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(57)【要約】
【課題】ムコ多糖製品中に、亜硝酸分解に対して異なる
特性を示す他のムコ多糖の混入の有無を簡便に確認する
こと。
【解決手段】ムコ多糖を亜硝酸分解し、高速液体クロマ
トグラフィー（HPLC）で分析することを特徴とする、当
該ムコ多糖中に含まれる亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖また
は亜硝酸分解性ムコ多糖の検出または測定方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ムコ多糖を亜硝酸分解し、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分析することを特徴
とする、当該ムコ多糖中に含まれる亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖または亜硝酸分解性ムコ多
糖の検出または測定方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本特許出願は、日本国特許出願第２０１０－２０５３１０号について優先権を主張する
ものであり、ここに参照することによって、その全体が本明細書中へ組み込まれるものと
する。
　本発明は、副作用の原因物質を実質的に含まない、安全性が高く、医薬品、化粧品、研
究試薬等として有用な高純度ヘパリンおよびその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヘパリンは、肝、小腸、肺、皮膚などに存在する、硫酸化されたＤ－グルコサミン、Ｄ
－グルクロン酸、Ｌ－イズロン酸等を含む酸性ムコ多糖である。
　ヘパリンは、強い血液抗凝固活性を有しており、汎発性血管内血液凝固症候群(ＤＩＣ)
の治療、種々の血栓塞栓症（静脈血栓症、心筋梗塞症、肺塞栓症、脳塞栓症、四肢動脈血
栓塞栓症、術中・術後の血栓塞栓症など）の治療および予防のほか、血液透析・人工心肺
などの体外循環装置使用時や血管カテーテル挿入時または輸血および血液検査の際などに
おける血液凝固の防止に用いられている。
　また、ヘパリンは、血液抗凝固活性の他に、リポ蛋白リパーゼ活性化作用、抗血小板凝
集作用、血圧低下作用、抗補体作用、癌転移抑制作用、肥満細胞からの脱顆粒阻害作用、
局部炎症抑制、鎮痛および筋組織の血行促進作用などの多くの生理活性を有することも知
られている。
【０００３】
　ヘパリンは、主に健康な食用獣の組織から抽出／分画して製造されるが、ＢＳＥ（牛海
綿状脳症）問題以降、医薬品としてのヘパリンの起源は、ほぼ豚小腸粘膜由来である。通
常、水系溶媒に豚小腸粘膜を懸濁してタンパク質消化し、その後、吸着剤等を加えて（非
特許文献１）、ヘパリンと他のムコ多糖（主にコンドロイチン硫酸ファミリー、ヘパラン
硫酸等）を複合体として抽出して粗原料とする。次いで、これをバッチ混合／分画して、
ヘパリン（いわゆる「未分画ヘパリン」）を得る。
【０００４】
　上記方法で得られたヘパリン（未分画ヘパリン）は、ヘパリン以外のムコ多糖（主にヘ
パラン硫酸、コンドロイチン硫酸ＢおよびＣ）を含有し、その含量は、粗原料および製造
方法によって異なることは既知である。しかしながら、その不純物のおおよその副作用が
確認され、許容されており、その結果、未分画ヘパリンは、長きに渡って医薬品として使
用されてきた。
【０００５】
　しかしながら、２００８年初頭、米国およびドイツにて、未分画ヘパリン製剤を患者に
ボーラス（急速静注）投与した際に従来とは異なる副作用例が多く報告され、最終的に８
０名強の死亡者が発生する事態となった。米国ＦＤＡがその未分画ヘパリン製剤およびそ
の原薬を分析した結果、それらは従来品とは明らかに異なる事が確認され、さらに、その
中に過硫酸化コンドロイチン硫酸（Over sulfated chondroitin sulfate:ＯＳＣＳ）が存
在することが確認された（非特許文献２～４）。これは、自然界には存在しない物質で、
原薬製造時に混入した可能性が高いと言われている。
　日本国内においては重度の副作用報告は無かったが、一部の未分画ヘパリン製剤および
低分子量ヘパリン（Low molecular weight heparin:ＬＭＷＨ）製剤が回収となり、市場
への安定供給問題が深刻化した。
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【０００６】
　多くの研究者によりＯＳＣＳの科学的合成法、構造解析あるいは動物実験等による有害
事象の原因究明、特に１Ｈ－ＮＭＲや他の試験方法等による純度および安全性確認の検討
（非特許文献５および６）が行われており、日本国内ではＯＳＣＳが有害事象の原因物質
と特定され、確認／純度試験の検討が行政、製剤メーカーで実施されている（非特許文献
７および８）。
【０００７】
　一方、ヘパリンの製造または精製方法としては、１）非特許文献１、２）非特許文献９
、３）非特許文献１０、４）特許文献１等に記載の方法が知られている。
　しかしながら、ヘパリンからＯＳＣＳ、コンドロイチン硫酸等の不純物を簡便かつ効果
的に除去することができる方法は、これまでに知られていない。さらに、このようなヘパ
リン中の不純物を、簡便に検出または測定する方法もこれまで知られていない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Roden, L., Dorfman, A., Acta Chemi. Scand. 13, 2121（1959）
