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研究要旨  
第六次改定日本人の栄養所要量-食事摂取基準-において，葉酸の所要量は食事から摂取可能

な量として，成人で 200μg/日と策定された．しかしながら，この根拠となるわが国での科学的

エビデンスは必ずしも十分でないので，私たち自身の新しいデータの蓄積と解析が求められて

いる．そこで，健常な成人男女を対象にして，所要量に見合った水溶性ビタミンをサプリメン

トとして与え，葉酸の必要量を検討した．成人女性では，血清および尿中葉酸レベルが増加し

た．一方成人男性では血清葉酸の減少が見られたが，尿中葉酸排泄量は変化しなかった．この

ように，葉酸の必要量に性差がみられ，今回使用した葉酸量（200μg/日）は，男性ではやや不

足しているかもしれないが，女性では必要量を十分に満たしているものと考えられる． 
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A. 目的 
葉酸は，N-ヘテロ環のプテリジンと p-アミ

ノ安息香酸からなるプテロイル基，つまり 4-
［((2-アミノ-4(3H)-オキソプテリジン-6-イ
ル)メチル)アミノ］安息香酸に１～7 個の L-
グルタミン酸が結合したプテロイル（ポリ）

グルタミン酸である．食品に含まれるのは，

プテロイルポリグルタミン酸型であり，小腸

粘膜でモノグルタミン酸型となり，吸収され

る 1)2)．血漿や尿中では，モノグルタミン酸型，

組織中ではポリグルタミン酸型としてタン

パク質と結合した形で機能している．なお，

小腸粘膜では，プテリジン環が還元されてテ

トラヒドロ型となり，さらにメチルテトラヒ

ドロ型となる．還元型葉酸は，細胞内では補

酵素として，ヌクレオチド類の生合成やメチ

ル基の生成転換系などに関与している．また，

アミノ酸やタンパク質の代謝などにも不可

欠であり，グリシン，セリン，メチオニンの

代謝やビタミン B12 とともにホモシステイン

からメチオニンの生成などにも関与してい

る． 
 葉酸の生理機能としては，正常な造血機能

を保つために重要であるばかりでなく，成長

や妊娠の維持にも欠かせないビタミンであ

る．このため，欠乏症状としては，造血機能

に異常が生じ，巨赤芽球性貧血や神経障害が

知られている．最近，多くの疫学調査によっ

て，葉酸が，胎児における神経管閉鎖障害の

発症リスクの低減に効果があることが認め

られている 3-7)．また，葉酸の摂取量が低下す

ると，血漿ホモシステインの上昇が見られ，

動脈硬化症と関連がある血液凝固因子や血

管内皮細胞に影響している 8-10)． 
 葉酸の所要量は，わが国では食事から摂取

可能な量として，成人で 200μg/日であるが，

米国では 400μg/日となっている 11)12)．なお，

妊婦および授乳婦での付加量は，それぞれ

200 および 80μg/日となっている．葉酸の摂取

量が，１日あたり 320μg 以上であれば，血漿

のホモシステインレベルを一定に保つこと

