
１．緒言

医薬品中の不純物は、製造過程や保存期間中に生成するも

のであり、その混入を避けることはできない。これら不純物

は、医薬品には不必要なものであり、時として予期せぬ作用

を示すことから、適切に管理される必要がある。日米 EU医

薬品規制調和国際会議（ICH）の新有効成分含有医薬品のう

ち原薬の不純物に関するガイドライン（ICH Q３A（R２））

[1]及び新有効成分含有医薬品のうち製剤の不純物に関する

ガイドライン（ICH Q３B（R２））[2]は、不純物の安全性を

確認する閾値及び構造決定を実施する閾値を規定している。

また、最近では遺伝毒性を有する不純物について、厳しい管

理が求められている[3,4]。Table１に ICHガイドラインにお

ける構造決定の閾値をまとめた。原薬中の不純物としては、

一日投与量として２g以下の場合には０．１０％以上の不純物に

ついて構造を解析することが求められている。製剤の不純物

については、一日に２０mgの有効成分を含む製剤が投与され

る場合を例にとると、０．２％以上の不純物について構造解析

が必要となる。製剤中の不純物は、有効成分に対する相対量

として表されるため、有効成分２０mgに対して０．２％の不純

物は、絶対量として０．０４mgに相当する。一錠の錠剤重量を

１００mgとすると、錠剤の全構成成分に対しては０．０４％とい

う微量な量となる。このように、製剤中の不純物の構造解析
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を行うにあたっては、試料の大部分を占める錠剤の構成成分

