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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　シアン化鉄アニオンとの混合物からのメチルコバラミンの精製方法であって、メチルコ
バラミン及びシアン化鉄アニオンを含む溶液を強塩基性アニオン交換樹脂と接触させるこ
とを含むことを特徴とする上記方法。
【請求項２】
　強塩基性アニオン交換樹脂がトリアルキルアンモニウム官能基を有し、塩化物アニオン
を交換することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　樹脂が、架橋ポリスチレン－ジビニルベンゼン樹脂及び架橋アクリル－ジビニルベンゼ
ン樹脂から選択されることを特徴とする、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　樹脂が、マクロ網状構造を有する架橋アクリル－ジビニルベンゼン樹脂であることを特
徴とする、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　メチルコバラミン及びシアン化鉄アニオンを含む溶液を強塩基性アニオン交換樹脂と接
触させるプロセスが、溶液を有効量の樹脂に２～６時間の時間にわたって通過させること
によって実施されることを特徴とする、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　樹脂：メチルコバラミンの重量比が０．１：１～２：１であることを特徴とする、請求
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【請求項７】
　樹脂：メチルコバラミンの重量比が０．５：１であることを特徴とする、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　溶液中で使用される溶媒が水、及び、水と水混和性有機共溶媒との混合物から選択され
ることを特徴とする、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　溶媒が、水と水混和性有機共溶媒との混合物であることを特徴とする、請求項８に記載
の方法。
【請求項１０】
　溶媒が、水とアセトンとの混合物であることを特徴とする、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　水：有機共溶媒の体積比が、１．８：１～１：１．５であることを特徴とする、請求項
９又は１０に記載の方法。
【請求項１２】
　樹脂で処理した後に回収した溶液からメチルコバラミンを結晶化させることを特徴とす
る、請求項１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　精製プロセスに供される溶液が、シアン化鉄不純物を含むメチルコバラミンを溶媒で処
理し、３０℃～６０℃の温度に加熱し、不溶性不純物を除去するために濾過することによ
り調製される、請求項１～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　精製されるメチルコバラミンが、シアン化物スカベンジャーとしての鉄（ＩＩ）塩及び
場合により鉄（ＩＩＩ）塩の存在下でのシアノコバラミンの還元的メチル化によって得ら
れることを特徴とする、請求項１～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　得られたメチルコバラミンが１３０ｐｐｍ未満の鉄含有量を有することを特徴とする、
請求項１～１４のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は２０１６年７月８日に出願された欧州特許出願ＥＰ１６１７８５６０．５の利益
を主張する。
　本発明は、ビタミンＢ１２の補酵素形態の１つであるメチルコバラミンの精製方法に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　コバラミンは、密接に関連し相互変換可能なコバルト配位化合物のグループであり、通
常は集合的にビタミンＢ１２と呼ばれる。
