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The vitamin B12 analogue was detected by a simple column chromatography method

from a bamboo shoot that was expected to contain the vitamin B12 analogue.

The vitamin B12 analogue was extracted in a Tris buffer containing 0.1% KCN from

etiolated bamboo shoots,and the extract was applied to the HPLC for isolation using ion-

exchange and reverse-phase columns.Both of the optimum densities of 278 and

361 nm were detected in the fraction that has the same retention time as the authentic

cyanocobalamin in chromatography used as a standard.In the mass analysis of the

fraction,one of the signals(1346.4)closely resembled the cyanocobalamin(1331.4)

molecule,indicating that the fraction reasonably contained the vitamin B12 analogue.

Additionally,this column chromatography method was used in parallel to the fractionat-

ed crude extracts from rice seedlings and asparagus shoots which are both known not to

contain cyanocobalamin.No fractions from the rice and the asparagus were detected

by the examination of the specific spectrum of the optimum density of cyanocobalamin

from absorbance in the range of 200nm to 600nm.The analysis method was conse-

quently effective and conventional in the detection of the vitamin B12 analogue in a

nutrimental plant at the present time.

1.緒 言

ビ タミンB12は テ トラピ ロール環 の中央 にコバ ル トを

含み,ビ タ ミン類 の中では分子量 が最 も大 き く,非 常 に

複 雑な化合物 として知 られてい る1).こ れはシア ノコバ

ラミンや メチル コバラ ミンな ど,同 様 の作用 を持 つ化合

物の総称で,そ の生理作用はア ミノ酸,奇 数鎖脂肪酸,

核酸な どの代謝に関与す る酵 素の補酵素 として重要 であ

る2).ビ タ ミンB12は 極 微量で有効 な生理作 用を示すが,

その欠乏は悪性貧血や神経障害な どの発症 が見 られ,動

物 の生育や繁殖が阻害 される3).以 前,自 然界 ではビタ

ミンB12類 似 体が,動 物,原 虫,細 菌 に存在 す る と報 告

された1).現 在 までに酵 母4)や藻類5)で もビタ ミンB12類

似体の存在 が報告 されているが,一 般 に高等植物 には,

ビ タミンB12は 含まれていない とされている1).

タケの幼少体(タ ケノコ)は,タ ンパ ク質,カ リウム,

ビタ ミンB1,ビ タ ミンC,食 物繊維 な どを含む比較 的

栄養の豊富 な食材 であ る2).一 般的 に,高 等植 物であ る

タケ幼少体 にはビ タミンB12は 含まない とされてい る2).

それ に対 して,タ ケ幼 少体 にビタ ミンB12類 似 体を含む
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とい う報告 もされているが'こ れ は上 田弘一郎著 『竹 と

日本人』 において引用 され ている松岡の実験結果のみで

あ り6),そ れ らの詳細 な研究 は行 われて いない.

現在,一 般的 に行われ てい るビタミンB12類 似体 の精

製方法 には,微 生物 を対象 とした溶剤精製法7)やアフ ィ

ニテ ィーカ ラム法8)が知 られてい る.し かしなが ら,高

等植物 には微生物 とは異な るタンパ ク質な どの夾雑物 が

あるた め,溶剤精製法や,粗 抽 出液を直接アフ ィニテ ィー

カラム で精製す るこ とも困難であ る.そ こで,著 者 らは

タケ幼 少体 を用 いてビ タミンB12類 似体を,HPLCを 用

いた簡便 な同定方法 によ り検出で きたので'こ れを報告

す る.

2.　 実 験 方 法

(1)　試 料

モ ウ ソ ウチ ク(.Pkyllostachys kete%ocyclaf. pubescens)

幼 少 体 は4月 中 旬 に姫 路 市 太 市 に お い て 地 上 部 分20cm

か ら30cmの もの を 朝 掘 りし,実 、験に使 用 す る まで 凍 結

保 存(-70℃)し た.ハ チ ク(.Phyllostachys nigra f.

kmonis)幼 少 体 は市 販 の京 都 産 の5か ら15cmの もの を

購 入 し,実 験 に使 用 す るま で凍 結保 存(一70℃)し た.

