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研究要旨  

①食品中のビタミン B12の特性と栄養評価： 植物性食品（食用藻類，茶葉，野菜など）や微生物が

関与する水産発酵食品（魚醤，めふん）に含まれるコリノイド化合物の特性や栄養価について検討し，

B12の食品分析法の改良の必要性を明らかにした． ②ビタミンB12栄養状態の新規な指標の検討： B12
の栄養状態を特異的に且つ感度よく示す指標として血球中の B12依存性酵素（メチオニン合成酵素とメ

チルマロニルCoAムターゼ）活性が利用できるかどうかを検討した． ③食品タンパク質結合ビタミン

B12吸収障害への対策法の検討： 人工消化系を用いて胃酸の有無がB12の消化に及ぼす影響について検

討した結果，胃酸の低下により顕著に食品からの B12の遊離が減少した．急速な高齢化を迎えるわが国

において食品タンパク質結合性B12吸収不全症への予防・対応策として日常の食生活で利用しやすいB12
強化食品の開発を検討した． 
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Ⅰ．食品中のビタミンB12の特性と栄養評価 
 ビタミン B12(B12)は真紅の水溶性化合物であり，

テトラピロール様構造を有するコリン環の中心

にコバルト原子が結合したユニークな構造をし

ている（図―１）． B12 は細菌などの微生物で生

合成され，植物には B12生合成能がないことが知

られている 1, 2)． 細菌などで生合成されたB12は

食物連鎖により動物の各組織に蓄積されるため，

動物性食品が B12の主要な供給源であるが，食用

藻類の中に B12をかなり多量に含むものがある． 

五訂日本食品標準成分表によると乾燥アオノリ

（31.8μg/100 g），乾燥アマノリ（７.6μg/100 g）の

B12含量は，牛肝臓（52.8μg/100 g）に匹敵する 3)． 
また，栄養補助食品として流通している微細藻類

のクロレラやスピルリナの乾燥錠剤にも多量の

B12 が含まれていることが各社製品の成分表に記

載されている． 食用藻類（微細藻類を含む）に

含まれる B12の栄養価については，否定的な報告

もあり 4, 5)，定まっていない． また，我が国のマ

スメディアにおいて食用藻類以外の一部の食物

性食品についても B12が豊富に含まれているとし

ばしば報道されるが，その科学的根拠は不十分で

ある．そこで我々は植物性食品の B12の特性や栄

養価について検討したので，以下その概要をまと

めた． 
１） 食用藻類（微細藻類を含む） 

市販されている数種類の食用藻類のB12含量を

五訂日本食品標準成分表に準じた微生物学的定

量法 6）で測定した結果，緑藻のスジアオノリ（四

万十ノリ）と紅藻のスサビノリは多量のＢ

12(20-70μg/100 g乾燥重量)を含有していた 7)． ま
た，スサビノリ 8)やスジアオノリ 9)の凍結乾燥藻

体からコリノイド化合物を単離・同定した結果，

真の B12 であった（表―１）． また，B12 欠乏ラ

ットを用いてスサビノリに含まれる B12のバイオ

アベイラビリテイーについて検討した結果，B12

欠乏ラットの尿中メチルマロン酸排泄（B12 欠乏

症の指標）はノリ添加飼料投与後 20 日目で検出

されなくなり，肝臓中の B12含量（特に補酵素型

B12）は有意に増加していた 10)． 以上結果は，ス

サビノリが B12のよい供給源となることを示唆し

ている． 
また，栄養補助食品として市販されているクロ

レラやスピルリナ錠剤ならびに乾燥ハプト藻に

含まれる コリノイド化合物を単離・同定した． 
ハプト藻１１)やクロレラ錠剤 12)から単離されたコ

リノイド化合物は真の B12であったが，スピルリ

ナ錠剤に含まれる主要なコリノイド化合物はシ

ュードB12であり，B12の供給源にはならないこと

が明らかとなった 13)（図―２）． 

現在，スピルリナと異なり真の B12を含んでい

るとして市販されている藍藻由来の栄養補助食

品A.F.A（Aphanizomenon flos-aquae）に含まれる

コリノイド化合物を単離・同定を試みている．予

備実験の結果(図－３，図―４)，A.F.A に含まれ

ているコリノイド化合物は B12 でもシュード B12

でもなく，未同定のコリノイド化合物である可能

