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ビタミンBlの定量条件及び食品中のBl形態
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The Determination of the total Thiamine and Forms of

Thiamine in Animal and Plant Tissues

Masako Sato

序 論

アノイリナーゼを含む試料の総Bl浸出には,メタリン酸浸出により除蛋白する方法1)2)があり,

血液など蛋白質の多い試料では,硫酸酸性下で沸騰浸出後,メタリン酸で除蛋白する方法1)3)4)5)が

報告されている｡結合型Blは組織ではアポ蛋白が結合した酵素の形で存在しており,蛋白質沈澱

剤の中には,蛋白質とBlを結合したまま沈澱させるものがあり6),メタリン酸も蛋白質沈澱剤であ

るのでその危険性が考えられる｡本実験ではアノイリナーゼ活性の強さとBl含量の関係を検討中,

メタリン酸浸出は硫酸浸出よりもBl含量が低かったので, Bl浸出に及ぼすメタリン酸の影響を検

討した｡
Ll

食品のBl形態は遊離型と結合型の二形態で存在しており, Blの生理機能や生合成の問題と関連

を持っている7)-ll)｡穀類,豆類の種子のBl形態は遊離型が大半を占め結合型Blの割合は少く7)ll)

本実験でも米,えんどう,そらまめなどほ遊離型が70%以上であったが,豆類の種子の中,枝豆の

Bl形態は,遊離型は20%前後であり,残りの80%は結合型Blが占めBl形態に相異がみられた

ので,大豆の種子形成から完熟して大豆になるまでの成育中のBl形態を検討した｡貯蔵によるBl

形態の変化を併せて検討したので報告する｡

実　験　方　法

1.定量方法

Blの定量はBrCN酸化によるチオクロム法1)により行い,測定は島津製,八木式微量蛍光光度

計UM-S型を用いた｡

アノイリナーゼ活性12)13)14)15)は, pH 6.8, 50oCで15分間にBxlOγを分解する量を組織湿量1

gについて求めた｡

2.試　　料

試料はいずれも採取後,直ちに分析を行った｡

3.成育実験
∫

大豆の成育中のBl形態の検討はⅠ期6月上旬～下旬及びⅠ期8月下旬～10月中旬, 2回行った｡
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4.貯蔵条件

