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研究要旨   
ビタミンの必要量ならびに上限摂取量の策定には，ビタミンの信頼できる分析方法の開発，

摂取量を反映する適切な生体指標の選定が要求される．本研究ではビタミンＣの分析方法と

して，高感度かつ迅速に測定できる電気化学検出（ECD）-HPLC 法の適用の可能性を検討し

た．その結果，食品ならびに生体試料のいずれにおいても，電気化学検出-HPLC 法が，従来

のヒドラジン-UV-HPLC 法よりもビタミンＣ分析に適した方法であるという結果を得た．一

方，ビタミンＣの生体指標としては，白血球ビタミンＣ濃度が不足状態を示すよい指標にな

ると考えられている．酸化ストレスが高いと考えられる糖尿病患者のビタミンＣ濃度をリン

パ球と血漿で比較したところ，糖尿病患者では血漿ビタミンＣ濃度は低下しないが，リンパ

球ビタミン C 濃度は低下していた．一方，健常人においてビタミンＣの摂取量と血漿やリン

パ球濃度の関係を考えると，リンパ球中の濃度は推奨量で飽和してしまうため，かなりの不

足や病的な状況以外は食事からの摂取量を敏感に反映しない可能性がある．以上の結果から，

体内ビタミン C レベルの評価指標としては，評価対象者の状態に応じて血漿とリンパ球の両

方を用いることが適切であると考えられた．葉酸については，食品中に存在する多様な形態

の葉酸を分析できる微生物学的分析方法の条件設定を行った． 
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Ａ．研究目的 

ビタミンの食事からの摂取量と体内レ

ベルを把握することは食事摂取基準策定

において重要である．そのためには食品な

らびに生体試料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．ビタミン C
は種々の食材ならびに加工食品に含まれ

ており，最近では過剰摂取の傾向になって

いるとも考えられる．そのため食品中のビ

タミン C 含量の測定と体内レベルの関係

を明確にすることが，ビタミン C の必要

量の基準策定に重要である．ビタミン C
は極めて不安定であり，例えば血漿や血清

を分離したのち適切な処理を行わなけれ

ば，すぐに分解して正しい値を得ることが

困難である．一方，これまで生体内ビタミ

ン C レベルを反映する指標としては血漿

や血清が利用されてきたが，最近ではビタ

ミン C を多量に含む白血球ビタミン C 濃

度が生体のビタミン C レベルを適切に反

映する指標と考えられている．ただし，そ

の摂取量と生体濃度の関連などについて

は明確にはされていない． 
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，この方

法は全てのビタミン C を酸化型に変換し

て測定するため，還元型と酸化型のビタミ

ン C を分別定量することが難しく，分析

操作も煩雑であるという問題がある．最近，

電気化学検出（ECD）－HPLC 法によるビ

タミン C の分析も行われている．以上の

状況を考慮し，本実験では生体内ビタミン

C を適切に評価できる生体試料の選定，ビ

タミン C の迅速かつ簡便な分析方法の検

討を行った． 
 

Ｂ．研究方法 
１．食品中のビタミンＣ測定 
食品中のビタミン C 濃度は５訂食品成

分 表 に 利 用 さ れ て い る ヒ ド ラ ジ ン

-UV-HPLC 法 （ １ ） な ら び に 既 報 の

ECD-HPLC 法（２）で行った．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．分析方法の概略は図１

に示した通りである．分析した野菜や果物

は，チンゲン菜，ピーマン（緑），いちご，

ジャガイモ（男爵），ブロッコリー，かい

われ大根，ごぼう，りんご（ふじ），みか

ん（いよかん），バナナ，キウイフルーツ，

にんじん，菜の花，ニガウリ，ほうれん草，

ピーマン（赤），アボカドである．ECD 法

による分析では酸化型ビタミン C（デヒド

ロアスコルビン酸）の測定も可能であるこ

とから，メタリン酸で前処理した試料をジ

チオスレイトールにより還元処理し

HPLC-ECD 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 (UG120，4.6x100mm)を用い，

移動相は 200μM EDTA 及び 500μM 塩化

n-ドデシルトリメチルアンモニウム含有

200mM リン酸 -リン酸カリウム緩衝液 
(pH 3.0)，流速は 0.9ml/min，ECD 加電圧は

+350mV（Ag/AgCl），試料の注入量は 2μl
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) 6mm x 150mm）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 1.5ml/分，

検出器は可視吸光検出器（495nm），注入

量は 20μl とした． 
２．生体試料中のビタミン C 濃度の測定 
血液は肘正中皮静脈より採取し，直ちに

4℃，1000g 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 1mlの 2mM EDTA 含有 PBSと混合

後，Ficoll-Paque™ PLUS 0.2ml を下層に注

入し，室温，4500g 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

2mM 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． 
３．糖尿病患者の血漿とリンパ球のビタミ

ン C 濃度の測定 
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 137mg/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．葉酸の測定方法の検討 
分析に利用する菌体にはクロラムフェ

ニコール耐性 L.casei(ATCC27773 )を用い

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
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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． 
（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．食品中のビタミンＣの測定方法に関す

る検討 
 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２）．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１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． 
２．生体試料中のビタミン C 濃度の測定

に関する検討 
生体成分中のビタミン C 濃度は微量で

あることから，測定感度の高い ECD-HPLC
法により分析した．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

