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第 1 章  緒論  

    

1. はじめに  

 生体成分であるムコ多糖（mucopolysaccharide, MS）は、グリコサミノグリ

カン（ glycosaminoglycan, GAG）とも呼称され、動物の結合組織を中心にあら

ゆる組織中、特に結合組織中ではタンパク質と結合した状態であるプロテオグ

リカン（proteoglycan, PG）として存在する。MS はその分子内に保水作用を有

することから、組織構造の維持あるいは関節間の潤滑作用を有する。MS の呼称

（Meyer 1938）は本来、ラテン語の muco（生体粘膜中の粘質性分泌物の意）

に由来するが、現在ではアミノ糖を含有する多糖類と定義されている。   

MS の構造は一部を除き、二糖単位の繰り返し構造からなる枝分れのない長鎖

であり、その二糖単位の基本となる組み合わせとして、アミノ糖とウロン酸

（uronic acid, UA）、またアミノ糖と D-ガラクトース（D-galactose, Gal）の 2

種 類 が 多 く 認 め ら れ る 。 前 者 の 場 合 、 ア ミ ノ 糖 に は D-グ ル コ サ ミ ン

（D-glucosamine, GlcN）あるいは D-ガラクトサミン（D-galactosamine, GalN）、

UA としては D-グルクロン酸（D-glucuronic acid, GluA）あるいは L-イズロン

酸（L-iduronic acid, IdoA）または Gal がアミノ糖に結合する。一方、後者の

場合、アミノ糖は GlcN であり、Gal と GlcN の二糖単位の糖鎖骨格のみを有す

る MS として、角膜 /軟骨等の組織に含有されるケラタン硫酸（keratan sulfate,  

KS）が知られている。これらの基本構造に加え、各糖に結合するアセチル基あ

るいは硫酸基の数、結合部位等の相違により各 MS の特性は変化し、それぞれ

特徴のある生理活性を呈している。  

工業的あるいは商業的な MS の用途は多岐にわたり、健康食品、化粧品、研
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究用試薬および医薬品等、多くの分野において世界中で流通している。後述す

るように、MS の種類は様々であり、それらを抽出 /精製するための粗原料もま

た多様である。あまり知られていないが、粗原料の起源を遡ると、畜産資源で

ある牛、豚、羊では軟骨あるいは腸粘膜、また家鶏では鶏冠等、そして、水産

資源である鮫、イカでは軟骨等、という具合に、それぞれの食品加工時に生じ

る副産物に由来するものが大多数を占めている。  

しかし、 2000 年 代 初 頭 に 発 生 し た 牛 海 綿 状 脳 症 （ bovine spongiform 

encephalopathy, BSE）問題以降、牛由来の副生成物の利用は大きく制限され、

牛由来の MSの流通も同様に厳しく制限されている。近年では甲殻類（Kitagawa

ら  1997）や微生物（Matsuda ら  1992）由来の MS についても、糖鎖構造ある

いは生理活性や有効利用等に関する研究等が報告されており、MS 粗原料の新

規開拓も期待されている。健康増進を目的とする健康食品の素材、あるいは表

皮保湿を目的とする化粧品の素材となる MS として、N-アセチル -D-ガラクトサ

ミン（N-acetyl-D-galactosamine, GalNAc）と UA の二糖を基本骨格としたコ

ンドロイチン硫酸（ chondroitin sulfate, CS）、そして GlcNAc と GluA の二糖

を基本骨格としたヒアルロン酸（hyaluronic acid, HA）が挙げられる。工業的

には、前者は豚、鮫およびイカの軟骨、後者は鶏冠から製造されることが多い。  

食品あるいは化粧品の分野における MS の認知度は高いが、実は医療分野に

おいて生物由来の医薬品原料として流通している MS も多い。例えば、前述し

た CS は、外科領域では腰痛症、関節痛および感音性難聴等の疾患の治療薬と

して、また、眼科領域では角膜表層保護を目的とした治療薬として使用されて

いる。一方、HA は、外科領域では変形性膝関節症および関節リウマチにおける

膝関節痛等の治療に使用され、眼科領域では角結膜上皮障害等の疾患における
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治療薬として使用されている。特に、日本国内での CS の歴史は古く、すでに

昭和初期から CS 分解酵素の研究成果も報告されており（Soda と Egami 1938）、

後に頭痛薬として研究が進められ、医薬品として販売された経緯は興味深い。  

 

2. 血液透析療法で使用されるヘパリン  

ヘパリン（heparin, HP）は、主に GlcN と UA の二糖を基本骨格とした MS

であり、その血液凝固阻止作用が良く知られている。また、BSE 問題が発生す

る以前は、その粗原料として、牛、豚および羊腸を用いた天然ケーシング製造

の初期段階において、残留する内容物を洗浄した後に削ぎ落とされる腸内粘膜

が利用されてきたが、現在ではほぼ豚腸粘膜のみが利用されている。HP は、

CS や HA とは異なり、食品や化粧品としての利用例はほとんど無いが、医療分

野において血液透析療法などの体外循環装置使用時における血液凝固の防止の

ために使用される。血液透析とは腎機能の低下に伴って血液中に蓄積する老廃

物および過剰水分等を人工的に除去する臨床医療のひとつであり、具体的には

ダイアライザと呼ばれる透析膜を充填した人工腎臓内に血液を送り込み、透析

膜外に老廃物や過剰水分を排出する治療方法である。血液透析療法の際には、

体外循環時に血液が凝固しないように、合成品あるいは HP のような生物由来

の血液凝固阻止剤が使用される。  

日本透析医学会による「慢性透析患者数の推移に関する調査（日本透析医学

会 2013）」によれば、日本国内の慢性透析患者数は 2005 年頃まで年間約 1 万人

ずつ増加し、2011 年末に 30 万人を超え（ 304,856 人）、また、「治療方法別抗

凝固薬の種類に関する調査（日本透析医学会  2004）」によれば、血液透析、血

液濾過透析および血液吸着透析等の透析療法の種類によらず、HP 製品の使用例
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が過半数を超えている。重度の腎不全の場合、透析は月当たり 10～15 回前後行

われ、その毎に血液凝固阻止剤の使用が必須であることから、血液透析におけ

る血液凝固阻止剤として、HP 製品はかなり高頻度で使用されていることになる。

HP 製品の主原料となる HP 原薬には，以下に述べる未分画 HP と低分子 HP が

ある。  

z 未分画 HP（unfractionated heparin, UFH）  

HP は、1916 年にイヌ肝臓から、血液凝固阻害作用をもつ物質として発見さ

れ（Mclean 1916）、その後、哺乳動物の種によらず、また肝臓以外の器官にも

存在（Charles と Scott 1933）することが報告された。血液循環に関する疾患

等で、HP の臨床使用（Murray ら  1937,  Murray 1940）がなされて以来、医療

分野で世界的に広く普及し、血液透析時の血液凝固阻止および血栓塞栓症予防

等の目的で使用されている。  

HP 糖鎖の基本骨格は GlcNAc あるいは N-スルフェート -D-グルコサミン

（N-sulfate-D-glucosamine, GlcNS）と UA（GluA あるいは IdoA）の繰り返

し二糖で構成されている。HP は、血中の血液凝固インヒビターのひとつである

アンチトロンビンⅢ（antithrombinⅢ ,  ATⅢ）と結合することにより、元来 AT

Ⅲが有する血液凝固阻害作用を著しく増強する作用があることが報告された

（Damus ら  1973）。 この阻害作用の本質は、血中の血液凝固因子の一連の連

鎖反応（凝固カスケード）によって引き起こされる血液凝固反応の中で、その

下流に位置する Xa およびⅡa（トロンビン）因子の両者を強く阻害することに

より、Ⅰ（フィブリノーゲン）因子のフィブリン化を抑制することである。  

工業的には、HP は食用獣である牛、豚および羊等の屠畜後の副生物から製造

される生理活性物質であり、主に肺、肝および腸組織から抽出される（Pearce
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ら  1968）。基本的には、各組織を破砕して調製した懸濁液の酵素処理を行い、

吸着剤処理（Roden と Dorfman 1959）によって得られた粗 HP（ crude heparin, 

CHP）を用いて、いくつかの精製工程を経た後に最終製品となる。しかし厳密

には、製造メーカーによって HP の製造方法は異なっており、その製造方法の

相違により、化学構造や生理活性が変動することも指摘されている（ Coyne 

1977）。前述のとおり、BSE 問題以降、医薬品原料としての HP 製造において、

その粗原料として用いられる CHP は、ほぼ豚腸粘膜由来である。CHP は、HP

に加え、主にヘパラン硫酸（heparan sulfate, HS）およびコンドロイチン硫酸

ファミリー（ chondroitin sulfate family, CSF）を含有している（Griffin ら  

1995）。各製造メーカー、また個々の製造ロットによって若干の差異はあるもの

の、HP 最終製品中には CHP に由来するこれらの MS が不純物として残留して

いる場合もあったため、HP は未分画 HP（unfractionated heparin, UFH）と

も呼称されてきた。HS 糖鎖の基本骨格は  GlcNAc あるいは GlcNS と UA（GluA

あるいは IdoA）の繰り返し二糖で構成され、HP と似た構造であるが硫酸基の

数や結合位置が HP とは異なり（Toida と Linhardt  1998）、血液凝固阻害作用

は HP よりも弱いことが知られている（ Ishihara と Ono 1998）。また、CSF は、

その天然型として、主に五つの型（CS-A, CS-B, CS-C, CS-D および CS-E）に

分類されてきた（Bernardi ら  1957,  Meyer と Chaffee 1941,  Meyer ら  1936, 

Suzuki 1960,  Kawai ら  1966）。また、CS-B はデルマタン硫酸（ dermatan 

sulfate, DS）とも呼称されている。これ以外の CSF として、近年ではヌタウナ

ギ由来の CS-H（Akiyama と Seno 1973）およびカブトガニ由来の CS-K（Seno

と Murakami 1982）も注目されてきている。CSF 糖鎖の基本骨格は GalNAc

と UA の繰り返し二糖で構成されており、特にアミノ糖が GalNAc であること
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が HP や HS とは大きく異なっている。豚腸粘膜中の HP 以外の MS は、主に

HS、CS-B（DS）および CS-C である。抽出方法により変動するものの、通常

CHP 中には、特に高分子 MS として CS-B（DS）が 5～20％程度含有されてい

る場合が多い。そのため、CS-B（DS）含量はしばしば HP の精製度の指標とな

る。これら CHP 中に含有される HP 以外の MS もまた、分画あるいは化学修飾

されて食品、研究用試薬、あるいは医薬品などとして有効利用されている（奥

山ら  1979）。 HP と同様にそのアミノ糖組成が主に GlcNAc あるいは GlcNS で

ある HS と異なり、アミノ糖組成が主に GalNAc である CSF は、UFH 中にお

よそ 0～5％前後が残留していることはこれまでにも確認されていた。しかし、

CSF の残留に起因する重篤な副作用の報告例は少なく、これまで特別な対策が

取られることなく臨床使用されてきた経緯がある。  

z 低分子 HP（Low molecular weight heparin, LMWH）  

HP の臨床使用時における副作用として、その血液凝固阻害作用という生理活

性上の特性により、出血時間の延長、すなわち出血傾向の助長が挙げられる。

これは HP が結合した ATⅢにより、血液凝固因子である第Ⅹ a 因子および第Ⅱ

a 因子が強力に阻害されることにより惹き起されるものである。通常、組織か

ら抽出された HP は単一物質ではなく、不均一な分子量分布を有する多分散の

混合物質であるが、高分子領域に分布する HP は第Ⅹa 因子活性・第Ⅱ a 因子活

性のいずれも阻害するのに対して、低分子領域に分布する HP は第Ⅹa 因子をよ

り選択的に阻害し、第Ⅱ a 因子を阻害する作用は前者より弱いことが明らかに

なった（Andersson ら  1976）。さらに精査が進み、ATⅢと結合するために必要

な HP 糖鎖の最少単位は五糖であることが報告された（Thunberg ら  1982）。

また、出血傾向の助長を含めた多くの副作用が HP の分子量の低下に伴って低
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減されることが注目されて以来、HP を化学的、あるいは酵素的に分解する方法

の研究が進み、低分子 HP（Low molecular weight heparin, LMWH）が開発さ

れた。その種類、また解重合の方法は多様であるが（Linhardt ら  1990）現在、

日本国内で流通している血液透析適応の LMWH について、ダルテパリンナトリ

ウム（dalteparin sodium, DN）、レビパリンナトリウム（ reviparin sodium, RN）

は亜硝酸分解、パルナパリンナトリウム（ parnaparin sodium, PN）は過酸化

水素等を用いたラジカル分解によって HP を低分子化することにより製造され

ている。  

 

3. HP 製剤中に混入した不純物による有害事象  

このように、その組成や製造原料に由来する不純物についても既知であり、

また、重篤な副作用の報告も僅かで、世界中で古くから使用されてきた HP で

あるが、2008 年初頭、米国、ドイツなどで HP 製剤の急速静注投与が原因と思

われる死亡および他の副作用について、アメリカ食品医薬局から緊急報告がな

された（U.S. Food and Drug Administration,  FDA 2008）。使用された HP

製剤および原薬について、分析調査した結果、本来原薬中に大量に混入する可

能性がない過硫酸化コンドロイチン硫酸（ over-sulfated chondroitin sulfate,  

OSCS）が確認された（Guerrini ら  2008, Beyer ら  2008,  Kishimoto ら  2008）。

またいくつかの薬理試験の結果から、最終的に有害事象の原因は OSCS による

ものと判断された。日本国内において HP 製剤の原薬は、すべて海外から輸入

されており、国内生産は行われていない。速やかに安全性確保のため、HP の純

度試験法および確認試験法が検討され（橋井ら  2008a,  橋井ら  2008b,  掛樋ら  

2008,  川崎ら  2008,  栫ら  2009,  橋井ら  2010）、混入物質である OSCSと CS-B
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（DS）の確認 /純度試験として 1H-NMR、イオン交換および逆相クロマトグラフ

