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要約

新型コロナウイルス感染症などの治療のため、有効性が⾼く、

耐性に対する遺伝的障壁が⾼く、⻑期安全性および忍容性が改

善した新しい抗ウイルス治療薬が、急速に開発されています。

アッセイ、分解⽣成物、および治療⽤化合物に含まれる不純物

のモニタリングに、クロマトグラフィーによる安定性評価分析

法（SIM）を⽤いました。⾃動化した信頼性の⾼い AQbD アプ

ローチを使⽤してクロマトグラフィー SIM を開発することで、

強制分解サンプル調製物を使⽤した分析法開発を⾏う際に、頑

健性および効率の⾯での利点が得られます1。

アプリケーションのメリット

Fusion QbD 分析法開発ソフトウェアを⽤いることで、安定

性評価分析法を⾃動的に開発することができます。

■
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Fusion QbD 分析法開発ソフトウェアの強制分解機能により

、⾃動化された分析法開発設計に複数の強制分解サンプル

を含めることが可能になります。

■

はじめに

適切な製剤化、包装の選択、保存期間の決定においては、医薬

品有効成分（API）の安定性に関する情報が⾮常に重要になり

ます2,3。頑健で再現性の⾼い分析法の開発は、複雑かつ困難で

、時間がかかる場合があります。⼀般的に⽤いられている戦略

として、⼀時⼀事法（OFAT）、体系的プロトコル、分析法の

クオリティ・バイ・デザイン（AQbD）が挙げられます。

最近では、AQbD のアプローチで得られる情報が知識に基づい

た意思決定を⽀援することから、規制機関による AQbD への関

⼼が⾼まっています。リスク評価を実施することで、AQbD の

原則を使⽤して収集したデータから、Method Operable 

Design Region（MODR）と呼ばれるデザインスペースが⽣成

されます。このスペース内から、許容性能領域（APR）により

、分析法の変数（温度、グラジエント時間、流速など）が指定

されたシステム適合性要件を満たす作業範囲が更に定義されま

す1。 この境界内での分析法の実施により、クロマトグラフィ

ーの頑健性が最⼤限になる⼀⽅、ルーチンの⽇間クロマトグラ

フィー変動により異常で規格外（OOS）または傾向外（OOT）

の結果になる可能性が最⼩限に抑えられます。

この試験では、Fusion QbD 分析法開発ソフトウェアと 

Empower 3 を併⽤することで、安定性評価分析法（SIM）を

開発しました。この分析法は、慢性 B 型肝炎や HIV の治療に

⽤いる抗ウイルスプロドラッグで、ウイルスの逆転写の強⼒な

阻害剤である、テノホビルアラフェナミドフマル酸塩（TAF）

のモニタリングに使⽤されています4。Fusion QbD ソフトウェ

アに組み込まれている「強制分解」機能を使⽤して、単⼀のデ

ザインスペースに複数の強制分解サンプル調製物を含めました
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。 

