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概要

このアプリケーションノートでは、ブランドおよびジェネリックの市販 (OTC) アセトアミノフェン薬中の関
連不純物を比較したメソッドを紹介します。分析には、Agilent 1290 Infinity II LC と質量選択検出器 
InfinityLab LC/MSD iQ を用いました。このアプリケーションノートでは、UV で確実に検出できる濃度
よりも低い濃度で不純物を同定できました。

Agilent InfinityLab LC/MSD iQ による 
ブランド医薬品およびジェネリック医薬品中の
微量不純物の測定
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はじめに

多くの OTC 医薬品は、ブランド医薬品から開
発されたジェネリック医薬品として販売されて
おり、処方せんがなくても購入できます。ジェ
ネリック医薬品はさまざまなメーカーが販売
しているため、価格競争の結果、ブランド医薬
品より安価となっています。ジェネリック OTC 
医薬品のメーカーは、米国食品医薬品局が定
めるように、力価、純度、安定性、関連不純
物のリミット値などの品質属性を、認可済み
のブランド医薬品と一致させなければなりま
せん 1。ジェネリック医薬品メーカーは一般的
に HPLC および UV 検出を用いて、製品とそ
の不純物を特性解析する必要があります。質
量選択検出器を追加することで、ターゲット化
合物の質量によって共溶出する化合物を明確
に特定できるため、代表的な USP または EP 
メソッド 2 の分析時間を大幅に短縮することが
できます。 

この研究では、アセトアミノフェンのブラン
ドおよびジェネリックの OTC 医薬品中の
関連不純物の比較を示します。InfinityLab 
LC/MSD iQ と 1290 Infinity II LC を使用し
て不純物をスクリーニングしました。LC/MSD 
iQ は、シングル四重極の技術をベースに、使
いやすさと信頼性を念頭に設計された堅牢な
検出器です。最小限のユーザートレーニング
で直観的に使用できます。高流量 LC にも対
応でき、MS パラメータを自動的に最適化し
て最適な測定結果を提供します。質量測定を
用いることで、医薬品有効成分 (API)、関連
不純物はもちろん、未知の不純物や予想外の
不純物を明確に検出できます。LC/MSD iQ 
は、既存の LC システムの追加モジュールと
して容易に増設可能です。LC モジュールと同
じ電源を使用可能で装置サイズもコンパクト
であるた め、Agilent 1260 Infinity II LC、
1290 Infinity II LC、さらに旧世代の LC と

も簡単に統合できます。HPLC システムは 
MS および真空ポンプを含めて、Agilent 
InfinityLab フレックスベンチ MS に収納でき
るため、ラボの省スペース化が図れると同時
に、システム全体を簡単かつ安全に移動する
ことができます。 

実験方法

標準試薬および化学物質
すべての試薬と溶媒は、HPLC または LC/MS 
グレードのものを使用しました。メタノール
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。アセトアミ
ノフェン API、関連不純物、酢酸の標準品は、
Millipore-Sigma (Merck、ダルムシュタット、
ドイツ) 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 (EMD Millipore、ビレリカ、
マサチューセッツ州、米国) から採水しました。 

OTC 医薬品のサンプルは、ドラッグストアで購
入しました。ブランド医薬品を医薬品 1、ジェ
ネリック医薬品を医薬品 2 としました。

装置構成
LC/MSD iQ システムは以下のモジュールで構
成されます。

• Agilent 1290 Infinity II ハイスピード 
ポンプ (G7120A)

• Agilent 1290 Infinity II バイアル 
サンプラ (G7129B)

• Agilent 1290 Infinity II マルチカラム 
サーモスタット (G7116B)

• Agilent 1290 Infinity II ダイオード 
アレイ検出器 (G7117B)

• Agilent LC/MSD iQ (G6160AA)

UV 検出器と LC/MSD iQ の最大感度が得ら
れるよう、DAD を Agilent Max-Light カート
リッジセル、60 mm (G4212-60007) と組み
合わせて使用しました。 

サンプル前処理 
選択した医薬品の不純物標準を計量して  
15 mL Falcon チューブに入れ、MeOH で
作業濃度の 1 mg/mL に希釈して、約 15 分
間超音波処理しました。各標準を 100 µL 
ずつ 2 mL のスクリューバイアルに加え、
80:20 MeOH/H2O で 1 mL に希釈しました。
80:20 MeOH/H2O で段階希釈を行い、外部標
準曲線を作成するために、10、5、2.5、1、0.5、
0.1 µg/mL の濃度の標準を作成しました。
OTC 医薬品サンプルは錠剤形状で、1 錠あた
り 500 mg のアセトアミノフェン (API) を含有
していました。MeOH を使用して、API とその
不純物のシンプルな液体抽出を行いました。
錠剤薬品を 10 mL の MeOH とともに 15 mL 
Falcon チューブに入れて、30 分間 振とうし、
約 30 分間超音波処理して、4,500 rpm で約 
15 分間遠心分離にかけて沈殿させました。そ
の後、Falcon チューブから 1 mL の最終溶液
をピペットで取り、2 mL スクリューバイアルに
移し、API の最終濃度を 50 mg/mL にして分
析しました。

