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ビオチンは水溶性ビタミンの一種であり，ビタミン B
群に分類される。ビオチンの欠乏症状として，皮膚炎，脱
毛，神経障害などが挙げられ，妊娠動物においては胎児の
形態形成への影響も報告されている1）。ビオチンは様々な
食品に分布し，レバーや卵黄などに多く含まれている2）。
生卵白中に含まれるアビジンと非常に強固に結合し，吸収
が阻害され，ビオチン欠乏が起こることが知られているが，
一般にビオチン欠乏は通常の食生活では起こらない。しか
し，近年の報告では，妊婦3, 4），抗てんかん剤を服用して
いる患者5），一般調製粉乳や治療用特殊ミルクを与えられ
ている乳児6, 7）において，ビオチン欠乏が起こるとされて
おり，臨床症状が見られない境界型ビオチン欠乏の存在も
認められている。
ビオチンは，ピルビン酸カルボキシラーゼ（PC），アセ
チル CoAカルボキシラーゼ（ACC），プロピオニル CoA
カルボキシラーゼ（PCC），3-メチルクロトニル CoAカル
ボキシラーゼ（MCC）の補酵素として機能している8, 9）。

PC は糖新生，ACC は脂肪酸合成，PCC およびMCC は
アミノ酸異化代謝に関わっている。ビオチン欠乏状態にな
るとカルボキシラーゼ活性が低下し，MCC活性の低下に
おいては，分岐鎖アミノ酸（BCAA）のロイシンの異化代
謝が阻害される。通常，ロイシンの異化代謝が起こると，
アセチル CoAやケトン体であるアセト酢酸を産生する10)

が，ビオチン欠乏状態では有機酸の一種である 3- ヒドロ
キシイソ吉草酸（3-HIA）の尿中排泄量が増加する。この
ことから，ビオチン欠乏の指標として 3-HIA の有用性が
示唆されている。
Mock らのこれまでの報告によると11），ヒトにおける境
界型ビオチン欠乏状態では，オレンジジュースに平均一日
摂取量の 2倍のロイシンを添加し，飲用後の随時尿を採取
したところ，尿中 3-HIA 排泄量が有意に増加した。また，
著者らもビオチン欠乏マウスに一般飼料である CE-2 に含
まれる約 7倍量のロイシンを飼料中に添加したところ，尿
中 3-HIA 排泄量が有意に増加することを見出した12）。一
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方，ビオチン欠乏時とは異なる 3-HIA 排泄経路が存在す
ることが知られている13）（Fig. 1）。つまり，ロイシンの摂
取が増加すると，3-HIA 排泄量が増加することから，ビオ
チン欠乏時にロイシン負荷を行うことで，より早期の段階
でビオチン欠乏を見出すことが出来ると期待される。そこ
で，本研究では，尿中 3-HIA 量のビオチン欠乏指標とし
ての有用性と，ビオチン欠乏状態におけるロイシン大量摂
取が尿中 3-HIA 量に及ぼす影響について検討した。

実験方法

1．実験動物
Jcl:ICR 系 3 週齢雄マウス（日本クレア㈱，東京）を実

験動物として用いた。マウスは室温 22±1℃，12 時間の
明暗サイクル（明サイクル：9:00-21 :00）の条件で飼育し
た。1週間予備飼育した後，コントロール群（C群），ビオ
チン欠乏群（D群）に分け，8週間飼育した。飼料はAIN- 
93G 組成ビオチン欠乏飼料（オリエンタル酵母㈱，東京）
を用いた14）（Table 1）。C群にはビオチン（田辺三菱製薬
㈱，大阪）を添加した（1.71mg/kg 飼料）。8週目以降，
一般飼料CE-2 に含まれる 2倍相当量のロイシン（プロテ
インケミカル㈱，東京）を添加し，C群およびD群の一部
に与えた（20.7g/kg 飼料）。ロイシン添加群をそれぞれ
CL群，DL群とし，計 4群（n=8-10）に分け，さらに 4
週間飼育した。糞食を防ぐため，ステンレス網の中敷きの
あるプラスチックケージで飼育し，水は蒸留水を自由摂取
させた。週 1回代謝ケージにて絶食状態で採尿した。計 12
週間飼育後，ジエチルエーテル麻酔下で開腹し，後大静脈
より採血し屠殺した。なお，本研究は兵庫県立大学環境人
間学部倫理委員会の承認（021，2010）を得て実施した。

