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第 1章 緒言 
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 ビオチンは水溶性ビタミンの一つであり、糖新生、脂肪酸合成および分岐鎖アミノ酸

の代謝などの炭酸固定反応における補酵素として重要な役割を果たしている[1]。すな

わち、哺乳類では Fig. 1に示すメチルクロトニル CoAカルボキシラーゼ（MCC）、ア

セチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）、プロピニル CoA カルボキシラーゼ（PCC）、

ピルビン酸カルボキシラーゼ（PC）の 4種のカルボキシラーゼに関与している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 ビオチンが補酵素として関与するカルボキシラーゼ 

MCC: methylcrotonyl CoA carboxylase, ACC: acetyl CoA carboxylase, PCC: 

propyonyl CoA carboxylase, PC: pyruvate carboxylase 
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一方、ビオチンは、糖尿病との関連についても研究されてきた。抗がん剤のストレプ

トゾトシンによってⅠ型糖尿病を誘導したラットでは、ビオチンの摂取により血糖値が

低下し、糖尿病態を改善することが報告されており、その作用機序は、糖新生関連酵素

遺伝子の発現制御であることが報告されている[2,3]。Ⅱ型糖尿病を誘導したラットでも、

ビオチンの摂取は糖尿病態を改善することが報告されている[4]。日本人のⅡ型糖尿病

患者では、ビオチンの内服により血糖レベルが改善されることが報告されている[5]。

しかし、メキシコ人のⅡ型糖尿病患者には、ビオチンの内服は血糖レベルの改善に効果

がないと報告されている[6]。このため、ビオチンの内服による糖尿病の改善効果は遺

伝的背景や生活習慣によって異なると推定される。 

近年、細胞内におけるビオチンの機能として、カルボキシラーゼの補酵素として以外

の機能も注目されている。ビオチンは、細胞核内でクロマチンを構成するタンパク質の

ヒストンを修飾することにより、クロマチンの微小環境を変化させ、核機能に影響を与

えていると推定されている[7]。ヒストンのビオチン化の生理的な意義は明らかになっ

ていないが、細胞内での翻訳後修飾の制御や DNA の修復との関連が報告されている

[7,8]。 

ビオチンが欠乏すると、糖新生、脂肪酸合成および分岐鎖アミノ酸の代謝の阻害が起

こり、種々の生理機能が障害を受ける [1]。たとえば、顔面周囲の皮膚炎、結膜炎、脱

毛、皮膚の感染などの形態的な症状や運動失調、緊張低下、ケト乳酸アシドーシス、有
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機酸尿などの症状が報告されている[1]。 

ビオチンの欠乏症は、日常の食生活では起こりにくいが、生の鶏卵を長期摂取した成

人において報告されている[9]。卵白にはビオチン結合タンパク質のアビジンが含まれ

るために、長期に生の鶏卵を摂取するとビオチンの吸収阻害が引き起こされる。 

乳児での栄養性ビオチン欠乏の疫学調査から、先天性代謝異常症、アトピー性皮膚炎、

牛乳アレルギーなどの治療のために治療用特殊ミルクを主な栄養源とした乳児で欠乏

症が報告されている[10]。母乳中のビオチン含量は、5 μg/Lと報告されており、この母

乳中の含量と一日あたりの哺乳量の平均値 0.78 L から見積もると、乳児（0 から 5 か

月）のビオチンの目安量は 4 μg/dと推定されている[11,12]。一般調製粉乳中のビオチ

ン含量の平均値は 6.8 μg/Lであるが、治療用特殊ミルクでは 2.7 μg/Lと母乳や一般調

製粉乳と比較して低い[13]。このため、治療用特殊ミルクを長期摂取した場合に、ビオ

チンの欠乏が起こる可能性がある[14,15]。 

栄養性のビオチン欠乏以外にも、妊娠期のビオチンの欠乏が胎児の発育に影響を与え

ることが報告されている[16]。たとえば、ビオチン欠乏による鶏の胚の生存率と孵化率

の低下[17]、マウス胎児における外表奇形や骨格異常[18]などが報告されている。妊娠

期のビオチン欠乏による催奇形性は、ラットやハムスターでも報告されている[19, 20]。

さらに、ヒトでは妊娠時にビオチンの早期の欠乏指標である 3 ヒドロキシイソ吉草酸

（3HIA）の尿中排泄量が増加することが報告されている[9, 21]。ヒトの妊娠期には胎
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児の発育のためにビオチンの必要量が増加し、境界型のビオチンの欠乏症が起こってい

ると考えられている[16]。このように、健常人は日常の食生活をしていれば問題はない

が、妊娠期のビオチン欠乏は重要である。しかし、わが国におけるビオチン摂取量の調

査が本格的に実施されたのは、2004年以降である（Table1）。 

栄養素摂取量の調査は、一般的には食事記録法、24時間思い出し法、陰膳法などに

基づいて行われる。日本で毎年実施される国民健康・栄養調査も 1日間の比例案分法に

基づく、摂取量の調査法である。しかし、一般的に摂取される食品の食品標準成分表が

整備されていない状況で、食事記録法から摂取量を推定することは容易ではない。日本

での食品中のビオチン含量は、2010年から日本食品標準成分表に収載された[33]。こ

のため、これまで日本人を対象とした食事調査法によるビオチンの摂取量の情報は限ら

れたものであった。渡邊らは、摂取した食事と同じ試料を分析して摂取量を推定する陰

膳法によって、東北地方の中高齢者の摂取量を 29.8―33.3 μg/dと報告している[22]。齋

東および牛尾は、集団における平均的な摂取量の調査法であるトータルダイエット調査

法によって、東京都での摂取量を報告している[23]。この調査では、残留農薬などの食

品汚染物質の摂取量の調査法に従って、230食品を 13の食品群に分類して試料調製を

行い、食品群ごとに分析を行う。食品群ごとのビオチン濃度と東京都民の栄養状況（平

成 11年）の摂取量[34]から、摂取量は 45.1 μg/dと推定されている[23]。 
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Table 1 日本におけるビオチン摂取量調査（2014年） 

年 摂取量 調査対象 調査法 参考文献 

  （μg/d）      

2004 54.3  陰膳法 [22] 

 
45.1  TDS（13食品群） [23] 

2005 
110 

92.3 

男性 

女性 
食品群別計算法（18食品群） [24] 

2006 60.7*1  TDS（13食品群） [25] 

 

107.8 

91.6 

男性 

女性 
食品群別計算法（18食品群） [25] 

2007 70.1   TDS（13食品群） [26] 

2008 62.1   TDS（13食品群） [27] 

2009 79.1   TDS（13食品群） [27] 

2009 50.7   TDS（18食品群） [28] 

 
54.5   食品群別計算法（98食品群） [28] 

2010 51.0   TDS（18食品群） [29] 

 
36.0 妊婦 食事調査法 [30] 

2013 
51.7 

47.6 

中年男性 

中年女性 
食事調査法 [31]  

 

35 

31 

男子小学生 

女子小学生 

食事調査法 [32] 

 

28 

26 

男子大学生 

女子大学生 

 
32 高齢者 

*1  文献 23の摂取量を再解析 
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谷口らは、個々の食品の分析値を食品群ごとに分類して摂取量の推定を行う食品群別

計算法によって、兵庫県でのビオチンの摂取量を報告している[24]。この調査では、日

本で日常的に摂取している代表的な 101の食品の分析値と国民栄養調査（平成 13年）

の摂取量[35]をもとに、摂取量は 110 μg/d（男性）、92.3 μg/d（女性）と推定されて

いる[24]。その後の調査で、渡邊および谷口は、東京都でのトータルダイエット法によ

る食品群ごとのビオチン含量と東京都民の栄養状況（2003年版）の摂取量[36]をもと

に再計算を行い、摂取量を 60.7 μg/dと報告している[25]。さらに、食品群別計算法に

よる食品群ごとのビオチン含量と国民栄養調査（平成 14年）の摂取量[37]をもとに再

計算を行い、兵庫県での摂取量を 107.8 μg/d（男性）、91.6 μg/d（女性）と報告して

いる[25]。このように、日本人のビオチン摂取量の情報は、調査数が限られているだけ

でなく、調査法ごとに差異が大きい。さらに、日本人の食事摂取基準（2005年版）で

は、東京都のトータルダイエット調査法による 1報告[23]から、目安量が 45 μg/dに策

定されている[38]。より信頼性の高い食事摂取基準の策定のためには、日本人を対象と

したビオチン摂取量についての科学的な知見の蓄積が必要である。 

このような状況から、本論文では日本人のビオチン摂取量の推定のために、以下の点

を検討した。第 1章（緒言）に続く、第 2章では、集団における平均的な摂取量の推定

法であるトータルダイエット法を利用して、大阪市民のビオチンの摂取量を調査した。

本調査法の分析法に起因する不確かさの評価し、分析法に起因する信頼区間の推定を行
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った。第 3章では、集団におけるビオチンの過不足の評価のため、モンテカルロ法によ

る日本人のビオチンの摂取量の分布を推定した。調査法ごとの比較のため、トータルダ

イエット法と個々の食品からの食品群別計算法の 2つのモデルを構築し、摂取量の分布

を推定した。第 4章では、ビオチンの加工と調理による損失と消化による生体利用効率

の摂取量推定への影響を評価した。食品の加熱による損失の影響は、アマランスの種子

をモデルとして、加熱による膨化時のビオチンへの影響を評価した。さらに、鶏卵と鶏卵

を含むモデル食品を一般的な調理法によって調理し、調理後の試料から人工消化液によ

って溶出するビオチンを生体利用可能なビオチンの最大量として評価した。第 5章では、

2-4章までの研究の総括し、各章における課題と進展性を考察し、今後の日本人のビオ

チン摂取量の推定についての提言を行った。 
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第 2章 トータルダイエット調査法による大阪市民のビオチン摂取量の推定 
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緒言 

トータルダイエット調査法は、残留農薬やポリ塩化ビフェニル（Poly Chlorinated 

Biphenyl, PCB）などの食品中の有害物質の摂取量調査[39,40]として利用されてきた調

査法であり、近年はビタミンやミネラルなどの栄養素の摂取量の調査にも応用されてい

る[23,41,42]。トータルダイエット調査法は集団における平均的な摂取量の調査法とし

ての信頼性が高く、食品群ごとの寄与率を求めることができる。このため、本章では、

トータルダイエット調査法が大阪市民のビオチン摂取量の推定に応用できるか検討を

行った。 

これまでにビオチンの定量法としては、微生物学定量法[43]、アビジンを利用した

Binding assay 法[44]、高速液体クロマトグラフィー（High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC）を利用する方法[45,46]などが報告されている。Binding 

assay 法は卵白中のビオチン結合タンパク質のアビジンがビオチンと強固に結合する

性質を利用し、食品や薬剤中のビオチンの定量に応用されている[44]。HPLC による

定量法は、ビオチンとビオチン類縁物質を個別に定量することができるが、ビオチン

を紫外光によって定量する際には微生物学的定量法やBinding assay 法と比較して十

分な検出感度が得られない。近年、高速液体クロマトグラフィーで分離後、質量分析

装置によって測定する検出感度の高い分析法が報告されている[47]。しかし、本方法

は高額な機器の整備が必要となるため、現時点では汎用されていない。高額な機器を
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必要とせず、定量における検出感度に優れた微生物学的定量法が、食品中のビオチン

の定量に汎用されている。また、栄養表示基準におけるビオチンの分析法にも微生物

学的定量法が利用されている。このため、トータルダイエット試料中のビオチンの定

量には、江口らによるマイクロプレートによるビオチンの分析法[43]を利用した。ビ

タミンの微生物学定量法は、理化学機器による分析法と比較して操作が煩雑であり、

定量の手技や精度の管理が必要であることも報告されている[48]。ビオチンの微生物

学的定量法が本調査に適用できることを確認するために、Association of Official 

Agricultural Chemists（AOAC）[49]および Valid Analytical Measurement（VAM）

[50]のガイドラインに基づいて、分析法の妥当性を評価した。評価の結果から分析法

についての不確かさの推定し、本調査における分析法に起因する信頼区間を推定した。 
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方法 

