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はじめに

医薬品メーカーでは、医薬品製剤および医薬品有効成分ルーチン分析に USP分

析法が一般に使用されます。USP分析法の多くは旧式のカラムテクノロジーや

装置を用いて開発されバリデーションがとられています。これら分析法が開発

された後に、カラムテクノロジーもクロマトグラフィーシステムも大幅に改善

されています。HPLC システムでより最新のカラムを用いることで、USPモノグ

ラフに記載された規格を満たし、その上、より迅速な分離を得ることが可能です。

2.5 µm eX tended P erformace（XP）カラムは、HPLC、UPLCどちらの装置でも使用

できるように設計されたカラムで、小さい粒子径と低拡散システムの利点を実

現できます。このカラムの分析法移管性により、USP ＜621＞クロマトグラ

フィーガイドラインに準拠して分析法を容易に最新化もできます。X P カラムでは、
古い分析法を既存 HPLC でより迅速に実施することができ、また分析法を UPLC

システムに移管すると更なるクロマトグラフィーおよびコストの利点を得られ

ます。

クラリスロマイシンはマクロライド系抗生物質の一種で、扁桃炎、気管支炎、

肺炎など様々な細菌感染の治療に用いられます。本アプリケーションで移管に

用いた分析法は、クラリスロマイシン錠剤の試験法 1で、HPLC システムを使用

したオリジナルのカラムサイズから、HPLC および UPLC システム両方でX P カ
ラムへ移管しました。X P カラムは、USPガイドラインを遵守して分析法を移

管する際にその汎用性が示されます。X P カラムを用いて局法分析法を最新化
することで分析時間を削減し、HPLC システムを用いてサンプルスループットを

向上できます。UPLC システムでX P カラムを用いると、感度および分離度を向
上できるだけでなく、分析全般に渡る溶媒消費を更に削減し、結果として一般的

な分析ラボにおいて全体としてのコストを大幅に削減できます。 
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Alliance 2695 HPLC 条件  

移動相： 65：35

 メタノール /67 mMリン酸二水素

 カリウム（リン酸で pH 4.0に調整）

分離モード： アイソクラティック

検出： UV 210 nm

カラム（ L1）： XSelect CSH C18 4.6 × 150 mm、5 µm、

  XSelect CSH C18 XP 4.6 × 75 mm、2.5 µm、 

  XSelect CSH C18 XP 4.6 × 50 mm、2.5 µm、 

カラム温度： 50 ℃

ニードル洗浄溶媒：95：5　アセトニトリル /水

サンプルパージ溶媒：95：5 水 /アセトニトリル

シール洗浄溶媒： 50：50 メタノール /水

流速： 分析法に合わせてスケーリング

注入量： 分析法に合わせてスケーリング

ACQUITY UPLC H-Class条件  

移動相： 65：35 

 メタノール /67 mMリン酸二水素カリ

ウム（リン酸で pH 4.0に調整）

分離モード： アイソクラティック

検出： UV 210 nm

カラム（ L1）：XSelect CSH C18 XP 4.6 × 75 mm、2.5 µm、

 XSelect CSH C18 XP 4.6 × 50 mm、2.5 µm、

 XSelect CSH C18 XP 2.1 × 75 mm、2.5 µm、 

カラム温度： 50 ℃

ニードル洗浄溶媒：95：5　アセトニトリル /水

サンプルパージ溶媒：95：5　水 /アセトニトリル

シール洗浄溶媒：50：50　メタノール /水

流速： 分析法に合わせてスケーリング

注入量： 分析法に合わせてスケーリング

データ管理： Empower 3ソフトウェア

USP
基準

4.6 x 150 mm,  
5 µm 1.0 mL/min  
［オリジナルの条件］

4.6 x 75 mm,  
2.5 µm XP 
1.0 mL/min

4.6 x 50 mm,  
2.5 µm  

XP 1.5 mL/min

USP
分離度 NLT 2.0 6.3 5.7 3.8

理論
段数

NLT 
750

4700 3273 1960

分析時間
（min）

N/A 10.0 5.0 2.0

背圧
（psi）

N/A 1400 2900 2600

表 1.　 Alliance HPLC システムで様々なサイズの XSelect CSH C18カラム固定相を用いてクラリ
スロマイシンサンプルを 3回繰り返し分析した適合性試験結果

