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緒 言

成人における葉酸の基準値は，血清で ，赤血球で （細胞）とされている．
赤血球で見た場合， （細胞）以下になると造血機能の異常をきたし，巨赤芽球貧血，神経
障害，腸機能不全などが起こる．葉酸が減少すると血清中の葉酸は急速に減少するが，赤血球中で
は カ月まで変化はみられていない．葉酸欠乏がおこりやすい原因は，貯蔵機能に限界があること，
成長期に多量に消費されることおよび摂取量があまり多くないことなどが挙げられる．葉酸が欠乏



すると巨赤芽球性貧血を引き起こすが，そのメカニズムは次のように説明されている ）．すなわち，
細胞が増殖（すなわち組織が傷を受けたり切除された時などに細胞が分裂し数を増やす）するため
には， の合成が必要であり，葉酸はこの の重要な成分である核酸塩基（プリン塩基，
ピリミジン塩基）を合成する酵素の補酵素になる．したがって葉酸欠乏症になると，通常，細胞の
増殖が盛んに行われているところ，例えば骨髄中では細胞の増殖が障害され，血球成分の産生がう
まくいかず貧血を起こすことになる．
葉酸は，その補酵素型であるテトラヒドロ葉酸（ ）

を始めテトラヒドロ葉酸誘導体が種々の生体内代謝，すなわち炭素原子の受け渡しの反応 炭素原
子を葉酸の補酵素型がメチル基（ ）やホルミル基（ ）の形で受け取ったり供与したりす
る反応 に関与する酵素の補酵素として働いている ）．葉酸の代謝上での重要な役割は， 核酸
（ や ）の合成に必須なプリン塩基の合成， の合成に必要なピリジンヌクレオチド
の 種であるチミジル酸（ ）の合成および グリシン，セリンおよびメチオニンなどのアミ
ノ酸代謝である．葉酸欠乏になると のアミノ酸代謝が障害されるとともに，一番問題となるのは
と の経路がうまく進まず，細胞分裂に必要なプリン塩基やチミジル酸などの の素材の供

給ができなくなってしまうことである．そうなれば生体内で分裂や増殖が通常行われている骨髄で
の細胞分裂に影響を与え，貧血という症状が出現してくる ）．葉酸の補酵素型は様々な物質に炭素
原子を与えたり，もらったりすると共にその補酵素自身も他の反応に必要な補酵素に変換し，一定
の葉酸補酵素型のバランスを維持している．したがって葉酸の流れがうまくいかなくなると，葉酸
補酵素型全体に影響を及ぼし，細胞の分裂や増殖がうまくいかなくなる ）．
また， 年 月 日の新聞記事（ 妊娠前から葉酸を ）では，厚生省が，妊娠可能な年齢の女
性に対して葉酸を摂取するように都道府県や全国の医療機関に要請したというものだった．その理
由は，葉酸の摂取によって二分脊椎など先天異常の子を出産する危険性を減らすことができるから
だという．日本では，妊娠可能な女性に対して葉酸の摂取を呼びかけるのは初めてのことだが，ア
メリカではすでに 年に二分脊椎およびその他の （神経管障害）児の再発を防止するため
に （ ）から医学的ガイドラインが発表されている．その内容
は以下のようなものである

の発生防止については，妊娠可能な婦人は葉酸を含む食品（緑黄色野菜など）や葉酸
添加食品を食べ，葉酸塩（エステル）あるいは葉酸の摂取量を増加させる．

．妊娠を予定している婦人は，受胎計画時から妊娠第 週までの間，葉酸を 日あたり
摂取すべきである．

再発防止については， 児を出産するリスクの高い婦人はカウンセリングを受ける
べきである．そのうち，妊娠を希望している人には，妊娠第 週まで 日 ないし
の葉酸が処方されるべきである．

