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概要

イオヘキソールの関連化合物分析用のオリジナル USP モノグラフ HPLC メソッドを、新しく改訂された 
USP <621> ガイドラインに従って、表面多孔質粒子（SPP）2.7 µm カラム に移管し、最新化しました。
オリジナルメソッドは、Agilent ZORBAX SB-C18、4.6 × 250 mm、5 µm カラムによるグラジエント
分離を使用しており、分析に 60 分を必要とします。このメソッドを Agilent InfinityLab Poroshell 120 
Aq-C18、4.6 × 100 mm、2.7 µm カラムに移管すると、再バリデーションすることなく、分析時間が 
60 分から 13 分に短縮され、分析時間と溶媒消費量が 78 % 削減されました。すべてのシステム適合
性の要件を満たしつつ、分析時間と溶媒消費量の両方で大幅な削減を達成しました。 

Agilent InfinityLab Poroshell 120 Aq-C18 を
用いた最新のグラジエント USP メソッド

新たに改訂された USP <621> ガイドラインに従って 
イオヘキソール関連化合物の USP モノグラフ HPLC メソッドを
表面多孔質粒子 2.7 µm に移管



2

概要

大部分の USP モノグラフには、原材料と製剤を試験するための HPLC 
メソッドが記載されています。これらのメソッドは、ジェネリック医薬品メー
カー向けのルーチン分析手法です。大部分のメソッドでは、従来の粒子
径サイズ 5 µm の旧式のカラム技術が採用されています。このような種
類のカラムは効率が低いため、分析種の保持・分離に長いカラム（例え
ば、長さ 150 または 250 mm）が必要になり、結果的に分析時間も長く
なります。分析者の主な仕事は USP のメソッドを再現することであり、多
くの場合は異なる機器やラボにおいてメソッドを移管することです。また、
分析者は大幅な変更を加えずに既存の USP メソッドを最新化し、再バリ
デーションを不要にしました。以前の USP <621> ガイドラインは、イソ
クラティックメソッドを従来の粒子径サイズ 5 µm カラムから粒子径サイ
ズが小さいカラムを利用したメソッドに移管する内容でした。2022 年 12 
月に改訂された、最新の USP <621> ガイドラインでは、全多孔質粒子
（TPP、小粒子サイズ）カラムと表面多孔質粒子（SPP）カラムを使用す
る、グラジエントメソッドの最新化が許容されています。1

このアプリケーションノートでは、イオヘキソールのための、4.6 × 250 
mm、5 µm カラムを使用する USP のオリジナルの関連化合物試験メ
ソッド2 を、最新の USP <621> ガイドラインに従って、粒子径サイズが小
さい SPP カラムに移管しました。最初に、5 µm Agilent ZORBAX SB-
C18 カラムを用いてオリジナルメソッドを実行した後3、新しく開発した 
InfinityLab Poroshell 120 Aq-C18、2.7 µm カラムを用いたメソッドに
移管しました。 

実験手法

機器と材料
Agilent 1260 Infinity II LC システムにおいて、4.6 × 250 mm および 
4.6 × 100 mm の両方のカラムに 0.17 mm の HPLC システム配管を
使用しました。 

すべての試薬と溶媒には、HPLC グレードのものを使用しました。ア
セトニトリル、イオヘキソール、関連化合物は Anpel Laboratory 
Technologies（上海、中国）から購入しました。水は、ELGA PURELAB 
Chorus システム（ハイ・ウィカム、英国）を使用して精製しました。シ
ステム適合性溶液は、イオヘキソールの USP モノグラフに従い調製しま
した。

カラム 
 – Agilent ZORBAX SB-C18、4.6 × 250 mm、5 µm 
（部品番号 880975-902） 

 – Agilent InfinityLab Poroshell 120 Aq-C18、4.6 × 100 mm、2.7 µm 
（部品番号 695975-742）

結果と考察

以前の調整ガイドラインでは、再バリデーションせずにグラジエント条件
を調整することは許容されていませんでした。この規定では、USP メソッ
ドからカラムサイズを変更したり、粒子サイズを若干変更したりするだけ
でも（2.7 µm と 2.6 µm など）再バリデーションが必要でした。42022 
年 12 月に新しく改訂された USP <621> ガイドラインには、次のように
記載されています。「TPP カラムから SPP カラムへの変更は、置換基の
同一性が変更されず、固定相の他の物理化学的特性、つまり、クロマト
グラフィー担体、表面修飾、化学修飾の程度が類似している場合、許容
されています。カラムの粒子径サイズや長さは、(tR/ Wh)2 比が一定であ
るか、または所定の (tR/ Wh)2 比の -25～ +50 % の範囲内であれば変
更可能です。このような変更は、システム適合性基準が満たされ、管理
対象の指定不純物の選択性と溶出順序が同等であると示される場合、再
バリデーションを行うことなく、許容可能です。」オリジナル USP メソッド
で Agilent ZORBAX SB-C18、4.6 × 250 mm、5 µm カラムを用い、シ
ステム適合性パラメータを決定するために使用するイオヘキソール関連
化合物 A とイオヘキソール関連化合物 C について、(tR/ Wh)2 比と許容
範囲を計算しています。値を表 2 に示します。 

