, J = 7.8 Hz,

Gal6'-H- 1), 4.34 (t, 1H, Fmoc), 4.10 (bd, 1H, Man3-H-2), 

4.07 (bs, 1H, Man4'-H-2), 2.72 (bdd, 1H, J=1 5.5 Hz,

Asn-β CH), 2.52 (bdd, 1H, J = 9.2 Hz, 15.5 Hz, Asn-β CH), 

2.07, 2.05, 1.89 (each s, each 3H, Ac) ； MS (Fab)

C6iH88N5O35 [M + H + ]理論值 1 4 5 0.5，實測值 1 450.3。

實施例1 5 化合物1 7之合成

將化合物16 (9毫克» 6.2 μm ο 1)與牛血清白蛋白1.6毫克

，一同溶解於 H EPES 緩衝溶液(50 mM，pH 5.0，6 1 3 gL) 

中，進一步再加入B -半乳糖酵素(生化學工業公司製，由 

Jack豆，186 mU)。將該溶液於3 7 °C下靜置32小時後，以 

HPLC分析確認反應已經終了。將反應溶液以HPLC (YMC
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包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120A ODS No. 2020 1 7 8 » 20 χ 250 

mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液：乙購=80 ： 20， 

流速為4毫升/分)進行純化。更進一步，以ODS管柱(科思 

摩基75C18-OPN，1 5 X 100 mm，最初以50毫升H2O溶離， 

再以25%乙月青溶離)進行脫鹽，而得到目的之化合物1 7 

(5.4毫克 > 產率6 8%)。所得到之化合物其物理性質係如下 

所示。

】H-NMR (3 0 °C )

• δ 7.89 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.68 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.49 (dd, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.42 (dd, 2H, J = 7.5 

Hz, Fmoc), 4.99 (d, 1 H, J = 9.7 Hz, G lcN A c 1 - H -1), 4.9 1 (s, 

1H, Man4'-H- 1), 4.55 (d, 1 H, J = 8.1 Hz, GlcNAc2, 5'-H- 1 ), 

4.09, 4.07 (s, 1H, Man4'-H-2, Man3-H-2), 2.72 (bd, 1H, 

J=15.5 H z, A s n - β CH), 2.56 (b d d, 1 H, J = 8 . 1 H z, 15.5 H z, 

Asn-β CH), 2.07, 2.05, 1.89 (each s, each 3H, Ac) ； MS 

(Fab )理論值 C55H77N5Na03o ［M + Na + ］理論值 1 310.5 -實測

•值 13 10.2

實施例1 6 化合物1 8之合成

將化合物1 7 (3.4毫克，2.6 μmol)與牛血清白蛋白1.1毫 

克，一同溶解於H EPES緩衝溶液(50 mM，pH 5.0，257 μΙ,) 

中，進一步再加入Ν -乙醯基-β -D -葡糖胺酵素(西格瑪亞 

德利奇公司製，由Jack豆-144 mU)。將該溶液於3 7 °C下 

靜置24小時後，以HPLC分析確認反應已經終了。將反應 

溶液以 H PLC (YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 1 20Α ODS No.
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2020 1 78，20 χ 2 5 0 mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液

:乙月青= 80： 20 '流速為4毫升/分)進行純化。更進一步

，以ODS管柱(科思摩基75C18-OPN，15 χ 100 mm，最初 

以50毫升HqO溶離，再以25%乙購溶離)進行脫鹽，而得到 

目的之化合物1 8 (2.1毫克，產率75%)。所得到之化合物 

其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 7.91 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.71 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc),

7.5 1 (dd, 2H, J = 7.5 Hz, 7.5 Hz, Fmoc), 7.43 (dd, 2H, J = 7.5 

Hz, 7.5 Hz, Fmoc), 5.00 (d, 1H, J = 9.7 Hz, GlcNAc 1-H-1), 

4.9 1 (d, 1H, J=1.6 Hz, Man4'-H-1), 4.76 (s, 1H, Man3-H-1),

4.5 8 (d, 1 H, J = 7.8 Hz, G 1 cN A c 2 - H - 1), 4.34 (t, 1 H, Fmoc), 

4.07 (d, 1 H, J = 2.7 Hz, Man4'-H-2), 3.97 (dd, 1 H, J= 1.6 Hz, 

3.7 Hz, Man3-H-2), 2.72 (bdd, 1H, J = 3.2 Hz, 15.1 Hz,

Asn-β CH), 2.52 (bdd, 1H, J = 8.9 Hz, 15.1 Hz, Asn-β CH),

2.07, 1.89 (each s, each 3H, Ac) ； MS (Fab) C47H65N4O25 

[M + Na + ]理論值 1 085.4，實測值 1 0 8 5.3

實施例1 7 化合物2 1之合成

將化合物9 （28毫克，16 μmol）與牛血清白蛋白1.7毫克

，一同溶解於 HEPES 緩衝溶液（50 mM，pH 5.0，624 μ!,）

中，進一步再加入神經胺酸酵素（西格瑪亞德利奇公司製

，由V iblio Cholerae > 1 1 7 mU）。將該溶液於3 7 °C下靜置

17小時後'以HPLC分析確認反應已經終了。然後，將反

應溶液以 HPLC (YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120Α ODS No.
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2020 1 78 > 20 χ 250mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水 溶 液

:乙月青= 80： 20，流速為4毫升/分）進行純化。更進 步

，以 ODS 管柱(科 思摩基 75C18-OPN，1 5 χ 100 mm - 最 初

以50毫升Η?。溶離，再以25%乙月青溶離）進行脫鹽'而 得 到

目的之化合物21 （14.6毫克，產率68%）。所 合物得到 之化

其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C ) 

δ 7.92 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.71 (d, 2H, J = 7.5 Hz,

F m o c), 7.50 (d d, 2 H, J = 7.5 H z, F m o c), 7.43 (dd, 2H, J = 7.5

Hz, Fmoc), 5.12 (s, 1H, Man4-H-1), 4.99 (d, 1H, J = 9.5 Hz,

GlcNAcl- 1H-1), 4.77 (s, 1H, Man3-H-1), 4.57 (d, 2H,

J = 7.2 Hz, GlcNAc2-H- 1), 4.46 (d, 1H, J = 7.8 Hz,

Gal6-H-1), 4.34 (t, 1H, Fmoc), 4.22 (bd, 1H, J = 2.7 Hz,

Man3-H-2), 4.19 (b, 1H, Man4-H-2), 2.72 (bdd, 1H,

J=1 5.5 Hz, Asn-β CH), 2.52 (bdd, 1H, J = 9.8 Hz, 15.5 Hz,

Asn-β CH), 2.05 (s, 6H, Acx2), 1.89 (s, 3H, Ac) : MS (Fab)

C61H88N5O35 [M + H + ]理論值 1 45 0.5 -實測值 1 450.3

實施例1 8 化合物2 2之合成

將化合物21 （T0毫克» 6.9 μmol）與牛血清白蛋白1.6毫 

克，一同溶解於H EPES緩衝溶液（50 mM > pH 5.0 > 672 gL） 

中，進一步再加入B -半乳糖酵素（生化學工業公司製，由 

Jack豆，205 mU）。將該溶液於3 7 °C下靜置20小時後‘以

HPLC分析確認反應已經終了。將反應溶液以HPLC （YMC

包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120A ODS No. 2020 1 78，20 χ 250
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mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液：乙月青= 80： 20， 

流速為4毫升/分)進行純化。更進一步'以ODS管柱(科思 

摩基7 5C18-OPN，1 5 X 100 mm，最初以50毫升H2O溶離， 

再以2 5 %乙月青溶離)進行脫鹽，而得到目的之化合物2 2 

(5.6毫克，產率6 4%)。所得到之化合物其物理性質係如下 

所示。

'H-NMR (3 0 °C )

