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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記一般式（１）：
　　　　－（ＣＷＸ－ＣＹＺ）ｎ－　　　　（１）
（上記式中、Ｗはグリコサミノグリカンを構成する基本骨格の少なくとも一部に相当する
構造を有する糖鎖を表し、Ｘ、Ｙ及びＺは水素原子を含む任意の置換基を表し、ｎは１以
上の繰り返し単位数を示す）で表される構造を有し、前記糖鎖が、天然グリコサミノグリ
カンの化学分解によって得られる分解糖鎖であり、２～５０個の構成二糖体から構成され
、当該構成二糖体が平均１個以上の硫酸基を有するものであることを特徴とする機能化高
分子。
【請求項２】
　前記分解糖鎖が、その化学分解によって生じた官能基を介して高分子主鎖に結合してい
ることを特徴とする請求項１記載の機能化高分子。
【請求項３】
　前記グリコサミノグリカンが、ヘパリン／ヘパラン硫酸、コンドロイチン硫酸、デルマ
タン硫酸、あるいはそれらの部分的脱硫酸化修飾体であることを特徴とする請求項１また
は２記載の機能化高分子。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれかに記載の機能性高分子で表面修飾したことを特徴とする医療
器具。
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【請求項５】
　請求項１から３のいずれかに記載の機能化高分子を含んでなることを特徴とする細胞成
長制御薬。
【請求項６】
　請求項１から３のいずれかに記載の機能化高分子を含んでなることを特徴とする血管再
狭窄防止剤。
【発明の詳細な説明】
発明の分野
本発明は、各種細胞成長因子やサイトカイン等と結合して細胞増殖等を制御する作用を持
つ天然多糖類であるグリコサミノグリカンの構造をビニル系高分子に導入した新規な高分
子材料、並びにその医療への応用に関する。
発明の背景
ヘパリン／ヘパラン硫酸（ＨＳ）、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、ケラタン硫酸
、ヒアルロン酸などのグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）と呼ばれる酸性多糖類群は、コア
蛋白質と共有結合的に集合化しプロテオグリカン（ＰＧ）として結合組織や細胞膜などに
存在している。ＰＧは他の細胞接着性の蛋白質とともに細胞外マトリックスを構成し、細
胞が生存し生物学的機能を果たすために広く分布している。特に、ヘパラン硫酸プロテオ
グリカン（ＨＳ－ＰＧ）はほとんどの動物組織に存在し、細胞の接着、形態形成、機能維
持に極めて重要な役割を果たしている。
また、ＰＧに含まれるヘパリン／ＨＳは、様々な細胞成長因子と相互作用し、細胞の分化
や増殖を制御することに深く関わっていることが明らかになってきた。線維芽細胞成長因
子（ＦＧＦ）はヘパリン／ＨＳと高親和性を有するＦＧＦファミリー（現在ＦＧＦ１～Ｆ
ＧＦ１０程度まで報告されている）を構成しており、そのタイプによって血管内皮細胞、
カポジ肉腫細胞、表皮角化細胞等に特異的に作用する。これらのＦＧＦの活性は、細胞表
面のＦＧＦ受容体（ＦＧＦＲ）と特異的に結合することによって起こるものと考えられて
いる。即ち、図１に模式的に示すように、膜を貫通して存在するヘパリン／ＨＳは細胞の
近傍で不安定なＦＧＦ分子を安定な状態で保持・蓄積し、蛋白質分解酵素や酸化的分解か
らＦＧＦを保護しながら必要に応じて細胞の受容体（ＦＧＦＲ）への結合をサポートする
ものである。ＦＧＦがＦＧＦＲに結合することにより増殖シグナルが送られて細胞増殖が
促進されることになる。このような作用は、ヘパリン／ＨＳが存在しなければＦＧＦとＦ
ＧＦＲとが結合できないことを示唆した多くの研究によって証明されている（例えば、Ｍ
．Ｉｓｈｉｈａｒａ，Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ，４，８１７－８２４（１９９４）参照
）。