イネ(Oryza sativa品 種 名:キ ヌ ヒ カ リ)は 全 国 農 業 協

同組 合佐 用 支 店 に保 管 さ れ て い た種 子 を入 手 し,実 験 に

使 用 す るま で 乾燥 状 態 で 冷蔵 保 存 した.イ ネ 種 子 は 水 道

水 で 洗 浄 し た後,深 さ3cm程 度 の 水 道 水 に 浸 し,人 工

気 象 器(LPH-200-RD,日 本 医 科 器 械 製 作 所,28℃,

明/暗 所16/8時 間,2000Lux)内 で 発 芽 させ た.吸 水 後

10日 目の芽 生 え を イ ネ 芽 生 え と して ビ タ ミンB12抽 出 試

料 と した.ア ス パ ラガ ス(Asparagus officinalis)幼 少

体 は市 販 の もの を購 入 し,す ぐに使 用 した.

(2)　 ビタ ミンB12の 抽 出

皮 を 取 り除 い た8009の モ ウ ソ ウ チ ク 幼 少 体 を細 か く

切 断 し,ミ キ サ ー に よ り800mlの 純 水 ま た は0.1%KCN

を含 む5mMTris-HCl緩 衝 液(pH8.0)中 で5分 間破

砕 し,破 砕 液 を15分 間湯 煎 す る こ とに よ り加 熱 抽 出 した.

イ ネ 芽 生 え3009及 び ア ス パ ラ ガ ス幼 少 体4009は そ れ ぞ

れ800mlの5mMTris-HCl緩 衝 液(pH8.0)中 で破 砕

し,破 砕 液 を15分 間湯 煎 す る こ とに よ り加 熱 抽 出 した.

抽 出 後,そ れ ぞ れ 遠 心 分 離(9,000rpm,室 温,30分)

に よ り沈 殿 を 取 り除 き,回 収 した 上 清 を100mlま で濃 縮

した あ と,遠 心 分 離(9,000rpm,室 温,15分)し 沈 殿

を取 り除 い た.得 られ た 上 清 を さ ら に50mlま で 濃 縮 し

た.こ の 濃 縮 液 を フ ィル タ ー 濾 過 仔)し,

これ を ビ タ ミンB12粗 抽 出液 とし た.

(3)ビ タ ミンB12類似体の分離

ビ タミンB12粗 抽 出液 はHPLCシ ステム(VISION

アプライ ドバ イオシステムズ)を 用 いて分離,精 製 を行

っ た.ま ず,陰 イオ ン 交 換 カ ラ ムPOROSHQ/L

(7.5mm×100mm,ア プライ ドバ イオシステムズ)を 流

速1ml/minに おい て30mlの20mM Tris-HC1緩 衝液

(pH8.0)で 平衡 化 した後,ビ タミンB12粗 抽 出液 をカ

ラムに供 し,5mlの 平衡化緩衝 液でカ ラムを洗浄 し,

陰 イオン交換 カラム非吸着画分を回収 した.得 られた非

吸着分 画(計20ml)を1mlま で濃縮 した後,こ の濃縮

液 を逆相 カラムOLIGOR3(4.6mm×100mm,ア プ ラ

イ ドバ イオ システムズ)に 供 した.逆 相 カラムは30ml

の0.3Mリ ン酸 カ リウム緩衝液(pH6.0)で 平衡化 した

後'得 られた粗 抽 出液 をカ ラムに通 し,流 速 は1ml/

minで5mlの 平衡化緩衝 液で カラムを洗浄 した後,ア

セ トニ トリルの濃度勾配(0か ら25%)に よ り溶 出させ

た.検 出は278nmと361nmで 行 い,同 条件で分離 した

シア ノコバ ラミンの溶 出時間 と同じ画分 を回収 した.