から微量不純物を分離し、構造を決定しなければならない。

従来、医薬品中の不純物の構造解析は、分取用の液体クロ

マトグラフィー等を用いて不純物を単離・精製し、各種スペ

クトルを測定することにより行われてきた。しかしながら、

スペクトル測定に必要な量（mgオーダー）の不純物を、試

料の大部分を占める複雑なマトリックスから高純度で単離す

るためには、濃縮、脱塩、精製操作が必要であり、時間を要

する。また、単離する過程において、目的とする不純物の分

解が避けられない場合もある。分離分析装置である HPLC

と各種スペクトロメーターを接続したハイフネーテッド技術

を用いることで、こうした煩雑で複雑な単離、精製操作を必

要とせずに構造解析を行うことが可能となる。そのため、

HPLCハイフネーテッド技術は、医薬品不純物の構造解析へ

積極的に活用されてきている。

HPLCと質量分析装置（MS）とを組み合わせた LC−MS

は、精密な分離及び感度の両方を兼ね備えていることから、

医薬品の不純物の構造解析においては欠くことのできない技

術となっている。特別な試料の前処理や装置の工夫を必要と

せず、容易に構造情報を得ることができる。飛行時間型質量

分析計（TOF−MS）やイオントラップ型質量分析計（IT−

MS）を使用すれば、精密な組成式情報及び部分化学構造情

報が得られる。

構造解析という点においては、赤外分光光度計と HPLC

との組み合わせも有用である。得られる情報は官能基情報に

限られるが、部分構造を確認する手段として活用できる。

核磁気共鳴（NMR）スペクトルは、多くの構造情報が得

られる最も有力なスペクトルであることから、核磁気共鳴装

置と HPLCの接続は、医薬品中の不純物の構造解析におい

ても理想的な装置といえるだろう。しかしながら、NMRは

感度が低いことから、その実用化に向けては、多くの研究と

装置の改良が行われてきた。また、試料導入部である HPLC

の部分については、不足する感度を補うべく、多くの試料を

NMRのフローセルへ導入するための応用研究が試みられ

た。その結果、現在では、医薬品不純物の構造解析にルーチ

ン的に利用されようとしている。

本稿では、医薬品の微量不純物の構造解析へのハイフネー

テッド技術の応用に着目し、その有用性について述べる。

２．LC−MSの応用

LC−MSは、医薬品の不純物構造解析においてルーチン的

に利用されている分析技術であり[5,6]、得られる分子式情報

は構造解析の起点となる。LC−MSは、感度が良いこと、簡

便にスペクトルを取得できることから、医薬品の不純物の構

造解析においては、始めに LC−MSにより、分子量及び組成

式に関する情報、及び部分的な構造情報を取得することが多

い。

HPLCの移動相としては、揮発性の緩衝液を用い、移動相

に添加する緩衝塩や試薬の濃度は、試料のイオン化を抑制し

ないよう、適切に設定する必要がある。また、イオンペア試

薬が必要な場合には、市販されている揮発性試薬の利用が可

能であり、容易に分離条件を設定できる。医薬品には極性官

能基を有する化合物が多いことから、MSでのイオン化にお

いては、エレクトロスプレーイオン化（ESI）法が適用でき

る。ここでイオンが検出できない場合には、大気圧化学イオ

ン化（APCI）法等の他のイオン化法の適用を検討する。観

測されたイオンの帰属にあたっては、NH４＋や Na＋、K＋だけ

でなく、移動相に用いた有機溶媒や酸等が付加したイオン、

［M＋２H］２＋等の多電荷イオンや［２M＋H］＋等のクラスター

イオン、さらにはインソース衝突誘起解離に注意する必要が

ある。飛行時間型又は電場型フーリエ変換質量分析計は、精

密な分子式情報を与えることから、医薬品不純物の構造解析

において特に活用されている[7−9]。また、イオントラップ

型質量分析計を用いれば、MSn測定により観測されるフラグ

メント情報から、部分構造に関する詳細な情報を得ることが

できる。MSn測定においては、プリカーサーイオンの選択幅

（isolation width）を広く設定し、同位体イオンを含めた解析

を行うことによって、Clや Brといった特徴的な同位体パ

ターンを有する元素を含む部分構造を帰属することが可能で

ある[10]。

応用研究分野においては、重水（D２O）を用いた水素／重

水素（H/D）交換測定も積極的に活用されている[9,11−12]。

H/D交換を用いることにより、不純物が有する交換性プロト

ンの個数に応じて m/z が増加するシグナルを観測し、カルボ

キシル基や水酸基、アミノ基を特定することができる。ロキ

ソプロフェンを有効成分とするテープ製剤の分解物の構造解

析においては、MS/MS測定において観測されたプロダクト

イオンの解析結果と交換性プロトンに関する情報から、分解

物の構造を推定している[13]。Table２に水酸基とカルボキシ

ル基を特定した結果をまとめた。ロキソプロフェンは、カル

ボキシル基に由来する交換性プロトンを１個有している。分

Table 1. Thresholds for identification of impurities in new drug
substances and new drug products.

原薬中の不純物

１日最大投与量 構造決定の必要な閾値

２g以下 ０．１０％又は１日摂取量１．０mg
２gを超える ０．０５％

製剤中の不純物

１日最大投与量 構造決定の必要な閾値

＜１mg １．０％あるいは１日総摂取量５µg
１mg～１０mg ０．５％あるいは１日総摂取量２０µg
＞１０mg～２g ０．２％あるいは１日総摂取量２mg
＞２g ０．１０％
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解物１では、精密質量分析より推定された分子式において、

