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研究成果の概要（和文）：本研究では、納豆などビタミンK高含有である食品を摂取した授乳婦の母乳を介する乳児に
おけるビタミンK摂取量の増加させるために、人乳中のビタミンK濃度の測定法としてhigh-performance liquid chroma
tography (HPLC)法を検討した。HPLC法により測定した母乳中のビタミンK濃度は、MK-4が2.3±1.0ng/mL、PKが5.8±1.
8ng/mLであった。本研究の測定値は先行研究と同程度であった。以上より、HPLC法は母乳中のビタミンK、MK-４やPK濃
度の測定法として有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the usefulness of the high-performance liquid 
chromatography method as the measurement of vitamin K in human milk for the purpose of increasing vitamin 
K concentration in human milk of lactating woman ate vitamin K rich food, Natto. As vitamin K 
concentration in human milk, Menaquinone-4 (MK-４) was 1.9±1.0ng/mL and Phylloquinone (PK) was 
2.8±1.0ng/mL. These results agree with the previous reports. This study showed that the HPLC method was 
useful as a measurement of the vitamin K in breast milk.

研究分野： 臨床栄養学

キーワード： 母乳　ビタミンK　乳児
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１．研究開始当初の背景 
 ビタミン K は、脂溶性ビタミンで、ビタミ
ン K 群として Vitamin K1～K7 の７種類が
ある。自然界ではビタミン K1（フィロキノ
ン：PK）とビタミン K2（メナキノン：MK-n、 
n はプレニル残基の数）の２形態が存在し、
それ以外は科学的に合成されたものである。
PK は主として、植物の葉緑体で産生される
ので、緑色野菜中に多量に含有されている。
バター、植物油、豆類（大豆、きな粉、みそ
など）、海草類（あまのり、ひじき、わかめ
など）、魚介類（さば、あわび、さざえなど）
は、少量の PK を含む。MK-n は細菌により
合成され、特に納豆菌（Bucillus Natto）は
MK-７を多量に生成するため納豆のビタミ
ン K 含量は高い。人体での合成はなく人は
食事で摂取する。 
ビタミン K が血液凝固カスケードにおい

て必須物質であることは良く知られている。
ビタミンＫは、ビタミンＫ依存性カルボキシ
ラーゼの補酵素として血液凝固因子の II（プ
ロトロンビン）、VII、IX 、X、プロテイン C
と S の合成を触媒する。ビタミン K 不足によ
る出血傾向を示す疾患としては生後１週間
以内に消化管からの出血による吐血、下血が
起こる新生児メレナが知られる。消化管疾患
でもビタミン K 吸収不足が生じることもあ
る。またビタミン K は骨塩基の基質の形成
に必須であるカルボキシラーゼの補酵素と
しても重要で、その欠乏は骨の欠損あるいは
骨粗鬆症を誘発することが知られている。ビ
タミン K はビタミン K 依存性エポキシドレ
ダクターゼとビタミン K キノンレダクター
ゼの両酵素活性を阻害し、ビタミン K の肝に
おける再利用を止め、ヒドロキノン型ビタミ
ン K の生成を阻害する。血液凝固因子（プロ
トロンビン、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ、プロテイン C と S）
はビタミン K 依存性カルボキシラーゼの存
在下で前駆体分子（ヒドロキノン型ビタミン
K）のアミノ末端側のグルタミン酸（Glu）
残基がγ－カルボキシグルタミン酸（Gla）
残基に変換されて生成される。プロトロンビ
ン、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ因子は、Gla 残基を持つこと
により Ca2+と結合ができ、血液中で凝血作
用を発現する。 
一方で、乳児では、ビタミン K 欠乏による

出血症をきたすことがある。そのため、ビタ
ミン K シロップ製剤の経口投与や筋肉注射
などがビタミン K 欠乏性出血症の予防法と
して行われ、ビタミン K 欠乏性出血症の発症
を予防しているのが現状である。しかし、稀
ではなるものの、これらの予防法による壊死
性腸炎や筋肉拘縮なども報告されているこ
とから、これらの予防法とは異なる乳児にと
って負担の少ないビタミン K 投与法の開発
が必要と考えられる。 
ビタミン K を多く含む食品としてはホウ

レンソウ、ケール、ブロッコリー、シソ、ア
シタバ、クレソン、春菊、小松菜、ニラなど
が代表的である。納豆もビタミン K 高含量食

品であるが前述の野菜と異なり、大豆自体の
ビタミン K 含量は低いが発酵させる納豆菌
が大量のビタミン K を生成する。 
納豆には抗酸化の作用がある報告がある

上に、大豆イソフラボンの健康食品としての
有用性が認識されたため FDA は１日で 25g
の大豆蛋白の摂取を推薦している。納豆はか
なりの日本人にとって習慣的食品となって
おり、嗜好性も高く、大豆の適切な供給源で
ある。さらに、米国とヨーロッパでも東洋の
食品店では広く入手可能である。これらの作
用はビタミンＫとは独立した効果であり、大
豆イソフラボンの効果が期待できる。 
納豆については表面の粘質物がビタミンK

