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概要
米国薬局方（USP）のプレガバリンに関する医薬品添付文書（製品モノグラフ）には、エナンチオマー
純度の測定およびプレガバリンの測定を目的としたさまざまな高速液体クロマトグラフィー（HPLC）メ
ソッドが記載されています。本アプリケーションノートでは、カラム選択バルブを備えた Agilent 1260 
Infinity II Prime LC による、USP 準拠のプレガバリンの測定性能とエナンチオマー純度の測定につい
て説明します。どちらの分析も、手動介入を必要とせずに 1 台の LC システムで実行できます。さらに、
プレガバリンのエナンチオマー純度の測定とプレガバリンの測定を、USP ガイドラインの第 621 章に
従って UHPLC 条件に移管します。これにより、時間の短縮と溶媒の削減が実現できます。

プレガバリンに関する 
2 つの USP メソッドを1 台の LC で自動分析

自動カラム選択機能付き Agilent 1260 Infinity II PrimeLC を 
用いた測定およびエナンチオマー純度の測定
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はじめに
プレガバリン（図 1 を参照）は、リリカなどの
商品名で販売されており、世界における売上
は医薬品のトップ 15 に入っています。この製
品の 2018 年の売上高は約 50 億ドルでした。1 
プレガバリンは神経因性疼痛の治療薬やてん
かんの補助薬として使用されています。2,3

米国薬局方（USP）のプレガバリンに関する
医薬品添付文書（製品モノグラフ）には、プレ
ガバリンの測定、有機不純物の測定、および
エナンチオマー純度の測定を目的としたさま
ざまな高速液体クロマトグラフィー（HPLC）
メソッドが掲載されています。4

本アプリケーションノートでは、カラム選択バル
ブを備えた Agilent 1260 Infinity II Prime LC 
で構成される 1 台の LC システムで、プレガ
バリンのエナンチオマー純度の測定とプレガ
バリンの測定を行う方法について説明します。
Agilent 1260 Infinity II フレキシブルポンプと
カラム選択バルブを組み合わせることにより、
1 台の LC で 2 つの USP メソッドを自動的に
実行できます。このメソッドの組み合わせに
よって 2 つのメソッドを切り替えて実行する際
の手動操作が不要となるため、時間の節約と
エラーの回避が可能になります。

さらに、1260 Infinity II Prime LC の最大圧
力範囲が 800 bar であるため、プレガバリン
の測定とプレガバリンのエナンチオマー純度
の測定を、USP ガイドラインの 621 章に従っ
て UHPLC 条件に移管することができます。こ
れにより時間と溶媒の節約が可能になり、さ
らなるコスト削減につながります。

実験方法

装置
Agilent 1260 Infinity II Prime LC システムの
構成は次のとおりです。

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

• Agilent 1260 Infinity II マルチサンプラー
（G7167A）サンプルサーモスタット付
（オプション #101）

• Agilent 1260 Infinity II マルチカラム
サーモスタット（G7116A）バルブドライブ 
取り付け済み（オプション #058） 
4 ポジション/10 ポートカラム選択バルブ付
（G4237A）

• Agilent 1260 Infinity II  
ダイオードアレイ検出器 HS（G7117C）と 
10 mm の Max-Light カートリッジセル
（G4212-60008）

ソフトウェア
Agilent OpenLab CDS バージョン 2.4

カラム
Agilent ZORBAX Ecl ipse Plus C18、
4.6 × 250 mm、5 µm（p/n 959990-902）

Agilent ZORBAX Ecl ipse Plus C18、
2.1 × 100 mm、1.8 µm（p/n 959758-902）

Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、
2.1 × 100 mm、2.7 µm、1,000 bar（p/n 
695575-902）

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
アセトニトリルおよびアセトンは、Merck（ダ
ルムシュタット、ドイツ）から購入しました。超
純水は、0.22 µm メンブレンユースポイント
カートリッジ（Millipak、EMD Millipore、ビ
レリカ、マサチューセッツ州、米国）を備えた 
Milli-Q Integral システムで精製しました。プ
レガバリンおよびプレガバリン関連化合物 A 
（欧州薬局方参照標準）は、EDQM（ストラス
ブール、フランス）から購入しました。

マーフィー試薬（Na-（2,4-ジニトロ-5-フルオ
ロフェニル）-L-アラニンアミド）、重炭酸ナト
リウム、トリエチルアミンは、Sigma-Aldrich
（シュタインハイム、ドイツ）から入手しまし
た。リン酸は Merck（ダルムシュタット、ドイツ）
から購入しました。

USP によるプレガバリンの測定
標準溶液：プレガバリン 20 mg を水/ 
アセトニトリル（95/5、v/v）10 mL に溶解して 
2.0 mg/mL のプレガバリン標準溶液を調製し
ました。

