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緒 言

血 清 中 のbilirubinと 胆汁酸 は共 に 肝細 胞 に 取 込 ま

れ たの ち胆 汁 中 に排 泄 され る.肝 細 胞 に 障害 が 生 ず

れば,こ の経 路 に変 化 が 起 る こ とが 推 測 され る.肝

内,肝 外 胆 汁 うっ滞 症 で は 両 者 は共 に 血 液 中 に上 昇

す るが1) 2), bilirubinと 胆 汁酸 は肝 細 胞 で共 に抱 合 さ

れ る もの の,そ の 部 位3) 4)に差 が あ り両者 の代 謝 に 差

異が 生 ず る可能 性 が あ る.胆 汁酸 は 肝 細 胞 よ り胆 汁

中 に排 泄 され るが,胆 汁 中 抱合 型 胆 汁 酸 分画 につ い

て は, 1955年Sjovall5) 6)がpaper chromatography

を用 いて肝疾 患 時 にglycine抱 合 型 胆 汁酸 とtaurine

抱合 型 胆 汁酸 の比(G/T)が 低 下 す るこ とを報 告 し,

 Turnberg7)ら も肝硬 変 及 びG/T低 下 を 認めSjovall

の成 績 を支持 した.ま たSjovall6), Turnbergら7),

 Vlahcevicら8)は 肝 硬 変 症 で 胆 汁 中のdeoxycholic

 acidの 著 明 な低 下 を認 め,大 久保39)もgas liquid

 chromatographyに よ り胆 石 症 と膵 胆 道癌 で胆 の う

胆 汁 中のcholic acidの 占有率の減 少 を報 告 して い る.

一 方 ,胆 汁 中bilirubin分 画 に つ い ては 高 木9)は 肝 実

質細 胞 障害 が高 度 の もの程bilirubin glucuronide分

画が 減 少す る こ と を認 め,更 に渡 部10),広 畑11)は こ

の際 に そ れ ぞ れbilirubin sulfate及 びphosphateが

代 償 的 に増 加 す る こ と を報 告 して い る.以 上 の ご と

く胆 汁 酸, bilirubinそ れ ぞれ につ い て は検 討 され て

い るが, bilirubinと 胆 汁酸 の 関 連,殊 にbilirubinと

胆 汁 酸 の抱 合 型 の 関 連 につ い ては 明 らか で は ない.

この点について肝疾患者の胆汁中の両者の抱合型を

中心に対比し,更 に一般肝機能検査や肝組織像 とも

対比検討した.

実験対象及び材料

岡山大学第一内科に入院した急性肝炎8例,慢 性

肝炎9例,肝 硬変症9例,胆 のう症(胆 石症5例,

胆のう炎3例,胆 のうジスキネジー3例)11例,及

び健康者として医学部男子学生8例 の計45例 を対象

とした.診 断は,臨 床所見,諸 種肝機能検査,並 び

に肝疾患群は腹腔鏡と肝生検組織診により確立 され

たものである.材 料は早朝空腹時Meltzer-Lyon

法に より十二指腸ゾンデを施行しolive油 刺戟によ

り得られたB胆 汁を用いた.

尚,副 腎皮質ホルモン剤, glucuron酸 製剤の投与

を受けている症例と,胆 のう症を除いて十二指腸ゾ

ンデ施行前後1ヶ 月以内に胆のう造影で結石や収縮

機能不全が認められた症例は対象より除いた.

実 験 方 法

1)胆 汁より粗胆汁酸の抽出

胆汁1mlに20mlの 加 温ethanolを 加 え,充 分振盪

し, 30℃ で約30分 間放置後2000rpmで10分 間遠沈し

た.上 清をとり,残 渣に加温ethanol 5mlを 加 え振

盪し,同 様に放置後遠沈した.こ れを3回 繰り返し,

集めた上清を80℃ で減圧乾固したものを石油ether

で3回 洗浄し, 60℃ で減圧乾固した.
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2)胆 汁酸 の 分 画 法

薄 層chromatographyでtaurocholic acid〔TC〕,

 tauro-deoxy & -chenodeoxy cholic acid 〔Tdi〕,

 glycocholic acid 〔GC〕, glyco-deoxy &　-chenode

oxy cholic acid〔Gdi〕 を分画 分離 した.即 ち, 1)で

得 られ た試料 をmethanol 0.8mlで 溶解 し,更 に水0.2ml

を加 えた もの よ り0.02ml毎 を と り, 20×20cmのplate

に 固定 相 と してKieselgel G nach Stahl (Merck

 No. 7731) 0.25mmの 薄 層 を作 成 し,そ の一 端 の3ヶ 所

に直 径5mm以 内 のspotと して 付 着 した.こ れ を展 開

溶媒isoamyl alcohol:酢 酸:水(18:5:3V/V12))

