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目的
医薬品サンプル中のアミンを測定するためのイオンクロマトグ
ラフィーメソッドの開発について説明します。

はじめに
アミンとは、アンモニアの脂肪族および芳香族誘導体です。アン
モニアと同様に弱塩基性を示し、イオンクロマトグラフィー（IC）
による分析が適しています。アミンには医薬品（製剤）として、ま
た、原薬の合成に使用されるものがあります。多くのアミン製剤
は、天然のアミン神経伝達物質の作用を模倣したり、阻害した
りするために設計されています。例えば、クロルフェニラミンは
アレルギー症状を抑える抗ヒスタミン薬です。クロルプロマジン
は、眠気を誘うことなく鎮静作用をもたらす抗精神病薬で、不安
感や精神的不調の緩和に用いられます。エフェドリンおよびフェ
ニレフリンは充血除去薬として用いられます。

医薬品業界では、イオンクロマトグラフィーは非イオン性成分を
含む製剤中のイオン性成分の検出に特に有用です。ICを用いる
メソッドは米国薬局方の医薬品各条（モノグラフ）に示されてお
り、有効成分、分解生成物、不純物の測定など、あらゆる医薬品
製造にかかわる工程に使用されています1。

大方の医薬品サンプルでは、サンプル前処理はほとんど必要な
く、分析対象物の誘導体化も不要です。陽イオン交換カラムを
用いた脂肪族アミンのIC分析について、多数の報告がされてい
ます。米国薬局方のベタネコール塩化物のモノグラフには、陽イ
オン交換ICメソッドを用いたベタネコールおよびその分解生成
物の測定について示されています2。

本稿では、医薬品中のアミン測定のためのメソッド開発に関す
るガイドです。ICカラム選択ガイド、AppsLab、およびバーチャ
ルカラムなどのツールについて紹介します。さらに、医薬品中の
ジメチルアミンの測定を例に挙げ、紹介したツールの活用方法に
ついて説明します。
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アミン類のIC分離の手引き 

一般的に、陽イオン交換イオンクロマトグラフィーはメタンスル
ホン酸を溶離液とします。アミン類は酸性溶液中では陽イオン
になります。陽イオン交換イオンクロマトグラフィーの主な分離
モードはイオン交換です。しかし、疎水性相互作用や水素結合
などその他の分離モードも、極性有機分子を固定相に保持する
役割を果たしています。これらの相互作用の相対的な影響の評
価は、3種類のThermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ 陽イオン
交換カラム（Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ CS19カラ
ム、Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ CS17カラム、および
Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ CS12Aカラム）を使用
し、構造が類似する15種類の生体アミンおよびアミノ酸の分析
によって行われています。これら3種類の固定相は、分離メカニ
ズムとして静電的相互作用、疎水性相互作用、水素結合、双極子
相互作用、そして場合によって、芳香族環とEVB-DVB樹脂間の
π-π相互作用を利用していると報告されています3。

Dionex IonPac CS12Aカラム、Dionex IonPac CS17カラム、お
よびDionex IonPac CS19カラムは、カルボン酸基を陽イオン交
換基とします。多孔質ポリマー基材にカルボン酸基を結合した
陽イオン交換固定相は、サプレッサー式電気伝導度検出法を用
いるために当社のラボが開発したものです。当初製作したIC用
の陽イオン交換固定相は、無機陽イオンのピークの分離を目的
としていました。その後、アミン類の分離に特化した固定相が開
発されました。陽イオン交換カラムと対象アプリケーションの一
覧はICカラム選択ガイドでご覧になれます4。

Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ CS16カラムは、大量の
カルボン酸基を多孔質ポリマーに結合させることで、従来を大
きく上回るイオン交換容量を実現しました。この大容量カラム
は、濃度比10000:1のナトリウムとアンモニアの定量や、ピーク
が近接する他の陽イオンのさまざまな濃度比の定量が可能で
す。また、一般的な陽イオンと一価の低分子アミンに対して高い
分離性能を発揮します。Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ 
CS16カラムを使用した医薬品中のアンモニア測定は、アプリ
ケーションノート（AN）1073（炭酸水素ナトリウム中のアンモニ
ア）5およびAN73482（酒石酸水素カリウム中のアンモニア）6で
ご紹介しています。