【０００３】
　コバラミンは、中心のコバルト原子を含む平面テトラピロール環（コリン環）を共有す
るコリノイドのファミリーに属し、（Ｉ）、（ＩＩ）又は（ＩＩＩ）の酸化状態をとるこ
とができる。さらに、コバラミンは、以下の構造で表されるように、上側（ベータ）及び
下側（アルファ）軸方向の配位子を有する：
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【化１】

 
【０００４】
　下部配位子（アルファ）は、アミド結合を介してコリン環に連結されたヌクレオチドの
ジメチルベンズイミダゾール基である。天然に存在するコバラミンにおいて、ベータリガ
ンド（Ｒ）はシアノコバラミン、ヒドロキソコバラミン、メチルコバラミン、及び５’－
デオキシアデノシルコバラミンをそれぞれ生じるシアノ、ヒドロキソ、メチル又は５’－
デオキシアデノシル基であってもよい。通常、ビタミンＢ１２という用語は、シアノコバ
ラミン、すなわち、Ｒがシアノ基（ＣＮ）である場合を特に指す。
【０００５】
　コバラミンの中でも、メチルコバラミン及び５’－デオキシアデノシルコバラミンは、
生物における代謝反応にとって、すなわち酵素メチオニンシンターゼ及びメチルマロニル
－ＣｏＡムターゼによって触媒される反応において補酵素として機能する活性型であり、
例えば赤血球形成、神経機能及びＤＮＡ合成に関連する。その結果、ビタミンＢ１２欠乏
症は、巨赤芽球貧血、疲労、衰弱、便秘、食欲不振、体重減少、及び神経障害などのいく
つかの病状に関連する。そのような欠乏状態では、コバラミンの投与が指示される。
【０００６】
　特に、メチルコバラミンは、ビタミンＢ１２欠乏に関連するいくつかの障害を治療する
ための、例えば、末梢神経障害又は巨赤芽球貧血を治療するための療法において、うまく
使用される。
【０００７】
　従って、工業的に効率的で、高純度の製品を提供するのに適しており、規制保健機関の
要件を満たすコバラミン、特にメチルコバラミンを製造するための工業的方法が必要であ
る。
【０００８】
　メチルコバラミンは、シアノコバラミンを還元剤及びメチル化剤で処理することを含む
還元的メチル化プロセスによって、シアノコバラミンから一般に得られる。しかしながら
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、このような方法では、還元反応中にシアノコバラミンから放出されるシアン化物アニオ
ンが、メチル化剤と競合するコバラミン（Ｉ）又はビタミンＢ１２Ｓとして知られる還元
型のコバラミンに再び結合する傾向があり、プロセスの全反応収率を低下させてしまう。
【０００９】
　この欠点に向い合うべく、この反応が、シアン化物スカベンジャーとして作用すること
ができる試薬の存在下で、すなわち反応媒体中に存在するシアン化物アニオンと錯体形成
し、したがってメチル化プロセスとの干渉を避けることによって、有利に行うことができ
ることが、当業界で提案されてきた。このプロセスに適したシアン化物スカベンジャーの
中には、いくつかの金属塩、特に鉄（ＩＩ）塩が開示されている。
【００１０】
　このように、日本特許ＪＰ４５０３８０５９Ｂ１には、シアノコバラミンを、還元剤と
して水素化ホウ素ナトリウムで処理し、シアン化物スカベンジャーとして硫酸第一鉄七水
和物を添加し、メチル化剤としてヨウ化メチルを使用することによるメチルコバラミンの
製造が開示されている。得られた反応生成物を、一連のフェノール抽出により及びカラム
クロマトグラフィーにより精製する。
【００１１】
　同様に、米国特許第３７９８２１１号には、シアノコバラミン、特に銅（ＩＩ）塩及び
鉄（ＩＩ）塩の還元的アルキル化反応のためのシアン化物錯化剤としていくつかの金属塩
が提案されている。このように、シアン化物錯化剤として硫酸第一鉄を使用し、メチル化
剤としてメチルトルエン－ｐ－スルホネートを使用するシアン化コバラミンからのメチル
コバラミンの製造が開示されている。得られた生成物はカラムクロマトグラフィーで精製
する。
【００１２】
　Ｉｓｈｉｙａｍａらの論文、Ｎｅｗ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　