で約16cm展 開 した.(遊 離 胆 汁 酸 の 回 収 率 測定 には

iso octane: ethyl acetate:酢 酸: n-butanol〔10:

5:2.5:2.5V/V13)〕 を用 いた。)室 温(15～25℃)

で 乾燥 させ た後 ヨー ド蒸 気 で飽 和 した 槽 に約10分 間

入 れ るこ とに よ り出現 す る青 色spotの うち,中 央 に

付 着 した 試料 に よ り展 開 され た各spotの 両 側 を他 の

spotと 区 別 す る ため,細 い 針 で 印 をつ け た.ヨ ー ド

を蒸 発 させ印の部 より外側 にphosphomolybdic acid:

酢 酸:濃 硫 酸(0.5g:10ml:0.5ml14))の 溶 液 を 噴

霧 し, 80℃ で7～10分 間 加 熱 す る と胆 汁 酸 の 各spot

が 現 われ る.こ のplateを 再 び ヨー ド蒸 気 槽 に 入 れ

て 印 の部 よ り内側 にspotを 出 現 させ,両 横 のspotと

対 比 させ な が ら針 で 印 をつ け て 囲 み,ヨ ー ドを蒸 発

させ この 部 を削 り取 っ た ものを各胆汁酸分画 とした.

3)胆 汁 酸 の 測 定

Weberら15)の 方 法 を参 考 と した.即 ち総 胆 汁酸 の

測定 は1)の 残 渣 をmethanol 0.8mlと 水0.2mlで 溶解 し

た 溶 液 を希 釈 して 用 い,胆 汁酸 の 各分 画 の 測 定 は2)

で 得 られ た 各胆 汁 酸 分画 のkieselgelよ り胆 汁 酸 を

methanol抽 出 し,減 圧 乾 固 后methanol 0.8mlと 水

0.2mlに 溶 解 した 溶液 を用 い た.

測 定材 料 をそれ ぞれ2本 の 小 試験 管 に0.1ml毎 入 れ,

一 方 を対 照,他 方 を試 料 とす る.試 料 に0.1M. sodium

 pyrophosphate buffer (pH. 9.5) 1.6ml, 5mM NAD

を含 むsodium pyrophosphate buffer溶 液0.1ml,約

2αunits/mlと な る よ うに4℃ の 水 でdry cellをho

mogenizeし た の ち20,000g 20分 間 遠 沈 して得 ら れ た

3α-hydroxysteroid dehydrogenase (Sigma H7127 5g)

溶 液0.1ml,更 に2N. H2SO4でpH 9.5に 調 整 した5

% hydrazine hydrate溶 液1.0mlを 加 え,対 照 に は

hydroxysteroid dehydrogenase溶 液 を除 き試 料 と同

様 に加 え た もの を作 成 した.共 に 混 和 しなが ら恒 温

槽 中 で26℃ で保 温 した. 50分 后 に0.1M. Sodium

 lauryl sulfateを0.1ml毎 加 え振 盪 した の ち,対 照 に

3α-hydroxysteroid dehydrogenase溶 液0.1mlを 加 え

混 和 した.こ れ を 日立分 光 光 度 計UV-200で340nm

の 吸 光 度 をslit巾1mmで 測定 した.対 照 の 吸 光 度 を

Ec,試 料 の 吸光 度 をEsと し た.こ の 他 にcholic acid

 50γ を含 ん だ80% methanol溶 液0.1mlを 標 準 と し同

様 に測 定 し,試 料 と対 照 の 吸 光 度 の 差 をEstと した.

各試 料 の 胆 汁 酸量 は

胆汁酸(γ)=
3×MW×(Es-Ec)

/6.22
×
50

/Est
× 100/

回収率(%)

MW:個 々の胆汁酸の分子量

で計 算 し,希 釈倍 数 を掛 け て 胆 汁 中 の 濃度 を求 め た.

4) bilirubin 3分 画法

小 坂,原16)の 方 法 に な らい,胆 汁 酸1mlにchlo

roform 2mlを 加 え混 和 し1500rpmで10分 間 遠 沈 し

て得 られ たchloroform相 を 間接 型bilirubinと し,

 chloroform相 を除 去 后0.1N HCl 1mlを 加 えて弱酸

性 下 で再 び2mlのchloroformを 加 え混 和后遠 沈 して

得 られ るchloroformを 塩 型bilirubinと した. chlo

roform相 を除 去 后硫 安 で塩 析 しmethanol 10mlを 加

え, 3000rpmで10分 間 遠 沈 して得 られ るmethanol

相 をester型bilirubinと した.