生体アミンなどの多価アミンは、陽イオン交換固定相に強く結
合します。多くの陽イオン交換カラムは、多価アミンを効率的に
溶出させるために酸濃度を非常に高くするか、二価の酸を必要
とします。長炭素鎖アミンなどの疎水性アミンは、カルボン酸
基固定相のポリマー基材に入り込む可能性があります。このた
め、多くの陽イオン交換カラムでは効果的に溶出させるために
有機溶媒が必要です。ICには有機溶媒を含まない溶離液が望
ましいとされますが、これは溶離液リサイクルモードで電解サ
プレッサーを使用できるためです。Dionex IonPac CS17カラム
は、単純な酸性溶離液で、アミン類の中でも特に多価アミンお
よび疎水性アミンの分離を目的に開発されています。このカラ
ムには、耐溶媒性のある55％架橋度エチルビニルベンゼン-ジビ
ニルベンゼン共重合体の樹脂粒子が充填されています。樹脂粒
子の表面は非官能性モノマーで被覆され、モノマーを枝分かれ
させることでイオン交換基を修飾します。これによって、Dionex 
IonPac CS17固定相の疎水性は極めて低くなります。この結果、
単純な組成の酸性溶離液で多価アミン、疎水性アミン、二価陽
イオンを十分に溶出できます。医薬品に関連する多価アミンお
よび疎水性アミンに対するDionex IonPac CS17カラムの活用
は、AN194（点眼液中のカルバコール）7、AN199（セファロスポ
リン中のN-メチルピロリジン）8、およびAN249（メタコリン塩化
物、メタコリン塩化物中の不純物）9で紹介しています。

Dionex IonPac CS19カラムは比較的新しい陽イオン交換カラ
ムです。一般的な陽イオン6成分、低極性アミン（アルカノールア
ミンおよびメチルアミンを含む）、中疎水性アミン、および多価
アミン（生体アミンおよびアルキルジアミンを含む）の分析を目
的として設計されています。Dionex IonPac CS17カラムと比較
して、イオン交換容量が65%、理論段数が50%向上し、固定相
の疎水性は高いです。高い交換容量によって、濃度が大きく異
なる2つのピークの分析が可能です。また、カラムに過負荷をか
けることなく、高いイオン強度のマトリックスに対応できます。
医薬品中の不純物測定には大容量カラムが不可欠です。Dionex 
IonPac CS19カラムを使用したアミン分析は、AN298（メトホル
ミン中のジメチルアミン）10、AN1057（アルフゾシン塩酸塩、セ
ルトラリン塩酸塩中のメチルアミン）11、AN1062（リネゾリド中
のモルホリン）12、およびAN72649（スキサメトニウム塩化物中
の塩素）13で紹介しています。Dionex IonPac CS18カラムおよ
びDionex IonPac CS20カラムもアミン測定を目的として設計さ
れています。
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表1は、Dionex IonPac CS16カラム、Dionex IonPac CS17カラ
ム、およびDionex IonPac CS19カラムを用いた医薬品中のアン
モニアおよびアミン類の測定をまとめたものです。アプリケー
ションの詳細は、分析アプリケーションライブラリーのThermo 
Scientific™ AppsLab Library（https://appslab.thermofisher.
com）からダウンロードしてご覧になれます。AppsLabは、当社
が提供するHPLC、GC、およびICなどクロマトグラフィー技術
とその他分析アプリケーションの情報を集めたWebポータルで
す。当社の新しいアプリケーションは、AppsLabにアップロード
されます。メソッドを容易に検索、フィルタリング、およびダウン
ロードできます。目的のアプリケーションにThermo Scientific™ 
Chromeleon™クロマトグラフィーデータシステム（CDS）の
eWorkflowがある場合は、Chromeleon CDSに直接ダウンロー
ドしてすぐに実行できます。

IC分析のための最適なカラムと分離条件を探し出すことは、ど
のカラムを使用し、どの分離パラメーターを選択するのか推測し
なければならず、従来困難な作業でした。現在では、AppsLab
とカラム選択ガイドがあれば、目的の分離に適したカラムと分
析条件を検索できます。アプリケーションに最適な分析条件を
見つけるガイドとして、当社では「バーチャルカラム分離シミュ
レーター」というツールを提供しています。これは、Chromeleon
管理システムソフトウエア（バージョン6.6以上）のオプションと
して提供しています。グラフィック機能のない無償版はAppsLab
で利用できます。バーチャルカラム分離シミュレーターは、カラ
ムの種類、溶離液濃度、カラム温度、流量、グラジエント条件
などさまざまな実験条件下でのクロマトグラムの予測ができま
す。条件を変えたときの結果をすぐに確認できます。カラム選択

ガイドとAppsLabをもとにカラムを選択して、分離したい成分を
指定すると、最適な分離を探して表示します。一般的に使用され
る陽イオン交換カラムで、100以上の陽イオンを選択できます。
図1に、Dionex IonPac CS16カラムを使用してメチルアミン、ジ
メチルアミン、およびトリメチルアミンを分離した例を示します。
シミュレーターで選択できる陽イオン交換カラムとして、Dionex 
IonPac CS12A、Dionex IonPac CS16、Dionex IonPac CS17、
Dionex IonPac CS18、Dionex IonPac CS19があります。

