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要　　　約
ニトロソアミンは，高い発がん性を有すると考えられている．近年，医薬品中に許容摂取限度量
以上のニトロソアミンが検出される事例が相次ぎ，世界中で医薬品の自主回収が行われた．医薬品
中のニトロソアミンの定量分析方法を確立することは，医薬品の安全性を確保するために非常に重
要である．
本研究では，LC-MS/MSを用いた，バルサルタン，ラニチジン及びメトホルミン中のN－ニトロ
ソジメチルアミン（NDMA）の定量分析法の構築を目指し検討を行った．その結果，0.5~10ng/mL
の濃度範囲において，相関係数（R）>0.999の良好な直線性が得られた．検出および定量限界濃度は，
それぞれ0.1ng/mL，0.5ng/mLであった．バルサルタン，ラニチジン及びメトホルミンについて添
加回収試験を行った結果，回収率は89.6～110.3％であり良好な回収率であった．以上から，LC-MS/
MSを用いた医薬品中のNDMAの分析方法を構築することができた．

Summary
Nitrosoamines…are…considered…to…have…high…carcinogenic…potency,…and…several…medications…have…

been…subject…to…recall…worldwide…due…to…the…presence…of… these… impurities.…To…ensure…the…safety…
of…pharmaceutical…products,…it…is…important…to…establish…an…analytical…method…for…the…quantitative…
detection…of…nitrosoamines.
In… this…study,…an…LC-MS/MS…method…was…validated… for… the…quantitative…detection…of…NDMA…
in…drug…products…and…substances…of…valsartan,…ranitidine,…and…metformin.…Good… linearity…with…a…
correlation…coefficient… (R)…>…0.999…was…achieved…at…the…concentration…range…of…0.5–10ng/mL.…The…
limits…of…detection…and…quantification…were…0.1ng/mL…and…0.5ng/mL,…respectively.…Recovery…tests…
were…carried…out…by…applying…NDMA…to…valsartan,…ranitidine…and…metformin.…The…recovery…rates…
were…determined… to…be…89.6–110.3%,…which…were…well…acceptable… in… the…validation…process.… In…
conclusion,…a…practical…LC-MS/MS…method…for…the…determination…of…NDMA…in…drug…matrices…was…
established.
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緒　　言

ニトロソアミンは，アミンにニトロソ基をもつ化合
物の総称であり，古くから発がん性を有することが知
られている1）．潜在的発がんリスクを低減するための
医薬品中DNA反応性（変異原性）不純物の評価及び
管理（ICH-M7）では，クラス 1（既知の変異原性発
がん物質）に分類されている2）．
2018年 6 月にバルサルタン原薬において，ニトロソ
アミンの一つであるN－ニトロソジメチルアミン（以
下，NDMAと示す）が検出されたことを皮切りに，
ラニチジンやメトホルミンを原薬とする様々な製剤か
らもニトロソアミンが検出され，世界的に医薬品の回

収が行われた3 -11）．その後，ニトロソアミンの混入が
排除できない製剤については，厳格な管理が求められ
ている．なお製剤中のニトロソアミンの許容摂取限度
量は，表 1のとおり設定されている12）．従って，ニト
ロソアミンのリスク管理を行うには，表中の許容摂取
限度量を正確に定量できる分析方法を構築しなければ
ならない．この点において，許容摂取限度量は極めて
微量であるため，製剤中に含まれる微量のニトロソア
ミンを検出するには，高感度な分析機器と分析技術が
不可欠であることが示されている13）．
そこで本研究では，これまでの報告14）を参考に，
製剤中に許容摂取限度量以上の混入が報告された
NDMAに焦点を当て，当センターのLC-MS/MSを
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使用し，NDMAの分析条件の最適化，バルサルタン
錠，ラニチジン塩酸塩及びメトホルミン錠を用いた
NDMAの添加回収試験を通じて，NDMAの分析方法

を構築することを目的とした．以下にその検討内容を
報告する．

表 1．ニトロソアミンの一日摂取量の許容摂取限度量

ニトロソアミン 許容摂取限度量
（ng/day）

N-nitrosodimethylamine（NDMA） 96
N-nitrosodiethylamine（NDEA） 26.5

N-nitroso-N-methyl-4-aminobutyric　acid（NMBA） 96
N-nitrosomethylphenylamine（NMPA） 26.5
N-nitrosoisopropylethylamine（NIPEA） 26.5