1. 試薬 

標準品はビオチン標準品（Sigma-Aldrich）、前培養用培地は Lactobacillus MRS 培地

（Becton Dickinson）、定量用基礎培地はビオチン定量用培地（日水製薬）を使用した。 

 

2. 試料 

大阪市での国民健康・栄養調査（平成 17年）の摂取量をもとに、2007年 1月に購入

した 190 品目の食品を残留農薬の摂取量調査に準じて、Table 2 に示す 13 の食品群に

分類した。各食品を必要に応じて調理した後に混合し、飲料水として水道水を加えた

14の食品群をトータルダイエット調査用の試料とした。 

 

3. 認証標準物質 

米国国立標準技術研究所（National Institute of Standards and Technology， NIST）

からベビーフードをマトリクスとする認証標準物質 SRM 1846（ビオチンの認証値 ± 

不確かさ：0.411 ± 0.066 μg/g）を入手し、分析法の精度管理のために使用した。
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Table 2. Content list of foodstuff samples  

No. Food group 

Food 

stuffs 

n 

Examples Cooking 

Daily 

Intakes 

(g) 

1 Rice/Processed rice 4 Rice/Rice cake Boiling, baking. 161 

2 Cereal except rice 22 Bread/Potato  Boiling, baking. 170 

3 Sugar/Confectionery 19 Biscuit /Chocolate Raw 30 

4 Fat/Oil 8 Butter/Vegetable oil Raw 13 

5 Pulse 10 Soybean/Tofu Boiling 62 

6 Fruit 13 Apple/Orange Raw 129 

7 Green, Yellow vegetables 14 Spinach/Carrot Boiling 97 

8 Other vegetables 23 Onion/Mushroom Boiling 175 

9 Beverage 14 Green tea/Beer Raw 217 

10 Fish/Shellfish 24 Mackerel/Shrimp Baking, roasting 95 

11 Meat/Egg 8 Beef/Pork/Egg Boiling, roasting 148 

12 Milk/Dairy products 11 Cow milk/Yogurt Raw 138 

13 Seasoning 20 Soy sauce/Vinegar Raw 57 

14 Water 1 Tap water Raw 600 

  Total 191     2092 
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4. 分析法 

4.1. 抽出法 

試料 1 gを 50 mL遠沈管に採取し、2.25 mol/L硫酸 10 mLを加え、高圧滅菌器（平

山製作所，HA-240MIV）により 121ºC, 1 hの条件で加水分解した。室温まで冷却した

試料溶液を 4.5 mol/L水酸化ナトリウム溶液で pH 7.0 ± 1.0に調整後、蒸留水で 50 mL

に定容した。定容後の抽出液をシリンジフィルター（Sartorius，17823K，孔径:0.22 µm）

によって、ろ過除菌したものを試料溶液とした。 

 

4.2. ビオチン定量法 

各試料溶液中のビオチン含量は、乳酸菌（Lactobacillus plantarum ATCC8014）に

よるマイクロプレートを用いた微生物学的定量法で測定した。ビオチン標準溶液と試料

溶液を 2点併行で段階希釈したものに、乳酸菌を接種したビオチン定量用培地（pH 7.1）

を加え、嫌気性培養装置（Don Whitley Scientific， MACS）によって、CO2濃度 10%, 

37ºC, 17～19 h培養した。培養終了後のマイクロプレートの各 wellを 8連マイクロピ

ペットによって混和後、マイクロプレートリーダー（Thermo scientific，Multiskan FC）

により 600 nmにおける吸光度を測定した。ビオチン標準品の対数濃度に対して培養後

の吸光度をプロットして 4 parameter logistic解析によって検量線を作成し、試料溶液

中のビオチンを定量した。 
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5. 分析法の精度管理 

5.1. 検量線の定量範囲の設定 

ビオチンの検量線の定量範囲の設定のために、1000 pg/mLのビオチン標準溶液を段

階希釈した。希釈した濃度のうち、変動係数が 20%以下となる範囲を定量範囲に設定

した。 

 

5.2. 試料マトリクスによる影響の確認 

食品試料由来のマトリクスによる非特異的な生育や生育阻害の測定への影響を評価

するため、各試料溶液を段階希釈して定量した。希釈系列が検量線の定量範囲内にある

ことを確認後、濃度の変動を希釈系列の前後で確認した。 

 

5.3. 真度の確認 

真度の評価のため、認証標準物質 SRM1846 を 3 試料抽出し、2 点併行で定量した。

この操作を 4 日間繰返し分析した。分析値の平均値から認証値に対する回収率を求め、

真度を評価した。 
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5.4. 室内再現精度の確認 

分析法の室内再現精度の確認のため、認証標準物質 SRM 1846 を測定日ごとに 3 試

料抽出し、2点併行で定量した。この操作を 4日間繰返し分析した。定量結果は 2元配

置の枝分れ分散分析によって統計解析し、 定量における well 間誤差（σw）、抽出間誤

差（σe）、日間誤差（σd）をそれぞれ算出した。本定量法の室内再現精度（SDwithin ）は

下記の式（1）によって算出した。   

 

222
3/2/ dewwithinSD    式（1） 

σw：well間誤差，σe：抽出間誤差，σd：日間誤差 

 

5.5. 頑健性の確認 

定量に影響を与える分析条件の確認のために、Plackett–Burman 実験計画法[51]に

より、分析法の頑健性を確認した。分析条件の中で結果に影響を与える可能性のある要

因として、加水分解時の硫酸濃度、加水分解時間、加水分解後の pHの 3要因とマイク

ロプレートでの定量時の菌株の前培養、試料溶液の希釈率、培養時間、測定吸光度の 4

要因の合計 7要因を抽出し、Table 3に示す分析条件を設定した。設定した分析条件が

変動した時の標準偏差（SDi）は式（2）によって算出した。  
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     2/7/2
22

ｗDiSDi
 式（2）  

Di：各条件の変動，σw：well間誤差 

 

標準偏差（SDi）は式（3）によって導かれる室内再現精度（SDwithin’）と F検定によ

って統計的評価した。  

 

222
2/ dewwithinSD  


  式（3） 

σw：well間誤差，σe：抽出間誤差，σd：日間誤差 
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Table 3. Plackett–Burman experimental design calculations 

Selected factor  Nominal Low level High level 

concentration of H2SO4 (mol/L) 2.25  1.5  (a) 3  (A) 

hydrolyzed time (min)  60  45  (b) 75  (B) 

adjusted value of pH  7  6  (c) 8  (C) 

pre-incubated inoculum -  incubated  (d) freeze stock   (D) 

dilution factor  -  1/512  (e) 1/128  (E) 

incubated time (h)  18  16  (f) 20  (F) 

wavelength of microplate reader (nm) 600  570  (g) 620  (G) 

Experiment Combination   Measuremt.   

1 ABCDEFG   X1   

2 ABcDefg  X2  

3 AbCdEfg  X3  

4 AbcdeFG  X4  

5 aBCdeFg  X5  

6 aBcdEfG  X6  

7 abCDefG  X7  

8 abcDEFg   X8   

Effect Equation         

Effect of A and a Da =[(X1 +X2 +X3 +X4)/4]-[(X5 +X6 +X7 +X8)/4] 

Effect of B and b Db =[(X1 +X2 +X5 +X6)/4]-[(X3 +X4 +X7 +X8)/4] 

Effect of C and c Dc =[(X1 +X3 +X5 +X7)/4]-[(X2 +X4 +X6 +X8)/4] 

Effect of D and d Dd =[(X1 +X2 +X7 +X8)/4]-[(X3 +X4 +X5 +X6)/4] 

Effect of E and e De =[(X1 +X3 +X6 +X8)/4]-[(X2 +X4 +X5 +X7)/4] 

Effect of F and f Df =[(X1 +X4 +X5 +X8)/4]-[(X2 +X3 +X6 +X7)/4] 

Effect of G and g Dg =[(X1 +X4 +X6 +X7)/4]-[(X2 +X3 +X5 +X8)/4] 
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6. 分析法の不確かさの算出 

6.1. 併行再現精度の不確かさ 

併行再現精度の不確かさはトータルダイエット試料の食品群ごとに算出した。各試料

を 3試料抽出し、2点併行で定量した。定量結果を一元配置分散分析によって統計解析

し、各試料中の well間誤差（σw） と抽出間誤差（σe）を算出した。精度の不確かさ（u(P)）

は式（4）によって算出した。 

 

3/2/)(
22

ewPu    式（4） 

σw：well間誤差，σe：抽出間誤差 

 

6.2. 回収率の不確かさ 

回収率の不確かさはトータルダイエット試料の食品群ごとに算出した。食品群ごとに、

試料中のビオチンの濃度の等量のビオチン標準品を添加した。ビオチン濃度が検出限界

以下の食品群（4：油脂類、14：飲料水）は 0.1 g/gのビオチンを添加した。タンパク

質の含量が 10 mg/g 以下の食品群には、加水分解時のビオチンの分解を防ぐために、

牛血清アルブミンを 10 mg/gとなるように分析前に添加した[52]。回収率 (R) は式（5）

によって求めた。回収率の不確かさ（u(R)）は式（6）によって、算出した。 
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a

ps

C

CC
R


  式（5）  

Cs：添加回収試験の試料溶液中のビオチン濃度，Cp：試料中のビオチン濃度, Ca：試

料に添加したビオチン濃度 

 

3/2/)(
22

ewRu    式（6）  

σw：well間誤差，σe：抽出間誤差 

 

6.3. 回収率の補正 

回収率と回収率の不確かさから、式（7）によって t検定（信頼水準 95%, 自由度 5）

による統計解析を行った。 

 

)(

1

Ru

R
t


  式（7）  

R：回収率，u(R)：回収率の不確かさ 

 

t 検定により回収率が 100％と有意に異なることが確認された食品群は、回収率によ

って濃度と精度を補正した。回収率を補正しない場合の不確かさ（u(R)’ ）は式（8）

によって算出した。 
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   22
)(/1)'( RutRRu

tcri    式（8） 

R：回収率，u(R)：回収率の不確かさ 

tcrit=2.6 (95% confidence interval, 自由度 5) 

 

6.4. 日間変動の不確かさ 

 Plackett–Burman 実験計画法[51]で確認された各条件の変動（Di）から、通常の分

析条件で分析した際の不確かさ（u(Di)）を下記の式（9）によって算出した。 

 

)/()( testrealDiDiu    式（9） 

Di：各分析条件の変動，δreal：通常の分析条件での変動，δtest：Plackett-Burman 実験

計画法で設定した変動 

 

分析法の日間変動の不確かさ（u(D)）は下記の式（10）により算出した。 

 

SRMCDiuDu /)()(    式（10） 

u(D)：日間変動の不確かさ，CSRM：認証標準物質の認証値 
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6.5. 分析法の不確かさ 

分析法の不確かさは、食品群ごとに精度の不確かさと回収率の不確かさを合成し、算

出した。回収率を補正しなかった食品群は、式（11）によって分析法の不確かさ（u(M )）

を算出した。 

 

    222
)(/)(/)()( DuRRuCPuMu   式（11）   

u(P)：精度の不確かさ，C：各食品群の試料中のビオチン濃度, u(R)’ : 回収率を補正

しなかった時の不確かさ，R：回収率  
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結果と考察 

1. 定量範囲 

培養後の乳酸菌の吸光度とビオチン標準品の濃度の対数をプロットしたところ、シグ

モイド曲線の関係が得られた。標準曲線の定量範囲を確認するため、合計 25 定量の標

準曲線の各濃度における変動係数を Fig. 2に示した。本分析法では、変動係数が 20％

以下の範囲を定量範囲と定め、マイクロプレートでの標準品の定量範囲は 2～125 

pg/mLに設定した。抽出時の希釈率を考慮すると、食品 100 gあたりの定量限界は 0.02 

μg であった。標準曲線を直線で近似する江口らの方法での標準品の定量範囲は 2～50 

pg/mL であり、シグモイド曲線で近似することにより、より広い定量範囲となること

が確認された。江口らの方法では、自動分注装置により測定しているが、変動係数 20％

以下の範囲では手動での分注操作でも本定量法が適用できることが確認された[43]。 



24 

 

