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略語表 

Ac  アセチル基 

AgOTf トリフルオロメタンスルホン酸銀 

All  アリル基 

Bn  ベンジル基 

Bz  ベンゾイル基 

[13C]-de-ON 均一に 13C 標識された O, N-脱アシル化リポ多糖 

CD  円偏光二色性 

cHisG C 末端に 6×ヒスチジンタグを融合した G タンパク質 

de-ON O, N-脱アシル化リポ多糖 

DTBS Di-tert-ブチルシリル基 

HisH  N 末端に 6×ヒスチジンタグを融合した H タンパク質 

HisG  N 末端に 6×ヒスチジンタグを融合した G タンパク質 

HOBO Highest Occupied Bond Orbital 

LUBO Lowest Unoccupied Bond Orbital 

LPS  リポ多糖 

MBP+F N 末端にマルトース結合タンパクを融合した F タンパク質 

NIS  N-ヨードスクシンイミド 

STD-NMR 飽和移動差 NMR 

TBABr n-テトラブチルアンモニウム=ブロミド 

TBAF n-テトラブチルアンモニウム=フルオリド 

TBAI  n-テトラブチルアンモニウム=ヨージド 

TBS  tert-ブチル-ジメチルシリル基 

TBDPS tert-ブチル-ジフェニルシリル基 
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第 1章 緒論 

第 1節 バクテリオファージX174の宿主認識と LPS 

 バクテリオファージX174 は，大腸菌 C 株をはじめとしたグラム陰性細菌に

感染する一本鎖 DNA ウイルスで，直径約 26 nm の正二十面体様の構造をもつヌ

クレオカプシドである。X174は，宿主細菌の外膜外葉に存在するリポ多糖（LPS; 

Lipopolysaccharide）を認識して感染すると考えられており，それに関与している

のが，X174 の持つ F，G，H タンパク質である。12 単位のカプシド F タンパク

質 5 量体によって構成された正二十面体の頂点 12 ヶ所に，菌体表面に吸着する

役割を持つスパイク G タンパク質 5 量体がある。また，G タンパク質 5 量体の

中心に，スパイクの役割と，不可逆的吸着後にファージ DNA を菌体内部に注入

する役割を持つ H タンパク質があると推定されている（Figure 1-1，2，3）。 

 

                 

  Figure 1-1 X174     Figure 1-2 X174 を構成するタンパク質 

 

 

Figure 1-3 X174 感染機構の模式図 
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 電子顕微鏡を用いた研究により，X174 がスパイクを使って宿主細菌の表面

に吸着することが示され，スパイクタンパク質が LPS を認識すると考えられて

きた 1。それ以来，ヒスチジンタグを融合したスパイク G 及び H タンパク質

（HisG，cHisG，HisH）2,3) や，マルトース結合タグを融合したカプシド F タン

パク質（MBP+F）4) が調製され，LPS とこれらの相互作用が生化学・物理化学

的に研究されてきた。HisH や HisG はX174 感受性株から抽出された LPS にの

み結合し，非感受性株由来の LPS には結合しないことが明らかになった。そし

て，HisH は LPS 非還元末端付近を認識し，HisG は LPS 全体を認識しているこ

とが判った 2,3) 。また，MBP+F では，先行研究 5) により報告されていたグルコ

ース結合サイトと予想される部位の酸性および塩基性アミノ酸が，X174 の感

染スペクトルに寄与していることが判った 6) 。 

 

 X174 の主要な宿主である大腸菌 C 株の LPS は，D-glucosamine に脂肪酸が結

合した Lipid A と，R-core と呼ばれる複雑なグリコシド結合で繋がったオリゴ糖

から構成されている（Figure 1-4）7) 。中でも宿主認識機構に重要な役割を果たす

と言われているのが，R-core 非還元末端側の外部コア糖鎖である。大腸菌 C 株

の外部コア糖鎖は，3 つの D-glucose 残基が(1→3)結合と(1→3)結合で繋がって

おり，さらにその中間残基に 1,2--D-galactobiose が(1→2)結合で繋がる形で構

成されている（Figure 1-5）。我々は LPS の糖鎖部分に重要な相互作用があると考

えており，LPS の脂質部分を強塩基で除去した O, N-脱アシル化 LPS（de-ON）

をはじめとした化学的処理を施した糖鎖を用いた相互作用解析を行ってきた 8–

10) 。 
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Figure 1-4 大腸菌 C 株由来 LPS の模式図。糖残基に付けられたアルファベッ

トは Vinogradov らによって呼称されたものである 7) 。 

 

 

Figure 1-5 大腸菌 C 株由来 LPS の外部コア糖鎖領域 
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第 2節 NMR分光法を用いたX174と LPSの相互作用解析の試み 

 我々は，X174 のスパイクタンパク質と LPS の相互作用を有機化学的に解析

するために，NMR 分光法を用いた相互作用解析を試みた 11,12) 。スパイク H お

よびGタンパク質の希薄溶液にde-ONを添加して飽和移動差NMR（STD-NMR）

を測定したが，相互作用と思われる信号が認められず，さらに，ピラノース環の

信号の重なりが複雑で詳細な帰属は困難を極めた。そこで，Vinogradov らによっ

て均一に 13C 標識された LPS の糖鎖部分の NMR の帰属が達成されていること

を用いて，リガンドベースの化学シフト摂動法による相互作用解析が試みられ

た。 

 

炭素源として，[13C]-D-glucose を制限培地に添加して培養することで得られた

菌体から LPS を抽出し，アルカリ加水分解によって均一に 13C 標識された de-

ON（[13C]-de-ON）が調製された。[13C]-de-ON とスパイク H および G タンパク

質の等モル混合液の HSQC スペクトルを測定した。得られたスペクトルについ

て，アノメリック領域の信号の重なりは二次元スペクトルになることによって

改善されたが，非アノメリック領域については依然として信号の重なりが激し

く，完全な帰属には至らなかった。また，Vinogradov らは HSQC-TOCSY によっ

て複雑に重なり合う各糖残基の帰属を行っていたが 7) ，我々の H および G タン

パク質を添加した状態では，数日～1 週間を越える長時間の連続測定を行ってい

る際にタンパク質の凝集が認められ，実験系の限界も垣間見えた。 

 

我々のこれまでの知見として，LPS の部分構造を模した三糖はX174 に特異

的に吸着することが判っており 13)，NMR 分光法での構造解析においても三糖の

解析は de-ON と比較して簡便に行える利点がある。また，Faige らは LPS の外部
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コア糖鎖の galactose 残基を欠損させた大腸菌の感染性が低下することを報告し

ている。そこで，galactose 残基を含んだ部分構造三糖を調製することが，NMR

分光法での相互作用解析達成の糸口になると考えられた。 

 

第 3節 糖鎖の合成 

第 1項 糖鎖の有機合成と酵素による合成 

 糖鎖を有機化学的に合成する方法として，糖転移酵素による方法や有機合成

による方法が挙げられる。糖転移酵素によって合成する方法では，糖の持つ水酸

基の保護が必要なく温和な条件で特異的にグリコシル化が進むため，望まない

位置でのグリコシドの形成や不斉制御への懸念が少なくて済む。しかし，遺伝子

工学的に酵素を調製する段階が律速になったり，本来の基質となり得ない立体

障害の大きな糖鎖の合成への応用に限界があったりする。一方，有機合成による

方法では，糖に複数存在する水酸基を選択的に保護したビルディングブロック

の合成が律速になるが，得られるグリコシド結合の位置はビルディングブロッ

クの構造に依存する。そのため，任意のグリコシド結合を持った糖鎖を確実に合

成することができると考えられる。また，有機合成における糖鎖の一般的な合成

方法として単糖誘導体を用いるため，目的とする糖鎖が複雑な構造であっても，

導入した様々な官能基によって反応性や三次元構造を巧みに制御することで合

成を達成できる可能性がある 14)。 

 

大腸菌 C 株の外部コア糖鎖に現れるグリコシド結合は極めて複雑なものであ

り，基質ごとに糖転移酵素を用意することが困難であると考えられた。そこで，

本報では，構造の複雑な糖鎖の大量供給や同位体標識実験を見据え，有機合成で

糖鎖を得ることにした。 
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第 2項 グリコシル化反応に関与する化学種 

 一般に，有機合成におけるグリコシル化反応は以下のように進行する（Figure 

1-7）。アノメリック炭素に脱離基を導入した糖供与体（グリコシルドナー）に，

対応するプロモーターと呼ばれるルイス酸や重金属などを作用させて脱離基を

脱離させやすくすることで，半椅子型のオキソカルベニウムカチオンを生じさ

せる。そこに，特定の箇所のみヒドロキシ基を持つ糖受容体（グリコシルアクセ

プター）を反応させることで，グリコシド結合を構築することができる 15)。 

 

 高収率で望みのグリコシド結合を得るため，様々な工夫を凝らした糖供与体

やプロモーターの開発が行われてきた（Table 1-1）16) 。どの方法もグリコシドを

形成するという目的は同じであるが，糖供与体の化学的な安定性や立体障害を

加味した糖受容体の求核性に対する相性に応じて糖供与体やプロモーターが使

い分けられている。また，糖受容体についても，水酸基の位置選択的な保護が鍵

となっており，単糖の化学的特性を巧みに利用して 5つある水酸基をエステル，

（シリル）エーテル，アセタール等々へ誘導体化する。さらに，複雑な糖鎖を合

成するためには，特殊な例を除き，分岐差の分だけ位置選択的に除去することの

できる保護基を用意する必要がある。 

 

 

Figure 1-7 グリコシル化反応の概略 
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Table 1-1 糖供与体に導入する脱離基とプロモーターの組み合わせ 16)  

 