酸素の２個の増加が示されるとともに、交換性プロトンも１

個増加している。このことから、新たにカルボキシル基が１

つ導入されたジカルボン酸体であることが示唆された。分解

物２においては、交換性プロトンは１個増加しているもの

の、精密質量分析により推定された分子式からは、酸素１個

分の増加しか示されなかった。このことから、分解物２は水

酸基が導入された水酸化体であることが示された。分解物３

については、交換性プロトンが消失していることから、エス

テル体であることが示唆された。このように、交換性プロト

ンに関する情報は、MSn測定によるフラグメント情報と併

せ、官能基の変化を理解するために活用できる。

さらに、１８Oアイソトープを利用する手法も、不純物や分

解物の生成機構を理解するために活用されている。副腎皮質

ステロイドの塩基性条件下における自動酸化分解に関する報

告[14]では、１８O２を用いて新規分解メカニズムを解明してい

る。また、カプセル剤の分解に関する研究[15]では、H２１８O

を用いた強制分解実験により生成する分解物の構造を解析す

ることにより、分解機構を研究し、添加剤中の不純物とのメ

イラード反応により生成するフリーラジカルが、酸化分解を

誘起したことを明らかにしている。

３．LC−IRの応用

赤外吸収（IR）スペクトル法は、化合物に特異的なスペク

トルを得ることができる。そのため、HPLCに IRを接続し

た LC−IRは、構造解析において有用な技術の一つである。

LC−IRは、必ずしも十分な感度を有しているとは言えない

ものの、NMRやMSで構造を特定できない場合に力を発揮

する。LC−MSで官能基の存在が示唆されるものの、目的と

する官能基が NMRに応答しない場合、その結合位置や結合

様式を完全に特定することができない。例えば、NMRで十

分に感度が得られない、カルボニル炭素の確認等への応用が

挙げられる。

LC−IRは、HPLCの移動相に用いられる有機溶媒、水、酸

及び緩衝塩は、赤外領域に強い吸収を示すことから、HPLC

からの溶出液を検出セルに直接導入して測定を行うことは困

難であり、フローセル法の構造解析への応用は限られてい

る。一方で、HPLCからの溶出液を超音波で微細化した後、

加熱下、窒素もしくはヘリウム気流でスプレーしながら、減

圧条件に保つことで溶媒を留去する溶媒除去法は、移動相の

影響を受けにくく、不純物の構造解析に適用することが可能

である。溶媒除去法では、試料を ZnSeや Ge製のプレート

上に連続的に捕集し、堆積した試料の IRスペクトルを測定

する。装置図の一例を Figure１に示す。移動相に使用できる

緩衝塩は、LC−MSと同様、揮発性に限られ、移動相組成の

変動によりバックグラウンドが変化することから、グラジエ

ント溶離の場合には解析に注意が必要である。感度及びピー

クの分離は、移動相流量、サンプル滴下速度、サンプルス

テージの回転速度、さらには試料の結晶化にも影響される。

アンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬であるオルメサルタンメ

ドキソミルを有効成分とする製剤の二量体分解物の構造解析

では、LC−IRによりその結合様式を明らかにしている[16]。

オルメサルタンメドキソミルと二量体分解物の IRスペクト

ルを Figure２に示す。二量体の結合様式として、エステル、

アミド、酸無水物等の可能性が考えられたが、オルメサルタ

ンと比較して新たに観測されたピークは、エステルの C＝O

に帰属される領域に検出され、分解物はエステル結合を介し

た二量体であることが示された。

４．LC−NMRの応用

４．１．LC−NMR

LC−NMRは、装置の高磁場化、フロープローブの改良に

よる高感度化及び移動相溶媒シグナルを消去するパルスプロ

グラムの開発により、実用的な分析法として医薬品の不純物

分析への応用が進んだ。NMRスペクトルは、多くの構造情

報をもたらすことから、不純物の構造解析における最も有力

なツールといえる。LC−MSで得た分子構造情報を基に、構

造確定のために取得が必要なスペクトルを決定し、LC−NMR

Table 2. Structural analysis of degradation products in heat−stressed loxoprofen sodium adhesive tapes
by LC−MS.

化合物
精密MSによる
推定分子式

分子式
の変化

交換性
プロトン数

解析結果

ロキソプロフェン
（主薬）

C１５H１８O３ －
１

（－COOH）
－

分解物１ C１５H１８O５ ＋２O ２
酸化

ジカルボン酸体

分解物２ C１５H１８O４ ＋１O ２
酸化
水酸化体

分解物３ C２５H３６O３ ＋C１０H１８ ０
添加剤との反応

メントールエステル体
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の実験系を組む。１H NMRスペクトルからだけでは構造の確

定に至らない場合には、二次元スペクトルの取得を検討す

る。医薬品不純物の構造解析においては、目的とする不純物

の１H NMRスペクトルを、医薬品そのもののスペクトルと比

較することで構造が決定できる場合もある。

LC−NMRの測定法には、on−flowと、stopped−flowの２つ

の方法がある。on−flow法は、UV検出と同様に、HPLCの

移動相の送液を続けたまま NMR測定を行う方法であり、横

軸をケミカルシフト、縦軸を HPLCの保持時間とした二次

元スペクトルが得られる。しかしながら、on−flow法におい

ては、試料がフローセルを通過する間に NMR測定を行う必

要があるため、高い濃度の試料溶液が必要であり、微量な不

純物の測定には適さない。一方、stopped−flow法は HPLCの

UV検出器等のシグナルを利用し、HPLCの移動相の送液を

止める、もしくは流路切り替えバルブ等で NMRフロープ

ローブへのラインを切り替えることにより、試料をフローセ

Figure 1. Schematic diagram of a solvent−elimination LC−IR system.