アプリケーションの例 ― 医薬品中のジメチルアミン測定 

N-ニトロソジメチルアミン（NDMA）は化学式(CH3)2NNOで示
される有機化合物です。NDMAは一部の発酵食品に含まれる
発がん性物質であることが知られています14-15。2018年7月以
降、ロサルタン、ラニチジン、メトホルミンなどの数種類の製剤
からNDMAが検出されたことから、米国食品医薬品局（FDA）
により回収されています。このため、FDAはヒト用医薬品におけ
るNDMAを管理するための業界向けガイダンスを提供していま
す16-21。これにより、医薬品製造中のNDMA生成のリスクを理解
することに関心が高まっています。製造工程における亜硝酸塩
の使用により、第二級アミンまたは第三級アミンが存在する場
合、NDMA生成のリスクが生じると考えられます（図2）22-23。し
たがって、原薬および製剤中の亜硝酸塩およびアミンの量を制
限することが重要です。ICによる医薬品中の亜硝酸塩の測定に
ついてAN7398724で紹介しています。本稿では、医薬品サンプル
中のアミン測定のためのICメソッドの開発方法について紹介し
ます。ジメチルアミン（DMA）を例に、サンプルの性質に基づい
たICメソッドの開発について順を追って説明します。

表1. 医薬品アプリケーションでアンモニアおよびアミンに対応可能なDionex IonPac陽イオン交換カラム

カラム
イオン交換
容量 目的アプリケーション

アプリケー
ションノート
番号 
（英語版） アプリケーション

Dionex  
IonPac CS16

最大
（5270 µeq）

短鎖アルキルアミンおよび 
アルカノールアミン
高濃度ナトリウム中の微量アンモニウム

1073 
73482

炭酸水素ナトリウム中のアンモニア
酒石酸水素カリウム中のアンモニア

Dionex  
IonPac CS17

中
（1450 µeq）

多価アミン、疎水性アミン 
（アルカノールアミンおよびメチルアミン）

194 
199 
249

点眼液中のカルバコール
セファロスポリン中のN-メチルピロリジン
メタコリン塩化物、メタコリン塩化物中の不純物

Dionex 
IonPac CS19

中
（2410 µeq）

低分子極性アミン 
（アルカノールアミンおよびメチルアミン）
中疎水性アミン、多価アミン 
（生体アミンおよびアルキルジアミン）

298, 1057 
1062 
72649

メトホルミン中のジメチルアミン
アルフゾシン塩酸塩、セルトラリン塩酸塩中の 
メチルアミン　
リネゾリド中のモルホリン　
スキサメトニウム塩化物中の塩素

注：容量は4 mmカラムの値です。Dionex IonPac CS16の場合、4 mmカラムは粒子径4 µmです。

https://appslab.thermofisher.com
https://appslab.thermofisher.com
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• Thermo Scientific™ Chromeleon™ クロマトグラフィーデー
タシステム（CDS）ソフトウエア、バージョン7.2.9

※ 後継機はThermo Scientific™ Dionex™ ICS-6000 HPIC シス
テムです。これらのメソッドは、Thermo Scientific™ Dionex™ 
IonPac™ ICS-6000 HPICシステムなど溶離液ジェネレーター
（EG）を組み合わせたすべてのDionex ICシステムに使用でき 
ます。

消耗品
• Thermo Scientific™ Dionex™ EGC 500 メタンスルホン酸
カートリッジ（P/N 075779）

• Thermo Scientific™ Dionex™ CR-CTC 500連続再生陽イ
オントラップカラム（P/N 075551）

• Thermo Scientific™ Dionex™ CDRS 600電解再生サプレッ
サー、2 mm（P/N 088670）

• Thermo Scientific™ Dionex™ AS-AP 10 mLオートサンプ
ラーバイアル（P/N 074228）

• Fisherbrand™ 細口フィールドサンプルボトル、高密度ポリエ
チレン製（HDPE）、125 mL、250 mL、標準物質およびサン
プル保存用（Fisher Scientific、P/N 02-895A、B）

• Thermo Fisher™ Nalgene™ 0.2 µmシリンジフィルターPES
（Fisher Scientific P/N 09-740-113）

装置
• 次の構成のThermo Scientific™ Dionex™ ICS-5000+ HPIC
システム※：

 – Thermo Scientific™ Dionex™ ICS-5000+ DPポンプモ
ジュール

 – Thermo Scientific™ Dionex™ ICS-5000+ DC検出器／ク
ロマトグラフィーモジュール、電気伝導度検出器付き

 – Thermo Scientific™ Dionex™ AS-APオートサンプラー、
サンプルトレイ冷却、250 µLサンプルシリンジ 
（P/N 074306）、10 mLバイアルトレイ付き

