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System : Nexera XR
Column : Shim-pack GIST-HP C18

(100 mm×2.1 mm I.D., 2 µm)*1

Detection (PDA) : PDA at 190 to 800 nm
Temperature : 40 ℃
Injection volume : 10 µL
Mobile phases : A-0.1% formic acid in water, B-acetonitrile
Flow rate : 0.35 mL/min
Mode : Gradient elution
Time program (%B) : 40% (0.00 min)→75% (1.50 min)

→90% (3.50 min) →90% (3.50~4.00 min)
→40% (4.01~8.00 min)

FCV Valve Position : 0 (0.00 min)→1 (2.80 min) →0 (4.30 min)*2

System : LCMS-2050 (DUIS Negative)
Mode : SIM
Interface Voltage : -2.0 kV
Nebulizing gas : 3 L/min
Drying gas : 7 L/min
Heating gas : 5 L/min
DL temp : 200 ℃
Desolvation temp : 500 ℃

はじめに
分析条件を表1に示します。フォトダイオードアレイ検出

器（PDA）を搭載したNexera  XR UHPLCシステムを、シン
グル四重極質量分析計LCMS-2050に接続して使用しました。
LCMS-2050は加熱式DUIS イオン源を搭載しており、ESIと
APCIの両イオン源の長所を兼ね備えています。

2024年9月4日、FDAはヒト用医薬品中のニトロソアミン
不純物の管理に関する最終ガイダンス（ニトロソアミンガ
イダンス第2版）を公表しました。このガイダンスでは、ニ
トロソアミンを「低分子ニトロソアミン」と「ニトロソア
ミン原薬関連不純物（NDSRI）」の2つに分類しています。
低分子ニトロソアミンは原薬（API）と構造が異なるのに対
し、NDSRIは一般にAPIと構造的に類似しており、薬剤の添
加剤中に含まれる亜硝酸塩などのニトロソ化剤とAPIとの相
互作用により生成される可能性があります。

ネビボロールは、中等度から重度の高血圧症・狭心症・
うっ血性心不全の治療で臨床的に用いられる強力かつ選択
的な第3世代β遮断薬であり、1日の推奨投与量は5 mgです。
ネビボロールの構造上の特性により、合成や製剤過程でニ
トロソ化反応が生じ、NDSRIであるN-ニトロソネビボロー
ルが生成する可能性があります。FDAのニトロソアミンガ
イドラインでは、化学構造から発がん性リスクを分類して
許容摂取量（Acceptable Intake, AI）を簡単に設定する方法
（Carcinogenic Potency Categorization Approach, CPCA）
に基づき、ネビボロール中の潜在的NDSRIであるN-ニトロ
ソネビボロールのAIを1,500 ng/日と定めています。

ここでは、ネビボロール原薬中のN-ニトロソネビボロー
ルを測定するLC-MS法（シングル四重極質量分析計 LCMS-
2050）をご紹介します。この方法では高感度・高精度な結
果を短時間で得られ、N-ニトロソネビボロールおよびその
他のNDSRI測定の参考となります。

表 1 分析条件

不純物分析における高感度を維持し、高濃度APIによる質
量分析計の汚染を防ぐため、流路切替法を用いました。こ
の方法では、ネビボロールの主なピークを質量分析計へ導
入せずにドレインに迂回させ、不純物のみを質量分析計へ
導入して検出します。最適化されたLC条件下での保持時間
は、ネビボロールが1.952分、N-ニトロソネビボロールが
3.408分であったため、質量分析計への導入は2.8分から開始
するように設定し、分析対象である不純物に対する選択的
検出を実現しました。その結果であるPDAクロマトグラム
を次頁の図1に示します。この方法により、微量レベルの不
純物を正確かつ他成分による干渉なく分析することが可能
となりました。

試料調製
ネビボロール原薬0.5 mgを秤量後、50%メタノール水溶

液で超音波処理し溶解させ、1 mLメスフラスコでメスアッ
プしました。続いてこの混合液を均質化し、0.22 µmのナイ
ロンフィルター膜に通しました。

標準原液（10 µg/mL）を採取し、50%メタノール水溶液
で段階的に希釈して1、5、10、50、100および180 ng/mL
の濃度の標準試料を調製し、その後の測定に用いました。

