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要 約 2 

 3 

 4 
強化剤に使用される添加物「5‐メチルテトラヒドロ葉酸カルシウム」（CAS 番5 

号：151533-22-1）について、各種試験成績等を用いて食品健康影響評価を実施し6 
た。 7 

評価に供した試験成績は、反復投与毒性、発がん性、発生毒性、遺伝毒性等であ8 
る。 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 
 23 
 24 
 25 
 26 
 27 
 28 
 29 
 30 
 31 
 32 
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Ⅰ．評価対象品目の概要 1 
 １．用途 2 
  強化剤  3 
 4 
 ２．化学名（参照 添付資料 3、13） 5 
  N-{4-[[((6S)-2-アミノ-3,4,5,6,7,8-ヘキサヒドロ-5-メチル-4-オキソ-6-プテリジ6 

ニル)メチル]アミノ]ベンゾイル}-L-グルタミン酸カルシウム 7 
N-{4-[[((6S)-2-amino-3,4,5,6,7,8-hexahydro-5-methyl-4-oxo-6-pteridinyl) 8 
methyl]amino]benzoyl}-L-glutamic acid, calcium salt 9 
 10 
一般名：5-メチルテトラヒドロ葉酸カルシウム1 11 

[calcium 5-methyl tetrahydrofolate、L-5-MTHF-Ca] 12 
L-5-メチルテトラヒドロ葉酸カルシウム  13 
(6S)-5-メチルテトラヒドロ葉酸カルシウム [(6S)-5-MTHF-Ca] 14 
(6S)-5-メチル-5,6,7,8-テトラヒドロプテロイル-L-グルタミン酸カル15 
シウム 16 

CAS 番号：151533-22-1 17 
 18 
 ３．分子式（参照 添付資料 3、13） 19 
  C20H23 N7O6 Ca 20 
 21 
 ４．分子量（参照 添付資料 3、13） 22 
  497.5（無水物として） 23 
 24 
 ５．構造式（参照 添付資料 3、13） 25 

 26 
本品には様々な不純物が混在し、成分規格（案）において D-5-MTHF（（6R）-27 

ジアステレオ異性体2を 0.1%以下、その他の葉酸及び関連物質（不純物）を 2.5%28 
以下と定められている3。（参照 別紙 1） 29 

                                            
1 以下 L-5-MTHF-Ca と略す。 
2 生物学的に不活性な、L-5-MTHF-Ca の光学異性体である。（参照 添付資料 3） 
3  葉酸は狭義にはプテロイル（モノ）グルタミン酸を指し、現在、わが国において食品添加物

として用いられているものである。広義には葉酸活性を有する類似構造物の総称として用いら

れる（参照 追 1）。本評価書では、葉酸の一般的記述において、葉酸そのものを示す場合を除

き、葉酸類と表記した。 



 

 6

 1 
 ６．性状等（参照 添付資料 1、3、13） 2 

本品は、白色～淡黄色の結晶性粉末で、臭いはほとんどない。0.5%水溶液の3 
pH は 6.5～7.5 である。水にやや溶けやすく、有機溶媒にはごくわずか、又はほ4 
とんど溶けない。アルカリ溶液に溶けやすい。融点は 300℃以上（分解）である。 5 

 6 
７．評価要請の経緯 7 

葉酸はホルミル基あるいはメチル基等の 1 炭素単位の炭素移転反応に関与する8 
酵素の補酵素として、プリン、ピリミジンの生合成（DNA 合成）、アミノ酸代謝、9 
タンパク質合成などに関与し、生体の組織細胞の発育及び機能を正常に保つため10 
に必要である。わが国では、葉酸が、1957 年に食品添加物として指定され、栄養11 
強化の目的での使用が認められている。通常の食生活では欠乏することはほとん12 
どないが、妊娠中の女性では欠乏が見られることがあり、日本人の食事摂取基準13 
（2005 年版）において葉酸の推奨量や上限量が定められている。葉酸の欠乏は、14 
細胞分裂の盛んな骨髄細胞等での DNA 合成を阻害し、成熟障害を起こす。葉酸15 
欠乏症の代表例としては、巨赤芽球性貧血（悪性貧血）や白血球減少症が知られ16 
ており、ビタミン B12 欠乏症の血液学的徴候と類似する（参照 追 1）。また、葉17 
酸は、胎児における神経管閉鎖障害の発症リスクの低減にも有用であるとされて18 
いる（参照 添付資料 16）。 19 

 20 
L-5-MTHF は食品中に主に存在する還元型の葉酸化合物であり（参照 45）、葉21 

酸の代謝によっても生成される。L-5-MTHF-Ca の有用性及び必要性について要22 
請者は、生物学的有効性4が葉酸と同等かより高いと予測されること、ビタミン23 
B12 欠乏症による血液学的徴候を隠蔽する可能性のないことを挙げている。後者24 
について要請者は、葉酸を摂取すればビタミン B12 の欠乏があっても血液学的徴25 
候は改善され、ビタミン B12 の欠乏が見逃されてしまうが、L-5-MTHF-Ca を摂26 
取した場合は、血液学的徴候の改善にビタミン B12 は必須であることから血液学27 
的徴候が改善することがないため、ビタミン B12 の欠乏が見逃されて治療の機会28 
を失ったり、神経学的症状の悪化を進行させたりする懸念がないと考えている（参29 
照 84、図 1）。 30 

 31 
今回、厚生労働省は、事業者から葉酸の代替物質として L-5-MTHF-Ca の食品32 

添加物指定等に係る要請がなされたことから、指定等の検討を開始するに当たり、33 
食品安全基本法に基づき、食品安全委員会に対し、L-5-MTHF-Ca に係る食品健34 
康影響評価が依頼されたものである。 35 

 36 
８．添加物指定の概要 37 

L-5-MTHF-Ca の使用基準及び成分規格について検討した上で、新たに添加物38 
として指定しようとするものである。なお、厚生労働省は、使用基準案を、「保39 
健機能食品及び特別用途食品以外の食品に使用してはならず、また、プテロイ40 

