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eX tended P erformance（XP）カラムを用いたチオコナゾール 
有機不純物のUSP分析法の性能およびスループット向上
Kenneth D. Berthelette, Mia Summers, and Kenneth J. Fountain  
Waters Corporation, Milford, MA, USA
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アプリケーションの利点 

■■ 時間のかかる USP有機不純物分析法を USP

＜ 621＞ガイドライン調整範囲内で迅速化、

かつ溶媒を削減するために XP カラムを用い
て最新化

■■ 分析時間を最大 80％削減できスループット

が向上

■■ 溶媒使用量を最大 90％削減でき有機溶媒の

コストが大幅に削減

はじめに

ジェネリック医薬品中の有機不純物は世界中の製薬メーカーにおいてルーチンで

分析されています。旧式の装置やカラムテクノロジーによる有機不純物分析の実

施は、分析法が長時間に渡って多量の溶媒を必要とするため、時間とコストがか

かる作業です。一方、大幅に改善された装置やカラムテクノロジーを用いることで、

有機不純物分析をずっと効率的に行うことが可能になります。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粒子

径 2.5 µmのカラムで、USP＜ 621＞クロマトグラフィーガイドラインの調整範囲

内で小さい粒子径と低拡散システムの利点を実現できるため、USP分析法の最新

化に最適です。

チオコナゾールはイミダゾール系抗真菌薬で、イースト菌感染症の治療に使用 

されます。本アプリケーションでは、チオコナゾールの有機不純物分析法 2を移管

しました。有機不純物分析法はサンプル中の不純物の確認と定量に用いられます。 

USP分析法を 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 XPカラムへ移管しました。現在の USP分析法を

HPLCシステムで XP カラムを用いた分析法に移管することで分析時間を削減し
ルーチン分析ラボのサンプルスループットを向上でき、UPLCシステムで XP カラム 

を用いた分析法ではさらに分析時間と溶媒消費を削減でき、結果として全体の 

コストを削減できます。
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実験方法

Alliance 2695 HPLC 条件

移動相： 440:400:280:2 アセトニトリル / 
メタノール /水 /アンモニア水  
（調製法は参照文献 2準拠）

分離モード： アイソクラティック

検出： UV @ 219 nm

カラム（L1）： XSelect CSH C18  
4.6 × 250 mm、5 µm 
（製品番号 186005291） 
XSelect CSH C18 XP  
4.6 × 150 mm、2.5 µm 
（製品番号 186006729） 
XSelect CSH C18 XP  
4.6 × 100 mm、2.5 µm 
（製品番号 186006111）

カラム温度： 25 ℃

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： 1.0 mL/min

注入量： 25 µL（250 mmカラム） 
その他は使用カラムに応じて 
スケーリング

ACQUITY UPLC H-Class条件

移動相： 440:400:280:2 アセトニトリル / 
メタノール /水 /アンモニア水 
（調製法は参照文献 2準拠）

分離モード： アイソクラティック

検出： UV @ 219 nm

カラム（L1）： XSelect CSH C18 XP  
4.6 × 150 mm、2.5 µm 
（製品番号 186006729） 
XSelect CSH C18 XP  
4.6 × 100 mm、2.5 µm 
（製品番号 186006111） 
XSelect CSH C18 XP  
2.1 × 150 mm、2.5 µm 
（製品番号 186006727）

サンプル詳細

類縁物質A 類縁物質B 類縁物質Cチオコナゾール

0.2 0.2 0.26.6

構造

濃度（mg/mL）

表 1 .チオコナゾールおよび類縁物質の構造および濃度

チオコナゾールサンプルは 100%メタノールに溶解して表 1に記載した濃度に 

調製し、TruViewマキシマムリカバリーバイアル（製品番号 186005662CV）に入れて 

分析に供しました。

結果および考察

広く製造されるチオコナゾールは世界中の製薬メーカー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、チオコナゾールおよびチオコナゾール