これらは 年にイギリスでも同じ内容の警告がなされている．またアメリカでは， 年 月
に （ ）によって葉酸を含む食品や補助食品にこのビタミンが先天
性欠損の危険を減らすと表記することを認め， 年からは穀類製品には の添加が法
的に定められている．このような動きは，次のような報告から検討されたためである．胎児では血
液中に 倍量の葉酸が存在し，これは，胎児における葉酸の要求量が増大していることを表してい
る．よって，妊娠中に葉酸の摂取量が不足すると，胎児の発育に影響が起こるのである．動物にお
いては妊娠中の葉酸欠乏によって，胎児に心血管系，泌尿生殖器などに異常が観察されている．
先天異常とは，出生前の個体の発生や発育の過程に起こった障害によってもたらされる修復しえ

ない形態や機能のひずみである．特に妊娠初期に，母体が遺伝因子や環境因子の影響を受けると胎
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児発育が阻害され，異常が引き起こされる． も先天異常のひとつで，頭部および尾部神経管
の閉鎖不全による中枢神経系の異常を総称したもので，重篤な外表奇形のひとつである． 児
の発生頻度は，初産では出生割合の だが，一度 児を出産した婦人での再発率は初産の

倍であるとされている． の発生の原因は，古くは病害を受けたジャガイモの摂取が原
因ではないかと疑われていたが，その後の研究により，発生率は社会経済階級と関係があることが
わかった．実際に，社会経済階級の低い婦人では，葉酸，アスコルビン酸，リボフラミンやビタミ
ン のレベルが低くなっていた．特に 児を出産した母親で赤血球の葉酸が減少していた．こ
のようなことから の発症が，栄養状態と関連があるらしいことが疫学研究によって示唆され
ている ）．

らは 一つあるいは複数のビタミンが の因果関係に関与している． という仮説
をもとに，一連の介入研究を実施しており，既に 人以上の 児を出産した婦人を対象に，総
合ビタミン剤を用いて の再発に対する影響を検討した．イギリス国内 センターでのコホー
ト研究の結果では，ビタミン剤服用者 人の 再発率が ％と，ビタミン剤非服用者 人
の 再発率 ％に比較して著しく減少していた．一方南ウェールズ地区での調査では，妊娠
前および妊娠初期に葉酸 日を与えた婦人では の再発は見られていない．これらの婦人
の赤血球葉酸濃度は，服用者で と非服用者の に比べ高くなっていた．次に，

児を出産したことがない婦人，あるいは 発生率の低い北アメリカにおける婦人に対する
葉酸の予防効果が検討されている．ニューイングランド地方でのコホート研究では，妊娠中に葉酸
を含むビタミン剤を服用すると， 発生率が と，非服用者の に比べ低下して
いる．また，ボストンとトロントにおけるケース・コントロール研究でも，受胎前後から葉酸
（ 日）を含むビタミン剤を服用すると， 発生リスクは約 ％低下している．イギリスの

（ ）ビタミン研究グループは，欧州 カ国 センターにおいて，葉
酸の 予防結果を検討したところ，妊婦に葉酸を 日に 服用させた結果， 発生率
は約 ％（ 人中 人）で，非服用者では約 ％（ 人中 人）であった．よって，葉酸摂取
による予防結果は ％となる．この他にも，ハンガリーや西オーストラリアでも葉酸摂取による

の予防効果が認められている ）．
以上のことより，疫学研究の結果を総合的に判断すると，受胎前後における葉酸あるいは総合ビ

タミン剤の服用が， の発生や再発の予防に有効であることが分かる．逆に言えば，妊娠中に
葉酸が欠乏することによって， 合成が阻害され，細胞分裂が活発に行われている胎児細胞に
影響が出て，種々の形態異常が引起こされているのではないかという仮説が成立つ．更に，葉酸が

以外の先天異常の発生や再発防止にも効果があるのではないかと興味が持たれている．ハン
ガリーにおけるコホート研究よると，出産時における主要な先天異常（先天性水頭症，心血管系異
常，牛眼，口蓋裂，口唇裂，ダウン症など）の発生率は，妊娠時にビタミン剤を服用している人と，
ミネラル剤を服用していた人に比べて低下していた．アメリカのカリフォルニア先天異常モニタリ
ングプログラムの調査では，先天異常の一種，口唇裂の予防にも高濃度の葉酸（ 日）を含ん
だ総合ビタミン剤が有効であることを報告している．しかし，生理的服用量（ ）でも葉酸で
の予防効果は認められている．このように，受胎前後および胎生期における総合ビタミン剤，特に
葉酸の服用は， ばかりでなくその他の先天異常の発生を減少させることが示されている．

