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概要

このアプリケーションノートでは、ダルファムプリジン中の医薬品有効成分 (API) である 4-アミノピリジ
ンの製造から形成される 2 個の潜在的な変異原性不純物、3-アミノピリジンとイソニコチンアミドの高
精度の定量を実現する分析メソッドについて解説します。Agilent Ultivo LC/TQ のミックスモード取り
込みでは、サンプルからの定量情報の取り込み (SIM および MRM) と定性情報の取り込み (フルスキャ
ンおよびプロダクトイオンスキャン) を同時に実行できます。ミックスモードは、スキャニング機能を目的
の分析対象物の SIM または MRM と同じタイムセグメントに統合することによって機能します。このメ
ソッドでは優れた感度と精度が示され、潜在的な変異原性不純物について規制要件よりもはるかに低
い定量下限が得られました。

医薬品中の潜在的な変異原性不純物の 
微量レベルでの定量

Agilent Ultivo LC/TQ でのミックスモードデータ取り込みを 
用いた分析
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はじめに

API の製造プロセスでは、変異原性の原材料
または副反応生成物が生産バッチに残ってい
る場合があります。これらの変異原性不純物
は最終製品に含まれる可能性があり、生産
済みバッチをこれらの潜在的変異原性不純物 
(PMI) についてスクリーニングしなければなり
ません。このメソッドでは、ダルファムプリジン
の API である 4-アミノピリジンを、2 個のター
ゲット PMI である  3-アミノピリジンとイソニ
コチンアミドについて分析します。ダルファム
プリジンの標準投与量は 20 mg/day です。
つまり、総 PMI を正確に 75 ppm 未満で検
出する必要があります (PMI の毒性学的懸念
の閾値 = 1.5 µg/day) 1、2。このアプリケーショ
ンノートでは、Ultivo LC/TQ とミックスモー
ド取り込み機能を使用した高濃度 API 中の 
PMI である 3-アミノピリジンとイソニコチンア
ミドの定量について実証します。 

通常、このタイプの分析は LC/UV またはシ
ングル四重極 LC/MS を使用して実行します。
しかし、LC/TQ を使用すれば、既知の不純物
の検出において特異性が高まるため、より正
確な定量が可能となり、また化学的ノイズが
低くなるため感度が向上します。Ultivo のミッ
クスモード取り込み機能を使用することで、
MRM、SIM、プロダクトイオンスキャン、プリ
カーサイオンスキャン、ニュートラルロススキャ
ンデータの測定を同時に、同じタイムセグメン
トで実行できます。このミックスモード機能に
より、ユーザーは 1 回の注入でのターゲット
化合物の高精度な定量に加え、より多くの情
報の収集が可能となります。規制の感度要件
に基づいて考えると、このアプリケーションに
は標準 ESI イオン源が適切で経済的な選択肢
です。 

このメソッドの課題は、試料として PMI 化合
物を検出する必要のある API の濃度が、相
対的に高いことです。不純物の後に溶出す
る API の濃度が高いために、このメソッド
では分離が重要になります。このメソッドに
おける分析対象物は親水性であるため、一
般的な逆相カラムでは分析対象物が十分に
保持されません。このため、きわめて堅牢
な親水性相互作用液体クロマトグラフィー
カラム (Agilent InfinityLab Poroshell 120 
HILIC-Z カラム) を使用して、成分を分離しま
した。最後に、API がカラムから溶出してい
る間、LC ストリームを MS から切り替えて、
イオン源の汚染と MS 検出器の飽和の危険
を回避します。 

実験方法

試薬および調製
このアプリケーションノートで使用したすべて
の試薬は HPLC または LC/MS グレードのも
のでした。アセトニトリルは Honeywell (モリ
スタウン、ニュージャージー州、米国) から購
入しました。超純水は、LC-Pak Polisher お
よび 0.22 μm ユースポイントメンブレンフィル
タカートリッジを備えた Milli-Q Integral シス
テム (メルク、ダルムシュタット、ドイツ) で精
製しました。ギ酸は Fisher Scientific (フェア
ローン、ニュージャージー州、米国) から、5 M 
ギ酸アンモニウム溶液 (部品番号 G1946-
85021) は Agilent Technologies (サンタク
ララ、カリフォルニア州、米国) から購入しま
した。医薬品および不純物標準は Millipore-
Sigma (メルク、ダルムシュタット、ドイツ) か
ら購入しました。 

サンプル前処理
20 mg/mL の 4-アミノピリジンの溶液を不純
物のマトリックスとして使用しました。4-アミノ
ピリジンを 20 mg/mL でアセトニトリルに溶
解しました。3-アミノピリジンとイソニコチンア
ミドをアセトニトリルに溶解し、10 µg/mL の
原液濃度に希釈しました。3-アミノピリジンと
イソニコチンアミドの検量線を 20 mg/mL の 
4-アミノピリジン原液を用いた段階希釈によっ
て作成しました。 

機器と実験パラメータ
Agilent 1260 Infinity II Prime LC システム

• 1260 Infinity II フレキシブルポンプ 
(G7104C) 

• 1260 Infinity II バイアルサンプラと一体
型カラムコンパートメント (G7129A) 

• 1260 Infinity II ダイオードアレイ検出器 
HS (G7117C)

