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研究要旨 
 3 週齢のラットを用いて，20％カゼイン食にビオチンを 0.00002%（対照群），0.1%，0.5%，

0.8%，1%となるように添加した飼料を 28 日間与えて飼育し，ビオチンの大量投与が生体に与

える影響を調べた．B 群ビタミンは協調して，糖質，脂質，アミノ酸の代謝に関与し，補酵素

として重要な役割を担うことが知られている．ビオチンの大量投与によりこれらの均衡が崩れ

る可能性があると考え，他の B 群ビタミンの代謝に及ぼす影響を調べた．体重増加量，飼料摂

取量において，対照群と 0.1%群との間に差異は認められなかったが，0.5%以上では有意に減

少した．ビオチンの尿中排泄量はビオチン摂取量にほぼ依存して増加した．他の水溶性ビタミ

ンの尿中排泄量については，ビタミン B1排泄量とビタミン B6の異化代謝産物排泄量がビオチ

ン摂取量にほぼ依存して低下した．血液中，肝臓中のビオチン量はビオチン添加量に依存して

増加した．ビオチンの摂取量に伴い，臓器中のビオチン含量が増加していることから，代謝・

排泄しきれなかったビオチンが生体内に蓄積していると考えられ，このことから，ビオチンが

ラット生体内において何らかの悪影響を与えたと考えられる．また，それぞれの結果について

NOAEL，LOAEL の検討を行ったが，筋肉，血清，尿などの影響から，0.1%添加群で影響が認

められたものが多く，0.1%群を LOAEL とした．今回の実験では NOAEL を決定することはで

きなかった． 

 

 

 



 67

A. 目的 

ビオチンは水溶性ビタミンの一つで，カ

ルボキシラーゼの補酵素として，糖新生，

アミノ酸代謝および脂肪酸合成などに関与

している 1-3)．このため，ビオチンが欠乏す

るとエネルギー代謝経路が阻害されたり，

種々の生理機能が障害されたりすることに

より，神経炎，感染症などが引き起こされ

る．鳥類や哺乳動物においては，ビオチン

が胚形成や形態形成にも重要な役割を果た

している 4)．最近では，妊娠の経過に伴っ

て，血中や尿中のビオチン濃度が低下する

ことや，ビオチンが皮膚疾患や糖尿病と係

わっていることが示唆されている 5-7)．この

ように，注目を浴びている栄養素であるの

で過剰に摂取する危険性がある．そこで，

本研究では，ラットを用いて，ビオチンの

大量投与が生体に与える影響を調べた．ま

た，B 群ビタミンは協調して，糖質，脂質，

アミノ酸の代謝に関与し，補酵素として重

要な役割を担うことが知られている．ビオ

チンの大量投与によりこれらの均衡が崩れ

る可能性があると考え，他の B 群ビタミン

の代謝に及ぼす影響を調べた． 

 

B．実験方法 

１．動物実験法 

3 週齢の Wistar 系雄ラット 20 匹を日本ク

レア株式会社より購入し，平均体重がほぼ

均等になるように 4 匹ずつ 5 群に分けて，

一匹ずつラット用代謝ケージ（日本クレア

株式会社製，CT-10）に入れて 28 日間飼育

した．その日から表 1 に示した飼料を与え

た．20％カゼイン食にビオチンを対照群と

して 0.00002%，試験群として 0.1%，0.5%，

0.8%，1%となるように添加した．飼料と水

は自由摂取とし，毎日新しいものに交換し

た．ラットの世話は午前 8 時～午前 10 時の

間に行い，体重と飼料摂取量を測定した．

飼育条件としては，室温約 20℃，湿度約

60％，午前 6 時～午後 6 時を明，午後 6 時

～翌朝 6 時を暗とする明暗サイクルで行っ

た． 

 実験開始日を Day 0 として，飼育最終日

にあたる Day 27 の一日尿（午前 9 時～翌朝

午前 9 時：24 時間）を集めた．尿は塩酸酸

性下で，－20℃で保存し，一部はビタミン

C 測定用に，尿と同量の 10%メタリン酸を

加えて処理したものを－20℃で保存した． 

採尿が終了した Day 28 の午前 9 時に断頭

屠殺し，採血および肝臓，腎臓、肺，心臓，

脳，精巣，脾臓の摘出を行い，各臓器の重

量を測定した．筋肉は大腿筋の一部のみの

摘出した．肝臓中，筋肉中，血清中のビオ

チン量を測定し，尿はすべての水溶性ビタ

ミンを測定した． 

  

