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要約

この⽂書では、ACQUITY UltraPerformance コンバージェンスクロマトグラフィー（UPC²）システムを使⽤した、実

験計画法アプローチに基づく分析法開発の各ステップを説明しています。試験した化合物は、⾎清中の⾼コレステロー

ル値を下げるのに使⽤されるスタチン系に属しています。複数の医薬品処⽅においてスタチン系と組み合わせて使⽤さ

れているエゼチミブを追加しました。まず、5 種のカラムを様々なモディファイヤーおよびサンプル希釈液で評価しま

した。ACQUITY UPC² カラム設計を採⽤した Torus 1-アミノアントラセン（1-AA）カラムは、すべての分析種の分離

において最⾼の性能を⽰しました。次に、中⼼複合計画（Central Composite Design、CCD）を⽤いて、圧⼒、温度

、モディファイヤーの量が微調整パラメーターとして分離に及ぼす影響を評価しました。最終的なクロマトグラフィー

条件として、Torus 1-AA カラム、モディファイヤーとしてエタノール：⽔（95：5）、希釈液としてアセトニトリル-

エタノール（3：2）、流速 1.80 mL/分、オーブン温度 42 ℃、背圧レギュレーター 2175 psi、4 分で 5% 〜 15.5% モ

ディファイヤーのグラジエントを使⽤して測定した結果、クリティカルペアの最⼩分離度 2.0 という最良の分離が得ら

れました。ブラジルの規制機関（ANVISA）の指⽰に従って分析法のバリデーションを⾏ったところ、r > 0.99、正確性

の範囲 95% 〜 105%、精度 4.4% 以下（⽇内および⽇間）になり、分析種の濃度に照らして許容範囲内でした。

アプリケーションのメリット

コレステロール低下薬の分析のための迅速な ACQUITY UPC2 分析法■
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環境に優しい溶媒であるエタノールを少量使⽤し、移動相に添加剤が不要な、酸性コレステロール低下薬の分析■