【非特許文献２】Nature Biotechnology, 2008, 26, 669-675
【非特許文献３】The New England Journal of Medicine, 2008, 359, 2674-2684
【非特許文献４】The New England Journal of Medicine, 2008, 358, 2457-2467
【非特許文献５】Beyer, T. et al., Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analy
sis, 48, 13-19 (2008)
【非特許文献６】Guerrini, M. et al., Nature Biotechnology 26, 669-675 (2008)
【非特許文献７】橋井則貴ら、医薬研究39 (10)651-659 (2008)
【非特許文献８】Jia, H., Nature Biotechnology 26, 477-478 (2008)
【非特許文献９】Schiller, S. et al.:J. Biol. Chem. 236, 983 (1961)
【非特許文献１０】Schmidt, M and Dmochowski, A：Biochim. Biophys. Acta 83, 137 (
1964）
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２００２－２９３８０４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の課題は、ＯＳＣＳ、コンドロイチン硫酸等の不純物を実質的に含まず、安全性
が高い高純度ヘパリン、その製造方法およびその製造過程でのヘパリンの純度の確認方法
を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究した結果、ヘパリンを所定の条件下でエ
タノール等の有機溶媒を用いて分画することで、ＯＳＣＳ、コンドロイチン硫酸等の不純
物を簡便かつ効果的に除去することができること、さらに、これらの不純物は、所定の条
件下での亜硝酸分解に対して抵抗性であるので、当該亜硝酸分解後にＨＰＬＣで分析する
ことにより、その存在およびその量を確認および測定することができることを見出し、本
発明を完成するに至った。
　すなわち、本発明には、以下のものが含まれる：
〔１〕　亜硝酸分解抵抗性不純物を実質的に含有しないヘパリン。
〔２〕　５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、０．２～１倍量（体積）のエタノー
ル、メタノール、イソプロパノール、アセトンおよびこれらの混合溶媒から選択される有
機溶媒を混合し、ヘパリンのコロイド状沈殿物を得ることを含む方法により得られるヘパ
リン。
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〔３〕　ヘパリン水溶液中に、塩が５０～５００ｍＭの濃度で溶解している、上記〔２〕
に記載のヘパリン。
〔４〕　塩が、塩化ナトリウムおよび酢酸ナトリウムから選択される、上記〔３〕に記載
のヘパリン。
〔５〕　コロイド状である、上記〔１〕～〔４〕のいずれかに記載のヘパリン。
〔６〕　分子量が、３０００～３００００ダルトンの範囲内にある、上記〔１〕～〔５〕
のいずれかに記載のヘパリン。
〔７〕　５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、０．２～１倍量（体積）のエタノー
ル、メタノール、イソプロパノール、アセトンおよびこれらの混合溶媒から選択される有
機溶媒を混合し、ヘパリンのコロイド状沈殿物を得ることを含む、ヘパリンの製造方法。
〔８〕　５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、０．２～１倍量（体積）のエタノー
ル、メタノール、イソプロパノール、アセトンおよびこれらの混合溶媒から選択される有
機溶媒を混合し、ヘパリンを含有する上澄み液を得ることを含む方法により得られるヘパ
リン。
〔９〕　ヘパリン水溶液中に、塩が５０～５００ｍＭの濃度で溶解している、上記〔８〕
に記載のヘパリン。
〔１０〕　塩が、塩化ナトリウムおよび酢酸ナトリウムから選択される、上記〔９〕に記
載のヘパリン。
〔１１〕　分子量が、１５００～１２０００ダルトンの範囲内にある、上記〔８〕～〔１
０〕のいずれかに記載のヘパリン。
〔１２〕　５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、０．２～１倍量（体積）のエタノ
ール、メタノール、イソプロパノール、アセトンおよびこれらの混合溶媒から選択される
有機溶媒を混合し、ヘパリンを含有する上澄み液を得ることを含む、ヘパリンの製造方法
。
〔１３〕　上記〔１〕～〔６〕および〔８〕～〔１１〕のいずれかに記載のヘパリンを含
んでなる医薬。
〔１４〕　医薬として使用するための、上記〔１〕～〔６〕および〔８〕～〔１１〕のい
ずれかに記載のヘパリン。
〔１５〕　上記〔１〕～〔６〕および〔８〕～〔１１〕のいずれかに記載のヘパリンを含
有する医薬組成物。
〔１６〕　ムコ多糖を亜硝酸分解することを特徴とする、当該ムコ多糖中に含まれる亜硝
酸分解抵抗性ムコ多糖または亜硝酸分解性ムコ多糖の検出または測定方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明の高純度ヘパリンは、副作用の原因物質であるＯＳＣＳ等を含まないので、安全
性が高く、医薬品、化粧品、研究試薬等として非常に好適に使用することができる。