メソッド：

パラメータ 設定値

カラム
ZORBAX Eclipse Plus C18、
4.6 × 250 mm、5 µm

溶媒 A：水/アセトニトリル（95/5、v/v）

グラジエント
100% A、イソクラティック 
ストップタイム：25 min 
ポストタイム：オフ

流量 1.000 mL/min

温度 25 ℃

検出
205 nm/4 nm、 
リファレンス 360 nm/100 nm 
10 Hz

注入

注入量：20 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：水/アセトニトリル
（90/10）で 3 秒

表 1. プレガバリンの測定条件

表 2. プレガバリンの測定条件 － UHPLC への移管

パラメータ 設定値

カラム
ZORBAX Eclipse Plus C18、 
2.1 × 100 mm、1.8 µm

溶媒 A：水/アセトニトリル（95/5、v/v）

グラジエント
100% A、イソクラティック 
ストップタイム：5 min 
ポストタイム：オフ

流量 0.579 mL/min

温度 25 ℃

検出
205 nm/4 nm、 
リファレンス 360 nm/100 nm 
40 Hz

注入

注入量：5 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：水/アセトニトリル
（90/10）で 3 秒

図 1. プレガバリンの構造
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USP によるプレガバリンのエナンチオ
マー純度の測定
感度テスト原液：0.5 µg/mL のプレガバリン
感度テスト原液は次のように調製しました。プ
レガバリン 5 mg を水 50 mL に溶解し、ア
セトンで100 mL の容量に希釈しました（最
終的な濃度は 50 µg/mL）。この溶液 1 mL 
を水 50 mL で希釈し、さらにアセトンで100 
mL の容量に希釈しました（最終的な濃度は 
0.5 µg/mL）。

標準原液：20 mg プレガバリンと 1 mg プレ
ガバリン関連化合物 A を 10 mL の水に溶解
し、アセトンで 20 mL の容量に希釈すること
によって、1.0 mg/mL のプレガバリンおよび 
0.05 mg/mL のプレガバリン関連化合物 A を
含む標準原液を調製しました。

感度テスト溶液：1 mL の感度テスト原液を 10 
mL 計量フラスコに移しました。0.6 mL の誘
導体化試薬溶液（アセトン中の 3 mg/mL 
マーフィー試薬）と 1 M 重炭酸ナトリウム 
100 µL を溶液に添加しました。感度テスト溶
液を 55 ℃ の水槽内で 1 時間加熱しました。
溶液を室温まで冷却し、水で容量まで希釈し
ました。

標準溶液：1 mL の標準原液を 10 mL メスフ
ラスコに移しました。0.6 mL の誘導体化試薬
溶液（アセトン中の 3 mg/mL マーフィー試
薬）と 1 M 重炭酸ナトリウム 100 µL を溶液
に添加しました。標準溶液を 55 ℃ の水槽内
で 1 時間加熱しました。溶液を室温まで冷却
し、水で容量まで希釈しました。

メソッド：

表 3. プレガバリンのエナンチオマー純度の測定条件

パラメータ 設定値

カラム
ZORBAX Eclipse Plus C18、 
4.6 × 250 mm、5 µm

溶媒

B：トリエチルチルアミンと水 
（7.2/1000、v/v）、50 % 
リン酸/アセトニトリル（62/38、v/v）で 
pH 3.0 に調整

グラジエント
100% B、イソクラティック 
ストップタイム：52 min 
ポストタイム：オフ

流量 2.000 mL/min

温度 25 ℃

検出
340 nm/4 nm、リファレンスなし 
10 Hz

注入

注入量：20 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：水/アセトニトリル
（90/10）で 3 秒

表 4. プレガバリンのエナンチオマー純度の測定条件
－ サブ 2 µm カラムを用いた UHPLC への移管

パラメータ 設定値

カラム
ZORBAX Eclipse Plus C18、
2.1 × 100 mm、1.8 µm

溶媒

B：トリエチルチルアミンと
水（7.2/1000、v/v）、50% 
リン酸/アセトニトリル（62/38、v/v）で 
pH 3.0 に調整

グラジエント
100% B、イソクラティック 
ストップタイム：15 min 
ポストタイム：オフ

流量 0.650 mL/min

温度 25 ℃

検出
340 nm/4 nm、リファレンスなし 
40 Hz

注入

注入量：5 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：水/アセトニトリル
（90/10）で 3 秒

表 5. プレガバリンのエナンチオマー純度の測定条件
－ 表面多孔質カラムを用いた UHPLC への移管

パラメータ 設定値

カラム
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、 
2.1 × 100 mm、2.7 µm、1,000 bar

