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研究成果の概要（和文）：食品に含まれる疑似ビタミンB12（B12）を精密に分析し，疑似B12の生体に及ぼす影響を検
討した．B12の主要な供給源である魚介類や乳製品などに含まれる疑似B12を液体クロマトグラム質量分析機を用いて精
密に分析した．ほとんどの食品には真のB12が主要なコリノイドであったが、食用藍藻や一部の巻貝は疑似Ｂ12の一種
であるシュードB12が含まれていた．食品に含まれるシュードB12は，ヒトでB12の腸管吸収に関与する内因子との結合
能が低いために腸管吸収され難く，体内に吸収された場合でも細胞内のB12依存性酵素に対して阻害作用を示さないこ
とが明らかとなり，生体に悪影響を及ぼさないことが示唆された.

研究成果の概要（英文）：Foods derived from animals, namely fish, shellfish, and milk, are considered 
major dietary sources of vitamin B12 (B12). When food corrinoids were characterized using liquid 
chromatography-electrospray ionization/tandem mass spectrometry, certain food items (edible cyanobacteria 
and snails) contained pseduo B12 inactive in humans. Intrinsic factor involved in the gastrointestinal 
absorption of B12 preferentially bind B12 in the presence of pseudoB12 under physiological conditions. 
PseudoB12 did not function as cofactors of B12-depedent enzymes of COS7 cultured cells. These results 
suggest that pseudoB12 does not have the ability to act as a B12 antagonist in mammals.

研究分野： 食品栄養科学

キーワード： ビタミンB12　神経障害　欠乏症　擬似ビタミン　貝類　藻類　キノコ類　乳類
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様	 式	 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通）	 

１．	 研究開始当初の背景 
	 ビタミン B12（B12）は，深紅の水溶性ビタ

ミンであり，我国の食事摂取基準では推奨量

2.4μｇ/日と極めて微量で有効である．B12

は微生物のみで生合成され，自然界の食物連

鎖により，動物組織へと蓄積されるため，動

物性食品が B12 の良い供給源となっている．

しかし，我々が日常的に摂取している食品に

含まれる B12 化合物の詳細な分子種について

はこれまで不明であった．そこで，私は我国

の主要な B12 供給源（食品）に含まれる B12

化合物を分析した結果，多種多様な疑似 B12

が多量に含まれていることを明らかにした

（図 1）(1)．これら疑似 B12 の生体に及ぼす

影響や細胞内代謝などについては不明であ

り，もし日常的に疑似 B12 を摂取することが

B12 の吸収を妨げ，細胞内で B12 の代謝系を

阻害することになれば，加齢に伴う体内 B12

量の減少に拍車をかけ，今後，我国の高齢者

において B12 欠乏性神経障害の発症が深刻な

社会問題となることが予測される	 (2)．この

ような状況から，食品に含まれる多種多様な

疑似 B12 が生体に及ぼす影響について詳細に

検討することは，超高齢社会の我国において

疾病予防の観点からも重要な研究課題であ

る．	 

	 

図1.天然に存在する擬似ビタミンB12の構造	 

1)シュード B12 あるいはアデニルコバミド，

2)2-メチルアデニルコバミド，3)2-メチルメ

ルカプトアデニルコバミドあるいはFactor	 S，

4)5-メトキシベンズイミダゾリルコバミド

あるいは FactorⅢm，5)5-ヒドロキシベンズ

イミダゾリルコバミド，6)ベンズイミダゾリ

ルコバミド，7)p-クレゾリルコバミド	 

	 