Figure 2. LC−IR spectra of olmesartan and its dimeric degradation product.
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ル内に滞留させて NMR測定をする方法である。HPLCピー

クを NMRのフローセルの中に滞留させて測定することで、

通常の NMR測定と変わりなく、長時間のスペクトル測定が

可能となることから、本手法は医薬品の不純物のような微量

成分の測定に適している。また、フローセルに導入できる不

純物の量によっては、二次元 NMR測定も可能である。ただ

し、HPLC注入量を増加させるだけでは感度良く測定するこ

とはできず、限られた容量のフローセル中に、HPLCで分離

されたピーク全体が導入できるよう、試料負荷量を含めて適

切な HPLC条件を設定することが重要である。HPLCのピー

クの半値幅は、カラム内径や移動相の流量により変化するこ

とから、ピーク全体をフローセルに導入するためには、フ

ローセルの容量に合わせ、適切なカラム内径を選択しなけれ

ばならない。Figure３に、セミミクロカラムを用いてピーク

の半値幅を小さく保ち、溶出液中の成分濃度を上げることに

よって、高感度に測定できた例を示す。容量が１２０µlのフ

ローセルの場合、内径４．６mmのカラムを用いた測定では、

ピーク成分の約６０％（ピーク幅として９秒分）しかフローセ

ル中に導入されなかった。一方で、内径２．０mmのカラムを

用いた測定では全ピーク成分をフローセルに導入しての測定

が達成されている。

LC−NMR装置を用いて１H NMRスペクトルを測定する際

に必要とされる試料の量は、分子量４００程度の化合物では、

磁場強度が５００MHzの装置では、on−flowモードで５～１０

µg、stopped−flowモードで０．２～１µg程度と言われている。

検出コイルを２０Kの極低温に冷却して測定を行うプローブを

用いれば、約４倍程度感度が向上することから、さらに微量

な成分を測定することが可能である[17]。

ここで、stopped−flow法による不純物の構造決定例を紹介

する。オルメサルタンメドキソミル製剤の保存期間中に増加

する二量体分解物の構造解析では、分取中に二量体分解物が

加水分解をするため、NMRスペクトルを得ることが不可能

であった。そこで苛酷条件下で強制的に二量体分解物を増加

させた製剤を調製し、分取することなく、stopped−flow法を

用いて１H NMRスペクトルを測定した[16]。微量不純物の

NMR測定においては、移動相に重水素化溶媒を用いた場合

にも、溶媒の残留プロトンシグナルがスペクトルに大きな影

響を及ぼす。本例では、移動相のアセトニトリル由来シグナ

ルと分解物シグナルの重なりが生じたため、移動相有機溶媒

をメタノールに変更して測定を行った。移動相に重アセトニ

トリル及び重メタノールを用い、二量体分解物の１H NMRス

ペクトル測定した結果を Figure４に示す。このように、HPLC

から溶出した試料を直接 NMR測定する場合には、試料シグ

ナルに干渉をしない有機溶媒や緩衝剤の選定が必要である。

４．２．カラムスイッチング法の応用

カラムスイッチング法は、分析対象とする化合物を他のマ

トリックスから分離、濃縮、精製することに優れており、医

薬品代謝物の分析等の分野で多く応用されてきた。不純物の

構造解析においては、複数の HPLCシステムを切り替えバ

Figure 3. Comparison of 1H NMR spectra obtained with (A) conventional column (4.6 mm i.d., flow rate 0.8 mL/min) and (B)

semi−micro column (2.0 mm i.d., flow rate 0.2 mL/min). Each 1H NMR spectrum resulted from the accumulation of