ィー等の実施が薬事法で法令化され（厚生労働省  2008, 厚生労働省  2010）、最

終的な原薬の規格試験として義務づけられた。各原薬メーカーはこの規格試験

に適合する原薬を製造するために、今まで以上に製造 /分画方法の至適化、また

各工程での品質管理の徹底が喫緊の課題となった。  

安全性の高い HP 原薬を製造するためには、「各工程で目的外物質の基準値を

設定し、上述の試験によって検査を行い、適合した中間体を次工程に移行する」

ことが最も確実な方法であると考えられるが、上述の各試験法は頻雑である上、

外注試験を行った場合はコストが高くなり、ひいては原薬価格の高騰にも繋が

ることが懸念される。そのため、各原薬メーカーで、粗原料である CHP の受入

から最終的な HP 原薬の粉体充填までの各工程において、これらの試験をすべ

て実施することは事実上困難であるといえる。また、Figure 1 に示すとおり、

MS 製造メーカー、特に CHP のような粗原料から製造するメーカーにおいては、

1 種類の MS のみを製造することは稀であり、基本的に、1）異種生物由来の粗

原料から特定の MS を個別に製造する（Figure 1A）、あるいは 2）粗原料中の

MS を分画して何種類かの MS を製造する場合（Figure 1B）が多い。そのため、

粗原料あるいは中間体の取り違え、また製造工程におけるラインおよび各機器

の洗浄不良等によっては、目的とする MS 中に目的外の MS が混入する可能性

が常にあることを理解しなければならない。特に、HP と同種同効薬である

LMWH には、現在上述の試験、あるいはそれに代わる確認 /純度試験は義務づ

けられていない。このことから、HP と同一工場、すなわち同一生産ラインを使

用する頻度が高い LMWH については、HP と同様に安全性を担保、あるいは向

上させるための何らかの工程管理の手段が必要である。そして、HP および
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LMWH 中に目的外の MS の残留を低減するような精製 /分画方法を製造工程に

導入することにより、高純度の HP および LMWH を安定供給できる製造管理法

を確立することが喫緊の課題である。  

 

4. 本研究の目的  

本論文では、医療分野で世界的に広く普及し、血液透析時の血液凝固防止お

よび血栓塞栓症予防等の目的で用いられている HPおよび LMWH製品の安全性

確保と安定供給を目的として、より簡便な純度確認法およびエタノール（EtOH）

分画による効率的な原薬の精製法について研究を行った。  

まず、第２章では、各種 MS の純度試験を確立する目的で、CHP、HP、LMWH、

および HP と同様に、天然物から抽出して調製される MS である CSF、KS およ

び HS について、ゲルろ過 HPLC 法を用いて、各 MS 溶液の示差屈折（ refractive 

index, RI）と紫外吸収（ultra violet, UV）測定を行い、その分子量分布の確認、

また、RI と UV のクロマトグラム形状の比較を行った。また、それらの亜硝酸

分解処理に対する反応性、すなわち分解処理前後での分子量分布の変化を確認

した。  

第３章では、高純度 HP の工業的製造法を確立する目的で、試験用および商

業用 HP 原薬の EtOH 分画処理による高純度化について検討した。また、EtOH

分画により得られた各画分について、亜硝酸分解処理 /ゲルろ過 HPLC および

1H-NMR 分析を行って、それらの純度を確認した。   

第４章では、高純度 LMWH の工業的製造法を確立する目的で、汚染モデル

LMWH として高分子 DS および高分子 OSCS を添加した試験用 DN および商業

用 DN 原薬の EtOH 分画処理による高純度化について検討した。また、得られ
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Figure 1. Processing flow of  MS products and OSCS contamination pathway to MS products.  
(A), Products from specific raw-material. ; (B), Products from porcine intestinal mucosa. 
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た各画分を亜硝酸分解処理 /ゲルろ過 HPLCおよび 1H-NMR分析により、LMWH

の確認 /純度試験を実施した。  
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第 2 章  各ムコ多糖の分子量分布および亜硝酸分解に対する

反応性の確認  

緒言  

 MS は、基本的に生物由来の多糖類であり、その多くは各生物の体液、または

器官 /組織中に存在する。製造される MS により、その工業的生産に用いられる

粗原料は異なり、哺乳類である牛、豚、羊や家鶏等の家畜および鮫、イカ等の

水産物、そして甲殻類、微生物由来のものまで多岐に亘っている。それらの粗

原料から抽出 /製造された MS の用途も、また様々で、健康食品用のサプリメン

ト、化粧品の添加剤、研究試薬、そして医薬品等で広範囲に利用されている。

研究目的で、個別あるいはその対照として数種類の MS を混合したものを検体

として、糖鎖構造あるいは構成糖の確認を、NMR、COSY 等を用いて分析を行

った報告例は多い。しかしながら、各 MS 製造工程時の品質管理、すなわち、

製造する MS 製品における他の MS の残留の度合いを確認する目的での分析方

法に関する報告はほとんどされていない。各 MS 最終製品の純度を上述の試験

で確認することは可能であるが、製造工程毎にこれらの試験を実施することは

極めて煩雑であり、また各製品の高コスト化に繋がる懸念がある。しかし Figure 

1 に示したとおり、多くの MS は同一工場で処理、また精製されている場合が

多く、目的とする MS 製品への他の MS の混入に対するリスク管理は必須であ

り、これはすべての MS 原料製造メーカー、また、MS 原料を用いた最終製品を

製造 /販売するメーカーにとって重要であると考えられる。  

MS の酸性条件下での亜硝酸処理に対する挙動について、特に、HP は分解さ

れて低分子化し、CSF は分解されないことが知られている。そこで、上述の分

析方法よりも、簡便かつ効果的な製造工程時の純度確認として、1) 各 MS の酸



 

-13- 

性条件下での亜硝酸処理、そして、2) ゲルろ過 HPLC 法によるそれらの分子量

分布推移の分析を組み合わせることにより、各 MS 間に残留する他の MS ある

いは不純物を確認する方法が構築できるのではと考えられた。  

そこで本研究では、HP 群（HP 粗原料である CHP および HP）とその低分子

化 MS である LMWH 群（DN, PN および RN）、さらに、健康食品、化粧品、試

薬および医薬品原料として使用される、主に哺乳動物と水産動物に由来する 7

種類の MS 高純度品（CSF, KS および HS）、そして、異なる MS からなる 2 種

類の MS 混合品（MS-I および MS-Ⅱ）について、ゲルろ過 HPLC 法を用いて、

それらの分子量分布を確認した。また、LMWH 群を除く各 MS について、ゲル

ろ過 HPLC 法を用いて、それぞれの亜硝酸分解に対する反応性の確認を行った。 
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実験材料と方法  

1.  供試材料  

HP 群の CHP-T（豚腸粘膜由来、主な夾雑 MS として、CS-B（DS）を約 17.8%

前後含有）および HP-T（豚腸粘膜由来、高純度精製品）は扶桑薬品工業株式会

社より供与されたものを使用した。また、LMWH 群である DN、PN および RN

は試験用 LMWH 原薬（いずれも豚腸粘膜由来）を使用した。CSF の A、B、C、

D および E 型（CS-A , CS-B（DS）, CS-C, CS-D, CS-E）の 5 種類（それぞれ、

クジラ軟骨、豚皮、鮫軟骨、鮫軟骨、イカ軟骨由来）、KS（牛角膜由来）およ

び HS（牛腎臓由来）は、生化学工業（株）から購入した（生物由来、試薬特級

品）。また、MS 参照物質 I（MS-I）は、豚小腸粘膜由来の低分子 MS を、HS：

CS-B（DS）：CS-C＝約  8:1.5:0.5（重量比）となるように調製し、MS 参照物質

Ⅱ（MS-Ⅱ）は牛気管軟骨由来の MS 混合物（CS-A：CS-C＝約  7:3）を用いた。

その他の試薬は試薬特級品、あるいはそれ以上のもの（和光純薬工業（株）製）

を用いた。  

 

2 .  ムコ多糖の亜硝酸分解処理  

あらかじめ注射用水に溶かした各検体溶液に、検体と NaNO2の重量比が 1 : 

0.06 となるように NaNO2を加えて攪拌した後、 4mol/L HCl で pH を約 1.5 に

調整した。30 分間攪拌した後、2mol/L NaOH で pH を 5.0 に調整し、ゲルろ過

HPLC の試料とした。これらの処理はすべて氷冷下で行った。  

 

3 .  ゲルろ過 HPLC による分子量分布の確認  

HPLC 法による各試験物質の分子量分布の確認は、第 15 改正日本薬局方（厚
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生労働省  2006）に記載されている方法のカラム本数、試料を秤量する量および

試料導入量等を一部改変した方法で行った。各分析試料は、移動相に溶解した

各検体の終濃度が 1%（w/v）になるように調製し、島津製作所（株）製の分析

機器を使用して RI および UV シグナルを測定した。使用した機器および分析条

件は以下の通りである。管理システム ,  LC solution；ポンプ ,  LC-10AV vp；検

出器 ,  紫外吸光光度計（SPD-10AV vp；測定波長 , 234nm）および示差屈折計

（RID-10A）；カラムおよびガードカラム ,  TSKgel G-2000SWXL（5μm, 7.8mm 

I.D.×300mm, TOSO 製（株）） , TSKgel guardcolumn SWXL（5μm,  6.0mm 

I.D.×40mm, TOSO 製（株））；カラム温度 , 40℃；移動相 , 0.2mol/L Na2SO4

（pH5.0）；流速 ,  0.5mL/min；試料導入量 ,  25µL。  
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結果と考察  

はじめに、各検体の RI と UV 測定による HPLC クロマトグラムのピーク形

状を比較した。分析結果について、HP 群および LMWH 群を Figure 2 に、CSF

を Figure 3 に、そして HS、KS、MS-Ⅰおよび MS-Ⅱを Figure 4 にそれぞれ

示した。  

HP 群および LMWH 群の RI クロマトグラムの結果（Figure 2）、すべての試

料で 24.0 分付近に塩類に由来するピークが検出された。また、HP 群の CHP-T

および HP-T では保持時間 10.0～23.0 分に MS 糖鎖に由来する主要ピークが検

出された。しかし HP-T では 15.1 分付近にピーク頂点をもつピークのみが確認

されたのに対して、CHP-T では、10.8 分付近にピーク頂点をもつ小ピークが 1

つ、主要ピークとして、 13.0 分付近および 14.7 分付近にピーク頂点をもつ 2

ピークが重なり合って確認された。高純度に精製された HP-T のピーク頂点が

15.0 分付近であることから、 10.8 分および 13.0 分付近にピーク頂点を有する

物質は HP-T より高分子の MS 由来の物質であり、特に、その RI 面積値から、

CHP-T 中に約 17.8%存在する CS-B（DS）および他の夾雑 MS に由来するもの

であると推測した。  

各 LMWH のピーク頂点については、DN は 19.5 分付近、PN は 20.4 分付近、

そして RN は 20.7 分付近であった。その分子量分布はいずれも異なっており、

各保持時間から DN、PN、RN の順に低分子領域に移行していることが確認さ

れた。これは各 LMWH の出発物質、あるいは製造方法の違いによるものと考え

られた。また、DN では 12.7 分付近にピーク頂点を有する小ピークを確認した。

また、DN と RN では鋭い形状のピークが 10 前後確認されたが、PN では比較

的ブロードなピーク形状であった。これは DN と RN が亜硝酸分解法によって
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Figure 2. Chromatograms of HP and LMWH analyzed on HPLC equipped with RI and UV 
                 detectors.  
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低分子化されて二糖単位の糖鎖が段階的に蓄積したこと、一方、PN が過酸化水

素等を用いた分解法によって比較的ランダムに分解 /低分子化された糖鎖が蓄

積したことに起因すると推測した。  

UV クロマトグラムでは、CHP-T では 10.7 分付近にピーク頂点をもつ小ピー

ク、主要なピークとして 12.3 分付近にピーク頂点をもつブロードなピーク、そ

して 23.7 分付近に比較的高いピーク頂点をもつピークが、それぞれ 1 つずつ確

認された（Figure 2）。RI と UV クロマトグラムを全体的に比較した場合、RI

と UV のピーク面積値およびピーク高さに相関性はないと考えられた。検出法

の違いによるこのピーク形状の差異については、CHP-T の原料である豚腸粘膜

に由来するプロテオグリカンにより UV の吸収が増加しているものと考えられ

た。特に、保持時間 15.0～24.0 分付近のピークについては、本来 MS の重量を

反映する RI の面積値およびピーク形状と全く相関性が確認できないことから、

「HP に結合、あるいは単体で夾雑していた粗原料由来の低分子のペプチドグリ

カン断片」、あるいはペプチド、核酸、その他の成分により、UV の吸収が増加

したと考えられた。  

HP-T について、保持時間 10.0～20.0 分に MS 糖鎖に由来する主要ピークが

検出され、そのピーク頂点は 15.0 分付近であり、RI の場合とかなり近いピー

ク形状を得た。これは HP-T 中に共雑物が極めて少ないこと、またその精製工

程において糖鎖の酸化還元処理等が均等に行われているためと考えられた。  

各 LMWH の UV クロマトグラムにおける主なピーク頂点は、DN は 19.3 分

付近、PN は 21.8 分付近、そして RN は 21.4 分付近に確認された。これらは

RI クロマトグラムでの各 LMWH のピーク頂点に比較的近い位置であったこと

から、製造過程において均等に各分子量域の酸化還元処理等が行われたものと
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考えられた。しかし、DN については RI で確認されたように、12.7 分付近にピ

ークが確認されたことから、MS に由来する物質が存在すると考えられた。この

夾雑物質は、DN の原料である HP に由来する高分子のペプチドグリカン、低分

子化されなかった HP、あるいは CSF 等の HP 以外の MS であると推測された。

また、いずれの LMWH においても RI と UV のピーク面積値およびピーク高さ

の相関性が低いこと、また、RI で MS 糖鎖が確認されない保持時間においても

UV 吸収を有するピークが確認されることから、CHP-T と同様に MS 糖鎖およ

びその糖鎖骨格に由来しない物質も検出されると考えられた。すなわち、比較

的純度の低い MS について、MS 糖鎖以外の共雑物を検出する場合には、物質量

（数）を示す UV は有効であるが、HP 群あるいは LMWH 群のような精製され

た MS について他の MS 共雑物を確認しようとする場合、UV 検出法で得られる

ピーク面積値は必ずしも夾雑する MS 糖鎖本体の質量を反映するものではない

と考えられ、UV での MS 糖鎖本体の確認は困難であると考えられた。  

CSF の RI クロマトグラムについては、すべての試料で 24.0 分付近に塩類に

由来するピークが検出された（Figure 3）。CS-A、CS-B（DS）、CS-C、CS-D

および CS-E のいずれも保持時間 10.0～15.0 分に MS 糖鎖に由来する主要ピー

クが検出され、それぞれの主なピーク頂点は、それぞれ 13.1、13.5、12.4、12.4

および 12.1 分付近であり、ピーク形状も比較的均質であった。しかし、CS-B

（DS）および CS-E については、主ピークとは別に、CS-B（DS）は 11.5 分、

CS-E は 11.0 分付近に僅かなピークが確認された。また、UV クロマトグラム

（Figure 3）では、CS-A、CS-B（DS）、CS-C、CS-D および CS-E のいずれも

保持時間 10.0～15.0 分に MS 糖鎖に由来すると思われる主要ピークが検出され、

それぞれの主なピーク頂点は、それぞれ 13.1、13.7、12.4、12.5 および 12.1
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Figure 3. Chromatograms of CSF analyzed on HPLC equipped with RI and UV detectors.  
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分付近であった。しかし CS-B（DS）については 11.4 分に僅かなピークを、CS-E

