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平成 17 年度厚生労働科学研究費（循環器疾患等総合研究事業） 

日本人の食事摂取基準（栄養所要量）の策定に関する研究 

主任研究者 柴田克己 滋賀県立大学 教授 

 

Ⅱ．主任研究者の報告書 

 

５．ビタミンの上限量の検討‐ピリドキシン塩酸塩‐ 

 

主任研究者 柴田克己 滋賀県立大学 教授 

 

研究要旨 

本研究では，ピリドキシン塩酸塩の上限量を考える際に必要な基礎データを得るために，ピ

リドキシン塩酸塩を継続的に大量摂取させた影響について，幼若ラットを用いて調べた．その

結果，①ピリドキシン塩酸塩大量添加食（0.8%）において，幼若ラットの成長障害，試料摂取

量の低下が認められた．②B 群ビタミン代謝では，パントテン酸においてピリドキシン塩酸塩

の大量投与（0.1%添加食）による影響は認められたが，他の B 群ビタミンでは影響が認められ

なかった．③ラットにおいて，ピリドキシン塩酸塩を少なくとも 72mg/kg weight/日まで継続的

に摂取させても悪影響は現れず，ラットの NOAEL は 72mg/kg weight /日以上であるといえた．

④ラットにおいて，ピリドキシン塩酸塩を少なくとも 357mg / kg weight /日まで継続的に摂取

させると悪影響は現れ，ラットの LOAEL は 357mg / kg weight /日以下であるといえた． 
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A．目的 

ビタミン B６は B 群のビタミンの一つで

ある．ビタミン B6活性を有する化合物とし

て,ピリドキシン（PN），ピリドキサール（PL）,

ピリドキサミン（PM）がある.アミノ酸代謝

に関与しており，神経伝達物質である生理

活性アミンの生成にも関わっている． 

近年，サプリメントなどの普及で手軽に

ビタミン B6（ピリドキシン塩酸塩）を摂取

できるようになり，不足を補うことができ

るようになった．その反面，知識の不足に

より，過剰に摂取してしまい，健康に悪影

響を及ぼす危険性が懸念されている． 

これまで，PN 大量摂取時（数 g/日を数ヶ

月程度）には，感覚神経障害という明確な

悪影響が観察されていており１)，食事摂取

基準（2005 年版）では 18 歳以上の男女の

ＵＬを 60mg /日と定めている２)．この値の

根拠となっているのは，手根幹症候群の患

者 24 人に，ピリドキシン 100～300mg /日を

4 ヶ月間投与したが，感覚神経害は認めら

れなかったという報告である３)．しかし，

健常人を被験者としていないことや，

LOAEL が不明なこと，また，成人に対する

値しか定められていないなどの問題がある． 

そこで，本研究では，ピリドキシンの

NOAEL（健康障害非発現量）と LOAEL（健

康障害最低発現量）を算出するための実験

を開始した．ヒトに対して，ピリドキシン

の大量投与実験を行うことは倫理的に不可

能であるので，ラットに大量のピリドキシ

ンを投与し，体重増加量，飼料摂取量の測

定，尿中の水溶性ビタミン量の測定，臓器

重量及び肝臓中総ビタミン B6量から，ラッ

トに対するピリドキシンの NOAEL，

LOAEL を推定した． 

 