B12 の腸管吸収や血中輸送は，複数の特異的

な B12 結合タンパク質とその受容体を介して

行われるが(3)，B12 の構造が微細に変化した

疑似 B12 は，これら生体に存在する幾重もの

選別機構をすり抜け，細胞内へと輸送・代謝

され，B12 酵素の機能に重大な影響を及ぼす

可能性が考えられる．	 

	 食品や生体成分中に微量に存在する多種

多様な疑似 B12 を液体クロマトグラム質量分

析機（LC/ESI-MS/MS）で精密に解析・定量す

る方法を開発した(4)ので，本分析ツールを

駆使して本研究課題に取り組んだ．	 

２．研究の目的	 

	 疑似 B12 の生体に及ぼす影響や細胞内代謝

については不明であり，日常的に疑似 B12 を

摂取することが B12 の吸収を妨げ，細胞内で

B12 の代謝系を阻害することになれば，B12

欠乏症に基づく疾患（神経障害）の発症が危

惧される．そこで，食品に含まれる疑似 B12

を網羅的に分析し，疑似 B12 の生体に及ぼす

影響を精密に解析した結果を正確な栄養情

報として国民に提供することが本研究の目

的である．	 

３．研究の方法	 

（１）	 試料	 

	 主な試薬として，シアノコバラミン(Sigma	 

社製)，B12	 定量用基礎培地(日水製薬社製)，

シリカゲル 60TLC アルミニウムシート(Merck

社製)を用いた．その他全ての試薬には，特

級試薬を用いた．分析試料（食品）は、我国

や海外の市場で流通しているものを購入し

た．	 

（２）	 B12化合物の抽出・定量法	 

	 B12化合物の定量は，五訂増補日本食品標準

成分表で採用されている分析マニュアルに

準じて Lactobacillus	 delbrueckii	 subsp.	 