類縁物質 A、B、Cの分離を USPモノグラフ記載の USP有機不純物分析法を用い

て異なる何種類かのカラムサイズで実施しました。チオコナゾールの不純物はす

ぐに入手できないため、チオコナゾール類縁物質 A、B、Cは低濃度不純物スタ

ンダードとして用いました。USP記載の有機不純物分析法は複雑な製剤サンプル

の分析に用いられます。サンプル中の複数の成分を十分に分離するには、長いカ

ラムの使用が必要なことが多くあります。粒子径が大きく（≧3.5 µm）長いカラム

を使用すると、分析時間が長くなり多量の溶媒を消費します。例えば、チオコナ

ゾール有機不純物のオリジナルの USP分析法は 4.6 × 250 mm、5 µmカラムを

用いた 30分の分離で、1分析当り 30 mLの溶媒を消費します。一方、eX tended 

P erformance（XP）2.5 µmカラムを使用することで、適合性要件を満たしたままで

分析時間を削減することが可能です。短い分析時間により、1分析当りの溶媒消

費量を削減しながらスループットの向上が可能で、結果として全体のコストを削減

できます。現在の USP＜ 621＞クロマトグラフィーガイドラインでは、変更可能

な分析法調整の範囲としてカラム長さ±70%、粒子径 -50%、流速±50%などが

規定されています 1。本アプリケーションで示す分析法移管はこのガイドラインに

従っています。この分析法が異なるカラムおよびシステム間で移管された際に類

縁物質 Bと Cが常に分離していることを示すために、本アプリケーションでは類縁

物質 Bと Cの USP分離度 1.5を合否基準としています。
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HPLCシステムでXPカラムを用いた有機不純物分析

チオコナゾールの有機不純物分析法には L1カラムの使用が規定され、LiChrosorb 

RP-18がリストに記載されています 2。Waters逆相カラム選択性チャートを用いて、

同様の選択性を示し、より最新の XSelect CSH C18カラムを選択しました。XSelect 

CSH C18カラムは HPLCおよび UPLC間で粒子径、カラムサイズを移管可能です。

Alliance HPLCシステムと XSelect CSH C18, 4.6 × 250 mm、5 µmカラムを用いて 

流速 1.0 mL/minでまず USP法で分離を行い、表 2に示すように合否基準を満たし 

ました。この分離ではトータルの分析時間が 30分を要し、サンプルを継続的に

分析するハイスループット環境下での時間および財務両面での管理において課

題となっています。オリジナルの USP法を用いた場合、1日 8時間の勤務シフト 

では 480 mLの溶媒消費で 16サンプルしか分析できません。XPカラムを用いる 

ことで、8時間の勤務シフトの中で 240 mLの溶媒消費量で 80サンプルまで 

分析することが可能となり、大幅にスループットを向上し経費を削減できます。

XP  2.5 µmカラムを用いて USP＜ 621＞ガイドラインの調整範囲内で USP分析

法を様々なシステムに渡って移管・最新化する汎用性について図 1に示しました。

XPカラムは高いカラム効率になるように充てんされUHPLCシステムの高い背圧で

も使用できるようにデザインされた粒子径 2.5 µmの LCカラムで、HPLCシステム 

でも UPLCシステムでもどちらでも使用できます。

カラム温度： 25 ℃

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： 使用カラムに応じてスケーリング

注入量： 使用カラムに応じてスケーリング

データ管理： Empower 3ソフトウェア

図 1.  USP＜621＞ガイドラインの調整範囲内で HPLCおよび UPLC両方のシステムに渡る XP  2.5 µm
カラムの汎用性

Faster Analysis
XP 4.6 x 150 mm,

2.5 µm

HPLCシステムに対応するカラム

UPLCシステムに対応するカラム

Fast Analysis and
Low Solvent Usage
XP 2.1 x 150 mm,

2.5 µm

Shorten Run Times
XP 4.6 x 100 mm,

2.5 µm

Initial Conditions
4.6 x 250 mm,

5 µm 
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図 2. 様々なサイズの XSelect CSH C18カラムを HPLCシステムで用いたチオコナゾールとその類縁物質 A, B, Cの分離比較。同等の
分離で分析時間を低減。