で検討した．ビタミンＣは不安定であるこ

とから，採血後のビタミン C 濃度の変動

を検討したところ，試料を４℃程度に冷却

し，直ちに 5％のメタリン酸と混合して凍

結保存すれば血漿でもリンパ球でも安定

した値を得ることができた．一般に好中球

のビタミン C が適切な生体内ビタミン C
の評価指標といわれているが，好中球は細

胞を単離するまでに時間を要する．さらに

好中球を分離する際に共存する赤血球を

溶血して除去しなければならないことか

ら，好中球の分離調製操作でビタミン C
が分解する可能性もある．そのため体内ビ

タミン C レベルの評価指標として利用す

る血液細胞は，容易に単離できるリンパ球

が適切であると考えられた． 
３．糖尿病患者の血漿とリンパ球のビタミ

ンＣ濃度の比較 
図３に示したように糖尿病患者の血漿

ビタミンＣ濃度は健常者と差異はなかっ

たが，リンパ球ビタミンＣ濃度は健常者に

比べて有意に低かった．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．この場合も血漿ビタミンＣ濃度

に差異はなかった． 
４．葉酸の分析方法についての検討 
葉酸は種々の化学形態をとっており，そ

れら全てを測定するためには微生物学的

測定法が適している．しかし，その方法は

労力と時間を要し，再現性に問題があった．

そこで，分析に利用する L.casei にクロラ

ムフェニコール耐性菌，菌体をグリセロー

ルに懸濁して凍結保存して菌体を速やか

に分析に利用できる処理方法，測定にマイ

クロプレートを利用する方法を採用した．

このような対応により無菌操作の必要は

なく，容易にできる条件が設定できた． 
 
Ｄ．考察 
ビタミン C は食品中でも生体試料中で

も不安定であり，その分析は迅速に行わな

ければならない．生体試料中のビタミン C
濃度の測定は，試料が十分に得られない場

合 が 多 い こ と か ら 測 定 感 度 の 高 い

ECD-HPLC 法が適していると考えられる．

一方，食品中のビタミン C 濃度の測定は

総ビタミン C（アスコルビン酸とデヒドロ

アスコルビン酸）を測定するヒドラジン

-UV-HPLC 法による分析が一般的方法と

なっている．今回，食品中のビタミン C
測定も ECD-HPLC 法が利用できるかどう

か，また一般的な分析方法であるヒドラジ

ン-UV-HPLC 法との測定値の関連を 17 種

類の野菜と果物を分析することにより比

較検討した．結果に示したように２つの方

法により分析した値は極めてよい相関を

示すことが明らかになった．ECD-HPLC
法によるビタミン C の分析は，測定操作

のステップも少なく，感度も高く，さらに

必要ならば酸化型のデヒドロアスコルビ

ン酸と還元型のアスコルビン酸も分別定

量できることから，食品のビタミン C 分

析においても優れた方法と考えられる．

ECD-HPLC 法では試料をメタリン酸で磨

砕して，希釈するだけで HPLC の分析試料

を調製することができる．そのため，食事
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摂取基準の策定において，摂取食品そのも

のを利用したビタミン C 含量の測定も容

易に行うことが可能である． 
体内のビタミン C 濃度を反映する評価

指標としては，好中球ビタミン C がよい

とされているが，好中球は分離に時間を要

するという問題があるが，リンパ球は血液

からの単離が容易であり，迅速に測定試料

を調製することができるため，ビタミンＣ

の評価指標に適していると考えられる．一

方，血球のビタミン C 濃度は摂取量が

100mg/日でほぼ飽和することが知られて

いる（３，４）．この事実は，摂取量が 100mg/
日以下の時は，血球ビタミンＣが優れた生

体指標となるが，100mg/日以上ではビタミ

ンＣの摂取量が増加しても血球ビタミン

Ｃ濃度は増加しないことを示唆している．

血漿ビタミンＣは約 500mg/日程度まで摂

取量の増加とともに血漿濃度も増加する
（３，４）．従って，たんに摂取量との関連を

調べる生体指標としては血漿ビタミン C
濃度がより適していると考えられる． 
糖尿病等の状態では生体が酸化ストレ

スを受けることから血漿ビタミン C 濃度

の低下が想定される．本研究で糖尿病患者

のビタミン C 濃度を測定したところ，血

漿ではビタミン C 濃度の低下が認められ

なかったが，リンパ球では低下が認められ，

さらに糖尿病の合併症を有する患者では

より有意なビタミン C 濃度の低下が起こ

るという結果を得た．この事実は，疾病等

のある場合は，血漿ビタミン C と血球ビ

タミン C 濃度が異なった挙動を示す可能

性を示唆する．いずれにしても，生体内ビ

タミン C レベルを評価する生体指標とし

ては，血漿とともに血球（リンパ球）中の

濃度も把握する必要があるものと考えら

れる． 
 葉酸の分析については，微生物学的定量

方法を採用し，その測定条件を設定した．

今後，この方法を利用して，食事葉酸の摂

取レベルと葉酸の体内濃度を詳細に検討

することができると考えられる． 
 

Ｅ．結論 
ビタミン C の分析方法としては，食品

ならびに生体試料のいずれにおいても，電

気化学検出（ECD）-HPLC 法が，従来のヒ

ドラジン-UV-HPLC 法よりも適した方法

であると考えられた．また，ビタミンＣの

生体指標としては評価対象者の状態に応

じて血漿とリンパ球の両方を用いること

が適切と考えられた．葉酸については，食

品中の多様な形態の葉酸を分析できる微

生物学的な分析方法の条件設定を行った． 
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図１ 電気化学検出（ECD）HPLC 法ならびにヒドラジン-UV-HPLC 法に

よるビタミン C 測定方法の概略 
 
 

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
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図 2 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． 
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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） 