ヘパリン／ＨＳはカルボキシル基を有するウロン酸とアセチル基を有するグルコサミンと
を含む二糖類の繰り返し構造によって構成されており、分子内に存在するヒドロキシル基
とアミノ基が様々な割合で硫酸化されているのが大きな特徴である。二糖類の硫酸化のタ
イプは約１０程度が同定されており、これらの硫酸化の違いによってヘパリンとＨＳとに
分類される。また、細胞は、その種類や状態に応じて硫酸化の程度やその分子鎖長が異な
る様々なタイプのヘパリン／ＨＳを自ら用意してＦＧＦファミリーの活性を制御している
と考えられている。
上記のように、多様な硫酸化構造を取りうるヘパリン／ＨＳは、ＦＧＦの活性を制御する
他にも、細胞の遊走や増殖、さらには免疫細胞が関与する炎症作用まで幅広い生体反応に
関与しているサイトカイン類の約８０％、あるいはマトリックス接着分子、代謝関連物質
、さらには血液凝固因子等とも相互作用し、生体内で極めて多彩な役割を果たしている。
しかしながら、ヘパリン／ＨＳはこのように多機能性であるが故に、その分子全体を用い
た場合に不要な副作用等を誘発することがあり、医薬及び医療の分野でのヘパリン／ＨＳ
の利用は制限されていた。
一方、ヘパリン／ＨＳの多彩な機能は、その分子鎖長によって劇的に変化することも知ら
れている。例えば、血液凝固を阻害するアンチトロンビンＩＩＩは、ヘパリン／ＨＳに含
まれる３－Ｏ－硫酸基を有する特徴的な構造ドメインに結合するが、抗凝固活性を発現す
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るためにはこれを含む５糖配列以上が必須であり、現実には低分子化は著しい活性低下を
余儀なくさせる。また、ＦＧＦ１及びＦＧＦ４の活性発現には、２－Ｏ－硫酸基と６－Ｏ
－硫酸基を豊富に含む１０糖配列以上の構造ドメインが必要である。
近年、ヘパリン／ＨＳの多様な複合機能のなかでも細胞成長因子活性のみを制御すること
を目的に、ヘパリン／ＨＳの分子の活性ドメインを酸化的に断片化したヘパリノイドとし
て利用することが試みられた（Ｍ．Ｉｓｈｉｈａｒａ，他、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２
６８，４６７５－４６８３（１９９３））。しかしながら、これらの研究では、ヘパリノ
イド断片による各種成長因子の活性の制御が不十分であり、所望の活性を維持するために
ヘパリノイドの濃度を増加させることにより出血傾向等の副作用を誘発する問題があった
。
さらに、ヘパリン／ＨＳを含むＧＡＧ類を種々の分野で応用するためには、ポリスチレン
やポリカーボネートのような医療分野で広く用いられている疎水的な樹脂製品に効率よく
固定化することが求められるが、ＧＡＧ類及びその断片は概して水溶性が高く、各種樹脂
製品に良好に吸着・固定化することは困難であり、例えば、ＧＡＧ類を診断用ビーズや培
養皿に適用し、医学的基礎研究や臨床医療に汎用的に応用することが困難であった。
発明の概要
本発明者らは、上記の課題を解決すべく鋭意研究を重ねた結果、ビニル系高分子主鎖に、
グリコサミノグリカン基本骨格の少なくとも一部に相当する構造を含む糖鎖を導入したこ
とを特徴とする機能化高分子とすることにより、副作用を伴わず所望の活性のみを十分に
発揮できるとともに、特に医学分野で利用されている疎水的な樹脂製品に対して容易かつ
高密度に吸着・固定化できることを見いだし、本発明を完成するに至った。
本発明の機能化高分子は、ビニル系高分子を主鎖とし、当該主鎖にグリコサミノグリカン
（ＧＡＧ）基本骨格の少なくとも一部に相当する構造を含む糖鎖を導入した構造を有する
。即ち、本発明の機能化高分子は、一分子中にＧＡＧ類の活性ドメインを少なくとも一つ
、好ましくは複数個含有することにより、その活性ドメインが有する生理活性、例えばヘ
パリン／ＨＳ類では特に、各種細胞成長因子やサイトカインに対する相互作用が一層強化
されている。
また、本発明は前記機能化高分子で表面を修飾した医療器具も提供する。このような医療
器具は、表面にＧＡＧ類が固定化されているため、例えば細胞培養や診断用器具として有
用である。
さらに、本発明の機能化高分子は、ＧＡＧ類の細胞成長抑制効果に基づく医薬、特に抗腫
