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１．背景

・医薬品中の不純物解析の重要性

・リン酸塩緩衝液条件でLC/MS を測定する従来方法

２．オンライン脱塩LC-MSシステムとは

３．測定例

・エリスロマシン中の不純物

・レセルピン中の不純物

・医薬品中間体中の微量不純物

４．まとめ
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͍. ὂ

『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』より

不純物の分類

◎有機不純物 ◎無機不純物 ◎残留溶媒

有機不純物は、新原薬の製造工程中や保存中に生じるもの。

◎出発原料 ◎副生成物 ◎中間体 ◎ 分解生成物 ◎試薬、配位子及び触媒

医薬品では、安全性の観点から、含まれている有害不純物を管理し、規定値以下にまで 除去

することが必要である。

未知不純物が生成し残存した場合でも、HPLC分析時に速やかに検出できるような試験法

で合成検討品を分析することが良いといえる。

ʾϽжЅϵрЕ

ʾ ᾁ ʿ ᾁ ˢ πχᾁ ˣʼ など

合成ルートや合成条件、原料を変えて最適化検討をする際、含まれている不純物のプロファイル

に変化がないかどうか、細かく確認していくことが重要。

˲Ӻ χ χ Ṱ˳

˲ ᵔ χ ʾʾʾᵫ ⱲϞФкЈІᾁ ᵬ˳
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HPLC用の移動相溶媒には、低波長でも検出が

可能で分離能力も高いことから、リン酸塩緩衝

液が汎用されてきた。

一方で、リン酸塩緩衝液は不揮発性であるこ

とから、MSのイオン化部で析出し導入困難にな

ることや目的成分のイオン化を阻害することか

ら、オンラインでLC/MS の測定に用いることは

できない。

保持時間

酢酸系

リン酸系

UV 210nmでのベースライン例
(グラジエント分析）

バッググラウンドの強度が高いと微量不純

物の検出が困難！

зр▒תḜ ׁχ►

зр▒ρ ▒ ׁχ ᶓ

リン酸と酢酸では、低波長領域での吸収強度が大きく異なる！

ϷзТϰІχױ ̰ϱϷр︡Ϥ₅ϙ῟ χ ᴞ̰ḇ ᴞ
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зр▒תḜ ׁπLC/MSϬ βϥ

リン酸塩緩衝液を用いたLC分析で不純物が確認された場合、質量分析を行うには、下記2通り

の方法で行っているのが現状である。

① 酢酸アンモニウムなどの揮発性緩衝液条件への変更

② リン酸塩緩衝液を用いたLCで目的成分を分取、脱塩 （オフライン法、2D-LC法など）

リン酸系

酢酸系

条件
変更

利点： 対応が容易

欠点： 低波長での検出が困難

不純物の相関がわからなくなることがある！

脱塩 LC/MS

HPLC分取

A  B  C  D

利点

・各成分のMSを確実に測定可能

・有機溶媒組成が高い状態でのMS測定（高感度）

欠点

・時間がかかる

・分取時に劣化することがある

A

B
C

D

※ 2010年 Coronaﾕｰｻﾞｰｽﾞﾌｫｰﾗﾑ『我が社でのCorona CAD検出器の利用法』より引用
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2. Ϸржϱр LC-MSЄІГЭρψת

MS MSLC LC
ת

不揮発性塩

⇒揮発性塩

①リン酸塩析出

②リン酸によるイオン化阻害

˷

MS導入前に˰Ϸржϱрπ βϥ˱ことで、LC/MSת を連続的に測定する！

・ オンラインで τMSが測定できる （網羅的！）

・ 専用HPLCシステムを必要としない （安価！）

・ 誰でもḛ τ測定できる （簡単！）
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IC/MSṪ χᴂ ᵫ

IC（イオンクロマトグラフ）に用いられる溶離液は、不揮発性緩衝液が多く、MSとの

接続は困難と考えられていた。しかし、サプレッサーを用いることで溶離液の緩衝液が

サプレッサーを通過後、揮発性のある炭酸や水に変るためMSへの導入が可能である。

Na2CO3 , NaHCO3 H2CO3

KOH H2O
サプレッサー

通常品

異常品

R.T.22’
リン酸

R.T.19’
unknown

TICクロマトグラム

m/z 96

m/z 97

R.T.19’のマススペクトル

R.T.22’のマススペクトル

IC条件
System ： TOSOH IC-2001
Column ： TOSOH IC-AP (4.6 mmi.d.×150 mm)
Mobile Phase : 1.7mM NaHCO 3 + 1.8mM Na 2CO3

【IC/MS測定例】

電気伝導度検出

※ 2003年 第20回IC討論会『IC-MSによる定性及び高感度定量分析』より引用
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LC/MSϒχЂФйАЂ˔Ṫ χ

