
Agilent Q-TOF LC/MS と 
MassHunter データ処理 
ソフトウェアによる 
医薬品不純物の同定とプロファイリング

アプリケーションノート

概要

このアプリケーションノートでは、高分解能精密質量 (HRAM) Q-TOF LC/MS システム
を使用した医薬品原料 (API) 不純物の同定およびプロファイリングのための効率的な
ソフトウェア支援ワークフローについて説明します。このワークフローには、オンライ

ン LC-UV 検出と MS および 自動 MS/MS 分析と、Molecular Feature Extraction (MFE)、
Molecular Formula Generation (MFG)、Molecular Structure Correlator (MSC) ソフトウェ
アなど高機能 MassHunter Qualitative Analysis データ処理アルゴリズムを使用した不
純物の同定および構造解析の 2 つのステップが含まれます。Agilent 6540 Ultra High 
Definition Accurate Mass Q-TOF LC/MS システムは、製剤原料中の微量不純物の高感度 
MS および MS/MS 分析を ppm 未満の質量精度で提供します。アテノロールと、アテノ
ロール UV 検出領域の 0.02～0.07 % レベルで含まれる欧州薬局方 (EP) 指定の 8 種類
の不純物 (遺伝毒性不純物 D、および不純物 F の 2 つの異性体を含む) を迅速に同定
し、構造解析することにより、このワークフローを不純物プロファイリングで有効に使

用する方法を説明します。
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はじめに

不純物の同定およびプロファイリング
は、医薬品開発および API 製造ユニット
で患者の安全性と医薬品の効能を保証
するために非常に重要です。規制機関
は、投薬量に応じた低いレベルでの不
純物の同定を求める明確な厳しいガイ
ドラインを確立しています。米国食品医
薬品局 (FDA) の勧告によると、面積パー
センテージが API の 0.05 % を超える不
純物を報告する必要があります。1 現時点
では、医薬品不純物の同定と定量にさ
まざまな分析技術を使用することがで
きます。ただし、多くの場合、従来の分
析アプローチには複数の機器プラット
フォームとサンプル前処理手順 (分取 LC 
とその後の凍結乾燥による特定の不純
物の精製/収集や、多くの時間と労力を
必要とする NMR 解析など) が必要なた
め、微量不純物の同定は困難です。

このアプリケーションノートの目的は、
Agilent LC UV/Q-TOF MS システムを高度
なデータ処理ソフトウェアと組み合わせ
て使用し、不純物を有効に同定するため
の合理化されたワークフローを開発す
ることです。0.02～0.07 % レベルで含ま
れる 8 種類のアテノロール不純物の同定
および構造解析の例を示します。

実験

図 1 に、不純物の同定およびプロファ
イリングの画期的なワークフローを示
します。このワークフローは、高信頼性
および高精度の同定と、複数のプラット
フォームを必要とし、分析が何日間にも
わたる従来の不純物プロファイリングよ
りも高速な構造解析を提供するように
合理化されています。

機器

LC/MS シス テム は Agilent 6540 UHD 
Q-TOF と Jet Stream ソース、および次の
モジュールからなる Agilent 1200 シリー
ズバイナリ LC システムで構成されてい
ます。Agilent 1200 シリーズ デガッサ (p/
n G1379B)、Agilent 1200 シリーズバイ
ナリポンプ (p/n G1312B)、Agilent 1200 
シリーズ高性能オートサンプラ (p/n 
G1367D)、Agilent 1200 シリーズカラムコ
ンパートメント (p/n G1316B)、Max-Light 

フローセル付き Agilent 1290 Infinity ダ
イオードアレイ検出器 (G4212A) (容量 
4.0 µL、光路長 60 mm) (G4212 A)。ソフ
トウェアには、データ取り込みのための 
Agilent MassHunter ワークステーション 
(バージョン B.04.00)、データ解析のため
の MassHunter Qualitative Analysis ソフ
トウェア (B.04.00)、不純物の構造解析を
容易にする MassHunter MSC ソフトウェ
ア (バージョン B.05.00) が含まれます。