 

 

 

 



25 

 

 

 

2. 真度と日間再現精度 

真度と日間再現精度の確認のため、認証標準物質を 3抽出ずつ 4日間繰り返し分析し

た。分析の結果の平均値と日間再現精度の不確かさ（SDwithin）は 0.444 ± 0.060 μg/g

であり、認証標準物質の認証値 0.411 ± 0.067 μg/gと比較すると、回収率は 108 ± 16%

であり、良好な結果を示した。 

 

3. 頑健性 

分析法の各測定条件が変動した時に、分析結果に与える影響を確認するために、分析

法の頑健性を確認した。Table 3 に示す Plackett–Burman 実験計画法によって、分析

条件を設定した。分析に影響を与える要因として、加水分解時の硫酸濃度、加水分解時

間、加水分解後の pHの 3要因とマイクロプレートでの定量時の菌株の前培養、試料溶

液の希釈率、培養時間、測定吸光度の 4要因の合計 7要因による影響を確認した。それ

ぞれの要因が分析に与える影響を、分析結果の差 Di として算出し、すべての要因が与

える影響の標準誤差（SDi）を算出した（Table 4）。SDiは F検定により、抽出数を考

慮しない日間再現精度の不確かさ（SDwithin’）と比較した。F 検定により、7 要因が頑

健性試験で設定した範囲内で全て変動した場合の変動と室内再現精度を統計評価した

ところ、試験結果の Frecorded＜Ftabulated（確率 0.05, 自由度 15, 23）となり、7要因が全

て変動した場合でも測定結果には有意な影響を与えないことが確認された。個々の変動
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要因を比較すると、抽出時の変動要因と比較して定量時の変動要因が測定結果に大きな

影響を与えることが確認された。変動要因 u(Di)から分析法の日間変動の不確かさ u(D)

を求めたところ、相対標準偏差として 11.8％であった。 
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Table 4. Plackett–Burman test results    

Effect Di δreal  δtest u(Di) 

concentration of H2SO4 (mol/L) -0.029 0.225 1.5 0.004 

hydrolyzed time (min) -0.036 1.15 20 0.001 

adjusted value of pH 0.035 0.58 2 0.010 

pre-incubated inoculum 0.085 - - - 

dilution factor -0.113 - - - 

incubated time (h)  -0.163 1.15 4 0.047 

wavelength of microplate reader (nm) 0.028  -  -  -  

     

SDi 0.120      

SDwithin’ 0.113     

Frecorded 1.14     

Ftabulated 2.13        

Reference biotin concentration of SRM 1846 was 0.411 μg/g 

δreal : change expected under control in routine use 

δtest : change specified for the ruggedness test  
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4. 試料マトリクスによる影響 

Table 2 に示すように、トータルダイエット試料は 14 の食品群ごとの試料があり、

試料溶液中のマトリクスにより乳酸菌の生育に阻害や促進の影響を及ぼす場合がある。

このため、試料の定量時はマイクロプレートで 1～1/256 倍の希釈系列をつくり、希釈

による定量への影響を評価した。希釈系列が標準曲線の定量範囲内にあることを確認後、

希釈系列の前後で濃度の変動がないことを確認した。 

 

5. 各食品群の試料の分析と併行再現精度 

各食品群 1 gあたりのビオチン含量と併行再現精度の不確かさを Table 5に示す。各

試料の併行再現精度は 1.4%～12.7%であり、良好な精度を示した。 
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Table 5. Biotin concentration and precision uncertainty of each food group  

No. Food group 
C u(P) u(P)/C 

(μg/g) (μg/g)  

1 Rice/Processed rice 0.014 0.002 0.127 

2 Cereal except rice 0.021 0.001 0.027 

3 Sugar/Confectionery 0.040 0.001 0.024 

4 Fat/Oil 0.000 0.000 0.000 

5 Pulse 0.072 0.003 0.040 

6 Fruit 0.013 0.000 0.030 

7 Green, Yellow vegetables 0.030 0.001 0.044 

8 Other vegetables 0.016 0.001 0.052 

9 Beverage 0.006 0.000 0.048 

10 Fish/Shellfish 0.072 0.003 0.046 

11 Meat/Egg 0.238 0.003 0.014 

12 Milk/Dairy products 0.029 0.001 0.050 

13 Seasoning 0.067 0.002 0.036 

14 Water 0.000 0.000 0.000 
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6. 回収率とその補正 

各食品群のビオチン濃度と等量のビオチン標準品を添加し、添加回収試験を実施した。

試料中の分析値が定量限界以下であった 4 群（油脂類）と 14 群（水）には、0.1 μg/g

となるように標準品を添加した。添加回収試験の結果、タンパク質の含量の少ない 4群

（油脂類）、9群（嗜好飲料）と 14群（水）では他の食品群と比較して、回収率が低い

ことが確認された。Mock らは、乳中のビオチンの抽出時に牛血清アルブミンを添加す

ることによって、加水分解時のビオチン分解を抑制できることを報告している[52]。こ

のため、回収率が低かった 4、9、14の食品群には、牛血清アルブミンを 10 mg/g添加

した。牛血清アルブミンの添加によって回収率は改善されたため、タンパク質の含量が

低い食品群のビオチンの分析を行う時には、牛血清アルブミンの添加が必要であること

が確認された。 

回収率と回収率の不確かさを Table 6に示す。回収率は 78～110％であり、良好な結

果を示した。回収率と回収率の不確かさを t検定によって評価したところ、3，4，7，8，

10の食品群は回収率が 100%と有意に差があることが確認されたため、分析値を回収率

で補正した場合の不確かさを算出した。 
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Table 6. Recovery and recovery uncertainty 

No. Food group R t  u(R)' 

1 Rice/Processed rice 0.93 0.3   0.22 

2 Cereal except rice 0.86 1.2   0.12 

3 Sugar/Confectionery 0.75 23.4 * 0.13 

4 Fat/Oil 0.78 9.0  * 0.11 

5 Pulse 0.82 1.8   0.10 

6 Fruit 1.11 2.2   0.07 

7 Green, Yellow vegetables 0.82 4.2  * 0.10 

8 Other vegetables 0.74 4.8  * 0.15 

9 Beverage 1.08 1.5   0.06 

10 Fish/Shellfish 0.80 3.9  * 0.11 

11 Meat/Egg 1.06 0.7   0.09 

12 Milk/Dairy products 1.09 2.2   0.04 

13 Seasoning 1.19 2.2   0.09 

14 Water 0.97 0.6   0.05 

*: Significantly different from 1 (p<0.05) 
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7. 摂取量と不確かさ 

各食品群中のビオチン濃度に摂取量をかけることによって、ビオチンの摂取量を算出

した。併行再現精度の不確かさと回収率の不確かさを相対不確かさとして合成し、分析

値の不確かさを算出した。分析値の不確かさと食品群ごとの摂取量から、ビオチン摂取

量の不確かさを算出した。Table 7には回収率を補正しない場合の食品群ごとの摂取量

とその不確かさを示した。本調査での摂取量の平均値と分析法に起因する信頼区間は

70.1（95%信頼区間: 58.9-81.3, 包含係数 k=2）μg/dであった。トータルダイエット調

査法によるビオチンの摂取量は、東京都で 45 μg/dと報告されており、この報告を根拠

として食事摂取基準（2005 年版）のビオチンの目安量が定められている[23,38]。大阪

市民の摂取量の平均値は、目安量の約 1.6倍であった。 

渡邊らは、18 食品群に分類したトータルダイエット法によって、ビオチンの摂取量

を、50.9 μg/d（2009年）、51.0 μg/d（2010年）とそれぞれ報告している[28,29]。また、

個々の食品中の含量を 98 食品群に分類した食品群別計算法によって、摂取量を 54.5 

μg/dと報告している[29]。渡邊らはトータルダイエット法によりビオチンの調査と併行

して 6 種類の水溶性ビタミンの摂取量を調査し、これらのビタミンの摂取量は国民健

康・栄養調査報告（平成 18 年）で報告されている摂取量との相関が高いことを報告し

ている[29]。
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Table 7. Estimated daily intake of biotin and measurement uncertainty 

from each food group 

No. Food group 
M ± u(M) 

(μg / d) 

1 Rice/Processed rice 2.3  ± 0.7 

2 Cereal except rice 3.5  ± 0.6 

3 Sugar/Confectionery 1.2  ± 0.3 

4 Fat/Oil 0.0  ± 0.0 

5 Pulse 4.5  ± 0.8 

6 Fruit 1.7  ± 0.2 

7 Green, Yellow vegetables 2.9  ± 0.5 

8 Other vegetables 2.7  ± 0.6 

9 Beverage 1.4  ± 0.2 

10 Fish/Shellfish 6.8  ± 1.3 

11 Meat/Egg 35.2  ± 5.2 

12 Milk/Dairy products 4.0  ± 0.6 

13 Seasoning 3.8  ± 0.6 

14 Water 0.0  ± 0.0 

  Total (T ± u(T)) 70.1  ± 5.6 
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このように、トータルダイエット法による摂取量の調査は、これまで一般的に利用され

てきた有害物質の摂取のリスクの評価だけでなく、栄養素の摂取量の調査への応用が今

後も期待される。

文部科学省によって日本食品標準成分表 2010 にビオチンが収載されたことにより、

2010 年からは特定の集団を対象とした食事調査法による摂取量の調査が可能となった。

溝畑らは、妊婦を対象として妊娠の期間ごとにビオチンの摂取量の調査し、摂取量が

36.0 ± 7.2 μg /dであることを報告している[30]。Imaeda らは、四季連続 7日間の秤量

法によって、51.7 μg/d（中年男性）、47.6 μg/d（中年女性）と報告している[31]。Shibata 

らは、4日間の秤量法によって、ビオチンの摂取量を 35 μg/d（男子小学生）、31 μg/d

（女子小学生）、28 μg/d（男子大学生）、26 μg/d（女子大学生）、32 μg/d（高齢者）と

報告している[32]。これらの食事調査法によるビオチンの摂取量は、本研究で実施した

トータルダイエット法による摂取量と比較すると低い。Shibata らは、陰膳法より調製

した 1 日分の食事中のビオチン含量の分析値が日本食品標準成分表から計算したビオ

チン含量と比較して高いことを報告している[53]。このように、同一の食事から推定し

た際にも、分析から算出した摂取量と食品成分表から計算した摂取量は異なる場合もあ

る。現時点で、調査法の違いによるビオチンの摂取量の推定への影響を考察するために

は、さらなる調査が必要である。 

トータルダイエット調査法による推定の精度を向上するためには、次の点を考慮する
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必要がある。トータルダイエット法では、選択する食品の種類や食品中のビオチン含量

の季節変動がビオチンの摂取量に影響を及ぼすと考えられる。このため、調査年度の異

なるトータルダイエット試料を分析することにより、食品選択に関する誤差やビオチン

摂取量の年次変化を推定できると考える。 
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第 3章 モンテカルロ法による日本人のビオチン摂取量の分布の推定 
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緒言 

第 2章では、大阪市民のビオチンの摂取量を調査し、分析法の不確かさから摂取量の

推定における分析に起因する信頼区間を推定した。本章では、集団でのビオチンの摂取

量の過不足の評価のために、確率論的な推定法の一つであるモンテカルロ法によって摂

取量の分布の推定を試みた。モンテカルロ法は、乱数を用いてシミュレーションや数値

計算する手法の一つである。本方法は乱数によって摂取量などの分布を再現し、集団に

おける摂取量の分布の推定が可能である[54]。近年、モンテカルロ法は環境省によるダ

イオキシンの暴露量の推定などに応用されている[55]。本章では、日本におけるビオチ

ンの摂取量の分布の推定のために、モンテカルロ法が適用できるか検討を行った。ビオ

チンの摂取量の分布の推定のために、2 種類のモデルを設計した。第 1 のモデルでは、

2007年から 2009年に実施した 3年間のトータルダイエット調査による試料中の濃度

を利用して推定を行った。第 2のモデルでは、各国の個々の食品中のビオチンの報告値

を利用して推定を行った。各食品群の摂取量の分布は、国民健康・栄養調査（平成 17

年）の摂取量[56]を利用し、モデルごとにビオチンの摂取量の分布を推定した。 
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方法 