ができる．このことから，米国では穀類に葉

酸を 140μg/100g 添加するように勧告してい

る．わが国でも，1 日に 350 g の野菜を摂取

するように勧めている．許容上限摂取量は 1 
mg/日となっているが，これ以上摂取すると

葉酸過敏症（発熱や蕁麻疹など）を起こすこ

とがある． 
 このように，葉酸の栄養所要量を策定す

るために，その根拠となる科学的エビデンス

は必ずしも十分でなく，わが国での新しいデ

ータの蓄積と解析が求められている．そこで，

本研究では健常な成人男女を対象にして，所

要量に見合った水溶性ビタミンをサプリメ

ントとして与え，葉酸の出納を検討した．な

お，葉酸が亜鉛の吸収を阻害するという報告

があることから，血清亜鉛の測定も合わせて

行った． 
 

B. 実験方法 
１．対象 
 被験者として，喫煙，飲酒の習慣がなく，

朝食を食べるなどの規則正しい食習慣をも

つ大学生のうち，生化学検査をうけ，健康で

あることが確認できた成人女性 20 名

（20.6±1.11 歳），成人男性 10 名（20.4±1.26
歳）を選択した．なお，本研究は独立行政法

人国立健康・栄養研究所倫理委員会において

承認を受け，対象者に内容を十分説明し，理

解していただいた上で書面にて同意を得て，

ヘルシンキ宣言の精神に則って行われたも

のである． 
２．試験期間 
 葉酸の出納試験として，成人女性を対象と

したもの 2 回，成人男性を対象としたもの 1
回の計 3 回行った．成人女性では 2002 年 3
月 1 日～2002 年 3 月 8 日の期間と 2003 年 3
月 4 日～2003 年 3 月 11 日の期間，成人男性

では 2002 年 8 月 27 日～2002 年 9 月 3 日の期

間に実施した．それぞれ 2002 年女性，2003
年女性および 2002 年男性とした． 
３．生活条件 
被験者の快適な生活環境の確保等に留意

した．大学生の一般的な日常生活をモデルと

した通学，講義，実験，運動等の活動から構

成された 1 日のスケジュールを作成した．被

験者はこのスケジュールに従って試験期間

中生活をした．  
４．食事 
 食事は，第六次改定日本人の栄養所要量の

生活活動強度Ⅱに従い，女性は 1,800 ｋcal/
日，男性は 2,300 ｋcal/日を摂取した．食事

には，通常の食品を使用せずに，栄養素の含

有量がはっきりしている半精製食品を利用

した．なお，2002 年の結果から，2003 年女

性においては，小麦粉(薄力粉・1 等)を除い

たほか，ビタミン B1，ビタミン B12およびビ

タミン C の摂取量を所要量の 1.5 倍量とした． 
葉酸摂取量は，ビタミン混合物からサプリ

メントとして 1 日あたり 200μg であるが，小

麦粉に葉酸化合物が 9μg/100g（五訂日本食品

標準成分表）含まれていることを考慮すると，
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2002 年男女の葉酸摂取量は 1 日当たり