                                            
4 摂取した栄養が吸収された後活性型の栄養素に変換される効率として定義される。（参照 83） 
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ルモノグルタミン酸として一日あたり 1,000 μg を超えて使用してはならない。」1 
としている。 2 

  なお、本品に栄養機能食品として葉酸の強化を行った旨の適切な表示が行われ3 
る場合には、一日あたり 60 μg（下限値）～200 μg（上限値）の範囲で使用され4 
ることとなり、また、疾病リスク低減表示に係る特定保健用食品にあっては、一5 
日摂取目安量の上限値5は 1,000 μg であり、いずれの場合も使用基準案を超えな6 
い。 7 

 8 
 9 
Ⅱ．安全性に係る知見の概要 10 

１．体内動態（吸収、分布、代謝、排泄） 11 
L-5-MTHF-Ca は、溶解時あるいは吸収時に容易に L-5-MTHF に解離すると予12 

測されることから、体内動態については、L-5-MTHF-Ca の他、葉酸及び13 
L-5-MTHF のデータを基に、L-5-MTHF-Ca の挙動を検討することとした。 14 

 15 
（１）吸収（参照 添付資料 1） 16 

葉酸の吸収率は 50～75%であると示唆されている。（参照 77） 17 
 18 

①L-5-MTHF-Ca の吸収（参照 添付資料 3） 19 
L-5-MTHF-Ca は、溶解すると L-5-MTHF と Ca2+に容易に解離する。その後、20 

L-5-MTHF のまま吸収され、直接血液循環に入る。 21 
 22 
健常女性（21 例）を対象とした無作為化二重盲検交差試験において、事前に23 

葉酸（1 mg/日）を 10 日間投与した群（前処置群）、前処置をしない群にそれ24 
ぞれ等モルの L-5-MTHF（416 μg/日）あるいは葉酸（400 μg/日）を単回経口25 
摂取させ、摂取前及び摂取後 1 時間毎に 8 時間後までの血漿試料を採取し、各26 
群の AUC を比較した。葉酸の前処置をした群では、L-5-MTHF と葉酸の生物27 
学的利用率はほぼ同じであったが、前処置をしなかった群では、L-5-MTHF の28 
生物学的利用率は葉酸より高かった。（参照 62） 29 
 30 

妊娠可能年齢の女性（18-49 歳、104 名）に等モルの L-5-MTHF-Ca（113 μg/31 
日）あるいは葉酸（100 μg/日）を含有するサプリメントまたはプラセボを 2432 
週間投与した。試験期間中、血漿及び赤血球中の葉酸を定期的に測定した。試33 
験終了時の血漿中及び赤血球中の葉酸濃度の上昇は、L-5-MTHF-Ca を摂取し34 
た場合と葉酸を摂取した場合で同じ程度であった。なお、この試験で用いた投35 
与量では、血漿中及び赤血球中の葉酸濃度は平衡（飽和）に達しなかった。（参36 
照 84） 37 

 38 
②循環系から細胞への L-5-MTHF の取り込み 39 

L-5-MTHF は細胞へ取り込まれ、通常血漿中に見出される主な葉酸類である。40 

                                            
5 以下、許容上限摂取量（UL）という。 
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細胞内への取り込みは還元型葉酸キャリアー及び葉酸受容体としての血漿膜タ1 
ンパク質を介して行われる。（参照 添付資料 3、11） 2 

 3 
（２）代謝及び分布（参照 添付資料 1、図 1） 4 

  ①葉酸類の腸内での代謝 5 
天然に存在する葉酸は植物、動物およびヒトの組織中、食品中に見出され、6 

通常 5～7 個のグルタミン酸残基から成るポリグルタミン酸側鎖を有する。腸7 
粘膜の刷子縁膜にあるγ-グルタミルヒドロラーゼによってモノグルタミン酸8 
型（プテロイルモノグルタミン酸）に加水分解された後、大部分は小腸基部か9 
ら葉酸受容体を介して腸粘膜細胞内にとりこまれ、2 段階の還元とメチル化を10 
経て L-5-MTHF となる。（参照 75） 11 

 12 
天然由来でないモノグルタミン酸型の葉酸は 1 個のグルタミン酸残基のみを13 

有し、腸粘膜から直接吸収された後、天然由来の葉酸と同様に、腸粘膜細胞内14 
で 2 段階の還元とメチル化を経て L-5-MTHF となる。（参照 75） 15 

 16 
②腸肝循環 17 

葉酸は上述の経路を経て主に L-5-MTHF へと変換された後に肝臓に運ばれ、18 
血液循環に入るか、あるいは胆汁中に分泌され、一部は腸管での再吸収が行わ19 
れる(腸肝循環)。（参照 25、66、74、75） 20 

 21 
ラットにおいて腸管内あるいは静脈内に投与したモノグルタミン酸型の22 

L-5-MTHF は、初回通過での 10～20%が肝臓に取り込まれる（参照 75）。また、23 
栄養学的に一般的な葉酸の摂取量（1 日あたり 400 μg 以下）では、胆汁中に分24 
泌された葉酸類の大部分が再吸収されることが示唆されている（参照 25）。 25 

 26 
③細胞内での保持及び代謝 27 

細胞にとりこまれた葉酸類はポリグルタミン酸型となって保持される。ポリ28 
グルタミン酸側鎖が導入されると、多価の負電荷を帯び、葉酸依存性の酵素に29 
強く結合して代謝がなされる。（参照 14） 30 

 31 
細胞内でポリグルタミン型となったテトラヒドロ葉酸化合物（以下 THF と32 

略す）は、5,10-メチレン-THF となり、さらに還元されて L-5-MTHF となる。33 
L-5-MTHF は、ビタミン B12 存在下でメチル基をホモシステインに転移し、結34 
果としてメチオニンと THF が生成する（メチオニン合成反応）。THF 等の葉35 
酸類は、炭素の供与体として DNA 合成に関与する。（参照 30、69、70、71） 36 