5) bilirubinの 測 定

間接 と塩 型bilirubinはchloroform相 よ り1mlを

と り, methanol 3.5ml,次 いでdiazo試 薬0.5mlを 加

え 混和, 15分 后 に 日立 比 色 計100-10型 波 長535mμ で

測 定 した. ester型bilirubinはmethanol相 よ り4.5

mlを と りdiazo試 薬0.5mlを 加 え混和後 前2者 と同 じ

く測 定 した. diazo試 薬 はEhrlichのI液10mlとII液

0.3mlを 混 和 して,そ の都 度 作 製 して 用 い た.

6) glucuron酸 定 量 法 とester型bilirubin分 画 に

対 す るglucuron酸mol比(MR)

glucuron酸 定 量 はester型bilirubin分 画 を用 いて

naphthoresorcinol picrateを 用 い た 石館 ら17)のNa

BH4法 で 行 っ た.尚,標 準 曲 線 は その 都 度 作 製 し

glucuron酸 量 を算 出 した. ester型bilirubin分 画 の

bilirubin-glucuron酸mol比 は高 木9)に よ り算 出 した.

7)肝 機 能 検 査

患 者血 清 を用 い てglucuronic oxaloacetic tran

saminase (GOT), glucuronic pyruvic oxaloacetic

 transaminase (GPT)をKarmen法 で, alkaline

 phosphatase (Al-p-ase)をBessey-Lowry法 で測 定

し, Thymol混 濁 反 応(TTT), Kunkel氏 硫 酸亜鉛

試 験(ZTT), cholesterol,総Bilirubinも 測 定 した.

ま た緒方 法18)で 馬 尿 酸合 成 試験 を行 っ た.
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実 験 成 績

1)胆 汁 酸 測定 にお け るpHと 温 度 の 影響, hydro

zine hydrateの 濃 度,及 びsodium lauryl sulfateの

使 用 につ いて

glycochenodeoxycholic acid (GCDC), 40γを用

いhydrazine hydrate, NADを 含 むsodium pyro

phosphate bufferのpHを 変 え,測 定へ の影 響 を検

討 した.

結果 はFig. 1の とお りで, optical density (O. D.)

はpH 9.5で 最 高 を示 した.

Fig. 1 Influence of pH in bile acid assay

温 度 の 影響 をGCDC 40γ につ いて20℃, 26℃, 37℃

と変 えて 時 間 的経 過 をみ た の がFig. 2で あ る. O. D.

は26℃ で は平 衡 に達 した 時37℃ よ り高 値 を と り, 20

℃ よ り平衡 に達 す る時 間 が 早 い.

Fig. 2. Influence of temperature in bile acid assay

hydrazine hydrateの 濃度 につ いてWeber15)ら の

3.2%溶 液 とHurlock19)ら の5%溶 液 と を比 較 した.

 Table 1の とお りで50分 間 の 保 温 で は5%が3.2%よ

り高 値 で あ っ た.

Table 1. Influence of hydrazine hydrate (HH) 
to the bile acid assay*

* used 25ƒÁ of cholic acid
, incubation time: 

for 50min.

ま た,反 応 中 の 溶液 にSodium lauryl sulfate 0.1

mlを 加 え直 ち に混 和 した 後 のO. D.の 変 化 はFig. 3

の とお りsodium lauryl sulfate添 加 後 少 な くとも15

分 間 は 殆 ん ど吸 光 度 の 上 昇 は 認め られ な か った.

Fig. 3. Influence of sodium lauryl sulfate on bile 

acid

2)著 者 の 測定 法 に よ る胆 汁酸 の 濃度 勾 配 と胆 汁

に添 加 した 胆 汁酸 の 回収率

cholic acid 0～100γ の 範 囲 内 で はFig. 4の とお り

直線 性 を示 した. deoxycholic acid, chenodeoxy

 cholic acid, lithocholic acid及 び これ ら胆 汁 酸 の

glycine及 びtaurine抱 合 型 の 場 合 もcholic acidと

同一 の 検 量線 で あ った.胆 汁酸 の 回収 率 はtable 2

の とお り回収 率 は90.3～93.7%平 均 回 収率 は91 .7%

であ っ た.各 種 胆 汁 酸 の 回収 率 に 有 意 の差 は な い.