228.35μg/日となる．また，葉酸摂取量を考え

る場合には，食事性葉酸と比較して，葉酸サ

プリメントの体内利用率を 1.7 倍として，換

算する必要がある．生体利用率を考慮して食

事性葉酸当量（Dietary folate equivalents）とし

て考えると，今回の葉酸摂取量は 2002 年男

女 で 368μgDFEs/ 日 ， 2003 年 女 性 で

340μgDFEs/日となる 12)． 
 ビタミン混合剤は，食事終了後，水で服用

させた．給食比率は朝：昼：夕＝３：４：３

とした．水分は市販ペットボトル詰め軟水と

し，自由に摂取させた．平均的な 1 日摂取量

は 2 l である． 
５．試料の採取方法 
５-１．尿 
 尿は，第 2 尿（2002 年男性は 6 時 31 分以

降，2002 年女性および 2003 年女性は 7 時 01
分以降）から翌朝第 1 尿（2002 年男性は 6 時

30 分に排尿，2002 年女性および 2003 年女性

は 7 時 00 分に排尿）までの 24 時間尿を採取

した．2002年女性は試験開始6日目のみ，2003
年女性と 2002年男性は試験開始 1日目から 7
日目まで毎日採尿を行った．なお，2002 年男

性の 7 日目は，朝 6 時 30 分から翌日の 8 時

30 分までの間，飲料水をできるだけ多く摂取

させ，1-6 ステージ（それぞれ 6:30-8:30，
8:30-12:30 ， 12:30-17:30 ， 17:30-22:30 ，

22:30-6:30，6:30-8:30）に分けて採尿した．尿

は，採尿中は冷蔵し，採尿後は－4℃で氷結

保存した． 
５-２．血液 

2002 年女性は試験開始 1，3，8 日目の朝食

摂取前 9 時 00 分に，2003 年女性は試験開始

1，3，5，８日目の朝食前 9 時 00 分に，2002
年男性は試験開始 1，3，5，8 日目の朝食摂

取前 8 時 30 分に採血を行った．採取後は遠

心し，血清と分離した．血清は，－4℃で分

析直前まで氷結保存した． 
６．葉酸の測定 
 血清および尿中の葉酸は，化学発光免疫測

定法で分析した．測定機器としては，Centaur
ケミルミアナライザー ACS180 および

IMULIZE 2000 を使用した． 
サンプルをジチオスレイトールで処理し，

タンパクから遊離させた後，分析に供した．

本法の最小検出感度は 0.5 ng/ml（1.1 pmol/ml）
であり，プール血清で測定した葉酸値は 5.77 
ng/ml（13.1 pmol/ml）であった．尿中の葉酸

については，正常参考値となるような参考資

料などがないので，血清と同じ測定条件で行

った． 
７．亜鉛の測定 
 血清 250μl に 6.25 ％トリクロル酢酸を 2.0 
ml 加え，混和した後，室温で 10 分間放置し

た．その後，3,000 rpm で 10 分間遠心をかけ，

上清 1 ml をとり，亜鉛を原子吸光光度計で測

定した． 
８．統計処理 
 統計ソフトは StatView (SAS Institutes Inc., 
Cary) Ver.5.0 を使用し，各群内の差および各

群間の差の検定には Student’s t-test を用いた．

有意水準は p<0.05 とし，分析値はすべて平均

値±標準偏差で表した． 
 
C. 結果 
血清葉酸量を比較したものが図 1 である．

2002 年女性の血清葉酸量は，試験期間を通し

て平均 11.2-13.5 ng/ml（25.4-30.5 pmol/ml）の

範囲にあった．血清葉酸量は，1 日目と比較

し，3 日目以降に有意な増加が認められた．

2003 年女性においても，1 日目と比べ，すべ

ての日で有意な増加がみられた．2002 年女性

と 2003 年女性との間には有意な差はみられ

なかった．一方，2002 年男性では，血清葉酸

量は平均 6.9-9.8 ng/ml（15.6-22.2 pmol/ml）の

範囲にあり，1 日目と比較して 3 日目以降は

減少傾向にあり，8 日目では有意に減少した． 
図 2 は，1 日あたりの尿中葉酸排泄量およ

びクレアチニンで補正したものを示したも

のである．2003 年女性では，尿中葉酸排泄量

に増加が認められ，クレアチニン補正値でみ

ると，1 日目と比較し，2 日目以降は全て増

加し，5 日目と７日目以外では有意に増加し

た．2002 年男性はほとんど変化がみられなか

った．2002 年男性と 2003 年女性とを比較す

ると，女性がすべての日で有意に高値を示し

た（図 2b）． 
尿中葉酸排泄率(摂取量 200μg として)をみ

ると，2002 年男性で平均 4.5％，2003 年女性

で平均 4.6％，2002 年女性は 5.0％（6 日目）

であった．2003 年女性では 1 日目と比較し，

5 日目と 7 日目以外で有意な増加がみられた

（図 3）．2002 年男性では変化は認められな

かった．また 2002 年男性と 2003 年女性の間

には，大きな差異はみられなかった． 
 図 4 は，2002 年男性における尿中葉酸排泄

量の日内変動を示したものである．葉酸の排

泄量は，午前中（ステージ 2）に高い傾向を

示したが，この時期以外では大きな変化は観

察されなかった． 
 試験期間中の血清亜鉛の変化をみると，1
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日目においては，各群で相違は認められなか