δ 7.87 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.67 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.48 (dd, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.4 1 (dd, 2H, J = 7.5 

Hz, Fmoc), 5.12 (s, 1 H, Man4-H- 1 ), 4.99 (d, 1 H, J = 9.7 Hz, 

GlcNAcl-H- 1), 4.76 (s, 1H, Man3-H- 1), 4,55 (d, 2H, J = 8.6 

Hz, GlcNAc2, 5-H-1 ), 4.26 (t, 1H, Fmoc), 4.22 (d, 1H, 

J = 2.2 Hz, Man3-H-2), 4.18 (bdd, 1H, J=1 .3 Hz, 3.3 Hz, 

Man4-H-2), 2.72 (bd, 1H, J=15.5 Hz, Asn-卩 CH), 2.54 

(bdd, 1H, J = 9.5 Hz, 15.5 Hz, Asn-卩 CH), 2.05 (s, 6H, 

Acx2), 1.88 (s, 3H, Ac) ； MS (Fab) C55H78N5O30 [M + H + ] 

理論值1 2 8 8.5 >實測值1 28 8.3

實施例1 9 化合物2 3之合成

將化合物22 (3.6毫克，2.8 gmol)與牛血清白蛋白1.2毫 

克，一同溶解於H EPES緩衝溶液(50 mM > pH 5.0 > 277 gL) 

中，進一步再加入N -乙醯基-β -D -葡糖胺酵素(西格瑪亞 

德利奇公司製，由Jack豆，195 mU)。將該溶液於3 7 °C下 

靜置24小時後，以HPLC分析確認反應已經終了。將反應 

溶液以 H PLC (YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 1 20Α ODS No.
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r—.———η
I發明說明續頁I

2020178，20 χ 250mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水 溶 液

:乙月青= 80： 2 0 >流速為4毫升/分)進行純化。更進 步

，以 ODS 管柱(科思摩基 75C18-OPN，1 5 χ 100 mm > 最 初

以50毫升Η?。溶離，再以25%乙月青溶離)進行脫鹽，而 得 到

目的之化合物23 (2.3毫克，產率77%)。所 得到之化 合 物

其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 7.91 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.70 (d, 2H, J = 7.5 Hz,

Fmoc), 7.50 (dd, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.43 (dd, 2H, J = 7.5

Hz, Fmoc), 5.11 (s, 1H, Man4-H-1), 4.99 (d, 1 H, J = 9.7 Hz,

GlcNAcl-H-1), 4.77 (s, 1H, Man3-H- 1), 4.57 (d, 1H, J = 6.5

Hz, GlcNAc-H- 1), 4.33 (t, 1H, Fmoc), 4.22 (d, 1H, J = 3.0

Hz, Man3-H-2), 4.07 (bdd, 1 H, J = 2.1 Hz, Man4-H-2), 2.72

(bdd, 1 H, J= 1 5 . 5 Hz, Asn-β CH), 2.52 (bdd, 1 H, J = 8.9 Hz,

15.5 Hz, Asn-β CH), 2.0 5 , 1.89 (each s, each 3 H, Ac) ； MS 

(Fab) C47H65N4O25 [M + H + ]理論值 1 085.4 > 實測值 1 085.3

•實施例2 0 化合物1 1之合成

將化合物10 (123毫克，62 Mmol)與牛血清白蛋白1.1毫 

克，一同 溶解於H EPES緩 衝溶液(50 mM，pH 5.0，2.5 mL) 

中，進一步再加入半乳糖酵素(生化學工業公司製，由

Jack豆，24 pL，6 12 mU)。將該溶液於3 7 °C下靜置6 1小時 

後，以HPLC分析確認反應已經終了。將反應溶液冷凍乾 

燥，再以 HPLC (YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 1 20Α ODS No.

2020 1 78 > 20 χ 25 0mm，展開溶劑為50 m Μ醋酸銭水溶液
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:乙月青= 80： 20，流速為3.5毫升/分)進行純化。更進一 

步，以ODS管柱(科思摩基75C18-OPN，1 5 x 100 mm >最 

初以50毫升Η?。溶離，再以25%乙購溶離)進行脫鹽，而得 

到目的之化合物1 1 (71毫克，產率70%)。所得到之化合物 

其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 7.9 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.50 (dd, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.43 (dd, 2H, J = 7.5 

Hz, Fmoc), 5.11 (s, 1 H, Man4-H-1), 4.99 (1 H, d, J = 9.9 Hz, 

GlcNAcl-H- 1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.76 (s, 1H,

Man3-H- 1), 4.5 5 (d, 2H, J = 8.6 Hz, GlcNAc2, 5-H- 1 ), 4.34 

(t, 1H, Fmoc), 4.24 (s, 1H, Man3 -H-2), 4.18 (s, 1H,

Man4-H-2), 4.10 (s, 1H, Man4'-H-2), 2.72 (bd, 1H, J=15.5 

Hz, Asn-β CH), 2.5 1 (bdd, 1H, J = 9.0 Hz, 15.5 Hz, Asn-β 

CH), 2.06 (s, 3H, Ac), 2.05 (s, 6H, Ac><2), 1.88 (s, 3H, Ac) 

；HRMS C69H10oN6Na04o [M + Na + ]理 論值 1 675.5 873 -實 測

值 1675.5841

2 1施實 例 化合物1 2之合成

化 物將 合 1 1 （50毫克，30 μmol）與牛血清白蛋白2.0毫克

解溶同 於 HEPES 緩衝溶液(50 mM，pH 5.0，920 gL)

中 步進 再加入N-乙 醯基-D -葡 糖胺酵素（西 格瑪亞 

奇 公德 利 司 製'由Jack豆，2.1U）。將該溶液於3 7 °C 下靜

置4 8小 時後 ，以H PLC分析確認反應已經終了。將反 應溶

液以HPLC (YMC 包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120A ODS No.
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2020 1 78 > 20 χ 250mm，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液

:乙月青=8 0 ： 20 >流速為4毫升/分)進行純化，再冷凍乾 

燥。將該殘留物質以ODS管柱(科思摩基75C］「OPN，15 χ 

10 0 mm，最初以50毫升H2O溶離，再以2 5 %乙月青溶離)進 

行脫鹽，而得到目的之化合物12 (25毫克，產率66%)。所 

得到之化合物其物理性質係如下所示。

!H-NMR (3 0 °C )

δ 7.9 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.70 (d, 2H, J = 7.5 Hz,
• Fmoc), 7.50 ( d d, 2 Η, J = 7.5 Η ζ, Fmoc), 7.43 ( d d, 2 Η, J = 7.5

Hz, Fmoc), 5.10 (s, 1H, Man4-H- 1), 4.99 (d, 1H, J = 9.7 Hz, 

GlcNAcl-H-1), 4.9 1 (bd, 1H, J=1.6 Hz, Man4'-H-1), 4.77 

(s, 1H, Man3-H- 1 ), 4.5 8-4.52 (b, 1H, G1 cN a c 2 - H -1). 4.33 

(t, 1H, Fmoc), 4.24 (bs, 1H, Man3-H-2), 4.06 (dd 1H,

J- 1.6 Hz, 3.2 Hz, Man4-H-2), 3.97 (dd, 1 H, J=1.6 Hz, 3 . 5 

Hz, Man4'-H-2), 2.72 (bd, 1H, J=1 5.5 Hz, Asn-β CH), 2.53 

(bdd, 1 H, J = 9.0 Η ζ, 15.5 Η ζ, Asn-β CH), 2.0 5 , 1.8 8 (each
• s, each 3 Η, Ac)