3)健 康 群,疾 患群 の胆 汁酸 分 画 の 構 成

胆 汁酸 分 画 をGC, Gdi, TC, Tdiの 占有率 及びgly

cine抱 合 型 とtaurine抱 合 型 胆 汁 酸 の 比(G/T) ,

 trihydroxyとdihydroxy胆 汁 酸 の 比(tri/di)で 表

わ し,健 康 群 と疾 患群 を比 較 す る とtable 3の とお

りで疾 患 群 で はglycine抱 合 型 胆 汁酸 分 画 の 占有率

は低 下 な い し低 下傾 向 を,ま たtaurine抱 合 型 胆 汁

酸 分 画 の 占有率 で は逆 に 上 昇 な い し上 昇 傾 向 を認 め

た. G/Tは 疾 患群 で 有意 の低 下 を認 め た . tri/diは

慢 性 肝 炎 群 に上 昇 を認 め た 以 外 健康 群 との 間 に有 意

差 はな か った.
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Fig. 4. Linearity of the assay

4)疾 患 別G/Tとtri/diに つ いて

G/T, tri/diを 更 にglycine抱 合 型 とtaurine抱 合

型 に 分け たの がtable 4で あ る. G/Tは 健康 者 群 に

比較 してcholic acid, dihydroxy cholanic acidと も

疾 患群 で低 下 し急性 肝 炎,肝 硬 変 症 で その 低 下 は 強

い. tri/diはglycine抱 合 型は健 康群 よ り慢性 肝 炎群

で上 昇 を, taurine抱 合 型 は全 疾 患 群 に 有 意 の上 昇 を

認 め た.

5)肝 疾 患 別bilirubin 3分 画 とmol比 につ いて

table 5の とお り,健 康 群 と各 疾 患群 とは 間接 型 ・

塩 型 ・ester型bilirubinの 占有率 に特 に 有意 差 は な

か った.

MRは 慢 性 肝 炎,急 性 肝 炎,肝 硬 変 症 群 の順 に健

康 群 よ り有 意 の 低 下 を示 した.

Table 2. Recovery of authentic bile acid in the present assay*.

* 500ƒÁ of bile acid was added to the assay.

Table 3. Bile acid composition in bile of various liver diseases

* significant with P<0.05 (compared with normal value) Mean•}S. D.

TC: taurocholic acid, Tdi: taurodihydroxy cholanic acid, GC: glycocholic acid, Gdi: glycodihydroxy 

cholanic acid, G/T: glyco-conjugated bile acid/tauro-conjugated bile acid, tri/di: trihydroxy 

cholanic acid/dihydroxy cholanic acid,
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Table 4. Ratios among individual conjugated bile acids in various liver diseases.

* significant with P<0.05 (compared with normal value) Mean•}S. D.

G/T: glyco-conjugated bile acid/tauro-conjugated bile acid, GC/TC: glycocholic acid/taurocholic 

acid, Gdi/Tdi: glycodihydroxy cholanic acid/taurodihydroxy cholanic acid, tri/di: trihydroxy 

cholanic acid/dihydroxy cholanic acid, GC/Gdi: glycocholic acid/glycodihydroxy cholanic acid, 

TC/Tdi: taurocholic acid/taurodihydroxy cholanic acid,

Table 5. Bilirubin composition in bile of various liver diseases

* significant with P<0.05 (compared with normal value) mean•}S. D.

f.: form, MR: molar ratio of glucuronic acid to ester-form bilirubin

Table 6. Correlations between bile acid composition and bilirubin composition, 
and molar ratio of glucuronic acid to ester-form bilirubin (M. R.), in bile.

* not significant
TC: taurocholic acid,Tdi: taurodihydroxy cholanic acid, GC: glycocholic 
acid, Gdi: glycodihydroxy cholanic acid, G/T: glyco-conjugated bile acid/
tauro-conjugated bile acid, tri/di: trihydroxy cholanic acid/dihydroxy 
cholanic acid,
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6)胆 汁酸 分 画 とbilirubin分 画 及びMRと の関 連

胆 汁 酸 濃 度 とbilirubin濃 度,塩 型 及 びester型bili

rubin占 有率 との間 に相関 を認め た(table 6, Fig. 5).

しか し,胆 汁酸 濃 度 との 間 に は相 関は 認 め ず(Fig. 6),

一 方ester型bilirubinで はFig . 7の よ うに 胆 汁十酸 濃

度 とester型 濃 度 は 相 関 を示 した.ま た, MRはTC

並 びにGCの 占有率 及びG/Tと 有意の 相関 を示 した.

7)胆 汁酸 分 画 及びmol比 と肝 機能 検査 の 関 連

G/TとGOT, GPT, ZTT,馬 尿酸合 成試 験 の 間 に

相 関 を認 め た.ま たGCの 占有 率 はGOT, GPTと

相 関 を認 め た が,他 の 胆 汁酸 分 画 と肝 機 能 検 査 との

間 に 関 連 は 認め なか っ な.ま たMRはtable 8, Fig. 9

の とお り, GOT, GPT, ZTT, TTT,馬 尿 酸 合 成 試

験 と有 意 の相 関 を示 した.