B．研究方法 

動物飼育 

〈飼育方法〉 

3 週齢の Wistar 系雄ラット 20 匹を日本ク

レア株式会社より購入し，平均体重がほぼ

均等になるように 4 匹ずつ 5 群に分けて，

ラット用代謝ケージ（日本クレア株式会社 

CT-10）に一匹ずつ入れた．その日から，表

1 に示した飼料を与えた．20% Casein 食を

Control 食とし，test 群は 20% Casein 食にピ

リドキシン-塩酸塩（PN-HCl）を 0.1%，0.5%，

0.8%，1.0%添加したもので飼育した．飼料

と水は自由摂取とし，毎日新しいものに交

換した．ラットの世話は午前 8 時～午前 10

時の間に行い，体重と飼料摂取量を測定し

た．飼育条件としては，室温 20℃，湿度 60％，

午前 6 時～午後 6 時を明，午後 6 時～翌朝

6 時を暗とする明暗サイクルで行った． 

 実験開始日を Day 0 として，飼育最終日

前日にあたる Day 30 の１日尿（Day 30 の午

前 9 時～Day 31 の午前 9 時：24 時間）を集

めた．尿は塩酸酸性下で採取し，－20℃で

保存した．なお，アスコルビン酸測定のた

めに，採取後，直ちに一部の尿を取り出し，

10%メタリン酸で 2 倍希釈し，−20℃で保存

した． 

 採尿終了後のDay 31の午前 9時～午前 10

時に断頭屠殺し，採血及び肝臓，腎臓，肺，

心臓，精巣，脳，脾臓の摘出を行い，各臓

器の重量を測定した．また，尿中の B 群ビ

タミン量と肝臓中のビタミンB6量を測定し

た． 

分析方法 

・尿 

Thiamin は，木村ら 5)の方法で測定を行っ

た． 

Riboflavin は，riboflavin 自体が発する蛍光
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を蛍光検出器付の HPLC で測定した 6)． 

SUM は，Nicotinamide (Nam)，

N1-methyl-2-pyridone-5-carboxamide (2-Py)，

N1-methyl-4-pyridone-3-carboxamide (4-Py)，

N1-methynicotinamide (MNA) の合計を示す

ものである．Nam，2-Py，4-Py は，柴田ら

の方法により測定した 7)．MNA は，柴田ら

の方法により測定した 8)． 

ビタミン B12量は，Lactobacillus delbrueckii 

subsp. lactis (L. leichimannii ) ATCC 7830 を

用いた微生物定量法を用いて，測定した 9) ． 

葉酸量は，乳酸菌 Lactobacillus casei 

ATCC 2773 を用いた微生物定量法を用いて，

測定した 10)． 

ビオチン量は，乳酸菌 Lactobacillus 

plantarum ATCC 8014 を用いた微生物定量

法を用いて分析した 11) ． 

ビタミン B6は，異化代謝産物である

4-Pyridoxic acid (4-PIC) をそれ自体が発す

る蛍光を，蛍光検出器付の HPLC で測定し

た 12)． 

パントテン酸量は，Lactobacillus plantarum 

ATCC 8041 を用いた微生物定量法を用いて

測定した 13) ． 

ビタミン C は，アスコルビン酸・デヒド

ロアスコルビン酸・2,3－ジケトグロン酸を，

これらの総称である総アスコルビン酸の量

で測定した 14)． 

・肝臓 

ビタミン B6の試験溶液作成法は図 1 に示

す．Saccharamyces carlsbergensis strain 4228 

ATCC 9080 を用いた微生物定量法を用いて

分析した 15,16) ． 

統計処理 

 結果はすべて平均値±標準偏差（SEM）で

表した．有意差検定には Instat software Ver．

2.00（GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, 

USA）を用いた．値を常用指数に変換し，

One-way Analysis of Variance (ANOVA) によ

り，有意差が認められた場合は，Turkey- 

Kramer Multiple Comparisons Test で個々の

群の間の有意差をみた． 

 

C．結果と考察 

 体重増加量，飼料摂取量，肉眼的所見 

体重増加量・飼料摂取量を示した（図 1）．

体重増加量・飼料摂取量，ともに Control

群に比べ，0.1%，0.5%，0.8%添加群では影

響が認められなかったが，1.0%添加群で有

意な減少が認められた．飼育中，下痢をし

ているラットは認められなかった．これら

を指標にすると，1.0％添加群を LOAEL，

0.8％添加群を NOAEL とした． 

なお，毛並み，臓器は，肉眼的所見にお

いて異常は認められず，行動異常も認めら

れなかった．  

◆臓器重量 

100g 当たりの相対臓器重量を表 2 に示し

た．脳は control 群と比べ，0.8%と 1.0%添

加群で増大した．腎臓では，Control 群と

0.1%，0.5%添加群間では差異は認められな

かったが，0.8%と 1.0%添加群との間に，差

が見られた．脾臓では，対照群を基準にし

て比較すると，すべての群間において差異

は認められなかったが，0.1%添加群と 1.0%

添加群の間には差異がみられた．肝臓は，

0.1%添加群では差異は認められなかったが，

0.5%添加群以上では，差異が認められた．

これらを指標にすると，0.5%添加群を

LOAEL，0.1%添加群を NOAEL とした． 

◆肝臓中ビタミン B6量 

肝臓中のビタミン B６量は，Control 群・
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0.1%添加群では Control 群との間には差異

