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海水のビタミンＢｌ２に関する研究－１

海水中のビタミンＢｌ２定量について＊

柏田研一・柿本大壱。金沢昭夫

StudiesｏｎＶｉｔａｍｉｎＢ１２ｉｎＳｅａＷａｔｅｒ－Ｉ

ＯｎｔｈｅＡｓｓａｙｏｆＶｉｔａｍｉｎＢ１２ｉｎＳｅａＷａｔｅｒ

Ken-ichiKAsHIwADA・ＤａｉｉｃｈｉＫＡＫＩＭｏｒｏｏＡｋｉｏＫＡＮＡｚＡｗＡ

緒 言

ビタミンＢ１２がAnimalproteinfactorの一つであることが明らかにされて以来，Ｂ１２は

今やビタミン界の花形として純化学ないし生化学に属する各分野で極めて活溌な研究が行わ

れ，更にその応用についても着有研究が進められている．而して水産物を対象とするＢｌ２につ

いては其の分布を始めとし,鮮度或は処理加工による変化の追及,鮮度とも関係ある事項として

細菌類によるＢｌ２の合成，分解などの問題がいち早く取上げられ,我国でも橋本l),築瀬2〕,森3〕
その他の研究者により今日まで既に多くの報告･が出されている．これら諸氏の研究により広く

水産動植物体におけるＢ１２の存在が明らかにせられ,一方このＢ,雪の根源については,動物体の

ものは餌料．叉は腸内微生物，藻類のものは主として海水に由来するものであろうと言われてい

るが，この点未だ充分明らかではないようである．このうち海水中のＢＩ２の消長はそこに棲息
する生物のＢｌ２と直接,間接関係をもっているのではないかと考えられるが,海水のＢＩ２に関
する研究は今日まで極めて少く，従ってこの間の消息について吾壷はまだ殆んど何等の知見も
与えられていない．ただ最近DRooPl〕は既知の方法とは全く異なる生物学的新定量法を考案
し,この方法によって1954年２月及び３月，Keppelで採水した表面海水のＢ｢２を定量し，
５－１０ｍγ/１なる測定値を得ているが，現在の所この方法が普及して多数の測定がなされるま
でには至っていないと思われる．

上記の現状から見て海水のビタミンＢ１２に関する研究は早晩取上げられなければならない問
題であり，この問題に関する知見を広めることは,やがては水産生物体におけるＢ１２の根本に触
れるようになることが予測されるのでこの研究を始めた次第であるが，まず海水中のＢ１２定量
法について研究したところ,海水そのままを用いたのでは応用出来ないが，これに或る前処理を
施せば従来のＥｚｆｇｊｇ"α法によって定量し得ることを知ったのでその結果を報告する．

実験の部

Ｂｌ２の定量法としては周知の如くＥ"gjg"αもしくはＬａｃｔ０６ａｃ〃〃ｓ"fcﾉZ””z"〃を用う

る方法が最も一般的であり，後者は米国薬局方に採用されている方法であるが，定量用培地が

複雑でその調製に要する経費が高く，叉定量操作に多少の困難が伴うことを欠点とする．一方
Ezfgルガα法は測定に長時間を要する欠点はあるが培地に要する経費が安く,実施が容易である
等の長所をもっているので我国では現在この方法が広く行われており，従って海水のＢ１２定量

＊本研究は昭和31年度日本水産学会年会（31年４月，東京）に於て講演した．
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量ｶﾐ海水１ｃｃ当り10-20ｍｇの場合
ＥＤＴＡ（ｍg/cc）EzZgZg"αは正常の発育を遂げ又前記

白色沈澱も生成しないが，ＥＤＴＡ使Fig.１．RelationｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＥＤＴＡａｄｄｅｄ
ｉｎｔｈｅｓｅａｗａｔｅｒａｎｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＥ"ｇ彫”α・