 37 
④体内における葉酸類の濃度 38 

体内の葉酸類の約半分が主に肝臓に存在する。（参照 75、77） 39 
体内における葉酸類濃度としては通常、血清中あるいは赤血球中の葉酸類が40 

測定される。血清中の葉酸類は短期における葉酸の摂取状態を示し、通常 5～41 
16 ng/mL（11～36 nmol/L 葉酸活性）である。赤血球中の葉酸類の濃度はより42 
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安定した長期における状態を表し、通常 140 ng/mL（317 nmol/L 葉酸活性）1 
以下であれば、体内での蓄積量の減少を意味する。なお、体内で検出される葉2 
酸類は、主に L-5-MTHF である。（参照 77） 3 

 4 
葉酸摂取量が 200～300 μg を上回ると、ヒト腸粘膜の代謝能の限度を越え始5 

め、未変化のまま循環血中に出現する量が増加する（参照 3、42、49、60）。6 
15 mg/日の葉酸を透析患者に 12 週間投与した結果では、未変化体は血漿中の7 
葉酸類の 65％を占めていた（参照 19）。 8 

 9 
（３）排泄 10 

非妊娠女性（各群 5～6 名）が 1 日あたり葉酸 200 または 300 μg を典型的な11 
食事摂取により 10 週間摂取した場合、葉酸類の尿中排泄は、1 日あたり約 1～12 
5 μg である。（参照 25、26、添付資料 1） 13 

 14 
尿中排泄される葉酸類の摂取量に対する割合は、摂取量が 1 日あたり 400 μg15 

あるいはそれより多くなると顕著に増加し（参照 25、26）、腎の再吸収能力を16 
超過していると推察される。（参照 25、添付資料 1） 17 

18 
図 1. 葉酸の吸収と腸肝循環及び細胞内代謝（参照 69、75、Merck Eprova AG 社19 
資料改変6） 20 
 21 
 22 
 23 

                                            
6 
http://www.merckeprova.com/servlet/PB/show/1787110/MerckEprova_Folate_Metabolism_
0702.pdf 
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２．毒性 1 
L-5-MTHF-Ca の急性毒性、反復投与毒性、発生毒性及び遺伝毒性について以2 

下の報告がある。 3 
 4 

（１）急性毒性 5 
7～8 週齢の絶食 Hsd Cpb: WU ラット（雌雄各 3 匹）に、L-5-MTHF-Ca（純6 

度 97.0％、2,000 mg/kg 体重/日）を強制経口投与した。投与後 4 時間後から7 
再び給餌し、その後 15 日間観察した後、屠殺、剖検し、肉眼的観察を行った。8 
LD50 は 2,000 mg/kg 体重以上であった。（参照 33、添付資料 3） 9 

 10 
以下の主な不純物及び酸化誘導体（参照 別紙 1）について、試験を行った11 

ところ、LD50 はいずれも 2,000 mg/kg 体重以上であった。 12 
- 純度 96.2％の D,L-5-MTHF-Ca 13 
- 純度 97.2％の D-5-MTHF-Ca 14 
- 純度 97.5％の L-Mefox-Ca（L-5-MTHF の s-トリアジン誘導体） 15 
- 純度 98.6％の L-MTHPA-Ca（L-5-MTHF の加水分解産物） 16 
（参照 34、35、36、37） 17 

 18 
（２）反復投与毒性 19 

雌雄の Wistar ラット（各群各 10 匹）に、L-5-MTHF-Ca（0、25、100、400 20 
mg/kg 体重/日）を 1 日 1 回 13 週間強制経口投与した。対照群及び 高用量投21 
与群では別に雌雄各 5 匹を追加し、それらについては 13 週間の投与後 4 週間22 
の回復期間を設けた。 23 

強制投与の過誤によって死亡した高用量群の雌 1 匹を除き、全ての動物が剖24 
検まで生存した。体重、機能観察バッテリー試験結果、自発運動試験結果、摂25 
餌量、血液学的所見、臓器重量、病理組織学的所見に、被験物質投与による影26 
響は認められなかった。 高用量投与群の雄においてアスパラギン酸アミノト27 
ランスフェラーゼ（AST）、乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）及びクレアチンキ28 
ナーゼ（CK）の濃度が有意に低下したが、雌では低下しなかった。 29 

著者らは、認められた酵素濃度の低下には用量相関性がないこと、生物学的30 
誤差と考えられたこと、4 週間後には回復し認められなかったことなどから、31 
NOAEL は 400 mg/kg 体重/日であると考えている。（参照 添付資料 17） 32 

 33 
（３）発がん性 34 

L-5-MTHF-Ca の発がん性に関する試験は行われていない。 35 
 36 

（４）発生毒性 37 
Wistar ラット（各群各 22～24 匹）の妊娠 5 日から 19 日に、L-5-MTHF-Ca 38 

（0、100、300、1,000 mg/kg 体重/日）を強制経口投与し、妊娠 20 日に妊娠39 
ラットを帝王切開して胎児を調べた。1,000 mg/kg 体重/日の母ラットでわずか40 
な飲水量の増加がみられたが、その他、母ラットの一般症状、体重、摂餌量、41 
に被験物質投与による影響はみられなかった。着床数、胚/胎児死亡数及び率、42 
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生存胎児数、胎児体重、胎児の性比、胎児の形態学的所見に投与に起因する変1 
化は認められなかった。（参照 添付資料 18） 2 

 3 
 4 

（５）遺伝毒性 5 
 遺伝毒性試験のうち、安全性評価に採用できると考えられる試験を以下にま6 
とめた。 7 
 8 
①復帰突然変異試験 9 

L-5-MTHF-Ca について、細菌（Salmonella typhimurium TA98、TA100、10 
TA102、TA1535、TA1537 及び E. coli WP 2 uvr A pKM101）を用いた復帰11 
突然変異試験（ 高濃度 5,000 μg/plate）では、S9 mix の有無にかかわらず陰12 
性であった。（参照 添付資料 19） 13 

