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概要

医薬品中の不純物は、FDA に承認された安全かつ有効な医薬品を服用する患者や消費者にとって、大
きな懸念事項です。ラニチジンおよびニザチジンは胃の中の酸の量を減少させる H2 受容体拮抗薬で
あり、胃炎（胃壁の炎症）および消化性潰瘍の治療に用いられています。ラニチジン原薬および医薬品
には発がん性のニトロソアミン不純物が含まれていることがわかり、結果的に多くの製品がリコールさ
れました。そのため、問題とされるニトロソアミン不純物を検出できる分析メソッドが求められています。
最近リコールされた医薬品は、N-ニトロソジメチルアミン（NDMA）の存在が疑われるラニチジンです。
このアプリケーションノートでは、Agilent 6546 LC/Q-TOF を用いてラニチジン原薬および医薬品中の 
NDMA を検出して定量する高感度・高分解能 LC/MS/MS メソッドについて説明します。

高分解能 Agilent 6546 LC/Q-TOF を用いた
ラニチジン原薬および医薬品中の 
遺伝毒性 NDMA 不純物の測定
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はじめに

ラニチジン医薬品にニトロソアミン不純物が
含まれている可能性があるため、FDA がこれ
らの製品のリコールを発表するなど、NDMA 
不純物（図 1）は FDA や EMA などの規制
機関から注目されるようになりました。これ
らのニトロソ化合物は人間に対して発がん性
の疑いがある物質に分類されており、製造プ
ロセスの微量副生成物として最終医薬品に
混入してきたと考えられています。USFDA は
先ごろ、ラニチジン医薬品の特定のバッチに 
NDMA が存在することを発見しました。 

液体クロマトグラフィー /質量分析法
（LC/MS）ベースのメソッドは、一般的に特
異性と感度が非常に高く、ラニチジン原薬お
よび医薬品中の NDMA を検出して定量でき
るメソッドの開発の基本となる役割を果たして
います。このアプリケーションノートでは 6546 
LC/Q-TOF で実施したメソッドについて説明
し、きわめて低い検出限界での NDMA 不純
物を包括的に検出した分析について示します。
また、高分解能 6546 LC/Q-TOF の感度につ
いても示します。

実験方法

試料および試薬
この研究で用いた NDMA 標準は、PS3 Labs 
LLP（ハイデラバード、TS、インド）から入
手しました。メタノールや水など、その他の 
LC/MS グレードの溶媒は Honeywell（シャー
ロット、ノースカロライナ州、米国）から購入
しました。ギ酸は Fluka（現在の Honeywell）
から購入しました。

図 1. NDMA の化学構造
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LC の構成とパラメータ

パラメータ 設定値

装置

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

Agilent 1290 Infinity II マルチサンプラ（G7167B）

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

Agilent 1290 Infinity II 可変波長検出器（G7114B）

ニードル洗浄 メタノール：水（80:20、v/v）

サンプル希釈液 水：メタノール（95:5、v/v）

マルチサンプラ温度 6 °C

注入量 20 µL

分析カラム Agilent InfinityLab Poroshell HPH-C18、4.6 × 150 mm、2.7 µm (p/n 693975-702)

カラム温度 40 °C

移動相 A 0.2% ギ酸水溶液

移動相 B メタノール

流量 0.3 mL/min

グラジエント

時間（分） % A % B 流量（mL/min）
0 95 5 0.3
6 92 8 0.3
6.1 92 8 0.5 
11 5 95 0.5
11.1 5 95 0.3
11.2 95 5 0.3
14 95 5 0.3

ストップタイム 14 分

波長 300 nm、320 nm

表 1. UHPLC の構成と設定

Q-TOF 質量分析計の構成およびパラメータ 

表 2. 質量分析計の構成とイオンソースの設定

機器 Agilent 6546 LC/Q-TOF

イオン源 APCI（大気圧化学イオン化）

MS モード MS

イオン化モード ポジティブ

ドライガス温度 300 °C

ドライガス流量 6 L/min

ネブライザ圧力 45 psi

APCI ヒーター 350 °C

APCI ニードル、ポジティブ 4 µA

キャピラリー電圧、ポジティブ 3,000 V

質量範囲 m/z 70～170 

成分の MS 化合物情報

表 3. Agilent 6546 LC/Q-TOF の詳細な MS 設定

タイム 
セグメント

開始時間 
（分） 

質量範囲 
（m/z）

フラグメンタ電圧
（V）

ダイバータバルブ 
位置

1 0 70～ 170 120 廃液

2 6.5 70～ 170 120 MS

3 8.2 70～ 170 120 廃液
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データ解析
データの取り込みと解析には、6546 LC/Q-TOF 
の  Agi lent  MassHunter  LC/MS Data 
Acquisition ソフトウェアバージョン 10 を使用
しました。NDMA は、Agilent MassHunter 
Quantitative Analysis（TOF 用）バージョン 
10 を用いて定量しました。