8) G/T低 下例 の 肝組 織 像

table 9の とお りG/T低 下 例10例 の 肝 細 織 像 で は

肝 細 胞 の大 小 不 同や 壊 死, kupffer細 胞の肥大,増 殖

な どが共 通 して認 め られ る所 見 で あ っ た. G/Tと は

再 生 像 の所 見が 比 較 的 関 連 した動 き を示 し た.

G/T: glycine conjugated bile acid/taurine conjugated bile 
acid

TC: taurocholic acid GC: glycocholic acid
MR: molar ratio of glucuronic acid to ester-form bilirubin

Fig. 5. Correlations between bile acid composition and bilirubin, 

and molar ratio of glucuronic acid to ester-form bilirubin.
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Fig. 6. Correlations between percentage of salt-form bilirubin and bile acid 

concentration, and concentration of salt-form bilirubin, and between 

concentration of salt-form bilirubin and bile acid concentration.

Fig. 7. Correlations between percentage of ester-form bilirubin and bile acid 
concentration, and concentration of ester-form bilirubin, and between 

concentration of ester-form bilirubin and bile acid concentration.

C Table 7. Correlations between bile acid composition in bile and liver function tests.

* not significant
other bile acid composition have no relation with liver function tests
G/T: glyco-conjugated bile acid/tauro-conjugated bile acid, tri/di: 
trihydroxy cholanic acid/dihydroxy cholanic acid, GC: glycocholic acid
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G/T: glycine conjugated bile acid/taurine conjugated bile acid. GC: glycocholic acid,

Fig. 8. Correlations between bile acid composition and liver function tests.

Fig. 9. Correlations between molar ratio of glucuronic acid to ester-form bilirubin 

(MR) and liver function tests.
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Table 8. Correlations between molar ratio of glucuronic acid to 
ester-form bilirubin (MR) and liver function tests.

* not significant

Table 9. Comparison with bile acid composition in bile and histological findings.
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総 括 な らび に考 察

胆 汁十酸 は清 水一 門20)やWieland一 派21)に よ りcho

lesterolよ りの代謝 産物 として の 経 路 がか な り明 らか

に され,肝 細 胞 のmicrosome,細 胞質, mitochondria

の間 を行 き来 して, 3β か ら3α へ の 水 酸 基 の 反転,

 7α ま た12α の 水 酸 化,母 核 の修 飾,側 鎖 の 変化 を受

け て 形 成 さ れ,主 にmicrosomeでglycine及 びtau

rineと 抱 合 して4)胆 汁 中 に排 泄 される.一 方bilirubin

は 赤 血球 の破 壊 に よ り22),ま た はヘ ム化 合 物 な ど よ

り23)生成 され る. ester型bilirubinは 肝 細 胞 で形 成

され24),そ の うちbilirubin glucuronideはmicro

someの 滑面小胞体 に存在す るglucuronyl transferase

に よ り抱 合 され3)胆 汁 中 に排 泄 され る.こ の よ うに

胆 汁酸 とbilirubinは 代 謝 経路 が 異 り病 因 に よる差 が

推 測 され両 者 の関 係 を中心 に検 討 した.

1) G/Tの 変 化 につ いて

ヒ ト胆汁 ではglycine抱 合 型胆 汁 酸が 主 で,諸 家25)