 14 
以下の主な不純物及び酸化誘導体（参照 別紙 1）について復帰突然変異試15 

験を行ったところ、S9 mix の有無にかかわらず、いずれも陰性であった。（参16 
照 78、79、80、81） 17 

- 純度 96.2％の D,L-5-MTHF-Ca 18 
- 純度 97.2％の D-5-MTHF-Ca 19 
- 純度 97.5％の L-Mefox-Ca（L-5-MTHF のピラジノ-s-トリアジン誘導体） 20 
- 純度 98.6％の L-MTHPA-Ca（L-5-MTHF の加水分解産物） 21 

 22 
②遺伝子突然変異試験 23 

L-5-MTHF-Ca（純度 97.2％： 高濃度 5,000 μg/mL）を用いたマウスリンパ24 
腫チミジンキナーゼ（TK）遺伝子突然変異分析が、S9 mix 存在下及び非存在25 
下で行われた。 26 

S9 mix の存在下で、3 時間暴露し、発現期間を 2 日間とした場合、試験した27 
高濃度まで細胞毒性は生じなかった。また、TK 遺伝子座における突然変異28 

の発現頻度は上昇しなかった。 29 
S9 mix の非存在下で、24 時間暴露、発現期間 2 日間の場合、高い濃度の順30 

番に上から 3 つの濃度（1,580、2,810 及び 5,000 μg/mL）において細胞毒性が31 
観察された。相対的増殖率（RTG）がそれぞれ対照の 13％および 4％に低下し32 
た上から 2 つの濃度条件下では、突然変異の発生頻度は 2 倍以上に上昇した。33 
S9 mix の存在下及び非存在下での実験で異なる結果が得られた原因について、34 
暴露時間の相違によるものかどうかを明らかにするため、S9 mix の非存在下で35 
暴露時間を 3 時間または 24 時間とし、発現期間を 3 日間に延長して追加試験36 
を行った。 37 

S9 mix の非存在下における 初の試験と追加試験との間で細胞毒性に差は38 
認められなかった。暴露時間が 3 時間の試験では、陰性であった。暴露時間が39 
24 時間の試験では、 高用量でのみ陽性であったが、RTG は対照の 0.2％であ40 
った。（参照 添付資料 20） 41 

 42 
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③不定期 DNA 合成試験 1 
雄の Wistar ラット（陰性対照群及び試験群：各 8 匹、陽性対照群：各 4 匹）2 

にヒドロキシプロピルメチルセルロース（賦形剤対照、0.25％）、2-アセトアミ3 
ド-フルオレン（2-AAF）（第 1 の陽性対照、75 mg/kg 体重）、ジメチルニトロ4 
サミン（DMN）（第 2 の陽性対照、10 mg/kg 体重）並びに L-5-MTHF-Ca（純5 
度 99％、800 mg/kg 体重及び 2,000 mg/kg 体重）を強制経口投与した。陰性6 
対照群及び L-5-MTHF-Ca 投与群では 2～4 時間後に 4 匹を、残る 4 匹を 12～7 
14 時間後に屠殺した。DMN 群（4 匹）及び AAF 群（4 匹）を、それぞれ 2～8 
4 時間後及び 12～14 時間後に屠殺した。L-5-MTHF-Ca を投与群において、ラ9 
ット肝での不定期 DNA 合成は増大しなかった。（参照 添付資料 21） 10 

 11 
④小核試験 12 

雄の Wistar ラット（10 匹）に、L-5-MTHF-Ca （ 高用量 2,000 mg/kg 体13 
重）を強制経口投与した。陰性対照群、陽性対照（シクロホスファミド）群及14 
び試験群の各 5 匹を 24 時間後に屠殺した。試験群の残りのラットは投与後 4815 
時間後に屠殺した。試験群の結果は陰性であった。（参照 添付資料 22） 16 

 17 
以上より、突然変異試験において高用量で弱い遺伝毒性が認められたが、不18 

定期 DNA 合成試験及び in vivo 小核試験において陰性であることから、本物質19 
には生体にとって特段問題となるような遺伝毒性はないものと考えられた。 20 

 21 
３.ヒトにおける知見 22 
（１）高用量摂取に関する知見 23 

L-5-MTHF-Ca または D,L-5-MTHF-Ca（15～17 mg/日）を血液透析患者、う24 
つ病あるいは統合失調症の患者に 2 ヶ月間から 長 6 ヶ月間経口投与した複数25 
の試験で、L-5-MTHF-Ca の高い高用量耐性が示唆されている。L-5-MTHF-Ca 26 
の安全性評価を目的とした試験ではないが、臨床において有害作用が認められ27 
たとの記載はない。（参照 10、21、58、添付資料 3、添付資料 5） 28 

 29 
葉酸の 5 mg/日以上の摂取で、ビタミンＢ12 の欠乏した悪性貧血患者におい30 

て神経障害を促進または悪化させることを示唆する報告がある。（参照 38、77） 31 
 32 

一方で、神経管閉鎖障害の 適な予防（参照 90）や心血管系疾患のリスク因33 
子として知られる血中ホモシステイン濃度の管理（参照 86）のために、高用量34 
の葉酸の摂取を主張する報告もある。 35 

 36 
（２）発がんとの関連性 37 

葉酸には、動物試験の結果から、腸管のがんに対する抑制または促進作用が38 
あるといわれている。 近、食品以外から葉酸を 400 μg/日以上長期間摂取し39 
たヒトにおける結腸がん、乳がん等の発生リスクの低下または上昇に関する複40 
数の疫学調査結果が報告されている。（参照 追 2） 41 
 42 
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 1 
（３）抗原性 2 

L-5-MTHF は、食品中に生じる天然の葉酸類のうちの主な還元型の葉酸化合3 
物であり、また、通常血漿中に見出される主な葉酸化合物である。すなわち、4 
L-メチル葉酸はヒト胎児期から（免疫システムが構築される前から）既に存在5 
し、抗原性を示すことがない。従って、生体は当該物質を生体の成分として認6 
識しており、過敏症が発現する可能性は極めて低いと考えられる。 7 
 8 

（４）遺伝的背景との関連性 9 
5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素（MTHFR）の変異がホモ型である10 