Agilent OpenLab CDS
Agilent OpenLab CDS ソフトウェアを用いて、
データ取り込み、データ処理、およびレポート
作成をしました。OpenLab CDS ソフトウェア
は、コンプライアンス機能を備えており、米国
食品医薬品局 (US FDA) 21 CFR Part 11、欧
州連合 Annex 11 など、各種規制のデータイ
ンテグリティに対応しています。1290 Infinity 
II LC と LC/MSD iQ は、GxP ラボのルーチン
アプリケーションにおいて、信頼性と堅牢性に
優れた LC/MS を実現できるように設計され
ています。 
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結果と考察

OpenLab CDS 2.4 による検量線直線 
範囲の測定
検量線は Agilent OpenLab CDS 2.4 ソフト
ウェアを用いて作成しました。OpenLab CDS 
のデータ解析で、検量線を容易に表示できま
す (図 1)。この検量線データはテストサンプ

図 1. Agilent OpenLab CDS のデータ解析セクションで検量線タブを開いた状態。クロマトグラムと検量線の両方を簡単に表示し、検量線を選択して計算をリアルタイムで 
更新できます。 

ルの自動および迅速定量用に保存されます。
外部検量線は、標準不純物用に 6 つの濃度  
(0.1、0.5、1.0、2.5、5.0、10.0 µg/mL) でそ
れぞれ 3 回繰り返し分析して作成しました。
これらの濃度は、サンプル中の API の 2、10、
20、50、100、200 ppm に相当します。この
範囲は、医薬品サンプル中の不純物の想定濃

度を一括して扱うために選択しました。図 2 
は検量線を示し、すべてのターゲット化合物で 
R2 > 0.99 の検量線が得られました。 
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図 2. API と表 1 のリストに記載された不純物の外部標準検量線。すべてのターゲット化合物を 3 回繰り返し分析して R2 > 0.99 が得られました。
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MS 検出器の保護に重要となる 
医薬品 API のバルブカット
LC/MSD iQ は切り替えバルブを内蔵してい
るため、高濃度サンプル中の不純物の分析
が容易で、MS 検出器の耐久性と堅牢性が
確保されます。サンプル中の高濃度の API  
(50 mg/mL) に起因して MS 検出器が過飽和
となるのを防ぐには、API が溶出する時間に

DAD の後ろの流路が廃液側に分岐するように
します。まず、流路に MS を使用せずにサンプ
ルを測定して、API を分岐させる時間を求め
ます (図 3)。 

2.5 ～ 3.5 分まで流路を廃液側に分岐するよ
うに、内蔵の LC/MSD iQ 切り替えバルブを
設定しました。API のみを分岐して、最初の不
純物が溶出する前に、流路を質量分析計に戻
すように切り替えています。

図 3. 医薬品 API のアセトアミノフェンを 50 mg/mL 含む医薬品サンプル 1 µL 注入の UV クロマトグラムの拡大図。挿入図は同じ分析でのフルスケールを示します。
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OTC サンプル中の不純物の同定
LC メソッドを最適化して適切に分離するため
に、表 1 に記載される各不純物を標準サンプ
ルから個別に測定しました。その後、サンプル
中の不純物の同一性を判断するために、API 
と不純物標準を 10 µg/mL の濃度で含む混
合サンプルの 1 µL 注入を測定して、医薬品サ
ンプルを比較しました (図 4)。

医薬品サンプルを 1 µL 注入し、表 1 のすべ
ての不純物について選択イオンモニタリング 
(SIM) モードで分析しました。図 5 に、医薬
品サンプル中で検出された関連不純物の一部
を示します。医薬品サンプル中で確認された
不純物は 4 種類のみでした。4-アミノフェノー
ル、RC-A、RC-B、RC-D です。今回の調査で
は、関連化合物プロファイル (図 6) の SIM の
みを比較し、製剤の一部となる他の成分は除
外しました。

表 1. 標準 API および不純物のリスト

化合物 g/mol 構造

アセトアミノフェン 151.2

HO

N
H

O

 

関連化合物 A 193.2

 

関連化合物 B 165.2

 

関連化合物 C 151.2

 

関連化合物 D 135.2

 

関連化合物 F 139.1

 

関連化合物 J 169.6

 

4-アミノフェノール 109.1

OH

NH
2  
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図 4. 1 µL 注入の API および不純物標準 (10 µg/mL) の SIM クロマトグラム。各ピークに色分けした構造のラベルを付けています。 
シグナルスケールが相対アバンダンスに設定され、各ピークを明確に観察できます。