主要な移動相として⼆酸化炭素を使⽤することで、有機溶媒の消費量を削減■

はじめに

世界保健機関（WHO）が 2016 年に実施したパネルでは、世界の主な死因として、主に⾼所得国において、第 1 位に虚

⾎性⼼疾患、第 2 位に脳卒中が挙げられています1。 これらの疾患は、⾎清中のコレステロールの増加に関連していま

す。スタチン系は、肝細胞でのコレステロール合成に関わるヒドロキシメチルグルタリルコエンザイム A（HMG-

CoA）還元酵素の作⽤を阻害することで、コレステロール値を低下させることが知られています2。 そのため、スタチ

ン系は⾼コレステロール⾎症の治療に幅広く使⽤されています。治療法によっては HMG-CoA の作⽤を阻害することで

コレステロール値が適切に低下しない場合があるため、⼩腸でのコレステロールの吸収を減少させる薬剤であるエゼチ

ミブが、スタチンと組み合わせて使⽤され、効果を挙げています3。

通常は、各スタチンあるいはエゼチミブとの組み合わせに対して分析法が開発されています4‒7。 これらの医薬品のほ

とんどに対して逆相液体クロマトグラフィー（RP-LC）が使⽤されており、有機溶媒（アセトニトリル、メタノール）

が⼤量に消費され、酸性添加剤が使⽤されています。この⽂書では、粒⼦径 2 μm 以下の充塡剤を⽤いたカラムを使⽤

した超臨界流体クロマトグラフィー（SFC）による迅速な多製品対応の分析法8 により、溶媒の消費量が削減され、添

加剤が不要になることを説明しています9。多製品対応分析法という⽤語は、同じ製剤に含まれるかどうかに関わらず

、複数の薬剤に使⽤できる単⼀の分析法開発を指します。 

SFC では超臨界流体（通常は⼆酸化炭素、CO2）を移動相として使⽤します。超臨界 CO2 を移動相とする利点として、

低粘度で溶媒和能が⾼く、気相と液相の中間であり、環境に優しいと⾔われている点が挙げられます10。 加圧 CO2 の

供給の改善と、⾃動背圧レギュレーター（ABPR）による頑健な圧⼒制御により超臨界流体を安定化させたことが、超

臨界流体クロマトグラフィーを競争⼒の⾼い分析⼿法として復活させる上で画期的な進歩となりました。CO2 に有機溶

媒（モディファイヤー）を添加すると、固有の⾮極性の特性が変化し、極性の⾼い化合物の溶出が可能になります11。

SFC 設計カラムのリリースに伴うこの点に加え、カラム外容量の減少および粒⼦径 2 μm 以下の使⽤により、より⾼速

かつ⾼感度の分析が可能になり、超⾼速液体クロマトグラフィーと同等以上の分離効率が得られました8。

最新の分析法開発においては、特に分析法のクオリティ・バイ・デザインの枠組みの中で、DOE（実験計画法）ツール
12 を⽤いた実験の変動要因の関数としてのクロマトグラフィーレスポンスのモデル化が強く推奨されています13。この

試験では、パラメーターである固定相、移動相モディファイヤーおよびサンプル希釈液をまずマルチレベルカテゴリー

計画（Multilevel Categorical Design）で評価し、結果を分析種の化学構造と関連付けました（パート I）。これらは 

SFC の選択性、ピーク形状、有効性に影響を及ぼす主要変動要因です14。次に、多製品対応分析法ですべての化合物が

分離されるようにするため、中⼼複合計画（Central Composite Design、CCD）を⽤いて、溶出の強度に影響を及ぼ
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す温度、モディファイヤーの圧⼒および⽐率といったパラメーターを試験し、分析法を最適化しました15（パート 

II）。 

実験⽅法

パート I：

システム： ACQUITY UPC2 システム

検出： PDA 検出器（240 nm で検出）

カラム： ACQUITY UPC2：

1）エチレン架橋型ハイブリッド（BEH）、

2）ハイストレングスシリカオクタデシル基結合（

HSS C18）、

3）表⾯チャージハイブリッドペンタフルオロフェニ

ル（CSH PFP）、

4）Torus 1-アミノアントラセン（1-AA）、

5）Torus 2-ピコリルアミン（2-PIC）

移動相 A： CO2（ボンベ、医療⽤グレード）

移動相 B： エタノール：H2O 95：5（0 〜 30 %（v/v））

カラム温度： 40 ℃

ABPR： 1500 psi

SM 温度： 室温

サンプル希釈液： アセトニトリル：エタノール 3：2（v/v）
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注⼊量： 1 μL

流速： 1.50 mL/分

バイアル： Waters アンバーガラス 12 × 32 mm スクリューネッ

クバイアル、2 mL

PDA スキャン範囲： 210 〜 400 nm

強ニードル洗浄溶媒： メタノール

弱ニードル洗浄溶媒： 2-プロパノール：メタノール 1：1

シール洗浄溶媒： メタノール

パート II：

システム： ACQUITY UPC2 システム

検出： PDA 検出器（275 nm で検出）

カラム： ACQUITY UPC2 Torus 1-AA 2.1 × 50 mm、1.7 µm（

製品番号：186007623）

移動相 A： CO2（ボンベ、医療⽤グレード）

移動相 B： エタノール：H2O 95：5（v/v）、グラジエントの終

了は中⼼複合計画（Central Composite Design）に

より異なる（CO2 中で 15.5 〜 27.5%）

カラム温度： 中⼼複合計画（Central Composite Design）により

異なる（25 〜 50 ℃）

ABPR： 中⼼複合計画（Central Composite Design）により

異なる（10.5 〜 16.3 MPa）
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SM 温度： 室温