メソッドが MS に対応している場合

メソッドが MS に対応していない場合HPLC による分離

Agilent 6540 Q-TOF を
用いたフル MS スキャン
と自動 MS/MS により 
LC/MS 分析を実施

精密質量 MS および 
MS/MS データをもとに、
MFE および MFG 
アルゴリズムにより
不純物を検出および同定

MSC により不純物の
構造解析を円滑化

MS 用の LC メソッドを作成

結果の例
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図 1. Agilent 6540 UHD Q-TOF LC/MS、MassHunter Qualitative Analysis、および MSC ソフトウェア
を使用した医薬品不純物の同定およびプロファイリングのためのソフトウェア支援ワークフロー
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試薬と試料

LC/MS グレードのメタノールおよびギ
酸は Fluka (ドイツ) から購入しました。
Milli Q システムの超純水 (Millipore Elix 
10 モデル、米国) を移動相の調製に使用
しました。アテノロールの薬局方 HPLC 
メソッドの実行に使用したその他のすべ
ての試薬は Aldrich (インド) から購入し
ました。アテノロール API と 8 種類の不
純物 (A～H) は LGC Promochem (ドイツ) 
から購入しました。アテノロールと 8 種類
の不純物の構造を図 2 に、分子の詳細を
表 1 に示します。

LC/MS 条件
LC/MS 条件を最適化し、表 2 および 3 に
まとめました。

図 2. アテノロールと EP (6.0) 指定の 8 種類の不純物の分子構造

不純物 G

O

OH

O

CH3

NH CH3
OHH

不純物 H

NC

O

CH3

NH CH3
OHH

不純物 A

O

NH2

OH

アテノロール

O

NH2

O

CH3

NH CH3
OHH

不純物 E

O

NH2 NH2

O

OH

O
O

不純物 F

O

NH2 NH2

O N

OH
H3C CH3

OH

O
O

不純物 D

O

NH2

O Cl
OHH

不純物 B

O

NH2

O OH
OHH

不純物 C

O

NH2

O
O

H

表 1. アテノロールと 8 種類の不純物の分子の詳細 

化合物名 分子式 分子量 (M+H)+ 

アテノロール C14H22N2O3 266.3361 267.1703 

不純物 A C8H9NO2 151.1626 152.0706 

不純物 B C11H15NO4 225.2411 226.1074 

不純物 C C11H13NO3 207.2258 208.0968 

不純物 D C11H14ClNO3 243.6868 244.0735 

不純物 E C19H22N2O5 358.3884 359.1601 

不純物 F C25H35N3O6 473.5619 474.2599 

不純物 G C14H21NO4 267.3208 268.1543 

不純物 H C14H20N2O2 248.3208 249.1598

注 : (M+H)+ 値は MassHunter Mass Calculator を使用して計算しました。
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表 2. LC 条件

LC (MS に対応) 条件 LC (EP) 条件
カラム Agilent Poroshell 120 EC-C18、 

3.0 × 150 mm、2.7 µm (p/n 693975-302) 
Agilent ZORBAX ODS 
4.6 × 150 mm、5 µm (p/n 883952-702)

流速 0.4 mL/min 1 mL/min
移動相 A 0.1 % ギ酸水溶液 2:18:80 テトラヒドロフラン:メタノール:バッファ中に 

1 g のオクタン酸ナトリウムスルホネート + 0.4 g の
硫酸水素テトラブチルアンモニウム  
バッファ : 3.4 g /L の KH2PO4 溶液、H3PO4 で pH を  
3.0 に調整

移動相 B 0.1 % ギ酸メタノール溶液 N/A
検出 226 nm 226 nm
注入量 2 µL 10 µL
ニードル洗浄 メタノールを使用して 5 秒間活性化 メタノールを使用して 6 秒間活性化
ポンプモード グラジエント アイソクラティック

時間 % B 100 % A で 0～30 分
0 11
25 30
26 30
36 11

ポストラン 5 分 N/A
カラム温度 43 ºC 保持なし

表 3. Agilent 6540 UHD Q-TOF のパラメータ

Q-TOF MS および自動 MS/MS の条件

イオン源 AJS ESI

取り込みモード 2 GHz、拡張ダイナミックレンジ

イオン極性 ポジティブモード

データ保存 セントロイドとプロファイルの両方

乾燥ガス温度 350 ºC

乾燥ガス 10 L/min

ネブライザ 45 psig

シースガス温度 400 ºC

シースガス流速 12 L/min

VCap 4,000 V

ノズル電圧 500 V

フラグメンタ電圧 150 V

スキマ電圧 75 V

OCT 1RF Vpp 750 V

取り込み MS の後に自動 MS/MS

MS 取り込みレート 5 スペクトル/秒

MS/MS 取り込みレート 4 スペクトル/秒

Isolation Width (選択幅) 中程度 (～4 m/z)

