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緒 言

血 液,胆 汁,尿 中 のbilirubin測 定 に はEhrlich

氏diazo試 薬 を用 い てbilirubin-azo色 素 を作 成 し

て比 色 す る方 法 が一 般 に広 く行 な わ れ て い る.こ の

際diazo試 薬 に対 す る態 度 か ら直 接 に反 応 す る型 の

bilirubinとalcoholな ど の 添 加 に よ り反 応 す る型

の もの と が あ り,前 者 は 直 接bilirubin,後 者 は 間 接

bilirubinと よ ばれ,注 目 され て い るが 教 室 金 田 1)

は,こ の2者 のbilirubin-azo色 素 の 吸収 極 大 に は

差 が あ る こ と を報 告 して い る.

一 方
,直 接bilirubinに は種 々 の 抱 合 型 が あ る こ

とが知 られ て い て,そ のazo色 素 の 吸収 極 大 に つ い

て は ま だ詳 細 な 報 告 は な され て い な い.ま たbilir

ubin-azo色 素 の 吸 収 極 大 に及 ぼす 水 素ion濃 度 の

影 響 につ い て明 らか に され た と は い い が た い.そ こ

で 直 接bilirubinを 分 画 分 離 し,そ のbilirubin-azo

色 素 の 性 状 につ い て検 討 を 行 な っ た.

実 験 材 料 と 実 験 方 法

1. 健 康 者 並 び に肝 胆 道 疾 患 患 者 よ り十 二 指 腸 ゾ

ンデ を 用 いOlive油 刺 激 に よ り採 取 し た胆 汁 を材 料

と した.

2. 粗 直 接bilirubin調 整 法

胆 汁 を硫 安 で 飽 和 した の ち〓 別 して え られ た 残 渣

をmethanolで 抽 出 し,減 圧 乾 固 した.小 牟 田2)の 成

積 よ りmethanol-減 圧 乾 固 の 過 程 を3回 行 な っ た

もの を粗 直 接bilirubinと した.

3. 直 接bilirubinの 分 画 分 離 法

Bilirubin glucuronide分 画 はTalafant3),並 び に

井 沢4)の 方 法 に よ りacetone末 を用 い た 分 画 分 離 法

で精 製 した. Bilirubin phosphate分 画 はBilling

ら5)のsilicone処 理珪 藻 土 を用 いn-butanol・ 水 ・

燐 酸 塩 緩 衝 液(pH 6.0) (50:45:5)の 展 開 液 で

column chromatographyを 行 な っ てPigment Ⅱ分

画 を 分離 し, methanol抽 出 した の ち,近 藤 ら6)の
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paper columnを 用 い展 開 液n-butanol・ethanol・

水(4:1:2)で 展 開 す る こ とに よ り, bilirubin

phosphate分 画 を分 離 した. Bilirubin sulfate分

画 はWeberとSchalm7)の 方法 でalkali処 理 後 塩

酸 でpH 2と した の ち, chloroform抽 出 した もの を

減 圧 乾 固 した の ち,そ の 水 溶 部 分 を 用 い た.

4. Bilirubin sulfonateな ら びにbilirubin di

methylesterの 調 整 法

Bilirubin sulfonateはWatson8)の 方 法 に よ り結

晶bilirubinに 無 水 酢 酸 と硫 酸 の混 液 を 加 えて 作 成

し た. Bilirubin dimethylesterはKuster9)のdi

azomethaneを 用 い た方 法 に よ り調 整 し,井 沢 の 方

法 に よ り精 製 した.結 晶bilirubinは 第一 化 学 製 の

もの を使 用 した.

5. Bilirubin-azo色 素 の 調 製 法

Ehrlich氏diazo試 薬 の 第1液10mlに,第2液0.3

mlを 加 えて 作 成 した 混 液 を使 用 した.結 晶bilirub

inとbilirubin dimethylesterはchloroform溶 液

と し た もの を1mlと り,こ れ にmethanol 3.5mlを 加

えdiazo混 液0.5mlを 加 え て 調 整 し た. Bilirubin

 diglucuronide, bilirubin phosphate, bilirubin

 sulfonateは 水 溶 液4.5mlにdiazo混 液0.5mlを 加 え

て 調 整 した.酸 性azo色 素 はdiazo反 応 液 に さ らに

塩 酸1mlを 加 えて 生 成 した. Alkali性azo色 素 は

5N NaOHを1ml加 えて 作 成 した. PHは 東 洋 〓 紙

製pH試 験 紙 で比 色 し た. pHの 補 正 は塩 酸,ま た は

NaOHで 行 った.

Table. 1　 Absorptions maximum of bilirubin-azo

 pigment

6. 吸光 曲線 測定法

島津製 自記分 光々度計UV200を 用 いて, 370～700

mμの可視部 で測定 した.