図1. バーチャルカラム分離シミュレーター

図2. NDMAの生成

亜硝酸イオン 亜硝酸 ニトロソニウム
イオン

ジメチルアミン ニトロソニウム
イオン

NDMA

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/075779#/075779
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/075551#/075551
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/088670#/088670
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/074228#/074228
https://www.fishersci.com/shop/products/fisherbrand-narrow-mouth-field-sample-bottles-4/02895A
https://www.fishersci.com/shop/products/fisherbrand-narrow-mouth-field-sample-bottles-4/02895B
https://www.fishersci.com/shop/products/nalgene-25mm-syringe-filters/09740113
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/074306#/074306
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試薬および標準物質
• 脱イオン（DI）水、タイプ1試薬グレード、比抵抗18 MΩ・cm
以上

• 陽イオン標準液調製用の各種塩化物塩、A.C.S.試薬グレー
ド以上

• ジメチルアミン塩酸塩、99%（Sigma-Aldrich™、P/N 
126365-100G）

• ロサルタンカリウム（Sigma-Aldrich™、P/N PHR1602-1G）

• メトホルミン塩酸塩（Sigma-Aldrich™、PHR1084-500MG）

サンプル
本実験で用いられる医薬品サンプルは表2に示しています。

分析条件（Dionex IonPac CS16カラムメソッド）

パラメーター 条件

カラム：

Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ 
CG16ガードカラム、3 x 50 mm 
（P/N 079931）
Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ 
CS16分析用カラム、3 x 250 mm 
（P/N 059596）

溶離液： 25 mmol/L メタンスルホン酸

溶離液ジェネレーター
（EG）構成：

Thermo Scientific™ Dionex™ EGC 500  
メタンスルホン酸カートリッジ、Dionex 
CR-CTC 500

流量： 0.5 mL/min

注入量： 25 µL、プッシュフルモード
カラム温度： 20 ˚C

検出： サプレッサー式電気伝導度

サプレッサー：
Thermo Scientific™ Dionex™ CDRS 600 
（2 mm）サプレッサー、リサイクルモード、
37 mA

検出／サプレッサー 
コンパートメント： 20 ˚C

セル温度： 25 ˚C

バックグラウンド伝導度： < 0.2 µS/cm

システムの背圧： およそ3600 psi（100 psi = 689.5 kPa）
ノイズ： < 1 nS/cm

分析時間： 30分

分析条件（Thermo Scientific™ Dionex™ IonPac™ CS19カラ
ムメソッド）

パラメーター 条件

カラム：

Dionex IonPac CG19ガードカラム、 
2 x 50 mm（P/N 076029）
Dionex IonPac CS19分析用カラム、 
2 x 250 mm（P/N 076028）

溶離液： 25 mmol/L メタンスルホン酸

溶離液ジェネレーター
（EG）構成：

Thermo Scientific™ Dionex™ EGC 500  
メタンスルホン酸カートリッジ、Dionex 
CR-CTC 500

流量： 0.5 mL/min

注入量： 25 µL、プッシュフルモード
カラム温度： 20 ˚C

検出： サプレッサー式電気伝導度

サプレッサー：
Thermo Scientific™ Dionex™ CDRS 600 
（2 mm）サプレッサー、リサイクルモー
ド、37 mA

検出／サプレッサー 
コンパートメント： 20 ˚C

セル温度： 25 ˚C

バックグラウンド伝導度： < 0.2 µS/cm

システムの背圧： およそ3600 psi（100 psi = 689.5 kPa）
ノイズ： < 1 nS/cm

分析時間： 30分

システムの準備と設定
図3はこの ICシステムの構成図を示したものです。Thermo 
Scientific™ Dionex™ ICS™ 5000+ HPICシステムは、Dionex ICS 
5000+取付・操作マニュアル25にしたがって、溶離液ジェネレー
ターを組み合わせたRFICシステムとして接続します。サプレッ
サーはリサイクルモードで取り付けます。

表2. 医薬品サンプル　OTC = 市販薬；Rx = 処方薬

番号 製剤名 API タイプ API／錠（mg） ソース 適応症
1 - ロサルタンカリウム 原薬 - Sigma -

2 - メトホルミン塩酸塩 原薬 - Sigma -

3 Nytol™ Quickcap™ ジフェンヒドラミン塩酸塩 製剤 25 OTC 睡眠補助

4 Benadryl™ ジフェンヒドラミン塩酸塩 製剤 25 OTC アレルギー

5 メトホルミン メトホルミン塩酸塩 製剤 500 Rx 糖尿病

6 ロサルタン ロサルタンカリウム 製剤 50 Rx 高血圧

7 ラニチジン ラニチジン塩酸塩 製剤 300 Rx 糖尿病

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/079931#/079931
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/059596#/059596
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/076029#/076029
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/076028#/076028
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溶液および試薬の調製
陽イオンストック標準液
ストック標準液（1000 mg/L）は、表3にしたがって適切な量の
試薬を脱イオン水100 mLに溶解して調製します。

まず錠剤全部を脱イオン水50 mLまたは10 mLに溶解して、医
薬品有効成分（API）の重量に基づき2.5～10 mg/mLになるよう
に調製しました。錠剤が溶解するまで超音波処理し、サンプル
溶液を8000 x gで15分間遠心分離しました。サンプル溶液を脱
イオン水で1 mg/mLに希釈し、溶液を0.2 µm PESフィルターで
ろ過して調製しました。

