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ウォーターズのソリューション

ACQUITY UPLC® H-Class システム

ACQUITY UPLC カラム

ACQUITY QDa 検出器

Empower® 3 CDS ソフトウェア

キーワード

UPLC、QDa、UV 吸収を持たない化合物、

医薬品原料、臭化セトリモニウム、

粒子径 2 µm 以下の充塡剤、質量分析法

アプリケーションのメリット 
■■ UV 吸収を持たない化合物である原料の確認

および定量に ACQUITY® QDa® 検出器を用い

た簡単で直接的な分析方法 

■■ ACQUITY QDa 検出器を用いた質量検出による

正確な成分同定 

■■ 複雑で時間のかかるサンプル調製手順が不要

■■ 既存のUPLC® システムおよび分析法との適合性

はじめに

医薬品原料は、基質としてさまざまな製剤の製造に使用されます。原料には、医

薬品有効成分 （AP I）、賦形剤、およびその他の不活性成分があります。賦形剤お

よび不活性成分には一般的に薬理効果はありませんが、賦形剤、結合剤、崩壊剤、

潤滑剤、着色料、保存剤などとして機能する必須成分です 1。賦形剤および不活

性成分の品質と純度は、最終医薬製品の安全性にとって極めて重要であり、管理

されなければなりません 2。低純度または汚染物質を含む賦形剤は最終医薬製品

の安全性および有効性を損なうことがあります。したがって医薬品原料の品質お

よび純度の正確な評価のために信頼性の高い分析法が必要です。

UV 吸収がない、または低い成分の迅速で正確な分析は困難な場合があります。

これらの化合物は UV による直接検出ができないので、正確に同定および測定す

るためには別の分析方法を使用しなければなりません。UV 吸収のない化合物で

ある臭化セトリモニウムの場合、クロロホルムを用いた、多段階の液液抽出で調

製した試料溶液の滴定分析方法が米国薬局方 （USP） モノグラフ 3 に採用されて

います。これは複雑で時間がかかる手順であり、QC ラボ内のルーチン試験には

適していません。これに対し、質量検出は UV吸収のない化合物の迅速で直接的

かつ正確な分析が可能になり、複雑なサンプル調製手順が不要になります。

このアプリケーションノートでは、医薬品原料臭化セトリモニウム分析のための

頑健かつ迅速な UPLC 分析法を紹介します。 この分析法は Genzyme A Sanofi 社

との提携により開発されました。UPLC 分析法では、原料の品質および純度の迅

速で、より多くの情報を含む正確な評価を実施するために ACQUITY QDa 検出器

を使用します。このアプリケーションノートでは、質量検出を用いた分析法の

システム適合性および直線性を評価しました。次にこの分析法を用いて、異なる

メーカー 3社から購入した医薬品原料臭化セトリモニウムの同一性確認、純度

評価、および定量を実施しました。

総合的に見て、質量検出により医薬品原料の迅速な同定および正確な分析が可能

となり、QC ラボでのルーチン試験に適した技術となっています。
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実験方法 