った．また，各群とも経日的な変化はみられ

なかった．しかし，2003 年女性では，8 日目

において，2002 年女性および 2002 年男性と

比較して，有意に低値を示した． 
 
D. 考察 
食事性葉酸の摂取量について，これまでの

報告された栄養調査では，平岡・安田 13）は

女子学生を対象として食物摂取状況調査か

ら，葉酸摂取量は平均 190.6μg/日で，RDA
（200g/日）に対する充足率は 40.2％であると

報告している．摂取量が 200μg 以下と以上で

は，血清葉酸量に有意な差異が認められてい

る．この結果は，オランダの DNFCS 調査

（1992 年）の結果と一致している 14)．1-92
歳を対象とした食品分析結果から算出した

葉酸摂取量は 189μg/日である 15）．サプリメン

トを摂取している場合には 344μg/日と高値

である．なお，RDA（200μg/日）に対する充

足率は，男女それぞれ 42％および 54％であ

る．また成人（20-65 歳）を対象にした調査

では，食事からの葉酸摂取量は男性 232μg/
日，女性 186μg/日と男女差がみられている． 
著者らが行なった東北地区における中高

齢者 120 名の食事記録調査では，葉酸摂取量

は平均 447μg/日で季節変動が見られている

が，男女差は観察されていない（未発表）．

また平成 13 年度の国民栄養調査では，葉酸

の摂取量は全平均で 313μg/日で，年齢に依存

して高く，女性で低値である 16)．女子学生を

対象に行なった食事調査でも，葉酸摂取量は

五訂成分表を用いた場合には 334μg/日とな

るのに対して，米国の成分表では 197μg/日と

なる 17）．このように葉酸摂取量が高値である

が，これは日本食品標準分析表に掲載されて

いる葉酸値が高いことによるのかもしれな

い，と示唆されている．なお，米国 Framingham
調査の高齢者（67-90 歳）では，葉酸摂取量

が 253μg/日以下では血漿ホモシステイン濃

度が有意に増加する，との報告がある．しか

しながら，ホモシステイン濃度は基準値

14μmol/l 以下である 18）．これらの栄養調査か

ら，摂取されている食事性葉酸の摂取量は，

１日あたりおおよそ 200-300μg である．食物

摂取頻度調査の結果，食品を基礎として算出

された非妊娠女性の所要量は，250μg/日とさ

れている 19）． 
本研究においては，使用した葉酸量は 1 日

あたり 200μg であるが，半精製食品の原料と

なっている小麦粉 315ｇに含まれる 28.35μg

も関与しているため，総葉酸量は 228.35μg
となっている．この食事をした結果，血清葉

酸量は男女共にすべて基準値内にあった．女

性成人では，試験期間後期において，開始日

と比べて有意な増加が見られたが，男性成人

では最終日に有意な減少がみられた．また尿

中葉酸排泄量に男女差は認められなかった

が，女性では試験期間に伴って有意な増加が

観察された．男性では葉酸排泄量に変化は見

られなかったが，クレアチニン補正すると女

性と比べ有意に低値であった．これは筋肉量

の違いによるものと考えられる．このように，

今回の葉酸摂取量については，男性ではやや

不足しているかもしれないが，女性では必要

量を十分に満たしている，と考えられる．ま

た，女性においては，2002 年と 2003 年で血

清葉酸量とその変化，尿中葉酸排泄量および

排泄率に相違が見られなかった．このことは

葉酸摂取量200μgと228.35μgに差異がないこ

とを示している． 
葉酸摂取量の指標をみると，米国において

は，血清葉酸では＜6.8 nmol/l，赤血球葉酸で

は<362 nmol/l，および血漿ホモシステインで

は＞16μmol/l が基準値として用いられている
12)．しかしながら，他の国においては，ホモ

システインの下限値として， 12 および

14μmol/l も使用されている．これらの指標の

中で，これまで一般的に用いられてきたもの

