
hon p.1 [100%]

807

a武田薬品株式会社製薬本部開発分析研究所，b株式会

社武田分析研究所，c京都薬科大学薬品分析化学教室

e-mail: Ueno_Takahiro＠takeda.co.jp

807YAKUGAKU ZASSHI 125(10) 807―814 (2005)  2005 The Pharmaceutical Society of Japan

―Regular Articles―

FTラマン分光法を用いた製剤中の主薬結晶多形及び無晶形の簡易定量法
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The feasibility of a simple Fourier transform (FT)Raman spectroscopic method for the quantitative determina-
tion of unexpected active drug polymorphs or amorphous in drug products was explored. In this study, calibration sam-
ples were prepared by physically mixing drug substances with their polymorphs or amorphous, without using excipients.
A partial least-squares (PLS) method was applied to the quantitative analysis of the FTRaman spectra obtained. As
model drug products, compound A drug substances (form a) containing several ratios of polymorph, (form b), were
physically mixed with excipients to prepare powder samples corresponding to compound A tablets (30 and 120 mg). The
mixture of compound B, form I and amorphous, were also mixed with excipients to mimic powdered compound B
tablets (32 mg). Satisfactory relationships between the theoretical contents of polymorph or amorphous and determined
contents were obtained; quantitation limits were 5―10％. In the case of powder samples corresponding to compound A
tablets (30 mg) and compound B tablets (32 mg), diŠerentiating the FTRaman spectra prior to PLS analysis was re-
quired to improve the precision of the determinations.

Key words―Fourier transform-Raman spectroscopy; polymorph; amorphous; drug product; quantitative determina-
tion

諸 言

医薬品原薬は結晶形の違いによって物理化学的性

質が異なり，安定性や bioavailability に影響を及ぼ

すことはよく知られている．1,2)そのため，医薬品開

発の初期段階で原薬の結晶多形を評価することは製

薬企業にとって通常業務の 1 つとなっている．3)多

形評価は原薬単独で行うだけでなく，原薬によって

は製剤化の工程で結晶転移や非晶質化する可能性も

あることから，製剤中の原薬が意図した結晶形を保

持していることを確認する必要がある．しかし，製

剤中には原薬以外の賦形薬の割合が多いため，原薬

の結晶形を測定することは一般的に困難とされてい

る．

現在，医薬品原薬の結晶多形検討に使用されてい

る測定法としては，熱分析法（DSC），4)粉末 X 線

回折法，4,9)固体 NMR 分光法，7,9) IR 分光法，6,9)近

赤外分光法，4,5)ラマン分光法6,8)などが挙げられ

る．これら測定法を固形製剤分析へ適用する場合，

熱分析法，粉末 X 線回折法，固体 NMR 分光法及

び IR 分光法では，製剤中に多量存在する賦形薬の

妨害により測定が困難となる．10)また，近赤外分光

法は製剤中の原薬含量の測定には広く利用されてい

るが，11)賦形薬の妨害を受け易いため結晶多形の検

討に適用された報告は少ない．一方，非破壊的な簡

易測定が可能であることや賦形薬と原薬のスペクト

ルが重ならない領域が存在することから，最近では

ラマン分光法による製剤中原薬の結晶定量が報告さ

れるようになってきた．10,12,13)

しかし，これまでのラマン分光法による報告で

は，そのほとんどで検量線の作成は賦形薬に原薬を
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Fig. 1. Chemical Structure of Compound A

Fig. 2. Chemical Structure of Compound B
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添加した混合製剤試料を測定して行い，製剤中の原

