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要旨 

ビタミンの必要量ならびに上限摂取量の策定には，信頼できる分析法の設定，摂取量を

反映する適切な生体指標の選定，有用性評価に関する情報が要求される．そこで本研究で

はビタミン C と葉酸を取り上げ，分析法，摂取量を反映する生体指標，有用性評価におい

て注目すべき事項を検討することとした．その結果，ビタミン C 分析法としては電気化学

検出（ECD）-HPLC 法が食品中と微量の生体試料の分析にも適用できる信頼できる方法で

あること，また葉酸の分析法はクロラムフェニコール耐性の L.casei を用いた微生物学的

測定法が簡便であり，多様な化学形態の葉酸分析には適していることを示した．ビタミン

C の体内レベルの評価において，酸化ストレスを受けている糖尿病患者では血漿ビタミン

C 濃度は低下せず，リンパ球ビタミン C 濃度が低下するという現象を認め，リンパ球中の

ビタミン C 濃度が必要量を考慮する一つの指標になりうることを示した．葉酸について

は，その染色体の安定化に着目した検討を動物実験と被検者実験において行い，組織中の

葉酸が飽和する以上の葉酸の摂取には有益な影響が認められないことを示した．ラットを

利用した食品中の葉酸の生体利用率の評価系を設定し，日本人の葉酸の供給源と考えられ

る緑茶中葉酸の生体利用率が低いことを明らかにした．また動物実験において酸化ストレ

スを負荷すると体内葉酸レベルが低下することから，酸化ストレスが葉酸の必要量を考慮

する要因になりうることを示した． 

 

 

 

 

 



Ａ．研究目的 

ビタミンの食事摂取基準策定において食

事からのビタミンの摂取量と体内レベルを

把握することが重要になる．そのためには

食品ならびに生体試料中のビタミンが迅速

かつ適切に分析できる方法・条件の設定，

ビタミンの生体内レベルを適切に評価でき

る生体指標の選定が要求される．またビタ

ミンの必要量を考慮すべき要因についても

検討も必要である．  

ビタミン C も葉酸も不安定であり，その

測定のために適切な前処理が必要である．

ビタミン C の測定法については，一般に食

品中のビタミン C は通常ヒドラジン

-UV-HPLC 法で測定されているが，電気化

学検出（ECD）-HPLC 法による分析が容易

と考えられる．葉酸については，食品中な

らびに生体試料中でも多様な形態で存在し

ており，全ての葉酸を測定するには微生物

学定量法が適している． 

ビタミンの必要性を判断する指標として

は，血漿ビタミン C 濃度が測定されている

が，生体内レベルを反映するものとして白

血球中の濃度が注目されている．葉酸の必

要量は血漿や血球の葉酸濃度，ならびに血

漿ホモシステイン濃度が利用されているが，

葉酸は染色体の安定性に寄与することから，

染色体の安定性を指標とした葉酸の必要性

の評価法もある．また葉酸については食品

中の生体利用性が低く，食品によってもそ

の利用性が異なると考えられている．日本

人の葉酸の摂取において日常摂取している

緑茶由来の葉酸の寄与率が高いとの報告が

あるが，緑茶中の葉酸の生体利用性につい

て検討した報告は見当たらない． 

そこで本研究では，ビタミン C と葉酸に

ついて，食事摂取基準の策定に参考となり

うる分析方法，体内レベルの評価指標など

について検討した． 

 

