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はじめに
分析法開発は、医薬品開発のパイプラインを通じて何度も繰り返される時間のか

かるプロセスです。分析法の開発には、最適な分析法が得られるまで変数を１つず

つ順番に変更していく一時一事法がよく用いられます。一時一事法では適切な分

析法が開発できますが、分析法の可能性と頑健性については限られた理解しか得

られません。むしろ、複数の固定相、pH範囲、有機溶媒を評価する系統的スクリー

ニングアプローチの方が、分析法開発についてより詳細な情報が得られるアプ

ローチです。分析法開発に対してのQuality by Design（QbD）アプローチでは、頑健な

分析法の“デザインスペース”を開発するために統計的な実験計画法（DoE）を用い

ています。デザインスペースは、その範囲内で分析法のパラメータを変化させても

分析結果には有意に影響しない実験領域を規定しています。この分析法に頑健性

を組み込んだアプローチが分析法として開発されています1。

分析法開発において全体としての分析法の可能性および制限をよりよく理解する

ことで、より下流での分析法バリデーション、移管、ルーチン使用における成功の

可能性が高くなります。ソフトウェアを活用した分析法開発により大きく時間を節

約し、QbDを用いることで規制当局に提出するための有意に頑健で質の高いデータ

を創出することができます。

本アプリケーションノートでは、抗精神病薬ziprasidoneの強制分解サンプルについ

ての分析法開発にQbDアプローチを適用し、それに続きHPLCに分析法移管を行った

アプリケーションをご紹介します。短い分析時間で効率的な分離を得ると同時に

幅広い条件から自動でスクリーニングを行うため、分析法開発はカラムマネージャ

と溶媒選択バルブを備えたACQUITY UPLC H-Classシステムを用いて行いました。

Fusion AE Method DevelopmentソフトウェアをEmpowerソフトウェアと併せて用いるこ

とで、分析法開発に向けたより包括的なQbDアプローチが促進されます。
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（S-Matrix）
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利点

■カラムマネージャと溶媒選択バルブを備えた
ACQUITY UPLC H-Classと Empowerソフトウェアを併
せて使用した迅速・効率的な分離とデータ管理

■Quality by Design（QbD）アプローチを用いて頑健
性を組み込んだプロセスにより、将来に渡り再バ
リデーションすることなく継続的な改善を行いや
すい分析法を開発

■ACQUITY UPLCカラムカリキュレータと分析法移管
キットによりUPLCを導入していないラボにも容易
に分析法を移管可能

■分析法開発に統計的実験計画を用いることで、
幅広い実験スペースをカバーする効率的なサン
プルセットを作成し有意に時間を低減
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スクリーニング（フェーズ 1）