２．分析方法 

 血清，筋肉，肝臓中ビオチン  

 血清は，全血 5mlを室温にて 30分放置後，

800×g，10 分間，遠心分離した上清を測定

用試料とした．筋肉，肝臓は各臓器 0.5g に

重量の 2 倍量の 2.25 M 硫酸（1 ml）を加え

てホモジネートしたものを，121℃，1 時間

オートクレーブし，冷却後，9100×g，10 分

間遠心分離した上清を測定試料とした． 

ビオチンの分析は，すべてビオチン要求

株である乳酸菌（Lactobacillus plantarum 

ATCC 8014）を用いた微生物学的定量法 8)

に従い，比濁法で測定した． 

 尿中の水溶性ビタミン 

①ビタミン B1 
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尿をそのまま測定用試料とした．尿中の

チアミンは木村らによる HPLC 法に従って

測定した 9）． 

②ビタミン B2 

尿をそのまま測定用試料とした．尿中の

リボフラビンは HPLC 法に従って測定した
10）． 

③ビタミン B6 

尿をそのまま測定用試料とした．ビタミ

ンB6の異化代謝産物である4-ピリドキシン

酸の測定は HPLC で測定した 11)． 

④ビタミン B12 

尿をそのまま測定用試料とした．尿中の

ビタミン B12は Lactobacillus delbrueckii 

subsp. lactis (L. leichimannii ) ATCC 7830 を

用いた微生物学的定量法にて測定した 12）． 

⑤ナイアシン 

尿をそのまま測定用試料とした．尿中ニ

コチンアミド，ニコチンアミドの異化代謝

産物である N1-メチル-2-ピリドン-5-カルボ

キサミド（2-Py），N1-メチル-4-ピリドン-3-

カルボキサミド（4-Py）は柴田らによる

HPLC 法に従って測定した 13)．尿中 N1-メチ

ルニコチンアミド（MNA）は柴田らによる

方法に従って測定した 14)． 

⑥パントテン酸 

尿をそのまま測定用試料とした．尿中の

パ ン ト テ ン 酸 は 乳 酸 菌 Lactobacillus  

plantarum（ATCC 8014）を用いた微生物学

的定量法にて測定した 15）． 

⑦葉酸 

尿をそのまま測定用試料とした．尿中の

葉酸は乳酸菌  Lactobacillus casei ATCC 

2773 を用いた微生物定量法を用いて測定し

た 16)． 

⑧ビオチン 

尿をそのまま測定用試料とした．尿中の

ビオチンはビオチン要求株である乳酸菌

（Lactobacillus plantarum ATCC 8014）を用

いた微生物学的定量法 8)に従って測定した． 

⑨ビタミン C 

尿に同量の 10%メタリン酸を加えて処理

したものを測定用試料とした．尿中のビタ

ミン C は HPLC 法にて測定した 17)． 

 

３．統計処理 

 結果はすべて平均値±標準偏差（SEM）で

表した．有意差検定には Instat software Ver．

2.00（GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, 

USA）を用いた．値を常用指数に変換し，

One-way Analysis of Variance (ANOVA)によ

り ， 有 意 差 が 認 め ら れ た 場 合 は ，

Turkey-Kramer Multiple Comparisons Test で

個々の群の間の有意差をみた． 

  