は血清葉酸レベルである．多くの分析データ

があり，血液生化学的指標として用いられて

いる．葉酸が不足すると，血清葉酸レベルが

低下するとともに，ホモシステインが蓄積す

る．このため血清ホモシステインレベルが高

くなり，尿中のホモシステイン排泄が多くな

る．これらのことから，ホモシステインは感

度の良い指標であることが示されている． 
血清ホモシステインレベルは，血清葉酸レ

ベルあるいは葉酸の摂取量と関連があると

の報告がある．またホモシステインは，詳細

な発症メカニズムは不明であるが，動脈硬化

症や神経管閉鎖障害の誘発に関わっている．

このため，ホモシステインを葉酸必要量の指

標として考えることは，科学的根拠に基づく

もので，非常に有用かつ重要である．しかし

ながら，一炭素単位代謝系には，葉酸以外に

もビタミンB12およびビタミンB6が関わって

いるため，これらのビタミンのうち１つでも

不足していると，ホモシステインが増加する

ことが考えられる．このようなことから，葉

酸の必要量を考える場合には，ホモシステイ

ンのみでなく血清葉酸レベルも考慮して，評



 243

価する必要がある． 
 米国の栄養所要量の策定では，葉酸の平均

必要量は血清葉酸レベル，赤血球葉酸濃度，

血漿ホモシステイン濃度，血液学的検査（赤

血球数，網赤血球数，平均赤血球容積値，ヘ

マトクリット値，ヘモグロビン濃度）を基準

範囲に維持できる食事と定めている．わが国

の第六次改定の所要量の策定で用いられた

根拠は，欧米の多くの報告を基にしている． 
ヒトを対象として葉酸の必要量を検討し

た代表的な論文として，著者らの知る限りで

は，４編ある．試験には食事由来の葉酸と葉

酸サプリメントを組み合わせて，検討を行な

っている．Milne ら 20）は，成人男性 40 名を

対象に代謝室で食事性葉酸（200μg/日）の影

響を調べている．この結果，血清葉酸量の変

化は，試験開始時の葉酸の状態に依存してい

る．つまり，血清葉酸量が 10 ng/ml 以下であ

れば，食事によって葉酸レベルの減少は見ら

れなかった．このようなことから，体内の葉

酸レベルを維持するためには，200μg/日
（150-250μg/日）以上の葉酸摂取があれば，

十分であるかもしれない．わが国では，葉酸

が食品に強化されていないので，このデータ

はわが国で葉酸の食事摂取基準を考えるた

めに重要な知見である． 
食事とサプリメントの組み合わせを利用

したものとして，O’Keefe ら 21）は，成人女

性に低葉酸食事（30μg/日）に葉酸サプリメン

トを 200，300，400μg/日を 70 日間与えて，

葉酸の必要量を検討している．血清および赤

血球の葉酸レベルをみると，200μg および

300μg 群では試験開始時に比べ，400μg 群で

有意に増加した．このことは，減少率でみて

も，400μg 群と比べ，200μg 群で有意であっ

た．赤血球葉酸量については，300μg および

400μg 群で増加していることに比べ，200μg
群では減少していた．一方，血漿ホモシステ

イン量については，200μg 群で有意に増加し

たが，300μg 群との差異は明確ではなかった．

なお，200μg 群では血漿ホモシステインと血

漿，赤血球葉酸レベルと負の相関がみられた．

この結果，これらの女性においては，葉酸

200μg の摂取量では，葉酸状態を維持するた

めには不十分である，と示唆している．米国

における食事摂取基準の策定においては，こ

の結果が基準となっている． 
このほか，葉酸欠乏状態にした後，各種濃

度の葉酸を摂取させて必要量を検討する欠

乏 - 添加試験を行なった報告がある．

Sauberlich ら 22）は，成人女性 10 名を３群に

分けて代謝室で 92 日間検討した． まず 28
日間葉酸欠乏食を摂取した後，各種濃度の葉

酸含有食を摂取し，血漿および赤血球中の葉

酸の変化を調べた．欠乏食を摂取すると血漿

葉酸は 60％まで減少する．その後，天然由来

の葉酸 200μgを摂取すると血漿葉酸は減少せ