Agilent Ultivo トリプル四重極 LC/MS  
システム 

• エレクトロスプレーイオン源 (G1948B)

ソフトウェア
Agilent MassHunter Quantitative Analysis 
ソフトウェア B.09 と Quant-My-Way 機能
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サンプラの前処理シーケンスを用いてサン
プルを分析しました。このシーケンスでは、
ニードルおよびインジェクタループを水とメ
タノールで洗浄した後、注入前に開始時の
移動相条件によってフラッシュしました。こ
の注入シーケンスは Agilent MassHunter 
Acquisition で簡単にプログラムして、各サ
ンプル中の高濃度の 4-アミノピリジンによっ
て生じる注入間のキャリーオーバを最少に低
減できます。このアプリケーションで使用した 
LC メソッドは、Agilent アプリケーションノー
ト 5994-0864EN3 に記載のメソッドに少し
変更を加えたものです。表 1 に HPLC グラジ
エント条件を、表 2 に ESI イオン源と Ultivo 
LC/TQ パラメータを示します。

ミックスモード取り込みを使用した 
MRM とスキャンメソッドのセットアップ
図 1 に、未知化合物のスキャンパラメータと
ターゲット PMI の MRM パラメータを示しま
す。Ultivo LC/TQ には、MRM データとスキャ
ンデータを同時に収集する機能があります。 

表 1. Agilent 1260 Infinity II Prime LC のパラメータ

パラメータ 設定値

カラム Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z、2.1 × 150 mm、2.7 µm、PEEK-ライニング (p/n 673775-924)

カラム温度 35 ° C

注入量 1 µL

移動相
A) 10 mM ギ酸アンモニウム + 0.02 % ギ酸水溶液 
B) 0.1 % ギ酸アセトニトリル溶液

流量 0.5 mL/min

グラジエント

時間 (分) %B 
0 95 
2 90 
4 60 
8 60

ストップタイム 8.0 分

ポストタイム 6.0 分

検出 UV [265, 10/Ref 360, 80] nm

表 2. ESI イオン源のパラメータ

パラメータ 設定値

ガス温度 350 ° C

ガス流量 10 L/min

ネブライザ圧力 40 psi

キャピラリ電圧 4,000 V(+)

LC を廃液に切り替え 3 分

図 1. スキャン行を MRM リストに追加するだけでミックスモードスキャンを簡単にセットアップできます。 
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結果と考察

メソッドの直線性、感度、精度
Ultivo LC/TQ と標準 ESI イオン源は、測定
した 2 種類の不純物において優れた感度を
示しました。4-アミノピリジンマトリックス (20 
mg/mL) 中で、3-アミノピリジンが 5 ng/mL 
で正確に定量され、イソニコチンアミドが 0.5 
ng/mL の低濃度で定量できました。各分析対
象物についてこの分析メソッドの精度は優れ
ており、定量下限での 6 回繰り返し注入にお
いて、3-アミノピリジンの RSD% は 4.25 %、
イソニコチンアミドの RSD% は 0.23 % でし
た (図 3)。どちらの不純物も 6 点の検量線で 
R2 > 0.99 となり、優れた直線性を得られまし
た (図 2)。
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図 2. API マトリックス中で測定された 3-アミノピリジンとイソニコチンアミドの 6 ポイント標準検量線と、 
定量下限でのクオンティファイアトランジションの 6 回繰り返し注入の重ね合わせ表示
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ミックスモード取り込みによる分析の 
詳細情報の取得 
ミックスモード取り込みを使用すれば、MS 
ユーザーはスキャンデータと MRM データを
同時に収集できるため、オペレータは同じサ
ンプル中の追加の溶出化合物を検出できる可
能性があります。ターゲット化合物の MRM 
により、スキャンデータに対して、より高い選
択性および感度でより正確な定量が可能にな
ります。スキャンデータからは、サンプル中に
存在する予想外の成分に関する情報を得られ
ます。DAD モジュールを LC 装置に容易に組
み込むこともでき、質量分析計への LC フロー
を廃液に切り替えつつ、高濃度の API を DAD 
により検出できるというさらなる利点が実現し
ます (図 3)。ミックスモードスキャニングの使
用でも、MRM トランジションのピーク形状や
面積は変わりません (図 4)。
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図 3. ミックスモード取り込みにより、スキャンと MRM の同時使用を実現。DAD 信号によって API を検出し、 
同時に LC が廃液に切り替わり、MS 汚染を制限できます。DAD 信号は MS によって検出される不純物を検出 
しません。



結論

このアプリケーションノートでは、API である 
4-アミノピリジン (20 mg/mL) 中の潜在的変
異原性不純物 (3-アミノピリジンとイソニコチ
ンアミド) の高感度かつ正確な定量を実証しま
した。Agilent Ultivo 独自の機能である MRM 
を含むミックスモード取り込みにより、サンプ
ルからスキャン情報を収集しつつ、同じタイム
セグメントで MRM によって PMI 化合物を正
確に定量できます。Ultivo の優れた性能と、
Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムに
取り付けた標準 ESI イオン源により、少量の 
API サンプルで PMI を検出しながらも、潜在
的な不純物の正確な定量を維持できることか
ら、機器の経済的な組み合わせとして提案で
きます。 
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