流速： 0.6 mL/min

注入量： 2 µL

カラム温度： 30℃

グラジエント時間： 5分

変動要因： 固定相、移動相、グラジエント終了有機溶媒％、 

 移動相 pH2.5-10.5

最適化（フェーズ 2）
カラム： ACQUITY UPLC CSH C18, 2.1×50mm, 1.7µm

移動相： A：アセトニトリル

 D1：0.1 ％ ギ酸水溶液（pH2.5）

グラジエント終了点： アセトニトリル 87.5%

変動要因： グラジエント時間、カラム温度、注入量、流速

データマネージメント： Empower CDS

 Fusion AE Method Development ソフトウェア（S-Matrix）

サンプル調製
ziprasidone過酸化分解サンプル：

溶解溶媒（水：メタノール=50：50）でジプラシドン0.4 mg/mL に調製したサンプルに

等量の 3％ 過酸化水素溶液を加え、80℃で30分間加熱。水にて最終濃度0.1 mg/mL

に希釈。

結果と考察

フェーズ１：スクリーニング

ACQUITY UPLC H-Classシステム、Empower および Fusion AE Method Development ソフト

ウェアを用いて分析法開発を行いました。H-Classは6-ポジションカラムマネージャ

と溶媒選択バルブにより1つのシステムで十分な分析法開発の機能を備えていま

す。イニシャルスクリーニングでは、選択性を最大限にするために、CSH、BEH、HSS

をパーティクル基材とするカラムケミストリを用いました。移動相 pH 2.5-10.5で、

有機溶媒（アセトニトリルまたはメタノール）はグラジエント終了有機溶媒濃度を

50-100％の範囲で変化させました。

これらパラメータを用いFusion AEでは、ランダム化および繰り返し注入も含まれた

実験計画が作成されます。実験計画は実験のセットアップにおいて入力された定数

および変動要因により規定されたナレッジスペースを全て含むように作成されま

す。必要最小限の試験で最大限の情報を得られるように、ソフトウェアにより一部

実験

ACQUITY UPLC H-Class 条件

移動相：

A：アセトニトリル

B：メタノール

C：0.1%ギ酸水溶液（pH2.5）

D：0.1％濃アンモニア水溶液（pH10.5）

カラム（全て2.1x50mm、1.7µm）

1. ACQUITY UPLC CSH C18

2. ACQUITY UPLC CSH Fluoro-Phenyl

3. ACQUITY UPLC BEH Shield RP18

4. ACQUITY UPLC HSS C18 SB

5. ACQUITY UPLC HSS T3

6. ACQUITY UPLC HSS Cyano

ニードル洗浄： 水:メタノール = 10:90

パージ溶媒： 水 :メタノール = 90:10

シール洗浄溶媒： 水 : メタノール= 90:10

検出： UV@254nm
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実施統計計画が選択されます。実験計画はEmpowerソフトウェアに送信され、全ての装置メソッド、メソッドセッ

ト、サンプルセットは自動的にEmpowerのサンプル手順に組み込まれ、すぐに分析を開始できます。

最初の積分および処理の後、ziprasidoneのスクリーニング分析の結果はFusion AEにインポートされ、続いて行う

最適化のための初期分析法作成用に処理されます。ziprasidone過酸化分解サンプルは、CSH C18カラムを用いて、

移動相はpH2.5、水/アセトニトリルでグラジエント終了濃度が87.5%の時に最適な結果が得られました。開発し

た分析法は質量分析計による検出にも適合するため、ziprasidone強制分解物の迅速な検出のためにLCMSに直接

導入されました（図１）。
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初期スクリーニング結果
ACQUITY UPLC CSH C18

2.1×50mm、1.7µm
0.1%ギ酸、pH2.5

水/ アセトニトリルグラジエント
0-87.5％アセトニトリル in 5分

2µL 注入、カラム温度30℃
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図１　ziprasidone過酸化分解物のスクリーニング実験により得られたイニシャル分析法

フェーズ2：分析法最適化

初期の分析法は、カラム温度、注入量、グラジエント勾配（グラジエント時間により修正）や流速などの第二の

変動要因を変更する第二の実験でさらに最適化を行いました。新規実験計画は Fusion AE で作成し、メソッドお

よびサンプルセットは自動的にEmpowerに組み込まれます。

Fusion AEでデータ処理を行った後、ユーザーの規定した合否基準に最も合致する、最終の最適化した分析法が

作成されました。ziprasidone 過酸化分解物の分離（図2）の場合、ピーク2のテーリング改善とともにベースライン

での微量不純物のより良好な分離が見られ、2.075分に新たな不純物の分離が観察されました。
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図 2　ピークテーリングおよび分離を改善した ziprasidone過酸化分解サンプルの最終最適化分析法

Fusion AEの多次元プロットにより各要因の分離への影響を容易に視覚化することができます（図3）。2D等高線

図の白い領域は、結果が指定された基準に入る分析法の最も頑健な領域、デザインスペースを示しています。各

軸で要因を変更することで、より詳細にデザインスペースが検証され、分析法の頑健性が十分に理解されます。

最終最適化結果
ACQUITY UPLC CSH C18  

2.1×50mm、 1.7µm
0.1%ギ酸、pH2.5

水 /アセトニトリルグラジエント
0-87.5％アセトニトリル in 8.1分

流速＝0.8mL/min
注入量＝1µL　カラム温度＝30℃

Design Space

Pump Flow Rate (mL/min)

Gr
ad

ie
nt

 T
im

e 
(m

in
)