 LCMS-2050を用いたネビボロール原薬中のNDSRIを測定する新しい方法をご紹介します。
 この方法は高感度・高精度・短時間であり、N-ニトロソネビボロールに関するFDAの許容摂取量（Acceptable Intake, 

AI）を十分満たすことができます。

シングル四重極質量分析計LCMS-2050を用いた
ネビボロール原薬中のN-ニトロソネビボロール
の測定
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高速液体クロマトグラフシングル四重極質量分析計 LCMS -2050

1 島津企業管理（中国）有限公司、2 島津製作所
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分析条件

*1 P/N：227-30001-04
*2 1は流路が質量分析計に切り替わり、0は流路がドレインに切り替わる
ことを示しています。

ID Compound Molecular formula Polarity m/z
1 N-Nitroso-nebivolol C22H24F2N2O5 - 479.02

表 2 SIM条件

分離評価
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まとめ

選択性

LCMS、Nexera、DUISおよびShim-packは、株式会社島津製作所またはその関係会社の日本およびその他の国における商標です。

ブランクおよび標準試料（5 ng/mL）のSIMクロマトグラ
ムを図2に示します。対象ピークに顕著な干渉は認められず、
この方法の良好な選択性を確認できました。

LCMS-2050を用いて、ネビボロール原薬中のN-ニトロソ
ネビボロールの含有量を測定する新しい方法を確立しまし
た。検量線の濃度範囲は1~180 ng/mLであり、この範囲に
おけるN-ニトロソネビボロールの相関係数は0.9999でした。
添加濃度0.03および0.3 µg/mgにおいて、N-ニトロソネビボ
ロールの回収率はそれぞれ100.4%および100.2%と良好な結
果が得られ、薬局方の基準を満たしました。以上より、こ
の方法は高感度・高い直線性・高精度・高回収率を示し、
検出要件を満たすことができ、ネビボロールのNDSRIであ
るN-ニトロソネビボロールの検出に適用できます。

＜関連アプリケーション＞
1. Determination of N-Nitroso-Nebivolol in Nebivolol Drug 

Substance by LCMS-2050 Application News No. 03-
LCMS-055-EN

2. Determination of Nitrosamine Impurities and NDSRI in 
Anti-diabetic Drugs on Shimadzu LCMS8060NX
Application News No. 04-AD-0301-EN

3. Determination of NTTP in Sitagliptin by LCMS-8045
Application News No. 03-LCMSMS-880-EN

4. トリプル四重極LC/MS/MSを用いたニトロソアミン類の高
感度定量分析 Application News No. 01-00188A-JP

5. トリプル四重極質量分析計を用いた原薬中ニトロソアミン
10成分の一斉分析 Application News No. 01-00400-JP

検量線
標準試料を用いて作成した検量線（外部標準法）は、180

倍の広いダイナミックレンジで良好な直線性を示しました。
検量線を図3に示します。

再現性
濃度1、10および100 ng/mLの標準試料の再現性値を表3

に示します（n=6）。

回収率
回収率試験では、ネビボロール原薬に各種濃度の標準試

料を添加し、各添加量について3回測定しました。回収率は
表4に示す通りであり、いずれも薬局方の基準を満たしてい
ます。
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図 1 PDAクロマトグラム（A：ネビボロール濃度500 µg/mL、 
B：N-ニトロソネビボロール濃度16 µg/mL）

図 2 標準溶液およびブランクのSIMクロマトグラム
（A：標準溶液濃度5 ng/mL、B：ブランク）

図 3 検量線（1~180 ng/mL）

Compound
1 ng/mL 10 ng/mL 100 ng/mL

R.T Area R.T Area R.T Area
N-Nitroso-nebivolol 0.40 2.02 0.09 1.49 0.12 1.36

表 3 保持時間および面積のRSD（%）

Compound
Background 

content 
（µg/mg）

0.031 µg/mg 0.3 µg/mg
Mean 

recovery 
（%）

RSD 
（%）

Mean 
recovery 

（%）
RSD 

（%）

N-Nitroso-
nebivolol 0.0022 100.4 0.77 100.2 1.89

表 4 添加試料の平均回収率（%）
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