性があり，NMR 分析を含めた機器分析でその構

造を明らかにする予定である． 
食用藻類の B12の起源については，植物細胞に

は B12の生合成系が存在しないため，藻体に付着

している B12合成細菌に由来すると考えられてい

るが，食用藻類や微細藻類において B12の取込み

系が存在するという報告もある 14, 15) ． また，

無菌培養したスサビノリを用いて B12の生合成を

示唆する実験結果も報告されている 16)．一般的に

スピルリナのような藍藻はコリノイド化合物

（B12を含む）の生合成能を有している 17)． 
２） 茶葉（茶葉抽出液） 
種々の乾燥茶葉の B12含量を五訂日本食品標準

成分表に準じた微生物学的定量法を用いて測定

したところ，すべての茶葉に B12が含まれていた

〔100gあたりのB12含量（アルカリ耐性因子を補

正）：緑茶（125-535ng），青茶（525-528ng），紅茶

（663ng），黒茶（493-1190ng）〕18)． 特に，黒茶

の中で六堡茶とバタバタ茶に B12含量が高かった． 
製造工程で微生物の関与するバタバタ茶には100 
ｇ乾燥茶葉あたり 0.4μg（100mL 茶抽出物あたり

2.0nｇ）の B12が含まれていた． そこで乾燥バ

タバタ茶葉に含まれる コリノイド化合物を単

離・同定した結果，真のB12であった 19)． B12欠

乏ラットを用いてバタバタ茶(抽出物)に含まれる

B12 のバイオアベイラビリテイーについて検討し

た結果，B12 欠乏ラットの尿中メチルマロン酸排

泄はバタバタ茶（１ng/日；50mL）投与後14日目

で顕著に減少し，肝臓中の B12含量は有意に増加

していた 19)． 以上の結果は，バタバタ茶に含ま

れる B12が生理的に有効であることを示唆してい

る．また，最近の研究から緑茶においても同様な

結果を得ている 20)． 
 日常的に摂取しているお茶（茶葉抽出物）の中

に生理的に有効な B12が含まれており，少なから

ず我々の健康維持・増進に貢献していることが示

唆された． 世界的に B12欠乏症が広がりを見せ

る中 21）本研究成果は，米国において特に注目さ

れている 22)． 
３）タケノコおよびその他の植物性食品 
我が国のマスメディアにおいてタケノコの栄

養価に関する報道の中で「タケノコは植物性食品

としては珍しく B12を豊富に含む」ことがしばし
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ば紹介されている．これの根拠となる文献は上田

弘一郎著「竹と日本人」23）の中にタケノコの栄養

分の特徴として B12を豊富に含むことが測定デー

タと共に記載されている．一方，五訂日本食品標

準成分表 24）ではタケノコのB12含量は（０）と記

載されており，植物性食品であるために測定され

ていない．そこで五訂日本食品標準成分表で採用

されている微生物学的定量法を用いてタケノコ

の B12含量を測定した． その結果，タケノコに

はB12が含まれておらず，B12以外のB12活性化合

物（アルカリ耐性因子）を多量に含むことが明ら

かとなった 25)． 日本食品標準成分表では，納豆，

みそ類，魚介類，藻類および調味料類などでは

B12以外のB12活性物質（アルカリ耐性因子）を測

定し，見かけの B12量からその値を差し引くこと

でB12含量を求めることになっている 26)．タケノ

コには見かけの B12含量がかなり検出されたこと

から，恐らく先行研究 20)ではアルカリ耐性因子量

を補正していないことが推測される． 
有機肥料中の B12や土壌中の微生物が生産した

B12 を植物体が吸収・保持することが報告されて

おり 27, 28)（図―５），植物性食品でも B12を含む

可能性があるため我々はタケノコ以外の植物性

食品の B12含量を測定した．その結果，見かけの

B12 含量と補正値（μg/100ｇ可食部）は大豆

（0.018：0.009），小豆（0.007：0.004），枝豆（0.028：
0.017），えんどう豆（0.098：0.039），ブロッコリ

ー（0.971：0.068），アスパラガス（0.138：0.088），
フキ（0.026：0.024），緑豆もやし（0.077：0.011），
モロヘイヤ（0.063：0.029），ジュンサイ（0.025：
0.024）と微量のB12を含むと評価された 24)． し