(4)　ビタ ミンB12類似体の検 出

逆相 カラム によって分 離 した溶 出液(5ml)を1ml

まで濃縮 し'こ の試料1mlの200nmか ら600nmの 範囲

におけ る吸収 スペ ク トル を測 定す る こ とで,ビ タ ミン

B12類 似体 の検 出を行 った.ビ タ ミンB12類 似体 の定 量

値はシアノ コバ ラ ミソの逆相 カラム におけ る溶出 ピーク

の積分値 を用 いて,試 料の逆相 カラム におけ る溶出ピー

クの積分値 か ら換算 して求めた.逆 相カ ラムか らの溶 出

液 を乾固 させ,MALDI-TOF/MS(Voyager-DETM

PRO,ア プライ ドバ イオシス テムズ)に よ り質量分 析

を 行 っ た.濃 度 が10mg/mlと な る よ うに0.1%

Trifluoroacetic acidを 含む50%ア セ トニ トリルに2,5-

Dihydroxybezoic acidを 溶解 しイオン化マ トリックス と

した.先 程の乾固 させた試料 に200μlの マ トリックスを

加え質量分析 を行 った.測 定はVoyager-DETMPROの

マニ ュアル に従 い行 った.TOF/MSは337nmのN2レ ー

ザーを装備 して お り,レ ーザー強度3580で,Linearモ ー

ドに設定 して行 った.

3.　結果および考察

(1)　モ ウ ソウチ ク幼 少体か らの ビタ ミンB12類 似体の分

離

モウ ソウチ ク幼 少体 か ら,抽 出緩 衝液 に0.1%KCN

を加 え,遊 離 したビタミンB12類 似体 を比較的安定 なシ

アノ コバ ラ ミン に転 換 させ,HPLCに より分離 を行 っ

た.シ ア ノコバ ラ ミン は,278,361,550nmの 吸収極
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大波長 を示す こ とが知 られてい る(図3A).278nmは

タンパ ク質 な どの 吸収波長 で もある こ とか ら,361nm

を検出波長 として用いた.逆 相カラムを第一 カラム とし

て用 い る と,検 出波長 として用 いた361nmで は多 くの

來雑物 まで検 出し,シ ア ノコバラ ミソの分離 は困難 であ

る と思われた(結 果 は示 さない).そ こで,第 一 カラム

に陰 イオン交換 カラムを用 いた.シ ア ノコバラ ミソは今

回の条件 では非 吸着画分 として得 られ るこ とか ら,多 く

の夾雑物 の除去が期待 された.陰 イオン交換 カラムを用

いた結果,検 出波 長361nmに おいて,非 常 に多 くの夾

雑物が吸着 し,こ れ らが除去されているこ とを確認 した

(図1).

陰 イオン交 換 カラム か ら得 られた非吸 着画分 を濃縮

し,逆 相 カラム を用いて濃縮液か らシアノ コバ ラ ミンの

分離 を試 みた。逆相 カラム による分離において,指 標 と

して用 いたシアノコバ ラ ミン と同 じ溶 出時 間に,361nm

と278nmの 両方で吸光 を持 つ物質 が検 出された(図2).

