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ウォーターズのソリューション

CORT ECS® C18+  2.7 µmカラム

ACQUITY UPLC®

ACQUITY® TQD 質量分析計

Empower 3® CDS

LCMS品質証明マキシマムリカバリーバイアル
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アプリケーションのメリット
■■ 他のソリッドコアカラムに比べて低イオン

強度酸性移動相条件（ギ酸など）でのピーク

形状向上

■■ 質量分析におけるシグナル /ノイズ比の向上

はじめに

微量不純物の LC /MS分析は幅広い分野において重要な試験です。化学プロセス

によっては、不純物の存在と量に特化した合否基準があります。これは、特に

製薬業界に当てはまります。このような分析においては、強度が強くブロード

になることが多いメインの化合物（医薬品有効成分：API など）が隣接して溶出

する不純物ピークに被ってしまい、定量が難しくなり、再現性が悪くなってし

まう可能性があります。さらに実際のところ、かなりの量の医薬品成分は塩基

性であり、低 pHでのピーク形状が悪くクロマトグラフィーにおける分離の課

題となっています。

本アプリケーションノートでは、実際の AP I と近接して溶出する微量の不純

物を含む分離の難しい混合物を想定し、構造の類似した 2種類の医薬品（イミ

プラミンとアミトリプチリン）を用いて分離を検討しました。これらの化合物

では、分析においてよく課題となる、その塩基性の性質により引き起こされ

るギ酸移動相条件でのピーク形状悪化が知られています。このような現象は

CORTECS C18+ではその表面チャージにより軽減することができます。 この表面

チャージテクノロジーとソリッドコアパーティクルにより、卓越したピーク形

状と高い MSシグナルを可能にします。結果として、HPLC-MS や UPLC®-MS を

用いて不純物ピークに関してより精度高く、信頼性の高い特性解析が可能に

なります。
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実験方法

LC条件

カラム：  CORT ECS C18+、2.7 µm

 3.0 × 50 mm

 （製品番号 186007400）

 他社ソリッドコア C18、2.6 µm

  3.0 × 50 mm

移動相 A：  0.1%ギ酸水溶液

移動相 B： 0.1%ギ酸アセトニトリル溶液

流速： 0.8 mL /min

カラム温度： 30 ℃

検出： 254 nm

注入量： 10.0 µL

分析条件： リニアグラジエント：25％ B – 

35%B ; 0-3 min、35%B – 25%B; 

3-3.1 min、25%B; 3.1 – 4.1 min 

MS条件

システム： ACQUITY TQD質量分析計

イオン化モード： ESI＋

キャピラリー電圧：3.8 kV

コーン電圧： 30 V

ソース温度： 120 ℃

脱溶媒温度： 450 ℃

コーンガス流量： 30 L /h

脱溶媒ガス流量： 1000 L / h

条件： 278.4 amuで SIR（Selected Ion 

Recording）モード

データ管理： Empower 3 CDS

サンプル調製

イミプラミンの水溶液（0.5 mg/mL、API として想定）およびアミトリプチリン

の水溶液（0.5 µg/mL、不純物として想定）を調製して LCMS品質証明バイアル（製

品番号：600000749CV）に入れ、分析に供しました。

結果および考察

不純物分析は非常に重要な分析試験で、特に医薬品製造において重要です。

バリデートされた USP メソッドには、総体的なサンプル分析の一部として不純

物分析を必要とするものもあります。製剤サンプルでは、医薬品有効成分（API）

と不純物以外の化合物も分離しなければならないことが多いため、不純物の特

性解析および定量は困難である可能性があります。APIと不純物の良好な分離

を達成することが、成分の特性解析および定量どちらにも重要です。良好な分

離とシャープで左右対称なピークによって、より精度の高い分析が可能になり

ます。CORT ECS カラムは、高いカラム効率により良好な分離を実現しながら、

成分の迅速な分離を可能にします。この例では、CORT ECS C18+ 2.7 µmカラムを

用いたイミプラミンとアミトリプチリンの分離を他社のソリッドコア C18 2.6 µm

カラムの分離と比較しました。

アミトリプチリンとイミプラミンは塩基性の化合物で、三環系抗うつ剤です。

両化合物の構造は図 1に示しました。これら化合物は構造的に類似しており、

短鎖炭化水素の末端に三級アミンを有しています。三級アミンによる化合物

の塩基性が、逆相 LC分析において問題となります。塩基性化合物はギ酸など

の低イオン強度酸性移動相条件ではピーク形状が悪くなることがよくあります。

しかしながら、CORT ECS C18+、2.7 µmカラムでは、充塡剤表面の微量なプラス

チャージにより、一般的な C18カラムに比べて、低イオン強度酸性移動相条件

で塩基性化合物のより向上したピーク形状が得られます。このピーク形状向上

は TFA移動相を使用した分離に匹敵しますが、LC /MSにおける T FA使用による

イオンサプレッションを回避できます。

アミトリプチリン

質量：277.4

イミプラミン

質量：280.4

図 1 .  アミトリプチリンとイミプラミンの化学構造

http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007400
http://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=600000749CV
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この分析では、ACQUITY UPLC システムと PDA検出器および ACQUITY TQD 検出器を用いて UVおよび MS