脱離基（Lg） プロモーターの一例 反応の名称 

F 

Cp2HfCl2，Cp2ZrCl2 

（メタロセン触媒） 

向山・鈴木 

グリコシル化 

Cl，Br 

グリコシルハライド 

AgOTf, Hg(CN)2,  

Ag2O/TMSOTf, 

Koenigs-Knorr 

グリコシル化 

 

アセトイミデート 

NIS, 

TMSOTf，TMSCl 

（ルイス酸） 

Schmidt 

グリコシル化 

 

チオグリコシド 17)  

CuBr2/TBABr 

PdBr2/ 
18) 

 

NIS/AgOTf, 

NIS/TMSOTf, 

NIS/TfOH 

Fraser-Raid 条件 

 

スルホキシド 

Tf2O/DTBMP 

Khane 

グリコシル化 

 

第 3項 アノマー効果とグリコシド結合 

オリゴ糖の構造に大きな影響を及ぼすのがグリコシド結合の不斉中心であり，

有機合成において生成物が，のどちらの不斉中心を持つようになるかは，反

応に用いた溶媒や，糖供与体の 2 位のヒドロキシ基に導入した保護基等によっ

て制御することができると考えられている。 
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 アノメリック位（1 位）のヒドロキシ基について，通常，シクロヘキサン様の

六員環であれば，1,3-diaxial 相互作用により equatorial にある方がより安定であ

る。しかし，アノマー効果と呼ばれる現象により，axial にある方がより安定で

ある場合がある。アノマー効果については様々な理論が提唱されており，ピラノ

ース環を構成している酸素原子の双極子モーメントを，アノメリック位の酸素

原子が打ち消すことで axial のほうがより安定になると考えられている 15)。その

ほかにも，環を構成している酸素原子の n0軌道と，アノメリック位のσCO
* 軌道が

同位相になり，アンチペリプラナー電子非局在化を起こすことが原因であると

も考えられている（Figure 1-8）19)。経験則的ではあるが，無極性溶媒でグリコシ

ル化を行うと，アノマー効果の影響を大きく受けて-アノマーが優先的に生成

する。反対に，極性溶媒で反応を行うと，-アノマーが優先的に生成する。 

 

 

Figure 1-8 アノマー効果 

（上）双極子モーメントに基づいた理論 

（下）フロンティア軌道論に基づいた理論 
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 ヘキソアルドース同士のグリコシド結合の種類は，1 位および 2 位の官能基を

基準にして①1,2-cis-，②1,2-trans-，③1,2-trans-，④1,2-cis-の 4 種類存在す

る（Figure 1-9）。アノマー効果や後述する隣接基関与の寄与を受けた 1,2-trans 型

のグリコシド結合（②，③）の合成難易度が比較的低いことが知られており，

mannose 残基がひたすら(→)グリコシド結合で繋がった糖鎖や，glucose 残基

が(→)グリコシド結合で繋がった糖鎖の合成報告は多い。一方で，1,2-cis 型

のグリコシド結合（①，④）の連続する糖鎖は隣接する 2 位の立体障害が大きい

他，次項で述べる隣接基関与を受けることができないため合成が難しくなる。 

 

 

Figure 1-9 グリコシド結合の種類 

 

第 4項 水酸基の保護 ―2位の保護基と隣接基関与― 

 グリコシル化反応の中間体であるオキソカルベニウムカチオンに対して分子

内で反応が起こり，糖受容体の求核攻撃を受けにくい側を作ることができれば，

グリコシド結合の不斉を制御できると考えられる。このような例として，反応中

心に近い 2 位に“仕掛け”を作り，1, 2-trans 型のグリコシドが得られることが

知られている。例えば，2 位の保護基としてアシル系の保護基を用いることでア

シルオキソニウムイオンを経由する方法（Figure 1-10a）や，エーテル系のベンジ

ル基でも超脱水アセトニトリルを反応溶媒に用いることでオキサゾリウムカチ

オンを経由する方法（Figure 1-10b）が報告されている 20)。逆に，1, 2-cis 型のグ

リコシドを構築したい場合は，2 位の保護基としてアシル基を避ける必要がある。 
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Figure 1-10 隣接基関与による 1,2-trans 型グリコシドの反応機構 20 

a. アシル基が関与する場合 b. ニトリル系溶媒が関与する場合 

 

第 5項 水酸基の保護 —3, 4, 5および 6位の保護基— 

 2 位の水酸基の保護基は隣接基関与によってアノマーの制御に寄与するが，そ

れ以外の水酸基の保護基も，グリコシル化反応に影響を及ぼす（Figure 1-11）。

例えば，3，4，6 位の保護基がアセチル基の糖供与体 A とベンジル基の糖供与体

B を考える。アセチル基の方の電子吸引性がより大きいため，A から生じるオキ

ソカルベニウムカチオン A’の安定性は B’より小さくなる。また，4，6 位の水酸

基をベンジリデンアセタールで保護した糖供与体 C と B を比較してみると，電

子吸引性は同等であるが，C から生じるカチオン C’はコンフォメーションの制

約を受けることで，オキソカルベニウムカチオンに特徴的な半イス型の構造を

とるには高いエネルギーを要するため，B’より反応性に乏しくなる。このように

して，反応性がより大きくなるような誘導体化を armed，より小さくなるような

誘導体化を disarmed と言う 21)。 
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Figure 1-11 糖供与体の保護と armed，disarmed 

 

第 6項 4,6-O-DTBS基を導入した galacto型糖供与体 

 今村らによってアノマーの不斉制御の新たなアプローチが報告された 22,23)。

彼らは第 4 項で述べた 2 位の“仕掛け”とは異なり，4，6 位に導入した官能基

の空間的な電子供与を利用して-アノマーのみを与える galacto 型糖供与体の開

発を目指し，4，6 位に様々な保護基を導入してグリコシル化反応を試行した。

すると，di-tert-butylsilyl（DTBS）基が-アノマーのみを与える galacto 型の糖供

与体の不斉補助基になることが判った。DTBS 基は，過去に CDBS（cyclic-di-tert-

butylsilyl）と呼ばれ super-armed な環状シリルエーテルとして単に 4，6 位を位置

選択的保護する目的だけで使用されていたが 24)，不斉補助基としての新たな鉱

脈を見出した。 
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 ここで，4，6 位の保護が異なる 2 種類の糖供与体 D，E を考える。O-Si 結合

と O-C 結合長を比較すると O-Si 結合の方が僅かに長いため，D は E よりも，よ

り歪んだ構造を取っている。そして，オキソカルベニウムカチオン D’および E’

になると，歪んだ構造が解消されるので，D’の方がより安定に存在することがで

き，環状でありながら armed な保護基となり得る（Figure 1-12）23)。 

 

 

Figure 1-12 DTBS 基を導入した galacto 型糖供与体 

 

 DTBS 保護の更なる利点は，第 4 項で述べた 2 位の隣接基関与を振り切って-

アノマーを与えることである（Figure 1-13）。DTBS を導入した galacto 型糖供与

体は，2 位にアシル基があったとしても，O4 および O6 からの空間的な電子供

与によってアシルオキソニウムカチオンの生成を抑え，オキソカルベニウムカ

チオンの状態を維持する。このとき，DTBS はピラノース環の O5 側に倒れ込む

ような立体構造を取っていると考えられ，糖受容体の面からの求核攻撃を阻害

するうえ，アノマー効果の恩恵も受けつつ生成物は-アノマーを与える。2 位の

保護基に制約がなくなったことで，より簡便な合成ステップの開発や，保護基の

選択肢の幅が広がった 22)。 
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Figure 1-13 4,6-O-DTBS 基によるアノマー位の不斉制御 22)  

 

第 4節 本研究の目的 

 我々は，バクテリオファージX174 のタンパク質と LPS およびその糖鎖との

相互作用を NMR 分光法によって有機化学的に解析することを目指している。し

かし，LPS そのものを用いた NMR 分光法での相互作用解析では，糖鎖の複雑す

ぎる信号により解析が困難であった。そこで，本研究では，相互作用に重要であ

ると考えられている LPS の外部コア糖鎖に着目し，それを模倣した部分構造三

糖を有機合成によって得ることを目的とした。  
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第 2章 本論 

第 1節 部分構造三糖の合成 

第 1項 部分構造三糖 1の設計と合成戦略 

 大腸菌 C 株の LPS の外部コア糖鎖を 5 残基のオリゴ糖として考える。これを

隣接する三糖の単位で分解すると，Glap(1→2)Galp(1→2)Glcpの構造を持つ

部分構造三糖 1 が部分構造の一つとして考えられた（Figure 2-1）。本研究グルー

プ以外での先行研究においても，Glap(1→2)Galp(1→2)Glcpの構造はX174の

宿主認識に寄与していると考えられている 25) ため，これを模倣した部分構造三

糖 1 の示すレセプター活性に興味が持たれる。 

 

 

Figure 2-1 大腸菌 C 株の LPS の外部コア糖鎖の構造と部分構造三糖 1 
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 部分構造三糖 1 は，2 位を選択的に除去することができる galacto 型糖供与体

2 と，2 位が遊離の水酸基を持つ gluco 型糖受容体 3 とのグリコシル化を繰り返

すことで合成できると考えられた。そして，糖供与体 2 は D-galactose（4）から，

糖受容体 3 は methyl -D-glucoside（5）から，水酸基への位置選択的な保護基の

導入によって合成できると考えられた（Scheme 2-1）。三糖 1 は 2 つの(1→2)結

合を持つことから，かなり込み入った立体構造を取ることが予想される。そのた

め，糖供与体には，選択的に効率よく反応を進めることのできる DTBS 基を導

入することとした。 

 

 

Scheme 2-1 部分構造三糖 1 の逆合成解析 
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第 2項 糖供与体 2の合成 

