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健康食品に添加されていた経口血糖降下薬グリベンクラミドの検出事例

熊坂謙一，小島 尚，土井佳代，佐藤修二

Analysis of the Oral Hypoglycemic Agent, Glibenclamide, in a Health Food
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Glibenclamide, a sulfonylurea derivative (SU) antidiabetic agent was detected in a health food by three diŠerent
methods: TLC, HPLC, and liquid chromatography-mass spectrometry (LCMS). For analysis of SU antidiabetics, the
sample was extracted with acetone as a sample solution. TLC analysis of the sample solution showed a speciˆc spot that
had the same characteristics as those of glibenclamide standard solution. HPLC analysis monitored using a photo-diode
array detector showed that the sample solution had a peak with a unique UV spectrum, with coincided with that of stan-
dard glibenclamide. In sample solution, LCMS analysis in positive and negative modes indicated that the (M＋H)＋

and (M－H)－ ions occurred at m/z 494 and m/z 492, respectively. These results indicate that the monoisotopic mass is
493, coincident with that of glibenclamide. Quantitative HPLC analysis showed that the glibenclamide content in the
health food was 0.78 mg/capsule (1.55 mg/g of sample contents). Because the initial dosage of glibenclamide for dia-
betics is 1.25―2.5 mg per day, this health food has su‹cient medicinal eŠect and also has the potential to cause adverse
eŠects.

Key words―glibenclamide; sulfonylurea derivatives; health food; TLC; HPLC; liquid chromatography-mass spec-
trometry (LCMS）

緒 言

近年，健康食品への医薬品の添加・混入事例が多

数報告されている．例えば，いわゆる痩身用健康食

品から下剤であるセンナの検出，1)食欲抑制作用を

持つフェンフルラミンの検出，2)強壮強精を謳った

健康食品よりバイアグラの成分であるシルデナフィ

ルの検出，3)鎮痛及び抗炎症作用を持つステロイド

ホルモンの検出4)などが挙げられる．このような医

薬品の添加は，製品に標榜した効果を増強するため

と思われるが，場合によっては服用による思わぬ副

作用を引き起こす恐れがある．最近の事例では，痩

身効果を謳った中国製健康食品の服用による大規模

な健康被害が引き起こされた．この原因として，フ

ェンフルラミンの誘導体である N-ニトロソフェン

フルラミン及び医薬品である甲状腺粉末などが添加

されていたことが判明している．この被害が拡大し

てしまった要因として，主な原因となった N-ニト

ロソフェンフルラミンがデザイナーズドラッグと言

われるような新規化学物質であったこともさること

ながら，添加されていた製品は，食品としてイン

ターネット及び一般販売店などを介して誰でも容易

に入手できること，また，天然成分配合といった製

品の広告及び漢方・生薬に対する安全であるという

イメージにより服用しやすいことも影響していると

考えられる．

このような健康被害を未然に防止することを目的

に，神奈川県においても衛生部薬務課及び衛生研究

所が協同して健康食品への医薬品の添加の有無につ

いて調査を行っており，その一環として，血糖降下

作用を謳った健康食品についても医薬品添加の有無

を調査している．現在までに 7検体について調査し

ており，対象とした医薬品成分は，経口血糖降下薬

としてスルホニル尿素系血糖降下薬（SU剤）が汎

用されていること，また，平成 10年の厚生労働省

の発表では，個人輸入した健康食品より SU剤の一

種であるグリベンクラミド（Fig. 1）が検出され，

健康被害が引き起こされていることから，今回は代
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Fig. 1. The Structure of Glibenclamide
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表的な SU剤であるグリベンクラミド，トルブタミ