瘍剤を含む細胞成長制御薬も提供する。
好ましい実施態様の詳細な説明
以下、本発明の機能化高分子についてさらに詳細に説明する。
本発明の機能化高分子の主鎖として用いられるビニル系高分子は、重合性のモノマーから
構成され、例えば、化学便覧（５６１頁、応用化学編Ｉ、日本化学会、丸善（昭和６１年
））に記載された付加重合系、縮重合系、重付加系、付加縮合系、開環重合系のモノマー
から任意に選択したモノマーを含むホモポリマー又はコポリマーでよく、特に限定されな
い。好ましくは、少なくとも１つの不飽和結合を有する付加重合系のモノマー、例えばエ
チレン、プロピレン、スチレン、酢酸ビニル、アクリル酸、アクリルアミド等のポリマー
が挙げられ、それらは任意に置換されていてもよい。
このような高分子主鎖にグリコサミノグリカン基本骨格の少なくとも一部に相当する構造
を含む糖鎖が結合している。即ち、本発明の機能化高分子は、下記一般式（１）で表され
る単位を少なくとも１つ含む。
－（ＣＷＸ－ＣＹＺ）ｎ－　　　　　（１）
上記式中、Ｗは糖鎖を表し、Ｘ、Ｙ及びＺは水素原子を含む任意の置換基を表し、ｎは１
以上の繰り返し単位数を示す。
本発明の機能化高分子を構成する糖鎖は、ヘパリン／ＨＳ、コンドロイチン硫酸、デルマ
タン硫酸、ケラタン硫酸などのＧＡＧ類を構成する基本骨格の少なくとも一部に相当する
構造を有し、その構成二糖体の数が２～５０個以上、より好ましくは４～２５個の二糖類



(4) JP 4703009 B2 2011.6.15

10

20

30

40

50

以上の糖類、オリゴ糖類もしくは多糖類であって、その構成二糖体が平均１個以上の硫酸
基を有するものである。例えば、ヘパリン／ＨＳに含まれる３－Ｏ－硫酸基を有する特徴
的な構造ドメインに相当する５糖配列以上からなる糖鎖は、血液凝固を阻害するアンチト
ロンビンＩＩＩと特異的に結合し、２－Ｏ－硫酸基と６－Ｏ－硫酸基を豊富に含む１０糖
配列以上の構造ドメインに相当する糖鎖はＦＧＦ１及びＦＧＦ４の活性発現に関与する。
前記糖鎖は、Ｎ－硫酸基を選択的に脱硫酸化した修飾体や化学的に合成したものでも天然
のものでもよい。ただし、天然グリコサミノグリカンの化学分解によって得られる分解糖
鎖であり、当該分解糖鎖が、その化学分解によって生じた官能基を介して高分子主鎖に結
合しているのが製造上好ましい。
これらの天然グリコサミノグリカンとしては、ヘパリン／ＨＳ、コンドロイチン硫酸、デ
ルマタン硫酸、ケラタン硫酸などのＧＡＧ類等が挙げられるが、特に構成糖の硫酸化のパ
ターンが豊富なヘパリン／ＨＳがより好適に用いられるが、他のＧＡＧ類でも何ら支障は
ない。また、セルロース、アミロース、ラミナラン、アガロース、カラゲナン、イヌリン
、レバン、キシラン、マンナン、キチン、ペクチン、アミロペクチン、ガラクタン、トリ
チシン、アラビナン、コロミン酸などのホモ多糖類や、グルコマンノグリカン、ガラクト
グルコマンノグリカン、グアゴム、アラビノガラクトグリカン、アラビアゴム、トラガン
ト酸、アルギン酸などのヘテロ多糖類に対し酵素的あるいは化学合成的に硫酸基を導入し
たものを用いてもよい。
前記天然グリコサミノグリカンの化学分解は、例えば、上記の多糖類を、ｐＨ６．５～８
．０以外の非生理的な条件、好ましくはｐＨ５以下またはｐＨ１０以上の酸及び／または
アルカリ性領域で、亜硝酸や過ヨウ素酸などを用いて糖鎖結合を切断して分画糖鎖を得る
ことによって好ましく調製される。また、ヘパラナーゼ、ヘパリチナーゼ、コンドロイチ
ナーゼ、ケラタナーゼなどの選択的な糖鎖分解酵素や、場合によっては、熱、プラズマ放
電、あるいはラジカル反応性試薬に基づく化学的な分解等で得られた分画糖鎖を用いるこ
ともできる。
本発明の機能化高分子における糖鎖は、共有結合によって高分子主鎖に結合している。そ
の結合は特に限定されることはなく、高分子主鎖及び糖鎖が有する官能基の組み合わせに
従って、適当な反応条件で、任意に触媒などを用いて両者の官能基同士をカップリングさ
せる。また、高分子主鎖を構成するモノマーと糖鎖とを結合させて糖鎖誘導モノマーとし
、そのモノマーを重合させても、反応性基を有する高分子に糖鎖を結合させてもよいが、