 (±)-D-galactose（4）を出発物質として無水酢酸を作用させることでアセチル

化糖 6 とした後に三フッ化ホウ素エーテル錯塩（BF3・OEt2）存在下でフェニル

メルカプタン（PhSH）を作用させることでチオグリコシド 7 が得られた。7 の

アセチル基を強塩基性条件で除去した後に，ジブチルすずクロリド（(n-Bu)2SnCl2）

と臭化ベンジル（BnBr）を用いた 3 位選択的アルキル化によってモノベンジル

化糖 9 が得られた。これにピリジン存在下で DTBS 化剤である DTBS(OTf)2を作

用させることで，9 の持つ 3 つの遊離な水酸基のうち，4，6 位のみに対して DTBS

基を導入した。得られた 10 の最後の遊離な水酸基にピリジン存在下で塩化ベン

ゾイル（BzCl）を作用させることで糖受容体 2 が得られた（Scheme 2-2）。 

 

 

Scheme 2-2 糖供与体 2 の合成 

 

第 3項 糖受容体 3の合成 

 Methyl -D-glucoside（5）を出発物質として，まず，遊離の水酸基の 4，6 位を

ベンズアルデヒドジメチルアセタールによってベンジリデンアセタール 11 とし
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た。次いで，比較的弱い塩基性条件で BnBr を作用させることで，3 位のベンジ

ル化された糖受容体 3 と 2 位のみベンジル化された糖受容体 15，そして，2, 3 位

共にベンジル化された誘導体 16 が得られた（Scheme 2-3）。 

 

 

Scheme 2-3 糖受容体 3 の合成 

 

 ベンジル化反応について，TLC で分析してみると，3 種類の生成物は Rf 値が

大きく異なることが判った（Figure 2-2）。分液操作を行った後に，フラッシュカ

ラムクロマトグラフィーを 2 回行うことで，容易に 3 つの生成物を単離・精製

できた。 

 

 

Figure 2-2 反応を行った際の TLC の模式図（n-hexane/EtOAc = 1:1） 
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第 4項 -選択的ガラクトシル化による三糖 1の合成 

 前項までで得られた糖供与体 2と糖受容体 3を，N-ヨードスクシンイミド（NIS）

存在下，トリフルオロメタンスルホン酸銀（AgOTf）を触媒として反応させた。

すると，迅速に反応が進み，-アノマーの二糖誘導体が得られた（Scheme 2-

4）。NMR で二糖誘導体 12 のアノメリック位に着目したビシナルカップリング

定数を計算した結果 3JH1’-H2’ = 3.4 Hz であったことから，galactose 残基のアノメ

リック位の不斉はであると決定した（Figure 2-3）26) 。 

 

 

Scheme 2-4 グリコシル化反応による二糖誘導体 12 の合成 

 

 

Figure 2-3 二糖誘導体 12 の構造式と C1’-C2’間の Newman 投影式 
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 二糖誘導体 12 の O2’位のベンゾイル基を NaOMe によって除去することで糖

受容体 13 へと導き，再び糖供与体 2 とのグリコシル化反応に伏した。さいごに，

得られた三糖誘導体 14 の保護基を順次除去して目的の三糖 1 が得られた

（Scheme 2-6）。 

 

 

Scheme 2-6 三糖 1 の合成 
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 NMRで三糖 1のアノメリック位に着目したビシナルカップリング定数を計算

した結果，1 においても 3JH1”-H2” = 4.0 Hz であった。Karplus 式から新たに生じた

galactose 残基のアノメリック位の不斉もであると決定した（Figure 2-4）26) 。 

 

 

Figure 2-4 1 の構造式とビシナルカップリング定数 
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第 2節 分光分析を用いた三糖 1とスパイクタンパク質との相互作用解析 

 得られた部分構造三糖 1 がX174 のレセプター糖鎖となり得るかを検証する

ために，本研究グループで相互作用解析に用いたことのある蛍光分光光度計を

用いるタンパク質の蛍光スペクトル測定および蛍光滴定実験と，円偏光二色性

（CD）測定を用いた実験を行った 27) 。 

 

第 1項 Hタンパク質に三糖 1を添加した際の蛍光スペクトルの変化 

 タンパク質中のトリプトファン残基は 280 nm の励起光を与えると，基底状態

に戻る過程で蛍光を発する。また，リガンドがトリプトファン残基付近に接近す

ると，励起した際のエネルギーがリガンドに移るため，消光することが知られて

いる。これを利用して，励起波長 280 nm における蛍光強度の化合物の濃度依存

性を測定し，その強度変化を観察することで，トリプトファン残基周辺の環境の

変化から化合物がタンパク質と結合するがどうかを評価することができる。 

 

0.4 M HisH 溶液に終濃度がおよそ 0-6.4 M となるように三糖 1 の溶液を添

加し，蛍光分光光度計で蛍光スペクトルを測定した（Figure 2-5）。三糖 1 が低濃

度（0-0.4 M）のときは 1 の濃度依存的に蛍光強度が減少していたが（Figure 2-

5b），1 の濃度がさらに増加すると，ピークトップの短波長側へのシフトが僅か

に認められた（Figure 2-5b, c）。 

 

先行研究において，HisH へ LPS を添加した際は，LPS の脂質部分の接近に伴

う蛍光強度の増加やピークトップの短波長側へのシフトが報告されているが，

糖鎖部分である de-ON を添加した際は，単に蛍光強度の減少のみが認められて

いた 28) 。この実験において，蛍光強度が減少していることから，三糖 1 は HisH
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に結合していることが判った。そして，高濃度域における現象は HisH の立体構

造の変化に伴うものと推察された。また，蛍光強度変化の誤差が大きく，精密な

蛍光強度の測定が困難であったため，蛍光滴定実験を行うに至らなかった。 

 

 

    

 

       

Figure 2-5 三糖 1 を添加したときの HisH の蛍光スペクトル。 

ex = 280 ±1.5 nm, em = 300-500 ±15 nm。a. 測定範囲全域（em = 300-500 nm）

の蛍光スペクトル。b. ピークトップ周辺（em = 325-365 nm）の拡大図。c. 三糖

1 非存在下のスペクトルを基に算出した各濃度条件での差スペクトル。d. リガ

ンド濃度の凡例。 

  

a b 

c 

d 
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第 2項 Gタンパク質と三糖 1の蛍光滴定実験 

 0.4 M cHisG 溶液に終濃度がおよそ 0-6.4 M となるように三糖 1 の溶液を添

加し，蛍光分光光度計で蛍光スペクトルを測定した（Figure 2-6）。すると，三糖

1 の濃度依存的に蛍光強度の単調減少が認められた（Figure 2-6b, c）。このことか

ら，三糖 1 は cHisG に結合していることが判った。 

 

 

    

 

       

Figure 2-6 三糖 1 を添加したときの cHisG の蛍光スペクトル。 

ex = 280 ±1.5 nm, em = 300-500 ±15 nm。a. 測定範囲全域（em = 300-500 nm）

の蛍光スペクトル。b. ピークトップ周辺（em = 325-365 nm）の拡大図。c. 三糖

1 非存在下のスペクトルを基に算出した各濃度条件での差スペクトル。d. リガ

ンド濃度の凡例。 

a b 

c 

d 
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 341 nm における蛍光強度に注目して，三糖 1 の他に，X174 感受性株である

大腸菌 C 株の de-ON とX174 非感受性株である大腸菌 K-12 株の de-ON を用い

て蛍光滴定実験を行った。リガンド濃度に対する蛍光強度の変化をプロットし，

非線形回帰によって結合解離定数 Kdを算出した（Figure 2-7）27,28) 。親和性の指

標となる Kdはリガンド間で有意な差は認められなかったが，K-12 株の de-ON の

最大蛍光強度変化Fmax が突出して小さかった。Fmax は親和性の強さに直接影

響するものではないが，非感受性株の de-ON を用いて蛍光滴定を行った際に類

似の傾向が認められれば，糖鎖から感受性かどうかを見極める指標になり得る

と考えられた。以上の結果から，三糖 1 は C 株の de-ON と同様の挙動を示し，

de-ON と類似の親和性を持っていると考えられ，スパイク G タンパク質のレセ

プター活性を持つと結論した。 

 

   

Figure 2-7 各種リガンドを添加した際の蛍光強度変化（%）。 

a. 蛍光滴定のプロットと近似曲線，三糖 1（赤●），大腸菌 C 株の de-ON（青■），

大腸菌 K-12 株の de-ON（緑✕）。b. 結合解離定数 Kdと最大蛍光強度変化Fmax。 

  

a b 
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第 3項 円偏光二色性測定を用いた Hタンパク質との相互作用解析 

 蛍光分光光度計を用いた実験で三糖 1 が HisH や cHisG に結合すると判った

が，三糖 1がどのような影響を与えているのかについて新たな興味が持たれた。

そこで，タンパク質の二次構造の特徴を観測することのできる円偏光二色性（CD）

測定を行った。0.1 mg/mL（4.2 M）の HisH 溶液，終濃度が 0，20，50，100 M

となるように三糖 1，大腸菌 C 株の de-ON，大腸菌 K-12 株の de-ON を添加した

28) 。 

 

 スパイク H タンパク質は-ヘリックスが優位な二次構造を持ち 29)，CD 測定

の結果も-ヘリックス構造を示す特徴的な負のコットン効果が認められた

（Figure 2-8）。そして，三糖 1 および大腸菌 C 株の de-ON の濃度の増加に伴っ

て 208 nm および 222 nm における-ヘリックスを示す信号の増強が観察された

（Figure 2-8a, b）。一方で，大腸菌 K-12 株の de-ON を添加した際は，208 nm に

おける信号の増強は認められたが 222 nm における信号について，他の二種ほど

大きな変化が認められず，ランダムコイル含量が増加したと推察された（Figure 

2-8c）。このことから，三糖 1 は HisH と結合し，より-ヘリックス含量の高い立

体構造の変化を引き起こすものと推察された。 

 