に よ りG/Tは 異 な る が, 2.0か ら3.5の 間 の値 が 報 告

されて い る.今 回 健康 群 に比 しG/Tの 低 下 を肝 疾 患

群 で認 め た こ とはSjovall5)以 来 のG/Tが 肝 疾 患 時

に低 下 す る との 成 績26) 7)を 支 持 す る もの であ っ た が,

検 体 が 胆 汁の た め そ の絶 対 量 の 比較 が で きな い の で

疾 患 時 にglycine抱 合 型が 低 下 す る のか, taurine抱

合 型 が 増 加 す る の か,ま たは両者共 に低下 しその低 下

の 度合 いがglycine抱 合 型 の 方 が 強 い のか,共 に増

加 しtaurine抱 合 型 の方 が よ り多 く増 加 す るの か不

明 で あ る.し か し, Sjovall27)は 健 康 人 にtaurineを

1日1.5g経 口投 与 す る と胆 汁 中のtaurine抱 合型 が

増 しG/Tが 減 少す るが, glycineを 大 量 に 与 え て も

G/Tに 変化 をみ ない と報告 して いるこ とや, Encrantz

ら28)は ヒ ト新 生 児の 胆 汁 に はtaurine抱 合 型 の み で

あ るが 一 週 間以 内 に次 第 にglycine抱 合 型 が 増 加 し

て くる と報 告 し,ま たPoleyら29)は 胎 児,新 生 児 で

これ を支 持 して お り,今 回 の 成績 で も馬 尿酸 合 成 試

験 とG/Tが 良 く相 関 を示 した こ とを考 え あ わせ る と

肝疾 患時 に はtaurine抱 合 型 に比 較 してglycine抱

合 型 が 障 害 されや す い もの と思 わ れ る.こ のG/Tを

GC/TC, Gdi/Tdiと 分 け てみ て もや は り肝疾 患 群 で

は その低下 を認め, cholic acidに 限 らずdihydroxy

胆 汁酸 の で も この 比 は 同様 に低 下 して いた.胆 汁酸

の違 い に よ るglycine及 びtaurineと の抱合 はこれ ら

肝疾 患時 では 差 が な い.即 ち胆 汁酸 のamino酸 抱 合

が お き るmicrosomeの 酵素は ほぼ同様 に障 害 され る

と推 測 され た.

胆 の う症群 で もG/Tの 低 下 を認め たが, Burnett30)

が胆 石 症 患 者 の 胆 汁 は健 康 群 に比 しG/Tの 低 下 が

認め られ る と報 告 した 成績 とよ く一 致 した.今 回 の

胆 の う症 群 に お け るG/Tの 低 下 は慢 性 肝炎群 と共 に

そ の分 布 は 幅 広 く, G/T低 下 症 例 はtranseami

nase, ZTTに 異 常 を認 め る もの が 多 く肝 障 害 が 存 在

す る と考 え られ た.ま た 胆 の う壁 の障 害 の 為 に 各 胆

汁 酸 の 吸収 の 度 合 いの差 な どが31) 32) 33)報告 され て お

りG/T低 下 の一 因 とな る こ と も考 え られ る.

2) trihydroxy cholic acidとdihydroxy chola

nic acidの 比の 変 化 に つ い て

肝疾 患 患者 血 清 中のtri/diの 上 昇 は 胆 道 系 の 閉塞

を示 す との報 告1) 2)があ るが 一般 に胆 汁 中のtri/di比

は 血 清 の それ よ りやや 低 値 を とるとさ れ て い る34).本

成 績 で は慢 性 肝 炎群 を除 く疾 患群 で健 康 群 と有 意差

を認 め ず慢 性 肝 炎 で低 下 す る との 中 川26)ら や 肝硬 変

症 で低 下 を認 め たTurnberg7)ら の 成績 とは一致 しな

か っ た. glycine抱 合 型 とtaurine抱 合 型 に 分 け た

tri/diで は主 にtaurine抱 合 型 で健 康群 よ り有意 の上昇

を認 めた.即 ちglycine抱 合型 は,肝 炎,肝 硬 変症 でほ

ぼ 同程 度 の 障 害 を受 け, Ttri/Tdiの 上 昇 はtrihyd

roxy胆 汁酸 の 増加,ま たはdihydroxy胆 汁酸 の減少

とな るが, trihydroxy胆 汁 酸 もdihydroxy胆 汁酸 も

amino酸 抱 合 に 利 用 さ れ るpoolは 同一 と考 え られ る

か ら, trihydroxy胆 汁 酸 が 増 量 す る とは思 わ れ な い

の で, taurine抱 合 型 がglycine抱 合 型 よ り障 害 され

に くいが, dihydroxy胆 汁 酸 のtaurineと の 抱 合 が

変化 した と推 測 された.黒 田35)は 急 性 肝 炎 でdeoxy

cholic acidの 減 量 を認 め てい るが 抱合 型 に よ る差 は

検 討 され て いな い.ま たSjovall6)も 急性 肝 炎,肝 硬

変 症 で, Turnberg7)らVlahcevic8)ら は肝 硬 変 症 で

deoxycholic acidが 減 少す る と報 告 して い る こ とは

前 述 の 推 測 を支 持 す る. Sjovall6)は この 際taurine抱

合 型 のdataはglycine抱 合 型 と同様 であ る としたが,

これ はpaper chromatographyでtaurine抱 合 型 の

deoxycholic acidとchenodeoxycholic acidを 分 離

で きなか った為 と思 われ る.

3) bilirubin 3分 画 とmol比 に つ い て

bilirubin 3分 画 に つ い て健 康 群 と肝 疾 患群 との間

に 有意 差 は な く,高 木 の 報 告 と一 致 した.

