
緒言

健康への意識の高まりとともに、様々な「いわゆる健康食

品」がインターネットなどで流通している。しかし、その中

の一部の製品では、標榜した作用を強めるために医薬品成分

が添加されている場合があり、服用による健康被害も発生し

ている。その事例は、厚生労働省のホームページ「健康被害

情報・無承認無許可医薬品情報」に詳細に報告されている

[1]。最近の事例では、N―ニトロソ―フェンフルラミン、乾燥
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Abstract

Active drug ingredients for erectile dysfunction (ED) treatment in dietary supplements for sexual enhancement were determined. Ingredients

in the products were extracted by methanol for preparation of the testsolutions. The solutions were analyzed with an HPTLC plate to screen

and narrow down the candidate active drug ingredients. A reversedphase HPLC equipped photodiode array detector analysis was then per-

formed to ascertain the retention time and UV spectrum of the detected peaks from the test solutions and the tested drug ingredients. An LC/

MS/MS analysis was used for final identification of drug ingredients in the test solutions. These results suggested that the examined three

products contained tadalafil. In addition, one of these products also contained vardenafil. Moreover, quantitative analysis of the drug ingredi-

ents was also performed by an HPLC analysis. Our consecutive analyses showed that screening analysis with a TLC analysis had some advan-

tages to make the analyses efficient.
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甲状腺等が添加されたダイエット用健康食品により、重篤な