やその他の先天異常の発生および再発を防止するには，受胎前後にそれぞれ 日あたり
の葉酸の摂取することが推奨されている． 日摂取している婦人では， の発生率

が ％減少している．これは，予防医学的に重要な意義を持っており，出生前診断や選択的中絶に
代わる一次的予防法である．西オーストラリアでも妊婦に の葉酸摂取が推奨されており，
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妊婦の 予防に対する意識が変わってきているという．最近の調査では，計画的に妊娠した婦
人の受胎前後の葉酸服用率は 年には ％であったが， 年には ％になっている．葉酸
の摂取量と赤血球の葉酸レベルとの関係からみると， の摂取でも の予防効果が期待さ
れる．しかし 以上摂取すると，心血管障害が懸念される血漿ホモシステイン量の増加を防
ぐことができる．また 摂取した場合には，増加した血漿ホモシステイン量を正常にするこ
とが可能である．我国でも，アメリカなどの欧米諸国に遅れはしたものの葉酸に対する認識が高く
なりつつあるが，意識レベルが必ずしも高いとは言えない．それは一方で，葉酸を摂取することが
サプリメント的に行われているためであり，日常の食品への関心，すなわち日常食する中で葉酸を
どのように摂取するのかについての関心が薄いとも言える．
本研究は，食品中に含まれる葉酸の含有量測定に関する内容であるが，葉酸への関心と日常摂取

を高める観点から，ほうれん草を用いた葉酸とその存在形態を明らかにする定量法についての提案
である．

実 験

試薬

標準試料として， （ ），
，および

は 製 特 級 を， （ ），
（ ）はいずれも和光純薬工業製特級を用いた．酢酸，酢酸アンモニウム， アスコルビン酸，
メルカプトエタノール，アセトニトリルおよび ％アンモニア水はいずれも和光純薬工業製特級
を用いた．抽出溶媒として， に調整した 酢酸アンモニウム（ アスコルビン酸，

メルカプトエタノールを含む）を調製した．溶媒として用いた純水は，すべて 純水
製造システム（ 製）により精製したものを使用した．固相抽出用のカートリッジとして，

， （いずれも 社製）および （ 社製）を用いた．

装置および分析条件

遠心分離機に （コクサン製）を用いた． 部として，高速液体クロマトグラフ（日本
分光製）， 検出器 ，送液ポンプ ，データ処理装置クロマトパック（ ）を使
用． 部として， （ 製）を使用．カラムとして，
（ 製， ）を，移動相として ％酢酸水溶液を含む ％アセトニトリ
ル水溶液を用いた．流量を とした．

固相抽出法による分析試料の前処理

液体クロマトグラフィー（ ）を用いて試料の分析を行う前に，試料の形態やマトリックス
あるいは濃度に依存して，抽出，溶解，ろ過および希釈等，試料に対する前処理が必要になること
が多い ）．葉酸を定量する際に従来行われてきた前処理法として， 処理や

処理などが行われてきたが，これらの方法では長時間を費やすために，その迅速性において
改良が求められてきた ）．ここでは，試料中の夾雑物を除くと同時に，極微量の葉酸を濃縮する
ことを目的として，固相抽出法とカラムスイッチング法を前処理法として検討した．
固相抽出とは， 水溶液中の分析目的化合物，或いは望ましくない不純物を，高速液体クロマト
グラフィーに用いられる充填剤等を含んだ固相抽出剤を用いて補足するか，或いは選択的に除去す
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ること である．固相抽出剤として要求される条件としては， 化学的に安定であること， 分析
目的物質を迅速に抽出できること， 抽出した物質を迅速に溶離できること， 抽出容量が大きい
ことなどがあげられる．本研究では，分析用カラムと のイオン源の汚染を防ぐことを重要
視し， 段階の固相抽出を行った． 段階の固相抽出法とは， カートリッジおよび

