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品質管理操務等を代表とするルーチン分析を円滑に行うために、省力化・低コスト化は大変重要である。 HPUご

分析の場合、分析時間の短期献帯餅目溶媒の自l臓などが考えられるが、 今回は、 アルカリ性拶動相を用いた分析

法におけるカラム耐久性と、内標準物質に色諜を用いた多波長同日粉析のzテーマについて検証しむ

1.アルカリ性移耕目を用いた分析法におけるカラム耐久性に関する検証

目的

イオンペア試薬を用いた分南野き析（イオンベア樹は、イオン陸化合物を簡便に再現性良く分析できる手法と

して広く利用されている。しかし、 カラムの安定化及U明争に多くの時間を要することやカラムの専有制2推奨

されていることなどから、ルーチン分析を行う上で、業務効率化の妨げとなっている。

近年、アノレカリ世拶耕自に対して耐久性を持たせたO凶カラムが次々と登場し、塩基性物質について、アルカ

リ性移掛目を用いたイオシ税制法による分自紛析を実現させる技術として注目されている。イオシ制I制｜法はイオ

ンベア法に比べ効率化の面で街Lた手法である。そこで前報。では、鼻炎用医薬品の成分について、イオシ制1

制法による分向島対庁を試み、分離度及び定量性に問題がない分析法を設定することができた。しかし、分析を重

ねるごとにカラムの劣｛回河観され、カラムの耐久性に課題lが残った。そこで、 今回はアノレカリ世拶動相に対し
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て耐久性を持たせた3社のカラムを使用し、前報。で設定し信条件でのカラム耐久性を検証しむ

試験方法

「リドカインJを約5伽gを精密に量り、移掛目を加えて溶かし、耳確に5批とし、リドカイ〉標準原液とし

た。別に「フェニレフリシ世部組j約5伽g及び「クロノレフェニラミンマレイン酸庖l約5伽沼をそれぞれ精密に

量り、これにリドカイシ標準原液l伽也を正確に加え、移車湘を加えて溶かし、正確に50此としむこの液lOmL

と内標準溶液Sr札を正確に加え、さらに移耕目を加えて10伽Lとし、標準溶液とした。標準協夜lOμLにつき、

下記の条件でHPLCにより誌験を行う。標準溶液をl社あたり 100回ずつ注入し、計3社300回の注入後、最初

に宮験を行った会社で再U事験を行い、シンメトリ｝係数、理論段数及的湘肢の変化を調査した。

内標準腐夜パラオキ、ン安息香世エチルの移観相樹夜。→5000)

試験条件

検出器：紫外吸治t度計 C検出波長： 230run〕

カラム：XBridge C18 3. 5 μ m 4. 6n:rnID×75nm使用可能pH:pHlへ州12（日本ウォーターズ桝試街並鈎

Nucleodur Cl8 3 μ m 4. 6mmlD×75nm使用可能pH:P旧へ倒110桝5む封土ケムコプラス劉

Triart C18 3 μ m 4. 6mnID×75nm使用可能pH:pHl同》pHl2c桝試浩社ワイエムシィ掛

移動相：メタノーノレ／0.05%トリエチノレアミン潜夜にリン酸を加えてpHlO.Oに調整した樹夜（3: 2) 

カラム温度： 30＇℃付近のー完封且度

流量：リドカインの保持時間が約7分になるように調整する俳~1. OmL/min) 

結果と考察

3社のカラムを用いて分析した結果、 XBridge Cl8やNucleodurCl8においては、分析対象の分離が不朽士で

あるものが認められ、一部の脳全が評価不能で、あった（図1、2）。これに対し、 TriartCl8は全ての成分が分離

できており（国3）、本試験条件においては、 3社の中ではTri町 tCl8による分析が最適であると考えられる。

カラム耐久性を調査した結果、 NucleodurCl8は、 i留野台析において徐々にシンメトリー係数の増加キ哩論段

数の低下など、パラメーターに大きな変動が認められた（図 5）。さらに、ピーク形状も変化しており、カラム

としての耐久性は低いと考えられる。 TriartC18は、パラメーターに変動が認められたが（図6)1回目と 301

回目を比較したとき、ピーク形状の著しし可丘下は認められなかったことから、カラムとしての耐久性はほとんど

問題ないと恩才つれる。一方、 XBridge Cl8ではTriartCl8で認められたカラムの劣化は確認されず、ほとんど

パラメーターの変動は認められなかった（図 4）。従って、分離条件に課題はあるが、 i留費使用における耐久性

はXBridge C18がより適切であり、溶出条件を最適化対Uま使用可能と推察された斗なお、前報。において、

Triart Cl8による分析ではカラム耐久性に課題があり、ルーチン分析に用いる場合には、問題がある可能性が

示された。しかし、今回の検証においては、若干のカラム劣化は認められたが、分析に支障を来すほどの問題は

なかった。これは、前回は、同ーのカラムで分析法の開発・検討から始めたため、

様々な移動相条件 (pHや溶媒の種類、組成上ωの変化により、カラムへの負担が大きくなったためと推察さ

れた。
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Nucleodur C18のクロマトグラム図2
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Triart C18のクロマトグラム
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X Bridge C18の理論民数とシンメトリー係数
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図5 Nucleodur C18の理論段数とシンメトリー係数
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図6 Triart C18の理論段数とシンメトリー係数
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2.内標準物質に色素を用いた多波長同時分析の検証