コリジョンエネルギー、式を使用 傾き 4、オフセット 10
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サンプル前処理および分析

アテノロールを 8 種類の EP 指定の不純
物とともにスパイクしました。スパイク
したサンプル中のアテノロールの濃度は
約 2,000 ppm で、アテノロール中の不純
物のパーセンテージは 0.02～0.07 % で
した。スパイクしたサンプルを最初に EP 
メソッド2 を使用して分析し、各不純物
の面積 % を測定しました。薬局方 HPLC 
メソッドには質量分析 (MS) に対応して
いない不揮発性バッファが含まれている
ため、0.1 % のギ酸が移動相として含ま
れる水/メタノールを使用して MS に対
応する LC メソッドを開発しました。オ
ンライン UV 検出後に 6540 UHD Q-TOF 
LC/MS システムを使用したフル MS お
よび自動 MS/MS 分析を使用してサンプ
ルを分析しました。

結果と考察

LC-UV および LC-UV/6540 UHD 
Q-TOF MS 分析
スパイクしたアテノロールサンプルの EP 
メソッドを使用したクロマトグラフィー
による分離を図 3 に示します。図 4 に、
MS に対応した LC メソッドを使用した
同じサンプルの分離を示します。ここで
は 8 種類のすべての不純物がよく分離
されています。各不純物の溶出順序は 
LC/MS メソッドと EP メソッドで異なる
ことがわかりましたが、すべての不純物
のパーセンテージ面積はいずれのメソッ
ドを使用した場合も同様でした。表 4 
に、LC/MS メソッドにより観察されたア
テノロールと不純物の面積 % をまとめ
ています。
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図 3. EP メソッドを使用したアテノロールと 8 種類の不純物のクロマトグラフィーによる分離
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図 4. MS 対応メソッドを使用したアテノロールと 8 種類の不純物のクロマトグラフィーによる分離 

表 4. UV 信号に基づくパーセンテージ面積

ピーク番号 時間 面積 % 化合物名

1 4.70 0.07 A 

2 5.28 99.61 アテノロール API 

3 6.48 0.07 B 

4 11.61 0.04 H 

5 13.18 0.04 G 

6 14.90 0.04 C 

7 15.96 0.03 F1 

8 16.49 0.03 F2 

9 21.08 0.02 D 

10 27.23 0.05 E
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図 5 に全イオンクロマトグラム (TIC) を
示します。0～3.5 分および 5.5～6.0 分の 
LC 溶離液を廃棄しました。

Agilent MassHunter Qualitative 
Analysis ソフトウェアを使用した
データ解析

MassHunter Qualitative Analysis ソフト
ウェアの MFE および MFG アルゴリズ
ムを用いてデータ解析を実施しました。
MFE アルゴリズムでは、ノンターゲット
方式ですべてのサンプル成分を自動的
に検出し、微量不純物の関連するすべて
のスペクトルおよびクロマトグラフィー
情報を抽出できました。MFG アルゴリズ
ムはデータの質量精度を最大限に活用
します。サンプル組成に関する情報に基
づいたユーザー入力 (使用可能な元素、
偶数/奇数電子、電荷キャリア) の後、
MFG は MS レベル (主要な同位体の質
量、同位体の存在量、同位体の間隔) お
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図 6. (A) に不純物 B の MS スペクトル、(B) に不純物 B の MFE/MFG の結果を示します。
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図 5. オンライン LC/UV 検出および 6540 UHD Q-TOF MS 分析を使用した全イオンクロマトグラム 
(TIC) 