については 10.5分付近に主要ピークとほぼ同様のピーク面積値およびピーク高

さをもつピークが確認され、さらに 15.0 分以降にもブロードな 2 ピーク（17.4

分および 23.3 分付近）が確認された。CS-B（DS）および CS-E それぞれの、

保持時間 11.4 分および 10.5 分付近のピークについては、いずれも RI クロマト

グラムで確認された保持時間 11.5 分および 11.0 分付近のピークに相当するも

のであると考えられ、これらは高分子の MS 由来の物質であり、CS-B（DS）に

ついては豚皮、CS-E についてはイカ軟骨のプロテオグリカンの残留に起因する

ものと考えられた。したがって、CSF においても、CSF 中の他の MS の確認と

いう目的において、UV で得られる値は必ずしも MS 糖鎖本体の質量を反映する

ものではないと考えられ、UV での MS 糖鎖本体の確認は困難であると判断した。 

KS、HS、MS-Ⅰおよび MS-Ⅱの RI クロマトグラムについても、すべての試

料で 24.0 分付近に塩類に由来するピークが確認された（Figure 4, RI）。KS、

HS、MS-Ⅰおよび MS-Ⅱのいずれも保持時間 10.0～23.0 分に MS 糖鎖に由来す

る主要ピークが検出され、主なピーク頂点は、それぞれ 13.8、13.0、21.7 およ

び 13.5 分付近であった。そして MS-Ⅱについては、主要ピークとは別に、22.8

分付近にピーク頂点を有するブロードなピークが確認された。UV クロマトグラ

ム（Figure 4, UV）については、各主要ピーク以外に、KS では主要ピークと重

なるブロードなピークを、HS では 22.4 分付近にピーク頂点をもつ鋭いピーク

を、MS-Ⅰでは 23.8 分付近にピーク頂点をもつ、主要ピークと重なるブロード

なピークを、そして MS-Ⅱについては 22.4 分付近に主要ピークとほぼ同様のピ

ーク面積値およびピーク高さをもつピークが重なって確認された。これら MS

の場合、HP 群や LMWH 群の場合とは異なり、主要ピークより前の保持時間で
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Figure 4. Chromatograms of HS, KS and MS analyzed on HPLC equipped with RI and UV      
                 detectors.  
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顕著な UV 吸収をもつ物質が確認されなかったことから、高分子プロテオグリ

カンの夾雑は少ないが、低分子のペプチドグリカン断片、あるいはペプチド、 核

酸、  その他の成分が各 MS に結合、あるいは単体で夾雑していたことにより、

低分子領域の UV の吸収が増加したと推測された。したがって、KS、HS、MS-

Ⅰおよび MS-Ⅱにおいても、試料中に夾雑する MSの確認という目的において、

UV で得られる値は必ずしも MS 糖鎖本体の質量を反映するものではないと考

えられ、UV での MS 糖鎖本体の確認は困難であると考えられた。また、CSF、

KS および HS の UV クロマトグラムにおいて、保持時間 26.0 分付近に小さな

ピークを確認したが、これらは各 MS 調製時に用いた有機溶媒に由来するもの

と推測された。  

次に、LMWH 群を除く各検体の亜硝酸分解処理を行った後、HPLC 分析を行

った。分解処理後は、さらに、UV での MS 確認が困難になると予想されること

から、RI クロマトグラムのピーク形状を分解処理前後で比較した。分析結果に

ついて、HP 群を Figure 5 に、 CSF、KS および HS を Figure 6 に、そして

MS-Ⅰと MS-Ⅱについて Figure 7 に示した。CHP-T、HP-T のいずれも分解

処理前に確認された保持時間 10.0～23.0 分の MS 糖鎖に由来する主要ピークが

減少した（Figure 5）。すなわち、CHP-T の主要 2 ピークであった 13.0 分付近

および 14.7 分付近にピーク頂点をもつ重なり合った 2 ピークのうち、14.7 分付

近のピークはほぼ消失した。また、 13.0 分付近のピークは分解されず、そのピ

ーク頂点が分解処理後に 13.1 分付近にシフトしたものと考えられた。また、分

解処理前に確認された 10.8 分付近のピークも分解処理後に 10.9 分付近に確認

された。これら未分解のピークは、CHP-T 中に約 17.8%存在する CS-B（DS）

および他の夾雑 MS に由来するものであると推測された。一方、HP-T について
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Figure 5. Molecular weight shift of HP preparations de-polymerized with nitrous acid.  
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は CHP-T と異なり、13.0 分付近にピークは確認されなかった。また、保持時

間 18.0～24.0 分の間に、CHP-T および HP-T で、それぞれ 23.3 分、および 22.9

分付近にそれぞれピーク頂点を有するに二糖単位のピークシフトを伴う分解に

より低分子化された HP の蓄積が確認された。このことから、CS-B（DS）の存

在によらず、HP は亜硝酸分解処理によって低分子化されると考えられた。また、

24.0 分付近に塩類に由来するピーク以外に、26.0 分付近に新たなピークが確認

されたが、これは未反応の NaNO2等に由来するピークと考えられた。  

CSF および KS の RI クロマトグラムの結果（Figure 6）、いずれの試料でも

分解処理前に確認された保持時間 10.0～15.0 分にピーク頂点を有する主要ピー

クのピーク形状は、ほぼ変動せず、CHP-T および HP-T の場合のように二糖単

位のピークシフトは確認されなかった。よって、CSF および KS は亜硝酸分解

抵抗性であることが確認された。また、CS-B（DS）および CS-E の主要ピーク

の前に確認された小ピークについては、保持時間については CS-B（DS）では

11.5 分から 11.2 分付近に、CS-E は 11.0 分付近で変化なく、そのピーク形状に

も大きな変動は確認されなかった。分解処理前の UV クロマトグラムの結果を

併せて考えると、これらのピーク成分はプロテオグリカンの状態で CS-B（DS）

および CS-E 中に残存している、亜硝酸分解抵抗性の MS であると推測された。

また HS では、分解処理前のピーク頂点は 13.0 分であったが、分解処理後のピ

ーク頂点は 19.5 分にシフトし、また、保持時間 12.0～24.0 分に二糖単位のピ

ークシフトを伴う分解により低分子化された HS の蓄積が確認された（Figure 

6）。このことから、HP と同様に、HS は亜硝酸分解処理によって低分子化され

ると考えられた。  

また、MS 混合物である MS-Ⅰおよび MS-Ⅱについて、MS-Ⅰの RI クロマト
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Figure 6. Molecular weight shift of CSF, KS and HS de-polymerized with nitrous acid. 
Upper charts show molecular distribution of intact MS and lower ones show that of de-
polymerized MS.  
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グラムの結果、HP 同様、塩類および未反応の NaNO2等に由来するピークが確

認された（Figure 7）。また、分解処理前に確認された保持時間 21.7 分付近に

ピーク頂点を有する主要ピークが減少し、保持時間 12.0～24.0 分に、23.6 分付

近にピーク頂点を有する二糖単位のピークシフトを伴う分解により低分子化さ

れた HS の蓄積が確認された。また、18.5 分付近に、MS-Ⅰ調製時に添加した

CS-B（DS）および CS-C が未分解の状態で確認された。このことから、HS は

他の MS 存在下においても、HS 単体の場合と同様に亜硝酸分解処理によって低

分子化されると考えられた。また、牛気管軟骨由来の CS-A および CS-C 混合物

である MS-Ⅱの RI クロマトグラムでは、塩および NaNO2に由来するピークを

除き、ピーク頂点（ 13.0 分付近）およびピーク形状に変動が確認されなかった。

これらのことから、ムコ多糖の起源である動物種は亜硝酸分解の感受性に大き

く影響しないことが示唆された。   
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Figure 7. Molecular weight shift of reference substances of MS de-polymerized with nitrous 
                 acid.   
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要約  

HP 群（CHP-T および HP-T）と LMWH 群（DN, PN および RN）、また、由

来の異なる 5 種類の CSF（CS-A, CS-B（DS） , CS-C, CS-D, CS-E）と KS およ

び HS、さらに MS 参照物質である MS-I（HS:CS-B：CS-C＝約  8:1.5:0.5）、

MS-Ⅱ（CS-A：CS-C＝約  7:3）についてゲルろ過 HPLC 法により、その分子量

分布を RI および UV 測定により確認した。HP-T を除くすべての検体で、RI

と UV クロマトグラム間に明確な相関性は認められなかった。ゲルろ過 HPLC

法において、UV 測定により MS 中のその他の MS 夾雑物を確認する場合、精製

が不十分あるいは MS 以外の UV 吸収物質の共存下の場合、UV 測定では MS 糖

鎖本体の確認は困難であり、MS 糖鎖本体の重量を効率良く反映する RI 測定に

よる確認が有効であると考えられた。LMWH 群を除く各検体の亜硝酸分解処理

を行った後、HPLC 分析を行い、RI クロマトグラムのピーク形状を分解処理前

後で比較した。  

亜硝酸分解処理により、高純度精製品である HP-T 中の HP はすべて分解さ

れた。亜硝酸分解抵抗性 MS は確認されなかった。また、夾雑物質として、CS-B

（DS）を約 17.8%含有する CHP-T では、分解処理によって HP のみが分解さ

れ、亜硝酸分解抵抗性 MS である CS-B（DS）は分解されず、ピークとして検

出可能であった。このことから、HP は、単体あるいは他の MS 存在下において

も、亜硝酸分解処理によって低分子化され、二糖単位のピークシフトを伴った

低分子化 HP を蓄積することが確認された。CSF のすべての型および KS は亜

硝酸分解処理により分解しなかったのに対し、HS では二糖単位のピークシフト

を伴う分解と低分子化が確認された。また、MS 混合物である MS-Ⅰおよび MS-

Ⅱについて、MS-Ⅰ中に含有される HS は、亜硝酸分解処理により、二糖単位の
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ピークシフトを伴う分解と低分子化が確認されたが、他の CS-B（DS）および

CS-C は分解されなかった。このことから、HS は他の MS 混在下においても亜

硝酸分解により分解され、その反応性は HS 単体の場合と変わらないことが示

された。さらに、牛気管軟骨由来の CS-A および CS-C 混合物の MS-Ⅱについ

ては、ピーク形状は変動せず、亜硝酸分解抵抗性が確認された。これらのこと

から、ムコ多糖の起源である動物種は亜硝酸分解の感受性に大きく影響しない

ことが示唆された。   

以上のことから、HP 中の MS 不純物、例えば CSF あるいは KS 等を確認す

る場合、亜硝酸分解処理した検体について、ゲルろ過 HPLC 法を用いて RI 測

定を行い、分子量分布の推移、すなわち亜硝酸分解抵抗性 MS の有無を確認す

ることが有効であると考えられた。  
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第 3 章  エタノール分画処理によるヘパリンの精製、および

亜硝酸分解とゲルろ過 HPLCを組み合わせた純度確

認試験の検討  

 

緒言  

 第 2 章での検討において、CHP 中の HP と HP 単体、また、HS/CSF 混合物

と HS単体は亜硝酸分解処理によって二糖単位で分解され、それと相反して CSF、

また KS は亜硝酸分解に対して高い抵抗性を示すことが確認された。また、精

製前の CHP でも確認されたように、ゲルろ過 HPLC 法により、亜硝酸分解抵

抗性 MS を簡便に検出できることも確認された。  

2008 年に報告された OSCS 混入 HP による有害事象の発生以降、医薬品とし

て使用される HP 製剤の原料となる HP 原薬中の不純物に関する規定は厳格化

され、その他の MS の残存量の確認を 1H-NMR 法、イオン交換および逆相クロ

マトグラフィー法等によって行い、各基準値をクリアすることが義務づけられ

た。  

これまで、HP 中不純物の分析方法に関しては数多く報告されているが、実際

の製造工程における HP の純度を向上させるための検討について、ほとんど報

告されていない。その理由として、基本的に HP 製品の製造方法は製造メーカ

ー間で異なっており、その製造方法は各メーカーの秘匿事項となっている場合

が多い。したがって、共通の製造方法として基準化することが困難であり、各

製造メーカーが個別で対応しなければならないことが挙げられる。また、前述

の各試験は、あくまで最終的な HP原薬での試験設定であり、HPの製造工程毎、

すなわち粗原料から各中間体の各段階で検査する場合には極めて煩雑であり、
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また、工程管理上のコスト上昇にも繋がる。したがって、何らかの理由で HP

製造工程時に不純物が混入した場合でも、最終製品へのキャリーオーバーが低

減できる HP の調製方法、また各製造工程において簡便に不純物の確認ができ

る試験方法の確立が必要であると考えられる。  

そこで本章では、HP 中の不純物を効率良く除去する方法として、エタノール

（以下 EtOH）分画処理による精製について検討した。さらに、その簡便な評

価方法として、第 2 章で確認した各 MS の亜硝酸分解に対する反応性の違いを

利用した方法、すなわちと亜硝酸分解とゲルろ過 HPLC を組み合わせた方法の

応用の可否についても検討した。  
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実験材料と方法  

1.  供試材料  

OSCS 標準品（OSCS-STD）は（財）医薬品医療機器レギュラトリーサイエ

ンスより購入した。OSCS と CSF の混合物である粗 OSCS（CSMS-CE1 および

CSMS-CE2）は、日本バルク（株）から供与された試験用 OSCS 含有 UFH Na

塩を酸加水分解後に（EtOH）で再結晶化し、HP および HS を除去したものを

使用した。また、HP、  HS、CS-B（DS）および約  12.5 %の OSCS を含有する

試験用 UFH Na 塩（OSHP-SH）は、CBC（株）より供与されたものを使用し

た。また、高分子 CS-B（DS）標準品（CS-B（DS） -STD）は、自家調製した

豚小腸粘膜由来の MS 混合物を精製したものを用いた。分画試験で用いた各

UFH につ い ては 、 500g スケ ール での 処理 に供 した 試験 用 UFH Na 塩

（UFN-SP；主成分として HP を、また他の MS として HS、CS-B（DS）およ

び CS-C を含有）は  CBC（株）からの供与品を用いた。また、1g スケールでの

処理に供した Na 塩 5 検体（UFN1, UFN2, UFN3, UFN4, UFN5）および Ca

塩 1 検体（UFC）は市販 HP 製剤に使用されている商業用 HP 原薬を用いた。

なお、これらの商業用 HP 原薬はすべて 1H-HMR 法による純度確認試験におい

て OSCS が未検出であった。注射用水および生理食塩水は日本薬局方適合品を、

また、EtOH を含むその他の試薬は試薬特級品、あるいはそれ以上のもの（和

光純薬工業（株）製）を用いた。  

 

