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研究要旨 

第六次改定日本人の栄養所要量の策定では，幾つかのビタミンとミネラルにについて血

液，また血漿（血清）中の濃度を基準値に保ち得る濃度として求められた．基準値は測定

方法に依存して変動するので，標準となる方法を定めなければならない．水溶性ビタミン

の内，本年はビタミン B1，ビタミン Cについて検討した． 

 

A. 目的 

 ビタミン B1 は糖代謝に働くビタミンであ

る．現在，B1欠乏による脚気などの臨床症状

が認められることは少ないが，その摂取は必

須で必要量は食事からとらなければならな

い．臨床では糖質を高濃度で含む高カロリー

輸液（TPN）時に B1が欠乏すると，乳酸アシ

ドーシスを惹起し，時に死に至る．健常者，

輸液患者での摂取，また投与 B1量は血液濃度

を基準下限値以上とするように薦められて

いる．研究の目的は血液濃度を維持できる量

を確認することにあるが，本研究では所要量

（RDA）が健常女性の血液濃度を維持できる

か，また輸液製剤による投与量が処置途中の

分解によりRDA量を下回ることがないか調べ

た． 

 ビタミンCは抗壊血病作用をもつビタミン

であるが，抗酸化剤として働く水溶性ビタミ

ンであり，その摂取が必須である．大六次改

定では血漿（血清）ビタミン C濃度を基準下

限値（0.7 mg/dL）以上に保つ量として RDA

を求めた．われわれは多くの基礎研究で必要

とされている血漿濃度の測定を迅速に（ビタ

ミン Cは極めて不安定なので），かつ大量処

理の可能な自動分析方法を開発している．そ

こでのビタミン Cを安定化させ，除蛋白剤と

して働くメタリン酸の最も適した濃度につ

いて検討した．さらに健常者の血液中にもビ

タミンCを分解してしまうヘモグロビンとト

ランスフェリンを生理的に含んでいる．ヘモ

グロビンは赤血球由来でフリーヘモグロビ

ンとして存在する．火傷や O-175 感染などで

フリーヘモグロビンの血漿濃度が増加する

と，腎臓の糸球体に詰まり腎障害を起こす．

トランスフェリンは，鉄の輸送に働く重要な

蛋白質である．本研究では生理的濃度にある

ヘモグロビンとトランスフェリンによるビ

タミン Cの分解を求め，成績の評価に影響を

与えるか否か検討した．さらに血清ビタミン

C 濃度と血清総抗酸化能との関係，摂取量と

血清濃度からビタミンC栄養の評価値を比較

した． 

B. 研究方法 

1. ビタミン B1 

（1）安定性試験：輸液製剤内でのビタミン

B1 を不安定とする因子として基本液やアミ

ノ酸製剤の安定性を保つ目的で添加されて

いる亜硫酸水素ナトリウムがある．亜硫酸水

素ナトリウムはビタミン B1を分解する．ビタ

ミン B1は酸性ｐ Hでは安定ではあるが，アル

カリ性では不安定である．日常臨床において

行われている点滴ライン（図 1）を通して投

与速度で滴下し，針の先端から輸液を採取し，

ビタミン B1の安定性を調べた．TPN 製剤（表

1：A～F 液）に遮光カバーで遮光した後，室

温蛍光灯下（約 1000 ルクス）に放置し，点

滴ラインを通じ各投与速度で持続的に滴下

し，配合直後，3，6 および 12 時間後に点滴

ラインから採取した液についてビタミン B １
（チアミン）を測定した． 

（2）投与量と血液中濃度：われわれの以前

の研究では，女子学生（19～21 歳）に 9日間，

2.0 mg/日の B1を摂取させ，その間，4 回採

血して血中 B1濃度を測定した．血中濃度が安

定した時に求めた基準範囲は 28~56 ng/mL に

あった．本研究では，策定され RDA の確認の

ために，別の 10 名の女子学生を 7 日間，一

定の生活環境（Human study）において，朝

食 0.24 mg，昼食 0.32 mg，夕食 0.24 mg，合

計0.8 mg/日のB1を摂らせ血中濃度の変化を

観察した．また別の 77 名の成人男女につい

て ROC 曲線より基準下限値を検討した．ビタ

ミン B1 の測定は順相系 HPLC 法（プレカラム
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蛍光法）により行った．蒸留水で 41 倍に希