カートリッジを用いて，試料中の葉酸を用手法的に固相抽出を行い，次に 分
析時に，カラムスイッチング法を用いて，分析試料中の葉酸より保持時間の長い共存物質をプレカ
ラムに保持させることによって，葉酸成分部分のみを分析カラムに導入するものである．こうした
段階の固相抽出法を併用することによって繰返し分析が可能になり，また極微量である試料サン

プル中の葉酸の濃度を濃縮することで定量できる検出下限を更に低くすることが可能になった．

食品からの葉酸の抽出および定量

葉酸の重要性への関心が高まってきていることは緒言でも述べたが，葉酸の存在形態は多様であ
り，体内での代謝機構の中においても何種類にも変化する．また，体内中においても天然物中にお
いても，葉酸の含有量は非常に微量である．葉酸が生体に非常に重要であることが認識され始めた
今，食品中や生体内中の葉酸濃度を知ることが望まれている ）．しかし，食品を定量の対象とし
たときには，天然物中には葉酸の形が の形をとるものや の形をとる
ものがあり，その存在量と共に存在形態を明確に把握する必要がある．液体クロマトグラフィー
質量分析（ ）法は，信頼性が高くその正確さも他の手法に比べて高いと言われているが，今
までに 法による葉酸の定量に関する報告はほとんどない ）．また，食品中の葉酸の定量を
行う時にも， による分子構造情報が得られるので， 処理などの長時間を費やす前処
理は必要ではなく，分析時間も大幅に短縮される．本研究では，食品中の葉酸を定量するために迅
速かつ精度の高い分析法の確立を目指した．食品中の葉酸を定量する際，以前から最重要視される
のが葉酸を抽出する過程である．本研究ではまず，食品からの葉酸の抽出ということで，食品中の
葉酸の多様な形態を想定し，抽出溶媒に還元剤（ アスコルビン酸および メルカプト
エタノール）を混合することにした．これは，食品中に含まれる不安定な還元型葉酸の酸化防止を
目的としたものである．すなわち，食品を対象とした時に，同じ食品でも，品種，季節や保存方法，
調理方法およびその時間などによって異なり，コメの場合には，その部位によっても異なり，調理
によって損失する葉酸化合物はほとんどが （ホルミルテトラヒドロ）葉酸誘導体である ）．
また，一般に，野菜にはホルミル型葉酸が多く，魚や肉類には熱に比較的安定なメチル型葉酸が多
い ）．したがって，抽出の過程においては還元剤の重要性が考えられる．また，葉酸を抽出する
ための加熱処理は， で 分間とした．
ほうれん草の葉を秤量し，その 倍量の 酢酸アンモニウム水溶液（ ， メル
カプトエタノールおよび アスコルビン酸を含む）を加え乳鉢で粉砕し，更に水浴中で 分間
加熱処理を行う．その後，遠心分離処理（ ， 分間）を行い，その上清を回収する．この
試料中の不純物を除去する目的で，固相カートリッジを用いる抽出を行った．初めに カー
トリッジによって， 蒸留水，アセトニトリルおよび 酢酸アンモニウム水溶液で固相カート
リッジの平衡化を行う． ほうれん草からの試料を固相カートリッジに負荷する． 酢酸ア
ンモニウム水溶液（ ， メルカプトエタノールおよび アスコルビン酸を含む）
および ％アセトニトリル 酢酸アンモニウム水溶液（ ， メルカプトエタノー
ルよび アスコルビン酸を含む）で洗浄する． ％アセトニトリル 酢酸アンモニウ
ム水溶液（ ， メルカプトエタノールおよび アスコルビン酸を含む）で，カー
トリッジから葉酸を溶出させる．以上の操作を行った後， から溶出した試料を 倍に希釈し，次
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に カートリッジを用いて上述の の操作を行い，その後 ％アセトニトリ
ル 酢酸アンモニウム水溶液（ ， メルカプトエタノールおよび アスコル
ビン酸を含む）で溶出させた．以上の過程を に示した．得られた溶出液を，カラムスイッチ
ング法を設定した に導入した．