結果と考察

キャリブレーション濃度の範囲は 0.25～
100 ng/mL でした（表 4）。NDMA（m/z 
75.0553）の R2 値は 0.9997 を超えており、
濃度範囲全体にわたり高い直線性を示しまし
た。図 2 は、NDMA 5 ng/mL における代表
的な NDMA の抽出イオンクロマトグラムと、

ラニチジン UV クロマトグラムを示していま
す。表 3 に示すダイバータバルブプログラム
を用いて、高濃度のラニチジンを廃液に流し
ました。
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ラニチジンのピーク

ラニチジンサンプル中の NDMA のピーク

NDMA（5 ng/mL）

図 2. 代表的な NDMA（5 ng/mL）MRM クロマトグラムと、溶出パターンを示すラニチジン UV クロマトグラム

表 4. Agilent 6546 LC/Q-TOF の結果のまとめ。S/N 比、定量下限（LOQ）計算値、回帰係数、検量線近似、 
および直線性範囲を示します。NDMA では、一次関数および 1/x 重み付け検量線を用いました。

化合物
検出限界 
（ng/mL）

検出限界 
（S/N） LOQ（ng/mL） LOQ（S/N） R2 検量線

直線性範囲 
（ng/mL）

NDMA 0.15 18.8 0.25 47.48 0.9997 一次 0.25～ 100
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精度および再現性
NDMA の検量線は、各キャリブレーションレ
ベルで予測された濃度の 20 % 以内の精度で
収まっており、すべてのレベルでの再現性は変
動係数（CV）が 15 % 未満でした（図 3）。図 
4A、4B、および表 5 では、異なる濃度におけ
る精度と再現性を詳細に比較しました。 

図 3. クロマトグラムで得られた NDMA の代表的な検量線。NDMA 検量線では、 
一次関数および 1/x 重み付け係数を用いました。
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図 4A. Agilent 6546 LC/Q-TOF により測定した各濃度における代表的な精度および再現性
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表 5. Agilent 6546 LC/Q-TOF により測定した  
1 ng/mL における代表的な再現性

番号 1 ng/mL での応答

1 104775

2 104836

3 104316

4 100169

5 100928

6 105196

7（ブラケッティング） 102906

8（ブラケッティング） 100057

9（ブラケッティング） 101921

平均 102789

SD 2086.22

RSD（%） 2.03

図 4B. Agilent 6546 LC/Q-TOF により測定した各サンプル濃度における代表的な再現性。注：API 1、API 2、API 3、および API 4 は異なるロットの原薬で、 
API 1 は回収の添加に関する実験に用いました。同様に、Ranitidine Tablet、Tablet 1、および Tablet 2 は異なるロットのラニチジン錠剤で、Tablet 1 は回収の 
添加に関する実験に用いました。
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表 6A. ラニチジン原薬の濃度 6 ng/mL おける回収率実験のまとめ。

ニトロソアミン 
不純物

 添加濃度（ng/mL） 
ラニチジン API（30 mg/mL） 回収率 %

NDMA 6 93.86

表 6B. ラニチジン医薬品の濃度 48 ng/mL おける回収率実験のまとめ

ニトロソアミン 
不純物

 添加濃度（ng/mL） 
ラニチジン API（30 mg/mL） 回収率 %

NDMA 48 94.16

図 5. Agilent 6546 LC/Q-TOF により測定した各濃度における代表的な回収率データ

注：回収率実験は、十分な量の NDMA が含
まれている原薬と医薬品の両方で高濃度にお
いて実施しました。
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結論

Agilent 6546 LC/Q-TOF 高分解能 LC/MS/ 
MS では、低濃度で NDMA ニトロソアミン不
純物を分析することが可能です。高分解能質
量分析では、ラニチジン原薬と医薬品中に存
在するニトロソアミン化合物を高い信頼性で
検出しています。このアプリケーションノートで
は、低濃度で NDMA を検出するための 6546 
LC/Q-TOF 機器の感度について示しています。
このメソッドでの質量精度は優れており、ラニ
チジン中の NDMA をきわめて高い信頼性で
定量しています。またこのメソッドは、ラニチ
ジン錠剤分析時の高濃度の NDMA 存在下で
あっても、ラニチジン原薬と医薬品中の微量
の NDMA を検出する際の USFDA の要件に
適切に対応しています。
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