　本発明のヘパリンの製造方法によれば、亜硝酸分解抵抗性不純物を実質的に含まない高
純度ヘパリンを簡便に得ることができる。また、当該方法は、工業的に利用可能である。
　本発明のムコ多糖の検出または測定方法によれば、ムコ多糖製品中に、亜硝酸分解に対
して異なる特性を示す他のムコ多糖の混入の有無を簡便に確認することができるので、製
品の安全性等を確保することができる。また、目的のムコ多糖を製造する過程においても
、亜硝酸分解に対して異なる特性を示す他のムコ多糖の混入を簡便に確認することができ
るので、目的のムコ多糖の製造工程を効果的に管理でき、中間材料や最終生成物中への他
のムコ多糖の混入を回避することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、他のムコ多糖（主にヘパラン硫酸（ＨＳ）／コンドロイチン硫酸Ｂ（Ｃ
ＳＢ）／コンドロイチン硫酸Ｃ（ＣＳＣ））を含有する未分画ヘパリン（Ｎａ塩、ＵＦＮ
－ＳＰ）について、エタノール分画前、エタノール分画後の上層（上澄み液）および下層
（コロイド状沈殿物）に含まれる物質の分布を示すＨＰＬＣのチャートである。　図１中
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の各記号は次の通りである：Ａ）エタノール分画前（実線）、Ｂ）エタノール分画後の下
層（コロイド状沈殿物）（破線）、Ｃ）エタノール分画後の上層（上澄み液）（点線）、
Ｄ）Ｃ）中の硫酸化度が低い高分子ムコ多糖（主にＨＳ／ＣＳＢ／ＣＳＣ）（点線）、Ｅ
）亜硝酸分解に抵抗性のあるムコ多糖（主にＣＳＢ／ＣＳＣ／過硫酸化コンドロイチン硫
酸（ＯＳＣＳ））（一点鎖線）、Ｆ）主にペプチドグリカン（一点鎖線）、Ｇ）ムコ多糖
中の溶出塩（Ｎａ塩）（各線）、Ｈ）その他の低分子化合物（エタノールおよびその他の
未確認物質）（主に実線）。
【図２】図２は、亜硝酸分解によるＯＳＣＳ対照物質、すなわち、ＯＳＣＳ含有未分画ヘ
パリン（Ｎａ塩、ＯＳＨＰ－ＳＨ、ＯＳＣＳ含量約１２．５％）、ＯＳＣＳ標準品（ＯＳ
ＣＳ－ＳＴＤ）、ＯＳＣＳおよびコンドロイチン硫酸ファミリーの混合物である粗ＯＳＣ
Ｓ（ＣＳＭＳ－ＣＥ１および－ＣＥ２）の亜硝酸分解前後の分子量変化を示すＨＰＬＣの
チャートである。　図２中の各記号は次の通りである：Ａ）ＯＳＨＰ－ＳＨおよびＯＳＣ
Ｓ－ＳＴＤ　ａ）亜硝酸分解前のＯＳＨＰ－ＳＨ（実線）　ｂ）亜硝酸分解後のＯＳＨＰ
－ＳＨ（破線）　ｃ）亜硝酸分解前のＯＳＣＳ－ＳＴＤ（点線）　ｄ）亜硝酸分解後のＯ
ＳＣＳ－ＳＴＤ（一点破線）Ｂ）ＣＳＭＳ－ＣＥ１および－ＣＥ２　ａ）亜硝酸分解後の
ＣＳＭＳ－ＣＥ１（実線）　ｂ）亜硝酸分解後のＣＳＭＳ－ＣＥ２（破線）　ｃ）ＣＳＢ
－ＳＴＤ（点線）
【図３】図３は、亜硝酸分解によるムコ多糖対照物質、すなわち、コンドロイチン硫酸フ
ァミリー（ＣＳＡ、ＣＳＢ、ＣＳＣ、ＣＳＤおよびＣＳＥ）、ヘパラン硫酸（ＨＳ）およ
びケラタン硫酸（ＫＳ）の分子量変化を示すＨＰＬＣのチャートである。（亜硝酸分解前
：実線、亜硝酸分解後：破線）
【図４】図４は、エタノール分画前の各未分画ヘパリンのＮａ塩（ＵＦＮ１～５）および
Ｃａ塩（ＵＦＣ）の亜硝酸分解前の分子量分布を示すＨＰＬＣのチャートである。　図４
中の各記号は次の通りである：ａ）ＵＦＮ１（実線）、ｂ）ＵＦＮ２（破線）、ｃ）ＵＦ
Ｎ３（点線）、ｄ）ＵＦＮ４（一点鎖線）、ｅ）ＵＦＮ５（二点鎖線）、ｆ）ＵＦＣ（▲
実線）
【図５】図５は、エタノール分画前の各未分画ヘパリンのＮａ塩（ＵＦＮ１～５）および
Ｃａ塩（ＵＦＣ）の亜硝酸分解後の分子量分布を示すＨＰＬＣのチャートである。　図５
中の各記号は次の通りである：ａ）ＵＦＮ１（実線）、ｂ）ＵＦＮ２（破線）、ｃ）ＵＦ
Ｎ３（点線）、ｄ）ＵＦＮ４（一点鎖線）、ｅ）ＵＦＮ５（二点鎖線）、ｆ）ＵＦＣ（▲
実線）
【図６】図６は、エタノール分画後の各未分画ヘパリンのＮａ塩（ＵＦＮ１～５）および
Ｃａ塩（ＵＦＣ）の亜硝酸分解前の分子量分布を示すＨＰＬＣのチャートである。　図６
中の各記号は次の通りである：ａ）ＵＦＮ１（実線）、ｂ）ＵＦＮ２（破線）、ｃ）ＵＦ
Ｎ３（点線）、ｄ）ＵＦＮ４（一点鎖線）、ｅ）ＵＦＮ５（二点鎖線）、ｆ）ＵＦＣ（▲
実線）
【図７】図７は、エタノール分画後の各未分画ヘパリンのＮａ塩（ＵＦＮ１～５）および
Ｃａ塩（ＵＦＣ）の亜硝酸分解後の分子量分布を示すＨＰＬＣのチャートである。　図７
中の各記号は次の通りである：ａ）ＵＦＮ１（実線）、ｂ）ＵＦＮ２（破線）、ｃ）ＵＦ
Ｎ３（点線）、ｄ）ＵＦＮ４（一点鎖線）、ｅ）ＵＦＮ５（二点鎖線）、ｆ）ＵＦＣ（▲
実線）
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の高純度ヘパリンは、亜硝酸分解抵抗性不純物を実質的に含有しないことを特徴
とする。
　本発明における「ヘパリン」は、特に限定されず、従来既知の原料および製造方法から
得られたものでよいが、例えば、いわゆる「未分画ヘパリン」、「低分子量ヘパリン」、
また「ヘパリン」と類似した構成糖組成と結合様式を有する「ヘパラン硫酸」の中で、特
に高分子量あるいは高硫酸含量の「ヘパラン硫酸」等が挙げられる。
　上記「未分画ヘパリン」は、解重合処理されていないヘパリンを意味し、通常、分子量
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が３０００～３００００ダルトンの範囲内にあるものである。
　上記「低分子量ヘパリン」は、未分画ヘパリンを解重合処理して低分子化したものであ
り、通常、分子量が１５００～１２０００ダルトンの範囲内にあるものである。