前段でほうれん草から固相抽出した分析試料を，あらかじめ条件設定した に 注入し，
クロマトグラムおよびマススペクトルを測定する．次に，あらかじめ作成した葉酸各種標準試料の
検量線により，ほうれん草サンプル中の葉酸濃度を算出する．ここで用いる システムのカ
ラムスイッチングの設定は次の通りである 分析カラムの前に，前処理用のプレカラムを接続し，
溶離液の流路を切り換えることにより，葉酸より保持時間の長い物質やイオン化しにくい試料中の
共存物質を除去するというものである．今回実際に用いたシステム図を に示す ）．バルブを
インの状態（すなわちプレカラムと分析カラムが連結されている状態）にしておき，インジェクター
よりほうれん草サンプルを抽入する．ほうれん草サンプル中の葉酸， ， および一
部の共存物質は，前処理カラムを通り，分析カラムに保持されるが，残りの物質は前処理カラムで
保持させた状態である．分析試料を注入して 分後，カラムをアウトの状態（プレカラムと分析カ
ラムが切り離されている状態）に切り替え，プレカラムに保持されている共存物質を除去する．そ
の後，再びバルブをインの状態に切り替え，分析が行われている間に，プレカラムの洗浄および再
生が行われ，次の分析に備える． にほうれん草中の葉酸定量に用いた前処理条件，分析条件
を示した．
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結果および考察

回収液の による葉酸の保持力の変化

固相抽出の際の抽出溶媒を検討するために，溶液の が葉酸（ ）の回収にどのような
影響を及ぼすのか調べた．そのために移動相を， の ％アセトニトリル ％酢酸水溶液
と， の ％アセトニトリル 酢酸アンモニウム水溶液， の ％アセトニ
トリル 酢酸アンモニウム水溶液とそれぞれ を変化させて，葉酸の保持時間を測定した．
その結果， で 分， で 分および で 分であった．これによ
り，葉酸の保持時間が移動相の によって大きく変わってくる，すなわち移動相の が高いほ
ど保持力は小さく， が低いほど保持力が大きくなることがわかった．以上の結果により，今回
の固相抽出には の 酢酸アンモニウム水溶液を使用した．

葉酸の定量（蒲生・秋山）
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試料サンプルより葉酸を抽出するための固相抽出に用いるカラムの検討と回収液のアセトニ

トリル濃度の検討

分析試料から夾雑物を除去し，葉酸を抽出するために固相抽出用カートリッジが回収率に対して
どのような影響を及ぼすのか検討した．今回用いたカートリッジは， ，
カートリッジ， である．この 種の固相抽出用カラムが回収溶媒中のアセト

ニトリル濃度によって，葉酸の回収率にどのような影響を及ぼすのかを検討した．その結果を
に示した．横軸にアセトニトリル濃度，縦軸に葉酸の回収率を示した．図から分かるように，

では，アセトニトリル濃度が低濃度でも高い回収率が得られた．しかし， ，
においては，アセトニトリル濃度が比較的高濃度での葉酸の回収率が高かった．

これにより， は相対的に疎水性が弱く，ほうれん草などの葉酸以外にも共存成分を
多く含む試料に対して，分析カラムや のイオン源を汚染すると思われる化合物さえも回収
してしまうおそれがあるため，今回は と を用いることにした．

次に回収液中のアセトニトリル濃度の検討であるが， カラムを用いた場合，アセトニト
リル濃度が ％のときにはほとんど回収率の変化が見られなかった．よって，試料サンプル中
から葉酸を回収する際に共存物質の流出を最小限におさえるため，回収液のアセトニトリル濃度は
％にすることにした．また， においては回収液のアセトニトリル濃度を
％に上げていくに従い，葉酸の回収率に向上が見られたが，試料サンプル中から葉酸を回収する