1. 食品群別摂取量 

国民健康・栄養調査報告（平成 17年）[56]をもとに 13の食品群ごとの摂取量を算出

した。18歳から 69歳までの摂取量（男性 2759名、女性 3106名）の摂取量を 13の食

品群に分類し、Table 8に示す食品群ごとの摂取量の平均と標準偏差を求めた。 

 

2. トータルダイエット試料中のビオチン量の定量 

前章における試料の調製法と同様に、2008 年と 2009 年に約 200 食品を大阪市内で

購入した。各食品を必要に応じて調理後に混合し、13 の食品群をトータルダイエット

調査用の試料とした。トータルダイエット調査用の試料は、前章と同様に硫酸による加

水分解による抽出後、マイクロプレートによる微生物学的定量法によって食品群ごとに

分析した[43]。3年分のトータルダイエット試料中の食品群ごとのビオチン濃度をTable 

9に示す。 
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Table 8. Food consumption – National Nutritional Survey 2005 

No. Food group1 

       Daily intake  

(g/d) 

I(i) 

Mean      SD 

1  Rice/ Processed rice 351.1  194.8 

2  Cereal/ Potato 163.4  134.9 

3  Sugar/ Confectionery 30.1  48.4 

4  Fat/ Oil 11.1  9.8 

5  Pulse 60.7  75.6 

6  Fruit 115.8  154.2 

7  Green, Yellow vegetables 96.3  84.7 

8  Other vegetables 198.8  129.1 

9  Beverage 686.4  524.2 

10  Fish/ Shellfish 88.3  81.6 

11  Meat/ Egg 121.5  83.6 

12  Milk/ Dairy products 97.0  136.2 

13  Seasoning 103.0  95.3 

  2123.4  654.2 

1: Food consumption data were classified into13 food groups based on 

TDS in Japan 
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Table 9. Biotin concentration of each food group evaluated using TDS 

No. Food group 
Biotin concentration (µg/g), CTDS, (n)1 

2007 2008 2009 

1 Rice/ Processed rice 0.014 (4) 0.003 (4) 0.007 (4) 

2 Cereal/ Potato 0.021 (22) 0.021 (22) 0.046 (21) 

3 Sugar/ Confectionery 0.040 (19) 0.034 (19) 0.048 (18) 

4 Fat/ Oil 0.000 (8) 0.000 (6) 0.000 (8) 

5 Pulse 0.072 (10) 0.070 (10) 0.060 (9) 

6 Fruit 0.013 (13) 0.013 (13) 0.016 (17) 

7 Green, Yellow vegetables 0.030 (14) 0.047 (12) 0.028 (18) 

8 Other vegetables 0.016 (23) 0.015 (26) 0.025 (24) 

9 Beverage 0.006 (14) 0.005 (16) 0.004 (15) 

10 Fish/ Shellfish 0.072 (24) 0.111 (27) 0.103 (18) 

11 Meat/ Egg 0.238 (8) 0.198 (15) 0.215 (7) 

12 Milk/ Dairy products 0.029 (11) 0.023 (10) 0.062 (11) 

13 Seasoning 0.067 (20) 0.034 (20) 0.100 (25) 

 Total n  190  200  195 

1 Numbers in parentheses show numbers of food samples in respective groups. 

: 
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3. 個々の食品中のビオチン含量 

個々の食品中のビオチン含量は、日本[57]、デンマーク[58]、ドイツ[59]、カナダ[60-63]、

米国[64]の合計 930食品のビオチン含量の報告値を使用した。個々の食品はトータルダ

イエット調査法と同様に 13 食品群に分類した。食品群ごとのビオチンの含量と食品数

を Table 10に示した。 

 

4. 個々の食品中のビオチン含量の外れ値の検出 

個々の食品中のビオチン含量から外れ値を確認するために、食品群ごとに第 3四分位

から四分位範囲の 1.5倍以上高い含量の食品を外れ値として検出した。Table 10には外

れ値を除外した時の食品群ごとのビオチンの含量と食品数を示した。 
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Table 10. Biotin concentrations of respective food groups evaluated from individual foods 

  Biotin concentration (µg/g), CINF, (n)1 

No. Food group All data Without outliers2 

    Mean Min. Max.  Mean Min. Max.  

1 Rice/ Processed rice 0.116 0.004 0.600 (18) 0.038 0.004 0.120 (15) 

2 Cereal/ Potato 0.115 0.001 0.911 (121) 0.056 0.001 0.240 (104) 

3 
Sugar/ 

Confectionery 
0.034 0.000 0.320 (30) 0.017 0.000 0.053 (27) 

4 Fat/ Oil 0.006 0.000 0.034 (8) 0.002 0.000 0.007 (7) 

5 Pulse 0.178 0.005 1.140 (38) 0.094 0.005 0.340 (33) 

6 Fruit 0.016 0.001 0.100 (109) 0.012 0.001 0.040 (100) 

7 
Green, Yellow 

vegetables 
0.040 0.002 0.840 (70) 0.016 0.002 0.053 (61) 

8 Other vegetables 0.039 0.000 0.414 (118) 0.022 0.000 0.083 (106) 

9 Beverage 0.063 0.001 0.603 (26) 0.005 0.001 0.014 (22) 

10 Fish/ Shellfish 0.062 0.002 0.410 (110) 0.052 0.002 0.163 (104) 

11 Meat/ Egg 0.197 0.000 2.274 (131) 0.069 0.000 0.330 (108) 

12 
Milk/ Dairy 

products 
0.034 0.002 0.430 (123) 0.024 0.002 0.062 (114) 

13 Seasoning 0.312 0.003 2.000 (28) 0.126 0.003 0.600 (24) 

 Total n    930     825 
1 Numbers in parentheses show numbers of food samples in respective groups. 
2 Outliers are located higher than 1.5 fold interquartile range above the third quartile.
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5. モンテカルロシミュレーション 

モンテカルロシミュレーションは統計解析ソフト R statistical package（ver. 2.10.1; 

The Comprehensive R Archive Network）によって実施した[65,66]。式（12）によっ

て、食品群ごとの摂取量の推定を 10000 回繰返し、摂取量の分布を推定した。本章で

は摂取量推定のモデルとして 2つのモデルを設計した。 

 

)()(
13

1

iIiCT
i




 式（12） 

 

T：個人のビオチンの 1日摂取量，C：各食品群の試料中のビオチン含量, I：食品群ご

との摂取量  

 

5.1. モデル 1（トータルダイエット調査法からの推定） 

本モデルでは、食品群ごとのビオチン含量は 3年間のトータルダイエット調査による

試料中の濃度（CTDS(i)）から摂取量の分布の推定を行った。試料中のビオチン濃度は、

CTDS(i)から無作為に抽出した。食品群ごとの摂取量（I(i)）は国民健康・栄養調査報告

での摂取量が 0から平均値の 5倍までの対数正規分布に従うと仮定し、摂取量の対数正

規分布から無作為に摂取量を抽出した。式（13）によって、13 食品群の摂取量の合計

を求める操作を 10000回繰返し、本モデルでの摂取量の分布を求めた。 
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 式（13） 

 

5.2. モデル 2（個々の食品からの摂取量の推定） 

本モデルでは各個人が食品群ごとに 3 種類の個々の食品を無作為に選択して摂取す

ると仮定し、摂取量を推定した。ビオチン濃度（CINF(i)）は食品群ごとに 3食品を無作

為に抽出し、その平均値を使用した。国民健康・栄養調査報告での摂取量が 0から平均

値の 5倍までの対数正規分布に従うと仮定し、摂取量の対数正規分布から無作為に摂取

量を抽出した。式（14）によって、13食品群の摂取量の合計を求める操作を 10000回

繰返し、本モデルでの摂取量の分布を求めた。 
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結果と考察 

1. 摂取量の分布の推定 

集団における摂取量の過不足の評価のためには、摂取量の分布の推定が重要である。

このため、本章では日本でのビオチンの摂取量の分布の推定のために、モンテカルロ法

による 2種類のモデルを設計した。第 1のモデルでは、我々が大阪市で調査したトータ

ルダイエット法による食品群ごとのビオチン濃度（Table 9）を利用した。 第 2のモデ

ルでは各国の食品成分表に収載されている個々の食品中のビオチン濃度（Table 10）を

利用した。 

モンテカルロ法により推定された各モデルにおける摂取量の分布を Fig. 3に示す。ト

ータルダイエット調査法によるモデル 1 でのビオチンの摂取量の分布は 64.2（95%信

頼区間: 40.1-108.2）μg/dであった（Fig. 3, model 1）。  

Table 9 に示すようにトータルダイエット法では食品群ごとに 4 から 27 種類の食品

を選択し、国民健康・栄養調査で報告されている摂取量に従って、13 の食品群に分類

する。各食品は調理後に混合するため、調査試料には調理による影響も考慮されている。

モデル 1の推定法の精度を向上するためには、食品の季節変動や地域差などを考慮して、

調査試料を調製していく必要がある。しかしながら、季節変動と地域差を考慮して調査

試料を調製する場合には、多大な時間と費用が必要となる。 

このため、本章では第 2のモデルとして、個々の食品中の含量からの推定するモデル
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を構築した。Fig. 3, model 2-1に示した個々の食品中のビオチン含量を利用して推定し

たビオチン摂取量は 189.5 ± 96.2 μg/d（平均値 ± 標準偏差）となり、摂取量の平均値

はモデル 1 による推定結果の 2.8 倍となった。各食品群から外れ値を検出したところ、

ココア（飲料群）やビール酵母（調味料群）などの調理しなければ摂取できない食品が

外れ値として検出された（Table 10）。外れ値を除外した個々の食品中のビオチン含量

を利用したモデル 2-2 によるビオチンの摂取量の分布は、65.3（95%信頼区間 : 

34.4-107.6）μg/d であり、モデル 1 で推定した摂取量の分布とほぼ一致した（Fig. 3, 

model 2-2）。 

食事摂取基準（2010年版）の目安量 50 μg/dと比較すると、両モデルで 80％以上の

人が目安量以上のビオチンを摂取していことが明らかとなった。 
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Fig. 3 Probability density distribution of daily biotin intake estimated using Monte 

Carlo simulation with two models. 

Model 1: Model estimated from biotin concentration data by TDS 2007–2009 in 

Osaka. 

Model 2: Model estimated from biotin concentration data from individual foods. 

2-1: Estimated with all biotin concentration data in Table 10. 

2-2: Estimated with biotin concentration data without outliers in Table 10. 
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2. 食品群ごとの摂取量の比較 

Fig. 4には、各モデルの摂取量の分布の平均値での食品群ごとの摂取量を示した。モ

デル 1とモデル 2-2を比較すると、それぞれのモデルごとに 1日にあたりのビオチンの

摂取量に寄与している食品群は異なっていた。モデル 1ではビオチンの摂取の寄与率の

高い食品群は、肉・卵、魚、調味料の 3群であり、モデル 2-2では米・米加工品、調味

料、穀類・いも類の 3群であった。これらの 3群によるビオチンの摂取量は 1日摂取

量の 50％以上の寄与率であった。 

モデル 2の設計時には、各個人が各食品群から無作為に 3食品を選択し、均等に食品

を摂取すると仮定しているため、各食品の摂取量を正確には反映できていない。渡邊ら

は国民健康・栄養調査報告と個々の食品中のビオチンの分析値から食品群別計算法によ

る摂取量を調査している[25]。この調査では、101食品の分析値を 18食品群に分類し、

男性で 107.8 μg/dおよび女性 91.6 μg/dと摂取量を報告している[25]。その後の調査で

は 330食品の分析値を 98食品群に分類し、54.5 μg/dと摂取量を報告している[28]。 こ

れらの摂取量の差異は、食品中のビオチン含量のデータ数だけではなく、食品群の分類

数が摂取量の推定に影響を与えていると考えられる。このため、モデル 2-1の個々の食

品を 18 食品群に分類し、再解析した。再解析の結果、モデル 2-1 によるビオチンの摂

取量は 188.0 ± 96.4 μg/dとなり、13食品群で分類した場合の摂取量 189.5 ± 96.2 μg/d

と同様の推定値となった。個々の食品含量から外れ値を除いたモデル 2-2 を 18 食品群
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で分類した場合のビオチンの摂取量は 68.4 ± 22.8 μg/dとなり、13食品群で推移した

65.3 ± 22.8 μg/dと同様の推定値となった。モデル 2による摂取量の分布の推定では、

食品群ごとの分類を細分化していくことにより、推定法の精度を向上することができる

と考えられる。しかしながら、調査した時点での個々の食品中のビオチン含量の報告数

は十分ではなかったため、ビオチン含量の情報の蓄積が必要となる。さらに個々の食品

の報告値には、調理前の食品も多く含まれるため、食品加工・調理によるビオチンの利

用効率を評価する必要がある。 

 

 

Fig. 4 Contribution of each food group to total daily biotin intake with Monte Carlo 

simulation using two models. 