2 .  ムコ多糖の亜硝酸分解処理  

あらかじめ注射用水に溶かした各検体溶液に、検体と NaNO2の重量比が 1 : 

0.06 となるように NaNO2を加えて攪拌した後、 4mol/L HCl で pH を約 1.5 に
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調整した。30 分間攪拌した後、2mol/L NaOH で pH を 5.0 に調整し、ゲルろ過

HPLC の試料とした。これらの処理はすべて氷冷下で行った。  

 

3 .  ゲルろ過 HPLC による分子量分布の確認  

HPLC 法による各試験物質の分子量分布の確認は、第 15 改正日本薬局方（厚

生労働省  2006）に記載されている方法のカラム本数、試料を秤量する量および

試料導入量等を一部改変した方法で行った。各分析試料は、移動相に溶解した

各検体の終濃度が 1%（w/v）になるように調製し、島津製作所（株）製の分析

機器を使用して RI および UV シグナルを測定した。使用した機器および分析条

件は以下の通りである。管理システム ,  LC solution；ポンプ ,  LC-10AV vp；検

出器 ,  紫外吸光光度計（SPD-10AV vp；測定波長 , 234nm）および示差屈折計

（RID-10A）；カラムおよびガードカラム ,  TSKgel G-2000SWXL（5μm, 7.8mm 

I.D.×300mm, TOSO 製（株）） , TSKgel guardcolumn SWXL（5μm,  6.0mm 

I.D.×40mm, TOSO 製（株））；カラム温度 , 40℃；移動相 , 0.2mol/L Na2SO4

（pH5.0）；流速 ,  0.5mL/min；試料導入量 ,  25µL。  

 

4 .  1H-NMR 法によるムコ多糖の確認  

 1H-NMR法による各試験物質の確認は、厚生労働省告知第 417号（厚生労働

省  2008）に記載されている方法の、試料濃度等を一部改変して次の条件で行っ

た。分析試料は、各検体（25mg）を、3-トリメチルシリルプロピオン酸ナトリ

ウム（TSP） -d4の重水溶液（ 1→10000） 0.50mLに溶解して調製し、アジレン

トテクノロジー（株）の分析機器を使用して 0～ 8ppmのシグナルを測定した。

使 用 し た 機 器 お よ び 分 析 条 件 は 以 下 の と お り で あ る 。 NMR 本 体
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（VNMRS-500PS） ,  分析ソフトウェア（VnmrJ2.2C）；温度， 25℃；スピニ

ング，オフ；データポイント数，32768；スペクトル範囲，DHOのシグナルを中

心に± 6.0 ppm；パルス角，90°；繰り返しパルス待ち時間，20秒；ダミースキャ

ン， 4回；積算回数，HPのN-アセチル基のプロトンのシグナルの SN比が 1000以

上得られる回数；ウインドウ関数，指数関数（ Line broadening factor  = 0.2Hz）。  

 

5.  エタノール分画処理  

 UFN-SP の EtOH 分画処理は、（八藤後と村田  2002）の方法の変法によ

り行った。UFN-SP 500g を  10L ホーロータンクに量り取り、生理食塩水を

加えて  5L とした後、 EtOH 2.5L を加えて激しく攪拌した。白濁したこと

を確認した後、室温で 24 時間静置して上層（ S1）および下層のコロイド状

沈殿物（ P1）の二層に分配した（ Figure 8A,  B）。回収した S1 を別の  30L

ホーロータンクに移し、さらに EtOH 20L を加え、激しく攪拌した。一方、

P1 は別の  30L ホーロータンクに移し、生理食塩水  3L を加えて攪拌した後、

再度、 EtOH 20L を加えて激しく攪拌した。いずれの画分についても  24 時

間静置した後、タンク底に沈殿した白色沈殿物をそれぞれブフナーロート上

で回収し、EtOH で洗浄した後、五酸化二リン存在下、室温にて減圧乾燥し

た。乾燥後に得られた白色粉末を HPLC および NMR 分析に供した。   

UFN1～ 5 および UFC についても、同様にして EtOH 分画処理を行い、白

色粉末を回収した（ Figure 8C）。なお、UFN1～ 5 および UFC については  1g

の出発物質から分画を行い、全工程を  1 /500 にスケールダウンして実施し

た。  
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Figure 8. Fractionation of UFH by means of EtOH precipitation. 
(A), appearance of UFN-SP after EtOH precipitation ; (B), 
magnified view of the interface between the supernatant and the 
precipitate ; (C), appearances of UFN1-5 and UFC after EtOH 
precipitation. 
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結果と考察  

はじめに、OSCS を含有する各種標準品および参照物質の亜硝酸分解処理前

後の HPLC クロマトグラムのピーク形状を比較した。分解処理に対する挙動を

確認した結果を Figure 9 に示した。OSCS-STD の亜硝酸分解処理前後のピーク

頂点は、それぞれ保持時間 14.5 分付近および 14.6 分付近であった。また、分

解前後で、そのピーク形状はほぼ変動していないことから、本分解条件では、

OSCS-STD は低分子化せず、亜硝酸分解に対して抵抗性であることが示された

（Figure 9, OSCS-STD）。それに対し、約 12.5 %の OSCS を含有する OSHP-SH

について（Figure 9, OSHP-SH）、分解処理前は、第２章で確認した HP-T と比

較した場合、そのピーク形状とピーク頂点の保持時間は、ほぼ同様であった。  

分解処理後、保持時間 22.5 分付近にピーク頂点を有する二糖単位のピークシ

フトを伴う分解された HP の蓄積が確認された。しかしながら、このピークと

は別に、保持時間 11.8 分、および 14.8 分付近にピーク頂点を有する 2 ピーク

を確認した。この未分解のピークのうち、前者は、第 2 章の CHP-T 同様、UFH

中にしばしば残存する CS-B（DS）と推測した。また、後者のピーク形状は

OSCS-STD のそれと似ており、未分解物のピークの RI 面積値は分解前の約

12.1％であったことから、OSHP-SH 中に残存する OSCS であると考えられた。

それゆえ、OSCS は、CSF や KS と同様に、他の MS 混在下でも亜硝酸分解抵

抗性を示し、ある程度定量的に検出可能であると考えられた。この結果は、分

解方法の相異よる低分子ヘパリン中 OSCS の残存度について検討した報告

（Zhang ら  2008）と一致した。  

また、粗 OSCS について、CSMS-CE1 および CSMS-CE2 のいずれも亜硝酸

分解抵抗性であることが確認されたが、HPLC における未分解物のピークは
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CS-B（DS） -STD に近い分子量をもち、分子量分布もそれと似ていた（Figure 

9, CS-B（DS） -STD）。これらのことから、粗 OSCS 中の未分解物ピークの主

成分は、しばしば UFH に多く残存する、豚腸粘膜由来の高分子 CS-B（DS）で

あると推測された。また、これらの粗 OSCS 中に残存する OSCS は CS-B（DS）

と比較して極微量であったため、ピークとして確認できなかったと推測された。 

EtOH分画未処理のUFN-SP、処理後に得られた上清（S1）およびコロイド状

沈殿物（P1）、またS1を再度EtOH分画して得た沈殿物（P2）をそれぞれ再結

晶して得た白色粉末についてのHPLCおよびNMR分析結果をFigure 10に示し

た。各検体のHPLC分析の結果（Figure 10, HPLC）、すべての試料で保持時間

24.0分付近に塩類に由来するピークが検出された。保持時間 10〜20分にピーク

頂点を有するMS糖鎖由来のピークが検出された。未処理のUFN-SPと比較して、

P1画分ではピーク頂点より高分子側でのピークの立ち上がりとテーリングの減

少が確認された。一方、S1画分では、保持時間 13.5分および16.0分付近に2つの

ピークが確認された。また、P2画分では、保持時間 12.9分付近のピークのみが

確認された。UFN-SPのNMR分析の結果（Figure 10, NMR）、2.04ppmと2.08ppm

の2シグナルを確認した。P1画分では2.04ppmの1シグナルのみが確認された。

また、S1では2.04ppmと2.08ppmの2シグナルを確認したが、UFN-SPと比較し

て、2.04ppmのシグナルに対する2.08ppmのシグナル強度が増加した。さらに、

P2画分では、 2.04ppmのシグナルが大きく減少し、 2.08ppmが主要なシグナル

となった。今回のNMR分析条件では、2.04ppm付近にHPに由来するシグナルが

得られ、 2.08ppm付近にはDSに由来するシグナル、そして 2.15ppm付近には

OSCSに由来するシグナルが得られることが報告されている（橋井ら  2008a）。

このことから、 UFN-SPのEtOH分画処理により、HP以外の物質の多くはS1に
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Figure 9. Molecular weight shift of OSCS standard, OSCS-containing UFH and crude OSCS  
                 resulting from nitrous acid de-polymerization.  
(a), OSCS-STD ; (b), de-polymerized OSCS-STD ; (c), OSHP-SH ; (d), de-polymerized OSHP-
SH ; (e), de-polymerized CSMS-CE1 ; (f), de-polymerized CSMS-CE2 ; (g), CS-B (DS) -STD. 
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Figure 10. HPLC and NMR analysis of UFN-SP fractionated with EtOH precipitation. 
(a), UFN-SP ; (b), colloidal precipitate (P1) ; (c), supernatant (S1) ; (d), purified supernatant 
after re-fractionation using EtOH of the supernatant fraction shown in (c).   
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移行し、P1への残留は僅かであると考えられた。    

さらに、EtOH分画未処理のUFN-SP、処理後に得られた上清（S1）およびコ

ロイド状沈殿物（P1）、またS1を再度EtOH分画して得た沈殿物（P2）をそれ

ぞれ再結晶して得た白色粉末をそれぞれ亜硝酸分解処理した検体についての

HPLCおよびNMR分析結果をFigure 11に示した。すべての試料で、保持時間の

約13.0分付近に分解抵抗性MSのピークが確認された（Figure 11, HPLC）。し

かし、UFN-SPと比較して、P1画分におけるそのピークは些少であったのに対

し、S1画分ではピーク面積の増加が確認された。P2画分では、分解抵抗性MS

のピークが、より明確に確認された。これら試料のNMRシグナルは2.04ppmお

よび2.08ppmが主であり、亜硝酸分解未処理の各画分のデータ（Figure 10）と

類似していた。これらの結果から、亜硝酸分解処理の前後で、各MSのNMR分

析におけるメインシグナルには大きな変動はないと推測された。また、S1画分

に含まれる亜硝酸分解抵抗性MSの、0～ 6ppmにおけるNMRシグナルは、CS-B

（DS）- STDと同様のシグナル形状を示した（データ示さず）。このことから、

UFN-SP中の亜硝酸分解抵抗性物質は高分子CS-B（DS）であると推測された。 

全MSに占める亜硝酸分解抵抗性MSのピークのRI面積値は、UFN-SPでは分

解前の面積値の1.16％であったのに対し、EtOH分画処理後に得られたP1中の分

解抵抗性MSピークのRI面積値は、分解前の面積値の約 0.09％であった（Table 

1）。このことから、EtOH分画処理によりHPの純度が大幅に高まったことが確

認された。また、 500gのUFN-SPを EtOH分画処理して回収した P1画分を再

結晶化 /乾燥して得られた白色粉末の重量は 418.2g（回収率  83.6%）であっ

たことも含め、今回検討したHPのEtOH分画処理は、実製造においても有効な

精製方法であると推測された。
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Figure 11. HPLC and NMR analysis of nitrous acid de-polymerized fractions of UFN-SP. 
(a), UFN-SP ; (b), colloidal precipitate (P1) ; (c), supernatant (S1) ; (d), purified supernatant  
after re-fractionation using EtOH of the supernatant fraction shown in (c).   
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Ta b l e  1 .  C h a n g e s  o f  R I  a r e a  o f  M S †  c o n t a i n e d  i n  t h e  U F N - S P  f r a c t i o n a t e d  w i t h  e t h a n o l  

E t h a n o l  
p r e c i p i t a t i o n  

N i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n  C o m p o s i t i o n  o f  
u n - d e g r a d e d  M S  

( B / A )  

R a t i o  o f  
u n - d e g r a d e d  

 M S  c    U n - t r e a t e d  a  
( A )  

   T r e a t e d  b  
  ( B )  

U n - t r e a t m e n t  
( i n t a c t )  

2 , 9 4 2 , 8 1 0  ±  1 , 6 2 4  3 4 , 0 6 4  ±  7 1 1  1 . 1 6 × 1 0 - 2  1 . 0 0  

S u p e r n a t a n t  3 , 1 4 5 , 8 1 5  ±  1 , 9 5 4  1 5 2 , 8 8 2  ±  2 6 0  4 . 8 6 × 1 0 - 2  4 . 2 0  

C o l l o i d a l  
p r e c i p i t a t e  

3 , 0 5 6 , 7 4 0  ±  1 , 6 4 7  2 , 8 3 1  ±  1 3 7  9 . 2 6 × 1 0 - 4  8 . 0 0 × 1 0
- 2

 

Va l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  ( n = 6 ) .  