結果と考察
イオンクロマトグラフィー分離メソッドの開発
サプレッサー式電気伝導度検出を用いる陽イオン交換クロマ
トグラフィー（陽イオンIC）は、µg/L～mg/L濃度の一般的な
陽イオンと多くのアミンの測定において実績のあるメソッドで
す。AppsLab LibraryでDMAとIC装置を検索すると、AU155、
AN94、AN222、およびAN298の4つのアプリケーションドキュ
メントが表示されます。このうち医薬品アプリケーションは、
AN298：Determination of dimethylamine in metformin HCl 
drug product using IC with suppressed conductivity detection

（サプレッサー式電気伝導度検出を用いるイオンクロマトグラ
フィーによるメトホルミン塩酸塩中のジメチルアミン測定）で
す。図4にAN29810のクロマトグラフィー条件と分離結果を示し
ます。このメソッドは、Dionex IonPac CS19陽イオン交換カラ
ムと溶離液ジェネレーターで生成したメタンスルホン酸グラジ
エント溶離液を使用します。AN298は、Dionex IonPac CS19が
医薬品アプリケーションに適したカラムであることを示していま
す。ICカラム選択ガイドによると、Dionex IonPac CS19カラム
はDMAなどの中疎水性アミンに適しており、カラム容量は中程
度であることが示されています。

図3. 装置構成
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表3. 1000 mg/Lのイオン標準液100 mLの調製に使用する化
合物の量
分析対象成分 化合物 量（mg）
リチウム 塩化リチウム 610.8

ナトリウム 塩化ナトリウム 254.2

アンモニウム 塩化アンモニウム 296.5

カリウム 塩化カリウム 190.7

ジメチルアミン ジメチルアミン塩酸塩 180.9

マグネシウム 塩化マグネシウム六水和物 836.5

カルシウム 塩化カルシウム 366.8

DMAストック標準液
DMAストック標準液（1000 mg/L）は、ジメチルアミン塩酸塩
180.9 mgを脱イオン水100 mLに溶解して調製します。

医薬品サンプルの調製
本実験では、医薬品におけるDMAの分離を検証するために、 
2種類の原薬と5種類の製剤（表2）をサンプルとして使用しまし
た。原薬サンプルは粉末50 mgを脱イオン水50 mLに溶解して、
1 mg/mLの原薬サンプルを調製しました。製剤サンプルは、 
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図4. DMAと一般的な陽イオン6成分の分離（AN298）

図4から、AN298の条件下ではカリウムはDMAより先に溶出し、
2つのピークはベースライン分離しています。しかし、サンプル中
に高濃度のカリウムが存在すると、DMAは検出されない可能性
があります。高濃度カリウムと微量DMAを分離するには、高交
換容量の陽イオン交換カラムを選ぶ必要があります。また、カリ
ウムはDMAより後に溶出して、DMAと十分に分離されるのが理
想的です。ICカラム選択ガイドによると、Dionex IonPac CS16
カラムは最大交換容量の陽イオン交換カラムで、DMAなどの短
鎖アルキルアミンに適しています。

Dionex IonPac CS16カラムを使用するメソッドを開発する前
に、Chromeleon CDSのバーチャルカラムを用いてDMAがカリ
ウムより先に溶出する条件を探しました。図5はバーチャルカラ
ムのスクリーンショットです。Dionex IonPac CS16カラム（5 x 
250 mm）を使用してカラム温度40 ˚CでDMAとカリウムを分
離します。メタンスルホン酸濃度が25～62 mmol/Lの範囲で
は、DMAはカリウムより先に溶出し、メタンスルホン酸濃度を
低下させると2つの成分の分離度は向上します。しかし、それで
も分離度は1.5未満です。図6のバーチャルカラムのスクリーン
ショットは、カラム温度23 ˚CでDMAとカリウムを分離する場合
です。メタンスルホン酸濃度が25 mmol/Lのとき分離度はおよ
そ2.2です。溶離液濃度とカラム温度が低いほど、2つの成分の
分離度は高くなることが分かります。図7のバーチャルカラムの
スクリーンショットは、DMAおよび一般的な陽イオン6成分を
25 mmol/L メタンスルホン酸を用いてカラム温度23 ˚C、流量  
1 mL/minで分離する場合です。DMAは他の陽イオンと分離し、
40分以内にすべてのピークが溶出します。流量を1 mL/minか
ら1.4 mL/minに増加させることで合計の分析時間を30分に短
縮できます（図8）。このアプリケーションではDionex IonPac 
CS16の3 mmカラムを使用しました。したがって、流量は5 mm
カラムの1.4 mL/minから換算して0.5 mL/minとしました［流量
換算値 = 1.4 x（3/5）2］。メタンスルホン酸濃度を25 mmol/L、
カラム温度を20 ˚Cに設定すると、ロサルタンカリウムサンプル
中のDMAとカリウムの分離度は3を上回り、分析時間を30分以
内に短縮することができました。