溶液調製

標準溶液

臭化セトリモニウム USP 標準試料 （USP p/n:1102974）原液を水

で溶解し、0.5 mg/mL の濃度に調製し、ストック溶液としました。次

にストック溶液を水 （Fisher Scientific, Optima） で希釈し 20.0 µg/mL

の標準溶液としました。この標準溶液を水で希釈することによ

り直線性検討用標準溶液を調製しました。直線性検討用標準溶液

は、次の濃度で調製しました：0.10、0.25、0.50、0.75、1.0、2.0、

および 3.0 µg/mL。

原料サンプル

この実験で使用した医薬品原料臭化セトリモニウムは、異なる

メーカー 3 社から購入しました：

■■ シグマ アルドリッチ社、製品番号 : H9151-25G

■■ Alfa Aesar 社、製品番号 : A15235

■■ 東京化成工業株式会社、製品番号 : H0081

ストックサンプル溶液は、0.5 mg/mL の濃度で調製し、次に  
1.0 µg/mL の濃度まで水で希釈しました。

UPLC 分析条件

LC システム： ACQUITY UPLC H-Class

カラム： ACQUITY UPLC CSH ™ C18、

 2.1 × 50 mm、1.7 µm

カラム温度： 40℃

流速： 0.6 mL/min

注入量： 1.0 µL

溶媒 A： 1％ ギ酸水溶液

溶媒 B:  水

溶媒 C： アセトニトリル

分離：グラジエント

 ステップ 時間 溶媒 A 溶媒 B 溶媒 C 曲線 
  （min（ （%（ （%（ （%（

 1 初期値 10.0 40.0 50.0 初期値

 2 2.0 10.0 0.0 90.0 6

 3 2.5 10.0 0.0 90.0 6

 4 2.6 10.0 40.0 50.0 6

 5 4.5 10.0 40.0 50.0 6

パージ /サンプル洗浄液：50:50 水 /アセトニトリル

シール洗浄液：90:10 水 /アセトニトリル

UV検出器：ACQUITY UPLC PDA：200～ 500 nm

MS 分析条件

質量検出器：  ACQUITY QDa （パフォーマンス）

イオン化モード：  ESI+

MS取り込み範囲： 150～ 350 Da

SIR：  284.3 Da

サンプリングレート： 10 pts/秒

キャピラリー電圧：  0.8 kV

コーン電圧：  15 V

プローブ温度：  600℃

データ形式：  セントロイド

データ管理

Empower 3 FR2 クロマトグラフィーデータシステム （CDS） 
ソフトウェア
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臭化セトリモニウム
• 分子式： C19H42BrN 
• 平均質量： 364.45 Da  
• モノアイソトピック質量： 363.25 Da  
• 遊離塩基モノアイソトピック質量： mass: 284.33 Da
• 検出質量： M+ = 284.3 Da

図 1.臭化セトリモニウムの構造および分子情報

図 2. ACQUITY UPLC H-Class/ACQUITY PDA /ACQUITY QDa システムを使用して取得した臭化セト
リモニウムの UV および MS クロマトグラフィーデータ

図 3.臭化セトリモニウム USP 標準試料の 6回繰り返し注入（284.3 Da における S IR）の重ね書き

図 4. 臭化セトリモニウム USP
標準試料の 6回繰り返し注入
（284.3 Da における S I R）のシス
テム適合性結果
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d) SIR at 284.3 Da 
 S/N = 16422 
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結果および考察

臭化セトリモニウムは、UV検出に必要な発色団を

持たない 4級アンモニウム塩です （図 1）。したがっ

て、UV による直接検出は不可能です。しかし、イ

オン化が可能で、ACQUITY QDa 検出器で安定な MS 

シグナルとして検出できます。臭化セトリモニウム

分析のクロマトグラフィーデータを図 2 に示してい

ます。215 nmにおける UVクロマトグラム （図 2a） で

は、予想どおりピークは検出されませんでした。150

～ 350 Daの質量範囲で取得した、ACQUITY QDa デー

タ （図 2b） である、トータルイオンクロマトグラム

（TIC） では、質量 284.3 Da に臭化セトリモニウムの

1つの大きなピークが検出されました。目的化合物

の質量を TIC データから抽出した、抽出イオンクロ

マトグラム （XIC） を図 2c に示します。目的化合物

の定量試験には、目的の特定イオンのシグナル強度

を記録する選択イオンレコーディング （SIR） モード

を使用しました。SIR モードは分析および定量が簡

単に、かつ S/N 比が向上するため、ターゲット定量

に適しています （図 2d）。

システム適合性

開発した UPLC 分析法の性能は、USP General Chapter、

<621>、C hromatography の規定に従って、2.0 µg/mL 

（図 3）の USP 標準試料における 6回の繰り返し注入

精度を評価、検証しました 4。UPLC のシステム適合

性結果は、284.3 Da における SIR モードを使用して

解析しました （図 4）。 保持時間および面積再現性は、

2.0% RSD 未満で USP 規格を十分満たしていました。
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図 5.臭化セトリモニウムについての分析法の直線性。
SIR モード（284.3 Da）を使用してデータを解析