際の共存物質の流出も考えられるため，回収液のアセトニトリル濃度は ％にすることにした．本
研究では，固相抽出法と 法を併用することで，従来では前処理に長時間を費やしていた食
品などの試料からの葉酸の定量において，短時間での分析が実現できるようになった．また，固相
抽出法とカラムスイッチング法を併用することによって，食品などの試料からの葉酸を抽出する際
に，保持時間の長い共存物質の除去ができ，その結果，分析カラムの劣化や のイオン源の劣化
を最小限におさえることができるようになった．このことにより，連続分析が可能になり，また葉
酸の定量精度が高い状態も維持が保つことができる．しかし，分析カラムの劣化や のイオン源
の劣化を最小限に食い止めることができても，やはりすべての保持時間の長い共存物質の除去がで
きるわけではなく，やはり のイオン源の汚染は避けることができない．また，固相抽出による
葉酸の回収率においても，まだまだ高い回収率を見込むことができると思われる．今後の課題とし
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て，試料中の目的物以外の更なる除去と葉酸の回収率の向上が必要である．

食品中の葉酸の定量

標準試料の溶媒の検討

葉酸を に調整した 酢酸アンモニウム水溶液でそれぞれ溶解した．しかし，
の 酢酸アンモニウムには溶解しきれず沈殿物が確認された．また溶解した

の 酢酸アンモニウム水溶液に溶解した葉酸のクロマトグラムとマススペクトルからは大きな
違いは見られず，いずれからも の質量数が検出されたことから，本研究では，標準試料の
溶媒として の 酢酸アンモニウム水溶液を用いることとした．

法による質量分析計のイオン化モードと検出モードおよび葉酸の逆相分配モード

における移動相条件の検討

法による質量分析計のイオン化モードの最適条件を検討するために，マスクロマトグラ
ム法（ ）でのイオン化モードをポジティブモードとネガティブモードのそれぞれについて測定
した（ただし，このときの移動相の を とした）．その結果，ポジティブモードのときにはプ
ロトン化分子関連正イオン［ ］ の は観察されなかったが，ネガティブモードの時には
脱プロトン化分子関連負イオン［ ］ の が観察できた．したがってここではイオン化
モードはネガティブモードが好ましいと思われた．しかし，クロマトグラムより脱プロトン化負イ
オン［ ］ のピーク面積を測定したところかなり低く，検出限界も と，既に報告され
ている葉酸の定量法の検出感度に比べて悪いものであった．したがって，移動相を に下げて，
あらためて の検出モードを検討した．その結果，ポジティブモードにはプロトン化分子関連正
イオンの［ ］ のシグナルが検出され，またその感度もネガティブモードと比べて格段に向上
した．また，プテロイルジグルタミン酸（ ），プテロイルトリグルタミン酸（ ）に
おいても，ポジティブモードにおいてプロトン化分子関連正イオンとして検出できることがわかっ
た．したがって，測定はポジティブイオン化モードで行った．これについて，移動相 による

のクロマトグラムのピーク面積への影響を に示した． は， ， ，
および と変化させ，濃度 の のピーク面積を比較したものである．横軸に移動相
の を，縦軸に葉酸の濃度を表示した．このグラフからわかるように移動相が のとき，す
なわち ％酢酸水溶液のとき最大面積値を示す．よって移動相は， の ％酢酸水溶液を用い，
溶出時間を考慮してアセトニトリル濃度を ％とした．

葉酸の定量（蒲生・秋山）



検出モードには，任意の質量数を選択しその質量数の時間変化を表示するマスクロマトグラム法
（ 法）と，目的とする質量数のみを選択的に検出する選択イオン検出法（ 法）がある．葉
酸の 法によるピーク面積と 法によるピーク面積の違いを に示した．横軸にはピーク
面積を，縦軸には葉酸濃度を示している．グラフからわかるように，明らかに による測定の
方が検出感度が高いことから，検出モードとして モードを選択した．

における設定電圧の検討

における設定電圧（ ）の違いによるプロトン化分子関連イオンのピーク面積
の変化を観察した．葉酸試料各種（ ， ， ）に対して，
を に変えてそのピーク面積を測定した．その結果を に示した．グラフは横軸に
までの の値を，縦軸にピーク面積を示している．その結果， ，

および において，それぞれ最適となる の値に違いがあることがわかった．し
たがってここでは， ， の検出感度から判断して，設定電圧を として測定する
こととした．
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葉酸化合物の による分離の検討