†M S ,    m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .    

a ,  T o t a l  a r e a  o f  M S  w i t h o u t  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n .   

b ,  R I  a r e a  o f  u n - d e g r a d e d  M S  w i t h  N a N O 2  e l u t e d  f r o m  1 0 . 0  t o  2 0 . 0  m i n  o n  H P L C .   

c ,  R a t i o  o f  u n - d e g r a d e d  M S  i n  f r a c t i o n a t e d  U F N - S P  t o  t h a t  i n  t h e  i n t a c t  m a t e r i a l .   
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UFN1～5 および UFC について、各検体の亜硝酸分解物を比較した HPLC 分

析結果を Figure 12 に示した。EtOH 分画処理前の各 UFH を亜硝酸分解すると、

いずれの試料でも、 亜硝酸分解抵抗性 MS のピークが確認された。上清および

コロイド状沈殿物に含有される MSの分子量分布のパターンは、ともに UFN-SP

の場合と良く似ていた（データ示さず）。また、コロイド状沈殿物を亜硝酸分

解処理すると、主要なピーク成分は分解した。しかし、保持時間 13.0 分付近の

亜硝酸分解抵抗性 MS のピークも、僅かながら確認された。  

EtOH分画処理前後での各検体の NMR分析結果を Figure 13に示した。EtOH

分画処理後にすべての検体において、2.08ppm 付近のシグナル強度が減少した。

また、UFN4 において、2.09ppm 付近に大きくシグナルが確認されたが、これ

は製造工程において添加された過マンガン酸カリウムによる影響と推測された。 

HPLCクロマトグラムにおけるピーク面積の計算結果から、UFN1～ 5および

UFCには亜硝酸分解抵抗性の不純物が、およそ 0.01％～0.35％含有されている

ことが示された（Table 2）。また、それらピーク成分のRI面積値は、分画前の

原料UFHのRI面積値の10％～30％程度まで減少していた（Table 3）。  

製造方法がそれぞれ異なる 6原薬すべてにおいて、亜硝酸分解抵抗性物質の含

量が低下していたことから、今回検討したEtOH分画はHPの純度向上に有効で

あると考えられた。  

以上のように、本研究ではHP製造工程においてHP以外のMS共雑物質を除去

する方法として、EtOH分画処理が有効であることを確認した。この方法で得ら

れた精製HPは、HP製剤のみならず、不純物による副反応および最終製品への

コンタミネーションを低減した、付加価値の高い新規HP 化合物やLMWHの原

料となり得ると考えられた。この方法は室温付近での操作でも充分な分離能を
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Figure 12. HPLC chromatogram of nitrous acid de-polymerized colloidal precipitate from the 
                   sodium and calcium salts of UFH products.  
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Figure 13. NMR spectrum of sodium and calcium salts of UFH products purified by EtOH           
                   precipitation.  
 

  



 

-47- 

 

 

 

 

 

Ta b l e  2 .  R I  a r e a  o f  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n - r e s i s t a n t  M S †  i n  d r u g  s u b s t a n c e s   

  P r o d u c t s §  

N i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n  
C o m p o s i t i o n  o f  
u n - d e g r a d e d  M S  

( B / A )  U n - t r e a t e d  a  
( A )  

T r e a t e d  b  
( B )  

  U F N  1   3 , 1 3 9 , 2 0 9  ±  2 , 3 7 2   8 , 7 1 4  ±  2 2 8   2 . 7 8 × 1 0 - 3  

  U F N  2   3 , 2 2 5 , 7 3 7  ±  2 , 9 8 8   1 1 , 1 2 2  ±  1 4 5   3 . 4 5 × 1 0 - 3  

  U F N  3   3 , 1 6 7 , 1 6 2  ±  3 , 8 8 0   3 0 3  ±  4 8    9 . 5 7 × 1 0 - 5  

  U F N  4   3 , 1 9 1 , 8 2 5  ±  1 , 9 3 3   6 0 7  ±  6 6    1 . 9 0 × 1 0 - 4  

  U F N  5   3 , 2 2 3 , 9 2 2  ±  2 , 4 2 7   2 , 2 7 5  ±  4 1    7 . 0 6 × 1 0 - 4  

  U F C   3 , 2 1 8 , 6 0 8  ±  1 , 3 6 3   2 , 5 2 8  ±  1 2 8   7 . 8 5 × 1 0 - 4  

Va l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  ( n = 3 ) .  

†M S ,    m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .    

§  U F N ,  u n - f r a c t i o n a t e d  h e p a r i n  s o d i u m  s a l t ;  U F C ,  u n - f r a c t i o n a t e d  h e p a r i n  c a l c i u m  s a l t .    

a ,  T o t a l  a r e a  o f  M S  w i t h o u t  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n .   

b ,  R I  a r e a  o f  u n - d e g r a d e d  M S  w i t h  N a N O 2  e l u t e d  f r o m  1 0 . 0  t o  2 0 . 0  m i n  o n  H P L C .   
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Ta b l e  3 .  R I  a r e a  o f  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n - r e s i s t a n t  M S †  i n  c o l l o i d a l  p r e c i p i t a t e  
r e s u l t i n g  f r o m  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  o f  d r u g  s u b s t a n c e s   
 

 P r o d u c t s §  

N i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n  
C o m p o s i t i o n  o f  

u n - d e g r a d e d  M S  

( B / A )  

R a t i o  o f  

   u n - d e g r a d e d  

 M S  c  U n - t r e a t e d  a  

( A )  

   T r e a t e d  b  

  ( B )  

 U F N  1   3 , 3 3 1 , 9 5 7  ±  3 , 4 4 7   2 , 7 2 3  ±  2 3 6  8 . 1 7 × 1 0
- 4

 2 . 9 4 × 1 0
- 1

 

 U F N  2   3 , 2 6 5 , 3 9 3  ±  4 , 4 9 4  1 , 0 3 9  ±  8 7  3 . 1 8 × 1 0
- 4

 9 . 2 3 × 1 0
- 2

  

 U F N  3   3 , 2 4 8 , 3 4 5  ±  2 , 0 0 6     9 8  ±  3 7  3 . 0 2 × 1 0
- 5

 3 . 1 5 × 1 0
- 1

  

 U F N  4   3 , 3 4 1 , 2 1 9  ±  2 , 2 2 9    1 5 2  ±  2 5  4 . 5 5 × 1 0
- 5

 2 . 3 9 × 1 0
- 1

  

 U F N  5   3 , 4 3 7 , 1 4 1  ±  2 , 5 8 5    4 7 9  ±  3 1  1 . 3 9 × 1 0
- 4

 1 . 9 7 × 1 0
- 1

  

 U F C   3 , 3 8 6 , 0 2 0  ±  3 , 0 5 2    4 8 6  ±  5 9   1 . 4 4 × 1 0
- 4

 1 . 8 3 × 1 0
- 1

  

Va l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  ( n = 3 ) .  

†M S ,    m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .    

§  A b b r e v i a t i o n s  a r e  t h e  s a m e  a s  s h o w n  i n  T a b l e  2 .  

a ,  T o t a l  a r e a  o f  M S  w i t h o u t  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n .   

b ,  R I  a r e a  o f  u n - d e g r a d e d  M S  w i t h  N a N O 2  e l u t e d  f r o m  1 0 . 0  t o  2 0 . 0  m i n  o n  H P L C .   

c ,  R a t i o  o f  u n - d e g r a d e d  M S  i n  p r e c i p i t a t e  t o  t h a t  i n  e a c h  i n t a c t  m a t e r i a l  s h o w n  i n  T a b l e  2 .  
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確保できることから、バッチ操作でのHP回収が容易である。したがって、イオ

ン交換あるいはゲルろ過等のカラムクロマトグラフィー操作と比較して、作業

効率の向上が見込まれることから、製造コストの低減にも寄与できると推測さ

れた。特に、本調製方法を製造工程の最終段階で実施すること、また各製造工

程で亜硝酸分解 /HPLC法による純度検査を行うことで、高品質なHP原薬を安定

的に調製できると予測された。今後、この知見を応用し、様々なHP製品におけ

る純度試験を行い、混入MSの除去が可能であることを確認する必要があると考

えられた。  
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要約  

未分画ヘパリン（UFH）の純度試験法、および UFH 中のヘパリン（HP）以

外のムコ多糖類（MS）夾雑物の工業的除去方法について検討した。  まず、エ

タノール（EtOH）分画による UFN-SP からの不純物を簡便かつ効率良く除去

する手法を開発するため、HP の純度に EtOH 分画処理が及ぼす影響を検討し

た。過硫酸コンドロイチン硫酸（OSCS）、HP 以外の MS、およびそれらの混

合不純物を含有する UFH Na 塩（OSHP-SH）、HP 含量を低減した粗 OSCS

（CSMS-CE1 および CSMS-CE2）について亜硝酸分解処理を行い、HPLC 法に

より分解物の分子量分布を測定した。OSCS-STD は分解処理前後で分子量分布

の変動はなく、分解抵抗性であった。OSHP-SH 中の亜硝酸分解抵抗性物質の

分子量分布は OSCS-STD と近かったが、粗 OSCS 中の分解抵抗性物質は

CSMS-CE1 および CSMS-CE2 の分子量分布はコンドロイチン硫酸 B 標準品

（CS-B（DS） -STD）に近かった。一方、UFH Na 塩（UFN-SP）、商業用の

UFH Na 塩および Ca 塩について、EtOH 分画処理を行った。各分画物を HPLC

法と 1H-NMR 法により分析した結果、すべての検体で亜硝酸分解抵抗性物質は

上清に移行し、HP はコロイド状沈殿物として濃縮された。以上の結果から、

UFHの調製工程において亜硝酸分解 / ゲルろ過 H P L C 法による純度検査を行

い、さらに、EtOH 分画処理を実施することで、高品質 HP 原料を安定的に調

製できると考えられた。  
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第 4 章  エタノール分画処理による低分子ヘパリンの精製、

および亜硝酸分解とゲルろ過 HPLCを組み合わせた

純度確認試験の検討  

 

緒言  

第 3 章での検討において、EtOH 分画処理を用いることにより、HP 中の不純

物、特に CS-B（DS）を効率良く除去することが可能であることが確認された。

また、その評価方法として、亜硝酸分解 /ゲルろ過 HPLC 法が亜硝酸分解抵抗性

物質である CS-B（DS）あるいは OSCS を簡便に検出する方法として有効であ

ることも確認された。前述のとおり、HP の純度試験、すなわち HP 中の MS 不

純物に関する確認試験として、米国、欧州および日本の各薬局方で 1H-NMR 法、

イオン交換 /逆相クロマト法等が設定されている。しかしながら、主に HP を原

料として製造される LMWH については、これらの試験は設定されていない。現

在までに、HP/LMWH の品質保証に関する日米 EU 医薬品規制調和国際会議

（ International  Conference on Harmonisation of  Technical  Requirements 

for  Registration of  Pharmaceuticals  for  Human Use ,  ICH）においても、

HP/LMWH の純度確認のための検討、また今後の検討項目についても議論がな

されている（石井ら  2011）。また、OSCS および CSF 等の MS に関する各試験

に加え、HP 標準品（橋井ら  2011）、HP 中の核酸 /タンパク質の限度試験等も

検討 /報告されている（橋井ら  2012）。しかし HP 同様、LMWH においても製

品の純度向上を目的とした製造方法の見直し、また、各製造工程の品質管理を

目的とした MS 不純物の確認試験に関しては、ほとんど報告されていない。そ

の理由として、基本的に HP および LMWH 製品の製造方法は製造メーカー間で
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異なっており、その製造方法は各メーカーの秘匿事項となっている場合が多い。

したがって、共通の製造方法として基準化することが困難であり、各製造メー

カーが個別で対応しなければならないことが挙げられる。LMWH は基本的に各

薬局方の試験に合格した HP を原料として、化学処理あるいは酵素処理後に再

精製して製造される場合が多い（Linhardt と Gunay 1999）。そのため、「LMWH

に MS 不純物が残留する可能性は低い」と考えられ、他の MS の混入に関する

確認試験については規格として設定されていない場合が多い。しかしながら、

HP と同様に豚小腸粘膜中に存在する CSF のように同一の出発原料に由来する

MS に対する残留リスクと、OSCS のように HP 以外の MS を化学修飾した半合

成品の MS の混入リスクは、また別の問題として捉えるべきである。実際、海

外において、OSCS 混入 HP のように、死亡事例を含む有害事象の報告は無い

が、LMWH の一つであるエノキサパリンナトリウム（ enoxaparin sodium, EN）

製剤について、 1H-NMR 法による分析の結果、ごく微量の OSCS 様のシグナル

が検出されたことが報告されており（U.K. Medicines and Healthcare products 

Regulatory Agency, MHRA 2008）、不純物混入に関するリスク管理は HP と同

様に考えるべきである。現状では LMWH 中の MS 不純物が規格試験として設定

されていないことも鑑み、その品質管理は LMWH の各製造工程中で確実に行う

必要がある。  

そこで本章では、LMWH 中の不純物を効率良く除去する方法として、第 3 章

で検討した HP の EtOH 分画処理による精製方法、また、その簡便な精製度の

評価方法として、第 2 章および第 3 章で検討した HP の亜硝酸分解 /ゲルろ過

HPLC 法による純度確認法について、LMWH への応用の可能性について検討し

た。  
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実験材料と方法  

1．供試材料  

DN 標準品（DN-W; 亜硝酸分解抵抗性物質の含量が 0.01%以下）は、豚腸粘

膜由来 HP を亜硝酸分解したものを粗原料として、抽出 /精製したものを用いた。

精製検討用に用いた高分子 DS の Na 塩（DSH）は、豚小腸粘膜由来の MS 混

合物から抽出 /精製したものを用いた。精製検討用高分子 OSCS の Na 塩（OSH）

は、（今成ら  1999）を一部改変し、三酸化硫黄化合物を用いて鮫軟骨由来の CSF

を過硫酸化処理して調製した。さらに、精製検討用 DN（DN-C）は DN-W に、

DSH および OSH を DN-W:DSH:OSH＝98.5:1.0:0.5（重量比）となるように混

合調製した。他の DN 検体（DNG 1～3）は市販 DN 製剤に使用されている商業

用 DN 原薬を用いた。注射用水は日本薬局方適合品を、また、塩類、有機溶媒

等のその他の試薬は試薬特級品、あるいはそれ以上のもの（和光純薬工業（株））

を用いた。   

 

2 .  ゲルろ過 HPLC によるムコ多糖の分子量分布の確認  

HPLC 法による各試験物質の分子量分布の確認は、第 16 改正日本薬局方（厚

生労働省  2011）に記載されている方法のカラム本数、試料を秤量する量および

試料導入量等を一部改変した方法で行った。分析試料は、各検体 50mg を量り

取り、それぞれを移動相 1.0mL に溶解して調製し、島津製作所（株）製の分析

機器を使用して RI および UV シグナルを測定した。使用した機器および分析条

件は以下の通りである。管理システム ,  LC solution；ポンプ ,  LC-10AV vp；検

出器 ,  紫外吸光光度計（SPD-10AV vp；測定波長 , 234nm）および示差屈折計

（RID-10A）；カラムおよびガードカラム ,  TSKgel G-2000SWXL（5μm, 7.8mm 
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I.D.×300mm, TOSO 製（株）） , TSKgel guardcolumn SWXL（5μm,  6.0mm 