Agilent 1260 Infinity II LC システム

Agilent 1260 Infinity II バイナリポンプ

（G7112B） 

4 ポジション/10 ポートバルブ 60 MPa 

（部品番号 5067-4287）

Agilent 1260 Infinity II マルチサンプラ

（G7167A） 

バイアル、スクリュートップ、茶色、ラベル付き、認

定、2 mL、100 個（部品番号 5182-0716） 

キャップ、スクリュー、青、PTFE/赤シリコンセプタ

ム、100 個（部品番号 5182-0717）

Agilent Infinity II マルチカラム 

サーモスタット（MCT） 

標準フローヒーター（G7116-60015） 

ヒーターとカラム：InfinityLab クイックコネクト 

アセンブリ、105 mm、0.17 mm（部品番号 

5067-6166）

Agilent 1260 ダイオードアレイ検出器 

WR（G7115A） 

フローセル：10 mm 13 µL フローセル 

（部品番号 G1315-60022） 

長寿命重水素ランプ（部品番号 2140-0820）

Agilent OpenLab CDS、 
バージョン C.01.07 ソフトウェア

表 1. 機器の構成
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この実験では、最新のメソッドにおいて、新しい InfinityLab Poroshell 
120 Aq-C18 カラムを使用しました。このカラムは、高極性の移動相
条件で優れた保持・分離を示すカラムであり、C18 の結合密度が低く
ポアサイズがより大きい 120 Å の 2.7 µm SPP をベースにして開発さ
れています。また、USP L1 カラムであるため、InfinityLab Poroshell 
120 Aq-C18 カラムを最新のメソッドで使用することが許容されていま
した。カラムサイズ 4.6 × 100 mm の 2.7 µm カラムを使用した理由
は、長さ 100 mm において 2 µm 未満のカラムと同等の効率を実現し
ているためであり、これは 250 mm、5 µm カラムに匹敵します。両方
の InfinityLab カラムでシステム適合性溶液を分析し、イオヘキソール関
連化合物 A とイオヘキソール関連化合物 C の (tR/ Wh)2 比も計算しまし
た。両方のカラムの比はすべて、許容範囲内です。値を表 2 にまとめて
示します。

このアプリケーションノートでは、粒子径サイズを変更して、流量を調整
する必要がありました。これは、粒子径サイズの小さいカラムでは、同じ
性能を得るために、より高い線速度が必要になるためです（理論段高さ
を減らして測定するため）。流量は、カラム径と粒子径サイズの変更に対
して式 1 を用いて調整しました。

式 1.

F2 = F1 × [(dp1 × dc2
2)/(dp2 × dc1

2)] 

 – F1 = モノグラフに示されている流量（mL/min）

 – F2 = 調整後の流量（mL/min）

 – dc1 = モノグラフに示されているカラム内径（mm）

 – dc2 = 使用したカラム内径（mm）

 – dp1 = モノグラフに示されている粒子径サイズ（µm）

 – dp2 = 使用したカラムの粒子径サイズ（µm）

カラムサイズの変更とこれによるカラム容量の変化は、選択性を制御する
グラジエントボリュームに影響を及ぼします。カラム容量に比例してグラ
ジエントボリュームを変更することにより、グラジエントをカラム容量に対
して調整します。新しいグラジエント時間 tG2 は、式 2 に示すように、オリ
ジナルのグラジエント時間 tG1、流量、カラムサイズから計算できます。

式 2.

tG2 = tG1 × (F1/F2 )[(L2 × dc2
2)/(L1 × dc1

2)]

 – tG1 = グラジエントボリュームまたはグラジエント時間（初期）

 – tG2 = 新しいグラジエント時間

 – F = 流量 

 – L × dc2 = カラム容量に対するグラジエントボリュームの比率を一定
に保つために、各グラジエントのセグメントのグラジエント時間を調
整する必要があります

式 3 は、カラムサイズを変更した場合の注入量の調整に使用できます。

式 3.