そ こで,こ の画分 を濃縮 し,200nmか ら600nmの 範 囲

にお け る吸収 スペ ク トル を測定 した。吸収 極大波長 は

278nm付 近 では観察 で きなか った が,361nmと550nm

で吸収 極大波長 が観察 され,特 に361nmで 非常 に顕著

に吸収 スペ ク トルが観察 され た(図3B).278nm付 近

の吸収は核酸やオ リゴペプチ ドにも存在するため,こ れ

ら來雑物の 吸収がバ ックグ ラウン ドとして検出された と

考え られる。逆相 カラムにおける結果(図2)と この吸

収スペク トルパ ターンの結果(図3B)か ら,得 られた

最終 画分 にはシア ノコバ ラミン に特徴的 な278,361,

550nmの 吸収を持 つ と考 え られ る物質 が存在 し,こ の

こ とからこの画分にシア ノコバ ラ ミソが含 まれて いる と

考 えられた.し か しなが ら,こ のスペク トルパ ターン は

完全 にシアノコバ ラミンのパ ターソ と一致 しなかったこ

とか ら(図3Aお よびB),得 られた最 終画分 にはシア

ノコバ ラ ミン以外 の成分が含まれてい ることが予 想され

た.

そ こで,こ の画分 にシアノコバ ラミンが含 まれてい る

こ とを確認す るため'質 量分析 を行 った.そ の結果,シ

ア ノコバ ラ ミン(1331.42)と 非常 に近 い分 子量のシグ

ナル(1346.38)が 得 られた(表1)、 この分子量 の違 い

は,ビ タ ミンB12は 複雑 な化合物 であ るこ とか ら,モ ウ

ソウチク由来 のビタ ミンB12類 似体 は どこかで修飾 を受

けている と考 え られ た。分子量的には,生 体内で存在 す

るビタ ミンB12の 類似体であるヒ ドロキシコバラ ミン と

同 じであるが,こ れは上方配位子がシア ノ基か ら水酸基

に置換されてお り,今 回抽 出 したタケノコ由来の ビタミ

ンB三2類 似体は抽 出段階で上方配位子をシア ノ基 に置換

してい るため,こ れ らは同一 ではない と思 われ る.即 ち,

タケノコ由来の ビタミンB12類 似体の分子量の違 いは上

方配位子以外の部分が修飾されている と考 え られる.こ

図1　 0.1%KCNを 含む緩衝液によるモウソウチク由来の粗抽出液における陰 イオ ン交換 力ラムの溶 出パ ターン

ビタミンB12粗 抽出液を濃縮 したあ と,陰 イオン交換 カラムにおいて分離 した.
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図2　 0.1%KCNを 含む緩衝液によるモウソウチク由来の粗抽出液におけ る逆相力ラムの溶出パターン

陰 イオン交換 カラムの非吸着画分を濃縮 した後,逆 相カラムにおいて分離 した.

A

B

C

図3　 最終画分におけ る200～600nmに おける吸収波長

指標 として用 いたシア ノコバ ラミン および,モ ウソウチク,イ ネ芽生 え,ア スパ ラガ ス幼少体 における

最終画分の200～600nmに おける吸収波長 を示 した.
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表1ビ タ ミンB12類 似体 の分子量

れを明 らかにす るためには,今 後,核 磁気共鳴等 による

詳細な構造解 析が必要 と思われる.ま た,こ の質量分析

の結果,ビ タミンB12類 似体以外の低いシグナル も検出

され(結 果 は示 さない)'完 全に精製で きていない こと

が明 らか となった.

以上 の結果か ら,モ ウ ソウチ クにはビ タミンB12類 似

体が含 まれてい るこ とが確認 で きた.こ の画分はKCN

添加 に より検 出で きた ことか ら,タ ケ幼少体内ではシア

ノコバ ラ ミンではな く'動 物性食品 に含 まれ るアデノシ

ルコバ ラ ミンやヒ ドロキシコバ ラミンで存在 している こ

とが示唆 された.し かしな がら,タ ケ ノコに含まれるビ

タ ミンB12類 似体が補酵素型 ビタミンB12と 同等 のはた

らきをするか否 かは'今 後糸状菌等を用いたバイオア ッ

セ イなどを行 うこ とによって確認 してい く必要がある.

また,今 回のビタ ミンB12類 似体分離方法 では,完 全 な

シアノコバ ラミンの精製はで きていないが,シ アノコバ

ラミンの検 出には十分 に利用可能である と考 え られる.