健康被害が発生して大きな社会問題となった[1,2]。また、血

糖降下を謳った製品からグリベンクラミドが検出された事例

[3]、強壮強精作用を謳った製品よりバイアグラの有効成分

であるシルデナフィルが検出された事例[4]などがある。こ

れらの製品は「食品」として流通しており、有効性、安全性

の審査を踏まえて承認・許可を受けた「医薬品」ではない。

また、外装、成分表示などには医薬品成分の含有については

表示されておらず、外観からは医薬品成分の添加の有無を判

断することはできない。そのため、消費者の健康被害を防止

するためには、市場に流通するいわゆる健康食品について医

薬品成分添加の有無を検査することが重要となる。

我々もこの様な製品について試験検査を実施しているが、

製品に添加される医薬品成分は製品ごとによって異なってい

るという実情がある。そのため、様々な医薬品成分の添加の

可能性を想定しながら手探りで分析することになるが、根拠

なく多種多様な医薬品成分を対象に分析することは、試験検

査の効率性が問題となる。また、特定の成分を対象にした分

析法では、対象外の成分を見落とす可能性があり、試験検査

の信頼性が問題となる場合がある。このような問題点を解決

するためには、まず、効率的に医薬品成分の有無を確認する

スクリーニング試験を行うことが重要である。さらに、何ら

かの成分が検出された場合には、既存医薬品成分との類似

性、化学構造などに関する情報を得て、効率的に検出成分を

推定し、最終的な同定手段である質量分析法などに結びつけ

る必要がある。

そこで本稿では、勃起不全（ED）治療薬成分が検出され

た強壮強精用の健康食品の分析事例において、高速液体クロ

マトグラフ（HPLC）法、液体クロマトグラフ－質量分析（LC

/MS/MS）法による確認・同定分析に先立ち、添加医薬品成

分のスクリーニング法として薄層クロマトグラフ（TLC）法

を活用した事例報告する。本事例においてTLC法を活用した

結果、HPLC法およびLC/MS/MS法分析における対象成分を

絞り込む際に有効であると考えられた。

実験

１．試薬

タダラフィルおよびバルデナフィル標準品として、厚生労

働省より分与されたタダラフィルおよびバルデナフィル塩酸

塩３水和物標準品を使用した。シルデナフィル標準品はファ

イザー株式会社より分与されたクエン酸シルデナフィル標準

品を使用した。メチルテストステロンおよび塩酸ヨヒンビン

は和光純薬製を標準品として使用した。また、アセトニトリ

ルはHPLC用アセトニトリル（和光純薬、大阪）を用い、そ

の他の試薬、試液は和光純薬製の特級を使用した。

２．標準溶液の調製

TLC法、HPLC法、およびLC/MS/MS法による分析のため、

各標準品を試験法に応じてメタノールに溶解して標準溶液を

調製した。その濃度は、TLC法では１．０mg/mL、HPLC法で

は０．０１mg/mL、また、LC/MS/MS法では１．０µg/mLとした。

なお、定量に使用した標準溶液は別に調製した。

３．試料溶液の調製

分析を行った３製品A、B、Cのうち、A、Cはカプセルで

あり、Bは錠剤であった。そのため、カプセル製品からは内

容物を取り出し、また、錠剤は乳鉢で粉末とした。それぞれ

１カプセルまたは錠剤相当量の各粉末を遠沈管に量り、メタ

ノール３０mLを加えて３０分間振とうした後、遠心分離する。

これらの上澄液を回収し、残渣にはさらにメタノールを１８

mL加えて１０分間振とうした後、遠心分離し上澄液を得る。

上澄液は全て合わせてメタノールでそれぞれ正確に５０mLと

し、よく混和した後、その５ mLをHPLC用およびLC/MS/MS

用試料溶液とした。また、残りの４５mLは乾固したのち、メ

タノール４ mLに再溶解してTLC用試料溶液とした。

４．TLC法

試料溶液には、「２．試料溶液の調製」にて作成したTLC

用試料溶液を用いた。薄層板は蛍光剤入りHPTLC pre−coated

silica gel 60 F254（メルク株式会社、東京）を使用した。また、

展開溶媒にはクロロホルム／メタノール混液（９：１）を用

いて、標準溶液および試料溶液とも各２ µL（バルデナフィ

ル標準溶液のみ１ µL）を薄層板原点にのせ、展開溶媒を満

たしたチャンバー内で充分に飽和させた後に、展開を開始し

た。約６ cm展開した後に薄層板を風乾し、成分スポットの

検出は以下の①～③の条件で行った。検出条件①：紫外線照

射（主波長２５４nm）、検出条件②：薄層版に５０％硫酸を噴霧

し、１０５℃で５分間加熱して可視光下で確認する、検出条件

③：②に加えてさらに紫外線（主波長３６６nm）を照射する、

とした。

５．HPLC法

試料溶液には「２．試料溶液の調製」にて調製した液をメ

タノールで希釈して使用した。分析には、フォトダイオード

アレイ（PDA）検出器を接続したHPLC（アライアンス２６９５

―PDA検出器２９９６、日本ウォーターズ株式会社、東京）を使

用した。PDA検出器の波長範囲は２００―４００nmとし、モニター

波長は２２０nmとした。カラムにはODSカラム（Unison US C―１８、

４．６mmID×１５０mm、粒径５ µm、インタクト株式会社、京

都）を使用し、移動相にはリン酸２水素ナトリウム二水和物

７．７５gを水約９５０mLに溶解し、薄めたリン酸でpH３．０に調整

し、水で１０００mLとした液（A）およびアセトニトリル（B）を

用いて、A/B＝７５/２５混液を、直線勾配でアセトニトリルの濃

度を増加させ、３０分後にA/B＝５０/５０とするグラジェント送液

を行った。なお、カラム温度は４０℃、流量は１．０mL/分とし、

注入量は２０µLとした。

６．LC/MS/MS法

試料溶液は、「２．試料溶液の調製」にて作製した液をメ

タノールで希釈して使用した。分析にはアジレント製１１００シ

リーズHPLC（バイナリーポンプ）を接続した液体クロマト
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グラフ－ハイブリッド型リニアイオントラップ質量分析計