一分子中の糖鎖含有量を調節できることから、糖鎖誘導モノマーを重合するのが好ましい
。中でも、分画された親水性の糖鎖を疎水性のモノマー単位に導入し、それを重合して得
られた機能化高分子は、一つの分子中に高密度の糖鎖を有する水溶性のポリマーでありな
がら疎水性の樹脂製品に容易に吸着できる特性を有する。
本発明の機能化高分子における糖鎖の導入は、該高分子を構成するアミノ基を有するモノ
マーに対して、例えば、化学的に分解されたＧＡＧ類に生成したアルデヒド基やカルボニ
ル基を介したシッフ結合により行うことができる。さらには、酸クロリド基、Ｎ－ヒドロ
キシコハク酸イミドエステル基、あるいはエポキシ基などを有するカップリング剤をビニ
ルモノマーと糖鎖の官能基とを結合する方法等のいずれも好適に用いられ得る。特に、化
学的な分解によってＧＡＧ類に生成したアルデヒド基を用いる方法は、簡便でＧＡＧ類の
活性を保存しやすいという点で、より好適に用いることができる。
かくして、本発明によれば、天然のＧＡＧ類の活性ドメインを一分子中に複数個含有する
ことにより、その活性ドメインが有する生理活性、ヘパリン／ＨＳ類では特に、各種細胞
成長因子やサイトカインに対する相互作用を、より一層強化したＧＡＧ誘導機能化高分子
が提供される。
従って、本発明の機能化高分子は、高分子主鎖に基づく疎水性により、医療用に広く用い
られている合成樹脂製品、例えばポリスチレン、ポリカーボネート、ポリアミド、ポリス
ルホン、ポリエステル製品などの疎水的樹脂表面に吸着し表面を改質するので、これらの
製品表面の組織適合性や血液適合性を向上させることができる。さらに、これらの樹脂製
品で構成されるミクロ微粒子や培養皿あるいは検査用プレートにコーティングされ、糖鎖
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を介した細胞成長因子の定量や効率的な細胞培養などを可能にする。
よって本発明は、上記機能化高分子でポリスチレンやポリカーボネートなどの疎水的樹脂
表面を修飾した医療器具も提供する。このような医療器具は、シャーレ、プレート、ビー
ズなどの器具表面に本発明の機能化高分子水溶液を適用し乾燥させることによって容易に
製造することができ、その表面には、高密度にＧＡＧ類が吸着・固定化されている。例え
ば、微小樹脂ビーズに本発明の機能化高分子をコーティングした場合は、効率よく各種細
胞成長因子を結合させ、これらが関わる病態をスクリーニングする診断用器具となり、樹
脂製培養皿にコーティングした場合は効果的に細胞の成長を制御する培養システムとなる
ため、基礎医学や各種臨床分野で幅広く利用することができる。
また、コンドロイチン硫酸やデルマタン硫酸は、構造そのものに細胞接着抑制機能が存在
するので、冠動脈拡張術後の再狭窄防止のための血管やステントの表面処理剤としても有
効である。
さらに、本発明の機能化高分子は、遊離の状態で各種細胞成長因子と強く結合でき、腫瘍
組織中で癌細胞が増殖するために用いられている細胞成長因子やサイトカイン、血管成長
因子やＦＧＦ類を選択的に吸収して癌細胞や血管内皮細胞の成長を阻害し腫瘍の成長を抑
制する。よって本発明は、上記機能化高分子からなる細胞成長制御薬、特に抗腫瘍剤（抗
癌剤）も提供する。例えば、急性リンパ性白血病等の血液癌では、増加した癌細胞の一部
が分解されて血流に障害を起こし、腎不全等を惹起することが知られているが、その際に
ヘパリン等が点滴されて血流が保全される。このとき芽球化した癌細胞が一時的に減少す
ることがしばしば観察され、この現象はヘパリンによる増殖抑制作用によるものと考えら
れる。即ち、ヘパリン類似活性ドメインを複数具備している本発明の抗腫瘍剤は、固形癌
のみならず白血病等の血液癌の治療にも有効であることは明らかである。
特に、本発明の機能化高分子は疎水性高分子主鎖に親水性（水溶性）の糖鎖が複数結合し
ているため、水溶液中では高分子主鎖をコアとし、その周囲に糖鎖を広げた形で存在して
いるものと思われる（図２、ポリビニル化ヘパリン（ＰＶ－ヘパリン））。従って、この
ような構造を持つ機能化高分子（抗腫瘍剤）は、図２に模式的に示すように、細胞近傍に