USP分析法をまずオリジナルの 4.6×250 mm、5 µmカラムから XP 4.6×150 mm、 2.5 µmカラムに移管して、

小さい粒子径を用いることで短い分析時間を達成できることを実証しました。小さい粒子径を用いることで、

粒子径に対するカラム長さの比（L/dp）で評価される分離効率が向上します。この場合には、XP 4.6×150 mm 

カラムに移管することで L/dpが 50,000（オリジナル条件）から 60,000に上昇しました。ACQUITY UPLCカラム

カリキュレーターに従うと、このカラムの適切に移管した流速は 2.0 mL/minになります3が、この流速は USP

＜ 621＞ガイドラインの調整の範囲外です。USPガイドラインの調整範囲内かつ HPLCシステムの耐圧範囲内

に適合するように流速 1.0 mL/minを用いました。オリジナルカラムでのチオコナゾールとその類縁物質との 

分離を XP 4.6 × 150 mmカラムの結果と比較しました（図 2A-B）。XP 4.6×150 mmカラムでは分離度を 5% 

向上しながら分析時間を 43%削減できました（表 2）。

次に、より短い XP  4.6 × 100 mm、2.5 µmカラムを用いて許容範囲の分離度を維持しつつより迅速な分離が

行えること示しました。分離が非常に複雑な有機不純物分析法は、一般に他の分析法よりも分析時間が長いた

め、分析時間の低減により特に利益がもたらされます。分離効率の低い（L/dp 40,000）短いカラムへの移管は

必ずしも選択肢とならない可能性があることに注意することが重要です。例えば、近接して溶出する賦形剤や

不純物の場合には、オリジナルの分離と同等の分離効率が必要になるかもしれません。図 2Cは XP  4.6×100 mm、

2.5 µmカラムを用いた分離で、表 2に示すように全ての合否基準を満たし、オリジナルの条件に比べて分析

時間を 57%削減できました。このケースでは、L/dpが 50,000（オリジナル条件）から 40,000に低減した結果、

類縁物質 Bと Cの分離度が 15%低減しましたが、オリジナルの分離の複雑性によりますが、この分離度は 

十分な値でした。

AU

0.00

1.00

AU

0.00

1.00

AU

0.00

1.00

Minutes

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00

A) オリジナル条件
4.6 x 250 mm, 

5 µm

1.0 mL/min 

B) XP 4.6 x 150 mm, 

2.5 µm 

1.0 mL/min 

C) XP 4.6 x 100 mm, 

2.5 µm 

1.0 mL/min 

A

A

A

Tioconazole B

B

B
C

C

C

Tioconazole

Tioconazole

USP Res B,C = 2.0

USP Res B,C = 1.6

USP Res B,C = 1.9
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表 2. Alliance HPLCシステムで X P  2.5 µmカラムを含む様々なカラムサイズの XSelect CSH C18固定相を用いてチオコナゾールサンプル
を 5回繰り返し注入した適合性結果。L/dpは粒子径に対するカラム長さの比。

表 3. ACQUITY UPLCシステムで X P  2.5 µmカラムを含む様々なカラムサイズの XSelect CSH C18固定相を用いてチオコナゾールサンプル
を 5回繰り返し注入した適合性結果。L/dpは粒子径に対するカラム長さの比。