HPLCにサプレッサーを付けることで、MSへの導入ができるのでは？

答 ： ICのサプレッサーをそのまま適用することはできない！

NaH2PO4 NaOH H2O

アニオン交換
サプレッサー

理由①：サプレッサーが2台必要であり、耐圧に問題あり！

カチオン交換
サプレッサー

アニオン交
換サプレッ
サー

カチオン交
換サプレッ
サー

M
S

検
出
器

リン酸塩緩衝液
理由②：膜型サプレッサーは、有機溶剤への耐性に問題あり！

理由③：測定対象成分がサプレッサーにより除去されることがある。
＜樹脂型の場合：イオン交換樹脂への吸着＞

サプレッサー通過後

ｱｾﾄｱﾐﾉﾌｪﾝ

ｶﾌｪｲﾝ

ｴﾃﾝｻﾞﾐﾄﾞ

ﾉｽｶﾋﾟﾝ

ｴﾃﾝｻﾞﾐﾄﾞ

UV (240 nm)

UV (240 nm)

※ 2002年 第160回HPLC研究懇談会『溶離液条件を選ばないLC-MS測定を目指して』より引用
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NaH2PO4 Na+揮発性の酸 揮発性塩

NaH2PO4 NaOH H2O

カチオン交換
サプレッサー

Ϸржϱр ЄІГЭχᵫת

【サプレッサー適用時の問題点改良】

①耐圧の改善 ⇒ 耐圧性樹脂＋カラム型

②耐溶剤性の改善 ⇒ 有機溶剤耐性の樹脂

③樹脂への吸着改善 ⇒ 揮発性カウンターイオンの導入

アニオン交換
サプレッサー

改良アニオン
交換樹脂

改良カチオン
交換樹脂

改
良

イオン交換カートリッジ

脱塩インターフェイス

MS
検
出
器

リン酸塩緩衝液

【装置イメージ】

【測定イメージ】

UVクロマトグラム

TICクロマトグラム

UVクロマトグラムの時間軸に沿った形で、
トータルイオン電流（TIC）クロマトグラム及び
抽出イオンクロマトグラムが得られる。

エムエス・ソリューションズ株式会社
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3. 

① エリスロマイシン

分子量：733.93
モノアイソトピック質量：
733.4612
分子式：C37H67NO13

【MS条件】
装置 ： JEOL JMS-T100LP
イオン化法 ： ESI  Pos.
ニードル電圧 ： 2000 V
オリフィス１電圧 ： 65 V
脱溶媒室温度 ： 250 ℃
オリフィス１温度 ： 100 ℃
測定範囲 ： m/z 50～1000

【LC条件】
装置 ： Agilent 1200
カラム ： TOSOH ODS-100V  

(3μm, 2.0 mm i.d.×100 mm)
カラム温度：40 ℃
移動相 ： A ･･･10mM KH2PO4 ׁ

B ･･･CH3CN  
A/B=80/20 ⇒ 80/20 (0’⇒10’)

流量 ： 0.3 ml/min     
検出器 ： UV（215 nm）
試料 ： エリスロマイシン試薬 50 ppm ׁ
注入量 ： 5μL

脱塩システムを使用して、
オンラインでMSに導入！

呼吸器や軟部組織などの多くの感染症
に適応があるマクロライド系抗生物質の
1つであるエリスロマイシン
（erythromycin) を試料として、リン酸
塩緩衝液を用いたLC条件で分析を行った。
エリスロマイシンは、UV吸収が弱いこと
から低波長での検出が必要であり、局方
では215nmで検出している。
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精密質量から、下記構造を推定。

X ： 水酸化体 (エリスロマイシン+16）

Y ： CH2分少ない構造 (エリスロマイシン-14）

Z ： 酸化体 (エリスロマイシン+14）

ϵзІкЫϱЄрχLC/MS Ὣᴮ

TIC（トータルイオン電流）
クロマトグラム

抽出イオンクロマトグラム
m/z 750

m/z 720

m/z 748

m/z 734
エリスロマイシン

X

Y

Z

X

Y

Z

エリスロマイシン

720.4529

748.4454

750.4605

734.4691

C H N O (mmu) (ppm)

X 750.4605 37 68 1 14 750.4640 -3.44 -4.58

Y 720.4529 36 66 1 13 720.4534 -0.51 -0.71

Z 748.4454 37 66 1 14 748.4484 -2.97 -3.97

エリスロマイシン - 37 68 1 13 734.4691 - -

組成 質量差
測定質量 計算質量

※ UV (215 nm)：不純物未検出

エムエス・ソリューションズ株式会社
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3. 