(2)ビ タ ミンB12類似体の定量

モ ウソウチ クお よび近縁種であ るハ チクを用 いて,上

述 した方法 に従 ってビタミンB12類 似体の分離 を行 い,

シア ノコバ ラミソ相当量 として生重量 当た りについて計

測 した.逆 相 カラム におけ る361nmの 溶 出ピークは,

278nmや550nmに 比 べ吸収 スペ ク トルが スタンダー ド

のシア ノコバ ラミンに近 く來雑物 の影響 が少 ない と考 え

られた ため(図3B),こ の溶 出 ピー クの積分値 をス タ

ンダー ドに用いたシアノコバ ラ ミソの溶 出ピー クを基準

として,生 重量100g当 た りに含 まれるシア ノコバ ラ ミ

ン量 の算出を試 みた.ま た,植 物試料 はそれぞれ内部組

織(可 食部)及 び皮組織(可 食部以外)に 分離 し,そ れ

ぞれ生重 量4009か ら抽 出,分 離 したビ タミンB12類 似

体 の量 を算 出 した.そ の結果(表2),ど の組織 におい

て もハ チクよ りモ ウソウチクでシア ノコバ ラミン量が若

干多 く,ま た,ど ち らの タケにおいて も皮組織 よりも内

部組 織 に倍以上 多 く含 まれ てい るこ とが 明 らか となっ

た.上 田に よって引用 されている松岡の結果6)と比較 す

る と今回の定量値 は若 干低い値 となった(表2).松 岡

表2タ ケ種間 におけるビタミンB12量 の比較

の結果は可食部上部 に限定 して いるため,今 回の結果は

それ より値 が低 くなった と考 えられ る.以上の ことか ら'

ここで確立 した分離方法 によって,逆 相カラムにおける

361nmの 溶 出ピー クの面積 か ら,あ る程度 のビ タ ミン

B12類 似体含有量 が予想 できる と思われ る.

さ らに,こ のこ とを確認す るため,マ ダケ属 が含 まれ

るイネ科植物 であ るイネの芽生 えお よび,マ ダケ属 と同

じ単子葉植物であ るアスパ ラガス幼少体について もビタ

ミンB12の 存在 を調 べた.こ れ らの植物 は,一 般 にビタ

ミンB12を 含 まない と考 え られてい る1,2).イ ネ芽生 え

及び アスパ ラガス幼少体か ら最終 的に得 られた逆相 カラ

ム画 分の200nmか ら600nmの 範 囲におけ る吸収スペ ク

トル を調べた.そ の結果,イ ネ芽生 えおよびアスパ ラガ

ス幼少体 には,こ の範囲においてシアノコバ ラミン に特

有 な吸収極 大波長は検 出されなか った(図3C).こ の

結果 か ら'こ れ らの植物 には ビタミンB12は 含 まれてい

ない こ とを再確認 し,こ の分離方法は ビタミンB12類 似

体の存在を調べるために有効 な手段 である と思われた.

五訂 日本食 品標準成分 表2)では,高 等植物(穀 類,豆

類,野 菜類,果 実類な ど)に おけ るビ タミンB12類 似体

含有量は全て推定値 で示 されている,こ こで提案 した ビ

タミンB12類 似体分離方法において,イ ネ芽生えやアス

パ ラガス幼少体には確かにビタ ミンB12類 似体が含まれ

ていない ことを再確認 したが,タ ケ幼少体 には松岡が報

告 した ようにビタ ミンB12類 似体が含 まれている ことが

明 らかにな った6)(表2).一 般 に,ビ タ ミンB12類 似

体の摂取量 は成人 で2.4μ9/日 とされている9).今 回の結

果 と松岡の報告6)とを合 わせて考え ると,マ ダケ属幼少

体 中でビタ ミンB12類 似体 は内部組織 の先端部分 に特異

的に存在 している可能性 も考 えられ る.も しタケノコに

含 まれるビタ ミンB12類 似体 が生体 内において補酵素型

ビタ ミンB12と 同様 の活性 を示す か,も し くは補酵素型

ビタ ミンB12へ 転換 するこ とができるならば,一 日の摂

取量 をタケノコのみでまかな うことができるかもしれ な

い.