サンプル詳細

クラリスロマイシンサンプル：クラリスロマイシンおよびクラリスロマイシン

類縁物質 US P スタンダードは移動相を用いて濃度 0.5 mg/mLに調製し、TruView

マキシマムリカバリーバイアルに入れて分析に供しました。

結果および考察 

クラリスロマイシンは全世界の医薬品メーカーで製造され、分析法開発および

品質管理ラボにおいてルーチンで分析されています。本アプリケーションでは、

クラリスロマイシンおよびクラリスロマイシン類縁物質 Aの分離を、クラリス

ロマイシン錠剤 USP 試験法を用いて様々なカラムサイズで実施しました。多く

の USP 分析法では、HPLC システムで粒子径 5 µmカラムを用いているため、分

析時間が長く溶媒を多く消費します。しかしながら、粒子径の小さい 2.5 µm XP
カラムを用いることで、試験法に規定された適合性要件を満たしながら分析時間

を短縮することができます。分析時間を短縮できることで、分析毎の溶媒消費

を削減しながらスループットを向上でき、結果として全体の作業コストを削減し、

より迅速な製品の上市が可能となります。現在の USP ＜ 621＞クロマトグラ

フィーガイドラインには、カラム長さ± 70%、粒子径－50%、流速±50%など

調整可能な分析法変更の範囲が示されています。本アプリケーションで示す分析

法移管は全て、このガイドラインに従っています。

クラリスロマイシンのオリジナルの試験法は L1カラムの使用が指定され、USP

推奨カラムは Delta-Pak™ HPI C18カラムです。Waters® 逆相カラム選択性チャー

トを用いて、同様の選択性をもち、より新しい L1カラムとして XSelect CSH C18

カラムを選択しました。XSelect CSH C18カラムは、迅速な分析のための小さい

粒子径をラインアップしているため、HPLC ⇔ UPLC システム間で分析法移管が

可能です。クラリスロマイシンの USP分析法はまず、オリジナルの条件で 4.6 × 

150 mm、5 µmカラムを Alliance HPLC システムで用いて流速 1.0 mL/minで分析しま

した。試験法の適合性要件は全て規定された USP基準に適合していました（表１）。

実験方法
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USPシステム適合性基準

USP分離度： クラリスロマイシンおよびクラリス

ロマイシン類縁物質Aの分離度が2.0

以上

USP理論段数：クラリスロマイシンピークの理論段

数が 750段以上

2.5 µm XP カラムを用いて、USP ＜621＞ガイドラインに準拠しながら異なる

システムに渡って局方分析法を移管できる汎用性について図 1に示しました。

eX tended P erformace（X P）カラムは、高効率で UHPLC システムでも使用できる

耐圧に充塡された 2.5 µm HPLC/UPLC カラムで、HPLC、UPLC どちらの装置でも

使用できます。

オリジナル条件
4.6 x 150 mm, 5 µm

分析時間の削減
4.6 x 75 mm, 2.5 µm

USPガイドラインを遵守した迅速分析
4.6 x 50 mm, 2.5 µm

溶媒消費量および分析時間の削減
2.1 x 50 mm, 2.5 µm

H
PL
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シ
ス
テ
ム

U
PLC
シ
ス
テ
ム

図 1.　USP＜621＞ガイドラインに準拠した異なるシステムに渡る 2.5 µm XPカラムの汎用性

まず初めに局方分析法を、ACQUITY UPLC カラムカリキュレーターを用いて

X P  4.6 ×75 mm、2.5 µmカラムに移管しました。2各カラムの分離効率を同等

にするため、粒子径に対するカラム長さの比（L /dp）はオリジナルカラムの値

（30,000）を維持しました。オリジナルの分析法を適切に移管するには流速を

2.0 mL/minに上げる必要がありますが、これは USP ＜621＞ガイドラインの調

整範囲から外れてしまいます。このケースでは、HPLC システムの耐圧からオ

リジナル条件の流速 1.0 mL/minを維持しました。クラリスロマイシンとその類

縁物質 Aについてオリジナルの分離と、X P  4.6 × 75 mm、2.5 µmカラムの分

離をそれぞれ図 2Aと図 2Bに示しました。X P  4.6 × 75 mmカラムでは、USP

法に規定された分離の基準を維持して分析時間を 50%削減できました。流速

は適切にスケーリングできないため、理論段数は若干低下しました（表 1）が、

試験法の適合性基準である分離度 2.0以上を十分に満たしていました。
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図 2.　 HPLC システムで様々な XSelect CSH C18 XP、2.5 µmカラムを用いたクラリスロマイシンとクラリスロマイシン類縁物質 Aの
分離比較
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A) 4.6 x 150 mm, 5 µm
1.0 mL/min
20 µL injection 