 スパイク H タンパク質は LPS の外部コア糖鎖の認識に寄与していると考えら

れている 3) が，この実験においても外部コア糖鎖を模倣した三糖 1 および感受

性株の LPS の外部コア糖鎖に対して大きな信号の増強を示していることから，

その考察を支持するものであると考えられた。 
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Figure 2-8 各種リガンドを添加した際の CD スペクトルの変化。 

a. 三糖 1。b. 大腸菌 C 株の de-ON。c. 大腸菌 K-12 株の de-ON。 

1 

E. coli C de-ON 

E. coli K-12 de-ON 

a 

b 

c 
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第 4項 円偏光二色性測定を用いた Gタンパク質との相互作用解析 

cHisG に対しても同様に CD 測定を行った。0.1 mg/mL（6.9 M）の cHisG 溶

液，終濃度が 0，20，50，100 M となるように三糖 1，大腸菌 C 株の de-ON，

大腸菌 K-12 株の de-ON を添加した。 

 

 スパイク G タンパク質は-シートが優位な二次構造を持ち 8)，CD 測定の結果

も-シート構造を示す特徴的な負のコットン効果が認められた（Figure 2-9）。

HisHではどの糖鎖を添加したときでもスペクトルの変化が観察されたが（Figure 

2-9b, c），三糖 1 を添加したときのみ，極僅かに信号の増強は認められたものの，

スペクトルの大きな変化は観察されなかった（Figure 2-9a）。この結果から，三糖

1 はスパイク G タンパク質に結合するものの，立体構造変化を引き起こすもの

ではないと推察された。また，糖鎖を受け入れる“結合ポケット”が広く，三糖

1 のような低分子の糖鎖が結合した程度では周辺の構造が変化しないのではな

いかとも考えられた。 

 

 低分子の糖鎖に対して cHisG の CD スペクトルがどのような変化を辿るかを

調べるため，三糖 1 に加えて，methyl -D-glucoside（5）と maltotetraose を同様

の条件で添加して CD 測定を行った（Figure 2-10）。すると，単糖 5 を添加した

ときは大きな信号の変化は観察されず（Figure 2-10a），maltotetraose を添加した

ときは信号の減衰が認められた（Figure 2-10b）。 
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Figure 2-8 各種リガンドを添加した際の CD スペクトルの変化。 

a. 三糖 1。b. 大腸菌 C 株の de-ON。c. 大腸菌 K-12 株の de-ON。 

1 

E. coli C de-ON 

E. coli K-12 de-ON 

a 

b 

c 
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Figure 2-8 各種リガンドを添加した際の CD スペクトルの変化。 

a. Methyl -D-glucoside（5）。b. Maltotetraose。 

 

 スパイク G タンパク質は LPS の inner core を認識に寄与していると考えられ

ている 3) が，この実験において外部コア糖鎖を模倣した三糖 1 では特徴的な相

互作用が認められず，inner core の構造は共通な 2 種類の de-ON では-シートを

示す信号の増強が認められたため，こちらも以前からの考察を支持するものと

考えられた。 

 

5 

Maltotetraose 

a 

b 
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第 3節 総括 

 本研究では，バクテリオファージX174 と LPS の相互作用に重要であると考

えられている LPS の外部コア糖鎖に着目し，それを模倣した部分構造三糖 1 を

有機合成によって得た。そして，得られた三糖 1 は分光分析の結果，X174 の糖

鎖認識に重要と考えられているスパイク H および G タンパク質のレセプター糖

鎖となり得ることが判った。とりわけ，三糖 1 はスパイク H タンパク質に対し

て構造変化を引き起こすことが示唆され，今後の NMR 分光法を用いた相互作用

解析において重要な情報が得られた。 

 

第 4節 今後の展望 

第 1項 レセプター三糖 18, 19, 20の設計と合成計画 

本報では三糖 1 の合成を行ったが，LPS の外部コア糖鎖を模倣した部分構造

三糖はあと 3 種類考えることができる。Glcp(1→3)Glcp(1→3)Glcpの構造を

持つ三糖 18，Glap(1→2)Glcp(1→3)Glcpの構造を持つ三糖 19，そして分岐差

の Glap(1→2)[Glcp(1→3)]Glcpの構造を持つ三糖 20 がその候補である。また，

ビルディングブロック 21—24 を新たに合成し，それらを組み合わせることで合

成できると考えられた（Figure 2-11）。これらを合成し，相互作用解析に供する

ことで，外部コア糖鎖のどの構造が相互作用に重要かを網羅的に調べることが

できるため，X174 の糖鎖認識機構において外部コア糖鎖のなす役割の更なる

詳細な知見が得られると考えられる。 
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Scheme 2-7 部分構造三糖 18—20 とその合成計画 

 

第 2項 大腸菌 K-12株 LPSを模倣した三糖の合成 

 大腸菌 K-12 株はX174 非感受性株であり，その LPS は非還元末端に(1→6)

グリコシド結合で L-glycero-D-manno-heptose（LDManHep）残基（Figure 2-11）を

持つことが最大の特徴である。大腸菌 K-12 株の LPS を模倣した部分構造三糖を

合成し，相互作用解析に供することができれば，感染スペクトルと相互作用の関

係を紐づけることができると考える。 
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Figure 2-11 glycero-D-manno-heptose の構造式 

 

1. LDManHep型糖供与体の合成計画 

 LDManHep 残基は trans-1,2-グリコシド結合のため，相対する糖受容体とは，

アシル基による隣接基関与を利用したKoenigs-Knorrグリコシル化反応によって

比較的容易に構築することができると考えられた。そのため，25 のような糖供

与体の合成を目指した（Scheme 2-8）。1，2 位をオルトエステルとして最終ステ

ップまで保護した状態を保ち，オルトエステル 36a の開環を伴ってアシル基の

導入と 1 位のクロロ化を同時に行うこととした。また，36a の C6 位の増炭およ

び新たに生じた C7 位水酸基の導入は，34 からのコーリー・チャイコフスキー反

応によるエポキシドの形成と，その後の塩基による加水分解によって得られる

と考えられた 30) 。以上の経緯を踏まえ，D-mannose から計 12 ステップで

LDManHep 型糖供与体 25 が得られると考えられた（Scheme 2-9）。 

 

 

Scheme 2-8 LDManHep 型糖供与体 25 の逆合成解析 
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Scheme 2-9 LDManHep 型糖供与体 25 の合成計画 

 

2. グリコシド結合位改変アナログの構想 

 大腸菌 K-12 株の LPS の LDManHep 残基は先述のとおり，(1→6)グリコシド

結合である。こちらも他の感受性株の LPS の外部コア糖鎖では見られない特徴

であり，LDManHep の特異さと合わせて宿主認識機構における役割に興味が持

たれる。選択的に保護基の除去ができる位置を変えた中間残基のビルディング

ブロック 38—41 を合成し，糖受容体 3 とのグリコシル化，保護基の選択的除去

を経て糖供与体 25 と再びグリコシル化させることで，野生型の結合様式を持つ

三糖 42 と，結合の位置が異なる三糖 43—45 が得られると考えられた（Scheme 2-

10）。 
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 中間残基ビルディングブロック 38—41 については，-D-glucose を出発物質と

して，ベンジリデンやスズアセタールの性質を利用した選択的な誘導体化 31) を

繰り返すことで得られると考えられた（Scheme 2-11）。 

 

 

Scheme 2-10 部分構造三糖 42 と結合位改変アナログ 43—45 の合成計画 

 

 

Scheme 2-11 中間残基ビルディングブロック 38—41 の合成計画 
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第 3章 Materials and Methods 

3.1 LPS extraction from E. coli C and K-12 strain 

Cultivation of bacterial cells 32) 

 Cultivation was carried out 37 ℃ in baffle flask using 2 L of LB culture (pH 7.4). 

The bacterial growth was monitored by OD600. The bacterial cells were harvested by 

centrifugation (5,000×g, 15 min). The cell paste was washed successively with EtOH, 

acetone, and n-hexane then dried under reduced pressure. 

 

PCP extraction method 32) 

 The cells were placed centrifugation tube (PTFE coated, pear-shaped 30 mL) and 

suspended with the PCP extraction mixture (90 v/v% aqueous PhOH: CHCl3: petroleum 

ether = 2:5:8); PCP mixture was added 4 mL per 1 g of bacterial cells. The suspension 

was stirred for 15 min at R.T. under irradiation of ultrasound (by Branson®; Brasonic 

M2800 H-J). The cells were centrifuged off (14,000×g, 5 min) and the supernatant was 

collected in a round bottom flask. The precipitated cells were extracted once more with 

the same volume of PCP mixture and centrifuged as above, and the supernatant was added 

to the first extract. This extraction protocols were repeated 4 times. The combined 

supernatant was evaporated to remove completely chloroform, petroleum ether, and H2O 

in  aqueous PhOH. The PhOH solution was transferred to centrifugation tube and H2O 

was added dropwise until the LPS precipitated. The precipitated LPS was centrifuged 

(14,000×g, 8 min) and the supernatant was decanted. The viscous precipitate was washed 

3 times with 80 v/v% aqueous PhOH and acetone respectively. The LPS was dissolved in 

H2O and lyophilized for 3 days to afford LPS. 
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3.2 Deacylation of LPSs 

 To a screw-top test tube was added the LPS and 4 M KOH aq., then the mixture 

was stirred 18 hrs. at 125 ℃. The reaction mixture was neutralizing with 6 M HCl aq. and 

washed with CH2Cl2. An aqueous layer was collected in round bottom flask, removed 

solvent in vacuo. Furthermore, a residue was purified by gel filtration (Cytiva® PD-10 

column and Bio gel® P4 long column;  12 mm × 1.3 m) then solvent was removed in 

vacuo and lyophilized to afford to a O, N-deacylated LPS (de-ON) 8) . 

