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QDa検出器を搭載した Alliance HPLC /2998 PDA 検出器システム
による再現性と定量性
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Waters Corporation, 34 Maple Street, Milford, MA, USA

ウォーターズのソリューション

ACQUITY QDa 検出器

Alliance® HPLC、2998 PDA検出器システム

ACQUITY ISM（Allianceスプリッターキット内蔵）

Waters XSelect® HSS T3、4.6×250 mm、

5 µmカラム

Empower 3  CDS  ソフトウェア F R2
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アプリケーションのメリット 

■■ 相補的な検出技術により、ピーク同定や

ピーク均一性の確認が可能に

■■ 2998 PDA検出器、ACQUITY® QDa™ 検出器に

スプリッターを内蔵した Waters®アイソクラ

ティックソルベントマネージャ（ ISM）を組み

込むことにより、ダイナミックレンジを

統一し、両方の検出器を同一分析に使用可能

■■ U Vデータも MSデータも同一の Empower® 

画面で解析

はじめに

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は、最も広く用いられる分析技術の一つ

であり、異性体を含む幅広い化合物からなる医薬品を分離する強力な技術です。

HPLC を検出技術とともに用いることにより、混合物中の目的物質を分離する

ことが可能となりますが、その化合物が何であるのかに関して多くの情報は

得られません。フォトダイオードアレイ（PDA）検出を利用することで、ピー

クの均一性、同時溶出の有無についての情報がある程度得られますが、これ

は同一移動相条件下で分析した標準品の UVスペクトルと比較する方法によっ

てもたらされる同定情報のみとなります。HPLC-PDAシステムに MS検出器を

追加することにより、ピーク同定が確実となり、複数成分の同時溶出も認識

でき、ピークの均一性を確認することが可能となります。しかし、質量分析

計はしばしば複雑で、時間がかかり、高価であると敬遠されがちです。さらに、

2種の検出器が異なる感度レベルに対応したものである場合、2つの検出技術

を組み合わせるために、それぞれの検出器システムで別々に分析を行わざる

を得ないこともあります。

本アプリケーションでは、相補的な検出技術、すなわち PDA と MS 検出を

HPLC と組み合わせ、イルベサルタンとその関連物質 Aの同定および定量を

行った例をご紹介します。2種の検出器のダイナミックレンジを揃えるため

に、スプリッター内蔵のアイソクラティックソルベントマネージャ（ISM）を

システムに加え、ピーク同定は ACQUITY QDa 検出器のm/z 検出により行い

ました。この装置構成により、要求される面積値および保持時間の再現性

が得られ、信頼性の高い定量が実施できることが示されました。Alliance HPLC

システムを相補的な検出技術、ウォーターズ CDS（Empowerまたは MassLynx®

ソフトウェア）と組み合わせることにより、異なる検出器からのデータを結び

つけ、医薬品の化合物同定における信頼性を増大させることが可能になります。
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HPLC 条件 