（Qtrap LC/MS/MSシステム、アプライドバイオシステムズ

ジャパン、東京）を使用した。なお、HPLCによる分離は逆

相系分離条件で行った。カラムにはODSカラム（Cadenza CD

−C１８、２．０mm ID×１５０mm、粒径３ µm、インタクト）を使

用し、移動相には０．１％ぎ酸水溶液（A）及び０．１％ぎ酸アセト

ニトリル溶液（B）を使用し、そのA/B＝７０/３０混液を５分間保

持した後、０．１％ぎ酸アセトニトリル溶液を直線勾配で１５分

間増加してA/B＝４０/６０とし、さらに５分間保持するグラジェ

ント送液を行った。なお、カラム温度は４０℃、流量は０．２mL

／分とし、注入量は５ µLとした。イオンソースはESIとし、

スキャンモードはEPI、極性はポジティブとした。また、タ

ダラフィルのプリカーサーイオンはm/z：３９０、Q３の測定範

囲はm/z：１００―４５０、バルデナフィルのプリカーサーイオンは

m/z：４８９、Q３の測定範囲はm/z：１００―５５０、また、CE電圧は

３０V（スプレッド１５V）とした。

７．定量

定量は以下のHPLC条件により実施した。タダラフィルお

よびバルデナフィル標準溶液はメタノールに溶解し、タダラ

フィルは２―２０µg/mL、バルデナフィルは０．５―２ µg/mLの範

囲で希釈列を調製した。試料溶液は、製品A、Bでは１カプ

セル内容物または１錠の１０分の１‐２０量の各粉末を精密に量

り、Cは１個相当量の粉末を遠沈管にとり、「３．試料溶液

の調製」の項に準じて調製し、メタノールで希釈して測定し

た。HPLC分析条件は「５．HPLC法」に記載した条件を準

用し、移動相をA/B＝７０/３０混液のアイソクラティック条件で

送液した。

結果

１．TLC法による探索的スクリーニング

本法は、同時に展開した標準溶液と試料溶液中の成分につ

いて、スポットのRf値、呈色反応などから、その類似性を一

度に視覚的に確認することができる優れたスクリーニング法

である。そこで、本分析においても第一スクリーニング法と

して使用した。なお、分析対象物質は、製品に含有する可能

性がある医薬品成分を事前に特定することができないことか

ら、ED治療薬成分であり、検出事例が多いシルデナフィル、

バルデナフィル、タダラフィルのほか、メチルテストステロ

ン、ヨヒンビンを対照とし、各標準溶液を調製した。

各標準溶液および試料溶液について分析したクロマトグラ

ムを、Figure 1に示す。また、各標準溶液における検出条件

①～③での検出状況をTable 1に示す。なお、検出条件①は

構造に共役系を有する成分の検出を目的としており、蛍光剤

入りの薄層板を使用することにより、選択性は弱いが多くの

医薬品成分をスクリーニング的に検出することが可能であ

る。また、検出条件②、③は主にステロイド系の医薬品成

分、およびUV吸収が無い有機化合物の検出を目的としてい

るが、過去の経験では医薬品成分によって特異的な色調、蛍

光を呈することがあり、検出の選択性を高めることが可能で

あった[3]。試料溶液では、検出条件①により製品AではRf値

０．６３にスポットを検出し、このスポットは、各検出条件にお

いてタダラフィルのスポットと同様の呈色を示した。製品B

では、検出条件①によりRf値０．６３および０．５１にスポットを検

出した。このうち、Rf値０．６３のスポットはタダラフィルのス

ポットと、また、Rf値０．５１のスポットはバルデナフィルのス

ポットと、各検出条件においてそれぞれ同様の呈色を示し

Table 1 Each Rf value and Color of Detected Spots by the TLC
Analysis

drug ingredients Rf
detection

① ② ③

sildenafil ０．５０ ○ nd. blue

vardenafil ０．５２ ○ nd. nd.

tadalafil ０．６３ ○ violet ○

methyltestosterone０．６５ ○ yellow yellow-green

yohimbine ０．２７ ○ nd. blue

The HPTLC silica gel plate containing fluorescent indicator at 254 nm was
developed by a mixture of chloroform and methanol (9 : 1). Detection① :
UV irradiation at 254 nm,② : spraying50% sulfuric acid following heated
at105℃, ③ : spraying50% sulfuric acid following heated at 105℃ and
UV irradiation at 366 nm.[○] : spot detected(black or pale black spot),
[nd.] : not detected. Colors in the table showed the color of the detected
spot.