256 scans by stopped−flow method with the same injected amount of the sample (2 µg).
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ルブで組み合わせることにより、オンラインで濃縮、脱塩、

精製を行うことが可能となる。LC−NMRによる NMRスペ

クトルの測定では、先の例で示したように移動相のプロトン

がスペクトルに影響を及ぼす。そこで、HPLC分離後に濃

縮、脱塩、精製の他、重溶媒への切り替えを行う NMR測定

試料溶液調製用前処理カラムスイッチング HPLCシステム

が開発されている[18]。その後、同様のシステムを NMRに

接続した装置を応用し、マレイン酸アムロジピンを有効成分

とする錠剤中の２種の分解物について、構造解析を行った

[19]。Figure５にシステム図を示す。ここでは、４０℃／７５％RH

の条件下で強制的に分解物を増加させた試料を用いると共

に、トラップカラムで目的とする分解物を濃縮することで、

オンラインでの二次元 NMR測定を可能とした。１H−１H相関

を解析する Double−quantum filtered correlation spectroscopy

Figure 4. 1H NMR spectra of (A) dimeric degradation product of olmesartan medoxomil obtained with CD3CN as an organic

component of the mobile phase, (B) dimeric degradation product and (C) olmesartan with CD3OD as an organic com-

ponent of the mobile phase. The methyl signal (13) which is overlapped with the residual acetonitrile signal was de-

tected by replacing CD3CN with CD3OD of the LC mobile phase in the LC−NMR measurements.
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（DQF−COSY）スペクトルと１H−１３Cロングレンジ相関を解

析する Heteronuclear multiple bond coherence spectroscopy

（HMBC）スペクトルの測定を行っている。分解物１の DQF

−COSYスペクトルを Figure６に示す。パルス磁場勾配を用

いて測定することにより、１H NMRスペクトルでは移動相中

の水のシグナルの干渉により観測されなかったラクトースの

b―アノメリックプロトンを検出している。また、隣接プロト

ンとのカップリング定数を解析することで、製剤添加剤成分

のラクトースとのメイラード反応生成物についての結合様式

までも明らかにした。次に、分解物２の HMBCスペクトル

を Figure７に示す。HMBCスペクトルは、NMRスペクトル

の中でより高濃度の試料が必要とされるが、本システムを適

用することにより解析可能な良好なスペクトルを取得してい

る。このスペクトルを解析した結果、分解物２は、塩である

マレイン酸とのマイケル付加反応物であることが明らかと

なった。

また、HPLC分離前の試料のオンライン濃縮によっても、

NMRフローセルへ高濃度の試料を導入することができる。

一例として、ロキソプロフェンを有効成分とするテープ剤中

の分解物について構造解析を行った研究[13]では、トラップ

カラムをスイッチングバルブ HPLCシステムに組み込み、

加圧抽出法により８０％アセトンを用いて３．９－６．０MPaで分

解物を抽出した後、トラップカラムにてオンライン濃縮し、

NMR測定を行っている。Figure８にシステム図を示す。抽

出後の希釈液及び移送液として０．０５％（v/v）TFA水溶液を

用い、分解物構造中のカルボキシル基の解離を抑制すること

により、高回収率での逆相カラムへのトラップを達成した。

次に、トラップカラムの下流に接続した分析カラムにて、ト

Figure 5. Schematic diagram of the column switching system for the on−line sample pre−concentration in LC−NMR analysis. Ap-

proximately 100 µg of two degradation products were separated on the analytical C18 column (4.6 mm i.d.×150 mm)

and trapped in the trapping column (2.1 mm i.d.×20 mm). The trapped degradation products were separated again on the

analytical C18 column (2.1 mm i.d.×150 mm) with the deuterated mobile phase and transferred to the NMR.
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ラップカラム上に濃縮した複数の成分を分離し、その後、流