C．結果 

肉眼的所見，体重増加量，飼料摂取量 

 実験期間中の飼料摂取量，体重増加量を

図 1 に示した． 

0.1%添加群は対照群と差異は認められな

かったが，0.5%添加群では，下痢をしてい

るラットが認められた．0.8%添加群では，4

匹中 1 匹，1.0%添加群では，4 匹中 2 匹が

死亡した．剖検により，0.8%と 1.0%添加群

では，腸が肥大化し，排泄物がたまってい

ることを確認した．肉眼的所見において，

毛並みに影響は認められず，行動異常は認

められなかった． 

体重増加量，飼料摂取量において，対照

群と 0.1%添加群との間に差異は認められず，

0.5%添加群で有意に減少し，成長障害が見

られた．0.1%添加群が NOAEL，0.5%添加
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群が LOAEL と考えられた． 

臓器重量 

ビオチンの大量摂取が臓器重量（ラット

の体重 100g 当たりの値での比較）に及ぼす

影響を表 2 に示した．脳は 0.1%添加群で有

意に増大した．心臓，肺，副腎において差

異は認められなかった．腎臓は 0.5%添加群

で有意に増大した．脾臓は 0.5%添加群で有

意に減少した．精巣は 0.8%添加群で有意に

減少し，肝臓は 0.5%添加群で有意に増大し

たが，他の添加群では差異が認められなか

ったため，影響はなかったと判断した． 

筋肉と肝臓中のビオチン含量 

ビオチンの大量投与が筋肉中におよぼす

影響を図 2 に，肝臓中におよぼす影響を図

3 に示した．筋肉中のビオチン量はビオチ

ン摂取量にほぼ依存して増加し，肝臓中の

ビオチン量はビオチン添加量に依存して増

加した．筋肉中ビオチン量は 0.1%添加群で

有意に増加したので，0.1%添加群を LOAEL

とした．肝臓中ビオチン量は 0.5%で有意に

増加したので，0.1%添加群を NOAEL，0.5%

添加群 LOAEL とした． 

血清中のビオチン含量 

ビオチンの大量投与が血液中のビオチン

含量に与える影響を図 4 に示した．血液中

ビオチン量はビオチン添加量に依存して増

加した．0.1%添加群で有意に増加したため，

0.1%添加群を LOAEL とした． 

尿中のビオチン排泄量 

ビオチンの大量投与が尿中ビオチン排泄

量に及ぼす影響を図 5 に示した．尿中ビオ

チン排泄量はビオチン摂取量に，ほぼ依存

して増加した．0.1%添加群で有意に増加し

たため，0.1%添加群を LOAEL とした． 

尿中の B 群ビタミン排泄量 

ビオチンの大量投与が B 群ビタミン代謝

に及ぼす影響を図 6 に示した．尿中ビタミ

ン B1 排泄量とビタミン B6 異化代謝産物排

泄量はビオチン摂取量にほぼ依存して低下

した．ビタミン B1 は 0.8%で有意に低下し

たため，0.5%添加群を NOAEL，0.8%添加

群を LOAEL とした．ビタミン B６は 0.5%添

加群で有意に低下したので，0.1%添加群を

NOAEL，0.5%添加群を LOAEL とした．尿

中葉酸排泄量とアスコルビン酸排泄量はビ

オチン摂取量に依存して増加した．葉酸は

0.1%添加群で有意に増加したため，0.1%添

加群を LOAEL とした．アスコルビン酸は

0.5%添加群で有意に増加したので，0.1%添

加群を NOAEL，0.5%添加群を LOAEL とし

た．尿中ナイアシン異化代謝産物排泄量と

パントテン酸排泄量は 0.5%添加群で有意に

低下したが，他の添加群では差異が認めら

れなかったため，影響はなかったと判断し

た．尿中ビタミン B1 排泄量とビタミン B12

排泄量に差異は認められなかった． 

 