lactis	 ATCC	 7830	 を用いた微生物的定量法

で行った(5)．各種試料はミキサーや乳鉢で

破砕・均質化した後，正確に 2	 g 秤量し，0.2	 

mg シアン化カリウムを含む 0.1	 mol/L 酢酸緩

衝液(pH	 4.5)50	 mL 中で B12化合物をドラフト

内にて 30 分間 94℃で加熱抽出した．また，

本定量菌は B12 以外にデオキシリボースやデ

オキシリボヌクレオチド(アルカリ耐性因

子)にも反応するため，総 B12量からアルカリ

耐性因子量を差し引き，試料中の B12 化合物

含量を算出した．	 

（３）	 B12 依存性大腸菌 Escherichia	 coli	 

215 を用いたバイオオートグラム分

析	 

	 上述の抽出液を Sep-Pak	 Plus®	 C18 で 20 倍

に濃縮し，標準 B12並びにシュード B12溶液と

ともにシリカゲル 60TLC アルミニウムシート

に１μLを負荷し，展開溶媒[2-プロパノール

/アンモニア水/蒸留水(7:2:1)]を用いて室

温で展開させた．展開した TLC プレートは風



乾後，B12依存性大腸菌 E.	 coli	 215 によるバ

イオオートグラム分析を行った(6)．	 

（４）	 液体クロマトグラム質量分析による

B12化合物の分析	 

	 上述の抽出液(50	 mL)を Esai-Extract	 

Vitamin	 B12 イムノアフィニテイーカラム

（R-Biopharm 社製）に負荷し，製品のプロト

コールに従ってコリノイド化合物を精製し

た．精製したコリノイド化合物，標準 B12 な

らびにシュード B12を 0.1%	 (v/v)	 酢酸に溶解

し，メンブレンフィルター（Nanosep	 MF,	 0.4	 

μm）でろ過した後，2	 μL を Ultra-Fast	 

LC/LCMS-IT-TOF システム(島津社製)で分析

した．HPLC カラムは InertSustain 	 C18	 

column	 (3	 μm，2.0×100	 mm,	 GL サイエンス

社製)を用い，カラム温度 40℃，流速 0.2	 

mL/min で，B12化合物を移動相 A	 [0.1%（v/v）

酢酸]	 と移動相 B(100％メタノール)のリニ

アグラジェント(0-5	 min，15%	 B;	 5-11	 min，

15-90%	 B;	 11-15	 min，90-15%	 B)で溶出した．

ESI-MS はポジテイブイオンモードで，衝突ガ

スにはアルゴンを使用した．本実験で使用し

た LC/ESI-MS 条件下では Bl2化合物は 2 価イ

オンを形成するため，B12化合物の検出は各標

準コリノイド化合物の分子イオン[M＋2H]2+	 

[B12， C63H87CoN14O14P，精密質量 1354.5674	 

g/mol]	 (m/z	 678.2943)，シュード Bl2（アデ

ニルシアノコバミド，C59H83CoN17O14P，精密質

量 1343.5374	 g/mol)	 (m/z	 672.7785)）で行

った．	 

４．研究成果	 

	 B12は主に動物性食品に含まれており，魚

介類や乳製品などが主要な B12 供給源であ

る．これら食品中の疑似 B12 の分布を

LC/ESI-MS/MS で精密に分析した．	 

（１）	 チーズ	 

	 チーズの熟成に関与する乳酸菌やプロピ

オン酸菌などの類縁種にはシュード B12 の

生合成能を有するものが存在する(7)．そこ

で，我国で市販されている 26 種類のナチュ

ラルチーズの B12 含量を測定すると共に

LC/ESI-MS/MS 分析により B12 化合物を同定

した．ナチュラルチーズ湿重量 100	 g あた

りの B12含量は，	 ハード・セミハードタイ

プとウオッシュタイプのチーズで 2	 μg 程

度と高く，山羊とフレッシュタイプのチー

ズで 1	 μg 以下のものが多く低かった．ま

た，乾燥重量 100	 g あたりでもハード・セ

ミハードタイプとウオッシュタイプのチー

ズの B12 含量が他のチーズと比較して高か

った．LC/ESI-MS/MS 分析では，標準 B12に由

来するm/z	 678.2914のイオンピークが保持

時間 7.5 分に溶出され，MS/MS 解析から下

方配位子α - リバゾール -5'- リ ン酸

（C14H19N2O7P,	 精密質量 358.0929	 g/mol）

に由来するシグナルがm/z	 359.0986に検出

された．ゴーダチーズの精製物では，保持

時間 7.5 分の B12（m/z	 678.2914）に由来す

るイオンピークが検出された．MS/MS 解析

からそれぞれの下方配位子に由来するシグ

ナルが m/z	 359.0986 に検出され，標準 B12
と一致していた．今回分析したほとんどの

ナチュラルチーズで同様の結果となったが，

一部のチーズでは B12以外にシュード B12の

保持時間や質量に一致する微弱なイオンシ

グナルが検出されたが，MS/MS 解析できず

シュード B12 として同定するには至らなか

った．以上の結果から，ナチュルチーズの

主要なコリノイドは B12 であることが明ら

かとなった．	 	 

（２）卵	 

	 鶏卵（生および茹で）には，湿重量 100	 g	 あ

たり 0.9	 μg	 の	 B12	 が含まれているが，その

ほとんどが卵黄に存在しており，スクランブ

ルエッグなどの卵料理からの B12 の生体利用

利は 10％以下と他の動物性食品と比べて低

いことが報告されている(9)．一方，卵加工

品ピータンの卵黄と卵白には湿重量 100g あ