豚肉,コイ肉,枝豆の貯蔵によるBl形態の変化はいずれも冷凍貯蔵を行った｡コイ肉は対照に

20oC貯蔵,春菊は10-C貯蔵を行った｡

結果および考察

Ⅰ･総Blの浸出条件

1)アノイリナーゼを含む試料のBl浸出条件

コイやフナなどの淡水魚にはAn Iが含まれているが16)　組織によりアノイリナーゼ活性が異な

るので,アノイリナ-ゼ活性の強さとBl浸出条件の関係を次の浸出方法により比較検討した. ⑤硫

酸浸出法;組織に水を加え磨砕し0.1NH2S04を加え30分間沸騰浴を行いpH調整,タカジアス

ターゼで加水分解後口過する｡ ⑧メタリン酸浸出法; 10　水冷メタリン酸中に組織を投入磨砕し,

0.1NH2S04を加え30分間沸騰浴を行い, pH調整,ロ過後タカジアスターゼによる加水分解を行

う｡ ③組織に水を加え磨砕, pH 4.5に調整, 80oC, 15分間加温浸出,ロ過後タカジアスターゼを

加える｡試料はアノイリナーゼ活性が異なり, Bl含量が比較的多いもの(肝臓,眼球,卵巣,節

肉)について行い,その一例を表1に示した｡比率は硫酸浸出を100として表わした｡

表1　アノイリナ-ゼを含む試料のBl浸出条件

硫酸浸出,メタリン酸浸出　pH 4.5, 80-C加温浸出とBl浸出条件が異なるとBl含量に大きな

差がみられ,アノイリナーゼ活性の強い肝臓では硫酸浸出でBlはもっとも高く,メタリン酸浸出は

硫酸浸出の70-80　であり　pH 4.5, 80-C加温浸出ではほとんどBlは検出されなかった｡アノ

イリナーゼ活性の比較的弱い筋肉,卵巣では硫酸浸出のBlがもっとも高く　pH4.5, 80-C加温浸

出がこれにつぎ,硫酸浸出の約8096,メタリン酸浸出はそれよりも低かった｡眼球は硫酸浸出,メ

タリン酸浸出は高く, pH4.5, 80-C加温浸出のBlは硫酸浸出の約半分であったが,筋肉などより

アノイリナ-ゼが強いため,分解されたものと思われる｡

コイのアノイリナ-ゼの至適条件は　　pH 6.8,至適温度50-C,熟に対する安定性は組織によ

り幾分異なり,筋肉のアノイリナーゼは熟に対して不安定であり, 80oCの加温浸出で酵素活性を失
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うが,肝臓アノイリナ-ゼほ熟に対してかなり強く　80-C加温では酵素は作用し,アノイリナ-ゼ

活性が強いこともあって, pH4.5, 80-Cの加温浸出で肝臓のBlはほとんど分解されるものと思わ

れる｡

肝臓,筋肉,卵巣の硫酸浸出でBl含量が高いが,硫酸添加によりpH 1-2となり,このpHで

はアノイリナーゼは作用せず,その後30分間の沸騰浴により酵素活性を失うため14)ァノイリナー

ゼの影響をほとんど受けないためと考えられる｡

メタリン酸浸出ではpH1-2となり,アノイリナ-ゼは作用せず,メタリン酸がアノイリナ-ゼ

蛋白を除蛋白するためアノイリナ-ゼの影響は受けないが,メタリン酸がアノイリナ-ゼ蛋白と同

時にBlと結合した酵素蛋白の一部を除蛋白するため,結合型Blの一部は浸出されず,その結果Bl

は低くなるものと考えられる｡

耐熱性アノイリナ-ゼを含むワラビでは,加温浸出後,ロ過せずにタカジアスク-ゼによる加水

分解を行うとBlが分解されるが2)17)同様の実験をコイ筋肉について検討した｡浸出は硫酸,メタ

リン酸,水浸出後,沸騰浴を行い. (I)ロ過してタカジアスターゼを作用させる, cm　タカジア

スターゼを作用後口過する,について検討した｡

表　2　　アノイリナ～ゼを含む試料のBl定量条件

その結果は表2に示したが, cmは(Ⅰ)よりもBl値はやや高く,易熱性アノイリナーゼを含

むコイでは, 30分間の沸騰浴でアノイリナーゼほ酵素活性を失ったものと思われ,耐熱性アノイリ

ナーゼを含むワラビとは異っていた｡

2)メタリン酸濃度とBl浸出条件

コイの総Bl浸出はメタリン酸浸出を行うとBl含量が低くなるので,メタリン酸の濃度を変え,

浸出に及ぼすメタリン酸の影響を比戟検討した｡加水分解は(Ⅰ)ビタミンBl定量用タカジアスタ

ーゼBと比戦のために(Ⅰ)市販のタカジアスク-ゼを使った｡比率は0.5N硫酸浸出を100とし

てあら藷っした｡

その結果は表3に示したが,硫酸浸出は硫酸濃度が変化してもBl含量に大きな違いはみられなか

ったが,メタリン酸浸出についてはメタリン酸濃度が高くなる程Bl値は低くなり10%メタリン酸浸

出では硫酸浸出の約半分であった｡タカジアスターゼBよりもホスファクーゼカの弱いタカジアス

ターゼではこの傾向は更に顕著であり1096メタリン酸浸出はBl含量が低くなり,硫酸浸出の10

%程度であった｡水浸出でBl量が幾分低かったが,これはアノイリナーゼ作用を受け, Blは一部
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表　3　　メタリン酸濃度がBl浸出に及ぼす影響(コイ肉)