溶媒

B：トリエチルチルアミンと
水（7.2/1000、v/v）、50% 
リン酸/アセトニトリル（62/38、v/v）で 
pH 3.0 に調整

グラジエント
100% B、イソクラティック 
ストップタイム：12 min 
ポストタイム：オフ

流量 0.772 mL/min

温度 25 ℃

検出
340 nm/4 nm、リファレンスなし 
40 Hz

注入

注入量：5 µL 
サンプル温度：10 ℃ 
ニードル洗浄：水/アセトニトリル
（90/10）で 3 秒

結果と考察
カラム選択バルブを備えた 1260 Infinity II 
Prime LC を使用して、USP に従ったプレガバ
リンのエナンチオマー純度の測定とプレガバリ
ンの測定を 1 台の LC システムで実行します。
自動カラム切り替え機能を備えた 1 台の LC 
システムを利用することにより、2 つのメソッド
を切り替えて実施する際の手動介入が不要に
なります。

図 2 に、4 ポジション/10 ポートカラム選択バ
ルブの構成の概略図を示します。プレガバリン
の測定で使用するカラムはポジション 1 に設
置します。プレガバリンのエナンチオマー純度
の測定に使用するカラムはポジション 2 に設
置します。次に、取り込みメソッドで必要なカ
ラムを選択します。バイパスと廃液ポジション
は、メソッド間の溶媒切り替えとフラッシング
に使用します。
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USP によるプレガバリンの測定
USP に準拠したプレガバリンアッセイは、
Eclipse Plus C18、4.6×250 mm、5 µm カ
ラムを使用して、流量 1.0 mL/min で実施し
ます。図 3 は、プレガバリン標準溶液の分析
結果です。優れたリテンションタイムとピーク
面積の精度が得られています。USP システム
の適合性要件である相対標準偏差 0.73 % 以
下を十分に満たしています。プレガバリンの
ピークは 0.8 のテーリングファクターを示し、
USP システムの適合性要件であるテーリング
ファクター 1.5 以下を満たしています。

1260 Infinity II Prime LC は 800 bar の圧
力まで対応可能であるため、プレガバリンアッ
セイを UHPLC 条件に移管できます。USP 
ガイドラインの 621 章に従って、メソッドを 
Eclipse Plus C18、2.1×100 mm、1.8 µm 
カラムに移管できます。長さ対粒子サイズの
比率が規定カラムの –25 ～ 50 % 以内であ
るため、この移管が実現できます。カラム径
と粒子サイズが変わったので、流量を 0.579 
mL/min に変更します。注入量は、カラム径
に合わせて調整します。

プレガバリン標準溶液の UHPLC 分析結果を
図 4 に示します。 

UHPLC 条件下では、優れたリテンションタイ
ムとピーク面積の精度が観察されています。
プレガバリンのピークは 0.8 のテーリングファ
クターが維持されています。 

UHPLC 条件への移管により、プレガバリン
アッセイで 80 % の時間節約と 88 % の溶媒
節約が実現します。

USP によるプレガバリンのエナンチオ
マー純度の測定
USP によるプレガバリンのエナンチオマー純
度の測定結果を図 5 に示します。分析は、
Eclipse Plus C18、4.6 × 250 mm、5 µm 
カラムを使用して、流量 2.0 mL/min で実施
しました。プレガバリンの前の溶出ピークは、
誘導体化を行ったブランクサンプルの分析で
も観察されるため、実行した誘導体化に由来
するのは明らかです。 

図 6 は、USP に従ってプレガバリンのエナン
チオマー純度を測定するためのシステム適合
性分析の結果を示しています。感度テスト溶

液の分析では、シグナル対ノイズ（S/N）比は 
19.4 でした。この値は、S/N 比が 10 以上と
いう USP システムの適合性要件を満たしてい
ます（図 6A）。標準溶液の分析では、プレガ
バリンとプレガバリン関連化合物 A が分離度 
6.5 で分離されています（図 6B）。USP シス
テムの適合性要件では、プレガバリンとプレガ
バリン関連化合物 A の分離度は 3.0 以上が
要求されます。標準溶液の分析では、プレガ
バリンおよびプレガバリン関連化合物 A で優
れたリテンションタイムとピーク面積の精度が
観察されています（図 6B）。さらに、プレガバ
リン関連化合物 A の相対標準偏差 5.0 % 以
下という USP システムの適合性要件も満たさ
れています。

時間と溶媒の節約を実現するために、USP に
従ったプレガバリンのエナンチオマー純度の
測定についても、USP ガイドラインの第 621 
章に従って UHPLC 条件に移管します。メソッ
ド は Eclipse Plus C18、2.1 × 100 mm、
1.8 µm カラムに移管可能です。このカラムは、
1260 Infinity II Prime LC の圧力範囲内で 
0.650 mL/min の流量で操作できます。優れ
たリテンションタイムとピーク面積の精度が得
られ、プレガバリンとプレガバリン関連化合物 
A の間の分離度は 7.8 まで向上しました（図 
7 を参照）。Eclipse Plus C18、2.1 × 100 
mm、1.8 µm カラムを使用した UHPLC 条件
下でのプレガバリンのエナンチオマー純度の
測定は、USP システム適合性要件をすべて満
たしています。また、UHPLC メソッドによって、
HPLC メソッドと比較して 71 % の時間節約と 
90 % の溶媒節約が可能です。