Models are identical to those presented for Fig. 3 
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第 4章 食品加工・調理によるビオチンの利用効率の評価 
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緒言 

第 3章では、摂取量の分布の推定のために、確率論的な推定法の一つであるモンテカ

ルロ法によるモデルを構築し、日本人のビオチンの摂取量の分布を推定した。2つのモ

デルにより推定した摂取量の分布はほぼ一致したが、モデルごとに課題が確認された。

個々の食品の報告値から推定を行ったモデル 2 で使用した個々の食品中のビオチン含

量の報告値は限られており、調理前の食品も多く含まれるため、妥当性の高い摂取量の

推定には食品の加工調理による損失の影響を評価する必要がある。さらに、ビオチンの

効率的な摂取を考慮するうえで必要な調理に伴う関連要因についても検討を行う必要

がある。 

そこで、本章では、食品加工・調理によるビオチンの利用効率について検討を行った。

まず、第 4-1章では、加熱による食品中のビオチン含量への影響を評価した。アマラン

ス種子をモデルとして、膨化時の加熱による損失の影響を評価した。第 4-2章では、ビ

オチンの効率的な摂取方法を考察するために、ビオチンの摂取量への寄与が高い鶏卵を

対象として、各種調理法によるビオチンの消化液による溶出率を評価した。 
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第 4章‐1 加熱によるアマランス種子中のビオチンの評価 
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緒言 

アマランスは中南米を原産とする双子葉類ヒユ科ヒユ属（Amaranthus）の雑穀であ

り、米や小麦などの主要穀類と比較して、タンパク質、ビタミン B 群、ミネラルなど

の栄養素の含量が高く、有用植物資源として注目を集めている[67-70]。アマランスは

妊娠期に必要量が増えるビタミンの葉酸や鉄などのミネラルを豊富に含む。妊娠期に潜

在的な欠乏が懸念されているビオチンの含量も高い[70]。 

アマランスの種子は適切な条件で加熱することによって、種子内部の水分蒸発により

常圧下で膨化する性質がある[71]。膨化によって種子の食感と風味を向上し、栄養素の

吸収性を向上することもできる。種子の膨化は、従来フライパンなどの調理器具による

加熱によって行われてきたが、この方法では不均一な加熱による種子の回収量の低下や

過加熱によるビタミン、ミネラル、アミノ酸などの栄養素の損失が問題となってきた

[72-74]。このため、井上らによってアマランスの種子の連続膨化装置を開発された[75]。

膨化条件の最適化によって、種子を安定して膨化できることは確認されたが、膨化時の

加熱がビオチンに与える影響はこれまでに評価されていなかった。 

このため、本章ではアマランス種子に含まれるビオチンの膨化前後の含量の変化を評

価した。ビオチンとの比較のために、ビタミン B群 5種（ビタミン B2, B6, ナイアシン,

葉酸, パントテン酸）とミネラル 14種（Na, Mg, P, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se, 

Mo, Ni）を対象として、膨化前後の含量の変化を評価した。 
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方法 

1. 試料 

アマランス種子（米国産）はメキシコ由来のA. hypochondoriacusとパキスタン由

来のA. hybridusとの雑種後代であるK-343品種を入手した。 

 

2. 種子膨化装置による試料調製 

Fig. 5には種子膨化装置の構造と写真を示した。これまでに最適化された種子の膨化

条件から、加熱条件は260°C, 15 sに設定し、種子を膨化した。原料の種子と膨化処理

後の種子は超遠心粉砕装置（ZM200; Retsch GmbH and Co. KG）によって、 直径0.5 

mm 以下に粉砕後、 分析まで −20°Cで保存した。 
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Fig. 5 Fluidized bed continuous processing system for popping amaranth seeds. 
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3. 試薬 

Takadiastaseは三共製薬より入手した。その他の試薬および酵素はSigma-Aldrich

より入手した。 

 

4. 分析法 

4.1. 走査型電子顕微鏡による形態の観察 

膨化前後の種子は 白金–金合金によって真空蒸着後に、走査型電子顕微鏡（日立，

S-3500N）によって 形態を観察した。 

 

4.2. 膨化後の体積の測定  

膨化前後の体積の比較のためにメスシリンダーによって、膨化前後の体積を比較した。 

 

4.3. 水分量の定量 

試料中の栄養素の変化量を乾燥重量あたりの含量で示すため、各試料の水分量を測定

した。水分量の定量はAOAC法に従い、130°C, 3 h乾燥した後、乾燥前後の重量を怦量

した[76]。 
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4.4. リボフラビンの定量 

試料0.1 gを50 mL遠沈管に採取し、0.1 mol/L塩酸10 mLを加え、高圧滅菌器（平山

製作所，HA-240MIV）により121ºC, 30 minの条件で加水分解した。室温まで冷却した

試料溶液を10 mol/L水酸化ナトリウム溶液でpH 4.5に調整後、 Takadiastaseによって

37°C, 15 h酵素処理後、蒸留水で50 mLに定容した。定容後の抽出液をシリンジフィル

ター（Sartorius，ミニザルトプラス，孔径:0.22 µm）によって、ろ過除菌したものを

試料溶液とした。リボフラビンは高速液体クロマトグラフ（Agilent，1100）によって

分離後に、蛍光検出器（日立，L-7480）によって定量した[77]。  

 

4.5. ナイアシンの定量 

試料0.1 gを50 mL遠沈管に採取し、0.25 mol/L 硫酸10 mLを加え、高圧滅菌器（平

山製作所，HA-240MIV）により121ºC, 30 minの条件で加水分解した。室温まで冷却し

た試料溶液を10 mol/L水酸化ナトリウム溶液でpH 6.8に調整後、 蒸留水で50 mLに定

容した。定容後の抽出液をシリンジフィルターによって、ろ過除菌したものを試料溶液

とした。ナイアシンは乳酸菌（Lactobacillus plantarum ATCC8014）によるマイクロ

プレートを用いた微生物学的定量法で測定した[76]。  
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4.6. パントテン酸の定量 

試料0.1 gを50 mL遠沈管に採取し、0.2 mol/L Tris–HCl 緩衝溶液（pH 8.3）を10 mL

加え、高圧滅菌器（平山製作所，HA-240MIV）により121ºC, 15 minの条件で加水分解

した。加水分解溶液はAlkaline phosphataseとハト肝臓由来Amidaseによって、37°C , 

15 min酵素処理後、 100ºC, 5 min加熱し、酵素を失活した。室温まで冷却した試料溶

液を 蒸留水で50 mLに定容した。定容後の抽出液をシリンジフィルターによって、ろ

過除菌したものを試料溶液とした。パントテン酸は乳酸菌（Lactobacillus plantarum 

ATCC8014）によるマイクロプレートを用いた微生物学的定量法で測定した[78]。 

 

4.7. ビタミンB6の定量 

試料0.1 gを50 mL遠沈管に採取し、0.44 mol/L塩酸10 mLを加え、高圧滅菌器（平山

製作所，HA-240MIV）により121ºC, 2 hの条件で加水分解した。室温まで冷却した試

料溶液を10 mol/L水酸化ナトリウム溶液でpH 5.0に調整後、 蒸留水で50 mLに定容し

た。定容後の抽出液をシリンジフィルターによって、ろ過除菌したものを試料溶液とし

た。ビタミンB6は酵母（Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080）によるマイクロプレ

ートを用いた微生物学的定量法で測定した[76]。 
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4.8. ビオチンの定量 

試料0.1 gを50 mL遠沈管に採取し、2.25 mol/L 硫酸10 mLを加え、高圧滅菌器（平

山製作所，HA-240MIV）により121ºC, 1 hの条件で加水分解した。室温まで冷却した

試料溶液を10 mol/L水酸化ナトリウム溶液でpH 7.0に調整後、 蒸留水で50 mLに定容

した。定容後の抽出液をシリンジフィルターによって、ろ過除菌したものを試料溶液と

した。ビオチンは乳酸菌（Lactobacillus plantarum ATCC8014）によるマイクロプレ

ートを用いた微生物学的定量法で測定した[43]。 

 

4.9. 葉酸の定量 

試料0.1 gを50 mL遠沈管に採取し、57 mmol/L ascorbic acid（Sigma-Aldrich）と0.2 

mol/L 2-mercaptoethanolを含むリン酸緩衝溶液（pH 7.0）を10 mLを加え、protease

（Streptomyces griseus由来）によって37°C, 2 h酵素処理した。100°C, 10 minの加熱

によりproteaseを失活後、α-amylase（Aspergillus oryzae由来）と conjugase（ラッ

ト血清由来）によって 37°C , 2 h酵素処理後、蒸留水で50 mLに定容した。定容後の抽

出液をシリンジフィルターによって、ろ過除菌したものを試料溶液とした。葉酸は乳酸

菌（Lactobacillus plantarum ATCC7649）によるマイクロプレートを用いた微生物学

的定量法で測定した[79]。 
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4.10. 元素の定量 

試料0.5 gを50 mL遠沈管に採取し、5 mLの硝酸と1 mLの過酸化水素水を加え、マイ

クロウェーブ分解装置（Anton Paar GmbH，Multiwave 3000）によって酸分解後、蒸

留水で50 mLに定容した。定容後の抽出液をシリンジフィルターによって、ろ過したも

のを試料溶液とした。14種の元素は ICP-MS（Thermo Fisher Scientific Inc.，

XSERIES 2）によって分析した。試料由来マトリクスやプラズマガスによる分子干渉

が起こった元素は Collision cell technology（CCT）モードによって分析した。  

 

5. 統計解析 

全ての分析は3併行で分析し、定量結果は平均値と標準偏差を示した。膨化前後の各

栄養素の変化量は、統計解析ソフトR statistical package（ver. 2.10.1; The 

Comprehensive R Archive Network）によって、t検定による統計評価を行い、有意水

準5%以下のものを有意に変化があると評価した[65,66]。 
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結果と考察 

1. 走査型電子顕微鏡による形態の観察 

アマランス種子は膨化後に、Fig. 6に示すような泡状や蝶状の形態を示した。 種子の

体積は膨化前と比較して6.8倍に増加した。過去の報告と同様に、膨化後にも種子の外

胚乳組織の外側にある胚組織は残存していた[71]。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 Scanning electron micrograph of Aamaranthus hypochondriacus:  

raw seeds (A) and popped seeds (B). 