表　4　　メタリン酸濃度がBl浸出に及ぼす影響(豚肉)

総　Bl

硫　酸　浸　出
浸　内　条　件

濃　　　　度

Bl (γ%)

比率(%)

0.1N o.05N o.03N

Bl (γ%)

比率(形)

分解されたものと考えられる｡

同様の実験をアノイリナ-ゼを含まない試料,豚肉について行った｡ 加水分解にはタカジアスク

ーゼを用いた｡

表4のように豚肉の場合はコイと同じように,硫酸浸出は硫酸濃度が変化してもBlはほとんど同

じであるが,メタリン酸浸出ではメタリン酸濃度が高い程,又総Blに占める遊離型Blが少なく結

合型Blの割合が高いもの程, Bl僧は低くなった｡豚肉では水浸出のBlは硫酸浸出と大体同じであ

ったが,これはコイと違いアノイリナーゼを含んでいないためだと思われる｡

枝豆や春菊,ほうれん草などの緑葉についても同様の実験を行ったが,豚肉と同じような傾向が

衣られ,硫酸浸出でBlはもっとも高く,水浸出はやや低く,メタリン酸浸出ではBl値は低くなっ

た｡

浸出条件による　Bl量の違いについて結合型Blは蛋白質と結合して存在しているので,浸出

時,硫酸,メタリン酸により変性するが,硫酸とメクリン酸ではその機構が異ることが考えられる｡

硫酸浸出は硫酸濃度が変化してもBlは大体同じ値であり,これらは水浸出のBlと大体同じである

ことから,硫酸による変性は一時的なものであり,少くとも結合型Blの浸出を妨げないようなもの

であるが,メタリン酸による変性はかなり強いものであり,結合型Blの浸出を妨げるものと思わ
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れる｡

次にメタリン酸と硫酸の組み合わせがBl浸出に及ぼす影響を検討した｡試料はコイ肉を用い,吹

の浸出条件で浸出しロ過後,タカジアスターゼで加水分解を行った｡

Ⅰ試料を水IOcc中に入れ磨砕　0.1N H2SO4 20ccを加え沸騰浴を行う｡

Ⅱ　試料を水IOcc中に入れ磨砕　0.1N H2SO4 20ccを加え沸騰浴を行い冷却後10%メタリン

酸IOccを加える｡

Ⅲ　試料を10%メタリン酸IOcc中に入れ磨砕　0.1N H2SO4 20ccを入れ沸騰浴を行う｡

Ⅳ　試料を10%メタリン酸30cc中に入れ磨砕し,沸騰浴を行う｡

表　5　　Bl浸出条件(コイ肉)

その結果は表4のように,Ⅰの硫酸のみの浸出でBlはもっとも高く,次いで,硫酸浸出後,メタ

リン酸処理を行ったもの,次にメタリン酸処理後,硫酸を加え浸出したものであり,Ⅳのメタリン

酸のみの浸出では,Blは硫酸浸出の約半分であった｡これらの実験から結合型Blの浸出条件とし

ては硫酸浸出が望しいと考えられる｡

結合型Blについては,総Blと遊離型Blとの差を結合型としこの結合型BlがTDP*量をあ

らわすものと推定されているがTDP以外の結合型Blが存在することが考えられており,

又結合型Blと蛋白質の結合機構について報告があり6',結合型Blの定量には種々の問題が関係し

ていることが考えられる｡

ⅠⅠ.食品のBl形態

食品のBl形態は結合型が80-900/Oを占め遊離型10-20蝣のものと,逆に遊離型が大半を占め結

合型は10-20のものとの二つに大別される｡一般に筋肉組織,緑葉などBlが酵素として働く組

織には結合型が多く,穀類や豆類の種子,根菜類の根などにほ遊離型が多いと報告されている4)7)ll)｡

本実験でもこれと同じような結果が得られた｡(表6,表7)

