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ビタミンＫを電気化学的に測定する新しい方法について検討した。ビタミンＫ濃度が高ければ、酸化型の

まま還元電流を測定することによって定量が可能であった。一方、微量の場合は溶存酸素の影響を受けるた

め、ビタミンＫを白金黒充填カラムで還元した後、酸化電流を測定することによって定量が可能であった。

分離用の逆相カラムを併用することにより、ＨＰＬＣ－電気化学検出システムで、ビタミンＫの分別定量が

可能となった。 

 

 

１．はじめに 
ビタミンＫは、図１に示すようなナフトキノン骨格を

有する脂溶性ビタミンの一群１、２）で、血液凝固や骨形成

に関与する重要なビタミンである。自然界には植物にＫ1

が、そして微生物や動物にＫ2が存在する。最近は骨粗鬆

症の予防効果３）が期待できることや、新生児・乳児出血

症がビタミンＫの欠乏から起きることなどから注目され

ている。また日本食品標準分析表の五訂版から分析値が

記載されるなど、今後測定のニーズが高まることが予想

されるビタミンである。 

通常ビタミンＫの測定は、酸化型のビタミンＫが還元

されると蛍光を発する原理に基づき、検出器として蛍光

検出器を用い、ビタミンＫ同族体を分離するための分離

カラムと組み合わせたＨＰＬＣ－蛍光法で行われている
４）。そこで、新たな分析機器の開発を目指し、食品中の

ビタミンＫを、電気化学的に検出する原理に基づく測定

法について検討した。 

 

２．実験方法  
2.1 サイクリックボルタモグラムの測定 

 0.2Ｍ酢酸ナトリウム緩衝液（pH4.75）13.5mlとエタ

ノールに溶解した 500μＭのビタミンＫ３溶液 1.5ml を

混合し、3 分間窒素ガスを通気した後、マグネッチック

スターラーで攪拌しながら、ビー・ビー・エス(株)製グ

ラシーカーボン電極と北斗電工(株)製ポテンショスタッ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

    図 １  ビタミンＫ同族体の化学構造 

 

ト HAB-15I、及びグラフテック（株）製Ｘ-Ｙレコーダ

WX1000 を組み合わせた装置を使用して、電位を-800mv

から 800mv まで変化させた時の電流変化を測定した。サ

イクリックボルタモグラム 5)は、この電流�電位曲線で

ある。 

  2 . 2  還元電流によるビタミンＫ ３の定量 

電位を-185mv に設定し、0～500μＭの各濃度のビタ
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ミンＫ３の還元電流を回分系で測定した。0.2Ｍ酢酸ナ

トリウム緩衝液（pH4.75）13.5ml とエタノールに溶解

した 0～500μＭの各濃度に調製したビタミンＫ３溶液

1.5ml を混合し、3 分間窒素ガスを通気した後、電位を 

-185mv に設定し、マグネッチクスターラーで攪拌しな

がらグラシーカーボン電極で還元電流を測定した。 

  2 . 3  フロー系による還元電流の測定  

0.1μＭレベルの微量のビタミンＫ3の還元電流を、ビ

ー・ビー・エス(株)製のクロスフローセルとポテンショ

スタット 1112、日本分光工業（株）製ポンプ PU-980、

レオダイン製インジェクター7125 から成るフロー系で

測定した。 

 溶出液として、0.25％過塩素酸ナトリウムを含むメタ

ノール／エタノール=9：1 の溶液 6)を、窒素ガスを通気

しながら 1ml/min の流速で流した。ループ容量 20μl

のビタミンＫ３溶液を注入し、設定電位-185mv で還元電

流を測定した。 

2 .4  酸化電流によるビタミンＫの測定  

  ビタミンＫをより精度良く測定するためには、酸化型

ビタミンＫを還元型に変換し、その酸化電流からビタミ

ンＫの定量を行なった。酸化型ビタミンＫを還元する目

的のカラムは、キシダ化学（株）製白金黒645mg をジー

エルサイエンス（株）製空カラム（内径 4.0 mm×長さ

50 mm）に充填して作製した。溶出液は、窒素ガスを通

気しながら、1ml/min の流速で流した。溶出液で調製し

た 0�10μM のビタミンＫ３を注入し、白金黒充填カラ

ムで還元した後、設定電位 200mv で酸化電流を測定した。 

  2.5  ビタミンＫ同族体の分別定量  

 ビタミンＫ同族体の分別定量は、ジーエルサイエンス

（株）製逆相カラム NUCLEOSIL 100-5C18（内径 4.6 mm

×長さ 150mm）3)を併用した図２のＨＰＬＣ�ＥＣＤ（電

気化学的検出）法に基づくシステムを用いて行った。溶

出液で調製した 2μM のビタミンＫ１、Ｋ２、Ｋ３の混合

標準溶液を用い、設定電位 200mv で酸化電流を測定した。 

 

 

 

 

 

 

      図２ ビタミンＫの分別定量システム 

 

３．実験結果及び考察 
3 .1  ビタミンＫの電気化学的性質 

  ビタミンＫの電気化学的性質を調べるため、ビタミン

Ｋ同族体のうち構造が最も単純なビタミンＫ３を用い、

サイクリックボルタモグラフを作成した。図３はその結

果である。-185mv 付近に還元電流のピークが現れた。従

って、ビタミンＫ３は-185mv で還元すれば、最大の還元

電流を検出しやすいと考えられる。 

  図 ３  ビタミンＫ３のサイクリックボルタモグラフ 

 