かし，上述のスピルリナ錠剤のようなこともある

のでHPLC分析などにより精査する必要がある 
概して野菜類や豆類に含まれる B12含量は少なく，

B12供給源としての重要性は低いと思われる． 
４）水産発酵食品 

5 訂食品標準成分表で B12を最も多く含む食品

はサケ腎臓塩辛めふんであり，可食部100g あた

り327.6μgのB12が含まれている．このB12含量は，

牛肝臓のB12含量の約 6 倍であり，めふんを 0.8g
摂取するだけで成人の所要量を満たすことがで

きるため B12供給源として優れている．そこで，

めふんに多量に含まれる B12化合物が生理的に有

効な B12化合物であるかどうかについて検討した
29)． 
めふんは，新潟産，青森産，北海道産のものを

購入して実験に用いた．B12 は Lactobacillus 
delbrueckii subsp. lactis ATCC7830を用いたバイオ

アッセイで定量した．めふんから B12化合物をア

ンバーライトXAD4およびコスモシル５C18OPN
カラムクロマトグラフィー，逆相HPLCで精製し

た． 
新潟産，青森産，北海道産のめふんの B12含量

を表―２に示した．北海道産めふん500ｇから各

種クロマトグラフィを用いて B12化合物を精製し

た．精製標は赤色を呈し，紫外可視吸収スペクト

ルから典型的なコリノイド化合物であることが

示された（図―６）．シリカゲル60TLCのRf値や

逆相HPLCの保持時間から精製標品は真のB12で

あった（表―３）．実験に用いた各めふんサンプ

ル中の生菌数は非常に少なく，また，生のサケ腎

臓中多量のB12含量が検出されたため（表―２）

めふん中の B12はサケ腎臓に蓄積された B12に由

来することが示唆された．めふん破砕液をセファ

デックス G-50 でゲルろ過を行ったところ，めふ

んに含まれるB12の約85％が低分子画分に溶出さ

れたことから，めふん中には遊離の B12が多量に

含まれていることが明らかとなった．この結果は，

熟年からはじまる食品タンパク質結合性B12吸収

障害に対して B12のよい供給源となりうることを

示している． 
 魚醤にもかなりの B12が含まれておりタイなど

東南アジア諸国では，B12 のよい供給源と考えら

れている 30)．魚醤に含まれる B12が真の B12であ

るかどうかを検討した結果，各種魚醤には未同定

のコリノイド化合物が含まれており 31，32)，また1
日あたりの摂取量も低く，魚醤は B12の供給源と

はならないと考えられる． 
 
Ⅱ．ビタミンB12栄養状態の新規な指標の検討 
これまで B12栄養状態の指標として用いられた

バイオマーカー及び検討中のものを表―４にま

とめた 33）．いずれのバイオマーカーも問題点が有

り，B12 の栄養状態を特異的に且つ感度よく示す

指標の検索が急務である． 
そこで今回，B12 栄養状態の新規な指標として

血球中の B12依存性酵素活性が利用できるかどう

かを検討した． 
ヒトを含む高等動物において 2 種類のB12依存

性酵素の存在が知られている．生体内で奇数鎖脂

肪酸やアミノ酸 (バリン，イソロイシン，スレ

オニン)の代謝に関与するAdoB12依存性メチルマ

ロニル CoA ムターゼ(EC5.4.99.2)34）（表―５）と

5‐メチルテトラヒドロ葉酸とホモシステインか

らメチオニンの合成に関与する MeB12 依存性メ

チオニンシンターゼ (EC2.1.1.13)35）である．今

回は予備実験としてラビットを用いて血球中に

両B12依存酵素活性が存在するかどうかをNon-IR
高感度酵素活性測定法を用いて検討した． 
血球の調製法 
 ラビット血液15 mL を４℃で1500 x g 10分間

遠心分離した．沈殿画分をPBS(-)10 mL で2回洗
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浄したものを実験に用いた． 
粗酵素液の調製法 
血球0.2 mL に10％（w/v）ショ糖を含む10 mM

リン酸カリウム緩衝液（pH 7.0）0.2 mL を加えポ

リトロンを用いて破砕した．その血球破砕液を粗

酵素液として実験に用いた．全ての操作は 2-4℃
で行った． 
血球ビタミンB12酵素のNon-IR高感度測定法 
１）ビタミン B12依存性メチオニン合成酵素活性

の測定法 
本酵素活性の測定は Huang らの方法 36)を改良

して行った．また，Banerjeeら 37)の半嫌気的酵素

活性測定法に準じて酵素反応液を調製した．酵素

反応液の組成は，100 mM リン酸カリウム緩衝液

（pH7.0），152 μM S-アデノシルメチオニン（シ

グマ社製），50 mM ヒドロキソB12（シグマ社製），

25 mMアスコルビン酸，25 mM ジチオスレイト

ール，500 μM L-ホモシステイン（シグマ社製），

25 μM 5-メチルテトラヒドロ葉酸（シグマ社製），

粗酵素液とし全容量を 1.0 mL とした．酵素反応

液は，5-メチルテトラヒドロ葉酸を含まない反応

液を予め調製し，37℃ 5 分間保温し，本酵素を還

元的に活性化させた． 
その後，基質5-メチルテトラヒドロ葉酸を加え，

37℃ 10 分間酵素反応を行った．酵素反応終了後，

直ちに 100℃ 2 分間の加熱処理により酵素反応

を停止させた．酵素反応液は氷中で 5 分間冷却

した後，遠心分離により変性タンパク質を除去し

た．この遠心分離上清液をメンブレンフィルター

（Millex-LH，0.45 μm，ミリポア社製）でろ過し，

ろ過液 10 μL を高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）の試料とした． 
HPLC 分析システムは島津社製 SCL-10Avp シ