場合、野生型に比べてこの酵素活性が低下し、結果的に血漿中の葉酸類濃度が11 
低下し、心血管疾患の危険因子といわれるホモシステイン濃度の上昇がみられ12 
たとの報告がある。また、440 μg/日を超える葉酸を摂取した場合に、チミジル13 
酸合成酵素（TS）遺伝子のエンハンサー領域の繰り返し配列数により、結腸直14 
腸腺腫のリスクが異なることも報告されている。（参照 添付資料 5） 15 

 16 
４．一日摂取量の推計等 17 
（１）わが国における評価 18 

平成 18 年国民健康・栄養調査によれば、葉酸の摂取量は葉酸として、一日19 
あたり男性で 314 μg、女性で 299 μg、平均で 306 μg である。これは、「日本20 
人の食事摂取基準（2005 年版）」における成人（男女）推奨量である一日あた21 
り 240 μg を男女いずれにおいても上回っている。（参照 添付資料 15） 22 
 23 

ただし、同基準では「妊娠を計画している女性、または、妊娠の可能性があ24 
る女性は、神経管閉鎖障害のリスクの低減のために、400 μg/日の摂取（通常の25 
食品以外からの摂取）が望まれる。」としているが（参照 添付資料 16）、上記26 
調査における 20 歳以上の女性の平均摂取量は 315 μg であり（参照 添付資料27 
15）、妊娠又は出産可能の女性の多くでこの推奨摂取量（400 μg/日）には達し28 
ていないと考えられる。 29 

 30 
なお、この許容摂取上限量における L-5-MTHF-Ca からの Ca2+の摂取量は31 

0.086 mg/成人/日7となり、これは「日本人の食事摂取基準（2005 年版）」に定32 
められた Ca の許容摂取上限量8である 2,300 mg/人/日の範囲内である。（参照 33 
添付資料 16） 34 

 35 

                                            
7 葉酸と L-5-MTHF-Ca の換算において、L-5-MTHF-Ca 及び葉酸の分子量はそれぞれ 497.5

及び 441.4 である。したがって、葉酸１モル当量を摂取するための必要量は、葉酸１に対し、

L-5-MTHF-Ca では 1.13 となる。 
L-5-MTHF-Ca 1.13 mg ×（Ca 38.0/ L-5-MTHF-Ca 497.5）= Ca 0.086 mg 

8 2005 年版日本人の食事摂取基準において、「上限量は十分な研究報告がないため、17 歳以

下では定めない。しかし、これは、多量摂取を勧めるものでも、多量摂取の安全性を保障す

るものでもない。」とされている。 
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（２）米国における評価 1 
全米科学アカデミーの米国医学学会（IOM）は 1998 年、天然の葉酸類と食2 

品の栄養強化に使用する葉酸のバイオアベイラビリティに差があることを基に、3 
食事性葉酸当量9として摂取量を推定した。（参照 添付資料 1） 4 

米国の成人における 1988 年から 1994 年の調査結果によると、食事由来の葉5 
酸の平均摂取量は約 250 μg/日と報告されている。1998 年に米国で穀類製品へ6 
の葉酸強化が義務化されてから、平均摂取量は女性で 80～100 μg/日、男性で7 
はそれ以上増加していると予測されている。（参照 38） 8 

IOM の設定した推定平均必要量（EAR）、栄養所要量（RDA）は以下の通り9 
である。RDA は成人で男女ともに 400 μg/日である。また、妊娠可能な女性で10 
は 400 μg/日以上の摂取が神経管閉鎖障害の予防に推奨されるが、変動係数や11 
代謝研究を考慮して、RDA は 600 μg/日と設定されている。（参照 表 1、38） 12 

 13 
表 1．米国における EAR 及び RDA 14 

年齢 EAR（μg/日 食事性葉酸当量） RDA（μg/日 食事性葉酸当量）

1～3 歳 120 150 
4～8 歳 160 200 

 男性 女性 男性 女性 
9～13 歳 250 250 300 300 

14～18 歳 330 330 400 400 
19～30 歳 320 320 400 400 
31～50 歳 320 320 400 400 
51～70 歳 320 400 
71 歳以上 320 400 

 妊婦 授乳婦 妊婦 授乳婦 
14～18 歳 520 500 600 500 
19～30 歳 520 500 600 500 
31～50 歳 520 500 600 500 

 15 
（３）EU における評価 16 

EU 諸国において、成人の葉酸の平均摂取量は男性で約 300 μg/日、女性で 250 17 
μg/日である。これは欧州食品安全委員会（SCF）が設定した推奨摂取基準値（成18 
人で 200 μg/日、妊婦で 400 μg/日）とほぼ同じである。一方で、妊娠女性及び妊19 
娠を希望する女性では、400 μg/日以上の摂取が神経管閉鎖障害に対する予防効果20 
があると考えられているが、出産可能年齢の女性の 90%以上で、食事由来の葉酸21 
摂取量はこの推奨摂取基準値に達していない。そこで、オランダ及び英国では、22 
受胎前 4 週から受胎後 8 週までの間、毎日 400 μg の葉酸サプリメントを摂取す23 
ることが推奨されている。英国など欧州の一部の国では穀類製品及びパンに葉酸24 
が強化されており、一食あたり 25～100 μg の葉酸摂取に貢献するとされる。（参25 

                                            
9 Dietary folate equivalent 
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照 添付資料 2） 1 
 2 

要請者は、葉酸は通常の食生活の中で十分に摂取することがなかなか困難な栄3 
養素の一つであり、また、L-5-MTHF-Ca は葉酸の補充、摂取を目的として、既4 
存の葉酸強化食品あるいは葉酸サプリメントに置き換わるものであり、特に対象5 
となる食品等が増加することもないことから、過剰摂取の問題が生ずることは無6 
いと考えている。 7 

 8 
 9 
Ⅲ．国際機関等における評価 10 

１．JECFA における評価 11 
2005 年の第 65 回 JECFA 会合において、ヒトにおける L-5-MTHF-Ca のバイ12 

オアベイラビリティは葉酸と同等であり、他の吸収された天然の葉酸と同様に代13 
謝されると結論した。L-5-MTHF-Ca について急性毒性、13 週間反復投与毒性、14 
胚毒性及び催奇形性並びに遺伝毒性は認められず、また、長期毒性試験は必要な15 
いことを確認した上で、L-5-MTHF-Ca を葉酸の代替品として、乾燥結晶または16 
マイクロカプセル型でダイエタリーサプリメント、特殊栄養用途食品及び他の食17 
品に意図的に使用することは安全上問題ないと結論した。 18 