I.D.×40mm, TOSO 製（株））；カラム温度 , 40℃；移動相 , 0.2mol/L Na2SO4

（pH5.0）；流速 ,  0.5mL/min；試料導入量 ,  25µL。  

 

3 .  1H-NMR 法によるムコ多糖の確認  

1H-NMR法による各試験物質の確認は、第 16改正日本薬局方（厚生労働省

2011）に記載されている方法の、試料濃度等を一部改変して次の条件で行った。

分析試料は、各検体（20mg）を、3-トリメチルシリルプロピオン酸ナトリウム

（TSP） -d4の重水溶液（ 1→10000） 0.60mLに溶解して調製し、アジレントテ

クノロジー（株）の分析機器を使用して 0～ 8ppmのシグナルを測定した。使用

した機器および分析条件は以下のとおりである。NMR本体（VNMRS-500PS）,  

分析ソフトウェア（VnmrJ2.2C）；温度， 25℃；スピニング，オフ；データポ

イント数，32768；スペクトル範囲，DHOのシグナルを中心に ± 6.0 ppm；パルス

角， 90°；繰り返しパルス待ち時間， 20秒；ダミースキャン， 4回；積算回数，

HPのN-アセチル基のプロトンのシグナルの SN比が 1000以上得られる回数；ウイ

ンドウ関数，指数関数（Line broadening factor  = 0.2Hz）。  

 

4 .  エタノール分画処理によるダルテパリンナトリウム精製（予備検討）  

各検液の調製は、まず DN-W、DSH および OSH を終濃度が 10%（w/v）にな

るように 0.2mol/L NaCl 溶液に溶解した。次に DN-W/DSH 混合液は、DN-W

に対して DSH が重量比で 5%（DN-W:DSH＝95.0:5.0）、1.0%（DN-W:DSH＝

99.0:1.0）および 0.1%（DN-W:DSH＝99.9:0.1）になるように、それぞれ混合

調製した。また、DN-W/OSH 混合液は、DN-W に対して OSH が重量比で 0.5%
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（ DN-W:OSH＝ 99.5:0.5 ）、 0.1% （ DN-W:OSH＝ 99.9:0.1 ） お よ び 0.01%

（DN-W:OSH＝ 99.99:0.01）になるように、それぞれ混合調製した。そして、

これら溶液量の 0.5 等量（ v/v）になるように EtOH を添加し、激しく攪拌した

ものを検液として、その性状を確認した。  

 さらに、EtOH 添加量の増加が DN-W/DSH 混合液の EtOH による DN あるい

は DSの分画に及ぼす影響を確認するため、DN-Wに対して DSHが重量比（w/w）

で 1.0%（DN-W:DSH＝99.0:1.0）になるように調製した DN-W/DSH 混合液に

ついて、最終的な EtOH 添加量が 0.525、0.575、0.625 および 0.675 等量（ v/v）

になるよう EtOH を更に添加して、激しく撹拌後、室温および 4˚C でそれぞれ

24 時間静置したものを検液として、その性状を確認した。  

 

5 .  エタノール分画処理によるダルテパリンナトリウム精製（本検討）  

DN-C の EtOH 分画処理は、（八藤後と村田  2002）を一部改変し、2 段階の

処理を行った。第 1 段階として、DN-C 50g を 1000mL ストレージボトルに量

り取り、0.2mol/L NaCl 溶液を加えて 500mL とした後、EtOH 250mL を加え

て激しく攪拌した。白濁したことを確認した後（Figure 14, 写真 A）、遠沈管に

移して室温で 24 時間静置した後、遠心分離（ 2,000×g, 10min）により、上層

（S1）および下層のコロイド状沈殿物（P1）の二層に分配した（Figure 14, 写

真 B）。S1 は別の 1000mL ストレージボトルに回収した。  

第 2 段階の分画では、回収した S1 に対し、最終的な EtOH 添加量が 0.625 等

量になるように、61.5mL の EtOH をさらに加え、激しく攪拌した（Figure 14,  

写真 C）。白濁したことを確認した後、遠沈管に移し、 4℃で 24 時間静置した。

その後、遠心分離（ 2,000×g, 10min）により上層（S2）および下層のコロイド
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状沈殿物（P2）の二層に分配した（Figure 14, 写真 D）。  

各画分についての HPLCおよび NMR分析試料の調製は以下のように行った。

P1については、コロイド状沈殿物を 0.2mol/L NaCl 溶液 10mL に再溶解した後、

90mL の EtOH を加えて激しく撹拌して室温で 24 時間静置し、白色沈殿物を再

沈殿させた。  S1 については、ストレージボトルから 7 m L を 50mL 遠沈管に

採取し、43mL の EtOH を加えて激しく撹拌、室温で 24 時間静置し、白色析出

物を沈殿させた。S2 については、5L のガラス製ビーカーに移し、 4L の EtOH

を加え、激しく攪拌して室温で 24 時間静置し、白色沈殿物を沈殿させた。また、

P2 は 0.2mol/L NaCl 溶液に溶かして 500mL とした溶液に 4.5L の EtOH を加

え、激しく攪拌して室温で 24 時間静置し、白色沈殿物を再沈殿させた。これら

の白色沈殿物を遠心分離（ 2,000×g, 10min）でそれぞれ回収し、EtOH で洗浄

した後、五酸化二リン存在下、室温にて減圧乾燥した。乾燥後に得られた白色

粉末を HPLC および NMR 分析に供した。一連の工程の概略および分析の流れ

を Figure 14 に示した。  

 DNG 1～3 についても、同様にして EtOH 分画処理を行い、白色粉末を回収

した。なお DNG 1～ 3 については 1g の出発物質から分画を行い、 全工程を 1/50

にスケールダウンして実施した。  

 

6 .  ダルテパリンナトリウムのエタノール分画物の亜硝酸分解処理  

DN-W と、DN-C、DNG 1～3 およびこれらの EtOH 処理画分の亜硝酸分解処

理は、第 3 章で実施した亜硝酸分解処理の方法を一部改変して行った。すなわ

ち、注射用水に溶かした各検体溶液に、 25% NaNO2溶液（w/v）を 100μL/g 検

体となるように加えて攪拌した後、 1mol/L HCl で pH を約 1.5 に調整し、さら
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Figure 14. Schematic diagram for remove and analysis of impurities in DN-C by means of EtOH        
                   precipitation.  
Photographs: (A) appearances of DN-C solution at 1st EtOH precipitation, (B) separated fraction after 
centrifugation, (C) appearances of S1 fraction at 2nd EtOH precipitation and (D) separated fraction 
after centrifugation. 
 
 

  



 

-58- 

に 60 分間攪拌した。その後、1mol/L NaOH を用い約 5.0 へ pH 調整を行った。

この試料溶液に 2mol/L Na2SO4（pH5.0）を 100μL 加え、HPLC に供した。な

お、亜硝酸分解処理はすべて氷冷下で行った。   
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結果と考察  

DN-W、DSH および OSH の HPLC と NMR 分析結果を（Figure 15, HPLC）

に示した。各 MS の HPLC 分析の結果、すべての試料で 24.0 分付近に塩類に由

来するピークが検出された。さらに、保持時間 10～23 分に MS 骨格に由来する

主要ピークが検出された。  DN-W では、保持時間 19.8 分付近にピーク頂点を

もつピーク（以後、ピーク A）のみが確認され、DSH および OSH では、保持

時間 12.5 分から 13 分付近にピーク頂点をもつピーク（以後、ピーク B）のみ

が確認された。今回の NMR 分析条件では、2.05ppm 付近に HP に由来するシ

グナルが得られ、2.08ppm 付近には DS に由来するシグナル、そして 2.15ppm

付近には OSCS に由来するシグナルが得られることが報告されている（橋井ら  

2008a）。各 MS の 1H-NMR での 1.9～2.2ppm 間のシグナルを測定した結果、

DN-W、DSH および OSH でも同様に、それぞれ特徴的な 2.052ppm、2.077ppm

および 2.153ppm のシグナルを確認することができた（Figure 15, NMR）。   

次に DN-W、および DN-W 中の DSH および OSH の EtOH に対する反応性に

ついて予備検討を行った結果を Figure 16 および Figure 17 に示した。DN-W

コントロール溶液では、白色析出物およびコロイド状沈殿物は生じなかった。

DSH 添加検液についても同様に、0.1～5%（w/v）のいずれの濃度においても白

色析出物およびコロイド状沈殿物は生じなかった。一方、OSH 添加検液では今

回実験を行った最小濃度 0.01%（w/v）においても白色析出物が生じた（Figure 

16）。この白色析出物は、濃度依存的に増加していることが目視で確認できたこ

とから、0.5 等量の EtOH を加えて撹拌した際に DN 原薬に白色析出物が生じ

た場合は、OSH すなわち高分子 OSCS の残留と判定できると考えられた。比較

的似た分子量および HPLC クロマトグラムを有する DSH と OSH（Figure 15, 
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Figure 15. Typical HPLC chromatogram and NMR chart of DN-W and references of DSH 
                   and OSH.  
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HPLC）において EtOH に対する挙動が異なる理由は、それぞれの糖鎖に結合

する硫酸基数の違いによるものではないかと推測された。したがって、DN 原薬

中に高分子 OSCS が混入した場合は、目視による確認および比較的容易な除去

が可能と考えられた。  

次に DN-W と DSH の分離について追加して行った検討結果を Figure 17 に

示した。DN-W コントロール溶液および 1% DSH 添加検液のいずれについても、

0.525 等量では変化は見られなかったが、0.575 等量以上の EtOH 濃度では白色

析出物およびコロイド状沈殿物が生じた（Figure 17 A）。0.525、0.575 および

0.625 等量で生じた各コロイド状沈殿物を回収してそれぞれ再結晶し、得られた

白色粉末について HPLC による確認を行った。EtOH 添加量が 0.575 および

0.625 等量ではピーク A のみが確認され、 0.675 等量ではピーク A およびピー

ク B が確認された（データ示さず）。これらの結果から、DN-W は EtOH 添加

量が 0.525～0.575 等量で析出を開始し、DSH は EtOH 添加量が 0.625～0.675

等量で析出を開始すると考えられた。また、 0.625 等量の EtOH を添加して処

理した 1% DSH 添加検液 2 mL（DN-W 含有量は 198.0mg）から回収した白色

粉末の重量は 55.7 mg（回収率；28.1%）であり、0.675 等量の EtOH を添加し

て処理した場合、同様にして回収した白色粉末の重量は 115.5 mg であった（回

収率；53.3%）。これらの条件下では DN-W の析出量が不十分であり、かつ、DSH

も析出していることから、より効率的な分離条件を検討する必要性が認められ

た。  

一般的に、水 /有機溶媒系中の MS の溶解度は、液温の低下に伴って低くなる

ことが知られている。そこで、DN-W と DSH の分離に及ぼす分離温度の影響に

ついて検討した。先の場合と同様に、0.525～0.675 等量の EtOH を添加した 1% 
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Figure 16. Appearances of DN-W contaminated with several ratio of DSH or OSH after EtOH 
                   precipitation.  
DN-W + DSH treated with same concentrations of EtOH. 
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DSH 添加検液を激しく撹拌した後、 4˚C で 24 時間静置した。この条件下にお

いては、コロイド状沈殿物の生成を確認できた（Figure 17 B）ため、沈殿物を

回収、再結晶し、得られた白色粉末について HPLC による確認を行った。その

結果、EtOH 添加量が 0.525～0.625 等量ではピーク A のみが確認され、DSH

で確認されたピーク B は確認されなかった（データ示さず）。また、0.625 等量

の EtOHを添加して処理した 1% DSH 添加検液 2mL（DN-W含有量は 198.0mg）

から回収した白色粉末の重量は、 163.2 mg（回収率；82.4%）であったことか

ら、DN-W と DSH を分離する場合は 4˚C での EtOH 分画処理が有効であると

考えられた。これらのことから、DN-W 中の DSH および OSH を除去する調製

方法として、まず室温下の EtOH 処理で OSH をコロイド状沈殿として除去し、

次いで、得られた上清に EtOH を追加して 4˚C で静置後に DSH が存在する上

清を除き、コロイド状沈殿物として DN-W を回収する 2 段階の調製方法が望ま

しいと考えられた。  

以上の結果から、Figure 14 に示したとおり、DN-C について 2 段階の EtOH

分画処理を実施することとした。それぞれの段階で得られた上清（S1, S2）お

よびコロイド状沈殿物（P1, P2）を再結晶し、得られた白色粉末と分画前の DN-C

についての HPLC および NMR 分析結果を Figure 18 に示した。  

DN-W と OSH、DSH の混合品である DN-C について、HPLC では DN-W で

確認されたピーク A に加え、OSH および DSH で確認されたピーク B も確認さ

れた。ピーク A とピーク B のおよそのピーク面積比（B/A）は約 1.30×10-2であ

った。NMR 分析でも、それぞれに特徴的な 2.05ppm、2.08ppm および 2.15ppm

付近の 3 シグナルが確認できた。また DN-C およびすべての画分の NMR 分析

では 2.10ppm 付近にシグナルが確認されたが、これは製造工程における酸化還
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Figure 17. Appearances of DN-W contaminated with DSH after EtOH precipitation. 
DN-W + DSH treated at RT with different concentrations of EtOH.  (B) DN-W + DSH 
treated at 4˚C with different concentration of EtOH.  
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元処理による影響と推測された。P1 画分では、DN-C と同様に、HPLC におい