ステムコントローラー，LC-10ADvp HPLCポンプ，

DGU-12Aデガッサー，CTO-10Avpカラムオーブ

ン，C-R6A クロマトパック，分光蛍光光度計

RF-5000を用いた．HPLCの分析条件はTSK-GEL 
ODS-120A （4.6×250 mm，東ソー社製）カラムを

用い，カラム温度30℃，移動相7.0％（v/v）アセ

トニトリルを含む 33 mM リン酸カリウム緩衝液 
（pH 3.0）を用い，流速0.5 mL/minで分析した．

酵素反応により生成したテトラヒドロ葉酸を励

起波長290 nm，蛍光波長356 nmで測定した．ま

た，本酵素活性は対照の反応液（予め100℃ 5分
間加熱処理した粗酵素液を用いて上述の反応液

を調製し，直ちに100℃ 2分間の加熱処理を行っ

た後，5-メチルテトラヒドロ葉酸を添加した反応

液）中のテトラヒドロ葉酸量を差引き求めた． 
２）ビタミンB12依存性メチルマロニルCoAムタ

ーゼ活性の測定法 
本酵素活性の測定はGaireらの方法 38)を改良し

て行った 39，40）．酵素反応液の組成は，100 mM リ
ン酸カリウム緩衝液（pH7.0），33.3 μM AdoB12（シ

グマ社製），133.3 μM (R,S)-メチルマロニルCoA
（シグマ社製），粗酵素液とし全容量を150 μLと

した．酵素反応液は，(R,S)-メチルマロニル CoA
を含まない反応液を予め調製し，37℃ 5 分間保温

し，本酵素をホロ化させた．その後，基質(R,S)-
メチルマロニルCoAを加え，35℃ 10分間酵素反

応を行った．酵素反応終了後，直ちに 10％TCA
を50 μL添加することより酵素反応を停止させた．

酵素反応液を遠心分離により変性タンパク質を

除去した．この遠心分離上清液をメンブレンフィ

ルター（Millex-LH，0.45 μm，ミリポア社製）で

ろ過し，ろ過液20 μLをHPLCの試料とした． 
HPLC 分析システムは島津社製 SCL-10Avp シ

ステムコントローラー，LC-10ADvp HPLCポンプ，

DGU-12Aデガッサー，CTO-10Avpカラムオーブ

ン，C-R6Aクロマトパック，SPD-10Avvp UV-VIS
検出器を用いた．HPLC の分析条件は Cosmosil 
5C18-AR-II（3.0×150 mm，ナカライ社製）カラム

を用い，カラム温度40℃，移動相A：100 mM酢

酸を含む 100 mM リン酸カリウム緩衝液 （pH 
7.0）と移動相B：18％(v/v)メタノールを含む移動

相Aを用い，流速1.0 mL/minで7分間移動相A:B
比（50：50）から移動相比（0：100）のリニアグ

ラジェントで分析した．酵素反応により生成した

スクシニルCoAを254 nmで測定した．また，本

酵素ホロ活性は AdoB12 無添加の酵素反応液を用

いて測定し，アポ活性は AdoB12 を添加した反応

液を用いて測定した全活性から上記のホロ活性

を差引き求めた． 
タンパク質定量法 
タンパク量はオボアルブミンを標準タンパク

質としてバイオ‐ラッド社製プロテインアッセ

イ試薬を用いて定量した． 
血球B12含量の測定 
 
１）血球からのB12の抽出法 
血球    0.2 mL 
0.1M 酢酸緩衝液, pH 4.8:   0.1 mL 
蒸留水        0.68 mL 
0.025 g/100 mL KCN 水溶液:      0.01 mL 
 
よく混和し，オートクレーブで120℃，５分間加

熱抽出を行う．冷却後，10% (w/v)メタリン酸水溶

液（0.01 mL）を加える．3000 ｘｇ10分間遠心分

離上澄画分を定量まで冷蔵庫内で保存する．全量

1.0 mL (5倍希釈)を微生物学的定量法の分析試料

としてテストチューブへ 50 ～100 μL 添加す

る． 
２）定量操作 
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B12標準溶液 
B12（シグマ社製）標準結晶を25％（v/v）エチル