  3.2  還元電流によるビタミンＫ３の定量 
  サイクリックボルタモグラムから、ビタミンＫ３は  

-185mv 付近で還元されやすいことが分かったので、電位 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   図４  ビタミンＫ３の濃度と還元電流との関係 

 

を-185mV に設定し、各濃度のビタミンＫ３を測定した結

果を図４に示すが、濃度と還元電流の間には明瞭な直線

関係が認められた。従って、このような濃度範囲であれ

ば、還元電流によってビタミンＫ３等の測定が可能であ

り、検出器が還元と検出を同時に兼ねるため、測定シス

テムは非常に簡単なものになると考えられる。 

 3 .3  還元電流に及ぼす溶存酸素の影響 

ところで、実際にビタミンＫの測定を必要とする食品

や生体試料の場合、ビタミンＫの含有量は微量である。

そこで、回分系に比べ感度が高く、更に同族体を分離す

るためのカラムクロマトグラフィーが実施できるフロ

ー系のシステムを用い、微量のビタミンＫ３の還元電流

を測定した。 

図５は、0.1μM のビタミンＫ３注入後の、還元電流の

時間経過を示している。微小な還元電流を検出するため、
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感度を最大に上げると、ビタミンＫ３溶液注入に伴い、

明瞭なピークが認められた。しかし反面、ベースライン

の変動が見られた。この変動は、溶存酸素の影響と考え

られる。すなわち、窒素ガスを通気しても溶媒中に存在

している溶存酸素は完全にはとり除くことができず、検

出される還元電流の中には、溶存酸素の還元電流も含ま

れることになる。従って、還元電流によって微量のビタ

ミンＫを測定する場合には、溶存酸素の影響により測定

精度が低下することが危惧された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  図 ５ ビタミンＫ３の還元電流の測定チャート 

 
3 .4  白金黒によるビタミンＫの還元 

微量のビタミンＫ３を還元電流で測定する場合には、

溶存酸素の影響を受けることから、その対策として、酸

化型ビタミンＫを何らかの方法で還元した後、電気化学

検出器で検出することが考えられる。還元方法としては、

電気化学的方法 7)以外に、白金黒充填カラムによる方法

4)と水素化ホウ素ナトリウムによる方法 8)がある。検出

段階に電気化学的方法を用いるので、相互の電気的影響

を防ぐため、白金黒充填カラムによる方法と水素化ホウ

素ナトリウムによる方法から選択することとした。両者

を比較すると、前者の場合は、検出器の前に白金黒充填

カラムを設置するだけで実現できることから有利であ

る。以上の理由から、還元方法として高い還元能力が期

待される白金黒をカラムに充填して使用する方法を採

用した。 

図６の(A)は白金黒充填カラムを通し、電位を-185mV

に設定した場合のビタミンＫ３の還元電流のチャートで

ある。白金黒充填カラムを通さなかった場合に現れた還

元電流はまったく見られなかった。 

代わって電位を 200mV に設定すると、図６の(B)のよ

うに 1.17 分に酸化電流が現れた。このことから、白金黒

充填カラムを通る過程で、酸化型ビタミンＫは瞬時に還

元されると考えられる。また、白金黒充填カラムは再使

用が可能であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６  白金黒充填カラム通過後のビタミンＫ３の酸化電 

   流の測定チャート 

 

3.6   酸化電流によるビタミンＫ同族体の分別定量 

 以上の結果より、白金黒充填カラムによって酸化型ビ

タミンＫを還元型ビタミンＫに還元し、次いで電気化学

検出器で還元型ビタミンＫを酸化することにより生成す

る酸化電流を検出することで、微量のビタミンＫが測定

できることが判明した。なお、ビタミンＫには同族体が

存在するのでそれぞれを分別定量するためには分離の過

程が必要となる。現時点ではカラムクロマトグラフィー

が最も適している。そこで、同族体分離の目的で、逆相

カラムを併用し、ビタミンＫの分別定量を行った。 

 図７は、ビタミンＫ１、Ｋ２（MK-4）、Ｋ３共存下での酸

化電流を測定した時のチャートであるが、３者は明瞭に

分離され、それぞれ分別定量が可能となった。 

図８は酸化電流によるビタミンＫ１、Ｋ２、Ｋ３の検量

線である。それぞれ定量の目的に利用することができる

ことが確認できた。 

４．結  び 
 分離カラム、白金黒充填カラム、電気化学検出器を直

列に連結することにより、微量のビタミンＫ同族体の測

定が可能となった。電気化学検出は、迅速性や安定性に

優れている反面、特異性が弱い。従って、同族体の分別

定量のような場合には、分離カラムのような手段が必要

となり、システムがＨＰＬＣに類似したものになってし

まう。そのため、電気化学検出を核とする分析機器の開

発に当たっては、分離を必要としない物質の測定や、化

学的酸素要求量（ＣＯＤ）や過酸化物価（ＰＯＶ）のよ

うな総体的な指標の測定が適していると考えられる。タ

ーゲットを適切に設定すれば、ユニークな計測機器の開

発が可能と考えられる。 
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(B ) 200m V  
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  図 ７  ビタミンＫ同族体の分別定量 

 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  図 ８  酸化電流によるビタミンＫの検量線 
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カラム：N uc leo sil 5 C 18      

還元カラム：白金黒充填カラム 

検出器：E C D  20 0 m V  v s. A g / A g C l 

溶璃液：メタノール／エタノール＝９/１ 

　　　　（0.2 5％過塩素酸ナトリウムを含む） 

流速：1m l/ m in              

温度：室温 
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