UPLCシステムでXPカラムを用いた有機不純物分析

図 1に概要を示したように、XP カラムと ACQUITY UPLCカラムカリキュレーターを用いて分析法を Alliance 

HPLCシステムから ACQUITY UPLC H-Classシステムに移管できます。ACQUITY UPLC H-Classシステムのような 

より新しい装置では、耐圧性、注入間でのより迅速な平衡化、顕著なシステムボリュームおよび拡散の低減に

よって、より迅速で効率的な分離が得られます。HPLCシステムと UPLCシステムの分離性能を比較するために、

図 2Bに示した XP  4.6 × 150 mm, 2.5 µmカラムを用いた有機不純物分析法を ACQUITY UPLC H-Classシステム

でも実施しました（図 3A）。HPLCから UPLCへの装置の違いだけで、ピーク Bと Cの分離度は 5％向上し分析

時間は 12％低減しました（表 2、表 3）。UPLCの低システムボリュームおよび低拡散によりピーク形状が向上し、

分離度が向上しました。

UPLCシステムの利点をさらに実証するため、UPLCシステムで XP  4.6 × 100 mmカラムを用いて分離を行いま

した（図 3B）。この分離では、ピーク Bと Cの分離度が HPLCシステムを用いた場合の 1.6（表 2）から UPLC

システムを用いた場合は 1.8（表 3）に向上しました。UPLCシステムと XP  4.6 × 100 mmカラムを用いることで、

HPLCでオリジナルの分析条件で分析した場合と同じ分離度で 57％分析時間を低減できました。

合否基準
4.6 x 250 mm,  

5 µm  
[オリジナル条件]

XP 4.6 x 150 mm, 
2.5 µm  

(1.0 mL/min)

XP 4.6 x 100 mm,  
2.5 µm  

(1.0 mL/min) 

USP分離度
BとCの分離度が

1.5以上
1.9 2.0 1.6 

L/dp N/A 50,000 60,000 40,000

分析時間（分） N/A 30 17 13

合否基準
XP 4.6 x 150 mm, 

2.5 µm
(1.0 mL/min)

XP 4.6 x 100 mm, 
2.5 µm

(1.0 mL/min)

XP 2.1 x 150 mm, 
2.5 µm

(0.5 mL/min)

USP分離度
BとCの分離度が

1.5以上
2.1 1.8 1.8 

L/dp N/A 60,000 40,000 60,000

分析時間（分） N/A 15 13 6



eX tended P erformance（XP）カラムを用いたチオコナゾール有機不純物のUSP分析法の性能およびスループット向上 6

図 3.  UPLCシステムで XPカラムを用いたチオコナゾールと類縁物質の分離比較。カラムサイズ変更により分析時間削減。

最後に、USP分析法を XP  2.1 × 150 mm、2.5 µmカラムに移管しました。カラム内径を低減することで、同等 

の分離度を維持して大幅に溶媒消費量を削減しながら分析時間をさらに低減できることを示すために、この 

カラムを試験しました。ACQUITY UPLCカラムカリキュレーターに従うと、このカラムでの分析法に適切な流速

は 0.42 mL/minです。しかしながら、この流速は USP＜ 621＞ガイドラインの調整の範囲外となるため、ガイド 

ラインを遵守する流速 0.5 mL/minにしました。得られたクロマトグラム（図 3C）は、表 3に示すように合否

基準を十分に満たしながらオリジナルの条件と比較して分析時間を 80%削減できました。XP  2.1 × 150 mm 

カラムを用いることでオリジナルの USP分析法と比べて溶媒消費量を最大 90%削減でき、結果として大幅に

コストを削減できます。流速を USP＜ 621＞ガイドライン調整範囲内で調整したため、ピーク Bと Cの分離度

は 1.9から 1.8に下がりましたが、基準の範囲内でした。

AU

0.00

1.00

AU

0.00

1.00

AU

0.00

1.00

Minutes

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

A) XP 4.6 x 150 mm,
 2.5 µm
 1.0 mL/min

B) XP 4.6 x 100 mm,
 2.5 µm
 1.0 mL/min

C) XP 2.1 x 150 mm,
 2.5 µm
 0.5 mL/min

A

Tioconazole

B C

A

A

B C

B
C

Tioconazole

Tioconazole

USP Res B,C = 2.1

USP Res B,C = 1.8

USP Res B,C = 1.8



結論

時間が長くコストのかかる有機不純物分析を頻繁に行っている場合、

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 USP分析法に比べて大幅に分析時間を

削減し、最大 57%溶媒使用量を削減できます。XP カラムと UPLC

システムを組み合わせることで、分析時間を最大 80％、溶媒使用

量を最大 90％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 USP＜ 621＞ガイド 

ラインに準拠しながら USP分析法を最新化できます。ルーチン 

分析を行うラボでは、粒子径の小さいカラムを用いた USP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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