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Bilirubinが 肝 臓 よ り胆 汁 中 に 排 泄 され るに は肝

細 胞 でglucuron酸 な ど と抱 合 され る こ とが 必要 と

され て い る1).

この抱 合機 転 が 障害 され れ ば,そ の 他 の 機 序 に よ

りbilirubinを 胆 汁 や 尿 に排 泄 させ る こ とが 必 要 と

な る.そ の 一 つ にbilirubinが 水 溶 性 のdipyrryl物

質 とな って 胆 汁 中 へ 排 泄 され る経 路 が あ る こ とが 報

告 され て い る2).

ところで この 水 溶 性 のdipyrryl物 質 にはEhrlich

氏diazo反 応 陽 性 物 質 が 含 ま れて い るこ とが知 られ

て い るの で,著 者 は先 天 的 にbilirubin抱 合 酵 素 の

活 性 が低 い こ とが 知 られ てい るheteroのGunn rat

を用 い て, bilirubin抱 合 機 能 低 下 時 に胆 汁 中 に非

bilirubin-diazo反 応 陽 性分 画 が,ど の 程度 に存 在 す

るか,ま た こ の分 画 とbilirubinのglucuron酸 抱 合

能 との 関 連 につ いて も検 討 した.

実験動物と方法

実 験 動 物 はWister系ratとGun rat (hetero)

と を使 用 した.

胆汁採取 は実験 当 日絶食 に させたratを エーテル

麻酔下 に腹部正 中線上 で開腹 し,胆 管にポ リエチ レ

ン管 を挿入 して外胆汁 瘻を作成 し,胆 汁 の排泄状態

が良好で あるこ と.エ ーテル麻 酔よ り回復 した こと

を確認 したのちに行 ない, 8時 間まで採取 した.

非bilirubin分 画 抽 出法:胆 汁に同量 の0.1N NaOH

を加 え た の ち室 温 下 暗 所 に30分 間 放 置 し,塩 酸 を 添

加 してpH 2.0と し, chloroform 50mlを 加 え分 液 漏

斗 で十 分 に振 盪 した の ち, chloroform相 を 流 下 さ

せ,再 びchloroform 50mlを 加 えて 抽 出 後,流 下 さ

せ た の ち の水 層 をOstrowら3)に な らい 硫安 塩 析後n

butanol 10mlに 抽 出 し下 層 の 水 層 を除 去 し,え られ

たbutanol層 に4倍 量 の石 油 エ ー テ ル を加 えて 振 盪

した0の ち蒸 溜 水5mlを 加 えて 十 分 振 盪 し,静 置 して

水層 に 抽 出 され る黄 色色 素 を非bilirubin分 画 と し

た.な おazo色 素 の調 製,な ら びに測 定 に は,上 記

に よ りえ られ た水 溶 液4mlにEhrlich氏diazo試 薬

1mlを 加 え15分 以 上 放 置 す るこ とに よ りazo色 素 を

生 成 させ,光 電 比 色 計 日立101型 を 用 い 波 長540mμ

で測 定 した.

胆 汁bilirubin測 定:胆 汁 を生 理 的 食 塩 水 で10倍

に稀 釈 し,そ の1mlを と り,こ れ にEhrlich氏diazo

試 薬0.5mlを 加 え20分 放置 後2.5%安 ナ カ液0.5ml,

つ い で 蒸 溜 水3 .0mlを 添加 した もの を前 記 光 電 比 色

計 で 波 長540mμ で 測 定 し た.

Bilirubin 3分 画 の分 画 分 離:小 坂 ・原 の 方 法 に

よ り,胆 汁 にchloroformを 加 えて 間 接bilirubin分

画 を抽 出 し,さ らに0.1N塩 酸 で 弱 酸 性 と した後,

塩 型bilirubin分 画 をchloroform抽 出 し,上 清 を

methanol抽 出 し た もの をester型bilirubinと し

た. glucuron酸 測 定 はNaBH4を 用 い た石 館 らの 方

法4)で 測 定 した. bilirubin. glucuron酸mol比 は

ester型bilirubin分 画 につい てbilirubinの 分 子量

585, glucuron酸196と してmol比 の形 で求 めた(以

下mol比 と略)

Pentdyopent反 応:検 体 水 溶 液3mlに2N NaOH

お よ びNa2S2O4 5mgを 加 えて 沸 騰 水 中 で5分 間 加

熱 した の ちた だ ちに 流 水 で冷 却 した.赤 桃 色 を示 す

もの を陽 性 と した.