 

3.3 HisH expression and purification 

 E. coli M15 harboring pQE-H (spike H protein fragment fusion plasmid based 

on pQE-30) was grown at 37 ℃ in LB medium culture containing ampicillin (100 g/mL) 

and kanamycin (25 g/mL) until the OD600 reached about 0.5. Isopropyl 1-thio--D-

galactopyranoside (IPTG) (0.5 mM) was added to the cell culture for the induction and 

the culture was subsequently incubated for 3 hrs. The bacterial cells were harvested by 

centrifugation (5,000×g, 15 min). The cell paste was washed “sonication buffer” (see 

table 3-1) (pH 7.4) then suspended with “sonication buffer” again. The suspended cells 

were disrupted by sonication (MISONIX® microsonTM ultrasonic cell disruptor XL-

2007); the cycle that was disrupted for 1min then cooled down for 1 min, was repeated 

30 times. The suspended cell lysate was centrifuged, and supernatant was decanted. To a 

residue was added “denature condition extracting reagent” (see table 3-2) and disrupted 

the mixture again; the cycle that was disrupted for 1 min then cooled down for 1 min, was 

repeated until the extracting reagent has been transparent (about 8 times). The precipitate 

was removed by centrifuged and supernatant containing HisH was purified by affinity 

chromatography using a Ni-NTA agarose. The HisH was refolded by gradient of 
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extracting reagent (see table 3-3), then eluted with a 4 mL gradient of 25‐250 mM 

imidazole. The crude of HisH was dialyzed against 10 mM sodium phosphate buffer (pH 

7.4), concentrated by a centrifugation ultrafilter (Amicon® ultra-15 10,000 MWCO) 33) .  

 

Table 3-1 The composition of “sonication buffer” 

Composition for 1 L scale   

NaH2PO4・2H2O 7.8 g 50 mM 

NaCl 17.4 g 300 mM 

Adjusted desired pH using 2.5 M NaOH aq.   

 

Table 3-2 The composition of “denature condition extracting reagent” 

Composition for 1 L scale   

Urea 480 g 8 M 

NaH2PO4・2H2O 15.6 g 100 mM 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane 1.2 g 10 mM 

Adjusted desired pH using 6.0 M HCl aq.   

 

 Table 3-3 Gradient condition for refolding the HisH 

Fraction No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Extracting 

reagent (mL) 
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0 

Sonication 

buffer (mL) 
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 
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3.4 cHisG expression and purification 

 E. coli JM109 harboring pQE-60+G gene (spike G protein fragment fusion 

plasmid based on pQE-60) was grown at 37 ℃ in LB medium culture containing 

ampicillin (100 g/mL) and until the OD600 reached about 0.5. IPTG (1 mM) was added 

to the cell culture for the induction and the culture was subsequently incubated for 3 hrs. 

The bacterial cells were harvested by centrifugation (5,000×g, 15 min). The cell paste 

was washed “sonication buffer” (see table 3-1) (pH 8.0) then suspended with “sonication 

buffer” again. The suspended cells were disrupted by sonication (MISONIX® microsonTM 

ultrasonic cell disruptor XL-2007); the cycle that was disrupted for 1min then cooled 

down for 1 min, was repeated 30 times. The precipitate was removed by centrifuged and 

supernatant containing cHisG was purified by affinity chromatography using a Ni-NTA 

agarose. The cHisG was eluted with a gradient of 50‐500 mM imidazole. The crude of 

cHisG was dialyzed against 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), concentrated by a 

centrifugation ultrafilter (Amicon® ultra-15 50,000 MWCO) 34) .  

 

3.5 Chemical synthesis of trisaccharide1 

General techniques of chemical synthesis 

 All commercially available reagents were purchased from commercial suppliers 

and used as received. All reactions were monitored by thin-layer-chromatography 

performed on glass-packed silica gel plates (60F-254) with UV light and visualized with 

10% H2SO4 aq. stain. 1H and 13C NMR spectra were recorded on a JEOL JNM-ECX400P 

or JNM-ECZ500R spectrometers. Chemical shifts () for 1H NMR spectra were 

referenced to internal standards; Tetramethylsilane (TMS) (0.00 ppm) in CDCl3 and 

DMSO-d6 and, 3-(trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid (TSP) (0.00 ppm) in D2O. 



43 

 

Chemical shifts () for 13C NMR spectra were referenced to internal standards; TMS (0.00 

ppm) or [13C]-CDCl3 (77.0 ppm) and, TSP (0.00 ppm) in D2O. The 1H and 13C chemical 

shifts were assigned using a combination of COSY, HSQC, HMBC and 1D-TOCSY. 

Multiplicities are reported by the following abbreviations: s (singlet), d (doublet), t 

(triplet), q (quartet), m (multiplet), dd (double doublet), ddd (double double doublet). 

Coupling constants (J) are represented in hertz (Hz). High-resolution mass spectra were 

measured on an LTQ Orbitrap Velos ETD Mass Spectrometers (Thermo Fisher Scientific). 

The optical rotation was measured JASCO P-2200 polarimeter. 

 

 

 

 

 To a gently refluxed (110 ℃ ca.) Ac2O (42.0 mL, 444 mmol) contained NaOAc 

(4.55 g, 55.5 mmol) was slowly added powdered (±)-D-galactopyranose (4) (10.0 g, 55.5 

mmol) over a period 5 min. After mixture wad refluxed for 10 min, a mixture was cooled 

to room temperature. A reaction mixture was then quenched by addition of ice-colded 

water (20 mL). To a quenched mixture was extracted with EtOAc (70 mL), then washed 

with sat. NaHCO3 aq., water, and brine. An organic layer was dried over Na2SO4, filtrated, 

and removed solvent in vacuo gave a colorless syrup. To a residue was coevaporated 2 

times with PhMe and then recrystallized with n-hexane/EtOAc obtained 1,2,3,4,6-penta-

O-acetyl--D-galactopyranose (6) (21.6 g, 99%) as a white powder 35). 
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1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl--D-galactopyranose (6) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 5.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H1), 5.43 (d, J = 3.4 Hz, 

1H, H4), 5.34 (dd, J = 10.3, 8.6 Hz, 1H, H2), 5.09 (dd, J = 10.3, 3.4 Hz, 1H, H3), 4.17-

4.11 (m, 2H, H6), 4.08-4.06 (m, 1H, H5), 2.17 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.05 (s×2, 6H, Ac

×2), 2.00 (s, 3H, Ac); 13C-NMR (Chloroform-d, 125 MHz) δ 170.3, 170.1, 169.9, 169.3, 

168.9, 92.1, 71.6, 70.8, 67.8, 66.7, 61.0, 20.8, 20.6, 20.5; ESI-MS ; Rf = 0.55 (n-

hexane/EtOAc = 1:1). 

 

 

 

 

 To a solution of 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl--D-galactopyranose (6) (3.90 g, 10.0 

mmol) in dry CH2Cl2 (51.2 mL) was added PhSH (1.43 mL, 14.0 mmol) at 0 ℃ under Ar 

gas. A mixture and was added BF3OEt2 (2.10 mL, 16.6 mmol) dropwise at 0 ℃, stirred 

for 5 hrs. with warmed up to room temperature. A reaction mixture was quenched sat. 

NaHCO3 aq. (50 mL), stirred for more 5 min. A separated liquid was shake with 

separatory funnel and an organic layer was washed with brine. An organic layer was dried 

over Na2SO4, filtrated, and removed solvent in vacuo an gave colorless syrup. From a 

residue, gave phenyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio--D-galactopyranoside (7) (4.39 g, 
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99%) as a colorless syrup by open column chromatography (n-hexane/EtOAc = 10:0 to 

4:1). 

 

Phenyl 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-1-thio--D-galactopyranoside (7) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 7.52 (q, J = 3.2 Hz, 2H, SPh-o), 7.32 (t, J = 3.2 

Hz, 3H, SPh-m and p), 5.42 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H4), 5.24 (t, J = 9.7 Hz, 1H, H2), 5.05 

(dd, J = 10.0, 3.2 Hz, 1H, H3), 4.72 (d, J = 10.3 Hz, 1H, H1), 4.16 (ddd, J = 37.7, 11.3, 

6.7 Hz, 2H, H6), 3.94 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H5), 2.13 (s, 3H, Ac), 2.10 (s, 3H, Ac), 2.05 (s, 

3H, Ac), 1.98 (s, 3H, Ac); 13C-NMR (Chloroform-d, 125 MHz) δ 170.4, 170.2, 170.1, 

169.4, 132.5, 132.4, 128.9, 128.2, 86.6, 74.4, 72.0, 67.2, 67.2, 61.6, 20.8, 20.7, 20.6, 20.6; 

ESI-MS calcd. for C20H24O9S m/z [M+NH4]
+ 458.147963, found 458.14932 ; Rf = 0.50 

(n-hexane/EtOAc = 3:2), 0.83 (CHCl3/MeOH = 9:1). 

 

 

 

 

 Removing Acetyl group: To a solution of phenyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-

-D-galactopyranoside (7) (4.39 g, 9.96 mmol) in MeOH (30.4 mL) was added a solution 

of NaOMe (2.42 g, 44.8 mmol; it was added so that the final conc. of a reaction mixture 
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was 1 M.) in MeOH (30.0 mL) at 0 ℃, stirred for 3 hrs. with warmed up to room 

temperature. A reaction mixture was then neutralized with Dowex® 50W (H+),  filtrated 

off Dowex® beads, and removed solvent in vacuo. A residue was coevaporated with EtOH 

2 times then obtained crude of phenyl 1-thio--D-galactopyranose (8) (3.51 g, quant.) as 

a colorless amorphous. 