アルコールに溶解し，1 μg/mL 溶液として冷蔵庫

に保存する．使用前に1 ng/mL に希釈する． 
培地 
ライヒマニ保存用培地「ニッスイ」（日水製薬

社製），ライヒマニ接種用培地「ニッスイ」，ライ

ヒマニ用 B12定量用基礎培地「ニッスイ」を用い

る． 
接種菌液の調製 
定量用菌株としてL.delbrueckii ATCC7830を使

用する．定量前日に保存培地（寒天培地）から接

種用液体培地に接種し，37℃で 20～24 時間培養

する．これを160 x ｇ 5分間遠心分離し，遠心管

底の菌体を静かに振とうし，培地と同量の滅菌生

理食塩水で菌体を3回洗浄する．分光光度計（波

長660 nm）で透過率（Ｔ％）が70％になるよう

に菌体を滅菌生理食塩水で希釈する． 
定量手順 
定量用デイスポザブルポリプロピレン試験官

(18 x 180 mm)に標準系列として，B12標準液10～
100 μL，定量用基礎培地1.5 mL を加え，さらに

総量が3.0 mLとなるように蒸留水0～1.5 mLを

加える．同様に被検液系列として B12 抽出液 0.1
～0.5 mL，定量用基礎培地1.5 mLを加え，さら

に総量が3.0 mL となるように蒸留水0.5～1.5 mL
を加える．デイスポーザルポリプロピレンキャッ

プ（滅菌栓）をした後，オートクレーブで120℃，

3分間滅菌し，冷却後，希釈菌体液を滅菌ピペッ

トで 10μL ずつクリーンベンチ内で接種する．

37℃で 17～20 時間培養した後，各試験官の菌の

増殖度を分光光度計（波長 660 nm）でＴ％を測

定し，検量線より B12抽出液中のビタミン B12含

有量を求め，それに希釈倍数をかけて単位試料あ

たりのB12量を計算する． 
１）ラビット血球を用いた予備実験 
ラビット血球中のメチルマロニル CoA ムター

ゼ活性を HPLC 法で測定した結果（図―７），全

活性は196 fmol/min/mg protein (300 pmol/mim/mL 
PE)，ホロ活性は 29 fmol/min/mg protein (45 
pmol/min/mg protein)となり，ほとんどがアポ活性

であった． 
 一方，B12 依存性メチオニン合成酵素を HPLC
法で測定した結果（図―８），1.7 pmol/min/mg 
protein (2.6 nmol/min/mL PE)であった． 
 また，血球のB12量は4800 pg/mL PEであった． 
 Non-IR 高感度測定法を用いて血球中の両 B12

酵素活性の測定が可能となったので，今後 B12欠

乏ラットを用いた実験を行うことで B12の栄養状

態と血球両 B12酵素活性の関係を検討する必要が

ある．その基礎研究の結果を踏まえて B12欠乏症

患者での有効性試験やさらに簡便に両 B12酵素量

を評価するためにヒト B12依存性メチオニン合成

酵素およびメチルマロニル CoA ムターゼ抗体の

作成をする予定である． 
 
Ⅲ．食品タンパク質結合ビタミン B12吸収障害へ

の対策法の検討 
50 歳以上の成人の 10～30％は胃酸分泌の低い

萎縮性胃炎を患っており，食品からの B12の生体

利用率（吸収率）が減少していると推測される 41）

（図―９）．一方，結晶 B12 の吸収率は萎縮性胃

炎患者においても減少しないので，米国食事摂取

基準では50歳以上の成人において所要量（2.4μg/
日）のほとんどを B12強化食品あるいは B12を含

むサプリメントから摂取することを推奨してい

る．実際，米国では，B12 強化シリアル（コーン

フレークス）は女性と高齢者において B12のよい

供給源となっていることが報告されている．急速

な高齢化を迎えるわが国においても食品タンパ

ク質結合性 B12吸収不全症への予防・対応策は重

要な検討課題であると考えられる（図-１０）．わ

が国の食文化を考慮し日常の食生活で利用しや

すい B12強化食品の開発が急務であると思われる． 
１） 人工消化系を用いて胃酸の有無がビタミン

B12の消化に及ぼす影響 
胃酸の分泌の低下がどの程度 B12の消化（食品

タンパク質から B12の遊離）に影響を及ぼすのか

を明らかにし，胃酸分泌減少下でもより多くの

B12 を遊離しやすい食品の検索や調理・加工方法

を検討することを目的とする． 
 今回実験に用いた食品は，日本人の栄養調査で

B12 のよい供給源である魚肉（さけの切り身）を

グリルで焼いたものを用いた．図―11 に実験で

用いた人工消化系をまとめた． 
 実験結果を表―６に示す．胃酸（HCｌ）の減

少に伴い吸収可能な遊離 B12は顕著に減少したこ

とから食品タンパク質結合性 B12吸収障害への対

策の重要性が確認された． 
今後は人工消化に要する時間の影響やその他

食品からの B12の遊離について検討する必要があ

る．また，同じ食品であっても調理・加工法の相

違により B12の遊離しやすさが異なることも考え

られ今後検討する必要がある． 
２） B12強化食品の調製 
今回，B12 強化糸引き納豆を調製し，人工消化

試験を用いて胃酸分泌の低下でも遊離しやすい

B12強化食品の開発を検討した． 
糸引き納豆の製造は，食品加工学実験書などに

記載されている一般的な方法で行った（図－１

２）．B12の強化方法として大豆浸漬液に B12を添

加する方法と加熱処理を避けるため水浸漬・蒸煮
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後の大豆に B12溶液を納豆菌と同時添加する方法