葉酸は天然物中において様々な形態をとっていることは述べたが，ではそれぞれが 法で
の分析においてどのように分離し，マススペクトル上どのようなスペクトルパターンを示すかを観
察した．分析試料としては，還元型のジヒドロプテロイルグルタミン酸（ 葉酸）， ホルミル
テトラヒドロプテロイルグルタミン酸（ 葉酸）， メチルテトラヒドロプテロイルグルタ
ミン酸（ 葉酸）およびテトラヒドロプテロイルグルタミン酸（ 葉酸）と，酸化型のプテ
ロイルトリグルタミン酸（ ），プテロイルジグルタミン酸（ ）およびプテロイルグ
ルタミン酸（ ）を用いた．酸化型および還元型葉酸の化学構造を に示した．

その分離の様子（マスクロマトグラム）とマススペクトルを および に示した．
に還元型葉酸を， には酸化型葉酸を示した．図からわかるように，保持時間が接近し

ているところもあるが，それぞれほとんど分離している．マススペクトル上は，いずれもプロトン
化分子関連正イオン［ ］ が見られた．また酸化型葉酸では， ， および

と，グルタミン酸の数が増えるにつれてその保持時間が短くなることがわかった．これは
グルタミン酸残基の極性グループの存在によるものであり，逆相分配クロマトグラフィーにおいて
は，グルタミン酸が連なるに従って保持時間が短くなるといえる．

葉酸定量のための検量線および検出下限

カラムスイッチング法を設定した 測定条件下で得られた典型的なクロマトグラムからは，
は 分， は 分および は 分で溶出した．
， および を用いた時の検量線を に

示した．横軸に ， および の濃度，縦軸にその時のピーク面積を示している．
分析試料の注入量は，いずれも である．いずれも相関係数が 以上の良好な直線性を示し，
検出下限については， では （ ）， では （ ）および

では （ ）であった．

葉酸の定量（蒲生・秋山）
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ほうれん草中の葉酸含有量

これまでに検討してきた食品中の葉酸を定量するための条件を下に，ほうれん草から葉酸を抽出
し，その試料を によって分析を行った．そのときの分析結果を に示す．これは，

， および と， ， および のそれぞれプロトン化分子関連正イ
オンについて調べた．このクロマトグラムからも読み取れるように， については，葉酸と
しての天然型の存在形態として，極微量ではあるがその他の成分に比べて明らかに高い濃度で含ま
れていることが分かった．この結果，ほうれん草 当たり の が検出された．ま
たこの試料からは， の存在を確認することはできなかった．その他， と
のマスクロマトグラムにおいて，保持時間 分あたりに同一物質に由来するピークが観察された．
推測の域を超えるものではないが，それが 以上のグルタミン酸の数を有する葉酸に由来す
るシグナルである可能性は大きい．以上の結果により，食品中に含まれる葉酸が抽出され，その後

において分析できることがわかった．

結 言

本研究では，食品中の極微量である葉酸を定量するために 法を適用し，固相抽出やカラ
ムスイッチングなどの前処理を併用しながら，イオン化に関わる諸条件の設定を行うことで，定量
するための最適条件を見出した．この結果，ほうれん草から葉酸が抽出され， によって定
量できることがわかった．試料の前処理も従来のように長時間を必要とせず，また連続分析ができ
るという観点から迅速性において優れていると言える．今回は，試料から葉酸を抽出したサンプル
の濃縮が 倍程度であったが，更に濃縮倍率が上がれば検出下限も上がってくる．固相抽出では，
主に試料中の夾雑成分の除去について検討したので，濃縮のプロセスを更に検討する必要がある．
しかし，固相抽出を行う上で手作業を含むため誤差が生じることは十分考えられる．そのため，な
るべく手作業を避けるよう分析の自動化も考えなければならない．また，試料から葉酸を抽出する
ときの回収率も更に検討が必要である．今回の測定では，ほうれん草から抽出するのみに終わった
が，コメ，また食パンや牛肉などの試料からも葉酸の定量についても行っていきたい．また，還元