表 3. Agilent InfinityLab LC/MSD iQ パラメータ

パラメータ シングル四重極の設定値

イオン源 ESI+

ピークフィルタ 0.02 分

スキャン/ドウェルタイム
スキャン 100 ms

SIM 50 ms

ドライガス温度 325 ° C

ガス流量 10 L/min

ネブライザ圧力 35 psi

キャピラリ電圧 3.5 kV

フラグメンタ電圧 90 V

スキャン範囲 m/z 100～ 300 

SIM イオン m/z 110、152、194、166、136、140、170

パラメータ HPLC の設定値

カラム
Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C8、
3.0 × 150 mm、2.7 µm、40 ° C (p/n 693975-306)

移動相 A 0.1 % 酢酸水溶液 

移動相 B 0.1 % 酢酸メタノール溶液

グラジエント

時間/分 %B 
0 10 
7 50 
8 80 
8.5 80 
9.0 10

ポストラン 2.5 分

流量 0.6 mL/min

注入量 1 µL

検出 UV (265, 5 nm/ref.  360, 80 nm), (318, 5 nm/no ref.)

表 2. Agilent 1290 Infinity II LC メソッドパラメータ
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図 5. 50 mg/mL の API を含む医薬品サンプル 1 を 1 µL 注入した際のSIM 抽出イオンクロマトグラム (EIC)。分かりやすくするために、SIM シグナルを  0.5 分で一括りとし、
挿入図には SIM TIC クロマトグラム全体を示しています。挿入図のブロードピークは、4-アミノフェノール (m/z 110) と同じ m/z で検出された API のフラグメントです。
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0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

0.80.6 1.0 1.2 1.4 1.81.6 2.0 2.2 2.4 2.82.6 3.0 3.2 3.4 3.83.6 4.0 4.2 4.4 4.84.6 5.0 5.2 5.4 5.85.6 6.0
Time (min)

Co
un

ts

4-アミノフェノール

RC-B

RC-D

RC-A

SIM EIC 

UV クロマトグラム

×104

医薬品 1

医薬品 2



9

ブランド医薬品サンプルとジェネリック 
OTC 医薬品サンプルの比較
図 6 に、医薬品サンプル 1 および 2 で測定
した標準不純物、4-アミノフェノール、RC-A、
RC-B、RC-D の比較を示します。特に興味深
いのは RC-D です。医薬品 2 よりも医薬品 1 
の方が大幅にアバンダンスが高くなっていま
す。しかし、不純物のアバンダンス全体は 4-
アミノフェノール、RC-B、RC-A で医薬品 2 の
方が高くなっています。表 4 に、検出された不
純物の量を各医薬品サンプル中の API (ppm) 
と比較して示します。これらの不純物の量は 
USFDA 推奨ガイドライン 3 を十分に下回って
いますが、ブランド医薬品とジェネリック医薬
品で不純物の組成に明らかな違いがあります。 

結論

Agilent LC/MSD iQ により、OTC 医薬品中
の不純物をピコグラムのオンカラムレベル  
(ng/mL) まで容易に検出できます。ブランドお
よびジェネリック OTC 医薬品の不純物を分析
し、比較しました。ブランド医薬品には、4-アミ
ノフェノール、RC-A、RC-B、RC-D の 4 種類
の検出可能な不純物が含まれていました。一
方、ジェネリック医薬品には、4-アミノフェノー
ル、RC-A、RC-B の 3 種類の検出可能な不純
物が含まれていました。ブランド医薬品の方
が、分析で検出された不純物の種類は多かっ
たものの、含まれている不純物の濃度はジェ
ネリック医薬品の方が高いという結果になり
ました。いずれの OTC 医薬品も USFDA ガイ
ダンス3 に従って製造されており、不純物濃度
はガイダンスで指定されている 15 µg/mL、つ
まり API の 0.03 % というレベルを大幅に下
回っています。これらの濃度 (表 4 を参照) で
は、UV 検出器によって不純物を高い信頼性
で定量することはできませんでした。さらに、2 
種類の API 間で観察される不純物のプロファ
イリングの違いは、原材料の産地や、製造時
に使用された合成および精製プロセスに起因
するものと考えられます。
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表 4. 医薬品サンプル中の API に対する 
各不純物量 (ppm) の比較。濃度が高いものを 
太字で示しています。

不純物
医薬品 1 

(ppm 対 API) 
医薬品 2 

(ppm 対 API)

4-アミノフェノール 0.440* 1.586*

RC-A 3.010 4.960

RC-B 4.260 14.72

RC-D 21.32 検出されず

RC-C 検出されず 検出されず

RC-F 検出されず 検出されず

RC-J 検出されず 検出されず

* 最小キャリブレーションレベルよりも低い値は外挿法により
推定しました。
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