サンプル希釈液： アセトニトリル：エタノール 3：2（v/v）

注⼊量： 1 μL

流速： 1.80 mL/分

バイアル： Waters アンバーガラス 12 × 32 mm スクリューネッ

クバイアル、2 mL

PDA スキャン範囲： 210 〜 400 nm

強ニードル洗浄溶媒： メタノール

弱ニードル洗浄溶媒： 2-プロパノール：メタノール 1：1

シール洗浄溶媒： メタノール

妥当な時間で分離が⾏えるように、最⼤分析時間を 10 分に設定しました。

サンプルの説明

シンバスタチン、ロバスタチン、ロスバスタチンカルシウム、フルバスタチンナトリウム、アトルバスタチンカルシウ

ム、エゼチミブは、⼆次医薬品標準試料として Sigma-Aldrich（⽶国ミズーリ州、EUA）から購⼊しました。プラバス

タチンナトリウムおよびピタバスタチンカルシウムは、Cayman Chemicals（⽶国ミシガン州、EUA）から純度 98% 

以上のものを購⼊しました。すべての実験において、標準品の混合物をアセトニトリル：エタノール 3：2（v/v）に溶

解し（濃度 0.5 mg/mL）、0.22 µm シリンジフィルターでろ過してから注⼊しました。ブラジル市場の市販品は、最

寄りのドラッグストアで調達しました。

結果および考察

パート I：固定相と有機モディファイヤーの選択
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分析法開発の最初のステップは、適切な固定相の選択でした。シンバスタチン、ロバスタチン、エゼチミブ以外の分析

種は陰イオン性と考えられます。これらの分析種の pKa 値は 5 未満であるため、アルコールモディファイヤーを含む 

CO2 ベースの移動相の⾒かけ上の pH が 5 〜 6 になると⾔われています16。

図 1 に⽰すように、ACQUITY UPC2 Torus 1-AA および Torus 2-PIC カラムは、添加剤を必要とせず、陰イオン性およ

び中性の分⼦種であるシンバスタチン、ロバスタチン、エゼチミブについて⾼性能を発揮しました。他のカラムでは、

陰イオン性分析種が適切なピーク形状で溶出しませんでした。これは、シラノール基に対する反発が原因と考えられま

す。これらの結果は、SFC ⽤の固定相の分類のための試験結果と⼀致していました16,17。さらに、Torus 1-AA のみが

シンバスタチン（1）とロバスタチン（2）をわずかに分離することができました18。分⼦の相違がメチル基 1 つのみで

あるため、完全に分離することはできないと考えられます。

図 1.  この試験で使⽤した各固定相で得られたクロマトグラム。分析条件：ABPR 1500 psi、温度 40 ℃、有機モディフ

ァイヤー EtOH：H2O 95：5（v/v）、4 分間で 0 〜 30% モディファイヤーのグラジエント溶出、その後、すべての化合

物が完全に溶出するまで、アイソクラティック溶出を 2 分間保持。注⼊量 1.0 µL、PDA 検出器を 240 nm に設定。

MeOH：EtOH 3：2（v/v）中 0.5 mg/mL の溶液を注⼊。ピークの同定結果：1 ‒ シンバスタチン、2 ‒ ロバスタチン、3 

‒ エゼチミブ、4 ‒ フルバスタチン、5 ‒ ロスバスタチン、6 ‒ ピタバスタチン、7 ‒ プラバスタチン、8 ‒ アトルバスタ

チン。Copyright Wiley-VCH GmbH.  許可を得て 18 から複製。

最初のスクリーニングは、5 分間で 0% 〜 30% 有機モディファイヤーの範囲のグラジエント溶出で⾏いました。メタ
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ノール、エタノール、イソプロパノールなどのアルコールの使⽤による選択性の変化はわずかでしたが、モディファイ