ｍｅｔｈｙｌｃｏｂａｌａｍｉｎ（メチルコバラミンの新規調製法）、Ｍｅｉｊｉ　Ｓｅ
ｉｋａ　Ｋｅｎｅｋｕ　Ｎｅｎｐｏ（明治製菓研究年報）、１９９６、３５：５１－５４
）にも、シアノコバラミンからのメチルコバラミンの製造が開示されており、酸素濃度を
０．１ｐｐｍ未満に維持する厳密な無酸素条件で、還元剤及びメチル化剤としてそれぞれ
水素化ホウ素ナトリウム及びヨウ化メチルを使用し、シアン化物スカベンジャーとして鉄
（ＩＩ）及び鉄（ＩＩＩ）塩の混合物、すなわち硫酸アンモニウム鉄（ＩＩ）（モール塩
）及び塩化鉄（ＩＩＩ）を用いて反応を行う。このようにして得られたメチルコバラミン
は、一連の結晶化によって、又はジビニルベンゼン－スチレンコポリマーを用いたカラム
クロマトグラフィーによって精製される。
【００１３】
　欧州特許出願ＥＰ１２３６７３７Ａ１は、メチル化剤としてハロゲン化トリメチルスル
ホキソニウム塩又はハロゲン化トリメチルスルホニウム塩を使用し、シアン化物捕捉剤と
して硫酸鉄（ＩＩ）七水和物及び／又は塩化コバルト（ＩＩ）六水和物を使用するシアノ
コバラミンの還元的メチル化によるメチルコバラミンの製造を開示する。
【００１４】
　上記ストラテジーの１つの不都合な点は、還元的メチル化プロセスの性能を改善するの
に有効な鉄塩が、最終医薬物質中に、そしてその結果として最終医薬品中に鉄残基を導く
可能性があることである。
【００１５】
　特に、鉄塩と反応媒体中に存在するシアン化物アニオンとの錯体化によって形成された
シアン化鉄アニオンの除去は困難であることが判明しており、金属残留物に対する規制当
局の推奨範囲内の鉄含有量を有するメチルコバラミンを得ることを困難にしている。例え
ば、欧州医薬品庁（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ　Ａｇｅｎｃｙ）は、医薬物
質における金属触媒又は金属試薬の使用に起因する金属の最大許容濃度限界を推奨してい
る（ＥＭＥＡ／ＣＨＭＰ／ＳＷＰ／４４４６／２０００）。
【００１６】
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　従来、メチルコバラミンを製造するための当該技術分野で開示されている方法は、工業
的使用にはあまり適していないと一般に見なされる、液体クロマトグラフィー分離を通常
含む煩雑な精製工程を必要とする。さらに、現状の技術水準の文献は、鉄含有量を許容可
能なレベルまで低減するという問題に特に直面すらしていないのである。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　したがって、メチルコバラミンとの混合物からシアン化鉄アニオンを簡単かつ効果的に
除去する、工業的用途に適した、改良された精製方法が当業界において必要であり、従っ
て規制当局により許容し得るレベルの鉄を有するメチルコバラミンの費用効果的な製造を
可能にする。
【００１８】
　本発明の目的は、メチルコバラミンの精製方法である。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明の目的は、メチルコバラミン及びシアン化鉄アニオンを含む溶液を強塩基性アニ
オン交換樹脂と接触させることを含むことを特徴とする、シアン化鉄アニオンとの混合物
からのメチルコバラミンの精製方法である。
【００２０】
　本発明者らは、驚くべきことに、容易に工業的に実施することができ、鉄含有量を低減
したメチルコバラミンを提供することができる単純なプロセスを用いてメチルコバラミン
溶液中に存在する痕跡量のシアン化鉄アニオンを効率的に除去することを可能にする、強
塩基性アニオン交換樹脂での処理に基づくメチルコバラミンの新しい精製方法を開発した
。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　この方法は、シアノコバラミンの還元的メチル化により得られるメチルコバラミンから
シアン化鉄不純物を除去するために有利に使用することができ、シアン化物スカベンジャ
ーとして鉄（ＩＩ）塩を使用して鉄含有量を低減したメチルコバラミンを提供するもので
ある。
【００２２】
　本明細書で使用される場合、文脈上他に明示されていない限り、「ａ」、「ａｎ」又は