Figure 1. Thin−layer Chromatograms of Tested Drug Ingredients
and Products
These spots were detected by UV irradiation at 254 nm.
Spot No.1 : sildenafil, No.2 : vardenafil, No.3 :
tadalafil, No.4 : methyltestosterone, No.5 : yohimbine,
No.6 : product A, No.7 : product B, No.8 : product C.
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た。製品Cでは検出条件①によりRf値０．６３にスポットを検出

し、このスポットはタダラフィルと同様の呈色を示した。以

上の結果は、製品A、B、Cにはタダラフィルを含有し、製

品Bでは併せてバルデナフィルを含有する可能性を示唆して

おり、試料溶液中の医薬品成分を効率的に推定するために有

効であった。

２．HPLC法による確認

TLC法により含有が推定されたタダラフィル、バルデナ

フィル、および検出事例が多いシルデナフィルを対象に、成

分のピークの保持時間およびそのUVスペクトルを確認し

た。UVスペクトルは質量分析に比べ特異性が弱いが、成分

の構造に由来するものであり、検出された成分の確認手段の

一つとして有効である。Figure 2（A）に示すとおり、標準溶

液では、バルデナフィル、タダラフィルおよびシルデナフィ

ルのピークは、それぞれ保持時間８．５分、１６．１分、９．５分に検

出された。また、各成分ピークのUVスペクトルは、バルデ

ナフィルは２１５nm付近に、タダラフィルでは２８４nm付近に、

シルデナフィルでは２２４nmおよび２９５nm付近に極大を持つ

特徴的なUVスペクトルであった。一方、Figure 2（B）に示す

とおり、製品Aにおいては、保持時間１６．０分にピークを検出

し、そのUVスペクトルはタダラフィルに一致した。製品B

では保持時間８．５分にごく小さなピークを、また、１６．０分に

ピークを検出した。各ピークのUVスペクトルは、それぞれ

バルデナフィル、タダラフィルに一致した。また、製品Cで

は保持時間１６．０分にピークを検出し、そのUVスペクトルは

タダラフィルと一致した。以上の結果は、製品Aではタダラ

フィルを、製品Bではバルデナフィルおよびタダラフィル

を、製品Cではタダラフィルをそれぞれ含有する可能性を示

唆しており、TLC法を用いたスクリーニング試験の分析結果

の妥当性を示すものと考えられる。

３．LC/MS/MS法による同定

TLC法およびHPLC法により、製品への添加が推定された

タダラフィルおよびバルデナフィルの標準溶液について、

EPIスキャンにより分析した。標準溶液ではタダラフィルの

ピークは保持時間１６．５分に検出され、バルデナフィルのピー

クは保持時間４．６分に検出され、それぞれ特徴的なマススペ

クトルを示した。一方、製品A、B、Cではプリカーサーイ

オンm/z：３９０において保持時間１６．５～１６．６分付近にピークが

検出され、その保持時間およびマススペクトルはタダラフィ

ルと一致した。また、製品Bでは、プリカーサーイオンm/z：

４８９において保持時間４．６分にピークが検出され、その保持時

間およびマススペクトルはバルデナフィルと一致した（Fig-

ure 3）。

以上の質量分析による結果は、TLC法、HPLC法により推

定された結果と一致していた。即ち、製品A、B、Cには、ED

治療薬として使用されている医薬品成分であるタダラフィル

が添加されており、また、製品Bではバルデナフィルも添加

されていることが判明した。

４．検出成分の定量

各製品につき３回試料溶液を調製して測定した結果、製品

Aのタダラフィル含有量は３５mg／カプセル、製品Bのバルデ

ナフィル、タダラフィル含有量はそれぞれ０．３６mg／錠、９．３

mg／錠、製品Cのタダラフィル含有量は７．０mg／カプセルで

あった。なお、タダラフィルは国内未承認薬であるが、１回

量が１０―２０mgとされている。そのため、これら全ての製品