Ｂ．研究方法 

１）理化学的な分析方法 

ビタミン C はヒドラジン-UV-HPLC 法な

らびに既報の ECD-HPLC 法で行った．食品

の分析試料は細切したのち 5%メタリン酸

溶液とケイ砂で磨砕抽出し，適宜希釈して

ヒドラジン-UV-HPLC 法ならびに

ECD-HPLC 法による分析試料とした．血液

は肘正中皮静脈より採取し，直ちに 4℃，

1,000 × g で 15 分間，遠心分離して血漿を

採取した．この残りの白血球層を別に分取

して 1 ml の 2 mM EDTA 含有 PBSと混合後，

Ficoll-Paque™ PLUS 0.2 mlを下層に注入し，

室温，4,500 × g で 4 分間遠心してリンパ

球層を分離した．得られたリンパ球は 2 mM 

EDTA 含有 PBS で数回洗浄の後，5%メタリ

ン酸に懸濁させ，ECD-HPLC 法による分析

試料とした．HPLC-ECD の分析条件として

は，カラムに資生堂カプセルパック C18 

(UG120，4.6 x 100 mm)を用い，移動相は 200 

μM EDTA及び 500 μM 塩化 n-ドデシルトリ

メチルアンモニウム含有 200 mM リン酸-リ

ン酸カリウム緩衝液 (pH 3.0) ，流速は 0.9 

ml/min，ECD 加電圧は+350 mV（Ag/AgCl），

試料の注入量は 2 μl とした．ヒドラジン

-UV-HPLC 法の分析条件としては，カラム

にセンシュー科学 Silica-2150-N (100) 6 mm 

x 150 mm）を用い，移動相は酢酸・n-ヘキ



サン・酢酸エチル混液（1：4：5 v/v/v），流

速は 1.5 ml/分，検出器は可視吸光検出器

（495 m），注入量は 20 μl とした． 

葉酸の測定はクロラムフェニコール耐性

L.casei(ATCC27773 )を用いた微生物学的方

法を採用した．葉酸標準品はホリニン酸カ

ルシウム塩五水和物，葉酸定量用培地は

Difco 社製を利用した．菌体の濁度はマイク

ロプレートリーダー（コロナ電気株式会社)

を用いて測定した．葉酸測定用の試料調製

として，血漿は 0.5%アスコルビン酸ナトリ

ウム溶液で適宜希釈し，全血はポリグルタ

ミン酸鎖を切断するため 37℃，30 分インキ

ュベートし，その後 0.5％アスコルビン酸ナ

トリウム溶液で適宜希釈した．臓器は 9 倍

量の 50 mM リン酸緩衝液 (pH6.1，0.5%ア

スコルビン酸) を加えてホモジナイズした

後，オートクレーブで 121℃，30 分間加熱

し，葉酸を抽出した後に遠心（2500 × g，

15 min，4℃）した上清をラット血清由来の

コンジュガーゼで処理し測定試料とした．

なお，ラット血清由来のコンジュガーゼは，

活性炭処理して混在する葉酸を除去して利

用した． 

 

２）生体指標に関する動物実験 

 葉酸投与後の体内葉酸レベルを評価する

目的で，市販固形試料 CE-2 (日本クレア(㈱) 

を自由摂取させた Wister 系雄ラット (７週

齢) に単回，あるいは１日一回７日間，葉

酸 0.33 mg/kg体重(0.1 mg/0.4 mL/300 g体重)

を胃内投与し，その後の血漿と赤血球の葉

酸濃度の変動を測定した．また，茶中の葉

酸の生体利用率を検討するため Wister 系雄

ラット (７週齢)に AIN-93G4 組成を基本に

調製した低葉酸食 (葉酸無添加) ，もしくは

基本食 (葉酸 2 mg/kg 飼料) を 3 週間自由

摂取させて組織中の葉酸濃度を低下させ，

その後にラットを①コントロール群 水，

②カテキン群 EGCg 29.3 mg/kg BW，③葉

酸群 Folic acid 116.7 ug/kg BW，④葉酸+ 

カテキン群 Folic acid 116.7 ug/kg BW + 

EGCg 29.3 mg/kg BW ，⑤緑茶群 208.6 

mg/kg BW (Folic acid 116.7 ug/kg BW，

EGCg29.3 mg/kg BW 含有)の 5 群に分け，該

当するカテキン，茶抽出物，または葉酸を

それぞれ 1 週間胃内投与した． 

 

３）タミン C の生体指標に関するヒト試験 

糖尿病患者の血漿とリンパ球のビタミン

C 濃度を測定した．被験者は 41 人の 2 型糖

尿病患者（平均年齢 63 歳，男性 25 人と女

性 16 人）であり，空腹時の血糖は 137 mg/dl，

ヘモグロビン A1c 7.1%であった．またこれ

らの患者の中で合併症のある患者は 26 人，

合併症のない患者は 15 人であった．対象と

した健常人は年齢ならびに性別を合わせた

50 人（男性 31 人と女性 19 人）であった． 

 

４）色体の安定性を指標とした葉酸の必要

量に関する検討 

動物実験では 4 週齢 ICR 系雄マウスに

AIN-93G 組成を基本に調製した低葉酸食

(葉酸無添加)，基本食(葉酸 2mg/kg 飼料)，

高葉酸食(葉酸 40 mg/kg 飼料)の 3 種類の固

形飼料を 4 週間摂取させた後，X 線(0.5 Gy)