ヤーとしてアセトニトリルを使⽤した場合、分析時間が⻑くなり、最⼤濃度 30% まで超臨界 CO2 の⾮混和性が⾒られ

たことから、アセトニトリルは適していませんでした。これ以降の分析法開発においては、毒性の低さのため、エタノ

ールを選択しました。その後、5 分間で 0 〜 30% のグラジエント溶出と同じグラジエント勾配を維持するため、グラ

ジエント溶出の初期組成を 5% に変更し、最終組成 25% に 4 分で達するようにしました。グラジエント溶出開始時の

濃度が⾼いほど、移動相の吸着が減少し、溶出強度が⾼まります。

注⼊量は 1.0 µL のままにし、希釈液アセトニトリル：エタノール 3：2（v/v）中に溶液を調製しました。超臨界液体ク

ロマトグラフィーにおいて、固定相への溶媒の相互作⽤を最⼩限に抑えるために、希釈液としては弱溶媒が望まれます

。メタノールなどの強溶媒ではなく、弱溶媒であるアセトニトリルおよびエタノールを使⽤したのはそのためです。更

に、アセトニトリル/エタノール混合液は、これらの分析種にとってより安定した溶液であり、これらを同時に溶解す

ることが可能でした。

このステップの結果から、Torus 1-AA カラム、開始グラジエント組成 5% エタノールモディファイヤー：⽔ 95：5、

注⼊量 1.0 µL、希釈液としてアセトニトリル：エタノール 3：2（v/v）、というクロマトグラフィー条件の使⽤が適切

となりました。

パート II：DoE による超臨界流体の密度の試験

中⼼複合計画（Central Composite Design、CCD）を⽤いて、圧⼒、温度、モディファイヤーの⽐率といったパラメ

ーターにより影響を受ける超臨界流体の密度を試験しました。そのため、6 つの軸点および中⼼点（5 回繰り返し測定

）に沿って階乗 2³ を使⽤しました。この設定により、より少ない数の実験でナレッジスペースを拡張することができ

ました19。図 2 に、19 のクロマトグラムのうち 4 つを⽰します。係数を変えることで異なるプロファイルが得られる

ことがわかります。図 2A と 2B には、溶出プロファイルにわずかな差があり、図 2B に⽰す分離の⽅が優れています。

いずれの場合も、グラジエント溶出終了時のモディファイヤーの成分は同じでしたが（18%）、図 2B の結果は、より

⾼い圧⼒（2200 psi）および温度（45 ℃）の条件で得られたもので、これによって RSV/FLV および PRV/PTV の分離

度が 1.5 より⾼くなりました。 

更に、モディファイヤーの⽐率を 25% に設定した場合（図 2C）、溶出は速くなりましたが PRV および PTV が⼤きく

重なりました。平均の圧⼒および温度がそれぞれ 1950 psi と37.5 ℃ で、モディファイヤーの⽐率が最低（15.5%）と

いう別の条件では、クリティカルペアである RSV/FLV および PRV/PTV の分離度が 2.0 と最⼤になりました。図 2B お

よび図 2D に⽰したクロマトグラムが最良の分離プロファイルであることがわかります。これらのクロマトグラムによ

り、低含量のモディファイヤーおよび⾼い圧⼒と温度で、頑健な分析法が得られることが⽰されました。最も影響が⼤

きいパラメーターはモディファイヤーの⽐率で、保持時間が短縮し、移動相での化合物の溶解度が⾼くなりました。

EZT と ATV については、条件に関係なく⼗分な分離が得られましたが、SMV と LOV は、両者の類似性が⾼いために（

前述したよう CH3 基が 1 つ）、どの条件でも分離できませんでした。そこで、クリティカルペアである RSV/FLV およ
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び PRV/PTV の分離を試験するに際して CCD に注⽬しました。モデル化のレスポンスとして分離係数（α）を使⽤しま

