
B12 を定量する方法について検討した．

2．試料および方法

2.1　試料および試薬
ヤマトシジミは市販の M サイズ（殻厚 12–14mm）の活

物を購入し，試験に供した．試薬は，高速液体クロマトグ
ラフに用いるアセトニトリルにはシグマアルドリッチ製
LCMS グレードを，それ以外の試薬については富士フィ
ルム和光純薬製特級試薬を用いた．
2.2　検液の調製

ヤマトシジミからのビタミン B12 定量用検液（以下，シ
ジミ検液と称す）の調製は，文献 6）を参考に一部改変
し，次の方法で行った．ヤマトシジミの貝殻蝶番部分を
破壊して殻を開き，殻から可食部を分離した．この可食
部 12–15g を 50mL のホモジナイザーカップに入れ，エー
スホモジナイザー AM–7（日本精機製作所製）を用い
て 10000rpm，1 分間の粉砕処理を行い，ペースト状にし
た．得られたペースト約 1 g を容量 100mL のメジューム
瓶に移し，0.57 mol/L 酢酸緩衝（pH 4.5）5mL，5mg/mL 
KCN 0.2mL，超純水 20mL を加えて撹拌し，100℃ 30 分
間オートクレーブ処理した．オートクレーブ処理終了後，
冷却した試料に超純水を加えて 40mL に定容した．
2.3　微生物法によるビタミンB12の定量

微生物法によるビタミン B12 の定量には，VitaFast Vitamin 
B12 （Cyanocobalamin）kit （r-biopharm 社製，ドイツ，以下
VitaFast kit と称す）を用いた．本キットは，96 ウェルプ
レートに Lactobacillus delbrueckii sbsp.（ATCC7830）が
植菌乾燥されたもので，ビタミン B12 フリー培地，滅菌水，
シアノコバラミン標準液が添付されている．試験は添付マ
ニュアルに従い，各ウェルに標準液およびシジミ検液を加
えて 48 時間培養後，1420ARVOsx マイクロプレートリー
ダー（Wallac 社製）を用いて 595nm の吸光度を測定した．
2.4　LCMSによるシアノコバラミンの定量

シアノコバラミンの定量に用いた LCMS 装置の条件を
表1に示す．分析条件は文献9）を参考に一部改変した．なお，
グラジェントプログラムにおける溶離液比は体積分率（％）
で示した．

1．目　　的

島根県は宍道湖，神西湖という汽水湖を擁し，シジミ
貝（ヤマトシジミ）の漁獲量は全国 1 位 1）である．シジ
ミ貝に特徴的な栄養素としてビタミン B12 があり，その
含有量は 68µg/100g と生鮮食品中最も多い 2）．ビタミン
B12 はヒトの体内で生合成することができないため，必要
量を食品から摂取することになるが 3），その摂取基準量
は成人で 2.4µg/ 日 4）とされ，M サイズのシジミ貝（殻厚
12–14mm，約 2.8g/ 個，廃棄率 75%）の場合，6 個で充足
できる計算となる．

ビタミン B12 は，コバラミンを基本構造とする複数の
化合物のうち，シアノコバラミン，ヒドロキソコバラミ
ン，メチルコバラミン，アデノシルコバラミン等の人に
対して活性を持つ化合物の総称で，定量分析では，KCN
存在下でこれらを最も安定なシアノコバラミンとして抽
出した後，分析に供する 5）．食品に含まれるビタミン B12

の定量法には，ビタミン B12 要求性乳酸菌 Lactobacillus 
delbrueckii sbsp.（ATCC7830）の増殖量から定量する微
生物学的定量法（以下，微生物法と略す）6–8）や HPLC 法 8）

がある．微生物法は，無菌操作が可能な培養設備と分光光
度計があれば実施できること，高感度であることが特徴で
ある．一方課題として，定量範囲が極めて狭く，濃度未知
の試料の場合，測定値が検量線内に収まるよう複数の希釈
試料を調製する必要があること，ヌクレオチド等にも反応
して正の誤差を与えるため，アルカリ耐性因子としてそ
れらを差し引く必要があること，測定結果を得るまでに
約 48 時間を要することから迅速性に劣ることが挙げられ
る．HPLC 法はシアノコバラミンが高濃度で添加された錠
剤，カプセル剤等に適用される 8）が，生鮮食品の分析に
用いるには感度が不十分である．これらに代わる方法とし
て，LCMS を用いた定量法が分析機器メーカーより報告
され 9），ビタミン強化食品に含まれるビタミン B12 定量へ
の適用例 10）も報告されている．

