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要　 　 　 約

ニト ロ ソ アミ ン 類は，…高い発がん性を 有する と 考えら れている ． …近年，…医薬品中に許容摂取限度

量以上のニト ロ ソ アミ ン 類が検出さ れる 事例が相次ぎ，…世界中で医薬品の自主回収が行われた． …医

薬品中のニト ロ ソ アミ ン 類の定量分析方法を 確立する こ と は，…医薬品の安全性を 確保する ために非

常に重要である ．

本研究では，…LC-MS/MSを 用いて10種類のニト ロ ソ アミ ン 類の一斉分析法の構築を 目指し 検討を

行っ た． …その結果， 0.5…~ …10…ng…/…m Lの濃度範囲において，…決定係数（ R 2 ） > …0.998の良好な直線性

が得ら れた． ま た,…12種類の医薬品関連化合物について,…ニト ロ ソ アミ ン 類が検出さ れないか分析を

行っ た． 本分析においては， 規制対象のニト ロ ソ アミ ン類は検出さ れなかっ た．

Summa ry

Nitrosoam ines…are…considered…to…have…high…carcinogenic…potency,…and…several…m edications…have…

been…subject…to…recall…w orldw ide…due…to…the…presence…of…these…im purities.…To…ensure…the…safety…

of…pharm aceutical…products,…it…is…im portant…to…establish…an…analytical…m ethod…for…the…quantitative…

detection…of…nitrosoam ines.

In…this…study ,…an…LC-M S/M S…m ethod…w as…validated…for…the…quantitativ e…detection…of…ten…

nitrosoam ines.…Good…linear ity…w ith…a…correlation…coeff icient…(R 2 )…> …0.998…w as…achieved…at…the…

concentration…range…of…0.5–10…ng/m L.

By…this…m ethod,…w e…analyzed…tw elve…kinds…of…com m ercially…available…chem ical…reagents,…w hich…

are…also…used…for…pharm aceutical…com pounds,…but…nitrosam ines…w ere…not…detected.
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緒　 　 言

ニト ロ ソ アミ ン 類はアミ ン にニト ロ ソ 基を も つ化合

物の総称であり ， 古く から 発がん性を 有し ている こ と

が知ら れている 1 ）． 医薬品中の変異原性不純物の評価

及び管理を 定めたICH-M 7 では， ク ラ ス 1 （ 既知の変

異原性発がん物質） に分類さ れている 2 ）．

2018年 6 月にバルサルタ ン 原薬において ， ニト ロ ソ

アミ ン 類の 1 種である N-ニト ロ ソ ジメ チルアミ ン （ 以

下NDM A ） が検出さ れた こ と を 皮切り に， ラ ニ チジ

ン やメ ト ホルミ ン など 様々な製剤から も ニト ロ ソ アミ

ン 類が検出さ れ， 世界的に医薬品の回収が行われた
3 -11）． 現在， ニト ロ ソ ア ミ ン 類は製剤中に混入し ない

よ う に厳格な管理が求めら れており ， その許容摂取量

は， 令和 3 年10月 8 日付の厚労省から の通知で表 1 の

と おり 示さ れている 12）．

昨年度は， 当セ ン タ ーのLC-M S/M Sを 用い て， 6

種類のニト ロ ソ アミ ン 類（ NDM A ， NDEA ， NM BA ，

NDBA ， NEIPA ， NDIPA ） の一斉分析の分析条件の

構築を 行っ た 13）． 今年度は， 昨年度構築し た方法に 4

種類のニト ロ ソ ア ミ ン 類（ NM PA ， M eNP， NM OR，

NDPA ） を 追加し ， 10種類のニト ロ ソ アミ ン 類の一斉

分析法の検討を 行っ た ． さ ら に， 12種類の医薬品関連

化合物について， ニト ロ ソ アミ ン 類が含ま れていない

か分析を 行っ たので， 以下にその内容を 報告する ．

表1.　 ニト ロソアミ ン類の一日当たり の許容摂取量

ニト ロ ソ アミ ン 類 許容摂取量（ ng ／日）

NDMA 96.0

NDEA 26.5

NMBA 96.0

NMPA 34.3

NEIPA 26.5

NDIPA 26.5

MeNP 26.5

NDBA 26.5

NMOR 127
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試験方法及び結果

①…　 ニト ロ ソ ア ミ ン 類の分析条件の最適化（ M RM 条

件の最適化）

ニ ト ロ ソ ア ミ ン 類 の 分 析 を 行 う 上 で 最 適 な

M RM 条件の 検討（ 最適な「 cone」 及び「 collision…

energy」 の決定） を 行っ た．「 cone」 及び「 collision…

energy」 の値を 変更し ， よ り 感度が高く 分析でき

る 値の組み合わせを 決定し た.