「ｔｈｅ」に続く単数形は、複数形も含むことが意図される。本明細書で使用される近似
的な用語は、記載された値の一定の変動、すなわち±１０％、好ましくは±５％が許容さ
れることを示す。
【００２３】
強塩基性アニオン交換樹脂
　当該技術分野において周知のアニオン交換樹脂は、それらと接触する溶液中で他のアニ
オンと交換されることができるアニオンを含有する不溶性ポリマーマトリックスである。
【００２４】
　強塩基性アニオン交換樹脂は、本発明において使用されるもののように、交換されるア
ニオンが、樹脂のポリマーマトリックスに結合した第四級アンモニウム基、典型的にはト
リメチルアンモニウムのようなトリアルキルアンモニウム基又はジアルキル２－ヒドロキ
シエチルアンモニウム基、の対イオンである、特定のタイプのアニオン交換樹脂である。
好ましくは、樹脂はトリアルキルアンモニウム官能基、より好ましくはトリメチルアンモ
ニウム基を有する。
【００２５】
　交換される対イオンは、一般に塩化物又は水酸化物アニオンである。好ましくは、対イ
オンは塩化物アニオンである。
【００２６】
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　樹脂のポリマーマトリックスは、すなわち、架橋剤としてスチレン及びジビニルベンゼ
ンから調製された、架橋ポリスチレン－ジビニルベンゼンポリマーであってもよく；又は
、例えば、ジビニルベンゼン、エチレングリコールジメタクリレート、エチレングリコー
ルジビニルエーテル又はジエチレングリコールジビニルエーテルと架橋した、アクリル酸
、メタクリル酸、又はアクリル酸若しくはメタクリル酸のエステル、例えばメチル、エチ
ル又はプロピルエステルから調製された、架橋アクリルポリマーであってもよい。
【００２７】
　本発明の一実施形態では、樹脂は、架橋ポリスチレン－ジビニルベンゼン樹脂及び架橋
アクリル－ジビニルベンゼン樹脂から選択される。好ましい態様において、樹脂は架橋ア
クリル－ジビニルベンゼン樹脂である。
【００２８】
　樹脂は一般にビーズの形態で入手可能である。その多孔度によれば、樹脂は微孔性（ゲ
ルタイプ）又はマクロ多孔性（マクロ網状）であり得る。好ましくは、樹脂はマクロ網状
構造を有する。
【００２９】
　好ましい実施形態では、強塩基性アニオン交換樹脂は、トリアルキルアンモニウム官能
基及び相互交換塩化物アニオンを有する樹脂である。より好ましくは、樹脂はマクロ網状
構造を有する架橋アクリル－ジビニルベンゼン樹脂である。
【００３０】
　本発明の方法で使用するのに適した多くの強塩基性アニオン交換樹脂が市販されており
、例えば、とりわけ、Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ（登録商標）ＩＲＡ４５８ＲＦ　Ｃｌ、Ａｍｂ
ｅｒｌｉｔｅ（登録商標）ＩＲＡ９００　Ｃｌ、Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ（登録商標）ＩＲＡ
９５８　Ｃｌ、Ｄｉａｉｏｎ（登録商標）ＳＡ１０Ａ（Ｃｌ）、Ｄｉａｉｏｎ（登録商標
）ＨＰＡ２５（Ｃｌ）、Ｄｏｗｅｘ（登録商標）Ｍａｒａｔｈｏｎ　Ａ、Ｄｏｗｅｘ（登
録商標）Ｍａｒａｔｈｏｎ　ＭＳＡ、Ｌｅｗａｔｉｔ（登録商標）ＭｏｎｏＰｌｕｓ　Ｍ
Ｐ５００、Ｌｅｗａｔｉｔ（登録商標）ＭｏｎｏＰｌｕｓ　ＭＰ８００、又はＰｕｒｏｌ
ｉｔｅ社の強塩基性アニオン交換樹脂、例えばＰｕｒｏｌｉｔｅ（登録商標）Ａ２００又
はＰｕｒｏｌｉｔｅ（登録商標）Ａ５００シリーズ、等がある。
【００３１】
　市販の樹脂Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ（登録商標）ＩＲＡ９５８　Ｃｌが特に好ましい。これ
は、架橋アクリルポリマーマトリックス中に第四級アンモニウム官能基を有し、塩化物ア
ニオンを交換する、マクロ網状の強塩基性アニオン交換樹脂である。
【００３２】
精製方法
　本発明による精製方法は、シアン化物スカベンジャーとして鉄（ＩＩ）塩が使用される
シアノコバラミンの還元的メチル化によって得られるメチルコバラミンからシアン化鉄不
純物を除去するために有利に使用することができる。
【００３３】
　この精製方法は、不溶性のシアン化鉄塩を濾別することによりこの方法で形成されたシ