ド，クロルプロパミドの添加の有無について分析を

行った．

SU剤の分析方法としては，血清などの臨床的な

サンプルの測定において，固相抽出による前処理及

び液体クロマトグラフ―質量分析計（LCMS）を

用いた方法等が報告されている．5―7)しかし，今回

は検体に含まれる成分を目視しやすく，また，試験

の実施が比較的簡易である TLCをスクリーニング

法として使用し，さらに HPLC 及び LCMSによ

り確認・定量分析を行った．その結果，1検体より

グリベンクラミドが添加された製品が確認されたの

で報告する．

試 験 方 法

1. 検体 グリベンクラミドが検出された検体

はうすい褐色透明のカプセルタイプの製品であり，

一粒の質量は約 0.6 gであった．内容物は褐色の粉

末であり，平均内容物質量は約 0.5 gであった．検

体の原材料名は苦瓜抽出物，ゼラチン，カラメル色

素，摂取の目安は 1日 4粒から 6粒と記載されてい

た．また，外箱等に「糖バランス」といった標榜が

されていた．

2. 試薬及び器材 標準品として用いたグリベ

ンクラミド及びトルブタミドはシグマ・アルドリッ

チ，クロルプロパミドは和光純薬よりそれぞれ購入

した．また，アセトニトリルは HPLC用を用い，

他の試薬は市販の特級品を使用した．薄層板はメル

ク製 precoated HPTLC silicagel 60 F254を，シリン

ジフィルターは DISMIC13HP（孔径 0.45 mm，ア

ドバンテック）を用いた．

3. TLC 分析条件 展開溶媒は 1- プロパノー

ル/クロロホルム/薄めたアンモニア試液（4→5）

（11：7：2）混液（展開溶媒 A）及び酢酸エチル/

メタノール/シクロヘキサン/アンモニア水（28）（6：

2：1：1）混液（展開溶媒 B）を用いた．薄層板へ

のスポット量は試料溶液 4 ml 及び標準溶液は 2 ml

とした．検出は，展開終了後に薄層板を風乾したの

ち，紫外線 254 nm照射（検出条件 1），ドラーゲン

ドルフ溶液噴霧（検出条件 2），薄層板に 30％硫酸

エタノール溶液を噴霧したのち 1分程度加熱し，紫

外線 254 nm照射（検出条件 3）により行った．

4. HPLC装置及び条件

4-1. HPLC 装置 Agilent 1100 シリーズ（ク

オータナリーポンプ，カラムヒーター，オートサン

プラー，デガッサー，DAD 検出器，Chemistation

データ処理システム）を用いた．

4-2. HPLC 条件 Hsieh らの報告5)及び米国

薬局方「Glyburide｣8)を参考に設定した．カラムは

Inertsil ODS3（粒径 5 mm, 4.6 mmq×150 mm，

ジーエルサイエンス）を用い，カラム温度は 40°C，

移動相は 20 mM酢酸アンモニウムを含むアセトニ

トリル/水混液（50：50, v/v），流量は 0.8 ml/min

とした．また，検出器はフォトダイオードアレイを

用い，測定波長域 190 nm―400 nm，定量波長 254

nmで測定した．なお，注入量は 10 mlとした．

5. LCMS装置及び条件

5-1. LCMS 装置 Agilent 1100 シリーズ

（バイナリーポンプ，カラムヒーター，オートサン

プラー，デガッサー，質量分析計 1100MSD 及び

Chemistationデータ処理システム）を用いた．

5-2. LCMS 条件 カラムは Inertsil ODS3

（粒径 3 mm, 2.1 mmq×150 mm，ジーエルサイエン

ス）を用い，カラム温度は 40°Cとした．移動相は

HPLC と同様の移動相を用い，流量は 0.2 ml/min

とした．イオン化法は electrospray ionaization

(ESI), scan rangeは m/z: 100―700とし，positive

mode 及び negative mode で測定した．イオン化電

圧は 100 V 及び 80 V とした．また，注入量は 5 ml

とした．

6. TLC 用試料溶液及び標準溶液の調製 検

体カプセル内容物 1.0 gを量り，アセトン 40 mlを

加えて 10分間振とうしたのち，3000回転で 5分間

遠心分離した．この操作を遠心分離後の残渣につい

て 2回繰り返し，得られた上清を合わせて減圧留去

したのち，残留物にアセトン 2 ml を加えて溶解

し，試料溶液とした．また，標準溶液はグリベンク

ラミド，トルブタミド，クロルプロパミドをそれぞ
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Fig. 2. Thin Layer Chromatograms of Glibenclamide in a
Health Food under UV Irradiation at 254 nm

