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要約

発⾊団のないアミノグリコシドであるゲンタマイシンは、グラム陰性細菌感染および⼀部のグラム陽性細菌感染に対す

る広範囲の抗⽣物質として⼀般に使⽤されています。ゲンタマイシンは、メチル化の程度および毒性の程度が異なるさ

まざまな関連成分で構成されています。そのため、各成分を分析および定量することは、患者の安全性および規制機関

への準拠のために、特に重要です。この試験では、Atlantis™ Premier BEH™ Z-HILIC カラムを使⽤する、ACQUITY 

QDa™ 質量検出器を備えた、ACQUITY™ Ultra Performance Liquid Chromatography™ H-Class システム⽤に、ゲン

タマイシン C1、C1a、C2、C2a を迅速に分離する、親⽔性相互作⽤液体クロマトグラフィー（HILIC）ベースの分析法

を開発しました。この分析法を、眼科⽤ゲンタマイシン製剤について試験し、Z-HILIC ケミストリーについて充塡剤の

差異を調査しました。この分析法には、⽂献で⾒られる多くの現⾏分析法とは異なり、誘導体化やフッ素化イオン対試

薬は不要です。分離には、10 分間のアイソクラティック溶出が使⽤されます。これにより、サンプル間の再平衡化時

間が短縮され、ゲンタマイシン成分が迅速で正確に、再現性よく分離されます。 

アプリケーションのメリット

使いやすいコンパクトな ACQUITY QDa 検出器を活⽤■

誘導体化やフッ素化イオン対試薬は不要■

アイソクラティック分離により、平衡化時間が短縮され、サンプルの分析を加速■

同じ装置および同様の分析法を使⽤して、多くのアミノグリコシド（AMG）を分離可能■
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はじめに