よび MS/MS レベル (MS/MS フラグメ
ントイオンの質量およびニュートラル・
ロス (ある場合)) の情報を分子式を生成
するための計算に使用します。このすべ
ての精密質量情報を使用することで、各
物質について候補となる分子式のより
小さい、より関連性の高いリストが得ら
れ、相対的な確率 (最大スコアは 100 %) 
に従ってランク付けされます。

図 6 に、不純物 B の測定された同位体
パターンと理論上のパターン (長方形で
示す)、および各同位体の MFG スコアお
よび質量精度を示します。質量、同位体
存在量、および同位体間隔について 99 
% を超えるマッチスコアにより高い同位
体忠実度が証明されています。これらの
結果では、信頼性の高い分子式生成お
よび不純物同定が提供されています。
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ンの質量を説明するために加算または
減算する必要がある水素元素の数に応
じてペナルティが割り当てられます。た
とえば、2 つの結合、または二重結合や
芳香環を切断すると、1 つの単結合を切
断する場合よりもペナルティが高くなり
ます。総合的な相関スコアに影響を与え
る他の 2 つの要因は、観察されたフラグ
メントイオンの質量精度と、構造により
説明できるフラグメントイオン強度の総
合的なパーセンテージです。3 MSC ソフト
ウェアは、ユーザーが提案した化合物の
構造を確認し、未知物質の同定を支援す
るために使用することができます。

Agilent MassHunter Molecular 
Structure Correlator (MSC)  
ソフトウェア

MSC ソフトウェアは、対象化合物の精
密質量 MS/MS フラグメントイオンと、
その化合物の 1 つまたは複数の推定分
子構造を関連付けます。これは、体系的
な結合解離アプローチを使用して、観
察された各フラグメントイオンを推定
構造と相関付けることにより行われま
す。総合的な相関スコアは、各フラグメ
ントイオン信号の個々のスコアから計算
されます。各フラグメントイオンについ
て 1 つまたは複数の構造の候補が提案
され (図 8)、その構造を生成するために
切断する必要がある結合の数とタイプ
に加えて、観察されたフラグメントイオ

表 5 に、8 種類のすべての不純物とアテ
ノロールについて MFE および MFG ア
ルゴリズムで得られた結果をまとめて
います。化合物の番号は、リテンション
タイム (RT) に基づく不純物の溶出順序
に従って付けたものです。アテノロール
については 2 つのヒットが観察されまし
た。これは、アテノロール主ピークの残り
の部分の先頭と終わりを表しています。
これらを廃棄しました。不純物 F の異性
体はクロマトグラフィーによって分離さ
れました。これらを不純物 F1 および F2 
として示します。表 5 に示すように、観察
された (M+H)+ 値は理論上の値 (M+H)+ 
と非常によく一致しており、同定された
すべての不純物の質量誤差は 1 ppm 未
満でした。

表 5. MFE/ MFG の結果から得られた分子式

Cpd EP から得られた式 MFG から得られた式 スコア (MFG) 理論上の (M+H)+ 実験で得られた (M+H)+ 質量誤差 (ppm)

1 不純物 A C8H9NO2 C8H9NO2 99.78 152.0706 152.0706 0.00 

2 アテノロール C14H22N2O3 C14H22N2O3 98.68 267.1703 267.1704 0.37 

3 アテノロール C14H22N2O3 C14H22N2O3 99.48 267.1703 267.1705 0.75 

4 不純物 B C11H15NO4 C11H15NO4 99.42 226.1074 226.1073 0.44 

5 不純物 H C14H20N2O2 C14H20N2O2 99.79 249.1598 249.1599 0.40 

6 不純物 G C14H21NO4 C14H21NO4 99.39 268.1543 268.1545 0.75 

7 不純物 C C11H13NO3 C11H13NO3 99.01 208.0968 208.0966 0.96 

8 不純物 F1 C25H35N3O6 C25H35N3O6 99.17 474.2599 474.2601 0.42 

9 不純物 F2 C25H35N3O6 C25H35N3O6 98.35 474.2599 474.2599 0.00 

10 不純物 D C11H14ClNO3 C11H14ClNO3 98.23 244.0735 244.0736 0.41 

11 不純物 D C19H22N2O5 C19H22N2O5 98.36 359.1601 359.1604 0.84
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図 8 に、MSC ソフトウェアを使用して
ユーザーが提案した構造を確認する方
法を示します。不純物 E の MS/MS スペ
クトルデータが MSC ソフトウェアにアッ
プロードされ、不純物 E の構造が “.mol” 
ファイルとしてインポートされました。図 
9 に示すように、推定構造は 97.35 % の
相関スコアで (赤い丸でハイライト) 不純
物 E の MS/MS スペクトルとよく一致し
ています。