N-nitrosodiisopropylamine（NDIPA） 26.5

方法及び結果

分析には，ACQUITY…UPLC…H-Class…PLUSシステ
ム，及びXevo…TQ-XSタンデム四重極型質量分析計を
用いた．なお，定量限界濃度の評価及び直線性の検討
はグラジエント条件①，バルサルタン錠及びラニチジ
ン塩酸塩についての添加回収試験はグラジエント条件
②，メトホルミン錠についての添加回収試験はグラジ
エント条件③により分析を行った．

LC-MS/MS分析条件
LC条件
装置：ACQUITY…UPLC…H-Class…PLUSシステム
カラム；…ACQUITY…UPLC…HSS…T3,……

1.8μm,…3.0×100…mm
カラム温度：30…℃
注入量：10μL
流量：0.5mL/min
移動相A：0.1%ギ酸水溶液
移動相B：0.1%ギ酸メタノール
分析時間： 5分…or… 7 分
グラジエント条件①：（A）95%　（B）5%
グラジエント条件②： 0～3.6分　（A）95%　（B）5%

3.6～5分…（A）95%→5%…
（B）5%→95%

4.5～7分（A）5%　（B）95%
グラジエント条件③：0～4分（A）97%　（B）3%

4～4.5分…（A）97%→3%…
（B）3%→97%

4.5～7分（A）3%　（B）97%

MS条件
装置：Xevo…TQ-XSタンデム四重極型質量分析計
イオン化モード：APCI
Voltages
mode：current　corona：1.0…[uA]　cone：25…[V]
Gas…Flow
desolvation：800…[L/hr]　cone：150…[L/hr]　
nebulizer：4.0…[Bar]
APCI…probe…temp：450…℃
MRM条件

成分名
プリカーサー
イオン
（m/z）

プロダクト
イオン
（m/z）

Cone Collision…
energy

NDMA 75 58

25 1043

d6-NDMA 81 64
49

①　定量限界濃度の評価
NDMA標準溶液の希釈液を作成し，上記分析条件
において定量及び検出が可能な濃度範囲について検討
した．その結果より定量限界濃度を算出した．定量限
界濃度の評価については，各希釈溶液のS/N比を算出
し，その値が10以上となる最も低い濃度を定量限界濃
度とした．定量限界濃度については再現性を確認する
ため， 6回繰返し注入によるRSDを算出した．

標準原液の調製
NDMA（東京化成）を10μL（10mg）量り，10…
mLのメスフラスコに入れメタノールでメスアップし
た（ 1 mg/mL）． 1 mg/mLのNDMA溶液を精製水で
希釈し，10…ng/mL， 1 ng/mL，0.1…ng/mLのNDMA
標準原液をそれぞれ調製した．
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内標準原液の調製
d6-NDMA標準溶液（100μg/mL）（関東化学）を
1 mL量り，10…mLのメスフラスコに入れメタノール
でメスアップした（10μg/mL）．10μg/mLを精製水
で希釈し，100…ng/mLのd6-NDMA標準原液を調製した．

標準溶液の調製
上記で調製した標準原液と内標準原液を用いて，
NDMAの濃度が…0.01～ 1 ng/mL，d6-NDMAの濃度が
10…ng/mLとなるよう標準溶液を調製した．なお，希
釈には精製水を用いた．

結果
プリカーサーイオン75に対してプロダクトイオン58
及び43を比較すると，プロダクトイオン58の方が，感
度が良いことが分かった（表 2）．プロダクトイオン
58で分析した場合，0.5…ng/mLのNDMA標準溶液がS/
N比10以上で最も低い濃度であったため，0.5…ng/mL
を定量限界濃度と設定した．0.5…ng/mLの 6 回繰返し
注入のRSDは2.98%と十分な再現性が得られた．なお，
プロダクトイオン43で分析した場合S/N比が10以上に
なるのは， 5 ng/mLであった．

表 2．定量限界濃度の検討

N.D.=　検出不可

②　直線性の確認
定量限界濃度と設定した0.5…ng/mLから10…ng/mLま

でのNDMA標準溶液を調製し，直線性の確認を行っ
た．

結果
プロダクトイオン58で分析した場合，0.5…ng/mL ～
10…ng/mLの範囲では，相関係数0.9992となり良好な

直線性が得られた（図 1）．プロダクトイオン43で分
析した場合， 1 ng/mL ～10…ng/mLの範囲では，相関
係数0.9998となり良好な直線性が得られた．従ってプ
ロダクトイオン58で分析を行った方が，より低濃度ま
でNDMAを検出できることが分かった．以下の添加
回収試験では，プロダクトイオン58を指標に分析する
こととした．