を用いた．糸引き納豆に含まれる B12の測定は，

五訂日本食品標準成分表で採用されている

L.delbrueckii ATCC7830 を用いた微生物学的定量

法で行った． 
大豆浸漬液に B12溶液を用いた場合は，浸漬液

中の B12濃度に比例して大豆中の B12含量は増加

せず，浸漬液中の B12のロスが大きかったが（表

―７），大豆の蒸煮処理による B12 の分解は微小

（約10％）であった．一方，納豆菌とB12溶液を

同時添加した場合は，添加 B12のロスがほとんど

なかった．人工消化実験において胃酸のｐHが中

性であっても納豆菌と同時添加した方法で B12を

強化した納豆からはほとんどの B12が遊離するこ

とができた（図―１３）． 
３） その他（関連の予備実験） 
 ビタミン B6,B12,葉酸強化食品を開発するため

に先ず強化ビタミンの同時定量法について検討

した．ビタミン強化食パンを調製後，蒸留水にて

強化ビタミンを抽出した後HPLCで分析した（図

―１４）．その結果，本法によりB6と葉酸につい

てはピークが分離でき同時定量が可能であった

が，B12 は添加量が少量のため濃縮して分析した

が不純物のピークと分離できなかった． 
 また，ブロッコリーを用いて食品中に存在する

葉酸関連化合物を蛍光HPLC法で分析した．その

結果，テトラヒドロ葉酸と5‐メチルテトラヒド

ロ葉酸の定量が可能であったが(図―１５)，精度

よく分析するためには葉酸関連化合物を特異的

に濃縮する方法を検討する必要がある．現在，食

品中の葉酸関連化合物を特異的に抽出・濃縮する

方法を葉酸結合タンパク質（およびその抗体）を

用いて検討している． 
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図-１ ビタミンB12の構造式 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-２ 天然に存在するコリノイド化合物の構造式 
1  Bezimidazolyl CN-Cba 
2  5-Hydroxylbenzimidazolyl CN-Cba 
3  7-Adenyl CN-Cba (Pseudovitamin B12) 
4  pra-Cresolyl CN-Cba 

 CN

CH3

CH3

N

CH3

H

CH3

CONH2 CONH2

CH3 CONH2

CH3

NN
Co+

N

CONH2

H2NOC

H3C

H3C

H2NOC

CO

NH

CH2

CHO
CH3

P

O- N

N

O
O HO

O
CH2OH

CH3

CH3

N

N

N

N
N

NN

N O

OH

NH2

CH3

N

N CH3

CH3

CN

R
R

Co



 184

 
図-３ 栄養補助食品A.F.Aから単離したコリノイド 
化合物の紫外可視吸収スペクトル 
 
 

    
 
図-４ 栄養補助食品A.F.Aから単離したコリノイド 
化合物のシリカゲル60TLC分析 
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図-５ 植物性食品のビタミンB12の由来 
 
 
 

 
 
図-６ めふんから単離されたコリノイド化合物の紫外可視吸収スペクトル  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

土壌 

微生物（B12） 

有機肥料（B12） 
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図-７ メチルマロニルCoAムターゼ活性測定のHPLCのクロマトグラム 
A)ホロ活性（反応液にAdoB12を添加しない） 
B)全活性（反応液にAdoB12を添加） 
アポ活性＝全活性-ホロ活性 
矢印は、スクシニルCoAのピーク 
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図-８ ビタミンB12依存性メチオニン合成酵素活性測定のHPLCのクロマトグラム 
A) 対照（反応液に加熱失活させた酵素を添加） 
B) 酵素反応生成物 
酵素活性＝酵素反応生成物-対照 
矢印は、テトラヒドロ葉酸のピーク 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図-９ 熟年（50歳）からのビタミンB12吸収障害 
（食品タンパク質結合ビタミンB12吸収障害） 
 

萎縮性胃炎

胃の機能が低下胃

胃酸の分泌が減少

米国の調査 

60歳以上の成人の10‐15%がビタミンB12欠乏症（顕

著な欠乏症状を示さない場合もある） 

●33%     感覚障害（知覚障害、しびれ、歩行困難） 
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図-10 食品タンパク質からビタミンB12の遊離 
 
 

食品 

タンパク質

BB1122 

BB1122 

食品 

タンパク質 

 
胃酸の作用

食品タンパク質結合ビタミンB12吸収障害への対策 

・50歳までに十分にB12を体内（肝臓）に貯蔵しておく。 

・B12（遊離型）強化食品を摂取する。 

・胃酸が非存在下でも遊離しやすいB12を含む食品の検索する。 

・胃酸が非存在下でもB12が遊離しやすい調理・加工方法を検  

  討する。 
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図-11 人工消化系を用いて胃酸（HCl）の有無がビタミンB12の消化（食品からの遊離）に及ぼす影響

を検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図-12 ビタミンB12強化納豆の調製法 
 

口：試料を乳鉢・乳棒で細かく破砕 

胃：試料に蒸留水を加え、HClでpHを2.0に調整 

  ペプシン溶液を添加 

  37℃の浴槽中に2時間、120ストローク/分で振とう 

腸：胃消化物にNaHCO３を添加し、pHを5.0に調整 

    パンクレアチンを添加し、pHを6.5に調整 

    37℃の浴槽中に2時間、120ストローク/分で振とう 

    遠心分離 

  ①上澄み液画分、②沈殿物画分 

  ①上澄み液画分をセントリコン10(分子量10,000）で限外ろ過 

  ③膜透過（低分子量）画分、④膜不透過（高分子量）画分を実験試料として 

   B12含量を測定した。 

-人工消化系

- 

B12溶液 B12溶液 

強化法A 強化法B

大豆→浸浸漬漬→水切り→蒸煮→菌菌接接種種→混合→発酵→冷却→製品
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図-13 ビタミンB12強化納豆の人工消化試験 