路切り替えバルブを用いて各成分を個別にフラクションルー

プに蓄えた。ループ中に蓄えた各成分を、NMRフローセル

に順次導入し、１H NMRスペクトルの測定を行っている。こ

の手法を用いることによって、１回の HPLC分析で、複数

の不純物の NMRスペクトルを連続的に測定することを可能

としている。本研究では、テープ剤の粘着基材の影響を避

け、膏体に対して相対質量０．０３％レベルの３種の分解物の構

造解析が達成された。分解物２については、フラクション

ループを効果的に利用することで、近接して溶出する過大な

分解物１のピークの混入を避け、１H NMRスペクトルの測定

を行っている。Figure９に各分解物の１H NMRスペクトルを

示す。

４．３．固相抽出の応用

固相抽出（SPE）を組み入れた LC−NMRシステムが開発

され、既に応用されている[20]。LC−SPE−NMRシステムは、

HPLCで分離した目的成分を同一の SPEカートリッジに繰

り返し捕集できることから、不純物を高濃度に濃縮すること

ができる。目的成分を捕集した SPEカートリッジは、不要

な溶媒や塩を適切な溶媒で置換することにより除去した後、

窒素気流で乾燥する。続いて、トラップした不純物を任意の

溶媒で NMRへ展開することにより、NMRスペクトルを測

定する。このとき、重水素化溶媒を用いて NMRへ展開すれ

Figure 6. DQF−COSY spectrum of DP−1 (Maillard reaction product of amlodipine with lactose) obtained using the col-

umn switching system for the on−line pre−concentration in LC−NMR analysis. The key signal of the anomeric

proton (HA) obscured by water suppression in the 1H NMR spectrum was observed in this spectrum with pulsed

field gradient solvent suppression.
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Figure 7. HMBC spectrum of DP−2 (Michael addition reaction product of amlodipine with maleic acid) obtained using

the column switching system for the on−line sample pre−concentration in LC−NMR analysis.
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ば、分離に用いた HPLC移動相溶媒等の影響を受けず、良

質な NMRスペクトルを得る事ができる。ただし、HPLC移

動相やカートリッジへの捕集のための希釈液中に含まれる夾

雑物も同時に濃縮されるため、試液調製時には高純度の溶

媒・試薬を用いる等、注意が必要である。５―アミノサリチル

酸製剤の分解物の構造解析[21]では、添加剤であるクエン酸

との反応生成物３種について、LC−SPE−NMRにより１H NMR

スペクトルを取得している。NMRシグナルの分裂パターン

の解析により、MS解析においては差別化できなかったエス

テル及びアミドの構造異性体について、構造決定が達成され

た。また、製剤中の酸化分解物へ応用した例では[22]、分取

した分解物をさらに LC−SPEで高濃度に濃縮、精製するこ

とにより、オンラインで二次元 NMRスペクトルのみなら

ず１３C NMRスペクトルを測定し、アルデヒド体が生成したこ

とを明らかにしている。

５．まとめ

HPLCハイフネーテッド技術は、医薬品中の微量な不純物

の構造解析には欠くことのできない技術となっている。LC−

NMRをルーチン的に適用できるようになったことが、HPLC

ハイフネーテッド技術による不純物の構造解析を大きく前進

させたといえよう。HPLCハイフネーテッド技術を用いれ

ば、不純物の構造解析に必要とされてきた、煩雑で時間を要

する単離、精製を伴わずに構造を決定することができる。構

造解析には、各種スペクトロメーターを相補的に利用するこ

とが有用であることから、LC−MSのみならず、LC−NMRや

LC−IRの積極的な活用が望ましい。これら装置及び技術の

さらなる発展に期待したい。

また最近では、不純物プロファイリングへも HPLCハイ

フネーテッド技術が応用されている[23]。この分野における

HPLCハイフネーテッド技術の一層の応用も期待される。

Figure 8. Schematic diagram of the column switching system for the on−line sample pre−concentration after pressurized liquid

extraction in LC−NMR analysis. Three degradation products were extracted from the adhesive tape at a pressure range

of 3.9 to 6.0 MPa for 10 min and trapped in the trapping column (2.1 mm i.d.×20 mm). The trapped degradation prod-

ucts were separated on the analytical C18 column (4.6 mm i.d.×150 mm) with the deuterated mobile phase and stored

in separate fraction loops prior to transfer to the NMR.
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