高等 植物 の ビタ ミンB12含 有 につい ては,ビ タ ミン
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B12が 多 く含 まれ る土壌 な どに生育 した場合,根 か らあ

る程 度吸収す るため,こ れを含む場合が ある3).今 回の

実験 において,モ ウソウチクおよびハチ クの幼少体か ら

ビタ ミンB12類 似 体が検 出されたが(表2),こ のモウ

ソウチクお よびハ チクはそれぞれ異な る産地で成育 して

いた もの を用 いてい る(2.実 験 方法参照).こ れ らの

タケ幼少体が成育 した,ど ち らの土壌 にもビタ ミンB12

が豊富 に存在 している とは考 えに くい.そ れゆ え,タ ケ

幼 少体は,ビ タミンB12類 似体を合成す るか,も し くは

ビタ ミンB12類 似体を吸収 し,検 出す るために充分な量

を蓄積 する ことがで きる と思われる.

また'松 岡は,ク ワ イにもビタミンB12が 存在す るこ

とを示唆 している6).こ の こ とか ら,い ままでビ タミソ

B12が 含有 しない と考え られてい た食 品野菜 に もビタミ

ンB12が 存在す る と考 えられ,少 な くとも食品 に用い ら

れてい る高等植物 におけ るビタミンB12含 有量を再測定

す る必要性があるか もしれない.

今 回の実験結 果 におい て,タ ケ幼 少体 か らビタ ミン

B12類 似体 と考 え られ る物質 を見 出す ことがで きた.今

後の課題 として,こ の物質が生体 内で補酵素型 ビタミソ

B12と 同様 にはた ら くこ とを示 したい.ま た,質 量分析

の結果か ら,シ ア ノコバラ ミン と分子量 に差 が見 られた

ことか ら,構 造解析な どに よりどの ように修飾 を受 けて

い るのか調べてい く必要がある と考 え られる.

4.要 約

ビタミンB12類 似体 が含 まれる と考 え られている高等

植物であ るタケ幼少体 を用 いて,ビ タミンB12類 似体 を

簡便な 同定方法 によ り検出で きた.

抽 出緩衝液 に0.1%KCNを 加 え,陰 イオン交 換 カラ

ムお よび逆相 カラムを用 いてビタミンB12類 似体 をタケ

幼少体 から分離 した.指 標 として用いたシアノコバ ラミ

ソ と同 じ溶 出時 間の画分 中に,361nmと550nmで 吸収

極大 波長 が観 察 され,特 に361nmで 非常 に顕 著 に吸収

スペ ク トル が観察 された こ とか ら,こ の画分にシアノコ

バ ラミソが含 まれてい る と考 えられた.質 量分析 を行 っ

た ところ,シ ア ノコバ ラ ミン(1331,42)と 非常 に近 い

分子 量のシグナル(1346.38)が 得 られ,こ こで紹介 し

た方法 で,シ アノコバ ラミンを検出で きる と考 え られた.

さ らに,一 般 にビタミンB12類 似体 を含 まない と考 え ら

れているイネ芽生 え及びアスパラガス幼少体 の粗抽 出液

を同様 の方法 において分離後,最 終的に得 られた画分 の

200nmか ら600nmの 範囲 におけ る吸収 スペク トル を調

べた結果,ど ち らの植物か らもシア ノコバラ ミンに特有

な吸収極大波長 は検 出されなか った.こ の ことか ら,こ

れ らの植物 にはビタ ミンB12は 含 まれていない と考 え ら

れ'こ の分離方法 はビタ ミンB12類 似体 の検 出に有効 な

手段である と思われ る.
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