組み合わせの決定方法は， 検出さ れたニト ロ ソ ア

ミ ン 類のピ ーク 高さ が最も 大き いも のが感度がよ

いと 考え， ピ ーク 高さ が最も 高く な る 「 cone」 及

び「 collision…energy」 の組み合わせと し た.　 ま た，

今回一斉分析の対象と する ニト ロ ソ アミ ン 類は， 日

本やEM A が規制し て いる 9 種類にNDPA を 追加し

て計10種類と し た．

ニト ロ ソ アミ ン 類の標準品

10種 ニ ト ロ ア ミ ン 類 混 合 標 準 液（ 2 μg/m L…

M ethanol…Solution）【 富士フ イ ルム 和光純薬】

標準溶液の調製

10種ニト ロ ア ミ ン 類混合標準液（ 2 μg/m L） を

1 …m Lと 精製水 1 …m Lを 混合し 標準原液を 作成（ 1

μg/m L） .こ の標準原液を 精製水で希釈し ， 標準溶

液を 調製し た．

今回構築し た分析条件は下記のと おり ． 図 1 のよ

う に10種類のニト ロ ソ アミ ン 類すべてが分離する こ

と を 確認し た．

LC-M S/M S分析条件

LC条件

装置： A CQUITY…UPLC…H-Class…PLUS…シス テム

カラ ム ； …A CQUITY…UPLC…HSS…T 3 ,…1.8μm ,…3.0

×100…m m

カラ ム 温度： 40…℃

注入量： 10μL

流量： 0.5…m L/m in

移動相A ： 0.1…% ギ酸水溶液

移動相B： 0.1…% ギ酸メ タ ノ ール

グラ ジエン ト 条件： …

0 ～0.5分　（ A ） 95…% … （ B） 5 …% …

0.5～10分　（ A ） 95…% …→ 5 % …（ B） 5 % …→…95…%

M S条件

装置： Xevo…TQ-XSタ ン デム 四重極型質量分析計

イ オン 化モード ： A PCI…

Voltages…

　 　 m ode： current

　 　 corona： 1.0…[uA ]

　 　 cone： 25…[V]

Gas…Flow …

　 　 desolvation： 800…[L/hr]

　 　 cone： 150…[L/hr]

　 　 nebulizer： 4.0…[Bar]

A PCI…probe…tem p： 450℃

図1.　 ニト ロソアミ ン類（ 10種類） のT ICクロマト グラム
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表2.　 MRM条件

sam ple
R.T

（ m in）
m /z

Cone
（ V）

Collision
（ eV）

MeNP 1.0 130.1 57.7 10 15

NDMA 2.2 75.1 58.0 30 10

NMOR 3.1 117.1 86.3 30 10

NMBA 3.6 147.1 117.1 10 5

NDEA 5.1 103.2 74.9 30 10

NEIPA 6.3 117.2 74.9 20 10

NDIPA 7.3 131.2 89.1 20 20

NMPA 7.5 137.1 66.1 30 10

NDPA 7.8 131.1 89.2 30 10

NDBA 9.5 159.2 57.1 30 10

②　 直線性の確認

10種ニ ト ロ ア ミ ン 類混合標準液を 5 点（ 0.5,…1 ,…

2.5,…5 ,…10…ng/m L） 調製し ,…分析条件の直線性を 確

認し た.

表3.　 ニト ロソアミ ン類（ 10種類） の直線性

（ 0.5 n g /m L ～ 10 n g /m L）

sam ple 決定係数

MeNP R ２ …＝…1.0000

NDMA R ２ …＝…0.9986

NMOR R ２ …＝…0.9995

NMBA R ２ …＝…0.9985

NDEA R ２ …＝…1.0000

NEIPA R ２ …＝…0.9999

NDIPA R ２ …＝…1.0000

NMPA R ２ …＝…0.9999

NDPA R ２ …＝…0.9998

NDBA R ２ …＝…0.9999

結果

0.5～10…ng/m Lの濃度の10種類のニト ロ ソ ア ミ ン

標準溶液において， すべての成分で決定係数…R 2 …= …

0.998…以上の 良好な 直線性が得ら れた （ 表 3 ） .　

従っ て， 0.5～10…ng/m Lの濃度において10種類のニ

ト ロ ソ ア ミ ン は， 一斉分析によ り 定量が可能であ

る .

