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研究成果の概要（和文）：腎臓病患者の血中のビオチン（ビタミンＨ）濃度を測定したところ、健常者より高値である
ことを見出した。腎臓機能の低下した患者はビオチンだけでなくその代謝物を尿に排泄できずに血中に蓄積しているこ
とを意味している。この代謝物はビタミンとしての活性がないだけでなく、元のビオチンの活性を妨げることが言われ
ている。
腎臓病患者にとって慢性的な代謝物の蓄積は、病態を進行させるなど深刻な影響を与える。そこで活性のある元のビオ
チンと活性のなくなったビオチン代謝物を区別して測定する方法を開発した。さらにNMR（磁気共鳴）法を用いて慢性
患者に特有の代謝を解明することにより、治療への道を拓きたい。

研究成果の概要（英文）：We measured plasma biotin concentrations in hemodialysis patients by the ELISA met
hod. The biotin concentrations in the patients were higher than that in the normal subjects. The ELISA det
ects all the molecules with biotin-backbone structures. The results indicated that renal disease patients 
without uric excretion accumulate biotin and biotin-metabolites in the blood. It was suggested the metabol
ites have no activity as vitamine, and disturb intact biotin. Chronic disease patients are affected seriou
sly by the accumulated metabolites. 
For identification and quantification of biotin and the metabolites, we developed the LC/MS system.  
By NMR measurement of the plasma and spent dialysate samples from the patients, we study metabolic feature
s special to chronic disease patients for the novel diagnosis.
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１．研究開始当初の背景 
（１）慢性疾患におけるエピジェネティクス

の重要性：生活習慣病や慢性腎臓病（CKD）

などの慢性疾患にはエピジェネティクな影

響がさらに疾患を憎悪させていることが注

目され始めた 

（２）NMR(磁気共鳴)を用いたメタボロミク

ス法：我々は本邦で唯一開発者であり臨床応

用でもトップである。MS(質量分析)法と違っ

て、予め標的を定めない解析は未知なマーカ

ーの抽出が見込める点で、特に CKD など複

合疾患の解析に有用である。透析廃液の

NMRにより乳酸/ピルビン酸比が健常者より

有意に高く、患者のエネルギー代謝の偏りを

発見した。われわれはピルビン酸とエネルギ

ー生産系 TCA 回路をつなぐ反応の補酵素で

あるビオチンの不足を想定し、透析中痙攣の

ある患者にビオチンを経口投与しところ痙

攣に著効を示した。 

（３）ビオチン服用前の透析患者の血中ビオ

チン量測定：アビジン拮抗 ELISA 法にて測

定したところ、予想に反して健常者より有意

に蓄積していることが判明した。ELISA法は

ビオチン骨格を持つものすべて（ビオチンだ

けでなくその代謝物も）を定量する。このこ

とから蓄積した代謝物がビオチン酵素活性

を阻害したことが示唆されると我々は考え

た。 

（４）腎臓病とビオチン代謝物：健常者での

ビオチンとその代謝物の濃度は血液ではビ

オチンの割合が多く、一方尿には代謝物が排

出されていることが先行研究で知られてい

る。ところが尿排泄が滞ると多種の代謝物が

血中に残留する。腎臓の排泄と再吸収機能の

劣化に伴って、代謝物の慢性的累積がエピジ

ェネティクレベルまで影響を及ぼすことを

上記の我々の検討から着想した。 

２．研究の目的 

・ 末期腎不全患者の血液と尿中のビオチンお

よびその代謝物の分離と定量を行い、病態と

の関連を研究する。腎臓病の進行とビオチン

と代謝物の分布の相関を調べることで、ビオ

チン代謝物が病態進行のマーカーとなるか

検討する。慢性病において難分解性代謝物の

代謝動態を調べ、エピジェネティックな影響

を与えるかを考察する。 
 
３．研究の方法 

・ 末期腎不全患者である透析患者の血漿と廃

液を用い、ビオチン(活性ある未変化体)とビ

オチン代謝物を分離定量する。健常者との比

較を行う。 

(1) まず、ビオチン骨格をもつ全ビオチン類

をアビジン拮抗法ELISAによって測定する。 

(2) 次に患者検体において未変化体ビオチン

とその代謝物を分離同定し、定量する LC/MS

測定系を構築する。 

(3) ビオチン代謝物として、ビオチンスルフ

ォン、ビオチンスルフォキシド、ビスノルビ

オチンの各々の合成をおこなう。とくに多量

に含まれるビスノルビオチンを新規合成す

る。これによって患者検体に各代謝物が実際

にあるのか、同定と定量を LC/MS 系を用い

て行う。 

(4) さらに NMR スペクトルのパターン認識

を用いて、ビオチンの関与するエネルギー、

糖、脂質代謝のプロファイルを病態分類と対

応付け、標的代謝物と酵素を導出する。 

 

４．研究成果 

(1) 透析患者 27名と健常者 13名の ELISA に

よるビオチン定量の結果、透析患者血漿中に

有意に高値を示したこと、また透析合併症で

あるけいれんなどを持つ患者は持たない患

者と比較しても有意に高値を示した。（論文

2012 年）このことは全ビオチン類が患者に蓄

積していることを初めて示したものである。

合併症の考察からビオチンは活性ビオチン

のみならず、代謝物が蓄積し、代謝物が活性

を阻害しているとの仮定を立てた。 



(2)  透析患者の血中のビオチンを同定定量

する LC/MS 系を開発した。健常者血中におい

てビオチンは同定定量されてきたが、新規に

透析患者血漿において試みたところ、イオン

化における妨害ピークが多くマトリクス効

果のため同定と定量は困難であった。これを

カラムの選定や分析条件などの技術開発に

より可能とした。（特許出願 2013）。これによ

り未変化体活性ビオチンだけの定量が患者

血漿において可能となり新たな知見を得た。 

(未発表) 

(3) ELISA によってビオチン類全体の定量値

が、LC/MS によって活性ビオチンだけの定量

値が得られたわけで、ELISA 値から LC/MS 値

を差し引いたものが代謝物の定量値となる。 

実際に患者検体に蓄積する代謝物を同定

するため、次のステップに移った。LC/MS に

よる定量に標品が必要になるが、各代謝物の

うちまず、ビオチンスルフォン、スルフォキ

シドの合成を東北大学ナノテク融合技術支

援センターに依頼した。これはビオチンを酸

化することで比較的簡単に合成が出来た。こ

れらスルフォン体を患者検体中での同定を

試みたが、困難であり同定は出来なかった。

そこで、次に代表的なビスノルビオチンにつ

いて東北大ナノテクセンターに合成を依頼

した。ナノテクセンターでは独自の反応ステ

ップを開発し、ビスノルビオチンの合成に成

功した。さらに LC/MS でビスノルビオチンを

定量するためにはこの同位体標識物が必要

となる。現在この作成を依頼しナノテクセン

ターにおいて進行している。一方、ビスノル

ビオチンの合成がひとまず成功したのでこ

れを用いて患者血漿でビスノルビオチンの

同定を行っている。 

(4) われわれは透析患者検体のNMRスペクト

ルによる解析法の基礎として、血漿サンプル

と同時に採取した廃液を用いて代謝物定量

を評価した。(論文 2013 年) 廃液の NMR ス

ペクトルによって患者特性が明瞭に区別さ

れ、エネルギー代謝関連の代謝物挙動を把握

した。ビオチンとエネルギー代謝との関連、

あるいはエピジェネティクスに関する解析

は当初の目的に照らして不十分であったが、

今後の解析の基礎を構築することができた。 
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