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概要
装置間でのメソッド移管は製薬業界やその他の産業のラボにとって重要なトピックです。
このアプリケーションノートでは、三環系抗うつ薬の分析に適した従来の LC メソッドの、
Agilent 1200 シリーズ LC から Agilent 1260 Infinity II LC へのシームレスな移管について紹介
します。 
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ソフトウェア
Agilent OpenLAB CDS バージョン 2.1  
(2016 年 9 月以降リリース予定)

カラム
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18、 
4.6 × 150 mm、5 µm (p/n 959993-902)

試薬
すべての溶媒は LC グレードを使用しました。
メタノールは Merck (Darmstadt、ドイツ) から
購入しました。超純水は、0.22 µm メンブレ
ンユースポイントカートリッジ (Millipak、EMD 
Millipore、ビレリカ、マサチューセッツ州、米国) 
を装備した Milli-Q Integral システムで精製しま
した。炭酸水素アンモニウム、塩酸アミトリプ
チリン、塩酸ドキセピン、塩酸イミプラミン、
塩酸ノルトリプチリン、塩酸プロトリプチリン、
およびトリミプラミン塩酸塩は、Sigma-Aldrich 
(シュタインハイム、ドイツ) から購入しました。

サンプル
三環系抗うつ薬であるアミトリプチリン、ドキ
セピン、イミプラミン、ノルトリプチリン、プロ
トリプチリン、およびトリミプラミンの混合物
は、50 μg/mL の濃度で水/メタノール (50/50、
v/v) で調製しました。

分析条件

装置
Agilent 1260 Infinity II LC を次のモジュールで構
成しました。

• Agilent 1260 Infinity II クォータナリポンプ 
(G7111B)

• 一体型カラムコンパートメント、3.0 μL 
ヒーター (オプション番号 #063) および 
サンプル冷却器 (オプション番号 #100)  
付きの Agilent 1260 Inffinity II バイアル 
サンプラ (G7129A)

• 標準フローセル (G1314-60186) 付き 
Agilent 1260 Infinity II 可変波長検出器 
(G7114A)

Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システム
を次のモジュールで構成しました。

• Agilent 1200 シリーズクオータナリポンプ 
(G1311A)

• Agilent 1260 Infinity ミクロデガッサ 
(G4225A)

• Agilent 1200 シリーズサーモスタット 
(G1330B) 付き Agilent 1200 シリーズ 
オートサンプラ (G1329A)

• Agilent 1200 シリーズカラムコンパート 
メント (G1316A)

• 標準フローセル付き Agilent 1200  
シリーズ可変波長型 UV-Vis 検出器 SL 
(G1314-60186)

はじめに
三環系抗うつ薬 (TCA) は三環を含む化学構造
から命名された、薬理学的に活性な化合物
であり、主に抗うつ薬として用いられます1、2。
1950 年代、TCA は当初、抗ヒスタミン薬 (H1 
受容体拮抗薬) として合成されました1、2。TCA 
は経口投与後、急速に吸収され2、大半の抗う
つ薬と同様に、セロトニンあるいはノルエピネ
フリンの神経末端への再取り込みを阻害しま
す1、2。これにより、このような神経伝達物質の
シナプス濃度が上昇します1。

メソッド移管が QA/QC ラボ、臨床研究、およ
びその他の産業において重要になるのは、例
えば、旧型の LC 装置を日々の分析において 
Agilent 1260 Infinity II LC などの信頼性が高く、
強力で、効率的な新規 LC 装置と交換する場
合です。このアプリケーションノートでは、三
環系抗うつ薬の分析に適した従来の LC メソッ
ドの、Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC シ
ステム から Agilent 1260 Infinity II LC へのシーム
レスな移管について説明します。
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結果と考察
図 1 と表 2 は、TCA 薬であるアミトリプチリ
ン、ドキセピン、イミプラミン、ノルトリプチリ
ン、プロトリプチリン、およびトリミプラミンの
従来の LC 分析の内容を示しており、分析には 
Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システム
を用い、対応するリテンションタイム (RT) およ
び面積精度、ならびに分離能も示しています。