2．分析方法
尿中 3-HIA 量は有機酸分析システム専用の高速液体ク
ロマトグラフィ（㈱島津製作所，京都）を用いて測定した。
分析条件として，カラムには Shim-pack SPR-H（㈱島津
製作所，京都）を使用し，移動相は 4 mM p-トルエンスル
ホン酸水溶液，反応液は 4 mM p-トルエンスルホン酸およ
び 80 µM EDTA･2Na を含む 16 mM Bis-Tris 水溶液を使
用した。流速は 0.8 ml/ 分（移動相および反応液），カラム
温度は40℃，検出器はCDD-10Avp（㈱島津製作所，京都）
で測定した。尿中ビオチン量は Lactobacillus plantarum 
ATCC 8014 を用いた微生物学的定量法（比濁法）により
測定した。尿中ビオチン量および尿中 3-HIA 量は，尿中
クレアチニン量で補正した。なお，尿中クレアチニン量は
Jaff e 法を用いて測定した。

Table 1  Composition of the biotin-defi cient diet.

Diets of the C and CL groups were made by adding biotin (1.71 mg/kg diet) 
to a biotin-defi cient diet.
Diets of the DL and CL groups were made by adding leucine (20.7 g/kg 
diet) to a biotin-defi cient diet.
Mineral and Vitamin mixed (absent of biotin) compositions were based 
on AIN-93G. 

　　　  Fig. 1  Catabolism of leucine.
The leucine degradation pathway often works to create acetyl-CoA and acetoacetate. However, 
when 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase (MCC) activity has decreased during biotin defi ciency, 
an alternative metabolic pathway produces 3-methylcrotonylglycine, 3-hydroxyisovaleryl-carni-
tine and 3-hydroxyisovaleric acid (3-HIA). 3-HIA is also made by isovaleryl-CoA.
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3．統計解析
統計解析には，Microsoft Offi  ce Excel 2007（マイクロソ
フト㈱，東京），統計ソフトウェア SPSS Statistics 17.0 for 
Windows（SPSS ㈱，東京）を用いて検定を行った。デー
タは平均値±標準誤差（mean±SEM）で表し，有意水準
p<0.05 のとき統計学的に有意であるとした。

実験結果

本実験では，マウスの体重に関しては，3週目までは全
ての群において，ほぼ同様の成長曲線を示したが，5週目
以降，D群において有意な減少を示した（Fig. 2）。飼育 7
週目から，D群のマウスに脱毛が見られた（Fig. 3）。飼
料摂取量は，飼育 1，2，4週目では C群が有意に多く飼
料を摂取し，ロイシン添加を開始した 9週目以降，ビオチ
ン欠乏による有意な飼料摂取量の増加が見られた（Fig. 4）。
組織の相対重量においては，腎臓，大脳，膵臓，肺にお
いて，ビオチン欠乏による有意な増加が認められた
（Table 2）。心臓においては，ビオチン欠乏による有意な

増加，ロイシン添加による有意な減少が見られた。肝臓で
は，D群が最も有意な増加を示し，精巣ではCL群が有意
な減少を示した。
尿中 3-HIA 量は，9週目以降，D群で有意に増加したが，

Fig. 3　The representative biotin defi cient mice.
Hair loss was observed in the biotin defi cient group. 
（A：control group, B：biotin defi cient group）

Table 2  Relative weight in biotin defi ciency and leucine addition mice.

��������	
����� ����
�������	������ �
��
��	�����

� �� � ��  ����! ���"�!� #!����"���!

����� $%&$ ' (%)$� $%(* ' (%)&+ ,%$- ' (%(." ,%.) ' (%(." / !%�% /

0�1!�� -%,& ' (%)- -%() ' (%(2 )%.* ' (%)( )%2( ' (%(& / !%�% !%�%

3���� (%&* ' (%() (%&- ' (%(, (%$$ ' (%(- (%$, ' (%() / / !%�%	

4����� )%)- ' (%(, )%)* ' (%(5 )%(5 ' (%(, )%), ' (%($ !%�% !%�% !%�%	

������ (%*( ' (%(,� (%*( ' (%(-� (%2& ' (%(,� (%.- ' (%(,+ / / /

 ���! (%55 ' (%(2 (%*5 ' (%(- (%22 ' (%(- (%22 ' (%(- / !%�% !%�%

6�!"���� (%&* ' (%(* (%.- ' (%(& (%&, ' (%() (%&- ' (%(- / !%�% !%�%

4����! (%-5 ' (%($ (%-. ' (%(& (%-) ' (%(- (%-( ' (%() !%�% !%�% !%�%

��!� (%&$ ' (%() (%&) ' (%() (%$. ' (%(- (%$$ ' (%() / !%�% !%�%

Values are mean ± SEM.
Each sample was analyzed by two-way ANOVA. *p < 0.05. In the liver and testis, there were interactions between biotin and leucine. Hence, each group was 
analyzed by multiple comparisons. ab, a－cp < 0.05.