　上記「ヘパラン硫酸」は、通常、分子量が３０００～３００００ダルトンの範囲内にあ
るものである。
　また、本発明におけるヘパリンには、一般に生体内において遊離形と実質的に同様の生
理活性または薬理活性を発揮するもの、例えば、ヘパリンの誘導体および医薬的に許容さ
れる塩、付加塩、水和物などは本発明の技術的範囲に含まれる。
　なお、ここでいう分子量は、水性溶媒によるサイズ排除ゲルクロマトグラフィーによる
HPLC法で決定される重量平均分子量である。
【００１５】
　本発明における「亜硝酸分解」とは、実質的に、ヘパリンを分解し、かつ、後述するＯ
ＳＣＳ、コンドロイチン硫酸等の不純物を分解しない条件下での亜硝酸分解処理であれば
よいが、例えば、ｐＨ１．０～７．０（好ましくはｐＨ２．０～５．０）、反応温度－１
０～４０℃（好ましくは－５～１０℃）、反応時間０．５～６０分（好ましくは５～１５
分）、対象物質（ヘパリン等）１ｇに対する亜硝酸（特に亜硝酸Ｎａ）の使用量１０～１
０００ｍｇ（好ましくは５０～１００ｍｇ）等の比較的低ｐＨかつ低温下で短時間での条
件下での亜硝酸分解処理を意味する。
【００１６】
　上記「亜硝酸分解抵抗性不純物」とは、上記亜硝酸分解に対して抵抗性を示すヘパリン
中の不純物を意味し、例えば、ヘパリンを上記亜硝酸分解後にＨＰＬＣ（例えば、後述す
る条件下）で分析した場合、亜硝酸分解前のヘパリンの溶出位置に対応する位置に溶出さ
れる物質を意味する。このような物質としては、例えば、過硫酸化コンドロイチン硫酸（
ＯＳＣＳ）、コンドロイチン硫酸Ａ（コンドロイチン－４－硫酸：ＣＳＡ）、Ｂ（デルマ
タン硫酸：ＣＳＢ）、Ｃ（コンドロイチン－６－硫酸：ＣＳＣ）、Ｄ（コンドロイチン－
２，６－硫酸：ＣＳＤ）、Ｅ（コンドロイチン－４，６－硫酸：ＣＳＥ）、等のムコ多糖
で基本骨格にガラクトサミンとウロン酸（グルクロン酸あるいはイズロン酸）の２糖単位
構造を有するもの、また基本骨格にグルコサミンとガラクトースの２糖単位構造を有する
ケラタン硫酸（ＫＣ）が挙げられる。
【００１７】
　上記「亜硝酸分解抵抗性不純物」を「実質的に含有しない」とは、対象のヘパリンを、
日本薬局方第１５改正解説書に記載された「パルナパリンナトリウム」規格試験法の「分
子量」の項を参考にした条件の高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）で分析した場合
に得られるヘパリンの溶出位置（例えば、以下の具体例では溶出時間で１０～２０分）に
現れる屈折率（ＲＩ）で検出されたピークの総面積値に対して、当該ヘパリンを上記亜硝
酸分解し、同様の条件のＨＰＬＣで分析した場合に、ヘパリンの溶出位置に現れるピーク
の総面積値が、５％以下、好ましくは１％以下、より好ましくは０．５％以下であること
を意味する。
　上記ＨＰＬＣの条件の具体例としては、例えば、以下の条件が挙げられる：
検出システム：ＳＨＩＭＡＤＺＵ製管理システム（ＬＣ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、示差屈折
計（ＲＩ：ＲＩＤ－１０Ａ）
カラムおよびガードカラム：ＴＯＳＯ製ＴＳＫ　ｇｅｌ　Ｇ－２０００ＳＷＸＬおよびＴ
ＳＫ　ｇｕａｒｄ　ｃｏｌｕｍｎ　ＳＷＸＬ
カラム温度：４０℃
移動相：０．２ｍｏｌ／Ｌ　硫酸Ｎａ（ｐＨ　５．０）
流量：０．５ｍＬ／分。
【００１８】
　本発明の高純度ヘパリンは、例えば、亜硝酸分解抵抗性不純物等を含む原料ヘパリンを
、所定の条件下でエタノール等の有機溶媒を用いて分画することを含む方法により、製造
することができる。
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　上記分画に用いる有機溶媒としては、例えば、エタノール、メタノール、イソプロパノ
ールもしくはアセトンまたはこれらの混合物が挙げられる。なかでも、最終生成物への残
留を考慮した場合、エタノールが最も好ましい。
【００１９】
　以下、本発明の一例として、有機溶媒としてエタノールを使用した場合（エタノール分
画）を挙げて説明するが、エタノールの代わりに他の有機溶媒を用いた場合も同様に本発
明を実施することができる。
【００２０】
　本発明におけるエタノール分画は、５～３０重量％（好ましくは１０～２０重量％）の
ヘパリン水溶液に対して、０．２～１倍量（好ましくは０．４～０．６倍量）（体積）の
エタノールを混合し、ヘパリンのコロイド状沈殿物を得ることを特徴とする。当該方法は
、簡便であり、工業的に利用可能である。
　従来、ヘパリンを白色沈殿として得るために、エタノール沈殿法が利用されている。し
かしながら、従来のエタノール沈殿法が適用されるヘパリン水溶液中のヘパリン濃度は、
１～５重量％であり、本発明におけるエタノール分画に比べて大幅に低い。また、ヘパリ
ン水溶液に混合するエタノールの量は、２～１０倍量（体積）であり、本発明におけるエ
タノール分画に比べて顕著に大きい。すなわち、本発明におけるエタノール分画は、従来
のエタノール沈殿法と明確に区別される。
【００２１】
　上記エタノール分画における原料ヘパリンとしては、特に限定されず、未分画ヘパリン
の原料、未分画ヘパリン、低分子量ヘパリン等の様々な精製段階および不純物濃度のヘパ
リンを使用することができる。ただし、所望のヘパリンをコロイド状沈殿物として回収す
る場合、原料ヘパリンの分子量は、好ましくは３０００～３００００ダルトン、より好ま
しくは５０００～１５０００ダルトンである。
【００２２】
　上記エタノール分画に際して、原料ヘパリンを、精製水、注射用水等の水に上記濃度範
囲になるように溶解させてヘパリン水溶液を調製する。
　上記ヘパリン水溶液は、ヘパリンの特性により水溶液のｐＨの上昇に伴い溶媒による沈