図 6. S IR モード（284.3 Da）を使用して解析を行った検量線データ。算出された X 値すなわち濃度のパーセント偏差は、18.0%未
満であった 0.2585 µg/mL 標準溶液を除いて 10%未満でした

直線性

284.3 Da における SIRモードで臭化セトリモニウム分析法の直線性を、0.1～ 3 µg/mLの範囲の 7濃度につ

いて評価しました。この分析法は、相関係数 （R2） ≥ 0.9969 であり、許容可能な直線性を示しました （図 5）。 

さらに、算出された X 値すなわち濃度のパーセント偏差は、18.0%未満であった 0.2585 µg/mL 標準溶液を

除いて 10%未満でした （図 6）。

医薬品原料臭化セトリモニウムの品質および純度の評価における質量検出のメリット
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図 7.異なるメーカー 3社から購入した医薬品原料臭化セトリモニウム。ピークのリーディング、
頂点、およびトレーリングの T IC  MS およびマススペクトルのデータ

図 8.異なるメーカー 3社から購入した医薬品原料臭化セトリモニウムについての定量結果（284.3 
Da における S IR）。

サンプル分析

異なるメーカー 3社から購入した臭化セトリモニウ

ムを UPLC-MS を使用して分析しました。ACQUITY 

QDa 検出器を用いた質量検出においてピーク同一性

を迅速に確認できました。ピーク純度評価は、150

～ 350 Daの質量範囲で取得した ACQUITY QDa TIC

データを使用しました。 臭化セトリモニウムの質量

に相当する 284.3 （± 0.2） Da と異なる質量ピークの

存在を MS TIC データで評価しました。TIC に示され

ているように （図 7） 、サンプル分析では臭化セト

リモニウムに固有の質量を示す大きなピークが 1 つ

のみが検出されました。 さらに、ピークのリーディ

ング、頂点、およびトレーリングのマススペクトル

データより、臭化セトリモニウムに相当する 1 つの

質量の存在が示されています。 よって、臭化セトリ

モニウムは他のピークと共溶出していないことが示

されました。よって、TIC データからは、今回評価

した医薬品原料臭化セトリモニウムには汚染物質は

含まれていないことが実証されました。

定量試験については、異なるメーカー 3社から購入

した医薬品原料臭化セトリモニウムを USP 標準試

料と比較しました。284.3 Da における SIR を使用し

て実施した定量結果は、すべての原料について 98.4 

- 100.4% の範囲（図 8）であり、臭化セトリモニウ

ムについて USP モノグラフで規定されている 96.0 - 

101.0 %の USP 合格基準に適合します。 
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結論

UPLC システムに ACQUITY QDa 検出器による質量検出を使用することで、発色

団をもたない医薬品原料臭化セトリモニウムを迅速かつ簡単に分析することが

可能です。この新しい分析法により複雑な滴定手順の必要がなくなり、生産性

が向上します。さらに、LC-MS 分析法により医薬品原料臭化セトリモニウムの

サンプル確認、正確な純度評価、および定量における信頼性が向上します。質

量検出によるデータを使用した分析法は、優れたシステム適合性および直線性

を示しました。全体的に見て、ACQUITY QDa 検出器は、UV 検出に対する相補

的検出技術として追加できる頑健で使いやすい質量検出器です。正確で信頼性

の高い結果が得られ、QC ラボにおける医薬品原料ルーチン試験にとって最適

な技術となっています。

参考文献

1. Overview of pharmaceutical excipients used in tablets and 
capsules, October 24 2008.

2. The United States Pharmacopeia (USP) Monograph  
Excipients Introduction.

3. USP Monograph, Cetrimonium Bromide, USP37-NF32,  
The United States Pharmacopeia Convention,  
official August 1, 2014.

4. USP General Chapter, <621>, Chromatography,  
USP37-NF32, The United States Pharmacopeia Convention, 
official August 2, 2014.