② レセルピン

【MS条件】
装置 ： JEOL JMS-T100LP
イオン化法 ： ESI  Pos.
ニードル電圧 ： 2000 V
オリフィス１電圧 ： 65 V
脱溶媒室温度 ： 250 ℃
オリフィス１温度 ： 100 ℃
測定範囲 ： m/z 50～1000

【LC条件】
装置 ： Agilent 1200
カラム ： TOSOH ODS-100V  

(3μm, 2.0 mm i.d.×100 mm)
カラム温度：40 ℃
移動相 ： A ･･･10mM KH2PO4 ׁ

B ･･･CH3CN  
A/B=80/20 ⇒ 80/20 (0’⇒10’)

流量 ： 0.3 ml/min     
検出器 ： UV（268 nm）
試料 ： レセルピン試薬 10 ppm ׁ
注入量 ： 5μL

脱塩システムを使用して、
オンラインでMSに導入！

シナプス小胞へのカテコールアミンやセロトニ
ンの取り込みを抑制する作用をもつ、アドレナリ
ン作動性ニューロン遮断薬の一つであるレセルピ
ン（reserpine )を試料として、局方で採用されて
いるリン酸塩緩衝液を用いたLC条件で分析を
行った。

分子量：608.68
モノアイソトピック質量：
608.2734
分子式：C33H40N2O9
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йЈиСрχLC/MS Ὣᴮ

精密質量から、下記構造を推定。

A ： 水酸化体 (レセルピン+16）

UV（268 nm）クロマトグラム

抽出イオンクロマトグラム
m/z 625

m/z 609

A
不純物A

レセルピン

625.2756

609.2812

C H N O (mmu) (ppm)

A 625.2756 33 41 2 10 625.2761 -0.57 -0.91

レセルピン - 33 41 2 9 609.2812 - -

測定質量
組成

計算質量
質量差
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測定条件 Column ： GL Sciences ODS-2  (4.6 mm i.d.×250 mm)
Oven temp. : 35 ℃
Mobile Phase :  CH3CN / 10 mM リン酸塩緩衝液(pH 2.6) ＝ 50 / 50
Flow rate : 1.0 ml/min     DET : 240 nm
MS ： JEOL LCmate APCI  Pos.

UVクロマトグラム

A
B

C D

E

合成処方検討時に検出された微量不純物について、脱塩システムを
使用してLC/MS の測定を実施した。

※ 2002年 第160回HPLC研究懇談会『溶離液条件を選ばないLC-MS測定を目指して』より引用

不純物含有量

A : 0.02 %

B : 0.06 %

C : 0.02 %

D : 0.06 %

E : 0.24 %

3. 

③ 医薬品中間体の分析例（微量不純物の解析）
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Ӻ ḧ χLC/MS Ὣᴮ

拡大

m/z 265
251

抽出イオンクロマトグラム

☆ 0.02%しか含まれていない極微量の不純物 ⇒ オンラインでLC/MS 測定可能！

☆ UVクロマトグラムに沿って、不純物の抽出イオンクロマトグラムを確認！

[M+H] ＋

[M+H] ＋

[M+H] ＋

マススペクトル

B : 0.06%

C : 0.02%

D : 0.06%

A
B

C D E

251

311

301
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まだまだ、未完成の技術！

⇒ 受託分析により、様々な試料への効果を検証中！ ご協力よろしくお願いします。

4. Ϙρϛ

イオン交換樹脂を最適化したことで、オンラインで不揮発性塩を揮発性塩に
変換して連続的にMSに導入することが可能となった。

【特長】

①不揮発性緩衝液条件でもオンラインで常にMSが測定できる

UVクロマトグラムの時間軸に沿ったMSデータが得られる

UV検出器を使用した試し分析を行う必要がなく、すぐにMS分析ができる

②専用HPLCシステムが必要ない

③誰でも簡単に測定できる

【課題】

①イオン交換樹脂への吸着により、ピークがテーリングしたり消失することがある

⇒ カウンターイオンの改良

②低流速の場合、ピークがブロード化する

⇒ カラム内径の最適化
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˂ЄІГЭπ“μοΜΦθΜάρת

1st-Step プロトタイプを用いた受託分析（2016年5月より好評実施中）

詳細はホームページを！

http://www.ms -solutions.jp/

2nd-Step オンライン脱塩システムの販売（時期等は未定）

˲Ϸржϱр ˳ЄІГЭχⱧỘᴟת

(1) LC/MS 測定時の移動相制限からの解放

不揮発性緩衝液を使用したLC条件でもオンラインでLC/MS 測定が可能であり、移動相の

選択肢が広がる。（イオンペア試薬などへの適用）

(2) イオンサプレッションの改善 （高選択、高感度化）

イオン化しやすい強酸、強塩基が目的成分と重なっている場合、脱塩することで感度を向

上させることができる。

(3) MSに最適なイオン化条件への変換（高感度化）

LCとMSにおける移動相の最適条件は異なるが、LC最適条件で分離した後で移動相のpH

を変化させることでMSの感度を向上させることができる。
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ꜝךּ

今回の検討にあたり、下記の皆様に多大なご協力を頂きました。

心より御礼申し上げます。

一般財団法人 日本冷凍食品検査協会

橘田様

日本電子株式会社

笠置様、山口様、池下様
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