ベースで検索し、候補となるすべての構
造を取得しました。複数の構造の候補
が、計算された相関スコアとともに返さ
れます。最高の相関スコア 99.14 % を持
つ、MSC による 1 次推定構造は不純物 F 
の構造と厳密に一致しています。選択し
たプリカーサイオンの総合的な MFG ス
コア、MSC の推定構造のランク、および
不純物 F の構造相関スコアを赤い丸で
ハイライト表示します。

不純物 E および F の構造解析で MSC を
使用する方法を図 7 および 8 で説明し
ます。

図 7 に未知不純物の同定の支援に MSC 
ソフトウェアを使用する方法を示しま
す。不純物 F のプリカーサイオンおよび
フラグメントイオンの精密質量を使用し
て最も可能性の高い分子式を計算しま
した。次に、これを ChemSpider データ

図 7. 未知不純物 (不純物 F) を同定するための MSC の結果のスクリーンショット。不純物 F のプリカーサイオンの分子式候補 (A)、パネル A で選択し
たプリカーサ候補のプロダクトイオンについての MFG の結果 (B)、親化合物の候補構造 (C)、パネル C で選択した候補構造のフラグメントイオン (D)、
およびパネル D で選択したフラグメントイオンについて割り当てられた構造 (E)
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図 8. 推定構造 (不純物 E) を確認するための MSC の結果のスクリーンショット

このアプローチを使用し、残りのすべて
の化合物/不純物の構造を解析しまし
た。MSC ソフトウェアを使用して得られ
たアテノロール不純物の分子構造は薬
局方のバリデーション済み構造と一致し
ます (図 2)。表 6 に MSC の結果をまとめ
ています。

表 6. アテノロール API とその不純物の MSC の結果

No. 物質 プリカーサ dM (ppm)
化合物の相関関係/ 
互換性スコア (%) 重量 %*

1 アテノロール API -1.1 94.97 100

2 不純物 A -0.6 96.0 99.4

3 不純物 B 0.4 94.93 100

4 不純物 C 0.6 92.18 99.8

5 不純物 D -2.1 90.83 98.7

6 不純物 E -0.7 97.35 100

7 不純物 F -0.5 99.14 100

8 不純物 G -0.6 96.20 100

9 不純物 H -0.6 97.73 100

* フラグメントイオンの質量によって測定した全イオン強度の % の説明  
(質量が大きいフラグメントイオンの説明は確実性の高い証拠を示す)
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図 9. MSC ソフトウェアを使用した不純物 G の構造解析。アテノロール (A) および不純物 G (B) の MS/MS スペクトル

図 9 にアテノロールおよび不純物 G の 
MS/MS スペクトルを示します。アテノ
ロールと不純物 G のプリカーサおよびフ
ラグメントイオンの m/z 値を比較し、さ
らに MSC ソフトウェアによって各化合
物について提案された構造を比較する
ことで、不純物 G の分解部位を容易に
決定することができます。
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結論

Q-TOF 技術と高度なデータ処理ソフト
ウェアを組み合わせて使用し、微量医薬
品不純物の同定およびプロファイリング
のための効率的なワークフローを開発
しました。Agilent 6540 UHD Q-TOF の広
いスペクトル内ダイナミックレンジによ
り、アテノロール API サンプルの 8 種類
のすべての微量不純物を同定すること
ができました。98.0 を超える高い MFG 
スコアと 1 ppm 未満の質量誤差を達成
し、高い信頼性で不純物を同定できまし
た。MFE、MFG、および MSC は、不純物
の高速かつ効率的な同定および構造解
析のための必須のツールであることが
証明されました。さらに、MSC を効率的
に使用することで、候補となる未知不純
物の構造の数を絞り込み、未知分子内
に存在する可能性がある構造を探るこ
とも、分子のクラスを提案することもで
きます。
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