釈した全血 0.2 mL に 4 mol/L 酢酸ナトリウ

ム溶液 0.03 mL，臭化シアン 0.02 mL および

2 mol/L 水酸化ナトリウム溶液 0.02 mL を加

えて混合し，HPLC に 0.05 mL 注入した．カラ

ムは Aspic NH2P-50 YE（Shodex），移動相は

0.09 mol/L リン酸緩衝液(pH 8.6)・60%アセ

トニトリルを流速 1.2 mL/分で用い，蛍光強

度 (En. 375 nm，Em. 430 nm)を求めた． 

 2. ビタミン C 

（1）メタリン酸（MAP）濃度：100, 200, 300, 

400 ，500 g/L 濃度の MAP 溶液 0.02 mL を健

常者の新鮮なプール血清（0.18 mL）に添加

した（MAP の終濃度は 10, 20, 30, 40， 50 

g/L）となる．その遠沈上清につきアスコル

ビン酸濃度を，われわれが開発した自動分析

法であるアスコルビン酸酸化酵素（ASO）法

で測定し各濃度で比較した．血清中のアスコ

ルビン酸はASOにより酸化型アスコルビン酸

になる．酸化型アスコルビン酸はオルトフェ

ニレンジアミンと縮合して蛍光体となる．蛍

光の増加速度を 340 nm で測定し，アスコル

ビン酸濃度を求める．自動化法として Cobas 

Mira S（Roche Diagnostics System）を用い

た．血清試料は 1/10 量の 100-500 g/L の MAP

で除蛋白して用いた． 

（2）ヘモグロビンとトランスフェリン：ヒ

トホロトランスフェリン（終濃度で 0.4～6.6 

µmol/L）もしくはヘモグロビン（終濃度で
27～144 µmol/L）を健常者のプール血清に添
加し，ビタミン C 濃度は ASO 法で測定した．

また別の健康な女性（18～26 歳）について血

清ビタミンC濃度と血清フリーヘモグロビン

濃度，また血清トランスフェリン濃度と比較

検討した血清フリーヘモグロビン濃度は分

光学的に 415，450，700 nm で測定した．血

清トランスフェリン濃度はネフェロメトリ

ー法（Dade Behring BN ProSpec System）で

測定した． 

（3）血清ビタミンCと総抗酸化能との関係：

抗酸化ビタミンであるビタミンCの血清濃度

と血清総抗酸化能（ Total antioxidant 

status: TAS）を健常成人 41 名について比較

した．血清 TAS は ，フリ - ラジカル

(2,2'-azobis(2-amidinopropane) 