ゲンタマイシンは、広範なアミノグリコシド系抗⽣物質であり、4 種類の主要成分ゲンタマイシン C1、C1a、C2、C2a 

と 1 種類のマイナー成分 C2b の混合物で、図 1 にその構造が⽰されています。ゲンタマイシンは、Micromonospora 

purpureaによる発酵によって⽣成されます。この発酵により、その⽣合成のために選択された菌株に基づいて、製造者

ごとにこれらの化合物の組成が異なる可能性があるという状況を引き起こします。ゲンタマイシンのさまざまな「C」

化合物は、メチル化の差異はわずかですが、毒性レベル（特に、聴神経障害および腎臓毒性）はさまざまです。これに

より、この薬剤の狭い治療指数を考慮すると、構成成分の化合物を分離できることが重要です1。 1998 年にゲンタマイ

シン投与による死亡が数例あったことを考慮すると、この重要性はより明らかです。完全には証明されていませんが、

仮説では、死亡は関連化合物シソマイシンとそのプリカーサーであるヒスタミンによって引き起こされたと⾔われてて

います2。

2⾮誘導体化ゲンタマイシン成分の分析⽤超⾼速液体クロマトグラフィー質量分析法



図 1.  ゲンタマイシン化合物の構造

この分析は、双性イオン（スルホベタイン）固定相を充塡し、MaxPeak™ HPS テクノロジーを採⽤した Atlantis 

Premier BEH Z-HILIC カラムを使⽤し、HILIC モードで実⾏しました。この双性イオン固定相により、⾼極性の化学物

質が良好に保持され、ゲンタマイシン混合物中に含まれている類似化合物が良好に分離されます3。 化合物の分離を促

進するためにフッ素化イオン対試薬または誘導体化を使⽤する、C18 カラムや HILIC カラムを使⽤する、いくつかの分

析法が開発されています4-6。 これらの分析法では⻑時間かかる傾向があり、⾼いイオン強度が必要です6。 華東理⼯⼤

学の他の研究者たちは、双性イオンクリック TE-Cys カラムなどのさまざまなケミストリーで成功を収めています。彼

らの分析法には⻑時間が必要であり、⾼イオン強度移動相とエバポレイト光散乱検出器が必要です。これは、イオン性

化合物の蓄積の問題になる可能性があります6。

このアプリケーションノートで概説する分析法は、フッ素化イオン対試薬および誘導体化を回避して、ゲンタマイシン

が 4 つの主要成分に分離されるように設計されています。このことは、フッ素化イオン対試薬を質量分析法で使⽤する

3⾮誘導体化ゲンタマイシン成分の分析⽤超⾼速液体クロマトグラフィー質量分析法



と、イオン化抑制や装置の汚染を引き起こす可能性があるため、有⽤です3。 誘導体化を回避することも、サンプル前

処理の時間が短縮され、分析法全体が簡素化されることから、有⽤です。本書で開発されたこの分析法のもう 1 つの利

点は、ウォーターズによって類似の分析法が既に開発されていたことです。ウォーターズの分析法では、同じ装置構成

を使⽤し、ギ酸アンモニウム濃度と分析法パラメーターのみが異なる、AMG のパネルを分離および定量できます7。 以

下の分析法では、Atlantis Premier BEH Z-HILIC カラムを AQCUITY QDa 質量検出器と組み合わせて使⽤し、ゲンタマ

イシン成分を分離および定量します。

実験⽅法

再現性のあるカラム

異なるバッチ（バッチ番号 101、102、104）が充塡された Atlantis Premier BEH Z-HILIC 1.7 µm 2.1 × 100 mm カラ

ム 3 本を⼊⼿し、4 本⽬のカラムに、ステンレススチール製 2.1 × 100 mm カラムハードウェアを使⽤してバッチ 101 

を社内で充塡しました。

サンプルの説明

ゲンタマイシン硫酸塩の 2 つのサンプルは、Sigma Aldrich（G1914、PHR0177）から⼊⼿しました。ストック溶液は

、LCMS グレードの⽔（Burdick & Jackson）でポリプロピレン（PP）内で調製され、PP 容器に⼊れて冷凍庫で保管

しました。100 µg/mL のゲンタマイシン硫酸塩のサンプルを作成し、10 ˚C で保管しました。

ゲンタマイシン製剤サンプル

サンプルは、マサチューセッツ州 Avon にある Asaman から⼊⼿し、Bausch and Lomb および Greenstone/Pacific 

Pharma 製の 0.3% ゲンタマイシン点眼液 5 mL を使⽤しました。サンプルは、MS グレードの⽔で 100 µg/mL に希釈

しました。

分析条件

分析法では、標準の 100 µL ミキサーから 250 µL ミキサーに変更して使⽤しました（製品番号：205000719 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/service-parts--kits/205000719-mixer-assembly-250-l-

zirconia.html> ）。

LC 条件
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LC システム： ACQUITY Ultra Performance LC H-Class Plus（250 

µL ミキサー）

検出： ACQUITY QDa 質量分析計（パフォーマンス）

バイアル： ポリプロピレン 2 mL

カラム： Atlantis Premier BEH Z-HILIC、1.7 µm 2.1 mm × 

100 mm カラム

カラム温度： 55 ℃

サンプル温度： 5 ℃

注⼊量： 3 µL

流速： 0.8 mL/分

移動相 A： 80 mmol ギ酸アンモニウム含有 MS グレード⽔（

Burdick & Jackson、pH 未調整：約 6.3）

移動相 B： 0.1%（v/v）ギ酸含有 MS グレード ACN（Burdick & 

Jackson）

移動相の⽐率： A：48% B：52%

MS 条件

MS システム： ACQUITY QDa

イオン化モード： ポジティブ

取り込み範囲： 300 〜 630 Da

キャピラリー電圧： 0.8 kV
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プローブ温度： 600 ℃