このように本メソッドの開発では、まずAppsLabで検索して適
切なカラムを探しました。次に、ICカラム選択ガイドで選択する
カラムを確認しました。サンプルの性質（高濃度カリウム）を理
解することで、使用可能な他のカラムを選択できました。さら
に、バーチャルカラムを使用して適切な分離条件を特定できま 
した。

医薬品中のDMA測定のためのICメソッドの開発を目的として、
幅広いサンプルに適用できるよう、原薬と処方設計が異なる数
種類の製剤を選びました。ロサルタン、ラニチジン、およびメト
ホルミンは、FDAのリコール対象製剤です。Benadryl™および
Nytol™は、アミンを含有する最も一般的な市販薬です。一般的
な無機陽イオンのうち、カリウムはDMAの付近に溶出します。カ
リウムはロサルタンカリウムのカウンターイオンであり、ロサル
タンサンプル中にDMAよりも高濃度で存在すると考えられま
す。したがって、ロサルタンカリウム中のDMAを測定するメソッ
ドの開発は、他の原薬および製剤中のDMAを測定するメソッド
の開発よりも困難です。
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カラム： Dionex IonPac CS19分析カラム、4 x 250 mm 
 Dionex IonPac CG19ガードカラム、4 x 50 mm 
EG構成： Dionex EGC III メタンスルホン酸、Dionex CR-CTC
溶離液： 2 mmol/L（-7～12分）、
 2～12 mmol/L（12～16分）、
 12 mmol/L（12～18分）、
 12～40 mmol/L（18～20分）、
 40 mmol/L（20～30分） 
カラム温度： 40 ˚C
注入量：  20 µL
流量： 1.0 mL/min
検出： 電気伝導度検出器（サプレッサー使用、Thermo Scientific
 Dionex CSRS 300、4mm、リサイクルモード、120 mA） 
サンプル： 1）ジメチルアミン
 2）陽イオン6成分混合標準液
 3）陽イオン6成分およびジメチルアミン混合液
ピーク： mg/L
1.リチウム 0.2
2.ナトリウム 0.8
3.アンモニウム 1.0
4.カリウム 2.0
5.ジメチルアミン 2.0
6.マグネシウム 1.0
7.カルシウム 2.0
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図6. バーチャルカラムのスクリーンショット。DMAとカリウムの分離、Dionex IonPac CS16カラム、カラム温度23 ˚C

図5. バーチャルカラムのスクリーンショット。DMAとカリウムの分離、Dionex IonPac CS16カラム、カラム温度40 ˚C
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図7. バーチャルカラムのスクリーンショット。 
DMAと一般的な陽イオン6成分の分離、Dionex IonPac CS16カラム、カラム温度23 ˚C、メタンスルホン酸濃度25 mmol/L、流量 1 mL/min

図8. バーチャルカラムのスクリーンショット。 
DMAと一般的な陽イオン6成分の分離、Dionex IonPac CS16カラム、カラム温度23 ˚C、メタンスルホン酸濃度25 mmol/L、流量1.4 mL/min
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Dionex IonPac CS16カラムを用いるメソッドを、ラニチジンや
Benadrylなど一部の医薬品サンプルに適用できました。しか
し、メトホルミン製剤に適用すると、次回の注入時に大きなピー
クが出現しました。これは、分析時間内にカラムから溶出しな
かったメトホルミンによるものと考えられます。溶離液ジェネ
レーターが生成可能な最大濃度である100 mmol/Lにメタンス
ルホン酸濃度を上げても、30分以内にこのようなピークの溶出
が確認できませんでした。メトホルミンはポリアミンで、陽イ
オン交換カラムと強い相互作用を示すためだと考えられます。 

Dionex IonPac CS19カラムは、特に無機陽イオン、低極性アミン
（アルカノールアミンおよびメチルアミン）、中疎水性アミン、
および多価アミン（生体アミンおよびアルキルジアミン）の高
速分離を目的として設計されています。最初にAppsLabで検
索してヒットしたことから、メトホルミン製剤中のDMA測定の
ためのメソッド開発にDionex IonPac CS19カラムを選びまし
た。Chromeleon CDSのバーチャルカラムによると、カラム温度
30 ˚Cのとき、いかなる溶離液濃度でもDMAとカリウムは共溶出
します（図9）。これらを分離するには、カラム温度を30 ˚Cより
低く、または高くする必要があります。カラム温度が30 ˚Cよりも
低いとカリウムはDMAより後に溶出し、30 ˚Cより高いとDMAよ
り先に溶出します。メトホルミン製剤中に高濃度でカリウムが存
在するとは考えられません。したがって、カリウムがDMAより後
に溶出するように分離設計を行うことは重要ではありません。 

