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COVID-19 から学んだもの：リン酸クロロキ
ンを分析するための MS 適合条件を⽤いた 
HPLC/UV 分析法の性能検証
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⽀援 をご 希望 ですか？  ウォーターズでは、新型コロナウイルスに対抗するための取組
みを⽀援しています。⽀援の要請は、以下にご連絡ください。  新型コロナウイルスイノベー
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ション対応チーム

本書はアプリケーションブリーフであり、詳細な実験⽅法のセクションは含まれていません。

要約

有効な抗マラリア薬であるリン酸クロロキン（図 1）は、多くの低分⼦薬物と同様、新型コロナウイルスの治療薬

候補として調査が⾏われています。現在の臨床的証拠からは、SARS-CoV-2 に感染した⼊院患者に対してヒドロキ

シクロロキンやクロロキンを使⽤した場合の効果は⽴証されていませんが、ウォーターズでは、COVID-19 パンデ

ミックの初期段階に、改良した分析法の検証を始めました。このアプリケーションブリーフでは、リン酸クロロキ

ンの分析のための MS 適合条件を⽤いた迅速な HPLC/UV 分析法を提供しています。質量分析法（MS）により、製

造プロセスまたはルーチン検査で⽣じる新しい成分や未知の成分を正確に同定することができます。リン酸クロロ

キン錠の現在の USP モノグラフ分析法（USP42-NF37）と⽐較すると、新しい分析法では分離能が⾼く、テーリン

グが少なく、分析時間が短縮されています。COVID-19 の状況下でのクロロキンの最終的な臨床結果の如何にかか

わらず、これらの分析の進歩は、⼀般的なクロロキン分析にも適⽤できます。更に、この研究は、部分的にその他

の低分⼦治療法にも移管できます。

アプリケーションのメリット

ACQUITY Arc システムを使⽤した、⾼速で信頼性の⾼い MS 適合条件を⽤いた HPLC-UV 分析法■

USP 分析法と⽐較した、クロロキンおよびアモジアキンのピーク分離の向上およびピークテーリングの減少■

ACQUITY QDa 検出器のマススペクトルデータを使⽤した、迅速で正確なピーク同定■

はじめに

クロロキン（CQ）およびその誘導体であるヒドロキシクロロキンは、⻑年にわたってマラリアの化学的予防法と

して処⽅されており、最近では慢性⾃⼰免疫疾患の治療の補助として処⽅されています1。 初期の in vitro 研究で

は、この医薬品の有効成分が SARS-CoV-2 の感染を阻害する可能性が⽰されていました2。 ⼀⽅、臨床のコンセン

サスとして、臨床研究の主な対象となる患者集団である COVID-19 ⼊院患者において、クロロキンおよびヒドロキ

シクロロキンの効果は⽴証されていません3。 いずれにしても、SARS-CoV-2 感染初期に、または暴露前予防投与

の形で、同薬物を使⽤することについては疑問が残っています4,5。COVID-19 パンデミックの初期段階に、政府お

よび製薬会社が積極的に臨床研究を⾏っている間、当社では、医薬品の開発および製造における、⾼速で⾼性能な 

MS 適合の分析法の潜在的ニーズを⽀援するための新たな分析法を検証しました。
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このアプリケーションブリーフでは、USP システム適合性の要件を満たしつつ、MS 適合バッファーを使⽤したリ

ン酸クロロキンの⾼速で信頼性の⾼い HPLC/UV 分析法を紹介します6。

COVID-19 の状況下で、クロロキンが使⽤されるかどうかにかかわらず、この新しい分析法はクロロキン分析にお

いて⼀般的な利⽤価値があり、同様の低分⼦治療法にも部分的に移管できる可能性があります。

図 1. リン酸クロロキン

結果および考察

リン酸クロロキンの新しい HPLC 分析法の性能は、現在の USP モノグラフに記載されているリン酸クロロキン錠

のシステム適合性要件6に従って評価されました。システム適合性溶液は、ACQUITY Arc システムを⽤い、MS およ

び HPLC-UV 適合の分析条件と USP の分析条件を⽤いて分析しました（表 1）。ACQUITY QDa 質量検出器は、新

しい MS 適合メソッドでのみ使⽤し、分析種のマススペクトルデータ情報を収集しました。新しい分析法を使⽤し

てシステム適合性溶液を分析した結果、現在の USP 分析法と⽐較して、クロロキンとアモジアキンのピークがよ

りよく分離することがわかりました（図 2）。更に、USP 分析法（7 分）と⽐較して、新しい分析法では分析時間

が短縮されました（3 分）。ACQUITY QDa 検出器からのマススペクトルデータにより、質量検出による迅速で正

確なピーク同定が可能になりました(図 3)。



表 1. リン酸クロロキンにおける新しい HPLC および USP 分析法の条件



図 2. 新しい HPLC および USP 分析法を使⽤したシステム適合性標準溶液の分析（224 nm の UV）

図 3. ピーク同定を確認する Empower 3 ソフトウェアの質量分析画⾯



新しい HPLC-MS 適合条件で実施した分析法のシステム適合性の結果は、USP 基準を正しく満たしていました（表 

2）。新しい条件で分析すると、USP 分析法と⽐較して、クロロキンとアモジアキンの間の分離が⼤幅に向上しま

した。システム適合性溶液の 5 回の繰り返し注⼊におけるピーク⾯積および保持時間の相対標準偏差は、0.4% 以

下でした。更に、新しい MS 適合の分析法では、クロロキンについて USP テーリングのわずかな改善が⾒られ、ア

モジアキンについては同様の USP テーリングが得られました。

表 2. リン酸クロロキン錠についての、新しい MS 適合 HPLC 分析法および USP 分析法によるシステム適合性の結

果

結論

このアプリケーションブリーフでは、リン酸クロロキン錠の MS 適合分析法を紹介しました。この分析法では、MS 

分析を可能にすることで、クロロキンの特性解析および開発に使⽤できる分析ツールキットが拡張されます。MS 

分析により、個別の標準試料を⽤いずに、化合物の定性的同定が可能になります。更に、現在の USP モノグラフ

分析法と⽐較して、この新しい分析法により分析時間が短縮され、分離が改善することが分かりました。COVID-

19 の治療薬候補としてクロロキンが役⽴つかどうかにかかわらず、⼀刻を争う医薬品製造過程において、時間の短

縮は重要になると考えられます。更に、⾮常に重要な品質管理環境において、頑健な分析性能により信頼性を向上

させることができます。
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