は認められなかったが，0.5 %添加群以上で

は有意に高い値を示した (図 3 )．図 3 に示

したように，肝臓中ビタミン B6量は試料中

のピリドキシン量に応じて増加した．水溶

性ビタミンは貯蔵されにくいと考えられて

いるが，ピリドキシンは特殊な水溶性ビタ

ミンであるかもしれない．これらを指標に

すると，0.5%添加群を LOAEL，0.1%添加群

を NOAEL とした．  

◆尿中の 4-PIC 排泄量 

尿中 4-PIC 排泄量は Control 群に対して添

加群で有意に増加したが，0.5%添加群以上

からの増加量は少なく，ピリドキシン→→

4-PIC の反応が 0.1%添加食でなるものと推

定された (図 4)． 

また，4-PIC 排泄率は，PN-HCl の摂取量

に応じて有意に低下した (図 5)．Control 群

に比べ 0.1%群では排泄率が大きく低下し，

それ以上は大きな低下は見られなかった．  

つまり，ラットでは，PN-HCl 0.1%添加食

で，代謝障害が起こったものと思われた． 

これらを指標にすると，0.1%添加群を

LOAEL とした．この指標では，NOAEL を

特定することができなかった． 

◆B 群ビタミンの代謝 

ビタミン B6を含めて，B 群ビタミンは補

酵素として糖質，脂質，アミノ酸代謝にお

いて協同作業を行っているので，PN-HCl

の大量摂取により，他のビタミン代謝の均

衡を崩すおそれがある．しかし，パントテ

ン酸を除いて，他の B 群ビタミンの尿中排

泄量に影響は認められなかった(図 5)．パン

トテン酸の尿中排泄量は，PN-HCl 0.1%添加

群で急激に増加し，それ以上の摂取では有

意に増加しなかった．したがって，PN-HCl

の大量摂取により，パントテン酸の代謝に

何らかの影響を与えることは明らかである

が，増加の理由ははっきりしない．これら

を指標にすると，0.1%添加群を LOAEL，と

した．0.1%添加群を LOAEL とする． 

◆PN-HCl の大量投与がナイアシン代謝産

物尿中排泄量におよぼす影響 

Nam，MNA，2-Py，4-Py，それぞれで有

意に差が現れた (図 7)．PN-HCl 摂取量の増

加に伴い，MNA と 2-Py では増加傾向がみ

られ，0.8%添加群で有意に増加した．0.8%

添加群を LOAEL とする．この指標では，

NOAEL を特定することができなかった． 

◆尿中(2-Py + 4-Py)/MNA  

栄養状態に偏りが生じると，ニコチンア

ミド異化代謝産物である MNA から 4-Py に

流れるための酵素の働きが悪くなり，4-Py

の排泄量が減少してくる 16)．故に，尿中の

(2-Py + 4-Py)/MNA 比は栄養状態を知る上

でよい指標となる．尿中の(2-Py +  

4-Py)/MNA 比は Control 群と比べ 0.1%と

0.5%添加群では差異は認められなかったが，

0.8%と 1.0%添加群では有意に減少した (図

8)．これらを指標にすると，0.8%添加群を

LOAEL，0.5%添加群を NOAEL とした． 

0.8%添加群を LOAEL，0.5%添加群を

NOAEL とする． 

LOAEL を 0.5%添加群、NOAEL を 0.1%

添加群とする． 

以上のことから，ラットにおいて，

PN-HCl 代謝能は、0.1%添加群において，飽

和に達していることが分かった．そして，

LOAEL を 0.5%添加群，NOAEL を 0.1%添

加群とする．0.5%添加群の飼育最終日の平

均体重は 211.8g であり，PN-HCl の摂取量

の平均が 75.63mg /日であったため，｛75.63 / 
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211.8×1000= 357.1 mg/kg weight /日｝より，

LOAEL は 357.1 mg/kg weight /日とする．ま

た，0.1%添加群の飼育最終日の平均体重は

235.6g であり，PN-HCl の摂取量の平均が

16.98 mg / 日であったため，｛235.6/16.98 × 

1000 = 72.1 mg/kg weight/日｝より，NOAEL

は 72.1 mg/kg weight/日とする． 

 

D．健康危機情報 

特記する情報なし 

 