實施例2 2 化合物1 3之合成

將化合物12 (10毫克> 1 1 μmol)與牛血清白蛋白0.9毫克

，溶解於H EPES緩 衝溶液(50 mM，pH 5.0 > 440 μ" 中， 

進一步再加入由α -甘露糖甘酵素(西格瑪亞德利奇公司 

製，由Jack豆，30 μ!,，3.2U)將該溶液於37°C下靜置21小 

時後，以HPLC分析確認反應已經終了。再以HPLC (YMC 

包裝管柱 D-ODS-5 S-5 120A ODS No. 2020 178» 20 χ 250 mm
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'展開溶劑為5 0 mM醋酸銭水溶液：乙月青= 80： 20，流速 

為4毫升/分)進行純化。再將其以ODS管柱(科思摩基 

75 C18-OPN > 15 χ 100 mm >最初以50毫升H2O溶離，再以 

2 5 %乙月青溶離)進行脫鹽，而得到目的之化合物1 3 (3毫克

'產率4 3 %) °所得到之化合物其物理性質係如下所示。 

】H-NMR (3 0 °C )

δ 7.92 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.51 ( d d, 2 H, J = 7.5 Hz , Fmoc), 7.43 ( d d, 2 H , J = 7.5 

Hz, Fmoc), 4.99 (d, 1H, J = 9.5 Hz, GlcNAcl-H- 1), 4.76 (s, 

1H, Man3-H-1), 4.57 (1H, G1 cN Ac 2 - H -1), 4.06 (d, 1H, 

J = 3.2 Hz, Man3-H-2), 2.72 (bd, 1H, J= 1 5 .5 Hz, Asn-β CH), 

2.52 (bdd, 1H, J = 8.3 Hz, 15.5 Hz, Asn-β CH), 2.05, 1.89 

(each s , each 3 H, Ac)

(糖鏈天 門 冬醯胺酸衍生物之Fmoc基的脫保護)

以下，在全部的糖鏈天門冬醯胺衍生物上，以下列順 

序進行Fmoc基的脫保護。首先，對於每糖鏈天門冬醯胺 

Fmoc體1 μπιοί，加入24 0 μ!>的Ν,Ν -二甲基甲醯胺及160 μΙ>

層析（科思摩基75C18-OPN，15 χ 100 mm，展開溶劑為水）

的 嗎啡，並使其於室溫、氫氣環境 下 進行反應 ο 以 TLC

（展開溶劑為1Μ醋酸銭：異丙醇=8 : 5）確認反 應 終 了 之

後 ，以冰水使其冷卻。在其上加入反 應 溶液1 0倍 量 之 二 甲

瞇 ，攪拌1 5分鐘之後，過濾該析出之 沉 澱物。所 得 到 之 殘

渣 溶解於水中，並於3 5 °C使其氣化，1再加入3毫 升 之 二 甲

苯 ＞重複三次前述蒸發氣化之步驟。 將 殘留物於 逆 相 管 柱
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中進行純化。

實施例2 3 化合物3 3之合成

將化合物1 0（10.5毫克，5.3 μmol）以上述之步驟，進行

反應7小時，得到目的之化合物3 3 （7毫克，產率76%）。所

得到之化合物並以】H-NMR確認與標準品一致。

實施例2 4 化合物2 6之合成

將化合物3 （8.0毫克，3.8 μmol）以上述之步驟，進行反

應2 1小時，得到目的之化合物2 6 （6.3毫克，產率88%）。

所得到之化合物其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.13 (s, 1Η, Man4-H-1), 5.07 (d, 1H, J = 9.9 Hz

GlcNAcl-H-1), 4.95 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.78 (s, 1H

Man3-H-1), 4.62 (2H, GlcNAc2, 5'-Η-1), 4.56 (d, 1H,

J = 8. 1 Hz, GlcNAc5-H- 1), 4.52 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Gal6' 

-H- 1), 4.25 (bs, 1H, Man3-H-2), 4.19 (bs, 1H, Man4'-H-2), 

4.12 (bs, 1H, Man4-H-2), 2.94 (dd, 1H, J = 4.5 Hz, 17.0 Hz,

• Asn-β CH), 2.85 (dd, 1H, J = 6.8 Hz, 17.0 Hz, Asn-β CH),

2.68 (dd, 1 H, J = 4.6 Hz, 12.4 Hz, Neu A c 7 ' - H - 3 e q), 2.08, 

2.07, 2.06, 2.04, 2.02 (each s, each 3H, Ac), 1.72 (dd, 1H, 

J=12.1 Hz, 12.1 Hz, NeuAc7'-H-3 ax) ； MS (Fab)

C71H118N7O51 [M + H + ]理論值 1 8 84.7 -實測值 1 884.5

實施例25 化合物27之合成

將化合物4 (11.0毫克，5.8 μmol)以上述之步驟，進行

反應23小時‘得到目的之化合物27 (8.5毫克，產率88%)
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。所得到之化合物，其物理性質係如下所示。

1H-NMR (3 0 °C )

δ 5.11 (s, 1H, Man4-H-1), 5.08 (d, 1H, J = 9.7 Hz,

GlcNAcl-H-1), 4.95 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.78 (s, 1H,

Man3-H- 1), 4.62 (d, 2H, GlcNAc2, 5'-H- 1), 4.45 (d, 1H, 

J = 7.6 Hz, Gal6'-H- 1), 4.26 (bd, 1H, Man3-H-2), 4.12 (bd, 

1H, Man4'-H-2), 4.08 (bdd, 1 Hs J=1.6 Hz, 3.3 Hz,

Man4-H-2), 2.94 (dd, 1H, J = 4.0 Hz, 17.2 Hz, Asn-β CH), 

2.85 (dd, 1 H, J = 7.2 Hz, 17.2 Hz, Asn-卩 CH), 2.68 (dd, 1H, 

J = 4.1 Hz, 12.1 Hz, NeuAc7'-H-3eq), 2.09, 2.07, 2.04, 2.02 

(each s, each 3 H, Ac), 1.72 (d d, 1 H, J=12.1 Η z, 12.1 Η z, 

NeuAc7'-H-3ax) ； MS (Fab) C63H! 04N6NaO46 [M + Na + ]理論 

值 1703.6，實測值 1703.1

實施例2 6 化合物2 8之合成

將化合物5 ( 7.0毫克1 4.0 μmo 1)以上述之步驟，進行反 

應2 1小時，得到目的之化合物2 8 (5.3毫克，產率87%)。 

所得到之化合物其物理性質係如下所示。

•H-NMR (3 0 °C )

δ 5.07 (d, 1H, J = 9.4 Hz, GlcNAcl-H- 1), 4.94 (s, 1H,

Man4'-H- 1), 4.76 (s, 1 H, Man3-H-1), 4.6 1, 4.59 (each ds 

each 1H, GlcNAc2, 5'-H- 1), 4.44 (d, 1H, J = 7.8 Hz,

Gal6'-H- 1 ), 4.10, 4.07 (each 1H, Man4', 3-H-2), 2.93 (dd,

1 H, J = 4.6 Hz, 17.5 Hz, Asn-卩 CH), 2.85 (dd, 1H, J = 7.0 Hz, 

17.5 Hz, Asn-β CH), 2.67 (dd, 1H, J = 4.6 Hz, 12.2 Hz,
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NeuAc7'-H-3eq), 2.08, 2.06, 2.02, 2.01 (each s, each 3H, 

Ac), 1.7 1 (2H, dd, J=12.2 Hz, 12.2 Hz, N e u A c 7' - H - 3 ax)； 

MS (Fab) C57H94N6NaO4i [M + Na + ]理論值 1541.5，實測值

154 1.3

實施例2 7 化合物3 0之合成

將化合物7 (13.9毫克，6.6 μmol)以上述之步驟«進行 

反應7小時'得到目的之化合物30 (8.0毫克-產率64%)。 

所得到之化合物其物理性質係如下所示。

•】H-NMR (3(TC )