実 験 成 績

1. 非bilirubin diazo反 応 陽性 分 画 の 性 状.

吸光 曲 線:水 溶 液(pH 2.4)で の 吸 光 曲 線 は 図1

で, 545～555mμ に 吸 光極 大 が 認 め られ た.非bili-
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rubin分 画 のpentdyopent反 応 は陽 性 で あ った.

図1　 Absorption spectra of non-bilirubin

 diazo-positive fraction.

図2　 Relation between molar ratio of

 glucuronic acid to bilirubin (M. R.)

 and percentage of non-bilirubin diazo-

positive fraction to total bile azo-

pigments (NBAPF).

2. 非bilirubin diazo反 応 陽 性 分 画 の 総 胆 汁

diazo反 応 陽 性色 素 に対 す る百 分 率(以 下 占有 率).

表1の ご と くWister系rat群 で は 占有 率 は0.43

～1
.23%平 均0.94%で, Gunn rat (hetero)群 では

1.00～5.93%平 均2.50%で あ った.両 群 の平 均値 で

は 後 者 が 高 値 を示 した が 有意 の差 は 認 め られ な か っ

た.

3. 占 有 率 とbilirubin glucuron酸mol比.

両 者 の 関 係 を示 した の が 図2で 相 関係 数 は0.81,

危 険 率1%以 下 で 有 意 の相 関 が認 め られ た.

4. 胆 汁 中bilirubin濃 度 とmol比,占 有 率.

表1に み られ る ご と くで胆 汁 中bilirubin濃 度 と

mol比 と の間 に は一 定 の 関係 は み られ ず,ま た胆汁

中bilirubin濃 度 と占 有 率 との 間 に も一 定 の 関係 は

み られ な か った.

Table 1.　 Percentage of non-bilirubin diazo-positive fraction to total bile azo-pigments

 (NBAPF/TBAP), molar ratio of glucuronic acid to bilirubin (M. R.) and bile

 bilirubin concentration (B. C.)

Wister strain rat Gunn rat (Hetero)

考 案

新 生 児 黄疽 の光 療 法2)で はbilirubinが 数 種 のdi

pyrryl物 質 と な り胆 汁 や尿 に排 泄 され る ことが知 ら

れ て い る が,そ のす べ て がEhrlich氏diazo試 薬に

反 応 してazo色 素 を生 成 す る わ け で は な く陰 性の も

の も存 在 す る5).ここで は 胆 汁 中 のbilirubin測 定 に

diazo試 薬 を用 い る場 合 に どの 程 度bilirubin以 外

の もの が陽 性 反 応 を示 す か を まず その 比(占 有 率 と

呼 ぶ)を 求 め検 討 し た. Wister系ratで は 占 有 率

は1%前 後 で, Gun ratの そ れ は平 均2 .5%で あっ

た が,そ の 成 績 には 大 きな ば らつ きが あ るた め前 者

に比 較 して 有 意 とは 断 定 され な か っ た.そ こでbili

rubinの 主 た る抱 合 で あ るglucuron酸 抱 合 能 を知

る示 標 と して 著 者 らはmol比 を求 め,そ れ と上述の
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占 有 率 との 関 係 を検 討 して み る と,両 者 の 間 に は よ