 Selective benzylation: To a mixture of K2CO3 (2.02 g, 14.61 mmol), n-

tetrabutylammonium bromide (0.314 g, 0.970 mmol) and dibutyltin dichloride (0.296 g, 

0.97 mmol) in dry MeCN (20.9 mL) was added a solution of phenyl 1-thio--D-

galactopyranose (8) as mentioned above in dry MeCN/DMF (20 mL/7 mL) under Ar gas, 

then stirred for 30 min at 80 ℃. And to a mixture was added benzyl bromide while heated 

at 80 ℃ then stirred more 3 hrs. After the filtrated off reaction mixture with Celite pad, 

removed solvent in vacuo, and a residue was pre-purified by flash column 

chromatography (CH2Cl2/MeOH = 19:1, Silica gel containing 10 w/w % K2CO3 was 

used) to afford crude of compound as a colorless syrup. From a residual syrup was 

recrystallized with MeOH/CH2Cl2/n-hexane obtained phenyl 3-O-benzyl-1-thio--D-

galactopyranoside (9) (0.984 g, 22% over 2 steps from 7) as a white crystal. 

 

Phenyl 3-O-benzyl-1-thio--D-galactopyranoside (9) 

 

 

1H-NMR (Methanol-d4, 400 MHz) δ 7.56-7.54 (m, 2H, SPh-o), 7.43 (d, J = 6.9 Hz, 2H, 

CH2Ph-o), 7.34-7.22 (m, 6H, SPh-m, p and CH2Ph-m, p), 4.73 (dd, J = 32.5, 11.4 Hz, 2H, 
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CH2Ph), 4.60 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H1), 4.08 (d, J = 3.2 Hz, 1H, H4), 3.79-3.68 (m, 3H, 

H2 and H6), 3.51 (t, J = 6.0 Hz, 1H, H5), 3.41 (dd, J = 9.2, 3.2 Hz, 1H, H3); 13C-NMR 

(100 MHz, Methanol-d4) δ 139.9, 136.0, 132.3, 129.9, 129.3, 129.1, 128.7, 128.1, 90.3, 

83.8, 80.5, 72.8, 70.3, 67.5, 62.6; ESI-MS calcd. for C19H22O5S m/z [M+NH4]
+ 380.15262, 

found 380.15363, [M+Na]+ 385.10802, found 385.10883; []
D

21
  = -10.12° (c = 1.00, 

MeOH); mp: 154.9—160.1 ℃; Rf = 0.39 (CHCl3/MeOH = 9:1). 

 

 

 

 

 To a solution of phenyl 3-O-benzyl-1-thio--D-galactopyranoside (9) (0.91 g, 

2.50 mmol) in pyridine (16.1 mL) was added di-tert-butylsilyl 

bis(trifluoromethanesulfonate) (1.376 mL, 4.25 mmol) at 0 ℃ and then stirred for 1 hr 

with warmed up to room temperature. A reaction mixture was quenched by addition of 

MeOH at 0 ℃ and coevaporated with PhMe. A residue was diluted with EtOAc and then 

washed with 1 M HCl aq., H2O, sat. NaHCO3 aq. and brine. An organic layer was dried 

over Na2SO4, removed solvent in vacuo, residue was purified by flash column 

chromatography (n-hexane/EtOAc = 3:1) to afford phenyl 3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-

butylsilyl-1-thio--D-galactopyranoside (10) (0.955 g, 76%) as a colorless syrup. 
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Phenyl 3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl-1-thio--D-galactopyranoside (10) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 400 MHz) δ 7.56-7.25 (m, 10H, CH2Ph and SPh), 4.81 (d, J = 

11.4 Hz, 1H, H6), 4.63-4.56 (m, 3H, H6, H1 and H4), 4.23 (ddd, J = 18.2, 12.5, 1.9 

Hz, 2H, CH2Ph), 4.05-4.00 (m, 1H, H2), 3.37 (dd, J = 9.2, 3.2 Hz, 2H, H5 and H3), 2.64 

(d, J = 1.8 Hz, 1H, 2-OH), 1.09-1.01 (s×2, 18H, Si[C(CH3)3]2); 
13C-NMR (Chloroform-

d, 100 MHz) δ 137.9, 133.5, 132.6, 128.8, 128.5, 127.9, 127.7, 89.1, 81.9, 75.2, 70.3, 

69.2, 68.4, 67.4, 27.6, 27.5, 27.2, 23.4, 20.6; Rf = 0.70 (n-hexane/EtOAc = 3:2), 0.74 

(PhMe/EtOAc = 3:1). 

 

 

 

 

 To a solution of  phenyl 3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl-1-thio--D-

galactopyranoside (10) (0.91 g, 1.81 mmol) and 4-dimethetylaminopyridine (0.022 g, 
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0.180 mmol) in dry CH2Cl2 (5.79 mL) and pyridine (4.37 mL) was added benzyl chloride 

(0.315 mL, 2.72 mmol) at 0 ℃ under Ar gas. A reaction mixture was stirred 13 hrs. with 

warmed up to room temperature and then washed 1 M HCl aq., H2O, and brine. An organic 

layer was dried over Na2SO4, removed solution in vacuo and coevaporated with PhMe at 

5 times to afford phenyl 2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl-1-thio--D-

galactopyranoside (2) (1.21 g, quant.) as a colorless syrup. 

Phenyl 2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl-1-thio--D-

galactopyranoside (2) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 8.04 (dd, J = 8.6, 1.1 Hz, 2H, C(=O)Ph-o), 7.59-

7.55 (m, 1H, C(=O)Ph-p), 7.46-7.40 (m, 4H, C(=O)Ph-m and CH2Ph-o), 7.22-7.14 (m, 

3H. CH2Ph-m and p), 5.72 (t, J = 9.7 Hz, 1H, H2), 4.80 (d, J = 9.7 Hz, 1H, H1), 4.71 (d, 

J = 12.6 Hz, 1H, H6), 4.60-4.56 (m, 2H, H4 and H6), 4.26 (ddd, J = 21.0, 12.5, 1.9 Hz, 

2H, CH2Ph), 3.58 (dd, J = 9.7, 2.9 Hz, 1H, H3), 3.39 (s, 1H, H5), 1.12 (s×2, 18H, 

Si[C(CH3)3]2); 
13C-NMR (Chloroform-d, 125 MHz) δ 165.4, 137.8, 134.3, 133.0, 132.0, 

130.0, 129.8, 128.7, 128.2, 128.1, 127.6, 127.4, 87.5, 79.2, 77.3, 77.0, 76.8, 75.1, 70.0, 

69.7, 69.3, 67.2, 27.6, 23.4, 20.6; ESI-MS calcd. for C34H42O6SSi m/z [M+H]+ 607.25441, 

found 607.25543, [M+NH4]
+ 624.28096, found 624.28210, [M+Na]+ 629.23636, found 

629.23669; []
D

21
 = +59.95° (c = 1.00, CHCl3); Rf = 0.85 (PhMe/EtOAc = 3:1), 0.79 (n-

hexane/EtOAc = 3:2). 
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 To a round-bottom flask was added methyl -D-glucopyranoside (5) (3.88 g, 

20.0 mmol) and p-toluenesulfonic acid monohydrate (0.19 g, 1.00 mmol) and, well dried 

in vacuo. To a mixture was added dry DMF (77.4 mL) and benzaldehyde dimethylacetal 

(6.00 mL, 40 mmol) and then attached to evaporator immediately, stirred for 1.5 hrs. at 

50 ℃ in vacuo. The reaction was carried out, excess amount of benzaldehyde and DMF 

was removed in vacuo, obtained peel-yellow syrup. A residue was diluted with CH2Cl2 

and then washed with sat. NaHCO3 aq. and brine. An organic layer was dried over with 

Na2SO4 and removed solvent in vacuo and then recrystallized with n-hexane/EtOAc 

obtained methyl 4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (11) (5.50 g, 97%) as a white 

powder. 

 

Methyl 4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (11) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 7.50-7.48 (m, 2H, CHPh-m), 7.37-7.35 (m, 3H, 

CHPh-o and p), 5.50 (s, 1H, CHPh), 4.72 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H1), 4.26 (q, J = 4.8 Hz, 
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1H, H6), 3.89 (t, J = 9.5 Hz, 1H, H3), 3.76 (q, J = 4.8 Hz, 1H, H5), 3.70 (t, J = 10.0 

Hz, 1H, H6), 3.57 (td, J = 8.2, 3.2 Hz, 1H, H2), 3.45 (t, J = 9.5 Hz, 1H, H4), 3.41 (s, 

3H, OMe), 3.35 (s, 1H, 3-OH), 2.76 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 2-OH); 13C-NMR (Chloroform-

d, 125 MHz) δ 137.0, 129.2, 128.3, 126.3, 101.9, 99.8, 80.9, 72.7, 71.4, 68.9, 62.3, 55.4; 

ESI-MS calcd. for C14H18O6 [M+H]+ 283.11761, found 283.11722; Rf = 0.56 

(CHCl3/MeOH = 1:1), 0.15 (n-hexane/EtOAc = 1:1). 