存在するＦＧＦ等を捕捉・吸収し、それらのレセプターへの結合を阻害するものと考えら
れる。よって、本発明の抗腫瘍剤は、細胞に対する毒性に基づくものではなく、主として
血管成長因子を吸収することによって腫瘍細胞による血管新生を阻害し、その結果腫瘍細
胞の成長を阻害するという新たな作用機序に従うものと考えられ、従来の抗癌剤のような
副作用を示さない安全な抗腫瘍剤として使用することが期待できる。
実施例
以下、本発明を実施例によりさらに詳細に説明する。
実施例１：ポリビニル化ヘパリン類の合成
２５ｇのヘパリンナトリウム（Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ，ＵＳＡ製）を過ヨウ素酸を添加した酢酸緩衝液４００ｍｌ（０．１Ｍ、ｐＨ
５）に溶解し、５℃以下で数日間撹拌した。これに、２０ｍｌのグリセロールを添加し、
さらに数時間撹拌した後、反応液を２日間透析し脱塩した。回収した反応液に水酸化ナト
リウムを添加することによってｐＨを７．５とし、２１ｇの反応物を得た。このうち１０
ｇを分取し、水酸化ナトリウムでｐＨ１２に調整した水溶液を作成し、室温で数時間撹拌
した。反応液に対し、上記と同様の透析操作を行った後、ゲル濾過カラム（Ｂｉｏ－Ｇｅ
ｌ、Ｂｉｏ－Ｒａｄ製）を用いて低分子ヘパリンを分画し、ビッターらによるカルバゾー
ル定量法（Ｔ．Ｂｉｔｔｅｒ，ａｎｄ　Ｈ．Ａ．Ｍｕｉｒ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．
，４３３０－３３４（１９６２））から、２０糖鎖を分子量の中心に有する過ヨウ素酸分
解ヘパリン（以下、Ｉ－２０という）を得た。
上記の未処理のヘパリンナトリウム１ｇを１０ｍｌの水に溶解させ、１Ｎ希塩酸でｐＨ２
以下に調整した。調製されたヘパリン溶液に２０ｍｇの亜硝酸ナトリウムを添加し、２時
間反応させた。２日間の透析後、ゲル濾過カラム（Ｂｉｏ－Ｇｅｌ、Ｂｉｏ－Ｒａｄ製）
を用いて低分子ヘパリンを分画した。分画されたそれぞれの糖鎖を、上記のカルバゾール
法で定量し、６、８、１０、及び１２糖鎖の亜硝酸分解ヘパリン（以下、各々Ｎ－６、Ｎ
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－８、Ｎ－１０、Ｎ－１２という）を得た。
小林らの方法（Ｋ．Ｋｏｂａｙａｓｈｉ，等，Ｐｌｙｍ．Ｊ．，１７，５６７－５７５（
１９８５））に準じて　ビニルベンジルアミンを合成した。得られたＩ－２０、Ｎ－６、
Ｎ－８、Ｎ－１０、またはＮ－１２の各３００ｍｇずつを、各々１０ｍｌのテトラエチル
メチレンジアミン緩衝液（ＴＥＭＥＤ、ｐＨ５）に溶解し、それぞれのＴＥＭＥＤ溶液に
３００ｍｇのビニルベンジルアミンを添加した。調製された溶液に、３０ｍｇのシアノ水
素化ホウ素ナトリウム水溶液を加えて室温で２４時間撹拌した。反応溶液を透析によって
脱塩し、不溶解物を濾過した後に凍結乾燥し、糖鎖（Ｉ－２０、Ｎ－６、Ｎ－８、Ｎ－１
０、及びＮ－１２）を誘導したビニルモノマーを得た。
得られた糖鎖誘導ビニルモノマーを３ｍｌの水に溶解し、ペルオキソ二硫酸カリウム４ｍ
ｇを添加した。脱気後、窒素置換をしてから密封し、６３℃で一晩反応させた。反応溶液
をメタノールに滴下し生成物を沈殿させ、沈殿物を濾過し回収した。回収物を水に再度溶
解させ透析を行い、限外濾過（ＹＭ１０、分画分子量１万、アミコン社製）によって未反
応物を除去し、凍結乾燥により精製されたポリビニル化ヘパリン（ＰＶ－ヘパリン）を得
た。これらのＰＶ－ヘパリンを、各々、Ｐ－Ｉ－２０、Ｐ－Ｎ－６、Ｐ－Ｎ－８、Ｐ－Ｎ
－１０、及びＰ－Ｎ－１２とする。
実施例２：ポリビニル化Ｎ脱硫酸ヘパリン類の合成
１０ｇのヘパリン（ピリニジウム塩）を２０ｍｌの蒸留水と３８０ｍｌのジメチルスルフ
ォキシド（ＤＭＳＯ）混合溶液に溶解させ、５０℃で９０分間撹拌反応させた。透析後凍
結乾燥させて得られたＯ－硫酸は保存しているがＮ－脱硫酸化されたヘパリン１ｇを３０
ｍｌの１０重量％メタノールを含む炭酸ナトリウム溶液（５０ｍＭ）に溶解させ、氷上で
１ｍｌの無水酢酸を加えた後水酸化ナトリウムでｐＨを７～８に調整した。この操作を３