δ 5.13 (s, 1H, Man4-H-1), 5.06 (d, 1H, J = 9.9 Hz,

GlcNAcl-H-1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.77 (s, 1H,

Man3 -H- 1 ), 4.6 1 , 4.60 (each d, each 1 H, J = 8.0 Hz,

GlcNAc2, 5-H- 1 ), 4.55 (d, 1H, J = 8.4 Hz, G1 cN A c 5 ' - H - 1 ),

4.44 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Gal6-H-1), 4.24 (bd, 1H, Man3 -

H-2), 4.19 (bdd, 1H, J=1.3 Hz, 3.2 Hz, Man4'-H-2), 4.10 

(bdd, 1H, J= 1.4 Hz, 3.2 Hz, Man4-H-2), 2.90 (dd, 1H,

• J = 4.5 Hz, 16.7 Hz, Asn-β CH), 2.80 (dd, 1H, J = 7.5 Hz,

16.7 Hz, Asn-β CH), 2.66 (dd, 1H, J = 4.6 Hz, 12.4 Hz, 

NeuAc7-H-3eq), 2.07, 2.06, 2.05, 2.02, 2.0 1 (each s, each

3H, Ac), 1.7 1 (dd, 1 H, J=12.4 Hz, 12.4 Hz, N e u A c 7 - H - 3 a x) 

；MS (Fab) C7iHii7N7NaO5i [M + Na + ]理論值 1 906.7 > 實測

值 1906.1

實施例2 8 化合物3 1之合成

將化合物8 (8.0毫克，4.2 μmol)以上述之步驟，進行反
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應12小時，得到目的之化合物31 (6.0毫克，產率86%)。

所得到之化合物其物理性質係如下所示。

'H-NMR (3 0°C )

δ 5.12 (s, 1Η, Man4-H-1 ), 5.06 (d, 1H, J = 9.5 Hz,

GlcNAcl-H- 1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H- 1)? 4.77 1H,

Man3-H-1), 4.6 1, 4.59 (each, d, each 1H, GlcNAc2, 5-H-l),

4.43 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Gal6-H-1), 4.24 (bd, 1H,

Man3 -H-2), 4.18 (bdd, 1H, Man4'-H-2), 2.9 1 (bd, 1H,

J=17.0 Hz, Asn-卩 CH), 2.8 1 (dd, 1H, J = 6.5 Hz, 17.0 Hz,

Asn-卩 CH), 2.66 (dd, 1H, J = 4.6 Hz, 12.6 Hz, NeuAc7- 

H-3eq), 2.06, 2.06, 2.02, 2.00 (each s, each 3H, Ac), 1 .70 

(dd, 1H, J-12.6 Hz, 12.6 Hz, NeuAc7-H-3 ax) : MS (Fab) 

C63H104N6NaO46 [M + Na + ]理論值 1 703.6，實測值 1 703.0 

實施例2 9 化合物3 2之合成

將化合物9(7.7毫克'4.4 gmol)以上述之步驟，進行反 

應2 3小時，得到 目 的之化合物3 2 (5.2毫克，產率78%)。 

所得到之化合物其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.14 (s, 1Η, Man4-H-1), 5.07 (d, 1H, J = 9.4 Hz, 

GlcNAcl-H-1), 4.78 (s, 1H, Man3 -H- 1), 4.61, 4.60 (each, 

d, each 1H, GlcNAc2, 5-H- 1), 4.44 (d, 1H, J=8.0 Hz, 

Gal6-H- 1), 4.23 (d, 1H, J = 3.0 Hz, Man3-H-2), 4.19 (bdd,

1 H, J=1 .3 Hz, 2.9 Hz, Man4-H-2), 2.92 (dd, 1H, J = 4.1 Hz,

17.2 Hz, Asn-β CH), 2.83 (dd, 1H, J = 7.5 Hz, 12.7 Hz,
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Asn-β CH), 2.67 (d d, 1 H, J = 4.6 Hz, 12.7 Η z, N eu A c 7

-H-3eq), 2.06 (s, 6H, Acx2), 2.03, 2.0 1 (each s, each 3H, 

Ac), 1.71 (dd, 1 H, J= 1 2.7 Hz, 12.7 Hz, NeuAc7-H-3ax)； 

MS (Fab) C57H94N6NaO4i [M + Na + ]理論值 1541.5 ，實測值 

1541.2

實施例3 0 化合物3 7之合成

將化合物14 (9.1毫克，5.0 gmol)以上述之步驟，進行 

反應1 3小時，得到目的之化合物37 (6.5毫克 > 產率77%)

•。所得到之化合物其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.11 (s, 1H, Man4-H- 1), 5.06 (d, 1H, J = 9.5 Hz,

GlcNAcl-H-1 ), 4.92 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.75 (s, 1H,

Man3-H-1), 4.6 1, 4.5 7 , 4.5 5 (each d, each 1 H, J = 7.5 H z, 

GlcNAc2, 5, 5'-H-1), 4.46 (d, 1H, J = 7.3 Hz, Gal6'-H- 1), 

4.23 (bs, 1H, Man3-H-2), 4.18 (bs, 1H, Man4'-H-2), 4.10 

(bs, 1H, Man4-H-2), 2.87 (dd, 1H, J = 4.8 Hz, 17.0 Hz,

• Asn-β CH), 2.76 (dd, 1H, J = 7.2 Hz, 17.0 Hz, Asn-β CH), 

2.07 (s, 3H, Ac), 2.04 (s, 6H, Acx2), 2.00 (s, 3H, Ac)； 

MS (Fab) C6oHiooN6Na043 [M + Na + ]理論值 1615.6，實測值 

1615.0

實施例3 1 化合物4 2之合成

將化合物19 (9.8毫克，5.4 gmol)以上述之步驟，進行 

反應13小時，得到目的之化合物42 (8.0毫克，產率88%) 

。所得到之化合物其物理性質係如下所示。
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!H-NMR (3 0 °C )

δ 5.11 (s, 1H, Man4-H-1), 5.06 (d, 1HS J = 9.5 Hz,

GlcNAcl-H-1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.76 (s, 1H,

Man3 -H- 1 ), 4.6 0 , 4.5 7 , 4.5 5 (each d, each 1 H, G1 cN A c 2 , 5 ,

5'-H-1), 4.46 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Gal6-H- 1), 4.28 (s, 1H, 

Man3-H-2), 4.18 (s, 1H, Man4'-H-2), 4.10 (s, 1H,

Man4-H-2), 2.88 (dd, 1H, J = 4.0 Hz, 16.6 Hz, Asn-β CH), 

2.77 (dd, 1H, J = 7.5 Hz, 16.6 Hz, Asn-β CH), 2.07 (s, 3H,

A c;),2.04 ( s, 6H, Acx2), 2.0 0 (s, 3H, Ac) ；MS 1(Fab)

c6 ο Η 1 ο 1 N 6 0.43 [M + H + ]理論值 1 5 93 .6， 實測值1 5 93.8

實 施例3 2 化合物3 8之合成

將化合物 15 (5.1毫克，3.2 μm o 1) 以上述之 步驟， 進行

反 應1 1小時 ，得到目的之化合 物 38 (4.0毫克 ，產率 9 1 %)

ο 所得到之 化合物其物理性質 係 如下'所示。

*H -NMR (3C>°C )