用量がこれより少いと加熱によって白

濁を生じ,又これより多いとEzZg彫"αの発育が阻害される．依って海水１ｃｃ当り１５ｍｇの
ＥＤＴＡ使用が適量であろうと考えこの値を採ることとした．

もこの方法によることとした．然るにＥ"gﾉg"αは淡水性原生動物であるため，その発育が

海水中の塩類特に食塩によって阻害され，又後述するように海水中の塩類が培地中の物質と化

学反応を起こし，定量不能となる等の欠陥が現われるので，これらの点が解決されない限り

EzZgZe"α法による定量は不可能であることを知った．依ってまずこれらの問題について研究

し，ほぼ満足すべき一つの方法を案出することが出来た．

１．海水中のＣａ及びＭｇの影響を除去するための前処理

EzjgZg"α法は上田,佐藤等5)によって吟味せられた方法によることとしたが，この方法で決

められている定量用基礎培地に海水を加えて加熱すると白濁を生じ比濁が不可能となる．この

原因について調べた結果この白濁は海水中のＣａとＭｇが基礎培地中の（ＮＨＬ）唾ＰＯＩとNa-

butyrateに作.用して生ずることが分ったので，これらの燐酸塩と有機酸塩を夫,々ＫＨＰＯ４，

K2HPO4,K3PO4,Ca3P203,Ｎａ』ＨＰＯｌ及び酢酸ソーダ，リンゴ酸ソーダ,乳酸ソーダ等で置換

えて見たが沈澱の生成を阻止出来なかった．なお培地と海水とを別煮に加熱殺菌し冷却後無菌

的に両者を混合する方法，酸性培地の使.用についても試承たが何れも定量不能であった．依っ

て次に上記Ｃａ(約0.04％）とＭｇ(約0.13％）の影響を除く方法としてDisodiumethylene‐

diaminetetra-acetate（以下ＥＤＴＡと略記）の使用を試みた．

ＥＤＴＡは周知の如く水の硬度測定に使用される外Ｃａ,Ｍｇの定量その他ポーラログラフへ

も応用せられているが，これを用うることによりほぼ所期の目的が達せられた．即ち海水に

ＥＤＴＡを加え(海水のＣａ及びＭｇに対する所要計算量は１５ｍｇ/cc)，約３７℃に４８時間

放置し生成した結晶性物質を徳別して供試液とする方法である，以上の処理を施した海水は

EzfgJc"α法に於ける培地に加えて殺菌した場合にも白濁を生ずることはないが，ＥＤＴＡの使

用はEzfg膨れαの発育に影響を及ぼさないかということが問題となる．第１図はこの問題に関

する実験結果を示したものである．
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２．供試海水のＣｌ除去のための前処理

Ｅ"g彫"αは淡水性原生動物であるから食塩によってその発育が阻害されることは前記の通

りである．第２図は培地における食塩濃度とＥｚｌｇｊｇ"αの発育との関係を試験した結果を示し

たもので,食塩濃度の増加につれてＥ〃gzg7zaの発育は漸次衰えるが,その程度は０ﾕ5％位で
は殆んど影響がなく，０．４％位までは阻害程度が比較的軽微であるがそれ以上になると急激に

著しくなることが分る．従ってａｓsayに当っては０．１５％程度まで食塩濃度を減少せしめるこ

とが必要となるが，５ccassayに於て0.5ｃｃの海水を使用すれば培地における食塩濃度は

約０．３％となり，この場‘合食塩含量低下の操‘作が望ましいこととなる．依ってその方法として
イオン交換樹脂によるＣｌ除去効果について実験した．即ち３％の食塩溶液４ｃｃにAmberlite

lR4Bを夫々 ０，１，２，３，４，５，６ｇ加え，室温に２０分間振鐙後櫨過したものにつき残存食

塩量を測定した結果は第３図に示した如く，５９の樹･脂使用によって食塩濃度は約1.5％とな

り測定の際の培地ではこの食塩濃度は更に1/10に稀釈されるので約0.15％となる．
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次にこのＥＤＴＡ使言用量で処理時間を変えた場合，及び基礎培地に対するこれら各処理海水

の添加量を変えた場合におけるＥ"gjg"α発育との関係を試験し，第１表の結果を得た．

TableLInfluenceofEDTAtreatedseawateronthegrowth

ofEz‘g/g7za．（Turbidity：－１ｏｇＴ）

即ちＥＤＴＡによる処理痔間は24-48時間が必要であり，供試液の食塩濃度が３％の場"合

はｔｕｂｅ(5cc）当り０５ｃｃの添加量では殆んど影響が現われなかったが,それ以上添加すると次

第にEzZgZg"αの発育が阻害されることが分った．これは食塩による阻害作用と考えられる．
なお海水にＥＤＴＡの結晶を加えるとｐＨが約３．４になるが,そのままの状態で放置,作用

せしめることが必要で，第２表に示したように中性近く叉はアルカリ性に調整すると結晶性物

質が生成せられず，叉このように処理した海水を用うると前記の白濁は生じないがＥ"gZe7za

の発育が著しく阻害せられる．

Table２．Relationbetweenthetreatingcondｉｔｉｏｎｏｆｓｅａｗａｔｅｒｂｙ

ＥＤＴＡａｎｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＥｚ４ｇＺｇﾁ2α・（Turbidity：一logＴ）
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摘 要