殿生成がより鋭敏に、またｐＨの低下に伴い溶媒による沈殿生成がより緩慢になる点から
、そのｐＨが酸性～中性付近であることが好ましく、例えば、ｐＨ２．５～７．５、好ま
しくはｐＨ４．０～７．０である。
　また、上記ヘパリン水溶液は、ヘパリンの特性によりイオン強度の上昇に伴い溶媒によ
る沈殿生成がより鋭敏に、またイオン強度の低下に伴い溶媒による沈殿生成がより緩慢に
なること、また塩濃度が低い場合はコロイド沈殿を形成しづらくなり遠心操作等が必要と
なることから、塩が溶解していることが好ましい。その塩濃度としては、例えば、５０～
５００ｍＭ、好ましくは１００～２５０ｍＭである。塩としては、ヘパリンが主に医薬品
として使用されることから、薬学的に許容される塩、例えば、塩化ナトリウム、酢酸ナト
リウム、等が挙げられる。
　したがって、ヘパリン水溶液は、ヘパリンを生理食塩水に溶解させたものであってもよ
い。
【００２３】
　上記エタノール分画における処理温度および処理時間は、ヘパリンのコロイド状沈殿物
が得られる処理温度および処理時間であれば特に限定されないが、例えば、－１０～４０
℃（好ましくは５～２５℃）の温度で、例えば、０．５～４８時間（好ましくは４～２４
時間）行うことができる。
【００２４】
　上記エタノール分画によって、不純物である亜硝酸分解抵抗性不純物は上澄み液中に残
るが、ヘパリンはコロイド状となり、沈殿する。したがって、コロイド状沈殿物を上澄み
液と分離することにより、亜硝酸分解抵抗性不純物を実質的に含まない高純度ヘパリンを
得ることができる。
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【００２５】
　本発明における「コロイド状」ヘパリンまたは「コロイド状」沈殿物は、ヘパリンがコ
ロイドの分散相を形成しているものであって、本発明における分画で使用する水および有
機溶媒の混合液中において、界面および層を形成して沈殿しているものであり、例えば、
通常用いるマイクロオーダーの分子サイズふるいのものから限外濾過膜のような濾紙（例
えば、分子量カットサイズが５００～５００００ＭＷ）を使用して実質的に濾取すること
が困難な（濾紙を用いてその沈殿物と水／有機溶媒混液を分離することが困難である）状
態にあるものを意味する。
【００２６】
　一方、分子量が１５００～１２０００、好ましくは平均分子量が２５００～７５００で
あるヘパリンを原料ヘパリンとした場合、上記エタノール等の有機溶媒による分画は、次
のようにして行うことが好ましい。
　当該分画に用いる有機溶媒としては、例えば、エタノール、メタノール、イソプロパノ
ールもしくはアセトンまたはこれらの混合物が挙げられる。なかでも、最終生成物への残
留を考慮した場合、エタノールが最も好ましい。
【００２７】
　以下、上記分画の例として、有機溶媒としてエタノールを使用した場合（エタノール分
画）を挙げて説明するが、エタノールの代わりに他の有機溶媒を用いた場合も同様に実施
することができる。
【００２８】
　上記原料ヘパリンを、精製水、注射用水等の水に上記濃度範囲になるように溶解させて
ヘパリン水溶液を調製する。水溶液のｐＨの上昇に伴い溶媒による沈殿生成がより鋭敏に
、またｐＨの低下に伴い溶媒による沈殿生成がより緩慢になる点から、そのｐＨが酸性～
中性付近であることが好ましく、例えば、ｐＨ２．５～７．５、好ましくはｐＨ４．０～
７．０である。
　また、イオン強度の上昇に伴い溶媒による沈殿生成がより鋭敏に、またイオン強度の低
下に伴い溶媒による沈殿生成がより緩慢になること、また塩濃度が低い場合はコロイド沈
殿を形成しづらくなり遠心操作等が必要となることからバッチ操作に適さないため、塩が
溶解していることが好ましい。その塩濃度としては、例えば、５０～５００ｍＭ、好まし
くは１００～２５０ｍＭである。塩としては、薬学的に許容される塩、例えば、塩化ナト
リウム、酢酸ナトリウム等が挙げられる。
　エタノール分画は、５～３０重量％（好ましくは１０～２０重量％）のヘパリン水溶液
に対して、０．２～１倍量（好ましくは０．２５～０．６倍量）（体積）のエタノールを
混合し、亜硝酸分解抵抗性不純物の沈殿物を得る。
　この場合、不純物である亜硝酸分解抵抗性不純物は沈殿するが、ヘパリンは上澄み液中
に残る。したがって、上澄み液を沈殿物と分離することにより、亜硝酸分解抵抗性不純物
を実質的に含まない高純度ヘパリンを得ることができる。
【００２９】
　上記エタノール分画後、従来の方法にしたがって、精製処理（エタノール沈殿法等）、
乾燥処理（減圧乾燥等）等を行うことにより、亜硝酸分解抵抗性不純物を実質的に含まな
い高純度ヘパリンを白色粉末として得ることができる。
【００３０】
　本発明にしたがって得られる高純度ヘパリンは、副作用の原因物質であるＯＳＣＳ等の
不純物を実質的に含有しないために安全性が高く、また従来のヘパリンと同様の生理活性
を示すので、従来のヘパリンと同様の医薬用途に非常に好適に適用することができる。例
えば、本発明の高純度ヘパリンは、強い血液抗凝固活性を有しており、汎発性血管内血液
凝固症候群(ＤＩＣ)の治療、種々の血栓塞栓症（静脈血栓症、心筋梗塞症、肺塞栓症、脳
塞栓症、四肢動脈血栓塞栓症、術中・術後の血栓塞栓症など）の治療および予防のほか、
血液透析・人工心肺などの体外循環装置使用時や血管カテーテル挿入時または輸血および
血液検査の際などにおける血液凝固の防止に用いることができる。さらに、本発明の高純
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度ヘパリンは、リポ蛋白リパーゼ活性化作用、抗血小板凝集作用、血圧低下作用、抗補体