実 験 成 績

1. Azo色 素 の 吸収 極 大

表1の ご と くpH 2前 後 で のazo色 素 の 吸収 極 大

は 間 接bilirubinで540～550mμ で,直 接bilirubin

の うちbilirubin diglucuronideとbilirubin pho

sphateは555～560mμ に極 大 を み とめ, bilirubin.

 sulfonate(合 成 物)とbilirubin sulfate(胆 汁)と

の 極 大 は540mμ と同 一 で あ っ た. Bilirubin dime

thylesterの 吸光 極 大 は545mμ で あ っ た.

2. 酸 性azo色 素 の 吸 収 極 大

酸 性azo色 素 の 測 定 は す べ てpH 1.0で

行 っ た.間 接bilirubinは575～580mμ に

極 大 を 認 め, Bilirubin diglucuronideと

bilirubin phosphateで は,そ れ ぞれ560～

570, 555～560mμ に み とめbilirubin su

lfateとbilirubin dimethylesterで は565

～575mμ に 極 大 を認 め た .

3. Alkali性azo色 素 の 吸 収 極 大

間 接bilirubinで はpH 11.5, Bilirubin

 diglucuronideとbilirubin phosphateで

はpH 13.2で 測 定 し,そ の 吸収 極 大 は585mμ

で あ っ た.ま たbilirubin sulfonateで は

pH 12, 13, bilirubin dimethylesterで は

pH 12で 測 定 し,そ の 吸収 極 大 は590mμ で あ

った.な おAlkali性azo色 素 は褪 色 しや

す い た め調 整 後 は可 及 的 速 や か に, 5分 以

内 に測 定 を終 っ た.

総 括 と 考 察

間 接bilirubinとester型 直 接bilirub

inのazo色 素 の 吸 収 極 大 は,そ れ ぞ れ 異 な

る こ とが教 室 金 田1)に よ り,ま たbilirubin

 dimethylesterに つ い て は 有地10)に よ って

す で に 報 告 され て い る.し か し直 接bilir-
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ubinに つ い てbilirubin glucuronide, bilirubin

 sulfate, bilirubin phosphateの 分 画 別 の 検 討 はな

され て い な い.

そ こで これ らの 直接bilirubin分 画 のazo色 素 を

調整 し,そ の 吸 光 極 大 がpHに ょ り どの よ うに変 動

す るか につ い て 検討 を加 えた.

その 結 果, bilirubin diglucuronideお よ びbili

rubin phosphateよ りのazo色 素 はpH 2, pH 1,

 pH 11.5と 変 動 させ て も,ほ とん ど両 者 は同 一 の吸 光

極 大 を それ ぞ れ 示 す の に対 し, bilirubin sulfateよ

りのazo色 素 は そ の試 料 が胆 汁 よ り分 離 され た もの

と,化 学 的 に合 成 され た もの とで は 全 く同 一 でpH

 2, pH 1, pH 11.5の いず れ のpHに お い て も前2

者 とは異 な り,間 接bilirubinにmethanolを 加 え

て 調 整 したazo色 素 の上 述 のpHに お け る吸 光 極 大

に近 似 して い る.一 方Kuster-井 沢 の 方 法 で調整

したbilirubin dimethylesterのchlorform溶 液 に

diazo試 薬 を加 え て調 製 したazo色 素 は有 地 の実 験

の 通 りその 吸 光 極 大 はpH 2で560mμ を示 し, bili

rubin diglucuronideの そ れ に一 致 す る がpHの 変

動 に よ っ て は そ の 吸 光極 大 は 移 動 しな い の で, me

thanolを 加 えて 調 製 す る と そのazo色 素 で はpHの

変 動 に よ り,間 接bilirubinよ りのazo色 素 と同 一

の吸 光 極 大 の変 動 を 示 した.

これ らの事 実 は,生 体 内 に存 在 す る直 接bilirubin

の う ち, bilirubin diglucuronideお よ びbilirubin

 phosphateに 対 し, bilirubin sulfateはbilirubin

に対 す る抱 合 基 の結 合部 位 を 異 にす る結 果 と解 され

興 味 あ る所 見 と考 え られ た.

結 論

生 体 内に存 在 する 直 接bilirubinの う ちbilirubin

 diglucuronide, bilirubin phosphate, bilirubin

sulfateを そ れ ぞ れ 分 画 分 離 し,各 々 のazo色 素 を

調 製 し てpHに よ るその 吸 光極 大 の 変 動 を観 察 す る

と,前2者 で は 同一 で あ った が,後 者 とは異 な り,

後 者 は 間接bilirubinにmethanolを 加 えて 調 整 し

たazo色 素 の そ れ に近 似 した.こ れ らの こ と はbi

lirubinへ の 抱 合 基 の 結 合 部 位 の違 い に よ る 構 造 上

の差 異 に よ る もの と解 した.
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abstract

Direct bilirubins in vivo was fractionated into bilirubin diglucuronide, bilirubin phosphate 

and bilirubin sulfate. Influence of pH concentration on the absorptions maximum of each azo

pigment was studied. The schift of absorptions maximum was the same in the former two di
rect bilirubins and the latter moved as nearly as the indirect bilirubin-azo pigment yielded af

ter an addition of methanol. These results was supposed to the difference was based on the 

structual difference of bilirubin due to the conjugation type of bilirubin.