葉酸の定量（蒲生・秋山）
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型葉酸についても，混合液での分離の条件，また固相抽出するための検討を深める必要がある．今
後は還元型葉酸の分離の確立，また固相抽出の条件の確立をめざし， 法での葉酸定量分析
が生体中の葉酸定量に応用できる方法として提供したい．
葉酸化合物の標準試料を直接注入して得られるマススペクトルからはすべての葉酸化合物からプ

ロトン化正イオンが検出された．葉酸が天然物中で存在する形態が多様であるため， での
分析において最適条件にばらつきも見られたが を設定するときにも に設定すれ
ば， ， ， の 種類において検出感度に影響はなく，一斉分析が可能となる．
前処理法として固相抽出法を 段階において用いたが，それによって分析カラムと のイオ
ン源の汚染を最小限におさえることができ，またほうれん草中の葉酸の濃度を濃縮することも可能
となった．しかし，問題点として固相抽出する際の回収率の悪さや，還元型葉酸と酸化型葉酸の分
離が完璧ではなかったことなどがあげられる．今後の課題として，まず前処理の検討および還元型
葉酸と酸化型葉酸の一斉分析を行いその相互分離可能な条件を見つけることが必要である．更に，
相互分離の条件が見つかれば還元型葉酸で存在している生体内の葉酸の定量が可能となり，更に葉
酸の定量法として期待が持たれる．葉酸の による分析の報告はこれまでになく，本研究で
進めてきた実用的なレベルでの測定を可能にするための検討結果からは，検出感度向上のための更
なる検討を加えていきたい．
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要 旨

葉酸は，生体に必要不可欠なビタミン 群のひとつである．葉酸欠乏症として巨赤芽球性貧血
は古くから知られているが，最近では妊婦の葉酸欠乏症によって胎児が二分脊椎など先天異常を引
き起こす危険性が高いことが報告されている．そのため，葉酸摂取の必要性が再認識され始めた．
しかし，葉酸の存在形態が複雑であることから，食品中の葉酸濃度を正確に把握することは難しい
とされてきた．葉酸化合物の存在形態は様々であり，大きくは酸化型と還元型に分けられ，更に，
天然物中にはグルタミン酸ユニットが 個結合したポリグルタメート体が多く存在している．
一般的に葉酸と言うと，酸化型葉酸である （ ）をさす場合と，葉酸化
合物を総称した場合がある．したがって，食品を対象とした葉酸の定量分析には，複雑な前処理が
必要であった．本研究では，食品中の葉酸の定量を目的として，簡単な前処理と液体クロマトグラ
フィ 質量分析（ ）法を用いる新しい分析方法の開拓を目指した．ほうれん草の葉を秤量し，
その 倍量の 酢酸アンモニウム水溶液（ ， メルカプトエタノールおよび
アスコルビン酸を含む）を加え，乳鉢で粉砕した．粉砕したほうれん草サンプルを，加熱処理（ ，
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分間）し，遠心分離（ ， 分間）後，その上清を回収した．このサンプル中の夾雑成分
を除去する目的で，前処理用カラムにより二段階の固相抽出を行い，固相抽出したほうれん草サン
プルを で測定し，標準試料を用いて作成した検量線により，ほうれん草中の葉酸濃度を算
出した．移動相として ％アセトニトリルを含む ％酢酸水溶液を用いた結果， ， ，
および を完全に分離することができた．イオン化モードをポジティブに設定することによ
り， ， ，および は，いずれもプロトン化分子関連正イオン［ ］ とし
て検出された．オクタデシルシリル（ ）シリカを用いた前処理用カラムによる 段階の固相抽
出を行い，標準試料を用いた固相抽出では，回収率が ％であった．ほうれん草からの抽出
液を で測定した結果，酸化型葉酸の が検出され，濃度的にはその他の酸化型葉酸
に比べて高いことが分かった． も極微量ながら検出されたが， は検出されなかっ
た．本研究により，ほうれん草から葉酸化合物が抽出され， 法によって十分に定量できる
ことがわかった．このことは本法が，従来のような複雑な前処理を必要とせず，簡単な前処理によっ
て連続分析ができるという点で有用であることを示唆している．
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