LC システム： Al l iance HPLC およびアイソ

 クラティックソルベント

 マネージャー（ISM、Alliance

 スプリッターキット使用）、

 2998PDA 検出器、

 ACQUITY QDa検出器

分析時間： 25分

カラム： XSelect HSS TS、4.6×250 mm、 5 µm

（L1）（P/N 186004793）

カラム温度： 40 ℃ 

移動相 A： 水

移動相 B： アセトニトリル

移動相 C： 1%ギ酸水溶液

分離モード： グラジエント

時間（分） %A %B %C

 70 10 20

5.0 30 50 20

8.0 30 50 20

12.0 0 80 20

18.0 0 80 20

18.1 70 10 20

25.0 70 10 20

ニードル洗浄液： 水 /アセトニトリル =70:30

流速： 1.0 mL/分

注入量： 10 µL

実験方法

試料調製

イルベサルタン標準品を正確に秤量し、メタノール 100 mLに溶解し、1 mg/mLのストック溶液を調製。

複数濃度のイルベサルタン関連物質 A を調製し一定濃度のイルベサルタン存在下で分析。6 濃度の

イルベサルタン関連物質 A（0.0005 mg/mL、0.0010 mg/mL、0.005 mg/mL、0.010 mg/mL、0.050 mg/mL、

0.250 mg/mL）と 0.100 mg/mLイルベサルタン標準品にて検量線を作成。

PDA 条件

波長範囲：  210 nm - 400 nm

 （1.2 nmバンド幅）

検出波長： 254 nm

サンプリングレート：5ポイント /秒

タイムコンスタント： 0.4秒（標準）

ISM 条件

移動相： 0.1%ギ酸含有

 水 /アセトニトリル＝ 90：10

流速： 0.3 mL/分

スプリッターキット：Allianceスプリッターキット

 　　（P/N 205000917）

MS 条件

MS システム： ACQUITY QDa 検出器

イオン化モード： ESI ポジティブ 

キャピラリー電圧：0.8 kV 

コーン電圧： 15 V 

サンプリングレート：5 ポイント /秒

脱溶媒温度： 300  ℃ 

スキャン範囲： m/z  100-600 

 S IR  m/z [M+H]＋ : 429.4

 （イルベサルタン API）

 447.3（イルベサルタン関連物質 A）

データ管理： Empower 3 FR2

USP システム適合性基準：5回注入時

 　　　   %面積値 RSD≦ 1.5
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結果および考察

ACQUITY QDa 検出器は、2998PDA 検出器とは異なり、目的物質の物理的特性を検出する MS検出器です。

質量検出を採用するため、USP で定められた不揮発性バッファーを、ギ酸を含む揮発性移動相に変更し

ました（HPLC 条件参照）。この分析条件でイルベサルタン関連物質 Aをイルベサルタン標準品と分離し、

ACQUITY QDa 検出器より得られたm/z を用いてピーク同定を行いました。システム性能確認には、それぞ

れ 0.100 mg/mLに調製したイルベサルタン API と関連物質 Aを使用し、6回分析を行うことで評価しました。

図 2、3、4に示したように、保持時間、面積値の再現性はすべての値において一般的な分析の要求を満た

しています。MSによる関連物質 Aの面積値についても基準内の値を示しました（図 4）。イルベサルタン API

と比較するとわずかに再現性が劣りますが、これは関連物質のシグナル強度が API の 1/10であることが

原因と考えられました。

フューズドシリカTee
（流路分岐部品） Tee

XSelect HSS T3、4.6 mm × 250 mm、
5 µmカラム

グラジエント流速1000 µL /分

アイソクラティックソルベントマネージャ
300 µL /分　有機溶媒：水

 

図 1. スプリッター使用時の
システム構成
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図 2. イルベサルタンAPIと関連物質 A
の保持時間および面積値%RSD（2998 
PDA 検出器）

図 3. イルベサルタン API の
保持時間および面積値 %RSD 
（ACQUITY QDa 検出器）

図 4. イルベサルタン関連物質 A
の保持時間および面積値 %RSD 
（ACQUITY QDa 検出器）
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スプリッターを内蔵する ISM は、カラムからの流路を 2998 PDA 検出器と ACQUITY QDa 検出器とに分岐

するために用いられており、この分岐と ISM ポンプによる希釈の構成（図 1）により検出器間のダイナミック

レンジの差が調整されます。直線性の評価は、PDA 検出器については 6 濃度、QDa 検出器については

5濃度のイルベサルタン関連物質を各 3回分析して行いました。この結果、PDA検出器では、0.0005 mg/mL

から 0.250 mg/mLの濃度範囲で相関係数（r2）0.9998、QDa検出器では 0.0005 mg/mLから 0.050 mg/mLの

濃度範囲で相関係数（r2）0.995の直線性が確認され（図 5、6）、ISMの使用により、PDA 検出器と MS 検出

器とでイルベサルタン関連物質 Aを同程度の感度で検出できることが示されました。

面
積
値

0.00

3.50x106

7.00x106

1.05x107

濃度
0.00 25.00 50.00 75.00 100.00 125.00 150.00 175.00 200.00 225.00 250.00

化合物名： イルベサルタン関連物質A
相関係数： r＝0.999941、r2＝0.999882
検量線： 3.71e＋004X＋1.94e＋003
レスポンスタイプ：面積値
カーブタイプ：直線、重みづけ：1 / X 
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濃度

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

化合物名： イルベサルタン関連物質A
相関係数： r＝0.997532、r2＝0.995071
検量線： 5.20e＋005X＋2.35e＋005
レスポンスタイプ：面積値
カーブタイプ：直線、重みづけ：1 / X

図 5. 0.0005 mg/mL か ら 0.250 
mg/mL イルベサルタン関連物質
Aの検量線（2998 PDA検出器）

図 6. 0.0005 mg/mL か ら 0.050 
mg/mLイルベサルタン関連物
質 A の検量線（ACQUITY QDa 検
出器）



結論

■■ MS 検出器を既存の LC-PDA システムに追加することにより、

化合物同定の信頼性が増大

■■ アイソクラティックソルベントマネージャー（ISM）を利用する

ことで、2998 PDA検出器と ACQUITY QDa検出器のダイナミック

レンジを統一することが可能

■■ 2998 PDA 検出器、ACQUITY QDa 検出器双方において検量線の

直線性を確認

■■ 2種の化合物の保持時間再現性は、0.1%未満、面積値再現性

は 2998 PDA検出器において 0.15%未満、ACQUITY QDa検出器

において 1.5%未満

■■ Empower ソフトウェアにより、PDA、MSデータの同時取り込み、

同一画面による同時解析が可能
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