Ps: perisperm, Em: embryo 
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2. 必須元素と微量元素 

Tables 11と 12には膨化前後の種子中の主要元素と微量元素の定量結果を示した。 

加工前の種子中のMg, K, Ca, Cr, Fe, Cu,と Moは日本食品標準成分表 2010 [33]に収

載されている含量とほぼ同量の定量結果であった。一方、Na, P, Caと Se の定量値は

日本食品標準成分表の含量と比較して 1.5–3.1倍高く、Mn と Zn は 0.5から 0.6 倍

低い値であった。 

膨化後にはMg, P, K, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Moの有意な増加が確認され、その他の元

素は有意な変化は確認されなかった。Gamel らは、Mg, P, K, Ca, Mn, Fe, Cuは 180ºC, 

10 sのホットプレートでの加熱による膨化時には損失を受けないと報告している[74]。

また、Pedersenらは、200ºCで 15-20 sの加熱では P, Ca, Fe, Cu, Znの含量は損失を

受けないと報告している[80]。本装置による膨化でもこれらの元素の損失は確認されな

かった。 

アマランスの種皮と外胚乳組織には Ca P, K,とMgが局在していることが報告され

ている[81]。本装置による膨化では、これらの元素の減少も確認されなかったため、 種

子の種皮と外胚乳組織が損失していないとが考えられた。 
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Table 11 Effect of popping treatment on macroelements in amaranth seeds 

Elements Raw seeds (A) Popped seeds (B) 

Recovery 

(B/A)  

% 

Referencea 

Na 1.9  ±  0.4 2.2  ±  0.3 114  1 

Mg       308 ±  4       331 ±  9b 107  270 

P       779 ± 36     1,022 ±  9b 131  540 

Kc       632 ± 10       674 ± 16b 107  600 

Cac       234 ±  6       243 ± 11 104  160 

Data presented as mg/100 g on a dry weight basis of mean ± standard deviation (n = 3). 

a Referred from Standard Table of Food Composition in Japan 2010. 

b Significant different from raw seeds (p < 0.05) 

c  Analysis was conducted with CCT (collision cell technology) mode 
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Table 12 Effect of popping treatment on microelements in amaranth seeds 

Elements Raw seeds (A) Popped seeds (B) 

Recovery 

(B/A)      

% 

Referencea 

Crc 6.8 ± 1.2 13.3 ± 1.7b 196  7 

Mn     3,510  ±  41      3,780   ± 147b 108  6,140 

Fec    10,700   ± 112    11,400   ±  84b 107  9,400 

Co  11.7 ±  0.1       15.7 ± 4.2b 134          ― 

Nic 30.4 ±  1.9 45.4 ±   3.4 149          ― 

Cuc       752  ±  28        807   ±   3b 107  920 

Zn     3,110 ±  44      3,380 ± 253 109  5,800 

Sec 40.4 ±  3.0 39.1 ±   0.5 97  13 

Mo      59.6 ±  8.2 69.2 ±   7.3b 116  59 

Data presented as μg/100 g on a dry weight basis of mean ± standard deviation (n = 3). 

a Referred from Standard Table of Food Composition in Japan 2010. 

b Significant different from raw seeds (p < 0.05) 

c Analysis was conducted with CCT (collision cell technology) mode 
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3. 水溶性ビタミン 

Table 13には、膨化前後の種子中のビタミン B群の定量結果を示した。加工前の種

子中のリボフラビンと葉酸は日本食品標準成分表に収載されている含量とほぼ同量の

定量結果であった[33]。一方、ナイアシンとビオチンはそれぞれ 3.2倍、1.5倍高い定

量値を示し、ビタミン B6 とパントテン酸は 0.7倍低い定量値を示した。日本食品標準

成分表の収載値との差異は、加工した種子の品種の違いやアマランスの栽培条件の違い

などの要因が考えられる。曽根らは、緑黄色野菜中のビオチンの含量は栽培時の日照量

によって変化することを報告しているため、今後は季節変動、栽培条件の違いを考慮す

る必要がある[82]。 

膨化前後のビタミン B群の濃度を比較すると、全てのビタミンで有意な含量の変化

は確認されなかった。ビオチンは加熱時に損失はなく、その他の水溶性ビタミンと比較

して最も安定であることが確認された。Gamel らは、ホットプレートで 180ºC, 10 s

加熱した際に、アマランス種子中のアスコルビン酸、ナイアシン、ビタミン B6 などの

水溶性ビタミンが減少し、ナイアシンは加熱の影響を受けやすいことを報告している

[74]。今回の評価では、260ºC, 15 sで加熱した場合にもナイアシンの減少は 5％未満で

あった。本研究の種子膨化装置は、15 s以内の短時間の加熱によって膨化が起こり、膨

化後には速やかに加熱部分から回収されて冷却されるため、アマランス種子中のビオチ

ンなどの水溶性ビタミンは加熱による影響を受けなかったと考える。 
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Table 13 Effects of popping treatment on B-group vitamin contents of amaranth seeds 

Vitamins Raw seeds (A) Popped seeds (B) 

Recovery 

 (B/A)      

% 

Referencea 

Riboflavin 147   ± 9 140   ±   2 95  140 

Niacin 3,230   ± 340 3,080   ± 230 95  1,000 

Folate 152   ±  16 137   ±   8 90  130 

B6 454   ±  47    408   ±  54 90  580 

Biotin  24.8 ±   3.7 25.2 ±   2.9 102  16.3 

Pantothenic acid 1,150  ±  60 991   ±  78 86  1,690 

Data presented as μg/100 g on a dry weight basis of mean ± standard deviation (n = 3). 

a From the Standard Table of Food Composition in Japan 2010. 
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第 4章‐2 鶏卵中のビオチンの生体利用効率の評価 
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緒言 

食品中のビオチンは、タンパク質中のアミノ酸のリジンと共有結合した形で存在する

ため、食品の調理の過程で、水へと遊離するビオチンは少ない。消化の過程で、まずタ

ンパク質が分解を受け、ビオチンにペプチドの結合したビオチニルペプチドやリジンの

結合したビオシチンとなる。これらが最終的にビオチニダーゼによって加水分解され、

遊離したビオチンが小腸から吸収される。これらの過程は食品や調理ごとに異なると考

えられるが、個々の食品中のビオチンの生体利用効率の報告は少ない。 

我々は大阪市でのトータルダイエット法によって 13 食品群ごとのビオチンの摂取量

を調査し、食品群の中では肉・卵類からの寄与が大きいことを確認した[26]。この食品

群に含まれる食品の中で、鶏卵はビオチンの含量が高く、摂取頻度も多いため、主要な

ビオチンの供給源の一つであると考えられる。一方で、鶏卵には卵白中のアビジンと卵

黄中の Biotin binding protein（BBP）Ι、BBP ΙΙのビオチン結合タンパクが存在する

ことが報告されている[83, 84]。ビオチン結合タンパクの結合能は調理による加熱によ

る熱変性によって減少することが報告されており[85]、調理法ごとに、鶏卵を含む食品

中のビオチンの生体利用効率は大きく変化すると考えられる。近年、ミネラルやビタミ

ンなどの栄養素の消化による利用効率の評価のために、人工消化液を利用した評価法が

応用されている[86, 87]。本章では、鶏卵と鶏卵を含むモデル食品を一般的な調理法によっ

て調理し、調理後の試料から人工消化液によって溶出するビオチンを評価した。 
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方法 

1. 試薬 

ビオチン標準品及び人工消化液による評価用の消化酵素の Pepsin, Pancreatin, Bile 

extractsは、Sigma-Aldrichより入手した。ビオチン定量に用いた培地は、日水製薬よ

り入手した。その他の一般的な試薬は、和光純薬および関東化学の特級試薬を使用した。 

 

2. 試料 

2.1. 認証標準物質 

米国国立標準技術研究所（National Institute of Standards and Technology， NIST）

よりベビーフードをマトリクスとする認証標準物質 SRM 2383（ビオチンの認証値 ± 

不確かさ:5.4 ± 1.2 μg/100g）を入手し、評価法の精度管理のために使用した。 

 

2.2. 調理用試料 

調理用の食品は大阪市内の量販店で購入した。鶏卵は同一メーカーの白色レグホン種

のMサイズのものを使用した。 
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2.3.  調理法 

2.3.1. 鶏卵 

 生の鶏卵は、全卵、卵黄、卵白に分けて生体利用効率を評価した。次に全卵は卵の科

学[88]に記載されている調理法を参考に調理した。それぞれの調理条件は次のように設

定した。  

 

2.3.2. ゆで卵 

 調理鍋に鶏卵と水を入れて加熱し、沸騰後 2 min、4 min、6 minあるいは 8 min加

熱した。 

 

2.3.3. 温泉卵 

 70ºCに設定した水浴に鶏卵を入れ、15 min、20 minあるいは 25 min加熱した。 

 

2.3.4. ポーチドエッグ 

 調理鍋に水、食塩、食酢を加え加熱し、沸騰後に鶏卵を入れ、卵黄が卵白に包まれた

のを確認後に火を止め、蓋をして 2 min加熱した。 
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2.3.5. 目玉焼き 

 食用油を入れて熱した調理鍋に鶏卵を入れ、卵白の凝固が確認されたら水を少量入れ

て蓋をして、卵黄の凝固が確認されるまで加熱した。 

 

2.3.6. スクランブルエッグ 

 食塩を加えた全卵を撹拌した後、食用油を入れて加熱した調理鍋に入れ、鶏卵が流動

性のある半熟状態になるまで撹拌しながら加熱した。 

 

2.3.7. 卵焼き 

 食塩を加えた全卵を撹拌した後、食用油を入れて加熱した調理鍋に入れ、卵液を撹拌

しながら流動性のある半熟状態で巻き上げながら加熱した。 

 

2.3.8. 鶏卵を含むモデル加工食品 

 鶏卵を含む加工食品として、ハンバーグをモデルとする加工食品を調製して評価した。

牛豚合挽き肉 250 g、タマネギ 150 g、パン粉 40 g、牛乳 40 g、鶏卵 50 g、塩 5 g、コ

ショウ 5 gの割合でボールの中で均一に混合した後、50 gずつ小分けにし、直径 5 cm

の小判状に成形したものを調理用試料とした。モデル加工食品は、鶏卵として全卵ある

いは卵黄の 2種類のモデルを調製した。モデル加工食品はそれぞれ下記の条件によって
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調理を行った。 

ゆでサンプル：沸騰した水浴で 10 min加熱。 

揚げサンプル：180ºCの食用油で 4 min加熱。 

オーブンサンプル：200ºCに加熱したオーブンで 10 min加熱。 

蒸しサンプル：100ºCに加熱した蒸し器で 7 min加熱。 

焼きサンプル：食用油を入れて熱した調理鍋で 2 min加熱。 

 

3. 分析法 

3.1. 分析試料の均一化 

調理後の試料はミルサー（岩谷産業，800DG）により撹拌し、均一化した。試料だけ

では均一化が困難だった食品には、等重量の蒸留水を加えて攪拌した。試料は冷蔵で保

存し、調製後 7日以内に抽出した。各試料からの総ビオチン、遊離ビオチン、溶出ビオ

チンは 2点併行で抽出した。 

 

3.2. 総ビオチンの抽出 

試料 1 gを 50 mL遠沈管に採取し、2.25 mol/L硫酸 10 mLを加え、高圧滅菌器（平

山製作所，HA-240MIV）により 121ºC, 1 hの条件で加水分解した。室温まで冷却した

試料溶液を 4.5 mol/L水酸化ナトリウム溶液で pH 7.0 ± 1.0に調整後に蒸留水で 50 mL
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に定容した。定容後の抽出液をシリンジフィルター（Sartorius， ミニザルトプラス，

孔径:0.22 µm）によって、ろ過除菌したものを試料溶液とした[26]。 

 

3.3. 水に遊離するビオチン（遊離ビオチン）の抽出 

試料 1 gを 50 mLねじ付遠沈管に採取し、pH 7.0のリン酸緩衝液 20 mLを加え、pH 

7.0 ± 1.0に調整後に蒸留水で 50 mLに定容した。定容後の抽出液をシリンジフィルタ

ーによって、ろ過除菌したものを試料溶液とした。 

 