てピーク A とピーク B が確認されたが、そのピーク面積比は約 1.03 と、ピー

ク B の面積が大幅に増加していた。また、ピーク A の頂点は高分子側にシフト

しており、DN-W の高分子部分が P1 画分に回収されたものと考えられた。また

NMR では、2.15ppm 付近に最大シグナルが確認され、2.05ppm 付近に僅かな

シグナルが確認された。以上の結果から、P1 画分の主成分は OSH であり、僅

かに高分子の DN-W が含まれていると考えられた。S1 画分では、HPLC ではピ

ーク A とピーク B が確認され、その面積比は約 9.08×10-3であり、DN-C に比

べ、ピーク B が僅かに減少していた。また、NMR では 2.05ppm、2.08ppm 付

近に 2 シグナルを確認したが、OSH に特徴的な 2.15ppm のシグナルは確認出

来なかった。以上の結果から、第一段階の EtOH 処理で得られるコロイド状沈

殿画分（P1）に OSH が移行 /濃縮されており、上清（S1）には DN-W と DSH

が含まれていることが確認された。  

S2 画分については、HPLC においてピーク A とピーク B が確認された。し

かしピーク A の頂点の保持時間は 20.5 分と DN-W の保持時間 19.8 分よりも長

く、低分子側にシフトしていたことから、S2 画分では DN-W の低分子部分が回

収されたと推測された。ピーク A と B の面積比は約 2.36×10-1であり、S1 に比

較してピーク B が増加していた。また、NMR では 2.05ppm および 2.08ppm 付

近の 2 シグナルが確認できた。一方、P2 画分では、HPLC ではピーク B のピー

クはほとんど確認出来ず、NMR においても 2.05ppm 付近が主要なシグナルと

なり、2.08ppm 付近のピークは確認できなかった。以上の結果から、第 2 段階

の EtOH 処理で得られる上清（S2）に DSH が残留し、コロイド状沈殿画分（P2）

に DN-W が高純度で濃縮されたと考えられた。最終的に、DN-C 50g（DN-W 
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Figure 18. HPLC and NMR  analyses of DN-C fractionated with EtOH precipitation. 
Charts in each figure show the results of DN-W, DN-C, P1, S1, S2 and P2. 
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49.25g）を EtOH 分画して得られた P1、P2 および S2 画分を再結晶して得た白

色粉末の重量は、それぞれ 0.54g と 43.62g および 3.15g であった。最も純度が

高い P2 画分における回収率は 87.2%であったことから、DN 原薬の実製造への

応用も十分可能であると考えられた。  

LMWH の純度確認試験について、第 3 章では、DS や OSCS は亜硝酸分解に

対して抵抗性を示すのに対し、HP は亜硝酸分解により二糖単位のピークシフト

を伴う分解と低分子化を示すことに基づき、亜硝酸分解に引き続く HPLC 分析

により、MS の純度確認が可能であることを報告した。そこで、本研究では亜硝

酸分解 /HPLC法を LMWHに適用し、不純物確認法としての有用性を検討した。  

DN-C、S1 および P2 それぞれの亜硝酸分解処理を行い、HPLC 分析および

NMR 分析を行った。得られた HPLC クロマトチャートをフルスケールで記載

した場合、ピーク B を確認することが困難である。そこで、Figure 19 ではフ

ルスケール表記に加えて、各 HPLC クロマトチャート上に、ピーク B を確認し

やすい保持時間（ 10.5～15.5 分）の拡大クロマトチャートを追記する。HPLC

（Figure 19, HPLC）では、すべての検体でピーク A は分解、消失し、ピーク

B は亜硝酸分解抵抗性 MS として検出された。しかし、DN-C、S1 と比較して、

P2 のピーク B は僅少であった。一方、NMR 分析の結果において、DN-C では

2.04ppm、2.08ppmおよび 2.15ppm付近のシグナルが明確に確認されたが、OSH

が除去された S1 では 2.15ppm、DSH が除去された P2 では 2.08ppm のシグナ

ルが非常に弱くなった（Figure 19, NMR）。HPLC 分析の結果から、全 MS に

占める亜硝酸分解抵抗性 MS のピークの RI 面積値の割合を算出したところ、

DN-C では分解前の面積値の 1.52%であったのに対し、S1 中の分解抵抗性 MS

ピークの RI面積値は 1.06%、P2中の分解抵抗性 MSピークの RI面積値は 0.04%
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Figure 19. HPLC and NMR analyses of fractions of DN-C de-polymerized with nitrous acid. 
Charts in each figure show the results of DN-W, DN-C,  S1,  and  P2.  Charts  of    “Peak  B  (RT:  10.5
～15.5  min)”  are  magnified  to  show  the  peak  clearly. 
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Ta b l e  4 .  C h a n g e s  o f  R I  a r e a  o f  M S †  c o n t a i n e d  i n  t h e  D N - C  f r a c t i o n a t e d  w i t h  e t h a n o l  

E t h a n o l  
p r e c i p i t a t i o n  

N i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n  C o m p o s i t i o n  o f  
u n - d e g r a d e d  M S  

( B / A )  

R a t i o  o f  
u n - d e g r a d e d  

  M S  c    U n - t r e a t e d  a  
( A )  

   T r e a t e d  b  
  ( B )  

U n - t r e a t m e n t  
( i n t a c t )  

1 5 , 4 6 5 , 7 9 9  ±  4 , 5 6 1   2 3 5 , 5 6 7  ±  3 9 5   1 . 5 2 × 1 0 - 2  1 . 0 0  

1 s t  s u p e r n a t a n t  
( S 1 )  

1 5 , 8 3 5 , 3 5 9  ±  6 , 5 3 0   1 6 7 , 3 6 2  ±  9 6   1 . 0 6 × 1 0 - 2  0 . 6 9  

2 n d  p r e c i p i t a n t  
( P 2 )  

1 5 , 2 9 6 , 5 6 7  ±  4 , 8 2 1  6 , 3 8 8  ±  8 2  4 . 1 8 × 1 0 - 4  2 . 7 1 × 1 0
- 2

 

Va l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  ( n = 3 ) .  

†M S ,    m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .    

a ,  T o t a l  a r e a  o f  M S  w i t h o u t  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n .   

b ,  R I  a r e a  o f  u n - d e g r a d e d  M S  w i t h  N a N O 2  e l u t e d  f r o m  1 0 . 0  t o  2 0 . 0  m i n  o n  H P L C .   

c ,  R a t i o  o f  u n - d e g r a d e d  M S  i n  f r a c t i o n a t e d  D N - C  t o  t h a t  i n  t h e  i n t a c t  m a t e r i a l .   
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と、段階的に減少していた（Table 4）。これらの結果から、 2 段階の EtOH 分

画処理により、DN-C から高分子の MS 不純物が除去され、純度が大幅に高ま

ったことが確認された。また、亜硝酸分解 /ゲルろ過 HPLC 法は LMWH 中の高

分子 MS や OSCS の存在を感度良く検出していることから、本法は LMWH の

各製造工程の品質管理における純度確認試験法として適用可能であることが示

された。  

一方で、OSH が除去されている S1 および P2 画分の何れにおいても、亜硝酸

分解処理前には認められなかった 2.15ppm 付近のシグナルが、亜硝酸分解処理

後に確認された（Figure 19, NMR）。また、そのシグナルの発生とともに、近

接した 2.18ppm 付近にみられる未同定シグナルの強度の減少も確認された。こ

れは、第２章での UFH の亜硝酸分解前後のシグナル推移と同様の挙動であった。

精製した OSH および DSH ではこの現象は確認されなかった（データ示さず）

ことから、このシグナル推移は HP 糖鎖、あるいは、その糖鎖に結合した他の

物質に由来するものと考えられ、HP に何らかの化学処理をした場合、その条件、

例えば pH、温度、試薬あるいは処理後に残留する物質によって生じるものと考

えられた。以上のことから化学処理の内容によっては、HP/LMWH を NMR 分

析した場合、2.15ppm 付近のシグナルは必ずしも OSCS に特異的ではない可能

性が示された。HP 原薬の NMR 分析における、2.12～3.00ppm の未同定シグナ

ルの解析報告もふまえ（Lee ら  2011）、これらのシグナル推移の挙動について

は、今後詳細な検討が必要であると考えられた。  

また、商業用 DN 原薬の試験的精製について、DNG 1～3 について 2 段階の

EtOH 分画処理を行い、分画処理前および 2 段階目の EtOH 分画処理後に得ら

れた P2 画分を再結晶して得られた白色粉末について、それぞれ亜硝酸分解し、
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HPLC 分析および NMR 分析で純度を確認した結果を Figure 20 に示した。

HPLC による分析の結果（Figure 20, HPLC）、EtOH 分画処理前の各 DNG を

亜硝酸分解すると、DN-C の場合と同様に、いずれの試料でもピーク B に相当

するピーク成分は分解されなかった。これらピークの立ち上がり部分のスロー

プ形状は分解前後で変化していなかったことから、これらのピークは DN の原

料に由来する未分解の HP ではなく、亜硝酸分解抵抗性 MS のピークであると

考えられた。   

一方、NMR による分析の結果（Figure 20, NMR）、EtOH 分画処理前のすべ

ての検体において DN に由来する 2.05ppm のシグナルが確認され、DNG 1 で

は 2.08ppm 付近のシグナルが確認できた。しかし、DNG 2 および DNG 3 につ

いては DN 由来の GlcNAc のシグナルと重なり、 2.08ppm のシグナルを明確に

確認できなかった。また、2.10ppm 付近にシグナルが確認されたが、これは製

造工程における酸化還元処理による影響と推測された。   

EtOH 分画処理前の DNG についての HPLC クロマトグラムにおける各 MS

のピーク面積の計算結果から、これらの原薬には亜硝酸分解抵抗性の不純物が

0.2%～ 0.8%程度含有されていることが確認された（Table 5）。そして、EtOH

分画処理後では、それらピーク成分の RI 面積値は、分画前の RI 面積値の 4%

～10%（DN 中の含量として 0.02～0.04%程度）まで減少していた（Table 6）。

DNG 1～3 の原薬粉末 1g から白色粉末として得られた P2 画分の重量は、それ

ぞれ 0.834、0.852 および 0.827g であり、製造方法がそれぞれ異なる 3 原薬で、

すべて 80%以上の高い収量が得られた。これらのことから、今回検討した EtOH

分画は LMWH の純度向上に有効であることが確認された。   

以上、本研究では DN 製造工程において、DN 以外の MS 夾雑物質を除去する
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Figure 20. HPLC and NMR analyses of commercial DN products (above) and the purified DN   
                   with EtOH precipitation (below). 
Samples of HPLC are de-polymerized with nitrous acid. Charts in each figure show the results of  
DNG1, DNG2, and DNG3 respectively.  
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Ta b l e  5 .  R I  a r e a  o f  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n - r e s i s t a n t  M S †  i n  d r u g  s u b s t a n c e s  

  P r o d u c t s  

N i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n  
C o m p o s i t i o n  o f  
u n - d e g r a d e d  M S  

( B / A )  U n - t r e a t e d  a  
( A )  

T r e a t e d  b  
( B )  

  D N G 1   1 5 , 2 6 7 , 1 5 4  ±  7 , 4 1 5  1 0 8 , 9 2 0  ±  7 3 9   7 . 1 3 × 1 0 - 3  

  D N G 2   1 5 , 3 1 8 , 8 6 5  ±  1 , 0 1 5  3 4 , 7 2 2  ±  6 4 5   2 . 2 7 × 1 0 - 3  

  D N G 3   1 5 , 5 8 5 , 3 0 5  ±  2 , 1 7 8  1 2 0 , 3 8 1  ±  1 , 2 3 1  7 . 7 2 × 1 0 - 3  

Va l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  ( n = 3 ) .  

†M S ,    m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .    

a ,  T o t a l  a r e a  o f  M S  w i t h o u t  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n .   

b ,  R I  a r e a  o f  u n - d e g r a d e d  M S  w i t h  N a N O 2  e l u t e d  f r o m  1 0 . 0  t o  2 0 . 0  m i n  o n  H P L C .   
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Ta b l e  6 .  R I  a r e a  o f  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n - r e s i s t a n t  M S †  i n  2 n d  c o l l o i d a l  
p r e c i p i t a t e  ( P 2 )  r e s u l t i n g  f r o m  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  o f  d r u g  s u b s t a n c e s   

 P r o d u c t s §  

N i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n  C o m p o s i t i o n  

o f  u n - d e g r a d e d  

M S  

( B / A )  

R a t i o  o f  

   u n - d e g r a d e d  

 M S  c  U n - t r e a t e d  a  

( A )  

   T r e a t e d  b  

  ( B )  

D N G  1  1 5 , 4 9 2 , 0 7 0  ±  5 , 2 9 4    5 , 2 4 9  ±  1 9 5  3 . 3 4 × 1 0
- 4

 4 . 8 2 × 1 0
- 2

  

D N G  2   1 5 , 0 3 9 , 3 1 3  ±  1 7 , 5 5 1   3 , 1 4 3  ±  9 5  2 . 0 9 × 1 0
- 4

 9 . 0 5 × 1 0
- 2

  

D N G  3   1 5 , 4 1 5 , 8 9 4  ±  1 0 , 0 8 2   5 , 3 8 6  ±  2 1 8  3 . 4 8 × 1 0
- 4

 4 . 4 6 × 1 0
- 2

  

Va l u e s  a r e  m e a n s  ±  S D  ( n = 3 ) .  

†M S ,    m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .    