海水｢11のビタミンＢｌ２定量方法につき研究し,海水に適当の前処理を施せば従来のＥ"g/”zα

法により定量し得ることを知った．

次にこの操作によってＢｌ２が吸

着されないかについて実験した．即

ち0.1ｍγ/ｃｃのＢｌ２溶液４ｃｃを用

い，前記食塩水で行ったと同じ方法

によって樹脂処理を行った試料につ

いてＢ,２ａｓsayを:行ったが，上の

使用量ではＢｌ２は全く吸着されな

いことが証明された．

なお５ｃｃａｓｓａｙにおいて試料と

して海水0.5ｃｃを使・用する場欝合に

は，食塩濃度は約０，３％となるが，

これは第２図から知られるように

EzZg/g"αに対しては有害作用の少

い範囲内であるから脱塩操作を省略

し，その代りにこれと食塩濃度が等

しくなるように食塩を加えた培地を

用いて作成した標準曲線を使用して

測定するという便法を採こととした

が，これによって定量操作は可成り

簡略化され，而かも測定結果の精度

を落さずに定量することが出来た．

併し0.5ｃｃ以上の海水を使用しよう

とする場合にはＩＲ４Ｂによる脱塩

操作が必要となって来ることは勿論

である．

以上Ｅ"9J”α法を行うための海

水前.処理の方法を総括すれば次の通

りである．

海水５ｃｃに７５ｍｇ（15ｍｇ/cc）海水５ｃｃに７５ｍｇ（15ｍｇ/cc）のＥＤＴＡ結晶を加えて約３７℃に４８時間放置し,生成

した沈澱を源別する．この徳液を試料綿としＥ〃gzg"α法によってＢ１２を.定量するのであるが，

その際５ｃｃａｓｓａｙに試料を０．５ｃｃ（或はそれ以下）使用する場合はそのまま用い，試験区と

同一食塩濃度になるように食塩を添加した培地を用いて作成した標準曲線によって測定する．

叉０．５ｃｃ以上の試料を使用する場鋤合には上記ＥＤＴＡ処理液を更にAmberlitelR4Bによ

って処理し，食塩がEzjgze"αの発育を阻害しない濃度になるまで脱塩した海水を用いなけれ

ばならない．

この方法により海水に既知量のＢ１２を加えた試料を.用いて定量した場合の回収率は81.4-

87ユ平均８４．２％を示し,叉本学部裏（錦江湾）接岸海水のＢｌ２含量は27.5ｍγ/１であった．
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即ち海水中のＣａとＭｇは基礎培地中の成分と反応して白色沈澱を生じ比濁を不可能とす

るが海水１ｃｃ当り１５ｍｇのＥＤＴＡを加え,約３７℃に４８時間放置して生じた沈澱を除く

ことによってこの欠陥を無くすることが出来る．叉Ｅ"gZe"αの発育を阻害する海水中のＣｌ

はＥＤＴＡ処理海水を更にAmberlitelR4Bで処理することによって除くことが出来る．

併し培地に於ける食塩濃度が低い場合（例えば0.3％以下）には脱塩操作を省略し，試験区と

等濃度になるように食塩を添加した培地を用いて作成した標準曲線によって測定することも一

法である．

終りに実験に協力された本多徳:行氏に謝意を表する．

Ｒｅｓｕｍｅ
ウ

RecentpaperhavereportedonthecoｎｔｅｎｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＢＩ２ｉｎｔｈｃｉｉｓｈｅｓ，ｍａｎｙ

otheraquaticanimalsandseaweeds，ｂｕｔｗｅｈａｖｅａｓｙｅｔｖｅｒｙｌｉｔＵｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ

ａｓｔｏｔｈｉｓｖｉｔａｍｉｎｉｎｓｅａｗａｔｅｒ・ThePresentinvestigationwasundeｒｔａｋｅｎｔｏｓｔｕｄｙ

ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｄｅｔｅｒｍinationofvitaminB12inseawater・Ａｓｔｈｅｒｅｓｕltofthis

study，ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＢＩ２ｉｎｓｅａｗａｔｅｒｍａｙｂｅｍｅａｓｕｒｅｄ

ｂymicrobiologicalassayusingE"ｇＺｇ７ｚａａｓｔｈｅｔｅｓｔｏｒｇａｎｉｓｍ，whenseawaterwas

treatedpriortoitsapplicationwithEDTAandAmberlｉｔｅｌＲ４Ｂ，ｆｏｒｔｈｅｐｕｒｐｏｓｅ

ｏｆｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｄisturbingeffectofCa，ＭｇａｎｄＣ１ｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅ．
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