０分おきに５回繰り返しＮ－アセチル化ヘパリンとし、透析後凍結乾燥させた。この反応
生成物を実施例１の過ヨウ素酸酸化に基づく高分子化を行い、平均２０糖鎖のＰ－Ｉ－Ｄ
ＳＡ２０を得た。
実施例３：ポリビニル化コンドロイチン硫酸の合成
０．５ｇのコンドロイチン硫酸Ｃ（生化学工業、鮫軟骨由来）を５０ｍｇの硫酸ヒドラジ
ニウムを含む５ｍｌのヒドラジン１水和物に溶解させ、９５℃で３．５時間反応させた。
部分的ヒドラジン分解された生成物を流水下１日透析後凍結乾燥させ、適当量のヨウ素酸
溶液で不純物を酸化除去した。再び流水下２日透析後凍結乾燥した生成物を、実施例１に
従って亜硝酸分解し、２０糖鎖のＰ－Ｎ－２０Ｃを得た。
実施例４：ポリビニル化デルマタン硫酸の合成
０．５ｇのコンドロイチン硫酸Ｃをデルマタン硫酸に変える以外は、実施例３に従って、
亜硝酸分解２０糖鎖のＰ－Ｎ－２０Ｄを得た。
低分子化ヘパリンを誘導したＰＶ－ヘパリンモノマーの合成
反応は１ＨＮＭＲのビニル基由来ピークから、また、モノマーの単独重合による高分子化
は、１ＨＮＭＲのブロード化とゲル濾過による分子量分画より確認した。例えば、Ｂｉｏ
－Ｇｅｌ　Ｐ－１００（Ｂｉｏ－Ｒａｄ製）によるＰ－Ｉ－２０、未処理のヘパリン、酸
分解Ｉ－２０のゲル濾過では、均一な高分子化Ｐ－Ｉ－２０、未処理の（ｎａｔｉｖｅ）
ヘパリン、過ヨウ素酸分解Ｉ－２０の順で分画できた。このようなゲル濾過パターンは、
全てのタイプのポリビニル化ＧＡＧ類で確認できた（図３参照）。
実施例５：樹脂製品に対する吸着性
ポリスチレン製の９６穴マルチウェル（住友ベークライト社製）にＰ－Ｉ－２０と未処理
のヘパリンの水溶液を所定濃度添加し、２４時間後ポリスチレン表面に吸着した糖濃度を
前記のカルバゾール法を用いて評価した。結果を図４に示す。
図４に示されるごとく、本発明のポリビニル化ヘパリン（Ｐ－Ｉ－２０）はポリスチレン
表面に効率よく吸着したが、未処理のヘパリンは、樹脂表面にほとんど吸着しなかった。
また、Ｐ－Ｉ－２０以外のポリビニル化ヘパリン、例えばＰ－Ｎ－１２、Ｐ－Ｎ－１０、
Ｐ－Ｎ－８、及びＰ－Ｎ－６では、０．５ｍｇ／ｍｌの添加濃度において２０～８０μｇ
／ｍｌの吸着量が観察された。また、ポリビニル化Ｎ－脱硫酸ヘパリン、ポリビニル化コ
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を示した。
さらに、ポリスチレンの他、ポリカーボネート、ポリスルホン、ポリウレタンなどでも、
同様の吸着性が確認された。このことから、本発明のポリビニル化ヘパリンは、医療用の
樹脂製品にヘパリン分子を吸着・固定化させるための有効な手段であることが示された。
なお、本発明に係る機能化高分子は、ガラス製の素材に対しても、このような効率的な吸
着性を示した。
実施例６：ポリビニル化ヘパリンコーティングプレートに対する細胞成長因子の結合
実施例１で調製したＰ－Ｉ－２０で処理したポリスチレン製９６穴マルチウェル（住友ベ
ークライト社製）に、細胞増殖因子（ＦＧＦ－２、ＨＧＦ、ＶＥＧＦ１６５）を溶解させ
た燐酸緩衝液（０．１％ウシ胎児血清加、ｐＨ７．２）を１００μｌ添加し、各細胞成長
因子の結合性をＰ－Ｉ－２０をコートしていない未処理のマルチウェルと比較した。
各増殖因子に対する抗体（抗－ＦＧＦ－２、抗－ＨＧＦ、抗－ＶＥＧＦ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ社製）をマルチウェルに結合した成長因子と反応させ、さらに反応した抗体をペル
オキシダーゼを標識した抗体と反応させ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ基質（Ｂ
ｉｏ－Ｒａｄ社製）を加え発色させた。各増殖因子の結合量は４１４ｎｍのＯＤ値から見
積った。ＯＤ値の変化を図５（１）、（２）及び（３）に示す。
図５（１）、（２）及び（３）に示されるように、本発明のＰ－Ｉ－２０で処理されたデ
ィッシュでは、細胞成長因子の添加濃度が５００ｐｇ／０．１ｍｌ以上で、各成長因子の
結合に基づくペルオキシダーゼの発色が確認できたが、未処理のディッシュでは結合が観
察されなかった。これは、本発明のポリビニル化ヘパリンが、各種増殖因子と特異的に結