薬結晶形を定量している．12)製剤開発の初期段階で

は複数用量の製剤で開発を進めることが多く，製剤

の用量毎に混合製剤試料を調製し，検量線を作成し

ていては一連の測定に長時間を要し現実的な測定と

は言い難い．そこで本研究では，原薬結晶形及び無

晶形を用いて作成した検量線で製剤中原薬の結晶多

形及び無晶形定量の可能性について検証を行った．

本検討のモデル製剤として，製剤中に物理的に結晶

多形及び無晶形を混合させた Compound A 錠（30

及び 120 mg）及び Compound B 錠（32 mg）を用

いた．

実 験

1. 試料 Compound A の Form a 及び Form

b 並びに Compound B の Form I は武田薬品工業株

製薬本部製薬研究所で製造されたものを使用した．

Compound B の無晶形は，ステンレス製シリン

ダーにステンレス製ボール及び Compound B の

Form I 約 1 g を入れ，錠剤粉砕機で約 20 分間粉砕

後，高出力粉末 X 線で無晶形の確認をしてから使

用した．Compound A 錠及び Compound B 錠の賦

形薬混合粉末並びに Compound A 錠（120 mg）及

び Compound B 錠（32 mg）は，武田薬品工業株製

薬本部製剤研究所で製造されたものを使用した．

2. キャリブレーション試料の調製 Com-

pound A の検量線作成（PLS モデルの構築）には，

Form a（開発型結晶）と Form b の混合試料を調

製して用いた（Form b: 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100％）．

Compound B の検量線作成（PLS モデルの構築）

には，Form I（開発型結晶）と無晶形の混合試料

を調製して用いた（無晶形：0, 10, 20, 40, 60, 80,

100％）．

3. モデル製剤の調製 今回の検討では任意の

割合で Form b を含有する Compound A 錠及び無

晶形を含有する Compound B 錠を打錠調製できな

かったため，それぞれ粉末試料を用いた．なお，

Form b 及び無晶形を含有しないそれぞれの錠剤と

粉末試料を測定した結果，同様の FTラマンスペ

クトルが得られ，打錠形成による影響がないことを

確認した（結果及び考察の 1-1. 及び 2-1. 参照）．

Compound A のモデル製剤として，Form a と

Form b を任意の割合（Form b: 0, 5, 10, 20％）で

含む Compound A 錠（30 及び 120 mg）に相当す

る粉末試料を調製した．なお，Compound A 錠

（120 mg）は，Compound A 原薬 120 mg に賦形薬

200 mg を混合（賦形薬の約 50％は乳糖及びトウモ

ロコシデンプン，製剤中の原薬濃度 37.5％）し，

Compound A 錠（30 mg）は，Compound A 原薬

30 mg に賦形薬 290 mg を混合（賦形薬の約 85％は

乳糖及びトウモロコシデンプン，製剤中の原薬濃度

9.4％）したいずれも総質量 330 mg の製剤である．

Compound B のモデル製剤として，Form I と無

晶形を任意の割合（無晶形：0, 10, 20, 50％）で含

む Compound B 錠（32 mg）に相当する粉末試料を

調製した．なお，Compound B 錠（32 mg）は，

Compound B 原薬 32 mg に賦形薬 228 mg を混合

（賦形薬の約 78％は乳糖及びトウモロコシデンプ

ン，製剤中の原薬濃度 12.3％）した総質量 260 mg

の製剤である．Figures 1 及び 2 に Compound A 及

び Compound B の構造式を示す．

4. 装置及び測定法 FTラマン分光装置は

サーモエレクトロン株社製 NEXUS670 (Raman

Module）を用いた．光源は YAG レーザー 1064

nm を使用し，レーザーパワーは約 0.5 W で測定し

た．分解能は 4 cm－1，積算回数は 16, 32 又は 128
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Fig. 3. FTRaman Spectra of Form a, Form b and Various Drug Products of Compound A
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回，サンプルゲインは 16，ミラー速度は 0.3165，