§  A b b r e v i a t i o n s  a r e  t h e  s a m e  a s  s h o w n  i n  T a b l e  5 .  

a ,  T o t a l  a r e a  o f  M S  w i t h o u t  n i t r o u s  a c i d  d e - p o l y m e r i z a t i o n .   

b ,  R I  a r e a  o f  u n - d e g r a d e d  M S  w i t h  N a N O 2  e l u t e d  f r o m  1 0 . 0  t o  2 0 . 0  m i n  o n  H P L C .   

c ,  R a t i o  o f  u n - d e g r a d e d  M S  i n  p r e c i p i t a t e  t o  t h a t  i n  e a c h  i n t a c t  m a t e r i a l  s h o w n  i n  T a b l e  5 .  
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方法として、室温および 4˚C での 2 段階の EtOH 分画処理が有効であることが

示唆された。EtOH分画処理を加えることにより製造工程数が増加するものの、

イオン交換 /ゲルろ過カラムを含む他の MS の製造ラインとの共用頻度も抑えら

れることから、よりコンタミネーションを低減した、高品質な DN を供給する

ことが可能であると考えられた。   

また、亜硝酸分解 /ゲルろ過 HPLC 法による MS 確認試験法については、本法

は NMR 法と同等の評価が可能な LMWH 検査方法となり得ることが示された。

特に各 DNG の分析において、残留する亜硝酸分解抵抗性物質の不均一性が示さ

れたこと、およびその確認において混入量が微量の場合、HPLC 法では亜硝酸

分解抵抗性物質として確認可能であるが、NMR では確認が困難であることを示

唆するものである。よって、粗原料から粉体化までの一連の工程管理の要所に

おいて、この方法で検査を実施することで、NMR/イオン交換 /逆相クロマト法

が規格化されている HP と、同等の品質が確保できるものと考えられる。HPLC

法が LMWH の分子量測定法として古くから各国の薬局方に収載され、国内外で

多くの原薬 /製剤メーカーにも普及している分析手法の１つである（Dedem と

Nielsen 1991）こと、HP と同様に、LMWH 原薬 /製剤調製時の工程管理におい

て、本報中の MS 確認方法を適用することは、比較的容易であると考えられる。  

 

 

 

 

 

 



 

-76- 

要約  

低分子ヘパリン（LMWH）であるダルテパリンナトリウム（DN）の純度試験

法と、その中の他のムコ多糖類（MS）夾雑物（デルマタン硫酸（DS））および

過硫酸化コンドロイチン硫酸（OSCS）の工業的除去方法について検討した。高

純度の DN（DN-W）に高分子 DS（DSH）  および高分子 OSCS（OSH）を添

加して粗 DN（DN-C）を調製した。次に、DN-C に対し 2 段階のエタノール

（EtOH）分画処理を行い、各不純物の挙動と DN の精製度を確認した。その結

果、DN-C では第１段階の EtOH 分画で OSH がコロイド状沈殿物中に濃縮 /除

去された。次に、残った上清画分に対して第２段階の EtOH 分画を行うと、コ

ロイド状沈殿物中に高純度の DN-W が濃縮され、DS は上清画分に留まった。

加えて、商業用 DN についても同様の EtOH 分画処理を行い、MS 夾雑物質除

去における EtOH 分画処理の有効性を確認した。これら分画物の純度を、亜硝

酸分解抵抗性不純物を高感度で検出できる亜硝酸分解 /HPLC 法、および公定的

な確認試験法である 1H-NMR（NMR）法により確認した結果、2 段階 EtOH 分

画処理を行ったすべての検体で DN の純度が向上した。また、本試験で用いた

商業用 DN 中の高分子 MS 不純物は、主に高分子 DS であることが確認された。  

 以上の結果から、LMWH の調製工程において亜硝酸分解 /HPLC 法による

純度検査を行い、さらに、MS 夾雑物質を含む LMWH 原薬について 2 段階の

EtOH 分画処理を実施することで、高品質な LMWH 原料を安定的に調製できる

と結論した。  
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第 5 章  総括  

 

生物由来物質である MSの工業的あるいは商業的な利用状況は多岐にわたり、

健康食品、化粧品、研究用試薬および医薬品として世界中で流通している。MS

の種類は様々であり、それらを抽出 /精製するための製造原料もまた多様である。

その起源を遡ると、畜産資源および水産資源の食品加工時に生じる、本来なら

ば廃棄されていた副産物に由来するものが大多数を占めており、これらの利用

が長期的かつ持続的に行われることは、限りある資源の有効利用、また環境保

護の観点からも極めて有意義であるといえる。  

近年の健康食品ブームで注目されている MSとしては CSや HAが挙げられる

が、食品分野のみならず、医療分野においても、医薬品原料として流通してい

る MS は多い。HP や LMWH については、CS および HA と異なり食品および

化粧品の分野での利用例はほとんど無いが、血液凝固阻害作用を有する MS と

して、医療分野において血液透析その他の体外循環装置使用時の血液凝固の防

止の目的で使用されている。日本国内の慢性透析患者数は、2011 年末に日本国

内の慢性透析患者数は 30 万人を超えているが、血液透析時に用いる血液凝固阻

止剤として、HP および LMWH の使用例は過半数を超え、多くの患者に高頻度

で使用されているのである。  

2000 年代初頭に発生した BSE（bovine spongiform encephalopathy）問題は

食肉のみならず、MS の流通にも大きな影響を及ぼした。例えば、それまで MS

製造に利用されてきた牛由来の器官 /軟骨等の使用が制限されたことにより、そ

のもの自体の大量廃棄の問題、また、これまでそれらを粗原料として製造され

てきた MS については、これまで製造した製品の在庫管理の問題、また代替粗
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原料の確保、そして最終製品の同等性の担保等が喫緊の課題となった。特に、

CSF については、その粗原料が牛由来のものから豚、鮫およびイカ等由来に、

また、HP および LMWH についても、牛由来のものはほぼ豚腸粘膜由来に転換

された。HP および LMWH の粗原料である CHP 中には、主に HS、CS-B（DS）

および CS-C が含まれ、特に高分子 MS である CS-B（DS）が 5～20％程度含有

されている場合が多い。HP 中にもこれらの MS が、およそ 0～5％前後が残留

していることは確認されていたが、その残留に起因する重篤な副作用の報告例

は少なく、また、HP の低分子化処理により、出血時間の延長等の副作用を低減

した LMWH についても、HP と同様に世界中で古くから使用されてきた。  

2008 年初頭、米国、ドイツなどで発生した、HP 製剤の急速静注投与が原因

と思われる死亡および他の副作用の事例について、使用された HP 製剤および

原薬を分析調査した結果、半合成 MS である OSCS が確認された。日本国内に

おいて HP 製剤の原薬はすべて海外から輸入されており、国内生産は行われて

いない。速やかな安全性確保のため、HP の純度試験法および確認試験法が検討

され、混入物質である OSCS と DS の確認 /純度試験として 1H-NMR、イオン交

換および逆相クロマトグラフィー等の実施が義務づけられた（厚生労働省  

2011）が、これらの試験は頻雑であること、また、精製された最終製品の試験

であることから、粗原料である CHP の受入から最終的な HP 原薬の粉体充填ま

での一連の工程すべてにおいて実施することは、事実上困難である。特に、多

用途 /多品目の MS を製造するメーカーにおいては、粗原料の取り違え、また製

造工程におけるラインおよび各機器の洗浄不良等によっては、目的とする MS

中に目的外の MS が混入する可能性が常に存在する。また、HP と同種同効薬で

あり、また、HP と同一の工場で製造されることが多い LMWH については、こ
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れらの試験、あるいはそれに代替する試験は義務づけられていない。BSE 問題

発生時に生じた牛由来粗原料を用いて製造された MS 製品の大量廃棄問題と同

様に、今回の OSCS 問題でも、HP 関連製品に限定的ではあったものの、1H-NMR

分析により 2.15ppm 付近にシグナルが検出された原薬、またそれを用いた製剤

が大量廃棄され、また、HP 原薬価格の高騰にも繋がった。このことから、HP

および LMWH 中の目的外 MS の残留を効率良く低減するような精製 /分画方法、

また工程管理における簡便な純度確認方法を確立することは、屠畜副産物の効

率的な再資源化を長期的かつ持続的に行う上で必須であると考えられる。  

 本研究では、医薬品原料として用いられている 2 種類の MS、すなわち HP お

よび LMWH について、他の MS との効率的な分離・精製方法として EtOH 分

画法の適用を検討した結果、本法が工業的な製造方法として有効であることを

確認した。さらに、その製造工程において、亜硝酸分解とゲルろ過 HPLC を組

み合わせた分析方法を検討した結果、簡便な純度確認方法として有効であるこ

とも確認した。逆説的に考えれば、これらの精製方法および分析方法は、例え

ば OSCS、CSF あるいは KS 等の亜硝酸分解抵抗性 MS の精製方法、また分析

方法としても有効であると推測された。HP 製品において、その中の他の MS は

不純物であるが、他の MS 製品においては HP が不純物となるからである。MS

製品の純度については、例えば、CSF を配合した健康食品についても、表示内

容と製品内容との整合性がとれていないケースが報告（戸井田ら  2011）されて

いる。MS 製品の中でも、HP と同様に CSF は医薬品原料として日本薬局方外

医薬品規格にも収載されていることから、MS 製品間での安全性基準の整合性を

とる意味も含め、HP 以外の MS 製品についても、高純度化および製造工程にお

ける簡便な純度確認方法の検討が必要ではないかと考えられた。  
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 本研究では、HP および LMWH 中の MS 不純物を OSCS および CSF と設定

して各検討を実施した。特に、OSCS は死亡例を含む重篤な有害事象を惹き起

す原因物質であるとされている。しかし、MS 中の不純物は必ずしも特定の MS

に限定されるものではない。有害事象の程度、また発生頻度は不明であるが、

MS 製造において混入する可能性のある不純物、例えば、 1) 由来組織の保存

時に用いるチモール等の防腐剤、2) 粗 MS を抽出する際に用いる塩化セチルピ

リジニウム等の吸着剤、3) MS の分解 /修飾時に用いる試薬、4) 溶液から MS を

回収する際に用いる EtOH/MeOH 等の有機溶媒等、5) 各種のタンパク質 /ペプ

チド /アミノ酸 /塩類等が挙げられる。そしてこれらは、各 MS 製品の粗原料、ま

た製造方法によって変動することから、MS 製造における工程管理において、今

後何らかのプロファイリングが必要であると考えられた。すなわち、HP およ

び LMWH を含む MS 製品の安全性の担保、また安定供給の確保のため、MS

以外の物質で製品中に混入する可能性のある物質についても、効率的に除去

する精製方法およびそれらの簡便な検出方法を開発することも、今後の検討

課題であると考えられた。  

以上のことから、本研究では、屠畜副産物である腸粘膜由来 HP 等の安全性

向上を目指し、製造工程において実施可能な簡便かつ高感度の純度確認試験法

を開発するとともに、実際の製造工場においても実施可能な精製法を提案した。

これらの成果は医療現場に高品質な薬剤を持続供給することを可能にし、ひい

ては食肉製造副産物の円滑な再資源化に資するものであると考えられた。  
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Summary 

 

     From the viewpoint  of  the resources recycl ing,  i t  is  important to  use 

by-products  of  meat production and processing such as offal  and bone as 

recycled resources.  

     MSs (Mucopolysaccharides)  are biopolymers that are found in 

animal t issues and organs,  and it  is  involved in var iety biological  

act ivit ies  in vivo .   Specif ical ly,  MS would play important roles  i n cel l  

prol i feration,  di f ferentiation,  and adhesion of  cel ls  to  matrices .   There 

are various kinds of  MS products  in market,  and those raw materials  are 

also from various kinds of  animal carcass .   MSs are used as health foods,  

cosmetics ,  chemical  reagents and pharmaceutical  agent s  al l  over the  

world.   Heparin (HP) and low molecular weight heparin (LMWH) are 

made mainly from crude heparin  (CHP) prepared from porcine intestinal  

mucosa.   Both HP and LMWH are widely used as injectable 

anticoagulant agents .   

     In early 2008,  s ide ef fects of  intravenous HP product ,  including 

dead cases,  were reported from the United States  and Germany.   Then,  a  

semi-synthetic  oversulfated chondroit in sulfate (OSCS) was found in the  

HP products ,  and it  was concluded that the OSC S would cause the s ide 

ef fect  of  the HP products  through the severe anaphylactic  reaction.   

Afterwards,  analytical  methods of  OSCS to confirm i dentif ication and 

purity of  HP products  were examined in the major countries  of  the world,  
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and specif ication tests  using 1H-NMR and ion exchange chromatography 

and reversed phase chromatography were made obligatory.   However 

these tests are dif f icult  to  do by each step of  HP manufacturing because  

those methods are expensive and troublesome.   Moreover there is  l i tt le  

information about  industrial  purif ication method of  HP to remove 

contaminants from the bulk.   Therefore the object ive of  this  study was  

(1)  to  establish an analytical  method for  detecting MS contaminants such 

as OSCS and chondroit in sulfate family (CSF) in  HP and LMWH, and (2) 

to  develop a low-cost  purifying processing of  bulks of  HP and LMWH to 

enable to  supply high-qual ity HP products  continuously.   I  focused on 

the reactive property of  OSCS and CSF to de -polymerization with nitrous 

acid  and the dif ference of  solubil ity  of  each MS in organic  solvent to  solve  

these problems.   

     In the chapter  2,  I  investigated  the reactive property of  various MS 

to de-polymerization with nitrous acid.   HP,  LMWH, OSCS,  CSF (type-A,  

B,  C,  D and E) ,  keratan sulfate (KS)  and heparin sulfate (HS) were 

de-polymerized with nitrous acid .  Then molecular weight distributions of  

intact  MSs and those degraded products  were measured and compared by 

use of  a gel  permeation high performance l iquid chromatograph equipped 

with a dif ferent ial  refractive index detector.   As a result ,  HP, LMWH 

and HS were degraded with the accumulation of  disaccharide units .   On 

the other hand,  OSCS,  al l  types of  CSF and KS were resistant to  

de-polymerization with nitrous acid.   Furthermore  the nitrous acid 
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de-polymerization /  gel  permeation HPLC method was able to  detect  

contaminants at  0 .01% level  of  HP,  whereas the detection l imit  of  

1H-NMR method was 0.1% or more.   This  method is quite s imple ,  

economical  and sensit ive .   Therefore I  concluded that the proposed 

method,  i .e . ,  nitrous acid de -polymerization of  MS fol lowed by  gel  

permeation HPLC,  is  the best  method for  detecting MS contaminated the  

bulks of  HP and LMWH at each stages of  manufacturing process  of  MS 

products .    

     In the chapter 3,  I  tr ied to de velop a purif ication method for 

industrial  manufacturing of  HP products  from HP bulk based on ethanol  

precipitation (EtOH).   Finally,  purif ied HP was precipitated from HP 

bulk after  EtOH precipitation at  f inal  EtOH concentration of  33%.  The 

recovery ratio  of  purif ied HP was 83.6% of  total  HP bulk,  and the content  

of  impurit ies  decreased to about 0.09% from 1.16% through this  

purif ication process .   

     In the chapter 4,  I  also tr ied to develop a purif icat ion method for  

LMWH from model  LMWH bulks contaminat ed with OSCS and dermatan 

sulfate (DS).   It  was shown that the two -step processing of  EtOH 

fractionation was necessary to purify LMWH, i .e . ,  OSCS was removed as 

col loidal  precipitate at  f irst  EtOH fractionation and DS was removed in 

supernatant at  the  second fractionation.   The content o f  impurit ies  in 

the purif ied LMWH decreased to about 0.04% from about 1.52% in this  

process .   Moreover,  the recovery ratio  of  the purif ied LMWH was 87.2%.   
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     The EtOH fractionation processing,  fol lowed by purity analysis  by 

gel  permeation HPLC after nitrous acid de -polymerization of  MSs, is 

quite s imple and low-cost .   In addit ion,  this  method does not  need to 

instal l  any special ized equipment.   Therefore  I  concluded that the 

methods developed in this study could be an ef f ect ive way to produce 

high-quality HP products  from bulks of  HP and LMWH in the industrial  

manufacturing.   In addit ion,  this  manufacturing process  also could be 

applicable  to  production of  other MS such as CSF.   Producing highly 

purif ied MS products  would result  in supplying not  only safer medical 

agents  to  medical  front but also safer cosmetics  and health foods to  

general  consumers.   Continuous consumption of  high-quality MS 

products  could ensure the sustainable uti l ization of  by -products  from 

animal carcass .   
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