Fig. 2　 Changes of body weight in biotin defi ciency and leucine 
addition mice.
Values are mean±SEM.
*t-test (0-8wk)：5-8wk. p < 0.05.
Post hoc test after two-way ANOVA repeated measures (9-12wk)：
There was no interaction between biotin and leucine. Biotin de-
fi ciency groups (D and DL) showed statistically signifi cant diff er-
ences in comparison with control groups (C and CL). p < 0.05. 
*Values in biotin deficiency groups (D and DL) and Control 
groups (C and CL) are significantly different (p < 0.05) at the 
same point. Every point has shown a signifi cant diff erence. (D 
and DL vs. C and CL：9-12wk.)
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Fig. 4　 Changes of dietary intake in biotin defi ciency and leu-
cine addition mice.
Values are mean±SEM.
*t-test (0-8wk)：1-2, 4wk. p < 0.05.
Post hoc test after two-way ANOVA repeated measures (9-12wk)： 
There was no interaction between biotin and leucine. Biotin de-
fi ciency groups (D and DL) showed statistically signifi cant diff er-
ences in comparison with control groups (C and CL). p < 0.05.
Values in biotin defi ciency groups (D and DL) and Control groups 
(C and CL) are signifi cantly diff erent (p < 0.05) at the same point. 
Every point has shown a signifi cant diff erence. * (D and DL vs. C 
and CL：9-12wk.)
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ロイシン添加による影響は見られなかった（Fig. 5）。尿
中ビオチン量は，ビオチン欠乏により有意に減少した
（Fig. 6）。しかし，ロイシン添加が行われた 9週目におい
て，D群の尿中ビオチン量は低値を維持したが，DL群の
尿中ビオチン量の増加が認められた。10 週目以降は，DL
群の尿中ビオチン量はC群およびCL群と同程度まで増加
した。
組織中のビオチン量では，精巣において，ビオチン欠乏
による有意なビオチン量の減少，ロイシン添加による有意
なビオチン量の増加が見られた（Table 3）。肝臓，膵臓で
は，ビオチン欠乏による有意なビオチン量の減少，ロイシ
ン摂取によりDL群で特異的なビオチン量の増加が確認さ
れた。

考察

本研究では，ビオチン欠乏飼料により飼育 5週目で，D
群においてビオチン欠乏を示し，体重の有意な低下，脱毛
を生じた。しかし，ビオチン欠乏による尿中 3-HIA 量の

有意な増加は，体重の有意な低下や，尿中ビオチン量で見
られたビオチン欠乏による有意な減少と，必ずしも一致し
なかった。
尿中 3-HIA 排泄量は，体重増加が比較的著しい飼育 3
週目まで，ビオチン欠乏の有無によらず，高い傾向を示し
た。これは，体重増加が比較的安定する飼育 4週目以降に
比べ，尿中クレアチニン量が少なく，クレアチニン補正さ
れた尿中 3-HIA 排泄量が高値となるためである。尿中ク
レアチニンは，ロイシン代謝と相関する因子ではなく，尿
の希釈性を現す指標であり，筋肉量に比例する15-16）。クレ
アチニン補正を行った尿中 3-HIA 量を用いることは，成
体期の尿中 3-HIA 量と比べ，尿濃縮能の未熟な幼若期に
おいて高値を示す原因となる。横断的に検討する場合は，
クレアチニン補正が有用であるものの，縦断的に検討する
場合，尿濃縮能や筋肉量により影響を受ける。今後，他の
バイオマーカーとの比較や，ロイシン異化代謝における他
の中間代謝産物との比較について，検討する必要がある。
また，C群と D群の間で，有意な体重の差を認めない
時期であるにも関わらず，第 1週において尿中 3-HIA 排

Table 3  Biotin concentration of tissues in biotin defi ciency and leucine addition mice.

Values are mean±SEM.
Each sample was analyzed by two-way ANOVA. *p < 0.05. In the liver, kidney, heart, brain and pancreas, there were interactions between biotin and 
leucine. Hence, each group was analyzed by multiple comparisons. 
a‒d, a,bp < 0.05.