コーン電圧： 12 V

データ管理

クロマトグラフィーソフトウェア： Empower™ 3

結果および考察

アミノグリコシドのパネルを⽤いる別のプロジェクトで、ゲンタマイシンの分離が注⽬されました7。 ゲンタマイシン

のピークはそれ以前に 2 つの明瞭なピークに分離されていました。2 つのピークは完全には分離されませんでしたが、

これらの分離の条件は、⼀時⼀事法の分析法開発アプローチの出発点として、使⽤しました。

まず、移動相組成の影響を調べました。最初に、50% 未満⽔系で始まって 85% ⽔系で終わる、グラジエントメソッド

を調査しました。グラジエントメソッドでは⾮常に緩やかなグラジエントで最良の分離が得られたため、アイソクラテ

ィック溶出を調査しました。85% ⽔系から 40% ⽔系まで下がるアイソクラティック溶出を確認しました。⽔系の⽐率

が 48% のときに、形状が良好で⾮常によく保持されたピークが得られました。より低い⽔系⽐率も試験しましたが、

ピークのシャープさが低下し、波形解析がさらに困難になりました。ピークが強く保持されるため、カラム温度を 50 

℃ から 55 ℃ に上げて、ピーク形状を維持しながら保持時間を短縮しました。次に評価した変数はバッファー濃度でし

た。8、25、40、80 mM のギ酸アンモニウムを試験しました。結果から、ギ酸アンモニウム濃度が分離に⼤きな影響を

与えることが⽰されています。表 1 に⽰されているように、濃度が⾼くなると、ピーク幅が狭くなり、シャープさが増

加しました。図 2 に⽰されているように、より⾼濃度のギ酸アンモニウムにより、分離が維持または改善され、分析時

間が短縮されました。⽂献で⽰唆されているように、濃度が⾼いほど良好です。ただし、濃度が⾼いと、ベースライン

ノイズの増加やその他の感度の問題が発⽣することにより、QDa の性能に悪影響を与える可能性があります。⼀般に

、QDa で使⽤する場合、ギ酸アンモニウム濃度を約 10 mmol に維持しますが、この分析法では 80 mmol で⼀貫して

機能しています8。 80 mmol との⼀貫性は、ミキサーのサイズを標準の 100 µL から 250 µL のミキサーに増加したこ

とに起因する可能性があります。4 周辺の低 pH が最適であると述べている⽂献もありますが2-4、この分析法では、未

調整の pH（約 6.3）を⽤いることで、よりシャープなピークで、レスポンスが⼤きい、より⼀貫した結果が得られる

ことがわかりました。MS プローブの温度を 600 ℃ まで上げると、感度が向上することがわかりました。  

6⾮誘導体化ゲンタマイシン成分の分析⽤超⾼速液体クロマトグラフィー質量分析法



図 2.  ギ酸アンモニウム濃度の相違による分析法への影響この⽐率の⽔系移動相では、低濃度では所要時間内に溶出し

ませんでした。A：80 mmol、B：40 mmol、C：25 mmol。クロマトグラムはすべて、平均してレベル 9 でスムージ

ングしました。
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表 1.  さまざまなギ酸アンモニウム濃度でのピークの半値幅

開発した分析法で、ゲンタマイシン混合物の 4 つの主要成分 C1、C1a、C2、C2a を、正常に分離できました。各ピー

クの分離度は、すべての注⼊で 1.390 を超え、図 3 に⽰されているように、⼀部のピークは最⼤ 1.873 の分離度でした

。 

解析メソッド（より具体的には波形解析パラメーター）が偏差を⽣じる最⼤のポイントであるように思われます（特に 

C1a ピークの終端の決定）。表 4 に、6 回の注⼊にわたる平均保持時間と標準偏差が⽰されていまます。相対標準偏差

が 1% 未満であるため、この分析法は再現性があると結論できます。最後のピークの波形解析が困難であることを考慮

すると、この分析法では波形解析した⾯積の相対標準偏差は 5% 未満に維持されています。これらの正確な値は、表 2 

および表 3 に⽰されています。 

表 2.  ゲンタマイシンの 4 つのピークのパーセント⾯積。C1a ピークの RSTD が最も低いのは、ピーク形状が⼀貫して

いないためではなく、ピークの波形解析が⼀貫していないためであることに注意してください。
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表 3.  ゲンタマイシンの 4 つのピークを波形解析したピーク⾯積