E．研究発表 

1. 発表論文 

なし 

2. 学会発表 

なし 
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表１．飼料組成(%)

Test diet  Control diet

0.1%群 0.5%群 0.8%群 1.0%群 

Casein 

L-Methionine 

Gelatinized cornstarch 

Sucrose 

Corn oil 

Mineral mixture(AIN-93M MX) 

Vitamin mixture(AIN93-VX) 

20 

0.2 

46.9 

23.4 

5 

3.5 

1 

20 

0.2 

46.9 

23.4 

5 

3.5 

1 

20 

0.2 

46.9 

23.4 

5 

3.5 

1 

20 

0.2 

46.9 

23.4 

5 

3.5 

1 

20 

0.2 

46.9 

23.4 

5 

3.5 

1 

PN-HCl (mg/上記飼料 100g) 

PN-HCl 添加量(%) 

0.6 

0 

100.6 

0.1 

500.6 

0.5 

800.6 

0.8 

1000.6 

1.0 

 

 

表２．PN-HCl の大量投与がラットの臓器重量におよぼす影響(g /100g body weight) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した． 

横列間の異なるアルファベット間で有意差有り（p<0.05）. 

 

 

control 群 0.1%添加群 0.5%添加群 0.8%添加群 1.0%添加群 

脳 0.51 ± 0.03a 0.52 ± 0.01a,b 0.59 ± 0.03a,c 0.61 ± 0.01b,c 0.66 ± 0.02c 

心臓 0.34 ± 0.01 0.34 ± 0.01 0.36 ± 0.01 0.36 ± 0.01 0.36 ± 0.01 

腎臓 0.76 ± 0.00a 0.77 ± 0.02a 0.79 ± 0.01a 0.85 ± 0.01b 0.89 ± 0.01b 

肺 0.63 ± 0.05a 0.52 ± 0.01b 0.64 ± 0.02a 0.62 ± 0.01a 0.71 ± 0.02a 

脾臓 0.35 ± 0.05a,b 0.31 ± 0.01a 0.35 ± 0.01a,b 0.41 ± 0.02a,b 0.43 ± 0.02b 

精巣 0.97 ± 0.02 0.97 ± 0.05 1.02 ± 0.02 1.04 ± 0.04 1.07 ± 0.03 

肝臓 4.83 ± 0.12a 5.06 ± 0.08a 5.84 ± 0.12b 6.96 ± 0.14c 7.31 ± 0.08c 
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肝臓（約 1g）    

 5 倍量の 0.055M HCl を加える． 

ホモジネートする 

    0.055M HCl で 90 ml にする．  

   オートクレーブ（121℃，3 時間，プラス 1 気圧 ），十分に冷却 

  

 1M NaOH を加え，pH 5.0 に調整 

   

 超純水で定容（100ml） 

  

ろ過  （定性ろ紙 No.2（ADVENTEC 株式会社）を用いる） 

 

 ろ液＝試験溶液（凍結保存可） 

 

図 1. ビタミン B6測定用の試験溶液の作成 
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図 2．PN-HCl の大量投与が幼若ラットの体重増加量(A)と飼料摂取量(B)におよぼす影響． 

数値は平均値±SEM (n =4)で示した．異なるアルファベット間で有意差有り（p<0.05）. 
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図 3 ．PN-HCl の大量投与が幼若ラットの肝臓中 B6量におよぼす影響． 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した．異なるアルファベット間で有意差有り（p<0.05）. 
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図 4 ．PN-HCl の大量投与が幼若ラットの尿中 4-PIC 排泄量におよぼす影響． 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した．異なるアルファベット間で有意差有り（p<0.05）.
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図 5．PN-HCl の大量投与が幼若ラットの尿中 4-PIC 排泄率におよぼす影響． 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した．異なるアルファベット間で有意差有り（p<0.05）. 
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図 6．PN-HCl の大量投与が B 群ビタミン尿中排泄量に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した．異なるアルファベット間で有意差有り（p<0.05）. 
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図 7．PN-HCl の大量投与が尿中ナイアシン代謝産物量に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した．異なるアルファベット間で有意差有り（p<0.05）.
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図 8．PN-HCl の大量投与が尿中 (2-Py+4-Py) / MNA 比に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した． 

異なるアルファベット間で有意差有り 

 