を無麻酔下で全身照射して骨髄染色体損傷

を誘発し，骨髄染色体損傷を小核試験によ



り評価した．同時に組織中の葉酸濃度も測

定した．被検者実験では，20 代健常男性 22

名(平均年齢 23 歳)を対象とし，10 名を対照

群，12 名を葉酸投与群として，葉酸投与群

には 800 μg/日の葉酸を 2 週間投与した．被

験者の食事記録と葉酸摂取の確認を行い，

試験開始・終了時の空腹時に静脈血を採取

し，リンパ球染色体損傷はサイトカラシン

B を用いた小核試験法により評価した． 

酸化ストレス負荷による体内葉酸濃度の

変化についての検討は，マウスに種々の線

量の X 線照射し，骨髄，肝臓，血漿の葉酸

濃度の変動をビタミン C や E と比較検討し

た． 

（倫理面への配慮） 

実験は倫理委員会の承認を得た後，個人

情報等や倫理に関係した事項を遵守して行

った． 

 

Ｃ．研究結果 

１）ビタミンの信頼できる分析方法の設定 

 17種類の野菜や果物のビタミン C の測定

をヒドラジン-UV-HPLC 法と ECD-HPLC 法

で比較したところ，総ビタミン C（還元型

＋酸化型）としては同様の値を得ることが

できた（図１）．また，ECD-HPLC 法により

測定した野菜や果物中のビタミン C はほと

んどが還元型であった．図 2 に示したよう

にヒドラジン-UV-HPLC 法に比べて，

ECD-HPLC 法は，測定操作のステップが少

なく，また酸化型と還元型の両方を迅速，

簡便，高感度に測定できるという特徴があ

った．ビタミン C の生体内濃度を反映する

指標としては，血漿と血球があるが

ECD-HPLC 法では微量の白血球でもビタミ

ン C が十分に測定できた．また血球の中で

リンパ球は，細胞の調製が容易に短時間に

調製できることから，体内ビタミン C レベ

ルの評価対象試料として適していた． 

葉酸の分析は，クロラムフェニコール耐

性 L.casei(ATCC27773 )を用いた微生物学的

方法とマイクロプレートを利用した方法が

簡便で優れた方法と考えられた．この方法

では 20 pM から 400 pM の範囲内では菌体

の生育反応曲線を得ることができ，測定感

度も高かった．検出限界はおよそ 5pM と考

えられた．測定感度が高いことから定量に

使用する器具類等は，葉酸が混入しないよ

うに十分注意する必要があった． 

 

２）生体指標に関する動物実験 

ラットの実験において葉酸を１回，また

は７日間連続経口投与したとき，血漿では

葉酸投与によるその濃度の増加をある程度

検出できたが，赤血球では検出することは

できなかった．低葉酸食で 3 週間飼育した

ラットに葉酸を経口投与した条件において

も，葉酸投与によるその濃度の増加は血漿

では検出できたが赤血球では検出できなか

った．この結果は，少なくとも１週間程度

での葉酸投与の影響は，赤血球では評価で

きないが，血漿ではある程度評価できるこ

とを示唆した． 

葉酸欠乏食で 4 週間飼育したラットに葉

酸あるいは緑茶（葉酸含有）を 1 週間投与

したところ，血漿，肝臓の葉酸は，葉酸投

与では有意に増加し，また低葉酸状態で増

加していたホモシステイン濃度の低下も認



められた．しかし，緑茶では組織中の葉酸

濃度の増加も僅かであり，血漿ホモシステ

イン濃度の低下もほとんど認められなかっ

た．この結果から，緑茶の葉酸は生体利用

性が低いことが示唆された． 

 

３）ビタミン C の生体指標に関するヒト試

験 

糖尿病患者では血漿ビタミン C 濃度は健

常者と差異はなかったが，リンパ球中のビ

タミン C 濃度が健常者に比べて有意に低か

った（図３）．さらに合併症を持っている患

者のリンパ球ビタミン C 濃度は，合併症を

持たない患者に比べて有意に低かった．こ

の結果から，リンパ球中のビタミン C 濃度

の変動がビタミン C の必要性を評価する一

つの指標になりうることが示唆された． 

 