MRはester型bilirubin中 のbilirubin glucuro

nide分 画 の 占有率 を表 わす が,急 性,慢 性 肝 炎群,

肝硬 変 症 群 に そ の低 下 を認 め,肝 疾 患 時 のglucuron

酸抱合能の低下 が うかが われた.武 田36)が 肝glucuronyl

 transferase活 性 を測 定 し肝疾 患 患 者 で そ の活 性 が低
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下 す る と した報 告 や 高 木9)の 胆 汁 を用 いて 肝疾 患 時

にMRが 低 下 し,ま たMRとZTTと よ く相 関 す る

との 成 績 を支 持 す る もの で あ っ た.ま た肝 細 胞壊 死

を示 す と考 え られ るGOT, GPTとMRは 逆相 関 を

示 し肝 実 質障 害 の 良 い指 標 とな り得 る と思 わ れ る.

4)胆 汁酸 分 画, bilirubin 3分 画 とMRの 関連 に

つ いて

黄 疸 を伴 う肝炎 恢 復 期 に は 血清 胆 汁酸 がbilirubin

よ り早 期 に正 常 化 す る こ とが 多 い とされ て い る37)が

その 逆 の場 合38)も あ る こ とが 報告 さ れて い る.こ れ

らの報 告 は総 胆 汁酸,総bilirubin濃 度 に よる もの で

あ り,血 清 で もあ るの で胆 汁 中 の両 者 につ いて検 討 じ

た ところ,胆 汁酸 濃 度 と総bilirubin濃 度,塩 型biliru

bin占 有 率, ester型bilirubin占 有 率 とは 良い相 関が

あ っ た.胆 汁 酸 濃度 と塩 型bilirubin濃 度 とは相 関せ

ず,胆 汁酸 濃 度 とester型bilirubin濃 度 とは相 関 し

た.即 ち,胆 汁 酸 濃度 と総bilirubin濃 度 の 相関 の主

た る もの は 胆 汁酸 濃度 とester型bilirubin濃 度 であ

っ た.し か し, MRと 胆 汁 酸 濃度 は相 関 せ ず,こ れ

は両 者 の 主抱合 の差 と理解 され た.一 方, MRがG/T

と相 関 した こ とはbilirubinのglucuron酸 抱 合 能 と

胆 汁酸 のglycine及 びtaurineと の抱合 能 の障害 とは

肝疾 患時 に は 平行 して障 害 され る こ とが 多い こ とを

示 して い る. MRはGC分 画 及びTC分 画 とも相 関

したが, GC及 びTCの 表 示 は 占有 率 であ り,絶 対量

で は な くそ の 意義 付 け は 難 しい が, GC分 画 はGOT,

 GPTと 逆 相 関 し, MRもGOT, GPTと 逆相 関 を示

した こ と よ り, MR及 びGC分 画 の 占有率 の低 下 は

肝実 質 細 胞 障 害 に基 づ くと理 解 され た. TC分 画 は

GOT, GPTと 相 関せ ず,胆 汁酸 のglycine抱 合 とtau

rine抱 合 の 障 害 の程 度 に は 差 が あ るこ とが示 された.

5)胆 汁 酸 分画 と肝 機 能 検査 及 び肝 組 織像 の 関 連

G/TがGOT, GPT, ZTTと 相 関 した.こ の 点 は

G/T低 下 例 の 肝 組 織像 が 肝 細 胞壊 死やkupffer細 胞

の増 殖 を示 す例 が 多か った こ とか らも裏 付 け られ た.

ま たG/Tは 馬 尿 酸合 成 試 験 とも良 く相 関 し,組 織所

見 で再 生像 と関連 が うか が わ れ た. GC分 画 はGOT,

 GPTと は相 関 す るが,馬 尿 酸 合 成 試 験 と相 関 を示 さ

ず, G/TがGC分 画 よ り,よ りよい 肝実 質 細 胞 障 害

の指 標 と思 わ れ た.

結 論

肝 疾 患時 にお ける胆 汁 中 の胆 汁酸 とbilirubinの 質

的変 化 を両 者 の 抱 合 型 を 中心 に急性 肝 炎,慢 性 肝 炎,

肝 硬 変症,胆 の う症 並 び に健 康 者群 につ い て対 比検

討 し,更 に 肝機 能 検 査 及 び 肝 組 織 像 との 関連 を追 求

し た.ま た 胆 汁酸 測 定 法 に つ い て も改 良 を加 え 次の

結 果 を得 た.

1) Weberら の胆 汁酸 測定法 の うちhydrazine hy

drateの 濃度 を5%と す る ことに よ り吸 光 度 の上 昇 が

み られ た.ま たNADは6.8mMよ り5mMで 充分 で

あ る こ と を示 した.