なお、葉酸代謝に関わる因子には多数の遺伝的多型があることが知られている19 
が、その意義は不明であることから、これらの役割について理解が進んだ時点で、20 
葉酸類の健康影響をさらに評価すべきとしている。（参照 添付資料 5） 21 

 22 
２．ビタミンとミネラルの必要量に関する FAO/WHO 合同専門家会議における評価 23 

成人の葉酸の UL は、ビタミン B12 の欠乏が隠蔽されないよう、ビタミンとミ24 
ネラルの必要量に関するFAO/WHO合同専門家会議（FAO/WHO consultation on 25 
human vitamin and mineral requirements）において 1 mg/日に規定されている。26 
（参照 添付資料 5） 27 

 28 
３．FDA における評価 29 
（１）GRAS 自己認証 30 

1999 年、L-5-MTHF-Ca は、一般の食品及びダイエタリーサプリメントにお31 
いて葉酸の供給源として用いるのに「一般的に安全であるとみなされる」32 
（GRAS）と自己認証された。（参照 添付資料 1） 33 

 34 
（２）新しい食品成分としての届出 35 

1994 年に公布された栄養補助食品健康教育法の規定に基づき、Merck KgaA36 
社（ドイツ）は栄養補助食品に用いるための新しい食品成分として37 
L-5-MTHF-Ca の 75 日市販前届出書を FDA に提出した。届出期間の終了日38 
（2001 年 5 月 27 日）以降、L-5-MTHF-Ca は米国においてダイエタリーサプ39 
リメントに合法的に使用されている。 40 
 41 
 42 
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（３）UL の設定根拠について 1 
悪性貧血患者における血液学的徴候の隠蔽は葉酸 5 mg/日の摂取により高頻2 

度かつ一貫して発生するが、1～5 mg/日の用量における評価に十分なデータは3 
ない。FDA の葉酸に関する委員会は 1993 年、葉酸によるビタミン B12 欠乏の4 
隠蔽作用は葉酸の も重要な有害作用であると考え、UL を算出している。1～5 
5 mg の用量範囲での潜在的な有害作用は不明確であること、高用量の葉酸摂6 
取により未代謝（酸化型）の葉酸が血液中に現れ、組織がこれまで遭遇したこ7 
とのない形態のビタミンに暴露されるようになることから、葉酸の UL を 1 mg8 
とした。1996 年の見直しにおいても、この結論は同じであった。（参照 添付資9 
料 2、38） 10 

1998 年、新たな食事摂取基準を評価する米国委員会及び栄養素の上限摂取基11 
準を評価する委員会は、葉酸補給によるビタミン B12 欠乏の隠蔽作用ではなく、12 
神経学的症状の進行を も重要な有害作用と考えるべきであると考えた。この13 
委員会は LOAEL を 5 mg/日と設定し、NOAEL の算出が不可能であったこと14 
から不確実係数（UF）に 5 を用いて、葉酸の UL を 1 mg/日と設定され、この15 
UL は妊婦及び授乳婦（14 歳～）にも適用される。また、18 歳以下の小児等に16 
は別途 UL が設定されている。（参照 添付資料 2、38、表 2） 17 
 18 
表 2．IOM による UL 19 

年齢 UL（μg/日 食事性葉酸当量）

1～3 歳 300 
4～8 歳 400 

9～13 歳 600 
14～18 歳 800 
19 歳以上 1,000 

 20 
４．EU における評価 21 

2000 年、SCF は葉酸の UL を 1 mg/日に設定した。一方、天然の還元型葉酸の22 
大量摂取がビタミン B12 欠乏症に与える影響は証明されておらず、また、葉酸の23 
代替としての合成の還元型葉酸、すなわち 5-MTHF の安全性及び有効性について24 
も更なる研究が必要としている。（参照 添付資料 2） 25 

2004 年、EFSA は、葉酸の供給源としての L-5-MTHF-Ca の安全性に関する26 
評価を行った。ビタミン B12 欠乏症が隠蔽されないよう、2000 年の SCF におけ27 
る葉酸の評価と同様に、UL を 1 mg/日（葉酸として）と結論した。また、含有28 
する不純物が食品に通常存在する物質か、あるいは急性毒性が低く遺伝毒性のな29 
いことが示された物質のいずれかであること、ラットに 400 または 1,000 mg/kg30 
体重/日の L-5-MTHF-Ca（葉酸の UL の少なくとも 20,000 倍）を投与した亜慢31 
性及び胚毒性／催奇形性試験からは有害作用は認められなかったことを確認して32 
いる。以上から、L-5-MTHF-Ca の特殊栄養用途食品、サプリメント及び一般食33 
品における葉酸の供給源としての使用は、葉酸と同じ成人での UL 1 mg/日（葉34 
酸として）のもと、安全上問題ないと結論した。（参照 添付資料 3、添付資料 4） 35 
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 1 
UL の設定根拠について 2 

2000 年、SCF は合成の葉酸の UL について、高用量の葉酸治療を受けている3 
悪性貧血患者における所見を基に設定が可能であり、ビタミン B12 欠乏患者に対4 
する葉酸補給の結果としての神経学的症状の進行リスクを も重要な有害作用と5 
考えるべきとしている。神経学症状の再発を示したほぼ全ての試験では、5 mg/6 
日以上の葉酸が投与されており、1～5 mg/日の投与による影響に関するデータは7 
ごく少数である（参照 38）。 8 