The TLC plates uesd HPTLC pre-coated silica gel F254 (Merck). Solvent
A is a mixture of 1-prapanol, chloroform and diluted ammonia solution
(11 : 7 : 2). Solvent B is a mixture of ethyl acetate, methanol, cyclohexane
and 28％ ammonia solution (6 : 2 : 2 : 1). 1: glibenclamide, 2: tolbutamide,
3: chlorpropamide, 4: sample solution. Each speciˆc spot in glibenclamide
(No. 1) and sample solution (No. 4) showed orange-color by spraying
dragendorŠ reagent and blue ‰uorescence by spraying 30％ sulfuric acid.
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れ 0.02 g量り，アセトン 10 mlに溶解し，各標準溶

液とした．

7. HPLC及び LCMS用試料溶液及び標準溶液

の調製 検体カプセル内容物約 0.5 gを精密に量

り，TLC 用試料調製と同様にアセトン抽出を行っ

た．得られたアセトン抽出液を減圧留去したのち，

残留物に HPLC 用移動相を加え超音波をかけて溶

解し，全量を 20 mlとした．この液をシリンジフィ

ルターでろ過して試料溶液とした．標準溶液はグリ

ベンクラミドを 105°Cで 4時間乾燥したのち，その

約 0.01 g を精密に量り，HPLC 移動相を加えて溶

かし正確に 100 mlとする．この溶液を HPLC移動

相で正確に希釈し，定性試験では約 30 mg/mlの標

準溶液を調製した．また，定量試験では，10.0,

30.5, 50.7, 100.5 mg/mlの 4段階の標準溶液を調製

し，検量線は得られたピークの面積値より絶対検量

線法により作成した．

8. HPLC による定量範囲の直線性及び再現性

10.0, 30.5, 50.7, 100.5 mg/mlの濃度のグリベンクラ

ミド標準溶液を調製し，その 10 mlを HPLCに注入

し，ピーク面積値を求めた．この操作を 3回繰り返

し，ピーク面積値の直線性について確認した．また，

30.5 mg/ml 標準溶液を 6 回繰り返し注入し，その

再現性を求めた．

　　　　　　　結果及び考察

1. TLC による検討 TLC 法は実施が比較的

簡易であり，スポットした溶液に含まれる成分の全

容を一目で確認でき，また，多検体を同時に処理で

きることから，混入成分が不明確な検体のスクリー

ニング方法として汎用されている．そこで，今回の

検討では，日本薬局方「グリベンクラミド」及び

「アセトヘキサミド」の純度試験の展開溶媒9)を用

いて試験を行った．

Figure 2 に展開溶媒 A及び Bにおけるクロマト

グラムを示す．検出条件 1 において，展開溶媒 A

におけるグリベンクラミド，トルブタミド，クロル

プロパミド各標準溶液のスポットの Rf値は，それ

ぞれ 0.48, 0.37, 0.37 であり，また，試料溶液にお

いて認められたスポットの Rf値は 0.48であった．

このうち，グリベンクラミド及び試料溶液で確認さ

れたスポットは検出条件 2により黄赤色を呈し，検

出条件 3では青色蛍光を呈した．一方，展開溶媒 B

においても，試料溶液のスポットの Rf値（0.40）

並びにこのスポットの各検出条件における呈色は，

グリベンクラミド標準溶液のスポット（Rf値 0.40）

と同一の挙動を示した．

以上の結果から，試料溶液には，グリベンクラミ

ドと同一の挙動を示す成分の混入が疑われ，トルブ

タミド及びクロルプロパミドの混入の可能性はない

ものと考えられた．したがって，以下の検討ではグ

リベンクラミドの含有について検討することとし

た．なお，本試験条件における検出限界は，スポッ

ト量としてグリベンクラミドは約 0.1 mg，トルブタ

ミド及びクロルプロパミドは約 0.4 mgであった．

2. HPLC による検討 第 14 改正日本薬局

方9)参照紫外可視吸収スペクトル及び JPTI（日本

薬局方技術情報）200110) には日本薬局方収載 SU

剤の紫外吸収スペクトルが示されている．グリベン

クラミドは他の SU剤とは異なり 300 nm 付近にも

吸収が見られることから，HPLC の検討ではフォ

トダイオードアレイ検出器により，ピークの紫外吸

収スペクトルについて検討した．その結果，グリベ

ンクラミド標準溶液では保持時間 4.5分付近にピー

クを認め，その紫外吸収スペクトルは 209 nm, 229
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Fig. 3. High-Performance Liquid Chromatograms and UV Spectra of Glibenclamide
A and B show chromatogram of glibenclamide standard solution and UV spectrum, respectively. C and D show chromatogram of sample solution and UV

spectrum, respectively. Rt: 4.5 min.
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nm 及び 300 nm 付近に極大吸収を持ち，また，極