メソッド

表 1. 従来の LC 分析のためのクロマトグラフィー条件。

パラメ-タ 説明

カラム Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18、4.6 × 150 mm、5 µm

溶媒 A) 10 mM 炭酸水素アンモニウム水溶液、pH 8 
B) メタノール

グラジエント 0 分: 60 %B、 
10 分: 68 %B、 
20 分: 90 %B

ストップタイム 20 分

ポストタイム 10 分

流量 1.5 mL/min

温度 40 ° C

注入量 10 µL

検出 254 nm、ピーク幅 > 0.05 分
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図 1. Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システムによる三環系抗うつ薬の従来の LC 分析、 
10 回の連続分析の重ね表示。

表 2. Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システムによる三環系抗うつ薬の従来の LC 分析、 
リテンションタイムおよび面積精度を 10 回の連続分析により測定。

化合物 RT (分) RT RSD (%) 面積 面積の RSD (%) 分離能

プロトリプチリン   3.69 0.20   211.9 0.17 –

トリミプラミン   4.16 0.19 1,054.9 0.11 2.1

ノルトリプチリン   5.27 0.18   347.5 0.16 4.4

ドキセピン   8.66 0.19   553.4 0.18 11.0

イミプラミン 11.41 0.11   728.4 0.13 7.4

アミトリプチリン 13.86 0.09   580.9 0.10 6.9
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TCA のリテンションは、溶媒中の有機物含有量
の小さな変化に高い感度があります。元のグ
ラジエント (表 1)、メタノールを 2 % 多く含む
グラジエント、およびメタノールを 2 % 少なく
含むグラジエントによる TCA の RT を比較した
結果を図 2 および表 3 に示します。

時間 (分)

元のグラジエント

メタノールが 2 % 多い
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図 2. Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システムによる三環系抗うつ薬の従来の LC 分析: 元のグラジエント 
ならびにメタノールを 2 % 多く含む場合およびメタノールを 2 % 少なく含むグラジエントの場合

表 3. Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システムによる三環系抗うつ薬の従来の LC 分析でのリテンション 
タイムの比較: 元のグラジエントならびにメタノールを 2 % 多く含む場合およびメタノールを 2 % 少なく含む 
グラジエントの場合。

化合物 元の RT (分)
メタノールが 2 %  
多い場合の RT 偏差 (%)

メタノールが 2 %  
少ない場合の RT 偏差 (%)

プロトリプチリン   3.69 -11.2 14.8

トリミプラミン   4.16 -11.0 14.4

ノルトリプチリン   5.27 -11.5 15.1

ドキセピン   8.66 -11.0 13.7

イミプラミン 11.41 -10.5 12.3

アミトリプチリン 13.86 -8.9 9.3
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TCA のための従来の LC 分析メソッドは、変更
することなく、1260 Infinity II LC に移管されまし
た。結果として生じる分離、対応する RT およ
び面積精度、ならびに分離能は図 3 および表 
4 に示します。優れたリテンションタイムと面
積精度が 1260 Infinity II LC で達成されました。
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図 3. Agilent 1260 Infinity II LC による三環系抗うつ薬の従来の LC 分析: 10 回の連続分析の重ね表示。

表 4. Agilent 1260 Infinity II LC による三環系抗うつ薬の従来の LC 分析、リテンションタイムおよび面積精度を  
10 回の連続分析により測定。