４）染色体の安定性を指標とした葉酸の必

要量に関する検討 

マウスの実験において，４週間の低葉酸

の負荷のみでは骨髄染色体損傷度の増強は

認められなかったが，X 線全身照射した条

件では骨髄染色体損傷が低葉酸食群で著し

く高かった（図４）．一方，基本食群と高葉

酸食群では差異がなかった．これらのＸ線

照射による染色体損傷は骨髄葉酸濃度とよ

く対応していた．すなわち低葉酸食群で低

く，基本食群と高葉酸食群では差異がなか

った．血漿の葉酸濃度は飼料中の濃度と対

応し，低葉酸群，基本食群，高葉酸食群の

順に高くなった．この結果は，血漿葉酸濃

度が飽和していない条件でも組織中の葉酸

濃度が飽和していることを示唆した．体内

葉酸レベルを示す生体指標の 1 つである血

漿ホモシステイン濃度も基本食群と高葉酸

食群の間に差はなかったことは，血漿より

も組織中の葉酸濃度が体内状態を反映する

よい指標であることを示した．被検者実験

では，血漿葉酸濃度は葉酸投与群において

増加したが，血漿ホモシステイン濃度は葉

酸投与による影響を受けなかった．そして

X 線照射の有無にかかわらずリンパ球染色

体損傷は葉酸投与で全く影響を受けなかっ

た．この結果はマウスの実験同様，被検者

のリンパ球葉酸濃度が飽和しており，葉酸

投与の影響が出にくいことを示唆した． 

酸化ストレス負荷による体内葉酸濃度の

変化を検討するため，マウスに種々の線量

の X 線照射し，骨髄，肝臓，血漿の葉酸濃

度の変動をビタミン C や E と比較検討した．

その結果，Ｘ線照射により血漿，骨髄の葉

酸が照射線量と照射後の時間に依存して低

下した．特に血漿ではよく知られている抗

酸化ビタミンの E や C に変動はないが，葉

酸は有意に低下した．この現象を確認する

ためインビトロでマウスの血漿に X 線（3 

Gy）を照射したところ，この条件において

も葉酸は有意に減少したが，ビタミン C と

ビタミン E の濃度に変化は認められなかっ

た(図５)． 

 