アパーチャは 100 で行った．ガラス製ミクロチュー

ブ（8q×50 mm）に 0.5―1 cm の高さになるように

粉末試料を入れ（約 100 mg），測定場所を変えて 6

回繰り返し測定した．

錠剤粉砕機は，SPEX 8000 Mixer/Mill を使用し

た．高出力粉末 X 線は，理学電機株社製 RINT

Ultima＋ 2100 を使用した．

5. スペクトル解析法 スペクトルの解析処理

はサーモエレクトロン社製の解析ソフト Omnic

(ver.6.2）及び TQ Analyst (ver.6）で行った．定量

分析は，Omnic ソフト上でキャリブレーション試

料を各 6 回測定し，そのスペクトルを Partial least

squares (PLS）回帰分析することにより行った．そ

のうち Compound A は 5 回のデータで検量線を作

成（PLS モデル構築）し，1 回のデータで構築した

PLS モデルの妥当性を確認した．Compound B は

4 回のデータで検量線を作成（PLS モデル構築）し，

2 回のデータで構築した PLS モデルの妥当性を確

認した．モデル製剤の定量分析は，TQ Analyst で

構築した PLS モデルを Omnic ソフト上に設定して

スペクトルを解析した．

結果及び考察

1. Compound A 錠中の原薬結晶多形の定量

1-1. FT ラ マ ン ス ペ ク ト ル Figure 3 に

Compound A の Form a 及び b，賦形薬混合粉末並

びに 30 mg 及び 120 mg 錠相当粉末試料の FTラマ

ンスペクトル（1400―1800 cm－1) を示す．Com-

pound A の芳香環，C＝C 及び C＝N 伸縮振動によ

るものと推測される 1500―1700 cm－1 のバンドは

賦形薬の妨害をほとんど受けず，Form a 及び b の

間で明確な差が認められた（例えば，1605 cm－1 の

バンド）．また，30 mg 及び 120 mg 錠の打錠試料

（Form a のみ含有）を測定した結果，いずれも粉

末試料と同様のスペクトルを示し（Fig. 3），打錠

形成による Form a 及び b のスペクトル変化は認め

られなかった．

1-2. 検量線の作成 Figure 4 に Form a 及び

b の混合試料の FTラマンスペクトルを示す（1400

―1800 cm－1）．PLS モデルの構築は，1589 cm－1 の

バンドで強度補正後，PLS 回帰分析により 1500―

1700 cm－1 の範囲のバンドで行った結果，理論値と

計算値との間で良好な直線（y＝0.996x＋0.362, r＝

0.997）が得られた．さらに，構築した PLS モデル

の妥当性を確認したところ，一定の傾向は認められ

ず，ほぼ得られた検量線上を通る良好な結果であっ

た（Fig. 5）．本結果から，Form a 及び b の FTラ

マンスペクトルの絶対強度は，1589 cm－1 のバンド

で補正を行えば同じ強度になることが判明した．

1-3. Compound A 錠（120 mg）モデル製剤の

測定 Form a 及び Form b を種々の割合で含有

する 120 mg 錠相当粉末試料について FTラマン測

定を行い，得られたスペクトルを 1-2. で構築した
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Fig. 4. FTRaman Spectra of Form a of Compound A

Fig. 5. Calibration Curve for Mixtures of Form a and b of
Compound A Using FTRaman Spectra: PLS Model

Table 1. Results of FT-Raman Analysis of Compound A
Tablets (120 mg)

Act. ％
Calc. ％

S.D.
1 2 3 4 5 6 Mean

0 1.9 1.7 0.4 0.0 －2.4 0.4 0.3 1.5

5 4.9 4.5 5.9 3.0 7.4 4.1 5.0 1.5

10 10.6 9.9 7.2 7.8 9.1 16.4 10.2 3.3
15 12.3 13.0 10.9 12.3 6.8 14.7 11.7 2.7

20 20.0 24.1 18.3 15.2 16.6 26.4 20.1 4.4

: within 5％ value of Act. ％.

Table 2. Results of FT-Raman Analysis of Compound A
Tablets (30 mg)

Act. ％
Calc. ％

S.D.
1 2 3 4 5 6 Mean

0 －3.9 0.2 －2.2 －1.3 2.1 0.1 －0.8 2.1

5 6.7 4.4 －0.9 4.1 3.5 6.2 4.0 2.7
10 3.7 5.0 2.5 －2.8 3.4 8.9 3.4 3.8

15 9.7 13.1 4.9 12.3 7.4 5.1 8.8 3.5

20 18.3 21.8 13.8 21.0 10.3 16.1 16.9 4.4

: within 5％ value of Act. ％.
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PLS モデルを用いて定量解析を行った．6 回繰り返

