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CSH）テクノロジーの実用化

トロダクション

のカラムテクノロジーおよび固定相ケミストリの進歩にも関わらず、ルーチンの

法開発やLC/MSアプリケーションには課題が残っています。本アプリケーショ

トでは、Charged Surface Hybrid（CSH™ ）テクノロジーが分析法開

一般的なLC分析の用途に対し幅広い選択性を提供するだけでなく、多くの

固定相で未だに直面する問題をいかに解決するかについてご紹介します。

レベルのプラスチャージを再現性良く加えることでACQUITY UPLC CSHお

Select HPLCカラムは困難なクロマトグラフィー条件下での性能の向上と

る選択性を提供します。結果として、低イオン強度移動相条件下でのロー

グキャパシティ向上による塩基性化合物の良好なピ ク形状および移動相グキャパシティ向上による塩基性化合物の良好なピーク形状および移動相

更後の迅速な再平衡化が実現します。ここではルーチンの分析条件下で

薬剤を用いてCSHテクノロジーを採用したカラムの実用化をご紹介します。

このカラムを安定性試験や強制分解試験の不純物プロファイリングに使用し

合の利点を典型的なLC/MS条件を用いてご紹介します。

pH移動相条件下でのACQUITY UPLC CSHおよびACQUITY UPLC BEHカ

いたABN混合物の分析。PDA検出器とカラムマネージャ（4カラム切り替え）を備え

UITY UPLCシステムを使用。移動相Aは0.1%ギ酸水溶液、移動相Bは100%
トリル。グラジエントは5分間で5-95%B。流速は0.5 mL/min。UV検出@254 
入量は2 μL。カラム温度は30 ℃。カラムサイズは2.1×50 mm、1.7 μm。
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ロマトグラフィー分離においても使用するカラムおよび条件におけるカラム