アン化鉄の大部分を除去した後でさえ、メチルコバラミンの不純物として依然として残っ
ている残留量、すなわち痕跡量のシアン化鉄アニオンを除去するのに特に有用である。
【００３４】
　これに限定されるものではないが、樹脂による処理により本発明の方法で除去されるメ
チルコバラミンに含まれる残留シアン化鉄不純物の量は、一般に６０００ｐｐｍ未満の鉄
、好ましくは５０００ｐｐｍ未満の鉄、より好ましくは４０００ｐｐｍ未満の鉄、さらに
より好ましくは１６００ｐｐｍ未満の鉄に相当する。
【００３５】
　メチルコバラミン及びシアン化鉄アニオンを含む溶液を強塩基性アニオン交換樹脂と接
触させるプロセスは、好ましくは、溶液を有効量の樹脂に通すことによって行われる。
【００３６】
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　典型的には、カラムに適切な量の樹脂を充填し、メチルコバラミン及びシアン化鉄アニ
オンを含む溶液を、ダウンフロー又はアッパーフローのいずれかでカラムに通過させ、続
いて得られた溶液を回収する。好ましい実施形態では、溶液はアッパーフローで通過させ
る。 
【００３７】
　溶液は、一定時間、一般に２～６時間、より好ましくは３～４時間で樹脂を通過させる
。
【００３８】
　強塩基性アニオン交換樹脂は、樹脂：メチルコバラミンの重量比が一般に０．１：１～
２：１、より好ましくは０．３：１～１：１で使用される。
【００３９】
　特に好ましい実施形態では、樹脂：メチルコバラミンの重量比は約０．５：１である。
【００４０】
　好ましくは、樹脂に溶液を通過させた後、ある量の溶媒のみを引き続き樹脂に通して、
樹脂中に残留し得るメチルコバラミンを回収する。
【００４１】
　強塩基性アニオン交換樹脂で処理することにより、溶液中に存在するシアン化鉄アニオ
ンは樹脂によって保持されるが、樹脂の対イオン、典型的には塩化物アニオンが放出され
る。
【００４２】
　本発明の意味において、シアン化鉄アニオンは、シアン化物とのアニオン性鉄（ＩＩ）
錯体又は鉄（ＩＩＩ）錯体を意味する。典型的には、シアン化鉄アニオンには、ヘキサシ
アノ鉄（ＩＩ）アニオン（［Ｆｅ（ＣＮ）６］４－）としても知られているフェロシアン
化物アニオン、及びヘキサシアノ鉄（ＩＩＩ）アニオン（［Ｆｅ（ＣＮ）６］３－）とし
ても知られているフェリシアン化物アニオンがある。メチルコバラミンの不純物として存
在するシアン化鉄アニオンは、異なるシアン化鉄錯体の混合物であってもよい。
【００４３】
　特定の理論に縛られることを望むわけではないが、メチルコバラミンがシアン化物スカ
ベンジャーとしてＦｅ（ＩＩ）を使用するシアノコバラミンの還元的メチル化プロセスの
結果である場合、フェロシアン化物アニオンはその中に含まれるシアン化鉄不純物の主要
部分であると考えられる。
【００４４】
　アニオン交換樹脂とフェロシアン化物アニオンとの間で起こるアニオン交換は、以下の
ように表すことができる：
【化２】

【００４５】
　驚くべきことに、それ自体がシアン化鉄アニオンと相互作用し得る溶液中のメチルコバ
ラミンのような大きな配位化合物の存在にもかかわらず、樹脂対イオンとシアン化鉄アニ
オンとの間のアニオン交換が効果的に行われ、鉄含有量の低減したメチルコバラミン溶液
が得られることが見出された。
【００４６】
　実施例３に示すように、シアン化物スカベンジャーとして鉄塩を用いるシアノコバラミ
ンの還元的メチル化により得られたメチルコバラミンは、本発明の方法を用いてシアン化
鉄不純物から効果的に分離することができ、１３０ｐｐｍ未満、すなわち７１ｐｐｍ又は
３０ｐｐｍ未満の鉄を含むメチルコバラミンが得られるが、強塩基性アニオン交換樹脂を
使用せずに同じプロセスを実施した場合、メチルコバラミン中の鉄のレベルは４９４又は
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１５９４ｐｐｍよりはるかに高かった。
【００４７】
　使用時には、より多くのシアン化鉄アニオンがアニオン交換樹脂の中に残るので、アニ
オン交換樹脂はアニオン交換の能力を徐々に失う。使用された樹脂は、樹脂対イオンの塩