目的

多成分の同時朔においては、被検阪昔の溶出時間が接近している場合やその他の成分納荘する場合には、

全耐をの溶出後に溶出する内標準物質を設定せざるを得ないことが多々あり、分析時間が長時間になりやす凡

今回は新しい試みとして、内標準物質に色素を用いた多波長同防昔析を試みたc 一赦用医薬品の有効成分は、

紫外峨の低披長にしか吸収がないものが多く、低波長で測定を行うのが一般的である。そこで、内標準物質とし

て紫外域倒邸支長以トの可視域に大きな吸収を持つ色諜を用いた。色素を内標準物質にすることで、被検街長の

紫外按の測定波長による分析では内標準鈎質カ濃用できない溶出位置においても、可視撲では内標準物質として

の設定が可能となり、分析時間の短縮に寄与できると考えた。本検討で民「寸究用医薬品の試験法仕掛」の

鼻炎用点鼻薬の項回収載されている方法を参考に、フェニレフリシ姐酸塩、クロノレフェニラミンマレイン酸塩及

びリドカインについてフォトダイオ」 ドアレイ検出器を用いた多波長同時台析を行い、各戒分の直線性と回収率

の確認をすることで、本分析i去の実用性を検証しむ

試験方法

市販鼻炎用点鼻薬のフェニレフリン塩酸塩約10mg、クロノレフェニラミンマレイン酸聯句10時及びリドカイン

約お沼に対応する量を正確に量り、内標準協夜5止を正確に加え、さらに移動相を加えて10伽止とし、孔径0.45

μmのメンプランフィノレターでろ過し、初めのろ液3此を除き、次のろ液を試料簡夜とした。 「リドカイン」約

円
‘
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50mg、「フェニレアジン塩酸塩j約250昭及び fクロノレフェニラミンマレイン駿塩j約お伽gをそれぞれ綿密に

量り、移動淘を加えて諮かし、忘確に拍nLとしたこの按1札と内標準溶液5mLを五確に加え、さらに移耕留

を加えて5偽札とし、孔桂0.45μmのメンブ、ランフィルターでろ過し、初めのお疲おえを除き、次のろ液を穣準

溶液とした。

説斜諮夜及む糠準瀦夜lOμLにつき、下記の条件で即LCiこより試験を行う。試料瀦夜及。穣準溶液の内標準

物質のピーク面積lこ対する有効成分のど）ク面積の比を求めた。

内接準溶液青色1号の移動相潜液（1→20000)

訴験条件

被出器：フ;;j-トダイオ」ドアレイ検出器〈表1)

換出波長： 230nm（フェニレプリン、クロルフェニラミン、リドカイン） , 600nm （脊色1号う

カラム：① L-columnODS 5 μ m 4.. 6mmID×150四樹団法人化学際静餌研売機様車お

② Inertsil ODS-3 5μm 4.街頭JD）ぐ150四（ジーエルサイエンス）

移動指：ド＼プタンスルホン酸ナトリウム 1.4gを水77i伽止に溶かし、日ン酸でp也 2~こ調整する。こ斜夜

とアセトニトy，レを（3: 1）の割合で謹合する。

カラム温度： 40℃付近のー窟昆度

訴訟量： L伽L/min

結果と考察

カラム①、②を用いて上競織を実施しt::J操、成分の測定波長である 230m での測定において、カラム①

では内諜準物質とフェニレプリンのどークは重ならなかった（図 7、8）。よって、使用するカラムは命とした

また、内標準陶質を検出する波長として、印Orunを選択した（留針。

この試験方法で、共同研究者の2御酒藤舵府UO@ll肢試験を行い、完用性について擬すした。この分析方法

が実用性のあるものかを判断する基準として、臨謝主に濁しては各濃度の泰明溜夜（60、郎、 100、120、140%)

から算出された副輔親の相欝係努めま0.999 kユム添加回収については杢宮教液八各濃度の誤斜溶液（80、100、

12側を語訪日したときの回収率が 100.00±5.0闘であることと定めた。その結果、 3成分共に藍銅色回収率に

問題がなく、基準を満たしており、 2社簡の結果に大きな塾諾意められなかった（表2、3）。これらの結果より、

この分析方法が製剤jの定量に実用可宮きであることが和愛された。

今回、内按準物質として入手が容易で、比較的広く用いられている青色l号を用いたが、色素には湾視光で犠

大技技を持つものが多いことから、より内標準紡質として適したものがあると考えられる。分析時簡を短縮し義

務効率化を実現する方法として、今後さらなる櫛す・分析法構築が期待される。

Inertsilによるクロマトグラム
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表1

回収率

詩科 回収率偶）
成分

溶液 A社 B社

80覧 102.9 100.。
フェニレフリン 100 % 101. 5 98.8 

120 % 100.8 98.8 

80 % :m皿01 了，: 1「~面四9下: リドカイン 100見

120係

80覧
101. ~ : ::: ~ ト一一

クロノレフェニラミン 100 % 100. 

120 % 101. 0 99.4 

表3直線性の相関係数

相関係数

成分 A社 B社

ブェニレプリン 0.9蜘 10.9999 

リドカイン
ヤーーー一一一

0. 9999 ! 1. 0000 クロノレフェニラミン

表z
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