作用、癌転移抑制作用、肥満細胞からの脱顆粒阻害作用、局部炎症抑制、鎮痛および筋組
織の血行促進作用などの多くの生理活性を有することから、これらの作用に基づく各種疾
患の予防または治療剤として使用することもできる。
【００３１】
　本発明の高純度ヘパリンは、従来のヘパリンと同様に、通常の方法により製剤化し、注
射剤や経口剤として投与することができる。例えば以下のような投与法によって投与され
るが、その投与量あるいは投与速度は、通常本剤投与後、全血凝固時間または全血活性化
部分トロンボプラスチン時間を測定しつつ、年齢、症例、適応領域あるいは目的によって
決定される。
【００３２】
　例えば、静脈内点滴投与法では、ヘパリンの５,０００～５０,０００ヘパリン単位に相
当する量を５％ブドウ糖注射液、生理食塩液またはリンゲル液１,０００ｍｌで希釈し、
１分間に２０～３０滴前後の速度で静脈内に点滴投与する。また、静脈内間歇注射法では
、ヘパリンの５,０００～５０,０００ヘパリン単位に相当する量を４～８時間毎に静脈内
に注射する。皮下注射・筋肉内注射法では、１回５,０００～１０,０００ヘパリン単位に
相当する量のヘパリンを４時間毎に皮下注射または筋肉内注射する。
【００３３】
　体外循環時（血液透析・人工心肺）における使用において、人工腎では各患者の適正使
用量は透析前のヘパリン感受性試験の結果に基づいて算出されるが、全身ヘパリン化法の
場合、通常透析開始に先だって、１,０００～３,０００ヘパリン単位に相当する量のヘパ
リンを投与し、透析開始後は、１時間あたり５００～１,５００ヘパリン単位に相当する
量を持続的に、または１時間毎に５００～１,５００ヘパリン単位に相当する量を間歇的
に追加する。局所ヘパリン化法の場合は、１時間あたり１,５００～２,５００ヘパリン単
位に相当する量を持続注入する。また、人工心肺灌流時では、術式・方法によって異なる
が、１５０～３００ヘパリン単位/kgに相当する量を投与し、更に体外循環時間の延長に
応じて適宜追加投与する。
【００３４】
　経口投与の場合は、５００～２,０００ヘパリン単位/ｇに相当する量のヘパリンを１日
１～数回服用する。外用剤の場合は、１００～５００ヘパリン単位/ｇに相当する量のヘ
パリンの軟膏として用いられ、適量を１日１～数回塗擦またはガーゼなどに延ばして貼付
する。
【００３５】
　坐剤の場合は、１,０００～４,０００ヘパリン単位/ｇに相当する量のヘパリンを１日
１～２回肛門または膣に適用する。
【００３６】
　また、本発明の高純度ヘパリンは、従来のヘパリンと同様に、化粧品、研究試薬等とし
て好適に使用することができる。
【００３７】
　本発明はまた、ムコ多糖を亜硝酸分解することを特徴とする、当該ムコ多糖中に含まれ
る亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖または亜硝酸分解性ムコ多糖の検出または測定方法を提供す
る。
　上記方法における「亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖」としては、上記亜硝酸分解抵抗性不純
物として例示されたムコ多糖等が挙げられる。また、「亜硝酸分解性ムコ多糖」は、上記
亜硝酸分解によって分解されるムコ多糖を意味し、例えば、ヘパリン、ヘパラン硫酸等が
挙げられる。
　また、上記方法における「亜硝酸分解」は、上記亜硝酸分解と同様である。
　上記方法に使用されるムコ多糖としては、特に限定されないが、例えば、ヘパリン、ヘ
パラン硫酸、コンドロイチン硫酸、ケラタン硫酸等が挙げられる。
【００３８】
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　ムコ多糖の亜硝酸分解後、例えば、上記ＨＰＬＣ法を用いて、当該ムコ多糖中に含まれ
る亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖または亜硝酸分解性ムコ多糖を検出または測定することがで
きる。すなわち、対象ムコ多糖を上記亜硝酸分解後、ＨＰＬＣで分析した場合、対象ムコ
多糖が亜硝酸分解性ムコ多糖（ヘパリン等）であり、かつ、対象中に亜硝酸分解抵抗性ム
コ多糖（コンドロイチン硫酸等）が含まれている場合、亜硝酸分解前の亜硝酸分解性ムコ
多糖に相当するピークが消滅すると共に、亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖に相当するピークが
検出されることになる。逆に、対象ムコ多糖が亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖（コンドロイチ
ン硫酸等）であり、かつ、対象中に亜硝酸分解性ムコ多糖（ヘパリン等）が含まれている
場合、亜硝酸分解前の亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖に相当するピークは、亜硝酸分解後、亜
硝酸分解性ムコ多糖に相当する分だけピークが縮小することになる。
【００３９】
　上記ムコ多糖の検出または測定方法によれば、ムコ多糖製品中に、亜硝酸分解に対して
異なる特性を示す他のムコ多糖の混入の有無を簡便に確認することができるので、製品の
安全性等を確保することができる。また、目的のムコ多糖を製造する過程においても、亜
硝酸分解に対して異なる特性を示す他のムコ多糖の混入を簡便に確認することができるの
で、目的のムコ多糖の製造工程を効果的に管理でき、中間材料や最終生成物中への他のム
コ多糖の混入を回避することができる。
　以下に、実施例を挙げて本発明をさらに詳しく説明するが、本発明は、これらに限定さ
れるものではない。
【実施例】
【００４０】