し測定した個々の値には理論値±5％の範囲外の値

も認められたが，それらの平均値はすべて理論値±

5％の範囲内であった（Table 1）．

1-4. Compound A 錠（30 mg）のモデル製剤の

測定 120 mg 錠相当粉末試料と同様に，30 mg

錠相当粉末試料についても検討した結果，6 回の平

均値でも理論値±5％から外れる結果が得られた

（Table 2）．その原因としては，原薬量が減少した

ため Fig. 3 に示した 1605 cm－1 付近の重複したバ

ンドなどの識別性が困難になったためと考えられ

た．そこで，重複したバンドを明確に分離して定量

するため，Form a 及び b のラマンスペクトルの微

分を試みた．Figure 6 に示すように Form a と b の

スペクトルでは二次微分することによって明確なバ

ンドの分離が認められた．次に二次微分したスペク

トルから PLS モデルを構築するために Form a 及
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Fig. 6. FTRaman Spectra of Form a and b of Compound A and Their 2nd Derivative

Fig. 7. Calibration Curve for Mixtures of Form a and b of
Compound A Using 2nd Derivative FTRaman Spectra:
PLS Model

Table 3. 2nd Derivative Results of FT-Raman

Act. ％
Calc. ％

S.D.
1 2 3 4 5 6 Mean

0 －6.6 7.3 －0.4 3.8 5.7 5.9 2.6 5.2

5 9.5 －1.8 7.9 8.8 0.1 9.0 5.6 5.0
10 2.5 11.0 10.5 14.1 16.7 13.2 11.3 4.9

15 18.3 17.3 9.8 20.9 10.9 15.1 15.4 4.3

20 22.1 24.4 18.8 25.1 16.4 22.7 21.6 3.4

: within 5％ value of Act. ％.
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び b の混合試料のスペクトルを二次微分した．そ

れらスペクトルを PLS 回帰分析して検量線を作成

した結果，理論値と計算値との間で良好な直線（y

＝0.989x＋0.467, r＝0.995）が得られ，構築した

PLS モデルの妥当性を確認したところ，一定の傾

向は認められず，ほぼ得られた検量線上を通る良好

な結果であった（Fig. 7）．その二次微分した場合

の PLS モデルを用いて，30 mg 錠相当粉末試料の

ラマンスペクトルを二次微分して再解析した．6 回

繰り返し測定した個々の値は理論値±5％の範囲外

の値も認められたが，それらの平均値はすべて理論

値±5％の範囲内であり，微分しない場合と比較し

て定量性の向上が認められた（Table 3）．平均値は

すべて理論値±5％の範囲内であったが，個々の測

定ばらつきから，本条件下での Form b の定量限界

を 10％と設定した．一方，Pratiwi13)らは，150 mg

を含有している高用量製剤ではあるが，ラマン分光

法を用いて検出限界及び定量限界を 0.6％及び 1.8

％と報告している．しかし，この報告における検量

線作成は原薬結晶形から作成した検量線ではなく，

製剤に種々の割合の結晶原薬を添加して作成したも

のであり，複数用量製剤が存在する場合には製剤の

用量毎に別々の検量線作成が必要となる欠点を有す

る．

2. Compound B 錠中の原薬結晶形の定量

2-1. FT ラ マ ン ス ペ ク ト ル Figure 8 に

Compound B の Form I 及び無晶形，賦形薬混合粉

末並びに 32 mg 錠相当粉末試料の FTラマンスペ
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Fig. 8. FTRaman Spectra of Form I, Amorphous and Various Drug Products of Compound B

Fig. 9. 1st Derivative FTRaman Spectra of Form I and Amorphous of Compound B and Their Binary Mixtures
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クトル（1400―1800 cm－1）を示す．芳香環，C＝