ず，300μg ではわずかながら上昇する．しか

し，これらの濃度でも，赤血球葉酸は減少し

続ける．このようなことから，成人女性の葉

酸要求量は 200-250μg/日と推定される．Jacob
ら 23）は，成人男性 10 名を対象に代謝室で葉

酸欠乏食と葉酸サプリメントを与えて，葉酸

必要量を検討している．葉酸欠乏（25μg/日）

期では，血漿葉酸が減少し，ホモシステイン

が増加した．葉酸添加期（99μg/日）では，血

漿葉酸は増加するが，ホモシステインの低下

はみられていない．この結果，現行の所要量

（200μg/日）では十分でないことを示してい

る． 
葉酸の過剰摂取については，食事のみから

多量に摂取することは困難であり，多くの場

合サプリメントの利用によるものと考えら

れる．400μg/日のサプリメントによって，亜

鉛の尿中への排泄量が低下することや糞便

中の亜鉛量が増加することが報告されてい

る 24-26）．今回所要量に見合った葉酸サプリメ

ントの摂取量では，試験期間中に血清亜鉛量

の変化はみられなかった．しかしながら，ビ

タミン B1，B12，C を増やした場合に血清亜

鉛量の低下が認められた．葉酸のみでなく，

これらのビタミンも腸管からの亜鉛吸収に

影響しているのかもしれない．今後さらに検

討する必要がある． 
最後に，第六次改定日本人の栄養所要量-食事

摂取基準-において，葉酸の所要量が 200μg/
日とはじめて策定された．今回使用した葉酸

摂取量は 200μg/日であるが，生体利用率を考

慮すると，368μg あるいは 340μgDFEｓ/日と

なる．この結果では，男性ではやや不足して

いるかもしれないが，女性では必要量を十分

に満たしているものと考えられる．これまで

の報告でも葉酸摂取量が 200μg/日で充足し

ているとする報告がある．わが国では，食品

に葉酸が強化されていないため，葉酸の摂取

量は食事から摂取可能な量として考える必

要がある．現在，食事摂取基準の新たな改定

が行なわれている．今回の結果は，今後葉酸

の食事摂取基準を策定するための基礎的な

知見として重要である． 
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図 1. 半精製食品を摂取した成人の血清葉酸量の変化 

a 血清葉酸濃度（2002 年男性および女性） 
*p<0.01 (2002 年男性との比較) 
#p<0.05 (2002 年男女のそれぞれ１日目との比較) 

 
b 血清葉酸濃度（2002 年および 2003 年女性） 

#p<0.05 (2002 年および 2003 年女性のそれぞれ１日目との比較) 
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図 2. 半精製食品を摂取した成人の尿中葉酸量の変化 

a 尿中葉酸（１日あたり）の排泄量 
*p<0.05，**p<0.01 (2002 年男性との比較) 
#p<0.05 (2003 年女性の１日目との比較) 

 
b 尿中葉酸濃度（クレアチニン補正） 

*p<0.05,  **p<0.01 (2002 年男性との比較) 
#p<0.05 (2003 年女性の１日目との比較) 
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図 3. 半精製食品を摂取した成人の葉酸排泄率（摂取量 200μg とした場合）の変化 

*p<0.05, **p<0.01(2002 年男性との比較) 
#p<0.05(2003 年女性の１日目との比較) 
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図 4. 成人男性（2002 年）の尿中葉酸量の日内変動 

a 尿中葉酸排泄量（単位時間あたり）, ahour 
 

b 尿中葉酸濃度（クレアチニン比） 
#p<0.05 (１日目との比較),  ahour 
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