Fig. 5　 Urinary 3-HIA in biotin defi ciency and leucine addition mice.
Values are mean±SEM.
*t-test (0-8wk)：1, 4, 6wk. p<0.05.
Post hoc test after two-way ANOVA repeated measures (9-12wk)：
There was an interaction between biotin and leucine. Hence, 
each group was analyzed by repeated measures of ANOVA and 
multiple comparisons. The D group showed statistically signifi -
cant differences in comparison with the DL group and control 
groups (C and CL). p<0.05.
Each groups’ values are signifi cantly diff erent at the same point. 
(p<0.05)
*(D vs. DL：9wk, D vs. C：9, 11-12wk, D vs. CL：9-12wk)
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Fig. 6　 Urinary biotin in biotin defi ciency and leucine addition mice.
Values are mean±SEM.
*t-test (0-8wk)：0-8wk. p<0.05.
Post hoc test after two-way ANOVA repeated measures (9-12wk)：
There was an interaction between biotin and leucine. Hence, each 
group was analyzed by repeated measures of ANOVA and mul-
tiple comparisons. The D group showed statistically signifi cant 
diff erences in comparison with the DL group and control groups 
(C and CL). p<0.05.
Each groups’ values are signifi cantly diff erent at the same point. 
(p<0.05)
*(D vs. DL：9-12wk、D vs. C：9-12wk、D vs. CL：9-12wk)
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泄量は，C群のほうが高値となっている。このことは，体
重増加の著しい時期において，何かしらの要因により，尿
中 3-HIA 排泄量が，ビオチン欠乏のみのバイオマーカー
としては，信頼性に欠ける可能性を示唆している。ロイシ
ンは飼料摂取より得られ，これは同化により体構成タンパ
クなどを合成するのに用いられる。一方，飢餓などの異化
亢進時には，体筋肉の崩壊によりロイシンは導入され，ア
セチル CoAやアセト酢酸まで分解され，エネルギー源と
して利用される10）。この過程において，ビオチン欠乏によ
り，ビオチン依存性酵素であるMCCの活性の低下が生じ
ると，3-HIA が産生され，尿中に排泄される。一般的にア
ミノ酸やタンパク質は，同化に必要な摂取量を越えた場合，
余剰分をアミノ酸の形で体に貯蔵することは出来ない。同
化必要量を越えたタンパク質やアミノ酸であるロイシンを
過剰に摂取すると，同化時であってもエネルギー源として
利用され得る。第 1週目から第 2週目において，C群はD
群よりも，飼料を有意に多く摂取している。このことが，
幼若期の体重増加に著しく，同化作用の活発な時期に，一
過性にビオチン欠乏群より過剰にタンパク摂取を来たし，
尿中 3-HIA 量の値が高値を示した可能性がある。
本研究では，DL群の尿中 3-HIA 量が最も高値を示すと
予測していたが，Mock ら11）および著者ら12）による先行
研究とは異なり，尿中 3-HIA 量はロイシン添加後，概ね
D群，DL 群，C群，CL 群の順で低くなった。その原因
として考えられるのが，以下の 2点である。
まず，2倍量のロイシン添加では，尿中 3-HIA 量への影
響が確認出来なかった。Mock らの研究では，ヒトにおい
て平均一日摂取量の 2倍量のロイシンをオレンジジュース
に添加し，飲み干した後の採尿により，尿中 3-HIA 量を
測定した11）。その結果，尿中 3-HIA 量の増加が見られて
いる。この理由として，体内のロイシン量が急激に増加す
ることにより，境界型のビオチン欠乏において活性の低下
したMCCをオーバーフローし，3-HIA 排泄量が増加した
と指摘されている。著者らの研究においても，ビオチン欠
乏マウスに一般飼料 CE-2 に含まれるロイシンの約 7倍量
の飼料添加で，尿中 3-HIA 量が増加した12）。これらのこ
とから，マウスにおいて，体重増加がある程度恒常化した
時期には，食餌中に 2倍量のロイシンが添加されても，尿
中 3-HIA 量に影響を及ぼす十分量の過剰摂取とは言えな
いのかもしれない。
次に，尿中，組織中において，C群および CL群では，
ビオチン量に大きな差が見られなかったが，D群および
DL群では，DL群で特異的なビオチン量の増加が確認出
来た。これらのことから，ビオチンが充足している状況で
は，2倍量のロイシン添加は，ビオチン量には影響を与え
ないことが示唆された。一方，ビオチン欠乏状態において
は，ロイシン添加がビオチンの体内動態に影響を及ぼして
いることも示唆された。ビオチン欠乏状態でのロイシン摂
取が，腸内細菌叢のビオチン産生に関与しているのかもし
れない。DL 群のビオチン量の増加は，本研究の尿中

3-HIA 量の減少との間で関連があるものと推測される。
尿中 3-HIA 排泄量は，異化亢進時において，境界型ビ
オチン欠乏のみを示すバイオマーカーである。しかし，同
化亢進時においては，ロイシンの過剰摂取を示す可能性も
示唆され，尿中 3-HIA 量が，ビオチン欠乏の単独のバイ
オマーカーとして評価するには問題があると思われる。以
上のことから，尿中 3-HIA 量はビオチン欠乏の指標とし
て有用ではあるが，より有用な指標として利用するために
は，今後さらに検討を重ねる必要がある。
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