合できることを示しており、このような増殖因子の結合に基づく発色は、天然のヘパリン
の添加によって競争的に阻害された。以上の結果は、本発明のポリビニル化ヘパリンで処
理されたプレートは、ガンや創傷などの障害時に増加する細胞成長因子やサイトカインを
、簡便かつ高精度に検知することができることを示している。
一方、このような特徴的な増殖因子結合活性は、ポリビニル化Ｎ－脱硫酸ヘパリン、ポリ
ビニル化コンドロイチン硫酸、およびポリビニル化デルマタン硫酸類では弱かった。
実施例７：ＰＶ－ヘパリンコーティングディッシュ上での細胞培養
本発明のＰ－Ｉ－２０及びＰ－Ｎ－１２水溶液（０．５ｍｇ／ｍｌ）、さらに２％ゼラチ
ン、１０μｇ／ｍｌヒトファイブロネクチン溶液でポリスチレン製９６穴マルチウェルを
コーティングし、ダルベッコ変法イーグル培地（１０％ウシ胎児血清添加）に浮遊させた
６，０００個のヒト冠動脈内皮細胞（ＣＥＣ）を播種し、細胞成長因子としてＦＧＦ２あ
るいはＶＥＧＦ１６５を添加して、３日間培養した。培養後、ＷＳＴ－１試薬（セルカウ
ンティングキット、同仁堂）を用いて増加した細胞数を計測し、増殖率を評価した結果を
表１に示す。
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表１に示されるがごとく、本発明のポリビニル化ヘパリン上での成長因子依存的な血管内
皮細胞の増殖率は、細胞接着蛋白質であるファイブロネクチンと同等以上であることが明
らかとなった。このことから、ポリビニル化ヘパリン上で細胞成長因子が安定に相互作用
したために、良好な細胞増殖が維持されたことが示唆された。
実施例８：ポリビニル化ヘパリンによる細胞成長因子の阻害
実施例７の細胞成長因子依存的なＣＥＣを、５ｎｇ／ｍｌの濃度でＦＧＦ２あるいはＶＥ
ＧＦ１６５添加した培地中に浮遊させ、細胞培養用の９６穴マルチウェル（住友ベークラ
イト社製）で培養した。また、培地には、０から５１２μｇ／ｍｌの濃度で本発明のポリ
ビニル化ヘパリンであるＰ－Ｉ－２０とＰ－Ｎ－１２、未処理のヘパリン、過ヨウ素酸酸
化Ｉ－２０、及び亜硝酸分解Ｎ－１２を同時に添加し、細胞増殖への影響を調べた。各細
胞成長因子に基づく細胞増殖を３０％抑制させるのに要したヘパリン関連物質の添加濃度
を表２に示す。

表２に示されるように、本発明のポリビニル化ヘパリンは、溶液状態では効率よく細胞成
長因子と相互作用し、細胞の増殖を抑制することが解った。この様な細胞成長因子に対す
る吸収作用は、未処理のヘパリンや単純な低分子化ヘパリンに比べ、少なくとも１０倍以
上の活性であることも示された。
この結果は、本発明のポリビニル化ヘパリンが、腫瘍組織中から誘導される細胞成長因子
や血管成長因子を効率よく吸収し、腫瘍細胞や血管の成長を効果的に抑制する抗腫瘍剤と
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して利用できることを示している。
次に、２種類の細胞成長因子を添加しないこと以外は前項と同じ条件で培養した、ヒト冠
動脈由来平滑筋細胞（ＳＭＣ）、及びヒト腎臓由来のメサンギウム細胞（ＭＧＣ）の増殖
性を調べた。この結果を表３に示す。

表３に示されるように、少なくとも生体外の培養において細胞成長因子に非依存的に増殖
できる平滑筋細胞やメサンギウム細胞の増殖も、ポリビニル化ヘパリンの添加によって効
果的に抑制された。このような高い増殖抑制効果は、細胞成長因子の他、培地中に含まれ
ているものや細胞が増殖する際に誘導するサイトカイン類も、ポリビニル化ヘパリンとの
相互作用によって吸収されたためであることを示している。以上から、本発明のポリビニ
ル化ヘパリンは、腫瘍の成長を抑制する他、循環器の領域における冠動脈拡張術後の再狭
窄を予防する材料となりうることも示唆している。
実施例９：腫瘍の成長抑制作用
６から８週齢のＢＡＬＢ／Ｃマウスの側腹部の皮下にマウス大腸癌細胞Ｃｏｌｏｎｅ２６
を１０６個注入した。２週間後、径５ｍｍ大の腫瘍が形成されたのを確認し、コントロー
ルとして３例に生理食塩水のみを、他の３例に本発明のＰ－Ｉ－１４を含む生理食塩水（