米国における評価と同様に、高感受性群から得られた LOAEL として 適な葉9 
酸推定値は 5 mg/日であり、 高 1 mg/日まで悪性貧血患者の血液学的徴候を隠10 
蔽する可能性がないことから、葉酸の UL を 1 mg/日とした。他の集団において11 
高用量の葉酸摂取による有害作用が多く発生することを示すデータはないことか12 
ら、この UL は妊婦または授乳婦にも適用される。しかしながら、17 歳以下の小13 
児等には別途 UL が設定されている。2004 年、L-5-MTHF-Ca についても成人に14 
対する UL は 1 mg/日（葉酸として）と設定された。（参照 添付資料 2、添付資15 
料 3、表 3） 16 

 17 
表 3 EU における UL 18 

年齢 UL（μg） 
1～3 歳 200 
4～6 歳 300 

7～10 歳 400 
11～14 歳 600 
15～17 歳 800 
18 歳以上 1,000 

 19 
５．わが国における評価 20 

食品衛生法に基づく栄養機能食品の規格基準は、「一日あたりの摂取目安量に含21 
まれる栄養成分の上・下限値」として、それぞれ 60 μg/日（下限値）、200 μg/日22 
（上限値）である。したがって、栄養機能食品として葉酸の強化を行った旨の表23 
示が行われる場合には、60 μg/日～200 μg/日の範囲で使用されていることになる。24 
ただし、疾病リスク低減表示に係る特定保健用食品にあっては、一日摂取目安量25 
の上・下限値は、それぞれ 400 μg/日（下限値）、1,000 μg/日（上限値）である。26 
（参照 添付資料 24） 27 

 28 
UL の設定根拠について 29 

「日本人の食事摂取基準（2005 年版）」における、葉酸摂取の上限量の設定根30 
拠は以下のとおりである。（参照 添付資料 16） 31 

葉酸の大量投与（0.35～500 mg/日）によって悪影響（神経障害、発熱、じん32 
麻疹、紅斑、そう痒症、呼吸困難）の発生が報告されている（参照 38）。これら33 
はすべて悪性貧血患者を対象にしたものであるが、葉酸には明確な過剰症がある34 
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ことから、評価に用いられた。一方、妊娠可能な女性において、神経管閉鎖障害1 
の発症及び再発を予防するために、受胎前後の 3 か月以上の間、0.36～5 mg/日2 
の葉酸が投与されているが、副作用が発生したという報告はない（参照 38）。 3 

以上を踏まえ、NOAEL は 5 mg/日とされた。この NOAEL は成人における大4 
量摂取データを基に策定された値であるが、慢性摂取によるデータではないこと、5 
妊婦から得られたデータであることから、UF を 5 として、成人（18 歳以上）の6 
上限量は、通常の食品以外から摂取される葉酸として 1,000 μg/日とされた。 7 
 8 
 9 
以下に、各国または機関での UL 等の設定状況をまとめて示す。 10 
 11 
  表 4 葉酸の UL 等設定状況 12 

米国 
 JECFA 

（2005 年）
IOM 

（1998 年）

EU 
（2000 年10）

日本 
（2005 年）

LOAEL 
（mg/人/日） － 5 5 － 

NOAEL 
（mg/人/日） － － － 5 

UF 
（mg/人/日） － 5 5 5 

UL11 
（mg/人/日） － 1 1 1 

 13 
 14 

                                            
10 2000 年に葉酸の UL が設定された後、2004 年に L-5-MTHF にも同じ値が設定された。 
11 成人における UL を示す。 
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＜別紙 1：製造工程に伴う副生成物＞ 1 
 2 
化学名 構造式 含有率（%） 備考 

A. その他の葉酸化合物 

葉酸 
 

 0.0512 食物中に存在

（参照 45） 

テトラヒドロ葉酸

（THF） 
 0.0113 食物中に存在 

（参照  添付資

料 2） 

5,10-メチレンテト

ラヒドロ葉酸 
（ 5,10- メ チ レ ン

THF） 

 0.0313 食物中に存在 
（参照  添付資

料 2） 

B. L-5-MTHF-Ca の分解及び酸化産物 

4-アミノベンゾイ

ルグルタミン酸 
 

 0.0513 食物中に存在 
（参照 9、23、
24、65） 

5-メチルテトラヒ

ドロプテロイン酸 
 0.2513 食物中に存在 

（参照 9、23、
24、65） 

                                            
12検出限界は 0.01%である。 
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4α-ヒドロキシ-5-
メチルテトラヒド

ロ葉酸 
 

 0.12 食物中に存在 
（参照 9、23、
24、65） 
葉酸を経口摂取

したラットの尿

中からも検出

（参照 9） 

ピラジノ-s-トリア

ジン誘導体 
 

 0.1313  

C. その他の不純物 

ジメチル型テトラ

ヒドロ葉酸 
 0.113  

5-MTHF の(6R)-ジ
アステレオ異性体

（D-5-MTHF） 

   

規格案において、A と B 及び C（D-5-MTHF を除く）の含有量として 2.5%以下、1 
5-MTHF の（6R）-ジアステレオ異性体（D-5-MTHF）の含有量は 0.1%以下とされ2 
ている。 3 
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＜別紙 2：略称一覧表＞ 1 
 2 

略称  
2-AAF 2-アセトアミド-フルオレン 
AST アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 
CK クレアチンキナーゼ 

DMN ジメチルニトロサミン 
dTMP チミジン 1 リン酸 
dUTP 2-デオキシウリジン 3 リン酸 
EAR 推定平均必要量 
IOM 米国医学学会 
LDH 乳酸デヒドロゲナーゼ 

L-5-MTHF-Ca 5-メチルテトラヒドロ葉酸カルシウム 
MTHFR 5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素 

RDA 栄養所要量 
RTG 相対的増殖率 
SCF 欧州食品安全委員会 
THF テトラヒドロ葉酸化合物 
TK マウスリンパ腫チミジンキナーゼ 
UF 不確実係数 
UL 許容上限摂取量 

 3 
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＜別紙 3：5-メチルテトラヒドロ葉酸カルシウム 安全性試験結果＞ 1 
 2 