した。クリティカルペアの分離度 2.0 以上を達成するには、分離係数が 1.04 以上であることが必要です。分離度 2.0 

以上を⽤いたのは、PTV と PRV の間の⾼さ⽐が 2：1 前後であったためです20。

図 2.  中⼼複合計画（Central Composite Design）で得られたクロマトグラムの模式図。共通条件：Torus 1-AA カラム、

モディファイヤー EtOH：H2O 95：5（v/v）、流速 1.50 mL/分、4 分間のモディファイヤー 5% でグラジエント溶出を

開始し、完全に溶出するまでアイソクラティックに維持、240 nm での PDA 検出、注⼊量 1.0 µL、希釈剤としてアセト

ニトリル：エタノール 3：2（v/v）。ピークの同定結果：1 ‒ シンバスタチン、2 ‒ ロバスタチン、3 ‒ エゼチミブ、4 ‒ 

フルバスタチン、5 ‒ ロスバスタチン、6 ‒ ピタバスタチン、7 ‒ プラバスタチン、8 ‒ アトルバスタチン。

興味深い点として、RSV および FLV の間の分離は温度の影響を強く受け（図 3A）、PRV および PTV の間の分離は、（

⾚い領域に向かって）主に圧⼒の影響を受ける（図 3B）ことも分かりました。これらの影響は、モディファイヤーの

含量が低く、移動相の CO2 含量が⾼い場合（したがって流体の圧縮性が⾼い場合）に、更に顕著でした。⾔い換える

と、流体パラメーターの内、温度と圧⼒の両⽅が、⼤きな影響を及ぼすことが予測されます。これにより、SFC 条件下

で分離特性に影響を与えるパラメーターを試験する上において、多変数アプローチの使⽤の重要性が浮き彫りになりま

す。

8
UltraPerformance コンバージェンスクロマトグラフィー（UPC2）によるコレステロール低下薬の分析における多製品対
応分析法の開発



図 3.  分離係数の等⾼線マップ。A）モディファイヤーおよび温度の関数としての RSV/FLV の分離（圧⼒を 1950 psi に

設定）、B）モディファイヤーおよび圧⼒の関数としての PRV/PTV の分離（温度を 37.5 ℃ に設定）。

図 4 に、2 つのクリティカルペアの重ね描きプロットを、グラジエント終了時の有機モディファイヤーの含量 

15.5%（図 4A）および 16.0%（図 4B）の場合について⽰します。明るい⻩⾊の領域は、望ましいレスポンスの領域を

⽰します。淡い⻩⾊の領域は、予測が不確かな領域を⽰します（予測値平均についての信頼区間 95%）。グレーに⾊

付けした領域は、許容されない係数設定を規定します。

バリデーション⽤に選択した分析法条件は、明るい⻩⾊の領域内の温度 42 ℃、圧⼒ 14.83 MPa、4 分間でモディファ

イヤー 5% 〜 15.5% のグラジエント溶出で、アスタリスク（*）で⽰しています。この分離を達成するための重要な変

動要因は、図 4A と 4B の⽐較から分かるように、移動相中の有機モディファイヤーの⽐率です。これを把握すること

は、分析法開発時に CCD モデリングを使⽤することで始めて可能になりました。
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図 4.  RSV/FLV および PRV/PT の分離係数の等⾼線マップの重ね描きプロット

。A）グラジエント終了時の有機モディファイヤー 15.5%、B）グラジエント

終了時の有機モディファイヤー 16.0% を考慮。明るい⻩⾊の領域は、必要な

分離が得られる操作条件を⽰します。最終的なパラメーターに⾚い星印を付け

ています（42 ℃、14.83 MPa、グラジエント終了時のモディファイヤー 

15.5%）。流速 = 1.50 mL/分。Copyright Wiley-VCH GmbH.許可を得て [18] 

から複製。

最終段階では、分析時間を短縮する試みとして流速を評価しました。PTV および PRV のピークに、分離のわずかな改

善が⾒られました（図 5）。これは、図 3 および図 4 に⾒られるように、流量の増加によって全体の圧⼒も⾼まり、結

果として分離係数が⾼くなったためです。図 5 に、最初の流速（A、1.50 mL/分）および選択した流速（B、1.80 mL/

分）でのクロマトグラムを⽰します。流速の上昇は、圧⼒限界（上限 41,4 MPa）によって妨げられると考えられます

。
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図 5.  流速が保持に与える影響。共通条件：Torus 1-AA カラム、モディファイ