 

 

 

 

 To a solution of methyl 4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (11) (0.990 g, 

3.51 mmol) and n-tetrabutylammonium iodide (1.30 g, 3.51 mmol) in a mixture of CH2Cl2 

and 1 M NaOH aq. (equal volume, 12.3 mL each) was added benzyl bromide (0.50 mL, 

4.21 mmol) at 0 ℃. A reaction mixture was stirred for 18.5 hrs. at 40 ℃ and then washed 

with H2O and brine. An organic layer was dried over Na2SO4 and removed solvent in 

vacuo and residue was pre-purified by flash column chromatography (n-hexane/EtOAc = 

1:1) to afford crude compound as a colorless syrup. Furthermore, a residue was purified 

by flash column chromatography (n-hexane/EtOAc = 7:3 to 3:1) to afford methyl 2-O-

benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (3) (495 mg, 38%) and methyl 3-O-

benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (15) (176 mg, 14 %) as a white solid 

each. Moreover, methyl 2,3-O-di-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (16) 

(243 mg, 15%) was also obtained as a colorless syrup. 
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Methyl 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (3) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 7.51-7.26 (m, 10H, CHPh and CH2Ph), 5.57 (s, 1H, 

CHPh), 4.97 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.82-4.78 (m, 2H), 4.30 (q, J = 5.0 Hz, 1H), 3.85-3.82 

(m, 2H), 3.78-3.73 (m, 2H), 3.65 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 3.45 (s, 3H), 2.33 (d, J = 7.4 Hz, 

1H); 13C-NMR (Chloroform-d, 125 MHz) δ 138.4, 137.3, 128.9, 128.4, 128.2, 128.0, 

127.7, 126.0, 101.3, 99.8, 81.9, 78.8, 77.3, 77.0, 76.8, 74.8, 72.4, 69.0, 62.6, 55.4; ESI-

MS calcd. for C21H24O6 [M+H]+ 373.16456, found 373.16458; []
D

21
 = +38.68° (c = 1.00, 

CHCl3); Rf = 0.46 (n-hexane/EtOAc = 1:1), 0.29 (n-hexane/EtOAc = 3:2)36,37. 

 

Methyl 2-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (15) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 7.49-7.29 (m, 10H, CHPh and CH2Ph), 5.49 (s, 1H, 

CHPh), 4.76 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.67 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 

4.23 (q, J = 5.0 Hz, 1H), 4.13 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 3.79 (td, J = 9.9, 4.8 Hz, 1H), 3.67 (t, 

J = 10.3 Hz, 1H), 3.48-3.43 (m, 2H), 3.35 (s, 3H), 2.77 (d, J = 2.3 Hz, 1H); 13C-NMR 

(Chloroform-d, 125 MHz) δ 137.8, 137.0, 129.1, 128.4, 128.2, 128.0, 128.0, 126.2, 101.8, 

98.5, 81.1, 79.4, 73.2, 70.1, 68.9, 61.9, 55.2; ESI-MS calcd. for C21H24O6 [M+H]+ 
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373.16456, found 373.16412; []
D

21
 = +90.35° (c = 1.00, CHCl3); Rf = 0.63 (n-

hexane/EtOAc = 1:1). 

 

Methyl 2,3-O-di-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (16) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 7.50-7.26 (m, 15H), 5.54 (s, 1H), 4.91 (d, J = 11.5 

Hz, 1H), 4.84 (dd, J = 11.5, 4.6 Hz, 2H), 4.69 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 3.4 Hz, 

1H), 4.26 (q, J = 5.0 Hz, 1H), 4.05 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 3.81 (q, J = 4.8 Hz, 1H), 3.70 (t, 

J = 10.3 Hz, 1H), 3.62-3.54 (m, 2H), 3.39 (s, 3H); 13C-NMR (Chloroform-d, 125 MHz) 

δ 138.7, 138.1, 137.3, 128.8, 128.4, 128.2, 128.1, 128.0, 128.0, 127.9, 127.5, 126.0, 101.2, 

99.2, 82.1, 79.1, 78.5, 75.3, 73.7, 69.0, 62.2, 55.3; ESI-MS calcd. for C28H30O6 [M+H]+ 

463.21152, found 463.21176, [M+NH4]
+ 480.23806, found 480.23807; Rf = 0.76 (n-

hexane/EtOAc = 1:1). 
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 To a round-bottom flask was added well dried molecular sieves 4A (0.300 g: 

powder type), N-iodosuccinimide (0.101 g, 0.45 mmol) and silver 

trifluoromethanesulfonate (0.031 g, 0.12 mmol) under Ar. To a mixture was added 

solution of methyl 3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (3) (0.112 g, 

0.30 mmol: glycosyl acceptor) in dry CH2Cl2 (5.0 mL) at -10 ℃ and then stirred 30 min 

under shaded. Furthermore, a mixture of glycosyl acceptor was cooled with liquid N2, 

before completely frozen, to a mixture was added phenyl 2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-

O-di-tert-butylsilyl-1-thio--D-galactopyranoside (2) (0.218 g, 0.36 mmol: glycosyl 

donor) in dry CH2Cl2 (4.6 mL). A reaction mixture was allowed to stand 5 min at -196 ℃ 

in frozen then warmed to -10 ℃ and stirred for 25 min under shaded. A reaction mixture 

was quenched by 2 mL of sat. NaHCO3 aq., filtrated off a reaction mixture with Celite 

pad and then washed with sat. NaHCO3 aq., H2O and brine. An organic layer was dried 

over Na2SO4 and removed solvent in vacuo. A residue was purified by flash column 

chromatography (n-hexane/EtOAc = 4:1) to afford methyl 2-O-(2-O-benzoyl-3-O-

benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-galactopyranosyl)-3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene-

-D-glucopyranoside (12) (0.252 g, 86%) as a colorless syrup 38). 

 

Methyl 2-O-(2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-

galactopyranosyl)-3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (12) 
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1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 8.14-8.12 (m, 3H), 7.62-7.14 (m, 20H), 5.54 (s, 

1H), 5.42 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H1’), 5.36 (dd, J = 10.3, 4.0 Hz, 1H), 4.94 (d, J = 10.9 Hz, 

1H), 4.75 (dd, J = 16.0, 12.6 Hz, 2H), 4.65 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H1), 4.43 (d, J = 10.9 Hz, 

1H), 4.21 (dd, J = 10.0, 3.7 Hz, 2H), 3.98-3.94 (m, 2H), 3.78-3.58 (m, 6H), 3.38 (dd, J = 

12.6, 1.7 Hz, 1H), 2.86 (s, 3H, OMe), 1.06 (s, 9H, Si[C(CH3)3]2), 1.03 (s, 9H, 

Si[C(CH3)3]2); 
13C-NMR (Chloroform-d, 125 MHz) δ 166.3, 138.5, 138.3, 137.3, 134.4, 

132.9, 130.4, 130.1, 129.7, 129.6, 128.8, 128.7, 128.3, 128.3, 128.2, 128.1, 127.6, 127.6, 

127.5, 125.8, 101.0, 97.3, 93.7, 82.7, 77.2, 75.5, 74.6, 74.1, 70.7, 70.6, 70.5, 68.9, 66.8, 

66.5, 62.0, 54.7, 27.5, 27.2, 23.2, 20.5; ESI-MS calcd. for C49H60O12Si m/z [M+NH4]
+ 

886.41923, found 886.42059, [M+K]+ 907.34856, found 907.34851; Rf = 0.88 (n-

hexane/EtOAc = 3:2), 0.23 (n-hexane/EtOAc = 9:1), 0.54 (n-hexane/EtOAc = 4:1). 

 

 

 

 

 To a solution of methyl 2-O-(2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl-

-D-galactopyranosyl)-3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (12) (0.225 

g, 0.259 mmol) in MeOH (5.0 mL) was added a solution of NaOMe (0.270 g, 5.00 mmol; 

it was added so that the final conc. of a reaction mixture was 0.5 M.) in MeOH (5.0 mL) 

at 0 ℃, stirred for 5 hrs. with warmed up to room temperature. A reaction mixture was 
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then neutralized with Dowex® 50W (H+), filtrated off Dowex® beads, and removed 

solvent in vacuo. A residue was coevaporated with EtOH 2 times then purified by flash 

column chromatography obtained methyl 2-O-(3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-

galactopyranosyl)-3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (13) (0.179 g, 

91%) as a pale-yellow amorphous. 

 

Methyl 2-O-(3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-galactopyranosyl)-3-O-benzyl-

4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (13) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 7.49-7.16 (m, 19H), 5.58 (s, 1H), 4.99 (d, J = 4.0 

Hz, 1H), 4.94 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.74 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 

4.65 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 4.30 (q, J = 5.0 Hz, 1H), 4.17 (d, J 

= 2.9 Hz, 1H), 4.08 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 3.95 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 3.90 (s, 1H), 3.85-3.73 

(m, 4H), 3.66-3.63 (m, 2H), 3.51 (td, J = 10.2, 2.7 Hz, 2H), 3.43 (d, J = 2.9 Hz, 3H), 2.42 

(d, J = 8.6 Hz, 1H, 2-OH’), 1.03-1.00 (s×2, 18H, Si[C(CH3)3]2); 
13C-NMR (Chloroform-

d, 125 MHz) δ 138.5, 138.4, 137.2, 129.5, 128.9, 128.4, 128.3, 128.2, 127.7, 127.7, 127.6, 

125.9, 101.2, 97.4, 96.6, 82.5, 77.6, 77.5, 75.6, 74.3, 70.3, 70.0, 68.9, 67.4, 67.3, 66.7, 

62.2, 55.2, 27.5, 27.2, 23.3, 20.5; ESI-MS calcd. for C42H56O11Si [M+NH4]
+ 782.39301, 

found 782.39398; Rf = 0.51 (n-hexane/EtOAc = 4:1). 
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To a round-bottom flask was added well dried molecular sieves 4A (0.300 g: 

powder type), N-iodosuccinimide (0.079 g, 0.35 mmol) and silver 

trifluoromethanesulfonate (0.024 g, 0.09 mmol) under Ar. To a mixture was added 

solution of methyl 2-O-(3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-galactopyranosyl)-3-O-

benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (13) (0.179 g, 0.23 mmol: glycosyl 

acceptor) in dry CH2Cl2 (3.5 mL) at -10 ℃ and then stirred 30 min under shaded. 