ところが豆類では,えんどう,そらまめは遊離型が70-80^であるが,枝豆は遊離型約1096,残

りの90%前後は結合型でありBl形態が異っていた｡魚眼はBl含量が高いが22)23)形態は遊離型で

あった｡

III.貯蔵によるBl形態の変化

貯蔵によるBl変化について,豚肉では冷凍貯蔵ではBlの損失は比較的少いという報告24)25)が

あるが,市販の豚肉のBl形態をみると試料により異なり(表4),遊離型が10%程度のもの,ほ

* TDP Thiamine di phasphate
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表　6　　食品のBl形態
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表　7　　食品のBl形態

とんどすべてが遊離型であるもの,その中間のものなどがみられたので,貯蔵によりBl形態が変化

するのではないとと考え実験を行った｡試料は豚肉,緑葉として春菊,アノイリナーゼを含むコイ

について検討した｡

表　8　　貯蔵によるBl形態の変化(豚肉,春菊)
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10　　12

貯蔵期間([1)

壬-e　総　Bl
…　結合m b.
0-----の　遊耽製Bl

2　　　4　　　6　　　8

貯蔵期間(日)

^Bj

o~-~-○　結合型BI

o叫~-○　遊離塑Bl

10　　12

図1貯蔵によるBl形態の変化(豚肉,冷凍貯蔵)　　　図2　貯蔵によるBl形態の変化(春菊10-C貯蔵)

2　　　4　　　　6　　　8

貯蔵期間(日)

幸　　　手　総BI

0----4　結合型Bl

二一-C　遊離型Bl

10　　12

貯蔵期間(日)

㌻ユニ---'-w　給Bl

叶一･一〇　結合型Bl
-づ　遊離型Bl

図3　貯蔵によるBlの化(コイ肉,冷凍貯蔵)　　　　図4　貯蔵によるBlの変化(コイ肉　20-C貯蔵)

豚肉については,この貯蔵期間中に総Blの変化はみられないが, Bl形態に変化がみられ遊離型

Blは徐々に増加し,貯蔵約2週間で総Blと同じ値になった｡冷凍貯蔵1年後の総Blの残存率は

約7096,そのBl形態は遊離型であった｡これらのことから貯蔵により結合型は比覇的短期間に遊

離型-移行し,その後は遊離型の状態で貯蔵されるものと思われ,試料によるBl形態の相異は貯蔵

期間と関連を持っていることがわかった｡

春菊についても,豚肉と同様の傾向がみられ結合型は遊離型-移行した｡

アノイリナーゼを含むコイでは,貯蔵により総Blの減少がみられ,貯蔵前の硫酸浸出のBlを100
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表　9　　貯蔵によるBl形態の変化コイ肉(冷凍貯蔵)

表10 貯蔵によるBl形態の変化コイ肉(20oC貯蔵)