〔試験方法〕
（１）亜硝酸分解
　高温下における弱酸性域（ｐＨ４．０付近）での副反応を低減するため、本処理は全て
氷冷下で行った。また、反応終了後の過剰の亜硝酸Ｎａの蓄積を避けるため、各試料に対
する亜硝酸Ｎａの添加量は、試料１ｇあたり６０ｍｇとした。
　予め注射用水（日本薬局方適合品）に溶かした各試料溶液に、所定量の亜硝酸Ｎａを加
えて攪拌した後、ＨＣｌでｐＨを１．５前後に調整して反応を開始した。３０分後、Ｎａ
ＯＨでｐＨを５．０に調整して反応を終了させ、エタノールを添加して固化、乾燥して白
色粉末を得た。
（２）ＨＰＬＣ法
　各試料中に含まれる物質の分子量分布をＨＰＬＣ法により確認した。ＨＰＬＣ法の条件
は、日本薬局方第１５改正解説書に記載された「パルナパリンナトリウム」規格試験法の
「分子量」の項に準じた。使用したＨＰＬＣの条件を以下に示す。
検出システム：ＳＨＩＭＡＤＺＵ製管理システム（ＬＣ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、示差屈折
計（ＲＩ：ＲＩＤ－１０Ａ）
カラムおよびガードカラム：ＴＯＳＯ製ＴＳＫ　ｇｅｌ　Ｇ－２０００ＳＷＸＬおよびＴ
ＳＫ　ｇｕａｒｄ　ｃｏｌｕｍｎ　ＳＷＸＬ
カラム温度：４０℃
移動相：０．２ｍｏｌ／Ｌ　硫酸Ｎａ（ｐＨ　５．０）
流量：０．５ｍＬ／分。
【００４１】
〔参考例１〕
　過硫酸化コンドロイチン硫酸（ＯＳＣＳ）標準品（ＯＳＣＳ－ＳＴＤ、日本公定書協会
）、ＯＳＣＳ含有未分画ヘパリン（Ｎａ塩、ＯＳＨＰ－ＳＨ、ＯＳＣＳ含量約１２．５％
、Ｃ社製ロットＮｏ．１０６０－０７－００３３）、ＯＳＣＳおよびコンドロイチン硫酸
ファミリーの混合物である粗ＯＳＣＳ（ＣＳＭＳ－ＣＥ１および－ＣＥ２、Ｎ社製ＯＳＣ
Ｓ含有未分画ヘパリン（Ｎａ塩：ロットＮｏ．ＰＨ－６４１０７およびｐＨ－６４５０７
）からヘパリン／ヘパラン硫酸の含量を約９５％以下に低減して調製）を、上記の方法で
亜硝酸分解し、上記の方法でＨＰＬＣを行い、亜硝酸分解前後の分子量変化を確認した（
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図２）。その結果、ＯＳＣＳ－ＳＴＤ、ＣＳＭＳ－ＣＥ１および－ＣＥ２について、２糖
単位のピークシフトを伴う分解および低分子化は確認されなかった。ＯＳＨＰ－ＳＨ（Ｏ
ＳＣＳ含量約１２．５％）について、２糖単位のピークシフトを伴う分解および低分子化
が確認され、ＲＩで検出された亜硝酸分解未分解物のピークの面積値は、亜硝酸分解前の
ピークの面積値の約１２．１％であった。また、ＯＳＨＰ－ＳＨの未分解物のピークは、
ＯＳＣＳ－ＳＴＤのピークと近い分子量を示した（図２－Ａ）。また、ＣＳＭＳ－ＣＥ１
および－ＣＥ２のピークは、コンドロイチン硫酸Ｂ（ＣＳＢ－ＳＴＢ、純度＞９５％、豚
小腸粘膜抽出物から調製）と近い分子量を示した（図２－Ｂ）。
【００４２】
〔参考例２〕
　コンドロイチン硫酸ファミリー（試薬特級品）のＡ、Ｂ、Ｃ、ＤおよびＥ型（ＣＳＡ、
ＣＳＢ、ＣＳＣ、ＣＳＤおよびＣＳＥ）、ヘパラン硫酸（ＨＳ）およびケラタン硫酸（Ｋ
Ｓ）を生化学工業（株）から購入し、上記の方法で亜硝酸分解し、上記の方法でＨＰＬＣ
を行い、亜硝酸分解前後の分子量変化を確認した（図３、点線より左側）。その結果、コ
ンドロイチン硫酸ファミリーおよびＫＳについて、２糖単位のピークシフトを伴う分解お
よび低分子化は確認されなかった。一方、ＨＳは２糖単位のピークシフトを伴う分解およ
び低分子化が確認された（図３、点線より右側）。
【００４３】
　参考例１および２の結果から、過硫酸化コンドロイチン硫酸（ＯＳＣＳ）およびコンド
ロイチン硫酸ファミリー（ＣＳＡ、ＣＳＢ、ＣＳＣ、ＣＳＤおよびＣＳＥ）は、亜硝酸分
解抵抗性であり、一方、ヘパラン硫酸（ＨＳ）は、亜硝酸分解によって分解されることが
わかった。
【００４４】
〔実施例１〕
　試料として、他のムコ多糖（主にヘパラン硫酸／コンドロイチン硫酸Ｂ／コンドロイチ
ン硫酸Ｃ）を含有する未分画ヘパリン（Ｎａ塩、ＵＦＮ－ＳＰ、Ｃ社製ロットＮｏ．１０
３５－０７９２）（５００ｇ）を１０Ｌ化学ホーロータンクに量り取り、生理食塩液（日
本薬局方適合品）を加えて５Ｌとした（ｐＨ６．０）。この溶液に、エタノール（２．５
Ｌ；和光純薬（株）、試薬特級品）を加えて攪拌した後、室温（２５℃）で２４時間以上
静置した（エタノール分画）。コロイド状沈殿物（下層）と上澄み液（上層）の二層に分
配されたことを確認した後、上澄み液を３０Ｌ化学ホーロータンクに移してエタノール（
２０Ｌ）を加えて激しく攪拌した。コロイド状沈殿物を３０Ｌ化学ホーロータンクに移し
て生理食塩液（３Ｌ）を加えて攪拌した後、エタノール（２０Ｌ）を加えて激しく攪拌し
た。各々の処理後、２４時間静置した。両方のタンク底に沈殿した白色析出物をそれぞれ
ブフナーロート上で回収した後、エタノールで洗浄し、五酸化リン存在下、室温で２４時
間減圧乾燥した。最終的にコロイド状沈殿物から４１８．２ｇの白色粉末を回収（回収率
８３．６％）した。
　上記ＵＦＮ－ＳＰについて、エタノール分画前、エタノール分画後の上層（上澄み液）
および下層（コロイド状沈殿物）に含まれる物質の分布を上記ＨＰＬＣ法で確認した。そ
の結果を図１に示す。
　また、得られた生成物を上記の方法で亜硝酸分解し、亜硝酸分解前後の生成物中に含ま
れる物質（ヘパリンおよび亜硝酸分解抵抗性不純物）の量を、上記の方法でＨＰＬＣを行
い、溶出時間１０～２０分の間に現れたピークの総面積として求めた。その結果を表１に
示す。
【００４５】
〔比較例１〕
　上記ＵＦＮ－ＳＰを、上記の方法で亜硝酸分解した。亜硝酸分解の前後の試料中に含ま