Furthermore, a mixture of glycosyl acceptor was cooled with liquid N2, before completely 

frozen, to a mixture was added phenyl 2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl-

1-thio--D-galactopyranoside (2) (0.171 g, 0.28 mmol: glycosyl donor) in dry CH2Cl2 

(4.0 mL). A reaction mixture was allowed to stand 30 min at -196 ℃ in frozen then 

warmed to -10 ℃ and stirred for 2.5 hrs. under shaded. A reaction mixture was quenched 

by 2 mL of sat. NaHCO3 aq., filtrated off a reaction mixture with Celite pad and then 

washed with sat. NaHCO3 aq., H2O and brine. An organic layer was dried over Na2SO4 

and removed solvent in vacuo. A residue was purified by flash column chromatography 

(n-hexane/EtOAc = 4:1) to afford methyl 2-O-[2-O-(2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-O-di-
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tert-butylsilyl--D-galactopyranosyl)-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-

galactopyranosyl]-3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (14) (0.175 g, 

61%) as a pale-yellow syrup 38). 

 

Methyl 2-O-[2-O-(2-O-benzoyl-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-

galactopyranosyl)-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-galactopyranosyl]-3-O-

benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside (14) 

 

 

1H-NMR (Chloroform-d, 500 MHz) δ 8.16-8.12 (m, 4H), 7.66-7.05 (m, 22H), 5.74 (dd, 

J = 10.6, 3.7 Hz, 1H), 5.46 (s, 1H), 5.36 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 5.15 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 

4.81 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.75-4.72 (m, 1H), 4.66 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 12.0 

Hz, 1H), 4.51-4.45 (m, 3H), 4.24 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 4.21 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.17 (q, 

J = 5.0 Hz, 1H), 4.13-4.09 (m, 2H), 4.03 (s, 2H), 3.96-3.93 (m, 2H), 3.83 (dd, J = 12.6, 

1.7 Hz, 1H), 3.68 (dd, J = 9.7, 2.9 Hz, 1H), 3.61 (dd, J = 12.3, 9.5 Hz, 3H), 3.41 (t, J = 

9.5 Hz, 1H), 3.36 (q, J = 4.8 Hz, 1H), 3.26 (s, 3H), 1.14 (s, 9H), 1.07 (s, 9H), 1.02 (s, 9H), 

1.00 (s, 9H); 13C-NMR (Chloroform-d, 125 MHz) δ 165.9, 162.3, 138.8, 138.5, 137.6, 

134.5, 132.9, 130.5, 129.8, 128.8, 128.4, 128.3, 128.1, 128.1, 127.6, 127.6, 127.5, 127.4, 
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126.0, 101.0, 96.6, 92.3, 91.1, 81.5, 77.6, 77.2, 75.6, 75.0, 74.5, 72.9, 70.8, 70.5, 70.4, 

69.1, 68.8, 68.5, 67.3, 67.0, 66.9, 61.6, 54.5, 27.6, 27.6, 27.3, 27.3, 23.4, 23.3, 20.7, 20.6; 

Rf = 0.48 (n-hexane/EtOAc = 4:1). 

 

 

 

 Removing benzoyl group: To a solution of methyl 2-O-[2-O-(2-O-benzoyl-3-

O-benzyl-4,6-O-di-tert-butylsilyl--D-galactopyranosyl)-3-O-benzyl-4,6-O-di-tert-

butylsilyl--D-galactopyranosyl]-3-O-benzyl-4,6-O-benzylidene--D-glucopyranoside 

(14) (0.175 g, 0.14 mmol) in MeOH (5.0 mL) was added a solution of NaOMe (0.810 g, 

14.9 mmol; it was added so that the final conc. of a reaction mixture was 1.5 M.) in MeOH 

(5.0 mL) at 0 ℃, stirred for 5 hrs. with warmed up to room temperature. A reaction 

mixture was then neutralized with Dowex® 50W (H+), filtrated off Dowex® beads, and 

removed solvent in vacuo. A residue was coevaporated with EtOH 2 times then obtained 

intermediate Ⅰ (0.157 g) as a pale-yellow syrup. 

 Removing di-tert-butylsilyl group: To a solution of intermediate Ⅰ in dry THF 

(3.3 mL) was added 1 M n-tetrabutylammonium fluoride THF solution (0.142 mL) at 
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0 ℃. A reaction mixture was stirred 16.5 hrs. with warmed up to 40 ℃ then solvent was 

removed in vacuo to afford intermediate Ⅱ (0.0431 g) as a colorless solid. 

 Removing benzyl and benzylidene group: Intermediate Ⅱ was dissolved in 

MeOH (4.0 mL) and to this Pd/C (10% wt) (0.400 g) was added. A round bottom flask 

was purged with Ar gas then H2 gas and left to stir under a balloon of H2 gas at room 

temperature for 2.5 hrs. A reaction mixture was filtered through Celite pad, then solvent 

was removed in vacuo. A residue was purified by gel filtration (Bio gel🄬 P4 long column; 

 12 mm × 1.3 m) then solvent was removed in vacuo and lyophilized for 3 days to afford 

methyl 2-O-[2-O-(-D-galactopyranosyl)--D-galactopyranosyl]--D-glucopyranoside 

(1) (0.0201 g, 24% for 3 steps from 14) as a white solid. 

 

Methyl 2-O-[2-O-(-D-galactopyranosyl)--D-galactopyranosyl]--D-

glucopyranoside (1) 

 

 

1H-NMR (D2O, 500 MHz) δ 5.36 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H1’), 5.14 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 

H1”), 5.09 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H1), 4.15 (dt, J = 22.9, 6.3 Hz, 2H), 4.07-4.05 (m, 2H), 

4.01-3.92 (m, 2H), 3.89-3.83 (m, 2H), 3.81-3.68 (m, 8H), 3.66-3.62 (m, 1H), 3.42 (d, J 

= 4.0 Hz, 3H); 13C-NMR (D2O, 125 MHz) δ 99.2, 98.8, 96.6, 78.5, 75.0, 74.6, 74.3, 

74.1, 73.8, 72.5, 72.3, 72.1, 72.1, 71.2, 70.6, 64.1, 63.8, 63.5, 57.5; ESI-MS calcd. for 
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C19H34O16 m/z [M+H]+ 519.19196, found 519.19165, [M+NH4]
+ 536.21851, found 

536.21924, [M+Na]+ 541.17391, found 541.17456, [M+K]+ 557.14784, found 

557.14783; []
D

21
 = -230.84° (c = 0.50, H2O). 

 

Table 3-4 NMR signals assignment of trisaccharide 1 by HSQC experiment 

Residue 

 H /  C (ppm) 

1 2 3 4 5 6 OMe 

V (Gal”) 5.16 / 98.8 3.87 / 71.2 3.97 / 72.3 4.03 / 72.1 4.20 / 74.1 3.76 / 64.1 - 

S (Gal’) 5.38 / 96.6 4.01 / 75.1 4.07 / 72.1 4.09 / 70.6 4.15 / 73.8 3.76 / 63.8 - 

R (Glc) 5.11 / 99.2 3.73 / 78.5 3.81 / 74.6 3.48 / 72.5 3.66 / 74.3 3.99 / 63.5 3.45 / 57.5 

 

3.6 Fluorescence spectra of HisH and cHisG in the presence of trisaccharide 

1 

 Fluorescence spectra of spike H and G proteins were recorded using a Shimadzu 

RF-5300PC spectrometer. Excitation wavelength (280 nm), excitation slit width (±1.5 

nm), and emission slit width (G protein: ±5 nm, H protein: ±15 nm) were fixed throughout 

the experiments. To a solution of G or H protein (0.4 M) in 10 mM sodium phosphate 

buffer (pH 7.4) (2 mL) in a quartz cell at 25 ℃, solutions of trisaccharide 1 in 10 mM 

sodium phosphate buffer (50 M and 500 M) was added stepwise by a micro syringe 

(see table 3-4). Fluorescence emission spectra were recorded in the range from 300 to 500 

nm at 0.2 nm increments. The intensities were corrected for dilution factors caused by 

addition of of ligand solutions 27). 
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3.7 Fluorometric Titrations of HisH and cHisG with deON and trisaccharide 1 

 Fluorometric titrations of spike H and G proteins were performed using a 

Shimadzu RF-5300PC spectrometer. The excitation wavelength (280 nm) and excitation 

slit width (±1.5 nm) were fixed throughout the experiments. To a solution of G or H 

protein (0.4 M) in 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) (2 mL) in a quartz cell at 

25 ℃, each ligand solutions dissolved in 10 mM sodium phosphate buffer (50 M and 

500 M) was added stepwise by a micro syringe (see table 3-4). After the addition of 

ligands, the fluorescence intensity change of G protein was monitored at emission 

wavelength 341±5 nm for all ligands. Also, the fluorescence intensity change of H protein 

was monitored at 341±15 nm for all ligands. The intensities were corrected for dilution 

factors caused by addition of of ligand solutions, and expressed as relative decrease in 

percentages, F (%), based on the intensity of the solution without ligands 27). 
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Table 3-5 The experiment conditions of fluorescence spectra and fluorometric titration 

in the presence of ligands 

Entry 
Ligand solutions 

(concentration/added volume) 

Final concentration 

of ligands () 

Final concentration 

of proteins () 

1 - - 0.000 0.400 

2 

50 M 

4 L 0.099 0.399 

3 4 L 0.199 0.398 

4 8 L 0.397 0.397 

5 16 L 0.787 0.394 

6 

500 M 

3.2 L 1.572 0.393 

7 6.4 L 3.134 0.392 

8 12.8 L 6.230 0.389 

 

3.8 CD spectra of HisH and cHisG in the presence of several saccharides 

 CD spectra (200-250 nm) of spike G and H proteins (0.1 mg/mL) in 10 mM 

sodium phosphate buffer (pH 7.4) were recorded at 25 ℃ in a quartz cell (1 mm light 

pass) in the presence of ligands (0, 20, 50, 100 M) using a JASCO J-720M spectrometer 

and software by the manufacturer. The scanning parameters were sensitivity: 20 mdeg; 

scan speed: 10 nm/min; band width: 1.0 nm 27). 
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