を高濃度に含むことに加え、食された納豆菌
が摂食後数日間小腸でビタミン K を合成し
続ける成績がある。しかし納豆菌の腸内生存
の状態は腸内細菌叢と排便の状態に大きく
左右されると考えられ、納豆経口摂取後の血
漿ビタミン K 濃度は個々の摂食者間でも腸
の状態の影響を受け納豆摂取による血中ビ
タミン K 値は安定しないと思われる。 
しかしながら、納豆などのビタミン K 高含

有である食品を授乳婦がすることで母乳中
にビタミン K が移行し、乳児のビタミン K
摂取量の増加につながれば、現在行われてい
るビタミン K 高含有のシロップ投与や筋肉
注射など侵襲性の高い予防法ではなく、侵襲
性の低い予防法を確立することができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、納豆などビタミン K 高含有な

食品を摂取した授乳婦の母乳を介して乳児
におけるビタミン K 摂取量の増加を図るこ
とを目的として、人乳中のビタミン K 濃度を
HPLC 法により測定した。 

 
３．研究の方法 
研究の趣旨を説明し、賛同を得られた授乳

婦から母乳の提供を受けた。これらの母乳を
試料とし、試料は各項目の測定まで－80℃に
て冷凍保存した。 
母乳中のビタミンＫ濃度をするため、母乳

中のビタミンＫの抽出は下記の通り行った。
均質化した試料 0.1g(W)を要領 50ml 褐色遠
心管にとり、メタノール適量を加えて振とう
(200 回/分、10 分間)した。遠心分離(2,500 回
転/分、5 分間)した後に、メタノール層 6ml
を要領 50ml 褐色遠心管に分取し、水 1ml、
n-ヘキサン 8ml を加えて振とう(200 回/分、5
分間)する。遠心分離(2，500回転/分5分間) し
て n-ヘキサン層 5mlを容量 10ml褐色遠心管
に分取し、n-ヘキサンを減圧留去した。人乳
中のビタミンＫ精製については、n-ヘキサン
留去後の残留物に、n-ヘキサン 2ml を加えて
溶解し、Sep-pak シリカカートリッジに通し
た。さらに容器を n-ヘキサン 1ml で洗浄し、
洗液を Sep-pak シリカカートリッジに注い
だのち、溶出液を捨て、さらに n-ヘキサン
10ml で洗浄した。次にジエチルエーテル-n-



ヘキサン混液(4：96V/V)5ml で溶出し、この
溶出液を容量 10ml 共栓付褐色遠心管に採取
し、ジエチルエーテル-n-ヘキサン混液を留去
する。残留物にエタノール 200μＬを加えて
溶かし、測定用試験溶液とした。 
高速液体クロマトグラフィー法による測

定条件としては、分離カラム（内径 4.6mm、
長さ 250mm TSKgel ODS-120T）、プレ
カラム（内径 4.6mm、長さ 50mm  TSKgel 
ODS-120T）、還元カラム（内径 4.0mm、長
さ 15mm RC10）、移動相（エタノール-メ
タノール混液(5：95V/V)）、移動相流量：1.0ml/
分、プレカラム洗浄液：エタノール-メタノー
ル混液(1：1V/V)、プレカラム洗浄液流量：
1.0ml/分、検出器：励起波長 320nm、蛍光波
長 430nm、移動相切り替え時間：5 分間 移
動相カラムコンディショニング、5 分後 検
液注入 カラムスイッチング(プレカラムを
系から外す)、25 分間 プレカラム洗浄(プレ
カラム洗浄液を逆方向から流す)とした。 

 
４．研究成果 
メタノール-エタノール混合液を移動相と

する HPLC 法を用いて、母乳中のビタミン K
濃度の解析法を検討した。 
移動相はエタノール：メタノール=5：95

が望ましく、この条件では絶対検量線法で
MK-４、MK-７、PK のそれぞれで直線性を
有する検量線を得た。 
母乳中のビタミンＫ濃度は、MK-４が 1.9

±1.0ng/mL、PKが2.8±1.0ng/mLであった。
MK-4 と PK の合計値をビタミン K 濃度とし
ていた先行研究と比較すると本研究の測定
結果は同程度であった。 
本研究では、納豆摂取が授乳婦の母乳中の

ビタミン K 濃度に与える影響を検討するに
は至らなかったが、HPLC 法が母乳中のビタ
ミン K である MK-4、PK の測定法として有
用であることを明らかにした。母乳中のビタ
ミン K 濃度の測定法を確立したことは、食品
中のビタミン K が授乳婦の体内から母乳に
移行するメカニズムを解明する一助になる
と考えられた。さらに、現在の乳児ビタミン
K 欠乏性出血症の予防法を、乳児にとって侵
襲性のあるビタミン K 含有製剤の筋肉注射
や経口投与などから、乳児にとって侵襲性の
ない納豆などビタミン K 高含有な食品の摂
取と母乳哺育へと変更しる可能性を明らか
にしたことは意義があると考えられた。 
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