れる物質の分布を上記ＨＰＬＣ法で確認した。また、亜硝酸分解前後の生成物中に含まれ
る物質（ヘパリンおよび亜硝酸分解抵抗性不純物）の量を、上記の方法でＨＰＬＣを行い
、溶出時間１０～２０分の間に現れたピークの総面積として求めた。その結果を表１に示
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【００４６】
〔比較例２～７〕
　１Ｈ－ＮＭＲ法を用いた試験においてＯＳＣＳ由来のシグナルが目視上未検出あるいは
ヘパリンの１３Ｃ由来のサテライトシグナルでないことが確認済のＮａ塩５試料（ＵＦＮ
１～５）およびＣａ塩１試料（ＵＦＣ）を、上記の方法で亜硝酸分解した。亜硝酸分解の
前後の試料中に含まれる物質の分布を上記ＨＰＬＣ法で確認した（図４および５）。また
、亜硝酸分解前後の生成物中に含まれる物質（ヘパリンおよび亜硝酸分解抵抗性不純物）
の量を、上記の方法でＨＰＬＣを行い、溶出時間１０～２０分の間に現れたピークの総面
積として求めた。その結果を表１に示す。
【００４７】
〔実施例２～７〕
　上記比較例１～６と同様の試料について、実施例１と同様に、エタノール分画を行った
。次いで、得られた各生成物を、上記の方法で亜硝酸分解した。亜硝酸分解の前後の試料
中に含まれる物質の分布を上記ＨＰＬＣ法で確認した（図６および７）。また、亜硝酸分
解前後の生成物中に含まれる物質（ヘパリンおよび亜硝酸分解抵抗性不純物）の量を、上
記の方法でＨＰＬＣを行い、溶出時間１０～２０分の間に現れたピークの総面積として求
めた。その結果を表１に示す。
【００４８】
【表１】
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【図５】 【図６】
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【手続補正書】
【提出日】平成28年9月29日(2016.9.29)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　塩化ナトリウムおよび酢酸ナトリウムから選択される塩が５０～５００ｍＭの濃度で溶
解している５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、５～４０℃の温度にて、０．２～
１倍量（体積）のエタノール、メタノール、およびこれらの混合溶媒から選択される有機
溶媒を混合し、ヘパリンのコロイド状沈殿物を得ることを含む方法により得られるヘパリ
ン。
【請求項２】
　ヘパリンの分子量が、３０００～３００００ダルトンの範囲内にある、請求項１に記載
のヘパリン。
【請求項３】
　塩化ナトリウムおよび酢酸ナトリウムから選択される塩が５０～５００ｍＭの濃度で溶
解している５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、５～４０℃の温度にて、０．２～
１倍量（体積）のエタノール、メタノール、およびこれらの混合溶媒から選択される有機
溶媒を混合し、ヘパリンのコロイド状沈殿物を得ることを含む、ヘパリンの製造方法。
【請求項４】
　ヘパリンの分子量が、３０００～３００００ダルトンの範囲内にある、請求項３に記載
のヘパリンの製造方法。
【請求項５】
　塩化ナトリウムおよび酢酸ナトリウムから選択される塩が５０～５００ｍＭの濃度で溶
解している５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、５～４０℃の温度にて、０．２～
１倍量（体積）のエタノール、メタノール、およびこれらの混合溶媒から選択される有機
溶媒を混合し、ヘパリンを含有する上澄み液を得ることを含む方法により得られるヘパリ
ン。
【請求項６】
　ヘパリンの分子量が、１５００～１２０００ダルトンの範囲内にある、請求項５に記載
のヘパリン。
【請求項７】
　塩化ナトリウムおよび酢酸ナトリウムから選択される塩が５０～５００ｍＭの濃度で溶
解している５～３０重量％のヘパリン水溶液に対して、５～４０℃の温度にて、０．２～
１倍量（体積）のエタノール、メタノール、およびこれらの混合溶媒から選択される有機
溶媒を混合し、ヘパリンを含有する上澄み液を得ることを含む、ヘパリンの製造方法。
【請求項８】
　ヘパリンの分子量が、１５００～１２０００ダルトンの範囲内にある、請求項７に記載
のヘパリンの製造方法。
【請求項９】
　ムコ多糖を亜硝酸分解し、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分析することを特徴
とする、当該ムコ多糖中に含まれる亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖または亜硝酸分解性ムコ多
糖の検出または測定方法であって、
　当該HPLCが、検出計に示差屈折計を用い、サイズ排除カラムを用いたゲル濾過クロマト
グラフィーである、方法。
【請求項１０】
　ムコ多糖を亜硝酸分解し、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分析することを特徴
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とする、当該ムコ多糖中に含まれる亜硝酸分解抵抗性ムコ多糖または亜硝酸分解性ムコ多
糖の検出または測定方法であって、
　当該HPLCを、検出計およびカラムの条件を除き、日本薬局方第15改正解説書に記載され
た「パルナパリンナトリウム」規格試験法の「分子量」の項に記載された条件下で行う、
方法。
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