Max Peak #1 - USP Tailing:1.3

Last Peak - Retention Time: 4

No. of Peaks >= 1.50 - USP Resolution: 12

No. of Peaks >= 1.00 - USP Resolution: 12

No. of Peaks >= 2.00 - USP Resolution: 9

No. of Peaks: 14

10.00

9.00

8.00

7.00

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00
0.400 0.467 0.533 0.600 0.667 0.733 0.800

7.60

7.50

7.40

7.30

7.20

7.10

7.00

6.90

7.60

7.50

7.40

7.30

7.20

7.10

7.00

6.90

0.400

0.500

0.600

0.700

0.800

0.500

0.600

0.700

0.80010
.0

8.
0

6.
0

4.
0

2.
0

8.0

6.0

4.0

2.0

Gradient Time (min)

Pump Flow Rate (mL/min)

No
. o

f P
ea

ks

ピークテーリングおよび分離の改善 2.075分に新たに分離した不純物

1

4

2

3
6

5

7

2.82.62.42.2 3.6 min3.43.23.02.01.81.61.41.2

1.   2x oxidation + H2O

2.   3x oxidation

3.   mono oxidation

4.   2x oxidation

5.   mono oxidation

6.   ziprasidone

7.   mono oxidation
2.

81
71.

40
4

1.
61

2
1.

65
2

1.
68

1 1.
76

6

1.
85

2

1.
96

1

2.
07

5
2.

12
0

2.
19

2
2.

22
3

2.
34

8

2.
41

6

2.
59

7

2.
86

9

3.
07

0

zoomed in

A
U

0.030

0.025

0.020

0.015

0.010

0.005

0.000

-0.005

1
42

3 7

6

5

A
U

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 min

最終最適化結果
ACQUITY UPLC CSH C18

2.1×50mm、 1.7µm
0.1%ギ酸、pH2.5

水/アセトニトリルグラジエント
0-87.5％アセトニトリル in 8.1min

流速＝0.8mL/min
注入量＝1µL　カラム温度＝30℃

図 3　グラジエント時間およびポンプ流速それぞれの分析法の成功に対する影響を示すデザインスペース領域。右に示すよう
にデータは 3Dのプロットで示すことも可能。
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分析法移管

分析法開発ラボからUPLCを持たない品質管理（QC）ラボへの分析法移管性を示すために、Fusion AEソフト

ウェアを用いて開発したUPLC分析法をHPLCに移管しました、分析法移管はACQUITY UPLCカラムカリキュレー

ターおよび分析法移管キットを用いて、粒子径に応じてスケーリングを行いました。分析法はACQUITY UPLC 

CSH C18 2.1×50mm 1.7µmカラムから対応するXSelect CSH C18 4.6×150mm 5µm HPLCカラムに移管しました。

UPLCおよびHPLCの分離比較から、UPLCで開発した分析法をHPLC条件にスケーリングしてもピークのプロ

ファイルと分離度が維持されていることが示されました。

図４　ziprasidone過酸化分解サンプルの UPLCから HPLCへの分析法移管
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結論
■ziprasidone 過酸化分解サンプルの頑健な分析法をACQUITY UPLC 

H-Class システムと Empower および Fusion AE Method Development 

ソフトウェアを組み合わせて Quality by Design アプローチを用いて 

2日間で開発しました。

■QbD分析法開発のソフトウェアと ACQUITY UPLC H-Class システムによ

る自動化とを組み合わせることで、カラム温度、流速、注入量、グラ

ジエント勾配など第二の変動要因の影響を評価するとともに、幅広

いカラムケミストリー、移動相、pH範囲での迅速スクリーニングおよ

び最適化が行えます。

■UPLCの迅速な分離とFusion AE Method Developmentソフトウェアの効

率的な実験計画を組み合わせることで、包括的な分析法開発の実

験が迅速に行えます。

■ziprasidone 過酸化分解サンプルのUPLC分析法は、分析法開発キット

と ACQUITY UPLC カラムカリキュレーターを用いて1ステップでHPLC 

に移管することができ、UPLCで開発した分析法がUPLCをもっていな

いラボにも容易に移管できることが示されました。
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