の水溶液、好ましくは塩化物塩の水溶液、より好ましくは塩化ナトリウムの水溶液で再生
することができる。
【００４８】
　メチルコバラミン及びシアン化鉄アニオンが溶解されている精製プロセスを実施するた
めに使用される溶媒は、水又は水と水混和性有機共溶媒との混合物とすることができる。
適切な有機共溶媒としては、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノール、イソプロパノ
ール又はｔｅｒｔ－ブタノール等のアルコール；アセトン又は２－ブタノン等のケトン；
１，４－ジオキサン、テトラヒドロフラン、ジメトキシエタン、ジグライム等のエーテル
類；及びそれらの混合物が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４９】
　好ましい態様において、溶媒は、水と水混和性有機共溶媒、好ましくは水と、アルコー
ル、ケトン及びそれらの混合物から選択される水混和性共溶媒との混合物である。より好
ましくは、溶媒は水と水混和性ケトンの混合物であり、さらにより好ましくは水とアセト
ンの混合物である。
【００５０】
　水：有機溶媒の体積比は、一般に１．８：１～１：１．５の間、好ましくは１．５：１
～１：１．２の間、より好ましくは１．１：１～１：１．１の間に含まれる。
【００５１】
　特に好ましい実施形態では、溶媒は、約１：１の体積比の水とアセトンとの混合物であ
る。
【００５２】
　アニオン交換樹脂と接触するメチルコバラミン及びシアン化鉄不純物を含有する溶液は
、一般に３０～１５０ｇ／Ｌ、好ましくは４０～１００ｇ／Ｌ、より好ましくは５０～７
５ｇの濃度のメチルコバラミンを含む。
【００５３】
　アニオン交換樹脂での処理を行った後、一般に溶液にケトン溶媒を添加し、好ましくは
溶液にアセトンを添加して、溶液からメチルコバラミンを結晶化又は沈殿させることによ
りメチルコバラミンを単離することができる。
【００５４】
　本発明の好ましい実施態様では、精製方法に供される溶液は、シアン化鉄不純物を含む
粗メチルコバラミンを溶媒で処理し、３０℃～６０℃、好ましくは４０℃～５０℃、より
好ましくは約４５℃の温度に、一般に１５～６０分の時間にわたって加熱することによっ
て調製される。本発明の方法によって、このようにして得られた懸濁液を一般的には濾過
して不溶性不純物、例えば不溶性のシアン化鉄塩を除去し、次いで、残留シアン化鉄アニ
オンを依然として含むろ過溶液を強塩基性アニオン交換樹脂と接触させる。
【００５５】
　したがって、本発明の特に好ましい実施形態において、メチルコバラミンの精製は、以
下のステップを含む：
　シアン化鉄不純物を含むメチルコバラミンを溶媒で処理し、３０℃～６０℃の温度に加
熱し、ろ過して不溶性のシアン化鉄塩を除去する；
　メチルコバラミン及びシアン化鉄アニオンを含む、先の工程で得られた溶液を強塩基性
アニオン交換樹脂と接触させる；そして
　溶液から結晶化又は沈殿させることによりメチルコバラミンを単離する。
これらのステップのそれぞれについての好ましい条件は先に開示した通りである。
【００５６】
　本発明の方法を実施した後に得られるメチルコバラミンは、鉄含有量が減少しており、
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すなわち鉄の量が１３０ｐｐｍ未満、好ましくは９０ｐｐｍ未満、さらにより好ましくは
８０ｐｐｍ未満、さらにより好ましくは７０ｐｐｍ未満の鉄である。
【００５７】
　鉄の量の測定は、例えば、誘導結合プラズマ発光分析（ＩＣＰ／ＯＥＳ）によって行う
ことができる。
【００５８】
　従って、強塩基性アニオン交換樹脂の使用を含む本発明の方法は、メチルコバラミンか
らの残留シアン化鉄アニオンの効率的な除去を可能にすることは明らかである。
【００５９】
　次に、本発明の別の態様は、メチルコバラミンからシアン化鉄アニオンを除去するため
の強塩基性アニオン交換樹脂の使用である。
【００６０】
メチルコバラミン
　本発明の方法により精製されやすいシアン化鉄不純物を含有するメチルコバラミンは、
典型的には、シアン化物スカベンジャーとして鉄（ＩＩ）塩及び任意に鉄（ＩＩＩ）塩の
存在下で行われるシアノコバラミンの還元的メチル化反応の結果物である。
【００６１】