B) XP 4.6 x 75 mm, 2.5 µm
1.0 mL/min
10 µL injection 

C) XP 4.6 x 50 mm, 2.5 µm
1.5 mL/min
6.7 µL injection 

不純物試験等で必要とされるような厳しい分離が試験法において常に必要とされるわけではないため、

より短い XP  4.6 × 50 mm、2.5 µmカラムも用いて検証を行い、USP＜621＞ガイドラインの調整範囲内で

どこまで迅速で高いサンプルスループットの分析が行えるかを示しました。XP  4.6 × 50 mm、2.5 µmカラム

の分離は流速 1.5 mL/min（USPガイドライン調整範囲内で最も速い流速）で行いました。XP  4.6 × 50 mm、

2.5 µmカラムを用いた流速 1.5 mL/minの分離では、図 2Cに示すように分析時間を 80%削減できました。4.6 

× 50 mmカラムはオリジナルのカラムに比べて分離効率が低い（L /dp 20,000）ため、分離度は 3.8に低減

しました。しかしながら、理論段数、分離度どちらも試験法の適合範囲内でした（表 1）。HPLC システム

で 2.5 µm XP カラムを用いることで、USP試験適合性基準を満たしながら、オリジナルの局方収載カラム

に比べてクラリスロマイシンの試験を一分析当り 80%まで時間を削減し、溶媒消費量を 70%まで削減で

きます。

図 1に示す分析法移管フローチャートに記載したように、試験法は次に Alliance HPLC システムから

ACQUITY UPLC H-Classシステムに移管しました。ACQUITY UPLC H-Classシステムのような最新の装置では、

耐圧が高く、注入間の平衡化が早く、またシステムボリュームおよび拡散が非常に小さいため、より速く

効率的な分離が得られます。HPLC と UPLC システムとの分離性能を比較するために、図 2Cに示した XP 4.6 

× 50 mm、2.5 µmカラムを用いた試験法を用いて ACQUITY UPLC H-Classシステムでも分析を行い、図 3Bに

結果を示しました。同じ分析法と XP カラムを用いて、装置を HPLCから UPLCに変更するだけで、分離度が

25%、ピーク高さに基づく感度が 26%向上しました（表 2）。
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図 3.　HPLC（A）および UPLC（B）システムでの X P 4.6 × 50 mm、2.5 µmカラムを用いた分離の比較。クロマトグラム（C）は UPLC
システムで X P  2.1 × 75 m、2.5 µmカラムを用いた分離。
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A) 4.6 x 50 mm, 2.5 µm     HPLC 
1.5 mL/min
6.7 µL injection  

B) 4.6 x 50 mm, 2.5 µm     UPLC
1.5 mL/min
6.7 µL injection 

C) 2.1 x 75 mm, 2.5 µm     UPLC
0.5 mL/min
2.1 µL injection 

最後に、XP  2.1 × 50 mm、2.5 µmカラムを用いて、カラム内径を小さくして L/dpを 30,000に維持する

ことで、さらに溶媒消費量を削減しながら許容可能な分離度が得られることを示しました。ACQUITY UPLC

カラムカリキュレーターの計算結果から、この分離の適切な流速は 0.42 mL/minでした。しかしながら、

この流速は US P＜621＞ガイドラインの調整範囲からはずれてしまいます。結果的に、規制遵守するため

に流速 0.5 mL/minを用いました。結果のクロマトグラム（図 3C）は、オリジナルの局方 HPLC 分析条件（図

2A）に比べて分析時間を 80％削減しながら、表 2に示す試験法の適合性要件を十分に満たしていました。

さらに、XP  2.1 × 75 m、2.5 µmカラムを用いることで、分析あたりの溶媒使用量を、オリジナルの局方

HPLC 分析カラムに比べて 90%削減、最も迅速な XP  4.6 × 50 mm分析法に比べて 30%低減でき、大幅な

コスト削減ができます。

USP
基準

4.6 x 50 mm,  
1.5 mL/min  

［HPLCシステム］

4.6 x 50 mm,  
1.5 mL/min  

［UPLCシステム］

2.1 x 75 mm,  
0.5 mL/min  

［UPLCシステム］

USP分離度 NLT 2.0 3.8 5.1 5.2
理論段数 NLT 750 1960 3625 3736
分析時間（min） N/A 2.0 2.0 2.0
背圧（psi） N/A 2600 5600 5600
ピーク高さ N/A 0.040 0.054 0.049

表 2.　 HPLC および UPLC システムでの XP  4.6 × 50 mmカラムを用いた分離の適合性結果比較。UPLC システムで 2.1 mm内径
XP  カラムを用いた適合性結果も記載。
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結論 

既存 HPLCシステムで eX tended P erformance [XP ] 2.5 µmカラムを

用いることで、オリジナルの US P分析法に比べて分析時間およ

び溶媒使用量をそれぞれ最大 80%、70%削減できます。更に XP
カラムと UPLC システムを組み合わせることで、溶媒使用量を

90％削減できしながら、分析時間を最大 80％削減できます。XP
カラムは HPLC システムと UPLC システムどちらでも使用できる

ため、現在の US P ＜621＞ガイドラインに準拠しながら US P 分

析法を最新化できます。XP カラムを H P L C システムで用いるこ

とで、古い分析法をより迅速に分析することができ、UPLC シス

テムで使用することで、更なるクロマトグラフィーおよびコストの

利点が得られます。一般的な分析を行うラボはどこでも、粒子径の

小さいカラムを用いた US P 分析法の最新化により大幅な時間と

経費の削減が実現します。
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