たり，それぞれ 1.9μg と 0.8μg の B12 が含

まれていた.	 LC/ESI-MS/MS 分析の結果，卵黄

と卵白ともに主要なコリノイド化合物は B12

であった．卵黄と卵白に含まれる B12は，

Sephadex	 G-50 のゲルろ過において両者とも

に高分子画分に溶出された．卵黄と卵白を人

工消化したところ，卵黄に含まれる B12の約

52％が遊離型 B12画分に溶出されたが，卵白

からは遊離型 B12が生成されなかった．以上

の結果から，ピータンの卵黄には消化されや

すい B12 が含まれていることが明らかとなり，

ピータンは吸収されやすい B12 を含む卵加工

品であることが判明した．	 

（３）	 貝および加工品	 

	 我国において魚介類は主要な B12 供給源

であり，摂取頻度の高いアサリやカキは

B12 含量も高く，真の B12 を含んでいるこ

とが報告されている(1)．本研究では，シジ

ミなどの他の二枚貝や巻貝などの B12 含量

を測定すると共に疑似 B12 の分布を

LC/ESI-MS/MS で分析した．ヤマトシジミは高

い B12 含量を示し，真の B12 が大半を占めて

いたが少量のシュード B12 や未同定コリノイ

ド化合物が含まれていた．その他の二枚貝と

してムール貝，帆立貝，赤貝などは真の B12

を多量に含んでいたが，巻貝のアワビやタニ

シの B12 含量は低く，シュード B12 が 10％程

度含まれていた．摂取頻度が高い巻貝として

サザエとバイ貝を分析した結果，サザエの

B12 含量は低く，シュード B12 が主要なコリ

ノド化合物であった．一方，バイ貝は B12 含

量が高く，シュード B12 は検出されなかった．



また，エスカルゴは B12 含量が低く Factor	 S

や Factor	 Ⅲm が検出された．以上の結果か

ら，プランクトンを摂食する二枚貝や肉食性

巻貝のバイ貝はB12含量も高く，シュードB12

は検出されなかったが，草食性の巻貝は B12

含量が少なく，シュード B12 をはじめ多様な

擬似 B12 が含まれていることが明らかとなっ

た．	 

（４）藻類（微細藻類を含む）	 

	 植物には B12 の生合成系も B12 補酵素を必

要とする酵素も存在しないと考えられてい

るが，一部の藻類（特に紅藻）に多量の真 B12

が含まれることが報告されている(1)．そこ

で，中国産，台湾産，オーストラリア産，英

国産の紅藻の B12 含量を測定すると共に B12

化合物を LC/ESI-MS/MS で同定した．その結

果，いずれの紅藻においても主要なコリノイ

ドは B12 であったが，中国産紅藻に微量のシ

ュード B12 が検出された．また，栄養補助食

品として流通している緑藻クロレラ錠剤 19

種類の B12 含量を測定した結果，100g あたり

の B12 含量が 200μg 以上の錠剤も多数存在

していたが，B12 を含まない錠剤もあった．

B12 を多量に含むサンプルのコリノイド化合

物を LC/ESI-MS/MS で分析した結果，一部の

クロレラに脱コバルトコリノイドや Factor	 

Ⅲm が検出された．クロレラは生育に B12 を

要求しないが，培地中に B12 を添加すると細

胞内に取り込み，補酵素型 B12 に変換した後，

B12 酵素の補酵素として利用していることが

明らかとなった．以上の結果から，B12 供給

源として食用藻類を活用する場合は，真 B12

含量を精密に分析する必要があることが明

らかとなった．	 

（５）	 キノコ	 

	 ヨーロッパのベジタリアンが日常的に摂

取している野生キノコ（アンズタケと黒ラッ

パタケ）に真の B12 が含まれていたため(10)，	 

	 

図 2.ビタミン B12[c-lactone]の構造式	 

我国で食用とされる野生および人工栽培キ

ノコの B12 含量とコリノイド化合物を

LC/ESI-MS/MS 分析した．その結果，生および

乾燥シイタケの B12 含量は他のキノコに比べ

て高かった．一部の乾燥シイタケやヤマブジ

タケには非天然型 	 B12 同族体である

B12[c-lactone]が検出され（図 2），有機塩素

系抗菌剤と B12 が反応して B12[c-lactone]

を生成することを明らかにした．以上の結果

から，キノコの B12 含量は低く，また

B12[c-lactone]を含むものが存在すること

から，B12 の供給源にならないことが示唆さ

れた．	 

（６）シュード B12 の生体に及ぼす影響	 

	 シュード B12 の生体に及ぼす影響を検討と

するために，新規な B12 酵素阻害剤を開発し

た．B12 の下方配位子のリボース 5’-	 水酸

基にドデシルアミンを導入した B12 誘導体を

合成した．本 B12 誘導体をサル腎臓由来 COS7

細胞に処理したところ，B12 依存酵素活性が

顕著に阻害された．一方，同様な実験系でシ

ュード B12 を培養細胞に処理したが，B12 依

存性酵素活性には全く影響を及ぼさなかっ

た．また，本培養細胞より調製したアポ型 B12

依存性酵素おいても補酵素型のシュード B12

は補酵素作用を示さなかった．	 

	 以上の結果から，食品に含まれるシュード

B12 は，ヒトで B12 の腸管吸収に機能する内

因子との結合能が低いために腸管吸収され

難いことが推察された．また，万が一，体内

に吸収された場合でも細胞内の B12 依存性酵

素に対して阻害作用を示さないことから，生

体に悪影響を及ぼさないことが示唆された．	 
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