化合物 RT (分) RT RSD (%) 面積 面積の RSD (%) 分離能

プロトリプチリン   3.76 0.06    186.4 0.17 –

トリミプラミン   4.24 0.06 1,084.4 0.11 2.1

ノルトリプチリン   5.36 0.06    434.3 0.09 4.4

ドキセピン   8.77 0.03    587.6 0.09 11.1

イミプラミン 11.56 0.03    740.7 0.07 7.5

アミトリプチリン 13.99 0.02    713.7 0.05 7.0
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図 4 と表 5 は、Agilent 1200 シリーズクオータ
ナリ LC システムおよび 1260 Infinity II LC で分
析された三環系抗うつ薬のリテンションタイ
ムを比較したものです。前述のとおり、TCA の
リテンションは溶媒中の有機物含有量の小さ
な変化に高い感度で反応します。これらの化
合物および条件の場合でさえ、Agilent 1200 シ
リーズクオータナリ LC システムと Agilent 1260 
Infinity LC との間で、RT は最大 1.9 % 偏差と
いった優れた一致が認められました。これは、
TCA の分析に適した従来の LC メソッドの 1200 
シリーズ LC から 1260 Infinity II LC へのシーム
レスな移管の可能性を示します。
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図 4. Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システムおよび Agilent 1260 Infinity II LC による三環系抗うつ薬の 
従来の LC 分析。

表 5. Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC システムおよび Agilent 1260 Infinity II LC による三環系抗うつ薬の 
従来の LC 分析: リテンションタイムの比較。

化合物 RT 偏差 (分) RT 偏差 (%)

プロトリプチリン 0.07 1.9

トリミプラミン 0.07 1.8

ノルトリプチリン 0.09 1.7

ドキセピン 0.11 1.3

イミプラミン 0.15 1.3

アミトリプチリン 0.13 0.9
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イックターンフィッテイング (p/n 5067-5966) に
より、ツールを使用することなく、迅速で簡単
にカラムを取り付け、ユーザーに依存すること
なく完全にカラムを接続することができます。
InfinityLab フレックスベンチ (p/n 5043-1252) 上
に 1260 Infinity II LC をセットアップすることで、
ラボスペースを有効活用でき、人間工学的ア
プローチで装置に容易にアクセスできます。

Agilent InfinityLab のカラムや消耗品は、1260 
Infinity II LC と完全に連携し、LC ワークフロー
の性能および効率を最大限に発揮させま
す。Agilent InfinityLab Poroshell カラムは、1260 
Infinity II LC の最大 600 bar の圧力範囲と組
み合わせることで、ピーク分離を維持また
は向上させて、時間および溶媒を節約しつ
つ、UHPLC 分析を可能にします。1260 Infinity 
II LC を注文する際に、お客様はさまざまな 
InfinityLab Poroshell カラムの中から選択してシ
ステムに同梱させることができます。InfinityLab 
クイックコネクトフィッティング (p/n 5067-
6166、0.17 × 105 mm キャピラリ付きクイック
コネクトフィッティング) および InfinityLab ク

このアプリケーションノートでは、データ解析
と同様に 1200 シリーズクオータナリ LC シス
テムおよび 1260 Infinity II LC の機器コントロー
ルも Agilent OpenLAB CDS ソフトウェア、バー
ジョン 2.1 を用いて行われています。OpenLAB 
CDS のこのバージョンは、1 つのソフトウェア
で液体クロマトグラフィー、ガスクロマトグラ
フィー、および質量分析計に対応可能です。こ
のソフトウェアにより、フラットなユーザーイン
タフェース、およびドラッグアンドドロップテン
プレートを用いて、カスタマイズ可能なインタ
ラクティブなレポート作成が可能です。図 5 に
は、OpenLAB CDS によるデータ解析の例を示し
ます。例えば、データ解析において利用可能
なピークエクスプローラは大きなデータセット
を一元表示することができます。

図 5. Agilent OpenLAB CDS ソフトウェア、バージョン2.1 によるデータ解析例。



結論
三環系抗うつ薬の分析に適した従来の LC メ
ソッドの、Agilent 1200 シリーズクオータナリ LC 
システム から Agilent 1260 Infinity II LC へのシー
ムレスな移管に関して、最大 1.9 % のリテン
ションタイムの偏差を示しました。これにより、
三環系抗うつ薬の分析に適した Agilent 1260 
Infinity II LC が、Agilent 1200 シリーズクオータナ
リ LC システムと同等であることが証明され、
従来の LC メソッドのシームレスな移管の可能
性が示されます。
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