δ 5.10 (s, 1H, Man4-H- 1), 5 .07 (d, 1H, J = 9.4 Hz,

G1 cNAcl-H- 1), 4.92 (s, 1H, Μ an4' -H-1), 4 .76 (s, 1H,

Man 3 - Η-1), 4.61, 4.57 (each d, e；ach 1H, J = 7.8 Hz,

GlcNAc2, 5'-H- 1), 4.47 (d, 1H, J-7.8 Hz, GaI6' H- 1), 4.24 

(d, 1H, J = 2.3 Hz, Man3-H-2), 4.10, 4.06 (each bd, each 1H, 

Man4', 4-H-2), 2.90 (dd, 1H, J = 4.2 Hz, 16.8 Hz, Asn-β 

CH), 2.8 1 (dd, 1H, J = 7.3 Hz, 16.8 Hz, Asn-β CH), 2.07, 

2.04, 2.0 1 (each s, each 3H, Ac) ； MS (Fab) C52H88N5O38 

[M + H + ]理論值 1 390.5 > 實測值 1 3 90.1
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實施例33 化合物72之合成

將化合物70 （4.0毫克，2.8 gmol）以上述之步驟，進行 

反應13小時，得到目的之化合物72 （2.9毫克，產率85%）

。所得到之化合物其物理性質係如下所示。

】H-NMR （3 0°C ）

δ 5.09 (s, 1H, Man4-H-1), 5.06 (d, 1H, J = 9.8 Hz, GlcNAcl

-H-1), 4.91 (s , 1 H, Man4'-H- 1), 4.76 (s , 1 H , Man3-H-1),

4.6 1 , 4.54 (each d, each 1 H, GlcNAc2, 5 -H- 1 ) , 4.24 ( s , 1 H ,

Man3 -H-2), 4.1 0, 4.06 (each b s , each 1 H, Man4, 4' - H - 2),

2.87 (dd, 1H, J=17.2 Hz, Asn-β CH), 2.76 (dd, 1H, J = 6.5

H z, 17.2 H z, Asn-β CH), 2.07, 2.0 4 , 2.00 (each s , each 3 H ,

'H-NMR (3 0 °C )

A c;); MS (F ab) C46H78N5O33 [M + H + ]理論值 1 22 8.5， 實測

值 1 2 28 .3

實 施 例 34 化合物4 3之合■成

將 化 合 物 20 (5.4 毫克， 3 . 3 μmol）以上述 之步驟， 進行

反 應 1 1 小 時 *得到目的之 化 合物4 3 (4.1毫 克，產率 87%)

ο 所 得 到 之 化合物其物理 性 質係如下所示C1

δ 5.11 (s, 1H, Man4-H-1), 5.07 (d, 1H, J = 9.5 Hz,

GlcNAcl-H-1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.77 (s, 1H,

Man 3 - H - 1), 4.6 1, 4.57 (each d, each 1 H, GlcNAc2, 5 -H-1), 

4.46 (d, 1H, Gal6-H-1), 4.24 (s, 1H, Man3-H-2), 4.18 (bs, 

1H, Man4-H-2), 2.90 (dd, 1H, J = 4.0 Hz, 17.0 Hz, Asn-β 

CH), 2.80 (dd, 1H, J = 7.3 Hz, 17.0 Hz, Asn-β CH), 2.07,
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2.04, 2.01 (each s, each 3 Η, Ac) ； Μ S (Fab) C52H88N5O38 

[Μ + Η + ]理論值 1 390.5，實測值 1 390.2 

實施例3 5 化合物7 3之合成

將化合物71 (4.0毫克，2.8 gmol)以上述之步驟，進行 

反應1 3小時，得到 目 的之化合物7 3 (2.9毫克，產率85%) 

。所得到之化合物其物理性質係如下所示。

]H-NMR (3 0 °C )

δ 5.11 (s, 1H, Man4-H- 1), 5.06 (d, 1H, J = 9.9 Hz,

GlcNAcl-H- 1), 4.9 1 (s, 1 H, Man4'-H- 1), 4.77 (s, 1H, Man3 

-H- 1 ), 4.6 0 , 4.54 (each d, each 1 H, J = 7.9 Hz, GlcNAc2, 

5-H- 1), 4.24 (s, 1H, Man3-H-2), 4.18 (dd, 1H, J=1.6 Hz,

1.6 Hz, Man4-H-2), 3.96 (1H, dd, J=1.6 Hz, 1.6 Hz,

Man4-H-2), 2.88 ( d d, 1 H , J = 4.3 H z, 16.8 H z, Asn-β CH), 

2.77 (dd, 1H, J = 7.2 Hz, 16.8 Hz, Asn-β CH), 2.06, 2.04 

2.00 (each s, each 3 H, Ac) ； M S (Fab) C46H78N5O33 [M + H + ] 

理論值1 22 8.5 ，實測值1 228.3 

實施例3 6 化合物3 9之合成

將化合物16 (2.2毫克1 1 . 5 μm ο 1)以上述之步驟，進行 

反應7小時，得到目的之化合物39 (1.6毫克，產率84%)。 

所得到之化合物其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.07 (s, 1H, J = 9.7 Hz, GlcNAc 1-H-1), 4.92 (s, 1H,

Man4'-H-1), 4.75 (s, 1H, Man3-H- 1 ), 4,62, 4.5 8 (each d, 

each 1 H, G1 cN Ac2 , 5 -H- 1 ), 4.0 9, 4.08 (each s, each 1 H,
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Man 3 , 4' - Η - 2), 2.91 (d d, 1 H, J = 4.1 Hz, 16.9 Hz, Asn-β 

CH), 2.81 (dd, 1H, J = 6.8 Hz, 16.9 Hz, Asn-β CH), 2.08, 

2.0 4 , 2.01 (each s , each 3 H, Ac)； M S (Fab) C46H77N5NaO33 

[M + Na + ]理論值 1 250.4，實測值 1 25 0.3

實施例3 7 化合物4 0之合成

將化合物17 (1.5毫克，1.2 μιηοΐ)以上述之步驟，進行 

反應1 4小時，得到目的之化合物4 0 (1 . 1毫克»產率89%)

。所得到之化合物其物理性質係如下所示。

•】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.07 (d, 1 H, J = 9.5 Hz, G1 cN A c 1 - Η -1), 4.9 1 (s, 1 H,

Man4'-H-1), 4.76 (s, 1H, Man3-H- 1 ), 4.62, 4.5 5 (each d, 

each 1 H, GlcNAc2, 5 -H- 1), 4.1 0 , 4.07 (each s , each, 1 H , 

Man4', 3-H-2), 2.89 (dd, 1H, J = 3.7 Hz, 17.0 Hz, Asn-β 

CH), 2.79 (dd, 1H, J = 7.0 Hz, 17.0 Hz, Asn-β CH), 2.07, 

2.0 5 , 2.01 (each, s, each 3 H, Ac) ； M S (Fab) C4oH67N5Na028 

[M + Na + ]理論值 1 088.4，實測值 1 0 8 8.2

•實施例3 8 化合物4 1之合成

將化合物18 (1.3毫克，1.2 μmol)以上述之步驟，進行 

反應1 4小時，得到目的之化合物4 1 (0.8毫克，產率80%)

。所得到之化合物其物理性質係如下所示。

'H-NMR (3 0 °C )

δ 5.07 (d, 1 H, J = 9.5 Hz, G1 cN A cl - H -1), 4.9 1 (s, 1 H,

Man4'-H-1), 4.76 (s, 1H, Man3-H-1), 4.62 (d, 1H, J = 7.8 

H z, GlcNAc2-H-l), 4.08 (d, 1 H, J = 2.9 H z, Man3-H-2), 
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2.92 (dd, 1H, J = 3.9 Hz, 17.3 Hz, Asn-β CH), 2.83 (dd, 1H, 