ヤー EtOH：H2O 95：5（v/v）、圧⼒ 14.83 MPa、温度 42 ℃、4 分間のモデ

ィファイヤー 15.5% でグラジエント溶出を開始し、完全に溶出するまでアイ

ソクラティックに維持、240 nm での PDA 検出、注⼊量：1.0 µL、希釈剤とし

てアセトニトリル：エタノール 3：2（v/v）。ピークの同定結果：1 ‒ シンバ

スタチン、2 ‒ ロバスタチン、3 ‒ エゼチミブ、4 ‒ フルバスタチン、5 ‒ ロス

バスタチン、6 ‒ ピタバスタチン、7 ‒ プラバスタチン、8 ‒ アトルバスタチン

。

そのため、最適化した分析法の条件は、Torus 1-AA カラム、モディファイヤー EtOH：H2O 95：5（v/v）、流速 1.80 

mL/分、圧⼒ 14.83 MPa、温度 42 ℃、4 分間でのモディファイヤー 5% 〜 15.5% のグラジエント溶出の後、15.5% の

アイソクラティックを更に 2 分間維持、注⼊量 1.0 µL、としました18。この分析法をバリデーションするために、以下

のセクションで説明するように医薬品標準試料を使⽤しました。PDA 検出では、それぞれの分析種について 231 nm 〜 

244 nm の範囲の特定の波⻑に設定しました。

分析法のバリデーション

ブラジルの最新のガイドラインに従って分析法をバリデーションしました21。 最初のステップは分析法の選択性の評価

で、ブランク（希釈剤のみ）、プラセボサンプル、および薬剤の標準溶液を注⼊しました。標準試料以外では、シグナ

ルは観察されませんでした。その後、別々に調製した 3 つのストック溶液を 5 つの濃度に希釈して、検量線を作成しま

した。濃度範囲は 0.80 mg/mL 〜 1.20 mg/mL（PRV および PTV は 0.32 mg/mL 〜 0.48 mg/mL）でした。バリデー

ションのために評価した性能指数は、直線性、回収率に関する正確性、⽇内および⽇間の測定値のばらつきの係数に関

する精度などです。この分析法は、最終製品の医薬品有効成分（API）のアッセイ⽤のみに提案したものであるため、

検出限界および定量限界は評価しませんでした。
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直線性は、ピアソンの相関係数（r）として測定し、結果は 0.99 以上でした。図 6A に⼀例として ATV の分析曲線、図 

6B に対応する回帰の残差の分析を⽰します。ATV は、医薬品史上で販売量が最も多い製品リピトールを代表するもの

として選択しました。表 1 に、得られた性能指数をまとめます。回収率および精度は、アッセイレベル 100% について

のみ⽰します。Horwitz の式に基づいて、使⽤した濃度での変動係数は 5.4% 以下と予測されます。回収率は 95% 〜 

105% になると考えられます。試験した濃度すべてにおいてこの範囲内でした。 

図 6.  A）アトルバスタチンカルシウムの分析曲線、B）A に⽰す回帰の残差プロット
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表 1.  試験した薬剤すべてについての ACQUITY UPC² 分析法のバリデーション結果

結論

この⽂書では、コレステロール低下薬の分析のための、最新の Torus 1-AA カラムと環境に優しい溶媒であるエタノー

ルをより少量使⽤する、移動相添加剤が不要な ACQUITY UPC2 分析法 の開発およびバリデーションについて説明しま

した。連続 DoE アプローチは、圧⼒、温度、特にモディファイヤー⽐率などの要素が超臨界流体の溶出強度にどのよ

うに影響を及ぼし、分析種の保持および分離に影響するかを理解することで、分析法を最適化できる決定的なツールに

なります。

CCD の結果により、圧⼒、温度、有機モディファイヤーの⽐率が分析種の保持および分離に与える影響を理解でき、バ

リデーションのための頑健な作業ポイントが選択できます。有機モディファイヤーの⽐率が、望ましい分離を達成する

ために管理すべき重要な変動要因でした。最適化した分析法は、すべての分析種について、ブラジルの最新のガイドラ

インに従ってバリデーションしました。r が 0.990 を超えていることから正確性および精度が⾼いことがわかり、回収

率は 95% 〜 105%、精度（⽇内および⽇間）は 4.4% 以下でした。11 種の市販製品のアッセイ分析から、アトルバス

タチンを含む 1 種のみが USP 規格外であることが分かりました。そのため、これらの医薬品の分析において、

ACQUITY UPC² は環境に優しい代替法であることが⽰されました。
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