7.1％ 6.6％ B12強化納豆B ②沈殿画分 

92.9％* 93.4％* B12強化納豆B ①上澄み液画分 

54.0％ 35.4％B12強化納豆A ②沈殿画分

46.0％* 64.6％*B12強化納豆A ①上澄み液画分

ｐＨ7.0 ｐＨ2.0     胃画分のｐH 

 A    B 
A:B12溶液に浸漬させて調製したB12強化納豆 

（B12量 6.5μｇ/100ｇ） 

B:納豆菌添加時にB12溶液を添加して調製したB12強化納豆 

（B12量 10.7μｇ/100ｇ） 

*100％遊離型のB12であった。 
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図-14 強化ビタミンのHPLC分析 
 
 
 
 
 

B6（●）
B12（■）

葉酸（▲）

0

50

100

150

0 20 40 60 80 100

（ｎｇ）

Ａ
Ｒ

Ｅ
Ａ

 １
０

３

HPLC分析条件 

カラム ： Wakosil-II 5C18 RS (4.5 x 150 mm)  

カラム温度 ： 40℃ 

検出波長 ： 278 nm 

流速 ： 1 mL/min 

移動層 ： 移動相Ａ（50 mM KH2PO4 pH 4.5）と移動相Ｂ（メタノー

ル：移動相 Ａ ＝ 50：50）を用いて17分間のメタノールのリニアグ

ラジエントにより溶出   

各ビタミンの検量線

5.84603.5添加量 

―4303.5分析結果 

B12（μｇ） 葉酸（μｇ）B6（ｍｇ）ビタミン 

ビタミン強化食パンの分析結果 (100gあたり)
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図-15 食品中の葉酸関連化合物のHPLC分析 
 

 

0

10

20

30

40

50

60

0 5 10 15 20

（ｎｇ）

Ａ
Ｒ

Ｅ
Ａ

 １
０

４

H4葉酸（●）

5－CH3-H4葉酸（■） 

抽出条件 

① ブロッコリーに抽出バッファーを加えてホモジナイズ 

② 酵素（アミラーゼ、プロテアーゼ、コンジュガーゼ）処理 

③ 遠心分離上澄をＨＰＬＣの試料 

抽出バッファー ：10 mM メルカプトエタノール・ 10 mM アスコルビン酸 

        を含む0.1 M KPB(pH 6.0）溶液 

HPLC分析条件 

カラム ： TOSOH TSK-GEL ODS-120A (4.6 x 250 mm) 

カラム温度 ： 30℃ 

蛍光波長 ： 356 nm  

検量線
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表－１ 食用藻類に含まれるビタミンB12含量と形態のまとめ 
（M）微生物法，（C）化学発光法で測定した時のビタミンB12含量 
 

食用藻類 乾燥スサビノリ 乾燥スジアオノリ スピルリナ錠剤 乾燥ハプト藻 クロレラ錠剤 A.F.A 
ビタミン B12 含量

(μg/100 g) 
54.5(M) 
58.6(C) 

63.6(M) 
69.2(C) 

127.2(M) 
6.2(C) 

130.5(M) 
125.4(C) 

223.2(M) 
205.5(C) 

616.3(M) 
 

単離・同定されたコ

リノイド化合物 

 
ビタミンB12 
 
 

 
 
ビタミンB12 
 

 
 
シュードビタミン
B12 

 
 
ビタミンB12 
 

 
 
ビタミンB12 
 

未同定のコリノイド

化合物 

ビタミンB12の由来 不明 
（生合成？） 

不明 生合成 外界からの取込み 外界からの取込み  
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表－２ めふんに含まれるビタミンB12含量 
 ビタミンB12含量 （μg/100 g） 

新潟産めふん 116.3±13.4 
青森産めふん 365.7±80.7 
北海道産めふん 556.3±91.85 

五訂 日本食品標準成分表 327.6 
さけ生腎臓（北海道） 128.5 

 
 
 
 
表－３ めふんから単離されたコリノイド化合物のTLCおよびHPLC分析 

シリカゲル60TLC 
 溶媒Ⅰ 

(Rf値) 
溶媒Ⅱ 
(Rf値) 

C18-HPLC 
（保持時間：分）

標準ビタミンB12 0.24 0.61 9.2 
精製標品 0.24 0.61 9.2 

溶媒Ⅰ：1-ブタノール：2-プロパノール：水＝10：7：10 
溶媒Ⅱ：2-プロパノール：アンモニア水：水＝7：1：2 
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表―４ ビタミンB12栄養状態の指標 
 

 

 

 

 

 

 

 