dihydrochloride ：AAPH）を用い赤血球溶血

阻止反応で測定し，Trolox（ビタミン Eの代

用品で水溶性）当量で表わした． 

（4）摂取量と血清濃度：前のわれわれの研

究では，健康な女子学生 54 名（18~19 歳，非

喫煙者）にビタミン C を 150 mg/日を含む試

験食を3日間摂取させて求めた血漿ビタミン

C濃度の基準範囲は0.7～1.38 mg/dLにある．

本研究では別の 58 名の女子学生について，

摂取量から評価した血清濃度，そして血清濃

度から評価した摂取量についてROC曲線から

解析した．血清ビタミン C濃度は ASO 法で測

定した． 

C. 研究成果 

1. ビタミン B1 
（1）安定性試験：室温保存した各試料につ

いて，点滴ラインより滴下液を採取し，外観，

pH，亜硫酸水素ナトリウム濃度，チアミン濃

度とチアミン含量の残存率（表 2）を経時的

に観察した．全ての試料溶液において，外観

変化，pH の経時変化は見られなかった．チア

ミン含量については，いずれの試料も低下が

認められた．12 時間投与でのチアミン濃度は，

A液及び B液で 12 時間後の残存率は 80％，D

液は 12 時間で 84％，F液は 87%の残存率であ

った．24 時間投与のチアミン含量の場合，す

なわち C液は 24 時間で 57％，E液は 12 時間

で 72％の残存率であった．糖およびアミノ酸

補液中の亜硫酸水素ナトリウム量と関係し

ており，亜硫酸水素塩の含有量の少ない製剤

ほどチアミン残存率が大きくなる傾向にあ

った．24 時間投与の場合は，12 時間までの

低下傾向と異なり，E 液と比べて C 液のほう

が低下していた．いずれの試料もチアミンの

含量低下を示しているため，短時間での投与

にすべきである．累積投与量は，最も含量低

下の大きな24時間投与のB液において約80%

であり，チアミンの配合量 3.1 mg のうち 2.5 

mg に相当する．この量はビタミン所要量の指

標になっている 1 mg の 2.5 倍量に相当する

ため，すべての試料ともに必要十分量の投与

と考えられた． 

（2）投与量と血液中濃度：わが国の第六次

改定ではビタミンB1のRDAを，男性で1.1 mg/

日，女性で 0.8 mg/日としている．女子学生

について 0.8 mg/日の投与試験では，試験開

始時に血中濃度が 27 ng/mL を示す者が 1 名

いたが，7日後には 20 ng/mL まで低下し，ま

た，開始時に 31 ng/my の者も 27 ng/mL とな

った（図 2）．このことより RDA の 0.8 mg/

日は血中濃度を基準範囲に維持できる限界

量と考えられた．全血総チアミン濃度のカッ

トオフ値に対して，20 ng/mL と 28 ng/mL の

報告があるが，欠乏症例 20 例を含む 77 例の

ROC解析では28 ng/mLで最も高い病態識別を

得た（図 3）． 

1. ビタミン C 
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（1）MAP 濃度： 標準液（25 mg/L）の吸光度

増加速度は，10-50 g/L（終濃度）の MA 濃度

で吸光度増加速度に有意の差を認めなかっ

た．盲検の吸光度増加速度は 0.0000～0.0001

であった．血清 29 試料について求めたアス

コルビン酸濃度は，10 g/L の MAP 濃度では，

20-50 g/L 濃度に比べ 0.8-1.0 mg/L 高値にあ

り，10 g/L 濃度では透明な除蛋白上清を得ら

れなかった．20-50 g/L の MAP 濃度を用いた

成績は相互に良好な相関にあった（r= 

0.987-0.998）． 

（2）ヘモグロビンとトランスフェリン：新

鮮なプ-ル血清に添加した 33 から 41 µmol/L
のトランスフェリン（血清基準範囲：22-45 

µmol/L），また 1.9 µmol/L のヘモグロビン
（血清基準範囲：0-3.0 µmol/L）でアスコル
ビン酸は有意（p <0.05）に減少を示した（表
2，3）．しかしながら生理的濃度から 80 