C, C＝N 及び N＝N 伸縮振動によるものと推測さ

れる 1500―1750 cm－1 のバンドは賦形薬の妨害を

ほとんど受けず，1600 cm－1 付近のバンドで Form

I 及び無晶形の識別は可能であった．しかし，

Compound B の Form I と無晶形の識別性は Com-

pound A の場合ほど明確なものではなかった．ま

た，32 mg 錠の打錠試料（Form I のみ含有）を測

定した結果，粉末試料と同様のスペクトルであり

（Fig. 8），打錠形成によるスペクトル変化は認めら

れなかった．

2-2. 検量線の作成 Figure 9 に Form I 及び

無晶形の混合試料を一次微分した FTラマンスペ

クトルを示す（1400―1800 cm－1）．Compound B

の場合は明確なバンドの差が認められなかったので

一次微分を行った．PLS モデルの構築は，1620

cm－1 のバンドで強度補正後，PLS 回帰分析により

1500―1750 cm－1 の範囲のバンドを用いて行った結

果，理論値と計算値の間で良好な直線（y＝1.000x

＋0.007, r＝0.999）が得られた．さらに構築した
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Fig. 10. Calibration Curve for Mixtures of Form I and
Amorphous of Compound B Using 1st Derivative FTRa-
man Spectra: PLS Model

Table 4. 1st Derivative Results of FT-Raman Analysis of
Compound B Drug Products (32 mg)

Calc. ％ 1 2 3 4 5 6 Mean S.D.

0 6.4 8.7 3.8 8.5 －2.6 3.2 4.7 4.2

10 7.9 12.6 9.1 9.9 5.7 13.8 9.8 3.0
20 24.1 27.7 16.5 22.5 15.3 17.8 20.7 4.9

50 55.9 56.0 48.7 41.7 57.6 41.5 50.2 7.4

: within 5％ value of Calc. ％.

813No. 10

PLS モデルの妥当性を確認したところ，一定の傾

向は認められず，ほぼ得られた検量線上を通る良好

な結果であった（Fig. 10）．本結果から Form I 及

び無晶形の FTラマンスペクトルの絶対強度は，

1620 cm－1 のバンドで補正を行えば同じ強度になる

ことが判明した．

2-3. Compound B 錠（32 mg）モデル製剤の測

定 Form I 及び無晶形を種々の割合で含有する

32 mg 錠相当粉末試料について FTラマン測定を行

い，一次微分したスペクトルを 2-2. で構築した一

次微分の PLS モデルを用いて定量解析を行った

（Table 4）．6 回繰り返し測定した個々の値は理論

値±5％の範囲外の値も認められたが，それらの平

均値はすべて理論値±5％の範囲であった（Table

4）．平均値はすべて理論値±5％以内の範囲であっ

たが，個々の測定ばらつきから本条件下での無晶形

の定量限界を 10％と設定した．

結 論

製剤中の原薬結晶多形及び無晶形の定量法につい

て，FTラマンスペクトルに PLS 回帰分析を適用

して検討した．FTラマン分光法では，芳香環など

の二重結合を高感度に観測できること及び賦形薬中

に二重結合を有する化合物が含まれていないことか

ら，本検討では製剤中原薬の定量分析を 1500―

1800 cm－1 の範囲で行った．また，試料調製などの

作業の簡便性を考え，原薬のみから作成した検量線

を用いて製剤中原薬の結晶多形及び無晶形定量の可

能性を検証した．その結果，結晶多形間でスペクト

ルに明確な差のある Compound A の高用量製剤

（120 mg 錠）では，スペクトルに微分などの処理を

することなく，直接原薬の FTラマンスペクトル

から構築した PLS モデルにより定量が可能であっ

た．また，スペクトル強度が弱く重複しているバン

ドがある場合［Compound A 錠（ 30 mg）及び

Compound B 錠（32 mg）］は，FTラマンスペク

トルを微分することにより重複したバンドを明確に

分離して定量性を向上させることが可能であった．

今回使用した FTラマン分光装置は錠剤の状態で

測定することも可能であり，測定に要する時間も通

常わずか 1―5 分程度である．本法を用いれば，処

方検討を含む製剤開発の初期段階で製剤中の原薬結

晶形及び無晶形の定量を迅速簡便に測定することが

可能であり，Process Analytical Technology (PAT）

が注目されていることからも今後の発展が期待され

る．
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