、保持能、選択性によって分離度が決まります。カラム効率はより小さい

径のカラムの使用や低拡散のシステムを使用することで物理的に向上さ

とができます。保持能や選択性は充てん剤として異なる基材のパーティク

官能基密度、官能基タイプを使用することで化学的に変更することができ

そのため、分析法開発の実験の際に、異なる選択性が得られる様々な

相を試すことで混合物中の化合物の最も良好な分離を達成する可能性

られます。しかしながら、選択性は使用する条件や分析種によって大きく

るため、固定相間での違いを定量化することが課題となっています。

性の違いの定量化には、2組の条件（2種類のカラム、高・低pHの移動

有機溶媒など）間 選択性 違 （S l ）を相関係数 乗有機溶媒など）間での選択性の違い（S-Value）を相関係数の二乗

から計算する方法1を採用しました。2組の条件で全く同じ選択性が得ら

場合にはS-Valueは0、全く異なる（完全に直交性の）選択性が得られる

にはS-Valueは100になります。

方法を同じ条件下で様々な化合物に対するACQUITY UPLC CSHカラ

ミリ の選択性を比較するために使用しました（図1） 基準としてミリーの選択性を比較するために使用しました（図1）。基準として

UITY UPLC BEH C18カラムも比較しました。計算したS-Valueは4つ

定相間で選択性の違いとして示しています。

CSH C18カラムでは微小レベルの表面チャージが追加されたことでイオン

した分析種に対してBEH C18カラムと選択性が異なっています。二番目

種類のACQUITY UPLC CSHカラムは互いに選択性が大きく異なり、カ種類のACQUITY UPLC CSHカラムは互いに選択性が大きく異なり、カ

選択に幅が広がります。最後に、この微小レベルのチャージは低イオン強度

相条件下で塩基性化合物のピーク形状を大きく向上させます。この点に

は次のセクションで詳しく説明します。

トグラフィー選択性は異なる移動相pH、溶出溶媒によってもコントロール

とができます。これによりサンプル中の複数のピークを分離するためにカラム

能をさらに拡張します。高純度シリカ相ではpHの制限があるため、pH8以

移動相pHで化学的に安定な固定相を見つけるのが課題となります。



ACQUITY UPLC CSH C18とACQUITY CSH Phenyl-Hexylのカ

選択性を得るために幅広い分離条件下で使用することができます（図2）

全ての化合物で溶出時間が遅くなり、図2で示すように高ｐHでは分離選

低イオン強度移動相下での性能

高pH・低pHどちらも同じカラムを使用する分析法開発プロトコールにおい

要です。ギ酸や酢酸のようなMS適応移動相では高pH移動相暴露後に

種の保持および選択性両方の変化が見られます2,3。これは本質的に低p

表面の平衡化に時間がかかることによるものと考えられています。このように

pHに戻すことにより起こる）が、（特に低イオン強度移動相条件において）

ACQUITY UPLC CSHおよびXSelect HPLCカラムはすでに充てん剤

衡化が非常に迅速で、同じカラムで低pHと高pH間でスイッチングした場合

ハイブリッドコーティングなど他の充てん剤ではイオン解離した塩基性化合物

らの化合物の再現性の高い定量が難しくなります。

中性分析種の保持やピーク形状は影響を受けないことから、この性能の悪

これは、多くの市販高純度固定相において高pH移動相（pH≧7）暴露後

長い時間がかかることによるものです。

ラムはどちらも高pH条件（pH11）まで安定なため、大きく異なる

。アセトニトリルからメタノールに溶出溶媒を変更すると予測どおり

選択性を変えることができます。

図2. 様々な移動相pH、溶出溶媒を用いた

ACQUITY UPLC CSH C18カラムでのABNQ 18

混合物の分離。PDA検出器とカラムマネージャ

（4カラム切り替え）を備えたACQUITY UPLC
システムを使用。低pH移動相は0.1%ギ酸水

溶液、高pH移動相は0.1%アンモニア水溶液。

移動相Bは100%アセトニトリルまたは100%
メタノール。グラジエントは5分間で5-95%B。
流速は0.5 mL/min。UV検出@254 nm。

注入量は2 μL。カラム温度は30 ℃。カラムサ

イズは2.1×50 mm、1.7 μm。

いては、異なるpH条件間での使用の前には洗浄・再平衡化が必

に同じカラムを用いて低pHで分析する場合、イオン解離した分析

pHで表面のチャージが非常に少ない高純度充てん剤において、

に、表面チャージの変化（例えば、低pHから高pHに変えて再度低

クロマトグラフィー性能に大幅に違いを引き起こします。

表面に微小レベルのチャージを固定化しているため固定相の再平

合にも保持と選択性の変化は見られません（図3）。図3に示した

物の保持時間シフトだけでなくピーク形状悪化も起こるため、これ

悪化は固定相の劣化や結合相の脱離によるものではありません4。

後にギ酸などの低イオン強度移動相において再平衡化に非常に



CSHカラムのその他の利点はピーク形状の悪化なしに塩基性化合物を大

て多くの利点があります。

多くのお客様は最新逆相カラムの酸性移動相条件下における塩基性化

度移動相を使用して塩基性化合物を分析した場合にはさらに性能は悪

低pHにおける塩基性化合物のカラム効率とピークキャパシティは50％以上

てん剤の表面チャージのばらつきがクロマトグラフィーに大きく影響すると考え

低pHでの異なる固定相のローダビリティを比較するために、ACQUITY U

のシリカC18カラムを用いてギ酸移動相条件下で中性化合物と塩基性化

合物（ i h ）は負荷量が増加しても 3種類のどのカラムで合物（propiophenone）は負荷量が増加しても、3種類のどのカラムで

れませんでした。

しかしながら3種類のカラムに対しquetiapine（弱塩基）の負荷量を増加

よび表面多孔性のシリカC18カラムでは上記中性化合物と同じグラジエン

50 ng（10 μg/mL）という低負荷量で重量オーバーロードが起きていま

はさらに悪くなります（データは記載していません） 一方 ACQUITY UPはさらに悪くなります（データは記載していません）。一方、ACQUITY UP

オーバーロードは見られず、このカラムが塩基性化合物を含む全ての分析

ことが示唆されます。

図3. XBridge C18カラムおよびハイブリッドコーティングのシリカC18カラ

ムを用いた高 Hにおける119回注入（ 6時間）前後のギ酸移動相条ムを用いた高pHにおける119回注入（～6時間）前後のギ酸移動相条

件下でのpHスイッチング用混合物の分析。

PDA検出器とカラムマネージャ（4カラム切り替え）を備えたACQUITY 
UPLCシステムを使用。低pH移動相は0.1%ギ酸水溶液、高pH移

動相は10 mM重炭酸アンモニウム水溶液。移動相Bは100%アセト