小は 275 nm付近であった．一方，試料溶液につい

ても約 4.5分にピークが認められ，その紫外吸収ス

ペクトルはグリベンクラミド標準溶液の紫外吸収ス

ペクトルと一致した（Fig. 3）．また，この時の検

出限界は，UVスペクトルが明瞭に確認できる注入

量として約 5 ngであった．

3. LCMS による検討 TLC 及び HPLC で

確認された成分について最終的に同定するため，

LCMSによりマススペクトルを測定した．測定に

おいては，100 V 及び 80 V の 2 種類のイオン化電

圧を用いた．これは，高イオン化電圧である場合，

マススペクトルにおけるフラグメントイオンピーク

のイオン強度が相対的に強くなり，定性情報に優れ

るためである．一方，低イオン化電圧では，分子イ

オンピークのイオン強度が相対的に強くなり，ポジ

ティブモード及びネガティブモードにおいてそれぞ

れ分子イオンピークを測定することにより，確実に

ピークのモノアイソトピック分子量を検証できるた

めである．

Figure 4に示したとおり，グリベンクラミド標準

溶液のトータルイオンクロマトグラムでは保持時間

約 5.2 分にピークを認め，イオン化電圧 100 V で

は，ポジティブモードにおいて（M＋H)＋に由来す

る分子イオンピーク m/z：494及びフラグメントイ

オンピーク m/z：369を認めた．このフラグメント

イオンピークはアミノヘキシル部位が脱離したもの

であると考えられ，また，このマススペクトルは過

去の報告5―7)と一致した．試料溶液でも保持時間約

5.2分にピークを認め，そのマススペクトルは，分

子イオンピーク m/z：494及びフラグメントイオン

ピーク m/z：369であり，両者のマススペクトルは

一致していた．また，Fig. 5に示したとおり，イオ

ン化電圧 80 Vでは，試料溶液において，ポジティ

ブモードでは（M＋H)＋に由来する分子イオンピー

ク m/z：494を認め，ネガティブモードでは（M－

H)－に由来する分子イオンピーク m/z：492を認め

た．このことは，そのピーク成分のモノアイソトピ

ック分子量が 493であることを示し，グリベンクラ

ミドのモノアイソトピック分子量 493と一致した．

また，図には示していないが，グリベンクラミド標

準溶液でも同様の結果を得た．以上の結果より，検

体にはグリベンクラミドが添加されていることが明

らかとなった．また，この時の検出限界は，絶対注

入量として約 0.25 ngであった．

4. HPLCによる定量範囲の直線性，再現性及び

検体の分析結果 グリベンクラミド標準溶液の

ピーク面積値より検量線を作成したところ，測定し

た 10.0―100.5 mg/ml の範囲で良好な直線性を示

し，相関係数は 0.999以上であった．また，標準溶

液の繰り返し注入時の相対標準偏差は 0.1％程度と

良好であった．検体中のグリベンクラミドの含有量

について HPLC により 3回測定した結果，カプセ

ル内容物 1 g当たり約 1.55 mgのグリベンクラミド
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Fig. 4. Total Ion Chromatograms (TIC) and Electrospray Ionization Mass Spectra of Glibenclamide
A and B: glibenclamide standard solution TIC (A) and the mass spectrum (B), C and D: sample solution TIC (C) and mass spectrum (D). The ordinate

represents the abundance of the ions in A and C, and the relative abundance of fragment ions [％] in B and D. Rt: 5.2 min.

Fig. 5. Electrospray Ionization Mass Spectra of the Sample Solution in Positive and Negative Modes