V2 = V1 × [(L2 × dc2
2)/(L1 × dc1

2)] 

 – V1 = モノグラフに示されている注入量（µL）

 – V2 = 調整後の注入量（µL）

 – L1 = モノグラフに示されているカラム長（cm）

 – L2 = 新しいカラム長（cm）

 – dc1 = モノグラフに示されているカラム内径（mm）

 – dc2 = 新しいカラム内径（mm）

オリジナルのメソッドと新しいメソッドの条件を表 2 に示します。内径 
4.6 mm のカラムを用いたメソッドを、バイナリポンプを搭載した 1260 
Infinity II LC システムで実行しました。内径 4.6 mm の Poroshell 
120 カラムは、同じ最大圧力 60 MPa の 1260 Infinity II LC システム
によく適合していました。表 3 に示されているように、両カラムのシステ
ム適合性はすべて要件を満たしていました。InfinityLab Poroshell 120 
Aq-C18、4.6 × 100 mm、2.7 µm カラムを使用した最新のメソッドで
は、分析時間が 60 分から 13 分に短縮（78 % の時間短縮）され、溶
媒消費量も大幅に削減（78 % の削減）されました。このような手法に
より、明らかにラボ生産性とサンプルスループットを向上させることが可
能です。クロマトグラムを図 1 に示します。

パラメータ USP のオリジナル UHPLC の使用

カラム
Agilent ZORBAX SB-C18、 
4.6 × 250 mm、5 µm 
（部品番号 880975-902）

Agilent InfinityLab Poroshell 120 
Aq-C18、4.6 × 100 mm、 
2.7 µm（部品番号 695975-742）

(tR/Wh)2 比
3,890（–25～ 50 %） 
20,217（–25～ 50 %）

3,023（–22.3 %） 
25,290（25.1 %）

移動相
A：水 
B：アセトニトリル

A：水 
B：アセトニトリル

グラジエント
時間（分） B % 
0 1 
60 13

時間（分） B % 
0 1 
13 13

流量 1 mL/min 1.85 mL/min

温度 25 ℃ 25 ℃

注入量 10 µL 4 µL

検出
DAD 信号 254 nm、 
Ref オフ 2.5 Hz

DAD 信号 254 nm、 
Ref オフ 40 Hz

表 2. この実験で使用した HPLC メソッドと UHPLC メソッドの比較
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USP システム適合性の要件

O-アルキル化化合物のリテンションタイムは、 
イオヘキソールのエキソ異性体の 1.0 に対して 

1.1～ 1.4 である

イオヘキソール関連化合物 A と 
イオヘキソール関連化合物 C の分離能 R は  

20.0 以上である

イオヘキソール関連化合物 C のピーク面積は、 
クロマトグラムの全ピークの総面積と比較して 

0.5 ± 0.1 % である

Agilent ZORBAX SB-C18、 
4.6 × 250 mm、5 µm

20.25～ 25.78 分 51.1 0.55 %

Agilent InfinityLab Poroshell 120 Aq-C18、 
4.6 × 100 mm、2.7 µm 
（部品番号 695975-742）

5.03～ 6.40 分 45.9 0.55 %

表 3. システム適合性の概要

図 1. 粒子径サイズの異なる両カラムを用いた、イオヘキソール中の関連化合物分析用のシステム適性溶液のクロマトグラム
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Agilent ZORBAX SB-C18、4.6 × 250 mm、5 µm

ピーク 1 の (tR/Wh)
2  比：3,890

ピーク 4 の (tR/Wh)
2  比：20,217

Rs1,4 = 51.1

分析時間：60 分

Agilent InfinityLab Poroshell 120 Aq-C18、4.6 × 100 mm、2.7 µm

ピーク 1 の (tR/Wh)
2  比：3,023

ピーク 4 の (tR/Wh)
2  比：25,290

Rs1,4 = 45.9

分析時間：13 分
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1. イオヘキソール関連化合物 A
2. イオヘキソールのエンド異性体
3. イオヘキソールのエキソ異性体
4. イオヘキソール関連化合物 C
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結論

従来の全多孔質 5 µm カラムを使用した、イオヘキソールの関連化合物
分析用の USP メソッドを、Agilent InfinityLab Poroshell 120 Aq-C18 
カラムを使用して適切に最新化しました。最新のメソッドでは、分析時
間と溶媒使用を大幅に削減しながら、同等の結果が得られています。こ
のメソッドを使用することにより、ラボの生産性とサンプルスループット
を向上することが可能です。またこのメソッドは、新しく改訂された USP 
<621> ガイドラインに従って、追加のメソッド再バリデーションなしで調整
できます。 
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