D. 考察 

 ビオチンの毒性が強かったため，0.8%以

上のビオチン添加群では，ラットが死亡し

てしまった．しかしながら，0.1%と 0.5%添

加群では死亡ラットはでなかった． 

試料摂取量，体重増加量，筋肉中，肝臓

中，血清中および尿中ビオチン量のすべて

において，ビオチンの大量投与による影響

が見られた．また，他の B 群ビタミンにつ

いても，尿中排泄量に影響が見られた．ビ

オチンの摂取量に伴い，臓器中のビオチン

含量が増加していることから，代謝・排泄

しきれなかったビオチンが生体内に蓄積し

ていると考えられ，このことから，ビオチ
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ンがラット生体内において何らかの悪影響

を与えたと考えられる．また，それぞれの

結果について NOAEL，LOAEL の検討を行

ったが，筋肉，血清，尿など，今回の実験

で最も添加量が低かった 0.1%添加群でも影

響が認められたものが多く，暫定的ではあ

るが，0.1%群を LOAEL とした．今後，

NOAEL の検討およびより正確な LOAEL の

検討のために，ビオチン添加量を少なくし，

影響を検討する必要がある． 
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表 1．飼料組成 

Control 群  Test 群 
  

 0.1% 0.5% 0.8% 1.0% 

Casein 20 20 20 20 20 

L-Methionine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

Gelatinized cornstarch 46.9 46.9 46.9 46.9 46.9 

Sucrose 23.4 23.4 23.4 23.4 23.4 

Corn oil 5 5 5 5 5 

Mineral mixture(AIN-93M MX) 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

Vitamin mixture(AIN93-VX) 1 1 1 1 1 

添加した D-biotin（μg/上記飼料 100g） 0  100 500 800 1000 

 

 

表 2．ビオチンの大量投与がラットの臓器重量に及ぼす影響 

値の記載のないものは%で示した. 

 

Control 群 Test 群 
  

 0.1%添加群 0.5%添加群 0.8%添加群 1.0%添加群 

脳 0.51 ± 0.03a 0.67 ± 0.02b 0.94 ± 0.07c 1.05 ± 0.02c 0.99 ± 0.07c 

心臓 0.41 ± 0.01 0.41 ± 0.01 0.43 ± 0.02 0.45 ± 0.01 0.42 ± 0.00 

腎臓 0.87 ± 0.02a 0.90 ± 0.02a  1.05 ± 0.03b,c 1.07 ± 0.02c  0.98 ± 0.01a,c

肺 0.67 ± 0.05 0.66 ± 0.03 0.56 ± 0.03 0.61 ± 0.01 0.54 ± 0.02 

脾臓 0.37 ± 0.01a  0.32 ± 0.02a,b 0.29 ± 0.02b  0.30 ± 0.02a,b 0.26 ± 0.00b 

精巣 1.04 ± 0.01a 1.15 ± 0.03a 1.15 ± 0.05a 0.78 ± 0.09b 1.16 ± 0.14a 

肝臓 4.73 ± 0.09a 4.84 ± 0.09a 5.84 ± 0.29b  5.36 ± 0.20a,b  4.95 ± 0.21a,b

副腎 0.02 ± 0.00 0.02 ± 0.00 0.03 ± 0.00 0.03 ± 0.00 0.02 ± 0.00 

      

値は平均値±SEM(n=4)で示した． 

異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05）． 
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図 1．ビオチンの大量投与が幼若ラットの体重増加量と(A)と飼料摂取量(B)に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM（n=4）で示した． 

異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05）．  
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図 2．ビオチンの大量投与がラット筋肉中のビオチン含量に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した． 

異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05）． 
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図 3．ビオチンの大量投与がラット肝臓中のビオチン含量に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した． 

異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05）． 
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図 4．ビオチンの大量投与が血液中のビオチン含量に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した． 

異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05）． 
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図 5．ビオチンの大量投与が尿中へのビオチン排泄量に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM (n=4)で示した． 

異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05）． 
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図 6．ビオチンの大量投与が B 群ビタミン代謝（尿中排泄量）に及ぼす影響 

数値は平均値±SEM（n=4）で示した． 

異なるアルファベット間で有意差あり（p<0.05）． 

 