J = 7.0 Hz, 17.3 Hz, Asn-β CH), 2.07, 2.01 (each s, each 3 H, 

Ac) ； MS (Fab) C32H55N4O27 [M + H + ]理論值 863.3，實測值 

863.2

實施例3 9 化合物4 4之合成

將化合物21 (2.3毫克，1.6 μmol)以上述之步驟，進行 

反應7小時，得到目的之化合物44(1.6毫克，產率84%) ° 

所得到之化合物，其物理性質係如下所示。

]H-NMR (3 0 °C )

δ 5.11 (s, 1H, Man4-H-1), 5.06 (d, 1H, J = 9.8 Hz,

GlcNAcl-H-1), 4.77 (s, 1 H, Man3-H-1), 4.6 1, 4.57 (each d, 

each 1H, GlcNAc2, 5-H-1), 4.46 (d, 1H, J = 7.8 Hz,

Gal-H- 1), 4.22, 4.18 (each bs, each 1H, Man3, 4-H-2), 

2.9 1 (dd, 1H, J = 4.1 Hz, 17.3 Hz, Asn-β CH), 2.82 (dd, 1H, 

J = 7.0 Hz, 17.3 Hz, Asn-卩 CH), 2.05, 2.04, 2.0 1 (each s, 

each 3H, Ac) ； MS (Fab) C46H78N5O33 [M + H + ]理論值 1228.5

，實測值1 228.3

實施例4 0 化合物4 5之合成

將化合物22 (1.6毫克，1.3 μmol)以上述之步驟，進行 

反應14小時，得到目的之化合物45 (1.1毫克，產率85%) 

。所得到之化合物其物理性質係如下所示。

'H-NMR (3 0 °C )

δ 5.12 (s, 1Η, Man4-H- 1), 5.07 (d, 1H, J = 9.7 Hz, GlcNAcl 

-H-1), 4.77 (s, 1H, Man3-H-1), 4.61, 4.54 (each d, each
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1Η, GlcNAc2, 5-H- 1 ), 4.22 (d, 1 Η , J = 2.5 Η ζ , Man3-H-2),

4.1 8 (dd, 1H, J=1.4 Hz, 3.0 Hz, Man4'-H-2), 2.89 (dd, 1H,

J = 4.3 Hz, 16.9 Hz, Asn-β CH), 2.78 (dd, 1H, J = 7.5 Hz,

16.9 Η z, Asn-β CH), 2.0 6, 2.0 5 , 2.0 1 (each s , each 3 H, Ac)

MS (Fab) C4oH67N5Na028 [M + Na + ]理論值 1 088.4, 實測

值 1 0 8 8.3。

例4 1施實 化合物4 6之合

反

將

應

，產

成

23 (1.6毫克' 1 . 5 μmol)以上述之步驟‘

14小時 化合物46 (1.1毫克，6.4

率 85%)。 所得到之化合物其物理性質係如下所示。

化合物

得到目的之

進行

μ m ο 1

】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.10 (s, 1H, Man4-H-1), 5.06 (d, 1H, J = 9.5 Hz, GlcNAcl

-H-1 ), 4.77 (s, 1H, Man3-H-1), 4.61 (d, 1H, J = 7.3 Hz,

GlcNAc2-H-1 ), 4.22 (d, 1H, J = 2.4 Hz, Man3-H-2), 4.07

(dd, 1H, J= 1.6 Hz, 3.0 Hz, Man4'-H-2), 2.90 (dd, 1 H,

J = 4.3 Hz, 17.0 Hz, Asn-β CH), 2.80 (dd, 1H, J = 7.0 Hz,

17.2 Η z, Asn-β CH), 2.0 5 , 2.01 (each s , each 3H, Ac)；

MS (Fab) C32H55N4O23 [M + H + ]理論值 863.3，實 測值863.3

實施例4 2 化合物3 4之合成

反應1 1小

(12.4毫克，7.5 μm ο 1)以上述之 步驟，進行

得到目的之化合 物34 (9.2毫克 ，產率86%)

合物其物理性質 係如下所示。

將化合 物

時

°所得到 之

1 1

化

】H-NMR (3 0 °C )

δ 5.11 (s, 1H, Man4-H-1), 5.07 (d, 1H, J = 1 0.0 Η ζ,
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GlcNAcl-H-1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.77 (s, 1H,

Man3-H- 1 ), 4.6 1 (d, 1H, J = 6.8 Hz, G 1 cN Ac 2 - H - 1), 4.55 (d, 

2H, GlcNAc5, 5'-H- 1), 4.24 (bs, 1H, Man3-H-2), 4.18 (bs, 

1H, Man4'-H-2), 4.10 (bs, 1H, Man4-H-2), 2.80 (dd, 1H, 

J = 3.8 Hz, 15.6 Hz, Asn-β CH), 2.63 (dd, 1H, J = 8.2 Hz,

15.6 Hz, Asn-卩 CH), 2.07 (s, 3H, Ac), 2.05 (s, 6H, Acx2), 

2.0 1 (s, 3H, Ac) : MS (Fab) C54H9oN6Na038 [M + Na + ]理論 

值 1 4 5 3.5，實測值 1 45 3.2 

實施例4 3 化合物3 5之合成

將化合物1 2 (12.0毫克! 8.4 μ m ο 1)以上述之步驟，進行 

反應1 1小時，得到目的之化合物3 5 (7.0毫克，產率8 1 %) 

。所得到之化合物其物理性質係如下所示。

!H-NMR (3 O°c )

δ 5.10 (s, 1H, Man4-H-1), 5.07 (d, 1H, J = 9.7 Hz,

GlcNAcl-H- 1), 4.9 1 (s, 1H, Man4'-H- 1), 4.78 (s, 1H,

Man3-H-1), 4.6 1 (d, 1H, J = 8.0 Hz, G1 cN A c 2 - H - 1 ), 4.25 

(bs, 1H, Man3 -H-2), 4.06 (bs, 1H, Man4'-H-2), 3.97 (bs, 

1H, Man4-H-2), 2.79 (dd, 1H, J = 5.0 Hz, 17.0 Hz, Asn-β 

CH), 2.6 1 (dd, 1H, J = 7.3 Hz, 17.0 Hz, Asn-β CH), 2.07, 

2.01 (each s, each 3 H, Ac) ； M S (Fab) C38H65N4O28 [M + H + ] 

理論值1 025.4，實測值1 025.2

實施例4 4 化合物76 ' 7 7之合成及分離

將化合物2、6 (5.0毫克，2.2 μmol)溶解於220 gL之水 

中，加入22 mM的碳酸鉅水溶液100 μ!,，調整pH為7.0。
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將該溶液冷凍乾燥，在乾燥後之固形物上加入Ν,Ν-二甲 

基亞飆430 再加入6.6 μmo 1之莘基澳化物/Ν,Ν -二甲

基亞锻溶液20 pL。於氫氣的環境下將此溶液加以攪拌。 

48小時後，以TLC(展開溶劑為IM NH4OAc :異丙醇=2 ： 

1)確認原料消失之後，加入4.4毫升之二乙瞇使化合物沉 

澱。過濾該沉澱之糖鏈，將殘餘的糖鏈溶解於水中，冷凍 

乾燥。分取該冷凍乾燥後之殘留物，以HPLC (YMC包裝 

管柱 D-ODS-5 S-5 120A ODS No. 2020 1 7 8，20 χ 250 mm

• ，展開溶劑為50 mM醋酸銭水溶液:乙月青=78 ： 22 »流速 

為4.0毫升/分)進行純化時，分別於8 8分鐘後溶離出化合 

物77，以及91分鐘後溶離出化合物76。將其各自分取，再 

進一步進行ODS管柱(科思摩基75C18-OPN，1 5 χ 100 mm 

，最初以50毫升H2O溶離，再以25%乙月青溶離)進行脫鹽， 

而得到目的之1.6毫克的化合物76，以及1 . 8毫克的化合物 

77 =所得到之化合物其物理性質係如下所示。

化合物7 6之數據

•】H-NMR (3 0 °C )

δ 7.92 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.5 3 -7.40 (m, 9H, Fmoc, -CH2-Ph_), 5.3 8 (d, 1 H, 

J=12.1 Hz, -Cib-Ph), 5.3 1 (d, 1H, J=12.1 Hz, -CH?-Ph).