１０ｍｇ／ｍｌ）を、各々０．１ｍｌずつ、腫瘍付近の皮下に連日注射した。腫瘍の成長
の比較を表４に示す。

表４に示されるように、本発明のポリビニル化ヘパリンを投与した場合、腫瘍の成長が効
果的に抑制されることが解った。さらに、４週間後では、コントロール群は癌悪液質の状
態となり、極度の体重減少、後ろ足の麻痺、及び毛並みの異常が観察され、重篤な衰弱状
態を呈した。これに対して本発明のポリビニル化ヘパリン（Ｐ－Ｉ－２０）投与群の全身
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状況は極めて良好であった。また、投与群は、腎機能及び肝機能（血中のクレアチニン、
ＢＵＮ、総ビリルビン、ＧＯＴ、ＧＰＴ、総蛋白質量）が健常なマウスと何ら変わりが無
く、ポリビニル化ヘパリン投与によると思われる副作用は観察されなかった。以上の結果
は、本発明のポリビニル化ヘパリンが、固形癌による腫瘍の成長を有効に抑制する抗腫瘍
剤（抗癌剤）として用いられることを示している。
実施例１０：ポリビニル化ＧＡＧ類における細胞との相互作用の比較
前記、実施例に基づき各ポリビニル化ＧＡＧ類をコーティングしたディッシュに対する細
胞接着の比較を行った。この場合、メサンギウム細胞の代わりにヒト由来皮膚線維芽細胞
（ＳＦＢ）と角化細胞（ＳＫＣ）を加え比較した。また、ＣＥＣには、１０ｎｇ／ｍｌの
ｈｒＦＧＦ－２を添加した。
６時間後の播種した細胞に対する接着細胞の比率（％）を表５に示す。

表５に示されるように、各種機能化グリコサミノグリカン類に対する細胞接着は、ヘパリ
ン類では各細胞とも高い接着を示したが、Ｎ－脱硫酸されたものは脱硫酸されないものよ
りも若干抑制された。一方、コンドロイチン硫酸やデルマタン硫酸では接着が強く抑制さ
れた。
上記、細胞接着に加え、７日間に渡る細胞培養を行い、各種機能化グリコサミノグリカン
類に対する細胞の増殖性を比較した。増殖性は前記実施例における細胞カウンティング試
薬に基づくＯＤ５４０値で評価した。表６は各素材に対する細胞の増殖性を比較したもの
である。
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表６に示されるように、ヘパリン系の機能化材料における線維芽細胞、血管内皮細胞、皮
膚角化細胞の増殖性が高かったのに対し、デルマタン硫酸、コンドロイチン硫酸系の機能
化素材においてその増殖性は低かった。このような増殖性の違いは、各素材に対する接着
性と高い相関を示している。一方、ヘパリンは平滑筋細胞の増殖に対し抑制的に働くこと
が知られているが、ヘパリン系の機能化材料においてもデルマタン硫酸、コンドロイチン
硫酸系の機能化材料と同等の抑制された増殖性を示した。これに対し、Ｎ－脱硫酸された
ヘパリン系機能化材料は、Ｎ－脱硫酸の影響と思われる増殖抑制効果の減少が認められた
。
以上から、本発明による機能化ＧＡＧ類は、細胞増殖因子との結合性が増強されるので細
胞増殖を効果的に制御すること、さらには、ＧＡＧ類の糖鎖構造そのものやＧＡＧ類の硫
酸基の量や位置などに基づいた細胞接着から増殖の制御が可能となることなどが明らかと
なった。
産業上の利用可能性
本発明の機能化材料は、副作用無しにＧＡＧの有する機能を発揮するため、例えば細胞増
殖を制御する医薬品として用いられる他、各種プラスチック製品に被覆することが容易に
なるため医療用素材の改良や用途拡大にも寄与できる。
【図面の簡単な説明】
図１は、細胞増殖のメカニズムを説明する模式図である。
図２は、本発明の抗腫瘍剤の作用機序の一例を示す模式図である。
図３は、実施例１におけるゲル濾過パターンを示すグラフである。
図４は、実施例２における本発明の機能化高分子の吸着性を示すグラフである。
図５は、実施例３における本発明の機能化高分子を介した細胞成長因子の接着性を示すグ
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【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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