　シアノコバラミンの還元的メチル化は、典型的にはシアノコバラミンを還元剤及びメチ
ル化剤で処理することによって実施される。
【００６２】
出発物質であるシアノコバラミン（ＣＡＳ番号６８－１９－９）は、いくつかの供給元か
ら市販されている。
【００６３】
　還元剤は、シアノコバラミンのコバルトをＣｏ（ＩＩＩ）からＣｏ（Ｉ）に還元するこ
とができる任意の試薬であり得る。適切な還元剤は、例えば水素化ホウ素アルカリ金属塩
である。好ましい還元剤は、水素化ホウ素ナトリウムである。
【００６４】
　還元剤の量は、特に限定されないが、シアノコバラミンに対して一般に５～３０当量、
好ましくは１０～２０当量である。
【００６５】
　例えば、臭化トリメチルスルホニウム、塩化トリメチルスルホニウム、メチル硫酸トリ
メチルスルホニウム、塩化トリメチルスルホキソニウム、ヨウ化トリメチルスルホキソニ
ウム、臭化トリメチルスルホキソニウム、炭酸ジメチル、硫酸ジメチル、塩化テトラメチ
ルアンモニウム又はヨウ化メチルなどの任意の適切なメチル化剤を使用することができる
。好ましくは、メチル化剤は、臭化トリメチルスルホニウム、塩化トリメチルスルホニウ
ム、塩化トリメチルスルホキソニウム、ヨウ化トリメチルスルホキソニウム、臭化トリメ
チルスルホキソニウム及び炭酸ジメチルからなる群から選択される。
【００６６】
　使用されるメチル化剤の量は、シアノコバラミンに対して一般に１～１０当量、好まし
くは２～５当量である。
【００６７】
　還元的メチル化反応は、場合により水混和性有機共溶媒と組み合わせて、水性媒体中で
行われる。適切な共溶媒は、例えば、メタノール、エタノール、ｎ－プロパノール、イソ
プロパノール又はｔｅｒｔ－ブタノール等のアルコール；アセトン又は２－ブタノン等の
ケトン；１，４－ジオキサン、テトラヒドロフラン、ジメトキシエタン又はジグライム等
のエーテル；ジメチルホルムアミド又はジメチルアセトアミド等のアミド；及びそれらの
混合物である。共溶媒として、好ましくはアルコール又はケトンが使用される。
【００６８】
　反応は、好ましくはわずかに塩基性のｐＨ、例えば７．５～８．５で、５～６０℃の範
囲の温度、好ましくは２０～４０℃の範囲の温度で行われる。
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【００６９】
　シアン化物スカベンジャーとして、鉄（ＩＩ）塩、例えば硫酸鉄（ＩＩ）、塩化鉄（Ｉ
Ｉ）又は硫酸アンモニウム鉄（ＩＩ）（モール塩）を反応に添加する。還元反応で放出さ
れたシアン化物イオンは、鉄（ＩＩ）カチオンによって錯化されて、アニオン性シアン化
鉄（ＩＩ）錯体、例えばフェロシアン化物錯体［Ｆｅ（ＣＮ）６］４－を形成し、こうし
てそれらがメチル化プロセスと干渉するのを防いでくれる。
【００７０】
　鉄（ＩＩ）塩は、シアノコバラミンに対して一般に０．５～１．５当量の量で使用され
、好ましくはシアノコバラミンに対して約１当量の鉄（ＩＩ）塩が使用される。
【００７１】
　好ましくは、鉄（ＩＩＩ）塩も添加され、典型的にはフェロシアン化物アニオンと不溶
性の塩を形成し、濾過によるそれらの簡単な除去を可能にする。
【００７２】
　反応は、一般に、シアノコバラミン、鉄（ＩＩ）塩、及び場合により鉄（ＩＩＩ）塩を
溶解し、還元剤及びメチル化剤を順次又は同時に加えることによって行われる。
【００７３】
　シアノコバラミン及びメチルコバラミン溶液は光酸化に感受性であることが知られてい
るので、還元的メチル化プロセスは、好ましくは不活性雰囲気下で、例えば窒素のような
不活性ガスの流れの下で、光の不在下で、赤色光下で行われる。
【００７４】
　還元的メチル化反応の後、メチルコバラミンは一般に、反応媒体を冷却し、典型的には
さらなる有機溶媒をも添加し、粗メチルコバラミンを濾過することによって、反応混合物
から沈殿する。
【００７５】
　このようにして得られた粗メチルコバラミンは、シアン化鉄アニオンを含む塩を含有し
、次いで本発明の方法を用いて精製することができるので、上記のように適切な溶媒で処
理することにより溶液にする。
【００７６】
　以下の実施例は、説明のために提供され、本発明を限定するものと解釈されるべきでは
ない。
【実施例】
【００７７】