そこで本報告では，微生物法と LCMS 法の比較を中心
に，より簡便な方法でヤマトシジミに含まれるビタミン
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ラップによりスキャンする機構となっている．図 2 にコリ
ジョンセルにおけるコリジョンエネルギーを変化させた時
の，シアノコバラミンのプロダクトイオンスペクトルを示
す．図 2D に示すように，コリジョンエネルギー 30％にお
いてプリカーサーイオン m/z=1355 が消失し，プロダクト
イオン m/z=1209 が最も強いピークとして現れたため，こ
の条件を分析に用いることとした．図 3 に，シジミ検液（シ
アノコバラミン含有量約 50µg/L）を LCMS で分析した際
の TIC（total ion chromatogram，m/z=1330–1380），SIM

（selected ion monitoring，m/z=1355–1358）および SRM
（selected reaction monitoring，m/z=1355–1358>1209–
1212）の各クロマトグラムを示す．SRM により，実試料にお
いてもバックグランドの低いクロマトグラムが得られるこ
とが示された．このことから，以降の LCMS 分析におい
ては SRM（m/z=1355–1358>1209–1212）を定量に用いた．
3.2　微生物法とLCMS法によるシアノコバラミン検量線の比較

図 4 に，微生物法によるシアノコバラミンの検量線を示
す．微生物法による検量線は式⑴に示すシグモイド関数で

3．結果および考察

3.1　LCMS分析におけるシアノコバラミンの質量スペクトル
本実験に用いた質量分析装置 DecaXP によるシアノコ

バラミンの質量スペクトルを図 1 に示す．m/z=1355.61 を
最大ピークとして 1359.47 までのピークが確認できる．安
定同位体比から計算されるシアノコバラミンの分子量は，
存 在 比 の 高 い 順 に 1354.57，1355.57，1356.57，1357.58，
1358.59 であり，平均分子量は 1355.38 である．このこと
から，本報告の装置条件の場合，フラグメントイオンはほ
とんど生じず，元分子にプロトンが付加された [M+H]+ の
一価イオンが検出されているものと考えられる．

次に，高感度定量分析を行うための，シアノコバラミン
の MS/MS 条件を検討した．DecaXP の質量分析部は四重
極，オクタポールコリジョンセル，イオントラップの 3 領
域から成り，MS/MS 測定においては四重極で質量フィル
タリングを行い，通過したプリカーサーイオンをコリジョ
ンセルで開裂させ，生じたプロダクトイオンをイオント

表 1　LCMS 装置によるシアノコバラミンの定量条件

HPLC 装置 1100（Agilent technologies 社製）

カラム Schelzo SM-C18 3µm 4mm ×
150mm（Imtakt 社製）

カラムオーブン温度 40℃

移動相 A：1mL/L ギ酸，5mmol/L ギ酸アンモニウム
B：アセトニトリル

グラジェントプログラム 0min A：95 %，B：5%
–18min A：50%，B：50%

移動相流量 0.2mL/min
サンプル注入量 10µL
MS 装置 LCQ DecaXP（ThermoQuest 社製）
イオン化モード Positive ESI
イオン源温度 250℃
ESI 電圧 5.5kV
スキャン範囲 m/z 400–1500

図 1　シアノコバラミンの質量スペクトル
A : スキャン範囲 m/z=400–1500，B : m/z=1345–1365 の拡大

図 3　LCMS によるシアノコバラミンのクロマトグラム
A : TIC，B : SIM，C : SRM

図 2 コリジョンエネルギーを変化させた時の
プロダクトイオンの質量スペクトル

A : 0%，B : 10%，C : 20%，D : 30%，E : 40%
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検量線を作成したところ（図 6）， R2=0.9993，定量下限値
1.495µg/L（n=8，10σ）であった．定量濃度範囲につい
て，微生物法では前述のとおり 7.5–45ng/L と極めて狭い
が，LCMS 法ではダイナミックレンジの狭いイオントラッ
プ型質量分析装置を使ってなお 104 であり，検量点を適切
に設定することにより広範な濃度領域において定量が可能
であると見込まれる．よって希釈操作に伴う誤差の縮小や
実験操作の効率化に効果があると考えられる．
3.3　マトリクス効果の検討

生体試料は糖，脂質，タンパク質等の多くのマトリクス
を含むため，LCMS 法の場合，これらが定量値に影響を
及ぼす可能性がある 11）．そこでマトリクスが定量値に与
える影響について検討するため，同一のシジミ検液を検量
線法，標準添加法の 2 法を用いて定量を行った．標準添加
法によるプロットを図 7 に示す．標準添加法において検液
に 20，40，60µg/L となるようシアノコバラミンを添加し
て定量を行った結果，検量線法において定量値 41.7µg/L

近似した．

VitaFast kit による検量線の範囲は検液中のシアノコバ
ラミン濃度として 7.5–45 ng/L である．

図 5，図 6 に，LCMS によるシアノコバラミンの一次
関数近似による検量線を示す．図 5 は 1–10000µg/L の範
囲で検量線を作成したもので，A は全体図，B は 100µg/
L 以下の領域を拡大した図である．原点を通過させて一次
関数近似をした場合，R2=0.9999 だが 100µg/L 以下の低
濃度領域においては図 5B のようにプロットと近似直線と
のずれが生じている．そこで改めて 1–100µg/L の範囲で