A and B show mass spectra of the sample solution in positive and negative modes, respectively. The ordinate represents the relative abundance of fragment ions

[％].
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の含有を認めた．

結 論

検体について TLC, HPLC 及び LCMS により

試験を行った結果，グリベンクラミドの含有を認

め，その含有量は，1.55 mg/gであった．検体 1カ

プセル当たりの内容量がおよそ 0.5 gであることか

ら，1カプセル当たりのグリベンクラミド含有量は

約 0.78 mgとなる．また，1 日量は 4―6 粒と記載

されていたことから，グリベンクラミド量として

3.1―4.7 mg程度となる．グリベンクラミドの糖尿

病患者への 1 日投与量は初期量 1.25―2.5 mg，最

大 10 mg であることから，このカプセルは十分な

薬効を持つものであった．グリベンクラミドは医師

の指示なしで服用すると低血糖症等重篤な副作用を

引き起こしかねない医薬品である．標榜した作用を

増強させるために健康食品へ安易に医薬品成分を添

加することは危険なことであり，絶対に避けるべき

ことである．また，健康危害防止のため，消費者も

由来の不明確な健康食品等の摂取を控えることが重

要であると思われた．

謝辞 サンプルの収集にご尽力いただきまし

た，神奈川県衛生部薬務課，芝顕三氏に感謝申し上

げます．また，LCMSの測定に際しご協力いただ

きました，神奈川県衛生研究所理化学部，甲斐茂美

氏に感謝いたします．



hon p.6 [100%]

10541054 Vol. 123 (2003)

REFERENCES

1) Kojima T., Kishi M., Sekita S., Satake M., J.
Food. Hyg. Soc. Jpn, 41, 303306 (2000).

2) Doi K., Ohmori K., Kishi M., Bull. Kanaga-
wa. P. H. Lab., 30, 2022 (2000).

3) Moriyasu T., Shigeoka S., Kishimoto K.,
Ishikawa F., Nakajima J., Kamimura H.,
Yasuda I., Yakugaku Zasshi, 121, 765769
(2001).

4) Doi K., Kojima T., Ohmori K., Kishi M.,
Nakaoka T., Bull. Kanagawa. P. H. Lab., 27,
4347 (1997).

5) Hsieh S., Selinger K., J. Chromatogr. B
Analyt. Technol. Biomed. Life Sci., 772, 347

356 (2002).
6) Maurer H. H., Kratzsch C., Kraemer T.,

Peters F. T., Weber A. A., J. Chromatogr. B
Analyt. Technol. Biomed. Life Sci., 773, 63
73 (2002).

7) Magni F., Marazzini L., Pereira S., Monti L.,
Galli Kienle M., Anal. Biochem., 282, 136141
(2000).

8) USP-XXV, United State Pharmacopoeial
Convention, 2002.

9) The Japanese Pharmacopoeia Fourteenth Edi-
tion, 2001.

10) The Japanese Pharmacopoeia Technical Infor-
mation 2001, Jiho, Tokyo 2001.