実験⽅法

サンプルおよび強制分解の準備

テノホビルアラフェナミドフマル酸塩（TAF）の認証レファレ

ンス物質（CAS 379270-37-8）（図 1）（Selleckchem.com、

⽶国テキサス州ヒューストン）は、希釈液（50/50 ⽔/メタノ

ール）中に約 0.5 mg/mL の濃度で調製しました。4 種類の 

TAF 強制分解サンプル調製物には、最終濃度で 5 mM の HCl（

酸性）、0.025 mM のギ酸アンモニウム pH 8.5（塩基性）、

5% の H2O2（酸化）、サンプル希釈液（コントロール）が含

まれました。コントロールおよび酸化サンプルは 60 ℃ に 3 時

間曝露しました。⼀⽅、酸および塩基を含むサンプルは、室温

で 3 時間保管してから分析しました。

3安定性評価分析法において分析法のクオリティ・バイ・デザインを使⽤した⾃動分析法開発



図 1.  テノホビル

アラフェナミド

フマル酸塩の構

造（5）

LC 条件

LC システム： ACQUITY Arc システム

（クオータナリーソルベ

ントマネージャ（

rQSM）、サンプルマネー

ジャ（rFTN）、カラムマ

ネージャ（rCM）付き）

検出： ACQUITY フォトダイオー

ドアレイ検出器（

PDA）、UV 260 nm

XBridge Premier BEH 

Shield RP18、2.5 µm、

4.6 mm × 150 mm（製

カラム：
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品番号：186009923）

XBridge Premier BEH C

18、2.5 µm、4.6 × 150 

mm（製品番号

：186009849）

XSelect Premier CSH 

Phenyl-Hexyl、2.5 µm、

4.5 × 150 mm（製品番

号：186009888）

XSelect Premier CSH C18 

XP、2.5 μm、4.5 × 150 

mm（製品番号

：186009874）

サンプル温度： 20 ℃

注⼊量： 5.0 μL

流速： 1.3 mL/分

⽔系移動相： 10 mM ギ酸アンモニウム

（pH 4.0）

10 mM ギ酸アンモニウム

（pH 6.4）

10 mM ギ酸アンモニウム

（pH 8.4）

有機移動相： アセトニトリル

データ管理

Empower 3 クロマト

グラフィーソフトウ

データ管理：
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ェアおよび Fusion 

QbD ソフトウェア（

S-Matrix 

Corporation）

結果および考察

AQbD の原理を⽤いた分析法開発を、⼀連の体系的な段階を踏

んで⾏いました。この試験では、初期設計（迅速スクリーニン

グ）を開発し、これを 4 種類の強制分解サンプル調製物に対し

て実施しました。MODR で⽣成されたクロマトグラムの波形解

析および統計処理を⾏った後、より焦点を絞った変動要因（分

析法の最適化）を調べる 2 番⽬の設計を開発および実施しまし

た。これにより、APR が定義され、この領域内の分析法性能が

検証されて SIM の条件がまとまりました。体系的な分析法開発

の段階について、以下に詳細を記載します。

第 1 段階：迅速スクリーニング

移動相の pH、カラム、グラジエント時間の変動要因を Fusion 

QbD による迅速なスクリーニングの分析法開発の設計に含め

ました。「Replication Settings/Forced Degradation 

Study」（繰り返し設定/強制分解試験）機能（図 2）を⽤いて

、4 種類の強制分解サンプル調製物（酸性、塩基性、酸化、コ

ントロール）すべてをスクリーニングプロセスに含めました。

次に、設計を Empower 3 にインポートして実装しました。 
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図 2.  Fusion QbD ソフトウェアでの LC 分析法開発の設

定。［Replication Settings］（繰り返し設定）タブで

、試験設計に 4 種類の強制分解サンプル調製物を含め

ました。

第 2 段階：Fusion QbD へのデータのインポート
およびナレッジスペースの開発

測定完了後、すべてのクロマトグラムを汎⽤解析メソッドを⽤

いて波形解析しました。この設計で実⾏した最初のセットの変

動要因について、4 種類の強制分解サンプル調製物のクロマト

グラムを重ね描きしました。4 種類の調製物の間で多くの分解

物が共通していましたが、酸化したサンプル調製物では、他と

は異なる固有の分解⽣成物が⽣じていました。酸化したサンプ

ル調製物を選択して統計解析を⾏い、ピーク数についての「最

悪のケース」のシナリオとして、更なる分析法開発を⾏いまし

た。

酸化したサンプル調製物の注⼊についての波形解析したクロマ

トグラムを Fusion QbD にインポートし、統計解析を⾏いまし

た。「ピークカウント」の⽬標性能を選択し、トレンドレスポ

ンス情報を⽣成しました。これから、ソフトウェアにより、イ

ンポートされたクロマトグラムに存在するピークプロファイル

に基づいて、数学的モデルが⾃動的に構築されました。Fusion 

QbD により、「Best Overall Answer（BOA）」あるいは最⼤

ピーク数を⽣成する分析法の変動要因の組み合わせ（pH、カ

ラム、グラジエント時間）が予測されました。迅速スクリーニ

7安定性評価分析法において分析法のクオリティ・バイ・デザインを使⽤した⾃動分析法開発



ング試験を完了した後、これらの変動要因を分析法の最適化に

適⽤しました。

第 3 段階：分析法の最適化 - 温度およびグラジエ
ント時間

分析法の最適化設計を構築し、40 〜 50 ℃ の範囲のカラム温

度を調べてグラジエント時間を微調整しました。設計の実施、

クロマトグラムの波形解析、Fusion QbD へのデータのインポ

ートを⾏った後、ピーク数、USP 分離度、k’ などのクロマト

グラフィーシステム適合性の⽬標性能が最⼤化し、同時に USP 

テーリングを最⼩限に抑えられる（図 3）ように許容性能範囲

（APR）を定義しました。

この APR により、グラジエント時間 7 〜 9 分およびカラム温

度 41.5 〜 43.5 ℃ で頑健なクロマトグラフィー分離が得られる

ことが予測されました。APR 領域内では、ピーク数、USP 分

離度、k’、USP テーリングについてのシステム適合性基準が

すべて満たされていました。
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図 3.  分析法の最適化実験から得られたデザインスペー

スと APR 領域を⽰す Fusion QbD グラフ。グラフの下

の表は、この設計で達成されたユーザー指定の性能⽬

標を⽰しています。

第 4 段階：検証

分析法の検証を実施するため、APR 内の中⼼点で定義される変

動要因で、4 種類の強制分解サンプル調製物すべてを分析しま

した。迅速スクリーニングの結果に基づき、XBridge Premier 

BEH C18 カラムと 10 mM ギ酸アンモニウム（pH 4.0）を使⽤

し、分析法の最適化試験の結果に基づき、カラム温度は 43 

℃、2% B で 2 分間保持しました。その後、8.5 分間で 95% ま

でグラジエントを上昇させました。試験の間を通して、流速、

注⼊量、UV 検出波⻑をそれぞれ 1.3 mL/分、5 µL、260 nm と

⼀定に保ちました（図 4）。
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図 4.  テノホビルアラフェナミドフマル酸塩の強制分解

サンプル調製物についての最終的な SIM クロマトグラ

フィープロファイル

結論

この試験では、テノホビルアラフェナミドフマル酸塩原薬を強

制分解条件に曝露した後のモニタリングに使⽤する安定性評価

分析法の開発を実証しました。Fusion QbD 分析法開発ソフト

ウェアを活⽤した⾃動化された統計的アプローチを⽤いました

。このアプローチにより、複数のサンプル調製物のクロマトグ

ラフィー性能を、単⼀の⾃動分析法開発設計で調査することが

できました。  
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