AN298では、Dionex IonPac CS19カラムを使用してカラム温度
40 ˚Cでメトホルミン中のDMAを測定できることが実証されて
います10。カラム温度を低くすることは、システム全体の圧力が
上昇することにつながり、より高い流量を使用して分析時間時
間を短縮することができなくなることから、一般的に好まれま
せん。しかし、Dionex IonPac CS19カラムは、30 ˚Cを超えるカ
ラム温度で使用すると寿命が短くなります26。そのため、30 ˚Cを
超えるカラム温度で使用することは現在推奨していません。図
10は、カラム温度を15 ˚Cから10 ˚Cに下げるとDMAとカリウム
の分離度が向上することを示しています。したがって、本試験で
は分離度を高めるためにカラム温度を10 ˚Cに設定しました。カ
ラム温度10 ˚Cのとき、メトホルミンサンプル中のDMAとカリウ
ムの分離度は2.0を上回ります。Dionex IonPac CS19カラムを
用いるメソッドは、30分間でメタンスルホン酸溶離液の濃度を 
3 mmol/Lの低濃度から40 mmol/Lまで徐々に上昇させてメト
ホルミンを溶出させ、一般的な陽イオンとDMAを分離するグラ
ジエント条件です。図11は、Dionex IonPac CS16カラム（上）ま
たはDionex IonPac CS19カラム（下）を用いて30分以内にDMA
と一般的な陽イオンを分離したものです。図のように、DMAは
ナトリウム、カリウム、マグネシウムなど医薬品から検出される
一般的な無機陽イオンから良好に分離されています。いずれの
メソッドを選択するかは製剤の化学的性質に基づいて決定しま
す。AppsLab、ICカラム選択ガイド、およびバーチャルカラムを
用いて、医薬品中の他のアミン類を分析するICメソッドも開発で
きます。

図9. バーチャルカラムのスクリーンショット。Dionex IonPac CS19カラムを使用。カラム温度30 ˚CでDMAとカリウムは分離しない。
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分離メソッドの評価
検量線
試験対象サンプル中の幅広い濃度範囲のDMAに対応するため
に、DMAの電気伝導度応答による検量線を評価しました。濃度
範囲は、Dionex IonPac CS16カラムメソッドで5～250 µg/L、
Dionex IonPac CS19カラムメソッドで5～500 µg/Lにしまし
た。校正標準液をそれぞれ3回測定して、測定データを二次関
数で最適にモデル化しました（図12）。決定係数（r2）はDionex 
IonPac CS16カラムメソッドが0.9999、Dionex IonPac CS19カ
ラムメソッドが0.9997でした。校正後、この2つのメソッドでサン
プルを分析しました。

サンプル分析
回収された3種類の医療用医薬品（ロサルタン、メトホルミン、ラ
ニチジン）製剤と、対応する原薬のうち2種類（ロサルタンカリウ
ム、メトホルミン塩酸塩）を本試験のサンプルとしました。一般
的な2種類の市販（OTC）製剤（BenadrylおよびNytol）もサンプ
ルとして含め、このメソッドを他のアミン製剤に適用できるかを
評価しました。これらの7種類のサンプルは、亜硝酸イオン含有
量についても過去に評価されています15。

表4に、これらの7種類の医薬品サンプル中のDMA含有量をまと
めました。ロサルタンカリウム製剤（サンプル1）および処方製剤
（サンプル6）を除くすべてのサンプルでDMAが検出されまし
た。サンプル2（メトホルミン塩化塩製剤）では、最大量の363 
ppm（µg/g）のDMAが検出されました。サンプル3～5では、
18.3～48.7 ppmの範囲で検出されています。図13にBenadryl
の分析結果を示しています。DMAは製剤中の他の陽イオンと分
離し、分離条件は適切であることが実証されました。

表4. 医薬品サンプル中のDMA含有量、ppm（µg/g API）
サンプル DMA RSD（n=6）

1 <LOD -

2 371 1.8

3 27.3 0.6

4 48.7 1.1

5 42.6 1.8

6 <LOD -

7 18.3 2.4

図10. DMAとカリウムの分離度に対するカラム温度の影響、Dionex IonPac CS19カラムを使用
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ピーク 成分 濃度（mg/L）
 1 リチウム 0.25
 2 ナトリウム 0.25
 3 アンモニウム 0.25
 4 DMA 2
 5 カリウム 0.25
 6 マグネシウム 1.25
 7 カルシウム 2.5



12

Dionex IonPac CS16カラム
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ピーク 成分 濃度（mg/L）
 1 リチウム 0.05
 2 ナトリウム 0.2
 3 アンモニウム 0.25
 4 DMA 0.5
 5 カリウム 0.5
 6 マグネシウム 0.25
 7 カルシウム 0.5