図 1．直線性の検討

NDMA 75>58 (d6-NDMA 81>64)  

標準溶液濃度 ピーク面積比 S/N 

1 ng/mL 0.113 30 

0.5 ng/mL 0.062 22 

0.1 ng/mL 0.023 3 

0.05 ng/mL N.D. N.D.

0.01 ng/mL N.D. N.D.

NDMA 75>43 (d6-NDMA 81>49) 

標準溶液濃度 ピーク面積比 S/N 

1 ng/mL 0.118 5 

0.5 ng/mL 0.031 2 

0.1 ng/mL N.D. N.D.

0.05 ng/mL N.D. N.D.

0.01 ng/mL N.D. N.D.
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③　バルサルタン錠の添加回収試験
市販のバルサルタン錠を使用し，添加回収試験を
行った．添加するNDMA標準溶液の濃度は，試料
300…mgを溶媒10…mLに溶かした際の許容摂取限度濃
度（6.3…ng/mL）を含む濃度を添加する条件①と試料
300…mgを溶媒 5 mLに溶かした際の許容摂取限度濃度
（12.6…ng/mL）の 1 /10を含む濃度を添加する条件②
の 2パターンで検討を行った．なお，それぞれの試料
についてRSD（n= 3 ）も算出した．

試料調製方法
バルサルタン錠を乳鉢・乳棒で粉末にし，約300…
mgを量り遠沈管に入れた．この遠沈管にメタノール
を加え振り混ぜた．ここにNDMA標準溶液を加え，
さらにd6-NDMA標準溶液を入れ，全量が10…mLまた
は 5 mLとなるように精製水を加えた．その後，振り
混ぜて超音波処理を 5分間行った．この液を12,000…
rpmで10分間遠心分離し，上清をフィルターでろ過
し，試料とした．添加したNDMAの濃度は，条件
①では2.5， 5 ， 7 ， 5 ng/mL，条件②では 1，2.5，
5 ng/mLとなるよう調製した．

結果
試料300…mgを溶媒10…mLに溶かした際の許容摂取限
度濃度（6.3…ng/mL）を含む濃度を添加する条件①で
は，回収率95.51～97.52％と良好な結果となった．そ
れぞれの添加濃度のRSD（n= 3 ）は，2.5…ng/mLでは
0.52%， 5 ng/mLで は0.08%，7.5…ng/mLで は0.19%で
あった．試料300…mgを溶媒 5 mLに溶かした際の許容
摂取限度濃度（12.6…ng/mL）の 1 /10を含む濃度を添
加する条件②では，回収率92.78～101.56％と良好な結
果となった．それぞれの添加濃度のRSD（n= 3 ）は，
1 ng/mLでは4.54%，2.5…ng/mLでは1.46%， 5 ng/mL
では1.47%であった．

④　ラニチジン塩酸塩の添加回収試験
市販のラニチジン塩酸塩錠は，すべて自主回収と
なっており入手が不可能であったため，ラニチジン
塩酸塩原薬からの添加回収試験を想定し，「ラニチジ
ン塩酸塩」（東京化成）の試薬を使用し添加回収試験
を行った．添加するNDMA標準溶液の濃度は，バル
サルタン錠の添加回収試験と同様に試料200…mgを溶
媒10…mLに溶かした際の許容摂取限度濃度（6.4…ng/
mL）を含む濃度を添加する条件①と試料400…mgを溶
媒10…mLに溶かした際の許容摂取限度濃度（12.8…ng/
mL）の 1 /10を含む濃度を添加する条件②の 2パター
ンにおいて検討を行った．なお，それぞれの試料につ