検出を行いました。CORTECS C18+ 2.7 µmカラムと他社ソリッドコア C18 2.6 µmカラムを用いて分離を比

較しました。0.5 mg/mLのイミプラミンと 0.5 µg/mLのアミトリプチリン（イミプラミンの 0.1%）を含む水

溶液のサンプルを調製し、各カラムにこの溶液 10 µLを注入しました。UVクロマトグラムのデータは 254 nm

で測定しました。CORT ECS C18+ 2.7 µmカラムと他社ソリッドコア C18 2.6 µmカラム両方の分離を図 2に

示しました。
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図 2. CORTECS C18+ 2.7 µmカラムおよび他社ソリッドコア C18 2.6 µmカラムを用いたイミプラミン（AP I として想定）とアミトリプ
チリン（0.1％濃度の不純物として想定）の分離。CORT ECS C18+ カラムでは両方のピーク幅が低減（13.4% のピーク高さにおける
ピーク幅）。

UVのデータが示すように、CORTECS C18+ 2.7 µmカラムでは、不純物として想定したアミトリプチリンに

ついて幅の狭いピークが得られ、また UVの強度も向上しました。さらに、CORTECS C18+ 2.7 µmカラムで

は他社ソリッドコア C18 2.6 µmカラムに比べて、API として想定したイミプラミンのピーク幅が大幅に低

減しました。この API として想定したイミプラミンのピーク幅の低減により、他社ソリッドコア C18 2.6 µm

カラムではメインピークと共溶出している前に溶出する小さな不純物ピークも見えるようになりました。

アミトリプチリンの細くシャープなピーク形状により、ピーク面積の決定や最終的に定量結果など、想定

した不純物のより優れた特性解析が可能になります。



4CORTECS C18+ 2.7 µmソリッドコアパーティクルカラムによる塩基性不純物LC/MS分析の向上

不純物ピークの信頼性および精度の高い分析は、質量分析でも達成することができます。上記分離において、

不純物ピーク（m/z）278.4 amuについて検証しました。図 3には CORTECS C18+ 2.7 µmカラムおよび他社ソリッド

コア C18 2.6 µmカラム両方におけるアミトリプチリン（不純物）の S IR を示しました。

1: SIR of 1 Channel ES+ 
TIC (Amitriptyline)

3.68e7

1: SIR of 1 Channel ES+ 
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3.68e7

Time
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00

%

0

100

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00

%

0

100

CORTECS C18+, 2.7 µm
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図 3. 不純物として想定したアミトリプチリンの CORTECS C18+ 2.7 µmカラムおよび他社ソリッドコア C18カラムを用いた m/z 278.4で
の SIR 質量分析データ。CORTECS C18+ 2.7 µmカラムでは S/N 比が向上。シグナル強度の違いを示すために Y軸は同じスケールに設定。

図 3に示すように、他社ソリッドコア C18 2.6 µmカラムに比べて CORTECS C18 2.7 µmカラムでは不純物の

S/N 比が 60%向上しました。高い S/N 比がより良いシグナルを実現し、より精度の高いデータ分析とより

低い濃度でのピーク検出が可能になります。さらにより高いシグナルによって低濃度の未知不純物について

質量情報が得られるようになり、サンプルのより優れた特性解析が可能になります。
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結論

低濃度の不純物分析は、医薬品製造を含む幅広い産業で重要です。

製剤サンプルに含まれる不純物が一定濃度未満であることを要求

するバリデートされた USP モノグラフもあります。この濃度は、

実施する分析によって変わります。高い精度および信頼性で不純

物濃度を測定するために、各不純物ピークは分離されなければな

りません。CORTECS C18+ 2.7 µmカラムはソリッドコアの表面チャー

ジパーティクルが充塡されており、塩基性化合物の迅速な分離が

可能になるとともに、他社ソリッドコアカラムに比べて卓越した

ピーク形状と MSシグナルが実現します。CORTECS C18+ 2.7 µm

カラムを塩基性化合物のルーチン分析に用いることで、よ

り良い MSシグナルを得るために MSに適合した移動相が使用で

き、低濃度不純物サンプル特性解析の品質を向上できます。さらに、

CORTECS C18+ 2.7 µmカラムでは、ピーク幅を低減し分離を向上す

ることで、UV分析においてもより信頼性の高い定量が可能になり

ます。卓越したピーク形状と向上したシグナルにより、分析

法開発に費やす労力が少なくてもピークの優れた特性解析が可能

になり、高い分析生産性を可能にします。