3.4. 人工消化液に可溶化するビオチン（溶出ビオチン）の抽出 

溶出ビオチンの抽出は Garret らの方法によって行った[86]。試料 1 gを 50 mL容量

のねじ付遠沈管に採取し、蒸留水 20 mLを加え、1 mol/L塩酸で pH 2.0 ± 0.5に調整

後、豚由来の Pepsin を含む人工胃液を加えた。振とうウォーターバス（SHIBATA， 

WS240）によって 37ºC, 1 h消化した。人工胃液による消化後、1 mol/L 炭酸ナトリウ

ム溶液で pH 7.5 ± 0.5に調整し、豚由来の pancreatinと Bile extractを含む人工腸液

を加え、37ºCの水浴中で 2 h消化した。消化後に蒸留水で 50 mLに定容後に、シリン

ジフィルターによってろ過除菌をしたものを試料溶液とした。試料の抽出と併行して、

試料を含まない試薬ブランクを抽出し、人工消化液中の試薬由来のビオチン量を定量し

た。  
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3.5. ビオチンの定量法 

試料溶液中のビオチン量は、乳酸菌（Lactobacillus plantarum ATCC8014）によるマ

イクロプレートを用いた微生物学的定量法で測定した[43]。ビオチン標準溶液と試料溶

液を 2点併行で段階希釈したものに、乳酸菌を接種したビオチン定量用培地 （pH 7.1）

を加え、嫌気性培養装置（Don Whitley Scientific， MACS）によって、CO2濃度 10%, 

37ºC, 17～19 h培養した。培養終了後のマイクロプレートの各 wellを 8連マイクロピ

ペットによって混和後、マイクロプレートリーダー（Thermo scientific， Multiskan 

FC）により 600 nm の吸光度を測定した。ビオチン標準品の対数濃度に対して培養後

の乳酸菌の吸光度をプロットし、4 parameter logistic解析によって作成した検量線を

用いて、試料溶液中のビオチンを定量した。定量結果は 2点の試料溶液を 2点併行測定

で求めた試料 100 gあたりの平均値と標準偏差を示した。 
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4. 生体利用効率の定義 

摂取した食品中の総ビオチンの中で、人工消化液に可溶化するビオチンを生体内で利

用できるビオチンの最大量として生体利用効率を定義した。それぞれの試料の総ビオチ

ン、遊離ビオチン、溶出ビオチンの定量結果の平均値から、下記の式（15）、（16）に

よって総ビオチンに対する相対量として評価した。 

 

(%)
total

free

B

B
F   （式 15） 

F：遊離率，B free：水へ遊離する試料中のビオチン，B total：試料中の総ビオチン 

 

(%)
total

blankdigesttion

B

BB
B


  （式 16） 

B：溶出率，B total：試料中の総ビオチン，B digestion：試料から消化液に可溶化するビオ

チン，B blank：人工消化液中のビオチン 
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5. 人工消化液による評価法の精度管理 

人工消化液による評価法の精度管理のために、試料を含まない試薬ブランクと認証標

準物質を 2抽出し、2併行で測定した。この操作を 5日間の繰り返して求めた分析結果

は、2元配置の分散分析よって統計評価した。試薬ブランクの繰り返し分析時のビオチ

ン濃度の標準偏差の 3倍を本評価法の検出限界として求めた。認証標準物質の繰り返し

分析の結果から室内再現精度を求め、平均値は認証標準物質中のビオチン量の認証値に

対する回収率を式（17）によって求めた。 

 

(%)
SRM

SRM

C

M
R  （式 17） 

R：回収率，MSRM：認証標準物質の繰り返し分析のビオチンの平均濃度，CSRM；認証

標準物質の認証値 
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結果と考察 

1. 人工消化液中の乳酸菌生育阻害因子の除去 

人工消化液の試薬ブランク溶液中の溶出ビオチンを定量したところ、乳酸菌の生育阻

害が確認された。人工胃液中の pepsinは定量時に使用した培地の pH 7.1では活性を失

うため、人工腸液を調製した pancreatinに含まれる trypsinなどの消化酵素によって、

乳酸菌は生育阻害を受けていると考えられた。このため、試料溶液は遠心式限外ろ過膜

（Sartorius，Vivaspin 6-5K）によって、分子量 5000以上の画分をろ過後に定量した

ところ、限外ろ過膜を透過した画分では生育阻害が確認されなかった。人工消化液を利

用した評価系では、微生物学的定量法では生育阻害への影響があるため、限外ろ過など

の方法で阻害物質を除去する必要がある。 

 

2. 人工消化液による評価法の精度管理 

鶏卵での評価に先立ち、認証標準物質の繰り返し分析によって、人工消化液による評

価法の精度管理を行った。認証標準物質の分析結果の平均値と室内再現精度は 5.1 ± 0.7 

μg/100gであり、標準物質の認証値に対する回収率は 97 ± 13%であり良好な結果を示

した。過去の人工消化液による評価の室内再現精度は、母乳と幼児用食品中のミネラル

についての報告があり、相対標準偏差としてカルシウムで 6.6 %、鉄で 19.5 %、亜鉛で

13.6 %と報告されている[87]。今回のビオチンの評価法の室内再現精度は相対標準偏差
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として 13.7 %であり、過去のミネラルの報告と同等の室内再現精度であった。試薬ブ

ランク中のビオチン濃度の標準偏差から求めた評価法の検出限界は 0.1 μg/100gであっ

た。 

 

3. 生の鶏卵中のビオチンの生体利用効率 

生の鶏卵中のビオチン含量を Table 14に示す。一般的に流通する平均的なMサイズ

の鶏卵の重量を 60 g、卵殻:卵白:卵黄の重量比を 1:6:3として、各部位の 100 gあたり

の総ビオチン濃度から鶏卵一個あたりのビオチンを計算すると、ビオチンは卵黄中に局

在していることが確認された。Table14に示すように、鶏卵中では総ビオチンは卵黄中

に局在していることが確認された。鶏卵中のビオチン含量は、谷口らが 3製造元の鶏卵

の平均値から、全卵 22.1 μg/100g、 卵黄 63.9 μg/100g、卵白 5.0 μg/100gと報告して

いる[57]。鶏卵中の全卵と卵白の総ビオチン含量は、谷口らの報告とほぼ一致した．ま

た卵黄の総ビオチン含量は 50-80 μg/100gと、製造元ごとの差異が大きいことが報告さ

れている[24]。卵黄中のビオチン含量 83.1 ± 6.7 μg/100gは、谷口らの白色レグホン種

の結果 79.7 μg/100gとほぼ一致した。 
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Table 14  Concentrations and bioaccessibility of biotin in raw eggs 

Parts 

Total biotin F* 1 B*2 

µg/100g  (µg/egg) (％) (％)  

Whole egg 28.6 ± 1.7  (15.4 ± 0.9) ND ND 

Egg yolk 83.1 ± 6.7  (14.9 ± 1.2) 13 ± 2 23 ± 3 

Egg white  7.1 ± 0.3  ( 2.6 ± 0.1) ND ND 

ND: not detected， <0.1µg/100g 

*1 F : Free biotin 

*2 B :Bioaccessible biotin 

Values are means ± standard deviation (n = 2). 
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生の全卵と卵白では、ビオチンの水への遊離と消化液への可溶化は確認されず、卵黄

では遊離率は 13 ± 2%、溶出率は 23 ± 3%であった。谷口らは卵黄中のビオチンの遊離

率を 71.1%と報告している[24]。また、排卵後の卵黄中のビオチンの遊離率を 90.7 ± 

11.8%と報告している[89]。評価を行った鶏卵は、谷口らの報告と比較すると遊離率が

低いことが確認された。Table14の結果から、分析した鶏卵のビオチンは卵黄から卵白

への拡散していない。卵黄中のビオチン結合タンパクの結合能は、鶏卵の保存中には

25日までは変化しないことが報告されている[90]。親鶏を飼育する飼料中のビオチン量

によって、卵黄中のビオチン結合タンパクである BBP Ιと BBP ΙΙの発現量は変化する

ことが報告されている[83]。このため、親鶏を飼育した飼料中のビオチン量によって、

卵黄中のビオチン結合タンパクの発現量が変化し、卵黄中の遊離率の差異が生じたと考

えられる。本研究で使用した鶏卵は、製造元の飼料中のビオチン量の情報がないため、

ビオチン結合タンパクの発現量による卵黄中のビオチンの遊離率の変化については今

後検討する必要がある。 

 

4. 鶏卵の調理法ごとの生体利用効率 

鶏卵の調理法ごとの遊離率と溶出率を Fig. 7に示す。調理後の試料の総ビオチン濃度

の平均値は 22.8 ± 3.3 μg/100gであった。加工前の全卵の総ビオチン濃度 28.6 ± 1.7 

μg/100gと比較すると、調理後のビオチンの残存率は 80 ± 12%であり、調理による総
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ビオチンの損失は少ないことが確認された 

Fig. 7に示すように、調理前に卵黄と卵白を攪拌する加工法であるスクランブルエッ

グと卵焼きでは遊離ビオチンと溶出ビオチンは確認されなかった。一方、卵黄と卵白が

分離された状態で調理される調理法では、調理法の違いによって遊離率と溶出率は大き

く異なっていた。このことから、調理前の鶏卵の撹拌によって、加熱前にビオチンがビ

オチン結合タンパクと結合した場合には、胃酸による酸変性や消化酵素による分解では

ビオチンは消化液に可溶化しないことが確認された。 

卵黄と卵白が分離された状態で加熱される調理の中でも、卵白が凝固していない温泉

卵と卵黄が凝固していないポーチドエッグでは遊離率と溶出率が低いことが確認され

た。卵白と卵黄がいずれも凝固が確認された目玉焼きとゆで卵では遊離率と溶出率が高

く、最も溶出率が高かったゆで卵の遊離率は 33 ± 1%、溶出率は 46 ± 7%であった。 
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Fig. 7 Bioaccessibility of biotin in cooked eggs 
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5. 鶏卵の加熱時間ごとの生体利用効率 

鶏卵の調理法の違いによって、水への遊離率と消化液への溶出率が大きく異なること

が確認されたため、ゆで卵と温泉卵の加熱時間ごとのビオチンの遊離率と溶出率を比較

した。Fig. 8の写真に示すように、温泉卵は 70ºCの加熱では加熱後 25分後にも卵白の

凝固は確認されず、卵黄は加熱時間の経過にともなって凝固が確認された。温泉卵では

わずかに遊離ビオチンが確認されたが、溶出ビオチンは確認されなかった。Fig. 9の写

真に示すように、ゆで卵は沸騰後 2分後には卵白の凝固が確認されたが、卵黄の凝固は

確認されなかった。ゆで卵では加熱時間の経過にともなって卵黄の凝固が確認され、遊

離率と溶出率の増加が確認された。 

Fig. 8に示す温泉卵では遊離ビオチンのみが確認され、溶出ビオチンは確認されなか

った。人工消化液による溶出ビオチンの評価法では、試薬由来のビオチン濃度に変動が

あり、検出限界が遊離ビオチンと比較して高くなるため、検出限界付近の濃度では遊離

ビオチンのみが検出されたと考える。 
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Fig. 8 Bioaccessibility of biotin in hot spring eggs 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Bioaccessibility of biotin in boiled eggs 
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遊離率と溶出率が高いのは、卵黄と卵白が分離された状態で加熱され、卵白と卵黄の