試験 
種類 動物種 試験期間 投与 

方法 
動物数 

/群 被験物質 投 与 量 試 験 結 果 参照

No 
ラット 
 

 強 制 経

口 
 

雌雄各

3 
L-5-MTHF-Ca 2,000 mg/kg 

体重/日 
LD50 は 2,000 mg/kg 体重以上であった。 33、

添付 
資料 3

急
性
毒
性 

ラット  強 制 経

口 
 

雌雄各

3 
D,L-5-MTHF-
Ca 
D-5-MTHF-Ca
L-Mefox-Ca 
L-MTHPA-Ca

2,000 mg/kg 
体重/日 

LD50 は 2,000 mg/kg 体重以上であった。 34 
35 
36 
37 

反
復
投
与
毒
性 

ラット 13 週間 強 制 経

口 
雌雄各

10 
L-5-MTHF-Ca 0、25、100、400

mg/kg 体重/日
強制投与の過誤によって死亡した高用量群

の雌 1 匹を除き、全ての動物が剖検まで生存

した。体重、機能観察バッテリー試験結果、

自発運動試験結果、摂餌量、血液学的所見、

臓器重量、病理組織学的所見に、被験物質投

与による影響は認められなかった。 高用量

投与群の雄において AST、LDH 及び CK の

濃度が有意に低下したが、雌では低下しなか

った。 
〈NOAEL 400 mg/kg 体重/日（要請者に

よる）〉 

添付 
資料 17

発
生
毒
性 

ラット 
（妊娠期

5-19 日） 

妊 娠 5 ～

19 日 間

（20 日目

に 帝 王 切

開） 

強 制 経

口 
各群各

22～24
匹 

L-5-MTHF-Ca 0、100、300、
1,000 mg/kg 体

重/日 

1,000 mg/kg 体重/日の母ラットでわずかな

飲水量の増加がみられたが、その他、母ラッ

トの一般症状、体重、摂餌量、に被験物質投

与による影響はみられなかった。着床数、胚

/胎児死亡数及び率、生存胎児数、胎児体重、

胎児の性比、胎児の形態学的所見に投与に起

因する変化は認められなかった。 

添付 
資料 18

in vitro 復 帰 突 然

変異試験 
Salmonella 
typhimurium 
TA98、TA100、
TA102 、

TA1535 、

TA1537 及び E. 
coli WP 2 uvr A 
pKM101 

L-5-MTHF-Ca 高濃度 5,000
μg/plate  

S9 mix の有無にかかわらず陰性であった。 添付 
資料 19

in vitro 復 帰 突 然

変異試験 
S.typhimurium 
TA98、TA100、
TA102 、

TA1535 、

TA1537 及び 
E. coli WP 2  
uvr A pKM101 

D,L-5-MTHF-
Ca 
D-5-MTHF-Ca
L-Mefox-Ca 
L-MTHPA-Ca

高濃度 5,000
μg/plate 

S9 mix の有無にかかわらず、いずれも陰性

であった。 
78 
79 
80 
81 遺

伝

毒
性 

in vitro 遺 伝 子 突

然 変 異 試

験 

発現期間 2 日間

（3 時間暴露、24
時間暴露） 
 

L-5-MTHF-Ca 高濃度 5,000
μg/mL 

S9 mix の存在下で、暴露時間が 3 時間の

試験では、試験した 高濃度まで細胞毒性は

生じなかった。TK 遺伝子座における突然変

異の発現頻度は上昇しなかった。 
S9 mix の非存在下で、暴露時間が 24 時間

の試験では、高い濃度の順番に上から 3 つの

濃度（1,580、2,810 及び 5,000 μg/mL）にお

いて細胞毒性が観察された。RTG がそれぞ

れ対照の 13％および 4％に低下した上から 2
つの濃度条件下では、突然変異の発生頻度は

2 倍以上に上昇した。  

添付 
資料 20
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試験 
種類 動物種 試験期間 投与 

方法 
動物数 

/群 被験物質 投 与 量 試 験 結 果 参照

No 
in vitro 遺 伝 子 突

然 変 異 試

験 

発現期間 3 日間

（3 時間暴露、24
時間暴露） 

L-5-MTHF-Ca 高濃度 5,000
μg/mL 

S9 mix の非存在下で、暴露時間が 3 時間

の試験では、陰性であった。暴露時間が 24
時間の試験では、 高用量でのみ陽性で、

RTG は対照の 0.2％であった。 

添付 
資料 20

ラット 不 定 期

DNA 合成

試験 
 

強 制 経

口 
陰 性 対

照 群 及

び 試 験

群 ： 各

8、陽性

対 照

群：各 4 

L-5-MTHF-Ca 800 、 2,000 
mg/kg 体重 

ラット肝での不定期 DNA 合成は増大しなか

った。 
添付 
資料 21

遺

伝

毒
性

（
つ
づ
き
） 

ラット 小核試験 強 制 経

口 
雄 10 L-5-MTHF-Ca 高用量 2,000

mg/kg 体重 
陰性であった。 添付 

資料 22

ヒト 2 ヶ月間か

ら 長 6
ヶ月 

経口 血液透

析 患

者、う

つ病あ

るいは

統合失

調症の

患者 

L-5-MTHF-Ca
、D,L-5-MTHF-
Ca 

15～17 mg/日 L-5-MTHF-Ca の高い高用量耐性が示唆され

ている。L-5-MTHF-Ca の安全性評価を目的

とした試験ではないが、臨床において有害作

用が認められたとの記載はない。 

10、21、
58、

添付 
資料 3、
添付 
資料 5

ヒト   ビタミ

ン Ｂ 12

の欠乏

した悪

性貧血

患者 

葉酸 5 mg/日以上 神経障害を促進または悪化させることを示

唆する報告がある。 

38、77

ヒト    葉酸 400 μg/日以上 葉酸を長期間摂取したヒトにおける結腸が

ん、乳がん等の発生リスクの低下または上昇

に関する複数の疫学調査結果が報告されて

いる。 

追 2

ヒ
ト
に
お
け
る
知

見 

ヒト   MTHF
R の変

異がホ

モ型の

ヒト 

葉酸  葉酸類濃度が低下し、ホモシステイン濃度の

上昇がみられたとの報告がある。 
添付 
資料 5

 1 
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