図 2. 2 本のカラムが取り付けられた 4 ポジション/10 ポートカラム選択バルブの概略図

カラム 1

カラム 2

廃液 検出器

マルチカラムサーモスタット

ポンプ/オートサンプラ
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図 3. USP によるプレガバリンの測定：プレガバリン標準溶液の分析（N=5）
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図 4. USP によるプレガバリンの測定：プレガバリン標準溶液の UHPLC 分析（N=5）
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図 6. USP によるプレガバリンのエナンチオマー純度の測定：（A）感度テスト溶液の分析（N=3）、（B）標準溶液の分析（N=6）
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図 5. USP によるプレガバリンのエナンチオマー純度の測定：ブランクラン（青）、プレガバリン感度テスト溶液（水色）、プレガバリン標準溶液（紫）の重ね表示
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化合物 平均 S/N 比

プレガバリン 19.4

感度（N=3）：

化合物
リテンション 
タイム（分）

RT RSD
（%） 面積

面積の RSD
（%） 分離度

プレガバリン 13.32 0.04 9157 0.02 -

プレガバリン関連化合物 A 16.82 0.03 508 0.21 6.5

精度（N=6）：
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図 7. Eclipse Plus C18、2.1 x 100 mm、1.8 µm カラムを使用した USP によるプレガバリンのエナンチオマー純度の UHPLC 測定：（A）感度テスト溶液の分析（N=3）、 
（B）標準溶液の分析（N=6）

化合物 平均 S/N 比

プレガバリン 17.6

感度（N=3）：

化合物
リテンション 
タイム（分）

RT RSD
（%） 面積

面積の RSD
（%） 分離度

プレガバリン 3.90 0.01 6963 0.07 -

プレガバリン関連化合物 A 4.93 0.01 390 0.08 7.8

精度（N=6）：

USP ガイドラインの第 621 章に従ってプ
レガバリンのエナンチオマー純度の測定を 
UHPLC 条件に移管するには、もう 1 つのオ
プションがあります。そのオプションとは、流
量 0.772 mL/min で実施される InfinityLab 
Poroshell 120 EC-C18、2.1 × 100 mm、2.7 
µm、1,000 bar カラムへの移管です。所定の
カラムに対して理論段数（N）が –25 ～ 50% 
以内であるため、この移管は可能です。図 8 
は、InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、2.1 
× 100 mm、2.7 µm、1,000 bar カラムを
使用し、USP に従ってプレガバリンのエナン
チオマー純度を UHPLC により測定した結果
を示しています。優れたリテンションタイムと
ピーク面積の精度が得られています。USP シ
ステムの適合性要件もすべて満たされていま
す。HPLC メソッドと比較して、InfinityLab 
Poroshell 120 EC-C18、2.1 × 100 mm、
2.7 µm、1,000 bar カラムを使用したプレガ
バリンのエナンチオマー純度の UHPLC 測定
では、77 % の時間節約と 91 % の溶媒節約
が可能となりました。

結論
カラム選択バルブを備えた Agilent1260 
Infinity II Prime LC により、1 台の LC シス
テムで手動介入を必要とせずに USP に従っ
たプレガバリンのエナンチオマー純度の測定
とプレガバリンの測定が自動化できます。どち
らのメソッドでも優れたリテンションタイムと
ピーク面積精度が得られ、すべての USP シス
テム適合性要件が満たされます。さらに、プレ
ガバリンのエナンチオマー純度の測定とプレ
ガバリンの測定は、USP ガイドラインの 621 
章に従って UHPLC 条件に移管できます。
1260 Infinity II Prime LC が対応する最大 
800 bar の圧力範囲によって、メソッドの移管
が容易になります。両メソッドを UHPLC 条件
に移管すると、実行時間が 77 分から 17 分に
短縮され、溶媒を 90% 節約できます。
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図 8. InfinityLab Poroshell 120 EC-C18、2.1 x 100 mm、2.7 µm、1,000 bar カラムを使用した USP によるプレガバリンのエナンチオマー純度の UHPLC 測定： 
（A）感度テスト溶液の分析（N=3）、（B）標準溶液の分析（N=6）

化合物 平均 S/N 比

プレガバリン 15.2

感度（N=3）：

化合物
リテンション 
タイム（分）

RT RSD
（%） 面積

面積の RSD
（%） 分離度

プレガバリン 2.83 0.01 5871 0.04 -

プレガバリン関連化合物 A 3.58 0.01 330 0.11 6.2

精度（N=6）：
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