2)胆 汁 中胆 汁 酸 濃度 はbilirubin濃 度 とester型

bilirubin濃 度 と相 関 した.ま たMRはG/T, GC及

びTC分 画 と相 関 を示 した.こ れ ら よ りbilirubinの

glucuron酸 抱合 能 と胆 汁酸 のglycine及 びtaurine

との 抱合 能 の 割 合 い は肝 疾 患時 に 同 程 度 に 障害 さ れ

るこ とが 多 い と思 わ れ た.

3)肝 疾 患時 には健康 群 に比 しG/T, GC/TC, Gdi/

Tdiが 低 下 した.ま た総並 びにglycine抱 合 型 のtri/di

は一 定 の傾 向 は な いが, taurine抱 合 型 ではtri/diの

有意 の上 昇 を認め た.こ れ よ り肝疾 患 時に はglycine

抱合 型 の み な らず, taurine抱 合 型 胆 汁酸 も一部 障害

さ れ る と思 わ れ た.ま た 胆 の う症群 で もG/Tは 健康

群 に比 し低 下 を示 した.

4) G/T及 びGC分 配 はGOT, GPTと 相 関 し,

更 にG/TはZTT及 び馬 尿 酸 合成 試 験 と も良 く相 関

した.ま たMRはGOT, GPT, ZTT, TTT,馬 尿酸

合 成 試 験 と相 関 を示 した.こ の こ と よ りG/TとMR

は肝 実 質 障 害 の良 い指 標 とな り得 る もの と思 わ れ た.

5) G/T低 下例の肝組 織像 では肝細 胞壊 死やkupffer

細 胞 の 肥 大,増 殖 を認 め る例 が 多 く,ま たG/Tは 再

生 像 と よ く関連 し た.こ れ らはG/Tと 肝機能検査 と

の関 連 を裏 付 け る もの で あ っ た.

稿 を終 るに当 り,御 指導 を賜った小坂淳夫 学長に深謝

致 します.ま た御校 閲頂い た長 島秀夫教授 に深謝致 しま

す と共に,終 始御指 導御鞭撻 を頂いた近藤忠 亮講師に深

謝致 します.

本論文の要 旨は昭和49年9月 第23回 日本消 化器病 学会

中 ・四国地方会 及び昭和51年6月 第12回 日本 肝臓学会総

会で発表 した.
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Studies on bile acid and bilirubin in liver disease 

Part 1. Clinical significance of biliary bile acids 

and three bilirubin fractions in liver diseases

Takao NISHIHARA

The First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School,

Okayama

(Director: Prof. K. Kosaka & H. Nagashima)

The clinical significance of biliary bile acids and bilirubin concentration in liver diseases 

was investigated. The relations among bile acids, bilirubins and liver function tests including 

liver biopsy were studied. The conditions of bile acid measurement by Weber were also criti

cized. The following results were obtained.

1) Weber's method for bile acid measurements was modified, that is; the concentration of 

hydrazine hydrate from 3.2% to 5% and NAD from 6.8mM to 5mM; then higher extinction 

coefficients were obtained and the method was adequate for assay of bile acids.

2) The concentration of bile acid correlated with that of bilirubin and of ester-form bilirubin. 
The molar ratio of glucuronic acid to ester-form bilirubin (MR) correlated with the ratio of 

glycine conjugated to taurine conjugated bile acid (G/T), with glycocholic acid fraction and 
with the taurocholic acid fraction. This suggests that the abilities of conjugation of glucuronic 
acid to bilirubin and of glycine and taurine to bile acid were damaged at similar levels.
3) The ratios of G/T, glycocholic acid to taurocholic acid and glycodihydroxy bile acid to 

taurodihydroxy bile acid in liver diseases were lower than in healthy subjects. The ratio of 

trihydroxy bile acid to dihydroxy bile acid (tri/di) in its glycine conjugated form was not 

significantly altered, but that in taurine conjugated form was elevated in liver diseases, suggest
ing that the metabolism of bile acid was damaged not only in the glycine conjugated form but 

also in the taurine conjugated form. The ratio of G/T in the group of cholecystopathy was 

lower than that of healthy subjects.

4) The ratio of G/T and glycocholic acid fraction correlated with GOT and GPT. The G/T 
ratio correlated with ZTT and hyppuric acid synthesis test. The low G/T ratio and MR suggest

ed liver cell damage.

5) Many cases with low G/T ratios showed liver cell necrosis and hyperplasia and proliferation 

of Kupffer cell in liver biopsy specimens. The G/T ratios correlated with the appearance of 

regeneration of liver cells. These results suggested a significant correlation between the G/T 

ratio and liver function tests.