実施例１：本発明による精製方法
ａ）シアノコバラミンの還元的メチル化
　メチルエチルケトン１０Ｌ及び脱イオン水２６０Ｌ中の、シアノコバラミン２０Ｋｇ、
硫酸鉄（ＩＩ）七水和物０．６８Ｋｇ及び塩化鉄（ＩＩＩ）の３０％水溶液１．７７Ｋｇ
の撹拌混合物に、３０～４０℃で、不活性雰囲気及び赤色光中で、水素化ホウ素ナトリウ
ム８Ｋｇ及び４０Ｌの脱イオン水中の水酸化ナトリウム水溶液０．１６Ｋｇ、及びメチル
エチルケトン１４Ｌの溶液を、３時間にわたって同時に添加した。同じ温度で３０分間撹
拌した後、脱イオン水４０Ｌ中の臭化トリメチルスルホキソニウム７．５ｋｇの溶液を１
時間かけて添加した。同じ温度で３時間撹拌した後、混合物を１０℃に冷却し、１５Ｌの
メチルエチルケトンを加え、混合物を同じ温度で１２時間撹拌した。沈殿した生成物を濾
過し、１００Ｌのメチルエチルケトン及び１００Ｌのアセトンで洗浄した。
【００７８】
ｂ）メチルコバラミンの精製
　プロセスａ）により得られた粗メチルコバラミンを３００Ｌの５０％アセトン水溶液で
処理し、４５℃で３０分間加温し、濾過した。次いで、この溶液を逆流系でＡｍｂｅｒｌ
ｉｔｅ（登録商標）ＩＲＡ９５８Ｃｌ樹脂１０ｋｇに４時間かけて通した。その後、カラ
ムを１００Ｌの５０％アセトン水溶液で逆洗した。回収した溶液を希塩酸でｐＨ６．５に
調整した。次いでアセトン９５０Ｌを滴加し、１２時間撹拌した。結晶化した生成物を濾
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過し、乾燥して１８．０Ｋｇ（収率８３．５％、ＨＰＬＣ＝８７．９％）を得た。
【００７９】
　メチルコバラミン中の鉄不純物の含有量は、誘導結合プラズマ／発光分光分析（ＩＣＰ
／ＯＥＳ）によって測定して、３０ｐｐｍ未満であった。（バッチＡ）
【００８０】
　メチルコバラミンの第２のバッチ（バッチＢ）及び第３のバッチ（バッチＣ）を、上記
で開示したのと同じプロセスａ）及びｂ）に従って調製した。メチルコバラミンはそれぞ
れ８４．４％及び８７．９％の収率で得られ、鉄含有量はそれぞれ７１ｐｐｍ及び３０ｐ
ｐｍ未満であった。
【００８１】
実施例２：比較例
　メチルエチルケトン１０Ｌ及び脱イオン水２６０Ｌ中の、シアノコバラミン２０Ｋｇ、
硫酸鉄（ＩＩ）七水和物０．６８Ｋｇ及び塩化鉄（ＩＩＩ）の３０％水溶液１．７７Ｋｇ
の撹拌混合物に、３０～４０℃で、不活性雰囲気及び赤色光中で、水素化ホウ素ナトリウ
ム８Ｋｇ及び４０Ｌの脱イオン水中の水酸化ナトリウム水溶液０．１６Ｋｇ、及びメチル
エチルケトン１４Ｌの溶液を、３時間にわたって同時に添加した。同じ温度で３０分間撹
拌した後、脱イオン水４０Ｌ中の臭化トリメチルスルホキソニウム７．５ｋｇの溶液を１
時間かけて添加した。同じ温度で３時間撹拌した後、混合物を１０℃に冷却し、１５Ｌの
メチルエチルケトンを加え、混合物を同じ温度で１２時間撹拌した。沈殿した生成物を濾
過し、１００Ｌのメチルエチルケトン及び１００Ｌのアセトンで洗浄した。固体を２６０
Ｌの５０％アセトン水溶液で処理し、４５℃で３０分間加温し、濾過した。溶液を２０℃
に冷却し、希塩酸でｐＨを６．５に調整した。９５０Ｌのアセトンを滴加し、１２時間撹
拌した。結晶化した生成物を濾過し、乾燥して１７．８ｋｇ（収率８４．３％、ＨＰＬＣ
＝９８．９％）を得た。
【００８２】
　メチルコバラミン中の鉄不純物の含有量は、誘導結合プラズマ／発光分光分析（ＩＣＰ
／ＯＥＳ）によって測定して、４９４ｐｐｍであった。（バッチ１）
【００８３】
　メチルコバラミンの第２のバッチ（バッチ２）を上記で開示したのと同じ方法に従って
調製した。メチルコバラミンが８６．７％の収率で得られ、鉄含有量が１５９４ｐｐｍで
あった。
【００８４】
例３：鉄含有量の比較
　以下の表は、鉄（ＩＩ）の存在下で還元的メチル化の後に得られたメチルコバラミンを
精製するための本発明の方法を用いて得られたメチルコバラミンの鉄含量（実施例１、バ
ッチＡ、Ｂ及びＣ）と、類似の方法で調製したが、本発明の精製方法を使用しないメチル
コバラミンの鉄含量（比較例、バッチ１及び２）の比較を示す：
【００８５】
【表１】
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