③　 医薬品関連化合物についての分析

分析部会の参加者へ今回構築し た上記の分析条件

を 用いて， 分析を 検討し たい医薬品関連化合物のア

ン ケ ート を 行っ た.　 その結果を も と に， 試薬と し

て購入が可能である 医薬品関連化合物12種類を 選び

（ 表 4 ）， ニト ロ ソ ア ミ ン 類が含ま れていないか検

討を 行っ た.

表4.　 分析を行った医薬品関連化合物一覧

化合物名（ 純度）

No.1 メ ト ホルミ ン（ ＞98.0% ）

No.2 イ ルベサルタ ン （ ＞98.0% ）

No.3 ク ロ ルヘキシジン 二塩酸塩（ ＞96.0% ）

No.4 エバス チン（ ＞98.0% ）

No.5 レ ボセチリ ジン （ ＞98.0% ）

No.6 フ ェ キソ フ ェ ナジン塩酸塩（ ＞98.0% ）

No.7 カルビ ノ キサミ ン （ ＞98.0% ）

No.8 ク ロ ルフ ェ ニラ ミ ンマレ イ ン 酸塩（ ＞99.0% ）

No.9 ト リ メ ブチンマレ イ ン 酸塩（ ＞98.0% ）

No.10 ト ロ キシピ ド （ ＞98.0% ）

No.11 …ヒ ド ロ キシプロ ピ ルセルロ ース

No.12 …ヒ ド ロ キシエチルセルロ ース

試料調製方法①

試料を 約…300…m g量り ， メ タ ノ ール 1 …m L， 精製

水 9 …m Lを 入れ， 超音波処理を 30分行う .…こ の液を ，

エッ ペン チュ ーブに入れて ， 12,000…rpm で遠心分離

を 行う .…こ の上清を フ ィ ルタ ーろ 過し ， 試料溶液と

し た（ 30…m g/m L） .

No.11（ ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ルセ ルロ ース ） 及び

No.12（ ヒ ド ロ キシエチルセルロ ース ） については，

精製水を 加え る と ゲル状に固ま る 性質がみら れた .…

従っ て， 試料から ニ ト ロ ソ ア ミ ン 類を 抽出する こ

と が困難であっ たため， 下記の調製方法②に変更し

た.

試料調製方法②

試料約…1.5…g…を 量り ， メ タ ノ ール10…m Lを 入れ，

超音波処理を 30分行う .…こ の液を …4 ,000…rpm で遠心

分離を 行う .…こ の上清…1 …m Lを 正確に量り ， 精製水…

9 …m Lを 入れて 希釈.…こ の液を フ ィ ルタ ーろ 過し ，

試料溶液と し た（ 15…m g/m L） .

本 分 析 で は， 測 定 対 象 の 試 料 濃 度（ 15及 び30…

m g/m L） と 試料に含ま れる 可能性があ る ニ ト ロ ソ

ア ミ ン 類の濃度（ 数ng/m L） が大き く 異な る っ て

いる こ と から ， 事前にHPLCを 用いて溶出時間の確

認を 行っ た.…その結果を も と に， 試料溶液中の主成

分と ニト ロ ソ アミ ン 類の溶出時間が近いも のについ

ては， 質量分析計の感度に影響を 与え る こ と から ，

分析は行わなかっ た（ 表 5 ， 表 6 ） .…
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結果

10種類のニ ト ロ ソ ア ミ ン 類を 一斉分析でき た の

は， No.11， No.12であ っ た.…し かし な がら ， 少な く

と も 7 種類のニト ロ ソ アミ ン 類について ， 一斉分析

が可能であ っ た.…分析の結果， 今回測定を 行っ た12

種類の医薬品関連化合物から は， 規制対象のニト ロ

ソ アミ ン 類は検出さ れなかっ た.

ま と め

当セン タ ーのLC-M S/M Sを 用いて， 10種類のニト ロ

ソ アミ ン 類の一斉分析方法の検討を 行っ た.…その結果，

良好な直線性（ 0.5～10…ng/m L） が得ら れ10種類のニ

ト ロ ソ ア ミ ン 類の一斉分析が可能と なっ た.…さ ら に分

析部会の参加者から アン ケート を 行い， 12種類の医薬

品関連化合物を 選定し ， 今回構築し た分析条件で分析

を 行っ た.…本分析においては， 規制対象のニト ロ ソ ア

ミ ン 類は検出さ れなかっ た.
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