い相 関 々 係 が あ り, bilirubinのglucuron酸 抱 合

能 が低 下す るほ ど占有 率 が高 い こ とが 認 め られ た.一

方 胆 汁 中bilirubin濃 度 とmol比,占 有 率 との 間 に

は一 定 した関 係 が 認 め られ な か った こ とよ り,胆 汁

中 に排 泄 され る抱 合型bilirubin量 の低 下 に もとず

く見 掛 け上 の増 加 で は な く従 来 よ り知 られ て い る肝

細 胞 障 害 時 の硫 酸 抱 合,燐 酸 抱 合6)な ど と同様 に こ

の非bilirubin diazo反 応 陽 性 物 質 の 排 泄 が 亢進 し

て い る こ とが分 る.と こ ろで, Gunn rat (homo)で

は胆 汁 中 に は抱 合 型bilirubinは な い か,あ って も

微 量 で あ る こ と が知 られ て い て非bilirubin黄 色 物

質 が 主 と され て い る.こ の 黄 色 物 質 はOstrowら3)

に よ りbilirubinの 光 分 解 産 物 と性 状 が きわ めて 類

似 す る こ とが 認 め られ て い る.著 者 らの 非bilirubin

分 画 のazo色 素 の吸 光 曲 線 と極 大 はOstrowら の成

績 と一 致 して お り, pentdyopent反 応 陽 性 で あ る こ

とよ りdipyrryl物 質 と考 え られ た.す な わ ち, bili

rubinのglucuron酸 抱 合 能 の低 下 した場 合 に は 胆

汁 中 に はbilirubinよ り分 解 した水 溶 性 のdipyrryl

物 質 の生 成 の 亢進 が み られ る もの と考 え られ た.

結 論

胆 汁 中 の 非bilirubin分 画 を分画 分離 してEhrlich

氏diazo試 薬 でazo色 素 を作 成 し,こ の 分 画 の胆 汁

中総azo色 素 に 占 め る割 合(占 有 率)とbilirubin

のglucuron酸 抱 合 能 との関 係 を検 討 し次 の 結果 を

えた.

(1) Wister糸ratの 占有 率 は半 均0.94%, Gunn

 rat (hetero)で は平 均2.50%で 後 者 が 前 者 よ り高

値 を示 した が そ の測 定 値 に ば らつ きが あ り有意 で は

な か った.

(2) 占有 率 とbilirubin・glucuron酸mol比 との

間 に は よ い相 関関 係 が認 め られ た. (r=0.81, P<

0.01)

(3) 胆 汁 中bilirubin濃 度 とmol比,占 有 率 との

間 に は一 定 の 関係 は認 め られな か っ た.

(4) 以 上 の こ とよ りbilirubin抱 合 障 害 時 に は他

種 抱 合 機 転 の 代 償 的 亢 進 と と もにbilirubinがdip

yrryl物 質 とな って排 泄 され る経 路 が 亢進 す るこ と

が認 め られ た.
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Studies on non-bilirubin fraction showing positive diazo-reaction in 

heterozygote Gunn rat bile.
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Non-bilirubin fraction was extracted from the bile obtained from Wister strain rats and 

heterozygote Gunn rats, and separated by Ostrow1s method with minor modification. Azo-pigments 

was prepared with the non-bilirubin fraction after addition of Ehrlich1s diazo reagent. Significance 

of non-bilirubin fraction showing positive diazo reaction (NBAPF) was studied on the basis of 

the relation between the percentage of NBAPF to total bile azo pigments (proportion of NBAPF) 

and molar ratio of glucuronic acid to the ester-form bilirubin. The following results were 

obtained;

1) Averaged proportions of NBAPF were 0.94% in Wister strain rats and 2.50% in hete

rozygote Gunn rats, respectively. The latter proportion was higher than the former but not 

significant due to the wide variation of the measured values of the latter group.

2) Good correlation between the proportion of NBAPF and the molar ratio of glucuronic 

acid to the ester-form bilirubin was observed.

3) No significant correlation was observed between the bilirubin concentration in the bile 

and the molar ratio of glucuronic acid to the ester-form bilirubin or the proportion of NBAPF.

4) These results suggest when the conjugation of bilirubin and glucuronic acid in the liver 

was impaired, both the excretion of dipyrryl substance yielded from bilirubin and other conjug

ation mechanism increase compensatory.