表 4.  ゲンタマイシンの 4 つのピークの保持時間

異なる移動相組成からのカラムの平衡化には最⼤ 30 分かかることがあることに注意してください。そうしないと、保

持時間に⼀貫性がなくなる可能性があります。化合物の分析に SIR を検討しましたが、⾼イオン強度によって多くのギ

酸アンモニウム付加イオンが形成され、さまざまな質量が⽣じて SIR レスポンスが低下しました。SIR で⾒られる低レ

スポンスを避けるため、TIC を使⽤しました。化合物が⾮常に類似しているため、クロストークも検討する必要がある

問題であり、シングル四重極質量分析計メソッドがこれらの化合物の分離に必要になりました。 

カラムケミストリーのバッチ間再現性

充塡剤のさまざまなバッチにわたってこの分析法が適合することを確認するため、カラム間再現性を調査しました。本

書で開発した分析法と、アミノグリコシドについて⾏った以前の試験について、再現性を試験しました。MaxPeak 

HPS テクノロジーの効果も、ベアメタルステンレススチール製カラムと⽐較して確認したところ、ピーク⾯積に⼤きな

差異は⽰されませんでした。HPS により、アミノグリコシドパネルについて保持時間が⻑くなりました。表 5 に⽰さ

れているように、ゲンタマイシンサンプルの相対標準偏差は HPS によってわずかに減少しました。再現性は、どちら

の分析法でも許容できることがわかりました。保持時間およびピーク形状は、充塡剤のバッチの違いにより、少し変わ

るようです。それぞれのカラムの 6 回の別々の注⼊にわたるピーク⾯積の標準偏差は 10% 未満でした。それぞれのカ

ラムの保持時間は、すべてのカラムにわたって 1% RSTD 未満で、すべてのカラムおよびすべての注⼊にわたる保持時

間は 5% RSTD 未満でした。このように、この分析法では、カラムケミストリーの通常の差異に対して、再現性があり

ます。
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表 5.  4 本のカラムにわたるゲンタマイシンのピークの相対保持時間および相対標準偏差パーセント

ゲンタマイシン点眼液の処⽅は、Greenstone/Pacific Pharma および Bausch & Lomb から⼊⼿しました。この点眼液

は濃度 3 mg/mL で、検出器を過負荷にしないために、希釈する必要がありました。サンプルを MS グレードの⽔で希

釈して、最終濃度を 100 µg/mL にしました。Bausch & Lomb の点眼液には防腐剤の塩化ベンザルコニウム 0.01% が

含まれ、Greenstone の点眼液にもこれが含まれていますがその濃度は不明でした。製造者によって不活性成分の異な

る混合物が使⽤されていましたが、いずれにも⽣理⻝塩⽔リン酸バッファー溶液（pH 6.5 〜 7.5 に調整済み）が含まれ

ていました。Greenstone 製には、エデト酸⼆ナトリウムとポリビニルアルコールで構成される添加剤が追加されてい

ました。

点眼液の成分は異なりますが、この分析法によりゲンタマイシンを構成成分の化合物に分離できました。ベンザルコニ

ウムは、カラムに保持されず、Greenstone 製点眼液および Bausch & Lomb 製点眼液はそれぞれ 0.245 分および 

0.244 分に溶出して、ボイドボリューム時間近くでした。分離されたパターンによりベンザルコニウムのピークの同定

が確認されます。Greenstone は塩化ベンザルコニウムの濃度を報告していませんが、ピーク⾯積は Bausch & Lomb 

製の 2 倍以上であり、濃度に差があることが⽰唆されています。図 4 と図 5 に⽰されているように、ゲンタマイシンの 

4 本のピークすべてが分離されました。  
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図 4.  濃度 100 µg/mL に希釈した Greenstone 製ゲンタマイシン点眼液。グラフの y 軸のスケールがベンザルコニウム

のピークによって増加しているため、ピークはシャープに表⽰されません。

図 5.  濃度 100 µg/mL に希釈した Bausch & Lomb 製ゲンタマイシン点眼液

結論

新しい Atlantis Premier BEH Z-HILIC カラムを ACQUITY QDa 検出器を搭載した Waters ACQUITY UPLC H-Class 

PLUS システムと組み合わせて使⽤して、ゲンタマイシンを分離するための⾼速アイソクラティック分析法が作成され

ました。これにより、充塡剤の複数のバッチにわたって⼀貫した再現性のある結果が得られました。この簡潔な分析法

では、ゲンタマイシンの 4 つの主要成分（C1、C1a、C2、C2a）を迅速に分離できる⼀⽅で、フッ素化イオン対試薬、
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複雑な分析前誘導体化、⻑い分析時間などの他のゲンタマイシン分離の⽋点を回避できます。 
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ACQUITY QDa 質量検出器 <https://www.waters.com/134761404>

Empower クロマトグラフィーデータシステム <https://www.waters.com/10190669>

720007609JA、2022 年 4 ⽉

© 2022 Waters Corporation. All Rights Reserved.
利⽤規約 プライバシー 商標 サイトマップ キャリア クッキー  クッキー
環境設定

13⾮誘導体化ゲンタマイシン成分の分析⽤超⾼速液体クロマトグラフィー質量分析法

https://www.waters.com/10138533
https://www.waters.com/134761404
https://www.waters.com/10190669
https://www.waters.com/#
https://www.waters.com/1000245
https://www.waters.com/1000241
https://www.waters.com/1000238
https://www.waters.com/waters/sitemap.htm
https://www.waters.com/134690899
https://www.waters.com/134982469
https://www.waters.com/#
https://www.waters.com/#