図 4　VitaFast Kit によるシアノコバラミンの検量線

図 5　LCMS によるシアノコバラミンの検量線（1–10000µg/L）
A：全体図，B：シアノコバラミン濃度 100µg/L 以下領域の拡大図

図 6　LCMS によるシアノコバラミンの検量線（1 – 100 µg/L）

図 7　標準添加法によるシジミ検液中の
シアノコバラミン定量結果

表 2　微生物法と LCMS 法による同一検液の定量値（µg/100g）

検液 微生物法 LCMS 法 p 値

シジミ検液 A 56.9 ± 10.6 55.2 ± 2.4 0.799
シジミ検液 B 57.9 ± 8.5 64.2 ± 1.3 0.276
シジミ検液 C 55.2 ± 16.7 56.3 ± 3.6 0.918

n=3，平均値± S.D.

y ＝ ＋ da
1 ＋ exp（ab（c-x）） 　　⑴
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抽出液について，核酸精製に用いられるフェノール・クロ
ロホルム法 12）を参考に除タンパク質，脱脂を行い，無処
理の抽出液とシアノコバラミンの定量値を比較した．試験
法は次の通りである．定容した試料溶液 5mL を 15mL コ
ニカルチューブに移し，5mL のフェノール・クロロホル
ム溶液（1：1）またはクロロホルムを加えて激しく振とう
後，小型冷却遠心機 3700 型（久保田製作所製）を用いて
12000rpm，5℃，5 分の遠心分離を行い，上清部分を回収
した．回収した上清に再度 5mL のクロロホルムを加えて
同様に振とう，遠心分離し，得られた上清部分をシアノコ
バラミンの定量分析に供した．結果を図 8 に示す．定量値
はクロロホルム処理（49.9 ± 4.4µg/100g）と無処理（48.9
± 3.4µg/100g）の間に t 検定による有意差（有意水準 0.05）
は認められなかった．一方，フェノール・クロロホルム処
理（2.3 ± 5.1µg/100g）では定量値が大幅に低下した．こ
のことから，クロロホルムによる脱脂処理は定量値に影響
を与えないが，フェノール・クロロホルム処理は定量値に
影響を及ぼすため不適であることが示された．
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であった試料に対し，標準添加法による定量値は 41.9µg/
L とほぼ一致した．このことから，シジミ抽出液の分析に
おいては，シアノコバラミンに対するマトリクス効果の影
響は小さいものと考えられた．
3.4　微生物法とLCMS法による同一検液の定量値の比較

同一時期に購入したシジミを A，B，C の 3 グループに
分け，2.2 項の方法により各々調製した 3 種のシジミ検液
について，それぞれを微生物法及び LCMS 法で定量した
結果を表 2 に示す．ヤマトシジミに含まれるビタミン B12

が食品標準成分表に記載されている 68µg/100g であると
仮定した時，検液中のビタミン B12 濃度は 17µg/L と想定
されるため，各試験の検量線範囲に合わせ，微生物法では
検液を 1000 倍に希釈し（想定される検液中のビタミン B12

濃度 17ng/L），LCMS 法では検液を孔径 0.22µm のメンブ
レンフィルターでろ過後，そのまま試験に供した．各検液
によるヤマトシジミ中のビタミン B12 定量値は微生物法，
LCMS 法ともに概ね 55–65µg/100g の範囲であり，食品標
準成分表に示される含有量に近い値であった．また t 検定
の結果，有意水準 0.05 で微生物法と LCMS 法の定量値に
有意差は認められなかったが，微生物法は LCMS 法と比
較してデータのばらつきが大きかった．

以上の結果から，ヤマトシジミに含まれるビタミン B12

（シアノコバラミン）の分析において，LCMS 法は微生物
法に代わる定量法として利用できるものと考えられる．検
液調製後に結果取得に要する時間は，LCMS 法の場合 1 検
体あたりの測定サイクル時間は約 30 分であり，結果取得
までに 48 時間を要する微生物法と比較した時，検体数が
少ない場合にはより短時間での結果取得が可能である．ま
た 48 時間ではおよそ 90 検体のデータを取得することがで
きる．3.2 項に述べたとおり，微生物法では検量線範囲が
極めて狭いため，検液の希釈率が不適切だった場合は希釈
系列の再調製と培養でさらに 48 時間を要することになる．
3.5　夾雑成分の除去法の検討

試料に含まれるタンパク質，脂質は，LCMS 分析にお
いて分析カラムや配管の汚染原因となるため，夾雑成分を
簡易に除去する方法について検討した．2.2 項で調製した

図 8　クロロホルム，およびフェノール・クロロホルム
処理によるシアノコバラミン定量値

n = 3，平均値± S.D.， *p = 0.755，**p = 0.000
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