ニトリル。グラジエントは2.5分間で5-95%B。流速は0.8 mL/min。
UV検出@260 nm。注入量は2 μL。カラム温度は30 ℃。カラムサイ

ズは2.1×50 mm。

大量にロードできる点で、これは分析および分取分析法開発におい

合物のピーク形状不良に悩まされています5。ギ酸などの低イオン強

くなります。この現象の正確な原因は完全には分かっていませんが、

上低下し、分析レベルのロードでもかなり低下するため、高純度充

えられています。

UPLC CSH C18カラム、全多孔性のシリカC18カラム、表面多孔性

化合物の混合物を負荷量を振って分析を行いました（図4）。中性化

も左右対称の良好なピ ク形状が得られ重量オ バ ロ ドは見らも左右対称の良好なピーク形状が得られ重量オーバーロードは見ら

加すると、性能の違いが見られました。全多孔性のシリカC18カラムお

ト条件下においてすぐにオーバーロードが見られました。オンカラムで

した。この現象はamitriptylineやnortriptylineなどの強塩基で

LC CSH C カラムではquetiapineがどの濃度の場合にも重量LC CSH C18カラムではquetiapineがどの濃度の場合にも重量

種に対し、特に低イオン強度移動相条件下でも、同じ性能を示す

図4. ギ酸移動相条件下でのquetiapine（塩基性化合物）および

propiophenone（中性化合物）の3種類のカラムへのローディングキャパ

シティ（BN混合物） PDA検出器を備えたACQUITY UPLCシステムをシティ（BN混合物）。PDA検出器を備えたACQUITY UPLCシステムを

使用。移動相Aは0.1%ギ酸水溶液、移動相Bは100%アセトニトリル。

グラジエントは2.5分間で5-95%B。流速は0.6 mL/min。UV検出

@254 nm。注入量は5 μL。カラム温度は30 ℃。カラムサイズは

2.1×50 mm、1.7 μm。カラムへの負荷量は化合物それぞれ10 ng
から1 μg。



低イオン強度移動相条件下で大量の塩基性化合物を負荷できることは

析においてシグナルのサプレッションの原因として知られているバッファの場合

ケーションでの使用に推奨されます。不純物プロファイリングや安定性試験

的な移動相系です。しかしながら、ベースラインの微量不純物を見るために

上記カラム性能を実証するために、ACQUITY UPLC CSH C18カラムお

でamitriptylineを重量比で0.1%添加した0.5 mg/mL imiprami

imipramineピークの後部に溶出するため、この例は新規合成系や強制

LC/MS研究者が直面する課題のモデルとなります。表面多孔性のシリカ

ギ酸移動相条件下では0.1%の不純物がimipiramineピークと重なっ

ることで分離度を向上できます（図5C）。しかしながら、ベースラインの未知

はイオン化を大きく抑制するため移動相添加剤として望ましくありません。表

では不純物のピークが検出されず、分子量に関する情報を得ることができ

件下でもimipramineがあまりオーバーロードにならないため（図5A）、不

ことができます（図6A）。

多くの実用的な意義をもちます。低イオン強度移動相は、質量分

合に通常見られるような電荷の競合が少ないため、LC/MSアプリ

験もしくは強制分解試験における未知不純物の同定に対して理想

には大量の医薬品有効成分（API）を注入しなければいけません。

および表面多孔性のシリカC18カラムを用いてギ酸移動相条件下

ine溶液の分析を行いました（図5）。amitriptylineは

制分解サンプルで未知の微量不純物同定をルーチンで行っている

C18カラムではimipramineが大幅にオーバーロードになるため、

て検出ができません（図5B）。このカラムではギ酸をTFAに変更す

知不純物に関してマススペクトルでの情報を得ようとする場合、TFA

表面多孔性のシリカC18カラムの場合、トータルイオンクロマトグラム

きません（図6B）。ACQUITY UPLC CSH C18カラムではギ酸条

不純物の完全な分離と分子量に関する情報を一度の分析で得る

図5 ACQUITY UPLC CSH C18カラムおよび表面

多孔性シリカC18カラムを用いたギ酸移動相条件下で

の不純物混合物分析のUVクロマトグラム。PDA検出

器を備えたACQUITY UPLC H-Classシステムを使

用。質量分析にはSQDを使用。移動相Aは水、移動

相Bは100%アセトニトリル、移動相Cは2%ギ酸水溶

液、移動相Dは2%TFA水溶液。グラジエントは2分間

で25-35%Bの後、1分間で95%Bに上昇。移動相

CおよびDの割合は記載した酸性モディファイアの濃度が

得られるようにプログラム。流速は0.6 mL/min。UV
検出@254 nm。注入量は5  μL。カラム温度は

40 ℃。カラムサイズは2.1×50  mm、1.7 μm。

図6 ACQUITY UPLC CSH C18カラムおよ

び表面多孔性シリカC18カラムを用いた不純物

混合物分析のトータルイオンクロマトグラム。

全ての条件は図5と同じ。



結論論

 ACQUITY UPLC CSHおよびXSelect HPLCカラムはイオン性化

合物に対して幅広い選択性を提供するため、カラム選択プロトコー

ルやルーチンの分析法開発などに最適です。

 選択性は移動相pHと有機溶媒によりコントロールできます。3種類

のCSHカラムのうち2種類は高pHで安定なため最適な分離を達成

するために幅広い移動相条件下で使用できます。

 ACQUITY UPLC CSHおよびXSelect HPLCカラム表面の再現

性の高い、微小の固定したチャージによりpHスイッチングのプロトコー

ルにおいても迅速な平衡化が実現します。このため、移動相pHを頻

繁に変更する分析法開発の使用にも最適です。

 ACQUITY UPLC CSHおよびXSelect HPLCカラムは塩基性化

合物のローダビリティに優れるため、低イオン強度移動相（ギ酸など）

を用いたLC/MSアプリケーションにルーチンで使用できます。

Waters、および ACQUITY UPLC は Waters Corporation の登録商標です。
XSelect、CSH、Empower、および The Science of What’s possibleはWaters 
Corporation の商標です。その他すべての登録商標はそれぞれの所有者に帰属します。

適用規格：JISQ9001
登録番号：JMAQA-331 登録日：1999年05月31日
審査登録範囲：理科学機器（液体クロマトグラフ・質量分析装置・ データ管理システム等）
の輸入・販売から保守業務までのトータルサポート及び保守プランの設計・開発
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