Ｄ．考察 

 葉酸は多様な形態を有する化学物質の総

称であり，それらを全て分析するには葉酸

要求性の菌体を利用した微生物学的定量法

が適している．微生物学的定量法の中でも

クロラムフェニコール耐性の L.casei 



(ATCC27773 )を利用し，また多検体の処理

が可能な96 wellマイクロプレートを利用し

た方法が優れた方法と考えられる．一方，

ビタミン C については，今回の研究で検討

した ECD-HPLC 法が，検出感度が高く，ま

た測定操作も簡単で，食品だけでなく血漿

やリンパ球中の濃度の測定にも適している

と考えられる．特に生体のビタミン C レベ

ルを評価するとき，リンパ球中の濃度が組

織濃度を反映すると考えられることから，

僅かしか得られないリンパ球中のビタミン

C 測定には ECD-HPLC 法が優れていると考

えられる．ただし，この方法はアスコルビ

ン酸，デヒドロアスコルビン酸の形態まで

は測定できるが，それ以上に酸化された場

合には測定できない．そのため測定試料の

前処理，分析までの試料の保存に注意しな

ければ，正確な分析はできないという難点

もある．ECD-HPLC 法を利用したリンパ球

中のビタミン C 濃度を糖尿病患者を対象と

して測定し，酸化ストレスが負荷されてい

る患者では，血漿のビタミン C レベルは低

下しないが，リンパ球ビタミン C レベルは

低下し，その低下は合併症があるほど著し

いことを示すことができた． 

 体内の葉酸レベルを反映する指標として，

血漿，赤血球がよく利用されている．血漿

は，摂取した葉酸の短時間の変動をよく反

映するが，赤血球はその循環血液中の寿命

が長いことから，短期間（少なくとも検討

した 1 週間適度）の葉酸負荷の影響を評価

することは難しいと考えられる．類似した

現象はビタミン C についても言える．すな

わち摂取した食品中からの吸収は，血漿で

感度よく測定できる．言い換えれば，血漿

のビタミン C や葉酸濃度は，採血前に摂取

したものの影響を受けやすく，定常的レベ

ルは反映しにくいとも解釈できる． 

 食品中の葉酸の生体利用性は，低いとい

われているがその生体利用性を評価する適

切な方法は見当たらない．そこでラットに

低葉酸食を 4 週間負荷し，その後に検討す

る葉酸含有食品を負荷して，血漿，肝臓，

骨髄の葉酸レベルの増加，ならびに血漿の

ホモシステイン濃度の低下を指標とした食

事葉酸の有用性の評価方法を設定した．こ

の方法を利用して実際に日本人の葉酸のよ

い供給源といわれている緑茶葉酸の生体利

用性を評価したところ，利用性が低いこと

が明らかとなった．今回設定した方法を利

用すれば，多種類の食品中の葉酸の生体利

用性をスクリーニングすることが可能と考

えられる． 

 葉酸はメチル基供与を介して染色体の安

定化に寄与していると考えられている．そ

して食事摂取基準の策定においても，葉酸

レベルとリンパ球染色体の安定化の関連が

一部で注目されている．今回のマウスを利

用した研究において，低葉酸状態では X 線

照射による骨髄染色体損傷が起きやすかっ

た．しかし，基本食の 20 倍の葉酸を投与し

ても，さらなる染色体損傷の防御効果は認

められなかった．被検者に葉酸を過剰投与

しても，マウスの実験と同様にリンパ球染

色体損傷に対する葉酸の影響は検出できな

かった．これらの結果を総合すると，葉酸

は血球や組織中が飽和していればそれで十

分であり，過剰に摂取する意味はないもの



と考えられる．組織内の葉酸の飽和につい

ては，血球中の葉酸濃度の測定と血漿ホモ

システイン濃度から推測することができる

と思われる．また，マウスの実験から，葉

酸は酸化ストレスに対して不安定であり，

酸化ストレスが負荷される条件ではその要

求量も高くなることが示唆された． 

 

Ｅ．結論 

ビタミン C と葉酸を取り上げ，分析方法，

摂取量を反映する生体指標，有用性評価に

おいて注目すべき事項を検討し，ビタミン

C の分析法としては電気化学検出（ECD）

-HPLC 法が食品中だけでなく微量の生体試

料（リンパ球等）の分析にも適用できる信

頼できる方法であること，また葉酸の分析

法として L. casei (ATCC27773 )を用いた簡

便な微生物学的測定法が優れていることを

示した．また，リンパ球ビタミン C 濃度が，

その必要性を評価する指標になりうること

を糖尿病患者の検討から示した．動物実験

と被検者実験において染色体の安定性に着

目した葉酸の有用性に関する検討を行い，

組織中の葉酸が飽和した状況でさらに葉酸

を摂取しても有効な影響は認められないこ

とを示した．ラットにおいて食品中の葉酸

の生体利用率の評価系を設定し，日本人の

葉酸の供給源と考えられる緑茶中の葉酸の

生体利用率が低いことを明らかにした．ま

た動物実験において，酸化ストレスが葉酸

の必要量を考慮する要因になりうることを

示した． 
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図１．野菜と果物のビタミン C 含量の測定における ECD-HPLC 法とヒドラジン

HPLC 法の比較.１７種類の野菜と果物のビタミン C 含量を ECD（電気化

学検出）-HPLC 法とヒドラジン-HPLC 法で測定した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．電気化学検出（ECD）HPLC 法ならびにヒドラジン-UV-HPLC 法による食品中

のビタミン C 測定方法の概略 
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試 料 （３～５g）
↓

フードカッターで破砕後、メタりん酸でホモジナイズ
↓

１００mLにメスアップ
↓ 遠心分離 （12000rpm、10min、4℃）
↓

上 清

↓

測定サンプル（還元体）
↓

ＤＴＴにより還元反応
↓

測定サンプル（総VC）

ＨＰＬＣ-ＥＣＤ測定

↓インドフェノールを指示薬として
↓

２％チオ尿素溶液
２％2,4-ジニトロフェニルヒドラジン－硫酸溶液

↓
加温（50℃、90ｍｉｎ）

↓
酢酸エチルで抽出（60ｍｉｎ）

↓ 遠心分離 （3000rpm、10min、4℃）
上清

↓
無水硫酸ナトリウムにて脱水

↓

測定サンプル（総VC）

ＨＰＬＣ-UＶ測定

ヒドラジン/HPLC-UV法HPLC-ECD法



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．Ⅱ型糖尿病患者の血漿とリンパ球のビタミンＣ濃度 

a: リンパ球のビタミン C 濃度，b: 血漿ビタミン C 濃度， 

c: リンパ球ビタミンＣ濃度（合併症の有無） 

 

 

 

 

 

 
 
図４．種々の葉酸含量の飼料を４週間摂取させたマウスに X 線を照射したあとの骨

髄中の葉酸濃度と染色体損傷 (動物実験)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図５．マウス血漿に in vitro で X 線照射した場合の葉酸 (a) ，ビタミン C (b) および

ビタミン E (c) 濃度の変化 

 