5.12 (s, 1H, Man4-H-1), 4.99 (d, 1H, J = 9.5 Hz, GlcNAcl 

-H-1), 4.92 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.76 (s, 1H, Man3-H- 1), 

4.5 8 (m, 3H, GlcNAc2, 5, 5'-H-1), 4.47 (d, 1H, J = 7.9 Hz, 

Gal6'-H-1), 4.33 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Gal6-H-1), 4.24 (bs,

-94-



1324607
(89) ［發明誼亟亟］

1H, Man3-H-2), 4.19 (bs, 1H, Man4'-H-2), 4.11 (bs, 1H, 

Man4-H-2), 2.72 (bd, 1H, Asn-β CH), 2.68 (dd, 1H, J = 4.6 

H z, 12.7 Η z, N e u A c 7 - H - 3 e q), 2.52 (d d, 1 H, J = 8.7 H z, 15.0 

Hz, Asn-卩 CH), 2.0 7 , 2.04 , 2.0 3 , 2.02 , 1.89 (each s , each 

3H, Ac), 1.84 (dd, 1H, J= 12.7 Hz, 12.7 Hz, NeuAc7-H3ax) 

；MS (Fab) C99Hi43Ni7NaO38 [M + H + ]理論值 23 80.8，實測 

值 23 80.0。

化合物7 7之數據

'H-NMR (3 0 °C )

δ 7.9 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc), 7.7 1 (d, 2H, J = 7.5 Hz, 

Fmoc), 7.53-7.4 1 (m, 9H, Fmoc, - C H 2 - Ph_), 5.3 7 (d, 1H, 

J= 1 2.1 Hz, -CH9-Ph). 5.3 1 (d, 1 H, J= 1 2.1 Hz, -CH,-Ph). 

5.12 (s, 1H, Man4-H- 1), 4.99 (d, 1H, J = 9.8 Hz,

GlcNAcl-Η- 1), 4.93 (s, 1H, Man4'-H-1), 4.76 (s, 1H,

Man3-H-1), 4.58 (m, 3H, GlcNAc2, 5, 5'-H-1), 4.46 (1H, d,

J = 7.8 Hz, GaI6-H- 1), 4.33 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Gal6'-H-1),

4.24 (bs, 1H, Man3-H-2), 4.19 (bs, 1H, Man4'-H-2), 4.11

(bs , 1 Η, Man4 -H-2), 2.72 (bd, 1H, Asn-卩 CH), 2.68 (dd,

1 Η, J = 4.8 Hz, 13.0 Hz, NeuAc7-H-3eq), 2.52 (bdd, 1H,

J = 9.7 Hz, 14.1 Hz, Asn-β CH), 2.06, 2.05, 2.04, 2.02, 2.02,

1.89 (each s , each 3 H, Ac), 1.84 (d d, 1 H, J=13.0 H z, 13.0 

Hz, NeuAc7-H-3ax) ； MS (Fab) C 9 9H)43 N 7N aO 5 8 [M + H + ]理 

論值2380.8，實測值2380.5。
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實施例4 5 化合物7 8之合成

在4 °C下將化合物1 （2 0毫克）的冷水溶液供注於冷卻之

Dowex- 5 0 Wx8 （Η'）管柱（（|）0.5 cm x 5 cm）中，再將溶離之 

水溶液冷凍乾燥。所得到之冷凍乾燥物溶解於4 °C的冷水 

中，在其上加入Cs2CO3水溶液（2.5毫克/1毫升），調整pH 

值為5〜6，然後再將該水溶液冷凍乾燥。將冷凍乾燥後之 

Fmoc-二唾液酸基糖鏈試劑溶解於DryDMF （1.3毫升）中＞ 

加入莘基浪化物（5.1 μΐ），並於氫氣環境下室溫攪拌45小

• 時。以TLC確認反應終了之後，將反應溶液冷卻至0°C，

加入10毫升之二乙瞇，以析出目的物質。將其以濾紙進行 

過濾。在殘餘的目的物上加入蒸餾水以使其溶解於液體中

，再繼續進行減壓濃縮。將所得到之殘渣供注於Ο D S管柱

中（（］）1.6 c m X 1 4 cm，溶離液：Η2θ—40% M e Ο Η水溶液）

，得到純化之化合物78 （18.2毫克，產率85%）。所得到之

化合物7 8其物理性質係如下所示。

】H-NMR (3 0°C )

7.90 (d, 2H, Fmoc), 7.70 (d, 2H, Fmoc), 7.53 -7.40 (m, 9H,

Hz, CH2), 5.30 (d, 2H,

Man4-Hi), 4.99 (d, 1H,

,1H, Man4'--Hj), 4.75 (s,

B n, Fmoc), 5.36 (d, 2 H, J = 1 1 . 6

J=11.6 Hz, CH2), 5.12 (s, 1H,

J = 9.7 Hz, GlcNAc 1 -Hi), 4.93 (s,

1 H, Man3-Hi), 4,57 (m, 3H, GlcNAc2-H15 GlcNAc5,

4.32 (d, 2H, Gal6, 4.24 (d, 1H, Man3-H2), 4.18 (d,

1H, Man4'-H2), 4.10 (1H, d, Man4-H2), 2.72 (bd, 1H,

Asn-β CH), 2.67 (dd, 2H, NeuAc7, 7'-H3eq)5 2.5 1 (bdd, 1H,

-96-
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A s η-卩 CH), 2.06 (s , 3 Η, Ac), 2.03, 2.01 (each s , each 6 Η, 

Ac χ2), 1.89 (s, 3Η, Ac), 1.83 (2H, dd, J= 12.2, 12.2 Hz, 

N eu Ac 7 , 7'-H3ax) : HRMS C]]7H165N8Na2O66 [M + Na + ]理論 

值 2783.9597，實測值 2783.950 1

產業上可利用性

根據本發明，可非常容易、大量地製得具有期望糖鏈 

構造的各種糖鏈類。因此，可期待將其利用於癌症、發炎 

病症、流行性感冒等治療藥之上。其中特別者，根據本發 

明所製得之糖鏈天門冬醯胺衍生物、及糖鏈天門冬醯胺， 

其不會有步驟中混入毒性成分之危險，而具有安全性之優 

點。
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肆、中文發明摘要

本發明係提供一種糖鏈天門冬醯胺衍生物之製造方法 

。依據該製造方法，可將醫藥品開發等領域上有用 而被分 

離的各種糖鏈天門冬醯胺衍生物，以相 較於過去而言，非 

常容易且大量的情況下製得。又，本發明係藉由前述糖鏈 

天門冬醯胺衍生物之製造步驟，而提供糖鏈天門冬醯胺之

製造方法及糖鏈之製造方 法。進一步，本發明並提供一新

穎的糖鏈天門冬醯胺衍生 物、糖鏈天門冬醯胺及糖鏈。

伍、英文發明摘要

A process for producing a sugar chain asparagine derivative.