指標 概要 
血液学的検査 平均赤血球容積（MCV）は正確に測定できるが，赤血球の長命が120日であるためにB12摂取に対するレスポンスに長時間を

要するので，MCVの有効性は限定されている。また，赤血球数，ヘモグロビン値，ヘマトクリット値も同様である。 

血清B12量 血清（血漿）のB12濃度はB12摂取と貯蔵の両方を反映している。その最低限界は成人でおよそ120から180 pmol/L (170 から

250 pg/mL)と考えられているが，分析に用いる方法や機器により一定でない。欠乏症が進行するとき，組織に貯蔵された B12

が血中に供給されることで血清B12値は一定に保たれると考えられる。そのため，カットオフ値以上の血清B12値が必ずしも適

切なB12状態を示しているとは限らない。 
血清（血漿）メチル

マロン酸（MMA）量

血清MMAに関する基準値は73から271 nmol/Lである。B12が不足するとき血清中のMMA濃度は上昇する。血清MMA濃度

はB12欠乏症に非常に特異的であるので，B12の栄養状態を示すよりよい指標となる。しかし，EARの基礎となるようなB12摂

取とMMA濃度の関係を直接に調べた研究がない。また，測定法の改良が顕著であるので古い研究からの血清MMA値は最近

得られたMMA値と比較できない可能性もある。 
血清（血漿）ホモシ

ステイン量 
葉酸あるいはB6（あるいは両方）の不足もまた血清（血漿）ホモシステイン濃度を上昇させる。この指標は特異性が低く，EAR
を策定するのに有効な指標とならない。 

ホロトランスコバラ

ミン II量 
３種の血漿B12結合タンパク質の中でトランスコバラミン II（TCII）は標的細胞へ受容体を介してのB12の取込みに関与してい

る。しかし，血漿B12の10から20％のみがTCII-B12複合体として存在しており，この画分をホロTCIIと呼び，B12のよい指標

であることが最近認識されつつある。最近，ホロTCII量の信頼できる測定法が開発されたが，臨床応用されるにはまだかなり

の時間を要する。 
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表－５ 各種生物種におけるメチルマロオニルCoAムターゼの性質とまとめ 
Anaerobic               Aerobic bacteria                  Protozoan      Coccolithophorid     Intestinal     Mammal 

      bacteria                                                                  alga 
P. shermanii     M. extorquens       S. meliloti                E. gracilis Z     P. carterae            worm       Sheep liver 

 
Optimum  

pH                             7.6              7.5                       7.5           7.0                 7.0            7.5  
temperature (℃)                    30              37                        35           37                  -              - 

 
Km for (M)                                         -   NH4

+     +NH4
+ 

 MM-CoA          8.9×10-5(R)     3.1×10-5(R,S)    1.3×10-4  1.1×10-4(R,S)     5.6×10-5(R,S)    5.9×10-5(R,S)     4.2×10-5(R,S)    2.4×10-4(R) 
 Succinyl-CoA       2.9×10-4        2.9×10-4        3.9×10-4                  3.5×10-4         5.5×10-3                         6.2×10-4 
 AdoB12            3.8×10-8        3.1×10-8        8.6×10-6  6.4×10-7         2.3×10-8         1.3×10-5                         2.1×10-8 

 

Molecular             165            150              165                     149            150                 147         165 
 Mass (kDa)        79;67(ab)        87;70(ab)          80(aa)                    75(aa)          75(aa)               75(aa)       77.5(aa) 
 
Active site               1             1                (2)                      2            (2)                    2             2 
 
Metal ions 
 holo-enzyme                       insensitive        activate               insensitive       insensitive 
apo-enzyme                        insensitive        activate                sensitive        insensitive 
 
SH-inhibitors 
 holo-enzyme      insensitive      insensitive        sensitive              insensitive        sensitive          insensitive     sensitive 
 apo-enzyme                     insensitive        sensitive               sensitive         sensitive                        sensitive 
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表－６ 胃酸減少が食品からのビタミンB12の遊離に及ぼす影響 
 

胃画分のpH pH 2.0 pH 4.0 pH 7.0 

①上澄み液画分 90％ 82％ 50％ 

②沈殿画分 10％ 18％ 50％ 

③膜透過（低分子量）画分 85％ 29％ 60％ 

④膜不透過（高分子量）画分 15％ 71％ 40％ 

吸収可能なビタミンB12量 76.5％ 23.8％ 30％ 

 

 

表－７ ビタミンB12強化納豆中のビタミンB12含量 
浸漬液中のビタミンB12含量 

（μg/250 ml） 
浸漬大豆中の推定ビタミンB12含量 

（μg/100 g） 
納豆中のビタミンB12含量 

（μg/100 g） 

0 0 検出限界以下 

125 26.9 6.5 (24.2%) 

250 54.8 11.7 (21.4%) 

大豆100 gを水（あるいはビタミンB12溶液）250 ml中で24時間浸漬し，大豆の吸水量から強化されるビタミンB12量を推定した（ビタミンB12は水と共に均一に

吸収されると仮定した）． 
 
 