µmol/L までのトランスフェリンによるアス
コルビン酸の減少はわずかなので，低アスコ

ルビン酸濃度の臨床診断への影響のないこ

とが明らかになった．生理的濃度のヘモグロ

ビンは血清アスコルビン酸測定にほとんど

影響しないが，血清放置（4℃，1.5 時間）は

低アスコルビン酸濃度の臨床診断を誤らせ

る．58 例の健康な女子学生の血清ヘモグロビ

ン濃度とトランスフェリン濃度とアスコル

ビン酸との間に関連性は認められなかった

（r = 0.18, p > 0.05：図 4）． 
（3）血清ビタミンCと総抗酸化能との関係：

抗酸化ビタミンとしてアスコルビン酸，また

ビタミン E について検討した．血清濃度は

TAS と，それぞれ，相関係数が，-0.319，-0.176

と低く TAS への関与は認められなかった（図

5）．TAS は血清アルブミン濃度と相関した（r= 

0.417, P <0.01）． 

（4）摂取量と血清濃度：20 歳代の米国での

非喫煙女子のRDAは75 mg/日であることから，

基準値を求めた学生の試験開始前の摂取量

を調査すると，平均 99 mg/日（3～368 mg/

日）にあった．摂取量と血漿濃度との関係は

相関係数 r= 0.373（P <0.001）にあった（摂

取量が US RDA 以下の 26 名について血漿アス

コルビン酸濃度が基準下限値以下の者の割

合を求めると 15％（5 名）となった．一方，

Jpn RDA 以下の者は 39 名，このなかで血漿濃

度が基準下限値以下の者は 5名，13％であつ

た．ROC 解析の結果（図６）は，欠乏症の検

出には食事調査による摂取量よりも血清濃

度が優れていた． 

D. 結論 

1. ビタミン B1 

（1）安定性試験：TPN 用総合ビタミン剤を添

加した TPN 製剤について，点滴ラインを通し

て針の先端から輸液を採取し，投与液に近い

状態で採取した試料におけるチアミンの安

定性を検討した結果，いずれの試料もチアミ

ン含量の低下を認め，亜硫酸水素塩または pH

が安定性に影響していた．しかしながら，1

日以内，特に 12 時間程度の投与時間であれ

ば，臨床上の投与量として全く問題ないと結

論づけられた（論文 1）． 

（2）投与量と血液中濃度：成人女子での 0.8 

mg/日の RDA は血中濃度を基準範囲に維持で

きる限界量で，全血総 B1 濃度の下限値は 28 

ng/mLで最も高い病態識別にある（論文2，3）． 

1. ビタミン C 

（1）MAP 濃度：酵素法による血清アスコルビ

ン酸濃度の測定では除蛋白が必要とされる．

除蛋白試薬には MAP が汎用され，酸性 pH に

よりアスコルビン酸の安定化にも有効であ

る．MAP 濃度が低いと除蛋白が不十分で，高

いと酵素反応を妨害するので，MAP の最適濃

度について研究した．これまでの検討で，40 

g/L の MAP 濃度で，直線性，測定精度，回収

率，HPLC 法との相関，さらに除蛋白血清の安

定性において良好な成績を得ているので，

MAP 濃度は 40 g/L（終濃度：4 g/L）とした

（論文 4）． 

（2）ヘモグロビンとトランスフェリン：生

理的濃度にあるトランスフェリンとヘモグ

ロビンが血清アスコルビン酸の測定に影響

を与えるか否か検討を行った．生理的濃度の

トランスフェリンとヘモグロビンは血清ア

スコルビン酸測定にほとんど影響しない．女

子学生では貧血により血清トランスフェリ

ン濃度の増加（50 µmol/L 以下）を見るが，
血清アスコルビン酸濃度に影響を与えない

ものと考えられた．しかしながら血清放置は

ヘモグロビン酸化によって低アスコルビン

酸濃度の臨床診断を誤らせる（論文 5）． 

（3）血清ビタミンCと総抗酸化能との関係：

ビタミンEおよびビタミンEの TASへの関与

の低さは，血清中に高濃度で含まれるアルブ

ミンの抗酸化能に，それぞれのビタミン Eの

抗酸化活性が覆い被されているものと考え

ている（論文 2）． 

（4）摂取量と血清濃度：摂取量と血清アス

コルビン酸濃度は相関係数 0.373（p < 0.01）
にある．摂取量からみた欠乏症の推測には，

US RDA が適しているようであるが，”第五次

改定 Jpn RDA（男女とも 50 mg/日）”で評価
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すると欠乏例は含まれず，このエビデンスが

単なる偶然なのか，もしくは食事調査の方法

が不正確なのか今後の課題とされた．欠乏症

の検出には食事調査による摂取量よりも血

清濃度が優れている．しかしながら偽陽性率

を考慮すると摂取量では 80 mg/日，血清濃度

は 0.9 mg/dL をカットオフ値として欠乏を考

えるのが妥当であろう（論文 2，3）． 
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