According to this process, various isolated sugar chain asparagine 

derivatives which are useful in the field of developing drugs, etc.

can be easily obtained in a large amount, compared with the 

existing processes. A process for producing a sugar chain 

asparagine via the process for producing a sugar chain asparagine

• derivative as described above and a process for producing a sugar

chain. Novel sugar chain asparagine derivatives, sugar chain 

asparagines and sugar chains.
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' 第091121856號專利申請案

中文申請專利範圍替換本(99年1月)
響月迸正

補充

拾、申請專利範圍

1. 一種由糖鏈天門冬醯胺衍生的糖鏈天門冬醯胺衍生物 

之製造方法，其包含：

(a) 得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步驟，其係 

於包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混合物所包含 

之該糖鏈天門冬醯胺上，導入第基甲氧機(Fmoc)基及 

第三丁基氧辣(Boc)基；以及

(b) 分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟，其係將該 

糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門冬醯胺衍

列化合物上有缺失1個以上糖殘基之化合物：

生 物 混 合 物 所 包 含 之糖 鏈 天門 冬 醯 胺 衍 生 物， 進 行 水

解 得 到 — 混 合 物 再將 其 供注 於 色 層 分 析 ο

2.如 申 請 專 利 範 圍 第 1項 所 記載 之 糖 鏈 天 門 冬醯 胺 衍 生

物 之 製 造 方 法 > 其 進一 步 包含 :

(b 吏用糖水解！锋素 水 解步 驟1(b)1所 分 離 之糖 鏈 天 門

冬 醯 胺 衍 生 物 之 步 驟。

3. 如 申 請 專 利 範 圍 第 1項或第2項 所 記 載 之 糖 鏈天 門 冬 醯

胺 衍 生 物 之 製 造 方 法， 其 中， 該 包 含 1種或2種 以 上 糖

鏈 天 門 冬 醯 胺 之 混 合物 係含 有 下 列 化 合：物及/'或 在 下

8O874-99O129.DOC ・1 ·
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申請專利範as續頁「

Z

3
4.如申請專利範圍第1項〜第3項中任一項所記載之糖鏈 

天門冬醯胺衍生物之製造方法，其中，該步驟（a）係在 

包含有在非還原末端上具有唾液酸殘基的1種或2種以 

8O874-99O129.DOC •2·
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両看利範圍續竇1

上之糖鏈天門冬醯胺的混合物中所含有的該糖鏈天門 

冬醯胺上，導入Fmoc基，同時在唾液酸殘基上導入荼 

基，而製得糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物。

5. 一種糖鏈天門冬醯胺之製造方法，其包含：

（a） 得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步驟，其係 

於包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混合物所含有 

之該糖鏈天門冬醯胺上，導入第基甲氧譏（Fmoc）基及 

第三丁基氧炭（Boc）基；

（b） 分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟，其係將該 

糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門冬醯胺衍 

生物混合物所包含之糖鏈天門冬醯胺衍生物，進行水 

解得到一混合物，再將其供注於色層分析；以及

（c） 獲得糖鏈天門冬醯胺之步驟，其係去除步驟（b） 

所分離之糖鏈天門冬醯胺衍生物的保護基。

6. 如申請專利範圍第5項所記載之糖鏈天門冬醯胺之製 

造方法，其進一步包含：

（bj使用糖水解酵素水解步驟（b）所分離之糖鏈天門 

冬醯胺衍生物之步驟；及/或

（cj使用糖水解酵素水解步驟（c）所得到之糖鏈天門 

冬醯胺之步驟。

7. 如申請專利範圍第5項或第6項所記載之糖鏈天門冬醯 

胺之製造方法，其中，該包含1種或2種以上糖鏈天門 

冬醯胺之混合物，係含有下列化合物及/或在下列化合 

物上有缺失1個以上糖殘基之化合物：

8O874-99O129.DOC ・3·
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& 如申請專利範圍第5項〜第7項中任一項所記載之糖鏈 

天門冬醯胺之製造方法，其中，該步驟（a）係在包含有 

在非還原末端上具有唾液酸殘基的1種或2種以上之糖

8O874-99O129.DOC ・4·
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申請專利範圍續頁

鏈天門冬醯胺的混合物中所含有的該糖鏈天門冬醯胺 

上 > 導入Fmoc基»同時在唾液酸殘基上導入莘基 > 而 

製得糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物。

9. 一種糖鏈之製造方法，其包含：

（a）得到糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物之步驟，其係 

於包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之混合物所含

有之該糖鏈天門冬醯胺上，導入第基甲氧 辣(Fmoc)

基及第三丁基氧按（Boc）基；

（b）分離各糖鏈天門冬醯胺衍生物之步驟 ， 其係將 該

糖鏈天門冬醯胺衍生物混合物或該糖鏈天門 冬醯胺 衍

生物混合物所包含之糖鏈天門冬醯胺衍生物 水'進行

解得到一混合物，再將其供注於色層分析；

（c）獲得糖鏈天門冬醯胺之步驟，其係除去步驟（b）

所 分離之糖鏈天門冬醯胺衍生物的保護基；以及

（d）獲得糖鏈之步驟，其係除去步驟（c）所得到之糖鏈

天 門冬醯胺的天門冬醯胺殘基。

10. 申請專利範圍第9項所記載之糖鏈之製造方法，如 其 進

步包含：

（『）使用糖水解酵素 水解步 驟（b）所 離之糖鏈分 夭 門

冬 醯胺衍生物之步驟； 及/或

驟（c ）所（L）使用糖水解酵素 到之糖鏈水解 步 得 天 門

冬醯胺之步驟；及/或

（d‘）使用糖水解酵素 水解 步 驟（d）所 得 到之糖鏈 之 步

驟。

如申請專利範圍第9項 或第 10項所記載之糖鏈之 製 造

8O874-99O129.DOC -5-
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方法，其中，該包含1種或2種以上糖鏈天門冬醯胺之

混合物，係含有下列化合物及/或在下列化合物上有缺

8O874-99O129.DOC ・6·
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申請專利範圍續頁

12. 如申請 專利 範圍 第 9項〜第11項中任一項所記載之糖鏈

之製造 方法 ，其 中 ，該步驟（a）係在包含有在非還原末

端上具 有唾 液酸 殘 基的1種或2種以上之糖鏈天 門冬醯

胺的混合物中所含有的該糖鏈天門冬醯胺上 ，導入

13.

Fmoc基'同時在唾液酸殘基上導入茱基，而製

天門冬醯胺 衍 生物混合物。

得糖鏈

一種糖鏈天 冬醯胺衍生物，其係具有一般式：

R 1
門

（式中'Asn為 天 門冬醯 胺，R】及R?可為相同或相異，

而為Η、

Η

8O874-99O129.DOC -7-
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之情況除外）。

14. 一種糖鏈天門 冬醯胺衍生物 > 其係具有一般式：

R X

（式中，及RY中，其一者為

8O874-99O129.DOC ・8・
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'而另一者為Η、

HO

OH

或 ）。

15. —種糖鏈天門冬醯胺，其係具有一般式：

8O874-99O129.DOC -9-
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同或相異，R‘及R°可為相冬 醯胺＞（式中'Asn為 天門

但，（1）R‘及R4相 同之情況；（2）R?為 且R4

8O874-99O129.DOC -10-
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情況之 ；及（3）R3為Η、且R4為

16. —種糖鏈

情 況除 外）。

，其

R
係

5
具有 一般 式：

OH

8O874-99O129.DOC • 11・
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或

同之情況；（2）R5及 2中'其一者為

5

8O874-99O129.DOC ・12・
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中文圖式替換本（98年12月）
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陸、（一）、本案指定代表圖為：第______圖

（二）、本代表圖之元件代表符號簡單說明：

茱、本案若有化學式時，請揭示最能顯示發明特徵的化學式:
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