図11. Dionex IonPac CS19カラムおよびDionex IonPac CS16カラムを使用した陽イオン7成分の分離
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図12. DMA検量線、（A）Dionex IonPac CS16カラム、（B）Dionex IonPac CS19カラム
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 1 ナトリウム
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図13. Dionex IonPac CS16カラムで測定したBenadryl製剤（サンプル4）中のDMAの測定
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カリウムはロサルタンのカウンターイオンであり、サンプル中
に高濃度で存在すると考えられます。高濃度カリウムからDMA
を分離できるか、また、カラムに過負荷が生じないかを確認す
るために、サンプル溶液6にDMAを10 µg/L添加しました。図
14は、ロサルタン製剤サンプルのクロマトグラムと、DMAを
10 µg/L添加したサンプルのクロマトグラムを重ね合わせたも
のです。カリウムはDMAの後に溶出し、DMAの定量に影響はあ
りません。DMAの回収率は良好で、ピークの大きさから、標準
液から推定した検出下限をサンプルに適用できるといえます。 
メトホルミンを除くリストのその他のサンプルに、Dionex 
IonPac CS16カラムを使用できます。メトホルミンは多価アミン
で、Dionex IonPac CS16カラムの固定相と強い相互作用を示し

ます。したがって、このタイプのアミンにはDionex IonPac CS19
カラムを使用する必要があります。図15に、Dionex IonPac 
CS19カラムを使用したメトホルミン製剤中のDMA測定結果を
示します。メタンスルホン酸溶離液を用いたグラジエント条件
で、0～16分（4～40 mmol/L）ではDMAが他の陽イオンと分離
し、16～25分の高濃度メタンスルホン酸（40 mmol/L）ではメト
ホルミンが溶出し、20～25分で大きなピークが確認できます。
亜硝酸イオンの分析と本分析により、原薬または製剤における
ニトロソアミン生成の可能性を評価できます。このDMA測定
メソッドは製剤の他の成分（たとえば、賦形剤）にも使用でき 
ます。

図14. ロサルタン製剤（サンプル6）および10 µg/L添加サンプル6中のDMAの測定、Dionex IonPac CS16カラムを使用

図15. メトホルミン製剤（サンプル5）中のDMAの測定、Dionex IonPac CS19カラムを使用
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メソッドの真度と精度
メソッドの真度を添加回収試験により評価しました。サンプル
2を除く各サンプルに10 µg/L、サンプル2に100 µg/LのDMAを
添加しました。7種類のサンプルにおけるDMAの回収率は96.0
～104%でした（表5）。メソッドの精度は校正標準液50 µg/Lを
3日間それぞれに3回注入することにより評価しました。Dionex 
IonPac CS16カラムでは、ピーク面積のRSDは1.53%で、保持
時間のRSDは0.67%でした。Dionex IonPac CS19カラムで
は、ピーク面積のRSDは0.65%で、保持時間のRSDは0.07%で 
した。

表5. 医薬品サンプル中のDMAの添加回収率
サンプル DMA回収率（%） RSD（n=6）

1 104 2.6

2 96.0 2.3

3 100 1.8

4 101 1.7

5 104 1.4

6 104 2.6

7 96.3 2.7

検出下限（LOD）
LODは、シグナルノイズ比（S/N）に基づいて決定しました。S/N
は、低濃度の標準試料およびブランク試料を測定してシグナル
を比較し、分析成分が信頼性高く検出できる下限値を確定する
ことで推定します。S/N=3を用いてLODを推定し、S/N=10を用
いて定量下限（LOQ）を推定します27。本試験では、まず、ベー
スラインのノイズを決定するために、ピークが溶出しないベース
ラインの代表的な1分間のピーク間ノイズを測定しました。標準
液（1 µg/L）を3回注入した平均ピーク高さから決定しました。
サンプル溶液中のDMAのLODを計算した結果、Dionex IonPac 
CS16カラムは0.960 µg/L、Dionex IonPac CS19カラムは0.718 
µg/Lになりました。医薬品サンプルは1 mg/mLで調製したこと
から、医薬品有効成分（API）では重量ベースでそれぞれ0.960 
µg/g API（ppm）、0.718 µg/g API（ppm）になります。

結論
本稿のガイドに従って、7種類の医薬品サンプル中のDMAを測
定する2つのメソッドを開発しました。どちらのメソッドを選択
するかは、製剤の化学的性質と処方設計に依存します。医薬品
サンプル中のDMAのLODは1 ppm（µg/g API）未満です。溶離
液ジェネレーターを搭載したRFICシステムの再現性が高いた
め、このメソッドの真度と精度は高くなっています。本法は、医
薬品の全ての製造工程において、ニトロソアミン生成の可能性
を評価する目的でのDMAの測定に使用できます。本テクニカル
ノートで説明したメソッド開発方法は、医薬品サンプル中の他の
アミン類を測定するICメソッドの開発にも適用できます。
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