いてRSD（n= 3 ）も算出した．LC-MS/MS分析条件
については，上記で行ったバルサルタン錠の添加回収
試験と同様とした．

試料調製方法
ラニチジン塩酸塩を，約200…mgまたは約400…mgを

量り遠沈管に入れた．この遠沈管にメタノールを加え
振り混ぜた．ここにNDMA標準溶液を加え，さらに
d6-NDMA標準溶液を添加し，全量が10…mLとなるよ
うに精製水を加えた．その後，振り混ぜて超音波処理
を 5分間行った．この液の上清をフィルターでろ過
し，試料とした．添加したNDMAの濃度は，条件①
では 0， 4， 6， 8 ng/mL，条件②では 0， 1，2.5，
5 ng/mLとなるよう調製した．

結果
試料200…mgを溶媒10…mLに溶かした際の許容摂取
限度濃度（6.4…ng/mL）を含む濃度を添加する条件①
では，回収率98.64～107.05％と良好な結果となった．
それぞれの添加濃度のRSD（n= 3 ）は， 0 ng/mLで
は3.00%， 4 ng/mLで は0.66%， 6 ng/mLで は2.13%，
8 ng/mLでは0.64%であった．試料400…mgを溶媒10…
mLに溶かした際の許容摂取限度濃度（12.8…ng/mL）
の 1 /10を含む濃度を添加する条件②では，回収率
89.64～110.32％と良好な結果となった．それぞれの
添加濃度のRSD（n= 3 ）は， 0 ng/mLでは5.20%，
1 ng/mLでは0.43%，2.5…ng/mLはで1.38%， 5 ng/mL
では3.67%であった．

⑤　メトホルミン錠の添加回収試験
市販のメトホルミン錠を使用し，添加回収試験を
行った．添加したNDMA標準溶液の濃度は，バルサ
ルタン錠やラニチジン塩酸塩と同様に試料900…mgを
溶媒10…mLに溶かした際の許容摂取限度濃度（3.3…ng/
mL）を含む濃度を添加する条件①と試料 3 ,000…mgを
溶媒10…mLに溶かした際の許容摂取限度濃度（11…ng/
mL）の 1 /10を含む濃度を添加する条件②の 2パター
ンにおいて検討を行った．なお，それぞれの試料につ
いてRSD（n= 3 ）も算出した．LC-MS/MS分析条件
については，上記で行ったバルサルタン錠やラニチジ
ン塩酸塩の添加回収試験の条件から移動相のグラジエ
ント条件を変更して分析を行った．

試料調製方法
メトホルミン錠を乳鉢・乳棒で粉末にし，約900…
mgまたは約3,000…mgを量り遠沈管に入れた．この遠
沈管にNDMA標準溶液を加え，さらにd6-NDMA標準
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溶液を添加し，全量が10…mLとなるように精製水を加
えた．その後，振り混ぜて超音波処理を 5分間行っ
た．この液を12,000…rpmで10分間遠心分離し，上清を
フィルターでろ過し，試料とした．添加したNDMA
の濃度は，条件①では 2，3，4 ng/mL条件②では 1，
2.5， 5 ng/mLとなるよう調製した．

結果
試料900…mgを溶媒10…mLに溶かした際の許容摂取

限度濃度（3.3…ng/mL）を含む濃度を添加する条件
①では，回収率100.24～108.21％と良好な結果となっ
た．それぞれの添加濃度のRSD（n= 3 ）は 0 ng/mL
では1.56%，2 ng/mLでは1.07%，3 ng/mLでは1.14%，
4 ng/mLでは0.61%であった．試料3,000…mgを溶媒10…
mLに溶かした際の許容摂取限度濃度（11…ng/mL）の
1 /10を含む濃度を添加する条件②では，回収率98.37
～105.68％と良好な結果となった．それぞれの添加濃
度のRSD（n= 3 ）は， 0 ng/mLでは6.95%， 1 ng/mL
では2.91%，2.5…ng/mLでは2.76%，5 ng/mLでは1.16%
であった．

ま と め

0.5…ng/mL ～10…ng/mLの濃度のNDMAにおいて，
良好な直線性と再現性を得ることができた．この分析
条件を用いて，添加回収試験（バルサルタン錠，ラニ
チジン塩酸塩，メトホルミン錠）を行った．その結
果，許容摂取限度濃度のNDMAを添加しても，良好
な回収率が得られた．さらに，その許容摂取限度濃
度の 1 /10の濃度を添加しても良好な回収率が得られ
ることがわかった．従って，当センターにおけるLC-
MS/MSを用いてのNDMAの分析条件を構築すること
ができた．今後，NDMA以外のニトロソアミン類に
ついても分析方法の構築を進めていく予定である．
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