において相当量のタダラフィルが添加されており、服用に

よって医薬品的な効果が発現する危険性がある。また、服用

に伴う様々な副作用、他の医薬品との飲み合わせによる健康

被害が発生する恐れもある。また、バルデナフィルの医薬品

としての薬用量は、国内で承認されているレビトラ錠の添付

文書によると１回量が５―１０mgとされている[5]。製品Bより

検出されたバルデナフィルは薬用量と比較して含量が少ない

ことから、薬効を期待して添加されたものではなく、他製品

の製造によるコンタミネーションが発生した可能性が考えら

れる。

Figure 2. UV Chromatograms (left) and UV spectra (right) of
tested Drug Ingredients (A) and Products (B)
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考察

本分析事例では、HPLC法、LC/MS/MS法に先立ち、添加

された医薬品成分のスクリーニング法としてTLC法による分

析を実施した。製品より検出された成分の同定のためには、

HPLC法によるUVスペクトルの確認、LC/MS等によるマスス

ペクトルの確認などの特異性が高い手法が必要となる。しか

し、このような製品では、添加医薬品成分の有無、また、そ

の成分が事前に特定されているわけではないことから、第一

段階として効率的にスクリーニング分析を行うことが重要と

なる。TLC法は検出の感度、特異性、分離、定量性の面では

他の手法に劣るが、試料溶液から検出された未知成分の挙

動、および対照とした標準溶液との類似性について、１枚の

TLC上で視覚的に捕らえること可能であり、効率的に分析対

象成分を推定することが可能であった。また、HPLCのよう

に接続した検出器によって検出法を縛られることはなく、

様々な検出試薬を使用することが可能である。今回の分析事

例では、製品中のタダラフィルの含有について、TLC法によ

りスポットの特異的な呈色が見られたことから、その存在を

容易に推定することが可能であった。また、製品Bでは、

HPLCクロマトグラムではタダラフィルのピークと比較して

バルデナフィルのピークがきわめて小さく、抽出された成分

の概要をTLC法によって把握していなければ、ごく微量のバ

ルデナフィルの含有は見落としていた可能性も考えられる。

また、HPLC法のみをスクリーニング法として使用した場合

は、カラムに保持しない成分、および溶出しない成分につい

ては検出が困難となるが、TLC法では、原点から展開先端ま

での成分を確認することができる。以上のことから、TLC法

の活用が、いわゆる健康食品に添加された医薬品成分を分析

する上で、その試験検査の効率性を確保し、信頼性を高める

ために重要であると考えられた。

また、強壮強精を目的としたいわゆる健康食品では、最

近、既存のED治療薬成分の構造を若干修飾した類似成分の

検出事例が相次いでいる[6−8]。そのため、検出成分の最終

的な同定のためには、質量分析計等の同定能力が高い分析が

Figure 3. Total Ion Chromatograms of Each Tested Product (left) and the Mass Spectra of the Peaks detected from
the products (right)
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不可欠である。しかし、このような類似成分では、骨格と

なった医薬品成分とは疎水性が大きく変化している可能性が

懸念される。そのため、原点から展開溶媒先端まで一度に観

察が可能であるTLC法を活用することは、その化学的性質の

的確な推定につながるものと考えられる。

市場に流通するいわゆる健康食品の製品数は膨大であり、

添加された医薬品成分による健康被害を防止するためには、

より効率的な試験検査の実施が重要である。今後の試験検査

において、効率化のためにはTLC法の活用が有効になると考

えられた。
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