として比戟すると, 2週間の冷凍貯蔵で残存率は約30%となり, 20oC貯蔵ではBl減少は著しく2

日後に残存率は10%以下となった.いずれも貯蔵中アノイリナ-ゼの作用を受けBlは分解された

ものと思われる｡ Bl形態をみると遊離型Blは貯蔵前とほとんど変化せず総Blの約1%であり,結

合型から貯蔵型-の移行はみられなかった｡

IV.大豆の成育中のBl形態の変化

豆類の中で総Blのうち遊離型Blが少なく,結合型Blの割合が高かった大豆について成育中の

Bl形態,捕獲後貯蔵中のBl形態の変化を検討した｡その結果はⅠ期8月下旬から10月中旬に行

ったものについて種子の重量変化,葉のBl形態の変化を併せて表11に示した｡

成育とBl含量の関係をみるとⅠ期のものはⅠ期よりも種子の大きさは小さくBl量も少なかった

表11　大豆の成育とBl形態

莱
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図5　大豆の成育によるBl形態の変化

が両期間共に,種子の重量の増加,即ち成育に伴ってBl量は増加した｡ Bl形態をみると種子形成

から成熟期,完熟期を通して結合型Blが70-90%を占め,稲7)やとうもろこし,小麦11)の種子で

遊離型が60-70^と大部分を占める傾向とは対照的であった｡葉のBl形態は結合型が大部分を占め

総Blは種子の成長に伴って減少がみられこれは稲の葉と同様の現象であった｡

とうもろこしや小麦11)そらまめ27)の種子形成過程におけるBl形態の変化は,受粉後肢の形成が

充分でない初期に結合型Blが認められるが,その期間は短く量もわずかであり,その後腔の分化が

進む頃から遊離型Blが出現し成熟期,完熟期にはBl量の増加がみられその形態は遊離型Blが大

部分を占める｡枝豆の種子は成育初期,遊離型Blが30%近くを占める時期があるがその後はむし

ろ減少し,種子の重量が最高値に達する第5週目,完熟して大豆になる第7週目にも,遊離型Blの

増加は認められなかった｡その後捕獲し4カ月貯蔵した乾燥大豆のBl形態も遊離型は20%以下で

あった｡

表12　　貯蔵によるBl形態の変化(枝豆)
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図6　貯蔵によるBl形態の変化(枝豆,冷凍貯蔵)

緑葉におけるBl生合成9)10)の実験で合成されたBl形態はほとんどが遊離型であったという報告

もあり,とうもろこしや小麦11)28)そらまめ27'の種子形成初期に結合型Blが認められるがその後は

遊離型の状態で存在しているが,大豆の種子の場合,成熟,完熟期を通して結合型が大部分を占め,

Bl代謝機構に相異があるのかもしれない｡

成熟期の大豆の種子(えだまめ)を捕獲し冷凍貯蔵を行い, Bl形態の変化を検討し表12に示し

た｡

その結果は筋肉や緑葉などと同じように,総Blの変化はあまりみられず, Bl形態は遊離型Blの

増加がみられ結合型Blは貯蔵により遊離型Bl -移行した｡

要 約

1.易熱性アノイリナーゼを含むコイの浸出条件によるBl含量をみると,筋肉,卵巣,肝臓では

硫酸浸出でBl量はもっとも多く,メタリン酸浸出は硫酸浸出の約70%である　pH4.5, 80oC

加温浸出はアノイリナーゼ活性の強さと関係があり,アノイリナーゼ活性の強い肝臓ではBlは

ほとんど検出されなかった｡

2.コイの筋肉のアノイリナーゼほ30分間沸騰浴で酵素活性を失う｡

3･メタリン酸浸出がBl定量に及ぼす影響をみると,メタリン酸濃度が高く,結合型Blの割合

が高いもの程, Bl含量は低くなり,結合型Blの一部はメタリン酸により浸出を阻害されるも

のと思われる｡

4･結合型Blの多い試料を硫酸浸出後メタリン酸処理を行ったもの,メタリン酸中で磨砕し硫酸

を加え浸出したもののBl含量はいずれもメタリン酸単独で浸出したもののBlより多いが,疏

酸浸出したもののBlより少なく結合型Blの浸出には硫酸浸出が望しい｡
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5.食品のBl形態は穀類,豆類の種子は遊離型が70 %程度であるが,枝豆では結合型が80-90

%であり遊離型はわずか10-2096であった｡魚眼はBl含量が高いがそのBl形態は遊離型であ

った｡

6.結合型Blの多い筋肉,緑葉では貯蔵の比較的初期に結合型から遊離型-移行し,その後は

遊離型の形で貯蔵される｡

7. 7ノイリナ-ゼを含むコイ肉は貯蔵により総Blは減少し,これは冷凍貯蔵よりも20-C貯蔵

で著しく,又貯蔵によるBl形態の変化は認められなかった｡

8.大豆の種子のBl形態は種子が形成され成熟期,完熟期に至るまで結合型が大部分を占め遊

離型は10-30 %であった｡成熟期に捕獲し冷凍貯蔵したものは貯蔵中に結合型から遊離型-移

行した｡
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