凝固が確認されたゆで卵と目玉焼きの調理法であった。ゆで卵は沸騰 2分後には卵黄の

凝固は確認されていない（Fig. 9）。卵黄中のビオチン結合タンパクの変性温度は、BBP 

Ⅰが 65ºC、BBP Ⅱが 45ºCと報告されている[83, 84]。このため、ゆで卵では卵黄中の

ビオチン結合タンパクの熱変性にともなって、水に遊離するビオチン量が増加したと考

える。沸騰 2分後のゆで卵では卵白の凝固は確認されているが、Duranceによる 100ºC

の沸騰浴で 4分以上加熱した時にアビジンは結合能を失うという報告[85]から、アビジ

ンは結合能を失ってはいないと推定される。このため、溶出率は沸騰 4分後までは変化

せず、アビジンの熱変性にともなって増加したと考える。以上のことから、 卵黄と卵

白が分離した状態で調理される調理法では、100ºC以上の加熱によって卵白中のアビジ

ンが十分に熱変性し、結合能を失うことがビオチンの消化液への可溶化に必要であると

考えられる。 
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6. モデル加工食品の生体利用効率 

ハンバーグをモデルとした加工食品を調製し、鶏卵として卵黄と全卵を使用した時の

ビオチンの生体利用効率を比較した。モデル加工食品の結果を Fig. 10に示す。 

全卵モデル加工食品の調理前の総ビオチン濃度は 5.9 ± 0.4 μg/100gであった。調理前

には遊離ビオチン、溶出ビオチンは確認されなかった。調理後の総ビオチンの濃度は

5.1 ± 0.7 μg/100gであり、調理前の試料の総ビオチン濃度に対する残存率は 86 ± 12％

であった。遊離ビオチンはいずれの調理法でも確認されなかった。溶出ビオチンは揚げ、

焼き、オーブンなどの表面から加熱する調理法と比較して、ゆで、蒸しなどのモデル食

品の内部まで加熱される調理法での溶出率が高いことが確認された。 

卵黄モデル加工食品の調理前の総ビオチン濃度は 9.9 ± 1.0 μg/100g であった。調理後

の総ビオチンの濃度は 8.5 ± 0.9 μg/100gであり、調理前の試料の総ビオチン量に対す

る残存率は 86 ± 9％であった。卵黄モデルでは調理前にも遊離ビオチンと溶出ビオチン

が確認され、遊離率は 13 ± 1％、溶出率は 32 ± 9％であった。調理法の違いによって溶

出率は異なり、オーブンで加熱した時の溶出率が最も高いことが確認された。 

モデル加工食品の加熱前の両モデルを比較すると、卵黄モデルでのみ遊離ビオチン、

溶出ビオチンが確認された（Fig. 10）。 
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Fig. 10 Bioaccessibility of biotin in various food models 
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このため、加熱前の全卵モデル中のアビジンは、鶏卵以外の食品中のビオチンにも結

合し、ビオチンの水への遊離と消化液への可溶化を妨げていると考えられた。このこと

は、アビジンを添加した飼料の摂取したハムスターでは母体のビオチンが欠乏し、催奇

形性が増加するという報告[20]とも一致する。また、人での生卵の大量摂取によるビオ

チンの欠乏症が卵白障害として報告されている[91] 。  

加熱後の全卵モデル加工食品は焼き、揚げ、オーブンなどの表面から加熱する調理法

と比較して、ゆでる、蒸すなどの内部まで加熱される調理法によって溶出率の増加が確

認された。加熱によって全卵モデル食品中のアビジンが十分に熱変性した時に、消化液

への可溶化するビオチン量が増加すると考えられた。 

加熱前の卵黄モデルでは、遊離率と比較して溶出率が高かった。水へは遊離しなかっ

た卵黄中のビオチンが胃酸による酸変性や消化酵素による分解よって消化液には可溶

化したと考える。この結果は、Table 14の生の卵黄や Fig. 9の沸騰 2分後のゆで卵で

遊離率と比較して溶出率が高かった結果とも一致する。  

加熱後の卵黄モデルでは、ゆでる、蒸すなどの調理法と比較して、焼き、揚げ、オー

ブンなどの表面から加熱する調理法によって溶出率の増加が確認された。卵黄モデルで

の調理後の遊離率と溶出率の増加は、調理による卵黄中のビオチン結合タンパクの熱変

性によるものと考えられた。 

全卵モデルと卵黄モデルでは、消化液に可溶化するビオチン量が増加する調理法は異
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なっていた。 モデル食品ごとの調理時の食品中の温度変化の違いによって、ビオチン

結合タンパクの熱変性が異なり、溶出率が変化したと考えられる。しかし、加熱時の食

品の中心温度などの温度変化を比較できていないため、さらなる検討が必要である。 

本研究では、卵白中のアビジンと卵黄中の BBP Ι、BBP ΙΙなどの熱変性を鶏卵の卵

白と卵黄の凝固によって確認した。今後の研究では、調理法ごとの熱変性によるビオチ

ン結合タンパクの結合能の変化と消化液へ可溶化するビオチン量を比較することによ

って、調理法の違いによるビオチンの生体利用効率の変化を解析することができると考

える。 

ビオチンの人での利用効率は，パンを主食とした食事中のビオチン濃度と尿中のビオ

チンの排泄量から、ビオチンの相対利用率が 85％であることが、福渡らによって報告

されている[92]。この研究では、1 日間の食事中のビオチンの摂取量と尿中のビオチン

量の比較からビオチンの人での利用効率の検討が行われている。しかしながら、人での

試験を実施することは多大な費用が必要であるため、個々の食品の調理法ごとに評価を

行うことは現実的ではない。本論文で検討した人工消化液での評価法では、個々の食品

の調理法ごとに生体での利用効率を評価することができる。このため、今後は本評価法

をビオチンの摂取に寄与率の高い食品へ応用することによって、調理法ごとのビオチン

の生体利用効率の情報を蓄積することができると考える。 
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従来、ビオチンは日常の食生活では欠乏症が起こりにくいビタミンと考えられてきた

ため、食品中の含量などを検討した報告は限られている。また、日本食品標準成分表

2010[33]に、代表的な食品のビオチン含量が記載されるまでは、日本人を対象とした食

事記録法によるビオチンの摂取量調査も困難な状況であった。このため、ビオチンの摂

取状況に関する報告は少なく、調査ごとに推定摂取量の差異も大きいことが課題となっ

ている。このような背景から、本研究は、わが国における信頼性の高いビオチン摂取状

況を追究することを第一の目的とした。また、国民の健康の保持・増進と生活習慣病の

予防を目的として 5 年ごとに厚生労働省が改定している日本人の食事摂取基準に対し、

適切な策定根拠を与えることを第二の目的とした。さらに、ビオチンの効率的な摂取を

考慮するうえで必要な調理に伴う関連要因についても検討を行った。 

第 2 章では、集団における平均的な摂取量の推定法であるトータルダイエット調査法

を応用し、大阪市民のビオチンの摂取量の推定に関する調査を行った。その際、ビオチ

ンの分析法の妥当性を検証し、調査に用いた分析法は日間再現精度、併行再現性、真度

について良好な結果を示した。本調査の分析法に起因する信頼区間を求めたところ、大

阪市における１人１日当たりの推定摂取量は 70.1（95%信頼区間: 58.9-81.3）μg であ

った。食品群の中では卵類や肉類の摂取による寄与率が高かった。この調査結果は、厚

生労働省による日本人の食事摂取基準（2010 年版）の改定の際に参考資料として採用

され、成人における目安量は本調査を含めた 3地域の摂取量 [23, 25, 26, 28]をもとに、
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50 μg/d に改定された[12]。本研究では摂取量の平均値だけでなく、分析に起因する信

頼区間を示すことができたため、食事摂取基準（2010 年版）の改定の際に信頼性の高

い策定根拠を提供できたと考える。その後の食事摂取基準（2015年版）の改定時には、

食事調査法による特定の集団を対象としたビオチンの摂取量の情報が策定根拠として

考慮された。しかし、日本食品標準成分表 2010に収載されたビオチン含量の食品数が

限られているため、引き続きトータルダイエット法による摂取量を策定根拠とした目安

量 50 μg/dが採用された[93]。 

第 3章では、日本におけるビオチンの摂取量の過不足を評価するために、ビオチンの

摂取量の分布の推定を行った。確率論的な推定法の一つであるモンテカルロ法を摂取量

の分布の推定に応用し、2 種類のモデルを構築した。一つ目のモデルは、我々が 2007

年から 2009年に実施したトータルダイエット調査法による食品群ごとのビオチン濃度

を用いて推定を行ったものであり、ビオチンの１日当たりの推定摂取量の分布は 64.2

（95%信頼区間: 40.1-108.2）μgと推定された。 2つ目のモデルは、わが国や諸外国に

おいて報告されている個々の食品中のビオチン濃度を食品群ごとに分類して推定を行

った。各食品群から外れ値を予め除去して推定を試みたところ、ビオチンの１日当たり

の摂取量の分布は 65.3（95%信頼区間: 34.4-107.6）μgと推定された。両モデルから推

定したビオチンの摂取量の分布はほぼ一致し、80％以上の人が目安量 50 μg/d以上のビ

オチンを摂取していると推定された。しかしながら、モデルごとにビオチンの摂取量に
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寄与している食品群が異なっていたため、より精度の高い摂取量の分布の推定を行うた

めには、それぞれのモデルごとに課題が見出された。第 1のトータルダイエット法によ

る推定モデルの精度を向上するためには、食品の季節変動や地域差などを考慮して、調

査試料を調製する必要がある。しかしながら、現時点では東京都、大阪府、兵庫県の 3

地域のみでトータルダイエット法による調査が行われており[23, 25-29]、ビオチンの摂

取量の季節変動と地域差を議論するためには、さらに多くの地域での調査結果を蓄積す

る必要がある。 

第 2の個々の食品からの推定モデルの精度を向上するためには、食品群ごとの分類を

細分化する必要がある。2010年に日本食品標準成分表にビオチン含量が収載されたが、

食品数が限られている[33]。さらに、調理済みの食品中のビオチン含量はさらに限られ

た食品のみであるため、妥当性の高い摂取量の推定には食品の調理による損失の影響を

評価する必要がある。 

そこで、第 4章では、食品加工・調理によるビオチンの利用効率について検討を行っ

た。まず、第 4 章-1 では、加熱による食品中のビオチン含量への影響を評価した。ア

マランス種子をモデルとして、膨化時の加熱による損失の影響を評価した結果、260ºC

の高温でも 15 秒までの短時間の加熱の場合には、ビオチンの損失がないことが確認さ

れた。さらに、高温での加熱の場合にも加熱時間を短時間に制御することによって、熱

に不安定なビタミンのナイアシン、ビタミン B6についても加熱による損失を最小限に
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抑えることが可能であることが確認されたため、今後はアマランス種子以外の食品の加

工への応用が期待される。 

第 4 章-2 では、ビオチンの効率的な摂取方法を考察するために、ビオチンの摂取量

への寄与が高い鶏卵を対象として、各種調理法によるビオチンの消化液による溶出率を

評価した。鶏卵と鶏卵を含むモデル食品を一般的な調理法によって調理し、調理後の試

料から人工消化液によって溶出するビオチンを生体利用可能なビオチンの最大量とし

て評価した。その結果、調理法ごとにビオチンの消化液への溶出率は大きく異なり、特

に加熱調理前に鶏卵を混合する調理法では消化液の溶出率が低いことが確認された。加

熱調理前に鶏卵を混合した場合には、ビオチンは卵白中のアビジンや卵黄中の BBP Ι、

BBP ΙΙなどのビオチン結合タンパク質と強固に結合するため、消化の過程で分解され

ず、ビオチンは吸収できないと推定された。このため、ビオチンを効率的に摂取するた

めには、鶏卵を混合する前に加熱することによって、卵白中のアビジンなどのビオチン

結合タンパクを変性する必要がある。 

人を対象に食品ごとの生体利用効率の評価を実施することは多額の費用が必要とな

り、倫理的な点から困難な場合もある。本研究で検討した人工消化液による評価法は、

人での評価が困難な場合にも、調理法ごとに食品の消化を含めた生体利用効率について

の知見を蓄積できるため、今後はビオチンの寄与率の高い食品への応用が期待される。 

日本人のビオチンの摂取量の推定のための科学的根拠は、この 10年間に多くの調査
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が実施され、大きく進展した。日本食品標準成分表 2010へのビオチンの収載によって、

特定の集団を対象として摂取量の調査を行える状況が整備されたこともその一因であ

る[33]。Shibataらは、ビオチンなどの水溶性ビタミンの摂取量の調査時に血中や尿中

のビタミン量などの生体内指標を評価し、食品からの摂取量に比例して、ビオチンの尿

中の排泄量が増加することを報告している[32,53]。このように特定の集団での摂取量

の調査と併行して、生体内での充足や欠乏を示す指標を比較することは、日本人の食事

摂取基準の改定の際の信頼性の高い策定根拠を蓄積することに繋がる。継続した調査に

よって、より信頼性の高いビオチンの食事摂取基準が策定されることが今後の研究では

期待される。 
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